
ISSN: 2476-6909; Modares Mechanical Engineering. 2020;20(8):1943-1950

C I T A T I O N    L I N K S

Copyright© 2020, TMU Press. This open-access article is published under the terms of the Creative Commons Attribution-NonCommercial 
4.0 International License which permits Share (copy and redistribute the material in any medium or format) and Adapt (remix, transform, 
and build upon the material) under the Attribution-NonCommercial terms.

Digital Droplet Polymerase Chain Reaction Device Using a 
Microfluidic Chip

[1] Digital droplet PCR for monitoring tissue‐specific cell death using ... [2] A novel approach 
for tuberculosis diagnosis using exosomal DNA and ... [3] Diagnostic accuracy of droplet 
digital PCR (ddPCR) and amplification refractory mutation ... [4] Current and emerging 
applications of droplet digital PCR in ... [5] Evaluation of digital real-time PCR assay as a 
molecular diagnostic tool for ... [6] Free convective PCR: From principle study to commercial 
applications—a critical ... [7] Nanoliter scale PCR with TaqMan ... [8] Proceedings of the 
National Academy of ... [9] Quantitative and sensitive detection of rare mutations using 
droplet‐based ... [10] Droplet‐based digital PCR: Application in cancer ... [11] Plasma cell-
free circulating tumor DNA (ctDNA) detection in longitudinally followed glioblastoma 
patients using TERT promoter mutation‐specific droplet ... [12] Evaluation of the analytical 
and diagnostic performance of a digital droplet ... [13] A thermosetting oil for droplet‐based 
real‐time monitoring of digital PCR ... [14] Droplet digital PCR enabled by microfluidic 
impact printing for absolute gene ... [15] 1‐Million droplet array with wide‐field fluorescence 
imaging for ... [16] High‐throughput quantitative polymerase chain reaction in picoliter ... 
[17] High‐throughput droplet ... [18] Numerical and experimental study of a droplet-based 
PCR ... [19] Droplet‐based microfluidics methods for detecting enzyme ... [20] A review of 
planar PIV systems and image processing tools for ... [21] Lab‐on‐chip technology: A review 
on design trends and future scope in biomedical ... [22] Expansion of patient-derived 
circulating tumor cells from liquid biopsies using ... [23] Application of microfluidic chips in 
separation ... [24] Integrated human organ‐on‐chip ... [25] A high‐performance 
polydimethylsiloxane electrospun ... [26] Biological diagnosis based on microfluidics ... [27] 
Droplet microfluidics as a tool for the generation of granular ... [28] Droplet-based 
microfluidics for cell encapsulation ... [29] A modular microfluidic device ... [30] A low-cost 
portable dynamic droplet sensing system for ... [31] Gas‐liquid droplet microfluidics under 
confined ... [32] Three‐color crystal digital ... [33] Effects of magnetic nanoparticles on ... 
[34] Microfluidic systems for droplet generation in aqueous ... [35] Effect of intersection 
angle and wettability on droplet generation ... [36] Development of a flow focusing droplet 
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Research on DNA is particularly important in the diagnosis, control, and treatment of many 
diseases, including cancer. Today, the use of digital droplet polymerase chain reaction (ddPCR) 
for different DNA tests has attracted much researchers’ attention. A large number of micron‐sized 
droplets are required to perform ddPCR. In the present study, a ddPCR system was designed, 
fabricated, and evaluated using a microfluidic chip. The system comprises a microfluidic chip 
for droplet generation and a thermal cycling device needed for PCR. The droplet generation in 
the microchip was simulated in 3D. The simulation results were validated. The average error is 
about 5% in the radius of the droplets. The constructed thermal cycling device controls the chip 
temperature with a precision of ±1.5°C. The in‐chip PCR process was successfully performed by 
applying 25 heat cycles. The fluorescent property was observed in most droplets that prove the 
thermal cycling device can provide the conditions for DNA proliferation in the laboratory. The 
images were processed, and different levels of fluorescent light were identified in the droplets. 
The coefficient of variation of the selected droplets is 2.5%, which gives a good accuracy 
compared to the acceptable amount for these types of systems (less than 8%). The results 
obtained from this fully native device can be used in many fields, including cancer detection, 
examination of malignant tissue, and evaluation of the success in tissue surgery.
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  چکيده

ها بسیاری از بیماریدرمان و  کنترل ،صیدر تشخ DNA رویبر  تحقیقات
 مرازیپل ایزنجیرهواکنش امروزه استفاده از  .ای دارداهمیت ویژه سرطان ازجمله

توجه  DNAبرای آزمایشات مختلف بر روی  (ddPCR) ایدیجیتال قطره
به تعداد زیادی قطره با  ddPCRمحققان زیادی را جلب کرده است. برای انجام 

