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随着当今社会经济的飞速发展"传统的病原微生

物检测方法已经不能满足现代的需求#传统的菌落

培养和血清学检测方法不仅费时+费力"而且只能局

限在实验室中操作"而基于抗原抗体的酶联免疫吸附

试验&

%<>B7

法'"因其容易出现假阳性检测结果"尽

管方法简便但并不适用于精准分析#目前实验室常

见的聚合酶链式反应&

Y;5

法'"因其具有检测范围

广+明暗度较高+特异性强等特点受到欢迎"但实验所

需设备沉重"并不适用于现场快速检测#因此"需要

探寻一种新型技术"以达到适应现场+精准检测+快速

研判的目的#

$

!

芯片实验室研究进展

!!

微流控技术是一种交叉学科技术"在微尺度管道

&

9

#

9""

%

'

'内操控微小体系流体&

3"

c8

#

3"

c3:

<

'的

新型科学研究平台"经过数余年的发展"现已成为生

化分析中的一个独立领域#在微流控平台上"可以针

对液体或气体+流体进行微升+纳升甚至皮升级的生

物化学反应"能极大降低试剂的消耗量&至少
!

#

#

个

数量级'

,

3

-

#微流控芯片"简单来讲就是指待检测样

品在一个小的实验室装置中连续完成样品核酸的提

取+纯化+

Y;5

+跑胶等过程而不需要人为的外在干

预#微流控芯片作为当今生物医学领域研究的前沿

和热点可以集中地将实验室功能转移到芯片上"把原

有大型检验仪器微型化制成可完成生化等分析的便

携式仪器#

微流控芯片技术是在芯片毛细管电泳基础上发

展起来的"通过微加工手段在金属+硅+玻璃+高分子

聚合物等材质的基片上"加工出微米级别的流体通

道+检测室等微结构单元"从
!"

世纪
8"

年代起"微流

控技术被多数人定义为一种分析化学平台进而逐步

快速发展#我国微流控研究起步较晚"但经过十多年

的发展"微流控技术也已走向成熟#

!"""

年以后"随

着微流控芯片的深入研究"这种技术逐渐得到学术界

和产业界更高层次和更大范围的认可#同时"这项技

术作为微量流体亚毫米级别尺寸上的一种精确操控

技术"将生物学与化学上所需的基本操作单位结合在

小型芯片上#这种芯片多由储液池和微通道构成"微

通道包括有入口+主通道+辅助通道&侧流通道'和出

口#根据不同需要设计的入口和出口可以满足不同

流体的导入与导出#流体性质的样品从入口进入"在

主通道发生分离+混合和反应,

!

-

#作为实现微流控功

能的主要部分"主通道需要根据具体功能设计结构和

尺寸#结构最简单的通道是平面型通道"见图
3

,

#

-

"图

37

为双
S

形微流控芯片结构简图"图
3V

为常见的微

通道布局包括了直线形+多边形+蛇形+螺旋形+线圈

形+折叠形"需要混合不同流体时则常常采用二维或

三维结构#相比而言三维结构需要通过提供更强的

动力来完成混合"制作工艺也更为复杂#微通道可由

石英+硅+玻璃等材料制作"不同材料的利弊及适用场

所也有所不同#玻璃是一种成本低+透光性强+绝缘

性和强度好的材料,

6

-

"可以及时观察微通道内流体状

态"适合通常的样品分析#晶体硅制作的微流控器件

有着散热性强"与其他电子元件交互性好的优势"但

硅的绝缘性和透光性较差+硅片间黏合率低等缺点影

响了硅的应用#目前"高分子聚合材料因其成本低+

易于加工和批量生产"制作过程简单而多用于较复杂

通道的制备"其中以聚甲基丙烯酸甲酯&

YAA7

'和环

状烯烃共聚高分子&

;F;

'最受欢迎#

!!

注!

7

为双
S

形微流控芯片结构简图*

V

为常见的微通道

图
3

!!

双
S

型微流控芯片结构简图及常见微通道布局

!!

现阶段越来越多的研究者尝试通过
#?

