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毛细管液滴中的乙型肝炎病毒
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摘
!

要#目的
!

利用毛细管液滴技术#发展一种集成
874

提取与扩增的乙型肝炎病毒分析方法'方法
!

利用聚四氟乙烯毛

细管的疏水特性#向毛细管中先后引入油相和水相溶液#在表面张力作用下形成油包水液滴'顺序向毛细管中引入含有不同试样

的液滴#完成进样$

874

结合$洗涤$洗脱#扩增等过程'微液滴不仅有效解决了样品蒸发和扩散问题#同时在操作中起到微阀和

微混合器微功能'结果
!

利用上述毛细管液滴方法分析了乙型肝炎病毒的血清样品#通过优化
874

提取和扩增条件#毛细管液

滴方法能在较短时间内高效纯化并扩增
874

'结论
!

上述方法具有简便快速和低成本的优势#有望发展成一种有潜力的微全核

酸分析系统'

关键词#聚合酶链反应*

!

微全核酸分析系统*

!
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毛细管

!"#

*

("+&,!,

+

-

+.//0+(!1&23(&"+)"((+(&+""3

文献标识码#

4

文章编号#

(!1&23(&"

!

)"((

"

(&2(3("2"3

#3*-,

6

177,0

8

<0?

6

7/.*+,2/<@/

6

,.1.12C1052J!(A/K.0,-.1?3,3<,=

6

71>1-,.1?3

E')

.

E1&

!

*&$+'

,

$

!

*&')

.

9$')

.

4&1

!

*1&%&$F&'

!

!"#$%&'#(&')

(

*'8#3'4#3

,

#

5

6/&)&7'/6"1(&7'/G17")#/#

.,

!

9$')

.

:"#$;&3<4=$)&7&

2

'/>1#

2

/1?<

-#<

2

&4'/

!

9$')

.

:"#$*("('"

!

6"&)'

)

A+2.0,-.

*

"+

B

/-.1C/

!

;MJASA@M

Q

=JBM

Q

@A?2I=/AJPA?NMJUMB.02>=

Q

.@@=B

O

NA

Q

=?.?./S.BK/<874AT?B=>?.M0=0J=P

Q

@.U.>=?.M0+

)/.@?<2

!

;NAV=?AB2.02M.@JBM

Q

@A?/VABAUMBPAJ.0?NA>=

Q

.@@=B

O

=/?NABA/K@?MU?NAN

O

JBM

Q

NMI.>0=?KBAMU5;[C>=

Q

.@@=B

O

+<

O

/AB.2

=@@

O

.0?BMJK>.0

L

JBM

Q

@A?/>M0?=.0.0

L

/=P

Q

@AMBBA=

L

A0?/

!

874<.0J.0

L

!

P=

L

0A?.>IA=J/B.0/.0

L

!

874A@K?.M0=0J5$6 VABA

Q

AB2

UMBPAJ.0?NA>=

Q

.@@=B

O

+;NAJBM

Q

@A?//ABSAJ=/P.>BM2S=@SA

!

P.>BM2P.TAB=0JP.>BM2BA=>?MBJKB.0

L

?NAM

Q

AB=?.M0+;NA.02>=

Q

.@@=B

O

JBM

Q

@A?2I=/AJPA?NMJV=/K/AJ?M=0=@

O

XANA

Q

=?.?./S.BK/<>M0?=.0.0

L

/ABKP/=P

Q

@A/+;/257.2

!

CT

Q

AB.PA0?=@BA/K@?//NMVAJ?N=?

874AT?B=>?.M0

!

Q

KB.U.>=?.M0=0J5$6=P

Q

@.U.>=?.M0>=0IAAUUA>?.SA@

O

>MK

Q

@AJ.0?NA>=

Q

.@@=B

O

+:?3-7521?3

!

;NA>KBBA0?PA?NMJ./

/.P

Q

@A

!

U=/?=0J@MV2>M/?

!

?NK/N=/?NA

Q

M?A0?.=@?MIAUKB?NABJASA@M

Q

AJ.0?M=P.>BM2?M?=@0K>@A.>=>.J=0=@

O

/.//

O

/?AP+

D/

8

E?0<2

*

Q

M@

O

PAB=/A>N=.0BA=>?.M0

-

!

