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【摘要】  目的　本研究拟构建微米级矩形水凝胶凹槽，探究人脐静脉内皮细胞（human umbilical vein endothelial cells,

HUVECs）在三维空间约束条件下的形态和排列规律。方法　使用四臂-聚乙二醇-丙烯酸酯水凝胶制备宽度为60 μm、

100 μm、140 μm的矩形微凹槽，检测其尺寸和纤连蛋白（fibronectin, FN）黏附情况；在FN包被的微凹槽中接种HUVECs，培
养48 h后检测细胞的形态和取向，利用鬼笔环肽标记细胞骨架和激光共聚焦显微镜观察水凝胶微凹槽中HUVECs细胞骨

架取向，以无微图案平面为对照。结果　构建的水凝胶微凹槽形态均一、结构完整，边缘清晰，宽度误差<3.5%，不同宽度

水凝胶微凹槽的深度差异较小，FN黏附均匀，为细胞提供了微图案化的生长界面。对照组中细胞排列杂乱，取向随机，细

胞取向角为（46.9±1.8）°，而水凝胶微凹槽中细胞取向角显著减小（P<0.001），但随着水凝胶微凹槽宽度增加而增大，

60 μm、100 μm、140 μm水凝胶微凹槽中细胞取向角分别为（16.4±2.8）°、（24.5±3.2）°、（30.3±3.5）°；与对照组相比较

（35.7%），不同宽度水凝胶微凹槽中取向角<30°的细胞数量增多（P<0.001），但随着水凝胶微凹槽宽度增加，取向角<30°的
细胞数量逐渐减少（79.9%、62.3%、54.7%），而取向角60°～90°的细胞数量逐渐增加（P<0.001）。微凹槽中细胞胞体变小、

