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摘  要: 体外区室化 (In vitro compartmentalization，IVC) 是通过制备微液滴反应小室包裹单个基因 (包含表达体

系) 或细胞进行反应和培养，从而建立表现型与基因型的偶联，并借助流式细胞仪 (Fluorescence-activated cell 

sorting，FACS) 对液滴进行超高通量检测和筛选，进而快速获得目标基因或细胞的一种方法。IVC-FACS 筛选方

法已被广泛应用于蛋白质工程、酶工程等定向进化研究。但早期利用机械分散法生成的微液滴大小均一性难以控

制，严重影响液滴的定量检测，降低了筛选的效率和准确性。随着微流控芯片制备技术的快速发展，在芯片内快

速生成微液滴的技术也愈加成熟。本研究首先利用 W/O (Water-in-oil) 单层液滴生成芯片高速制备单分散的 W1/O

液滴，再将 W1/O 液滴重注入 W/O/W (Water-in-oil-in-water) 双层乳化液滴生成芯片制备均一的 W1/O/W2 双层乳

化液滴。通过对油、水相流速与比值的优化，可以生成直径在 15.4–23.2 μm 的单乳化微液滴，液滴可在培养数天

内保持稳定。将单乳化液滴重注入双层乳化液滴芯片，通过调整油相流速，可以获得生成速度在 1 000 个液滴/s、

直径在 30–100 μm 的双层乳化液滴。利用双层乳化液滴包埋的大肠杆菌细胞能正常进行培养和目标蛋白的诱导表

达，为后续建立基于液滴和流式细胞仪的菌株高通量筛选方法奠定基础。 

关键词: 体外区室化，微流控芯片，高通量，单细胞，流式细胞仪  
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Abstract:  In vitro compartmentalization (IVC) links genotype and phenotype by compartmentalizing individual genes 

(including expression system) or cells into a micro-droplet reaction region. Combined with fluorescence-activated cell sorting 

(FACS), it can detect and separate single droplets in ultra-high throughput. IVC-FACS screening method has been widely used 

in protein engineering, enzyme directed evolution, etc. However, it is difficult to control the homogeneity of droplet size by 

mechanical dispersion method in previous studies, which seriously affects the quantitative detection of droplets and reduces 

the efficiency and accuracy of this screening method. With the rapid development of microfluidic chip manufacturing 

technology, the microfluidic chip-based methods for droplet generation are becoming more efficient and controllable. In this 

study, firstly, the water-in-oil (W/O) single-layer droplet generation chip was used to prepare single-layer monodisperse W1/O 

droplets at a high generation frequency, and then the W1/O droplets were reinjected into water-in-oil-in-water (W/O/W) 

double-layer droplet generation chip to prepare uniform W1/O/W2 double-layer emulsion droplets. By optimizing the flow 

rate and ratio of the oil and water phases, a single-layer micro-droplet can be generated with a diameter range from 15.4 to 

23.2 μm and remain stable for several days under normal incubation. Then the single-layer droplets were reinjected into the 

double emulsion generation chip. By adjusting the flow rate of drop phase, oil phase and water phase, the double-layer 

emulsion droplets with a diameter range from 30 to 100 μm at a rate of 1 000 droplets/s could be obtained. Escherichia coli 

embedded in the double-layer emulsion droplets could be cultured and induced for protein expression. This study lays a 

foundation for the establishment of a high-throughput screening method based on the droplet and flow cytometry. 

