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研究报告                                                              

一种细胞培养微芯片的制作及应用 

邵建波 1, 2, 吴蕾 1, 金庆辉 1, 赵建龙 1 
1 中国科学院上海微系统与信息技术研究所, 上海 200050 
2 中国科学院研究生院, 北京 100039 

摘  要: 细胞培养是细胞研究的基础, 微系统技术的发展给细胞培养提供了新的方法。在微系统平台上进行细胞研究,

能够充分利用微流体和微结构的性质, 对细胞进行操控, 在细胞生物学、组织工程学、药物筛选等领域有广泛应用。文

中介绍了一种利用 SU-8 负性光刻胶模具制作双层细胞培养微芯片的方法, 该芯片通过狭缝将细胞培养区和微通道区隔

离, 既保证细胞培养区域的相对独立, 又可以利用微流体的特性调节细胞外基质的性质, 给基于微芯片进行细胞研究

提供了一种新的平台。 
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Fabrication and Application of a Novel Cell Culture Microchip 
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Abstract: In this article, a cell culture microchip was fabricated on the SU-8 mold based on polymer-MEMS process. In the 
microchip, the cell culture area was separated with microchannel by a microgap, which kept the cell culture area independent, but 
also regulated the micro-environment of extracellular matrix by the microfluidic flow. The cell culture microchip provided a new 
platform for cell research. 
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微系统技术从上世纪 90 年代诞生至今, 由于其

分析速度快、试剂消耗少、便于集成和高通量分析

等诸多优点 , 在生化分析等领域逐步得到应用 , 已

经成为目前研究热点和前沿。细胞的体外培养技术

是进行细胞研究不可替代的实验方法 , 近年来, 有

报道将微系统技术应用于细胞研究 [1], 给细胞研究

提供了新的方法和平台。基于微系统技术的细胞研

究已经在细胞生物学[2]、组织工程学[3]、药物筛选[4]

以及生物传感器研究[5]等方面逐步得到应用。 

流体芯片平台应用于细胞研究有很多独特优势, 

得到广泛进展。细胞在微芯片内生长改变了常规细

胞培养方法, 能够更好的控制和反映细胞受到细胞

外基质以及细胞相互之间的调制作用, 实现了一种

更接近体内的培养方法。微流体芯片可通过集成在
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细胞培养腔体内的微结构阵列 [6]或者是利用微流体

