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摘要：细胞培养是进行细胞研究的基础，为了在细胞体外培养时提供一种近似于体内的微环境，设 计 了 一 种 可 供 细 胞 三

维动态培养的微器件。首先设计了用于输运流体的微通道网络，培养池对称布置于微通道网络 中，通 过 一 系 列“多 进 多

出”型微通道分别与进样口和出样口相连。利用Ｃｏｍｓｏｌ软件中的层流物理场和多孔介质物理场耦合对培养池内的流场

进行仿真，通过比较流场的均一性和稳定 性 优 化 微 通 道 网 络 结 构。然 后，采 用 静 电 直 写 技 术 在 培 养 池 内 集 成 聚 己 内 酯

（ＰＣＬ）三维支架，构建细胞三维培养空间。最后，封合微器 件，检 测 微 器 件 培 养 池 内 的 流 体 流 动 情 况，并 进 行 细 胞 实 验。

实验结果表明，“２×２”型 微 器 件 培 养 池 内 的 流 体 稳 定 性 和 均 一 性 较 好；ＰＣＬ三 维 支 架 的 纤 维 间 距４００μｍ，纤 维 直 径

８０μｍ，孔隙率６４％，细胞存活率达到９０％以上。该细胞三维动态培养微器件更好地模拟了生物体内细胞生存所需的微

环境，培养池内的细胞生长良好，满足设计要求。

关　键　词：微器件；微流控；三维动态培养；多孔介质；静电直写；三维支架

中图分类号：ＴＢ５５９；ＴＮ４０５　　文献标识码：Ａ　　ｄｏｉ：１０．３７８８／ＯＰＥ．２０１８２６０７．１６７２

Ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ　ｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ
ｄｙｎａｍｉｃ　ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｍｉｃｒｏ－ｄｅｖｉｃｅｓ

ＬＩＵ　Ｃｈｏｎｇ１，ＬＩＵ　Ｔａｏ１，ＷＥＩ　Ｊｕａｎ１，ＪＩＡＮＧ　Ｙａｎｇ１，ＭＥＩ　Ｘｕｅ－ｃｕｉ　２，ＬＩ　Ｊｉｎｇ－ｍｉｎ１＊

（１．Ｋｅｙ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏ／Ｎａｎｏ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｓｙｓｔｅｍ　ｏｆ　Ｌｉａｏｎｉｎｇ　Ｐｒｏｖｉｎｃｅ，

Ｄａｌｉａｎ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｄａｌｉａｎ１１６０２４，Ｃｈｉｎａ；

２．Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ　ａｎｄ　Ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，

Ｘｉａｍｅｎ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｘｉａｍｅｎ３６１００５，Ｃｈｉｎａ）

＊Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　ａｕｔｈｏｒ，Ｅ－ｍａｉｌ：ｊｉｎｇｍｉｎｌ＠ｄｌｕｔ．ｅｄｕ．ｃｎ

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｉｓ　ｔｈｅ　ｂａｓｉｓ　ｏｆ　ｃｅｌｌ　ｒｅｓｅａｒｃｈ．Ｉｎ　ｏｒｄｅｒ　ｔｏ　ｐｒｏｖｉｄｅ　ａｎ　ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅ
ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ　ｆｏｒ　ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ，ａ　ｍｉｃｒｏ－ｄｅｖｉｃｅ　ｆｏｒ　ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　ａｎｄ　ｄｙｎａｍｉｃ　ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｗａｓ
ｄｅｓｉｇｎｅｄ．Ｆｉｒｓｔ，ａ　ｍｉｃｒｏ－ｃｈａｎｎｅｌ　ｎｅｔｗｏｒｋ　ｗａｓ　ｄｅｓｉｇｎｅｄ　ｆｏｒ　ｔｒａｎｓｐｏｒｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｌｉｑｕｉｄ．Ｔｈｅ　ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ
ｃｈａｍｂｅｒ　ｗａｓ　ｓｙｍｍｅｔｒｉｃａｌｌｙ　ａｒｒａｎｇｅｄ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｍｉｃｒｏ－ｃｈａｎｎｅｌ　ｎｅｔｗｏｒｋ．Ａ　ｓｅｒｉｅｓ　ｏｆ“ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｉｎｐｕｔ　ａｎｄ
ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｏｕｔｐｕｔ”ｍｉｃｒｏ－ｃｈａｎｎｅｌｓ　ｗｅｒｅ　ｃｏｎｎｅｃｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｉｎｌｅｔ　ａｎｄ　ｏｕｔｌｅｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｃｈａｍｂｅｒ．
Ｓｅｃｏｎｄ，ｔｈｅ　ｐｈｙｓｉｃａｌ　ｆｉｅｌｄｓ　ｏｆ　ｌａｍｉｎａｒ　ａｎｄ　ｐｏｒｏｕｓ　ｍｅｄｉａ　ｉｎ　ｔｈｅ　ＣＯＭＳＯＬ　ｓｏｆｔｗａｒｅ　ｗｅｒｅ　ｃｏｕｐｌｅｄ，

