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基于微流控技术的细胞水平高通量药物筛选系统的研究进展

梁怡萧，　 潘建章∗，　 方　 群∗

（浙江大学化学系， 微分析系统研究所， 浙江 杭州 ３１００５８）

摘要：药物筛选是新药研发的关键步骤，创新药物的发现需要采用适当的药物作用靶点对大量化合物样品进行筛

选。 高通量筛选系统能够实现数千个反应同时测试和分析，大大提高了药物筛选的实验规模和效率。 其中基于细

胞水平的高通量药物筛选系统因为更加接近人体生理条件，成为主要的筛选模式。 而目前发展成熟的高通量细胞

筛选系统主要基于多孔板，存在细胞培养条件单一、耗时费力、试剂消耗量大等问题，且较难实现复杂的组合药物

筛选。 微流控技术作为一种在微米尺度通道中操纵和控制微流体的技术，具有微量、高效、高通量和自动化的优

点，能较好地克服多孔板筛选系统的不足，为构建细胞高通量药物筛选系统提供了一种高效、可靠的技术手段。 微

流控系统在细胞培养材料、芯片结构设计和流体控制方面均可灵活变化，能更好地实现对细胞生长微环境的调控

和模拟。 文章综述了基于微流控技术的细胞水平高通量药物筛选系统的研究进展，按照不同的微流体操控模式，
对基于灌注流、液滴和微阵列的 ３ 种类型的微流控细胞筛选系统进行了分类介绍，并分别总结了它们的优缺点，最
后展望了微流控细胞水平高通量药物筛选系统的发展前景，提出了该领域目前存在的问题以及解决问题的方向。
关键词：微流控技术；药物筛选；高通量筛选；综述
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　 　 药物筛选是指从天然产物或者人工合成的化合

物中筛选出具有生物活性的新药或者先导化合

物［１］，是新药研发过程中的关键步骤。 创新药物的

发现需要采用适当的药物作用靶点对大量化合物样

品进行筛选。 而随着基因组学、蛋白质组学、代谢组

学、组合化学等学科的发展，药物分子库在不断扩

大，药物作用靶点也越来越多，这使得药物发现的范

围逐渐扩大，药物筛选的工作量急剧增加。 因此高

通量筛选（ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ）技术应运而

生。 高通量筛选系统以分子水平或细胞水平的实验

方法为基础，通过自动化操作系统、灵敏快速的检测

系统和数据分析系统能够实现数千个反应同时测试

和分析，大大提高了药物筛选的实验规模和效率。
基于细胞水平的药物筛选系统因为更加接近人体生

理条件，实验准确率更高，成为主要的筛选模型。

引用本文：梁怡萧，潘建章，方群． 基于微流控技术的细胞水平高通量药物筛选系统的研究进展． 色谱，２０２１，３９（６）：５６７－５７７．
ＬＩＡＮＧ Ｙｉｘｉａｏ， ＰＡＮ Ｊｉａｎｚｈａｎｇ， ＦＡＮＧ Ｑｕｎ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｄｖａｎｃｅｓ ｏｆ ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｃｅｌｌ⁃ｂａｓｅｄ ｄｒｕｇ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ
ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２１，３９（６）：５６７－５７７．

　 　 目前已经发展成熟的细胞高通量筛选系统主要

是基于多孔板进行的。 它们利用自动化的液体转移

分配机械臂完成对液体的多步操控和试剂运输，并
使用多孔板扫描仪或者自动化显微镜扫描拍摄技术

对细胞的生存情况进行检测。 但是这些自动化设备

的价格相对较高，不利于普通小型的研究中心或实

验室使用。 另外，用于药物筛选的生物样品和药物

库的成本也较高，而目前常规液体处理设备能够准

确操控的液体体积在数百纳升水平。
　 　 微流控技术［２］是近年来的研究热点之一，其核心

是将常规化学、生物等领域所涉及的基本操作单元集

成到方寸大小的芯片上，实现对 ｎＬ 级至 ｐＬ 级液体的

精准操控，在化学［３］、生物学［４，５］、医学［６，７］ 等领域都

具有广泛的应用。 利用微流控技术可以构建高通量、
低成本细胞水平的药物筛选系统，系统具有样品及试

剂消耗量少、系统高度集成化和自动化等优点。 同

时，微流控芯片与传统的细胞培养器皿相比，在细胞

培养上也具有诸多优势。 如通过选择不同的芯片材

料或者设计不同的细胞培养腔室结构，更容易实现细

胞的三维（３Ｄ）培养［８－１０］。 因此，基于微流控技术的

细胞筛选系统是一种极具潜力的药物筛选系统。
　 　 在微流控细胞筛选系统中，通常会涉及细胞的

接种、培养液的更换或添加、药物的加入与清洗、细
胞染色试剂的添加等操作，这些操作均需通过对微

流体的操控得以实现。 按照微流体操控模式的不

同，可将微流控细胞筛选系统分为 ３ 类，分别是灌注

流模式、液滴模式和微阵列模式［１１］。
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１　 基于灌注流模式的微流控细胞筛选系统

