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狭窄微流控通道中细胞挤压力生物学分析
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摘要：循环肿瘤细胞在微循环中经历的挤压应力是影响其转移潜能的关键力学因素。本文旨在探究挤应压力强度与持续

时间对细胞活性的独立调控作用，参考 MCF−7 细胞系的典型直径，设计具有不同宽度（9、12 和 15 µm）和长度（100 和

500 µm）的微流控通道，构建了体外力学刺激平台，在模拟毛细血管环境的同时，实现对上述 2 个力学参数的解耦。利用高速

显微成像技术记录了 MCF−7 细胞通过微通道的动态过程和时间，并采用荧光染色与图像分析法定量评估了细胞经受不同

力学刺激后的增殖能力与黏附能力。结果表明，细胞通过微通道的时间主要由通道长度决定，而通道宽度减小会增大细胞通

行速度的离散性。在细胞活性方面，短时间（约 3 ms）挤压刺激下，细胞增殖能力随应力强度增大而减弱；而长时间（约

15 ms）挤压刺激下，其增殖能力则呈先增强后减弱的趋势。此外，挤压应力显著抑制了细胞黏附能力，且长时间刺激的抑制

效应更为明显。本文为解析应力刺激的强度和时间对细胞命运的调控作用提供了支撑，也为深入理解循环肿瘤细胞的转移机

制提供了实验依据。
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Abstract: The  compressive  stress  experienced  by  Circulating  Tumor  Cells  (CTCs)  in  the

microcirculation is a key mechanical factor affecting their metastatic potential. This study aims

to investigate the independent regulatory effects of compressive stress intensity and duration on

cell viability. Referring to the typical diameter of the MCF−7 cell line, microfluidic channels with

different widths (9, 12 and 15 µm) and lengths (100 and 500 µm) were designed to construct an

in  vitro  mechanical  stimulation  platform,  simulating  the  capillary  environment  and  decoupling

the two mechanical  parameters.  The dynamic process  and transit  time of  MCF−7 cells  passing

through  the  microchannels  were  recorded  using  high-speed  microimaging  technology.

Fluorescence  staining  and  image  analysis  were  employed  to  quantitatively  evaluate  the

proliferation  and  adhesion  capabilities  of  cells  after  different  mechanical  stimulations.  Results

show that the cell transit time is primarily determined by the channel length, while a decrease in

channel width increases the dispersion of transit velocities. Regarding cell viability, under short-

duration  compressive  stimulation  (approx.  3  ms),  cell  proliferation  ability  decreased  with

increasing stress intensity; whereas under long-duration stimulation (approx. 15 ms), it showed a
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trend  of  first  enhancing  and  then  weakening.  Furthermore,  compressive  stress  significantly

inhibited cell  adhesion ability, and the effect was more pronounced with prolonged stimulation.

This  study  provides  support  for  deciphering  the  regulation  of  cell  fate  by  stress  stimulation

intensity and time, offering experimental  evidence for a deeper understanding of  the metastasis

mechanism of circulating tumor cells.

Keywords: microfluidics; Circulating  Tumor  Cells  (CTCs); compressive  stress; mechan-

