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·药学前沿·

微流控芯片实验室及其功能化
 

林炳承

(中国科学院大连化学物理研究所 , 大连 116023)

　　【摘　要】　对微流控芯片实验室技术及其功能化的最新进展予以综述 , 着重介绍了微流控芯片实验室与毛

细管电泳的关系 ,功能化微流控芯片实验室的几个要素 ,微流控芯片实验室的一般功能 , 特别是其在高通量药物

筛选领域的发展前景。作为示例 ,介绍了作者所在实验室在这一领域已经取得的进展。
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1　微流控芯片实验室与毛细管电泳

芯片实验室(lab-on-a-chip)是指把生物和化学

等领域中所涉及的样品制备 、生物与化学反应 、分

离 、检测等基本操作单元集成或基本集成到一块几

平方厘米的芯片上 ,用以完成不同的生物或化学反

应过程 ,并对其产物进行分析的技术。芯片实验室

原则上适用于从核酸 、蛋白质到有机 、无机小分子

的不同类型分子的反应 、分离和检测 ,涉及到了很

大一部分生物和非生物过程中的化学问题
[ 1]
。

微流控芯片实验室(microfluid-based lab-on-a-

chip)以微流控技术为基础 ,它有别于另一类以静

态亲和杂交技术为核心的微孔板芯片 ,后者通常被

国内的大众媒体称之为“生物芯片” ,其典型代表为

蛋白质芯片 。在本文以下内容中微流控芯片实验

室有时也被称为芯片实验室 。而在当今的学术刊

物中 ,微全分析系统(μ-TAS)和微流控芯片(mi-

crofluidic chip)指的是同一个概念 。微流控芯片实

验室的早期形式是芯片毛细管电泳 ,芯片毛细管电

泳至今仍是芯片实验室中分离部分的主体。

在过去十几年中 ,毛细管电泳作为一种非常重

要的分离分析技术已对包括药学在内的生命科学

的各个领域的发展起到了极其重要的作用[ 2] ,其中

一个最为突出的贡献是 96根阵列毛细管电泳的实

用化大大加快了举世瞩目的人类基因组工程的进

程 ,使之由原定的 2003 年提前到 2000 年基本完

成。人类基因组工程大幅度提前完成至少在以下

几个方面给我们提供启示
[ 3]
:1)重大科学目标会极

大地刺激适合其需求的相关技术的发展 ,而相应的

平台技术的突破又能极大地推动重大科学目标的

实现;2)新的重大科学目标的实现有可能得益于新

的平台技术的突破 ,而这种新的平台技术将和我们

所从事的领域密切相关;3)尽管全面显示人类基因

组工程的完成所具有的意义尚需时日 ,但人类因此

把从根本意义上解决自身疾病诊断和药物筛选问

题作为下一阶段的目标 ,已是不争的事实。

作为一种平台 ,芯片实验室的研究工作在早期

是以芯片毛细管电泳的形式开始的 。20世纪 90

年代初 ,Harrison和Manz等开展了早期芯片电泳的

开拓性研究工作[ 4] ,Manz还提出在芯片上实现 μ-

TAS的概念[ 5] ;1994 年起 Ramsey 等开始发表有关

芯片毛细管电泳的文章
[ 6]
,首届μ-TAS 会议同年在

荷兰举行;1995 ～ 1997年 Mathies等先后发表了一

系列在芯片上实现高速 DNA测序和PCR扩增的论

文[ 7] ,1995年首家从事芯片实验室技术的 Caliper

公司成立;1999年 HP(Agilent)与 Caliper公司联合

推出首台商品化仪器;2002 年 Quake 等在 Science

杂志上发表题为“微流控大规模集成芯片”的文章 ,

介绍了集成有上千个阀和几百个反应器的芯片
[ 8]
,

显示芯片由简单的电泳分离到大规模多功能集成
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实验室的飞跃。至此 ,微流控芯片实验室技术已被

