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Zhao CY, Li HD, Chen XP. Development of a novel high throughput brain-on-chip with 3D structure and its application in 
evaluation of pesticide-induced-neurotoxicity. Chin J Biotech, 2021, 37(7): 2543-2553. 

摘  要: 为了模拟体内脑组织细胞的三维生长环境，高效开展脑疾病和有关药物的研究工作，文中设计和制造了

一种新型高通量三维脑细胞芯片。芯片由多孔滤网和三维脑细胞颗粒构成，装载于常规的 96 孔细胞培养板上使

用。多孔滤网和细胞颗粒模具采用计算机建模、3D 打印阳模、琼脂糖-PDMS 两次翻模等技术制造，三维脑细胞

颗粒是将小鼠胚胎脑细胞与海藻酸钠的混悬液浇灌和凝固于细胞颗粒模具，再将形成的水凝胶切割而成。用装载

好的脑细胞芯片进行农药神经毒性测定，以 0、10、30、50、100、200 µmol/L 的毒死蜱或吡虫啉暴露胚胎脑细

胞颗粒，培养完毕移去多孔滤网，方便地将细胞颗粒与培养液进行分离，然后检测细胞增殖、乙酰胆碱酯酶活力

和乳酸脱氢酶释放以评估毒性。研究结果表明，在装载到 96 孔细胞培养板的多孔滤网中，胚胎脑细胞能够在水

凝胶颗粒中正常生长增殖。在农药神经毒性测试中，毒死蜱与吡虫啉都呈现了量效相关的细胞生长增殖抑制，也

表现出乙酰胆碱酯酶活力抑制、乳酸脱氢酶释放的毒性效应，但吡虫啉的作用明显弱于毒死蜱。文中构建了一种

新型脑细胞芯片，可以结合酶标仪方便快速地检测药物对脑神经组织的毒性效应，也可以应用于药效和疾病机制

研究。 
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·生物技术与方法· 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

2544 

Development of a novel high throughput brain-on-chip with 
3D structure and its application in evaluation of 
pesticide-induced-neurotoxicity 

Chenyu Zhao, Haidi Li, and Xiaoping Chen 

College of Biotechnology and Bioengineering, Zhejiang University of Technology, Hangzhou 310032, Zhejiang, China 

Abstract:  We designed and fabricated a novel high throughput brain-on-chip with three dimensional structure with the aim 

to simulate the in vivo three-dimensional growth environment for brain tissues. The chip consists of a porous filter and 3D 

brain cell particles, and is loaded into a conventional 96-well plate for use. The filter and the particle molds were fabricated by 

using computer modeling, 3D printing of positive mold and agarose-PDMS double reversal mold. The 3D cell particles were 

made by pouring and solidifying a suspension of mouse embryonic brain cells with sodium alginate into a cell particle mold, 

and then cutting the resulting hydrogel into pieces. The loaded brain-on-chip was used to determine the neurotoxicity of 

pesticides. The cell particles were exposed to 0, 10, 30, 50, 100 and 200 µmol/L of chlorpyrifos or imidacloprid, separated 

conveniently from the medium by removing the porous filter after cultivation. Subsequently, cell proliferation, 

acetylcholinesterase activity and lactate dehydrogenase release were determined for toxicity evaluation. The embryonic brain 

cells were able to grow and proliferate normally in the hydrogel particles loaded into the filter in a 96-well plate. Pesticide 

neurotoxicity test showed that both chlorpyrifos and imidacloprid presented dose-dependent inhibition on cell growth and 

proliferation. Moreover, the pesticides showed inhibition on acetylcholinesterase activity and increase release of lactate 

dehydrogenase. However, the effect of imidacloprid was significantly weaker than that of chlorpyrifos. In conclusion, a novel 

brain-on-chip was developed in this study, which can be used to efficiently assess the drug neurotoxicity, pharmacodynamics, 

and disease mechanism by combining with a microtiterplate reader. 

