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自由溶液和筛分介质条件下芯片 DNA

瞬间等速电泳预浓缩的比较

刘大渔 � 梁广铁 � 雷秀霞 � 周小棉*

(广州医学院附属市一人民医院检验科临床化学技术研究室, 广州 510180)

摘 � 要 � 利用芯片电泳方法考察瞬间等速电泳�筛分电泳偶联分析的结果, 比较了自由溶液和筛分介质中

DNA瞬间等速电泳的预浓缩效果。结果显示, 相比较于筛分介质条件, 自由溶液瞬间等速电泳有利于改善预

浓缩和后续筛分电泳分离效果。对此结果的解释是:自由溶液条件下 DNA迁移速度的提高可以延长瞬间等

速电泳持续时间, 有利于提高预浓缩效率。此外,样品压缩区带在自由溶液�筛分介质界面的二次富集也是预

浓缩效果得到改善的原因之一。
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1� 引 � 言

在线预浓缩是一种简便有效的提高毛细管电泳和芯片电泳检测灵敏度的手段
[ 1]
。用于 DNA在线

预浓缩的方法包括碱堆积 ( Base stacking)
[ 2]
、场放大堆积 ( F ield�amplified samp le stack ing) [ 3]和等速电泳

( Isotachophoresis, ITP)预浓缩
[ 4, 5]
等。瞬间等速电泳 ( T ransient iso tachophoresis, tITP) 是一种简化的等

速电泳预浓缩方式, 以样品基质中的离子为前导或尾随离子, 可以简化操作并良好地兼容高盐样

品
[ 6, 7]
。通过偶联 tITP和筛分电泳 ( CGE ), 可以简单有效地实现高盐 DNA样品的预浓缩和分离

[ 8, 9]
。

瞬间等速电泳预浓缩效果取决于前导离子浓度和等速电泳持续时间,而后者由样品基质与样品离子以

及样品基质与背景缓冲液中同离子的迁移速度差决定
[ 10]
。 Liu等

[ 8]
发现,筛分介质条件下较低的 DNA

迁移速率是限制 tITP预浓缩效率的因素, 提高样品迁移速率有利于改善预浓缩效果; Schans等
[ 11]
指

出,从 tITP到 CGE的分离模式转换可以在自由溶液 �筛分介质界面实现。微流控芯片具有设计灵活的
特点和优势,非常适合于实现这种复合式分离; Q i

[ 12]
和W ang

[ 13]
等分别报道了基于芯片的自由溶液 ITP

或 tITP与 CGE偶联用于 DNA预浓缩和分离。这些研究结果显示自由溶液中 DNA样品具有更高的预

浓缩效率,有利于提高后续 CGE的分离效果。

本研究采用激光诱导荧光检测芯片电泳方法, 比较了在自由溶液和筛分介质条件下芯片 DNA瞬间

等速电泳预浓缩效果并分析了相关机制, 为改善 tITP与 CGE偶联分离效果进行了有益的尝试。

2� 实验部分

2. 1� 仪器与试剂
涂有正光刻胶的玻璃基板 ( 6. 5 cm ! 6. 5 cm, 长沙韶光铬版有限公司 )。咪唑, N �(乙�羟乙基 )哌

嗪 �N �二乙烷磺酸 (HEPES, 美国 Sigma公司 ); 羟丙甲基纤维素 ( Hydroxypro lymethy l ce llulose, HPMC,

2%水溶液, 粘度为 40~ 60 cp,美国 A ldrich公司 ) ; � X174H aeIII digests(加拿大 Fermentas公司 ) ; 10 !
PCR缓冲液 (北京 T iangen公司 ) ;插入式 DNA标记染料 GeneFinder

TM
(厦门 B iov ision公司 )。

芯片电泳实验在自行设计和研制的芯片电泳分析仪上完成。该仪器由芯片电泳平台、光学检测系

统、CCD监测、高压电源控制和操作软件组成,检测方式为共聚焦激光诱导荧光
[ 8]
。

2. 2� 实验方法
2. 2. 1� 芯片设计和制作 � 芯片结构如图 1所示。图 1a包含用于标准芯片筛分电泳 (标准 CGE )分离
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的十字架结构和用于筛分介质条件下瞬间等速电泳�筛分电泳 ( tITP�CGE )偶联分离的双 T结构 (有效

