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Аннотация
Эта работа посвящена разбору и 

сравнению различных подходов в изготовлении 
микрофлюидных устройств для анализа и 
исследования систем гемостаза. Описываются 
основные подходы как в их производстве, так и 
в их последующих модификациях.При анализе 
процессов гемостаза необходимо учитывать 
многие аспекты для грамотного изучения всех 
процессов, влияющих на него. Выбор материала 
микрофлюидной камеры определяет методы 
подготовки и функционализации поверхности, 
влияющие на адгезию и активацию тромбоцитов. 
Геометрия каналов отвечает не только за 
контроль потока, но и за корректное механическое 
взаимодействие клеток крови с поверхностью. 
Дополнительная модификация поверхности 
создаёт условия максимально приближенне к 
физиологическим.
Ключевые слова: Микрофлюидные устройства; 
Гемостаз;  Функционализация поверхности; 
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Annotation
This paper examines and compares various 

approaches to the fabrication of microfluidic devices 
for the analysis and investigation of hemostasis 
systems. It describes the main methods both for their 
production and for their subsequent modification.
When analyzing hemostasis, it is necessary to 
take into account many aspects for a proper study 
of all processes influencing it. The choice of the 
microfluidic chamber material determines the 
methods of surface treatment and functionalization, 
which affect platelet adhesion and activation. The 
geometry of the channels is responsible not only 
for flow control but also for the correct mechanical 

interaction of blood cells with the surface. Additional 
surface modification - creating conditions as close as 
possible to physiological ones.
Key words: Microfluidic devices; Hemostasis; 
Surface functionalization; Biomedical research; 
Blood analysis.

Введение
В настоящее время микрофлюидные 

системы применяются для решения широкого 
круга биологических задач, в том числе и 
исследования системы гемостаза. Использование 
микрофлюидных каналов позволяет максимально 
приблизить условия эксперимента к процессам in 
vivo: учесть влияние окружения и механического 
воздействия на клетки крови. Благодаря 
возможности контроля множества параметров 
— скорость потока, химическая среда, клеточное 
окружение, геометрия и др., микрофлюидные 
устройства находят применение в биомедицинских 
исследованиях для диагностики патологических 
процессов, скрининге лекарственных препаратов, 
а также фундаментальных биофизических 
исследованиях.

Цель настоящего обзора — систематизировать 
существующие подходы к созданию 
микрофлюидных камер, сравнить используемые 
материалы, технологии сборки и методы 
функционализации поверхностей.

Дизайн камеры
 ФуПервым этапом конструирования 

микрофлюидной камеры является разработка 
ее геометрической модели и моделирование 
гидродинамических потоков, обеспечивающих 
требуемые условия функционирования 
системы. Для создания 3D-модели и проведения 
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расчетов используются CAD-системы, такие 
как SolidWorks, FreeCAD, AutoCAD и др., в 
сочетании с программами для математического 
моделирования физических процессов — 
COMSOL Multiphysics, Elmer, ANSYS Fluent, 
OpenFOAM и другими.

Ключевой особенностью микрофлюидных 
систем является наличие в них ламинарного потока 
жидкости, что и обеспечивает высокую степень 
контроля и гарантирует воспроизводимость 
эксперимента. 

Однако, ламинарный режим течения имеет 
ряд недостатков, одним из которых являются 
сложности со смешиванием жидкостей: из-
за слабых диффузионных потоков процесс 
перемешивания протекает медленно. Для 
решения этой проблемы разрабатываются 
различные геометрические конфигурации 
микроканалов, обеспечивающие улучшение 
эффективности смешивания. Например, самым 
простым и распространенным вариантом 
является добавление s-образного канала.

конфигураций требует более точного контроля 
параметров системы и существенно затрудняет 
анализ и интерпретацию полученных данных.

