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(57)摘要

本发明公开一种生理环境下细胞密度的测

算方法，采用全息光镊技术操控细胞，微流控系

统保证液体电介质的电导率和介电常数适合细

胞生理环境下的培养液的电导率和介电常数的

要求，实现了生理环境下活体单细胞的质量和密

度测算。通过全息光镊技术操控细胞旋转，利用

显微视觉方法获取细胞的三个轴向的半径，实现

细胞体积估算，因此对细胞受到的粘滞阻力的测

算更精确，提高了细胞密度测算的精度。全息光

镊配合微流控芯片设计可以实现高通量多细胞

密度同时并行测量，提高了测量效率。
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1.一种生理环境下细胞密度测算方法，其特征在于，包括步骤：

将微流控芯片放置到全息光镊系统的显微镜载物台上，并将含有待测细胞的培养液注

入到所述微流控芯片中；

调制所述全息光镊系统的入射光线，通过透镜聚焦使所述入射光线通过显微物镜在所

述微流控芯片上形成光阱；

通过对所述光阱进行微操纵，控制待测细胞的旋转，获取所述待测细胞的半径，计算出

所述待测细胞的体积；

通过调整光阱在竖直的z方向的位置，实现对细胞在竖直方向上的控制，将待测细胞从

微流控芯片的流体下层推到上层；

去掉所述光阱，根据所述待测细胞在所述培养液中的下沉速度以及所述体积，测算出

所述待测细胞的密度；

去 掉光阱后，所述待测细胞在细胞培养液中下沉的受力用如下公式描述:

其中，u是待测细胞下沉速度，Fgravity表示细胞所受到的重力,Fbouyancy表示细胞受到的

浮力,Fviscosity表示细胞受到的粘滞阻力；

所述待测细胞密度测算公式如下:

其中， ρMedium是待测细胞培养液的密度，V是待测

细胞的体积，uT是待测细胞匀速下落时的速度，K是斯托克斯粘滞阻力公式的修正系数。

2.根据权利要求1所述的生理环境下细胞密度测算方法，其特征在于，所述步骤调制所

述全息光镊系统的入射光线，使所述光线通过显微物镜在所述微流控芯片上形成光阱具体

包括：

调制所述入射光线的相位，使所述光线通过显微物镜在所述微流控芯片上形成光阱，

所述入射光线为激光。

3.根据权利要求1所述的生理环境下细胞密度测算方法，其特征在于，所述光阱包括单

个点光阱或由多个点光阱形成的阵列。

4.根据权利要求1所述的生理环境下细胞密度测算方法，其特征在于，所述步骤通过对

所述光阱进行微操纵，控制待测细胞的旋转，获取所述待测细胞的半径，计算出所述待测细

胞的体积，具体包括：

通过在水平方向移动所述光阱对所述待测细胞进行捕获；

操纵所述光阱，使捕获到的待测细胞旋转并结合显微视觉，获取所述待测细胞的半径，

计算出所述待测细胞的体积。

5.根据权利要求4所述的生理环境下细胞密度测算方法，其特征在于，所述待测细胞的

半径为空间三个轴向的半径。
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一种生理环境下细胞密度测算方法

