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微流控芯片技术在细胞生物学研究中的应用进展
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摘要      20世纪90年代以来, 微流控芯片技术得到了快速发展。由于具有小型化、集成化、高

通量、低消耗、分析快速等特点, 微流控芯片作为一种新型的生物学研究平台, 能够提供传统方法

不具备的精细和可控制的细胞研究条件, 在细胞生物学研究领域中得到了广泛关注。该文主要介绍

其在细胞培养、分选、裂解、计数、凋亡检测、迁移、单细胞捕获、细胞间作用等方面的研究进展。
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1   前言
微流控芯片(microfluidics)又称芯片实验室(lab 

on a chip), 是将化学和生物等领域所涉及的样品制

备、反应、分离和检测等基本操作单元集成到几个

平方厘米大小的具有微米级通道结构的芯片上, 采
用可控流体, 完成常规化学和生物实验室的各种功

能的一种微技术平台[1]。微流控芯片具有小型化、

集成化、高通量、低能耗、分析快速等特性。自20
世纪90年代初, 微流控芯片以芯片毛细管电泳的形

式出现以来, 目前已广泛应用于生物、医学、环保

和新药研究等领域。

有别于以静态亲和杂交为基础的传统生物芯

片, 微流控芯片采用微流体控制技术, 为动态生物分

析提供了一个崭新的技术平台。微流控芯片在生物

领域的应用可分为分子水平和细胞水平。细胞是

生物体结构和功能的基本单位, 一切有机体(除病毒

外)都由细胞构成, 对细胞的深入研究是揭开生命奥

秘和治疗疾病的关键所在。虽然以毛细管电泳和流

式细胞仪为代表的细胞分析仪器被普遍应用, 但功

能单一, 而且存在各自的不足。例如, 毛细管电泳不

易对细胞操控和处理, 流式细胞仪耗费大量样品等。

微流控芯片在细胞学研究方面具有以下一些优点: 
第一, 微流控芯片通道尺寸(10~100 μm)与单个细胞

直径(10~20 μm)大小相近[2], 便于对细胞进行操控; 
第二, 微流控芯片的多维网络结构形成相对封闭的

环境, 更接近生理状态下细胞的生存环境; 第三, 微
流控芯片可以满足高通量细胞分析的需要, 可同时

获取大量的生物学信息[3]; 第四, 微流控芯片上多种

操作单元灵活组合, 使得细胞进样、培养、捕获、

裂解和分离检测等过程在一块芯片上即可完成; 第五, 
微流控芯片为平板式几何构型, 更方便进行观察[4]; 第
六, 芯片上传热和传质快, 有利于热量和物质的扩

散。由于微流控芯片能在试验条件下模拟生理条件, 
为在单细胞和多细胞水平更好地研究细胞提供了一

个全新的技术平台[5]。本文对近年来微流控芯片在

细胞生物学研究中的一些主要应用, 包括细胞的培

养、分选、裂解、凋亡、计数、迁移、单细胞捕获

和细胞间相互作用等进行了综述。

2   微流控芯片在细胞生物学研究中的应用
2.1  细胞培养

细胞培养是细胞生物学、组织工程、生物医学

工程和药物开发中的关键步骤。在传统的体外细胞

培养中, 细胞多为贴壁和二维生长, 由于离体后的细

胞失去了神经体液的调节和细胞之间的相互作用, 
而且处于相对静止的环境中, 所以细胞除了增殖外

并没有像在体内那样发挥其作用, 也不能真实反映

其在体内的生存情况[6]。微流控芯片和传统的体外

细胞培养相比, 具有很多优点, 诸如: 精确控制物质

浓度、溶液温度和pH值等细胞微环境要素[7]; 提供

微小和复杂的结构来模拟细胞在体内的生存环境; 
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提供三维生长环境以模拟细胞在体内的状态, 考察

