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Streszczenie

W pracy przedstawiono krzemowo-szklany chip mikrofluidyczny tzw.
mikrocytometr. Jest to miniaturowe urzadzenie do analizy parametréw
réznych komorek (przeplywajacego obiektu biologicznego) wprowadzo-
nych do uktadu mikrokanatéw. Prezentowany mikrocytometr przystoso-
wany jest do wprowadzania $wiatla prostopadle do kierunku przeptywu
badanej probki. Do o$wietlania probki opracowano miniaturowe krzemo-
wo-szklane zrédlo $wiatla. Zrodlo to wykorzystuje emisje polowa elektro-
néw z wielosciennych nanorurek weglowych oraz wzbudzanie lumine-
scencji w nanokrystalicznym luminoforze tlenkowym. Ze wzgledu na
kompatybilno$¢ technologiczng obu miniaturowych urzadzen jest mozliwa
ich pelna integracja. Opracowany chip zostal zastosowany do analizy
wlasciwosci pojedynczych komorek zwierzgcych metoda pomiaru wzbu-
dzonej fluorescencji. Wstepne testy wykazaly, ze krzemowo-szklany
mikrocytometr umozliwia ocen¢ stanu biologicznego oocytow zwierze-
cych poddanych indukowanej apoptozie.

Stowa kluczowe: mikrocytometr, biochip, emisja polowa, polowe zrodta
$wiatla, zwierzgce oocyty.

Miniature silicon-glass microcytometer
integrated with miniature light source

Abstract

A new silicon-glass microfluidic chip called microcytometer is presented
in the paper. It is a miniature device for examining parameters of microscopic
particles, such as cells which are suspended in a stream of fluid flowing by
microchannel. This chip allows introduction of light beam vertically to the
sample flow direction. Miniature light source for lighting the analysed cell
was elaborated. The light source makes use of electron emission for cold
cathode as an effect of a very high electrical field. Field-emitted electrons
from multiwall carbon nanotubes excite luminescence from nanocrystalline
oxide phosphors. Because of technological compatibility of both miniature
devices, they can be fully integrated. The microcytometer was used for
fluorimetric measurements of single living, animal cells. The first results
showed that the silicon-glass microcytometer allowed estimation of biological
conditions of animal oocytes which were subjected to induced apoptosis.

Keywords: microcytometer, biochip, field emission, field-emission light
sources, animal oocytes.

1. Wstep

W wielu osrodkach na $wiecie rozwijane sa mikrosystemy
przeplywowe tzw. lab-on-a-chipy (LOC). Sa to miniaturowe
urzadzenia budowane gtéwnie z krzemu, szkta i polimeréw
z wykorzystaniem technik mikroelektronicznych i mikroinzynie-
ryjnych. Moga zawiera¢ uktad mikrokanatéw przeptywowych,
mikrokomory do prowadzenia réznych reakcji chemicz-
nych/biochemicznych, mieszalniki, mikropompki, mikrodozowni-
ki i mikrozawory. Lab-on-a-chipy znajdujg szerokie zastosowanie
w technice, analityce i medycynie.

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badan nad konstruk-
cja i technologia lab-on-a-chipa, ktoéry pozwala na przeprowadze-
nie pomiaréw probki biologicznej metoda spektrofotometryczna
(VIS/NIR) Iub/oraz metoda spektrofluorymetryczna (rys. 1).
Pierwsza z nich umozliwia analiz¢ wlasciwosci absorpcyjnych
materialu biologicznego, druga analize swiatta fluorescencyjnego
emitowanego przez znacznik fluorescencyjny (fluorochrom,
barwnik) przylaczony do badanej probki biologicznej. Fluorescen-
cja fluorochromu wzbudzana jest przez zewnetrzne zrodto swiatta.
Dhugos¢ fali zrodta wzbudzajacego musi by¢ dobrana do rodzaju
zastosowanego fluorochromu. Lab-on-a-chip zaprojektowano tak,
aby pehit rolg mikrocytometru analizujacego zywe, pojedyncze
komorki zwierzece.

