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研究报告 

基于微流控的真菌单细胞捕获和培养 
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摘  要：【背景】真菌单细胞培养在研究细胞异质性及细胞生长特性等方面十分重要，因此需要建立

简单便捷的方法对真菌单细胞进行培养与观察。【目的】基于微流控建立一种真菌单细胞的捕获及培

养方法，同时直观地对单细胞进行定位和实时观察。【方法】利用 L-edit 设计芯片图案并利用等离子

键合的方法制备微流控芯片；通过注射泵将红酵母菌溶液及里氏木霉孢子溶液进样以实现单细胞捕

获；采用台盼蓝染色法测定酵母细胞的存活率；利用显微镜对酵母单细胞及木霉孢子的萌发、生长、

繁殖过程进行观察。【结果】所制备的芯片形状完好，可实现酵母或孢子的单细胞捕获；酵母的捕获

率为 25.00%±1.38%；分别于 0、2、4、6 h 对酵母进行观察，可看到酵母出芽过程；培养至 48 h，

芯片上酵母细胞的存活率与游离培养条件下的存活率无显著性差异；分别于 0、3、6、9 h 对单个孢

子进行观察，可以看到孢子萌发以及菌丝生长情况，且直至 120 h 菌丝仍在生长。【结论】设计并

制备了一种用于真菌单细胞捕获及定位培养的微流控芯片，这是此种芯片在真菌单细胞培养中的

首次应用。细胞可在此微流控芯片上正常生长至少 2 d，并可实现 5 d 及更长时间的培养，此方法

可对真菌单细胞进行直观、定位的实时观察，有望用于多种微生物单细胞的生理、遗传性状研究，

以及原生质体融合育种研究。 
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Single cell capture and culture of fungi based on microfluidic 
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Abstract: [Background] Single cell culture of fungi is very important to study cell heterogeneity and cell 
growth characteristics. Therefore, it is necessary to establish a simple and convenient method for culturing 
and observing fungal single cells. [Objective] To establish a method for capturing and culturing the single 
cell of fungi based on microfluidic. At the same time, localization and real-time observation of single cell 
will be done. [Methods] L-edit was used to design the pattern and the plasma bonding was used to 
produce the microfluidic chip. Rhodotorula glutinis solution and Trichoderma reesei spore solution were 
injected by syringe pump to capture single cell. Trypan blue was used to determine the survival rate of 
yeast cells. Germination, growth and reproduction of yeast single cells and spore were observed under 
microscope. [Results] The microfluidic chip was intact and can be used in single cell capture of yeast or 
spore. The capture rate of the yeast was 25.00%±1.38%. The budding process of yeast cells was observed 
at 0, 2, 4 and 6 h. There was no significant difference between the survival rate of yeast cultured in chip 
and in shaking culture until 48 h. The process of spore germination and mycelium growth was observed at 
0, 3, 6 and 9 h. Moreover, the mycelium kept growing until 120 h. [Conclusion] A microfluidic chip was 
designed and produced to capture, culture and localization the single cell of Fungi. This is the first 
application of this kind of chip in the fungal single cell culture. The cell can grow normally in this chip for 
at least 2 days, and 5 days even longer cell culture could be achieved by this way. The microfluidic chip 
can achieve intuitionistic localization and real-time observation of fungal single cell. It has the potential to 
study physiological and genetic characters of a variety of microorganism. 
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真菌是一种真核生物，具有种类繁多、分布

广泛、数量庞大等特点。真菌的作用具有两面

性，一方面真菌自身及其代谢产物可用于多种工

业原料、食品、医药化合物等的生产制造[1-2]，另

一方面不少真菌会引起环境污染[3]、植物病害、工

业原料及食品腐败、动物和人类疾病[4]等多种问

题。因此，真菌的相关研究在很多领域都备受关

注，研究者们通过探究不同真菌的特性及生长机

制以期最大程度地利用有益菌、抑制有害菌。 

研究表明，即使是同一菌落中的真菌细胞，

在生长、分泌以及 RNA 组成等方面也存在着异质

性[5-6]，因此真菌单细胞分析有利于了解细胞个体

的真实状态，从而促进对真菌生命活动本质及规

律的研究。此外，很多环境污染、食品污染和疾

病的产生是由于少量致病微生物以芽孢状态甚至

正常状态存留导致的，此时由群体数量构建的模

型无法描述实际的生长情况[7]，因此单细胞或低水

平的微生物研究显得尤为重要。 

在真菌等微生物的单细胞捕获与培养中，液

滴微流控是目前最常应用的方法，该方法利用不

相容的两相来产生高度分散的微小液滴[8]，随后依

靠电力、磁力、光学力、水力自组性、细胞排列

等方法[9-11]使微液滴对单细胞进行包裹并实现细胞

的分选与捕获。液滴微流控已经应用于真菌单细

胞的代谢活动观察[12]、产特定代谢产物的真菌单

细胞筛选[13]、真菌单细胞培养及基因工程[14]等多
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种研究。基于液滴微流控的单细胞研究微量且快

