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刚性基底表面图案化氧化石墨烯
对细胞粘附行为调控

徐盼举,邢　赟,许为中,黄　敏,刘爱萍
(浙江理工大学,a．物理系;b．光电材料与器件中心,杭州３１００１８)

　　摘　要:生物材料的物理化学性质(如刚度、粗糙度、亲疏水性等)对细胞的粘附、增殖、迁移、分化、凋亡等一系

列生命活动会产生重要的影响.此外,对材料进行图案化设计也是调控细胞生命活动的一种有效手段.采用软光

刻的方法,以聚二甲基硅氧烷为印章,通过调节压力,获得图案较为规整的氧化石墨烯(GO)阵列.在优化的压力条

件下,成功将 GO阵列转移至硅、类金刚石膜、氧化铟锡玻璃三种刚性基底表面.利用基底材料与 GO材料性能的差

异,实现了对神经细胞(PC１２)选择性粘附的有效调控.研究结果表明:与刚性基底相比,硬度较小且亲水的 GO 表

面更能有效促进PC１２细胞的选择性粘附和增殖.GO阵列表面越大,其表面粘附的细胞密度越大.
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０　引　言

神经功能电路丧失和有效神经元再生失败是各

种神经系统疾病发病的主要原因,例如:阿尔茨海默

病、帕金森病、多发性脑硬化、创伤性脑损伤等.采

用恰当的方法对体内神经结构和组织进行体外模

拟,可以阐明这些疾病形成的机制,从而为受损神经

修复和再生提供有效方案.在细胞生物学研究中,
将细胞图案化是研究相关疾病致病机理的有效方

法.可以借助具有微图案的生物基底材料,利用其

独特的形貌特征和微/纳米结构,实现对细胞粘附形

态、功能和活性的调控[１Ｇ３],在揭秘相关致病机制中

起到重要作用.
近年来,石墨烯及其衍生物,如氧化石墨烯(GO)

和还原氧化石墨烯(rGO),被广泛应用于生物医学

领域,如肿瘤治疗[４Ｇ６]、药物运输[７Ｇ９]、生物成像[１０Ｇ１２]

等.大量研究表明:GO具有两亲性、蜂窝状碳结构

以及独特的表面化学特性,可有效地调控细胞的生

命活动[１３Ｇ１４].另外,GO 表面可以为细胞提供一定

的侧向应力,使细胞骨架产生局部张力,促进细胞骨

架在 GO表面锚定位点的形成[１５].GO 或rGO 表

面也能为细胞生长提供一定的应变或褶皱[１６],进而

富集某些利于细胞生长的生长因子[１７],调节细胞的

各种生命活动.在神经组织工程中,具有较高电子

传导速率的石墨烯或rGO 还可以作为细胞的刺激

电极,在较小的免疫反应条件下,加强与分化神经元

的电耦合[１８].在生物体内部,神经细胞被柔性组织

包围,使得神经细胞更倾向于生长在比较柔软的材

料上[１９Ｇ２０],而细胞所处界面的材料力学[２１]、基底形

貌[２２]以及基底刚度[２３]对细胞的粘附皆会产生影响.
因此,了解神经细胞与材料界面间的相互作用非常

重要.
本文主要通过软光刻的方法,在不同刚性基

底表面构筑图案化 GO阵列材料,通过基底材料与

GO刚性的差异,考察神经细胞(PC１２)的粘附行

为.



