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摘要 描述了一种微流控芯片电泳快速分离血清高密度脂蛋白(high density lipoprotein, HDL)亚类的方法．利用自制的微流控
芯片，结合激光诱导荧光检测系统，40 mmol/L Tricine、50 mmol/L甲基葡胺(MEG)、0.2 mmol/L SDS (pH 8.5)为样品缓冲液，
40 mmol/L Tricine、50 mmol/L MEG、0.01 mmol/L SDS (pH 8.5)为分离缓冲液，4 min内 HDL3和 HDL2两种亚类得到基线分

离．该法操作过程简单，重复性较佳，测试费用低廉，在临床 HDL亚类的检测中具有较好的应用前景．
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高密度脂蛋白(high density lipoprotein, HDL)是
一种由脂质和蛋白质构成的，在形状、密度、颗粒

大小、电荷和理化特性等方面都具有较大异质性的

脂蛋白，它参与胆固醇逆运转，具有抗动脉粥样硬

化(atherosclerosis, AS)作用 [1]．HDL亚类成分可以
作为评估 AS的危险因素，与冠心病(coronary heart
disease，CHD)密切相关，但对于亚类 HDL2 和

HDL3的相对重要性问题在临床上一直存在分歧，

国际上仍未得到统一认识，其中一重要原因是因为

缺乏简易、准确的 HDL亚类分析方法．
微流控芯片电泳能够快速高效分离分析 DNA[2]、

氨基酸[3]、蛋白质[4]、细胞[5]等，分离效率高、重复

性好．本研究利用自制的石英芯片结合激光诱导荧

光(laser induced fluorescence, LIF)检测系统，在本
研究组前期研究基础上[6]进一步改良，可简便、高

效分离出 HDL亚类，并对健康体检者和 CHD 患
者血清标本进行分析，初步探讨了微流控芯片电泳

用于 HDL亚类分析的临床应用价值．

1 材料和方法

1.1 标本来源

南通大学附属医院经冠状动脉造影证实的

CHD患者、排除心脑血管疾病及其他影响血脂代
谢疾病的健康体检者．

1.2 试剂与仪器

1.2.1 试剂．浓度为 15.5 g/L 的 HDL 标准品、
Tricine、甲基葡胺 (N-methyl-D-glucamine, MEG)、
十二烷基硫酸钠(SDS)、乙二醇、甲醇、磷钨酸
(phosphotungstic acid，PTA)、氯化镁 (MgCl2)、溴
化钾(KBr)均购于美国 Sigma公司；硝基苯并噁二
唑 -C6- 酰基鞘胺醇 (NBD C6-ceramide)购于美国
Molecular Probes 公司；沉淀剂按照中华医学会
检验学分会推荐的 PTA-Mg 沉淀法中描述配制 [7]

(1.52 mmol/L PTA、0.05 mol/L MgCl2，pH 6.1)；样
品缓冲液由 40 mmol/L Tricine、50 mmol/L MEG、
0.2 mmol/L SDS (pH 8.5)组成；分离缓冲液由
40 mmol/L Tricine、50 mmol/L MEG、0.01 mmol/L
SDS (pH 8.5)组成．所用试剂均为分析纯，配制试
剂用水为二次蒸馏水，试剂配置好后均用 0.22 滋m
的滤膜过滤．
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1.3 方法

1.3.1 标本准备．受试者素食 3天后，清晨空腹采
血 3 ml，以 3 000 r/min离心 10 min后分离血清，
所取血清标本加入同体积沉淀剂，充分混匀，置室

温 15 min后 3 000 r/min离心 15 min，离心后吸出
上清液供测定．要求 4 h之内完成分离检测，或
-70℃保存．HDL标准品预处理过程：1 滋l HDL标
准品加入 10 滋l去离子水，再加入 4 滋l 0.2 g/L NBD
C6-ceramide(以 v(乙二醇)∶ v(甲醇) = 9∶1混合液预
先溶解)避光预染 1 min，最后加入 60 滋l样品缓冲
液．血清标本预处理过程：6 滋l预测血清加入 2 滋l
去离子水，再加入 4 滋l 0.2 g/L NBD C6-ceramide避
光预染 1 min，最后加入 20 滋l样品缓冲液．
1.3.2 电泳过程．在芯片样品废液池、缓冲液池、

