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专题: 癌症生物物理

物理学在肿瘤细胞的极性及迁移研究中的应用∗

王璟1) 杨根 1) 刘峰1)2)†

1)(北京大学物理学院, 核物理与核技术国家重点实验室, 北京 100871)

2)(北京大学定量生物中心, 北京 100871)

( 2014年 12月 2日收到; 2015年 2月 6日收到修改稿 )

肿瘤细胞和所处微环境的物理性质, 以及它们之间的相互物理作用对于肿瘤的产生、发展与转移都有极
大的影响, 这使得从物理学角度探索肿瘤研究成为了必然趋势. 肿瘤转移是癌症致死的最大因素, 而肿瘤细
胞迁移中的极化是肿瘤转移的重要一步. 本文总结了物理学实验和模型在揭示细胞迁移和极化机理方面的贡
献. 实验上应用最新的微流控芯片技术与表面微模型化技术等手段, 研究空间维度、黏附行为、机械力等物理
信号对于细胞极性的建立与保持以及细胞迁移行为的影响后, 发现物理信号与生化反应之间的相互耦合对于
细胞迁移有着至关重要的作用; 理论上基于扩散反应方程, 已经建立了一系列表征细胞极化的模型. 今后的
研究将结合物理实验建立肿瘤细胞迁移中的极化模型, 进而发展针对肿瘤细胞感知物理信号的新的治疗肿瘤
转移方法.

关键词: 肿瘤转移, 细胞迁移, 细胞极性
PACS: 87.19.xj, 87.17.Jj, 87.17.Rt DOI: 10.7498/aps.64.058707

1 引 言

世界卫生组织 (World Health Organization,
WHO)发表的《全球癌症报告 2014》指出癌症是
人类死亡的首要原因. 虽然随着科学技术的飞速
发展, 在肿瘤诊断与治疗领域已经取得了长足的进
步, 但癌症患者与死亡病例在全球范围内尤其是在
中国仍然以惊人的速度增加. 因此解决癌症这个长
久以来困扰着人类的问题的需求无疑正变得愈加

迫切. 而与癌症相关的死亡病例中大约有 90%都
是由肿瘤的转移所造成 [1,2]. 目前癌症研究的关键
之一是搞清肿瘤转移 (metastasis)的机理.

肿瘤转移过程可以分解成多个步骤, 包括了
肿瘤细胞从原发部位脱离、迁移浸润周围组织、内

渗进入血管成为循环肿瘤细胞 (circulating tumor
cell, CTC)、经血液运输后黏附在远处血管、外渗出
血管以及在远处器官形成转移瘤等等 (图 1 [1−3]).

在转移过程中, 例如从原发部位到血管中以及出血
管到远处器官等步骤里, 都存在着细胞通过胞体形
变进行的定向移动, 或者称之为细胞迁移. 而细胞
极性的建立, 或者称之为细胞极化, 正是细胞迁移
的开端. 因此, 要更加了解肿瘤转移的整个过程并
进一步发展出新的诊断与治疗手段, 对肿瘤细胞的
极性及迁移进行透彻的研究是必不可少的.

虽然传统的生物学研究已经揭示了调控肿瘤

细胞迁移的诸多分子及其信号通路, 但是越来越多
的研究表明, 借助物理学的定量研究的思想、测量
手段以及模型, 将极大的推动我们对肿瘤细胞迁移
的理解. 首先, 肿瘤是环境畸变导致基因突变而造
成细胞内信号通路畸变等原因引发的. 不仅仅是
生化因素, 肿瘤细胞所处微环境以及肿瘤细胞本身
的物理与机械性质对于肿瘤的产生、发展和转移都

具有巨大的影响. 在肿瘤的转移过程中, 当肿瘤细
胞离开原发灶、进入血管或淋巴管、顺着血流循环、

出血管或是侵袭远处组织时都会受到物理力的作
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用, 并且肿瘤细胞所经历的微环境的空间维度、拓
扑学结构、几何形状以及硬度等等物理参数都在发

生着巨大的变化, 因此我们需要引入物理学思想对
这一过程进行分析. 其次, 肿瘤细胞迁移过程也绝
不是某一个基因或是信号通路就可以完全解释的,
为了将这个庞大而复杂的系统有机地联合起来, 需
要引入量化的数学模型, 同时将流体力学、非平衡
态统计物理等理论融入原有的生物学模型. 最后,
先进的物理学测量技术与实验方法提供了肿瘤研

究的新手段. 在观察与测量方面, 利用双光子显微
镜以及远场超分辨随机光重建显微镜 (stochastic
optical reconstruction microscopy, STORM)等等,
在更高的时空尺度上观测细胞的各种行为与细胞

内的各种信号传导通路; 利用原子力显微镜、牵拉
力显微镜等开展细胞的趋硬性分析 [4−7], 对细胞的
杨氏模量和表面张力等等物理参数的测量 [8]以及

癌细胞侵袭潜力与黏附力之间的关系 [9]等等研究;
采用光镊技术与磁镊技术等操纵肿瘤的单细胞与

单分子; 使用微细加工技术 (例如微流控芯片)来鉴
别、分离与俘获CTCs [10−12]或肿瘤干细胞 (cancer
stem cell, CSC) 以及解析信号通路, 模拟体内环境
研究癌细胞的迁移等 [13,14] (更具体的介绍参见同
期综述). 总之, 在结合多种技术的基础之上, 我们
将把从分子到细胞到组织等多个尺度的认知结合

在一起, 实现在肿瘤研究上的突破.

图 1 肿瘤细胞转移过程 [3]

2 肿瘤细胞的迁移

2.1 不同细胞类型的细胞迁移模式

与肿瘤细胞迁移密切相关的生物学过程是

上皮层细胞 (epithelial cell)到间充质细胞 (mes-
enchymal cell)的转化, 这一过程被简称为EMT
(epithelial-mesenchymal transition) [15]. 这是因为
不同类型的细胞迁移能力有所不同, 间充质细胞比
上皮层类型的细胞迁移能力更强. 这两类细胞的主
要差别是上皮层细胞有较多的E-钙联蛋白, 因此细
胞之间保持着较强的黏附. 而间充质细胞E-钙联
蛋白的表达量下调, 细胞之间的黏附消退, 迁移能
力提高. 通常这两种类型的细胞被认为是肿瘤细
胞态的双稳态, 两者之间存在相互转化. 不过目前
的实验证据表明两态之间还存在一个过渡态 [16,17].
即细胞仍然保留了一部分E-钙联蛋白, 但是具有较
强的迁移能力.

一般而言细胞迁移可以被分类为三种主要模

式: 似变形虫 (amoeboid)型 (比如白细胞), 延展型
(典型代表比如间充质细胞), 和联合型 (比如介于
上皮层细胞和间充质细胞的过渡态细胞) [14]. 某些
细胞会在不同的环境下, 可能采用不同的迁移策略
等, 在不同的模式之间转换. 单个细胞延展型迁移
是一个周期性的过程. 通常由以下几步组成: 最开
始是当细胞受到某种刺激后建立极性确定方向, 然
后形成头部伪足并延伸出去, 接着伪足与细胞外基
质 (extracellular matrix, ECM)接触并形成新的黏
着斑, 在肌动肌球蛋白的作用下细胞整体向前移
动, 最后收回尾部. 以上的过程周而复始, 细胞便
得以不断向前移动.

2.2 不同维度下的细胞迁移

细胞迁移受到许多因素调控, 其中物理信号有
着举足轻重的作用, 比如细胞所处微环境的空间维
度、基质硬度以及物理限制, 都对细胞的迁移速度
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乃至迁移方式拥有巨大影响. 在肿瘤细胞出血管
到远处组织的过程中, 既有存在于结缔组织与肌肉
等的基底膜之间的一维通道 [14], 也有各种组织上
的二维平面, 还有在纤维间质组织的相邻胶原纤维
束之间的三维通道 [14]. 通过的各个通道的横截面
积也大相径庭, 分布于 10 µm2至大于 300 µm2 [18],
因此可以说肿瘤细胞在迁移途中把各种各样的物

理限制都经历过了.
为了将这些相互作用研究清楚, 研究人员进

行了各种体外实验, 也得到了不少成果. 如图 2所
示 [19], 通过构建各种微环境以模拟肿瘤细胞转移
过程中所处微环境具有的特定物理性质, 我们对于
细胞在转移过程中如何响应各种物理信号有了更

多了解. 迁移过程中细胞会伸出大而扁的片状伪足
黏附在基质上并靠此移动, 然而这一模式主要是出
现在二维基质平面上 [20,21]. 通过更进一步的实验
发现, 当细胞部分进入三维基质中以后, 黏着斑变
小并且其组成结构也与二维情形有所不同 [22−24].
甚至当细胞完全进入三维基质之后, 黏着斑就难以
检测到了, 这说明在三维基质中迁移时细胞对周围
基质的黏附的作用减弱了 [24,25]. 在另一个关于细
胞迁移潜力与细胞在基质上的黏附力大小的关系

的研究中发现, 在二维基底上黏附力最弱但转移性
最强的细胞的迁移速度最慢, 而在三维基质中高转
移性的细胞没有黏附却能拥有最快的迁移速度 [9].
由此可以看出, 黏附对于细胞迁移的影响是对维度
敏感的. 此外, 细胞迁移的模式也是会随着所处基
质的维度而改变的. 例如纤维肉瘤细胞在三维基
质中耗尽斑联蛋白 (一种可以在很多可动细胞的黏
着斑、张力纤维以及头部发现的蛋白)后会采用非
常规则的周期振荡模式来迁移 [26], 而在二维基底
上细胞即便将斑联蛋白耗尽后也不会出现这种振

荡模式, 基于表面微模型化 (micropattern)技术的
一维实验却可以重现这种振荡. 这不仅说明了斑
联蛋白可以确保细胞在三维基质中进行随机迁移,
也说明了细胞在一维和三维情形下有相似的迁移

表现, 二维情形和三维情形却不太相似. 这一细胞
迁移的空间维度规律在其他的研究中也得到了印

证. 在NIH3T3成纤维细胞的迁移研究中发现, 细
胞在一维与三维情形中进行快速的单轴迁移, 独立
于细胞外基质中的配体密度, 这与二维情况形成了
鲜明的对比, 并且这两个维度下的迁移都比二维情
况更依赖于微管的聚合 [27,28]. 此外, 成纤维细胞在
一维线形基底上的黏附斑是微小的点且呈极性分

布 [27,28], 这也与三维情形相类似. 从以上种种可以
看出, 空间维度信号可以明显地改变细胞的黏附与
迁移表现. 通过进行微环境的空间维度、硬度、物理
限制等物理参数以及细胞自身的物理性质对细胞

迁移的影响的研究, 我们得到了关于肿瘤细胞本身
及其迁移过程的许多信息, 这无疑使得我们向更行
之有效的转移性肿瘤的诊断与治疗方法又迈出了

一步.

图 2 研究物理与生物信号对细胞迁移影响的各种体外

实验 [19]

3 细胞极化的基础

3.1 细胞极化的相关物质

细胞迁移的方向通常由细胞的趋化性决定. 由
于肿瘤细胞环境中的化学物质比如氧气、养分、或

者抑制药物等的分布存在不均匀性, 细胞表面的受
体可以感知这些化学物质的梯度, 并且根据所受的
刺激而沿梯度方向迁移. 除了化学趋化性, 还有接
收基底上难溶物质发出的信号而极化迁移的趋触

性以及基底硬度信号引发的趋硬性等等, 都是确定
细胞迁移方向的性质. 显然趋化性对于肿瘤细胞究
竟会转移到哪里去有着极大的影响. 而细胞极化是
细胞趋化性的基础. 因此细胞为什么会极化以及细
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胞如何保持极化等等问题的答案对于研究细胞迁

移是非常重要的.
极化这个概念其实在物理学中用得比较多, 例

如电介质的极化, 就是在外电场的作用下, 电介质
由中性而显现出一端为正而另一端为负的电性. 而
细胞极化可以说是与之相类似的: 对于未极化的
细胞, 其内部物质的分布其实是较为随机均匀的中
性状态; 而细胞在受到某一空间不均匀的刺激以
后, 经细胞内信号通路的传导放大, 使得与迁移相
关的物质分子重新分布, 出现一端少一端多的极性
分布, 细胞也就出现了头与尾, 可以确定前进的方
向了.

对于细胞极性究竟是如何建立与保持的, 已
经进行了不少研究. 我们对极化过程中涉及到
的许多化学物质及信号通路都拥有了一定的认

识 [29]. 简单而言, 细胞极化是由涉及到Rho家族
蛋白、胞内磷脂酰肌醇激酶 (PI3Ks)、整合素、微
管以及囊泡运输等的一系列相互关联的正负反馈

回路而实现的 [29]. Rho家族蛋白是细胞极性建立
中的一类重要的核心枢纽调控分子. Rho全称为
Ras同源物 (Ras是大鼠肉瘤的英文缩写), 分子量
为 20—30 kD, 属于小分子量G 蛋白, 具有GTP
酶 (GTPase)活性, 因此习惯被称为Rho GTPase.
Rho GTPases是肌动蛋白和黏附结构的关键调
控因子, 而且可以控制片状伪足与丝状伪足的形
成. 当Rho GTPases和GTP 相结合时处于激活
状态, 可以作用于它们的下游效应分子, 包括蛋白
激酶、脂酶以及Arp2/3复合物 (Arp 是肌动蛋白
相关蛋白的英文缩写)的激活子等 [30]. Rho GT-
Pases和GDP结合时则处于失活状态. 鸟苷交换
因子 (GEFs)可以使GDP从Rho GTPases上释放
出来而让GTP取而代之, 使得Rho GTPases被激
活, 而GTPases激活蛋白 (GAPs)则可以催化GTP
水解, 使Rho GTPases失活. 鸟苷酸解离抑制因子
(GDIs)能够稳定Rho-GDP复合物, 并与之结合后
定位于胞质, 以抑制GDP/GTP交换. 在Rho家族
中, Rac, Cdc42和RhoG对于形成片状伪足与丝状
伪足都是不可或缺的. Cdc42是真核生物中细胞极
性的主要调控因子, 高活性的Cdc42分布在迁移细
胞的前端 [31], 对其进行抑制或是在整个细胞内激
活都会破坏迁移的方向性 [30]. Cdc42通过限制片
状伪足形成的位置 [32] 或使细胞核 -微管组织中心
(MTOC)-高尔基体连线指向迁移前端来调控极性.
这一指向的限制将有助于利用微管与囊泡将形成

突起所需的物质输送到细胞前沿 [30]. 因此, 在细胞
极性的研究中, 关注各种信号对于Cdc42的影响是
一个重要的方向, 将其作为直接的标志物或是为其
他假设提供印证都是一个不错的选择. 除此之外,
Rac在前进端活性增高, Rho亚家族蛋白在尾端活
性较高, 且Rac/Cdc42与Rho相互拮抗, 因此这两
个也是常用的标志物. 简单地说, 弄清楚外界信号
是如何在细胞膜的某一局部通过表面受体激活这

些极性标志物质的正反馈或是负反馈回路, 使其活
性单单在这一局部增高或降低, 也就把细胞极化如
何发生的弄清楚大半了.

细胞极化的形成与肌动蛋白聚合形成的微丝

是密不可分的, 细胞极化必须将所受的刺激信号通
过信号通路的级联放大转变成这些直接调节微丝

聚合与解聚的物质的浓度的极性分布才能实现. 因
此很有必要先来了解一下关于微丝的聚合和解聚

的动力学. 微丝是两条由肌动蛋白单体一个连一个
而形成的链互相缠绕扭曲而成的, 早在 20世纪 70
年代, 人们便已经发现在微丝的两端肌动蛋白单体
添加或解离的速率不同, 使得微丝拥有生长速度快
的生长端与生长速度慢的非生长端 [33]. 实验上也
已观察到达到平衡态时生长端伸长而非生长端以

同样的速率缩短 [34], 这种现象称之为踏车. 正是
这种固有的极性产生了细胞膜上的突起. 微丝的聚
合与解聚受到多种蛋白的调控. 在片状伪足中, 微
丝形成一个分岔的树枝状网络, 此时肌动蛋白的聚
合是由Arp2/3复合物来调节的, 它们不仅能激活
微丝成核还可以结合到已经存在的微丝的侧面或

顶端并诱导新的微丝分支形成 [35,36]. Arp2/3复合
物的活性则受到WASP/WAVE家族蛋白的调控,
当未激活的WASP蛋白作用到Arp2/3复合物上,
其活性被抑制, 而WASP蛋白会在某一处由上游信
号决定的细胞膜上被激活, 因此就将Arp2/3复合
物的活性局限在该处细胞膜附近 [35], 使得微丝不
断向某一特定方向伸长. 因为当微丝的一端抵住细
胞膜后肌动蛋白单体将无法再添加上去, 所以突起
的形成其实还要依赖于弹性布朗棘轮机理, 也就是
热能会使新形成的较短微丝弯曲, 在存储弹性势能
的同时单体也得到了加入的机会, 然后伸长了的微
丝将会伸直, 如同鞭子般打在细胞膜上, 数量众多
的微丝的鞭打也就是突起的驱动力来源 [36]. 从以
上的生物学过程中可以看出, Arp2/3复合物是一
种重要的极性标志分子, 实际上, 在极化后的细胞
中它也的确呈现前多后少的分布. 除了Arp2/3复
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合物, 还有其他调节微丝聚合的蛋白. 前纤维蛋白
可以通过与肌动蛋白单体结合后阻止微丝的自成

核来促进微丝的聚合, 而丝切蛋白可以结合到微丝
上促进其解聚, 盖帽蛋白则是结合到微丝的一端阻
止其解聚或聚合 [36,37].

3.2 细胞极化的数学模型

3.2.1 细胞极化的特点

细胞极化涉及到极性分子的空间分布与它们

之间的相互反应, 因此基于反应扩散方程, 已经建
立了一系列的细胞极化的模型. 几乎所有的模型都
是基于局域自激活和长程抑制的思想, 但是不同的
模型在动态行为, 分岔行为, 以及相应的鲁棒性、灵
敏度等物理性质上呈现出巨大的差异. 为了更好
的评价这些模型, 首先需要总结一下多种细胞共有
的极化特点 [38]: 1) 在一个很大的浓度区间内, 细
胞既能感受到梯度陡峭的刺激信号, 也能感受到梯
度非常平缓的刺激信号 (信号在细胞头尾差别可以
小至 1%—2%); 2)极化后的细胞仍能感受到新的
刺激, 随着刺激梯度方向而改变方向; 3)自维持性:
触发极化的刺激信号消失后, 很多细胞仍能保持极
性; 4)有些细胞会在没有明显外加刺激时发生自发
极化; 5)有些种类的细胞会在空间均匀的刺激信号
随时间变化时表现出瞬时响应的适应性; 6)对于多
种刺激同时作用, 有些细胞会产生多个前端, 而其
他细胞则会迅速解决矛盾而只生成惟一的极性. 这
些特点一般来说是较为普遍的, 但并非所有细胞都
会表现出所有这些特点, 而且某些特定的细胞还会
拥有其他的特点. 下面将介绍几类典型的基于扩散
机理的细胞极化的数学模型, 为了研究的方便, 这
些模型都选择了建立在参与物质种类较少的却可

以表现出细胞极化特点的简单网络之上.

3.2.2 图灵斑图模型

图灵失稳是指在同时存在生物化学反应与随

机扩散的体系中, 在适当的条件下, 由于体系内在
的反应扩散特性, 空间均匀态会失稳而导致对称性
破缺, 从而自组织出一些空间定态图纹, 这些图纹
就是图灵斑图 [39]. 鉴于细胞极化也是由均匀态变
为不对称态, 图灵失稳有可能是其背后机理的一
种. 实际上, 通过模拟, 已经证明了存在局部自我
放大与长程抑制的化学体系可以产生生物真实存

在的斑图 [40]. 那么, 假设细胞内存在图灵不稳定

性, 任意的空间变化刺激就可以使得未极化的细胞
发生对称性破缺并形成一个化学斑图.

为了实现存在局部激活与长程抑制, 在两种成
分的简单细胞极化模型中, 往往假定为一种结合在
细胞膜上的扩散缓慢的可以自催化的大分子激活

子与存在于细胞质中的快速扩散的小分子抑制子,
如图 3 (a)所示 [38]. 或者也可以将抑制子替换为对
底物的消耗, 这同样也可以成为激活子增长的阻
尼, 如图 3 (b)所示. 当然, 还有着其他与之等效的
变体, 这里就不一一列举了. 除了两种成分的系统,
三种成分的系统也能实现图灵不稳定性, 例如其
中包含两种相互抑制的局部激活子与由它们所促

进合成的快速扩散的反过来抑制它们的抑制子 [41],
如图 3 (c)所示.

图灵斑图模型的通用方程如下所示:
∂A

∂t
= DA∇2A+ f(A, I),

∂I

∂t
= DI∇2I + g(A, I), (1)

式中A和 I分别代表激活子和抑制子，DA和DI

分别代表两类分子的扩散系数, 而且DA < DI ,
f(A, I)和 g(A, I)分别代表激活子和抑制子相互作

用的函数。

图灵斑图模型有着许多优点, 比如能够解释自
发极化、对刺激信号的放大以及在信号消失后保持

极性. 但是图灵模型也存在一些问题, 比如在合适
的参数条件下会产生多处峰值, 而细胞极化通常只
有一处最大值. 尽管有些细胞会出现瞬间伸出多个
伪足的情形, 然而这些伪足之间的间隔并没有规律
性, 这与图灵模型的结果也不太一致. 图灵模型也
不能解释某些未受刺激的细胞会存在休眠状态, 因
为在图灵模型中不管刺激多小都会发生极化. 最
后, 在图灵机制下形成的极性也不会响应新的刺激
而变化.

