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摘要：将 3D（three-dimensional）打印微流控芯片和纸芯片联合，研制了一套细胞样品处理

装置。3D打印芯片分为上下两层，上层是浓度梯度形成层，下层是带有生长室的细胞培养

层，生物兼容性高的纸芯片置于生长室中作为细胞培养和分析的基底。该装置能对细胞进行

连续稳定的浓度梯度待测物刺激，能够模拟细胞体内三维生长方式，细胞分析时所需试剂量

少（3-5μL），能大大降低实验成本。该装置在基于细胞的药物筛选，药理、毒理学研究中

有较好的应用前景。
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Abstract: A cell processing device was developed by combining 3D printed microfluidic chip

with paper-based chip. The 3D printed chip included two layers, the upper layer was for forming

concentration gradient, and the bottom layer was for cell culture. The paper-based chips with high

biocompatibility were placed in the growth chambers of the bottom layer as the substrate for cell

culture and analysis. The device could stimulate the cells with a continuous and stable

concentration gradient. Cells could grow in three dimensions in this device, and the cells could be

analyzed with very little fluid (3-5μL). It is expected that this novel hybrid 3D-printed and

paper-based microfluidic device will have widespread application prospects in cell investigation.
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1 引言

传统的基于细胞的化合物活性检测通常在多孔细胞培养板中进行。配置和分配不同浓度
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化合物或刺激物的操作比较繁杂，不能模拟体内环境浓度，其次，多孔板中的暴露溶液是相

对静止的，造成细胞的代谢物不能及时自动排除；更为重要的是，多孔板是开放的体系[1]，

由于液体的挥发及非选择性吸收，导致不可控的溶液浓度变化[2]，给实验带来不确定性。

3D打印微流控芯片技术即用 3D打印技术直接打印制作微流控芯片。传统的 PDMS微

流控芯片的制作包括：模具制作，PDMS基片制作，等离子键合这三大步骤，每个大步骤中

又包含多个小步骤，制作过程繁琐[4-6]，而 3D打印只需在设计完成后直接打印出微流控芯片

即可，可以显著简化微流控芯片的加工过程，极大降低微流控芯片的加工成本，对微流控芯

片技术的推广应用有着非常积极的意义。

纸芯片技术是微流控芯片领域的最新发展方向，使用纤维素材料（例如：纸、纤维膜、

聚合物薄膜）作为基底，在纸的表面加工出具备一定流体通路的分析器件。纸具有通透性良

好、生物兼容性好的优点，还便于调节厚度、大小及表面性质，易于修饰和操作[7-10]。另外，

纸来源丰富、价格低廉，可批量生产，非常适用于一次性分析，纸的主要成分为纤维素，流

体可在纸的表面通过毛细作用力流动，可有效减少试剂消耗量，从而降低检测背景。

本项目设计带有浓度梯度形成器的微流控芯片，利用 3D打印技术制作微流控芯片，以

纸芯片作为细胞培养和分析的载体，制作了一套细胞分析装置，能对细胞进行连续稳定的浓

度梯度待测物刺激。3D打印技术能一步制作微流控芯片，简单、方便，并且 3D打印芯片

能够重复利用，每次实验只需更换纸芯片；制作的 3D打印微流控芯片能够自动产生浓度梯

度，省去了配置和分配不同浓度化合物或刺激物的繁杂操作；纸芯片上的细胞分析时，所需

的抗体或染色液量少（小于 5 uL），能大大降低实验成本；该系统能够有效模拟细胞体内生

长环境，细胞在纸芯片上三维立体生长，细胞的代谢产物能够随着液流自动排出培养体系。

由于以上优点，该系统在基于细胞的海洋药物筛选，海洋生态毒理学研究中有广泛的应用前

景。

2 系统总体设计

3D打印微流控芯片包括上下两层，上层为液流层，带有“圣诞树”结构浓度梯度形成管

道网络，当不同浓度的两股液体从入口注入，经圣诞树结构能自动形成浓度梯度，下层板中

带有 5个方形凹槽为细胞培养室。细胞种植在纸芯片上后，将带有细胞的纸芯片分别放入下

层凹槽中，将 3D打印芯片的上、下层组合起来，并用螺丝固定，恒流注射泵以相同的流速

向 3D打印芯片内注入液体，上层形成的浓度梯度液体能连续滴加到下层纸芯片上，对细胞

进行连续的刺激，细胞的代谢产物能够随着液流自动排出培养体系。
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图 1 微流控浓度梯度形成系统和纸芯片联合平台整体工作示意图