变圆，细胞沿微凹槽方向排列，细胞骨架排列发生相应改变，对照组中细胞骨架纤维丝排列方向随机，取向角为

（45.5±3.7）°，各取向角内骨架纤维数量分布均匀，但60 μm、100 μm、140 μm的水凝胶微凹槽中的细胞骨架蛋白纤维取向

角显著降低，分别为（14.4±3.1）°、（24.7±3.5）°、（31.9±3.3）°，不同宽度水凝胶微凹槽中取向角<30°的骨架纤维数量明显增

加（P<0.001），但随着水凝胶微凹槽宽度增加，取向角<30°的骨架纤维数量逐渐减少，而取向角60°～90°的骨架纤维数量逐

渐增加（P<0.001）。结论　水凝胶微凹槽可调控HUVECs形态与取向，在一定程度上可模拟血管内皮细胞的在体微环境，

为研究血管内皮细胞的独特生理功能提供了更符合生理条件的实验模型，但三维空间约束影响血管内皮细胞形态和组装

的分子机制有待进一步研究。
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Spatial Constraints of Rectangular Hydrogel Microgrooves Regulate the Morphology and Arrangement of Human
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【Abstract】   Objective　To construct microscale rectangular hydrogel grooves and to investigate the morphology
and alignment  of  human umbilical  vein endothelial  cells  (HUVECs)  under  spatial  constraints.  Vascular  endothelial  cell
morphology  and  alignment  are  important  factors  in  vascular  development  and  the  maintenance  of  homeostasis.
Methods　A 4-arm polyethylene glycol-acrylate (PEG-acrylate) hydrogel was used to fabricate rectangular microgrooves
of the widths of 60 μm, 100 μm, and 140 μm. The sizes and the fibronectin (FN) adhesion of these hydrogel microgrooves
were measured. HUVECs were seeded onto the FN-coated microgrooves, while the flat surface without micropatterns was
used  as  the  control.  After  48  hours  of  incubation,  the  morphology  and  orientation  of  the  cells  were  examined.  The
cytoskeleton  was  labelled  with  phalloidine  and  the  orientation  of  the  cytoskeleton  in  the  hydrogel  microgrooves  was
observed  by  laser  confocal  microscopy. Results　The  hydrogel  microgrooves  constructed  exhibited  uniform  and  well-
defined  morphology,  a  complete  structure,  and  clear  edges,  with  the  width  deviation  being  less  than  3.5%.  The  depth
differences between the hydrogel microgrooves of different widths were small and the FN adhesion is uniform, providing
a  micro-patterned  growth  interface  for  cells.  In  the  control  group,  the  cells  were  arranged  haphazardly  in  random
orientations  and  the  cell  orientation  angle  was  (46.9±1.8)°.  In  contrast,  the  cell  orientation  angle  in  the  hydrogel
microgrooves  was  significantly  reduced  (P<0.001).  However,  the  cell  orientation  angles  increased  with  the  increase  in
hydrogel microgroove width. For the 60 μm, 100 μm, and 140 μm hydrogel microgrooves, the cell orientation angles were
(16.4±2.8)°, (24.5±3.2)°, and (30.3±3.5)°, respectively. Compared to that of the control group (35.7%), the number of cells
with orientation angles <30° increased significantly in the hydrogel microgrooves of different widths (P<0.001). However,
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as the width of the hydrogel microgrooves increased, the number of cells with orientation angles <30° gradually decreased
(79.9%,  62.3%,  54.7%,  respectively),  while  the  number  of  cells  with  orientation  angles  between  60°-90°  increased
(P<0.001). The cell bodies in the microgrooves were smaller and more rounded in shape. The cells were aligned along the
direction  of  the  microgrooves  and  corresponding  changes  occurred  in  the  arrangement  of  the  cell  cytoskeleton.  In  the
control  group,  cytoskeletal  filaments  were  aligned in  random directions,  presenting  an orientation angle  of  (45.5±3.7)°.
Cytoskeletal  filaments  were  distributed  evenly  within  various  orientation  angles.  However,  in  the  60  μm,  100  μm,  and
140  μm  hydrogel  microgrooves,  the  orientation  angles  of  the  cytoskeletal  filaments  were  significantly  decreased,
measuring  (14.4±3.1)°,  (24.7±3.5)°,  and (31.9±3.3)°,  respectively.  The  number  of  cytoskeletal  filaments  with  orientation
angles <30° significantly increased in hydrogel microgrooves of different widths (P<0.001). However, as the width of the
hydrogel microgrooves increased, the number of cytoskeletal filaments with orientation angles <30° gradually decreased,
while  the  number  of  cytoskeletal  filaments  with  orientation  angles  between  60°-90°  gradually  increased  (P<0.001).
Conclusion　Hydrogel microgrooves can regulate the morphology and orientation of HUVECs and mimic to a certain
extent  the in  vivo microenvironment  of  vascular  endothelial  cells,  providing  an  experimental  model  that  bears  better
resemblance  to  human  physiology  for  the  study  of  the  unique  physiological  functions  of  vascular  endothelial  cells.
Nonetheless, the molecular mechanism of spatial constraints on the morphology and the assembly of vascular endothelial
cell needs to be further investigated.

【Key words】　　Micropatterning　　Vascular endothelial cell　　Cellular morphology　　Cell orientation
Cytoskeleton

  

