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基于液滴微流控的多细胞共培养系统的建立及
在抗肿瘤药物敏感性分析中的应用*
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摘要 目的　构建基于液滴微流控的细胞共培养芯片，研究复杂微环境中多细胞相互作用对抗肿瘤药物敏感性的影响。   

方法　构建由12个共培养单元构成，每个单元含有4个容纳细胞液滴的微井（well）的芯片，可以实现4种细胞的共培养。

通过细胞共培养实验考察微环境细胞及肿瘤细胞之间的相互作用。通过蓝色墨水及模型药物扩散实验考察药物在芯片中扩

散和被细胞摄取的能力。通过细胞共培养及药物作用实验探究微环境细胞存在条件下肿瘤细胞药物敏感性的变化，并通过

免疫荧光技术检测其DNA双链损伤标志物，探究共培养条件下肿瘤细胞产生药物抗性的原因。结果　细胞共培养实验显

示，微环境中癌症相关成纤维细胞（cancer associated fibroblast，CAF）、内皮细胞HUVEC、巨噬细胞与肿瘤细胞之间存在

明显的相互作用。蓝色墨水及模型药物扩散实验显示，药物在芯片内可以均匀有效地向不同方向well中扩散，不同well中

的相同细胞具有一致性的增殖能力和药物摄取能力。细胞共培养实验及药物作用发现，由CAF、内皮细胞HUVEC、巨噬细

胞构成的复杂微环境通过细胞之间的相互作用明显降低肿瘤细胞LoVo对奥沙利铂的药物敏感性。免疫荧光结果显示，共培

养条件下LoVo细胞内 γH2AX的表达量下降。结论　本研究首次通过构建的液滴微流控细胞共培养系统探讨了在多种微环

境细胞存在条件下肿瘤细胞对药物敏感性的改变，为监测临床药物反应、发现新的药物作用靶点提供了新的方法和手段。
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肿瘤是威胁人类健康的重大疾病，目前常规的

肿瘤治疗策略中，化疗等药物治疗仍是除手术以外

的主要治疗手段［1］，评估药物作用疗效并适时调

整和制定有效的用药方案是肿瘤治疗中的重大挑

战［2］。药物敏感性分析是目前体外评价药物作用

的主要方法，通常采用细胞计数试剂盒-8 （Cell 

Counting Kit-8，CCK8） 法等实验来测定细胞活

力，但常规的分析对象多针对单独的肿瘤细胞。越

来越多的研究显示，肿瘤发生是多细胞参与的复杂

过 程 ， 除 了 肿 瘤 细 胞 ， 肿 瘤 微 环 境 （tumor 

microenvironment，TME）中的微环境细胞如癌症

相 关 成 纤 维 细 胞 （cancer associated fibroblasts，

CAFs）、巨噬细胞、内皮细胞等可通过与肿瘤细胞

的相互作用参与并强烈影响药物敏感性［3-5］，而目

前基于单独肿瘤细胞的药物敏感性分析策略难以模

拟和再现体内微环境对药物敏感性的影响。因此，

研究多种微环境细胞作用下肿瘤药物敏感性的改变

对肿瘤治疗具有重要意义。目前体外实现多细胞共

培养最为常用的方法是 Transwell小室［6］，但基于

Transwell 小室的共培养方法有一定的局限性。例

如，在分析细胞药物敏感性时只能评估下室细胞的

变化，无法同时评价上室细胞的行为及增殖改变。

因此，亟需发展更为有效的体外细胞相互作用研究

方法以进行药物敏感性研究。

微流控芯片技术（microfluidic）是一种微型分

析系统，微型化和集成化的特点使其能够模拟体内

的生理环境，便于通过多个反应单元完成对不同细
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胞行为的多指标分析［7］。已有文献报道建立基于