技术领域

[0001] 本发明涉及细胞量化分析领域，尤其涉及一种生理环境下细胞密度测算方法。

背景技术

[0002] 现有技术中，细胞量化分析主要是以下几种方法：

[0003] 1、悬浮微通道谐振(suspended  microchannel  resonator,SMR)是将微流体通道

集成到微悬臂谐振器内部，当细胞经过微流体通道，其质量会改变悬臂的振动频率，通过测

量悬臂振动频率变化可获得单个细胞的质量。称重细胞的方式有两种，一种是使用压电晶

体的强烈激励以大幅度振荡SMR，使SMR内的颗粒产生明显的离心力。当离心力克服粘滞阻

力时，颗粒可以被捕获在SMR的U形转弯附近；另一种是减小驱动振幅来减小惯性力，在粒子

连续流过SMR时称重。

[0004] 2、空间光干涉显微技术(spatial  light  interference  microscopy,SLIM)是一

种高灵敏度的定量相位成像技术，结合了Zernike的相差显微技术和Gabor的全息技术，可

快速地产生无斑点高精度的定量相位图像，再利用活细胞积累的光学相移与细胞的干质量

成线性比例关系，可准确地测量细胞的干质量。

[0005] 3、基座共振传感(pedestal  resonant  sensor,PRS)的测量原理与SMR类似，是通

过估计传感器在空载和载荷时的谐振频率偏移来测量细胞的质量。不同的是，基座共振传

感器采用由四个弹簧悬挂的矩形平台组成的结构，大大缓解了SMR这类基于悬臂结构而导

致的质量灵敏度不均匀的问题，但同时由于振动基座在流体中的阻尼较高，导致了传感器

的灵敏度远低于悬浮微通道谐振方法。

[0006] 4、基于光诱导介电泳方法(Optically  Induced  Electrokinetics，OEK)是在光诱

导介电泳平台上通过测算细胞在液体中的动力学特性估算细胞的质量。

[0007] 但上述方法存在如下不足之处：

[0008] 悬浮微通道谐振：由于制造工艺复杂且细胞必须被捕获并通过谐振器，该项技术

不太适用于需要同时测量多个细胞质量的情况。

[0009] 空间光干涉显微技术：该方法对细胞的干质量直接测量，受限于其复杂的映射过

程，不能对细胞在正常生理环境下的质量进行测量。

[0010] 基座共振传感方法：制造工艺复杂，不能同时测量多个细胞质量，测量效率较低。

[0011] 基于光诱导介电泳方法：由于光诱导介电泳对液体电介质的电导率和介电常数要

求较敏感，而细胞生理环境下的培养液的电导率和介电常数不能满足光诱导介电泳的要

求，因此，基于光诱导介电泳方法无法实现生理环境下活体单细胞的质量和密度测算。

[0012] 因此，现有技术还有待于改进和发展。

发明内容

[0013] 鉴于上述现有技术的不足，本发明的目的在于提供一种生理环境下细胞密度测算

方法，旨在解决现有细胞量化分析方法成本高、操作复杂、不能在正常生理环境下对细胞进
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行密度测算的问题。

[0014] 本发明的技术方案如下：

[0015] 一种生理环境下细胞密度测算方法，其中，包括步骤：

[0016] 将微流控芯片放置到全息光镊系统的显微镜载物台上，并将含有待测细胞的培养

液注入到所述微流控芯片中；

[0017] 调制所述全息光镊系统的入射光线，使所述激光通过显微物镜在所述微流控芯片

上聚焦并形成光阱；

[0018] 通过对所述光阱的激光聚焦在x‑y平面上进行微操纵，控制待测细胞的旋转，获取

所述待测细胞的半径，计算出所述待测细胞的体积；

[0019] 通过调整光阱在竖直的z方向的位置，实现对细胞在竖直方向上的控制，将待测细

胞从微流控芯片的流体下层推到上层；

[0020] 关掉激光源，去掉所述光阱，细胞由于重力的原因而下沉，根据所述待测细胞在所

述培养液中的下沉速度以及所述体积，测算出所述待测细胞的密度。

[0021] 所述的生理环境下细胞密度测算方法，其中，所述步骤调制所述全息光镊系统的

入射光线，使所述激光通过显微物镜在所述微流控芯片上形成光阱具体包括：

[0022] 调制所述入射光线的相位，并通过透镜聚焦使所述激光在所述微流控芯片上形成

光阱。

[0023] 所述的生理环境下细胞密度测算方法，其中，所述步骤通过对所述光阱进行微操

纵，控制待测细胞的旋转，获取所述待测细胞的半径，计算出所述待测细胞的体积，具体包

括：

[0024] 通过在水平方向移动所述光阱对所述待测细胞进行捕获；

[0025] 操纵所述光阱，使捕获到的待测细胞旋转并结合显微视觉，获取所述待测细胞的

半径，计算出所述待测细胞的体积。

[0026] 所述的生理环境下细胞密度测算方法，其中，所述待测细胞的半径为空间三个轴

向的半径。

[0027] 所述的生理环境下细胞密度测算方法，其中，所述光阱包括单个点光阱或由多个

点光阱形成的阵列。

[0028] 所述的生理环境下细胞密度测算方法，其中，去掉光阱后，所述待测细胞在细胞培

养液中下沉的受力用如下公式描述:

[0029]

[0030] 其中，Fgravity表示细胞所受到的重力,Fbouyancy表示细胞受到的浮力,Fviscosity表示

细胞受到的粘滞阻力。

[0031] 所述的生理环境下细胞密度测算方法，其中，所述待测细胞密度测算公式如下:

