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1引言
巨型脂质体为粒径大于1#m的脂质体[1],由于其尺寸巨大，在光学显微镜下易于观察和操控;膜结构类似细胞膜，可模拟细胞膜或细胞;具有双亲性，可以包载水溶性和脂溶性物质。它可用作细胞膜或细胞模型来研究其物理性质等[2~5];模拟细胞环境，进行蛋白质表达或者细胞功能等研究[6~8];用于运载蛋白质、DNA等，研究基因转移、药物传送等[9];作为生化反应器，提供超小反应体积等[10].因此，这一脂质结构可应用于分子生物学、细胞生物学、生物化学、医药等多个领域。
微米级巨型脂质体成型能力和稳定性都较纳米级常规脂质体差，因而更难制备。现有制备方法主要包括温和水合法、溶剂蒸发法、微流控注入法、电形成法[11,12].相较而言，电形成法通过电场作用实现巨型脂质体的制备，具有速度快、可控性高、反应条件温和、环境污染小等优点，得到了越来越多关注[13].但是，电形成法，特别是各种微型制备装置的研究起步较晚，很不成熟，还有一些问题有待解决。
例如：制备效率不高、脂质体粒径分布广、制备得到的脂质体缺乏高效收集方法。现有收集方法常需要复杂的后处理操作，很多脂质体损坏或丢失，对实际制备产率造成了很大影响。
本研究提出一种基于微电极阵列的制备及收集微流控芯片，利用微电极阵列、多微通道结构精确控制巨型脂质体的形成，提高效率和粒径均匀性;通过集成过滤收集模块，可实现巨型脂质体的温和、高效收集，从而实现一种简单、高效的巨型脂质体制备方法。
2实验部分
2.1微芯片的设计及加工
微流控芯片包括制备和分选收集两个部分，之间通过微通道连接。用函数信号发生器向微电极阵列提供电信号，通过注射泵向微通道注入脂质溶液、收集缓冲液，抽出废液等(图1A).
在制备腔室中包含两种微电极阵列结构进行对比分析。一种为交错电极阵列结构(图1B),包括两个互不接触、交叉排布的梳状微电极阵列，每个梳脊上分布有多个梳齿，梳脊宽度为200#m,梳齿宽度为80#m;梳齿上微电极宽度和长度均为20#m.每个梳齿上均匀地分布有大量微电极，相邻微电极间距为60#m,相对微电极距离也为60#m.阵列中电场非均匀分布，微电极顶端电场强度最大(图1B).
另一种微电极阵列为简单的平板电极阵列结构(图1C),也由两个互不接触、交叉排布的梳状微电极阵列共同组成，每个梳状微电极上不再有梳齿，因而电场分布均匀，强度弱于交错电极电场的较大区域(图1C).微电极阵列也构成了微通道的侧壁，所形成通道深度为42m.
分选收集部分包含收集腔室和废液腔室(图1A),采用聚二甲基硅氧烷(Polydimethylsiloxane,PDMS)构建。收集腔室分上下两层，上层直径为14mm,下层直径为8mm,两层腔室之间通过微孔滤膜(10.0m圆形滤孔，滤膜直径13mm,每盒100张滤膜，Whatman,Britain)分隔，制备腔室通过微通道与收集腔室上层连接，收集腔室下层通过微通道连接贯穿上下层PDMS的废液腔室(直径14mm).
微电极阵列部分采用MEMS加工工艺，先将石英玻璃基底和硅片键合;在硅表面溅射一层厚度为20nm的Cr以提高硅与金属层(金)之间的粘附性;在Cr金属层上溅射一层厚度为2#m的金层(Au),进一步降低微电极阵列的电阻率，提高其电气性能;使用KI溶液腐蚀Cr-Au双金属层;采用感应耦合等离子工艺刻蚀硅，形成微电极阵列。
微通道和腔室部分则主要采用PDMS进行复制模塑法加工：光刻聚丙烯基板作为模板;将PDMS预聚物与固化剂按照10∶1的比例调配后倒于模板上固化，复制模板图形;然后将复制有结构的PDMS层与基底键合，构成腔室和微通道结构;微孔滤膜用PDMS固定于收集腔室上层与下层交界处。
2.2仪器、试剂与材料
DMI4000B倒置荧光显微镜(德国Leica公司),BT223S电子天平(德国Sartorius公司),细胞型1820A摩尔超纯水机(摩尔水处理设备公司),真空干燥箱(科恒达仪器公司),EE1410合成函数信号发生器(新联电讯仪器公司),显微镜专用温控平台(江南永新光学公司).
