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摘要 目的 探讨基质硬度对巨噬细胞血流动力学方面的

调控作用。方法 用聚丙烯酰胺制备基质凝胶，将小鼠巨噬

细胞系 Ｒaw264. 7 接种在分别为 2 kPa 和 20 kPa 不同硬度的

聚丙烯酰胺基质凝胶上培养，利用纳米压痕仪测量不同硬度

的基质胶的弹性模量; 利用荧光显微镜检测巨噬细胞在不同

硬度基质上的黏附和黏着斑数量; 利用共聚焦显微镜检测不

同基质凝胶上生长的巨噬细胞的伸展面积大小。结果 两

种基质 胶 的 硬 度 分 别 为 ( 2. 00 ± 1. 78 ) kPa 和 ( 20. 00 ±
4. 00) kPa，与目标硬度一致。在 2 kPa 基质胶上，巨噬细胞

的黏附为( 23 ± 15) 个，而 20 kPa 基质胶上细胞的黏附( 32 ±
5) 个，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。与 2 kPa 的基质胶( 32
± 5) 个比较，巨噬细胞在 20 kPa 基质胶( 42 ± 8) 个上黏着斑

也增加( P ＜ 0. 05) ，巨噬细胞在 20 kPa 基质胶生长的伸展面

积增加( P ＜ 0. 05) 。结论 较高的基质硬度时能促进巨噬

细胞的黏附并改变细胞的生物力学特性。
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早在 20 世纪，生物学家就意识到了力学在生物