打印技术

加工微流控芯片"这项技术的发展使微流控芯片制作

过程更为简便"成本低廉#目前已有研究利用微流控

芯片实现
?K7

的快速分离,

9

-

#利用微流控芯片上搭

载各化学反应"可以发展药物方面的合成筛选#我国

体外诊断主要集中在生化分析和免疫诊断上,

$

-

"而国

外欧美国家微流控片在体外诊断方面已经取得明显
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突破"通过实现全自动
Y;5

分子诊断"微流控展现出

巨大潜能,

4&:

-

#器官芯片也是当今的热门研究方向"

利用微流控芯片的集成功能制备器官芯片"这一技术

在
!"3$

年的达沃斯论坛上入选年度十大新兴技术之

一#国内已有团队研发出一种使多种细胞及组织在

体外共存的类器官多功能微流控芯片,

8

-

#何佳芮

等,

3"

-设计出可以联合检测大肠埃希菌菌体抗原及药

敏分析的微流控芯片"这种方式证实了微流控芯片制

备向产业化发展的可行性#

b7K@

等,

33

-利用聚二甲

基硅氧烷&

Y?AB

'作为结构材料制备微流体结构"通

过磁性纳米颗粒对样品溶液进行磁性捕获"以荧光分

子标记的抗性
>

,

@

作为信号观测"提高分析分辨率并

降低了可能出现因表面吸附而产生的堵塞现象"整个

样品的检测和分析都集合在一个微流体平台上使检

测过程高效+准确#

7̂A>%

等,

3!

-通过在一个蛋白质

芯片上集成反应单元"可以实现酶促反应+产物电泳

分离+组分标记和信号检测等连续进行#

/

!

微流控技术在病原检测中的应用

!!

传统病原微生物检测主要包括涂片检查+分离培

养+血清学鉴定和分子生物学鉴定"相对于微流控芯

片技术"这些传统检测方法冗时费力"而新型微流控

技术现已在核酸分离和定量分析+

?K7

测序及各类

病原体的检测等方面广泛应用"在蛋白+氨基酸+

Y;5

产物等领域也有了成熟的检测技术"其基于免疫分析

原理"主要以抗原+抗体和荧光靶标为新型标记物#

在传统检测方法上发展出来的芯片大致分为两类"电

化学芯片和基因芯片,

3#

-

#电阻抗技术结合微通道制

作而成的电化学微流控芯片"是通过在芯片上自动集

成化操作"可以高效准确地收集数据"由于电化学传

感器在结构设计和性能与微流控芯片相匹配"这种电

化学微流控芯片更适用于即时检测#基因芯片的构

建"融入了微流控平台和
Y;5

技术"这项技术手段可

以很好地解决在实际环境中面临的问题"比如"分流

协同检测提高了样品检测效率并保证了检测过程不

受干扰#通过基因芯片分离扩增基因片段"可以建立

全自动微生物分型"实现基因芯片产业化"提高检测

效率#利用荧光标记单链
?K7

来制作微流控芯片"

芯片经物理吸附待检测样品与单链
?K7

相结合"避

免了表面处理和探针固定等繁琐步骤"这种方式可以

多通路同时检测多种病原体"但需要通过毛细管道进

入反应区域"所以该种芯片以滤纸作为制作材料检测

效果更为良好#

/0$

!

细菌病原体检测
!

病原微生物具有传播性+感

染性和毒力"针对各种病原微生物的特点"应用在病

原微生物上的微流控技术可以结合不同方法产生更

好检测效果#针对某种病原体在多通道微流控芯片

上采用定位捕获富集"通过荧光检测后定量分析"这

种新的试验方法在实际检测中有着极大的潜在优势#

对纸基芯片进行等离子体处理后"纸表面上产生了功

能性基团醛基"以实现抗体的固定化#这种运用夹心

法化学发光免疫分析的固定化蛋白方式"建立了在纸

上进行荧光免疫测量球蛋白的新方法"相比于传统方

法操作更为简便#而通过
Y;5

检测复杂样品中的细

菌病原体不受限于通道尺寸和形状"对其进行有效的

?K7

提取时效果显著+结果明确"同时
Y;5

芯片可

以实现
?K7

的单分子扩增及核酸的定量实验,

3#

-

#

通过大量探针与不同标记物的样品杂交后检出的信

号强度"可以分析出样本序列可实现病原体的检测#

鉴定细菌通常采用两种方式"一种是传统方法培养细

菌后进行药敏实验"将待测细菌放入不同生化发酵管

中"观察各发酵管的反应确定细菌种类*另一种是病

原体核酸检测技术"多采用基于
Y;5

的分子诊断#

而新型基于微通道毛细阻力的药敏检测技术"通过改

变流体毛细阻力通道的长度来控制液体的流速"以驱

使不同种类的菌体分流向不同通道"不仅能够对细菌

进行分选+培养和分离"同时可以对其进行高敏度的

检测#由于芯片的简便性及多样性"微通道可根据病

原种类的不同特点进行针对性设计"

W>7

等,

36

-设计出

含
!"