3.2.3 梯度感应模型

在图灵模型中, 并不强调刺激信号的梯度,
也因此不会随梯度方向改变而改变极性, 而针对
这一点所设计的一类模型, 就是梯度感应模型.
Levchenko和 Iglesias提出的局部激励、全局抑制
(LEGI)模型 [42]就是梯度感应模型的一种. 这个模
型包含有一种快速作用的局域激活子和一种缓慢

作用的全局抑制子, 两者都会被外部的时空刺激成
比例的激活, 如图 3 (d)所示. 在细胞表现出的反应
取决于这两者的同一下游效应分子, 也就是取决于
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激活子与抑制子浓度之比的假设之下, 该模型很好
地实现了细胞对于均匀刺激的适应, 极化强度随
梯度增强而变大以及极性随梯度方向反转而反转.
在LEGI模型的一个变体——平衡失活模型 [42]中,
将抑制子改为膜结合且快速作用的, 而激活子则
相反, 并加入了下游效应分子对抑制子的消耗, 如
图 3 (e)所示. 这些修改使得细胞可以对于外部梯
度进行开关式的响应.

S

S S S

S S

A

A

A Bm
A

R

A

A⇀

A⇀

F B

B

(a) (b) (c)

(d) (e) (f)

图 3 细胞极化机理示意图 [38] (细胞被分为细胞膜 (灰
色)和细胞内部. S代表外界刺激, A, B和F 代表激活子,
I代表抑制子, R代表下游反应子. 下标m代表细胞膜)

LEGI模型的数学形式如下:
∂A

∂t
= kAS(t, x)− k−AA,

∂I

∂t
= D∇2I + kIS(t, x)− k−II,

∂R

∂t
= kRA(RT −R)− k−RIR, (2)

式中A和 I分别代表激活子和抑制子, R代表反
应子 (RT是其浓度常量), D代表抑制子的扩散系
数, S(t, x)表征随时间 t和空间坐标x变化的外界

刺激, ki和k−i分别代表相应分子的生成率和降解

率 (i = A, I 或者R).
LEGI模型有着许多符合细胞极化特点的地

方, 但也存在着局限性. 首先, LEGI模型并不会
明显放大梯度信号. 此外, 这一模型也无法保证极
性的持久性, 在梯度信号消失后, 极性也随之消失.
最后, 在LEGI模型中也无法出现自发极化.

3.2.4 波模型

所谓波模型, 即是将活化作用作为一种波来解
释细胞极化产生的模型. 在实验中曾观察到在膜上
没有受体, 因此也不会有信号输入的情况下, PIP3
与肌动蛋白活性仍会在局部不断涌现高浓度再消

失的现象 [43], 这种像波一样的行为对于这种观点
无疑是很好的支持. 实际上, 在一个由快速传播的
激活子与缓慢传播的抑制子组成的系统中, 一个局
部的激发将会像波一样传遍整个细胞 [44,45]. 为了
形成极性, 也就是使波被激发的一端与其相对的一
端存在宏观的活化水平差异, 必须使产生的波停留
在这一局域, 或者说把波钉死, 由这一思想产生的
就是波钉 (wave pinning, WP)模型.

WP模型只考虑细胞极化反应中的一个关键
分子Rho蛋白, 它在细胞膜上时处于激活态a, 其
扩散速率Da远小于它在细胞质中的非活化态 b

的其扩散速率Db; Rho蛋白在此两态之间相互
转化, 模型假设 a到 b的转化速率常数 kab = δ,
而它的激活有一个正反馈回路, 此正反馈在从
b到 a的转化速率 kab中表现为希尔方程项, 即
kba = k0 + (γa2)/(K2 + a2), 其中k0是本底转化速

率, γ和K分别代表希尔方程的最大反应速率和饱

和常数. 注意到希尔常数n = 2可以保证模型得到

激活态的双稳态的解. 最后描述体系的方程如下:
∂a

∂t
= Da∇2a+ f(a, b),

∂b

∂t
= Db∇2b− f(a, b),

f(a, b) =
(
k0 +

γa2

K2 + a2

)
b− δa. (3)

WP模型有许多好性质. 其一, 它拥有对于小
幅刺激稳定的休眠状态; 其二, 当刺激信号幅度一
旦超过某一阈值, 它将快速响应, 而不像图灵模型
那样在小扰动下是缓慢响应的; 其三, 在极性形成
后, 只要新刺激信号足够强, 极性就会随之变化.
然而WP模型同样有着自己的不足. 首先, WP 模
型的响应强度与刺激强度并不成正比. 其次, 从由
于相互竞争的刺激信号或是噪声产生的不稳定多

峰状态到确定方向会花费较长的时间.

3.2.5 对模型的总结

综上所述, 细胞极化存在着多种多样的模型,
这其实正来源于细胞种类的多样性. 不同的模型
有着各自的优缺点, 同时也并非每种细胞的极化特
点都一样, 不同种类的细胞的极化机理很可能存在
较大的差异, 因此需要用不同的模型来处理. 此外,
上面所介绍的模型其实都是最为基本的概念性模

型, 在这些模型的基础上, 添加额外的机理或者将
不同的模型结合起来可以使之更为符合细胞极化

应有的特点, 所以得到完全符合某种细胞的极化特

058707-6

http://wulixb.iphy.ac.cn
http://wulixb.iphy.ac.cn


物 理 学 报 Acta Phys. Sin. Vol. 64, No. 5 (2015) 058707

点的模型也许不是难事. 然而, 尽管模型能够与实
际细胞极化的特点相符, 有些模型, 例如LEGI模
型, 其实还没有确定其假设的反应物所实际对应的
生化成分, 而且模型所需的参数也仍有不少尚未测
量得到, 因此模型的完善还需要更多的实验支持,
将模型投入应用更是还有一段长路要走.

4 物理信号与细胞极性

4.1 关于物理信号与细胞极性的实验研究

除了化学引诱物, 基底的硬度、基底与细胞间
以及细胞与细胞间的黏附力、细胞受到的流体切应

力等物理信号也可以影响甚至控制细胞的极性, 而
在这一方面对肿瘤细胞以外的其他细胞也已经有

了不少的研究, 下面将展示两个实验上的例子来帮
助理解这一点.

在实验一中 [46], 大鼠血管平滑肌 (VSM)细胞
被接种在覆盖有胶原蛋白的硅膜之上, 通过特殊
的设备对硅膜进行等双轴拉伸直至细胞增大到预

先设定好的面积, 在 5 min后观察到细胞伸出的伪
足数量明显减少. 再通过蛋白质印迹法 (Western
blotting)来检测Rac与Rho后发现, 等双轴拉伸使
活性Rac减少, 而且拉伸幅度越大, 减少越明显,
但Rho的活性却没有受到明显影响. 这说明了通
过等双轴拉伸增大细胞所受的应力可以抑制Rac,
从而使伪足减少. 进一步的实验对细胞施加了单
轴拉伸, 发现拉伸后的短时间内, 沿拉伸方向细胞
会继续延伸, 而在垂直于拉伸方向细胞则会持续
收缩. 通过荧光共振能量转移 (Fluorescence reso-
nance energy transfer, FRET)来观察活性Rac, 发
现单轴拉伸后, 拉伸方向的细胞两端Rac活性上升
而侧面活性下降. 这一实验揭示了力学过程的确会
影响细胞的极性分布.

在实验二中 [47], 应用表面微模型化技术, 用
纤连蛋白 (fibronectin)制作的细胞可黏附区域在基
底上被设计为独特的形状, 例如图 4中所示的图
案 [47], 再令人类视网膜色素上皮 (RPE)细胞在基
底上扩散, 待细胞形成黏附后进行观察. 实验中观
察到存在于细胞边缘的黏附位点刺激了肌动蛋白

在细胞膜突起中的聚合, 并且使得有黏附的笔直细
胞边缘形成了薄的应力纤维, 在没有黏附的笔直细
胞边缘形成厚的应力纤维, 而在有黏附的弯曲细胞
边缘没有应力纤维生成. 由此可以看出细胞的黏附

行为的确会影响细胞的极性, 更进一步的, 黏附的
形状也能控制细胞极性的分布.

(a)
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图 4 在特定形状的可黏附基底上的细胞极性 [47]

在观察到物理信号可以控制细胞极性之后, 自
然而然想到的问题就是, 物理信号是如何影响细胞
极性的? 鉴于细胞极性必须经过多重化学反应最
终通过极性分子的分布而体现出来的, 了解物理信
号是如何转导为化学信号就是最为关键的一步. 具
体到模型方面, 只要将力学信号转化为可以输入到
已有模型中的刺激分子信号并考虑到物理形变对

于扩散的影响, 物理信号引发细胞极化的模型就可
以构建出来. 因此, 必须了解细胞的机械力感受与
转导机理.

4.2 整合素介导的细胞黏附

无论是细胞与细胞之间的黏附, 还是细胞与细
胞外基质间的黏附, 都不是细胞膜直接与细胞膜或
基质相接触, 而是通过细胞膜上的特定跨膜分子与
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其配体相结合来实现的. 而整合素就是介导细胞与
细胞外基质间黏附的重要物质. 整合素几乎存在
于所有细胞表面, 是多种细胞外基质成分的受体,
整合素的胞外区与细胞外基质相连, 胞内区则与细
胞骨架相连, 像一座桥梁般介导细胞内外信息的传
递, 因此通过整合素将细胞外基质承载的信号转导
入细胞内是机械力转导的主要途径. 整合素是由
α和β两个亚单位形成的异二聚体, 本身是没有激
酶活性的. 当整合素与细胞外基质上的配体 (例如
纤连蛋白等)相结合后, 就会引发整合素在有配体
处聚集, 并在细胞内招募黏着斑, 而它所首先招募
的黏着斑激酶 (FAK)则发挥脚手架的功能, 开启多
个下游通路 [48]. FAK结合到整合素复合物上之后,
将被磷酸化而激活, 从而显露出可以与Src, PI3K,
SFKs以及桩蛋白 (paxilin)等相结合的位点, 而这
些物质在结合到FAK上后也将被激活. 通过例如
FAK-paxilin-Crk-Rho等途径, 信号被传递到下游
的MAPK和Rho GTPases, 最终导致细胞骨架的
动态变化, 调节细胞的极性与迁移.

整合素的结构类似于一个头连着两只脚, 其中
头位于细胞外, 而脚位于细胞内. 整合素与细胞外
配体之间的亲和力是由整合素的构象所决定的. 如
图 5 (a), (c)及 (f)所示 [49], 当整合素的头朝向细胞
膜方向而且两腿并列紧靠时, 整合素与细胞外配
体之间的亲和力较弱; 而如图 5 (b), (d)及 (e)所示,
当整合素的头垂直于细胞膜而朝向细胞外基质并

且两腿间有很大空隙时, 整合素与细胞外配体之间
的亲和力较强. 通过拉伸分子动力学模拟发现, 从
(a)状态或 (d)状态开始, 如果施加 (b), (e)中箭头
所示的作用力, (a)状态将变为 (b)状态, 而 (d)状
态将变为 (e)状态, 这说明通常由应力纤维收缩提
供的施加在整合素β亚基上的侧向作用力将整合

素导向高亲和力态; 如果施加 (c), (f)中箭头所示
的作用力, (a)状态将变为 (c)状态, (d)状态将变为
(f)状态, 这说明只存在沿配体方向拉伸整合素的
张力会将整合素导向低亲和力态. 由此可见, 整合
素与细胞骨架之间的连接除了使得细胞外基质上

的配体密度分布可以通过细胞黏附调节细胞极性,
也使得作用在细胞其他部位的力可以经由细胞骨

架传递到黏附位点改变整合素亲和力, 导致局部活
性整合素的密度发生变化, 从而影响细胞极性. 此
外, 当细胞外基质产生较大的位移而细胞膜无法发
生同步的形变时, 整合素与配体间的结合可能会断
开, 从而对下游信号通路产生影响, 这也可能是物

理作用影响细胞极性的一种方式.

(a) (b) (c)

(d) (e) (f)

a

a

a

a

a

a

a

a

a

a

a

a

图 5 拉伸力对整合素构象的调节 [49]

4.3 机械敏感性离子通道与细胞极性

在细胞膜表面存在着许许多多的离子通道, 有
由膜电位控制的电压敏感性离子通道, 也有由配
体 -受体结合控制的化学敏感性离子通道, 还有着
由膜上张力所控制的机械敏感性离子通道, 而这最
后一种通道就可以将机械信号转换为化学信号, 从
而控制细胞极性. 具体地说, 机械敏感性离子通道
是一类细胞膜张力的变化可以激活并增加其开放

概率的通道. 这类通道既有随张力增大而激活的,
也有随张力增大而失活的; 既有选择某一电性或某
一种离子才能通过的, 也有没有选择性的.

在对钙闪烁的研究中发现, 迁移细胞的前端存
在丰富的、微米尺度的、瞬时的高钙信号, 也就是钙
闪烁, 并发现钙闪烁依赖于细胞膜表面TRPM7机
械敏感性离子通道的激活 [50]. 进一步的实验发现,
在迁移细胞的垂直方向设置趋化因子梯度后, 朝向
高浓度方向的的细胞前端有更强更密集的钙闪烁

信号, 引导细胞转向这一方向, 这说明钙闪烁伴随
细胞极性的改变. 因此, 机械力改变细胞膜上的张
力, 从而激活机械敏感性离子通道, 导致钙离子涌
入, 也可能是力学信号改变细胞极性的方式.

4.4 细胞膜张力与极性保持

在前面关于物理作用与细胞极性的讨论中, 我
们提到更多的是物理信号是如何改变细胞的极性,
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最后就让我们来看一看细胞膜张力这一物理作用

是如何保持细胞极性的.
正如在第三章理论模型部分中所提到的, 要保

证细胞进行有效的迁移, 就不能让Rac的活性在整
个细胞内均匀分布, 而必须保证将Rac的活性限制
在细胞的前进端. 只有这样, 才不会让细胞形成多
个前进端而无法定向迁移. 为此所必需的就是一个
用于阻止Rac活性扩散的长程抑制因子, 而细胞膜
张力恰好也可以担当这样一个角色. 在一个研究细
胞极性保持机制的实验 [51] 中, 如图 6所示, 研究者
使细胞主体与其伪足间形成了一个细长的脖子并

将之切断后发现, 细胞主体会重新形成极性, 这说
明了伪足的存在的确抑制了细胞其他部位伪足的

产生. 而进一步对于未切断脖子状态下细胞内物质
扩散速率的研究发现, 这一形态会严重削弱细胞内
扩散以至于仅仅依靠扩散机理来进行长程抑制是

不够的, 因此存在着更快的抑制机理. 而机械力的
传播并不受到这一形态的限制, 同时力信号的传播
比扩散快得多, 而且实验也证明了伪足出现后细胞
膜上的张力会明显增加. 接下来, 研究者们使用微
量吸管 (micropipette)增加细胞膜上张力, 发现细
胞前进端的Rac活性与伪足均被抑制, 而且这一过
程是可逆的. 以上种种都说明了, 细胞膜张力的增
加起到了长程抑制因子的作用, 从而参与到了保持
细胞极性的过程中.

图 6 通过切断细胞研究细胞极性的实验示意图 [51]

5 结论与展望

迄今为止, 还原论一直是自然科学领域类最为
基本的研究方法, 我们将事物的性质按物理、化学、
生物等等领域加以区分并割裂开来研究, 得到了许
许多多的成果. 然而, 随着研究的越加深入, 我们
发现这条路越来越难走, 因为我们研究的事物越来
越复杂, 也越来越难以分割, 肿瘤等疾病就是一个

最好的例子, 而各种交叉学科的兴起也印证了这一
点. 在对细胞迁移与极性进行研究的过程中, 我们
可以清晰地看到, 物理行为会影响生化过程, 而生
化过程又会反过来调节物理行为, 所谓牵一发而动
全身正是如此. 因此单独的性质很可能被复杂的环
境所吞没, 我们需要以更加整体的眼光来看待肿瘤
的研究. 将物理学应用在肿瘤研究中并不是将肿瘤
细胞拿到物理实验室中来实验就可以的, 而是需要
将物理学的知识和思维方式与长久以来积累的研

究肿瘤的经验相融合, 孕育出新的仪器、新的方法、
新的理论并结合在一起, 创造出能够在不伤害肿瘤
细胞的情况下, 模拟体内环境, 可以定量地观察到
任意多种条件相耦合作用后细胞的响应的系统.

有关肿瘤细胞迁移中细胞极化是肿瘤转移中

的关键一步, 结合物理和生物的系统定量研究对这
一过程的研究将极大地推动我们对肿瘤转移地理

解. 不过目前有关地研究还是比较缺乏, 根据已有
的有关研究, 特别是借鉴已有的对其他细胞迁移和
极化的研究, 在未来的研究中有如下重点值得注意
的方向.

首先, 我们需要建立三维肿瘤细胞体系. 肿瘤
细胞的迁移研究已经表明迁移的模式和维度高度

相关 [14]. 传统的肿瘤研究样品通常是二维细胞培
养或者是小鼠等动物模型, 通常前者比较容易准
备和对细胞进行操作, 适合做高通量的定量测量;
后者则更加接近与实际生理和病理条件, 但是做
定量测量则十分困难. 体外三维肿瘤细胞体系可
以更好的模拟体内环境, 并且更加适合做定量测
量 [52]. 不过, 为了实现三维体系的单细胞水平地测
量, 我们需要进一步地发展三维成像技术. 目前已
有的点扫描双光子显微镜与共聚焦显微镜相比, 可
以将成像深度从几十微米提高到几百乃至上千微

米 [53]. 但是它们的成像速度有限, 对样品的光毒性
也比较大. 最近发展的光面显微镜采用特殊的光
路设计 [54,55]. 它通过一条微米尺度的光面来选择
性地激发所观测面的荧光分子, 然后通过高分辨的
CCD摄像镜头在与激发面垂直的方向收集荧光对
整个激发面成像, 从而降低了成像的噪声并且提高
了成像速度. 不过由于光面的有效观测范围有限,
对于样品观测室的设计通常都存在非常严苛的空

间限制. 设计适合光面显微镜观测的三维肿瘤体系
仍然存在一定的挑战.

其次, 我们需要结合实验建立肿瘤细胞的极化
模型来理解肿瘤细胞的迁移. 目前还没有针对肿瘤
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细胞极化的模型, 而且有关肿瘤细胞极化的实验仍
然相对缺乏, 我们需要通过系统的实验确定肿瘤细
胞极化的特点. 值得注意的是, 肿瘤的一大特点是
通常包含不同种类的细胞, 其中有代表性的比如肿
瘤类干细胞和肿瘤非干细胞 [56,57]. 肿瘤类干细胞
与胚胎干细胞类似, 有自我复制和分化成其他类型
细胞的能力, 植入动物体直接成瘤的能力很强. 这
类肿瘤细胞同时也具有较强的抗辐照和化疗的能

力, 被认为是治疗后肿瘤复发的关键 [57]. 通常认
为肿瘤治疗的关键是有效地消除肿瘤类干细胞, 不
过最近的研究使得情况更为复杂, 因为肿瘤类干细
胞和肿瘤非干细胞之间存在相互之间的转化 [58,59].
实验表明肿瘤类干细胞比肿瘤非干细胞迁移能力

更强, 可能是肿瘤转移的关键因素. 因此研究表征
这两类有代表性的肿瘤细胞的迁移特性以及探索

产生差异的机理对于理解肿瘤细胞转移具有重要

意义. 其中一个值得注意的研究方向是细胞膜的张
力对细胞极化的影响. 一方面肿瘤类干细胞也更具
可塑性 [60], 微丝表达量减少一半左右 [7], 因此其细
胞膜的张力会较小. 另一方面而细胞膜的张力被认
为对极化有抑制作用 [51]. 我们预计肿瘤类干细胞
的极化对外界信号的响应会更快, 在实验上验证以
及在模型上解释这一现象将有助于我们理解肿瘤

细胞转移, 进一步发展出针对肿瘤细胞的极化过程
中对外界物理刺激的机械感知的新的癌症转移治

疗方法.
展望未来, 为了进一步将物理学应用在肿瘤研

究上, 我们需要更多的物理学家投入到这一领域
中; 而随着物理、化学、生物、工程等领域的研究者
越加通力协作, 相信癌症也终有一天会被攻克.
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Abstract
Investigation of tumors from a physics perspective has attracted more and more attention since the initiation,

development, and metastasis of tumors are strongly influenced by the physical interactions between the tumor cells and
their microenvironments. As tumor metastasis accounts for more than 90% of cancer-associated death, one of the focuses
is to understand its underlying mechanism, especially how tumor cells polarize during their migration. Cell polarization
directs tumor-cell migration in response to a spatial stimulus, e.g., the gradient of chemokine or oxygen molecules. It
forms the front and back edges of cells by estiblishing asymmetric distributions of cell polarity proteins such as the
Rho family GTPases and organelles such as Golgi. This paper reviews how the experimental and theoretical studies
combining physics with biology reveal the underlying mechanisms of cell migration and cell polarity. Experimental
results demonstrate that the physics clues including extracellular matrix’s mechanical properties, dimensionality, and
topography are strongly coupled with the biochemical reactions to establish and maintain the cell polarity and direct cell
migration. The cell migration mode in a more physiological three-dimensional (3D) matrix is different from that in a two-
dimensional(2D) system. Moreover, the membrane tension is suggested to maitain cell polarity by inhibiting polarization
processes outside the front edge. On the other hand, a series of reaction diffusion models have been developed to
characterize cell polarity. Representative examples inculding “Turing-type” model, local-excitation and global-inhibition
(LEGI) model, and wave-pinning model can capture certain features of cell polarization, however none of them takes
the physical factors, such as the membrane tension, into account hence fails to explain previous published experimental
results showing the regulation of cell polarity by the membrane tension. To further improve our understanding of the
mechanism of cell polarity, in the future study it is experimentally important to estiblish 3D tumor systems and study
the gene regulation network that can control cell polariztion by advanced microscope; theroetically it is of importance
to build mathematical models for the chemical reaction diffusion systems coupled with the mechanical factors such as
membarne tension. These studies will reveal the molecular mechanism of cell polarization and cell migration under a
more physiological relevant condition. They may also help us understand how the higher deformation ability of cancer
stem cells provides the higher migration capability compared with the normal cancer cells. Ultimately, they will facilitate
developing new therapeutic strategy against tumor metastasis by targeting the signaling of tumor cells in response of
physical stimuli.

