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摘  要 : 液滴微流控由于可以快速生成大量微液滴，并实现单个液滴独立的控制，每个液滴都可以作为独立的单

元进行微生物培养，因此在微生物的高通量培养方面具有独特的应用优势。然而现有研究多停留在实验室搭建和

使用阶段，存在操作要求高、影响因素多、缺乏自动化集成技术等关键问题，制约了液滴微流控技术在微生物研

究中的应用。文中以解决液滴微流控技术用于微生物培养的装备化问题为目标，系统研究了微流控各单元模块的

结构与功能，通过对液滴的发生、培养、检测、分割、融合、分选等多种操作的开发与集成，成功研制出了小型

一体化、全自动高通量的微生物微液滴培养 (Microbial Microdroplet Culture system，MMC) 装备系统，可用于微

生物的生长曲线测定、适应性进化、单因素多水平分析及代谢物检测等，为面向微生物菌种高效选育的进化培养

和筛选提供了高通量仪器平台。 

关键词 : 液滴微流控，微生物培养，高通量，微液滴，微生物进化，筛选 

Technology development and instrumentation of a 
high-throughput and automated microbial microdroplet 
culture system for microbial evolution and screening 
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Abstract:  Since microdroplets are able to be generated rapidly in large amount and each droplet can be well controlled as an 
independent micro-cultivator, droplet microfluidic technology can be potentially used in the culture of microorganisms, and 
provide the microbial culture with high throughput manner. But its application mostly stays in the laboratory-level building 
and using for scientific research, and the wide use of droplet microfluidics in microbial technology has been limited by the key 
problems that the operation for microdroplets needs high technical requirements with wide affecting factors and the difficulties 
in integration of automatic microdroplet instrumentation. In this study, by realizing and integrating the complicated operations 
of droplet generation, cultivation, detection, splitting, fusion and sorting, we design a miniaturized, fully automated and 
high-throughput microbial microdroplet culture system (MMC). The MMC can be widely used in microbial growth curve test, 
laboratory adaptive evolution, single factor and multi-level analysis of microbial culture, metabolite detection and so on, and 
provide a powerful instrument platform for customized microbial evolution and screening aiming at efficient strain 
engineering. 

Keywords:  droplet microfluidic, microbial culture, high-throughput, droplet, microbialevolution, screening 

微生物培养是微生物科学研究和工业应用领

域的重要基础，广泛应用于微生物的分离、鉴定、

分析、筛选、驯化、适应性进化、菌株改造等方

面[1-3]。然而，传统微生物培养方法主要以试管、

摇瓶、固体平板为培养容器，辅以摇床、分光光

度计、酶标仪等设备进行微生物的培养、检测和
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筛选，存在操作繁琐、效率低、耗时、耗力、耗