[0032] 其中， u是待测细胞下沉速度，ρMedium是待

测细胞培养液的密度，V是待测细胞的体积，uT是待测细胞匀速下落时的速度,K是斯托克斯

粘滞阻力公式的修正系数。
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[0033] 有益效果：本发明的生理环境下细胞密度的测算方法，采用全息光镊技术操控细

胞，微流控系统保证液体电介质的电导率和介电常数适合细胞生理环境下的培养液的电导

率和介电常数的要求，实现了生理环境下活体单细胞的质量和密度测算。通过全息光镊技

术操控细胞旋转，利用显微视觉方法获取细胞的三个轴向的半径，实现细胞体积估算，因此

对细胞受到的粘滞阻力的测算更精确，提高了细胞密度测算的精度。

附图说明

[0034] 图1为本发明一种生理环境下细胞密度测算方法较佳实施例的流程图。

[0035] 图2为本发明中的全息光镊的微流控平台的结构示意图。

[0036] 图3为本发明中通过调整光阱在的z方向的位置，待测细胞在微管道中的移动示意

图。

具体实施方式

[0037] 本发明提供一种生理环境下细胞密度测算方法，为使本发明的目的、技术方案及

效果更加清楚、明确，以下对本发明进一步详细说明。应当理解，此处所描述的具体实施例

仅仅用以解释本发明，并不用于限定本发明。

[0038] 请参阅图1，图1为本发明一种生理环境下细胞密度测算方法较佳实施例的流程

图，如图所示，其包括步骤：

[0039] S100、将微流控芯片放置到全息光镊系统的显微镜载物台上，并将含有待测细胞

的培养液注入到所述微流控芯片中；

[0040] S200、调制所述全息光镊系统的入射光线，通过透镜聚焦使所述激光通过显微物

镜在所述微流控芯片上形成光阱；

[0041] 具体而言，调制所述入射光线的相位，使所述光线通过显微物镜在所述微流控芯

片上形成光阱，所述入射光线为激光。通过调整入射光相位，不仅可以产生任意排列分布的

点光阱大阵列来同时捕获多个微粒，而且可通过计算机编程独立控制其中的每一个光阱，

实现复杂的动态操纵。

[0042] S300、通过对所述光斑进行微操纵，控制待测细胞的旋转，获取所述待测细胞的半

径，计算出所述待测细胞的体积；

[0043] 具体而言，通过对所述光阱在x‑y平面上进行微操纵，对所述待测细胞进行捕获；

操纵所述光阱，使捕获到的待测细胞旋转并结合显微视觉，获取所述待测细胞的半径，计算

出所述待测细胞的体积。

[0044] S400、通过调整光阱在竖直的z方向的位置，实现对细胞在竖直方向上的控制，将

待测细胞从微流控芯片的流体下层推到上层；

[0045] 具体而言，如图3所示，通过调整激光焦点在竖直的z方向的位置，实现对细胞在竖

直方向上的控制：将激光焦点向上移动，控制待测细胞由微流控芯片的底层上升到培养液

的上层；

[0046] S500、去掉所述光阱，根据所述待测细胞在所述培养液中的下沉速度以及所述体

积，测算出所述待测细胞的密度。

[0047] 具体而言，关掉激光源，去掉所述光阱，细胞由于重力的原因而下沉，根据所述待
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测细胞在所述培养液中的下沉速度以及所述体积，测算出所述待测细胞的密度。

