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不同孔径的纳米多孔氧化铝膜对细胞迁移的影响
安郁宽1  闫  鹏1  徐艳岩2*

(1滨州医学院基础学院, 烟台 264003; 2滨州医学院药学院, 烟台 264003)

摘要      为了研究不同孔径的纳米多孔阳极氧化铝膜对细胞迁移的影响, 采用扫描电镜和X射

线能谱仪分别检测不同孔径纳米氧化铝膜微观结构与元素组成; 将Hela细胞常规培养于激光共聚焦

皿内, 分为对照组、40~70 nm孔径组和200~300 nm孔径组三组, 进行划痕实验; 将皿放入活细胞工

作站随机选取多个观测点, 连续观测24 h; 从迁移面积、边缘迁移距离和单细胞迁移速度等方面进

行细胞迁移分析; 用扫描电镜对细胞在两种膜上生长24 h后的情况进行观测。结果显示, 40~70 nm
孔径组与对照组相比可加快细胞迁移(P<0.05), 200~300 nm孔径组与对照组相比可减缓细胞迁移

(P<0.05)。该研究结果表明, 纳米氧化铝膜的孔径不同对细胞迁移影响不同, 这为临床研究中控制

细胞行为材料的设计和研发提供了实验依据。 
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Abstract       To investigate the effects of the nanoporous anodic alumina (NAA) films with different pore 
diameters on the Hela cells migration, the Scanning Electron Microscope (SEM) and the Energy Dispersive X-ray 
Spectroscopy were used to characterize the microcosmic structure and chemical components of the NAA films 
respectively. The Hela cells were cultured in confocal dishes, divided into three groups (control group, 40-70 nm 
pore diameter group and 200-300 nm pore diameter group), to perform wound healing assay, randomly picked 
several observing points to observe 24 hours continuously in the live cell imaging system. The cell migration 
analysis was performed in terms of migration area, migration distance of the edge and migration speed of single 
cell. The growth status of the cells after cultured 24 hours on both films was characterized by the SEM. The results 
showed that the 40-70 nm pore diameter group was able to speed the cell migration compared to the control group 
(P<0.05), while the 200-300 nm pore diameter group was slower (P<0.05). These data suggested that the NAA 
films with defferent pore sizes had different effects on the cell migration, which might provide the evidence for the 
design, study and development of the materials controlling cell behavior in the clinical research.
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细胞迁移是细胞的基本功能之一, 是活细胞普遍

存在的一种运动形式。细胞迁移过程受大量的化学

和物理信号的指导。特定表面形貌的纳米结构可以

用于控制肿瘤细胞的增殖和迁移。纳米多孔氧化铝

膜具有良好的生物相容性, 在以肿瘤治疗为目标的多

功能药物载体系统等方面具有重要的应用价值[1]。如

果纳米多孔氧化铝膜的微观表面形貌存在一定的差

异, 则这些材料表面对蛋白质的吸附能力也会随之改

变, 这就为控制细胞行为提供了发展空间[2-3]。研究表

明, 影响细胞迁移行为的因素包括纳米孔径的大小、

空间和深度等[4]。在不同的微观结构和力学强度的基

质上, 细胞迁移速度和迁移方向会随之改变[5]。

目前, 检测细胞迁移能力主要有细胞划痕实验[6-7]