物等问题。近年发展起来的高通量培养手段主要

是以微孔板为容器建立起来的培养筛选体系，但

微孔板一方面溶氧水平低，混合效果差、蒸发效

应和热效应比较严重，常常导致菌种生长状况差，

且差异性大[1,4-6]；另一方面需要配套昂贵的设备，

如移液工作站、酶标仪等，才能实现自动化培养

和过程检测。 
液滴微流控作为微流控技术的重要分支，是

近年来在传统连续流微流控系统基础上发展起来

的，利用互不相溶的两液相产生分散的微液滴并

对微液滴进行操作的非连续流微流控技术[7]。微

液滴具有体积小、比表面积大，独立无交叉污染

等特点，再结合液滴可控性强、通量高等优势，

已经有研究将其用于微生物的高通量培养[8]、驯

化[9]、筛选[10-12]等方面，展现出重要的应用潜力。

然而，液滴微流控从实验室技术走向应用推广仍

然存在一系列关键问题。首先，液滴微流控操作

繁琐精细，技术要求和门槛高；其次，液滴微流

控技术涉及光、机、电的元部件联合使用，且需

要和生物技术应用场景结合，如果没有多学科交

叉协作，一般单个实验室或团队难以搭建高效的

液滴微流控系统，从而无法开展液滴在微生物技

术中的广泛应用研究；再次，由于液滴体积极小 
(皮升–微升)，面向微生物传代、进化和分选的等

基本操作的自动化液滴精确操控与实时在线检测

实现难度大，难以形成一体化装备系统[13]。为解

决液滴微流控技术在微生物研究中应用推广的关

键问题，笔者团队开展了一系列应用基础和工程

转化研究工作，成功地开发了一款基于液滴微流

控技术的全自动高通量微生物微液滴培养系统 
(Microbial microdroplet culture system，MMC)。该

系统包含液滴识别模块、液滴光谱检测模块、微

流控芯片模块、进样模块等多个功能模块，通过

上述模块的系统集成和控制，精确地建立了液滴

的 发 生 、 培 养 、 监 测  ( 细 胞 光 密 度  (Optical 

density，OD) 和荧光)、分割、融合、分选等系列

单元的自动化操作体系，从而成功地实现了微生

物液滴培养过程需要的接种、培养、监测、传代、

筛选等功能的集成化。MMC 系统中每个液滴体

积为 2–3 μL，可以容纳高达 200 个液滴培养单元，

相当于 200 个摇瓶培养当量。该微液滴培养体系

能保证微生物生长过程中的无染菌性、溶氧、混

合和质能交换等需求，通过光谱检测指标对微液

滴内的微生物可进行传代、多梯度化学因子添加、

提取等系列操作，满足微生物研究的多种需求，

比如生长曲线测定、适应性进化、单因素多水平

分析、代谢物研究 (荧光检测法) 等。 

1  技术原理及设计思路 

1.1  液滴识别原理及方案设计 
在液滴微流控系统中，对每个液滴的快速正

确识别是对微液滴进行精准操作的前提。Jakiela
等采用机器视觉方法，通过摄像机对芯片进行图

像采集，利用其开发的“边缘识别”算法，实现对

芯片内微液滴的精确识别[9]。但该方法需要光源

照明，会严重干扰本研究中的光谱信号检测，同

时所需配套设备较为昂贵复杂，不易实施，因此

需要开发一种快速简易的油水识别系统，并且不

对光谱信号采集产生干扰。液滴微流控系统中的

水相和油相均为无色透明液体 (水相可能会因为

内容物的变化而出现颜色浊度的变化)，光吸收度

几乎相同，基于光吸收原理的普通的光电检测系

统则无法进行精确识别。考虑到油水两相的光反

射率和折射率不同，本研究提出并设计了如下的

光电检测系统 (图 1)：激光以一定的角度斜射至

芯片通道检测窗口处，光电探测器置于芯片微通

道下方，油相和水相流经该检测窗口处时，由于

两者的光反射率和折射率不同，造成光的反射和

折射具有较大差异，因此进入光电探测器的光强

会产生较大变化，转化输出的电信号具有明显特

征，进而实现液滴的快速精确识别。 
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图 1  液滴识别系统示意图 
Fig. 1  Schematic diagram of droplet identification 
device. 
 

1.2  液滴光谱检测原理及方案设计 
微生物培养过程需要连续监测微生物细胞浓

度 (OD) 及底物和代谢产物的变化，以便深入研

究其生长和代谢特性。MMC 系统中液滴的体积

小 (2–3 μL) ，并且全封闭运行，无法取样检测，

同时对于生长量较大的微生物更无法进行稀释处

理。这就需要一个能够实时在线、大量程的光学

检测系统，且易于操作并具有经济性。已报道文

献多采用两种方法进行 OD 检测，一种是将光纤

集成于芯片之中，位于通道两侧，当液滴经过时

进行检测[9]，这个方法对芯片工艺要求较高，芯

片制造成本必然会大大增加。另一种方法则采用

图像采集，然后进行灰度分析以获取近似的 OD
数据[14]。但该方法难以对复杂的光谱信号进行分

段检测，同时可检测范围有限，影响因素多。为

解决上述问题，本研究在微流控芯片的实时在线

检测模块开发中，设计了一种基于光纤的新型短

光程光谱检测系统 (图 2)：该系统将光纤与芯片

分离，置于芯片两侧，光纤与光源和检测器连接，

构成光谱检测通路，微液滴流经芯片的检测窗口

处时，其光谱信号被检测器读取和转换，转换信

号反馈给上位机进行记录和分析，并匹配到对应

编号的液滴中，然后显示在控制软件界面上。这

种检测方式操作简单、实时在线检测、稳定性高，

并且对芯片制造工艺要求较低，加工成本大幅度

降低。 

 
 
图 2  液滴光谱信号检测示意图 
Fig. 2  Schematic diagram of droplet spectrum signal 
device. 
 

