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中文摘要 

1 

中文摘要 

微全分析系统(Miniuatriezd Total Analysis Systems，简称 μTAS)作为一门多

学科交叉的研究领域，越来越受到重视，作为其中之一的微流控芯片，由于具有

传统细胞培养无可比拟的优势，成为近年来快速发展的热门方向。 
本论文初步建立了芯片的设计制作工艺和温度压力控制方法及进样技术。成

功制作了玻璃-玻璃、玻璃-PDMS 不同材料的芯片并测试了各种芯片的性能。制

作成功的芯片对各种细胞有很好的保留作用，有利于细胞的固定和培养。作为芯

片应用的初步研究，本文选择兔骨髓间充质干细胞作为研究对象，进行了成骨和

成脂分化的前期研究，并在玻璃芯片上进行了干细胞的培养实验。 

本论文主要工作如下: 

1.成功制作了一种能很好保留细胞的芯片，这种芯片能使流体速率在大范围

里呈对数衰减，从而控制细胞停留在不同的位置。 

2.利用标准光刻技术、湿法腐蚀、高温键合等技术，探索了微流控细胞芯片

的制作，结合温度等控制装置和实时拍摄系统，实现微流控芯片系统在细胞保留

及培养中的实用化。 

3 体外培养兔骨髓间充质干细胞，研究骨髓间充质干细胞在体外向成骨细胞

和脂肪细胞的分化过程，为进一步在芯片上控制细胞分化提供了很好的对比材料

和根据。 

4.在芯片上初步进行了干细胞的生长研究，为干细胞在芯片上进行分化研究

提供了很好的技术基础。 

本论文研究表明，细胞芯片系统能在体外培养细胞，并可对培养过程实时观

察和记录。但是要在芯片内长期培养细胞还需摸索一些实验影响因素和条件。 

 

关键词：微流控芯片；骨髓间充质干细胞；细胞培养；细胞分化。 
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Abstract 

Miniaturized Total Analysis Systems (μTAS) is becoming more and more 

important as an interdisciplinary technique. Due to its advantages, microfluidic chip 

has been applied in cytological researches in recent years. 

In this dissertation, the fabrication technique of different kinds of microchips has 

been studied, including chip design, glass etching, glass bonding, temperature control 

and sample injection. We tried materials of both glass and Polydimethylsiloxane 

(PDMS)for glass-glass and glass-PDMS microchip fabrication. These chips can 

successfully retain cells for cell cultures. In our experiment, mesenchymal stem cells

（MSCs）are used for the test of on-chip stem cell differentiation. 

Detailed results of this research are concluded as below.  

1. Microchips of glass or glass-PDMS or PDMS were successfully fabricated 

using standard photolithography, wet etching and high-temperature bonding 

techniques. The temperature was precisely controlled for on-chip cell cultures.  

2. A large-scale logarithmic flow-rate damping microchip was proved efficient 

for cell retaining of different adherence. 

3. MSCs were cultured for osteogenic and adipogenic differentiation details. 

These cell differentiation details provided useful background or comparable data for 

further on-chip cell differentiation studies. 

4. On-chips MSCs culture was achieved as a preliminary study. Cells on chips 

were able to proliferate. This on-chip cell culture technique provide a useful platform 

for on-chip cell studies. 

Our research idicated that cells can relive on chip ,and it can be observed by 

microscope camera system simultaneity.However,some experiment conditions must to 

be research if cells culture on chip long time. 