微流控的细胞共培养系统，用于肿瘤细胞与TME

细胞之间相互作用及药物敏感性的研究。Mi等［8］

利用微流控芯片研究了乳腺癌细胞与肿瘤相关巨噬

细胞（tumor associated macrophages，TAMs）之间

的相互作用及对紫杉醇的药物敏感性改变。在本课

题组之前的工作中，我们建立了微流控共培养系

统，研究了结直肠癌细胞与 CAF之间的相互作用

以及药物敏感性变化［9-10］。但这些研究大多局限于

研究两种细胞相互作用下的药物敏感性改变。

液滴微流控技术是使用不相容的两相液体形成

纳升及以下体积液滴的一种微纳技术，由于可将不

同特性的细胞包裹于独立的分析单元中，已成为多

细胞相关研究的理想体系。液滴微流控系统所具有

的微型化和高通量的特点使其在进行抗肿瘤药物筛

选及药物敏感性分析的研究中颇具优势［11］。首先，

微型化的特点使液滴微流控技术能够更精确的模拟

体内的肿瘤微环境；其次，开口式的结构及高通量

的特点使液滴微流控技术能够实现不同条件下肿瘤

药物敏感性的平行分析；此外，独立的分析单元使

得不同分析单元之间彼此互不干扰。Du等［12］利用

基于顺序操作液滴阵列技术的集成液滴微流控系统

进行了基于肺癌细胞A549的抗肿瘤药物组合筛选。

Lee等［13］利用液滴微流控技术研究了乳腺癌细胞

MCF-7和成纤维细胞球体对阿霉素的敏感性变化。

但已有研究局限于在独立单元内研究单独肿瘤细

胞，或仅与一种微环境细胞之间相互作用下的药物

敏感性变化。由于TME中细胞种类多样，这些研

究难以模拟复杂TME并探究肿瘤细胞在此环境下

的药物敏感性改变。为此，本研究旨在构建基于液

滴微流控的多孔细胞共培养阵列，将肿瘤细胞与

TME的主要构成细胞血管内皮细胞、CAF及巨噬

细胞等进行共培养以模拟复杂TME，探究微环境

细胞与肿瘤细胞之间的相互作用以及在此环境下肿

瘤细胞对化疗药物奥沙利铂的药物敏感性改变。

1　材料与方法

1.1　主要试剂

RPMI-1640/DMEM 培养基，美国 Corning 公

司 ； DMEM-F12 培 养 基 ， 美 国 Corning 公 司 ；

EGM-2 培 养 基 ， 美 国 Lonza 公 司 ； 胎 牛 血 清

（FBS），中国生工生物公司；胰蛋白酶，美国

Thermo Fisher公司；青霉素-链霉素-两性霉素B混

合溶液，中国索莱宝科技有限公司；Calcein AM染

料、Ethidium homodimer-1 染料 （EthD-1），美国

Invitrogen公司；聚二甲基硅氧烷（PDMS），美国

迈图公司；FC-40生物氟化液，美国 3M公司；阿

霉素（分析纯），中国阿拉丁试剂有限公司；奥沙

利铂（分析纯），中国阿拉丁试剂有限公司。佛波

酯（PMA），美国 MCE 公司；组织固定液，中国

索莱宝科技有限公司；TritonX-100，中国索莱宝科

技有限公司； γH2AX 多克隆抗体 （鼠），美国

Invitrogen公司。

1.2　细胞培养

人结直肠癌细胞系 LoVo，HCT 116 培养于含

10% FBS、1%青霉素-链霉素-两性霉素B抗生素的

RPMI-1640 完全培养基中。人脐静脉内皮细胞

HUVEC培养于EGM-2完全培养基中。患者来源的

结直肠癌CAF培养于含10% FBS、1%青霉素-链霉

素-两性霉素B抗生素的DMEM/F12培养基中。人

单核白血病细胞系 THP-1 培养于含 10% FBS、1%

青霉素-链霉素-两性霉素B抗生素的RPMI-1640培

养基中。将THP-1细胞以每皿 1×106个细胞接种于

6 cm 培养皿中，加入含有浓度为 50 µg/L PMA 的

RPMI-1640完全培养基，24 h后观察到大部分细胞

贴壁生长，分化为M0型巨噬细胞。以上细胞均置

于37°C，5% CO2的细胞培养箱中培养。

