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摘要
年龄相关性黄斑变性(ARMD)是导致60岁以上人群视力严重受损与失明的重要原因。随着全球人口老龄化，该病的发病率也在逐年上升。然而，目前ARMD的发病机制和治疗方案仍需深入探究。作为一门新兴的前沿科学技术，微流控芯片技术可以构建模拟人体组织和器官功能的综合微系统，具有样品消耗少、分析时间短等优势。近年来，大量研究证实微流控芯片能为ARMD的基础及临床研究带来全新的技术解决方案。本文对微流控芯片在ARMD机制研究、药物评价和临床转化等方面的应用进展予以讨论和回顾，为进一步研究ARMD的诊疗提供理论参考。
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Abstract
· Age-related macular degeneration (ARMD) is the primary cause of severe visual impairment and blindness in people over 60 years of age. With the aging of the global population, the incidence of the disease is also rising year by year. However, the pathogenesis and treatment strategy of ARMD need to be further explored. As a cutting-edge science and technology, microfluidics can build a comprehensive microsystem that simulates the condition and function of human tissues and organs, which has the advantages of less sample consumption and short analysis time. In recent years, a large number of studies have confirmed that microfluidic chips can bring new technology solutions to the basic and clinical research of ARMD. This article will discuss and review the application progress of microfluidic chips in the areas of ARMD mechanism research, drug evaluation and clinical translation, providing a theoretical reference for further research on the diagnosis and treatment of ARMD.
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0 引言 
微流控是集生物、材料、医学、化学、流体等学科于一体的创新型探索热点。它不但能够通过微通道来讨论流体力学，而且能够通过微型设备控制微流体。微流控技术具有时间和空间优势，以及检测速度快、分辨率高、高通量检测、样品消耗少、成本低等特点，具有集成化、小型化和便携性。借助一系列独特的流体状态，例如层流和液滴，微流控的性能在医学、生物学、诊断学、工业和其他学术领域都是强大的,是具有创造性功能的新技术。微流控芯片是集成的智能微系统，便携且易于使用[1]，具有较高的灵敏度和特异性，为病原体检测提供了通用平台[2]，并可用于医学、农业、航空航天和材料加工等许多领域，在解决临床问题中具有广阔的应用前景和发展空间。
视网膜变性(RD)被认为是视力损害的常见原因，包括遗传性（色素性视网膜炎）和退行性（年龄相关性黄斑变性）眼病[3]。年龄相关性黄斑变性是累及中央视网膜的进展性退行性眼病，可分为“干性”（萎缩性）和“湿性”（渗出性或新生血管性）[4]。ARMD被视为老年人失明的首要原因，70岁以上者面临高风险；这种疾病影响着世界近9%人口的视力，随着未来的全球人口老龄化，这一数字预计将进一步增加[5]。为了梳理微流控芯片在ARMD领域的应用和存在的问题，并思考如何进一步促进该技术在眼科疾病中的发展，本文总结了微流控芯片在ARMD中的研究进展，以期为ARMD的治疗和研究提供新思路。
