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(57)摘要

本发明公开了一种用于治疗细胞分泌蛋白

检测的微流控芯片及制备方法，该芯片包括微腔

阵列芯片和抗体条形码衬底，所述抗体条形码衬

底覆盖于微腔阵列芯片上方；所述微腔阵列芯片

为生物亲和芯片，其微腔壁修饰有石墨烯纳米材

料，所述抗体条形码衬底上印刷有功能捕获抗

体，所述功能捕获抗体位于微腔顶部。本发明所

公开的微流控芯片可以改善细胞培养环境，有利

于细胞生长，捕获抗体效率高，均匀性好，分析结

果更加准确，其制备方法工艺简单，成本低廉，适

合于大规模生产。
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1.一种用于治疗细胞分泌蛋白检测的微流控芯片，其特征在于，包括微腔阵列芯片和

抗体条形码衬底，所述抗体条形码衬底覆盖于微腔阵列芯片上方；所述微腔阵列芯片为生

物亲和芯片，其微腔壁修饰有石墨烯纳米材料，所述抗体条形码衬底上印刷有功能捕获抗

体，所述功能捕获抗体位于微腔顶部。

2.根据权利要求1所述的一种用于治疗细胞分泌蛋白检测的微流控芯片，其特征在于，

所述微腔阵列芯片采用聚二甲基硅氧烷和固化剂按5：1-20：1的质量比，经高温烘烤后，脱

模制备得到。

3.根据权利要求1所述的一种用于治疗细胞分泌蛋白检测的微流控芯片，其特征在于，

所述微腔阵列芯片含有3000-4000个微腔，微腔尺寸的长、宽、深分别为1800-2500μm、40-

120μm、20-50μm。

4.根据权利要求1所述的一种用于治疗细胞分泌蛋白检测的微流控芯片，其特征在于，

所述抗体条形码衬底含有20个抗体通道，通道宽10-80μm，间距不小于10μm。

5.一种如权利要求1所述的用于治疗细胞分泌蛋白检测的微流控芯片的制备方法，其

特征在于，包括如下步骤：

(1)采用聚二甲基硅氧烷和固化剂按5：1-20：1的质量比，经高温烘烤后，，脱模制备微

腔阵列芯片；

(2)对微腔阵列芯片Plasma羟基化，然后使用石墨烯纳米材料偶联剂对微腔阵列芯片

氨基化，形成氨基化微腔阵列芯片；

(3)使用石墨烯纳米材料修饰剂对微腔阵列芯片进行石墨烯纳米材料修饰组装，用生

物改性剂对微腔阵列芯片进行生物亲和改性，形成生物亲和微腔阵列芯片；

(3)对抗体条形码衬底进行石墨烯纳米材料修饰，然后在抗体条形码衬底上印刷功能

捕获抗体；

(4)将抗体条形码衬底和生物亲和微腔阵列芯片使用细胞缓冲液浸润后干燥处理；

(5)使用时，将治疗细胞加载到生物亲和微腔阵列芯片的微腔中，使用抗体条形码衬底

封闭，形成治疗细胞微流控芯片。
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一种用于治疗细胞分泌蛋白检测的微流控芯片及制备方法

