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一种直接测定微流控芯片电渗流速度的新方法
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摘要：随着微芯片技术的成熟，越来越迫切地需要有一个准确而简洁的电渗流速度的检测方法。根据荧光物质罗

丹明 *!(（75*!(）在不同 #8 缓冲溶液中迁移时间的变化，推导出 75*!( 在 #8 $ 和 *" 条件下分别有中性分子存
在，而中性分子的移动速度等于电渗流速度，因此建立了直接以 75*!( 中性分子为标记物测定电渗流速度的方法。
通过直接检测 75*!( 中性分子的迁移时间，计算得出所用玻璃微流控芯片在 #8 $, ( 和 #8 *", * 的电渗流速度为
(, $ - *" . / 6%! 9（ 1·(）和 /, * - *" . / 6%! 9（ 1·(），与经典方法对照无明显差异。
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) ) 微流控分析是当前十分活跃的领域，而芯片毛
细管电泳是当前在微流控分析领域中应用最多的分

析技术［*］。由于芯片电泳分离通道短、散热快、可

施加的分离场强高，使分离速度和分离效率大大提

高。因为外加电场而产生的电渗流成为芯片电泳中

越来越普遍的分离动力，因此迫切需要有一个准确

而简洁的电渗流速度的检测方法。传统的检测方法

只能检测速度慢的电渗流，因此不适应微流控芯片

中微通道中速度快的电渗流的测定［!］。

) ) 目前，测定电渗流速度的方法主要有 ( 种。一
种方法是电流测定法［! . %］：先在毛细管中充满一种

溶液，然后在电渗流的作用下用另一种有相同电解

质但不同浓度的溶液替换原溶液，通过记录在此期

间电流的变化所需要的时间，然后计算出电渗流的

平均速度。该方法简单，但需要置换溶液，且时间和

空间分辨率差，两种不同的溶液间易发生扩散或混

合。另一种方法是中性微粒镜像计速法［&，#］：用微

小的示踪粒子的运动情况来推断液流速度。该方法

直观，但要考虑到布朗运动的影响、粒子间的亲和力

以及粒子和通道壁的作用力。再一种方法是染料

法［!，0 . *"］：将隔离染料［!，0，$］加入到电泳缓冲溶液中，

电泳后，在通道中的一个特殊的位置，隔离染料被释

放并且被激发光照射得到荧光，用荧光显微镜或

@@I（电感耦合型）照相机直接观察通道中微量荧
光染料的运动轨迹来计算电渗流速度。或者是光漂

白一段荧光染料［*"］，观察染料在通道中的流型，通

过染料塞的替换计算液流速度。该方法是从第二种

方法衍生而来，方法直观，但是需要特殊的试剂，对

仪器设备要求高，需要复杂的激光器和其他光学

设备。
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! ! 众所周知，电渗流的一个特点是可以使几乎所
有的组分不管电荷大小，以同样的方向移动，其中中

性分子的移动速度和电渗流速度相等［##］，因此只要

有一种合适的中性分子，且该中性分子对电渗流的

影响可以忽略，并有简便的检测方法，通过检测该中

性分子的表观迁移率，即可得到电渗流速度。

! ! 实验中观察到，带正电荷的荧光染料罗丹明
#$%（!"#$%）在碱性溶液中发生去质子化，成为中性
分子。以此作为电渗流标记物，该中性分子的移动

速度与文献方法所得电渗流速度相同。因此，以

!"#$% 为标记物可直接得到碱性溶液中的电渗流速
度。此方法简便可行，方法准确，结果处理简单，不

需要复杂的仪器和特殊试剂，有较好的实用意义。

!" 实验部分

! ! !" 仪器
! ! 参照文献［#$］自制如图 # 所示的微流控玻璃芯
片。其中，储液槽 $& #储液槽 %&为进样通道，储液槽

#& #储液槽 ’&为分离通道。通道宽 ’( !$，深 #$ !$。
通道两端钻有 #) $ $$ 直径的小孔，用环氧树脂粘合
直径 ’ $$、高 * $$ 的微量移液管头作为储液槽。