缓冲液废液池中加入分离缓冲液，并使通道内充满

分离缓冲液．在样品池中加入样品，使激光束聚焦

于芯片分离通道下检测点处．按下列程序分别向 4
个储液池施加电压，进行进样和分离操作：进样

45 s，样品池、样品废液池、缓冲液池、缓冲液废
液池分别施加 760 V、0 V、300 V和 450 V电压；
分离 4 min，样品池、样品废液池、缓冲液池、缓
冲液废液池分别施加 500 V、500 V、3 500 V和 0 V
电压．运行温度 25℃，分离电场强度为 450 V/cm.
1.3.3 电泳原理．石英芯片微通道表面在缓冲液是

碱性的情况下，硅羟基解离产生负电荷，缓冲液中

阳离子在芯片管壁负电荷表面形成一圆筒形的阳离

子鞘，在外加电场作用下，携带溶剂一齐向阴极迁

移，便形成电渗流．管道中 HDL亚类的迁移速度
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．最后通过末端检测器的检测并记录得到电泳

图谱．

1.3.4 统计分析．采用 SPSS 11.0软件进行统计学
处理，数据用 x 依 s 表达．组间差异比较使用方差
分析，P < 0.05有显著性差异．

2 结 果

2.1 HDL亚类的峰型鉴定
HDL标准品的电泳图谱见图 2，HDL被分为 2

个区带(a，b区带)，其出峰时间分别为 1.5 min和
1.8 min，4 min内完成分离．根据 Havel等[10]报道

的超速离心法制备 HDL2和 HDL3，HDL2加入到分

析样品中 b 区带明显增高、面积增大，见图 3；
HDL3加入到分析样品中 a区带明显增宽、面积增
大，见图 4．可以判定快速迁移峰 a 为 HDL3，慢

速迁移峰 b为 HDL2．

2.2 沉淀剂处理前后血脂水平的测定

表 1为随机选取一健康体检者血清标本，生化
分析仪测得的沉淀剂处理前后血脂水平．沉淀剂

处理后血清被 2倍稀释，所以处理后测得指标乘
以 2．

1.2.2 仪器．LIF检测系统(自行研制[8])；OptimaTM

L-90K型超速离心机(美国贝克曼公司)；7600-020
全自动生化分析仪(日本日立公司)；CX系统电源
(0～5 000V) (中国科学院上海应用物理研究所)．
1.2.3 自制芯片．石英玻璃经光刻、湿法腐蚀、

高温键合而成 [9]，结构见图 1．整个芯片大小为

64 mm伊32 mm,芯片微管道宽 100 滋m,深约 25 滋m,
芯片样品池到十字交叉点长 4 mm，有效分离长度
为 42 mm，储液池的直径为 2 mm．样品池 1和样
品废液池 2间通道用于进样，缓冲液池 3和缓冲液
废液池 4间通道用于电泳分离．

1

324

Detection point

100 滋m(a) (b)

Fig. 1 Structure for the microchip
(a) Chip. (b) The SEM photograph for the cross-point channel. 1: Sample reservoir; 2: Sample waster reservoir; 3: Buffer reservoir; 4: Buffer waster

reservoir.
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Fig. 2 Eletropherogram of the separation
of standard HDL

The injection concentration of HDL was 80 滋mol/L. Separation conditions:

Sample buffer solution contained 0.2 mmol/L SDS, 40 mmol/L Tricine,

50 mmol/L MEG at pH 8.5. Separation buffer solution contained

0.01 mmol/L SDS, 40 mmol/L Tricine, 50 mmol/L MEG at pH 8.5, with

E at 450 V/cm.

Fig. 3 Eletropherogram of the mixtures
of standard HDL and 2 滋g HDL2

Separation conditions were the same as described in Figure 2.

Fig. 5 Eletropherograms of the healthy subject
and its reproducibility

Separation conditions were the same as described in Figure 2.

