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可折叠微板测量单细胞三维状态下的牵张力
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摘要：目的　 构建可用于单细胞培养的可折叠微板，建立微板折叠的有限元模型，计算单细胞三维收缩时的牵张

力。 方法　 测量细胞牵张力引起微板折叠的角度，利用有限元模拟得到弯矩与折叠角之间的关系以及牵张力与弯

矩之间的关系，从而实现表征单细胞三维状态下的牵张力。 结果　 ＨＳＦ 和 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 两种类型细胞在三维状态下

的单细胞折叠角度范围分别在 ７３° ～ １７３°和 ４９° ～ １３８°，由此测算出的细胞牵张力范围分别在 ５５ ～ ２１０ ｎＮ 和 ５２ ～
１６１ ｎＮ。 结论　 构建单细胞培养的可折叠微板表征单细胞在三维结构中牵张力的方法，对进一步发展三维状态下

细胞黏附、迁移和铺展中牵张力的计算具有一定参考价值。
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　 　 细胞牵张力（ ｃｅｌｌ ｔｒａｃｔｉｏｎ ｆｏｒｃｅ， ＣＴＦ）是贴壁

生长的细胞内由肌动⁃肌球蛋白之间相互作用产

生、对细胞外基质（ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ， ＥＣＭ）或生

长基底所施加的张力，在炎症、伤口愈合、血管生

成和肿瘤转移等生理病理过程中发挥重要作

用［１⁃３］ 。 细胞与 ＥＣＭ 相互作用，通过 ＣＴＦ 驱动细

胞迁移，促进组织形态的发生，维持组织内在机械

张力［４⁃５］ ；作为细胞铺展、信号转导和功能维持的

关键调节因子，ＣＴＦ 产生过程中细胞骨架发生重

构，触发下游信号传导途径，参与细胞增殖、分化

等行为的调控［６⁃９］ 。
由于 ＣＴＦ 大小在 ｐＮ ～ ｎＮ 级别之间，故在细胞

生长过程中很难直接精确地测量单细胞的 ＣＴＦ，在
三维空间中测量难度则更大。 目前，测量 ＣＴＦ 的方

法通常为利用细胞引起柔性材料的变形推导出细

胞在收缩活动中 ＣＴＦ 的变化规律［１０⁃１１］。 细胞在二

维生长状态下的 ＣＴＦ 测量方法基本可分为 ３ 种：硅
胶薄膜法［１２］ 、微组装悬臂梁法［１３］ 和牵张力显微镜

技术［１０］ 。 然而，细胞在生理环境下通常处于三维

ＥＣＭ 中。 细胞在二维和三维环境中会做出不同的

生物学和力学响应，如细胞形态改变引起细胞钙

信号和力学特性发生变化［１４］ 。 因此，如何检测三

维环境中的 ＣＴＦ 成为一种挑战。 一些学者对牵张

力显微镜技术和微组装悬臂梁技术进行改进，尝
试测量细胞在三维环境中产生的 ＣＴＦ。 Ｂｅｎｉｎｇｏ
等［１５］采用“夹心”方法，在细胞上下表面包埋带有

荧光粒子的软凝胶，结合牵张力显微测量技术，检
测细胞 在 三 维 微 环 境 中 所 产 生 的 ＣＴＦ。 Ｃｈｅｎ
等［１６］将细胞完全封装在弹性水凝胶中，使用线性

