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摘 要

细胞微注射技术是细胞工程领域应用最广泛的技术之一，而目前国内细胞微注射

装备基本依赖进口，价格昂贵，存在刺膜细胞变形大、流动正常性较差、生产率较低

等缺点，且并未实现细胞注射自动化。

本文以微流体数字化技术为基础，设计基于压电驱动的数字化细胞微注射仪，通

过搭建的数字化细胞微注射仪位移测试实验系统研究驱动波形、电压、频率、倾斜角

度、预紧力对微注射仪位移特性的影响规律，进一步研究数字化细胞微注射仪用于细

胞微注射的可行性。并提出注射微针制备装置拉针仪的设计方案，进行原理实验验证

和拉针参数控制研究。

本文设计的数字化细胞微注射仪通过软件控制驱动波形、电压、频率等参数的变

化来实现细胞注射快速进退针及注射操作，该方法避免了直接对结构进行调整以适应

不同的操作要求，简单可靠，易于实现细胞注射自动化。实验结果表明，数字化细胞

．微注射仪具有刺膜细胞变形小、流动正常性好、注射分辨率高的优点。设计的拉针仪

系统稳定性高、重复性好，能够拉制出符合要求的注射针。参数控制实验分析表明，

应在有效的范围内减小加热时间和加热长度，提高加热电压。
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Abstract

Cell Mieroinjection is one of the technologies widely used in the domain of Cell

Engineering．However,the domestic equipment of cell mieroinjection now is totally

d印ended on the foreign companies whose products are very expensive and inferior in cell

distortion,flow stability and productivity．Furthermore,their products haven’t realized the

automation of cell microinjection．

Based on the Di西tal Mierofluidic Technology,a cell mieroinjection device is designed,

drived by piezoelectric actuation．Digital mieroinjeetion displacement testing experiment

system is builded to research the influence of drive wave，voltage，frequency,gradient

degree and impacted fore,．Furthermore，the cell microinjection experiment system is

builded to research the effect of the microinjection device．In addition,a design scheme is

presented to develop a micropipette puner,in order to fabricate good cell injection pipette．

By controlling the change of drive wave,voltage and f．requency with soft,the cell

mieroinjeetion device锄well realize not only the rapid movement of pipette’s going
ahead and back,but also the mieroinjection manipulation．The device avoids direct

adjustment to the structure，which makes it easy to realize the automation of cell

mieroinjection．The results indicate that the device makes less distortion to the cell when

penetrating into it．Also the device has a better flow stability and a higher resolving power

of injection．The micropipette puller system designed in the paper call fabricate good cell

injection pipette with hi曲stability．The results indicate that it’S better to increase the heat

voltage andreduce the heat time and length in a proper range．

Keywords：cell mi锄injeetion,digitalization of mieroflui&,piezoelectric actuation,

II

digitalization Ofmicroinjection
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1绪论

1．1细胞工程概述

细胞工程是指应用细胞生物学和分子生物学的方法，通过类似于工程学的步骤，

在细胞整体水平或细胞器水平上，按照人们的意愿来改变细胞内的遗传物质以获得新

型生物或特定细胞产品的一门综合性科学技术。

细胞工程涉及的领域十分广泛。根据研究对象可以将细胞工程分为微生物细胞工

程、植物细胞工程和动物细胞工程三大类。从研究水平来划分，细胞工程可分为细胞

水平、组织水平、细胞器水平和基因水平等几个不同的研究层次。就其技术范围而言，

主要包括细胞培养、组织培养、细胞融合、细胞拆合、染色体操作、胚胎移植、细胞

核移植等。

总体来说，细胞工程的应用主要体现以下四个方面：创造新物种；优良物种的快

速繁殖与保护；相关产品的制备，包括有用代谢产物、人工组织或器官、生物能源；

在遗传学、发育学等领域的应用。具体而言，细胞工程的一些主要研究领域包括：新

型物种的培育、优良动植物的快速繁育与资源保存、植物细胞培养生产代谢产物、多

倍体育种、试管动物、动物制药、干细胞、组织修复、器官培养、细胞工程能源等【I】。

1．2细胞微操作技术

细胞的大小在微米级尺度，在细胞克隆、细胞杂交、染色体及胚胎移植等细胞操

作中必须借助显微手段，采用微工具进行。这种显微条件下进行的操作称为微操作

(Mieromanipulation)，其操作空间是微米级的三维微空间。

根据不同的要求微操作有多种形式，如细胞的切割、分离、融合，细胞内器官(核、

染色体、基因)的转移、重组、拉伸、固定，细胞壁挤孔，细胞群体的操纵【2】，用微

操作对细胞进行解剖手术、人工受精、细胞核移植、基因注入、细胞内微量注射等。

目前，经常用到的细胞微操作技术主要包括细胞核移植、细胞内药物注射、细胞核内

DNA注射、胚胎注射及细胞单个分离等，例如多莉羊就是运用细胞核移植技术而成

功的。将外源物质导入细胞是细胞显微操作中使用非常频繁的操作过程。

将外源物质导入细胞的方法很多，常见的有微注射(Microinjection)、电穿孔、

钙沉淀、脂质体转染等。电穿孔是将细胞、原代培养物混合在培养基中，在直流电场

作用的瞬间，细胞膜表面产生疏水或亲水的纳米级微小通道，这种通道能维持几毫秒

到几秒，然后自行恢复。在此期间生物大分子如DNA可通过这种微小的孔道进入细

胞。钙沉淀法(以磷酸钙沉淀法为例)是基于磷酸钙／DNA复合物的一种将DNA导

入真核细胞的转染方法。磷酸钙有利于促进外源DNA与靶细胞表面的结合。磷酸钙
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／DNA复合物黏附到细胞膜并通过胞饮作用进入靶细胞【31。脂质体转染法是在体外进

行细胞培养转染，转染试剂与靶细胞作用必须长达数小时，能得到很高的外源基因表

达效率。微注射是利用玻璃微针刺入细胞，用药物注射的方式将原代培养物质导入细

胞，是最常见、最简单有效的操作方法。

1．2．1细胞微注射技术

细胞微注射技术是在显微环境下，通过机械的方法使微注射针穿刺细胞膜，将外

源基因物质注入细胞核或细胞质内，培育成带有目的基因特征个体的技术。该技术广

泛应用于原核内基因显微注射、体细胞核移植克隆动物、卵母细胞极体重组、单精子

显微注射技术(intracytoplasmic sperm injection,ICSI)等转基因动物生产领域。

微注射技术的优点【4’5】：

·对于原代培养物对培养基的变化特别敏感的细胞，微注射是DNA转移实验

中唯一可行方法。电穿孔、脂质体转染等方法中原代培养物与培养基是混合

的，要求原代培养物对培养基变化不敏感。

·微注射只需要少量的样品，不需要制备和纯化大量昂贵的DNA、抗体或重组

蛋白质等，节约大量的成本和时间i电穿孔、脂质体转染等方法中需要大量

的原代培养物。

·微注射技术可以通过注射入细胞内的样品量估计出每个细胞所注入的分子数

量。可以同时或连续向一个细胞注射两种或两种以上的样品，还可以将注射

到细胞中的样品重新取出细胞再次注入同样的样品或不同的样品。微注射可

以与细胞的前期、同期和后期处理相结合，以便达到最佳效果。

·如果与免疫荧光法、原位杂交法或PCR法等敏感的分析技术相结合，注入样

品的作用可以在单细胞水平上得到测定。

·微注射可以实现两个细胞内的主要成分细胞核和细胞质直接接触，可以精确

改变单个细胞或两个细胞的内环境和培养环境。

●微注射可以向细胞注射DNA、RNA，注射核酶、抗体、蛋白质、提纯的细胞

器及其他天然或合成物。注射后可很快得出实验结果。

微注射技术的局限性：

·微注射需要逐个进行细胞操作，就目前的微注射技术发展情况，每次实验时

只能研究有限的细胞，一般仅限在几百个左右。

· 当针头穿过细胞膜或核膜时，微注射会给细胞带来一定程度的损伤，可能引

起细胞局部离子强度及渗透压的改变。

2
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微注射细胞膜穿刺是细胞注射关键操作之一，细胞膜穿刺过程是微米级的移动，

不同性质的细胞膜要求不同的微针穿刺运动特性，例如弹性较大的细胞膜要求微针以

较大的加速度刺入才能刺破细胞膜，而较硬的细胞膜则需要以较缓慢的速度刺入以避

免产生细胞膜的损伤。在细胞微注射过程中，微注射的量一般要求不超过细胞总体积

的20％，要求微注射量分辨率在纳升(10母L)至皮升(10。12L)甚至更高【6】，对微注

射量的可控性提出了较高的要求。

目前，定量微注射常用的有如下几种方法[7】：

(1)包被针尖法

在包被针尖方法中，将针尖(密闭针)浸到即将导入到细胞的物质溶液中。然后

将浸蘸有样品液的微注射针刺入细胞，样品在细胞质中溶解。这种方法虽然既快又简

单，但对实际导入细胞中样品的量是难以控制的。

(2)被动注射法

在被动注射法中，针中充满注射溶液。溶液的填充是依赖虹吸的作用，即将针管

末端插入溶液中使其针头充满溶液。也可将针头置于一定体积的样品中，使针的开放

端由于虹吸作用而充满。将针刺入细胞中，样品被动地注入细胞中。这种方法避免了

包被针尖方法所遇到的许多问题，包括由于针尖干燥使样品变性问题。另一个优点是

导入到细胞中的物质的浓度是已知的，但控制注射的量极为困难。这是由于时间、位

置以及导入样品进入细胞的速度无法精确控制。

(3)直接压力法

相对于以上两种方法而言，直接压力法微注射应用较为广泛。它对大量的特异分

子如细胞骨架蛋白质是很有效的。这种方法有如下两种不同的方式：

◆恒定流动微注射

恒定流动微注射方法最初是由Graessman开发成功的。他提出将相对恒定量的物

质导入到生长于玻璃器皿的培养细胞中。注射物质的量取决于注射液中样品浓度、通

过针尖的速度和针尖停留在细胞质中的时间。然而由于要精确的测定样品溶液流过针

尖的速度有一定困难，因此难以精确测定最后注射入细胞中的溶液量。另该方法所需

注射物质较多，因此对于十分宝贵的样品是不适合的。

●气压脉冲流动注射

气压脉冲流动注射方法可能是当前最为广泛使用的方法。其主要原理是利用压力

控制装置导入可控的脉冲气流来驱动一小份溶液通过针尖，从而实现定量注射。但由

于气体的可压缩性导致流动正常性、注射量可控性较差。

3
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南京理工大学微系统研究室提出的微流体数字化细胞微注射方法具有分辨率高，

