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摘要:目的　 探究沟槽拓扑基底形貌对宫颈癌 HeLa 细胞形态、迁移速率的影响。 方法　 在 4 种不同表面特征(平

面、槽宽 10
 

μm 平行沟槽、槽宽 20
 

μm 平行沟槽、分叉沟槽) PDMS 基底上培养 HeLa 细胞,采用免疫荧光技术对

HeLa 细胞转染 F-actin,并用特异性探针标记线粒体,通过活细胞工作站获取细胞在不同时刻的位置、形态、线粒体

分布。 结果　 槽宽 10
 

μm 平行沟槽中 HeLa 细胞较槽宽 20
 

μm 平行沟槽和平面基底排列更加有序,形态更加细长,
但平均迁移速率更低;分叉口处 HeLa 细胞向分叉结构中伸出突出,线粒体主要分布在突出处和细胞核周围,分叉

口的存在降低了槽宽 10
 

μm 平行沟槽中 HeLa 细胞的平均迁移速率。 结论　 沟槽拓扑基底形貌对 HeLa 细胞的形

态和迁移速率有明显影响。 研究结果有助于了解体内微环境中拓扑结构在影响 HeLa 细胞迁移过程中的作用,并
为后续关于宫颈癌侵袭与转移的研究提供参考。
关键词:

 

HeLa 细胞;
 

宫颈癌;
 

拓扑结构;
 

细胞形态;
 

迁移速率

中图分类号:
  

R
 

318. 01 文献标志码:
  

A
DOI:

 

10. 16156 / j. 1004-7220. 2023. 02. 008

Effects
 

of
 

Groove
 

Topography
 

on
 

Migration
 

of
 

Cervical
 

Cancer
 

HeLa
 

Cells

JIA
  

Ruijie,　
 

WANG
  

Li,　
 

AN
  

Meiwen
( Institute

 

of
 

Biomedical
 

Engineering,
 

College
 

of
 

Biomedical
 

Engineering,
 

Taiyuan
 

University
 

of
 

Technology,
 

Taiyuan
 

030024,
 

China)

Abstract:
 

Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

groove
 

topography
 

on
 

morphology
 

and
 

migration
 

speed
 

of
 

cervical
 

cancer
 

HeLa
 

cells.
 

Methods　 HeLa
 

cells
 

were
 

cultured
 

on
 

PDMS
 

substrates
 

with
 

four
 

different
 

surface
 

features,
 

namely,
 

flat
 

substrate,
 

10
 

μm
 

width
 

parallel
 

groove,
 

20
 

μm
 

width
 

parallel
 

groove,
 

bifurcate
 

groove.
 

Immunofluorescence
 

technique
 

was
 

used
 

to
 

transfect
 

F-actin
 

in
 

HeLa
 

cells,
 

and
 

specific
 

probes
 

Mito-Tracker
 

Green
 

were
 

used
 

to
 

label
 

mitochondria.
 

The
 

location,
 

morphology
 

of
 

cells
 

and
 

distribution
 

of
 

mitochondrial
 

at
 

different
 

moments
 

were
 

obtained
 

through
 

the
 

living
 

cell
 

system.
 

Results 　 Compared
 

with
 

20
 

μm
 

width
 

parallel
 

groove
 

and
 

flat
 

substrate,
 

HeLa
 

cells
 

in
 

10
 

μm
 

width
 

parallel
 

groove
 

were
 

more
 

orderly
 

arranged
 

and
 

more
 

elongated,
 

but
 

their
 

migration
 

speed
 

was
 

much
 

slower.
 

HeLa
 

cells
 

at
 

the
 

bifurcation
 

protruded
 

into
 

branches
 

and
 

mitochondria
 

were
 

mainly
 

distributed
 

at
 

the
 

protrusion
 

and
 

around
 

the
 

nucleus.
 

The
 

bifurcation
 

reduced
 

the
 

average
 

migration
 

speed
 

of
 

HeLa
 

cells
 

in
 

10
 

μm
 

width
 

parallel
 

groove.
 