细胞的行为(如基因表达、受体作用和其它生命活

动)等[8]。在哺乳动物组织中, 细胞的生长受到多方

面因素的影响, 不仅细胞之间存在相互作用, 细胞

与胞外基质也有密切联系, 同时细胞还受到各种自

分泌、旁分泌及激素等信号分子的作用。因此建

立细胞体外三维培养环境, 需要将细胞植入模拟细

胞外基质的培养环境中[9]。目前有天然和合成的水

凝胶已被成功整合到芯片上, 但与此同时也出现一

些问题, 如操作复杂和阻碍物质的传输[10-11]。为解

决这些问题, Ong等[12]设计了椭圆形微柱阵列的芯

片(图1A)。细胞预先用高碘酸钠处理, 使其表面的

糖蛋白产生醛基, 再与培养液中的聚乙烯亚胺酰肼

(polyethyleneimine-hy drazide)连接物结合形成三维

生长结构, 最后, 用钙黄绿素和碘化丙啶染色后, 观
察细胞的生长情况。另外, Huang等[13]设计了一款自

动培养细胞的芯片(图1B), 通过设置气动微泵和微

阀使培养液和缓冲液流入细胞培养区域, 同时将代

谢废物排出。芯片中的栅栏形微型加热器和温度感

应器能提供一个较恒定的温度(37 ºC±1 ºC)。羟乙基

哌嗪乙磺酸(HEPES)缓冲液则为细胞生长提供适宜

的pH条件。Nevill等[14]设计制备微流控芯片, 将细

胞培养和电化学裂解功能结合在一起, 对细胞中的

蛋白(p53和HRP)进行分析, 大大降低了分析时间和

成本。在微流控芯片上还可以进行肝、肺细胞和组

织培养, 构建体外毒理实验模型[15]。除此之外, 微流

控芯片还可以用于干细胞和癌细胞的培养。由于干

细胞生活在复杂的物理、化学和生物因素下, 传统

的培养方法不能很好地模拟其生理环境, 并受到各

种限制, 而微流控芯片技术可以更好地模拟干细胞

在体内复杂的生活环境, 以高通量和可变方式精确

控制各种参数[16]。癌细胞最大的特点是侵袭和转移, 
利用微流控芯片可以模拟癌细胞渗入血管、在血管

内随血液循环流动、渗出血管和迁移到靶组织等一

系列过程[17]。由此可见, 采用微流控芯片来培养细

胞将成为细胞生物学研究的一个重要手段。

2.2  细胞分选

细胞分选是从非均一细胞体系中筛选出性质

均一细胞的技术, 在细胞免疫学和临床诊断中具有

非常重要的作用。目前最常用的细胞分选方法有磁

珠免疫法和流式细胞仪法, 其中磁珠免疫法对细胞

表面有特异性要求, 而流式细胞仪虽然能对细胞进

行快速可靠的分选, 但其体积庞大、价格昂贵、难

以灭菌。除此之外还需要专业人员操作和复杂的前

处理过程, 并伴随大量的样本消耗[18-19]。为了弥补

这些缺陷, 有报道将流式细胞仪的主要部件与微流

控芯片结合起来[20], 从而实现小型化和低成本分选

细胞。目前, 以微流控芯片技术为平台的细胞分选

A: 非水凝胶3D微流控细胞培养体系包括两个入口(一个是培养基入口, 另一个是细胞灌注入口)和一个出口。微坝结构将微流控通道分为中心

细胞培养室和两边用来扩散培养基的通道两部分; B: 细胞自动培养体系图解说明, 此体系由一个细胞培养室, 四个微泵、四个微阀、微通道、

储液池、两个加热器和一个微型温度传感器组成。(参照参考文献[12-13]修改)
A: the gel-free 3D microfluidic cell culture system has two inlets (one for culture medium infusion, one as cell reservoir) and one outlet. Micropillars 
divided the microfluidic channel into a central cell culture compartment and two side channels for perfusion of culture medium; B: schematic illustra-
tion of the automatic cell culture system. It is composed of a cell culture area, four micropumps, four microcheck valves, microchannels, reservoirs, two 
heaters and a micro temperature sensor. (Modified from reference [12-13])

图1　微流控细胞培养体系

Fig.1　Microfluidic cell culture system
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方法主要有两种: (1) 以微结构和层流为基础的被动

