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摘要 微芯片技术是基于微机电加工技术(MEMS)工艺，在芯片上完成电泳检测过程的新型技术．利用自制的微流控芯片及
激光诱导荧光系统建立了痕量乳酸脱氢酶(LDH)活性的检测方法．以 pH 9.4, 75 mmol/L硼酸为芯片电泳缓冲液，9.73 滋mol/L
乳酸钙为添加剂，整个电泳过程 4 min结束，利用该法测得 LDH检测限(S/N=3)为 6伊10-3 U/L，出峰时间和峰面积的相对标准
偏差分别为 5.32%和 3.17%，该法操作过程简单，检测灵敏度高，在临床痕量酶检测中具有较好的应用前景．
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微流控芯片(microfluidic chip)技术自 20 世纪
问世以来，为化学检测提供了一种新的技术平台，

最完善的芯片实验室(Lab-on-a-chip)可以集预处理、
分离、稀释、混合、化学反应、检测及提取于一

体[1]．由于其具有常规毛细管电泳及普通电泳所无

法比拟的优势，如良好的散热性、可以外加比常规

毛细管电泳更高的电场、驱动样品快速进样和分

离、分析时间短、分析效率高、试剂和样本消耗量

少、可以进行多种现场分析等，其在临床中的应

用日趋广泛，包括检测 DNA[2, 3]、氨基酸[4, 5]、蛋白

质[6, 7]等．

酶是由活细胞合成的对特异性底物起高效催化

作用的蛋白质．人体内酶活性的高低通常可反应人

体的健康状况和疾病的发展趋势，尽早发现人体内

酶活性的变化对临床诊断、治疗及预后判断十分重

要．在人体体液如脑脊液中许多酶的含量很低，临

床常规方法不能检测其浓度，本研究尝试着用微流

控 荧 光 检 测 技 术 构 建 乳 酸 脱 氢 酶 (lactate
dehydrogenase，LDH)痕量检测的方法，取得初步
成功．

1 实验部分

1.1 试剂

1.1.1 电泳缓冲液．75 mmol/L硼酸(AR，江苏太
仓二厂)缓冲液 pH 9.4(23℃ )含 9.73 滋mol/L乳酸钙.

1.1.2 反应基质液．二氨基二甲基 1, 3丙二醇缓冲
液 pH 9.4(23℃ )含 50 mmol/L二氨基二甲基 1, 3丙
二醇(AM2P，Sigma公司 A-9754)、20 mmol/L氧化
型辅酶玉(NAD+)(Sigma公司 N-0632)、51.6 mmol/L
乳酸锂( lithium L-lactate，Sigma 公司 L-2250)．需
注意的是，NAD+在碱性条件下易变性，应在开始
电泳之前才可将 NAD+加入反应基质液中．
1.1.3 其他试剂．NADH (Sigma 公司 N-8129)，
NAD 钠盐(Sigma 公司 N-0632)，LD1 纯品(Sigma
公司 L-0377)，水为二次石英亚沸蒸馏水．所有试
剂配制完毕均用 0.2 滋m滤膜过滤．
1.2 仪器

1.2.1 自制微流控芯片．在 5 cm伊5 cm伊0.1 cm石
英玻片上，利用照相平板湿蚀刻法[5]，刻制了如图 1
的芯片通道，芯片管道直径为 80 滋m，约 40 滋m
深，B、BW、S、SW 贮液端直径 1 mm，深度
200 滋m, S、SW端接加样电极，加样泳道长 2 cm,
B、BW端接分离电极，分离泳道长 5 cm(泳道未行
修饰，进样及电泳驱动力以电渗为主)．见图 1．
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1.2.3 pHS-3TC酸度计(上海天达仪器有限公司)，
全自动生化分析仪 HITACHI-7600-020(日立公司).
1.3 标本采集

清晨取卧位测试对象全血标本 3 ml, 3 000 r/min
离心 10 min，轻取上层血清 2份，1份全自动生化
分析仪进行 LDH浓度测定，另一份用双蒸水 20倍
稀释，作为电泳待测标本．