可达飞升级，扰动性好、流动阻力低等优点[8,91。

1．2．2细胞微注射装备

细胞基因工程受到微注射装备这个瓶颈在自动化程度、成功率和生产率方面的制

约。目前手动式微注射装备在国外已实现商品化生产，著名制造厂商有美国的Sutter

公司、日本的Nikon公司及Narishige公司、德国的Eppendorf公司等。微注射装备由

微操作器、微注射仪和注射配套微工具制造仪组成。目前我国各个生物实验室都购买

上述产品进行微注射工作。

各国制造的微操作器结构差别不大，以日本尼康NT-88NE手动微操作器为例，

在细胞定位、寻找、接近技术上采用在倒置显微镜上安装两套手动机械式粗调和手动

式液压微调机构分别控制吸持针和注射针，由安装在显微镜上的高分辨率摄像头采集

微针和细胞的图像通过计算机屏幕观察，也可直接在显微镜的目镜上观察，靠粗调旋

钮和微调手柄进行空间三维操作。具有高放大倍数和高分辨率的显微镜将细胞注射图

片放大，由固定在显微镜上的摄像头(CCD)摄取检测图像并经图像采集卡A／D转

换成数字信号，由计算机软件对数字图像进行数字信号处理，得到所需的各种目标图

像特征值，实现模式识别、坐标计算、灰度分布图等多种功能，完成细胞注射的监控

和精确检测定位。

手动微注射仪均采用传统的活塞原理，以气体或液体作为压力传导介质，如德国

Eppendorf公司的手动微注射仪，结构原理图见图1．1．1。

图1．1．1手动微注射仪原理

尽管手动注射已成为细胞微注射的常规方法，但手动注射方法成功率低，药物易

被污染，操作者的技能和经验成为注射成功与否的关键性因素，操作技能的培训耗时

长，人工操作稳定性差【lo】。同时由于气体的可压缩性及压力传输管道的膨胀性，微流

动正常性差，易出现无流量或流量过大胀破细胞的现象，导致难以精确的控制注射量。

在国外从20世纪八十年代以来一直在开展对细胞微操作的自动化技术研究，目

的是充分利用计算机视觉和智能控制等先进技术，研制出能够自动完成操作过程的微

注射系统。自动化细胞注射涉及到细胞的捕捉、定位、刺膜、注射等关键环节，国外

相继研制出了一些各具特色的微操作机器人实验样机系统。
4
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日本Junko Sakiyama等人开发了基于立体显微镜的视觉反馈伺服系统，以提高运

动和刺膜精度，减小微注射对人工的依赖程度‘111。

为解决微注射效率较低的问题日本Satoru Sakai，Sachihiro Youoku等人提出了一

种可以同时捕捉许多细胞的微注射系统，通过在硅基底上加工的微孔阵列同时吸持多

个细胞，然后逐一注射【121。

韩国的Jea-Hong Shim，Sung-Yong等人提出了一种基于三维重建技术的视觉引导

微注射系统。该系统克服了二维图像易导致人工操作失准及细胞受损等问题【131。

美国明尼苏达大学的SunYu和Bradley J．Nelson提出了用于胚胎生殖领域的微注

射系统，该系统利用视觉伺服技术搜寻捕捉细胞，注射终端装有反馈注射作用力的微

型力传感器，该微型力传感器由MEMS技术制造，该系统为视觉引导手动注射，且

成本昂贵【l 4。。 ．

德国和西班牙的F．Tagliareni．J．Brufau等人提出了用于细胞注射的微机器人系统，

采用数个微型机器人分别完成细胞的捕捉、吸持和注射，可连续注射100至1000个

细胞，机器人与主机通过红外无线通信，但该系统尚处于实验阶段【15】。
●

●

尽管国外有一些不同类型的微注射机器人的出现，但实质上并未实现细胞注射的

自动化，仍依赖于人工的操作来实现各个环节的统一，例如广为采用的气压脉冲流动

注射系统其特点是微注射时通过对注射压力及注射时间的精确控制来实现对注射量

的控制，适合注射量在飞升至100皮升的显微注射操作【l61。其工作压力可达0．7Mpa，

气体的可压缩性及压力控制装置对脉冲时间的滞后反应特性导致流动正常性较差，且

该装置装载注射液操作不便，每次装载可注射细胞数量较少，生产率较低。

细胞刺膜是细胞微注射的关键环节之一，细胞变形太大会对损伤细胞的活性，目

前商品化的细胞注射设备的细胞刺膜操作基本分为手动和电动两种，手动刺膜通过精

密液压泵来实现注射针的微进给刺膜，但该原理难以产生较大的速度和加速度，刺膜

时细胞变形量大，容易损伤细胞。有研究人员采用MEMS技术加工的微型力传感器

来感知刺膜时力的变化并反馈到人手的触觉【14】，但该方法成本昂贵，效果不够理想，

仍在进一步研究中；电动方式刺膜采用精密步进电机控制注射针的微进给刺膜，但受

步进电机运动精度影响，注射针位移难以精确控制，且步进电机在微米级的运动中难

以产生较大的速度与加速度，刺膜时细胞变形量依然较大。

相比较而言，在国内，关于细胞微注射方面的研究尚处于初级阶段，南开大学机

器人与信息自动化研究所主要对细胞染色体切割的微操作机器人进行了一定的研究，

并且取得了一定的成绩，其主要工作是基于视觉控制的研究【17,18】。中科院长春光机所

以立体显微镜为核心，建立了立体视觉系统，主要用来显示微操作的动态过程。系统

由体视显微镜、左右CCD、监视器、液晶眼镜和控制电路构成。在控制电路的控制
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下，将左右两个光路的图像分别交替地显示在监视器上，同时控制观察者配戴的液晶

眼镜与监视器上显示的图像同步，两眼观察到不同的图像，观察者就可以感觉到立体

效果【19】。南京理工大学微系统研究室主要集中于基于微流体数字化技术的压电驱动微

注射机器人系统及其装备的研究。

细胞注射针作为细胞注射的关键器件，其参数对注射效果有着直接的影响，目前

国内其制作工具拉针仪基本依赖进口，而国外拉针仪的售价约在3000美元左右，配

售专用拉针所需的毛细玻璃管单只售价近5．7元人民币，且所售拉针仪在拉制微针时

拉制参数是根据该配售毛细玻璃管材料及规格制定的，当我国用户试图利用该拉针仪

拉制国产毛细玻璃管时往往达不到微注射针的要求，且微操作成功率仅10％左右，对

微针需求量大，因此拉针仪的国产化是一个紧迫必要的课题。

1．3课题来源及研究内容

1．3．1课题来源

·教育部博士学科点专项科研基金项目“物质数字化中微特性系统及合理流动

‘形态的理论基础”(项目编号：20060288005)

·江苏省自然科学基金项目《物质数字化微传输．转化用微流体器件设计与制造

基础》(项目编号：BK2007209)

1．3．2研究内容

(1)数字化细胞微注射原理分析；数字化细胞微注射仪结构设计、分析计算、

零部件的选型、加工与装配。

(2)搭建数字化细胞微注射仪位移特性测试实验系统；驱动波形编制：驱动波

形、电压、频率等参数对细胞微注射仪进退针位移特性的影响，以及微注

射仪倾斜角度、弹簧预紧力等参数对进退针位移特性影响的实验研究。

(3)搭建数字化细胞微注射实验系统；驱动波形、电压、频率等参数对细胞微

注射仪注液位移特性影响的实验研究；数字化细胞微注射仪微注射效果的

实验研究。
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(4)细胞注射微针的制备方法研究；注射微针制备装置拉针仪设计；拉针仪设

计方案的实验验证和优化。
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2基于微流体数字化技术的数字化细胞微注射仪设计

本章阐述数字化细胞微注射仪的技术背景和原理，对工作原理作理论分析计算，

在此基础上设计数字化细胞微注射仪结构，根据理论计算确定各零部件参数并对结构

进行刚度校核，以保证结构设计的可行性。

2．1微流体数字化技术

本论文研究起点是南京理工大学微系统研究室章维一、侯丽雅两位教授发明的、

拥有自主知识产权的“微流体数字化技术一。对于章维一、侯丽雅发明的“微流体数

字化技术"原创性和先进性，在江苏省科技厅于2000年3月23日主持的“微流体系

统数字化技术”鉴定会上作了肯定(苏科鉴字[2004]第145号)。鉴定意见认为：引微

流体系统数字化技术’的研究在基本概念和理论上有原创性，为建立与信息数字化、

能量传输及固体运动数字化有等同意义的物质传输数字化开辟了道路，对微流体系统

的研究和技术进步有重要意义；该项研究总体达到国际先进水平。"

．“微流体数字化技术"被《科技导报》(中国科学技术协会会刊)遴选为“2004

年中国科学、技术与工程重大进展"[20l。

国家科学技术部基础研究司科技部高技术研究发展中心2004年4月25日编辑的

《基础科学研究快报》第4期(总第150期)上的国内研究栏目中以“新微流体数字

化技术可使液滴量分辨率达到飞升级"为题报道了这一研究成果。

“微流体数字化技术及其应用"于2007年10月在深圳召开的第九届中国国际高

新技术成果交易会被评为“优秀产品奖”。

“微流体数字化技术"的原创技术特征如下：方法上以脉冲为微流动基本形态；

以脉冲当地惯性力为主动力；以脉冲波形、频率、幅值、相位、波数、波序列为驱动

．控制．扰动参量：装置上既无微可动件又无嵌入式微电路；以外部宏驱动器影响微流

道内部流动。性能上：适用流体广，包括各种液体和粉体；流动分辨率高达飞升级；

脉冲量规整、序列可控的数字化流动；可靠性高、抗固粒堵塞、气泡阻断；工作条件

利于保持生物活性；结构简单、成本低【8翔,121。

2．2压电驱动器

2．2．1压电与电致伸缩效应

对某些压电晶体施加机械力，晶体内部正负电荷中心发生相对位移并产生极化，

导致晶体两端表面出现符号相反的束缚电荷，其电荷密度与外机械力成正比，这种现

7



2基于微流体数字化技术的数字化细胞微注射仪设计 硕士论文

象称为正压电效应。当把具有正压电效应的压电晶体置于电场中，电场的极化作用引

起晶体内部正负电荷中心产生相对位移，而导致晶体发生形变，这种由电场产生形变

的现象称为逆压电效应。正压电效应和逆压电效应总称为压电效应。逆压电效应数学

表达式为：

· 岛=岛3互+吒3E (2．1)

式中S3一伸缩应变；S33一弹性顺度系数；T3一作用应力；d33一压电效应常数；

E3一作用电场强度。

压电晶体在电场的作用下，还有另外一种效应一电致伸缩效应。即压电晶体在电

场的作用下，由于感应极化作用而引起的应变，应变大小与电场平方成正比，与电场

方向无关。对于压电晶体，当只受到外电场作用时，应变是由上述两种效应叠加的结

果，即具有机电耦合效应。因此，压电晶体在外电场的作用下，应变与电场的关系为

[23,24]：

S=赶+^匹2 (2．2)

