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摘要 结合生物物理学与生物化学的微细加工技术已可以获得与生物大分子相近的特征尺寸，推动了微图形化技术在药物筛

选与新药开发、组织工程、疾病诊断等领域的应用．综述了微图形化技术在生物医学领域的发展，讨论了光刻、软光刻、模

板辅助构图、扫描探针加工、喷墨构图、激光诱导图形化等方法，分析了各种方法的优势、局限性与适用范围，指出分辨力

与精度、图形化规模、实验加工条件等是选择不同图形化方法的主要依据．而基于生物物理学和生物化学等对纳米尺度的处

理过程进行定量分析、进一步提高其生物兼容性及材料适应性、发展适合图形化芯片的体内微环境模拟技术等是微图形化技

术进一步发展的方向．
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近年来，生物技术和医疗技术的发展对生化

检测技术提出了更高的要求，面向生化研究的检

测技术和仪器不断出现，其中以基于微系统

(microsystem)技术的生物器件———生物微机电系统

(bio micro electro mechanical systems，BioMEMS)发
展最为快速．相对传统用于疾病诊治的常用技术来

说，生物微机电系统具有高通量、高灵敏性、低成

本及快速性等特点，大大促进了生物医学领域的研

究．现代医学需要在分子水平对生化物质进行研

究，微图形化(micropatterning)技术可以使生物分子
处于所需的形态，固定于生物传感器的特定部位，

以保证特异性生物反应的发生，并能被准确检测，

在近十几年内得到了极大的发展[1-3]．

本文主要关注基于生物物理与生物化学的表面

设计方法，为精确控制生物分子黏附、散布而采用

的工程技术，介绍了在生化物质图形化、生物传感

器方面为解决特定问题而创造的新方法或新工具，

描述了每种技术的概念、基本结构及优劣势．

早期的图形化技术较多为“自上而下”的加工

方法，主要源于微电子领域技术的推进，如光刻法

(photolithography)等，这些技术可以达到 10 nm左
右较高的分辨率，但具有成本高、环境要求高、采

用的有机物质及部分工艺可能改变生物分子原有结

构的缺点．另外一些“自上而下”的图形化技术源

于印刷工业的传统技术，如喷墨构图(jet patterning)
技术，该技术在生命科学领域拥有众多潜在应用，

但目前其分辨率还仅局限于微米量级．后期发展的

表面加工技术则是通过“自下而上”的方法完成

的，如分子自组装(molecular self-assembly)技术，
现已达到 5～50 nm 的表面形态学尺度 [4-5]．实际

上，最新研究中更多的是采用上述两种方式相互

结合的方法，如软光刻(soft lithography)、扫描探
针加工 (scanning-probe lithography)及纳米压印
(nanoimprint lithography)技术等．下面我们将分别
讨论这些方法，并介绍激光诱导图形化 (laser
guided patterning)等最新技术．

1 光刻法

在图形化技术中，光刻法(photolithography)具
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有精度高、重复性好、图形尺寸范围宽(从十几纳
米到几百微米)等优点[6-7]，尤其是光刻法能够精确

对准预制于芯片上的微电极等传感元件，因此非常

适合于集成化生物传感器的制作．利用光刻技术进

行细胞图形化的过程如图 1所示，具体过程可分为
匀胶、前烘、光刻、显影等．此时基片分为裸露的

基底材料及由光刻胶覆盖的基底材料两部分．之

后，可根据研究需要选择两种处理方法：a．涂布
薄层(金属或生物活性分子，如铝、钛、缩氨酸、
蛋白质、聚合物等)，在有机溶剂中(如丙酮等)利用
剥离(lift-off)工艺除去光刻胶及其上的表面修饰材
料，形成图形化的薄层．b．将光刻胶覆盖层作为
掩模进行干法刻蚀，去除匀胶之前沉积在基底上的

金属层，在有机溶剂中利用剥离(lift-off)工艺洗脱
光刻胶，形成图形化的金属薄层．由于表面材料的

不同，生物活性分子将有选择地生长，从而实现图

形化．

Scotchford等[8]用方法 a 实现了在基底上分布
两种金属氧化物的图形化芯片，并证明连接有蛋白

纤维胶原的细胞较易在 TiO2、Nb2O5及 V2O5上生

长．Healy等[9]用同样方法实现了氨基硅烷及烷基

硅烷的图形化分布，并检测到在血清培养下，大鼠

成骨细胞更易在具有氨基硅烷修饰的表面生长．

由于上述方法都没有从本质上避免蛋白质黏

附，所以并不能形成完美的亲细胞 /疏细胞图样对
比[10]，为此，Lussi等[11]发明了一种选择性分子自组

装 图 形 化 方 法 (selective molecular assembly

patterning，SMAP)，利用分子之间的相互作用及协
同效应进行图形化．Zhang等[12]通过 2次甩涂光刻
胶，实现一区域促进细胞生长的同时，另一区域抑

制细胞生长的图形化结果，如图 2所示，当接种神
经细胞时，聚 -L-赖氨酸(poly-L-lysine)促进细胞生
长，而 SU8抑制生长，从而制造出对比明显的图
形化芯片．

但是上述方法的缺陷在于它并不能控制细胞或

蛋白质密度，Falconnet等[13]采用了一种籍由 lift-off
工艺的分子自组装方法，避免生物活性物黏附，实

现细胞图形化．如图 3所示，该方法可以通过调整

Fig. 1 Regular photolithography procedure[4]