层流性质形成的细胞凝胶结构 [7]等方法可实现细胞

的立体培养 , 建立细胞研究的基础平台 , 结合芯片

内微流体形成的化学物质的浓度梯度, 精细控制细

胞外基质, 建立浓度依赖的分析方法[8,9], 实现细胞

响应的高通量检测; 微流体产生的剪切力施加于细

胞 , 可模拟其在体内环境的受力情况 , 可使细胞的

活性较常规培养有很大提高[10], 为利用微芯片进行

组织研究奠定良好基础。微流体器件集成性能优良, 

在细胞培养芯片内可以集成微阀[11]等器件, 实现培

养基以及刺激液的自动进样, 可以建立细胞分析的

自动化平台。因此, 细胞微系统平台已经成为目前细

胞生物学领域和微流体芯片领域的热点研究方向。 

本文将微流体技术与细胞培养技术相结合, 介

绍了一种基于微系统平台控制细胞分布进行细胞培

养的方法, 该微系统芯片不需要借助于凝胶等介质

以及对微流体流速的精确控制, 只利用微通道之间

的狭缝 , 能够有效的控制细胞的分布区域 , 实现培

养区域的相对独立, 而小分子的培养基和药物成分

可以自由流动通过, 实现了长时间的细胞培养。同

时在该平台上可以对细胞状态进行实时观测, 为药

物筛选等提供了一个全新的细胞培养和筛选平台。 

1  实验方法 

1.1  芯片制作 
本实验中制作如图 1(a)所示的细胞培养微芯片, 

其中 b 孔为细胞悬浊液进样孔, 细胞培养通道的宽

度为 100 μm, a 孔和 c 孔为培养基或者刺激液进样孔, 

其管道宽度为 200 μm, 该芯片的主要特点是如图

1(b)所示的粗黑线处的通道高度仅为 5 μm 的狭缝, 

该狭缝既可保证细胞培养区与微管道区的连通, 又

可以使这两个区域相对独立, 保证细胞在固定的区

域生长 , 而培养基和刺激液等小分子可以自由流

通。该细胞培养微芯片制作的基本方法是先通过微

加工技术在硅片表面制作出双层的 SU-8 负性光刻

胶模具 , 然后通过模塑方法形成具有微结构的

PDMS 基片, 最后与玻璃键合形成封闭的通道网络, 

用于细胞的培养和研究, 其制作的工艺流程图如图

2 所示。芯片制作的关键工艺是通过制作双层的

SU-8 负性光刻胶模具形成狭缝, 下面详细介绍芯片

制作的工艺过程。 

 

图 1  芯片的结构示意图 
Fig. 1  Schematic map of the chip 

(a) Structures of the chip; (b) diagram of the cross-sectional view of 
the microchannel 

 

图 2  芯片制作流程示意图 
Fig. 2  Schematic illustration of procedure to fabricate the 

chip 
 

首先是利用 SU-8 负性光刻胶进行“多次光刻、

一次显影”[12]工艺制作双层的细胞芯片模具。将硅片

在 Piranha 洗液(硫酸和双氧水按 5:1 混合)中煮沸  

10 min, 冷却后用去离子水冲洗干净 , 氮气吹干后

在 200oC 烘箱中烘 30 min。在清洗干净并烘干的硅

片上甩涂稀释的负性光刻胶 SU8-2025(MicroChem 

Corp., MA, USA), 放在热板上在 65oC 烘 1 min 然后

升温至 95oC 保持 2 min, 缓慢降温至室温。在光刻

机中将第一层掩模版与硅片对准 , 曝光 , 然后对基

片进行 PEB(Post exposed bake, PEB), 即在热板上

65oC 烘 1 min 然后升温到 95oC 保持 1 min, 缓慢降
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温至室温, 这样就将第一层的图形转移到 SU-8 光刻

