
前 言

细胞的应激响应与多种生物过程紧密相关，微流

控浓度梯度芯片能够构造与生理环境接近的、具有浓

度梯度刺激源的体外微环境，进而揭示生物体对不同

生物化学刺激的响应，探究调控细胞生物学行为的决

定因素［1-2］。微流控浓度梯度芯片由于设计灵活易于调

节的特点，能够快速制备稳定的浓度梯度，实现高通量

反应。得益于浓度梯度芯片微米级的通道尺寸，能够

将其集成到含有样品前处理与检测单元的微流控系统

中。生物分子在体内的浓度梯度已经被证实在癌症转

移、伤口愈合以及生长发育过程中发挥重要作用［3-4］。

基于微流控浓度梯度及芯片细胞培养等技术，有助于

实现细胞水平的药物筛选和趋化性以及毒性分析等研

究。本文综述近3年浓度梯度芯片的开发及其在生物

化学领域的应用研究。

1 微流控芯片中浓度梯度的形成

1.1 微流控浓度梯度芯片的出现

宿主防御、创伤愈合、胚胎发生和癌症转移等生

物学过程涉及许多可扩散化学物质的浓度梯度［5］。

浓度梯度和浓度排列在细胞生物学、趋化因子、生物
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化学、表面微加工等研究中的作用也日趋重要。传

统上，移液管、凝胶等主要用于稀释样品和研究细胞

在浓度梯度作用下的行为。然而，这些技术在生成

复杂形状的空间稳定梯度时并不有效［6］。因此，迫切

需要一种技术来产生并维持可预测的长期复杂样品

浓度梯度，用于检测样品浓度梯度与细胞应答之间

的相关性，实现高通量分析（如免疫分析和酶分析）

和组合化学的高效多维筛选［7］。早在 2000 年，Jeon

等［8］提出微流控浓度梯度的概念，基于低雷诺数条件

下层流扩散混合的原理设计了经典的“圣诞树模型”

且沿用至今，通过控制输入流体的相对流速，梯度的

形状可以连续改变。这一技术为研究依赖浓度梯度

的生物化学现象提供了一个新平台［9］。近年来，包括

层流扩散的微流控网络在内的多种类型浓度梯度生

成芯片被广泛用于高通量药物筛选［10］，化学物质毒

性分析以及趋化性研究且收获颇丰。微流控浓度梯

度芯片的主要优势在于能够通过灵活的通道网络设

计形成不同形状的浓度梯度，适应需求，且能够维持

浓度梯度的稳定。微流控浓度梯度芯片的发展历程

见图1。

图1 微流控浓度梯度芯片的发展历程

Fig.1 Development history of microfluidic concentration gradient chip
a：Jeon等［8］提出的“圣诞树模型”浓度梯度芯片；b：改进的手压式驱动的“圣诞树模型”浓度梯度芯片［11］；c：基于体积配比混合的新型微流控浓度梯