学中的作用，近几十年，人们更关注的是细胞的分子

机制和信号通路的探索，从而揭示细胞功能和病理

过程，但是对于细胞本身以及细胞外基质的研究并

不多且不够深入。巨噬细胞力学性质的变化是动脉

粥样硬化发展的起始步骤也是关键步骤［1］。巨噬

细胞力学性质和功能的改变都依赖于它与细胞外基

质之间的相互作用［2］。研究［3］证明细胞外基质的

硬度已经成为影响巨噬细胞行为的一个重要的调节

因子。硬化后的血管更容易促进巨噬细胞黏附、伸

展和迁移，进而加快动脉粥样硬化进程［4］。该研究

利用聚丙烯酰胺凝胶模拟正常和高血管硬度，从基

质硬度的方向来研究巨噬细胞力学性质的变化，可

以为探讨基质与细胞伸展、迁移等方面的关系和机

制奠定基础，同时为防止动脉粥样硬化以及疾病的

治疗提供了新的视角。

1 材料与方法

1． 1 细胞培养 Ｒaw264. 7 细胞来源广泛、易贴壁

易成活，而且当前在关于泡沫细胞形成通路的研究

中，大多实验均以巨噬细胞 Ｒaw264. 7 作为研究对

象。小鼠巨噬细胞系 Ｒaw264. 7 ( 中科院北京细胞

库) 用 10% 胎牛血清 ( 北京荣夏生物科技有限公

司) ，DMEM 培养基( 北京 Macgene 公司) ，在 37 ℃、
5%CO2 的细胞培养箱( 日本 Sanyo 公司) 中常规培

养。
1． 2 不同硬度基质凝胶的制备和包被 用丙烯酰

胺、甲双叉丙烯酰胺 ( 北京普利莱基因技术有限公

司) 制备聚丙烯酰胺基质凝胶［5］。将 200 μl 40% 的

丙烯酰胺分别与 24 μl 和 132 μl 的 2% 的甲双叉丙

烯酰胺充分混合，分别加入 776 μl 和 668 μl 的去离

子水，充分混合后加入的 9. 8 μl 过硫酸铵( 北京化

学试剂公司) 和 5 μl TEMED( 美国 Sigma 公司) 。将

40 μl 上述混合液滴在载玻片上，并覆盖一片盖玻

片。将载玻片放到超净台进行紫外杀菌 1 ～ 2 h，移

除盖玻片，用 PBS 进行冲洗。然后利用光交联剂

crosslinker( 1 mmol /L，100 μl ) 加在胶的表面，将胶

放置在紫外灯下 15 min 共 2 次，PBS 洗去没有交联

的 crosslinker，然后在胶上加入 800 μl 0. 2 mg /ml Ⅰ
型胶原，在 37 ℃温箱里孵育 1 h，去除未结合的基质

蛋白。
1． 3 纳米压痕仪检测基质胶的弹性模量 用纳米

压痕仪( 荷兰 Optics11 公司) 测定聚丙烯酰胺凝胶

的基质硬度。将低糖培养基并没过载玻片的培养皿

放置在原子力显微镜( 重庆光学仪器厂) 上，连接电

脑以及探针( 荷兰 Optics11 公司) 、干涉仪。实验使

用标准的锥形氮化硅悬臂，球形探针硬度为 0. 045
N /m，半径为 5 μm，影像分辨率为 256 × 256 像素。
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悬臂震动的频率为 7 ～ 12 kHz。配置好参数后，让

探针找到基质胶的表面进行数据测量。随机选择并

测量每个样品的 15 个点。每个矩阵随机测量 3 次。
结果用 Nanoscope Analysis 1. 8 分析。
1． 4 细胞黏附 在不同基质硬度的胶上培养巨噬

细胞系 Ｒaw264. 7 细胞 30 min，等到细胞完全贴壁

后，PBS 轻轻冲掉未完全贴壁的细胞，4% 多聚甲醛

( 天津 福 晨 化 学 试 剂 厂 ) 固 定 1 h，用 含 有 0. 1%
Triton X-100( 北京冰达生物有限公司) /2% BSA( 武

汉博士 德 生 物 工 程 有 限 公 司 ) 的 封 闭 液 孵 育 30
min。PBS 洗 3 次，每次 1 min; 避光条件下加入 DA-
PI( 北京碧云天生物技术研究所) 染色 5 min，PBS 洗

3 次，每次 1 min; 进行封片，用抗淬灭剂将盖玻片封

在载玻片上，在共聚焦显微镜( 德国 TCP SP8 Leica
公司) 下观察随机选择 20 个视野，获取贴壁的细胞

数量。
1． 5 相差显微镜检测细胞伸展面积 在不同基质

硬度的胶上培养巨噬细胞系 Ｒaw264. 7 细胞 2 h 和

6 h，PBS 轻轻冲掉未完全贴壁的细胞，4% 多聚甲醛

固定 1 h，用含有 0. 1% Triton X-100 /2% BSA 的封

闭液孵育 30 min，PBS 洗 3 次，每次 1 min; 用鬼笔环

肽染液( 2. 5 μl) /细胞悬液( 200 μl) 染色，室温下避

光静置 20 min，PBS 洗 3 次，每次 1 min; 避光条件下

加入 DAPI 染色 5 min，PBS 洗 3 次，每次 1 min; 进行

封片，用抗淬灭剂将盖玻片封在载玻片上，在相差显

微镜( 德国 TCP SP8 Leica 公司) 和共聚焦显微镜下

观察巨噬细胞的伸展情况。
1． 6 黏着斑免疫荧光染色 在不同基质硬度的胶

上培养巨噬细胞系 Ｒaw264. 7 细胞 24 h，用 PBS 轻

轻冲掉未完全贴壁的细胞，将不同基质硬度下培养

的巨噬细胞系 Ｒaw264. 7 细胞用 4%多聚甲醛固定 1
h，用含有 0. 1% Triton X-100 /2% BSA 的封闭液孵

育 30 min，PBS 洗 3 遍，每次 1 min; 加入含有 Vincu-
lin 抗体( 1 ∶ 200 ，Sigma 公司) 的封闭液中，4 ℃ 条

件下孵育过夜。PBS 洗 3 次，每次 1 min; 避光条件

下加入 DAPI 进行染色 5 min，PBS 洗 3 次，每次 1
min; 用抗淬灭剂将盖玻片封在载玻片上，在激光共

聚焦显微镜下观察 Vinculin 的分布数量。
1． 7 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件进行数据

分析。进行方差齐性检验，正态性检验。计量资料

实验数据以 Mean ± SEM 的形式表示。单变量两组

资料之间的比较采用 t 检验; 多组资料之间的比较

采用单因素方差分析; 方差不齐则采用非参数检验。
以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 基质胶的制备和硬度测定 使用具有独立调