Keywords:  brain-on-chip, 3D cell culture, high-throughput detection, neurotoxicity, pesticides 

脑是机体最重要的组织器官，它的异常会导致

阿尔茨海默病、帕金森氏综合征等老年退行性疾

病，儿童孤独症、抑郁症、精神分裂症等认知行为

异常，中风、颅脑外伤等缺血缺氧性损伤，而其疾

病机制研究与药物研发都需要大量的实验研究[1-2]。  

脑细胞原代培养是脑疾病机制研究与药物研

发中的常用技术。与传代培养的神经细胞系相比，

原代培养的脑细胞难以持久存活，但却能够更好

地模拟体内脑组织的发育衍变过程。原代培养的

脑细胞通常取自胚胎早中期的端脑或胚胎后期 /

新生脑的海马脑区，这些区域的细胞主要为神经

干/祖细胞，具有旺盛的生长增殖能力。尤其是胚

胎早中期的端脑，是整个脑发生的源头，其神经

干/祖细胞通过增殖发育衍变，能生成脑内所有类

型的细胞[3]。因此，在药物毒性与效能研究中采

用胚胎早中期端脑原代细胞，能比较全面地体现

药物对体内脑神经系统的作用。 

常规的细胞培养呈现二维即平面生长的模

式，细胞沿培养皿表面单层生长，这与体内机体

组织立体多层的三维生长模式有明显不同，这种

差别影响了细胞模型对体内过程的精确评估。胚

胎早中期的神经干 /祖细胞具有强大的生长增殖

和发育分化潜能，在体外培养中能诱导分化生成

细胞突起，形成神经网络连接，也能够相互聚集

成球，并进一步发育为神经管样的三维脑组织结

构[4]。在三维培养中，常采用胶原、明胶、海藻

酸钠等成分制成水凝胶，为细胞生长提供预定形

态的三维支架[5]。由于三维细胞更接近于体内真

实组织的形态结构，近年来，三维细胞培养正在

成为药物研究中有力的新型手段。 

传统的细胞实验需要经过比较复杂的前处理

过程才能进行药效检测，包括培养液分离、细胞
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处理等一系列步骤，耗时耗力而且增加了实验的

不确定因素。为了更加高速有效地开展药物研究，

2015 年以来，一种新兴的脑芯片 (Brain-on-chip)