和Transwell小室迁移实验[6-7]两种方法。但是, 传统

的细胞划痕实验不能确定每次观察的都是同一位

点, 对结果无法进行定量分析, 对于划痕内出现的细

胞是迁移还是增殖而来无法区分[8]; 而Transwell小
室迁移实验能定量分析, 但不能直观观测细胞迁移

的过程, 也不能区分细胞迁移和细胞增殖[9]。活细

胞工作站具有电脑可控的全自动倒置显微镜和配合

载物台使用的细胞培养装置[10], 既可以提供自由的

多维活细胞图像采集、控制、分析等强大功能, 又
可以充分保证整个活细胞采集过程中的光学、电学、

温度、pH值等多个条件的高度协调和稳定, 并且可

以在活细胞工作站拍摄过程中保持高清晰、高反差

和高速度的成像效果[10], 这恰好弥补了传统的细胞

划痕实验和Transwell小室迁移实验的不足。本研究

利用活细胞工作站研究了不同孔径的纳米多孔阳极

氧化铝膜对细胞迁移行为的影响, 为肿瘤细胞转移、

皮肤移植等研究提供实验依据。

1   材料与方法
1.1   材料

标称值分别为40~70 nm和200~300 nm孔径的

纳米多孔阳极氧化铝膜购自合肥普元纳米科技公

司; 宫颈癌Hela细胞为本实验室保存; RTMI-1640培
养基购自赛默飞世尔生物化学制品(北京)有限公司; 
无支原体胎牛血清为四季青(浙江天杭生物科技有

限公司)产品; 胰蛋白酶为Hyclone产品。

1.2   仪器

活细胞工作站(DV Elite)购自美国API公司, 分
析软件为Softworx; 倒置显微镜(CKX41SF)购自日

本Philippines公司; 扫描电镜(EVOLS15)购自德国卡

尔蔡司公司; X射线能谱分析仪(LINK-ISIS300)购自

英国牛津公司; 离心机(TDZ4-WS)购自长沙湘智离

心机仪器有限公司; CO2培养箱(D-63450)购自德国

Hanau公司; 洁净工作台(SW-CJ-2FD购自苏净集团

苏州安泰空气技术有限公司。

1.3   细胞传代培养

Hela细胞在含10% FBS、100 U/mL青霉素、

100 U/mL链霉素的RTMI-1640培养基中培养, 于37 °C、
5% CO2及饱和湿度条件下常规传代培养(无菌操作)。
1.4   纳米多孔氧化铝膜表征及能谱分析

对40~70 nm、200~300 nm两种不同孔径的纳

米氧化铝膜进行表面形貌的扫描电镜观察。采用

EDS能谱分析两种膜的元素组成。

1.5   划痕实验及活细胞工作站观测

实验分3组: 对照组、40~70 nm孔径组和200~ 
300 nm孔径组。取对数期细胞, 调整细胞浓度为

1×105/mL, 接种于激光共聚焦皿中, 每皿2 mL。其

中, 对照组直接接种于皿底玻璃上, 另外两组则接

种于相应的纳米膜上。置于37 °C、5% CO2的细

胞培养箱中, 恒温孵育24 h。第2 d待细胞铺满皿底

80%~90%, 用10 μL的枪头划3条平行的直线, PBS洗
涤3次, 弃悬浮细胞, 然后用含5% FBS的RTMI-1640
培养孵育, 放入活细胞工作站中, 随机选取多个点进

行观测, 每隔15 min采集图像一次, 持续采集24 h。
1.6   数据分析

采集的序列图像数据用活细胞工作站自带软

件Softworx以及软件Image-Pro Plus 6.0进行分析。

1.6.1   检测单细胞迁移速度      选择未分裂细胞, 用
活细胞工作站自带的Softworx软件测量其从0~n h的
迁移距离, 计算其迁移速度。迁移速度=迁移距离/时
间。图1为用Image-Pro Plus 6.0软件描记的划痕边缘

上的单个细胞在0~24 h内的迁移轨迹, 右上角虚线

框内为局部放大图像。其中, 迁移距离是指终点到

起点的直线距离。

1.6.2   检测边缘迁移距离      用Image-Pro Plus 6.0软
件在0 h图像的划痕两个边缘、沿着垂直于划痕方

向上各取一点, 测量0 h边缘距离, 如图2A。同样, 在
n h图像的对应位置测量n h边缘距离, 如图2B。则计

算式为: n h迁移距离=0 h边缘距离–n h边缘距离。在

划痕的边缘沿着划痕方向均匀地选取25个点, 测量

边缘迁移距离, 测量结果直接导出到Excel处理。
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1.6.3   检测迁移面积      用Image-Pro Plus 6.0测量出

