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基于 !"#法的新型 $%&提取微芯片的制作和研究

陈 翔 崔大付" 王 利 赵 强
（中国科学院电子学研究所 传感器技术国家重点实验室 北京 0###3#）

摘 要：在生物医学和临床诊断中，F,(提取是关键的步骤。随着生物分析仪器的小型化和芯片化，有必要制作
F,(提取芯片。固相提取法（G%&+;4HC7E2 98I*7=I+%@，GH9法）是近年来实验室常用的 F,(提取方法，其操作简单，时
间消耗少，但是基于 GH9法制作的微芯片报道较少，利用硅微加工工艺制作 F,(提取芯片，并使用 GH9法进行 HJK
产物中 F,(提取实验及大肠杆菌培养液中 F,(的提取实验。此芯片可以在半个小时内完成 F,(的提取，易于和
别的芯片（如 HJK芯片等）整合，具有很好的发展前景。
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随着微机械加工技术和 OJ工艺的发展，生物医学和临
床诊断上的仪器以及分析方法的小型化引起人们极大的关

注。由于体积的减小，减少了试剂的消耗，缩短了反应的时

间，同时使高通量，大规模的检测成为可能。因此，近几年

来，关于这方面的研究越来越多，尤其是基于微机械加工的

生物芯片得到了迅速发展。在 F,(分析和疾病检测中，常
常需要进行 F,(提取、F,(扩增和 F,(分离检测等步骤。
目前，F,(扩增芯片和 F,(电泳分离芯片的研究比较多［0］。
而 F,(提取芯片研究较少，不利于生物芯片的集成化和自
动化，因此有必要进行 F,(提取芯片的研究。
目前 F,( 提取芯片采取的方法有：超声波法［" P !］，热

法［5］，介电电泳法等，这些方法各有优缺点，近年来 GH9法引
起了人们的关注。GH9法是利用一些固体物质的表面，如硅
表面、玻璃、离子交换树脂或者经过修饰的磁珠等特异的吸

附 F,(［- P 0/］。这种方法的好处是 F,(的降解较少，结合使
用蛋白变性剂和 K,(降解试剂，可以使 F,(的纯度和产量
得到提高。且 GH9法操作步骤较少，可以适应不同的样本。
目前利用 GH9法制作芯片进行 F,(提取的报道较少，较早
利用 GH9法制作芯片的如 1+7@等［0!］制作的样品制备芯片，
将硅微珠放置在毛细管内，提取 F,( 整个过程时间为

/#:+@；Q%&<2［05］改进此方法，将硅微珠固定在溶胶的微沟道
内，能在 "5:+@内完成提取纳克级的 F,(。JC*+EI2&等［0-］利用
深刻蚀技术在硅片上刻出许多小柱，利用此结构捕获 F,(。
这些方法或是将硅微珠固定在芯片内，或是采用深刻蚀技

术，方法都较繁琐。

本文采用硅微加工工艺制作微流体型的 F,(固相提取
芯片，此方法微加工的工艺较简单，且易于和别的芯片集成。

本文利用 GH9法使用此芯片进行 HJK产物中 F,(提取实验

及大肠杆菌培养液中 F,(的提取实验，并对不同浓度的试
剂对实验的影响以及捕获效率等进行了初步的探索。

’ 材料和方法

’(’ 材料
盐酸胍（R>7@+;+@2 CS;*%=C&%*+;2，R>TJ&）、1*+E试剂购自华

美生物工程公司，；UVT、异丙醇、TJ&和负性胶 W,/#/购自
北京化学试剂有限公司；硅片为国产双面抛光硅片；GXWK4
R*22@4O 核酸荧光染料购自 W+%QC+II7Y2* L%&2=>&7* ())&+=7I+%@E
（K%=Y&7@;’ L2 Z’ G’(）；实验所用荧光显微镜为 V&S:)>E W[4
50；HL1（光电倍增管，HC%I% L>&I+)&+2* 1>\2）购自北京滨松公
司；大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）FT5!及 HJK产物由动物所提
供，HJK产物为"47=I+@基因扩增产物，产物为单一带，扩增产
物长度约为 0Y\。
’() 芯片设计和制作
芯片设计版图如图 0所示。沟道宽度为 "###:，芯片为

"=: ] 0=:。芯片制作：硅片清洗，生长氮化硅作为掩膜，甩负
性光刻胶 W,/#/，U7*&E>EE L(!型光刻机上曝光后显影。在
等离子刻蚀机上用 G6-打掉氮化硅，各相异性腐蚀液腐蚀沟
道深度至 0"##:。生长氧化硅，然后等离子刻蚀机上用 G6-
打掉氮化硅，键合玻璃上与芯片进样池和出样池相对应的地