1.3  进样技术原理及方案设计 
在传统微流控操作过程中，通常通过两种方

式将样品引入至芯片。一种是利用注射泵和注射

器，先用注射器抽取样品，然后安装至注射泵，

通过注射泵推动注射器将样品导入芯片。这种进

样方式需要对注射器以及注射泵阀头进行清洗和

灭菌，在使用过程中反复拆装，操作繁琐，操作

难度大，且染菌风险高[14]。另一种则是利用基于

气体介质的压力泵，先将样品放置在密闭瓶子  
中，通过压力泵对瓶内压力的控制，将样品泵入芯 
片[9]。这种进样方式虽然简单，但极易受系统压

力的波动影响，无法精准定量操作。MMC 是面

向微生物技术应用开发的自动化进化培养装备，

上述两种传统操作方式均不能满足本研究的需

求，因此，如何开发出既能够简单精确导入样品，

又能够便于清洗灭菌的进样系统成为 MMC 进样

技术的关键所在。为此，本研究创造性地将传统

的两种进样方式进行了结合，既利用了注射泵进

样的精确性，又利用了压力泵进样的便捷性。本

研究设计的 MMC 进样系统如图 3 所示：该系统

由油相、注射泵、进样瓶组成，其核心是进样瓶   
的设计，进样瓶顶部有两个管口，中间管口用于油

相的进出，侧面管口则用于水相的进出。注射泵通

过顶部管口，推动油相进入进样瓶，因为 MMC 所

用的油相密度低于水相，且油相和水相互不相溶，

两相在进样瓶中形成稳定的分层状态，进而油 
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图 3  进样系统设计示意图 
Fig. 3  Schematic diagram of sample injection system. 
 
相会驱动等体积的水相从进样瓶的侧面管口流出

并进入芯片，达到定量向芯片进样的目的。该设

计可避免水相物质流经注射器、阀等装置，无需

清洗，操作简便安全。同时该系统的组装操作可

在超净台中独立完成，能够有效地规避染菌风险，

满足后续微生物培养的需求。 

1.4  液滴操作原理及芯片集成化设计 
1.4.1  液滴发生 

基于微流控芯片的液滴发生技术常见的有 3 种，

分别为流动聚焦法、十字通道法、T 形通道法[13]，

并且常常通过调节油相和水相的进样流速来控制

生成液滴的大小。但由于芯片加工通常存在批次

间误差以及水相粘度差异等问题，不同芯片往往

需要调整油相和水相的流速参数，才能形成稳定

的微液滴，这些问题一直是微流控芯片应用于微

生物培养的关键技术挑战。如何低成本地设计能

够兼容芯片批次间误差和样品粘度差异等实际

情况，且可以高精度地对液滴进行操作的芯片系

统成为关键。考虑到 T 形通道结构简单易加工、

成本较低，本研究将该结构引入芯片设计中。为

了克服芯片批次误差和样品粘度差异等问题，本

研究一反常规液滴微流控的连续进样方式，发明

了独特的油相和水相间歇顺次驱动进样方法，进

而 在 芯 片 中 生 成 体 积 大 小 精 确 可 控 的 微 液 滴 
(图 4A)，并通过巧妙串联使用 T 形结构通道，可

以生成浓度梯度不同且精确可控的微液滴  (图

4B)。 
1.4.2  液滴培养 

微生物培养过程通常需要提供合适的温度、

氧气等条件。基于微流控的好氧微生物培养，常

常用透气性良好的 PDMS 作为芯片材质，辅以环

境温度控制，来满足微生物的生长需求[15]。但是

PDMS 具有柔性较大、易形变等特点，给液滴的

精确稳定操作带来了极大的负面影响，所以不适

合用于本研究。因此，如何既能够实现液滴培养

的气体交换，又具备良好刚性和光学性能的芯片

系统成为微生物微液滴培养的关键。而从目前已

开发的芯片材质分析，透气性和刚性往往不可兼

得。为此，本研究提出了将液滴操作和液滴培养 
 

 
 
图 4  液滴操作系统：(A：液滴发生；B：多浓度梯度液滴发生；C：液滴分割融合；D：液滴分选) 
Fig. 4  Droplet operation system. (A) Droplet generation. (B) Droplet of multi-level concentration gradient generation. 
(C) Droplet spitting and fusion. (D) Droplet sorting. 
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两个过程分离的思路，即利用刚性强、光学性能