A:喷墨打印纸芯片及芯片上细胞种殖；B:纸芯片放入 3D打印微流控芯片；C:纸芯片上细胞的激光

扫描共聚焦显微镜观察；D：纸芯片上细胞的荧光成像。

2.1 微流控浓度梯度形成芯片的设计制作

微流控芯片用 123D软件设计，包括上下两层板，上层板的尺寸是 90 mm × 70 mm，下

层板的尺寸是 100 mm × 80 mm，产生浓度梯度的经典“圣诞树”微流控网络嵌入到上层板中，

其管道的尺寸为直径 1.0 mm。微流控液流入口的孔径是 1.8 mm。底层板上有 5个方形的凹

槽，长和宽是 8 mm, 深 4 mm, 每个凹槽连着宽 4 mm, 深为 2.5 mm 的管道作为废液流出管，

管路的流出口直径为 4 mm；上下两层都带有螺丝孔，能将两层牢固地结合在一起，详细信

息如图 2所示。以透明树脂为材料用 3D打印机打印出设计好的芯片，图 3为微流控芯片的

成品实物图及与纸芯片联用组装好的芯片实物图。“圣诞树”网络结构基于通道内层流和扩散

混合效应产生浓度梯度，根据文献中“圣诞树结构”形成浓度的计算公式（Anal. Chem. 2001,

73, 1240-1246），当“圣诞树”结构有两个液流入口，5个分支出口，一个入口加入空白培养基，

另一个入口加入浓度为Ｃ的化学物质培养基时，5个出口培养基中化学物质的浓度分别为：

0、1/4Ｃ、 2/4Ｃ、 3/4Ｃ、Ｃ。

图 2 微流控浓芯片度梯度生成器设计图
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图 3 微流控芯片浓度梯度生成器实物图

2.2 纸芯片的制作

纸芯片的圆形微孔阵列用 Freehand 软件设计，圆形区域的直径是 5 mm, 用 Xerox

ColorQube 8870喷蜡打印机将蜡打印到Whatman滤纸上，滤纸的厚度是 180 μm，打印好的

纸于 120℃烘烤 40s，让蜡融化并渗透到整层纸中。用剪刀从剪下小反应器，在紫外灯下照

射过夜灭菌，然后，另一面再灭菌 4小时，然后把他们放在无菌的容器中备用。

图 4 喷蜡打印机打印出的纸芯片

2.3 验证浓度梯度形成芯片的浓度形成效率

我们采用红蓝墨水和荧光试剂 Cy7，验证 3D打印微流控芯片的浓度梯度形成效率，通

过恒流注射泵将红、蓝墨水以相同的流速，同时注入芯片的液流入口，如图 5A，B所示，

两种液体在芯片的圣诞树结构中自动混合，最终形成浓度梯度，由图 5C可以看出芯片形成
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的浓度梯度具有较好的线性，R2=0.9825；向芯片中注射 Cy7 溶液及水后对各通道末端进行

荧光成像，图 6 A所示，5个通道中的荧光强度呈现明显的梯度，由图 6 B各通道中荧光强

度定量分析可以看出芯片形成的浓度梯度具有较好的线性，R2=0.985，以上结果显示浓度梯

度形成芯片能形成较好的浓度梯度。

图 5 微流控芯片浓度梯度生成器生成浓度梯度验证

（A）用红蓝墨水验证浓度梯度形成，红墨水（左），蓝墨水（右）；（B）流速为 2.5 μL /min 时形

成的液流滴到下游纸芯片上；（C）当流速为 2.5 μL /min 时，测得的芯片通道内红色和预期红色值之间的

线性关系。

图 6 微流控芯片浓度梯度生成器生成浓度梯度验证

（A）荧光染料 Cy7、1mM Cy7（右）和 DI水（左），流速为 2.5 μL /min时，五个通道内的荧光成像；（B）

五个通道中的荧光线性关系

2.4 微流控浓度梯度形成系统和纸芯片联合平台培养细胞

将培养瓶中的细胞消化，离心收集细胞，调整细胞浓度到 5×106个/mL，放在冰上预冷，
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取细胞悬夜和Matrigel 1:1混合，取 2μL 混合好的悬夜加到冰上预冷的纸芯片亲水区，待细