分选; (2) 以各种外力(如磁力、介电电泳力、电动

力等)驱动的主动分选[21]。

2.2.1    以细胞大小为基础的过滤分选        借助微型

机电系统(MEMS)技术, Chen等[22]设计和制造的立

柱型和堤坝型过滤芯片, 依靠平行的微立柱和微坝

尺寸大小来分离细胞。图2A所示的聚甲基丙烯酸

甲酯(PMMA)芯片利用红细胞与白细胞体积大小的

差异将红细胞从大鼠全血中分离出来[23], 在主通道

的垂直方向设置了微型堤坝, 两者存在5 µm的高度

差, 当缓冲液沿垂直主通道方向灌流时, 红细胞被冲

到侧面, 经过微型堤坝结构流入收集池里。图2B所
示芯片在主通道内两侧设计了两排直径20 μm、间

隔6.5 μm的立柱[24], 圆饼状、体积较小的红细胞能

通过立柱间的缝隙进入两边的通道, 而圆球状的体

积较大的白细胞则留在主通道内, 从而达到分选效

果, 与此同时, 连续流动的溶液将白细胞冲到出口

处, 避免微通道发生堵塞。

2.2.2    受介电电泳作用的细胞分选        介电电泳是

指本身不带电、但可以发生不同程度极化的颗粒在

非均匀的电场中移动的现象[25]。与电泳分离不同, 
介电电泳不是依靠粒子的荷质比, 而是依据不同介

电性质对颗粒进行分离。当处于非均匀电场时, 细
胞产生极化现象, 其表面会发生偶极矩作用[26], 进
而细胞在介电电泳力作用下, 向高场强(正向介电电

泳)或低场强(负向介电电泳)方向移动[27]。由于细胞

的大小、形状、介电性质不同, 细胞所受介电电泳

力的大小和方向也不尽相同, 因此可对细胞进行分

选。以微流控芯片介电电泳为基础的分选技术具有

很多优点: (1) 所需技术成本低; (2) 不需要对细胞表

面进行修饰[28]; (3) 操作简便; (4) 特异性高[29]等。基

于以上优点, 在微流控芯片上进行介电电泳已被广

泛应用于细胞分选[30]。Nascimento等[31]利用芯片介

电电泳对受寄生虫侵染和未被侵染的红细胞进行分

选。当红细胞受到侵染后, 其细胞膜的结构和表面

抗原会发生变化, 细胞膜通透性提高, 使两种细胞在

电场中受力大小和方向不同, 导致运动方向发生改

变, 进而获得分离。为了在芯片上实现介电电泳必

须产生非均匀电场, 如图2C所示, X型的绝缘结构用

于产生非均匀电场, 通过改变电压和液体流速, 收集

HeLa细胞[32]。Pommer等[33]在微流控芯片上设计了

两个非均匀电场, 对样品中的细胞进行串联介电电

泳分离, 从全血样品中获得了纯度为95%的血小板。

2.2.3    光驱动的细胞分选        用光作用力进行细胞

分选主要有荧光激发和光镊两种形式[34]。荧光激发

的细胞分选是将目标细胞预先进行荧光标记, 经过

检测区域时目标细胞被识别, 在激光束作用下使目

标细胞进入选择通道。Wang等[35]在微流控芯片上

以荧光激发的方式, 将被绿色荧光蛋白基因转染的

HeLa细胞分选出来, 如图2D所示, 当样品流经检测

区域时, 光电二极管检测到细胞的存在, 接着光电倍

增管对细胞所发荧光进行分析, 声光调制器触发光

学开关将表达绿色荧光的HeLa细胞送入收集通道。

光镊是一种光效应, 激光聚集可形成光阱, 微小物体

受光压而被束缚在光阱处, 移动光束使微小物体随

光阱移动, 借此可在显微镜下对微小物体操控。如

图2E所示, 在光镊芯片上, 细胞样本被数字成像系统

检测、识别、追踪, 以产生的可控信号为基础, 利用

激光光镊, 目标细胞自动转入邻近的鞘流, 最终被分

流到下游收集区域[36]。

2.2.4    磁性细胞分选        磁性分选在芯片细胞分选

中尤其受欢迎, 因为磁力对细胞活力的影响最小[37]。

磁性细胞分选的原理是: 在目标细胞表面包裹磁性

微粒[38]或将磁性纳米颗粒引入细胞内部[4], 从而使

其带上磁性标签, 当带有磁性标签的细胞流经磁场

区域时, 磁力使目的细胞偏离原来的运动轨道[39]。

由于不同细胞的大小、磁化率、流速不同, 细胞偏离

原来层流方向的程度不同, 从而将细胞分选出来[40]。

微流控芯片上的磁性细胞分选可以实现对两种及多

种细胞的分选, 可以将待分选的细胞用磁性标签标

记, 其余细胞不做标记, 当目标细胞流经磁场区域时

运动方向发生改变, 从而被分离出来[41]; 也可以将多

种细胞施加不同磁性标签以达到分选目的。Adams
等[42]就在微流控芯片连续层流基础上实现了同时对

多种细胞进行空间定位分选, 如图2F所示, 细胞在进

样之前用不同磁性标签标记, 流经磁场区域时, 不同

细胞在磁力和流体驱动力的合力作用下流向不同的

收集通道, 最后在收集通道将细胞用洗脱液洗脱出

来, 从而达到细胞分选的目的。

2.3  细胞裂解

细胞裂解是对细胞内物质(核酸、蛋白质、信

号小分子等)进行分析的关键步骤[3]。根据细胞破裂

的原理可将细胞裂解方式分为以下几种: 物理裂解、

化学裂解、电裂解[43]。物理方法主要指采用冷冻、
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A: 用于分选血细胞的PMMA微流控芯片。左图为微流控芯片整体示意图, 共有7个口, 1: 注血口; 2-4: 缓冲液注入口; 5,6: 红细胞收集口; 7: 废
液口。右图为分选区域局部放大图; B: 用于分选细胞的连续流动微流控芯片。左图为立柱型分选血细胞芯片概略图, a: 血液样品注入口, b: 白
细胞收集口; c: 红细胞和血浆收集口; 右图为装置末端微立柱阵列扫描电镜图; C: 负向介电电泳分离HeLa细胞的微流控芯片; D: 荧光激发的微

