
２０１８ 年 ２ 月

第 ３６ 卷第 １ 期

西 北 工 业 大 学 学 报

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎｏｒｔｈｗｅｓｔｅｒｎ Ｐｏｌｙｔｅｃｈｎｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
Ｆｅｂ．
Ｖｏｌ．３６

２０１８
Ｎｏ．１

ＤＯＩ： １０．１０５１ ／ ｊｎｗｐｕ ／ ２０１８３６１０１３２

收稿日期：２０１７⁃０５⁃１２　 　 　 　 基金项目：国家自然科学基金（５１３７５３９８）、国家重大仪器设备开发专项（２０１３ＹＱ１９０４６７）、１１１
引智项目 （Ｂ１３０４４）以及陕西省科技统筹创新工程重点实验室项目资助

作者简介：叶芳（１９６９—），女，西北工业大学副教授、博士，主要从事生物微机电系统及生物芯片技术研究。

一步成形法制备单细胞培养芯片

叶芳１，２， 何美莹１，２， 谢晋３， 谢丽４，５， 常洪龙１，２， 苑伟政１，２

１．西北工业大学 机电学院， 陕西 西安　 ７１００７２； ２．空天微纳系统教育部重点实验室， 陕西 西安　 ７１００７２；
３．中国工程物理研究院电子工程研究所， 四川 绵阳　 ６２１０００； ４．西北工业大学 生命学院， 陕西 西安　 ７１００７２；
５．空间生物实验模拟技术国防重点学科实验室， 陕西 西安　 ７１００７２

æ

è

ç
ç

ö

ø

÷
÷

摘　 要：越来越多的生物学研究聚焦在单细胞层面，然而现有基于化学表面修饰的单细胞定位培养芯

片存在制备工艺复杂，且细胞定位层图形质量较差影响细胞定位效果的问题。 为此，提出一种一步成

形的方法，利用聚甲基丙烯酸 ２⁃羟乙酯（ｐｏｌｙ ２⁃ｈｙｄｒｏｘｙｅｔｈｙｌ ｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅ，ＰｏｌｙＨＥＭＡ）抑制细胞粘附的

特性并结合毛细微模塑技术制备芯片。 细胞验证结果表明，该芯片具有制备过程简单，图形完整性和

稳定性良好的特点，为基于单细胞的生物学研究提供了一种新方法。
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　 　 细胞是构成有机体的基本单位，针对单细胞的

研究对于有机体的生长发育、遗传信息的传递、以及

组织工程、再生医学等，有着至关重要的作用。 在单

细胞层面研究细胞样品时，细胞的实际响应，特别是

细胞的一些微弱响应，可以实现准确表征［１］。 在传

统的细胞生物学研究中，以培养皿为培养工具，得到

的数据为组群的平均值，无法满足单细胞研究的需

要。 随着微机电系统（ＭＥＭＳ）技术的出现，使得单

细胞培养成为可能。 细胞定位培养是目前 ＭＥＭＳ
技术应用于细胞研究的核心内容之一。 其基本出发

点是将所研究的细胞限制在特定的空间位置上，从
而在某种水平上实现人们控制细胞生长，甚至以单

细胞为研究对象的愿望。 由于定位培养芯片能够控

制细胞的位置，因此被认为是理解细胞功能的强有

力工具。
目前应用比较多的一类实现单细胞培养的方法

是化学表面修饰，即在芯片表面上形成促进细胞粘

附的“亲细胞”区域和抑制细胞粘附的“斥细胞”区
域。 细胞定位培养效果主要取决于芯片表面化学材

料薄膜所形成图形的质量。 微接触压印技术（ｍｉ⁃
ｃｒｏｃｏｎｔａｃｔ ｐｒｉｎｔｉｎｇ，μＣＰ）是使用较为广泛的一类化

学表面修饰方法［２⁃３］，微接触压印的过程类似于盖

章的过程，所不同的是它由表面具有凹凸图形的弹

性模具充当“印章”，用具有自组装性质的高分子化

合物、蛋白质、凝胶等充当“印泥” ［４］。 由于在压印

时施力的方向和大小难以精确控制，实验过程受人

为因素影响较多，导致实验的可重复性降低。 为解

决该问题，人们采用毛细微模塑技术（ｍｉｃｒｏｍｏｌｄｉｎｇ
ｉｎ ｃａｐｉｌｌａｒｙ，ＭＩＭＩＣ）制备单细胞培养芯片：带沟槽的

聚二甲基硅氧烷（ｐｏｌｙ⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｉｌｏｘａｎｅ，ＰＤＭＳ）模板