技术领域

[0001] 本发明涉及单细胞分析领域，特别涉及一种用于治疗细胞分泌蛋白检测的微流控

芯片及制备方法。

背景技术

[0002] 生物治疗细胞治疗已经成为手术、放疗、化疗外的第四种治疗肿瘤的手段，并将成

为未来肿瘤治疗必选手段，传统需要分离外周血单个单核细胞，在多种因子诱导下，大量扩

增出具有高效抗瘤活性的细胞，再通过静脉、皮内注射、介入等回输到患者体内，达到增强

患者免疫功能和杀伤肿瘤细胞的目的，常用的细胞治疗手段包括CIK、DC、TIL、DC+CIK细胞

等。

[0003] 在临床上发现肿瘤时，一般已是中晚期，此时病人体内肿瘤细胞占优势，严重损害

了机体的免疫功能，在这样的免疫系统微环境下，细胞功能受损，激活治疗细胞效率较低，

攻击癌细胞能力不够，也不够精准；另外，肿瘤细胞通过低表达或不表达MHC分子的逃逸机

制，逃脱免疫细胞的攻击。这就需要制造精密制导、精准打击的细胞武器，克服MHC介导的杀

瘤机制，于是靶向性抗肿瘤细胞的CAR-T，CAR-NK、治疗干细胞技术应运而生。但是，有研究

发现这些治疗细胞对人体具毒副作用，Kaufman团队将人卵巢癌细胞移植到免疫抑制小鼠

体内，将CAR-NK细胞注入动物模型，用CAR-T细胞作为对照，发现与接受CAR-NK细胞治疗的

动物相比，CAR-T细胞治疗的动物肝脏、肺和肾等器官受到较为严重的损害。体内炎症细胞

因子水平增加，治疗细胞让小鼠感到不适，症状为体重减轻，治疗细胞技术应用于临床，需

要进一步对其进行单细胞功能分析，充分理解治疗细胞工作的潜在机制。

[0004] 在过去的几年中，细胞分离和蛋白质分泌分析的创新策略取得了进步，从而实现

了单细胞分离。其中，液滴微流控技术已被证明是用于单细胞分选和分析的有前途的平台。

该技术主要涉及将单个细胞封装在装有特异性荧光抗体或酶的液滴中，以捕获和检测分泌

的细胞因子。尽管该技术具有单细胞分离的功能。但是，随后的细胞因子定量需要使用流式

细胞仪，这会增加整个系统的复杂性，并且无法实现原位检测，特别是贴壁细胞的正确检

测。并且该方法所使用的流式细胞仪虽然可以快速测量、存贮、显示悬浮在液体中的分散细

胞的一系列重要的生物物理、生物化学方面的特征参量，但是流式细胞仪是一种零时间分

辨率的仪器，它只能测量细胞的某一时间点诸如总核酸量，总蛋白量等指标，而不能对细胞

动态监测，也无法实时在单细胞水平对细胞进行后续分析处理，它的细节分辨率为零，并且

价格昂贵，不适用于大众。

[0005] 对于某些应用，流式细胞术仍然受到一定程度的限制。细胞必须处于悬浮状态，这

意味着组织需要解离，从而导致细胞功能和细胞-细胞相互作用以及组织结构的丧失。具有

相似标记表达的亚群难以区分，并且荧光染料之间的发射光谱重叠可能会导致噪声水平升

高，从而使低强度样品不可用于检测。此外，流式细胞术的分选系统对细胞活力可能具有不

可忽略的影响。除此以外，流式细胞仪系统的最小样品量为几百微升至几毫升。较长的管路

导致无法使用稀有样品，尤其是在需要分析整个样品时。最后，由于由非一次性组件组成的
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复杂系统，一般来说流式细胞术难以实现无菌操作。