流控芯片细胞分选示意图, 细胞流经中心通道时, 经过分析转换, 靶细胞流向收集口, 而其他细胞流入废液口; E: 自动化细胞分选系统设计图。

当细胞通过兴趣区时, 数字图像处理系统产生信号, 激发激光光镊, 将目的细胞从样品中分离出来; F: 多靶标磁性细胞分选结构。样品中含有

过量的非目标细胞和2个不同的靶细胞(目标1和目标2), 靶细胞分别用特定标签(标签1和标签2)标记, 细胞在MFS 1和MFS 2产生高梯度磁场区

域发生分离。(参照参考文献[23-24,32,35-36,42]修改)
A: PMMA microfluidic devices for blood cell filtration. Overview of the blood cell sorting chip (left). There are seven ports. 1: blood injection port; 2-4: 
buffer injection port; 5,6: RBCs collection port; 7: outlet port. Partial enlarged drawing of the sorting area (right). RBC refers to red blood cell; WBC 
refers to white blood cell; B: continuous flow microfluidic device for cell separation. Schematic of the pillar type for blood cell sorting (left), a-blood sample 
injection port; b-white blood cell collection port; c-red blood cell and plasma collection port. SEM of micropillar array in the regions close to the end (right); 
C: the negative dielectrophoresis microfluidic chip for the focusing of HeLa cells; D: the schematic fluorescence-activated microfluidic cell sorter. After being 
aligned to the center of the channel, cells are analyzed and then switched. Target cells are directed to the collection output while all other cells flow to the waste 
output; E: design concept of the proposed automatic system for cell sorting. When cells flow through the region of interest (ROI), signals generated by the 
digital image processing (DIP) system used to actuate a single beam optical tweezer to extract the target cells from main sample flow stream; F: the multitarget 
magnetic activated cell sorter separation architecture. The sample contains an excess of nontarget cells and 2 different target cells (target 1 and target 2) that are 
labeled with two different magnetic tags (tag 1 and tag 2) by specific surface markers. Separation occurs in 2 regions of high magnetic field gradient generated 
by the microfabricated ferromagnetic strip (MFS 1 and MFS 2). (modified from reference [23-24,32,35-36,42])

图2　用于细胞分选的微流控芯片

Fig.2　Microfluidic chip for cell sorting 
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渗透压、剪切力[44]和超声波等破碎细胞。化学方法

则指用酶或表面活性剂处理细胞膜, 从而使细胞裂

解。电裂解法是使用电脉冲或连续的直流电, 将细

胞破碎。

化学裂解中常用的使细胞膜变性的试剂有Tri-
ton X-100、盐酸胍、蛋白酶和十二烷基磺酸钠(SDS)。
图3A为采用化学试剂进行细胞裂解的芯片, 在a-c口
分别加入磷酸盐缓冲液(PBS)和裂解液SDS、Triton 
X-100, 在d口加入胎牛血清, 继而引入要裂解的细

胞, 细胞在图中通道交叉处裂解, 细胞裂解物在下游

被检测[45]。但化学裂解法会将细胞器膜一起破坏, 
不适用于亚细胞结构分析, 除此之外还需要对细胞

裂解物进行分离纯化, 操作相对麻烦, 裂解试剂的使

用还可能干扰下游对目标物质的检测。

细胞膜的双层结构是绝缘的, 但暴露在电场中

的细胞会产生一个跨膜电势, 当跨膜电势超过大约1 
V时细胞便会发生裂解。Lu等[46]在芯片上设计了锯

齿状电极, 并使用交流电对细胞进行裂解, 通过控制

电压大小及频率, 使细胞膜破裂而细胞器膜保持完

整, 为在亚细胞水平进行分析提供了可能。细胞膜一

般需要在较高外加电场强度下(约1 000 V/cm左右), 
才能获得大约1 V的跨膜电势而发生裂解。由于细

胞进样需要在较低电场强度条件下, Lee等[47]通过改

变微流控芯片通道的宽度解决了这一问题, 如图3B
所示, 他们将细胞裂解区通道宽度较其它区域缩小

20倍, 则该区域的电场强度则达到其它区域的20倍, 
从而实现了细胞的低场强进样, 高场强裂解。一般

的细胞电裂解使用的都是二维电极, 对细胞膜产生

不均一的力作用, 有人采用了高50 μm、直径50 μm 
的三维柱形电极对白细胞进行裂解, 可以极大地提

A: 微流控芯片裂解和孵育HL-60细胞示意图, 裂解液和作用物从a-c口注入, 细胞从d口注入, 荧光探测器和显微镜位于下游交叉处; B: 采用低直

流电压连续裂解细胞装置, 微通道宽度为200 μm, 裂解处孔的宽度为10 μm; C: 无线感应生热裂解细胞芯片示意图, 将边长6 mm的六边形金属

片整合到两层PDMS中间, 整个装置包括一个入口(1), 三个小室(2-4), 一个出口(5), 加热元件(6)和感应线圈(7)。(参照参考文献[45,47,50]修改)
A: scheme of on-chip lysing and on-chip incubation of HL-60 cell with substrate. Substrate and lysing agents were placed in ports a-c. Cells were placed in port d. 
A fluorescence detector was located downstream of the mixing point, and an observation microscope sat over the intersection; B: a continuous electrical cell ly-
sis device using a low dc voltage. The width of the microchannel is 200 μm, while the orifice’s width is 10 μm; C: scheme of wireless induction heating device 
for cell lysis. A metal heating unit with hexagonal shape of 6 mm of side length was embedded between two layers of PDMS. The microfluidic system consists 
of one entry (1), three chambers (2-4), one outlet (5), a metal heating element (6) and induction coil (7). (modified from reference [45,47,50])

