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摘  要 : 以紫外光光刻、硅蚀刻及复制模塑技术制备了聚乳酸 (PLLA) 微柱阵列型拓扑结构基底，考察了

SH-SY5Y 人神经母细胞瘤细胞在拓扑结构基底上的生长及血管内皮生长因子 (VEGF) 和白细胞介素-8 (IL-8) 

的分泌及表达。细胞的形态及铺展采用扫描电子显微图像进行分析，细胞在拓扑结构基底上生长 24 h 后的

VEGF 及 IL-8 分泌量采用 ELISA 进行检测，VEGF 及 IL-8 在 mRNA 水平的表达量以实时定量 PCR 进行评价。

实验中成功制备了微柱名义直径为 2 μm 和 4 μm、微柱名义间距为 2 μm 和 7 μm 的 4 种拓扑结构基底。研究发

现，SH-SY5Y 细胞在 2-2 μm (微柱名义直径-名义间距)、4-2 μm、4-7 μm 拓扑结构基底上的 VEGF 和/或 IL-8

分泌量和表达较之 PLLA 平面基底上相应值出现上调，而在 2-7 μm 拓扑结构基底上 VEGF 及 IL-8 二者均表现

出表达和分泌量大幅度和明显的上调。与在 PLLA 平面基底上相比，SH-SY5Y 细胞在拓扑结构基底上表现出

细胞形态 (铺展面积及圆度) 的明显变化，细胞 VEGF 及 IL-8 分泌量和表达的上调伴随细胞铺展面积的明显

降低。结果表明微柱阵列型拓扑结构是影响 SH-SY5Y 细胞 VEGF、IL-8 分泌及表达的重要微环境因素，VEGF

和 IL-8 可能构成 SH-SY5Y 细胞在拓扑结构基底上生长的重要分泌物标志。 

关键词 : 复制模塑，ELISA，实时定量 PCR，人神经母细胞瘤细胞，分泌物标志  

 

组织工程与细胞培养
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Abstract:  To establish vascular endothelial growth factor (VEGF) and interleukin-8 (IL-8) as secretary biomarkers for 

cell growth on topographic substrates, we have evaluated the secretion and expression of these 2 factors by SH-SY5Y 

human neuroblastoma cells on poly-L-lactide (PLLA) micropillar arrayed topographic substrates. We fabricated 

topographic substrates with UV lithography, silicon etching and polydimethylsiloxane-based replica molding, and 

interfaced SH-SY5Y human neuroblastoma cells with both the topographic substrates and PLLA flat substrates. Cell 

morphology and spreading were examined with scanning electron microscopy. The secretion and mRNA expression of 

VEGF and IL-8 were evaluated with enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) and real time qPCR, respectively,    

24 hours after cell plating. We successfully achieved 4 topographic substrates with a nominal pillar diameter of 2 μm and  

4 μm, and a nominal pillar spacing of 2 μm and 7 μm. We found that the secretion and mRNA expression of VEGF and/or 

IL-8 by SH-SY5Y cells on 2-2 μm (pillar diameter-spacing), 4-2 μm and 4-7 μm topographic substrates were upregulated in 

comparison to those by cells on PLLA flat substrate, 24 hours after cell plating. Furthermore, both cytokines were even 

more substantially upregulated on the 2-7 μm substrate than on the other 3 topographic substrates. Compared to those on 

PLLA flat substrate, cells on topographic substrates showed significant changes in morphology (spreading area, perimeter 

and roundness), and the increase in the secretion and mRNA expression of VEGF and IL-8 was accompanied with a 

decrease in cell spreading areas. These results provided evidence that pillar arrayed topography was an important 

microenvironmental factor in affecting VEGF and IL-8 expression or secretion, and VEGF and IL-8 might serve as 

important secretary biomarkers for growth on topographic substrates by SH-SY5Y cells. 

Keywords:  replica molding, ELISA, RT-PCR, SH-SY5Y cell, secretary biomarker 

拓扑结构是体内基质环境及体外细胞培养

基底中影响组织结构以及细胞的形态和功能最

重要的物理因素之一[1-4]。早在 1912 年，Harrison

等以蜘蛛网进行的细胞培养实验即发现细胞会

沿着培养基底的拓扑结构进行排列、形态取向和

迁移，此即后来被称为的“接触引导”(Contact 

guidance)[5]。近一个世纪的研究已经证实了拓扑

结构对细胞的接触引导是众多细胞类型的共同

培养特征[6]，揭示了基底拓扑结构设计在体外细

胞培养相关领域的重要应用前景。近十余年来，

微加工技术领域新方法的出现及原有制备方法

的改进使得在众多材料上制备出微米和亚微米

级拓扑结构成为可能，这些为有关领域深入研究

拓扑基底条件下培养细胞的形态结构响应乃至

功能分化提供了条件。近年随着细胞工程及细胞

芯片相关领域的进展，细胞与拓扑结构基底相互

作用的研究已经越来越多地注重拓扑结构基底

上细胞的功能响应性及功能分化[7-10]。拓扑结构
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基底上细胞功能响应性及功能分化的研究是基