Keywords: microfluidic chip; mesenchymal stem cells; cell cluture; cell 

differentiation. 
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第一章 绪论 

1.1 引言 

细胞是生命体结构和功能的基本单位，任何生命现象的本质都要从细胞水平

上来阐述。为了掌握生命过程的规律，必须以研究细胞为基础，深入探索细胞的

行为。随着对细胞研究的不断深入,已经从细胞群、细胞整体、亚细胞结构深入

到分子结构,从细胞内各组分分析深入到对细胞呼吸作用、光合作用、信息传递、

跨膜运输等生命活动的研究,传统的细胞分析仪器已不能满足对细胞研究的需求,

而新型的细胞分析仪器、分析技术不断涌现,其中,微流控芯片以其独有的优势在

细胞分析中起着越来越重要的作用[1]。 

传统的细胞培养消耗培养基多，培养器皿多为一次性使用，消耗资源多；不

能精确控制细胞的微环境，很难模拟细胞在体内的真实情况,只能对细胞群体进

行分析获得细胞中的化学信息。而且通过细胞群体分析获得的统计平均结果,掩

盖了单个细胞之间的差异，并且不能无间断的拍摄记录细胞的生长情况。而将微

流控芯片应用于细胞培养中，能较好地解决这些问题[1]。 

(1)微流控芯片的通道直径通常在 10～100μm,与单个生物细胞在尺度上具

有相容性，并且通道内不断流动的介质能为细胞提供所需物质和微环境。 

(2)微流控芯片具有网络式二维或三维通道 ,非常容易操纵单细胞尺度的目

标物。在微流控系统中有多种操纵细胞的方法，能操纵细胞停在任意通道内任意

的位置，方便细胞的观察和后续研究。 

(3)微流控芯片为平板式几何构型 ,制作所选材料一般都光学性能比较好，能

与图像拍摄系统结合，进行更好的动态拍摄和检测。 

(4)在微流控系统上比较容易集成各种标准分析操作。 

(5)微流控芯片可以同时准确的对细胞施加多种影响或者减少某些因素的存

在，更好的控制细胞生长的微环境，进行更精细的实验。 

(6)微流控芯片设计、制作简单，可以根据实验需要设计所需的芯片模型。 

因此，微流控芯片技术在细胞研究领域，将有着有着十分重要的意义和广阔的前

景。 
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1.2 微全分析系统的概述 

微全分析系统(Miniuatriezd Total Analysis Systems,简称 μTAS)的概念是在

1990 年首次由瑞士 Giba-Geigy 公司的 Manz 和 wdimer 提出[2]。从二十世纪末至

现在不到二十年的时间里，微全分析系统(μTAS) )已经从一个概念发展成为在化

学和生物科学广泛应用的技术领域[3-6],它跨越多个学科，其目标是通过分析化学、

微机电加工（Micro Electro-Mechanical System,简称 MEMS）、计算机、电子学、

材料学及生物学、医学的交叉， 大限度地把化学分析检测的过程浓缩到只有几

个厘米大小的微小芯片上，实现分析实验室的“微型化”、“个人化”和“家用化”。

因此微全分析系统也被称作“芯片实验室”(LOC，即 lab on a chip) 或简称芯片实

验室(Lab chip)。 

当前的微分析系统可分为芯片式与非芯片式两大类。目前芯片式是发展重

点 ,根据应用领域可以分为生物芯片和化学芯片两大类，依据芯片结构及工作机

理又可分为微阵列(生物)芯片和微流控芯片和微悬浮芯片（图 1.1）[7]。其中，微

悬浮芯片技术是从流式细胞技术发展起来的，在液相中完成亲和反应与快速检测

的一种新型芯片技术，主要应用于核酸、蛋白质等生物分子的分析。相比之下，

微阵列芯片和微流控芯片是发展更早，应用更广泛的两种技术。 

                     图 1.1 微全分析系统的分类 

  Fig1.1 The classify of Miniuatriezd Total Analysis Systems 

微流控芯片 

微悬浮芯片 

微阵列芯片 

微全分析系统 

蛋白质芯片 

组织芯片 

分离芯片（电泳芯片芯片

反应芯片（PCR 芯片） 

合成芯片 

基因芯片 
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微阵列芯片[8-9]（ Mircoarrary Chip）发展于上个世纪 80 年代末，它是指通过

