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一种简易的用于检测细胞凋亡的微流控芯片分析技术

李 远1，肖文海2，廖 娟1，刘 严1，米永华1

［摘要］ 目的 针对微流控芯片的加工、细胞培养及细胞响应分析发展一套易于被普通生物学实验室实施的微流

控芯片细胞分析技术，以天然抗癌药物重楼皂苷Ⅰ促人肺癌细胞 A549 凋亡作用分析对该技术进行验证。方法

微流控芯片加工采用了基于感光干膜的软光刻工艺; 微流控芯片结构设计为储液池加直微通道，通过 ANSYS 软件

对芯片的流体动力学行为进行分析; 细胞培养采用间歇式细胞动态培养技术; 重楼皂苷Ⅰ对 A549 细胞的促凋亡作

用通过细胞形态学改变、活 /死细胞荧光染色及乳酸脱氢酶( LDH) 释放进行定性和定量分析。结果 感光干膜软

刻工艺加工微流控芯片简单易行; 储液池加微通道结构的微流控芯片适合各类贴壁细胞培养; 形态学和荧光染色

实验提示重楼皂苷Ⅰ具有促 A549 细胞凋亡作用，且促凋亡效率与浓度呈正比关系; 微流控芯片上 LDH 释放定量

分析结果与传统 96 孔板实验结果吻合。结论 该文展示的技术操作简单、低试剂消耗，能实现定性和定量分析相

结合，可在无相关微流控技术经验的生物医学实验室中推广使用。
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A simple cell-based microfluidic assay technology for detection of cell apoptosis
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［Abstract］ Objective To develop a set of cell-based microfluidic assay technologies and verify them by analyzing the
apoptosis of parissaponin Ⅰ，a natural anti-cancer drug，on human lung adenocarcinoma A549．Methods A microfluidic
chip was fabricated by the standard soft-lithography technology，in which a conventional liquid photoresist was replaced by
a dry film photoresist． The designed microfluidic chip had a typical structure of two liquid pools plus one straight
microchannel． The fluid dynamic behavior of this chip was analyzed by ANSYS software． Cells were cultured in the
microfluidic chip using a method called intermittent dynamic culture technique． The pro-apoptosis effect of parissaponin Ⅰ
on A549 cells was analyzed qualitatively and quantitatively using three strategies: cell morphology change，live /dead cell
fluorescence staining and lactate dehydrogenase release． Ｒesults The results showed that the fabrication process of the
microfluidic chip using a dry film photoresist based soft-lithography was simple and feasible． The morphology and
fluorescence staining results showed that parissaponin Ⅰ had a pro-apoptotic effect on the A549 cells and there was a posi-
tive relationship between the concentration and efficiency． The quantitative result of lactate dehydrogenase release on the
microfluidic chip was consistent with that performed on the traditional 96-well plate． Conculsion The technologies
developed in this paper have the advantages of simple operation，low reagent consumption and can be easily accepted by
ordinary biomedical laboratories without such experiments for toxicology tests．
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细胞是生命体结构和生命活动最基本的功能单

元，体外细胞学研究已成为现代生命科学和医学研

究的基础。一方面，大量研究报告显示微流控芯片

在细胞体外研究中具有独特的优势［1，2］，与细胞相

似的微流体通道尺寸、有效细胞微环境控制及细胞

体内微环境模拟、减低分析试剂消耗、具备高通量和

高内涵分析潜力等，目前已广泛应用于细胞生长和
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分化［3］、细 胞 趋 化［4］、细 胞 迁 移［5］ 和 细 胞 药 物 筛

