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МИКРОФЛЮИДНОЕ  УСТРОЙСТВО  С  Y-ОБРАЗНОЙ  ТОПОЛОГИЕЙ 
ДЛЯ  ИССЛЕДОВАНИЯ  МИГРАЦИИ  КЛЕТОК  В  ГРАДИЕНТЕ 

КОНЦЕНТРАЦИИ  ХЕМОАТТРАКТАНТОВ 
 

Обсуждаются результаты разработки микрофлюидного устройства для исследования миграции клеток под 
действием хемоаттрактантов. Проведены численные расчеты распределения концентрации хемоаттрактанта 
в различных конструкциях микрофлюидного чипа, а также оценена сила взаимодействия клеток с потоком 
жидкости. На основе результатов моделирования разработана конструкция микрофлюидного чипа. Изготов-
ление микрофлюидных устройств для экспериментальных исследований осуществлялось методом "мягкой" 
литографии в полидиметилсилоксане. Приведены результаты исследований, выполненные на примере кле-
ток СНО и HepG2, подтверждающие работоспособность чипа и адекватность предлагаемого подхода. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Направленная клеточная миграция играет важ-
ную роль в ряде физиологических процессов, на-
пример таких, как защита организма от инфекций 
и вирусов, заживление ран и т. п. [1, 2]. Одним  
из факторов, влияющих на клеточную миграцию, 
является пространственная вариация концентрации 
активного химического вещества, хемоаттрактанта. 
К данным веществам можно отнести факторы рос-
та, питательные вещества и др. Изучение их влия-
ния на подвижность клеток позволяет лучше по-
нять как механизмы миграции, так и процессы 
взаимодействия самих хемоаттрактантов и клеток, 
что является важным при  создании новых лекарст-
венных средств и разработке аналитических мето-
дик [3, 4]. В настоящее время распространены тра-
диционные методы изучения миграции клеток  
в градиенте химических веществ: исследование с 
помощью камеры Бойдена (проницаемых мембран) 
[5]; с использованием агарозы [6]; путем раскапы-
вания сверхмалого объема хемоаттрактанта [7];  
с применением камер Зигмунда [8] и камер Дунна 
[9]. Однако данные методы не всегда дают возмож-
ность контролировать создаваемый градиент кон-
центрации, поддерживать его постоянное значение 
или проводить его изменение. Устранить эти не-
достатки позволяют микрофлюидные устройства, 
которые, кроме того, уменьшают расход реагентов 
и обеспечивают условия для наблюдения подвиж-
ности отдельных клеток в режиме реального вре-
мени методами оптической микроскопии [10]. 

По принципу формирования градиента микро-
флюидные устройства для изучения миграции 
можно условно разделить на проточные и диффу-
зионные. Если у первых градиент создается за счет 
смешения контролируемых потоков растворов  
с разной концентрацией хемоаттрактантов, то у 
вторых он формируется за счет диффузии молекул 
химических веществ, переносимых растворами 
через мембраны или гидрогели [11]. Обе группы 
обладают своими достоинствами и недостатками. 
Например, проточные устройства позволяют опе-
ративно изменять величину градиента, но требуют 
применения внешних устройств для контроля ско-
рости потоков, а сами потоки создают напряжение 
сдвига, которое может влиять на клетки. Диффу-
зионные устройства, как правило, не нуждаются  
в применении указанных внешних устройств,  
в них отсутствует силовое воздействия на клетки 
со стороны жидкости, но они не обладают воз-
можностью оперативного влияния на значение 
градиента.  

В данной статье освещена работа, целью кото-
рой было создание микрофлюидного устройства 
для  исследования миграции клеток, позволяюще-
го быстро изменять величину градиента концен-
трации хемоаттрактанта и осуществлять изучение 
клеток методами оптической микроскопии. 

В качестве базовой топологии для создания 
устройства исследования миграции клеток было 
решено использовать проточную Y-образную то-
пологию [11], в которой имеется два загрузочных 
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канала, через один из которых подается раствор  
с хемоаттрактантом, а через другой — буфер. Рас-
положенные симметрично друг напротив друга, 
эти каналы сопрягаются с реакционной камерой. 