图 1 光刻法微图形制备典型流程图[4]

1:光源通过掩膜照射至光刻胶；2:通过显影剂使图样转移至光刻胶

上；3a:涂布表面修饰薄层；4a:剥离(Lift-off)工艺一并去除光刻胶

及其表面修饰薄层，形成图样；3b:刻蚀工艺去除基底上事先沉积

的薄层；4b: Lift-off工艺去除光刻胶并形成促进 /抑制相关生物分

子黏附的图样．

掩模板

基底

刻蚀

Lift-off

涂布
薄层

Lift-off

基底

基底基底

基底基底

显影

曝光1

2

a

3a

4a

3b

4b

b

Fig. 3 Molecular assembly patterning by
lift鄄off with surface density in control[13]

图 3 可调控密度的分子自组装图形化方法[13]

1:通过掩模板对 Nb2O5进行曝光,显影；2:接种密度调节好的功能

PLL-g-PEG基团；3: Lift-off工艺去除 Nb2O5及其表面修饰基团；4:

接种非功能基团形成对比图样．
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Fig援 2 Two鄄time photolithography processes
for micropatterning[12]

图 2 两次甩涂光刻胶进行图形化[12]

1:甩涂 SU8光刻胶; 2:曝光显影; 3:甩涂 SU1818光刻胶; 4:曝光显

影; 5:接种 poly-L-lysine; 6:剥离(Lift-off)工艺一并去除 SU1818 及其

表面修饰的聚 -L-赖氨酸(poly-L-lysine); 7: SU8与 poly-L-lysine形成抑

制 /促进细胞生长的图样．
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Fig援 4 Schematic illustration of the microcontact printing
and microfluidic patterning techniques[4]

图 4 微接触压印与微流体构图两种软光刻技术原理图[4]

(a)制作软光刻弹性印章. (b)微接触压印法. 4b:浸染自组装分子溶

液；5b:将印章与基底贴合；6b:揭除印章，基底上形成图形化的自

组装分子层；7b:接种细胞形成图形. (c)微流体构图法. 4c:印章与基

底贴合形成微通道网络；5c:微通道中通入表面修饰材料溶液；6c:

揭除印章，基底上形成图形化的自组装分子层；7c:接种细胞形成

图形．

生物活性分子与聚乙醇接枝的聚 -L-赖氨酸(PLL-g-
PEG)的比例精确调节接种生物分子的密度．
作为微电子工艺中一项成熟技术，光刻法操作

简单、灵活性大，但对环境要求高，需要专用设

备，尤其对于细胞研究等生物应用来说，由于它是

通过“lift-off”工艺剥离光刻胶及其表面吸附的特
异性蛋白来获得所需要的图形，剩余光刻胶和显影

加工过程中的化学药剂会对细胞及用于结合细胞的

表面蛋白造成影响，并且往往比较严重．另一方

面，一些生物试剂也可能污染相关加工设备，也就

是说，相应微电子制造工艺与生物样品的兼容性

差[14]．为此，一些研究者开始探索减轻光刻法毒性

的方法及其替代步骤．

Ilic[15]及 Orth[16]等用一种机械剥离的方法替代

lift-off步骤，以避免生物分子与有机溶剂的接触，
但该方法需要繁琐的预处理程序并需要特殊仪器，

随着聚合物模板的发展，一些繁琐步骤得到了一定

程度的简化．Gray等[17]通过在每个细胞定位点下用

光刻法等微制造技术产生电场源，用电场力捕获细

胞实现图形化，这种技术的优点在于它不再依赖不

可控的细胞接种，而是通过主动驱动细胞形成图

样．相似的，Cheng等[18]通过光刻法等技术产生的

热驱动源实现细胞图形化．

光刻胶毒性研究方面，佐治亚理工学院的

Vernekar等[19]评价了 SU-8 2000光刻胶分别在真空
加热、加热超声处理及辉光放电等方法作用下的去

毒程度，美国南加州大学Wei等[20]、美国加州理工

学院的 Carrico等[21]及韩国 KAIST研究院的 Kim等[22]

对光刻胶开展了改进研究，如采用异丁烯酸甲酯

(methylmethacrylate)及 3叔丁氧羰基 N- 乙烯基 -2
吡咯酮 [3- (t-butoxycarbonyl)-N-vinyl-2-pyrrolidone]
等合成的具有一定生物活性的光刻胶，可在曝光后

直接接种细胞形成微图案，而不需显影、清洗等与

有机溶剂接触的步骤．Dubey等[23]则通过生物素和

氯烷烃分别固定同一溶液中的抗生物素蛋白链菌素

及卤代烷脱卤素酶(Halo Tag)．虽然近年出现了借
助蛋白质、聚糖、多肽等各种生物活性分子的方

法，但在阵列准确性、芯片覆盖率等方面还不够令

人满意，尚未得到广泛认可[14]．

2 软光刻法

软光刻技术(soft lithography)是在传统光刻法基
础上发展而来的一种微图形转移和制作技术，由于

其不再依赖超净间和昂贵的设备，目前已在微细加

工领域得到了广泛的应用．软光刻法以分子自组装

技术和高聚合物弹性印章为基础，通过微接触压印

(microcontact printing, 滋CP) 或 微 流 体 构 图

(microfluidic patterning, 滋FLP)的方法实现表面微细
结构加工和图形化．由于聚二甲基硅氧烷(PDMS)
化学性质稳定，与基底贴合严密，常采用这种材料

