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一种新型单细胞微流控捕获芯片的制作及系统搭建
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摘要:本文基于捕获检测释放的机制,采用集成片上阀门的三层微流控芯片工艺,设计并制作了一

种用于捕获和释放单细胞的芯片。 利用 COMSOL 仿真优化芯片结构来增大细胞被捕获率。 比较

了芯片阀门在不同聚二甲基硅氧烷(Polydimethylsiloxane, PDMS)制作比例、不同进样压力时的状

态以及长时间工作的性能,测试了芯片捕获与释放机制的有效性,能实现捕获、检测及释放过程。
芯片的制作工艺简单,成品率可达 95%以上,这种先捕获检测后再释放的方式为单细胞分离收集

提供了新的技术途径。
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Fabrication of a new single-cell microfluidic
capture chip and system construction

HE Ling-yu1,WANG Shu-ying1,ZHAO Fei1,LONG Yan-ting1,CHEN Xiang1,*

(1. National Key Laboratory of Science and Technology on Micro / Nano Fabrication,Department of
Micro / Nano Electronics,Shanghai Jiao Tong University,Shanghai 200240,China. )

Abstract:Based on the mechanism of capture, detection and release, this paper designs and produces a
chip for capturing and releasing single cells by using the three-layer microfluidic chip technology of the
valve on the integrated chip. COMSOL simulation is used to optimize the chip structure to increase the
capture rate of cells. The performance of the valve in different Polydimethylsiloxane (PDMS) combination
and different sample loading pressures are compared. And the ability of the valve to operate for a long
time is verified. The effectiveness of the capture and release mechanism of the chip is tested and the
process of capture, detection and release can be realized. The fabrication process of the chip is simple,
and the yield can reach more than 95% . This method of capturing and detecting before releasing provides
a new technical approach for single cell separation and collection.
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0摇 引言
单细胞分析是在单个细胞水平上研究细胞的基

因或蛋白表达、克隆等,在肿瘤机制研究、药物筛选

等具有广阔前景,这其中单细胞分离是其关键技术,
例如 B 细胞抗体药物筛选是先分离获得带有合适

抗体的单个 B 细胞并打印到 96 孔板或 384 孔板中

进行克隆扩增,再进行药理实验[1]。 此外,单细胞

测序[2]、以及细胞因子检测[3] 等也需要在获得单个

细胞后用于后续分析。
目前传统的单细胞分离的技术[4] 主要有基于

流式细胞仪的荧光激活细胞分选(Fluorescence Acti鄄
vated Cell Sorting , FACS) [5],磁激活流式细胞分选

(Magnetic-Activated Cell Sorting, MACS) [6],激光显

微切割(Laser Capture Microdissection, LCM) [7],手
动细胞选择[8]和微流控技术等。 FACS 能实现高通

量的单细胞分离,但其仪器设备成本较高,需要一定

量的起始细胞数目,且快速流动产生的剪切力和非

特异性荧光分子会损害分选细胞的活性,不利于后

续的单细胞扩增。 MACS 只能利用细胞表面分子作

为标记来分离活细胞,且成本高昂。 LCM 通过在显

微镜下检查细胞形态来鉴定目标细胞,再利用机械

臂等自动化工作站挑选细胞,设备成本高,需要专业

人员来执行,通量低。 而微流控技术兼具高精度的

流体控制、低样品消耗以及与可与细胞尺寸匹配等

优势[9],是单细胞分析的有利工具,其主要通过水

油液滴隔离[10]、气动阀[11] 及基于流体动力学的细

胞阵列式捕获结构[12]等方式分离单个细胞,微流控

技术还可与 FACS[13]等不同的单细胞分离方式相结

合使用,能有效减少样品消耗。 基于微流控的单细

胞分离方法已广泛用于多种生物医学和临床应用的

筛查,体现了其在未来生物医学等领域发展的重要

作用[14]。
近年来,利用微流控技术分离单细胞的研究中

取得了很大进展,包括基于流式细胞仪的分离技术、
压电式分离和先捕获后释放等方式。

Isozaki[13]提出的智能图像激活细胞分选流式

细胞分选技术,集成 FPGA (field-programmable gate
array),采用光机流成像、深度学习方法,可达 2000
个细胞的高通量分选,但对光机成像设备等的要求

