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摘　要　由于安培检测具有高灵敏度、低成本、低能耗、易集成化便携化、与微加工技术匹配等特点 ,芯

片毛细管电泳2安培检测系统 (μCE2AD)的研究近年来得到人们广泛的关注。本文结合本课题组的研究工

作 ,对近年来μCE2AD的研究进展进行评述 ;重点讨论了近年来在芯片的设计、集成化电极的制备、消除分离

电压的干扰等方面的进展 ;同时介绍了利用分离电场拓展检测范围、阵列电极和阵列通道、化学修饰电极的

应用、新型进样技术和试样预处理等方面的新成就 ;最后展望了未来μCE2AD的发展趋势。
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Abstract 　Micochip capillary electrophoresis with amperometric detection (μCE2AD) has attracted increasing

interest due to the features offered by amperometric detection , such as high sensitivity , low cost and power consumption ,

inherent miniaturization and portability , and compatibility with microfabrication technologies. This article reviews on

recent advances inμCE2AD systems , including microchip design , fabrication of integrated electrodes , elimination of

high2voltage interference with the detection. Field2non2isolating detection , electrode array and channel array , application

of chemically modified electrodes , novel approaches for sample injection , and on2chip sample preparation are also

discussed. The future development of theμCE2AD is foreseen.
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1　引言

自从 20世纪 90 年代初 Manz 等提出了微全分

析系统 (μ2TAS)这一概念以来[1 ] ,分析仪器的发展就

进入了一个以微型化为主要特征的、带有革命性的

重要转折时期[2 ]。作为μ2TAS中的主流研究领域之

一 ,芯片毛细管电泳 (microchip capillary electrophores2
is ,μCE)在过去的十多年中取得了长足的发展。到

目前为止 ,μCE多采用激光诱导荧光检测和电化学
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检测 (electrochemical detection , ED) ,其中后者因传感

电极体积小、易于集成化、许多化合物不需衍生就可

在电极上产生信号、灵敏度不因通道几何尺度的缩

小而降低、检测器的外围设备简单以及易于微型化

等独特优势 ,在μCE的发展过程中一直受到国内外

学者的重视。到目前为止 ,有关μCE2ED的 SCI检索

论文数已经超过 200 篇 ,相关的综述也已经超过

10篇[3—14 ]。

目前在微流控分析系统中所采用的电化学检测

器主要有安培检测器 (amperometric detector ,AD)和电

导检测器。比较而言 , AD因灵敏度高而更受到青

睐。自 1998年Woolley等[15 ]首次报道集成于玻璃芯

片上的毛细管电泳安培检测 (μCE2AD)系统以来 ,

μCE2AD引起全球越来越多研究者的兴趣。所涉及

的研究内容包括芯片通道和检测池的设计 ,各种材

料的芯片的制备 ,通道的表面改性 ,各种集成化微电

极的制备 ,分离电压干扰的消除 ,微型安培检测器的

研制 ,以及在生命、环境、反恐等热点领域中的应

用等。

本文结合本研究组近年来在μCE2AD领域中的

研究工作 ,重点评述μCE2AD研究中最为关键的芯

片的设计、集成化电极的制备、分离电压干扰的消除

等研究进展。同时介绍μCE2AD系统中的阵列电极

和阵列通道、修饰电极、利用分离电场拓展检测范

围、新型的进样技术等研究成果。

2　μCE2AD芯片的构成

根据工作电极在芯片上所处位置的不同 ,可以

将μCE2AD芯片分为两种模式 :电极外置式芯片和

集成化芯片。电极外置式芯片的检测池绝大多数处

于芯片外 (图 1a) ,配合使用外置式工作电极 ,用三

维[16 ,17 ]或二维调节平台[18 ]、电极定位槽[19 ,20 ]或电极

引导管[21 ]来装配、对准可更换的圆盘电极或薄膜电

极。采用外置式电极的最大优点就是 ,电极一旦污

染 ,可以卸下电极重新打磨以形成新的电极端面 ,甚

至更换新的电极。但是 ,与这种外置式工作电极配

套的外置检测池以及额外的电极2通道对准装置使
μCE2AD系统的集成化和微型化受到了限制。

集成化芯片的检测池与通道网络一起处在芯片

上 ,而且安培检测系统的一个或多个电极以膜电极

的形式直接制备在芯片上。它无需额外的复杂电极

对准和固定装置 ,提高了芯片的集成化程度 (图

1b) 。但是这种芯片的电极一旦污染就很难拆卸清

洗。根据制作芯片材料的不同 ,可以分为复合芯片、

图 1　μCE2AD芯片模式 : (a)外置式芯片 [18 ] ; (b)集成化

芯片 [53 ] ; (c)半集成化芯片 [31 ]

Fig. 1　(a) Chips with off2chip electrodes[18 ] ; (b) chips with

integrated electrodes[53 ] ; ( c ) chips with quasi2self2aligned

electrodes[31 ]

