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摘要 在光学性能良好的 Brofloat 玻璃电泳芯片上，利用自行搭建的共聚焦激光诱导荧光检测系统，通过对芯片管道表面修

饰、筛分介质、分离电场强度、进样方式、电泳温度、进样时间等条件的优化，对含 15 个 STR 基因座的法医 DNA 样品进

行电泳分离测试实验．通过对芯片电泳条件优化获得了本电泳系统的最佳条件，成功实现 8 min 内完成 DNA 样品片段的分

离，表明该微流控芯片电泳系统在法医 DNA 快速分析方面具有良好的应用前景．
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短串联重复序列(short tandem repeats，STRs)，

也称微卫星 DNA(microsatellites)，是由 2～6 个核

苷酸为重复单位构成并广泛存在于人类基因组中的

串联重复序列．STR 作为一类重要的遗传标记，

由于具有种类多、分布广、高度多态性、在人群中

世代相传等特点，已被广泛用于人类遗传图谱构

建、遗传病基因诊断、法医学个体识别及亲权鉴定

等领域[1]．目前，PCR-STR 分型技术已经成为第二

代法医 DNA 分型技术的核心，即含有长度多态性

STR 等位基因的 DNA 样本，首先通过多重复合

PCR 扩增，然后扩增产物经毛细管电泳分离检测，

最后结果与已知等位基因分型标准物进行比对确定

样本分型[2]．

“微全分析系统” (miniaturized total analytical

system，滋TAS)又称微流控芯片，最早由瑞士

CibaGeigy 分析实验室的 Manz 和 Widmer 等 [3]于

1990 年提出，是一种通过微细加工方法，在一块

几平方厘米的芯片上制作出微通道网络结构和各

种功能单元，并辅以一定检测控制装置，实现样

品的快速分离与检测的技术平台．芯片毛细管电

泳 (microchip capillary electrophoresis，MCE)作为

滋TAS 发展中的一个重要分支，其制作工艺发展迅

速，具有体积小、易于自动化、样品与试剂消耗量

小等优点，在生物学、化学等领域的快速分析方面

有诸多应用[4]，尤其为以小片段 DNA( < 400 bp)分

析为主的法医 DNA 检验提供了一种新思路．早在

1997 年，Schmalzing 等[5]在熔融硅晶片电泳芯片上

于 2 min 内完成了对 CSF1PO、 TPOX、 THO1、

vWA 4 个基因座的快速分析．2006 年，Yeung 等[6]

研究出具有 96 通道的高通量阵列毛细管电泳芯片，

实现了 30 min 内对 96 个 STR 样品的同时检测．

Liu 等[7]在自行搭建的微流控现场检验装置上，实

现了 2.5 h 内完成 9 个 STR 位点的 PCR 与电泳检

测，并对其灵敏度、准确性等进行了研究．目前，

芯片毛细管电泳已从实验研究阶段逐步向产业化方

向发展，已上市的仪器如美国安捷伦公司的 5100

Automated Lab-on-a-chip Platform、Caliper 公司的

LabChip 90 Electrophoresis System、日本岛津公司
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Fig. 2 Schematic diagram of electrophoresis chip