优的材料加工微流控芯片，利用透气性强、变形

性小的微管路作为液滴培养的容器，实现硬质芯

片与透气培养管路的有机结合，成功解决了微生

物微液滴培养的难题。液滴在系统运行过程中，

不断往复于培养管路之中，进而充分满足培养过

程中气体交换的需求。 
1.4.3  液滴分割融合 

微生物的传代培养操作中，需要将培养到一

定阶段的菌悬液取出一部分，接种到新培养基中，

继续进行传代培养。在本研究需要实现将已培养

的微生物微液滴向新培养基液滴中接种菌液，实

现基于微液滴的微生物传代培养操作。传统的液

滴分割融合方式常常利用芯片结构对已培养的所

有母液滴进行分割，生成两个子液滴，其中一个

子液滴则直接从废液口排出，待所有液滴完成分

割后，再将所有待利用的子液滴与新培养基液滴

进行融合，从而完成液滴的微生物传代[9]。但在

对已培养的母液滴进行分割处理中，往往存在液

滴的识别和驱动过程误差，造成液滴切割融合的

精确性下降，而长期多次操作会进一步导致单次

操作误差的累积，造成最终的液滴体积差异过大，

稳定性差等问题。另外，如果分割后的子液滴体

积较小，则其在往复运动过程中容易发生相互融

合，影响系统稳定性。如何能够精确实现液滴分

割融合操作、避免误差累积、降低液滴之间融合

风险、提高系统运行稳定性成为液滴传代操作的

关键。为解决液滴分割融合误差的问题，本研究

创造性地提出“掐头去尾”式的液滴分割融合新方

法 (图 4C)，即液滴经过识别点时，液滴体积的大

部分停留在注入通道中，通过推动主通道中油相

流动，对驻留液滴暴露在主通道中的小部分头部

体积部分进行切割，将液滴分割成两部分，头部

液滴部分被推入废液通道，另一部分则停留在驻

留通道中；此时，将新培养基液滴推动至液滴注

入通道口处，然后将被切割液滴定量进入新液滴， 

再次推动融合后的液滴离开注入通道口，而残余

的液滴尾部则也被推入至废液中。同时，这种巧

妙的液滴操作方式，使得液滴的分割和融合过程

紧密相连，避免了小体积液滴长时间运行而可能

造成的相互融合，极大提高了微液滴系统运行的

稳定性。 
1.4.4  液滴分选 

液滴从生成开始，通过液滴识别系统对每个

液滴进行编号，每个液滴的所有检测数据都会与

对应编号的液滴进行匹配，因此在分选操作实施

前，液滴经过识别点进行编号识别，根据培养过

程微液滴 OD 检测数据，如果是所需液滴，就会

通过阀口，收集至收集管中，如果是废弃液滴则

被推入下游管路，继续下一个液滴的分选处理 
(图 4D)，进而实现目标微生物微液滴的分选。 
1.4.5  芯片集成化设计 

在实现微液滴发生、培养、分割融合、监测、

分选的基础之上，本研究对这些功能结构进行了系

统集成，形成了功能完备的集成化微流控芯片系统 
(图 5)。其中 2 号、4 号、6 号与进样瓶相连，分

别用以盛放种子液、新鲜培养基、化学因子母液。

1 号、3 号、5 号均是油相通道，直接与注射泵相连。

1 号、3 号管路为长度为 2 m 的透气性良好的

AF-2400 材质管路 (内径=1 mm，外径=1.6 mm)[16]，

液滴在两者之间进行往复运动。废液管与阀相连，

用以排出废液。芯片中的液滴识别点、光谱检测点

则分别作为液滴识别窗口和光谱检测窗口。芯片系

统整体置于恒温控制仓中，保证微生物培养提供所

需的最适温度。 

1.5  系统结构集成及其自动化方案设计 
在上述各模块功能基础上，通过光机电一体化

结构设计，对各功能模块进行集成和控制系统开

发，实现了微生物微液滴的自动发生、往复培养、

在线监测、分割、融合、分选等功能的有序操作，

整机结构设计如图 6 所示：卤素灯和光谱仪作为光

学检测的功能元件，通过光纤连接至芯片检测窗 
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图 5  集成化微流控芯片系统结构示意图 
Fig. 5  Structure diagram of integrated microfluidic chip system. 

