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　　摘要　细胞力学是组织工程和细胞工程的基础之一 ,在细胞离体培养过程中对细胞施加不同的机械力以研究

应力对细胞的影响是细胞力学的一个重要研究领域 ,也是细胞力学的重要研究手段。 本文综述了离体培养细胞的

力学实验方法 ,根据不同的载荷施加方式可分为: 微吸管吸吮技术 、压力载荷法、基底拉伸法和流体剪切法等 ,并指

出了各种方法存在的利与弊。
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　　 Abstract　 Cellular m echanics is a branch of tissue engineering and cellula r engineering. As one o f the impor-

tant method, lo ading diffe rent mechanical stimuli to culturing cells in v itro so as to study the influence tha t the

str ess ha s on th e cells is one of the impor tant fields o f cellular mechanics. This paper r ev iew s th e experim enta l

methods fo r mechanica lly stimulating the cells in vitr o, acco rding to the differ ent lo ading modalities, the methods

can be catego rized into micropipette aspir ation, compression loading , substra te distention, fluid shear , etc. And it

also points out th eir advanta ges and disadvantag es.
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1　前　言

细胞力学是组织工程和细胞工程的基础之一 ,

常常要研究机械力对细胞形态变化及生长的影响。

由于体内环境异常复杂 ,细胞的体外分离和培养技

术是研究细胞生理、病理现象的一种重要手段 ,也是

生物力学中迅速发展起来的前沿领域和目前细胞力

学研究的重要方法。近年来有关生物组织应力 -生长

关系的研究表明 ,从器官、组织到细胞、亚细胞等各

个层次上的生命运动都是在一定力学环境中进行

的 , 应力与生长的关系在细胞水平上主要体现在两

个方面:单个细胞的生物学行为 ,如增殖、形态变化

和分泌功能等的响应 ;群体细胞组织化的整体行为

响应 ,如血管内皮细胞收缩功能的增强、机械信号传
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导以及基因的表达等。机械力深刻影响着细胞 /组织

的生长、维持和重建 ,是细胞工程及组织工程的一个

重要因素。

在离体培养细胞的力学实验方法研究领域 ,

Glucksmann
[1 ]
进行了开拓性的研究 ,将鸡胚胎胫骨

内膜细胞培养在成对的肋间肌基质上 ,当肌肉组织

萎缩肋骨彼此靠近后 ,离体培养的细胞受到压力作

用。 Rodan等
[ 2]
用电磁阀产生的脉冲控制气动活塞

装置对鸡胚胎长骨细胞凝胶体施加低值连续压力。

多年来 ,经过不断的改进和发展 ,人们提出了多种离

体培养细胞的力学实验方法 ,研制出不同类型和功

能的实验装置 ,不仅可以定性地分析而且能定量地

研究细胞的力学特性。本文综述了目前主要的细胞

力学实验方法。

2　离体培养细胞的力学实验方法

根据不同的载荷施加方式 ,可将离体培养细胞
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的力学实验方法分为以下几类: 微吸管吸吮技术、压