技术快速兴起，其源自计算机芯片技术，采用光

刻与软光刻、印章印刷、3D 打印等方法精心制作

带有液体微通道和细胞培养槽阵列的微小芯片，

接种活的脑神经细胞培养，能结合高通量检测设

备快速监测细胞的代谢与机能，大大提高了研究

工作的效率[6]。目前报道的脑芯片主要有血脑屏

障芯片、神经网络芯片、神经发育芯片、神经退

行性疾病芯片等[7-8]。 

本文报道一种自行研制的高通量三维脑细胞

芯片，采用 3D 打印技术制造细胞颗粒模具和芯

片滤网，用 3%海藻酸钠和小鼠胚胎 14 d 端脑细

胞制备三维细胞凝胶颗粒，其三维水凝胶包埋的

细胞生长环境接近体内真实的组织结构，能更好

地模拟脑神经组织的生理机能[9]。将细胞颗粒和

滤网装载于 96 孔酶标板，则可连接酶标仪进行高

效快速的检测。这种新型设计的脑细胞芯片方便

快捷，可以在普通细胞实验室用于脑疾病研究和

药理毒理评价。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

1.1.1  材料 

3D 打印光敏树脂购自 Anycubic 深圳市纵维

立方科技有限公司，3D 打印聚乳酸线材 (Polylactic 

acid，PLA) 购自深圳创想三维科技有限公司，聚

二甲基硅甲烷 (Polydimethylsiloxane，PDMS) 购

自上海德计商贸有限公司，海藻酸钠购自美国

Sigma 公司，DMEM/F12 培养液购自美国 Hyclone

公司，胎牛血清购自浙江天杭生物科技股份有限

公司，60 mm 细胞培养皿、96 孔细胞培养板购自

美国 Corning 公司，乳酸脱氢酶细胞毒性检测试

剂盒、CCK-8 试剂盒、红细胞裂解液、DAPI 染

色液购自碧云天生物技术研究所，毒死蜱 (纯度

99.1%) 来自浙江新农化工股份有限公司，吡虫啉 

(纯度 98%) 来自美国 Sigma 公司。SPF 级 ICR 小

鼠，购自苏州昭衍新药研究中心有限公司，动物

生产许可编号：SCXK (苏) 2018-0006，动物实验

许可编号：20190301013。 

1.1.2  仪器 

光固化 3D 打印机 (Anycubic 深圳市纵维立

方科技有限公司，型号 Photon S)，熔融法 3D 打

印机 (深圳创想三维科技有限公司，型号 CR-3S)，

电热恒温鼓风干燥机 (上海森信实验仪器有限公

司，型号 DGG-9030A)，超净工作台 (苏州净化

设备有限公司，型号 SW-CJ-1FD)，二氧化碳培养

箱 (TermoForma，型号 Hepafilter)，酶联免疫测

定仪 (瑞士 Tecan 公司，型号 Sunrise)。 

1.2  方法 

1.2.1  多孔滤网与细胞颗粒模具的设计与制备 

首先采用 AutoCAD 软件设计出多孔滤网的

虚拟模型，设计好的模型以 stl 格式保存，导入光

固化 3D 打印机软件中转换为 photons 格式，再以

光敏树脂为材料，405 nm 为光固化激发波长打印

制造出滤网实物。 

微小的细胞水凝胶颗粒难以直接用模具制

备，本实验构建条形凹槽模具用于制备细胞水凝

胶微条，后期再经切割得到细胞水凝胶微粒。采

用 AutoCAD 软件设计模具的计算机虚拟模型，用

熔融法 3D 打印机制造出 PLA 模具阳模，倒入热

融化的 3%琼脂糖溶液翻建模具阴模，待琼脂糖冷

凝固后，再倒入按主剂︰固化剂=10︰1 配置好的

PDMS 预聚液，放置 4 ℃冰箱 4–6 h 驱除气泡，

转移至恒温烘箱 55 ℃预固化 2 h，再升温至

75 ℃热固化 1 h，最后得到可反复消毒灭菌、易

于脱出细胞水凝胶微条的 PDMS 模具。 

1.2.2  胚胎脑细胞的获取和原代培养 

参照 Azari 等[10-11]的方法进行改良，取胚胎

14 d 端脑组织作为原代脑细胞培养的来源细胞，

其中的细胞主要为胚胎神经干/祖细胞。具体方法
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为：将 6–8 周龄的 ICR 小鼠按雌雄 1︰1 配对合笼，

