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DNA 片段分选微流控芯片发展现状
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摘 要 新一代测序速度越来越快，费用不断降低，但整个流程中还有不少瓶颈。最耗时且影响测序准确度

和重复性的环节之一，就是在文库制备过程中，对打断的大量基因组 DNA 片段进行基于传统凝胶电泳的手工

操作筛选。近几年市场上出现了几种目标片段自动分选仪器，并迅速被多家国际知名测序中心引入测试，从

而引起了广泛关注。本文评述了 DNA 片段分选发展经历，包括凝胶电泳、毛细管电泳、特别是微流控芯片在

分选精度和通量上的不断提升，并简要论述了 DNA 分选目前尚存在的问题。
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1 引 言

近年来，通过污染物对生物细胞水平的毒理学机理研究，以及对基因表达、蛋白表达和代谢产物产

生影响的机理研究，并建立它们之间的关系，实现疾病的早期预防、诊断和治疗成为研究热点［1，2］。因

此，基因表达和测序实验量不断增大，从而对提升实验仪器自动化效率的需求也随之增加。围绕这一背

景需求，各国政府均投入巨额资金以应对新一轮的环境危机和对生命体健康以及未来人类生存的影响，

由此产生的高科技核心技术以及相关产品市场化竞争日趋激烈。其中，测序技术和基因表达分析技术

领域得到了空前的发展。
新一代测序技术虽然大大提高了测序速度，降低了测序费用，但整个流程中仍然存在不少瓶颈，限

制了它的通量。其中，在文库制备过程中对打断的基因组 DNA 片段进行手工筛选( 分选，即分离 + 目

标筛选) 就是重要瓶颈之一。
本文论述了 DNA 片段分选从凝胶电泳、毛细管电泳，到微流控芯片电泳的发展历程与各自的技术

特点，并特别阐述了 DNA 片段的仪器化发展以及未来发展前景。

2 凝胶电泳与切胶回收

目前，DNA 片段分选普遍使用的是基于凝胶电泳分离的筛选方法( 手工切胶分选法) ，即从凝胶电

泳分离后的琼脂糖凝胶或者聚丙烯酰胺凝胶中切胶回收，然后加热溶解、纯化目标片段。这种方法原理

简单、材料易于获得、操作相对简单、成本低、回收量大，所以至今仍被广泛使用。但是，该方法凝胶制备

准备时间长、消耗人力、不易扩展; 最重要的是，源自焦耳热引起的扩散效应导致识别 /分离精度低、分选

准确性差。分选的准确性主要指，不同运行之间、不同操作员之间的结果存在差异，基于手工操作的凝

胶分选通常会有 10%以上来自样品之间交叉污染的纯度误差。操作至少需要 15 s /片段。因此，对于

大量重叠的片段分选，实验人员的手工操作很难保证准确度和效率。
目前，在传统凝胶电泳分选基础上发展出一些新方法，如冻融离心法［1］、凝胶浸泡法［2］、改良硅藻

土法［3］、电泳洗脱法、石英棉纯化法［4］和海绵吸收法［5］。但是，这些方法并没有解决凝胶电泳固有的分

离精度和分选准确度问题，操作仍然繁琐、难以实现自动化控制、回收耗时长，如果采用专用的回收试剂

盒，所需费用较贵。因此迫切需要高精度、高效率分选法以及相应的高度自动化分选仪器来解决这个关

键的瓶颈问题。
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3 基于毛细管电泳与色谱技术的自动分选

毛细管电泳技术是 20 世纪 80 年代后期迅速发展起来的一种分离分析技术［5，6］。利用毛细管电泳

技术替代凝胶电泳节省了时间，提高了分离精度。但是，目标样品的分选仍然是个问题。Biofocus 公司

在毛细管电泳后加装了馏分收集装置来解决这个问题( 图 1a) ［7］，所得到的最好分选精度达到 3 个碱基