Do wzbudzania fluorescencji zaprojektowano nowa wersj¢ mi-
niaturowego, polowego zrodta swiatta [1]. Jest to miniaturowe
urzadzenie, w ktorym katod¢ polowa wykonano na podtozu krze-
mowym. Powierzchnia katody zostata zmodyfikowana przez
osadzenie nanorurek weglowych, ktére stanowily nanoemitery
polowe.
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Rys. 1. Schemat mikrocytometru do badan probek biologicznych: a) chip
pracujacy w trybie absorpcyjnym a kamera CCD, b) chip pracujacy
w trybie fluorymetrycznym z wykorzystaniem miniaturowego
polowego zrodta $wiatta

Fig. 1. Scheme of microcytometer for biosamples investigations: a) chip
working in absorption mode with CCD camera, b) chip working in
fluorimetric mode with use of the field-emission light source

Anode zrédta wykonano w postaci szklanego podtoza, na ktore
naniesiono cienka warstwe, niskonapigciowego luminoforu, bazu-
jacego na nanokrystalicznym tlenku itru domieszkowanym jonami
metali ziem rzadkich.
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Swiatlo emitowane przez miniaturowe zrodto wzbudza sygnat
fluorescencyjny, ktory jest zbierany za pomoca czulej kamery
CCD, archiwizowany oraz przetwarzany z zastosowaniem spe-
cjalnie opracowanego oprogramowania autorskiego.

Od dtuzszego czasu, w Polsce trwaja prace nad konstrukcja
urzadzenia oraz opracowaniem metod do prowadzenia pomiaréw
jakosciowych zywych komoérek zwierzecych [2]. Szczegélne
zainteresowanie zwrocone jest w kierunku prowadzenia badan nad
niezaptodnionymi komodrkami jajowymi (oocytami) oraz embrio-
nami zwierzat hodowlanych. Zagadnienie poprawnej klasyfikacji
niezaptodnionych komérek zwierzgcych odgrywa bowiem bardzo
wazng rol¢g w procesach rozmnazania in vitro bydta oraz trzody
chlewnej. W zwigzku z tym, w niniejszej pracy wykorzystano
miniaturowy cytometr do nieniszczacych, jakosciowych badan
zywych komorek zwierzgcych.

2. Mikrocytometr

Mikrocytometr jest urzadzeniem, od ktérego wymagana jest du-
za precyzja w manipulacji probka biologiczna np. komodrka. Bada-
na komorka musi byé przetransportowana do skrzyzowania mi-
krokanatéw (celi optycznej), przeanalizowana optycznie i nastgp-
nie wyprowadzona w nieuszkodzonej postaci na zewnatrz chipa.
W zwiazku z tym zaprojektowano chip przeplywowy o tréjwar-
stwowej strukturze szkto/krzem/szklo (biokompatybilne materia-
ly). Obie warstwy szkta (gorna i dolna) stanowig ,,pokrywki”
hermetyzujace warstwe krzemu, w ktorej po obu stronach wytwo-
rzono uktad mikrokanatéw transportujaco-pozycjonujacych ko-
morke oraz otwor do jej oswietlania.

Do wykonania mikrocytometru wykorzystano 3-calowe podtoze
krzemowe typu n, o rezystywnosci 3—5 Q-cm i orientacji krystalo-
graficznej (100). Po kolejnych procesach utleniania termicznego
i fotolitografii po obu stronach podtoza krzemowego zostaty
uformowane mikrokanaty metoda mokrego anizotropowego tra-
wienia krzemu (10 mol/dm*® KOH, 80°C) (rys. 2).

