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液滴微流控技术在微生物研究中的应用
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【摘要】  液滴微流控技术是在精确的控制下在微小通道中产生和操控高度均一的纳升至皮升级液滴的技术。在生

物学研究方面，可以用单个液滴封装一小群甚至单个细胞，并作为单独的生化反应容器，适用于高通量与高分辨率的生化

分析。在微生物研究领域，从培养和鉴定微生物到研究微生物群落的时空动态；从对微生物的精准定量到系统性地研究

微生物相互作用；从分离稀有和不可培养的微生物到开发工程菌株，液滴微流控技术都在其中起到了重要的推动作用，有

望成为微生物学研究中探索微生物单细胞水平的基本工具。本文简要介绍了液滴微流控的技术基础并对其在微生物研

究中的最新应用进行了介绍和讨论，旨在为微生物领域的相关研究起到参考意义。
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【Abstract】  Droplet-based microfluidics is a technology that generates and manipulates highly uniform droplets,
ranging from picoliter to nanoliter droplets, in microchannels under precise control. In biological research, each droplet
can  be  used  to  encapsulate  a  small  group  of  cells  or  even  a  single  cell,  and  then  serve  as  an  individual  container  for
biochemical  reaction,  which is  well  suited for  high-throughput  and high-resolution biochemical  analysis.  In the field  of
microbial research, from cultivation and identification of microbes to the investigation of the spatiotemporal dynamics of
microbial communities,  from precise quantitation of microbiota to systematic study of microbial interactions, and from
the isolation of rare and unculturable microbes to the development of genetically engineered strains, droplet microfluidic
technology  has  played  an  important  promotional  role  in  all  these  aspects.  Droplet  microfluidics  shows  potential  for
becoming  a  basic  tool  for  exploring  single-cell  microbes  in  microbiological  research.  In  this  review,  we  gave  a  brief
overview of  the  technical  basis  of  droplet  microfluidics.  Then,  we presented its  latest  applications  in  microbial  research
and had some discussions, aiming to provide a reference for relevant research on microorganisms.
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微生物分类复杂，种类繁多，形态特征多样并且具有

很强的突变能力，除此之外，大多数微生物在目前都是无

法人为培养的[1]。因此，亟须利用新的技术手段去分离、

培养、筛选、鉴定与分析微生物群落。液滴微流控技术

是微流控技术的主要分支，是指对极小体积液流（10－9~

10－15 L）进行精确控制的技术，这一技术的出现为解决很

多生物学问题提供了新的方法[2]。

液滴微流控技术用于微生物研究有以下几个特点：

①将微生物封装在液滴中，使得少量甚至单个细胞处于

隔离的环境中，消除了生长速率差异和种间竞争的影

响 [3 ]，有利于研究复杂样本中的稀有和生长缓慢的微生

物，液滴中代谢物的快速积累有助于激活例如群体感应

等浓度依赖的生理通路[4]。②微流控装置能以高达20 000

Hz的频率产生高度均一的液滴并且进行高通量分析，使

得超高通量的鉴定、筛选微生物成为了可能[5-6]。③在液

滴微流控系统中，可根据研究目的定制设计通道和集成

多种控制模块以实现液滴的精确操控，包括注入、混合、

分散，长时间孵育及分选等操作[7]，因此可以快速且精确

的向微生物细胞中引入多种检测试剂和刺激因素 [8 - 9 ]，

制造出多样且可控的环境，以达到高通量且精确的操控

微生物细胞的目的[10]。

微生物的液滴微流控技术主要由以下几个部分组

成：①液滴生成，包括生成单相分散的液滴、液滴阵列和

由不同材料构成的液滴表面或液滴内组分[11]；②操控液

滴和液滴内的组分[12]；③对液滴内微生物进行分析[13]。将

液滴微流控技术与前沿的测序、动态荧光成像等技术以

及新的生物信息学分析方法相结合[14]，会极大地帮助我

们进一步了解和研究微生物的世界。本文将对近年来液

滴微流控技术在微生物研究的多个方面的应用进行介绍

和讨论，以期为微生物和微流控技术的研究者们提供一
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定的参考。

