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摘要：利用 ＭＥＭＳ（微机电系统）标准光刻、湿法腐蚀以及低温键合技术制作了微流控分析芯片。在自

制的紫外吸收微芯片生化分析仪上，利用该芯片对临床妊娠高血压和多发性骨髓瘤患者的尿液样本进

行了在线芯片电泳分析，得到了与医院常规诊断方法一致的诊断结果，而此法进行一次分析仅需要

２ｍｉｎ，且试剂消耗量少，这是常规方法不能比拟的。也以ＬＤＨ同工酶标准品为分析对象，对芯片在线

同工酶诊断进行了初步研究，初步实现了ＬＤＨ１ 和ＬＤＨ５ 混合样本的片上分离、孵育反应和产物检测。
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１　引　言

　　集成生物化学样品分析处理、生化反

应、电泳分离以及检测的微流控分析芯片

（Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｃｈｉｐ）是上世纪９０年代发展

起来的一个新兴的研究领域。由于其在生

物医疗、疾病诊断、环境监测、法医鉴定等

众多领域广阔的应用前景，得到了各大研

究机构的极大重视，近年来得到了长足的

进步和发展。并逐渐显示了其广阔的市场

应用前景。

微流控毛细管电泳芯片是微流控芯片

技术发展较为成熟的一项芯片在线分析技

术。早在１９９２年，瑞士科学家 Ｍａｎｚ
［１］等

就报道了毛细管电泳微芯片这种新型分离

分析技术，首次向世人展示了微流控分析

芯片的雏形和优势，该项技术随后引起了

广泛的兴趣和各大研究机构的研究。近年

来，毛 细 管 电 泳 微 芯 片 已 成 功 用 于

ＤＮＡ
［２］、多肽［３］、氨基酸［４］、药物分子等的

分离分析和检测。

尿蛋白和血清乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）的诊

断检测是临床检验的２个重要项目。在肾

脏疾病或其他疾病引起的肾脏损伤中，常

出现血液中的蛋白质从肾脏排出的现象，

因此尿中蛋白质的检测成为临床上监测肾

脏疾病及其他相关疾病的重要诊断指标之

一；乳酸脱氢酶是由位于第１１和第１２对

染色体上的ＬＤＨＡ和ＬＤＨＢ２个位点所

决定的 Ｈ 或 Ｍ２种亚基所构成的四聚

体［５］，可形成５种同工酶。乳酸脱氢酶广

泛存在于人体各组织中，虽然检测其总活

性意义不是很大，但各种组织中同工酶含

量差异较大，因而检测乳酸脱氢酶同工酶

对临床诊断如肝脏、心血管、血液等疾病时

显得十分重要。传统的尿蛋白以及ＬＤＨ

同工酶的临床检测方法一般使用醋酸纤维

膜电泳、琼脂糖凝胶电泳，或者免疫化学

法、ＥＬＩＳＡ法、单克隆抗体法以及化学法

等，这些方法均需洗脱或扫描等步骤，操作

费时，且需要特殊设备，价格昂贵，仪器较

为庞大，且检测成本高，一般医院或患者无

法承受。毛细管电泳作为一种新型的技术

平台具有高效、低耗、自动化程度高等优

点［６７］。而毛细管电泳芯片除了具有常规

电泳方法无法比拟的优势如高效、低耗等，

还具有很多优于常规毛细管电泳分析方法

的优势，如良好的散热性，可以外加比常规

毛细管电泳更高的电场，驱动样品快速进

样和分离，分析时间短，试剂消耗量少等，

且基于芯片电泳方法研制的分析仪器体积

小，集成化程度高，市场上已经出现了这样

的分析仪器，如安捷伦２１００、岛津公司的

ＭＣＥ２０１０系列微芯片电泳分析仪等。

我们基于 ＭＥＭＳ技术设计制作毛细

管电泳微芯片，采用自制的芯片电泳紫外

检测分析仪对临床多个病种进行了分析，