Keywords: tumor metastasis, cell migration, cell polarity
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专题: 癌症生物物理
编者按 目前全球每年约有 700万人死于癌症, 到 2030年将可能超过 1310万. 在过去的几十年里尽管癌症研究
不断出现新进展, 但研究成果不甚显著, 最直接的证明便是死亡率无明显下降. 癌症研究进展迟缓, 可以说依然处于
探索时期. 这让越来越多的研究人员开始怀疑, 用经典的生物学或医学思路研究癌症是否存在策略和方法上的缺陷?

近几年世界的科研人员积极从物理、工程、数学、信息联合生物和医学跨领域地对癌症一系列问题进行系统性研

究. 虽然他们遭遇跨领域研究重大疾病问题缺乏理解和支持的尴尬局面, 但最近一系列成功也引起了国际上的关注.
而由于中国癌症发病的特点, 特别是当今肺癌、直肠癌的高发病率和高致死率, 尤其使中国的科学家意识到了肿瘤物
理研究的重要性和必要性. 同时中国的癌症发病带来了数目极为巨大的临床样本, 也使得国际上一流的研究机构和
大学迫切地希望与中国跨学科进行肿瘤研究的研究人员进行系统性的深度合作. 这种在癌症这一重大疾病上国际层
次上的跨学科的协同研究, 已经成为当今国际学术界乃至社会所关注的要点.

本刊组织的 “癌症生物物理”专题, 是从先进物理实验手段、理论模型、物理与生物交叉等领域对近几年内癌症的
内在机理、检测手段以及新型研究方法等方面创新性研究的系统性介绍. 这一专题将讨论现今癌症研究中的关键问
题, 瓶颈以及物理交叉研究所带来的崭新格局；并且希望能够将物理的认识和技术上的创新应用于癌症医学领域, 在
某种程度上帮助病人及其家属, 减轻癌症这一恶疾对他们带来的痛苦.

(客座编辑：中国科学院物理研究所 刘雳宇)

胶原纤维网络和癌细胞的力学微环境

孙波†

(俄勒冈州立大学物理系, 美国俄勒冈州科瓦利斯市 97331)

( 2015年 1月 16日收到; 2015年 2月 14日收到修改稿 )

文章以第一类胶原纤维网络为例, 着重分析了癌细胞三维微环境的多尺度结构及力学特征. 对于细胞与
细胞外介质结合的蛋白集团、单个细胞以及细胞群体, 分别由单个纤维 (或亚纤维)、纤维集束以及纤维网络整
体来决定相应的力学环境. 文章同时也讨论了胶原纤维 (及其类似材料)的局限性.

关键词: 癌细胞, 弹性模量, 胶原蛋白, 微环境
PACS: 82.35.Pq, 87.14.em, 87.19.xj, 87.16.dm DOI: 10.7498/aps.64.058201

1 引 言

癌细胞的微环境是近年来肿瘤研究的热点方

向. 越来越多的证据表明, 肿瘤的形成、发展和扩
散并不是癌细胞独立的行为 [1−4]. 细胞外介质中
的各种可溶性生长因子 [5], 其他细胞分泌释放的物
质 (例如微RNA [6,7]), 以及其他种类的细胞 [8,9]都

起着直接或间接的作用. 而区别于这些生物化学

因素的是细胞外介质的力学特性 [10,11]. 机体力学
特性的变化是肿瘤的常见表征之一. 以乳癌为例,
癌变组织的弹性模量可以达到正常乳房的 10倍以
上 [12]. 这种变化的影响是双向的. 一方面, 癌细胞
力学微环境特性会影响肿瘤的生理学, 增加癌细胞
的运动和生长速率, 甚至于促进癌细胞转变为更加
危险的表型 (phenotype) [13−15]. 另一方面, 肿瘤的
发展通常主动伴随着其力学微环境的改变. 仍以乳

† 通信作者. E-mail: sunb@physics.oregonstate.edu
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癌为例, 与癌细胞密切相关的TGF-β生长因子可
以激活fibroblast细胞分泌过多的胶原纤维, 导致
乳房密度和硬度的增加 [16].

癌细胞与其力学微环境的相互作用来自于

细胞中大量的力敏蛋白 (mechanosensitive pro-
teins) [17−19]. 根据其功能和位置, 我们大致可以
区分三类不同的力敏蛋白. 第一类位于细胞膜与细
胞外基质的交界处, 主要的作用是形成细胞与外界
的附着点并且把力学信号传递到细胞膜的另一侧.
这类蛋白主要包括 integrin, vinculin等 [20−23]. 它
们在细胞的运动过程中不断的形成功能集团, 又同
时不断的分解、回收、重复利用. 值得注意的是基质
金属蛋白酶 (matrix metalloproteinase, MMP) 的
产生同样也和细胞的力学微环境密切相关. MMP
能够分解细胞外介质 (如胶原蛋白纤维). 通常认
为其作用有助于肿瘤的发展 [24−26]. 第二类是细
胞的骨架结构, 它们起到在整个细胞内传递, 承担
受力的作用. 这类蛋白主要包括聚合后形成网络
结构的 actin, microtubule [27−30], 以及辅助这些网
络动态更新的α-actinin, tubulin [29,31,32]等. 在某
些情况下, actin聚合产生的推力可以成为癌细胞
突破细胞外介质的主要动力. 这种运动模式称为
阿米巴 (amoeboid)模式 [33], 它与另一模式即间质
(mesenchymal)模式是癌细胞在机体组织中扩散的
主要方式 [34,35]. 有趣的是, 这两种不同的表型可以
通过调节癌细胞的力学微环境来交换 [36]. 第三类
是细胞中的分子马达, 它们与细胞的骨架结合产生
动态的收缩力. 这种收缩力是癌细胞能够运动, 扩
散的直接动力, 最典型的例子就是myosin [37−39].
Myosin 不仅产生细胞收缩力, 同时也会根据自身
的受力状态而改变其化学活性 [40]. 这三类力敏蛋
白在细胞中通过动态的力学和生物化学机制结合

在一起, 将癌细胞外的力学微环境转换为化学信号
进而影响癌细胞的生理活动. 与此同时, 它们也将
细胞内产生的收缩力传至细胞外介质并由此影响

其他细胞 [41]. 在机体的三维环境中, 由力学传导调
节的癌细胞群体行为是目前肿瘤物理的热点研究

方向之一 [42−44].
许多研究表明, 只有在真正的三维环境中癌细

胞的表现才会接近其真实的生理学特征 (于此相对
的, 大部分培养皿只提供两维的表面环境) [45]. 考
虑到直接在动物体内进行定量研究的困难, 胶原
蛋白, 尤其是一类胶原蛋白 (Type I collagen)自组
装形成的网络结构是目前最广泛应用的非活体细

胞外基质的模型 [46]. 胶原蛋白是哺乳动物结缔组

织的主要成分, 大约占到人体的脱水质量的四分之
一 [47]. 许多种类的癌细胞在其生长周期及扩散的
过程中都需要与细胞外介质中的胶原蛋白网络相

互作用. 正因如此, 在过去的十年间胶原蛋白网络
成功的被应用于癌症研究, 特别是研究癌细胞在三
维环境中的表现 [48,49]. 下面我们从物理学的角度
介绍一下胶原纤维网络所提供的力学微环境.

2 胶原纤维网络的多尺度自组装结构

胶原纤维网络是一种复杂的多尺度自组装结

构 [50,51]. 在合适的温度 (一般在 4◦C 到 40 ◦C 之
间)和酸碱浓度 (PH = 7.4)下, 溶于水的单分子胶
原蛋白可以线型连接成为单链. 三条相同的单链进
而互相缠绕组成三螺旋结构的纤维单元 (tropocol-
lagen). 如图 1所示: 这些纤维单元的长度一般在
300 nm左右, 直径在1.5 nm左右; 纤维单元继而横
向组合为直径6 nm左右的微纤维,以及直径25 nm
左右的压纤维; 这两种次级结构可以横向或纵向
组合成为直径达到几百纳米, 长度超过一微米的胶
原蛋白纤维; 胶原纤维最终互相缠绕而成为网络
结构.

6 nm collagen fibril

collagen fiber

subfiber

collagen network

microfibril

25 nm

1 nm

1.2-1.5 nm

tropocollagen

3
0
0
 n

m

图 1 胶原纤维网络的多尺度结构

胶原纤维网络是一种多孔洞的材料 [52,53]. 在
常用的胶原浓度下 (例如2 mg/mL), 99%以上的质
量来自于填充孔洞的水分子.

这使得胶原纤维网络在保持三维固态骨架的

同时拥有非常好的渗透性已及透光性, 因而非常适
合于细胞的培养和观察. 与此同时, 这样的成分也
另导致胶原蛋白网络具有很低的硬度. 一般通过流
变仪测得的杨氏模量在几十到几百帕斯卡之间 [46].

研究胶原纤维网络的多尺度结构需要结合各

种成像手段. 对于微纤维及更小的结构, 扫描电子
显微镜几乎是惟一的选择 [54]. 对于亚纤维、单个胶
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原纤维以及局部的胶原纤维网络, 原子力显微镜可
以清晰的重现对应的结构信息 [55]. 但是这两种成
像方法对于样品的制备有特殊的要求, 并且只能够
得到样品表面的结构特征. 与此对应的, 通过激光
共聚焦显微镜 [56,57]或者双光子显微镜 [58,59], 可以
分辨单个胶原纤维以及大量胶原纤维的交联. 这两
种成像方法尽管丢失了亚微米尺度的信息, 却可以
精确描绘胶原纤维网络的三维原始结构, 以下我们
就以激光共聚焦显微技术为例, 定量分析一下胶原
纤维网络的结构特征.

通过自组装形成的胶原纤维网络结构很多变,
而温度和溶液离子含量的影响尤其重要. 例如在
同样的离子浓度下, 室温中形成的网络具有很大
的空间不均匀性. 若干胶原纤维会集中在一起形
成扇形的集束, 而在这些集束之间是大小不一的孔
洞. 于此形成对比, 当温度升至37◦左右, 更加的短
而细的胶原纤维自组装成为均匀和致密的网络 [60].
我们通过激光共聚焦显微技术还原胶原纤维网络

的三维结构, 并且对其进行了定量的图像分析 (见
图 2 ). 尽管出于成像技术的局限以及理论分析的
简便, 我们只考虑了胶原纤维网络的二维截面. 但
是整个材料在统计意义上的各向同性保证了我们

得到的结论是完整的.

(a) (b)

100 mm 20 mm

图 2 胶原纤维网络中的纤维集束造成的结构不均匀性.
(a)胶原纤维网络的激光共聚焦成像二维截面, 其中白色
方框区域在 (b)中被进一步放大. 黄色箭头指向在胶原纤
维网络中混入的少量塑料微粒

为了从共聚焦图像中得到胶原纤维网络的定

量结构信息, 我们可以计算密度两点关联函数.

g(r) =
1

⟨δI2(ρ)⟩
⟨δI(ρ)δI(ρ+ r)⟩ρ,|r|=r,

其中 δI(ρ) = I(ρ) − ⟨I(ρ)⟩, I(ρ)表示在点ρ处的

图像 (8位灰度)亮度. 当 g(r) = 1时, 表示距离为 r

的两点胶原纤维密度完全正相关. 当 g(r) = 0时,
则表示这两点的密度分布统计上完全无关.

从图 3可见, 密度两点关联函数可以很好地区
分不同温度下形成的网络结构. 温度更高时, 相应

的关联函数下降得越快, 说明胶原纤维网络在更短
的距离内趋近于随机分布. 密度两点关联函数可
以近似为 g(r) = a1 e−l1r + a1 e−l1r, 其中 l1, l2分
别决定于纤维的直径以及纤维集束的大小. 可见
图 3 (c)和图 3 (d)网络的定性结构是一致的.

16 C

120 mm

60

16 C

36 C

(a) (b)

(c) (d)

20

图 3 胶原纤维网络结构随温度的变化可以通过密度关联

函数 g(r)来描述. (a)在给定浓度 (2 mg/mL), 不同温度
下形成胶原纤维网络的. 按照蓝, 绿, 红的数据颜色顺序,
圆圈, 三角, 正方, 菱形图标分别表示 16, 19, 21, 23◦C,
24, 25, 26, 27◦C; 28, 29, 33, 36 ◦C. 插图为 g(r)随着成

像深度的变化. (b)—(d) 对 g(r)进行双指数拟合的结果

由于纤维集束中的单个纤维具有相近的指向,
我们推测在低温下形成的胶原纤维网络具有更高

的指向序参数. 另外注意到胶原纤维不分头尾, 所
以我们可以借用液晶体学的概念, 定义二维向列场
s(r) = ⟨ e2iθ(r)⟩, 其中 θ(r)代表着通过位置r的纤

维取向. 如果有多个纤维相交于r, ⟨ e2iθ(r)⟩ 取它
们的平均值. 为了从激光共聚焦成像中定量分析序
参量场s(r), 我们发展了一套类似于视网膜成像的
图像处理的方法. 首先我们把原始图像分成大小为
2.5 µm × 2.5 µm的网格 (每一个网格包含 8 × 8像

素点). 对每一个网格, 我们把它和一系列的参考
图像对比. 每一个参考图像都仅包含一条直线. 在
以参考图像中心为原点的坐标上, 这条直线可以表
示为x sin θ − y cos θ = b. 不同的参考图像Db,θ对

应着不同的直线位置 (b) 和取向 (θ). 我们定义参
考图像Db,θ中任一像素点的取值为 e−d2/σ2 , 其中
d表示该像素与直线x sin θ − y cos θ = b 的距离, σ
表示直线的宽度. 对应于我们的成像系统, σ取值
为0.5.
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0.2

(c)

0.1

20 35

temperature/ºC

<s>

(a1)

(a2)

(b1)

(b2)

16 C

100 mm 100 mm

33 C

图 4 胶原纤维网络结构随温度的变化可以通过向列序参量来描述. (a1)在 16 ◦C下形成的胶原纤维网络中的某一激光共
聚焦成像截面. (a2):对应 (a1)的向列序参量场 s(r). 其中颜色使用HSV编码. H通道正比于 s(r)的复角度, V 通道正
比于 s(r)的绝对值 (b1-b2) 与 (a1-a2) 类似, 但胶原纤维在 33 ◦C下形成. (c)整体向列序参量 ⟨s⟩随温度的变化

定义了由 [b, θ]决定的参考图像后, 我们可以
计算每一个网格对应的序参量值如下：

R(b, θ) =
Db,θ ∗ T
I ∗ T

, s =
∑
b,ϑ

R(b, θ) e2iθ,

其中, T 表示任一网格对应的 8 × 8图像, I是一个
全为一的8× 8矩阵, ∗表示对两个矩阵相应元素相
乘后求和. 我们看到这个定义实际上是对可能的线
元素加权求和.

通过这样的方式, 我们可以得到粗粒化的序参
量场s(r) (分辨率为2.5 µm),并且计算整个胶原蛋
白网络的平均序参量 ⟨s⟩. 从图 4可见, ⟨s⟩随着温
度的升高而减小, 这说明在温度升高时, 胶原纤维
的趋向更加随机. 和密度关联函数一起, 我们可以
认识到温度对于胶原纤维网络的结构具有直接的

影响. 而从热力学角度来看, 可以认为这是熵和能
量竞争的结果. 胶原纤维的密度和取向越随机, 则
整个网络的熵越大. 而与此同时更长更集中的纤维
从会降低化学势能. 因此胶原蛋白网络的形成也可
以用经典的成核理论来描述. 实际上, 我们通过对
比实验结果和Monte-Carlo模拟可以更加清晰的验
证这一点. 有兴趣的读者可以参考文献 [60]. 同时
我们注意到胶原纤维网络的自组装实际上代表了

很大一类生物高分子网络的形成. 这其中包括细
胞内介质 (如 actin, microtubule)和细胞外介质 (如
fibronectin), 都可以用如上的方法来量化其结构.
很多研究表明, 这些生物高分子网络的结构可以直
接影响细胞的生理表现 [61−63].

3 胶原蛋白网络的多尺度力学特性

胶原蛋白网络的多尺度结构特性决定了它的

力学特性也是随着尺度变化的. 在远大于网络孔洞

的尺度上 (约为 1—10 µm), 胶原蛋白网络可以近
似视为均匀弹性固体. 通过流变仪 (或微流变技术)
测量胶原蛋白网络的流变特性可以发现这种材料

有着非线性的力学特性 [57,64]. 随着形变增加, 胶原
蛋白网络的整体弹性模量也会增加. 这一现象在定
性上可以从单个胶原纤维的弹性特点来理解. 胶原
纤维的伸缩弹性模量远大于弯曲弹性 (如果近似每
一根胶原纤维为一个弹性杆, 当杆长远大于直径时
同样的力可以造成的弯曲变形要远大于伸缩变形).
在整体形变很小时, 纤维的弯曲起着主要的作用.
随着整体形变的增加, 越来越多的纤维被拉伸, 导
致所需的力也越大, 而对应的弹性模量也会增加.
这一定性图像可以从通过模拟模型精确的验证 [65].

许多近期的肿瘤生物学研究都注意到细胞外

基质的力学模量会直接影响癌细胞的分裂、转移和

扩散. 巧合的是, 单个细胞的大小与胶原蛋白网络
的孔洞是在同一数量级的. 这意味着癌细胞所感受
到的力学环境与流变仪测量到的整体材料特性可

能并不相同. 为了验证这一点, 我们在胶原纤维网
络中混入直径为 3 µm的玻璃小球, 并且通过全息
光镊 [66]施加的光场力来分析在此微小尺度上胶原

纤维网络的力学微环境. 我们发现在细胞尺度上,
胶原纤维网络的微力学特征在以下几方面与材料

的整体弹性行为形成巨大反差.
1) 角度偏移. 如图 5所示, 当光镊的中心位于

玻璃微粒初始位置+x̂ 方向1.5 µm处时, 玻璃微粒
的位移偏移+x̂方向 θr 角 (偏轴角). 换言之, 当玻
璃微粒受力时, 它的位移会产生和受力方向垂直的
分量.

2) 微力学的各向异性. 如图 5所示, 当同样的
光场势能施于不同的方向时, 玻璃微粒的位移并不
相同. 甚至于光镊在+x̂和−x̂方向时产生的微粒
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位移也不是镜面对称的.
3) 微力学随空间分布不均匀. 当对同一样品

的其他玻璃微粒进行如图 5的测量, 每一微粒的表
现都有不同, 并且呈现出明显的空间不均匀性. 如
果对所有的偏轴角做统计会发现它们的分布较高

斯分布有更大的频率出现极端值 (大于45◦).

Y
 D

is
p
la

c
e
m

e
n
t/
µ
m

X Displacement/µm

0

0

0.1 0.2

θr

0.3-0.1

-0.1

0.2

-0.2

0.3

-0.3
-0.2

0.1

图 5 利用全息光镊以及玻璃微粒的受力位移分析胶原

纤维网络的微观力学. 以玻璃微粒的初始位置为原点, 光
镊分别置于距原点 1.5 µm的+x̂, −x̂, +ŷ, −ŷ 四个方向,
并且以 1 Hz的频率开关激光光路. 同时, 玻璃微粒的全息
投影 (以 60 Hz记录)被用于分析其精确的位移. 图中不
同颜色的点用于区分光镊所在的方向

上面列举的例子说明在单个细胞尺度下, 胶原
纤维网络的力学特性与线型或非线性弹性介值理

论相悖. 因此我们必须放弃连续介质的假设转而从
非连续的网络结构入手. 这方面的理论和数值模拟
是一个活跃的研究方向. 有兴趣的读者可以参考近
期的综述如文献 [67].

当我们进一步放大视野, 单个胶原纤维的力学
行为又有不同. 由于胶原纤维的直径可以有很大
的自由度, 通常更加可靠的是测量胶原亚纤维的模
量. 相对于整体材料的流变测量, 这方面的实验还
处在初始阶段. 目前较为成熟的方法是利用原子
力显微镜测量单个悬浮纤维的力学模量. 在这个
尺度上可以发现即使单个纤维也具有空间不均匀

的结构 (D-period)和硬度, 并且有类似玻璃的非弹
性行为 [68,69]. 研究单个亚纤维在不同条件下 (诸如
温度, 离子浓度)的力学特性, 是我们理解癌细胞力
学微环境的重要一环. 有兴趣的读者可以参考文
献 [51,70—72].

4 结论及展望

我们在本文中以广泛应用与癌症研究的胶原

蛋白网络为例探讨了癌细胞的力学微环境. 由于
胶原蛋白网络的多尺度自组装特性, 它所提供的力

学环境也是与测量尺度紧密相关的. 对应于纳米、
微米、毫米级别, 我们观察到的是单个纤维 (或亚纤
维)、纤维集束以及纤维网络整体的力学表征. 用细
胞来衡量, 它们又分别对应着细胞细胞外介质结合
的蛋白集团、单个细胞以及细胞群体. 如何理解跨
尺度的细胞力学及其微环境, 是肿瘤物理学急需填
补的空白.

