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电刺激提高骨骼肌微纤维致动器致动性能
陆志威  关冠  赵钢*

(中国科学技术大学微纳米工程实验室, 安徽 230022)

摘要      生物混合致动器是生物混合机器人的重要部分, 该研究利用可光交联水凝胶(GelMA)
作为小鼠成肌细胞C2C12细胞的细胞间基质, 制作了一种直径为500 μm的微纤维致动器, 并探究长

时间电刺激对微纤维中C2C12细胞分化及致动能力的影响。该研究利用不同电压的方波脉冲信号

在细胞分化期间对细胞进行每天15 min的电刺激, 同时利用刚性支架固定微纤维以保持其方向与

电场方向一致, 并对微纤维施加30%机械拉伸。为表征电刺激对细胞分化的影响, 利用ImageJ软件

统计肌管长度、宽度与取向角, 利用肌球蛋白重链(MHC)荧光染色表征其肌球蛋白重链表达, 利用

ANSYS有限元仿真计算致动器主动张力。结果表明, 该微纤维致动器适合C2C12细胞生长并使其

分化形成可收缩的骨骼肌, 通过分化期间的长时间电刺激可有效促进C2C12细胞的分化、增大骨

骼肌中肌管尺寸并提高微纤维致动器致动性能。其中18 V的电刺激效果最为显著, 能使肌管长度

有效提高30%, 肌管宽度提高24%, 肌管主动张力提高198%, 使其达到0.21 μN。含有性能增强的骨

骼肌的微纤维致动器可进一步应用于生物混合机器人组装领域, 在药物筛选和骨骼肌再生等基础

研究领域也有较强的应用潜力。
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Electrical Stimulation Enhances Actuation Performance 
of Skeletal Muscle Microfiber Actuators

LU Zhiwei, GUAN Guan, ZHAO Gang*
(Micro and Nano Engineering Laboratory, University of Science and Technology of China, Anhui 230022, China)

Abstract       The biohybrid actuator is an important part of the biohybrid robot. In this study, a microfiber ac-
tuator with a diameter of 500 μm was fabricated by using photocrosslinkable hydrogel (GelMA) as the intercellular 
matrix of mouse myoblast C2C12 cells and explore the effect of long-term electrical stimulation on the differentia-
tion and actuation ability of C2C12 cells in microfibers. In this study, square wave pulse signals of different volt-
ages were used to electrically stimulate cells for 15 min per day during cell differentiation, at the same time, a rigid 
scaffold is used to apply 30% mechanical stretching to the microfibers, as well as to immobilize the microfibers to 
maintain the direction consistent with the direction of the electric field. In order to characterize the effect of electri-
cal stimulation on cell differentiation, ImageJ software was used to count the length, width and orientation angle of 
MHC (myotubes, myosin heavy chain). Fluorescence staining was used to characterize the expression of myosin 
heavy chain, and ANSYS finite element simulation was used to calculate the active tension of the actuator. The re-
sults show that the microfiber actuator is suitable for C2C12 cells to grow and differentiate into contractile skeletal 
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muscle, and long-term electrical stimulation during differentiation can effectively promote the differentiation of 
C2C12 cells, increase the size of myotubes in skeletal muscle, and increase actuation performance of the microfi-
bers actuator. The electrical stimulation effect of the 18 V experimental group was the most significant, which can 
effectively increase the length of myotubes by 30%, increase the width of myotubes by 24%, and increase the ac-
tive tension of myotubes by 198%, reaching 0.21 μN. Microfiber actuators containing enhanced skeletal muscle can 
provide further applications in the field of biohybrid robotic assembly, and also have strong application potential in 
basic research fields such as drug screening and skeletal muscle regeneration.

