
 

 

双 T型通道对物质的电动富集性能研究
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【摘要】微流控检测作为一种新型生化检测平台，具有快速、低成本的检测优势，得到了广泛关注，微流控富集技术对

改善微流控检测系统的灵敏度具有重要意义。该文从能实现电动控制样本驱动功能的双 T型通道出发，研究了该结构对荧光

离子和皮质醇适配体的富集效果，发现了该结构针对不同尺度的物质具有不同的富集效应和富集区域。针对尺寸相对较大的

分子类物质，可以在较低的电压下实现局部区域的快速富集，且富集区域远离电极，并利用该富集效应，完成了双 T型通道

对浓度为 0.1 µg/mL的皮质醇的荧光检测。
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Electrokinetic Enrichment of Substances in Double-T-shape Channel
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Abstract　Biochemical detection and analysis plays an important role in many fields, and many of the target
substances are in low concentrations. Microfluidic detection platform has been developed for its low cost and rapid
detection.  Microfluidic  enrichment  is  important  to  improve  the  sensitivity  of  microfluidic  detection  system.  This
paper  studied  the  enrichment  of  fluorescent  ions  and  cortisol  aptamers  using  a  double-T-shape  channel,  which
could  achieve  the  function  of  sample  driving  by  electrokinetics.  It  is  found  that  the  structure  has  different
enrichment effect and different enrichment area for different sizes of substances. For those substances with larger
size  relative  to  ions,  it  can  be  concentrated  in  a  short  time  under  low voltages,  and  the  enrichment  region  is  far
away  from  the  microelectrode,  which  is  of  benefit  to  both  the  sample  and  the  electrode.  By  using  this  new
enrichment effect, we achieved the detection of cortisol with the concentration of 0.1 µg/mL.
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生化检测分析在很多领域起重要作用，如何灵

敏快速地针对某些低浓度物质进行定性或定量检测

的需求日益增加。现有的高精度检测设备主要为固

定的台式设备，其结构复杂、价格昂贵、需要专业

人员操作等特性限制了其使用范围。随着微纳制造

技术的迅猛发展，微流控检测平台为检测系统的小

型化及可便携化发展带来了发展空间[1-3]。微流控检

测平台相较于大型检测系统，具有样本消耗量小、

成本低、芯片即抛即用、分析时间短等更具竞争性

的优势[4]。然而，其在减小体积和样本量的同时，

给检测的灵敏度带来了挑战。为了改善系统的检测

灵敏度，微流控富集技术应运而生。该技术通过对

样本预处理提高待检成分的浓度，从而提高检测灵

敏度，很快成为微流控领域的研究热点之一。

当前，微流控富集技术发展呈现多样化态势，

依据待富集物质是否主动参与到富集动态中，可将

这些技术分为被动富集技术和主动富集技术。被动

富集技术通常使用特殊通道结构设计、过滤辅助结

构或具有特异性的捕获元来对目标物进行捕获富

集[5-7]，应用这类方法最大的优势是富集本身不需要

外场的干预，但对样本的物理特性 (如目标物的尺

寸、刚度、黏弹度等)或免疫特性要足够了解，针

对这些特性设计的通道结构往往较为复杂[8-9]。主动

富集技术通常需要外场的干预来实现目标物的富 
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集，典型技术有：基于梯度场建立的速度差异富集

技 术 [10-12]， 主 要 包 括 等 电 位 聚 焦 (isoelectric
focusing, IEF)、电场梯度聚焦 (electric field gradient
focusing,  EFGF)、 温 度 梯 度 聚 焦 (temperature
gradient focusing, TGF)等；基于缓冲介质特性差异

