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基于不同仿生纤维密度的细胞响应行为研究
周   唐寒  易兵成  沈炎冰  沈勇  薛苏桐  张彦中*

(东华大学化学化工与生物工程学院, 上海 201620)

摘要      在组织再生中, 电纺纤维具有仿生天然细胞外基质(ECM)纤维结构的优势, 可为理解

细胞对其生存微环境的动态重塑过程提供理想的研究平台, 但常规电纺纤维膜的致密性带来的纤

维间横纵交叉相互牵掣问题, 最终导致其作用与表面呈纳米纤维状拓扑结构的实体材料类似, 因而

不能“精准”了解细胞对仿生纤维微环境的重塑作用。该研究通过控制电纺纤维的沉积时间, 在经

硅烷化处理的玻片上接收不同密度的明胶/聚己内酯(GT/PCL)纤维基质, 然后通过CCK-8、骨架染

色、SEM、qRT-PCR、ELISA、免疫荧光染色等方法, 研究纤维密度变化对C3H/10T1/2细胞的形貌、

增殖、ECM分泌及基质降解能力的影响。结果表明, 细胞活力与纤维密度相关, 合适的低密度微

量纤维(103.0±13.2) μg/cm2更利于实现细胞重塑纤维基质微环境。该研究为今后“精准”设计仿生

纤维基质用于组织再生以及深入了解细胞–纤维间的相互作用提供了新的思路和研究基础。

关键词      电纺仿生纤维; 纤维密度; 细胞外基质; 基质降解; 重塑

Effect of Different Biomimetic Fiber Density on Cellular Responses

ZHOU Jing, TANG Han, YI Bingcheng, SHEN Yanbing, SHEN Yong, XUE Sutong, ZHANG Yanzhong*
(College of Chemistry, Chemical Engineering and Biotechnology, Donghua University, Shanghai 201620, China)

Abstract       In the field of tissue regeneration, electrospun fibers with the characteristics of biomimicking 
fibrous structure of the native ECM (extracellular matrix) could provide an ideal platform for exploring the dy-
namic remodeling process of cells in their residing microenvironment. However, the compactness of conventional 
electrospun fibrous mats with the nanoscaled fibers crisscrossing and entangling with each other, eventually leads to 
a topological phenomenon similar to that of the nanofiber-like topography embossed on the surface of a solid mat-
ter. Therefore, it is impossible to accurately determine the remodeling effect of cells on the biomimicking fibrous 
microenvironment. In this study, electrospun fibrous matrices of GT/PCL (gelatin/polycaprolactone) with varied 
fiber densities were prepared by varying the collecting time of the GT/PCL fibers deposited on prior-silanized glass 
slides. Then, the effects of fiber-density on the cytomorphology, proliferation, ECM secretion, and matrix degrada-
tion of the C3H/10T1/2 cells were examined by performing CCK-8 assay, cytoskeleton staining, SEM imaging, 
qRT-PCR, ELISA, and immunofluorescence staining. The results showed that the cell viability was correlated with 
the fiber-density, and there existed a suitable fiber-density (103.0±13.2) μg/cm2 from which cells remodeled the fi-
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brous microenvironment effectively. This study paved the way for the precise design of biomimetic fibrous matrix 
for tissue regeneration and laid a foundation for furthering our understanding of cell-fiber interactions.

Keywords        electrospun biomimetic fibers; fiber density; extracellular matrix; matrix degradation; remod-