1 微流控芯片的介绍 
1.1 微流控芯片的定义  微流控是一门前沿综合学科，是使用微通道来管理或控制微流体系统的科学和技术。微流控芯片(microfluidic chips)是微流控技术实现的主要平台和技术装置,由于集成化和微型化的优势，成为微流控探究的主要领域。利用特殊的微流体特性，微流控可以帮助实现传统方法难以完成的精确流体控制和快速响应。微流控芯片的最新进展使得传统实验室小型化成为可能，微通道系统已成为高效的工具[6]。
1.2 微流控芯片的构成与材料  制造微流控芯片的常用材料包括单晶硅、聚二甲基硅氧烷（PDMS）、聚四氟乙烯、玻璃、纸基等。PDMS是使用最广泛的材料，不仅易于加工，而且具备良好的光学透明度和弹性，能够生产功能部件。聚四氟乙烯具有化学惰性表面和抗黏附性，已开始用于制作微流控芯片，以解决非特异性吸附的问题。纸基具有成本低、亲水毛细作用力大和比表面积大的特点，因此特别适合用于制造便捷式微流控芯片，以满足对廉价便携医疗系统的需求。通过将疏水图案化、纵向堆砌和其他工艺相结合，可以实现多通道研究。
1.3微流控芯片的重要应用
1.3.1 临床诊断 微流控检测芯片系统通常具备样品消耗少、检测速度快、操作简单、多功能集成、体积小等优点，因此在简化诊断步骤、提高医疗效率、扩大临床诊断使用空间等方面具有巨大潜力，非常适合应用于门急诊、基层医疗机构，甚至床边诊断(POCT)。集成微流控芯片可以缩短检测时间，也可以最大限度地减少样品和试剂的消耗[7-8]。由于小型化设备具有许多潜在优势,微流控芯片已成为新一代POCT的主流技术，微型化临床测定也已成为重要的研究领域[9]。
1.3.2 体外模型  器官芯片(organ-on-a-chip,OOAC)是十大新兴技术之一，指建立在微流控芯片上的生理器官仿生系统[10]。作为一种微型芯片，器官芯片被用于概括活体器官的微架构与功能[11]。2010年，Huh等[12]成功开发了第一个器官芯片——肺芯片，标志着器官芯片初级功能化的实现，具有里程碑意义。研究中重建了人肺中具有关键功能的肺泡毛细血管界面，以体外模拟肺水肿。目前，对微流控芯片的探索发展迅速，许多模型已经开始应用器官芯片和类器官，包括肠胃、肝脏、大脑、肾脏、心脏、血管等[13]。器官芯片越来越多地应用于长期体外培养实验，更具生理性和预测性[14]。作为颠覆性技术，器官芯片对于实现个性化治疗具有重要意义[15]。
类器官芯片的研究和应用与器官芯片类似，基于微流控技术和仿生系统模拟人体器官的生理条件[16]。这些芯片可以模拟灌注、机械和其他至关重要的参数，因此能够比传统细胞培养模型更好地模拟生理条件[17]。它们有望成为即时设备，减少现场多余仪器的使用，提供快速、准确和易于使用的功能[18]。目前的微流控器官芯片技术可以模拟器官的重要功能，具有巨大的潜力[19]。眼睛是观察大千世界的窗口，微流控芯片在眼科方向主要用于角膜、脉络膜、视网膜、晶状体等结构。已有研究发现，体外培养3D视网膜类器官作为新兴且快速发展的技术，在视网膜退行性疾病的治疗中前景广阔[20]。
2 微流控芯片在ARMD中的应用 
2.1 机制研究模型  血视网膜外屏障(oBRB)是重要的眼部结构之一。在ARMD等视觉障碍的发展过程中，脉络膜新生血管(CNV)是主要病理特征之一，可能导致失明。我们需要oBRB的仿真三维细胞培养模型来更好地了解ARMD的病理生理学，并研究其机制和潜在治疗方法。近年来，微流控芯片被认为可能打破体外模型开发的僵局，并有望成为疾病模型，用于研究视觉障碍的复杂机制和治疗方法[21]。
Chen等[22]建立了眼底组织的简化微流控共培养模型，以此阐明ARMD病理。视网膜细胞、Bruch膜和脉络膜分别由人视网膜色素上皮细胞(ARPE-19)、多孔膜和人脐静脉内皮细胞(HUVEC)代替。与静态培养插入板相比，微流控系统既能观测细胞间的相互影响，又提供了更符合生理要求的环境。他们迈出了第一步，在微流控设备中阐明血管生成分子机制，观察到视网膜色素上皮(RPE)脱离和HUVEC侵入，这与在湿性ARMD中的病理性黄斑新生血管(MNV)一致。