最后我们同样也要注意到胶原纤维蛋白网络

仍然有着很大的局限性. 首先, 在机体中的胶原纤
维通常会形成非常致密的网络, 其密度远大于我们
在实验室中合成的胶状固体. 实际上, 本文中提到
的胶原纤维网络中, 质量的 95%以上是水分子, 这
与真实的结缔组织有很大的区别. 第二, 体外合成
的胶原纤维网络缺少纤维之间的化学交联, 这一
区别有可能影响胶原纤维网络的硬度, 以及癌细
胞与细胞外间质的具体相互作用, 特别是胶原水解
酶MMP的活性. 第三, 尽管胶原蛋白是机体中细
胞外间质的主要成分, 其他的成分, 诸如纤粘蛋白
(fibronectin), 也是癌细胞力学微环境中的一员. 事
实上, 胶原蛋白和纤粘蛋白分别与细胞外不同的受
体结合, 从而激活各自对应的下游信号传递. 因此,
胶原蛋白网络无法完全模拟真实机体中的复杂性.
当然, 作为以定量研究为目的的肿瘤物理学来说,
简化细胞微环境通常是必要的. 最后, 胶原蛋白需
要从动物身体上提取并提纯, 这就意味着不可避免
地掺杂其他物质以及难以控制的每只动物之间的

区别. 所以使用体外合成胶原纤维网络的实验实际
上是不可能精确重复的. 面对这些问题, 用人工合
成的细胞外介质取代动物提取材料是近年来生物

工程的一大热点. 例如通过蛋白质编程在肽链中嵌
入合适的序列, 可以可控的激活不同种类的细胞外
蛋白集团 (例如 integrin), 同时调节肽链交联的强
度以形成固态的网络结构. 关于这方面的详细介绍
超出本文范围, 有兴趣的读者可以参考相关综述,
例如文献 [73—75].
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专题: 癌症生物物理

三维微纳米制造技术在癌症生物物理

研究中的应用∗

鲁金蕾 王晓晨 容晓晖 刘雳宇†

(中国科学院物理研究所, 软物质重点实验室, 北京 100190)

( 2014年 11月 18日收到; 2014年 12月 16日收到修改稿 )

癌症致命的主要原因是癌细胞在临床上的转移性. 癌细胞的侵袭和转移是一个非常复杂的三维过程, 但
现有的癌症研究在活体上有诸多观测和操作上的困难. 而体外实验又通常在培养皿中进行, 其二维的生长环
境已完全不能满足对癌细胞空间转移性的深入研究, 故在活体外构建出癌细胞侵袭和转移的三维物理模型具
有十分重要的意义. 然而如何在体外尽可能真实地模拟体内癌细胞的生长微环境一直是困扰科学家的难题.
本文系统介绍了三维微纳米制造的几种主流技术, 探讨了它们在癌症生物物理研究中的应用和发展. 在此基
础上为了在未来实现对体外三维模型的制造、观测和精确操作, 文章还创新性地提出了一种结合紫外线固化
生物型水凝胶的三维成型技术、光片三维成像技术以及微纳米探针控制技术的一体化研究平台. 这些先进的
技术和理念, 势必会逐步升级现有传统的癌症研究手段, 为未来理解和治疗癌症揭开全新的篇章.

关键词: 三维微纳米制造技术, 3D生物打印, 体内微环境, 生物物理
PACS: 87.19.xj, 87.80.–y, 87.85.J–, 87.18.Gh DOI: 10.7498/aps.64.058705

1 引 言

癌症已逐渐成为 21世纪对人类健康最具威胁
的疾病 [1]. 相比于其他疾病癌症的致死率很高, 其
致命的主要原因是癌细胞具有很强的转移性. 调查
显示, 90%的癌症患者死亡都是源于癌细胞的侵袭
和转移. 侵袭是指肿瘤发展到一定程度后, 癌细胞
脱离原来的肿瘤位置, 入侵和破坏周围细胞外间质
组织 (extracellular matrix, ECM)的过程. 转移是
指它们穿破血管壁或淋巴壁, 随血液或淋巴液迁移
到身体其他部位继续繁殖, 破坏更多的人体器官和
组织, 最终造成病人死亡的过程. 由于癌细胞转移
的部位异常随机和分散并且牵涉血管、淋巴管以及

多个组织, 故手术、化疗或药物等方法都很难达到
良好的治疗效果, 因此癌症一旦转移就很难治愈.

癌细胞侵袭是癌症扩散的第一步和标志. 当肿

瘤完整还没有发生侵袭时是可以通过手术成功切

除且基本不会威胁生命的. 但是受当今医疗资源的
限制, 加上人们对自身健康的不重视, 癌症通常都
是在癌细胞脱离肿瘤发生侵袭后才被发现. 而此时
由于细胞侵袭组织的多向性及广泛性, 手术治疗已
基本不可能, 病人只能接受药物、放疗等治疗方法,
进入向死亡接近的道路. 可以说, 侵袭是癌症从不
致命转向致命的分界线. 那么研究侵袭中癌细胞侵
袭的路径、模式、速度、细胞变化 (及癌细胞)与侵袭
环境关联等规律在发生侵袭后的癌症临床治疗中

就显得尤为重要.
纯生物和医学的领域通常关注的是癌细胞的

内部调控 (包括基因的变异, 蛋白分子机理的调控,
染色体变化)对细胞的影响, 或者是癌症在临床上
的表现和治疗. 而癌细胞的侵袭是生物层面上典型
的集体行为, 侵袭的路径、模式、速度、细胞变化及
其与侵袭环境的关联是大于癌细胞尺度的研究, 是

∗ 国家重点基础研究发展计划 (批准号: 2013CB837200)和国家自然科学基金 (批准号: 11474345)资助的课题.
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生物和医学研究所不涉及的领域. 所以应用物理的
手段研究癌细胞在侵袭过程中的动态行为, 以及其
在微环境的刺激 (如药物, 生长因子)下自身侵袭模
式的变化非常有必要. 另外, 癌细胞的变异具有很
强的个体性差异, 只有建立模型去统计和定量地认
识、研究癌细胞的特性才可以得到具备一定普适性

的结论.
在传统的癌症研究中研究人员通常只能用小

白鼠做实验, 肿瘤及癌症的发展状况需要通过活体
切片才能了解. 这不仅费时费力, 最重要的是切片
为静态结果, 并不能反推得到细胞侵袭过程中各
种模式的成因和发展. 另外广泛使用于传统意义
癌细胞研究中的培养皿, 始终存在不能模拟人体
内癌细胞生长的三维环境的缺陷. 肿瘤的产生、癌
细胞的转移以及细胞外间质组织中成纤维细胞的

繁殖都是在三维空间中发生的, 研究已经证实细
胞在二维和三维空间中, 在生物行为和细胞形态
上通常存在巨大的差异 [2]. 根据上述讨论, 要研究
肿瘤细胞的侵袭行为最好可以通过在体外建立物

理模型, 模拟人体内癌细胞侵袭的微环境 [3], 在微
米尺度对细胞群侵袭的方式、形态和空间位置进

行连续观测, 定量研究细胞集体行为和侵袭机理.
并且最好可以对微环境进行实时监测和控制, 研
究环境改变对于侵袭的影响 [4]. 这项重任可以由
三维微纳米制造技术结合三维生物成像来担当和

实现.
三维制造技术是一种以数字模型文件为基础,

运用可粘合材料在三维空间上将模型实体化的技

术, 过去其常被用于模具制造、工业设计等生产加
工阶段, 后来随着技术的成熟可以被用来直接制造
成品. 而三维打印技术 (又称 3D打印)作为三维制
造技术的一种, 是采用分层加工、叠加成型的方式
逐层增加材料来生成三维实体的方法 [5−7], 现正被
广泛用于各个领域. 生物物理学家们通过优化三维
制造技术或 3D打印技术在体外初步建立起可以模
拟体内微环境的三维微纳米结构, 研究了细胞群的
生长方式 [8]、相互作用以及迁移特点 [4]并取得了阶

段性成果. 优化后的这些技术更适合用于生物医
学领域, 帮助人们在体外建立三维微纳米结构模拟
体内微环境, 在微米尺度对细胞群的侵袭方式、侵
袭机理进行研究, 同时也为深入了解癌症的致命机
理, 开辟癌症治疗的新思路打下基础.

2 三维微纳米制造技术

以下介绍几种现阶段广泛用于生物物理领域

的三维微纳米制造技术, 并举例说明其制造出的三
维微纳米结构在研究微流体、细胞的转移、细胞间

相互作用以及细胞 -环境间相互作用中的应用, 并
在此基础上分析其在癌症生物物理研究中的应用

前景.

2.1 PDMS 模塑法

首先, 最简单直接的也是人们最早想出来的
方法是利用模具来加工三维结构. 较早期, 研究人
员使用刻蚀了的玻璃和硅片作为模具, 然后经过
倒模形成简单的三维结构用于微流体芯片的制作

和微流体系统的研究. 微流体系统是指特征尺寸
在 10到 100 µm之间可控制液体或气体流动的装
置, 多数用于化学分析、生物医学等研究领域. 经
过 20多年的研究和发展, 微流体芯片的加工工艺
已经发展得较为成熟. 现在实验室中常用到的加
工材料是聚二甲基硅氧烷 (polydimethylsiloxane,
PDMS). PDMS原本是一种黏稠透明状液体, 在
与适量助凝剂混合之后便可凝固成形, 这些性质
使得PDMS 具有加工快、成本低、易封装等特点,
除此之外它还具有良好的透气性和生物兼容性.
近些年随着 3D打印技术的发展更可以将模具直
接打印出来, 进一步简化了PDMS芯片的制作工
序. 图 1介绍了Germán Comina等人 (2013年)使
用商业化 3D打印机在 20 min之内打印出精度大
约为50 µm的模板, 经PDMS倒模制成液体混合芯
片, 用以研究不同结构的混合通道对液体的混合
效果 [9]. 该技术所使用的 3D模板平均每个仅 0.48
美元, 并且可以重复使用, 制作出的微流体管道
也能够充分保留原有的设计细节. 因此, Germán
Comina等人的研究为快速加工更为复杂的PDMS
芯片或结构提供了一种很好的思路.

另外, 由于PDMS具有良好的生物兼容性, 微
流体芯片又具有与细胞大小 (10 µm量级)相近的
特征尺寸 (10 µm到 100 µm), 这就使得PDMS芯
片非常适合用于细胞生物学研究领域. 在这方
面已经有研究人员利用PDMS在体外构建出特殊
的三维微结构用于癌细胞在这些结构中的运动

及生长特性的研究. 图 2显示Kuo等人使用三维
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PDMS芯片研究人乳腺癌细胞 (MCF-7) 在特定
趋化因子分布下的三维转移特性 [10]. 首先他们
在芯片底部的胶原蛋白中成功实现细胞生长因

子 (epidermal growth factor, EGF, 能促进细胞的
增殖分化)浓度的线性分布, 随后将细胞团置入
到带有纳米小孔阵列的薄膜上层使其处于EGF

浓度梯度下, 连续观察 6天的结果表明在三维结
构中MCF-7在细胞EGF浓度梯度的作用下表现
出一种明显的定向迁徙的特点. 基于该三维转移
芯片可以在光学显微镜下很方便地研究不同种

肿瘤细胞在不同细胞趋化因子的作用下的迁徙

特点.

(a)

25 mm

(b) (c) (d)

图 1 (a) 用于制作混合通道的模板的 3D打印效果图; (b), (c), (d) 分别是模板设计图的细节、用于打印时模板位
图的细节和打印出的模板细节
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图 2 (a) PDMS芯片结构示意图和PDMS芯片实物图. 绿色的 “井”是细胞的出入口, 蓝色的 “井”被用来产生
EGF梯度; (b) 人乳腺癌细胞MCF-7的细胞团在EGF的浓度梯度 (20 ng/(ml·mm))作用下沿着梯度方向扩散,
白色曲线内是细胞群所在位置

虽然现阶段研究人员已经在所建立的微结构

中研究并记录了肿瘤细胞不同于在二维结构中的

迁徙行为, 然而上述研究中使用的传统微结构加工
技术所制作出的三维微结构多是由准三维结构 (具
有三维特征的二维结构)组合而成, 尚不能做到体
内组织真实三维结构的重现. 本文笔者所在的研
究组在这个方面做了尝试, 结合现有的快速精准
的 3-D打印技术和成熟的模塑法, 基于一个真实病
例在体外重构出一个具有真实血管三维微结构的

PDMS芯片. 研究组首先使用计算机三维辅助设
计软件 (computer aided design, CAD)在血管造影

图的基础上重建出血管的三维结构 (如图 3 (a)), 之
后使用 3D打印机 (美国 3D Systems公司的Projet
HD3500喷墨式 3D打印机)将血管的模型打印出来
(如图 3 (b)), 模型的材料选择的是一种特殊的蜡质
(VisiJet M3 Hi-Cast). 将蜡基模型浸入PDMS中
抽除气泡并固定, 放置于室温待PDMS固化, 接着
使用正己烷溶液经多次超声溶解去除蜡基模型, 最
后将其洗净干燥获得具有真实三维结构的PDMS
芯片. (如图 3 (c)).

研究组使用的HD3500为当今世界上最高精
度 3D打印机之一, 其精度可达 16 µm. 图 4 (b)是

058705-3

http://wulixb.iphy.ac.cn
http://wulixb.iphy.ac.cn


物 理 学 报 Acta Phys. Sin. Vol. 64, No. 5 (2015) 058705

PDMS芯片的通道内表面的扫描电镜照片, 从图中
已经可以看到真实还原的血管的三维形貌, 但是管
道内壁较为粗糙. 虽然打印机的加工精度为16 µm,
但是脱模之后得到的粗糙度却大约为 50 µm, 对于
细胞 (10 µm量级)来说这个精度还不够高. 综上所
述, 研究组目前已经能够制作具有真实体内结构
的PDMS芯片, 用来研究毫米尺度的肿瘤细胞在血
流带动下的分流特点. 但是由于受制作工艺的限
制, 芯片结构精度还不够高而且管道为不可侵入的
PDMS 材质, 故还不能满足未来细胞尺度的特异性
研究需求, 如不同肿瘤细胞粘附血管内皮的能力和
微观机理、肿瘤细胞在血流中贴附血管内壁之后穿

过血管向组织内部继续侵袭的特点等. 所以该工艺
还有望从结构加工精度和结构材质两个方面重点

加以改进.

(a) (b)

(c)

PDMS

5 mm 5mm

10mm

Φ3.0  mm

Φ4.0mm

Φ2.0 mm

Φ2.2 mm

stent

图 3 (a) 计算机辅助设计软件重建出的真实病例的血管
三维模型; (b) 使用 3D打印机打印出的三维蜡基血管模
型; (c) 使用 (b)中所示的蜡基血管模型脱模制作成的具
有真实三维结构的PDMS芯片

500 mm

(a) (b)

图 4 (a) 3D Systems 公司的Projet HD3500 型号喷墨
3D打印机; (b) 扫描电子显微镜 (SEM)拍摄的PDMS芯
片管道内表面, 该粗糙内表面为加工精度 (16 µm)和脱模
工艺所造成

2.2 飞秒双光子三维激光直写技术

相较于传统的PDMS模塑法, 飞秒双光子三
维激光直写技术在加工精度方面就有了很明显的

优势. 飞秒双光子三维激光直写技术的核心是双光
子聚合的化学反应. 光引发剂吸收双光子 (或与光
敏剂配合吸收光子)引发聚合物单体链式聚合反应,
实现三维微纳米结构制造. 具体来说就是固定装置
物镜焦点不变通过控制样品台的移动精确地控制

位移, 光敏材料被激光照射到的点吸收光子 (双光
子的吸收遵循非线性光学理论, 即吸收率正比于光
强的平方)发生聚合反应逐点固化, 进而在三维空
间上实现聚合形成三维结构, 从而精确控制材料的
三维加工. 也正是这种逐点加工的特点使飞秒双
光子激光直写技术拥有更高的打印精度 (二维特征
尺度可达到 100 nm, 三维特征尺度也可以小于 150
nm), 为制造出更精细更具仿生性的细胞微环境结
构提供了可能.

2.2.1 光刻胶生物支架

目前最常用的光敏材料为光刻胶, 它的主要成
分是光敏化剂、光引发剂、有机溶剂和溶解抑制剂.
现阶段在生物物理研究中被广泛使用的光刻胶包

括: SU-8, Ormocomp等.

(a)

(b)

photoresist

immersion oil

substrate

substrate

immersion oil

photoresist

50 mm

5 mm (d)

(c)

图 5 (a) 传统三维激光直写技术原理图; (b) 浸入式激光
直写技术原理图; (c) 利用侵入式三维激光直写技术加工
出的具有六重轴的三维微结构; (d)为 (c)结构最顶层结
构的放大图

Tiemo Bückmann等人就利用光刻胶作原材
料, 用浸入式三维激光直写技术制造出了可调节泊
松比、具有各向异性的蝴蝶结状功能性原件 [11], 如
图 5 , 该元件形状特别同时精度较高有望在骨组织
研究领域或生物体外细胞培养中得到应用. 制造所
使用的浸入式三维激光直写技术实际上是在传统

三维激光直写技术的基础上做了改进, 通过将光刻
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胶置于物镜与玻璃衬底之间, 有效降低传统技术中
与深度有关的光学畸变, 从而实现在保留结构亚微
米级特征尺寸的同时, 还能将总体结构的打印高度
提升至毫米级. 这一微结构在高度尺寸上的突破也
有望用于满足研究癌细胞的细胞群或整体组织的

移动、侵袭及细胞间交互作用时的需求.
当三维激光直写技术实现了高精度三维结构

制造这第一步, 科学家们就开始寄希望于在设计制
作的特定结构中培养细胞, 来实现体外的细胞行为
观察及病理学、药理学研究, 同时也希望能够通过
控制微结构运动, 推进药物目标传递、体内标记、
活体组织检查、细胞控制、短距离放射治疗等方向

的发展 [12]. 因此Franziska Klein等人就使用生物

兼容性光刻胶Ormocomp作为材料, 用飞秒双光子
激光直写技术制造出三维结构来测量细胞的作用

力 [13]. 如图 6所示, 该结构中的柱体高度为15 µm,
连接横梁直径为0.6 µm, 这也再次证明了激光直写
技术具有非常高的加工精度. 该研究组通过在结构
上添加一层纤维连接蛋白来使心肌细胞附着在生

物支架上, 并记录心肌组织收缩使横梁产生的位移
量, 测量支架的弹性系数, 最后计算出心肌细胞收
缩力. 由此可见, 飞秒双光子激光直写技术实现的
精细结构的设计制造, 有助于检验细胞生长、运动
相关理论, 了解相关物理参量, 同时也为研究癌细
胞侵袭过程中细胞间相互作用打下基础.

30 mm

(b) (c)(a)

(d) (e)

10 mm

图 6 (a), (b) 飞秒双光子三维激光直写技术的加工原理图及三维生物支架的模型图; (c) 三维支架的 SEM照片;
(d), (e)支架共聚焦显微照片的三维重构, 鸡心肌细胞附着在由生物兼容性光刻胶Ormocomp制造的支架上, 连接
横梁的直径为 0.6 µm(侧视图 (d)俯视图 (e))

(a)

a) Glass wafer d) Baking

b) SU-8 coating/baking e) Development

f) Ni, Ti depositionc) Laser exposure

(b) (e)

(f)

(d)(c)

40 mm

40 mm

50 mm 10 mm

图 7 (a) 磁控微型机器人的制备过程; (b) 不同种类型微型机器人的 SEM照片, 分别为圆柱体和六面体; (c) 附着
细胞的六面体微型机器人的 SEM图; (d) SEM 局部细节图可清晰显示丝状伪足; (e), (f) 共聚焦显微镜下附着荧光
染色细胞的圆柱体微型机器人, 六面体微型机器人
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基于上述结果, Sangwon Kim等人同样使用这
种方法制造出了可以磁驱动的微型机器人 [14], 以
实现三维细胞培养和定向运输 (如图 7所示). 该研
究组利用光刻胶SU-8作为材料, 通过调试扫描速
率、激光能量、薄层间距离等参数值, 应用三维激光
直写技术制造了具有六面体和圆柱体多孔结构的

两种微型机器人. 更重要的意义在于, 该研究用蒸
镀的方式在微型机器人结构表面沉积上一层镍以

实现磁控制, 沉积一层钛以提升生物兼容性, 一举
实现了微结构的磁驱动和人胚肾细胞 (HEK293)在
其上的培养. 证明了机器人使用的材料不仅对细胞
没有毒性, 而且还能够实现细胞的黏着、增殖与迁
移. 此项研究的成果日后很有希望用于微结构中癌
细胞的培养、多细胞群体在血管中的定点控制和药

物传递.

2.2.2 胶原蛋白、明胶生物支架

上述的两个研究都是采用在光刻胶制造的结

构上附着一层生物兼容性材料 (如纤维连接蛋白、
金属钛等)的方法来提升三维结构表面的生物兼容
性. 但是这种方法使制造工艺变得繁琐, 且将研究
范围局限在三维结构表面, 无法研究癌细胞侵入三
维结构内部的过程. 而胶原蛋白以及明胶类材料不
但本身具有优良的生物兼容性, 其良好的表面活性
也利于细胞吸附, 有研究者把细胞、细菌等直接和
胶原蛋白、明胶混合, 采用模塑法或双光子聚合法

将混合后的液态材料制成三维微结构.
这里所说的模塑法是先利用PDMS等制作模

板, 再将胶原蛋白注入模板中成型、组装, 并利用化
学方法和物理方法使胶原蛋白发生交联反应, 进而
形成三维结构. 图 8为Ying Zhang 等人在胶原蛋
白生物芯片中, 通过观察分析内表皮细胞的生长、
内表皮细胞与血管周细胞的相互作用以及内表皮

细胞与血液成分的相互作用, 研究血管再生术和血
栓症 [15]. 而在癌症生物物理研究中, 癌细胞的侵袭
和转移也需要探究其进入血管血液中和从血液中

重新粘附血管进入组织的过程. 相信该模型会为癌
细胞在血管中移动或黏附、细胞－环境交互作用对

侵袭的行为影响、药物对癌细胞的行为影响等众多

方面研究提供新的思路.
Connell等人将光敏分子混入明胶、牛血清蛋

白等中成功配制出能有效提升细胞存活率的优良

生物兼容性光刻胶, 如图 9所示, 并将不同细菌混
合在光刻胶中制备出虽然具有物理间隔, 兼备化学
交互作用的结构, 在体外研究了不同种细菌群落的
相互作用 [16]. 可见, 相比上文提到的利用模塑法制
造成的胶原蛋白矩形血管网络, 飞秒双光子激光直
写技术加工的三维高精度复杂血管构造和其他组

织, 显然在结构的仿生性上向前迈进了一大步, 对
升级现有微流体芯片制造技术, 开拓崭新的癌症生
物物理研究方向非常重要.