eling

人体组织细胞大多生存于具有纤维网络状结

构的细胞外基质(extracellular matrix, ECM)微环境

中。天然ECM是许多蛋白及多糖的复杂集合, 在为

组织/器官提供结构支撑的同时也调控着细胞的诸

多生理行为, 如黏附、增殖、迁移、分化等[1]。在组

织发育/再生进程中, 细胞-ECM间表现出高度动态

的相互调控作用[2]。细胞在响应不同形式的刺激作

用下, 通过降解酶如基质金属蛋白酶(matrix metallo-
proteinase, MMP)降解基质, 也通过细胞自身收缩力

对基质结构进行调整(如纤维募集), 并不断分泌合

成新基质成分(如基质沉积), 从而对微环境进行持

续的动态重塑(remodeling)[3]。正是细胞和基质间的

这种动态调节实现组织的正常发育或再生。

应用于组织工程的生物材料支架旨在模拟靶组

织细胞生存的基质微环境以促进组织再生和修复[4]。

通过电纺获得的纳/微米超细纤维可较好地模拟天

然细胞外基质的超微结构微环境[5]。但目前的研究

大多是基于致密电纺纤维膜的物理特性对细胞行为

的影响[5], 如纤维排列影响细胞肌动蛋白网络结构

和黏着斑的分布[6]及黏着斑大小[7], 纤维支架孔隙的

大小影响细胞的附着、渗透[8]及干细胞分化[9]等, 鲜
有研究纤维特性对细胞降解基质能力的影响。而近

年来有研究发现, 动态线索(如基质降解率)同样会

影响细胞行为, MMPs的适当降解基质将产生更多

的生物活性域并改善细胞微环境[10], 基质降解可能

是影响细胞行为的一项潜在指标[11]。此外, 致密电

纺纤维膜基质/底本身的致密性导致纤维间横纵交

叉相互牵掣, 使细胞仅能对纤维膜的表面拓扑特性

作出响应, 因而很难准确观察到细胞的降解基质作

用及重塑其生存微环境的能力[12-15]。

为探究仿生纤维如何影响细胞降解基质、重

塑其生存微环境 , 本研究提出通过控制电纺纤维

的沉积时间 , 在经硅烷化处理的玻片上制备四组

不同密度的无纺 GT/PCL电纺纤维基质的研究思

路 , 然后通过CCK-8、骨架染色、扫描电子显微镜

(scanning electron microscopy, SEM)、qRT-PCR、

ELISA、免疫荧光染色等方法 , 研究纤维密度变化

对C3H/10T1/2细胞的形貌、增殖、胞外基质分泌及

基质降解能力的影响。

1   材料与方法
1.1   主要试剂和仪器

主要试剂及耗材包括: 聚己内酯(polycaprolactone, 
PCL, 分子量80 000)、明胶(gelatin, GT, 猪皮来源, A型)、
2,2,2-三氟乙醇(trifluoroethanol, TFE, 纯度≥99.0%)购自

上海达瑞精细化学品有限公司 ; C3H/10T1/2购自中国

科学院干细胞库 (上海 ); DMEM低糖培养基购自杭州

吉诺生物医药技术公司 ; 胎牛血清(fetal bovine serum, 
FBS)、链霉素 /青霉素(penicillin/streptomycin, P/S)购自

美国Gibco公司; CCK-8试剂购自杰美基因医药科技有

限公司; 动物基因组DNA快速抽提试剂盒购自上海希

辉生物科技中心; 小鼠基质金属蛋白酶-1, -2, -9(MMP-
1, -2, -9) ELISA试剂盒、小鼠羟脯氨酸(hydroxyproline, 
Hyp) ELISA试剂盒购自上海凡科维生物有限公司 ; 小
鼠糖胺多糖 (glycosaminoglycan, GAG) ELISA试剂盒

购自上海语纯生物科技有限公司 ; 4’,6-二脒基-2-苯基

吲哚 (4’,6-diamidino-2-phenylindole, DAPI)染料、鬼笔

环肽染料购自美国 Invitrogen公司 ; Anti-Laminin抗体、

重组Anti-non-muscle Myosin IIA抗体、山羊抗兔 IgG 
H&L购自英国Abcam公司。

主要仪器包括 : 酶标仪 (ThermoFisher Scientific, 
Multiskan MK3型)、生物安全柜(力康生物医疗科技控

股有限公司, HE safe 1200A2型)、二氧化碳培养箱(力康

生物医疗科技控股有限公司, HF90型)、倒置荧光显微

镜(日本Nikon公司, Ti-2型)、扫描电子显微镜(飞纳科学

仪器有限公司, XL型)、激光共聚焦显微镜(德国ZEISS
公司, LSM700)。
1.2   不同密度电纺纤维基质的制备与表征

采用常规的电纺丝方法制备随机取向的不同密

度的GT/PCL纤维基质。具体方法是将GT、PCL溶
解在TFE中, 配制质量比为50/50的10 wt% GT/PCL溶
液 [16]。纺丝前1 h, 在纺丝液体系中加入0.4%的乙酸

搅拌至纺丝液变澄清透明。将配制的纺丝液装入附

有20 G针头的5 mL塑料注射器中, 在20~25 °C、60%
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湿度的环境条件下, 用精密注射泵以2.0 mL/h的纺丝

速率在13 kV的电压下制备GT/PCL电纺纤维 , 接收

距离为14.5~15.5 cm。

基于上述纺丝参数 , 采用直径为15 mm的硅烷

化玻片, 通过控制纤维接收时间(10 s、50 s、100 s、
10 min)在玻片上沉积不同密度的GT/PCL纤维基质 , 
分别标记为G1、G2、G3、G4。将电纺纤维样品在