差。但是，每次的操作仍然很复杂，必须先做一次或多次的分析操作，以确定每一种物质的迁移时间，并

调整分离条件，使目的组分的峰之间能很好地分离，保证至少 10 ～ 20 s 的间隔; 另外，采用的机械收集

单元增大了死体积。由于毛细管电泳的检测窗口和样品的回收位置也就是毛细管的末端相距有一段距

离( 通常 10 cm 左右) ，所以目标片段到达收集出口的时间很难准确确定。Minarik 等［8］为此在毛细管末

端设计了两个 UV 检测器，以准确计算流经片段的速度( 图 1b) 。但是如果检测点与回收出口不在同一

点，误差将是不可避免的。为此，日立公司的研究人员在阳极回收端设计了一个石英池，在石英池内为

分离用的毛细管与收集用的毛细管之间保留了 1 mm 距离，检测点就设置在这个 1 mm 的间隙处

( 图 1c) ［9］。当 DNA 片段泳动出分离毛细管，分离电场被检测信号触发而断开，DNA 片段随即利用鞘

流( Sheath-flow) 进入 12 cm 长的收集毛细管，最终回收至样品管中。虽然该装置的回收精度得到很大

提高，但是为了达到 1 个碱基差的分选精度，仍需要 2 次 PCＲ 扩增和共 3 次的分离回收。一个原因归

结为 1 mm 的间隙仍然太大; 另一个原因是，为了收集目标样品而中断分离电场导致了样品断片扩散。
Huge 等［10］也引入压力驱动流作为鞘流，更有效地抑制了回收端的交叉污染; 并加快了回收端目标物的

迁移速度，最后通过毛细管末端出口的喷嘴以液滴的形式点样到 96 孔板，从而提高了回收效率。基于

这一系统，Vannatta 等［11］将毛细管电泳与质谱级联，用于分选后的进一步分析。Minarik 等［12］选择了另

一个角度，自制了一个 12 通道毛细管电泳系统，并设计了一个巧妙的程控移动回收平台，通过优化收集

孔板的孔断面形状以及控制移动速度和模式解决了收集问题( 图 1d) 。其分离与收集过程中不需要中

断分离电场，因此减少了毛细管中片段的扩散。随着收集平台的移动，DNA 片段泳动出毛细管直接进

入不同的收集板孔。但是，如果重叠片段较多，这样的设计将会大大增加后续的工作量，而且由于毛细

管在收集孔板上的拖行必定带来交叉污染。
液相色谱技 术 为 有 机 分 子、DNA、肽 和 蛋 白 质 的 分 离 和 分 选 提 供 了 一 个 很 好 的 自 动 化 平 台。

2008 年，Lim 等［13］用变性高效液相色谱( DHPLC) 实现了异源双链核酸的分选。但是由于精度不够，不

得不采用了两次分选和两次 PCＲ。液相色谱得到的分选量比较大，但是要消耗昂贵的柱子。
上述方法实现了自动化操作，比传统手动人工电泳 /切胶提高了效率和准确度，但是仍然存在不足，

这主要是因为受到本身毛细管一维( 1D) 分离系统的限制，不能做到目标分选的实时性检测与处理，一

些环节增大了死体积，导致了交叉污染。

4 电泳分选芯片

4． 1 早期电泳分选芯片

随着微机电技术( MEMS) 的迅速发展，生物芯片的出现成为了近年来高新技术领域中极具时代特

征的重大进展，是物理学、微电子学与分子生物学综合交叉形成的高新技术。而近 10 年发展起来的电

泳芯片已经成为第二代生物芯片 /微流体芯片( 微阵列芯片为第一代生物芯片) 的主要成员之一。借助

微泵、微阀和微混合器等集成元件的设计、加工和应用，微流控芯片越来越完善［14 ～ 16］。利用微流控电泳

芯片不仅可以进行 DNA 长度分析，甚至可以进行序列分析和基因分型等研究［17 ～ 21］。2001 年，Footz
等［22］首次利用电泳芯片尝试了分离去除 PCＲ 产物中的引物和二聚体( 图 2a) 。因为通常引物的长度相