 ده ازبا استفا ddPCR ستمیس کی، مطالعه حاضردر ابعاد میکرونی نیاز است. 
شد. این سیستم شامل یک  یابیساخته و ارز ،یطراح یکیدئیکروفلویتراشه م

های کننده چرخهتراشه میکروفلوئیدیکی برای تولید قطره و یک دستگاه تامین
بعدی صورت سهاست. تولید قطره در ریزتراشه به PCRحرارتی مورد نیاز در 

متوسط در شعاع  سازی اعتبارسنجی شد. خطایسازی شد. نتایج شبیهشبیه
شده، دمای دستگاه چرخه حرارتی ساختهاست.  %٥قطرات تولیدشده حدود 

درون تراشه با  PCRفرآیند  کند.گراد کنترل میدرجه سانتی±٥/١را با دقت تراشه 
چرخه حرارتی با موفقیت انجام شد. در اکثر قطرات خاصیت فلورسنت  ۲۵اعمال 

را در  DNAکند دستگاه چرخه حرارتی شرایط تکثیر مشاهده شد که اثبات می
نور  مختلف سطوح و پردازش تصاویر خوبی فراهم کرده است.آزمایشگاه به
نامه بر  در شدهانتخاب قطرات تغییرات ضریب .شد شناسایی قطرات در فلورسنت
 نوع این برای قبول قابل حالت با مقایسه در که است %٥/٢ با برابر پردازش،
 نیآمده از ادستبه جینتادهد. می ارایه را مطلوبی دقت )%٨ از (کمتر هاسیستم
سرطان،  صیازجمله تشخ یمتعدد هایزمینهدر  تواندکاملاً بومی، می دستگاه
  .دشواستفاده  یبردار عمل بافت تیموفق ارزیابیو  یبافت سرطان یبررس
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  مقدمه
اسید ریبوزنوکلئیکدئوکسی های نادرجهش بر رویمطالعات 

)Nucleic	 Acid;	 DNA(Deoxyribo	 در  یکاربرد فراوان
های خاص مخصوصاً بسیاری از بیماریو درمان  کنترل ،صیتشخ
	,1]دارد سرطان های نادر اندک است، بنابراین DNAتعداد  .[2

دنبال راهی برای تکثیر آنها در شرایط دانشمندان همواره به
	,3]آزمایشگاهی هستند  مرازیپل ایهر یواکنش زنج. [4

(Polymerase	 Chain	 Reaction;	 PCR)است که  یندی، فرآ
و  خاصهای میآنز لهیوسبه DNAهای مشخص یآن توال یط

. تاکنون [5]شوندیم ریتکثهای حرارتی متعدد و پیاپی تحت چرخه

. در [6]استابداع شده PCRانجام  یبرا متنوعیهای روش
های لولهدرون  DNA شدهقیهای رقنمونهپیشین،  تحقیقات

قرار  یهای حرارتتحت چرخهدار ف چاهکوظر و یا [7]نییمو
دلیل به DNA ابیکمنادر و  هاییتوال برخی از .[8]گرفتندمی

گم  هاهای مویین یا چاهکلولهدر تعداد اندک و اندازه کوچک 
	,9]شوندیم  مرازیپل ایزنجیرهواکنش به روش  PCRانجام  .[10
انداختن و تشخیص امکان به دام ddPCRی اقطره تالیجید

  . [11]کندهای کمیاب را فراهم میتوالی
تا  ی والیصورت سربه PCRمحلول  هینمونه اول ddPCRدر روش 
تعداد زیادی قطره جدا از هم در به سپس  شود.می قیحد لازم رق

تعداد  .شودیم میتقسیک سیال پایه دیگر (معمولاً روغن) 
نسخه از  کیحداکثر  قطرهکه در هر باشد ای گونهبهتقسیمات باید 

به آن لازم  ییهای گرماسپس چرخه قرار بگیرد.نظر  مورد یتوال
 قطراتی که در آنها عمل. شودانجام  ریعمل تکث شود تااعمال می

. با شمارش [12]ندنکیم دایفلورسنت پ تیخاصاتفاق بیفتد،  ریتکث
دارند،  خاصیت فلورسنت کهی تعداد کل قطرات و تعداد قطرات

. قطرات زد نیتخمرا  در نمونه اولیه هاDNA تعداد کل توانمی
فراهم  DNAفضاهای کوچک آزمایشگاهی را برای تکثیر و رشد 

های یکسان کنند، بنابراین مطلوب است که قطراتی با اندازهمی
 اندازه قطرات تغییرات قبول ضریب مقدار قابل .[14	,13]تولید شوند

تولید تعداد زیادی  .[15]است %٨ از ،کمتر هاسیستم نوع این برای
	,16]دارد متعددیهای چالش یفناندازه از لحاظ قطره کوچک و هم

