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(57)摘要

本发明提供了一种高通量单细胞分选装置

与方法。包括：微流控芯片，用于放置单细胞样

品；PMT(光电倍增管)窄带拉曼单细胞预筛选模

块，用于对单细胞样品进行预筛选检测，获得对

应于单细胞样品的窄带拉曼信号和窄带背景信

号；线阵拉曼单细胞识别模块，用于获取单细胞

样品的全谱信息。所述芯片包括依次连接窄带拉

曼检测预筛选部分、线阵拉曼检测部分、液滴包

裹形成部分、单细胞分选部分；本发明可实现细

胞样品的高通量检测、分析和分选。
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1.一种高通量拉曼单细胞分选装置，其特征在于，包括：

PMT窄带拉曼单细胞预筛选模块，用于对单细胞样品进行预筛选检测，获得对应于单细

胞样品的窄带拉曼信号和窄带背景信号，识别出具有特异性的单细胞样品；

线阵拉曼单细胞识别模块，用于获取单细胞样品的全谱信息；

微流控芯片，用于放置单细胞样品；

所述微流控芯片包括依次连接的窄带拉曼检测预筛选部分、线阵拉曼检测部分、液滴

包裹形成部分、单细胞分选部分；所述窄带拉曼检测预筛选部分包括依次连接的进样口、第

一储液池、第一通道、所述第一通道设有废液池，所述第一通道外侧设有第一分选电极；所

述线阵拉曼检测部分依次包括第二储液池、第二通道，所述第二通道设有缓冲液进入口，所

述第二通道外侧设有捕获电极；所述液滴包裹形成部分依次包括储油池和液滴包裹形成

口；所述单细胞分选部分依次包括第三通道和至少两个分离口，所述第三通道外设有第二

分选电极；

所述PMT窄带拉曼单细胞预筛选模块、线阵拉曼单细胞识别模块具有同一个激光光源；

所述高通量拉曼单细胞分选装置还包括PMT窄带拉曼单细胞预筛选光路和线阵拉曼单

细胞识别光路，所述PMT窄带显微拉曼单细胞预筛选光路与线阵显微拉曼单细胞识别光路

并行聚焦于所述微流控芯片。

2.根据权利要求1所述的高通量拉曼单细胞分选装置，其特征在于，所述PMT窄带拉曼

单细胞预筛选模块包括激光光源和光电倍增管。

3.根据权利要求1所述的高通量拉曼单细胞分选装置，其特征在于，所述线阵拉曼单细

胞识别模块包括激光光源、线阵光生成器和光谱仪。

4.根据权利要求1所述的高通量拉曼单细胞分选装置，其特征在于，所述电极外接电

源。

5.根据权利要求1所述的高通量拉曼单细胞分选装置，其特征在于，所述微流控芯片放

置于三维移动平台上。

6.一种高通量拉曼单细胞分选方法，其特征在于，利用权利要求2‑5任一所述的高通量

拉曼单细胞分选装置，并包括以下步骤：

S1：单细胞样品注入微流控芯片；

S2：当单细胞样品位于第一通道时，使用PMT窄带显微拉曼单细胞预筛选模块，对所述

单细胞样品进行预筛选检测，获得对应于单细胞样品的窄带拉曼信号和窄带背景信号，识

别出具有特异性的单细胞样品；

S3：在第一分选电极上施加电压，使具有特异性的单细胞样品进入第二储液池并进入

第二通道；

S4：在捕获电极上施加电压，线阵拉曼单细胞识别模块对单细胞样品进行探测，获得一

个或者多个单细胞样品的拉曼光谱，识别单细胞样品；

S5：在储油池内注入油相，使单细胞样品在液滴包裹形成口生成液滴，生成的液滴进入

第三通道；

S6：在第二分选电极上施加电压，使液滴进入不同的分离口进行分选。

7.根据权利要求6所述的高通量拉曼单细胞分选方法，其特征在于，所述步骤S2识别出

具有特异性的单细胞样品包括对获得的窄带拉曼信号和窄带背景信号进行数据处理，得到
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信噪比值，根据预先设置的值做比较，从而分辨单细胞样品是否为具有特异性。

