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连续流动式聚合酶链式反应生物芯片／微装置中 

脱氧核糖核酸样品的驱动控制技术进展 
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摘 要：介绍国内外连续流动式聚合酶链式反应生物芯片／微装置中脱氧核糖核酸样品的驱动 

控制技术进展，主要包括恒流泵(注射泵驱动和蠕动泵驱动)、旋转泵驱动、磁流体动力驱动以及 自 

然对流驱动等。并对这几种驱动方式的优缺点作简要的讨论(引用文献43篇)。 
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PROGRESS OF ACTUATION CONTROL TECHNIQUE OF SAMPLES IN MICRO— 

DEVICE OF CONTINUOU FLOW POLYMERASE CHAIN REACTION BIOCHIP 
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Guangzhou 510640，China； 2．Dept．of Thernud Science and Energy Engineering，University 

of Science and Technology of China，Hefei 230026，China) 

Abstract：A review of the recent progress of actuation control technique of DNA samples in micro-device of 

continuous—flow polymer ase chain reaction biochip，Covering mainly the years from 1985 tO 2006 was presented in 

this paper，pertaining especially tO the actuation by constant flow pumps(actuated with injection pump and 

peristaltic pump)，by r()tary pump，and magnetohydrodynamic actuation and natural convection actuation；and a 

brief discussion On the merits and defects of various ways of actuation was also given(43 ref．cited)． 

Keywords：Continuousqlow polymerase chain reaction Bio-ehip；DNA sample；Actuation control technique 

聚合酶链式反应(polymerase chain reaction， 

PCR)口 自1985年发明以来，已经在生物工程、临床 

医学诊断、环境检测等领域得到广泛的应用。传统 

的PCR装置一般通过金属块以及空气或液体循环 

来控制温度循环，系统通常具有较大的体积和热容， 

导致 PCR速度很慢，通常需要 1～2 h。20世纪 

9O年代初，为了实现快速PCR扩增，Wittwer等L2] 

将样品密封在玻璃毛细管中，通过热空气流控制温 

度循环，减少了系统的热容和样品体积，使脱氧核糖 

核酸(DNA)扩增反应所需时间显著缩短，3O个循环 
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扩增仅需 15 min甚至更少。随着微电子机械系统 

(micro-electro-mechanical system，M )技术的发 

展，Northrup等[3]成功地在硅片上制作 PCR微反应 

池，实现了芯片上DNA的扩增。这种反应池内固定 

扩增式(stationary-chamber PCR，即时域式 PCR， 

Time domain PCR)[4 ]实际上是传统 PCR的微型 

化[4 ]，反应混合物固定在微反应池内，其温度不断地 

反复循环，这种方法需要对PCR系统的热容相当程 

度的优化才能缩短反应时间和减少能量消耗L4]。 

早在 1993年，Larzul~ ]提出一种管式反应器装 

置，它通过磁场、泵(包括热泵效应和蠕动泵)以及非 

能动性毛细作用(即无需外界的额外动力源)来驱动 

管道中的样品流动。该装置适用于限制酶引起的 

DNA水解、DNA／核糖核酸(RNA)酶处理以及通过 

PCR进行DNA扩增等，这是以讨论的方式首次提 
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出连续流动式 PCR(continuous-flow PCR，CF_ 

PCR，即空域式 PCR，Space domain PCR)[ ]思想。 

1994年，Nakano等_8]首次在聚四氟乙烯毛细管反 

应器中通过CF~PCR成功地进行DNA扩增。1998 

年，Kopp等 ]采用MEMS技术在玻璃板上刻蚀出 

微流路通道作 CF-PCR反应池。该 CF-PCR芯片 

特点是体积小、变温迅速、延迟小、样品液体蒸发性 

小，而且样品在CF-PCR芯片中的滞留时间主要决 

定于在每个温度区通道的长度、横截面以及样品流 

过通道的速度，其原理图见图1。CF-PCR是通过 

DNA样品和反应物连续流过三个不同的恒温带，从 

而达到DNA片段热循环扩增的目的。由于它不需 

要反复加热或冷却PCR装置，尽管所需样品体积较 

大，但反应速度较快，整个反应时间仅为 12～ 

18 min，大约是金属块加热的传统 PCR装置的l／ 
1Or8]

。 国内已有学者对上述两种结构形式的 PCR 

扩增反应进行了研究[6 。在 CF-PCR芯片／微 

装置中，为了成功地实现 DNA扩增，微通道中 

DNA样品必须得到精确的驱动控制。 

A 

B 

C 

一 样品进口 

一 样品出口 

图 l CF-PCR芯片原理图 

Fig．1 Schematic diagram of C PCR chip 

A——解链(De-chaining) 卜 延伸(Extension) 

0一 退火(Annealing) 