1.3　微流控芯片的设计与制作

通过3D打印技术构建一个由12个共培养单元

构成的4×3阵列式微流控芯片模具，芯片的实物图

如图1a所示，每个单元包含4个用于细胞培养的微

井（well），每个单独well的直径为0.96 mm，可用

于培养一种细胞；各well至十字通道中心的长度为

1.5 mm；well 的深度为 500 μm。将 PDMS 预聚物

和固化剂以10：1的质量混合比均匀，浇筑在模具

上，放入60°C恒温干燥箱中固化1 h。将PDMS芯

片揭下，置于细胞培养皿底中固定。使用前经紫外

线照射 1 h进行灭菌，并一定程度改善PDMS表面

亲水性。

1.4　液滴内的细胞共培养

微流控芯片的示意图和细胞共培养的操作流程

如图 1b所示。在放有芯片的培养皿中加入盖过芯

片的无菌FC-40氟化液。调整泵速为0.08 ml/h，吸

取细胞悬液，依次在4个well位置处插入油下滴入

细胞悬液，每 0.5 s 生成一个液滴，体积约为 110 

nl。待细胞完全沉降后用毛细管向十字通道滴入培

养基并滑动毛细管使液滴融合。

液滴内细胞共培养操作流程为：调整所需细胞
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密度为 1×106 个/ml，将细胞悬液分别滴加在 4 个

well中。待细胞沉降贴壁后将液滴融合。48 h后吸

出培养基，滴加稀释后的 Calcein AM、EthD-1 染

料染色30 min成像。

1.5　液滴内药物扩散模拟

依前在4个well中均匀地滴加PBS并连通。在

十字通道中心滴加蓝色墨水后成像。以每个well与

十字通道连接处为起点，使用 ImageJ 软件将墨水

颜色转换为灰度值并进行定量分析。

进一步考察阿霉素药物在液滴内扩散及被细胞

摄取的情况，调整 LoVo 细胞密度为 1×106 个/ml，

在单个well中均匀地滴加细胞悬液，待细胞沉降贴

壁后将液滴融合，并在十字通道中心滴加浓度为

25 mg/L的阿霉素。分别在加入阿霉素后0 h、12 h

时拍照。

1.6　液滴内多细胞共培养及药物敏感性分析

消化 LoVo （或 HCT 116）、CAF、HUVEC、

THP-1细胞，调整细胞密度为 1×106个/ml。将 4种

细胞悬液分别滴加在4个well中。待细胞沉降贴壁

后将液滴融合，12 h后在十字通道的中间位置滴加

药物。 48 h 后吸出培养基，滴加 Calcein AM、

EthD-1染料染色30 min成像。

1.7　单独培养的LoVo细胞和共培养的LoVo细胞

的免疫荧光分析

在液滴中用组织固定液固定芯片中的细胞，然

后用PBS洗涤。将细胞与 γH2AX一抗（在此之前

加入 0.5%TritonX-100增加细胞膜的通透性）在 4°

C下孵育过夜，次日加入荧光二抗孵育 2 h，最后

用DAPI染色5 min后成像。

1.8　数据统计与分析

对每个实验条件的所有测量值均由3个或更多

个独立或重复实验装置进行测定，并重复至少 3

次。显示的测量值表示为平均值±平均值的标准误

差。使用GraphPad Prism软件中的非配对 t检验进

行数据比较与差异分析。

2　结果与讨论

2.1　液滴内的细胞培养

为了探讨在构建的液滴系统中细胞是否能够正

常存活和增殖，在4个well中分别加入相同密度的

LoVo 细胞，形成单独的细胞液滴。如图 2a 所示，

Fig. 1　The illustration （a） and operation process （b） of the co-culture droplet microfluidic chip
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48 h内可见每个液滴内的细胞数量增加，增殖现象