底拓扑结构设计在体外细胞规模化培养、组织工

程、细胞芯片和细胞微系统构建以及仿生工程中

应用研究的前提。 

对于神经细胞，三维及拓扑结构培养基底已

经被成功地应用于神经细胞培养，引导神经细胞

的形态分化及突起延伸等[11]。近年的研究更进一

步发现，三维及拓扑结构条件下神经细胞的离子

通道，如电压依从式钙离子通道 (Voltage-gated 

calcium channels，VGCCs)，较之二维平面基底

时表现出不同的功能响应性[12-14]。采用一种微球

致密阵列拓扑结构基底的研究表明，拓扑结构基

底在特定的结构条件下可以促进神经细胞形态

铺展并进而增强 VGCCs 功能响应性[12]。与此相

反，在三维微小凹图式上神经细胞较之二维平面

基底上铺展程度减小，其 VGCCs 功能响应性却

明显降低[13-14]。这些发现促使人们寻找细胞于三

维及拓扑结构培养条件下的标志分子，尤其是分

泌物标志，及其与细胞功能表型的关系。建立神

经细胞在三维及拓扑结构培养条件下的分泌物

标志的意义是，分泌物标志提供了细胞在三维或

拓扑结构基底上特定生长状态的简易、快速而实

用的评价手段。 

细胞因子是可溶性低分子量蛋白质，对细胞

生长、分化、凋亡以及组织或植入体新生血管形

成等有广泛的调节作用。在神经细胞，细胞因子

对神经细胞增殖及分化的调控已经得到确认，其

分泌和表达是神经细胞生长与功能分化的重要

标志，因而也是神经细胞在三维及拓扑结构条件

下分泌物标志的理想选择。血管内皮生长因子 

(Vascular endothelial growth factor，VEGF) 和白

细胞介素-8 (IL-8) 是调节神经细胞功能分化尤

其是离子通道功能表达的重要细胞因子。使用三

维组织工程支架材料进行细胞培养，可以发现若

干种细胞的 VEGF 和 IL-8 表达较之于二维条件

出现上调[15]。Kisaalita 等采用三维聚苯乙烯支架

材料培养人神经干细胞 H945RB.3，发现三维条

件下神经干细胞的 VEGF 和 IL-8 mRNA 表达水

平显著高于二维条件下的相应值[16]。类似的研究

结果也见于 RGD-藻酸盐三维体系培养的肿瘤细

胞[17]。上述分析表明 VEGF 和 IL-8 分泌及表达

的上调可能是神经细胞于三维及拓扑结构条件

生长和功能分化的分泌物标志。 

本文采用紫外光光刻、硅蚀刻及复制模塑技

术，加工了微柱名义直径为 2 μm 和 4 μm、微柱

名义间距为 2 μm 和 7 μm 的 4 种聚乳酸 

(Poly-L-lactide，PLLA) 微柱阵列型拓扑结构基

底，在此基础上实现了 SH-SY5Y 细胞在阵列型

拓扑结构基底上的复合培养。作者进一步评价了

在拓扑结构基底上培养细胞的形态学特征以及

VEGF 和 IL-8 的分泌及表达行为，发现 SH-SY5Y

细胞在PLLA拓扑结构基底上的VEGF和/或 IL-8

表达和分泌量相比平面结构的相应值出现上调，

且这一表达和分泌量的上调伴随细胞铺展面积

的明显降低。上述结果表明微柱阵列型拓扑结构

是影响 SH-SY5Y 细胞 VEGF 和 IL-8 分泌及表达

的重要微环境因素，VEGF 和 IL-8 有可能作为

SH-SY5Y 细胞在拓扑结构或三维微环境生长的

重要分泌物标志。 

1  材料与方法 

1.1  PLLA 微柱阵列型拓扑结构基底的制备 

PLLA 微柱阵列型拓扑结构基底的制备过程

包括光掩模的设计及加工、紫外光光刻、硅蚀刻、
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以聚二甲基硅氧烷[Polydimethylsiloxane，PDMS 

(Sylgard 184，Dow Corning，美国)]为基础的复

制模塑加工等过程。主模采用 P<100>硅片 (电阻

率 7-13，北京有研半导体材料股份有限公司) 进

行加工，PDMS 负模的加工及复制模塑在本实验

室进行。 

研究中设计的拓扑结构基底由圆形微柱阵

列构成，微柱名义直径为 2 μm 和 4 μm，名义高

度 4 μm，名义间距分别为 2 μm 和 7 μm。在后文

的叙述中将采用微柱名义直径 -微柱名义间距 

(μm) 描述拓扑结构基底，如 2-2 μm 拓扑结构基

底。PDMS 负模的制备参见前期 PDMS 微柱阵列

型拓扑结构基底的制备方法[12]。将适量 PLLA (相

对分子量 100 000，济南岱罡生物科技有限公司) 