Для оптимизации геометрии микрофлюидного 
устройства были проведены численные исследо-
вания распределения концентрации химических 
веществ в реакционной камере, проведена оценка 
влияния потоков жидкости на клетки. Одним из 
важных этапов проведения эксперимента по изу-
чению миграции клеток является их равномерное 
распределение вдоль контрольной линии (вы-
страивание). Для осуществления такого выстраи-
вания было проведено численное моделирование 
седиментации частиц и подготовлена эксперимен-
тальная установка. На изготовленных микрофлю-
идных чипах были проведены тестовые экспери-
менты для подтверждения адекватности предла-
гаемого подхода и работоспособности созданных 
конструкций устройств.  

ЧИСЛЕННОЕ МОДЕЛИРОВАНИЕ 

Базовые положения 
С целью оптимизации выбранной Y-образной 

топологии для получения наибольшего значения 
градиента при минимальных расходах пробы было 
проведено численное моделирование с использо-
ванием пакета программ COMSOL Multiphysics. 
Кроме вышеприведенного критерия учитывались 
гидродинамические свойства геометрии реакци-
онной камеры и длина пути миграции клеток, ко-
торая должна быть достаточной для получения 
данных об их поведении. При моделировании изу-
чалось влияние гидродинамических потоков  
на клетки и распределение хемоаттрактанта в ка-
налах и реакционной камере микрофлюидного  
чипа. Для этого проводилось вычисление распре-
деления концентраций хемоаттрактанта в реакци-
онной камере при различных углах наклона ее 
стенок, ширины и для разных величин расхода 
растворов (буфера и хемоаттрактанта). Кроме то-
го, моделировалось движение клеток при их вы-
страивании вдоль стенки реакционной камеры  
с помощью центрифугирования, что позволяет 
получить траектории частиц и оценить время, тре-
буемое для выстраивания клеток. Для определения 
максимальной скорости подачи реагентов рассчи-
тывались силы, действующие на распластавшуюся 
клетку со стороны потока раствора. 

Для расчета профиля скоростей жидкости ре-
шались уравнения Навье—Стокса: 

2 ,

0,

p
t

         
  

u u u u

u
   (1) 

где u — векторное поле скоростей жидкости, м/с; 
ρ — плотность жидкости, кг/м3; μ — вязкость 
жидкости, Па·с; p — давление, Па. 

Для моделирования распределения концентра-
ции хемоаттрактанта использовался второй закон 
Фика с добавленным конвективным членом: 
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где D — коэффициент диффузии реагента, м2/с;  
с — его концентрация, моль/м3. 

При исследовании процесса седиментации про-
екции ускорения по координатам ax  и ay, созда-
ваемого центробежными силами, задавались сле-
дующим образом: 
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где ν — частота вращения центрифуги, об./мин;  
x, y — координаты в системе отсчета, связанной  
с центром центрифуги, м. В качестве противодей-
ствующей силы со стороны жидкости на частицу 
действует сила Стокса 

6s pr   F u ,    (4) 

где rp — радиус микрочастицы, м; Δu — скорость 
частицы относительно жидкости, м/с.  

Траектория движения частицы определялась  
на основе второго закона Ньютона в импульсной 
форме 

d
dt


p F ,     (5) 

где p — вектор момента частицы, кг·м/с2; F — 
вектор действующих на нее сил, Н.  

Сила, действующая на поверхность клетки, на-
ходилась путем интегрирования по ее границе 
множителей Лагранжа, полученных из ограниче-
ний на этой границе и имеющих в данном случае 
размерность силы на единицу площади. Поскольку 
рассматривалась плоская задача, полученные зна-
чения умножались на среднюю длину распластан-
ной клетки l, выходящей за плоскость моделиро-
вания. 

Уравнения решались методом конечных эле-
ментов, при этом в случае исследования простран-
ственного распределения реагента и сил, дейст-
вующих на распластанную клетку, решалась ста-
ционарная задача, а при исследовании процесса 
седиментации были получены значения координат 
частиц в зависимости от времени.  

В качестве среды, заполняющей каналы, рас-
сматривалась водоподобная жидкость с плотно-
стью 1000 кг/м3 и динамической вязкостью  
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0.001 Па·с. Коэффициент диффузии хемоаттрак-
танта выбирался равным D = 10–10 м2/с (значение, 
характерное для белков в воде). 

