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МИКРОФЛЮИДНЫЕ  АНАЛИТИЧЕСКИЕ  СИСТЕМЫ
(ЧАСТЬ 1)

Проведен анализ литературных источников по микрофлюидным аналитическим системам — МФАС. Отме-
чены главные достоинства МФАС, определяющие высокий аналитический потенциал приборов. Рассмотре-
ны физические принципы функционирования МФАС. Приведены основные формулы, позволяющие опре-
делить характеристики МФАС: эффективность, геометрическую дисперсию, качество электрофореза. Рас-
смотрены экстраколоночные эффекты. Обсуждены процессы микрофлюидики, в том числе безнасосной
микрофлюидики. Изучены варианты конструкций микрофлюидных чипов и технологии их получения. Рас-
смотрены миниатюрные системы полного анализа. Определены приоритетные направления развития
МФАС. Выявлены наиболее актуальные системы, создание которых является приоритетной задачей разви-
тия аналитического приборостроения в России.

ВВЕДЕНИЕ

1. Микрофлюидные аналитические
системы

Современная аналитическая химия развивается
в сторону сверхпроизводительного автоматиче-
ского анализа многокомпонентных проб и супер-
высокой (в пределе — одномолекулярной) чувст-
вительности. В этом нуждаются современная
биотехнология, медицина и фармацевтическая
промышленность, последняя — в связи с создани-
ем новых лекарств на основе молекулярной фар-
макологии и комбинаторной химии. С другой сто-
роны, исследования влияний мутаций генома па-
циента на действие лекарств (фармакогенетика)
требуют развития сверхскоростного генетического
анализа (прежде всего тестирования однонуклео-
тидных мутаций). Все это приводит к беспреце-
дентному скачку в качестве анализа: скорости,
чувствительности и производительности в совре-
менной биоаналитической химии [1–3].

Экспоненциальный рост качества анализа в кон-
це 90-х годов определяется применением новых
методов сверхпроизводительного и сверхчувстви-
тельного анализа с использованием наиболее
эффективных из современных аналитических сепа-
рационных технологий: мультикапиллярного элек-
трофореза и его чип-реализации — мультиканаль-
ных микрофлюидных аналитических систем
МФАС [3] (см. в конце статьи «Перечень условных
обозначений и аббревиатур»).

В табл. 1 представлены микроаналитические
системы нового поколения — мультисенсоры.
Наибольший интерес вызывает развитие и ком-
мерциализация микрофлюидных аналитических
систем — МФАС [1–5], являющихся чип-
реализацией высокоэффективного капиллярного

электрофореза (ВЭКЭ [6]). В основе МФАС лежит
микрофлюидика (ламинарное движение жидкости в
узких каналах). Пересекающаяся система каналов и
реакторов МФАС дополняется элементами лазерной
фотоники: лазерами, интегральной оптикой и опто-
электроникой, новейшими фотоприемными устрой-
ствами. Все это развивается на основе миниатюри-
зации и интеграции с использованием современ-
ных технологий микроэлектроники, химии поли-
меров, новых функциональных элементов пробо-
подготовки, дериватизации и детектирования. Од-
на из перспектив развития МФАС видится в созда-
нии одноразовых приборов со сменными картрид-
жами, снаряженными реагентами, в том числе на ос-
нове бесканальных МФАС.

Главными достоинствами МФАС, определяю-
щими высокий аналитический потенциал этих
приборов, являются:

1) универсальные аналитические возможности,
пришедшие из высокоэффективного капиллярного
электрофореза и хроматографии;

2) использование технологий биоузнавания
(ДНК-гибридизация, иммунное связывание в рас-
творе);

3) возможность интеграции многих аналитиче-
ских компонентов и их дублирование (многока-
нальные системы) в одном чипе;

4) сверхэффективность, скоростной сверхпро-
изводительный анализ, в первую очередь в секве-
нировании и генотипировании ДНК (десятки
тысяч проб в сутки), суперфракционирование без
сорбентов;

5) использование микрофлюидики — движения
жидкости в узких капиллярах с перемешиванием
только за счет диффузии;