方打孔，硅片和玻璃进行键合。芯片进样池接蠕动泵以导入

样品。

’(* 实验过程
’(*(’ HJK产物回收：（0）芯片清洗：芯片在使用前注入硝
酸，室温放置 5:+@后用 19溶液清洗沟道 /次。（"）F,(样
品吸附：F,(样品取 0#̂，加入 "##̂ -:%&_^ R>TJ&，混合均匀
后从进样池导入到芯片中，控制流速在 "#̂ _:+@，在废液池收
集 5#̂ 回收液，设为样品 0。（/）芯片清洗：从进样池注入



!"#异丙醇清洗沟道，流速约为 $!%&’()，时间为 *’()。在废
液池收集 $!%回收液，设为样品 +。（,）-./洗脱：加入 $!%
01，室温放置 2"’()，收集回收液，设为样品 *。继续加入 01，
连续流动，在废液池连续收集 $!%回收液，分别设为样品 ,，
样品 $。（$）结果检测：收集的样品加入 2!% 3456 7899) :
（2;2"""），在荧光显微镜下观察结果，结果分别用 <<-和光
电倍增管（=>0）读出。为消除非特异性信号的影响，在 =>0
实验中，每个样品的 =>0原始数据减去阴性对照的读数所
得的值为该样品的最终 =>0值。阴性对照为 $!% ??@+ A溶

液加入 2!% 3456 7899) :。

图 ! 芯片版图设计示意图
B(CD2 %EFGHI GJ IK9 LK(M

/D 0GM N(9O；5D <8GPP P9LI(G)D

!"#"$ 大肠杆菌培养液 -./提取：芯片清洗步骤与 =<6样
品回收实验相同。! D "#$% -@$"接种，摇床培养过夜。菌液
取 +"!%加入到 $"!%吸附缓冲液中（Q’GR&% 7H@<R，,#08(IG)
ST 2""），缓慢导入到芯片中，使流速在 +!%&’()，收集回收
液，为样品 2。杂质洗脱：从进样池注入 !"#异丙醇清洗沟
道，流速约为 $!%&’()，时间为 $’()。在废液池收集 $!%回收
液，设为样品 +。-./洗脱：加入 $!% 01，室温放置 2"’()，收
集回收液，设为样品 *。继续加入 01，连续流动，在废液池连
续收集 $!%回收液，分别设为样品 ,、样品 $。结果检测：=>0
下观察结果，观察方法与 =<6样品回收实验相同。

$ 结果和讨论

-./在高盐浓度下可以通过吸附作用吸附在二氧化硅
或玻璃等的表面上，其机理推测是由于在高离子强度下，会

减少硅固体表面的负性电荷，因此减少了二氧化硅表面和带

负电荷的 -./的相互排斥作用；同时在高盐浓度下，盐会和
水结合而减少 -./和水结合的可能性，促使 -./吸附在二
氧化硅表面上。

在 -./的检测中，我们采用 3456 T C899) : 进行荧光标
记检测，3456 T C899) :是一种荧光染料，当有 -./双链存在
时，它会掺入到 -./双链中，发出荧光，强度远远大于没有
-./双链存在时的状态。所以可以用来进行 -./双链的标
记检测。

$"! 芯片制作
芯片制作采用 >>13工艺，尺寸为 +L’ U 2L’，如图 +V/

所示，沟道使用湿法腐蚀制得，芯片沟道宽度为 +""!’，腐蚀
深度为 2$"!’，如图 +V5所示。增加腐蚀深度会增加吸附表
面积，有利于 -./的提取，但是由于沟道的宽度限制，湿法
腐蚀工艺无法腐蚀更深。

图 $ 硅微 %&’提取芯片
B(CD+ -./ =H8(J(LEI(G) <K(M
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$"$ =<6产物中的 -./提取实验
从 <<-和 =>0结果都可以看出，-./回收液 2信号很

弱，说明在第一步的吸附反应中，-./基本上吸附在芯片内，
回收液 +是异丙醇洗液的回收液，信号也很弱，说明洗脱的
过程并未洗下 -./，回收液 *到回收液 $是连续收集的 -./
再溶解过程中的回收液，从结果可看出，回收液 *的 -./含
量最高，而回收液 ,和回收液 $则逐步减小，说明在 =<6产
物回收实验中，-./在第一次溶解时达到最大，其后则逐步
减少。在实验过程中，我们也实验了表面未经氧化的硅芯片