کارگیری فناوری کارهای پیشنهادی بهیکی از راه .[17
میکروفلویدیک بود که منجر به تحول چشمگیری در این زمینه 

	.[19	,18]شد
، فناوری [20]های گذشتهفلوئیدیک طی دههبا پیشرفت علم میکرو

. [21]های زیادی کرده استآزمایشگاه بر روی تراشه پیشرفت
های کاربردهای گسترده و فراوانی از این فناوری جدید در زمینه

های سازی اندام، شبیه[23	,22]مختلف مانند جداسازی ذرات زیستی
	,24]زیستی و تولید  [26]یهای تشخیصی آزمایشگاه، فرآیند[25

انداختن قطرات میکرونی برای انجام مطالعات زیستی با به دام
های متنوعی ارایه شده است. ریزتراشه [28]هایا سلول [27]هامولکول

و  [29]بعدی، پرینت سه[19]برای تولید قطره به روش لیتوگرافی
های ساخت، اند. هر کدام از این روشهای دیگر ساخته شدهروش

کاربردن هر کدام از این . به[30]های متفاوتی دارنددقت و هزینه
ها به امکانات آزمایشگاهی و دقت مورد نیاز در ساخت روش

های های دارای میکروکانال. ریزتراشه[31]دستگاه بستگی دارد
و حتی  ۸۳۰۰یادی قطره با فرکانس موازی شرایط تولید تعداد ز

. اما با توجه به ابعاد کوچک [17]را فراهم کردند هیقطره بر ثان ۱۵۰۰۰
های موازی و های میکروفلوئیدیکی، ساخت میکروکانالتراشه

علاوه شرایط تولید چالشی است. به ایمساله آنها ایجاد جریان در
 قطرات تولید . برای[32]کندخوبی فراهم نمیاندازه را بهقطرات هم

 متعددی هایمیکروفلوئیدیکی روش هایتراشه از استفاده با ریز
	,33]است شده ابداع  دلیلبه جریان تمرکز روش آنها بین در .[34
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  .,35]	[36است گرفته قرار بیشتری توجه مورد اجرایی، مکانیزم بودنساده
یک سیستم  ddPCRدر مطالعه حاضر، برای انجام فرآیند 

میکروفلوئیدیکی به همراه دستگاه چرخه حرارتی طراحی، ساخته و 
بعدی سه ارزیابی شد. فرآیند تولید قطره در تراشه با مدل

سازی و اعتبارسنجی شد. در این ریزتراشه، قطرات به روش شبیه
شوند. بدین ترتیب در تمرکز جریان در یک مقطع صلیبی تولید می

ها برطرف شده است. سازی میکروکانالیاین طرح، مشکل مواز 
علاوه طراحی مناسب مخزن امکان سنجش دقیق قطر قطرات را به

ای انجام شده که قالب گونهکند. همچنین طراحی بهفراهم می
قابل تولید  CNCتراشه به راحتی و با قیمتی اقتصادی از طریق 

انجام چرخه گرمایی، قابلیت  باشد. این تراشه به همراه سیستم
های مختلف و تعیین غلظت آنها جهت تکثیر ژن ddPCRفرآیند 

کند. برای تحلیل تصاویر و محاسبات تعیین غلظت یا را فراهم می
ها یک برنامه پردازش تصویر نوشته شد. این برنامه با DNAتعداد 

دقت بسیار خوبی تصاویر میکروسکوپ نوری و همچنین تصاویر 
کند. طراحی خاص این سیستم امکان فلورسنتی را پردازش می

تر های بسیار پایینسازی، تکثیر و پردازش نتایج را با هزینهقطره
کشور فراهم کرده  های مشابه خارجی در داخلنسبت به نمونه

  است. 
  

  هامواد و روش
   یکیدیکروفلوئیم تراشه ساخت

افزار سالیدورک طراحی شد. با استفاده از ها در نرمطرح میکروکانال
، قالب تراشه بر روی یک قطعه پلیمری از جنس CNCدستگاه 

(Poly	 Methyl	 Methacrylate;	 PMMA)  .ساخته شد
ای از ریزی بر روی لایههای ریزتراشه به روش قالبمیکروکانال

ایجاد شد. سپس  (PDMS	Siloxane;	Dimethyl	Poly)جنس 
ای بین دو لام شیشه PDMSبا استفاده از اکسیژن پلاسما لایه 

، کل تراشه به PDMSگریزکردن لایه باند شد. در انتها برای آب
	درجه قرار داده شد.۸۰ر دمای ساعت درون اجاق د۴مدت 

	 قطره دیولهندسه تراشه میکروفلوئیدیک و ت
هندسه ریزتراشه براساس روش تمرکز جریان برای تولید قطره 

