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Полидиметилсилоксан (ПДМС) остается одним из наиболее востребованных материалов для со-
здания микрофлюидных чипов, однако его высокая газопроницаемость может приводить к образо-
ванию пузырьков газа в микроканалах, что затрудняет воспроизводимость экспериментов с органа-
ми-на-чипе. Исследована зависимость газопроницаемости ПДМС от соотношения основы и отвер-
дителя (2.5 : 1, 5 : 1 и 10 : 1) и температуры полимеризации (25, 75 и 125°C). Согласно полученным
результатам соотношение 5 : 1 при температуре 125°C обеспечивает оптимальное сочетание низкой
газопроницаемости, быстрой полимеризации и экономичного расхода компонентов. Тестирование
цитотоксичности на клеточных линиях BeWo b30 и EA.hy926, имитирующих трофобласт и эндоте-
лий в модели плаценты-на-чипе, продемонстрировало отсутствие цитотоксических эффектов при
использовании различных соотношений компонентов ПДМС, что подтверждает его безопасность
для клеточных экспериментов.

Ключевые слова: микрофлюидика, микрофлюидный чип, орган-на-чипе, плацента-на-чипе, ПДМС,
газопроницаемость
DOI: 10.56304/S0234275824050077

Полидиметилсилоксан (ПДМС) остается од-
ним из наиболее популярных материалов для изго-
товления микрофлюидных чипов благодаря своим
свойствам: прозрачности, биосовместимости, эла-
стичности, нетоксичности и газопроницаемости,
а также простоте изготовления чипов технологией
мягкой литографии [1–4]. Эластичность ПДМС
позволяет создавать мембраны для насосов и кла-
панов, интегрируемых непосредственно в чип,
что делает микрофлюидную систему автономной
и значительно снижает объем циркулирующей
питательной жидкости [5].

Однако использование сжатого воздуха для
управления такими клапанами может привести к
образованию пузырьков под мембранами, нару-
шению циркуляции питательной жидкости и ги-
бели клеток [6, 7]. Процесс образования пузырьков
связан с высокой газопроницаемостью ПДМС, ко-
торая обусловлена структурой полимера. Благо-

даря высокой гибкости цепей кремний–кислород
(Si–O) в силиконах образуются полости, между ко-
торыми в процессе диффузии мигрируют молеку-
лы газа [8].

Коммерческие наборы, такие как Sylgard 184
(Dow Corning, США), включают два компонента,
основу и отвердитель, смешение которых определя-
ет механические свойства ПДМС. Стандартное со-
отношение 10 : 1 (основа к отвердителю) и темпера-
тура полимеризации 75°С считаются оптималь-
ными для минимизации количества свободных
компонентов, не подвергшихся сшиванию. При
этом изменение пропорций и температуры про-
цесса влияет на плотность полимерной структу-
ры, изменяя количество полостей и, соответствен-
но, газопроницаемость [9]. Однако такие измене-
ния могут отрицательно сказаться на эластичности
и вызвать цитотоксичность материала [10–13].

Нами был разработан микрофлюидный чип с
интегрированными микронасосом и клапанами
из ПДМС. Для увеличения срока службы чипа
необходимо было найти оптимальное соотноше-

Сокращения: ПДМС – полидиметилсилоксан; ПЭТ – по-
лиэтилентерефталат.
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ние между снижением газопроницаемости клапа-
нов и сохранением их эластичности без токсиче-
ских эффектов. Цель данного исследования – оце-
нить влияние соотношения основа/отвердитель и
температуры полимеризации ПДМС на газообра-
зование и клеточную токсичность в микрофлю-
идных чипах.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Конфигурация микрофлюидного устройства

Разработанный микрофлюидный чип представ-
ляет собой трехслойную структуру из поликарбо-
натного основания, слоя ПДМС и предметного
стекла (рис. 1a). Слой ПДМС, отливаемый методом
мягкой литографии поверх основания, содержит
микрофлюидный контур с каналами для циркуля-
ции питательной среды, ячейками для культивиро-
вания клеток, демпфирующими камерами и кла-
панным микронасосом. Микронасос управляется
путем подачи сжатого воздуха через трубки, под-
ключенные к фитингам (рис. 1b, 1c). Герметиза-
ция чипа выполняется приклеиванием предмет-
ного стекла к ПДМС после обработки плазмой.

