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条形码微流控芯片在分泌蛋白检测方面的应用
乔栋娟!!蔡继业#

暨南大学生命科学技术学院化学系!广州;$#U9"

摘!要! 微流控芯片具有液体流动可控%消耗试样少%分析速度快等特点"它可以在几分钟甚至更短的时间内进行上百
个样品的同时分析"并且可以实现在线样品的预处理及分析全过程# 一种条形码微流控芯片能够以高密度的单链I?>

为模板"从而克服了传统蛋白质微流控芯片固定在固体表面容易变性的缺点"既解决了稳定性的要求"又满足芯片平行
处理大量数据的要求"可以用来大量的%快速的定量检测细胞的分泌蛋白# 条形码微流控芯片因其对样品要求简单%低
耗高效%高通量等特点正在成为分泌蛋白检测的最具吸引力的分析工具"在样品分析与检测以及临床检测研究等领域得
到了广泛的应用#
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!!微流控芯片系统是最新发展起来的一种以微
电机加工技术为基础构建的微型全分析系统!将
生物和化学领域中涉及的样品制备$分离$检测等
操作最大限度的转移到微分析设备中!甚至是几
厘米的芯片上!使得仪器的体积微型化$功能集成
化$分析快速化'

微流控芯片包括I?>芯片%$&和蛋白质芯
片%"&

!通常蛋白质芯片所用的检测系统是蛋白质

(一般为抗体)' 抗体不仅有很好的特异性!而且
目前通过抗体工程已经得到了数量极为可观的抗
体库!因此!这些抗体制造的蛋白质芯片!由于能
够特异性的捕获功能蛋白并对其进行分析而受到
众多研究者的青睐' 已有商业化的抗体阵列芯片
被用来捕获病原体或者特殊蛋白质!如细胞因子
等%9 TU&

' 但是将蛋白质(一般为抗体)固定在微
流控芯片上又使其保持活性是比较困难的' 所以



本文介绍一种条形码微流控芯片技术!它可将目
标物质转向性质稳定的I?>寡聚物!用其代替蛋
白质固定在微流控芯片上!然后通过识别并捕获
与其互补的单链I?>和相应蛋白质组成的聚合
物形成蛋白质捕获探针!通过捕获靶蛋白来完成
对不同分泌蛋白的检测和分析' I?>芯片的优
点在于性质稳定和密度高!有权威人士估计!I?>

芯片的空间分辨率可达到微米水平' 蛋白质芯片
的优点在于通过数量可观的抗体作为探针可对各
种功能蛋白进行全面的分析' 条形码微流控芯片
结合了两者的优点!不仅解决了稳定性的要求!而
且可以满足芯片平行处理大量数据$多功能检测
的要求'

传统的分泌蛋白检测方法有酶联免疫吸附测
定法和流式细胞术%&&

' 酶联免疫吸附测定法在
单细胞水平上只能同时检测$ T9种细胞分泌蛋
白!流式细胞术也最多可以检测;种细胞分泌蛋
白' 目前随着实验技术复杂性的增加!; 种分泌
蛋白同时检测已经不能满足要求!很多时候我们
需要大量的不同种类分泌蛋白同时检测' 而条形
码微流控芯片可以同时快速检测大量的分泌蛋
白!尤其是用于检测细胞因子' 细胞因子是免疫
细胞的产生的一大类能在细胞间传递信息$具有
免疫调节和效应功能的蛋白质或小分子多肽!

通过检测细胞因子我们可以确定细胞的功能
指标'

条形码微流控芯片对测试环境的要求较
低%'&

!对实验操作者技术要求少!操作简单' 条
形码微流控芯片最突出的优点是实现了实时在线
检测!减少了样品在运输和存储过程中的损失'

目前条形码微流控芯片正在向与其他仪器的联合
使用及实现自动化的方向发展!有望在组织和病
理学领域得到应用!有着广阔的应用前景'

$M条形码微流控芯片的制作

条形码微流控芯片由两层网格状的聚二甲基
硅氧烷(_IŶ )组成%V&

!包括控制层和流动层!其
中流动层和控制层的图案是根据实验所需要的模
型通过光刻技术制成!然后将控制层小心的放置
在流动层上!经过热处理等操作使二者粘合在一
起' 实验所用的微流控平台是首先将33I?>溶

液流入流动层形成条形码并印刷到含有聚胺的基
片上!与传统的芯片相比最小化了I?>和抗体的
用量!而且分析速度快%$#!$$&

' 条形码微流控芯片
的制作过程如图$所示(彩图见封三图版)'

图$!条形码芯片的制作过程%$"&
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(彩图见封三图版)

/M条形码微流控芯片的检测原理

条形码微流控芯片采用的是I?>编码抗体
库的方法(I(>B)!以单链的I?>作为模板!用
来捕获由与其互补的单链I?>和相应蛋白质组
成的复合物!以此复合物来特异性的捕获靶蛋白'

靶蛋白特异性的捕获生物素化的检测抗体!进一
步通过链霉亲合素连接的荧光染料作为识别信号
检测到相应分泌蛋白!通过对荧光信号的种类和
强度的分析!进而实现不同种类分泌蛋白的检测
和分析(图"!彩图见封三图版)
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图/!I?>编码抗体库的方法多参数的检测分泌蛋白的原理图%$"&
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(彩图见封三图版)

'M条形码微流控芯片的应用
'&$M条形码微流控芯片在细胞分泌蛋白检测方

面的应用
条形码微流控芯片的流动层用来装载细胞和

试剂!控制层则通过控制阀来控制进入芯片的样
品和试剂!以及控制样品和试剂的流速和流动方
向' 整合的流动层和控制层将芯片分成$ ###多
个微室!细胞随机的进入微室!在每个微室中细胞
的克隆和分泌都是相对独立的' 每个微室中的细
胞含量为$ T$#个!从形成了单细胞条形码芯片
(^\<\)

%$9&

' 其次在每个微室中33I?>特异性
的捕获与其互补的单链I?>和抗体组成的聚合
物!抗体又能够特异性的捕获分泌蛋白' 这些检
测蛋白都是通过荧光染料进行标记的二抗进行检
测!用激光照射在荧光显微镜下就可以看到每个
微室的分泌蛋白的种类和相对含量的多少(图9!