真空干燥箱中干燥处理后进行纤维形貌、密度表征

及细胞培养。

SEM观察采集的纤维样品的纤维形态。将GT/
PCL电纺纤维固定在粘有导电胶的扫描电子显微镜

样品台上, 低温喷金50 s后在10~15 kV加速电压下观

察GT/PCL电纺纤维表面形貌, 使用ImageJ软件分析

纤维直径。

通过称重法 [17]确定纤维基质的密度 , 方法为 : 
将直径为15 mm的硅烷化玻片接收纤维基质后的总

质量记为m, TFE洗去表面纤维基质后的玻片质量为

m0, 玻片面积为s, 则纤维基质密度为d=(m−m0)/s。此

外, 基于SEM图片, 将在纤维基质上任意两个纤维交

点之间定义的纤维段长度 [17]作为与纤维密度相关的

另一个表征参数。

1.3   细胞培养

将小鼠胚胎成纤维细胞(C3H/10T1/2)在含有

DMEM-低糖、1%青霉素/链霉素和10%胎牛血清的

培养基中复苏、培养和传代。本实验采用培养至

12~15代的C3H/10T1/2。细胞接种时, 将纤维样品放

入24孔细胞培养板中, 并用定制的不锈钢环固压, 紫
外光照射灭菌12 h后, 用75%乙醇处理2 h。磷酸盐

缓冲盐溶液(phosphate buffered saline, PBS)清洗3次
后, 添加培养基预培养过夜。将C3H/10T1/2接种在

不同密度的GT/PCL纤维基质上, 在37 °C、5% CO2

条件下培养, 每2天更换1次培养液。

1.4   细胞增殖检测

将C3H/10T1/2细胞以2×104个/孔的细胞密度接

种于不同密度的GT/PCL纤维基质上, 在24孔培养板

中培养1天、3天。通过CCK-8比色法检测细胞增殖

能力, 方法为: 吸出培养液, 每孔加入300 μL培养基

和10 μL的CCK-8试剂的混合液, 37 °C孵育3天后, 取
100 μL的细胞培养液转移至96孔板中, 在450 nm波

长处测量吸光度(D)值。

1.5   细胞染色、免疫荧光染色及定量分析

将C3H/10T1/2细胞以9×103个 /孔的细胞密度稀

疏接种于24孔培养板内的不同密度的GT/PCL纤维

基质上。培养3天后通过DAPI、F-肌动蛋白染色观

察细胞形貌、铺展面积等。添加 4%多聚甲醛室温

固定30 min, 用0.2%的Triton X-100通透10 min。F-
肌动蛋白用200 μL的Phalloidin染色液 40稀释液׃1) )
避光染色30 min, 细胞核用0.8 mg/mL的DAPI染色液

室温避光染色10 min, 观察肌动蛋白骨架形态和细

胞形貌。

通过免疫荧光染色 , 观察与细胞收缩力相关的

肌球蛋白 (Mysion ІІA)以及与新生细胞外基质形成

相关的层黏连蛋白 (Laminin)的表达情况。添加4%
多聚甲醛室温固定30 min, 用0.2%的Triton X-100通
透10 min。用含0.3 mol/L甘氨酸的10%山羊血清室

温封闭 30 min以阻断非特异性染色。封闭标本时 , 
按照数据表中推荐的稀释比例 , 用PBS配制工作液

浓度的一抗。吸去封闭液 , 加入200 μL稀释后的一

抗, 4 °C孵育过夜。PBS洗涤3次, 每次5 min。添加用

PBS稀释至工作液浓度的带荧光物质标记的二抗, 室
温下避光孵育1~2 h, PBS洗涤3次。最后, 用DAPI染
色法对细胞核进行染色, PBS洗涤3次。在染色24 h内, 
使用激光共聚焦显微镜观察和拍照。用 ImageJ软件

测量细胞的形态特征和进行荧光定量分析。

1.6   定量逆转录PCR(qRT-PCR)分析

将C3H/10T1/2细胞以 3×104个/孔的细胞密度

接种于 24孔培养板内的不同密度的GT/PCL纤维

基质上。培养 3天后 , 采用 qRT-PCR检测MMPs相
关的mRNA表达 , 包括MMP-1、MMP-2、MMP-3、
MMP-7、MMP-9、MMP-14及TIMP-1。

根据制造商提供的说明书 , 使用BIOZOL细胞

裂解液裂解纤维基质上的细胞并提取总mRNA。使

用FastKing RT Kit(带有gDNase)试剂盒, 按照说明书

上的方案将mRNA反转录成cDNA。使用Super Real 
PreMius Plus(SYBR Green)试剂盒 , 用ABI Prism 
7500荧光定量仪检测基因表达情况。所有检测基

因均以管家基因 (GAPDH)为标准进行归一化处理。

qRT-PCR涉及到的引物如表1所示。

1.7   MMPs蛋白表达量测定

将C3H/10T1/2细胞以 2×104个 /孔的细胞密度

接种于不同密度的GT/PCL纤维基质上 , 于24孔培养

板中培养3天后, 采用小鼠MMP-1、MMP-2及MMP-9 
ELISA试剂盒分别检测MMP-1、MMP-2和MMP-9蛋
白酶表达量。步骤为: 取细胞培养基上清为待测样, 
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在酶标板每孔加入50 μL待测样品(需用样品稀释液

稀释5倍)。封板膜封板, 37 °C孵育30 min, 而后弃去

酶标板中液体并拍干, 利用工作浓度的洗涤液清洗5
次, 弃去液体并拍干。加入50 μL酶标试剂, 37 °C温
育30 min后, 洗涤5次并拍干。每孔先后加入50 μL显
色剂A与显色剂B, 37 °C避光显色10 min, 加入50 μL
终止液, 15 min内在450 nm波长处测量吸光度(D)值。

1.8   纤维基质降解分析

将C3H/10T1/2细胞以5×104个/孔的细胞密度接

种不同密度的GT/PCL纤维基质于24孔培养板中培

养1天、7天、14天, 以用培养基孵育同样天数的纤

维基质为对照。吸出培养基, 每孔用PBS清洗1次, 
加入2.5%戊二醛溶液室温浸泡4 h。PBS清洗3次后, 
用25%、50%、75%、95%、100%的乙醇梯度脱水, 
每次脱水15 min, 之后用异丙醇置换乙醇3次, 放入