Gltowna cze$¢ mikrocytometru stanowi mikrokanat o gigbokosci
200 pm i szerokosci 500 um, w ktorym nastepuje transport oraz
pozycjonowanie badanej komoérki. W urzadzeniu wykorzystano
efekt samopozycjonowania si¢ komorki na ,,progu” krzemowym,
wykonanym jako miejscowe zmniejszenie glgbokosci kanatu
gtéwnego do 50um (rys. 2b 4A-A i 4B-B). Miejsce zatrzymania
komorki jest $cisle zgrane z wytworzonym otworem do wprowa-
dzania $wiatla od dolnej strony chipa. Prostopadle do kanatu
gléwnego w miejscu pozycjonowania komoérki wykonano rdwniez
dwa V-rowki, przeznaczone do precyzyjnego doprowadzenia
dwoéch swiattowodow oswietlajaco/zbiorczych przydatnych do
badan spektrofotometrycznych.
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Rys. 2. Krzemowo-szklany mikrocytometr: a) zdjgcie gotowego urzadzenia,
b) najwazniejsze etapy procesu wytwarzania

Fig.2.  Silicon-glass microcytometer: a) photo of the realised device,
b) main steps of the fabrication process

3. Polowe zrédio swiatta

Opracowano konstrukcje miniaturowego zrodia $wiatta, zgod-
nego technologicznie z konstrukcjg krzemowo-szklanego mikro-
cytometru. Zrédlo $wiatta wykorzystuje efekt emisji polowej
elektronow, ktore pobudzajg do $§wiecenia nanokrystaliczny lumi-
nofor [1]. Katodg polowg zrodta $§wiatta, wykonano na 3-calowym
podtozu krzemowym o rezystywnosci 1-5 Q-cm, i orientacji
krystalograficznej (100).
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Rys. 3.  Glowne etapy wytwarzania krzemowo-szklanego zrodta swiatta
wykorzystujacego efekt emisji polowej a) fotolitografia, b) trawienie,
¢) osadzanie ITO, d) osadzanie CNT, ¢) osadzenie luminoforu, f) hermetyzacja
Fig. 3. Main steps of the fabrication process of a silicon-glass field-emission
light source a) photolithography, b) KOH etching, ¢) ITO deposition,
d) CNT deposition, e) phosphor deposition, f) vacuum sealing

W pierwszej kolejnosci w podlozu krzemowym wytrawiono se-
lektywnie plytkie zaglebienie o rozmiarach 5x5x0,07 mm®, ktore-
go glebokosé odpowiada odlegtosci anoda-katoda w gotowym
zrodle $wiatla (rys. 3b). Nastgpnie podtoze utleniono termicznie
w celu uzyskania warstwy izolacyjnej o grubosci lum. W war-
stwie tlenku odstonieto fotolitograficznie okno 3x3 mm? znajduja-
ce si¢ na dnie zaglebienia.

W dalszej kolejnosci na podtoze krzemowe naniesiono warstwe
przezroczystego, przewodzacego tlenku indowo-cynowego (ITO)
o grubosci 100 nm [3]. Warstwa ITO charakteryzowata si¢ transmi-
sja $wiatta lepsza niz 80% oraz mata rezystywnoscia 2-10 Q-cm.
Zbedng cze$é warstwy ITO usunigto formujac w ten sposob elek-
trod¢ do osadzania nanorurek weglowych metoda elektroforetycz-
ng (rys. 3c). Proces osadzania wielosciennych nanorurek weglo-
wych prowadzono w roztworze koloidalnym, w ktérym osrodkiem
rozpraszajacym byt 2-propanol (IPA), z dodatkiem azotanu ma-
gnezu (Mg(NO3),'6H,0).

Anode zrédta wykonano na poditozu szklanym, na ktérym ufor-
mowano fotolitograficznie elektrode w postaci cienkiej warstwy
tlenku ITO. Na powierzchni¢ przezroczystej elektrody (2x2 mm?),
w miejscu odpowiadajagcym katodzie CNT (rys. 3e), osadzono
nanokrystaliczny luminofor (metoda elektroforetyczna). Ze
wzgledu na przewidywania co do wlasciwosci spektralnych emi-
towanego S$wiatla wykorzystano dwa luminofory bazujace na
matrycy tlenku itru, domieszkowanej jonami europu oraz terbu
(Re:Y,0; Re = Ev*', Tb*"). Do wytworzenia nanokrystalicznych
luminoforéw wykorzystano chemiczng metode¢ spaleniowg [4].