血管内皮细胞（endothelial cells, ECs）衬于血管腔内

表面，构成了动脉和静脉的内壁，也是毛细血管的主要组

成细胞。ECs作为血液和血管壁之间的物理屏障，在物质

交换、血管修复和血管新生等生理病理过程中发挥着重

要作用[1-2]。在生理环境下，ECs形态表现为薄、细、长，且

细胞骨架沿血管壁长轴排列[3]。研究显示，ECs形态和排

列特性对血管稳态维持、血管网络形成十分重要[4-5]。然

而，在传统体外培养模式下，ECs表现为鹅卵石形，呈无

序、随机排列，与在体生理状态的形态和排列存在较大差

别，其主要原因可能是受到不同微环境的影响。在体微

环境中，细胞排列受细胞-细胞/基质间的力学作用调控，

组织中细胞之间拥挤所带来的空间约束也会影响细胞的

诸多功能，如增殖、迁移等[6-7]。研究表明，细胞几何形状

或局部组织力学等物理参数可调节细胞分裂、极化等细

胞行为及功能[8-9]。因此，通过构建具有一定空间约束的

体外培养环境，对探究ECs形态和排列特性有重要意义。

微图案技术是一种结合表面化学和材料特性的微细

加工技术。通过微图案技术可以将细胞黏附肽或蛋白质

固定到惰性表面，以便细胞黏附于特定区域[10-11]。研究表

明，在透明质酸水凝胶线形微图案中，脑微血管内皮细胞

表现出手性偏差[12]。管腔形貌微图案可使内皮集落细胞

重新排列和对齐[13]。但目前多数研究均采用二维结构微

图案来探究ECs行为和功能，这类二维结构微图案仅能为

细胞提供简单的地形黏附信息，并不具备三维空间约束

性。故有必要通过构建有一定空间约束性的体外三维培

养条件，探究三维空间约束对内皮细胞行为的影响。

本研究拟制备不同宽度矩形水凝胶微凹槽，探究三

维空间约束对人脐静脉内皮细胞（human umbilical vein

endothelial cells, HUVECs）形态和组装的影响，为深入研

究细胞空间行为提供新的工具，同时也为血管稳态障碍

相关疾病的治疗提供新的思路。

 1     材料与方法

 1.1    主要试剂和仪器

 1.1.1    细胞株、主要试剂和材料

HUVECs（北纳生物，中国）。3-甲基丙烯酸丙酯、四

臂-聚乙二醇-丙烯酸酯（Sigma-Aldrich，美国）；光敏引发

剂PLPP溶液（Alvéole，法国）；Alexa Fluor488标记的纤连

蛋白（Invitrogen，美国）；DMEM高糖培养基（Hyclone，

美国）；胎牛血清（E x c e l l，乌拉圭）；青霉素 -链霉素

（Invitrogen，美国）；胰蛋白酶（Invitrogen，美国）；牛血清

白蛋白（Invitrogen，美国）；体积分数4%多聚甲醛（索莱

宝，中国）；Alexa Fluor555鬼笔环肽（碧云天，中国）；连结

剂（3-甲基丙烯酸丙酯，Sigma-Aldrich，美国）；纤连蛋白

（Invitrogen，美国）；PDMS薄膜（厚度为200 μm，美国）。

 1.1.2    主要仪器

细胞微环境定制系统（Primo, Alvéol，法国）；倒置荧

光显微镜（Ti2E, Nikon，日本）；倒置相差显微镜（Evos,

Thermo Fisher，美国）；LSM710激光扫描共聚焦显微镜

（Carl Zeiss，德国）；细胞培养箱（SANYO，日本）；微量电子

天平（Sartorius，德国）。

 1.2    方法

 1.2.1    水凝胶微凹槽构建

称取5  mg四臂 -聚乙二醇 -丙烯酸酯充分溶解于
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100 μL 1×PLPP溶液，制成质量体积比5%的水凝胶溶液。

将50 μL玻片连结剂滴加在EP管盖中并放置在有盖

玻片的培养皿中，密闭静置30 min，以增强水凝胶与玻片

的黏合（图1）。先在盖玻片上放上由进液口、出液口和中

间腔室组成的PDMS薄膜，再用长方形PDMS薄膜覆盖中

间腔室，留下两边端口供液体进出。将5%水凝胶溶液经

反应腔的其中一个端口注入到PDMS腔中，当另一个的端

口有液体溢出时停止注入。使用细胞微环境定制系统，

采用自动模式，以130 mJ·mm−2 UV强度使水凝胶溶液交

联后，吸去多余水凝胶溶液，用PBS漂洗，并滴加100 μL质

量浓度为50 μg/mL的纤连蛋白（fibronectin, FN）溶液至铺

有水凝胶的区域，于37 ℃孵箱过夜。
 
 

