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摘  要 

微球荧光微球是一种圆形球状颗粒，在医学研究中，常被用于模拟病毒传播痕迹。传统的流式细胞仪测

量微球个数时不仅所耗样品多，且成本高。为此，本文基于微流控方法，结合光学检测技术，开发了一

种微球快数精确计数的方法，研究了纯水、Tris-硼酸、羟乙基纤维素(HEC)分别作为背景液时微球在微

通道内的运动状况。结果表明，在HEC作为缓冲时，即使一个微球通过微流控芯片的检测窗口时，也可

以获取其检测信号，微球检测通量约为400个/分钟。本文所报道的微流控芯片方法有望实验提供低成本、

简便快捷的微球计数工作的开发提供技术指导。 
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Abstract 
Microsphere fluorescent microspheres are circular spherical particles commonly used in medical 
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research to simulate traces of virus transmission. Traditional flow cytometry not only consumes a 
lot of samples but also has high cost when measuring the number of microspheres. Therefore, 
based on microfluidic methods and optical detection technology, this article developed a method 
for accurately counting the fast number of microspheres, and studied the motion of microspheres 
in micro channels when pure water, Tris boric acid, and hydroxyethyl cellulose (HEC) were used 
as background liquids. The results showed that when HEC was used as a buffer, even when a mi-
crosphere passed through the detection window of the microfluidic chip, its detection signal could 
still be obtained, and the microsphere detection flux was about 400 per minute. The micro fluidic 
chip method reported in this article is expected to provide technical guidance for the development 
of low-cost, convenient, and fast microsphere counting experiments. 
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1. 引言 

荧光微球一般由有机或无机聚合物材料构成，其内部含有荧光物质或表面涂有荧光物质，在外部能

量刺激后可发出荧光，目前被广泛应用于高通量筛选、生物和合成分子分析、成像和动力学研究以及模

拟病毒传播痕迹等领域[1] [2]。南京师范大学李建林教授课题组设计了一种新型高通量光子晶体微球悬浮

阵列，实现了谷物样品中多种真菌毒素的检测[3]。吴团队利用分子印迹聚合物离子液体微球构建了可识

别的表面，最终通过荧光猝灭实现了对硝基苯胺的检测。浙江师范大学研究人员利用分子印迹聚合物离

子液体微球构建了可识别的表面，最终通过荧光猝灭实现了对硝基苯胺的检测[4]。 
尽管目前关于微球合成方法的报道较多，但是关于微球计量方法的报道较少，主要还是依赖于荧光

成像方法，这种方法相对不精确，因为不同的微球可能会聚合在一起[5] [6]。尽管流式细胞仪可以实现细

胞等计数，但对于尺寸较小的微球准确计数尚存在一定的问题，且样品耗量多，仪器价格高，较难在一

般实验室普及使用[7]。采用毛细管电泳实现微球计数时所需系统庞大，且微球很容易在毛细管口堵塞[8]。
微流控芯片技术是通过蚀刻到玻璃、硅或聚合物或者将聚二甲基硅氧烷(PDMS)倒模制成系列微通道，通

过泵或电场等作用力驱动生物样品在微通道内运动，从而实现特定对象的分析[9]。本文基于微流控芯片

技术，报道了一种低成本的微球精确计数方法，该方法也可应用于亚细胞结构如线粒体数目的测量。 

2. 实验部分 

2.1. 仪器与试剂 

高分子材料缓冲液 TBE (Tris-硼酸缓冲液)；HEC (羟乙基纤维素)；PDMS (聚二甲基硅氧烷)；可调式

光纤到光纤耦合器；红外相机；光功率计；光电转换器和数据采集卡；1550 nm 便携式激光光源；10~100 
μL移液枪；单分散聚苯乙烯染色微球；超纯水。 

2.2. 实验方法 

微球计数和成像的过程，在自建的系统上进行，主要包括两块，一个是计数平台一个是成像平台，
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成像平台是为了观察微球在毛细管中的运动具体情况，计数光路平台是为了及时响应计数，成像平台是

由一个红外相机，显示器，20x 物镜组成，还包括一个位移平台，保证毛细管在光纤到光纤耦合器光路

的正中心。如图 1 光路是从激光光源出发经光纤到可调式光纤到光纤耦合器中，经过耦合器出射再经过

光纤收集到光功率计或者数据采集卡中，进行相关数据收集和处理[10] [11] [12]。 
 

 
Figure 1. Schematic diagram of experimental setup 
图 1. 实验装置示意图 

 

在自主研发的实验系统中，实现了微球计数的精确操作与动态成像。该系统主要包括两个核心部分：

一是用于微球计数的平台，二是用于实时观察微球在毛细管中运动情况的成像平台。成像平台凭借其高

分辨率红外相机、显示器以及 20 倍物镜，提供了微球在毛细管内运动的详细信息。同时，一个高精度的

位移平台确保了毛细管始终处于光路中心，确保了光学耦合的高效性和稳定性[13] [14]。 
光路设计上，激光光源发出的光首先通过光纤传输至可调式光纤到光纤耦合器。经过耦合器的光束