−80 °C冰箱过夜, 冻干后于真空干燥条件下保存。

最后通过SEM观察纤维基质表面形貌。

1.9   胶原及糖胺聚糖分泌检测

将C3H/10T1/2细胞在24孔培养板的不同密度

的GT/PCL纤维基质上以5×104个/孔的细胞密度接

种后培养3天。收集细胞培养液, 采用小鼠羟脯氨酸

ELISA试剂盒测定胶原分泌量, 采用小鼠糖胺多糖

ELISA试剂盒测定糖胺多糖分泌量, 在450 nm波长

处测量吸光度(D)值。

1.10   Y-27632处理后C3H/10T1/2降解基质能力

检测

将C3H/10T1/2细胞以2×104个/孔的细胞密度接

种不同密度GT/PCL纤维基质于24孔培养板中培养, 
待种板2 h细胞基本黏附后, 采用Y-27632处理细胞并

培养1天。随后对细胞骨架进行染色和形貌观察。

将C3H/10T1/2细胞以 5×104个 /孔的细胞密度

接种于纤维基质于 24孔培养板中培养 , 待种板 2 h

细胞基本黏附后 , 采用Y-27632处理细胞并培养 3
天。检测C3H/10T1/2对MMP-1、MMP-2、MMP-7、
MMP-9及MMP-14等基因的表达情况的影响 , 采用

ELISA试剂盒检测C3H/10T1/2对MMP-1、MMP-2、
MMP-9、Hyp及GAG的表达情况的影响。

1.11   统计分析

所有数据以平均值±标准差 (x
_
±s)表示 , 采用Or-

igin 8.0软件分析实验数据, 用单因素方差分析(单向

方差分析 )分析数据间是否有显著性差异。各实验

均独立重复3次 (n=3)。当*P<0.05时认为有显著性

差异, **P<0.01时认为有极显著性差异。

2   实验结果
2.1   GT/PCL纤维基质的制备与表征

基于传统电纺丝技术 , 通过控制接收纤维时间 , 
可获得四组不同密度的GT/PCL纤维基质, 各组纤维直

径相近 (图1A), 在统计学上无显著性差异。课题组前

期研究 [17]发现 , hiPS-MSCs细胞行为对纤维密度具有

依赖性 , 且研究中使细胞行为具有差异性响应的纤维

密度范围为 : (37.7±16.3) μg/cm2、(103.8±16.3) μg/cm2、

(198.2±40.0) μg/cm2及(471.8±32.7) μg/cm2。因此, 经
过量化比较后, 本研究选择收集10 s、50 s、100 s和
10 min的G1、G2、G3和G4纤维基质, 纤维密度分别

为(图1B): (39.1±12.1) μg/cm2、(103.0±13.2) μg/cm2、

(208.0±12.6) μg/cm2及 (471.8±33.6) μg/cm2。作为另

一个与纤维密度相关的量化参数 , 纤维的任意两个

交叉点之间定义的纤维段长度测量结果显示 , 纤维

段长度随着纤维密度的增加而减小 , 且任意两组间

的统计学差异明显(图1C)。
2.2   纤维密度影响细胞形貌、增殖及收缩力

纤维基质的拓扑结构等相关特性已被证明与

细胞行为及功能相关 [5]。本研究将细胞在G1、G2、

表1   qRT-PCR检测相关引物序列

Table 1   Primer sequences used for qRT-PCR
基因

Genes
上游引物序列(5′→3′)
Forward primer sequence (5′→3′)

下游引物序列(5′→3′)
Reverse primer sequence (5′→3′)

GAPDH
MMP-1
MMP-2
MMP-3
MMP-7
MMP-9
MMP-14
TIMP-1

AAG AAG GTG GTG AAG CAG G
TGT TTG CAG AGC ACT ACT TGA A
ACC TGA ACA CTT TCT ATG GCT G
CCC AGG AAG ATA GCT GAG G
TCA CCC TGT TCT GCT TTG T
GGA CCC GAA GCG GAC ATT G
GGA GGG ACC AAA GGA GAG
TCA CTG TTT GTG GAC GGA

GAA GGT GGA AGA GTG GGA GT
CAG TCA CCT CTA AGC CAA AGA A
CTT CCG CAT GGT CTC GAT G
AAC TGC GAA GAT CCA CTG A
ATT CTG AGC CTG TTC CCA
CGT CGT CGA AAT GGG CAT CT
GCT TGG AGG TGA GGG AA
AGG CTT CAG GTC ATC GG
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G3、G4纤维基质上培养1天、3天后的细胞增殖结