速，因此可以极大降低分析成本并提高分析效

率，但是该方法通常比较复杂，对于实验设备及

操作技术的要求较高。微流控法是一种较为新兴

的并且具有良好前景的技术，该技术使用微管道

(尺寸为数十微米到数百微米)处理或操纵微小流体

(体积为纳升到微升)，微流控芯片可以实现高通

量、高效率、自动化、低消耗的细胞分选[15]，并且

能与下游分析如基因组学、转录组学相结合[16]，由

于具有微型化、集成化等特征，微流控装置通常

被称为微流控芯片。 

本文设计并制备了一种用于真菌单细胞捕获

和培养的微流控芯片，在芯片上进行了酵母菌和

木霉孢子的培养，并且对其性质进行了测定。类

似结构的微流控芯片虽然已经应用于动物细胞的

相关研究[17]，但在真菌单细胞的研究中却未见报

道。结果表明，该芯片能够实现真菌单细胞的捕

获，单细胞可以正常培养至少 48 h 且能观察到酵

母出芽、孢子萌发等过程。与现有的研究相比，

本微流控芯片操作简单方便，其最大的优点是可

以对单细胞进行定位的实时观察，有助于研究真

菌细胞的生长增殖特性以及进行细胞筛选。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

1.1.1  菌种 

红 酵 母 (Rhodotorula glutinis) 、 里 氏 木 霉

(Trichoderma reesei)本实验室保藏。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

SU-8 光刻胶，MicroChem 公司；AR 300-26 显

影 液 ， Allresist 公 司 ； SYLGARD 184 硅 橡 胶

(PDMS)，Dow Corning 公司；台盼蓝，Sigma 公

司；酵母膏、胰蛋白胨，OXOID 公司。 

DWL 66+激光直写设备，海德堡公司；脱泡

搅拌机，Thinky 公司；超声波清洗器，昆山市超

声仪器有限公司；低温等离子清洗机，赛奥特(北

京)光电技术有限公司；TS-2A 注射泵，中国河北

保定兰格恒流泵有限公司；荧光倒置显微镜，

Olympus 公司；Leica TCS SP8 激光共聚焦显微

镜，Leica Microsystems 公司。 

1.1.3  培养基 

YPD 培养基(g/L)：酵母膏 10.0，胰蛋白胨

20.0，葡萄糖 20.0。固体培养基还需加入琼脂粉

20.0。 

1.2  试验方法 

1.2.1  芯片设计与制备 

利用 L-edit 软件绘制芯片外形以及芯片微结

构。然后采用激光直写的方法制备光刻胶模板，

激光直写通过强度可变的激光束对玻片表面的光

刻胶进行变剂量曝光，在显影液中浸泡显影后即

可形成所需的浮雕形状。 

将 PDMS 的 A 组分(基本组分)和 B 组分(固化

剂)以 10:1 的质量比混合，搅拌均匀后于脱泡搅拌

机内进行脱泡处理。随后将 PDMS 倾倒在上述制

备的光刻胶模板表面上，水平放置于真空干燥器

内保持负压抽吸，使得胶体与主模表面充分接触

并再次除去微小的气泡。确保体系内没有气泡之

后将其水平置于电热板上，95 °C 加热 2 h 使 PDMS

固化。将固化后的 PDMS 从模板上剥离并切割成

合适的大小，接着利用打孔器(内径 1.5 mm)在芯片

图案的两端打孔，分别形成进样孔与出样孔。用

透明胶带粘贴 PDMS 表面数次以去除杂质，最后

用乙醇超声清洗 10 min 并置于电热板上 120 °C 加

热 1 h 烘干。 

将盖玻片依次用丙酮、乙醇、超净水超声清洗

5 min，然后置于电热板上 120 °C 加热 1 h 烘干。 

待 PDMS 和盖玻片烘干并冷却后，将二者置

于低温等离子清洗机内处理 20 s，随后迅速进行键

合，10 min 后将其置于电热板上以 80 °C 加热 1 h，

芯片制备完成。分别于荧光倒置显微镜和激光共

聚焦显微镜下对芯片结构进行观察。 

1.2.2  真菌捕获与培养 

挑取适量的酵母菌接种到 YPD 固体培养基上

进行活化，28 °C 培养 24 h。随后挑取适量酵母菌

接种到 YPD 液体培养基中，于恒温培养振荡器中
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28 °C、150 r/min 培养 24 h。调整酵母菌溶液浓度

