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Abstract: UV lithography，silicon etching and soft lithography were adopted to fabricate three-dimensional poly-L-
lactide( PLLA) microwell patterns． Human neuroblastoma( SH-SY5Y) cells were integrated with the PLLA patterns，
and then cell growth behaviors and distribution were evaluated． Voltage-gated calcium channels( VGCCs) response of
SH-SY5Y cells cultured in microwells and on flat PLLA substrates was detected by confocal microscopy with a cal-
cium fluorescent indicator( Calcium Green-1，AM) ． It was found that SH-SY5Y cells distributed on patterns’s top
surface showed two-dimensional( 2-D) adhesion behavior，while those cells attached to the microwell’s side-wall and
bottom surface showed three-dimensional ( 3-D) and boundary two-dimensional ( B2-D) adhesion behaviors，respec-
tively． In response to 50 mmol /L high K+ depolarization，the percentage of 2-D cells on PLLA flat substrates with
positive VGCCs response was 91． 2%，while this percentage was 75% and 81%，for 3-D and B2-D cells，respective-
ly，significantly lower than that for 2-D cells． These results suggested that cell adhesion behaviors might be critical
factors in affecting VGCCs responsiveness of SH-SY5Y cells． Microwell patterns could be an effective way for engi-
neering 3-D microenvironment for neural cell culture and establishing 3-D cell-based biosensing platforms．
Key words: three-dimensional microstructure; SH-SY5Y cell; voltage-gated calcium channel; confocal microscopy;

poly-L-lactide
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摘 要: 以紫外光光刻、硅蚀刻及软光刻技术制备了聚乳酸( poly-L-lactide，PLLA) 三维微小凹图式，考察人神经母细胞瘤细

胞( SH-SY5Y) 在微小凹结构上的生长与分布行为。以共聚焦显微技术结合钙离子荧光染料 Calcium Green-1，AM 评价 SH-
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SY5Y 细胞在 PLLA 三维微小凹图式和平面基底上电压依从式钙离子通道( VGCCs) 的功能响应性。实验发现，分布在微小凹

顶部的细胞为二维生长方式，凹内侧壁的为三维生长方式，凹内底部的为边界二维生长方式; 以 50 mmol /L 高钾溶液去极化刺

激发现，三维及边界二维细胞 VGCCs 阳性响应比率为 75%和 81%，较平面培养的 91． 2% 明显降低。上述结果表明，PLLA 三

维微结构及细胞生长行为是影响 SH-SY5Y 细胞 VGCCs 功能响应性的重要因素，微小凹图式是模拟神经细胞三维生长环境进

而构建三维细胞生物传感器的有效途径。
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随着组织工程和细胞工程的兴起及发展，构建