1.4 芯片处理

实验前、后与每次标本检测间隔芯片泳道和储

液池均用 1 mol/L NaOH冲洗 3遍、去离子水冲洗
3遍、缓冲液冲洗 3遍，抽干，缓冲液于泳道中浸
泡 2 min(1 min/遍)，抽干．

1.5 电泳过程

电泳进样分离模式如图 1所示．进样时，样品
池加+500 V，进样 20 s，样品废液池接地，缓冲液
池和缓冲液废液池悬空，37℃孵育；分离时，缓冲
液池加+2 000 V，缓冲液废液池接地，样品池和样
品废液池悬空．检测窗口设在芯片分离通道距废液

池约 5 mm处．
1.6 电泳原理

石英玻璃微通道表面因硅羟基解离会产生负电

荷，其结果是产生指向负极的电渗流．管道中蛋白

酶分子及 NADH的迁移速度是外加电场、溶剂阻
力与电渗流作用的结果．由于电渗流的作用通常大

Fig. 2 Schematic diagram of the fluorescent spectrophotometer
1: Xe lamp; 2: Bandpass filter; 3: Lens 1; 4: Microchip; 5: OF1; 6: Lens 2; 7: PMT.

Fig. 1 The channels of microfluidic chip
(a) Injection. (b) Separation. S: Sample reservoir, B: Buffer reservoir,

SW: Sample waste reservoir, BW: Buffer waste reservoir, GND: Ground.

1.2.2 荧光检测系统．光源部分采用功率较大的氙

灯，光谱范围 200～900 nm，光学元件包括 360nm
滤光片、半反半透二向镜、透镜和光电倍增管等原

件组成．在信号处理时电路中采用滤波和放大处

理，使进入 PC的信号信噪比尽量提高．经过光电
倍增管(photomultiplier tube，PMT)转换后的模拟信
号首先通过 10 Hz二阶巴特奥斯低通滤波器进行滤
波处理，再经低噪声放大器进行前级放大，信号的

幅度大大提高，同时低频噪声也相应地被放大，再

经低通滤波器进行滤波处理后，进行二级放大，最

后将信号滤波送至 A/D采集电路转换为数字信号，
见图 2．仪器的自动控制包括电源控制和光电倍增
管控制，电源控制选用继电器实现微流控芯片各个

液池中所加电极的电压控制，按照设定值和次序导

通或切断电源．实现样品的进样和分离，利用计算

机送出的高、低电频控制继电器的工作状态，实现

进样和分离两种模式的自动切换．电泳所需电压由

两个低压控制高压的电源模块组成，分别为 0～
1 000 V(控制电压 0～5 V)和 0～5 000 V(控制电压
0～5 V)．
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Fig. 3 Graph of electrophoresis of NADH
Electrophoresis buffer: 75 mmol/L borate containing 9.73 滋mol/L

calcium lactate(pH 9.4); Electrophoresis condition: injection (20 s, 500 V)

was followed by the separation(3 min, 2 000 V); sample: 0.352 mmol/L

NADH.

Fig. 5 Graph of electrophoresis of serum sample
Electrophoresis buffer: 75 mmol/L borate containing 9.73 滋mol/L calcium

lactate(pH 9.4); Electrophoresis condition: injection (20 s, 500 V) was

followed by the separation (3 min, 2 000 V); sample: 7.01 U/L serum

sample.