Keywords        C2C12 cells; bio-hybrid actuators; electrical stimulation; cell differentiation

生物混合机器人是将生物组织或生物材料与机

械结构结合而成的一种新型机器人, 生物部分在机

器人中主要起致动器作用。可作为生物混合机器人

致动器的生物材料主要有哺乳动物心肌细胞[1]、哺

乳动物骨骼肌细胞[2]、昆虫DV组织[3]、微生物[4]等。

其中哺乳动物骨骼肌细胞由于材料来源广、输出力

大、可控性高而备受青睐。而在生物混合机器人中

充当细胞间基质的材料常用各种生物相容性多功能

水凝胶。多功能水凝胶是组织工程、医学研究的重

要组成部分, 由于其与细胞微环境非常相似可作为

细胞培养的支架材料, 受到研究者们的广泛青睐。迄

今为止, 这些材料已被积极研究以开发各种生物替

代品并激发可预测的生物反应。尽管水凝胶表现出

这些显著特性, 但它们仍然具有许多局限性, 例如机

械刚度低、热稳定性低、降解速度快等, 以上缺陷限

制了它们在组织工程和医学研究中的应用。2000年, 
VAN等[5]通过在明胶中接枝改性, 制造了甲基丙烯酰

化明胶(GelMA), 使明胶获得光固化特性以及稳定的

机械与生化性能。因为GelMA的可光交联特性、与

生物组织相近且可调的机械强度、稳定安全的化学

性质以及优异的生物相容性, 已广泛应用于生物医

疗领域, 如制作细胞培养支架、生长因子递送载体。

体外人工培养的骨骼肌组织输出力往往与动

物体内的天然肌肉组织有较大的差异。提高体外培

养的骨骼肌组织输出力, 主要有两种途径。(1) 提高

骨骼肌中肌管方向一致性。天然骨骼肌中的肌管方

向一致, 肌肉沿肌管方向, 而体外培养的肌管往往方

向杂乱, 无法提供有效输出力, 故人们通过物理拓扑

结构[6]、机械拉伸[7]、电场刺激[8]等方法保持肌管方

向一致。(2) 促进骨骼肌发育, 提高骨骼肌输出力。

人们通过化学刺激[9-11]、电刺激[12]、机械刺激[13-14]、

生物共培养[15]等方式促进体外培养骨骼肌的发育, 
使体外培养骨骼肌输出力接近天然骨骼肌。但现有

方法往往制造复杂、设备昂贵, 本文利用GelMA作

为细胞间基质培养小鼠成肌细胞(C2C12细胞), 制造

了一种可拓展的尺寸灵活的生物致动器, 利用机械

拉伸提高肌管方向一致性, 利用长时间电刺激促进

C2C12细胞的分化, 探究了促进微纤维中C2C12细
胞分化成熟的最佳电刺激参数, 并通过免疫荧光染

色、有限元仿真等手段评估C2C12细胞分化状况与

致动器致动性能, 其操作简单, 强化效果显著。最终

C2C12细胞在水凝胶微纤维中生长分化形成可收缩

的骨骼肌, 这种结合GelMA与骨骼肌的生物混合致

动器在生物混合致动、药物筛选和骨骼肌再生等领

域具有巨大潜力。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞      C2C12小鼠成肌细胞来源为中国科学

院上海细胞库, 为保证分化效果, 所使用细胞均传代

不超过五代。

1.1.2   主要试剂与仪器      主要试剂: DMEM高糖培

养基、1%青霉素−链霉素(1% P/S)、Trypsin-EDTA
胰蛋白酶、PBS磷酸盐缓冲液购自美国Gibco公司; 
FBS胎牛血清、HS马血清购自乌拉圭Lonsera公司; 
MA甲基丙烯酸酯购自中国Aladdin公司 ; 猪皮明胶、

小鼠单克隆抗体MY-32、Irgacure 2959光引发剂购

自美国Sigma公司 ; 多聚甲醛、Triton X-100曲拉通

购自美国 Invitrogen公司 ; 4’,6-二脒基 -2-苯基吲哚

(DAPI)购自北京索莱宝科技有限公司 ; 山羊抗小鼠

Alexa Fluor 488抗体购自英国Abcam公司。主要仪

器 : 倒置荧光显微镜购自德国Leica公司 ; 高分辨率

双面曝光机购自美国ABM公司; 激光共聚焦显微镜

购自德国Zeiss公司; 自制方波脉冲发生器。

1.2   方法

1.2.1   包裹细胞的水凝胶纤维制造      本实验使用
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的水凝胶为可光交联的甲基丙烯酰化明胶(GelMA)
水凝胶, 制造方法参考文献[8], 制造完成后为白色泡