置于边长为 12 mm 的方形盖玻片上，以加热板 

(HP7，IKA，德国，广州仪科实验室技术有限公

司) 加热至 130 ℃使 PLLA 呈熔融状态，将 PLLA

在盖玻片上涂布均匀。将 PDMS 负模放置于

PLLA 上，以 0.5 MPa 的压力施压 5 s，熔融状态

的 PLLA将依靠虹吸作用渗入 PDMS的微结构间

隙，室温冷却 1 min 后，在酒精中浸泡 1 min，

剥离 PDMS 负模，即得 PLLA 微柱阵列型拓扑

结构基底。PLLA 二维平面基底的制备采用上述

同样方法，但以平整硅片代替主模分别制备

PDMS 平面基底和 PLLA 二维平面基底[18]。制

备的 PLLA 拓扑结构基底及 PLLA 二维平面基

底经紫外光照射 1 h 灭菌，再以小牛血清裱衬  

1 h 待用。 

1.2  SH-SY5Y 细胞的培养 

SH-SY5Y 人神经母细胞瘤细胞购买于

American Type Culture Colection，以 35 cm2 培养

瓶 (Corning，美国) 在 37 ℃、5％ CO2 的条件

下常规培养。完全培养基由 DMEM 高糖培养基 

(Hyclone，美国 ) 添加 10％热灭活胎牛血清

(GIBCO，美国)、100 U/mL 青霉素和 100 μg/mL

硫酸链霉素 (Sigma，美国) 构成。当细胞生长到

75％的融合度时，采用浓度 0.25％的胰蛋白酶 

(Hyclone，美国) 消化并以机械吹打法收集细胞，

以完全培养基制备细胞悬浮液。将上述 PLLA 拓

扑结构基底及 PLLA 二维平面结构置放入     

35 mm2 的平面培养皿 (FALCON，美国) 中。将

约 0.2 mL 细胞悬液接种于放置于平面培养皿中

的 PLLA 微柱阵列型拓扑结构基底或 PLLA 平面

二维结构上，细胞接种密度约 1×104 个/mL。样

本静置 1 h 后补充加入完全培养基 1 mL，于    

37 ℃、5％ CO2 的条件下常规培养。 

1.3  扫描电子显微镜制样及观察 

PLLA 微柱阵列型拓扑结构基底及培养的细

胞经 PBS 洗涤 3 次，以 2.5％戊二醛 (pH 7.2~7.4) 

在 4 ℃固定过夜，再用 0.9％的生理盐水洗涤 2

次，每次 5 min。分别使用 30％、50％、70％、

80％、95％和 100％ (2 次) 的乙醇进行梯度脱

水，每步 5 min。样品进一步使用 50％、70％、

90％、95％和 100％ (2 次) 的叔丁醇进行梯度脱

水，每步 5 min。样本经自然干燥后，溅射涂膜

镀金 3~5 次，每次 20 s。扫描电镜照片的拍摄采

用扫描电子显微镜 (HITACHI S-3400N，日本) 

进行，加速电压设置为 15 kV。 

扫描电镜照片中细胞形态铺展的评价采用

Image J 软件进行测量。周长及投影面积的测量

依据所描绘的包括细胞胞体和片足的轮廓。细胞

圆度=4×π×投影面积/ (周长)2。 
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1.4  细胞骨架免疫荧光染色 

实验中以鬼笔环肽  (Phalloidin) 进行微柱

阵列型拓扑结构基底及二维平面基底上细胞肌

动蛋白微丝的免疫荧光染色。SH-SY5Y 细胞接种

于微柱阵列型拓扑结构基底及二维平面基底 24 h

后，依次使用 4％多聚甲醛固定 40 min，0.5％ 

Triton X-100 破膜 5 min，再使用 1％山羊血清蛋

白室温条件下封闭细胞 1 h。样品经用浓度为   

5 μg/mL 的 FITC-phalloidin (Sigma，美国) 于   

4 ℃染色过夜。样品进一步采用浓度为 10 μg/mL

的 4',6- 二 脒 基 -2- 苯 基 吲 哚 (4',6-diamidino-2- 

phenylindole，DAPI) 染色液 (碧云天生物技术研

究所，江苏) 进行细胞核染色 15 min。上述染色

步骤间细胞均以 PBS 清洗 3 遍，每次 5 min。封

片后用激光共聚焦扫描显微镜 (Leica Sp5，德国) 

进行观察并拍照。鬼笔环肽以 488 nm 的 Argon

激光激发，以 TD 488/543/633 nm 的长通滤片收

集发射光；DAPI 以 405 nm 的 Diode 激光激发，

以基础长通滤片收集发射光。 

1.5  酶联免疫吸附反应 (ELISA)  

SH-SY5Y 细胞接种于微柱阵列型拓扑结构

基底及二维平面基底后，置于 12 孔板中常规培

养 24 h 后，更换无血清培养液。细胞经无血清培

养 24 h 后收集培养液，以新鲜培养液作为阴性对

照进行 ELISA 实验检测 VEGF、IL-8 的分泌量。

ELISA 试剂盒购于北京四正柏公司，按供货商提

供的方法常规操作，用自动酶标仪分析仪 

(Model 680，Bio-Rad，美国) 读取吸光值，以此

进行标定并计算培养液中 VEGF 和 IL-8 浓度及

分泌量。拓扑结构基底及二维平面基底上的培养

细胞用 0.25％胰酶消化并分散后，用四甲基氮唑

蓝 (Methylthiazolyl tetrazolium，MTT) 法 (凯基

生物科技发展有限公司，南京，中国) 检测细胞

数量，以此进行细胞分泌量的归一化处理及统计

分析。 

1.6  实时荧光定量 PCR 

SH-SY5Y 细胞在微柱阵列型拓扑结构基底

及二维平面基底上培养 24 h 后，使用 Trizol 法提

取细胞总 RNA (Bioteke，中国)，以 2 μg RNA 为

模板，采用 PrimeScriptTM RT reagent kit (TaKaRa，

日本) 反转录试剂盒并参照生产商提供方法合

成 cDNA。采用 SYBR GreenⅠ实时荧光定量 PCR 

检测方法，以 GAPDH 为内参照，VEGF 与 IL-8

为目的基因。引物序列见表 1。在实时定量 PCR

仪 (Bio-Rad CFX96，美国) 进行荧光定量 PCR

扩增反应。反应体系为：2×SYBR Premix Ex Taq 

Mix (TaKaRa，日本) 10 μL，cDNA 模板 1 μL，

上下游引物各 1 μL，dH2O 7 μL。反应参数为：

95  5 s℃ ，55  20 s℃ ，72  10 s℃ ，39 个循环。每

个样本均进行 3 次生物学样本重复，使用 2−△△Ct

法进行计算分析。 

1.7  数据分析 

不同基底上细胞投影面积、细胞周长、细胞 

表 1  VEGF、IL-8 及内参基因 GAPDH 的 PCR 引物

序列 

Table 1  Primer sequence for VEGF, IL-8 and 

GAPDH 

Primer 
name 

Primer sequence (5′–3′) 