细胞生长的三维培养模型逐渐受到关注，并已经成

为研究的热点。三维培养体系为体外细胞培养提供

了与其组织来源相似甚至相同的细胞生长微环境，

使得细胞的生长方式更接近于体内［1］。以往传统

的三维培养模型中，三维多孔支架［2］ 已在组织形

成、血管发育和器官再造等发育生物学的分支领域

得到了广泛的应用。同时在细胞培养的实践中，水

凝胶支架［3］被用来研究三维细胞的生长行为也为

人们所接受。近年来，由于微纳米加工技术与细胞

培养技术的结合，使人们对细胞与三维微结构之间

的相互作用有了更深入的理解，如三维微结构可以

更好地反映神经细胞在体内的粘附、形态铺展、增

殖、凋亡以及干细胞定向与分化［4－5］。
虽然微结构环境对神经细胞生长与分化等行为

的影响已受到广泛的关注，但是有关神经细胞在三

维微结构条件下的细胞膜离子通道功能表达的研究

却很少有所报道。在以神经细胞为基础的三维微系

统中，细胞离子通道是药物筛选和毒物评价的重要

潜在靶标，其功能表达可能作为三维环境区别于二

维培 养 的 重 要 指 标。电 压 依 从 式 钙 离 子 通 道

( Voltage Gated Calcium Channels，VGCCs ) ，是与多

种神经及心血管系统疾病有关的离子通道和重要的

药物筛选靶标［6］。前期的研究显示，人神经母细胞

瘤细胞 SH-SY5Y 在高纵横比 SU-8 微结构中，细胞

铺展 程 度 降 低 且 更 易 形 成 三 维 细 胞 聚 集，同 时

VGCCs 功能响应性也低于二维平面结构上细胞的

相应值［7－8］。这一结果提示，采用适当的微结构培

养细胞可能有利于细胞以三维方式生长，并可能获

得不同于二维条件下的细胞 VGCCs 靶标功能响

应性。
本文采用紫外光光刻、硅蚀刻及软光刻技术，加

工了 3 种不同结构尺寸的聚乳酸 ( poly-L-lactide，

PLLA) 三维微小凹图式。以 SH-SY5Y 细胞在 PLLA
三维微小凹图式上进行复合培养并进而评价细胞在

微结构环境下的 VGCCs 功能响应性。结果发现，所

制备 微 小 凹 图 式 具 有 良 好 的 生 物 相 容 性 且 SH-

SY5Y 细胞在微小凹图式中表现出明显的三维和边

界二维生长方式。以钙离子荧光染料结合共聚焦显

微技术的研究表明三维和边界二维生长方式下 SH-
SY5Y 细 胞 较 之 二 维 平 面 条 件 下 表 现 出 不 同 的

VGCCs 功能响应性。上述研究表明，PLLA 三维微

结构及 SH-SY5Y 细胞生长行为是影响其 VGCCs 功

能响应性的重要因素，微小凹图式是模拟神经细胞

三维生长环境进而构建三维细胞生物传感器的有效

途径。

1 材料与方法

1． 1 PLLA 三维微小凹结构的制备

PLLA 三维微小凹结构的制备过程包括光掩模

的设计及加工、紫外光光刻、硅蚀刻、以聚二甲基硅氧

烷 ［polydimethylsiloxane，PDMS ( Sylgard 184，Dow
Corning，美国) ］为基础的软光刻以及微浮雕加工等

过程。主模采用 P＜100＞硅片( 电阻率 7 ～ 13，北京有

研) 进行加工，PDMS 负模的加工及软光刻在本实验

室进行。研究中加工的微小凹直径分别为 80 μm、
100 μm 和 120 μm，小凹间距 20 μm，行间距 40 μm。
将 0． 2 g PLLA( 相对分子量 10 万，济南岱罡生物科技

有限公司) 置于盖玻片上，以加热板( HP7，IKA-Works
Inc，德国) 加热至 140 ℃ 时 PLLA 呈熔融状态，将

PLLA 在盖玻片上涂布均匀。样本被转移到预热至

140 ℃的热压机( TS-C40DX-H，深圳市泰科盛自动化

系统有限公司) 的热压平台上，将 PDMS 微小凹结构

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，在酒精中浸泡 1 min，剥离 PDMS 负模，即得

到 PLLA 三维微结构。PLLA 二维平面基底是以平整

硅片代替主模用上述同样方法制得。制备得到的

PLLA 三维微结构及 PLLA 二维平面结构经紫外光照

射 1 h 灭菌，以磷酸缓冲液( PBS) 清洗 2 次，每次 5
min，再以 1 640 培养基浸泡 2 h 待用。
1． 2 细胞培养

SH-SY5Y 人神经母细胞瘤细胞购买于 ATCC，

以 75cm2 培养瓶( Corning，美国) 在 37 ℃，5% CO2
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的条件下常规培养。完全培养基由 1640 基础培养

基( Hyclone，美国) 添加 10% 热灭活胎牛血清( GIB-
CO，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，采用胰蛋白酶( Hyclone，美国) 消化并加以

