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超声聚焦微喷制备脂质体微阵列研究
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　　【摘要】　设计了基于超声换能器和球面声透镜的超声聚焦微喷头及向下隔离喷射机构，实现了无喷嘴、无堵

塞、非接触、低消耗、高精度的微阵列制备。为验证其生物相容性，以载有 Ｆ０Ｆ１ ＡＴＰ酶的分子马达脂质体为对象，

制备出了形状规则、定位准确的脂质体微阵列，并对其 ＡＴＰ水解活性和合成活性进行了检测。实验结果表明，所制

备的微阵列生物芯片在相关光化学刺激下具有良好的 ＡＴＰ水解与合成活性，从而证实该方法在微阵列生物芯片制

备过程中能够较好地保持样品的生物活性。
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　　引言

脂质体是由磷脂双层构成的脂质微囊，由于其

在结构和性能上接近天然生物膜，因而对绑定和检

测各类功能蛋白具有独特能力。将脂质体搭载功能

蛋白并实现阵列化和器件化，可制造生物传感器，广



泛用于生化检测、疾病诊断、基因筛选以及药物筛选

等方面
［１］
。高生物活性、高精度、高通量、低成本是

脂质体阵列化的重要指标
［２］
。目前所采用的阵列

化方法多为接触式点样
［３］
、接触式喷样

［４］
以及以光

刻和印章为代表的半导体方法
［５～６］

等，但存在生物

活性不易保持、易堵塞、试剂用量大等不足。

超声聚焦微喷是一种无喷嘴、无堵塞、非接触、

不易破坏生物样品、低样品消耗的先进喷射方

式
［７］
，适用于要求操作过程温和、节约用量的生物

微阵列的制作。本文以载有 Ｆ０Ｆ１ ＡＴＰ酶的分子

马达脂质体
［８］
为超声聚焦微喷的实施对象，研究并

分析其阵列化工艺性能。

１　超声聚焦微喷系统设计

１．１　超声聚焦微喷头及向下隔离喷射设计
超声聚焦微喷头是超声聚焦微喷系统的核心工

作部件，在结构上主要由超声换能器、球面声透镜以

及必要的声学阻抗匹配材料和电学阻抗匹配电路构

成。其工作原理是：借助球面声透镜将脉冲调制的

高频超声波聚焦到自由液面上，在局部范围内形成

很高的声压来克服液体表面张力，从而形成微小的

液滴并喷射出去，且以该方式喷射出来的液滴直径

完全由超声波频率和液体的声学性能决定。本研究

设计的超声聚焦微喷头如图 １所示，所用压电陶瓷
片（汕头超声研究所）谐振频率２０ＭＨｚ，直径 ５ｍｍ，
所用球面声透镜球面半径３ｍｍ。经验证，该微喷头
具有良好的微喷能力

［７］
。

图 １　实验用超声聚焦微喷头

Ｆｉｇ．１　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｕｓｅｄｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｆｏｃｕｓｉｎｇｍｉｃｒｏｊｅｔｈｅａｄ
　
为提高微阵列中各喷点的定位精度，提高阵列

密度，同时有效减少昂贵的生物试剂用量，本研究提

出了向下隔离喷射的工作方式，如图 ２所示。一方
面，在微喷头下方搭建锥形（容积约 ００５ｃｍ３，底面
直径为２ｍｍ）贯通式试剂小池，并通过流道注入所
喷射生物试剂，借助液体的表面张力使其形成自由

液面而不致下漏；另一方面，在待喷射试剂与换能器

间用透明塑料薄膜隔离，利用水作耦合液传递声波。

超声聚焦微喷头及向下隔离喷射机构在微动台上的

安装位置如图３所示。

图 ２　向下隔离喷射工作原理图

Ｆｉｇ．２　Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｄｏｗｎｗａｒｄｉｓｏｌａｔｅｄｊｅｔｔｉｎｇ
１．脉冲调制射频信号　２．信号源　３．超声换能器　４．球面声透

镜　５．耦合液　６．试剂池　７．基片
　

图 ３　微喷头及隔离喷射机构安装图
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ｄｏｗｎｗａｒｄｉｓｏｌａｔｅｄｊｅｔｔｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍ
　
与向上喷射方式相比，向下隔离喷射有以下优