复制微加工技术制作的模具来制备高聚合物弹性印

章，且因其柔软还可用于多种形状的基底表面[24]．

软光刻技术首先需要通过在模具上浇注高聚合

物来制备弹性印章，对于微接触压印技术，将所需

的表面修饰材料吸附于制作好的弹性印章表面，并

贴合到基底上，可以在基片与印章接触的区域形成

自组装分子层，揭除印章即可形成微图案．接下来

可以选择直接接种生化物质，或进一步在基底未修

饰的区域涂布一层功能相反的基团，使图形对比更

为强烈，典型流程图如图 4a所示．在制备印章过
程中，有时会采用一些特异性基团修饰印章表面，

以获得更具单一性的生物基团．如 Bernard等[25]在

印章表面修饰了待接种分子神经细胞胶质细胞黏连

分子(NgCAM)的特异性抗体，从而在浸润及贴合
阶段获得更纯净的 NgCAM细胞．
在背景区域进行反功能基团修饰(即钝化剂)方

面，各国学者也进行了广泛研究，疏水性聚苯乙烯

(PS)、聚甲基丙烯酸甲酯(PMMA)、聚二甲基硅氧
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Fig. 5 Schematic illustration of the
nanoimprint lithography technique[35]

图 5 纳米压印光刻技术原理示意图[35]

1:将印章压于涂有热塑性材料的基底上；2:加热至热塑性材料融

化，并在印章压力作用下形成图形；3:揭除印章；4:刻蚀基底或进

一步处理形成对比明显的细胞图形．

烷(PDMS)、聚乙二醇(PEG)、聚乙醇接枝的聚 L-
赖氨酸(PLL-g-PEG)等众多聚合物都被证明可作为
钝化剂抑制细胞吸附[26-30]．

对于微流体构图技术，则是直接将制作好的弹

性印章贴合于基底表面，通过自密闭作用形成微通

道网络，之后在此网络内通入液态的表面修饰材

料．由于被印章贴合的区域不能被液体浸润，所以

溶液只会在其流过的表面形成由生化材料构成的薄

层，使接种后的细胞特异性地生长于该区域，如

图 4b所示[24]．虽然微流体构图技术是目前最容易

实现的微图形化技术，且相对微接触压印技术更便

于控制生化物质密度，但它主要用于形成连续分布

的细胞图案，具有一定局限性．

另外，对 滋CP、滋FLP的结合使用，可以同时
发挥两种方法的优势，Cuvelier等[31]在贴合印章形

成抑制蛋白质或细胞黏附区域的同时，在印章与基

底形成的微管网络中灌注生物素酰交联剂，使该区

域形成促进细胞或蛋白质黏附的区域，完成了具有

显著对比的微图形制作．

近些年，众多学者开展了软光刻的研究．瑞士

联邦科技学院的 Marc等[32]研究了聚苯乙烯芯片利

用无任何表面特征结构的印章将物质转移至具有所

谓 2.5维结构的基底上，国立新加坡大学的 Lim[33]

研究了具有球面结构的微流体芯片，美国麻省理工

学院的 Giovanni等[34]结合等离子体修饰方法开展了

所谓微流网络技术在管道内实现的细胞图形化．但

是，由于软光刻技术一方面需要印章材料具备足够

的弹性以保证其与基底间的充分接触，另一方面考

虑到图形的精度又要求材料具备一定的刚性，这个

矛盾使得软光刻技术目前并不能达到较高的分辨

率，其结构最小线性尺寸仅在百纳米量级[5]．

通过将压印技术与光刻技术两者结合，一种新

的纳米压印光刻(nanoimprint lithography)技术得到
了应用，这种技术既可避免光刻技术中各种试剂对

生物活性物质的危害，又可提高压印法的分辨率，

其原理如图 5所示：首先利用光刻法或其他方法制
作印章，再将其压于涂有热塑性材料的基底上，加

热至热塑性材料的熔点温度，并对印章加压，使得

溶化的聚合物在印章的作用下图形化，待热塑性材

料冷却凝固后撤移印章，刻蚀基底并进一步处理获

得促进 /抑制蛋白质黏附区域形成图形．该方法具
有低成本、高通量、高分辨率的特征 [35-36]．Maury

等[37]已利用该方法实现了红、绿荧光蛋白的图形化

分布．

3 模板辅助构图法

模板辅助构图法(stencil鄄assisted patterning)是将
有通孔的模具贴合于基底上，接种细胞，待细胞贴

附后，剥离模具，只在模具没有保护的基底部分才

有细胞黏附生长，从而形成图形[24]．若通孔外没有

阻碍细胞扩散的生化材料，当模板揭除后，已图形

化的细胞会快速分裂，并扩散到原本限制的区域

外，所以这种方法也常被用于研究细胞扩散机制及

多种细胞的共同培养[4]．

早期该方法使用的金属模具因难于进行微尺

度制造，且与基底结合不紧密而不利于微图形的

制作．为此，人们开展了很多改进工作．美国麻

省医院的 Albert 等 [38]首先采用聚二甲基硅氧烷

(polydimethylsiloxane，PDMS)作为模板，其制作方
式如图 6所示．PDMS模具具有化学性质稳定、可
重复使用且与基底结合紧密的特点，这使得 PDMS
模具能够精确地复制模具上的图案形成印章，同

