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摘要：流式细胞仪的故障率较高成为其使用过程的重要风险，这些故障中 80%都是因为样

本处理不当或样本结团率、碎片率过高引起的流动室堵塞的问题。本文介绍了针对流式

细胞仪上样前细胞总量质控仪的研发，通过基于微流控芯片技术研发自动化上样及检

测装置，配套流式细胞仪大型设备，完成细胞的总量快速质控。对细胞总数、细胞碎

片、细胞结团情况形成可与流式细胞仪完全匹配的结果分析，避免细胞结团，碎片等

样本不合理造成流式细胞仪的堵塞及其他使用不当的损坏。
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Abstract: The high risk of maintain the flowcytometer system relies on the block inthe flow

chamber caused by high sample aggregation rate or debris rate because of theimproper handling

of the sample. This article demonstrates the research of the cellular sample quality assess

instrument before detected by a flowcytometer. This quality assess instrument is developed

based on the microfluidic technology to carry out the detection of cell quantity, cell viability,

sample debris rate and cellular aggregation rate. The results of the instruments will provide

helpful information to evaluate if thesample is proper to be taken into flowcytometer therefore

the block or other related flowcytometer dysfunction can be avoid.
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1 引言

流式细胞仪（FlowCytometer）是集细胞与分子生物学、流体力学、激光技术、光电子技

术、计算机技术、细胞荧光化学技术、单克隆抗体技术为一体的高科技仪器，是细胞学

研究和相关诊断检测的核心仪器平台，主要用于细胞凋亡、细胞周期、DNA 倍性分析、
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借助于荧光染料进行细胞内蛋白质和核酸的定量研究、快速进行细胞分选，免疫功能研究

各种干细胞、癌症病人的多耐药性、细胞功能及代谢动力学研究、血小板分析等等。流

式细胞仪的故障率较高成为其使用过程的重要风险，这些故障中 80%都是因为样本处理

不当或样本结团率、碎片率过高引起的流动室堵塞的问题。

针对流式细胞仪上样前细胞质控，本文介绍了基于微流控技术的细胞总量质控仪的

研发，应用于所有流式应用场景的标本上样前质控，有效对样本中的碎片、杂质、团块进

行分析，减少流式细胞仪流动室堵塞风险的同时，确保流式细胞仪高效准确地分析和

分选。亦可用于其他仪器的细胞样品的上样质控，如细胞能量代谢分析仪、单细胞制

备系统等等。

通过微流控芯片实现流式细胞仪聚焦流动检测[1]，实现10μL样本的全样本电阻抗

检测，可以对于细胞总数、细胞碎片、细胞结团情况形成可与流式细胞仪完全匹配的

结果分析。微流控芯片作为反应的载体，针对不同的检测内容，分别设计及实现流动

过程中的样本平铺，流动过程中样本的排队聚焦，流动过程中阻抗的高灵敏度检测等，

特别是根据样本的具体情况，进行不同浓度、不同浊度、不同检测方案的自动调节控

制，保证样本的检测通量同时完成快速检测。

设计微流控芯片上阻抗脉冲传感检测设备，在阻抗脉冲传感检测方面，设计

DC/AC电场环境下的生物颗粒的阻抗-频谱图[2][3]，另外，设计不同孔径的微流控芯片检

测模块，通过生物样本通过孔径发生的形变导致的表面电荷的重新排布，从而检测到同一

生物样本中的不同状态，捕捉大小、形状及活性等信息。

2系统设计及开发

2.1基于微流控芯片的微颗粒阻抗检测技术

基于微流控的微颗粒芯片检测包括阻抗检测、图像形态学检测和生物荧光检测。在

阻抗脉冲传感检测方面，设计 DC/AC 电场环境下的细胞的阻抗-频谱图， 另外，设计

不同孔径的微流控芯片检测模块，通过生物样本通过孔径发生的形变导致的表面电荷的

重新排布，从而检测到同一生物样本中的不同状态，捕捉大小、形状及活性等信息。在阻

抗检测方面，本项目组采用差分与锁相放大相结合的放大方式[4]，利用差分放大器的高共

模抑制比的特点，使得该区域内的噪声干扰等共模信号得到极大的抑制，从而使得样本

引起的阻抗变化带来的差模信号得到有效检测。

在检测方案中（图1），V+和V-分别为加在芯片两端的偏置电压。该偏执电压可

能为直流信号，也可能为交流信号。样本流经的检测过程中引起检测通道的阻抗变化，

而检测通道两端分别连接信号采集通道，通道一段分别于检测电极相连。
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图1 差分放大检测方式

在样本流经检测通道的过程中，其微观局部结构如图 2（A）所示，因此，样本流

经检测通道的等效电路如图 2（B）所示。在图 2（B）中，R1、R2分别代表微流通道

进口端与出口端通道的等效电阻，Rm代表检测通道无样本的电阻参数，阻抗∆Z代表

样本在该区域时的阻抗变化。

A B

图2 微流控阻抗检测模型

2.2 AC 电场下样本阻抗变化的检测

在角频率为ω 的AC 电场下，根据图，可以分别得到V1、V2 点的计算公式：1
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其中，j2= -1则差分放大的输出信号Vout为：
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在实际实验中，我们可以设计芯片，使得R1=R2>>RM，且样本引起阻抗变化中电阻
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的值可认为远远小于R2，因此，R2>>RL，公式3可进一步简化可以得到：
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我们可以得到相位的变化：
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因此，我们可以得到阻抗的变化在差分放大后的输出：
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根据公式6，我们可以得出结论，如果样本通过狭窄通道形成了阻抗的变化，则差分放

