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曲线型微纳拓扑结构的制备及细胞行为调控
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摘要  生物材料的表面拓扑结构能够显著影响细胞的黏附、增殖、迁移和分化等行为。为有效模拟体内细胞微环

境，利用飞秒激光无掩模光学投影光刻技术制备了一系列曲线型拓扑结构。结果表明：细胞在沟槽、折线和三种不

同曲率的波浪形拓扑结构上严格按照拓扑结构形貌进行生长、迁移。当波浪形结构曲率过大时，细胞改变原有的迁

移方向，产生沿弯曲方向的迁移行为。共聚焦荧光显微图像显示：细胞在折线结构和波浪线结构的拐角区域发生骨

架重排，相较于线区域细胞圆度增加。据此提出了细胞在曲线型拓扑结构上的迁移机制。该研究揭示了细胞对曲

线型拓扑结构的响应机制，将为体外植入材料的设计提供科学依据。
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1　引   言

细胞微环境作为细胞生命活动的场所，由细胞外

基质（ECM）、同型或异型细胞及生长因子等生物因

子组成［1-3］。细胞能够感知微环境中的物理化学信号

并将其转导为生物信号，从而改变形态和功能［4-6］。

近年来，研究人员通过在体外模拟细胞微环境对细胞

的黏附、增殖、迁移和分化等行为进行了大量的研究。

如，通过在特定形貌的基底上涂覆细胞源基质，可以

增强细胞骨架收缩并诱导骨髓间充质干细胞的成骨

分化［7］。将精氨酸 -甘氨酸 -天冬氨酸（RGD）肽序列

接枝到聚二甲基硅氧烷（PDMS）表面，可促进人成纤

维细胞的黏附、增殖和胶原分泌［8］。除化学组分外，

ECM 的物理性质也是影响细胞行为的重要因素。

Engler 等［9］在体外构筑了不同硬度的水凝胶基底，研

究了间充质干细胞的分化行为，发现在与大脑基质硬

度相似的基底上，细胞倾向于向神经细胞分化，而在

与骨骼硬度相似的基底上细胞倾向于向成骨细胞

分化。

随着微纳加工技术的发展，ECM 表面拓扑结构与

细 胞 的 相 互 作 用 引 起 了 越 来 越 多 研 究 者 们 的 兴

趣［10-12］。沟槽结构作为最典型的拓扑结构已经被证明

可以使多种细胞产生接触导向行为，且细胞的迁移速

度与平面基底相比得到了明显的提升［13-17］。细胞在柱

状 结 构 表 面 通 常 具 有 较 小 的 黏 附 强 度 和 铺 展 面

积［18-20］。然而，规则形状的沟槽结构和凸起结构并不

能充分反映细胞与微环境几何拓扑结构的相互作用。

体内正常组织的 ECM 常表现为弯曲或波浪形拓扑结

构［21-24］。因此，在体外构筑多样化拓扑结构有助于进

一步理解细胞对 ECM 表面形貌的响应机制。

传统紫外曝光［25］、电子束光刻［26］、聚焦离子束光

刻［27-28］、纳米压印［29］和静电纺丝［30］等微纳加工技术已

被广泛用于微纳拓扑结构的制备，但仍然难以满足大

面积、高精度和高灵活性的微纳结构的制备需求。飞

秒激光直写虽然可以灵活地实现任意结构的加工，但

在制备大面积拓扑结构时效率较低［31-35］。飞秒激光无

掩模光学投影光刻（MOPL）技术不需要实体掩模版、

加工工艺简单且成本低［36-41］，可同时进行多像素点加

工，在制备大面积结构时具备高效性［42-43］。在前期工

作中，利用水凝胶材料和 MOPL 技术制备了不同形状

的基底结构，发现结构形貌对细胞行为起到了主要的

调控作用［41］。因此，MOPL 技术有望实现图案化拓扑

结构的快速制备。

本文利用 MOPL 技术制备了一系列曲线型微纳

拓扑结构，并将其应用于细胞行为调控。通过活细胞

工作站对细胞在拓扑结构上的动态迁移行为进行延时

成像观察。进一步地，利用荧光染色对拓扑结构上的

细胞形态进行可视化观察，并对细胞圆度、细胞周长和

细胞铺展面积进行了量化分析，提出了细胞在曲线型

拓扑结构上的迁移机制。并且，我们制备了圆环形和
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六角形图案化拓扑结构，细胞能够严格按照图案化结

构形貌进行定向迁移，从而实现细胞图案化。细胞共

培养实验验证了所制备的拓扑结构基底具备良好的生

物相容性。该研究揭示了曲线型微纳拓扑结构对细胞

迁移和细胞形态的影响规律，加深了拓扑结构与细胞

相互作用机制的理解，为细胞图案化以及体外植入材

料的设计提供了科学依据。

2　实验部分

2.1　实验试剂及仪器

本 实 验 中 所 用 的 试 剂 包 括 ：正 性 光 刻 胶 AZ 
P4620；显影液 AZ 400K；1，2-丙二醇单甲醚醋酸酯

（PGMEA）；多聚赖氨酸（PDL）；4'，6-二脒基-2-苯基吲

哚（DAPI）染色液；RPMI 培养基；青霉素 -链霉素；胎

牛血清；人肾透明细胞腺癌细胞（786-O 细胞）；罗丹明

标记的鬼笔环肽；Mito-Tracker Green 荧光探针；碘化

丙 啶（PI）；NaCl、KCl、KH2PO4 和 Na2HPO4；无 水 乙

醇；超纯水。实验中所有试剂均直接使用，未作纯化

处理。

本实验中所用仪器包括：台式匀胶机；飞秒激光

器；无掩模光学投影光刻系统（自主搭建）；等离子体表

面处理仪；离子溅射仪；扫描电子显微镜（SEM）；原子

力显微镜（AFM）；激光扫描共聚焦显微镜（LSCM）；

接触角仪。

2.2　拓扑结构的制备

首先将稀释的正性光刻胶 AZ P4620（质量比为

MAZ P4620∶MPGMEA=1∶1）以 4000 r/min 的速度旋涂在干

净的盖玻片上，并在 95 ℃的加热板上烘 1 min。然后，

将样品固定在 MOPL 的三维移动台上进行程序化曝

光。曝光完毕后将样品置于稀释的 AZ 400K 显影液

（体积比为 VAZ400K∶V 水=1∶4）中。由于是正胶，曝光部

分在显影液中产生酸分解，未曝光部分被保留，从而形

成所设计的图案化拓扑结构。

2.3　拓扑结构的形貌表征

首先将所制备的拓扑结构用去离子水冲洗干净并

晾干。然后，在拓扑结构表面喷镀一层金膜，利用

SEM 进行形貌观察。SEM 图像拍摄过程中采用的加

速电压为 10 keV。采用 AFM 表征拓扑结构的三维形

貌，将获得的 AFM 图像在 NanoScope Analysis 1.9 软

件中处理，可得到拓扑结构的三维形貌图像、截面轮廓

图以及拓扑结构的高度分布信息。

2.4　细胞培养

本研究选取人肾透明细胞腺癌细胞（786-O）进行

实验研究。786-O 细胞培养在含有 10%（体积分数）胎

牛血清和 1%（体积分数）青霉素-链霉素的 RPMI 培养

基中，放置在 37 ℃和含有 5%（体积分数）CO2 的培养

箱中。待细胞覆盖率达到 80% 时，对细胞进行传代。

接种细胞前，将拓扑结构在 O2等离子体中处理 7 min，
并在 PDL 中浸泡过夜。

2.5　细胞延时成像

待细胞接种在拓扑结构上 5 h 后，将培养皿从培养

箱中转移至活细胞工作站（37 ℃ ，CO2 体积分数为

5%），利用激光扫描共聚焦显微镜对细胞进行时间延

时成像，每 10 min 拍摄一次并持续 20 h。
2.6　荧光染色和成像

细胞在拓扑结构上生长 24 h 后，对细胞进行固定、

染色和观察。首先去除培养基，用 PBS 润洗 3 次，每次

3 min。然后在室温下加入 4% 多聚甲醛固定细胞

15 min，之后用磷酸盐缓冲溶液（PBS）润洗 3 次。之后

加入曲拉通 TritonX-100 渗透 5 min，用 PBS 润洗 3 次。

最后分别加入鬼笔环肽和 DAPI 染色液在黑暗中孵育

细胞 30 min 和 10 min，并用 PBS 润洗 3 次即可观察。

利用 LSCM 对细胞进行荧光成像，细胞核的荧光采用

405 nm 连续激光激发，并在 410~460 nm 的波段内记

录共聚焦荧光图像。肌动蛋白的荧光采用 561 nm 连

续激光激发，在 570~620 nm 的波段内记录共聚焦荧

光图像。

细胞活死染色步骤：细胞培养在拓扑结构上 24 h
后，分别加入 Mito-Tracker Green 和 PI 荧光探针孵育

20 min 和 10 min，然后用温热的培养基润洗 2 次，每次

3 min。利用 LSCM 对细胞进行成像，线粒体的荧光采

用 488 nm 连续激光激发，并在 490~540 nm 波段内记

录共聚焦荧光图像。细胞核的荧光采用 561 nm 连续激

光激发，并在 570~620 nm 的波段内记录共聚焦荧光

图像。

2.7　数据分析

微纳拓扑结构的尺寸采用 ImageJ 软件测量。细

胞轨迹追踪采用 ImageJ 软件中的 Manual tracking 进

行分析，每个样品至少有 10 个细胞被分析。细胞轮廓

在 ImageJ 中手动描出，测量得出细胞铺展面积和细胞

周长。通过对细胞进行椭圆拟合，得出细胞长轴与短

轴的值。细胞圆度定义为短轴与长轴的比值，圆度接

近 1 代表细胞趋于圆形，圆度接近 0 代表细胞拉长度

大。每个样品至少有 30 个细胞被测量。

3　分析与讨论

3.1　拓扑结构的制备与表征

MOPL 技术是一种低成本、高通量且灵活的微

纳拓扑结构制备方法。在加工的过程中，MOPL 中

的数字微镜器件（DMD）能够根据载入的图形进行

空间光场调制，从而形成相应图形的数字掩模。因

此，可以通过图形设计实现所需要的微纳结构的制

备。在本研究中，我们利用 MOPL 技术制备了一系

列曲线型微纳拓扑结构，实现了细胞行为的定向调

控（图 1）。

考虑到正常组织所处的细胞外基质表面为弯曲形

或波浪状结构，为了更有效地模拟细胞微环境，我们分

别制备了折线形微纳拓扑结构和不同曲率的波浪形微

纳拓扑结构来研究细胞行为，以沟槽结构作为对照。

如图 2 所示，所制备的沟槽结构的脊线宽度为 1.3 μm，

脊线间距为 8 μm，该结构用 G 表示。折线结构的脊线

宽度为 1.3 μm，脊线间距为 5.2 μm，该结构用 BL 表示。

波浪线 1 的脊线宽度为 1.3 μm，弯角处间距为 7.7 μm，

弯角曲率为 0.067，该结构用 W1 表示。波浪线 2 的脊

线宽度为 1.3 μm，弯角处间距为 7.7 μm，弯角曲率为

0.086，该结构用 W2 表示。波浪线 3 的脊线宽度为  
1.3 μm，弯角处间距为 7.7 μm，弯角曲率为 0.14，该结

构用 W3 表示。图 2 中局部放大的 SEM 图像表明了所

制备的微纳结构形貌完整、均一。

我们利用原子力显微镜对所制备的微纳拓扑结构

的三维形貌进行了表征。如图 3（a）~（f）所示，三维形

貌图下方为对应结构的截面轮廓，可以看出所制备的

微纳结构形貌具备良好的保真度。通过对截面轮廓图

进行测量，可以得出 G、BL、W1、W2 和 W3 结构的脊线

高度分别为 804、865、853、856 和 817 nm［图 3（g）］。

各个结构的脊线高度值近似一致，这可以排除高度差

异引起的细胞行为变化。此外，此高度值远大于细胞

对凸起结构的感应阈值［15］，能够对细胞行为进行有效

诱导。由于细胞在中度亲水的环境中更容易存活和生

长［44］，我们对所制备的拓扑结构进行了 O2等离子体处

理。为了促进细胞的黏附，利用 PDL 对结构进行包

图 1　大面积微纳拓扑结构的制备及细胞行为调控示意图

Fig. 1　Schematics of fabrication of large-area micro-nano 
topography structures and regulation of cell behavior

图 2　所制备的微纳拓扑结构。（a1）~（a3）沟槽结构；（b1）~（b3）折线结构；（c1）~（c3）波浪线 1 结构；（d1）~（d3）波浪线 2 结构；（e1）
~（e3）波浪线 3 结构

Fig. 2　Prepared micro-nano topography structures. (a1) ‒ (a3) Groove structure; (b1) ‒ (b3) broken line structure; (c1) ‒ (c3) wave 1 
structure; (d1)‒(d3) wave 2 structure; (e1)‒(e3) wave 3 structure
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纳拓扑结构来研究细胞行为，以沟槽结构作为对照。

如图 2 所示，所制备的沟槽结构的脊线宽度为 1.3 μm，

脊线间距为 8 μm，该结构用 G 表示。折线结构的脊线

宽度为 1.3 μm，脊线间距为 5.2 μm，该结构用 BL 表示。

波浪线 1 的脊线宽度为 1.3 μm，弯角处间距为 7.7 μm，

弯角曲率为 0.067，该结构用 W1 表示。波浪线 2 的脊

线宽度为 1.3 μm，弯角处间距为 7.7 μm，弯角曲率为

0.086，该结构用 W2 表示。波浪线 3 的脊线宽度为  
1.3 μm，弯角处间距为 7.7 μm，弯角曲率为 0.14，该结

构用 W3 表示。图 2 中局部放大的 SEM 图像表明了所

制备的微纳结构形貌完整、均一。

我们利用原子力显微镜对所制备的微纳拓扑结构

的三维形貌进行了表征。如图 3（a）~（f）所示，三维形

貌图下方为对应结构的截面轮廓，可以看出所制备的

微纳结构形貌具备良好的保真度。通过对截面轮廓图

进行测量，可以得出 G、BL、W1、W2 和 W3 结构的脊线

高度分别为 804、865、853、856 和 817 nm［图 3（g）］。

各个结构的脊线高度值近似一致，这可以排除高度差

异引起的细胞行为变化。此外，此高度值远大于细胞

对凸起结构的感应阈值［15］，能够对细胞行为进行有效

诱导。由于细胞在中度亲水的环境中更容易存活和生

长［44］，我们对所制备的拓扑结构进行了 O2等离子体处

理。为了促进细胞的黏附，利用 PDL 对结构进行包

图 1　大面积微纳拓扑结构的制备及细胞行为调控示意图

Fig. 1　Schematics of fabrication of large-area micro-nano 
topography structures and regulation of cell behavior

图 2　所制备的微纳拓扑结构。（a1）~（a3）沟槽结构；（b1）~（b3）折线结构；（c1）~（c3）波浪线 1 结构；（d1）~（d3）波浪线 2 结构；（e1）
~（e3）波浪线 3 结构

Fig. 2　Prepared micro-nano topography structures. (a1) ‒ (a3) Groove structure; (b1) ‒ (b3) broken line structure; (c1) ‒ (c3) wave 1 
structure; (d1)‒(d3) wave 2 structure; (e1)‒(e3) wave 3 structure
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覆。如图 3（h）所示，经过处理和包覆的基底接触角从

86.7°降为 55.6°，表明基底表面亲水性增加。以上微纳

拓扑结构高度和表面化学性质的一致性保证了在后续

的实验中可以单一地比较拓扑几何结构对细胞行为的

影响。

3.2　拓扑结构对细胞迁移行为的影响

为了研究拓扑结构对细胞迁移行为的影响，我们

将 786-O 细胞培养在一系列所制备的微纳拓扑结构

上，待细胞在结构上粘附 5 h 后，将细胞转移至活细胞

工作站中进行延时成像观察。图 4 为细胞在微纳拓扑

图 3　拓扑结构的 AFM 图像和接触角。（a）平面、（b）沟槽、（c）折线、（d）波浪线 1、（e）波浪线 2 和（f）波浪线 3 结构的三维形貌图，下方

为对应结构的截面轮廓图；（g）拓扑结构的高度统计；（h）未处理的和处理的平面基底的接触角

Fig. 3　AFM images and contact angles of topography structures. 3D morphology of (a) film, (b)groove, (c) broken line, (d) wave 1, 
(e) wave 2, and (f) wave 3 structures with corresponding cross-sectional profile images shown below; (g) height statistic of 

topography structure; (h) contact angles of untreated and treated film substrates

结构基底上培养 20 h 的迁移轨迹。细胞在平面基底上

以随机游走的方式迁移。在沟槽结构上，细胞表现出

与以往研究一致的接触导向行为，细胞沿着脊线的方

向定向迁移。在折线结构上，细胞迁移轨迹严格按照

折线路径。折线结构区域外的细胞一旦接触到折线结

构，细胞便调整形态按照折线路径迁移。这表明细胞

能够感知拓扑结构的角度偏折，灵活地调整迁移方向。

在三种波浪线结构上，细胞能够灵活地适应拓扑结构

角度的变化，形成对应拓扑结构的曲线迁移轨迹。值

得注意的是，在波浪线 2 和波浪线 3 结构上，细胞出现

沿着弯曲方向的迁移行为（虚线箭头所示）。这可能是

波浪线 2 和波浪线 3 结构弯角处曲率过大引起的弯曲

诱导效应。细胞沿拓扑结构形成了相应模式的迁移路

径，这表明拓扑结构的形貌对细胞运动方向起着决定

性作用。

3.3　拓扑结构对细胞形态的影响与细胞行为变化

机制

细胞在迁移的过程中，首先伸出细窄的丝状伪足

感知外部环境，然后在迁移的方向上形成宽大的板状

伪足与基底形成稳定黏附，之后细胞后方变窄并逐渐

与基底脱离［45-47］。为了理解细胞在所制备的微纳拓扑

结构上的迁移机制，我们利用荧光染色对拓扑结构上

的细胞形态进行了可视化处理并进行了量化分析。

图 5（a）展示了细胞在一系列所制备的微纳拓扑

结构基底上的共聚焦荧光图像，右侧两栏分别为拓扑

结构上线区域和拐角区域的细胞荧光图像。细胞核和

肌动蛋白分别被 DAPI 和鬼笔环肽荧光探针标记。在

沟槽结构上，可以清楚地看到细胞沿脊线形成了定向

排列的肌动蛋白应力纤维，细胞核亦表现出沿脊线方

向的拉长，细胞形态整体为拉长状。对于折线结构，细

胞在线区域上形成沿脊线排列的肌动蛋白应力纤维，

细胞沿脊线的方向拉长。在拐角区域上，细胞的肌动

蛋白应力纤维呈直角状排布，细胞外缘沿着折线结构

呈直角形态。在波浪线结构中，细胞在线区域上沿脊

线方向呈拉长的形态。在 W1 结构上的拐角区域中，

大部分应力纤维沿着基底脊线方向排布，少数应力纤

维与基底脊线形成一定方向的夹角排布。细胞整体呈

现沿脊线的拉长状。在 W2 和 W3 结构的拐角区域中，

细胞形态明显不同于线区域。细胞沿着弯角方向形成

了排列的肌动蛋白应力纤维，细胞形态呈多角状。

图 5（b）、（c）分别为各个拓扑结构基底上的细胞

周长和细胞铺展面积统计。各个基底上的细胞周长无

明显差异，但拓扑结构上的细胞铺展面积小于平面基

底，表明结构化基底限制了细胞的铺展，改变了细胞的

形态。为了进一步说明同一结构上线区域和拐角区域

细胞形态的变化，我们对各个基底上细胞的圆度进行

了分析。从图 5（d）可以得出：各个基底中线区域上的

细胞圆度值近似相等，接近沟槽结构上的细胞圆度；各

个基底中拐角区域上的细胞圆度值远远大于线区域，

接近平面基底上的细胞圆度。此外，对于三种曲线结

构，随着波浪线曲率的增加，拐角区域的细胞圆度值

增加。

通过分析细胞在一系列拓扑结构基底上的行为，

我们提出了细胞在曲线型拓扑结构上的迁移机制。如

图 5（e）所示，细胞在迁移的过程中，首先沿着脊线拉

长并沿着脊线方向迁移。当细胞遇到拐角结构时，细

图 4　细胞在不同结构上培养 20 h的迁移轨迹，箭头指示细胞迁移方向。（a）平面；（b）沟槽；（c）折线；（d）波浪线 1；（e）波浪线 2；（f）波浪线 3
Fig. 4　Migration trajectories of cells cultured on different structures for 20 h with directions of cell migration shown by arrows. 

(a) Film; (b) groove; (c) broken line; (d) wave 1; (e) wave 2; (f) wave 3
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结构基底上培养 20 h 的迁移轨迹。细胞在平面基底上

以随机游走的方式迁移。在沟槽结构上，细胞表现出

与以往研究一致的接触导向行为，细胞沿着脊线的方

向定向迁移。在折线结构上，细胞迁移轨迹严格按照

折线路径。折线结构区域外的细胞一旦接触到折线结

构，细胞便调整形态按照折线路径迁移。这表明细胞

能够感知拓扑结构的角度偏折，灵活地调整迁移方向。

在三种波浪线结构上，细胞能够灵活地适应拓扑结构

角度的变化，形成对应拓扑结构的曲线迁移轨迹。值

得注意的是，在波浪线 2 和波浪线 3 结构上，细胞出现

沿着弯曲方向的迁移行为（虚线箭头所示）。这可能是

波浪线 2 和波浪线 3 结构弯角处曲率过大引起的弯曲

诱导效应。细胞沿拓扑结构形成了相应模式的迁移路

径，这表明拓扑结构的形貌对细胞运动方向起着决定

性作用。

3.3　拓扑结构对细胞形态的影响与细胞行为变化

机制

细胞在迁移的过程中，首先伸出细窄的丝状伪足

感知外部环境，然后在迁移的方向上形成宽大的板状

伪足与基底形成稳定黏附，之后细胞后方变窄并逐渐

与基底脱离［45-47］。为了理解细胞在所制备的微纳拓扑

结构上的迁移机制，我们利用荧光染色对拓扑结构上

的细胞形态进行了可视化处理并进行了量化分析。

图 5（a）展示了细胞在一系列所制备的微纳拓扑

结构基底上的共聚焦荧光图像，右侧两栏分别为拓扑

结构上线区域和拐角区域的细胞荧光图像。细胞核和

肌动蛋白分别被 DAPI 和鬼笔环肽荧光探针标记。在

沟槽结构上，可以清楚地看到细胞沿脊线形成了定向

排列的肌动蛋白应力纤维，细胞核亦表现出沿脊线方

向的拉长，细胞形态整体为拉长状。对于折线结构，细

胞在线区域上形成沿脊线排列的肌动蛋白应力纤维，

细胞沿脊线的方向拉长。在拐角区域上，细胞的肌动

蛋白应力纤维呈直角状排布，细胞外缘沿着折线结构

呈直角形态。在波浪线结构中，细胞在线区域上沿脊

线方向呈拉长的形态。在 W1 结构上的拐角区域中，

大部分应力纤维沿着基底脊线方向排布，少数应力纤

维与基底脊线形成一定方向的夹角排布。细胞整体呈

现沿脊线的拉长状。在 W2 和 W3 结构的拐角区域中，

细胞形态明显不同于线区域。细胞沿着弯角方向形成

了排列的肌动蛋白应力纤维，细胞形态呈多角状。

图 5（b）、（c）分别为各个拓扑结构基底上的细胞

周长和细胞铺展面积统计。各个基底上的细胞周长无

明显差异，但拓扑结构上的细胞铺展面积小于平面基

底，表明结构化基底限制了细胞的铺展，改变了细胞的

形态。为了进一步说明同一结构上线区域和拐角区域

细胞形态的变化，我们对各个基底上细胞的圆度进行

了分析。从图 5（d）可以得出：各个基底中线区域上的

细胞圆度值近似相等，接近沟槽结构上的细胞圆度；各

个基底中拐角区域上的细胞圆度值远远大于线区域，

接近平面基底上的细胞圆度。此外，对于三种曲线结

构，随着波浪线曲率的增加，拐角区域的细胞圆度值

增加。

通过分析细胞在一系列拓扑结构基底上的行为，

我们提出了细胞在曲线型拓扑结构上的迁移机制。如

图 5（e）所示，细胞在迁移的过程中，首先沿着脊线拉

长并沿着脊线方向迁移。当细胞遇到拐角结构时，细

图 4　细胞在不同结构上培养 20 h的迁移轨迹，箭头指示细胞迁移方向。（a）平面；（b）沟槽；（c）折线；（d）波浪线 1；（e）波浪线 2；（f）波浪线 3
Fig. 4　Migration trajectories of cells cultured on different structures for 20 h with directions of cell migration shown by arrows. 

(a) Film; (b) groove; (c) broken line; (d) wave 1; (e) wave 2; (f) wave 3
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胞改变形态适应拓扑结构变化。在折线结构拐角区

域，肌动蛋白应力纤维排列成直角，细胞呈直角状形

态。在三种不同曲率的波浪线结构上，细胞在拐角区

域的形态不同。对于低曲率的波浪线结构，细胞分别

形成沿脊线方向的应力纤维和与脊线成一定夹角的应

力纤维，相比于线区域，细胞形态拉长度减小。在高曲

率的波浪线结构上，细胞形成沿弯曲方向的肌动蛋白

应力纤维，细胞形态表现为多角状。这表明细胞能够

图 5　拓扑结构上细胞的形态分析。（a）细胞在不同拓扑结构上的共聚焦荧光图像；（b）细胞周长统计；（c）细胞铺展面积统计；（d）细

胞圆度统计；（e）细胞在不同拓扑结构上的迁移机制示意图

Fig.  5　Analysis of cell morphology on topography structures.  (a) Confocal fluorescence images of cells on different topography 
structures; (b) statistic of cell perimeter; (c) statistic of cell spreading area; (d) statistic of cell roundness; (e) schematics of 

migration mechanism of cells on different topography structures

感知拓扑结构形貌，将拓扑结构的物理信号由细胞骨

架传导至细胞核。细胞核内在控制细胞骨架进行重

排，从而改变细胞形态和迁移方向。当波浪线拓扑结

构拐角处曲率过大时，细胞不能适应脊线弯度，细胞形

态发生变化，导致迁移方向发生改变。曲线弯度诱导

细胞形成了新的迁移方向。

3.4　细胞图案化调控

上述讨论表明细胞能够适应基底拓扑结构的弯曲

形成相应方向的定向迁移。进一步地，我们制备了圆

环形和六角形图案化结构来诱导细胞的定向迁移。

图 6（a1）~（b3）为所制备的圆环结构和六角形结构

的 SEM 图像和局部的放大图像，其中脊线宽度为

1.3 μm。图 6（c）、（d）分别为圆环形结构和六角形结构

的 AFM 图像，脊线高度分别为 817 nm 和 824 nm。图 6
表明所制备的图案化结构和设计图形一致且形貌完

好、均一。

在图案化拓扑结构上培养细胞 20 h 后，对其进行

固定和染色观察。图 7 为圆环形、六角形和平面结构

上细胞的共聚焦荧光图像及局部放大图像。在圆环结

构上，可以看出细胞沿着圆环结构形成圆形排布。局

部放大图像表明细胞在圆环结构上形成了沿圆环脊线

分布的应力纤维，细胞拉长度大，细胞沿着圆环排列。

由于圆环形结构为各向同性结构，细胞在圆环各处形

态一致。在六角形结构上，细胞沿着所处拓扑结构排

布成六角形形状。图 7（b2）、（b3）分别为六角形结构

中线区域和拐角区域的局部放大图像，可以看出线区

域上细胞拉长并沿着脊线排布。在拐角区域上，细胞

适应拓扑结构弯度形成半弯形态。在平面基底上，细

胞随机分布，细胞形态无明显取向。

3.5　拓扑结构的生物相容性

为了验证所制备的微纳拓扑结构的生物相容性，

我们将细胞分别接种在拓扑结构和光刻胶薄膜上进行

共培养。24 h 后，分别使用 Mito-Tracker Green 和 PI
荧光探针对活细胞的线粒体和死细胞的细胞核进行染

色。如图 8 所示，Mito-Tracker Green 通道显示细胞生

长良好，PI 通道几乎没有死细胞。这表明我们所使用

的结构基底具备良好的生物相容性，有望应用于组织

工程领域。

图 6　圆环形结构和六角形结构的形貌表征。（a1）~（a3）圆环形结构的 SEM 图像；（b1）~（b3）六角形结构的 SEM 图像；（c）圆环形

结构的 AFM 图像；（d）六角形结构的 AFM 图像

Fig. 6　Morphological characterization of annulus and hexagonal structures. (a1)‒(a3) SEM images of annulus structures; (b1)‒(b3) SEM 
images of hexagonal structures; (c) AFM image of annulus structure; (d) AFM image of hexagonal structure
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感知拓扑结构形貌，将拓扑结构的物理信号由细胞骨

架传导至细胞核。细胞核内在控制细胞骨架进行重

排，从而改变细胞形态和迁移方向。当波浪线拓扑结

构拐角处曲率过大时，细胞不能适应脊线弯度，细胞形

态发生变化，导致迁移方向发生改变。曲线弯度诱导

细胞形成了新的迁移方向。

3.4　细胞图案化调控

上述讨论表明细胞能够适应基底拓扑结构的弯曲

形成相应方向的定向迁移。进一步地，我们制备了圆

环形和六角形图案化结构来诱导细胞的定向迁移。

图 6（a1）~（b3）为所制备的圆环结构和六角形结构

的 SEM 图像和局部的放大图像，其中脊线宽度为

1.3 μm。图 6（c）、（d）分别为圆环形结构和六角形结构

的 AFM 图像，脊线高度分别为 817 nm 和 824 nm。图 6
表明所制备的图案化结构和设计图形一致且形貌完

好、均一。

在图案化拓扑结构上培养细胞 20 h 后，对其进行

固定和染色观察。图 7 为圆环形、六角形和平面结构

上细胞的共聚焦荧光图像及局部放大图像。在圆环结

构上，可以看出细胞沿着圆环结构形成圆形排布。局

部放大图像表明细胞在圆环结构上形成了沿圆环脊线

分布的应力纤维，细胞拉长度大，细胞沿着圆环排列。

由于圆环形结构为各向同性结构，细胞在圆环各处形

态一致。在六角形结构上，细胞沿着所处拓扑结构排

布成六角形形状。图 7（b2）、（b3）分别为六角形结构

中线区域和拐角区域的局部放大图像，可以看出线区

域上细胞拉长并沿着脊线排布。在拐角区域上，细胞

适应拓扑结构弯度形成半弯形态。在平面基底上，细

胞随机分布，细胞形态无明显取向。

3.5　拓扑结构的生物相容性

为了验证所制备的微纳拓扑结构的生物相容性，

我们将细胞分别接种在拓扑结构和光刻胶薄膜上进行

共培养。24 h 后，分别使用 Mito-Tracker Green 和 PI
荧光探针对活细胞的线粒体和死细胞的细胞核进行染

色。如图 8 所示，Mito-Tracker Green 通道显示细胞生

长良好，PI 通道几乎没有死细胞。这表明我们所使用

的结构基底具备良好的生物相容性，有望应用于组织

工程领域。

图 6　圆环形结构和六角形结构的形貌表征。（a1）~（a3）圆环形结构的 SEM 图像；（b1）~（b3）六角形结构的 SEM 图像；（c）圆环形

结构的 AFM 图像；（d）六角形结构的 AFM 图像

Fig. 6　Morphological characterization of annulus and hexagonal structures. (a1)‒(a3) SEM images of annulus structures; (b1)‒(b3) SEM 
images of hexagonal structures; (c) AFM image of annulus structure; (d) AFM image of hexagonal structure
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图 7　细胞在图案化拓扑结构上的共聚焦荧光图像，虚线表示细胞轮廓。（a1）圆环形结构上细胞的荧光图像；（a2）图 7（a1）点框处

放大的荧光图像；（a3）图 7（a1）点线框处放大的荧光图像；（b1）六角形结构上细胞的荧光图像；（b2）局部放大的线区域的荧

光图像；（b3）局部放大的拐角区域的荧光图像；（c1）平面基底上细胞的荧光图像；（c2）图 7（c1）中点框处放大的荧光图像；

（c3）图 7（c1）中点线框处放大的荧光图像

Fig. 7　Confocal fluorescence images of cells on patterned topography structures with cell outline shown by dashed line. (a1) Fluorescence 
image of cells on annulus structure; (a2) magnified fluorescence image at dot box in Fig. 7(a1); (a3) magnified fluorescence image 
at dotted wireframe in Fig. 7(a1); (b1) fluorescence image of cells on hexagonal structure; (b2) local magnification of fluorescence 
image in line region; (b3) local magnification of fluorescence image in corner region; (c1) fluorescence image of cell on film 
substrate; (c2) magnified fluorescence image at dot box in Fig. 7(c1); (c3) magnified fluorescence image at dotted wireframe in 

Fig. 7(c1)

图 8　拓扑结构上的细胞活性

Fig. 8　Cell viability on topography structures

4　结   论

利用飞秒激光无掩模投影光刻技术制备了系列曲

线型微纳拓扑结构，并详细研究了细胞的迁移行为和

细胞形态变化。结果表明：细胞能够按照一系列直线、

折线、曲线拓扑结构进行生长、迁移。当波浪线结构曲

率过高时，细胞改变原有的迁移方向，出现沿弯角方向

的迁移行为。这是由于在波浪线结构的拐角区域，细

胞骨架发生重排，因此细胞形态发生变化，进而细胞的

迁移方向发生改变。因此，拓扑结构的形貌在细胞的

迁移过程中发挥着重要作用。进一步地，制备了圆环

形和六角形图案化拓扑结构，细胞能够严格按照图案

化结构形貌进行定向迁移，从而实现细胞图案化。所

制备的拓扑结构与细胞的共培养实验证实其具备良好

的生物相容性。该研究表明，拓扑结构可以明显调控

细胞的形态、生长和迁移行为。研究结果进一步加深

了对拓扑结构调控细胞行为机制的理解。
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4　结   论

利用飞秒激光无掩模投影光刻技术制备了系列曲

线型微纳拓扑结构，并详细研究了细胞的迁移行为和

细胞形态变化。结果表明：细胞能够按照一系列直线、

折线、曲线拓扑结构进行生长、迁移。当波浪线结构曲

率过高时，细胞改变原有的迁移方向，出现沿弯角方向

的迁移行为。这是由于在波浪线结构的拐角区域，细

胞骨架发生重排，因此细胞形态发生变化，进而细胞的

迁移方向发生改变。因此，拓扑结构的形貌在细胞的

迁移过程中发挥着重要作用。进一步地，制备了圆环

形和六角形图案化拓扑结构，细胞能够严格按照图案

化结构形貌进行定向迁移，从而实现细胞图案化。所

制备的拓扑结构与细胞的共培养实验证实其具备良好

的生物相容性。该研究表明，拓扑结构可以明显调控

细胞的形态、生长和迁移行为。研究结果进一步加深

了对拓扑结构调控细胞行为机制的理解。
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Fabrication of Curved Micro-Nano Topography Structures and 
Regulation of Cell Behavior
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Abstract
Objective　 The fields of tissue engineering and regenerative medicine have seen significant advancements, prompting extensive 
research into interactions between biomaterials and cells. Factors, such as surface chemical composition, stiffness, and topography, 
can influence cell adhesion, proliferation, migration, and differentiation. Advanced micro-nanofabrication technologies have made it 
possible to study cell-responsive topographical structures. Many cell types exhibit contact guidance behavior on groove structures, 
which in turn affects cell function. However, in vivo, normal tissues often exhibit curved and wavy extracellular matrix (ECM) 
structures, which differ significantly from previously fabricated regular topographies. Hence, in this study, maskless optical projection 
lithography (MOPL) was utilized to fabricate broken lines and wavy structures with varying curvatures. Groove structures were also 
created as controls. We examined cell migration behavior and morphological changes on the fabricated structures, proposing a cell 
migration mechanism specific to curved structures. This research aims to enhance our understanding of cell-surface topography 
interactions and provide valuable insights for designing implant materials.

Methods　A series of micro-nano topography structures were successfully created using maskless optical projection lithography. The 
surface morphologies of these structures were characterized via scanning electron microscopy (SEM) and atomic force microscopy 
(AFM). To promote cell adhesion, the fabricated structures were treated with O2 plasma and coated with poly-D-lysine (PDL). Cells 
were then cultured on the topography structures, and their migration behavior was monitored using a live cell station. After cell culture 
on the topography structures for 24 h, the cells were fixed and labeled with DAPI and phalloidin fluorescent probes for nuclei and 
actin, respectively. Quantitative analysis of cell roundness, cell perimeter, and cell spreading area was conducted to determine 
changes in cell morphology. The fabricated topography structures were found to induce cell patterning, and their biocompatibility was 
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confirmed via cell co-culture experiments.

Results and Discussions　 We successfully fabricated grooves, broken lines, and wavy structures using the MOPL technique. 
SEM images revealed the integrity and uniformity of the topography structures, while AFM images displayed 3D morphology of these 
structures. According to the AFM cross-sectional profiles, ridge heights within individual topography structures are consistent. 
Moreover, we subjected the surfaces of these structures to the same chemical treatment, thus isolating the impact of structural 
topography on cell behavior. Cell migration tracking experiments demonstrated that cells form straight, broken, and curved migration 
paths in accordance with the underlying topography. This finding suggests that topography structures significantly influence cell 
migration. Interestingly, cells on wavy structures with high curvature alter their original migration direction from along the ridge to 
along the curve. High curvature wavy structures prompt cell migration in the curved direction. Confocal fluorescence imaging revealed 
cell morphology on various topography structures. We observed that cells elongate and migrate along ridges in line regions, whereas 
they display reduced elongation and adopt curved morphologies in corner regions. In the corner regions of broken-line structures, cells 
exhibit right-angled morphologies. Actin stress fibers in cells align with the curved direction in high-curvature wavy structure corners 
whereas these fibers align with ridge direction in wavy structure line regions. We propose that this alignment represents an intrinsic 
mechanism driving cell migration in curved directions. Furthermore, we cultured cells on annular and hexagonal structures, resulting 
in cell patterns influenced by the induction effect of curved structures on cell migration. Live/dead fluorescence staining revealed that 
cells grown with the Mito-Tracker Green channel thrive, with almost no dead cells detected in PI channels. This finding suggests that 
the fabricated topography structures exhibit excellent biocompatibility.

Conclusions　 We fabricated custom-designed topography structures using the MOPL technique, which presents a flexible and 
efficient method for creating micro/nanostructures. The cells exhibit migration trajectories that strictly adhere to the topography of 
grooves, broken lines, and wavy structures. In line regions, cells adopt an elongated morphology, while they assume a polygonal 
shape and increased roundness in corner regions of the topography structures. We posit that the high curvature of wavy structures 
generates an induction effect on cells, causing cytoskeletal rearrangement and cell migration along the curved direction. This 
observation suggests that topography plays a role in directing cell migration. By designing patterned structures based on cells' 
responsiveness to wavy structures, cell patterning can be realized. This study demonstrates that topography can significantly alter cell 
morphology and migration, enhancing our understanding of cell response mechanisms to topography. Additionally, our findings serve 
as a reference for designing implant materials.

Key words medical optics; femtosecond laser; maskless optical projection lithography; curve topography structures; cell migration; 
cytoskeleton
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