 

 
 

图 6  集成化设备结构示意图 
Fig. 6  Schematic diagram of integrated equipment 
structure. 

口处，对运行中的液滴进行光谱数据采集和分析；

阀和注射泵组协调联动，构成整机动力模块；芯

片系统和进样瓶均分布在操作仓中，并通过加热

片对其进行恒温控制；油相瓶和废液瓶分别盛放

油相试剂和废液。 
多部件的协调控制是实现装备自动化运行的

关键，本研究研制了用于 MMC 自动化操作的软

件控制系统 (图 7)。通过在金属浴模块、操作仓

温控模块、液滴识别模块中分别设置温度传感器 1、

温度传感器 2、光电传感器，可以将这些传感器

所采集数据通过底层通讯协议传输给基于行调 

 

 
 

图 7  MMC 自动化运行控制系统框架图 
Fig. 7  MMC automatic control system frame. 
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ARM 单片机开发的下位机控制系统。下位机系统

将所收集的数据与上位机系统发送的数据进行对

比，然后对金属浴模块中的加热器1、操作仓温控

模块的加热器 2、液滴识别系统中的激光器进控。

泵阀组与光谱仪作为第三方元部件，其本身拥有

自身的驱动控制板，通过通讯协议，可直接接受

上位机软件的控制进行精确工作。 

1.6  MMC 用于微生物培养测试 
MMC 系统可以将液滴的发生、培养、监测、

分割、融合、分选等复杂过程进行自由组合，形

成不同运行逻辑，进而适于多种多样的微生物应

用研究。本研究基于 MMC 设备进行了微生物的

生长曲线测定、单因素多水平实验、适应性进化

实验、代谢研究等多种应用展示。 

2  材料与试剂 

2.1  装备主要元部件、芯片系统原料、主要实

验设备 
MMC 所用的注射泵购于帝肯 (CavroXcalibur 

Pump)；电磁阀 (Mrv-01) 购于润泽流体；卤素光

源 (HL2000) 和光谱仪 (EQ2000) 购于上海辰昶

仪器设备有限公司；激光器购于华上激光科技有限

公司；亚克力板和微管路 (AF-2400 材质) 均购于

上海尚久橡塑制品厂；SMA905 光纤购于深圳鑫瑞

光技术有限公司；紫外-可见光分光光度计 (721G

型号) 购于上海仪电分析仪器有限公司；台式恒温

摇床 (THZ-D) 购于苏州硕舟科技有限公司。 

2.2  MMC 测试所用菌种、试剂及基本培养和

分析方法 
实验中所用菌种为大肠杆菌 Escherichia coli 

MG1655 ， 含 绿 色 荧 光 蛋 白  (Green fluorescent 
protein，GFP) 表达质粒；所用培养基为 LB 培养

基 (成分：蛋白胨 0.5 g，酵母提取物 0.25 g，氯

化钠 0.5 g，加水 50 mL)；矿物油 (含表面活性剂

span 80，浓度为 10 g/L) 购自 Sigma-Aldrich；单

硫酸卡那霉素 (兽用) 购自山东鲁西兽药。 

大肠杆菌种子液制备：从平板上挑取大肠杆

菌 E. coli MG1655 菌落接种至 LB 培养基中，在

37 ℃、220 r/min 摇床条件下活化培养 3–4 h。 
大肠杆菌在 MMC 中培养过程：取大肠杆菌

种子液，按照 5%的接种量接种至含 5 mL 培养基

的 15 mL 离心管中混匀，然后转移至 MMC 进样

瓶中进行上机实验，MMC 中培养温度设定为

37 ℃，根据不同的需求和条件，设定 MMC 的软

件系统进行培养。 
大肠杆菌分光光度计检测方法：取大肠杆菌

悬液稀释至 OD600 在 0.2–0.8 之间，使用分光光度

计测定 OD600 值，并根据稀释倍数计算原始样品

OD600 值。 

3  结果与分析 

3.1  液滴识别系统研制及测试 
将波长为 620 nm 的半导体激光器照射在液

滴识别窗口处，入射角从 0°逐渐增大至接近 90°，

观察液滴和油相经过检测窗口处时光电压值大小 
(图 8A)。通过实验发现，当入射角为 36°时，液 
滴经过检测窗口的光电压信号值可以稳定大于 3 V，

而此时油相的光电压信号值则稳定小于 0.6 V (图
8B)，据此可以将油相和液滴进行精确的区分，每

个液滴的识别时间小于 0.3 s，从而实现了液滴的

快速精确识别。且该系统结构简单、运行稳定、

易批量化搭建。 

3.2  液滴检光谱检测系统研制及测试 
芯片检测窗口处通道深度为 1 mm，所以对应

的光吸收度检测光程约为 1 mm，这区别于常规标

准比色皿所使用的 1 cm 光程，由于测量光程的大

