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摘   要：脓毒症是重症医学中一种常见且致死率高的疾病，是早期过度炎症转变为长期免疫抑制的

过程，在先天免疫细胞中表现为细胞应激性降低，即脂多糖耐受性。现有大多数检测细胞脂多糖耐

受的方法，无法准确识别少量存在的亚群细胞，且面对复杂的细胞体系鉴定能力有限，亟待开发一

种快速、无标记的检测免疫耐受细胞状态的方法。本文应用微流控直流介电泳芯片通过生物物理性

质对炎症细胞、免疫耐受细胞状态进行区分性的表征，并尝试通过改变细胞生物物理性质筛选逆转

免疫耐受的药物。结果表明，三种细胞的生物物理特征值分别为 4.28×108、3.13×108和 4.25×108 V/m2，

即所建立的方法可用于区分 LPS 耐受细胞。本芯片有望应用于医学诊断和药物筛查。 
关键词：免疫耐受；微流控；直流介电泳；药物筛选 
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Abstract: Sepsis is a leading life-threatening problem in intensive care medicine. The recent 
studies have given insights into the transition from inflammation to long-term 
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immunosuppression in sepsis. This condition might cause physiological changes that comprise 
the lipopolysaccharide (LPS) tolerance. Most studies about the LPS tolerance focus on the 
reduced ability of macrophages to secrete pro-inflammatory cytokines. Although this method 
has identified various molecular changes, it remains ambiguous since changes in the whole cell 
population are measured as an average and markers are required for cell recognition. A fast and 
label-free method is in demand to detect cell tolerance and screen therapeutic agents that might 
reverse the process. In this study, direct current insulator-based dielectrophoresis (DC-iDEP) 
was used to characterize the biophysical properties (EKMr) of inflamed cells, LPS-tolerant 
cells, and cells treated with therapeutic agents. The results showed that the EKMr of these cells 
was 4.28×108, 3.13×108, and 4.25×108 V/m2, respectively, suggesting that the established 
method was useful in distinguishing LPS-tolerant cells. The device holds the promise to be 
applied in medical diagnosis and medicine screening. 
Keywords: immune tolerance; microfluidics; direct current insulator-based dielectrophoresis 
(DC-iDEP); medicine screening 

