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摘要：对微流控芯片实验室在基因分析中应用研究的最新进展予以综述，特别注意到了这种新技术平台在不同类

型的基因多态性检测和脱氧核糖核酸（678）测序中的贡献，在一定程度上反映了这种贡献在临床诊断、法医学鉴

定等领域已经产生的影响。
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微流控芯片实验室是指把生物和化学等领域中

所涉及的样品制备、生物与化学反应、分离、检测等

基本操作单元集成或基本集成到一块几平方厘米的

芯片上，由微通道形成网络，以可控流体贯穿整个系

统用以完成不同的生物或化学反应过程，并对其产

物进行分析的一种技术。这种技术原则上适用于从

核酸、蛋白质直到有机、无机小分子等各种不同类型

分子的反应、分离和检测，并涉及到了许多生物和非

生物过程中的化学问题［4］。

!"世纪3"年代初，S).T和U)NN*DK.等［!］最早

开展了微流控芯片的开拓性研究工作，并以芯片毛

细管电泳作为微流控芯片的早期形式。此后，很多

研究单位就芯片电泳相对于毛细管电泳在样品进

样、反应、分离、集成和检测等方面的特殊性展开了

诸多研究，并取得了突破性的进展；至今已实现了上

千个阀和几百个反应器在芯片上的大规模集成［#］，

并充分显示出芯片由简单的电泳分离到大规模多功

能集成的质的飞跃。微流控芯片集高通量和规模集

成为一体的显著特点，使其远远超越单一毛细管电

泳的分析功能，它不仅能以极小的样品获得大量的

信息，更有可能以整体实验室的姿态面向市场。微

流控芯片实验室技术已被公认为!4世纪最为重要

的前沿技术之一。由8C*+E.J公司开发的第一代商

品化微流控芯片分析仪（8C*+E.J!4""8.)+OTEN）已

投放市场，主要用于脱氧核糖核酸（678）、核糖核

酸（V78）和蛋白质的分析研究。总体而言，这种功

能化微流控芯片主要包括#个部分，即芯片、芯片检

测系统及包含有实现芯片功能化的方法和材料的试

剂盒。芯片本身涉及到尺寸和材料两个方面。现有

典型的芯片通常约为几平方厘米大小，其通道宽约

2""4""#(，深约!""2"#(。总体积较一般电泳

毛细管小4个数量级左右。芯片的片基材料以玻

璃、石英和各种塑料为主，其中常用的有机聚合物包

括刚性的聚甲基丙烯酸甲酯（WSS8）、聚碳酯（WX）

和弹性的聚二甲基硅氧烷（W6SY）等。目前，我们

实验室已研制成功玻璃芯片、YF$%芯片和WSS8
注塑芯片［:，2］。微流控芯片样品需要量极小（0G
级），这对信号的检测提出了较高要求。激光诱导荧
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光检测灵敏度较高，甚至可达到单分子水平［!］，因