obiology; cell viability; cell adhesion

 0    引　言

循环肿瘤细胞（Circulating Tumor Cells, CTCs）

是由原发癌组织脱落并进入血液循环系统的肿瘤细

胞，是癌症经血液循环系统发生转移的关键载体 [1-4]。

CTCs 在循环过程中必须适应不同血管区段的血流

动力学环境，暴露于不同程度的流动剪切应力和血

管壁挤压应力之下 [5-7]，这些力学刺激是 CTCs 诱发

转移的关键生物力学基础之一。

由于肿瘤细胞的典型直径（15～20 μm）通常大

于毛细血管的管径（3～12 μm），当 CTCs 进入毛细

血管网时，会因物理尺寸不匹配而发生滞留和形变，

并承受显著的血管壁挤压应力 [8]。从时间尺度来看，

CTCs 在主流血管中通常仅短暂暴露于较高的剪切

应力下（数秒量级），而在微循环中则可能长时间滞

留并持续受到挤压应力的作用 [9]。这一时空差异提

示，微循环中的挤压应力刺激可能对 CTCs 的力学

生物学响应产生更为深远的影响。国内外研究普遍

证实，CTCs 穿过狭窄的毛细血管网时会经历剧烈的

机械挤压 [10]，细胞通过机械转导感知外界力学微环

境的变化 [11-13]，进而引发一系列适应性机制，包括重

塑细胞骨架 [14-15]、改变核纤层蛋白表达 [16]，从而增强

其变形能力和迁移能力。此外，挤压应力还能诱导

细胞出泡 [17-18] 和上皮−间充质转化（Epithelial-mesen-

chymal transition, EMT） [19-20] 等过程，进一步提高

CTCs 的存活率与侵袭转移潜能。

为在体外深入研究 CTCs 所经历的力学微环

境，微流控芯片提供了一种理想的研究平台。微流

控芯片是能够在微米尺度上精确操控流体的“芯片

实验室”（ lab on a chip）系统，其优势在于能够仿生

构建关键尺寸与真实毛细血管相似的微通道，从而

高度模拟体内的生理环境。近年来，利用微流控技

术研究细胞在受限环境中的挤压响应已取得显著进

展。例如，Hou 等 [21] 设计了用于区分良性和恶性乳

腺肿瘤细胞刚度差异的狭窄微通道；Nath 等 [22] 构建

了毛细血管微流控模型，评估了 HeLa 细胞受挤压时

的流动行为及挤压后活力；Yuan 等 [23] 探究了单个血

管内皮细胞通过狭窄微通道时的钙离子动态信号变

化；Cognart 等 [20] 设计了带有等间隔收缩−舒张段的

通道，以研究流动剪切应力与通道挤压应力的耦合

影响；Song 等 [24] 利用高通量微流控装置，通过挤压

诱导神经元细胞发生重编程。然而，这些研究大多

聚焦于细胞自身力学或生理特性的变化，虽部分涉

及通道狭窄程度（即应力强度）的影响，但目前仍缺

乏对挤压应力强度与持续时间进行双参数解耦分析

的研究，难以全面揭示力学刺激的时空特性对细胞

命运的联合调控机制。

综上所述，本文从细胞力学生物学角度出发，围

绕 CTCs 在血液系统微循环中的受力过程，采用微

流控芯片体外模型实验研究方法，通过设计具有不

同宽度和长度的微通道，实现对上述 2 个关键力学

参数的独立调控与解耦分析，旨在揭示其对 CTCs

活性（包括增殖能力和黏附能力）的影响。

 1    实验系统与方法

 1.1   微流控芯片的设计与加工
本文基于实验测得的 MCF−7 细胞系平均直径

（17 µm，见图 1），设计了 7 种不同的微流控芯片（结

构示意见图 2），以模拟微循环中不同强度和持续时

间的挤压应力刺激。芯片主要分为 2 类：无收缩微通

道的微流控芯片（剪切组）和有收缩微通道的微流控

芯片（挤压组）。剪切组芯片由 2 个对称的出入口和

1 条直通道组成，直通道的宽度和高度均大于细胞直

径，用于模拟流动中细胞受剪切应力刺激的过程。

挤压组芯片包含 2 个对称的出入口、2 条平行的直通

道以及位于直通道之间的 50 个微通道，微通道高度

均为 15 μm；其中，微通道宽度反映挤压应力刺激的

强度，设置了 9、12 和 15 μm 3 种类型；微通道长度反

映挤压应力刺激的持续时间，设置了 100 和 500 μm
2 种类型。通过不同的宽度与长度组合，形成 6 种不

同的应力加载条件，从而在体外复现 CTCs 在微循

环中的力学微环境。
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图 1    MCF−7 细胞系直径分布

Fig. 1    Distribution of MCF−7 cell line diameter
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图 2    微流控芯片设计图