彩图见封三图版)'

<*+,K-等%$:&在微流控芯片上!采用I?>编码
抗体的方法研究了细胞的分类和分泌蛋白的检
测!实验结果表明!微流控平台结合I?>编码抗
体的方法可以成功地对细胞进行分类和分泌物的
检测!有望用于复杂细胞的分类以及癌症组织等
病理学的研究'

图'!^\<\的剖面图%9&
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*图为̂\<\的剖面图!其中红色为流动通道!蓝色为控制阀'

R图为荧光显微镜下微室载入的细胞和每个独立微室的试剂条
形码的光学图片'

(彩图见封三图版)

]*.等%$"&利用条形码芯片快速的$多路复用
的对微升级的血样进行了原地分析!实验所用芯
片每个微室有$" 个条形码!分别对应要检测的
$"种细胞因子!每个微室可以容纳$ T$# 个细
胞!实现了单细胞的测定!同时有效地防止了血样
在存贮过程中的退化!实验通过对血浆中细胞因
子的检测!成功的将""位癌症病人的血浆分类!

这""位病人中有$$位是乳腺癌患者!另外$$位
是前列腺癌患者' 实验结果表明!不同的病人由
于病情的不同!分泌的细胞因子的种类和含量不
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同!可根据此将病人进行分类!也证明条形码芯片
可以用于与人类疾病有关的检测'

'&/M微流控芯片在临床方面的应用
Y*等%$9&报道了一种临床微流控条形码芯

片!用于在单细胞水平上评估表型相似的[细胞
的功能异质性' 该平台能够对单细胞的分泌蛋白
(多于$#种)进行定量检测!实验结果表明!表型
相似的[细胞!由于分泌不同种类和数量的细胞
因子而表现出很强的功能异质性' 该平台代表了
一种新的$有用的工具!可用于免疫监控和临床诊
断' CDA等%$;&利用微流控装置检测了[细胞分
泌的细胞因子!实验主要检测了\I:和\I' [细
胞分泌的白细胞介素(=B)%" 和干扰素(=]?)%

(

!

实验所用的捕获探针是抗体微阵列' 实验结果表
明!这种微流控装置中的抗体微阵列能够特异性
地捕获人全血中所需的[细胞并识别和定量[

细胞分泌的(=B)%"和(=]?)%

(

的浓度!并且有望
作为免疫学工具对[细胞进行多参数分析!用于
F=e和其他疾病的检测和诊断' >D)*Q等%$U&报
道了一种以微流控为基础的$能自动化的制造高
密度I?>微阵列的微流控平台!该微流控平台可
成批的制造I?>条形码芯片!从而实现了多芯片
同时分析和检测!用于单细胞分泌蛋白的检测'

整个条形码印刷过程都是通过定制的软件控制自
动完成的!使得检测的灵敏度更高!对实验者的技
术要求降低' 通过检测单个巨噬细胞分泌的一组
蛋白!结果表明!该微流控平台具有重现性好$实
用性高等特点' 这样自动化的平台使得微流控条
形码芯片的检测速度更快$灵敏度更高$应用更加
广泛' \D+等%'&利用单细胞蛋白质组微芯片分析
单个肿瘤细胞内的信号通路' 实验评估了蛋白
质b蛋白质间的相互作用与_$9f信号通路的关
系' 实验证实(H]的刺激大大地加强了蛋白
质b蛋白质间的相关性!从而也为通过抑制下游
的信号进而抑制下游蛋白质的表达带来了困难!

也给治疗带来了阻力' 这个实验结果与临床上的
治疗失败以及缺乏下游蛋白质表达的抑制剂是一
致的!所以̂\<\单细胞实验可以给临床治疗提
供一定的参考意见'

2M展望

细胞并不是单独存在的!细胞与细胞之间通

过信号分子进行交流' 分泌蛋白是细胞通讯的一
种方式!在一定程度上能够反映细胞的微环
境%$& T"$&

' 细胞的微环境信息对于抗肿瘤的靶向
治疗是非常关键的' 所以微流控芯片可以为临床
治疗带来帮助' 条形码微流控芯片科学合理的利
用多路复用技术!实现了小型化$灵敏度高$成本
低$产量高' 在生物医学领域它可以使珍贵的生
物样品和试剂消耗降到微升甚至纳升级!在化学
领域可以使以前需要的大实验室花大量样品和时
间才能完成的分析和合成!在一块小芯片上快速
的完成!而且微流控芯片由于排污少!被誉为绿色
技术' 微流控芯片的应用也更加广泛!实现了对
多个病人进行多种疾病的检测和疾病早期诊断!

在临床应用方面已经从单细胞蛋白组%""!"9&向复
杂的组织工程发展%":&

' 目前微流控芯片在应用
上的进一步目标是将生物样品处理到纳米级' 虽
然目前微流控芯片仍然只是单独使用!如果将芯
片与流式细胞仪等联合使用将会带来更大的
方便'
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