以阴栓检出法确定母鼠妊娠时日，在妊娠 14 d 

(GD14) 处死孕鼠，取出胚胎，剥离头部皮肤、颅

骨和脑组织上血管，沿颅底切取端脑，剪为 1–2 mm

碎块，用 0.25%胰蛋白酶-EDTA 溶液消化成单细

胞，加入 D-Hank’s 液打散、稀释，200 目不锈钢

筛网过滤，1 000 r/min 离心后收集沉淀的细胞，

加入 DMEM/F12 完全培养液 (内含 10% 胎牛血

清 ， 1% 青 - 链 霉素双抗 ) ，调整细 胞密度至

5×105/mL，接种 60 mm 细胞培养皿，放置于 37 ℃、

5% CO2 细胞培养箱中，24 h 后更换培养液，弃去

悬浮未贴壁的细胞，继续培养 2–3 d 后用于后续

研究。  

1.2.3  海藻酸钠-脑细胞微粒的制备 

吸取后弃去上述细胞培养皿中的培养液，用

0.25%胰蛋白酶-EDTA 溶液消化贴壁生长的胚胎

脑细胞，加入 DMEM/F12 完全培养液制成单细胞

悬液，调整细胞密度至 4×106/mL，加入等体积的

3%海藻酸钠溶液混匀，用滴管吸取海藻酸钠-细

胞混合液，小心加入灭过菌的 PDMS 模具凹槽，

用浸润过 0.1 mol/L CaCl2 的透析膜覆盖，15 min

后揭开透析膜，细胞-海藻酸钠溶液已凝固成水凝

胶条，脱出水凝胶条，用手术刀切成 20 等份，即

为 0.5 mm×0.6 mm×0.6 mm 的三维脑细胞微粒。 

1.2.4  芯片装载和三维脑细胞微粒培养 

多孔滤网用 75%乙醇浸泡 20 min 灭菌，再用

0.1 mol/L PBS (pH 7.0) 反复冲洗 5 遍去除残留的

乙醇，将多孔滤网装载于 96 孔细胞培养板，每孔

中放入 20粒脑细胞水凝胶微粒 (即一整条水凝胶

分割后的全部微粒)，再加入 200 µL 细胞培养液，

放置于 37 ℃、5% CO2 细胞培养箱中孵育。 

1.2.5  细胞生长曲线 

采用 WST-8 还原法[12]。在 3D 培养组，取出

多孔滤网，连同其中的细胞颗粒一起转移到新的

96 孔培养板，向每孔加入 200 µL 细胞培养液，

对照组采用 DMEM/F12 完全培养液，农药组则为

含有 10、30、50、100、200 µmol/L CPF 或 IMI

的 DMEM/F12 完全培养液，检测前 2 h 加入 20 µL 

CCK-8 检测液，孵育的时间分别为 0 h (d0)、24 h 

(d1)、48 h (d2)、72 h (d3)、96 h (d4)、120 h (d5)、

144 h (d6)，然后移去滤网连同其中的细胞颗粒，

96 孔板中的培养液直接用于检测 450 nm 的吸光

度，再以培养时间为横坐标、OD459 为纵坐标作出

细胞生长曲线。在常规 (2D) 培养组，向 96 孔培

养板中每孔加入 100 µL 胚胎脑细胞悬液 (细胞密

度 7×107 个/mL，即每孔加入的细胞量为 7×106，

与 3D 组的细胞量相等)，再加入 100 µL DMEM/F12

完全培养液或农药-DMEM/F12 完全培养液，其余

步骤与 3D 培养组相同。 

1.2.6  细胞核荧光染色 

采用 DAPI 染色法。取出多孔滤网，用 0.1 mol/L 

PBS (pH 7.0) 冲洗细胞颗粒两遍，将颗粒转移

至载玻片，滴加 10 µL DAPI 荧光染料，室温放置

3–5 min，PBS 冲洗 3 遍，盖上盖玻片，荧光显微

镜下观察。 

1.2.7  蛋白质含量测定 

采用 Bradford 法测定样品的蛋白质含量，即

酶液 5 µL，生理盐水 5 µL，再加入考马斯亮蓝显

色液 200 µL，混匀后静置 5 min，用酶标仪测定

595 nm 处的吸光度。以牛血清白蛋白作为标准

品，由标准曲线计算出样品的蛋白质含量。 

1.2.8  乳酸脱氢酶 (LDH) 释放 

细胞凋亡或坏死时造成细胞膜结构破坏，细

胞内容物如 LDH 释放到培养液中，采用 LDH 底

物 NAD 进行酶促还原反应生成 NADH，其与中

间代谢物 INT 经另一种酶催化生成有色的代谢产

物 臜甲 ，经比色测定计算出 LDH 释放量，用于评

价药物的细胞毒性[13]。检测时，取出多孔滤网及

其中的脑细胞颗粒，转移至新的 96 孔细胞培养

板，每孔加入 LDH 释放液 150 µL，细胞培养箱

中孵育 1 h，取出滤网及细胞微粒，孵育液中每孔

加入 60 µL 检测工作液，室温下避光反应 30 min，
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用酶标仪测定 490 nm 的吸光度。测定反应液蛋白