Fig. 2    Microfluidic chip design diagram
 

基于软光刻方法制作聚二甲基硅氧烷 （Poly-

dimethylsiloxane, PDMS, Sylgard）微流控芯片，微

通道结构使用 AutoCAD 软件设计。首先使用 SU−8
光刻胶在硅板上制作模板，然后按照配胶、匀胶、脱

气、浇筑、固化、剥离、打孔、清洗、干燥等标准微加

工流程处理。将得到的 PDMS 微流控芯片和洁净载

玻片进行氧气等离子体处理 （PLASMA 清洗机 ，

Harrick Plasma）后键合，随后放置在 110 ℃热台上

加热 90 min 以加固键合，得到密闭性良好的微流控

芯片。实验时，在微流控芯片的入口和出口处插入

外径 1/32 inch（1 inch = 2.54 cm）、内径 0.5 mm 的

PEEK 管，用于连接微通道与外部流体。

 1.2   细胞培养与样本收集
本文选用人乳腺癌 MCF−7 细胞系作为实验模

型，细胞使用 RPMI−1640 完全培养基进行培养。完

全培养基组成（以体积分数计）为 88% 基础培养基

（ Gibco） 、 10% 胎牛血清 （ Gibco） 、 1% 丙酮酸钠

（Gibco）及 1% 青霉素−链霉素双抗（Gibco），置于

37 ℃、CO2 体积分数为 5% 的恒温培养箱中培养。

每 2～3 天更换一次新鲜培养基，以维持细胞状态。

当细胞融合度达到 80%～90% 时，使用质量浓度为

2.5 g/L 的胰蛋白酶−EDTA 消化液（Gibco）进行消

化传代。所有实验均使用处于对数生长期的细胞。

实验开始前，使用质量浓度为 2.5 g/L 的胰蛋白

酶−EDTA 消化液消化收集细胞，随后用 10 μm 细胞

筛吹打过滤，获得单细胞悬液。将细胞重悬于含泊洛

沙姆 188（Gibco，质量浓度 10 g/L）的 RPMI−1640

基础培养基，调整细胞密度至 3 × 106 cells/mL 备用。

 1.3   挤压应力加载平台

挤压应力加载平台的组成如图 3 所示，主要包

括可编程注射泵、1 000 μL 玻璃进样器、PEEK 管

（外径 1/32 inch，内径 0.5 mm）、微流控芯片和 1.5 mL

离心管。具体连接方式为：玻璃进样器固定于可编程

注射泵上方，其出口通过 PEEK 管连接至微流控芯

片入口；芯片出口则经另一段 PEEK 管连接至离心

管，用以收集刺激后的细胞悬液。

 
 

玻璃进样器

微流控芯片

离心管

注射泵

 
图 3    实验装置示意图

Fig. 3    Experimental setup diagram
 

实验前，所有流体接触部件均使用 75% 体积分

数的乙醇清洗消毒，随后以磷酸盐缓冲溶液（Gibco）

冲洗残留乙醇。实验时，将制备好的细胞悬液注入

进样器，设置注射泵推进流量，使不同宽度收缩微通

道内的平均流速均维持在 20 mm/s。为保持细胞悬

浮均匀，避免沉降，在进样器内放置钢珠，并利用外

部磁铁进行间歇性搅拌。每次实验收集 150 μL 细胞

悬液，整个操作流程控制在 4 h 内，以确保细胞活性

不受长时间操作的影响。

 1.4   挤压过程的观察与时间记录

细胞在微通道内的运动行为，采用配备高速摄

像系统（Phantom）的倒置显微镜（Olympus）进行明

场实时观测。实验前，将微流控芯片固定于显微镜

载物台上，先以高流速通入细胞悬液以排除通道内

气泡，再将流速调整至预设实验流速，待流动稳定后

开始图像采集。
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图像采集使用 10 倍物镜，通过 Phantom Camera