平面微细加工技术在固体芯片（如硅片、玻璃片、聚丙烯或尼龙膜等）表面构建

的阵列式的微分析单元，以实现对细胞、蛋白、核酸以及其他生物组分的准确、

快捷、大信息量的检测。简言之，微阵列芯片是一种以微点阵列为结构特征，以

生物亲和反应为基础的技术，又被称为“生物亲和芯片”，由于具有高通量、平行

化、自动化等优点，微阵列芯片在生物、检疫、制药等领域获得广泛的应用。 

微流控芯片[10]
（Microfluidic Chip）则涉及分析化学、计算机、微机电加工

(MEMS)、电子学、材料科学、生物学及医学等多个学科 ,以微管道网络为结构

特征 ,它把整个化验室的功能 ,包括采样、 稀释、 加试剂、 反应、 分离、 检

测等集成在微芯片上 ,且可多次使用 ,因此具有更广泛的适用性[7]。微流控芯片

根据使用目的或功能不同又可分为分离芯片（如电泳芯片）、反应芯片（如 PCR

芯片）和合成芯片等。 

微芯片分析系统的出现不仅可使珍贵的生物试样与试剂消耗大大降低到微

升甚至纳升级 ,而且使分析速度成十倍百倍地提高 ,费用成十倍百倍地下降。 因

此,成本低、耗样品量少、快速灵敏、便于集成与携带等优点，使微流控芯片系

统在分子与材料合成、细胞学研究、环境监测、医学、 食品卫生等方面有望成

为重要的应用领域[4,11]。       

1.3 微流控芯片的制作 

1.3.1 微流控芯片的材料 

微流控芯片的制作材料主要有：玻璃、石英以及聚甲基丙烯酸甲酯（PMMA）、

聚二甲基硅氧烷（PDMS）、聚碳酸酯（PC）等高分子聚合物。 

1.3.2.1 硅与二氧化硅    

在微流控芯片发展的初期，由于制备工艺沿用微电子技术进行加工，主要使

硅作为芯片材料。硅有良好化学惰性和热稳定性，生产工艺成熟，可使用光刻技

术高精度地复制二维图形和复杂的三维结构，但由于硅易碎、价格贵、不透光、

绝缘性能较差，表面化学行为复杂，这些缺点限制了它在微流控芯片中的广泛应

用。 

1.3.2.2 玻璃和石英 

玻璃和石英有很好的电渗性质和良好的光学性质，而且它们的表面性质，如
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湿润能力、表面吸附和表面反应性等，都有利于使用不同的化学方法对其进行表

面改性。使用光刻和蚀刻技术可以将微通道网络刻在玻璃和石英上，因此玻璃和

石英成为应用 广泛的微流控芯片材料。 

1.3.2.3 高分子聚合物 

另外，以PMMA和PDMS为代表的高聚物因其光学性质好、易加工成型、表

面易修饰改性、材料成本与加工成本低，适合于大批量制作一次性微流控芯片。

近年来引起人们广泛的关注，并逐渐成为除玻璃外的另一类主要芯片材料。 

1.3.2 微流控芯片的制作方法 

微流控芯片的制作基本可分为微通道加工和键合两部分。微流控分析芯片

基本的结构特征是微米至亚毫米级的微通道系统。在此尺度下一般的机械加工手

段难以满足要求，因此需要与之相配的微加工手段。目前，在微电子技术中发展

并完善的光刻技术在微流控芯片加工中仍占有中心和基础地位，其核心是微结构

图形的转移。其他几种微通道加工方法有激光烧蚀法、热压法、浇铸成型法、注

塑法。 

1.3.2.1 玻璃微流控芯片的制作方法 

玻璃微流控芯片的常用制作方法是采用标准光刻技术[12]、湿法刻蚀和高温键

合的方法(如图 1.2)，基本步骤如下[13] :  

(1)刻蚀保护层的获得(见图 1.2 A,B) 

