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摘要 目的　细胞黏附是调控细胞生理功能的关键过程，对其进行定量表征有助于揭示生命活动的内在力学机制。原子力

显微镜单细胞力谱技术虽应用广泛，但其依赖复杂的活细胞探针化学修饰步骤，存在操作复杂、检测通量低、易影响细胞

活性等问题。本研究采用流体力显微镜单细胞力谱技术，以更简便高效的方式实现对单细胞贴壁黏附动力学的长时程定量

表征，探究细胞在黏附建立过程中的动力学变化与差异。方法　以人胚肾细胞HEK 293T和人视网膜色素上皮细胞hTERT 

RPE-1为研究对象，在40 h贴壁培养过程中，通过流体力显微镜的微流控系统将活细胞非破坏性吸附于探针悬臂，通过细

胞-基底分离实验采集力-距离曲线，获取黏附力、黏附能、最大脱附距离等黏附力学参数，结合细胞铺展面积的实时变化，

系统表征单细胞的黏附动力学变化。结果　hTERT RPE-1细胞在贴壁1 h后即迅速进入黏附稳定期，单位面积黏附力、单位

面积黏附能达到峰值，而HEK 293T细胞需要 4 h，之后两种细胞的黏附力、黏附能与最大脱附距离分别稳定在约 240 nN/     

30 nN、2.2 pJ/0.12 pJ、6 μm/4 μm，表明两种细胞呈现不同的黏附动力学模式，其中hTERT RPE-1细胞具有更强的黏附能力

以及更高的黏附效率。结论　本研究采用流体力显微镜单细胞力谱技术实现了对单细胞贴壁黏附动力学的长时程原位定量

检测，揭示HEK 293T与hTERT RPE-1两种细胞的黏附动力学特征存在差异，为深入理解细胞黏附行为提供了定量力学实

验依据。
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细胞黏附，指的是细胞与细胞、细胞与基质之

间的黏附行为，对细胞生理调节有着重要的作用，

其过程由多种细胞黏附分子介导［1］，包括钙黏着

蛋白、选择素、整合素、免疫球蛋白等，参与细胞

增殖与凋亡、细胞分化与迁移、胚胎发育、肿瘤转

移、感染与炎症等生理与病理过程［2］。对细胞黏

附过程进行定量分析，能够直观反映其动态变化规

律，有助于揭示其内在分子调控机制。目前，用于

定量检测细胞黏附强度的传统方法包括漂洗计数

法［3-4］、离心法［5-6］、转盘法［7］等，这些方法简单

易操作，但难以避免剪切力、离心力等对细胞造成

机械损伤，且不能检测单细胞的黏附强度，只能针

对细胞群体做统计比较［8-9］。对于单细胞黏附强度

的定量检测，近年来发展了微吸管法［10-11］、原子

力显微镜单细胞力谱［12］、微流控芯片［13］、牵引力

显微镜［14］、光镊［15-17］、磁镊［18-19］等技术方法，其

中原子力显微镜单细胞力谱技术 （atomic force 

microscopy-based single-cell force spectroscopy，

AFM-SCFS）通过将活细胞修饰在探针悬臂上从而

定量检测细胞和细胞、细胞和基质之间的黏附强

度，检测范围从皮牛（pN）到纳牛（nN）级别，

是应用最为广泛的单细胞黏附强度定量检测技术之

一［20-22］。在 AFM-SCFS 中，将活细胞通过化学修

饰不可逆地黏附于AFM探针悬臂这一步骤操作难

度较大［23-24］，且容易改变细胞的生化性质与生理

状态［25］，每次实验需要制备多个活细胞探针，导
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致该技术的检测通量较低，技术门槛较高。另外，

AFM-SCFS的力学检测范围受到细胞黏附探针悬臂

的力的限制，不能检测黏附时间过长、黏附强度过

大的测试，否则检测过程中细胞会脱离探针

悬臂［26］。

流 体 力 显 微 镜 （fluidic force microscopy， 

FluidFM）是在AFM的基础上发展起来的一种单细

胞显微操作系统，它将AFM与微流控系统结合起

来，采用中空的FluidFM探针悬臂，可以在溶液环

境中对生物样品进行显微操作［27-28］（图1a）。微流

控系统与中空的探针悬臂相连接，可以提供正压或

负压从而控制探针悬臂微通道开口的溶液进行释放

或抽吸。采用不同微通道开口孔径的探针型号可实

现不同类型的显微操作，如单细胞注射、细胞质或

细胞核内物质抽提、单细胞分选、单细胞黏附强度

测定等［29-32］。在单细胞黏附强度测定的显微操作方

面，FluidFM通过微流控系统施加负压可将活细胞

吸附于探针悬臂上，施加正压可释放细胞，因此同

一根探针可重复使用，且吸附细胞的过程不影响细

胞的生化性质与生理状态［33］，可以检测不同类型

的细胞与细胞、细胞与基质之间的黏附强度。与

AFM-SCFS 相比，FluidFM-SCFS 避免了将活细胞

修饰至探针悬臂的操作，大大缩短了活细胞探针的

准备时间，从原本的几小时缩短至几分钟，提高了

检测通量并且降低了技术门槛［34-36］，同时扩大了力

学检测范围 （百纳牛 （nN） 甚至微牛 （μN） 级

别［37］），可满足黏附时间长、黏附能力强的细胞

样品测试需求。
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Fig. 1　Cell adhesion measurements by FluidFM-based single-cell force spectroscopy
(a) Basic principles of FluidFM. (b) Workflow of cell adhesion measurements. (c-f) Schematic and optical images of cell adhesion measurements. 