时，由于其柔软的特性，它还可用于多种形状、

多种类型的基底表面、生物分子及各种细胞的图

形化[24]．此外，哈佛大学的 Emanuele 等[39]提出了

MEMPAT镂空膜，哈佛大学医学院的 Dylan等 [40]

提出了一种基于聚对二甲苯的具有可逆性、可重复

使用的镂空模板并用于蛋白质和细胞的图形化．

1

4 3

2
基底

掩模板

基底

基底

基底

压印

刻蚀

揭除印章
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Tourovskaia等[41]提出了一种在模板揭除后仍能

保持细胞图形的方法，如图 7所示，由于互穿网络
有效抑制了纤连蛋白的吸附及细胞的扩散，通过这

种方法制作的细胞图样可保持 60天之久．

模板辅助构图法的优点在于一旦制得模板，后

续过程就不需繁琐的步骤或特殊仪器及复杂的化学

处理，具有易操作性、大范围及成本较低的特点．

另外，该方法还能更广泛地适用于众多基底材料，

如金属、氧化物、各种硬或软的聚合物等，而对有

机溶剂的避免也是这种方法的一大特点．

4 扫描探针加工技术

随着科学研究的逐步深入，早期用于材料表面

三维形貌观察的扫描探针显微镜逐渐被用于纳米加

工及纳米图案制备[42]．由于这种方法是对单个分

子、原子或纳米粒子的操作，所以具有极高的分辨

率，其中，原子力显微镜(ATM)在这方面的应用最
为广泛[43]．

扫描探针加工技术(scanning鄄probe lithography,
SPL)最简单的应用就是利用探针与材料表面的物理
接触进行刻蚀动作[44]．这需要将探针固定在一定高

度，并施加足够大的力切割基底表面，该方法可以

刻蚀出线及矩形，已被用于聚合物、金属、无机混

合物及半导体等诸多材料的加工[45]．为了减小探针

的损害，热机械切割被用于扫描探针加工技术中．

Yang等[46]利用加热的 AFM探针在聚合物表面进行
构图．由于加热使得聚合物变得柔软，从而减小了

作用力，这也使得采用探针阵列进行构图的技术成

为可能，极大地提高了图形化效率 [47]．利用扫描

隧道显微镜(STM)也可对纳米粒子、纳米晶体、
DNA、蛋白质及原子进行操作[48-50]．这是通过将探

针置于与微粒足够近的位置(nm量级)，使二者之
间产生隧道反应，从而产生驱动力对粒子进行操

作[51-52]．

众多 SPL方法都依赖于探针与基底的物理接
触，但事实上，利用扫描探针的图形化技术也可以

通过探针 -样品间的电场实现，由于两者间的电势
差，探针 -基底间可产生极大的电场，并引发诸如
阳极氧化、场蒸发等物理、化学反应，从而实现图

形化[53]．

探针阳极氧化图形化技术是其中最常用的方法

之一[54]．带有电势的探针通过适宜的溶液与待沉积

分子发生关联，通过氧化还原反应提供氢氧离子

(OH-)促进氧化膜的生长，该技术已在硅基、自组
装分子层等表面得到了应用，如图 8所示[55]．由于

探针与基底之间的距离足够小，传统需要局部电压

达到 10～100MV 才能产生的原子电离、喷发现
象，即所谓场蒸发，在 SPL方法中，仅需要不到
5V 即可实现，如 Mamin 等[56]在超高真空的 STM
中施加小于 5V的电势，实现了 Au原子的沉积．

Fig. 6 Schematic illustration of procedure
to fabricate PDMS film[38]

图 6 模板辅助构图 PDMS薄膜制备流程图[38]

1:光刻. 2:显影. 3a:用中间带孔的粘性膜盖住光刻胶形成微流腔；

4a:在中间穿孔处安装外接注射器；5a:将 PDMS由晶片边缘吸向中

心充满微流腔，形成 PDMS薄膜．3b:在晶片上涂布 PDMS；4b:将

板材压于晶片上；5b:对板材施压使剩余 PDMS流出，形成图形化

薄膜．

Fig. 7 Schematic illustration of the stencil鄄assistanted
patterning technique[41]

图 7 模板辅助构图技术原理示意图[41]

1:在玻璃基底上接枝具有抑制蛋白质、细胞吸附作用的聚合物互

穿网络，并贴合模板,在模板作用下进行离子刻蚀，去除通孔区域

的聚合物；2:在非互穿网络区域接种纤连蛋白；3:接种细胞；4:

移除未黏附细胞形成图形．
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Fig. 10 Schematic illustration of
the nanografting technique[65]

图 10 纳米移植原理示意图[65]

Fig援 9 Schematic illustration of dip鄄pen nanolithography[57]

图 9 DPN技术原理示意图[57]

Fig. 8 Schematic illustration of the anodic
oxidation technique[55]

图 8 探针阳极氧化图形化技术[55]

另外一种 SPL技术是 Mrikin发明的基于 AFM
直 接 在 材 料 表 面 进 行 书 写 的 技 术 (dip-pen
nanolithography，DPN)，如图 9 所示，AFM 探针
作为“笔”浸入待黏附粒子的溶液，将粒子作为