于带电粒子所受电场力作用，所以样品粒子在管道

进行与电渗流方向一致的差速迁移．通过末端检测

器的检测并记录得到电泳图谱．

1.7 实验原理

微流控芯片电泳仪和全自动生化分析仪检测

LDH酶的原理如下所示．NADH在 340 nm时有特
殊吸收峰，而在 360 nm波长下，可激发出 460 nm
荧光．

1.8 实验方法

分别将 pH 9.4 的 75 mmol/L 硼酸缓冲液、
AM2P反应基质液、NAD+以及 NADH作为样本分
别进行电泳荧光检测，在进样时间为 20 s，进样电
压为 500 V，分离电压为 2 000 V的条件下，整个
电泳过程 3 min 结束．实验时对缓冲液进行了选
择，尝试用 NaHCO3/Na2CO3作为缓冲液对 LDH纯
品进行了电泳测试．将 1份临床血清样品(全自动
生化分析仪测得 LDH浓度为 142 U/L)稀释 20倍进
行电泳，将 LDH纯品进行逐步稀释法，进行方法
的线性范围和检测限的测试，并配制一份 LDH纯
品浓度为 8 U/L的标准品连续平行操作 5次，测定
其重复性．

2 实验结果

从电泳荧光检测发现，除 NADH在 110 s左右
出现一荧光峰，见图 3，pH 9.4的 75 mmol/L硼酸
缓冲液、AM2P反应基质液、NAD+均无特异性峰出
现，峰型锐利，基线平整．用 NaHCO3/Na2CO3缓

冲液代替硼酸缓冲液电泳分离 LDH纯品，结果见
图 4．一份临床血清样品电泳图谱见图 5，出峰时
间在 140 s左右，比 LDH标准品出峰时间略有延
迟．以 LDH浓度为横坐标(x)，LDH峰面积为纵坐
标(y)，进行直线回归，求得的直线回归方程即为
标准工作曲线，线性回归方程为 y =1.3819x -
1.0955，r= 0.9127．经过逐步稀释法测得 LDH纯品
检测限为 6伊10-3 U/L(S/N=3).浓度为 8 U/L LDH纯品
经过连续平行操作 5次，其出峰时间和峰面积相对
标准偏差分别为 5.32%和 3.17%．
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乳酸+NAD+→丙酮酸+H++NADH

紫外特殊吸收峰→全自动生化分析仪检测

荧光 460 nm→芯片毛细管电泳仪检测
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Fig. 4 Graph of electrophoresis of LDH
Electrophoresis buffer: 50 mmol/L NaHCO3/Na2CO3 containing 9.73 滋mol/L

calcium lactate(pH 9.0); Electrophoresis condition: injection (20 s, 500 V)

was followed by the separation(3 min, 2 000 V); sample: 8 U/L purified

LDH.
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3 讨 论

20世纪末，许多研究者利用半导体光刻微加
工技术，在芯片上实现了样品的电泳分离，称为微

分析技术或微流控分析技术．该技术集中了色谱与

毛细管电泳技术的众多优势，快速简便、试剂等消

耗几乎可以忽略不计，应用范围日趋广泛，已成为

目前生命科学中的研究热点．但国际上将该技术用

于蛋白质的分析尚处于研究阶段，特别是将该技术

用于酶的分析鲜见报道．

酶是由活细胞合成的对其特异底物起高效催化

作用的蛋白质，在病理和生理的状态下，起着十分

重要的作用．在临床医学中，检测 LDH酶可用于
许多疾病的诊断，如检测脑脊液中的 LDH用于中
枢神经系统(central nervous system，CNS)感染性质
的鉴别、脑血管病的鉴别、良恶性肿瘤以及白血病

的辅助诊断．尿液中的 LDH活性可用于肾炎、肾
衰以及泌尿系肿瘤的鉴别诊断，连续监测尿 LDH
活性还可作为诊断肾脏病和判断预后的指标等．但

是脑脊液和尿液等体液中 LDH含量甚微，仅为血
清中的 1/10～1/40，常规检测方法由于受检测灵敏
度的限制，对脑脊液和尿液中 LDH酶的含量一直
不能很好地进行检测．

本研究主要是以微流控芯片电泳技术为平台，

构建检测痕量 LDH酶的方法．研究中首先优化了
实验条件．在极端 pH时有利于电渗流，但同时极
端 pH使 LDH酶活性减低，经实验证实 pH 9.4为
最适．酶反应的孵育温度有文献报道为 24℃，酶
在 37℃的活性约为 24℃时的 2倍左右，而 42℃时
虽酶反应速度更快，但会产生更高的焦耳热，降低