　 　 基于灌注流模式的微流控细胞筛选系统，通过

控制流体连续流过微通道，将细胞接种在微通道中

的细胞培养腔室，并完成对细胞的药物刺激。 流体

的驱动力主要有外部机械泵驱动［１２，１３］、电渗驱

动［１４］、重力驱动［１５］ 以及表面张力驱动［１６］ 等方式。
这类系统的优势在于容易实施，并适用于不同的细

胞检测方法，如荧光检测［１７］、吸光度检测［１８］、电化

学传感器实时检测［１９－２２］，以及通过质谱对细胞代谢

物或其他生物标志物进行检测［２３，２４］。 这类系统的

局限性主要有：利用微通道进行连续流体输送易导

致较高的试剂消耗；当被应用于大规模的药物筛选

时，芯片结构通常比较复杂，涉及多种通道、液体控

制泵和阀门的设计［２５，２６］。

图 １　 基于灌注流模式的微流控细胞筛选系统
Ｆｉｇ． １　 Ｃｅｌｌ⁃ｂａｓｅｄ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｆｌｏｗ ｍｏｄｅ

　 ａ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｐｎｅｕｍａｔｉｃａｌｌｙ⁃ａｃｔｕａｔｅｄ ｅｌａｓｔｏｍｅｒｉｃ ｖａｌｖｅｓ ｂａｓｅｄ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｆｏｒ ｃｅｌｌ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ［１７］ ； ｂ．
ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｓｙｓｔｅｍ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｂｒｉｄｇｅ⁃ａｎｄ⁃ｕｎｄｅｒｐａｓｓ ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ［２７］ ； ｃ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｍｉ⁃
ｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｄｅｖｉｃｅ ｗｉｔｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｇｅｎｅｒａｔｏｒｓ［２８］ ； ｄ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ３Ｄ ｐｒｉｎｔｅｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｇｅｎｅｒａｔｏｒ［３２］ ．

　 　 Ｗａｎｇ 等［１７］设计了一种基于灌注流模式的微流

控芯片，用于正交化的药物筛选（见图 １ａ）。 芯片在

水平和垂直两个方向上分别加工有 ２４ 条通道，通过

在芯片中集成气动弹性微阀实现对垂直通道和水平

通道的分别控制，完成不同类型的细胞接种和不同

药物对不同细胞的正交化刺激。 利用该芯片测试了

洋地黄皂苷（ｄｉｇｉｔｏｎｉｎ）、皂角苷（ｓａｐｏｎｉｎ）、丙烯醛

（ａｃｒｏｌｅｉｎ）、氯化钴（ＣｏＣｌ２）和氯化镍（ＮｉＣｌ２） ５ 种

物质分别对于小鼠胚胎成纤维细胞（ＢＡＬＢ ／ ３Ｔ３）、
ＨｅＬａ 细胞和牛内皮细胞（ｂｏｖｉｎｅ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ）
的毒性作用，实现了高密度平行的药物筛选。 Ｐａｒｋ
等［２７］在类似的芯片结构上设计了桥连式的微通道

来输送细胞和药物（见图 １ｂ），研究了细胞外基质与

可溶性转化生长因子⁃β１ 对二型肺泡上皮细胞

（ＡＴＩＩ）表型的影响。 这种方法不仅可以提高对目

标细胞腔室寻址的灵活性，还能减少流体剪切力对

细胞的影响。
　 　 显著的层流效应是灌注流体系的主要特征之

一，利用该效应可以在微通道内形成具有较高重现

性和稳定性浓度梯度的液流，这类系统被广泛应用

于细胞高通量药物筛选中。 Ｙｅ 等［２８］ 将浓度梯度药

物形成与细胞培养这两个单元集成到一个圆盘芯片

中（见图 １ｃ）。 该芯片含 ８ 个具有相同结构的单元，
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每个单元在上游包含一个“圣诞树”结构的浓度梯