对特定产物很短，所以研究人员利用十字电泳的样品加载流路首先分离出引物，而只让产物进入分离流

路部分; 或者再次在分支流路加反向电压让引物返回，而只剩下移动缓慢的特定产物在交叉点附近，但

是对于不同的产物，需要多次测试样品加载时间对分离的影响。Effenhauser 等［23，24］最早提出专用分选

微流控电泳芯片( 图 2b，1995 年) ，其设计特点是在分离通道末端增加了一个垂直的 T 型回收微流路，

使目标片段和前后的非目标片段分时进入两侧微流路。实验做了成功的分选，但是，因为目标片段要等
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图 1 基于毛细管电泳的分选方法: ( a) 将 ABI 310 的毛细管末端单元改造，分选精度达到 3 bp［7］;

( b) 采用两个光纤传感器实现对快速移动的 DNA 片段的定位［8］; ( c) 装置设计了一个石英块接口与

16 根毛细管连接以提高通量［9］; ( d) 在毛细管末端设计了一个收集 DNA 片段的可移动平台，实现了连

续采样，以保证不丢失目标物［12］

Fig． 1 Fraction collection based on capillary electrophoresis ( CE) : ( a) Ｒeconfiguration of ABI 310 instru-

ment for DNA fractionation［7］; ( b) Two optical fiber sensors was mounted to CE system to confirm the speed of

DNA fractions precisely［8］; ( c) a 16 capillary array system coupled with a quartz cell for sampling DNA frac-

tions［9］; ( d) A collection microwell plate was fabricated from buffer-saturated agarose gel，which maintained

permanent electrical contact with the separation capillaries during the collection process［12］

到所有片段都通过 T 型交叉点后才能迁移至目标收集池，所以效率较低，而且在抑制非目标片段污染

方面没有进一步讨论。Khandurina 等［25］采用十字结构替换了 T 型结构，逐一分选了 101，187，299，

427 和 567 bp 长的 PCＲ 产物，该研究的最大突破是首次在分选目标前采用了鞘流，并在分选目标时拉

后分离中的其它片段，以实现非目标抑制( 图 2c，2002 年) 。但是，该研究采用的分选模式共用了一段

回收流路和回收池，这既增加了污染的可能性，又降低了效率。Khandurina 等也发现了这个问题，因此

在论文最后提出了一个多目标捕获的设想，而实际上这个设想的实现还需要进一步的污染抑制设计。
从另外的角度，为了增大样品片段峰间距，减少由于片段间重叠造成的交叉污染，Khandurina 等［26］将毛

细管接到十字结构芯片上以提高分离精度( 图 2d) ，但是毛细管与芯片微流路的对准是非常困难的，同

时也形成了一定的死体积，这一探索也因此没有被后来的研究者们采用。
4． 2 非目标片段抑制方法

随着分选芯片研发的不断深入，研究人员意识到交叉污染抑制的重要性，因为这已经影响到分选芯

片的实际应用效果。上海微系统与信息技术研究所的李刚等［27］采用垂直于分离流路配置多条平行回

收流路的方法，尝试了回收流路的错位与直对布局，并优化了回收流路口形状，从而较好地抑制了片段
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图 2 早期用于 DNA 片段分选的毛细管电泳芯片: ( a) 利用电泳芯片的十字进样结构分离去除 PCＲ 产

物中的引物和二聚体［22］; ( b) 最早的采用了 T 型回收单元的电泳分选芯片［24］; ( c) 分离末端采用十字结

构的分选芯片［25］; ( d) 将毛细管和分选芯片相结合以提高分离精度从而抑制片段间交叉污染［26］

Fig． 2 CE chips for DNA fractionation developed at the end of the twentieth century: ( a) A classical cross CE

chip for purification PCＲ products from primers［22］; ( b) A T-intersection where the selected sample zone was

coupled with the end of separation channel［24］; ( c ) A cross intersection structure for fractionation［25］;

( d) Micromachined acylic cross-connector coupled with four fused-silica capillaries［26］