Coverslip

PDMS Chamber PDMS Lid

4-Arm-PEG-Acrylate

Photo-crosslinkingWashing

 
图 1  矩形水凝胶微凹槽制备模式图

Fig 1  Diagram of the preparation of the rectangular hydrogel microgrooves
 

 1.2.2    细胞培养与接种

用含10%胎牛血清和1%青霉素-链霉素的DMEM高

糖培养基将HUVECs培养于37 ℃、体积分数5%CO2的二

氧化碳培养箱。待细胞融合至90%后用0.5%胰蛋白酶消

化，以2×105 mL−1的密度在盖玻片上水凝胶区域均匀接种

200 μL细胞悬液，于培养箱中静置2 h后，吸去培养基以去

除未贴壁细胞，重新加入2 mL完全培养基，于37 ℃、体积

分数5%CO2培养箱中继续培养48 h后进行后续实验。

 1.2.3    细胞骨架染色

HUVECs培养48 h，经固定、通透后，使用  Alexa

Fluor555标记的鬼笔环肽（1∶800, 1%BSA/PBS）室温避光

孵育1 h后，使用DAPI溶液（3 nmol/mL）标记细胞核，并用

共聚焦显微镜采集图像。

 1.2.4    细胞形态分析

利用Image J（v1.8.0，美国NIH）评价细胞形态。通过

手动描摹细胞轮廓并使用椭圆拟合获得细胞大小、形态

指数和几何中心，细胞圆度用形态指数评估，形态指数等

于4π×面积/周长2。面积以μm2为单位，周长以μm为单

位。形态指数越接近1表明细胞越趋于圆形。以无微图

案平面为对照。

 1.2.5    细胞及骨架取向分析

细胞取向角为穿过细胞几何中心的长轴与矩形微凹

槽形成的夹角；细胞骨架蛋白纤维丝的取向角为细胞骨

架纤维丝与矩形微凹槽形成的夹角。夹角范围均为0°至

90°，0°表明细胞取向和骨架与矩形微凹槽方向一致，

90°则表明细胞取向和骨架垂直于矩形微凹槽方向。以

无微图案平面为对照。

 1.2.6    统计学方法

x̄± s定量数据以 表示，每个实验至少重复 3 次。所

有实验数据统计分析均采用SPSS软件（v21.0，美国IBM）

进行单因素方差分析（ANOVA）和LSD事后检测，P<

0.05为差异有统计学意义。

 2     结果

 2.1    水凝胶微凹槽表征

根据设计示意图（图2A左），本研究构建了宽度为

60 μm、100 μm、140 μm矩形水凝胶微凹槽（图2A中）。光

学显微镜显示，构建的微凹槽形态均一、结构完整，边缘

清晰，实际宽度分别为（59.4±2.0） μm、（98.4±2.2） μm、

（140.0±1.2） μm，误差<3.5%（图2B）。微凹槽纵截面成像
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（图 2 A右）和深度定量结果显示，实际深度分别为

（130.5±4.0） μm、（129.4±4.3） μm、（130.5±4.4） μm（图2C）。

以上结果表明，本研究成功制备了宽度和深度可控的高

精度矩形水凝胶微凹槽。

 2.2    水凝胶微凹槽FN黏附情况

用Alexa Fluor488标记的FN包被水凝胶微凹槽过

夜。荧光显微镜下显示，不同宽度水凝胶微凹槽中均呈

现明显的绿色荧光，而间隔区水凝胶表面未观察到荧光

（图3），提示FN仅黏附在水凝胶微凹槽中，且黏附区域均

匀、整齐，为细胞生长提供了良好的生物学界面，可用于

后续研究。

 2.3    水凝胶微凹槽对HUVECs形态和取向的影响

HUVECs在不同宽度水凝胶微凹槽中培养48 h后，倒

置相差显微镜观察显示，FN包被的玻片表面细胞较细

长，呈现鹅卵石状（图4A）。以无微图案平面为对照组，水

凝胶微凹槽中细胞的胞体均小于对照组（P<0.001），细胞
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图 2  光学显微镜下观察到的水凝胶微凹槽形貌

