
9<8D629A?8

^

G839>;G286A<8?8E19;?

C

E128;28

. (

P

)

&VLY[N899

#

"))%

#

%(*

$

*

&!

!*))4!*)#&

(

"%

)

M;3c

#

[<;1S

#

N88NP

#

89;@&T88

B

2G?78

C

13

:

6A;@98?3;91782

B

@1>13

:

>6D

B

@8I19

C

139<8<GD;39?;32>?1

B

96D8=

C

<1

:

<49<?6G

:

<

B

G9284

^

G83>13

:

(

P

)

&K;9]8389

#

"))5

#

$)

$

!"

&!

!$!#4!$!%&

(

"'

)

_;3

:

][

#

-66

B

8?,+&[

B

@1>13

:

13E128;28

!

E12?G

B

91636A9<82

B

@14

>13

:

>6E8;3E9<8E8>6E13

:

D;><138?

C

(

P

)

&K;9\87]8389

#

"))(

#

5

$

!)

&!

($*4('!&

(

"(

)

-G;

0

G3

:

>6.M

#

N8

C

38.

#

.G@@P

#

89;@&,122G842

B

8>1A1>?8EG>916313

2

B

@1>13

:

8AA1>183>

C

6A/dYd+MEG8969<8D;

0

6?DG9;9163;226>1;94

8EF19<A;D1@1;@E

C

2;G9636D1;

(

P

)

&+DPQGD ]8389

#

"))#

#

("

$

#

&!

($*4(%5&

(

"5

)

-;?D8@/

#

,;@[

#

O1

:

/

#

89;@&-6D

B

;?;9178;3;@

C

212E898>92E8

B

83E4

83>182;D63

:

9<8%b2

B

@1>842198

B

62191632

(

P

)

&\K+

#

"))$

#

!)

$

%

&!

5"545$)&

(

"*

)

[<;?

B

+

#

M1><8?9]

#

NG>;2283+

#

89;@&\K+;3;@

C

212?878;@22

B

@14

>13

:

DG9;91632;3E@6226A8I

B

?822163 E8A8>9213 .NQ!;3E

Y\-+!

(

P

)

&QGD .G9;9

#

"))$

#

"$

$

#

&!

"("&

(

#)

)

-6@;

B

189?6M

#

]8?7;2131-

#

K;9;>>1V

#

89;@&KV!8I63(2J1

BB

13

:

;3E28

^

G83>8;@98?;91632138I631>2

B

@1>883<;3>8?2

$

L[L2

&

13;

38G?6A1=?6D;96212!

B

;91839

(

P

)

&QGD ]8389

#

"))#

#

!!#

$

'

&!

%%!4

%%$&

(

#!

)

N1G Q̀

#

-;?98

:

31N

#

f<;3

:

.c

#

89;@&+ D8><;312DA6?8I63

2J1

BB

13

:

>;G28E=

C

363283286?D1228328DG9;9163213Y\-+!

;3E69<8?

:

8382

(

P

)

&K;9]8389

#

"))!

#

"(

$

!

&!

%%4%5&

(

#"

)

V12><8?T-

#

K6;>Jd

#

\G338=;GD/Y

#

89;@&LI

B

?8221636A2

B

@1>13

:

A;>96?213<GD;367;?1;3>;3>8?

(

P

)

&S3>6@\8

B

#

"))$

#

!!

$

%

&!

!)5%4!)*)&

(

##

)

]<1

:

3;-

#

]16?E;36[

#

[<83Q

#

89;@&-8@@D691@19

C

12>639?6@@8E=

C

[V"

"

+[V9<?6G

:

<;@98?3;91782

B

@1>13

:

6A9<8\63

B

?69663>6

:

838

(

P

)

&.6@-8@@

#

"))%

#

")

$

'

&!

55!45*)&

(

#$

)

M8991

:

?8F-+

#

Y?6F3 .+&M?84D\K+2

B

@1>13

:

;=8??;91632;3E

>;3>8?

(

P

)

&V?639Y162>1

#

"))5

#

!#

!