１　实　验

１．１　实验材料和仪器

实验材料:石墨粉(C)购自阿拉丁试剂有限公司;
磷酸(H３PO４)、硫酸(H２SO４)和高锰酸钾(KMnO４)为
浙江三鹰化学试剂有限公司生产.试验中使用的化

学试剂均为分析纯.光刻胶(研究级)由苏州瑞红电

子化学品有限公司生产.聚二甲基硅氧烷(PDMS)
制备所需 SYLGARD１８４硅橡胶(预聚物和固化

剂)由美国道康宁公司生产.实验过程中所用去离

子水的电阻率ρ≥１８Ω􀅰cm.实验采用三种刚性基

底材料,分别为单晶硅片(Si)(苏州协鑫光伏科技有

限公司)、非晶碳(DLC)薄膜(胜倍尔超强镀膜(苏
州)有限公司)、氧化铟锡(ITO)玻璃(武汉晶格太阳

能科技有限公司).
实验仪器:UREＧ２０００/２５紫外光刻机(中科院光

电技术研究所),氧气(O２)等离子刻蚀机(沈阳科友真

空设备有限公司),CBＧ１B匀胶烘胶一体机(北京创维

纳科技有限公司),VKＧX１０激光显微镜(Keyence公

司),BX５１ 荧 光 生 物 显 微 镜 (OLYMPUS 公 司),

SＧ４８００冷 场 发 射 扫 描 电 子 显 微 镜 (SEM,日 本

Hitachig公司),FTIRＧATR(Nicolet５７００)傅里叶

变换红外光谱仪(美国热电公司),OCAH２００静态

接触角测量仪(德国Dataphysics).

１．２　GO的制备

参照文献[２４]中报道的方法制备 GO,即将

１２０．０mL浓 H２SO４ 和１３．３mL浓 H３PO４ 混合物溶

液加入到１．０g石墨粉和６．０gKMnO４ 混合物中,升
温至５０℃持续搅拌１２h.反应完成后,冷却至室温,
加入１５０．０mL冰水和３．０mL３０％双氧水(体积百

分比浓度),得到亮黄色悬浮液.在４０００r/min条件

下离心,除去残留的石墨粒.然后依次用７０．０mL
水、７０．０mL３０％的 HCl(体积百分比浓度)和７０．０mL
乙醇洗涤剩余的固体物质两次,至溶液接近中性.
将所得物质在－８０℃下冷冻干燥过夜,得到干燥的

GO粉体.配制浓度为２．０mg/mL的 GO悬浮液,
超声分散均匀后使用.

１．３　PDMS转印印章的制备

将ITO玻璃切割成大小为６．０mm×１．２mm,
分别用丙酮、乙醇、去离子水超声清洗,７０℃烘干,
然后用酒精棉擦拭表面印迹,放置在匀胶烘台上

１００℃烘烤.在８００、５０００、１０００r/min条件下进行

匀胶,使光刻胶均匀旋涂到基底表面,时间分别为

５、３０、５s.１００℃下预烘２min后,借助玻璃掩膜板

在紫外光刻机上曝光２０s;曝光完成后,后烘６０s,
然后在０．３mol/L的氢氧化钠溶液中显影约１２s,
除去经过紫外光照而变性的光刻胶部分,形成凹槽

状图案,即得到图案化的光刻胶模板(用于浇铸

PDMS,制作PDMS印章).

PDMS印章经过交联聚合得到.即将SYLGARD
１８４硅橡胶两组分预聚物和配套固化剂按照１０∶１
的质量比进行混合,搅拌均匀后在真空干燥箱中负

压排尽气泡,然后浇铸在光刻模板表面上(若浇铸时

再次产生气泡,则再次减压排除气泡,确保 PDMS
预聚物中没有气泡,以防止对模板结构的破坏),常
压８０℃环境下交联聚合２h.待PDMS充分聚合

后剥离,并进行切割,得到具有微结构的 PDMS印

章,面积为０．３６cm２.

１．４　GO阵列的制备

使用 O２ 等离子刻蚀对 PDMS印章表面处理

５min以增加其亲水性.然后将２．０mg/mL的 GO
溶液约５０．０μL 滴加到 PDMS印章表面,依次在

８００、１５００、３０００r/min下旋涂５、２０、１０s,相同参数

下旋涂 GO溶液３次,然后将PDMS贴合在洁净的

基 底 (硅 片、DLC、ITO 玻 璃)表 面.轻 轻 挤 压

PDMS排出两者接触产生的气泡,使PDMS与基底

形成良好的界面接触.然后在 PDMS印章表面上

施加不同压力,维持１２h.最后将PDMS印章与基

底剥离,这样 GO阵列就从PDMS表面转移到基底

表面上.图１为 GO阵列制备的简易流程.