0 h的空白面积(图3A)和n h的空白面积(图3B)。则计

算公式为: n h迁移面积=0 h空白面积–n h空白面积。

1.7   扫描电镜细胞观察

活细胞工作站细胞培养24 h后, 弃去培养液, 用
0.1 mol/L磷酸缓冲液冲洗3~4次, 加入2.5%的戊二醛

溶液固定细胞, 在4 °C冰箱中放置24 h。24 h后将所

固定细胞充分洗净后用乙醇梯度上升脱水, 每级各

10 min, 临界点干燥。将已干燥好的样品分成6~7份, 
用导电胶将样品粘于金属样台上, 正面侧面各3~4
份, 扫描电镜观察、拍照。

1.8   统计学分析

数据均用x
_
±s表示, 组间显著性检验用样本方差

进行比较, 采用t检验进行组间两两比较, 以P<0.05
为差异有统计学意义。

2   结果 
2.1   纳米多孔氧化铝膜表征

图4为两种孔径的纳米多孔氧化铝膜的扫描电

0 h

24 h

100 µm

图1  Hela细胞24 h内的单细胞迁移轨迹

Fig.1  Migration trace of a single Hela cell in 24 hours

A: 0 h边缘距离; B: 24 h边缘距离。

A: edge distance at 0 h; B: edge distance at 24 h.
图2  Hela细胞迁移距离的测量

Fig.2   Measurement of Hela cell migration distance

100 µm 100 µm

A B

A: 0 h空白面积; B: 24 h空白面积。

A: blank area at 0 h; B: blank area at 24 h.
图3  Hela细胞迁移面积的测量

Fig.3  Measurement of Hela cell migration area  

100 µm 100 µm

A B
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镜照片。其中, 图4A、图4B为40~70 nm孔径纳米膜

的正面、侧面照片, 图4C、图4D为200~300 nm孔径

纳米膜的正面、侧面照片。

两种纳米膜的实际孔径用Image-Pro Plus 6.0软
件测量, 在两膜上各选取30个孔, 分别测量其面积S, 
然后根据圆的面积公式S=πd2/4, 计算出其等效的圆孔

径d, 表1为两孔径的测量结果。由表1可见, 40~70 nm

膜的平均孔径实际测量约为58 nm, 200~300 nm膜的

平均孔径实际测量约为261 nm。

2.2   能谱分析

采用X射线能谱分析仪对两种纳米多孔氧化铝

膜进行元素分析, 图5A、图5B分别为40~70 nm和

200~300 nm孔径纳米膜的EDS谱。两种能谱中都有

氧元素和铝元素两个高峰, 几个微小峰的峰位也相

400 nm 400 nm

A

C D

B

1 µm1 µm

A: 40~70 nm正面; B: 40~70 nm侧面; C: 200~300 nm正面; D: 200~300 nm侧面。

A: obverse side of 40-70 nm; B: cross-section of 40-70 nm; C: obverse side of 200-300 nm; D: cross-section of 200-300 nm.
图4   两种纳米多孔氧化铝膜正面、侧面扫描电镜照片

Fig.4   The SEM images of obverse side and cross-section of both NAA films 

表1   两种氧化铝膜上的纳米孔的面积(S)和孔径(d)　
Table 1   The area (S) and diameter (d) of both NAA films

膜

Films
面积(S)(nm2)
Area (S)(nm2)

孔径(d)(nm)
Diameter (d)(nm)

40-70 nm (2.77±0.89)×103 58±11

200-300 nm (5.60±2.10)×104 261±62

A: 40~70 nm膜; B: 200~300 nm膜。

A: 40-70 nm film; B: 200-300 nm film.
图5   两种孔径的纳米多孔氧化铝膜的EDS谱

Fig.5   EDS spectra of both NAA films

(A) (B)

keV

Al

C C

O

0.5 0.51.5 1.51.0 1.02.5 2.52.0 2.03.5 3.54.5 4.503.0 3.04.0 4.0
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Al
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*P<0.05, 与对照组相比; ▲P<0.01, 与200~300 nm孔径组相比。