选［6］等研究中。细胞凋亡是一种由基因控制的细

胞自主死亡程序，在疾病发生［7］、药物作用机制［8］

等领域具有重要的生物学意义。相比传统的细胞凋

亡分析技术，利用微流控技术研究细胞凋亡的优势

体现在细胞培养、刺激和检测分析模块间的灵活组

合。例如，在细胞捕获培养方面，Valero 等［9］报道了

一种实现 HL-60 细胞凋亡动态研究的微流控 V 型

诱捕 装 置。此 外，U 型 坝［10］、PDMS 池［11］、C 型

环［12］等微结构可集成在微流控芯片上实现将细胞

固定培养在特定区域。在细胞操作方面，并行化细

胞处理是微流控芯片细胞分析的重要优势。其中，

药物浓度生成网络是最重要的并行化处理模块，其

基本思路是将一种浓度药物通过重复组合和分流循

环产生不同浓度。利用该技术，郑允焕等［13］设计了

用于药物筛选的微流控细胞阵列芯片，并行考察了

不同浓度的药物伊立替康对肝癌细胞的毒性。Ye
等［14］在一片微流控芯片上集成了多个药物浓度生

成单元，实现了一次实验考察不同抗癌药物的不同

浓度对人肝癌细胞的细胞作用。在细胞响应分析方

面，微流控细胞响应分析主要依赖于细胞形态学的

改变和增殖行为。此外，一些先进和灵敏的分析技

术也开始与微流控芯片技术相结合。例如，Tamaki
等［15］将扫描热透镜显微镜检测系统和细胞培养微

流控芯片集成，能在无标记情况下对单个神经母细

胞瘤 － 胶质瘤杂交细胞凋亡过程中细胞色素 C 分

布进行检测; Wolbers 等［16］在微流控芯片上通过自

体荧光检测技术从凋亡细胞中鉴别出存活细胞; 荧

光共振能转移( FＲET) 技术分析方法与微流控技术

相结合能实现细胞凋亡的实时动态监测［17，18］。如

上所述，多模块集成使微流控芯片细胞分析进入高

通量高内涵时代。然而，作为微流控细胞分析技术

的基础技术，芯片快速成型、细胞固定培养、药物作

用及细胞响应分析仍是该领域的难点。
另一方面，随着人类生活环境和经济社会变迁，

全球癌症发病率呈显著上升趋势［19］。因此，寻找潜

在的抗肿瘤药物成为制药工业界和学术科研界研究

重点内容之一。我国中药资源丰富，从中草药中筛

选具有抗肿瘤活性药物是我国研发抗肿瘤新药的重

要途径［20］。目前，生物学实验室对天然药物分子的

细胞学评价主要采用传统多孔板平台，该技术平台

存在通量低、试剂消耗大、操作繁琐等问题［14］。鉴

于微流控芯片技术细胞研究的独特优势，其已在天

然活性药物细胞研究领域开始引入和报道［21，22］。
然而，微流控芯片研究中涉及的相关技术，如微流控

芯片的加工、细胞固定培养及细胞响应分析对于无

相关经验的生物医学实验室仍是挑战。为此，本研

究从微流控芯片加工、细胞培养到细胞响应分析三

大技术难点出发，发展一种简单且易于在普通生物

医学实验室开展的微流控芯片细胞分析技术。重楼

皂苷( parissaponin) Ⅰ是一种被证实具有抗癌作用

的天然药物分子［23］。因此，本研究以重楼皂苷Ⅰ促

人肺腺癌 A549 凋亡作用分析为例对本文发展的微

流控芯片细胞分析技术进行验证。

1 材料和方法

1． 1 主要试剂、设备

1． 1． 1 材料 重楼皂苷Ⅰ( 含量为 98． 36%，上海

纯优生物科技有限公司) ，DMSO 溶解，4℃ 保存; 人

层 粘 连 蛋 白 ( 美 国 PＲOSPEC 公 司 ) ; 葡 聚 糖

［70 × 103 ( Mr) ，上海生工］; LIVE /DEAD Viability /
Cytotoxicity 试剂盒( 美国 Molecular Probes 公司) ; 乳