Conclusions 　 Groove
 

topography
 

has
 

a
 

significant
 

effect
 

on
 

morphology
 

and
 

migration
 

speed
 

of
 

HeLa
 

cells.
 

The
 

research
 

findings
 

help
 

to
 

understand
 

the
 

role
 

of
 

topography
 

in
 

in
 

vivo
 

microenvironment
 

during
 

migration
 

of
 

HeLa
 

cells,
 

and
 

provide
 

references
 

for
 

the
 

subsequent
 

research
 

on
 

invasion
 

and
 

metastasis
 

of
 

cervical
 

cancers.
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　 　 宫颈癌是危害女性健康的恶性肿瘤之一。 在

宫颈 癌 转 移 过 程 中, 细 胞 穿 过 细 胞 外 基 质

(extracellular
 

matrix,ECM)迁移到血液中[1] ;期间,
细胞感知并整合 ECM 中各种物理微环境(如基底

形状、基底硬度等),从而采取特定的迁移机制向某

一方向迁移。 迁移过程中,细胞骨架在维持细胞形

态的同时,能够为细胞提供向前移动的牵引力[2] 。
肌动蛋白丝作为细胞骨架的主要成分之一,与肌球

蛋白 II(Myosin
 

II)共同作用拉动细胞后缘脱黏附。
同时,在狭窄限制中,这种共同作用使细胞后缘骨

架向前挤压及收缩,推动坚硬的细胞核,并使细胞

向前移动[3] 。
ECM 通常由微米级的纤维网络结构组成,纤维

间的空隙一般在数百微米范围内,形成网状结构的

致密限制,从而引导细胞的形态变化、黏附和迁

移[4-7] 。 癌细胞可在前导癌细胞、癌症相关间质细

胞或固有解剖结构构建的 3D 通道中迁移[8] 。 利用

多光子显微技术的研究表明,组织微环境中包含直

径 1 ~ 20
 

μm 孔隙以及宽度 3 ~ 30
 

μm、长达 0. 6
 

mm
限制性通道[9] 。

平行沟槽微通道能够提供具有确定微米尺寸

的 3D 通道,并且便于分析单个细胞的迁移情况,在
再生医学和肿瘤组织工程领域应用广泛[10-11] 。 但

这种设计忽略体内由限制性通道的交叉造成的迁

移困境,使迁移机制呈现更多的复杂性。 本文制备

具有平行沟槽微通道结构的 PDMS 基底,并设计分

叉结构,模拟宫颈癌 HeLa 细胞在迁移时所面临的

复杂物理微环境,从细胞迁移及迁移过程中细胞变

形入手,为癌变组织微环境的研究提供支持。

1　 材料与方法

1. 1　 基底设计、制作、预处理

　 　 如图 1 所示,采用软光刻技术[12]在硅片表面精

确制造出本文所需的特征性拓扑结构,分别为平

面、槽宽 10
 

μm 平行沟槽(槽宽 10
 

μm、嵴宽 20
 

μm、
槽深 10

 

μm)、槽宽 20
 

μm 平行沟槽(槽宽 20
 

μm、
嵴宽 20

 

μm、槽深 10
 

μm)、分叉沟槽(槽宽 10
 

μm,
槽深 10

 

μm,分叉部分槽宽 3
 

μm)。 将 PDMS 预聚

物及固化剂(Dow
 

Chemical 公司,美国)按照 10 ∶1均
匀混合,并离心去除气泡后倾倒在硅片表面。 置于

70
 

℃烘干箱(北京中兴伟业仪器有限公司)内 5
 

h
使其充分固化,随后用镊子将表面具有特定三维结

构的 PDMS 薄膜从硅片上剥离,切割成边长 10
 

mm
正方形并放入培养皿中。 使用氧离子溅射仪(北京

中科科仪股份有限公司)对 PDMS 薄膜进行亲水处

理,加入 12
 

μg / mL 鼠尾 I 型胶原蛋白(北京索莱宝

科技有限公司)37
 

℃ 孵育 2
 

h,或加入 PBS(赛文创

新北京生物科技有限公司)于 4
 

℃ 保存待用。 用普

通倒置显微镜( Olympus 公司,日本)观察 PDMS 基

底的表面结构。

图 1　 PDMS 基底设计

Fig. 1　 Design
 

of
 

PDMS
 

substrate　 (a)
 