度生成器，下游平行连接多个细胞培养腔室，单次可

产生 ６４ 种药物作用条件，实现了对阿霉素（ｄｏｘｏｒｕ⁃
ｂｉｃｉｎ）诱导肝癌细胞 （ＨｅｐＧ２） 凋亡过程的监测。
Ａｎ 等［２９］将两个相似结构的浓度梯度生成器与细胞
培养腔室正交连接，评估了姜黄素（ｃｕｒｃｕｍｉｎ）和肿

瘤坏死因子⁃α 相关诱导凋亡配体对前列腺癌细胞

图 ２　 基于 ３Ｄ 细胞培养的灌注流模式微流控细胞筛选系统
Ｆｉｇ． ２　 ３Ｄ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ⁃ｂａｓｅｄ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｆｌｏｗ ｍｏｄｅ

　 ａ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｈａｍｂｅｒｓ ｗｉｔｈ ｔｗｏ ｓｉｚｅｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｓｐｈｅｒｅｓ［３８］ ； ｂ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ３Ｄ ｃｅｌｌ
ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｈｉｐ ｗｉｔｈ ａｎ ａｒｒａｙ ｏｆ ｍｉｃｒｏｐｉｌｌａｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｃｈａｎｎｅｌ［３９］ ； ｃ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｍｉｃｒｏｃｈｉｐ
ｗｉｔｈ ｉｎｔｅｒｄｉｇｉｔａｔｅｄ ｍｉｃｒｏｅｌｅｃｔｒｏｄｅｓ［２０］ ．

（ＰＣ３）的联合治疗效果。 为了扩大药物浓度梯度范

围，Ｚｈａｎｇ 等［２５］设计了一种非对称流体通道结构的

浓度梯度生成器，用于生成具有对数级浓度混合比

的药物组合。 ３Ｄ 打印技术由于能够制造结构复杂

且相互连接的微流体通道，因而被用来加工用于溶

液混合的微流控芯片［３０－３３］。 Ｃｈｅｎ 等［３２］ 利用 ３Ｄ 打

印得到了具有三维立体螺旋结构的浓度梯度生成器

（见图 １ｄ），并测试了 ４ 种药物的 ３６ 种浓度组合对

肺癌细胞（Ａ５４９）的抑制作用。
　 　 基于微通道表面的二维（２Ｄ）细胞培养模式缺

乏细胞生长分化所需的多层次微环境，例如细胞和

细胞之间以及细胞和基质之间的相互作用，这可能

会导致筛选得到的药物在被应用到临床试验时，治
疗效果产生较大偏差［３４］。 ３Ｄ 细胞培养模式因为可
以提供更加接近体内条件的微环境［３５－３７］，而吸引了
越来越多研究人员的关注［２０，３８－４１］。 如图 ２ａ 所示，
Ｐａｔｒａ 等［３８］通过对聚二甲基硅氧烷（ＰＤＭＳ）芯片进

·０７５·



　 第 ６ 期 梁怡萧，等：基于微流控技术的细胞水平高通量药物筛选系统的研究进展

行预处理，使细胞不能贴壁生长，从而在腔室中形成

细胞球并进行药物刺激。 该研究组研究了顺铂

（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ）、白藜芦醇 （ ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ） 和替拉扎明

（ ｔｉｒａｐａｚａｍｉｎｅ）３ 种药物对不同大小的 ＨｅｐＧ２ 细胞

球的影响。 实验结果表明，细胞球的大小和细胞的

培养模式（２Ｄ 和 ３Ｄ）对药物刺激结果均有明显的

影响。 Ｔｏｈ 等［３９］报道了一种基于 ３Ｄ 肝细胞培养的

微流控芯片系统（见图 ２ｂ）。 通过在芯片的通道中

央加工两排并列的微柱阵列来固定肝细胞，维持肝

细胞的 ３Ｄ 形态和代谢功能，之后由两侧平行通道

引入不同的药物刺激肝细胞，实现对肝细胞的高通

图 ３　 基于灌注流模式的器官芯片系统
Ｆｉｇ． ３　 Ｏｒｇａｎ⁃ｏｎ⁃ａ⁃ｃｈｉｐ ｓｙｓｔｅｍｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｆｌｏｗ ｍｏｄｅ