Jako luminofor niebieski uzyto komercyjnie dostepny proszek
siarczku cynku aktywowanego srebrem (ZnS:Ag). Wybrane lumi-
nofory pokrywaja zakres trzech podstawowych linii spektralnych:
niebieskiej (ZnS:Ag), zielonej/zéttej (Tb*:Y,05) oraz czerwonej
(Eu*":Y,03), ktdre sa powszechnie wykorzystywane w badaniach
biochemicznych (rys. 4) [2].

Wykorzystanie jonéw ziem rzadkich jako centréw emisyjnych po-
zwala otrzymaé charakterystyki spektralne o bardzo waskich liniach
emisyjnych (rys. 4a). Wiasciwos¢ ta moze by¢ bardzo korzystna
w pomiarach spectrofluorymetrycznych probek biologicznych.

o w0 ™ w ow -
-

o] \
2200 E-E” 0 ~ 08 \“
7 086 I‘l\

=
2
5
g

s

=

H

8

#

g
T, lakensywnosc ul

i
#
[
£
—

\

EuTY,0, Intensywnosc (4]

|
|
|

oA

_ N 400 450 0 550 600 650 70 750 800
B w  m | m 3 Inm]
]

Rys. 4. Charakterystyki widmowe luminoforéw: a) nanokrystalicznych pracujacych
w zakresie linii czerwonej i zielonej/zottej, b) mikrokrystalicznego
komercyjnego (ZnS:Ag) pracujacego w zakresie $wiatla niebieskiego

Fig. 4.  Spectral characteristics of: a) nanocrystalline phosphors belonging to red
and green/yellow lines, b) micro-grained commercial blue phosphor (ZnS:Ag)

Anoda i katoda zostaty ze soba potaczone i gotowe zrodto swia-
tla zostato scharakteryzowane w prézni bezolejowej (2:10~ hPa).
Uzyskano emisje polowa elektrondw przy stosunkowo niskim
napigciu progowym (300V) oraz wysoka wydajnos¢ pradowg
(50 pA przy 800 V) (rys. 5). Wytworzone luminofory wykazywa-
ty wlasciwosci luminescencyjne juz podczas pracy przy napieciu
anoda-katoda ok. 300 V.
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Rys. 5. Miniaturowe polowe zrodlo $wiatta: a) charakterystyka pradowo-
napigciowa, b) po procesie hermetyzacji, ¢) emisja $wiatta z luminoforu
ZnS:Ag, Upx =800 V

Fig. 5. Miniature field-emission light source: a) current-voltage characteristic,
b) after encapsulation, c) light emission from ZnS:Ag phosphor, Usx = 800 V

4. Eksperymenty

Wstepne testy opracowanego mikrocytometru przeprowadzono
na stanowisku pomiarowym, ktore zostalo zbudowane ze zrdédta
Swiatta, fotospektrometru, czutej kamery CCD oraz komputera
wyposazonego w oprogramowanie autorskie FluoProject (rys. 6).
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N
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Rys. 6. Schemat blokowy systemu do prowadzenia pomiaréw
spektrofluorescencyjnych
Fig. 6. Block diagram of a system for spectrofluorescence measurements

Fotospektrometr = = = =

Kamere CCD zainstalowano w okularze mikroskopu optyczne-
go tak, aby mozna byto obserwowa¢ zmiany zachodzace w mikro-
kanale cytometru. Opracowane oprogramowanie o nazwie Fluo-
Project zapewniato przechwytywanie danych i ich zapis w postaci
filmu oraz przetwarzanie kazdej ramki filmu w celu wizualizacji
wynikow. Zmiana intensywnosci fluorescencji badanej probki
byta obrazowana w przestrzeni trojwymiarowej w postaci réznicy
wysokosci linii.