实现的边界堆叠富集技术[13-15]，主要包括扫描堆积

(Sweeping)、等速电泳 (isotachophoresis,  ITP)和场

放大样品堆叠 (field amplified sample stacking, FASS)
等；介电泳富集技术[16-17]和基于电渗流与电泳合力

作用下的电动富集技术。其中，电动富集技术是一

种实现相对简单的富集技术，而基于离子浓差极

化 (ion concentration polarization,  ICP)效应的电动

富集是目前效率较高的富集方式，其将微米通道由

纳米结构串接，而纳米通道是具有离子选择性的，

通过合理的电场条件控制，就能在纳米通道一侧的

微米通道内形成特定离子的高效富集。ICP现象自

首次被文献 [18]发现以来，已广泛应用于微流控

富集中[19-21]。利用 ICP现象的电动富集方式无疑是

目前最受欢迎的富集方式之一，但纳米工艺的制作

还不具备普适性，这是限制其发展的主要因素。

现有的富集方式各自具有自身的适用领域与应

用局限，包括需要掌握目标成分的物化特性、需严

格的微纳通道工艺及电极工艺制备条件、需配置特

性符合需求的缓冲介质等。而现有的大部分生化检

测对象是具有负电荷属性的，如何利用微通道中的

流体电动特性在简单的微通道结构中实现电动富集

仍然具有较大的研究空间。前期研究表明，在 T型

微通道内，通过电渗流的诱导可以产生压力驱动

流，实现持续稳定的流体进样，而优化的双 T型通

道结构在实现流体驱动的同时，还具有带电离子富

集的潜能[22-23]；同时液态金属可以注入微通道中作

为微电极用于双 T型微流控通道中，降低微通道中

电极制作的难度[24]。本文在此基础上对双 T型通道

内荧光离子和皮质醇适配体的富集特性分别进行了

实验研究，发现了皮质醇适配体的新型富集现象，

并以此为基础实现了皮质醇的荧光检测。 

1　双 T型电动富集结构与原理

双 T型电动富集结构及流体电动控制原理如

图 1所示，通道中心由液态金属提供形状规则的中

心电极，并通过阻挡柱阵列与样本通道耦合接触。

通道主体由进样通道 (包括两个进样分支)、出样通

道 (分左右两侧)、过渡腔与富集腔 4个部分构成，

如图 1a所示，芯片的实际制作模型如图 1b所示，

其中的 5个圆形区域为芯片设计的打孔位置，

O与 O’所示孔位为液态金属注射控制孔位，直径

均为 2 000 µm，A、B、C为样本溶液注入与存储

孔位，直径均为 4 000 µm，芯片呈左右对称结构。
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图 1    芯片参数及控制原理图
 

 

当通道如图 1b所示接入直流电源 DC后，流

体在富集腔、过渡腔和两侧出样通道间产生沿着电

场方向的电渗流，使得富集腔中心区域形成负压

腔，此时流体可由进样通道吸入负压区域形成持续

进样，其流场分布如图 1c所示。该流场分布由微

通道中的直流电场和层流场共同控制，其控制方

程为：

∇2V = 0 (1)

E = −∇V (2)

u = −εrε0ζ
µ

E (3)

ρ(u∇)u = ∇[−pI+µ(∇u+ (∇u)T)]+F (4)
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ρ∇u = 0 (5)

式中，V表示电势；E为由电势差形成的电场强

度；ε0 为真空中的介电系数；εr 为流体的相对介电

率；ζ为通道的 zeta电势；µ为流体中的动态粘滞

度；u为速度矢量；ρ为流体密度；p为压强；I为
单位矢量；F为由粘滞度引起的流动阻力。其中，

速度 u为关键变量，由上述方程组求得，并根据其

分布可得到流体的流场分布。同时，当样本溶液中

目标成分为带电物质时，其在对流、扩散及电场迁

移的共同作用下，会在流体通道中形成速度平衡

点，由此形成富集效应。本实验主要研究负电荷物

质在该结构中的电动富集性能。 

2　实验准备及平台搭建
 

2.1　试剂准备

实验以荧光素纳 (fluorescein sodium salt, SIGMA,
F6377, Germany)阴离子染料作为离子类物质代表，

用荧光素纳和去离子水配制成浓度为 7.8×10−8 mol/L
的样本溶液 1备用。该染料的激发光峰值波长为

488 nm，经激发后的发射光峰值波长为 518 nm。

以皮质醇适配体 15-1序列作为本次实验的 DNA类

分子物质代表，其序列号为：5’-GGA ATGGAT
CCA  CAT  CCA  TGG  ATG  GGC  AAT  GCG  GGG
TGG  AGA  ATG  GTT  GCC  GCA  CTT  CGG  CTT
CAC TGC AGA CTT GAC GAA GCT T-3’[25]。为了

观察皮质醇适配体的富集情况及后续皮质醇检测，

将该序列 5端修饰了羧基荧光基团  (6-FAM，6-
Carboxyfluorescein)。该荧光基团的激发光峰值波

长为 494 nm，经激发后的发射光峰值波长为 518 nm。

将上述修饰过荧光基团的皮质醇适配体用去离子水

配置成 1 µmol/L的样本溶液 2备用。 

2.2　芯片制作与实验平台

本结构的芯片制作简单，且其中心电极由液态

金属电极构成，中心电极通道与样本运输通道耦合

一体成型[24]。制作时，首先由光刻工艺得到通道阳

模，再由 PDMS浇注得到具有通道结构的芯片，

并将其与玻璃键合、成功地注入液态金属后即可

用，如图 2a所示。实验系统平台主要包括微流控

芯片、芯片控制电源、荧光显微镜、显微镜电源与

荧光控制器及电脑显示组件，其系统框架与实物平

台如图 2b和 2c所示。
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a. 芯片实物与成功耦合液态金属电极的芯片结构

b. 系统实验框架图 c. 系统搭建实物图

图 2    芯片结构与实验平台
 

 