与基底贴合形成微通道，再将填充液体置于微通道

的入口处，液体在毛细力的作用下自发地填充微通

道，待液态填充物干燥或固化后，将 ＰＤＭＳ 模版移

去，即可得到微图形。 与微接触压印技术相比，该方

法的优点是在填充液体确定的情况下，溶液的填充

效果一致性较好，片间差异小；对于实验操作人员的

相关经验要求较少，成本较低。 韩国忠南大学的

Ｌｅｅ 教授等人以聚电解质（ｐｏｌｙｅｌｅｃｔｒｏｌｙｔｅ，ＰＥＬ）为芯

片基底，分别采用聚乙二醇 （ ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ，
ＰＥＧ） ／聚丙交酯（ｐｏｌｙｌａｃｔｉｄｅ，ＰＬＡ）、琼脂糖作为填

充材料， 制备得到包含 ＰＥＧ ／ ＰＥＬ［５］ 和琼脂糖 ／
ＰＥＬ［６］的“亲细胞” ／ “斥细胞”图形交替细胞定位培
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养芯片。 基底材料需要将聚烯丙基胺盐酸盐 （ｐｏｌｙ⁃
ａｌｌｙｌａｍｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＰＡＨ）和聚苯乙烯磺酸盐铵

盐（ｐｏｌｙｓｔｙｒｅｎｅ ｓｕｌｆｏｎａｔｅ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｓａｌｔ，ＰＳＳ）２ 种材

料依次包被 ＰＥＬ 表面，因而制备过程复杂。 德国洛

约拉马利蒙特大学的 Ｒａｄｌｅｒ 教授等人［７］ 制备出聚

乙二醇 ／聚苯乙烯 （ ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ⁃Ｐｏｌｙｓｔｙｒｅｎｅ，
ＰＥＧ ／ ＰＳ）细胞定位培养芯片，由于聚乙二醇需要进

行紫外固化处理，造成工艺复杂，图形质量难以保

证，细胞定位率降低。
针对以上问题，本文提出采用抑制细胞粘附的

材 料———聚 甲 基 丙 烯 酸 ２⁃羟 乙 酯 （ Ｐｏｌｙ ２⁃
ｈｙｄｒｏｘｙｅｔｈｙｌ ｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅ， ＰｏｌｙＨＥＭＡ） 与 ＭＩＭＩＣ 技