6) безнасосные подача реагентов и ввод пробы
за счет электроосмотического движения растворов;
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Табл. 1. Мультисенсоры (сенсор-линейки, чип-линейки)

Принцип
действия

Технология
изготовления

Число
моно-
сенсо-
ров

Приборная
реализация

Распо-
знава-
ние

Детектиро-
вание Примечание

Проточные
МАС.
Электрофоре-
тическая чип-
линейка

Классические
методы, фото-
литография,
лазерная абла-
ция, литье по-
лимеров

До 100
дорожек

Многоканаль-
ные чип-
анализаторы

Тополо-
гическое

Лазер-
индуциро-
ванная флуо-
ресценция
(ЛИФ), хеми-
люминесцен-
ция, амперо-
метрия

Массовое про-
изводство с
использовани-
ем планарных
технологий

Оптоволокон-
ный мульти-
сенсор. Топо-
логическое ко-
дирование

Фотополиме-
ризация по фо-
тошаблону

До 500 Биосенсоры,
хемосенсоры,
интроскопиче-
ское зондиро-
вание

Тополо-
гическое

ЛИФ-
ближнеполь-
ные оптово-
локонные
эффекты

Полимериза-
ционная фик-
сация на торце
оптоволокна

Использование
виртуальной
линейки мик-
росфер (латек-
сов). Двойное
цветокодирова-
ние

Окрашивание
латексов, при-
шивка моно-
сенсоров.
Создание ма-
газина анали-
тических мик-
росфер

64
(в пер-
спективе
до 5000)

Гибридизация,
иммунореак-
ция, биоаф-
финное (алло-
стерическое,
энзиматиче-
ское) взаимо-
действие.
Распределение
по закону слу-
чая — вирту-
альная линейка

Цветояр-
кометри-
ческое

ЛИФ-цвето-
яркометриче-
ский сортер,
оптоволокон-
ный ЛИФ-
ПЗС —
имидж-ана-
лизатор

Массовое про-
изводство. Из-
готовление и
спецификация
мультисенсо-
ров из магази-
на микросфер.
Генетические
исследования,
протеиновый
профиль, ком-
бинаторный
синтез, High-
Throughput
Analysis

Геночип (био-
чип), планар-
ная топология
сенсоров, топо-
логическое —
х, (х, у) — ко-
дирование

Фотоактиви-
рованные, па-
раллельный
синтез и при-
шивка моно-
сенсоров. Ад-
ресация моно-
сенсоров или
их блоков
струйным ап-
пликатором,
электропози-
ционирование

До
1 млн.

Гибридизация,
иммунореак-
ции, биоаф-
финное взаи-
модействие
(аллостериче-
ское, энзима-
тическое).
Материальная
линейка —
микро-чипы

Тополо-
гическое

ЛИФ-
сканиро-
вание, опто-
волоконный
ЛИФ-ПЗС—
имидж-ана-
лизатор

Определение
однонуклео-
тидных мута-
ций посредст-
вом гибриди-
зации, генети-
ческие иссле-
дования, про-
теиновый про-
филь (комби-
наторный син-
тез + High-
Throughput
Analysis)

Выделение
клеток диэлек-
трофорезом,
электролизис,
электроакти-
вирование.
Гибридизаци-
онный анализ
на биоэлек-
тронных чипах

Микрофабри-
кация, проточ-
ная камера с
электродами
для диэлек-
трофореза кле-
ток и адреса-
ции моносен-
соров

До
1 млн.