的 MCE-2010 型等[8]．

滋TAS 的一个最重要优点是具有全集成的能

力，因此，将 DNA 分析全流程集成于一体，实现

快速高效、全自动化检验已成为大势所趋．一些研

究者已尝试将各种步骤与芯片毛细管电泳相结合并

用于法医 DNA 分析[9-12]．例如 Roux 等[11]构建了用

于法医 STR 快速分析的自动进行 PCR 扩增和芯片

电泳的系统，该系统采用一次性使用的塑料芯片，

以非接触式红外加热方式 45 min 完成扩增，在长

度为 7 cm 的电泳芯片上 15 min 完成 18 个基因座

的分离，在此基础上，该研究小组又将样品制备集

成于扩增 - 电泳系统，最终实现“样品进 - 结果

出”的整合目标[12]．最近，一些公司已陆续推出商

业化的全自动 DNA 分型检测仪器 [13-16]，为法医

DNA 现场快速分析提供了可能．

本文首先对 Brofloat 玻璃芯片的管道表面修饰

和筛分介质等条件进行优化，提高其对 DNA 片段

的分辨率，然后对本实验室前期建立的 17 个 STR

位点快速扩增体系进行了电泳分析检测，验证其在

快速 STR 分离检测方面的可行性．

1 材料与方法

1援1 实验样本

人类基因组 DNA 标准品 9947A，由本实验室

保存．从案件检材血斑中提取得到的 DNA 样本，

由公安部物证鉴定中心提供．

1援2 主要试剂与仪器

FastStart Taq DNA Polymerase，dNTPack 试剂

盒(Roche 公司，瑞士)；QIAamp DNA Blood Midi

试 剂 盒 (QIAGEN 公 司 ， 德 国 )； GenomeLabTM

SEPARATION GEL-LPA 玉 (BECKMAN COULTER

公司，美国 )；MegaBACE Long Read Matrix (Gel

company 公 司 ， 美 国 )； NanoDrop 2000c

Spectrophotometer(Thermo 公司，美国)；引物(生工

公司，中国)；丙烯酰胺，尿素，过硫酸铵和四甲

基乙二胺(Sigma 公司，美国)．

1援3 Brofloat 玻璃芯片加工

芯片采用光刻，湿法刻蚀，热键合等工艺由清

华大学生物芯片实验室加工成型，如图 1 所示，

芯片采用十字交叉型设计，厚度为 3 mm，4 根微

管道(宽 200 滋m，深 40 滋m)末端均连接有直径为

1.5 mm 的储液池，有效分离长度为 7 cm．图 1 为

电泳芯片的实物照片，图 2 为电泳芯片的结构示

意图．

1援4 筛分介质

参照文献[17]制作筛分介质，首先在室温下用

含 7 mol/L 尿素的 1伊TTE 缓冲液配制 10 ml 4.5%丙

烯酰胺溶液，并在高纯氩气中静置 2～3 h 去除氧

气．然后在 0℃条件下，加入 5 滋l 10%过硫酸铵和

5 滋l 20%四甲基乙二胺触发聚合反应，同时持续通

入氩气并静置过夜，以使丙烯酰胺充分聚合形成

线性聚丙烯酰胺溶液．按照上述方法分别合成含

7 mol/L 尿素的浓度为 3.5%、4.5%、5.5%线性聚丙

烯酰胺溶液(linear acrylamide solution，LPA)．同时

选 择 两 款 商 品 化 的 筛 分 介 质 GenomeLabTM

SEPARATION GEL-LPA 玉 和 MegaBACE Long

Read Matrix 与上述自制筛分介质进行分离效果的

比较．

1援5 管道表面修饰

1援5援1 动态涂覆

参考文献[16]方法对芯片管道表面进行动态涂

Fig. 1 Physical map of electrophoresis chip
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Fig. 3 Reproducibility of microchip electrophoresis with the same amplicon