Выбор материалов
На данный момент основными материалами 

для изготовления микрофлюидных 
камер, применяемых в исследованиях 
системых гемостаза, являются: стекло, 
полидиметилсилоксан(ПДМС), Термопластики 
\-(полиметил\-метакрилат - PMMA, 
циклоолефиновые сополимеры и полимеры - COC/
COP и др.), а также бумажные материалы. Однако 
камеры, изготовленные на основе бумажных 
субстратов, непригодны для исследовательских 
работ, поскольку они обладают низкой 
механической прочностью, не обеспечивают 
стабильности гидродинамических параметров 
и не допускают точного контроля условий 
эксперимента [4].  Ниже будут рассмотрены 
основные типы материалов микрофлюидных 
камер для анализа гемостаза и примеры их 
применения. 

Выбор материалов напрямую определяется 
спецификой экспериментальной задачи. От 
выбранных материалов будут зависеть такие 
характеристики, как точность формирования 
каналов, устойчивость к давлению и деформации, 
оптические свойства, газопроницаемость и 
биосовместимость.

Стекло

Стекло является “золотым стандартом” 
для производства микрофлюидных устройств 
как в качестве подложек, так и в качестве 
основного материала для формирования 
камер. Основные преимущества стекла – 
высокая оптическая прозрачность, химическая 
инертность, биосовместимость, термостойкость, 
механическая прочность, долговечность и 
возможность многократного использования. 

Однако, у камер из стекла есть ряд значимых 
ограничений. Во-первых, формировать 
сложную геометрию каналов из стекла 
значительно труднее, чем из полимеров. Это 
трудоемкий процесс, требующий использования 
дорогостоящего оборудования и сложных 
технологий: химическое травление, лазерную 
обработку. Во-вторых, клетки крови при адгезии 
к стеклянной поверхности могут активироваться: 
прямой контакт тромбоцитов со стеклом 
приводит к их адгезии и активации [5]. Чтобы 
избежать нежелательной активации используют 
методы модификации поверхностей: покрытие 
белками (альбумин, фибриноген и др.) [6] 
,различными полимерами [7]. В-третьих, следует 
учитывать низкую газопроницаемость стекла. 
Микрофлюидные камеры из стекла не подходят 

Рисунок 1. Пример распределения концентрации 
жидкости в S-образном микроканале в различных 
точках потока(A,B,C).Прохождение жидкости через 
изгибы способствует лучшему смешиванию в условиях 
ламинарного течения [1]. 

Среди недостатков также следует 
отметить возможное влияние изгибов и 
поворотов каналов, сопровождающихся 
изменением локальных скоростей потока. При 
проектировании камеры необходимо учитывать 
не только гидродинамические характеристики, 
но и свойства исследуемых объектов, так как 
излишнее усложнение геометрии может привести 
к искажению экспериментальных данных. Так, при 
изучении процессов гемостаза резкие изменения 
направления потока способны индуцировать 
механическую активацию тромбоцитов, что в свою 
очередь может привести к неконтролируемому 
образованию тромбоцитарных агрегатов и 
существенно исказить результаты эксперимента 
[2, 3].

Таким образом, создание корректной 
геометрии является одним из важнейших этапов 
в процессе конструирования микрофлюидных 
камер. Использование сложных геометрических 
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для проведения длительных экспериментов, в 
которых для обеспечения жизнеспособности 
клеток необходимо поддержание парциального 
давления газов. Однако для исследования 
гемостаза, обычная продолжительность 
эксперимента, как правило не превышает 30-
40 мин, поэтому низкая газопроницаемость 
стекла не оказывает существенного влияния на 
экспериментальные данные [8]. 

Один из примеров использования стеклянной 
микрофлюидной камеры представлен в работе [9]. 
Авторы продемонстрировали, что нейтрофилы, 
адгезированные к поверхности, покрытой 
фибриногеном, способствуют формированию 
фибринового матрикса при низких значениях 
сдвигового напряжения. Нейтрофилы, связываясь 
с короткими фибриновыми структурами, 
инициируют прокоагулянтную активность 
тромбоцитов через протеазы — эластазу и катепсин 
G, что приводит к усиленной полимеризации 
фибрина в условиях, ассоциированных с 
венозным тромбозом и воспалением. В работе 
[10]  с помощью стеклянных микрофлюидных 
камер показана роль киназы JNK1 тромбоцитов 
в гемостазе и тромбообразовании: у мышей с 
её дефицитом удлинялось время кровотечения, 
снижалась агрегация тромбоцитов и замедлялось 
формирование тромбов. Нарушение секреции 
тромбоцитов при низких дозах агонистов 
приводило к ослабленной активации интегрина 
αIIbꞵ3 через путь с участием протеинкиназы C, 
что подтверждает значимость JNK1 для роста 
тромба in vivo.