术相结合制备 ＰｏｌｙＨＥＭＡ ／玻璃单细胞定位培养芯

片。 采用玻璃作为基底亲细胞材料结合 ＰｏｌｙＨＥＭＡ
的斥细胞材料，这些商业化材料容易获得且使用广

泛，芯片制备一步成形，大大减小了由于制备工艺复

杂造成的片间差异，提高了后续实验的可重复性。
本文拟在对毛细理论进行分析的基础上，着重研究

图形完整性和稳定性影响因素，最终得到定位效果

良好的单细胞培养芯片。

１　 材料与方法

图 １ 所示为一步成形法制备的单细胞培养芯片

结构示意图。 其中的“亲细胞”区域为玻璃，“斥细

胞”区域为利用毛细微模塑技术制备的 ＰｏｌｙＨＥＭＡ
图形。 本文将着重围绕决定 ＰｏｌｙＨＥＭＡ 微图形质量

的关键因素———微图形尺寸以及图形的完整性和稳

定性等方面进行讨论。

图 １　 ＰｏｌｙＨＥＭＡ⁃玻璃单细胞定位培养芯片结构示意图

１．１　 ＰｏｌｙＨＥＭＡ 微图形设计

ＰｏｌｙＨＥＭＡ 的化学式为（Ｃ６Ｈ１０Ｏ３） ｎ，溶于乙醇，
饱和溶解度为 １２０ ｍｇ ／ ｍＬ。 它在强酸（或强碱）的

条件下，可以发生水解反应，生成链状羧酸（或羧酸

盐）和乙二醇。 而培养液的 ＰＨ 值为 ７．２ ～ ７．４，其中

的主要物质是氨基酸，既含有羧基（呈弱酸性）又含

有氨基（呈弱碱性），因此，ＰｏｌｙＨＥＭＡ 在细胞定位培

养液中，不会发生水解反应而变质。 ＰｏｌｙＨＥＭＡ 常

温下是一种白色粉末状的高分子聚合物，具有溶胀

性和良好的生物兼容性，ＰｏｌｙＨＥＭＡ 水凝胶可以用

于制作隐形眼镜和三维支架等。 在常规细胞培养板

表面包被一定厚度的 ＰｏｌｙＨＥＭＡ，相比于未包被的

细胞培养板，细胞的铺展面积变小，粘附性变差［８］，
表明 ＰｏｌｙＨＥＭＡ 具有抑制细胞粘附的特性。

采用化学修饰实现细胞定位培养的关键在于

“亲细胞” ／ “斥细胞”图形的质量。 为了得到高质量

的连续图形，将带有凹槽结构的 ＰＤＭＳ 贴附在玻璃

共同构成微米级毛细通道。 当液体被施加到通道入

口时，将自发地沿着通道流动，这种现象可以用固－
液－气界面系统的能量转换来解释。 在界面上，总
的界面系统能量表示如下：

ＵＴ ＝ Ａｓｌγｓｌ ＋ Ａｓａγｓａ ＋ Ａｌａγｌａ （１）
式中， Ａｓｌ，Ａｓａ，Ａｌａ 是固 － 液，固 － 气和液 － 气的面

积；γｓｌ，γｓａ，γｌａ 是相对应的单位表面自由能。
根据 Ｙｏｕｎｇ 方程，表面自由能有以下的关系：

γｓａ ＝ γｓｌ ＋ γｌａｃｏｓθｃ （２）
式中， θｃ 是液体的平衡接触角；Ｕ０ 是常数。

系统总的自由能是引入液体体积的函数。 弯曲

液面的附加压强由下式给出：

Ｐ ＝
ｄＵｔ

ｄＶ１

＝ γｌａ ｃｏｓθｃ

ｄＡｓｌ

ｄＶ１

－
ｄＡｌａ

ｄＶ１
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　 　 当 Ｐ 是正值时，毛细驱动压力将推动液体向前

流动；而当 Ｐ是负值时，毛细驱动压力将阻止液体流

动。 在矩形微通道中，液 － 气界面的毛细驱动压力

Ｐ［９，１０］ 可由方程（３）来推导，得：

Ｐ ＝ γ·
ｃｏｓθｂ ＋ ｃｏｓθｔ

ｈ
＋

ｃｏｓθｌ ＋ ｃｏｓθｒ

ｗ
é

ë
ê
ê

ù

û
ú
ú （４）

式中， γ 是液体的表面张力；θｂ，θｔ，θｌ，θｒ 是液体在微

通道底壁、顶壁、左壁和右壁各自的静态接触角，θｌ

＝ θｒ ＝ θｔ ＝ θＰＤＭＳ；ｈ 和 ｗ 是微通道截面的高度和

宽度。
若侧面静态接触角小于 ９０°， 即 ０° ＜ θＰＤＭＳ ＜

９０° ，矩形截面的 ＰＤＭＳ⁃玻璃微通道发生毛细填充

的条件是：
ｈ
ｗ

＞ －
ｃｏｓθＰＤＭＳ ＋ ｃｏｓθｇｌａｓｓ

２ｃｏｓθＰＤＭＳ
（５）

　 　 若侧面静态接触角大于 ９０° 即 θＰＤＭＳ ＞ ９０° ，矩
形截面的 ＰＤＭＳ⁃玻璃微通道发生毛细填充的条

件是：

３３１
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ｈ
ｗ

＞ －
ｃｏｓθＰＤＭＳ ＋ ｃｏｓθｇｌａｓｓ

２ｃｏｓθＰＤＭＳ
（６）

　 　 根据 Ｔａｋａｓｈｉ 等人的研究数据可知，以乙醇作为

填充溶液时， ＰＤＭＳ 表面的乙醇接触角为 ２５°［１１］，
玻璃表面乙醇接触角接近 ０°。 侧壁静态接触角，即
ＰＤＭＳ 的乙醇接触角，小于 ９０°，将具体数值代入公

