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摘要  作为一种能够在微米级尺度操纵液体的新兴技术, 微流控芯片已经受到科学家们的广

泛关注. 高密度集成的微流控芯片装置可以实现高通量并行化的实验以及多种操作单元的功

能一体化, 作为一种新的方法学平台, 已经越来越多地应用于化学和生命科学的研究中. 本

文着重介绍了集成化微流控芯片装置的基本概念、构建方法、及其在细胞生物学、分子生物

学以及化学合成应用研究中的最新进展, 尤其强调了集成微流控芯片系统在传统方法难以达

成或实现的单细胞和高通量的研究中的优势, 展望了集成化微流控芯片在化学以及生命科学

中的应用前景.  
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微流控 (microfluidics)技术是一种针对极小量

(109~1018 L)的流体进行操控的系统科学技术. 微流

控芯片(microfluidic chips)是微流控技术实现的主要

平台和技术装置 , 其主要特征是容纳流体的有效结

构(通道、反应室和其他某些功能部件)至少在一个维

度上为微米级尺度. 在这一尺度下, 流体的运动具有

自己的特点, 与宏观尺度大不相同. 随着半导体微加

工工艺技术在微流控芯片制备中的广泛应用 , 以及

使用弹性材料多层构建等新技术的发展 , 人们已经

可以将多种功能性的元件和结构规模集成在一块几

个平方厘米大小的芯片上 . 我们将这种包含多种结

构或多个功能的、精确可控的复杂微流控芯片称之为

“集成微流控芯片”, 在本文中我们将主要介绍这种

规模集成的微流控芯片技术 , 以及该类型芯片在化

学及生命科学领域的部分应用.  

化学及现代生物学的大部分实验都是在溶液状

态下进行的, 这些实验都需要盛装液态物质的容器, 

例如烧杯、烧瓶、试管、培养皿等; 也大量涉及到液

体的转移与输运器材, 例如移液管、滴管、量筒、各

种管材等. 在这些实验中, 通常所运用的体积单位是

毫升(常见于化学实验)和微升(常见于生物学实验). 

在与生命科学相关的研究中随着通量的上升和样品

量的限制 , 我们所研究的体系开始使用更小的体积

尺度 , 这就需要我们用新的技术手段来进行更小尺

度下的实验操作与观测 . 微流控芯片就是在这样的

一种需求下应运而生的技术 , 用以进行微量甚至极

微量液体的操纵与分析.  

1975 年, 斯坦福大学的 Terry 等人[1]在硅片上制

作了第一个小型的气相色谱分析仪 , 这个仪器中的

关键部件是一个在硅片上通过微加工手段蚀刻的微

细通道 , 可以形象地看作是一根利用硅片制备的毛

细管类似物 . 这个芯片可能是第一个现代意义上的

实用型“微流控”器件. 它的特点是体积小、分析所需

时间短, 但是由于技术限制, 这种硅芯片并未引起广

泛重视 . 随后 , 微流控技术的发展相对缓慢 , 直到

1990 年 Manz 等人[2]提出“微全分析系统(micro total 

analysis system, TAS)”的概念, 才进入了迅速发展

的时期. 微全分析芯片的概念具有很强的吸引力, 它
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的主要特点是将待分析样品的前处理、分离以及检测

等步骤高度集成化 , 在一块芯片上完成 . 随后的近

20 年时间内, 在潜在应用前景的鼓舞下, 微流控技

术的发展速度大大加快. 同时, 以微电子加工和微机

电加工为背景的微加工技术不断发展 , 达到了一个

相对成熟的时期 , 为微流控芯片的加工和推广提供

了技术平台, 并使得芯片制作的成本得以大大降低.  

如今, 微流控分析芯片特别是具备高密度、大规

模、高通量、多功能等特点的集成微流控芯片已经在

化学和生物学领域发挥着重要的作用 . 与宏观尺度

的实验装置相比 , 这一技术显著降低了样品的消耗

量, 增大了流体环境的表面积, 提高了反应效率, 同

时也降低了实验产生废物对环境的污染 ; 集成微流

控芯片操作的并行性优势可以实现实验的高通量、自

动化控制 ; 并且通过微阀微泵等微细结构的精确控

制 , 微流控芯片在提高生命科学研究的时间与空间

分辨率上有很大的灵活性, 具有不可替代的优势.  

1  集成微流控芯片的制备 

微流控芯片所使用的材料是多种多样的 , 早期

的芯片制备中硅和玻璃成为最重要和最常见的材料. 

这些材料的加工工艺比较成熟 , 通过光刻等图案化

手段可以使玻璃基片的特定图案暴露而其余部分被

光刻胶或者金属镀层所保护 , 再利用氢氟酸或其缓

冲蚀刻剂(例如氢氟酸和氟化铵混合溶液)与暴露部

分的玻璃反应, 腐蚀出凹槽. 这些凹槽的上部同另一

平整表面封接后就形成了管道 , 完成了微流控芯片

的构建 . 这种利用玻璃腐蚀工艺制作微流控芯片的

技术被广泛用于芯片电泳的应用中 . 这类材料同时

具有一定局限性, 因为它们通常具有很大的刚性, 在

玻璃或者硅片上要想实现微全集成所必需的微泵和

微阀等单元的制作是非常困难的 . 同时硅片在紫外

及可见光区不透明 , 限制了其用于光学尤其是激光

诱导荧光的检测 . 玻璃材料制备的微流控芯片在电

泳分离与分析上应用方便 , 但其在制备过程中对工

艺的要求相对比较严格 , 在大多数传统的化学与生

物学实验室内不易推广 . 这一类材料制备的芯片在

集成度上往往受到限制, 难以取得方法学上的突破. 