公认为是 21 世纪最为重要的前沿技术之一 。

Forbes杂志创刊 85周年的特刊上将芯片实验室列

为15件影响人类未来的最重要的发明之一[ 9] 。

这段科学技术史启示 ,载体的某种变革在平台

技术发展过程中的重大作用不容忽视 ,这种作用有

时甚至是革命性的。同样 ,电泳过程当载体从平板

转为毛细管 ,从单根毛细管转为阵列毛细管 ,再从

阵列毛细管转为芯片阵列通道和芯片实验室时 ,它

所产生的影响一次又一次地超出了人们的预料
[ 3]
。

芯片实验室涵盖了毛细管电泳的基本功能 ,但

它所具有的高通量和大规模集成的特点 ,使之不仅

能以极小的样品获得极大的信息量 ,更有可能超越

单一的分析功能 ,而以一个整体实验室的姿态直面

市场 。

2　功能化微流控芯片实验室的几个要素

每一个芯片实验室都将被赋予一定的功能 ,因

此形成功能芯片系统 。这种功能 ,除了少数是通用

性之外 ,大都带有专一性。按照目前的理解 ,功能

化芯片系统大体包括三个部分:一是芯片;二是信

号的检测收集装置;三是包含有实现芯片功能化方

法和材料的试剂盒。

芯片本身涉及到两个方面:一是尺寸;二是材

料。现有典型的芯片约为几个平方厘米 ,一般的通

道尺寸为 50 μm 宽 , 10 μm 深 ,长度约为 5 cm 。总

体积较一般电泳毛细管小一个数量级左右 。这样

一种尺寸仍然远大于载体分子的平均自由程 。因

此 ,连续介质定理成立 ,连续方程可用 ,电渗和电泳

淌度依然和尺寸无关 。但是由于尺寸微细 ,面体比

增加 ,雷诺数变小 ,包括表面张力 、粘性力 、换热等

在内的表面作用增强 ,边缘效应增大 ,三维效应变

得不可忽略。特别值得注意的是 ,随着微加工技术

的改进 ,通道的尺寸还在不断减小 , Ramsey 最近报

道
[ 10]
,他们已把通道的深度做到 80nm ,达到亚微

米甚至纳米级 ,这种情况下电泳淌度就变得和横截

面尺寸有关。由于偶电层电荷的重叠 ,电渗减少 ,

因此将影响给予液体的动量 ,空间的压缩将会改变

大分子的形状 ,大分子的淌度也将受到非平面流速

矢量场的影响。

可用于芯片的材料很多 ,最常见的是玻璃 、石

英和各种塑料。玻璃和石英有很好的电渗性质和

优良的光学性质 ,可采用标准的刻蚀技术加工 ,可

用比较熟悉的化学方法进行表面改性 ,但难以得到

宽深比较大的通道 ,加工成本较高 ,封接难度较大 。

常用的有机聚合物包括刚性的聚甲基丙烯酸甲酯

(PMMA),聚碳酯(PC)和弹性的聚二甲基硅氧烷

(PDMS)等 ,它们成本低 ,品种多 ,能透过可见和紫

外光 ,可得到宽深比较大的通道 ,可用化学方法进

行表面改性 ,制作技术和玻璃芯片有较大的区别 。

图 1为本实验室研制成功的可规模生产的 PMMA

注塑塑料芯片
[ 11 , 12]

。

Fig 1.Home made cast-molded chip

芯片实验室有别于毛细管电泳的一个很大的

特点是它的集成 ,目前一个重要的趋势是:集成的

单元部件越来越多 ,而集成的规模也越来越大 ,已

远远超出了单一毛细管电泳的范畴。所涉及到的

部件包括:和进样及样品处理有关的透析 、膜 、固相

萃取 、净化;用于流体控制的微阀(包括主动阀和被

动阀)、微泵(包括机械泵和非机械泵);微混合器 、

微反应器 、微通道和微检测器等。

由芯片实验室产生的信号需要被检测 ,目前最

常用的检测手段是激光诱导荧光 ,此外还有电化

学 、质谱 、紫外 、化学发光和传感器等。检测是芯片

实验室仪器的重要组成部分 。目前市场上还缺乏

真正意义上的芯片实验室仪器 ,在中国市场能见到

的仅有的两种均存在很大的局限性。一种是加拿

大Albert大学派生出的一个公司生产的Microfluidic

Tool Kit ,它采用激光诱导荧光检测 ,其聚焦为肉眼

手动式 ,操作不便 ,软件简单;另一种是 Agilent 公

司的 Bioanalyzer 2100 ,其芯片 、电极以至试剂盒均

为固定模式 ,不能调节变更 ,不适用于通用性实验

室研究。近期本实验室研制成功一种用激光诱导

荧光检测的芯片分析仪[ 13 ,14](图 2),它由一体化的

芯片平台 、光学检测 、CCD监测 、电源和软件操作等

部分组成 ,仪器的前上部是芯片固定平台和电极操
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作平台 ,可上下移动 ,调节精度 1μm;前下部由一体