沫状固体。使用时将10% (w/V) GelMA、0.5% (w/V) 
Irgacure 2959溶解于PBS中, 50 °C避光水浴加热1 h, 
得到浓度为10%的水凝胶预聚液, 利用0.22 μm滤菌

膜滤菌后避光冷却备用。将培养皿中生长密度达到

80%的C2C12细胞使用EDTA消化2 min后从培养皿

底部剥离并离心, 最后使用移液器去除上清液。使

用冷却至37 °C的水凝胶预聚液将C2C12细胞重悬, 
得到细胞密度约为8.6×106个/mL的水凝胶预聚液。

利用无菌注射器将包含C2C12细胞的水凝胶预聚液

注射至500 μm内径硅胶管中(图1A), 将硅胶管置于

UV光(强度为11.5 mW/cm², 波长为365 nm)下进行曝

光30 s(图1B), 最后将水凝胶预聚液光固化交联形成

的微纤维从硅胶管中挤出到培养基中(图1C), 备用。 
1.2.2   水凝胶纤维的固定与机械拉伸      为保证水凝

胶纤维的方向与电场方向平行以及取得更一致的细

胞取向, 需要对纤维进行固定与机械拉伸。将纤维两

端缠绕在可伸缩的支架上, 并利用水凝胶预聚液作为

黏合剂滴加在纤维与支架连接处, 进行局部二次曝光

保证纤维与支架的稳定耦合(图1D)。最后通过拉伸支

架, 对纤维施加30%的静态机械拉伸(图1E)。支架通

过3D打印制作, 可控伸缩长度为20~38 mm, 以1 mm

为步进, 材料为生物相容性光敏树脂。

1.2.3   细胞培养与电刺激      将固定好的水凝胶纤

维转移至 60 mm培养皿 , 使用生长培养基 (含 10% 
FBS和1% P/S的DMEM培养基 )培养5天 , 待细胞密

度达到一定程度之后改用分化培养基 (含 2% HS和
1% P/S的DMEM培养基 )培养7天 , 在此期间对每组

细胞进行电刺激15 min(图1F)(电刺激信号为方波脉

冲信号, 频率为1 Hz, 脉宽为2 ms, 电压幅值为0、6、
12、18、24、30 V, 电极间距为30 mm), 每天利用倒

置荧光显微镜观察记录细胞形态。

1.2.4   肌管形状参数统计      骨骼肌是高度有序的

平行收缩肌纤维, 而肌纤维由多核肌管组成, 使用

ImageJ软件统计水凝胶微纤维中肌管的长度、宽度、

角度等数据。其中角度定义为肌管长轴与微纤维主

轴之间的夹角, 范围为0°~90°。
1.2.5   电刺激响应实验      在细胞分化7天后, 可观

察到微纤维表面存在大量长条状肌管, 说明C2C12
细胞已分化形成骨骼肌。为测试骨骼肌是否具有响

应电信号产生主动收缩的能力, 在分化的第7天使用

幅值40 V(电极间距50 mm)、频率1 Hz、脉宽2 ms
的方波脉冲信号对水凝胶微纤维进行电刺激响应实

验(图2)。使用显微镜明场模式观察微纤维致动器的

运动情况, 并以30帧/s的帧率录屏记录微纤维致动

A: 注入模具; B: 光交联; C: 挤出; D: 固定; E: 拉伸; F: 电刺激。

A: injection mold; B: photocrosslinking; C: extrusion; D: fixing; E: stretching; F: electrical stimulation.
图1   水凝胶微纤维加工及细胞培养过程示意图

Fig.1   Schematic diagram of hydrogel microfiber processing and cell culture

(A) (B) (C)

(D) (E) (F)
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器中央位置的运动视频。对于弹性体, 受拉时产生

