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基质刚性影响声孔效应介导的单细胞基因转染∗

荣 宁 汪 曣 范真真†

(天津大学精密仪器与光电子工程学院 天津 300072)

摘要：为了深入理解基质的物理特性对单细胞基因转染的影响规律，实验研究了基质刚性对单细胞质粒DNA
转染效果的影响。实验采用高声压短脉冲 (0.45 MPa,10 µs)条件的超声对培养在不同硬度凝胶基质 (软的凝
胶基质：0.2 kPa，硬的凝胶基质：40 kPa)上的力学敏感细胞NIH 3T3进行质粒DNA转染实验。实验结果表
明，培养在硬的凝胶基质上的细胞，质粒DNA转染效率明显高于培养在软的凝胶基质上的细胞。进一步对质
粒DNA进行荧光示踪可知培养在不同刚性基质上的细胞导入质粒DNA 的方式不同。当细胞被培养在硬的
凝胶基质上时，通过声致穿孔产生的小孔进入细胞内的质粒DNA更多，而培养在软的凝胶基质上的细胞，更
多的质粒DNA可以通过非声致穿孔作用。细胞骨架蛋白分布规律表明，硬的凝胶基质上培养的细胞内有更多
的F肌动蛋白微丝，可以更好地支撑起细胞的铺展形态，相对不容易发生内吞作用。而软的凝胶基质上培养的
细胞内F肌动蛋白则更多以球形状态存在，细胞形貌骗向圆形，此时更容易发生胞吞作用。
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Matrix rigidity affects sonoporation mediated gene delivery on single cell

RONG Ning WANG Yan FAN Zhenzhen
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Abstract: In order to acquire a deep understanding of the influence of physical properties of the extracellular
matrix on single cell gene transfection, this research studies the effects of matrix rigidity on single-cell plasmid
DNA transfection. NIH 3T3 cells were cultured on hydrogels with different rigidities (soft gel substrate: 0.2
kPa, hard gel substrate: 40 kPa), and a high-pressure short-pulse (0.45 MPa, 10 µs) ultrasound was used for
gene transfection experiment. The experimental results show that the plasmid DNA transfection efficiency of
cells cultured on a hard substrate is   significantly higher than that of cells cultured on a soft gel matrix. Further
fluorescence tracing of plasmid DNA shows that DNA can be intracellular uptake through separate ways for
cells cultured on substrates with different rigidities. When cells are cultured on a rigid substrate, more plasmids
enter the cytoplasm through cell membrane pores generated by sonoporation, while for cells cultured on a soft
substrate, more plasmid DNA can be intracellular uptake through other ways. More F-actin microfilaments in
cells cultured on rigid substrate supported the spreading morphology, while F-actin turned out to be clusters
in cells on soft substrate which made it much easier for endocytosis.
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0 引言

作为一种非病毒式、非侵入性的方法，超声和

靶向微泡结合在药物导入及基因治疗方面展现出

巨大的应用潜能 [1−4]。然而体外细胞培养环境与体

内环境差异巨大，导致体外研究成果难以直接应用

到临床治疗。近年来，越来越多的证据表明细胞生

长环境的物理特性对细胞形貌以及功能具有显著

影响 [5−6]。研究表明，单独调节细胞外基质刚性可

以实现对细胞迁移、增殖甚至分化等复杂过程的调

控 [7−8]。研究表明，微泡对不同模式的超声激励产

生了不同程度的放大聚焦作用 [9−10]，在超声激励

下微泡空化 [11]会引发细胞膜周围的流体作用 [12]，

进而影响细胞膜表面有小孔打开，使得药物和外

源基因得以进入细胞实现药物和基因的导入和治

疗。质粒DNA的转染过程是一个复杂的生物物理
过程，该过程与微泡的空化以及细胞功能等密切相

关 [13−14]。体外细胞培养实验常用的培养皿材质通

常为玻璃 (弹性模量值为5.1∼11.9 GPa [15]) 或塑料
(弹性模量值为 0.1 GPa [16])，而在体组织的基质刚
性范围则在 100 kPa以内，脑组织的基质刚性甚至
在1 kPa以下 [7]。体外细胞培养用的培养皿基质刚