而是目前微流控芯片的主要检测方法；其他方法包

括电化学、质谱、紫外、化学发光和传感器等。可供

商品化的激光诱导荧光芯片分析仪和电化学芯片分

析仪均已在我们实验室研制成功［"，#］。

实现功能化的方法和材料的试剂盒是各种专一

性微流控芯片实验室的核心部分，而功能化芯片的

实现形式将最终体现在各方面的应用之中。由于承

袭了毛细管电泳对双链或单链$%&分离的优势，

微流控芯片一开始就在基因分析领域显示出极强的

功能，并由最初对$%&限制性片段［’，()］和短寡核

苷酸链［((］的简单分离过渡到进行复杂的遗传学诊

断、法医学应用和$%&测序等方面。就分离体系

而言，筛分仍是芯片电泳$%&分析的主要模式，常

用的筛分介质为线性聚丙烯酰胺（*+&）、聚二甲基

丙烯酰胺（+$,&）、聚吡咯烷酮（+-+）以及纤维素

类衍生物，如羟乙基纤维素（./0）等。就分析方法

而言，微流控芯片主要与以聚合酶链反应（+01）为

基础的一些生物学手段相结合而实现其分析功能。

在以下几节中，我们将重点阐述微流控芯片在基因

分析应用研究中的最新进展。

! 多态性检测

基因多态性是人类各种可遗传变异中十分常见

的现象，主要表现为长度和序列多态性两个方面。

长度多态性包括大片段$%&插入或缺失引起的基

因突变以及高度重复序列中小卫星或微卫星位点的

重复串联数目不同而引起的多态性；而序列多态性

则来源于单碱基的替换、插入或缺失，亦即基因的点

突变。这些变异提供了大量的遗传标记，可用于疾

病关联分析、疾病相关基因的定位、法医学中个人识

别和亲权鉴定等方面。

!"! 基因大片段缺失检测

杜氏肌营养不良（$,$）是一种2染色体连锁

的隐性遗传病，!)3的患者可伴有抗击萎缩蛋白基

因的缺失，且主要发生在’个突变热点区［(4］。+01
技术可设计多个引物，通过多重+01反应对缺失区

域进行扩增并经电泳分析来鉴别缺失片段。05678
等［(9］将+01反应装置集成在硅:玻璃芯片上，通过

芯片+01反应和电泳分离过程的有机结合，成功检

测了$,$患者的抗击萎缩蛋白基因的大片段缺失

突变。他们将整个分析过程集成在几个芯片上完

成，先 在 一 块 芯 片 上 进 行 随 机 引 物 的+01扩 增

（$;+:+01），然后以此扩增产物为模板在另一芯片

上进行$,$基因特异性位点的多重+01反应，最

后经芯片电泳分析。这种基于微流控技术实现基因

分析过程中关键步骤的集成，为最终实现高度集成

化的诊断性功能芯片奠定了基础。

!"# 基因重排检测

<细胞受体（<01）基因和免疫球蛋白（=8.）基

因是<、>恶性淋巴瘤的高表达基因，而<01和=8.
基因重排是诊断恶性淋巴瘤的重要依据。正常细胞

群是多克隆起源，通过+01扩增可获得多个产物，

经电泳分析则呈现为多个峰；相对而言，淋巴瘤细胞

具有单一克隆起源，即单一的=8.或<01基因重

排方式，因此，+01扩增可获得单一产物，电泳呈现

为 单 一 的 窄 峰，以 此 可 确 定 是 否 有 基 因 重 排。

,?7@A等［(B］成功地将芯片电泳用于对恶性淋巴瘤

患者基因重排的检测，通过选择多个+01引物对

<01的可变区和=8.的结合区进行扩增，以C;:
+1;:(为荧光染料来标记$%&片段，然后经单通

道芯片电泳分析，检测时间仅为(!)D。与传统的毛

细管电泳（(EFG7）和平板电泳（4HE5）相比，分析时

间明显缩短。

!"$ 微卫星多态性分析

短串联重复序列（D5A@IIJ7K6F@6L6JI，M<1，又

称微卫星）是广泛存在于人类基因组的具有长度多

态性的$%&序列，一般长度在())!E))NL，主要

由4!!个NL构成一个核心序列［(E，(!］。由于M<1
种类多，等位基因数目相对较少，信息含量高，因此

已成为遗传连锁分析以及法医学应用的理想标记。

传统的垂直板凝胶电泳用于M<1分析费时费力，且

背景模糊，易造成判断错误，不适于临床需要。

脆性2综合征（O@J2）是一种2连锁的智力低

下综合 征，其 致 病 基 因 为 脆 性 2智 力 低 下 基 因

（O,1(），其主要突变表现为O,1(基因E’非翻译

区中一段三核苷酸重复序列（0PP）! 的不稳定扩

增，这些短串联重复序列拷贝数目的不同可用于鉴

别正常人群、携带者和患病人群［("］。

M?78等［(#］将+01扩增的0PP重复序列产物

在+,,&塑料芯片上进行电泳分析，9FG7内即可

区分0PP重复数目不同的扩增片段，分析时间较传

统的MA?I56@7>QAI方法明显减少，有利于快速诊

断。0J7IJRA@J等［(’］通过&8GQ67I4())芯片分析仪，

以低密度脂蛋白受体基因$(’D9’B位点的四核苷酸

重复序列（&&&P）为遗传标记，对")名家族性高胆

固醇血症携带者和())名正常人进行了基因分型，

并做了家族性连锁分析，其核心序列的重复数目为

)!("不等，等位基因判断的标准偏差为（S)H!!
S)H"E）NL。

M<1是法医学中进行个人识别和亲权鉴定的

重要遗传标记，法医学上常用的M<1大多为BNL
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重复单位，理论上要求电泳的分辨率必须在!"#以