的力F的计算公式如下: 

(1)

式中E为材料杨氏模量, A为材料横截面积, L是
变形前长度, ∆L是变形时的伸长量。

由式(1)可知, 对中部的微纤维固定位置进行进

行视频采集, 保证L的一致性, 就能得到较为准确的

计算结果, 受拉时产生的力F的计算结果与骨骼肌位

置无关。得到的视频由ImageJ的2D粒子自动追踪功

能追踪致动器运动情况, 量化致动器位移速度等数

据。

1.2.6   微纤维致动器主动张力数值模拟与仿真      
利用有限元分析软件ANSYS建立骨骼肌−水凝胶微

纤维收缩模型, 通过有限元仿真计算微纤维致动器

的主动张力。

1.2.7   肌球蛋白重链(MHC)免疫荧光染色      将纤

维用适量PBS清洗3次, 以去除残留培养基; 使用4%
多聚甲醛浸没纤维, 室温下静置15 min以固定细胞; 
使用0.5% Triton X-100浸没纤维, 室温静置15 min以
通透细胞; 使用3%牛血清白蛋白浸没纤维, 室温静

置1 h以封闭细胞; 将小鼠单克隆抗体MY-32用PBS
进行稀释以配置工作液, 稀释比例为1400׃, 用适量

工作液浸没纤维, 并在黑暗中于4 °C静置过夜; 将山

羊抗小鼠Alexa Fluor 488抗体用PBS进行稀释以配

置工作液, 稀释比例为1500׃, 用适量工作液浸没纤

维, 并在黑暗中于4 °C静置1 h; 利用50 mg/mL DAPI
溶液浸没细胞, 黑暗中静置10 min以对细胞核进行

染色; 最后PBS清洗细胞3次, 利用激光共聚焦显微

镜成像。

1.2.8   统计学分析      各实验均独立重复3次, 数据

以x
_
±s形式表示, 使用Origin对数据进行方差齐性检

验, 多组间比较采用单因素方差分析, 组间两两比

较时, 方差齐性则采用Tukey检验, 方差不齐则采用

Dunnett t检验。P<0.05表示差异具有统计学意义, 
用*表示, NS表示差异不显著。

2   结果
2.1   细胞在水凝胶微纤维中生长分化

C2C12细胞在包裹进水凝胶微纤维后, 呈较为规

则的圆形(图3A)。经过机械拉伸后, 细胞呈椭圆形, 
椭圆形长轴方向较为一致且与微纤维长轴平行(图
3B)。微纤维中细胞经过30 s的UV光照射后, 部分细

胞由于UV光对细胞的损伤而凋亡, 存活率随UV光曝

光时间增长而降低。随着剩余存活细胞的生长分裂, 
细胞存活率在几天内逐渐回升, 其中30 s曝光时间的

微纤维由于其适宜的曝光时间与机械强度, 其中的细

胞在生长培养基中生长约5天后, 在纤维中达到较高

的密度(图3C), 相较其他曝光时间其有最高的细胞存

活率。第5天时, 微纤维中细胞生长密集, 将生长培养

基换为分化培养基, 并每天施加15 min电刺激, 约7天
后可观察到取向一致的多核肌管结构(图3D)。

图2   实验流程示意图

Fig.2   Schematic diagram of the experimental process
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2.2   电刺激促进C2C12细胞分化