式（６），得
ｈ
ｗ

＞ －
ｃｏｓθＰＤＭＳ ＋ ｃｏｓθｇｌａｓｓ

２ｃｏｓθＰＤＭＳ

＝ ｃｏｓ２５° ＋ ｃｏｓ０°
２ｃｏｓ２５°

＝ － １．００４

（７）
　 　 （７）式的计算结果说明，乙醇填充 ＰＤＭＳ⁃玻璃

微通道时，毛细微通道的宽高比不影响毛细作用。
但是，ＰｏｌｙＨＥＭＡ 乙醇溶液不同于纯乙醇，参考邓永

波等人的研究［１２］，为了得到理想的毛细填充效果，
将微通道的高度和宽度比限制在 １ 以内。 本文选取

宽高比为 ０．２５ 进行研究。
２．２　 细胞培养芯片制备工艺设计

本文 采 用 标 准 电 感 耦 合 等 离 子 体 刻 蚀

（ｉｎｄｕｃｔｉｖｅｌｙ ｃｏｕｐｌｅｄ ｐｌａｓｍａ ｅｔｃｈ，ＩＣＰ 刻蚀）制备具

有图案的硅模板，制备工艺如图 ２ａ）所示。 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。 如图 ２ｂ）所示，将分割好的 ＰＤＭＳ
模板有微图案的一面轻轻放置在准备好的玻璃片

上，静置一段时间以使两表面之间的气体排出，形成

用于毛细填充的微通道。 用微量移液器吸取一定量

填充物溶液，滴加在微通道入口处，在毛细力的作用

下，溶液会自发的快速填充微通道。 待乙醇从 Ｐｏｌｙ⁃
ＨＥＭＡ ／乙醇溶液中完全挥发，在微通道中留下固态

的 ＰｏｌｙＨＥＭＡ，剥离 ＰＤＭＳ 模板后得到芯片。

图 ２　 芯片制备工艺流程图

２．３　 图形完整性研究

细胞定位效果取决于图形对细胞的规约能力，

而良好的规约能力依赖于图形的完整性。 图形完整

性要求尽可能小的图形漂移以及尽可能小的图形畸

变［１３］。 本文将从填充溶液浓度以及微通道尺寸两

方面研究图形的完整性。
溶液的浓度决定了溶液的粘度，从而影响毛细

填充的速率。 Ｇｅｏｒｇｅ 等人［１４］ 在研究毛细填充现象

中提出毛细填充的速率与黏度负相关。 为了保证毛

细填充的速率，毛细填充中常用的是低黏度（黏度＜
０．３ Ｐａ·ｓ）的液体。 由于旋转柱体法特别适用于粗

分散体系液体黏度测量，本文选用旋转柱体法测量

５０ ｍｇ ／ ｍＬ、７０ ｍｇ ／ ｍＬ 和 ９０ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＰｏｌｙＨＥＭＡ ／乙
醇溶液黏度，并分别进行毛细填充的实验，待图形完

全干燥后，对图形进行完整程度对比，采用台阶仪对

厚度进行测量。
完整、连续的微图形需要合理的微通道尺寸。

为此本文研究了毛细填充的长度与微通道尺寸的关

系，即毛细填充的动力学特性。
本文涉及的毛细微模塑过程为水平毛细填充，

填充液体的重力及惯性力对液体在毛细管内的流动

几乎不起作用，而液体的毛细驱动力和黏性阻力对

液体的流动起到支配作用，所以参照竖直毛细现象

的 ３ 个上升阶段的划分，水平毛细流动属于稳定的

层流流动，所以采用描述圆管内黏性不可压缩流体

的定常层流流动的 Ｈａｇｅｎ⁃Ｐｏｉｓｅｕｉｌｌｅ 方程来计算液

体的前进速率和填充长度［１５］。 其中，液体的前进速

率可表示为：

ｄｌ
ｄｔ

＝
∑Ｐ

８Ｒ２γｌ
（Ｒ４ ＋ ４εＲ３） ＝ γｃｏｓθ

４ηｌ
（Ｒ ＋ ４ε） （８）

式中，∑Ｐ 是总有效驱动压力，包括非平衡大气压

ＰＡ（ＰＡ ＝ ０）、静水压力Ｐｈ（Ｐｈ ＝ ０） 和毛细压力ＰＣ（ＰＣ

＝ ２γｃｏｓθ ／ Ｒ） ／ Ｐａ；η 是液体的黏度 ／ Ｐａ·ｓ；Ｒ 是圆管

半径 ／ ｍ，若为矩形截面，则等效半径 Ｒ ＝ ｂｈ ／ （ｂ ＋
ｈ）；ｌ是圆管内液体已填充长度 ／ ｍ；θ是静态接触角，
与壁面材料相关 ／ °； ε 是速度滑移系数。