要实现大规模、高通量、多功能的集成, 需要发展更

合适的加工方法与新的制备材料. 1998 年, 美国哈佛

大学 Whitesides 研究组提出了软蚀刻(soft lithography)

的概念 [3,4], 并且演示了应用模型复制的快速成型法

制作微流控芯片的技术[5], 这一技术在几年内得以拓

展, 成为一种新型的微加工手段, 从此宣告微流控芯

片进入了以聚二甲基硅氧烷(poly(dimethyl siloxane), 

PDMS)为关键材料的时代[6]. 利用 PDMS 材料制备微

器件的一个主要特点是加工方便 , 不需要特别苛刻

的实验条件和昂贵的加工设备 , 这一优点促使微流

控芯片又进入了新一阶段的快速发展时期 . Effen-

hauser 等人[7]最先用 PDMS 材料做成微流控芯片用于

DNA 分析, 整个芯片利用电渗流来控制. 芯片的制备

不再神秘, 普通的实验人员也可以轻松完成.  

软蚀刻方法的基本制备过程如图 1 所示[8]. 首先

利用计算机辅助, 通过合适的程序进行管道设计; 之

后制备光刻掩膜 , 由于许多芯片中流体管道的宽度

处在几十至几百微米的量级 , 甚至可以使用高分辨

率的打印机将管道设计图打印在透明胶片上替代价

格昂贵的传统铬版掩膜; 再将光刻掩膜利用光刻技

术将掩膜图案转移到涂有光刻胶的硅片上. 以 SU-8

负性光刻胶为例 , 需要聚合的区域通过掩膜的透明

部分接受紫外照射后发生交联反应而聚合 , 未经过

紫外照射的区域则可以被显影液溶解 , 之后硅片及

其表面上剩下的突起的 SU-8 结构构成制作 PDMS 微

流控芯片的阳模. 做好模板后, 首先将模板硅片用含

惰性基团(如氟代烷基)的硅烷处理以防止下一步操

作时 PDMS 和硅片的永久键合. 然后将 PDMS 预塑

体(由两种不同化学官能化的硅氧烷组成, 按照一定

比例混合)浇铸到模板硅片上 , 之后将其处于 40℃

~80℃加速 PDMS 预塑体固化, 再将固化后的 PDMS

从模板上揭下来 , 用打孔针在合适的位置上打孔作

为溶液的进出口, 最后将 PDMS 基片带有管道的一

面与其他平面结合 , 进行可逆或不可逆性的密封完 

 

 

图 1  基于软蚀刻技术的芯片快速复制法[8]  
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成芯片制作.  

软蚀刻技术的出现, 为制备集成微流控芯片, 尤

其是与集成电路相类似的多功能、高密度集成微流控

芯片, 开辟了一条新的道路. 2000 年, 美国加州理工

学院的 Quake 研究组 [ 9 ]发明了多层软蚀刻技术 

(multilayer soft lithography), 巧妙地利用了 PDMS 材

料的弹性性质和聚合特性 , 在芯片上整合了可以快

速、准确控制流体流动的微型气动阀, 实现了在芯片

上高密度流体运动的控制 , 为高通量大规模的功能

集成提供了可能性. 两年以后, 他们以“微流控大规

模集成芯片”为题报道了集成有上千个阀门和上百个

微反应室的 PDMS 芯片, 实现了微流控芯片由简单

的单元操作到规模集成芯片的飞跃[10].  多层软蚀刻

技术是传统软蚀刻技术的重要拓展 , 它通过创造三

维交叠管道以实现简单有效的流体运动控制 , 主动

阀的功能即是通过在芯片中相互交叉的立体管道来

实现. 当对下层(控制层)施加正气压时, 处于两层之

间的薄膜会产生向上的变形, 如果气压足够, 可以很

好地封闭住上层(流体层)(图 2). 该种主动阀的反应

时间为毫秒量级, 压力在 100 kPa 量级. 用同样的方

法 , 他们在一条简单的流体管道上平行排列了三个

控制阀, 构成一种蠕动泵. 这种通过多层软蚀刻技术

制备的主动阀有体积小、密封性好、透光性好、响应

快、可精确驱动、高度集成化、使用时间长、制作简

单、成本低等优势, 被广泛使用到高通量的集成微流

控芯片中 . 这一技术在集成微流控芯片短短的发展

历程中具有里程碑意义 , 极大地推动了微流控技术

在化学和生命科学领域的应用 , 并解决了许多传统 

 

 

图 2  利用多层软蚀刻制备微流控压力可控阀门的示意图 

技术或者单一功能芯片无法解决的难题.  

2  集成微流控芯片的应用 

2.1  集成微流控芯片在细胞培养与控制中的应用 

细胞是生命的基本组成单元 , 细胞生物学是生

命科学研究的基础之一 . 我们已有的许多认识是建

立在针对大量细胞的系综平均结果基础上的 , 但是

近年来的深入研究使许多生命现象的发生过程已经

无法从系综平均上得以阐明 , 在少量细胞乃至单个

细胞层次上进行生命科学的研究呈现出了迫切的重

要性. 绝大多数细胞的大小位于微米尺度, 正好同微

流控芯片中的通道大小相适应 , 这一匹配为少数或

者单个细胞的操控提供了极为便捷的条件 . 集成微

流控芯片在操作上很强的可控性同时为进行原位的

细胞培养以及动态实时的微环境调控提供了可能性, 

在小体积内进行这样的实验还可以同时保持合适的

浓度、较短的传质时间、较快的时间响应和长时间的

动态追踪等.  

集成微流控芯片在发挥高通量优势同时 , 可以

锁定单个细胞 , 成功地进行细胞受激反应和调控的

长时间动态观察与研究 , 同时可以观察细胞间通讯

对于细胞生长的调节机制 , 得以了解生物体反馈机

制的真正奥秘 , 而不是由于系综统计数据造成的假

象. 如果能够定量的进行单细胞分析, 将会对生命过

程的细节有更深刻的认识. 斯坦福大学的 Zare 研究

组 [11]利用液体在微流控通道内层流的特点实现了对

单个 Jurkat T 细胞的俘获、破膜、染色、特定分子检

测等多个分析步骤 , 得到了在刺激下不同单细胞的

响应, 实验结果表明, 基于单细胞的分析手段可以揭

示许多在多细胞分析中被掩盖的个体区别 , 对于理

解细胞应激响应有重要作用 . 当然这种依靠层流方

式来获取一个一个单细胞的方法很难发展成为高通

量的技术, 而且工作条件对稳定性有很大影响, 通量

也很难得以扩大.  