对 -./的吸附（此处结果未列），结果发现，吸附量基本没有，
而且由于硅表面的疏水性质，样品很难进入到芯片内。这说

明在芯片吸附过程中，二氧化硅的表面更容易吸附 -./。

$"# %&’的提取
在酵母菌提取 -./ 实验中，所使用的提取缓冲液和

=<6产物回收实验不太一样，主要是增加了 08(IG) S T 2""，
主要的功能是破碎细胞，使 -./释放出来，虽然加入 3-3等
试剂可以增强破细胞的能力，但是有报道 3-3的存在会影响
后续的 =<6反应，所以在本实验中并未采取 3-3。

图 # 菌液提取结果
B(CD* 69PHRIP GJ -./ MH8(J(LEI(G) J8G’ ! D "#$%

使用 =>0分别对菌液提取实验中的样品 2 W 样品 $进
行分析（图 *）。从图中我们可以看出：菌液提取的结果和

=<6产物回收实验的结果有些不同。在菌液提取结果中，样
品 2也有微弱荧光，这说明样品 2中可能含有少量核酸。这
可能是因为菌液的成分比较复杂，当使用 08(IG) S T 2""破碎
细胞时，溶液中的成分比较复杂，一些成分如蛋白等会影响

-./的吸附，因此有少量的 -./并未吸附而是随液体流出；
另一个可能的原因是核酸如 6./等都释放出来，但并不吸
附在硅表面，而 6./在 3456 7899) :下也可以发出微弱的荧
光。-./的解吸附在样品 *时并未达到最大，说明在复杂菌
液的 -./提取中，成分比较复杂，清洗可能不太干净，这影
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响了样品 !中 "#$的解吸附；而在样品 %时才达到最大。
!"# 不同浓度的 $%&’(对 )*+吸附的影响
在 &’(产物回收实验过程中，我们也检测了不同浓度

的盐酸胍（)*+’,）对吸附结果的影响（图 %）。实验结果表
明，当 )*+’,在溶液中浓度低于 -./,01时，"#$的吸附量很
小，而当 )*+’,浓度为 -./,01以上时，"#$吸附量增加，当
)*+’,浓度高于 2./,01时没有明显的上升，推测是因为盐和
水结合而减少 "#$和水结合的可能性，促使 "#$吸附在二
氧化硅的表面。当 )*+’,浓度较小时，结合 "#$水溶液中
的自由水分子数目较少，所以吸附效果较差；而当 )*+’,增
加时，随着结合水数目的增加，造成吸附量的增加。而当增

加到一定程度，可以结合的水分子已达到饱和，所以吸附量

没有增加。而当 )*+’,浓度高于 2./,01时，会带来芯片清
洗等实验操作上的困难，所以在实验中，我们采用 2./,01的
)*+’,进行 "#$吸附。

图 # 不同 $%&’(浓度下 )*+吸附量
3456% 789,*:8;: /9 )*+’, ;/8;:8<=><4/8? /8 <@:

:99:;<4A4<B /9 "#$ C*=494;><4/8

!", )*+吸附量的初步估计
在 &’(产物回收实验过程中，对 &’(产物回收率进行

了初步的估计（图 -）。样品在进样前，用 &DE检测其荧光强
度，约为 F!G，而实验中回收液 ! 的荧光强度为 HI，约为
!HJ，加上后续溶解的回收液，则可估略芯片吸附 "#$的效
率约在 2KJ。

图 , )*+吸附量的比较
3456- E@: "#$ >./*8< /9 484<4>, "#$ ?>.C,: A:=?*? ?>.C,: ! L -

- 结论

芯片上进行 "#$的捕获有着重要的意义，根据 M&N法

的原理，我们采取硅微机械加工的方法制作微芯片，并进行

了初步的生物学实验，整个实验所需的样品量都是微升级，

同常规的实验过程相比，整个实验消耗时间短（GO-@内），操

作简单。通过对芯片设计和方法的改进，本实验中的芯片捕

获 "#$的效率还可以提高，本芯片的制作和研究提供了一
种新型的 "#$提取芯片，不仅可以进行 "#$的捕获，更重要
的是此芯片易于和其他的功能芯片集成，使芯片实验室

（1>PQ/8Q>Q;@4C）或微全分析系统（!QE/<>, >8>,B<4;>, ?B?<:.；

!E$M）成为可能。
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