“墨水”吸附于探针上，随后通过微毛细管作用，

将粒子从探针转移至基底表面形成图形，探针尖端

的尺寸决定了可以将微粒“书写”于基底表面的最

小结构，目前已可以制造小于 15 nm的结构[57-59]．

随着 DPN技术的发展，其已被广泛用于表面高分
子聚合物图案制备、纳米粒子及胶体粒子图案制

备，在生化方面，DPN也已实现 DNA、多肽、蛋
白质、病毒及细菌的图形化制备，虽然这种方法具

有分辨率高、使用灵活等诸多优点，但早期由于

它的低通量性，无法批量生产成为其主要限制因

素[60-62]．不过在 2006年，Salaita等[63]制造了大规模

并行二维探针阵列用于图形化金微粒，通量率达到

3伊107滋m2/h，极大地提高了 DPN 技术的效率．
Sheehan等[64]则提出了一种热 DPN技术，该技术利
用易于熔化的固体墨水及特殊的可加热悬臂梁克服

了传统 DPN不能控制“书写”间断的缺点．

在上述技术的基础上，纳米移植(nanografting)
技术被提出并应用．该技术是在分子自组装薄层上

操作，通过将探头控制在分子自组装层的位置，利

用机械接触剥离原有薄层，同时促进溶液中的其他

分子黏附在因探头切割原分子层而产生的裸露表面

上，如图 10所示[65]．由于自组装层本身即是黏附

到基底表面的，所以实现 nanografting所要求的驱
动力较小(约 2nN左右)，减小了对探头的损坏．结
合 DPN技术，纳米移植可以实现对原有图样的擦
除、修改等操作，取决于 AFM探头上黏附的粒子
类型[66]．

5 喷墨构图技术

喷墨构图技术(jet patterning)包括制备“墨水”
材料、沉积“墨水”液滴等步骤，喷墨之后，液滴

往往通过溶剂蒸发、化学变化(如与聚合物交联)或
冷凝(如结晶或玻璃化)等过程形成固体．其基本原
理如图 11所示，当“墨水”进入印刷头之后，通
过激励源(如压电陶瓷等)加压，或通过液滴自重破
坏表面张力，使液滴通过喷嘴，再使带电液滴在电

场中偏移进行构图．Sanjana 等[67]提出了一种基于

喷墨打印方法的细胞图形化制作技术．利用喷墨打

印机在基底上相应区域喷涂上易于细胞黏附的材

料，可以实现神经细胞的图形化．这种喷墨技术可

以向快速化、低廉化及灵活化方向发展，尤其在基

底材料的选择上，该技术限制因素较少．但同时，

喷墨技术的墨点大小及分辨率受打印机、喷嘴直径

及“墨水”表面张力的限制，早先其最小尺寸只能

达到 100 滋m左右．为此，Vaillancourt等[68]开发了

一种浮粒喷墨技术，如图 12所示．该技术首先将
液体材料通入喷雾器中，通过超声或气压雾化法产

生直径为 1～5 滋m的微液滴，在氮气的承载下流

基底

探针

氧化物
驻E

AFM探头

Al(111) Al(111)

－OH －COOH -S

基底

图形化的墨水分子 水半月板

吸附有墨水的 DPN笔头单墨水分子
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Fig. 13 Schematic illustration of the laser鄄induced
forward transfer technique[69]

图 13 激光诱导沉积技术原理示意图[69]

Fig. 11 Schematic illustration of the
inkjet鄄based patterning[1]

图 11 喷墨构图技术原理示意图[1]

透镜

激光束

基底

生物分子薄层

支撑层

生物分子

Fig. 12 Schematic diagram of the aerosol jet patterning[67]

图 12 浮粒喷墨技术原理示意图[67]
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印刷头
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回收通道

施加

电场

入沉积管，通过环形气流校准并喷在基底上，形成

5～150 滋m的液滴，显著提高了喷墨构图法的分辨
率．该技术在制造单细胞阵列芯片方面具有较大的

发展潜能．

6 激光诱导图形化技术

近年来，随着激光技术的发展，利用激光诱导

实现生物大分子图形化的技术 (laser guided
patterning)被提出．Fan等[69]提出一种利用激光诱导

转移沉积生物分子的方法，如图 13所示．在基底
上方 25～100 滋m处平行放置一块盖有待沉积生物
分子薄膜的吸收剂材料(或称牺牲层)，激光局部加
热该材料，使其熔化形成包含待沉积生物分子的溶

液，落于下方基底上，形成图样．利用该技术，

Fernadez 等 [70]将马哈鱼精子 DNA 沉积在盖有
poly-L-lysine薄膜的基底上，另外，蛋白质、细胞

等生化物质也能通过此方法进行图形化[71]．由于激

光吸收深度在 2.2～10.5 nm之间，所以可以很大程
度地避免激光与生物分子相互反应，但受限于牺牲

层熔点、考虑生物兼容性下的激光功率及光束直

径，该技术分辨率目前仅为 滋m量级[72]．

Pique等[73]将上述方法改进，使待沉积物质从

下方通过黏附剂贴附在吸热透明载体上，激光聚焦

于吸热载体，使黏附剂分解为挥发物质，引起待沉

积物质脱离并沉积于基底上．通过这种改进，避免

了待沉积物与吸收剂的混合及待沉积物结构、功能

的潜在改变．

另外一种激光诱导图形化方法是通过光作用力

引导细胞或生物分子沉积在基底表面特定位置实现

的．当待沉积微粒或细胞具有相比周围环境更高的

折射率时，将趋向于被激光限制在光强度最大的区

域，即所谓的光阱中，这种光镊技术可以对细胞、

微粒进行移位．此光作用力源于细胞所处环境光强

不同导致的动量差，大小在 pN量级．光焦点距微
粒越远，光作用力越小，当距离足够远时，自然对

流将超越光作用力成为主导微粒运动趋势的因素．

Nahmias 等 [74]利用聚焦激光，将光路径上距焦点

300 滋m内的微粒引导于介质表面进行图形化，但
当该距离大于 300 滋m时，由于溶液自然对流作用
强于光作用，将不能有效引导微粒，为此，

Nahmias 等引入了光纤，使激光在其中全反射传
输，克服了上述限制，提高引导距离至接近 7 mm，
如图 14所示．目前，利用光镊技术已成功完成了
对金属、硅、聚合物、细菌及多种细胞的图形化．
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Fig. 14 Schematic illustration of the
optical tweezers technique[75]