� 图 1� 用于标准 CGE, tITP�CGE( a) 和 FstITP�

CGE ( b)分析的电泳芯片结构示意图

F ig. 1� Layouts o f m ic rochip fo r standard CGE,

transien t isotachophoresis( tITP ) �cap illa ry siev ing

e lectropho resis( CGE) ( a) and FstITP�CGE ( b)

analysis.

The reservoirs m arked are S ( sam ple ), SW ( samp le

w aste) , B ( bu ffer) , BW ( bu ffer w aste) .

样品区带长度 7. 5 mm );图 1b结构用于自由溶液瞬间等速

电泳�筛分电泳 ( F ree�solution tITP�CGE, FstITP�CGE )偶联
分离, 其底部通道用于进样和 FstITP预浓缩,顶部通道用于

CGE分离,有效样品区带长度也是 7. 5 mm。芯片为玻璃材

质,使用标准光刻 �湿法腐蚀�热封接方法加工而成 [ 5, 14]
。芯

片通道深度 30 �m, 半高宽 50 �m。3种芯片中有效分离通

道长度均为 4. 5 cm。使用前芯片通道表面使用线性丙烯

酰铵涂层
[ 15]
。

2. 2. 2� 芯片电泳 � 芯片电泳背景电解质为 20 mmol /L

HEPES�40 mmo l/L咪唑 ( pH 7. 5 )。实验中使用两种运行

缓冲液,缓冲液 A是含有背景电解质和 1 ! GeneF inder的

自由溶液,缓冲液 B除含有不同浓度 HPMC筛分介质, 其

余成分与缓冲液 A相同。缓冲液由二次蒸馏水配制, 使用

前过滤。DNA的样品基质为 1 ! PCR缓冲液 ( 10mmol /L

Tris�HC ,l pH 8. 3, 50 mmo l/L KC ,l 2. 5 mmo l/L M gC l2 )。

使用标准 CGE和 tITP�CGE模式时, 缓冲液 B依次加

在 BW, B和 SW。在 S储液池使用真空泵连续施加负压,

所有通道充满筛分介质,最后将样品加于 S储液池。使用 FstITP�CGE模式时, 将缓冲液 B加在 BW, 在

BW1施加负压将筛分介质充满分离通道。再在 B, S和 SW 加入缓冲液 A并继续在 BW 1施加负压, 进

样通道充满缓冲液 A。最后吸走 S储液池中缓冲液, 加入样品。各种模式的电分析程序见表 1。

表 1� 标准 CGE、tITP�CGE和 FstITP�CGE芯片分析的电操作步骤
Table 1� Sequential steps for m icroch ip ana lys is in standard CGE, tITP�CGE and FstITP�CGE

分析模式
Ana lysism ode

步骤
S tep

时间
T ime
( s)