Объем питательной среды в контуре варьиру-
ется от 735 до 1250 мкл, из которых 27 мкл прихо-
дится на микроканалы и 3 мкл – на насос. Кана-
лы имеют сечение 100 × 500 мкм, насос содержит
три мембраны из ПДМС толщиной 200 мкм и
площадью 5 мм2 (рис. 1d).

Изготовление чипа

Чипы изготавливали методом мягкой литогра-
фии. Для улучшения адгезии ПДМС к поликарбо-
нату использовали праймер PR-1200 (Dow Corn-
ing). ПДМС Sylgard 184 (Dow Corning) смешивали
в соотношениях 2.5 : 1, 5 : 1 и 10 : 1 (основа : отвер-
дитель) и дегазировали в вакуумной камере.
Смесь заливали в формы и полимеризовали в тер-
мостатируемой центрифуге (Eppendorf 5810, с мо-
дификациями для нагрева внутренней камеры,
ротор Eppendorf A-4-81) при температурах 25, 75 и
125°С. Время полимеризации составляло 24 ч при
25°С, 45 мин при 75°С и 15 мин при 125°С. После
полимеризации чипы герметизировали предмет-
ным стеклом с использованием плазменной об-
работки.

Рис. 1. Устройство микрофлюидного чипа. (a) – Трехслойная структура чипа. (b) – Собранные чипы, подключенные
к блоку управления мембранным микронасосом через трубки. (c) – Собранный чип, не подключенный к блоку управ-
ления мембранным микронасосом. (d) – Вид микронасоса со стороны предметного стекла. 1 – Поликарбонатное ос-
нование; 2 – слой ПДМС с микрофлюидным контуром; 3 – предметное стекло; 4 – мембраны насоса и фитинги для
подачи сжатого воздуха; 5 – демпфирующие мембраны; 6 – ячейки для культивирования клеток; 7 – трубки для пода-
чи сжатого воздуха.
Fig. 1. Microfluidic chip device. (a) – Three-layer chip structure. (b) – Assembled chips connected to the membrane micropump
control unit via tubing. (c) – Assembled chip not connected to the membrane micropump control unit. (d) – View of the micro-
pump from the slide side. 1 – Polycarbonate base; 2 – PDMS layer with microfluidic circuit; 3 – slide; 4 – pump membranes
and compressed air fittings; 5 – damping membranes; 6 – cell culture chambers; 7 – compressed air tubing.
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Оценка газопроницаемости в статике

Для статической оценки газопроницаемости
были изготовлены 34 чипа с девятью различными
вариантами состава и температуры полимеризации
ПДМС. Чипы, заполненные деионизированной
водой с 1%-ным раствором антибиотика-антими-
котика Gibco Anti-Anti 100x (Thermo Fisher Scien-
tific, США), помещали в контейнер при темпера-
туре 25°С и влажности 65%. Для каждого чипа
фиксировали время до образования воздушной
пробки (пузырек воздуха длиной более 1 мм, что
при сечении канала 100 × 500 мкм эквивалентно
0.5 мкл воздуха).

Оценка газопроницаемости в динамике

Для динамической оценки использовали 16 чи-
пов с 4 вариантами соотношений состава и темпе-
ратуры полимеризации ПДМС, отобранными по
результатам статического теста. Чипы заполняли
деионизированной водой с 1%-ным раствором
антибиотика-антимикотика Gibco Anti-Anti 100x
(Thermo Fisher Scientific) и подключали к блоку
управления микронасосом, работающим при дав-
лении ±30 кПа и частоте 3 Гц. Время до образова-
ния воздушной пробки фиксировали аналогично
статическому эксперименту.