大器的输出Vout及相位Φ(ω)会发生变化，通过公式 6，我们可以将实际检测到的信号为：

( , )(cos ( ))
2
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out L
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(7)

其中，
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同时，根据公式8，如果RM>>RL的话，相位变化基本为零，则意味着狭窄通道的电阻

值不能太大，否则在相位方面我们无法得到有效的结果。因此可以得出结论，在芯片设计

中，狭窄检测通道的物理尺寸应该尽量的实现小电阻的效果，即长度不能太长，而宽度和

高度可以适当增大。差分放大信号输出Vout在经过两个相差90 度相位的锁相放大器检测，

该系统输出为：

Z R jX  (9)

在样本没有进入狭窄检测通道的条件下，Vout的输出为：

1 2

M
out in

M

RV V
R R R


 

(10)

如果输入Vin为一正弦交流电压信号：
cosinV A t

，A为输入信号的振幅，ω为输入信号的

角频率。假设其同位参考信号和正交的参考信号分别为： 1 cosrefV B t ， 2 cos( / 2)refV B t  
，

其中B为参考信号的振幅。

则理想状态下锁相放大的系统输出为：
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通过计算得到：

cos2 cos0 cos2
2 2 2
t k kAB tR kAB AB 

  

   cos / 2 cos 2 / 2 cos 2 / 2
2 2

t kAB t
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  (12)

其中，
 1 2/M Mk R R R R  

。

根据公式12，由于检测系统的低通滤波将2wt部分的频率滤除，因此，在整个系统的输出Z

为：

2
kR AB

0X  (13)

则 / 2Z kAB 。

而当样本通过检测区域过程中，根据公式 19 和公式23，得到的锁相放大系统输出

为：

cos ( )
2
kR AB  

 cos / 2 ( )
2
kX AB    (14)

因此，当系统中可以检测到样本通过狭窄检测通道时，锁相放大的两个 90

度相位差输出上面会检测到信号。

通过计算，在交流电场下，该系统具备了检测细胞大小及总总量的能力。

2.3微流控芯片工艺技术

在阻抗及图像检测方面，微流控芯片作为反应的载体，针对不同的检测内容，分别设

计及实现流动过程中的样本平铺，流动过程中样本的排队聚焦，流动过程中阻抗的高

灵敏度检测等，特别是根据样本的具体情况，进行不同浓度、不同浊度、不同检测方

案的自动调节控制，保证样本的检测通量同时完成快速检测。 在微流控成型工艺方面，

考虑到检测过程的自动化需求，在微流控芯片上预置反应体系，涉及到大量的高分子

材料-生物界面的相互作用问题，涉及到高分子材料本身的低成本成型问题。由于

PDMS材料的通透性，不适用于长时间存储反应体系，也不适用于大规模的成型工艺，

因此，选择热塑或热固型高分子材料进行工艺技术的研发、贴合及反应体系的加载[5]。
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芯片实物如图所示：

芯片核心结构测量尺寸如图所示，核心通道测量结果为 45×50 微米2：

2.4设备组装

项目组完成了设备的搭建包括了流体控制模块，液量监测模块，细胞学阻抗与图

形分析方法及显示模块，图像检测算法，台盼蓝自动染色模块和高通量细胞加载模块

等。设备实验整机如图所示：
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流体控制模块实现了鞘液、清洗液和废液的流动控制，采用高精度比例阀进行压力

调节，压力调节范围：正压0-100kapa，负压-100kpa~0kpa；压力调节精度：0.1kpa；压力响

应速度>=5kpa/秒；

：结果显示屏幕 10 寸；控制方法是电容性触摸屏；图像操控包括放大、拖放、

播放等功能；库尔特算法精度是 1 微米；库尔特算法显示范围 3~30 微米；数据库采

用 sql 数据库。

软件界面如下图所示：

（a）
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（b）

（c）

3实验设计及测试

设备的粒径检测范围、细胞检测的稳定性、细胞检测的稳定性及高通量检测是

本设备的核心指标。

仪器开机自检结束后，进入计数界面，加样过程如图所示，点击“新建”按钮，

进入加样界面进行加样：
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加样上盖自动打开，取20微升混匀后的待测样本，移液器竖直插入加样孔，缓慢打

入样本，提出移液器后再松开拇指，防止样本倒吸；每加一个样本，仪器自动进样到

下一个孔进行加样：加样过程中或加样完成后均可对检测相关参数及样本名进行设置更

改；孔位编号后面的绿色和红色图标代表已完成加样孔和待加样孔，点击完成按钮开始

检测。
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为了检验设备最小阻抗的灵敏度，对 4 微米的校准颗粒进行测试，测试结果直方图如

图所示，细胞测试结果如图所示。
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粒径范围10e4~10e7 个每毫升，测试结果如图所示：

图像算法实际效果：
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设备检测重复性：5%以内，实验结果为（单位个每毫升）：2.65e6、2.78e6、

2.72e6、2.89e6、2.64e6；重复性达到 3.77%
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4 结果分析及讨论

根据以上现场测试结果，得出结论，流式样前质控仪达到了研发指标要求，重复

达到了 5%以内，随着细胞治疗以及细胞学基础应用的研究发展，该设备在各类细胞

质控方面具备了较好的应用前景。
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