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微电极阵列芯片的脂质体电融合研究
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摘　要　利用旋转蒸发法制作基于大豆卵磷脂的一种大型脂质体，在微电极阵列芯片上进行脂质体电融合

实验研究。在电融合过程中，利用介电电泳力实现脂质体在微流控芯片中的排队，再利用高场强的电脉冲使

脂质体膜发生可逆性电穿孔，在持续的介电电泳力作用下，使穿孔的脂质体实现融合。芯片上脂质体的融合

率可以达到２０％左右。而且，玻璃基底材料和低深宽比的通道结构更有利于脂质体融合过程的观察与控制。
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１　引　言

脂质体是一种人工双层的脂质小囊，外部为脂双层薄膜，内部为包裹的液体成分。自从１９６５年被
发现以来，脂质体在医药、生物化学研究和美容产品研制等领域被广泛使用［１］。脂质体可采用一种类似
细胞膜的方式将内外物质分隔开来，通过在内部包裹特定物质实现载体功能，还可以通过表面修饰实现
物质的定向传递。脂质体融合是采用人工方法将两个脂质体融合到一起，它是脂质体与细胞融合研究
的基础。这些技术在超小仿生反应器、生物膜的相互作用研究、基因转染、细胞器监测、药物定点传送、
细胞膜融合机理研究及细胞膜蛋白的生物物理学研究等方面发挥着越来越大的作用［２～４］。与细胞融合
类似，脂质体融合过程中，先需要使两个脂质体互相紧密接触，再使用不同的诱导方法使它们融合成一
个更大的脂质体。
早期的脂质体融合采用钙离子促融法，它主要应用在纳米级脂质体中，脂质体的相互接触和融合过

程均不可控，常常导致多个脂质体聚集融合［５］。此后，一些可控的融合方法被提出，如碳纤维电极控制
的脂质体融合［６］，光镊和纳米吸管控制的脂质体融合［７］，光镊和激光操作的脂质体穿孔融合［８］。这些方
法虽然实现了脂质体的可控融合，但是效率很低，而且光镊操作所用设备精密昂贵，不适用于稳定性较
差的单层大型脂质体。

２００４年，Ｔｒｅｓｓｅｔ等研制了一种用于脂质体电融合的微流控芯片，并实现了脂质体融合［２］。此后，
他们又在芯片的可观察性以及包裹纳米结构和大分子的脂质体融合方面做了进一步研究［４］。这些研究
表明，微电极芯片可以更准确地控制脂质体，实现精确排队和高效融合。而且，由于芯片上电极间距大
大缩小，融合所需电压也从传统电融合使用的上千伏电压降低到一百伏以内，对电信号发生器的要求也
相应降低，这更有助于该技术的广泛应用。但是，现有脂质体融合芯片采用高深宽比的电极设计，电极
间的微通道很深，常常达到数百微米，不利于脂质体融合过程的观察。同时，由于脂质体质量很小，很容
易在液体中悬浮呈多层分布，难以在这种电极间有效排队和融合。而且，现有芯片中微电极数目不多，
一次可同时控制的脂质体也较少，效率较低。
本研究在已有的细胞电融合芯片研究［９，１０］基础上，设计并制作了一种硅玻基底的微电极阵列芯片。

通过高密度的电极阵列设计来同时控制大量脂质体的排队、融合，从而提高脂质体融合的产率。而且，
低深宽比的通道设计和玻璃基底更利于脂质体的融合和观察。
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２　实验部分

２．１　微芯片的设计及加工

２．１．１　微电极阵列　微电极阵列芯片加工在２．４ｃｍ ×１．２ｃｍ的玻璃基底上，由交叉的两个梳状微
电极阵列组成。微电极排布于梳齿上，相邻梳齿上的微电极呈交错式结构排列；同时，梳状微电极阵列
也是微通道的侧壁。芯片共集成了６０００对微电极，微电极自梳脊向通道中心突出，其宽度和长度均为

２０!ｍ，微通道同侧上微电极的间距为６０!ｍ。微通道宽度为１００!ｍ，深度为４２!ｍ（图１）。

２．２．２　芯片加工　芯片的加工流程：采用静电热键合技术将硅片和玻璃片键合在一起，键合温度为

４００℃，电压为６００Ｖ。玻璃基片选用厚度为５００!ｍ的Ｃｏｒｎｉｎｇ　７７４０玻璃片；硅片选用电导率为７～９
%·ｍ的低阻硅片，厚度为４０!ｍ。较长的梳脊电阻可能引起芯片内部电场分布不均匀，因此，采用磁
控溅射技术在低阻硅表面溅射厚度为２!ｍ的金膜，以提高电极的电气性能。同时，金具有良好的生物
相容性和良好的抗氧化、抗腐蚀能力。为提高金膜与低阻硅之间的粘附力，在溅射金前预先溅射５０ｎｍ
厚的铬层。利用ＫＩ溶液腐蚀金属引线层，可以获得与微电极阵列结构一致的金属引线。利用感应耦
合等离子刻蚀低阻硅层直至底部的玻璃基底，获得所需的微电极阵列结构。
加工得到的裸片采用金丝键合工艺进行封装：在ＰＣＢ基板上制备与芯片键合点对应的镀金键合点