为 5×105 个/mL 备用。 

以 YPD 培养基对里氏木霉孢子母液进行稀

释，将孢子浓度调整到 5×105 个/mL 备用。 

将芯片和导管于 1×105 Pa 灭菌 20 min，在芯片

的进样孔和出样孔插管，用无菌注射器在进样孔

注入 YPD 培养基从而润洗芯片。随后将含有真菌

溶液的注射器连接在注射泵上，以 100 μL/min 的

速度进样，全程应注意避免产生气泡，进样结束

后置于恒温培养器中 28 °C 培养。 

1.2.3  真菌性质的测定 

(1) 酵母菌捕获率：进样后于激光共聚焦显微

镜下观察并拍照，利用 ImageJ 软件进行酵母计

数，计算捕获率。 

(2) 酵母菌生长：进样后的芯片在 28 °C 恒温

培养器中培养，分别于 0、2、4、6 h 利用荧光倒

置显微镜对单个微结构中的酵母细胞进行观察，

拍照记录酵母单细胞出芽过程。同时，分别于 0、

2、4、6 h 取 28 °C、150 r/min 培养条件下 YPD 培

养基中的酵母细胞进行观察，作为对照。 

(3) 酵母菌活性测定：进样后的芯片在 28 °C

恒温培养器中培养，分别在 24、36、48 h 以 4%的

台盼蓝溶液进行染色，计算酵母细胞死亡率以测

定酵母活性。同时，分别于 24、36、48 h 取

28 °C、150 r/min 条件下 YPD 培养基游离培养的酵

母细胞进行观察，作为对照。 

(4) 木 霉 孢 子 生 长 过 程 ： 进 样 后 的 芯 片 在

28 °C 恒温培养器中培养，分别于 0、3、6、9 h 利

用荧光倒置显微镜对单个微结构中的孢子进行观

察，拍照记录孢子的萌发过程。同时，分别于 0、

3、6、9 h 对芯片上非捕获区域的孢子进行观察，

作为对照。 

2  结果与分析 

2.1  芯片设计与制备 

芯片的设计与制备如图 1 所示。图 1A 是芯片的

设计图，芯片长度为 15 000 μm，宽度为 2 000 μm；

用于捕获和培养真菌单细胞的微结构集中在芯片中

心的区域，微结构的形状为“U”型，长度 15 μm，

彼此的间距为 20 μm，真菌细胞溶液从芯片的左侧

进样口注入并从右侧的出样口流出，在此过程中

细胞被“U”型结构捕获；流道上分布着许多直径

100 μm 的柱体用以支撑芯片。图 1B 为单个微结构

的立体示意图，其长度和高度皆为 15 μm，一面上

设计有凹槽，当细胞溶液经过时，液体会从凹槽

部分流走，细胞则会被卡住，从而实现细胞的捕

获。本文所用酵母菌的直径为 3−5 μm，木霉孢子

的直径为 2−3 μm，为了使得溶液通过而尽量避免

细胞通过，凹槽的尺寸应与细胞尺寸接近或者小

于细胞尺寸；但是考虑到尺寸较小时，芯片制备

存在一定难度从而产生误差，实际尺寸会小于设

计尺寸，因此设计了边长 5 μm、深度 5 μm、纵向

长度 10 μm 的凹槽。图 1C 是芯片的制备流程示意

图，L-edit 软件绘制图案后利用激光直写技术制备

光刻胶模板，凹槽结构的获得通过两次曝光来实

现，首先对凹槽以外的部分进行曝光，随后对凹

槽部分进行曝光，两次曝光条件不同，以此形成高

度差。其中，凹槽以外部分的曝光光强为 13 mW，

显影时间 90 s；凹槽部分的曝光光强为 4 mW，显

影时间 40 s。将 PDMS 倾倒在光刻胶模板上并在固

化后剥离，得到 PDMS 芯片，最后将 PDMS 与玻

片等离子键合起来即可制备微流控芯片(具体步骤

见 1.2.1)。 

图 2 是在显微镜下对芯片的微结构进行形态观

察时得到的图片，图 2A 为芯片捕获区域在显微镜

下的平面图，可见微结构与设计图案相符且排列

整齐；图 2B 是单个微结构在激光共聚焦显微镜下

的立体图，其形状完好且可见凹槽区域，因此芯

片制备成功。经过测量，“U”型结构的实际尺寸

与设计一致；而凹糟部分由于设计尺寸较小，

实际所得的凹槽是一个上部宽、下部窄的倒梯

形结构，其上边长为 5 μm、下边长为 2 μm、深

度为 3 μm，凹槽的纵向长度为 10 μm。  
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图 1  芯片的设计与制备图 
Figure 1  The design and fabrication of chip 
注：A：芯片的设计图；B：单个微结构的示意图；C：芯片制备过程图. 
Note: A: The design of chip; B: The diagram of single microstructure; C: The fabrication of chip. 