个微通道芯片对多种病原菌同时检测"部分细

菌检测的准确性高达
3""E

#如图
!7

中
3

#

:

分别

为加热开关+磁球开关+通道+插头+磁球+

6

个独立反

应池+

').)&<PI2

连接器+温度开关"图
!V

为排列成条

纹粒子的微磁球芯片"图
!;

为混合磁粉的芯片"

Ẑ<>;[

等,

39

-利用磁珠的磁性对捕获的目标
?K7

高效洗涤后"可检测出水体表面的苏云金杆菌和土拉

热杆菌#通过运用液滴及介电泳技术实现高通量颗

粒检测与分选"陶冶,

3$

-在单个液滴中实现一步法反转

录的
Y;5

扩增"由此构建高通量液滴的荧光信号检

测平台"实现通过液滴微流控技术来准确分析低拷贝

数下的重组病毒#这种技术对病原体基因的特征片

段进行针对性设计和选择"检测其
Y;5

产物"可以得

到后续实验所需的多种信息"芯片中每孔可供多个不

同的
Y;5

同时进行"具有广泛的实用性#集毛细管

电泳+荧光标记和
Y;5

技术于一体的微流体技术"在

基因测序及表达+病原体检测等领域正在高速发展"

在单细胞分析方面也有着广泛的应用#

!!

注!

7

为微流控芯片*

&

为加热开关*

:

为磁球开关*

*

为通道*

+

为插头*

'

为磁球*

(

为
6

个独立反应池*

)

为
').)c<PI2

连接器*

;

为温度开关*

V

图为微磁球芯片*

;

为混合磁球芯片

图
!

!!

纯化
?K7

的微流控芯片系统

/0/

!

核酸检测
!

核酸作为生物体基本的遗传物质"

)
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对核酸进行精准检测也就是对这种病原体的分析#

微流控技术对病原体核酸进行检测时"微通道内施加

电场产生能量变化"所需的试样量少"可使分子扩散

程度低"分离效果极好"因此微流控
;%

分析在核酸诊

断分离中的分辨能力要远远好于平板凝胶电泳#将

核酸提取+

Y;5

扩增+分子杂交+电泳分离及检测有机

地结合在一张微芯片上"这张微芯片其快速+高质量

的分离效能在寡核苷酸+

?K7

+

5K7

片段分析及基因

表型和测序应用中可以得到充分反映#

SBZ=7=F&

B[>

等,

34

-对特异性结合的
?K7

适配体进行筛选"对

得到序列的二级结构进行分析后"将序列长度进行了

优化"通过设计芯片结构对两端引物序列进行封闭"

有效避免了该段序列对目标结合时产生的影响#

Y%&

S57<>7

等,

3:

-研制了基于硅微柱微流体装置的生物

过滤器"见图
#

"微芯片从一侧进样经过中间层硅柱由

另一侧输出"芯片由不同规格的高分子聚碳酸酯+

Y?AB

+硅层+玻璃层构成"用于提取乙型肝炎病毒的

全基因组
?K7

#微流控芯片与
Y;5

技术相结合"制

作成基于磁珠提取核酸方法的微流控芯片"是将亲水

性阴离子交换剂预先固定在磁珠表面"利用二氧化硅

颗粒来吸附带负电荷的核酸"达到从样品中最大程度

提取和纯化核酸"在引物约束下特异性地
Y;5

扩增#

富集与蛋白质特异性相结合的核酸"是进一步检测的

前提及关键#现阶段微流控芯片结合分子诊断技术"

待检样品体积只需几微升"加热器直接集成在芯片

上"可以较传统
Y;5

方法效率提高
!

#

3"

倍#

图
#

!!

硅微柱生物滤池提取核酸示意

/0'

!