以及与微电极阵列区域对应的光窗。利用ＴＣＲ３３０３ＵＶ胶将芯片固定于光窗上，选用直径为７５!ｍ的
金丝，利用金丝键合工艺在ＰＣＢ与芯片的键合点之间形成电气连接，以导入外界电信号（图２）。

　图１　微电极阵列芯片结构示意图

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｏｆ　ｍｉｃｒｏｅｌｅｃｔｒｏｄｅ　ａｒｒａｙ　ｅｌｅｃｔｒｏｆｕｓｉｏｎｃｈｉｐ

　图２　微电极阵列芯片

Ｆｉｇ．２　Ｍｉｃｒｏｅｌｅｃｔｒｏｄｅ　ａｒｒａｙ　ｃｈｉｐ

２．２　仪器与材料
ＤＭＩ４０００Ｂ倒置荧光显微镜（德国Ｌｅｉｃａ公司）；ＲＥ－５２Ａ旋转蒸发器（亚荣生化公司）；ＳＨＢ－ＩＩＩ循

环水真空泵（长城科工贸公司）；Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ　５４１７Ｒ离心机（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；细胞型１８２０Ａ摩尔
超纯水机（中国），ＥＥ１４１０合成函数信号发生器（新联电讯仪器公司）；自制电融合仪及芯片。
大豆卵磷脂（科龙化工公司）；胆固醇（分析纯，金渡化工公司）；氯仿、乙醚、ＮａＣｌ、ＮａＯＨ、无水

ＣａＣｌ２（分析纯，川东化工公司）；ＫＨ２ＰＯ４（分析纯，博艺化学公司）。

２．３　融合缓冲液
电融合缓冲液为含有０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｃａ２＋和０．０２ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｍｇ２＋的等渗山梨醇溶液（每１００ｍＬ水

中含５．４６３ｇ山梨酸）。

３　结果与讨论

３．１　脂质体的制备研究
脂质体的制备方法有多种，可以制备不同特性的脂质体［１，７］。本研究选用其中一种，制备容易观察

融合过程的大型脂质体［７］：称取一定比例的卵磷脂和胆固醇置于２００ｍＬ圆底烧瓶中，加入适量乙醚直
至卵磷脂和胆固醇完全溶解，再倒入与乙醚量相当的生理盐水（提前预热至４０℃）。在４０℃水浴下用
旋转蒸发仪除去乙醚，得到乳白色的脂质体悬浮液，４℃保存。这种方法制得的脂质体多为大型脂质体
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（图３Ａ），粒径主要在１０#５　ｍ级（图３Ｂ）。

图３　脂质体制备结果：（Ａ）显微照片，（Ｂ）脂质体尺寸分布

Ｆｉｇ．３　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ．（Ａ）ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ　ｉｍａｇｅ，（Ｂ）ｓｉｚｅ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ

融合实验前需要对脂质体进行预处理：在２０℃以２５００ｒ／ｍｉｎ离心２次，将收集到的脂质体转移到
融合缓冲液中，制成悬浮液。
在卵磷脂中添加胆固醇，对脂质体的尺寸和产率基本无影响。但是，未加胆固醇的脂质体在离心处

理时几乎全部破碎，而加入胆固醇的脂质体韧性有所提高。胆固醇还影响脂质体膜的通透性［１１］。实验表
明，当卵磷脂与胆固醇的质量比为６∶１时，制得的脂质体膜的稳定性和通透性均能满足融合实验要求。

３．２　脂质体的排队研究
将脂质体悬浮液注入电融合芯片中，在相对电极上施加频率为３００ｋＨｚ的正弦信号，观察排队效

果。正弦信号的峰值（Ｖｐｐ）在１～５Ｖ变化。当Ｖｐｐ＝２Ｖ时，脂质体开始在介电电泳力的作用下运动。
当Ｖｐｐ＝３Ｖ时，大部分脂质体移动到电极附近，相互靠在一起排队（图４）。与细胞排队相比，脂质体排
队所需电信号略低。这是由于脂质体尺寸较大，所受介电电泳力也大；同时脂质体的重量小。

　图４　脂质体排队过程。（Ａ）排队前，（Ｂ）排队后

Ｆｉｇ．４　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　ｏｆ　ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ，（Ａ）ｂｅｆｏｒｅ　ａｎｄ（Ｂ）ａｆｔｅｒ　ａｌｉｇｎｍｅｎｔ