، PCRطراحی شده است. شماتیک ریزتراشه، ورودی محلول 
قطرات  لیو روغن و تشک PCRمحلول  یتلاق محلروغن،  یورود
 نیهمچن شده وتشکیلی، مخزن تجمع قطرات بیصل تقاطع در

و  Aنشان داده شده است. روغن از ورودی  ۱در شکل  یخروج
(که مقدار زیادی از آن را آب تشکیل  PCRمحلول حاوی مواد 

شود. دو سیال در تقاطع میوارد تراشه  Bدهد) از ورودی می
رسند. میکرون) به یکدیگر می۱۶۰و ارتفاع  ۱۴۰(به عرض  Cصلیبی 

 PCRواسطه تمرکز جریان در تقاطع صلیبی، قطرات حاوی مواد به
شوند. قطرات تولیدشده به سمت در سیال پایه روغن تشکیل می

شوند. متر) هدایت میمیلی۴۰در  ۲۰شکل (با ابعاد مخزن مستطیل
خارج  Dافه از خروجی پس از پرشدن مخزن، قطرات و روغن اض

. [17]در نظر گرفته شد %٥٠صورت نسبت آب به روغن بهشوند. می

میکرولیتر ٤٠ تا ١٠برابر و در محدوده دبی جریان برای هر دو سیال 
برای تولید قطرات پایدار از ترکیب مواد بر دقیقه در نظر گرفته شد. 

 و ۷/۰ترتیب با به X‐100	Tritonو  EM90	ABILفعال سطحی 
. تغییر فشار در مخزن حین [15]حجمی/حجمی استفاده شد ۰۳/۰%

انجام آزمایش منجر به تغییر ارتفاع مخزن و انباشتگی قطرات بر 
شود. برای جلوگیری از تغییر ارتفاع تعدادی ستون روی یکدیگر می

های های مشخص در مخزن تعبیه شده است که با دایرهدر فاصله
  ابل مشاهده است.ق ۱روشن در قسمت مخزن شکل 

  

  
  های موجود در تراشه.هندسه کانال )۱شکل 

  
  سیستم چرخه حرارتی

شود. طی های حرارتی متعددی بر نمونه اعمال می، چرخهPCRدر 
های حرارتی لازم است که دمای تراشه با دقت و سرعت این چرخه

مناسب و معینی تغییر کند. بدین منظور، دستگاهی خاص طراحی 
و ساخته شد. شماتیک دستگاه چرخه حرارتی، نحوه قرارگیری 

ن داده شده است. در نشا ۲حسگر دما و تراشه بر روی آن در شکل 
کار رفته است. وات) به۱۵۰این دستگاه یک صفحه ترموالکتریک (

	Pulse‐Width)جریان لازم، توسط یک درایور با سیگنال 

Modulation;	 PWM) شود. انرژی مورد نیاز از یک فراهم می
شود. برای آمپر تامین می۳۰ولت با حداکثر ظرفیت ۱۲منبع تغذیه 

سمت مخالف تراشه یک فن پردازشگر برای  افزایش راندمان، در
 PIDوسیله کد کنترلر تهویه نصب شده است. کنترل سیستم به

) و دماسنج دیجیتالی UNOشده بر پردازنده مرکزی آردوینو (نوشته
و  PDMSای از جنس دماسنج درون تراشهگیرد. صورت می

اهش ضخامتی کاملاً مشابه با تراشه اصلی قرار گرفته است. برای ک
مقاومت حرارتی بین صفحه ترموالکتریک و فن از خمیر 
سیلیوکونی استفاده شد. از پد سیلیکونی نیز برای کاهش مقاوت 
حرارتی و افزایش یکنواختی دما بین صفحه ترموالکتریک و 

  ریزتراشه استفاده شد. 
  

 
ی رو دماسنج و تراشه یر یقرارگ نحوه و یحرارت چرخه دستگاه کیشمات )٢شکل 
  آن
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گراد درجه سانتی±١٫٥را با دقت دستگاه چرخه حرارتی، دمای تراشه 
گراد بر ثانیه برای سردکردن و درجه سانتی٣و حداکثر سرعت 

 نمودارکند. کردن کنترل میگراد بر ثانیه برای گرمدرجه سانتی٢
در نمودار  دستگاه چرخه حرارتیهای کنترلی عملکرد دما و سیگنال

  ت.نشان داده شده اس ١
  

  
شده توسط سنسور دماسنج درون تراشه و گیریدمای اندازه )۱نمودار 
  های کنترلی مربوط به آنسیگنال

  
  هاسیستم پردازش نوری و تحلیل داده

با استفاده از میکروسکوپ نوری معمولی، میکروسکوپ فلورسنت 
مدت از قطرات مگاپیکسلی با نوردهی طولانی۱۳و یک دوربین 

براساس تصاویر  PCRتصویربرداری شد. بررسی و تحلیل نتایج 
هم و بسیارکوچک، کاری سخت و شده از قطرات نزدیک بهگرفته