随后被精确地引导至收集光纤，最后传输至光功率计或数据采集卡[15] [16] [17]。 

3. 实验结果与讨论 

3.1. 纯水、TBE、HEC 缓冲试剂对微球运动的影响 

微球在毛细管中移动时，微球在移动过程中容易发生粘连现象，这主要是由于微球间的相互作用力

以及缓冲液粘滞性的影响。当多个微球在毛细管中运动时，微球之间可能会因为碰撞和摩擦而粘在一起，

形成较大的团块。这种现象可能导致微球计数的不准确。不同的缓冲试剂对微球的粘连具有重要的影响，

因此选择合适的缓冲液是十分必要的。一般来说，粘度越高，微球运动也就越稳定，为防止微球粘连，

通过选取不同的缓冲试剂来寻找最佳方案。选取了 3 组试剂，做对照实验来选取最佳试剂，三组试剂分

别是纯水，TBE，HEC。在毛细管中，开设两个观察窗口，通过观察小球通过两个窗口前后变化，这些

位移变化反映了缓冲试剂对微球运动影响。若相邻小球在运动过程中的位置相对变化较小，这表明该缓

冲试剂在减少微球粘连方面具有显著效果。 
通过给毛细管通入不同的缓冲试剂，观察不同缓冲液下微球的运动变化，揭示了微球在毛细管中的

运动变化，由图 2 可见，HEC 溶液微球相对位置前后的变化最小，其次是 TBE 纯水溶液有的聚集在一起，

这是因为 HEC 有着高粘度，可以增加溶液的粘稠度，有助于维持悬浮液的稳定性，HEC 拥有一种独特

的织网状高分子结构，这种结构就像一张精细的网，将微球牢牢地固定在其位置上，使其前后位置变化

不大。这种网状结构不仅提供了强大的物理锁定机制，确保微球在各种环境条件下都能保持稳定，而且

还显著减少了微球之间的粘连现象。进一步提高了微球计数的准确性。 
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Figure 2. Changes in the position of microspheres before and after different buffer solutions 
图 2. 微球在不同缓冲液前后位置变化 

3.2. 微通道优化 

在实验过程中，发现尽管毛细管的内径设计得很小，旨在防止微球的聚集，然而在实际操作中，微

球在毛细管入口处频繁发生堵塞，导致流动效率显著降低。这种堵塞现象不仅影响了微球的流动通量，

而且还可能引入计数误差，对实验结果造成干扰。因此，为了实现微通道的优化，决定采用微流控芯片

技术。这一选择主要归功于 PDMS 材料的独特优势。PDMS 具有极高的柔性和可塑性，能够根据需求设

计出精确的微通道形状。通过利用 PDMS，可以设计和制造出具有复杂微通道网络的芯片，从而实现对

流体的高效控制和精确操作，提高了实验的效率和准确性[9] [18] [19]。 
因此设计了一种内部尺寸逐渐变化的微流控芯片，旨在解决实验中微球在毛细管入口处频繁堵塞的

问题。如图 3 这种特殊设计的芯片通过逐渐变小通道尺寸，有效避免了微球在入口处的聚集，显著提高

了微球的流动性和计数准确性。成功实现了微球的顺畅流动和准确计数，为微流控技术在生物医学和临

床诊断等领域的应用提供了有力支持。 
 

 
Figure 3. Schematic diagram of gradient channel microfluidic chip 
图 3. 渐变通道微流控芯片示意图 
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3.3. 微球在微流控芯片迁移和计数 

在实验过程中，毛细管的内径很小，微球在毛细管入口处频繁发生堵塞，导致流动效率显著降低。

因此设计了一种内部尺寸逐渐变化的微型微流控芯片，微球从芯片的一端输入，通道预先用 0.5 × HEC
的缓冲液填充，将微球引入微流控芯片，随后将 PDMS 芯片置于显微镜下进行细致观察。观察结果显示，

微球在微通道内部并未发生聚集或堵死的情况，确保了流体流动的顺畅性。更重要的是，如图 4(B)所示

微球在由宽通道过渡至窄通道的过程中，并未出现堵塞现象，而是保持了有序的间隔分布。 
 

 
Figure 4. Actual diagram of gradient channel microfluidic chip 
图 4. 渐变通道微流控芯片实际图 

 

将微流控芯片精确放置在光纤到光纤耦合器的中心光斑上，确保光斑在芯片的微通道区域。采集的

光强数据，利用光电转换器将其转换为电压信号进行实时显示。进一步地，通过数据采集卡对这些电压

信号进行精确采集，获得了电压图谱。如图 5，该图谱由一个独立的窄峰组成，这一特征清晰地表明微

球能够逐个通过检测窗口，而未发生堵塞或聚集现象。实验结果表明，微球在微通道的宽部区域呈现平

稳的平行移动状态。微球进入微通道的窄部区域时，能够逐个通过检测窗口进行迁移，显示出良好的流

动特性和通道设计的有效性。 
 

 
Figure 5. Microsphere voltage map in microfluidic chip 
图 5. 微流控芯片中微球电压图谱 

4. 结论 

本研究设计了一种具有内部尺寸渐变特性的微型微流控芯片，并成功将其应用于微球计数实验。通
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过引入这种微流控芯片，成功解决了传统方法中微球在毛细管入口处频繁堵塞的问题，从而显著提升了

实验的可靠性和效率。实验数据表明，在微通道较窄的区域，微球能够有序地通过检测窗口，实现了高

效且准确的计数。具体而言，该微流控芯片能够在一分钟内迅速完成 400 个微球的检测，展现出卓越的

计数能力和广阔的应用前景。这一设计不仅拓展了微流控技术在微球计数领域的应用范围，也为相关实

验研究提供了更为可靠和高效的工具。 
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