2.3　实验流程

将样本溶液、芯片和实验平台准备好后，按如

下步骤开展实验。

1)在左右两侧样本溶液预留孔位 A和 B中分

别注入 4.5 µL去离子水，待液体在整个通道中流通；

2)调节显微镜载样平台至视场合适，打开荧

光，在样本预留孔位 C中注入 6 µL样本溶液，接

通芯片电源；

3)观察实验，等待数据记录。
 

3　实验结果与分析
 

3.1　荧光富集实验

实验首先研究了样本溶液 1在双 T型通道内的

电动富集状态，分别记录了当加载电压为 30、
60、90 V时的富集过程，记录时间为 5 min，得到

的结果如图 3所示。由图可以看到，该通道结构对
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荧光阴离子具有明显的电动富集功能，富集区域主

要集中在富集腔内。由荧光强度分布可以看到，

在 5 min内电压越高、富集腔内的富集效果越好。
  

a. 30 V

b. 60 V

c. 90 V

图 3    不同电压下双 T型通道内荧光离子的富集状态 

 

前期研究表明，进样通道中两分支通道的间距

对负电荷离子的富集效果有明显影响，间距越大，

富集效果越好[23]。因此，实验研究中，将图 1中芯

片结构的分支通道间距进行了调整，制作了新的芯

片结构，将图 1中的芯片结构定义为结构 1，新的

芯片结构定义为结构 2，并对两种结构在 60 V电

压下的富集过程进行了对比分析，如图 4所示。其

中，图 4a显示了两种芯片结构及其在 5 min内富

集过程的对比，图 4b为图 4a中 3个时间节点下

(1、3、5 min)由荧光强度表征的富集倍率的量化

结果 (富集倍率定义为富集腔内平均荧光强度 I与
进样通道荧光强度 I0 的比值 I/I0)。由图可以看到，

结构 2针对荧光离子的富集效果明显优于结构 1，
且两者富集区域均以富集腔为核心。 

3.2　皮质醇适配体富集实验

依据上述荧光离子的富集结果，本节针对富集

效果更优的结构 2展开了皮质醇适配体的电动富集

研究。实验仍以加载电压为变量，分别记录了样本

溶液 2在电压为 30、60、90 V时的富集过程，记

录时间为 10 min，得到的结果如图 5所示。由图可

以看到，该通道对皮质醇适配体的富集效果不同于

对荧光离子的富集效果，电压较低 (30 V)时，皮

质醇适配体在入口通道与出口通道交汇口处出现了

明显的富集 (如图 5a所示)，随着电压增加，在通

道交汇口的适配体逐渐向过渡腔和富集腔转移 (如
图 5b所示)，到 90 V时，适配体在富集腔内与液

态金属电极接触处汇聚 (如图 5c所示)，此时，其

富集区域与荧光离子在该通道结构中的富集区域一

致。定义该结构中的局部荧光较强区域与进样主通

道区域内的荧光强度之比为富集倍率 (同样记为

I/I0)，得到不同电压下通道不同位置处的富集倍率

在 10 min内随时间的变化关系如图 5d所示。
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图 4    两种芯片结构在 60 V电压下的富集对比
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分析上述实验如下：进样流与出样流在进样通

道与出样通道交汇口处首次发生流体交汇，此时进

样流与出样流各自在通道内的宽度明显减小，而皮

质醇适配体不同于荧光离子，其尺寸在微通道内不

可忽略，当电压较低时，由电渗流诱导的流体流动

速度较低，适配体由于通道骤然变窄会出现阻塞现

象，由此逐渐在该区域形成了阻塞型富集；当电压

逐渐增大，流体速度也相应增大，流体对适配体的

拖拽力增强，更容易使适配体突破该交汇口进入过

渡腔内，而当电压增大到一定值后，适配体基本可

以突破过渡区域进入富集腔内形成与离子类物质相

似的富集效果。由图 5d可以看到，对于本结构而

言，在 30 V电压下通道交汇口形成的阻塞型富集

效果明显优于 90 V电压下富集腔内的富集效果，

前者局部荧光强度可在 4 min内迅速达到进样通道

中荧光强度的 100倍。

由此，本实验发现了该结构针对尺寸较大的

DNA分子基于阻塞与驱动平衡的新型富集方式，

即在双 T型通道中，当通道尺寸与驱动电压相互匹

配时，可以实现分子尺度的物质在通道进样流与出

样流首次交汇口处的快速富集，该区域不与电极接

触，可以避免样本物质与电极的相互腐蚀和渗透。 

3.3　皮质醇荧光检测实验

利用上述基于阻塞与驱动平衡的新型富集方

式，本节对皮质醇进行了基于荧光猝灭−点亮机制

的定性检测，检测原理如下：配制 3种状态的样本

溶液，第一种是被荧光基团 6-FAM修饰的皮质醇

适配体，标记为样本 1；第二种为在第一种溶液的

基础上添加了适量纳米片状结构的二硫化钼，标记

为样本 2；第三种为在第二种溶液的基础上添加了

适量的皮质醇，标记为样本 3。其中，样本 1的浓

度达到一定值后，通过特定波长的激光激发可以观

察到与浓度对应强度的荧光；样本 2由于二硫化钼

的加入，其与荧光基团形成了 Forster共振能量转

移 (FRET)对[26]，使得荧光发生猝灭，因此观察不

到荧光；样本 3则由于皮质醇的加入，其与适配体

通过碱基互补配对结合，其结合力远高于适配体与

二硫化钼基面结合的范德华力，因此，适配体被皮

质醇拉离二硫化钼，荧光被重新释放。根据 3种样

本溶液的荧光激发状态，即可判断皮质醇的存在与

否，而双 T型通道的富集效应可以加强局部荧光信

号显示，更有利于低浓度皮质醇的检测。

实验中，首先配置了 100 µL浓度为 1 µmol/L的

适配体溶液，将其分成两等份，其中一份标记为样
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图 5    结构 2芯片通道中不同电压下皮质醇适配体的富集效果
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本 1，在第二份溶液中加入超声剥离好的浓度为

5 mg/mL的二硫化钼水溶液 2.5 µL，震荡混匀 10 s，
又将其分为两等份，其中一份标记为样本 2，另一

份加入浓度为 1 µg/mL的皮质醇溶液 2.5 µL，震

荡 10 s，标记为样本 3。将上述 3份样本按前述实

验步骤在 30 V电压下依次展开实验，实验时间为

10 min，得到的结果如图 6所示。由图 6a可以看

到，样本 1通过本结构实现了进样流与出样流交汇

口处的阻塞型富集，在此处可以观察到明显的荧光

信号；由图 6b可以看到，样本 2在通道中观察不

到明显的荧光信号，但可以通过荧光显微镜自然光

视场下看到结合二硫化钼的样本在进样流与出样流

交汇口处发生汇聚，如图 6b右下角所示；由图 6c

可以看到，样本 3在进样流与出样流交汇口处也能

观察到明显的荧光信号。这组实验证明了本通道

对 3组样本物质的富集均符合上述新型富集机制。

图 6d分别展示了样本 1、样本 2、样本 3在通道交

汇口富集区域内由荧光强度表征的富集倍率随时间

的变化关系。由于样本富集使得局部荧光信号增

强，本次实验通过双 T型电动富集结构观察到了明

显的荧光猝灭与点亮过程，证明了皮质醇的存在，

皮质醇的检测浓度为 0.1 µg/mL。后续工作中，通

过各种参数的优化分析，包括结构尺寸的优化、

3种溶质参与量的匹配优化、电压与结构的匹配优

化等，该结构具有实现皮质醇更低浓度检测的

潜能。
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图 6    皮质醇的荧光检测实验
 

 
 

4　结 束 语
本文主要研究了双 T型通道对不同物质的电动

富集效应。首先，在微通道内流体电动控制理论研

究的基础上，通过实验证实了双 T型通道对荧光阴

离子的电动富集功能；其次，对两种不同的结构分

别进行了荧光离子富集，发现结构 2具有更好的富

集效果，由此展开了该结构对皮质醇适配体的电动

富集性能研究，发现了一种低电压驱动下的新型富

集现象，其富集区域远离电极，可以避免目标物质

与电极接触造成的相互污染与渗透；最后，利用这

种新型富集现象实现了对浓度为 0.1 µg/ml皮质醇

的荧光检测。实验表明，双 T型通道对离子及分子

尺度的负电荷物质均具有富集功能，但各自富集条

件及有效的富集区域不同。该电动富集结构为在线

微流控富集技术的发展及针对低浓度物质检测的微

流控平台的发展提供了新的思路。
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