Тандем био-
электронного
чипа с двумер-
ной электроак-
тивированной
гибридизаци-
онной линей-
кой

Тополо-
гичское,
возмож-
но, цве-
тоярко-
метри-
ческое

ЛИФ-
сканиро-
вание, опто-
волоконный
ЛИФ-ПЗС—
имидж-ана-
лизатор

Экспресс-
диагностика
бактерий, ра-
ковых клеток в
крови и других
биологических
веществ



МИКРОФЛЮИДНЫЕ АНАЛИТИЧЕСКИЕ СИСТЕМЫ

НАУЧНОЕ ПРИБОРОСТРОЕНИЕ, 2000, том 10, № 2

5

  7) применение новых методов безнасосного
движения жидкости путем электрофоретической
миграции с контролируемым зарядом, сопряжен-
ной с их сорбцией–десорбцией, движения жидко-
сти по гидрофильным дорожкам с возможностью
их объединения путем образования мостиков че-
рез гидрофобные поверхности;

  8) универсальность в масштабах сложности:
от одноканального до многоканального (свыше
100 каналов) чип-ВЭКЭ (для сверхпроизводитель-
ного генотипирования и секвенирования ДНК) в
виде лаборатории на чипе;

  9) возможность альтернативных путей реше-
ния аналитических задач, перспектива создания
сэндвич-сенсоров одноразового пользования;

10) заимствованные из микроэлектроники вы-
сокопроизводительные автоматизированные тех-
нологии разработки и изготовления МФАС (ком-
пьютерное проектирование, фотолитография, глу-
бокая рентгеновская литография, микролитье и
другие технологии изготовления пластиковых чи-
пов), возможность неограниченного масштабиро-
вания производства на единой технологической
основе, обеспечивающая быстрый переход от раз-
работки к массовому выпуску специализирован-
ных приборов МФАС для конкретных целей;

11) беспрецедентные возможности усовершенст-
вования иммуноанализа за счет МФАС-ЛИФ-
реализации капиллярного иммуноэлектрофореза, по-
зволяющие детектировать одномолекулярную им-
мунореакцию и повышать производительность им-
муноанализа до сотен тысяч определений в сутки.

Микрофлюидные аналитические системы —
МФАС — известны и под другими названиями, в
которые авторы зачастую вкладывают разный
смысл (см. табл. 2). Это новое поле аналитической
техники бурно развивается, многие компании про-
являют значительный интерес к развитию МФАС.
В 1998 г. лидер аналитического приборостроения
США компания Hewlett Packard и специализи-
рующаяся в области МФАС биоинформационная
компания Caliper Technologies подписали согла-
шение о совместном развитии микрофлюидных
технологий для аналитических приборов и инфор-
мационных систем [4]. Эти компании в первый год
проекта инвестируют в эту технологию $ 20 млн и
ежегодно по $ 20 млн в ближайшие четыре года.
Мировой рынок МФАС XXI века определяется
в $ 1 млрд в год. Полагают, что при развитии тех-
нологий МФАС, эти приборы станут значительно
дешевле других аналогичных приборов, причем
массовая продажа этих недорогих приборов будет
приносить значительный доход.

МФАС обладают высоким потенциалом инте-
грации химии с механикой, электроникой и опти-
кой, что позволяет создавать аналитические сис-
темы на очень малой площади. В связи с этим про-
гнозируется [4] появление приборов карманных

размеров, производящих множество параллельных
аналитических операций с разделением компонен-
тов во внелабораторных условиях (полевые иссле-
дования, экстренная помощь у постели больного,
автоматический производственный контроль).

Поскольку технологии МФАС революционизи-
руют и ускоряют процесс открытия лекарств на
основе комбинаторных методов, фармацевтика в
настоящее время является главным стимулятором
развития МФАС [4]. Интерес фармацевтической
индустрии к этой технологии связан с малым раз-
мером пробы и возможностью высокопроизводи-
тельного скрининга комбинаторных библиотек за
счет высокой производительности. Среди пре-
имуществ МФАС следует также отметить просто-
ту их изготовления и функционирования, низкую
стоимость эксплуатации. Повторим, реальный эф-
фект микрофабрикации заключается в способно-
сти производить огромное количество химических
анализов на единичном субстрате (чипе), что
обеспечивает колоссальный выигрыш в произво-
дительности, особенно полезный для диагностики,
базирующейся на генотипировании ДНК при фар-
мацевтическом и медицинском применении.