式中：dE一逆压电效应；ME2一电致伸缩效应；d一压电系数(m／V)；M一电致

伸缩系数(m2N2)I E一电场(V／m)；S一应变。

逆压电效应仅在无对称中心晶体中才有，而电致伸缩效应则在所有的晶体中都

有。但很多压电材料如石英、罗息盐等的压电系数比电致伸缩系数大几个数量级，结

果在低于1 x 106V／m的电场作用下只有第一项，．即逆压电效应。

压电驱动器由压电晶体制造的，可以将压电体的逆压电效应产生的变形直接作用

于从动件，使从动件产生变形或位移而实现机械驱动或机械控制。

压电驱动器具有极高的灵敏度，电压上极微小的变化可以被转换成非常平滑的变

形，其最小变形量可以达到亚纳米级，相对变形量很少超过1／1000。压电驱动器可以

产生较大的力，高达10000N，且具有极快的响应特性，可以达到微秒级，另外，压

电驱动器具有稳定的性能和很长的使用寿命。因此，压电驱动器非常适用于每次循环

机械位移非常小的器件【251。

本研究论文中涉及应用的都是堆栈式PZT压电陶瓷驱动器(PZT stack actuator)，

论文以下部分下列相关名词等价：

PZT压电陶瓷，堆栈式压电陶瓷，压电驱动器。

2．2．2机构移动原理

机构的移动原理如图2．2．1。移动体置于一个水平平面上，摩擦力保持不变，在

垂直的端面上惯性体通过压电元件与之联接成一刚性整体。通过计算机控制驱动电

路，给压电元件施以一定形式的电压波形，利用压电元件的“伸长一收缩”变形引起移

R
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动体在某一方向上步进式移动阳。

、M咖孟
①开始

盯I
②急速伸长

咖r
③慢收缩(加速运动)

●r。--_一

咖
④突然停止

’匝

、M岫F
①开始

岫旷_
②急速收缩

哑r
③慢伸长(加速运动)

咖r
④突然停止

咖r
⑤结束 ⑤结束

(a)向左运动 (b)向右运动

图2．2．1压电驱动机构的移动原理

● 向左驱动时(如图2．2．1(a)所示)‘

(1)压电陶瓷在一定的初始状态(零电压或某基础电压)开始；

(2)跳变电压使压电陶瓷急速伸长，惯性体快速向右移动，同时移动体克服静摩

擦力向左移动；

，(3)驱动电压逐渐减小，压电陶瓷收缩，移动体向左移动并不断得到加速。

此时静摩擦力足以阻止移动体向右移动；

(4)压电陶瓷的收缩突然停止；

(5)由于惯性体具备一定的速度，从而冲击移动体向左又克服摩擦力移动一定距

离，最后机构整体停止运动。

●逆方向(向右)驱动

如图2．2．1(b)所示，只要将上述步骤中的“伸”与“缩”的关系反过来，则同样可以

引起机构整体逆方向(向右)移动。

●驱动电压波形

9
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为了得到上述运动要求，设计了驱动波形如图2．2．2所示。

且 Ⅵ』Ⅵ
(_)急速变形 (b)加速及停止 (c)组合波形

(伸长或收缩)

(d)连续波形

图2．2．2驱动电压波形

2．3移动原理分析

●动力学模型的建立

系统的动力学模型如图2．3．1所示：

一 儿

M 捌K矧T m I
图2．3．1“惯性体一移动体”运动系统的动力学模型

参数及变量的定义如下：

m、x、宕、量为惯性体质量、位移、速度、加速度；M、X、贾、j为移动

体质量、位移、速度、加速度；五、坼为压电元件闭路、小信号操作时的阻尼系数、

刚度。 ．

另外定义mrz．r为压电陶瓷的质量，,Uo、∥为移动体与接触平面的静、动摩擦系

数；址(f)为压电元件在t时刻自然长度的变化量。

·惯性体运动方程式

实际描述阻尼力很困难，但理想阻尼模型仍能满足反应预测的结果【271。其数学模

型为：

乃=西 (2．3)

式中：c一正比常数； j一运动速度。

10
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对惯性体而言，其运动方程式可描述为：

聊舅+旯(文+X)+巧[x-X-AL(t)】=0 (2．4)

这正好与激振动外力F(t)=O时的自由阻尼振动(触damped，vibration)在系统具有
两个自由度(x、X)时相吻合。自由阻尼振动时，在阻尼作用下，系统能量衰减。但是

在压电位移系统中由于有aL(t)项存在，使得系统能量得以不断补充。aL(t)与工作信

号放大器输出的驱动波形有关。因此惯性体运动为2自由度非线性振动系统【271。

当X=0时，运动方程满足描述非线性系统振动的微分方程的一般形式：

jf+厂(毫x，f)=0 (2．5)

·移动体运动方程式

按摩擦状态分为两种情况：

(1)静止时

此时，移动体不能克服静摩擦阻力而产生位移因此同时满足：
，

l X=0

缸文一j)_+巧【x-X一缸∽】l<风∽+m+恸)g‘
(2石)

故其运动方程式为：

M2：0 (2．7)

(2)动摩擦状态时

因为式(2．6)不满足，故其运动方程式：

MX=A(Yc-X)+Kr[x-X-AL(t)]-／zo(M+m+mrz．r)g·sign(X) (2．8)

式(2．8)中一。uo(M+m+％哿)g·s咖(j)项表示动摩擦力与移动体运动速度j方
向相反。

●跳变一抛物线电压信号产生的位移

这里只计算图2：2．1(a)的情形，(b)的计算方法与之类似，不再计算。

1)压电陶瓷驱动电压为图2．2．2(a)所示波形时(跳变电压)

驱动电压在瞬时产生跳变AV时，PZT压电陶瓷达到与跳变电压AV所对应的名

义位移的时间‰：

‰≈甄1

非‘=去辱，％=孚。
而此时压电陶瓷可产生的力为：

(2．9)
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k=Kr·AL 寸 (2．10)

移动体与基平面之间的摩擦力(以静摩擦力计算)为：

f=／Zo(M+m+m理r)g (2．11)

可以发现移动体与基平面之间的摩擦力与PZT压电陶瓷产生的力相比极小，其

影响可忽略不计。因此在水平方向可以运用质心运动守恒定律。由于mpg／．相对M、m

不可忽略，建立动力学参照系如图2．3．2。

PZT压电陶瓷伸长前的质心的坐标如图2．3．2(a)所示为：
r

Ma+畅(口+詈)+mb％。—丽瓦争 Q’12’

y

． 一腱一
—一。

X

y

卢斗厂『曲一
．!竺-J X

b-△x十△L

(a) (b)

图2．3．2水平急速伸长时动力学参照系

PZT压电陶瓷伸长前的质心的坐标如图2-3．2(b)所示为：

M(a-删+聊(4一Ax+笙=些)+m(6一缸+aL)

屹2————百丽孝丁—一 Q‘13’

由质心运动守恒定律，质心在x轴上坐标不变，即xcl=x02有：

Ma+％@+争+mb=M(a-缸)+m(口一Ax+旦笋)+珊(6一缸+蚴
(2．14)

解得：

l

m+im册
△五=————兰——一AL (2．15)

1

M+m脚+m

2)压电陶瓷驱动电压为图2．2．2(b)所示波形时(抛物线)

在图2．2．1中(a)③阶段，压电陶瓷收缩，惯性体向左运动而移动体静止。此时，

惯性体和PZT压电陶瓷加速运动而产生的惯性力应小于移动体与基平面之间的摩擦

力(我们对系统略作简化，使∥=风)。

压电陶瓷对惯性体所产生的惯性力为：

巴=ma (2．16)

12
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式中：a一移动体的加速度

在惯性体加速度为a时，假设移动体静止。对于PZT压电陶瓷而言在O—L的长

度方向上加速度存在梯度，如图2．3．3所示。
‘

设微分长度质量为慨，在工处加速度为aI，PzT压电陶瓷在L处的加速度与惯

性体的加速度相同，为a。收缩时若在时间t内产生的位移为址，且有：
1

址：三刃2 (2．17)
2

0 x L x(mm) x L X(mm)+

图2．3．3 PZT压电陶瓷在长度方向上加速度梯度

同时x处产生的位移为x，，AL，且有：
．L

三缸：三口=f2 (2．18)
L 2’

由式(2．17)和式(2．18)可得：

：三d (2．19)aj=一口 ＼二·
‘

厶

由PZT压电陶瓷质量产生的惯性力为：

％=耋嘲2 I『mi主口dx
：一1 m,La

(2．20)
2

。

1

2互惭口
因为惯性体和PZT压电陶瓷加速运动而产生的惯性力应小手移动体与基平面之

间的摩擦力，所以有：

瓦+f岛≤∥oQz+m忍7'+m)g (2．21)

因此可解得加速度a满足：

口≤—Po—(M—+1m—t,zr—+一m)g (2．22)

m+imp蜀／,
-

惯性体所受力E在址上做功，使惯性体获得速度％，由动能定理：

13
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LAT．=i1研V肘2

解得：

％=√2口址
惯性体所具有的动量为：

己=小％=m～12aAL

PZT压电陶瓷所具备的动量用％来表示。
也存在梯度，如图2．3．4所示。

14

V

Vm

Vi

(2．23)

(2．24)

对PZT而言在长度方向上速度同样

0 x L
x(mm) x L x(mill)

图2．3．4 PZT压电陶瓷在长度方向上速度梯度

微分长度质量％，由于移动体静止其速度为M，且有：

X

M 2Z％
微分长度质量具有的动量为：

只2鸭u=7强v啊
。

图2．2．1(a)④状态PZT陶瓷所具备的总动量为：

％。2妻％％=l『争％出
=互1％砜=一m．，朋
^ I 册

Jo

l

=im肘％^ f厶J肌
●

由动量守恒定律得图2．2．1中(a)④一⑤(碰撞后)J
‘

(驸1l--m肘)压面
M七mpzT七m

系统克服摩擦阻力移动的距离为：

咄=素2石面石21丽v2 口业(m+=研昭)2

由式(2．22)移动量的最大值在

(2．25)

(2．26)

(2．27)

度为：

(2．28)

(2．29)
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口一：—／．tog—(M1+m—pz—r+m) (2．30)

m+互畅
时获得，此时有

1

m+：mpz．r

他一2丽彘鬲址 Q3D

可以发现上式中移动量与式(2．15)中移动量相等。

从以上结果可知移动机构特性：

● 总移动量缸正比于此(即AV一跳变电压)；

· 当PZT压电陶瓷质量相对于移动体、惯性体不可忽略时如果数值

1
m+一m”

———L一增大，移动量也相应增加；M+mpzl,七m

·只有在PZT压电陶瓷质量远小于移动体、惯性体质量时才可被忽略，此时前

述公式(2．15)和(2．31)简化为：

缸：．!此 (2．32)

2．4数字化细胞微注射仪设计

2．4．1微注射仪结构组成及基本原理

根据机构微位移产生的原理提出了数字化细胞微注射仪的设计方案，其结构原理

见图2．4．1。微注射仪主要由压电陶瓷、惯性体、移动体、弹簧压紧机构、支撑机构、

注射针联接件等组成。

1．预紧力调节支座2．防松螺钉3．轴承支座4．直线滚珠轴承5．惯性体

6．压电陶瓷7．固定件8．压紧顶针9．预紧力调节螺钉10．弹簧11．持针器12．注射针联接件

图2．4．1数字化细胞微注射仪结构．

15
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细胞微注射过程中，该注射仪的进针、注射及退针操作均通过计算机改变驱动电