Chung等[23]描述了独特的眼器官芯片模型，用于体外模拟RPE-脉络膜复合体。该模型由单层RPE和相邻可灌注血管网络组成，支持oBRB屏障功能，可成功模拟CNV的发病机制并重建其形态发生：CNV穿透脉络膜血管产生芽，导致单层RPE破裂。虽然研究中可以看到眼器官芯片在研究病理过程中的实用性，但由于模拟程度有限，模型中oBRB的渗透性和转运性并未达到最佳。尽管如此，该研究也再现了湿性ARMD的发病机制，对ARMD的防治具有重要意义。                            
Arık等[24]也报告了oBRB微流控器官芯片模型。该模型包括单层永生化RPE和人内皮细胞微血管，二者由半透膜隔开。借助光学相干断层扫描(OCT)，可以检测芯片内三维血管结构的直径和密度。他们使用模型追踪ARMD相关病理生理过程，并研究了湿性ARMD的早期特征之一：活性氧(ROS)暴露导致血管通透性增加。这表明微流控器官芯片系统有助于体外研究疾病机制，在指导视觉障碍的治疗中具有巨大潜力。
研究表明，RPE中的外泌体可能在ARMD的病理生理学中起着重要作用[25]。Hsu等[26]使用微流控芯片技术从房水中分离出外泌体，并通过房水分析发现外泌体在ARMD、青光眼和角膜营养不良等主要致盲疾病中的新作用。尽管这种基于微流控芯片的诊断方法简单方便，可以对房水进行更多分析和研究，但目前的技术需要反复超速离心，增加了对时间和液体体积的要求，因此尚存在一些问题需要克服。
2.2 药物作用评价 
2.2.1 药效测试 ARMD是眼科领域公认的难治疾病之一，治疗手段非常有限。湿性ARMD患者眼部血管增生异常，如果发生破裂会加重病情。幸运的是，湿性ARMD的治疗取得了重大进展。血管内皮生长因子(VEGF)是新生血管形成和发展的关键因素，抗VEGF药物抑制新生血管、使血管正常化并改善患者视觉效果，目前被定为一线治疗方案。微流控技术通过模拟细胞相互作用和生物学功能,为药物筛选提供了新机会[27]，可用于测试药物效果，为ARMD的防治提供科学依据。
Chung等[23]提出使用3D微流控技术培养仿生模型。该模型通过模仿RPE-脉络膜复合体，可以在体外直接模拟CNV。研究中使用治疗CNV的临床药物贝伐单抗来模拟病理性血管的缓解，验证了治疗性抗血管生成药物对CNV的抑制作用，并证明了微流控系统作为体外药物评价平台的实用性。同时表明，血-视网膜屏障微流控芯片不仅可以研究发病机制，还可以再现治疗过程。
2.2.2 药物输送 许多眼病如ARMD、糖尿病性黄斑水肿(DME)、青光眼等，需要通过滴眼液或玻璃体腔给药进行终身治疗以维持视力，并且需要频繁给药以维持药物浓度[28]。植入式药物输送装置将减少并发症，提供可控输送和有效药物使用，并避免频繁注射引起相关副作用。由于能够制造尺寸低至数十微米的复杂设备，微流控在药物输送应用领域得到了迅速发展，从而提高了药物的有效性和安全性。
Goudie等[29]调查了三种用于眼内药物输送的可再填充微流控装置，使用两种模型药物在体外测试，并与理论递送速率进行比较。结果表明，装置的表面化学性质对模型药物递送速率无显著影响，所有装置都成功提供了恒定药物日剂量。基于这些结果，目前正在研究将这些设备缩放为可植入模型，为ARMD患者提供更精确的药物释放。
2.3 临床转化探索 
2.3.1 移植替代治疗 ARMD是oBRB关键组织功能障碍的结果，通过OCT可以观察到异常的RPE细胞。视网膜变性不可逆，退化的视网膜细胞不能在人体内自发再生，目前仍未建立有效的治疗方案。作为挽救视觉功能的策略，移植替代治疗有望解决视网膜细胞损害的难题，如ARMD、青光眼、视网膜色素变性(RP)等，是一种前景广阔的治疗方法。
Lu等[30]报告了聚对二氯甲苯(parylene-C)微机械装置作为人工Bruch膜在ARMD治疗中的应用。为了便于手术植入，parylene-C/SU-8混合微流控装置被设计为插入器。苏木精-伊红染色和免疫荧光染色表明，植入的RPE细胞很好地黏附在人工Bruch膜上，并能在体内保持高活力和正常形态。本研究通过验证亚微米厚的parylene-C膜具有与健康Bruch膜相似的渗透性，证实了用其作为人工Bruch膜替代基质的可行性。