VEGF 
GCTTGCCATTCCCCACTTGAATC 
TCTCTTCCTCGACTTCTCTCTGG 

IL-8 
GAACTGAGAGTGATTGAGAGTGGA
CTCTTCAAAAACTTCTCCACAACC 

GAPDH 
TCAACGACCACTTTGTCAAGCTCA 
GCTGGTGGTCCAGGGGTCTTACT 
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圆度，细胞 VEGF 和 IL-8 分泌及表达量等结果

采用 x ±s (算术平均值±标准偏差) 表示。组间数

据比较采用 Student’s t-test，以 P<0.05 作为统计

学差异显著性的判断标准。 

2  结果 

2.1  SH-SY5Y 细胞与 PLLA 微柱阵列型拓扑

结构基底的复合 

图 1 为 SH-SY5Y 人神经母细胞瘤细胞接种

于 2-2 μm、2-7 μm 拓扑结构基底上生长 12 h 后

的相差显微图片。图 2 是 SH-SY5Y 细胞在 4 种

PLLA 微柱阵列型拓扑结构基底和 PLLA 平面基

底培养 24 h 后的扫描电子显微图片及相差显微

图片。从图 1 和图 2 中可见，在实验条件下使用

紫外光光刻、硅蚀刻和复制模塑技术能够制备结

构规整、清晰的微柱阵列型拓扑基底，且各结构

尺寸均符合预期设计要求。相差显微图片显示，

在 2-7 μm 拓扑结构基底上出现少量微柱结构的

断裂缺失 (图 1B)。这一现象可能是在复制模塑

制备小微柱时由于负模剥离所致。在进行扫描电

子显微制样后，由于 2-2 μm 基底和 2-7 μm 基底

微柱直径较小，可以发现非细胞粘附区微柱有很

大程度断裂缺失，其中 2-2 μm 拓扑结构基底非

细胞粘附区微柱几乎完全断裂或缺失，2-7 μm 拓

扑结构基底非细胞粘附区微柱部分断裂或缺失。

这一现象可能是由电镜制样引起的结构熔融或

断裂所致。 

从图 1 和图 2 中可见，本文制备的 4 种 PLLA

拓扑结构基底和 PLLA 二维平面基底均可支持

SH-SY5Y 细胞的正常粘附生长。在培养 24 h 后

不同基底上的细胞表现出不同的生长形态：在

2-2 μm、4-2 μm 拓扑结构基底上细胞形态与平面

基底上细胞形态相似，表现为正常梭形或星形；

在 2-7 μm 拓扑结构基底上细胞表现出较高的极

化及形态分化趋势，部分细胞出现长的神经突

起；在 4-7 μm 拓扑结构基底上细胞形态却趋向 
 

 

图 1  SH-SY5Y 细胞在 2-2 μm 和 2-7 μm PLLA 微柱阵列型拓扑结构基底上培养 12 h 后相差显微镜图 

Fig. 1  Phase contrast microscopic images of SH-SY5Y human neuroblastoma cells interfaced with 2-2 μm and 2-7 μm 

poly-L-lactide pillar arrayed topographic substrate after 12 h of culture. Topographic substrates were represented by 
nominal pillar diameter-nominal spacing in micrometers. (A) 2-2 μm topographic substrate. (B) 2-7 μm topographic 

substrate; The insert on the left bottom of image (A) represents magnification of the boxed region to the right of the 
image. 
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图 2  SH-SY5Y 细胞在 4 种微柱阵列型拓扑结构基底和 PLLA 平面基底上培养 24 h 后的扫描电子显微图和相差

显微镜图 

Fig. 2  Scanning electronic (SEM) and phase contrast microscopic images of SH-SY5Y human neuroblastoma cells 
interfaced with PLLA flat and micropillar arrayed topographic substrates after 24 h of culture. Topographic substrates 

were represented by nominal pillar diameter-nominal spacing in micrometers. Images (A-D) show the SEM images for 
cells on topographic substrates. (A) 2-2 μm topographic substrate. (B) 2-7 μm topographic substrate. (C) 4-2 μm 
topographic substrate. (D) 4-7 μm topographic substrate. Image (E) shows the phase contrast microscopic image for 

cells on PLLA flat substrates.  

 

于圆形，少有神经突起。为了定量考察 PLLA 微

柱阵列型拓扑基底对细胞形态的影响，我们采用

Image J 软件对拓扑结构基底和二维平面基底上

培养细胞进行了形态分析，测量细胞铺展面积 

(投影面积 ) 和周长，并以此计算出细胞圆度 

(表 2)。从表 2 可以发现，在 2-2 μm、2-7 μm、

4-7 μm 拓扑结构基底上细胞铺展面积显著小于

PLLA 平面基底上细胞的相应值 (P＜0.01)；在

4-2 μm 拓扑结构基底上细胞的铺展面积较 PLLA

平面基底上细胞趋于降低，但这一差异并不显著 

(P＞0.05)。从表 2 还可以发现，在 2-7 μm 拓扑

结构基底上细胞圆度为 0.34±0.09 (n=57)，明显小

于 PLLA 平面基底上的细胞圆度 0.40±0.10 

(n=66) (P＜0.01)；与此相反，在 2-2 μm、4-2 μm

和 4-7 μm拓扑结构基底上细胞圆度均大于PLLA

平面基底上的相应值 (P＜0.01)。上述形态测量

结果表明，SH-SY5Y 细胞在拓扑结构基底上较

之平面基底上铺展程度趋于降低或明显降低。在

2-7 μm 拓扑结构基底上细胞较之其余 3 种拓扑

结构基底和平面基底上细胞较小的圆度值表明

该拓扑结构基底上细胞具有更高的极化程度和

形态分化趋势。 

我们用 FITC-phalloidin 对微柱阵列型拓扑

结构基底及二维平面基底上 SH-SY5Y 细胞的肌

动蛋白骨架进行了免疫荧光染色。图 3 为

SH-SY5Y 细胞经 FITC-phalloidin 染色的激光共 



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  November 25, 2013  Vol.29  No.11 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1636 