不同储液池电极状态
Statu s of electrode at ind iv idual reservoir

B S /S1 S2 SW BW

标准 CGE
S tandard CGE

tITP�CGE

Fs tITP�CGE

进样 In ject ion 30 F G N /A 300 V / cm F

分离 S eparation 500 G 50 V N /A 50 V 430 V /cm

进样 In ject ion 30 F N /A G 340 V / cm F

分离 S eparation 500 G N /A 50 V 50 V 430 V /cm

进样 In ject ion 10 F G N /A 300 V / cm F

分离 S eparation 500 G 200 V N /A 200V 430 V /cm

� F. 悬浮 ( F loating) ; G. 接地 ( Ground )。N /A. 不适用 (Not app licab le)。

3� 结果与讨论

3. 1� 由溶液和筛分介质条件下 tITP预浓缩与 CGE偶联芯片电泳分离机制

DNA样品缓冲液通常含有高盐分, 电进样时由于样品缓冲液离子强度对进样量的影响, DNA进样

量受到抑制, 因而影响检测灵敏度。使用 tITP和 CGE偶联分离模式可以通过进样量的增加提高信号

强度。DNA的迁移速度介于 HEPES和 C l
-
之间。因此, tITP预浓缩选择 HEPES作为尾随离子, C l

-
作

为前导离子。由于样品缓冲液中 C l
-
的浓度较高, 可直接用作前导离子而不必使用其它前导缓冲液, 简

化了 DNA预浓缩和分离操作,仅需一种背景缓冲液和 4个电极就可以完成芯片分析操作。

如图 2所示, tITP�CGE和 FstITP�CGE分析都包括进样、tITP预浓缩与 CGE分离 3个步骤。二者区

别在于 tITP�CGE模式下所有步骤在筛分介质中完成, 而 FstITP�CGE模式下进样和 tITP预浓缩在自由

溶液中完成。施加分离电压后, C l
-
由于迁移速度快而迅速形成前导区带。C l

-
、DNA和 HEPES依据迁

移速率形成连续区带, 电导率从前导区带到尾随区带依次降低。由于电导率的差异,使得前导区带后

样品区域分担较高场强,因此 DNA样品区带被压缩成狭窄样品塞。随着分离时间的延长, 前导离子浓
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度因扩散而逐渐降低。当前导离子浓度降低到一定程度, ITP状态不能够维系而转为 CGE。由于样品

区带在 tITP过程被压缩为狭窄样品塞,后续 CGE的分离度不会因为进样量增加而损失。因此, tITP和

CGE偶联分离方式可以简便, 有效地提高检测灵敏度。

� 图 2� 芯片电泳 tITP�CGE和 FstITP�CGE分析机制示意图

F ig. 2� I llustrations o fm echan ism of on�ch ip tITP�CGE and FstITP�CGE ana lysis

3. 2� 自由溶液和筛分介质条件下的瞬间等速电泳预浓缩效果比较

等速电泳的原理是使用含有与样品离子具有不同迁移速率离子的不连续缓冲液,不同离子组分区

域具有同样的迁移速度但分担场强不同。本实验使用背景缓冲液 ( pH 7. 5) , C l
-
迁移速度约为 7. 0 !

10
- 4
cm

2
/ (V∀ s), HEPES迁移速度约为 1. 0 ! 10- 4 cm2

/ (V∀ s)。DNA在自由溶液中迁移速度为 3. 3 !

10
- 4
cm

2
/ ( V∀ s) ,而在筛分介质中迁移速度依片段长度有所差别。如 1. 5% HPMC中 72�1353 bp DNA

片段迁移速度介于 2. 7 ! 10- 4 cm2
/ (V∀ s) ( 72 bp)到 1. 5 ! 10- 4 cm2

/ (V ∀ s) ( 1353 bp)之间。在自由

溶液和筛分介质中, DNA的迁移速度均介于 HEPES和 C l
-
之间,因此得以实现 tITP预浓缩。

tITP预浓缩效果主要取决于前导离子浓度和 tITP维持时间,而 tITP维持时间由样品离子相对于前

导和尾随离子的迁移速度决定。在样品基质中含有前导离子条件下,样品 i的 tITP维持时间为
[ 10 ]
:

tITP =
lS∀  S

I
∀

(�L - �! )

(�L - �i )
2 ( 1)

其中, lS和  S分别为样品区带长度和其电导率, I是电流, �L, �i和 �T 分别为前导离子、样品和尾随离

子的迁移速率, �L > �i> �T。由式 ( 1)计算发现,提高 DNA电泳迁移速度有利于增加 tITP维持时间。

在 tITP和 CGE偶联分离中, CGE分离的半峰宽和塔板效率可以反映 tITP预浓缩效果。实验结果

表明,自由溶液和筛分介质条件下 DNA瞬间等速电泳预浓缩效果存在差别。半峰宽分析结果 (图 3)显

示,在 tITP�CGE模式下半峰宽数值随着片段长度和筛分介质浓度的增加而增大。在 tITP�CGE模式下,
当 HPMC浓度高于 2%时, 峰型明显拓宽。而当使用 3% HPMC时, 峰形严重劣化。这是由于 tITP过