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 微结构及 PLLA 二维平面结构置

放入 35 mm2 的平面培养皿( FALCON，美国) 中。将

细胞悬液接种于放置于平面培养皿中的 PLLA 三维

微结构及 PLLA 平面二维结构上，细胞接种密度约

3． 2×105 /mL。
1．3 PLLA 三维微小凹图式上细胞生长行为的评价

SH-SY5Y 细胞接种于三维微小凹图式上2 天后，

采用 Olympus CKX41 倒置显微镜和 Canon PC1200 数

码相机拍摄相差显微照片，观察并定量评价细胞在图

式上的生长与分布行为。实验计数了细胞在图式上

三维、二维以及边界二维生长方式的百分比，以三维

生长方式的细胞数量百分比作为评价相应图式形成

三维生长与分布方式能力的评价指标。
1． 4 扫描电子显微镜

PLLA 三维微小凹结构上培养的细胞经 0． 9%生

理盐水洗涤 3 次，以 2． 5%戊二醛( pH 7． 2 ～7． 4) 在 4
℃固定过夜，再用 0． 9% 的生理盐水冲洗 2 次，每次

15 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。样品经自然干燥

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。

图示孔径为 80 μm( a) 、100 μm( b) 和 120 μm( c) 的三维微小凹图式的电子显微图片。标尺示 100 μm。

图 1 三维微小凹图式的扫描电子显微图片

1． 5 VGCCs 功能响应性评价

在细胞接种后的第 2 天，三维微结构和平面条

件下培养的 SH-SY5Y 细胞均进行 VGCCs 功能响应

性的评价。VGCCs 的功能响应性采用对细胞进行

高钾溶液( 50 mmol /L) 刺激后，检测细胞钙离子内

流的动态变化来评价。为了观察胞内钙离子动态变

化，采 用 细 胞 膜 通 透 性 钙 离 子 荧 光 染 料 Calcium
Green-1，AM ( Invitrogen，美国) 对细胞进行荧光染

色。荧光 强 度 变 化 采 用 激 光 共 聚 焦 扫 描 显 微 镜
( Leica Sp5，德国) 检测，物镜使用高数值孔径 1． 25
的 40×复消色差油镜。培养 2 天的 SH-SY5Y 细胞

经 HEPES 缓 冲 盐 溶 液 ( HEPES Buffered saline，

HBS) 清洗 2 次后，以含有 5 μm 的 Calcium Green-1，

AM 并添加 3% FBS 和 0． 02% Pluronic F-127 ( Pepro-
Tech，美国) 的 HBS 在 37 ℃、5% CO2 的条件下孵育
40 min。样品经 HBS 清洗 2 次，再以 1 mL HBS 在
37 ℃、5% CO2 的条件下孵育 20 min 达到完全去酯

化。Calcium Green-1 以 488 nm 的激发光激发，以波

长为 515 nm 的长通滤光片采集激光共聚焦信号。
采用每 3 s 一幅的时间扫描模式采集共聚焦图像。
当采集图像开始后，于细胞 HBS 孵育液中加入含
500 mmol /L K+的 HBS 缓冲液使孵育液 K+终浓度为
50 mmol /L。VGCCs 的功能响应性通过细胞受高钾

去极化后的胞内 Calcium Green-1 相对荧光强度变

化来评 价。采 用 如 下 公 式［9］ 计 算 SH-SY5Y 细 胞
VGCCs 功能响应的幅度值:

R= ( F－Fpre ) / ( Fpre －Fbgnd ) ( 1)

其中，R 为胞内相对荧光变化值，即 VGCCs 功能响

应幅度值，F 为高钾刺激后荧光强度峰值，Fpre 为高

钾刺 激 前 荧 光 强 度 平 均 值，Fbgnd 为 背 景 荧 光 强

度值。
1． 6 统计学处理

三维微小凹图式中三维细胞比例和激光共聚焦

显微技术测得的细胞 Calcium Green-1 相对荧光强

度变化值均采用两样本均数的 t 检验进行统计学分

析; 二维、边界二维及三维生长方式下细胞 VGCCs
功能响应幅度值的频数分布以非参数双样本 Mann-
Whitney 检验进行统计学检验。

2 结果

2． 1 三维微小凹图式的制备

图 1 为实验室制备的不同结构尺寸的三维微小

凹图式的扫描电镜照片。图中孔径名义直径分别为
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80 μm( a) 、100 μm( b) 以及 120 μm( c) 。小凹间距

为 20 μm，行间距为 40 μm。从图中可见，在实验条

件下使用紫外光光刻、硅蚀刻和软光刻技术能够制

备结构规整、清晰的三维微小凹图式，且各结构孔径

和间距均符合预期设计要求。
2． 2 SH-SY5Y 细胞与 PLLA 三维微小凹的复合

图 2 示 SH-SY5Y 人神经母细胞瘤细胞接种于

三维微小凹图式及平面基底 2d 后的典型生长与分

布行为。从图中可见，孔径 80 μm 的微小凹( 图 2a)

中仅有少量细胞生长; 孔径 100 μm 的微小凹( 图
2b) 中的细胞大多黏附于侧壁生长; 孔径 120 μm 的

微小凹( 图 2c) 中有大量细胞，但多数聚集在微小凹

底部生长。结合细胞与微小凹图式复合的电镜显微

图( 图 2e、2f) 发现，在微小凹图式上 SH-SY5Y 细胞

表现出三种基本生长方式: 在结构表面的细胞能够

较好铺展，部分细胞出现明显的神经突起( 图 2e) ，

类似于平面二维基底培养细胞的生长行为( 图 2d) ;