P.>BM2?M?=@0K>@A.>=>.J=0=@

O

/.//

O

/?AP

-

!

874AT?B=>?.M0

-

!

JBM

Q

@A?

-

!

>=

Q

.@@=B

O

!!

微全分析系统是将分析实验室的全部功能集成于一个微

型化装置!应用于包括分子诊断和细胞分析等诸多领域.

(2)

/

#

微全核酸分析系统主要包括
874

纯化"扩增与检测等功能单

元#报道了多种基于微流控芯片平台的微全核酸分析系统!这

些系统显示出微型化"集成化"低消耗以及分析快速的优

势.

&2,

/

#芯片微全核酸分析系统也面临一些问题!如加工和使

用成本高"控制复杂等#针对这一问题!近期许多研究都致力

于开发低成本微型化核酸分析系统#使用玻璃.

("2((

/和聚四氟

乙烯(

5M@

O

?A?B=U@KMBMA?N

O

@A0A

!

5;[C

)材质毛细管为反应器的

振荡流
5$6

装置为低成本微全核酸分析系统的实现带来了希

望.

()

/

#振荡流
5$6

装置使用压力发生器.

("

/或微量注射

泵.

((2()

/驱动
5$6

液滴在不同恒定温区往复运动!因温度变化

时间缩短所以有利于缩短反应时间#此外!上述系统使用标准

毛细管作为
5$6

反应器!因而具有成本优势#毛细管振荡流

5$6

系统面临的问题是未能将核酸提取与纯化集成于系统之

中!因而尚不能实现集成化核酸分析#针对这一问题!本研究

发展了一种基于液滴技术的毛细管
874

提取与扩增方法#

该方法利用聚四氟乙烯毛细管的疏水特性!向毛细管中先后引

入油相和水相溶液!在表面张力作用下形成油包水液滴#通过

向毛细管中顺序引入含有不同试样的液滴!完成进样"

874

结

合"洗涤"洗脱以及
5$6

过程#该系统在毛细管中集成了

874

提取与
5$6

!有望实现低成本的微全核酸分析#

$

!

材料与方法

$+$

!

装置结构和控制
!

研究所用自行搭建的分析装置有两个

温度控制模块(图
(

)!每个模块从上至下的结构分别为聚碳酸

酯盖板"带沟槽加热铝板"加热片顶部固定铝板"

5A@?.AB

加热片

以及加热片底部固定铝板#加热铝板的尺寸为
**PP

(长)

_

&3PP

(宽)

_3PP

(高)!其表面有
("

个平行的
(PP

(宽)

_

(PP

(深)沟槽!间距为
)+*PP

#

5A@?.AB

加热片(北京帕尔贴半

导体致冷有限公司)固定于上"下方铝板之间!其间隙涂有导热

硅酯以保证紧密接触和快速温度传导#聚四氟乙烯毛细管(内

径
"+!PP

!外径
(PP

!美国
$M@A25=BPAB

公司)固定于加热铝板

沟槽中!顶部安装聚碳酸酯盖板保证其与沟槽表面紧密接触#

嵌合毛细管的加热铝板与加热片顶部固定铝板之间镶嵌

有
5;(""

温度传感器(浙江东阳三星电子厂)!用以反馈加热

板温度#

5;(""

温度传感器与温控器 (

89$("83$G""""

!日

本
E=P=?=ZA

公司)连接!后者将模拟信号转化为数字信号传

输至计算机#计算机控制软件利用
5%8

算法根据温度感应反

馈信号至温控器!由温控器控制下位继电器是否电流至
5A@?.AB

加热片#控制软件界面显示已经运行和尚未进行的注射泵运

行程序!以及各个温度模块的设定与实际温度#毛细管末端与

多通道微量注射泵连接!通过设定注射泵运行程序可以控制管
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中液滴的运动(图
(

)#

$+%

!

874

提取
!

毛细管
874

提取使用磁珠法
874

提取试

剂盒(

<.M[@KT<#$"'#)

!杭州博日公司)#实验中使用的乙型

肝炎病毒(

NA

Q

=?.?./S.BK/<

!

F<G

)阳性与阴性样品(小牛血清!