覆，即先注入甲醇冲洗管道，再注入涂布液

(coating fluid，甲醇与 DEH-100 按 1∶1 混合)，等

待 1 min 后用离子水冲洗，抽干，填充筛分介质后

备用．

1援5援2 静态涂覆

参考文献[18]方法对芯片管道表面进行静态涂

覆，即先注入 1 mol/L NaOH 充满管道处理 1 h，同

时制作 5 ml 3%丙烯酰胺溶液．待抽干 NaOH，加

入 0.1%醋酸溶液冲洗管道，抽干后加入 0.6% R 溶

液(6 滋l 硅烷化试剂与 300 滋l 甲醇混合后，再加

700 滋l 醋酸溶液混匀后立即使用)处理管道 1 h．

再将 3%丙烯酰胺溶液中加入 5 滋l 四甲基乙二胺，

25 滋l 10%过硫酸铵混匀，立即注入经 R 溶液处理

后的管道内，停留 5～10 min，最后水洗管道，吸

干备用．

1援6 芯片毛细管电泳

芯片毛细管电泳实验采用悬浮进样方式 [19-20]，

进样时，施加 200 V/cm 的进样场强于样品池(S)和

样品废液池(SW)之间，同时缓冲液池(B)与废液池

(W)处于悬浮状态，防止进样时样品扩散到分离管

道中．分离时，施加 200 V/cm 的分离场强于缓冲

液池和废液池之间，同时分别对样品池和样品废液

池施加 180 V/cm 的回流场强，防止进样管道中的

多余样品泄漏至分离管道中．电泳检测采用自行搭

建的共聚焦激光诱导荧光检测系统，同时进行四通

道采集(488 nm 激发；FAM 通道：517 nm 采集；

JOE 通道：549 nm 采集；TAMRA 通道：576 nm

采集；ROX 通道：605 nm 采集)．电泳过程所需电

压由高压电源模块提供，软件通过 LabView 语言

编写，能够输出信号数据，并实时显示电泳图谱．

采用单因素法对电泳分离时管道表面修饰、筛分介

质、分离电场强度、电泳温度、进样时间等参数进

行优化．在选定的最佳电泳条件下，分别对 PCR

产物和等位基因分型标准物(Allelic Ladder)进行电

泳检测．

1援7 电泳样品制备

分别将 9947A 标准品和血斑 DNA 样本稀释至

1 mg/L，利用前期建立的 15 重快速 STR 复合扩增

体系进行 PCR 扩增．将 1 滋l PCR 产物(或 Allelic

Ladder)与 2 滋l 内标 Typer 500、4 滋l 去离子甲酰胺

混合，取 2 滋l 混合液加入芯片样品池备用．

2 结果与讨论

2援1 Brofloat 玻璃芯片的基本特性

检测限：4 个荧光通道分别采用 FAM、HEX、

TAMRA、ROX 进行检测，将 100 nmol/L 各荧光

素梯度稀释至 10、5、3、1、0.1 nmol/L，分别测

定各自通道的荧光信号值．结果显示，FAM、JOE、

TAMRA、ROX 通道在 100 nmol/L 时荧光信号均

饱和，当信噪比大于 3 时认为此浓度可以检测到，

各通道的实际检测限分别为 1、1、1、3 nmol/L．

重复性：取同一 9947A PCR 扩增产物加入电

泳管道，按相同电泳条件及操作流程重复测试 6

次，统计各个基因座的峰高值 (相对荧光强度，

RFU 值)，绘制散点图．结果显示，除 D2S1338 和

D7S820 基因座峰高值有 2 次偏差较大，其余基因

座 6 次电泳峰高值差异较小(图 3)，说明 Brofloat

玻璃芯片电泳对同一样本检测的重复性良好．由于

Seq
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Sieving matrix
3.5% LPA 4.5% LPA 5.5% LPA