8.根据权利要求6所述的高通量拉曼单细胞分选方法，其特征在于，所述步骤S4中的识

别出所需单细胞包括将所述获得一个或者多个单细胞样品的拉曼光谱与构建的单细胞表

型数据库中的标准的拉曼光谱信号或参考的拉曼光谱信号进行比较，获得确定细胞的类

型。

9.根据权利要求6所述的高通量拉曼单细胞分选方法，其特征在于，所述步骤S6  在第

二分选电极上施加电压，使液滴进入不同的分离口进行分选包括对依次进入第三通道的液

滴，根据步骤S4识别出单细胞样品进行编号，按不同的编号顺序施加不同的电压，从而使液

滴进入不同的分离口。
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一种高通量拉曼单细胞分选装置及方法

技术领域

[0001] 本发明涉及显微拉曼单细胞分选领域，尤其涉及一种高通量拉曼单细胞分选装置

与方法。

背景技术

[0002] 拉曼光谱是一种高效的信息识别技术，通过对特定入射光线对化合物的非弹性散

射谱线分析，显微拉曼光谱可以直接检测化合物分子振动或转动能级，通过对拉曼特征谱

线的分析，可以获得化合物分子构成和结构信息。

[0003] 但是目前已有的拉曼显微技术用于样品分析时存在缺陷，以微生物单细胞测量为

例：单细胞拉曼光谱信号强度较弱，尤其是当细胞悬浮于液体中时，通常仅有106‑8分之一的

光子通过拉曼散射，导致获得完整可信的拉曼光谱信号的光谱扫描时间较长，在针对大量

的样品分析时，每个细胞进行全谱识别，会大幅度增加样品的分析时间，从而致使采集通量

较低。

[0004] 目前市面上的线阵拉曼探测产品，一般针对固态样品或者干片细胞样品进行分

析，可以实现单细胞样品的快速分析，但仅于此，无法进行单细胞分离、分选。

[0005] 专利号为CN107462566A的中国专利公布了用于检测特定窄带波数范围的拉曼光

谱仪，可实现快速、高灵敏度的检测特定窄波数范围的拉曼图谱，但在现场或者临床样品检

测时，可以判定单细胞的特异性，但该专利无法得到完成的拉曼光谱信息，不能实现高通

量、快速单细胞种类识别，进而对单细胞进行分离、分选，做后续的处理(如单细胞培养、扩

增等)。

发明内容

[0006] 针对以上缺陷，本发明提供了一种高通量拉曼单细胞分选装置与方法。

[0007] 本发明一方面提供了高通量拉曼单细胞分选装置，包括：

[0008] ‑PMT(光电倍增管)窄带拉曼单细胞预筛选模块，用于对单细胞样品进行预筛选检

测，获得对应于单细胞样品的窄带拉曼信号和窄带背景信号；

[0009] ‑线阵拉曼单细胞识别模块，用于获取单细胞样品的全谱信息；

[0010] ‑微流控芯片，用于放置单细胞样品。

[0011] 在另一优选例中，所述窄带拉曼单细胞预筛选模块包括激光光源、光电倍增管。

[0012] 在另一优选例中，所述线阵拉曼单细胞识别模块包括激光光源、线阵光生成器、光

谱仪。

[0013] 在另一优选例中，所述PMT(光电倍增管)窄带拉曼单细胞预筛选模块，线阵拉曼单

细胞识别模块具有同一个激光光源。

[0014] 在另一优选例中，所述微流控芯片放置于三维移动平台上。

[0015] 在另一优选例中，所述微流控芯片包括依次连接的窄带拉曼检测预筛选部分、线

阵拉曼检测部分、液滴包裹形成部分、单细胞分选部分；所述窄带拉曼检测预筛选部分包括
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依次连接的进样口、第一储液池、第一通道、所述第一通道设有废液池，所述第一通道外侧