美国
%0S.?BM

L

A0

公司)经荧光定量
5$6

检测确认#

F<G

阳性

血液样品加入血清管静置后获得血清用于分析#将
("

#

D

血

清"

("

#

D

蛋白酶缓冲液与
(

#

D

蛋白酶
^

加入试管混合并在

室温下放置
(*P.0

#微量注射泵控制毛细管顺序吸入
("

#

D

血清裂解液"

3

#

D

结合液以及
)

#

D

磁珠液#由于液滴的主动

混合作用!血清裂解液中
874

与磁珠快速结合#当运行至磁

场区时!液滴中结合
874

的磁珠被固定#将其余液体排出毛

细管后引入含有洗涤液的液滴两次冲洗磁珠!最后引入含有洗

脱液的液滴洗脱
874

#作为对照!含
F<G

血清样品使用商

品化
874

提取试剂盒(广州达晖公司)平行处理#回收的

874

均使用
F<G

定量
5$6

试剂盒(上海科华公司)在
D.

L

N?2

$

O

>@AB3'"

荧光定量
5$6

仪(瑞士
6M>NA

公司)进行定量分析!

874

样品的
d8)!"

+

)'"

比值使用紫外分光光度计测定#

874

回收率测定使用一个
("

'

>M

QO

+

#

D F<G874

样品!用

小牛血清稀释为
("

1

"

("

*

"

("

&

>M

QO

+

#

D

浓度#每个浓度样品经

毛细管液滴法裂解"结合"洗涤和洗脱回收#

874

回收率
f

洗

脱液
874

拷贝数+原液
874

拷贝数
_(""W

#

$+&

!

毛细管中的振荡流液滴
5$6

!

完成
874

提取后!毛细

管顺序吸入
*

#

D

矿物油"

(

#

D)_5$6

缓冲液和
(

#

D

纯化

874

溶液#

5$6

液滴先在
,*`

温区停留
)P.0

完成热启动!

继而在
,*

"

!*`

两个温区间往复运动
3"

次进行热循环扩增#

运行中液滴在
,*

"

!*`

温区停留等同时间#振荡流
5$6

的

)

#

D

反应体系包含
(_5$6

缓冲液!

"+)PPM@

+

DJ7;5

!上下

游引物各
"+)

#

PM@

+

D

以及不同浓度
#

Q

AAJ#?=B

热启动
874

聚合酶#所用
5$6

试剂购自大连
;=Z=B=

公司#此外!反应体

系中加入一定量牛血清清蛋白(美国
#.

L

P=

公司)和吐温
)"

(美国
4PBA/>M

公司)以改善生物兼容性!以及加入
"+(W

溴

酚兰 (美国
4PBA/>M

公司)作为指示剂#

$+'

!

扩增产物分析
!

5$6

产物在自制激光诱导荧光检测芯

片电泳分析仪上分析.

(&

/

#

5$6

产物用去离子水稀释
("

倍后

加样于聚甲基丙烯酸甲酯(

5994

)材质芯片.

(3

/

#芯片电泳

使用的分离缓冲液为
)"PPM@

+

D FC5C#

+

3"PPM@

+

D

咪唑

(美国
#.

L

P=

公司)!

(W

羟丙甲基纤维素(

F59$

!

3"2!"$5

!

)W.0 F

)

d

!美国
4@JB.>N

公司)作为筛分介质!以及
(_

:A0A[.0JAB

(厦门
<.MS./.M0

公司)作为插入式
874

染料#芯

片电泳分析程序见先前报道.

(3

/

#

!!

(

*加热模块-

)

*多通道微量注射泵-

&

*

5;(""

温度传感器-

3

*继电

器-

*

*温控器-

!

*电源-

1

*计算机#

图
(

!!

基于毛细管的核酸分析系统装置结构示意图

%

!

结
!!

果

%+$

!

结合与洗脱条件对
874

提取的影响
!

结合与洗脱条件

对
874

提取的影响见图
)

#

%+%

!

不同方法提取
F<G 874

效果比较
!

不同方法提取

F<G874

效果比较见表
(

#

%+&

!

连续样品分析中交叉污染可能性考察
!