 1     微生物的高通量单细胞培养和分离

传统的微生物培养方法不仅培养耗时长且需要较复

杂的操作，而且由于细菌的种间抑制作用以及有些微生

物的生长速度缓慢甚至无法生长导致一部分微生物的信

息被忽略。基于液滴微流控的微生物培养技术能够通过

把一小群甚至单个微生物置于液滴中培养，避免了种间

竞争的影响，达到精确的控制微生物的生长环境以及分

离传统方法不能培养的微生物的目的[3]。

MARTIN等[15]第一次使用单相分散的液滴用于高通

量的微生物培养，证实微液滴均适用于从单细胞到非常

高密度的细胞培养。接着，很多基于液滴培养的新技术

先后被报道，如用体积低至10－12 L超微小液滴用于细菌

群体感应研究，发现一个单细胞也能启动群体感应中的

高密度行为[16]。微生物在独立液体中的生长状态可以通

过在明场下记录细胞的数量或基于荧光强度随时间的变

化强度来进行动态监测[17-18]。与可视化的检测技术相比，

分子技术，比如定量PCR和基因测序能更加系统性地研

究液滴中微生物的生长。VILLA等[19]开发出MicDrop平

台用于在微液滴中分离和培养人肠道微生物，结合DNA

测序和16S rRNA定量技术检测肠道微生物中菌种的绝对

水平。使用这一技术也可对粪便样本中各类肠道微生物

的碳水化合物利用水平进行测定。

基于液滴微流控技术的微生物培养使得从复杂的微

生物群落中分离稀有或难培养的微生物变得更加便捷。

JIANG等[20]利用微流控平板划线（microfluidic streak plate,

MSP）进行高通量的单微生物分离和培养，微流控装置产

生的液滴在预先填充载体油的培养皿上划线，形成固着

的液滴阵列。

相比于传统的琼脂平板划线，微流控平板划线具有

以下优点：①更高的培养通量及更低的试剂和样本消耗；

②消除了种间竞争和生长速率差异的影响；③载体油上

的液滴支持长达5个月的单细胞培养；④允许培养过程中

用显微镜观察；⑤培养后，可以使用下一代测序技术进行

微生物群落分析以及扩大培养；⑥MSP使用液体培养基

避免了琼脂凝固过程中产生的过氧化氢，利于分离和培

养过氧化氢敏感的微生物。 ZHOU等[21]利用MSP平台从

黑胸散白蚁（Reticulitermes chinensis）中分离了几株潜在

的新菌种。CHEN等[22]结合MSP和趋化筛选方法从土壤

样本中分离出了能降解咪唑啉酮的微生物种类。HU等[23]

利用MSP平台支持长期培养的特性，解决了分离稀有海

洋微生物的难题。综上，这些研究证实液体微流控技术

可用于高通量培养来自多种环境中的细菌样本并且能显

著提高分离效率。

 2     微生物的高通量检测、鉴定和微生物组研究

微生物检测和鉴定对微生物基础研究、食品微生物

检验和感染性疾病诊断至关重要[24]。由于液滴微流控技

术高速和高通量的特性，可作为一个用于高通量和高度

平行的微生物分析的理想平台。近期，多种检测手段被

用于分析微液滴中的微生物，包括各种光学技术、数字

PCR和下一代测序技术。

 2.1    液滴光学检测技术

将荧光原位杂交技术（fluorescence in situ hybridization,

FISH）与液滴微流控技术结合可进行高通量的微生物检

测和鉴定[25]。HSIEH等[26]开出发了刃天青增强微阵列检

测（resazurin-amplified picoarray detection, RAPiD）用于简

便精准地对活细菌进行计数。为了避免荧光标签对细菌

正常生理活动的潜在影响，无标记和无创的单细胞拉曼

光谱技术（single-cell Raman spectrum, SCRS）被应用于微

液滴中的微生物检测，它是一种基于分子振动信号的代

谢物检测技术，可提供单个细胞内源性的生化“指纹”[27]。

结合SCRS与基因组测序技术，可系统性地研究单个细胞

的基因组与代谢组[28]，WANG等[29]利用且改进了这一技术

系统，并发现了酵母中以前从未被鉴定到的两个二酰甘

油酰基转移酶变体。

 2.2    液滴数字PCR

液滴微流控技术的出现进一步革新了数字PCR技

术，并直接催生了液滴数字PCR（droplet digital PCR,

ddPCR），在ddPCR中，DNA分子被随机送入每个小液滴

中并进行常规的PCR，由于反应混合物中含荧光探针，根

据荧光强度可计算出原始样本中目标DNA的拷贝数[30]，

因此ddPCR可用于对样本中的目的微生物进行检测并定

量。ddPCR与测序技术结合可用于测定复杂群落中的单

个微生物类群的绝对丰度[31-32]，如用于测定小鼠肠腔和黏

膜样本中各细菌种类丰度受饮食的影响。ddPCR在诊断

早期病毒感染中也有着优势。DONG等将ddPCR用于禽

类腺病毒的快速检测，ddPCR的敏感性比传统的PCR检

测方法高1 000倍[33]。后来的研究者对ddPCR进行进一步

改进，并用于定量检测BK病毒[34]、乙肝病毒[35]、人类乳头

瘤病毒[36]等。将ddPCR改进并用于新冠病毒SARS-CoV-2

检测，显著减少了由于咽拭子样本中病毒载量少造成的

假阴性率并提高了效率[37-38]。

 2.3    液滴测序技术用于微生物组研究

将液滴微流控与下一代测序技术结合能避免传统的
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16S rRNA测序和宏基因组测序导致的单细胞水平上的异

