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Capture-culture dual-zone integrated unit array for single-cell microfluidic chips
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Abstract

Single-cell culture has long posed a significant challenge and remained a hot topic in biomedical engineering. To address the limitations in existing microfluidic single-cell chips, where cell culture space is constrained by the capture zones——impeding long-term cultivation. This study presents a capture-culture dual-zone integrated microfluidic chip, which integrates cell capture and culture functional region within a single unit. Through optimized chip layout design, the device achieves a microsphere capture rate of 91.93% and a cell capture rate of 60.1%.This study employs mouse fibroblast L929 cells (average diameter: 10 μm) as the model system, establishing a hydrodynamic flow model of cell suspension within the chip through theoretical calculations and computational simulations. To ensure cell viability, a microchannel width of 60 μm achieves optimal capture efficiency. To validate the chip performance, under conditions of a cell (or microsphere) input density of 1×105 cell/mL and a flow velocity of 300 μm/s, the cells exhibited stable post-entry conditions. With a microchannel width of 60 μm, the chip achieved both high capture efficiency and single-cell isolation rates, yielding a robust single-cell microfluidic device with stable bonding. This chip demonstrates a simple structure and straightforward fabrication process, serving as a novel tool for single-cell analysis and research.

摘要

单细胞培养一直以来都是生物工程的难点和热点。针对现有单细胞微流控芯片中存在的细胞培养空间受制于细胞捕获空间, 导致细胞无法长期培养的问题, 设计了一种捕获-培养双区集成芯片。在单个单元中集成细胞捕获与细胞培养2种功能区域, 设计出简单高效的芯片布置方式, 实现了91.93%的微球捕获率和60.1%的细胞捕获率。以小鼠成纤维细胞L929(细胞系平均直径10 μm)为研究对象, 通过理论计算和模拟仿真建立细胞悬液在芯片中的流动模型。在保证细胞活性的前提下, 微通道宽度60 μm时可以得到较好的捕获效果。为了验证芯片性能, 在细胞(微球)进样密度为1×105 cell/mL, 进样流速为300 μm/s时, 细胞进入芯片后状态良好; 芯片微通道宽度为60 μm时, 可获得捕获率和单细胞率较好且键合稳定的单细胞微流控芯片。文中设计的芯片结构简单、制备方便, 有望为单细胞研究提供新工具。
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生物的生殖发育、遗传机制、神经活动等重大生命现象的研究, 都建立在以细胞培养为基础的一系列生物学实验之上。一般而言, 细胞培养是以群体为单位, 得到的是群体的指征[1], 无法观测每一个细胞的实际响应[2]。已有研究表明, 单细胞层面的研究能够实现细胞的准确表征[3–4], 为重大疾病早期诊断及治疗[5–6]、药物筛选[7–8]和细胞间相互作用[9]等研究提供可靠的科学依据。
微流控技术由于具有较强的单细胞处理能力, 已成为实现单细胞培养的重要手段[8]。单细胞捕获是单细胞培养的必要步骤, 基于流体动力和液滴微流控技术的单细胞捕获主要是通过合理地设计微流控芯片中的微结构, 当细胞悬液以一定流速流过时实现单细胞捕获, 捕获过程不需要施加其他外力[10]。目前应用较多的单细胞捕获多采用微井结构。Wang等[11]制备了一种用于单细胞捕获的双圆柱形微井。该结构由PDMS制备出串联的双圆柱微井, 单个微井包括下侧尺寸较小的单细胞捕获井(直径15 μm)和上侧尺寸较大的反应井(直径100 μm); 将细胞悬液注入芯片, 细胞依靠重力沉积到捕获井中, 之后多余的细胞在反应井中被冲走。这种结构捕获井尺寸较小且PDMS基底的亲水性较差, 不利于细胞后续长期贴壁生长。Zhai等[12]设计制备了一种用于单细胞捕获和培养的矩形微井, 该结构由4个四棱柱围成半开放式的20 μm×20 μm的正方形凹坑中, 加入细胞悬液后, 单细胞依靠重力作用落入微井, 之后冲走多余细胞。在进样密度为2×105 cell/mL时, 能够得到20%的捕获率。这种结构限制了细胞的贴壁铺展空间[13], 且捕获效率较低。
为了对单细胞进行长期培养, 需要提供足够的细胞贴壁生长空间[13], 解决细胞捕获所需小空间与细胞培养所需大空间的矛盾。本文设计了捕获与培养双区集成的单元; 通过仿真确定单元尺寸, 设计并对比4种微通道宽度尺寸, 分析芯片内部液体流速和压力; 采用光刻技术和复制模塑技术制备出阵列排布的捕获和培养双区集成PDMS层，与玻片层键合得到芯片。进一步地, 通过微球实验和小鼠成纤维细胞实验进行验证, 最终得到可靠性与效率兼顾的单细胞微流控芯片。
1 材料与方法
1.1 芯片结构设计
芯片结构设计包括捕获-培养单元结构设计与芯片总体结构设计。
捕获-培养单元在功能上要分离出单细胞并进行培养。将单元前侧设计为捕获区域, 后侧设计为培养区域, 为使细胞能够顺利地从前侧捕获区域进入到培养区域, 结构外壁与捕获微柱构成“门”, 以保证单细胞顺利通过。其中, 捕获区域用以分离单细胞, 从尺寸上看其大小可容纳1~2个细胞。本文以小鼠成纤维细胞为研究对象, 该体系细胞的平均直径为10 μm, 在设计时, 使捕获区域每次只可通过1个细胞。而培养区域的主要任务是给予细胞足够大的贴壁生长空间, 保证细胞的长期培养。为使培养区域面积达到3 000 μm2以上[14], 设计培养区域边长为60 μm, 结构外壁边长为100 μm, 结构外壁厚为20 μm, 如图 1所示。
	[image: Thumbnail: 图1 Refer to the following caption and surrounding text.]	图1 捕获-培养单元结构示意图