质含量，用每毫克蛋白质含量对测得的 OD 值进行

校正，再按 (公式 1) 计算出 LDH 的相对释放量： 

LDH 相对释放量 (%)=(A药物处理–A对照)/ 

(A最大酶活性–A对照)×100%             (公式 1) 

1.2.9  胆碱酯酶 (AChE) 活力测定 

由于培养液中胆碱酯酶活力太低，本文采用

Ellman 斜率法 [14]检测脑细胞微粒内的胆碱酯酶

活力。将滤网连同其中的细胞微粒转移到一个新

的 96 孔板，每孔加入 100 µL 55 mmol/L 的柠檬

酸钠溶液以裂解海藻酸钠水凝胶，15 min 后，    

1 200 r/min 离心 5 min，弃去清液，用 PBS 反复

洗涤 3 次，收集沉淀的细胞，加入 500 µL 细胞裂

解液作用 10 min 裂解细胞，4 ℃、10 000 r/min 离

心 5 min，吸取上清液用于检测，即为酶液样本。 

向 96 孔板每孔加入底物硫代乙酰胆碱 20 µL，

显色剂 5′,5-二硫代双 2-硝基苯甲酸 210 µL，酶液

20 µL，立刻混匀，用酶标仪连续测定 405 nm 处的

吸光度，每分钟 1 次，连续检测 10 min，共 10 次，

用测定的 OD 值对时间 t 作图，得到斜率 K (公式

2)；测定酶液的蛋白质含量，由斜率 K 除以蛋白

质含量得到校正的斜率 Kc (公式 3)；再以样品酶

液的斜率 Kc 除以对照组斜率 K0 得到相对酶活力

Kcr (公式 4)。 

K=dOD405/dt                    (公式 2) 

Kc=K/Cpro                               (公式 3) 

Kcr=Kc/K0                       (公式 4) 

1.2.10  统计学处理 

每组设置 3 个平行样本，实验结果表示为

x ±s，用 SPSS 22.0 软件进行样本正态性分布和单

因素 ANOVA 分析，以 P<0.05 和 P<0.01 具有统

计学显著意义。 

2  结果与分析 

2.1  多孔滤网和细胞颗粒模具 

首先设计制造芯片的核心部件多孔滤网和细

胞颗粒模具。多孔滤网的作用是放置在 96 孔细胞

培养板中，培养结束时方便分离细胞颗粒和细胞

培养液。制备好的多孔滤网 12×8 共 96 个，为中

空圆柱体阵列，圆柱体直径 4 mm，高 9 mm，壁

厚 0.05 mm，柱体布满筛孔，圆柱体间隔 8 mm，

以薄板相连。整个筛板长 11.8 mm，宽 7.8 mm，

切合 96 孔细胞培养板内壁 (图 1)。 

细胞颗粒模具用于制备脑细胞-海藻酸钠水

凝胶颗粒。根据文献报道，海藻酸钠水凝胶体系

直径大于 0.5 mm 时细胞难以存活[15]，因此，本

试验设计的细胞颗粒大小为 0.5 mm×0.6 mm×  

0.6 mm。由于细胞颗粒尺寸细小，用模具很难直

接成型，本实验中设计了 20×细胞颗粒的细胞微

条凹槽，其尺寸为 10 mm×0.6 mm×0.6 mm，使用

时每根细胞水凝胶条再切割成 20 等份，恰好是细

胞微粒的大小。每个模具平行排列 25 列细胞微条

凹槽，总尺寸 40 mm×10 mm×2.6 mm，可同时制

备 25 根细胞水凝胶微条 (图 2A–B)。采用 3D 打

印制造的 PLA 阳模 (图 2C) 表面粗糙而且坚硬，

不能直接用于制备细胞水凝胶微条，需要经过琼

脂糖翻模制备出琼脂糖阴模 (图 2D)，再进行翻 

 

 
 
图 1  多孔滤网虚拟模型与实物 
Fig. 1  Virtual model and physical object of a porous 
filter. (A) Computer virtual map (front view). (B) 
Computer virtual map (oblique view). (C) The actual 
filter made of photosensitive resin (front view). (D) The 
actual filter made of photosensitive resin (side view). 
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图 2  细胞微粒模具 
Fig. 2  The cell particle mold. (A) Computer virtual map 
(front view). (B) Computer virtual map (side view). (C) 
PLA positive model. (D) Agarose negative model; (E–F) 
PDMS mold. 

