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!

利用模塑法制作
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微流控

芯片!选择二胺基二苯甲烷"

11)

%与羟丙基纤维素"

Z!0

%对
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进行修饰!有效消除蛋白在芯片壁面上的吸附&
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微流

控芯片电泳分离
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!
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12,

片段得到了很好的基线分离

及良好重现性!峰面积的相对标准偏差分别为
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'

(&6b

'

W&@b
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6&Wb
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6&Eb

&线粒体疾病患者的多重
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产物片段
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在
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内实现了基线分离&血清低密度脂蛋白亚型'小而密低密度脂蛋白"

BM;1;

%实现了快速检测!冠心病组

血清
BM;1;

检出率与健康体检组差异有统计学意义"
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微流控芯片电泳具有简单'快速'高效'低耗等特

点!适合临床常规分析&
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微流控芯片实验室是自
%@@'

年
)$CS

等提出微全分析系

统概念后发展起来的新兴学科)微流控芯片电泳是微全分析

系统的一个重要组成部分#由于其具有分析速度快*可集成化*

便于携带等优点'

%

(

#已用于氨基酸'

#

(

*蛋白质'

6

(

*细胞'

E

(等的检

测和分析#在食品安全*新药筛选*环境监测*司法鉴定等领域

逐步得到应用)本课题组利用自制石英微流控芯片对尿蛋白*

脂蛋白进行了分析'

W<(

(

)由于石英微流控芯片加工困难*生产

成本高*成品率低等特点限制了其在临床分析中的应用#选择

加工成型方便*价格便宜*能大批量制作的一次性微流控芯片

用于临床应用研究成为目前分析领域的热点)本文利用模塑

法制作聚二甲基硅氧烷$

!1)+

&芯片#实现了核酸及血清脂蛋

白的分离#初步探讨了
!1)+

微流控芯片电泳的临床应用

价值)

C

!

资料与方法

C&C

!

一般资料
!

收集冠心病患者血清
W#

例#均经冠状动脉造

影证实有冠状动脉病变#线粒体疾病患者的多重
!0*

产物由

中国科学院上海微系统与信息研究所提供%健康对照组
W'

例

$均排除心脑血管疾病&#标本由扬州大学临床医学院提供)

C&D

!

仪器与试剂
!

微流控芯片电泳激光诱导荧光分析仪为自

主研发'

D

(

#采用
0c

系统电源$中科院上海应用物理研究所&#

可调输出电压为
'

"

W'''`

#见图
%

*

#

)图
%

是本项目用于

12,

和蛋白质分析整个微流控芯片的结构示意图#整个芯片

的外围尺寸为
(6&W--V6%&D--

#芯片上有
E

个储液池!样

品池$

+

&*样本废液池$

+a

&*缓冲液池$

"

&*废液池$

"a

&)

+<

+a

段为样本充样微通道#

"<"a

段为样本注样微通道)检测

窗口设置在接近
"a

端储液池的管道弯道处)管道的设计尺
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寸设置为
6'

&

-

#直管道总长为
ED--

#分离管道的有效分离

长度为
E6&D--

#芯片基片厚度为
#--

#盖片厚度为
%--

#

芯片储液池设计为直径
#--

)芯片制作主要分为以下几个

步骤!用
+U<?

$美国
):/G80I.-

公司&常规光刻法制得具有凸

形图案的模板%用
!1)+

预聚物再铸模%

!1)+

固化成型后从

模具上剥离并其他基片黏接闭合微管道)图
#

为转移复制后

的
!1)+

基片十字交叉处的扫描电子显微镜观察到的结果)

羟丙基纤维素$

Z!0

#平均相对分子质量
%''V%'

6

&#二胺基二

苯甲烷$

11)

&购于美国
+:

O

-$

公司#

2"10(</.G$-:M.

购于美

国
)89./L9$G!G8N.B

公司)

C&E

!

方法
!

电泳前#微通道用
'&'%b 11)

处理
W-:C

以提

高微通道的亲水性#减少
!1)+

芯片对蛋白的吸附#之后将

6bZ!0

和缓冲液加入到微通道#标记有荧光物质的样品加入

到样品池)试样池施加电压#试样废液池接地#待测样品进入

进样通道)当样品经过十字交叉口时#切换电压进入分离阶

段)缓冲液池施加电压#缓冲液废液池接地#样品进入分离通

道#在检测口被检测)

图
%

!!

微流控芯片结构示意图

图
#

!!

!1)+

基片十字交叉处扫描电子显微镜图

C&F

!

统计学处理
!

采用
(

# 检验进行统计分析)

D

!

结
!!

果

D&C

!

利用
+

K

NG>G..C

标记的
%'

"

#''N

3

的
12, )$GQ.G

检

测
!1)+

芯片的分离能力#缓冲体系为
6b

羟丙基纤维素

$

Z!0

&#进样电压为
?''`

#进样时间为
6'B

#分离电压为

%'''`

#连续进样
W

次的分离结果#见图
6

)

%'

*

#'

*

W'

*

%''

和

#''N

3

的
12,

片段得到了很好的基线分离及良好重现性#峰

面积的相对标准偏差分别为
E&?b

*

(&6b

*

W&@b

*

6&Wb

和

6&Eb

)微流控芯片电泳结果与传统琼脂糖凝胶电泳结果一

致)

D&D

!