Fig 2  Morphology of the hydrogel microgrooves observed under optical microscope

Schematic diagram of the microgrooves of different widths (A-Left), morphology of the microgrooves (A-Middle), and the longitudinal section of the microgrooves

(A-Right); the width (B) and depth (C) of microgrooves. n=12.
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图 3  水凝胶微凹槽中纤连蛋白的黏附情况

Fig 3  Fibronectin adhesion in the hydrogel microgrooves

The fluorescence images of the adherence of Alexa Fluor488-labeled fibronectin (50 μg/mL) in the microgrooves.
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胞体随着水凝胶微凹槽宽度增加而逐渐变大（图4B）。宽

度为60 μm和100 μm水凝胶微凹槽中细胞形态指数高于

对照组（P<0.001和P<0.05，图4C），而宽度为140 μm水凝

胶微凹槽中细胞形态指数与对照组无明显差异。

对各组中细胞的取向分析发现，对照组中细胞排列

杂乱，取向随机，细胞取向角为（46.9±1.8）°，而水凝胶微

凹槽中细胞取向角显著减小（P<0.001），但随着水凝胶微

凹槽宽度增加而增加，分别为（16.4±2.8）°、（24.5±3.2）°、

（30.3±3.5）°（P<0.001，图4D）。

对照组取向角在 0°～<30°、30°～<60°、60°～90°之

间细胞数量分布均匀，各取向角细胞比例分别占35.7%、

33.9%、30.4%（图4F）。与对照组相比，60 μm、100 μm、

140 μm水凝胶微凹槽中取向角小于30°的细胞数量增加

（P<0.001，图4E），分别为79.9%、62.3%、54.7%，取向角大
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图 4  不同宽度水凝胶微凹槽中HUVECs的形态

Fig 4  Morphology of HUVECs in the hydrogel microgrooves of different widths

A, Images of HUVECs grown for 48 h. B. Cell size. C, Cell shape index. D, Cell orientation angle. E, the percentage of cells with orientation angles in the ranges of

0°-<30°, 30°-<60°, and 60°-90°, respectively, in the total number of cells. F-I, The percentage of cells with orientation angles in the ranges of 0°-<30°, 30°-<60° and 60°-90°,

respectively. * P<0.05, *** P<0.001, vs. Flat; # P<0.05, ### P<0.001, vs. 60 μm; & P<0.05, &&& P<0.001, vs. 100 μm. 00 μm. n=12.
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于30°的细胞数量则显著降低（P<0.001，图4G～4I）。但