上；但由于一些$%&位点（比如%’()）存在核心序

列的非整数倍重复和基因的突变，实际上要求分辨

率需达到)!*"#。$+,-./0123等对芯片电泳用于

法医学$%&分析进行了一系列研究，早期的研究工

作是在分离通道为*45+-长的硅芯片上对!个常

用$%&位点（6$7)89，%89:，%’9)，;<=）进行基

因分型。他们以>8=为分离介质，以标准等位基因

片段大小为内标，在同一反应管中进行多对引物的

复合86&扩增，*-12内可完成对!个$%&位点等

位基因的检测［*(］。后来，他们在*+-长的分离通

道，经二色激光诱导荧光检测，*4!-12内可完成对

?个$%&位点等位基因的同时分析［*)］。最近，通过

改善通道设计和检测方法，他们将分离通道延长为

))4@+-，采用四色荧光检测，A@-12内实现了对包

含有)@个$%&位点和)个性别位点的所有等位基

因的分析，并达到单碱基分离，信噪比较高［**］。

B.C,1DE研究组一直处于开发阵列高通量微流

控芯片的前沿，并将其研究成果用于进行高通量的

$%&分析。他们利用自行设计的F5通道6G状圆

盘芯片，经四色共聚焦激光扫描检测，以不同能量转

移染料来标记引物，对法医学中5个常用$%&位点

进行复合86&扩增，其中每个通道含有)!A个

$%&位点的多个扩增子，使样品分析通量大为增

加。结果显示，他们在?-12内分析了)**个$%&
样品，对单个$%&位点扩增片段鉴定的最大偏差为

*4*"#，平均偏差!)"#（(4*H）。与商品化F5通

道毛细管电泳仪（BD3.I=6JK)(((）比较，芯片电泳

分离通道长度仅为毛细管电泳的)／?（@4@+-!"#
!(+-），但 分 析 时 间 缩 短 了F／)(（?-12!"#L@
-12）［*A］。这种高通量的微阵列芯片的开发与应用