В список потенциальных преимуществ МФАС
один из наиболее продвинутых исследователей в
этой области J. Michael Ramsey [4] включает уве-
личение точности и воспроизводимости анализа,
возможность автоматизации, уменьшение отходов,
одноразовое использование чипов. Этот автор по-
лагает, что в будущем МФАС может быть исполь-
зован не только для анализа продуктов комбина-
торного синтеза, но и продуктов синтетических
технологий более низкого уровня, обслуживания
мониторинга окружающей среды, сложного био-
логического анализа. По его мнению, большая
часть исследовательской активности по созданию
МФАС концентрируется в следующих направле-
ниях по созданию:

 аналитических систем секвенирования в
проекте «Геном человека» и других геномных
проектах;

 систем высокопроизводительного скринин-
га лекарств;

 систем тестирования химического и биоло-
гического оружия;

 устройств диагностики болезней;
 реакторов для синтеза сильно токсичных

веществ (возможно, радиоактивных соединений).

2. Биочипы, микрофлюидные
аналитические системы «lab-on-a-chip»

Главная цель миниатюризации МФАС — экст-
раординарное  улучшение  их  качества  независи-
мо от размеров приборов,  в  которые  они  встраи-
ваются,  будь  это  высокоэффективный  жидкост-
ный  хроматограф  или  масс-спектрометр.   
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Табл. 2. Принятые в литературе названия МФАС и их интерпретация

№ Название Авторы Что подразумевают авторы
1 «lab-on-a-

chip»
Тed Harrison, про-
фессор химии
University of
Alberta, Edmonton

Канализированное планарное микрофлюидное устройство, на
котором или в котором совершается значительное число хими-
ческих процессов на пути от реактантов к продукту или от про-
бы к анализу

2 «lab-on-a-
chip»

Michael Ramsey,
корпоративный
член и лидер груп-
пы «Oаk Ridge
National
Laboratory», Ridge,
Tenn

Последовательность: пробоподготовка → сепарация (ВЭКЭ) →
детектирование и → обработка информации, где каждый этап
реализуется в специальном микро- (макро-) модуле или интег-
рируется в единый канализированный микрочип — устройство,
в котором проба и реагенты движутся и смешиваются для под-
готовки к анализу и производится непосредственный анализ пу-
тем ВЭКЭ

3 «lab-on-a-
chip»

Andreas Manz, про-
фессор аналитиче-
ской химии
Imperial Сollege,
London

Предпочитает не пользоваться этим термином, считает его ги-
перболизированным и ненаучным

4 (µ-ТAS) —
миниатю-
ризован-
ные систе-
мы полно-
го анализа

Andreas Manz, про-
фессор аналитиче-
ской химии
Imperial Сollege,
London

ТAS — преобразует химическое свойство (сигнал) в оптический или
электрохимический сигнал (1-й переход), который, в свою очередь,
преобразуется в электрический сигнал (2-й переход).
1-й переход может осуществляться протеин-инженерным биосенсо-
ром через стадию преобразования химического сигнала в молекуляр-
но-конформационный сигнал (1а переход), далее преобразуемый в
оптический или электрохимический сигналы (1б переход). Выпол-
няют подобные преобразования в микрометровой шкале на чипе сан-
тиметровых размеров из стекла, кремния или пластика

5 Биочип (ге-
ночип)

Michael Ramsey и
 Тed Harrison

В отличие от МФАС — микролинейка ДНК, состоящая из сотен
(тысяч) отдельных сенсорных элементов (олигонуклеотидов),
топология которых известна. Представляет мультисенсор, кото-
рый использует контактное (статическое, а иногда и кинетиче-
ское) биоузнавание фрагментов ДНК-мишени на основе гибри-
дизации и по опознанным фрагментам, используя комбинатор-
ные методы, определяет химическую структуру ДНК, точнее
мутационный портрет носителя генома