分离效率，且荧光量子产率随温度升高而降低，在

实验中我们设定孵育时温度为 37℃，其余温度控
制在 15℃，达到满意效果．底物浓度的选择也是
酶反应的关键，为充分发挥酶的活性，一般底物浓

度选择于 10倍 Km值，K 乳酸=(5.16依 1.21) mmol/L，
因此本文选择乳酸锂的最适浓度为 51.6 mmol/L．
理论上 NAD+最适浓度的期望值在 5 mmol/L，但由
于 NAD+在极端 pH条件下极不稳定，而且反应中
形成了酶 -NADH-乳酸和酶 - NAD-丙酮酸两种不
活泼的终端复合体，以致 NAD+达到饱和浓度时才
能测得酶的最大活性，故最终选择 NAD+浓度为
20 mmol/L．
另 外 ， 我 们 在 考 察 缓 冲 液 时 选 用 了

NaHCO3/Na2CO3 作为反应基质液代替 AM2P，以

LDH纯品为测试样本进行电泳，以及用 NAD+钠盐
代替 NAD+直接进行电泳分离发现，除了特异性的
NADH峰外，还有其他较小峰出现，考虑可能为
其他物质如 Na+在激发波长(姿EX=360 nm)，发射波
长(姿EM=460 nm)时出现的荧光(有待于进一步的研
究)，见图 3．因此，我们认为 AM2P缓冲液更适合
利用乳酸脱氢酶反应体系来进行 NAD+的检测以及
NADH的荧光分析．
实验中采用 NADH 的激发波长与文献报道

342 nm、382 nm 等 [8]均不太一致，而发射波长

460 nm [9]，基本一致，原因可能与激发光源以及

NADH的来源、纯度和加工过程、反应体系等有
关；NAD+在 360 nm激发下在 460 nm处无发射峰，
与有关资料一致[10]．

在对图 4、图 5 的对比中发现，血清与 LDH
纯品产物 NADH的出峰时间相差 1 min左右，因
为血清中含有大量的蛋白质，电泳时极端 pH只能
在一定程度上降低但不能完全消除蛋白质吸附造成

的．在实验时加入适当的介质，当缓冲液中未加入

乳酸钙时血清样品出峰时间比 LDH纯品出峰时间
延迟约 4 min，但缓冲液中加入一定浓度的乳酸钙
时，两样品出峰时间接近程度有了很大改善．在后

续实验中，我们将进行泳道内壁的修饰、对标本预

处理，最大限度地减少蛋白质的吸附，提高结果的

重复性和灵敏度．

综上所述，本研究以微流控芯片技术为平台，

pH 9.4， 75 mmol/L 硼酸为芯片电泳缓冲液，
9.73 滋mol/L乳酸钙为添加剂构建了痕量 LDH酶活
性的检测方法，整个电泳过程 4 min结束，LDH检
测限达到 6伊10-3 U/L，达到痕量检测的目的，比常
规检测方法的灵敏度高出甚多(全自动生化分析仪
的最低检测限为 12 U/L)，而且重复性较佳．该方
法的构建弥补了临床常规检测的不足，满足了临床

医学中酶痕量检测的需求，具有较好的应用前景．
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Abstract The microchip fabricated by MEMS technology is successfully used to finish the electrophoresis
process. A novel electrophoresis analysis protocol of the trace enzyme of lactate dehydrogenase (LDH) on
microfluidic chip platform is developed with a Xe lamp-induced fluorescence detection system. Satisfactory
separation of LDH was achieved in 75 mmol/L borate buffer containing 9.73 滋mol/L calcium lactate as running
buffer (pH 9.4) within 4 min. The detection of LDH limits (S/N=3) is 6伊10-3 U/L. The coefficients of variation of
peak time and areas were 5.32% and 3.17%. The method is easily operated. To application microfluidic chips with
the method, the sensitive of detectable enzyme will be much more improved．The method for trace enzymes has
potential for clinical application.
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