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(57)摘要

本发明提供一种用于单细胞固定并原位进

行医学分析的微流控芯片及其应用，包括细胞阵

列，所述细胞阵列是由若干个重复微阵列单元构

成的矩阵结构，微阵列单元包括单元入口、细胞

捕捉卡口、核酸扩增反应室和单元出口，核酸扩

增反应室由若干个栅栏围绕而成，栅栏之间存在

间隙，所述间隙只能通过细胞液、细胞分散液或

核酸扩增试剂，不能通过油相；栅栏外围为导流

油相的导流渠道，导流渠道分别与单元入口和单

元出口连通。本发明利用该芯片构建单细胞分析

平台，实现对高、低通量的单细胞的快速分选隔

离，提供对细胞捕获的直观视觉认证，并能够控

制单细胞核酸扩增反应的试剂体积、便利进行下

游基因分析，来解决现有单细胞技术中的成本

高、分析复杂的问题。
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1.一种用于单细胞固定并原位进行医学分析的微流控芯片，包括进样口、细胞阵列和

出样口，所述细胞阵列是由若干个重复微阵列单元构成的矩阵结构，其特征在于，所述微阵

列单元包括单元入口、细胞捕捉卡口、核酸扩增反应室和单元出口，所述核酸扩增反应室由

若干个栅栏围绕而成，栅栏之间存在间隙，所述间隙只能通过细胞液、细胞分散液或核酸扩

增试剂，不能通过油相；栅栏外围为导流油相的导流渠道，导流渠道分别与单元入口和单元

出口连通。

2.根据权利要求1所述的一种用于单细胞固定并原位进行医学分析的微流控芯片，其

特征在于，所述栅栏结构为以位于单元入口与单元出口的中心连线为对称线的对称结构，

包括位于所述中心连线两侧的横向的第一栅栏和竖向的第二栅栏；所述第一栅栏包括两

段，靠近单元入口的一段向单元入口方向弯折，构成第一段导流结构，另一段平行于所述中

心连线；细胞捕捉卡口位于所述中心连线上，第一段导流结构之后；所述第二栅栏与第一栅

栏之间存在间隙，两个第二栅栏之间存在间隙，第二栅栏的靠近所述中心连线的一端向单

元出口方向偏移，构成第二段导流结构。

3.根据权利要求2所述的一种用于单细胞固定并原位进行医学分析的微流控芯片，其

特征在于，还包括以所述中心连线为对称线对称设置的两个第三栅栏，第三栅栏位于细胞

捕捉卡口的前方，其为竖向，且靠近所述中心连线的一端向细胞捕捉卡口偏移，构成第三导

流结构。

4.根据权利要求3所述的一种用于单细胞固定并原位进行医学分析的微流控芯片，其

特征在于，两个所述第三栅栏远离细胞捕捉卡口的一侧呈150度夹角，将单元入口流入的水

相导流至细胞卡口。

5.权利要求1所述的微流控芯片的应用，其特征在于，包括如下步骤：

步骤1：向进样口通入细胞液，将微流控芯片内全部填充；

步骤2：细胞分散液从进样口注入；

步骤3：待细胞进样结束后，通入细胞核酸扩增所需要的试剂，将原有的细胞液全部取

代；

步骤4：从出样口注入油相，油相将含有细胞的阵列单元分割成独立空间；

步骤5：待观测到进样口有油相流出后，表示进样结束，关闭油相进样器；

步骤6：用玻璃片或胶带封盖进出样口，转移芯片至后续实验。

6.根据权利要求4所述的应用，其特征在于，所述油相为硅油。

7.根据权利要求4所述的应用，其特征在于，步骤2中，细胞分散液的流速在0.5-10ul/

min。

8.根据权利要求4所述的应用，其特征在于，步骤3中，试剂的流速为0.5-10ul/min。

9.根据权利要求4所述的应用，其特征在于，步骤4中，油相的流速为流速0.5-5ul/min。
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用于单细胞固定并原位进行医学分析的微流控芯片装置及其