Статистический анализ

Анализ данных проводили в среде R. Для срав-
нения времени образования пузырьков использо-
вали тест Вилкоксона–Манна–Уитни.

Ведение клеточных линий BeWo b30 и EA.hy926

Для экспериментов с моделью плаценты-на-
чипе использовали две клеточные линии. Линия
клеток хориокарциномы BeWo b30, моделирую-
щая трофобласт плаценты человека, была любез-
но предоставлена Prof. Christiane Albrecht (Univer-
sity of Bern, Switzerland) с разрешения MD, PhD Alan
L. Schwartz (Washington University in St. Louis, USA).
Линия гибридных эндотелиальных клеток EA.hy926,
имитирующая эндотелий, была предоставлена
Лабораторией регенеративной медицины НМИЦ
акушерства, гинекологии и перинатологии име-
ни академика В.И. Кулакова (Москва, Россия).

Обе клеточные линии культивировали в полной
питательной среде на основе DMEM с L-глютами-
ном и 4.5 г/л глюкозы (Capricorn Scientific, Гер-
мания), дополненной 10% FBS (Genesee Scientific,
США), 1% заменимых аминокислот (Gibco MEM
NEAA, Thermo Fisher Scientific) и 1% раствора ан-
тибиотика-антимикотика Anti-Anti (Thermo Fish-
er Scientific).

Оценка цитотоксичности 
различных составов ПДМС

После оценки газопроницаемости микрофлю-
идного контура в динамике был отобран опти-
мальный состав ПДМС для последующего тести-
рования цитотоксичности. Оценку цитотоксич-
ности проводили для клеток BeWo b30 и EA.hy926 с
использованием двух соотношений основа : отвер-
дитель ПДМС (10 : 1 и 5 : 1), полимеризованных
при температуре 125°С.

Для экспериментов использовали блоки ПДМС
площадью 1.5 и 7.5 см2, контактирующие с 1 мл
полной питательной среды, что соответствовало од-
нократному и пятикратному соотношению площа-
ди микрофлюидного контура и среды в нем. ПДМС
блоки стерилизовали по специальному протоколу
для микрофлюидных чипов и инкубировали в
полной питательной среде при 37°C и 5% CO2 в
течение 24 ч. Затем среду удаляли, а блоки после
промывки ДПБС с ионами Ca2+ и Mg2+ (“ПанЭко”,
Россия), повторно инкубировали в свежей пита-
тельной среде в течение 7 дней. Полученные экс-
тракты использовали для тестов цитотоксичности.

Клетки BeWo b30 и EA.hy926 засевали в 96-лу-
ночные планшеты с исходной плотностью
5000 клеток на лунку в 100 мкл экстракта ПДМС и
культивировали 3 дня. Жизнеспособность клеток
оценивали с помощью резазуринового теста, изме-
рение поглощения проводили на спектрофотометре
xMark (Bio-Rad Laboratories, США) при длине
волны 610 нм.

Визуализация жизнеспособных клеток 
при культивировании в чипе

Для культивирования клеток в микрофлюидном
чипе клетки BeWo b30 (30000 клеток) и EA.hy926
(50000 клеток) засевали на апикальную поверх-
ность мембран вставок Transwell (Corning, США)
с площадью 0.143 см2. Вставки предварительно
отделяли от 96-луночной плашки с помощью тер-
мически обработанного медицинского скальпеля
и помещали в ячейки чипа.

Чипы подключали к контроллеру давления, под-
держивающему режим ±30 кПа и частоту 0.2 Гц. В
качестве контроля использовали клетки, культи-
вируемые в стандартных условиях на вставках Tran-
swell в 96-луночных планшетах без потока среды, с
регулярной сменой среды каждые сутки. В чипах
питательная среда менялась каждые 3 дня.