通过垂直流路后的变形，并因此增加了回收率( 图 3a) 。2003 年，密执安大学 Lin 等［28］采用了类似

Khandurina 的简单的末端十字结构，但是改变了分选工作模式，定义的回收流路垂直于分离流路，而且

在芯片上集成了分离用电极，并同时在十字流路内内置了微电极，用于抑制非目标片段，以及捕捉目标

片段并将其迁移至回收流路内。Lin 等［29］在 2005 年进一步优化了内置电极的结构，从而使非目标片段

通过垂直流路时的拖尾现象得到很好的抑制( 图 3b) 。上述几个研究都采用了仿真软件模拟了回收结

构处的电场分布，这对优化设计起到了极大作用。但是，这些研究的结果仍有一定的局限，最主要的问

题是分离介质采用了交联凝胶，所以片段迁移慢，分选效率低，这些结构在非交联介质中的作用需要进

一步验证。
上述研究表明，导致非目标片段通过垂直回收流路的变形和拖尾的原因，来自电场分布的变化以及

分子扩散。因此减小回收流路的宽度是一个非常简单有效的办法，但是只要这个流路存在，影响就不会

消失。Sweedler 研究组与 Beckman 公司合作［30，31］，在分离末端的十字结构上做了改进，如图 3c 所示，芯

片将分离的十字电泳微流路与回收流路分置在上下两层基板，在二者的交叉点通过一层 6 ～ 10 !m 厚的

200 nm 孔径聚碳酸酯纳米滤膜连接。这样的结构与鞘流控制电压配合有望做到污染最小化，但是纳米

通道及其附近的电场分布，以及膜抗污染性能测试需要进一步讨论。
对比上述复杂的内置微电极和微流路结构可以发现，鞘流是最简单有效的方法，而且该方法在流式
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细胞仪和十字电泳进样中都有应用［32 ～ 34］。图 3d 给出了采用和不采用鞘流时，非目标片段进入垂直回

收流路的荧光检测结果，并通过在分选交叉点前后以及两侧设置多个荧光检测点，记录了目标片段分选

时各点的荧光变化，清楚地反映了目标片段捕捉的效果［35］。在我们的进一步研究中，通过对回收后的

样品进行 PCＲ 扩增以及分离分析，确认了鞘流有无时，非目标片段对目标片段污染的定量分析［36］。

图 3 采用不同的微结构减少 DNA 片段在回收流路前的扩散与交叉污染: ( a) 特殊的结构设计以保证

最大量的采样，减少样品损失，并控制片段变形［27］; ( b) 两个十字交叉结构，一个用于进样，另一个用于

分选。在分选通道附近设计了微电极结构用于控制 DNA 片段流经时的形状，减小片段变形［29］; ( c) 采

样通过垂直的具有纳米通道的薄膜，最大程度的减少了片段经过时变形［30］; ( d) 通过控制回收流路两

侧的偏压，形成鞘流以阻挡非目标物对回收流路的污染。在分离流路前后与采样流路入口设置荧光信

号采样，右下角插图显示 20-bp 片段从 10-bp dsDNA ladder 中成功分选，分选后在分离流路中已经看不

到该片段［35］

Fig． 3 Non-target fraction suppression methods: ( a) Different configuration of extraction channels for less-con-

tamination from adjacent bands and a little loss of target sample［27］; ( b) Integrated microelectrodes to generate

addressable electric fields to reduce band distortion during separation［29］; ( c) Collection microchip showing the

crossed microchannels and the nanofluidic capillary array membrane ［30］; ( d) The generation of the sheath flow

and application on collecting 20 bp band from 10 bp ladder ［35］

4． 3 高通量分选

提高通量是微流控芯片研发最重要的目标。随着材料和微加工技术的发展，毛细管电泳分离芯片

的集成度越来越高，其高通量实现方式可分为并行和串行。并行分离通道已经从 4 通道［37］、10 通

道［38，39］，迅速发展为 12 通道［40］。在串行方面，Agilent 2100 系统一次上样最多达到 12 个，然后依次分

离; Caliper 公司研发的 GX 系列则借助芯片上的连续提取毛细管，将连续通量扩展为 96 或者 384，不仅

解决了分离介质更换，还延长了芯片的使用寿命，降低了消耗成本; 此外，光学单元的成本也低于并行检
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测系统; 但是，串行效率不如并行高。需要指出的是，上述高通量分离芯片的研发经验并不完全适用于