应用

技术领域

[0001] 本发明属于单细胞分析芯片领域，具体涉及一种用于单细胞固定并原位进行核酸

扩增的微流控芯片装置及其应用。

背景技术

[0002] 研究细胞异质性的关键就在于能否实现对单个细胞进行多参数的分析。单细胞分

析技术在癌症诊疗中的研究应用还处于起步阶段，仍有许多技术问题尚待解决。

[0003] 近几年，随着相关领域一系列技术突破，“单细胞分析”才真正得以实现，如单细胞

核酸样本扩增技术已经成为非常重要的基因分析手段。

[0004] 要将核酸扩增技术运用于单细胞遗传信息分析领域，建立的分析方法必须首先满

足高效地分选及隔离单个细胞，以保证对稀有细胞分子生物学分析的准确性。

[0005] 其次，由于单细胞水平上的样品量极其有限(一个典型的人类细胞仅含有约6.6pg 

DNA、10pg总RNA)，而传统的高通量分析手段往往只能基于大量细胞进行分析，得到的也是

大量细胞的平均信息。因此，新发展的技术用于单细胞分析还需要满足反应试剂体积尽可

能小(≤1μL)，以防止待分析的目标基因被稀释，也避免在分析过程中引入核酸污染物。

[0006] 再次，所设计的实验平台应当简单易操作，不需要复杂的设备部件，如阀门或者混

合器等。

[0007] 最后，建立的方法易于做进一步的分子生物学表征，包括基因扩增、测序、蛋白质

组学表达和分泌物分析等。

[0008] 常规的单细胞分离方法都或多或少的存在以下问题：1)耗时长，2)操作复杂，3) 

结果不可靠，4)分析效率低，6)单个细胞分析试剂量大，7)下游分子生物学分析复杂，7)大

样品体积要求，8)高污染风险和/或昂贵仪器的要求。因此依赖于常规分析手段的单细胞技

术研究成本非常高。

发明内容

[0009] 针对上述现有技术的不足，本发明提供一种用于单细胞固定并原位进行核酸扩增

的微流控芯片装置及其应用，利用该芯片构建一个单细胞分析平台，实现对高、低通量的单

细胞的快速分选隔离，提供对细胞捕获的直观视觉认证，并且能够控制单细胞核酸扩增反

应的试剂体积、便利进行下游基因分析，来解决现有单细胞技术中的成本高、分析复杂的问

题。

[0010] 为实现上述目的，本发明采用如下技术方案：

[0011] 一种用于单细胞固定并原位进行医学分析的微流控芯片，包括进样口、细胞阵列

和出样口，所述细胞阵列是由若干个重复微阵列单元构成的矩阵结构，所述微阵列单元包

括单元入口、细胞捕捉卡口、核酸扩增反应室和单元出口，所述核酸扩增反应室由若干个栅

栏围绕而成，栅栏之间存在间隙，所述间隙只能通过细胞液、细胞分散液或核酸扩增试剂，
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不能通过油-水混合相；栅栏外围为导流油相的导流渠道，导流渠道分别与单元入口和单元