果(图2A)显示, 细胞的增殖能力与纤维密度有关, 其
中G2(50 s)组中的细胞增殖显著高于其余三组。

细胞形貌结果(图2B)显示, 纤维密度较高的基质

上(G3和G4)细胞形貌大多呈长梭形, 且后者形态更为

瘦长 ; 而G1、G2组的细胞形貌大多呈铺展更强的多

边形, 并以G2组中的细胞铺展更大。对细胞铺展面积

量化后发现(图2C), G1与G3、G4组相比, 虽然细胞形

态明显不同 , 但细胞铺展面积无显著性差异 ; 仅G2组
纤维基质上的细胞比其他三组铺展面积大很多。

肌球蛋白II(Myosin II)在细胞运动与细胞内物

质传输中起着重要作用[17], 与细胞骨架的收缩力有

关, 是细胞响应纤维基质力学特性的桥梁。因此, 
细胞在纤维基质上培养3天后通过免疫荧光染色进

一步检测Myosin IIA的表达情况, 结果(图2D和图

2E)表明, Myosin IIA的表达量也受纤维密度的影响, 
低密度纤维基质G2组中细胞的Myosin IIA表达量

最高。

2.3   纤维密度影响细胞基质降解能力

通过在基因和蛋白水平检测细胞降解酶相关

的基因和蛋白表达, 分析纤维密度对细胞降解基质

能力的影响。在降解酶中, MMPs是细胞降解细胞

外基质分泌最主要的一类酶。MMP-1[18], 又称胶原

酶-1, 是典型的MMP, 主要功能是降解I型和III型胶

原; MMP-2[19]即明胶酶A, 表达广泛, 可降解明胶/胶
原和多种基底膜成分; MMP-3[20]在成纤维细胞、软

骨细胞、成骨细胞、内皮细胞等中表达, 能降解

ECM中的纤连蛋白、层黏连蛋白、胶原和软骨蛋

白聚糖。MMP-7[18]是最简单的一类MMPs并且能

够降解多种ECM成分; MMP-9[19], 即明胶酶-B, 在
IV型和V型胶原降解中起作用; MMP-14[21], 即MT1-
MMP, 是一种能够切割明胶、纤连蛋白和层黏连蛋

白的I型跨膜蛋白, 也为MMP-2的加工和激活所必

需。TIMP-1[22]通过与目标金属蛋白酶(例如胶原酶)
形成复合物起作用, 并通过与它们的催化锌辅因子

结合而使它们不可逆失活, 作用于MMP-1、MMP-
2、MMP-7、MMP-9, 但对MMP-14不起作用。

qRT-PCR结果 (图 3A)表明 , G2组中MMP-1、
MMP-2、MMP-3、MMP-7、MMP-9和MMP-14的
表达量均明显高于另外三组 , 说明纤维基质密度为

(103.0±13.2) μg/cm2的G2组纤维基质能更好地诱导细

胞的MMPs表达。作为验证, TIMP-1是MMPs的抑制剂, 
在MMPs普遍表达量最高的G2组, 其TIMP-1基因表达

量相对也最低。MMPs蛋白水平检测结果(图3B)表

A: SEM纤维形貌; B: 纤维密度量化; C: 纤维段长度定义(插图)及纤维段长度分布。**P<0.01, 任意两组间比较。

A: fiber morphology via SEM imaging; B: fiber density quantification; C: definition of fiber segment length (inset) and distribution of fiber segment 
length. **P<0.01 comparing between any two groups.

图1   不同纤维密度的电纺GT/PCL纤维的形貌及密度表征

Fig.1   Morphology and density characterization of the electrospun GT/PCL fiber meshes with different fiber densities
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明, 各组MMP-1、MMP-2、MMP-9表达量趋势与qRT-
PCR的结果一致。

通过SEM形貌观察MMPs对各组纤维基质的降

解程度, 并以无细胞培养的纤维基质为参照。PCL是
一种降解周期较长的生物可降解聚酯材料, 其在体内

外降解方式主要为水解, 且降解时间超过两年[23], 此
外若有生物酶时(如由巨噬细胞所表达的脂肪酶[24]), 
生物酶可通过催化PCL中存在的酯键水解的方式加

速PCL降解[25]。而明胶通常可被多种包括MMPs在
内的蛋白酶降解[26]。首先, 通过观察被培养基浸泡

1天、7天、14天后的纤维基质(不含细胞)可以确定, 
虽然纤维基质中的明胶含量高达50%, 但在无细胞

的环境中基质并不会在短期内(14天内)发生形变、

黏连、降解等现象, 所以四个实验组中的纤维差异

性降解及形貌变化可认为是由细胞的降解作用所引

起, 几乎可以排除纤维自身的水解降解作用。

与对照组相比, 细胞培养1天后低密度纤维基

质(G1、G2组)发生局部纤维变形, 该现象可能是细

胞对纤维施加力作用所致。而密度相对较高的G3、
G4组几乎无该现象发生。培养7天后, 纤维密度较

A: 培养1天、3天后用CCK-8法测定细胞增殖情况; B: 培养3天后的细胞形貌, 细胞骨架(红色)和细胞核(蓝色); C: 基于(B)的细胞铺展面积定量; 
D: 培养3天后细胞Myosin ІІA(绿色)的分布情况; E: 基于(D)的Myosin ІІA荧光强度定量, 结果归一化至G4组。*P<0.05, **P<0.01, 组间比较。

A: cell proliferation by CCK-8 assay after culturing the cells for one and three days; B: cell morphology after three days of culture, cytoskeleton (red) 
and nucleus (blue); C: quantification of cell spreading area from the images in (B); D: distribution of Myosin ІІA (green) in cells cultured for three days; 
E: quantification of the Myosin ІІA fluorescence intensity from the images in (D), in which all the data are normalized to that of the G4 group. *P<0.05, 
**P<0.01 comparing between two groups.

