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(57)摘要

本发明公开了一种基于多腔式电生理微纳

检测的神经类器官芯片及检测方法，神经类器官

芯片包括微电极阵列芯片、类器官培养腔，微电

极阵列包括6组工作电极和4个参比电极；类器官

培养腔包括培养腔本体和多腔式零件，培养腔本

体为内部挖去一个圆柱体的方块式结构，封装在

传感器芯片上；多腔式零件主体呈桶状，底部具

有6个圆柱形通孔，对应微电极阵列的6组工作电

极，两侧为悬臂结构，搭配螺钉和螺母调整多腔

式零件位置，有效控制类器官聚集分布在电极阵

列区域，增加类器官与工作电极的接触概率。本

发明可以实现对神经类器官电生理活动的监测，

尤其适用于嗅觉类器官气味响应信号的获取和

记录，具有实时无损、灵敏度高、稳定性高、重现

性好等特点。
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1.一种基于多腔式电生理微纳检测的神经类器官芯片，其特征在于，由利用微纳加工

技术制作的多通道微电极阵列芯片、PCB转接板和多腔室的类器官培养腔组成；

所述微电极阵列芯片以正方形玻璃作为基底，芯片的中间区域为用于检测的微电极阵

列，共包括60个圆形的工作电极和4个1/4圆结构的参比电极，每10个所述工作电极为一组，

6组工作电极均匀分布在六边形各顶点上，六边形中心即芯片中心，所述参比电极分布在芯

片的四角，外围是与PCB转接板转接的金线转接点，与电极之间通过导线连接；所述微电极

阵列芯片通过UV胶与所述PCB转接板粘接，并进行金线电焊，构成传感器芯片部分；

所述PCB转接板的中心具有圆形通孔，对应微电极阵列芯片的中间区域，用于观察微电

极阵列以及类器官与电极的接触情况；

所述类器官培养腔包括培养腔本体和多腔式零件两部分，所述培养腔本体为内部挖去

一个圆柱体的方块式结构，封装在传感器芯片上；所述多腔式零件的主体呈桶状结构，底部

具有6个圆柱形通孔，通孔的位置分别对应微电极阵列芯片上的6组工作电极点，两侧为悬

臂结构，搭配螺钉和螺母使用，用于调整多腔式零件的位置，当6个圆柱形通孔对准微电极

阵列芯片上的6组工作电极点时，旋紧螺母使得所述多腔式零件固定在所述培养腔本体上，

有效控制类器官聚集分布在电极阵列区域，增加类器官与工作电极的接触概率。

2.根据权利要求1所述的基于多腔式电生理微纳检测的神经类器官芯片，其特征在于，

所述培养腔本体和多腔式零件均采用亚克力材料。

3.根据权利要求1所述的基于多腔式电生理微纳检测的神经类器官芯片，其特征在于，

所述微电极阵列芯片的边长为12mm，所述工作电极的直径为30μm。

4.根据权利要求1所述的基于多腔式电生理微纳检测的神经类器官芯片，其特征在于，

所述多腔式零件可随时拆卸，方便电极清洗。

5.根据权利要求1所述的基于多腔式电生理微纳检测的神经类器官芯片，其特征在于，

在暴露出的电极表面电镀一层铂黑颗粒，同时结合芯片表面修饰技术提高芯片的生物相容

性，修饰物质包括明胶、多聚赖氨酸、层粘连蛋白。

6.根据权利要求1所述的基于多腔式电生理微纳检测的神经类器官芯片，其特征在于，

所述芯片应用于嗅觉类器官气味响应信号的获取和记录。

7.一种基于权利要求1‑6任一项所述神经类器官芯片检测电生理信号的方法，其特征

在于，该方法包括以下步骤：

(1)将多腔式零件利用悬臂上的螺钉和螺母固定于传感器芯片的培养腔本体上，并在

显微镜下观察调整，使得每组10个电极恰好位于每个通孔圆内，然后拧紧螺钉防止多腔式

零件发生位移；

(2)在体式显微镜下将类器官转移到微电极阵列上；最开始尽量少的包含培养液，使得

类器官落入多腔式零件底部的圆柱形通孔中，必要时需要用微针排出孔中的气泡；在培养

箱中静置一段时间，待类器官沉降到底部与微电极阵列贴合，可在显微镜下观察类器官的

分布及与电极的接触情况；之后加入适量的类器官培养液以维持类器官的生存状态，在恒

温培养箱中培养一段时间后进行电生理信号记录；

(3)刺激类器官并进行电生理记录：在记录到了类器官稳定的自发放信号作为对照后，

可以记录类器官对刺激的电生理响应信号；用移液枪吸去培养腔中的类器官培养液，加入

新鲜培养液，记录加入不同浓度及种类刺激物后的电生理信号，每次加入刺激物前进行清
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洗。