图 !" 微流控芯片电渗流测定示意图
"#$! !" %&’()*+#& ,#*$-*) ./ +’( &’*00(1 ,(2#$0

./ +’( )#&-./13#,#& &’#4（ #0 ))）

! ! 自制四路高压直流电源和共聚焦激光诱导荧光
（%&’）检测器（激光器激发波长 ’(( ($，荧光发射
波长 "$+ ($）。

图 #" 5’!#$ 在不同 46 的 #% )).1 7 8 硼砂9:*;6 缓冲溶液下的电泳谱图
"#$! #" <1(&+-.4’(-.$-*)2 ./ 5’!#$ *+ ,#//(-(0+ 46 =*13(2 ./ #% )).1 7 8 2.,#3) >.-*+(9:*;6 >3//(-

)*(+,-,*(.：/,01+ .-20(3-"，$’+ 4 5 6$；.07828-,*( 10(3-"，$) + 6$9
89 7: ,) %；;9 7: () ’；69 7: -) %；+9 7: #+) #；09 7: #+) # 8(+ "08-,(3 #+ $,( 8- #++ < 9 ’*2 " .#，.00 ’,39 % 9

! ! #" 试剂
! ! !"#$% 标准溶液：取一定量的 !"#$% 溶于
% $% 乙腈中，配成浓度为 +) %" $$*1 5 % 的储备液。
! ! 电泳缓冲溶液：分别配制 7: 为 ,) %，() ’，-) %，
#+) # 的 $+ $$*1 5 % 硼酸#硼砂#氢氧化钠缓冲液。
! ! 所用试剂均为分析纯，实验用水为二次蒸馏水。
! ! $" 方法测定
! ! 分别在图 # 的储液槽 #&、储液槽 %&和储液槽 ’&

中加 #++ !% 缓冲溶液，储液槽 $& 中加 #++ !%
!"#$% 标准溶液，进样和分离时各储液槽所加电压
如表 # 所示，进样 # $,( 后将进样电压切换为分离
电压。

表 !" 溶液进样和分离时各储液槽所加的电压
?*>1( !" @441#(, #0A(&+#.0 *0, 2(4*-*+#.0 =.1+*$(2 4

!0.02=*,2 &(>06-,*( =*1-830 ?07828-,*( =*1-830
@011 $ ’++ ,++
@011 % + ,++
@011 # ’++ #$++
@011 ’ ’++ +

#" 结果与讨论

# ! !" 不同 46 值下 5’!#$ 的电泳分析
! ! 图 $ #8 / + 为不同缓冲溶液 7: 条件下 !"#$%
的电泳图。在芯片电泳分析中，! 0 "# $ %（!07 1 !0+），

其中 ! 为迁移时间，" 为微通道有效长度，# 为微通
道总长，% 为施加电压，!07为电泳迁移率，!0+为电渗

流迁移率。因为 !0+随着 7: 增加而增大；如果是同
一种物质，!07不变，则根据上式物质的迁移时间应

随 7: 值升高而减小，但实际结果表明，!"#$% 不仅
不以一种形式存在，且其迁移时间随 7: 值升高而
增大，所以推测 !"#$% 在不同 7: 缓冲溶液中电荷
和结构发生了改变，其变化如图 % 所示。

·#-*·
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图 !" !"#$! 随着溶液酸碱度的变化
#$%& !" ’"( )*$+,-).( (/0$1$-2$03. $4 !"#$! .5106$54

# # 随着溶液 !" 值的升高，#$$!% 的去质子化程
度逐渐增强，存在如图 % 所示的多种酸碱组分!、
"、#和$，这些组分的浓度随溶液的 !" 改变而变
化，且它们所带的正电荷数依次递减，因此电泳图中

迁移时间随 !" 值升高而增加。在 !" 值为 &’ % 时，
#$$!%的主要形式可能是!和"；!" 值是 (’ % 时，
主要形式是"和#；!" 值为 )’ % 时，主要形式是#
和$；!" 值为 $*’ $ 时，主要形式是$和它的水解产
物%。将 #$$!% 标准溶液用 %&’" 调节 !" 到
$*’ $ 并于 $** (水浴中加热 $* )*+ 后，得到的电
泳图示于图 ! ,-。与图 ! ,. 相比较，可见水解产物%
的峰显著增大，组分$的峰明显缩小。因此可推测
在 !" 值为 )’ % 和 $*’ $ 的缓冲溶液中有 #$$!% 的
中性分子存在。

# # #$$!% 溶液中直接加入 *’ $ )/0 1 2 的氢氧化
钠，在 !" $$’ * 的缓冲溶液中进行电泳测定，结果没
有峰出现。因此怀疑 #$$!% 分子在强碱性溶液条
件下发生了分解而在 +(( +) 激发光下检测不到。
# # 一个离子在电场下的移动速度 ! , !-! "，其中