为了实现高通量的实验 , 加州大学伯克利分校

的 Lee 研究组提出了一种在微流控芯片中加工大规

模的微拦截阵列以批量拦截单细胞的方法 [12]. 利用

PDMS芯片的双层结构, 在拦坝的下方与基底之间有

2 m 的缝隙, 允许液流通过但细胞却无法通过而被

拦截 , 这一简单的流体动力学方法即可以将细胞有

效地俘获 , 通过改变拦坝的形状还可以控制每个拦
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坝可以拦截的细胞数量 . 作者利用荧光分子探针分

析了单个细胞中羧基酯酶的活性 , 展示了这种系统

可以高效率地实现单细胞的分析研究 , 是一种高密

度显微成像的单细胞定量分析方法 . 格拉斯哥大学

的 Cooper 研究组借鉴这种单细胞拦截阵列的方法, 

对单肿瘤细胞对抗肿瘤药物的反应动力学进行了研

究. 细胞在芯片的拦坝上受到的剪切力较小, 结果表

明这种高内涵(high content)显微分析的方法对细胞

凋亡的有效评估可以与流式细胞仪相比拟 , 而且需

要的试剂量大大降低 , 操作也更为简便 [13]. 在传统

的药物筛选过程中常常需要大量的细胞培养、多条件

的筛选和专业化的人员配备 , 而集成微流控芯片高

通量、并行化、自动化的特点非常适合于药物筛选的

研究[14,15]. 麻省理工学院的 Thorsen 研究组[16]报道了

一种并行装载并培养细胞的阵列芯片装置 , 用于药

物毒性的筛选 . 细胞装载管道与毒素刺激物的管道

相垂直 , 在两种管道的交汇处有圆形的细胞捕获小

室, 每个小室中包含 8 个 U 型的细胞捕获结构, 经过

流体力学计算和设计使得这些结构可以均一地捕获

一定数目的细胞 , 同时保证每个小室内细胞数量的

相对均匀. 通过合理控制芯片上的气动阀门, 可以对

许多平行的细胞装载管道与毒素管道进行单独控制

操作. 他们在同一张芯片上制作了 576 个细胞培养小

室, 可以同时获得 3 种细胞(小鼠成纤维细胞, 宫颈

癌细胞, 牛内皮细胞)分别对 5 种不同毒素刺激物(洋

地黄皂苷、皂草苷、CoCl2、NiCl2、丙烯醛)的组合反

应. 该方法将细胞的装载固定、连续培养、药物处理

和结果分析等实验过程全部集成在一块芯片上.  

形成杂交细胞瘤和体细胞重组是生物学研究的

重要内容, 而控制细胞的融合是这些研究的基础, 也

是实验中面临的技术挑战 . 由于传统的方法很难解

决细胞高效配对与融合的问题 , 细胞在大规模上的

随机配对导致融合的效率不高 . 美国麻省理工学院

的 Voldman 研究组[17]采用集成微流控芯片技术, 加

工出双层的大规模微阵列用来拦截细胞 . 与简单的

细胞拦截芯片不同, 他们为了让不同细胞达到“A-B”

形式的配对 , 在每个微拦坝的背部加工了一个只可

容纳一个细胞的缺口 , 而在正面则加工了一个可以

容纳两个细胞的缺口. 实验中首先从反方向灌注 A

细胞悬液, A 细胞被拦坝背面的缺口拦截, 每个拦坝

只拦截一个 A 细胞. 然后溶液从正方向灌入, 使原先

拦截在拦坝背面的 A 细胞脱离落入下游拦坝的正面

缺口中. 由于层流的作用, 很少会出现两个细胞占据

一个正面缺口的情况. 最后 B 细胞从正向灌入芯片, 

进入正面缺口内剩下的一个细胞空间内 , 这样微拦

坝上拦截了的两个细胞就基本上成了“A-B”组合(图

3(a)). 两个单细胞的融合既可以用聚乙二醇(PEG)辅

助 , 也可以通过在芯片内上下两方集成的电极施加

脉冲电位来实现电穿孔融膜. 与传统方法相比, 微流

控芯片将 PEG 融合的效率从 6%提高到了 25%左右, 

将电融合效率从 11%提高到  50%以上 , 总体而言 , 

该方法将细胞融合的效率提高了 3~10 倍, 是对传统

方法难以控制和实现的问题利用集成微流控芯片得

以解决的一个范例.  

在与细胞相关的实验操作中 , 高通量和长时间

的培养常常是必须的步骤 . 在培养过程中进行实时

的微环境调控、形态观察、生化检测等操作往往会带

来污染的风险 , 对保证实验的平行性和重现性也带

来挑战 . Quake 研究组在他们发展的大规模集成微

流控芯片的基础上提出了一种全过程自动化的高通

量活细胞培养微流控系统[18]. 该系统集成了 96 个可

独立寻址的微培养腔 , 每个微腔的工作体积只有   

60 nL, 这种独立的高通量培养微腔和可控性适合各

种自行设计的细胞培养实验和筛选研究(图 3(b)). 作

者在该芯片上培养人间叶干细胞 (Human primary 

mesenchymal stem cells), 研究了短期刺激对细胞增

殖和细胞中碱性磷酸酶活性的影响 . 细胞可以在芯

片上连续培养 240 h 以上, 结合自动控制的荧光显微

镜可以在无人值守情况下完成整个实验过程 . 这一

成果充分展示了大规模集成的微流控芯片作为一种

新的细胞培养和研究工具的高效性和普适性.  