力载荷法、基底拉伸法和流体剪切法等。

2. 1　微吸管吸吮技术

微管吸吮技术是目前研究细胞力学特性的主要

方法之一 ,也是检测单个细胞或细胞对变形和黏附

的重要手段 ,它通过测量在一定负压作用下细胞的

变形及变形过程来研究细胞的力学特性 ;或者用双

微管吸吮黏附在一起的细胞对 ,利用细胞的变形分

析细胞间相互作用的力学问题。 微吸管吸吮技术最

早由 Mitchison和 Sw ann [3 ]提出 ,经过不断的改进 ,

细胞显微操作技术在方法和实验精度上都有了较大

提高。装置通常包括两套液压控制系统 ,一套用来精

细控制微吸管的运动 ,另一套则控制吸管产生用以

吸附细胞的微小负压。 Miyazaki和 Hayashi
[4 ]
使用

直线电机驱动显微操作器并用力传感器测量荷载 ,

使细胞产生更接近生理状态的变形。

微吸管吸吮技术的优点是精度高 ,易于标定 ,重

复性好 ;能够观察和控制细胞的黏附行为。其缺点是

只能检测单个细胞或细胞对的相互作用 ,无法检测

大量细胞的黏附特性 ;微吸管技术曾被认为是很精

确的 ,但仍存在不少缺陷 ,如微吸管的内径和聚焦误

差需要光学矫正且其锥度需要测定和补偿 ,被吸入

膜的舌部折叠伪迹需要一个短时的压力才能取消

等。

2. 2　压力载荷法

压力载荷法是指在细胞离体培养过程中 ,模拟

在体环境下组织间隙压力 ,研究在压应力作用下细

胞力学特性的实验方法。产生压应力的方式包括间

接加载法和直接加载法。

2. 2. 1　气体、液体传导静压力的静压加压法　该法

如图 1a和图 1b所示 ,是常用的间接加载方法。可通

过以下方式加载: ( 1)注射器抽真空产生的负压使培

养室内的细胞受压。( 2)在密闭的细胞培养室内注入

CO2和空气或由 N2、 CO2和空气组成的混合气体 ,

或注入 N2、氦气及压缩气体等 ,使培养室内的细胞

受压。 Imamura等
[5 ]将 O2、 CO2和 N2组成的混合气

体注入培养室内 ,用带压力传感器的电磁阀控制压

力大小并用压力计进行监测。( 3)由水柱产生的静水

压力作用于培养室内的细胞。Parkkinen等
[6 ]
把牛关

节软骨细胞密封在双层膜内并固定于培养皿中 ,将

培养皿放入注满水的圆柱形培养室内 ,使细胞受到

不同频率、不同大小的连续或周期性静水压作用。

图 1　气体、液体静压加压法

( a)　气体静压加压 ; ( b )　液体静压加压

Fig 1　 Gas、 l iquid hydrostatic pressurization

( a)　 Gas; ( b)　 Liquid

　　气体、液体静压加压法的优点是设备简单 ;易传

递载荷并且载荷的传递不依赖于培养物与基底的结

合状态 ,使细胞受力均匀 ;易进行不同载荷条件下的

重复实验。其缺点是将细胞置于一个密闭的环境中 ,

随着细胞增殖和代谢 ,该环境中的 O2、 CO2分压及

pH值等都会发生改变 ,不利于长时间的细胞力学

实验。

2. 2. 2　常用的直接加载法是压板接触法　 Sah

等 [7 ]采用如图 2所示的方法 ,使软骨细胞切片受单

轴径向无约束静压和动态周期性压力作用。 动压板

的设计使切片在整个实验中都处于压板之间 ,即使

在较高振幅的非线性荷载条件下 ,随着压力值的改

变所有切片的直径变化也不大 ,动压由伺服控制的

马达提供。此外 ,人们还采用其它方式进行加载 ,

Bur ton-Wurster等
[8 ]通过手动调节方式对软骨外植

体施加静载或周期性无约束压力。 To rzilli等
[9 ]
改用

气动装置对软骨外植体施加无约束的单轴压力。

Tanaka
[10 ]
用动力放大器驱动的压电传动装置产生

低应变范围的单轴压力 ,并由激光位移表调节位移。

图 2　直接加载法 (压板 )

Fig 2　 Direct loading( platen abutment)

　　压板接触的优点是可以得到较大范围的试件变

形 ,易形成与在体环境相类似的载荷条件 ;缺点是应
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变的不均匀性 ,尤其是应变范围内泊松效应的不均

匀性。

2. 3　基底拉伸法

　　 Leung等
[11 ]
使用如图 3a所示的方法 ,用马达

驱动的活塞 /联动装置使附着于矩形弹性硬蛋白基

底上的细胞受到不同频率、不同大小的周期性拉伸。

Ives等
[12 ]
使用弹性负载滑轮 /缆绳代替活塞 /联动

装置 ,并使基底的几何形状更规则、更均匀。 Ca ro si

等
[13 ]
进一步改进 ,用铰链 /DC马达控制偏心杆使细

胞附着的矩形弹性膜产生位移。 Bot tlang等
[ 14]使用

如图 3b所示方法 ,由电磁驱动矩形硅胶膜产生四点

弯曲 ,并通过全息干涉进行测量 ,用光学实验论证了

应变的各向同性。

Winston等
[15 ]使用如图 4a所示方法 ,将空气或

流量受控的流体注入膜下的封闭腔内 ,通过弹性膜

底面的变形 ,使附 着于膜上的细胞受牵张。

Hasegaw a等
[16 ]使用如图 4b所示的方法 ,对凸形压

板上的、细胞附着的弹性膜施加连续或间歇性拉伸 ,

膜拉伸的程度随所用压板的曲率不同而变化。 Hung

和 Williams
[17 ]使用如图 4c所示方法 ,利用摩擦较

小的环形压板 ,由直流电机控制马达驱动压板产生

位移 ,使弹性硅胶膜产生拉伸变形。这种方法的优点

是可通过压板的无摩擦运动同时输入径向和周向应

变。 Vandenburgh
[18 ]使用如图 4d所示方法 ,使具有

球形尖端的压杆产生向上的脉冲运动 ,带动弹性橡

胶膜产生位移 ,从而使膜上黏附的细胞产生牵张。这

种方法的特点是径向和周向应变分布依赖于介质及

膜的拉伸和压杆与膜的接触 ,且应变量与压杆的垂

直位移有关。 Banes等
[19 ]
使用如图 4e所示方法 ,利

用真空产生的负压使塑性基底膜产生变形。

图 3　矩形基底的拉伸法

( a)单轴拉伸 ; (b )弯曲

Fig 3　Methods of rectangular substrate stretch

( a) Uniaxial tension, ( b) Flex ure

图 4　园形基底的拉伸法

( a)　流体位移 ; ( b )　凸形压板位移 ; ( c)　环形压板位移 ; ( d)　压杆尖端位移 ;　 ( e)　真空

Fig 4　Methods of circle substrate distention

( a) Fluid displacem ent , ( b) Conv ex platen displacemen t, ( c) Ci rcle platen displacement , (d ) Pin sh ap e displacement , ( e) Vacuum
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2. 4　流体剪切法