Область моделирования при изучении распре-
деления концентраций веществ представляла со-
бой горизонтальное сечение каналов и реакцион-
ной камеры (рис. 1). Было решено ограничиться 
рассмотрением двумерной задачи, поскольку глу-
бина каналов и реакционной камеры мала (не-
сколько десятков мкм) по сравнению с их длиной 
(десятки мм) и шириной (сотни мкм) и полагалось, 
что вертикальные составляющие действующих 
сил, вертикальный массоперенос не оказывают 
существенного влияние на исследуемые процессы. 

При вводе (загрузке) жидкости по входным ка-
налам (вход 1 и вход 2, рис. 1) использовались 
граничные условия, соответствующие ламинарно-
му потоку параболического профиля со средней 
скоростью, равной расходу пробы при глубине 
каналов 30 мкм. На входе в канал, через который 
загружался раствор с хемоаттрактантом (вход 1  
на рис. 1), выполнялось условие постоянной кон-
центрации, равной 1 моль/м3. На входе, соответст-
вующем подаче буферного раствора (вход 2  
на рис. 1), — условие нулевой концентрации.  
На границе, соответствующей выходу, задавалось 
референтное давление, равное 0. На остальных 
поверхностях соблюдалось условие "прилипания" 
жидкости 0fluid u .  

В процессе моделирования варьировалась шири-
на L реакционной камеры от 300 мкм до 1500 мкм    
с шагом 400 мкм при α = 45°. При этом расходы 
раствора с хемоаттрактантом Q1 и буферного рас-
твора Q2 менялись от 0.01 мкл/мин до 2 мкл/мин 
при равенстве их друг другу. Также исследовалось 
распределение концентраций при суммарном по-
токе,  равном  2 мкл/мин,  и  увеличении     расхо-
да  раствора  с  хемоаттрактантом  с  1 мкл/мин   
до 1.8 мкл/мин. Изменение угла наклона стенок 

камеры α рассматривалось в интервале от 75° до 
0° с шагом 15°. 

Моделирование процесса седиментации прово-
дилось на примере микрочастиц диаметром 12, 16 
и 25 мкм, соответствующих минимальным, сред-
ним и максимальным размерам фибробластов 
(наиболее исследуемым в биологии клеткам). При 
этом плотность микрочастиц задавалась равной 
1050 кг/м3. Геометрия реакционной камеры соот-
ветствовала той, которая была выбрана на преды-
дущем этапе моделирования. Реакционная камера 
располагалась в 24 мм от оси вращения центрифу-
ги, что соответствует реальному положению чипа 
в собранном роторе. Вдоль ближайшей к оси стен-
ки камеры были заданы начальные координаты 
клеток с шагом 100 мкм, для определения макси-
мального времени седиментации. Частота враще-
ния центрифуги задавалась равной 2000 об./мин. 

Расчет сил, действующих на распластавшуюся 
клетку со стороны потока, также проводился  
на примере фибробластов. Во взвешенном состоя-
нии они имеют сферическую форму со средним 
диаметром 16 мкм. При контакте с поверхностью 
они вытягиваются, достигая в длину 50 мкм при 
ширине 15 мкм. Таким образом, в первом прибли-
жении форму клетки можно представить в виде 
участка цилиндра, отсеченного плоскостью, па-
раллельной его оси, обладающей тем же объемом, 
что и клетка в свободном состоянии. Предполага-
лось, что распластанная клетка располагается по-
перек потока. Так как размеры клеток много 
меньше ширины реакционной камеры, то было 
сделано предположение, что на них действует од-
нородный в поперечном направлении канала по-
ток. Область моделирования представляла собой 
сечение по глубине реакционной камеры вдоль 
направления течения жидкости. Значения сил, 
действующих со стороны натекающего потока 
жидкости  на  распластанную клетку,  находились 
для расходов жидкости Q от 1 мкл/мин до  
5000 мкл/мин.  

 
 
 

 
 

Рис. 1. Область моделирования при исследовании распределения концентраций веществ 
в реакционной камере 

x, мм 

y, мм



К. И. БЕЛОУСОВ, А. С. БУКАТИН, В. И. ЧУБИНСКИЙ-НАДЕЖДИН и др. 