度芯片［12］；d：基于微混合构造的新型微流控浓度梯度芯片设计［13］；e：浓度梯度芯片在药物筛选中的应用［14］

1.2 微流控浓度梯度芯片的开发

1.2.1 传统“圣诞树模型”的发展与改进 多数基于浓度

梯度芯片的应用仍旧沿用“圣诞树模型”，但从芯片的

设计制造方面都做出了较大的努力以更适用于特定的

应用需求。Chen等［15］采用有限元方法对双入口及3入

口的浓度梯度发生器进行模拟，得到可控的任意近似

线性曲线和任意二次方曲线的浓度分布，有助于不同

生化样本中细胞和分子的趋化性研究。类似地，Wang

等［16］介绍了采用激光加工微通道的方式制备的一种聚

甲基丙烯酸甲酯浓度梯度发生器，可产生近似线性和

二次型浓度梯度曲线输出。为了改进“圣诞树模型”注

射泵进液的方式，Park等［11］提出了一种通过按钮驱动

的微泵单元产生恒定体积的流体驱动样本，能够在两

种不同的样品溶液之间产生6种浓度的线性梯度，该装

置不需要外部泵，更利于其与微型装置（如96孔板）相

集成，且流量可以通过手指按压进行调整。该装置通

过生成硝基苯磷酸底物的线性浓度梯度实现碱性磷酸

酶的检测。Ebadi等［17］介绍了一种名为树状浓度梯度

发生器设计工具的软件设计方法，这对于微加工、光刻

和3D打印制造的浓度梯度芯片有很大帮助。通过改变

软件参数即可改变浓度梯度芯片输出的浓度分布类型，

且采用罗丹明-B和食用染料的梯度形成实验验证了软

件设计的可靠性。这对于大规模的芯片设计与制造是

有益的，能够提升高通量目标物筛选的效率。

大多数现有的浓度梯度芯片只能在微米大小的尺

寸中产生所需的浓度梯度。Rismanian等［18］将改进的圣

诞树模型与一个微混合器相结合，设计了一种能够在

毫米大小尺寸中产生多种试剂（如药物）的连续浓度梯

度的芯片，实验证明该装置可以产生两种试剂的连续

浓度梯度，并将它们的所有可能的浓度组合传递到毫

米大小的样品。Shimizu等［19］提出了一种基于细胞外

基质的梯度发生器，构造了具有由组织流动产生的连

续化学浓度梯度的培养表面，利用3D打印水溶性牺牲

模具的牺牲成型技术，快速制备了含有梯度发生器和

微混合器的明胶基微通道。当荧光染料溶液被引入通

道时，微混合器增强了两种溶液在连接处的混合。此
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外，通道中产生的浓度梯度通过细胞外基质多孔性质