图3　细胞裂解装置示意图

Fig.3　The schematic view of the cell lysis device



姚　琳等: 微流控芯片技术在细胞生物学研究中的应用进展 1259

高裂解效率[48]。细胞电裂解可在短时间达到裂解效

果, 最快可达33 ms, 比SDS裂解的速度快8倍[49]。

电裂解在高效快速的同时也存在一些弊端, 如
电极寿命短、操作过程复杂、需要外加电源。为克

服这些缺点, Baek等[50]设计了一种无线感应生热

裂解细胞的装置, 如图3C所示, 芯片底部放置一个

直径6 mm粗的感应线圈, 两层PDMS中间有厚度为

100 μm的六边形金属薄片, 感应线圈通电后, 通过电

磁感应现象, 金属薄片发热, 进而将上层芯片小室中

的细胞裂解。

2.4  细胞计数

培养的细胞在一般条件下要求有一定的密度

才能生长良好, 因此要进行细胞计数。细胞计数通

常与细胞分选、裂解等功能一起整合到微流控芯片

上。对细胞计数, 常使用的方法有荧光检测、数字

图像处理技术(CCD图像传感器)和阻抗测量[51]。前

两种方法主要是将流式细胞仪与微流控芯片结合起

来, 细胞用特殊荧光素标记, 受激发后产生荧光, 经光

电转换器转换成电信号计数细胞[52-53]。利用阻抗测

量的方法也可以在芯片上实现对血细胞的计数[51], 当
细胞流经检测区域时, 溶液电导率、电容、电阻发

生变化, 产生脉冲信号, 脉冲信号的多少即反应了细

胞数量的多少[54]。除此之外, 还可在芯片上嵌入一

对光纤维, 当细胞流经两纤维之间时, 光被挡住, 这
一信号被捕捉并转化成电信号, 对流过的细胞进行

计数[55]。CD4+ T淋巴细胞的计数在HIV阳性患者的

检测中起着重要的作用[56], 目前, 利用上述方法已经

成功实现了在微流控芯片上对CD4+ T淋巴细胞的计

数, 但检测前需在通道中注入单克隆抗体以捕捉T细
胞[57]。Imaad等[58]还设计了一种新颖的装置来实现

细胞的计数, 如图4所示, 他们将PDMS与光碟(com-
pact disc, CD)整合在一起, 将二进制数据写到光盘

上, 用相应的输出数据组成音频文件, 将音频文件刻

录到可录光碟中, 当有细胞出现时便会采集到错误

数据, 以此来实现细胞计数。

2.5  细胞凋亡

细胞凋亡是一种特殊的细胞程序性或自杀性

死亡[59], 通过消除体内不需要的细胞来维持组织稳

态和调节免疫应答[60]。增强或抑制细胞凋亡可导致

发育缺陷、自身免疫缺陷病和神经退行性病变[61]。

细胞凋亡除了在胚胎和大脑发育过程起调节作用

外, 还与很多疾病有关, 包括心脏病和癌症[62]。伴随

着细胞凋亡过程, 细胞形态和功能会发生变化, 如细

胞皱缩、核质浓缩、线粒体外膜跨膜电势消失、通

透性改变、释放细胞色素C到胞浆、天冬氨酸特异

性半胱氨酸蛋白酶(caspase)激活[63]、细胞膜磷脂酰

丝氨酸外翻, 最终形成凋亡小体[64]。

细胞凋亡过程中DNA会形成长度为50~300 Kb
的片段[65], 依据这一特征Klepárník等[66]设计了一款

芯片用于检测多柔比星(doxorubicin)诱导的心肌细

胞的凋亡, 细胞在碱性环境下裂解, 用溴化乙锭标

记DNA, 电泳分离后在共聚焦显微镜下观察DNA片

段长度, 以此来判断细胞凋亡的程度。半胱氨酸天

冬氨酸蛋白酶(caspase)是一类在天冬氨酸残基处裂

解蛋白质的蛋白酶家族, 在细胞凋亡过程中起调节

作用[67]。Randall等[68]在微流控芯片上实现了同时

捕获并诱导淋巴细胞凋亡, 他们将抗CD-95的抗体

粘附在玻璃基底上, 连有脂肪酸合成酶(Fas)受体的

细胞流经微流控芯片通道时被捕获, 与此同时经由

caspases-8途径诱导淋巴细胞凋亡, 被固定在通道表

面的细胞被认为经历细胞凋亡过程。Dai等[69]设计

了浓度梯度的芯片检测细胞凋亡程度, 将青色和黄

色荧光蛋白用含有caspase-3裂解位点的短肽连接, 
通过质粒转染HeLa-C3细胞, 然后用不同浓度的依

托泊苷(一种治疗肿瘤的药物)处理细胞, 凋亡的细

胞激活caspase-3, 在荧光显微镜下观察到绿色荧光, 
而未凋亡细胞可观察到蓝色荧光。除此之外, 细胞

凋亡时细胞膜内侧的磷脂酰丝氨酸外翻, 钙磷脂结

合蛋白V (Annexin V)与磷脂酰丝氨酸有高度的亲和

装置包括5层: PDMS层、聚碳酸酯薄层、光敏染料层、金属反射层

和塑料保护层。(参照参考文献[58]修改)。
This device consists of five layers including PDMS microfluidic layer, 
thin polycarbonate layer, photosensitive dye layer, metallic reflective 
layer and plastic protective layer. (modified from reference [58]).

图4　微流控芯片细胞计数研究

Fig.4　The study of cell counting on microfluidic
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A: 左图为单个HeLa细胞通过微缺口的迁移研究, 这个装置包括3个平行的通道和两排宽度为3 μm和10 μm的微缺口, 右图箭头指示细胞核的位

置, HeLa细胞从底部通道向中间通道迁移; B: 汇合细胞创造边缘伤口过程, 首先从三个入口灌入细胞, 两天后当细胞汇合到一起时, 分别灌

注30 mL PBS、胰蛋白酶和EDTA混合液, 然后再加入表皮生长因子、细胞松弛素D和鬼比环肽; C: 用于研究细胞迁移的开放性微流控装置。1: 

从底部观察到的芯片示意图。PDMS层包括细胞存储池和微通道, 含有cAMP和叶酸混合液的微滴管放在微通道的前方; 2: 装置侧面观, 细胞从

储液池灌入, 在玻璃层表面向微滴管方向移动; 3:窄通道区域内细胞迁移示意图。区域内总共有16个通道, 宽度分别为6, 8, 10, 12 μm, 每隔宽度