在微小凹 内 部，部 分 细 胞 黏 附 于 微 小 凹 侧 壁 ( 图
2f) ，细胞铺展程度低，容易聚团形成细胞簇。根据

微小凹图式的高结构纵横比( ≥1 ) ［4］可知，这是三

维生长方式; 部分在微小凹内部的细胞，仅黏附于底

部，由于空间限制不能铺展和形成神经突起，如图
2c 中微小凹内的大部分细胞和图 2e 中箭头所指的

细胞，其形态基本上为圆型，这是一种有边界的二维

生长方式。从图中可见微小凹的三维微结构环境可

以影响乃至控制细胞的形态变化。

图中微小凹直径分别为 80 μm( a) 、100 μm( b、e、f) 和 120 μm( c) 。图 a、b 和 c 为三维微小凹图式与细胞复合的相差显微图，图 d

为 PLLA 平面基底与细胞复合的相差显微图，图 e 和 f 为 100 μm 的三维微小凹图式与细胞复合的扫描电子显微图。标尺示 100 μm( a、
b、c 和 e) 或 20 μm( d 和 f)

图 2 SH-SY5Y 细胞与 PLLA 三微微小凹图式及平面基底复合 2 天后的细胞生长情况。

2． 3 PLLA 三维微小凹结构形成细胞三维生长方

式的能力

为了定量比较本文所采用的三种微小凹图式形

成细胞三维生长方式的能力，我们以相差显微图像

为基础计数了 SH-SY5Y 细胞在图式上呈二维、三维

及边界二维生长的细胞数量。表 1 为小凹名义直径

分别为 80 μm、100 μm 和 120 μm 的图式上三种生

长方式的细胞相对百分比。从表中可见，孔径 80
μm、100 μm 和 120 μm 的三维方式生长的细胞占总

细胞数的比例分别为 23． 4% ±9． 1%、34． 5% ±12%
和 17． 3% ±3． 5%。孔径 100 μm 微小凹中三维方式

生长细胞的相对百分比明显高于 80 μm 和 120 μm
微小凹( P＜0． 05 ) 。这一结果提示在 100 μm 微小

凹结构中更利于细胞以三维方式生长。
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表 1 三维、边界二维及二维 SH-SY5Y 细胞在不同结构中的比例

孔径 /μm 3D 细胞 细胞数 边界 2D 细胞 细胞数 2D 细胞 细胞数

80 23． 4% ±9． 1% * ( n=20) 171 24． 1% ±6． 5% ( n=20) 181 52． 5% ±10% ( n=20) 403

100 34． 5% ±12% ( n=20) 266 25． 9% ±8． 5% ( n=20) 198 39． 6% ±9． 8% ( n=20) 312

120 17． 3% ±3． 5% * ( n=20) 116 41． 2% ±9． 9% ( n=20) 281 41． 5% ±12% ( n=20) 303

注: 与孔径 100 μm 微小凹，* P＜0． 05。n 为视野数。

2． 4 SH-SY5Y 细胞的 VGCCs 功能响应性

VGCCs 的功能响应性 以细胞在高钾溶液 ( 50
mmol /L) 刺激下胞内钙离子内流动态变化来评价。
使用钙离子荧光染料 Calcium Green-1 对细胞染色

后，在激光共聚焦显微动态采样的条件下钙离子内

流将表现为胞内相对荧光强度的增加。图 3 示 SH-
SY5Y 细胞在高钾溶液( 50 mmol /L) 刺激后阳性响

应和无响应细胞胞内荧光强度随时间变化的过程。
插图显示的是阳性响应细胞胞内荧光强度随时间变

化的共聚焦显微图像，在荧光峰值的强度要高于初

始和恢复期的强度。

图 3 50 mmol /L 高钾溶液去极化刺激诱发的 SH-SY5Y
细胞的钙离子荧光瞬态变化。

图示为在二维 PLLA 平面基底上生长 2 天的阳

性响应细胞( 93 个细胞) 与无响应细胞( 9 个细胞)

的钙离子相对荧光强度的平均变化趋势。细胞具备
VGCCs 功能响应性的判断标准是在高钾溶液刺激

下细胞荧光强度增加 15% 或以上。图中插入的是

在二维 PLLA 平面基底上生长 2 天的细胞的共聚焦

图 像。插 图 显 示 的 是 SH-SY5Y 细 胞 从 去 极 化

前 15 s 到 荧 光 恢 复 的 120 s 之 间 的 荧 光 强 度 的

变化。
图 4 显示的是 PLLA 二维平面基底上生长的细

胞( 2D) 以及孔径 100 μm 的三维微小凹中呈三维生

长的细胞( 3D) 和呈边界二维生长的细胞( 边界 2D)