利用
+

K

NG>G..C

标记的线粒体疾病患者的多重
!0*

产

物检测
!1)+

芯片对实际样品的分离能力#缓冲体系为
6b

羟丙基纤维素$

Z!0

&#进样电压为
?''`

#进样时间为
6'B

#分

离电压为
%'''`

#分离结果见图
E

#产物片段
%(W

*

#((

*

6D?

*

??%N

3

得到很好的基线分离)微流控芯片电泳结果与琼脂糖

凝胶电泳结果一致)

D&E

!

!1)+

微流控芯片电泳分离
2"1

)

0(</.G$-:M.

标记的

血清脂蛋白#缓冲体系为
#b

羟丙基纤维素$

Z!0

&#进样电压

为
D''`

#进样时间为
E'B

#分离电压为
6'''`

)分离结果见

图
W

#高密度脂蛋白$

Z1;

&*低密度脂蛋白
,

型$

;1;

&与低密

度脂蛋白
"

型$

BM;1;

#小而密低密度脂蛋白&实现了基线分

离)选择冠心病患者和健康体检者血清进行电泳分析#

W'

例

健康体检者中
E

例分离出
BM;1;

峰#检出率
?&'b

#

W#

例冠心

病患者血清样本中
6D

例分离到
BM;1;

峰#检出率
D%&#b

#两

组检出率比较差异有统计学意义$

*

$

'&'%

&)健康体检者与

冠心病患者典型电泳图谱见图
W

)

图
6

!!

%'

"

#''N

3

的
12, )$GQ.G

微流控芯片电泳分离峰

#

#fW

$和琼脂糖凝胶电泳图谱

图
E

!!

多重
!0*

产物#

%(W

%

#((

%

6D?

%

??%N

3

$微流控

芯片电泳与琼脂糖凝胶电泳图谱

!!

,

!健康对照%

"

!冠心病患者)

图
W

!!

血清微流控芯片电泳图谱

E

!

讨
!!

论

微芯片毛细管电泳系统是微全分析系统的一个重要组成
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部分#以微机械电子系统技术为依托#在石英*玻璃*塑料等基

片上刻蚀出微管道网络和其他的功能单元#形成进样*反应*分

离*检测于一体的快速*高效*低耗的微型分析装置#使传统毛

细管电泳分离物质的整个过程可以在一块几平方厘米的基片

上得以实现)高分子材料具有种类多*可选择余地大*加工成

型方便*加工便宜等优点#非常适合于大批量制作一次性微流

控芯片)

!1)+

具有能可逆和重复变形而不发生永久性破坏*

可高保真*无毒*价廉等特点#已广泛地应用于制备微流控分析

芯片'

?

(

)尽管
!1)+

具有以上特点#但其壁面具有很强疏水

性#易使核酸*蛋白等物质强烈吸附'

@

(

#不利于电泳分离)因

此#研究一种简单的表面修饰方法#有效消除分析物质在

!1)+

壁面的吸附是本研究拟解决的关键问题)

本文选择
11)

和
Z!0

有效消除
!1)+

微通道上分析物

质吸附和抑制电渗流)

11)

为非离子型表面活性剂#能吸附

在疏水表面并形成单分子层'

%'

(

)

Z!0

作为
!1)+

微流控芯

片用于
12,

片段电泳分离的筛分介质)不同浓度的
Z!0

作

为改性剂#

Z!0

是具有壁面吸附能力的亲水性高分子#当加入

低浓度
Z!0

时$

%

'&DWb

&#可有效地改变
!1)+

壁面的疏水

性#使得电泳缓冲液更加容易灌入管道)当加入较高浓度

Z!0

$

&

%&Wb

&#

Z!0

分子链相互缠绕#使得电泳具有筛分的

能力#可以应用于
12,

片段的分离分析)如图
6

*

E

所示#

!1)+

微流控芯片电泳分离
12,

获得良好重现性#并可用于

线粒体疾病患者
!0*

多重产物的检测)微流控芯片电泳的结

果与传统琼脂糖凝胶电泳结果相一致#但此法比琼脂糖凝胶电

泳操作简单*分析速度快#适合临床常规分析)

血清低密度脂蛋白$

;1;

&颗粒在大小*密度和脂质组成上

具有异质性)根据颗粒相对大小#

;1;

一般分为
,

*

"

两型#

,

型为较大颗粒#是大而轻低密度脂蛋白$

9;1;

&#颗粒较小的
"

型即小而密低密度脂蛋白$

BM;1;

&#是动脉粥样硬化发生的强

危险因素#与冠心病的形成密切相关'

%%<%#

(

)近年来#

BM;1;

与

冠心病的关系越来越受到人们关注#但尚缺乏简易
;1;

亚组

分分析的方法)李健斋和王抒'

%6

(提出以
,

3

8"

测定评估

BM;1;
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微流控芯片电泳的
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分离分析#对评价冠心

病的危险因素#实现对冠心病的早期检测*预防及有效制定冠

心病防治策略具有重大意义)
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微流控芯片电泳对
12,

*脂蛋白表现出来的高分
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