高,成本高昂。 另一种基于流式细胞仪的单细胞分

离的技术包括细胞封装成乳液、液滴检测、外部分选

和收集几个过程,根据液滴检测结果,依靠芯片内压

电片改变乳液流动方向,再在出口位置添加鞘流增

大乳液间距实现收集[15],或者在芯片出口末端与收

集平台之间设置电场,生成乳滴后,再移动平台收集

所需乳滴[16],这种方式的分离效率受细胞封装速度

及封装率的影响较大。
区别于流式的分离技术,Gross[17]等直接在芯片

出口集成压电片,挤压生成液滴,通过相机系统检测

和分类,含单细胞的液滴滴落到孔板中,其他液滴则

被吸回,实现每个液滴包含一个细胞的打印模式。
基于此原理,Cytena 公司推出了细胞分离装置 cy-
Clone,用于分离培养活性单细胞,但设备成本高昂。
这种方式需要在芯片末端集成相机系统以及吸收装

备,所需设备空间大,灵活性较差,且打印准确性较

差。
集成片上阀门,通过先捕获细胞再检测后释放

的方式虽然在通量上不能和上述流式分离技术相

比,但是其结构简单,能有效提升后续目标细胞收集

的准确性。 因此这种单细胞分离方式在较低通量有

其特殊的优势。 如 2020 年,Chen[18] 等报道了一种

含相邻阀门的微流控芯片,可限制收集的单细胞大

小的上限和下限,但需要精确控制薄膜变形程度。
Stanford 的 Quake 课题组提出的双层芯片[19]由阀门

薄膜变形控制流道层液体流动,薄膜不能太厚又要

覆盖结构,两层芯片的 PDMS 比例不同,在未完全固

化时扩散键合,需要精确控制时间和温度等参数,制
作难度大。

我们设计并制作了一种基于三层工艺的微流控

芯片,用于捕获和释放单细胞,结合捕获区域加旁路

通道的设计模式,利用流阻原理以及仿真分析对捕

获区域的结构进一步优化,增大了细胞被捕获机率。
采用深硅刻加正胶光刻的方式提升了硅模具的可重

复使用性。 微流控三层芯片的制作工艺只用控制中

间薄膜的厚度,降低阀门层和流道层制作复杂度,成
品率提升至 95% 。 常规进样压力下,阀门于低压时

(<100 kPa)就可完全关断,在 1000 次开闭后依旧能

正常工作。 为验证芯片功能,采用 10 滋m 荧光微

球,可完成单个微粒捕获、识别以及释放过程,该芯

片在为未来阀芯片制作以及单细胞分离打印方式提

供了新的技术途径。
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1摇 正文
1. 1摇 实验材料及设备

正光刻胶 AZ4903,显影液,安智电子材料公司;
MA6 型双面对准光刻机,RC8 型匀胶机,Karl Suss
公司;甲基三氯硅烷( CAS: 75-79-6) ,北京百灵

威科技有限公司;PDMS (Sygard 184),Dow Corning
公司; HP - 303DU 型 加 热 板, SmartLab 公 司;
FA1004 分析电子天平,上海良平仪器仪表有限公

司;DZF-6020 型真空干燥箱,上海新苗医疗器械制

造有限公司;PE-100 -RIE 型氧等离子体去胶机,
Plasma Etch 公司。

1. 2摇 芯片设计原理

图 1摇 (a) 微流控芯片原理,蓝色为流道,黄色为阀门;(b)
~ (c)分别为无侧通道、含侧通道及捕获后的流阻分配 Q 代

表流量,R 代表流阻

Fig. 1 (a) Schematic of Microfluidic chip, Blue is the flow layer
and yellow is the valve layer; (b) ~ (c) are the distribution of
flow resistance without side channel, with side channel and after
capture. Q stands for flow rate, and R stands for flow resistance