　 ａ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｌｕｎｇ⁃ｏｎ⁃ａ⁃ｃｈｉｐ ｓｙｓｔｅｍ［４２］ ； ｂ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒｇａｎ⁃ｏｎ⁃ａ⁃ｃｈｉｐ ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｔｕｍｏｒ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ［４９］ ； ｃ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒｇａｎ⁃ｏｎ⁃ａ⁃ｃｈｉｐ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｎｇ ｆｏｕｒ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｏｒｇａｎ ｃｅｌｌｓ［５０］ ．

量药物毒性测试。 Ｍｕｌｈｏｌｌａｎｄ 等［４０］ 发展了一种微

流控平台，该平台直接利用肿瘤活检中获得的富含

癌细胞的多细胞球体进行药物筛选，能够提高筛选

结果的准确性。 Ｐａｎｄｙａ 等［２０］将电化学传感器集成

到微流控细胞筛选系统中，通过叉指微电极实时检

测 ３Ｄ 凝胶基质中植入的癌细胞对不同药物的敏感

性（见图 ２ｃ）。 这些数据可以潜在地预测患者对于

不同化疗方法的反应，从而选择出最佳治疗手段，改
善癌症治疗效果

　 　 随着微流控技术的不断发展，多种能够用于模

拟人体不同器官及组织间相互作用的器官芯片（ｏｒ⁃
ｇａｎ⁃ｏｎ⁃ａ⁃ｃｈｉｐ）系统已经被报道，包括肺芯片［４２－４４］、
肾芯片［４５，４６］、脑芯片［４７］ 和肠⁃肝⁃肿瘤芯片［４８］ 等。
这些器官芯片系统大部分是基于灌注流模式构建。
Ｈｕｈ 等［４２，４３］构建了一种具有一定仿生功能的肺芯

片（见图 ３ａ）。 该芯片中，在上下两个 ＰＤＭＳ 通道

之间加工有 ＰＤＭＳ 多孔膜，ＰＤＭＳ 多孔膜上下两侧

分别接种肺泡上皮细胞和内皮细胞，肺泡上皮细胞

暴露在空气中模拟肺泡的空隙，培养基从下方通道

注入模拟毛细血管，通过循环施加真空带动膜的往

复运动模拟肺的呼吸。 该研究组将白细胞介素⁃２
（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃２）添加到培养基中，再现了其导致肺

水肿的药物毒性，并观察到血管生成素⁃１（ａｎｇｉｏｐｏｉ⁃
ｅｔｉｎ⁃１）以及一种新的香草酸受体 ４ 的离子通道抑制

剂（ＧＳＫ２１９３８７４）能抑制其药物毒性。 Ｌｉｕ 等［４９］ 设
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计了一种微通道芯片用于模拟肿瘤诱导的血管生成

（见图 ３ｂ）。 芯片包含 ６ 个独立的血管生成单元，每
个单元由一个开放式的细胞培养腔室和腔室两侧的

血管生成通道组成。 通过观察内皮细胞在肿瘤细胞

诱导下的迁移和血管生成过程，研究了不同的抗血

管生成试剂对内皮细胞迁移的抑制作用。 Ｏｌｅａｇａ
等［５０］构建了一种包含心脏、肌肉、神经元和肝脏细

胞的多器官芯片（见图 ３ｃ）。 通过重力驱动培养基

在不同细胞腔室之间循环流动，实现对细胞的动态

培养和药物刺激过程。 在芯片上测试了 ５ 种药物的

细胞毒性，得到的结果与已被公布的动物实验毒性

结果基本一致。

图 ４　 基于液滴模式的微流控细胞筛选系统
Ｆｉｇ． ４　 Ｃｅｌｌ⁃ｂａｓｅｄ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｄｒｏｐｌｅｔ ｍｏｄｅ

　 ａ． ｗｏｒｋｆｌｏｗ ｏｆ ｔｈｅ ｄｒｏｐｌｅｔ⁃ｂａｓｅｄ ｄｒｕｇ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｐｌａｔｆｏｒｍ［５４］ ； ｂ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｗｅｌｌ ａｒｒａｙ ｆｏｒ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｐａｉｒｉｎｇ ｄｒｏｐ⁃
ｌｅｔｓ［５５］ ； ｃ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｃｈａｎｎｅｌ ｃｈａｍｂｅｒ ｆｏｒ ｔｒａｐｐｉｎｇ ｄｒｏｐｌｅｔｓ［５６］ ．