压的波形、电压、频率等参数柬实现，不需对装置本身作手动调节。通过大量的实验

针对不同细胞微注射的要求确定出不同细胞微注射的控制参数，即可通过软件自动改

变控制参数来控制细胞注射的过程，易于实现细胞微注射自动化。

由于定制的压电陶瓷没有提供安装螺纹等连接方法。安装面为平面，因此安装时

只能采用高强度腔粘接方式与其它构件联接。设计中惯性体与压电陶瓷、移动体1

与压电陶瓷均采用高强度胶粘接方式联接，固定件与持针器采用螺钉联接，方便拆卸，

同定件、持针器和注射针联接件共同组成移动体．而压电陶瓷与持针器、惯性体与持

针器均为空套配合．无联接．其装配图如图2．4 2。l弋霾旷
幽2．4 2压电陶瓷驱动器的联接

注射针是细胞微注射中关键器件之一，注射针联接件需把注射针与微注射仪紧固

联接在一起．要满足以下要求：

●注射针与微注射仪紧固联接．在压电陶瓷驱动器震动过程中不易松动。

·玻璃注射微针牢固装兴，并且不能使玻璃微针在装央过程中技生断裂。

·该联接件的整体结构在实验过程中尽量无扰动性。

综合上述凼素设计女【l圈2．4 3所示的连接件。

凹2．4 3细胞注射针旺接件

2．4．2压电陶瓷选型及关键部件参数确定

常用的压电器件的形式较多，形状有圆片形、圆环形、板形、圆管形、虹形、弹

珠形等。在微流体驱动方面应用最广泛的有压电堆栈式和双晶片式。国外比较著名的

压电陶瓷生产厂商有德国的PI公司和日本的TOKIN公司等，国内生产厂商有重庆

CETC二十六所、上海硅酸盐研究所及香港功能陶瓷有限公司等。本设计中采用的是

堆栈式压电陶瓷，图2．44为微系统研究室向CETC二十六所定制的WTYD型压电陶

16



＆，化Ⅲ№m“制1zⅢL圳＆jHl攸世¨

瓷外观网。

固
。—平＼

幽2．4 4 CEIc．1。^所WfYD删m电陶瓷

wTYD型压_巳陶瓷电压与位移特性关系如蚓2．4 5。

酗2．4 5WTYD’¨压电陶征电乐仃移特性

Ⅲ+÷Ⅲp7rWTYD型压电陶瓷质量为245昏山血2面。呆址可知当压电陶瓷质量相
对于移动体、1{!{性体不可忽略时，直¨果位移系数△：—L二增大．移动量出也

埘+Ⅲ肺+m

干目J衄增加，因此睽性体、压电陶瓷和移动体质最的配比埘机构的移动量有很人的影响。

移动体义山旧定件、持针器和微针联接件共同组成，幽此各部件Jtt及材料的选择直

接关系到位移系数的大小。

首先研究惯性伴、移动体质量的变化对机构位移系数的影响．保持移动体质量小

变(取509)，改变惯性体质量，计算刘应的位移系数，再保持惯性体质量不变(取

3009)，改变移动体质量，计算刈应的位移系数，将位移系数与惯性体、移动体质量

变化关系绘制成曲线如图2．4 6。
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磊
懈

彗

图2．4．6位移系数与惯性体(m)、移动体质量(M)关系

由图2．4．6可知，位移系数△随移动体质量M的增加而减小，随惯性体质量m

的增加而增加。因此在压电陶瓷质量一定的情况下要提高位移系数必须尽可能的增加

惯性体质量，减小移动体的质量。在实际应用中，惯性体、移动体质量的确定还需考

虑以下因素：

●持针器作为移动体的一部分，理论上要求质量越小越好，而持针器承受着压

电陶瓷及惯性体的全部重量，·需有较高的刚度以保证其微小变形对于注射操

作要求可以忽略不计。

·在增加惯性体质量时应考虑与压电陶瓷、选购件的配合及对持针器微变形的

影响。

●装置部分零件为购买件或购买后加工而成，因此某些零件尺寸、材料的确定

受限于选购的零件。

根据以上因素最终确定移动体中注射针联接件和固定件材料采用铝，以减小移动

体的质量，持针器根据选购的铜质空心管道加工而成，惯性体材料选择为密度较大的

铜，其各部分质量见表2．4．1。

表2．4．1装置关键零部什质量

名称 质量(g)

根据惯性体、移动体及压电陶瓷的质量关系可以计算出机构位移系数A=0．70，

即Ax=0．70．AL。

在此基础上有必要校核移动体中持针器的刚度，以保证装置工作过程中持针器的

弹性变形不影响细胞注射操作。持针器所受约束可简化为图2．4．7所示。
18
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图2．4．7待计器约束不葸图

持针器在弯矩m作用下发生弹性变形，弯曲变形公式为‘28】：

挠度’，=。m刖x，(t2—362_X2)，(O<X茎a)

V=志[--X3+3取_口)2州2埘2)x]，(a<X9) (2．33)

转角铭=面m i(，2—362)；艮=石m面(，2—3口2)。 (2．34)

式中：E一黄钡弹性模量(110GPa)；I一持针器惯性矩，对于环形管道

，2云(D4一d4)；l一约束之间长度(o·08m)。根据以上公式计算初始状态(a_o·032m)
时BC段变形量(图2．4．8)及转角0B、0c。

重≤一
0B=-1．4615e-5‘r￡Id：0c=9．4997e-5 rado

从图2．4．8可看出持针器最大弹性变形量为2“m左右，分析可知影响注射操作要

求的不是最大变形量，而是转角0B，随着持针器向前(或向后)移动，弯矩m作用

点随之变化，因此转角0B也随之变大(或变小)，eB的变化将引起注射针针尖在竖直

方向上产生位移S，S的变化量若达到微米级则必然对尺寸在同一数量级的细胞产生

不可忽略的影响。一般的注射细胞直径在20¨m一1201上m之间，从接近细胞膜、刺入

细胞膜到进入核质附近进行注射，整个针的位移不超过601am，根据式(2．34)计算

位移为60Itm时转角0B的变化量AOB=8．9739e．7rad，AB段距离为6—10cm，以10cm
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训算i叮得S最大变化量为8 9739e一2,urn，其位移变化最比细胞尺寸低两个数量级，凶

此持针嚣刚度完全满足细J地微注射操作的要求。

各个零忭参数确定后[!|J rq完成数字化细胞微注射仪结构的设计，最终袈配图及分

解视图见圈2．4 9。

(a)皴配l割 (b)分解视例

倒2．4 9数字化细胞做注射仪啦计幽

2．5本章小结

(1)阐述了微流体数字化技术的概念及应用。

(2)分析了压电与电致伸缩效应以及压屯驱动机构位移产生的原理，并对机构

移动原理进行分析计算，得出了机构位移总量与压电陶瓷变形量、惯性体

质最、移动体质量之问对应关系的计算公，℃。

(3)提出数字化细胞微汴射仪的设计原理及方案，并讨论关键零部什选型、参

数确定的依掘，校核关键部件的刚度，完成了数字化细胞微注射仪结构设

计方案。
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3数字化细胞微注射仪进退针位移特性测试

本章搭建数字化细胞微注射仪进退针位移特性测试实验系统，在此基础上探索装

置的各个参数对位移特性的影响规律，并研究驱动波形、电压、频率等参数对装置位

移特性的影响。

3．1数字化细胞微注射仪位移特性测试实验系统

数字化细胞微注射仪进退针位移特性测试实验系统原理如图3．1．1。

1．数字化细胞微注射仪2．注射针3．微尺4．显微镜5．数码CCD

图3．1．1数字化细胞微注射仪进退针位移特性测试实验系统原理图

压电驱动器在驱动波形的作用下实现注射针的前进及后退，通过显微镜、数码

CCD和计算机记录微注射针在标尺刻度上方迸针及退针的过程，根据驱动频率及每

一百或几百微米进针和退针所需的时间计算出进针和退针的单步位移，从而得出数字

化细胞微注射仪进退针的位移特性。

实验系统主要由驱动电源、数字化细胞微注射仪、细胞注射微针及联接件、微尺

度显微测量系统等组成。实验设备有：

(1)驱动电源

实验中使用的压电驱动电源是由一块插在计算机主板上的信号源和外部的功率

放大器组成。通过任意波形驱动软件将波形的1000个数据写入信号源电路的E2prom，

由E2prom配合其它电路产生数字信号，然后通过D／A转换器输出模拟波形信号。外

部的功率放大器将信号源输出的模拟波形信号放大10倍，通过BNC口输出给压电陶

瓷，使压电陶瓷产生微量的位移。其最大输出功率50W；闭环增益20dB；失真度

O．1％【291。

任意波形驱动软件有两个特点：

◆用户可以通过任意波形驱动软件写入各种波形，还可以根据实际的需要，调
21
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整输出泣彤的硼率，IUⅡ三等参数值。

●州户可以通过仃意波形驱动软件刈IU源进行单步驰动

参数设背和发送模块群Ⅲ如图3 1 2所币。

凝军(‘10110) 电Ⅲ 相位卵36腰)步行万式 步数

枷 15 爿 J80 Jo 爿 lj兰}{二J 1100 n*＆I

、轴
F l 180 Io ：-t 辟女二】 1100 q*∞l

瑚 p ．fl I Io 爿 障攘二| 1100 啊*m I

n*#^*日I r‘日'恸

g*t I tlxs"fflll I 曲钮一m I 口圮*n l 啊—。-黼I

哪3I 2参数设置利发送模块畀面

发送参数土要包括波形输出的频率和『n压。由于每发送一次波彤完成一个周期的

gM动，因此发送频率决定了驱动的快陧。而电压实际上是输出波形的幅度值，电压值

越大，Ⅲ电驱动器形成的加速度绝对值越大。发送参数还包括相位和步行方式。千H化

{要用于多蹄拉送时，决定弄路问的』H位差。步行方式可分为连续发送和单步发送两

种。采用单步发送方式时应输入发送的次数，在发送完指定的次数后会自动停止。

没置完发送参数厉即可丌始波形发送。发送叫硬件层的运作为时旗fb路产牛基准

时钟，经相位设止电路延时若干周期后通过控制门传输至地址计数器，将EIPROM

中对应单元的数据读出经D／A转换器转换成模拟信号输扎地址计数器从1训数至

1000后自动回覃l。如此周而复始，D／A即连续输⋯驱动波形信号。

(2)数字化细胞微注习J仪

细胞注射成功率低，重复次数高，冈此要求注射设备具有很高的精度、灵敏度及

稳定性，减少山于设备原因进成的操作失败，从JⅢB高细胞注射的成功率。图3 1 3

为本文没计的数字化细胞微注射仪。

幽3 1．3数字化细胞微注射仪
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(3)细胞注剩微引

细胞注射微针是细胞泞射操作中的关键部什。微汴射过程-札微引几何参数时微

注劓结果起着土天重要的影响。根捌不同细胞的汪射要求，微针针尖可拉制成不川形

状，为减小刺膜时细胞变形量，撒针钊尖可麝制}{{不同角度。罔3 1 4为m型的细胞

注目J微针外舰图。

H 3I 4细胞注射微钳外观邕

(d)微尺度显微测景系统

微尺度显微洲量系统川于测量细胞注射微针在工作过程L卜l的步长等参数．测量系

统包括CCD摄像头、光学显微镜、计算机及数据采集卡。

3．2注射角度的确定

受细胞注射操作平台及操作设薪的限制，注射过柙中微汴射#I篇倾斜一定的角

度，向实验证明装置倾斜后晕力分量将减小退针速度。奉仃对注射角度作定的研究，

寻求最小注射角度。

注射针临界注射角度示意图血[罔3 2 l。

l划3．2 I注射针临界注射角度示意l制

图中A为待注射的细胞，半径为R，B为细胞注射针，C为操作、r台，0为注射

针倾斜角度．t为注射制半锥度。设微针未收缩段直径为D，则



出式(3-)及图i：兰、：：二暗喃微针半锥度的增加而增加，且基本成线性关系。

i鬃蠹巍◆
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退针条件下测得的位移数据。

实验参数：频率2Hz。

’表3．3．1不同倾斜角度下进针单步位移实验数据

表3．3．1及表3．3．2中测得的数据为注射针水平投影的单步位移，由于机构倾斜一

定角度0，故机构实际单步位移=水平单步位移／cos0。换算为实际单步位移后数据见

表3．3．3及表3．3．4。

表3．3．3不同倾斜角度下进针实际单步位移

根据表3．3．3及表3．3．4中数据绘制出倾斜角度与进针、退针单步位移关系曲线图

(图3．3．1)。

吕
1

糖
掣
{黾
I-

倾斜角度(度)