GenomeLabTM SEPARATION GEL-LPA玉 MegaBACE Long Read Matrix

R 1.56 1.64 2.06 2.3 2.7

Table 2 Comparision of different sieving matrix

Modification methods R Degree of diffusion

DEH coating 2.3 1.75

Hjerten coating 1.53 1.86

Table 1 Comparasion of different
surface modification methods

分离电场强度：调节高压电源，将施加在分

离管道两端的电场强度分别设置为 100 V/cm，

160 V/cm，200 V/cm，在荧光显微镜下观察样品

分离情况．结果显示，在 200 V/cm 场强作用下，

样品泳动速度过快，可能导致 DNA 片段重叠而未

能够分离开，当场强为 100 V/cm 时出现分离谱带

展宽，拖尾现象严重，而 160 V/cm 场强作用下能

够抑制拖尾，改善区带形状，分离效果好于其他二

者(图 4)．

进样方式：分别在荧光显微镜下观察两种进

样过程．悬浮进样，B 端和 W 端的电极悬空；收

缩进样，B 端和 W 端施加一定电压．结果表明，

悬浮进样方式下交叉口处的区带在进样期间向分离

管道中有扩散，而收缩进样方式能够迫使区带回

缩，以抑制区带展宽(图 4)．进样方式的优劣对于

分离性能、结果的重复性和可靠性有着比较重要的

影响[25]，因此，为了提高分离效果，改善峰形，选

择收缩进样方式．

电泳温度：分别将电泳温度设置为 26(室温)、

40、 50、 60、 65、 70、 80℃ ，采用同一 9947A

PCR 扩增产物进行芯片电泳，收集试验数据并计

算分离度(R 值)．结果显示，R 值呈现先增大后减

小的趋势，在 60℃～65℃获得最佳分离效果．不

加热(室温 26℃ )或温度过低(如 40℃ )，DNA 双链

未解开或未完全解链，迁移速度较慢，分离时间延

长；而温度过高(如 80℃ )，筛分介质结构被破坏导

致黏度下降，DNA 片段迁移速度加快，分离时间

缩短，但分离效果变差，分离度降低．因此，芯片

电泳的最佳操作温度选为 60℃～65℃ (表 3)．

进样时间：分别将进样时间设置为 50、70、

90、110 s，以同一 9947A PCR 扩增产物进行芯片

电泳．结果表明，进样时间太短(50 s)，DNA 大片

段由于迁移速度慢，进入分离管道量少导致分离时

其峰高较低，而进样时间太长(110 s)，容易导致进

样区带扩散，同时出现小片段峰低而大片段峰高的

明显不均衡现象．

自行搭建电泳检测装置的电极还未机械固定，每次

需要手动固定，可能导致进样量有差异，同时移动

台往复扫描检测时也可能使芯片的位置变化，最终

导致重复性受到一定程度的影响．

2援2 芯片电泳条件优化

表面修饰：分别采用动态涂覆和静态涂覆两种

方法处理芯片管道内壁，其余电泳条件和参数未

变，以同一 9947A PCR 扩增产物进行芯片电泳，

收集试验数据并参照文献[21]计算二者的分离度和

扩散程度．结果(表 1)显示，动态涂覆的分离度(用

R 值表示)大于静态涂覆，而扩散程度小于静态涂

覆．通常，对毛细管内壁进行涂层是为了控制电渗

流，抑制分析物与管壁相互作用，减少吸附[22-23]．

静态涂覆虽然稳定但操作过程繁琐，动态涂覆操作

简单，只需分析前冲洗管道，灵活可变，故最终选

定动态涂覆来进行管道表面修饰．

筛分介质：分别采用实验室自制不同浓度的

LPA 胶、两种商品化 GenomeLab TMSEPARATION

GEL-LPA玉和 MegaBACE Long Read Matrix 对同

一 9947A PCR 扩增产物进行芯片毛细管电泳，其

余电泳参数及条件均相同，结果显示，实验室自制

LPA 胶的分离效果好于商品化的筛分介质，并且

分离度随着浓度增高而增大(表 2)．通常而言，筛

分胶液的浓度越高，小片段 DNA 的分辨率越高，

但浓度升高则筛分胶液黏稠度也相应增加，不仅延

长分离时间而且增加填充微管道的难度[24]，所以综

合考虑分辨率和易操作性的需求，最后选择 4.5%

LPA(含 7 mol/L 尿素)作为填充管道的筛分介质．
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t /℃
26 40 50 60 65 70 80

R 2.0 2.1 2.21 2.6 3.3 1.3 0.87

Fig. 4 Fluorescence images of different injection and separation

2援3 STR分型检测

按照上述实验确定的电泳最佳条件，分别对血

斑样本的 PCR 扩增产物和 Allelic Ladder 进行芯片

电泳，并与 3130XL 遗传分析仪检测结果进行比对

(图 5～8)．结果显示，本电泳系统可于 8 min 内完

成 DNA 片段长度在 100～400 bp，重复单位为 4

或 5 bp 的 PCR 产物电泳检测，经过软件分析后能

够得到 15 个 STR 的完整分型，且分型结果与常规

3130XL 电泳检测结果一致(图 5, 6)，表明芯片毛细

管电泳能够对实际检材进行分离．但是，Allelic

Ladder 在芯片上的电泳结果较差，黄色荧光通道

的信号较弱且存在等位基因丢失．对于碱基相差

1 bp 的两个等位基因，如图 7 箭头所示，30.3 和

31 尚未分离开，其原因可能是分离管道的长度不

够，导致分辨率达不到 1 bp；筛分介质 LPA 胶液

为实验室自己制备，由于操作等原因导致质量和性

能无法达到单碱基分辨率的要求．Liu 等[26]报道采

用长度为 7 cm 的玻璃管道和 5%的 LPA 胶，能够

将 TH01 基因座上碱基相差 1 bp 的两等位基因(9.3

和 10)分离开，分辨率达 0.45．Yeung 等[27]报道采

用长度为 15.9 cm 的蛇形电泳管道，以一种商品化

的聚丙烯酰胺凝胶为筛分介质实现了相差 1 bp 的

等位基因分离，分辨率为 0.76．通常，增加分离管

道长度可以提高电泳分辨率，但是以延长分离时间

为代价，故需要权衡分离时间与分辨率二者关系．

本文的芯片电泳虽然能够在短时间内完成 DNA

片段的分离检测，但分辨率和分离度还需进一步

提高．

Table 3 Comparision of different electrophoresis temperature

Pinched
separation

Floating
sampling

160 V/cm

Pinched
sampling

100 V/cm

200 V/cm
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Fig. 7 Electropherograms of allelic ladder on chip

Fig. 6 Electropherograms of amplicon on 3130XL Genetic Analyzer

Fig. 5 Electropherograms of amplicon on chip
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综上所述，本文通过对管道表面修饰、筛分介

质、分离电场强度、电泳温度、进样时间等参数进

行优化，在 8 min 内成功实现了对 15 重 STR 扩增

产物的电泳分离，分离速度快、分型准确．下一步

将尝试提高筛分介质性能、改善进样方式等方法以

期在较短时间内实现单碱基分辨率的目标．
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