[0006] 聚二甲基硅氧烷(Polydimethylsiloxane，PDMS)具有良好的光学性能、热稳定性

和生物兼容性等优点，是微流控芯片的主要加工材料之一。近年来，以PDMS为材料加工的芯

片，即PDMS微流控芯片已逐步成为低成本、便携式和环保型生化微量检测工具。基于PDMS材

料的芯片，已在细胞操纵、细胞内基因表达检测、细胞培养、免疫荧光分析等方面成功应用。

在细胞培养方面，传统方法是在PDMS表面修饰有机生物活性材料，例如BSA等，但通过研究

发现，修饰有机生物活性材料存在稳定性差，易染菌等问题，石墨烯纳米材料是一种新型无

机生物基底材料，具有促进细胞黏附和增殖的作用，由于是新兴纳米材料，很少用在细胞培

养方面。

发明内容

[0007] 为解决上述技术问题，本发明提供了一种用于治疗细胞分泌蛋白检测的微流控芯

片及制备方法，以达到改善细胞培养环境，有利于细胞生长，捕获抗体效率高，均匀性好，分

析结果更加准确的目的。

[0008] 为达到上述目的，本发明的技术方案如下：

[0009] 一种用于治疗细胞分泌蛋白检测的微流控芯片，包括微腔阵列芯片和抗体条形码

衬底，所述抗体条形码衬底覆盖于微腔阵列芯片上方；所述微腔阵列芯片为生物亲和芯片，

其微腔壁修饰有石墨烯纳米材料，所述抗体条形码衬底上印刷有功能捕获抗体，所述功能

捕获抗体位于微腔顶部。

[0010] 上述方案中，所述微腔阵列芯片采用聚二甲基硅氧烷和固化剂按5:1-20:1的质量

比，经高温烘烤后，脱模制备得到。

[0011] 上述方案中，所述微腔阵列芯片含有3000-4000个微腔，微腔尺寸的长、宽、深分别

为1800-2500μm、40-120μm、20-50μm。

[0012] 上述方案中，所述抗体条形码衬底含有20个抗体通道，通道宽10-80μm，间距不小

于10μm。

[0013] 一种用于治疗细胞分泌蛋白检测的微流控芯片的制备方法，包括如下步骤：

[0014] (1)采用聚二甲基硅氧烷和固化剂按5:1-20:1的质量比，经高温烘烤后，脱模制备

微腔阵列芯片；

[0015] (2)对微腔阵列芯片Plasma羟基化，然后使用石墨烯纳米材料偶联剂对微腔阵列

芯片氨基化，形成氨基化微腔阵列芯片；

[0016] (3)使用石墨烯纳米材料修饰剂对微腔阵列芯片进行石墨烯纳米材料修饰组装，

用生物改性剂对微腔阵列芯片进行生物亲和改性，形成生物亲和微腔阵列芯片；

[0017] (3)对抗体条形码衬底进行石墨烯纳米材料修饰，然后在抗体条形码衬底上印刷

功能捕获抗体；

[0018] (4)将抗体条形码衬底和生物亲和微腔阵列芯片使用细胞缓冲液浸润后干燥处

理；

[0019] (5)使用时，将治疗细胞加载到生物亲和微腔阵列芯片的微腔中，使用抗体条形码

衬底封闭，形成治疗细胞微流控芯片。

[0020] 通过上述技术方案，本发明提供的用于治疗细胞分泌蛋白检测的微流控芯片具有
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如下有益效果：