利用ImageJ软件分析显微明场图像(图4A), 统计

不同电压电刺激对细胞分化形成的肌管长度(图4B)、
宽度(图4C)、角度(图4D)的影响。结果表明, 相对于

不进行电刺激的对照组, 12~30 V的实验组的肌管长

度、宽度均有一定程度提升。肌管长度、宽度与长

期电刺激电压的关系并不是完全的线性, 而是随电压

的上升而呈现先上升后下降的趋势, 其中肌管长度、

宽度的最大值出现在长期电刺激电压18 V的实验组。

长期电刺激电压18 V的实验组中肌管的长度从对照

组的(322.74±53.39) μm提高至(409.87±91.64) μm, 提升

约30%, 肌管的宽度从对照组的(19.74±6.29) μm提高

到了(24.45±3.71) μm, 提高约24%。而0 V与6 V两组之

间的肌管长度宽度均不存在统计学差异, 说明6 V的

电刺激对成肌细胞分化的影响并不明显。各组肌管

角度都在10°以内, 与微纤维主轴方向保持高度一致, 
说明机械拉伸提高了肌管取向的一致性。

从荧光图像上看, 18 V与24 V两组细胞的分化

效果明显强于其他组, 形成的肌管结构(如图5中绿

色荧光形成的条状结构)比其他各组更为密集粗大, 
说明长期电刺激促进了C2C12细胞的分化成熟与肌

球蛋白重链的合成。

2.3   电刺激提高微纤维致动器收缩位移与主动张力

在7天的长期电刺激结束后, 利用ImageJ软件测

量40 V(电极间距50 mm, 电信号波形如图6D所示)电
刺激下骨骼肌收缩所导致的微纤维致动器位移(图
6A)。在电刺激下, 骨骼肌随电信号的脉冲迅速收缩, 
并带动微纤维致动器产生轴向位移。位移在0.3 s之
内达到峰值3.12 μm(图6B, 图中以24 V实验组为例), 
之后在微纤维本身拉力的作用下回归初始位置。不

同组的微纤维致动器位移量与长期电刺激的电压也

呈现先上升后下降的趋势, 与不同组肌管长度、宽

度随电刺激电压的变化趋势类似。18 V的实验组

有最大位移提升 , 从对照组的(1.33±0.30) μm提升至

(3.96±0.26) μm, 提升约198%(图6C)。利用ANSYS
软件模拟计算微纤维变形时对支架产生的拉力(图
6E), 此拉力即为微纤维致动器能产生的主动张力, 
计算得到的输出力与纤维位移为线性关系。由图6F
可知, 主动张力与长期电刺激的关系也呈先上升后

下降的关系, 相对于对照组, 长期电刺激有效提高了

微纤维致动器的主动张力, 其中18 V的电刺激提升

效果最为明显, 主动张力从对照组的0.071 μN提升

至0.210 μN, 提高约198%。

3   讨论
电刺激作为物理刺激对细胞行为有着显著的

影响, 在大部分情况下, 电刺激能够促进细胞的增

殖和分化, 促进细胞向阴极的迁移以及细胞取向的

A: 第1天微纤维中细胞呈圆形; B: 第1天拉伸后的细胞呈椭圆形; C: 第5天细胞在微纤维中生长密集; D: 第12天细胞分化成熟形成肌管。

A: the cells in the microfibrils were round on day1; B: the cells after stretching were oval on day 1; C: the cells grew densely in the microfibrils on day5; D: 
the cells differentiated and matured to form myotubes on day12.

图3   水凝胶微纤维适宜细胞生长与分化

Fig.3   Hydrogel microfibrils are suitable for cell growth and differentiation

200 µm

Myotubes

200 µm

200 µm 100 µm

(A) (B)

(C) (D)
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A: 使用ImageJ软件测量肌管形状参数; B~D: 肌管长度、宽度、角度与电压关系。*P<0.05, 与对照组比较, NS表示两组之间无显著性差异。

A: myotube shape parameters were measured using ImageJ software; B-D: the relationship between the length, width, angle of the myotubes and volt-
age. *P<0.05 compared with control group, NS indicates no significant difference between the two groups.

图4   电刺激促进C2C12细胞分化

Fig.4   Electrical stimulation promotes differentiation of C2C12 cells
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对0、6、12、18、24、30 V六组微纤维进行MHC免疫荧光染色(绿色, 左), 并使用DAPI进行细胞核染色(蓝色, 中)。
MHC immunofluorescence staining (green, left) for six groups of microfibers at 0, 6, 12, 18, 24, 30 V, and nuclear staining using DAPI (blue, middle). 