除了通过高通量的实验获得大量数据用于统计

分析外 , 进行高时空分辨的细胞受激响应研究是认

知细胞内部生化反应过程的必要手段 . 集成微流控

芯片在实现细胞分析的时间与空间分辨上有很大的

灵活性, 具有不可替代的优势. 通过芯片的精确控制, 

目的细胞可以被分配到芯片上指定的位置 , 通过定

时、定点的刺激来实现高通量的细胞刺激并可以实现

原位实时观测 .  加拿大不列颠哥伦比亚大学的

Hansen 研究组[19]近期一篇报道利用多层软蚀刻技术

制备的芯片采用半压阀门控制捕获悬浮的酵母细胞, 

在一块芯片上集成了 2048 个半压微阀, 以实现 8 个

细胞系、每个细胞系同时进行 32 种定时刺激、每种

刺激有 8 个并行实验的全目标. 整个实验通过自动 
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图 3  集成微流控芯片对细胞的操控与全自动培养 
 (a) 利用芯片的加工对 A 和 B 细胞配对精确控制, 并在芯片上进行高效率细胞融合[17]; (b) 全集成微流控芯片对细胞的全自动化连续培养[18] 

的实时控制和显微图像拍摄来获取大量数据 . 这一

实验展示了高集成度的微流控芯片作为一种新的细

胞生物学研究工具 , 在系统生物学研究领域具有巨

大潜力.  

集成微流控芯片在细胞培养特别是细胞微环境

控制和单细胞培养上的优势是明显的 , 芯片体系可

以自动化地进行许多细胞培养、分离、富集以及分析

步骤, 大大减少了人为误差、人力资源和试剂消耗. 

即使与成熟的孔板技术相比 , 集成微流控芯片所消

耗的试剂更少、实验通量更高, 还可以摆脱孔板实验

中边缘效应的干扰, 具有很好的潜力. 当然, 集成微

流控芯片在细胞培养和操控上也存在一些局限性和

挑战. 首先, 芯片可以做得集成度很高, 但是外部的

控制设备过于复杂, 如何简化芯片的操作, 使之更适

应于化学家和生物学家的工作习惯 , 是需要不断加

以改进的技术问题; 其次, 芯片中细胞以及其他试剂

的注入与回收存在许多芯片外的消耗 , 这些消耗存

在于连接管道、移液附件、外置泵体等处, 往往超过

了芯片上的消耗, 如何解决这个“世界到芯片”的界

面问题, 也需要不懈的努力; 第三, 在芯片内, 由于

微环境可以精确控制, 且由于体积很小, 传质转热等

过程都比较迅速, 这些环境如何在其他体系中再现, 

使许多过程可以移植到更大规模的实验中 , 也常常

成为一个难题.  
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2.2  集成微流控芯片在核酸与蛋白质研究中的 

应用 

核酸与蛋白质是两类最为重要的生物大分子 , 

对核酸和蛋白质的结构、功能及调控过程的认识与研

究为人类在分子水平上研究生命的本质奠定了基础. 

微流控芯片技术是研究核酸和蛋白质的良好平台: (1) 

芯片上的液体消耗量极小 , 可以对极微量液体方便

地进行操控 , 对于核酸和蛋白质这些生物大分子而

言,可以减少样品量、增加浓度, 并且有利于实现核酸

和蛋白质的快速并行化分析; (2) 芯片的尺度在微米

范围 , 该尺度下不仅仅传质和扩散速度很快有利于

分析过程的许多操作快速完成 , 而且小尺度还具有

常规尺度下不具备的某些性质如层流 , 电渗等可以

很好地应用到分离分析中; (3) 集成化的多功能芯片

实现了在极小尺寸下多个实验操作步骤的整合 

和流程化操作, 在核酸和蛋白质的分析中, 可以从细

胞的培养开始, 通过消化、裂解、提取、富集、纯化、

标记、分离、信号放大、结果读出等多个操作环节, 完

成全部的操作得到最终数据 , 有助于减少样品损失

和避免污染与实验操作人为误差.   

加州大学伯克利分校的 Mathies研究组[20]报道了

一种用于超高通量基因分析的微流控装置 . 整个装

置设计在一个直径为 200 mm 的圆盘状玻璃片上, 由

384 条以辐射状排列的毛细微流管道组成. 分析时, 

可以将样品加入到芯片边缘的储液池中 , 之后样品

通过 8 cm 长的微流管道进行分离, 最后用自制的四

色旋转共聚焦荧光扫描仪进行检测. 利用该装置, 在

325 s 的时间内完成了 384 个在人的 HPE 基因中与血

色沉着病相关联的 H63D 突变体的分析. 这种 384 道

微毛细管阵列分析电泳(CAE)制作简单, 可工业化

生产, 将会大大提高筛选的速度, 有望成为一种有力

的分析工具 . 该研究组最近报道了利用电泳技术在

芯片上对基因沉默细胞群中的单细胞进行基因表达

量的全集成分析 . 该研究组最近报道了利用电泳在

芯片上实现了基因沉默处理的细胞中的单细胞的基

因表达量的全集成分析[21]. 该方法将单细胞捕获、细

胞裂解、cDNA 合成、亲和富集、电泳检测全部功能

集成在了一块芯片上, 整个分析过程只需要 70 min

左右(图 4). 集成在微腔中的微金“岛屿”通过寡核苷

酸的修饰和表面修饰有互补链的细胞相互作用 , 由

于“岛屿”的面积(25 m2)仅够容纳一个细胞, 所以每

次分析严格地只分析一个单细胞 . 细胞被捕获后通

过裂解和逆转录合成 cDNA 片段, 在经过 30 次循环

的聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)

扩增后基因信号被显著地放大 , 集成在芯片管道上

的一段亲和凝胶柱将待测基因片段进行有效的富集

之后通过电泳的分离检测得到目标基因与对照基因

的相对表达量 . 最终得到的基因沉默效率的结果与

常规大量细胞的分析结果有明显不同 , 在对单细胞

进行分析的结果显示按沉默效率来分类细胞可以被

分为两个大致的亚群, 基因沉默的效率分别为 100%

和 50%, 而这种细节信息在常规大体相群体细胞的

分析中被完全“遮盖”了 . 集成微流控芯片的作用的

优势不仅在于实现了高通量的并行操作和把多步实

验步骤自动化处理, 更重要的是, 它提供了可靠、高效

的新实验方法, 而这样的实验, 利用传统的分子生物

学实验器材很难获得可靠的结果.  