8.根据权利要求7所述的方法，其特征在于，所述神经类器官为嗅觉类器官，通过气味

刺激嗅觉类器官，进行电生理记录。

9.根据权利要求8所述的方法，其特征在于，所述嗅觉类器官利用三维培养技术诱导小

鼠嗅上皮中的原代嗅觉祖/干细胞培养分化得到，在基质胶和类器官培养液中培养约2周

后，会表达成熟的嗅感觉神经元；用cell  recovery  solution溶解基质胶，释放嗅觉类器

官，并在体式显微镜下将嗅觉类器官转移到微电极阵列上，在恒温培养箱中培养12‑24h后

进行信号记录。

10.根据权利要求8所述的方法，其特征在于，在记录到了嗅觉类器官稳定的自发放信

号作为对照后，记录嗅觉类器官对气味刺激的电生理响应信号用于后续分析；刺激物采用6

种气味物质的浓度梯度混合溶液，其中包括水杨酸甲酯、乙酰苯、柠檬醛、乙酸异戊酯、香芹

酮和正戊醛；开始信号记录时，用移液枪吸去培养腔中的类器官培养液，加入新鲜培养液，

随后加入气味混合溶液进行刺激。
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基于多腔式电生理微纳检测的神经类器官芯片及检测方法

技术领域

[0001] 本发明涉及仿生传感技术领域，尤其涉及一种基于多腔式电生理微纳检测的神经

类器官芯片及检测方法。

背景技术

[0002] 类器官是由干细胞在体外分化自组装而成的，一种具有与器官类似生物功能的组

织结构。类器官作为一种微型体外培养组织模型，在器官组织发生、疾病病理、药物研发等

研究中具有重要意义。生物传感器是一类以细胞，组织等作为敏感元件，将细胞的形态生理

变化转变为电信号，实时记录并输出的传感器，具有无需标记，长时间监测，实时监测的特

点。生物传感器能够多尺度地对细胞的生理活动进行监测，是一种新兴的，广受研究人员青

睐的技术。大部分生物传感器主要还是针对二维培养的细胞进行监测，仍然存在不够接近

在体生理状态的局限性，为构建高灵敏度、高特异性、快速响应的更接近在体的传感系统，

将三维细胞或类器官与传感器芯片及微流控系统结合所构建的类器官传感芯片应运而生。

利用生物传感技术实时定量的监测芯片中类器官的生长状况，实现无标记、非侵入式的记

录，在药物研发，组织发生和疾病发生等领域具有重要的应用前景。传统的二维培养的细胞

易贴附在传感器芯片表面，且不容易发生移动，但是类器官由于具有三维结构，在种植到传

感器芯片表面时不易固定位置，接触电极的概率低，为解决这一问题，本发明提出了一种基

于多腔式电生理微纳检测的神经类器官芯片及检测方法，并以嗅觉类器官为例验证了其可

行性和实用性。

发明内容

[0003] 本发明的目的在于针对现有技术的不足，提供一种基于多腔式电生理微纳检测的

神经类器官芯片及相应的检测方法。

[0004] 本发明的目的是通过以下技术方案来实现的：一种基于多腔式电生理微纳检测的

神经类器官芯片，由利用微纳加工技术制作的多通道微电极阵列芯片、PCB转接板和多腔室

的类器官培养腔组成；

[0005] 所述微电极阵列芯片以正方形玻璃作为基底，芯片的中间区域为用于检测的微电

极阵列，共包括60个圆形的工作电极和4个1/4圆结构的参比电极，每10个所述工作电极为

一组，6组工作电极均匀分布在六边形各顶点上，六边形中心即芯片中心，所述参比电极分

布在芯片的四角，外围是与PCB转接板转接的金线转接点，与电极之间通过导线连接；所述

微电极阵列芯片通过UV胶与所述PCB转接板粘接，并进行金线电焊，构成传感器芯片部分；

[0006] 所述PCB转接板的中心具有圆形通孔，对应微电极阵列芯片的中间区域，用于观察

微电极阵列以及类器官与电极的接触情况；

[0007] 所述类器官培养腔包括培养腔本体和多腔式零件两部分，所述培养腔本体为内部

挖去一个圆柱体的方块式结构，封装在传感器芯片上；所述多腔式零件的主体呈桶状结构，

底部具有6个圆柱形通孔，通孔的位置分别对应微电极阵列芯片上的6组工作电极点，两侧
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为悬臂结构，搭配螺钉和螺母使用，用于调整多腔式零件的位置，当6个圆柱形通孔对准微