酸脱氢酶细胞毒性检测试剂盒，链、青霉素，胰酶

( 碧云天生物技术公司) ，ＲPMI-1640 培养液、胎牛

血清( Gibco 公司) ; Sylgard 184 型聚二甲基硅氧烷

( 美国 Dow Corning 公司) ; HQ-6100 感光干膜( 长兴

化工) ; 常规化学试剂( 长江化工) 。
1． 1． 2 设备 紫外曝光灯( 实验室自制) ; FM-360
覆膜机 ( 杭州新彩) ; Harrick 等离子清洗机 ( PDG-
32G-2) ; HF90 二氧化碳细胞培养箱( 力康) ; 1390 喷

墨打印机( 爱普生) ; IX71 导致荧光显微镜( 奥林巴

斯) ; CCD( QICAM fast 1394，QImanging) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 A549细胞培养 人肺癌细胞株 A549 由重

庆医科大学附属永川医院中心实验室常规培养。
A549 细胞用含 10% 胎牛血清、100 U /ml 青霉素和

100 μg /ml 链霉素的 ＲPMI 1640 培养液中在 37℃、
5%二氧化碳条件下培养。待细胞生长至对数生长

期，用 0． 25% 胰酶 ( 含 0． 02% EDTA) 消化细胞，

1500 r /min 离心 4 min，用含 4% 的葡聚糖的 ＲPMI-
1640 培养液重悬细胞，制成浓度约为 5 × 106 细胞 /
ml 细胞悬液。
1． 2． 2 微流控芯片设计与加工 微流控芯片采用

软光刻工艺加工而成。与传统软光刻工艺不同，本

研究采用感光干膜代替了液态的光刻胶作为芯片阳

模。感光干膜是一种应用于印刷电路板( PCB) 工艺

的光聚合物材料，具有基材可黏附性、平整性、低曝

光功耗及低成本等优势［24］。利用感光干膜制备微

流控芯片参考文献［25］，加工流程示意图如图 1A
所示。首先将 3 层感光干膜通过覆膜机依次层压在

玻璃板上使感光层厚度约为 100 μm，将微通道图案

通过爱普生喷墨打印机打印在透明胶片上制成光掩
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膜，紫外线透过光掩膜对感光干膜照射 70 s，1% 碳