胶上。再将第二层 SU8-2025 甩涂于基片表面, 在热

板上加热到 65oC 保持 1 min 然后加热到 95oC 保持   

3 min 冷却至室温完成前烘, 对准第二层掩模曝光, 

将硅片放到热板上加热到 65oC 保持 1 min 然后升温

至 95oC 保持 3 min 完成 PEB, 缓慢冷却至室温, 最

后超声辅助显影, 形成双层的 SU-8 模具。 

将 PDMS(Dow Corning, Michigan, USA)单体与

固化剂按照 10:1 的比例混合均匀后, 抽真空后进行

脱气处理, 浇注在有 SU-8 微结构的硅片上, 放置在

80oC 的热板上固化 1 h, 冷却后从硅片表面剥离, 打

孔, 并切割成合适的大小备用。 

将制备好的具有微结构的 PDMS 和清洗干净的

玻璃片或无结构的 PDMS 基片放入氧离子表面处理

机中对其表面处理 15 s, 取出后将二者迅速贴合, 形

成封闭的微通道网络, 完成细胞培养微芯片的制作。 

1.2  微芯片内细胞培养 
注入芯片内培养的细胞采用实验室常规培养的

3T3 细胞和 B-Cap 细胞(上海市第九人民医院组织工

程中心)。细胞培养液为 DMEM(Gibco), 加入 10%的

胎牛血清 (杭州四季青生物工程材料有限公司 )和

100 μL/mL 的链青霉素(吉诺生物医药技术有限公司, 

杭州), 消化液为 0.25%的胰酶和 0.02%的 EDTA(吉

诺生物医药技术有限公司, 杭州)。 

将制作好的细胞培养微芯片用 75%的酒精浸润, 

然后放入常规细胞培养皿(Polystyrene Petri dish)中, 

用紫外线照射 1 h, 进行消毒。为利于细胞在微通道

内贴壁生长, 在微通道内导入细胞培养液浸润过夜, 

使芯片表面包被蛋白。将生长状态良好的细胞进行

消化 , 吹散打匀 , 通过进液孔导入芯片内 , 放入培

养箱内进行培养。培养过程中每隔一天更换芯片内

部的培养液。培养箱外培养时, 将导入细胞的芯片

放在 ITO 玻璃加热平台上, 同时在培养基内添加与

DMEM 等量的 Leibovitz’s L-15(Gibco)以保证细胞外

基质的酸碱度稳定[13], 并且每 12 h 补充一次培养液, 

以保证培养基的稳定。 

1.3  细胞活性检测 
芯片内贴壁生长的细胞活性通过 Live/dead 

viability/cytotoxicity kit 试剂盒(Molecular probes)进

行检测。细胞在芯片内生长 72 h 后, 先通入 PBS 清

洗 5 min, 再通入含 2 μmol/L Calcein AM和 4 μmol/L 

Ethidium homodier-1(EthD-1)的混合液在室温下孵

育 30 min, 然后立即在荧光显微镜(Olympus)下观察

并拍照。 

2  结果与讨论 

2.1  材料选择 
制作细胞芯片的材料可以是硅、玻璃、PDMS

等生物兼容性材料。硅材料虽然具有良好的微加工

性能 , 但是由于透光性不好 , 不便于观察细胞的形

态, 因此硅材料多用于刻蚀或者是在其表面用负胶

加工制作模具 , 用于模塑的方法形成细胞培养芯

片。玻璃不仅具有良好的微加工性能, 还具有很好

的透光性和生物兼容性, 被广泛的用于细胞芯片的

制作 , 但是由于其不透气性 , 因此采用全玻璃材料

制作细胞芯片时需要在培养液中溶入足够的氧气 , 

并且频繁更换培养液或者是采用灌流的方法才能保

证细胞的生长。PDMS 是目前微加工技术中广泛应用

的一种材料, 由于其可以通过模具批量加工, 生产成

本低, 且 PDMS 具有很好的透光性、生物兼容性和透

气性[14], 是制作细胞培养微芯片的优良材料。 

本实验中通过 PDMS 与玻璃键合制作细胞培养

微芯片 , 既有良好的生物兼容性 , 又便于实验过程

中的观察 , 还因为材料优良的透气性特点 , 可以满

足细胞生长过程中对气体氛围的要求, 更有利于细

胞的在片培养和实时观测。 

2.2  SU-8 双层模具的制作 
目前, 基于 SU-8 负性光刻胶加工模具的技术得

到广泛应用。实验中使用的细胞培养微芯片的模具

是将双层结构做到一片硅片上, 采用“两次曝光, 一

次显影”方法制作的 SU-8 负性光刻胶模具, 可以简

化模具的制作工艺流程, 避免模塑成型后繁琐的结

构对准步骤进行键合 , 提高芯片的制作效率和成 

品率。 

2.3  可变式的芯片结构 
将进样孔打在有微结构的基片上和在没有微结

构的基片上, 芯片内的微缝的位置会不同。如图 3(a)

所示, 若将液体进样孔开在具有微结构图形的基片

上 , 然后与没有微结构的基片键合 , 则微缝在芯片

底部; 如图 3(b)所示, 若将液体进样孔开在没有微

结构图形的基片上, 然后与具有微结构的基片键合, 

则微缝在芯片的顶部。这样通过一个模具基片可以
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制作出两种特点不同的细胞培养微芯片, 可以根据

