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超支化聚酰胺酯改性聚甲基丙烯酸甲酯微流控芯片的制备

及其在生物分子分离检测中的应用

刘 冰1， 林 栋2， 许 林1， 类彦辉1， 薄强龙1， 寿崇琦1*

( 1． 济南大学化学化工学院，山东 济南 250022; 2． 滨州医学院药学院，山东 滨州 256603)

摘要: 利用亲水性超支化聚酰胺酯通过化学键合的方法对聚甲基丙烯酸甲酯( PMMA) 微流控芯片的表面进行改

性。对改性后 PMMA 微流控芯片的表面进行了接触角的测定，利用扫描电子显微镜( SEM ) 和体视显微镜观察了

改性后芯片的表面形貌。结果表明，改性后的 PMMA 微流控芯片表面形成了一层均匀、致密、连续的亲水性涂层，

芯片表面的亲水性得到了明显提高，接触角由未改性时的 89. 9°降低到 29. 5°。改性后芯片的电渗流较之改性前明

显降低。利用芯片对腺苷和 L-赖氨酸两种生物分子进行了分离检测。两种生物分子实现了完全分离，所得到的检

测峰峰形尖锐，分离清晰。对腺苷和 L-赖氨酸的分离柱效( 理论塔板数) 分别高达 8. 44 × 104 塔板 /m 和 9. 82 × 104

塔板 /m，分离度( R s ) 达到 5. 31，均远远高于未改性的芯片。改性后的芯片具有良好的分离时间重现性。本研究为

提高 PMMA 微流控芯片的亲水性和应用范围提供了一种新的有效方法。
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Preparation of poly( methyl acrylate) microfluidic chips with
surface-modified by hyperbranched polyamide ester and

their application in the separation of biomolecules
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( 1． School of Chem is try and Chem ical Engineer ing，Univer s i ty of Jinan，Jinan 250022，China;
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Abstract: The surface of poly ( methyl acrylate ) ( PMMA ) microfluidic chips w ere modified
using hyperbranched polyamide ester via chemical bonding． The contact angles of the modified
chips w ere measured． The surface morphology w as observed by scanning electron microscope
( SEM) and stereo microscope． The results show ed that the surface of the modified chips w as
coated by a dense，uniform，continuous，hydrophilic layer o f hyperbranched polyamide ester．
The hydrophilic o f the chip surface w as markedly improved． The contact angle of the chips
modified decreased from 89. 9° to 29. 5°． The electro osmotic flow ( EOF ) in the modified
microchannel w as low er than that in the unmodified microchannel． Adenosine and L-lysine
w ere detected and separated via the modified PMMA microfluidic chips． Compared w ith
unmodified chips，the modified chips successfully separated the tw o biomolecules． The detec-
tion peaks w ere clear and sharp． The separation efficiencies of adenosine and L-lysine w ere
8. 44 × 104 plates /m and 9. 82 × 104 plates /m respectively，and the resolutions ( R s ) w as 5. 31．
The column efficiencies and resolutions of the modified chips w ere much higher than those of
the unmodified chips． It w as also observed that the modified chips possessed good reproduc-
ibility o f migration time． This research may provide a new and effective method to improve the
hydrophilicity o f the PMMA surface and the application of PMMA microfluidic chips in the
determination of trace biomolecules．
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聚甲基丙烯酸甲酯( PMMA) 微流控芯片因其