10
 

μm
 

width
 

parallel
 

groove,
 

(b)
 

20
 

μm
 

width
 

parallel
 

groove,
 

(c)
 

Bifurcate
 

groove
注:白色为沟槽,黑色为嵴。

1. 2　 细胞株处理

　 　 人宫颈癌 HeLa 细胞株购于美国菌种保藏中

心。 利用 pcDNA3. 1 _ Lifeact-mCherry[13] ( Addgene
 

plasmid
 

#
 

67302,美国)转染细胞,经 G418(北京索

莱宝科技有限公司)抗性筛选,挑取单克隆荧光细

胞,获得稳定表达 F-actin 荧光的 HeLa 细胞株。 用

含 10% 胎牛血清(Gibco 公司,美国)的高糖 DMEM
培养液(Hyclone 公司,美国)培养,经传代后接种在

普通培养皿(无锡耐思生命科技股份有限公司)中

待用。 根据实验需要,分别使用 Hoechst
 

33258(北

京索莱宝科技有限公司)、线粒体绿色荧光探针

Mito-Tracker
 

Green(上海碧云天生物技术有限公司)
对细胞核和线粒体进行荧光标记。
1. 3　 不同基底上 HeLa 细胞黏附形态

　 　 接种上述 HeLa 细胞于铺有 PDMS 基底的 24 孔

板,放入 37
 

℃、5%CO2 细胞培养箱(Thermo 公司,美

652
医用生物力学　 第 38 卷　 第 2 期　 2023 年 4 月

Journal
 

of
 

Medical
 

Biomechanics,
 

Vol.
 

38　 No. 2,
 

Apr.
 

2023



国),待充分贴壁后,Hoechst
 

33258
 

37
 

℃染色细胞核

30
 

min,在活细胞工作站( BioTek 公司,美国) 观测

HeLa 细胞在沟槽微通道及平面基底上的铺展形态。
1. 4　 不同基底上 HeLa 细胞迁移速率

　 　 操作同 1. 3 节,待细胞充分贴壁后,选取平面、
平行沟槽及分叉口处的细胞,每隔 0. 5

 

h 拍照记录

细胞位置(细胞的几何中心),共计 12
 

h,记为实验

组。 抑制剂组为 Myosin
 

II 的
 

ATP
 

酶活性抑制剂
 

Blebbistatin(30
 

μmol / L,0. 2% DMSO) 处理,对照组

为 0. 2% DMSO 处理,两组中 Blebbistatin 或 DMSO
均随延时拍摄对细胞作用 12

 

h。 细胞的迁移速率

定义为单位时间内细胞迁移的距离。
1. 5　 分叉口处 HeLa 细胞变形及线粒体分布

　 　 操作同 1. 3 节,Hoechst
 

33258 染色细胞核后,
使用线粒体绿色荧光探针 Mito-Tracker

 

Green 于
 

37
 

℃荧光标记线粒体,随后放入活细胞工作站,选

取位于分叉口处的细胞,每隔 0. 5
 

h 记录细胞形态

及线粒体分布,共计 12
 

h。 利用 Image
 

J 绘出不同

时刻的细胞轮廓,分析分叉口处细胞骨架变形及线

粒体分布特征。
1. 6　 统计学分析

　 　 实验数据以平均值±标准差表示,使用统计软

件 SPSS
 

24. 0 进行数据分析。 若数据为正态分布,
多组间采用单因素方差分析,两组间采用独立样本

t 检验;若数据为非正态分布,多组间采用 Mann-
Whitney 检验, 两组间采用 Kruskal-Wallis 检验。
P<0. 05 表示差异具有统计学意义。