ｗｈｉｃｈ　ｗａｓ　ｕｓｅｄ　ｔｏ　ｓｉｍｕｌａｔｅ　ｔｈｅ　ｖｅｌｏｃｉｔｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｌｉｑｕｉｄ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｃｈａｍｂｅｒ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍｉｃｒｏ－ｄｅｖｉｃｅ．
Ｔｈｅ　ｎｅｔｗｏｒｋ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｍｉｃｒｏ－ｃｈａｎｎｅｌｓ　ｗａｓ　ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ　ｂｙ　ｃｏｍｐａｒｉｎｇ　ｔｈｅ　ｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙ　ａｎｄ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ



ｔｈｅ　ｆｌｏｗ　ｆｉｅｌｄ．Ｔｈｉｒｄ，ｔｈｅ　ｅｌｅｃｔｒｏｈｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃ　ｄｉｒｅｃｔ－ｗｒｉｔｉｎｇ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ｗａｓ　ｕｓｅｄ　ｔｏ　ｉｎｔｅｇｒａｔｅ
ｐｏｌｙｃａｐｒｏｌａｃｔｏｎｅ（ＰＣＬ）ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　ｓｃａｆｆｏｌｄｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｃｈａｍｂｅｒ，ｗｈｉｃｈ　ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ　ｔｈｅ
ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｓｐａｃｅ．Ｆｉｎａｌｌｙ，ａｆｔｅｒ　ｔｈｅ　ｗｅｌｄｉｎｇ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍｉｃｒｏ－ｄｅｖｉｃｅ，ｔｈｅ　ｆｌｕｉｄ　ｆｌｏｗ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｃｈａｍｂｅｒ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍｉｃｒｏ－ｄｅｖｉｃｅ　ｗａｓ　ｔｅｓｔｅｄ，ａｎｄ　ｃｅｌｌ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ　ｗｅｒｅ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ．Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｓｈｏｗ　ｔｈａｔ　ｔｈｅ　ｆｌｕｉｄ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ａｎｄ　ｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｃｈａｍｂｅｒ　ｏｆ　ａ
“２×２”ｍｉｃｒｏ－ｄｅｖｉｃｅ　ａｒｅ　ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ．Ｔｈｅ　ｆｉｂｅｒ　ｓｐａｃｉｎｇ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　ｓｃａｆｆｏｌｄｓ　ｉｓ　４００μｍ，

ｔｈｅ　ｄｉａｍｅｔｅｒ　ｉｓ　８０μｍ，ａｎｄ　ｔｈｅ　ｐｏｒｏｓｉｔｙ　ｉｓ　６４％．Ｂｅｓｉｄｅｓ，ｔｈｅ　ｃｅｌｌ　ｓｕｒｖｉｖａｌ　ｒａｔｅ　ｉｓ　ｍｏｒｅ　ｔｈａｎ　９０％．Ｔｈｅ
ｍｉｃｒｏ－ｄｅｖｉｃｅ，ｗｈｉｃｈ　ｃａｎ　ｂｅ　ｕｓｅｄ　ｆｏｒ　ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　ｄｙｎａｍｉｃ　ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ，ｐｒｅｃｉｓｅｌｙ　ｓｉｍｕｌａｔｅｓ　ｔｈｅ
ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ　ｎｅｅｄｅｄ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｓｕｒｖｉｖａｌ　ｏｆ　ｃｅｌｌｓ　ｉｎ　ｖｉｖｏ．Ｃｅｌｌｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｃｕｌｔｕｒｉｎｇ　ｃｈａｍｂｅｒ　ｇｒｅｗ　ｗｅｌｌ；

ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ，ｔｈｅ　ｍｉｃｒｏ－ｄｅｖｉｃｅ　ｃａｎ　ｓａｔｉｓｆｙ　ｔｈｅ　ｄｅｓｉｇｎ　ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ．
Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ： ｍｉｃｒｏ－ｄｅｖｉｃｅｓ； ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ；ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　ｄｙｎａｍｉｃ　ｃｕｌｔｕｒｅ；ｐｏｒｏｕｓ　ｍｅｄｉａ；

ｅｌｅｃｔｒｏｈｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃ　ｄｉｒｅｃｔ－ｗｒｉｔｉｎｇ；ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　ｓｃａｆｆｏｌｄｓ

１　引　言

细胞作为生命体的基本单元，在揭示 生 命 规

律、治疗疑难疾病、进行药物筛选方面有着重要的

研究价值［１］。将细胞在体外进行 培 养、观 察 和 研

究是目前最主要的细胞研究方法，其关键在于如

何 构 建 与 生 物 体 内 细 胞 生 存 环 境 相 似 的 微 环

境［２－３］。细胞在培养皿、培养瓶和培养板中的二维

静态培养虽然能够培养细胞，但细胞培养环境与

生物体内的三维动态微环境差 异 太 大。利 用３Ｄ
打印技术构建的三维支架结构，可实现组织结构

中细胞的空间排布，使得细胞的三维培养具有可

行性［４］，细胞在三维支架上黏附、铺展、生长，充分

利用了三维空间，模拟了生物体内细胞生存的三

维环境。华南理工大学的Ｐａｎ等人［５］利用３Ｄ打

印技术成 型 了 明 胶／海 藻 酸 钠 三 维 支 架，实 现 了

ｍＢＭＳＣ细胞在三维支架上的三 维 培 养。Ｙ．Ｗｕ
等人［６］利用静电拉丝技术成型了聚己内酯（ＰＣＬ）
三维支架，并在支架上成功培养了人体肌腱细胞。
然而单独的三维支架细胞培养仍属于静态培养，
与细胞在体内的真实环境仍有较大差异。微流控