２　 基于液滴模式的微流控细胞筛选系统

　 　 自 ２００１ 年 Ｑｕａｋｅ 研究组［５１］提出液滴微流控的

概念以来，液滴微流控技术得到了长足发展，在高通

量药物筛选领域也得到了广泛应用。 基于液滴模式

的微流控系统利用互不相溶的两相形成 ｐＬ 至 ｎＬ
级包裹细胞的液滴，在液滴中完成细胞的培养和对

细胞的药物刺激等操作［５２］。 这类系统可以在短时

间内形成大量细胞液滴，提高实验的通量，并可有效

降低试剂的消耗量，但液滴反应器的使用同时也对

液滴内营养物质的更新和细胞代谢物的清理提出了

挑战。
　 　 Ｃｌａｕｓｅｌｌ⁃Ｔｏｒｍｏｓ 等［５３］首次建立了可实现细胞

生长的液滴微流控系统，以添加了表面活性剂的氟

油（ＦＣ４０）为连续相（ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｐｈａｓｅ），细胞悬浮

液为分散相（ｄｉｓｐｅｒｓｅｄ ｐｈａｓｅ），生成了 ＦＣ４０ 包裹

的细胞液滴。 ＦＣ４０ 具有良好的生物兼容性和透气

性，因此能够使得细胞在液滴中正常生长。 该研究

组分 别 以 白 血 病 Ｔ 细 胞 （ ｊｕｒｋａｔ ） 和 肾 细 胞

（ＨＥＫ２９３Ｔ）作为悬液细胞和贴壁细胞的代表，证明

了即使在液滴体积仅为 ６６０ ｐＬ 的条件下，３ ｄ 后细

胞的存活率仍能达到 ８０％。
　 　 除了产生大小均一的液滴，能够对液滴进行精

准操控是实现细胞分析的必要条件。 Ｂｒｏｕｚｅｓ
等［５４］构建了一种集成化的液滴微流控系统，用于高

通量单细胞药物筛选（见图 ４ａ）。 首先利用光学编

码技术对不同的药物液滴进行标记，形成化合物库，
再在电场的作用下将药物液滴和单细胞液滴顺序融

合、收集，孵育 ２４ ｈ 后将其重新注入微流控芯片中，
并将其与含有细胞活性分析试剂的液滴再次融合，
对药物刺激结果进行检测分析。 Ｋｕｌｅｓａ 等［５５］ 同样

利用电场融合液滴的方法设计了一套适用于组合药

物筛选的微流控芯片系统。 在该系统中，细胞悬浮

液、不同的药物溶液和特异性荧光染料被预先混合

并乳化为液滴，这种荧光染料能够分别在不同的激

发光下实现对药物的识别和细胞活性的检测。 之后

将得到的液滴注入 ＰＤＭＳ 微坑芯片中，由于微坑的

独特结构，每个微坑能够同时捕获两个液滴，两个随

机被捕获的液滴在电场作用下融合，进行药物对细

胞的刺激实验（见图 ４ｂ）。 利用该系统评估了 ４ ０００
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多种药物与 １０ 种抗生素对大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ）的联合作用，成功发现了多种之前未被报道的

协同组合。 Ｗｏｎｇ 等［５６］ 设计了一种 ＰＤＭＳ 通道芯

图 ５　 基于 ３Ｄ 细胞培养的液滴模式微流控细胞筛选系统
Ｆｉｇ． ５　 Ｄｒｏｐｌｅｔ ｍｏｄｅ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｓｙｓｔｅｍｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ３Ｄ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ

　 ａ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｆｌｏｗ⁃ｆｏｃｕｓｉｎｇ ｄｅｖｉｃｅ ｆｏｒ ｇｅｎｅｒａｔｉｎｇ ｍｉｘｅｄ ｈｙｄｒｏｇｅｌ ｄｒｏｐｌｅｔｓ［５７］ ； ｂ． ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｃｕｌｔｕｒｅ
ｔｕｍｏｒ ｓｐｈｅｒｏｉｄ ｗｉｔｈ ｓｔｒｏｍａｌ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｃｅｌｌｓ［５８］ ； ｃ． ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ ｄｒｕｇ ｔｅｓｔｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｉｄｅｗａｌｌ⁃ａｔｔａｃｈｅｄ ｄｒｏｐｌｅｔ
ａｒｒａｙ： Ｆｉｇ． ｃ１． ｃｅｌｌ ｓｅｅｄｉｎｇ； Ｆｉｇ． ｃ２． ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｓｐｈｅｒｏｉｄ ｉｎ ａ ｄｒｏｐｌｅｔ； Ｆｉｇ． ｃ３． ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｒｕｇ； Ｆｉｇ． ｃ４． ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓ⁃
ｃｅｎｃｅ ｄｙｅ ｔｏ ｓｔａｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｓｐｈｅｒｏｉｄ［６２］ ．