性比体内组织的刚性高出几个数量级，这就影响了

体外细胞研究成果向临床治疗的转化。基质刚性如

何影响质粒DNA的转染效果尚不清楚。本文旨在
探究细胞外基质刚性对质粒DNA转染效果的影响
及规律。制作不同刚性的凝胶基质进行基因转染

实验，获取到基质刚性对质粒转染效果的影响。并

对不同基质刚性上的转染实验进行质粒DNA示踪，
以期获取质粒在不同刚性基质上进入细胞方式的

差异。进一步的细胞骨架蛋白分布从实验角度揭示

产生转染效果差异的原因。

1 实验材料及方法

1.1 实验材料

为了制作不同硬度的凝胶基质，采用 3-氨基
丙基三乙氧基硅烷 (3-Aminopropyltriethoxysilane,
APES)、二氯二甲基硅烷 (Dichlorodimethylsilane,
DCDMS)、25%(体积比)戊二醛溶液、40%(质量体
积比)丙烯酰胺原液、2%(质量体积比)双丙烯酰胺
溶液、四甲基乙二胺 (Tetramethylethylenediamine,

TEMED)、过硫酸铵 (Ammonium persulfate, APS)
以及交联剂 sulfo-SANPAH等试剂，均购自 sigma
公司。力学信号敏感的小鼠成纤维细胞NIH 3T3采
用 10%胎牛血清+90%高糖DMEM以及 1%双抗
培养。选用SIM4-5超声微泡，购自Advanced Mi-
crobubbles laboratories LLC公司。RGD多肽用于
将微泡造影剂靶向连接在细胞膜表面。超声实验示

意图如图1所示。

RGD

DNA

图 1 质粒转染实验示意图

Fig. 1 Schematic illustration of plasmid transfection

1.2 实验方法

凝胶基质制作参考文献 [17]中的方法，通过
调节丙烯酰胺单体和双体比例实现对凝胶基质刚

性的调节。制作硬度不同的凝胶基质，采用原子

力显微镜赫兹模型对凝胶基质的杨氏模量进行检

测。最终用于实验的软的凝胶基质测得的杨氏模

量值为 (0.2±0.05) kPa，硬的凝胶基质杨氏模量为
(40±1.2) kPa。I型胶原蛋白溶液稀释到50 µg/mL，
滴加到用Sulfo-SANPAH活化过的凝胶基质上，室
温静置过夜，使胶原蛋白溶液充分吸附到凝胶基质

表面。传代前向凝胶基质表面加入完全培养基室温

孵育30 min。将携带凝胶的玻璃底培养皿置于生物
安全柜内紫外灭菌 0.5 h。将NIH 3T3传代到凝胶
基质上，细胞密度为 104细胞/cm2。37 ◦C、5% CO2

培养箱内培养24 h，细胞融合度达到60%。
选用携带增强型绿色荧光蛋白 (Green fluores-

cent protein, GFP)基因的质粒DNA进行基因转染
实验。选择单脉冲串超声激励，声压在 0.45 MPa，
超声持续 10 µs。质粒DNA 浓度为 10 µg/ml。超
声激励结束后将细胞更换新鲜的完全培养基，继

续放回二氧化碳培养箱培养 24 h。倒置荧光显微
镜观察绿色荧光蛋白表达情况，并计算转染效率。
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为了研究凝胶基质的刚性对声致穿孔诱导的质粒