我们设计了一款用于捕获和释放单个细胞的微

流控芯片,设计原理如图 1(a)所示,包括进样入口、
捕获区域、旁路通道、样品出口、缓冲溶液入口以及

释放出口,除捕获区域外,每个通道都配有对应的阀

门来控制开闭。 捕获区域的限制通道宽度为 7 滋m,
高度 10 滋m,使流经细胞能被限制在该区域。 主流

道中与阀门层十字交叉的区域的长 150 滋m,宽 80

滋m,其余流道宽 25 滋m,高 20 滋m。
基于流阻分配原理,常用电路等效替代液体流

动,用电阻等效流阻,电流等效液体流量,电压等效

压力[20],如公示(1),
驻P = R*Q (1)

其中 驻P 为通道两端压力差, R 为流阻, Q 是流

量。 通道流阻大小受通道长度 l ,宽度 w 和高度 h
影响,如公式(2),其中 a 为无量纲常数,滋 为流体

动力粘度,

R = a滋l
w h3 (2)

细胞捕获时,进样入口、旁路通道以及样品出口

打开,其余关闭。 在无侧通道时,如图 1(b),尽管限

制通道的长度小于旁路通道的长度,但限制通道的

高度和宽度都小于旁路通道的,捕获区域与旁路通

道流阻比值仍旧较大,捕获区域与旁路通道流量比

Qt1 / Qb1 较小,细胞被捕获机率小。 为进一步增大流

量比,需要增大旁路通道流阻或减小捕获区域流阻,
但增加旁路通道流阻会增大整个芯片尺寸,因此我

们在限制通道两侧增加侧管道来增大捕获区域流

量,如图 1( c),等价于并联流阻,增大通道横截面

积,捕获区域流阻 R t2 < R t1 ,捕获区域与旁路通道

流量比增大,即 (Qt2 / Qb2) > (Qt1 / Qb1) 。
细胞被捕获后, R t3 急剧增大,此时 Qt3 较小,基

本等同于断路,几乎所有液体都从旁路通道流过,如
图 1(d)。 细胞释放时,缓冲溶液入口及释放出口打

开,其余关闭。

1. 3摇 三层芯片原理

本研究设计了一种用于捕获与释放单细胞的三

层微流控芯片,芯片包括阀门层、中间薄膜层及流道

层,阀门层的通道中都充满液体,与流道层呈十字交

叉,通过对阀门层通道液体施加压力来控制中间薄

膜层的变形,实现流道层流道的开闭,如图 2 所示。

1. 4摇 模拟仿真

利用 COMSOL Multiphysics 5. 2 仿真分析限制

通道两侧不同侧通道数、芯片高度对捕获区域流量

与旁路通道的流量的影响,基于以下参数进行计算:
入口设置为压力进样,大小为 1 kPa,进样液体为水,
密度为 1伊103 kg / m3,动态粘度为 1伊10-3 Pa·s。

414 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 功能材料与器件学报摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 26 卷



图 2摇 三层芯片原理图(a) 阀门层未施加压力,薄膜不变

形,流道打开;(b) 阀门层施加压力,薄膜变形,流道关闭;
(c) 芯片三维结构示意图

Fig. 2 Schematic of three - layer chip (a) The valve layer is not
under pressure, the film is not deformed and the flow layer is
open; (b) Pressure exerted on the valve layer, the film is de鄄
formed and the flow layer is closed; ( c) Three - dimensional
structure diagram of the chip

1. 5摇 微流控芯片制作

图 3摇 芯片制作流程

Fig. 3 Processing of Microfluidics chip fabrication

掩模版由 AutoCAD 制图软件绘制,模具由正胶

光刻与深硅刻蚀制成,阀门层模具制作工艺如图 3
(a) ~ (e),流道层模具制作工艺如图 3( a) ~ ( i)。
微流控芯片的制作工艺如图 3( j) ~ (m)。 预聚物

和固化剂以 10:1 的比例配制 PDMS 到模具上,固化

成型后制作阀门层和流道层;预聚物和固化剂按

25:1 比例配制 PDMS,倒在无结构空硅片上,500
rpm 预转 30 秒,再 10000 rpm 旋涂 150 秒,形成厚度

约为 7 滋m 的薄膜。 再分别将阀门层、薄膜、流道层

与玻璃片依次用等离子去胶机处理 30 秒后键合。

1. 6摇 硬件搭建

为实现单细胞的分离的自动化,本研究设计了

集成低压进样、光学图像采集以及收集平台的微流

控硬件系统,并设计了可视化界面如图 4 所示,集成

电气比例阀控制( ITV0010,SMC)、电磁阀(S070B-
58G,SMC)控制、电机位移控制及图像显示等功能,
界面程序运行在树莓派上,简化了实验中的操作。
低压进样加压控制可以参见课题组之前工作[21]。