图 14 光镊技术原理示意图[75]

(a)利用光镊技术将距焦点 300 滋m内的微粒引导于介质表面. (b)在

光镊技术中引入光纤以引导距焦点更远的微粒．

光镊技术的分辨率可以达到 滋m量级，且在构
造由不同细胞组成的图形化结构方面具备潜能，尤

其非常适于构造具有多层次的 3D图形结构[4].但同
时，由于激光光强有可能影响细胞或生物分子的结

构或功能，所以其在引导距离、构图速率等方面存

在一定限制[73]．另外，为了使细胞在进行光镊作用

后可以保持在原有位置，此技术还需要结合特定的

表面化学技术以实现更好的图形化效果[75]．

7 现有方法的对比分析

从以上各节的论述可以看出，目前研究的微图

形化方法总体上可归为基于光刻相关技术的并行加

工方法和基于直接写入技术的微细加工方法．各种

微图形化方法都具有不同的优点与局限性．

光刻法作为一种发展成熟的微图形加工技术，

具有精度高、重复性好、制作的图形尺寸范围宽、

能够精确对准等优点，但其高昂的运营成本、对超

净间的依赖仍是这种方法的一大限制因素．同时，

尽管一些能够避免传统有机溶剂处理步骤的光刻方

法被提出，但其图样质量仍不能令人满意，生物兼

容性在未来很长一段时间内还是该方法需要解决的

主要矛盾．

软光刻法针对传统光刻法的缺陷入手，不再依

赖高昂的仪器与超净间，以其出众的生物兼容性、

低成本优势及简单的加工过程成为了光刻法的一种

替代技术．软光刻法避免了对光刻机的使用，所以

其分辨率也不再受制于衍射极限，而由分子动力学

及分子间相互作用制约，理论上可以达到分子尺度

量级．然而，由于没有多次压印间精确对准的机

制，所以软光刻在制作复杂图形方面还不能与光刻

法比拟．

模板辅助构图法从本质上来讲与软光刻法并无

不同，都是借助弹性较好的模板贴合基底来制造微

图形，从而不再依赖于光刻机、超净间及有机溶剂

的处理．制作完成的模板可以重复多次使用，更使

得其无论在成本、生物兼容性、加工过程上都有着

较大的优势．当然，作为一种简单的图形化工具，

这种技术还不能加工复杂、多层的图形结构．

以上技术都属于并行加工的范畴，而下述直接

写入技术则提供了另一种微图形化加工理念．

扫描探针加工技术牺牲了并行加工方式速度较

快的优势，针对少量微粒甚至单个微粒进行写入操

作，可以构造几纳米至几百纳米的具有极高分辨率

的微结构，可以在金属或绝热材料表面沉积，如有

机分子、聚合物、纳米粒子、大生物分子及无机物

等众多材料．不需要特殊的加工环境，使得其成为

了唯一能够在大气环境中构造小于 50 nm特征尺寸
图形的方法．近十几年来，通过探针的阵列化，该

技术正逐渐转变为一种高通量的纳米图形化技术，

但仍存在因探针阵列精确度不够导致的过渡切割、

刻蚀及图形错线、漏线等缺陷，实现“墨水”的

关、开也是其重点发展方向．

喷墨构图技术不同于其他主要应用于实验室中

的图形化技术，而是将产业化应用扩展到了生物医

学研究领域，其具有设备简单、成本低廉的特点．

但目前该技术仅能达到 10 滋m左右的分辨率，其
在液滴形成、液滴与基底接触过程及固化过程等方

面需要更深入的研究，在墨水材料适应性方面也需

要进一步提高．

激光诱导沉积技术运用激光功率密度大的特

点，最大限度地减小加工过程对生化材料的影响，

使其可以无损地对各种生物分子，甚至于活细胞、

组织进行图形化，同时便于控制图形厚度，而这正

是喷墨打印法力求突破的问题．但受限于激光光束

直径，该技术分辨率还只能达到 滋m量级，成本
高，沉积物质具有局限性也是该技术未来需要解决

的难题．

光镊技术是近十几年刚刚兴起的新方法，该技

术利用光学力对单微粒进行操作，避免了扫描探针

加工技术中高精度探针制造的问题，具有灵活性、

精确性的特点，可以无损地图形化生化物质及细

基底移动方向

基底

细胞

透镜

激光束

光纤

细胞

透镜

激光束

基底

(a) (b)
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胞，但必要的液体环境使其目前仅适用于微小微粒