为遗传学和法医学进行大量样品的$%&分析提供

了一个强有力的平台。

!"# 点突变检测

伴随着人类基因组计划的实施，越来越多的与

疾病相关的基因被克隆，基因突变（尤其是点突变）

可引起一些遗传病、肿瘤和遗传易感性疾病等这一

结论已被医学界所公认，而微流控芯片的出现则加

快了基因突变检测规模化和程序化的进程，并主要

通过与其他突变检测手段相结合而实现其功能。

!M#M! 单链构象多态性（E123/DKECN.2O+P2QPN-.C1P2
#P/R-PN#,1E-，$$68）分析 $$68原理是基于等长

的单链GS=有单个碱基差异时，由于链内相互作

用而形成的构象会有所差异，这种构象差异在电泳

中则呈现为不同的淌度。这是一种常用于已知点突

变的检测方法。%1.2等［*!］以荧光染料7=B标记

引物，将86&K$$68分析与芯片电泳相结合，用于检

测乳腺癌易感基因（I&6=)，I&6=*）常见的A个点

突变（)?@OD/=T，@A?*12E6，5)L!OD/%），依据正常和

突变序列电泳淌度的变化来判断突变，每个突变的

分析时间仅为)*(E，远远少于毛细管电泳所需的时

间（)(-12）。

!M#M$ 限制性片段长度多态性（NDECN1+C1P2QN.3K
-D2C/D23C,#P/R-PN#,1E-，&7>8）分析 &7>8是

一种常见的点突变检测方法，某些突变往往会产生

GS=序列的限制性内切酶位点或使酶切位点消失，

因此，通过比较电泳酶切图谱的变化可判断待测

GS=是否发生突变。>U等［*@］采用商品化*)((芯

片电泳仪，通过&7>8分析对线粒体疾病（BJ>=$
和BJ&&7）家族中L个成员的C&S=/DUVV&基因和

C&S=/RE基因进行了突变检测。遗传性血色素沉着

症（’’6）是美国较常见的一种常染色体隐性遗传

病，其相关基因（’7J）位点的A种点突变（6*?*W，

’5AG，$5@6）与 该 病 的 发 生 密 切 相 关。B.C,1DE
等［*5］将基于86&基础上的&7>8分析与微阵列芯

片技 术 相 结 合，对 其 中*个 错 义 突 变（6*?*W，

’5AG）进行了人群筛查和检测，利用!?通道芯片同

时检测F5个样品需要?-12，平均@E分析一个样

品。最近，他们又开发了迄今为止通量最高的一种

微流控分析系统，其芯片设计为A?!个通道呈放射

状排列于圆盘状芯片上，检测装置通过旋转的物镜

头与共焦部分相连来进行四色荧光扫描。利用该检

测系统，以同样的分析方法（&7>8）进行了大量人群

’5AG突变的筛查，并进行基因型的鉴定（突变型、

杂合型、野生型），基因分型的准确率达F?4LH，检

测A?!个样品仅用了A*@E。与F5通道阵列毛细管

电泳仪比较，分析时间缩短了!／@，而所能分析的样

品通量却增加了)F倍［*L］。

!M#M% 等位基因特异性 扩 增 反 应（.//D/DKE#D+1Q1+
.-#/1Q1+.C1P2，=$=） =$=分析的基本构思是设计

两条特定的引物（一种与野生型GS=序列互补，另

一种与突变型GS=序列互补），再用86&扩增出各

自的等位基因，当引物与靶序列互补时，扩增反应能

够进行；反之反应受阻。因此，可依据电泳有无特异

性扩增片段来鉴定是否有基因突变。=$=也可以

将多个引物在一个反应体系中进行扩增，通过电泳

分析可以完成多个突变的同时检测。%1.2等［*?］以

荧光染料标记的等位基因特异性引物进行86&扩

增，然后经芯片电泳分析，)?(E内即可检出I&6=)
基因的A种杂合子突变。B.C,1DE等［*F］利用F5通

道阵列芯片平台，以’J6为分离介质，用不同颜色

的荧光染料（&))(，&9:）标记引物，将等位基因特
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异性!"#（$%&!"#）分析用于白种人’()"突变的

