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Abstract：Microcosmic detection for the pathology experiment of single cell was fixed by formalin．Under

constant temperature，culturing intravital cell on microfluidic chip dyes staining DNA of cell nuclear，de-

livering the cell to the observation position by the ways of hydrostatic pressure and electro-osmosis drive，

soaked with 10％formalin solution，observing the morphological differentiation of the cell fixed process．

The single eell image observation system based on microfluidic chip had effect on drawing the conclusion of

the effect and the value that the histiocyte was fixed by formalin．As a special process drawing the conclu-

sion of the effect and the value that the histiocyte was fixed by formalin had effect on providing reference

for practice．increasing content of the profession，and on improving quality of pathological section．
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基于微流控芯片的单细胞图像观测系统的设计
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，1．天津职业大学电子信息工程学院。天津300402；2．天津第二医院化验室，天津300000； 、

＼3．天津师范大学物理与电子信息学院，天津300074；4上海交通大学自动化系，上海200030，

摘 要：目的：微观检测福尔马林固定单细胞病理实验的固定过程。方法：在恒温条件下，在微流控芯片上培养活体细胞样

品，对细胞核DNA进行染色，利用液体静压力驱动和电渗驱动相结合的方式将细胞输送到图像观测位置，注入10％中性福尔

马林浸泡，利用荧光显微镜观察细胞固定过程中的形态变化。结果：基于微流控芯片的单细胞图像观测系统的设计认知和总

结福尔马林对组织细胞“固定”的作用效果和应用价值。结论：对福尔马林细胞固定作用效果的总结，使工作实践有所借鉴，

充实专业内容，进一步提高病理制片质量。
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微流控芯片技术是20世纪90年代由瑞士的

Widmer和Manz提出的，它是通过微细加工技术在

约为几平方厘米的芯片上构建储液池、微反应室、微

管道、微检测等微功能元件构成具有微流路控制的

分析系统[1]。微流控芯片具有网络式通道结构，具

备高度微型化、集成化和设计灵活等特点。该项技

术发展迅速，应用领域不断扩展，近年来微流控芯片

系统用于细胞分析是该技术发展的一个热点，因而

受到越来越多的关注[1。3]。

收稿日期：2008—04—02 修改日期：2008-09-16

微流控芯片扩展了在细胞和亚细胞水平进行生

命科学研究的能力，为单细胞研究提供了一个新的

平台。在微流控芯片通道中，利用气压、液压和电

压，或利用介电电泳、光学陷阱、行波介电电泳以及

磁场等技术，可以操纵细胞通过或驻留在通道内的

任意位置，从而使单细胞计数、筛选以及检测分析等

操作大大简化。

在病理学研究和诊断中通常是借助光学显微镜
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观察组织或细胞的结构。在此过程中一般是将组织