 

 
 

图 2  芯片的微结构形态 
Figure 2  The microstructures on chip 
注：A：芯片的捕获区域；B：单个微结构的立体图. 
Note: A: The capture area on chip; B: The stereogram of single microstructure. 
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2.2  真菌孢子捕获与培养 

真菌孢子的进样过程如图 3 所示，在注射泵的

作用下，将注射器中的真菌溶液通入芯片的进样

孔，真菌溶液在向出样孔流动的过程中，细胞会

被“U”型结构捕获，溶液则从捕获结构的凹槽部分

流走，最终多余的细胞和培养液从出样口流出，实

现细胞的捕获。所用酵母菌的直径为 3 μm−5 μm，

木霉孢子的直径为 2 μm−3 μm。右下角为芯片

实物，芯片图案区域总长度为 15 000 μm，宽度

为 2 000 μm，通道高度为 15 μm，两端分别为进样

孔和出样孔。 

2.3  酵母菌捕获率测定 

酵母菌的捕获结果如图 4 所示。其中，图 4A

是酵母菌溶液进样结束后在显微镜下观察所得的

图片，可知在捕获的酵母细胞中，大多数为单细

胞，此外也有 2 个细胞、3 个细胞以及多个细

胞，圆圈所示即为捕获的酵母单细胞。不同个数

酵母细胞的捕获率见图4B，酵母单细胞的捕获率

为 25.00%±1.38%。 

2.4  酵母菌生长 

分别于 0、2、4、6 h 对芯片上捕获的酵母菌

单细胞进行观察，并以 YPD 培养基游离培养的酵

母作对照，记录酵母菌的生长状态如图 5 所示。芯

片上的酵母单细胞在 2−4 h 可明显地长出芽体，并且

随着时间的增长芽体逐渐变大，部分单细胞在 6 h 即 

 

 
 

图 3  真菌细胞进样过程 
Figure 3  The injection process of fungal cells 

 
图 4  酵母菌捕获 
Figure 4  The capture of yeasts 
注：A：酵母菌的捕获图；B：酵母菌的捕获率. 
Note: A: The image of yeasts capture; B: The capture rate of yeasts. 
 

 
图 5  酵母菌出芽 
Figure 5  The budding process of yeasts 

 

能完成出芽繁殖过程。因此，酵母单细胞能够在该

芯片上正常地生长、增殖。 

2.5  酵母菌活性测定 

分别于 24、36、48 h 测定芯片培养的酵母细

胞活性，并以 YPD 培养基游离培养的酵母作为对

照，计算酵母细胞死亡率。如图 6 所示，可知芯片上 
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图 6  酵母菌死亡率 
Figure 6  The death rate of yeasts 

 
的酵母细胞在 24、36、48 h 的死亡率均在 5%−6%

且彼此之间无显著性差异，同时在各时段与对照

组之间的死亡率也无显著性差异。因此，酵母细

胞可以在此芯片上正常培养至少 48 h。 

2.6  木霉孢子生长过程 

分别于 0、3、6、9 h 对捕获的单个孢子进行

观察，并以非捕获区域的孢子作对照，记录孢子

萌发以及菌丝生长情况，如图 7 所示。从图 7A 可

知，在捕获 3 h 可以观察到孢子的膨胀，而在 6 h

左右部分孢子开始萌发，在 9 h 菌丝的长度已经远

远超过捕获微结构的尺寸，菌丝向微结构外延

伸。图 7B 显示在 12 h 部分菌丝出现了分叉的情

况，随着时间的增长，菌丝继续变长，并且不同

菌丝体相互交错；图 7C 显示在 24 h 大量的菌丝交

错在一起布满整个芯片；在 48、72 乃至 120 h 菌丝

数量不断增加，彼此交错更为复杂。因此，该芯

片可以用于孢子萌发和菌丝生长的相关研究。 

3  讨论与结论 

真菌的单细胞研究在阐述细胞异质性、单细

胞基因测序以及研究微量真菌的生长特性等方面

有着举足轻重的意义，其关键步骤在于单细胞的

捕获与培养。用于真菌等微生物的单细胞捕获与

培养方法主要有：梯度稀释法、显微操作法、流

式分选法和微流控法等。其中，梯度稀释法是

一种传统的单细胞获取技术，操作简单，缺点是 

 
 