Keywords:  In vitro compartmentalization, microfluidic chip, high-throughput, single cell, flow cytometry 

体外区室化 (In vitro compartmentalization， 

IVC) 通过“油-水” (Water-in-oil，W/O) 或“水-油-

水” (Water-in-oil-in-water，W/O/W) 形成微液滴，

将 1 mL 的水相轻易制备出超过 1010 个微液滴，使

居于内部的每个水相微液滴小室相当于一个微反

应器，用于蛋白质工程、酶工程等定向进化研   

究[1-5]。微液滴生成方法最初主要采用机械分散方

式[6-7]，该方法生成液滴的效率高、操作简便而被

大量采用。但由于无法精确控制液滴生成的过程，

导致生成液滴的大小分散度很大，严重降低了筛选

的效率和准确性[1,8]。 

随着微流控芯片制备技术的快速发展，在芯

片内进行微液滴的形成、分裂、合并、混合、分

选、捕获等操纵技术也愈加成熟[9-11]。尤其是微

液滴的分选技术，使得利用很少量的样品进行低

成本、高通量的检测和筛选成为可能。基于单乳

化液滴的液滴微流控分选已有大量报道，并取得

显著成果。2009 年 Baret 等率先报道了将液滴微

流体芯片检测分选技术  (Fluorescence-activated 

droplet sorting，FADS) 应用于超高通量的工程酶

定向研究中，分析筛选速度可达到 2 000 个液滴/s，

对 108 突变量文库的筛选工作仅用了约 10 h，相

关反应试剂消耗量仅为 150 μL[12]。2014 年 Wang

等利用 FADS 技术开发了针对酵母菌株胞外木糖

消耗能力和大肠杆菌分泌生产乳酸能力的筛选

方法，并为进行其他小分子代谢产物的检测和筛

选指明了方向[13]。2016 年，Gielen 等提出基于吸

光 度 的 液 滴 筛 选 技 术  (Absorbance-activated 

droplet sorting，AADS)，筛选通量达 300 个液   

滴/s[14]，进一步拓展了液滴微流控筛选技术的应
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用范围。 

然而，以上基于 W/O 单乳化液滴的微流控筛

选案例中，由于液滴外层为油相，需要自行搭建液

滴检测与筛选系统，难以得到广泛应用。相对单乳

化液滴，W/O/W 双层乳化液滴在单层 W/O 液滴的

基础上，通过引入第 2 层水相层，形成的双层乳化

液滴外层为水相，可以施加电荷，能够与 FACS 筛

选兼容，FACS 筛选通量可达 105 个细胞/s[8,15-18]，

分选通量得到大幅提高。 

双层液滴生成也已有相关报道，2013 年 Yan

等通过对制备双层乳化液滴生成芯片通道表面进

行疏水、亲水处理，直接生成 W/O/W 双层乳化液

滴，液滴直径约 (84.2±0.8) μm，液滴生成 600 Hz，

流式细胞仪分析结果表明生成 W/O/W 液滴直径和

内部结构单分散性好[19]。2016 年 Li 等利用环氧树

脂胶规定疏水区，通过等离子体处理将软光刻胶处

理的含通道 PDMS (Polydimethylsiloxane) 层与另

一层 PDMS 键合制备双层乳化液滴生成芯片，该

种方法制作的芯片可生成直径 55 μm 的 W/O/W 液

滴，采用此方法也可制备 O/W/O 双层乳化液滴[20]。

然而，目前这些双层乳化液滴生成芯片制备方式还

不太成熟，对没有芯片制备能力的研究者使用更限

制。本研究介绍一种利用商业化液滴微流控芯片高

速生成均一、稳定的双液滴生成方式，液滴生成更

高速和简单。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  主要仪器与芯片 

双层乳化液滴生成芯片购自英国 Dolomite 公

司；兰格微量注射泵购自兰格恒流泵有限公司；

注射器购自碧迪医疗器械 (上海) 有限公司；荧

光显微镜购自奥林巴斯公司；PDMS-玻璃单液滴

生成芯片，PDMS 购自迈图精细高新材料 (深圳)

有限公司，玻璃为载玻片购自江苏世泰实验器材

有限公司。 

1.1.2  主要试剂 

油相 Pico-Surf (含 2% (W/W) Surfactant 的

FC40) 购自 Dolomite 公司；非特殊说明外，其他

试剂均购自 Sigma-Aldrich 公司。 

1.1.3  培养基和溶液 

LB 培养基：蛋白胨 10 g/L，氯化钠 10 g/L，

酵母粉 5 g/L。制备固体培养基时添加 2% (W/V)