 
表 2  SH-SY5Y 细胞在 PLLA 平面基底和微柱阵列型拓扑结构基底上的形态铺展 

Table 2  Morphological spreading of SH-SY5Y human neuroblastoma cells interfaced with PLLA flat 

substrate and micropillar arrayed topographic substrates  

Substrates  
Spreading  
area (μm2) 

Perimeter (μm) Roundness n 

2-2 μm 167.31±60.97 ** 69.32±17.38 ** 0.44±0.11 ** 66 

2-7 μm 173.68±64.64 ** 80.98±17.59 0.34±0.09 ** 57 

4-2 μm 212.03±71.79 78.48±13.77 * 0.43±0.08 ** 62 

4-7 μm 165.46±39.20 ** 63.89±11.19 ** 0.52±0.09 ** 64 

FLAT 223.63±75.71 84.29±17.99 0.40±0.10 66 

Notes: values were presented as x ±s. Topographic substrates were represented by nominal pillar diameter-nominal spacing in 
micrometers. FLAT refers to two-dimensional flat PLLA substrates. Cell morphological spreading was evaluated with SEM or 
phase contrast microscopic images (Fig. 2). Spreading (projection) areas and perimeters were measured by tracking the cell 
contours enclosing the cell bodies and lamellipodia. Roundness was defined as 4×π×area/ (perimeter)2. Statistically significant 
difference probability values for comparison with those for cells on PLLA flat substrates: **P<0.01, *P<0.05. n: number of 
cells measured. 

 

图 3  SH-SY5Y 细胞在 PLLA 微柱阵列型拓扑结构基底和平面基底上培养 24 h 后肌动蛋白骨架染色的激光共聚

焦显微镜图 

Fig. 3  Confocal microscopic images of SH-SY5Y human neuroblastoma cells on PLLA micropillar arrayed 
topographic substrates and PLLA flat substrates stained for actin cytoskeleton 24 h after plating. Topographic substrates 
were represented by nominal pillar diameter-nominal spacing in micrometers. (A) 2-2 μm topographic substrate. (B)  
2-7 μm topographic substrate. (C) 4-2 μm topographic substrate. (D) 4-7 μm topographic substrate. (E) flat substrate. 
Actin cytoskeleton (green) was stained with FITC-phalloidin in a concentration of 5 μg/mL while cell nuclei (blue) were 
stained with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) in a concentration of 10 μg/mL.  
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聚焦显微照片。从图中可见，在微柱阵列型拓扑

结构基底及二维平面基底上 SH-SY5Y 细胞均出

现明显的肌动蛋白荧光染色，其中在平面基底及

4-2 μm 和 2-7 μm 拓扑结构基底上可观察到细胞

中清晰的肌动蛋白微丝结构，与细胞长轴一致，

贯穿整个细胞，止于细胞边缘。微丝结构在平面

基底上 SH-SY5Y 细胞中最为明显。而在 2-2 μm、

4-7 μm 拓扑结构基底上细胞无明显的肌动蛋白

微丝结构。 

2.2  SH-SY5Y 细胞在 PLLA 微柱阵列型拓扑

结构基底及 PLLA 二维平面基底上 VEGF 和

IL-8 蛋白的分泌水平 

表 3 和表 4 分别为 SH-SY5Y 细胞在 PLLA

平面基底和微柱阵列型拓扑结构基底上 VEGF

及 IL-8 分泌量的 ELISA 检测结果。实验中对

SH-SY5Y 细胞进行无血清培养 24 h 后，收集上

清液检测得 VEGF、IL-8 的分泌浓度，经 MTT 法

测得的细胞数目归一化后即得两种因子在 24 h 内

的分泌量。从表 3 中数据可见，与 PLLA 平面结

构上细胞 VEGF 分泌量[(10.15±2.9) pg/104 cells]

相比，SH-SY5Y 细胞在 2-7 μm [(14.67±5.34) 

pg/104 cells]和 4-7 μm [(18.91±8.8) pg/104 cells]拓

扑结构基底上的 VEGF 分泌量明显增高 (P＜

0.05)，而在 2-2 μm 和 4-2 μm 拓扑结构基底上细

胞的 VEGF 分泌量则趋于增高 (P＞0.05)。从表

4 可见，与 PLLA 平面基底上细胞的 IL-8 分泌量  

[(3.85±1.47) pg/104 cells]相比，SH-SY5Y 细胞在

2-2 μm [(8.33±2.32) pg/104 cells] 和 2-7 μm 

[(9.35±4.30) pg/104 cells]拓扑结构基底上的 IL-8 分

泌量明显增高 (P＜0.05)，而在 4-2 μm 和 4-7 μm

拓扑结构基底上的分泌量则趋于增高 (P＞0.05)。

从上述结果我们可以发现，SH-SY5Y 细胞在本文

所加工的 4 种 PLLA 拓扑结构基底上的 VEGF 和/

或 IL-8 分泌量较之 PLLA 平面结构上明显增高或

趋于增高，其中在 2-7 μm 拓扑结构基底上 VEGF

和 IL-8 的分泌量同时出现明显的增高。 

表 3  SH-SY5Y 细胞在 PLLA 平面基底和微柱阵列型拓扑结构基底上 VEGF 的分泌量 

Table 3  Secretion of VEGF by SH-SY5Y human neuroblastoma cells interfaced with PLLA flat substrates 

and micropillar arrayed topographic substrates 

Substrates 
Medium VEGF 

concentration (pg/mL) 
Cell density  

(104 cells/mL) 
Cellular yield of VEGF  

(pg/104 cells·24 h) 