片，用于形成细胞液滴进行药物筛选（见图 ４ｃ）。 每

个单通道包含 ４８ 个细胞培养腔室，当细胞样品从通

道入口流入时，由于腔室（ｗｅｌｌ）之后通道（ ｒｅｓｔｒｉｃ⁃
ｔｉｏｎ）的限制压力，流体只能进入腔室区域和旁路通

道（ｂｙｐａｓｓ）；随后再通入油相，由于腔室之前通道

（ｎｅｃｋ）的限制压力，油相无法进入腔室，从而截断

流体，即可依次在腔室中形成细胞液滴。 在该系统

中，一个通道中平均截留 ８０ ０００ 个细胞，用以筛选 ５
种药物作用条件，对于贴壁细胞和悬浮细胞均可适

用，可实现在肿瘤切除 ２４ ｈ 内，快速、低成本地筛查

原发性肿瘤癌细胞。
　 　 为了更好地模拟体内肿瘤细胞，目前已经发展

了多种基于 ３Ｄ 细胞培养的液滴微流控系统［５７－６１］。
Ｗａｎｇ 等［５７］将 ＨｅＬａ 细胞包裹在由藻酸盐和基质胶

混合得到的水凝胶液滴中，形成细胞球（见图 ５ａ），
之后使用长春新碱（ ｖｉｎｃｒｉｓｔｉｎｅ）对细胞球进行刺

激。 实验结果表明，相比于传统单层培养的细胞，肿
瘤细胞球具有更明显的耐药性。 Ｓｕｎ 等［５８］ 开发了

一种生成具有核⁃壳结构的藻酸盐微粒的方法，之后

将乳腺癌细胞 （ＭＣＦ⁃７） 和成纤维细胞 （ ｈｕｍａｎ
ｍａｍｍａｒｙ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ）分别封装在藻酸盐微粒的核

与壳中，建立 ３Ｄ 共培养的肿瘤模型，模拟体内微小

的肿瘤组织（见图 ５ｂ）。 利用该共培养肿瘤球体测

定了姜黄素和紫杉醇（ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ）两种抗癌药物的

细胞毒性，显示出与常规孔板方法结果相似的肿瘤

球耐药性。 该方法可快速形成大小一致但组成不同

的各种肿瘤球体，应用于大规模抗肿瘤药物的筛选，
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同时也为细胞的共培养模式提供了新思路。 作者所

在研究组［６２］ 发展了一种在 ＰＤＭＳ 基片的侧壁上形

成细胞球的方法，通过序控液滴阵列（ＳＯＤＡ）技术

控制毛细管探针在基片侧壁依次形成细胞悬液的悬

滴，并稳定地附着在侧壁上， 最终培养形成了

ＨｅｐＧ２ 细胞球，并完成了阿霉素对细胞球的刺激实

验（见图 ５ｃ）。 这种方法的优点在于不仅可以实现

细胞的 ３Ｄ 培养，还使得悬滴的上方和下方均处于

开放的状态，可以方便地完成后续的药物加入、细胞

染色以及细胞观察等操作。

图 ６　 基于微阵列模式的微流控细胞筛选系统
Ｆｉｇ． ６　 Ｃｅｌｌ⁃ｂａｓｅｄ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ ｍｏｄｅ

　 ａ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ＤａｔａＣｈｉｐ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｆｏｒ ｔｅｓｔｉｎｇ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｔｏｘｉｃｉｔｙ［６３］ ； ｂ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌ⁃ｓｅｅｄｅｄ ｍｉｃｒｏｗｅｌｌ
ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ⁃ｌａｄｅｎ ｐｏｓｔ ａｌｉｇｎｅｄ ａｎｄ ｓａｎｄｗｉｃｈｅｄ ｔｏｇｅｔｈｅｒ［６８］ ； ｃ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ⁃ｉｍｍｕｎｅ ｃｏｃｕｌｔｕｒｅ ａｒｒａｙ ｃｈｉｐ［７１］ ； ｄ． ｆｏｒ⁃
ｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｄｒｏｐｌｅｔ ａｒｒａｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｕｐｅｒｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ⁃ｓｕｐｅｒｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ｍｉｃｒｏｐａｔｔｅｒｎ［７５］ ； ｅ． ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｒｕｇ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｅｑｕｅｎｔｉａｌ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｄｒｏｐｌｅｔ ａｒｒａｙ （ＳＯＤＡ） ｓｙｓｔｅｍ［７７］ ．