分选。
高通量分选，即指多目标的分离回收。随着通量的增加，不仅需要在芯片上增加大量流路和样品

池，有时甚至需要在芯片上集成大量微阀和微泵单元，所以芯片集成度随之增加，这导致芯片的设计越

来越困难，外围检测控制单元也越来越复杂，系统成本也大幅增加。更重要的是，高通量下样品间的交

叉污染问题也越来越难避免。这些因素都是分离芯片研究未遇到的问题。
目前，最经济有效的方式是通过一次分离，相继顺序回收被分离的多个目标片段。如图 4a，本研究

组在鞘流流路与分离流路相连接的回收流路上布置了多个回收流路分支，并将激光聚焦在回收流路口，

在检测到目标样品后，通过切换电场操控目标片段进入对应的回收流路［35］。但是，不同于单一片段分

选，多目标片段分选芯片有多个回收流路分支，目标片段进入对应的分支之前会对其它分支产生污染，

因此，简单的鞘流已经不能对所有的回收分支流路起到保护作用。为此，我们在目标片段进入对应样品

回收池后，增加了对被污染分支流路的冲洗操作，即将进入“错误”流路的片段移出并送至对应目标样

品池。对于多目标分选，回收的次序是需要严格设计的，以图 4a 为例，目标片段进入的次序是先外

侧 再内侧，即7-9-8-0。但是，这样的设计操作略显繁琐，而且提取回收样品时容易出错，为后续工作增

图 4 多目标片段分选芯片: ( a) 共用回收流路的 4 目标分选芯片，给出了清晰的分选流程和片段移动

方向［35］; ( b) 隔离型 3 目标分选芯片及回收后电泳图谱［41］; ( c) 采用树状、星形和 36 通道的高通量分选

芯片［42］; ( d) 以实现连续回收为目的，采用圆周分布型的多目标回收结构设计，样品经过 3． 5 cm 的分离

后，在鞘流的作用下连续扫过回收流路［44］

Fig． 4 Multiple collection CE microchips: ( a) Four target collection design and procedures［35］; ( b) Multiple

selected ssDNA fragment collection using three isolated extraction channels［41］; ( c ) Layout of“squashed

tree”，“star”and 36-channel fractionators ［42］; ( d ) The samples from a 3． 5 cm separation channel was

focused via two sheath flow channels into one of seven collection channels continuously ［44］
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加了隐患; 因为与分离流路垂直的回收流路成为了共用流路，所以也成为了交叉污染的隐患。为此，在