蛋白质及其他检测
!

蛋白质是生命的物质基

础"对蛋白质结构和功能进行准确分析可以检测出机

体的生理或病理变化#传统蛋白检测需要提取蛋白

质"对凝胶电泳分离后的蛋白区带进行切割+酶降解"

然后用质谱等方法检测分析#这种传统方法无法满

足现代科学的精准+高效等需求#而随着
5K7

标记

物的研究深入"检测核糖核蛋白中的
'5K7

等物质"

通过流体蛋白质的大小在时间和空间上分离病原体

蛋白"是一种低成本快速检测蛋白的方法,

38&!"

-

#将电

渗流分离和紫外分光光谱检测等技术集合在一块小

芯片上"将待检样品加入后"芯片自动按照设定好的

检测程序完成检测"这种检测手段快速"且成本低#

基于微流控芯片的蛋白质免疫分析方法的微反应空

间大于表面积"分子扩散的距离减小,

!3&!!

-

"使整体反

应效率大大提高#

@>ZCC5>?7

等,

!#

-在不同入口处

加入各反应物"在
S

形连接点形成液滴后在混合反应

区完成检测"见图
6

"通过金纳米粒子增强出的生物发

光信号与适配体相互作用结合"可将样品体积低至
3

%

<

并将检测时间控制在
3"').

内"其极低的检测限

也可供临床根据所需选择#

图
6

!!

微流控原理图

'

!

微流控技术在病原检测领域的优势

!!

相对于传统的免疫诊断方式和病原的鉴定培养

而言"微流控技术在病原检测尤其是现场检测方面有

着独特的优势,

!6&!9

-

#&

3

'自动化+污染小+更安全"样

品检测的多个步骤集成在一张芯片上#根据实验设

计采取不同微通道"使繁琐的实验流程变得简易#封

闭式自动化的结构可以保证检测期间样品不受污染"

同时也减少对实验室等外在环境造成的影响"保证了

后续实验操作不受中间产物的影响#&

!

'高通量性#

因为微通道可以根据所需设计成三维
&

多通道"这种立

体多元结构可以将待检测样品完美分流"各通道不受

其他通道影响#同一时间同一样品可做不同项目检

测"与传统生化检测方法相比"极大地提高了检测效

率的同时"也保证了检测结果的准确性"符合高通量

操作快速+灵敏+准确等特点#&

#

'检测成本低#由于

系列操作集中在一块小芯片上"各个结构单元微小"

所需的检测试剂和待检样品消耗量自然随之减少#

尽管检测试剂浓度可能增大"但实际使用量要远小于

常规检测方法"节约了实验成本也避免造成浪费#因

为自动化集中操作"所需被检测的样本量只需要微升

甚至纳升级别#随着微流控技术的进步"产业化商业

化的发展"一块微芯片的成本控制在可接受范围将逐

步实现#

正因为微流控具有以上几个重要的优势和优点"

使其成为了即时检验&

YF;S

'的首选"并在临床检测

中逐渐推行开来#

1

!

存在的问题和发展趋势

!!

微流控技术可极大地缩短样品处理时间"通过精

密控制液体流动"最大化地利用试剂耗材"把整个化

)

3"##

)

检验医学与临床
!"3:

年
33

月第
39

卷第
!3

期
!

<(HAIJ;*).

!

K1LI'HI2!"3:

!

M1*039

!

K10!3



验室的功能集成在微芯片上"为病原微生物检测等领

域提供了无限的前景#尽管微流控可以大幅度降低

试样和试剂的消耗"但因其昂贵的制作成本和复杂的

制作工艺使这项技术并不能很好地应用在临床实际

检测中"同时制作微芯片的方法和基底材质受限过

大"对于操作人员的技术要求较高#现阶段随着各项

学科研究的深入"生物芯片将得到更为广泛的应用"

新兴的数字微流控技术&

?AC

'在行业内引起广泛关

注"这种可实现离散液滴精准自动化操纵的新型液滴

操纵技术对于检测样品具有十分重要的意义#同时"

微机电系统&

A%AB

'是指尺寸在几毫米甚至更小的

高科技装置"因其融合了精密机械加工+薄膜和硅加

工等多项技术"期待微机电系统在微流控芯片小型化

中带来的新研究思路#
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