图１　GO阵列的制备流程

１．５　细胞培养

样品经 过 酒 精 灭 菌 后,使 用 磷 酸 缓 冲 溶 液

(PBS,pH＝７．４)清洗.然后放入含有１０％胎牛血

清和１％双抗(链霉素和青霉素)的细胞培养基中,
在培养箱中孵化３０min后接种神经细胞 PC１２,接
种密度约６０００个/mL.细胞培养无菌细胞房内进

行操作,所用仪器试剂皆为专用无菌试剂或经灭菌

的仪器.细胞培养环境为温度 ３７ ℃、５％ CO２、

１００％湿度的无菌细胞培养箱.接种细胞培养２４h
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后,样品使用４．０％多聚甲醛固定,然后进行观察.
不同尺寸 GO表面细胞培养４８h后,使用鬼笔环肽

(ActinＧStain５５５Phalloidin)对细胞骨架肌动蛋白进

行标记;使用４’,６Ｇ二脒基Ｇ２Ｇ苯基吲哚(DAPI)对细

胞核进行标记,最后通过荧光生物显微镜观察.

２　结果与讨论

２．１　PDMS模板的形貌

图２为使用激光显微镜在６８０nm 激光光源

下,对模板表面进行点、线、面扫描的平面图、结构

尺寸图和三维图像.图２(a)为光刻后产生的模

板,圆盘尺寸为４５μm,两者之间连接长度４５μm,
宽１０μm,光刻后模板尺寸与设定尺寸比较符合.
图２(b)为浇铸 PDMS后制得的 PDMS印章,可以

看出其结构与光刻所产生模板结构相反,图形高

度约为２．２μm,且其表面较为平整,适合转印 GO
使用.图２(c)为通过软刻蚀的方法转印得到的

GO图形,与模板尺寸相似,厚度约为２０nm.由

此可以得出,通过软光刻技术实现了 GO阵列的制

备.

图２　不同阵列样品的激光显微镜形貌图(从上到下依次为平面图、结构尺寸图和三维图像)

２．２　施加压力对不同刚性基底表面GO成膜的影响

２．２．１　不同施加压力对 GO成膜质量的影响

图３为ITO基底上PDMS印章表面施加不同

压力后转印出的 GO薄膜的效果图.从实验结果分

析可以得出,随着转印压力的增大薄膜变得均匀规

整.压力较小时(０．２５N),印章与基底的接触不紧

密,作用力小,GO不能克服与PDMS间的分子作用

力,因而不能从 PDMS表面较为完整的脱离,无法

在基底表面形成均匀规整的 GO 图案,如图３(a);
随着PDMS印章表面施加的压力的增加,PDMS模

板表面 GO与基底表面作用力逐渐增强,基底表面

成膜的质量增加;当达到临界压力０．５０N 时,基底

表面与GO的结合能大于 GO与PDMS表面的分子

作用力,GO从印章表面剥离,形成比较均匀规整的阵

列,如图３(d),GO薄膜的厚度约２０nm(如图２(c));
而当施加压力过重(大于１．００N),PDMS印章表面微

结构由于过压发生弯曲,造成阵列结构以外区域的

GO与基底接触,如图３(f).因此,施加压力在０．４５
~０．５５N范围内转移的 GO能较好成膜.在后续试

验中,本文选择０．５０N作为最佳的施加压力.

２．２．２　最佳压力下不同刚性基底表面 GO 的成膜

质量

图４为最佳压力０．５０N 条件下,在Si、DLC、

ITO三种刚性基底表面上得到的 GO 阵列的SEM
图片.虽然 GO与不同基底表面的结合能力有所差

异,PDMS表面经过 O２ 等离子刻蚀处理５min后,
再在最佳压力０．５０N条件下,均可以得到均匀规整

的 GO图案.
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图３　不同转印压力下得到的 GO阵列的激光显微镜图

图４　不同刚性基底表面 GO阵列的扫描电子显微镜(SEM)图(压力０．５０N)