胞悬液分布完全后，加入 37℃预热的培养基，将纸芯片放入培养箱中 30 min，使Matrigel

胶凝固。微流控设备、管和玻璃注射器利用蒸汽灭菌并烘干，用恒流注射泵将从流控设备的

一个进液口注入含有待测物的培养基，另一个进液口注入培养基，待形成稳定的浓度梯度后，

将种有细胞的纸芯片放入微流控设备下部的凹槽内，将微流控设备的上下两层组合并用螺丝

固定，恒流泵的流速设定为 2.5 μL/min。图 7是微流控浓度梯度形成系统和纸芯片联合平台

工作照片，微流控系统放入培养箱中培养特定的时间后，将设备拆开取出纸芯片进行扫描电

镜观察或荧光染色分析，如图 8，扫描电镜的结果显示，细胞在微流控浓度梯度形成系统和

纸芯片联合平台上培养 12小时和 72小时后，细胞呈梭形具有较好的细胞形态；图 9细胞用

活细胞荧光染料染色后，荧光成像的结果显示，纸芯片上的很多细胞有活性，且 72小时的

细胞比 12小时的细胞数明显增多，说明在纸芯片上随着培养时间增长，细胞逐渐增殖，综

合图8和图9的结果说明微流控浓度梯度形成系统和纸芯片联合平台适合细胞的长时间连续

培养。

图 7 微流控芯片浓度梯度形成器和纸芯片联合系统工作实物图中
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图 8 细胞在纸芯片上培养 12小时（A）和 72小时（B）后的扫描电镜

结果（C, D为对应的 A, B的放大图）

图 9 （A）细胞在纸芯片上培养不同时间后经活细胞染料染色后的荧光成像结果

a：12小时；b:72小时 （B） 纸芯片上活细胞数目统计
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2.5 微流控浓度梯度形成系统和纸芯片联合平台的应用

2.5.1连续低浓度的 H2S对细胞凋亡的影响

硫化氢是一种重要的生理信号分子，在许多生理和病理功能中起着重要的作用。然而对

于硫化氢供体（NaHS和 GYY4137）的促进/抑制细胞生长的功能存在争议，一个重要原因

是相关的研究实验都是在微孔板中进行的，而硫化氢是一种气体分子，硫化氢供体释放出的

硫化氢气体会很从微孔板中挥发，导致实际检测的硫化氢气体浓度的不稳定性，给实验带来

不可靠性。

我们用 Annexin V-FITC 和 PI两种染料对细胞染色用激光扫描共聚焦显微镜来检测连

续低浓度的 H2S作用对细胞凋亡的影响，如图 10，结果显示随着 NaHS剂量的增加，诱导

SMMC-7721细胞凋亡程度加深。50 和 100 μM NaHS连续刺激 48小时的细胞处于早期凋亡

状态，而 150 和 200μM NaHS处理的细胞已经进入了晚期凋亡状态。结果显示微流控浓度

梯度形成系统和纸芯片联合平台能

适合研究化合物尤其是易挥发的化学物的细胞毒性作用，且激光扫描能够检测纸芯片上

细胞内的荧光信号。

图 10 细胞凋亡 Annexin V-FITC/PI染色结果

NaHS在微流控浓度梯度形成系统和纸芯片联合平台上连续作用细胞 48小时后Annexin

V-FITC/PI 染色后，激光扫描共聚焦显微镜成像。

2.5.2连续低浓度的 H2S对细胞内活性分子的影响
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利用硫烷硫的荧光探针，基于激光扫描共聚焦显微镜成像法检测连续低浓度的 H2S对

细胞内硫烷硫的影响。图 11所示随着结果显示随着 NaHS剂量的增加，细胞内的硫烷硫含

量增加。

图 11 细胞内硫烷硫荧光成像

细胞连续暴露于不同浓度 NaHS 2小时后用硫烷硫探针Mito-SH染色，（a） 0 μM; （b） 50 μM;（c） 100

μM; （d） 150 μM; （e） 200 μM；（f-g）为（a-d）和明场的叠加图。

4 结语

将打印微流控芯片和纸芯片联合，设计制作了一套细胞分析装置。该装置由 3D打印微

流控芯片和纸芯片构成，3D打印芯片的上层为浓度梯度形成层，下层是带有生长室的细胞

培养层，纸芯片置于生长室内作为细胞培养的载体。在注射流速为 2.5μL / min时 3D打印微

流控芯片能形成较好的浓度梯度；该装置上培养的细胞具有良好的生长活力和细胞形态，细

胞在纸芯片上能够三维立体生长；利用该装置能连续对细胞进行浓度梯度物质的刺激，适合

基于细胞的化合物相关性质的分析。我们利用构建的 3D打印微流控浓度梯度芯片和纸芯片

复合细胞分析平台研究了连续、低浓度的 H2S对肿瘤细胞凋亡以及细胞内活性分子的影响，

取了了较好的结果，显示出该装置在细胞分析中的应用潜力。
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