筛查，依据电泳是否出现#**+峰（蓝色）即可鉴别

是否有突变的等位基因。由于’,"介质筛分能力

有限，且#-.在/0012激光激发下荧光效率不

高，常需要较高浓度的!"#产物，因此，后来他们改

用线性3!$为介质，采用能量转移等位基因特异性

引物进行!"#扩增，使信噪比和检测灵敏度大为提

高。在对 人 群 ’4,基 因 位 点)种 突 变（"5056，

’()7，%(8"）进行检测时，他们在*+291内分析了

:(个样品，分辨率和精确性均较高［)+］。这也是人

们首次将$%&!"#与能量转移标记技术相结合用于

临床实际样品基因突变的筛查。

!;";" 异 源 杂 合 双 链 分 析（<=>=?@ABCD=EFGGFH，

’$） ’$方法的原理是基于纯合与错配（异源）双

链7I$在非变性条件下具有不同的电泳淌度。它

是将杂合型7I$或潜在的纯合突变型7I$与野

生型7I$混合，经过热变性（解链）和复性过程，形

成错配双链7I$，然后在非变性条件下产生不同的

电泳迁移率，以此来鉴定突变。该方法常用于已知

和未知点突变的检测。J9F1等［)*］在单通道玻璃芯

片上，将!"#&’$分析与芯片电泳相结合，以荧光

染料(&4$K标记引物，用于检测乳腺癌易感基因

L#"$*的8个插入／缺失突变和L#"$5的*个替

换突变，并与毛细管电泳的检测时间进行比较。结

果每种突变的检测时间为*)+G，毛细管电泳则需0
!*/291。

# $%&测序

7I$测序是进行核酸序列分析的根本手段。

:(通道毛细管电泳的实用化曾大大加速了举世瞩

目的人类基因组工程的进程，使之由原定的5++)年

提前到5+++年基本完成。而人类基因组项目的第

二个五年计划将以开发创新性的测序技术为重点，

以期达到更加快速、灵敏、准确、廉价和自动化的目

的。微流控芯片的出现在很大程度上满足了这一需

求，并正以迅猛的发展趋势在测序领域引起极大的

关注。

*::8年，KF><9=G等率先开展了采用微流控芯

片进行7I$测序的研究。他们早期以3!$为分离

介质，用)M8N2的有效分离长度，O291内在单通道

玻璃芯片上完成了长度为*8+!5++PC的序列测

定［)5］。后来，他们将分离通道延长为OM8N2，并改

用四色荧光检测器，5+291内完成了阅读长度为

8++PC的 序 列 分 析，准 确 率 达::M/Q［))］。39B
等［)/］利用*(通道芯片，*8291内完成了片段长度

为/8+PC的序列分析，最长可读片段为8/)PC，准

确率达::Q，证实了多通道芯片电泳进行高通量

7I$测序的可行性。KF><9=G等［)8，)(］还利用:(通

道微阵列芯片，通过改善芯片设计增加可读片段长

度，将通道折叠，延长分离距离至*(N2，58291内

完成了平均长度为/)+PC的序列分析。%N<2FDR91S
等［)O］曾系统研究了采用芯片进行7I$测序的各种

分离条件，如选择性、扩散、进样量、微通道长度等影

响，并与毛细管电泳进行了比较。LFNT<@BG=等［)0］

在8+N2长的分离通道实现了阅读长度为O++PC
的序列分析，所需时间5M8<。这些研究结果显示，

采用微流控芯片进行7I$测序，不仅能大大提高

测序速度，而且还可通过设计灵活的高密度阵列通

道来提高分析通量，减少试剂消耗，因此在7I$测

序领域具有很大的潜力。

’ 其他

除了应用于基因多态性检测和7I$测序，芯

片电泳还可通过!"#产物分析进行外源性病原体

基因的快速检测，并具有较高的灵敏度和特异性。

"<=1等［):］在!KK$塑料芯片上通过逆转录!"#
产物分析，于*M8291内即可分离出*/8PC的丙型

肝炎病毒（’"U）的特异性扩增片段，所用时间仅为

毛细管电泳的*／*+。’@VSF?>1=?等［/+］在玻璃芯片

上通过对单纯疱疹病毒（’%U）的!"#扩增片段分

析，成功地检测了))例临床疑诊单纯疱疹病毒脑炎

的脑脊液标本（*+例阳性，5例弱阳性，5*例阴性），

敏感性和特异性为*++Q，每份样品分析时间仅需

*++G，而传统的液相杂交方法则需*0<。我们在自

行制作的塑料（!7K%）芯片上，对临床常见的两种

病原体结核杆菌（JL）和乙肝病毒（’LU）基因的

!"#产物进行了快速检测，分析时间为5(+G；检测

结果与平板电泳分析结果一致，而分析时间明显缩

短（5(+G!"#)+291）［/*］。

集成化是微流控芯片的重要特征，这种特征使

其集样品进样、反应、电泳分离、衍生化及荧光检测

等基本步骤为一体，甚至可添加!"#反应器并实现

多通道电泳，原则上更加适用于基因分析。至今，已

有诸多研究报道实现了芯片上的!"#反应过程以

及芯片!"#与电泳分离过程的集成［/5!//］。KF><&
9=G等［/8，/(］开发了一种集成化程度较高的7I$分

析系统，集微流控泵、阀、芯片!"#和电泳分离于一

体，在50+13的!"#反应室实现了对单个7I$分

子（K*)／!W"*)）的扩增，!"#反应只需5+个 循

环，每次循环)+G，较传统的!"#反应时间明显缩

短。3==等［/O］研制成集有微混合器和7I$纯化装

置的一次性微流控芯片系统，用于7I$的样品制
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备，在微通道里放置阴离子交换树脂，从单一头发丝

中得到线粒体!"#的电泳图。$%&’()等［*+］在芯

片上构建一种整体集成的纳米柱型阵列结构，这种

纳米柱直径,--!.--/0，高."0，类似于排列在

一起的多个梳子，用于研究!"#的电泳特征及其

分离，已分离了$*!"#和12.3.(45的6)047)标

样。8’9:等［*;］在聚碳酯芯片上采用温度梯度，已

用1--45的模型样品实现了!"#的点突变检测。

以上结果在很大程度上反映了目前微流控技术正在

向集成化、微型化和自动化方向发展。

! 结语

微流控芯片实验室技术继承了毛细管电泳的各

种主要优点，又具有规模集成和高通量等独特的优

势，已经被应用到基因分析的各个方面，并取得显著

进展。该技术有可能为后基因组时代的基因组学研

究提供一个更为强大的平台，并在基础医学、药学和

临床医学等领域呈现出广泛的应用前景。
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