制成切片或将细胞制成涂片，用不同方法染色后，在

光学显微镜下从细胞水平观察分析其形态结构的变

化和特点，以便于对细胞或组织性质作出相应的病

理诊断。在制作病理切片之前，为了尽可能使组织

或细胞的镜下结构保持接近活体时的形态，需要用

福尔马林作为固定剂防止组织或细胞的结构分解变

化‘4-s]。优秀组织学制片的基础是适当而完全的固

定，固定不良在以后的检测、诊断等阶段均不能补

救。作为重要的实验步骤，其作用机理、作用过程和

作用导致的蛋白质空间构象的变化效果，在现有理

论中尚未有描述，组织细胞在从膜性溶胶状转变至

固定成型的固定过程的微观情况，在医学研究中还

没有相关文献记载。

基于上述原因开发设计了基于微流控芯片的单

细胞图像观测系统，对福尔马林固定组织细胞，使其

由膜性溶胶状转变至固定成型的过程进行微观条件

下观察，借其实验现象表达，进一步认知和总结福尔

马林对组织细胞“固定”的作用效果和应用价值，充

实专业内容，使工作实践有所借鉴，进一步提高病理

制片质量。同时，以单细胞形态检测为基础，为活体

单细胞的其他检测提供相应的检测手段。

1 系统设计

系统采用的总体技术方案如图1所示。将微流

控芯片放置在具有保温功能的工作台上，在微流控

芯片上活体细胞样品经培养后，使用H033342

(Hoechst 33342)对细胞核DNA进行染色，然后利

用液体静压力驱动和电渗驱动相结合的方式将细胞

输送到图像观测位置，注入10％中性福尔马林对细

胞进行浸泡，利用荧光显微镜观察细胞固定过程中

的形态变化刚。
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(1)微流控分析芯片的制造

微流控分析芯片采用湿法刻蚀(wet etching)的

方法加工成如图2所示的十字型芯片结构[7-9]。其

中S为采样通道(Sample Waste)用于样品注入。B

为图像观测通道(Buffer Waste)，用来观测细胞的

形态。利用光刻技术在基片上雕刻出十字图案后，

可以经过三步来完成芯片的制作。第一步，把一段

长1 mm的未曝光的光胶贴到距交叉口0．3 mm

处，在刻蚀时起保护作用。其他未保护的地方用1

mol／LHF和1 mol／LNH4F刻蚀6 min。第二步，

去除保护光胶，所有的通道都继续刻蚀6 min。第

三步，图像观测通道贴上保护光胶，采样通道刻蚀

25 rain。每次刻蚀完之后都要用水流速度较强的水

流去除残留的刻蚀剂。另外，在每个通道的末端都

要钻一个半径为2 mm的d,FL，每个孑L又与一个内

径为4 mm高6 mm的微型管相连接，形成S、B、

SW、BW四个储液池。最后在一定的温度下，与另

外一块基片永久性的粘合，这样可以得到如图2(b)

所示的结构。其中，采样通道和图像观测通道的宽

度都是50／．tm。为了增加细胞在通道内的流动速度

和避免细胞与通道内壁的粘连，采样通道的深度设

计为37／．tm。检测通道在距离交叉口右方300”m

的地方，由原有的12肛m深度变成了6／2m深度，在

此处设计了一个长1 mm厚6肛m的“挡板”，目的是

准确固定细胞位置，为细胞形态的图像观测做必要

的保障。

(a)通道外部结构示意图
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(b)通道内部结构示意图

图2微流控芯片通道设计示意图

微流控芯片研究的主要内容是活体单细胞的培

养、图像观测及试剂进给的一体化‘10]。在微流控芯

片上刻蚀的用于细胞样品与试剂流动的微通道及储蒸思
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液池，按照细胞图像观测要求在微流控芯片上先后