独特的优势已广泛应用于生命科学领域［1 － 4］。但由

于其表面存在着疏水性、对生物分子产生吸附等不

足，需要对其表面进行改性，以提高其表面的亲水

性，抑制其对生物分子的吸附［5］。但就目前为止，

对 PMMA 微流控芯片表面进行的改性仅限于使用

传统的线性聚合物。但线性聚合物通常伴随着溶液

浓度的增大，其黏度迅速增大，导致形成的涂层不均

匀，并且极易堵塞芯片微通道。另外，线性聚合物还

有一个缺点就是可供键合的活性端基数目较少，使

形成的亲水性涂层稳定性较差，这也影响了改性的

效果［6 － 8］。因此有必要寻求一种新的、有效的表面

改性材料，以抑制分析物在 PMMA 微流控芯片内壁

的吸附，提高芯片的分析性能，更好地满足日益增长

的 PMMA 微流控芯片分析生物分子的需要。
本研究工作利用亲水性超支化聚酰胺酯通过化

学键合的方法对 PMMA 微流控芯片的表面进行改

性，并利用改性后的芯片对生物分子进行分离检测。
超支化聚合物与线性聚合物相比具有一些独特的性

质，如类似球状的结构、分子间不易链缠绕、溶解度

高、黏度比线性聚合物低得多、含有大量的活性末端

基团等，是一种极具潜力的改性材料［9 － 13］。

1 实验部分

1． 1 仪器与试剂

S-2500 扫描电子显微镜( SEM ) : 日本日立公

司; XTB-1 型体视显微镜: 南京江南光电股份有限公

司; DSA100 接触角测量仪: 德国 KRUSS 公司; 微流

控芯片检测分析仪: 自制。
L-赖氨酸、腺苷( 生物纯，美国 Sigma 公司) ; 二

甲亚砜、对甲苯磺酸( 分析纯，天津大茂化学试剂公

司) ; N，N-二甲基乙酰胺( DMAc ) 、磷酸二氢钠、磷
酸氢二钠( 分析纯，天津广成化学试剂有限公司) ;

甲醇( 色谱纯，上海化学试剂有限公司) ; 氢氧化钠

( 分析纯，莱阳康德化工有限公司) 。实验用水为二

次去离子水。
PMMA 微流控芯片采用硅模板通过热压法来

制备［14］。不同代数的羟基官能化的超支化聚酯酰

胺参考文献［15］合成，所制备的第二、三、四代产物分

别用 G2、G3、G4 表示。
1． 2 芯片表面的改性过程

将 PMMA 微流控芯片用 0. 5 mol /L 的氢氧化

钠溶液在 0. 3 MPa 氮气压力下冲洗 30 min，再用水

和 DMAc 顺序冲洗芯片各 15 min，最后用氮气吹

干，备用。
将第二代羟基官能化的超支化聚酯酰胺 G2 和

对甲苯磺酸( 用量为 G2 质量的 0. 5%) 用 DMAc 配

成质量分数为 10%的改性溶液，用 0. 6 MPa 氮气将

其压入到芯片的微通道中，然后用水玻璃密封通道

端部; 将微通道内充满改性溶液的芯片放入真空干

燥箱内，于 80 ℃下反应 8 h，最后依次用甲醇和去离

子水冲洗干净，制得一种基于 G2 改性的 PMMA 微

流控芯片，改性过程如图 1 所示。采用同样方法可

分别得到基于 G3、G4 改性的 PMMA 微流控芯片。

图 1 PMMA 微流控芯片的改性过程
Fig． 1 Modification process of PMMA microfluidic chips

2 结果与讨论

2． 1 改性 PMMA 微流控芯片的表面接触角

接触角是指在气、液、固三相交点处所做的气-
液界面的切线穿过液体与固-液交界线之间的夹角

θ，是润湿程度的量度; 接触角越小说明其亲水性越
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好。为了表征改性前后 PMMA 微流控芯片亲水性

的变化，采用接触角测量仪测定了改性后的 PMMA
微流控芯片的接触角，所得结果及所测改性后接触

角的形状如图 2 所示。

图 2 未改性和改性后 PMMA 微流控芯片的接触角
Fig． 2 Contact angles of unmodified and modified

PMMA microfluidic chips
a． original chip，89． 9° ; b． G2 modified chip，36． 3° ; c． G3