The optical images are under the schematic diagrams. The hollow cantilever was approached to the adhered cell (c). Upon contact, vacuum was 

applied to attach the top of the cell to the aperture (d). The cantilever was retracted (e) until the cell was totally detached from the surface (f).
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本研究以人胚肾细胞HEK 293T和人视网膜色

素上皮细胞 hTERT RPE-1 为实验材料，采用

FluidFM-SCFS对这两种细胞在 40 h贴壁过程中的

黏附力学特性进行长时程的多参数定量测量。作为

实验室常用的哺乳动物细胞系，hTERT RPE-1是用

hTERT永生化的人视网膜色素上皮RPE-1细胞系，

保留了稳定的核型以及正常的染色体数（46条），

作为模式细胞被广泛用于基础研究中，如细胞铺展

与迁移研究。HEK 293T，基于其易转染及易侵染

的属性，是最常用于包装病毒的工程细胞，也是基

础科研中最为常用的细胞之一。两种细胞均来自人

源上皮组织的非癌化细胞，与 hTERT RPE-1 细胞

相比，HEK 293T细胞的分化程度低，铺展程度较

小，贴壁能力较弱，形态和特征更偏向于成纤维细

胞，而 hTERT RPE-1 细胞有着典型的上皮细胞的

特点如贴壁紧密、高度极化等，并拥有较强的上

皮-间质转化能力。本研究通过FluidFM-SCFS定量

检测与比较HEK 293T和hTERT RPE-1两种细胞在

贴壁过程中的动态黏附力学特性，为进一步解析细

胞分化程度对黏附能力的影响提供了相关力学数据

支持与实验依据，对研究细胞黏附与迁移过程有一

定的启示。

1　材料与方法

1.1　细胞培养及试剂

HEK 293T和 hTERT RPE-1细胞系均由北京大

学魏文胜教授实验室惠赠。HEK 293T细胞使用杜

尔贝科改良伊格尔培养基 （Dulbecco’s modified 

eagle medium，DMEM）（Gibco，美国），hTERT 

RPE-1细胞使用DMEM/F12（Gibco，美国），所有

培养基使用前加入 10% 胎牛血清 （ViVaCell，南

美）、105 U/L青霉素和 105 U/L链霉素（Gibco，美

国）。所有细胞培养于37°C，5% CO2培养箱中。

1.2　仪器设备

流体力显微镜（Cytosurge AG，型号 FluidFM 

BOT），其中微流控系统可提供-800~1 000 mBar的

液体压力，搭建于倒置显微镜 （Olympus，型号

IX83） 上，配备活细胞培养系统 （37℃ ， 5% 

CO2）。

1.3　FluidFM-SCFS
1.3.1　FluidFM探针的准备

本 研 究 使 用 的 FluidFM 探 针 型 号 为 BIO 

FluidFM Micropipette （Cytosurge AG，瑞士），该

型号为无针尖探针，其微通道圆形开口（aperture）

在探针悬臂尖端的下方，直径为 4 μm，悬臂的弹

性系数为 0.3 N/m。每次使用前，探针需在 0.1 g/L

聚赖氨酸 -聚乙二醇接枝共聚物 （poly-L-lysine-

graft-polyethylene glycol， PLL-g-PEG） （Surface 

Solution SuSoS AG，瑞士）溶液浸泡30 min，可减

少实验时细胞碎片的非特异黏附污染［38-39］。在探

针样品池内加入1 μl PBS溶液。将探针放置于设备

的 探 针 架 中 ， 在 成 像 软 件 FluidFM ANYA 的

Preparation Advanced 模式中进行探针的抓取与校

准［40］，获得探针的两个参数——弹性系数 k

（spring constant） 与反向光杠杆灵敏度 （inverse 

optical lever sensitivity，InvOLS）。

1.3.2　细胞样品的准备

使用 0.25% Trypsin-EDTA （VivaCell，南美）

将细胞消化后，使用全培养基终止消化，随后低速

离心（1 000 r/min，5 min）去除上清，用培养基将

细胞重悬， HEK 293T 细胞在 12 孔板 （Coring 

Costar 3513） 中的接种密度为 1×105/孔，hTERT 

RPE-1细胞的接种密度为 1×104/孔，接种时刻记为

零时刻。12孔板中提前放入PBS（1×，pH 7.4）与

Trypsin-EDTA （2.5%） 溶液各 2 ml，用于探针的

清洗。本实验将最长贴壁检测时长设定为40 h，一