重复4次; 4: 两个宽通道区域内细胞迁移示意图, 每个通道宽度为100 μm。(参照参考文献[72-74]修改)
A: the migration study of individual HeLa cells across microgaps (left). A typical device contains 3 parallel channels and 2 rows of microgaps of either 
3 or 10 μm in width. Arrows indicate the position of the cell nucleus (right). The direction of HeLa cell migration is from the bottom channel to the 
middle channel; B: patterning processes to create wound edges for the confluent cells. First cells were loaded from the three inlets, after two days, when 
the cells reached confluence, 30 mL of PBS and trypsin/EDTA (TE) solution were, respectively, injected from the three inlets. EGF, CD, or phalloidin 
were then added to the medium; C: the open microfluidic device (OMD) for studying cell migration. 1: schematic diagram of an open microfluidic de-
vice viewed from the bottom. The PDMS layer contains cell port and channels. A micropipette filled with the mixture of cAMP and folic acid is placed 
in front of the narrow channel region; 2: a side view of the device. Cells are loaded through the cell port and crawling on the glass surface toward the 
micropipette; 3: scheme of the narrow channel region with cells crawling toward the micropipette. In the actual device, there are 16 channels with each 
size represented 4 times. The channel widths are 6, 8, 10, 12 μm; 4: scheme of two wide channel regions with cells crawling toward the micropipette. 
The width of each wide channel is 100 μm. (modified from reference [72-74])

图5　微流控芯片细胞迁移研究

Fig.5　The study of on-chip cell migration
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A: 左图为精氨酸-甘氨酸-天冬氨酸肽介导的细胞硫醇化过程。两端均含有巯基的九肽与CHO细胞表面结合, 然后巯基官能团与金电极表面结

合, 捕获细胞。右图为整体单细胞捕获芯片示意图, 当电场强度为50 V/cm时, 细胞被捕获在相应的交错电极; B: 用于细胞捕获的蛇形通道结构

示意图。细胞悬液从进口注入, 单个细胞相继被捕获在捕获口袋, 主通道宽50 μm, 捕获口袋直径20 μm。(参照参考文献[78-79]修改)
A: illustration of RGD mediated cell thiolation process (left). Integrin proteins (CCRRGDWLC) containing cysteine residues at both termini are com-
bined with the CHO cell surface, then the thiol functional groups on the peptide bind to exposed gold pads and hold the cell in place. Schematic of the 
glass PDMS microdevice for single-cell capture (right). Cells are directed to the desired electrode by applying a 50 V/cm electric field between the 
interdigitated electrodes; B: diagrammatic sketch of the structures of the serpentine microchannel for cell capture. Cell suspension are injected from the 
inlet, then a single cell was individually trapped in each trapping pocket. The main channel’s width is 50 μm, while the half circular trapping pocket’s 
diameter is 20 μm. (modified from reference [78-79])