2-2 μm 6.34±2.96 0.56±0.24 13.14±5.18 

2-7 μm 6.73±3.35 0.48±0.14 14.67±5.34 * 

4-2 μm 7.71±2.15 0.65±0.3 10.62±3.21 

4-7 μm 7.37±2.9 0.47±0.25 18.91±8.8 * 

FLAT 7.24±4.24 0.74±0.46 10.15±2.9 

Notes: values were presented as x ±s of 8 measurements. Topographic substrates were represented by nominal pillar 
diameter-nominal spacing in micrometers. FLAT refers to two-dimensional flat PLLA substrates. Medium VEGF 
concentrations were detected using the enzyme linked immunosorbent assay 24 h after culture in serum-free DMEM medium. 
Cell densities were determined with methylthiazolyl tetrazolium (MTT) assay. Concentrations and cell densities were 
evaluated in a volume of 1 mL. The 24 h cellular VEGF yield was defined as medium concentration divided by cell density. 
Statistically significant difference probability values for comparison with those for cells on flat substrates: *P<0.05. 
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表 4  SH-SY5Y 细胞在 PLLA 平面基底和微柱阵列型拓扑结构基底上 IL-8 的分泌量 

Table 4  Secretion of VEGF by SH-SY5Y human neuroblastoma cells interfaced with PLLA flat substrates 

and micropillar arrayed topographic substrates 

Substrates 
Medium IL-8  

concentration (pg/mL) 
Cell density  

(104 cells/mL) 
Cellular yield of IL-8  

(pg/104 cells·24 h) 

2-2 μm 4.24±1.53 0.56±0.24  8.33±2.32 *   

2-7 μm 4.73±2.24 0.48±0.14  9.35±4.30 *   

4-2 μm 3.35±1.88 0.65±0.3 5.16±2.39 

4-7 μm 2.12±1.77 0.47±0.25 4.01±2.83 

FLAT 2.93±1.12 0.74±0.46 3.85±1.47 

Notes: values were presented as x ±s of 8 measurements. Topographic substrates were represented by nominal pillar 
diameter-nominal spacing in micrometers. FLAT refers to two-dimensional flat PLLA substrates. Medium IL-8 concentrations 
were detected using the enzyme linked immunosorbent assay 24 h after culture in serum-free DMEM medium. Cell densities 
were determined with MTT assay. Concentrations and cell densities were evaluated in a volume of 1 mL. The 24 h cellular 
IL-8 yield was defined as medium concentration divided by cell density. Statistically significant difference probability values 
for comparison with those for cells on flat substrates: *P<0.05. 
 

2.3  SH-SY5Y 细胞在 PLLA 微柱阵列型拓扑

结构基底及二维平面基底上 VEGF、IL-8 的

mRNA 相对表达水平 

我们采用 SYBR GreenⅠ实时荧光定量 PCR

对 SH-SY5Y 细胞在 PLLA 微柱阵列型拓扑结构

基底及 PLLA 二维平面基底上 VEGF、IL-8 的

mRNA 表达量进行了检测，以 GAPDH 为内参基

因并采用 2−△△Ct 法计算目的基因 mRNA 相对表

达量，定量评价 mRNA 的相对表达水平。图 4

为 SH-SY5Y 细胞在 PLLA 微柱阵列型拓扑结构

基底及 PLLA 二维平面基底上 VEGF 的 mRNA

相对表达量。从图中可见，在 4 种拓扑结构基底

上 SH-SY5Y 细胞 VEGF 表达量较之 PLLA 平

面基底上相应表达量均出现大幅度明显增高 

(P＜0.01)，且 4 种拓扑结构基底间细胞 mRNA

的相对表达水平并无明显差异(P＞0.05)。图 5 为

SH-SY5Y 细胞在 PLLA 微柱阵列型拓扑结构基

底及 PLLA 二维平面基底上 IL-8 的 mRNA 相对

表达量。图 5 所示结果表明，在 2-7 μm 拓扑结

构基底上 SH-SY5Y 细胞 IL-8 mRNA 表达量显著 

 

图 4  SH-SY5Y细胞在 PLLA微柱阵列型拓扑结构基

底及二维平面基底上 VEGF mRNA 相对表达量 

Fig. 4  Relative expression of VEGF mRNA by SH-SY5Y 
human neuroblastoma cells interfaced with PLLA flat 

substrates and micropillar arrayed topographic substrates. 

Values were presented as x ±s of 3 measurements. 

Topographic substrates were represented by nominal pillar 

diameter-nominal spacing in micrometers. FLAT refers to 
two dimensional flat PLLA substrates. Measurements were 

carried out 24 h after culture in serum-free condition. The  

2−△△Ct method was used to calculate the VEGF expression 

relative to GAPDH. Statistically significant difference 
probability values for comparison with that for cells on 

PLLA flat substrates: *P<0.01. 
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图 5  SH-SY5Y细胞在 PLLA微柱阵列型拓扑结构基

底及二维平面基底上 IL-8 mRNA 相对表达量 

Fig. 5  Relative expression of IL-8 mRNA by SH-SY5Y 

human neuroblastoma cells interfaced with PLLA flat 
substrates and micropillar arrayed topographic substrates. 

Values were presented as x ±s of 3 measurements. 