方面确保细胞已经达到黏附力学稳态，另一方面避

免培养周期过长而引发营养匮乏、代谢产物累积及

细胞密度过大而对实验造成干扰。

1.3.3　细胞-基底分离实验

将 12孔板放置于设备XY载物台的孔板架中，

在成像软件FluidFM ANYA的Adhesion模式中进行

细胞-基底分离实验。在20倍物镜下寻找合适的单

细胞，选择细胞中间偏高的位置作为探针抓取点。

具体参数设置：按压细胞力阈值10 nN；探针升降

速度：1 μm/s；按压细胞停留时间：5 s；按压细胞

后微流控压力：-300 mBar；探针回撤抬升高度：

50 μm （图 1b）。按照以上设定的参数，探针以     

1 μm/s的速度下降，直至按压细胞表面的力反馈达
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到10 nN，探针停止下降，同时微流控系统控制探

针开口的液流压强为-300 mBar，停留5 s以吸住细

胞后，探针以1 μm/s的速度抬起，直至抬升高度为

50 μm，细胞完全脱离基底，获得一组力-距离曲线

数据（图 1c~f）。之后对探针进行清洗，调节微流

控系统控制的液流压强为1 000 mBar使得吸附的细

胞脱离探针悬臂，将探针转移到 Trypsin-EDTA

（2.5%）中浸泡2 min后，在PBS（1×，pH 7.4）中

漂洗3次，确保探针悬臂上没有细胞碎片且探针处

于通畅状态后，可进行下一个单细胞的测定。

为了避免细胞与细胞之间相互作用的影响，只

挑选单独铺展的单细胞进行测定。在实验过程中保

持活细胞培养条件（37℃，5% CO2），每小时更换

新的细胞以保证良好的细胞状态。本研究共测定

626 个细胞，其中 HEK 293T 细胞 352 个，hTERT 

RPE-1 细胞 274 个，每个时间段测定的细胞数为

10~30个，在至少 3批独立细胞培养中重复开展数

据采集。数据分析时，对异常力-距离曲线数据进

行识别与舍弃，如细胞在拉离基底时从探针上脱

落、细胞未完全拉离基底等情况。

1.4　细胞铺展面积的计算

在进行单细胞力谱测定前对细胞进行拍照记

录。在软件 ImageJ 中打开细胞图片，Properties 中

输入像素大小为 0.3 μm×0.3 μm，使用 freehand 

selections描画细胞轮廓，利用Measure功能进行面

积 的 计 算 ， 得 到 待 测 细 胞 的 铺 展 面 积 （cell 

spreading area，Acell）。

1.5　力-距离曲线的分析

基于胡克定律，探针受力的计算公式为：

F = U ×k × InvOLS （1）

其中，F为探针悬臂按压细胞所受到的力（N），U

为光电检测器接收到的探针悬臂背面的反射激光信

号 （V）， k 为 探 针 悬 臂 的 弹 性 系 数 （N/m），

InvOLS 为探针悬臂的反向光杠杆灵敏度（m/V）。

探针悬臂的 k 与 InvOLS 在每次实验前通过校准

获得。

力 - 距离曲线如图 2a 所示，蓝线为逼近

（approach）曲线，红线为回撤（retract）曲线，黏

附力 Fadh （adhesion force）为细胞从基底分离过程

中记录到的最大黏附力，最大脱附距离 Dmax

（maximum detachment distance）为达到最大黏附力

时细胞的垂直拉伸距离，黏附能 Eadh （adhesion 

energy）为黏附力做的功，通过对力-距离曲线进行

积分来获得，用来描述细胞从基底上脱离所需的能

量。Fadh、Eadh与Dmax这 3个黏附力学参数可表征细

胞与基底之间的黏附强度与稳定性［41］。

使用软件FluidFM GUI 3.2对力-距离曲线数据

进行分析［41］，获得每个贴壁细胞的 Fadh、Eadh 与

Dmax。另外可用软件Origin进行验证，将原始测试

数据导入 Origin2023 软件中进行力-距离曲线的绘

制与分析，使用 distance between two points功能获

得细胞与基底的 Fadh和 Dmax，使用 Polygon Area 功

能计算Eadh。
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Fig. 2　Force-distance curves of FluidFM-SCFS
(a) A typical force-distance curve of a measured cell, presenting the primary parameters Fadh, Eadh, and Dmax. Representative force-distance retraction 

curves for HEK 293T (b) and hTERT RPE-1 (c).
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2　结 果