DNA样品在 CF-PCR微通道中流动状况直接 

影响PCR的扩增过程，这主要体现在DNA样品和 

反应物在微通道中的流动速度、流动稳定性以及串 

行流动方式(该方法能提高样品数目量和减少与热 

滞后相关的问题)等，而流动状况与DNA样品流体 

的驱动控制方式密切相关，下面讨论 CF_PCR芯片 

／微装置中DNA样品的几种驱动控制方式。 

1 恒流泵驱动 

1．1 注射泵驱动 

注射泵是一种控制注射器完成样品液体输送的 

容积泵，已成为 CF_PCR芯片／微装置中经常使用 

的一种驱动方式。特点是进样速度精确、操作简单、 

智能化和自动化程度较高，而且流速范围广(O．1～ 

400 mL-h )，因此非常适合用来驱动DNA样品 
· 】064 · 

在微流体通道中流动。目前已有许多研究者采用注 

射泵驱动 DNA样品和反应物在CF-PCR芯片／微 

装置中的流动以实现DNA扩增复制[11,13,14,15-22]。 

对于注射泵驱动 DNA样品和反应物而言，为 

了成功进行PCR扩增反应，不同的通道系统一般采 

用不同的流速，即使注射泵采用相同的流速，样品流 

体在通道中的滞留时间通常是不一样的，这主要取 

决于通道的长度和横截面积。但在同一通道中，样 

品流速大，滞留时间短；反之则滞留时间长(表 1)。 

然而，一个PCR循环过程所需要的反应时间取决于 

聚合酶的合成速度以及热扩散时间[ 引，由于 CF- 

PCR芯片／微装置的通道截面积很小，热扩散时间 

几乎可以忽略，因此 DNA样品流体的流速理论上 

可以优化 以到达酶的合成速度[2引。Schneega~ 

等[2 ]对DNA样品在通道中的流动速度进行了优 

化，对于所研究的系统而言，存在一个最优速量 

1 I ·S一，此时DNA扩增产量(或扩增产物信号 

强度)最大。Park等口 ]让 DNA样品以不同流速 

(O．3，0．5，1．0，3．0，5．0 L·rain叫)流过PCR微反 

应通道。结果发现：CF-PCR的扩增量随着流速的 

增加而减少，这种现象也许是由于流速较大时DNA 

样品在PCR微反应通道中解链、退火和延伸时间减 

少而引起的。 

注射泵驱动虽然具有操作简单、速度调节范围 

广等优点，但其集成化程度低，所占空间体积较大， 

难于实现真正意义上的“微全分析系统”(Micro 

Total Analysis Systems，wTAS)L29．ao]。 

1．2 蠕动泵驱动 

蠕动泵具有流量控制精确、污染小、使用和维修 

方便等特点，已在食品、制药生产以及基因研究等领 

域得到广泛的应用。Chou等[。1j将蠕动泵(流速8～ 

l5 L·rain叫)与 CFPCR芯片装置的进／出口连 

接来实现DNA样品在微通道中的流动。这种应用 

常规蠕动泵作为CF-PCR的驱动方式，系统所占空 

间较大、集成化程度不高。最近，Bu等[3。]首次将双 

向蠕动泵集成到CF-PCR芯片中，以实现DNA样 

品的驱动，并提出一种基于板壳理论的分析模型。 

2 压力差驱动 

在CF-PCR芯片／微装置中也常采用通道两端 

的压力差来驱动样品在微反应通道中运动。Burns 

等[。。 利用气压差和一些憎水性区段来驱动微量样 

品(<1 nL)在微通道中流动，气压由外源或集成在 

芯片上的气体膨胀室提供，而且气压增大多少对微 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


一  髟 册 章春笋等；连续流动式聚合酶链式反应生物芯片／微皱置中脱氧核糖核酸样品的驱动控制技术进展 

表 1 

Tab．1 

DNA样品在CF-PCR芯片／微装置通道中的滞留时间与流速、通道截面以及通道长度的关系 

Relationship among the time of detainment．flow-rate．cross-section and length of channel of DNA sample in 

the channel oftheCF-PCR biochipmicro device 

注：1)，2)，3)分别表示其单位为tom·h-1，s／circle，Fmi．d．／o．d．；4)表示DNA样品在微通道中的流动时间；5)表示每个PCR循环的 

通道长44 crn，其中第一循环的解链区通道民33 cm．最后一个循环的延伸区通道长66 cm 1 6)表示转化后的流速(四舍五人法)。 

Note：The units of v~lues fIurked with 1)，2)and 3)are mm·h～，s／circle and i．． ．． 4),um for the ratio of d to o d respectively； denoting 

the time of flowing of DNA sample in the channel；5)44 cm is the length of mierochannel in each PCR circle，33 em is the length of de-chaining 

zone in the 1st PCR circle of mierochanneI，and 66 cm is the length of extension zone in the last PCR circle；6)denoting the rounded values of 

flow-rate after conversion；and 7)denoting that no definite data are given in literature． 