 
脓毒症具有高发病率、高死亡率和治疗耗

时长等特征，涉及复杂的炎症与细胞反应。简

单来说，脓毒症因细胞耐受产生细胞因子风暴，

引 发 器 官 衰 竭 并 导 致 死 亡 [1-2] 。 脂 多 糖

(lipopolysaccharide, LPS)已被广泛用作细胞耐

受实验模型：再次接触脂多糖(LPS)后，免疫细

胞会表现出一种被称为 LPS 耐受的免疫抑制状

态，其特征是促炎细胞因子的产生减少[3]。在

体内，长时间暴露于 LPS 会诱发内毒素耐受。

在此过程中，LPS 信号、表观遗传标记、继发

感染和染色质重塑等因素，都会影响细胞记忆

和 LPS 耐受[2]。 
由于脓毒症患者症状的高度可变性和非特

异性，使得脓毒症的诊断及对其严重程度的评

估变得困难[4]。大多数研究基于促炎细胞因子

的分泌能力的降低来诊断脓毒症，例如，

TNF-α、IL-1β 和 IL-6[5]。虽然这种常用方法已

经可以识别各种相关分子的变化，但只能模糊

地给出整个细胞群的整体或平均信息。而在疾

病早期，少量存在的 LPS 耐受亚群细胞无法被

检测到。即使在此过程中已鉴定出各种信号分

子，也尚未建立反映耐受严重程度的标准信号
[6]。该方法不能针对特定亚群找到药物并以更高

效率治疗免疫耐受。流式细胞术和基因组学等方

法比较准确，但需要标记或损坏细胞，无法进行

进一步表征信息采集[7-8]。脓毒症的早期诊断和

严重程度预测至关重要，对指导药物治疗具有

重大意义(图 1)。 
微流控直流介电泳(direct current insulator- 

based dielectrophoresis, DC-iDEP)芯片已应用于

哺乳动物细胞、细菌、病毒、蛋白质、细胞器、

纳米粒子等的识别和表征(图 2)[9-11]。前期的研

究工作表明，它在免疫细胞炎症、细胞吞噬活性、

神经干祖细胞分化药物检测方面有广泛应用[12-14]。

基 于 当 前 技 术 的 局 限 性 ， 本 研 究 引 入 了

DC-iDEP 来开发一种快速、无标记、高分辨率

的方法来检测 LPS 诱导的巨噬细胞耐受性。结

果表明，经首次 LPS 和再次 LPS (耐受)处理的

巨噬细胞生物物理表征值(ratio of EK to DEP 
mobilities, EKMr)，与细胞大小、表面 zeta 电位、

细胞导电率有关)表现出显著性差异，分别为

4.28×108 V/m2和 3.13×108 V/m2。用青蒿琥酯处理 
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图 1  免疫耐受过程示意图(A)及本研究中微流控直流介电泳的检测优势(B)[5-8] 
Figure 1  Flow of the detection technique (A) and advantages comparison with existing methods (B)[5-8]. 
 

 
 

图 2  微流控直流介电泳芯片电场和生物物理性质表征模拟示意图   A：通道电场模拟.B：通道中
2| |E∇


模拟. C：ec通道模拟. D：不同通道宽度处 ec值 

Figure 2  Design of the device and effects simulation of E and ec from the first gate to the last gate. A: 
Simulation of E along the channel. B: Simulation of 2| |E∇


 along the channel. C: Simulation of ec along the 

channel. D: ec value at different width of gates. 
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耐受细胞后，耐受细胞逆转为正常状态，细胞样

本的生物物理特性从 3.13×108 V/m2 增加到

4.25×108 V/m2，与 LPS 直接处理的炎症细胞极

其相似。本研究提供了一种快速、无需标记的

细胞耐受检测方法，在精准药物治疗中具有一

定应用潜力。 

1  材料与方法 
1.1  细胞及试剂 

小鼠 RAW 264.7 (小鼠单核巨噬细胞白血

病细胞 ) 和细胞培养试剂盒购买自普诺塞

(CL-0190)。本研究所用细胞为 11–23 次传

代，细胞培养液由达尔伯克(氏)改良伊格尔培

养 基 (Dulbeccoʼs modified eagleʼs medium, 
DMEM)、 10%胎牛血清 (fetal bovine serum, 
FBS) 和 1% 双 抗 (penicillin-streptomycin 
solution, P/S)组成。细胞培养达到 80%密度