Table 1 The serum lipid levels of healthy subjects before
and after the serum treated by precipitating agent

Indicator
Before treated by

precipitating
agent

After treated by
precipitating agent

伊2

c (High density lipoprotein-

cholesterol)/(mmol·L-1)

1.87 0.93伊2=1.86

c (Low density lipoprotein-

cholesterol)/(mmol·L-1)

3.04 0

籽(Apolipoprotein A1)/(mg·L-1) 1980 980伊2=1960

籽(Apolipoprotein B)/(mg·L-1) 830 10伊2=20

籽(Lipoprotein (a))/(mg·L-1) 280 0

2.3 临床血清 HDL的分析
图 5、图 6分别为健康体检者和 CHD患者血

清标本连续 3次电泳分离结果．全自动生化分析仪
测得 HDL-C浓度分别为 1.78 mmol/L和 0.56 mmol/L.

Fig. 4 Eletropherogram of the mixtures
of standard HDL and 2滋g HDL3

Separation conditions were the same as described in Figure 2.
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* Compared with control group, *P < 0.01.

Fig. 6 Eletropherograms of the patient with CHD
and its reproducibility

Separation conditions were the same as described in Figure 2.

2.4 CHD患者与健康体检者 HDL亚类的峰面积
表 2为受试标本 HDL2、HDL3峰面积的统计学

结果，可见 CHD患者 HDL2 (P < 0.001)峰面积显著
低于健康体检者组，CHD患者 HDL3 (P < 0.001)峰
面积显著高于健康体检者组, 提示 CHD患者 HDL2

有减少趋势，HDL3有增多趋势．

3 讨 论

微流控芯片电泳可方便实现小体积(nl)进样、
分离等操作，还可在分离时施加常规毛细管电泳难

以达到的高场强，能达到快速、高效分离．微流控

芯片电泳用于血清脂蛋白的分离分析是由 Weiller
等[11-12]于 2002年首次报道的，本研究组前期也有
过基于微流控芯片电泳技术，利用自制的微芯片结

合 LIF检测系统 3 min内分离血清 HDL、低密度脂
蛋白和极低密度脂蛋白[6]的相关报道，重复性和稳

定性均较好．

HDL是由脂质(磷脂和游离胆固醇位于颗粒表
面，胆固醇酯和三酰甘油位于核心)和蛋白质(载脂
蛋白和多种少量其他蛋白质)组成的复杂大分子.
HDL不同亚类可以根据其密度、颗粒大小、电荷
及组成不同进行分离，分析方法主要有超速离心

法[10]、梯度凝胶电泳法[13]、质子核磁共振光谱法[14]、

免疫亲和层析法[15]、双向电泳 - 免疫印迹法[16]等，

但这些方法多半费时耗力，技术要求高，无法在临

床上推广应用．

本研究主要以微流控芯片电泳技术为平台，结

合 LIF 检测系统，构建检测血清 HDL亚类的方
法．研究中首先优化了实验条件．Tricine、MEG
缓冲液具有较宽的 pH范围，在电泳过程中能够保
持稳定的电渗流，使结果具有良好的重复性．

MEG还具有动态涂层作用，能部分消除管壁对蛋
白质的吸附．我们考察了MEG浓度对实验结果的
影响，最后发现 MEG浓度为 50 mmol/L，Tricine
浓度为 40 mmol/L 时，HDL 得到了最佳分离效
果．脂蛋白颗粒在碱性溶液中带负电荷，电泳过程

中，荷质比不同的脂蛋白组分在电渗流的驱动下实

现分离，在极端 pH时有利于电渗流，但同时极端
pH易使蛋白质变性，影响检测结果．我们对缓冲
液 pH 进行优化，分别考察了 pH 值为 7.8、8.0、
8.2、8.5、8.8、9.2、9.8时 HDL亚类的分离效果．
最后发现，pH为 8.5时，HDL分离效率最高．蛋
白质吸附会严重影响分离效率和重复性，SDS是一
种阴离子型表面活性剂，Ceriotti等[12]通过激光散