2　 实验结果

2. 1　 PDMS 基底形貌

　 　 在倒置显微镜下可观察到 PDMS 表面呈现规

则排列的平行沟槽微通道和分叉结构(见图 2)。

图 2　 倒置显微镜下不同 PDMS 基底形貌(标尺= 200
 

μm)
Fig. 2 　 Topography

 

of
 

different
 

PDMS
 

substrates
 

under
 

inverted
 

microscope 　 ( a)
 

10
 

μm
 

width
 

parallel
 

groove,
 

(b)
 

20
 

μm
 

width
 

parallel
 

groove,
 

(c)
 

Bifurcate
 

groove,
 

(d)
 

Flat
 

substrate

图 3　 活细胞工作站观察不同 PDMS 基底上 HeLa 细胞形态

Fig. 3　 Morphology
 

of
 

HeLa
 

cells
 

on
 

different
 

PDMS
 

substrates
 

observed
 

by
 

living
 

cell
 

system
(a)

 

In
 

10
 

μm
 

width
 

parallel
 

groove,
 

(b)
 

In
 

20
 

μm
 

width
 

parallel
 

groove,
 

(c)
 

In
 

bifurcate
 

groove,
 

(d)
 

On
 

flat
 

substrate
注:红色为 F-actin,蓝色为细胞核。

2. 2　 PDMS 基底上 HeLa 细胞黏附形态

　 　 在活细胞工作站中观察到接种 6
 

h 后,沟槽微

通道中的 HeLa 细胞铺展形态不同于平面基底。 平

面基底上的细胞呈椭圆形或多边形,且排列无规

则;而平行沟槽和分叉沟槽中的细胞沿微通道方向

呈现“接触诱导”排列。 其中平行沟槽中细胞为细

长的梭形,且在槽宽 10
 

μm 沟槽中细胞骨架及细胞

核产生更强的变形以适应微通道的限制;在分叉口

处,细胞向不同分叉结构中伸出突出,形态呈“十”
字形(见图 3)。

752
贾瑞洁,等.

 

沟槽拓扑基底形貌对宫颈癌 HeLa 细胞迁移行为的影响

JIA
  

Ruijie,
 

et
 

al.
  

Effects
 

of
 

Groove
 

Topography
 

on
 

Migration
 

of
 

Cervical
 

Cancer
 

HeLa
 

Cells



2. 3　 PDMS 基底上 HeLa 细胞迁移速率

　 　 观测 HeLa 细胞在两种宽度平行沟槽、分叉沟

槽和平面基底上的平均迁移速率,发现平面基底的

平均迁移速率[(8. 5±2. 5)
 

μm / h]明显高于平行沟

槽(P< 0. 05),槽宽 20
 

μm 沟槽中平均迁移速率

[(5. 2±3. 6)
 

μm / h] 高于槽宽 10
 

μm 沟槽[(3. 4 ±
1. 6)

 

μm / h](P<0. 05),并且在槽宽 10
 

μm 沟槽中,
分叉结构又进一步降低了 HeLa 细胞的迁移速率

[(2. 3±1. 0)
 