电极阵列芯片上的6组工作电极点时，旋紧螺母使得所述多腔式零件固定在所述培养腔本

体上，有效控制类器官聚集分布在电极阵列区域，增加类器官与工作电极的接触概率。

[0008] 进一步地，所述培养腔本体和多腔式零件均采用亚克力材料。

[0009] 进一步地，所述微电极阵列芯片的边长为12mm，所述工作电极的直径为30μm。

[0010] 进一步地，所述多腔式零件可随时拆卸，方便电极清洗。

[0011] 进一步地，在暴露出的电极表面电镀一层铂黑颗粒，同时结合芯片表面修饰技术

提高芯片的生物相容性，修饰物质包括明胶、多聚赖氨酸、层粘连蛋白。

[0012] 本发明还公开一种基于上述神经类器官芯片检测电生理信号的方法，该方法包括

步骤：

[0013] (1)将多腔式零件利用悬臂上的螺钉和螺母固定于传感器芯片的培养腔本体上，

并在显微镜下观察调整，使得每组10个电极恰好位于每个通孔圆内，然后拧紧螺钉防止多

腔式零件发生位移；

[0014] (2)在体式显微镜下将类器官转移到微电极阵列上；最开始尽量少的包含培养液，

使得类器官落入多腔式零件底部的圆柱形通孔中，必要时需要用微针排出孔中的气泡；在

培养箱中静置一段时间，待类器官沉降到底部与微电极阵列贴合，可在显微镜下观察类器

官的分布及与电极的接触情况；之后加入适量的类器官培养液以维持类器官的生存状态，

在恒温培养箱中培养一段时间后进行电生理信号记录；

[0015] (3)刺激类器官并进行电生理记录：在记录到了类器官稳定的自发放信号作为对

照后，可以记录类器官对刺激的电生理响应信号；用移液枪吸去培养腔中的类器官培养液，

加入新鲜培养液，记录加入不同浓度及种类刺激物后的电生理信号，每次加入刺激物前进

行清洗。

[0016] 进一步地，所述神经类器官为嗅觉类器官，通过气味刺激嗅觉类器官，进行电生理

记录。

[0017] 进一步地，所述嗅觉类器官利用三维培养技术诱导小鼠嗅上皮中的原代嗅觉祖/

干细胞培养分化得到，在基质胶和类器官培养液中培养约2周后，会表达成熟的嗅感觉神经

元；用cell  recovery  solution溶解基质胶，释放嗅觉类器官，并在体式显微镜下将嗅觉类

器官转移到微电极阵列上，在恒温培养箱中培养12‑24h后进行信号记录。

[0018] 进一步地，在记录到了嗅觉类器官稳定的自发放信号作为对照后，记录嗅觉类器

官对气味刺激的电生理响应信号用于后续分析；刺激物采用6种气味物质的浓度梯度混合

溶液，其中包括水杨酸甲酯、乙酰苯、柠檬醛、乙酸异戊酯、香芹酮和正戊醛；开始信号记录

时，用移液枪吸去培养腔中的类器官培养液，加入新鲜培养液，随后加入气味混合溶液进行

刺激。

[0019] 本发明相对于目前技术短板具有以下有益效果：本发明提供了一种基于多腔式电

生理微纳检测的神经类器官芯片，已经成功应用于嗅觉类器官检测，极大地模拟了哺乳动

物感知气味的神经机制和生理结构，此外该技术还可以推广应用于各类神经类器官的生理

活动监测，具有实时无损、灵敏度高、稳定性高、重现性好等特点。
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附图说明