化的光学检测系统组成 ,包括 CCD和光学分析记

录部分;仪器后部由可切换的高压电源以及有关的

电路部分组成 ,输出电压范围 0 ～ 6000V ,可控制进

样与分离 ,此仪器适合于不同类型实验室的通用性

研究工作。目前正着力在此基础上发展出系列的

功能化专用装置 。

Fig 2.Home made LIF detection system for microfludic chips

电化学检测在芯片中的应用研究较多 ,主要由

于其体积较小 ,在尺寸上和芯片实验室的概念匹

配 ,对有电化学反应的物质的响应很高 。电化学检

测器的一般做法是将电极集成到芯片上 ,采用安培

或电导法进行检测 ,其中电泳分离电压对检测电流

的干扰是电化学检测需要克服的问题之一 。电化

学检测用电极材料有碳糊 、碳纤维 、铜丝 、金丝等 。

被检测物质有氨基酸 、肽 、碳水化合物 、神经递质

等。把电泳分离 、酶联免疫和生物化学集成于一体

的芯片实验室研究已有报道 ,已可能实现多人同时

检测或多种免疫指标的同时检测 。Vrouve 等用芯

片毛细管电泳联之以电导检测已可测得全血中的

锂 ,整个实验除了加抗凝血剂外不要作任何样品处

理[ 15] 。一种多通道芯片电化学分析仪(图 3)已在

本实验室研制成功
[ 16 ,17]

,整个芯片电化学系统采

用开放式框架结构 ,硬件包括高压电源 、安培检测 、

系统控制及数据采集装置 ,软件部分则对整个仪器

进行实验参数设定和运行控制 。

质谱都是极为重要的检测装置。芯片质谱检

测的关键在于芯片和质谱的连接。已有一些方法

把芯片和通往质谱的微喷雾口集成到一起 ,如从一

个微通道出口 ,连接用玻璃 、聚合物等制成的电喷

雾口 ,或把一个二维的由聚合物做成的三角型电喷

雾嘴集成到一个微流通道上 ,连之以时间飞行质

谱 ,由此可观察到三角型嘴喷出的液滴的总离子

流 ,已经用这种方法实现了黄连素进行稳定的时间

飞行质谱监控[ 18] 。

功能化试剂盒是各种专一性芯片实验室的特

征性组成部分 ,可将它寓于各种应用之中 ,下文将

就芯片实验室的一般性功能及其在药物筛选中的

特殊作用予以阐述 。

3　微流控芯片实验室的一般功能

由于承袭了毛细管电泳的特征 ,微流控芯片实

验室自开始之初就在 DNA 领域显示其极强的功

能 ,涉及到遗传学诊断 、法医学基因分型和测序等

方面 。Lee 等制成集成有微混合器和 DNA 纯化装

置的一次性微流控芯片系统 ,用于 DNA 的样品制

备 ,在微通道里放置阴离子交换树脂 ,得到了单一

头发丝中的线粒体 DNA的电泳图[ 19] ;Tezuka 等在

芯片上构建一种整体集成的纳米柱型阵列结构 ,这

种纳米柱直径 200 ～ 500 nm ,高 5 μm ,类似于排列

在一起的多梳子 ,用于研究 DNA 的电泳特征及其

分离 ,已分离了 T4 DNA 和 165.5kbp的 lambda 标

样[ 20] ;Buch等在聚碳酯芯片上加温度梯度 ,已用

100bp的模型样品实现了 DNA 的点突变检测
[ 21]

等。本组在这一类芯片上完成了病原体蛋白和

PCR产物的检测 ,将乙肝病毒(HBV)和结核杆菌

(TB)基因的 PCR产物混合后稀释 100倍 ,与等体

积 DNA标准品同时进样 ,两个扩增片段在 260 秒

内分离 ,此后又将实验结果与常规病原体检测方法

作了比较[ 22] 。

微流控芯片实验室的另一个重要应用领域是

蛋白质 。Sato 等把充满微球的酶联免疫系统集成

到芯片上 ,用于测定蛋白质 、肽和激素 ,先使底物的

溶液经过几次反应和洗涤过程 ,然后将其注射进

去 ,在微通道的末端置一个热透镜显微镜 ,对由此

产生的酶反应产物进行监控[ 23] 。Harrison等采用

表面等离子体共振测定蛋白质和抗体的相互作用 ,

把蛋白质固定在涂金的玻璃表面 ,只需纳升级的蛋

白质 ,费用极低 ,又因为不用荧光物质 ,使可以测定

的蛋白质的种类大大增加[ 24] 。除了蛋白质外 ,对

更为复杂的糖蛋白的芯片测定也已开始 ,用电泳技

术结合蛋白酶和糖苷酶对蛋白质的处理 ,在芯片实

验室进行糖蛋白中糖链分析的方法已在本实验室

建立[ 25] 。

除了开展核酸 、蛋白质的分析外 ,芯片实验室
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Fig 3.Home made electrochemical detection system for microfludic