Для эффективности МФАС существенно лишь
уменьшение пути, по которому движутся реаген-
ты, при сохранении макроскопических, физиче-
ских и химических законов, на которых основан
анализ. Созданию эффективных МФАС способст-
вует развитие новых технических средств, веду-
щих к миниатюризации и удешевлению элементов
и модулей систем [5, 6]. Синонимами МФАС слу-
жат понятия µ-TAS и «lab-on-a-chip» (табл. 2). Од-
нако Andreas Manz, профессор аналитической хи-
мии (Imperial Сollege, London), один из основопо-
ложников и крупный авторитет в области МФАС,
предпочитает не пользоваться термином «lab-on-a-
chip», полагая, что этот термин гиперболизирован
и не является научным [4]. Ted Harrison,
(University of Alberta, Edmonton) и Michael
Ramsey, которых также можно отнести к осново-
положникам МФАС, определяют «lab-on-a-chip»

как «планарное устройство, на котором или в ко-
тором совершается значительное число химиче-
ских процессов на пути от реактанта к продукту
или от пробы к анализу» [4]. Эти авторы подчер-
кивают разницу между микрофлюидным устрой-
ством — чип-реализацией ВЭКЭ (в котором жид-
кость с пробой движется, а ее компоненты сепари-
руются в микроканалах) и другим видом мульти-
сенсоров — высокопроизводительными сверхчув-
ствительными аналитическими микросистемами,
также созданными на основе технологий молеку-
лярной биологии и микроэлектроники. По опреде-
лению Ted Harrison и Michael Ramsey: «биочип
(геночип) — это микролинейка олигонуклеотидов,
из которых фабрикуется специализированный
(подготовленный для высокоселективного анали-
за) мультисенсор с контактным (статическим, а
иногда и кинетическим) биоузнаванием на основе
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гибридизации с мишенью ДНК». По этим фраг-
ментам, с использованием комбинаторных мето-
дов, определяются комплиментарные фрагменты
химической структуры ДНК, в совокупности
представляющие мутационный портрет исследуе-
мого объекта. Биочипы содержат от нескольких
сотен единиц до десятков–сотен тысяч олигонук-
леотидов. Они используются для определения ва-
риаций ДНК и РНК и в настоящее время служат
стандартным инструментом исследований в об-
ласти молекулярной биологии, в клинической ди-
агностике [7, 8], эпидемиологической и кримина-
листической экспертизе. Подобные биочипы про-
изводятся коммерческими компаниями, например
Affimetrix (Santa Clara, Calif., USA).

1. ОСНОВНЫЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ МФАС

Размеры каналов МФАС.
Эффективность

Глубина капиллярных каналов определяет эф-
фективность капиллярных сепарационных систем.
Это следует из уравнения Голея, описывающего
скоростную зависимость высоты теоретической
тарелки (т.т.) H(u) для открытых капилляров [9],

u
D
d

kfu
D
d

kf
u
D

uH
s

f
s

m

c
m

m
22

)()(
2

)( ++= , (1)

где Dm, Ds  — коэффициенты диффузии в подвиж-
ной и стационарной фазах, dc — глубина канала,
df — толщина стационарной фазы, u — линейная
скорость подвижной фазы, fm(k) и fs(k) — соответ-
ствующие функции фактора емкости вещества k в
подвижной и стационарной фазах.

Изображенная на рис. 1 скоростная зависи-
мость высоты теоретической тарелки H(u) показы-
вает, что с уменьшением глубины канала минимум
зависимости H(u) смещается в сторону более вы-
соких линейных скоростей и меньших размеров
канала, иными словами, уменьшение глубины ка-
нала позволяет при сохранении эффективности
увеличивать скорость анализа.

Геометрическая дисперсия
В МФАС с высокой пространственной плотно-

стью капилляров существенную роль в размыва-
нии играют боковые вариации скорости миграции
и силы поля. Эта так называемая геометрическая
дисперсия, пропорциональная отношению време-
ни поперечной диффузии аналита ко времени про-
движения, в течение которого совершается пово-
рот его зоны. Последнее уменьшает сепарацион-
ную эффективность по сравнению с прямыми ка-
налами такой же длины, особенно для молекул с
малым коэффициентом диффузии. Дисперсия при
движении аналита в искривленных каналах, 2

turnσ ,
описывается выражением [10]:
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где ∆l — различие путей аналита у наружной и
внутренней стенок изогнутого капилляра, X — по-
стоянная, определяемая формой входной функции;
f — угол поворота в радианах; w — ширина верх-
него основания трапеции сегмента; tD — время
поперечной диффузии аналита; tt — время движе-
ния зоны аналита в искривленном участке капил-
ляра.