的琼脂。 

10×TBS 溶液：1 mol/L Tris-HCl (pH 7.5)     

5 mL，5 mol/L NaCl 2 mL，ddH2O 2 mL。溶液充

分混匀，室温保存。 

TBS-T 溶液：10×TBS 溶液 3 mL，10% (W/V) 

Tween20 1.5 mL，ddH2O 25.5 mL。溶液成分混匀，

室温保存。 

1.2  方法 

1.2.1  双层乳化液滴生成流程 

双层乳化液滴生成流程如图 1 所示，该流程分

为两个阶段：1) 利用 PDMS-玻璃单液滴生成芯片

制备均一、稳定 W1/O 液滴；2) 再将 W1/O 液滴

重注入 Dolomite 双层乳化液滴生成芯片制备均

一、稳定的 W1/O/W2 双层乳化液滴。 

1.2.2  制备 W1/O 单层乳化液滴 

W1/O 液滴生成的芯片为自制 PDMS-玻璃单

液滴生成芯片，芯片结构设计如图 2 所示，芯片制

备参考文献[21]，其中通道深度为 20 μm。 

液滴生成油相 O 为 Pico-Surf 油，水相 W1 为

含有 5 μmol/L FITC 的 LB 溶液，或者是大肠杆菌

LB 溶液。 

 

 
 
图 1  W1/O/W2 双层乳化液滴生成流程图 
Fig. 1  W1/O/W2 double emulsion droplet generation 
flow chart. 
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图 2  PDMS-玻璃单液滴生成芯片 
Fig. 2  PDMS-glass single droplet generation chip. 

 

将分别盛有内层水相 W1、中间层油相 O 的注

射器，由微管连接至单液滴生成芯片的水相 W1、

油相 O 入口处，通过微量注射泵控制水相 W1、

油相 O 的流速，两者的流速分别为 50–200 μL/h

和 50–400 μL/h。制备得到的均一、稳定 W1/O 单

层液滴通过微管经芯片 Outlet 出口收集至盛有

200 μL 少量体积的 FC40 容器 (离心管或者注射

器)。由于 FC40 密度大于水的密度，W1/O 单层液

滴浮在油相上方。 

1.2.3  W1/O/W2 双层乳化液滴生成 

W1/O 单乳化液滴生成后，再利用商品化的

Dolomite 双层乳化液滴生成芯片生成 W1/O/W2 双

层乳化液滴。Dolomite 双层乳化液滴生成芯片结

构如图 3 所示。 

外层水相 W2 为 TBS-T 溶液。将 W1/O 液滴

经芯片 Drop 入口重注入芯片，油 FC40 经芯片

Oil 入口注入，调整控制 W1/O 液滴间的间距，外

层水相 W2 经芯片 W2 入口注入包埋 W1/O 液滴

制备 W1/O/W2 双层乳化液滴，制备的双层乳化液

滴经芯片 Outlet 出口流出至离心管，利用微量注射

泵控制外层水相 W2、油相 FC40 和 W1/O 液滴的

流速，分别是 1 000–2 000 μL/h、10–100 μL/h 和

5–20 μL/h 之间。 

1.2.4  液滴的稳定性检测 

单层液滴稳定性检测：将生成的 W1/O 单层

液滴置于 37 ℃培养箱中，分别在 0 h、8 h、12 h、

24 h、36 h、48 h 时取 3–5 μL 液滴置于血球计数

板上，在显微镜下，曝光条件为 30 ms 时观察液

滴，并拍照记录，统计液滴大小，评估液滴的稳

定性。 

 
 
图 3  Dolomite 双层乳化液滴生成芯片 
Fig. 3  Dolomite double emulsion droplet generation chip. 