明显。细胞死活染色结果显示，细胞均呈现绿色荧

光，未见明显的红色荧光显示（图 2b）。从 0 h至

48 h，4 个 well 中细胞数的定量分析如 2c 所示，4

个well内的LoVo细胞数量随时间延长而增加，且

同一时间点 4个well内的细胞数量无显著性差异。

结果提示，每个液滴内的细胞均具有良好的增殖能

力且具有细胞状态的一致性，为进行多种细胞的共

培养奠定了基础。

2.2　液滴内模拟微环境的多种细胞共培养

为了评价在液滴共培养体系下是否可以实现多

种细胞的共培养以及观察和分析不同种类细胞之间

的相互作用，我们选择TME中的主要构成细胞来

模拟肿瘤微环境，包括结直肠癌细胞LoVo、癌症

相关成纤维细胞CAF、人脐静脉内皮细胞HUVEC

和由THP-1诱导分化后的巨噬细胞，将4种细胞分

别加至 4 个不同的 well 中，构建多细胞共培养体

系。培养48 h后的细胞死活染色结果显示（图3a，

b），大多数细胞处于存活状态。定量结果显示，培

养 48 h 后，与单独培养组相比，共培养组除 CAF

外，LoVo细胞、HUVEC及巨噬细胞数量均明显增

加（图3c）。上述结果提示，在共培养条件下，液

滴内的细胞可正常存活和增殖。已有研究显示，肿

瘤微环境中的 CAF 可通过激活转化生长因子 β

（TGF-β）和核因子 κβ（NF-κB）通路促进肿瘤细

胞增殖［14］；HUVEC 能够通过分泌表皮生长因子

（EGF）和成纤维细胞生长因子β（FGF-β）促进肿

瘤细胞增殖［15］；巨噬细胞具有通过调节 TGF-β、

Wnt、Hippo等信号通路来增强肿瘤细胞增殖的能

力［16］，因此，我们推测，共培养组细胞尤其是肿

瘤细胞高于对照组的增殖能力可能来自不同种类细

Fig. 2　Cell culture in co-culture droplet microfluidic chip
（a）  Images of LoVo cells cultured in co-culture droplet microfluidic chip. （b）  Live/dead staining of LoVo cells in different wells after 48 h. （c）  

Statistical analysis of cell number in different wells. n=3 for each data set. ns>0.05 as calculated from Student’s t-test.
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胞的相互作用。此外，Cords 等［17］的研究表明，

CAF 具有异质性。大部分类型的 CAF 如 mCAFs、

iCAFs、vCAFs等主要通过分泌生长因子或趋化因

子以促进肿瘤进展，而具有较强增殖能力的dCAFs

占 CAF 群体中最小的比例。在本共培养体系下，

CAF数量并未明显增加，可能的原因是CAF主要

通过分泌功能促进肿瘤进展而非通过自身的活跃

增殖。

2.3　液滴内的药物扩散行为评价

为了构建稳定的能够进行药物敏感性评价的共

培养体系，我们首先分析了药物在系统内的扩散行

为，如图 4a所示，将药物滴加到芯片单元的中心

Fig. 3　Cell co-culture in co-culture droplet microfluidic chip
（a）  Image of LoVo cells and different microenvironmental cells co-cultured in co-culture droplet microfluidic chip. （b）  Live/dead staining of 

LoVo cells and microenvironmental cells in chip after 48 h. （c）  Statistical analysis of cell number in different wells after 48 h. n=3 for each data 

set. ***<0.001， **<0.01， ns>0.05 as calculated from Student’s t-test.
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位置，药物可通过自由扩散进入到液滴体系的各培