chips

已被广泛用于其它化合物的研究 ,特别是小分子药

物。利用免疫法可以对低分子量的化合物进行分

析 ,将竞争机制引入到免疫分析中 ,检测血清样品

中的治疗哮喘用的药物茶碱(theophyline)的浓度 ,

方法是将含有未标记的药物样品和已知数量的荧

光标记的药物及药物抗体混合 ,未标记的药物与标

记的药物竞争 ,导致标记的药物与抗体复合物的峰

信号降低 ,而单个的标记药物峰信号增加 ,以 LIF

为检测器 ,在稀释的血清中药物检测限为 1.25 μg/

L ,分离时间不超过 50 s[ 26] 。利用免疫芯片电泳不

需要进行预浓缩 ,即可在临床范围(10 ～ 600μg/L)

内对血清考的索(serum cortisol)进行芯片电泳免疫

分析。芯片的胶束电动色谱也已用于对FITC 衍生

的生物胺的分析 ,时间大约为 80 s ,日内迁移时间

的RSD在 0.15%～ 0.54%之间 ,日间运行的 RSD

在0.40%～ 0.80%之间 ,检测限为 2.94μmol/L(腐

胺 ,putrescine)和6.57 μmol/L(精胺 , spermine),该方

法已用于酱油中的生物胺实际样品分析[ 27] 。在同

步循环模式中通过 CZE和 MEKC 两种方式分离人

尿中的苯丙胺 ,甲基苯丙胺 , 3 , 4-亚甲基二氧甲基

苯丙胺及 β-苯基乙胺的衍生产物 ,检测限为10 mg/

L ,远高于目前实际应用的要求。通过样品堆积和

在线螯合 ,可以对镁和钙进行芯片电泳分析 ,经门

进样后 ,样品在堆积通道内被浓缩 ,用 8-羟基喹啉-

5-磺酸进行在线衍生后 ,钙和镁的检测限分别可以

达到 18 ppb(0.45 μmol/L)和 0.5 ppb(21 nmol/L)。

本实验室已在芯片上完成了衍生单糖的检测和氨

基酸对映体的拆分
[ 28]
。

值得一提的是芯片实验室集成化的特点 ,使之

有可能成为细胞研究的新的重要平台 ,而以整体细

胞作为药物作用的对象 ,已是当今药物筛选的重要

热点之一[ 29] ,本实验室已在芯片上基本上完成了

鲤鱼红细胞从进样 、输运 、破碎到内涵物测定的全

过程
[ 30 , 31]