2.1　贴壁时长对单细胞铺展与黏附力学特性的

影响

HEK 293T细胞与hTERT RPE-1细胞的力-距离

回撤曲线（图 2b，c）表明，随着贴壁时间延长，

两种细胞的 Fadh、Eadh与 Dmax均呈现不同程度的增

加。图3和表1进一步展示了两种细胞在40 h贴壁

过程中 Acell、Fadh、Eadh与 Dmax的动态变化。两种细

胞的Acell随时间持续增长，hTERT RPE-1从初始约

316 μm2增加至约 1 680 μm2，HEK 293T 从初始约

162 μm2增加至约 824 μm2。在黏附力学特性方面，

hTERT RPE-1细胞的Fadh与Eadh在贴壁 1 h后迅速达

到平台期，分别稳定在约 241 nN 与 2.2 pJ，而

HEK 293T 细胞的增长较为缓慢，在 4 h 后进入平

台期，分别为 31 nN 与 0.12 pJ。此外， hTERT 

RPE-1 细胞的 Dmax 在 0.75 h 左右进入平台期 （约    

6 μm），HEK 293T 细胞则在 6 h 左右进入平台期

（约 4 μm），之后仍随时间缓慢增长，至 40 h达到

约6 μm。

从变化趋势来看，两种细胞的 Acell和 Fadh的增

长并不同步，而Fadh与Eadh、Dmax的变化则呈现较强

的同步性，分别在贴壁 1 h （hTERT RPE-1细胞）、

4 h（HEK 293T细胞）左右趋于稳定。在稳定状态

下，hTERT RPE-1 细胞的 Acell、Fadh、Eadh与 Dmax分

别为 HEK 293T 细胞的约 2 倍、8 倍、1.8 倍与 1.6

倍。上述结果表明，hTERT RPE-1细胞具有更强的

铺展与黏附能力，且能更快达到稳定的贴壁状态。

2.2　贴壁时长对单细胞单位面积黏附特性的影响

为比较两种细胞的单位面积黏附特性，本研究

对Fadh、Eadh与Dmax进行了面积归一化处理。如表 1

和图 4所示，HEK 293T细胞的Fadh/Acell、Eadh/Acell与

Dmax/Acell在贴壁 4 h达到峰值，分别为 0.13 nN/μm2、

0.46 fJ/μm2、14.91 mm-1，而 hTERT RPE-1 细胞则

在 贴 壁 0.75~1 h 期 间 达 到 峰 值 ， 分 别 为              

0.56 nN/μm2、3.54 fJ/μm2、15.19 mm-1，其Fadh/Acell、

Eadh/Acell 的最大值分别为 HEK 293T 细胞的约 4.3、

7.7 倍，Dmax/Acell 则相近。上述结果表明，hTERT 

RPE-1在单位面积上表现出更强的黏附能力，且达

到峰值黏附状态的时间更短，说明其具有更高的黏

附效率。

2.3　单细胞贴壁黏附特性的动态相关性

为探究细胞贴壁 Fadh与其他物理参数的关联，

本研究分析了 HEK 293T （图 5a~c） 与 hTERT 

RPE-1 （图 5d~f）两种细胞在 40 h 贴壁过程中 Fadh

分别与Eadh、Dmax及Acell的动态相关性，不同贴壁时

期的皮尔逊相关系数整理于表 2。HEK 293T 细胞

的 Fadh变化范围为 0~100 nN，在贴壁早期 （0.25~  

3 h） 分布较为集中，中期 （4~7 h） 与后期 （8~ 

40 h）向高值区延伸，最高达97 nN。hTERT RPE-1   

细胞的 Fadh变化范围更宽（0~600 nN），分布随贴

壁时长逐步扩展，最高达564 nN。

Fadh-Eadh的动态相关性分析显示，两种细胞的

Eadh与Fadh呈正相关，HEK 293T细胞的相关性较强

（R≈0.86），Eadh最高达0.7 pJ；hTERT RPE-1细胞的

相关性较弱（R≈0.56），数据离散度较高，Eadh最高

为 6.7 pJ。两种细胞的 Fadh 与 Dmax 同样呈正相关，

HEK 293T细胞的相关性较强（R≈0.68），Dmax最高

约 12.5 μm；hTERT RPE-1细胞的相关性较弱（R≈
0.35），Dmax最高约 20.5 μm。两种细胞的Fadh与Acell

的相关性均较弱（R 分别约为 0.44 与 0.41）。两种

细胞的 Acell均随贴壁时长增长，HEK 293T 细胞最

高 约 1 350 μm2， hTERT RPE-1 细 胞 最 高 约             

2 860 μm2，数据点均呈离散化趋势。HEK 293T细

胞在贴壁各个时期的Fadh-Eadh相关性变化不大，随

着贴壁时长增加，Fadh-Dmax 相关性有所变弱，而

Fadh-Acell相关性有所变强。hTERT RPE-1 细胞在贴

壁中期（1.5~7 h）的Fadh-Eadh、Fadh-Dmax与Fadh-Acell相

关性较弱。

结果表明，HEK 293T 细胞的 Eadh、Dmax与 Fadh

线性关联均强于hTERT RPE-1细胞。hTERT RPE-1

细胞在贴壁中期 （1.5~7 h） 出现 Acell 持续增大而

Fadh稳定在约 200 nN 的现象，且 Fadh-Eadh、Fadh-Dmax

与 Fadh-Acell相关性较弱，而 HEK 293T 细胞无此阶

段，提示两种细胞在黏附动力学机制上存在差异。

此外，两种细胞的Acell与Fadh的相关性较弱，Acell的

增大并不必然导致Fadh增强。

2.4　单细胞贴壁单位面积黏附特性的动态相关性

为探究细胞 Fadh/Acell 与其他物理参数的关联，

本研究分析了 HEK 293T （图 6a，b） 与 hTERT 

RPE-1 （图 6c，d） 两种细胞在 40 h 贴壁过程中

Fadh/Acell分别与Eadh/Acell、Dmax/Acell的动态相关性，不

同贴壁时期的皮尔逊相关系数整理于表2。经过面

积归一化处理后，hTERT RPE-1 细胞的 Fadh/Acell-

Eadh/Acell、Fadh/Acell-Dmax/Acell 的相关系数 R 分别约为

0.60 与 0.54，较未面积归一化处理的 Fadh-Eadh、  
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Fig. 3　Dynamic changes of single-cell adhesion parameters for HEK 293T and hTERT RPE-1 cells during 40 h adhesion