量样品的体积没有任何影响。Chiou等_34]通过计算 

机控制的电磁阀将油箱分别和34．5，51．7 kPa的大 

气压连接，利用油箱两端的压力差来驱动微量样品 

在毛细管中运动。 

对于压力差驱动 DNA样品和反应物，DNA样 

品在微通道中准确位置较难控制。目前，通常采用 

二极管探测器L 引、光电二极管Ⅲ]来控制 DNA样品 

的位置，以便自动控制加热过程。前者控制 DNA 

样品位置的过程是：由于样品溶液的折射率和空气 

的折射率不同引起受照二极管电流呈阶跃式变化， 

从而放置于通道下部的二极管探测器能很容易确定 

通道中样品的位置r3 。后者控制 DNA样品位置的 

基本过程是：通过采用矿物油的折射率( 一1．48) 

比聚四氟乙烯的折射率( =1．376)高的物理性质实 

现 He．Ne激光束波导进入毛细管中矿物油里，当到 

达弯曲的油／样品塞界面时发生散射，和光电二极管 
一 起实现光检测系统自动追踪样品塞的位置[3 】。 

2．1 旋转泵驱动 

DNA样品的扩散率很小，l—kbp长的DNA分 

子扩散常数为 10 m。·s-l[35]，扩散 100 m× 

100 m面积需要时间长达 1 000 S。在集成化的 

PCR微流控芯片中样品的快速混合和反应是非常 

必要的。为了克服微样品流体操作受低扩散率的限 

制，Chou等[3。]在芯片上开发一种旋转泵，以连续流 

动以及容积固定两种方式来混合反应物。这种泵主 

要由两层组成：下面的流体通道层和上面的气动驱 

动通道层，它们之问任何一个交叉点都可形成一个 

微阀。当微阀关闭时，空气通道加压；微阀打开时， 

空气通道释放压力。流体通道层中的中心圆环通道 

和指状空气通道构成旋转泵的主要部件。当一系列 

开／关序列应用到空气通道中时，中心圆环通道中的 

微流体会以顺流或逆流方向流动。气动驱动频率越 

高，微流体在圆环通道中的流速就越快，图2为计算 

微流体旋转流动时混合效应的模型，微流体在圆环 

通道中流动时的角速度为： 

叫 1一(寺) ] (1) 
式中： 、PO、R、ro、r分别指角速度、圆环通道中心处 

最大线速度、圆环半径、圆环通道内(外)壁面到中心 

处的距离以及圆环通道中任一位置离中心处的距 

离。 

Liu等_4 首次将旋转泵集成到PCR芯片上，开 

发一种到目前为止所需DNA样品体积最小的CF- 

PCR芯片(仅l2 nI )。该 PCR芯片由于采用旋转 

泵驱动环通道中的DNA样品，它具有两重性，既可 

作CF-PCR又可作反应池内固定扩增式PCR。 
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图 z 循环泵驱动样品混合原理图 

Fig．2 Schematic diagram of mixing of 

sample actuated by rotary pump 

2．2 磁流体动力学驱动 

Lemoff等[3 ]首次将磁流体动力(magneto- 

hydrodynamic，MHD)微泵集成到芯片上以便驱动 

生物样品连续流动。MHD微泵是一种新型非机械 

泵，是利用洛伦兹力来驱动生物样品在通道中流动 

(图3)，其原理是在正交磁场中，当电流垂直通过充 

有导电液体的通道时将产生一洛伦兹力，在洛伦兹 

力作用下，通道中流体的流量可表示为： 

Q一 I B d雨Shz (2) 

式中：Q为样品流体的体积流速；J、B分别是垂直于 

通道的电流(A)、磁场(T)；d、h分别为电极间距离 

和电极高度； 为流体的粘度；L为微通道的长度。 

图3 MHD微泵矢量图 

Fig．3 Vector diagram  of MHD pump 

West等_3 ]首次利用 MHD原理开发一种 

CF-PCR芯片，通过MHD驱动 DNA样品在硅圆环 

通道中流动来实现DNA扩增反应。但忽略样品流 

体运动对磁场和电场的影响提出一种含有洛伦兹力 

的纳维一斯托克斯方程(Navier-Stokes equation)： 

P
V胃v+ Vp + j7 (3) 

式中 是样品流体的速度、磁场、电流密度；而 

P和r／分别是样品流体的密度、压力以及绝对粘 

度。对于圆柱形轴对称的稳态样品流体、径向速度 

和轴向速度为零，且样品流体方位角速度 和压力 

P仅取决于r和z(圆柱坐标系)，式(3)可以简化为 

稳态方位角速度泊松方程(poisson equaton)： 

血一 73 砑BI ‘4) 