芯片［７］可以将细胞培养和细胞分析处理等相关环

节集成到一个芯片系统［８］，设计上采用了 微 通 道

结构，通过微通道对细胞进行灌注式培养［９］，使细

胞在动态 稳 定 的 微 环 境 中 生 长 增 殖。王 桐 等［１０］

设计了一种圆形培养池微流控芯片，利用四条主

通道为 细 胞 换 液，实 现 细 胞 的 动 态 培 养。Ｈｕｎｇ
等［１１］设计了以１０×１０排列的细胞培养小室阵列

式芯片，每个腔室周围有多条细小的液体进入通

道，实现细胞批量化培养，并实时观察和检测。微

流控芯片为细胞培养提供了一种动态微环境，细

胞在培养池内贴壁生长，实现了细胞在二维半动

态微环境中的培养，是目前较为成熟的细胞培养

技术［１２］。为了最 大 程 度 地 接 近 生 物 体 内 细 胞 生

存所需的三维动态稳定微环境，有必要对现有的

细胞培养技术进行改进和完善。
近年来，３Ｄ打印技术和微流控技术在国内外

取得了一系列突破性进展，将这两种技术结合的

细胞培养 技 术 已 经 成 为 当 前 的 研 究 热 点［１３］。国

内浙江大学的卢泳庄等［１４］利用３Ｄ 打印技术，制

作双层带细胞培养池的微流控芯片，成功进行了

乳腺癌 细 胞 的 培 养。日 本 京 都 大 学 的 Ｋｅｎ等

人［１５］利用３Ｄ打 印 技 术 打 印 了 聚 二 甲 基 硅 氧 烷

（ＰＤＭＳ）微流 控 芯 片，成 功 培 养 了 人 体 胚 胎 干 细

胞。意大利的Ｓａｒａ　Ｃｏｐｐｏｌａ等人［１６］利用３Ｄ打印

技术在ＰＤＭＳ上成型支架，再经ＰＤＭＳ复制获得

微流控芯片结构。由此可见，当前的研究更偏向

于采用３Ｄ打印技术直接打印制作微流控芯片或

者打印出可 以 使 用ＰＤＭＳ倒 模 的 微 流 控 芯 片 模

具［１４］，而在ＰＤＭＳ芯片内直接成型三维支架的研

究还比较少。
本文设计并制作了一种可实现细胞三维动态

培养的微器件，其特点在于：结构设计上，培养池

对称布置于 微 通 道 网 络 中，通 过 一 系 列“多 进 多

出”型微通道分别与进样口和出样口相连，同时利

用Ｃｏｍｓｏｌ软件仿真分析微器件培养池内流场的

均一性和稳定性，进而优化微通道网络结构。制

作方法上，以微流控芯片为基础，利用静电直写技

术［１７］在微器件上打印聚己内酯（ＰＣＬ）三维支架，
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使三维支架集成在培养池中。该支架内部形成大

大小小的孔隙，当细胞培养液流经培养池时，流体

在支架内部形成间隙流动，构造出一种近似生物

体内的三维动态微环境［１８］。此外，三维支架增大

了培养池内的比表面积，为细胞提供了多个黏附

点，细胞在支架上生长、增殖、铺展和基因表达，对
于生命特征的研究有着重要的意义。

２　细胞三维动态培养微器件的设计

２．１　微器件的总体构成及工作原理

该微器件选择聚二甲基硅氧烷（ＰＤＭＳ）作为

成型材料，ＰＤＭＳ具 有 良 好 的 生 物 兼 容 性、无 毒

性，适合作为细胞培养的基底，并且易加工、透光

性好，便 于 观 察 液 体 流 动 和 细 胞 生 长 状 态［３］。
图１为细胞三维动态培养微器件的整体 结 构 图，
它主要由细胞进样层、中间连接层和三维培养层

３部 分 组 成。利 用 氧 等 离 子 体 去 胶 机 对 三 层

ＰＤＭＳ微结构进行表面改性，在可视化对准机上

进行三层ＰＤＭＳ微结构的封合。微器件工作 时，
在微型注射泵１的驱动下，细胞悬浮液通过细胞进

样孔注入芯片，通过中间连接层上与培养池对应的

通孔的定位作用，使细胞悬浮液准确到达培养池中

（避免其进入通道）。在微型注射泵２的驱动下，细
胞培养液经过培养液进样孔到达三维培养层，培养

池内集成有三维支架，当流体经过支架时，在其内

部形成间隙流动，细胞在三维动态稳定的微环境中

黏附、增殖和铺展，细胞产生的代谢废物通过废液

排出孔流出，保证了培养池内较高的换液效率。

图１　细胞三维动态培养微器件

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｄｉａｇｒａｍ　ｏｆ　ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　ａｎｄ　ｄｙｎａｍｉｃ

ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｍｉｃｒｏ－ｄｅｖｉｃｅｓ

２．２　三维培养层的结构设计

本文设计了一系列“多进多出”型微通道的三

维培养层，根据与培养池微通道相连的进样微通

道与出样微通道的数量分别命名为“１×１、２×２、

３×３、４×４”。微通道宽７５０μｍ，深１００μｍ，培养

池是内切圆直径为３ｍｍ的正八边形。储液池直

径为３ｍｍ，储 液 池 中 的 微 柱 高１００μｍ，间 隙 为

１０μｍ，用来过滤培养液中可能存在的杂质，防止

通道堵塞。废 液 池 直 径 为２ｍｍ，用 于 废 液 的 排

出。正八边形培 养 池 中 的ＰＣＬ支 架 中 心 间 距 设

计为４００μｍ，支架直径为８０μｍ，支架堆叠 高 度

为１００μｍ。此外，进口通道 在 设 计 上 采 用“归 一

化”原则，多个入口汇集于一处，保证流体同时进

入微通道 中。整 个 三 维 培 养 层 大 小 为２５ｍｍ×
２８ｍｍ×０．８ｍｍ。

２．３　微器件内的流体仿真

为了研究微器件培养池内流体的稳定性和均

一性，本文采用Ｃｏｍｓｏｌ　４．３ａ仿真软件对微器件进

行流体仿真分析。图２（ａ）～２（ｄ）分 别 为“１×１、

２×２、３×３、４×４”型微器件的流速仿真图。利用

Ｃｏｍｓｏｌ　４．３ａ软件中的层流物理场和多孔介质物

理场耦合，通过求解Ｎａｖｉｅｒ－Ｓｔｏｋｅｓ方程获得流体

的速度场。边界条件设置如下：（１）微通道流体的

流动类型为层流，培养池内流体的流动类型为多

孔介质流；（２）多孔介质渗透率为２×１０－１０　ｍ２，孔
隙率为６４％；（３）出口处零牵引力且出口压力为０
（无黏滞应力）；（４）壁面无滑移；（５）流体为定常不

可压缩液体。
设置入口速度分别为９３，１８５，２７８和３７０μｍ／ｓ，

微器件培养池内的平均流速变化曲线如图３所示。
由图可知，“多入多出”型微器件培养池内的流体稳

定性大于“单入单出”型微器件的稳定性；进出口通

道数的增加提高了培养池内的流速稳定性；“３×３”
型微器件培养池连接的直通道进口对培养池内流

体的冲击较大，稳定性有所降低，“２×２和４×４”型

微器件培养池内流体的稳定性较好。设置入口速

度为１８５μｍ／ｓ，图４为“２×２、３×３、４×４”型微器件

培养池内截线ａ和ｂ处的 速 度 场 分 布，由 图 可 知

“２×２”型微器件培养池内的流速均一性较“４×４”
型微器件更好，且“４×４”型微器件的结构复杂，不
利于对准与键合。本文综合考虑微器件培养池内

流体的稳定性和均一性，选择“２×２”型结构作为细

胞三维动态微器件。
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图２　微器件培养池流体仿真

Ｆｉｇ．２　Ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｆｌｕｉｄ　ｉｎ　ｍｉｃｒｏ－ｄｅｖｉｃｅｓ

图３　培养池内平均速度变化曲线

Ｆｉｇ．３　Ａｖｅｒａｇｅ　ｖｅｌｏｃｉｔｙ　ｉｎ　ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｃｈａｍｂｅｒ

图４　微器件培养池ａ和ｂ截线处的速度场分布

Ｆｉｇ．４　Ｖｅｌｏｃｉｔｙ　ｆｉｅｌｄ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ａｌｏｎｇ　ｔｒａｎｓｖｅｒｓａｌ　ｌｉｎｅｓ

ａａｎｄ　ｂｉｎ　ｍｉｃｒｏ－ｄｅｖｉｃｅ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｃｈａｍｂｅｒ

３　细胞三维动态培养微器件的制作

３．１　微通道结构的制作方法

本文中细胞三维动态培养微器件的微通道结

构在超净实验室内制作。首先，设计和制作所需

微结构的 掩 模 板，并 在 白 板 玻 璃 上 甩 胶ＢＮ－３０３
增加黏附性；然后，在ＢＮ－３０３上甩胶ＳＵ－８，利用

ＭＥＭＳ工艺经曝 光、显 影、烘 干 后，制 作ＳＵ－８模

具［１９］；最 后，在 ＳＵ－８ 模 具 上 浇 注 ８ ｍＬ 的

ＰＤＭＳ，８０℃下加热固化２ｈ后模塑法拔模，获得

厚度为８００μｍ的ＰＤＭＳ微通道结构。

３．２　ＰＣＬ三维支架的成型

本设计利用静电直写机（多轴微纳喷印控制

系统）来成型三维支架，如图５所示。将聚己内酯

（ＰＣＬ）溶于冰乙酸，磁力搅拌８小 时 至 溶 液 混 合

均匀，配制成２５％的ＰＣＬ打印溶液，将溶液装载

到２．５ｍＬ的注射器中并固定在精密注射泵（美

国 Ｈａｒｖａｒｄ公 司）上，设 置 精 密 注 射 泵 的 供 液 量

为３００μＬ／ｈｒ，调 节 升 降 台 使 打 印 头 与 基 底 之 间

的 高 度 为３ｍｍ，选 择 内 径 为２１０μｍ 外 径 为

４１０μｍ 的打印 针 头，通 过 导 线 连 接 至 高 压 电 源

（东文高压电源），调节电压至２．０ｋＶ，开始ＰＣＬ
三维支架的打印。

图５　静电直写示意图

Ｆｉｇ．５　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｄｉａｇｒａｍ　ｏｆ　ｅｌｅｃｔｒｏｈｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃ

ｄｉｒｅｃｔ－ｗｒｉｔｉｎｇ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

由于ＰＤＭＳ的绝缘性较强，静电直写时对电

场的影响较大。这是因为：施加电压时，聚集在打

印针头的电荷无法向绝缘的ＰＤＭＳ转移，导致电

场失衡，打印错乱。为了保证打印过程中电场的

稳定输出，在ＰＤＭＳ表面图案化一层双面导电的

铜箔胶带作为掩模层，掩蔽不需要成型ＰＣＬ三维
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支架的部分，工艺流程如图６所示。将带有掩模

层的ＰＤＭＳ固 定 在 ＸＭＳ５０型Ｘ－Ｙ 轴 移 动 基 台

上（法国Ｎｅｗｐｏｒｔ公司），将掩模层表面接地线以

转移电荷，这样不但使整个打印过程电场能够稳

定输出，而且保证了ＰＤＭＳ表面的洁净度。Ｘ－Ｙ
轴移动平台可 通 过ＰＣ端 软 件 精 确 控 制，设 置 平

台移动速度为５０ｍｍ／ｓ，在微器件培养池上方直

写２０ｍｍ×２０ｍｍ的ＰＣＬ支 架。静 电 直 写 打 印

时，湿度对支架的成型有较大的影响，当湿度较大

时，冰乙酸溶剂挥发速度慢，不利于支架的堆叠。
采用热光灯照射的方法可以加快溶剂的挥发，提

高成型质量。
打印完成后，用生物芯片激光加工机 切 割 分

离培养池内外 的ＰＣＬ支 架，去 除 掩 模 层，得 到 细

胞三维动态培养微器件的三维培养层结构。将细

胞进 样 层、中 间 连 接 层 和 三 维 培 养 层 置 于

Ｋ１０５０Ｘ（英国Ｑｕｏｒｕｍ 公司）氧等离子体去胶机

中进行表面处理，利用可视化对准机进行三层结

构的对准键合，完成细胞培养微器件的制作，微器

件实物如图７所示。

图６　三维支架制作工艺流程

Ｆｉｇ．６　Ｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ　ｐｒｏｃｅｓｓ　ｏｆ　ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　ｓｃａｆｆｏｌｄｓ

图７　细胞三维动态培养微器件实物图

Ｆｉｇ．７　Ｐｈｏｔｏ　ｏｆ　ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　ａｎｄ　ｄｙｎａｍｉｃ　ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ
ｍｉｃｒｏ－ｄｅｖｉｃｅ

４　实验与结果

由于实验中所用的材料在射流时呈现的是一

种凝胶状，结构不稳定，在多层累加时会在自身重

力的作用下产生一定程度的形变，从而造成支架

的高度、孔隙以及线宽等不均匀［４］。

４．１　三维支架的高度表征

如图８所 示，用 ＳＴＭ６工 具 显 微 镜（日 本

Ｏｌｙｍｐｕｓ公 司）测 量 了１～１５层 支 架 的 高 度 变

化。由图可知，当打印层数为１２～１３时，支架高

度分别为９７．１μｍ和１０５．４μｍ，因此选择高度小

于１００μｍ的１２层 支 架 作 为 打 印 支 架 层 数。图

９（ａ）和９（ｂ）为 激 光 共 聚 焦 显 微 镜（ＯＬＳ４０００，日

本）下的单层支架和１２层支架形貌图，从图中可

以看出：单层支架的高度约为３０μｍ，当三维支架

堆叠至１２层时高度约 为１００μｍ，此 时 三 维 支 架

可以集成在微器件培养池内，构造培养池内的三

维微环境。

图８　三维支架高度曲线图

Ｆｉｇ．８　Ｈｅｉｇｈｔ　ｇｒａｐｈ　ｏｆ　ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　ｓｃａｆｆｏｌｄｓ