(a, c) Cell spreading area (Acell/μm2). (b, d) Adhesion force (Fadh/nN). (c, g) Adhesion energy (Eadh/pJ). (f, h) Maximum detachment distance (Dmax/

μm). Data are presented as mean±standard deviation (SD), with shaded areas (a, b, e, f) and error bars (c, d, g, h) indicating the SD range. 

Experiments were reproducible in at least three independent cell cultures.
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Fig. 4　Dynamic changes in area-normalized single-cell adhesion parameters for HEK 293T and hTERT RPE-1 cells 
during 40 h adhesion

(a, d) Area-normalized adhesion force ((Fadh/Acell)/(nN·μm-2)). (b, e) Area-normalized adhesion energy ((Eadh/Acell)/(fJ·μm-2)). (c, f) Area-normalized 

maximum detachment distance ((Dmax/Acell)/mm-1). Data are presented as mean±standard deviation (SD), with shaded areas (a, b, c) and error bars    

(d, e, f) indicating the SD range. Experiments were reproducible in at least three independent cell cultures.

Table 1　Summary of key mechanical properties of HEK 293T and hTERT RPE-1 cells during spreading （mean±SD）

Parameters

Initial Acell/μm2

Max Acel/μm2

Time to max Acell/h

Initial Fadh/nN

Steady Fadh/nN

Time to steady Fadh/h

Initial Eadh/pJ

Steady Eadh/pJ

Time to steady Eadh/h

Initial Dmax/μm

Steady Dmax/μm

Time to steady Dmax/h

Initial Fadh/Acell/（nN·μm-2）

Max Fadh/Acell/（nN·μm-2）

Time to max Fadh/Acell/h

Initial Eadh/Acell/（fJ·μm-2）

Max Eadh/Acell/（fJ·μm-2）

Time to max Eadh/Acell/h

Initial Dmax/Acell/mm-1

Max Dmax/Acell/mm-1

Time to max Dmax/Acell/h

HEK 293T

162.04±19.16

823.59±280.54

40

10.74±6.54

30.85±24.13

4

0.01±0.01

0.12±0.16

4

1.45±0.99

3.96±2.23

6

0.07±0.04

0.13±0.10

4

0.07±0.06

0.46±0.56

4

8.96±6.10

14.91±8.50

4

hTERT RPE-1

315.63±99.18

1 680.22±429.22

40

31.44±33.41

240.95±70.43

1

0.16±0.23

2.20±1.34

1.5

3.08±2.58

6.38±3.82

0.75

0.10±0.14

0.56±0.31

1

1.24±0.96

3.54±2.84

0.75

10.35±10.75

15.19±11.57

1
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Fadh-Dmax的相关系数R（分别约为0.56与0.35）略有

提升，其中贴壁中期（1.5~7 h）的增加幅度较大

（分别从约 0.18、0.11 增加至约 0.43、0.57），而

HEK 293T细胞则变化不大。
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Fig. 5　Correlations between adhesion force (Fadh) and other single-cell adhesion parameters for HEK 293T (a-c) and 
hTERT RPE-1 (d-f) cells during 40 h adhesion

(a, d) Eadh vs. Fadh. (b, e) Dmax vs. Fadh. (c, f) Acell vs. Fadh. Data points with different shapes are color/shape-coded by time (0.25-40 h), with linear 

regression lines, R² values, and Pearson correlation coefficients shown for each panel. Insets show the same correlations at three representative time 

intervals for clarity.
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HEK 293T 细 胞 的 Fadh/Acell 变 化 范 围 为 0~        