完成细胞定位、细胞培养、试剂注入以及细胞固定等

操作。

(2)细胞、试剂的驱动

就目前微流控芯片技术，微流体的驱动主要有

两种形式：机械和非机械驱动En-tz]。机械驱动系统

主要包括：压电微泵、热气动微泵、静电微泵、气动微

泵、电化学制动汞微泵、“无阀”往复微泵、离心力驱

动系统、剪切力驱动系统。非机械驱动系统主要包

括：电渗流体驱动系统、电流体动力泵、磁流体动力

泵、重力驱动系统、热气动微泵、表面张力微泵等。

由于本微流控检测系统是对细胞样品、缓冲液，固定

试剂等分时、分类驱动，如果采用机械驱动方式，会

增大结构的复杂性，不易于操作控制，更换液体也不

方便，所以，本系统中采用非机械驱动结构中的静压

力和电渗流体驱动。

实验开始时，分别向B、BW、SW储液池注入

100弘L、100弘L、50弘L电解液，然后向S储液池中

注入150肚L细胞样品，这样几个储液池就会产生不

同高度的液面，在静压力的作用下细胞就会从S储

液池向SW储液池流动。当细胞运动到十字交叉口

时，对四个储液池施加不同的电压，其中将BW储

液池接地，B储液池的电位为l 200 V，S储液池和

SW储液池的电位都为700 V，如图3所示。这样在

电场力的驱动下，细胞就会由交叉口转向检测通道

并向BW储液池流动，直到“挡板”位置被固定，大

约16 s后就可以观测到细胞已经固定在检测区。

图3微流控芯片电渗驱动示意图

(3)37℃恒温的实现方法

在单细胞DNA染色的过程中要保持实验温度

为37℃恒温，精确的温度控制对染色效果的好坏以

及接下来的检测过程起着很重要的作用。本系统以

氧化铟锡(Indium Tin Oxide，ITo)透明导电玻璃

作为加热元件[a33，根据所承载的微流控芯片的大

小，将氧化铟锡导电膜玻璃用玻璃刀切割成相应尺

寸大小，作为加热元件；在ITO玻璃片的两侧用导

电胶粘接100弘m厚的铜箔作为连接电源的引线，

将2 mm2大小的贴片式铂电阻温度传感器粘接在

ITO玻璃片上，以此做为温度的采样量。采用Lab-

VIEw软件及PID算法编写控制程序，实现对微流

控系统温度的精确控制。

PID算法就是将连续形式的PID微分方程转

化成离散形式的PID差分方程。在运用计算机实

现时，可写成：

夕(，z)=p(n一1)+Kp[e(n)一e(n一1)3+

KiP(咒)+Kd[P(竹)一2e(n—1)+e(n一2)]

式中积分常数K；=KrT／t，微分常数Kd=

K。Td／T。由此可得PID增量式控制算法

4，(咒)一户锄)一户(稽一1)一K；[P(，z)一P锄一a)-I+

KiP(，z)+KdEe(n)一2e(n一1)+e(n一2)3

可见计算p(竹)时，只需知道P(砚)、e(n一1)、

e(n一2)即可。PID算法还具有输出增量不大，系统

受操作切换冲击影响较小，不产生积分失控，输出较

平稳和易于获得较好调节效果等优点。利用Lab-

VIEW软件的强大模拟控制对象的功能，进行PID

仿真的参数整定，调节参数获得理想温度反馈调节，

实现系统温度的精确控制。

(4)福尔马林固定细胞模型的搭建

在制作病理切片之前，为了尽可能使组织或细

胞的镜下结构保持接近活体时的形态，需要用一定

的药品进行处理，防止结构的分解变化，这一过程称

为固定。福尔马林是最常用的固定剂。其对组织和

细胞的固定，是基于蛋白质的甲醛反应实现的D4qs]。

在中性或碱性条件下，甲醛与氨基酸(不饱和胺)加

成反应生成相对稳定的单甲醇基(一羟甲基)和二甲

醇基(---羟甲基)的衍生物，使细胞的活性丧失而达

到固定目的。氨基酸与甲醛的化学反应式如下所

示：

R—CH(NH2)一C00一+H+

0+HCHO

R—CH(NH—CH20H)一CoO一+H+
J，+HCHO

R—CH{N(CH20H)2)一C00一+H+

实验中，制取活体单个单核细胞悬液，吸取200

肛I。注入S采样池，同时向B和SW储液池中注入200

pL的PBS缓冲液，在静压力下悬浊液就会向BW储

液池流动，为缓解细胞在储液池和芯片通道中的沉降

和对管壁的黏附作用，按照图3所示分别对各储液池

施加不同电压驱动细胞顺畅流动，保证细胞到达检测

位置，5 min后再分别向S、B、SW储液池中注入200

／aLPI(propidium iodid 5 rng／100 mL)，在37℃恒温条

件下孵育30 min，对DNA进行染色；继续向S、B、SW

储液池注入PBS缓冲液洗脱残余染料；然后分别向
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三个储液池中注入10％中性福尔马林替换PBS缓冲

液，开始固定细胞并计时，达到用10％福尔马林浸泡

细胞的目的，使细胞逐渐死亡达到稳定的形态，利用

荧光显微镜观察荧光物质所表达的细胞形态变化，周

期性的采集图像。

2 结束语

基于微流控芯片的单细胞图像观测系统，对福

尔马林固定组织细胞，使其由膜性溶胶状转变至固

定成型的过程进行微观条件下观察，借其实验现象

表达，可以进一步认知和总结福尔马林对组织细胞

“固定”的作用效果和应用价值，充实了病理学专业

内容，使工作实践有所借鉴，可进一步提高病理制片

质量。从而填补国内外此项内容的空白。

本系统具有以下的创新之处：构建了福尔马林

固定细胞模型图像资料；在微流控芯片上实现活体

单细胞培养、试剂进给、细胞图像观测一体化，并可

将其用于单细胞形态检测；利用液体静压力驱动和

电渗驱动相结合的方式实现细胞和试剂的驱动；利

用微通道深度的变化来固定细胞位置，简单易操作；

本系统的实验观测了活体单细胞用福尔马林固定前

后的形态变化，为细胞构象理论提供了实验依据。
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