可以看出，当壁面材料不同时，毛细通道内液体

的前进速率和填充长度都有所不同，但是毛细通道

内液体的前进速率均与毛细通道的等效半径正相

关，与已填充长度负相关；液体的填充长度均与毛细

通道的等效半径正相关。
２．４　 图形稳定性研究

由于体外细胞培养是通过培养基这种液体环

境，使细胞从中得到生长、增殖所需的氨基酸、维生
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素、糖类等营养物质，所以 ＰｏｌｙＨＥＭＡ 微结构将在

３７℃的培养基中浸泡 ４８ ｈ 以上。 能否在培养液中

继续维持良好的 ＰｏｌｙＨＥＭＡ 图形形状对于保持图形

抗细胞粘附能力，从而保证细胞定位培养的成功至

关重要。
由 于 ＰｏｌｙＨＥＭＡ 具 有 溶 胀 特 性， 因 此

ＰｏｌｙＨＥＭＡ 薄膜厚度是决定图形稳定性的重要因素

之一。 结合所选取的细胞研究对象，确定微井尺寸

为 ５０ μｍ；结合 ２．１ 小节的分析结果，确定微通道的

深宽比为 ０．２５，设计 ３ 组芯片通道尺寸（如表 １ 所

示）进行稳定性实验：利用细胞培养液进行浸泡实

验，相同时间间隔记录细胞定位培养芯片图形的尺

寸，对比不同 ＰｏｌｙＨＥＭＡ 薄膜厚度下图形失真的

情况。
表 １　 稳定性实验所采用的微通道结构参数　 单位：μｍ

组号 微通道宽度 ｂ 微通道高度 ｈ
１ ２０ ５
２ ４０ １０
３ ６０ １５

ＰｏｌｙＨＥＭＡ 图形与基底表面之间结合的强度是

决定图形稳定性的另一个重要因素。 针对基底材料

的表面预处理可以增加 ＰｏｌｙＨＥＭＡ 与基底间的结合

强度。 本文采用玻璃表面的亲水处理进行表面改

性，即采用铬酸洗液浸泡玻璃基底 ２４ ｈ 以上，然后

将基底改性前与改性后的芯片分别进行浸泡实验，
以对比改性效果。

图形形状对于图形稳定性同样重要。 正方形的

微井 ４ 个尖角处由于尺寸突变，存在应力集中现象，
所以当细胞培养时间较长时，变形量较大的是尖角

处，容易导致图形的失效。 宏观机械中改善应力集

中的措施包括避免尖角（尖角被圆角或过渡圆角代

替）、改善零件外形（曲率半径逐步变化的外形）等。
为了改善微图形尖角的应力集中现象，本文选用避

免尖角的方法。 ＰｏｌｙＨＥＭＡ 图形形状的设计如图 ３
所示，圆角不断变大（Ｒ＝ ０ μｍ；Ｒ＝ ５ μｍ；Ｒ＝ １０ μｍ；
Ｒ＝ １５ μｍ；Ｒ ＝ ２０ μｍ；Ｒ ＝ ２５ μｍ），正方形逐渐被圆

形代替，制备得到芯片后，采用细胞培养液浸泡的方

式研究长期培养的细胞定位培养芯片图形的稳

定性。
２．５　 芯片性能细胞培养实验验证

为了验证芯片图形对细胞的规约能力，采用贴

壁生长的小鼠成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 来进行细胞实

图 ３　 研究 ＰｏｌｙＨＥＭＡ 图形形状对图形稳定性

影响的芯片图形设计

验，将细胞在芯片上培养 ４８ ｈ 并进行固定和免疫荧

光染色。
小鼠成骨细胞在含有 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。 消化细胞采用 ０．２５％胰蛋白酶（ ｉｎ⁃
ｖｉｔｒｏｇｎ）约 ３ ｍｉｎ，使用离心机在 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，１０ ｍｉｎ
收集细胞。 细胞接种前采用 ６０Ｃｏ 灭菌并且在三蒸