0.4 nN/μm2，各时期数据点分布未见明显差异，单

位面积黏附参数Fadh/Acell、Eadh/Acell、Dmax/Acell分别集

中在0.1 nN/μm2、0.5 fJ/μm2、0.02 μm-1以内。相比

Table 2　Summary of pearson correlation coefficients of single-cell adhesion parameters for HEK 293T and hTERT RPE-1 
cells during 40 h adhesion

Cell type

HEK 293T

hTERT RPE-1

Pearson R

R (0.25-40 h)

R (0.25-3 h)

R (4-7 h)

R (8-40 h)

R (0.25-40 h)

R (0.25-1 h)

R (1.5-7 h)

R (8-40 h)

Fadh-Eadh

0.860 9

0.892 3

0.849 5

0.841 6

0.564 4

0.768 0

0.182 4

0.446 1

Fadh-Dmax

0.681 1

0.756 3

0.746 5

0.563 5

0.345 8

0.384 6

0.107 6

0.276 3

Fadh-Acell

0.443 1

0.164 8

0.202 0

0.418 6

0.412 8

0.321 4

0.127 2

0.100 0

Fadh/Acell-Eadh/Acell

0.835 9

0.876 4

0.850 7

0.838 2

0.603 1

0.746 3

0.435 3

0.316 5

Fadh/Acell-Dmax/Acell

0.749 0

0.811 1

0.828 3

0.619 6

0.535 1

0.468 2

0.568 7

0.470 4
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Fig. 6　Correlations between area-normalized adhesion force (Fadh/Acell) and other area-normalized single-cell adhesion 
parameters for HEK 293T (a, b) and hTERT RPE-1 (c, d) cells during 40 h adhesion

(a, c) Eadh/Acell vs. Fadh/Acell. (b, d) Dmax/Acell vs. Fadh/Acell. Data points with different shapes are color/shape-coded by time (0.25-40 h), with linear 

regression lines, R² values, and pearson correlation coefficients shown for each panel. Insets show the same correlations at three representative time 

intervals for clarity.
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之下，hTERT RPE-1 细胞的 Fadh/Acell变化范围较大