质性以及空间微生物组信息的丢失。液滴微流控技术与

16S rRNA测序以及宏基因组测序技术的结合产生了

MaPS-seq（metagenomic plot sampling by sequencing）技

术，该技术是研究复杂生境中微生物空间分布的一种很

有前景的技术，它已被用于研究小鼠肠道不同区域的微

生物组，揭示了特定种群间的各种分布关系[39]。SHI等[40]

整合微生物富集微流控装置和基于液滴的MDA（multiple

displacement amplification）技术用于制备痰液中呼吸道

微生物组的DNA用于宏基因组测序，与直接测序相比，该

方法在菌株水平上呈现出更大的微生物群落复杂性和更

多的基因组信息，并且对识别原噬菌体和DNA病毒具有

更高的敏感性。近期，基于液滴微流控技术的微生物高

通量单细胞基因组学技术—Microbe-seq被开发了出

来，它可获取大量单一微生物细胞的基因组信息，并将微

生物群落的基因组信息精确到菌株水平[14]。利用该方法

从一个健康个体的肠道微生物系统中获取了21 914个单

一微生物的基因组信息，从中组装出76个菌种的基因组

序列，其中有10个菌种包含不同的菌株。利用这些菌株

水平的基因组研究微生物相互作用，构建了在该人体肠

道微生物群落中的水平基因转移网络并且发现92组菌种

之间的水平基因转移[14]。

 3     基于液滴的共培养技术研究微生物相互
作用

微生物相互作用是微生物群落功能和动态的主要驱

动因素，利用液滴微流控技术在液滴中对微生物进行共

培养，非常适用于高通量地研究微生物在各种环境下的

相互作用。PARK等[41]首先使用微液滴进行细菌共培养，

当两个交互共生的菌株被封装进同一个液滴时，它们都

可以生存和繁衍。TAN等[42]在液滴中共培养粪便样本中

的亚群落，分离出22个有较强的细菌共生长的液滴，并进

行基因组测序以研究细菌亚群落的特征。这一技术也可

用于研究微生物的跨界相互作用。JAROSZ等[43]用液滴

微流控技术共培养酵母和细菌，发现少数细菌可诱导酵

母的代谢转化，这一策略可用于微生物次级代谢物的筛

选。LAM等利用液滴微流控共培养技术研究肺炎球菌间

的基因水平转移，发现在短期的细胞间相互作用后，发生

了多次重合转移和大块或大片的转移[44- 45]。HSU等[46]将

两个或三个菌种随机混合封装到液滴中进行多个亚群落

的平行培养，结合荧光显微镜和计算机快速的测定上千

个液滴中每个菌种的绝对丰度，成功构建出不同环境中

微生物群落复杂的相互作用网络。

基于液滴的高通量共培养和分离技术可用于筛选具

有抗菌活性的益生菌。利用这一策略，SALESKI等[47]成功

从大肠杆菌突变文库中分离出一株高异丁醇产生能力的

菌株。在另一个报道中，研究人员将金黄色葡萄球菌

（Staphylococcus aureus）与西伯利亚熊的口腔微生物组置

于微流控液滴中共培养，成功筛选出一株有抗金黄色葡

萄球菌活性的芽孢杆菌[48]。

 4     抗生素敏感性试验

基于微流控的细菌培养方法是进行自动且快速抗生

素敏感性试验的一个很有前景的工具[49]。近年来，多种

基于微流控的方法被开发出来用于抗生素敏感性试验，

比如微室、微通道和基于液滴的方法，其中，基于液滴的

方法由于其能产生大规模的超小体积液滴用于高通量和

高敏感性的检测而被广泛使用[50]。

BOEDICKER等[51]最早开发了用于抗生素敏感性试

验的液滴微流控平台，可在7 h内对多种药物在多个不同

的浓度进行试验。KAUSHIK等 [52 ]开发了dropFAST平

台，将抗生素和活细胞指示剂刃天青以及单一细菌封装

在皮升级的液滴中，培养1 h后，测定液滴中的荧光强度

用于对活细菌进行定量并评估抗生素敏感性。为了进一

步增大测试通量，POSTEK等[53]开发了一种微流控平台，

可以产生一系列乳状液，每份乳状液都含有密集的液滴，

并通过第三不互溶相彼此分离。单个细菌被封装在液滴

中，每份乳状液包含不同浓度的抗生素和相同浓度的细

菌。这一系统使得在单次实验中可对单个细胞的抗生素

敏感性试验在一系列抗生素浓度上进行上百次试验。

KANG等[54]设计了一种由4个集成微液滴阵列组成的平

