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细胞低电压破碎及其效果的光学检测方法
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摘要　为获取细胞的内容物（蛋白质，ＤＮＡ，ＲＮＡ等），探讨光电子技术在细胞破碎方面的应用，理论上引入了

ＢＨＫ２１（幼仓鼠肾细胞）的初始跨膜电位，对ＢＨＫ２１细胞跨膜电压模型进行修正。设计了细胞破碎的控制及检测

系统。制作的细胞破碎芯片电极的宽度和间距均为５０μｍ，每个电极的长度为０．４ｃｍ，电极厚度为０．５μｍ。搭建了

用于细胞破碎、控制及自动检测的检测系统，系统中以倒置显微镜作为主要光路部件，采用３００万像素的ＣＣＤ摄

像头采集图像信息，并基于显微数字图像处理软件实现细胞图像处理。实验表明，ＢＨＫ２１细胞破碎的最佳电压幅

度为３Ｖ，脉冲宽度为３ｍｓ，所搭建的光学检测系统能够自动识别ＢＨＫ２１数字图像，并能对在显微视窗中的

ＢＨＫ２１细胞实现自动计数等功能。
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１　引　　言

样品制备是任何一个完整的生物和医学分析检

测过程都必须经历的一个起始程序，在微流控芯片

上进行检测分析也不例外。如果不实现样品制备，

后续的生化反应和检测分析就无从谈起。国外有直

流胞解装置的报道［１～４］，但其所需要的电压较高。本

文结合实际课题需要，搭建了一种能实现细胞低电压

破碎、控制及自动检测的系统平台，并基于自制的微

流控芯片实现了幼仓鼠肾细胞（ＢＨＫ２１）的破碎、自动

检测等。

２　细胞破碎原理

假设细胞是标准的圆球形，并认为细胞膜是具

有双层结构的电介质，细胞相当于绝缘体。在对细

胞施加了电场之后，引起膜两边的电解质离子极化。

一个球形细胞处于外加电场中，靠近正负电极表面
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的地方离子会迅速积聚，细胞膜朝向电极正极的那