!)*)4!!)%&

(

#%

)

[9;;@8283O

#

V;@>JP

#

]812@8?[

#

89;@&+@98?3;91782

B

@1>13

:

;3EDG4

9;916329;9G26A-QLd"1329;

:

8///=?8;29>;3>8?

(

P

)

&S3>6

:

838

#

"))$

#

"#

$

%"

&!

5%#%45%$$&

(

#'

)

M6F@8E

:

8,.&Y8;?D;?J892@;2<82;9<GD;3

:

836D8&,<8E?6

B

4

B

13

::

G82282;=6G99<83GD=8?6A<GD;3

:

8382><;@@83

:

82?84

28;?><8?2968I

B

@;13<GD;3>6D

B

@8I19

C

F19<26A8F

:

8382

(

P

)

&L.4

YS\8

B

#

")))

#

!

$

#

&!

"!"4"!$&

(

#(

)

-<?1296AJQ\

#

O;3E8?Q81E83 .]

#

Q;??12.Q

#

89;@&,<8."

2

B

@1>8126A6?D6A

BC

?G7;98J13;28121D

B

6?9;39A6?>;3>8?D89;=64

@12D;3E9GD6G?

:

?6F9<

(

P

)

&K;9G?8

#

"))5

#

$%"

$

(!5$

&!

"#)4"##&

(

#5

)

_;3

:

e

#

-<863

:

-]

#

Q;@@,.

#

89;@&L3

:

1388?13

:

2

B

@1>13

:

A;>96?2

F19<E821

:

38E2

B

8>1A1>19182

(

P

)

&K;9.89<6E2

#

"))*

#

'

$

!!

&!

5"%4

5#)&

(

#*

)

TG?

:

;

B

?;2;EY6@@13;

#

N88Y8?3899,d

#

,;3,_

#

89;@&+[][

!

;3

;@98?3;91782

B

@1>13

::

?;

B

< F8=28?71>8

(

P

)

&KG>@81>+>1E2\82

#

"))'

#

#$

!

$$$4$$(&

(

$)

)

Y1?H8@8V

#

diAA38?\

#

.818?V

#

89;@&M?6[+[

!

;E;9;=;28A6?;3;@

C

4

H13

:

;@98?3;91782

B

@1>13

:

139<8>6398I96A

B

?6981329?G>9G?82

(

P

)

&

KG>@81>+>1E2\82

#

"))5

#

#'

!

'#4'5&

(

$!

)

[9;DD[

#

\189<6783PP

#

,8I18?ON

#

89;@&+[T

!

;=1613A6?D;91>2

?826G?>863;@98?3;91782

B

@1>13

:

(

P

)

&KG>@81>+>1E2\82

#

"))'

#

#$

!

$'4%%&

(

$"

)

Y;?;2<e

#

-;@;?>6P+

#

];6_

#

89;@&T8>1

B

<8?13

:

9<82

B

@1>13

:

>6E8

(

P

)

&K;9G?8

#

")!)

#

$'%

$

("*$

&!

%#4%*&

$收稿日期!

")!"4)!4#!

&

!综
""

述!

浓度梯度微流控芯片技术研究进展!
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微流控芯片技术是由瑞士科学家
.;3H

等(

!

)在
")

世纪
*)

年代提出#该技术通过运用微机械加工$

.L.[

&技术将生物学

和分析化学等领域中所涉及的样品制备'分离'反应'检测等基

本操作单元集成或基本集成到一块几平方厘米的芯片上#通过

微通道形成网络#可控流体贯穿整个系统#用以取代常规生物

或化学实验室的各种功能#以其微型化'集成化'高通量'高精

度的特征在众多生命科学领域显示出巨大的发展潜力和应用

价值(

"

)

*近年来#浓度梯度微流控芯片越来越受到大家的关

注*它通过建立内部可控的稳定的浓度梯度#微流控技术和细

胞培养'药物筛选等其他技术有机结合起来#广泛地应用于多

种细胞生物学研究(

#4$

)

*本文将从浓度梯度微流控芯片的特

点#浓度梯度微流控芯片的设计和制作#浓度梯度微流控芯片

的应用三个方面进行综述#最后对浓度梯度微流控芯片在神经

微环境中的应用进行展望*

?