（0~  1.5 nN/μm2），贴壁早期数据点较为分散，随

着贴壁时间延长，数据点逐渐向坐标原点聚集，表

明在贴壁中后期单位面积黏附参数呈同步下降趋

势，贴壁后期的Fadh/Acell、Eadh/Acell、Dmax/Acell分别集

中在0.5 nN/μm2、3 fJ/μm2、0.01 μm-1以内。该结果

表明，在单位面积黏附特性上，两种细胞呈现显著

差异。HEK 293T细胞的单位面积黏附强度在贴壁

过程中保持相对稳定，数值范围在各时期分布基本

一致，而 hTERT RPE-1 细胞的单位面积黏附强度

在贴壁早期较高，随贴壁过程逐步下降，提示两种

细胞在贴壁过程中采用了不同的黏附策略。

3　讨 论

细胞黏附是细胞与细胞以及细胞外基质发生相

互作用的基础生物学过程，对细胞迁移、组织形

成、免疫应答以及肿瘤转移等关键生理与病理活动

有重要调控作用。深入理解细胞黏附的动力学特性

与力学机制，是揭示相关生命活动规律的重要途

径。本研究利用 FluidFM-SCFS 系统比较了 HEK 

293T与 hTERT RPE-1两种细胞在 40 h贴壁培养过

程中的铺展行为、黏附力学特性及其动态关联，揭

示了二者在黏附强度与黏附动力学策略上的显著

差异。

本研究结果表明，hTERT RPE-1细胞在铺展速

度、黏附强度以及达到黏附力学稳定状态的速度上

均 显 著 优 于 HEK 293T 细 胞 ， 具 体 表 现 为 ：          

a. hTERT RPE-1 细胞的 Acell、Fadh、Eadh 与 Dmax 的稳

定值均高于HEK 293T细胞，且更快进入力学稳定

状态，表明其具有更强的黏附能力和更快的黏附成

熟速率；b. 单位面积黏附力学特性的分析结果显

示，hTERT RPE-1细胞在贴壁1 h即达到Fadh/Acell与

Eadh/Acell的峰值（HEK 293T细胞为 4 h），之后随贴

壁时间延长逐步下降，表明 hTERT RPE-1 细胞在

贴壁初期可快速建立高强度黏附，迅速形成与基底

之间的锚定，而HEK 293T细胞达到Fadh/Acell与Eadh/

Acell峰值的时间更长，随后两种细胞随着铺展面积

的增加，细胞进入黏附成熟与力学稳定阶段。两种

细胞达到Fadh/Acell与Eadh/Acell峰值的时间不同，提示

两者的黏着斑组装与成熟的速率可能存在差异。

动态相关性分析结果表明， HEK 293T 与

hTERT RPE-1 两种细胞的 Acell与 Fadh的整体相关性

较弱，数据离散度高，尤其是 hTERT RPE-1 细胞

在贴壁中期出现了Acell持续增大而Fadh保持稳定的

现象，说明两种细胞Acell与Fadh的相关性会随贴壁

进程动态改变，表明Acell的增大与Fadh的增强并非

存在必然协同关系。细胞 Acell与 Fadh的解耦现象，

反映了细胞在铺展过程中可能存在“黏附饱和”的

适应性调控机制，是力学信号与黏附分子通路协同

调控的结果。细胞骨架的牵引力可诱导踝蛋白

（talin）、黏着斑蛋白 （vinculin） 等黏着斑相关蛋

白发生构象变化从而促进黏着斑的成熟［42-43］，而成

熟黏着斑能够更高效地传递机械信号、维持细胞铺

展，从而在铺展面积增大的同时维持整体黏附力处

于相对稳定水平。hTERT RPE-1细胞在贴壁前期，

单位面积黏附参数 Fadh/Acell、Eadh/Acell、Dmax/Acell 升

高，以保障细胞快速锚定，中后期单位面积黏附参

数呈同步下降趋势，说明细胞已建立稳定的细胞-

基质连接，从强黏附锚定转变到稳定成熟状态，这

一现象也体现了细胞的“黏附饱和”机制，同时可

能与 hTERT RPE-1 细胞极性的建立有关。以上结

果表明，两种细胞的黏附策略存在显著差异，

hTERT RPE-1 细胞在贴壁初期迅速与基底形成锚

定，随着铺展面积扩大，可能通过调节黏着斑的大

小、分布与成熟度或者改变细胞骨架的张力等状

态，以适应长期贴壁，推测其具备更复杂、更多元

的信号通路来动态调节黏附状态，从而具备更强的

微环境适应能力与力学调节能力，以实现上皮-间

质转化能力。HEK 293T细胞的黏附动力学策略可

能更依赖于时间的累积，而非初期爆发式的力学构

建，反映其渐进和保守的黏附策略。

与HEK 293T相比，hTERT RPE-1细胞的黏着

斑激酶、vinculin、桩蛋白（paxillin）等黏附相关

分子和肌动蛋白表达水平更高，同时两种细胞在整

合素亚型表达谱存在明显差异，HEK 293T的整合

素表达整体偏低，而 hTERT RPE-1 细胞中高表达  

α3、α5、α6、β1、β5 等多种整合素亚型（数据来

源于 the human protein atlas 数据库），与基底形成

半桥粒结构从而进一步增强细胞与基底之间的黏附

作用。本研究针对两种细胞黏附力学差异得出的相

关推论，仍需开展分子生物学实验加以验证，如检

测不同贴壁阶段细胞内黏着斑激酶的磷酸化活化水

平。后续研究可通过构建细胞黏附过程的力学-化

学耦合模型［44］，并结合 FluidFM-SCFS 定量结果，

系统解析细胞力学信号与黏附分子信号通路的动态

关联，以期阐明细胞黏附行为的调控机制。

FluidFM-SCFS目前主要应用于单个细胞测量，

难以快速获取大样本统计数据，在反映细胞群体异
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质性方面存在不足。本研究利用细胞铺展投影面积