幅度减小，OD 的线性范围和可检测量程得到了

大幅度提高。通过对大肠杆菌的离心处理，获得

高浓度的菌悬液，将该悬液进行梯度稀释，并同

时用传统的紫外-可见光分光光度计和 MMC 的 OD
直接检测系统 (无稀释) 进行比较测试 (图 9)。通

过实验发现，MMC 的 OD 直接检测量程达到 
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图 8  液滴识别系统 (A：装置实物图；B：液滴和油

相的电压信号值) 
Fig. 8  Droplet identification system on chip. (A) Image 
of chip for detection. (B) Detected signal of droplet and oil. 

 

 
 

图 9  液滴光谱检测 (A：液滴光谱信号检测装置图；

B：MMC 和分光光度计的中 OD600 检测数据对比) 
Fig. 9  Droplet spectral detection. (A) Photo of droplet 
OD measurement set. (B) Calibration curves for OD 
measured by UV-VIS-spectrometer and MMC detection. 
 
30，检测灵敏度为 0.05，此外，MMC 直接测得

的 OD 值与基于稀释法的分光光度计检测 OD 值

在 0–20 之间成良好的线性关系。并且与传统的

OD 检测方式的频繁取样和稀释操作相比，MMC
具有无需取样、无需稀释、实时在线检测等多种

显著优势，有利于实现 MMC 的自动化操作。 

3.3  进样瓶研制及测试 
进样瓶是向芯片稳定精确进样、无菌控制的

关键。由于进样瓶的原理是等体积的油驱动等体

积的水相样品进入芯片，因此进样瓶内不允许有

气泡存在，否则由于气泡的可压缩性过大，会严

重影响进样的精确性。为了保证进样瓶装样时空

气的完全排除，无气泡残留，本研究将瓶帽设计

于瓶子底部，而进样瓶内顶部则采用圆弧形设计，

便于瓶内气泡的充分排出 (图 10)。在操作过程

中，我们首先在超净台内将样品加入到瓶子中，

并补充油相至瓶子完全充满，由于密度不同，在

瓶子中油相位于上层而水相位于下层，装完样品

后，将进样瓶中间的油相出入口接口插入侧边的

水相出入口中，形成密封，防止转移过程中造成

样品污染，从超净台拿出后，将其与芯片和仪器

进行连接，水相出口  (Sample outlet) 与芯片连

接，油相入口 (Oil inlet) 与 MMC 仪器接口连接，

通过注射泵推动油相即可实现定量驱动水相进入

芯片。这种方式不仅避免了样品染菌风险，同时

操作简便、极易清洗灭菌，大大提高了仪器的操

作简便性。 

 

 
 

图 10  进入芯片形成液滴的进样瓶实物照片 
Fig. 10  Photo of sample bottle flowing into chip to 
make droplets. 
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3.4  微流控液滴操作芯片研制 
经过多次实验测试，本研究最终选用聚甲基

丙 烯 酸 甲 酯  (Polymeric methyl methacrylate, 
PMMA) 材质进行芯片加工，该材质具有光学性

能好、易加工键合、刚性较好等特点。标准芯片

通道深度和宽度均为 1 mm (图 11A) 。与芯片连

接的管路采用 AF-2400 材质，该管路透气性好，

可以满足多数微生物的气体交换 (图 11B) 。液滴

的生成、切割融合、分选、检测均在芯片中进行，

而液滴的培养则是在管路中进行。油相和水相样

品一端通过管路与芯片连通，另一端则与注射泵

连通。芯片上分布有液滴操作的相关流道以及用

于液滴识别和检测的窗口。 

3.5  系统集成结构及工业化 MMC 装备研制 
通过对 MMC 系统各个功能模块的光机电结

构一体化设计及集成，最终形成了商业化应用设

备 (图 12A)。MMC 系统操作仓室内部采用恒温

控制，芯片和样品均放置在操作仓中。油相试剂

放置在油相试剂仓室，运行过程中产生的废液则

排放至放置在废液瓶仓室的废液瓶中。MMC 仪

器下侧的注射泵仓室中放置仪器所使用的 6 台工

业注射泵。在恒温操作仓室内部 (图 12B)，紫外

灯为仓室进行照射灭菌处理，进样瓶放置于金属

浴中，可以快速升温并保持稳定，避免瓶子热胀

冷缩对进样精度造成的影响，为方便液滴收集，

设计 EP 管支架于仓室内。 
 
 