μm / h](P<0. 05)。 本文结果表明,平
行沟槽的空间限制和分叉结构都能够显著降低

HeLa 细 胞 的 迁 移 速 率。 对 HeLa 细 胞 施 加

30
 

μmol / L
 

Blebbistatin( 0. 2% DMSO),各组的迁移

速率都显著下降,但各组之间迁移速率的变化趋势

没有改变,依旧为 HeLa 细胞在分叉沟槽中迁移速

率最小,在平面基底上的迁移速率最大(见图 4)。

图 4　 不同 PDMS 基底上 HeLa 细胞平均迁移速率

Fig. 4　 Average
 

migration
 

speed
 

of
 

HeLa
 

on
 

different
 

PDMS
 

substrates

注:∗P<0. 05,n= 20。

2. 4　 分叉口处 HeLa 细胞形态变化及线粒体分布

　 　 由 HeLa 细胞在槽宽 10
 

μm 平行沟槽微通道中

迁移过程中形态随时间的变化可见,细胞仅沿微通

道向前进方向伸出细长的突出,细胞整体长度增加

[见图 5(a)]。 与在槽宽 10
 

μm 平行沟槽微通道中

不同,在分叉沟槽中,分叉口处的 HeLa 细胞向两侧

的分叉结构伸出突出,同时收回了平行微通道方向

的突出。 随时间推移,HeLa 细胞逐渐收回分叉结构

中的突出,并不断向平行微通道中延伸,细胞变得

细长,细胞核在细胞骨架的推动下离开分叉口进入

平行微通道中[见图 5(b)]。
0、60

 

min 时,分叉口处的细胞中,线粒体在槽

宽 10
 

μm 平行微通道和两侧槽宽 3
 

μm 分叉部分中

图 5　 HeLa 细胞在不同 PDMS 基底上迁移的时间序列图

Fig. 5　 Image
 

sequence
 

of
 

HeLa
 

cell
 

migration
 

process
 

on
 

different
 

PDMS
 

substrates　 (a)
 

In
 

10
 

μm
 

width
 

parallel
 

microchannel,
 

(b)
 

In
 

10
 

μm
 

width
 

microchannel
 

with
 

3
 

μm
 

furcation
注:红色为 F-actin,蓝色为细胞核;标尺= 20

 

μm。

都有明显聚集,其中平行微通道中细胞前端的荧光

分布更强;300
 

min 时,细胞核向前进入平行微通道

中,线粒体随细胞体一起向平行微通道中延伸;当
细胞核完全进入平行微通道中,线粒体主要分布在

细胞核两端,没有观察到线粒体在细胞前缘突出中

的分布,这与平面上 HeLa 细胞中线粒体主要分布

在核周相似(见图 6)。

图 6　 不同 PDMS 基底上线粒体在 HeLa 细胞内分布

Fig. 6 　 Distributions
 

of
 

mitochondria
 

in
 

HeLa
 

cells
 

on
 

different
 

PDMS
 

substrates 　 ( a)
 

In
 

10
 

μm
 

wide
 

microchannel
 

with
 

furcation
 

of
 

3
 

μm,
 

(b)
 

On
 

flat
 

substrate
注:红色为 F-actin,蓝色为细胞核,绿色为线粒体;标尺= 20

 

μm。
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3　 讨论

　 　 研究表明,体外人工构建基底的拓扑结构如几

何形状、 尺寸能够调节细胞形态并引导细胞运

动[14-16] 。 本文研究基底拓扑结构的形貌对 HeLa 细

胞形态、迁移速率的影响。 结果显示,基底拓扑结

构能影响细胞的黏附形态和排列规律。 在平面基

底上,HeLa 细胞呈不规则多边形或梭形,排列较杂

乱;在平行沟槽中,HeLa 细胞沿微通道方向呈长梭

形铺展,并且槽宽越小,细胞形态更加细长;在分叉

口处,HeLa 细胞向分叉结构中伸出突出,整个细胞

呈“十”字形(见图 3)。 这种拓扑结构对细胞形态、
排列的引导现象称为

 