并利用本仪器首次采用芯片电泳方法对

ＬＤＨ同工酶标准品进行了在线分析。

２　实验部分

２．１　仪器与试剂

自制的芯片电泳紫外检测分析仪，由

５０Ｗ 氘灯光源，光路系统，ＰＭＴ（ＨＣ１２０

５，日本槟松株式会社）光电转换系统，电泳

高压模块系统 （天津东文高压电源厂），以

及控制、采集、滤波放大电路等组成，通过

软件自动处理、显示存储，实现对样品的分
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析检测。

临床病人尿样由南通大学附属医院提

供，尿样在实验前进行透析、浓缩预处理。

１ ｍｏｌ／Ｌ ＮａＯＨ 溶 液、ｐＨ １０．５ 浓 度

７５ｍｍｏｌ／Ｌ硼酸盐和ｐＨ９．４ＮａＣＯ３ＮａＨ

ＣＯ３ 缓冲液实验前新鲜配制，２０×１０
－３

ｍｏｌ／ＬＮＡＤ＋（Ｓｉｇｍａ公司 Ｎ０６３２）、５１．６

×１０－３ｍｏｌ／Ｌ乳酸锂（ＬｉｔｈｉｕｍＬＬａｃｔａｔｅ，

Ｓｉｇｍａ公司Ｌ２２５０）。ＮＡＤＨ （Ｓｉｇｍａ公司

Ｎ８１２９），ＮＡＤ钠盐（Ｓｉｇｍａ公司Ｎ０６３２），

ＬＤＨ１纯品（Ｓｉｇｍａ公司Ｌ０３７７）。实验过

程中所用试剂均为分析纯，实验用水为１８

ＭΩ／ｃｍ的超纯水，所配试剂使用前用０．

２２μｍ的微孔滤膜过滤。

２．２　芯片设计制作

芯片掩模设计采用Ｌｅｄｉｔ８．３３软件完

成，掩模板由南京五十五所根据掩模设计

制作。芯片采用石英玻璃为制作材料，以

电子束蒸发铬金属层作为图形腐蚀的保护

层。

芯片制作过程如图１，经光刻、曝光、显

影将掩模板的图形转移到基片上，然后用

铬腐蚀液（硝酸铈铵＋高氯酸）去掉图形部

分铬金属层，接着放入玻璃腐蚀液（ＨＦ∶

Ｈ２Ｏ２∶ＨＡＣ＝２∶１∶１）玻璃腐蚀（在

４０℃下腐蚀４０ｍｉｎ），最后将基片和盖片

键合在一起，完成芯片的制作。采用的芯

片键合方法不需芯片的高温烧结。基片、

盖片表面严格清洗后，转移到真空干燥箱

中完成预键合后，然后在芯片上施加一定

压力，在２００℃真空条件下进行芯片键合

退火过程，以提高键合强度。经剪切力测

试，本法键合的芯片，键合剪切力强度可以

达到３ｋＰａ，键合强度满足要求。

图２所示为加工好的芯片示意图，整

个芯片大小为６４ｍｍ×３２ｍｍ，芯片微管

道宽１００μｍ，深约３０μｍ，芯片进样池到十

字交 叉 点 长 ４ ｍｍ，有 效 分 离 长 度 为

４２ｍｍ，储液池的直径为２ｍｍ。

图１　微芯片制作工艺过程

Ｆｉｇ．１　Ｍｉｃｒｏｍａｃｈｉｎｉｎｇｏｆｍｉｃｒｏｃｈｉｐ

图２　芯片设计示意图　Ｓ：样品池，ＳＷ：样品

废液池，Ｂ：缓冲液池，ＢＷ：缓冲液废液

池

Ｆｉｇ．２　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｆｏｒｍｉｃｒｏｃｈｉｐ

ｗｈｅｒｅＳ：ｓａｍｐｌｅｒｅｓｅｒｖｏｉｒ，ＳＷ：ｓａｍ

ｐｌｅｗａｓｔｅｒｅｓｅｒｖｏｉｒ，Ｂ：ｂｕｆｆｅｒｒｅｓｅｒ

ｖｏｉｒ，ＢＷ：ｂｕｆｆｅｒｗａｓｔｅｒｅｓｅｒｖｏｉｒ

２．３　芯片微管道处理

芯片初次使用前，需要对微管道进行

预处理，且在使用前后均需要进行芯片处

理以及管道清洗。预处理过程如下：去离

子水冲洗→抽干→１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ注于微

管道平衡浸泡３０ｍｉｎ→抽干→去离子水冲
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洗→抽干。实验前管道处理：去离子水冲