صورت چشمی و توسط انسان، پرتکرار است. انجام این کار به
صورت برد. تجزیه و تحلیل نتایج بهشدت بالا میخطای کار را به

برد. برای تحلیل ها را بالا میخودکار، دقت و سرعت آنالیز داده
افزار متلب ج یک برنامه پردازش تصویر در محیط نرمخودکار نتای

نوشته شد. در این برنامه نخست محدوده مجاز قطر قطرات تعریف 
فقط بر روی قطراتی که اندازه آنها در  PCRشود. محاسبات می

تر عبارت دیگر قطرات بزرگشوند. بهمحدوده مجاز است، انجام می
شوند. در واقع حذف می از محاسباتتر از اندازه مجاز و کوچک

کنند. بنابراین را فراهم می DNAقطرات فضای رشد و تکثیر 
های نسبتاً یکسان در نظر منطقی است که فقط قطرات با اندازه

گرفته شوند. زیرا شرایط محیطی در قطرات بزرگ و کوچک با 
  یکدیگر متفاوت است.

ر برابر را شده، حاشیه تصویر را اصلاح، قطرات با قطبرنامه نوشته
  کند. انتخاب و ضریب تغییرات آنها را طبق رابطه زیر محاسبه می

ܸܥ  )۱( ൌ
ఙ

ఓ
 

  
میانگین قطر  ߤمعیار اندازه قطرات و انحراف ߪدر این رابطه 

هایی که ضریب تغییرات آنها در محدوده قابل قطرات است. داده
ر کابه DNA) باشد، برای محاسبه غلظت %۸قبول (کمتر از 

تر باشد، اندازه قطرات د. هر چه عدد ضریب تغییرات کوچکرومی
شده معتبرتر هستند. غلظت تر و نتایج مستخرجبه یکدیگر نزدیک

صورت زیر با استفاده از رابطه آماری پواسان که به DNAاولیه 
  شود:سازی شده برآورد میساده

  )۲( ൌ  ఒି݁ߣ	
نسبت تعداد قطرات دارای خاصیت فلورسنت به  که در این رابطه 

به  DNAهای اولیه نسبت تعداد نمونه ߣتعداد کل قطرات و 
   تعداد کل قطرات است.

صورت خودکار قطرات با شدت شده همچنین بهبرنامه نوشته
) را با رنگ DNAفلورسنت بسیار اندک (قطرات حاوی تعداد اندک 

 (قطرات حاوی تعداد زیاد سبز و قطرات با شدت فلورسنت بالا
DNAکند. ) را با رنگ قرمز مشخص می  

  PCRمواد و پروتکل 
باز جفت ۳۲۵از یک ژن میکروبی با طول  PCRبرای انجام فرآیند 

باز استفاده شد که توالی ژن آن به جفت ۱۲هایی با طول و پرایمر
  صورت زیر است:

'5GACTGGTTCCAATTGACAAGCTTTTGATTTTAACG
ACTTTTAACGACAACTTGAGAAGATCAAAAAACAAC
TAATTATTCGAAACGAGGAATTCACGTGGCCCAGCC
GGCCGTCTCGGATCGGTACCTCGAGCCGCGGCGGCCG
CCAGCTTGGGCCCGAACAAAAACTCATCTCAGAAGA
GGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCA
TCATTGAGTTTTAGCCTTAGACATGACTGTTCCTCA
GTTCAAGTTGGGCACTTACGAGAAGACCGGTCTTGC
TAGATTCTAATCAAGAGGATGTCAGAATGCCATTTG
C3' 

	qPCR	EvaGreenاز مسترمیکس  PCRمواد لازم برای فرآیند 

Mix	Plus5 شده در آزمایش تهیه شد. جزییات ترکیبات استفاده
PCR  ارایه شده است. ۱در جدول  

یقه در دمای دق۱۲برای انجام فرآیند، محلول در ابتدا به مدت 
های دمایی گیرد. پس از آن چرخهگراد قرار میدرجه سانتی۹۵

ثانیه ۲۰درجه و ۶۰ثانیه دمای ۲۰درجه، ۹۵ثانیه دمای ۱۵شامل 
  شود. درجه به آن اعمال می۷۲دمای 

  
   PCRشده برای آزمایش ترکیبات استفاده )١جدول 

	غلظت نهایی	مقدار	نام ماده

EvaGreen	qPCR	Mix	Plus5	(µl)	١٥	١	
	٢٥٠(nM)	٣/١	(µl)	(5pmol/µl	10) پرایمر رفت

	٢٥٠(nM)	٣/١	(µl)	(10pmol/µl)پرایمر برگشت 
	۱-۱۰	(ng/l)	٣/١	(µl)	DNAنمونه 
گرم بر لیتر)١٠٠(  BSA	(µl)	٨/٠	(g/l) ١	