[0048] 本发明所提供的在生理环境下细胞密度测算方法，依据平行激光通过显微物镜聚

焦后会得到一个微纳米尺度的光阱，并产生电场，由于电场强度的梯度变化，相对于电介质

微粒/细胞，强聚焦光阱形成三维光学势阱，细胞会被束缚在其势能最低处。通过对光阱进

行微操控，例如在平面方向上移动光阱，则光阱中的细胞会随着光阱的移动而移动，实现对

细胞的捕获。同理可以控制细胞的旋转，同时结合显微视觉即可获取细胞在空间三个轴向

的半径，从而使细胞的体积计算更加的精确。

[0049] 现结合图2对上述方法进行解释说明，如图2所示，全息光镊的微流控平台包括：微

动平台，光学显微镜、摄像机、激光光源、空间光调制器(SLM)以及主机系统。所述主机系统

包括：图像采集模块、显微视觉算法处理模块、微动平台控制模块、全息图像生成模块、细胞

密度估算模块以及显示输出模块。所述图像采集模块用来采集光学显微镜的图像，并交由

显微视觉算法处理模块来进行处理并通过显示输出模块来显示，所述显微视觉算法处理模

块还向微动平台控制模块、全息图像生成模块、细胞密度估算模块发出信号用来控制其工

作。所述微动平台控制模块连接微动平台控制其工作。所述微动平台包括微流控芯片，含待

测细胞的培养液位于所述微流控芯片中。所述激光光源产生的激光束通过SLM进行相位调

制后经过显微物镜聚焦后在微流控芯片上形成光斑，对微流控芯片内的待测细胞进行照

射。

[0050] 可通过调制入射光(激光源发出的平行激光)的相位获得聚焦在微流控芯片形成

光阱的任意强度图像，同时产生电场，由于电场强度的梯度变化，相对于电介质微粒/细胞，

聚焦光阱形成三维光学势阱，细胞会被束缚在其势能最低处。由激光束聚焦形成的光阱相

对于细胞就是一个可以捕获和操控的光阱，如果在水平平面上移动聚焦光阱，细胞就会跟

着光阱在平面上移动，并实现对细胞的捕获、移动和旋转等微操纵。

[0051] 在所述步骤S300中，通过控制细胞的旋转，结合显微视觉，获取待测细胞的空间三

个轴向的半径a，b，c，从而更准确的计算细胞的体积

[0052] 下面介绍下，如何实现由操纵光阱来实现对在生理环境下细胞密度的准确测算。

[0053] 在全息光镊系统中通过调整激光焦点在竖直的z方向的位置，实现对细胞在竖直

方向上的控制，将细胞从微流控芯片的流体下层推到上层，当去掉光镊产生的光阱，细胞周

围的电场就会撤销，细胞由于重力的作用，细胞会竖直下沉，直至最后停在下方的流控芯片

基底上。

[0054] 细胞在介质(培养液)中下沉的受力用公式描述如下：

[0055]

[0056] 其中Fgravity表示细胞所受到的重力,Fbouyancy表示细胞受到的浮力,Fviscosity表示细

胞受到的粘滞阻力。

[0057] 对公式(1)进行推导变形，可表示为：

[0058]
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[0059] 其中， u是细胞下沉速度，ρMedium是细胞培养液介质的密度,K是斯托克

斯粘滞阻力公式的修正系数。

[0060] 由于斯托克斯粘滞阻力公式的适用条件是物体相对于流体的速度小时无紊流状

态，但是在我们的实验中微流控芯片的微管道相对于细胞体积不足以使得细胞的运动忽略

其产生的紊流，因此，需要针对微流控芯片的状况加入修正系数K。K可以通过测算标准的已

知半径的微球在确定的微流控芯片中的运动进行标定以确定修正参数K。

[0061] 由于细胞下沉速度越大，所受到的粘滞阻力越大，当速度达到uT时便匀速下落，处

于平衡状态，此时小球所受合力为零。细胞的体积可以通过显微视觉方法估算，细胞的粘滞

阻力通过斯托克斯粘滞阻力公式计算。因此，细胞的密度公式如下，

[0062]

[0063] 所述公式(3)中，uT可通过显微视觉计算细胞下沉的速度，细胞体积V以及r均可精

确的估算出，因此，所得到的细胞密度是精确的。

[0064] 综上所述，本发明的在生理环境下细胞密度的测算方法，采用全息光镊技术操控

细胞，微流控系统保证液体电介质的电导率和介电常数适合细胞生理环境下的培养液的电

导率和介电常数的要求，实现了生理环境下活体单细胞的质量和密度测算。通过全息光镊

技术操控细胞旋转，利用显微视觉方法获取细胞的三个轴向的半径，实现细胞体积估算，因

此对细胞受到的粘滞阻力的测算更精确，提高了细胞密度测算的精度。全息光镊配合微流

控芯片设计可以实现高通量多细胞密度同时并行测量，提高了测量效率。

[0065] 应当理解的是，本发明的应用不限于上述的举例，对本领域普通技术人员来说，可

以根据上述说明加以改进或变换，所有这些改进和变换都应属于本发明所附权利要求的保

护范围。
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