设有第一分选电极；所述线阵拉曼检测部分依次包括第二储液池、第二通道，所述第二通道

设有缓冲液进入口，所述第二通道外侧设有捕获电极；所述液滴包裹形成部分依次包括储

油池和液滴包裹形成口；所述单细胞分选部分依次包括第三通道和至少两个分离口，所述

第三通道外设有第二分选电极。

[0016] 在另一优选例中，所述窄带拉曼检测预筛选部分快速、高灵敏的筛选出具有特异

性的单细胞，并将不具有特异性的单细胞通过加电极的方式分离到废液口剔除掉。

[0017] 在另一优选例中，所述线阵拉曼检测识别部分可以实现高通量的采集单细胞的拉

曼信号，得到单细胞的全谱信息，通过数据库比对识别出单细胞种类。

[0018] 在另一优选例中，所述液滴包裹形成部分形成液滴将单细胞包裹起来。

[0019] 在另一优选例中，所述单细胞分选部分通过加载分选电极将液滴包裹的单细胞由

不同的分离通道导出。

[0020] 在另一优选例中，所述电极外接电源。

[0021] 在另一优选例中，第一通道的宽度为10‑50um，为最窄尺寸。

[0022] 在另一优选例中，第一储液池的宽度为80‑100um，为最宽尺寸。

[0023] 所述单细胞样品包括细菌、真菌、微生物等。

[0024] 本发明另一方面提供了一种高通量拉曼单细胞分选方法，包括以下步骤：

[0025] S1：单细胞样品注入微流控芯片；

[0026] S2：当单细胞样品位于第一通道时，使用PMT窄带显微拉曼单细胞预筛选模块，对

所述单细胞样品进行预筛选检测，获得对应于单细胞样品的窄带拉曼信号和窄带背景信

号，识别出具有特异性的单细胞样品；

[0027] S3：在第一分选电极上施加电压，使具有特异性的单细胞样品进入第二储液池并

进入第二通道；

[0028] S4：在捕获电极上施加电压，线阵拉曼单细胞识别模块对单细胞样品进行探测，获

得一个或者多个单细胞样品的拉曼光谱，识别单细胞样品；

[0029] S5：在储油池内注入油相，使单细胞样品在液滴包裹形成口生成液滴，生成的液滴

进入第三通道；

[0030] S6：在第二分选电极上施加电压，使液滴进入不同的分离口进行分离出。

[0031] 在另一优选例中，所述步骤S2识别出具有特异性的单细胞样品包括对获得的窄带

拉曼信号和窄带背景信号进行数据处理，得到信噪比值，根据预先设置的值做比较，从而分

辨单细胞样品是否为具有特异性。

[0032] 在另一优选例中，所述步骤S4中的识别出所需单细胞包括将所述获得一个或者多

个单细胞样品的拉曼光谱与构建的单细胞表型数据库中的标准的拉曼光谱信号或参考的

拉曼光谱信号进行比较，获得确定细胞的类型。

[0033] 在另一优选例中，所述步骤S6在第二分选电极上施加电压，使液滴进入不同的分

离口进行分选包括对依次进入第三通道的液滴，根据步骤S4识别出单细胞样品进行编号，

按不同的编号顺序施加不同的电压，从而使液滴进入不同的分离口。

[0034] 在另一优选例中，所述单细胞高通量探测方法包括把分选后的单细胞样品进行培

养或扩增。
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[0035] 本发明的有益效果：

[0036] 本发明阐述一种基于PMT与线阵探测技术联合的高通量并行拉曼单细胞分选装

置，首先采用PMT探测器对特定需求的细胞进行初步筛选，大幅度提高筛选通量；而后将已

筛选出的具有特异性的细胞通过微流控装置控制进行拉曼全谱并行采集，此策略可以避免

所有样品进行全谱分析，大幅度减少样品的采集时间，同时采用线阵拉曼采集特异性细胞

的光谱进行细胞的种类识别，最终通过微流控芯片可以将测试完的特异型细胞分选出来，

为后续细胞的进一步分析提供可能(如单细胞培养、单细胞测序等)，实现细胞样品的高通

量检测、分析和分选。

附图说明

[0037] 图1为本发明PMT与线阵拉曼联合的高通量拉曼单细胞分选装置及方法光路示意

图。

[0038] 图2为微流控芯片的示意图。

[0039] 附图标记如下：

[0040] 1.激光器  2.扩束准直器  3.激光分束器  41.第一反射镜  42.第二反射镜  43.第

三反射镜  44.第四反射镜  45.第五反射镜  51.第一高通滤光片  52.第二高通滤光片  61.

第一二向色镜  62.第二二向色镜  71.第一显微镜组  72.第二显微镜组  8.微流控芯片  9.