酸钠显影制成微通道阳模; 将 PDMS 基质和固化剂

按重量 10∶ 1混合而成的预聚物浇铸在微通道阳模

上，抽真空除气泡，60℃ 下固化 3 h。将固化后的

PDMS 基片从感光干膜阳模上剥离，利用平头打孔

器( 直径 5 mm) 在微通道两侧打孔形成储液池，氧

等离子表面处理( 30 W，1 min) 与载玻片进行不可

逆键合，形成玻璃-PDMS 复合微流控芯片。基于感

光干膜软刻工艺加工微流控芯片所需主要设备照片

如图 1B 所示，价格约为 5． 0 万人民币。为分析微流

控芯片性能，通过有限元分析软件 ANSYS 14． 0( 美国

ANSYS 公司) 对微通道内流体动力学行为进行分析。

图 1 基于感光干膜软光刻工艺加工微流控芯片

A． 加工流程示意图; B． 加工主要设备图片

1． 2． 3 微流控芯片上 A549 细胞培养 微流控芯

片上细胞培养包括 3 个步骤: 芯片消毒、微通道修饰

及细胞加载培养。芯片消毒: 紫外灯( UV) 近距离照

射 30 min，70% 乙醇冲洗微通道 5 min，PBS 冲洗微

通道 2 次; 微 通 道 修 饰: 在 微 通 道 内 注 入 浓 度 为

0． 1 mg /ml 的人层粘连蛋白溶液，37℃ 下孵育 1 h，

PBS 冲洗微通道 2 次; 细胞加载培养: 将 5 μl A549
细胞悬液滴加进微通道入口，在毛细管作用力下细

胞进入微通道内，芯片放置进 37℃、5% 二氧化碳浓

度培养箱中静止 1 h，在微通道一侧储液池中注满含

10%胎牛血清的 ＲPMI1640 培养液，培养液在重力

作用下持续进入微通道并流向另一侧储液池中，储

液池中培养液 12 h 更换一次。微通道细胞形貌通

过光学显微镜明场观察，细胞活性通过细胞存活 /死
亡检测试剂盒进行荧光染色分析。为验证微流控芯

片细胞培养的通用性，按上述方法进行了人肾上皮

细胞 293、细胞血管内皮细胞 EA． HY926、原代人嗅

黏膜神经细胞及人膀胱癌 T24 细胞培养。
1． 2． 4 细胞响应分析

1． 2． 4． 1 微通道内A549细胞形态学改变分析 通

过倒置光学显微镜明场观察微通道内培养不同时间

的 A549 细胞形态，通过钙黄绿素乙酰甲酯( Calcein-

AM) 荧光染色分析培养的细胞活性。待微通道内

A549 细胞融合度达到 ＞ 90% ( 48 h) ，吸出两端储液

池中的细胞培养液，将 50 μl 含不同重楼皂苷Ⅰ浓

度的细胞培养液 ( 浓度分别是 0、2、4、6、8、10 mg /
ml) 加入不同微通道一侧的储液池，放入细胞培养

箱中孵育 8 h 后，倒置显微镜观察分析 A549 细胞在

不同浓度重楼皂苷Ⅰ作用后形态学改变。
1． 2． 4． 2 微通道内A549细胞存活 /死亡荧光染色

分析 微通道内 A549 细胞经过不同浓度重楼皂苷

Ⅰ处理后，吸出微通道两端储液池中细胞培养液，在

一端储液池中加入 PBS 冲洗 2 次，吸除 PBS。在微

通道一侧储液池加入 50 μl 含 2 μmol /L Calcein AM
和 4 μmol /L ethidium homodier-1( EthD-1) 的细胞存

活 /死亡荧光染料，室温下孵育 30min，吸除荧光染

料，PBS 冲洗 2 次。通过倒置荧光显微镜对微通道

内细胞荧光图像进行观察，拍照，用图像分析软件

Image ProPlus 6． 0 ( media cybernetic) 对图像进行分

析。
1． 2． 4． 3 微通道内A549细胞的乳酸脱氢酶释放分

析 微 通 道 内 细 胞 毒 性 采 用 乳 酸 脱 氢 酶 ( lactate
dehydrogenase，LDH) 释放实验进行评估。分析流

程如下: 实验分为无细胞的空白对照微通道，未经重

楼皂苷Ⅰ作用的样品对照微通道和最大酶活性微通

道，不同浓度重楼皂苷Ⅰ作用的样品处理微通道。
重楼皂苷Ⅰ作用 7 h 时，在最大酶活性微通道储液

池中加入 5 μl LDH 释放试剂，放入细胞培养箱中孵

育 1 h。随后从所有微通道储液池中吸出培养液，离

心后将 50 μl 上清液加入 96 孔板中，接着在每孔中

加入 25 μl LDH 检测工作液，室温避光孵育 30 min，

多功能 酶 标 仪 测 量 490 nm 处 吸 光 度，测 量 采 用

620 nm 波长作为参考波长。每孔的吸光度减去空

白对照的吸光度后，细胞毒性( % ) = ( 样品处理吸

光度 － 样品对照组吸光度) / ( 细胞最大酶活性吸光

度 － 样品对照孔吸光度) × 100。

2 结果与讨论

2． 1 微流控芯片结果设计与加工

微流控芯片的快速加工是开展微流控芯片分析

的基础，软光刻技术是实验室加工微流控芯片重要

工艺之一。软光刻技术的主要原理是用 PDMS 聚合

物将阳模图案复制出来，从而获得有特定结构图案

的 PDMS 基片［26］。阳模是微流控芯片加工的关键，

主要以液态 SU-8 光刻胶为基础，在洁净空间通过光

刻技术加工而成。该技术主要缺点在于需要昂贵的

仪器设备及严格的操作流程，在一定程度上限制了

大多数生物医学实验室对该技术的应用。相比而
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言，本研究采用一种低成本的感光干膜替代了液态