· 1066 · 

式中：B、f分别是磁场和交流电(AC)的峰值振幅。 

式(4)成为CF-PCR扩增过程中DNA样品在 SU_8 

圆环通道中连续流动模型，它的边界条件由粘滞流 

不可滑移条件(no-slip boundary condition for vis— 

COUS flow)确定。 

磁流体动力学驱动是一种较为理想的非机械驱 

动，与DNA样品兼容性较好。但在较高温下，尽管 

工作电压相当低，CF-PCR微反应器仍然容易发生 

电解，从而产生气泡阻塞样品流动通道，而且产生的 

电解副产品能阻碍PCR反应[ ]，因此该驱动技术 

需要进一步研究开发。 

2．3 自然对流驱动 

自然对流驱动是由于温度差引起流体内部密度 

差从而引起流体运动的一种驱动方式。这种自然对 

流驱动方式由于不需要外界提供动力源(泵、风机 

等)而在自然界中经常出现，例如雷谱 贝纳尔(Ray— 

leigh-B~nard，RB)对流驱动和层流热对流(1aminar 

thermal convection)驱动等。 

2．3．1 雷诺 贝纳尔对流驱动 

RB对流是有限空间中的浮力驱动的不稳定性 

引起的，它受无量纲雷诺数 

Re一 !至二互2 (5) 
73怠 

所控制，体现了浮力引起的不稳定性与起反作用的 

扩散恢复力之间的相互作用。式中： 为流体的热 

膨胀系数；g为重力加速度；̂为有限空间高度；T1、 

，r2为有限空间上、下表面的温度； 为动力粘度；k 

为热扩散率，这种两个固定温度表面之间的RB对 

流(即稳定循环流动)很适合具有热循环特性的化学 

反应[ 。 

Krishnan等[3。]开发一种微装置，首次采用RB 

对流来实现 PCR扩增反应，图4为 RB对流驱动 

PCR扩增过程示意图。DNA样品在 一61℃和 

T2=97℃之间的密闭空间中依靠雷谱 贝纳尔对流 

不断地循环流动，雷诺数和纵横比hid控制并影响 

DNA样品流体的运动( 指有限空间直径)，从而影 

响DNA的扩增效率[ 引。 

2．3．2 层流热对流驱动 

Braun等 0]报道了通过层流热对流驱动来实 

现DNA复制的链式反应。层流热对流是由恒定的 

水平温度梯度产生，它驱动 DNA样品在微反应池 

中沿着定常路径在热区和冷区之间不断循环从而达 

到DNA样品高温解链、低温退火以及中温延伸热 

循环PCR扩增目的(图5)。这种层流热驱动 PCR 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


冷却水(上板) 

立方体 

金属热板(下板) 

流空问 

图4 RB对流驱动PCR扩增过程示意图 

Fig．4 Schematic diagram of P-CR amplification process by 

RB convection actuation 

微装置具有几个明显特点 。]：① 周期性温度循环 

的峰值温度取决于扩增反应池的垂直距离 zo，随着 

z。的增加，峰值温度减少，循环周期也随着缩短；② 

在较小z。条件下(5O urn)，PCR扩增产量随着热耗 

散的增加先逐渐增大，然后又逐渐减少，这也许是由 

于较大的热耗散在外围区产生大量的气泡，减少层 

流空间；③ 层流热驱动PCR扩增同样证明是按指 

数扩增的反应；④ 由于这种微循环装置不仅加热／ 

冷却整个反应容积，而且加热周围的容器以及它所 

处在的环境，热容较大，倍增时问r高达55 s。 

延伸 解链 延伸 

ⅡLl ⅡIⅡ Ⅱ 

图5 层流热对流驱动PCR扩增示意图 

Fig．5 Schematic diagram of PCR amplification process by 

laminar thermal convection actuation 

上述两种自然对流驱动实现了传热学、流体力 

学甚至工程热力学与PCR扩增技术的完美结合，在 

CF-PCR生物芯片／微装置中是一种新型的DNA样 

品驱动技术，实现了DNA样品在无泵驱动下 CF- 

PCR扩增复制，除此之外目前还出现了其它结构形 

式的自然对流驱动的CF PCR微装置[姐 引。但是， 

采用这种驱动技术的反应装置体积较大，从而导致 

系统的热容较大，反应速度较慢，而且集成化程度也 

有待提高。 

从CF-PCR芯片问世以来，尽管CF-PCR芯片 

／微装置中DNA样品的驱动控制技术已经得到了 

快速的发展，但还存在着一些问题有待解决。不过， 

随着MEMS技术的不断发展，CF-PCR生物芯片／ 

微装置中DNA样品的驱动控制技术会得到不断的 

发展和完善，开发出一种集成化程度高、反应速度 

快、所需样品体积小的便携式 CF-PCR生物芯片／ 

微装置已成为可能。 
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