出口连通。每个单元入口都和相邻单元的出口相连。总进样口和出样口连接开始和末端的

单元入口和出口，为水相和油相的总的流入和流出通道。

[0012] 进一步的，所述栅栏结构为以位于单元入口与单元出口的中心连线为对称线的对

称结构，包括位于所述中心连线两侧的横向的第一栅栏和竖向的第二栅栏；所述第一栅栏

包括两段，靠近单元入口的一段向单元入口方向弯折，构成第一段导流结构，另一段平行于

所述中心连线；细胞捕捉卡口位于所述中心连线上，第一段导流结构之后；所述第二栅栏与

第一栅栏之间存在间隙，两个第二栅栏之间存在间隙，第二栅栏的靠近所述中心连线的一

端向单元出口偏移，构成第二段导流结构。

[0013] 进一步的，还包括以所述中心连线为对称线对称设置的两个第三栅栏，第三栅栏

位于细胞捕捉卡口的前方，其为竖向，且靠近所述中心连线的一端向细胞捕捉卡口偏移，构

成第三导流结构。两个第三栅栏的外侧呈150度夹角，可以起到将进样口流入的水相导流经

过细胞卡口的作用。

[0014] 上述的微流控芯片的应用，包括如下步骤：

[0015] 步骤1：向进样口通入细胞液，将微流控芯片内全部填充；

[0016] 步骤2：细胞分散液从进样口注入；

[0017] 步骤3：待细胞进样结束后，通入细胞核酸扩增所需要的试剂，将原有的细胞液全

部取代；

[0018] 步骤4：从出样口注入油相，油相将含有细胞的阵列单元分割成独立空间；

[0019] 步骤5：待观测到进样口有油相流出后，表示进样结束，关闭油相进样器；

[0020] 步骤6：用玻璃片或胶带封盖进出样口，转移芯片至后续实验。

[0021] 进一步的，所述油相为硅油。

[0022] 进一步的，步骤2中，细胞分散液的流速在0.5-10微升每分钟(ul/min)。

[0023] 进一步的，步骤3中，试剂的流速为0.5-10ul/min。

[0024] 进一步的，步骤4中，油相的流速为流速0.5-5ul/min。

[0025] 有益效果：本发明的微流芯片结构可以对进入的流体进行导流，引导细胞流经细

胞卡口，由于卡口设计的尺寸小于细胞，因此可以将细胞卡住，实现单个细胞的固定。每个

阵列单元只设计一个卡口，保证每个单元只有一个细胞被固定，避免核酸扩增后细胞之间

的信号污染。可以根据检测的细胞的体积修改卡口尺寸(维持卡口距离比细胞直径小2-5微

米(μm)即可)，实现对不同细胞的分析。阵列单元设计的栅栏之间的缝隙可以保证多余的细

胞可以被流体带走，而进油后由于油水界面张力存在可以阻止油进入反应室。油水不互溶

可以方便的将水相的反应物隔离，避免信号污染。

[0026] 本发明成功的实现单细胞的分离固定可以直接应用于分析临床水相中悬浮的细

胞样本，研究细胞之间基因层面的差异。检测细胞群体中基因异常的存在量，实现定量分析

基因突变率。

[0027] 传统的孔板单细胞分析实验，单个样品需要试剂是微升(μl)量级的，本发明的芯

片单个细胞分析仅需1-5纳升(nl)体积试剂。极大的降低了分析成本(<1％商业成本)。芯片

内部操作，避免多步实验引入的杂质污染，提高了分析的正确率。

[0028] 本发明通过技术拓展可以很容易提高分析样本量，具有临床和商业推广价值。所
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有的样本均为平行样本，可以同时进行分析。相比于商业的单独样品逐个分析，极大的缩短