 
模制造出 PDMS 模具 (图 2E–F)。制成的 PDMS

模具柔软光滑有弹性，容易脱出细胞水凝胶条，

并且具有良好的细胞相容性，适合于用于制备细

胞水凝胶微条[16]。 

2.2  芯片的装载与运转 

使用时首先制备细胞水凝胶条，将一根凝胶

微条切割成的 20 个细胞微粒加入同一个滤网孔

中，这样每孔加入的细胞数是 7×106 个 (一根凝

胶微条的细胞数)，避免了切割不匀造成的细胞量

差异。滤网加好细胞微粒后，将滤网放进 96 孔细

胞培养板，加入 DMEM/F12 完全培养液即可开始

细胞培养，培养结束后，只要拿出多孔滤网，就

可以将细胞微粒和培养液完全分开，方便地进行

下一阶段的检测与分析 (图 3A)。 

在显微镜下观察培养细胞的生长发育状态。

常规培养中，刚接种的原代胚胎脑细胞为分散分

布的圆形细胞，培养 2–3 d 后，细胞逐渐生长增

殖形成大小不等的团聚体，这些细胞团聚体结合

松散，轻轻摇荡就会悬浮、分散 (图 3B)。分散细

胞团聚体，继续培养至第 6–7 天，细胞发育分化

形成树突和轴突，并开始相互连接，呈现出典型

的神经细胞特征 (图 3C)。在水凝胶颗粒中，细胞

分布于三维空间，随着细胞的生长增殖，水凝胶

颗粒中的细胞数量越来越多，在相差显微镜下可

见越来越密集的细胞团块 (图 3D)。以 DAPI 对细

胞核进行荧光染色，标示的细胞核呈现出密集的

蓝色荧光斑点，证实胚胎脑细胞在芯片体系中能

够很好地生长和增殖 (图 3E)。由于水凝胶颗粒是

三维体系，采用常用显微镜与常规染色方法难以

观察到其中的细胞突起和细胞间连接，我们未能

对水凝胶颗粒中的细胞形态进行进一步的观测。 

采用定量方法检测芯片体系的细胞生长增殖

状态，向培养液中加入 WST-8，细胞中的线粒体

臜脱氢酶将其还原成橙黄色的甲 ，由溶液颜色深

浅可探知细胞活力。对常规 2D 培养和水凝胶颗

粒 3D 培养细胞的生长曲线进行比较，两种体系

的细胞活力都随着培养时间的延长逐渐增加，证

明胚胎脑细胞在两种体系中均能够生长增殖。但

它们的生长特点具有差别，常规 2D 培养的细胞

呈现快速生长 -平台 -衰退的衍变过程，培养    

第 1–4 天细胞活力快速增加，至第 4 天达到峰值，

此后细胞活力缓慢降低，而水凝胶 3D 培养的细

胞开始时生长增殖较慢，却能够持续较长时间，

直至培养第 6–7 天仍能够保持细胞活力增高的趋

势 (图 4)。 

2.3  两种农药对细胞生长增殖的影响 

应用上述芯片体系进行农药神经毒性评价。

CPF 和 IMI 都是经典的神经毒性杀虫剂，对哺乳

动物神经细胞也有一定的毒性作用[17-18]。首先研

究对神经前体细胞生长增殖的影响，向培养液中

加入不同浓度的 CPF 或 IMI，孵育 72 h 后观察水

凝胶微粒中的细胞核荧光变化。在 CPF 组，蓝色

的 DAPI 荧光强度呈现明显的量效相关的变化， 
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图 3  芯片的装载与运转 
Fig. 3  Loading and running of the brain-on-chip. (A) Assembly process of the chip. (B) Embryonic brain cells in 
conventional culture (day 3), the cells formed aggregates of varied size. (C) Embryonic brain cells in conventional 
primary culture (day 7), stained by coomassie brilliant blue. (D) Embryonic brain cells in hydrogel particle, unstained. 
(E) Embryonic brain cells in hydrogel particle, stained by DAPI. 
 