的间隙扩散到器件的培养表面。在表面培养的人脐静

脉内皮细胞对微通道间质流产生的组胺浓度梯度做出

了收缩反应，这表明该装置可以用于细胞对化学刺激

反应的基础生物学研究和药物体外实验平台。Hu等［20］

介绍了一种低成本的类似圣诞树模型的浓度梯度芯片，

采用热键合聚甲基丙烯酸甲酯（PMMA）技术分别制作

了具有2个和3个进口的浓度梯度发生器，该方法可以

在不同流速下产生不同的浓度梯度，微通道的结构设

计为S形左右对称，2进口和3进口浓度梯度发生器的

浓度梯度分布分别呈近似线性和二次曲线。上述研究

进展表明，在经典圣诞树模型基础上，针对具体应用对

象需要调整浓度梯度生成器的制造工艺、材质以及尺

寸等参数，以便适应多场景的应用需求。

为了解决浓度梯度受流速影响的问题，Hoving等［21］

设计了一个改进的圣诞树状微流控通道网络，输入流

量可达200 μL/min，最大速度约333 mm/s，比现有的报

道入口流速高出两个数量级，极大地扩展了应用领域。

类似地，Martin Cabaleiro等［22］报道了采用3D打印树脂

制备了类似圣诞树浓度梯度发生器。通过限制在连续

流梯度发生器下的流速，在到达下一个分叉之前在一

个分支中实现完全混合，该浓度梯度生成器在低佩克

莱特数下产生梯度的效果良好。此外，该浓度梯度生

成器在混合前实现精确试剂量配比，因而生成的浓度

梯度形状与流速无关。

除了利用传统的微流控芯片材料［聚二甲基硅氧

烷（PDMS）、PMMA、玻璃等］，纸基微流控芯片也越来

越成为研究热点。由于梯度的动态形成是基于化学物

质在流体中的横向扩散，在纸通道中分子的横向流动

主要受机械扩散控制，这与分子扩散有本质区别，因此，

在纸上设计梯度发生器需要不同于传统微流体中使用

的策略。Schaumburg等［23］利用计算机模拟研究纸基微

流控浓度梯度发生器的优化设计，讨论Whatman滤纸

浓度梯度芯片的设计与制备，建立了二维平面纸和三

维垂直纸两种新的金字塔网络模型。在纸和类似多孔

基质中适当地利用机械扩散会给纸基浓度梯度芯片带

来巨大潜力。

1.2.2 新型微流控浓度梯度芯片开发 经典的“圣诞树

模型”原理简单，因易于操作而具有广泛应用，然而其

也存在通道冗长、梯度形成时间长、梯度易受流速影响

等缺点，因此，为克服上述问题，越来越多的新型浓度

梯度的设计被报道。Futai等［24］开发了一种包含窄微通

道的浓度梯度生成芯片，该窄通道具有适当的流阻，既

能满足试验物质的快速引入，又能长期保持梯度。该

芯片能够保持Alexa萤石荧光染料浓度梯度至少48 h。

生成和维持长期稳定的梯度是当前微制造系统的一个

挑战。Parittotokkaporn等［25］开发了一个简单的流体驱

动微流控系统，芯片采用聚二甲基硅氧烷材质通过标

准软光刻技术制备而成，在1~10 μL/h低流量控制下产

生荧光染料梯度，梯度在1 h内形成，在2 h~5 d内能够

保持稳定。Shi等［12］通过将4组进样口（样品和缓冲液）

依次连接到主通道，确定进样口的位置和层流类型，建

立浓度梯度。由于样本比例被事先分配好，因而浓度

梯度的产生只需要将样本充分混合即可，而不受入口

流速的影响。从主通道引出9个微混合通道，以有效地

混合层流。将方波结构与微通道侧壁槽相结合，设计

了一种比传统蛇形混合通道混合指数更高的微混合通

道。在流速为2 280 μL/min情况下，按照快速微混合原

理，线性浓度梯度可在数秒内实现，且梯度形状与流速

无关。

具有理想梯度的表面已被证明是一种强大的工具。

Zhou等［13］展示了一种新型的微流控网络，可以在微流

控通道内建立浓度梯度进行表面聚合或化学沉积，从

而实现聚二甲基硅氧烷基底上稳定的特征梯度。该芯

片可用于制备底物在蛋白质吸附和纳米粒子固定化等

多个领域，实现生化分析与传感的实际应用。此外，Hong

等［26］提出了一种用于复杂网络拓扑结构微流控浓度梯

度发生器反设计的深度神经网络模型。该方法将浓度

梯度和产生浓度梯度的设计参数分别作为深度神经网

络的输入和输出，并映射它们之间的关系。此外，他们

提出了一种基于替代优化和自适应采样的微流控浓度

梯度发生器设计方法，以满足规定的浓度梯度［27］。在

许多生化实验中，控制特定位置的浓度梯度是至关重

要的。Liu等［28］基于聚二甲基硅氧烷的透气性，提出了

一种可调浓度梯度发生器，该发生器由气泡通道中的

声学振荡气泡驱动，位置可控。浓度梯度的调节可以

通过改变气泡的数量和位置来实现。该器件制作简单、

反应灵敏、生物相容性好，特别适用于对时间可控性要

求较高的生物学研究。

2 微流控浓度梯度芯片的应用

2.1 高通量药物筛选

微流控浓度梯度芯片由于可以在芯片内部建立起

稳定的浓度梯度，且可以与3D细胞培养技术相结合，因

此越来越受到关注，被广泛地用于细胞水平的药物筛

选研究。3D细胞培养在模拟体内肿瘤的结构和生理条

件方面被认为更具临床意义。Lim等［14］开发了一种带

有细胞培养装置的微流控浓度梯度发生器，可以使细

胞形成球状体并在肿瘤药物梯度存在的情况下生长。

当结肠癌细胞成一个单一的球状体，球状体在癌症药

物梯度伊立替康的存在下培养3 d，球状体的数量、圆度

和细胞存活率与药物浓度成反比。这些结果表明带有
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细胞培养装置的药物浓度梯度芯片有可能成为筛选肿