modified chip，32． 7° ; d． G4 modified chip，29． 5°．

从图 2 可以清楚地看出，未经改性的 PMMA 微

流控芯片的接触角为 89. 9°，经过超支化聚酰胺酯

改性后，芯片的接触角有了大幅度的下降，尤其是基

于 G4 化 学 键 合 改 性 后 的 芯 片 其 接 触 角 降 低 到

29. 5°。这说明超支化聚酰胺酯已成功地结合到了

芯片内壁的表面，在芯片内壁形成了一层均匀致密

的亲水性涂层，从而使得 PMMA 微流控芯片表面的

亲水性有了质的提高，有效弥补了 PMMA 微流控芯

片表面疏水性强的缺陷。
从图 2 也可以看出，随着超支化聚酰胺酯代数

的增加，其接触角降低的幅度增大; 这是因为随着代

数的增加，化合物的相对分子质量增大，三维球状面

积增大，分子表面所含与芯片内壁发生作用的羟基

数目亦成倍地增加，进而增加了与芯片内壁反应的

活性位点，因此形成的亲水性涂层的厚度增加，芯片

表面的亲水性更好。
2． 2 SEM 分析

为了进一步细致地观察改性前后芯片表面形貌

的变化，采用 SEM 对改性前后的 PMMA 微流控芯

片的表面形貌进行了表征。图 3 分别为未改性芯片

和经 G4 化 学 键 合 改 性 后 芯 片 微 通 道 分 别 放 大

1 000 和 3 000 倍以后的表面形貌的 SEM 照片。
从图 3 可以看出，未经改性的 PMMA 微流控芯

片其微通道表面比较粗糙; 经 G4 化学键合改性后

其表面变得比较光滑，有一层致密的聚合物接枝在

上面，这说明超支化聚酰胺酯已成功地接枝到 PM-
MA 微流控芯片的表面，形成了一层均匀、连续的亲

水性涂层。从放大 3 000 倍的图片可以进一步看

出，PMMA 微流控芯片经改性后，其表面形貌发生

了很大的变化，有一层致密、光滑的亲水性涂层完全

覆盖在芯片内壁表面，从而提高表面亲水性。
2． 3 体视显微镜分析

为了更形象地观察改性前后芯片的表面形貌，

对 G4 改性后的 PMMA 微流控芯片进行了体视显

微镜的表征，结果如图 4 所示。
从图 4 也可以看出 PMMA 微流控芯片经 G4 改

性后其通道内表面有一层明显的涂层状物质，说明

超支化聚酰胺酯已成功地结合到 PMMA 微流控芯

片的内表面，形成均匀而致密的亲水性涂层，从而提

高了芯片表面的亲水性。

图 3 PMMA 微流控芯片的 SEM 图片
Fig． 3 SEM pictures of PMMA microfluidic chips

Enlarged 1000 times : a． original chip ; b． G4 modified chip． Enlarged 3000 times : c． original chip ; d． G4 modified chip．
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图 4 PMMA 微流控芯片的体视显微镜图
Fig． 4 Stereo microscope pictures of PMMA microfluidic chips

a． original chip ; b． G4 modified chip．

2． 4 电渗流的测定

以二甲亚砜的水溶液为中性标记物测定了未改

性芯片和 G2、G3、G4 改性后芯片在不同 pH 条件下

的电渗流，改性芯片的电渗流测定的结果见图 5。
可以看出，在 pH 3. 0 ～ 9. 0 范围内，随着 pH 的增

加，未改性和改性后芯片的电渗流淌度均随之增大，

但是改性后芯片的电渗流淌度要远远低于未改性芯

片的电渗流，这说明超支化聚酰胺酯涂层能有效地

屏蔽芯片内壁上羧基等带电基团的解离，使芯片内

壁电荷密度减小，从而大大降低了电渗流淌度。
从图 5 中也可以看出，随着超支化聚酰胺酯代

数的增加，电渗流淌度降低的程度增大; 这是由于随

着代数的增加，其相对分子质量增大，分子内与芯片

内壁发生作用的活性基团数目增多，使得亲水性涂

层的厚度增加，从而更加有效地屏蔽了羧基等基团

的解离，进一步降低了电渗流。
2． 5 改性芯片对两种生物分子的分离

利用改性后的芯片对腺苷和 L-赖氨酸进行电

泳分析，以评价基于超支化聚酰胺酯改性后PMMA

微流控芯片的性能。采用的最佳检测条件: 磷酸盐

缓冲液浓度为 40 mmol /L ( pH 4. 8 ) ，分离场强为

500 V/cm，检测波长为 214 nm。分别利用 G2、G3、
G4 改性的 PMMA 微流控芯片及未改性芯片对 L-赖
氨酸和腺苷进行分离，所得谱图如图 6 所示。同时

将改性芯片及未改性芯片对两种生物分子的分离柱

效和分离度进行了计算，结果列于表 1 中。

图 5 缓冲液 pH 对改性芯片电渗流淌度的影响
Fig． 5 Effect of the buffer pH on EOF velocity

in modified chips

图 6 未改性及改性 PMMA 微流控芯片分离腺苷和 L-赖氨酸的电泳谱图
Fig． 6 Electropherograms of adenosine and L-lysine by unmodified PMMA microfluidic chip

and modified PMMA microfluidic chips
a． original chip ; b． G2 modified chip ; c． G3 modified chip ; d． G4 modified chip．