时，将细胞用刮刀收集到离心管中，细胞悬液

以 1 200 r/min 离心 5 min，用于进一步传代和

测试。对于细胞激活样品，按已发表研究工作

中建立好的模型进行给药处理：用 100 ng/mL 
LPS (购自麦克林试剂 )处理细胞获得炎症细

胞；5 ng/mL 的 LPS 处理细胞 2、3、4 h 使得

细胞耐受，再用 100 ng/mL LPS 处理细胞获得耐

受细胞样品；20 μg/mL 青蒿琥酯处理 5 ng/mL 
LPS 耐受细胞，再用 100 ng/mL LPS 处理耐受

细胞获得青蒿琥酯给药的细胞样品[15]。 

1.2  微流控测试方法 
微流控芯片采用软刻蚀法进行合成。入样

口到出样口长度为 2.0 cm，通道区域宽度约为

1 000 μm，高约为 20 μm。按 SYLGARD 184
材料(道康宁)说明书将固化剂与聚二甲基硅氧

烷(polydimethylsiloxane, PDMS)按比例混合，附

在硅晶片模板上，80 ℃固化 1 h。获得的 PDMS
膜与玻璃载片通过等离子体亲水处理，合成微

流控通道进行进一步测试。 
微流控测试中，用由 8.5% (质量体积比)蔗

糖、0.3% (质量体积比)葡萄糖和 0.75% (体积比) 
RPMI-1640 培养基(购自 Basel Media)组成的溶

液洗涤细胞 2 次，最后配成浓度约为 105/mL 的

细胞溶液，引入微流控装置。在芯片两侧加直

流电压约为 90 V。细胞图像和采集数据由 Leica
显微镜(4×或 10×物镜)记录。 

1.3  细胞生物物理性质模拟 
用 COMSOL 软件模拟细胞在微流控芯片

中的生物物理性质模拟 ( 图 2) 。 EKMr 由

COMSOL 模拟通道电场和电场梯度而得到，每

个亚群的 EKMr 表征值取细胞捕获处与前一个

隔栏处
2

2

| |E E
E

∇ ⋅
 

的平均值(详见 2.1 实验原理)。

模拟范围是从第一个隔栏最左侧至最后一个

隔栏最右侧的中轴线。电场 E

如图 2A 所示，

动电迁移率 (μEK)与介电泳迁移率 (μDEP)之比

EKMr 的模拟如图 2C 所示。图 2D 展示了不同

隔栏通道最窄处模拟的生物物理性质 EKMr 的

大小。其特点为随着通道宽度的减小，强度逐

渐增强，根据生物物理性质表征不同细胞。 

2  结果与分析 
2.1  检测装置设计 

该检测装置及设计详见文献[12]。简单来

说，通道由成对的三角形隔栏组成，样品从入

口流向出口，通道宽度为 1 000–25 μm (图 3)。
它在通道中的不同位置产生不同的电场和梯度

电场。当细胞的生物物理特性(μEK/μDEP)大于或

等于相应隔栏处的电场分布时，细胞被捕获。

该特性与电导率、zeta 电位和单个细胞的大小

有关 [16]。ec(
2

2

| |E E
E

∇ ⋅
 

)模拟是从第一个隔栏到

最后一个隔栏，EKMr 值表征为 2.2×108 到 
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图 3  微流控芯片设计及细胞受力示意图   A：微流控直流介电泳芯片捕获及示意图. B：细胞流动方

向. C：细胞受力示意图. D：炎症细胞捕获示意图. E：耐受细胞捕获示意图. 图中 EK 为动电力，DEP
为介电泳力 
Figure 3  Design of the device and effects in the channel. A: Capture of a cell in the channel. B: Cell flow in 
the channel. C: Forces exerted on a cell. Bottom: The channel inlet and outlet connected to the direct current 
supply. D: Capture of inflamed cells. E: Capture of tolerant cells. EK represents electrokinetic force and DEP 
is dielectrophoretic force. 

 
18.2×108V/m2 (图 2)。当细胞 EKMr≤ec时，单细

胞被捕获，以此现象表征细胞生物物理性质。

在 90 V 下，每个亚群表征的范围都基于它通过的

最后一个隔栏和它被捕获的隔栏的 ec平均值[17]。

图 2A 和 2B 显示了通道中电场和 2| |E∇ 的分

布。图 2C 描述了沿通道中心线的 ec来进行模

拟。它在隔栏前显示正最大值，在隔栏后显示

负最大值，细胞受到负介电泳力。ec 和隔栏宽

度之间的关系如图 2 所示。随着从第一个隔栏

到最后一个隔栏的最大宽度减小，相应的捕获

EKMr 值增加。 
2.2  炎症、耐受、逆转耐受样品的表征 

将炎症、耐受和青蒿琥酯治疗耐受状态的

细 胞 样 品 分 别 引 入 微 流 控 装 置 中 进 行 
表征。用 LPS 处理后，巨噬细胞表现出炎症症

状，即释放更多趋化因子和细胞因子(TNF-α、

IL-6)。LPS 处理样品的生物物理特性计算值为

2.2×108至 18.2×108 V/m2，细胞整体被分为 9 个

区间，在单细胞水平上具有亚群分辨率(图 4)。
细胞强度计算出的加权平均EKMr为4.28×108 V/m2。

细胞耐受形成后(5 ng/mL)，用相同浓度的 LPS 
(100 ng/mL)再次处理，细胞样本获得的 EKMr
值为 3.13×108 V/m2，该值明显小于炎症细胞。