芯片总体结构包括2个进样口、2个出样口和阵列区域。捕获-培养单元之间会构成微通道。为使细胞在芯片内尽量保持单层, 设计微通道高度H=20 μm, 宽度W=20, 40, 60, 80 μm, 如图 2所示。
	[image: Thumbnail: 图2 Refer to the following caption and surrounding text.]	图2 芯片总体结构示意图



1.2 有限元分析
为了保证细胞活性, 并提高芯片的效率, 采用Comsol Multiphysics分别对单元和阵列进行仿真。
液体在流动时内部会产生剪切应力, 剪切应力过大会破坏细胞膜造成细胞死亡。根据托克斯流理论[15], 计算分析得到的最大剪切应力与流量的关系如(1)式所示。

式中: H表示微通道高度; W表示微通道宽度; μ表示介质黏度; Q表示流量。
流速和流量的关系如(2)式所示。

式中：v表示液体流速; Q表示流量; H表示微通道高度; W表示微通道宽度。
当剪切应力在0.2~0.5 Pa之间时，细胞开始变形，当剪切应力超过0.5 Pa时，细胞则开始死亡[16]。为使细胞保持良好的形态而实现长期培养, 选择最大应力小于0.2 Pa, 根据计算可得液体进样流速应小于338.98 μm/s, 此时流量小于1.22×10-3 L/s。
在此流速下, 使用有限元分析芯片内部细胞悬液的流动速度和方向, 以保证细胞活性。细胞培养液的主要成分包含水(80%~90%)、氨基酸、维生素等。本文选取水作为近似仿真流体, 取密度ρ为1 000 kg/m3, 动力黏度μ为0.001 Pa·s, 选取进样流速为3×10-4 m/s, 利用稳态纳维-斯托克斯方程(N-S)解决不可压缩流体Comsol仿真[17]，如(3)式所示, 通道壁选取无滑移边界条件。

式中：v表示速度矢量; p表示压强。
经过网格划分并求解得到流体在通道内的速度、压强等参数, 合理地选择微通道宽度W, 保证细胞活性。
1.3 芯片制备
芯片由生物相容性好的PDMS和玻片通过键合制备而成。采用标准电感耦合等离子体刻蚀(ICP刻蚀)技术制备硅模板。利用复制模塑技术, 将硅模板上的图案转移至PDMS上, 形成PDMS模板。玻片层将作为细胞黏附贴壁的基底, 因此采用铬酸洗液浸泡24 h并用极性溶液浸泡处理。将吹干的玻片层和打好孔的PDMS层用电晕放电仪处理30 s左右, 80 ℃烘烤1 h, 即可实现不可逆键合[18], 制备工艺如图 3所示。
	[image: Thumbnail: 图3 Refer to the following caption and surrounding text.]	图3 芯片制备工艺流程图