Через 6 сут культивирования мембранные встав-
ки извлекали для окрашивания витальным краси-
телем CellTracker Orange CMRA (Thermo Fisher Sci-
entific) для визуализации жизнеспособных клеток.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Эксперимент по оценке газопроницаемости
ПДМС был разделен на два этапа: статический,
без подключения к контроллеру давления, и ди-
намический, с циркуляцией жидкости при помо-
щи микронасоса. Для наглядности восприятия
результаты первого этапа эксперимента, прове-
денного с образцами, полученными при девяти
различных условиях полимеризации ПДМС, бы-
ли сгруппированы по трем уровням температуры
полимеризации: 25, 75 и 125°C (рис. 2).

Наиболее быстрый процесс образования пу-
зырьков воздуха в микрофлюидном контуре на-
блюдался при полимеризации при 75°C. В част-
ности, стандартное соотношение основы и отвер-
дителя 10 : 1, рекомендованное производителем,
приводило к самому быстрому появлению пузырь-
ков. Для соотношений 5 : 1 и 2.5 : 1 при той же тем-
пературе значимых различий не наблюдалось: ме-
дианное время до появления пузырьков состави-
ло 12.6 ± 1.7 и 10.3 ± 4.7 дня соответственно.

Самое длительное время до появления пу-
зырьков было отмечено при температурах поли-
меризации 25 и 125°C для соотношений 2.5 : 1 и
5 : 1. Между этими условиями статистически зна-
чимых различий не выявлено. При 25°C наблюда-

лась наибольшая воспроизводимость результа-
тов: медианное время до образования пузырьков
составило 15.0 ± 2.2 дня для соотношения 5 : 1 и
17.3 ± 1.0 дня для 2.5 : 1. При 125°C результаты
имели больший разброс: 17.3 ± 2.8 и 20.5 ± 4.7 дня
соответственно.

Первый этап эксперимента показал, что изме-
нение температуры полимеризации в обе сторо-
ны и уменьшение соотношения основы к отвер-
дителю снижает газопроницаемость ПДМС, а по-
вышение температуры еще и значительно ускоряет
процесс полимеризации.

Полученные результаты согласуются с преды-
дущим исследованием Berean K. и соавторов, со-
гласно которому увеличение и уменьшение тем-
пературы полимеризации ПДМС от стандартных
75°C приводит к снижению газопроницаемости
для углекислого газа, азота и метана [9]. Авторы свя-
зывают это с менее плотной молекулярной структу-
рой ПДМС при 75°C, что увеличивает количество
свободных объемов внутри полимера [9]. Кроме
того, повышение доли отвердителя в ПДМС сни-
жает плотность свободных объемов и уменьшает га-
зопроницаемость [7], а также сокращает абсорб-
цию жидкости из каналов микрофлюидных чи-
пов [14, 15].

Рис. 2. Зависимость времени до образования пузырьков от условий полимеризации ПДМС в статике. Ось абсцисс: со-
отношение основы и отвердителя и температура полимеризации.
Fig. 2. Dependence of time to bubble formation on PDMS polymerization conditions in statics. Abscissa axis: base/curing agent
ratio and polymerization temperature.
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Для второго этапа эксперимента, оценки газо-
проницаемости в динамических условиях, были
выбраны четыре комбинации соотношений и тем-
ператур, которые продемонстрировали лучшие
результаты на первом этапе: 2.5 : 1 и 5 : 1 при 25 и
125°C (рис. 3).

В динамических условиях статистически зна-
чимых различий между выбранными условиями
полимеризации выявлено не было. Основной га-
зообмен происходил через клапаны насоса, по-
скольку под воздействием сжатого воздуха увели-
чивается площадь и уменьшается толщина мембран
насоса. Было показано, что повышение давления
увеличивает газопроницаемость мембран из ПДМС
даже при увеличении доли отвердителя в смеси [7].
Это обусловило снижение медианного времени до
появления пузырьков по сравнению со статически-
ми условиями: время до появления пузырьков ва-
рьировалось от 10.0 до 12.5 дней для всех вариантов
полимеризации (рис. 3).