养well中。首先采用蓝色墨水模拟药物分子，结果

如图4b所示，滴加于芯片中心的墨水从0 h开始扩

散，至 3 h 时扩散至 4 个 well，定量分析结果（图

4c）显示，在4个well方向上墨水在不同时间点的

扩散速度一致。进一步，以抗肿瘤药物阿霉素为模

型，分析共培养体系中不同液滴中细胞对药物的实

际摄取能力。阿霉素是一种天然荧光化合物，被细

胞摄取后会嵌入DNA而高效发出红色荧光。在芯

片4个well中同时培养LoVo细胞，观察LoVo细胞

对阿霉素的摄取情况。结果如图4d1所示，阿霉素

作用12 h后，细胞中呈现明显的红色荧光，提示药

物被有效摄取。我们对每个well内LoVo细胞发出

红色荧光的强度进行定量分析，结果如图 4d2 所

示，每个well内不同LoVo细胞对阿霉素的摄取能

力不同。在各个液滴中随机选取 80个细胞，通过

荧光指数评价其药物摄取能力，80个细胞的平均

荧光强度定量分析结果如图4d3所示，不同well间

的平均荧光强度无显著性差异，提示不同well中的

细胞对阿霉素的总体摄取量具有一致性。上述结果

提示，在所建立的共培养系统中，药物可有效扩

散，并被不同well中的细胞一致性地摄取，为进一

步进行复杂环境下的药物敏感性分析奠定了基础。

2.4　应用共培养体系分析LoVo细胞对奥沙利铂的

药物敏感性

前述实验证明，模型药物可以均匀扩散至培养

单元的不同well中并被细胞均一性摄取。在此基础

上，我们首先应用共培养体系探讨了LoVo细胞对

结直肠癌一线治疗药物奥沙利铂的药物敏感性，根

据文献中报道［18-20］，及前期实验确定奥沙利铂药物

的使用浓度。在共培养单元的4个well中培养相同

的LoVo细胞，并在阵列的不同单元中加入不同浓

度的奥沙利铂（0、40、80和160 μmol/L）。48 h后

的细胞培养（图5a）、死活染色结果（图5b）及定

Fig. 4　Analysis of the diffusion of drug in co-culture droplet microfluidic chip
（a）  Work principle of co-culture droplet microfluidic chip. （b）  Blue ink was injected from the center of the chip， and the diffusion of ink was 

observed at 0 h，1 h and 3 h. （c）  Quantitative analysis of （b） . （d）  Assessment of drug intake status in co-culture droplet microfluidic chip. 

d1， DOX was injected from the center of the chip， and the intake of DOX by LoVo cells was observed at 0 h and 12 h. d2， Fluorescence intensity 

quantitative analysis of DOX. d3， Average fluorescence intensity quantitative analysis of DOX. n=3 for each data set. ns>0.05 as calculated from 

Student’s t-test.
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量分析结果（图 5c）显示，LoVo细胞的存活率随

奥沙利铂浓度的增加而降低，表现出明显的剂量依

赖性，符合该药物的细胞毒性作用特点［21］，且 4

个well内细胞的存活率具有一致性，上述结果为应

用该系统进行多细胞相互作用下的药物敏感性分析

奠定了基础。

2.5　应用共培养体系分析多细胞环境下奥沙利铂

的药物敏感性

前述实验中已经证实，在我们构建的微环境液

滴体系中可以观察到不同细胞之间的相互作用，并

且强烈影响肿瘤细胞的增殖活性；同时培养于不同

well中的相同细胞具有一致性的药物反应，在此基

础上，我们选取TME中影响药物敏感性的主要细

胞，结直肠癌细胞（LoVo）、癌症相关成纤维细胞

（结直肠癌患者来源的CAF）、巨噬细胞（由THP-1

诱导成为 M0 型巨噬细胞） 和血管内皮细胞

（HUVEC），构建模拟微环境的共培养系统，加入

不同浓度的奥沙利铂，研究复杂微环境对药物敏感

性的影响。图 6a~d 显示，奥沙利铂药物对 LoVo、

THP-1、HUVEC和CAF细胞显示不同程度的生长

抑制。其中，图6a显示药物对共培养系统中LoVo

细胞的作用结果，随着药物浓度的增加，细胞存活

率下降。但值得关注的是，与奥沙利铂作用于单独

培养的LoVo细胞（图 5）相比，共培养下的LoVo

细胞表现出明显的药物抗性，即药物敏感性降低。

共培养 48 h后，在 80 μmol/L的作用浓度下，单独

培养的LoVo细胞存活率只有 25%，而共培养条件

下为96%。在160 μmol/L的作用浓度下，单独培养

的 LoVo 细胞存活率仅有 2%，而共培养条件下为

50%。此外，共培养 48 h后，在 80 μmol/L奥沙利

Fig. 5　Parallel analysis of drug action in co-culture droplet microfluidic chip
（a）  Images of LoVo cells under different concentrations of oxaliplatin in co-culture droplet microfluidic chip. （b）  Live/dead staining of LoVo 

cells under different concentrations of oxaliplatin in co-culture droplet microfluidic chip after 48 h. （c）  Survival rate of LoVo cells under different 

concentrations of oxaliplatin in co-culture droplet microfluidic chip after 48 h. n=3 for each data set. ***<0.001 as calculated from Student’s t-test.
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铂的作用浓度下，THP-1、HUVEC和CAF细胞的