弹性理论和有限元方法来确定 ＣＴＦ。 虽然采用牵

张力显微测量技术或微柱力传感技术部分实现了

在三维微环境中 ＣＴＦ 的估算，但受技术本身限制，
其计算的复杂性以及理论分析都存在一定困

难［１０］ 。 因此，三维微环境中 ＣＴＦ 测量仍有待进一

步提高和改进。
本文通过构建适合单细胞生长的可折叠微板，

分析可折叠微板在 ＣＴＦ 作用下折叠角度的变化，并
结合有限元模拟分析，推导出微板折叠所需弯矩和

力的关系，进而计算单细胞的 ＣＴＦ。 研究结果为细

胞在三维环境中的铺展和迁移等生物学过程产生

的 ＣＴＦ 测量提供了一种新方法。

１　 材料与方法

１ １　 微板制作

　 　 采用化学沉积系统（ ＰＤＳ２０１０， ＳＣＳ 公司， 美

国）在直径 １０１ ６ ｍｍ、厚度 ０ ５ ｍｍ 的玻璃基板上

沉积聚对二甲苯（Ｐａｒｙｌｅｎｅ⁃Ｃ），Ｐａｒｙｌｅｎｅ⁃Ｃ 膜的沉积

厚度为 ３ μｍ。 经一系列常规光刻、刻蚀步骤，将制

备于玻璃基片上的 Ｐａｒｙｌｅｎｅ⁃Ｃ 膜刻蚀成 ５０ μｍ ×
１０６ μｍ 微板阵列，用于单细胞培养。 每组微板中，
１０６ μｍ 的长度中包括 ６ μｍ 中间凹槽部分，凹槽厚

度为 １００ ｎｍ（见图 １）。 将其上制备有 Ｐａｒｙｌｅｎｅ⁃Ｃ 微

板的玻璃基片裁成 １５ ｍｍ × １５ ｍｍ 样片，每片样片

上覆盖有 １２ 组 １０ × １０ 个 ５０ μｍ × １０６ μｍ 的

Ｐａｒｙｌｅｎｅ⁃Ｃ 微板组合，用于后续实验。

图 １　 Ｐａｒｙｌｅｎｅ Ｃ 微板显微镜图

Ｆｉｇ．１　 Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ Ｐａｒｙｌｅｎｅ⁃Ｃ ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ

微板制作过程中，玻璃基片表面经ＭＰＣ 聚合物

涂层处理，使得细胞只在基片上 Ｐａｒｙｌｅｎｅ⁃Ｃ 微板存

在的部位生长。
１ ２　 细胞培养

　 　 提取原代 ＨＳＦ 人巩膜细胞，用含 １０％ 胎牛血清

（ＦＢＳ）的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养液（含 １００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素

和 ０ １ ｍｇ ／ ｍＬ 链霉素抗生素），在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 条

件下培养。
ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 小鼠胚胎成骨细胞前体细胞，购自中

科院上海细胞库，用含 １０％胎牛血清（ＦＢＳ）的 ＤＭＥＭ
ｂａｓｉｃ（１×）培养液（含 １００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素和 ０ １ ｍｇ ／ ｍＬ
链霉素抗生素），在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 条件下培养。

细胞接种之前，样片用 ＰＤＭＳ 粘在培养皿底部，
用纤连蛋白溶液孵育过夜，ＤＭＥＭ 培养液漂洗２ 次。

当细胞生长约 ８０％ 的融合时，用胰酶消化，得
到细胞悬液，细胞计数，调整细胞悬液浓度，接种于

粘有样片的培养皿中，保证每组微板上只有 １ 个细

胞生长。 培养 ４～８ ｈ 后换液，２４ ｈ 后进行细胞⁃微板

折叠实验。
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１ ３　 细胞⁃微板折叠

　 　 采用显微操作手（Ｎａｒｉｓｈｉｇｅ 公司，日本）控制微

针，沿微板的水平轴方向触动右侧微板的右边缘，
降低微板组合与玻璃基底之间的黏附。 细胞在自

身 ＣＴＦ 的作用下，使其中一侧微板与玻璃基底发生

脱离，原来的二维微板结构发生折叠，形成三维结

构（见图 ２）。

图 ２　 不同细胞使微板发生折叠显微镜图像

Ｆｉｇ．２ 　 Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ ｆｏｌｄｉｎｇ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｅｌｌｓ　 （ａ） Ｂｅｆｏｒｅ ｆｏｌｄｉｎｇ， （ｂ） Ａｆｔｅｒ ｆｏｌｄｉｎｇ