光刻胶，不但降低了微流控芯片加工成本和难度，还

无需额外洁净空间和大型设备，更易被普通生物学

实验室采用加工。同时，在没有配置其他专业设备

的基础上，利用该法能加工的微通道宽度最低为 50
μm，深度范围为 30 ～ 200 μm。为简化芯片结构复

杂度，避免引入外围的灌流设备，本研究设计的微流

控芯片结构由储液池和直微通道组成，储液池内的

液体样品在静水压作用下进入微通道。微流控芯片

实物图和示意图如图 2 所示，含 6 条独立的平行直微

通道，因此一片芯片上可独立实施 6 次实验。每条微

通道的长、宽、深分别为 5 mm，500 μm 和 100 μm，储

液池直径为 5 mm，深 5 mm，一个微通道内单次分析

试剂耗量约为 50 μl。

图 2 基于感光干膜软光刻工艺加工 PDMS-玻璃微流控芯片

A． 微流控芯片实物图，红绿颜料指示储液池和微通道; B． 微流

控芯片结构示意图，上: 俯视图，下: 侧视图

储液池式微流控芯片流体动力学行为的数值有

限元分析结果如图 3 所示。图 3A 为将液体样品加

入微通道一侧的储液池 ( 直径为 5 mm) 后 10 s 和

700 s 时样品体积分数云图。该图可见液体样品将

通过微通道流入另一侧储液池，当两侧储液池液面

高度相同时，液体流动停止。图 3B 为微通道内流

体流动速度与时间的关系曲线。结果可知随着时间

的延长，微通道内流体流动速度逐渐降低，其原因为

两侧储液池液面高度差随时间延长而降低，从而导

致推动微通道内液体流动的静水压差降低。微通道

内典型的液体流场矢量图如图3B所示，显示微通

道内流体沿微通道平行方向流动，呈典型的层流模

式。此外，图 3B 还显示储液池直径大小影响微通

道内流体流动行为。即储液池直径越大，微通道内

流体流动持续时间越长，速度降低越慢，其原因与微

通道两侧储液池间静水压差改变模式有关。因此，

改变储液池直径可作为一种微通道内流体流动行为

的调控策略。相比文献报道的通过改变储液池高度

调节模式［27］，本策略可避免额外的储液池加工和计

算储液池液面高度的步骤。
2． 2 微流控芯片细胞培养

微流控芯片上成功的细胞培养是进行细胞分析

的基础，其技术关键是在空间受限的微通道内为细

胞提供营养物质。微通道内细胞主要采用灌注式培

养［28］，即通过外围流体灌注设备使细胞培养液持续

在微通道内流动，从而为细胞提供营养物质并将细

胞代谢废物移除。然而，培养液流动产生的流体剪

切力将对细胞造成一定损伤，同时微流控芯片与外

围液路的接口问题使细胞培养操作变得复杂［29］。
细胞静态培养是最常使用的方式，该法虽不对细胞

造成损伤，但将静态培养技术应用在空间受限的微

通道内，仅通过扩散作用细胞常不能获得足够的营

养物质。为此，本研究在参考文献［30］的基础上设

计了间歇性细胞动态培养技术。该技术是利用微通

道两侧储液池间建立的液体静水压驱动培养液流过

细胞培养微通道，从而为细胞生长提供足够的营养

物质。细胞培养过程中每 8h 间隔移除微通道两端

储液池中的旧培养液，同时在微通道一侧储液池中

加入新鲜培养液。该法不但能为细胞提供足够营养

物质，避免损伤生长中的细胞，而且仅通过对储液池

的液体更换就能完成微流体操作和细胞培养，降低

了实验难度。微通道内采用间歇式动态细胞培养技

术培养的 A549 细胞的相差显微形态图见图 4A。结

果显示，A549 细胞能在微通道内黏附、铺展和增殖，

培养 48 h 细胞就能铺满微通道，进一步 Calcein AM

图 3 微流控芯片流体动力学行为有限元分析结果

A． 微流控芯片上液体样品体积分数分布云图; B． 微通道内流体流动速度 － 时间曲线，插图为微通道内流体流动矢量图
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荧光染色显示细胞处于存活状态。为验证储液池式