H2O	PCR	grade	میکرولیتر٤٠	میکرولیتر٤٠	

  
  سازی عددیشبیه

 ندیفرآسنجی تولید قطره در ریزتراشه، بینی و امکانبرای پیش
 یبعدسه صورتبهدر تقاطع صلیبی ریزتراشه  قطره تشکیل
شد.  جادیادو صفحه تقارن  با زتراشهیرکانال  مدلشد.  یساز هیشب

ایجاد شد. در  افتهی ساختار یمکعب محاسباتی با شبکهشبکه 
ها شرط مرزی سرعت و در خروجی شرط مرزی فشار در نظر ورودی

شده در سازینقاط کنترلی و شرایط مرزی مدل شبیهگرفته شد. 
  نشان داده شده است.  ۳شکل 
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شده مقطع سازینقاط کنترل شبکه و شرایط مرزی در مدل شبیه )٣شکل 

  صلیبی تولید قطره
  

است، رژیم  ۱تر از با توجه به اینکه عدد رینولدز بسیار کوچک
 و تولید سازیشبیه نیدر اصورت آرام در نظر گرفته شد. جریان به
برای  انیجر دانیم دهد. معادلهنمی رخ فازها بین جرم انتقال

در نظر گرفته  ریصورت زبه ،سیال تراکم ناپذیر در محیط دوفازی
  :شد

)۱(  ଵ

ఘ
ቂ డ
డ௧
൫ߙߩ൯  . ൫ߙߩݒԦ൯ ൌ 0ቃ 

چگالی  ߩ، در سلول مورد نظر الیس ینسبت حجم α رابطه نیدر ا
 الیس هاییژگیو ندهینما q روندیز میدان سرعت سیال است. ߥو 

مقدار زیادی از  است. دوم الیمربوط به س p روندیدر حال حل و ز
سازی دهد. بنابراین برای شبیهرا آب تشکیل می PCRمحلول 
کیلوگرم بر متر ۲/۹۹۸، مشخصات آب با چگالی PCRمحلول 

مکعب در دمای محیط در نظر گرفته شد. چگالی روغن معدنی که 
شود، در آن تشکیل می PCRعنوان سیال بستر، قطرات به
  کیلوگرم بر متر مکعب است.۸۰۰

 سیال حجم معادله همراهبه آرامدر رژیم  استوکس ریناو معادلات
(VOF)  برای شد.  حل ٢٠١٥ فلوئنت سیانس افزارنرمبا استفاده از

و برای حل  SIMPLEارتباط بین میدان سرعت و فشار از روش 
های زمانی استفاده شد. گام PRESTOمیدان فشار از روش 
استقلال حل از در نظر گرفته شد.  ۱۰- ۵تا  ۱۰-۶براساس سرعت در بازه 

 ۳۴، ۲۴، ۱۳ ازای تعداد المانهای شبکه محاسباتی بهتعداد المان
هزار المان انتخاب  ۲۴هزار بررسی شد. شبکه محاسباتی با  ۴۴و 

یابد که سیستم به حالت کاملاً تناوبی شد. حل تا زمانی ادامه می
برسد. معیار رسیدن به چنین حالتی کاهش ضریب تغییرات حجم 

  در نظر گرفته شد. %۳شده به زیر شکیلقطرات ت
  

  نتایج
  سازی عددیشبیه

سازی شد. بعدی شبیهفرآیند تولید قطره در تراشه با یک مدل سه
شده در سازی، قطرات شبیه۴تصویر سمت راست پایین شکل 

بینی سازی عددی پیشدهد. نتایج شبیهمقطع صلیبی را نشان می
دقیقه برای آب و روغن، قطرات  میکرولیتر بر۲۰کند که در دبی می

میکرومتر خواهند داشت. تصویر سمت ۷۱تولیدی شعاعی در حدود 
قطرات تولیدشده در مقطع صلیبی در  ۵راست بالای شکل 

دهد. در شرایط فوق در آزمایشگاه شعاع آزمایشگاه را نشان می
میکرومتر است. در این ۷۵متوسط قطرات تولیدشده در حدود 

تطابق  %۵سازی و نتایج آزمایشگاهی با خطای هحالت نتایج شبی
، خواص PCRخوبی دارند. عوامل متعددی از جمله خواص محلول 

بودن روغن، درجه خلوص و دیگر شرایط آزمایشگاهی در متفاوت
  سازی با نتایج آزمایشگاهی تأثیرگذار هستند.نتایج شبیه

  

  
برای هر دو سیال  دقیقه بر میکرولیتر٢٠ دبی در تولید قطره در تراشه )٤شکل 
آب؛ سمت چپ شماتیک ریزتراشه، سمت راست تصویر بالا، قطرات  و روغن