图6　单细胞捕获示意图

Fig. 6　The schematic view of single-cell capture

力, 利用这一特性, Zhao等[70]以Annexin V功能化的

量子点为探针, 在微流控芯片上检测经抗癌药物作

用后白血病HL-60细胞的凋亡程度, 荧光强度反映

了细胞凋亡的程度, 在单细胞水平上成功区分了凋

亡和非凋亡细胞。

2.6  细胞迁移

细胞迁移也称细胞运动, 指的是细胞在接收到

迁移信号或感受到某些物质的浓度梯度后产生的移

动。细胞觅食、损伤的痊愈、胚胎发生、免疫、感

染和癌症转移等生理现象都涉及到细胞的迁移, 因
此细胞迁移是目前细胞生物学研究的一个重要内

容。目前, 最常用的研究细胞迁移的方法之一是划

痕法, Liang等[71]设计了一种填充芯片来研究细胞的

迁移, 芯片由两层管道组成, 下层用来培养细胞, 上
层管道用来控制液体流动及产生伤痕区域, 每隔一

段时间拍摄图像并计算出没有被细胞填充的区域, 
借此衡量细胞的迁移速度。Chaw等[72]设计了如图

4A所示的芯片来研究细胞的迁移, 芯片共有三个平

行的通道, 中间通道与另两个通道间分别有多个宽

3 μm和10 μm的缺口, 其中上下两个通道灌入细胞和

基本培养基, 而中间通道灌入基本培养基和10%的

胎牛血清, 在趋化因子的作用下, 上下两层通道中的

细胞会按箭头指示方向运动。Nie等[72-73]用胰蛋白酶

消化产生划痕, 观察细胞在表皮生长因子等作用下

的迁移情况, 实验过程如图4B所示, 首先在三个并行

的宽300 μm通道灌注胚胎纤维细胞(NIH 3T3), 待细

胞贴壁生长后用胰蛋白酶和EDTA混合液(TE)消化, 
然后加入基本培养基(DMEM)、表皮生长因子(EGF)、
细胞松弛素D (CD)、鬼比环肽(phalloidin), 观察细胞

迁移运动。Jowhar等[74]还设计了不同宽度的通道来
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观察盘基网柄菌(Dictyostelium discoideum)的迁移活

动, 通常情况下盘基网柄菌以单细胞形式存在, 当食

物匮乏时分泌环腺苷酸(cAMP)并在cAMP作用下聚

集成多细胞, 如图所示, 将饥饿处理的极性细胞和未

处理的非极性细胞分别用荧光标记, 混合后引入到

细胞储液池, 在通道另一侧用微滴灌注入cAMP和叶

酸混合液, 观察两种细胞的迁移速率和迁移路径。

2.7  单细胞捕获

在传统的对细胞增殖、分化及细胞对外界刺

激反应的研究中, 通常把细胞样品看成是均一稳定

的, 而事实上细胞通常是异质性的, 所以单细胞分析

在理解细胞个体间的差异显得尤为重要[75]。在单细

胞水平进行研究相对于传统的细胞生物技术及分析

方法更具优势, 因为其能更精确、直接地观察到细

胞、亚细胞水平的动态和不连续过程[76], 使蛋白质

定位及动力学的研究成为可能[77], 同时可以检测单

个细胞对相同的信号分子的不同反应。单细胞水平

研究的前提是实现单细胞捕获, 进而才能对其内含

物进行分析或实现单细胞操控。目前, 已经有很多

成功应用的实例, 比如Nicholas等[78]设计了电场驱动

单细胞捕获的装置, 如图5A所示, 中国仓鼠卵巢细

胞(CHO cells)用合成的含有巯基的九肽(CCRRGD-
WLC)进行标记, 然后将细胞悬浮液引入到微通道

中, 被标记的细胞与金电极表面结合形成金硫键, 从
而达到细胞捕获的效果。Takahiro等[79]设计了捕获

口袋来实现单细胞捕获, 如图5B所示, 蛇形通道两

侧有直径20 μm的捕获口袋, 当细胞悬浮液流经通

道主通道时, 会有部分细胞被捕获, 进而进行荧光标

记、细胞裂解及内含物的检测。就目前看来, 微流

控芯片上进行单细胞操作有着非常好的应用前景, 

A: NIH 3T3与HepG2共培养示意图, 上下两个通道用于灌注细胞, 左边通道用于培养基的注入, 右侧通道用于代谢废物的流出; B: 巨噬细胞和成

骨细胞共培养示意图, 巨噬细胞位于上游培养区, 成骨细胞位于下游培养区; C: T细胞与内皮细胞相互作用研究示意图, 首先将HUVECs灌注到

芯片上, 并用肿瘤坏死因子(TNF-α)刺激诱导表面分子表达, T细胞用异硫氰酸荧光素(FITC)连接的CD3抗体标记, 在荧光显微镜下观察T细胞, 
SLE: 系统性红斑狼疮。(参照参考文献[83-85]修改)
A: scheme of the microfluidic system for co-culture of NIH 3T3 and HepG2, cells were loaded from the top and bottom channels, while the medium 
was loaded from the left channel and the waste outflowed from the right channel; B: schematic representation of the microfluidic coculture system. The 
macrophages were cultured in up-stream microwells and osteoblasts were cultured in down-stream microwells; C: scheme of the study on the interac-
tion of T cell and endothelium HUVECs were loaded into the device and stimulated with TNF-α to induce surface molecule expression. T cell was 
observed under fluorescence microscopy after incubation with FITC-conjugated CD3 antibodies, SLE: systemic lupus erythematosus. (modified from 
reference [83-85])