在干净的玻璃表面生长一层金属薄膜作为牺牲层[14]。常用的是磁控溅射金属

铬。在金属层上均匀涂覆一定厚度的光刻胶，光刻胶的实际厚度与它的粘度有关，

并与甩胶机的旋转速度的平方根成反比。 

光刻胶是一种光敏高分子聚合物，分为正光刻胶和负光刻胶两种，当光照射

时负光刻胶时，光刻胶主要发生交联反应，相邻的聚合物链之间产生化学键，在

整个辐照区形成一个大分子。曝光过的负光胶，由于分子量变大而使得溶解度降

低，成为非溶性，没有曝光过的负光胶，由于没有发生交联反应，在显影时被溶

掉。当光照射正光刻胶时，降解反应占主导地位，光胶大分子分裂成小分子。在

显影时，曝光过的正光胶由于分子量变小而使得溶解度增大而被显影液溶去，未 

照射到的部分显影后依然保持不变。 

(2)曝光(见图 1.2 C) 
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制备光掩膜，将具有微通道的光掩模板覆盖在基片上，紫外光照射使光刻胶

曝光。曝光时间由光刻胶种类、胶层厚度、光源强度，以及光源与基片间距共同

决定，一般从几秒到几十秒不等。 

(3)显影(见图 1.2 D) 

如果涂覆的是正胶，用显影液去除在曝光部分的光刻胶，如果是涂覆的是负

胶，则曝光部分被保留，得到与掩膜相同（正胶）或相反（负胶）的图案。显影

时间因光刻胶种类、胶层厚度、显影液种类、显影温度和操作方法而异。 

(4)Cr 层开窗口(见图 1.2 E) 

利用未曝光的光胶的保护作用，用去铬液(一般为硝酸饰按和高氯酸混合溶

液)可除去玻璃表面的铬层 

(5)湿法刻蚀(见图 1.2 F) 

湿法刻蚀即所用的刻蚀剂为水溶液，一般用含氢氟酸的溶液，在玻璃上刻蚀

所需的通道。刻蚀速率与玻璃的硬度、刻蚀剂的温度、浓度、搅拌程度等因素会

影响有关，通过控制刻蚀时间可控制刻蚀深度。 

除了基于光刻的湿法腐蚀工艺外，玻璃微结构的加工还可以采用干法腐蚀， 

干法刻蚀的刻蚀剂是等离子体，在等离子体中，游离基的化学性质十分活泼，利

用它和被刻蚀材料之间的化学反应，达到刻蚀的目的。包括等离子刻蚀（Plasma 

Etching）、反应离子刻蚀(Reactive Ion Etching,简称 RIE)以及激光烧蚀（Laser 

Ablation）等微加工技术。 

(6)去除光刻胶 (见图 1.2 G) 

用有机溶剂可以溶解光刻胶，例如丙酮、酒精等。 

(7)去除金属层(见图 1.2 H) 

用去铬液(一般为硝酸饰铵和高氯酸混合溶液)可除去玻璃表面的铬层。 

(8)玻璃键合 

通常使用高温键合[15],也有使用常温键合[16]、阳极键合[17]、粘结剂[18]、化学

活化键合等方法进行键合的报道。 
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金属层                           光刻胶     

玻璃                                       

A 沉积金属层                         B 涂覆光刻胶 

 

                            紫外光                                                 

                                掩膜板                          

 

  C 曝光                                   D 显影 

 

                                       

E 去铬层                                 F 腐蚀 

  

               
       G 去除光刻胶                              H 去除铬层 

图 1.2 湿法腐蚀制作玻璃芯片的工艺流程图    

Fig1.2 The manufacturing process of glass chip by wet etching 

1.3.2.2  高聚物微流控芯片的制作 

PMMA和PDMS是目前应用于微流控芯片的 常见高聚物材料[19-20]。对比玻

璃芯片的加工，高聚物芯片的制作方法种类繁多，主要有热压法、注塑法、浇铸

成型法。 

1.3.2.2.1 激光烧蚀法(Laser Ablation) 

激光烧蚀法[21-22]是一种非接触式的直写微细加工技术，利用激光的高能量可

在高聚物表面直接烧蚀出微结构。它直接根据计算机CAD等绘图软件设计图形，

在高聚物材料上加工不同形状和尺寸的微孔和微通道。该方法不需要掩模板，步

骤简单，加工速度快，不需要超净环境，在实验中得到广泛运用。 
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