DNA导入效果的影响，对细胞内的质粒DNA 进行
示踪，采用Cy3对质粒DNA进行荧光标记。用Cy3
标记过的质粒DNA进行超声实验。超声激励前，采
用Hoechst 33342对细胞核染色。超声激励结束后
5 min，采用4%多聚甲醛室温下对细胞固定10 min。
磷酸盐缓冲液 (Phosphate buffer saline, PBS)冲洗
2次。共聚焦显微镜三维层扫细胞内的质粒DNA分
布。层扫间距为1 µm。

采用FITC标记的鬼笔环肽对细胞骨架蛋白进
行染色，对照组对分别培养在 0.2 kPa和 40 kPa 硬
度的凝胶基底上的细胞进行固定染色。实验组选

用声压为 0.45 MPa的单脉冲串超声对分别培养在
0.2 kPa和40 kPa硬度的凝胶基底上的细胞进行超
声激励。超声脉冲串持续时间为 10 µs。超声激励
后 40 s吸走培养皿内的PBS缓冲液，采用 4%的多
聚甲醛溶液立即对超声激励后的细胞固定 10 min。
PBS缓冲液冲洗 3次，加入FITC标记的鬼笔环肽，
终浓度为10 µg/mL。室温孵育40 min。PBS缓冲液
冲洗3次。滴加10 µL Hoechst 33342溶液进行细胞
核染色 10 min。共聚焦显微镜 (Olympus FV3000，
60倍油镜)三维扫描荧光成像。

每组实验至少重复 3次。采用Origin 8.5软件
进行统计学分析，计量数据采用平均值± 均方
根 (x ± m)表示。采用单因素方差分析比较各实
验组结果存在的差异，以 p < 0.05具有统计学

意义。

2 结果与分析

2.1 基质刚性对质粒DNA转染效果的影响
将NIH 3T3细胞分别培养在杨氏模量值为

0.2 kPa、3 kPa、10 kPa、20 kPa、40 kPa的凝胶基质
上，如图2所示，细胞培养在> 10 kPa的凝胶基质上
时细胞形貌差别不大，细胞呈现出成纤维细胞梭形

形貌。而0.2 kPa凝胶上的细胞形貌则呈现出圆形，
与 40 kPa 凝胶上的细胞形貌差异很大。因此最终
选取了 0.2 kPa和40 kPa两个参数研究基质刚性对
质粒DNA 转染效果的影响。这两个弹性模量值也
是参考文献中研究基质刚性对细胞功能影响实验

中常见的具有代表性的数值 [7,18−19]。

如图 3(a)、图 3(b)所示，不同刚性的凝胶基质
上培养的细胞，在超声激励后24 h，细胞形貌仍然保

持显著性差异。软的凝胶基质上的细胞保持圆形，

细胞面积更小，硬的凝胶基质上培养的细胞延展性

更好，细胞保持梭形状态，细胞表面积更大。由绿色

荧光蛋白的表达情况来看，质粒DNA均可以成功
导入进细胞并实现表达。

(a) 0.2 kPa (b) 3 kPa

(c) 10 kPa (d) 20 kPa

(e) 40 kPa

50 µm

50 µm

50 µm50 µm

50 µm

图 2 不同刚性凝胶基质上培养的细胞形貌

Fig. 2 Cell morphology cultured on hydrogel with
different rigidities

质粒DNA绿色荧光蛋白的表达效率 e采用荧

光显微成像的方法收集数据，超声实验时对超声作

用区域用马克笔进行标记。超声激励前后靶向微泡

的响应采用倒置荧光显微镜进行记录。统计该视野

下微泡发生响应的细胞比例α。超声激励后24 h，对
超声激励区域用倒置荧光显微镜拍摄绿色荧光，计

数超声激励区域表达绿色荧光的细胞数量 β，以及

同一视野下的细胞总数N。

e =
α

N · β
. (1)