1.4 实验验证
为了验证芯片的性能, 本文首先采用微球进行预实验, 在此基础上采用小鼠成纤维细胞(L929)进行验证实验。
1.4.1 平台搭建及微球实验验证
首先将微球作为实验对象进行验证实验。微球的性质和尺寸单一且一致性好, 能够模拟细胞在微通道中的运动状态及流动特性, 进而评估芯片的流体力学性能; 另一方面, 与细胞相比, 微球对于实验时间和空间的要求较低, 适合作为预实验对象来研究。本文采用Spherotech公司的聚苯乙烯荧光微球(RFP-100-2)进行实验, 微球直径为10.7 μm, 密度为1.05×103 kg/m3。使用去离子水, 将微球溶液配制成1×105 cell/mL的溶液。微球的密度略大于溶液密度, 长期放置必定会产生沉淀以及抱团现象, 因此在使用前应当充分吹匀, 立即使用。由于酒精在PDMS-玻璃的芯片内具有较好的流动性, 可以使用酒精快速排出芯片内的气体, 避免死区出现。
实验平台流路系统使用外径为0.6 mm的针头配在驱动注射器上, 针头连接内径为0.3 mm的聚四氟乙烯(PTFE)毛细管, 该材料具有良好的化学惰性、耐热性和生物相容性[19–20]。毛细管的另一头接在芯片进样口中, 采用倒置显微镜(明美MI52)进行观察, 最后样片废液从芯片出样口经过毛细管流出, 进入废液池, 实现流路的搭建。
1.4.2 细胞实验验证
与微球实验不同, 体外培养的细胞缺乏抗感染能力, 防止污染是决定培养成功或失败的首要条件, 因此采用紫外线照射12 h进行灭菌。
为了验证芯片对单细胞的捕获能力, 本文采用小鼠成纤维细胞进行实验。小鼠成纤维细胞在含有10%胎牛血清(四季青)、1%青霉素-链霉素混合溶液(Invitrogn)、1%谷氨酰胺溶液的α-MEM培养基(Hyclone)于37 ℃, 5% CO2的培养箱中培养。采用0.25%胰蛋白酶(Invitrogn)消化细胞约3 min, 使用离心机设置转速1 000 r/min, 10 min后收集细胞。细胞接种前采用紫外线将所需芯片、管道、接头等设备进行灭菌照射12 h以上。为了和微球实验结果作对比, 将细胞配置成1×105 cell/mL的细胞悬液, 利用微量进样泵加入芯片。使用酒精为芯片排气后, 加入足够多的PBS缓冲液, 将芯片内部的酒精完全排出以供细胞后续生长。另外由于细胞的贴壁性质, 将细胞配置成悬液后尽快加样, 防止细胞抱团。
2 结果与讨论
2.1 有限元仿真结果
单元仿真结果如图 4所示。单元内剪切应力最大区域分别在捕获微柱、拦截微柱处, 最大值为0.031 Pa, 远小于细胞所能承受最大剪切应力0.2 Pa[16]。培养区域内部速度和剪切应力数值平稳, 适合细胞长期培养。
	[image: Thumbnail: 图4 Refer to the following caption and surrounding text.]	图4 单元仿真结果



芯片内微流体速度仿真结果如图 5所示。其中速度反映剪切应力的水平, 平均速度随着微通道宽度W缓慢减小; 最大速度也呈现减小态势, 且在微通道宽度W由20 μm增大到40 μm时大幅减小。微流体最大速度与平均速度的比值反映芯片内部的微流体速度差幅, 这个值随微通道宽度W增大而减小, 变化趋势与最大速度曲线相似。
	[image: Thumbnail: 图5 Refer to the following caption and surrounding text.]	图5 芯片微流体速度变化仿真情况



芯片阵列微流体压力仿真结果如图 6所示。可以看出微流体的最大压力和平均压力均随微通道宽度W增大而减小, 且在微通道宽度W由20 μm增大到40 μm时大幅减小。而最大压力和平均压力的比值则随着微通道宽度增大而缓慢增大。
	[image: Thumbnail: 图6 Refer to the following caption and surrounding text.]	图6 芯片微流体压力变化仿真情况