НАУЧНОЕ ПРИБОРОСТРОЕНИЕ, 2016, том 26, № 1 

6 

 
 
Рис. 2. Распределение концентраций хемоаттрактанта и буферного раствора в реакционной камере 
микрофлюидного чипа при расходах Q1 = Q2 = 1 мкл/мин. 
Ширина реакционной камеры: а) 300 мкм; б) 700 мкм; в) 1100 мкм; г) 1500 мкм. Ширина входных  
и выходных каналов равна 300 мкм 
 
 

Результаты моделирования 
В ходе моделирования была выявлена обратно 

пропорциональная зависимость величины гради-
ента концентрации от ширины реакционной каме-
ры (рис. 2). Так, с ростом ширины в 5 раз (с 300 до 
1500 мкм) максимальное значение градиента 
уменьшилось в 5.3 раза. Это связано с тем, что  
с ростом ширины реакционной камеры при сохра-
нении постоянным расхода жидкости ее скорость 
падает, что ведет к увеличению влияния диффузи-
онной составляющей движения реагента и, как 
следствие, более быстрому выравниванию концен-
траций. Для исследований была выбрана ширина 
рабочей камеры, равная 1.1 мм, обеспечивающая 
возможность как длительного наблюдения мигра-
ции клеток, так и получения достаточно больших 
и протяженных градиентов. Величина расхода 
жидкостей также влияет на величину градиента. 
Так, с ростом расходов Q1 и Q2 в 200 раз (с 0.01 до 
2 мкл/мин) градиент для ширины камеры 1.1 мм 
увеличился в 33 раза (с 260 до 8570 моль/м4), что 
связано с увеличением влияния конвективной со-
ставляющей движения реагента. При изменении 
отношения потоков Q1 к Q2 от 1:1 до 9:1 происхо-
дит сдвиг фронта концентрации от середины реак-
ционной камеры на позицию, равную 4/5 от ее 
ширины (рис. 3, а), при этом величина градиента 
падает на 18 % (рис. 3, б), что вызвано смещением 
диффузионной границы в область с меньшей ско-
ростью потока. При вариации угла α наклона сте-
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Рис. 3. Концентрационные профили (а) и градиенты 
концентрации (б), вычисленные в центре реакцион-
ной камеры шириной 1.1 мм с углом наклона стенок 
45° при различных отношениях расходов хемоаттрак-
танта и буфера 
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4: Q1 = 1.6, Q2 = 0.4 
5: Q1 = 1.8, Q2 = 0.2 
 

1: Q1 = 1.0, Q2 = 1.0 
2: Q1 = 1.2, Q2 = 0.8 
3: Q1 = 1.4, Q2 = 0.6 
4: Q1 = 1.6, Q2 = 0.4 
5: Q1 = 1.8, Q2 = 0.2 
 

y,  мм 

y,  мм 

а 

б 
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нок камеры было обнаружено, что плавный пере-
ход от каналов к реакционной камере приводит  
к уменьшению величины градиента. При этом чем 
меньше скорость жидкости, тем более существен-
но влияние α. Так, если расходы Q1 и Q2 равны 
0.01 мкл/мин, то градиент увеличивается на треть 
при изменении α от 75° до 0°, а при Q1 = Q2 =  
= 2 мкл/мин — на 6.4 %.  

В результате моделирования была выбрана то-
пология реакционной камеры с шириной 1100 мкм 
и углом наклона стенок 45°, которая позволяет 
при меньших расходах пробы получить больший 
градиент концентрации, обладающий достаточной 
протяженностью для длительного воздействия  
на клетки.  

Моделирование процесса седиментации микро-
частиц позволило получить траектории их движе-
ния и определить время, требуемое для выравни-
вания всех частиц вдоль стенки, которое оказалось 
равным 2.5, 1.5 и 0.6 с соответственно для диамет-
ров 12, 16 и 25 мкм. Полученные траектории име-
ют прямолинейный характер, и, несмотря на близ-
кое расстояние к оси вращения и большую протя-
женность камеры, микрочастицы во время цен-
трифугирования не покидают камеру. 

Изучение влияния натекающего потока жидко-
сти показало, что достижение силы в 450 нН, не-
обходимой для отрыва фибробласта от стекла [12], 
происходит при расходе жидкости больше  
2000 мкл/мин. Таким образом, предельная величи-
на расхода реагентов значительно превосходит 
реально используемые. 