目
1

搀
趔
蟪
：田卜

倾斜角度(度)

(a)倾角与进针单步位移关系曲线 (b)倾角与退针单步位移关系曲线

图3．3．1倾斜角度与单步位移关系
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从图3．3．1可以看出随着倾斜角度的增加，进针单步位移明显增大，而退针单步

位移逐渐减小，倾斜角度为25。时进针及退针都有明显的改变，即倾斜角度对单步位

移的影响为非线性，倾斜角度越大，对位移特性影响越大。由图3．3．1(b)可知倾斜角

度为25。，电压60V时，单步位移仅0．55u,m，过大的倾斜角度将大大降低退针速度，

因此不宜采用大的注射角度，实验中通常取10一200。

3．3．2弹簧预紧力对进退针位移特性的影响

微注射仪预紧力结构中弹簧推动滑块作用于持针器上，调节弹簧预紧力即可控制

摩擦力的大小，摩擦力对机构的位移特性有着重要的影响，太大的摩擦力将导致机构

位移减小甚至为零，有必要对弹簧预紧力的影响作深入的研究。预紧力通过弹簧变形

量与弹簧刚度求得。表3．3．5为不同预紧力作用下测得的机构单步位移数据。

实验参数：驱动电压80V，频率2Hz，倾斜角度200。

表3．3．5不同预紧力下测得的机构单步位移数据

’上述表中数据为实验测得的机构水平单步位移数据，由于装置倾斜20度，故机

构实际单步位移=水平单步位移／cos20。。换算为实际单步位移后数据见表3．3．6。

表3．3．6不同预紧力下机构实际单步位移数据

根据表3．3．6中的机构实际单步位移数据拟合出单步位移与预紧力关系曲线如图

3．3．2。
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，、

g-"t 8．

搀
趔
抵

：畔7．

预紧力(N) 预紧力(N)

图3．3．2单步位移与预紧力关系曲线

从图3．3．2可以得出以下结论：

(1)进针状态下预紧力在1．3N左右时单步位移达到最大值8．81．tin左右：退针状

态下预紧力在1．5N左右时单步位移达到最大值2．61．tm左右。即进针和退针

状态下存在一个预紧力，使得在该预紧力下单步位移达到最大值。

(2)进针和退针状态下单步位移达到最大值时所对应的预紧力不同，退针状态

下所对应的预紧力大于进针状态下所对应的预紧力。

(3)由于退针单步位移仅有进针单步位移的1／3左右，即退针速度小于进针速

度，为实现快速退针效果，故预紧力大小的选择应以退针数据为参考。

3．4驱动波形的选择

驱动波形的变化对应于压电陶瓷驱动电压的变化，不同的驱动波形将产生不同的

位移特性，根据机构位移产生的原理，作者设计了不同的进针波形和退针波形，通过

实验对比不同驱动波形的位移驱动能力，并选出位移驱动能力较好的驱动波形。图

3．4．1为作者设计的进针及退针电压驱动波形。

＼＼
(a)进针驱动波形a

／／

＼＼
∞进针驱动波形b

(c)退针驱动波形a (d)退针驱动波形b

图3．4．1电压驱动波形

27
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表3．4．1为进针驱动波形钆b在不同驱动电压下测得的进针单步位移数据。

实验参数：频率2Hz，倾斜角度20。。

表3．4．1进针波形、电压与单步位移的实验数据

将迸针驱动波形a’b在不同电压下测得的机构单步位移数据分别绘图，如图3．4．2

所示。

名
3

鎏
骶
：辟

驱动电压(V)

图3．4．2进针驱动波形a’b的位移驱动特性

从表3．4．1及图3．4．2中可得出以下结论：

(1)该数字化细胞微注射仪的进针单步位移从纳米级至微米级可控，最大单步位移

达到8．87pro，完全满足快速进针刺膜的要求。

(2)在相同驱动电压下驱动波形b产生的机构单步位移高于波形a。即进针驱动波形

b的位移驱动特性优于进针驱动波形a。

对进针驱动波形如b的驱动能力差异作进一步的研究，不同驱动电压对应不。

同的压电陶瓷位移量，驱动电压的变化反映压电陶瓷位移的变化，所以驱动电压

波形的斜率变化即为压电陶瓷的速度变化。从图3．4．3可看出；

I．

＼叉 ＼ tf；}了 }
‘f

(a)进针驱动波形a Co)进针驱动波形b

图3．4．3进针驱动波形
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在驱动波形电压从零突变至峰值的瞬间，曲线斜率变化量分别为0卜03，且01<03，

此处波形a产生的速度变化量小于波形b，即波形a此处产生的加速度小于波形b，

从而产生的惯性力较小，惯性体向后移动位移量较大，压电陶瓷的伸长量较大一部分

由惯性体后移量组成，导致进针位移量较小，因此其进针的单步位移小于波形b条件

下产生的位移；在02处虽然压电陶瓷产生的加速度比04处大，但没有位移的突变，

对针针没有影响。因此进针驱动波形，a的位移驱动能力差于进针驱动波形b。

表3．4．2为退针驱动波形毛b在不同驱动电压下测得的退针单步位移数据。

实验参数：频率2Hz，倾斜角度200。

表3．4．2退针波形、电压与单步位移的实验数据

将退针驱动波形钆b在不同电压下测得的机构单步位移数据分别绘图，见图

3．4．4。

驱动电压(V)

图3．4．4退针驱动波形a，b的位移驱动特性

从表3．4．2及图3．4．4可得出以下结论：

(1)该数字化细胞微注射仪的退针单步位移亦从纳米级至微米级可控，最大单

步位移达到2．951ma，仅为进针单步位移最大值的1／3左右，但可以通过加

大驱动频率提高退针速度来实现注射后快速退针操作。

(2)驱动电压在20V以下机构没有位移，原因分析为驱动电压较小时产生的惯

性力不足以克服摩擦力及惯性体重力分量的影响，因此没有位移产生。

(3)从退针驱动波形如b的位移驱动特性曲线图可以看出在相同的驱动电压下，

退针驱动波形a产生的单步位移大于驱动波形b，即退针驱动波形a的位移

驱动能力优于退针驱动波形b。

对于退针驱动波形位移驱动能力的分析，从图3．4．5可知：
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l

／夕
0，

／，。
。皂3_厂

?

．}
}
／
f 0 4
，

(a)退针驱动波形a (b)退针驱动波形b

图3．4．5退针驱动波形

在驱动波形电压从峰值突变至零的瞬间，曲线斜率变化量分别为0l、03，且el>03，

此处波形a产生的速度变化量大于波形b，即波形a此处产生的加速度大于波形b，

从而产生的惯性力较大，惯性体向前移动位移量较小，压电陶瓷的收缩量大部分由持

针器克服摩擦力后移组成，因此其退针的位移大于波形b条件下产生的位移；在92

处虽然压电陶瓷产生的加速度比e4处小，但没有位移的突变，对退针效果没有影响。

综合其效果，退针驱动波形a的位移驱动特性优于退针驱动波形b。

3．5驱动电压与频率对进退针位移特性的影响

在选择出进针、退针驱动波形的基础上，对驱动电压与单步位移的关系作进一步

的研究，得出其规律，为细胞注射操作参数选择提供数据参考。从图3．4．2及图3．4．4

可看出进针及退针时机构单步位移与驱动电压的关系基本为线性，采用最小二乘法拟

合出其线性关系，(如图3．5．1)，得出线性方程。
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硕士论文 数字化细胞微注射仪研制及拉针仪设计

s=∑心一(口U+研 (3．4)

只要使得下两式成立：

筹=-2∑，篓utL,．(口∽+6)】-o (3．5)

箜aa=．-2磐七u+6)】_。 (3．6)

由上述原理可求得进针波形b单步位移与电压关系线性方程为：

L=O．1101U--0．0242(O列S80) (3．7)

退针波形a单步位移与电压关系线性方程为：

L-0．0346U--0．0614(3093580) (3．8)

由上文研究数据可知，倾斜角度的增加将明显降低退针速度，而细胞注射实验中

有时需要较大的注射角度，提高退针速度的两个方法是提高驱动电压和驱动频率，而

较大注射角度下驱动电压的增加对退针速度没有明显的提高，因此提高退针速度将依

赖于驱动频率的增加。

表3．5．2为驱动频率对机构位移特性影响研究实验的数据，研究了驱动频率与进

针及退针速度的关系。

实验参数：进针驱动电压40V，退针驱动电压80V，倾斜角度200。

表3．5．2驱动频率与进退针速度关系实验数据

根据表3．5．2实验数据绘制出驱动频率与进退针速度曲线图(图3．5．2)。
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3数字化细胞微注射仪进退针位移特性测试 硕士论文

∞

g
：

螂
蜊

驱动频率(Hz)

图3．5．2驱动频率与进退针速度实验值曲线

从图3．5．2可看出进针速度和退针速度与驱动频率的关系基本为线性，40V下进

针速度约为80V下退针速度的两倍，在频率为100Hz时，退针速度达到了124．13pm／s，

完全能够实现快速退针操作，因此通过提高频率来加快进退针速度实现快速进退针的

方法是完全可行的。

3．6本章小结

(1)搭建了数字化细胞微注射仪进退针位移特性测试实验系统。

(2)研究了注射过程中注射针角度的下限值，得出了该数字化细胞微注射仪的

注射下限角度为5—100的结论，由公式(3．2)计算结果可知细胞尺寸本身

对注射角度影响很小，可以忽略。

(3)研究了倾斜角度对该装置进退针位移特性的影响。随倾斜角度的增加，进

针速度加快，而退针速度减小。角度对进退针速度的影响为非线性，倾斜

角度达到250时进针及退针单步位移都存在一个较大的突变，退针单步位移

仅为0．55pm，因此注射角度的增加一定程度上阻碍了快速退针的实现。

(4)研究了装置弹簧预紧力对进退针位移特性的影响。弹簧预紧力在达到_定

值时进针和退针单步位移都存在一个最大值，且进针和退针单步位移最大

时所对应的弹簧预紧力不同，前者小于后者，而退针单步位移仅有进针的

1／3左右，所以弹簧预紧力的选择应以退针为准。弹簧预紧力超过这个值时

进针和退针单步位移都呈下降趋势。

(5)优化了进退针驱动波形。编制了不同的进针和退针驱动波形，通过实验选

择出位移驱动性能较好的波形。

(6)研究了驱动电压与频率对机构位移特性的影响。电压及频率与进退针速度

基本呈线性关系，且提高频率来实现快速退针是完全可行的。
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硕上论文 数字化细胞微注射仪研制及拉针仪设计