!-!为电泳迁移率，" 为电场强度。电泳迁移率正比
于分子受到的电场力，反比于通过介质时的摩擦力，

即 !-!* #3 1 #4，其中 #3 为电场力，#3 , $"；#4 为

摩擦力，#4 , - %! , - .&"&!，式中 % 为摩擦系数，$
为离子电荷数，" 为介质粘度，& 为离子半径。在稳
定的电泳状态下，电场力和摩擦力相等，方向相反，

即：$" , .&"&!，则 ! , $" 1（.&"&），代入! , !-!"，

得 !-! , $ 1（.&"&）［$$］。因此，对于中性分子来说：

!-! , *。因此对于中性分子，迁移时间 ’ , () * +（ !-!

/ !-*）, () *（+!-*）。因此根据中性分子的迁移时

间即可求得电渗流速度 !-*。

# # 既然在 !" 值为 )’ % 和 $*’ $ 的缓冲溶液中有
中性分子的 #$$!% 存在，因此可以通过测定 #$$!%
中性分子的迁移时间来测定芯片电渗流的速度。

# # 在 !" 值为 )’ % 和 $*’ $ 的缓冲溶液中测定
#$$!% 的迁移时间 ’ % 次，分别得到其中性分子的保
留时间为：!" )’ % 时，’ 为 !$’ . 5，!$’ % 5，!$’ & 5；!"
$*’ $ 时，’ 为 !*’ ! 5，!*’ * 5，!*’ % 5。分别取迁移时
间的平均值，则由此中性分子的迁移时间计算 !"
值为 )’ % 和 $*’ $ 时的电渗流速度为：!-/（ !" )’ %） , () *

+’ ,（! 0 "）1（$ !** 0 !$’ "）, %’ ) 0 $* - + 6)! 1（ 5·
7）；!-/（ !" $* 8 $） , () * +’ ,（! 0 "）1（$ !** 0 !*’ !）,

+’ $ 0 $* - + 6)! 1（ 5·7）。
# # 实验中观察到：将 #$$!% 标准溶液稀释于 !"
$*’ $ 的缓冲溶液中，随着放置时间的延长，图 ! ,.
中两组分峰面积的相对大小会发生变化，后面峰的

面积越来越大，前面峰的面积越来越小。这是由于

#$$!% 在碱性条件下缓慢水解所导致。因此用
#$$!% 作电渗流标记物，其储备液应保存在无水的
有机溶剂中。

$ & $" 文献方法测定电渗流速度
# # 参照文献［$%］的方法测定电渗流速度，即在芯
片的储液槽及通道里充满 !* ))/0 1 2 硼砂缓冲溶
液，如图 $ 在 + 个储液槽中放入电极，然后将储液槽
!1中的缓冲溶液换为 $ )9 1 2 荧光素钠,!* ))/0 1 2
硼砂缓冲溶液，如“!’ %”节施加电压，进样 $ )*+ 后
撤去电压，同时在 $1，+1储液槽之间施加分离电压，

由激光荧光检测系统检测。记录荧光素钠的迁移时

间并由此计算出荧光素钠的有效迁移率 !-:，实验测

得荧光素钠在缓冲液的 !" 值为 )’ % 和 !" $*’ $ 时
的有效迁移率分别为（$’ $ 2 *’ !）0 $* - + 6)! 1（ 5·
7）和（$’ + 2 *’ !）0 $* - + 6)! 1（ 5·7），则电渗流速
度 !-/可以通过公式计算得到，即 !-/ , !-: / !-!，式

中!-!为荧光素的电泳迁移速度。将荧光素的电泳

迁移率 !-! , !’ ( 0 $* - + 6)! 1（ 5·7）［&］代入，由此

计算出芯片在 !" )’ % 和 !" $*’ $ 缓冲液中的电渗
流速度为（%’ ) 2 *’ !）0 $* - + 6)! 1（ 5·7）和（+’ ! 2

·!).·
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!" #）# $% & ’ $%( &（ ’·(），与“() $”节中所得值相
吻合。

!" 结论

! ! 本文建立了以罗丹明 $(* 的中性荧光分子为标
记物测定电渗流速度的方法。方法简便可行，与经

典方法对照无明显差异。
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