图 4摇 可视化界面

Fig. 4 GUI

1. 7摇 实验与讨论

1. 7. 1 仿真结果

为进一步增大细胞被捕获的机率,合理设计芯

片结构,增大捕获区域和旁路通道的流量比值至关

重要。 由于我们采用了深硅刻蚀与正胶光刻的工

艺,可分别设置捕获区域限制限制通道的高度和主

通道(包含旁路通道)的高度,如图 5(a)所示。
首先,我们仿真分析了限制通道侧管道数捕获

区域流量的影响,流量为速度在截面上的积分,进样

压力 1 kPa,限制通道高度 ht 为 10 滋m,主通道高度

hm 25 滋m,无侧通道、单侧通道、双侧通道的捕获区

域和旁路通道的截面流量,捕获区域与旁路通道的
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流量比值为 2. 25、2. 67、2. 88,如图 5(b) ~ (d)所

示,含单侧通道和双侧通道的捕获区域的流量与旁

路通道的流量比相较于无侧通道时的流量比提升

19%和 28% ,限制通道含双侧通道的结构显著增大

流经捕获区域的流量。 其次是芯片高度对流量比值

的影响,设置含双侧通道的限制通道高度为 ht 10
滋m 不变,改变主通道高度 hm 为 20 滋m 和 15 滋m,捕
获区域与旁路通道的流量比值 3. 09 和 2. 95。

因此当其余流道高度设置为 20 滋m,限制区域

含双侧通道时,捕获区域流量最大,细胞被捕获的机

率最高,后续的芯片制作以及实验都基于这个参数

进行。

图 5摇 芯片高度示意及仿真结果(a) 主通道(包含旁路通

道)与限制通道高度示意;(b) 无侧管道时截面流量;(c) 含

单侧管道时截面流量;(d) 含双侧管道时截面流量。 hm 和 ht

为主通道和捕获结构高度, Qb 和 Qt 为旁路通道和捕获区域

速度在截面上的积分即流量。
Fig. 5 Chip height diagram and simulation results ( a) Main
channel (including bypass channel) and limited channel height
diagram; ( b) Cross section flow when without side pipeline;
(c) Cross section flow with unilateral pipeline;(d) Cross sec鄄
tion flow with bilateral pipelines. hm and ht are the height of main

channel and capture structure. Qb and Qt are the cross section

flow of bypass channel and capture area.

1. 7. 2 微流控芯片及硬件系统

传统 SU8 负性光刻胶模具无法包含高深宽比

结构且与光刻胶结合力差,因此我们提出了一种深

硅刻蚀加正胶回流的方式来制作硅模具。 传统的阀

门薄膜[19]既要覆盖住阀门结构又不能太厚,芯片键

图 6摇 芯片及硬件系统实物图(a) 三层微流控芯片;(b) 未

加侧管道捕获区域;(c) 含双侧管道的捕获区域;(d) 硬件

系统

Fig. 6 Picture of Microfluidic chip and hardware system ( a)
Three-layer microfluidic chip; (b) Unlined pipe capture area;
(c) The capture area containing the two - sided pipes; ( d)
Hardware system

合依靠 2 种不同比例 PDMS 在未完全固化时扩散实

现,受环境及工艺条件影响大,成品率低。 而我们采

用的三层夹心式[18] 的微流控芯片将薄膜与阀门层

的制作分开,尽管增长了芯片制作周期,但降低了对

阀门层灌注厚度的限制,只用单独控制中间薄膜层

厚度,每一层由 Plasma 等离子表面处理后键合,受
温度以及湿度等环境因素的影响小,制作简单,芯片

成品率可达 95% ,质控高。 微流控芯片实物如图 6
(a) ~ (c)所示,阀门层、薄膜层与流道层可稳定键

合且能正常工作。 配套搭建的硬件系统如图 6(d),
可实现低压进样、位移平台移动以及图像采集等功

能。
1. 7. 3 阀门测试

为能在低压(< 100 kPa)情况下关断阀门,我们

通过制作并测试了不同比例预聚物和固化剂的薄膜

在阀门层施加不同压力下的性能,如图 7 所示。 在

阀门压力为 45 kPa 时,比例为 10:1 的薄膜变形不

大,比例为 25:1 的薄膜有一半变形,比例为 30:1 的

薄膜变形区域较大,呈现较好的效果;随着阀门层压

力增大为 95 kPa,各比例的薄膜变形效果更加明显,
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但比例为 10:1 薄膜变形效果仍旧较差,25:1 的薄

