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激光技术在聚合酶链式反应微流控芯片中的应用 
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(华南师范大学激光生命科学教育部重点实验室，暨激光生命科学研究所，广州510631) 

摘 要 评述了激光技术在聚合酶链式反应(polymerase chain reaction，PCR)微流控芯片领域中的应用进展 ， 

包括激光技术在 PCR微流控芯片微加工、微流体物理参数测量、温度循环控制以及芯片上在线产物检测(包 

括荧光实时定量／终点和毛细管电泳检测)中的应用。最后，展望了激光技术在未来基于 PCR的微全分析系 

统(micro—total analysis system， TAS)中的新应用。 
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1 引 言 

聚合酶链式反应(polymerase chain．reaction，PCR)是一种选择性体外扩增 DNA片断的技术，在分析 

化学、生物学以及医学等领域得到了广泛的应用。然而，目前常规 PCR仪存在着热质大、升降温速度 

慢、试剂耗用多，以及能量消耗大而不便携等缺点。为了克服这些不足，近年来 PCR微流控芯片扩增系 

统迅速发展，微流控系统的高比表面积有利于快速的热交换，而且较小的样品体积也具有较小的热 

质  ̈ 。目前，PCR微流控芯片从构型上可分为微池静态式(包括单池、多池以及虚拟反应池等)和连 

续流动式 PCR(包括单向“蛇”型、单向螺旋型以及双向振荡型等3种) 叫⋯。 

在生命分析化学的发展过程中，激光技术发挥越来越重要的作用 ，它的优异特性例如高单色性、 

高的空间与时间相干性以及高的平均峰值强度等已在生命分析现代科学技术方面发挥了独特的作用。 

自1960年第一台激光器问世以来，陆续出现了多种不同类型的激光器，例如固体激光器(Nd：YAG、红 

宝石等)、气体激光器(He—Ne、Ar 、CO，等)、半导体激光器 (GaAs、InGaAsP／InP等)、准分子激光器 

(XeC1、KrF等)以及自由电子激光器等。由于激光器的发展以及激光相关技术的不断进步，激光技术不 

断渗透到微流控芯片领域中 J̈。本文将综述激光技术在 PCR微流控芯片中应用及其进展，主要包括激 

光技术在芯片微加工、微流体物理参数测量和控制、PCR产物荧光检测(实时定量法和终点法)以及 PCR． 

毛细管电泳(capillary electrophoresis，CE)集成芯片中产物分离检测中的应用。 

2 激光技术在 PCR微流控芯片微加工中的应用 

激光最早的实际应用就是被作为切削、钻孔以及焊接的工具，目前它已发展成为一种新的微电子机 

械系统(micro．electro．mechanical system，MEMS)加工技术，是一种非接触的微细加工工具，通常称为激 

光刻蚀法或激光烧蚀法。2001年，Giordano等  ̈通过激光刻蚀技术在厚度为 150 Ixm的聚酰亚胺 

(polyimide，PI)芯片上刻蚀出体积为 1．7 txL的孔洞，然后和另两个厚度为 125 m的 PI芯片键合，形成 
一 个厚度为400 Ixm的 PI基 PCR芯片。Yang等  ̈通过 CO，激光直写加工技术在价格低廉的聚碳酸酯 

(polycarbonate，PC)衬底上微加工出具有“蛇”型通道结构的 PCR静态微反应器。这种 PCR微反应器 

由上下两片透明的 PC和一片黑色的 PC片构成，每片厚 250 Ixm，键合在一起为750 Ixm。在黑色 PC片 

上激光加工而成的“蛇”型通道为宽 1．5 mm、深 0．25 mm，可以容纳40 L样品体积。Cheng等  ̈采用 

CO，激光微加工技术在聚甲基丙烯酸甲酯(polymethylmethacrylate，PMMA)片上加工振荡型 PCR微通道 

以及在透明的铟锡氧化物(ITO)涂层的玻璃上加工出电阻加热器芯片。在厚为2 mm PMMA芯片上，通 

过控制激光束的直径以及激光能量，获得不同宽深比的反应沟槽。在目前的技术条件下，沟槽特征宽度 

达到80 Ixm。值得指出的是，对于 PCR反应芯片和温度控制芯片，采用相同的 CO 激光加工过程能简 
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化整个加工过程，这允许芯片系统能按不同的要求快速地重新设计和加工。姚李英等  ̈’” 采用柔性大 