根据仿真分析［９，１２，１３］，交错微电极阵列中微电极尖角向对侧电极最近尖角方向有较强的电场强度

及电场梯度。根据介电电泳原理［１４］，脂质体应沿着相对电极尖角间连线成串排列，类似芯片上的细胞

排队［９］。然而，由于脂质体内不像细胞那样具有细胞骨架和细胞器，质量极轻且极易变形。因此，除了
介电电泳力外，环境中的其它作用力，如液体流动、实验台不平和振动产生的细微作用，都可以使脂质体
受力变形而发生位置改变。因此，脂质体的排列位置虽然大体落在高电场区，但不一定能够处于电场最
强的位置（图４），这对融合有一定影响。

将固定视野内施加排队电信号后两两排队脂质体的数量与该视野内脂质体总数之比称为排队率，

实验中排队率约为４０％～５０％。多种因素都可能对排队率产生影响，如悬浮液中脂质体的浓度以及杂
质含量。

３．３　脂质体的融合研究
当脂质体排队完成后，将排队信号切换为电穿孔信号，即系列脉冲信号。信号峰值（Ｖｐｐ）为６０Ｖ，
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脉宽为５０!ｓ，脉冲间隔为２００ｍｓ，脉冲个数为６个。在穿孔信号后紧接着施加一组衰减的正弦信号，
以维持脂质体对的紧密贴合，利于融合的发生。
在融合实验中，部分脂质体在施加脉冲电压后发生穿孔，并迅速融合，不同脂质体对的融合情况有

所区别。如图５所示，在相邻电极上排队的３对脂质体中，施加一组脉冲后，第１对和第３对脂质体发
生融合；重复施加另一组脉冲后，第２对脂质体融合。有少量脂质体对在脉冲作用下相互挤压变形，并
有弹跳现象，未发生融合。实验表明，大小相近的脂质体对容易融合，而尺寸相差太大的脂质体则不易
融合，这可能是由于不同尺寸脂质体的穿孔电压差别较大所引起的。除了尺寸差异，其它因素也可能影
响脂质体融合。如多层脂质体融合更困难；制备或离心过程中产生的磷脂碎片等杂质若位于两个排队
脂质体的接触点，将阻碍脂质体融合；制备脂质体时加入适量的胆固醇，有助于脂质体膜的流动性和稳
定性，但过量胆固醇会使得脂质体柔韧性过高，而不利于穿孔融合。

图５　芯片上的脂质体融合：（Ａ）排队，（Ｂ）穿孔，（Ｃ）融合

Ｆｉｇ．５　Ｏｎ－ｃｈｉｐ　ｌｉｐｏｓｏｍｅ　ｆｕｓｉｏｎ：（Ａ）ａｌｉｇｎｍｅｎｔ，（Ｂ）ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ，（Ｃ）ｆｕｓｉｏｎ

固定视野内排队脂质体中发生融合的对数与其总数之比称为融合率。两两排队脂质体的最高融合
率达到２０％左右，这比相似情况下细胞的融合率低很多，主要是由于脂质体大小不均一，不同尺寸脂质
体所需的穿孔电压不同［２］。如果排队的两个脂质体尺寸差别较大，二者的融合就比较困难。因此，在脂
质体制备过程中提高脂质体的均一性可提高融合率。另外，脂质体中缺乏骨架和蛋白质等结构，柔韧性
很好，穿孔和膜重建都较困难。
本实验表明，脂质体制备过程中合适的胆固醇浓度对脂质体柔韧性有较大影响，且直接影响后面的

处理过程和融合实验。在芯片上，由于微电极对间距小，所需排队和融合电压也较低。高密度电极阵列
一次可操作大量脂质体，选择合理的微通道的深度与宽度的比值，可使脂质体排队和观察都更加容易。
基于微电极阵列芯片的脂质体融合方法在基础和应用研究中将更具效率。但是，目前脂质体的融合率
仍低于细胞融合，还有很多方面有待改进。例如，在脂质体制备方法中，脂质体粒径分布较宽，影响排队
和融合效果，需要探索更好的脂质体制备方法（如微芯片脂质体制备方法）。另外，脂质体重量极轻，又
没有类似细胞骨架的支撑，因此其柔韧性好，不易穿孔融合，需要在脂质体制备材料和脂质体内容物方
面进行优化研究。
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化学计量学方法与分子光谱分析技术
（ＩＳＢＮ　９７８－７－１２２－１０６００－１）

　　全书由７章构成：化学计量学方法、紫外－可见光谱、中红外光谱、近红外光谱、拉曼光谱及若干问题的讨论。各章内

容系统详尽，既独立自成体系，又相互联系。涉及到光谱理论、光谱与物质结构的相互关系、数据处理方法、实验技巧、工

程化技术及其实际应用等诸多主题。该书既阐述了较成熟的分子光谱实用技术，又集中了该领域最新的研究现状和前

沿问题，融入了作者多年的工作成果和思考，还兼顾作为教学用书的系统性要求。因此，该书适合作为从事分析仪器、仪

器分析、过程控制等相关领域的科研和技术人员的参考书，也可用作相关专业的本科生和研究生的选修教材或参考书，

以及分析检测专业技术培训的教材。
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