4数字化细胞微注射仪实验研究

本章在选择出进退针驱动波形的基础上进一步研究注射波形的驱动性能，选择出

满足要求的注射波形，通过实验验证数字化细胞微注射仪用于细胞注射实验的可行性

和实际效果，探索进针、退针和注射各操作环节电压、频率等参数的控制规律。

4．1注射波形的选择

数字化细胞微注射仪基于微流体数字化技术实现显微注射，即采用可控的脉冲惯

性力作用于细胞注射针，使微针固壁沿其自身切向即纵向作加速度绝对值变化的运

动，加速度绝对值大时流体相对于固壁的切向惯性力大于流体的粘性力，从而可以脱

离注射针实现微注射。因此要求注射波形能够产生足够大的加速度，更重要的是在注

射过程中注射针不能有明显的位移。

从参考文献[32]知，驱动器不加负载时，驱动电压幅值固定不变，改变频率，随

频率增加，加速度变化小。驱动频率一定时，改变电压，加速度随电压增大而增大。

驱动器接负载后，随着驱动频率升高，加速度也升高，但变化不显著；随驱动电压升

高，加速度明显升高。因此提高加速度可通过增加驱动电压的方法，注射过程要求注

射针不可以有明显的位移，因此对注射波形的注液位移特性有很高的要求。

根据上述要求编制了图4．1．1(a)、(b)的注射波形，并通过实验研究其位移特性。

(a)注射波形a (b)注射波形b

图4．1．1注射驱动波形

表4．1．1为注射波形a，b的位移特性实验数据。

实验参数：频率2Hz，倾斜角度200。

表4．1．1注射波形a，b在不同电压下测得的机构单步位移数据

绘制注射波形钆b单步位移与电压关系曲线如图4．1．2。
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驱动电压(v)

剧41 2注射波形a．b何移特性曲线

与进针及退钊的要求不同，注射操作要求在汴劓时注射针的位移越小越好，从罔

4 1 2可以看出注身』波形b产生的机构单步位移较小，驱动电压80V时单步位移仅

O 069m．完全满足注射操作的要求，且波形b产生位移的下限驱动电压值较高，因此

位移特性优于注射波形a。

4．2数字化细胞微注射实验系统

4．2．1数字化细胞微注射的特点

数字化细胞微注射采用计算机埘细胞注射进行过程控制，在注射过程中，细胞的

输送、吸持、定位、注射针进针进行细胞膜穿刺、细胞内药液定量注射、注射针退出

细胞、细胞释放等微操作过程完仝通过计算机数字化控制。在注射过程。h由于采用

了细胞自动输送式定位技术，吸持针在往射时始终保持固定位置，注射针只需做进针、

注射、退针的简单动作，注射过程简巾可靠。

4．2．2实验系统的组成

细胞注射实验系统如I刽4 2 1。

1驱动电源2数字化细胞微注射仪3 NIKON显微操作台4微操作器5计算机

幽4．2 1细胞微注射实验系统

驱动l乜源是由微系统研究奄白卡设计研发的，任意波形驯动软件将波形数据写入
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信号源，然后通过D／A转换器输出模拟波形信号。功率放大器将信号源输出的模拟

波形信号放大10倍，通过BNC I输出给压电陶瓷，使压电陶瓷产鬯微黾位移。

数字化细胞微注射仪山驱动电源控制，通过不同的驱动波形、电压、频率来实现

细胞注射过程中的快速进针、刺膜、退针及注射操作。细胞注射操作平台由Nikon

倒置显微镜及微操作器组成，细胞微注射操作的过程观察及检测由计算机、图像采集

}和胃f显微镜上的数码CCD来完成。

细胞注射的关键器什一注射针，其参数对注射效果有直接的影响，不同类型的细

胞和不同类型的细胞操作对注射针参数有不同的要求，关于细胞注射针的制作将在第

5章详细阐述研究。

4．3实验结果及分析讨论

图4．3 1为细胞微注射实验过程中数码CCD录像的截图。

(a)准备进针 (b)接近细胞 (c)准备刺入细胞

(d)快速刺入细胞并注射 (e)注射针快述避山细胞 (O注射针复忙

图4 31细胞注射过程

fa)细胞吸持制吸住待注射的昆明鼠卯细胞，己吸入待注射药物的注射针安装于数

字化细胞微注射仪中，准备进针。

fb、微注射针接近待注射细胞。

fc)微注射针接触细胞膜，准备快速刺膜。

fd)微注射针以较大的加速度快速刺入细胞并注射物质。

fe)注射完成后，微针快速离丌细胞，以减小对细胞内生命物质的影响。

m细胞注射针复位，为下一个细胞注射操作作准备。

细胞微注射操作进针时．选用进针驱动波形及较小r乜压驱动(10 20v)，注劓针

1‘
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缓慢接近待注射皇|{J胞，为减小注射针刺膜时的细胞，变形是，在注射针接近细胞膜时选

J门较人fIZ)i(51X"动(50 80V)，即以较大的速度和加速度刺破细胞膜，减小细胞变形，

圈4．3 2为数字化细胞微注劓仪刺膜与手1‘方法刺膜矫nU细胞变形对比。从蚓中可以

看出数字化细胞微注射仪腋瞬削的细胞变形龟明I!lJ!小于于工方法刺服，有效地减小了

对细胞活性的损伤。

(a)细胞变形一数字化剌膜 (b)细胞变形一手I刺膜

幽4 3 2刺歧瞬间细胞变形对比【刳

注射时选片j注射驰动波形，针对不同的细胞类型及注射量选用不I刊的驱动电压和

频率。由于注射量极小，细胞注刺前后没柯明显的体积变化，目曲检测注射量较为普

遍的方法为荧光检测，图4 3 2fb)中注刺引内即为荧光物质，在荧光激发下高亮锓示。

馥微注射仪注射最分辩牢可达飞升级，注射针参数不变的情况下注射量受驱动电压、

频率等参数的影响，注射量的控制参数研究及检测m研究室其他嗣学完成。

退针揲作时选_|=}j退针驰动波形，提高驰动电Ⅱ三(80V)及驱动频率(80Hz以L)

柬实现快速退针效果，减小对细胞活性的影响。

实验表明数字化细胞微注射仪能良好的实现细胞注刺过程中的快速进钊．NN、注

射及快速退针操作，有效的减小了刺膜时的细胞变形量，注射分辨率高，退针速度快，

对细胞活性影响较小，可以作为一种有效的细胞微注刺操作没各。

尽管数。}化细胞微注射仪能满足细胞注射操作的要求，但仍有需改进之处，实验

发现注射针注射效果不足很稳定，偶有倒吸现象产生，而加上平衡压力后可以达到良

好的注射效果，在与加压设备的连接结构设计k有待改进。其次，所采用的压电陶瓷

体积和质量较大，导致整体装置体积和质量较大，影响操作方便忡。-叮采用性能更好、

体积质量较小的压电陶瓷产品，提高装置的易操作性。



硕士论文 数字化细胞微注射仪研制及拉针仪设计

4．4本章小结

(1)讨论了细胞注射过程对数字化细胞微注射仪的位移特性要求，编制了注射

驱动波形，并进行位移特性实验研究，选出了位移驱动特性更优的驱动波

形。

(2)阐述了数字化微注射的特点，搭建了细胞微注射实验系统，通过实验研究

数字化细胞微注射仪用于细胞微注射的实际效果，实验表明数字化细胞微

注射仪具有进退针速度快、细胞刺膜变形小、注射分辨率高的优点。
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5拉针仪设计及原理实验研究 硕士论文

5拉针仪设计及原理实验研究

细胞操作主要包括细胞核移植，细胞药物注射、细胞核内DNA注射、胚胎注射

及细胞单个分离。主要操作工具是玻璃微针，对普通细胞注射要求针尖内孔直径在

O．5—4pm，细胞质内单精予注射中针尖内孔直径在4—5“m，精原干细胞移植研究中

卵细胞注射时针尖内孔直径在401．tm，细胞核移植及细胞单个分离要求将玻璃微针针

尖磨制或锻烧成指定的形状用于吸持或勾取细胞【33】。而细胞操作的微工具由拉针仪制

作或在此基础上加工而成。

微系统研究室对拉针仪的研制已进行过一定研究，自主开发了利用重力拉制微针

的装置【34]，玻璃毛细管被加热至软化温度时即在质量块重力的作用下拉制成微针。但

在使用过程中发现该装置拉制出的细胞注射针针尖尺寸波动范围大，即系统的稳定性

低，可重复性差，成功率较低，而微针针尖尺寸直接影响注射量的大小，细胞注射要

求注射针针尖尺寸一致性好，尺寸波动大不仅给注射针的筛选带来困难更重要的是影

响了细胞注射量的精确控制。细胞注射针是细胞注射操作的关键器件，因此具有系统

稳定性高，拉制微针尺寸一致性好的拉针仪是进行细胞工程技术研究必要的基础装

备。

5．1微针参数要求

根据细胞微注射的实际情况需要，对微注射针的外形提出了如图5．1．1所示的要

求：

径

图5．1．1微注射针外形图

对于微针针尖内径，针对不同的细胞操作有不同的参数要求。微针锥部针干长度，

即微针的收缩长度，一般为8—15mm，收缩长度太长导致微针针尖刚度太低，不足

以刺入细胞。理论上收缩长度越小越好，但收缩长度受拉制工艺参数的制约难以达到

一个较小的数值。针尖斜角是为了更好的刺入细胞，一般为30*--60*，采用磨制工艺

完成。

38
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5．2拉针仪方案设计

5．2．1微针材料的选择

目前国内并无专门用于制作细胞注射针、吸持针、微管道等微流体器件的毛细玻

璃管。本研究室主要采用硼硅酸盐玻璃毛细管来制备微流体器件，如细胞注射针、吸

持针、弯曲针、生物芯片点样微喷嘴等，材料的好坏直接影响到微针的成型效果，材

料的性能也将直接决定玻璃微针的性能。硼硅酸盐玻璃毛细管有以下特点【35’36】：

(1)良好的流动特性：毛细玻璃管的管壁甚为光滑，其表面性质如极性、表面吸附

和表面反应性等均可以通过不同的化学方法对其进行表面改性，减小内部液体

流动的阻力。由于微尺度效应下，微流体的流动机理与宏观状态流发生了很大

的变化，液体分子间及其与固体流道之间的吸引力和粘着势在微流动中起主要

作用，采用加工过的硼硅酸盐玻璃管作为细胞注射针材料，并对其内壁进行疏

水化处理，可以得到良好的流动特性。

(2)优异的化学稳定性：在细胞微注射时，由于细胞培养皿中的培养基溶液要具有

细胞正常的生存环境，因此会具有一定的酸性或碱性，且微针中的样品溶液也

可能具有一定的酸性或碱性。因此，对微注射用微针材料就有特殊的要求，需

具有的化学稳定性，能够抵抗一定的酸、碱性。硼硅酸盐玻璃毛细管除氢氟酸、

浓碱、热硫酸外j几乎可耐一切酸、碱、盐的腐蚀，甚至比化学工业上常用的

铬钢、铝钢等材料更耐腐蚀。

(3)良好的光学特性：透明的细胞注射针流路便于使用光电耦合成像器件(CCD)及显

微图像处理系统进行微通道尺度的精确标定、流体流动的实时监测等。

(4)较好的工艺温度特性：耐热性好，可以热加工，也可进行锯、磨等冷加工，可

以制成各种形状的成品。在细胞注射针的加工过程中，需要材料在一定的温度

范围内具有良好的可塑性，能够在常温下磨制出不同的针尖角度，并达到较高

精度要求。因此，所选择的材料要适于冷热加工，且工艺温度一定要恰当，不

能太高，否则很难加工。

(5)一定的机械强度：首先注射针需要与微注射仪联接，能够在橡皮圈下夹紧并不

至于用力过大使其断裂，在压电驱动器的高速震动下不易发生震裂；另外，微

注射时，注射针需要扎入细胞核内，细胞本身具有一定的韧性，因此，对注射

针就提出了一定的机械强度要求。

(6)原料来源充分，成本低。

硼硅酸盐玻璃的组分如下所示：

SiO：⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯：．．74．8％
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At203⋯⋯．：⋯⋯⋯⋯⋯⋯：⋯3．5％