پایین، قطرات  راست تصویر و سمت (D)تولیدشده در آزمایشگاه 
  (E)شده سازیشبیه

  

  
 دقیقه بر میکرولیتر٢٠ دبی شده در مخزن تراشه درنمونه قطرات ذخیره )۵شکل 

 آب در دمای محیط. دایره سفید بزرگ ستون و برای هر دو سیال روغن
شده در مخزن هستند تر قطرات ذخیرهدارنده مخزن تراشه و دوایر کوچکنگه

  میکرون است)١٥٠طور متوسط برابر با (قطر این قطرات به

  
دهد که مقدار کشش سازی نشان میآمده از شبیهدستنتایج به

قطرات تأثیر زیادی دارد. بنابراین  روغن و آب در اندازه سطحی بین
با انتخاب مواد فعال سطحی مختلف که میزان کشش سطحی را 

  های مختلف را تولید کرد.توان قطرات با اندازهدهند، میتغییر می
  عملکرد تراشه در تولید و حفظ قطرات

سیال  و دبی %٥٠در این تراشه با نسبت آب به روغن  تولید قطره
در این شرایط  .میکرولیتر بر دقیقه انجام شد٤٠ تا ١٠در محدوده 

میکرومتر دارند. قطرات ٩٠ تا ٦٥ بین قطرات تولیدشده شعاعی
 و روغنبرای هر دو سیال  دقیقه بر میکرولیتر٢۰ دبیتولیدشده در 

E

D 

 میکرومتر ۲۰۰
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گونه  نشان داده شده است. همان ۵در شکل  در دمای محیط آب
. هستند اندازهنسبتاً هم قطراتشود، مشاهده می که در این تصویر

میکرومتر ٧٥دقیقه متوسط شعاع قطرات  بر میکرولیتر٢۰ دبیدر 
  است. 

میکرولیتر ۴۰در جریان  حداکثر فرکانس تولید قطره در این تراشه
قطره بر ثانیه است. قطراتی که در  ٤٦٠تقریباً فرکانس  بر دقیقه
، پایداری طولانی ندارد. در این شوندهای بالا تولید میفرکانس

قطره بر ثانیه از  ٢٣٠تراشه تولید قطره با فرکانس حداکثر حدود 
پایداری مناسبی برخوردار است. در این حالت تراشه در مدت 

تا  ٨شود زیرا ظرفیت مخزن آن حدود پر می کاملاً ثانیه ٤٥حداکثر 
  است.  هقطرهزار  ١٠

 که اندازه و پایداری قطراتدهد نتایج آزمایشگاهی نشان می
شده انتخاب سطحی فعال ماده ترکیب و جریان دبی به تولیدی

با افزایش دبی جریان که منجر به افزایش فرکانس  .بستگی دارد
یابد. برای تولید شود، ناپایداری قطرات افزایش میتولید قطره می

ی با قطرات پایدار با فرکانس بالا، لازم است که از مواد فعال سطح
تر استفاده شود. نتایج آزمایشگاهی همچنین تر و مرغوبکیفیت

تولید قطره نشان داد که در صورت عبور ناخالصی از تقاطع صلیبی، 
ها ممکن است شود. منابع ناخالصیمی دچار اختلال به سرعت

، کیفیت پایین روغن (وجود ذرات PCRنشدن مواد ناشی از حل
شدن علق در اتصالات سیستم یا کندهناخالصی در روغن) یا ذرات م
  ها در اثر عبور جریان سیال باشد.قسمتی از جداره میکروکانال

	PCR فرآیند
پس از تولید قطرات و ذخیره آنها درون مخزن تراشه در دمای 

چرخه حرارتی بر روی قطرات  ۲۵با اعمال  PCRمحیط، فرآیند 
در نور  PCRانجام شد. تصویر قطرات پس از فرآیند  DNAحاوی 

نشان داده  ۶در شکل  معمولی و همچنین تحت فیلتر فلورسنت
شود، تمامی گونه که در این تصویر مشاهده می شده است. همان

 در فلورسنت خاصیت اند. وجودقطرات خاصیت فلورسنت پیدا کرده
 مناسب حرارتی چرخه دستگاه عملکرد که کندمی اثبات قطرات
 تراشه درون قطرات در DNA تکثیر به منجر است توانسته و بوده
   .شود آزمایشگاهی شرایط در

شود. در محدوده دمایی نسبتاً بالایی انجام می PCRفرآیند 
های این ترین چالشپایداری قطرات در دمای بالا یکی از مهم

قطرات موجود در تراشه پس از قرارگرفتن  ۷روش است. در شکل 
شود که با نشان داده شده است. مشاهده می PCRدر شش سیکل 