以未加入 CPF 即 CPF 浓度为 0 μmol/L 组作为对

照，加入 10 μmol/L 的 CPF 对 DAPI 荧光强度未产

生明显影响，加入 30 μmol/L 的 CPF 荧光强度开始

减弱，至 100 μmol/L 和 200 μmol/L 时细胞核荧光

已很微弱，说明细胞核数量明显减少，胚胎脑细胞

的生长增殖受到了明显抑制 (图 5A–F)。在 IMI 组，

药物对细胞核荧光的影响较小，以未加入 IMI 即

CPF 浓度为 0 μmol/L 组作为对照，自 10 μmol/L

至 50 μmol/L 组的荧光强度未出现明显变化，直到

100 μmol/L 和 200 μmol/L 浓度的 IMI 暴露，才出现

荧光强度的轻度减弱，说明胚胎脑细胞的生长增殖

仅受到了轻度的抑制作用 (图 5G–L)。 

 
 

图 4  二维与三维体系中的细胞生长曲线 
Fig. 4  The cell growth curves in 2D and 3D systems. 
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图 5  两种农药对水凝胶微粒体系中细胞核荧光的影响 (72 h) 
Fig. 5  Effects of two pesticides on nuclei fluorescent in hydrogel microparticle system (72 h). (A) 0 μmol/L-CPF. (B)     
10 μmol/L-CPF. (C) 30 μmol/L-CPF. (D) 50 μmol/L-CPF. (E) 100 μmol/L-CPF. (F) 200 μmol/L-CPF. (G) 0 μmol/L-IMI. 
(H) 10 μmol/L-IMI. (I) 30 μmol/L-IMI. (J) 50 μmol/L-IMI. (K) 100 μmol/L-IMI. (L) 200 μmol/L-IMI. 
 

采用 WST-8 法对农药作用下胚胎脑细胞的生

长增殖状态进行定量分析，农药暴露 72 h 后，CPF

对细胞增殖呈现明显的抑制作用，10、30、50、

100、200 μmol/L CPF 组的细胞活力分别下降至对

照组 (0 μmol/L) 的 85%、61%、53.9%、42%、

19%，毒性作用呈现明显的量效关系 (图 6A)。而

IMI 对胚胎脑细胞生长增殖的抑制作用较为和

缓，相同剂量处理后的细胞活力下降为对照组  

(0 μmol/L) 的 91%、86%、82%、78%、73%，明

显弱于 CPF 的毒性作用 (图 6B)。 

2.4  两种农药对细胞酶代谢的影响 

进一步检测农药对细胞酶代谢的影响，作为

神经毒性杀虫剂的经典靶标，乙酰胆碱酯酶活力

抑制是农药毒性评价的重要指标[19]。以 0、10、

30、50、100、200 μmol/L CPF 孵育水凝胶胚胎脑

细胞微粒，24 h 后 AChE 活力分别降至对照组   

(0 μmol/L) 的 92%、79%、63%、56%、36% (图 7A)，

而采用同样剂量的 IMI 暴露，24 h 后 AChE 活力

分别降至对照组 (0 μmol/L) 的 90%、83%、74%、

69%、67% (图 7B)。两种农药都表现出了量效对

应的 AChE 活力抑制，相对来说，CPF 的酶抑制

毒性比较明显，而 IMI 的酶抑制毒性比较和缓。 

LDH 释放是细胞毒性的另一个常用指标，当

细胞损伤坏死时，细胞内的 LDH 释放到细胞外，

造成培养液中 LDH 活性增高[20]。如图 7C 所示，

以 0、10、30、50、100、200 μmol/L CPF 孵育水
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凝胶细胞颗粒 24 h，培养液中的 LDH 相对释放量