[0020] 图1是本发明多腔式神经类器官芯片的结构示意图；

[0021] 图2是本发明多腔式神经类器官芯片的俯视图；

[0022] 图3是本发明多通道微电极阵列芯片的电极分布示意图；

[0023] 图4是本发明类器官培养腔的多腔式零件结构示意图；

[0024] 图5是本发明实施例嗅觉类器官贴附于芯片表面电极点的显微镜照片；

[0025] 图6是本发明神经类器官芯片用于检测嗅觉类器官对混合气味物质的响应信号；

[0026] 图中：1、PCB转接板，2、微电极阵列芯片，3、方块式培养腔本体，4、多腔式零件，5、

圆柱形通孔，6、工作电极，7、参比电极，8、嗅觉类器官。

具体实施方式

[0027] 以下结合附图及具体实施例对本发明作详细描述，但并不是限制本发明。

[0028] 本发明提出了一种基于多腔式电生理微纳检测的神经类器官芯片，并以嗅觉类器

官为例采集神经活动信号以验证芯片的可行性和实用性。

[0029] 如图1和图2所示，本发明设计制作了一种基于多腔式电生理微纳检测的神经类器

官芯片，主要由利用微纳加工技术制作的多通道微电极阵列芯片2、PCB转接板1和多腔室的

类器官培养腔结构组成，可以对类器官的生理活动进行实时、无损、长时间的监测。例如，可

将其应用于嗅觉类器官气味响应信号的获取和记录，并通过神经解码算法完成信号的特征

提取和模式识别，构建气味识别模型，从而实现对气味的高敏感性、特异性、稳定性和快速

检测与识别。

[0030] 微电极阵列芯片2是以边长12mm的正方形玻璃作为基底，经过薄膜溅射、光刻、湿

法腐蚀等工艺流程制作而成的。加工前需要根据实际尺寸在AutoCAD软件中设计光刻掩膜

版，包括金属层和绝缘层，其中金属层需要画出电极的形状及空间排布情况。芯片的中间区

域为用于检测的微电极阵列(MEA)，共包括60个工作电极6和4个参比电极7，圆形工作电极6

的直径为30μm，每10个工作电极6为一组，共6组，均匀分布在六边形的各个顶点上，六边形

的中心即芯片中心，而1/4圆大小的参比电极7则分布在芯片的四角，外围是与PCB转接板1

转接的金线转接点，与电极之间用线宽10μm的导线连接。微电极阵列芯片2制作完成后需用

UV胶与PCB转接板1粘接，并进行金线电焊，构成传感器芯片部分。

[0031] PCB转接板1的中心留有一个圆形通孔，对应芯片的中间区域，便于利用显微镜等

观察微电极阵列以及类器官与电极的接触情况。电极的形状及空间排布情况如图3所示，设

计是在AutoCAD软件中完成的。

[0032] 类器官培养腔包括两个部分，其中一部分封装在传感器芯片上，是内部挖去了一

个圆柱体的方块式培养腔本体3，可以采用亚克力材料，实验时可以在中间加类器官培养

液、刺激物质等。另一部分是一个具有悬臂结构的嵌入式的多腔式零件4，可以采用亚克力

材料，能够通过螺钉和螺母固定在培养腔内，是在SolidWorks软件中设计完成的。如图4所

示，多腔式零件4的主体是一个桶状结构，底部具有6个圆柱形通孔5，通孔的位置分别对应

MEA芯片上的6组工作电极点，两侧设计了悬臂结构，搭配螺钉和螺母使用，用于调整多腔式

零件的位置，当6个圆柱形通孔对准MEA芯片上的6组工作电极点时，旋紧螺母使得多腔式零

件固定在方块式培养腔本体上，可以有效控制类器官聚集分布在电极阵列区域，增加类器
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官与工作电极的接触概率，从而提高信号采集率。多腔式零件可以随时拆卸，方便电极清