"

浓度梯度微流控芯片的特点

浓度梯度微流控芯片与其他体外研究体系相比有许多独

特的优势*首先浓度梯度微流控芯片可以形成精确的浓度梯

度#且通过改变网络通道的构型设计及初始液流的浓度和组合

顺序#可获得一系列复杂的浓度梯度(

%4'

)

*这是其他系统难以

达到的*其次#与传统的研究体系相比#浓度梯度微流控芯片

具有与体内微血管尺寸相近的微通道且采用灌流培养方式#更

接近于体内复杂的微环境#能够进行细胞的生长和分化'细胞

趋化和胞内物质分析等(

(4*

)

#且在此微小尺寸通道中的流体具

有层流特性#当两种或更多种不同试剂流入同一通道时#各试

剂流能够保持自身的流型不变#而只在相与相的接触界面上发

生反应或分子扩散现象#具有较高的稳定性和重现性*最后根

据浓度梯度微流控芯片设计加工灵活的特点#可以实现多种单

元操作技术在整体可控的微小平台上灵活组合'规模集成*如

+

'##!

+

国际检验医学杂志
")!"

年
'

月第
##

卷第
!!

期
"
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!
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!
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!
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!
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可以与电阻'电阀等其他模块组合#以得到所需的任意的浓度

梯度#而且所得的梯度具有实时可变性*

@

"

浓度梯度微流控芯片的设计和制作

浓度梯度微流控芯片的设计原则是依赖不同的浓度并列

入口#通过流体驱动装置控制流速和流量#使液体以层流的方

式流动#并且通过扩散的方式经过多层次的分流'汇流逐渐混

合#流经不同的芯片网络形成复杂的浓度梯度#只要溶液的流

动保持一个恒定的流速#就能很好地控制浓度梯度*且能长时

间保持稳定*芯片网络的设计具有很大的灵活性#可以有不同

的形态和空间构型(

!)4!!

)

*而通过改变通道的长度及网络构

型#可获得各种不同的浓度梯度*

浓度梯度微流控芯片传统的制作材料主要有单晶硅'玻

璃'石英等#通过光刻和蚀刻技术进行加工#然后可以获得精度

很高的微流控芯片#但是这种方法存在对加工条件要求高'加

工周期长'加工成本贵等缺陷*近年来#高分子聚合物材料如

聚二甲基硅氧烷$

MT.[

&'聚甲基丙烯酸甲酯$

M..+

&等因具

有优良的光学特性'很高的生物兼容性和气体通透性#而且原

材料价格便宜'制作周期短'耐用性好'封装方法灵活#得到了

广泛的应用*通过浇注的方法制作
MT.[

或
M..+

器件#再

将其与其他材料如玻璃等进行封接就制成了微流控芯片#这种

芯片微加工方法对加工设备要求低'加工周期短#成本低#是一

种较好的微流控芯片快速加工技术*

A

"

浓度梯度微流控芯片的应用

浓度梯度微流控芯片能够精确地控制化学引诱剂浓度梯

度的形成和方向(

!"

)

*许多的内因子信号#特别是和趋化相关

的#通过有两个进口的微流控网络能够在内环境中获得浓度梯

度#

P863

等(

!#

)利用浓度梯度微流控芯片多层次的分流'汇流混

合方式#即先将初始液分流#而后再与其他相邻初始液流的分

流混合#此混合液流再进行下一步分流及与相邻液流的汇流#

如此循环往复操作#众多浓度不同的分支液流并行汇合#形成

浓度梯度#而且这种连续流动的浓度梯度可以稳定的保持一段

时间*他研究了在白细胞介素
45

形成的梯度下主要中性粒细

胞的迁移#并且观察了中性粒细胞在一个浓度梯度急剧下降的

梯度空间里的不同的敏感度*

_;3

:

等(

!$

)运用集成细胞水平

的浓度梯度微流控芯片研究了
.T+4.Y4"#!