Control（PCC）软件控制相机参数，设置拍摄帧率为

2 000 帧/s，曝光时间为 0.5 ms，图像以 TIFF 格式保

存。细胞通过微通道的持续时间定义为从细胞前端

被捕获进入通道至其尾端完全离开通道的时间。为

保证数据可靠性，在后续分析中进行了人工筛选，排

除通道堵塞、多细胞同时进入等异常情况所对应的

无效数据。

 1.5   细胞活性检测方法与图像处理
 1.5.1    增殖能力

细胞经微通道挤压处理后，重悬为每  150 μL
含 3 000 个细胞的悬液，按 150 μL/孔接种于 96 孔板

中，继续于培养箱中培养。为评估细胞增殖活性，于

接种后 24 和 48 h 这 2 个时间点，分别向各孔加入

Vybrant™ DyeCycle™ Green（Invitrogen）核染色剂

（终体积分数为 1.25 × 10−3），置于 37 ℃ 环境中避光

孵育 30 min。

荧光成像使用倒置荧光显微镜配合 20 倍物镜进

行。设置激发光波长为 488 nm，通过 GFP 滤光片组

采集荧光信号。图像采集使用背照式 sCMOS 相机

（Prime BSI），并通过 VisView 软件编程控制载物台

移动和相机拍摄，最终拼接生成覆盖整个孔底的荧

光图像，用于后续细胞计数与分析。

使用 ImageJ 软件对获取的全孔底荧光图像进

行细胞计数分析。具体流程如下：首先进行空间标

定，随后将图像转换为二值图像，并通过 Watershed

算法对粘连的细胞核进行分割，最后利用“Analyze

Particles”功能自动识别并统计细胞数量。

 1.5.2    黏附能力

细胞经微通道挤压处理后，以 150 μL（3 000 个

细胞）/孔的密度重悬并接种于 96 孔板中，继续于培

养箱中培养 6 h。随后，使用配备 20 倍物镜的荧光显

微镜，在微分干涉对比（DIC）模式下观察细胞。图像

采集通过 VisView 软件控制，曝光时间设为自动，亮

度预设为 50%，以记录细胞铺展形态。

细胞图像分析流程如下 ：首先，使用 Cellpose

3.0 软件 [25] 预估细胞直径并选择 cyto3 模型进行自动

分割，生成细胞蒙版并经人工校正后保存；随后，将

蒙版文件导入 ImageJ 软件，设定空间标尺后，利用

MorphoLibJ 插件中的 “Analyze Regions”功能分析

每个细胞的面积。

 1.6   统计分析方法
微通道挤压实验记录 30 个细胞通过不同长度与

宽度组合微通道的所需时间。用微通道长度除以细

胞通过时间得到细胞通过微通道的平均速度，数据

以箱线图表示。由于数据可能不满足正态分布，采

用非参数的 Kruskal−Wallis 检验分析 6 种不同挤压

条件下细胞通过微通道平均速度的差异性。

增殖能力检测实验设置 3 个复孔，独立重复

3 次。每次实验的结果取 3 个复孔的均值。所有数据

以均值 ± 标准差（Mean ± SD）表示。采用未配对双

样本 t检验比较应力刺激组与空白对照组的差异，显

著性水平 α设定为 0.05。

黏附能力检测实验中，对每组应力刺激条件在

单次实验中测量 100 个细胞的铺展面积，将 3 次独立

重复实验的数据合并 （每组共计 300 个细胞 ），以

箱线图展示数据分布，并叠加正态分布曲线。采用未

配对双样本 t检验分析应力刺激组与空白对照组之

间细胞铺展面积的差异，显著性水平 α设定为 0.05。

 2    结果与讨论

 2.1   细胞通过微通道的动态行为
细胞通过微通道的过程如图 4 所示，整个过程

可分为 3 个连续阶段：①细胞被微通道捕获并发生

形变进入通道；②细胞在受限空间内的迁移运动；

③细胞从微通道出口脱离。由影像可知，细胞为适

应狭窄的微通道结构而发生显著形变，在通道内以

挤压−拉伸的形态完成迁移，且在脱离微通道时仍维

持其拉长的子弹状形态。这一结果表明，本文所构

建的微通道系统能够实现对细胞的挤压应力加载，

为研究细胞受挤压应力后的力学生物学变化提供了

可靠的技术平台。
 

100 µm

 
图 4    细胞通过微通道的过程

Fig. 4    Process of cells passing through a microchannel
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细胞通过不同类型微通道的平均速度如图 5 所