２　 计算

２ １　 理论分析

　 　 本文将铺展在 Ｐａｒｙｌｅｎｅ⁃Ｃ 微板上的细胞假设成

１ 个简化的模型，即以细胞铺展的长轴 ＡＢ 来代替整

个细胞，Ａ、Ｂ 两点为附着点，Ｏ 为细胞长轴与未脱离

基底一侧微板右侧边缘的交点［见图 ３（ ａ）］。 Ａ、Ｂ
点位置确定在以细胞沿两侧微板铺展后的长轴两

端处［见图 ３（ｂ）］。

图 ３　 微板折叠计算模型及细胞铺展端点位置示意图

Ｆｉｇ．３ 　 Ｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ ｆｏｌｄｉｎｇ ａｎｄ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ
ｄｉａｇｒａｍ ｆｏｒ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｓｐｒｅａｄｉｎｇ ｅｎｄｐｏｉｎｔｓ 　
（ａ） Ｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ ｆｏｌｄｉｎｇ，
（ｂ） Ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌｏｎｇ ａｘｉｓ ａｎｄ ｅｎｄｐｏｉｎｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｌｉｖｉｎｇ
ｃｅｌｌ ｓｐｒｅａｄｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ

设 ＯＡ＝ Ｌ１，ＯＢ ＝ Ｌ２，ＡＢ 与 Ｘ 轴的夹角为 α，则
Ａ、Ｂ 的空间坐标为 Ａ （ －Ｌ１ｃｏｓ α， －Ｌ１ｓｉｎ α， ０）、
Ｂ（Ｌ２ｃｏｓ α， Ｌ２ｓｉｎ α， ０）。 若微板绕 ＯＹ 方向折叠的

角度为 β，ＣＤ 为被折起一侧微板的边长，ＣＤ′为 ＣＤ
的投影，则：

ｃｏｓ β ＝ ＣＤ′ ／ ＣＤ （１）
　 　 根据共聚焦显微镜图像测得 ＣＤ ＇和 ＣＤ 的长

度，由式（１）可计算出折叠角 β 的大小。
折叠后 Ｂ 点的位置变为 Ｂ′，此时 Ｂ′的空间坐标

为（Ｌ２ｃｏｓ αｃｏｓ β， Ｌ２ｓｉｎ α， Ｌ２ｃｏｓ αｓｉｎ β）。 设 ＡＢ′与
Ｘ、Ｙ、Ｚ 轴的夹角分别为 ω、γ、ζ，若假设此时 ＣＴＦ
（Ｆ）的方向沿着 ＡＢ′，可导出弯矩 Ｍ 与 Ｆ 的关系：

Ｆ ＝ Ｍ
Ｌ２ｃｏｓ α［ｃｏｓ ωｓｉｎ β － ｃｏｓ ζｃｏｓ β］

（２）

　 　 根据图 ３ 及式（２）可知，ＡＢ 的位置直接影响

α 角以及 Ｌ２，进而影响 ＣＴＦ。 Ｌ２ 越大，计算出的 Ｆ
越小；α 角越大，计算出的 Ｆ 越大。

图 ４　 微板折叠有限元模型

Ｆｉｇ．４　 Ｆｉｎｉｔｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ ｆｏｌｄｉｎｇ 　 （ ａ） Ｆｉｎｉｔｅ
ｅｌｅｍｅｎｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ， （ Ｂ ） Ｆｉｎｉｔｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ ｆｏｌｄｉｎｇ