Topographic substrates were represented by nominal 

pillar diameter-nominal spacing in micrometers. FLAT 
refers to two dimensional flat PLLA substrates. 

Measurements were carried out 24 h after culture in 

serum-free condition. The 2−△△Ct method was used to 

calculate the IL-8 expression relative to GAPDH. 

Statistically significant difference probability values for 
comparison with that for cells on PLLA flat substrates: 

*P<0.05, **P<0.01. 

高于 PLLA 平面基底上细胞的相应表达量 (升高

12.6 倍，P＜0.01)，而在其余 3 种拓扑结构基底

上细胞 IL-8表达量仅略高于PLLA平面基底上细

胞的相应表达量 (升高 1.6~4.4 倍，P＜0.05)。 

3  讨论 

相比传统的培养皿制备方法，采用微加工技

术制备细胞培养基底能够精确控制基底材料在

微米乃至亚微米级的结构尺寸和材料特性，这使

得系统研究基底微拓扑结构与细胞功能的相关

性成为可能，在细胞微环境的工程化构建中具有

重要意义。文中制备阵列型拓扑结构基底采用的

紫外光光刻及复制模塑是微米级加工的成熟手

段，具备大面积和大规模快速制备能力以及设备

技术简单等特点，类似的方法已经被用于制备高

结构或高纵横比拓扑结构基底[18]。另一方面，

PLLA 是在组织工程及临床医学中广泛使用的生

物可降解材料，其细胞相容性已经被很多的研究

所证实[19]，是潜在的细胞或组织芯片理想的基底

材料[14]。我们以 PLLA 制备了名义高度为 4 μm，

名义直径分别为 2 μm 和 4 μm，名义间距分别为

2 μm 和 7 μm 的 4 种微柱阵列型拓扑结构基底。

实验发现，以 PLLA制备的阵列型拓扑结构清晰、

规整，微结构几何尺寸符合设计预期要求。与

PDMS 微柱阵列型拓扑结构基底类似[12]，PLLA

微柱阵列型拓扑结构在扫描电子显微制样后也

出现小结构 (2 μm 微柱) 的断裂或破坏，但在培

养条件下微结构稳定并保持完整的拓扑结构阵

列。这表明紫外光光刻及复制模塑是制备 PLLA

微柱阵列型拓扑结构基底的有效手段。 

我们实现了 SH-SY5Y 细胞在 PLLA 微柱阵

列型拓扑结构基底上的复合和培养，提示该基底

可作为理想的细胞或组织芯片培养基底。从结构

纵横比上看，制备的拓扑结构基底其名义纵横比

已经达到 1 和 2，可以被认为类似三维微结构基

底。然而，由于细胞大小与微结构尺寸的差异，

在这些基底上通常不一定能形成经典的三维细

胞生长。从这一意义出发，研究拓扑结构上细胞

生长的形态与功能特点，并考察其与二维平面基

底以及大结构和高纵横比三维图式上细胞生长

行为的相关性具有重要的意义。 

我们以扫描电子显微镜的方法对 SH-SY5Y

细胞在拓扑结构基底上培养生长的形态及铺展
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进行了分析。结果发现，在 4 种 PLLA 拓扑结构