染色质免疫沉淀的方法是经典的研究 DNA 与蛋

白相互作用的方法,可以精确地定位与蛋白结合的基

因位点. 传统方法依赖于有经验和技巧的实验人员, 

需要细胞量大 (105~107), 单次实验时间长 (2~7 天 ). 

Quake 研究组 [22]将这一方法在高度集成的微流控芯

片装置上得以实现 , 芯片中环形管道上的阀门既可

以独立使用, 也可以配合使用形成蠕动泵. 对其精确

控制确保了每一步反应不被过量地稀释以及反应的

充分与完全 (图 5).  最终通过在芯片上的填充柱将

目标 DNA 片段捕获和富集, 在芯片外完成定量 PCR

测定. 该方法克服了体相系统实验中的许多局限性, 

实验仅需要 2000 个细胞就可以完成, 实验过程中的

孵育时间由过夜缩短至 2 h, 整个实验完成缩短至一

天之内 , 并且自动化的芯片控制系统可以无需有经

验的技术人员控制免疫沉淀实验中的细节 , 确保实

验的成功和平行性.  

2006 年, Quake 小组[23]利用集成微流控技术发展

了针对单个细胞的 mRNA 富集和扩增芯片, 进行高

灵敏度的基因表达研究. 在常规方法中, 由于 mRNA

降解、非特异性吸附等问题的存在, 在 mRNA 纯化、

cDNA 合成过程中不可避免存在样品残留或损失问

题 , 因此要获得可靠的实验结果必须依赖于大量细

胞的分析 . 而利用集成微流控芯片高通量和多功能

化的特点, 将单细胞捕获、裂解、mRNA 纯化、cDNA

合成以及 cDNA 纯化五步反应整合在一块芯片上 , 
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图 4  集成微流控芯片对单细胞中基因表达量的全集成分析过程示意图[21]  
A~C: 单细胞被捕获在微金“岛屿”上; D, E:  细胞被裂解, mRNA 逆转录合成 cDNA, PCR 扩增; F:  一段亲和柱有效富集目标基因片段; G: 目标

基因片段电泳分离与检测. 全过程在 80 min 之内完成  

 

图 5  集成微流控芯片对 2000 个左右细胞进行染色质免疫沉淀的研究[22]  
(a) 芯片设计结构示意图, 4 个环形管路设计可以在一次实验中对 4 组样品平行测定; (b) 染色质免疫沉淀的基本过程示意图  
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有效降低了样品损失, 快速、高效地实现了对单细胞

中低拷贝数 mRNA 的分析研究 . 同年 , 哈佛大学  

谢晓亮教授研究组利用β-半乳糖苷酶基因作为报告

基因结合单分子荧光技术和微流控技术将单个的酵

母细胞封闭在微流控芯片的微培养腔室中 , 研究了

单个细胞中蛋白表达的随机性 . 芯片为单个酵母细

胞提供了相对封闭的微环境, 使得β-半乳糖苷酶催

化生成的荧光产物即使很快地被泵出到细胞外也可

以在微腔室中积累到足以被检测到的浓度 [24]. 最近, 

谢晓亮研究组利用集成微流控芯片结合单分子荧光

显微技术, 对培养于微管道中的大肠杆菌基因文库进

行单分子 mRNA 和相应蛋白表达量的荧光标记和高通

量成像分析. 结果表明, 在任意给定的基因文库中, 单

个细胞内 mRNA 的表达水平与对应蛋白的表达水平

没有呈现相关性 [25]. 这种关联性缺失的原因在于

mRNA 与蛋白质在细胞内的寿命大不相同, 所以在

任意时刻 , 单个细胞内的蛋白组和转录组是有显著

区别的. 该研究为在单细胞单分子水平揭示蛋白组调

控和转录组调控的研究提供了新的平台和思路(图 6).  

PCR 方法是核酸研究的利器, 它能够复制特定

的核酸序列, 使其不断扩增. 这一方法已经广泛应用

于生命科学的各个领域, 为其带来革命性的变化. 但

常规 PCR 存在耗时长、操作繁琐、试剂消耗量大等

缺点 . 集成微流控芯片以其在微小体积下显著改善

热能传输、极大提高热循环速度、降低昂贵试剂的消

耗等优势, 为 PCR 操作的进一步优化提供了一条可

行的途径 .  充分利用微流控芯片高通量的优势 ,  

Mathies 研究组 [ 2 6 ]报道了功能高度集成化的芯片
 

 

图 6  集成微流控芯片用于分析单个细胞中的单分子水平的 mRNA 和蛋白质表达[25]  
(a) 荧光标记的寡聚脱氧核糖标记单个 mRNA 分子, 黄色荧光蛋白融合的基因标记表达后的蛋白分子; (b) 芯片俯视图和实验装置示意图;   

(c) YFP 在细胞中的表达, 显示出被转录和翻译的基因; 与该基因对应的 mRNA 被转录; (d) 在某时刻时的 mRNA 转录水平和对应基因的蛋白 

质被翻译水平关系图, 表明在该时刻转录水平和翻译水平之间没有显著的相关性  
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(图 7(a),(b)), 在该芯片上可以完成对 RNA 的分析, 

即可以将逆转录聚合酶链式反应(RT-PCR), 扩增产

物的电泳分离和荧光检测在同一张芯片上完成 . 这

种芯片不仅高度集成化, 而且极大缩短分析时间(整

个过程可以在 45 min 内完成)、减少样品消耗、避免

交互污染、提高检测的灵敏度(RNA 分子的检出下限

可达到 11 个拷贝), 从而可用于单细胞的基因表达分

析 . 他们用该装置检测出了正常的乳腺组织和癌变

的乳腺组织中 RNA 表达的不同.  