射分析实验证实，样品溶液中存在低浓度的 SDS
时不会引起脂蛋白颗粒结构的改变，我们分别在样

品缓冲液和分离缓冲液中添加了 0.2 mmol/L 和
0.01 mmol/L SDS，有效提高了分离效率和分离度.
实验中使用的沉淀剂按照中华医学会检验学分

会推荐的 PTA-Mg沉淀法中描述配制，原理是利用
沉淀剂中大分子多阴离子化合物(磷钨酸盐)与两价
阳离子(镁离子)沉淀血清中乳糜微粒、低密度脂蛋
白、极低密度脂蛋白和脂蛋白(a)，离心后上清液
中只含有 HDL 一种脂蛋白．由表 1 可知，代表

Table 2 Peak area of serum HDL subclasses

CHD(n=18) Healthy subject(n=23)

HDL2 0.285依0.039* 0.552依0.096

HDL3 1.394依0.091* 1.108依0.074

HDL3

HDL2

HDL3

HDL2

HDL3

HDL2

0.3 0.6 0.9 1.2 1.5 1.8 2.1 2.4 2.7 3.0 3.3 3.6 3.9
t/min

0.0

伊1 000
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HDL的指标 HDL-C和载脂蛋白 A1在沉淀剂处理
前后几乎不变，而代表低密度脂蛋白、极低密度脂

蛋白和脂蛋白(a)的另 3个指标都近似 0，由此断定
离心后上清液中只含有 HDL一种脂蛋白．本实验
中使用的荧光染料 NBD C6-ceramide是一种能与脂
蛋白颗粒特异性结合的染料，不受血清中其他物质

干扰[6]．

图 5、图 6分别为健康体检者和 CHD 患者血
清 HDL连续 3次进样电泳图谱，HDL3和 HDL2峰

均得到基线分离，且重现性良好，图 5、图 6 中
HDL2峰的出峰时间和峰面积相对标准偏差分别为

2.76%、2.92%和 2.85%、2.93%，HDL3峰的出峰

时间和峰面积相对标准偏差分别为 2.15%、2.24%
和 2.17%、2.31%．表 2为 18例 CHD患者血清标
本和 23例健康体检者血清标本的 HDL亚类峰面
积统计结果．可见，CHD 患者 HDL2 显著降低

(P < 0.01)，HDL3显著升高(P < 0.01)，可能是因为
CHD 患者逆向转运胆固醇的能力降低，新生的
HDL3较难转变为成熟的 HDL．在后续实验中，我
们将进一步优化方法学，并选择合适的内标，争取

快速简便完成定量测定．

综上所述，本研究以微流控芯片电泳技术为平

台，结合 LIF检测系统，HDL亚类在 4 min内达到
高效分离，重复性较佳，测试费用低廉，弥补了传

统检测方法费时、繁琐等不足，具有较大的推广

价值．
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Analysis of Serum High Density Lipoprotein Subclasses
by Electrophoresis on Microfluidic Chip*

ZHENG Hui-Fei1, 2), CONG Hui1), WANG Hui-Min1)**, JIN Qing-Hui2)**, ZHAO Jian-Long2)

(1) Laboratory Medicine Center, A ffiliated Hospital of Nantong University, Nantong 226001, China;
2) Shanghai Institute of Microsystem and Information Technology, The Chinese Academy of Sciences, Shanghai 200050, China)

Abstract A method that could separate the subclasses of high density lipoprotein (HDL) rapidly by microfluicic
chip electrophoresis was reported. Combined with laser induced fluorescence detection system, using the
microfluicic chip designed independent, using 40 mmol/L Tricine, 50 mmol/L MEG and 0.2 mmol/L SDS
(pH 8.5) as sample buffer solutions, using 40 mmol/L Tricine, 50 mmol/L MEG and 0.01 mmol/L SDS (pH 8.5) as
separation buffer solutions, the two subclasses, HDL3 and HDL2 could be separated in 4 min. HDL subclasses could
be separated with high efficiency and good reproducibility. The operation was easy and cost little. This method
could meet the demand of the clinical examination of HDL subclasses, with good clinical value.
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