３　 基于微阵列模式的微流控细胞筛选系统

　 　 基于微阵列模式的微流控细胞筛选系统是指在

能够适应细胞培养的载体上，通过一定的手段生成

细胞液滴阵列，并对细胞液滴阵列进行操控和分析。
这类系统能够通过扩大液滴阵列的规模在单次实验

中同时筛选大量不同的样品，而且容易实现对细胞

液滴阵列的整体操控以提高筛选效率［６３－６５］，但同时

这些操作的实现也依赖于高精度且配套的液体操控

设备。

　 　 Ｌｅｅ 等［６３］ 构建了一种名为水凝胶液滴阵列

（ＤａｔａＣｈｉｐ）的微阵列芯片系统（见图 ６ａ），并应用

于高通量药物筛选实验中。 首先利用凝胶打印机在

经过处理的玻璃表面生成含有乳腺癌细胞（ＭＣＦ⁃
７）的水凝胶液滴阵列进行孵育培养，然后将预先制

备的药物凝胶阵列（ＭｅｔａＣｈｉｐ）贴合于细胞凝胶阵

列上完成药物刺激实验。 该系统最多可集成 １ ０８０
个不同条件的液滴阵列，药筛结果与传统的基于 ９６
孔板的方法所得到的实验结果相近，但药物消耗量

可以降低约 ２ ０００ 倍。 之后该研究组还提出了通过

在微柱阵列芯片的微柱上形成水凝胶细胞液滴用于

药物筛选的方法［６６，６７］。
　 　 微坑阵列因为易于加工、通量高，在形成细胞液

滴阵列上应用非常广泛［６８－７０］。 Ｗｕ 等［６８］ 利用聚乙

二醇（ＰＥＧ）微坑阵列芯片和 ＰＤＭＳ 微柱阵列芯片

构建了一种夹心结构的微流控细胞筛选系统（见图

６ｂ）。 先通过点样仪将不同的药物沉积在 ＰＤＭＳ 微

柱阵列上，之后插入接种了细胞的 ＰＥＧ 微坑中，实
现对细胞的药物刺激。 尽管该微坑 ／微柱阵列芯片

仅为普通载玻片大小，但单次可完成 ２ １００ 个测定。
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利用该系统测试了 ３２０ 种天然化合物对乳腺癌细胞

（ＭＣＦ⁃７）的化学毒性，还进行了 Ｐ⁃糖蛋白（Ｐ⁃ｇｌｙｃｏ⁃
ｐｒｏｔｅｉｎ）与天然化合物的组合检测，成功筛选出能

够增强对 ＭＣＦ⁃７ 细胞抑制作用的组合。 Ｌｉ 等［６４］ 设

计了类似的微坑 ／微柱结构装置。 直接以 １ ５３６ 孔

板提供微坑，制备互补的 ＰＤＭＳ 微柱，并将其连接

到 １ ５３６ 孔板的板盖上，加药时翻转板盖对准孔板

使微柱插入孔中。 通过荧光检测药物与乳腺癌细胞

（ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１） 的相互作用，获得了抑制 ＭＤＡ⁃
ＭＢ⁃２３１ 细胞活性的先导单一药物以及具有协同作