２．３　不同刚性基底表面GO阵列对细胞行为的调控

图５为不同刚性基底上 GO阵列表面神经细胞

PC１２粘附生长的显微镜图片.尽管基底不同,但细

胞更倾向于在 GO表面粘附生长,可见 GO 比其他

基底更具生物兼容性.图６为不同基底上细胞密度

统计,从 GO与基底表面细胞数量对比可以看出,基
底与 GO的差异性越大,细胞越趋于生长在 GO 表

面,实现细胞选择性粘附.根据文献[２５]报道,基底

刚度影响细胞在基底上粘附时粘附复合物的稳定性,
基底硬度增大不利于复合物稳定存在,因此细胞不易

粘附.表１为不同基底材料的硬度.Si和DLC的刚

度大于ITO的刚度,因此在 GO存在时,GO与Si或

DLC的差异性相对较大,细胞的选择性粘附能力更

强.此外,由于Si基底的接触角更大,表面更加光

滑,因此Si基底表面GO阵列调控细胞选择性粘附的

能力更强.GO表面丰富的含氧基团(如图７所示,在

１６３０、１７４０和１２４０cm－１分别对应于－OH、－COOH
和环氧基团)有利于细胞粘附复合物的稳定,其粗糙

(见图２(c)GO轮廓图)、亲水表面也为细胞提供了更

多的粘附位点[１５],利于细胞粘附生长.

图５　不同刚性基底上 GO阵列表面细胞的粘附增长状态
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图６　不同刚性基底上 GO阵列表面细胞分布密度

表１　不同基底材料的硬度参数[２６Ｇ３０]及接触角

基底 Si ITO DLC GO

刚度/GPa １４ １２ ２０ ２

接触角/(°) ７９ ８３ ７５ ２０

　　此外,在ITO 刚性基底上制备了不同尺寸的

GO条状阵列(间距均为４０μm),接种细胞后孵育

４８h,观察细胞粘附的明场图(上排)及对应的荧光

染色图(下排),见图８.从图８中看到,细胞均生长在

GO阵列表面,并沿着条带方向生长.GO表面细胞

更加伸展,呈现出纺锤状.随着尺寸增加,GO使得

表面细胞粘附复合物在表面富集[１７],提供给细胞更

多的粘附位点,细胞密度迅速增加,促进细胞增殖.
可见,GO阵列相对较“软”,有利于细胞选择性粘附

和增殖.

图７　GO的红外图谱

图８　不同尺寸 GO条状阵列表面的细胞粘附(上图是明场图,下图是细胞荧光染色图)

３　结　论

采用软光刻技术,在不同刚性基底表面构筑了

氧化石墨烯阵列,通过基底与 GO之间性能的差异,
实现对神经细胞粘附行为的调控.相对于刚性基

底,硬度较小且亲水的 GO表面更利于细胞的粘附

生长,表现出优异的生物相容性;刚性越大的基底

越不利于神经细胞粘附.本文通过调控不同材料

特性差异实现对细胞粘附的选择性调控,可为细

胞与材料界面间的相互作用及细胞生物学研究提

供参考.
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RegulationofCellAdhesionbySurfacePatterning
GrapheneOxideonRigidSubstrates

XUPanju,XINGYun,XUWeizhong,HuangMin,LIUAiping
(a．DepartmentofPhysics,b．CenterforOptoelectronicsMaterialsandDevices,

ZhejiangSciＧTechUniversity,Hangzhou３１００１８,China)

Abstract:Thephysicochemicalpropertiesofbiologicalmaterials (suchasstiffness,roughnessand
hydrophily)have a huge effect on cell behaviors,including adhesion,proliferation, migration,

differentiationandapoptosis．Thepatterningdesignofbiologicalmaterialsisoneoftheeffectivemeansfor
regulatingcelllifeactivities．Inthisstudy,agrapheneoxide(GO)arrayofrelativelyregularpatternis
obtainedbypressureregulationwiththemethodofsoftlithographywithpolydimethylsiloxaneasstamp．
Undertheoptimizedpressureconditions,theGOarrayissuccessfullytransferredonthesurfaceofthree
substrates,namelysiliconwafer,diamondＧlikecarbonfilmandindiumtinoxideglass．Effectiveregulation
ofselectiveattachmentofnervecell(PC１２)hasbeenrealizedaccordingtotheperformancedifference
betweensubstrate materialand GO material．Theresearchresultsshowthat,comparing withrigid
substrate,hydrophilic GO oflow hardness performs betterin promoting selective adhesion and
proliferationofPC１２nervecells．ThebiggertheGOarrayareais,thelargerthedensityofthecells
adheredtothesurfaceis．

Keywords:grapheneoxide;arraymaterial;rigidsubstrate;cellselectiveadhesion
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