２ ２　 有限元模拟

　 　 为了得到弯矩与折叠角度之间的关系，本文利

用有限元软件 ＡＢＡＱＵＳ 进行模拟。 根据微板的形

状和尺寸，在 ＡＢＡＱＵＳ 中建立微板的三维模型［见
图 ４（ａ）］。 建立模型时，设置材料属性为均质、各向

同性的线弹性材料，材料的相关属性如表 １ 所示。
选取微板右侧边缘的中点作为参考点，并与微板右

侧耦合，然后在该点施加载荷作用。 由于直接施加

较大的弯矩，会使微板凹槽部分出现屈曲现象，故
本文共建立两个加载步，其中一个加载步施加较小

弯矩，使微板右侧微微折起；另一个加载步施加较

大弯矩，从而计算弯矩作用下微板的折叠角。 结果

如图 ４（ｂ）所示。

９８２
赵丽君，等． 可折叠微板测量单细胞三维状态下的牵张力

ＺＨＡＯ Ｌｉｊｕｎ， ｅｔ ａｌ． Ｓｉｎｇｌｅ Ｃｅｌｌ Ｔｒａｃｔｉｏｎ Ｆｏｒｃｅ Ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ Ｆｏｌｄａｂｌｅ Ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅｓ



表 １　 材料参数和几何尺寸

Ｔａｂ．１　 Ｍａｔｅｒｉａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ａｎｄ ｇｅｏｍｅｔｒｉｃ ｄｉｍｅｎｓｉｏｎｓ

材料 Ｅ ／ ＧＰａ ν 尺寸 ／ （μｍ×μｍ×μｍ）
微板 ４ ０ ４ ５０×５０×３（ａ×ａ×ｈ）
凹槽 ４ ０ ４ ２５×６×０ １（ ｂ×ｗ×ｔ）

　 　 注：ａ 为微板方形区域边长，ｈ 为方形区域厚度；ｂ 为凹槽长，
ｗ 为凹槽宽，ｔ 为凹槽厚度。

　 　 有限元计算时通过给定不同的弯矩，可得到

相应的折叠角。 如图 ５ 所示，通过拟合有限元计

算结果，可以得到如下弯矩与折叠角度的关系：
β ＝ ５０ ７６ × Ｍ ＋ ５ ２９

　 　 将所得弯矩代入式（２），即可得出生长在可折

叠微板上单细胞的 ＣＴＦ。

图 ５　 折叠角度与弯矩关系

Ｆｉｇ． ５ 　 Ｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｌｄｉｎｇ ａｎｇｌｅ ａｎｄ ｂｅｎｄｉｎｇ
ｍｏｍｅｎｔ

图 ６　 不同单细胞收缩时微板折叠角度和牵张力对比（∗Ｐ＜０ ０５）
Ｆｉｇ． ６ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｆｏｌｄｉｎｇ ａｎｇｌｅ ａｎｄ ｔｒａｃｔｉｏｎ ｆｏｒｃｅ ｄｕｒｉｎｇ

ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌｓ 　 （ ａ） Ｆｏｌｄｉｎｇ ａｎｇｌｅ，
（ｂ） Ｔｒａｃｔｉｏｎ ｆｏｒｃｅ

３　 结果

　 　 如图 ６ 所示，ＨＳＦ 和 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 两种类型单细

胞使微板发生折叠的折叠角度范围分别为 ７３° ～
１７３°和 ４９°～１３８°，根据折叠角度计算出的 ＣＴＦ 范围

分别为 ５５～２１０ ｎＮ 和 ５２～１６１ ｎＮ，其平均 ＣＴＦ 分别

为 １０４ ６４、７５ ７３ ｎＮ。 ＨＳＦ 单细胞使微板发生折叠的

角度明显大于 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 单细胞（Ｐ＜０ ０５），其 ＣＴＦ
也显著高于 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 的单细胞 ＣＴＦ（Ｐ＜０ ０５）。