瘤药物疗效的平台。2型糖尿病药物筛选的体外模型

对制药业至关重要。Luo等［29］研制了一种基于微流控

技术的环形药物浓度梯度芯片，并集成了胰岛素瘤细

胞系的3D培养。在高浓度葡萄糖作用下细胞的增殖，

先是促进后抑制，胰岛素分泌功能也在高浓度葡萄糖

作用下先增强后抑制。这个模型可以帮助找到刺激胰

岛素分泌的药物。Shen等［30］开发了一种简单紧凑的微

流控芯片，可以在大流量范围内快速构建多种溶质的

3个浓度梯度，生成的3个稳定、准确、可控的药物梯度

可以评价对两种肿瘤细胞系（MCF-7和HepG2）的治疗

效果。

抗生素的最低抑菌浓度是确定抗生素的药剂和抑

制细菌生长的最小剂量的有效值。Tang等［31］提出了一

种基于离心微流控的高度自动化线性浓度梯度发生器，

该装置进行了抗菌药物药敏试验。采用线性浓度梯度

生成一系列浓度的氨苄青霉素，自动与大肠杆菌混合，

通过测定悬浮液的光谱吸光度，确定氨苄青霉素对大

肠杆菌的最低抑菌浓度值。类似地，Shi等［12］成功地利

用研制的微流控浓度梯度芯片实现了抗菌药物头孢唑

肟对大肠杆菌的最低抑菌浓度的筛选。Zhang等［32］利

用浓度梯度芯片用于细菌快速生长和抑菌试验，可以

在芯片上定量测定阿莫西林抑制细菌的生长情况，以

较低的细菌初始浓度在6 h内获得最低抑菌浓度值。

此外，梯度条件下微流控芯片细胞存活率与传统培养

实验存活率呈线性关系。基于微流控浓度梯度芯片的

药物筛选有利于个性化医疗新方法的开发。

2.2 化学毒性分析

微流控浓度梯度芯片能够用于生成化学刺激因子

的浓度梯度，利用受试物的响应评价化学刺激因子的

毒性［33］。Bagheri等［34］采用微流控浓度梯度生成器进行

碳量子点对单细胞真核模型生物酵母菌毕赤酵母的毒

性分析，酵母细胞增殖的生长抑制和各种芽殖细胞形

态的变化与碳量子点的浓度相关。研究表明微流控梯

度生成器有潜力作为一种细胞水平上评估纳米材料毒

性的工具。类似地，Park等［35］利用梯度发生器与3D体

外细胞培养模拟体内微环境，用于检测感染尤文氏肉

瘤细胞的细胞毒性。Zhang等［36］描述了一种化学梯度

生成器辅助微流体细胞系统，用于在通量方式下动态

研究典型环境污染物诱导的支气管上皮细胞损伤，结

果证明微流控系统在精确和长期化学梯度生产中具有

较高的稳定性和可靠性，对支气管的静脉曲张炎症和

细胞毒性反应进行了实时监测和测量，苯并芘定向引

导支气管上皮细胞出现明显的细胞萎缩，提示其对呼

吸系统有明显的炎症和细胞毒性作用。基于微流控浓

度梯度生成芯片的化学梯度通过与模式生物相互作用，

结合多种形式的芯片检测技术（如表面增强拉曼光谱［37］），

能够在环境监测和药物开发等领域有潜在的应用前景。

2.3 趋化性研究

趋化性是细胞在化学梯度作用下，向上或向下移

动以响应引诱剂或驱避剂的过程，是细胞对环境变化

反应的一个主要因素。采用浓度梯度芯片有利于实现

模式生物趋化行为的定量分析。Wang等［38］首次将浓

度梯度芯片与微藻处理检测系统相结合，用于快速评

估压载水化学处理的有效性，筛选处理的最佳时间以

及试剂浓度。浓度梯度芯片可以快速生成所需的任何

浓度，对微藻细胞进行驱离，同时用叶绿素的平均荧光

强度检测微藻的去除效果。类似地，Wang等［39］提出了

一种包含微藻细胞分离、处理和生存能力表征的微流

控系统，能够快速有效地识别和分离微藻细胞，利用浓

度梯度发生器，自动生成具有梯度浓度的化学试剂，筛

选最佳的微藻驱离浓度。基于浓度梯度发生器和细胞

检测技术，能够针对包括海洋模式生物在内的细胞进

行趋化性研究，有利于在生态环境保护等分析领域的

新应用。

2.4 材料合成

微流控浓度梯度芯片还能够利用自身的优势同时

形成多种材料制备的条件，在生物材料及纳米材料制

备等方面有所帮助。Li等［40］设计了一种简单的三重梯

度微流控芯片，用于高效筛选化学空间。该装置的筛

选效率有数量级的提高，该装置筛选了溶菌酶和胰蛋

白酶两种模型蛋白的结晶条件，并用X射线衍射证实了

晶体结构。Liu等［41］设计一种简单可控的方法，通过结

合液滴产生和梯度发生器，同时制备4种不同类型的微

粒子，通过操纵聚（乳酸-二羟乙酸）浓度梯度、聚（癸内

酯）/聚（乳酸-二羟乙酸）比例梯度和碳酸二甲酯/二氯甲

烷比例梯度，可以产生不同大小、异质性和各向异性的

微粒子。因此，基于微流控浓度梯度芯片的材料合成

条件的筛选也逐渐成为其新的应用领域，能够广泛地

用于材料合成和化学筛选、给药制剂、生物检测鉴别、

微传感器和组织工程等领域［42］。

3 展 望

浓度梯度芯片是微流控芯片技术的一个重要分支。

研究者通过优化经典的“圣诞树”模型以及开发全新的

浓度梯度芯片，能够实现不受入口流速影响的浓度梯

度，通过修改设计参数实现特定的梯度形状并维持数

天的稳定，通过改进加工工艺以及材料，能够适用于多

场景下的应用需求。得益于微流控浓度梯度芯片设计

灵活、梯度稳定以及与多种检测技术相结合的优势，在

肿瘤药物筛选、抗生素最低抑菌浓度筛选、药物开发、

毒性分析，趋化性研究以及材料合成等领域得到充分
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应用。针对特定应用需求（如生物检测［8］，基于可穿戴

式设备的个性化医疗［43- 44］等），开发新型的浓度梯度芯

片将是后续发展的热点。
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