程中未能将样品压缩成狭窄区带,而影响 CGE分离效果。对此的解释是片段长度和筛分介质浓度的增

加都是引起迁移速度降低的因素,因而会造成 tITP维持时间的缩短。 tITP预浓缩效果因为等速电泳时

间的缩短受到限制,并影响了后续 CGE分离效果。相比之下, FstITP�CGE模式下, CGE分离效果几乎
不受片段长度和筛分介质浓度的影响。这是因为自由溶液中 DNA具有更高的电泳迁移速度,可以增加

tITP维持时间,使得 tITP预浓缩效果得到改善。根据文献 [ 13, 16] , DNA片段在穿越自由溶液 �筛分介
质界面时,由于迁移速度突然下降,样品区带被进一步压缩, 这也是 FstITP�CGE分析中预浓缩效果得以
改善的辅助因素。需要指出的是,这种界面富集效应取决于样品离子在界面两侧的迁移速度差,因此高

筛分介质浓度和大片段长度条件下, 这种堆积效应更加明显。

由于进样量的提高和瞬间等速电泳样品预浓缩作用, tITP�CGE法和 FstITP�CGE法所检测的信号强
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度比标准 CGE法显著提高。在 2% HPMC条件下, 相对于标准 CGE, tITP�CGE和 FstITP�CGE法都可以
将信号强度提高 20倍以上。图 4显示, 在 2% HPMC件下, tITP�CGE和 FstITP�CGE分析中不同长度
DNA片段相对于标准 CGE法分析的信号强度提高系数。因为 DNA片段迁移速度对于 tITP预浓缩效

果的影响, tITP�CGE分析中存在富集倍数随 DNA片段长度增加而递减的趋势, 而在 FstITP�CGE分析
中, 长片段 DNA依然有非常好的富集效果。

图 3� 不同浓度 HPM C条件下 tITP�CGE和 FstITP�CGE分

析中 DNA片段的半峰宽比较

F ig. 3� Peak w idths a t half�he ight in tITP�CGE and FstITP�

CGE analysis w ith var iousH PMC concentrations

用于分析的 DNA片段长度是 72, 310, 603和 1353 bp。样品为

1 mg /L � X 174 /H aeIIIDNA digests,溶解于 1! PCR缓冲液 ( The

fragm ents tested w ere 72, 310, 603 and 1353 bp. Th e sam p le w as

1 mg /L � X 174 /H aeIIIDNA digests in 1! PCR bu ffer)。

� 图 4� tITP�CGE和 FstITP�CGE相对于标准 CGE 的信

号强度提高系数

F ig. 4� Compar ison of signa l intensity enhancem ent facto r

in tITP�CGE and FstITP�CGE standard CGE
HPMC筛分介质浓度为 2% ,样品为 1mg /L � X 174 /H aeIII DNA

d igests,溶解于 1 ! PCR缓冲液 ( The samp le w as 1 mg /L � X

174 /H aeIII DNA d igests in 1! PCR bu ffer and the concen tration of

HPMC w as 2% )。 ( # ): In tITP�CGE; (∃ ) : In Fs tITP�CG。

3. 3� 由溶液和筛分介质条件下 tITP与 CGE偶联芯片电泳分离效果的比较

瞬间等速电泳预浓缩所形成的狭窄样品区带有利于提高 CGE分离效率。在 HPMC浓度为 2%条

件下, tITP�CGE和 FstITP�CGE的总体分离效率较标准 CGE方法均有所提高 (表 2)。在 tITP�CGE分析
模式下, DNA片段依据迁移速度先后由 ITP进入 CGE分离状态,小片段 DNA由于迁移速度快因而 tITP

维持时间较长。从表 2可见, tITP�CGE分析中 72和 118 bp片段预浓缩效果良好, 因而在后续 CGE分

离中获得了很高的塔板效率。在 FstITP�CGE模式下, DNA片段分离效率得到整体提高, 118 bp以上片
段的分离效率均比 tITP�CGE模式下有所提高,而且这种趋势随着 DNA片段长度的增加愈发明显。如