水中浸泡 ２４ ｈ 以上。 将细胞接种芯片样品中。 在

恒温培养箱中培养 ４８ ｈ 后，用显微镜观察并记录细

胞生长状态。
采用 ４％ 多聚甲醛固定细胞 ２０ ｍｉｎ。 ０． １％

Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 穿孔以提高细胞通透性。 加入鬼笔环

肽⁃ＦＩＴＣ（５ｍｇ ／ ｍｌ，ｓｉｇｍａ），使用 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８（２ ｍｇ ／
ｍｌ，ｓｉｇｍａ）复染细胞核。 使用荧光倒置显微镜观察

并拍摄照片，并利用 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 进行数据处理。

３　 结果与讨论

３．１　 填充溶液浓度对图形完整性的影响

Ｓｈｉｍ 等人［１１］ 的研究证实， ６． ５ × １０－３ Ｐａ · ｓ
（２５℃）ＰＥＧ⁃ＤＭＡ 溶液由于低黏度能快速挤出微通

道内的空气，完成毛细填充。 本文采用旋柱法测得

室温（２５℃）条件下，浓度为 ５０ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＰｏｌｙＨＥＭＡ
乙醇溶液黏度为 ２．１×１０－３Ｐａ·ｓ，浓度为 ７０ ｍｇ ／ ｍＬ
的 ＰｏｌｙＨＥＭＡ 乙醇溶液黏度为 ６．６×１０－３Ｐａ·ｓ。 参

考 Ｓｈｉｍ 等人的研究结果可知，５０ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＰｏｌｙＨＥ⁃
ＭＡ 乙醇溶液的黏度相比于 ＰＥＧ⁃ＤＭＡ 溶液的 ６．５×
１０－３Ｐａ·ｓ，溶液黏度较小，故毛细填充的速率更快，
更易实现毛细通道的完整填充。

ＰｏｌｙＨＥＭＡ 膜厚越厚，越有利于图形的稳定以

及抑制细胞的粘附［１６］。 在 ５０ ｍｇ ／ ｍＬ，７０ ｍｇ ／ ｍＬ，９０
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ｍｇ ／ ｍＬ ３ 种浓度的对比实验中，浓度的变化引起