(a) (b)i ii

100 mm 100 mm

ii

i

图 8 (a) (i)共聚焦显微镜下的内皮细胞微流体通道, (ii)虚线框部位的放大图 (红色为血小板内皮细胞黏附分子,
蓝色为细胞核); (b) 内皮细胞交合处的透射电子显微镜照片 (i)点接触 (ii)部分重叠

(a)

10 mm 10 mm

(b)

10 mm

图 9 (a) 三维复合结构模具的截面图 (上图)以及明场下具有低密度金黄色葡萄球菌的复合结构 (下图); (b) 荧光共聚焦显
微镜下的复合结构截面图, 可显示金黄色葡萄球菌 (蓝色部分)与绿脓杆菌 (绿色部分)完全阻隔
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(a)

20 mm

(b)

图 10 仿血管微结构 (a) 计算机辅助设计出的癌细胞转移模型支架; (b) SEM照片显示出由飞秒激光三
维直写系统加工出的由生物兼容性光刻胶构成的三维模型具备很高的精度 (研究组工作)

自 2013年初, 笔者所在研究组开始使用飞秒
双光子三维激光直写系统设计和制备可用于细胞

研究的三维微纳米生物兼容性结构. 研究组通过
用CAD设计出可直接被激光直写系统识别的三维
微纳米结构, 在活体外建立肿瘤细胞的三维转移
模型, 并研究细胞转移机理. 图 10 (a)是肿瘤细胞
发生多点转移的示意图, 肿瘤细胞脱离原发位置
通过血管流向不同的远端组织并进行转移. 通过
CAD的方法可以构建图示的三维结构, 其中衍架
结构 (包括一处原始肿瘤位置, 三处细胞转移位置)
用于支撑和固定细胞外基质, 而其余中间空心管
道用于模拟血管, 连接原始肿瘤位置及转移位置.
图 10 (b)的SEM照片显示的是通过激光直写系统
加工出的转移模型图像, 再一次证明了飞秒双光子
三维激光直写系统具备较高加工精度, 能够用于制
造非常精细的三维结构, 满足癌细胞三维体外研究
精度的需求. 进一步的工作正在进行当中.

上述研究表明与模塑法相比利用光为媒介的

飞秒激光三维直写技术可以将打印精度大大提高,
并且可以选择多种高分子材料及生物兼容性材料

作为加工基底. 但从上述多个研究中也可以看出使
用这种制造技术制造的三维结构尺寸多局限在毫

米级以内, 而单个细胞尺寸就达到 10 µm, 如果用
此方法大量建造研究癌细胞所需的三维生物结构,
那么所需要的时间将以天数计算, 而且还会对激光
器造成极大的损耗.

2.3 紫外线照射固化水凝胶成型技术

为了能在确保打印精度的同时提高打印速度,
科学家们用紫外光 (ultra violet, UV)照射固化水
凝胶 (hydrogel)的方法进了行新的尝试. 水凝胶是
一种高含水量的亲水或双亲性聚合物材料, 其具有
与人体软组织相似的力学性质且具有很好的生物

兼容性, 因此被广泛用于组织工程中. 传统的水凝
胶固化方法是利用高分子键间的化学作用或者物

理作用使分子交联成网络, 这个过程很难人为地精
确调控, 因此也无法实现对水凝胶固化所形成的结
构进行设计. 有一种改进的方案是用化学修饰的方
法在水凝胶中透明质酸 (hyaluronic acid, HA)的高
分子侧链上引入甲基丙烯酸基团, 得到可以在紫外
光照射下产生交联的水凝胶, 即被紫外光照射到的
部分会固化成型, 而没有被紫外光照射到的部分依
然呈液态, 这样通过控制曝光就可以实现对材料外
部和内部结构的精确调控.

基于以上基础所设计的紫外光照射固化水凝

胶的 3D打印平台原理如图 11 , UV光源 1⃝ 通过冷

光镜过滤、透镜聚焦后均匀照射到数字微镜芯片

(digital micro mirror device, DMD) 3⃝上. 由计算
机控制的DMD接收CAD三维结构断层切片图像
数据, 偏转芯片上面的几百万个微反射镜阵列将
UV图像点阵反射到曝光平台 [8], 精密投影镜头 4⃝
把UV图像点阵聚焦在焦平面上, 使焦平面上的水
凝胶单体薄层曝光固化 [5−7]. 电动平台 5⃝的位移
通过计算机编程控制 [3,8,17].

其中DMD芯片 3⃝作为平台的核心部件, 可以
精准地控制材料成型确保打印平台的打印精度, 其
主要原因是DMD芯片能将计算机输入的CAD图
像数据转化成高分辨率、大尺度、动态的数字掩

模. 以德州仪器公司的DLP 9500 DMD芯片为例,
它上面载有 1920×1080个 10.8 µm ×10.8 µm大小
的铝镜微阵列, 每个微镜都可通过寻址对应 0/1开
关通断独立控制偏转±12◦的倾斜角, 使其对应的
像素点光束朝向或偏离光路, 而开关速率可高达
23 kHz, 这样其产生的高分辨率动态掩模图形就可
以确保打印过程中较好的打印精度 (∼1—10 µm).
另外整个过程中水凝胶薄层的厚度是通过石英玻
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璃片和平台表面之间注入的水凝胶单体的体积来

控制. 一般每 10 s左右就可以完成一个薄层的曝
光, 然后由计算机控制的电动平台自动下移一段距
离, 注入新的单体, 在已经固化的结构上面继续曝
光上一层. 这样通过多层叠加就可以快速重构出完
整的任意三维复杂水凝胶结构, 相较于飞秒双光子
三维激光直写技术逐点固化成型的加工方式, 该技
术大大缩短了复杂三维微纳米结构的加工时间, 实
现了省时省力的目标. 根据研究需要将细胞种植到
3D打印的水凝胶支架上, 可以进行必要的细胞生
物物理体外研究.

在实际研究应用中科学家们一般还会在透明

质酸分子骨架引入细胞黏附肽、肝素等生物分子或

是改性透明质酸的参数来调节水凝胶材料的性质,
分析不同情况下细胞的存活率和黏附性能, 调控细
胞在水凝胶 3D支架上的生长行为 [7,18], 以得到最
优化的 3D打印的材料, 实现最大限度模拟体内微

环境的目的 [3].

① UV light

② Image flow from 

    computer

Layer-by-layer 

polymerizaiton

SubstrateSpacer

③
DMD chip

④ Projection

optics

⑤ Stage Biomaterials

图 11 紫外光照射固化水凝胶的 3D打印平台的示意图,
1⃝紫外光源, 2⃝计算机控制部分, 3⃝数字微反射镜器件
DMD, 4⃝投影光学系统, 5⃝电动移动平台; 计算机协调控
制 3⃝数字微镜阵列, 持续注射水凝胶, 5⃝电动移动平台下
移, 一层一层叠加打印出整个 3D结构

100 mm 100 mm 100 mm

100 mm200 mm1 mm

(a) (b) (c)

(f)(e)(d)

图 12 (a) 多种三维微结构组成的结构芯片的扫描电镜照片, 结构的材料是 100%的聚乙二醇二丙烯酸酯
(PEGDA); (b) 半球式结构的电镜照片; (c) 共聚焦显微镜下结构俯视图, 显示出HUVEC在含有 15%GelMA的
结构上培养四天后的生长梯度; (d) 更高放大倍率的俯视图, 显示出半球结构上HUVEC的多细胞组织; (e) 半球式
结构底部的圆周沿Z方向的截面图, 黄色箭头所指的是细胞群在支架上表现出的索状形态; (f) 半球式结构底部沿
Z方向的截面图, 显示出在半球结构间隙细胞群表现出的形态

Zhang等人就利用这种UV照射固化水凝胶的
技术设计打印出一系列特定的三维微纳米结构 [8].
图 12 (a)是一种半球式结构的扫描电镜照片, 可以
看出其结构非常规则且表面十分光滑. 证明了这
种打印技术加工精度较高而且比较适合用于加工

较软的生物材料, 因此可以用作加工复杂的细胞外
间质结构. 之后他们又在这种半球式结构 (材料含

有 15%的甲基丙烯酸明胶GelMA)上种植脐静脉
内皮细胞 (HUVEC), 培养 4天后用共聚焦显微镜
观察, 如图 12 (a)—(d)可以看出在接近结构底部平
面上 (类似于二维培养皿)的细胞群和半球球面上
的细胞群表现出不同的形态特征, 细胞仿佛能识
别这种几何架构. 日后的研究或许可以通过设计
三维支架, 也就是给细胞不同的几何线索, 来操纵
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HUVEC细胞群组成不同的组织形态. 这种细胞与
环境交互作用的研究也为探究癌细胞侵袭过程中

与环境交互作用的机理提供了很好的思路.
除此之外, Huang等人也利用这种技术打印出

如图 13的蜂窝状结构 [18]. 通过设计三种不同的
结构宽度, 种入具有转移性的宫颈癌细胞 (Hala)
或没有转移性的胚胎间充质干细胞 (10T1/2), 研
究两种细胞在不同宽度的三维结构中的生长情况

和移动速率. 其研究数据显示三维结构的宽度对
Hala有影响, 随结构宽度的增加Hala的体积减小
迁移速率也减小, 但是 10T1/2的生长和移动却没
有明显地受到结构宽度的影响. 这个结论也解释了
10T1/2迁移过程中对几何线索相对不敏感的特性.
也就是说癌变细胞对几何线索比非癌变细胞更敏

感, 这种差异的背后机制很可能是潜在的癌症治疗
策略.

100 mm 100 mm 100 mm

(a) (b) (c)

图 13 光学显微镜下Hala细胞在宽度不同的三维结构 (材料为PEGDA)中的图像 (a) 25 µm宽的结构;
(b) 45 µm的结构; (c) 120 µm的结构

(a)

(b) (c) (d)
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图 14 (a) 用DMD-PP方法打印出 3D条状层叠结构 (材料是PEGDA)俯视图, 几乎是光学透明的, 三维层叠结构
共五层, 高度为 0.5 mm, 每一层厚度为 0.1 mm; (b) 扫描隧道显微镜下的结构俯视图; (c), (d) HMLE和HMLET
在三维立体条状层叠结构上迁移的 SEM图; (e), (f)实验数据直方图

在UV数字投影 (DMD-PP)固化水凝胶的核
心技术的支持下, Pranav Soman 等人得到如
图 14的条状层叠结构, 用来研究细胞在不同软硬
程度 (弹性系数不同)的三维结构上的迁移表现 [4].
大多数实体瘤或是体内结构都表现出柔软和弹性,
癌细胞在面对软硬不同的三维微环境所表现出来

的侵袭特性也很有可能是不同的. 因此他们用分
别用含 19%和 95%的PEGDA材料打印出软硬程
度不同的两类三维支架, 其中较硬三维支架的压
缩模量 (∼5.5 MPa)约是较软支架 (∼ 0.9 MPa)的

6倍左右. 人正常乳腺癌细胞 (HMLE)与转移性乳
腺癌细胞 (HMLET)被种植在这些结构上, 经过相
同的时间观察其生长特性如图 14 (c), (d)他们的实
验数据证实了在面对较软的结构时转移性癌细胞

和非转移性癌细胞的迁移表现出比较明显的差异

性, 而在面对较硬的结构时这种差异则不明显. 如
图 14 (e), (f)这样的实验结果肯定了我们在体外还
原体内复杂微环境的必要性, 也就是说用传统坚硬
的结构来研究癌细胞的迁移行为是存在缺陷的. 所
以进一步的研究就需要探究能高度还原癌细胞生
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长微环境材料的参数.
Linetal则用这种技术做出如下一种实心结构

和一种多孔的结构. 脂肪干细胞被封装在结构内
部, 结构的主要材料是聚乙二醇 (polyethylene gly-
col, PEG)和锂苯基 -2, 4, 6-三甲基苯甲酰基膦酸
酯, 培养几天后用力学测试与模拟MTS (mechan-
ical testing & simulation)实验分析不同孔隙率结
构中的细胞活性 [19], 如图 15 (b). 可以看出, 24 h
以内两种结构中的细胞活性基本相同, 但在第三天
和第七天两种结构上的细胞活性表现出明显差异

(第三天p < 0.01(∗∗), 第七天 p < 0.05(∗)), 细胞在
带有孔隙的三维结构中比在实心的三维结构中有

更高的生物活性. 带有孔隙的结构能提供给细胞生
存代谢更多的氧气, 他们的工作再一次证明了细胞

在面对结构特性不同的三维结构时所做出的反应

是不同的.
由此可见, 紫外光照射固化水凝胶的方法已经

能打印出一系列的体外三维微结构用于细胞生物

物理的研究, 并且取得了一些阶段性成果. 这种方
法相较于模塑法和激光直写技术具有两个明显的

优点: 一是它的材料本身有着良好的生物兼容性,
无论是在力学性能或是化学通透性方面都能够较

好的模拟体内环境, 更适合还原细胞生长的外在条
件; 二是它可以在实现较高精度 (∼1—10 µm)的同
时在短的时间内打印出一些较大的器件, 所以用这
种方法来建造研究癌细胞相关性质和侵袭机理所

需尺度的三维生物结构比较合适.

0

0.5

1.5

1.0

2.0

(b)(a)

Day 0 Day 3 Day7

图 15 (a) DMD-PP方法打印出的实心结构 (Solid)和多孔 (Prous-1)的结构; (b)分别在实体结构和多孔结构中
用MTS实验检测细胞活性, 根据统计学显著性检验方法得到的 p值

3 三维微生态仿真系统的展望

虽然癌细胞生物物理研究已经取得了很多突

破性进展, 发现侵袭同细胞与细胞间相互作用, 细
胞收缩性以及细胞与基底的粘附等因素密切相关,
并且对癌细胞侵袭的方式有了较完整的总结. 但
是如何真实地模拟癌细胞体内生长环境进一步研

究癌细胞侵袭背后的机理仍然是一个难题. 为了
解决这个难题, 国内外研究人员结合当今最前沿的
3D打印、3D微加工的技术和理念, 利用PDMS模
塑法、胶原蛋白/明胶成形、三维激光直写、紫外照
射固化水凝胶等方法已经构建了各具特点的三维

微结构. 然而由于细胞及组织器官的复杂性, 以及
其对加工精度和加工尺度的特殊要求, 现今的三维
微纳米制造技术虽然进行了一系列的尝试在某些

方面进行改进但仍不能完全实现对细胞微环境的

真实重现, 而且对于建立的三维微环境的全面观测
和对其的精确操作依然是空白.

所以根据多年研究经验和深刻思考, 笔者研

究组计划建立一套创新性的三维微生态仿真系统

(3D micro-ecology simulation system, 3D MESS系
统). 该系统将以发展紫外光照射固化水凝胶打印
平台为核心, 集成光片成像系统 (light sheet imag-
ing), 三轴微纳米吸管 (micro/nano pipette), 活细
胞培养装置等一系列自主创新模块, 目的在于利
用 3D打印的理念加工出具有微米级别精度的复杂
三维微结构, 在此基础上实现对细胞分布的精确
控制. 该技术将打破当前生物医学研究的技术瓶
颈, 为现今生物医学实验手段和系统带来革命性
的改变.

图 16所示的是 3D MESS系统的所使用的四
个主要技术: 生物兼容性紫外固化水凝胶的制备
及注入、数字微反射镜投射式 3D打印、光片照明
成像、三轴微纳米吸管控制、可实时监控式活细胞

培养.
配制适用于 3D MESS系统使用的紫外固化水

凝胶是最基础也是最关键的技术之一, 如果 3D打
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印所使用的高分子材料当中有有毒性的游离单体

或者降解物, 将会影响到细胞生存率甚至细胞的生
长特性, 这将使细胞体外生长的研究无从开展. 同
时传统用于 3D打印的高分子材料, 无法模拟体内
微环境的力学性能和化学通透性. 研究组将自行合

成在紫外光源下能够精确成形、透明且具有良好生

物兼容性的水凝胶. 并使用微机械泵编程控制的光
敏水凝胶单体注入系统将这种高透明、高生物兼容

水凝胶材料注入, 使其经UV固化后形成设计的三
维微结构.

(3)

(4) 

(2) 

(5) 

(1) 

3D
UV

α X

Y

Z

2

图 16 活细胞生物结构 3D紫外打印成像实验系统的简略结构图及组成部分

多方位光片照明成像系统的原理是激光经过

片层光学元件变成小于 10 µm的薄片状光束照射
样品, 至少同时从左右两个方向照射样品 (减少样
品内部结构本身的吸收或散射造成样品内部的照

射不均匀性). 探测光路与照射薄层平面互相垂直,
得到断层截面的图像, 通过Z方向扫描, 重构出三
维图像. 该光片成像系统可以对厚度达毫米级别的
样品成像, 能大大扩大研究范围, 最后实现高速、大
视野、高景深的整体组织3D成像.

架设在微操纵三轴定位装置上的微纳米吸管

可以实现纳米管径针头的精确定位, 结合数控微
泵可以在三维微结构中指定位置精确放置特定数

目的细胞, 甚至还可以寻找芯片中特定的细胞并
且将其样本吸出做分子分析 (图 17即为一个正在
往侧面穿透三维水凝胶结构并吸取细胞内含物做

活检的纳米吸管). 由于微纳米针尖可选管径仅为
40 nm到 1 µm左右, 所以在插入芯片水凝胶结构
时仅造成微洞, 在水凝胶表面张力的作用下, 该微
洞会在微纳米探针拔出后迅速愈合, 不会造成显著
的微结构改变. 因此微纳米吸管技术可以随时插入
芯片的指定位置, 对细胞操作后再取出而不对系统
造成任何影响, 实现微生态系统的并行运行和抽样

分析的随时进行. 而现有的技术仅将活细胞和胶原
蛋白或者水凝胶混合一起, 注入结构较为简单的三
维结构中培养以观察其生物特性, 并不能做到细胞
初始生长位置的精确定位. 活细胞培养装置可实现
活细胞在显微镜载物台上的培养, 从而可以在显微
镜底下实时观察细胞生长状态.

(a) (b)

图 17 (a) 三轴纳米吸管插入 3D MESS打印出的三维
水凝胶微结构内部 (概念图); (b) 放大图显示微米吸管可
以穿透芯片水凝胶结构, 对当中细胞进行精确排布及其
他操作

3D MESS系统的建立将促进新型生物兼容性
材料的研制, 新型3D生物材料打印平台的建立, 通
过光学成像技术对三维结构及其中的活体细胞等

进行观测和研究, 还会促进使用三轴微纳米吸管装
置对实验目标和结构进行紧密调控的原创技术的
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开发. 3D MESS将为在三维微结构中的肿瘤转移
模型及分子研究带来新的局面, 在将来, 生物学家
和医学工作者可以利用该系统任意设计和打印 3D
细胞培养结构, 模拟体内环境进行相关实验, 实现
打印、培养、实验、观测、记录分析的操作一体化.

CCD

图 18 3D MESS系统效果图

4 结 论

虽然癌细胞生物物理在体外三维微纳米结构

中的研究才刚刚起步, 但是已经展露出了巨大的研
究价值和应用潜力. 本文系统回顾了现有在生物
领域广泛应用的多种三维微纳米结构加工技术, 如
PDMS模塑、胶原蛋白/明胶成形、三维激光直写、
紫外照射固化水凝胶等. 在此基础上, 介绍了笔者
所在研究组设计的 3D MESS系统, 该系统不仅能
加工出三维微纳米结构, 同时还有望实现打印、培
养、实验、观测、记录分析的一体化. 希望该系统的
成功搭建能帮助科学家们更深入地研究癌细胞的

转移机制理解癌症的致命机理, 最终为探索新的癌

症治疗手段做出贡献.
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Abstract
The major reason why cancer kills is its metastatic potentials. Metastasis is an extremely complex three-dimensional

(3D) process. Currently, routine in vivo cancer research still experiences bottlenecks in observation and manipulation,
while in vitro research mainly stays in petri-dish levels that limit cell environment with two-dimensional confinements.
Therefore, it is in urgent needs to construct 3D in vitro models to deepen the studies in cancer invasion and metastasis.
However “how to carry out” is a big question that harasses scientists for decades. In this report, we will systematically
discuss several popular technologies for 3D microfabrication and their applications in bio and cancer research. Besides,
we will demonstrate our efforts to construct an all-in-one 3D micro ecology simulation system (3D MESS) which highly
integrates a UV bio-compatible hydrogel printer, a light-sheet imaging system, and a nano pipette operation system.
This novel system will create a brand-new method to fabricate, observe and controls the 3D structures and the cells
inside. We believe that these advanced technology and ambitions will definitely update the current cancer research
methods and bring promising hopes for future deeper understandings and more efficient treatment of cancer.