研究表明 ,剪切应力影响机体细胞对机械刺激

信号的接收 (例如 ,原生质膜感受器 ,离子通道 ,交互

/焦点黏连 ,蛋白激酶信号 )和生化反应 (例如 ,细胞

内的钙 ,一氧化氮 ,前列腺环素 ,细胞骨架重建 ) ,因

此细胞所受的切应力对维持细胞、组织乃至整个机

体正常的生理状态有重要意义。

由于平行平板流室 (如图 5a所示 )能保证细胞

在受到不同水平的恒流或生理剪切力作用的同时仍

然保持黏附 ,目前已成为人们研究离体培养细胞生

物力学特性的重要手段之一。平行平板流室由具有

不同高差的静水压提供不变的剪应力或由激活泵提

供瞬态剪应力使流入管和流出管之间产生压差 ,为

流体剪切速率提供动力 ,使细胞受均匀或脉动的剪

切力作用。 Levesque和 Nerem
[20 ]

, Jacobs等
[ 21]
使用

平行平板流室系统研究剪切应力对细胞形态功能的

影响。 为减小入口流效应 , Heimeke等 [ 22]设计的流

室具有 T形部分 ,用来发展入口流 ,使流槽内产生

充分发展的泊肃叶流 ,并用大视野的荧光光学系统

进行图像捕获和重建。 平行平板流室的优点是流室

体积小 ,便于在显微镜载物台上实时观察、显示和记

录 ;操作简便快速 ,能实现自动化控制。其缺点是在

流室系统中很难分清切应力和静水压作用的影响并

且必须要求有能够贴壁生长的细胞 ;流场的相似性

不能保障 ,特别是在血管生理 (脉动压力波形、振荡

状态等 )、几何结构 (直径、长度直径比、锥度角等 )、

动力学参数 (粘度、边界条件 )等方面不能很好地模

拟真实情况的流体动力学环境。在研究细胞黏附时 ,

切应力对细胞产生整体作用 ,因此不能测量单个细

胞与材料的黏附和脱附 ,只能用于测量大量细胞与

基底材料的黏附特性。

Dew ey [23 ]采用如图 5b所示的锥板流室系统研

究流体剪切对细胞黏附特性的影响 ,能使培养的内

皮细胞受较大范围剪应力 ,通过保持锥体转速不变

获得定常层流。 Schni tt ler等
[24 ]设计的锥板系统 ,锥

板均透明 ,可用相差倒置荧光显微镜进行观察 ,锥板

的间距由测微计和复位齿轮调节 ,转速由微电机提

供。 Langi lle等
[ 25]使用如图 5c所示的 ,在旋转板和

静止板间产生剪应力的板 -板流室。锥板流室的优点

是锥表面角补偿由锥旋转产生的从中间至周边递增

的径向影响 ,使细胞受均匀的剪切作用 ;通过改变锥

角和转速 ,能取得较大范围的剪应力 ;加工或装配误

差、尺寸等对实验精度影响较小。其缺点是培养室内

的液体是通过锥体的转动而被动流动的 ,不能与外

部循环 ,所以只能用来研究短时间内切应力对细胞

黏附、变形和生长的影响。

其它还有如图 5d所示的圆柱管装置 ,如图 5e

所示的径向流装置以及线性剪切应力流室和具有各

种狭窄 /膨胀度的流室等产生流体剪切应力的细胞

力学实验方法 ,这里不再逐一进行详述了。

图 5　流体剪切法

( a)　平行板流室 ; ( b)　锥板流室 ; ( c)　板-板流室 ; ( d )　圆柱管 ; ( e)　径向流装置

Fig 5　 fluid shear methods

( a) Paral lel plate f low chamber, ( b) Cone and plate f low ch amber, (c) Disk-disk f low chamber, ( d) Cyclindrical tub e, ( e) Radial fl ow device
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3　讨　论

本文综述了现有离体培养细胞的主要力学实验

方法。 当前 ,细胞力学是生物力学研究中的前沿领

域 ,而离体培养细胞的力学实验为研究机械力作用

下细胞的力学特性提供了切实可行的方法。随着细

胞体外分离和培养技术的发展、力学实验手段的不

断更新 ,以及对细胞力学行为更深入细致地研究 ,人

们更加认识到机体细胞的应力状态十分复杂 ,单独

以某种力学实验手段很难反映细胞所处的全部力学

状态及其响应 ,因此常常需要同时考虑几种力的复

合作用 ,所以 ,在研究离体培养细胞的力学实验中 ,

还需要对实验的技术和方法不断进行革新 ,尽可能

地考虑各种应力、应变场对细胞的作用 ,研究出更合

理、更完善的细胞力学实验方法 ,更好地模拟细胞的

在体环境 ,以便深入地认识和了解机械力对细胞生

命活动的影响。
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