洗。

[0033] 此外，为了提高MEA的信噪比，在暴露出的电极表面电镀上一层铂黑颗粒，通过增

大比表面积来降低电极阻抗，从而降低噪声提高信噪比。同时结合芯片表面修饰技术提高

芯片的生物相容性，如利用明胶、多聚赖氨酸、层粘连蛋白等修饰芯片表面，以有效提高类

器官神经响应信号的信噪比和稳定性。

[0034] 以下以嗅觉类器官为例对本发明提出的基于多腔式电生理微纳检测的神经类器

官芯片进行性能测试。嗅觉类器官是利用三维培养技术诱导小鼠嗅上皮中的原代嗅觉祖/

干细胞培养分化得到的，在基质胶和类器官培养液中培养约2周后，会表达成熟的嗅感觉神

经元。用cell  recovery  solution溶解基质胶，释放嗅觉类器官，并在体式显微镜下将嗅觉

类器官转移到MEA上，在恒温培养箱中培养12‑24h后可进行信号记录。具体步骤如下：

[0035] (1)类器官培养：3周龄的C57小鼠腹腔注射过量麻药乌拉坦致死后，断头，将头部

组织剥离去除后快速放入冰水混合的Ringer’s溶液中。用骨科剪沿着中缝将左右头骨分

离，暴露鼻中隔的嗅上皮区域，用手术剪将嗅上皮组织剪下，连同鼻中隔一起转移到预冷的

Ringer’s溶液中。在显微操作仪下分离stroma和epithelium，并将epithelium转移到装在

15mL离心管中的适量0.25％Trypsin&0 .02％EDTA中。置于37℃恒温培养箱中消化30‑

45min，期间每隔5‑10min摇晃一次。按110μL/mL加入胎牛血清终止消化，轻轻吹打15min后

用过滤筛过滤，期间应尽量防止气泡产生。200g离心5min后，弃去上清液，加入一定量的类

器官培养液，轻轻吹打混匀。将其与基质胶以1:2的比例混合，按每孔60μL滴加到24孔板中，

在37℃恒温培养箱中倒置15min固化。待凝固后每孔加入约500μL类器官培养液，置于37℃

恒温培养箱中培养。每隔1天更换新鲜培养液，并在显微镜下观察类器官的生长状态。

[0036] (2)嗅觉类器官电生理记录：待嗅觉类器官表达成熟的嗅感觉神经元后(约培养2

周)，用cell  recovery  solution溶解基质胶，释放嗅觉类器官，并在体式显微镜下将嗅觉

类器官转移到MEA上。在这之前，需要将多腔式零件用悬臂上的螺钉和螺母固定于传感器芯

片的培养腔本体上，并在显微镜下观察调整，使得每组10个工作电极恰好位于每个通孔圆

内，然后拧紧螺钉防止零件发生位移。在将嗅觉类器官转移到MEA上时，最开始尽量少的包

含培养液，使得类器官落入多腔式零件底部的圆柱形通孔中，必要时需要用微针排出孔中

的气泡。在培养箱中静置一段时间，待类器官沉降到底部与MEA贴合，可在显微镜下观察嗅

觉类器官8的分布及与电极的接触情况，如图5所示。而后加入适量的类器官培养液以维持

类器官的生存状态，在恒温培养箱中培养12‑24h后可进行信号记录。神经信号采集系统使

用德国Multi‑Channel  System公司的64通道MEA1060系统，单通道采样率40kHz，原始信号

存储于计算机，后续使用MATLAB软件进行信号离线分析。信号采集过程中，为了模拟生物体

环境，信号采集系统中引入了双通道生物样品温度控制器使类器官培养环境保持在37℃。

[0037] (3)气味刺激嗅觉类器官并进行电生理记录：嗅感觉神经元可以将气味化学信号

转换成神经活动信号，当气味与受体特异性结合后会引发神经元动作电位，而微电极阵列

可以记录下这些动作电位，用于研究气味刺激对嗅觉类器官的影响。在记录到了嗅觉类器

官稳定的自发放信号作为对照之后，可以记录嗅觉类器官对气味刺激的电生理响应信号用

于后续分析。刺激物是6种气味物质的浓度梯度混合溶液，其中包括水杨酸甲酯、乙酰苯、柠

檬醛、乙酸异戊酯、香芹酮和正戊醛。气味原液先用二甲基亚砜稀释到2M，再用Ringer’s溶
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液稀释获得不同浓度梯度的气味混合溶液。开始信号记录时，用移液枪吸去培养腔中的类

器官培养液，并加入900μL新鲜培养液，随后加入100μL气味混合溶液进行刺激。结果如图6

所示，对嗅觉类器官进行气味刺激后，spike的发放频率明显提高，多次重复实验均获得相

同结果。以上结果说明本发明所提出的一种基于多腔式电生理微纳检测的神经类器官芯片

可以实现对神经类器官电生理活动的监测，并具有实时无损、灵敏度高、稳定性高、重现性

好等特点。

[0038] 上述实施例用来解释说明本发明，而不是对本发明进行限制，在本发明的精神和

权利要求的保护范围内，对本发明作出的任何修改和改变，都落入本发明的保护范围。
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图3
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图5
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