微流控技术还可以用于 DNA 的富集和扩增. 在

微流控芯片内进行基因扩增 , 特别是针对单个细胞

的基因型分析和测序样品准备上, 和传统方法相比, 

具有单个实验用量小(纳升甚至皮升)、利于高通量集

成、便于控制平行实验条件等优点. Quake 小组[27]开

发的数位化 PCR 芯片(图 7(c),(d))集成了大量纳升微

反应室, 当含有目的基因序列的样品被适当稀释后, 

目的基因拷贝数在反应室中的分布符合泊松分布规

律. 经过 PCR 过程, 最后观察反应室中产物的有无, 

即可通过计数反推得到目的基因的拷贝数 . 他们通

过从环境土壤中分离无法进行实验室培养的微生物

种群 , 扩增并分析了参与白蚁及其共生体系中的关

键酶的编码基因, 发现了未知的以核糖体 RNA 为基

础的共生生物物种 [28]. 这一方法还被成功运用于产

前诊断中 ,  通过对母亲外周血内来自胎儿的游离

DNA 的测量进行产前染色体畸变疾病的筛查 [29,30]. 

这样的装置 , 在对单细胞检测有重要需求的干细胞

研究和测序研究可以大大提高效率、减少实验的成本

并减小实验误差, 利用大规模集成的数位化 PCR 微 

 

 

图 7  集成微流控芯片用于聚合酶链式反应(PCR)应用实例 
(a) 多通道 RT-PCR-CE 芯片结构示意图, 在 1 块 100 mm 直径的芯片上集成有阻抗加热元件、加热电极引出条、Ti/Pt 感应温度传感器、PCR

反应腔室、电泳分离通道和 PDMS 气动微阀; (b) 反应腔室区域放大图[26]; (c) 数位式集成化 PCR 微流控芯片示意图, 深色, 反应微腔室; 浅色, 

微阀; (d) 数位式集成 PCR 反应结果图[28] 
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流控芯片来进行基因组测序样本的质量控制 , 已经

取得了很好的效果, 为测序实验的成功提供了保证.  

传统的核酸微阵列芯片依赖于高通量的自动点

样系统, 溶液的体积通常在微升级别; 有些其他方法, 

如超声聚焦和压电喷液等 , 可以实现皮升级别的液

体自动分配和点样 , 但是通量较低且商品化仪器价

格昂贵 . 我们开发了一种全新的高通量开放式纳升

级液体点样芯片(图 8)[31]. 该芯片通过气压推动液体

在微管道中流动, 液滴进而由开放式出口挤出, 通过

编程控制各个液滴可寻址性的进入玻璃芯片上对应

位置的微孔. 定量 PCR 结果证实了该芯片的高度并

行性、重复性和可控性. 便捷的操作和开放式接口的

设计, 使该芯片在高通量核酸定量分析、高通量药物

筛选等领域具有广阔的应用前景.  

在免疫分析中最为人们所熟悉的检测手段之一

就是 ELISA(酶联免疫检测), 传统方法在操作过程中

需要受过专门训练的技术人员进行操作而且费时费

力, 为一些重要疾病的诊断与治疗监测带来麻烦. 利

用集成微流控芯片的优势有望实现自动化且方便的

ELISA 检测. 在相对复杂的集成微流控芯片操作中, 

控制流体的运动是关键 , 巧妙地驱动液体运动可以

大大简化芯片的使用难度. Lai等人[32]报道了一种 CD

光盘式的用来进行酶联免疫分析(ELISA)的微流控操

作平台 . 整个微流控操作平台建立在一张塑料圆盘

上, 像 CD 唱机旋转唱片一样旋转圆盘, 利用离心力

和毛细管力来驱动反应中涉及到的溶液 , 酶联免疫

分析的每一步反应的进样靠控制圆盘的旋转速度来

自动控制 . 他们用该种装置来进行杂交瘤细胞中鼠

的 IgG 分析, 结果显示, 与传统的 96 孔板的分析相 
 

 

图 8  微流控微分配装置示意图[31] 
微分配芯片在精密步进电机的带动下配合下方微池芯片实现高通量

的自动化溶液分配 

比 , 该方法具有相同的检测范围但却消耗更少的试

剂和更短的时间, 满足了医学诊断的需求.  

规模集成化微流控芯片装置不仅可以在微尺度

上实现常规生物学方法建立起来的检测体系和技术, 

而且可以实现很多常规手段和技术难以实现和达到

的研究. 比如：基因的表达与调控是生物学研究的核

心问题之一 , 不同水平的基因调控都涉及到特定蛋

白因子之间或蛋白因子与 DNA 或 RNA 之间的弱相

互作用 , 传统方法缺乏实现对弱相互作用进行高通

量研究的手段. Quake 实验室[33]利用机械力限制捕获

的方法展示了一种高通量微流控芯片平台 , 用于测

定转录因子的结合能谱 . 该芯片将气动微阀设计成

了纽扣形状 , 在下压关闭时可以与下底面的位点直

接接触而保留受较弱相互作用而结合的分子 . 基于

此设计该研究组实现了对真核细胞转录因子与 DNA

之间结合能谱的描绘(图 9(a)). 该方法可以实现不同

转录因子与 DNA 结合能测量的高通量与并行化, 为

理解体内真核细胞转录因子参与基因的表达与调控

提供了可参照的技术平台 . 同样利用该机械力限制

捕获的设计, Quake 实验室[34]在集成化的微流控芯片

平台上结合蛋白体外翻译系统实现了对肺炎链球菌

43 个蛋白之间相互作用的研究. 在两个相邻的微腔

室中, 各自在基底上采用核酸和蛋白的点样, 其中一

个微管道中集成有纽扣式下压微阀作为机械限制力, 

在蛋白相互作用之后可以保留蛋白之间的弱相互作

用力和测定蛋白之间的亲和作用(图 9(b)). 该项研究

发现了很多肺炎链球菌中新的蛋白相互作用对 , 验

证了反馈调节在代谢调节中的普遍机制 , 并且证实

某些蛋白在调节中扮演了多重调节角色.  