FstITP�CGE中 1353 bp片段的分离效率是 tITP�CGE的 2倍以上。此结果说明, 与 tITP�CGE中各个
DNA片段依次富集的模式不同, FstITP�CGE是同步富集模式。在自由溶液条件下允许更长的富集时
间, 所有DNA片段被同步压缩成狭窄区带, 因而FstITP�CGE分析中所有组分都获得比较一致的高分离

表 2� 标准 CGE、 tITP�CGE和 FstITP�CGE芯片分析的理论塔板数和分离度比较 ( n = 5)

Table 2� Com pa rison o f plate num bers and reso lutions from separations of standard CGE, tITP�CGE and FstITP�CGE( n= 5)
平均理论塔板数

Average plate number ( N ! 10- 5 )
DNA
( bp)

标准 CGE
S tandard CGE

tITP�CGE Fs tITP�CGE

平均分离度
A verage resolu tion

标准 CGE
S tand ard CGE

tITP�CGE Fs tITP�CGE

72 0. 7 6. 5 4. 5

118 1. 1 5. 3 3. 2

194 2. 3 1. 8 2. 5

234 1. 2 1. 8 2. 4

281 1. 1 1. 7 2. 3

310 1. 0 1. 5 1. 8

1078 1. 0 1. 3 1. 9

1353 1. 9 0. 7 1. 6

5. 9 9. 7 12. 7

3. 2 2. 7 3. 2

3. 1 2. 6 3. 7

4. 1 2. 0 3. 4

� 实验条件同图 4 ( Th e cond itions arethe sam e as in Fig. 4)。
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效率。 tITP�CGE分析中, 因为样品预浓缩过程会占用一定通道长度, 留给 CGE的分离距离缩短。因

此, tITP�CGE获得的分离度与标准 CGE相比有所下降。FstITP�CGE分析中样品在进入 CGE分离时已

经被压缩成狭窄区带,其分离度与标准 CGE相当 (表 2)。

本实验结果显示,相比较于筛分介质条件, 自由溶液中瞬间等速电泳具有更好的预浓缩和分离效

果。预浓缩效果的改善主要是由于自由溶液条件下样品离子较高迁移速度引起的瞬间等速电泳时间延

长和瞬间等速电泳形成的压缩样品区带在自由溶液 �筛分介质界面的二次富集所致。
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Comparison of On�chip Transient Isotachophoresis Deoxyribonucleic Acid

Preconcentration in Free�solution and Gel Buffer

L IU Da�Yu, L IANG Guang�T ie, LE IX iu�X ia, ZHOU X iao�M ian*

( Laboratory of C linical Chem ical T echnology, D epartmen t of LaboratoryM edicine,

Guangzhou F irstM unicipal P eop le%sHo sp ital, A ff iliated H osp ital of Guangzhou M ed ical Co llege, Guangzhou 510180)

Abstract� T ransient iso tachophoresis ( tITP) is a simp lified ITP schem e for preconcentrat ion and separat ion o f

DNA samples. The tITP preconcentration is determ ined by tITP time that depends on themob ility d ifference o f

the term inating ions and the sample ions as w ell as o f the term inating ions and the lead ing ions. The perform�
ances o f on�ch ip tITP DNA preconcentration in free�so lu tion and gel bu ffer were studied by invest igating
analytical data from tITP and cap illary siev ing e lectrophoresis ( CGE ) coup led ana lysisw ith laser�induced f luo�
rescence detection. The results indicated that tITP in free�so lution gave higher preconcentration and separation
effic iency compared to that in gel bu ffer. The resu lts w ere exp lained by the theory that the h igher electro�
phoret ic mob ility in free�so lut ion resu lted to increased ITP tim e and therefore h ighly e ff ic ient tITP preconcen�
tration. In addition, a further stack ing at the in terface betw een free�so lut ion and ge l also contr ibuted to the
improvement of preconcentration effects.

Keywords� M icro flu idic e lectropho resis; Isotachophoresis; Samp le preconcentration; Deoxyribonuc leic acid
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