“接触诱导”,即沟槽微通道

通过对细胞-基质黏附位点施加约束,引起细胞器和

细胞骨架沿细胞长轴的极化排列[17] ,为随后细胞的

定向迁移奠定基础。
与平面基底相比,平行沟槽微通道中 HeLa 细

胞的平均迁移速率减小,并且在槽宽 20
 

μm 沟槽中

迁移速率高于槽宽 10
 

μm 沟槽。 对 HeLa 细胞施加

Blebbistatin 后,不同基底上的细胞迁移速率均降低

(见图 4)。 该结果表明,平行沟槽微通道虽然增强

了 HeLa 细胞迁移的定向性,却使细胞的迁移速率

降低,且槽宽越小,降低效果越明显。 本文推测造

成这种现象的原因,一方面是由于在平行沟槽微通

道中细胞过度地黏附在周围的基底表面,增大了细

胞与通道壁的摩擦力[18] ;另一方面,细胞核位于细

胞中广泛连接的细胞骨架网络的中心,在 3D 细胞

迁移中参与调节细胞收缩性和细胞对力学信号的

敏感性[19] ,限制性微通道中细胞核受到强烈挤压可

能导致核破裂、DNA 损伤,从而限制细胞迁移,致使

HeLa 细胞的迁移速率降低[20] 。 Myosin
 

II 介导的肌

动球蛋白张力是细胞内牵引力的主要来源之一[21] 。
施加抑制剂 Blebbistatin 使微丝间无法产生应力,从
而降低了细胞后缘收缩的速率,进而使各组细胞整

体 迁 移 速 率 减 小[22] 。 另 外, 有 研 究 表 明,
Blebbistatin 延长细胞在基底上的黏附时间,增大细

胞与通道的黏附区域,致使细胞长时间接触更多的

阻力面,并需要整合更多的细胞皮层,导致细胞迁

移速率下降[18] 。
细胞膜上黏着斑复合物将基底形貌———一种

力学信号转导入细胞内,调节细胞突出的形成,而

后黏着斑复合物又将细胞内牵引力传递到基底表

面,驱动细胞移动及变形[23-25] 。 由于平行沟槽的限
制,HeLa 细胞仅向迁移方向伸出突出[见图 5(a)];
而分叉结构调节 HeLa 细胞向槽宽 3

 

μm 的分叉结

构中伸出突出,以感知不同微通道中微环境并选择

迁移方向。 当作出决定后,细胞收回分叉结构中的

突出,并继续向目标通道方向延伸突出;同时,细胞

核在后部细胞骨架的推动下开始进入目标通道,这
个过程共耗费 5

 

h。 本文推测,正是这种“探索”影

响了沿平行微通道方向的迁移,导致沿平行微通道

方向的迁移速率降低[见图 5(b)]。 线粒体是所有

真核细胞的“动力工厂”,其主要功能是通过氧化磷

酸化为细胞内生命活动提供三磷酸腺苷( adenosine
 

triphosphate,ATP ), 与 肿 瘤 细 胞 的 迁 移 密 切 相

关[26] 。 在 0、60
 

min 时线粒体在细胞前端聚集,并
且在 60、300

 

min 时细胞分别收回和伸出突出,说明

线粒体的聚集为突出的缩回和延伸提供能量;在

300、600
 

min 时,线粒体荧光减弱,推测原因是长时

间拍摄导致荧光淬灭,此时线粒体的分布与平面上

相似,都较均匀地分布在细胞核周围,可能是细胞

前后端长时间没有突出活动引起的。 上述观测结

果表明,线粒体的分布在一定程度上反映了分叉沟

槽中细胞突出的生长情况。

4　 结论

　 　 本文通过抑制 Myosin
 

II 和对线粒体的观察,探
究 HeLa 细胞在不同形貌沟槽微通道中的铺展形态

和迁移行为。 结果发现,槽宽 10、20
 

μm 平行沟槽

微通道使 HeLa 细胞形态更加细长、排列更加有序,
但使 HeLa 细胞的迁移速率下降;对 HeLa 细胞施加

Blebbistatin,使迁移速率进一步降低。 在分叉沟槽

中,HeLa 细胞向分叉结构中伸出突出,整体的迁移

速率比在平行沟槽中低,细胞内线粒体主要分布在

突出处和细胞核周围。 本研究结果有助于了解基

底拓扑结构在宫颈癌侵袭或转移机制中的作用。
有关不同沟槽微通道中 Myosin

 

II 在细胞内的分布

及其对分叉口处细胞选择迁移方向的影响机制,还
需利用更高倍数激光扫描共聚焦显微镜并从突出

动力学角度进行探讨。
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