图7　细胞间相互作用研究示意图

Fig.7　The schematic view of study on cell interaction
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比如对神经细胞之间递质的传递, 体外受精以及细

胞之间相互作用的研究等。

2.8  细胞间相互作用

细胞间相互作用是指细胞间的直接作用, 在多

细胞生物的发育及功能发挥中起着重要作用, 并且在

衰老及病理条件下可以维持体内的稳态。细胞间相

互作用参与许多生理及病理过程, 例如胚胎发育、伤

口愈合、肿瘤侵袭和转移等[80-81]。微流控芯片具有

设计灵活的特点, 在大量的微通道中可同时培养多种

细胞, 通过对3D胞外基质的引入可实时监测和控制

生化因子和信号分子的产生及其浓度, 更适合细胞间

相互作用的研究[82]。目前微流控芯片研究细胞间相

互作用最常用的方法是细胞共培养。Liu等[83]用芯片

实现胚胎成纤维细胞(NIH 3T3)和肝癌细胞(HepG2)
的共培养, 如图7A所示, 两种细胞分别用不同的荧

光分子标记, 打开通道阀门, 给予充足的营养, 在荧

光显微镜下可观察到NIH 3T3向HepG2方向移动。

Wei等[84]设计了一种能更精确反映细胞间相互作用

的微流控细胞共培养体系, 如图7B所示, 体系包括

上游和下游细胞培养区, 上游细胞培养区用来培养

巨噬细胞, 当用脂多糖(LPS)或聚甲基丙烯酸甲酯

(PMMA)给予刺激时, 巨噬细胞分泌白细胞介素-1β
和肿瘤坏死因子-α, 这两种代谢产物通过微通道网

络结构形成浓度梯度, 作用于下游的成骨细胞, 促进

成骨细胞分泌前列腺素E2。白细胞与内皮细胞的相

互作用对白细胞在免疫系统中的迁移及功能发挥起

着重要作用, 而这两种细胞的相互作用需要细胞粘

附分子(CAM)的参与, 为了研究这两种细胞间的作

用, Park等[85]设计如图7C所示芯片, 通过CAM的表

达量来研究T淋巴细胞(白细胞的一种)与人脐静脉

内皮细胞(HUVECs)之间的相互作用。

3   展望
微流控芯片技术自20世纪90年代出现以后, 随

着生物、材料、化学、物理工程和电子工程等学科

的介入, 目前已取得了巨大的发展, 其最终目的是建

立多功能芯片实验室。微流控芯片技术正以其独特

的优势越来越多地应用到细胞生物学研究中, 其不

仅可以为细胞提供可控制的生存微环境, 与其他分

析方法结合检测细胞内生化过程[86], 而且在细胞个

体、细胞群体和多细胞生命体三个层次对细胞的生

命活动进行深入研究[87]。另一方面, 微流控芯片仍

处于发展初期, 许多方面的技术还不成熟, 如不能进

行长期细胞培养[88]; 细胞三维培养中一些水凝胶和

粘连蛋白的引入可能阻塞通道和妨碍物质传输; 电
裂解细胞时产生的焦耳热和气泡会影响细胞生长和

代谢等。目前微流控芯片大多处于实验室概念化论

证阶段, 尚未达到理想的商业化和通用化程度; 对微

流控芯片技术了解不多的生物研究人员, 应用起来

还有一定的困难[89]。但是, 基于微流控芯片的突出

优点和人们对新技术的需求, 我们相信微流控芯片

细胞实验室将成为细胞生物学研究的重要平台。
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Recent Applications of Microfluidic Technology in the Field of Cell Biology

Yao Lin,  Bai Liang, Wu Liangqi,  Ding Yongsheng*
(College of Life Sciences, Graduate University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China)

Abstract        Since the early 1990s, microfluidics, also called “lab on a chip” is growing rapidly. Because of 
having the characteristics of miniaturization, integration, high throughput, low energy consumption and rapid analy-
sis, microfluidics becomes attractive in cell biological research as a promising platform. Microfluidic technology 
enables us to investigate cell behavior with precise and localized of experimental conditions which are unreachable 
by using macroscopic tools. This review mainly summarizes recent applications of microfluidics in cell culture, cell 
sorting, cell lysis, cell counting, cell apoptosis, cell migration, cell capturing and cell interaction.
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