膜效果较为稳定,而 30:1 的薄膜向边缘扩张,不能

承受更大压力,且该比例的薄膜容易破裂。 结合我

们阀门测试结果,我们选取 25:1 的比例来制作用于

捕获释放单细胞的芯片。

图 7摇 不同预聚物和固化剂比例、不同压力阀门变形

Fig. 7 Valve deformation of different proportion of prepolymer
and curing agent, valve pressure

在实际应用中需一次性获得成百上千的单细

胞,会多次开闭芯片上的阀门,因此对芯片进行阀门

有效性测试,实际中细胞溶液进样压力不超过 10
kPa,阀门的压力为 50 kPa 即可关闭流道。 设置程

序控制阀门每 2 秒开断一次,持续 1000 次,薄膜形

态完好,阀门可正常工作。
1. 7. 4 芯片功能测试

在准备捕获细胞时,样品溶液(红色)从上方流

道进样时,缓冲溶液入口和释放出口的阀门关闭,其
余阀门打开,液体只能从中间捕获区域或者旁路通

道流过,如图 8(a)和(c)所示。 待捕获到细胞后,样
品入口、旁路通道及样品出口阀门关闭,其余阀门打

开,流体流经捕获区域经右侧流道流出芯片,如图 8
(b)和(d)所示。

1. 7. 5 荧光微粒及细胞的捕获与释放

以荧光微粒测试三层芯片功能,其中芯片主通

道 20 滋m 和限制通道高度为 10 滋m,宽度 7滋m,粒子

直径 10 滋m,经过捕获、检测、释放三个过程,如图 9
所示。 粒子被捕获后,经图像处理后被释放,这个过

程仅需几秒时间。

图 8摇 进样捕获时和释放时流体流动示意(a) 捕获时原理

图;(b)释放时原理图;(c) 捕获时液体流动测试;(d) 释放

时液体流动测试

Fig. 8 Diagram of fluid flow during capture and release ( a)
Schematic diagram of capture; ( b) Schematic diagram of re鄄
lease; (c) Fluid flow tests for capture; (d) Fluid flow test for
release

图 9摇 粒子捕获(a) 捕获;(b) 检测;(c) ~ (e) 释放

Fig. 9 Particle capture (a) capture; (b) detection; (c) ~
(e) release

使用 DAPI 染色后的干细胞验证了芯片捕获与

释放单细胞的能力,细胞悬液经上方通道进入芯片

后,单个细胞被捕获,如图 10(a),经检测后被释放,
如图 10(b)和(c)。

图 10摇 细胞捕获(a) 捕获;(b) 检测;(c) 释放

Fig. 10 Cell capture (a) capture; (b) detection; (c) release
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2摇 结论
我们设计并制作了一款可用于捕获释放单细胞

的微流控芯片,通过在捕获区域增加限制流道的通

道数来降低该区域流阻,增大该区域的流量,提高单

个细胞被捕获的机率,并利用 COMSOL 仿真软件分

析了不同侧通道数以及高度对流量的影响。 我们提

出了一种制备三层微流控芯片的工艺,包括阀门层、
薄膜层以及流道层,采用深硅刻加光刻的技术提升

了硅模具的重复使用率,改用中间薄膜结构降低了

制作难度,芯片成品率可达 95% 。 采用该工艺制备

的芯片阀门在 1000 次开闭后依旧有效,能很好地控

制内部液体流动,包括进样捕获和释放流出。 该微

流控芯片可以用于捕获和释放单个微球和单个细

胞。 此外,利用树莓派、Arduino 等低成本硬件控制

系统搭建用于便捷操作及监控的硬件系统,简化了

实验操作复杂性。
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