如图 3(c)所示，在相同的超声条件激励下
(0.45 MPa, 10 µs)，硬的凝胶基质上培养的成纤
维细胞，绿色荧光蛋白的表达效率显著高于软的凝

胶基质上培养的细胞。
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图 3 绿色荧光蛋白在细胞内表达

Fig. 3 GFP expression in NIH 3T3 cells

(a) 0.2 kPa DNA

20 µm

20 µm
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(b) 40 kPa DNA

图 4 质粒DNA在细胞内的分布
Fig. 4 Plasmid DNA intracellular distribution

2.2 基质刚性对质粒DNA导入方式的影响
为了进一步研究造成不同刚性基质上质粒转

染效率差异的原因，对质粒DNA进行荧光标记示
踪。由图4荧光图像可知，两种不同硬度的凝胶基质
上培养的细胞，在靶向微泡位点附近均有质粒DNA
嵌入到细胞膜，表明对于两种不同硬度凝胶基质上

培养的细胞，质粒DNA均可以通过声致穿孔产生
的细胞膜小孔被导入进细胞内。当细胞被培养在软

的凝胶基质 (0.2 kPa)上，细胞内在远离微泡位点的
空间内观察到更多尺度在微米级的质粒DNA团簇，
表明质粒DNA同时可以通过其他方式进入细胞内。
对质粒DNA在细胞内的空间分布进行量化分析可
知，软的凝胶基质上培养的细胞可以摄取更多的质

粒DNA，如图 5(a)所示。但硬的凝胶基质上培养的
细胞，与靶向微泡位点吻合的质粒DNA比例更高，
推测当细胞被培养在硬的凝胶基质上时声致穿孔

引发的细胞膜小孔是质粒DNA实现转染并表达的
更为有效的方式。将细胞内距离细胞膜 5 µm的范
围划为细胞外周，距离细胞膜大于 5 µm则划为细
胞内周，统计整个细胞内的质粒DNA荧光强度以
及细胞外周的质粒DNA荧光强度。细胞边缘质粒
DNA的百分率 b为细胞膜附近 5 µm范围内 DNA
荧光强度值除以整个细胞内的DNA荧光强度值。
细胞中心DNA的荧光强度值则为 1 − b。由图 5(c)
可知，培养在硬的凝胶基质上有更多比例的质粒

DNA快速向细胞内部转移。
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图 5 质粒DNA在细胞内的分布统计
Fig. 5 Statistics of plasmid DNA intracellular distribution
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图 6 不同刚性基质上细胞骨架蛋白 (F肌动蛋白)分布

Fig. 6 Intracellular distribution of F-actin in cells cultured on different rigidities

2.3 基质刚性对细胞骨架蛋白的影响

培养在不同刚性凝胶基质上的细胞，细胞质内

的F肌动蛋白分布规律显著不同。如图6(a)、图6(b)
未打超声的对照组所示，培养在软的凝胶基质上的

细胞，细胞内的肌动蛋白更多以分散或团簇形式分

布，而培养在硬的凝胶基质上的细胞，细胞内的肌动

蛋白则以肌动蛋白纤维丝的形态分布。两种不同刚

性基质上培养的细胞在靶向微泡连接位点处均可

观察到小的肌动蛋白“团聚”现象，表明在靶向微泡

连接位点处均有黏着斑形成。超声激励组如图6(c)、
图 6(d)所示，软的凝胶基质上培养的细胞在超声激
励后 40 s由于球形蛋白分布更有利于细胞膜流动，
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细胞膜表面小孔完成修复，微泡附近的肌动蛋白

“团聚”现象消失。而硬的凝胶基质上培养的细胞，

纤维状肌动蛋白主要起到支撑作用，小孔愈合更多

需要借助肌球蛋白运动等过程完成，因此细胞膜上

的小孔愈合过程尚未完成，在靶向微泡位点处可以

观察到更大的蛋白“团聚”，推测这与质粒DNA的
摄取方式有关。软的凝胶基质上培养的细胞细胞膜

流动性更强，更容易发生内吞作用将质粒DNA摄
入细胞内。硬的凝胶基质上培养的细胞肌动蛋白更

多以纤维丝状结构存在，此时会预留更多的时间供

质粒DNA通过小孔进入细胞。

3 结论

本文实验研究了基质刚性对质粒DNA转染效
果的影响，并对质粒DNA导入细胞的方式进行进
一步研究。获悉培养在不同刚性基质上的细胞，由

于不同种类的质粒DNA摄取方式所占比重有所差
异，导致DNA的表达效果显著不同，硬的凝胶基质
上声致穿孔引发的细胞膜小孔可以作为质粒DNA
转染更为有效的途径，质粒的表达效果也更好。进