一面会被超极化，而朝向负极的那一面会被去极化，

从 而 形 成 了 外 加 的 膜 电 位 差，Ｖｌａｄｉｍｉｒ Ｌ．

Ｓｕｋｈｏｒｕｋｏｖ等
［５］指出细胞跨膜电位为

Δ犝犿（狋）＝１．５犚犈（犳，δ）ｃｏｓθ［１－ｅｘｐ（－狋／τ犿）］，

（１）

式中Δ犝犿（狋）表示电场作用后，细胞上形成的跨膜电

位；犈（犳，δ）为外加脉冲电场，犳表示外加脉冲电场的

频率，δ为脉冲电场的占空比；犚表示球形细胞半径；

τ犿 为细胞膜的时间常数。但是细胞在未受刺激时存

在细胞膜内外两侧的电位差犝０，细胞膜的初始跨膜

电位大多为－４０～－１００ｍＶ，所以总的跨膜电位为

犝犿（狋）＝犝０＋Δ犝犿（狋）。 （２）

３　控制及检测系统的搭建

细胞低电压破碎控制系统及光学检测系统结构

框图如图１所示，它由细胞破碎子系统和光学检测

子系统组成。细胞破碎子系统由细胞破碎微流控芯

片、脉冲信号发生器和计算机组成。光学检测子系

统由倒置显微镜，３００万像素的 ＣＣＤ和计算机组

成。

图１ 细胞破碎系统结构框图

Ｆｉｇ．１ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｃｒｕｓｈｉｎｇｃｅｌｌｓｓｙｓｔｅｍ

细胞破碎微流控芯片是细胞破碎子系统的主要

部分，该芯片采用微电子工艺制作方法，把电极间距

缩小至细胞尺寸（微米级）且略大于细胞直径，可将

胞解所需电压降到较低。理论上引入了细胞初始跨

膜电位，对细胞跨膜电压模型进行修正，运用

ＣＦＤＲＣ软件对微流控芯片进行优化设计，如图２所

示。其中每个电极的宽度和电极间距均为５０μｍ，

电极的长度均为０．４ｃｍ。左右两边比较大的空白区

域是为了方便电极的引出。细胞破碎芯片的加工采

用射频磁控溅射方法，在玻璃基底上制备Ｔｉ／Ｐｔ微

电极，采用标准的ｌｉｆｔｏｆｆ工艺，获得由六个电极对

组成的微电极图形，利用ｌｉｆｔｏｆｆ工艺得到的ＳｉＯ２ 基

Ｔｉ／Ｐｔ电极微细图形，如图３所示。通过向微电极

对施加脉冲电压得到胞解所需的高场强约为

０．６ｋＶ／ｃｍ。

图２ 微电极掩膜图

Ｆｉｇ．２ Ｍｉｃｒｏｅｌｅｃｔｒｏｄｅｍａｓｋｉｎｇ

图３ 微电极局部实物图

Ｆｉｇ．３ Ｐａｒｔｏｆｍｉｃｒｏｅｌｅｃｔｒｏｄｅ

光学检测子系统中倒置显微镜的标准载物台上

放置细胞破碎芯片，芯片的微电极用细铜线与脉冲

信号发生器的输出导线连接。计算机控制调节脉冲

信号发生器的参数，可提供公式（１）中所需的外加脉

冲电场，实施细胞破碎。通过调节倒置显微镜的升

降架及移动尺对芯片进行调焦，可观察到芯片上的

细胞。ＣＣＤ与倒置显微镜连接，将采集到的信息传

送到计算机，可实时观测细胞破碎情况。采用专用

的显微数字图像处理软件对采集到的图像进行去

噪、阈值分割、取反、腐蚀等处理，最终实现ＢＨＫ２１

细胞的自动识别与计数［６］。

４　实　　验

４．１　试剂与试样

ＢＨＫ２１细胞的培养都采用悬浮培养方法，采用

贴壁细胞株，０．２５％胰酶，ＤＭＥＭ培养基（含１０％胎

牛血清）等试剂，由华中农业大学提供。

４．２　实验方法

芯片使用前用双蒸水冲洗通道，将芯片置于倒

置显微镜标准载物台上，再将样品加入芯片中，通过

计算机调节脉冲信号源的电压幅度、脉宽、周期等参

数，对ＢＨＫ２１细胞进行了破碎实验。每次破碎完

毕后，用双蒸水冲洗通道，使芯片重复使用。

５　结果与讨论

调节倒置显微镜的放大倍数为：物镜倍率４０×，

４４１
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目镜倍率１０×，观察到ＢＨＫ２１细胞的直径范围为

１６．２５～２７．５μｍ，通过倒置显微镜可以观察到脉冲

电场使得两种细胞都裂解了。图４为ＢＨＫ２１的胞

解过程录像截面图，（ａ）为加脉冲之前；（ｂ），（ｃ）为细

胞膜开始裂解；（ｄ）为细胞完全裂解。采用５００μｓ，

１ｍｓ，３ｍｓ三种脉冲宽度的脉冲，胞解所需的最佳外

加电压在３Ｖ左右。高于此电压会产生气泡和造成

电极损耗，胞解率并不能随电压增高有明显的提高。

由于胞解电压很低，随脉冲宽度的增大，胞解所需的

电压有比较细微的减小。ＢＨＫ２１细胞破碎的最佳

图４ ＢＨＫ２１破碎过程图

Ｆｉｇ．４ ＣｒｕｓｈｉｎｇｐｒｏｃｅｄｕｒｅｏｆＢＨＫ２１

图５ ＢＨＫ２１图像处理

Ｆｉｇ．５ ＢＨＫ２１ｉｍａｇｅｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ

电压幅度为３Ｖ，脉冲宽度为３ｍｓ。

用３００万像素的ＣＣＤ摄像头采集图像信息输

入计算机并进行图像处理，如图５所示，其中（ａ）为

将ＢＨＫ２１原始图像直接灰!

化变换，（ｂ）为对

ＢＨＫ２１原始图像进行 Ｒｏｂｅｒｔｓ边缘检测后负像，

（ｃ）为在（ｂ）图的基础上进行灰!

化，（ｄ）为在（ｃ）图

的基础上进行灰
!

腐蚀。在实现细胞图像的正确分

割后，就可以跟踪图像获取区域信息，如区域面积、

周长、圆度、中心等，根据这些参数对细胞进行识别

与计数。

６　结　　论

采用细胞低电压破碎控制系统及光学检测系

统，对ＢＨＫ２１细胞进行了测试，成功地在倒置显微

镜下面观察到并用ＣＣＤ记录下了细胞破碎的程。

微流控芯片低电压细胞破碎，并通过光学检测系统

实时监控，获取了较好的细胞内容物，是生物样品初

级处理的良好方法，为后续细胞内容物的分离及检

测奠定了基础。
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