对黏附力学参数开展归一化分析，仍存在一定局限

性。一方面，细胞铺展投影面积与真实基底接触面

积存在偏差，另一方面，细胞内黏着斑呈非均匀分

布状态，细胞中央与边缘区域对整体黏附力的贡献

并不一致，因此该分析方式仅适用于单细胞整体黏

附力学特性评价，无法精准区分细胞不同贴壁区域

的力学差异。同时，两种细胞的形态结构与固有力

学特性各不相同，FluidFM探针吸附捕获细胞时产

生的机械作用存在差异，获取的力-距离曲线是探

针-细胞-基底复杂相互关系的综合体现，除了细胞

自身黏附特性之外，还需考虑探针接触几何、流体

力学环境等的影响［45］。另外，细胞所处不同细胞

周期也会对黏附力学检测结果造成干扰［46］。上述

多种因素均会给FluidFM-SCFS检测细胞贴壁黏附

力学特性带来系统性偏差。

本研究采用的FluidFM-SCFS为长时程、多参

数、动态监测单细胞黏附力学特性提供了强大工

具，能够实时、连续地获取细胞在完整贴壁周期中

的力-距离曲线，捕捉瞬态力学状态和长期动态变

化趋势，单次测量可同时提取Fadh、Eadh与Dmax等多

个关键黏附力学指标，并可与显微形态学观察（如

Acell）进行关联分析，提供多维度的黏附强度表征。

FluidFM-SCFS可联合多种检测手段用对单细胞贴

壁进行黏附强度定量测量，如牵引力显微镜［47-49］、

共振波导光栅（resonant waveguide grating，RWG）

无标记光学生物传感器［50］、计算机控制微量移液

系统［51］等，后续还可进一步与布里渊显微镜、生

物电阻抗检测等新兴技术联用，有望揭示细胞黏附

过程中力学-化学-生物学耦合的动态作用机制。

4　结 论

本研究通过 FluidFM-SCFS 动态解析了 HEK 

293T与 hTERT RPE-1两种细胞在贴壁过程中的单

细胞黏附动力学行为，揭示了二者在黏附建立速

度、黏附强度以及单位面积黏附效率等方面的显著

差异。hTERT RPE-1细胞展现出高效且具有动态调

节能力的黏附特性，而HEK 293T细胞则表现为稳

定、渐进的黏附模式。两种细胞在黏附特征上的差

异，反映了细胞分化程度与黏附表型的紧密关联，

提示细胞分化状态可能通过调控黏附相关分子的表

达进而影响细胞的黏附与迁移能力。FluidFM-

SCFS为理解细胞的黏附行为提供了定量依据，同

时也为评价材料表面生物相容性、筛选调控细胞黏

附的药物建立了关键的生物物理指标体系。进一步

结合分子动力学模拟、单细胞转录组学等技术，有

望系统揭示黏附动力学差异背后的分子机制及其调

控网络，从而为生物材料的设计、靶向黏附药物的

开发以及肿瘤侵袭、组织修复等生理病理过程的理

解提供力学视角的参考依据。

数 据 可 用 性 声 明  本 论 文 的 关 联 数 据           

（DOI：10.57760/sciencedb.39404/CSTR：31253.11.

sciencedb. 39404） 可在 Science Data Bank 数据库

（https://www.scidb.cn/s/ZB7jEj）中访问获取。
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Abstract　 Objective  Cell adhesion is a critical process that regulates cellular physiological functions. 

Quantitative characterization of adhesion dynamics is essential for elucidating the intrinsic mechanical 

mechanisms underlying cellular activities. Although atomic force microscopy-based single-cell force spectroscopy 

is widely used for single-cell adhesion measurements, it requires complex chemical modifications for preparation 

of live-cell probes, leading to limitations such as cumbersome operation, low throughput, and potential impacts on 
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cell viability. Fluidic force microscopy, which combines atomic force microscopy with microfluidic probes, is a 

technique allowing the operation of force-controlled nanopipettes in aqueous environments. By applying negative 

or positive pressure via a pressure controller, a single living cell can be captured onto or released from the 

cantilever under physiological conditions. This procedure offers a simple workflow and high assay throughput for 

single-cell adhesion measurements without the need for chemical functionalization. In this study, fluidic force 

microscopy-based single-cell force spectroscopy was adopted to achieve long-term quantitative characterization 

of single-cell adhesion dynamics in a simpler and more efficient manner, comparing the dynamic differences in 

adhesion establishment between two cell lines with different differentiation levels. Methods  HEK 293T and 

hTERT RPE-1 cells were non-invasively captured on the cantilever of a fluidic force microscope via its integrated 

microfluidic system during 40 h of adhesion culture. Cell-substrate detachment assays were performed, and force-

distance curves were recorded to extract key mechanical adhesion parameters, including adhesion force, adhesion 

energy, and maximum detachment distance. These measurements were combined with real-time monitoring of 

cell spreading area to systematically characterize the dynamic evolution of single-cell adhesion. Results  hTERT 

RPE-1 cells rapidly entered a stable adhesion phase within 1 h after seeding, with both area-normalized adhesion 

force and area-normalized adhesion energy reaching peak values. In contrast, HEK 293T cells required 4 h to 

achieve stable adhesion. Subsequently, the adhesion force, adhesion energy and maximum detachment distance of 

hTERT RPE-1 and HEK 293T cells stabilized at approximately 240 nN vs. 30 nN, 2.2 pJ vs. 0.12 pJ and 6 μm vs. 

4 μm, respectively. hTERT RPE-1 cells reached the peak of area-normalized adhesion parameters earlier than 

HEK 293T cells, with their peak area-normalized adhesion force and area-normalized adhesion energy being 

substantially elevated relative to HEK 293T cells. HEK 293T cells presented stronger linear correlations among 

adhesion energy, maximum detachment distance and adhesion force compared with hTERT RPE-1 cells. For both 

cell lines, cell spreading area exhibited a weak correlation with adhesion force. Whereas the area-normalized 

adhesion parameters of HEK 293T cells remained relatively constant throughout the adhesion process, hTERT 

RPE-1 cells exhibited elevated values in the early phase, followed by a gradual decline. These results indicated 

distinct dynamic adhesion patterns between the two cell types, with hTERT RPE-1 cells exhibiting stronger 

adhesion strength and higher adhesion efficiency. Conclusion  In this study, fluidic force microscopy-based 

single-cell force spectroscopy was successfully applied to perform long-term in situ quantitative measurement of 

the adhesion dynamics in single adherent cells. The approach revealed divergent adhesion patterns between HEK 

293T and hTERT RPE-1 cells, suggesting a close association between cell differentiation and adhesion behaviors. 

These findings provide quantitative mechanical evidence for further understanding the underlying mechanisms of 

cell adhesion.   
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