同一毛细管中连

续交替进行
F<G

阳性与阴性样品处理所得回收样品
5$6

扩

增产物的芯片电泳分析结果#见图
&

#

!!

=

*不同结合时间条件下
F<G874

回收率考查-

I

*不同洗脱条件

下
874

回收效率考查#

图
)

!!

874

提取条件考查

%+'

!

芯片电泳分析比较振荡流
5$6

与台式
5$6

的扩增产量

!

振荡流
5$6

与台式
5$6

的扩增产量芯片电泳分析比较!见

图
3

#

!!

每轮测试中阳性样品(

=

)为
F<G874

拷贝数
("

1

>M

QO

+

#

D

的血

清样品!样品(

I

)为细胞培养用小牛血清#

图
&

!!

同一毛细管中连续交替进行
F<G

阳性与阴性样品

处理所得回收样品
5$6

扩增产物的芯片电泳分析

图
3

!!

芯片电泳分析比较振荡流
5$6

与

台式
5$6

的扩增产量
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表
(

!!

毛细管液滴法与对照方法提取
F<G874

荧光定量分析结果比较

样品编号
液滴方法提取

874

定量平均值(

>M

QO

+

#

D

)

液滴方法提取
874

定量

相对标准偏差(

)f*

!

W

)

对照方法提取
874

定量平均值 (

>M

QO

+

#

D

)

对照方法提取
874

定量相对标准偏差(

)f*

!

W

)

(

'+,(_("

&

)*+'

'+(1_("

&

,+&

)

*+*&_("

*

)!+&

,+"3_("

*

("+,

&

,+!3_("

1

(1+,

3+*,_("

1

('+3

平均值
g )&+& g ()+,

!!

g

*无数据#

&

!

讨
!!

论

&+$

!

毛细管中的液体运输
!

实验使用的
5;[C

毛细管具有高

度疏水"耐高温"耐化学腐蚀的特性#在具有疏水表面的毛细

管通道中!水相与油相间的表面张力小于水相与管壁间的表面

张力#顺序引入油相与水相溶液时!由于表面张力的作用!油

相会浸润管壁并包裹水相形成油包水液滴#油包水液滴的形

成可以保持样品浓度的稳定!消除样品分子扩散和水分子蒸

发#由于水相溶液与通道壁不直接接触!避免了连续试样引入

过程中由于表面吸附可能造成的交叉污染#实验使用磁珠作

为
874

结合载体!微小颗粒(平均粒径
(

#

P

)磁珠具有很大的

表面积
2

体积比因而有极强
874

结合能力#此外!运动过程中

液滴内部以液流运动方向为轴形成循环回流加速液滴内成分

的混合.

(*

/

#这些因素均有利于
874

的高效结合#通过外部

磁场可以将磁珠定位于毛细管的某个位置!顺序引入洗涤液和

洗脱液!完成
874

纯化和回收#含有回收
874

的
5$6

反应

液滴在
,*

"

!*`

两个温区间往复运动!实现振荡流
5$6

扩增#

综上所述!借助微量注射泵驱动和外部磁场控制!从
874

提

取到
5$6

的整个过程在毛细管液滴中完成#

&+%

!

毛细管液滴法
874

提取
!

有文献报导了微流控芯片平

台上结合液滴和磁珠技术的
874

提取及扩增并显示出简便"

快速的优势.

(!2(1

/

#这类方法的局限在于需要对微流控反应器

表面进行疏水涂层!此外分析通量有限#相比之下!

5;[C

毛

细管不仅可以为液滴操作提供理想的疏水表面!也易于实现平

行化操作#毛细管液滴法
874

提取的原理是顺序向毛细管

中引入含有样品"磁珠"洗涤液和洗脱液的液滴!在液滴中完成

样品
2

试剂混合"

874

结合"磁珠洗涤以及
874

洗脱(图
*

)#

试样以油包水液滴形式引入毛细管!避免了表面吸附可能造成

的交叉污染!因而液滴起到微阀功能#液滴运动中的主动混合

效应可以加速
874

结合"洗涤和洗脱!起到微混合器作用-外

部磁场驱动磁珠选择性定位并进入含有不同试样的液滴!起到

微泵功能#实验使用的磁珠
874

提取法的原理是在低
Q

F

值"高离子强度结合液的条件下
874

特异性地结合在磁珠

上#结合了
874

的磁珠粒子被磁性材料捕获!通过洗涤过程

将污染物除去!最后在高
Q

F

值"低离子强度洗脱液的作用下

874

从磁珠上洗脱并被收集#

&+%+$

!