图2   不同密度GT/PCL纤维基质上C3H/10T1/2的增殖、形貌及细胞收缩力

Fig.2   Proliferation, morphology, and cellular contractility of C3H/10T1/2 cultured on the fibrous 
GT/PCL with different fiber densities

(A) (B)

(C)

(E)

(D)

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

 0

2 500

2 000

1 500

1 000

500

0

6

5

4

3

2

1

0

Ce
ll 

ar
ea

 /µ
m

2

N
or

m
al

iz
ed

 M
yo

sin
 II

A 
le

ve
ls

D
45

0

**

**

**
**

**

*

G1

Ph
al

lo
id

in
D

A
PI

M
er

ge
M

yo
sin

 II
A

D
A

PI
M

er
ge

G2 G3 G4

G1 G2 G3 G4

G1

G1

G2

G2

G3

G3

G4

G4

G1 G2 G3 G4

20 µm

20 µm

1 d 3 d



周璟等: 基于不同仿生纤维密度的细胞响应行为研究 753

(A)

(B)

G1
**

**
** ** ** **

** **

**
**

**
**

**
**

**
**

**

****

**

Re
la

tiv
e g

en
e e

xp
re

ss
io

n
D

45
0

D
45

0

D
45

0

**

**

**
**

**
**

**
**

*
**

**
******

**

** **

1.50
1.25
1.00
0.75
0.50
0.25
    0

1.50
1.25
1.00
0.75
0.50
0.25
     0

1.50
1.25
1.00
0.75
0.50
0.25
     0

** ** ** **

**

**

**
**

*

*

*

G2
G3

7

6

5

4

3

2

1

0

G4

MMP-1 MMP-2 MMP-3 MMP-7 MMP-9

MMP-1 MMP-2 MMP-9

MMP-14 TIMP-1

G1 G2 G3 G4

50 µm

G1 G2 G3 G4 G1 G2 G3 G4

(C)

1 
d

7 
d

14
 d

G1

With cell Without cell With cell Without cell With cell Without cell With cell Without cell

G2 G3 G4

A: 培养3天后MMPs相关基因(MMP-1、MMP-2、MMP-3、MMP-7、MMP-9、MMP-14、TIMP-1)的表达情况; B: 培养3天后ELISA检测细胞

MMPs相关蛋白(MMP-1、MMP-2、MMP-9)的表达定量; C: 孵育1天、7天、14天后SEM观察纤维基质的降解程度(箭头所指为基质降解区域, 
圆形放大图中的虚线圈出部分为新生细胞外基质结构)。*P<0.05, **P<0.01, 组间比较。

A: expression of MMPs-related genes (MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9, MMP-14, TIMP-1) after culturing the cells for three days; B: ex-
pression of MMPs-related proteins (MMP-1, MMP-2, MMP-9) detected by ELISA after three days of culture; C: SEM imaging for observing degrada-
tion of fiber matrix after culturing the cell-fiber constructs for 1 day, 7 days and 14 days (arrows indicate the degradation area and dotted circles within 
the magnified images in circular shape showing the structure of the newly secreted ECM). *P<0.05, **P<0.01 comparing between two groups.

图3   不同密度GT/PCL纤维基质上C3H/10T1/2的MMPs表达及降解纤维基质形貌观察

Fig.3   MMPs expression of C3H/10T1/2 on fibrous GT/PCL meshes with varied fiber densities and 
morphological observation of the fiber degradation
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低的G1、G2组开始有少量的纤维基质断裂, 猜测细

胞此时通过分泌降解酶与“拉扯”纤维共同介导纤维

基质降解。但在密度相对较高的G3、G4组仍未观

察到该现象。培养14天后, 纤维密度较低的G1、G2
组纤维断裂部分增多, 且密度相对较高的G3组开始

观察到明显的纤维基质局部断裂, 而G4组依旧未观

察到此现象。与1天、7天不同, 14天时四组纤维基

质除了纤维降解程度的差异外, 还观察到细胞周边

有明显的极为纤细并密集排列的网络状纤维出现, 
尤以G1、G2组最为明显, 猜测是细胞分泌的新生细

胞外基质(图3C)。
2.4   纤维密度影响细胞分泌细胞外基质组分

ECM成分主要包括纤维结构蛋白 (如胶原蛋

白、纤连蛋白、弹性蛋白等)、特殊蛋白(如生长因子、

整合素结合蛋白等 )和蛋白多糖 (proteoglycans)。作

为细胞外基质的主要组成成分 , 胶原、糖胺聚糖及

层黏连蛋白常常被用于新生细胞外基质的主要检测

目标组分, 以观察细胞对其生存微环境的重塑能力。

层黏连蛋白的免疫荧光染色图像及荧光定量

结果显示 , G2组细胞的Laminin表达量最高(图4A和

图4B)。小鼠羟脯氨酸ELISA检测结果 (图4C)显示 , 
胶原的表达量在G2组中最高; 除蛋白成份外, ELISA
检测糖胺聚糖结果也表明 , G2组细胞表达的GAGs
量最高 (图4D)。由此推测 , 在四组不同密度的纤维