 
双层液滴的稳定性检测：将生成的 W1/O/W2

型液滴置于 37 ℃培养箱中，分别在 0 h、24 h、

48 h 时取 3–5 μL 液滴置于血球计数板上，在显微

镜下曝光条件为 30 ms 时观察液滴，并拍照记录，

评估液滴的稳定性。 

1.2.5  液滴内 FITC 荧光信号检测 

配制 5 μmol/L 的 FITC 溶液为水相 W1，制备

W1/O/W2 双层乳化液滴，取 3–5 μL 液滴置于血球

计数板上，在显微镜下白场曝光时间为 30 ms 时观

察液滴，同时在荧光场曝光时间为 50 ms 时观察液

滴荧光，并拍照记录。 

1.2.6  双层液滴内菌体培养和荧光信号检测 

分别在 0 h、24 h、48 h 时取包埋有表达 GFP

荧光蛋白的大肠杆菌细胞的 W1/O/W2 液滴 3–5 μL

置于血球计数板上，在显微镜下白场曝光时间为

30 ms 时观察液滴，同时在荧光场下曝光时间为

10–30 ms 时观察液滴内细胞荧光。 

2  结果与分析 

2.1  W1/O 单层液滴制备 

利用 PDMS-玻璃单液滴生成芯片，通过调整

水相和油相的流速，可以快速制备不同大小的液

滴。将制备得到的液滴进行显微镜观察和拍照，

并借助图像分析软件 Image J 在每个制备条件下

选取 100 个液滴进行大小测量和统计。 

通过调整油、水相流速和对液滴大小的统计，

发现生成液滴的大小与油、水相流速比和流速大
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小均有关系。如图 4 所示，随着油相︰水相流速

的比例提高，液滴直径逐渐变小。根据 Image J 图

像软件统计，每个制备条件下的单乳化液滴大小均

一性都大于 99.5%。当水相流速固定为 50 μL/h、

油相流速从 50 μL/h 增大至 200 μL/h、油相和水相

的流速比例从 1︰1 提高至 4︰1 时，形成的液滴

大小从 23.2 μm 减小至 17.4 μm。当水相流速从

50 μL/h 增加至 100 或 200 μL/h 时，油相流速相应

增加，随着油相︰水相流速的比例提高，液滴直

径也逐渐减小。相同水相︰油相的流速比例条件

下，随油、水相流速大小的增加，液滴直径也会

相应减少。如流速比为 1︰1 时，水相和油相速度

均为 200 μL/h 时的液滴大小比水相和油相速度均

为 50 μL/h 的液滴大小减小了 12.5%。在其他流速

比例条件下，随水相和油相的流速大小增加也存

在类似规律。 

通过将制备得到的液滴置于 37 ℃培养，不同

时间取样分析进行了液滴稳定性的研究。实验结

果如图 5 所示，15–24 μm 大小的液滴在制备和培

养 48 h 期间，液滴直径变化在 1%以内，液滴稳

定，无明显破损，可用于后续的液滴重注入、培

养和筛选实验。 

 

 
 
图 4  油相和水相流速对液滴大小的影响 

Fig. 4  Effect of oil and water flow rate on droplet size. 
The same color indicates the same flow rate ratio of oil 
phase and water phase. 

 
 
图 5  不同大小液滴的稳定性 
Fig. 5  Stability of droplets at different size. 

 