（ａ）单层ＰＣＬ三维支架（４００×）

（ａ）Ｉｍａｇｅ　ｏｆ　ＰＣＬ　ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　ｓｃａｆｆｏｌｄ　ｗｉｔｈ

ｓｉｎｇｌｅ　ｌａｙｅｒ
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（ｂ）十二层ＰＣＬ三维支架（２００×）
（ｂ）Ｉｍａｇｅ　ｏｆ　ＰＣＬ　ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　ｓｃａｆｆｏｌｄ　ｗｉｔｈ　ｔｗｅｌｖｅ　ｌａｙｅｒｓ

图９　三维支架形貌图

Ｆｉｇ．９　Ｔｏｐｏｇｒａｐｈｙ　ｏｆ　ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　ｓｃａｆｆｏｌｄｓ

４．２　三维支架的尺寸表征

在工具显微镜下对三维支架的孔隙尺寸进行

计数和测量。由表１可知，三维支架的纤维间距

为４００μｍ，且随着孔隙统计数的增加，纤 维 直 径

基本维持在８０μｍ左右，孔隙率维持在６４％。

表１　三维支架孔隙大小

Ｔａｂ．１　Ｈｏｌｅ　ｓｉｚｅ　ｏｆ　ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　ｓｃａｆｆｏｌｄｓ

统计数 间距／ｍｍ 线宽／ｍｍ 孔隙率／％

２０　 ０．４±０．００５　 ０．０８±０．０１２　 ６４±４．８
４０　 ０．４±０．００５　 ０．０８±０．００６　 ６４±２．４
６０　 ０．４±０．００４　 ０．０８±０．００４　 ６４±１．６

４．３　微器件内的流体实验

本文中利用荧光测速法检测流体速 度，用 荧

光素 钠 配 制 荧 光 液，在 微 量 注 射 泵（ＮＥ－１０００，美

国）的驱动 下 流 体 由 培 养 液 进 样 口 进 入 芯 片，在

ＣＫＸ４１型倒置荧光显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）
下观察培养池内流体的流动。当荧光液进入到芯

片内的微通道时在蓝光激发下发出白色，通过电

脑显示器可以观察到流体的流动过程，整个流动

过程由倒置荧光显微镜自带的ＣＣＤ相机记录，从
而得到待处理的数据图像。为得到更可靠的实验

数据，将微量 注 射 泵 的 供 液 速 度 分 别 设 为０．２５，

０．５，０．７５和１．０μＬ／ｍｉｎ，将 测 速 结 果 和 仿 真 结

果进行对比，结果如表２所示。

表２　实验结果与仿真结果对照表

Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｒｅｓｕｌｔｓ （μｍ·ｓ

－１）

供液速度／

（μＬ·ｍｉｎ
－１）

１．０　 ０．７５　 ０．５　 ０．２５

输入速度 ３７０　 ２７８　 １８５　 ９３
仿真结果 ８６．５４　 ６４．８８　 ４３．２３　 ２１．６１
测速结果 ５０．７８　 ３９．６３　 ２７．０８　 １４．７７

图１０　流体的荧光测速

Ｆｉｇ．１０　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｓｐｅｅｄ　ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ　ｏｆ　ｆｌｕｉｄ