Keywords: three-dimensional micro/nano fabrication, cancer, cancer biophysics, in vivo microenviron-
ment
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专题: 癌症生物物理

微环境促进的侵袭性肿瘤生长的元胞自动机模拟

梁龙1) 焦阳1)2)†

1)(亚利桑那州立大学物理系, 坦佩 85287, 美国)

2)(亚利桑那州立大学材料工程与科学系, 坦佩 85287, 美国)

( 2014年 12月 1日收到; 2015年 1月 20日收到修改稿 )

肿瘤的侵袭和转移行为, 常常是导致病人的死亡的原因. 而人们对这些由复杂的肿瘤 -宿主以及肿瘤细胞
与细胞之间相互作用而产生的群体性行为知之甚少. 对这一过程了解的加深, 需要多学科间的合作. 在本篇
文章中, 作者将简要回顾肿瘤物理领域的一种新手段, 即近年来由作者参与的通过元胞自动机 (CA)模型来研
究微环境促进的实体瘤侵袭性生长的研究, 该模型整合了一系列微观的肿瘤宿主相互作用, 包含了肿瘤细胞
对细胞外基质的降解, 肿瘤细胞趋向养分的迁移, 肿瘤生长导致的局部组织压力累积以及该压力对局部的肿
瘤 -宿主界面稳定性的影响, 并且, 肿瘤生长时细胞间的粘连也被明确地考虑进来. 该元胞自动机模型能成功
地重现出一系列的标志性的肿瘤侵袭行为, 这有力地表明出该模型的有效性和预测能力. 这一模型, 如果能
与临床数据结合, 理论上能够拓展从医学数据中得到的现有结论, 帮助设计新的实验, 检验假说, 并且在实验
难以检测到的情形下, 预测肿瘤的行为, 协助癌症的早期诊断和预后, 并针对不同病人, 提出最优的个体化医
疗方案.

关键词: 异质微环境, 肿瘤侵袭, 元胞自动机模拟, 涌现行为
PACS: 87.15.A–, 87.16.A–, 05.10.–a DOI: 10.7498/aps.64.058706

1 引 言

癌症生物学中的一个重大问题是肿瘤宿主和

肿瘤细胞间的相互作用, 以及这些相互作用如何导
致肿瘤的各种涌现行为的产生, 如侵袭和扩散 [1],
即肿瘤细胞脱离瘤体, 入侵到周边组织中. 当这
些侵袭性细胞进入循环系统, 在其他器官安营扎
寨, 这时, 继发性肿瘤就发生了. 这些侵袭性细胞
难以用手术摘除, 并常常在手术摘除原发性肿瘤后
的化疗时获得耐药性. 正是这种侵袭和扩散的行
为, 使肿瘤常常危及患者的生命. 因而, 研究者们
在探索恶性肿瘤细胞侵袭性生长 [2−9], 以及相应的
治疗方案 [10]上下了大功夫. 一个广为接受的机理
是, 肿瘤的侵袭行为包含了多个步骤: 同型细胞分
离, 细胞外基质 (extracellular matrix, ECM)的酶
分解, 整合素介导的异型细胞间粘连, 和主动导向

性的以及随机的游走 [4,11]. 侵袭性肿瘤的一个突出
的结构特性是, 从母瘤伸出的, 由一串肿瘤细胞组
成的树突状的侵袭枝 (见图 1 (a)).

来自宿主的微环境, 能够显著改变肿瘤的
形态和表型演化, 甚至触发更加恶性的侵袭行
为 [2,3,12,13]. 如果肿瘤在狭小封闭的空间里生长
(譬如颅骨内), 实体瘤会压迫周边的微环境, 也同
时会受到来自微环境的压力. 在该种情况下, 有证
据表明, 这种压力, 可以显著地改变肿瘤生长的 “动
力学” [14−27]. 比如, 生长在坚硬微环境中的肿瘤,
会长出带突起的粗糙表面 (见图 1 (b)) [20,26]. 在突
起表面的侵袭性细胞, 由于邻近细胞的数量相比光
滑瘤体表面的细胞少, 细胞 -细胞间粘连较弱. 因
而尽管从瘤体脱离是个包含了细胞间信号转导, 细
胞膜上的粘连结构的重组等步骤的复杂过程, 我们
仍有足够理由假定, 邻近细胞数量较少的细胞更容
易从瘤体脱落, 迁移到周边微环境中.

† 通信作者. E-mail: yang.jiao.2@asu.edu
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(a) (b)

图 1 (a)在恶性程度最高的脑部肿瘤 (glioblastoma multiforme, 多形性胶质母细胞瘤, GBM) 样本中观察到的
从瘤体伸出的由肿瘤细胞构成的树突状侵袭枝 (图片引用自文献 [12]); (b) 实体瘤 (原位导管癌)的粗糙表面, 这些
突起可能导致进一步的侵袭行为 (图片由Robert A. Gatenby教授馈赠, 来自文献 [13])

如果联系实验和临床数据, 整合了多种不同
肿瘤生长的理论/计算机癌症模型将为理解癌症
的侵袭和演化提供一种有效的途径 [15,17−19,27]. 肿
瘤系统, 更一般地说, 任何生命系统, 都源于大量
的在不同时空尺度发生的非平衡态过程 [28]. 某
类特定计算机模型常常仅用于模拟特定的空间

(时间) 尺度上发生的过程. 在这里, 我们将常用
的用来模拟细胞水平的模型分成两类: 亚细胞层
面的模拟以及细胞层面的模拟. 亚细胞层面的模
拟常常专注于细胞内的生物物理学过程, 比如肌
动蛋白纤维的多聚化, 以及还需要肌球蛋白参与
的收缩 [29,30], 细胞骨架的动力学变化 [31−33], 质
膜的动态变化 [34], 以及细胞骨架和质膜的动态耦
合 [35−37], 是这些亚细胞层面的动态过程, 导致到
了突起和黏着斑的形成. 相应地, 人们常用分子
动力学 (molecular dynamics) [33,38], 动态蒙特卡罗
(kinetic Monte Carlo) [32] 以及耗散性粒子动力学

方法 (dissipative particle dynamics) [39] 的方法来

模拟上面提到的亚细胞过程. 另一方面, 细胞层面
的方法则专注于个体细胞的增殖 [40], 迁移 [41−43],
细胞 -细胞间信号转导 [44]以及一系列源自细胞间

相互作用以及信号沟通的群体性多细胞行为. 相
关的模拟方法包括了多态Potts模型 (multi-state
Potts model) [45,46], 基点模型 [47], 粒子堆积模型
(particle packing model) [48], 活动粒子模型 (active
particle model) [49,50],元胞自动机模型 (cellular au-
tomat on, CA模型) [27], 以及基于偏微分方程的连
续模型 (continuum model) [2,14,51,52]. 关于这些方
法的回顾, 有兴趣的读者可以参考文献 [17]. 我们
注意到, 尽管已经存在不少关于异质性微环境, 尤
其是基于胶原蛋白的ECM的理论/计算模型, 有
关微环境 [53] 促成的细胞 -细胞间通讯及协同性和
群体性细胞迁移的模拟研究还为数甚少. 关于肿
瘤模拟, 大多数研究者专注的是系统水平的肿瘤
进展, 尤其是关于肿瘤的预后和演变. 尽管研究

者们目前已经提出了有许多关于非侵袭性肿瘤生

长 [14,23,24,51,54−66] 的数学模型, 整合了肿瘤宿主,
肿瘤细胞 -细胞间相互作用, 并且包含了宿主微环
境促进的肿瘤侵袭模型还很少 [2,3,6,51,67−69].

本综述将集中讨论CA模型在侵袭性肿瘤生
长中的应用. CA的概念, 在上世纪 40年代末由
Stanislaw Ulam和 John von Neumann提出, 后来
在 70年代时通过美籍英国数学家 John. H. Con-
way经由他的 “生命游戏 (Game of Life)”得到普
及 [70]. 生命游戏让人们见识到, 一群 “细胞”, 遵
循少量简单的游戏规则, 经过演化, 也能在系统
中产生极其复杂的行为和模式. 这一模型, 后来
被广泛运用到了物理和材料科学中 [71]. 2000年,
Torquato与其合作者开发了第一个能在多尺度下
模拟少数肿瘤细胞在没有无血管生成的情况下增

殖成 1cm大小的多形性胶质母细胞瘤 (简称GBM)
的CA [23]. 这触发了许多用CA模型模拟在不同条
件下实体瘤细胞增殖的研究, 其中有包含了血管的
微环境, 整合了血管生成机制的实体瘤生长 [57], 或
者在空间有限的情形下, 肿瘤增殖造成局部压力累
积的情形 [58,59]. 甚至还有针对具体病例, 用CA模
型模拟来优化治疗策略的案例 [23,54]. 有兴趣的读
者可以参考文献 [27]这篇关于应用CA模型模拟增
殖性肿瘤生长的综述.

最近, 我们开发了一个能在 2D [12,13]和 3D [72]

中有效模拟侵袭性肿瘤在异质性的宿主微环境中

生长的CA 模型. 在该模型里我们考虑到了一系
列微观的肿瘤宿主相互作用, 包括恶性肿瘤细胞对
ECM (ECM)的降解,营养物梯度驱动的细胞迁移,
由肿瘤增殖造成微环境形变导致的局部压强增高,
以及增高的压强对肿瘤 -宿主界面稳定性的影响.
我们的CA模型成功地重现了一系列无血管生长的
肿瘤的形态特征, 生长动态以及涌现行为. 特别地,
我们的CA模型还成功地再现了侵袭性肿瘤的一些
重要特性, 包括从瘤体伸出的树突状的侵袭枝 [12]
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和在坚硬环境中, 瘤体表面伸出的指状突起 [12], 以
及观测到的侵袭性细胞迁移机理, 比如沿阻力最小
的路径迁移, 和同型细胞吸引. 该篇综述中, 我们
将回顾关于异质性环境促进的侵袭性肿瘤生长的

最新的元胞自动机模拟技术. 特别是为了处理这类
肿瘤系统而新提出的的CA规则, 以及相关的生物
物理假设.

接下来本文的组织结构如下: 在第 2节中, 我
们会为之前没有接触过CA模型的读者, 先简要回
顾一下通用的CA模型. 在第 3节中, 我们会讨论
该模型用于肿瘤模拟的生物物理理论基础, 并详细
介绍我们使用的CA规则. 在第 4节中, 我们具体
描述用于模拟侵袭性肿瘤生长的CA规则. 在第 5
节和第 6 节中, 我们将分别用CA模型模拟无血管
肿瘤在二维 (2D) 和三维 (3D) 不同微环境中的增
殖和侵袭性生长. 并在第 6节中, 给出一个基于模
拟结果, 有关肿瘤恶性程度的 “相图”. 在第 7节中,
我们会讨论CA模型在癌症诊断, 预后和治疗中的
意义, 并展望的未来的研究方向.

2 CA模型简介

CA模型是一种用于离散数学,物理,材料科学
和生物学的离散模型 [73]. 在一般的阐释中, CA是
一个由细胞 (或元胞)组成的规则网格, 每格有有限
多种状态 (比如, 生物细胞的生存, 死亡; 磁性系统
的自旋方向: 上或下). 规则网格可以是在任何维
度, 可以有任何几何和拓扑结构. 每一个格点与一
个重复单元联系 (通常是正多面体), 叫做自动机元
胞, 简称元胞. 这个元胞是CA模型的结构单元, 与
被模拟的生物的细胞不同 (虽然英文都称 cell). 基
于网格结构, 每一个元胞的所有邻居都是清楚固
定的.

一开始, 每个元胞的初始状态是指定好的. 每
个元胞接下来的状态则由其当前状态, 以及所有邻
居的当前状态, 根据制定的规则决定. 通常, 这一
规则适用于每一个元胞, 并且不随时间改变. 这使
得系统得以从其初始状态, 根据规则逐步演化. 这
一规则通常反映的是元胞之间的物理相互作用, 而
元胞, 则可以是真实的生物细胞, 或材料的物态.

2.1 著名例子: Conway生命游戏

为了更好地理解CA模型的工作机理, 我们先
来考察Conway的生命游戏. 在这个例子中, 我们

在一个没有边界的方格网上进行我们的模拟. 在
这个网络上, 每一个CA元胞可能被一个生物细胞
占据或不被占据. 被占据的CA元胞处在 “活”的状
态, 无细胞占据的CA元胞处在 “死”的状态. “ 活”
的细胞的状态根据 “存活的”邻居的数量一代代变
化, 即

1) 仅有少于 2个存活邻居的细胞将因孤独而
死去;

2) 有超过 3个存活邻居的细胞会因为过于拥
挤而死去;

3) 细胞当且仅当有 2或 3个邻居的时候, 才能
存活到下一代;

4) 死去的细胞, 在刚好有 3个邻居的时候能复
活 (重生) ;

5) 所有的死亡和出生同时发生.

图 2 一种根据文中的CA规则生成的以二代为周期的
重复模式

图 3 一些根据文章中的CA规则生成的处于稳定模式
细胞构型的例子

用前文描述的CA规则, 可以生成许多不同的
进化模式. 比如, 图 2表示了一种以 2代为周期的
周期性模式. 具体来说, 从一行3个细胞开始, 顶上
和底下的细胞会因为孤独死去, 只有中间的细胞能
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活下来. 此外, 在中间细胞左右会有新的细胞重生,
因为这些格点周围有刚好 3个邻居. 所有这些事件
导致的结果是, 第二代是一纵行三个细胞, 紧接着
变成第三代的一横行三个细胞, 并如此循环往复,
永不停歇. 而图 3所示的细胞构型, 因为其种特殊
的邻居分布 (通常十分对称), 而达到静止的模式:
活的细胞会一直处于活着的状态, 死的细胞将永远
死去.

3 CA模型的生物物理机理

在本节中, 我们将总结侵袭性CA模型主要的
生物物理学机理, 以及这样的机理是怎样整合进
CA规则, 并通过CA模拟实现的. 我们考虑的肿瘤
细胞与肿瘤细胞间, 和肿瘤细胞与ECM间的相互
作用包括: 细胞表型的确定; ECM的降解; 局部组
织压力的升高; 瘤体表面的不稳定性以及细胞 -细
胞间的粘连.

3.1 异质性的微环境

我们使用了由小球随机顺序加入 (random se-
quential addition, RSA) 填充而生成的Voronoi分
割来模拟肿瘤细胞和宿主微环境, 见图 4 (b). 不重

(a)

(b)

图 4 二维Voronoi分割极其相关的点阵排布 (a) 由
Voronoi分割将二维平面分隔成我们元胞自动机模型的元胞;
(b) 通过在指定区域内随机添加刚性圆盘构成的点阵分布 [74]

叠的球被挨个儿加入一个事先准备好的 3D空间中
(即一个立方体的模拟盒子), 直到没有空间再容纳
更多球. 接着, 按照哪个点离哪个球心比较近就将
它归入该球心所在的区域中的原则将盒子划分成

多面体. 这样得到的Voronoi多面体就成为了我们
的元胞. 我们的模型中, 每个自动机元胞要么代表
一个肿瘤细胞 (直径约 15—20 µm), 要么代表一块
大小与细胞相近的宿主微环境. 这使得得我们能够
将肿瘤与其周边的微环境同时考虑进来.

肿瘤的异质性宿主微环境由不同的基质细胞

以及ECM构成. ECM则由为组织提供机械支持
(比如胶原蛋白)的和与细胞间粘连及细胞运动相
关 (比如层粘连蛋白和纤维连接蛋白)的蛋白质组
成 [2,75,76]. 在当前的模型中, 我们只明确考虑了
ECM生物大分子的密度, ECM被恶性肿瘤细胞的
降解, 以及ECM 形变导致的对瘤体生长造成的压
迫. 因而, 我们将把宿主微环境统统简称为ECM.
我们将与每个元胞相对应的ECM的密度赋值为
ρECM, 表示元胞中ECM分子的密度. 肿瘤细胞只
能占据ρECM = 0的元胞, 这表示元胞中的ECM可
以被降解, 或者被生长的肿瘤推向一边.

3.2 细胞表型和ECM降解

侵 袭 性CA模 型 中,肿 瘤 细 胞 有 两 种 表
型 [12,13]: 侵袭性的和非侵袭性的. 非侵袭性的
细胞滞留在瘤体 (primary tumor)中, 根据它们的
营养供应, 可以是增殖性的, 静息性的或坏死的.
对于无血管的肿瘤 (本文的关注点), 肿瘤细胞的营
养, 完全依靠从瘤体表面扩散进去的养分. 随着瘤
体长大, 养分供应随着表面积增加, 将逐渐满足不
了随瘤体体积增长而增加细胞数量, 这将导致静
息性细胞和坏死性细胞的出现. 非侵袭性细胞的
状态, 由其到瘤体表面 (即, 养分的来源)的距离决
定. 比方说, 离表面距离达到 δn的静息性细胞将步

入坏死阶段 (细节请见下节). 养分有效扩散距离 δn

的值 (存活肿瘤细胞层的特征性厚度), 取决于瘤体
的大小.

随着增殖性的细胞分裂, 它的子细胞推开或降
解周围的ECM, 并占据ECM 所处的元胞 [77−79].
ECM 的密度越小 (即软ECM 区域), 其所处的元
胞越容易被肿瘤细胞占据, 从而, ECM的异质性通
过局部的机械相互作用 (物理接触)影响肿瘤的生
长. 如果增殖性细胞周围一定距离内的空间被子细
胞完全占据, 没法再容纳新的子细胞, 增殖性细胞
将进入静息状态.
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侵袭性细胞, 作为增殖性细胞的突变的子细
胞 [80], 能获得不同程度的ECM 降解能力 (通过各
种基质降解酶), 并且它们的机动性使得它们能够
离开瘤体, 侵入周边的微环境中 [81], 我们认为, 侵
袭性细胞仅当目标元胞里的ECM被完全降解后
(ρECM = 0)才能迁移至目标元胞. 细胞的每一次
侵袭性移动, 都包含了邻近元胞的ECM降解, 并只
在降解完全后才能迁移至其中. 另外注意到, ECM
的降解实际上是一个动态过程, 而在这里我们将其
作为一个等效效果来考虑. 因为我们的CA模型在
时间上是离散的, 即两个时间点所对应的系统状态
间隔为 24 h (见下文具体说明). 在这 24 h内发生
的动态过程的细节无须在模型中考虑, 而只需要根
据这些过程对系统产生影响的等效效果对系统状

态进行更新即可. 具体来说, 虽然ECM既包含降
解也包含合成, 而经过 24 h以后的等效效果是降
解. 因而本模型中只考虑了等效降解. 营养物的
梯度是侵袭性细胞远离瘤体迁移的驱动力之一 [82],
它们在侵袭中消耗了大多数的营养物. 另外, 我们
假定在迁移途中, 侵袭性细胞不会分裂.

3.3 窄小空间里压力的积聚

在狭小封闭的空间里生长的肿瘤能让周边的

ECM发生形变, 这反过来又导致肿瘤受到来自外
界的压迫 [21,77,78]. 根据文献 [13], 在与ECM相比
肿瘤是刚性的这一假定下, 我们明确地考虑了在
ECM压缩导致的压强对肿瘤生长的影响 [13]. 压缩
的ECM密度增加, 假定这一密度与压强水平成正
比 [13]. 如文献 [13]所述, 肿瘤细胞分裂的可能性由
于压缩导致的ECM密度增加而减少, 即

pdiv ∼ [1− ω∗(ξ − 1)] , (1)

其中ω是ECM的硬度, 与ECM的体积模量成正
比, ξ是ECM的压缩系数, 由以下公式决定:

ξ =
M − χ0

∑n
i ρECM (i) v (i)

V −
∑n

i v (i)

V

M
, (2)

其中, M 和V 分别是ECM的初始质量和体积; n
是被新的肿瘤细胞占据的ECM元胞数量, ρECM(i)

和 v(i)分别是第 i个元胞中的大分子密度和体积.
χ0是增殖细胞降解ECM的能力参数. 换句话说,
方程 (2)意味着原先由ECM大分子占据的空间被
生长的肿瘤占据, 这些大分子并未降解, 而是被挤
进更狭小的空间里, 这会导致ECM的密度 (以及硬
度)增加. 这些剩余的ECM所处的第 j个元胞中的

大分子所的密度由公式

ρECM(j) = ξρ0ECM(j) (3)

给出. 即ECM的密度增加与原密度成正比, 需要
了解更详细的方程 (1), (2), (3)推导的读者请参考
相关文献 [13].

3.4 肿瘤宿主界面的稳定性

当肿瘤在刚性的微环境里生长时, 局部光滑的
肿瘤表面会导致很强的压力积聚, 这对肿瘤十分不
利. 另一方面, 肿瘤表面可以通过伸出的小突起释
放压力 [20], 小突起因而获得生长优势, 得以侵入周
边的ECM. 通过考虑小突起局部的几何性质, 这些
效应得以整合进我们的模型中. 具体说来, 突起顶
端的宽度w被设为元胞的大小, 突起的长度则由

l = |xc − xi| − |xc − x̄| (4)

给出, 其中xc是肿瘤的几何中心, xi是突起顶部元
胞的位置,

x =
∑M

i
xi/M

是突起处周边肿瘤细胞的平均位置, 突起顶部细胞
的生长优势则与 ξl/w成正比这导致了以下细胞分

裂概率的表达式的出现:

pdiv ∼ (1 + ξl/w) , (5)

其中 ξ是由方程 (2)给出的ECM密度, 我们注意到,
l可以是正或者负, 取决于生长尖端的曲率. 另外值
得说明的是, (1)和 (5)式所给出的细胞分裂概率分
别反映了压力积聚以及肿瘤粗糙表面突起对生长

动态的影响. 目前这些公式还没有实验验证.