2.2  W1/O/W2 双层乳化液滴制备 

由于 FACS 仪器设备孔径的限制 (FACS 仪

器的常用喷嘴大小为 70 μm 或者 100 μm)，为满

足后期 FACS 检测要求，需要将双层乳化液滴的

大小控制在 30 μm 左右。前期研究结果表明油相 

400 μL/h、水相 200 μL/h 时，制备的单层液滴直

径约是 17.4 μm，该条件下单层乳化液滴生成速度

约 3 000 个液滴/s。本研究在单层乳化液滴的基础

上，采用商品化的双层乳化液滴生成芯片，对双

层乳化液滴的制备参数进行了优化，用于控制双

层乳化液滴大小，并通过双层乳化液滴的显微镜

观察拍照，选取 100 个液滴进行测量评价。 

在单乳化液滴大小确定情况下，设定外层水

相 W2 流速和单乳化液滴重注入的流速分别为  

1 000 μL/h 和 8 μL/h，调整油相流速为 10–100 μL/h

制备 W1/O/W2 双层乳化液滴。如图 6 所示，当

外层水相和单乳化液滴重注入的流速固定时，制

备的双层乳化液滴大小会随着油相流速的改变而

改变。当油相流速从 10 μL/h 增加至 40 μL/h 和 

100 μL/h 时，双层乳化液滴中的油层部分增大，

使得最终的 W1/O/W2 双层乳化液滴的大小从  

32 μm 增大至 53 μm 和 88 μm。该实验结果表明

随着油相流速逐渐增加，液滴大小逐渐增大，通

过调整油相速度可以便捷地控制双层乳化液滴的 
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图 6  双层乳化液滴大小与油相流速关系 
Fig. 6  Relationship between double-layer emulsion 
droplet size and oil-phase flow rate. (A) Oil-phase flow rate 
is 10 μL/h. (B) Oil-phase flow rate is 40 μL/h. (C) Oil-phase 
flow rate is 100 μL/h. 
 

大小，获得适合 FACS 检测的液滴。根据 FACS 仪

器对液滴大小的要求，图 6A 的双层液滴大小约  

30 μm，根据 Image J 图像软件统计结果，该双乳

化液滴均一性约 98%。其制备条件为最佳条件，

可以作为后续包埋细胞的双层液滴制备条件。 

液滴生成过程中，单液滴生成技术相对较成

熟，与机械分散法获得液滴相比，利用微流控芯片

生成液滴具有更好的均一性和稳定性[8,19]。双液滴

生成过程中水相 W2、油相 O 和液滴 W1/O 的流速

控制对生成包埋单个 W1/O 液滴的双层乳化液滴

非常重要。不适合的流速会造成双层乳化液滴中含

有多个 W1/O 液滴，或者形成无 W1/O 的水包油空

液滴 (图 7)。实验表明，当 W1/O/W2 双层乳化液

滴生成过程中出现包埋多个 W1/O 液滴的双层乳

化液滴时，可通过减少 W1/O 液滴流速、油相 O

流速，增加水相 W2 的流速来调整。当出现无 W1/O

的水包油空液滴时，可通过增加 W1/O 液滴流速、

减小外层水相 W2 流速来调整双层乳化液滴生成

条件，获得正常的 W1/O/W2 双层乳化液滴。 

2.3  单层和双层乳化液滴的荧光信号检测 

为了验证单双层液滴内的荧光信号情况，以

5 μmol/L 的 FITC 溶液为水相 W1，生成 W1/O 液

滴和 W1/O/W2 液滴，分别取两种液滴在荧光显

微镜下观察其液滴状态和荧光信号。如图 8 所示， 

 
 
图 7  包埋不同数目单液滴的双乳化液滴生成 
Fig. 7  Formation process of double-layer emulsion 
droplets containing different internal droplets. (A) When the 
flow rate of W2 was greatly reduced, the diameter of the 
double emulsion droplets was increased and multiple W/O 
droplets were embedded. (B) When the reinjection rate of 
single droplets was increased, two single droplets were 
simultaneously embedded in double emulsion droplets. (C, 
D) When the combination of flow rate was unbalance, 
empty droplets were formed. 

 

 
 
图 8  单层 (A) 和双层 (B) 乳化液滴的荧光信号 
Fig. 8  Fluorescence signal of W/O single-layer droplets 
(A) and W/O/W double-layer droplets (B). 
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包埋荧光染料 FITC 的单、双层乳化液滴保持均