。

4　微流控芯片实验室与药物筛选

药物筛选是现阶段新药开发的主要途径 。高

通量药物筛选(HTS)是近十年来发展起来的药物

筛选的新的技术体系 , HTS 把传统的药理学技术 、

理论和分子生物学 、生物信息学 、细胞生物学 、分离

科学等相结合 ,有可能使我们在很短时间内完成成

百上千个化合物和生物靶标的作用 ,并作出判断 。

尽管近年来 ,全球制药工业的研究开发费用有

上百亿美元的增长 ,但是药物筛选的成功率没有见

到相应的变化 ,仍然停留在每年 30 ～ 50个的水平 。

一般认为 ,这个数字只及所需要的 1/3 ,因此需要

引入筛选速度至少还能提高三倍的技术 ,而又不增

加对研究开发的投资。芯片实验室被看成是有可

能满足这种超高通量要求的新兴技术[ 32] 。

高通量药物筛选的基础之一是相互作用的研

究。分子相互作用是在化学和生物化学体系中广

泛存在的现象 ,它在一定程度上决定了某些生物大

分子的生理作用 ,理解和表征分子相互作用在生命

科学中具有重要的价值 ,也是进行现代药物筛选的

重要依据之一 。从微观上发现 ,大多数蛋白质在发

挥其独特的功能时都和其目标分子有生物专一性

结合 ,例如酶和底物及抑制剂 、凝集素和多糖蛋白 、

受体和激素 、抗原和抗体 、调节蛋白和 DNA 等。对

蛋白质及其有功能的配体物质间相互作用的表征

已成为生物化学研究的重点之一 ,有助于深入认识

蛋白质各种功能的结构基础及作用机制 ,有助于新

药的发现 。已有许多手段用于相互作用研究 ,以毛

细管电泳为基础的技术是近年来用得较多的一种 。

研究相互作用的毛细管电泳方法可以根据结

合产物的稳定程度或结合反应速率的快慢归纳成

五种:区带电泳法 、亲和电泳法 、Humnel-Drug 法 、前

沿分析法和空峰法 。以亲和电泳法为例 ,它的原理

是通过使受体组分的电泳淌度随着运行缓冲液中

配体组分浓度的变化而变化 ,实现对结合常数的测

定。

本实验室曾较为系统地利用亲和毛细管电泳

研制生物大分子和配体的相互作用 ,包括凝集素-

糖 ,血清中的血红素 、铁 、卟啉和人血清的蛋白 ,
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DNA和 Netropsin , DNA 和卵清蛋白等的作用[ 33-36] 。

在用亲和毛细管电泳研究肝素和粒细胞集落刺激

因子(G-CSF)结合的过程中 ,发现在近中性条件下

标准肝素和低分子肝素都能和G-CSF结合 ,其结合

常数分别为 4.05×105 和 2.06×105 ,非常接近 ,说

明低分子肝素中含有较完整的与G-CSF 结合的片

段 ,对肝素功能的进一步分析起到重要作用 ,图 4

为研究结合所得的亲和毛细管电泳谱图[ 37 , 38] 。

Fig 4.Electropherograms of 0.072 g/L G-CSF mixed with various con-

centrations of LMWH

a.0 g/ L;b.0.42 g/ L;c.1.4 g/ L;d.5.6 g/ L;e.11.2 g/ L;g.

28.0 g/L;h.56.0 g/ L

用微流控芯片实验室实现HTS的基本原理和

上述毛细管电泳研究相互作用的类似 ,以酶标为

例 , 即令酶和一种荧光标记的底物反应 ,使之产生

一种荧光产物 ,用芯片电泳将这一荧光产物和荧光

底物或其他荧光本底分离开来 ,这种方法已经用于

蛋白激酶 、磷酸酶 、蛋白酶 、细胞色素和磷酸单脂酶

等 ,芯片上的分离只需几秒 ,通常变异系数小于

10%[ 39] 。

微流控芯片实验室的设计与原先所用的微孔

板芯片相比 ,样品消耗量减少一个数量级 ,同时又

能引入分离机制 ,且分离速度极快 ,效率很高[ 40] 。

用于药物筛选微流控芯片装置有两大类 ,一类

是一次性使用芯片 ,它采用类似于喷墨打印机的微

散射法 ,把样品和试剂注入芯片的一组通道;另一

种以连续流法为基础 ,它将样品的注射过程 、混合

过程和功能实现过程在芯片上集成于一体 。前者

可被理解为并联 ,而后者则是串联 。一次性微流控

筛选装置实际上是在芯片的平等通道上注入一组

样品 ,使之同时完成相应的一组反应 ,然后用电泳

过程把有荧光标记的底物和反应产物分开 。分离

过程极短 ,通常在几十秒以内 ,试剂消耗体积在

300纳升至几个微升之间。这种装置避免了不同

批次的样品的交叉感染 ,还有可能被用于孵育过

程。通量的高低取决于试剂和样品的喷雾速度 ,以

及置换芯片的时间。连续流高通量筛选装置的做

法是把大量被筛选样品以很短的时间间隔连续引

入通道 ,如果其和酶产生抑制作用 ,则荧光底物变

化 ,从而导致稳定的荧光基线暂短变化 。它有可能

比一次性芯片有更高的通量 ,由于无须更换芯片 ,

免除了位置调整等麻烦 ,稳定性等也有所改善[ 41] 。
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Microfulid-based Lab-on-a-chip and It' s Functionality
LIN Bin-Cheng
Dalian Institute of Chemical Physics , Chinese Academy of Sciences , Dalian 116023 , China

【ABSTRACT】　The up-to-date progress of the microfluid based-lab-on-a-chip and it' s functionality were reviewed.

The relationship between microfluid-based-lab-on-a-chip and capillary electrophoresis , the main parts of the functional

microfluid-based-lab-on-a-chip , and the general functions of this technology were described.Special attention was paid

to the application of this lab-on-a-chip in the field of ultra-high throughout drug screening.The research progress of

the author' s laboratory in this field was introduced as well.
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