ПДМС

Наибольшее применение 
полидиметилсилоксан (ПДМС) получил в 
биомедицинских исследованиях за счет 
сочетания высокой биосовместимости, 
оптической прозрачности, легкости в обработке 
и газопроницаемости. Данные свойства делают 
камеры, собранные из ПДМС оптимальными для 
работы с биологическими объектами. 

Одним из недостатков ПДМС является его 
способность набухать при контакте с органическими 
растворителями, например, гексаны, эфир или 
триэтиламин [11], которые используют для 
модификации поверхности каналов с целью их 
гидрофилизации и иммобилизации белковых 
молекул. Диффузия молекул растворителя в 
матрицу ПДМС может приводить к ее разбуханию, 
повышенной шероховатости, деформации 
поперечного сечения, снижению механической 
прочности. Не смотря на то, что перед 
проведением экспериментов в микрофлюидной 
камере, органический растворитель тщательно 
вымывают, чтобы исключить его влияние на 
результаты исследования, небольшие изменения 

микрорельефа и формы каналов, вследствие 
деформации ПДМС могут повлиять на адгезию 
тромбоцитов и распределение сдвигового 
напряжения. 

Также следует отметить, что ПДМС - мягкий 
материал, работа с ним должна проводиться при 
контроле за температурой и давлением, чтобы не 
вызвать деформации и, следовательно, утечек 
жидкости из камеры, также одним из основных 
минусов в работе с ПДМС является необходимость 
ручной сборки: начиная от заливки, требующей 
длительного времени затвердевания, заканчивая 
его обработкой, такой как создание входных и 
выходных отверстий и фасок, и сборкой, что 
ограничивает массовое производство таких 
систем. 

В качестве примера использования 
микрофлюидной камеры из ПДМС для анализа 
гемостаза приведем работу [12]. Авторами 
описаны два микрофлюидных устройства, 
позволяющих исследовать динамическую 
адгезию тромбоцитов к белкам внеклеточного 
матрикса при различных уровнях сдвигового 
напряжения, используя менее 100 мкл цельной 
крови. Показано, что отсутствие интегрина αIIbꞵ3 
нарушает адгезию тромбоцитов при всех режимах 
потока, тогда как мутация его внутриклеточного 
домена снижает адгезию только при умеренных и 
высоких сдвиговых напряжениях. 

Дополнительно представлен микрофлюидный 
проточный тест, позволяющий количественно 
оценивать функции тромбоцитов с использованием 
минимального объёма цельной крови (50 мкл) 
[13]. С помощью микроконтактной печати были 
сформированы коллагеновые тонкие плёнки 
размером 20, 50 и 100 мкм (около 300 областей) 
и показано, что стабильная адгезия тромбоцитов 
при физиологических скоростях сдвига в 
диапазоне 50–920 с-1 возможна только на областях 
более 20 мкм, что указывает на существование 
порогового размера повреждения, необходимого 
для устойчивой адгезии тромбоцитов в условиях 
потока.

Термопластики

Ещё одним классом материалов для 
производства микрофлюидных устройств 
являются термопластики: полиметилметакрилат 
(PMMA), полистирол (PS), поликарбонат (PC), 
сополимеры (COC). Основными преимуществами 
термопластиков являются низкая стоимость, 
оптическая прозрачность и биосовместимость. 
Широкое их распространение обусловлено 
технологической доступностью и возможностью 
серийного производства.