图5   电刺激促进肌管成熟与MHC合成

Fig.5   Electrical stimulation promotes myotube maturation and MHC synthesis
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对齐。但并不是所有形式的电刺激形式与电刺激

参数都能取得正面的效果, 如YANG等[16]使用高频

交变电场促进C2C12细胞沿电场平行方向取向, 但
1.2 kV/cm的高场强刺激会提高细胞的死亡率; MES-
TRE等[17]利用不同频率与幅值的电刺激促进C2C12
细胞发育, 结果表明10 Hz的电刺激会使肌管产生强

直性抽搐行为。这是因为肌管的收缩舒张并不是瞬

时的过程, 过高的电刺激频率使肌管无法进入到舒

张阶段, 时刻处于收缩状态, 长时间的高频电刺激显

著降低了细胞的生命活性。几乎在所有场景下, 过
高的电刺激电压均表现出了对细胞生命活动的损

害。同时, 电刺激参数也受到细胞周围介质与环境

的影响, 如YANG等[16]的研究表明当C2C12细胞处于

不同黏度的生物墨水中时, 较低黏度的生物墨水中

的C2C12细胞更易与电场方向对齐, 故有必要对光

固化水凝胶微纤维中的C2C12细胞的最佳电刺激方

案进行研究。

利用ImageJ软件测量C2C12细胞分化形成的肌

A: ImageJ粒子追踪, 红框内为同一粒子在不同时间下的局部放大图; B: 微纤维位移波形; C: 不同组的纤维位移; D: 电信号波形; E: 有限元仿真; 
F: 不同组的微纤维致动器主动张力。

A: ImageJ particle tracking, in the red frame is a partial enlarged view of the same particle at different times; B: fiber displacement waveform; C: fiber dis-
placement of different groups; D: electrical signal waveform; E: finite element simulation; F: active tension of different groups of microfiber actuators.

图6   电刺激提高致动器位移与主动张力

Fig.6   Electrical stimulation enhances actuator displacement and active tension
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管的长度与宽度发现电刺激有效促进了细胞分化过