一、稳定且可正常观察到荧光信号，可用于后期

筛选实验。 

2.4  W1/O/W2 双层乳化液滴的稳定性和细胞

培养检测 

对包埋有表达 GFP 荧光蛋白的大肠杆菌细胞

的 W1/O/W2 液滴进行培养和荧光观察。如图 9

所示，在不同条件下制备包埋大肠杆菌细胞的双

层乳化液滴后，将液滴置于 37 ℃培养箱中进行培

养孵育，分别在 0 h、24 h、48 h 取样进行双层乳

化液滴稳定性和细胞生长状态检测。检测结果表

明细胞在双液滴内可以增殖和表达 GFP 荧光蛋

白，虽然与常规恒温振荡培养相比液滴内的细胞

生长较慢，但依然可以繁殖生长和表达荧光信号，

适用于后续的检测分析。不同形态的液滴稳定性

存在差异，当制备得到的液滴过大时，液滴稳定

性较差，液滴会随着培养时间的增加而变小，在

培养后期，出现大量液滴破损的情况。但液滴直

径较小时 (图 9A，液滴直径约 30 μm)，液滴表现

出良好的稳定性，在培养过程中大小变化在 1%

以内，液滴均一稳定，为细胞长时间培养和表达

提供了条件。 

目前稳定、单分散的双乳化液滴生成仍相对

困难。表 1 总结了已报道相对简单的双乳化液滴

生成方法。相比基于实验室自制微流控芯片的双

乳化液滴制备方法，本研究制备 W1/O/W2 双层

乳化液滴生成方法采用商业化的芯片，液滴生成

过程简单、速度快。生成的双乳化液滴在 37 ℃培

养箱培养 48 h 保持稳定，且 30 μm 直径的液滴相

对较小，更适用于后期 FACS 检测筛选。 

 

 
 
图 9  大肠杆菌细胞液滴的稳定性和菌体生长情况 
Fig. 9  Stability of double-layer emulsion droplets and 
growth of E. coli encapsulated in the droplets. (A) ~30 μm 
droplet. (B) ~40 μm droplet. (C) ~60 μm droplet. 

 
表 1  双乳化液滴生成方法比较 
Table 1  Comparison of different double layer emulsion droplets generation methods 
 Double emulsion generation 

Chip Yan et al[19] 
Homemade PDMS chip 

Li et al[20] 
Homemade PDMS chip 

This study 
Commercialized glass chip 

Droplet size and uniformity 84.2 μm (s.d. 1%) 50–200 μm 30–100 μm (s.d. 1%) 

Droplet generation frequency 600 droplets/s – 1 000 droplets/s 

The outer aqueous phase Deionized water containing 
1% (W/W) SDS 

Millipore water containing 5% (V/V) 
Tween 80 

TBS-T solution 

The oil phase HFE-7500 containing 2% 
(W/W) Pico-Surf 

Sunflower oil containing 2.5% (W/W) 
Raindance surfactant 

FC40 containing 2% (W/W) 
Pico-Surf 

Droplet stability Room temperature for 24 h – 37 °C incubation for 48 h 
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3  结论 

IVC-FACS 结合的筛选方法已成为高通量筛

选的理想手段，但传统机械分散法生成的液滴均

一性差，严重影响了筛选的效率 [8,19]。本文介绍

了一种双层乳化液滴生成方式：首先，利用普通

易制的 PDMS-玻璃单液滴生成芯片生成均一的

W1/O 液滴，液滴生成速度约 3 000 个液滴/s，直

径在 15.4–23.2 μm，液滴培养 48 h 保持稳定；然

后，将生成的 W1/O液滴重注入商业化的 Dolomite

双层乳化液滴生成芯片生成均一的 W1/O/W2 双

层乳化液滴，液滴生成速度约 1 000 个液滴/s，直

径约 30 μm。相比已报道的在一个芯片内完成双

层液滴制备的方法[16-20]，本文制备双乳化液滴不

需要复杂的芯片制备和表面修饰处理，操作过程

简单，液滴生成速度快，且生成的液滴性能稳定，

在液滴内细胞可以繁殖生长和表达外源蛋白，适

用于后期的细胞筛选应用。使用的 W1/O/W2 双

层乳化液滴生成芯片为商业化芯片，易于实现和

推广。该 W1/O/W2 双层乳化液滴生成方法与

FACS 的结合应用，将有利于扩展高通量筛选的

应用范围，对开展定向进化等研究具有重要的应

用指导价值。 
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