随着水凝胶微凹槽宽度增加，取向角<30°的细胞数量逐

渐减少，而取向角在60°～90°之间的细胞数量则逐渐增

加，分别为8.5%、16.1%、19.8%。

 2.4    水凝胶微凹槽对HUVECs细胞骨架取向的影响

对HUVECs细胞骨架荧光染色发现，FN包被的玻片

表面细胞骨架纤维丝排列方向随机，取向角为（45.5±3.7）°

（图5A）。与对照组相比，水凝胶微凹槽中的细胞骨架蛋

白纤维取向角均降低（P<0.001，图5B），宽度为60 μm、

100 μm、140 μm的水凝胶微凹槽中的细胞骨架蛋白纤维

取向角分别为（14.4±3.1）°、（24.7±3.5）°、（31.9±3.3）°。

对取向角在0°～<30°、30°～<60°、60°～90°之间的

骨架纤维数量占总量的百分比分析发现，对照组中各取

向角内骨架纤维数量分布均匀，各组水凝胶微凹槽中取

向角<30°的骨架纤维数量显著增加（P<0.001，图5C），≥

30°的数量则显著降低（P<0.001，图5C）。但随着水凝胶

微凹槽宽度增加，取向角<30°的骨架纤维数量逐渐减少，

而取向角在60°～90°之间的骨架纤维数量则逐渐增加。
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图 5  HUVECs细胞骨架共聚焦显微镜图像

Fig 5  Confocal microscopic images of the cytoskeleton of HUVECs

A, Laser confocal microscopic images of cytoskeletal actin fibers in HUVECs grown for 48 h; B, cytoskeletal actin fiber orientation angles; C, percentage of the

number of skeletal actin fibers in the range of 0°-<30°, 30°-<60°, and 60°-90°, respectively. *** P<0.001, vs. Flat; ### P<0.001, vs. 60 μm; && P<0.01, &&& P<0.001, vs. 100 μm.

n=12.
 

 3     讨论

本研究利用无掩膜光刻技术，在玻片上制备了不同

宽度的矩形水凝胶微凹槽，并分析了空间约束下HUVECs

的形态和排列。

该水凝胶微凹槽宽度精确、深度稳定，为细胞生长提
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供了良好的生物学界面。利用微凹槽培养的细胞形态和

骨架排列较平坦表面上的细胞更接近于在体生理状态。

如胶原微槽中的血管平滑肌细胞胞体和F-肌动蛋白丝均

沿微槽方向排列，呈现近生理的状态[14]。研究发现，原代

HUVECs与平滑肌细胞在钛表面的透明质酸微条纹上共

培养1 d后，HUVECs取向角显著降低 [1 5 ]。本研究发现

HUVECs细胞株与原代HUVECs细胞一样，可以受到表面

微图案形貌的影响，在水凝胶微凹槽中，其取向沿微凹槽

方向明显增强，与文献研究结果相似。随着水凝胶微凹

槽宽度增加，细胞和骨架纤维的取向角<30°的数量逐渐

减少，而取向角60°～90°的数量均逐渐增加，表明细胞取

向受空间约束的作用随宽度增加而逐渐下降。但宽度对

细胞取向的空间约束作用，仍需利用原代细胞在后续实

验中完成进一步验证。

研究表明，脑微血管内皮细胞可以在宽度为10～100 μm

的线形二维结构表面黏附生长[16]。本研究中，在宽度40 μm

水凝胶微凹槽中，48 h以后几乎没有HUVECs黏附（数据

未显示）。在宽度60～140 μm水凝胶微凹槽中，HUVECs

可以黏附、增殖和生长，并发生取向变化，提示水凝胶微

凹槽宽度是影响细胞黏附、取向的重要因素，三维微凹槽

对HUVECs施加了不同于二维结构的空间约束力。

细胞可响应胞外微环境，基底微拓扑结构的引导下，

通过细胞-细胞/基质相互作用力-整合素-细胞骨架途径，

发生形态和生物学行为变化[17]。本研究发现细胞骨架与

细胞形态的变化存在一定的相关性，但整合素在介导水

凝胶微凹槽对血管内皮细胞形态调控中的作用尚需进一

步研究。其他细胞骨架元件如微管、中间丝等的具体变

化也值得进一步探索。

本研究制备的高精度微米级水凝胶凹槽可调控ECs

形态与取向。通过体外构建取向性微图案，在一定程度

上重现了血管内皮细胞的在体微环境，可以模拟在体血

管内皮细胞的取向性排列，为研究血管内皮细胞的独特

生理功能提供了更符合生理条件的实验模型[18]，有望为

血管内皮细胞生物行为的调控和心脑血管疾病的干预和

治疗提供新靶点。
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