Rys. 7. Centralna czgs¢ mikrocytometru: a) miejsce pozycjonowania badanej
komorki, widoczny jest otwor do jej o$wietlania, b) miejsce pozycjonowania
o$wietlone przez zrédlo swiatta wzbudzajacego, c) sygnat fluorescencji
wzbudzony w wodnym roztworze fluoresceiny

Fig. 7.  Central part of the microcytometer: a) the place for cell positioning, back-
lighting hole is visible, b) the positioning place back-lighted by excitation
light, ¢) fluorescence light emitted from fluorescein water solution

Pierwsze testy pracy mikrocytometru oraz wspodtpracujacego
z nim systemu detekcji zostaly wykonane dla wodnego roztworu
fluoresceiny pobudzanej do $wiecenia dioda LED 490 nm. Swiatto
wprowadzano do mikrokanatu przez otwdr uformowany od dolne;j
strony mikrocytometru. Na rysunku 7 pokazano centralng czgsé
chipa, gdzie na skrzyzowaniu mikrokanatéw widoczny jest otwor
podswietlony $wiattem diody LED (rys. 7b) oraz emisja $wiatta
fluorescencyjnego przez wodny roztwor fluoresceiny (rys. 7c).

Pierwsze testy biologiczne przeprowadzono wykorzystujac oocyt
$winski oraz pakiet znacznikéw fluorescencyjnych (Annexin-V
FLUOS kit), sktadajacy si¢ z Annexyny-V-Fluoresceiny oraz jodku
propidyny. Pakiet ten jest przeznaczony do przeprowadzania badan
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roznicujacych komorki w stanie apoptycznym oraz ich charaktery-
zacji. Komorke o $rednicy 100 pm umieszczono pomigdzy dwoma
swiattowodami ulokowanymi prostopadle do gtéwnego mikrokana-
hu. Jeden ze swiattowodow wykorzystano jako oswietlajacy, pod-
czas gdy drugi z nich stuzyt jako swiattowdd zbiorczy. Oocyt Swin-
ski w stanie indukowanej apoptozy oswietlano dioda LED 490 nm
i obserwowano jego fluorescencjg (rys. 8).

Rys. 8. Fluorescencja oocytu $winskiego znakowanego Annexin-V FLUOS:
a) obraz fluorescencji, (b) intensywno$¢ sygnatu fluorescencji zobrazowana
przez oprogramowanie FluoProject
Fig. 8. Fluorescence of the porcine oocyte tagged by Annexin-V FLUOS Kkit:
a) photo of fluorescence, (b) fluorescence intensity imaging by
FluoProject software

Wykonane proby potwierdzily, ze konstrukcja mikrocytometru
umozliwia wzbudzenie fluorescencji w komdrce biologicznej
znakowanej fluorochromem. Pierwsze testy potwierdzity mozli-
wos$¢ wzbudzenia fluorescencji w oocycie znajdujacym sig
w stanie indukowanej apoptozy.

5. Podsumowanie

W pracy przedstawiono konstrukcje¢ i technologi¢ mikrocytome-
tru przeznaczonego do jakosciowej analizy probek biologicznych
np. zywych komorek zwierzecych. Konstrukcja mikrocytometru
umozliwia wykonywanie badan materialu biologicznego metoda
spektrofotometryczng i fluorescencyjna. Do badan fluorescencyj-
nych opracowano konstrukcje miniaturowego, polowego zrddia
$wiatla, ktore ze wzgledu na kompatybilnos$é technologiczng moze
by¢ zintegrowane z krzemowo-szklanym mikrocytometrem. Na
podstawie przeprowadzonych testow mozna stwierdzi¢, ze opra-
cowany krzemowo-szklany mikrocytometr prawidtowo wspdtpra-
cuje z uktadem detekcji wyposazonym w autorskie oprogramowa-
nie. System ten moze by¢ wykorzystywany do fluorescencyjnej
analizy réznych probek biologicznych.
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