进一步的研究中，将回收流路全部平行隔离开，以减少彼此共用部分( 图 4b) ［41］。最上面的回收流路也

是鞘流流路，荧光实验证明优化后的鞘流可以保护下面两个流路，自下而上依次回收的片段长度为 35，

108 和 138 bp，其纯度为 99． 3%，97． 9%和 94． 7%。虽然纯度都很高，在后续的测序当中也没有发现异

常，但是在重复实验中发现，纯度呈下降趋势。深入分析发现，主要原因是分选前一个目标时，主分离流

路中的样品由于电场作用停止而增大了扩散，同时 DNA 分子不再是拉直状态，分离精度因此下降; 另外

DNA 分子与管壁的吸附也需要考虑。为了解决上述问题，Harrrison 课题组［42］加宽了鞘流后的流路，减

少了样品与回收流路的接触，以达到降低污染的目的( 图 4c) 。该研究最大推出了 36 通道分选芯片，但

是作者未对全部通道的回收样品做对应的纯度分析，如果该设计能够保证高通量下的低污染将非常有

意义。2013 年，该课题组进一步研发了用于蛋白组学研究的样品分选、富集和洗脱的 6 通道以及 8 通

道芯片［43］。图 4d 则进一步缩短了鞘流后的流路长度，并将回收流路呈圆周状布置，使电场分布更一

致，同时最大程度提高了通量; 设计最大优点是，在分选过程中，主分离流路电场不需要切断，片段被连

续依次送入回收流路［44］。这个设计原理与前面图 2d 的机械连续运动方式回收机构相似，优势是采用

了快速的电扫描方式，不足是通量不足以应对尺寸接近或者重叠片段分选。
虽然上述设计具有了很大改进，但是在复杂目标分选过程中，尤其是重叠片段分选问题仍然没有解

决。2009 年。本研究组实现了单碱基差的 3 个部分重叠的单一目标片段分选［45］，相继回收的 3 个片段

的纯度均超过 90%，部分达到 99%，至此，将分选精度推到了极限。但是分离时间超过 40 min，而且仅

能做单一目标分选。本研究组根据采样定理设计了一款新的芯片，采用 10 条间距为 100 μm 的回收流

路构成采样区，在样品片段进入采样区后，10 条回收流路同时回收采样区内的样品( 图 5a) 。采用新芯片

仅用 10 min 就实现了单碱基差重叠片段样品的分选［46］; 而且一次采样成功回收了相邻的两个片段［47］。
这种方法改变了以往断片回收以分离精度为必要条件的限制，大大缩短了分离时间，提高了效率。

以往的 DNA 片段回收量少，所以必须通过 PCＲ 对回收样品进行浓度扩增，这无疑增加了后续工作

量。2002 年，Huang 等［48］以 2 μm 圆柱矩阵为分离介质的双向电泳芯片，新颖结构的作用如同光散射棱

镜，将长度为 61，114，158 和 209 kb 的大分子 DNA 片段呈不同角度分离开，并在末端实现连续回收

( 图 5b) 。同样采用连续流分离回收方式，日本 NEC 公司与 BABA 研究组合作，将分离柱直径从 2 μm
降到了 200 nm 以下，柱间缝隙仅约为 32 nm 宽，以此将回转直径 57 nm 的 300 bp DNA 片段和回转直径

22 nm 的 100 bp DNA 片段通过不同通道分别回收［49］。纳米柱或者纳米壁形成的矩阵在分离过程中可

以拉长核酸分子［50，51］，这对于核酸大分子分离和回收具有极大潜力，甚至有望推动实现 DNA 单分子测序。
2009 年，Zalewski 等［52］设计了另一款二维自由流电泳芯片，通过调控 3 个输入和 5 个输出端的交流电

场，以连续流的方式将两个混合的样品送入不同的输出端( 图 5c) 。这两个研究的突出优点是解决了

DNA 大分子的连续多目标分选，而且连续分选可以获得大量富集，而无需以往方法的 PCＲ 浓度扩增。
4． 4 商用分选仪器

2010 年，美国 Caliper LifeSciences 公司推出了 Labchip XT 自动化核酸回收仪器，使用的是 4 或 5 通

道一次性芯片，工作流程与前面的研究团队也基本一致。通过芯片采用的试剂盒和芯片设计可以看出，

Caliper 公司并没有采用芯片电泳的经典十字进样设计，分离介质与分离原理与凝胶电泳类似，这说明

该产品更强调回收量，以此减少 PCＲ 扩增带来的成本增加和问题复杂化。但是，这也同时继承了凝胶

电泳的缺点，精度低仅为 5 b /bp; 分离回收时间长，快的需要 30 min 完成，有的甚至长达 50 ～ 100 min。
值得提出的是，Labchip XT 所提出的非液相接触式电极，避免了前后两块芯片之间通过电极产生的