三维移动平台  101.第一透镜  102.第二透镜  103.第三透镜  11.针孔  121.第一窄带滤光

片  122.第二窄带滤光片  13.分光棱镜  141.第一PMT  142.第二PMT  151.第一可见光分束

器  152.第二可见光分束器  161.第一图像采集器  162.第二图像采集器  171.第一LED光源 

172.第二LED光源  18.柱面镜  19.狭缝  20.光谱仪  21.线阵光生成器  22.进样口  23.第一

储液池  24.窄带拉曼检测光  25.第一分选电极  26.第一通道  27.废液池  28.第二储液池 

29.缓冲液进入口  30.捕获电极  31.线阵拉曼检测光  32.第二通道  33.储油池  34.液滴包

裹形成口  35.第二分选电极  36.第三通道  37.第一分离口  38.第二分离口  39.第三分离

口

具体实施方式

[0041] 为便于对本发明实施例的理解，下面将结合附图以具体实施例做进一步的解释说

明，且各个实施例并不构成对本发明实施例的限定。此外，附图为示意图，因此本发明装置

和设备并不受所述示意图的尺寸或比例限制。

[0042] 需要说明的是，在本专利的权利要求和说明书中，诸如第一和第二等之类的关系

术语仅仅用来将一个实体或者操作与另一个实体或操作区分开来，而不一定要求或者暗示

这些实体或操作之间存在任何这种实际的关系或者顺序。而且，术语“包括”、“包含”或者其

任何其他变体意在涵盖非排他性的包含，从而使得包括一系列要素的过程、方法、物品或者

设备不仅包括那些要素，而且还包括没有明确列出的其他要素，或者是还包括为这种过程、

方法、物品或者设备所固有的要素。在没有更多限制的情况下，由语句“包括一个”限定的要

素，并不排除在包括所述要素的过程、方法、物品或者设备中还存在另外的相同要素。

[0043] 实施例一

[0044] 如图1所示包括PMT窄带拉曼单细胞预筛选光路、线阵拉曼单细胞识别光路，所述
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PMT窄带显微拉曼单细胞预筛选光路与线阵显微拉曼单细胞识别光路并行聚焦于所述微流