势：①所喷射液滴以加速“坠落”方式到达基片形成
喷点，其定位精度将得到有效提高。②由于喷射液
滴所需动能的降低，所需脉冲宽度也将减少，而脉宽

的减小使得液滴（喷点）直径也相应减小，其结果是

除生物试剂减少消耗外，微阵列上喷点的密度进一

步提高，这有利于制备高通量的生物芯片。

与现有微阵列生物芯片制备方法相比，超声聚

焦微喷有以下优势：①微喷头不与待喷生物试剂发
生直接接触，从而有效避免对其生物活性的损害。

②由于液面与透镜间的空间必须用液体占据，而以
纯水作耦合液取代生物试剂填充该空间，必然有效

降低生物试剂用量，进一步降低生物芯片的制作成

本。③无喷嘴的喷射方式避免了喷头被生物试剂堵
塞现象的发生。

１．２　超声聚焦微喷系统构成
超声聚焦微喷系统主要由环境控制模块、运动

控制模块、信号控制模块以及阵列微喷模块 ４部分
组成，如图４所示。所用主要仪器及参数如下：①洁
净度为１００级，温度、湿度视生物活性保持的需要可
调。②微动台：德国 ＰＩ公司 Ｃ ８４４型直流电动机
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微动台，其最小增量位移精度 ０１μｍ，全程位移精
度１μｍ，最高速度 ５ｃｍ／ｓ，最大行程 １０２ｍｍ。③脉
冲信号发生器：南通南锋 ＮＦ１５１１Ａ，脉宽在 ０～
１００μｓ连续可调。④频率控制器：辽宁奥创 ＲＦ
６００，频率 ０～５０Ｈｚ。⑤频率合成器：德国哈迈
ＨＭ８１３４，调制模式为 ＧＡＴＥ模式。

图 ４　超声聚焦微喷系统组成
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２　 脂质体阵列超声聚焦微喷实验

２．１　脂质体微喷工作液制取
所用脂质体微喷工作液是载有 Ｆ０Ｆ１ ＡＴＰ酶

的脂质体（合酶载色体），该脂质体是一种分子马达

脂质体。其制取过程是
［９］
：①对工程化嗜盐菌株

（Ｒｈｏｄｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍｒｕｂｒｕｍ）细胞采用超声破碎法提取
出脂质体。②将所得脂质体进行光敏生物素修饰
后，再进行 ｐＨ敏荧光探针（Ｆ１３００，上海中科）标记
处理。③将荧光标记后的脂质体注入 ｐＨ值 ８．０的
三甲基甘氨酸（Ｔｒｉｃｉｎｅ，ＡｍｒｅｓｃｏＩｎｃ．）生物缓冲液并
在４℃下避光保存即得到实验用微喷工作液。
２．２　超声聚焦微喷实验

清洗向下隔离喷射机构内试剂池液室，避光加

入微喷工作液。采用试喷法确定超声聚焦微喷头处

于可喷射状态，方法如下：设置频率控制器发出频率

为５０Ｈｚ、幅值为２ＶＲＭＳ的连续信号输入到脉冲信
号源中，产生宽度为 ２０μｓ、幅值为 ５Ｖ的脉冲对频
率合成器输出的２０ＭＨｚ信号进行脉冲调制；脉冲调
制信号经功率放大后输入给超声聚焦换能器，由此