洗→抽干→缓冲液冲洗→抽干→缓冲液注

于微管道；实验后管道清洗：各储液池抽干

→去离子水冲洗→抽干→１０％ ＳＤＳ冲洗

→１０％ＳＤＳ浸泡５ｍｉｎ→抽干→去离子水

冲洗→抽干。

２．４　尿蛋白以及犔犇犎同工酶检测原理

２．４．１　尿蛋白检测原理

尿蛋白检测原理采用紫外吸收光度

法，利用蛋白在２１４ｎｍ左右有特征吸收，

通过ＰＭＴ监测通过芯片检测窗口的光信

号变化，并将这一信号转变为电信号，通过

采集电路以及软件进行记录和处理。

２．４．２　ＬＤＨ同工酶反应原理

ＬＤＨ 同工酶活性测定方法及原理见

反应方程式：

乳酸＋ＮＡＤ＋ →
ＬＤＨ

丙酮酸＋ＮＡＤＨ＋Ｈ＋

ＬＤＨ同工酶在适当的ＰＨ 条件下可催化

ＮＡＤ＋与乳酸反应产生ＮＡＤＨ和丙酮酸，

ＮＡＤＨ在３４０ｎｍ时有一特异吸收峰，而

ＮＡＤ＋却没有，因此可根据吸光度的变化、

ＮＡＤＨ的生成量来间接测定ＬＤＨ同工酶

的活性。ＮＡＤＨ 吸光度变化的检测原理

同尿蛋白，通过ＰＭＴ检测 ＮＡＤＨ 样品区

带通过检测窗口的光信号变化，并转化为

电信号，进行记录和处理。

２．４．３　电泳操作过程

尿蛋白检测电泳操作模式：进样时，

ｓａｍｐｌｅ池加＋５００Ｖ，进样１５ｓ，ｓａｍｐｌｅ废

液池接地，ｂｕｆｆｅｒ池和ｂｕｆｆｅｒ废液池悬空；

分离时，ｂｕｆｆｅｒ池加＋２０００Ｖ，ｂｕｆｆｅｒ废液

池接地，ｓａｍｐｌｅ池和ｓａｍｐｌｅ废液池悬空。

ＬＤＨ同工酶在线孵育电泳操作方法如下：

首先 ｓａｍｐｌｅ池加 ＋５００ Ｖ，进样 ３０ｓ，

ｓａｍｐｌｅ废液池接地，ｂｕｆｆｅｒ池和ｂｕｆｆｅｒ废液

池悬空；然后进行孵育前预电泳，此时

ｂｕｆｆｅｒ池加＋２０００Ｖ，ｂｕｆｆｅｒ废液池接地，

ｓａｍｐｌｅ池和 ｓａｍｐｌｅ废液池悬空，电 泳

２ｍｉｎ后停止电泳，在线孵育５ｍｉｎ；然后再

进行分离，按照分离模式进行操作。

３　结果与讨论

３．１　临床尿蛋白芯片电泳在线分析

在以往研究［８］的基础上，选取南通医

学院附属医院住院及门诊患者，留取尿蛋

白“＋ ＋”以上的尿样。经肾内科与心血管

内科确诊的肾损害患者多例，其中包括妊

娠高血压症等，其他非肾源性尿蛋白升高

者如多发性骨髓瘤。

（ａ）妊娠高血压症

（ａ）Ｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎｓｙｎｄｒｏｍｅ

（ｂ）多发性骨髓瘤

（ｂ）Ｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｅｌｏｍａ

图３　临床病人尿蛋白芯片电泳谱图

Ｆｉｇ．３　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｕｒｉｎａｒｙ

ｐｒｏｔｅｉｎｓ
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　　以往的研究
［８９］告诉我们，可根据蛋白