控芯片，所述微流控芯片内盛放有单细胞样品。

[0045] 所述PMT窄带显微拉曼单细胞预筛选光路与线阵显微拉曼单细胞识别光路形成

PMT与线阵拉曼联合的高通量拉曼单细胞分选装置及方法，所述单细胞拉曼光谱仪包括激

光器1、扩束准直器2、激光分束器3、反射镜41、42、43、44、45、高通滤光片51、52、二向色镜

61、62、显微物镜组71、72、微流控芯片8、三维位移平台9、透镜101、102、103、针孔11、窄带滤

光片121、122、分光棱镜13、PMT141、142、可见光分束器151、152、图像采集器161、162、LED光

源171、172、柱面镜18、狭缝19、光谱仪20、线阵光生成器21等。其中：

[0046] 所述激光器1出射的激光光束经过扩束准直器2产生平行光，平行光束依次经过激

光分束器3、第一反射镜41、第二反射镜42、第一高通滤光片51、第一二向色镜61、第一显微

物镜组71聚焦于所述微流控芯片8内单细胞样品上，产生拉曼信号，拉曼信号依次反向经过

第一显微物镜组71、第一二向色镜61、第一高通滤光片51、第一透镜101、针孔11、分光棱镜

13，均分进入第一窄带滤光片121、第二窄带滤光片122分别进入第一PMT141和第二PMT142。

[0047] 所述第一LED光源171依次经过第一可见光分束器151、第一二向色镜61、第一显微

物镜组71聚焦于微流控芯片8，得到单细胞样品图像信息，图像信息依次反向经过第一显微

物镜71、第一二向色片61、第一可见光分束器151、第二透镜102进入第一图像采集器161。

[0048] 所述激光器1出射的激光光束经过扩束准直器2产生平行光，平行光束依次经过激

光分束器3、第三反射镜43、第四反射镜44、线阵光生成器21、第五反射镜45、第二高通滤光

片52、第二二向色镜62、第二显微物镜组72聚焦于所述微流控芯片8内单细胞样品上，产生

拉曼信号，拉曼信号依次反向经过第二显微物镜组72、第二二向色镜62、第二高通滤光片

52、柱面镜18、狭缝进入19光谱仪20。

[0049] 所述第二LED光源172依次经过第二可见光分束器152、第二二向色镜62、第二显微

物镜组72聚焦于微流控芯片8，得到单细胞样品图像信息，图像信息依次反向经过第二显微

物镜72、第二二向色片62、第二可见光分束器152、第三透镜103进入第二图像采集器162。

[0050] 所述PMT窄带显微拉曼单细胞预筛选光路及线阵显微拉曼单细胞识别光路并行聚

焦于微流控芯片，依次探测单细胞样品。

[0051] 所述三维位移平台9放置有微流控芯片8，三维位移平台9的移动带动微流控芯片8

的移动。

[0052] 实施例二

[0053] 如图2所述为一种微流控芯片示意图，具体包括：

[0054] 进样口22、第一储液池23、第一分选电极25、第一通道26、废液池27；样品通过进样

口22进入第一储液池23等待检测，随着样品不断的流入单细胞依次由第一储液池23进入第

一通道26，到达窄带拉曼检测光24的聚焦位置，窄带拉曼检测能够快速、高灵敏地检测出单

细胞的窄带光谱信号，根据检测出的窄带光谱信号判别出该单细胞是否具有特异性，特特

指出的是所述单细胞特异性具有不确定性，需要根据实际的实验需求来设置该特异性，具

有特异性的单细胞不施加电极，直接进入线阵拉曼检测部分的检测，不具有的特异性的单

细胞施加电极，进入废液口剔除掉。

[0055] 线阵拉曼检测部分依次包括第二储液池28、缓冲液进入口29、捕获电极20、线阵拉

曼检测光31、第二通道32；具有特异性的单细胞由第二储液池28进入第二通道32，缓冲液进
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入口29注入缓冲液，在缓冲液的作用下单细胞成线状排列，捕获电极30将成线状排列的单

细胞稳定在线阵拉曼检测光束31的聚焦位置上，聚焦光束照射在单细胞上，单细胞产生全

谱拉曼信号，通过光谱仪采集拉曼光谱，计算机对拉曼光谱通过数据库对比，识别出单细胞

的种类，采集完成，捕获电极30放电，单细胞进入液滴包裹形成部分。

[0056] 液滴包裹形成部分依次包括储油池33、液滴包裹形成口；在储油池内注入33油相，

油相可以实现单细胞在液滴包裹形成口34生成液滴，生成的液滴依次到达第三通道36。

[0057] 单细胞分选部分包括第二分选电极35、第三通道36、第一分离口37、第二分离口

38、第三分离口39；对依次进入第三通道的液滴，计算根据识别出的种类进行编号，按不同

的编号顺序施加不同的电极，从而使液滴进入不同的分离口：第一分离口37、第二分离口

38、第三分离口39。

[0058] 实施例三

[0059] 本发明基于PMT与线阵拉曼联合的高通量拉曼单细胞分选装置，提供了一种单细

胞高通量探测方法，包括以下步骤：

[0060] 1.制备单细胞样品；

[0061] 2.单细胞样品注入微流控芯片8，微流控芯片盛放于三维位移平台9；

[0062] 3.单细胞窄带拉曼信号检测：PMT窄带显微拉曼单细胞预筛选光路，对单细胞样品

进行预筛选检测，获得对应于单细胞样品的窄带拉曼信号和窄带背景信号；

[0063] 进一步地，在步骤3中还包括步骤：对获得的窄带拉曼信号和窄带背景信号进行数

据处理，得到信噪比值，根据预先设置的值做比较，从而决定单细胞样品是否为具有特异

性。

[0064] 4.线阵拉曼信号检测：具有特异性的单细胞样品通过微流控芯片通道进入线阵显

微拉曼单细胞识别光路，对位于线阵探测激光束的单细胞样品进行探测，获得一个或者多

个单细胞的拉曼光谱；

[0065] 进一步地，在步骤4中还包括步骤：将所述的拉曼光谱信号进行标准化处理(减基

线、归一化、杂散峰滤除等)后与构建的单细胞表型数据库中的标准的拉曼光谱信号或参考

的拉曼光谱信号进行比较，同时采用深度学习、数据库挖掘等算法快速确定细胞的类型(种

类)。

[0066] 5.在储油池内注入油相，使单细胞样品在液滴包裹形成口生成液滴，生成的液滴

进入第三通道。

[0067] 6.将识别出的单细胞液滴，施加不同电极，单细胞样品进入不同分离口，将分选出

的单细胞进行后续处理(例如培养、扩增等)。

[0068] 以上所述仅是本发明的优选实施方式，应当指出，对于本技术领域的普通技术人

员，在不脱离本发明方法的前提下，还可以做出若干改进和补充，这些改进和补充也应视为

本发明的保护范围。
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