垦D3⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．14．5％

Na20⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．⋯．4．5％

r20⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯0．5％

其软化温度为770。C士1 0"C。

经试验，选择北京正天易科贸有限公司生产的作电极用硼硅酸盐玻璃毛细管，

玻璃毛细管规格为外径1．Omm、内径0．6ram及外径1．6ram、内径1．Omm。

5．2．2拉针仪拉制原理

图5．2．1为设计的无预紧力拉制微针原理图。

图5．2．1无预紧力拉制微针原理图

设计方案中采用气缸作为执行元件，气缸具有速度快、可重复性好、稳定性很高

的优良特性。细胞注射中对注射量的控制要求很高，同一批次细胞注射要求注射量一

致，而注射不同物质时通常需更换细胞注射针，针尖直径直接影响注射量的多少，所

以对细胞注射针参数的一致性要求很高。而注射针拉制过程极易受到各种因素的影

响，因此要求系统的稳定性很高，而气缸可以很好的满足这一要求。方案中采用稳定

性高的PLC控制整个系统，从而保证每一次拉制过程中参数的一致性，拉制出符合

要求的细胞注射针。

5．3拉针仪设计方案验证实验及优化

5．3．1实验系统的搭建

拉针仪设计方案在SMC南京技术研究中心气动实验室进行设计方案的原理验证

实验。实验系统如图5．3．1所示。



％j化自|】胞微l}日十fi”『％1 Jk．{t”fii2汁

隧艮鹾
l PLC 2加热电源3 MYlC25G．100L-Z73L 7"气缸4计算机

I划531拉针安验系统嘲

实验叶]采片I MY]C25G一100L．Z73L谢块导轨式气缸，重复精度高，上作可靠性蚶，

气缸l作雎力9,J 01--0 8Mpa，速皮为100--1500mm／s，加速度可达卜几甚节几r倍

再力加速度，完全满足微针拉捌的动力需求。

5．3．2微针拉制参数的控制

(1)加热丝的选择

镍铬电热合金始只有高温强度较铁锚≈j高，高温使用F不易变形，结构不易政变，

犁性较好，易修复，托辐身f率高，无磁性．咐腐蚀性强，使用寿命长等优点，在实际

中得到了广泛的应用。寅验中笔肯选用r直径O 8ram、lmm和l 6ram的镍铬合金加

热丝，通过寅验测定萁^电路c11的加热性能。加热丝i乜路如图5．3 2。

{}nmm №*＆

J rK
Rl k1

自∞

【目5．3 2加热丝电路

由于加热丝电阻很小，可承受的电压佰较小，为了扩大电源的输山电压，从而提

高输出lbⅡ三的可啊范围，在电路中串入了分压电阻R-米分担部分电压。突骑数据见

表5 3】。

实验参数：输出电压14V，加热长度3ram。



对于结论A，理论芝黧厶：融‰则加热丝功率为
设分压电阻为Rl，加热丝电阻为R2，则刀}l秣绐剖"一 (5．1)

。3．3，

当加
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(2)加热长度的确定

、为了找出微器件内径与加热长度的关系，固定合适的电压㈣，改变加热长度(L)，
可分别得到微器件内径(d)的实验原始数据(表5．3．2)。

微针参数的检测由实验室现有的体式显微测量系统完成，利用倒置法测量，通过

图像处理技术可对微流体器件端面直径进行精密检测阱】。

实验参数：加热丝直径0．8mm，加热圈直径2．5mm，加热电压：14V，硼硅酸盐

玻璃管：外径1．Omm，内径0．6mm，长90mm。

表5．3．2加热长度与微器件内径的关系

． 由实验数据可知，加热长度为lmm时温度场不够集中，大部分热量散发到环境

中而损失，玻璃管达不到软化的温度。加热长度大于2mm时由于加热范围扩大，软

化的玻璃材料增多，在一定的行程内玻璃管被拉制成了微管道。

可以通过理论计算确定加热长度的范围，设微管道外径为D，内径为d，微针收

缩长度为L，加热长度为L'，微针拉制具有对称性，由拉制前后玻璃材料体积相等的

原理可得：

2n[(詈)2一(吾)2]·￡=喜n[(詈)2_(吾)2]·￡ (5．2，

求得￡=二三。

细胞注射微针要求收缩长度L‘较短，具有较高的强度，通常L≤15rnm，即加热

丝加热长度￡≤2．5mm，可见理论计算与实验数据符合的较好。

(3)加热电压对微针拉制效果的影响

为研究加热电压对拉制的微针内径的影响，实验中固定了其它几个控制参数。实

验测得不同电压下拉制的微针内径见表5．3．3：

，实验参数：加热丝直径0．8ram，加热圈直径2．5ram，加热长度2mm；硼硅酸盐

玻璃管：外径1．Omm，内径0．6ram，长90mm。。
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表5．3．3加热电压与微针内径的关系

由表5．3．3可知，加热电压过小时，加热温度达不到玻璃的熔点，玻璃管被强得

拉断；加热电压过大则导致加热丝被烧断；在加热电压允许的范围内，电压的变化对

微针的内径没有明显的影响，但随着电压的增大，玻璃管软化所需的加热时间越来越

短，且加热时间降幅愈来愈小，其变化规律见图5．3．4：

加热电压U‘v)

图5．3．4加热电压与加热时间的关系

随着加热电压的增大，加热丝功率显著提高，加热至玻璃管软化所需的时间便越

来越短，实验数据与理论符合得较好。。

(4)加热时间的控制

本设计方案采用气缸作为动力拉制微流体器件，’与采用重力拉制微器件的方法不

同的是，前者属于无预紧力拉制，而后者属于有预紧力拉制，玻璃管软化时即在重力

作用下被拉伸，无需考虑加热至拉伸所需的时间，无预紧力拉制方法中加热至拉伸的

时间则需精确控制才可以拉制出满足参数要求的微流体器件，为此有必要对加热至拉

伸的时间与微流体器件参数的关系进行详细的研究。实验数据见表5．3．4。

实验参数：加热丝直径o．8mm，加热圈直径2．5ram，加热长度2mm，加热电压

14V：硼硅酸盐玻璃管：外径1．0ram，内径0．6mm，长90mm。
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表5．3．4加热时间与微器件内径的关系

由表可知，加热时间太短玻璃管尚未来得及软化便被拉断，而加热时间太长玻璃

就会软化滴落，这是应该避免的两个极端；在允许的加热时间范围内，随着加热时间

的延长，拉制的微器件内径也显著变大；加热时间延长时，被软化的玻璃材料变多，

在一定的行程内玻璃管被拉制成了微管道。

5．3．3微针拉制工艺的优化设计

(1)优化设计的目的

由前述的内容可知，在细胞工程中，对于微注射用的微针而言，由于微针的某些

几何参数对系统的性能影响较大，甚至是决定性的作用，因此对微针的某些几何参数

提出了定量的要求。这就需要对微针的制作工艺参数进行定量的研究。

细胞注射微针需被控制的几何参数为：

微针的针尖内径值d。(斗m)

微针的针尖外径值D(岬)
微针针尖锥度T(o)

在实际应用中主要考虑微针的针尖内径和锥度，由拉针仪的拉制原理可知，在制

作过程中，影响微针几何参数的工艺因素很多，且每个影响因素都可能会影响不同的

几何参数，这样就会使得问题复杂化。欲得到一定几何参数的微针时，将面临不知调

整什么参数，且具体调整到什么样的数值等问题。因此，要想完全控制住微针的几何

参数，必须找出各影响因素对微针几何参数影响的规律，这样才能按照影响规律制作

出完全符合实验需要的微针。

(2)优化设计的原理

经过对拉针仪方案深入的研究以及大量的试验后发现拉制微针时影响针尖几何

参数的工艺参数主要包括：1)加热电压Ⅳ)；2)加热时间(D；3)电阻丝的加热长

度(L)。固定一组参数，只改变其中一个参数拉制微针，测出微针的外形尺寸，通过

原始数据的曲线拟合可以得到这一参数对微针几何参数的影响规律，从而可以有效的

控制工艺参数。
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(3)优化设计的具体过程

选择合适的电阻丝装夹在拉针器上，现选用的是直径为O．8mm的镍铬合金电阻

丝。用外径01．09m、内径00．6岬的玻璃毛细管，按照微针优化设计的原理改变参
数进行试验。根据所得的数据绘制出曲线图，拟合出数据的变化规律，并通过相关性

分析得出各个拉制参数对微针参数的影响，得出最优设计。 ．

●加热电压对微针的影响

固定合适的加热时间(T)和加热长度(L)，改变加热电压㈣，可分别得到微针
内径d(岬)(表5．3．5)、半锥度t(o)(表5．3．6)的原始数据。

实验参数：加热丝直径0．8mm，加热长度2mm；硼硅酸盐玻璃管：外径1．0mm，

内径0．6mm，长90mm。

表5．3．5微针内径与加热电压的关系

表5．3．6半锥度与加热电压的关系

分别绘制出表5．3．5及表5．3．6中实验值散点走势图如下r
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UM
图5．3．5微针内径与加热电压关系实验数据散点图

UM

图5．3．6微针半锥度与加热电压关系实验数据散点图

由图中散点分布趋势可看出，加热电压对微针针尖内径没有明显的影响，散点的

波动是由于工艺参数的波动、实验台的精度以及测量误差所造成的。而半锥度与加热

电压成正比，且基本呈线性关系。采用最d'--乘法拟合出其线性关系为：

t=O．1679U一1．0607，(1l<U<19) 。(5．3)

●加热时间对微针的影响

固定合适的加热电压∞)和加热长度(L)，改变加热时间(T)，可分别得到微针

内径d(pIn)(表5．3．7)、半锥度t(o)(表5．3．8)的原始数据。

实验参数：加热丝直径0．8nun，加热长度2mm，加热电压14V；硼硅酸盐玻璃

管：外径1．0mm，内径0．6ram，长90mm。

表5．3．7微针内径与加热时间的关系
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表5．3．8半锥度与加热时间的关系

分别绘制出表5．3．7及表5．3．8中实验值散点走势图如图5．3．7和5．3．8所示。

言
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图5．3．7微针内径与加热时间关系实验数据散点图

l(S)