[0021] 1、本发明的用于治疗细胞分泌蛋白检测的微流控芯片，创新了现有微流控细胞微

培养环境，相比传统PDMS生物材料，使用石墨烯纳米材料修饰微腔，改善了细胞培养环境，

有利于细胞的生长(三天内的细胞生长率达到1200％)，单细胞处于正常生长状态，功能分

析结果更加准确，并且使用石墨烯纳米材料修饰抗体条形码衬底，固定捕获抗体的效率与

均匀性提高了一倍。

[0022] 2、本发明的用于治疗细胞分泌蛋白检测的微流控芯片的制备方法具有操作简单、

成本低廉的优点。

[0023] 3、本发明的用于治疗细胞分泌蛋白检测的微流控芯片检测范围广，可用于检测从

悬浮细胞到贴壁细胞的血液细胞样本、海水细胞样本、体外培养细胞系样本等，可以实时观

察细胞活性并对单细胞多种分泌蛋白同时检测，省去了以往单细胞实验所需要的多种仪器

设备，极大简化了分析实验流程。

附图说明

[0024] 为了更清楚地说明本发明实施例或现有技术中的技术方案，下面将对实施例或现

有技术描述中所需要使用的附图作简单地介绍。

[0025] 图1为本发明实施例所公开的一种用于治疗细胞分泌蛋白检测的微流控芯片的拆

分结构示意图；

[0026] 图2为本发明实施例所公开的用于治疗细胞分泌蛋白检测的微流控芯片的制备方

法流程示意图；

[0027] 图3为本发明实施例的CAR-T治疗细胞分泌信号检测结果细胞分类热图。

[0028] 图中，1、微腔阵列芯片；2、微腔；3、抗体条形码衬底；4、功能捕获抗体。

具体实施方式

[0029] 下面将结合本发明实施例中的附图，对本发明实施例中的技术方案进行清楚、完

整地描述。

[0030] 本发明提供了一种用于治疗细胞分泌蛋白检测的微流控芯片，如图1所示的结构，

该芯片包括微腔阵列芯片1和抗体条形码衬底3，抗体条形码衬底3覆盖于微腔阵列芯片1上

方；微腔阵列芯片1为生物亲和芯片，其微腔2壁修饰有石墨烯纳米材料，抗体条形码衬底3

上印刷有功能捕获抗体4，功能捕获抗体4位于微腔2顶部。

[0031] 本实施例中，微腔阵列芯片1采用聚二甲基硅氧烷和固化剂按质量比为10:1，经80

℃烘烤2h，脱模制备得到。

[0032] 微腔阵列芯片1含有3381个微腔2，微腔尺寸的长、宽、深分别为2100um、100um、

30um，其大小足以细胞正常贴壁生长。

[0033] 抗体条形码衬底3含有20个抗体通道，通道宽20μm，间距20μm，最多可以同时捕捉

20种分泌信号。

[0034] 一种用于治疗细胞分泌蛋白检测的微流控芯片的制备方法，如图2所示，包括如下

步骤：

[0035] (1)采用聚二甲基硅氧烷和固化剂按质量比为10:1，经80℃烘烤2h，脱模制备微腔
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阵列芯片；

[0036] (2)对微腔阵列芯片Plasma羟基化，然后使用石墨烯纳米材料偶联剂对微腔阵列

芯片氨基化，形成氨基化微腔阵列芯片；

[0037] (3)使用石墨烯纳米材料修饰剂对微腔阵列芯片进行石墨烯纳米材料修饰组装，

用生物改性剂对微腔阵列芯片进行生物亲和改性，形成生物亲和微腔阵列芯片；

[0038] (3)对抗体条形码衬底进行石墨烯纳米材料修饰，然后在抗体条形码衬底上印刷

功能捕获抗体；

[0039] (4)将抗体条形码衬底和生物亲和微腔阵列芯片使用细胞缓冲液浸润后干燥处

理；

[0040] (5)使用时，将治疗细胞加载到生物亲和微腔阵列芯片的微腔中，使用抗体条形码

衬底盖上封闭，形成治疗细胞微流控芯片。

[0041] 在进行细胞分泌信号检测时，将治疗细胞CAR-T在微腔中生长孵育一段时间，抗体

条形码衬底捕获IL8、IL12、HSP70的分泌信号，然后取下抗体条形码衬底，组装配对的荧光

检测抗体IL8、IL12、HSP70，放入荧光扫描仪中扫描检测，检测结果见图3所示。检测CAR-

T3200个单细胞IL8  IL12  HSP70三种分泌蛋白的量并对检测结果使用聚类热图方法可视化

分析，CAR-T细胞被进一步多级分类。colorbar显示了分泌蛋白的量，分泌蛋白的量log归一

化到0-5  5级0-5依次增加，左侧显示CAR-T细胞亚群级别，从外向内一次增加级别，最外侧

为一级分群，以此类推。上方分级显示了CAR-T细胞分泌蛋白相关性，HSP70与IL12的相关性

比与IL8高。

[0042] 对所公开的实施例的上述说明，使本领域专业技术人员能够实现或使用本发明。

对这些实施例的多种修改对本领域的专业技术人员来说将是显而易见的，本文中所定义的

一般原理可以在不脱离本发明的精神或范围的情况下，在其它实施例中实现。因此，本发明

将不会被限制于本文所示的这些实施例，而是要符合与本文所公开的原理和新颖特点相一

致的最宽的范围。
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