实验的需要选择适当的结构。当微缝在芯片底部时, 

可以保证液体流动区的液体对细胞的直接刺激; 当

微缝在芯片顶部的时候, 可以有效地隔离液体流动

区对于细胞培养区细胞产生的剪切力等的影响, 通

过微流体的扩散作用对细胞提供养分和进行研究。

最后制成的芯片如图 4(a)所示, 4(b)和 4(c)为管道微

结构的显微镜的图片, 可以清楚地看到中间的细胞

培养区域和两侧的微流体区域有微小的狭缝相通。 

 

图 3  两种芯片结构示意图 
Fig. 3  Schematic maps of two different chips 

 
图 4  芯片图 

Fig. 4  Views of the chip 
(a) the microdevices; (b) structure of the microchannel; (c) 

cross-sectional view of the microchannel 
 

2.4  细胞的固定、在片培养与检测 
为了实现细胞在固定区域的培养, 芯片内细胞

培养区域与周围的微通道区域之间连通的狭缝的高

度为 5 μm, 而细胞的直径约为 10~20 μm, 因此, 细

胞悬浊液从细胞培养区的进样孔导入芯片后, 通过

狭缝的拦截及微流体的流动使细胞只分布在细胞培

养区域, 有效的控制细胞的分布区域。图 5(a)为 3T3

细胞刚导入后芯片内在微缝处的分布图, 可见狭缝

对细胞有很好的拦截作用; 图 5(b)为 3T3 细胞在培

养区域内贴壁生长的状态, 说明细胞在该芯片内生

长状态良好。图 5(c)和 5(d)为细胞活性检测试剂盒

对 72 h 后芯片内同一区域内的 B-Cap 细胞进行荧光

染色的照片, 由于 calcein AM 亲脂性很高, 能够穿

透细胞膜脱去 AM 基, 使活细胞发出绿色荧光(如图

5(c)所示), 而 EthD-1 不能穿透细胞膜, 因此只能使

死细胞激发红色荧光(如图 5(d)所示)。芯片内绝大部

分细胞呈现绿色荧光 , 只有很少量红色细胞 , 表明

细胞在该芯片内有很高的成活率, 适宜进行细胞培

养和实验。 

 

图 5  细胞在芯片内的图片 
Fig. 5  Cells in the chip 

(a) cells lay besides the dam after infused; (b) cells growth in the 
chip; (c) staining with Calcein AM; (d)staining with EthD-1 

 
2.5  培养箱外细胞培养和实时观测 

细胞状态的实时观测是细胞研究的需要。脱离了

培养箱的培养, 由于无法满足温度以及酸碱度的条

件, 因此调整这些因素以保证细胞能够正常生长。因

此, 实验中通过添加 Leibovitz’s L-15 以保证细胞外

基质的酸碱度稳定; 利用实验室自制的 ITO 玻璃加

热平台上进行培养[15], 保证细胞生活所需要的温度

条件; 以及每 12 h 补充一次培养液或灌流的方法, 保

证培养基的稳定。通过以上三个条件的优化, 该微芯

片成功的应用于培养箱外细胞培养, 图 6 为 3T3 细胞

在箱外培养 2 d 的图片, 细胞仍保持良好状态。 
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图 6  3T3 细胞在培养箱外培养 2 d 的照片 
Fig. 6  3T3 cells cultured outside the incubator after 2 days 
 

3  小结 

采用“两次光刻, 一次显影”技术制作 SU-8 负

性光刻胶模具, 浇注 PDMS, 固化成形和键合工艺

制作的具有狭缝的微系统芯片, 能够有效控制细胞

在芯片内的分布, 实现细胞在微芯片内长时间培养, 

并且可以根据狭缝的位置不同设计不同的芯片结构, 

满足多种实验要求。同时该芯片可在培养箱外进行

细胞培养 , 能够保持细胞的活性 , 进行细胞状态的

实时监测。该芯片将微流体技术和细胞培养技术有

机结合, 为基于微系统技术进行细胞研究提供了一

种新的研究平台。 
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