基质中 , G2组纤维密度在最优促进细胞降解纤维

基质的同时 , 也能更大程度地介导细胞形成自身的

ECM, 从而重塑其生存的基质微环境。

2.5   Rho/ROCK信号通路

目前有研究表明, 纤维密度会影响细胞的Rho/
ROCK信号通路。Myosin II作为Rho/ROCK通路的

下游参与者, 在细胞-ECM的力学传导中起着重要作

用[27-29]。已有的研究结果发现, 纤维密度的改变会

影响细胞分泌Myosin ІІA。所以猜测纤维密度可能

是通过Rho/ROCK信号通路影响细胞的基质降解能

力。Y-27632是该信号通路最常用的一种抑制剂, 所
以本部分研究选用低密度组G2(Low density)及高密

度组G4(High density)为研究对象, 观察Y-27632的添

加对细胞形貌、基质降解能力、新生细胞外基质分

泌能力的影响。

荧光倒置显微镜下可以观察到(图5A), 在未添
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A: 培养3天后细胞的Laminin分布情况, Laminin(绿色)和细胞核(蓝色); B: 培养3天后细胞的Laminin荧光强度定量并归一化至G4组; C: 培养3天
后细胞分泌羟脯氨酸的ELISA定量分析; D: 培养3天后细胞分泌糖胺聚糖(GAGs)的ELISA定量分析。*P<0.05, **P<0.01, 组间比较。

A: Laminin distribution after culturing the cells for three days, Laminin (green) and nucleus (blue); B: quantification of the Laminin expression from the 
images in (A), in which all the data are normalized to that of the G4 group; C: expression of hydroxyproline assayed by ELISA after three days of cul-
ture; D: expression of  GAG (glycosaminoglycan) assayed by ELISA after three days of culture. *P<0.05, **P<0.01 comparing between two groups.

图4   不同密度纤维基质上新生细胞外基质表达情况

Fig.4   Expression of newly produced extracellular matrix in cells cultured on fibrous substrates with different fiber densities 
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加抑制剂的时候, 细胞会“顺应”纤维支架而生长, 细
胞轮廓清晰、应力纤维明显、整体呈现“井然有序”
的状态; 而加入抑制剂后, 细胞轮廓变得松散、应力

纤维不明显、整体呈现“懒散”的状态。无论纤维基

质密度高低, 经Y-27632抑制处理后, 细胞感受来自

纤维基质力学特性的能力变弱, 使细胞形态发生显

著改变。

qRT-PCR结果(图5B)显示, 无论是低密度还是

高密度纤维基质, 在添加抑制剂之后均会出现细胞

的MMPs相关基因表达量显著降低的情况。其中

MMP-3可以降解胶原、糖胺聚糖、纤连蛋白、层

黏连蛋白和弹性蛋白等细胞外基质组分[30], 同时参

与众多其他生物学功能, 例如细胞增殖、血管生成

以及其他MMPs(如MMP-1、MMP-7和MMP-9)的合

成诱导[31], 由于其多重角色作用, 猜测即使在信号通

路抑制后其表达量也高于其他MMPs。ELISA检测

MMP-1、MMP-2、MMP-9等蛋白表达的结果趋势

与基因检测结果趋势一致(图5C)。Rho/ROCK信号

通路的抑制, 并非单纯地使细胞MMPs表达量降低, 
而是让细胞对来自纤维基质的力学信号敏感度变

弱, 导致与降解相关的蛋白整体表达量均降低。有

趣的是, Y-27632的抑制作用似乎对低密度纤维组中

的细胞影响更大。

进一步观察Y-27632抑制前后细胞分泌新生细

胞外基质能力的变化, ELISA结果(图5D)显示, Rho/
ROCK信号通路的抑制与否, 对细胞分泌胶原及糖

胺聚糖无显著影响。猜测可能是由于细胞培养时间

短暂, 此时细胞处于降解纤维基质的能力大于细胞

外基质形成能力的时期, 细胞形成自身ECM尚在初

期, 导致影响不明显。

3   讨论
细胞-ECM间高度动态的相互调控作用在组织

发育/再生中至关重要。近年来有研究将(干)细胞植

入不同降解程度的水凝胶基质以观察其干性维持能

力, 并发现高降解度的水凝胶基质可更好地保持细

胞活性并维持干性[32]。而电纺纤维基质虽然具有仿

生ECM超微结构和力学柔顺性的优势, 但往往存在

纤维致密性、细胞仅能在表面活动的不足, 因而研

究中常常忽略了细胞对纤维基质的降解潜力及主动

重塑作用。基于上述背景, 本文以C3H/10T1/2为细

胞模型, 通过降低电纺GT/PCL纤维基质密度来研究

微量的电纺GT/PCL基质密度对细胞降解基质能力

及基质重塑的促进作用。

课题组前期研究表明, 电纺纤维基质存在一个

最佳的纤维密度, 即(103.8±16.3) μg/cm2, 并通过提

供合适的黏附位点密度来提供有利的拓扑和力学

线索, 从而激活细胞体内的力学转导机制[17], 最终表

现为增强的细胞活力。基于此, 本研究采用了不同

材料的纤维基质以及不同种类的细胞验证这些研

究结果, 发现与上述纤维密度范围基本一致的G2组
[(103.0±13.2) μg/cm2]的确更有利于细胞生长, 具体

表现在包括更有利于细胞增殖、铺展及使细胞具

有更强的细胞收缩力等细胞行为(图2); 在此基础上, 
本研究也发现该纤维密度也能更好地诱导细胞的

MMPs表达(图3), 促进纤维基质的降解, 以及分泌更

多的新生细胞外基质以重塑其生存微环境。

Myosin II是应力纤维形成的重要组成部分[27-29], 有
研究发现, 抑制Myosin IIA的表达会造成MMPs(M-
MP-2、MMP-9)的分泌受到抑制[33]。因此我们猜测, 
不同的纤维密度赋予基质不同的力学性质, Rho/
ROCK信号通路传导, 导致细胞Myosin IIA表达不同