3.5 细胞 -细胞间粘连

突变的侵袭性细胞要侵入周围的ECM, 首先
得断开和自己周围的非侵袭性细胞的粘连. 如果粘
连过强, 突变的细胞将无法与周边细胞脱离, 它们
只能待在瘤体中, 和非侵袭性细胞一样正常生长代
谢. 为明确考虑细胞 -细胞间粘连, 我们采用了与
Anderson [2] 相似的方法: 每个突变细胞有个固有
的粘连数Ai, 即保持其在瘤体原位需要的邻近细胞
的数量. 换句话说, 如果与该细胞相邻的细胞数量
AN小于Ai, 该突变细胞将能离开瘤体. 如果突变
细胞无法离开瘤体, 则会变为增殖细胞. 注意到在
文献 [2,3]中, 他们使用了另一种细胞迁移的标准.
Ai的值越大, 需要将突变细胞留在原位所需的邻居
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细胞越多, 说明细胞 -细胞间粘连越弱. 同样地, Ai

值越小, 细胞 -细胞间粘连越强. 尽管我们用到的方
法只是一种细胞 -细胞间粘连的的粗浅近似, 正如
文献 [2] 中提到的那样, 但它的确反映了细胞间粘
连的显著特征, 并使得真实的侵袭性肿瘤形态得以
在我们的模型中重现 [2].

4 侵袭性肿瘤生长的元胞自动机规则

我们现在根据前面提到的肿瘤侵袭模型的生

物物理机理来指定模型的CA规则. 在用Voronoi
分割生成了自动机元胞后, 每个生长区域内的元胞
的ECM密度 ρECM被随机赋值成一个介于到 1之
间的随机数, 这个生长区域是在模拟中, 肿瘤能够
生长的空间, 我们认为其外边界是刚性的. 随机
数的使用体现了宿主微环境的异质性. 然后, 我们
将一个或多个自动机元胞指定为增殖的肿瘤细胞.
并把时间单位离散, 一个单位代表一天, 在每一步
(天)中:

1) 检查每一个自动机元胞的类型: 侵袭性, 增
值性, 静息性, 坏死性或ECM. 侵袭性细胞降解并
侵入周边包围在生长的肿瘤外部的ECM. 增值性
细胞是活跃分裂的肿瘤细胞, 静息性细胞是那些
仍活着, 但没有足够营养物来支持生长与分裂的细
胞, 坏死细胞则是死去的癌细胞.

2) 所有坏死肿瘤细胞均为惰性 (即它们的细
胞类型不会变化).

3) 离肿瘤界面一定距离 δn之外的静息细胞会

坏死. ECM和肿瘤的边界, 由包围肿瘤体的ECM
元胞组成, 是瘤体氧气和营养物的来源. 静息到坏
死的临界距离 δn由以下公式计算:

δn = aL
(d−1)/d
t , (6)

其中 a是一个提前设定好的参数 (见表 1 ), d是
欧几里得空间维度, Lt是瘤体的几何中心xc(
xc =

∑N

i
xi

/
N , 其中N是瘤体中细胞的数量

)
,

到我们考虑的离静息细胞最近的瘤体边界细胞之

间的距离.
4) 增殖细胞能在离母细胞距离 δp的地方分裂

产生子细胞, δp由以下公式给出:

δp = bL
(d−1)/d
t ,

其中 b是个营养参数 (见表 1 ), d是空间维度, Lt是

瘤体的几何中心xc 和我们考虑的离增殖细胞最

近的瘤体边界细胞之间的距离. 另外, 综合以上

分析, 我们认为细胞分裂概率 pdiv取决于局部的

ECM密度 [12,13], ECM施加的压力 [见方程 (1)], 以
及肿瘤 -宿主界面的局部几何形态 [见方程 (5)], 即

pdiv = p0 [1− ρECM − ω∗(ξ − 1) + ξl/ω] . (7)

当空间不能在 δp范围内容纳更多子细胞的时候, 增
殖细胞会进入静息状态.

5) 增值细胞分裂中, 有可能产生具有侵袭性
的突变子细胞. 发生这一事件的概率是γ (即突变
率). 而所产生的侵袭性细胞具有ECM降解能力值
χi以及移动能力值µ. 这使得侵袭性细胞能脱离瘤
体, 进入到周边的ECM中. 与突变细胞相关的规
则由下面的 6), 7)小点给出. 如果子细胞是非侵袭
性的, 它们将被指定为新的增殖细胞.

6) 每一个具有侵袭性的突变细胞 i, 会被分配
一个粘连值Ai (见表 1 ). 如果该粘连值大于突变
细胞的非侵袭性相邻细胞 (元胞与该细胞的元胞共
面)的数量, 即Ai > AN , 该突变细胞就会被指定为
侵袭性细胞, 否则, 会被指定为增殖性细胞 (因粘连
过大而无法离开瘤体).

表 1 CA模型中使用的参数和物理量

时间依赖的量

Lt 局部肿瘤半径 (随细胞位置变化)

Lmax 局部肿瘤的最大范围

δp 增殖环的特征性厚度

δn 存活细胞层特征性厚度 (决定坏死细胞的比例)

pdiv 细胞分裂概率 (随细胞位置变化)

ρECM ECM的密度 (随ECM的压缩程度和位置变化)

ξ 当前ECM密度与初始ECM密度的比值

ω∗ 衡量 pdiv随压强增大而减小的参数, 数值为 2ρ0ECM

生长参数

p0 基础细胞分裂概率, 与细胞倍增时间有关 (0.192)

a 基础坏死细胞厚度, 受营养需求控制 (0.58 mm1/2)

b 基础增殖细胞层厚度, 受营养需求控制 (0.30 mm1/2)

l 局部突起的长度

w 局部突起的宽度

χ0 增殖细胞ECM降解能力 (0.15)

侵袭参数

γ 突变率 (决定侵袭性细胞的数量, 值为 0.05)

χ1 侵袭性细胞的ECM降解能力 (0.95)
µ 细胞运动能力, 移动性 (细胞从一个元胞 “跳”

到另一元胞的次数, 2)
Ai 细胞间粘连值 (将细胞维持原位的最少邻近

细胞数量, 2—8)

7) 侵袭性细胞能降解周围的ECM(位于相邻
的元胞中的ECM), 从而在ECM完全降解后该细
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胞能从一个元胞移动到另一个元胞. 一个移动能
力值为µ, ECM降解能力值为χ1的细胞会对周边

元胞中的ECM发动m次尝试性降解, 其中m可以

是 0到µ的任意整数. 每次尝试性降解时, 周围的
ECM密度 ρECM会降低 δρ, 其中 δρ是 0到χ1之间

的随机值. 用随机数来表征ECM降解能力和细胞
移动能力体现了侵袭过程的随机性. 如果有不止一
个相邻的ECM元胞被完全降解 (即ρECM = 0), 侵
袭性细胞将沿着让养分和氧气最大化的方向移动.
在这里, 我们假定迁移细胞不会分裂. 降解的ECM
元胞的空间分布可以展示出肿瘤的侵袭路径.

8) 剩余ECM元胞的密度根据方程 (3)来更新.
图 5展示了CA模型中肿瘤增殖和侵袭的主要

规则. 以上提到的重要参数总结在表 1中. 如果没
有另外说明, 我们将在之后模拟中使用表中的参数
值. 虽然我们在这里考虑的是球形的生长区域, 其
他形状的生长区域也很容易考虑. 在接下来的章节
中, 我们将会给出CA模型在恶性肿瘤的生长和形
态模拟中的应用的各种示例, 并分二维和三维两种
情况分别讨论.

(a) (b)

(c) (d)

图 5 元胞自动机规则展示 (黑色的是坏死细胞, 黄色的
是静息细胞, 红色的是增殖细胞, 绿色的是侵袭细胞, 白色
的是ECM相关的元胞, 蓝色是被降解的ECM元胞) (a)
中, 增殖性细胞 (暗红色) 因离肿瘤边界太远得不到足够
的养分和氧气而变成 (b)中黄色的静息性细胞, 静息性
细胞 (暗黄色)因离肿瘤边界太远, 将在 (b)中成为坏死细
胞; (b), (a)中的深红色的增殖细胞和深黄的静息性细胞
在 (b)中分别变成静息性和坏死细胞; (a) 中的淡红色的
增殖性细胞产生了一个子细胞, 另一个增殖细胞 (淡红色)
将产生一个突变的侵袭性子细胞; (c), (b) 中的淡红色的
增殖性细胞产生了一个侵袭性细胞; (d) 侵袭性细胞降解
了周围的ECM, 迁移到之前ECM占据的元胞中, 留下蓝
色的降解了的ECM

表中总结的是肿瘤生长和侵袭参数的定义, 以
及其他所有模拟所需的量, 括号中的数字表示的
是参数值或者相关参数的取值范围. 这些参数的
选择, 是为了重现医学报道过的GBM的生长动态
数据.

5 CA模型的应用: 二维模拟

在该节中, 我们用CA模型来模拟在二维 (2D)
异质性微环境中无血管生成的实体瘤侵袭性生长.
尽管 2D模型与临床实际相去甚远, 2D的研究仍然
能够揭示许多肿瘤侵袭的机理, 以用来证实我们
CA规则的可靠性和预测能力. 在接下来的 2D模
拟结果的图示中, 我们使用以下着色方案: 红色
代表增殖细胞, 黄色代表静息细胞 (因为缺氧), 黑
色代表坏死细胞, 绿色代表侵袭细胞. 白色代表
ECM元胞, 蓝色代表被降解的ECM元胞, 被降解
的ECM可以显示侵袭性细胞的迁移路径, 灰色的
部分是没有细胞占领的生长区域.

5.1 模型验证

为了验证模型的正确性, 容错性和预测能力,
我们先用其来定量地重现体外GBM的多细胞肿瘤
球状体 (GBM multicellular tumor spheroid, MTS)
的生长过程 [3]. 特别地, 我们认为生长的肿瘤能从
生长区获得氧气和养分. 从生长区域的边界开始,
我们生成一个径向对称 (即旋转对称)的养分/氧
气梯度, 以边界处的浓度最高. 该假设最早在文献
[12]中给出,并根据Anderson等人 (见文献 [2,3])对
真实营养物/氧气浓度随肿瘤生长的变化模拟结果
而简化得到. 当考虑到营养物/氧气真实空间分布
时, Anderson等人发现侵袭枝的空间分布呈现出
某种与营养物/氧气浓度分布对应的各向异性. 在
我们的模型中, 由于营养物/氧气浓度场是径向对
称的, 所以没有出现这样的各向异性.

最初始, 在生长区中央的均匀ECM中引入近
250个增殖性细胞, 并让其开始分裂. 这对应于
直径DDMT = 310 µm的MTS, 与体外实验的设
定相符合 [4]. 以下是我们使用的生长和侵袭参
数: p0 = 0.384, a = 0.58 mm1/2, b = 0.30 mm1/2,
γ = 0.05, χ = 0.55, µ = 3. 其中, p0的值对应于
细胞倍增时间 40 h, 这与报道的实验上的数据符
合 [3]. 我们采用了较小的ECM密度ρECM = 0.15,
来反映实验中使用的软性DMEM培养基.
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图 6 (a)和 (b)分别显示了模拟的MTS和它的
侵袭枝的放大图像. 根据图像显示, 越靠近增殖中
心, 侵袭枝越宽. 特别地, 我们可以看见在这些侵
袭枝中细胞排列成链状 [4] (见图 1 ). 这与实验观察
非常符合. 该结构的出现, 是因为由 “先锋”侵袭细
胞通过降解ECM形成了已有的侵袭路径, 其他细
胞倾向于一个接一个地 (即同型吸引), 沿着已开辟
的侵袭路径迁移.换句话说,侵袭性细胞倾向于沿
着最小阻力的路径迁徙.我们注意到,并没有任何
CA规则规定细胞的这种行为, 这些结果是我们模
拟中涌现出来的新性质.

我们比较了从模拟中算出的侵袭面积与瘤体

面积之比β = AI/AT随时间变化的函数与实验得

到的数据 (见图 6 (c)). 从图中我们可以清晰地看到
模拟的结果和实验符合得很好. 并且, β(t)偏离 t的

线性函数表明瘤体的生长和侵袭枝的延伸存在强

耦合的关系 [4]. 除此之外, 我们还在开始生长 24 h
后, 计算了其他的描述肿瘤侵袭枝的参量, 比如侵
袭枝表面的比表面积 s, 瘤体的球度α以及角度各

向异性标度ψ. 这些值与实验测量符合很好 [12]. 因
而, 我们的结果表明, 在选择合适的参数后, 我们的
CA模型的正确性和可靠性都令人满意.
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图 6 模拟的体外MTS侵袭性生长 (a) 模拟生长 24 h后的MTS, 圆形区域中放大的区域见 (b); (b)为 (a)图中
圆形区域处的放大, 从图上可以看出, 在枝状侵袭分枝里, 侵袭性细胞 (绿色)呈现一个接一个的分布, 这与实验里观
察到的分布情况一致 [4]; (c) 模拟的MTS与实验观察结果的几何参数 β = AI/AT随时间的变化 [3]比较

5.2 在异质性的微环境中模拟的侵袭

性生长

我们已经验证了CA模型的正确性和可靠性,
现在我们来系统性地研究在三种不同的ECM密度
分布 (即均匀分布, 随机分布和类正弦分布)的情形
下, 宿主微环境对侵袭性肿瘤生长的影响. 不同的
ECM密度能更好地代表着肿瘤生长时真实的宿主
微环境 (关于这三种ECM的细节, 请见下文). 与
上节相同, 我们认为肿瘤生长区域边界有血管生
成, 并提供的指向瘤体中心成放射状分布的营养

物/氧气梯度. 我们注意到, 虽然活体内营养物/氧
气的浓度分布比这里考虑的对称梯度更复杂, 有
前人的数值研究表明, 营养物/氧气浓度朝向瘤体
中心逐渐衰减 [2,3]. 考虑到细胞的迁移是沿着营
养物/氧气的梯度方向, 我们简单的梯度近似是合
理的.

在模拟的初期, 我们在生长区的中心, 引入一
个增殖细胞, 并让肿瘤开始生长. 各项生长参数与
表 1所列相同. 侵袭性参数和ECM密度是我们的
控制变量, 将会单独指定. CA模型中的生长参数
值根据医学文献中GBM的数据 [13]选取. 具体地,
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1.0
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1.0

0.5
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(a) (c)

图 7 ECM密度的不同分布 (a)均匀分布; (b)随机分布, 即每个元胞中 ρECM都与其他元胞的 ρECM无关 (独
立); (c)类正弦的ECM密度分布, 由 (3)式定义, 以模拟肿瘤生长遇到的阻碍
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基础分裂率是 p0 = 0.192, 这对应于细胞倍增时间
4天. 由于我们CA模型考虑的是一般情况下的肿
瘤宿主相互作用的情形, 我们认为模型所预测的
生长动力学和涌现出来的行为对其他实体瘤同样

适用.

5.2.1 细胞移动性对肿瘤侵袭的影响

我们先在密度为ρECM = 0.45的均匀ECM内
模拟侵袭性不同的恶性肿瘤的生长. 特别地, 我们
考虑了三种突变率均为γ = 0.05, ECM降解能力
均为χ = 0.9, 但细胞移动性分别为µ = 1, 2, 3的
不同肿瘤. 作为对照, 我们同时考虑了非侵袭性肿
瘤 (µ = 0)在同种微环境 (ρECM = 0.45)中生长的
情况.

(a) µ=0 (b) µ=1

(c) µ=2 (d) µ=3

图 8 肿瘤在 ρECM = 0.45 的ECM里生长的模拟: 第 100
天 (侵袭性生长的突变率 γ = 0.05, ECM降解能力 χ = 0.9)
(a)非侵袭性肿瘤细胞, 即 µ = 0; (b) 细胞运动能力 µ = 1的

侵袭性肿瘤; (c) 细胞运动能力 µ = 2的侵袭性肿瘤; (d) 细胞
运动能力 µ = 3的侵袭性肿瘤 (我们注意到有由侵袭性细胞形
成的同心圆壳状结构促进生长的瘤体 (b)比其他情况下瘤体
大得多. 运动能力强的侵袭性细胞会导致更多枝状侵袭枝的
形成. 另外, 尽管我们考虑的生长区域是球形, 我们的肿瘤生
长模型能够整合任意形状的生长区域)

图 8显示的是在肿瘤生长了 100天后的情形.
侵袭性和非侵袭性肿瘤的瘤体均产生坏死和静息

的区域 (见图 8 (b), (c) 和 (d)). 对于侵袭性的肿瘤
(图 8 (a)), 在细胞的移动性较低 (µ = 1)的情况下
侵袭性的细胞未能形成树突状的侵袭枝, 而是在
增殖环外缘形成了包块, 形成了凹凸不平的侵袭
性同心圆状的壳, 且比表面积较小 (如第 100天时,

s = 1.09). 不过, 这些侵袭性细胞显著增强了瘤体
的生长. 图 8 (b) 中的瘤体大小远大于图 8 (a) (c)
和 (d) 中的肿瘤.

当细胞移动性增大时 (例如, 当µ = 3时), 瘤
体更容易长出细长的侵袭枝. 我们还观察到, 在侵
袭枝内部, 细胞迁徙时一个连着另一个, 成为一串.
这个现象和之前文献 [3]报道的实验观察非常符合.
要注意, 在我们CA规则里, 没有让细胞一个挨一
个的要求. 这种同型吸引完全来自侵袭性细胞之间
和侵袭性细胞与ECM之间的相互作用, 即, 一旦一
个 “ 先锋”侵袭性细胞通过降解ECM, 开拓出一条
侵袭路径, 其他侵袭性细胞只需要沿着这条阻力最
小的侵袭路径迁移. 而且我们可以看到, 细胞移动
性 (肿瘤恶性)越强, 形成的侵袭枝越多 (见图 8 (c)
和 (d)). 这会导致侵袭性肿瘤具有更大的比表面
积, 从而获得更大的生长优势.

5.2.2 ECM的硬度对肿瘤侵袭的影响
在低密度均匀ECM中,具有不同ECM降解能

力的侵袭性肿瘤细胞体系能形成各种各向同性的

瘤体形状和侵袭模式. 然而, 真实情况下, 鲜见有
各向同性的肿瘤. 这与宿主的微环境的软硬程度有
关. 在本小节中, 我们将具体研究这种情况.

(a) (b)

(c) (d)

图 9 肿瘤在 ρECM = 0.85的ECM里生长的模拟 (该组
中, 突变率 γ = 0.05, ECM降解能力 χ = 0.9, 细胞移动
性 µ = 3) (a) 长到第 50天的肿瘤; (b) 长到第 80天的
肿瘤; (c) 长到第 100天的肿瘤; (d) 长到第 120天的肿瘤
(我们注意到尽管ECM是各向同性的, 由于较高的硬度,
瘤体上伸出的侵袭枝生成的突起会导致瘤体的形状成非

各向同性. 另外, 我们注意到侵袭性细胞往往集中在某些
侵袭枝的顶端, 这也是由ECM的硬度导致的. 尽管我们
考虑的生长区域是球形, 我们的肿瘤生长模型能够整合任
意形状的生长区域)
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现在来考虑侵袭性细胞在比之前更硬的ECM
中生长情况, 即 ρECM = 0.85. 侵袭性参数为

γ = 0.05, χ = 0.9, µ = 3. 图 9展示了肿瘤生长
的不同阶段. 从图中我们可以清楚地看到瘤体的
大小和侵袭枝的伸展程度都远远小于长在较软的

ECM 的肿瘤 (见图 8 ). 重要的是, 尽管ECM仍然
是各向同性的, 瘤体却因为侵袭枝的形成, 在增殖
层处长出突起而形成非各向同性的外观. 侵袭性
细胞沿着侵袭枝迁移, 全部或部分地降解了沿途的
ECM, 随后而来的瘤体中增殖细胞更容易占据这
些薄弱区域, 而不必自己去推开较硬的ECM. 我们
再次强调, 细胞的这些行为, 都不是我们强加在CA
规则里, 而完全来自肿瘤和宿主间的相互作用, 以
及侵袭性细胞和非侵袭性细胞之间的生长耦合 [83].

5.2.3 异质性ECM的影响: 随机分布的
ECM密度

真正的肿瘤微环境远不是同质性这么简单. 为
了搞清ECM的异质性怎样影响肿瘤的生长, 我们
首先使用随机分布的ECM密度, 即每个ECM相关
元胞的密度ρECM被赋值为一个 0到 1之间的随机
数 (见图 7 (b)). 我们设定肿瘤的侵袭性参数分别
是γ = 0.05, χ = 0.9, µ = 3. 肿瘤的不同生长阶段
见图 10 . 在肿瘤生长的早期, 我们能看见瘤体表面

(a) (b)

(c) (d)

图 10 肿瘤在密度随机分布ECM里生长的模拟 (突变
率 γ = 0.05, ECM降解能力χ = 0.9, 细胞移动性 µ = 3)
(a)长到第 50天的肿瘤; (b)长到第 80天的肿瘤; (c)长到
第 100天的肿瘤; (d) 长到第 120天的肿瘤 (注意, 在生长
早期, 瘤体和侵袭模式都受到影响 (即, 变得不再各向同
性), 同时注意, 和图 6 (b)不同, 侵袭性细胞全都因为到达
生长区的边界, 而集中在侵袭枝尖端, 尽管这里考虑的是
球形的生长区, 我们的模拟可以集成任意形状的生长区)

开始变得粗糙, 形状有少许各向异性. 这种生长模
式反映了ECM的异质性 (图 10 (a)和 (b)). 随着时
间推移, 由于各向异性ECM的特征长度与细胞的
大小相当, 随着肿瘤越来越大 (图 10 (c)和 (d)), 各
向异性的效果便越来越不显著. 换句话说说, 在大
尺度下, 密度随机分布的ECM仍然可以认为是等
效均匀的. 然而, 尽管瘤体基本保持各向同性的的
形状, 在侵袭模式里, 各向异性 (即, 从瘤体伸出的
侵袭枝向不同方向)仍然存在.