较对照组分别增加 4%、6%、10%、14%和 23%，

其中，10、30 μmol/L 组与对照组相比差异具有显

著意义 (P<0.05)，而 50、100、200 μmol/L 处理

组差异具有非常显著意义 (P<0.01)。在同样剂量

的 IMI 暴露下，LDH 相对释放量较对照组分别增

加 3%、3%、5%、6%、9%，其毒性作用不如 CPF

明显 (图 7D)。 

 

 
 

图 6  两种农药对水凝胶微粒体系中胚胎脑细胞增殖的影响 (72 h) 
Fig. 6  Effects of two pesticides on proliferation of embryonic brain cells in hydrogel microparticle system (72 h). (A) 
CPF. (B) IMI.   
 

 
 
图 7  两种农药对水凝胶微粒体系代谢酶活性的影响 (24 h) 
Fig. 7  Effects of two pesticides on metabolic enzymes activity in hydrogel microparticle system (24 h). (A) AChE-CPF. 
(B) AChE-IMI. (C) LDH release-CPF. (D) LDH release-IMI. 
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3  讨论 

本文研制了一种新型的三维脑细胞芯片。首

先使用 AutoCAD 软件和 3D 打印技术设计制备出

细胞微粒模具和多孔滤网，然后用细胞微粒模具

制备出三维水凝胶脑细胞微粒，将细胞微粒放入

多孔滤网，再装载到 96 孔细胞培养板，加入培养

液或含不同浓度农药的孵育液，脑神经细胞在三维

水凝胶体系中生长。培养结束后移去滤网，就可

以将细胞与培养液分离，从移去细胞的 96 孔培养

板中吸取培养液，或向培养液中加入检测试剂，

可以方便地进行细胞生长增殖以及代谢的检测。 

在本文研制的芯片体系中，海藻酸钠水凝胶

构成了脑神经细胞生长增殖的友好环境，促进了

神经细胞的良好生长，因而，水凝胶构成的 3D 体

系中细胞能够较为持久地保持生长增殖状态[21]。

另一方面，与常规细胞培养中的平面生长相比，

三维生长的细胞水凝胶颗粒更加接近体内组织结

构，在疾病机制和药理毒理研究中能更逼真地反

映体内的代谢变化[22]。而多孔滤网的设计为细胞

与培养液的快速分离提供了极大的方便，有利于

开展高通量检测。 

应用该芯片进行 CPF 和 IMI 两种农药的神经

毒性检测，发现均能抑制胚胎脑细胞的生长增殖，

在 10、30、50、100、200 μmol/L 浓度下，胚胎脑

细胞的细胞活力和细胞核荧光强度随药物浓度的

增加而逐渐减弱，CPF 的毒性作用明显强于 IMI。

对农药神经毒特异性靶标 AChE 活力的检测结果

表明，CPF 对 AChE 活力具有明显的抑制作用，可

造成重度酶活力抑制 (36%活力，200 μmol/L 浓

度)，而 IMI 仅造成了轻中度的酶活力抑制 (67%，

200 μmol/L 浓度)。进一步对细胞损伤标志 LDH

释放的检测结果表明，CPF 和 IMI 都能损伤细胞，

造成培养液中 LDH 外溢，这种毒性作用呈现量效

关系，在 50–200 μmol/L 浓度表现明显，CPF 造

成的毒性作用是 IMI 的 2.0–2.5 倍。 

本文研制的新型三维脑细胞芯片可用于脑疾

病机制以及神经毒理药理研究，其使用方便，检

测快速，细胞呈三维生长，更能体现组织中复杂

的细胞间相互作用。 
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