节硬度的聚丙烯酰胺水凝胶作为细胞微环境的模拟

物。通过改变 40%丙烯酰胺和 2%甲双叉丙烯酰胺

以及去离子水的比例调整基质胶的硬度，制成了两

种具有不同硬度值的基质凝胶来模拟细胞不同硬度

的外基质( 表 1) 。然后用纳米压痕仪在基质表面随

机选取 20 个点测得基质胶的硬度( 图 1) ，结果显示

两种胶 的 弹 性 模 量 分 别 为 ( 2. 00 ± 1. 78 ) kPa 和

( 20. 00 ± 4. 00) kPa，均符合目标基质硬度，并且两

种胶的硬度差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。

图 1 基质胶的制备与弹性模量测定

与 2 kPa 基质胶组比较: * P ＜ 0. 05

2． 2 基质硬度对巨噬细胞黏附的影响 巨噬细胞

迁移的过程涉及细胞与基质的黏附、细胞变形等过

程。首先检测了基质硬度下对巨噬细胞黏附的影

响。将一定数量的小鼠巨噬细胞 Ｒaw264. 7 细胞接

种在硬度为 2 kPa 和 20 kPa 的基质胶上 2 h，在荧光

显微镜下计数不同视野中所黏附的细胞数量。结果

( 图 2) 显示，在 2 kPa 的基质胶上，每个视野黏附的

细胞数量为( 23 ± 15) 个，而在 20 kPa 的基质胶上，

每个视野黏附的细胞数量为( 32 ± 5) 个，与 2 kPa 基

质胶组比较差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。
2． 3 基质硬度对巨噬细胞伸展面积的影响 细胞

的伸展和黏附是密切相关的，基质硬度的改变对细

胞黏附有显著的力学调控作用，对于细胞伸展应该

表 1 不同硬度值的基质胶的制备

制备方法 40% 丙烯酰胺( μl) 2% 甲双叉丙烯酰胺( μl) 去离子水( μl) 过硫酸铵( μl) TEMED( μl) 目标基质硬度( kPa)

1 200 24 776 9． 8 5 2
2 200 132 668 9． 8 5 20
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图 2 基质刚度调节巨噬细胞的黏附

A: 共聚焦显微镜下计数黏附的细胞数 × 20; B: 巨噬细胞黏附

在不同基质刚度上的统计分析; 与 2 kPa 基质胶组比较: * P ＜ 0. 05

也有一定的影响，为了印证这一假说，用相差显微镜

和共聚焦显微镜对比巨噬细胞系 Ｒaw264. 7 细胞分

别在不同硬度的基质胶上种植 2 h 和 6 h 伸展面积

的大小。结果显示在 20 kPa 基质胶上生长的巨噬

细胞的伸展面积大于在 2 kPa 基质胶上生长的巨噬

细胞的伸展面积，而且伸出的伪足更多( 图 3) 。

图 3 基质刚度调节巨噬细胞伸展面积

A: Ｒaw264. 7 细胞在基质胶上种植 2 h 的伸展情况 × 60; B:

Ｒaw264. 7 细胞在基质胶上种植 6 h 的伸展面积 × 60; 1: 20 kPa; 2:

2 kPa; C: 巨噬细胞在不同基质刚度上伸展面积的统计分析; 与 2 kPa

基质胶组比较: * P ＜ 0. 05

2． 4 基质刚度对巨噬细胞黏着斑 Vinculin 的影响

Vinculin 是黏着斑蛋白家族中的重要成员，它是

细胞收到力学刺激的感应器，它存在于细胞与基底

之间，与细胞张力的产生有密切的关系。本研究中

我们将 Ｒaw264. 7 细胞接种到不同硬度的基质上生

长 48 h 后，利用免疫荧光染色分析基质硬度对细胞

Vinculin 表达的影响( 图 4) 。结果表明，与 2 kPa 的

基质胶( 32 ± 5) 个比较，巨噬细胞在 20 kPa 基质胶

上黏着斑( 42 ± 8) 个增加且差异有统计学意义( P ＜
0. 05) 。

图 4 基质刚度对巨噬细胞黏着斑 Vinculin 的影响 × 60

A: 不同 基 质 刚 度 下 Vinculin 的 免 疫 荧 光 表 达; B: 巨 噬 细 胞

Ｒaw264. 7 在不同基质刚度上 Vinculin 表达量的统计分析; 与 2 kPa

基质胶组比较: * P ＜ 0. 05

3 讨论

血管壁在病变过程中会有血管的弹性蛋白下

降，硬度增加等生物力学的性质的改变，巨噬细胞在

面对不 同 基 质 硬 度 血 管 时 作 出 反 应 和 变 化 也 不

同［6］。在动脉粥样硬化早期阶段，血管基质硬度的

增加是导致巨噬细胞力学性质改变的重要因素之

一［7］。细胞微环境的血流动力学性质对于细胞黏

附和伸展等生物学行为的影响与动脉粥样硬化的发

生和发展密切相关［8］。尽管许多研究都涉及基质

硬度在介导各种细胞行为中的作用，但对基质硬度

与细胞黏附、黏着斑和伸展面积的了解还很少。在

本研究中，用聚丙烯酰胺凝胶模拟了不同硬度的细
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胞外基质，并且用纳米压痕仪检测了它的弹性模量。
结果表明，与软基质相比，硬基质促进了巨噬细胞系

Ｒaw264. 7 的黏附，增加了它的伸展面积。同时基质

硬度对巨噬细胞的黏着斑进行调控，当细胞收到外

界基底硬度改变的时候，通过 Integrin 将这种力学

刺激传递到细胞内，改变着黏着斑的成分和含量，进

而影响其的大小、数量等各方面指标的变化，最终会

改变细胞在基底表面的黏附等行为［9 － 10］。
本研究中，细胞培养模型无法完全概括体内微

环境的复杂性，为了更好地模拟细胞在体内的环境，

今后的工作建议用 3D 矩阵的硬度来克服这一不

足。并且基质硬度通过哪些分子机制对细胞的力学

性质进行调控还尚不清楚，需要进一步探索。本研

究的意义在于制备不同硬度的基质胶，体外模拟生

理病理情况下两种血管的硬度，了解基质硬度与细

胞黏附、伸展、迁移等力学方面的关系，为探讨基质

与细胞伸展、迁移等方面的关系和机制的奠定了基

础，同时为防止动脉粥样硬化以及疾病的治疗提供

了新的视角。
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Ｒegulation of basal hardness on hemodynamics of macrophages
Meng Yajun1，Guo Lina2，Wang Wenjun3，et al

( 1Dept of Basic Medical School，Chengde Medical University，Chengde 067000; 2Dept of Hemorheology Center，
Peking University，Beijing 100083; 3Dept of Basic Medical School，Hebei Oriental University，Langfang 065000)

Abstract Objective To investigate the regulation effect of matrix hardness on hemodynamics of macrophages．
Methods A matrix gel was prepared using polyacrylamide． The mouse macrophage cell line Ｒaw264． 7 was inocu-
lated on 2 kPa and 20 kPa polyacrylamide matrix gels with different hardness，and the elastic modulus of the matrix
gels with different hardness was measured using a nanoindenter． Fluorescence microscopy was used to detect the
number of macrophages adhered to the matrix with different hardness and the number of focal spots． Confocal mi-
croscopy was used to detect the extension area of macrophages grown on different matrix gels． Ｒesults It was found
that the hardness of the two matrices was ( 2. 00 ± 1. 78) kPa and ( 20. 00 ± 4. 0) kPa，respectively，which was con-
sistent with the target hardness． On 2 kPa matrigel，the adhesion of macrophages was ( 23 ± 15) ，while cell adhe-
sion on 20 kPa matrigel increased significantly ( 32 ± 5，P ＜ 0. 05) ． Compared with 2 kPa matrigel ( 32 ± 5) ，the
adhesion spots of macrophages on 20 kPa matrigel ( 42 ± 8) also increased ( P ＜ 0. 05) ，and the expansion area of
macrophages on 20 kPa matrigel significantly increased( P ＜ 0. 05) ． Conclusion Higher matrix hardness can pro-
mote the adhesion of macrophages and change the biomechanical characteristics of the cells．
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