一步的细胞骨架蛋白分布结果揭示了不同硬度基

质上的细胞摄取质粒DNA方式差异的原因可能来
自于细胞骨架蛋白的形态差异，该差异导致软的凝

胶基质上培养的细胞更容易以非物理小孔的方式

将质粒DNA摄入细胞，而硬的凝胶基质上培养的
细胞则可以更多的通过声致穿孔产生的小孔摄入

质粒DNA。这对理解细胞培养环境的物理特性差
异引起的基因类药物导入效果差异具有重要的指

导意义。但受到实验条件的限制，未能实验检测出

引起质粒DNA导入的动力——微泡对超声的动力
学响应。进一步工作将联合高速显微成像系统对引

起质粒转染的动力学因素——微泡振动以及微流体

剪切力进行检测分析，深入挖掘基质刚性引起质粒

DNA转染差异的原因。基质的物理刚性对细胞形
貌以及力学特性影响显著，进一步工作将对基质刚

性引起的细胞形貌差异对质粒DNA转染差异的影
响规律进行研究。
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⋄ 特讯 ⋄

国际著名弹性动力学家、超声无损检测学家、世界

著名学术期刊《Wave Motion》创刊主编阿肯巴赫 (J. D.
Achenbach)教授不幸于美国时间 2020年 8月 22日逝世，享
年 85岁。

阿肯巴赫教授 1935年 8月生于荷兰，1959年毕业于荷
兰代尔夫特理工大学，1962年获得美国斯坦福大学博士学
位，1963年入职美国西北大学。阿肯巴赫教授曾任美国西北
大学土木与机械工程系Walter P. Murphy和McCormick
School杰出学院教授，是美国西北大学质量工程和破坏预防
中心的创始人，该中心致力于结构力学的质量控制，在航空

等工业领域有着深远的影响。

阿肯巴赫教授在弹性波理论、定量无损检测、复合材

料损伤机理、复杂结构振动等领域做出了杰出的贡献，获

得过代表美国技术和科学领域创新最高荣誉的国家技术

奖 (2003年)和国家科学奖 (2005年)。他还多次获得科技
领域的著名奖项，包括Timoshenko奖、William Prager奖、
Theodore von Karman奖、美国机械工程学会终身成就奖、
国防特殊功绩勋章等。他分别于 1982年、1992年和 1994年

入选美国工程院、科学院和艺术与科学院院士，并于 1999年
入选荷兰皇家科学院院士。

阿肯巴赫教授曾在国际高水平学术刊物及国际会议上

发表论文 350余篇，出版多本专著。他于 1973年撰写的专
著《Wave Propagation in Elastic Solids》是弹性波领域的
经典教材，该书于 1992年被译为中文，书名《弹性固体中波
的传播》，由同济大学出版社出版。他在 2003年的撰写的专
著《Reciprocity in Elastodynamics》中讨论了复杂介质中
弹性波的互易性。

阿肯巴赫教授培养了一批杰出的力学家和声学家，其

中有来自中国的学者。他曾多次到访中国的知名科研院校，

包括中国科学院声学研究所、哈尔滨工业大学、北京理工大

学、浙江大学、厦门大学等，并与国内学者进行深度学术交流

与讨论。他的逝世是力学和声学研究领域的重大损失，阿肯

巴赫教授安息！

哈尔滨工业大学 胡恒山

2020年8月26日
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