细胞在表皮生长

因子$

L]V

&形成的线性浓度梯度中的反应#

.T+4.Y4"#!

细

胞没有表现出趋化现象#但当它们暴露在不同的浓度梯度中

时#表现出显著的定向移动*

在另一个中性粒细胞迁移的时间方面的探索中#

/?1D1;

等(

!%

)采用一种浓度梯度转换芯片以研究中性粒细胞对时间依

赖逐步升高#逐步降低的反应#以及白细胞介素
45

浓度梯度反

向后的反应*有趣的是#当浓度梯度逐渐降低到初始浓度一半

时#作者观察到了去极化后的复极化时期#由此揭示出以前从

没被报道过的动力学*

.;6

等(

!'

)在浓度梯度微流控芯片中采

用一个非常低的流速$

#!$3N

"

D13

&#量化了大肠杆菌的迁移#

与之前关于哺乳细胞的研究工作相比#大肠杆菌悬浮在通道

中#并且聚集在不同通道的下游#而这主要取决于它们在层流

中的位置*当浓度梯度消失时#细菌在中央通道周围呈对称分

布*作者还成功地指出了野生型和趋化突变株针对几种不同

浓度梯度的反应特点#得出的结论符合菌株的已知特性*

上述提及的获得浓度梯度的方法都依靠液体在微流控芯

片通道中持续的流动来保持*

_;@J8?

等(

!(

)发现#尽管总的迁

移距离并不被流速影响#但依赖一定的方法迁移的方向会随着

一定的流速流动的方向发生偏向*

另一个令人关注的浓度梯度微流控芯片的应用是可溶性

信号分子的扩散(

!5

)

*细胞通常不会单独行动#而是可以很好

地通过可溶性信号因子协调一致运动*在流动的条件下#即使

是相对缓慢地流动#这些信号分子都能被运送出细胞得到其他

细胞的回应*因此#自由流动的浓度梯度芯片能促进微流控细

胞培养模型里的细胞间的信号联系*

还有几种报道出来的方法是微流控芯片装置中产生了浓

度梯度但没有液体的流动*

+=<

C

;3J;?

等(

!*

)特别用了一种芯

片装置采用一张微孔大小为
)&"%

!

D

的膜#放在一个体积较

大的进口和汇合口之间#以限制液体在狭窄通道里的流动*

_G

等(

")

)用一块水凝胶像三明治一样夹在两块
MT.[

之间#

其中一块
MT.[

表面有通道网络#以这样的芯片装置证明了

浓度梯度的形成*运用凝胶形成三维空间的浓度梯度也报道

出来了#

\626AA

等(

"!

)证明了将三种并行的通道成型在一个凝

胶上#可以形成任意的浓度梯度*

-<83

:

等(

""

)在中心通道内

形成了一个梯度通过运用两个外边的通道作为趋化的进口和

汇合口#研究了大肠杆菌以及
QN4')

细胞暴露在适当的浓度

梯度刺激中的反应*微流控芯片还能通过微泵微阀控制流体

的速度和方向#实现微通道中流体的操纵*

浓度梯度微流控芯片设计灵活多样#是一个非常大的进

步#超过了依赖移液管的方法#如邓恩和博伊登盒#并且在精密

度度和多样性上是一个巨大的跨越*然而浓度梯度微流控芯

片的易操作性和其批量生产能力还需要改进提高*

B

"

浓度梯度微流控芯片在神经微环境中的应用及展望

近年来#浓度梯度微流控芯片技术作为一个新兴的技术平

台已应用于神经科学领域的研究*利用浓度梯度微流控芯片

可以研究生长因子'细胞因子以及趋化因子等对单个神经元或

胶质细胞的影响%也可以研究单个神经细胞之间的相互作用#

如研究突触和髓鞘的形成过程%也可以将浓度梯度微流控芯片

技术与微电极阵列或膜片钳等技术结合研究神经细胞的一些

电生理参数*

eG9;

和
,;J;2<1

(

"#

)通过在芯片上构建纳米大小

的孔阵列#以微阀控制纳米孔中的神经生长因子$

K]V

&的释

放#观察其对神经轴突生长的影响*随着微流控芯片技术的不

断成熟#微流控芯片的应用也会不断扩展#有望成为神经生长

锥导向研究的又一个平台*
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D1\K+

定量检测中内参基因的选择

陈
"

旭!综述!史
"

菊"

!蒋
"

敏!