图5．3．8微针半锥度与加热时间关系实验数据散点图

由散点分布图可看出微针内径与加热时间成正比，基本为线性关系，而半锥度与

加热时间成反比关系，且基本为线性关系。同样地利用最小二乘法可拟合出微针内径

与加热时间的关系为：

d=7．6T一82．5，(10<T<15) (5．4)

微针半锥度与加热时间的关系为：

t=一O．27T+4．3，(10<T<15) (5．5)

·加热长度对微针的影响 ，

固定合适的加热电压(U)和加热时间(T)，改变加热长度(L)，可分别得到微针

内径d(pm)(表5．3．9)、半锥度t(o)(表5．3．10)的原始数据。
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实验参数：加热丝直径0．8mm，加热电压：14V，硼硅酸盐玻璃管：外径1．Omm，

内径0．6ram，长90mm。

表5．3．9微针内径与加热长度的关系

实验值散点走势图如图5．3．9和5．3．10所示。

图5．3．9微针内径与加热长度关系实验数据散点图

图5．3．10半锥度与加热长度关系实验数据散点图

同样的从散点图可以看出微针内径与加热长度基本成正比线性关系，半锥度与加
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热长度基本成反比线性关系。利用最小二乘法拟合其函数关系可得，

微针内径与加热长度的函数关系为：

d=‘22．9L一50．9t(2<LS5)‘ (5．6)

半锥度与加热长度的函数关系为： ．

t=--0．27L+1．87，(29≤5) (5．7)

●拉制参数相关性分析

为得出微针各种拉制参数对微针参数的影响程度，找出拉制微针参数的关键因

素，提高系统稳定性，制作出参数一致性好的细胞注射针，．需要研究各种拉制参数与

微针参数的相关性，从而有针对性的控制拉制参数。相关系数的定义为【381：

Corr(X,Y)=而Co郦y(X,Y丽)=等 (5．8)

相关系数与协方差都可以衡量两个分量的相关程度，协方差是有量纲的量，相关

系数消除了量纲的影响。表5．3．1l为各种拉制参数与微针内径和半锥度的相关系数。

· 表5．3．1l控制参数相关性分析结果

从上述研究可以得出以下结论： 一

(1)微针内径与加热时间及加热长度高度相关，且加热时间对微针内径的影响

高于加热长度。从加热长度的实验研究中可知加热长度大于等于3mm时由

于玻璃软化材料增多，在一定的拉制行程内只能被拉制为微管道。而加热

时间与微针内径正相关，因此要获得较小的微针内径应尽量缩短同一电压

下的加热时间。微针内径与加热电压无相关性，从实验中可见在有效的电

压范围内都可拉制出内径基本一致的微针。 ．

(2)微针半锥度与加热时间、加热电压和加热长度均高度相关，且半锥度与加

热时间和加热长度负相关，与加热电压正相关。即随着加热时间和加热长

度的增加，半锥度减小；随着加热电压的增加半锥度增大。而较大的微针

半锥度有利于增强微针的刚度，减小流动阻力，因此应该在允许的范围内

减小加热时间及加热长度，增大加热电压。

通过以上研究得出要制作出参数更好，性能更优的细胞注射微针，应该在有效的

范围内减小加热时间和加热长度，增加加热电压。综合以上因素确定拉制对数，图

5．3．11为CCD拍摄的电压18V，加热时间6s，加热长度2mm条件下拉制的细胞注射
50
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微针针尖外形图，其引尖内径2pm，半锥度20。

鬟
H 5．3 II微针针尖外形阁

5．3．4设计方案评估及优化

(1)系统稳定性评估

细胞微注射要求对于同 种细胞注射操作注射量一致、可重复性好，而注身J引内

径直接影响若注射量的多少，因此拉针仪需要有足够的系统稳定性束保证注射微针内

径的一致件。通过分析本文拉针仪设计方案所拉制的微针内径尺寸波动性。并与微系

统研究室现有重／J拉针装置作比较，得卅系统稳定性影响因素。

袁5．3 12为水文吐训方案及现有的重力拉引装置在各自参数定的悄况下拉制

山的组微针内径值。

表5．3 12两种袈置扎制的微针内{辛值刘比

馓什拉制鞋H
微计山径血p”】

#01#02#03#04#05#06#07#08#09#10

(I)本文设计方棠3 2 2 2 4 3 2 3 2 3

(2)重力拉制装置2 5 3 7 10 3 6 8 3 8

方差是崩束描述碴机-叟晕取值的集巾与分散程度的特征数。方差愈小．随机变量

的取值愈集中：方筹愈大，随机变量的取值愈分敞。采用方差术分析两种装R拉制的

微引内径尺、』波动的大小。方羊的定义为p“：

Var(X)=￡(X E(J))‘ (5．9)

根据上述定义训算两组微针内径尺寸方差分别为0 4889、7 3889，山此可见本文

所设计的拉针仪拉制的微针内径尺寸波动明显小于实验室现有的重力拉针仪，拉制的

微针参数一致性较高，从而具有更好的系统稳定性，微针拉制成功率高。图5．3 12

为微系统研究室重力拉针仪原理图。
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图5．3．12重力拉针仪原理图

其工作原理如下：硼硅酸盐玻璃毛细管装夹在固定卡头和活动卡头之间，活动卡

头的底部配有可改变重量的祛码块，当加热丝通电时，硼硅酸盐玻璃管将受热变形，

当温度达到硼硅酸盐玻璃的塑性加工工艺温度时，在砝码的重力作用下，硼硅酸盐玻

璃管将被拉长，最终形成微针。调整时间继电器初值，可以改变加热时间。

影响其系统稳定性的因素主要有：

◆加热时间通过时间继电器来控制，而加热时间影响软化的玻璃材料的多少，

因此对微针参数有着重要的影响。装置中采用的时间继电器精度低，无法实

现对加热时间的精确控制，且为手动操作，重复精度很差，导致系统稳定性

差，微针尺寸波动较大。

·受制造精度及装配精度影响，装置中固定卡头与活动卡头存在对中性误差，

且玻璃管每次装夹时对中性误差都不同，造成了微针拉制过程中发生弯曲及

尺寸的波动，降低了微针拉制的成功率。

本文设计方案考虑了以上因素，采用PLC的定时器功能来精确控制加热时间，

重复精度非常高，保证了每次加热时间的一致性。运动部件采用导轨滑动式气缸，直

线度好，运动精度高，速度快，减少了加工、装配件的数量，提高了玻璃管定位精度

及系统稳定性，从而拉制出参数一致的细胞注射玻璃微针。

(2)设计方案的优化

实验中发现同一拉制条件下微针参数依然有一定的波动，环境温度对微针参数有

一定影响。同时由于本设计方案采用气缸作为动力拉制微针，因此需要气源等相关设

备，操作不够方便，为进一步提高系统稳定性，增强设备的可操作性，可从以下方面

对拉针仪设计方案作进一步优化：

·加热丝暴露于空气中，其温度场易受环境(温度、空气流动等)的影响较大，

可以在加热丝周围设置保温屏障，减小环境对加热丝温度场的影响，提高加

热丝温度场的稳定性。 ·’

●气缸具有速度快，动力大，工作可靠等优点，但气源等气动附属设备体积大、

52



城I泛』 K—mⅢ№m—t”他Ⅲ制＆}i{tR☆I}

噪卢大，操作方便性不高．作者让SMC叫J幽有限公州南京营业所咨询叫抉悉

种其有和气缸相『司特点的滑动导轨式执行邮件一电缸。它采J_I；|直流电源驰

动，反卤速度快，易于操作控制．J．作可靠。图5．3 13(a)、(b)为其外形刚及

参数。

a1 lU缸外形幽

型号 E-My2／t
公称尺寸 16 25

可搬质昔 5kg IOkg

搬送速皮垃定 100t1000皿T以f选抒式参见F表)

搬送加述幢设定 049～4 90m∥(选样止参见r丧)

加减速方式 梯形驱动

移动A向 小平山向

神个数l；嚣；
两瑞(机械I艇位器)、巾州位置1点

两端(机槭限仃{!；{)、中旬侍鹫3点

m复定化停Ir柑l 两端 ±001 nun

慢 中间 ∞l mm

I．，间位置世定厅法 “控教学、．IOG救乎

世定处 控制器本体

显Ⅱi 电源川LED、报警川LED、定位完成LED

输入信，j 驱动指令信号，1r常停lr输入信号

输出信号 定位完成信号、异常检小信号、READY信号

(hl oU8i[彗数幽

幽5．3 13电缸外形厦参数剖m1

I幺电缸重复定位精度高，可搬质量达到10kg，速度最大达到1000mm／s，_!i||速度

为0．05 0 59可调，并可楸掘需求定制，可达到l 5昏完仝满足微针拉制的动力要求，

目该电缸具有叫1州多点定位功能．从而可以根据需求调仃气缸行程。l乜缸山直流电源

驱动，方便无噪声，克服了气动设备的缺点，-j PLC结合可咀实现电缸的自动化控

制，I。作稳定可靠，可拉制出参数一致t牛更好的细胞注射微针。
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5．4本章小结

(1)简述了细胞注射对注射针参数及注射针材料的要求，讨论了现有拉针设备

的不足，并设计了以气缸为动力部件的微针拉制方案。

(2)根据拉针仪设计方案搭建了拉针实验系统，通过实验研究拉制参数对微针

参数的影响规律。

(3)根据实验结果研究得出控制参数的影响规律并进行优化设计，分析了加热

时间、加热电压及加热长度对微针参数的影响程度，得出微针拉制参数的

选择依据，即应该在有效的范围内减小加热时间和加热长度，提高加热电

压。
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6结论与展望

6．1结论

(1)以微流体数字化技术为基础，设计基于压电驱动的数字化细胞微注射仪，

对机构移动原理和结构刚度进行分析计算，确定出微注射仪各零部件参数，

实验结果表明结构刚度满足设计要求。

(2)搭建的数字化细胞微注射仪位移测试实验系统具有较高的精度，通过实验

得出了驱动波形、电压、频率、倾斜角度及预紧力对微注射仪位移特性的

影响规律，为细胞微注射参数控制提供了实验依据。

(3)通过搭建的数字化细胞微注射实验系统研究微注射仪细胞注射的实际效

果，实验结果表明：本文研制的数字化细胞微注射仪具有进退针速度快、

刺膜细胞变形小、注射量分辨率高(可达飞升级)的优点。

(4)针对本文拉针仪设计方案搭建的方案原理验证实验系统具有良好的系统稳

定性，通过实验研究得出了加热时间、加热电压及加热长度对微针参数的

影响规律，结果表明：

· 加热时间对注射针参数影响显著，因此要拉制出高质量的微针必须能够

精确的控制加热时间。

· 加热时间和加热长度与微针内径高度正相关，与微针半锥度高度负相

关，加热电压与微针内径无明显关系，与半锥度高度负相关，因此应该

在有效的范围内减小加热时间和加热长度，提高加热电压。

6．2展望

目前市场上商品化的细胞注射装备价格昂贵，并未实现细胞注射自动化，且存在

流动正常性较差、持续工作能力和生产率较低等缺点。数字化细胞微注射仪集快速进

退针、剌膜和注射于一完整连贯的过程中，简单易操作，可控性好，易于实现细胞注

射自动化成，结合计算机视觉及智能控制技术可望研制出物美价廉的自动化细胞注射

系统。
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