5.2.4 异质性ECM的影响: 类正弦分布的
ECM密度

为了表征大尺度下的ECM异质性, 我们使用
类正弦的EMC密度分布, 即对于每个中心点在
(x1, x2, · · · , xd) 的元胞, 相关的ECM密度由以下
公式给出:

ρECM (x1, x2, · · · , xd)

=
1

2d

[
sin

(
2πx1
L

)
+ 1

] [
sin

(
2πx2
L

)
+ 1

]
· · ·

×
[
sin

(
2πxd
L

)
+ 1

]
, (8)

其中d是空间维度, L是该d维立方体的边长, 2维
的正弦样密度分布见图 7 (c). 红色区域表示ρECM

的值较高, 对应于刚性的ECM, 它们可被视作是肿
瘤生长的等效障碍 (如颅腔中的脑室).

图 11 (a), (b), (c)和 (d)展示了侵袭性肿瘤在
这种ECM里生长了 80天和 120天情况. 两种肿瘤
的侵袭性参数分别为γ = 0.05, µ = 1与χ = 0.9和

γ = 0.05, µ = 3与χ = 0.9. 我们能看到, 在早期阶
段, 两种情况下的瘤体形态和侵袭模式都因ECM
异质性不同而受到显著影响. 尤其是, 瘤体形状呈
现出很高的各向异性, 侵袭枝也明显倾向于向两个
垂直的, 密度较低的方向伸展. 对于细胞运动性较
强的肿瘤, 各向异性随着肿瘤生长而逐渐消失. 而
细胞运动性较差的肿瘤, 其形态和侵袭模式始终保
持着较高的各向异性. 并且我们再次看到, 运动性
较差的侵袭性细胞显著地促进了瘤体的生长. 然
而, 与在均质的ECM中生成瘤体的粗糙的同心圆
壳不同, 侵袭性细胞组成大的侵袭锥, 伸入周围的
ECM中. 这些侵袭锥末端是红色的增殖环形成小
突起, 这导致瘤体有粗糙的表面. 这些复杂的结构
仅在异质性的ECM 中出现, 这突出了了解ECM
的物理异质性在肿瘤研究中的重要作用.
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(a) µ=1 (b) µ=1

(c) µ=3 (d) µ=3

图 11 在类正弦密度分布的ECM里模拟不同运动能力的肿
瘤细胞的生长 (µ = 1, 3, γ = 0.05, ECM降解能力 χ = 0.9)
(a) µ = 1时, 细胞在第 80天的生长情况; (b) µ = 1时, 细胞
在第 120天的生长情况; (c) µ = 3时, 细胞在第 80天的生长
情况; (d) µ = 3的时, 细胞在第 120天的生长情况 (注意到瘤
体和侵袭模式都被ECM的异质性所影响, 即在生长初期, 瘤
体各向同性十分低. 侵袭枝明显偏好两个ECM密度较低的方
向. 另外, 请注意尽管我们这儿只考虑了球状的生长区, 我们
的模型可以模拟任何形状的生长区)

6 CA模型的应用: 三维模拟

在本节中, 我们使用CA模型系统地研究在三
维空间中, 微环境对恶性肿瘤侵袭行为的促进性作
用. 这相比于二维模型, 计算量显著增大 [13,14]. 特
别地, 在我们的Dell工作站 (Precision T3600) 上,
模拟 2D肿瘤从几个细胞增殖至肉眼可见的∼ 104

个细胞, 仅需几分钟, 而在 3D模型中, 生长至同等
大小的肿瘤 (∼ 106)却需要几个小时. 如果我们对
肿瘤生长的微环境有足够的了解, 3D模型能让我
们更精确的重现瘤体和侵袭枝形态, 这对于肿瘤的
诊断, 预后和治疗, 都有重要的意义.

为了正确地抓住肿瘤侵袭的显著特征, 比如产
生的树枝状侵袭枝, 生长区至少需要 1000000个自
动机元胞 (该数目远大于二维的情况), 这相当于一
个1 mm3的组织. 最初, 中心一小部分元胞被指定
为增殖性细胞, 而后, 我们让这原初肿瘤根据制定
CA规则生长并迁移. 瘤体的统计信息 (如, 体积,
半径, 不同种类的细胞数量) 和形态信息 (即, 肿瘤
细胞的几何中心, 以及降解掉的ECM元胞) 每Tc

天收集一次.
为体现肿瘤生长微环境的异质性, ECM的

密度被如上随机赋值. 即第 i个元胞的密度为

ρiECM = 2ρ̄average ∗ z, 其中 z是 0和 1之间的随机
数, ρaverage是指定的ECM平均密度. 另外,我们认
为生长的肿瘤能从生长区域的边界源源不断获得

养分. 在接下来的模拟中, 我们仍然认为养分的浓
度梯度在生长区域内成径向对称, 以靠近血管壁的
边界处浓度最高.

我们仍然使用比表面积 s, 即肿瘤表面积与体
积的比值 [13], 作为描述肿瘤的瘤体表面粗糙程度
和 “指状突起”程度的指标. 在三维情况中, 我们使
用了比表面积与 3/R (即球体的比表面积)的比值
来表征瘤体表面的粗糙程度. 比值越接近于 1, 肿
瘤就越近似球形. 否则, 我们就认为瘤体有一个粗
糙的表面. 因而, 我们这儿使用 s/(3/RT)作为有效

半径为RT(肿瘤内部到边界的平均距离)的任意形
状肿瘤的比表面积. 另外, 我们也记录了肿瘤体积
VT以生长区的容积V0为参照归一化后, 随时间变
化的图像.

在图示肿瘤生长结果时, 我们只展示了瘤体最
外层的增值性细胞 (红色)和由被降解的ECM组成
的侵袭枝结构 (蓝色). 由于三维体系的复杂性, 我
们无法在三维里清楚地展现所有细胞. 因此, 坏死
细胞, 静息性细胞和侵袭性细胞没法像在二维情况
中一样在图示中展示出来. 我们将给出细胞类型的
数量随时间的变化来定量反映肿瘤的生长情况.

6.1 增殖性肿瘤生长模拟

同 2D情形一样, 我们先来考虑一下在柔软的
ECM中的增值性肿瘤生长. 这种情形已经被前人
广泛地研究过 [2,14,23,24,54,57−66]. 肿瘤的生长的遵
循Gompertzian动力学: 刚开始的速率很低并且为
线性增殖, 然后中期进入指数增长阶段, 最后以平
台期告终 [24].

(a) 20 (b) 60 (c) 100 

图 12 3D肿瘤在 ρECM = 0.15的柔软ECM中增殖性
生长的不同阶段

图 12展示了在柔软的ECM(ρECM = 0.15)中
模拟肿瘤生长的不同阶段. 从图中我们可以清楚地
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看到肿瘤基本呈现出对称的球形. 这一点也从较小
的比表面积中反映出来 (见图 13 (a)). 肿瘤体积 (与
细胞数成正比) 随时间变化的情况见图 13(b). 该
图清楚地显示出肿瘤的Gompertzian生长 [23]. 尽
管ECM最初很柔软, 而肿瘤在有限空间内的生长
无可避免地导致积聚的压力升高. 尤其在生长的
后期, 由于肿瘤对ECM的压缩导致肿瘤受到很大
压力, 肿瘤能通过在表面形成突起释放局部压力,
同时导致比表面积的增加 (见图 13 (a), 注意到这
里的比表面积是以半径为RT 的球体比表面积, 即
3/RT进行归一化处理的).
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图 13 图 12中的 3D肿瘤在 ρECM = 0.15 的柔软ECM
中的增值性生长中的统计数据 (a) 比表面积随时间的变
化, 其中RT是肿瘤的有效半径; (b) 与 V0归一化后, 生
长区域中肿瘤体积 VT随时间的变化

(a) 20 (b) 60 (c) 100 

图 14 3D肿瘤在 ρECM = 0.65的坚硬ECM中增殖性
生长的不同阶段

我们现在来考虑肿瘤在密度为 ρECM = 0.65

的坚硬的ECM中的生长. 我们讨论过, 肿瘤生长
过程中对坚硬的ECM的压缩会导致瘤体受到很高

的压力. 因而, 局部突起的肿瘤表面在突起处能够
释放局部压力并且接触到更远处的ECM(更多营
养物质)而获得生长优势. 这些优势会导致肿瘤表
面突起的持续生长. 如图 14所示, 在肿瘤早期, 我
们就观察到表面伸出的指状突起. 与之相关的比表
面积随着肿瘤生长而单调增加. 这一结果来源于
突起的出现, 也反映了肿瘤体表面的不稳定性 (见
图 15 (a)).

在生长时间相同的情况下, 较硬ECM里生长
的肿瘤的实际体积显著小于生长在较软ECM里
的肿瘤; 而其有效体积 (即, 能将整个肿瘤完全包
含在内的最小的球体体积)却与长在软ECM里的
肿瘤相当 (见图 14与图 12 ). 另外, 从图 15 (b)里能
看到, 在模拟结束 (生长的第 15天)的时候, 在较硬
ECM里生长的肿瘤仍旧处于线性增长区, 而在软
ECM里的肿瘤却已经到达生长的平台期. 这些结
果反映出, 在较硬ECM里 (即, 更加不利的微环境
里), 肿瘤的有效体积可能远超过在较软ECM里生
长的肿瘤. 该效应可以大大增加了肿瘤的侵袭性.
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图 15 图 14中的 3D肿瘤在 ρECM = 0.65的坚硬ECM
中的增值性生长中的统计数据 (a) 比表面积随时间的变
化, 其中RT是肿瘤的有效半径; (b) 与 V0相比, 生长区
域中归一化的肿瘤体积 VT随时间的变化

6.2 侵袭性肿瘤生长模拟: ECM硬度与细
胞 -细胞间粘连的影响

在本节中, 我们来考虑侵袭性肿瘤的生长过
程, 包括子细胞从瘤体脱落并迁移至周围的ECM
中. 具体来说, 我们将着重探讨ECM硬度 (即微
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环境的恶劣程度)以及细胞 -细胞间粘连对肿瘤生
长动力学以及形态的影响. 我们注意到, 细胞 -
细胞间粘连在之前二维CA模型的讨论中并未涉
及 [54,59,84,85].

我们先来考虑肿瘤在密度为 ρECM = 0.15的

柔软ECM中的生长情况. 我们观察到当细胞细胞
间仅有较弱的粘连 (即Ai = 8)时, 瘤体表面光滑
紧凑 (见图 16 ). 之前我们提过, Ai表示把侵袭性

的肿瘤细胞固定在原位所需要的最少的邻近细胞

数目. 因而, Ai值越大, 说明细胞 -细胞间粘连越
弱, 因为这样需要有更多的相邻的细胞, 才能将突

变的细胞控制在原位.
在我们的模拟中, 肿瘤的瘤体表面出现线状

侵袭枝伸出表面. 最开始, 这些侵袭枝均匀地分布
在肿瘤表面. 在细胞间粘连很强的时候 (即Ai = 2

时), 表面的侵袭枝数量比起较弱粘连的情况急剧
减少 (见图 17 ). 尽管两种情况的突变率相当, 因为
强大的细胞间粘连, 从瘤体分离并侵入周边组织的
细胞数目要少得多. 这能从图 16 (b)和图 17 (b)的
比较中看出来. 这些结果显示, 当细胞间粘连很强
时, 在柔软的组织中生长的侵袭性肿瘤的恶性程度
会降低.
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图 16 在低密度 ρECM = 0.15 柔软的ECM中具有较弱的细胞 -细胞间粘连的肿瘤 (Ai = 8)生长情况以及统计
数据 (瘤体中伸出线状的侵袭枝, 在肿瘤表面均匀摊开); (c)不同类型细胞的数量随时间变化的统计数据
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图 17 在低密度 ρECM = 0.15 柔软的ECM中具有较强细胞 -细胞间粘连的肿瘤 (Ai=2)时的生长情况以及统计
数据 (瘤体中伸出的侵袭枝数量远远小于较弱细胞间粘连的肿瘤); (c)不同类型细胞的数量随时间变化的统计数据
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图 18 在高密度 ρECM = 0.65 坚硬的ECM中具有较弱细胞间粘连的肿瘤 (Ai = 8)的生长情况以及统计数据.
线状的侵袭枝从瘤体表面的突起处冒出 (注: 虽然图中未必能看清, 侵袭枝从突起顶部冒出, 我们是转动 3D模型,
经过仔细检查后才得出了这样的结论); (c) 不同类型细胞数量随时间变化的统计数据
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图 19 在高密度 ρECM = 0.65 的坚硬ECM中具有较强细胞间粘连的肿瘤 (Ai = 2) 的生长情况以及统计数据.
突起尖端处伸出的侵袭枝数量与弱粘连的情况相当 (见图 18 ) (注: 虽然图中未必能看见侵袭枝从突起顶部冒出, 我
们是转动 3D模型, 经过仔细检查才得出了这样的结论的); (c) 不同类型细胞数量随时间变化的统计数据

如前一节所述, 在较硬ECM (ρECM = 0.65)里
生长的肿瘤瘤体表面会出现指状突起, 以应对压缩
的ECM带来的升高的局部压力. 在指状突起顶端
的细胞, 由于邻近细胞量少, 而更容易从瘤体上脱
离. 图 18和图 19 分别显示了在较硬ECM中,侵袭
性肿瘤在细胞细胞间粘连 (Ai= 8) 较弱和细胞 -细
胞间粘连 (Ai = 2) 较强的两种情况下生长的不同
阶段以及相关统计数据. 从图中可以清楚地看到,
侵袭的程度 (侵袭枝和侵袭性细胞的数量) 并未受
到细胞间粘连强弱的显著影响, 侵袭行为在两种情
况下都很显著. 这与在较软的ECM中肿瘤的生长
情况呈现出鲜明的对比. 这暗示着恶劣的微环境
(较硬)能显著增加侵袭性肿瘤的恶性程度.

6.3 表征肿瘤恶性行为的相图

我们的模拟结果表明, ECM的硬度增加会加
剧肿瘤的恶性程度, 而细胞 -细胞间粘连增加的影
响则与之相反, 即会减弱肿瘤的恶性程度. 这两种
因素互相制衡, 导致恶性程度不同的机理可以用
一个定性的相图来描述, 见图 20 . 相图的纵轴代
表ECM的硬度 (即环境的恶劣程度), 横轴代表细
胞 -细胞间粘连的强度. 相图中的实曲线将侵袭性
和非侵袭性行为分隔开来. 这样我们就可以划定非
侵袭性到侵袭性的 “相变” [27].

我们还发现, 对于很微弱的细胞间粘连, 即便
在ECM硬度很高的情况下, 任何有侵袭性表型的
突变细胞都能离开瘤体进而侵入周边组织. 这对应
于相图上的低细胞 -细胞间黏性 -侵袭性区域 (即相
图的左边部分). 随着粘连性的增加, 我们的模拟表
明, 只有相邻的细胞较少的细胞 (肿瘤表面指状突
起内的细胞)才能离开瘤体. 这部分中等粘度 (与相
图中部的区域对应) 的细胞才会发生从非侵袭性到
侵袭性的 “相变”. 而该相变对ECM的硬度相对敏
感. 在黏度很强的情况下, 侵袭行为对ECM硬度

(即密度)的敏感程度下降, 但仍能被较硬的ECM
增强这对应于相图中高粘度的区域 (相图右侧).

-
E
C

M

图 20 描述肿瘤恶性程度的定性相图, 相图的纵轴代表
ECM的硬度 (即环境的恶劣程度), 横轴代表细胞 -细胞
间粘连的强度, 相图中的实曲线将侵袭性和非侵袭性行为
分隔开来 (肿瘤恶性程度随ECM 硬度增加而增加, 却随
细胞 -细胞间粘连的增强而减弱. 两种因素的协同作用,
形成了相图中区分侵袭性和非侵袭性行为的实线)

上面的相图表明, 当一个肿瘤以一定的细胞 -
细胞间粘连强度在一个封闭的柔软微环境中生长

时, 最初可能是非侵袭性的. 随着肿瘤体积增大,
从而压缩周围的ECM, 这使得微环境越来越硬. 这
有可能最终导致侵袭性行为的出现. 以上提到的过
程, 对应于相图中的一根竖线, 即从非侵袭相始, 最
终穿过相图上的分隔线而进入侵袭性区间的过程.

最后, 我们注意到, 目前三维CA模型只能让
我们探寻相图上有限的区域. 例如, 从理论上讲,
在ECM密度非常高的情况下, 侵袭性应该会有一
个上限, 即肿瘤在极硬的ECM很难于侵袭周边组
织. 而目前我们的模拟还无法研究这一区域. 我们
期望今后的研究这能让我们绘制出更量化更接近

于真实情况的相图.

7 结 论

本文中, 我们简要回顾了一种近年来开发的用
于模拟侵袭性肿瘤在复杂微环境中生长的元胞自
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动机 (CA)模型. 该CA模型整合了一系列的微观
的肿瘤宿主相互作用, 包括恶性肿瘤细胞对ECM
的降解, 营养物驱动的细胞迁移, ECM压缩造成的
压力增加以及其对局部肿瘤宿主界面稳定性的影

响, 以及细胞 -细胞间粘连对侵袭性肿瘤生长的影
响. 文中给出了该模型在不同二维和三维ECM中
肿瘤生长以及侵袭情况中的应用实例. 这些实例一
方面肯定了CA模型的准确性和预测能力, 另一方
加深了我们对肿瘤侵袭机制的认识. 例如, CA模
拟研究发现, 很强的细胞 -细胞间粘连能够显著抑
制肿瘤在柔软ECM中生长时的侵袭性行为. 相反
地, 肿瘤的恶性程度能被坚硬的ECM强化, 导致瘤
体表面指状突起的形成. 而这些突起协助了突变的
侵袭性细胞脱离瘤体, 扩散到周边组织中. 这些结
果凸显了了解复杂的肿瘤宿主相互作用在癌症基

础研究和临床实践中的重大作用.
此外, 我们从模拟的结果中推断出通过ECM

硬度和细胞 -细胞间粘连程度来预测肿瘤恶性程度
的定性的相图. 该相图阐明, 当肿瘤在有限的空间
里生长 (实体瘤通常都是这种情况)时, 即便开始的
时候ECM较软, 随着肿瘤体积的增大仍无可避免
地产生局部高压. 这种情形下, 本来恶性程度较低
的肿瘤可能产生高恶性程度的侵袭性行为. 这提示
我们, 如果能调整肿瘤微环境的参数, 或许能让肿
瘤保持在低恶性程度的非侵袭性相里. 这样的话,
针对宿主微环境的靶向治疗, 或许比针对肿瘤本身
的治疗更有益于病人的康复.

尽管目前的CA模型模拟的是体外肿瘤的生
长, 我们认为, 从体外情形得出的结论仍然定性地
适用于体内的情况. 为了定量地预测临床情况中肿
瘤的发展, 我们需要考虑更符合实际情况的宿主微
环境模型. 比如在模型中加入成纤维细胞, 血管和
淋巴管等组分, 这些都是临床肿瘤的重要因素, 还
有更多的相关机理 (如, 肿瘤与正常细胞表型的可
塑性和免疫反应). 这样一个高仿真模型将使我们
能够在虚拟的 3D水平, 在统计上重现从组织学切
片上观察到的肿瘤细胞群的空间构型 [86], 使得癌
症的诊断更加精确, 治疗更加有效. 这种能够量化
ECM运输和力学特性的微观模型的提出, 阐释了
ECM在传输生物力学/生物化学信号, 调控细胞运
动性, 增殖, 分化和凋亡等关键步骤中的重要作用,
是癌症研究中的里程碑. 此外, 逼真, 容错性高的
肿瘤模型将使得人们能够有效地设计, 测试和优化
针对患者的个体化肿瘤治疗方案 [54,84,85,87].

作者感谢普林斯顿大学陈杜宇同学与作者的讨论和提

出的建议.
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Abstract
Emergence of invasive and metastatic behavior in malignant tumors can often lead to fatal outcomes for patients.

The collective malignant tumor behavior resulting from the complex tumor-host interactions and the interactions between
the tumor cells are currently poorly understood. Progress towards such an understanding necessarily requires an interdis-
ciplinary and collaborative effort. In this paper, we review a state-of-art simulation technique, i.e., a cellular automaton
(CA) model which has been developed by the authors over the past few years to investigate microenvironment-enhanced
invasive growth of avascular solid tumors. This CA model incorporates a variety of microscopic-scale tumor-host in-
teractions, including the degradation of the extracellular matrix by the malignant cells, nutrient-driven cell migration,
pressure build-up due to the deformation of the microenvironment by the growing tumor and its effect on the local
tumor-host interface stability. Moreover, the effects of cell-cell adhesion on tumor growth are also explicitly taken into
account. A number of bench-mark collective invasion behaviors have been successfully reproduced via the CA model,
including the emergence of elongated invasion branches characterized by homotype attraction and least resistance path,
development of rough tumor surface in a high-pressure confined environment, as well as reduced invasion due to strong
cell-cell adhesion. Such simulated bench-mark behaviors strongly indicate the validity and predictive power of the CA
model. In addition, the CA model allows one to investigate the role of various different microenvironment factors in
the progression of the neoplasm, in particular, the promotion and enhancement of tumor malignancy. As an example,
a “phase diagram” that summarizes the dependency of tumor invasive behavior on extracellular matrix (ECM) rigidity
(density) and strength of cell-cell adhesion is constructed based on comprehensive simulations. In this simple phase
diagram, a clear transition from non-invasive to invasive behaviors of the tumor can be achieved by increasing ECM
rigidity and/or decreasing the strength of cell-cell adhesion. This model, when properly combined with clinical data,
in principle enables one to broaden the conclusions drawn from existing medical data, suggest new experiments, test
hypotheses, predict behavior in experimentally unobservable situations, be employed for early detection and prognosis,
and to suggest optimized treatment strategy for individual patient.

Keywords: heterogeneous microenvironment, invasive solid tumor, cellular automaton, emergent
behavior
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