*P<0.05 vs control group; ▲P<0.01 vs 200-300 nm group.
图6   纳米多孔氧化铝膜对单细胞迁移速度的影响

Fig.6   The effects of the NAA films on single 
cell migration velocity

*P<0.05, ▲P<0.01, 与对照组相比; △P<0.01, 与200~300 nm孔径组相比。

*P<0.05, ▲P<0.01 vs control group; △P<0.01 vs 200-300 nm group.
图7   纳米多孔氧化铝膜对划痕边缘迁移距离的影响

Fig.7   The effects of the NAA films on edge 
migration distance

M
ig

ra
tio

n 
di

st
an

ce
 (µ

m
)

Control

40-70 nm

200-300 nm

6 h 12 h 24 h

100

80

60

40

20

0

△

*

*△

▲

▲

*△

同。可见, 大小两种孔径的纳米多孔氧化铝膜表面

化学元素的组成无明显差异。

2.3   活细胞工作站检测纳米多孔氧化铝膜对细胞

迁移能力的影响

在激光共聚焦皿底做划痕后, 在活细胞工作

站随机选取观测点连续观察24 h, 细胞生长状态良

好, 划痕逐渐愈合, 不同时间点拍摄的图像均视野

稳定, 焦点未飘移。采集的序列图像数据用活细胞

工作站自带软件Softworx和Image-Pro Plus 6.0进
行分析。

2.3.1   单细胞迁移速度      如图6所示, 40~70 nm
孔径组在6、12、24 h单细胞迁移速度均比对照组

要快(P<0.05), 200~300 nm孔径组与对照组相比

在6、12、24 h均可减缓单个Hela细胞的迁移速度

(P<0.05)。40~70 nm孔径组和对照组的单细胞迁移

速度均比200~300 nm孔径组快(P<0.01)。
2.3.2   边缘迁移距离      如图7所示, 40~70 nm孔

径组边缘迁移距离与对照组相比在6 h无明显差

异(P>0.05), 在12 h、24 h均有明显增加(P<0.05); 
200~300 nm孔径组边缘迁移距离与对照组相比均明

显减小(6 h, P<0.05; 12 h、24 h, P<0.01); 40~70 nm孔

径组在6、12、24 h的边缘迁移距离明显大于200~ 
300 nm孔径组(P<0.01)。
2.3.3   活细胞工作站检测迁移面积      如图8所示, 
40~70 nm孔径组与对照组相比在6 h无明显区别

(P>0.05), 而在12 h、24 h均可以增加Hela细胞的迁

移面积(P<0.05); 200~300 nm孔径组与对照组相比

在6、12、24 h均减小Hela细胞的迁移面积(P<0.05); 
40~70 nm孔径组迁移面积均明显大于200~300 nm孔

径组(6 h, P<0.05; 12 h、24 h, P<0.01)。
2.4   细胞形态学观察

细胞培养24 h后, 将激光共聚焦皿里的纳米

多孔氧化铝膜弃去培养液, 进行清洗、固定等处

理, 扫描电镜结果如图9所示。其中图9A、图9B为
40~70 nm孔径组的正面、侧面图像, 图9C、图9D为

200~300 nm孔径组正面、侧面图像。

从图9A中可以看出, 40~70 nm孔径氧化铝膜上

生长的细胞形态为扁梭型, 细丝状伪足伸展的较少。

由图9B侧面图可看出, 细胞形成的细丝状伪足并没

有深入伸展到纳米孔洞中; 200~300 nm孔径氧化铝

膜上生长的细胞与材料表面接触非常紧密, 细胞形

态不规则, 呈扁平状, 有大量细丝状的伪足伸出并黏
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*△

▲
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**△

*P<0.05, 与对照组相比; ▲P<0.05, △P<0.01, 与200~300 nm孔径组相比。

*P<0.05 vs control group; ▲P<0.05; △P<0.01 vs 200-300 nm group.
图8   纳米多孔氧化铝膜对细胞迁移面积的影响