Ｘ射线衍射法是研究蛋白质分子三维结构的主

要研究手段 , 如何快速得到高质量蛋白质晶体成为

结构生物学发展的瓶颈 . 高度集成化的微流控芯片

为蛋白质结晶条件的高通量、快速筛选提供了一个很

好的平台. 并且在微流体系的微小尺度下, 因密度差

异导致的自然对流可以忽略不计而自由扩散成为物

质交换的主导因素 , 为蛋白质结晶提供了一个非常

有利的动力学环境. Quake 实验室[35]在大规模集成微

流控芯片制作的基础上通过一系列微泵和微阀的集

成构建了可以实现多种溶液方便定量混合与操纵的

芯片, 成为“自动化配方”式微流控芯片装置, 应用该

芯片研究了木聚糖酶在不同沉淀剂配方条件下的晶

相变化 .  该方法较之传统方法的结晶筛选效率提 
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图 9  高通量集成微流控芯片中利用机械力限制捕获弱相互作用保留测定和绘制转录因子和蛋白相互作用谱图 
(a) 集成 2400 反应腔室和 7233 个微阀的芯片示意图, 测定转录因子与目标 DNA 结合作用力的测定过程[33]; (b), (c) 利用体外蛋白翻译系统结

合芯片中限制捕获弱相互作用保留研究蛋白间相互作用芯片示意图和实际测定中的荧光照片[34]  

高了 72 倍(图 10(a)). 这一方法及之后的改进与发展

已经成功运用于结构生物学的研究中 , 提高了获取

晶体的成功率并节省了人力资源的消耗. Ismagilov

实验室利用油相将含有不同种类、浓度配比的蛋白

质、沉淀剂和盐溶液的水相分散成一个个独立的液体, 

进行蛋白质结晶条件的高通量筛选 , 并且该方法生

成的蛋白质结晶产物可以保存在毛细管内直接进行

原位Ｘ射线衍射分析(图 10(b))[36]. 在相似的液滴芯

片中, 该实验室还利用蒸发扩散的原理, 使水分子在

渗透压的作用下从低盐浓度的蛋白质结晶液滴中扩

散到高盐浓度的溶液液滴中 , 从而使结晶液滴中蛋

白质浓度逐渐升高达到饱和 , 进而形成结晶 [37]. 最 



 
 
 

    2011 年 8 月  第 56 卷  第 23 期 

1866   

 

图 10  集成微流控芯片中研究蛋白质结晶条件的高通量筛选  
(a)  “自动化配方”式微流控芯片装置结构示意图与芯片实物图, 微阀

与微泵的配合形成定量式的微注射于微混合器, 定量控制不同溶剂

与沉淀剂所占的比例[35]; (b)  利用集成微流控芯片微液滴技术研究不 

同条件下膜蛋白的单晶形成和分子结构[36]  

近, 该实验室利用自由界面扩散和“滑动”芯片技术设

计了可以进行大规模蛋白结晶条件筛选的实验[38]. 用

芯片上下两层之间的相互滑动控制可以实现预先分隔

开来的蛋白溶液和沉淀剂通过自由界面扩散混合, 大

规模的集成可以进行多个蛋白样品的平行实验和多个

条件的筛选. 该技术在芯片的设计上巧妙地利用了输

送液体管道的宽度变化实现了同一条件下的不同反应

平衡时间的选择(图 11), 为了解决在滑动过程中有可

能产生的溶液渗漏问题, 他们在芯片的平面上蚀刻了

纳米尺度的点阵列, 使得表面的疏水性大大提高, 这

样就限制了溶液从管道和储液池渗透出来. 最终在 3

块芯片上实现了的 480 个独立的条件实验, 每个蛋白

样品仅消耗了 12 L, 在芯片上成功结晶了烯酯酰辅

酶 A 水合酶和四氢叶酸还原酶. 这类“滑动”芯片虽然

在结构集成上比较简单, 但是在操作上集成了机械运

动, 大大拓展了芯片的使用范围, 值得关注. 

 

 

图 11  滑动微流控芯片进行蛋白结晶条件筛选实验[38]  
(a) 芯片实验过程示意图; (b) 不同管道构型和尺寸在实验过程中控制蛋白结晶反应平衡时间实验照片  
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以上实例均反映了集成微流控芯片在生物大分

子研究中的独特作用 . 现代分子生物学的实验通量

越来越高、单个实验可以提供的样品量越来越少、高

精度的重复劳动所占比例逐渐增加 , 这些都意味着

集成微流控芯片有望成为下一代的试管和多孔板 , 

成为分子生物学实验的常规方法 . 在实现这个目标

之前, 还有一些困难需要被克服: (1) PDMS 材料虽然

大量被使用, 但是其表面容易吸附蛋白质分子, 对某

些实验会带来影响, 如何对 PDMS 表面进行改性, 或

者使用其他材料使其不容易吸附生物大分子 , 是一

个重要问题; (2) 芯片实验往往针对特定的实验需要

进行芯片的设计 , 分子生物学实验的步骤和试剂多

变, 如何能够设计一些通用性强的芯片, 可以很容易

的被生物学家们热爱并使用 , 是一个亟需解决的问

题; (3) 如何在不断简化操作与设计的同时, 增加芯

片处理的通量 , 将符合后基因组时代利用微量样品

进行超大规模实验的需求.  

2.3 芯片上的化学合成 

传统的化学合成通常在烧瓶 , 烧杯等大体积的

容器中进行, 为了获得更快的热传导、物质扩散和反

应过程, 进一步提高反应的选择性, 人们开始关注在

微反应器中进行化学合成 , 而这种微量的化学合成

与生物医学的需求正好吻合 . 例如在核医学影像检

查中 , 一个重要的技术是正电子发射计算机断层扫

描(positron emission computerized tomography, PET), 

该方法中常用的一个示踪物质 2-18 氟-2-脱氧葡萄糖

(2-deoxy-2-[18F]fluoro-D-glucose, [18F]FDG)的常规合

成需要训练有素的工作人员使用放射性药物合成的

特殊设备, 花费几十分钟的工作时间 . 18-氟的半衰

期却只有 110 min, 反应过程不得不花费的时间为该

技术的临床应用带来了一些局限性 , 例如需要加大

放射性原材料的剂量和使用更大规模的设备等等 . 