产生频率为２０ＭＨｚ、持续２０μｓ的声脉冲；利用微量
注射器调整工作液液面，当其位于超声聚焦换能器

焦点区域时便可形成５０Ｈｚ的连续喷射。
采用活化处理后的 Ｐｏｌｙ Ｌ Ｌｙｓｉｎｅ载玻片

（ＣｏｒｎｉｎｇＩｎｃ．）作为固定脂质体微阵列的基片，并将
其装夹在微动台上。将微喷系统的喷射频率控制由

频率控制器切换到工控机，发出移动指令使微动台

按加速—保持—减速的步骤开始运动，加速度最大

脉冲频率值１００００ｃｍ／ｓ２。为确保微动台移动到位
并达稳定状态，运动指令发出后，计算机等待 ２ｓ后
再发出喷射指令。指令发出后，便在液面形成单个

喷射。设定微阵列行间距和列间距均为 １２０μｍ。
经由以上步骤，即可制得脂质体微阵列芯片。

图５所示为采用 ＢＫ ＦＬ型荧光显微镜（重庆
奥特）采集的脂质体微阵列荧光显微照片。可以看

出，采用超声聚焦微喷方法制备的脂质体微阵列较

为规整，行与列排列整齐，喷点呈均匀的圆形；尽管

该脂质体微喷工作液在活化处理后基片上的浸润性

较强，铺展面积较大，但喷点独立性较好，彼此间无

交叉重叠现象。

图 ５　脂质体微阵列的荧光显微照片（１０×２５）

Ｆｉｇ．５　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｏｆｔｈｅｌｉｐｏｓｏｍｅ

ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ（１０×２５）
　

３　结果及分析

以生物活性保持作为检验超声聚焦微喷制备生

物微阵列芯片性能的重要指标。针对微喷对象

Ｆ０Ｆ１ ＡＴＰ合酶载色体，主要包括 ＡＴＰ水解活性检
测和 ＡＴＰ合成活性检测，其所依据的检测原理
是

［１］
：Ｆ０Ｆ１ ＡＴＰ合酶载色体作为自然界天然存在

的一类分子马达，具有典型的脂质体双层膜结构特

征和光生物化学反应功能，其在光照刺激下能够发

生光合磷酸化反应产生 ＡＴＰ（三磷酸腺苷，酸性），
而在避光条件下该光合磷酸化反应终止，ＡＴＰ会自
然水解（反应体系酸性降低）。因此，实验中利用对

ｐＨ值变化敏感的荧光探针 Ｆ１３００来探测 Ｆ０Ｆ１
ＡＴＰ合酶载色体在光照与避光条件下的生物活性。
这种荧光探针的亮度随 ｐＨ值升高而增强。

所采用的数据采集方法是：通过荧光显微镜连

接数码相机（ＮｉｋｏｎＣｏｏｌＰｉｘ４５００）拍摄待测微阵列的
荧光亮度随时间变化的序列照片，然后进行图像处

理，分割并提取时间序列照片红通道信息，设定灰度

阈值１０滤掉背景杂波，对分割出的９个中央阵列点
求像素平均灰度。

由于活性检测需在微阵列中进行必要的生化反

应，为此，喷制微阵列前应在避光环境下的基板上粘

贴打有直径为５ｍｍ圆孔的胶带，建立加液小池。
实验在中科院生物物理研究所进行。图６所示

为实验用 Ｆ０Ｆ１ ＡＴＰ合酶载色体的 ＡＴＰ水解活性
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变化曲线。可以看出，避光条件下荧光探针的亮度

随时间逐渐降低，这表示微阵列中脂质体囊泡内侧

的 ｐＨ值发生了由高到低的变化，而避光条件下 ｐＨ
值变化与 ＡＴＰ水解的反应同时发生，从而表明载有
Ｆ０Ｆ１ ＡＴＰ酶的脂质体微阵列具有水解 ＡＴＰ的活
性。

图 ６　实测 ＡＴＰ水解活性变化曲线

Ｆｉｇ．６　ＣｕｒｖｅｓｏｆｔｈｅＡＴＰｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓａｃｔｉｖｉｔｙ
　
如图 ７所示，将该微阵列在避光、低温、保湿条

件下静置６０ｈ以使 ＡＴＰ发生完全水解，此时观察荧
光亮度，发现荧光强度较高；对其光照 １ｈ后，发现
其荧光亮度大大降低，说明有 ＡＴＰ被合成；再次采
取避光措施后，荧光亮度又明显增强。该曲线表明

微阵列具有合成 ＡＴＰ的活性。
上述生物活性检测实验证实，载有 Ｆ０Ｆ１ ＡＴＰ

酶的脂质体经超声聚焦微喷后在相关光化学刺激下

　　

图 ７　实测 ＡＴＰ合成活性变化曲线

Ｆｉｇ．７　ＣｕｒｖｅｓｏｆｔｈｅＡＴＰｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｃｔｉｖｉｔｙ
　
仍具有良好的水解活性和合成活性，从而证实该方

法在制备脂质体微阵列芯片方面具有可行性。

４　结论

（１）与现有微阵列制备方法相比，超声聚焦微
喷技术借助其超声聚焦微喷头及向下隔离喷射设

计，能够实现无喷嘴、无堵塞、非接触、低消耗的生物

微阵列制备。

（２）Ｆ０Ｆ１ ＡＴＰ合酶载色体生物活性检测结果
表明，采用超声聚焦微喷工艺制备出的脂质体微阵

列芯片在相关光化学刺激下仍具有良好的 ＡＴＰ水
解活性和合成活性，从而证实该方法在微阵列生物

芯片制备过程中具有较好的生物相容性。
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