全玻璃芯片和全塑料芯片。复合芯片一般是指带有

通道结构的 PDMS基片与集成有薄膜电极的玻璃盖

片经可逆或不可逆封合而成的芯片。由于用 PDMS

浇注通道可以在普通实验室中进行 ,而在玻璃上制

备微电极又可以利用成熟的MEMS技术 ,因此这类

PDMSΠ玻璃芯片容易普及 ,在μCE2AD的研究中有相

当数量的应用[22—24 ,35 ,36 ,40 ,56 ,61 ,96 ]。最近 Tsai 等[25 ]制

作了 PDMS与 PMMA杂交的芯片 ,他们将 Pt 丝去耦

电极和铜丝工作电极嵌在 PDMS上 ,利用干膜光胶

在 PMMA上加工通道 ,最后将 PDMS与覆有干膜光

胶的 PMMA 贴合放入树脂芯片固定器中夹紧。复

合式芯片加工相对简单 ,封合容易 ,但是由于材质不

同 ,易引起通道内壁电渗流的差异 ,从而影响分离效

果。而均一材料的芯片则不会有这个问题。Baldwin

等[26 ,53 ]在玻璃盖片上利用先刻蚀0. 3μm深度的凹槽

结构用于容纳薄膜电极 ,然后再通过蒸发Π沉积技术
将 Pt薄膜电极制备于凹槽之中 ,避免了电极高出盖

片平面给全玻璃芯片封合造成的困难 ,成功地与带

通道的玻璃基片封合 (图 1b) 。但是这种全玻璃芯

片加工繁琐 ,成本较高 ,而且当电极钝化或污染后 ,

无法进行机械清洗 ,一旦化学或电化学清洗失败 ,整

块芯片只能报废 ,使用成本高 ,不适宜作为一次性芯

片。高聚物芯片加工简单 ,封合时对平整度的要求

相对宽容 ,制作成本低 ,是作为一次性芯片进行批量

生产的最佳之选。目前已经报道了多种全塑芯片 ,

如 :带有集成金属丝的 PDMS芯片[33 ]
,带有碳墨水电

极的 PETΠPEΠPET三层结构芯片[60 ]
,带有 Pd电极的

Plexiglas(其主要成分是 PMMA)芯片[27 ]
,带有金膜电

极的 PMMA 和 Topas ( thermoplastic olefin polymer of
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amorphous structure)芯片[28 ]
,带有铜膜电极的 PMMA

芯片[29 ]
,带有金丝电极的 TPE芯片[30 ]

,以及我们实

验组的带有金膜工作电极[41 ]和三电极体系[55 ]的 PC

芯片。具体的加工制备电极的技术与方法在下节中

介绍。

除上述集成化芯片之外 ,也有在芯片上加工检

测池和电极定位槽 (孔) ,然后将圆盘电极或金属丝

电极固定 (镶嵌)于定位槽 (孔)上 ,形成半集成化的

芯片。例如。最近我们实验组[31 ]研发了一种带有

可更换圆盘工作电极的半集成化玻璃芯片。该芯片

利用分离通道末端的废液池作为安培检测池。芯片

封合后 ,从废液池附近的芯片侧面向废液池钻一个

水平的引导通孔 ,用于引导、对准、固定圆盘工作电

极 (图 1c) 。该μCE2AD 系统无需任何离柱对准装

置 ,提高了整个检测系统的集成化程度。但与上述

集成有薄膜微电极的芯片不同的是 :当所使用的圆

盘电极钝化后 ,可从芯片上卸下清洗甚至更换 ,提高

了芯片的使用寿命。Wu等[32 ]通过两步湿法刻蚀的

方法 ,在玻璃芯片分离通道末端加工了引导管用于

圆盘式工作电极的对准与固定 ,工艺较为简单。但

是无论哪种加工的方法 ,都只将更换式工作电极固

定于芯片上 ,参比电极和对电极依然外置 ,因而参比

电极位置对检测性能的影响 (见第 4节)仍旧不能得

到有效的控制。

3　集成化电极的制备

直接制备在芯片上的集成化电极可以分为金属

电极和碳膜电极两大类。

金属电极包括嵌入式金属丝电极和镀膜电极 ,

嵌入式电极是将金属丝[25 ,30 ,33 ,34 ]嵌入 PDMS而得 ,膜

电极是在盖片上沉积金属膜而成的。金属膜电极的

加工主要有真空沉积[15 ,22 ,35—37 ]和化学镀沉积两种方

法。真空沉积需要用贵重金属作靶 ,经溅射Π沉积或
热蒸发Π沉积后 ,还要经过光刻2腐蚀等加工步骤 ,价

格昂贵 ,且制作难度较大 ,需要洁净实验室和复杂的

设备。而化学镀方法灵活多样 ,不需要外加电压即

可将溶液中的金属沉积到盖片表面 ,且盖片也不需

要具有导电性 ,更适合在一次性芯片的理想材料高

聚物上制备集成化电极。Hilmi 等[38 ]首先报道了在

玻璃芯片通道出口的侧面上化学镀金薄膜工作电极

的技术。他们依次用二氯化锡和硝酸银溶液进行敏

化和活化处理 ,之后在镀金液中进行化学镀金膜 ,制

得金工作电极。Wang等[39 ]用类似的先敏化后化学

镀的方法在玻璃芯片侧面制作了镍电极。上述方法

的共同点是先在芯片侧面大面积镀上金属膜后 ,再

手工涂覆绝缘胶以限制电极响应面积 ,因此难以保

证微电极的精度。Yan等[40 ]将镂空的 PDMS模板贴

在玻璃盖片上限定化学镀局部区域 ,直接在玻璃盖

片的限定区域内进行二氯化锡敏化和硝酸银活化处

理 ,并化学镀制得微铜、金的带状电极。但这种由

PDMS镂空模板决定电极图形的化学镀法制得的电

极精度仍不够高。最近我们实验组 [41 ] 在 Soper

等[42 ,43 ]的工作基础上 ,用光胶石英片作掩模在聚碳

酸酯 (PC)表面实现了光敏化选择性化学镀金属电

极。简单地讲 ,先用光胶石英片掩模[44 ]将 PC盖片

在低压汞灯下曝光以形成光敏化中心 ,之后将光敏

化的 PC片依次经过胺化、氯金酸处理、硼氰化钠还

原得到化学镀所需的纳米金催化中心 ,最后在化学

镀金液中化学镀金。这种方法图形转移精确 ,可以

加工宽度35μm以上的电极。我们采用类似的方法 ,

在聚对苯二甲酸乙二醇酯 ( PET) 、聚甲基丙烯酸甲

酯 (PMMA)盖片上化学镀金膜电极的工作也已经获

得成功。

也有一些实验组直接使用导电玻璃上的氧化铟

锡 ( ITO)制作集成化电极。Kim等[45 ,46 ]采用在导电

玻璃上涂光胶Π光刻ΠFeCl3ΠHCl 腐蚀的方法制得了

ITO多电极 ,并用于多巴胺 (DA)和儿茶酚 (CA)的安

培检测。Wang等[47 ]则用凡士林保护的方法在 ITO

玻璃上成功刻蚀了集成化 ITO电极 ,该方法简单快

速、无需光胶和复杂的设备 ,在普通实验室就可以

进行。

碳电极较金属电极更不易被污染、具有较低的

过电位和背景噪音、稳定性好[3 ] ,因此人们也一直试

图将碳电极应用于μCE2AD中。比较简单的方法是

制备集束碳纤维[68 ]或石墨炭芯[48 ]圆盘电极 ,采用图

1a或 c的形式组成μCE2AD芯片。然而 ,在芯片上

制备集成化碳膜微电极比制备金属膜电极更困难。

Hebert等[49 ,50 ]和 Fischer 等[51 ]分别在熔融石英和玻

璃片上用光胶裂解法制得了光胶裂解碳膜 ( PPF)电

极。前者用 AZ4330正光胶在合成气 (95 % N2 + 5 %

H2 )气氛中 ,在1 000℃的高温下裂解60min 制得 PPF

电极 ;而后者用 AZ1518 正光胶 ,在氮气气氛、925℃

下 ,高温分解60min ,制得了40μm宽0. 5μm高的 PPF

电极。PPF电极较碳纤维和碳糊电极更经久耐用 ,

并且电容低、检测信号稳定 ,并能牢固地附着于石英

和玻璃上 ,但是制作 PPF电极需要复杂的高温设备 ,

制作相对繁琐。Sun等[52 ]通过用脉冲激光在玻璃盖

片上打孔 ,然后在孔中填充 sol2gel 碳复合材料作为
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工作电极。该电极加工过程简单、造价低 ,无需超净

设施和环境 ,得到的电极性质稳定 ,电化学信号重现

性好。他们还对该复合材料电极通过电沉积得到铜

修饰电极 ,用于葡萄糖的分析。

除将工作电极集成于芯片上以外 ,还可以将其

他电极如检测用的参比电极和对电极 ,施加电泳电

压用的阳极和阴极集成于芯片上 ,提高整个芯片系

统的集成化程度。集成化三电极系统 (或三个传感

电极加去耦电极)中 ,有的采用同种材料的多电极 ,

如多个铂电极[53 ]、多个金电极[54 ]等。制作由不同材

料组成的集成化三电极体系的方法是 ,一次制备同

种金属材料的原电极阵列后 ,再通过对指定电极进

行电镀将原电极转化成所需要的金属电极[36 ]。我

们实验组[55 ]通过先采用光诱导选择性化学镀法在

PC片上制备微金膜原电极 ,然后分别对设计用作参

比电极和对电极的金膜电极电镀Ag和 Pt ,分别制备

了集成化的AgΠAgCl参比和 Pt对电极。这样的制备

工艺由于只使用一次掩模 ,电极宽度和电极间距完

全由掩模的图形决定 ,所以精度高。另有采用二次

掩模的工艺分别制备不同材料的微电极。Kovarik

等[56 ]首次报道了带有集成化碳墨水工作电极和钯

去耦电极的玻璃芯片。他们先采用蒸发Π沉积Π光刻
的MEMS技术 (用第一片掩模)在玻璃片上制备得到

钯去耦电极和钯连接膜 ,再用镂空 PDMS模板限定

工作电极区域 ,往该区域内浇注碳墨水 ,烘干得到碳

墨水工作电极。Virdi等[57 ]在 PC片上两次涂光胶两

次真空沉积 ,制得了金膜工作电极和钯膜去耦电极。

这种分两次制备不同材料的电极 ,先后两次模板 (掩

模)的对准精度决定了电极间距的精确度。

4　减小分离电压干扰的方法

在μCE2AD中 ,电泳电流一般在μA级水平 ,而

安培检测电流在 nA级甚至 pA级。由于分离系统

和检测系统电路的共地 ,分离电压的微小波动 ,都会

对安培检测产生很大的影响。因此减小甚至消除分

离电压对安培检测的干扰成为一个不可忽视的问

题。根据隔离分离电压的方式 ,μCE2AD系统的检测

模式通常分为 3 种 :在柱检测、离柱检测和柱端

检测。

在柱检测模式使用电气上相互隔离的特殊高压

电源或恒电位仪 ,例如独立供电 (干电池供电)的高

压电源[58 ]或电隔离的恒电位仪[59 ]。这样 ,分离电流

和检测电流自成回路互不干扰 ,工作电极可以直接

安置在分离通道上 ,故称之为在柱检测。这种检测

方式相对于柱端安培检测而言可以有效地减少谱带

的扩张 ,提高柱效。但是使用独立供电的高压源或

电化学分析系统增加了仪器的复杂性。

离柱检测是在工作电极前设置电压去耦器 (高

压电的地端) ,使分离电流提前旁路到地 ,检测器的

工作电极置于去耦器下游与通道垂直交叉 ,因工作

电极所处的通道内不再有分离电流通过 ,从而减小

分离电压的干扰。Rossier 等[60 ]在分离通道尾部的

通道壁上制作了直径5μm或10μm的微孔去耦器来实

现对分离电场的隔离。Osbourn等[61 ]在直径为 20—

30μm的微孔内填充醋酸纤维素制成去耦器。这种

微孔去耦器去耦效果较好 ,使用寿命较长 ,但通道结

构复杂 ,增加了芯片加工的复杂性。近年来 ,铂系金

属 尤 其 Pd 成 为 了 去 耦 器 研 究 中 的 新

宠[25 ,30 ,34—36 ,56 ,62—64 ]。这是因为铂系金属作为分离电

压的阴极时 ,能有效吸附Π收阴极产物 H ,并使其在

电极表面分散 ,从而避免氢气的产生 ,因此可以将阴

极设置在分离通道内 ,使分离电压旁路到地。由于

加工集成化 Pd、Pt 电极比加工微孔容易 ,因此目前

有关离柱检测的去耦器大多采用 Pd或 Pt 阴极。但

是这类铂系金属去耦电极不能完全隔离分离电

压[34 ]
,同时吸氢具有饱和性 ,使用寿命较短。Wu

等[36 ]在金膜电极上电镀 Pt作为去耦电极 ,电泳刚开

始时背景噪音明显降低 ,但是经过 11 次分离之后 ,

背景噪音又急剧升高。Lancher等[35 ]优化了 Pd膜去

耦电极的宽度以及去耦电极与工作电极间距等参

数 ,使去耦电极可以持续工作6h左右。

柱端检测是目前安培检测中应用最为广泛的一

种检测模式 ,它在芯片构型和设备要求上比在柱和

离柱检测模式简单得多。柱端检测是将工作电极放

置于分离通道出口外几十微米处的检测池内。由于

离开通道后分离电场迅速降低[65 ]
,工作电极置于分

离通道外一小段距离处 ,能在一定程度上减小分离

高压的干扰 ,但离开分离通道带来的后果是谱带离

柱后的扩张。所以工作电极与通道出口之间距离的

选择就显得尤为重要。如果工作电极距离通道出口

较远 ,虽然分离电压的干扰会基本消除 ,但是试样区

带扩散会很严重 ,从而降低分离效率和检测灵敏度。

如果工作电极距离通道出口较近 ,虽然可以减小试

样区带扩张 ,但是分离电压的干扰会很严重。因此

一个理想的柱端检测设计就要满足减小工作电极处

残余电场的同时 ,又不至于造成大的谱带扩张。Ertl

等[66 ]提出了鞘流支持的柱端检测模型。他们在通

道末端的两侧对称的加工了两条通道 ,利用重力驱
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动鞘流 ,使从分离通道内流出的流体被鞘流夹在中

间 (图 2) ,鞘流的存在限制了试样区带离开分离通

道后所发生的扩散 ,使得工作电极可以远离分离通

道出口至250μm ,仍能检出待测物 (CA 的检测限为

4. 1μmolΠL。但若没有鞘流支持 ,CA 则无法检出) 。

他们在工作电极离通道出口150μm处成功检测了

DNA限制性片段和 PCR扩增产物。

图 2　(a)带有鞘流的阵列通道芯片总体设计图 ; (b)单

个通道结构 ; (c)电极在检测区域的位置 ; (d)鞘流通道的

设计。箭头指示分离通道内所充的筛分介质的边缘 [66 ]

Fig. 2　(a) Overall design of the assembledμCE2EC separation

and detection device ; ( b) exploded view of a single channel

from the device ; (c) photo of the electrodes at the detection

region; ( d) separationΠsheath2flow channel after gel loading

visualized with dark2field microscopy. The arrow indicates the

boundary of the sieving matrix[66 ]

1991年 Ewing等[67 ]在常规毛细管电泳研究中

发现 :当使用内径小于5μm的毛细管时 ,分离电压对

柱端检测的干扰可以忽略不计。最近我们实验

组[68 ]研究发现 ,通道横截面积越小 ,在柱后检测区

域内的残余电场越低 ,表现在工作电极的半波电位

偏移就越小 ,对减小分离电压干扰的效果就越好。

同时 ,芯片横截面积越小 ,改变通道与电极之间的间

距引起的工作电极半波电位的偏移就越小 ,当通道

截面积减小到312μm2 (38. 9μm上宽 ×8. 9μm深) ,即

便工作电极置于通道出口20μm处 ,所受到分离电压

干扰也不大。因此在设计芯片时 ,采用小截面通道

是减小分离电压干扰的一个简便而有效的措施。另

外一个常被忽视的因素是参比电极与工作电极间的

距离。Klett 等[69 ]在常规μCE2AD 的研究和 Woolley

等[15 ]在μCE2AD的研究中发现 :工作与参比电极之

间的相对位置 ,对消除高压电场的干扰有很大的作

用。Klett 等的理论计算和实验研究表明 :高压电场

对柱端检测的干扰 ,可以通过将工作电极和参比电

极放置在等电位上来达到完全去耦。最近我们实验

组[55 ]的研究也发现 :当工作电极距通道出口零微米

时 ,使用外置的非集成化参比电极 (远离工作电极) ,

高压电场对安培检测产生非常大的干扰 ;而使用集

成化参比电极 ,并使工作电极2参比电极间距从
500μm减小到100μm ,高压电场的干扰逐步减小。表

明将参比电极尽可能靠近工作电极 ,可以缓解由于

工作电极接触通道出口而遭受的高压电场干扰 ,从

而使色谱峰的峰高增加而半峰宽减小。基于这样的

观察 ,在初步优化的工作电极2参比电极间距下分离
检测 DA和 CA ,得到较同类柱端μCE2AD的文献值

都低的检测限。Chen等[70 ]根据工作电极和参比电

极等电位的原理 ,设计了一种平行双通道结构 ,将参

比电极与工作电极分别置于两条通道内离出口等距

离处 (图 3) ,使工作电极与参比电极处于等电位 ,达

到对分离电压去耦的目的。研究表明检测电位没有

受到分离电压的干扰 ,未产生偏移。由此可见 ,借助

于MEMS技术的优势 ,优化通道、工作电极、参比电

极、电泳阴 (阳)极间的相对位置 ,能够最大程度上消

除分离电压对柱端检测的干扰。在这方面还有不少

工作可做。

图 3　(a)利用辅助通道去耦的双通道芯片的通道结构

示意图 ; (b)芯片的照片 ; (c)安置在通道内的金电极的

CCD图像 [70 ]

Fig. 3 　( a ) Schematic of the microchannel network in the

dualchannel CE microchip with an in2channel electrochemical

detector ; (b) photograph of the microchip ; (c) CCD image of

Au electrodes mounted in the exit of dual2channel [70 ]
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5　利用残余电场进行检测

大多数的研究者进行μCE2AD 研究时 ,考虑的

是如何将分离电压的干扰减到最小 ,但是也有人另

辟蹊径 ,利用分离电场在工作电极上的电压降拓展

电化学检测的范围。Klett 等[71 ]在常规毛细管电泳

安培检测系统的研究中 ,采用柱端检测模式 ,利用分

离电场在毛细管外带状微电极上的电压降 ,实现了

无源安培检测的目的。在μCE2AD 的研究中 , Xu

等[72 ]将单根碳纤维工作电极从分离通道末端插入

通道内40μm ,研究了分离电场对在柱电化学检测的

影响。他们发现在正电场模式下 (缓冲液池施加正

电压 ,检测池接地) ,工作电极上发生还原反应时 ,其

还原电位和分离电场会发生耦合 ,使实际还原电位

发生变化 ;而当工作电极上发生氧化反应时 ,则不与

分离电场耦合。基于这一原理 ,利用运行缓冲液中

溶解氧的安培响应可以间接检测非电活性物质 ,而

电活性物质可以通过安培检测直接进行。他们通过

对非电活性的阳离子、电活性的生物物质以及电渗

流标志峰的检测证明了这一方法的可行性。利用这

一原理 ,他们成功检测了 K
+ 、Na

+等非电活性阳离

子[72 ]
,Pb

2 + 、Cd
2 + 、Cu

2 +等重金属离子[73 ]
,精氨酸、苏

氨酸、谷氨酸和半胱氨酸等天然氨基酸[74 ] ,并通过

改变检测电位 ,从一批非电活性氨基酸的峰中确定

了电活性氨基酸的峰位。相反的 ,在负电场模式下

(缓冲液池施加负电压 ,检测池接地) ,当工作电极上

发生氧化反应时 ,其氧化电位与分离电场发生耦合 ,

工作电极上的电位就随着被分析组分电阻的变化而

改变 ,从而引起碳纤维电极上氧化电流的变化。由

此可以利用这一特性来检测 F
- 、Cl

- 、SO
2 -
4 、

CH3 COO
- 和 H2 PO

-
4 等非电活性的阴离子

[75 ]。这一

重要的发现 ,不仅具有重要的学术价值 ,而且也大大

拓展了μCE2AD的应用范围。

6　阵列电极和阵列通道

在μCE2ED系统中 ,采用双工作电极 (氧化2还原
电极对)检测可以通过追踪具有电化学可逆氧化还

原特性的物质 ,提高对复杂样品的选择性 ,实现对混

合物峰的鉴定 ,提高电化学检测的能力。近年来 ,已

有不少研究小组进行了芯片毛细管电泳2双工作电
极检测的研究。2000 年 Martin 等[76 ]首次报道了基

于 PDMSΠ玻璃复合芯片的μCE2AD双工作电极的检

测技术。他们在玻璃上加工了阵列金膜工作电极 ,

并采用柱端检测的模式 ,对两条紧密相邻工作电极

的上游 (靠近通道出口)电极施加氧化电位、下游电

极施加还原电位 ,分别对抗坏血酸 (AA)和 CA的混

合物进行了分离鉴定。由于 CA 的电极反应可逆 ,

它可被上游的阳极氧化 ,其氧化产物又可在下游的

阴极上还原 ,因此在两个检测回路中均可得到色谱

峰。但是 AA只能在上游的阳极上产生信号 ,据此

可以确定色谱峰的归属。Lunte 实验组分别用双碳

纤维电极[77 ]和双碳糊电极[78 ]全 PDMS芯片 ,成功地

检测了 des2Tyr leu2enkephalin2Cu2 +配合物[77 ] ,及 leu2
脑啡肽的两种代谢物———TyrGlyGly 和 des2Tyr leu2
enkephalin

[78 ]。采用双电极的柱端安培检测模式时 ,

位于下游的第二条工作电极距离通道出口更远 ,由

此引起的谱带扩张更严重 ,所检出的信号就比较弱 ,

文献报道的下游电极对 CA的最高收集率 (collection

efficiencies , Ne)仅为 3610 %—4317 %[77 ]。采用离柱

检测模式在一定程度上可以解决柱端双工作电极的

这一困难。2004年 Lai 等[62 ]制作了带有 Pd薄膜去

耦器的双金膜工作电极的 PDMSΠ玻璃安培检测芯
片 ,他们实验发现 ,CA的氧化电流在双电极检测模

式下比单电极检测模式下提高了 119—318 倍。之

后Mecher等[79 ]报道了带有钯薄膜去耦器的双碳墨

水工作电极的 PDMSΠ玻璃安培检测芯片 ,并应用于

DA、CA和 AA的分离测定。

在μCE2AD芯片上构建高密度的平行通道阵列

可以极大地提高试样通量。Mathies研究小组[80 ]将

μCE与扫描型激光诱导荧光检测 (LIF)相结合 ,在一

片光盘大小的芯片上建立了 384 个平行通道的

μCE2LIF阵列 ,应用于 DNA片段的分离分析。因电

化学检测需要靠电极传感 ,对平行通道阵列的检测

需要平行的电极阵列来实现 ,相对于光学检测 ,构建

μCE2ED阵列的难度较大。Soper研究小组[81 ]首次报

道了多通道毛细管电泳2电导检测芯片。最近 Pozo2
Ayuso等[82 ]首次报道了双通道μCE2AD的工作。他

们采用Ⅱ型通道设计 ,用柱端双电极安培检测模式

(图 4) ,以DA、对2氨基苯酚和氢醌为模型待测物 ,实

现了双通道μCE2AD对两个试样的同时分离测定。

由于采用柱端检测模式 ,两工作电极对准各自的通

道会有细微差异 ,因此两通道的分离和检测性能上

也会有一定的不同 ,需要分别校正。

7　修饰电极

在金属和碳电极上具有电活性的物质并不多 ,

尤其一些生物分子在此类电极上或因电势过高或因

缺乏电活性而难以检测。通过对电极进行化学修
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图 4　(a)双通道芯片的设计 ; (b)贮液池和检测电极的

示意图 [82 ]

Fig. 4 　( a) Design of dual2channel microchip design ; ( b)

illustration of reservoirs and electrochemical detector [82 ]

饰 ,可有效降低过电位 ,提高分析的选择性和灵敏

度 ,扩大安培检测的范围。碳纳米管 (CNT)是一种

很好的用于电极修饰的材料 ,CNT修饰电极较常规

碳电极更不易被污染 ,它具有更好的稳定性、灵敏

度 ,能降低检测电位、提高信噪比。Pumera 等[83 ]在

不同电极基底 (玻碳电极、金电极和铂电极)的电极

表面修饰了不同 CNT(单壁和多壁)及普通石墨粉 ,

并对所得到的修饰电极的性能作了系统的比较。多

　　　

壁 CNT修饰的玻碳电极明显降低了 DA和 CA的检

测电位 ;各种 CNT修饰的金电极都较裸金电极体现

了电催化性能 ,降低了检测电位 ,其中石墨粉修饰金

电极引起的半波电位的偏移最大。研究较多的是用

各种材料对碳 (墨水)筛印电极和碳糊电极进行修

饰。Johirul等[84 ]将 cellulose2ssDNA修饰到碳筛印电

极上 ,用于检测神经递质 ,灵敏度较裸碳筛印电极提

高了 12倍。Shiddiky等[85 ]将 Cu2巯基丙酸配合物修
饰到碳糊电极上 ,用于同时检测硝酸盐和亚硝酸盐。

金刚石电极掺杂硼后 ,可以有效提高灵敏度、降低噪

音水平、提高电极抗污能力、减小分离电压的干扰程

度[93 ]。Shiddiky 等[86 ] 在 Pt 微电极表面修饰了

pTTCAΠ金纳米粒子 ,用于芯片凝胶电泳2电化学检测
测定痕量的 DNA ,修饰电极比裸电极提高了灵敏度

和重现性 ,具有电催化活性和抗污染性。Dawoud

等[87 ]通过在蒸发2沉积法制备的原金电极上电镀金
的方法 ,提高金电极表面的粗糙度 ,从而提高了检测

DA和 CA的库伦效率 ( Ceff )和灵敏度 ,检测限分别

降低到60nmolΠL和110nmolΠL。表 1总结了近年发表

的在μCE2AD系统中采用修饰电极的研究工作。

表 1　修饰电极在芯片毛细管电泳安培检测系统的应用

Table 1　The modified electrodes applied inμCE2AD systems

modifier electrode base analyte ref .

CNT gold wire catecholamines , their O2methoxylated metabolites 88

CNT screen2printed carbon hydrazine , phenol ,purine , amino acid compounds 89

palladium hydrazine compounds 90

cellulose2ssDNA neurotransmitters 84

cellulose2dsDNA phenolic compounds 91

CoPc carbon paste thiols , cysteine , penicillamine 78

hydrazine compounds 92

Cu2MPS nitrate , nitrite 85

boron diamond phenols , nerve agents , explosives 93

purines , purine2containing compounds 94

aromatic amines 95

MWCNTΠcopper composite copper powder carbohydrates 96

prussian blue ITO dopamine , catechol 97

pTTCAΠAuNP platinum DNA 86

8　进样技术

芯片毛细管电泳一般都采用电动进样。Wang

等[98 ]研究了利用流体静压力进样的可能性。他们

先将芯片以其边缘为轴倾斜 ,使样品池高于样品废

液池 ,靠溶液静压力驱动流体进样后 ,再将芯片放平

进行电泳分离检测。他们通过理论推导和实验观

察 ,详细考察芯片倾斜角度、试样溶液在储液池内的

液面高度 (芯片水平放置时)和充样时间对形成稳定

试样区带的影响 ,得到了使试样区带不扩张的充Π进
样条件。Zhai等[99 ]将常规毛细管电泳中利用毛细管

折缝作为离子通道而实现电压去耦的原理 ,用于短

毛细管芯片的进样。他们用 1 根80mm长的石英毛

细管作为分离通道 ,在毛细管前端8mm处割出一裂

缝作为样品入口 ,整根毛细管嵌在带有缓冲液池、试

样池和检测池的 PDMS芯片内 ,其中裂缝与试样池
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对准 (图 5) ,在不使用任何外置进样设备的情况下 ,

实现了电动进样和分离 ,并用铜圆盘电极成功分离

检测了海藻糖、蔗糖、乳糖等 8种糖。

图 5　(a)带有集成化柱端安培检测器的硅树脂石英毛

细管芯片示意图 ; (b)进样折缝毛细管的荧光照片 ; (c)检

测池中与毛细管出口相对的工作电极 [99 ]

Fig. 5 　( a ) Scheme of SQCM with integrated end column

amperometric detection ; ( b) fluorescence photograph of the

fractured capillary ; (c) working electrode opposite to the exit of

the separation channel [99 ]

9　试样预处理系统

目前的μCE2AD芯片普遍实现了进样、分离、检

测多种功能的集成化 ,但是离理想意义上的μ2TAS

系统还有一定的距离 ,主要是缺少应对实际复杂试

样的试样预处理单元。到目前为止 ,仅有极少量涉

及到在μCE2AD芯片集成试样预处理单元的报道。

Wang研究小组[100 ]利用氨基酸与邻苯二甲醛Π22巯基
乙醇反应生成电活性物质的衍生反应为模型 ,最先

报道了带有柱前衍生化反应器的μCE2AD系统。该

系统的集成化反应器实际上是一个“T”型的采样通

道。在采样阶段 ,由电驱动 ,氨基酸试样、邻苯二甲

醛Π22巯基乙醇混合试剂分别从“T”型通道的两条支

通道引入中间的混合反应通道进行衍生反应 ,所生

成的电活性产物流经与分离通道交叉的十字形采样

口 ,完成采样和进样步骤 ,进而进行分离、检测。显

然 ,在线衍生反应的效率对于系统的分析性能具有

重要影响。他们还采用相似的芯片 ,根据多酶催化

葡萄糖和乙醇时所生成的产物带有不同电荷 ,实现

了μCE2AD同时测定葡萄糖和乙醇[101 ]。Shiddiky等

设计了一种集成了在线预富集、分离和电化学检测

的μCE2AD系统 (图 6) 。他们首先利用场放大堆积

效应进行预富集 ,再利用场放大进样 ,实现了两次预

富集 ,之后利用胶束毛细管电泳技术分离检测了痕

量的酚类物质[91 ]和痕量的 DNA
[86 ]

,灵敏度分别提高

了5 200和25 000倍 ,检测限分别达到 100—150pM和

5. 7aM。利用场放大堆积效应无须在芯片上集成特

殊的浓缩器件 (如液液萃取、固相萃取)就可以将待

测组分浓缩很高的倍率 ,但它难以应用于基体稍复

杂的实际试样。迄今为止 ,尚未有集成化学浓缩单

元的μCE2AD的报道。

图 6　预富集、分离、电化学检测芯片系统示意图 [91 ]

Fig. 6　Schematic diagram of the microfludic device [91 ]

10　展望

经过 10余年的快速发展 ,以简单十字通道网络

为基础的μCE2AD技术已逐步趋于成熟。从μ2TAS

的概念出发 ,以 AD作为检测手段的μCE2AD系统具

有微型化、集成化的优势。因此 ,我们没有理由怀疑

以μCE2AD芯片为核心的微型分析仪器在临床检

验、环境检测、食品安全、反恐安检等领域的应用前

景。然而 ,综观所发表的文献不难发现 ,迄今为止

μCE2AD芯片应用于实际试样的分析却十分有限。

这显然与目前μCE2AD研究中尚未解决好的一些理

论和技术问题有关。我们认为 ,以下几个方面的问

题值得在今后的研究中加以关注 : (1)解决μCE2AD

系统存在的分离与检测系统的耦合干扰问题。目前

μCE2AD解决电压耦合干扰的手段多沿用了常规毛

细管电泳安培检测系统的研究成果。因此 ,如何根

据微流控芯片的特点、发挥MEMS技术的优势 ,设计

出适合于μCE2AD芯片的去耦装置 ,是值得研究的

方向。(2)提高μCE2AD 芯片制备的重现性、改善

μCE2AD分离分析的可靠性 ,还有很大空间。比如 ,

在集成化柱端检测芯片中 ,电极与通道出口的对准

与间隙控制 ,完全靠集成有电极的盖片与刻有通道

的基片封合来实现。由于封合过程中的许多不可控

因素 ,导致芯片与芯片间的分析性能差异较大 ,这一

问题目前还没有好的解决办法。(3)正如上述第 9

节中已经提到的那样 ,目前绝大多数μCE2AD芯片
还不具备分析复杂试样的能力。因此 ,在μCE2AD

芯片上集成包括净化、浓缩、稀释、衍生等试样预处
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理单元 ,将是今后的一个重要研究方向。(4)要将

μCE2AD芯片推向实际应用 ,发展类似于血糖测定所

用“一次性”电极条那样的专用 (而非通用) 、可靠、价

廉的“一次性”芯片是一个方向。因此 ,研究以高聚

物为材料的专用集成化μCE2AD芯片、批量制备“一

次性”高聚物芯片的工艺、以及与芯片配套的便携式

智能化仪器 ,是将μCE2AD芯片推向实用的关键。

相信 ,经过分析化学工作者与相关学科的科技

工作者的共同努力 ,有关μCE2AD分析系统研究将

会不断得到新的突破 ,功能全、性能可靠、价格低廉

的μCE2AD芯片和与之配套的微型驱动和检测设备

将会不断涌现 ,以μCE2AD芯片为核心的、能被非专

业分析工作者使用的微型分析仪器将在不久的将来

进入家庭、病房和各种检测现场。
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