图１０为进样速度为０．５μＬ／ｍｉｎ时，ＣＣＤ相

机记录的“２×２”型微器件培养池内的流体流动情

况。当流体经过培养池内的三维支架时逐渐渗流

并充满整个培养池（培养池内逐渐变为白色）。根

据ＣＣＤ相机记录的时间，可测算出流体流经培养

池的平均速度为：

ｖ＝Ｌｔ
， （１）

式中：ｖ为培养池内流体的平均速度；Ｌ为培养池

的有效宽度；ｔ为ＣＣＤ相机记录的时间差。由于

培养 池 内 切 圆 直 径 为３ｍｍ，则Ｌ＝３．２５ｍｍ，
ＣＣＤ相机记录的时间差ｔ＝１２０ｓ，可求得此时的

平均流速ｖ为２７．０８μｍ／ｓ。
在进行流体实验时，流体与器件壁、三维支架

间的边界摩擦、流体中夹杂的气泡、三维支架的结

构不均匀性等都会影响流体速度，导致实际测速

的结果要比仿真结果要小。流体实验表面流体流

经培养池时速度冲击较小，满足细胞生存所需的

动态微环境。

４．４　微器件内的细胞实验

以Ｈｅｌａ细胞为研究对象，在大连理工大学干

细胞与组织工程研究室进行细胞培养，验证所设

计的微器件是否适合细胞生长。细胞实验前，先

用７５％的酒精 溶 液 对 细 胞 三 维 动 态 培 养 微 器 件

进行消毒处理，再用ＰＢＳ缓冲液冲洗干净。提取

处于对数生长期的Ｈｅｌａ细胞，离心并配制细胞悬

浮液，通过细胞进样层向微器件中接种细胞，待细

胞黏附后，利用微量注射泵（ＮＥ－１０００，美国）将细

胞培养液（８９％ ＤＭＥＭ ＋１０％ＦＢＳ＋１％ＰＳ）
以０．５μＬ／ｍｉｎ的 速 度 对 微 器 件 中 的 Ｈｅｌａ细 胞

进行三 维 动 态 培 养，并观察细胞的存活状态。利

７７６１第７期 　　　　　　刘　冲，等：细胞三维动态培养微器件的设计与制作



用细胞活死染色剂（ＦＤＡ和ＰＩ）对 Ｈｅｌａ细胞进行

标记，图１１所示分别是４倍和２０倍镜头下ＣＫＸ４１
型荧光显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司））拍摄的细胞存

活状态图（彩图见期刊电子版），其中活细胞被标记

为绿色，死细胞被标记为红色，由图可知细胞生长

状态良好，存活率达到９０％以上。

图１１　Ｈｅｌａ细胞的ＦＤＡ（绿 色）和ＰＩ（红 色）荧 光 染 色 图

（活细胞和死细胞分别被ＦＤＡ和ＰＩ着色）
Ｆｉｇ．１１　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｉｍａｇｅｓ　ｏｆ　Ｈａｌｅ　ｃｅｌｌｓ　ｓｔａｉｎｅｄ　ｗｉｔｈ

ＦＤＡ（ｇｒｅｅｎ）ａｎｄ　ＰＩ（ｒｅｄ）ｗｈｉｃｈ　ｄｅｐｉｃｔｅｄ　ｌｉｖｅ
ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　ｄｅａｄ　ｃｅｌｌｓ　ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

５　结　论

本文设计了一种可供细胞三维动态培养的微

器件。结构上培养池对称布置于微通道网络中，

通过一系列 “多进多 出”型 微 通 道 分 别 与 进 样 口

和出样口相连。该细胞培养微器件在微流控芯片

细胞动态培 养 的 基 础 上 引 入３Ｄ打 印 技 术，在 细

胞培养区构造一种三维的动态稳定微环境。通过

仿真分析得到了最优结构，利用软刻蚀技术和３Ｄ
打印技术制作了微器件结构。该微器件实现了细

胞的灌注式三维培养，能够模拟生物体内细胞生

活所需的微环境。在细胞实验室进行 Ｈｅｌａ细胞

培养，细 胞 在 培 养 池 支 架 上 黏 附、增 殖 和 铺 展 良

好。用细胞活死染色剂对细胞的存活情况进行标

记（绿色为活细胞，红色为死细胞），结果显示：细

胞在微器件中的生存状况良好，存活率达到９０％
以上。本文设计的细胞三维动态培养微器件结构

新颖、操作简单、细胞存活率高。
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