用的药物组合。 Ｃｈｏｎｇ 等［７１］ 设计了一种由同心细

胞腔室单元组成的微坑阵列芯片，用于细胞的共培

养（见图 ６ｃ）。 每个同心细胞腔室单元由中心腔室

和环形腔室组成。 肝细胞球体（ＨｅｐａＲＧ）和 Ｕ９３７
免疫细胞分别被接种在中心腔室和环形腔室中，经
过肝代谢后的活性代谢物通过腔室之间的微通道扩

散至邻近的免疫腔室中。 通过检测免疫细胞的活化

程度，测试了 ３ 种药物的致敏性，表明了与传统细胞

迁移腔室（Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ）培养方式相比，该芯片可以更

好地区分皮肤过敏的致敏药物和非致敏药物。
　 　 利用表面张力来形成细胞液滴阵列也是常用的

一种方法。 通常会选择对芯片表面进行选择性修

饰［７２－７５］，改变芯片表面特定区域的亲疏水性质，使
得细胞悬液被截留在特定区域，从而形成细胞液滴

阵列。 Ｐｏｐｏｖａ 等［７５，７６］开发了一种形成超疏水⁃超亲

水微图案的方法。 利用超疏水和超亲水区域的润湿

性差别，自发地形成细胞液滴阵列（见图 ６ｄ）。 通过

在这些独立的液滴中进行细胞培养，再加入不同的

药物试剂，实现对细胞的高通量分析。 Ｚｈａｎｇ 等［６５］

制备了一种由 ＰＤＭＳ 微坑阵列和超疏水聚合物层

组成的超疏水微坑阵列芯片。 除了能用来接种细胞

液滴，还可以快速实现整个液滴阵列的培养基更换，
因此该系统兼容于贴壁细胞和悬浮细胞。
　 　 作者所在研究组［７７］ 也将 ＳＯＤＡ 技术应用于构

建细胞液滴阵列中，发展了一种基于细胞液滴微阵

列的药物筛选系统。 得益于 ＳＯＤＡ 技术对液体的

灵活操控能力（包括液体的量取、吸取、转移、注射、
混合等），该系统在一块 ＰＤＭＳ 芯片上完成了药物

筛选过程所需要的全部操作步骤，包括细胞接种、第
一个药物刺激、第二个药物刺激、细胞荧光标记等。
采用每 ２４ ｈ 更换一次细胞液滴培养基的方法，在覆

盖了氟油（ＦＣ４０）的 ５００ ｎＬ 液滴中完成了长达 １１ ｄ
的细胞培养。 该系统被应用于 ３ 种抗癌药物黄酮哌

啶醇（ ｆｌａｖｏｐｉｒｉｄｏｌ）、紫杉醇和 ５⁃氟尿嘧啶 （ ５⁃ｆｌｕ⁃
ｏｒｏｕｒａｃｉｌ）对 Ａ５４９ 细胞的药物联用组合筛选中（见
图 ６ｅ），得到了产生最佳抑制效率的药物组合。

４　 总结与展望

　 　 高通量药物筛选是现阶段药物开发的主要途

径。 微流控技术的出现使生化反应可以在微加工的

通道、腔室或 ｎＬ 级甚至是 ｐＬ 级的液滴中进行，这
在很大程度上改变了传统高通量筛选系统的工作模

式，引起了人们的广泛关注，使得基于微流控技术的

细胞筛选系统得到了快速发展，展现出突出的研究

潜力和应用价值。
　 　 尽管微流控技术在试剂消耗、筛选通量、细胞培

养微环境控制等方面与常规方法相比已经展现出明

显的优势，但仍然有很大的发展空间。 目前文献报

道的大部分微流控细胞水平高通量药物筛选系统仍

处于实验室研究阶段，尚未达到商品化和通用化的

程度。 多数系统还难以在超微量和高通量水平下，
完成从细胞阵列的形成、培养到加药和检测等全过

程操作的自动化。 如何自动实现有限细胞的精准量

取与分配，如何精准地控制批量微反应器内的细胞

培养条件，如何自动实现大规模具有不同组成和浓

度药物的加入和刺激，以及如何自动实现筛选结果

的快速高通量检测等，是下一步在实现微流控细胞

水平高通量药物筛选系统实用化中应该重点解决的

问题。 此外，目前的微流控系统构建的细胞培养环

境与实际体内细胞的微环境还有较大差距。 为了能

够提高药物筛选结果的准确性，目前研究者们已经

不局限于传统独立细胞的培养模型，而是通过构建

各种不同结构的器官芯片来进一步模拟人体组织和

器官的功能，包括实现细胞的共培养、血液的流动以

及物质的传输等，以此来提供一个更加接近人体真

实生理和病理条件的研究模型，这也将是今后该领

域的重点发展方向之一。
　 　 总之，微流控药物筛选系统发展的最终目的是

为了减少药物开发过程中对动物实验的需求，甚至

是部分替代动物实验，以促进更大规模、更高通量，
同时更安全、更有效的药物开发。 虽然这还有很长

的道路要走，但随着微流控技术的快速发展，微流控

细胞水平的高通量药物筛选系统一定会得到进一步

完善，实现更为强大和复杂的功能，成为推进全自动

药物开发的重要力量。

·５７５·
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