基底和 1 种 PLLA 二维平面基底中，2-2 μm 和

4-2 μm拓扑结构基底上细胞与PLLA平面基底上

细胞形态相似，而 2-7 μm 拓扑结构基底上细胞

表现出高的极化和形态分化趋势以及与之相应

的最小细胞圆度值，4-7 μm 拓扑结构基底上细胞

形态却更趋向于圆形并具有最大的细胞圆度值。

这一结果提示拓扑结构基底的微结构尺寸是影

响细胞形态及分化的重要因素。对 PLLA 拓扑结

构基底上细胞铺展面积的定量分析发现，与平面

二维基底上的细胞相比较，拓扑结构基底上的细

胞铺展程度明显降低或趋于降低。这一细胞形态

学测量结果与细胞骨架的免疫荧光染色结果一

致。较大程度铺展的 SH-SY5Y 细胞具有清晰的

肌动蛋白微丝结构，尤其是平面基底上的细胞。

而 2-2 μm 和 4-7 μm 拓扑结构基底上细胞由于铺

展程度低没有明显的肌动蛋白微丝。前期以

Cytodex 微球致密阵列三维拓扑结构基底 [20]和

PLLA 三维微小凹图式[14]的研究发现，SH-SY5Y

细胞在细胞三维培养的微小凹图式或拓扑结构

基底上呈明显的三维分布或聚集生长。与此同时

细胞铺展程度明显降低。结合本文对拓扑结构基

底上细胞形态及铺展的研究结果，我们认为在现

有 PLLA 微柱阵列型拓扑结构上 SH-SY5Y 细胞

的铺展程度明显不同于二维平面基底上培养的

细胞，与前期三维拓扑结构基底上三维生长细胞

具有类似的生长与铺展特征。与经典的二维培养

体系相比，在三维培养体系中细胞通常表现出更

圆的细胞形态和更低的铺展程度，这种形态学的

改变是进一步诱导细胞三维功能表型的基础[21]。 

对拓扑结构基底上细胞 VEGF 和 IL-8 的分

泌量进行分析后发现，SH-SY5Y 细胞在所制备

的 4 种 PLLA拓扑结构基底上的 VEGF和/或 IL-8

分泌量较之 PLLA平面结构上明显增高或趋于增

高，其中在 2-7 μm 拓扑结构基底上 VEGF 和 IL-8

的分泌量同时出现明显的增高。对 mRNA 表达

水平进行实时荧光定量 PCR检测发现，SH-SY5Y

细胞在拓扑结构基底上 VEGF 和 IL-8 的 mRNA

表达量亦不同程度地高于平面结构上细胞的表

达量，其中在 2-7 μm 拓扑结构基底上 VEGF 和

IL-8 的 mRNA 表达量较之平面结构上均出现大

幅度的上调 (分别上升 20.5 倍和 12.64 倍)。上述

VEGF和 IL-8的分泌和表达的增高均伴有细胞铺

展程度的明显降低。在三维微小凹图式条件下，

可以发现微小凹内分布的三维细胞及近似二维 

(或边界二维) 细胞的铺展程度小于平面基底上

二维细胞的相应值[13-14]。与此同时，研究发现微

小凹内 SH-SY5Y 细胞的 VEGF 和 IL-8 分泌量较

之平面结构上二维细胞的相应值出现明显上调 

(待发表资料)。上述结果提示，SH-SY5Y 细胞在

微柱阵列型拓扑结构基底上与在三维微小凹条

件下具有类似的 VEGF 和 IL-8 分泌和表达行为。 

SH-SY5Y 细胞在 PLLA 拓扑结构基底上

VEGF和 IL-8表达和分泌量较之平面结构的相应

值出现上调，且这一表达和分泌量的上调伴随细

胞铺展面积的明显降低，这一结果提示 VEGF 和

IL-8 有可能作为 SH-SY5Y 细胞在拓扑结构基底

上特定生长状态的分泌物标志。值得注意的是，

本研究中细胞在拓扑结构基底和平面结构具有

类似的接种和生长密度 (表 3 和表 4)，这表明细

胞的形态及分化行为可能是影响 VEGF 和 IL-8

表达和分泌量的重要因素。SH-SY5Y 细胞在  
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2-7 μm 拓扑结构基底上除铺展程度降低外，还表

现出高的极化程度、最小的细胞圆度值及部分微

丝形成等形态分化的特征。与此同时，在该拓扑

结构基底上 VEGF 和 IL-8 二者的分泌和表达均

同时出现明显或大幅度的升高。这一现象提示，

SH-SY5Y 细胞在拓扑结构基底上 VEGF、IL-8

表达和分泌的增高不仅取决于细胞的形态铺展

降低，可能也与细胞的分化状态有明显的相关关

系。另一方面，尽管现有的拓扑结构基底引起

SH-SY5Y 细胞形态铺展降低以及 VEGF 和 IL-8

分泌和表达的上调，采用一种能引起细胞铺展程

度增加的拓扑结构设计并考察神经细胞功能分

化以及相应 VEGF 和 IL-8 的分泌和表达可能具

有不同的应用前景。有关这一问题值得进一步

研究。 

拓扑结构基底是工程化构建细胞培养微环

境进而调控细胞的形态和功能分化的重要工具。

使用拓扑结构基底进行细胞培养时一个最明显

的早期现象是细胞形态和铺展的改变。而细胞铺

展程度的改变则伴随着核内相关事件，在调节下

游功能分化相关的信号分子的表达中有着重要

的作用[22-24]。对于神经细胞，三维及拓扑结构在

影响细胞的形态铺展及分化的同时也是调控神

经细胞离子通道，如 VGCCs[13-14,20,25]功能响应性

的有效手段。 

建立神经细胞在三维及拓扑结构培养条件

下的分泌物标志的意义是，分泌物标志提供了

细胞在三维或拓扑结构基底上特定生长状态的

简易、快速而实用的评价手段。不仅如此，有

关分泌物标志的确立也将为神经细胞在拓扑结

构和三维微结构条件下离子通道功能响应性的

研究提供重要的参考。对于 VEGF 和 IL-8，已

有的研究表明在三维条件下该二因子的分泌和

表达也出现明显上调[15,17,26]，且 VEGF 和 IL-8

是影响的神经细胞功能分化的调节因子[27-28]。

近年的研究更进一步表明，VEGF 和 IL-8 是调

节神经细胞 VGCCs门控特性或功能响应性的重

要细胞因子[16,28]。使用外源性 VEGF、IL-8 分别

作用于二维条件下 SH-SY5Y 细胞发现，在特定

的浓度范围内 VEGF (2~200 ng/mL) 和 IL-8 

(0.0005-1 nmol/L) 可以引起细胞 VGCCs功能响

应性明显降低。这一发现提示，VEGF 和 IL-8

有可能是引起三维及拓扑结构条件下神经细胞

VGCCs 功能响应性改变的值得关注的机制   

之一。 

4  结论 

本文成功制备了微柱名义直径为 2 μm 和

4 μm、微柱名义间距为 2 μm 和 7 μm 的 4 种阵列

型拓扑结构基底，并实现了 SH-SY5Y 人神经母

细胞瘤细胞与 PLLA 拓扑结构基底的复合。研究

发现，SH-SY5Y 细胞在 2-2 μm、4-2 μm、4-7 μm

拓扑结构基底上的 VEGF 或 IL-8 表达和分泌量

相比平面结构的相应值出现上调，而在 2-7 μm

拓扑结构基底上 VEGF 及 IL-8 二者同时表现出

表达和分泌量的上调。与在 PLLA 平面基底上相

比，SH-SY5Y 细胞在拓扑结构基底上表现出细

胞形态 (铺展面积、圆度及肌动蛋白微丝) 的明

显变化，细胞 VEGF 及 IL-8 表达和分泌量的上

调伴随细胞铺展面积的明显降低。上述结果表明

阵列型微柱拓扑结构是影响 SH-SY5Y 细胞

VEGF、IL-8 表达的重要微环境因素，VEGF 和

IL-8 可能构成 SH-SY5Y 细胞在拓扑结构基底上
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生长的重要分泌物标志。 
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