Однако, данный материал уступает ПДМС в 
возможностях поверхностной функционализации, 
что ограничивает их использование для 
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исследования биологических объектов. Среди 
недостатков можно также отметить низкую 
термостабильность по сравнению с ПДМС и 
стеклом, а таже низкую газопроницаемость. 

В работах [10, 14] оптимизированы 
микрофлюидные системы для исследования 
взаимодействия цельной крови с 
наноструктурированными полимерными 
поверхностями в условиях потока, а так же было 
проведено сравнение выживаемости клеток крови 
в условиях течения в микрофлюидных камерах. 
Показано, что увеличение размеров нанорельефа 
на плёнках из полиметилметакрилата снижает 
скорость кровотока, усиливает адгезию и спрединг 
тромбоцитов, а также адсорбцию фактора 
фон Виллебранда, но уменьшает адсорбцию 
фибриногена [15].

Технологии изготовления 
микрофлюидных камер

Точность, воспроизводимость и надёжность 
экспериментальных данных напрямую зависят 
как от выбранного материала микрофлюидной 
камеры, так и от применяемой технологии её 
изготовления. На сегодняшний день основными 
методами формирования микрофлюидных 
каналов являются мягкая литография, 
микрофрезеровка и горячее тиснение.

Для производства камер из ПДМС методом 
мягкой литографии необходимо изготовление 
фотошаблона состоящего из подложки и 
нанесенной на нее фоторезиста, который в 
последующем будет служить основой для заливки 
ПДМС [47]. Метод позволяет воспроизводить 
геометрию с масштабами до нанометров.

Микрофрезеровка и лазерная абляция 
представляют собой методы формирования 
микрофлюидных каналов, основанные на 
механической или лазерной обработке 
и удалении материала для достижения 
необходимой геометрии. Эти подходы применимы 
к термопластикам и стеклу и позволяют 
производить камеры с высоким разрешением и 

точностью переноса геометрических параметров 
[48]. Основным ограничением является 
необходимость использования дорогостоящего 
оборудования.

Горячее тиснение используется для 
изготовления камер из термопластиков. Для этого 
предварительно создаётся пресс-форма, рельеф 
которой под действием давления и высокой 
температуры переносится на поверхность 
термопластика, формируя требуемую 
конфигурацию каналов с высокой точностью и 
повторяемостью [49].

Методы герметизации и сборки 
микрофлюидных устройств

Плазменная и термическая обработки

Одним из наиболее широко применяемых 
методов герметизации является активация 
поверхности при помощи плазменной или 
термической обработки. Эти методы подходят 
для материалов содержащих кремний, таких как 
стекло и полидиметилсилоксан.

При взаимодействии плазмы и высоких 
температур на поверхности кремний-содержащих 
материалов происходит разрыв кремний-
кислородных связей и образование гидроксильных 
групп, которые и позволяют при последующем 
контакте двух материалов образовывать между 
ними ковалентные Si-O-Si связи [50].

Для достижения равномерного образования 
связей на поверхности необходимо тщательно 
подбирать температурные условия, чтобы 
не повредить поверхность. Кроме того, 
активация поверхности обладает ограниченной 
продолжительностью, в связи с чем процесс 
склеивания материалов должен проводиться 
сразу после их активации для достижения 
надежного соединения.

Адгезивные пленки

Адгезивные плёнки выступают в качестве 
промежуточного слоя между подложкой и 

Таблица 1. Типичные оптические и физические свойства материалов для микрофлюидики.  
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микрофлюидной камерой [51]. Они обеспечивают 
надёжное механическое соединение компонентов 
и герметичность каналов без необходимости 
применения высоких температур или химических 
реакций.  

Чаще всего адгезивные слои изготавливаются 
на основе акриловых, силиконовых или 
эпоксидных полимеров, обладающих хорошей 
прозрачностью, гибкостью и химической 
стойкостью.   

Одним из преимуществ адгезивных 
плёнок является возможность их применения 
для соединения материалов с разными 
коэффициентами теплового расширения 
(например, ПДМС и стекла, ПДМС и ПММА), 
где термическое связывание может привести к 
деформации.  