生长 2 天后的胞内平均钙离子相对荧光强度的变

化。图中结果表明，在高钾溶液去极化刺激下，二维

平面生长的细胞响应幅度明显高于微小凹中三维方

式生长的细胞，而微小凹中呈边界二维方式生长的

细胞的 响 应 幅 度 介 于 以 上 两 种 生 长 方 式 的 细 胞

之间。

图 4 二维及三维微小凹结构中生长 2 天的细胞经过

高钾溶液去极化后的相对荧光强度变化

为了定量评价在微小凹图式中呈三维和边界二

维生长的细胞以及 PLLA 平面基底呈二维生长的细

胞在高钾溶液去极化刺激下阳性细胞钙离子内流的

幅度，采用式( 1 ) 对阳性细胞 Calcium Green-1 相对

荧光强度变化值( VGCCs 功能响应幅度值) 进行计

算。从表 2 可见，PLLA 平面结构上二维生长的阳

性细胞 VGCCs 响应幅度值( 0． 43±0． 13 ) 明显高于

微小凹图式中的三维方式生长的阳性细胞 ( 0． 30
±0． 12) ( P＜0． 01) 以及边界二维方式生长的阳性细

胞( 0． 38±0． 18) ( P＜0． 05) 的相应值。
表 2 SH-SY5Y 细胞经高钾去极化刺激的阳性响应

细胞百分比及响应幅度

2D 细胞 3D 细胞 边界 2D 细胞

阳性响应

比例

93 /102
=91． 2%

36 /48
=75． 0%

47 /58
=81． 0%

响应幅度
0． 43±0． 13
( n=93) * #

0． 30±0． 12
( n=36) ＊※

0． 38±0． 18
( n=47) #※

注: 2D 细胞与 3D 细胞比较，* P＜0． 01; 2D 细胞与边界

2D 细胞比较，# P＜0． 05; 3D 细胞与边界 2D 细胞比较，※ P
＜0． 05。n: 所测细胞个数。细胞平均荧光强度的动态变化

见图 4。

为了深入了解不同生长方式细胞的 VGCCs 响

应幅度的分布差异，以非参数双样本 Mann-Whitney
检验了 VGCCs 响应幅度的频数分布。在 SH-SY5Y
细胞受高钾溶液去极化刺激后，二维 PLLA 结构上

VGCCs 阳性反应细胞为 91． 2%，响应幅度超过 0． 3
的细胞达到 71% ; 在三维微小凹中，边界 2D 阳性细

胞为 81%，响应幅度超过 0． 3 的细胞比例为 43%，
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显著低于 2D 生长的相应值( P＜0． 05 ) ; 而 3D 阳性