Meurs等[31]提取患者的脉络膜新生血管膜后，在黄斑下移植自体外周RPE细胞并增强其黏附性，验证了替代疗法的理论。该研究证明了无菌移植自体外周RPE细胞在技术上的可行性，表明替代疗法具有治疗ARMD的潜力，但由于部分患者发生严重并发症，移植替代效果并不理想，这种尝试已经停止。促进黄斑下移植RPE细胞的存活还需要不断地探索和优化。
视网膜细胞来源于多能干细胞，如视网膜类器官(retinal organoids,ROs)、RPE细胞、感光细胞和视网膜神经节细胞(RGC)，它们为替代治疗提供了无限的细胞来源[32]。McLelland等[33]将视网膜类器官薄片移植到严重RD的免疫缺陷大鼠，结果表明，移植的薄片分化、整合并产生功能性感光器和其他视网膜细胞，表明移植hESC衍生的视网膜类器官是恢复RD晚期患者视力的潜在治疗方法。
然而，由于ARMD病程进展缓慢，并伴随衰老过程，需要长期观察和参考各种药物及干预措施的有效性，移植替代疗法也存在伦理和安全限制，这使得有效且安全的疗法很难制定[34]。在进一步应用于临床治疗前，还需要更多的研究和验证。
2.3.2 化学神经调节 ARMD的发病机制复杂，目前尚不明确。通常认为ARMD是多因素感光系统眼病，患者视力丧失的根本原因是光感受器的进行性损伤，这可能是RPE功能障碍和萎缩引起的[35]。在感光细胞退化的情况下，人工视网膜可以通过电刺激恢复基本视力，但由于电流是固有的非自然刺激，难以实现高空间分辨率。理论上，基于微流控的化学神经调节策略可以模拟光感受器功能来调节视网膜，为ARMD的治疗提供新启示。
Rountree等[36]研究了使用谷氨酸神经递质 (一种视网膜自然突触通讯的主要媒介)作为电流仿生化学替代品的可行性，对感光器退化的视网膜进行神经调节。他们使用微流控设备将少量谷氨酸注入20个大鼠的视网膜下，以在体外完成单部位和多部位刺激。尽管结果表明用神经递质对退化的视网膜进行化学刺激是有效的治疗策略，但化学神经调节概念在动物体内模型中的适用性目前还未得到进一步证实。
以上研究结果表明，通过将ARMD模型与微流控芯片结合，可以实现多功能模型，更好地模拟ARMD的体内情况，并有潜力去研究机制和指导治疗。Wu等[37]认为3D模型需要整合RPE、血管和光感受器，并相信具有血管生成能力的视网膜类器官、视网膜芯片和器官培养模型将完全改变我们对ARMD等复杂视网膜疾病的理解。模拟人眼结构的3D培养物将支持对照实验，以研究ARMD中玻璃膜疣的形成、沉积以及黄斑萎缩或新生血管的发展，这将促进ARMD领域的研究继续推进。                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                           
3 微流控芯片的优势与局限
目前，微流控芯片因样品要求小、流体控制准确、响应速度快和大规模集成等优点，被认为在临床诊断和疾病筛查中具有发展潜力。报告系统灵敏度、多通道检测等是影响芯片进入临床的关键因素。在组织分析及疾病建模中，微流控器官芯片已成为一个强有力的工具[38]。
尽管微流控装置与传统装置相比显示出实践上的优势，其进一步应用仍有一定局限性。在大规模推广之前，还有一些实际问题需要解决。（1）通过预定方法设计并建立的微流控芯片模型，在模拟人体病理过程时，结构、条件和功能的实时变化程度是有限的[39]。（2）微流控装置的主要材料PDMS已被证明具有吸附疏水性小分子的能力，这可能会显著改变溶液浓度并影响实验结果[40]。此外，由于每个芯片的标准不统一，在大规模实验中可能会遇到困难[41]。因此，还有待制定标准化使用策略和读数，这对于准确评估药物效果和治疗结果至关重要。微流控芯片属于新兴技术，尽管如此，仍需要进一步探索来开发更强大的设备，以更好地促进ARMD的研究。
4 展望 
目前，微流控芯片在医疗领域的研究取得了一些进展，引起了医学界和工业界的高度关注。微流控芯片在ARMD乃至眼科领域有着广阔的应用前景，未来势必将改变我们体外研究眼病的方式，并提出全新的解决方案，以弥补传统方法的局限性。此外，这项技术还为我们研究患者异质性引起的疾病表现个体差异提供了可能性[42]。综上所述，微流控芯片技术为ARMD的研究提供了光明前景，其潜在应用价值仍有待进一步挖掘。我们相信微流控芯片是新环境下应对各种挑战的有力手段，未来其临床价值将愈发突出，对解决临床问题起到巨大推动作用。
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