1． adenosine ; 2． L-lysine．

·344·
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表 1 改性芯片与未改性 PMMA 微流控芯片分离腺苷和
L-赖氨酸的柱效与分离度

Table 1 Column efficiencies and Rs of unmodified and
modified PMMA microfluidic chips for the
separation of adenosine and L-lysine

PMMA micro fluidic
chip

Column efficiency /
( 104 plate /m )

Adenosine L-Lysine
R s

Original chip 0． 87 1． 26 0． 24
G2 modified chip 3． 12 3． 98 1． 59
G3 modified chip 5． 76 7． 21 3． 28
G4 modified chip 8． 64 9． 82 5． 31

从图 6 可以明显地观察到未经改性的 PMMA
微流控芯片没有对腺苷和 L-赖氨酸实现有效的分

离，所得到的检测峰展宽，峰形较差，而且出现了拖

尾现象，这是由于生物分子与芯片内壁由于疏水相

互作用等原因出现了严重的吸附所致; 而经过超支

化聚酰胺酯改性的 PMMA 微流控芯片，其芯片内壁

上具有一层致密的亲水性涂层，这层亲水性涂层有

效地抑制了芯片内壁对生物分子的吸附，从而成功

地实现了对两种生物分子的分离，所得到的检测峰

峰形尖锐，分离清晰。从图 6 中也可以看出，随着超

支化聚酰胺酯代数的增加，组分的迁移时间随之延

长，这是由于随着代数的增加，使形成的涂层更加均

匀致密，芯片电渗流减小，进而使得迁移速率降低所

致。从表 1 中的数据可以看出，基于亲水性超支化

聚酰胺酯改性后的 PMMA 微流控芯片其分离柱效

和分离度有了明显的提高，尤其是基于 G4 改性的

芯片对腺苷和 L-赖氨酸的分离柱效( 理论塔板数)

分 别 高 达 8. 64 × 104塔板 /m 和 9. 82 × 104塔板 /m，

分离度达到 5. 31，大大提高了 PMMA 微流控芯片

的灵敏度，进一步改善了其分离分析性能。
从表 1 中数据也可以看出，随着超支化聚酰胺

酯代数的增加，分离柱效和分离度也随之增加，这是

由于代数增加，其相对分子质量增大，其在芯片内壁

表面形成的亲水性涂层厚度增加，从而更好地提高

了芯片表面的亲水性，更加有效地抑制了对生物分

子的吸附，得到了更加理想的分离效果。
2． 6 改性芯片的重现性

改性的 PMMA 微流控芯片不但要使亲水性提

高，有效抑制吸附，能够在较宽的 pH 范围内实现较

高的分离效率，而且还应具备良好的重现性。采用

基于 G4 改性的芯片对腺苷和 L-赖氨酸连续 5 次进

样分析，其平均迁移时间分别为 7. 48 和 8. 26 min，

其相对标准偏差( RSD ) 分别为 1. 71% 和 1. 07%; 分

离柱 效 分 别 为 8. 40 × 104 塔板 /m 和 9. 47 × 104

塔板 /m，RSD 分别为 2. 29% 和 1. 96。该结果表明

基于超支化聚酰胺酯改性的 PMMA 微流控芯片具

有良好的重现性，这主要是因为超支化聚酰胺酯在

芯片内壁上形成稳定的亲水性涂层，近似球状结构

的超支化聚酰胺酯分子末端含有大量的羟基，通过

化学键牢固地键合于芯片微通道内壁上，保证了亲

水性涂层牢固可靠，进而使改性后芯片能够具有良

好的重现性。

3 结论

本研究利用超支化聚酰胺酯通过化学键合的手

段对 PMMA 微流控芯片的表面进行改性，使其表面

形成一层均匀、致密、连续的亲水性涂层，大大提高

了芯片表面的亲水性，同时有效地抑制了电渗流。
利用改性芯片对腺苷和 L-赖氨酸进行了分离检测，

与未改性芯片相比，改性后的芯片有效抑制了对分

析物的吸附，成功地实现了对两种生物分子的分离，

所得到的检测峰分离清晰，大大提高了 PMMA 微流

控芯片的分离性能。
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