Ввиду отсутствия значимых различий в дина-
мике выбор оптимальных условий основывался
на времени изготовления ПДМС. Полимериза-
ция при 25°C требует около 24 ч. В то же время

при 125°C процесс полимеризации и сборки за-
нимает около 25 мин, что делает этот температур-
ный режим наиболее удобным для лабораторных
условий. Соотношение основы и отвердителя 5 : 1
предпочтительно, так как позволяет экономить
отвердитель при сохранении сопоставимых пока-
зателей газопроницаемости. Кроме того, при по-
вышении доли отвердителя в ПДМС происходит
повышение модуля Юнга, т.е. материал становится
более жестким [7], что плохо сказывается на свой-
ствах мембранных насосов.

Клетки EA.hy926, являющиеся гибридным про-
изводным эндотелиальных клеток пупочной вены
человека (HUVEC), и BeWo b30 активно исполь-
зуются при моделировании эндотелия и трофоб-
ласта плацентарного барьера человека [16–19].
Для создания микрофлюидной модели плацен-
ты-на-чипе из ПДМС необходимо убедиться в
отсутствии цитотоксичности материалов при оп-
тимизации газопроницаемости. Тест на цитоток-
сичность с использованием резазурина для кле-
ток BeWo b30 и EA.hy926, инкубировавшихся с
экстрактами ПДМС при соотношениях основы и
отвердителя 10 : 1 и 5 : 1, не выявил значимых раз-
личий по сравнению с контролем как для одно-
кратного, так и для пятикратного соотношения
площади ПДМС к объему среды (рис. 4).

В чипах с оптимальным соотношением осно-
вы и отвердителя (5 : 1, температура полимериза-
ции 125°C) клетки BeWo b30 и EA.hy926, модели-
рующие трофобласт и эндотелий плацентарного
барьера, культивировали в динамических услови-
ях в течение 7 дней. Окрашивание витальным кра-
сителем CellTracker Orange CMRA показало, что на
7 сутки клетки сохраняли 100% конфлюэнтности
без признаков стресса или гибели (рис. 5). Харак-
терных морфологических изменений, таких как
отек клеток, изменение формы или разрушение
монослоя не зафиксировано.

Ранее были отмечены различные эффекты изме-
нения состава или метода полимеризации ПДМС
на клетки. При выращивании клеток прямо на
ПДМС, покрытом фибронектином, для остеоб-
ластов MC3T3-E1 наблюдали снижение прикреп-
ления и пролиферации при очистке ПДМС от не-
связанных сшивающих молекул отвердителя и не
отмечено значимых изменений при повышении
доли отвердителя, а для клеток HeLa эффект был
противоположен: очистка от несвязанных компо-
нентов повышала прикрепление и пролифера-
цию, а повышение доли отвердителя снижало эти
показатели [13]. Клетки Caco-2 плохо прикрепля-
лись и пролиферировали на ПДМС с повышен-
ной долей отвердителя [20]. Клетки в нашем чипе
растут на мембране вставки Transwell, а не на са-
мом ПДМС, однако было показано, что неполи-
меризованные компоненты могут выделяться в
среду внутри канала из ПДМС даже после их

Рис. 3. Зависимость времени до образования пузырь-
ков от условий полимеризации ПДМС в динамике.
Ось абсцисс: соотношение основы и отвердителя и
температура полимеризации.
Fig. 3. Dependence of time to bubble formation on PDMS
polymerization conditions in dynamics. Abscissa axis:
base/curing agent ratio and polymerization temperature.
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Рис. 4. Жизнеспособность клеток в резазуриновом тесте. 5 : 1 и 10 : 1 – соотношение основы и отвердителя ПДМС; 1×
и 5× – экстракты из ПДМС с отношением контактной площади ПДМС к объему полной питательной среды, эквива-
лентным однократному и пятикратному отношению таковых в микрофлюидном чипе.
Fig. 4. Cell viability in the resazurin test. 5 : 1 and 10 : 1 are the ratio of PDMS base and curing agent; 1× and 5× are extracts from
PDMS with the ratio of PDMS contact area to the volume of complete medium equivalent to one and five times the ratio of such
in the microfluidic chip.