Кроме того, использование таких плёнок может 
влиять на свойства поверхностей — например, 
на гидрофобность каналов и возможность 
последующей химической функционализации.

Ковалентная сшивка

Ковалентная сшивка основана на химической 
активации поверхностей и последующем 
образовании прочных ковалентных связей между 
ними [52, 53].  

Этот метод обеспечивает максимально 
надёжное и долговечное соединение, устойчивое 
к высоким температурам, органическим 
растворителям и механическим нагрузкам.  

Чаще всего ковалентная сшивка применяется 
при работе со стеклянными или кремниевыми 
подложками, а также при связывании ПДМС со 
стеклом. В качестве примеров ковалентного 
присоединения можно отметить амин–эпоксидную 
реакцию (APTES+стекло/ПДМС–GPTMS+стекло/
ПДМС), тиол–эпоксидное сшивание 
(MPTMS+стекло/ПДМС–GPTMS+стекло/ПДМС) , 
используемое для связывания ПДМС с стеклом, 
а также использование раствора Пираньи для 
прямой функционализации стекла и образования 
ковалентной сшивки в камерах стекло-стекло, 

для работы с ПДМС такой вариант не подходит 
т.к. разрушает его.
Подходы к модификации поверхности 
каналов 

Для исследования процессов гемостаза кроме 
самой конструкции микрофлюидной камеры с 
подходящей геометрией и материалами, важно 
осуществить функционализацию поверхности 
для иммобилизации молекул адгезии и активации 
тромбоцитов. Существует множество способов 
функционализации поверхности в зависимости 
от типа материала микрофлюидной камеры. 
Основные из них представлены в таблице 2.

Оба силана APTES и GLYMO связываются 
с заранее активированной поверхностью 
(поверхностью с образованными на ней 
-OH группами за счет термической или 
химической обработки) через силановые 
группы. Последующее присоединение белков 
происходит различными способами, в отличие 
от GLYMO который имеет высокореакционные 
группы и может без дополнительных стадий 
присоединять к себе белок, APTES нуждается в 
последующей активации при помощи EDC/NHS/
GA, такая обработка является мостиком между 
APTES и белком за счет образования шиффовых 
оснований.

Использование коммерческих микрофлюдных 
устройств для анализа гемостаза

Как уже упоминалось выше, существует 
возможность модификации поверхности 
микрофлюидных каналов для более точного 
воспроизведения физиологических условий 
и, соответственно, для более детального 
моделирования процессов, происходящих 
в организме. Важным преимуществом таких 
систем является и то, что в них можно задавать 
физиологические скорости и режимы потока, 
соответствующие тем, что наблюдаются в 
различных типах сосудов. Так, например, при 
моделировании патофизиологических состояний, 

Таблица 2. Методы связи и иммобилизации биомолекул в микрофлюидных устройствах.  
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связанных с повреждением эндотелиального 
слоя, на поверхность камеры наносят белки 
субэндотелиального матрикса, такие как коллаген 
или vWF [58]. Это позволяет в реальном времени 
наблюдать взаимодействие тромбоцитов с 
указанными белками, исследовать механизмы 
активации и так же использовать такие системы 
в диагностических целях для последующего 
выстраивания индивидуального подхода к 
лечению пациентов.

Одним из производителей микрофлюидных 
камер, которые выработали подходы к 
грамотному конструированию и модификации 
таких чипов является компания ibidi (Германия) 
[59]. Все это свидетельствует о высокой 
пригодности применения коммерческих камер 
для исследования и анализа гемостаза.

Заключение
Все рассмотренные методы конструирования 

микрофлюидных камер позволяют создавать 
конструкции, максимально приближенные к 
физиологическим условиям. Это обеспечивает 
проведение высококачественных исследований, 
направленных не только на изучение внутренних 
механизмов гемостаза, но и на разработку камер, 
подходящих для использования в диагностике 
и анализе эффективности лекарственных 
препаратов.
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