磷脂酰胆碱(1,2-Diacyl-sn-glycero-3-phosphocholine,PC)、胆固醇(3-Hydroxy-5-cholestene,choles-terol,Chol)购自美国Sigma-Aldrich公司;乙醚、NaCl、蔗糖、葡萄糖购自中国科龙化工公司;PDMS购自美国DowCorning公司。聚丙烯基板(2mm厚)购自中国新涛公司;玻璃片、ITO玻璃、导电胶布购自中国珠海凯为公司。
3结果与讨论
3.1巨型脂质体制备
脂质膜的情况和电场参数是影响巨型脂质体电形成效果的重要因素。其中，脂质膜的形成由脂质溶液的浓度、体积、腔室的形状及尺寸等决定;电场参数涉及电场分布、电压、频率、施加时间等。在两种微电极阵列中分别开展多种参数(脂质溶液浓度、电压、频率、施加时间，见表1)的脂质体制备实验。根据前期研究结果[14],磷脂酰胆碱(PC)和胆固醇(Chol)浓度比维持在5∶1.将脂质溶液输入并充满两种微电极阵列所在微通道，真空干燥后，使溶剂完全蒸发形成脂质膜;注入水溶液后，在45℃下施加交流电场(正弦信号),观察巨型脂质体形成情况。
在电形成过程的最初阶段，巨型脂质体形成主要受脂质膜影响。电极附近的脂质膜较微通道中间厚，更利于巨型脂质体的形成。当脂质溶液浓度较低时(0.5mg/mLPC和0.1mg/mLChol),仅电极附近的脂质膜厚度足以膨胀形成单层巨型脂质体，但是产量很低。之后，巨型脂质体的电形成产量、比率和速度脂质溶液浓度增加而递增，但其浓度超出了一个阈值(9mg/mLPC和1.8mg/mLChol)后，所形成巨型脂质体互相叠加为不稳定条状结构(图2),巨型球形脂质体产量也不再增加。当PC和Chol浓度分别为6和1.2mg/mL时，巨型球形脂质体产率较高。在电形成过程后期，电场分布、幅值、频率、电场施加时间均对巨型脂质体的形成有影响(图3).
在电场较强区域，脂质体能更快膨胀形成。两种不同的微电极阵列中形成的巨型脂质体形状较相似，但交错电极阵列上的形成速率更快。此外，当脂质浓度逐渐增大时，在平板电极阵列中脂质体形成于整个通道，到后期边缘和中间的脂质体的膨胀会逐渐受到阻碍;而交错电极阵列上的巨型脂质体常形成在电极附近，中间位置的脂质膜就几乎不膨胀。在电场强的位置，脂质膜的膨胀速度也快于平板电极阵列，所形成巨型脂质体的形态也更好。这表明电场强度的增加有助于脂质体的快速形成。随着电场幅值的增加，脂质体膨胀形成速度增加，但由此产生的大粒径球形脂质体(粒径50#m)稳定性减弱、容易损坏，所以最终收集到的巨型脂质体比例在电压增加后并没有明显增加。在微电极阵列中，由于较小的电极间距有助于产生更大的场强，很小的电压就足以实现巨型脂质体(球形，粒径50#m)的快速电形成，实验结果较佳的电压为0.45V.
随着频率增加，脂质体膨胀和封闭也更快。当频率达到1000Hz时，收集到的巨型脂质体较多，而频率继续增高时收集量没有明显的增加;电场施加时间影响巨型脂质体的膨胀和封闭，在时间远小于60min时，巨型脂质体还较少形成，很多巨型脂质体还在膨胀过程中;当时间达到60min后，多数巨型脂质体基本形成;进一步增加电场施加时间，产量没有明显的变化。因此，就本研究所采用的芯片制备装置，适宜的脂质浓度、电场分布、电压、频率、电场施加时间等参数分别为：磷脂酰胆碱和胆固醇浓度为6.0和1.2mg/mL,交错电极、0.45V,1000Hz、60min.此时，稳定的巨型球形脂质体的产率可以达到约60%.采用目前常用的ITO玻璃电极+PDMS垫片搭建的电形成腔室进行对照实验，在相同腔室体积、脂质用量、已报道的实验参数[15],巨型球形脂质体的产率仅为32%.
3.2巨型脂质体收集
制备完成后，向制备腔室中缓慢注入等渗的葡萄糖、NaCl的水溶液(504#L),可在一定程度上避免巨型脂质体粒径大、易形变、整体强度较差，在操作时容易破裂等问题。利用液流运动轻柔地将制备腔室里的巨型脂质体等物质输送到收集腔室。经重力沉降和微孔滤膜过滤作用，符合要求的巨型脂质体留在收集腔室上层(图4),尺寸较小的物质则通过滤膜进入腔室下层，经微通道流入废液腔室。多次重复实验表明，在收集腔室中可以收集得到90%以上的巨型脂质体(粒径在10~50#m,大多为球形、较稳定).交错微电极阵列制备的巨型脂质体收集效果优于平板微电极阵列，这也证明交错微电极阵列可以得到更多，更稳定的巨型脂质体。但仍有少部分尺寸较小的物质由于本身质量太轻，在浮力作用下仍然停留在收集腔室上层。针对这部分物质，今后可在腔室下层增加轻柔抽吸作用加以去除。
4结论
本研究采用了微流控芯片收集方法，获得了更好的巨型脂质体制备效果，并尽量多地收集所需的稳定巨型球形脂质体。通过构建两种不同微电极阵列结构，进行了多种脂质浓度、电压、频率、电场施加时间的实验研究。结果表明，交错电极对电场的聚焦作用有利于局部高电场区脂质体的膨胀形成，因此更适合巨型脂质体的制备。不同脂质浓度和电场参数对巨型脂质体的电形成有明显的影响，多参数探索表明，在微电极阵列芯片中选择磷脂酰胆碱和胆固醇浓度为6.0mg/mL和1.2mg/mL,电场参数为电压0.45V、频率1000Hz、加载时间60min可以得到很好的制备效果。此时，稳定的巨型球形脂质体的产率可以达到60%,明显优于常规制备方法。
在制备研究基础上开展了收集芯片模块的研究，通过不同组分在收集腔室和废液腔室间的分选操作，可以在收集腔室中大量获得巨型脂质体(粒径在10~50#m范围内，大多为球形、较稳定),为巨型脂质体的进一步应用奠定了良好基础。
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