综合以上结果可以看出, 一定的进样流速下, 微通道宽度W越大, 芯片内部的速度、压力越趋于均匀, 对细胞的捕获和培养越有利; 但通道尺寸过大会出现键合失效的可能。
2.2 芯片制备
本文所设计的微流控芯片, 经过ICP技术制备硅模板, 并经复制模塑技术由硅模板制备而成PDMS模板, 硅模板的扫描电镜结果如图 7所示, 与设计尺寸相比, 实际尺寸偏差率最大为5.33%, 具有较好的一致性, 满足使用要求。
	[image: Thumbnail: 图7 Refer to the following caption and surrounding text.]	图7 硅模板微结构扫描电镜图



芯片阵列区域的键合效率与键合面积相关。为了表征键合效率, 本文定义键合面积比为阵列区域500 μm×500 μm内, 键合面积所占比值。如图 8所示, 经计算键合面积比随微通道宽度增大而减小, 键合强度降低, 键合失效可能性增大。
	[image: Thumbnail: 图8 Refer to the following caption and surrounding text.]	图8 键合面积比变化情况



2.3 微球捕获实验
4种微通道宽度的微球实验显微结果如图 9所示。
	[image: Thumbnail: 图9 Refer to the following caption and surrounding text.]	图9 不同微通道宽度微球捕获实验结果



为了量化表征芯片的单细胞捕获和培养能力, 定义“捕获率RP”为有细胞(或微球)的单元个数NC与该视野中所有单元个数的比值NA, 如(4)式所示; “单细胞率RS”为仅有单个细胞(或微球)的单元个数NSC与视野中所有单元个数的比值NA, 如(5)式所示。


统计结果如图 10所示, 捕获率随着微通道宽度W的增大而呈现增大趋势, 尤其是当微通道宽度W由20 μm增大到40 μm时, 捕获率显著提升; 而当微通道宽度W从40 μm增大到80 μm时, 捕获率仅缓慢增加。单细胞率在4组实验中, 微通道宽度W=60 μm时效果较好。综上, 当微通道宽度W=20 μm时, 捕获率和单细胞率效果较差, 且芯片内部速度变化幅度较大, 细胞受到较大的剪切应力, 很难进行后续长期培养, 不适合进一步的细胞实验研究; 当微通道宽度W=60 μm时可获得较好的捕获率和单细胞率。
	[image: Thumbnail: 图10 Refer to the following caption and surrounding text.]	图10 不同微通道宽度下微球实验3次统计结果



2.4 细胞实验
细胞实验结果如图 11~12所示, 可以看出捕获率在微通道宽度W =60 μm时最好, 而单细胞率则随微通道宽度W的增大而缓慢增大。当微通道宽度W=80 μm时, 单细胞率较微球实验高, 这是由于实验过程中, 键合面积比低, 出现部分结构键合失效。综合单细胞率和捕获率2个因素, 微通道宽度W=60 μm时效果较好, 与微球实验结论一致。
	[image: Thumbnail: 图11 Refer to the following caption and surrounding text.]	图11 不同微通道宽度下细胞实验显微结果



	[image: Thumbnail: 图12 Refer to the following caption and surrounding text.]	图12 不同微通道宽度下细胞实验3次统计结果



3 结论
本文以小鼠成纤维细胞为对象, 设计了一种在单元内集成细胞捕获和培养双区集成的单细胞微流控芯片, 利用小空间分离单细胞, 同时为单细胞提供大空间实现贴壁生长。根据仿真结果, 单元内捕获微柱和拦截微柱处具有较大的流速和剪切应力, 且单元内最大剪切应力为0.031 Pa, 远小于细胞所能承受的最大剪切应力0.2 Pa。在进样流速为300 μm/s时, 芯片内液体流速和压力分布随微通道尺寸W的增大而逐渐平稳均匀, 有利于细胞长期培养。利用微球和小鼠成纤维细胞进行实验验证, 结果显示捕获率总体上随微通道宽度增大而提高; 当微通道宽度增大到80 μm时, 捕获率和单细胞率略有下降, 且实验过程中存在键合失效而出现气泡进入芯片的情况。当微通道宽度W为60 μm时, 可获得单细胞率、捕获率和键合质量较好的芯片, 实现单细胞捕获与培养双功能。
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