和表现出细胞收缩力的差异, 进而影响MMPs的表

达(图6)。本研究发现, G2组细胞的Myosin IIA表达

量最高, 并且能够分泌更多的MMPs相关标志物, 从
而证实了该猜想。同时, 通过SEM也观察到G2组的

支架降解程度也相对较高。细胞外基质的降解与形

成一直处于动态平衡中, 细胞为维持基质重塑的动

态平衡, 同时会分泌更多的细胞外基质蛋白以维持

稳态。同样, 在G2组观察到大量的新生细胞外基质

的表达(如糖胺聚糖、胶原、层黏连蛋白等, 图4), 并
且从SEM上也能观察到(图3C)极纤细的网络状纤维

基质的出现。

而作为Myosin IIA的上游信号通路, Rho/ROCK
信号通路在应力纤维形成和细胞对外界的感知中均

起着至关重要的作用, 与细胞增殖、细胞骨架变化

和应力纤维形成有着复杂的联系[27-29]。使用该信号

通路的特异性抑制剂Y-27632[34]对细胞进行处理后

的结果发现, 当使用Y-27632时, 细胞形态会由原先

“有序”生长变得“松散”。为进一步阐明Rho/ROCK
途径在细胞响应纤维基质密度的降解过程中的作

用, 我们测试了使用抑制剂前后的MMPs的表达量, 
发现MMPs标记物表达下降, 并且低密度纤维上的

细胞比高密度纤维上的细胞受到的影响更为明显, 



756 · 研究论文 ·

A: 培养1天后细胞的形貌变化 , 细胞骨架 (红色 )和细胞核 (蓝色 ); B: 培养3天后通过qRT-PCR检测细胞的MMPs相关基因 (MMP-1、MMP-2、
MMP-3、MMP-7、MMP-9、MMP-14)的表达 ; C: 培养3天后通过ELISA检测细胞的MMP-1、MMP-2、MMP-9蛋白表达 ; D: 培养3天后细胞分

泌羟脯氨酸和糖胺聚糖的定量。*P<0.05, **P<0.01, 组间比较。

A: morphological observation after culturing the cells for one day, cytoskeleton (red) and nucleus (blue); B: expression of MMPs related genes (MMP-1, 
MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9, MMP-14) assayed by qRT-PCR after three days of culture; C: expression of MMP-1, MMP-2, and MMP-9 proteins 
assayed by ELISA after three days of culture; D: quantification of hydroxyproline and glycosaminoglycan expressions after 3 days of culture. *P<0.05, 
**P<0.01 comparing between two groups.

图5   添加Y-27632前后对不同密度纤维基质上的细胞形貌、MMPs分泌、新生细胞外基质形成的影响

Fig.5   Effects of Y-27632 on morphology, MMPs secretion and new ECM formation of the cells cultured on fibrous substrates 
with different fiber densities
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但似乎没有对细胞分泌新生细胞外基质造成同样的

影响(图5)。我们猜测, 可能是由于细胞培养时间短

暂, 此时细胞处于降解支架的能力大于细胞外基质

形成能力的时期, 细胞形成自身细胞外基质尚在初

期, 所以表现不明显。

从电纺纤维基质的结构特性看, 细胞基质降解

能力对纤维密度的依赖性体现在, 纤维密度的改变

会使纤维支架局部力学(纤维段)及整体的力学性能

发生改变[35], 从而使细胞感应到不同的力学刺激, 
做出不同程度的细胞响应行为; 另外, 纤维密度的

改变使细胞感应到不同的拓扑结构, 比如, G2纤维

密度可以提供合适的细胞黏附位点密度使细胞黏

附、铺展[17], 从而激活Rho/ROCK途径, 促进细胞体

内的力学信号传导[28], 最终刺激细胞表达更多的降
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解酶参与基质降解以及新生细胞外基质的合成。

4   结论
本研究通过改变电纺GT/PCL纤维基质的密度, 

探究了C3H/10T1/2响应不同纤维密度的细胞行为变

化, 验证了即使选择不同的纤维基质和细胞, 仍然存

在一最适纤维密度[(103.0±13.2) μg/cm2], 在该密度

的纤维基质上细胞展现出最强的细胞“活力”和功能

表达。我们发现, 该最适纤维密度能够诱导细胞分

泌更多的基质金属蛋白酶和促进细胞对纤维基质的

降解, 以及分泌更多的新生细胞外基质组分。本研

究提出的低密度电纺纤维网络具有简化传统密集纤

维基质的复杂性的优势, 有助于加深我们对细胞与

其微环境相互作用的理解, 也为今后“精准”设计仿

生纤维基质增强细胞与纤维间的相互作用, 以及实

现对伤病组织的有效再生提供了依据。
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