质的出峰位置判断蛋白质种类。经毛细管

电泳微芯片对上述两种病例患者尿液进行

分离分析，其中妊娠高血压病人电泳图谱

如图３（ａ），由图谱可知病人尿液以球蛋白

为主要成分；多发性骨髓瘤病人电泳图谱

如图３（ｂ），由图谱可知病人尿液以白蛋白

为主要成分。利用 Ｈｅｌｅｎａ快速电泳系统

（ＲＥＰ）分别对这两种病人的尿样进行常规

临床琼脂糖凝胶电泳，结果与芯片电泳结

果进行了对照（略），结果一致。这两类病

人尿蛋白按医学上分类，图３（ａ）为选择性

蛋白尿，图３（ｂ）为溢出性蛋白尿。微芯片

电泳方法可将蛋白尿初步分为选择性蛋白

尿、非选择性蛋白尿及溢出性蛋白尿，电泳

仅需２ｍｉｎ，即可得到结果，整个操作过程，

包括芯片清洗、分析样品灌注、芯片在线分

离，可在３０ｍｉｎ内完成，具有良好的重复

性。常用的尿蛋白电泳主要有醋酸纤维素

薄膜电泳、琼脂糖电泳、ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝

胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ），尤以ＳＤＳＰＡＧＥ应

用最为普遍，可分离出不同分子量的蛋白

质，但该法操作极为繁琐，至少花费一天时

间；采用 Ｈｅｌｅｎａ快速电泳系统进行琼脂糖

凝胶电泳，自动化程度相对高，而且由于采

用凝胶试剂盒，操作相对简便，花费时间也

有所减少，但试剂盒昂贵，临床监测成本

高。而我们的微芯片电泳方法在这些方面

则充分体现了其优势。

３．２　犔犇犎同工酶芯片电泳在线分析

缓冲体系以及ｐＨ、反应温度、底物浓

度等均是酶反应的关键所在。酶反应有一

个最佳的ｐＨ，极端ｐＨ 时有利于电渗流，

但过 高 的 ｐＨ 会 抑 制 ＬＤＨ 同 工 酶 中

ＬＤＨ５活性，国际临床化学学会（ＩＦＣＣ）推

荐的ＬＤＨ酶反应ｐＨ为９．５左右，在我们

的实验中，采用ｐＨ９．４的缓冲体系。酶反

应的孵育温度有文献报道为２４℃，而在人

体体温３７℃时，酶活性最佳，为酶反应的

最佳温度，本文采用的３７℃ 作为酶的孵育

温度。

如图４所示，为ＬＤＨ同工酶底物的电

（ａ）ＮＡＤＨ 浓度为１０ｇ／Ｌ，硼酸盐缓冲液，

ｐＨ１０．５

（ａ）ＮＡＤＨ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ：１０ｇ／Ｌ，ｐＨ１０．５

ｂｏｒａｔｅｂｕｆｆｅｒ

（ｂ）ＮＡＤ＋ 浓度为 １０ｇ／Ｌ，硼酸盐缓冲液，

ｐＨ１０．５

（ｂ）ＮＡＤ＋ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ：１０ｇ／Ｌ，ｐＨ１０．５ｂｏ

ｒａｔｅｂｕｆｆｅｒ

图４　酶底物芯片电泳图谱

Ｆｉｇ．４　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅ

泳吸收图谱，仪 器 光 源 发 射 波 长 设 在

３４０ｎｍ。从 图 中 可 以 看 出，ＮＡＤＨ 在

３４０ｎｍ处有一特征吸收（ａ），而ＮＡＤ＋没有

吸收（ｂ）。这也正是我们进行芯片ＬＤＨ同

工酶孵育检测的原理（见２．４．２）。

选择３７℃作为最佳的酶反应温度，充

分的反应时间３０ｍｉｎ。经过实验，ＮａＣＯ３

ＮａＨＣＯ３是各种常规电泳缓冲体系中较佳

的孵育缓冲体系。为了能充分发挥酶的催

化活性，一般底物浓度选择于１０倍Ｋｍ值，

Ｋ 乳 酸 ＝５．１６±１．２×１０－３ ｍｏｌ／Ｌ，

因此本文选择乳酸锂的浓度为５１．６×１０－３ｍｏｌ／Ｌ。

５５１第２期 　　　金庆辉，等：微流控分析芯片在线尿中蛋白及ＬＤＨ同工酶检测



（ａ）ＬＤＨ１ 在线孵育电泳图谱

（ａ）Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｎｏｎｌｉｎｅｉｎｃｕｂａｔｉｎｇｏｆ

ＬＤＨ１

（ｂ）ＬＤＨ１ 和ＬＤＨ５混合样品在线孵育电泳图谱

（ｂ）ＭｉｘｔｕｒｅｏｆＬＤＨ１ａｎｄＬＤＨ５ｏｎｌｉｎｅｉｎｃｕ

ｂａｔｉｎｇ

图５　ＬＤＨ同工酶芯片在线孵育电泳图谱

Ｆｉｇ．５　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍｏｆｂａｓｅｄｃｈｉｐｏｎ

ｌｉｎｅｉｎｃｕｂａｔｉｎｇ

图５为ＬＤＨ 标准品芯片在线孵育产

物电泳谱图，底物乳酸锂、辅酶ＮＡＤ＋与

ＮａＣＯ３ＮａＨＣＯ３缓冲液（ｐＨ９．４）混合在

一起，既作为反应液，同时也作为电泳缓冲

液。其中图５（ａ）为ＬＤＨ１芯片在线孵育电

泳图谱，图５（ｂ）为ＬＤＨ１ 和ＬＤＨ５ 混合样

品在线孵育电泳谱图。整个电泳操作过程

如下，首先在样品池加＋５００Ｖ，进样３０ｓ，

然后在 ｂｕｆｆｅｒ池中加 ＋２０００ Ｖ，分离

１ｍｉｎ；然后停止分离，并进行在线孵育

５ｍｉｎ，再次在ｂｕｆｆｅｒ池中加＋２０００Ｖ，继

续分离，并在检测窗口得到孵育产物的特

征吸收峰图。

４　结　论

　　尿蛋白电泳结果是对病因诊断及病情

严重程度判断的重要依据之一，而常规的

尿蛋白电泳方法耗时长且试剂消耗量大。

基于 ＭＥＭＳ微加工技术制作了微流控毛

细管电泳微芯片，利用紫外吸收光度法实

现了微芯片电泳进行尿蛋白检测分析。该

法可在２ｍｉｎ内完成一次样品的电泳分

析，且试剂消耗量少。微流控分析技术作

为近年来发展起来的一种新的分析技术，

使芯片酶诊断成为近年来一个芯片研究热

点。但鲜见芯片上进行ＬＤＨ 同工酶的分

析，本文就此问题进行了初步研究，得到了

一定结论，成功实现了芯片在线孵育同工

酶，实现在线检测同工酶孵育产物。随着

进一步的研究，微流控毛细管电泳芯片在

临床上将产生广阔的应用前景。
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