EA.hy926%

5 : 1, 1× 5 : 1, 5× 10 : 1, 1× 10 : 1, 5× Контроль
90
92
94
96
98

100
102
104
106
108
110 BeWo b30

Рис. 5. Культивирование клеток в чипе. Через 24 ч после посадки без окраски: (a) – EA.hy926, (b) – BeWo b30; через 7 сут
культивирования, окраска CellTracker Orange CMRA: (c) – EA.hy926, (d) – BeWo b30.
Fig. 5. Cell culture in the chip. 24 h after seeding without staining: (a) – EA.hy926, (b) – BeWo b30; after 7 days of cultivation,
CellTracker Orange CMRA staining: (c) – EA.hy926, (d) – BeWo b30.

250 мкм 250 мкм

250 мкм 250 мкм

(b)(a)

(d)(c)
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ХАУСТОВ и др.

предварительной экстракции этанолом [21]. Ней-
роны в канале со стеклянным дном и стенками из
ПДМС, как в нашем устройстве, не выживали, од-
нако предварительное автоклавирование ПДМС
улучшало выживаемость нейронов, что может быть
связано с уменьшением несвязанных компонен-
тов [22]. В то же время жизнеспособность и про-
лиферация трех клеточных линий, K562, U937 и
U2OS, в чипе из ПДМС не отличалась от таковой
в плашках из полистирола [23]. Нашим экспери-
ментом мы подтвердили, что подобранные усло-
вия изготовления чипа не влияют на жизнеспо-
собность клеток BeWo b30 и EA.hy926, используе-
мых для моделирования плаценты-на-чипе.

Таким образом, в результате проведенных
исследований установлено, что при получении
ПДМС изменение соотношения основы и отверди-
теля с 10 : 1 до 5 : 1 и 2.5 : 1 и изменение температуры
полимеризации с 75 до 25°C и 125°C происходит
уменьшение газопроницаемости контура микро-
флюидного чипа, что позволяет культивировать ор-
ганы-на-чипе в течение более длительного времени
без образования воздушных пузырей. При этом со-
отношение 5 : 1 с температурой полимеризации
125°C характеризуется оптимальным сочетани-
ем низкой газопроницаемости, быстрой полиме-
ризации и экономичного расхода компонентов, не
оказывая цитотоксического действия на клетки
EA.hy926 и BeWo b30, используемые в качестве эн-
дотелия и трофобласта в модели плаценты-на-чипе.
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Optimization of Gas Permeability in PDMS Microfluidic Chips 
for Organ-on-a-Chip Modeling
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Abstract—Polydimethylsiloxane (PDMS) remains one of the most most popular materials for microfluidic
chips, but its high gas permeability can lead to the formation of gas bubbles in microchannels, which hampers
the reproducibility of experiments in organ-on-a-chip systems. The dependence of the gas permeability of
PDMS on the ratio of base to curing agent (2.5 : 1, 5 : 1, and 10 : 1) and polymerization temperature (25°C,
75°C, and 125°C) was investigated. According to the results obtained, the 5 : 1 ratio at 125°C provides an op-
timal combination of low gas permeability, fast polymerization and economical consumption of components.
Cytotoxicity testing on BeWo b30 and EA.hy926 cell lines, representing the trophoblast and endothelium in
a placenta-on-a-chip model, demonstrated the absence of cytotoxic effects using different ratios of PDMS
components, which confirms its safety for cellular experiments.

Keywords: microfluidics, microfluidic chip, organ-on-a-chip, placenta-on-a-chip, PDMS, gas permeability
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