的图形化，增加微粒黏附力，提高构图速率是其未

来主要发展方向．

8 微图形化技术在生物医学领域的应用

微图形化技术的出现及发展使人们得以在分子

水平上进行生物医学方面的研究，它为人们理解生

物机理、药物作用及生化反应提供了一种快速、实

时、精确的检测手段及研究工具．微图形化技术在

药物筛选与新药开发、组织工程、疾病诊断等方面

的应用，促进了这些领域的快速发展．

8援1 药物筛选与新药开发

传统的药物筛选与新药开发方法主要针对动物

组织进行，通过追踪病理的生化途径，寻找对病变

起关键作用的生物物质进行提纯，然后采用各种可

能的药物与靶分子作用进行药物筛选[76]．这种筛选

方式具有技术复杂、检测效率低、自动化程度低、

低通量、动物实验多、药物用量大、成本高等缺

点[77]．微图形化技术的发展不仅提供了一种替代昂

贵、费时的动物实验的研究手段，更将研究层级提

高到了细胞甚至基因水平，其高通量的优势大大减

小了药物筛选与新药开发的周期．

通过微图形化技术将细胞固定在传感器的敏感

位点，可以快速、实时、精确地检测细胞对药物的

反应，从而进行药物筛选．例如，神经细胞的状态

往往可以由其轴突、树突的生长状态反映[78]，制作

具有特定距离的神经细胞点阵可以避免相邻细胞神

经突覆盖而导致的突触长度测量困难，使得自动化

监控药物作用下细胞的神经突数目及长度成为了可

能[79]．Castillo等[80]在细胞培养基底部制造微电极，

并将敏感化学物固定于电极表面，用于选择性检测

谷氨酸盐，将神经细胞植入后，该生物传感器可以

实时监测细胞对谷氨酸盐的释放和摄入，可以用于

探索潜在的脑功能障碍治疗药物．

进一步地，微图形化技术与基因芯片技术结合

可以将药物机理研究层级提高到基因水平，便于研

究药物分子的作用机制，已在药物筛选中得到了广

泛应用[81]．所有药物都是直接或间接地通过修饰、

改变相关基因的表达及表达产物的功能而生效[82]，

利用平行测定基因的表达方式来发现有意义的靶

标，或直接筛选基因文库以选择药物靶点，往往需

要具有众多靶分子的系统来对药物的效率、特异

性、毒性及代谢能力等进行综合评价，结合微图形

化技术设计相应的基因芯片，生成一种基底上包含

大量信息的 DNA探针阵列，通过杂交测序方法检
测探针位置，可以快速获取样本信息，从而大大提

高药物筛选效率[83]．

8援2 组织工程

利用生物材料刺激组织再生、修复已成为组织

工程的重要发展方向．生物材料只有在很好地适应

其植入位点的环境时才能发挥其应有的功用，而界

面特征对生物过程起着至关重要的作用，细胞接触

界面的化学基团、界面形态及弹性决定了细胞的贴

附、生长、分裂、迁移过程[84]．为了得到期望的细

胞反应，对界面上发生的生物过程进行深入研究十

分必要，而微图形化技术正为这种研究提供了一个

全新的平台．

神经修复的研究一直是组织工程面临的一大问

题[84]，目前治疗神经损伤的主流方法是自体神经移

植，但其具有两个显著缺点：一是由于移植神经组

织形状与损伤部位的不匹配导致的不完全修复，二

是由于自体移植所引入的对其他健康组织的再损

伤[85]．Kidambi等[86]利用神经细胞相对胶质细胞更

易在柔性材料上生长的特性，通过微接触压印技术

控制两种细胞的贴附位置，诱导了神经细胞的再

生．利用微图形化技术构造具有渐变刚度特征的表

面，Lamoureux等[87]发现，神经细胞会向表面刚度

低的方向生长，此外，层粘连蛋白(laminin)、神经
生长因子、玉型胶原凝胶及表面的亲水性等都有引
导神经突触生长方向的作用[88-90]．在针对其他细胞

的研究中，表面电荷、功能团类型及密度、粗糙

度、表面形貌等因素均可能影响细胞的贴附、生

长、迁移、繁殖过程，利用微图形化技术控制这些

参量，使人们得以更好地控制细胞及组织行为[91]．

更进一步的组织再生、修复治疗方法是在支架

中植入源干细胞．寻找可以诱导分化方向的因素对

干细胞研究及组织修复治疗具有重要意义[92]，利用

微图形化技术则可大大提高相关实验的效率．

Engler等[93]发现，通过改变神经细胞、成肌细胞及

成骨细胞贴附表面的刚度，可以控制这些细胞的分

化，而 PEG、polyallylamine 可以促进干细胞的软
骨分化，胺基修饰表面与羧基修饰表面对干细胞分

化的影响明显[94]．除了表面生化分子会对干细胞分

化方向产生影响外，表面形貌也具有显著作用．培

养于圆柱形结构或方形结构间隙间的干细胞表现出

了不同的分化程度，无序的表面图形会刺激干细胞

的软骨分化[95-96]．利用微图形化技术可以在一块芯

片上构造由不同聚合物组成的尺寸不一的图形，在
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这种多特征表面对干细胞的贴附、繁殖、分化现象