程中沿电场方向的细胞融合、多核肌管的形成与肌

管的发育与肥大。不同电压的长时间电刺激对细胞

分化的促进效果不尽相同, 而是随电压的上升呈现

先上升后下降的趋势, 并在18 V的实验组中取得了

最佳的促进效果。MHC免疫荧光染色的结果也证

实了这一点, 18 V的实验组相比于其他组, 肌管尺寸

与肌球蛋白重链均有更优秀的表现。

不同实验组的肌管角度并无统计学差异, 但可

以注意到各实验组的肌管角度均值均在10°以内, 说
明大部分肌管沿水凝胶方向取向。这是因为固定机

械拉伸通过人为干涉确定了C2C12细胞长轴的方向, 
有利于肌管的对齐[7]。

对于生物致动器而言, 最重要的指标是致动器

的输出力, 因此计算致动器主动张力是必要的。通

常表征骨骼肌收缩能力的参数是骨骼肌的收缩位

移, 直接统计骨骼肌收缩位移能获得较大的收缩位

移数据。但骨骼肌的局部收缩位移仅能表征骨骼肌

发育情况, 无法用来具体计算致动器对外做功能力。

因此统计骨骼肌带动的微纤维致动器位移更具有代

表性。我们统计了距离收缩骨骼肌一段距离之外的

微纤维上同一轴向位置不同高度的点的位移, 结果

表明位移的方差很小, 说明骨骼肌收缩确实带动了

微纤维致动器的位移而非仅仅是骨骼肌本身的局部

位移。同时也发现, 微纤维轴向距离骨骼肌收缩位

置越远的地方, 微纤维的位移越小, 说明微纤维位移

的本质是骨骼肌的收缩使微纤维产生了轴向的弹性

拉伸变形。

对于各组的统计结果表明, 18 V的实验组对致动

性能有最大的提升, 微纤维位移从0 V的(1.33±0.30) μm
提升至(3.96±0.26) μm, 提升约198%。这与肌管尺寸

统计结果相似, 发育更良好的骨骼肌致动性能也更

强。

利用ANSYS软件进行有限元仿真, 将微纤维简

化为均匀弹性体, 可利用微纤维位移计算出支架两

端刚性支架所受拉力, 以经过调制的正弦波作为肌

管收缩过程的近似模拟, 结果表明拉力与纤维位移

成线性关系, 这与理论计算结果相符合, 18 V的实验

组致动器主动张力最大, 达到0.21 μN。

就细胞如何与电信号相互作用而言, 电信号对

细胞代谢活动的影响仍未被完全阐明。目前研究者

认为电信号主要从信号转导途径、Ca2+瞬变、细胞

骨架重组和肌动蛋白分布、表面受体再分布、三磷

酸腺苷(ATP)合成、活性氧产生等几方面影响细胞

的生命活动。以上简要描述的细胞机制在细胞和组

织中的一系列复杂事件中相互关联, 且不同的电刺

激方案可能从不同机制影响细胞的生命活动。在使

用类似电刺激方案的研究中, 研究者们认为Ca2+瞬

变与细胞骨架重组和肌动蛋白分布可能是其主要作

用的机制。特定频率的电脉冲可以诱导Ca2+振荡影

响肌节蛋白的组装, 从而加速分化肌管中成熟肌节

结构的形成[20-21]。骨骼肌的机械训练可以通过影响

细胞骨架重组和肌动蛋白分布来促进肌管肥大与相

关蛋白的合成, 无论是光刺激、电刺激引起的骨骼

肌自主收缩[20]还是外界机械刺激[13]都能促进成肌细

胞的分化。

结合肌管形状与主动张力综合分析, 6 V的电

刺激对C2C12细胞发育的促进效果微弱, 可能是由

于幅值过小的电刺激电场较弱, 难以促使Ca2+瞬变的

发生, 且无法引起骨骼肌的自主收缩; 从12 V(电极间

场强约4 V/cm)开始, 实验组的各项指标随电刺激电

压的提升而相应提高, 一方面是电刺激可通过Ca2+瞬

变加速肌管的形成并促进肌管中肌节结构的形成[19], 
另一方面我们在实验中观察到骨骼肌对4 V/cm的电

刺激开始产生响应而收缩, 从而促进细胞骨架重组

和改变肌动蛋白分布。研究表明, 适当的肌管收缩

可模拟肌管在自然生理条件下的收缩, 有效促进肌

管的发育肥大[20]; 而30 V的实验组在各方面参数都

产生了下滑, 这可能是因为电刺激产生的肌管收缩

的累积应力与刚性机械约束一起导致对组织的有害

影响以及高强度电场对细胞的电化学损伤。更高幅

值的电刺激则会在更大程度上损害细胞生命活动, 
更有可能在长时间电刺激过程中发生培养基电解现

象, 改变溶液pH值、产生各种有毒有害物质, 极大

提高细胞死亡率, 故更高幅值的电刺激参数不必探

究。 
然而机械拉伸与电刺激结合的效果并不是完

全正向的, 刚性支架可以带来精确稳定的机械拉伸, 
有效提高细胞取向一致性, 但对肌管的运动产生了

一定阻碍, 它会导致电刺激肌管收缩时肌管相互拮

抗无法产生最大主动张力, 有研究表明, 低频电刺激

在使用柔性机械约束时会产生更好的效果[12]; 因此, 
在未来的研究中, 需要寻找一种刚性适中、蠕变性

低且生物相容的柔性材料与刚性支架结合来提供更
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良好的机械拉伸。

综上所述, 本研究利用可光交联水凝胶(Gel-
MA)作为C2C12细胞的细胞间基质, 制作了一种直

径500 μm的微纤维致动器。C2C12细胞在微纤维中

生长分化形成具有可控收缩性能的骨骼肌并具备对

外做功能力。我们通过长时间的不同电压电刺激有

效促进了C2C12细胞的分化与多核肌管的生成与肥

大, 有效提高了肌管的主动张力与GelMA微纤维致

动器的致动性能, 其中18 V的电刺激有最好的效果。

这种微纤维致动器制作简单, 拓展性强, 具备生物混

合致动、药物筛选和骨骼肌再生等领域的巨大潜力。
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