Fig.8   The effects of the NAA films on cell migration area
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附在纳米材料表面(图9C)。由图9D侧面图可以看出, 
细胞的很多细丝状伪足伸入到纳米孔洞内, 形成锚

状结构, 牢固地黏附于膜表面。

3   讨论
目前, 细胞迁移由于其独有的运动特性成为细

胞特性的研究内容之一, 血管生成、伤口愈合、炎

症反应、癌症转移等过程中都涉及细胞迁移。细

胞迁移为细胞头端伪足的延伸、与细胞外基质建

立新的黏附、细胞体尾端缩回在时空上的交替过

程。丝状伪足有助于细胞对周围环境的适应及确

定细胞迁移的方向。本研究采用X射线能谱分析仪

对两种纳米多孔氧化铝膜进行元素分析, 两种膜的

EDS谱可见大、小两种孔径的纳米多孔氧化铝膜

表面化学元素的组成无明显差异, 因此, 样品对细

胞的生长及迁移的影响不是由于材料表面化学成

分不同造成的。两种膜的扫描电镜结果显示, 不同

孔径的氧化铝膜的表面成分、粗糙程度、表面图

形等实验参数基本一致, 即上述因素不构成对细胞

迁移的影响。

由活细胞工作站的结果可以看出, 200~300 nm氧

化铝膜上细胞的细丝状伪足伸入到大孔径的的纳米

A B

C D

4 µm 2 µm

1 µm6 µm

A: 40~70 nm正面, 箭头所指为伪足; B: 40~70 nm侧面, 箭头所指无伪足伸入纳米孔; C: 200~300 nm正面, 箭头所指为伪足; D: 200~300 nm侧面, 
箭头所指为伸入到纳米孔内的伪足。

A: obverse side of 40-70 nm, arrow points at the protrusion; B: cross-section of 40-70 nm, arrow indicates no protrusion; C: obverse side of 200-300 nm, 
arrow points at protrusions; D: cross-section of 200-300 nm, arrow indicates the protrusion that extent into the nanopore.

图9   Hela细胞在两种氧化铝膜表面培养24 h后的扫描电镜图像

Fig.9   Morphology of Hela cells cultured on both NAA films for 24 hours under SEM

级孔洞内, 此生物学黏附的细胞比较牢固, 在一定程

度上影响了细胞的迁移。因此, 细胞在200~300 nm氧

化铝膜的突触生长情况比40~70 nm孔径的要多而牢

固，细胞在200~300 nm孔径的纳米氧化铝膜上迁移

比在40~70 nm孔径的慢; 在40~70 nm孔径氧化铝膜

上生长的细胞伪足不能伸入到孔洞深处, 然而, 由于

材料表面的纳米孔洞增加了细胞伪足的黏附能力, 
加快了细胞的迁移速度。

不同孔径的纳米多孔氧化铝膜对细胞迁移的影

响是不同的, 纳米多孔氧化铝膜表面的纳米孔洞的

直径大小可显著影响Hela细胞的迁移。40~70 nm孔

径氧化铝膜较对照组加快了细胞的迁移过程, 200~ 
300 nm孔径氧化铝膜与对照组相比可以减缓Hela细
胞的迁移过程, 40~70 nm孔径氧化铝膜上的细胞迁

移比200~300 nm孔径氧化铝膜快, 在迁移面积、边

缘迁移距离、单细胞迁移速度三个指标上的结果基

本一致。这提示, 氧化铝薄膜可以用于组织工程中

的细胞培育。目前, 已有文献报道了多孔氧化铝基

膜材料作为支架用来控制细胞的相互作用[11-12]。

本研究结果提示, 纳米多孔氧化铝膜孔径不同

对细胞迁移的影响也不相同, 可根据此结论制作不

同纳米孔径的可降解材料, 以便在临床上达到抑制
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肿瘤细胞转移或促进正常细胞生长的目的。
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