ＰｏｌｙＨＥＭＡ 微结构厚度的变化，实验结果如图 ４
所示。

图 ４　 ＰｏｌｙＨＥＭＡ ／乙醇溶液浓度对微结构厚度（μｍ）的影响

综合考虑溶液黏度和膜厚 ２ 个方面，确定 ５０
ｍｇ ／ ｍＬ 作为毛细填充的最佳浓度。
３．２　 基底材料表面预处理对图形稳定性的影响

对比了玻璃基底表面经亲水处理和不经亲水处

理 ２ 种情况下，未在细胞培养液中浸泡和浸泡 ４８ ｈ
后的 ＰｏｌｙＨＥＭＡ 图形的差异，结果如图 ５ 所示。

图 ５　 玻璃表面亲水处理对图形稳定性的影响

表 ２　 玻璃表面亲水处理对图形稳定性的影响（浸泡 ４８ ｈ）

尺寸变化 Ａ Ｂ
Δａｍａｘ － ０．１５１ ９（正方形） － ０．１８４ ７（正方形）

Δａｍｉｎ
－ ０．０２８ ７６

（圆角 Ｒ ＝ ２０ μｍ）
－ ０．０７１ ６２

（圆角 Ｒ ＝ １５ μｍ）

注： Ａ 为玻璃表面亲水处理；Ｂ 为玻璃未表面处理；Δａ 为微井尺寸变

化率。

表 ２ 所示为取点测量计算后得到的 ＰｏｌｙＨＥＭＡ
图形尺寸变化的最大值和最小值。 显然，在浸泡相

同时间后，经过亲水处理的细胞定位培养芯片图形

损失小于未经表面处理的芯片。
因此，玻璃表面进行亲水处理可以提高细胞定

位培养芯片图形的稳定性。
３．３　 图形形状对稳定性的影响

将芯片在细胞培养液中浸泡 ４８ ｈ 后，图形尺寸

变化如表 ３ 所示。
表 ３　 ＰｏｌｙＨＥＭＡ 图形形状对图形稳定性

影响的数据分析（浸泡 ４８ ｈ）

尺寸变化 Ａ Ｂ

Δａ（Ｒ＝ ０） －０．１５１ ９ －０．１５４ １

Δａ（Ｒ＝ ５） －０．１０２ ９ －０．１１２ ５

Δａ（Ｒ＝ １０） －０．０５０ ３ －０．１２９ ７

Δａ（Ｒ＝ １５） －０．１１０ ７ －０．０６０ ６

Δａ（Ｒ＝ ２０） －０．０２８ ８ －０．１０９ ３

Δａ（Ｒ＝ ２５） －０．０３７ １ －０．０２５ ２

其中，Ａ 为每 ３ 个圆角相同的为 １ 组，共 ６ 组；Ｂ
为每 ６ 个圆角连续变化的图形为 １ 组；Δａ 为微井尺

寸变化率。
相同条件下，芯片浸泡 ４８ ｈ 后，各种形状均有

不同程度的缩小，其中正方形的图形尺寸变化率最

大，而圆角的变化对图形质量的影响没有一定的变

化规律，但是圆形的图形尺寸变化率都小于正方形

的图形尺寸变化率，所以可以通过尖角变圆角的方

式提高细胞定位培养芯片图形稳定性。
３．４　 细胞定位性能验证

以小鼠成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 为研究对象进行了

４８ ｈ 的细胞培养实验，结果如图 ６ 所示。

图 ６　 细胞定位培养效果
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从图中可以很直观地看到，绝大多数细胞都被

限定在芯片上的特定位点：没有被 ＰｏｌｙＨＥＭＡ 溶液

填充而露出的玻璃表面。 表明本文提出的一步成形

法制备的单细胞培养芯片能够满足常规单细胞研究

对细胞定位效果的要求。
研究同时发现，恰当的单细胞定位培养区域尺

寸能够得到较高的细胞定位率。 当定位培养区域尺

寸不低于悬浮状态细胞尺寸时，培养区域尺寸越小，
单细胞率越高；但是，细胞贴壁后必须要有足够的铺

展空间，否则会导致细胞死亡，不能实现长期培

养［１７］。 解决单细胞率与长期培养的矛盾，需要充分

考虑所研究细胞本身的尺寸。 图 ７ 所示为培养区域

尺寸不同时，小鼠成骨细胞的粘附情况统计结果。
定义“细胞定位率”为粘附细胞的培养区域个数与

图 ７　 细胞定位培养区域尺寸与细胞定位率的关系

所有定位培养区域个数的比值，“单细胞定位率”为
仅粘附单个细胞的培养区域个数与所有定位培养区

域个数的比值。 当定位培养区域尺寸从 ３０ μｍ 逐

渐增大到 ６０ μｍ，细胞定位率从 ８５． ２％，９５． １％，
９７．５％逐渐增大到 １００％，而单细胞定位率从５５．６％，
１４．８％，３．７％逐渐减小到 ０％；当定位培养区域尺寸

为 ３０ μｍ 时，单细胞定位率最高可以达到 ５５．６％。

４　 结　 论

本文将毛细微模塑技术与抑制细胞粘附的化学

材料 ＰｏｌｙＨＥＭＡ 相结合，提出了一步成形制备单细

胞定位培养芯片的新技术，并从保证图形的稳定性

与完整性两方面出发，研究了溶液浓度、ＰｏｌｙＨＥＭＡ
图形薄膜厚度、基底材料预处理方法以及图形结构

等因素对图形质量的影响，最终制备得到了图形质

量可靠的单细胞培养芯片。 芯片性能验证结果表

明，５０ ｍｇ ／ ｍｌ 的 ＰｏｌｙＨＥＭＡ ／乙醇溶液可以保证浸泡

７２ ｈ 以上图形的完整性；表面亲水处理后的玻璃片

表面当 ＰｏｌｙＨＥＭＡ 薄膜厚度为 ０．４ μｍ 且采用圆角

图形时，可以保证浸泡 ７２ ｈ 以上的图形稳定性。 高

质量的图形使得细胞定位效果良好，完全能够满足

常规细胞实验的生长要求。
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