Quake 研究组和加州大学洛杉矶分校的放射药物学

家合作, 利用合理设计的微阀与微泵, 将[18F]FDG 合

成中的氟化物富集、脱水、标记、脱乙腈、水解五步

反应高度集成在微流控芯片上(图 12(a)), 使[18F]FDG

合成全过程缩短至 14 min, 并将合成产物直接注射

入小鼠体内, 利用 PET 得到肿瘤分布的清晰图像[39]. 

这一实验表明 , 在芯片上实现化学合成并非只是简

单地在小体积反应器内重现反应过程 , 而是可以带

来更多的优势.  

由美国诺贝尔化学奖获得者夏普利斯(K. Barry 

Sharpless) 实验室发展出一项名为点击化学 (click 

chemistry)的新合成方法成为化学合成与药物发现领

域的重要耦联技术之一, 通过该方法能够产生一系列

高立体选择性的产物, 且其副产物无害. 反应本身对

氧气和水不敏感, 具有高效率和高控制性的特点. 将

这项技术与集高通量、高度自动控制等特点于一身的

集成微流控芯片结合, 美国加州大学洛杉矶分校的曾

宪荣研究组选择经典的 bCAII 点击化学体系, 在一块

芯片上验证了同时进行 32 个同位点击化学反应的高

效性和稳定性, 并且极大的减少了珍贵样品如蛋白质

的消耗[40]. 这一成功范例展示了微流控芯片在高通量

合成、筛选新型药物产业中的潜力, 使得原先费时、

费力、费钱的规模化合成实验以全新的方式来实现.  

2007 年, Quake 实验室[41]报道了利用全氟聚醚

(PFPE)材料通过集成微流控芯片实现高质量核酸合

成的结果(图 12(b)). 在合成过程中, 需要使用到二氯

甲烷等对 PDMS 材料有强溶胀能力的有机溶剂, 而

PFPE 材料对绝大多数有机溶剂具有很好的抵抗能力, 

同时其力学行为和 PDMS 接近, 具有很好的弹性, 可

以利用多层键合的方式加工集成微流控芯片 , 文章

以 DNA 合成为例, 演示了集成微流控芯片在多步复

杂有机合成中的潜在用途. 芯片上 DNA 分子的合成

和传统方法相比没有本质的区别 , 因其具有样品低

消耗的优势 , 他们采用  (1S)-(+)-(10-camphorsulf 

onyl)oxaziridine(CSO)作为氧化剂替代传统实验中使

用的廉价碘剂, 进一步提高合成的准确性. 利用化学

方法合成寡聚核酸分子 , 是现代生物学实验的重要

依托手段之一 . 传统的方法是采用商品化的核酸合

成仪通过设定不同的核苷按照一定次序逐步加成来

实现的. 这一方法发展到现在已经非常成熟了, 采取

固相有机合成技术 , 每一个核苷的加成一共经历了

去保护、加成、氧化、封闭等 4 个化学反应步骤, 4

个步骤完成一次的总产率一般都可以保持在 99%以

上. 在集成微流控芯片内合成的寡聚 DNA 分子在分

子生物学的研究中具有重要的应用价值 , 首先产物

的量大小合适, 在 pmol 量级, 特别适用于大部分分

子生物学实验 , 大大减少了原料的浪费和废液废料

的产生; 其次, 通过合理的布局, 可以实现核酸文库

的合成 , 这对于高通量的生物学研究具有重要辅助

意义. 最近, Quake 实验室[42]在 PDMS 上对上述合成

方法进行了推广, 在一块芯片上同时进行 16 个寡聚 
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图 12  集成微流控芯片用于化学合成的研究 
(a) 规模集成式芯片用于操控液体在芯片中合成 2-18 氟-2-脱氧葡萄糖芯片核心结构与过程示意图[39]; (b) 用于合成寡聚核苷酸分子的集成式

PFPE 微流控芯片实物图[41]  

核酸序列的合成 , 并通过连接酶将其拼装成一段基

因 . 这一技术对于合成生物学的发展将带来重要的

技术支持, 利用微流控芯片进行高通量 DNA 合成将

是这个领域的发展趋势.  

集成微流控芯片进入合成化学领域 , 并不能取

代现有的绝大多数有机合成所使用的容器和方法 . 

芯片上的合成化学必须适合于这个特殊的体系 , 并

可以利用这个体系带来其他传统体系无法提供的便

捷或效率. 在组合化学、有机合成方法学、生物无机

化学、化学生物学、核酸化学等相关的领域, 由于其

受到现有手段的很多制约 , 是利用集成微流控芯片

寻找突破口的最好切入点.  

3  结论 

集成微流控芯片已经成为深入分离分析、化学合

成、药物微分析系统、分子免疫学、快速诊断系统、

分子生物学、细胞生物学、神经生物学、系统生物学、

结构生物学、组织生物学、微生物学等一系列应用研
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究领域的综合性、多学科、多领域的交叉学科研究热

点 . 大规模集成型芯片不仅可以实现许多化学和一

些传统生物学实验的自动化操作、检测与分析, 而且

可以大大减小样品、试剂和时间的消耗, 极大地提高

实验的通量, 减少实验中废弃物的产生. 更重要的是, 

集成微流控芯片不仅仅是简单地对传统意义上的化

学或生物学实验进行微型化的集成 , 它提供了一种

全新的理念和技术平台 , 使得原先在传统的化学和

生物学手段下很难完成或不能完成的某些实验能够

得以顺利地实现.  
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Microfluidic chips represent a new opportunity for performing chemical or biological experiments at the micrometer scale with spatial 
and temporal control of the microenvironment. This technology has a number of advantages, including low reagent consumption, time 
savings and large scalability. Application of highly integrated microfluidic devices holds significant promise in chemistry and life 
science research. This review covers the basic concepts of integrated microfluidic chips with their applications in cell biology, protein 
analysis, nucleic acids research and chemical synthesis. In particular, novel applications in single molecule studies and high-throughput 
experiments will be presented. Many subjects that were previously challenging or impossible to manage with conventional methods are 
now potentially accessible using integrated microfluidic chips. 
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