细胞耐受过程改变了 2 种样品中巨噬细胞的生

物物理性质。有趣的是，用青蒿琥酯治疗后，

用同样量 LPS 处理，可以将耐受性逆转至与相对

正常的炎症细胞类似，群体特征因子增加到

4.25×108 V/m2，与炎症细胞生物物理性质变化

趋势一致。同样，对不同时长 (2、3、4  h )      
5 ng/mL LPS 给药的细胞样品进行了探索。结 
果表明，随着耐受程度增强，EKMr 整体加权

平均值减弱(图 4C)。因此，DC-iDEP 有潜力应
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用于检测细胞耐受状态并评价药物是否可用于

逆转耐受性。 
从亚群角度上看，将 TNF-α 和 IL-6 等常规

检测信号与 EKMr 亚群进行比较及分析，可以

反映细胞随耐受程度改变的趋势(图 5)。本研

究将 LPS 处理的耐受细胞和青蒿琥酯处理的耐

受细胞之间的生物物理性质与传统方法采用的

细胞因子信号进行了比较[15]。正常细胞和耐受

细胞的生物物理分布可以根据强度差异分为两

组亚群。小于 3.8×108 V/m2 (前 4 个区间)的耐

受细胞亚群比 LPS 处理的细胞信号强度更大，

分别为 77.9%和 59.0%。在这个界限区间之外，

大于 3.8×108 V/m2且小于 18.2×108 V/m2的 LPS 处

理细胞的另一个亚群的细胞信号强度 
 

 
 

图 4  微流控中细胞生物物理性质表征   A：炎症细胞、免疫耐受细胞、青蒿琥酯处理过的样品生物

物理性质表征. B：整体分布对比图. C：EKMr 随耐受细胞给药时间和程度变化趋势 
Figure 4  Biophysical behaviors of cells in microfluidic devices. A: Biophysical property distributions of 
inflamed, tolerant, artesunate treated cells. B: comparisons of LPS treated cells, LPS tolerance cells, 
artesunate treated reverse tolerance cells. C: The weighted average EKMr changes with the treatment time of 
5 ng/mL LPS. 

 

 
 

图 5  微流控芯片检测亚群信号与传统方法信号对比与验证[15].   A：亚群信号与细胞因子强度趋势对

比. 蓝色和橘色为化学因子信号，绿色为生物物理性质信号. B：Spearman’s correlation 相关性分析验证 
Figure 5  Comparison of traditional tolerance measurements and DC-iDEP detected EKMr of 
subpopulations[15]. A: Blue and orange bars are cytokines/chemokines while green bars are EKMr values 
detected. B: Spearman’s correlation analysis for method authentication. 
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低于耐受细胞。将 TNF-α 和 IL-6 水平的强度变