结合与洗脱条件对
874

提取的影响
!

实验考查了结

合时间及洗脱时间"温度对
874

提取效率的影响#本研究

(图
)=

)提示液滴中的
874

与磁珠可在
)P.0

内完成结合#低

浓度样品结合效率较高!

)P.0

结合时间条件下
("

&

>M

QO

+

#

D

F<G874

的回收率超过
,"W

!而
("

*

>M

QO

+

#

DF<G874

样

品的回收率只能达到
*"W

以上#相比较传统磁珠
874

提取

方法!毛细管液滴方法所需结合时间显著缩短(分别为
)P.0

和
("P.0

)#这种快速结合考虑是由于微体系中分子扩散距离

的缩短以及液滴主动混合效应加速了
874

与磁珠的结合

过程#

本研究(图
)I

)显示了不同洗脱条件下的
F<G874

回收

率#在较低温度(

&"`

)下!延长洗脱时间可提高
874

回收

率#提高温度可缩短洗脱时间!

*"`

时
(P.0

就可以接近最

大
874

洗脱量#然而!当洗脱温度提高至
!"`

时
874

回收

率又有所下降#这可能是因为较高温度下液滴变得不稳定!样

品突破油水界面造成的表面吸附引起
874

回收量减少#

在使用
)P.0

结合和
*"`(P.0

洗脱条件下!所考察不

同浓度
F<G874

样品的回收率均可以达到
!"W

以上(图

)I

)#为简化实验操作!本研究还试验了以
(_5$6

缓冲液作

为洗脱液!也获得了相似的回收效率#本实验获得的
874

提

取效率与先前文献报道的微流控核酸提取方法相当.

('2(,

/

!可

以为核酸分析提供快速高效的样品前处理#

图
*

!!

毛细管液滴方法
874

提取和
5$6

过程示意图

&+%+%

!

毛细管液滴
874

提取方法考察
!

优化后的血清
F<G

874

提取过程包括使用室温下
(*P.0

蛋白酶
^

裂解!

)P.0

结合!

)P.0

洗涤
)

次以及
*" `

下
(P.0

洗脱!整个操作在

)*P.0

内完成#使用上述操作条 件 对 含 有
("

&

"

("

*

"

("

1

>M

QO

+

#

D

水平的
F<G

血清样品的
874

提取效果进行了考察#

荧光定量
5$6

分析显示!毛细管液滴方法的
874

提取量与对

照方法基本相当!而次间相对标准偏差要大于对照方法

(

)&+&W

与
()+,W

)#紫外分光光度计测定结果显示!使用毛

细管液滴方法提取的所有
874

样品
d8

)!"

+

)'"

比值均大于
(+'

!

提示该方法有效地纯化了
874

#该结果说明通过一系列条件

优化后毛细管液滴
874

提取方法可以有效纯化和回收
874

以满足后续定性或定量分析需要!而进样量偏差和样品在油
2

水界面的捕获可能是影响重现性的因素#

&+&

!

连续样品分析中交叉污染可能性考察
!

连续样品分析中

样品残留导致的交叉污染可能影响核酸的定性和定量分析结

果#为考察毛细管液滴
874

提取方法的交叉污染可能性!实

验中连续
&

次交替测试了
(

个
F<G

拷贝数为
("

1

>M

QO

+

#

D

的

阳性样品和
(

个
F<G

阴性血清样品!每次操作后用
&PM@

+

D

盐酸溶液清洗毛细管!然后用矿物油润洗带走管壁残留液滴#

所得洗脱样品加入
)*

#

DF<G874

检测
5$6

体系扩增
3"

个循环#电泳分析结果显示由
F<G874

阴性血清获得的洗

脱液
5$6

扩增结果均为阴性(图
&

)#该结果说明使用现有清

,

)(3(

,

国际检验医学杂志
)"((

年
'

月第
&)

卷第
(&

期
!