图 7  木霉孢子萌发及菌丝生长过程 
Figure 7  The process of Trichoderma spore germination 
and mycelium growth 
注：A：木霉孢子萌发过程；B：12 h 的菌丝生长情况；C：24 h

的菌丝生长情况. 
Note: A: The process of Trichoderma spore germination; B: The 
image of mycelium growth at 12 h; C: The image of mycelium 
growth at 24 h. 

 
获取率低、操作不精确[18]等。显微操作法是通过

在显微镜下进行分选来获得单细胞，与机械或者

光学方法联合使用，可以有效提高单细胞的获取

效率。流式分选法具备效率高、速度快的优点，

将其与细胞荧光标记法连用而形成荧光激活细胞

分选(FACS)的技术广泛应用于多种微生物单细胞

的分选[19]，但是该方法存在着对样品大小要求苛

刻、荧光对细胞有损害等缺点。微流控法用于单

细胞分析能够准确操纵单细胞，并且可将细胞捕

获分离、细胞培养、细胞分选、细胞裂解、细胞
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反应及后续的分析检测等多个步骤集成在芯片

上，在多种微生物以及动植物单细胞研究中应用

广泛[20-21]。 

现有的基于微流控法的真菌单细胞研究主要

采用的是液滴微流控技术，该技术消耗低、效率

高，但是也存在操作复杂、难度大、对硬件要求

高等问题。Wang 等[22]研发了一种液滴微流控平

台，将单细胞工程菌在微液滴中进行培养，随后

与荧光探针试剂融合，成功检测并筛选出了具备

高木糖消耗能力的酵母菌。Hunt 等[23]将液滴微流

控技术与集成电路相结合建立了一种微流控平

台，该平台既具备微流控芯片良好的生物相容

性，又具备电路系统的可控性，可以进行酵母单

细胞的捕获，并且通过程序的编写可以实现酵母

单细胞在芯片上按照任意所需路径移动。Joensson

等[24]在酵母单细胞的液滴微流控研究中发现，液

滴的大小会因为其包裹细胞的不同而有所区别，

而不同大小的微液滴在芯片中将会产生不同的位

移，因此可以在位移量的基础上设计多个回收通

道对不同种类的单细胞进行回收，该技术有望应

用于不同亚群来源的真菌单细胞的分离。 

本研究设计并制备的微流控芯片整体操作较

为便捷，对于硬件设备要求较为简单，可以简单

快速地用于多种真菌单细胞的捕获与培养。芯片

上用于捕获真菌的微结构呈为“U”型，有效防止在

培养过程中细胞的移动，从而实现定位观察。“U”

型结构上部设计有凹槽结构，进样过程中细胞被

捕获，多余溶液可从凹槽部分流走，防止溶液在

捕获结构内堵塞而对细胞产生压力甚至将细胞挤

出。目前，类似的方法已经成功用于动物单细胞

的捕获、配对和细胞融合等研究[17]，本文则首次

将其应用于真菌单细胞的研究，选取了红酵母与

里氏木霉孢子两种具有代表性的真菌，在芯片上

进行了单细胞培养并且对细胞生长进行了观察。

细胞成活率是保证单细胞培养成功的首要因素，

通过对酵母进行台盼蓝染色观察，可以看出一直

到 48 h 芯片细胞的死亡率和 YPD 培养基游离培养

的细胞死亡率都没有显著性差异，并且通过对木

霉菌丝生长过程的观察表明，直到 120 h 菌丝的长

度和数量都持续增加，说明真菌细胞可以在芯片

上正常存活至少 2 d，并且可实现 5 d 乃至更久的培

养。此外，在芯片上还直观地体现了酵母菌出

芽、孢子萌发前的膨胀等现象。芯片中捕获结构

的存在有助于对单细胞进行定位和观察，而制备

芯片的材料选取了透光性良好的 PDMS 和玻片，

因此能够在光学显微镜下便捷地对细胞进行实时

观察。 

综上所述，本文制备的的微流控芯片具备简

单、方便、直观的特点，适合于真菌单细胞的捕获、

培养、定位、实时观察，有望应用于真菌乃至其他

微生物单细胞的生理、遗传、育种、抗性筛选等多

种研究。后续工作将进一步设计可降解芯片，实现

定点回收具有特殊生理生化特性的纯合体真菌。 
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