化与细胞在 3.8×108 V/m2和 18.2×108 V/m2之间的

强度进行了对比，炎症细胞、耐受细胞在该区间

强度与细胞因子显示出的趋势相一致，表现出细

胞信号强度降低。而青蒿琥酯处理过的样品强度

介于两者之间，具有恢复作用，与微流控芯片检

测结果一致，表明 EKMr 可以反映 LPS 诱导的

细胞耐受状态并有望应用于抗耐受药物的快速

分辨。 

3  讨论 
现有许多研究是围绕逆转脂多糖诱导的耐

受性的药物进行的，以探究脓毒症的潜在治疗

方法。例如，白藜芦醇被发现可用于治疗脓毒

症，因为它对具有 TNF-mRNA 表达的人单核 
细胞 THP-1 有逆转作用[18]；熊果酸和泊莫酸可

用于调节 LPS 2 次模拟后的过度免疫激活和广

泛免疫抑制[19]；还有研究发现卡介苗细胞裂解物

可以逆转 LPS 诱导的耐受过程等等[20]。这些工作

初步探索了可以逆转的免疫耐受的药物，对脓

毒症的治疗有着重要推进作用。 
LPS 耐受过程中的生物物理变化阐明了为

何炎症巨噬细胞、LPS 耐受巨噬细胞和药物处

理的耐受细胞样品(图 5)可以用 DC-iDEP 方式

进行细胞状态识别和区分。之前的研究结果表

明 LPS 诱导的耐受巨噬细胞中绝大多数的基因

表达被消除，单个基因的耐受诱导程度不同，

一小部分基因在 LPS 耐受过程中不起作用[6]。

相关文献也深入讨论了青蒿琥酯给药前后细胞

因子的信号强度变化，测量了包括 TNF-α、
IL-6 等细胞因子在内的生化指标水平，也详细阐

明了相关药物的药理学作用[15]。青蒿琥酯逆转

机 制 是 通 过 ULK1 调 节 的 自 噬 作 用 干 预

CaMKII-IP3R-CaMKKβ 通路，青蒿琥酯引起耐

受状态下 p-AMPK α，p-mTOR，GAPDH，LC3-I

和 LC3-II 等蛋白的改变，从而逆转耐受[17]。由

于这些蛋白在耐受过程中的改变，进而影响细

胞导电率、zeta 电位等生物物理性质，使得微

流控直流介电泳检测耐受状态成为可能。 
首次 LPS (5 ng/mL)处理后细胞因子水平下

降，青蒿琥酯处理后水平恢复，引起了炎症细

胞、耐受细胞、药物处理后的耐受细胞生物物理

性质的不同。将 DC-iDEP 亚群细胞强度与传统细

胞因子水平做了Spearman关系分析，结果表明两

者有高度一致性。因此，DC- iDEP 可应用生物物

理性质检测逆转 LPS 耐受细胞状态和过程，并有

潜力应用于相关药物的开发。 
实验结果表明细胞的生物物理特征在不同

的免疫耐受状态下有所不同，至于是否能够完

全应用于临床诊断或筛选能够逆转耐受药物，

仍需要进一步严谨考量。未来相关工作可以考

虑集中在：(1) 是否同样适用于人源巨噬细胞，

是否能够完全应用于临床诊断和用药指导。  
(2) 基于临床样本及给药，分析临床异质性与

亚群信号之间的联系，利用如 ROC 曲线分析

等方法对比该诊断和其他方法诊断耐受和筛选

药物的特异性和灵敏度。(3) 细胞在哪些其他

状态下会否出现类似耐受变化及如何应用检测

信号(如包括细胞强度和生物物理性质特征等

亚群信息)建立非耐受状态排除方法。这些工

作将为药物筛选和精准给药方面提供广阔的应

用前景。 

4  结论  
本研究探索了一种检测 LPS 诱导耐受细胞

状态的方法，可以应用于逆转耐受药物的检测

和药效评估。与流式细胞术相比，它无需标

记；现有其他技术相比，具有更高的分辨率，

可以识别细胞亚群。细胞的表征基于单细胞水

平，LPS 处理的巨噬细胞表现出 4.28×108 V/m2
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的生物物理特性。LPS 二次处理巨噬细胞群体值

降至 3.13×108 V/m2。通过可逆转耐受性的药物的

处理，整个细胞样品又增加到 4.25×108 V/m2。结

果表明，DC-iDEP 设备可能用于检测 LPS 诱导

的细胞耐受性，并有望发展成为未来可能的脓

毒症的诊断方法。 
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