ИЗГОТОВЛЕНИЕ МИКРОФЛЮИДНЫХ 
УСТРОЙСТВ 

На основе результатов численного моделиро-
вания были определены основные размеры эле-
ментов конструкции микрофлюидного устройства. 
Чтобы предотвратить разупорядочивание клеток 
после их центрифугирования вдоль стенки реак-
ционной камеры, где производится выстраивание 
клеток, был выполнен массив из 78 углублений-
ловушек (с размерами 40 × 40 мкм) (рис. 4, вынос-
ка). Изготовление данных устройств осуществля-
лось из полидиметилсилоксана (ПДМС) методом 
"мягкой" литографии (отливкой по шабло-
ну/мастер-форме). Для изготовления мастер-форм 
был применен фоторезист SU-8 2025 (MicroChem, 
США). Толщина нанесенного слоя фоторезиста 
составляла 30 мкм.  Экспонирование слоя SU-8 
осуществлялось методом контактной фотолито-
графии на установке MJB4 (SUSS MicroTec, Гер-
мания). Фотошаблоны для контактной литографии 
представляли собой стеклянную пластинку с нане-
сенным слоем хрома. Рисунок, соответствующий 

разработанной топологии, формировался на уста-
новке лазерной литографии DWL 66FS (Heidelberg 
Instruments, Германия). 

При отливке реплик (отпечатков) микрострук-
тур по мастер-формам использовался набор Syl-
gard 184 (Dow Corning, США), состоящий из осно-
вы и отвердителя, смешиваемых в пропорции 10:1. 
Смесь дегазировали в течение 20 мин, а затем на-
носили на шаблон и производили ее отверждение 
при температуре 65 °С в течение 4 ч. По оконча-
нии процесса отверждения готовые реплики отде-
лялись от формы, обрезались до требуемого раз-
мера (24 × 24 мм) и в них проделывались отвер-
стия под загрузочные/сливные резервуары с по-
мощью пробойника. 

Герметизация микрофлюидных устройств про-
водилась путем активации поверхностей ПДМС 
реплики и стекла в кислородной плазме с после-
дующим их соединением. Плазменная обработка  
в кислородной среде проводилась в течение  
1.5 мин на установке Plasma Systems ZEPTO 
(Diener Electronic, Германия). 

ПРОВЕРКА РАБОТОСПОСОБНОСТИ 
УСТРОЙСТВА 

Проверка работоспособности микрофлюидных 
устройств проводилась на клетках СНО и HepG2. 
На клетках СНО была отработана методика вы-
страивания клеток в реакционной камере микро-
флюидного устройства и их культивирования. Ме-
тодика выстраивания состояла из стадий: загрузки 
20 мкл пробы с требуемой концентрацией клеток  
в устройство (рис. 5, a); выстраивания клеток  
в устройстве путем центрифугирования в течение 
15 с (с учетом времени выхода на режим и време-
ни, необходимого на остановку) при 2000 об./мин 
(рис. 5, б). После позиционирования клеток  
 

 
Рис. 4. Эскиз топологии микрофлюидного чипа 
для изучения влияния хемоаттрактантов на клетки. 
Размеры указаны в мм 
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Рис. 5. Изображения распределения клеток СНО в реакционной камере микрофлюидного устройства.  
a — после загрузки; б — после центрифугирования; в — после 20 ч культивирования клеток на чипе 

 
 

 
 

Рис. 6. Влияние градиента фактора роста на клетки HepG2 в реакционной камере микрофлюидного устройства. 
а — начало эксперимента; б — спустя 5 ч; в — спустя 10 ч 

 
 

в реакционной камере чип помещался в чашку 
Петри и заливался раствором DMEM. Затем чашка 
Петри с содержимым помещалась в инкубатор, 
обеспечивающий поддержание температуры в 37 °С 
и концентрации CO2  на уровне 5 %, и выдержива-
лась 20 ч для распластывания клеток в реакцион-
ной камере и начала  цикла деления (рис. 5, в). 