交叉污染。其解决办法是在芯片上再内置一套金属电极，内置电极与缓冲液接触。另外值得称赞的是，

产品软件设计严密，确保了大部分分选的重复性，节省了人力，提高了效率。从其设计可以看出，单通道

原则上一次只能回收一个目标片段，虽然系统设计提供了“Extraction and Pause”功能，在手动提取第一

个目标片段后，可以继续执行下一个目标片段的分选，但是之间要对回收池进行手动清洗，以避免样品

间的交叉污染。这大大限制了效率的提高。
上述仪器虽然仍存在很多不足，但是自动化分选仍使很多新一代测序用户接受了这一产品，实际使
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图 5 几种新颖的多目标片段分选芯片: ( A) 运用采样定理的同时空间分选芯片［47］; ( B) 具有棱镜式分

离性能的 DNA 大分子分选结构［48］; ( C) 可分离两种混合物的二维自由流电泳芯片［49］

Fig． 5 Fractionation by using novel methods: ( A) A simultaneous space-sampling method for DNA fraction

collection using a comb structure in microfluidic devices［47］; ( B) A DNA prism for high-speed continuous frac-

tionation of large DNA molecules［48］; ( C) Continuous fractionation of a two component mixture by zone electro-

phoresis ［49］

用表明，使用自动化样品制备平台，配合核酸电泳分离分析设备，能够将全外显子捕获及提高相应测序

文库构建的效率，在确保最终测序数据质量的前提下，从原本人工操作时的每周每人 12 样提升至每周

每人 200 样以上。但是，对复杂的具有重叠片段的分选，目前市场上的仪器仍无法进行高精度高重复性

的分选。另外需要指出的是，与成千上万的目标片段相比，仅 4 或 5 个通道的分选还是显得不足，而且

样品提取后没有纯度分析，自动化的优势因此逊色不少。

5 结 语

综上所述，虽然分选方法在不断改善，精度在不断提高，但是快速实现高准确度、高通量和高纯度的

自动化分选和各种复杂目标峰的分选与定量，是目前科研人员面对的新挑战，主要包括: ( 1 ) 高电场下

快速移动片段的准确捕捉 细小的流路使更高电场的使用成为可能，因此片段的迁移速度更快，分选过

程的完成将得到速度提升。因此需要新的方法实现准确的捕捉，而又避免相邻片段的污染。( 2 ) 重叠

片段的准确分选方法 即使良好的分离也不能完全避免重叠片段的出现，而良好的分离往往需要更长

的分离距离和时间。因此研究新的分选方法实现短距离分离、在重叠状态下实现高纯度分选非常重要。
( 3) 实用化高通量分选方法 这是提高处理能力和效率，应对实际需求必须面对的问题。需要解决的

主要是芯片设计和检测方法。( 4) 建立分选-原位分析于一体的自动化体系 单独的自动化分选仪器可

以解决上述瓶颈问题，但在多数情况下，分选后的样品仍需扩增富集和纯度分析，两个流程之间不可避
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免的手工操作牺牲掉了刚刚获得的优势，同时增加了样品被污染的几率。所以实现完整的自动化流程

非常重要。
该领域的研究属于生物芯片发展前沿，同时我国在以生物工程、分子生物学等为代表的生命科学各

个领域，对各种对象的微量分选制备存在迫切需求。因此，对国内的科研工作者而言，以微流控芯片为

载体，充分利用微流控芯片设计在二维空间的延展，发挥它在集成化、最小化、低样品试剂消耗、高效率、
实时检测等方面的优势，对建立具有国际竞争力的高端筛选仪器体系和品牌具有积极作用。
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Advance in Microfluidic Devices for Fractionation of DNA Fragments
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Abstract Current next generation sequencing works faster and the price is coming down． However，the
workflows have numerous manual processes，which contribute to bottleneck and process inefficiency． One of
the most time consuming steps is electrophoretic gel-based fractionation of a large number of fragments of
interest from the library generation process． In recent years，several instruments were first introduced into the
market，and then were tested soon by many famous DNA sequencing centers and platforms． This paper
introduces the development of DNA fractionation techniques including capillary electrophoresis and microfluidic
devices． Moreover，our argument raises the bottleneck in fractionating DNA fragments on the chips． Finally，

we provide insights into the challenges of DNA fractionation and perspectives．
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