且自动化程度高的248 nm KrF准分子激光加工技术在 PMMA基片上制备“蛇”型通道的PCR微流控芯 

片。该文详细描述了PMMA基片的准分子激光微加工规律和原则。据报道，在 19 kV和 18 mm／min的优 

化加工条件下，加工宽 104 Ixm、深56 m、长20．6 ca的微通道大约需 110 min。芯片微通道横截面呈梯 

形，这主要由于当激光工作频率、入射激光能量以及工作台运动速度一定时，部分入射激光能量被微通道 

侧壁吸收，使得入射激光能量的空间分布发生改变的缘故。此外，Hashimoto等 ” 利用准分子 KrF激光 

器在 PC芯片上钻孔( 100和270 m)来作为 PCR样品进出口。文献[18，19]采用激光加工技术在玻璃 

片上钻孔作为PCR样品的进出口。 

激光微细加工技术与其它 MEMS加工技术(如光刻、干／湿化学刻蚀、聚合物(多层)软光刻、模塑、 

热压以及 LIGA等)相比，其优势主要包括：(1)不论红外激光(如 CO 激光)还是紫外激光(如准分子激 

光)微加工，芯片打孔和微通道加工可一次完成，步骤简单，加工速度一般为cm／min量级，加工范围可 

达 dm量级(一般光刻法很少超过 10 ca)；(2)尽管不同聚合物材料的吸光特性不同，但通过调整加工 

条件，同一种激光微加工技术能在 PI、PC、PMMA、聚对苯二甲酸乙二醇酯(polyethylene terephthalate， 

PET)，聚乙烯(polyethylene，PE)，甚至聚二甲基硅氧烷(p0lydimethylsil0xane，PDMS)等多种聚合物衬底 

材料上微加工出微通道或反应池。因此，在需要几种不同衬底材料来组建复杂的、集成化的 PCR微流 

控芯片  ̈” 时，它能极大地简化微机械加工的过程，从而减少芯片加工成本；(3)在微加工过程中，不向 

工件施加任何外力，受热影响区小，高穿透度，优良的宽深比例以及环保等也是激光微加工的优势之处。 

(4)随着激光技术的发展，新兴的激光微细加工技术不断涌现(如飞秒激光双光子聚合三维微细加工技 

术等)，采用激光加工技术使快速有效地完成具有三维结构的、高度集成的PCR微全分析系统(I~TAS) 

成为可能。然而，激光微细加工也有其不足之处：激光刻蚀所形成微通道的平整度与其它微加工方法相 

比还有一定的差距；不同衬底材料激光刻蚀形成的微结构形貌也有很大不同；激光微加工过程中溅射出 

的微粒可能会与空气中的氧发生反应并沉积在微通道中，从而影响电渗流。以上这些不足之处不利于 

PCR与CE等集成化的微流控芯片的开发研究。由于PCR微流控芯片相对于一般微流控芯片而言具有 
一 些特殊性，包括系统的热容小，可提高反应速度；反应系统透明，便于产物在线光学检测；反应系统应 

包括微阀／微泵／微混合器等微流控元件，形成集成化的PCR芯片。这些特殊性往往要求几种衬底材料 

(如玻璃、聚合物甚至陶瓷等)在 PCR芯片中耦合使用，对芯片的微加工提出较高的要求(如加工步骤 

简便、精度好以及价格便宜等)。而激光微加工技术在这方面具有很好的优势，因为该微加工技术可直 

接根据计算机 CAD数据在聚合物、玻璃、陶瓷甚至金属等材料上加工出复杂的微结构。 

3 激光技术在 PCR微流控芯片微流体物理参数测量以及温度控制中的应用 

3．1 激光技术在 PCR微流控芯片微流体物理参数测量中的应用 

在 PCR微流控芯片中，反应体系的温度以及微流体速度测量具有重要意义，特别是在 PCR反应中 

通过对温度的监测可以了解微反应体系运行过程中温度和流体分布以及变化状况，对结果分析以及芯 

片系统优化具有理论指导作用。Sun等 采用一种激光诱导的荧光光谱测温技术来监测连续流动式 

PCR芯片中的温度场。微通道中1一嵌二萘磺酸钠(1一pyrenesulfonic acid sodium salt，PS—Na)的荧光光谱 

通过显微镜来获得，而荧光激发光源由飞秒钛：蓝宝石激光器和二次谐波成像技术构成，单个脉冲持续 

时间为80 fs，重复频率为 80 MHz。通过这种测温技术发现微通道中温度波动大约 ±1．9 oC(相对误 

差)，而且微通道中的温度比玻璃上ITO薄膜表面温度低大约2～4 c(=(绝对误差)。Kim等 报道一种 

微 Raman测温技术来监测 PCR微通道中的温度分布。Raman测温原理是基于3000～3800 cm 的范围 

内水的 O—H 拉伸模式(O—H stretch mode)的变化。水的 O—H 拉伸模式的拉曼光谱在不同的温 

度下均能获取。氢键结合 O—H 拉伸模式(hydrogen．bonded O—H stretching(HB)mode)(位于小于 

等吸收点的低频率区域)随温度升高强度会降低；相反，非氢键结合的 O～H 拉伸模式(non—hydrogen． 

bonded O～H stretching(NHB)mode)(位于大于等吸收点的高频率区域)随温度升高而强度增强。 

Raman光谱通过488 nm，50．0 mW Ar 激光器激发，光电倍增管(PMT)通过光纤连接到样品池检测散射 
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Raman信号。这种测温技术的最大特点是：激光束直径能够调整到比微通道的宽度特征尺寸小得多 

(例如 1 Ixm)，因此它能聚焦在微通道中任何位置上，以便来测量微通道中微流体的温度分布，而不是 

某个“点”上的温度。另外，这种测温技术属于完全非干扰的非接触式测温技术，对流场的扰动可忽略 

不计，它优越于基于激光的荧光光谱测温技术。 

在连续流动式 PCR芯片中，微流体流速的信息主要通过数值模拟或注射泵间接获取，通过实验手 

段直接测量微通道中微流体流速的报道非常少。Li等 通过显微颗粒成像测速技术(micro particle 

image velocimetry， -PIV)测量连续流动式 PCR微流控芯片中微流体速度分布。在测量中采用 532 nm 

双脉冲Nd：YAG激光束来激发荧光，900 nm荧光标记示踪粒子吸收激光能量后在峰激发波长612 nm 

处发射，发射光过滤后通过倒置生物显微镜来成像，CCD照相机用来捕捉 ．PIV图像，获得微通道中不 

同位置上的微流体速度分布。这种微流体流速测量技术具有良好的精度和空间分辨率。 

采用激光技术来测量 PCR微流控芯片中微流体物理参数具有一定的优缺点。其优点是比较容易 

实现非接触式测量，对温度场或流场干扰减少甚至完全消除，因此非常有利于微流控 PCR的快速扩增 

以及准确的温度场或流场的获得。在 PCR微流控芯片的接触式测量中，测量元件本身的热容必然会改 

变被测对象的温度场或流场以及一定程度上减慢 PCR的循环速度。其缺点是激光系统以及附属元件 

体积大，价格昂贵，不利于开发小型便携式的PCR微流控芯片。 

3．2 激光技术在 PCR微流控芯片温度循环控制中的应用 

激光产生的光热效应能作为一种非接触式加热方法来对微流控芯片中的化学反应进行控制。在近 

红外区域的二极管激光器作为一种价格便宜、使用方便、结构紧凑的高效光源被广泛地使用。Slyadnev 

等 采用 635 nm、10 mW 的二极管激光器来加热微流控芯片上微通道中某一位置处的“吸收靶”—— 

黑色墨点。由于光热过程，靶吸收的光能转换成热，并通过玻璃盖片中的热传导以及玻璃与溶液之间的 

对流换热，从而使试样达到一个平衡温度。不采用“吸收靶”的方法，YAG激光器 1064 nm发射光可作 

为一种直接的加热光源来获取快速的温度转换。在该报道中，受控制的反应体积仅lO nL，反应产物的 

绝对数量小于 100 fmol。不过，反应产物的浓度依赖于照射时间、激光强度以及底物浓度。他们还采用 

红外二极管激光器对微流控芯片上化学反应的光热温度控制进行更加详细的研究 。采用 1472 nm、 

150 mW二极管激光器来直接加热微通道中的试样溶液。基于这种非接触式加热的热循环系统具有几 

个鲜明的特点：(1)它能分别取得 67和53℃／s超快速加热／冷却速度，比传统热循环仪快 3O倍，也比 

电热微热循环快3～6倍；(2)红外激光诱导的加热器能对体积仅为5 nL的样品进行很好地温度控制， 

比已报道的芯片上电热加热系统低得多。同时，低热质样品的使用也有利于加热／冷却速度的提高； 

(3)在低的时间分辨率条件下(如0．5 S)，温度循环能很好地得到控制，具有很高的可重复性；(4)红外 

二极管体积小，适合用于微热循环系统的检测。另外，激光的光热效应也能用于 PCR微流控芯片的样 

品制备 。需要指出的是，尽管基于红外激光的非接触式 PCR循环能获得超快速的加热和冷却速度， 

但其系统结构复杂，价格昂贵，而且很难做到微型化，因此目前还没有得到广泛的、深入的研究。 

4 激光技术在 PCR微流控芯片产物荧光实时定量／终点检测中的应用 

目前，开发集荧光检测于一体的PCR微流控芯片已成为研究热点 。就荧光检测过程而言，它 

可分为荧光实时定量法和荧光终点法。前者通过动态测量荧光探针／染料与数量不断增多的双链 DNA 

的相互作用而引起的荧光信号强度来实现；后者可定义为 PCR完成后对荧光强度的测量。不过，目前 

大多数研究者将集成该检测技术的 PCR微流控芯片统称为荧光实时定量 PCR微流控装置(real-time 

PCR microfluidics)，以区别于 PCR与其它产物检测方法。。’ 。 

在 PCR微流控芯片中，基于激光诱导荧光(LIF)实现 PCR产物在线荧光实时定量或终点检测在最 

近几年已得到广泛关注(表 1)。LIF检测具有灵敏度高、选择性好以及响应速度快等优点。488 nm Ar 

激光器 ' 和633 nm He．Ne激光器 31 等气体激光器的输出功率稳定、单色性好以及易于会聚成极 

小的光点，因此易获得高的检测灵敏度。但是，相关的检测器以及附属设备常常体积很大，功耗大，难以 

集成。为了减小 LIF检测器体积以及增加集成性，一些研究者已采用半导体激光器作为激光光源、光纤 
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作为光学系统甚至基于 MEMS微加工的硅光电二极管作为检测器来开发基于 LIF的荧光定量 PCR微 

流控芯片系统 31拍’ J。半导体激光器具有功耗低、体积小、输出功率稳定、使用寿命长以及价格低廉等 

优点，光强度和单色性可满足荧光检测的需要。各种波长特别是短波长的高性能半导体激光器已经问 

世，这必然会丰富其在 PCR微流控芯片领域中的应用。 

目前，基于LIF的荧光实时定量 PCR微流控芯片不仅能够进行常规的芯片上荧光定量PCR产物检 

测，而且能够对芯片上单池多元(如2元) 或多池(如4池)平行 7_PCR扩增进行荧光定量检测，这种 

技术也许成为今后发展的主流。然而，基于LIF的荧光实时定量 PCR微流控芯片系统的开发研究也存 

在以下几个方面的挑战：(1)激光器以及荧光检测器的尺寸与 PCR微流控芯片尺寸“不匹配”，开发“袖 

珍型”荧光实时定量 PCR微流控芯片系统仍具有很大的挑战；(2)结合 MEMS技术(如集成在芯片上的 

光纤技术)能够简化光路，从而简化光学系统。然而，这种技术会提高芯片成本，这是因为在微流控 

PCR芯片领域中严格意义上要求微流控芯片一次性使用，以便减少交互污染或携带污染。 

表 1 基于 LIF的荧光实时定量 PCR微流控芯片 

Table 1 Fluorescent real—time PCR microfluidic chip based on laser induced fluorescence(LIF) 

MEMS：micro electromechanical system ；PMT：photomuttiplier tube；Si—PIN：silicon positive instrisic—negative 

5 激光技术在 PCR微流控芯片产物分离检测中的应用 

与常规 CE芯片 上一样，在 PCR—CE集成芯片上，LIF居于微流控系统检测技术中的主导地 

位，CE和 LIF的搭配是目前 PCR-CE集成芯片上或者单一 CE芯片上产物分离检测最常见的搭配方式 

(表 2)。从表 2可以看出：(1)在基于 LIF的 PCR微流控芯片产物分离检测中，输出波长为488 nm的 

小功率 Ar 激光器是最为常用的激光器。但该种激光器不能满足 PCR—CE微型化系统对体积、价格、能 

耗、使用寿命等要求；(2)激光共聚焦以及激光激发 PMT检测是使用最多的检测方式，少数研究者采用 

激光激发 CCD检测_3 的检测方式。激光共聚焦检测具有灵敏度高和背景低等优点；(3)将 CE集成到 

PCR微流控芯片上以便通过 LIF对产物进行在线检测已逐渐引起人们广泛深入地研究。一些研究者采 

用光纤技术来提高检测的灵敏度以及减少复杂光学元件和光路系统的使用 ；通过选择适当荧光染料 

来提高 LIF分离检测的灵敏度[38‘；在同一的 PCR．CE微流控芯片上进行单池多元化 PCR扩增和 CE分 

离检测 z1 或多池平行化高通量 PCR扩增和 CE分离检测 ；(4)Agilent Technoligies推出的全球 

第一台商业微流控芯片系统 LabChip Systems：Agilent 2100 Bioanalyzer已被成功用来离线检测微流控芯 

片 PCR产物 卜 。该检测系统所使用的芯片是可以同时对 12个样品进行分析的多通道芯片。平 

台采用二极管激光器作为激发光源、PMT作为检测器的 LIF技术对凝胶筛分的 DNA或 RNA片断进行 

检测。然而，由于该仪器本身各项参数均为定值不可更改，因此其应用受到一定程度的限制；(5)到 目 

前为止，真正意义上可便携的基于 LIF的PCR．CE微流控芯片系统报道很少。Lagally等 采用一种集 

微阀、薄膜加热器、温度传感器等于一体的PCR．CE基因分析微系统装置，其外形尺寸为20 sin×25 cm 

×30 cm，其 LIF检测系统采用功率可达 2O mw 的488 nm倍频二极管激光器作为激发光源，PMT作为 

荧光检测器 
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表 2 基于 LIF的 PCR微流控芯片产物分离检测 
Table 2 Separation detection of microfluidic chip PCR products based on LIF 

6 总结与展望 

综上所述，激光技术已经在 PCR微流控芯片领域中得到一定程度的应用。然而，该技术在 PCR微 

流控芯片领域中的应用仍然存在着几个相关而又急需解决的问题和困难：(1)发展和完善激光微细加 

工技术，进一步研究不同类型的激光器用于PCR微流控芯片微细加工时，激光相关参数对微通道／微池 

形貌以及内表面性质的影响。另外，应进一步开拓发展激光微细加工技术用于 PCR微流控芯片的聚合 

物衬底材料上 ’ ；(2)激光系统与 PCR微流控芯片空问体积、价格等相容的问题 PCR微流控芯片始终 

朝微型化、便携化以及大众化等方向发展，而目前的激光系统在用于微流体物理参数测量、温度循环控 

制、芯片上 PCR产物分离检测以及荧光实时定量／终点检测时。显得体积庞大、光路复杂以及价格昂贵。 

因此，开发体积小、价格低和寿命长的激光器以及附属光元件在 PCR微流控芯片中应用显得非常必要。 

真正意义上的完全基于激光技术的 PCR微流控芯片系统有待于进一步研究开发。在这样高度集成的 

PCR芯片系统中，样品制备、PCR扩增以及产物检测都通过激光技术在芯片上在线完成。目前，Lee 

等 采用紧凑的二极管激光器的808 nm高能激光束来溶解病体，从而将样品制备与 PCR扩增集成在 

单一的微流控芯片上。总而言之，随着激光技术以及微流控芯片各自的发展，激光技术在 PCR微流控 

芯片中的应用程度会进一步加强。例如，利用近红外激光扫描仪来扫描与 PCR微流控芯片集成在单一 

芯片上的微阵列杂交芯片，可以方便地检测基因点突变；采用信号放大技术(如光子计数技术等)来提 

高 LIF检测的灵敏度，降低检出限，从而达到超高灵敏度荧光检测(如单分子检测)；将激光微细加工技 

术(如飞秒激光微加工)与常规的化学刻蚀结合起来，加工具有复杂结构的、三维的、以硅或玻璃、聚合 

物甚至陶瓷为衬底的 PCR微流控芯片在不久会成为可能。因此，激光技术在 PCR微流控芯片领域会 

具有越来越广泛的应用前景。 
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Applications of Laser Technique for Polymeras Chain 

Reaction M icrofluidic Chips 

Zhang Chun—Sun，Xing Da ，Li Yu—Yuan 

(Ministry ofEducation Key Laboratory ofLaser Life Science&Institute ofLaser Life Science， 

South China Normal University，Guangzhou 510631) 

Abstract The broad applications of laser technique in polymerase chain reaction(PCR)microfluidic chips 

have been reviewed，including its applications onto microfabrication of PCR microfluidic chips，measures of 

microfluidic physical parameters and controls of PCR temperature cycling，as well as on—chip PCR product 

detection(for example fluorescence real—time／end—point detection and capillary electrophoresis(CE)detec— 

tion)．Finally，the bright future of laser application in the PCR—based micro—total analysis system (IxTAS) 

was prospected． 

Keywords Laser technique，polymerase chain reaction(PCR)，microfluidic chip，microfabrication，meas— 

ures and controls of microfluidic physical parameters，review 
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