示，其中箱体上、下分别代表第 25 和 75 百分位数，

内部横线代表中位数；须线上、下端分别代表从箱体

边缘向外延伸 1.5 倍四分位距内的最远数据点。由

于注射泵设定的平均流速相同，细胞在不同宽度−
长度组合的微通道内运动的平均速度基本一致。

正态性检验结果表明，在 α = 0.05 下，细胞在 4 种

宽度−长度组合的微通道 （ 9−100、 12−100、 15−100、

15−500）内的平均速度不服从正态分布，其余 2 种组

合（9−500、12−500）服从正态分布，因此采用非参数

的 Kruskal−Wallis 检验进行组间比较。检验结果表

明，细胞通过 6 种不同组合微通道的平均速度中位

数之间无显著性差异（p = 0.658 85），说明微通道宽

度与长度的变化未对细胞平均速度中位数产生显著

影响，验证了通过改变微通道长度以控制细胞受挤

压应力作用时间的可行性与有效性。实验中，由于部

分通道存在堵塞情况，细胞通过微通道的平均速度

中位数高于设定的液体流速，约为 33 mm/s，对应通

过 100 和 500 μm 微通道的时间分别约为 3 和 15 ms。
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图 5    细胞通过微通道的平均速度（箱体表示 0.25 分位数~0.75 分位

数，IQR；中线为中位数；须线延伸至不超过 1.5 倍 IQR 范围内的
最远数据点）

Fig. 5    Average  velocity  of  cells  through  the  microchannel  (the  box
represents the 25th–75th percentile, IQR; the central line is the
median; the whiskers extend to the furthest data points within
1.5 IQR)

 

图 5 显示，对于相同长度、不同宽度的微通道，

随着通道宽度减小，细胞通过微通道的平均速度数

据的离散程度增大。原因在于：直径小于通道宽度的

小细胞通常不发生明显变形即可快速通过，能以较

大速度完成穿行；而直径大于微通道宽度的大细胞

需要发生形变后才能通过，其通过时间受细胞自身

力学特性（直径、杨氏模量等）的影响更为显著，从而

导致运动速度降低，增大了整体数据的变异性。

 2.2   挤压应力对细胞增殖的影响
细胞在受挤压应力刺激后接种到 96 孔板，分别

于接种后 24 和 48 h 检测细胞数量，结果如图 6 和

7 所示。统计结果显示，仅有通过 9−500 微通道的细

胞在接种后 24 和 48 h 的数量与空白对照组（不施加

任何力学刺激）相比呈现统计学显著性差异。在整体

趋势方面，细胞在接种后 24 和 48 h 的数量变化趋势

保持一致，表明实验具有较好的时间稳定性。剪切

应力刺激下的细胞增殖能力低于未受应力刺激的空

白对照组，但未达到统计学显著性水平。对于 100 μm
通道的短时间力学刺激，细胞增殖能力随挤压应力

的增大（通道宽度减小）而减小；对于 500 μm 通道的

较长时间力学刺激，细胞增殖能力则随挤压应力的
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图 6    接种后 24 h 细胞数量（数值为均值 ± 标准差；*表示与 Control 比

较，p < 0.05）

Fig. 6    Number of cells at 24 hours post-seeding (values are mean ±
SD; *represents compared to the control group, p < 0.05)
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图 7    接种后 48 h 细胞数量（数值为均值 ± 标准差；*表示与 Control 比

较，p < 0.05）

Fig. 7    Number of cells at 48 hours post-seeding (values are mean ±
SD; *represents compared to the control group, p < 0.05)
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增大（通道宽度减小）呈先增大后减小的趋势。这一

结果表明，挤压应力刺激的时间效应会对细胞增殖

能力产生差异性影响，长时间的力学刺激可能激活

了更为复杂的细胞信号转导通路。

 2.3   挤压应力对细胞黏附的影响
细胞接种 6 h 后的铺展面积统计如图 8 所示，统

计学显著性分析结果如表 1 所示。实验结果显示，与

未受应力刺激的空白对照组相比，经挤压应力与剪

切应力刺激的细胞铺展面积均出现了一定程度的下

降。其中，在 500 μm 长通道中受挤压应力刺激的细

胞铺展面积下降最为显著 （ 9−500 组 ： p < 0.000 1；

12−500 组：p < 0.000 1）。这一结果说明，挤压应力刺

激能够显著抑制细胞的黏附能力，从而减小细胞在

6 h 时的铺展面积。从时间效应上看，长时间的挤压

应力刺激能够更显著地降低细胞黏附能力。
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图 8    接种后 6 h 细胞铺展面积（箱体表示 0.25 分位数~0.75 分位数，