!顾国浩!审校

"

!&

苏州大学附属第一医院检验科!江苏苏州
"!%))'

$

"&

江苏省宿迁市泗洪县人民医院检验科
"

""#*))

%

""

关键词"微
\K+

$

"

内参基因$

"

基因芯片$

"

聚合酶链反应

!"#

!

!)&#*'*

"

0

&1223&!'(#4$!#)&")!"&!!&)"'

文献标识码"

+

文章编号"

!'(#4$!#)

"

")!"

%

!!4!##54)#

""

近年来#微小
\K+

$

D1\K+

&功能与疾病发生'发展和诊

断治疗的关系研究备受关注*

D1\K+

在体液中可稳定存在#

在疾病分类中其表达谱已被证实比
D\K+

的表达谱更准确*

然而#至今在有关
D1\K+

定量研究的数据分析中缺乏标准

化#因而导致研究数据重复性较差'结论不统一#很难真正应用

于临床诊疗工作中*为有效解决此类问题#本文就不同样本

D1\K+

定量检测中
D1\K+

内参基因的选择综述如下*

D1\K+

是一类内源性的具有调控功能的非编码
\K+

#其

长度约
""

个核苷酸*它通过互补或不完全互补的方式与信使

\K+

$

D\K+

&相应区域结合#抑制蛋白质翻译(

!

)

*最近有证

据表明#

D1\K+

也可影响
D\K+

的稳定性*

D1\K+

自身表

达具有高度保守性'时序性和组织特异性*研究表明#

D1\K+

参与了几乎所有生命活动#包括细胞发育'造血'脂肪代谢'器

官生成'凋亡和细胞增殖*

D1\K+

的调节网络既可通过一个

D1\K+

来调控多个基因的表达#也可通过几个
D1\K+

的组

合来精细调控某个基因的表达*

D1\K+

异常表达调控与肿

瘤'心脑血管疾病的发生有关*

D1\K+

既可作为抑癌基因下

调原癌基因活性#也可作为癌基因下调抑癌基因活性#还可调

节肿瘤相关基因的表达#其自身突变'缺失'易位及相互调控异

常等还可导致相关基因异常表达*准确选定
D1\K+

内参基

因用于
D1\K+

精准定量检测则是研究
D1\K+

与疾病发生'

发展和临床诊疗等相关性的关键点*

?

"

D1\K+

检测技术与
D1\K+

内参基因的选择

目前#用于
D1\K+

检测的方法主要有
K6?9<8?3

印迹'基

因芯片'液态生物芯片和实时定量
M-\

$

^

\,4M-\

&*

K6?9<8?3

印迹是首先被用于半定量检测
D1\K+

的实验

技术#至今仍被视为是检测
D1\K+

的金标准(

"

)

*其原理是通

过探针与目标
D1\K+

杂交从而检测
D1\K+

*

K6?9<8?3

印迹

的主要缺点是!要求的样本量大'灵敏度低'操作耗时#且不适

用于高通量检测*因此在
D1\K+

检测时#

K6?9<8?3

印迹通常

用于结果的验证*

基因芯片技术又称微阵列$

D1>?6;??;

C

&#是当前广泛用于

检测
D1\K+

水平的高通量技术*该技术也是通过杂交反应

检测
D1\K+

#微阵列可一次性对大量样本进行持续'快速'有

效的检测#但同样也存在不足!如检测所需样本量较大#耗费较

高#不同实验室之间结果可重复性差等(

#

)

*这些缺点均限制了

基因芯片技术的广泛应用*在科研工作中#基因芯片技术一般

多用于
D1\K+

的初筛#得到的结果通常需经过
K6?9<8?3

印迹

+
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+
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