 شود. علت آنافزایش دما رنگ ترکیب به شکل محسوسی کدر می
و دما  شیدر اثر افزاجداره قطرات از  یفعال سطحمواد جداشدن 

استفاده از ترکیب  است. روغننفوذ آنها به فضای داخل قطره و 
ز چنین تواند اتر میتر و با کیفیتمواد فعال سطحی مناسب

  اتفاقی جلوگیری کند.
عنوان نمونه توسط میکروسکوپ محدوده دلخواهی از قطرات به

ترتیب در نوری و میکروسکوپ فلورسنت تصویربرداری شدند که به
نشان داده شده است. پس از پردازش تصویر  ۹و  ۸های شکل

اندازه شناسایی و مرز قطره هم ۸۵نمونه میکروسکوپ معمولی، 
پردازش تصویر نمونه  .)۸گ سبز مشخص شد (شکل آنها با رن

اندازه را شناسایی کرده است قطره هم ۸۵فلورسنتی نیز همان 
). برنامه دو عدد از این قطرات را با رنگ سبز و مابقی را به ۹(شکل 

قطرات سبزرنگ قطراتی هستند که رنگ قرمز مشخص کرده است. 
تصویر اثبات  . اینشدت فلورسنت آنها بسیار اندک بوده است

شده قابلیت تشخیص سطوح مختلف نور کند که برنامه نوشتهمی
موجود در قطرات را  DNAفلورسنت و در نتیجه تعیین غلظت 

های تکثیرشده بیشتر باشد، شدت نور DNAدارد. هر چه تعداد 
  شود. فلورسنت بیشتری متصاعد می

دهد که برنامه نشان می ۹و  ۸های علاوه بررسی شکلبه
شده را مجزا کرده شده فقط قطرات در محدوده قطری تعریفنوشته

تر از اندازه مطلوب را در نظر تر و کوچکاست و قطرات بزرگ
دهد که ضریب تغییرات قطرات نگرفته است. محاسبات نشان می

است که در مقایسه با حالت قابل قبول  %۵/۲شده برابر با انتخاب
ها)، دقت مطلوبی را ارایه تمبرای این نوع سیس %۸(کمتر از 

  دهد. می
شده، قابلیت دهد که سیستم ساختهآمده نشان میدستنتایج به

علاوه دستگاه چرخه حرارتی تولید قطرات در ابعاد دلخواه را دارد. به
را فراهم  DNAو تکثیر  PCRقابلیت ایجاد شرایط مناسب فرآیند 

تواند تصاویر خوبی میهشده بکند. برنامه پردازش تصاویر نوشتهمی
  معمولی و فلورسنتی را پردازش و آنالیز کند. 

  

  
 PCRتصویر میکروسکوپی نمونه قطرات موجود در تراشه پس از فرآیند  )۶شکل 

  چرخه حرارتی در زیر نور معمولی (چپ) و فیلتر فلورسنت (راست) ٢٥با 

  

  
  PCRقطرات موجود در تراشه پس از قرارگرفتن در شش سیکل  )۷شکل 
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شده در تصویر میکروسکوپ نوری معمولی توسط دادهقطرات تشخیص) ۸شکل 

  برنامه پردازش تصویر
  

  
شده بر روی تصویر فلورسنت توسط برنامه پردازش دادهقطرات تشخیص )۹شکل 
  تصویر

  

  گیریبحث و نتیجه

طراحی،  ddPCRیک سیستم میکروفلوئیدیکی برای انجام فرآیند 
سازی و آزمایشات ساخته و ارزیابی شد. نتایج حاصل از شبیه

 قابلیت شدهساخته سیستمتولید قطره تطابق قابل قبولی داشتند. 
. دارد های مختلف سیال رابا دبی دلخواه ابعاد در قطرات تولید
 چرخه موفقیت توسط قسمتبا  DNA تکثیر و PCR فرآیند
 تصاویر پردازش برنامه بر اینعلاوه. سیستم انجام شد حرارتی
 و نوری میکروسکوپ تصاویر قادر است که خوبیبه شده،نوشته

 .کند پردازش و قبولی آنالیز با دقت قابل را فلورسنتی میکروسکوپ
با بهبود کیفیت فرآیند ساخت ریزتراشه، مواد سطحی و روغن مورد 

دست تری جهت مطالعات ژنتیکی بههای دقیقتوان دادهنیاز می
بودن سازوکار دستگاه آورد. با توجه به هزینه ساخت و ساده

قیمت مشابه های پیچیده و گرانشده، در مقایسه با دستگاهساخته
خوبی برای انجام مطالعات پزشکی  خارجی، این تراشه قابلیت

ای تواند ابزار پیشرفتهکند. این قابلیت در داخل کشور میفراهم می
در کاربردهای ژنتیکی و پزشکی در اختیار محققان این عرصه قرار 

  دهد.
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