台，每个微滴阵列承载8 000多个对接点，可同时筛选四种

抗生素/病原体组合，在15~30 min内进行抗生素敏感性

评估。

液滴微流控技术也能用于评估抗病毒药物。

MASHAGHI等[55]设计了一种用于筛选候选化合物的病毒

融合试验。采用定量荧光探针，在亚秒时间分辨率上测

定了甲型流感病毒与微滴中靶脂质体的融合动力学数

据。从候选药物在病毒融合动力学方面的特征可获取药

物作用机制的相关信息。此外，为了确定潜伏期逆转剂

对HIV再激活的影响，研究者开发了一种用于高通量封

装HIV感染细胞和直接鉴定HIV感染细胞的微流控装

置[56]。利用其对从接受抗逆转录病毒治疗的患者获得的

单个CD4+ T细胞进行分析发现，潜伏期逆转剂在某些情

况下增强了活性细胞的转录，而在其他情况下增加了转

录活性细胞的数量。
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 5     工程菌株与微生物资源开发

液滴微流体为菌株改良、代谢产物筛选和生物合成

基因簇发现提供了一个有效的平台。JIAN等[8]设计了一

种微生物微滴培养系统，该系统在多达200个液滴中自动

执行微生物培养、生长监测和适应性进化，在该系统中对

甲醇必需型大肠杆菌菌株进行了为期18 d的适应性进

化，获得了两株生长速度比亲本菌株更快的菌株。将可

能产生氨基酸的菌株和报告菌株封装在液滴中，可以识

别自然分泌氨基酸的菌株，研究人员用该方法分离出了

三株突变的乳酸乳球菌菌株，与野生型相比，氨基酸分泌

增加了5~10倍[57]。MAHLER等[58]将报告菌株注射到所有

液滴中，对来自自然微生物群落的抗生素产生株进行了

高通量筛选。

将宏基因组文库构建与液滴筛选相结合，有助于从

微生物中发现生物合成基因簇[59-60]。MA等[61]建立了生活

自来水样品中大肠杆菌的宏基因组文库，结合液滴微流

控技术，他们鉴定到了一种催化效率高、进化起源与其他

脂解酶不同的新型酯酶。相似的手段也被用于从黏液相

关的肠道微生物群中筛选宿主聚糖降解酶类，结果揭示

了肠道细菌尤其是致病菌代谢人类聚糖的新途径 [6 2 ]。

XU等[63]开发了一种微流控自动质粒文库富集系统用于对

微生物的生物合成基因簇进行分离和测序，该系统已成

功应用于从南极土壤宏基因组中分离并测定了Ⅰ型聚酮

合酶基因簇序列。

液滴微流控技术也可用于定向进化，定向进化是蛋

白质工程中一种常用的方法，通过模拟自然选择过程，引

导蛋白质或核酸实现所需功能[64]。液滴微流体技术能进

行高通量分选的优势使其成为进行定向进化的理想平

台。VALLEJO等 [65 ]建立了一种荧光激活的液滴分选装

置，以进化用于合成和修饰人工遗传聚合物的酶。ZURKE

等[66]通过在微液滴中进行单细胞培养，将酶活性测定的

灵敏度和DNA回收率提高了一个数量级，使蛋白质工程

更易于识别或进化出可应用于合成和化学生物学的新酶。

 6     总结与展望

液滴微流控作为一个高通量高分辨率且高度集成化

的新兴技术平台，可与多种检测技术结合，在从微生物培

养到微生物组学研究再到微生物资源开发利用等方面扮

演重要的角色。由于其独特的优势，液滴微流体技术有

望成为微生物学家探索微生物世界的基础技术工具。目

前液滴微流控技术仍面临着一些挑战。首先，液滴微流

控技术用于微生物研究仍有一些技术局限需要突破，如

液滴中物质交换能力有限、难以解决不同微生物种类的

需氧量差异等问题。此外，还缺乏标准化的设备和操作

流程，只有少量的液滴微流控设备用于特定需求的分析，

大多数利用液滴微流控技术的研究仍需要研究人员自己

设计并制作微流控设备，设备的制作和操控均存在很大

挑战。因此，未来需要对液滴微流控系统进行自动化和

简约化改进，为其在微生物研究中的应用提供全方位、标

准化的设备和操作流程，继续创新和改进下游的分析手

段。相信随着微流控技术的发展，在多学科的高度配合

下，液滴微流控技术进一步发展和成熟直至走进每一个

微生物实验室，服务微生物学科的研究发展将成为现实。

*　　　　*　　　　*
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