微流控上通过间歇性细胞动态培养技术进行细胞培

养的通用性，本研究还进行了人肾上皮细胞株 293，

血管内皮细胞株 EA． hy926，人原代嗅黏膜细胞及人

膀胱癌细胞 T24 微流控芯片培养，培养 48 h 后微通

道内细胞形态学如图 4B 所示。结果显示上述 4 种

细胞均能在微通道内增殖，也进一步说明微流控芯

片细胞培养策略具有优良的通用性。

图 4 微通道内细胞培养

A． 微通道内 A549 细胞培养不同时间点的细胞形态及细胞存活荧光分析; B． 不同类型细胞在微通道内培养48 h 后的显微形态学图像

2． 3 微通道内 A549 细胞形态学改变

对微通道内 A549 细胞进行药物作用采用上述

的依赖静水压力驱动的方法，即在微通道一侧储液

池加入含不同浓度的重楼皂苷Ⅰ细胞培养液，在静

水压力作用下流过微通道内 A549 细胞并对 A549
细胞进行刺激。图 5 为不同浓度重楼皂苷Ⅰ作用微

通道内 A549 细胞 8 h 后细胞的形态学。从图 5 可

见，A549 细胞在重楼皂苷Ⅰ作用后，细胞收缩变圆，

从基底脱离，呈凋亡形态。随着重楼皂苷Ⅰ浓度上

升，细胞收缩变圆数量增加，重楼皂苷Ⅰ浓度达到

10 μg /ml 时，变圆细胞比例接近 100%。在未经重楼

皂苷Ⅰ作用的微通道内，A549 细胞呈梭形，良好铺展，

呈正常生长状态。因此，通过对微通道内细胞形态学

的分析能初步验证重楼皂苷Ⅰ体外促 A549 细胞凋亡

的效应。重楼皂苷Ⅰ诱导肿瘤细胞凋亡的作用机制包

括阻滞肿瘤细胞增殖周期、影响癌基因和抑癌基因的

表达、影响细胞凋亡信号传导等［31］。

图 5 不同浓度重楼皂苷Ⅰ作用微通道内 A549 细胞 8 h 后细

胞形态学改变

2． 4 微通道内 A549 细胞存活 /死亡荧光染色分析

为进一步量化重楼皂苷Ⅰ浓度与 A549 细胞凋

亡强度的关系，对微通道内 A549 细胞进行荧光染

色分析。分析时，将含 2 μmol /L Calcein AM 和 4
μmol /L EthD-1 的荧光染料混合液注入储液池中。
其中，Calcein AM 能对活细胞进行荧光标记，呈绿色

荧光; EthD-1 能特异标记死亡细胞，呈红色荧光。
不同浓度重楼皂苷Ⅰ作用微通道内 A549 细胞 8 h
后细胞荧光染色如图 6A 所示。结果显示随着重楼

皂苷Ⅰ浓度增加，微通道内存活细胞( 绿色) 数量降

低，该结果与形态学观察结果( 图 5) 相似。以未经

重楼皂苷Ⅰ处理的微通道活细胞数量为对照，重楼

皂苷Ⅰ浓度与微通道内活细胞残留率间的关系如图

6B 所示。值得注意的是，在对重楼皂苷Ⅰ处理组的

微通道内 A549 细胞进行荧光观察时未见微通道内

红色荧光标记的死细胞，其原因在于荧光染色分析

过程中死细胞从微通道内被冲洗掉。
3． 5 微通道内 A549 细胞毒性分析

微通道内 A549 细胞毒性分析采用 LDH 释放实

验。LDH 释放量是衡量细胞膜完整性的重要指标，

当细胞凋亡或坏死造成细胞膜结构破坏导致细胞浆

中的 LDH 释放到培养液中，通过检测培养液中 LDH
的活性可实现细胞毒性的定量分析。图 7A 为不同

浓度重楼皂苷Ⅰ与 A549 细胞毒性的关系曲线。结

果显示，随着重楼皂苷Ⅰ浓度增殖，A549 细胞 LDH
释放率增强，细胞毒性越大，该结果与细胞形态学和

细胞存活率分析结果相似。为进一步验证微流控芯

片进行细胞毒性分析方法的可靠性，通过与传统 96
孔板平台上进行的 LDH 释放实验结果进行比较。
结果显示两种不同平台获得的不同浓度重楼皂苷Ⅰ
对 A549 细胞毒性具有相同的趋势。此外，相比 96
孔板实验平台，微流控芯片上测量的重楼皂苷Ⅰ的
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细胞毒性值更高，特别在 2 和 4 μg /ml 低浓度情况