了分析时间成本。

[0029] 本发明的芯片装置体积小，便于存储和携带。芯片具有可视化特点，可以根据荧光

信号直接得出分析结果。

附图说明

[0030] 图1微阵列单元结构示意图；

[0031] 图2为流体力学软件模拟细胞捕捉陷阱附近的速率分布图，颜色越深表示流动速

率越慢；

[0032] 图3为流体力学软件模拟细胞捕捉后芯片单元结构内的速率分布，颜色的深和浅

对应了流苏的慢和快；

[0033] 图4为流体力学软件模拟芯片单元结构内反向进油，黑色区域代表水相，浅灰色代

表油相。

具体实施方式

[0034] 下面结合附图和实施例对本发明作进一步的说明。

[0035] 本发明设计了一个基于光学透明塑料(聚二甲基硅氧烷)材质的微流控芯片，该芯

片包括：进样口、细胞阵列和出样口。

[0036] 进样口主要进行前期细胞溶液和核酸扩增试剂的进样和后期油相的流出。出样口

主要前期进行细胞溶液和核酸扩增试剂的流出和后期油相的流入。细胞阵列是多个重复单

元构成的矩阵结构。每个独立阵列单元由细胞捕捉卡口、核酸扩增反应室和导流渠道组成，

每一个微阵列单元用于单个细胞的固定和原位的核酸扩增，微渠道用于液体样本的流通，

最后用油将含水相的微单元隔离开。

[0037] 本发明的微流控芯片的应用包括如下步骤：

[0038] 步骤1：对芯片内所有液体接触到的表面做亲水处理。

[0039] 以聚二甲基硅氧烷-玻璃为芯片制作材质为例，利用等离子清洗设备处理材质表

面，而后将二者贴合。芯片内表面为亲水表面，为防止芯片长时间的在空气中放置会导致表

面由亲水性转化为疏水性，可将一定浓度的F127水溶液注入封存。

[0040] 步骤2：取干净芯片，进样口通入细胞液，将芯片内全部填充。

[0041] 步骤3：细胞分散液从进样口注入，控制流速在0.5-10ul/min。

[0042] 步骤4：可以通过显微镜观察细胞在阵列的捕捉情况，待细进样结胞束后，通入细

胞核酸扩增所需要的试剂，流速0.5-10ul/min，将原有的细胞液全部取代。

[0043] 步骤5：从出样口注入硅油，流速0.5-5ul/min，根据油水不互溶原理，硅油可以将

含有细胞的阵列单元分割成独立空间。

[0044] 步骤6：待观测到进样口有硅油流出后，表示进样结束，关闭进样器。

[0045] 步骤7：用玻璃片或胶带封盖进出样口，转移芯片到核酸扩增仪实施扩增实验，并

进行后续荧光表征。

[0046] 利用流体模拟软件，模拟细胞、流体在设计的芯片单元内的运动行为，揭示了该设

计完全存在可行性。模拟流体的流速分布，可以清楚地看出液体在芯片内可以沿着设计的
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路径运动，并将细胞移动到卡口，从而实现细胞固定。模拟进油后的行为，可以清楚看到油

相能将水相隔离，并按照设计的渠道运动。用15um尺寸的微球来模拟细胞的运动行为，结果

表明微球可以完全按照设计的流体移动路线运动，最终被卡口固定。

[0047] 图1中的(1-4)分别是单元结构图的局部放大图。单元芯片设计为镜面对称。Z标记

的是阵列单元的栅栏结构，目的是将内部围成一个半封闭的反应室，当外部有油存在时，和

油共同组成一个封闭结构，将单细胞反应隔离。栅栏外围是导流的微渠道，目的是在进油的

时候作为导流油相的流通渠道。

[0048] 其中，(1)标识的是单元入口的放大图，(2)标识的是细胞引流和固定卡口，(4)  标

识的是单元出口放大图。单元结构和主要距离参数标记的为：I，30um；S，107um；  A，30um；B，

20um；C，8um；E，20um；G，20um；F，17um；O，30um；H，  20um；夹角M，70°。

[0049] 本芯片的材质为：上层图案部分为聚二甲基硅氧烷材质，下层为玻璃材质。二者先

用等离子清洗设备处理表面，再贴合到一起，构成封闭的芯片。

[0050] 图2中，a点流速高于b点且高于d点。尽管c点流速最小，但在实际情况下，粒子从a

到b处由于惯性力会继续往前运动至c位置，并停留在此位置。

[0051] 当c点被粒子占据时，会阻止流体进一步通过d位置，单细胞抓捕位点附近的流体

将会沿着两侧边缘运动，确保该抓捕位点只会保留单个细胞，如图3所示。

[0052] 在适当的流速下，油相可以成功地将外围微通道的水相推动，并形成封闭的油包

水微反应区间，如图4所示。(A-F)显示油相随时间变化在芯片内的移动轨迹。

[0053] 以上所述仅是本发明的优选实施方式，应当指出：对于本技术领域的普通技术人

员来说，在不脱离本发明原理的前提下，还可以做出若干改进和润饰，这些改进和润饰也应

视为本发明的保护范围。
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