На примере HepG2 были проведены экспери-
менты, подтверждающие работоспособность раз-
работанного устройства для исследования мигра-
ции клеток. Известно, что в присутствии фактора 
роста данные клетки начинают мигрировать в на-
правлении увеличения его концентрации [13]. Так 
как клетки HepG2 растут в виде колоний, то было 
решено отказаться от процедуры выстраивания, 
поскольку каждая колония клеток обладает выра-
женной границей, которую можно принять за ба-
зовую линию. Поэтому после загрузки клеток  
в устройство выполнялась только процедура их 
культивирования. Затем чашка Петри с микро-
флюидным устройством, залитым жидкостью, пе-
реносилась из инкубатора на предметный столик 
микроскопа AxioObserver.Z1 (Carl Zeiss, Герма-
ния), к устройству присоединялись капилляры, 
через которые осуществлялась подача растворов 

DMEM c эпидермальным фактором роста и с бу-
ферным раствором. Скорость расхода растворов 
0.25 мкл/мин обеспечивалась при помощи шпри-
цевого насоса 70-2209 (Harvard apparatus, США). 
Предметный столик микроскопа, оснащенный 
системой контроля температуры и CO2, осуществ-
лял поддержание температуры в 37 °С и уровня 
СО2  в 5 %. Эксперимент проводился в течение 10 ч 
с регистрацией процессов в реакционной камере 
микрофлюидного устройства каждые 5 мин. Ре-
зультаты, полученные в ходе эксперимента 
(рис. 6), свидетельствуют, что разрастание коло-
ний клеток HepG2 происходит преимущественно  
в направлении увеличения концентрации фактора 
роста примерно на 10 %, в то время как в противо-
положном направление прирост колоний составил 
не более 1 %. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Микрофлюидное устройство, созданное на ос-
нове Y-образной топологии, позволяет осуществ-
лять исследования влияния градиента концентра-
ции химических  веществ на миграцию клеток. 
Проведенное численное моделирование дало оп-
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тимизацию базовой Y-образной проточной топо-
логии микрофлюидного устройства по величине 
формируемого градиента концентрации хемоат-
трактанта, а также возможность исследовать ре-
жимы центрифугирования и силу воздействия по-
тока жидкости на распластавшуюся клетку. Уста-
новлено, что геометрия реакционной камеры ши-
риной 1.1 мм с углом перехода между каналами  
и реакционной камерой, равным 45°, позволяет 
при наименьших расходах пробы получить наи-
больший градиент концентрации, имеющий доста-
точную протяженностью для длительного воздей-
ствия на клетки. 

Результаты расчета процесса седиментации 
клеток показали, что клетки во время центрифуги-
рования не покидают камеру, а время, необходи-
мое для выстраивания клеток вдоль базовой ли-
нии, не превышает 2.5 с. Установлено, что исполь-
зование потоков жидкости в интервале от 0.01 до  
2 мкл/мин является недостаточным для отрыва 
клеток от стеклянной подложки.  

Отработанные методики выстраивания и куль-
тивирования на примере клеток СНО в реакцион-
ной камере устройства позволяют относительно 
просто организовывать базовую линию клеток  
в специальных фиксирующих ловушках для экс-
периментов по исследованию миграции. Тестовые 
испытания, проведенные с использованием клеток 
HepG2, свидетельствуют, что разрастание колоний 
клеток преимущественно происходит в направле-
нии увеличения концентрации фактора роста, что 
подтверждает работоспособность предложенного 
устройства.  

Таким образом, рассмотренный в работе под-
ход позволяет рассчитывать и создавать микро-
флюидные устройства для исследования миграции 
клеток в градиенте концентрации хемоаттрактан-
тов. Такие микрофлюидные устройства могут най-
ти широкое применение при проведении фунда-
ментальных и прикладных исследований в биоло-
гии, фармакологии и экологии. 

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Университета ИТМО в рамках проекта № 415831,  
а также поддержке РФФИ в рамках проектов № 14-
08-31641, №15-04-00905 и № 16-04-00467. 
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Results of a development of microfluidic device for a study of cell migration under an influence of chemoat-

tractant are discussed. Numerical simulation of chemoattractant distribution in various designs of microfluidic 
chip and estimations of the cells’ interaction with the liquid flow are conducted. Microfluidic chip design is cho-
sen based on the simulation results. Microfluidic devices for experimental research are made by a soft lithogra-
phy method in polydimethylsiloxane. The results of experiments carried out using CHO and HepG2 cells con-
firm the efficiency of the microfluidic chip and proposed approach. 
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