存活率几乎不受影响；在160 μmol/L奥沙利铂的作

用浓度下，THP-1存活率为3%，HUVEC存活率为

41%，CAF 存活率为 84%，THP-1、HUVEC 细胞

存活率明显下降（图6b~d）。前述实验中证明，与

微环境细胞共培养条件下的LoVo细胞增殖能力明

显增强。因此，我们推测，LoVo细胞药物敏感性

的改变可能源于共培养体系中微环境细胞对LoVo

细胞行为的影响。

研究表明，奥沙利铂可通过引起DNA双链损

伤导致结直肠癌细胞凋亡。γH2AX是DNA双链损

伤的标志物［22］。研究表明，γH2AX被证明是研究

各种抗癌药物治疗效果的标志物，检测 γH2AX的

表达情况是评估肿瘤治疗中肿瘤细胞耐药性的有效

方法［23-24］。图6e显示，在80 μmol/L奥沙利铂作用

浓度下，与单独培养的LoVo细胞相比，共培养组

的LoVo细胞内 γH2AX的表达量更低。因此，我们

推测在本研究中，微环境细胞可能通过减弱LoVo

细胞的DNA双链损伤以影响其对奥沙利铂药物的

敏感性。

研究表明，CAF 能够促进肿瘤细胞的生长增

殖并影响药物抗性。Wang等［25］的研究表明，CAF

可以通过分泌基质金属蛋白酶 11 （MMP11）促进

胰腺癌细胞的增殖。Zhou等［26］的研究表明，CAF

通过分泌 COL8A1 诱导 EMT，从而增加结直肠癌

细胞对奥沙利铂药物的耐药性。巨噬细胞在肿瘤微

环境中可极化为 M2 型巨噬细胞，即 TAM［27-29］，

TAM能够促进肿瘤细胞的增殖和耐药。研究显示，

TAM 通 过 分 泌 分 泌 性 磷 蛋 白 （secreted 

phosphoprotein 1，SPP-1）  ［30］和促进自噬［31］等方

式促进肿瘤细胞对奥沙利铂药物的抗性。此外，有

研究显示，肿瘤微环境中的肿瘤细胞可诱导内皮细

胞分化为TEC，进而促进肿瘤细胞的药物治疗抵抗

及转移［32-34］。

为了进一步明确各种微环境细胞影响LoVo细

胞药物敏感性的程度，我们将结直肠癌细胞LoVo

分别与CAF、THP-1细胞和HUVEC各自进行共培

养，并加入奥沙利铂药物。48 h后的细胞死活染色

结果 （图 7a~c） 及定量分析结果 （图 7d） 显示，

在80 μmol/L奥沙利铂作用浓度下，与CAF或THP-

1 共培养的 LoVo 细胞存活率均在 95% 以上。而与

HUVEC共培养的LoVo细胞存活率为86%，低于与

3种微环境细胞共培养时的存活率。

因此，我们推测在本研究体系中存在肿瘤细胞

与微环境细胞的相互作用，各种微环境细胞不同程

度参与了肿瘤细胞 LoVo 对奥沙利铂的药物抗性。

其中，CAF 细胞与巨噬细胞的作用更为主要。但

从结果可以看到，相对于 CAF，奥沙利铂对

HUVEC和巨噬细胞的增殖抑制作用更为明显，因

此，从对抗药性的影响程度而言 CAF的贡献可能

更大。

此外，有研究表明在TME中的基质细胞之间

也存在相互作用，如CAF可以促进巨噬细胞极化

为 TAM［35］； CAF 外泌体中的微小 RNA-10a-5p

（miR-10a-5p）能够促进内皮细胞的增殖和血管生

成［36］。TAM 外泌体中的微小 RNA-221-3p （miR-

221-3p）能促内皮细胞增殖［37］。因此推测，在本

体系中CAF、THP-1细胞及HUVEC之间也可能存

在相互作用，间接影响了LoVo细胞对奥沙利铂药

物的敏感性，这也提示本研究建立的共培养体系在

明确肿瘤微环境对药物敏感性作用方面具有良好的

应用潜能。

2.6　共培养体系分析多细胞环境下奥沙利铂药物

敏感性的适用性评估

前述实验证明，本体系中微环境细胞与肿瘤细

胞之间存在相互作用，各种微环境细胞不同程度参

与了肿瘤细胞LoVo对奥沙利铂的药物抗性。为了

考察本体系是否适用于研究其他肿瘤细胞与微环境

细胞之间的相互作用及药物敏感性，我们选取了另

外一种结直肠癌细胞HCT 116、结直肠癌患者来源

的CAF、巨噬细胞（由THP-1诱导成为M0型巨噬

细胞）和血管内皮细胞（HUVEC），构建共培养系

统并加入 80 μmol/L浓度的奥沙利铂药物，研究此

微环境对HCT 116细胞药物敏感性的影响。图8a~c

显示，共培养 48 h后，在 80 μmol/L奥沙利铂药物

的作用浓度下，单独培养的 HCT 116 存活率为

78%，而共培养条件下为 96%。共培养条件下的

HCT 116细胞表现出明显的药物抗性，药物敏感性

发生了改变。Gonçalves-Ribeiro等［38］的研究显示，

CAF 分泌的细胞因子、趋化因子和其他可溶性因

子通过影响HCT 116细胞的增殖促进其对奥沙利铂

药物的抵抗作用。Lan等［39］的研究表明，TAM可

通过提高METTL3介导的细胞m6A修饰实现其对

奥沙利铂药物抗性。因此，我们认为，HCT 116细

胞的药物敏感性的改变可能同样源于共培养体系中

微环境细胞对HCT 116细胞行为的影响。并且本体

系可用于分析不同肿瘤细胞在复杂环境下药物敏感

性的变化。
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Fig. 6　Co-culture of tumor-microenvironment cells and analysis of oxaliplatin sensitivity
（a）  Images， live/dead staining and survival rate of LoVo cells under different concentrations of oxaliplatin in co-culture droplet microfluidic chip. 