%0?HD=I9AJ

!

4K

L

K/?)"((

!

GM@+&)

!

7M+(&



洗方法可以有效去除毛细管表面样品残留!因此毛细管液滴

874

提取方法可用于连续样品处理#

&+'

!

毛细管液滴
5$6

!

为改善液滴中反应兼容性!实验中向

5$6

反应体系中加入表面活性剂
;VAA0)"

以增强液滴稳定

性!并添加
<#4

以降低管壁对反应组份的吸附#

;VAA0)"

一

方面可以在高温下维持
874

聚合酶的活性!另一方面可以降

低油
2

水界面张力!减少反应组份在此界面的滞留并增强液滴

的稳定性#芯片电泳分析结果显示!反应体系加入
;VAA0)"

和
<#4

可以显著改善扩增效果#添加
<#4

引起扩增效果改

善的机制考虑是高浓度
<#4

抑制了毛细管表面对于反应组份

的吸附#

与台式
5$6

扩增效果相比!添加
;VAA0)"

和
<#4

仅部

分改善了振荡流
5$6

扩增效果#研究接下来考察了增加

874

聚合酶浓度对于扩增效果的影响#在常规
874

聚合酶

用量条件下!振荡流扩增效果欠佳#当增加
874

聚合酶用

量!发现
5$6

产量有所提高#当反应体系中
874

聚合酶浓度

达到
"+&]

+

PD

是
5$6

产量达到最高#该结果提示增加

874

聚合酶用量可以拮抗毛细管表面以及油水界面对于

874

聚合酶的吸附#

振荡流
5$6

在单根毛细管中进行!液滴在注射泵驱动下

往返于两个温区#液滴在两个温区的停留时间分别对应变性

和退火+延伸#因此!振荡流流速决定了变性和退火+延伸时

间#通过固定铝板!

5A@?.AB

加热片将温度传导至毛细管#虽然

振荡流
5$6

采用恒定温区形式!但液滴从一个温区迁移至另

一个温区时会引起温度的瞬间波动#这种温度变化的延迟可

能造成实际变性和退火+延伸时间的缩短#本研究考察了不同

流速对于
874

扩增效果的影响#高流速可以缩短反应时间

但由于惯性作用不利于液滴的稳定#芯片电泳分析结果显示!

在
,"

#

D

+

P.0

及以下的流速条件!

5$6

扩增产量不受流速影

响#在此流速条件下!单个
5$6

循环在
(!/

内完成!

3*

个循

环仅需要
()P.0

#实验结果说明由于采用微量反应体系!毛细

管中液滴可以快速达到温度平衡#运动过程中油包水液滴自

身搅拌作用可以加速温度传导.

)"

/

#此外!实验采用的快速

874

聚合酶也显著缩短了
5$6

延伸时间#上述因素共同作

用造就了快速振荡流
5$6

#

在优化反应条件下将振荡流液滴
5$6

与传统台式
5$6

的扩增效果进行了比较#本研究(图
3

)显示!芯片电泳分析显

示振荡流液滴
5$6

与台式
5$6

的扩增产量基本一致!说明通

过一系列反应条件优化!毛细管通道表面对于
5$6

的抑制效

应被有效克服#振荡流液滴
5$6

可以在
()P.0

内完成
3*

个

循环!所需反应时间仅为传统台式
5$6

(

!"P.0

)的
(

+

*

!反应

体积降低了
)*

倍(

)

#

D

"

*"

#

D

)#连续
*

次平行分析显示!振

荡流液滴
5$6

的扩增产物信号强度标准偏差为
()W

!与台式

5$6

(

((W

)接近#由于使用
5;[C

毛细管作为反应器!振荡

流液滴
5$6

的分析成本几乎与传统台式
5$6

一样低廉#

本研究发展了一种基于液滴技术的毛细管
874

提取与

扩增方法#该方法在毛细管液滴中完成了核酸分析所涉及的

进样"

874

结合"洗涤"洗脱"扩增等过程#血清样品分析

F<G874

的结果显示!毛细管液滴方法能在较短时间内高效

纯化并扩增
874

#上述方法具有简便快速和低成本的优势!

有望发展成一种有力的微全核酸分析系统#
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