细胞比例为 75%，响应幅度超过 0． 3 的细胞比例仅

为 31%，显 著 低 于 2D ( P ＜ 0． 01 ) 及 边 界 2D ( P
＜0． 05) 细胞的相应值。

3 讨论

在细胞三维培养研究领域中，三维材料及支架

的经典加工方法通常包括液相分离法、盐类浸出法

等，然而这些加工方法所制备的微结构往往难以在

微观尺度上精确控制材料的结构特征，从而导致细

胞在结构上分布及功能分化的随机性。与此相对应

的是，微加工技术与细胞培养相结合的优势是，微加

工的方法可以精确控制材料在微米级乃至亚微米级

的结构尺寸和材料特性进而制备图式化的细胞培养

基底，这使得系统研究材料微观结构与细胞功能的

相关性成为可能。在三维细胞培养基底的制备中，

一 个 重 要 的 结 构 参 数 是 所 制 备 结 构 的 纵 横 比

( aspect ratio) 。如所制备的微结构纵横比过小( 如

小于 1［10］) ，微结构基底将难以构成细胞培养的三

维微环境［10］。本研究采用生物可降解材料所制备

出的微小凹图式结构，其纵横比都接近或大于 1［4］，

符合工程化构建三维细胞微环境的要求。细胞培养

实验发现，三维微小凹图式微孔中细胞比例高达

50%左右，其中孔径为 100 μm 微小凹图式的微孔

中细胞的比例达到 60． 4%，这表明该微小凹结构可

以提供理想的细胞生长微环境。
SH-SY5Y 细胞是人神经母细胞瘤的一种分化

程度较低的肿瘤细胞株［11］。在实验所用的平面培

养条件下，该细胞能很好的贴壁生长，胞体能充分铺

展，并形成少量细胞突起( 图 2d) 。以 PLLA 微小凹

图式进行的实验表明，三维微小凹结构不仅支持细

胞的粘附和贴壁生长，而且可以形成典型的细胞三

维生长方式( 图 2f) 。对不同生长方式的细胞统计

分析发现，在孔径 100 μm 的微小凹中 34． 5% 的细

胞表现为三维生长方式，即粘附于凹内侧壁，铺展程

度明显低于平面基底上的细胞，且容易形成细胞簇。
值得注意的是，在边界二维生长方式中，细胞粘附于

微小凹底部，铺展程度也降低甚至趋于圆形。与普

通二维条件下的细胞生长行为相比较，边界二维生

长方式下的细胞形态更接近于三维生长方式时的细

胞形态，这可能与细胞受到微小凹边界的限制导致

无法完全铺展有关，提示边界二维生长方式是不同

于普通平面二维条件的生长方式。上述结果表明，

三维微小凹图式可能成为工程化构建细胞三维生长

微环境的有效手段。

对细 胞 VGCCs 功 能 响 应 性 的 研 究 发 现，在

PLLA 三维微小凹图式中呈三维生长方式细胞的

VGCCs 响应性［阳性反应细胞比例为 75%，响应幅

度为 0． 30±0． 12( n = 36) ］明显低于在 PLLA 平面结

构上呈二维生长细胞的 VGCCs 功能响应性［阳性反

应细胞比例为 91． 2%，响应幅度为 0． 43±0． 13 ( n =
93) ］( P＜0． 01 ) 。这一结果与前期采用 SU-8 微小

凹图式的研究结果一致［7］。微小凹中三维生长细

胞的 VGCCs 功能响应性提供了一个具体的实例，验

证了普通二维条件下的细胞功能特性较之于体内及

三维条件下可能呈现“夸大”效应的推测［12］。
对边界二维生长方式细胞的 VGCCs 功能响应

性的研究表明，其 VGCCs 功能响应性［阳性响应细

胞比例 81． 0%，响应幅度为 0． 38±0． 18 ( n = 47) ］低

于二维生长细胞 ( P＜0． 05 ) 但高于三维生长细胞

( P＜0． 05) 的相应值。结合三维微小凹图式中边界

二维细胞的分布及形态( 接近于三维细胞的铺展行

为) ，本文所定义的边界二维生长方式在细胞功能

特性上可能是二维和三维生长方式之间的一种过渡

状态。上述结果提示，细胞在培养基底及材料支架

上的生长形态是决定细胞功能状态和三维功能特性

的重要因素。
Baker 和 Atkin 等［13］对静电聚苯乙烯构建的三

维支架进行研究发现，微观尺寸的三维培养系统较

之刚性二维培养系统，会导致细胞形状趋于圆形，铺

展面积减小。吴泽志等［14］对微球阵列拓扑结构上

细胞的 VGCCs 功能响应的研究也发现，细胞的铺展

面积越大其 VGCCs 功能响应幅度越大。本文研究

发现，随着三维、边界二维条件下细胞铺展程度减

低，细胞 VGCCs 功能响应性相应降低，而二维生长

细胞的高度铺展伴随着较高的 VGCCs 功能响应性。
有关这一现象的机制目前尚不清楚，推测可能与细

胞铺展程度增加使得细胞膜被牵张从而导致牵张敏

感离子通道开放有关［15］。

4 结论

以紫外光光刻、硅蚀刻及软光刻技术制备了小

凹间距 20 μm，行间距 40 μm，孔径分别为 80 μm、
100 μm 和 120 μm 的聚乳酸三维微小凹图式。其中

孔径 100 μm 的三维微小凹图式可以促进神经细胞

呈三维方式生长，同时引起神经细胞电压依从式钙

通道的功能响应性降低。实验结果与前期采用 SU-
8 微小凹图式的研究结果一致，验证了体外二维培

养的细胞功能较体内及三维条件下可能呈现“夸

大”效应的假设。边界二维生长方式细胞的 VGCCs
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功能响应性低于二维生长细胞但高于三维生长细胞

的相应值，提示这一生长方式在细胞功能特性上可

能是二维和三维生长方式之间的一种过渡状态。本

研究所制备的三维微小凹图式可能是模拟神经细胞

三维生长环境进而构建三维细胞生物传感器的有效

途径。
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