４　 讨论与结论

　 　 本文基于细胞可折叠微板的折叠角度变化模

型，结合有限元模拟，完成单细胞三维状态下的 ＣＴＦ
计算。 用于培养细胞的基底材料为弹性模量

３ ２ ＧＰａ的 Ｐａｒｙｌｅｎｅ Ｃ 刚性基底［１７］。 与传统二维柔

性材料测量 ＣＴＦ 相比，本文方法避免了基底材料自

身变形对 ＣＴＦ 计算结果的影响。 所测两种细胞的

单细胞 ＣＴＦ 均在 １０～２００ ｎＮ 范围内，且不同类型细

胞的 ＣＴＦ 存在差异。 细胞在收缩时产生的 ＣＴＦ 与

细胞类型和功能有关，成纤维细胞在组织损伤修复

不同时期需要进行迁移和收缩，以促进伤口愈合，
故产生的 ＣＴＦ 会更大一些。

在目前所有 ＣＴＦ 测量的方法中，细胞基本都培

养于近似二维的平面上。 本研究模型中细胞随折

叠微板发生的变形属于三维变形，与二维状态下测

得的 ＣＴＦ 相比，本文的实验和计算方法可能更能真

实模拟细胞在体铺展、迁移以及细胞分裂过程中的

ＣＴＦ 模式。 本文测得 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 单细胞的平均 ＣＴＦ
为 ７５ ７３ ｎＮ，该结果显著高于在微柱上测得的 ＣＴＦ
结果（２８ ６ ｎＮ） ［１８］。 Ｈｕｉ 等［１８］ 研究认为，ＣＴＦ 会随

着基底接触面积的增加而增加。 细胞在微柱上培

养时，底部只有部分表面积跟微柱接触。 本文结果

表明，微板中整个细胞几乎 ５０％ 表面积跟基底相接

触，而在在体环境中，细胞表面完全跟其他细胞或

ＥＣＭ 相接触，故实际在体环境中的单细胞 ＣＴＦ 可能

比本文获得的结果还要大。 推测造成上述结果差

异的原因如下：① 细胞骨架在二维和三维形态下可

能表现出不同的力学特性，接触面积不同使其与基

底界面形成的黏着斑密度和分布也不尽相同；② 本

文中细胞生长的基底为刚性基底（３ ２ ＧＰａ），细胞

在硬基底上生长时具有趋硬性，可能使得细胞产生

更大的 ＣＴＦ［１９⁃２０］。
三维环境中测量 ＣＴＦ 的困难在于跟踪信号标

记，而且三维培养材料相比测量二维 ＣＴＦ 的合成材

料更为复杂。 有研究通过跟踪水凝胶中添加的标

记物来实现 ＣＴＦ 的三维测量［１５］。 然而，用测得的

标记物位移计算 ＣＴＦ 的过程较为复杂。 因此，三维

０９２
医用生物力学　 第 ３７ 卷　 第 ２ 期　 ２０２２ 年 ４ 月
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环境中 ＣＴＦ 的计算问题仍是难题。
本文通过构建可折叠微板反演活细胞在体生

理环境中细胞三维铺展，使 ＣＴＦ 呈三维分布，突破

了 ＣＴＦ 只有平铺的二维模式。 事实上，细胞骨架肌

动蛋白在 ＣＴＦ 作用下不断发生聚合和解聚。 因此，
细胞三维 ＣＴＦ 是空间和时间的函数，本文仅进行准

静态下 ＣＴＦ 的分析。 然而，即使准静态下 ＣＴＦ 的计

算也涉及细胞铺展面积、方向和位置等诸多因素的

影响。 例如，当细胞铺展长轴与转轴不垂直时，ＣＴＦ
只有在垂直于转轴方向上的分力使折叠微板转

动。 此外，本文仅利用折叠微板计算单细胞在收

缩过程中这个较短时间内产生的 ＣＴＦ。 如果要研

究细胞铺展、迁移或分裂等生物学过程中的 ＣＴＦ
变化，则需要开展进一步的实验和发展相关的计

算方法。
本文依据实验数据及有限元模型，评估更接近

细胞在体存活时三维状态下的 ＣＴＦ。 本方法对进一

步发展细胞在三维状态下的 ＣＴＦ 测试分析具有参

考价值，对组织工程中进行细胞与周围支架之间相

互作用的力学生物学研究具有重要意义。
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赵丽君，等． 可折叠微板测量单细胞三维状态下的牵张力

ＺＨＡＯ Ｌｉｊｕｎ， ｅｔ ａｌ． Ｓｉｎｇｌｅ Ｃｅｌｌ Ｔｒａｃｔｉｏｎ Ｆｏｒｃｅ Ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ Ｆｏｌｄａｂｌｅ Ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅｓ


