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液态介质环境对乳腺癌细胞弹性模量的影响
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摘要：目的　 研究体外细胞实验中常用 ３ 种液态培养介质环境对乳腺癌细胞弹性模量的影响，为研发基于力学原

理的肿瘤诊疗新方法提供参考。 方法　 通过原子力显微镜技术，测试乳腺癌细胞 ＭＣＦ７ 在 ＰＢＳ 缓冲液、ＤＭＥＭ 培

养液和 ＤＭＥＭ＋１０％ ＦＢＳ 培养液中的弹性模量和细胞对探针的黏附力。 结果　 乳腺癌细胞在 ３ 种介质中的弹性模

量分别为 ２􀆰 ５９、２􀆰 １１、１􀆰 ５９ ｋＰａ，存在显著差异。 ３ 种介质中细胞黏附力分别为 ６３􀆰 ８１、６６􀆰 ０９、１２１􀆰 ９７ ｐＮ，在 ＤＭＥＭ＋
１０％ ＦＢＳ 培养液中的细胞黏附力与另外两种介质存在显著差异。 结论　 乳腺癌细胞在 ３ 种介质中的弹性模量差异

明显，ＤＭＥＭ 和 ＤＭＥＭ＋１０％ ＦＢＳ 培养液中的差异可能是由介质中血清蛋白引起的黏附力不同所致，ＤＭＥＭ 和 ＰＢＳ
缓冲液中的差异可能是由介质的 ｐＨ 差异所致。
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　 　 随着细胞力学的发展，人们对细胞力学性能与

细胞病变之间的关联性认识不断深化，并以此研发

癌症诊疗的新方法［１⁃２］。 一方面，通过检测细胞力

学性能的变化，可用于诊断癌变的发生及其所处的

阶段。 研究表明，健康乳腺细胞的弹性模量是乳腺

癌细胞弹性模量的 ２ 倍以上［３］，良性乳腺肿瘤细胞

的弹性模量是恶性乳腺癌细胞弹性模量的 １􀆰 ４ ～
１􀆰 ８ 倍［４⁃５］，癌变乳腺和宫颈细胞的膜弯曲刚度要小

于健康乳腺和宫颈细胞［６］。 另一方面，通过调控细

胞的力学性能，可调控细胞与纳米材料等的交互作

用，为靶向治疗提供基础。 研究表明，细胞膜的膜

张力和弯曲刚度对细胞内吞纳米颗粒有显著影响，
较小的细胞膜张力和弯曲刚度有利于细胞对纳米

颗粒的内吞［７⁃８］。
乳腺癌的新发病率目前位居女性恶性肿瘤发

病率之首，急需研发新的诊疗方法。 诊疗新方法的

研发一般包括体外细胞实验、动物实验、临床试验

等几个阶段。 显然，体外细胞实验是研发中关键的

一环，其结果将对后续研究产生重要甚至颠覆性的

影响。 体外细胞实验中需要采用液态介质为细胞

提供营养物质和吸收代谢产物。 液态介质环境对

乳腺癌细胞力学性能的影响不仅影响细胞力学性

能参数测量的准确性，还会直接影响后续诊疗技术

的研发。 然而目前人们在使用液态介质时，通常不

加以区分。 如果忽略液态介质对细胞弹性模量等

力学性能的影响，将直接影响细胞力学性能参数的

确定以及后续诊疗方法的研发，这也可能在一定程

度上解释了很多体外模拟实验结果难以在活体实

验再现的原因。
本文研究常用细胞培养的液态介质———磷酸

盐（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）缓冲液、ＤＭＥＭ 培

养液和 ＤＭＥＭ＋１０％ 胎牛血清（ ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ，
ＦＢＳ）培养液对人乳腺癌细胞 ＭＣＦ７ 弹性模量的影

响，以期为乳腺细胞力学性能的精准测试和研发靶

向治疗方法提供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞培养与传代

人乳腺癌细胞 ＭＣＦ７（上海中乔新舟生物科技

有限公司）在由 ８９％ ＤＭＥＭ、１０％ ＦＢＳ 和 １％ 青链霉

素组成的培养基中生长。 实验前 ４８ ｈ，收集细胞并

种植在直径 １２ ｍｍ 细胞爬片上。 为了避免爬片上

的细胞过分堆叠或者过于稀疏，在种植细胞之前，
将收集的细胞悬液密度调节为 ３􀆰 １３ × １０５ 个 ／ ｍＬ。
选取细胞培养常用的渗透压接近正常人血浆渗透

压［９］ 的 ３ 种等渗溶液， ６􀆰 ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 缓冲液

（ｐＨ＝ ６􀆰 ７）、ＤＭＥＭ 培养液（ ｐＨ ＝ ７􀆰 ３） 和 ＤＭＥＭ＋
１０％ ＦＢＳ 培养液（ｐＨ ＝ ７􀆰 ３）。 细胞爬片用与液态介

质相同的培养液轻轻冲洗并浸没在不同的液态介

质 中， 安 装 在 原 子 力 显 微 镜 （ ａｔｏｍｉｃ ｆｏｒｃｅ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＡＦＭ）下进行力学性能测试。 所有的培

养液均购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司。
１􀆰 ２　 ＡＦＭ 测试

细胞的弹性模量由 ＡＦＭ（Ｍｕｌｔｉｍｏｄｅ ⅢＡ，Ｂｒｕｋｅｒ
公司，美国）测量。 氮化硅悬臂梁（Ｂｒｕｋｅｒ 公司，美
国）的弹簧常数在液相下用热波动法校准［１０］。 用

ＡＦＭ 测量形态正常的孤立细胞，避开远离细胞核的

区域。 为了获取稳定的力⁃位移曲线，并减小细胞黏

弹性对测量结果的影响，悬臂以 ３ μｍ ／ ｓ 速度靠近细

胞，直到达到 ５００ ｐＮ 触发力，然后悬臂收回［１１］。 为

了减小玻璃爬片的基底效应影响，选取 ５００ ｎｍ 以内

（１０％ ～１５％平均细胞厚度）的压入曲线进行数据拟

合。 获得的力⁃位移曲线用 Ｓｎｅｄｄｏｎ 模型拟合［１２⁃１３］：

Ｆ ＝ ２
π
δ２ Ｅ

１ － υ２ ｔａｎ α

图 １　 力⁃距离曲线

Ｆｉｇ．１　 Ｆｏｒｃｅ⁃ｄｉｓｔａｎｃｅ ｃｕｒｖｅ

式中：Ｆ 为加载力；δ 为压入深度；υ 为细胞泊松比；
α 为氮化硅悬臂上锥形探针的半角；Ｅ 为细胞弹性

模量。 细胞作为最常见的生物材料，取 υ ＝ ０􀆰 ５［１４］。
用标准最小二乘算法拟合 Ｓｎｅｄｄｏｎ 模型和实验力曲

线得到细胞的弹性模量。 悬臂收回时的回针曲线反

向偏离力曲线水平段的大小为细胞对 ＡＦＭ 探针的黏

附力（见图 １）。 计算细胞在各种液体介质下的平均

弹性模量和黏附力，并在 ０􀆰 ０５ 水平下进行ｔ 检验。
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２　 结果

２􀆰 １　 乳腺癌细胞的弹性模量

采用 ＡＦＭ 测试并比较不同液态介质中乳腺癌

细胞（ＭＣＦ７）的弹性模量（见图 ２）。 ＰＢＳ 缓冲液、
ＤＭＥＭ 培养液、ＤＭＥＭ＋１０％ ＦＢＳ 培养液中乳腺癌细

胞弹性模量分别为（２􀆰 ５９ ± ０􀆰 ６６）、（２􀆰 １１ ± ０􀆰 ６９）、
（１􀆰 ５９±０􀆰 ７９） ｋＰａ。 每一种液态介质环境下至少测

试 ４５ 个细胞的弹性模量，结果表明，３ 种液态介质

中人乳腺癌细胞弹性模量存在显著性差异 （Ｐ ＜
０􀆰 ００１）。

图 ２　 不同液态介质环境中人乳腺癌细胞弹性模量比较

（∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１）
Ｆｉｇ．２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｌａｓｔｉｃ ｍｏｄｕｌｕｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｉｑｕｉｄ

ｍｅｄｉａ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

比较 ３ 种液态介质下弹性模量分布百分比可

知，ＰＢＳ 缓冲液中，约有 ９０％ 的人乳腺癌细胞弹性

模量数据在 １􀆰 ５～３􀆰 ５ ｋＰａ 区间内，并且分布较为均

匀，不存在 １ ｋＰａ 以下的弹性模量数据；在 ＤＭＥＭ
培养液中，细胞弹性模量则有 ５％ 在 ０􀆰 ５ ～ １􀆰 ０ ｋＰａ
区间内，峰值出现在 ２􀆰 ０ ～ ２􀆰 ５ ｋＰａ；在 ＤＭＥＭ＋１０％
ＦＢＳ 培养液中，细胞弹性模量则出现了少量 ０􀆰 ５ ｋＰａ
以下的数据，约 ３０％ 的弹性模量数据集中在 ０􀆰 ５ ～
１􀆰 ０ ｋＰａ 之间（见图 ３）。
２􀆰 ２　 乳腺癌细胞与探针间黏附力

为了更全面地描述液态介质对细胞力学性能

带来的影响，并探索液态介质对乳腺癌细胞弹性模

量影响的机制，测试并比较 ３ 种液态介质中人乳腺

癌细胞的黏附力（见图 ４）。 ＰＢＳ 缓冲液、ＤＭＥＭ 培

养液、ＤＭＥＭ＋１０％ ＦＢＳ 培养液中乳腺癌细胞的黏附

图 ３　 不同液态介质环境中细胞弹性模量分布百分比

Ｆｉｇ．３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｌａｓｔｉｃ ｍｏｄｕｌｕｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ
ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｉｑｕｉｄ ｍｅｄｉｕｍ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ 　 （ ａ） ＰＢＳ，
（ｂ） ＤＭＥＭ， （ｃ） ＤＭＥＭ＋１０％ ＦＢＳ

力分 别 为 （ ６３􀆰 ８１ ± ２４􀆰 ５０ ）、 （ ６６􀆰 ０９ ± ２６􀆰 ４１ ）、
（１２１􀆰 ９７±４３􀆰 ９９） ｐＮ。 每一种液态介质环境下至少

测试 ４５ 个细胞的黏附力，经过差异性分析，ＤＭＥＭ＋
１０％ ＦＢＳ 培养液与另外两种液态介质环境中乳腺癌

细胞的黏附力存在显著差异（Ｐ＜０􀆰 ００１），ＰＢＳ 缓冲

液和 ＤＭＥＭ 培养液中乳腺癌细胞的黏附力无显著

性差异（Ｐ＞０􀆰 ０５）。

图 ４　 不同液态介质环境中黏附力对比（∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１）
Ｆｉｇ．４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｆｏｒｃｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｉｑｕｉｄ ｍｅｄｉａ

ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

２􀆰 ３　 乳腺癌细胞的压入深度

采用 ＡＦＭ 测试并比较在加载力相同的情况下

不同液态介质中乳腺癌细胞（ＭＣＦ７）的压入深度

（见图 ５）。 ＰＢＳ 缓冲液、ＤＭＥＭ 培养液、ＤＭＥＭ ＋
１０％ ＦＢＳ 培养液中乳腺癌细胞的压入深度分别为

（７７０􀆰 ８５±１３１􀆰 ２６）、（９１０􀆰 ５１±１８９􀆰 １６）、（１ １３７􀆰 ６６±
３０８􀆰 ８１） ｎｍ。 每一种液态介质环境下至少测试

０５４
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４５ 个细胞的压入深度，经过差异性分析，３ 种液态

介质中人乳腺癌细胞的压入深度存在显著性差异

（Ｐ＜０􀆰 ００１）。

图 ５　 不同液态介质环境中压入深度对比（∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１）
Ｆｉｇ．５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｉｎｄｅｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｉｑｕｉｄ ｍｅｄｉｕｍ

ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

３　 讨论

乳腺癌细胞弹性模量的准确测量将直接影响

乳腺癌诊疗新技术的发展，然而常用细胞培养介质

环境对细胞力学性能的影响还鲜有报道。 本研究

表明，在不同液态介质中，人乳腺癌细胞的弹性模

量和黏附力有明显差异。 细胞在 ＤＭＥＭ＋１０％ ＦＢＳ
培养液中的黏附力要远远大于另外两种介质（ＰＢＳ
缓冲液和 ＤＭＥＭ 培养液）。 细胞在 ＰＢＳ 缓冲液中

的弹性模量是在 ＤＭＥＭ＋１０％ ＦＢＳ 培养液中弹性模

量的 １􀆰 ６３ 倍，这个差异甚至接近 ＰＢＳ 缓冲液中健

康乳腺细胞和癌变乳腺细胞的差异［３］。 显然，如果

忽略液态介质对细胞弹性模量的影响，将对细胞力

学性能参数的确定以及后续诊疗方法的研发带来

极大的不确定性，甚至产生相反的结果。
黏附力是乳腺癌细胞膜与 ＡＦＭ 探针针尖之间

相互作用的结果，Ｓｕｎ 等［１５］ 通过研究 ＡＦＭ 探针针

尖与细胞之间的黏附力发现，黏附是细胞膜上支架

分子对探针针尖表面的物理吸附导致，这个现象普

遍存在于 ＡＦＭ 细胞实验中。 因此，对于 ＰＢＳ 缓冲

液或 ＤＭＥＭ 培养液，乳腺癌细胞对 ＡＦＭ 探针针尖

黏附力是细胞膜表面分子与探针表面的短程相互

作用的结果。 ＤＭＥＭ＋１０％ ＦＢＳ 培养液中包含多种

血清蛋白，这是另外两种液态介质所不具有的。 研

究表明，ＦＢＳ 中含有 ３ ０００ 多种不同的血清蛋白，这
使得当头部曲率半径只有几十纳米的探针浸入

ＤＭＥＭ＋１０％ ＦＢＳ 培养液中时，就像纳米颗粒进入生

理环境后马上被血清蛋白包裹一样，探针的表面也

会迅速吸附一层血清中的蛋白质［１６］。 此时，探针表

面的血清蛋白层可能含有可以被细胞膜表面受体

识别的蛋白质，当该蛋白接触到细胞膜后，它会被

细胞识别，与细胞发生特异性的相互作用，使细胞

膜对探针针尖表现出强的吸引力，细胞骨架也会产

生相应的局部改变和重排，以响应细胞膜发出的内

吞的信号［１７］。 本文认为，上述结果导致了细胞在

ＤＭＥＭ＋１０％ ＦＢＳ 培养液中对 ＡＦＭ 探针的黏附力大

于另外两种溶液。 由于较大的黏附力，导致 ＡＦＭ 探

针针尖受到细胞膜的吸引力而下陷，探针悬臂向下

弯折，然而为了达到预设的触发力，需要让探针悬

臂向上偏折，这使得在触发力相同时，ＡＦＭ 会让探

针针尖压入细胞更深。 这导致在 ＤＭＥＭ＋１０％ ＦＢＳ
培养液中会得到更大的压入深度，从而得到更小的

弹性模量。
对于黏附力没有明显差异的两种液态介质 ＰＢＳ

缓冲液和 ＤＭＥＭ 培养液，弹性模量的差异可能是由

于 ｐＨ 不同造成。 ＰＢＳ 缓冲液 ｐＨ 为 ６􀆰 ７，ＤＭＥＭ 培

养液 ｐＨ 为 ７􀆰 ３。 研究表明，贴壁细胞的细胞膜在

ｐＨ＝ ７􀆰 ３５～７􀆰 ４５ 环境中是粗糙褶皱的状态［１８］。 因

此，在 ＤＭＥＭ 培养液中，粗糙褶皱的细胞膜在针尖

压入后可能没有受到明显的拉伸，故不会体现出明

显的弹力。 根据不同酸碱度下细胞膜的研究结果

可知，细胞膜的弯曲弹性模量和剪切弹性模量在

５􀆰 ６～７􀆰 ４ 的 ｐＨ 范围内会随着 ｐＨ 降低而增大［１８⁃２０］。
因此，在 ｐＨ＝ ７􀆰 ３ 的 ＤＭＥＭ 培养液中，细胞膜对于

由力⁃距离曲线实验获取的细胞弹性模量的贡献很

小，探针针尖压入细胞过程中细胞弹性响应主要是

由生理环境状态下的细胞骨架引起。 而在 ｐＨ＝ ６􀆰 ７
的 ＰＢＳ 缓冲液中，细胞膜弹性变形的弹力对于探针

针尖压入细胞过程中细胞的弹性响应较大。 另外，
研究表明，在生理水平的液态介质环境中，细胞骨

架最外层的微丝提供一个向内收缩的力，而微管和

中间纤维提供一个向外扩张的力，两者相互作用达

到平衡，维持了细胞形态的稳定［２１］；但是酸性的液

态介质环境使微丝皮层发生一定程度的解聚，向内

收缩的压力减小，促使细胞骨架出现向外的张力。

１５４
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因此，在偏酸性的 ＰＢＳ 缓冲液中，细胞形态相对于

生理状态下较为充盈肿胀，细胞膜由于存在预张

力，其对于由力⁃距离曲线实验获取的细胞弹性模量

的贡献不可忽略，细胞骨架微丝皮层一定程度的解

聚也使得细胞骨架出现了向外的张力。 这些都会

使得在给定加载力情况下，所得到的压入深度更

小，故所得到的细胞弹性模量会相对偏大。

４　 结论

体外培养介质环境将显著影响通过 ＡＦＭ 技术

测得的乳腺癌细胞弹性模量。 在 ＤＭＥＭ＋１０％ ＦＢＳ
培养液中，乳腺癌细胞因为和 ＡＦＭ 探针上的血清蛋

白相互作用，导致相对另外两种液态介质具有更大

的黏附力，进而导致测得的弹性模量最小。 乳腺癌

细胞在 ＰＢＳ 缓冲液中因为偏酸性的 ｐＨ 值导致测得

的弹性模量最大。 在测量乳腺癌细胞弹性模量时，
考虑液态介质环境的影响，对细胞力学性能研究和

细胞内靶向治疗技术研发具有重要的意义。
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