IQR；中线为中位数；须线延伸至不超过 1.5 倍 IQR 范围内的最远
数据点；*和****分别表示与 Control 比较，p < 0.05 和 p < 0.000 1）

Fig. 8    Cell  spreading  area  at  6  hours  post-seeding  (the  box
represents the 25th–75th percentile, IQR; the central line is the
median; the whiskers extend to the furthest data points within
1.5 IQR; * and * * * * respectively indicate that compared with
control group, p < 0.05 and p < 0.000 1)

 
  

表 1    细胞铺展面积的统计学显著性检验结果
Table 1    Statistical significance of cell spreading area

通道类型 平均值 标准差 p值

Control 561.76 325.03

Shear 538.46 316.29 0.373 76

9−100 520.81 259.36 0.088 54

12−100 529.51 255.52 0.177 12

15−100 513.58 268.22 0.048 11（*）

9−500 434.97 211.21 < 0.000 1（****）

12−500 461.35 233.18 < 0.000 1（****）

15−500 500.43 260.11 0.010 96（*）

针对上述挤压应力显著抑制细胞铺展能力的现

象，本文认为其核心机制与挤压诱导的细胞骨架重

组密切相关。根据 Huang 等 [15] 的研究，循环肿瘤细

胞在毛细血管内受到的机械挤压会激活细胞内

RhoA 信号通路，进而触发 F−肌动蛋白的密集组装，

产生强烈的向心收缩力，促使细胞由挤压状态下的

拉伸形态回缩为高皮层张力的球形状态。挤压应力

（尤其是 500 μm 长通道所对应的较长刺激时间）使

细胞维持在一种高张力状态的“收缩记忆”中，从而

限制了其在重新接种后与基质形成有效接触面积的

能力，在宏观上表现为细胞黏附能力的暂时性下降。

 3    总结与展望

本文通过设计不同宽度与长度组合的微通道，

搭建了体外微流控挤压应力加载平台，实现了对挤

压应力强度与时间效应的解耦研究。实验结果表明：

1）随着应力强度增大，短时间（约 3 ms）挤压

刺激使细胞增殖能力减弱，而长时间（约 15 ms）挤压

刺激则使增殖能力呈现先增强后减弱的趋势，说明

长时间的挤压可能激活了更为复杂的细胞信号转导

通路。

2）挤压应力显著降低细胞黏附能力，且长时间

挤压的抑制效果更为显著，本文认为这与细胞受挤

压刺激后的形态转变有关。

以上结果表明，应力刺激的强度和时间对细胞

增殖和黏附具有不同的调控趋势，为深入理解二者

对细胞命运的联合调控提供了支撑。

本文的研究仍存在一定局限性，未来工作将在

以下方面深化：

1）实验条件的拓展：为兼顾实验通量与细胞活

性，当前实验的微通道宽度设定为 9～15 μm，对应

中等程度的挤压应力刺激。若通道宽度进一步缩窄

以模拟更极端的毛细血管挤压，细胞活力将发生进

一步下降 [22]，并可能加剧细胞 DNA 损伤 [19]，进而影

响上皮−间充质转化（EMT）相关基因的表达。后续

将对其中的复杂机制进行深入研究。

2）研究对象的拓展：本文以 MCF−7 细胞系作为

实验对象，未来可以探索不同类型肿瘤细胞或患者

血液中分离出的 CTCs 在挤压应力下的响应差异，

深入挖掘个体化差异背后的力学机制，为精准医疗

提供更具针对性的理论依据。

3）长期力学刺激的考察：当前研究聚焦于瞬时

挤压应力刺激的影响，未来可开展周期性、长时间挤
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压应力刺激实验，以更好地模拟体内微循环中持续

存在的力学作用。
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