 
 
 

图 11  芯片系统实物图 (A：MMC 微流控芯片实物

图；B：MMC 培养管路实物图) 
Fig. 11  Photo of microfluidic chip system. (A) MMC 
microfluidic chip. (B) MMC culture tube. 

 
 

图 12  MMC 实物图 (A：MMC 外观；B：恒温仓室

内部结构图) 
Fig. 12  Photo of MMC. (A) The exterior of MMC. (B) 
Internal image of temperature control space in MMC. 
 

3.6  MMC 用于微生物培养的测试 
在本项目所研制的 MMC 装备上，本研究分

别进行了大肠杆菌的生长曲线测定、适应性进化

实验、单因素多水平实验以及微生物代谢水平检

测实验。在这些实验中，均采用培养至对数期的

大肠杆菌作为种子液，以 5%接种量接种至进样瓶

中，设置 OD 检测波长为 600 nm。各实验根据不

同需求设置不同的液滴生成数量，每轮实验开始

前，均需要对设备及芯片进行初始化运行，然后

开始进入正式实验，各实验结果如下。 
3.6.1  生长曲线测定 

生长曲线测定实验是研究微生物生长状况的

基本实验。在设备初始化完成后，选取软件中“生

长曲线测定”功能，设置液滴数量为 20，点击“运

行”，28 h 后导出液滴培养数据并进行处理。本研

究对 20 个液滴的生长数据进行平均值和标准差

分析，绘制出大肠杆菌的生长曲线，结果如图 13A 
所示：生长曲线程“S”形，且 20 个液滴生长一致性

良好，各液滴之间的 OD 值变异系数小于 5%，充

分说明了该设备良好的微生物培养和检测性能。 
3.6.2 适应性进化研究 

在在微生物的适应性进化研究中，常常需要
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在对微生物进行持续传代的过程中，逐渐提高耐

受因子的浓度。本实验中，以氯化钠作为耐受因

子，选取 MMC 操作软件中“适应性进化”模块，

设置液滴数目为 30，每传代 3 次，将氯化钠 (NaCl) 
浓度提高到一个新的水平，持续传代驯化，获得

的进化培养结果如图 13B 所示：图中具有周期性

的峰形曲线代表微生物的每一代生长曲线，而峰

谷则代表在该时间点处进行了微生物的传代操

作，OD 值会骤然下降，红色折线则代表对应培养

时间下液滴培养单元中的盐浓度，其梯度浓度由小

到大依次为 11 g/L、11.5 g/L、12 g/L、12.5 g/L，

每个浓度梯度下进行 3 次大肠杆菌的连续传代培

养 (共 20 h)，然后提升到更高的浓度梯度继续传

代驯化。该驯化过程共进行 80 h，随着盐浓度的

逐渐提升，大肠杆菌的生长速率和 OD 最大值逐

渐下降，但每批传代液滴里的微生物均能生长，

并且随着进化进行，液滴间 OD 逐渐呈现出差异

变化。该实验过程充分体现了适应性进化的基本

实验策略，即在长期的传代培养过程中，通过逐

渐提高耐受性因子水平，以进化出菌种的耐受性。

由于 MMC 的液滴培养单元仅为 2 μL，试剂消耗

量极少，而进样瓶可以一次性盛放 12 mL 的样品，

因此单次上机操作能够满足多达 150 次的连续传

代培养。同时，如图 13B 所示，MMC 中的每个

液滴代表独立进化培养单元，MMC 的在线检测

功能可以为微生物进化培养过程提供海量数据，

因此结合 MMC 的底物和代谢产物检测功能及后

续多组学分析方法，能够对微生物进化过程进行

系统深入的分析。 
3.6.3  单因素多水平实验 

单因素多水平实验是在常规微生物实验中，

用以测定某个化学因子对微生物生长状态的影

响。本实验中以单硫酸卡那霉素作为化学因子，

研究其对大肠杆菌生长的影响。样品上机后，选  
取软件中“单因素多水平功能”，设置参数为：梯  
度个数 8，每个梯度平行单元 (液滴) 数 10 个，启 

 