进行研究，可大大加快研究进程．

8援3 疾病诊断

作为快速、灵敏、高通量的检测手段，生物传

感器在预防、诊断疾病方面已经发挥了非常重要的

作用，但是在一些重大疾病诊断方向仍急需更深入

的研究．例如，癌症疾病细分多达 200余种，对癌
症的归类和早期检测对尽早开展针对特定癌症的治

疗具有重要意义，但是，由于生物系统的复杂性，

常需要几十个传感器来共同检测，从而确诊[97]．应

用微图形化技术，则可以尝试将多种生物受体集成

在一片可寻址传感器上，通过对样本的并行、高通

量检测，简化癌症确诊流程，为疾病治疗赢得宝贵

的时间．

借助微图形化技术的基因芯片技术也在疾病诊

断方面具有重要应用，例如，单核苷酸多态性文库

是人类 DNA序列中数量众多的变异区，这些变异
区常导致临近区域的病变．根据该文库设计的基因

诊断芯片，不但可以快速诊断相关遗传病，还有助

于人们发现新的导致疾病的突变基因，从而深入了

解疾病的致病机理[82]．

9 结论与展望

微图形化技术大大促进了生物医学领域的发

展，为提高人类生命的质量提供了一种全新的研究

手段．现有技术中有些尚处于发展初期，如激光诱

导图形化技术，有些则已较为成熟并被广泛应用．

微图形化技术将早先人们仅能在毫米尺度控制生物

组织的状况提高到了纳米水平，使我们能够精确地

固定细胞、蛋白质甚至更小的生物微粒，以进行更

深入的研究．

从应用的角度来看，我们可以得出以下结论：

a．现有微图形化技术覆盖了从 mm到 nm尺度的
大范围加工需要，分辨力与精度、图形化规模、实

验加工条件等是选择不同图形化方法的主要依据；

b．目前的微图形化技术已可以将生化材料沉积在
平、曲、圆、弹性甚至不规则基底上，从而大大扩

展了该技术在生物医学领域的应用范围；c．多种
现有图形化技术的结合或图形化技术与其他新的微

加工技术的结合是未来微图形化技术的发展方向，

类似于纳米压印技术的混合技术将更多地出现．

从目前发展来看，未来微图形化技术还存在众

多挑战与难题，主要包括：a．目前微图形化技术
还或多或少地依赖于化学药剂的辅助处理，从而显

著影响了该技术的生物兼容性，这将是未来发展中

需重点克服的问题；b．在现有实验研究基础上，
需要基于生物物理、生物化学等对分子、纳米尺度

的微粒进行理化分析，并对微图形化过程中的各参

数进行更深入地定量研究，以揭示不同过程的内在

机理；c．进一步提高表面修饰材料的黏附力，并
提高分辨率、覆盖准确率等指标，以提高其实际应

用水平；d．优化材料及加工流程，减少微图形化
技术对环境的要求及处理过程对环境的影响，进一

步拓展其应用范围；e．在体外模拟体内复杂的微
环境，使得这一体外分析技术能够更好地反映细胞

迁移、生长、变异、衰老、凋亡、自噬或病变的过

程，以使其发挥更大作用．
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Micropatterning and Its Applications in Biomedical Research*

REN Da-Hai**, CUI Ming-Yang, XIA Yi-Qiu, YOU Zheng
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and Mechanics, Tsinghua University, Beijing 100084, China)

Abstract Based on the micro-fabrication techniques combining with biochemistry and biophysics, we can get
function structures with feature sizes close to the biomacromolecule scale, which promotes the applications of
micropatterning in many research fields such as drug screening and discovery, tissue engineering and disease
diagnosis. This review summarizes the development of micropatterning techniques in biomedical field and
analyzes the advantages, limitations and application scopes of each micropatterning approach including
photolithography, soft lithography, stencil-assisted patterning, scanning-probe lithography, jet patterning and laser
guided patterning. Photolithography usually includes several steps such as exposure, development, lift-off and so
on. Although it has the advantages of high accuracy, high efficiency and accurate alignment system, it depends on
super-clean labs and lift-off processes, which means high cost and unsatisfied bio-compatibility. Soft lithography
and stencil-assisted patterning methods avoid exposure and lift-off steps by using elastomeric stamps, which can
enhance the bio-compatibility and reduce the cost. However, these two methods have deficiencies in alignment
accuracy. Different from above methods, scanning-probe lithography is a kind of direct-writing technique, which
sacrifices the advantage of high efficiency to improve its accuracy. Jet patterning is developed from industry with
the advantages of low complexity and cost. However, its low accuracy of 10 滋m scale is the limitation. Two novel
laser based micropatterning techniques are also discussed. Although laser-induced transfer method solves the
problem of jet patterning technique in the patterning thickness control, the low accuracy is still a problem. Optical
tweezers technique offers a substitution for the scanning-probe lithography, although it has a long way to go in
terms of liquor environment limitation and efficiency. It is indicated that current micropatterning methods already
have the ability to make micro devices featured from nanometer scale to millimeter scale on a variety of surface
materials different in geometry, stiffness and so on. The resolution and accuracy, the patterning scale and the
processing condition are the bases for choosing micropatterning methods. The development of micropatterning
techniques provides a rapid, real time, and accurate study tool in biological mechanism, drug action and
biochemical reaction research. Micropatterning methods can enhance the sensitivity, the automation degree and the
integration scale biosensors, which will further improve the efficiency of drug screening and diseases diagnosis.
Also by micropatterning techniques, we can control the cells action easily, accurately and concurrently, which is
helpful to shorten the development cycle. The main trends of micropatterning research are the further
physicochemical analyses of the particles on nano-scale based on biochemistry and biophysics, the further
enhancement of its bio-compatibility and material adaptability, as well as the development of in vivo
microenvironment simulations suitable for micropatterning chips.
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