（b）  Images， live/dead staining and survival rate of THP-1 under different concentrations of oxaliplatin in co-culture droplet microfluidic chip. 

（c）  Images， live/dead staining and survival rate of HUVEC under different concentrations of oxaliplatin in co-culture droplet microfluidic chip. 

（d）  Images， live/dead staining and survival rate of CAF under different concentrations of oxaliplatin in co-culture droplet microfluidic chip. （e）  

Immunofluorescence detection of DNA double-strand breaks related molecular under co-culture condition. n=3 for each data set. ***<0.001， **<

0.01， ns>0.05 as calculated from Student’s t-test.
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Fig. 7　Oxaliplatin sensitivity analysis of LoVo cell co-cultured with different microenvironment cells in co-culture droplet 
microfluidic chip

（a）  Images and live/dead staining of LoVo cells co-cultured with CAF under effect of oxaliplatin in co-culture droplet microfluidic chip. （b）  

Images and live/dead staining of LoVo cells co-cultured with THP-1 under effect of oxaliplatin in co-culture droplet microfluidic chip. （c）  Images 

and live/dead staining of LoVo cells co-cultured with HUVEC under effect of oxaliplatin in co-culture droplet microfluidic chip. （d）  Survival rate 

of LoVo cells co-cultured with different microenvironment cells under effect of oxaliplatin in co-culture droplet microfluidic chip after 48 h. n=3 for 

each data set. ***<0.001， ns>0.05 as calculated from Student’s t-test.
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3　结 论

本研究首次在液滴体系中实现了肿瘤微环境主

要构成细胞的共培养及药物敏感性分析。研究发

现，不同微环境细胞间的串扰强烈影响肿瘤细胞对

奥沙利铂的药物敏感性，提示靶向肿瘤微环境细胞

间的相互作用是改善肿瘤治疗疗效的有效策略。本

研究为抗肿瘤药物的疗效评估以及新型药物的筛选

提供了新的方法和手段。此外，不同于常规微流控

芯片的键合式封闭结构，本研究采用开口式的结构

设计，可方便地移取液滴内的细胞，结合各种组学

技术，进行共培养及药物作用下的细胞分子特性分

析，可望为阐述药物作用机制及发现微环境条件下

新的药物作用靶点提供新方法和实验依据。

液滴的小体积特性使其营养供给有限，不太适

合细胞的长期生存。后续拟通过发展换液技术实现

液滴中多种细胞的长时间共培养，以探究不同类型

肿瘤细胞与其特定微环境之间的长程相互作用及药

物敏感性变化。此外，目前的液滴生成方式还需人

工辅助，后续拟通过与自动化液滴生成装置结合，

Fig. 8　Oxaliplatin sensitivity analysis of HCT 116 cell under co-culture condition in co-culture droplet microfluidic chip
（a）  Images and live/dead staining of HCT 116 cells under 80 μmol/L oxaliplatin in co-culture droplet microfluidic chip. （b）  Images and live/dead 

staining of HCT 116， THP-1， HUVEC and CAF under 80 μmol/L oxaliplatin in co-culture droplet microfluidic chip. （c）  Survival rate of HCT 