 
 

图 13  MMC 在大肠杆菌培养中的应用 (A：生长曲线测定；B：以氯化钠为进化压力的菌株适应性进化；C：单

硫酸卡那霉素对大肠杆菌生长的单因素多水平影响实验；D：MMC 中菌株代谢检测 (GFP 荧光检测)) 
Fig. 13  Use of MMC in E. coli culture. (A) Growth curve test. (B) Adaptive laboratory evolution experiment using 
NaCl as the selective pressure. (C) Single-factor experiment for bacterial growth with addition of kanamycin 
monosulfate at different concentrations. (D) Online monitoring of bacterial metabolism in terms of GFP fluorescence 
during the cell growth in MMC. 
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动设备运行功能即可。结果如图 13C 所示：图中

不同颜色曲线代表不同的单硫酸卡纳霉素培养条

件下大肠杆菌生长情况，每条曲线都是根据在单

个梯度下，对 10 个平行微液滴单元的 OD 检测值

进行统计处理得到的结果。从图中可以看出，随

着单硫酸卡纳霉素的浓度增加，大肠杆菌的生长

受抑制情况越来越严重。相对于传统在线检测设

备，MMC 的 OD 检测线性范围宽 (0–20)，可以

将微生物生长过程完整地记录下来，能够更加便

捷地研究化学因子对菌种生长的影响规律。 
3.6.4  微生物代谢水平研究 

微生物代谢水平常可以通过荧光信号来检测

表征，本研究利用的大肠杆菌含有 GFP 基因，其

荧光信号强度变化可反映微生物的代谢状态变

化。选取 MMC 软件中“荧光检测”功能模块，设

置荧光激发与检测波段为 (485ex/528em，即激发

波长 485 nm，发射波长 528 nm)，液滴数目为 10，

结果如图 13D 所示。图中的黑色曲线代表大肠杆

菌 OD 值变化，绿色曲线是 GFP 荧光值变化。从

图 13D 可以看出，随着大肠杆菌的生长，其 GFP

荧光信号强度也在逐渐增加，表明 GFP 的合成与

细胞生长偶联，而培养到达平台期后，GFP 荧光

强度基本保持不变，表明蛋白合成结束。MMC

这种在线快速检测荧光的方式，结合微生物生长

曲线的在线检测和进化培养及分选功能等，对于

能够合成自身具有荧光的代谢产物的微生物及以

荧光蛋白作为分子标记的基因工程菌的代谢特性

研究具有平台支撑作用。 

除了上述 4 种典型的微生物实验和微生物筛

选外，MMC 还可以根据使用者的自身需求，支

持自定义编程多种功能，设置不同的液滴操作流

程，以满足各种实验需要[17]。同时，已有的研究

结果也表明，MMC 可应用于多种微生物的培养

研究，表现出明显优于孔板的应用成效，具有广

谱适用性[18]。 

4  讨论 

液滴微流控技术因生成的液滴体积小、通量

高、质能交换快、可独立操作等特性为微生物研

究提供了新方法，但其操作要求高、影响因素多、

缺乏自动化集成等问题限制了该技术的应用推

广。本研究针对上述关键难题，通过设计开发液

滴识别功能模块、液滴检测模块、进样模块以及

芯片模块等，将液滴的发生、培养、检测、分割、

融合、分选等多种复杂操作进行有机集成，成功

研制出了一款全自动高通量微生物微液滴培养系

统 (MMC)，形成了小型化、自动化、高通量的微

生物培养系统，并且操作简单，运行稳定。相比

于传统的微生物高通量培养装备，MMC 具有物

料消耗少、操作简单、在线检测 (OD 和荧光)、
数据采集密度大、普适性强等多种优势。 

目前，本研究已经完成了 MMC 系统底层单

元操作的开发，未来需要针对微生物研究的不同

需求，进一步丰富 MMC 系统应用功能，例如开

发多因素多水平正交实验功能，多样品自动进样

技术用以同时测定多个菌种的生长曲线，液滴内

氧分压和 pH 等参数的精确控制等，全面助推微

生物培养进入高通量智能化的微滴时代。 
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