下。推测其原因与微流控芯片上的流动环境和空间

受限条件下细胞与药物作用更充分有关; 同时，流动

条件是否增强细胞对重楼皂苷Ⅰ作用的敏感性也将

在下一步研究工作中考虑。
为进一步验证本文发展的微流控芯片技术的多

功能性，本研究在微流控芯片上通过 LDH 释放实验

考察了不同浓度重楼皂苷Ⅰ对人 肾 上 皮 细 胞 株

293、血管内皮细胞株 EA． hy926、人原代嗅黏膜细胞

及人膀胱癌细胞 T24 的细胞毒性，以此来分析重楼

皂苷Ⅰ作用的细胞特异性。重楼皂苷Ⅰ分别作用 4
种不同细胞 8 h 后细胞毒性结果如图 7B 所示。结

果显示，重楼皂苷Ⅰ对 4 种细胞均有细胞毒性，且细

胞毒性随重楼皂苷Ⅰ浓度增大而增大。同时，不同

细胞对重楼皂苷Ⅰ响应存在差异。其中，T24 细胞

响应最为敏感，IC50值为 4． 8 μg /ml。而人原代嗅黏

膜细胞敏感性最低，IC50值为 6． 6 μg /ml。上述结果

初步提示重楼皂苷Ⅰ的细胞毒性与细胞成瘤恶性程

度有一定相关性，但具体作用机制还有待进一步验

证。

图 6 微通道内 A549 细胞存活 /死亡荧光染色分析

A． 不同浓度重楼皂苷Ⅰ作用后微通道内 A549 细胞荧光显微图; B． 重楼皂苷Ⅰ浓度与微通道内 A549 细胞存活率间关系曲线

图 7 微流控芯片细胞毒性分析

A． 微流控芯片与传统 96 孔平台测量的重楼皂苷Ⅰ浓度与 A549 细胞毒性关系曲线; B． 微流控芯片上分析重楼皂苷Ⅰ对不同细胞

的细胞毒性

3 结论

本文建立了一套简单、易于在普通生物医学实

验室开展微流控芯片细胞分析的技术方法，通过重

楼皂苷Ⅰ促人肺癌细胞 A549 凋亡为例对本方法进

行验证。相比于文献报道的具有多模块集成先进微

流控细胞分析应用，本文报道的微流控芯片技术更

多的是从普通生物学实验室实际应用出发，具有操

作简单、成本低、实验易于重复，且无需昂贵的专用

设备等优点。具体来讲，微流控芯片采用了一种感

光干膜的软光刻技术，该法用感光干膜替代液态光

刻胶用于制备微流控芯片阳模，不但降低了加工难

度和成本，还降低了加工对实验设备和环境的要求;

微流控芯片上细胞培养采用了一种间歇式细胞动态

培养技术，该技术能为空间受限微通道内的细胞培

养提供足够营养物质，且易于操作; 微流控芯片上细

胞对重楼皂苷Ⅰ的响应分析采用了形态学、细胞存

活 /死亡荧光染色分析及基于 LDH 释放的细胞毒性

分析 3 种策略，能从定性到定量的不同层次获得细

胞响应信息。同时，采用不同的细胞分析方法，该技
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术还可拓展应用于细胞增殖、迁移及蛋白表达分析。
综上所述，本文建立的微流控芯片细胞分析技术方

法操作简单，未来可在普通生物医学实验室中推广

并应用于各类体外细胞学分析。
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