116 under under control or co-culture condition. n=3 for each data set. ***<0.001， as calculated from Student’s t-test.
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实现特定TME中不同药物剂量或药物组合治疗效

果的高通量检测和评估，便于针对性地指导临床用

药及治疗。
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Graphical abstract

Abstract　 Objective  This study aimed to construct a cell co-culture microfluidic chip based on droplet 

microfluidic to investigate the influence of multicellular interactions in complex microenvironments on the 

sensitivity of anti-tumor drugs. Methods  We constructed a droplet microfluidic chip consisting of 12 co-culture 

units, with each unit containing 4 microwells for holding cell droplets, enabling the co-culture of 4 types of cells. 

To evaluate whether the co-culture of multiple cell types can be achieved in the droplet microfluidic chip, as well 

as to observe and analyze the interactions between different cell types, we investigated the interaction between 

microenvironmental cells and tumor cells through cell co-culture experiments. To construct a stable co-culture 

system capable of evaluating drug sensitivity, we conducted diffusion experiments with blue ink and model drugs 

to investigate the ability of drugs to diffuse in the chip and be taken up by cells. To investigate the effect of the 

complex microenvironment on cellular drug sensitivity, we carried out cell co-culture experiments combined with 

drug treatment to explore the changes in the drug sensitivity of tumor cells in the presence of microenvironmental 

cells. To explore the reasons for drug resistance in tumor cells under co-culture conditions, we detected DNA 

double-strand break marker using immunofluorescence. Results  Experiments on cell culture within droplets 

showed that cells in each droplet exhibited good proliferation ability and consistent cell status, laying a foundation 

for the co-culture of multiple kind of cells. Cell co-culture experiments showed that compared with the mono-

culture group, the numbers of LoVo cells, HUVECs, and macrophages in the co-culture group increased 

significantly. This confirms that there are obvious interactions between cancer-associated fibroblasts (CAFs), 
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endothelial cells (HUVECs), macrophages, and tumor cells in the microenvironment, which promotes cell 

proliferation in the co-culture chip. Experiments on blue ink diffusion showed that drugs could diffuse uniformly 

and effectively into wells in different directions within the chip. Experiments on the diffusion of doxorubicin (a 

model drug) demonstrated that identical cells in different wells exhibited consistent drug uptake capacity for the 

drug. Additionally, cell co-culture experiments combined with oxiliplatin treatment revealed that with the 

concentration of 80 μmol/L, the survival rate of LoVo cells cultured alone was only 25%, whereas it reached 96% 

under co-culture conditions. with the concentration of 160 μmol/L, the survival rate of LoVo cells cultured alone 

was merely 2%, while that under co-culture conditions was 50%. These results indicate that the complex 

microenvironment composed of CAFs, HUVECs, and macrophages significantly reduces the drug sensitivity of 

LoVo cells to oxaliplatin through intercellular interactions. The immunofluorescence results showed that the 

expression level of γH2AX in LoVo cells decreased under co-culture conditions. Conclusion  Our study 

achieved co-culture of the main constituent cells of the tumor microenvironment and analysis of their drug 

sensitivity in a droplet microfluidic chip for the first time. The research found that crosstalk between different 

microenvironmental cells strongly affects the drug sensitivity of tumor cells to oxaliplatin, suggesting that 

targeting the interactions between tumor microenvironmental cells is an effective strategy to improve the efficacy 

of tumor therapy. Our study provides new methods and approaches for the efficacy evaluation of anti-tumor drugs 

and the screening of new drugs. In addition, the open structural design of the co-culture chip can be combined 

with various omics technologies to analyze the molecular characteristics of cells under co-culture and drug 

treatment conditions. This is expected to provide new methods and experimental evidence for elucidating the 

mechanisms of drug action and identifying novel drug targets in the context of the microenvironment.

Key words　droplet microfluidic, tumor microenvironment, co-culture, drug sensitivity
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