Отношение величин (tD/tt) определяет геомет-
рическую дисперсию в искривленных капиллярах.

Качество электрофореза
Эффективность разделения при одинаковых

капиллярах и сепарационных условиях определя-
ется напряженностью электрического поля (Esep),
как это следует из уравнения (3), полученного в
предположении постоянства вкладов размера зоны
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Рис. 1. Зависимость ВЭТТ от линейной скорости
электрохроматографии в открытых капиллярах с
ОДС на чипах с глубиной каналов: (1) — 8,7
мкм, (2) — 4,7 мкм, (3) — 2,9 мкм. 10 мМ
боратный буфер, рН 8,4 с 30 % ацетонитрила.
Проба: кумарин С 460
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пробы, геометрии капилляров и размера окна де-
тектора в высоту т.т. Н [3, 11]:

.
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Здесь linj — длина зоны пробы, ldet — размер
окна детектора, Lsep — длина разделительного ка-
нала, Dm — коэффициент диффузии, Esep — на-
пряженность электрического поля, µ — электро-
форетическая подвижность, n — число поворотов,
δс — разность длины линии по внешнему и внут-
реннему контуру капилляра на изгибе.

Теоретическая величина H при напряженности
1200 В/см составляет 1 мкм, вклад геометрии ка-
пилляра оценивается в 0,55 мкм (т. е. свыше 50 %)
[11].

В работе [5] показано, что при ВЭКЭ увеличе-
ние Esep ведет к повышению эффективности сепа-
рации N (∼Esep,) улучшению разрешения пиков
Rs (∼ Esep

1/2), росту производительности N/t (∼Esep
2)

и уменьшению времени анализа t (∼1/Esep).

Экстраколоночные эффекты:
дополнительное размывание

при вводе пробы
Важнейший фактор повышения эффективности

сепарации связан с минимизацией объема пробы.
Последнее достигается при использовании таких
технологий, как стэкинг (электрокинетическое
сжатие зоны при вводе пробы), запирающий по-
тенциал, точечный ввод [11]. Рис. 2 иллюстри-

рует принцип запирающего потенциала. Эта тех-
нология позволяет получать воспроизводимую зо-
ну пробы без визуального контроля и тем самым
удобна для автоматизации. Дозирование осущест-
вляется при постоянном потоке пробы через ин-
жекционный крест, проба вводится при резком
выключении запирающего потенциала. При этом
поток отклоняется на короткое время, и проба в
минимальном объеме попадает в сепарационный
канал. После этого переключением потенциалов
поток восстанавливают. При точечном вводе обра-
зец движется через инжекционный крест перпен-
дикулярно разделительному каналу, и в момент
ввода, при включении высокого напряжения на
линии буфер – слив, узкая зона пробы направляет-
ся из пересечения каналов в сепарационный канал
(рис. 3).

Система двойного Т-образного инжектора
(рис. 4) [12] позволяет вводить очень малые объе-
мы пробы (50–500 пл). Ширина каналов и симмет-
рия инжектора имеют первостепенное значение
для хорошей воспроизводимости. Отталкивание
избытка пробы в боковые каналы эффективно
только при низком гидравлическом сопротивле-
нии потоку в боковых каналах.

Различия ионной силы буфера и пробы снижа-
ют воспроизводимость ввода пробы как по форме,
так и по размеру зоны (вариации величин от 1,5 до
10 раз). Точное регулирование приложенных к
терминалам напряжений помогает до некоторой
степени сохранять форму пробы, хотя вариации
могут достигать ~30 %. Поэтому применение стэ-
кинга в МФАС требует осторожности.

Рис. 2. Чип-анализатор с предколоночным реактором. Схема реактора, инжекционного креста и системы
предколоночной дериватизации. Стадии анализа: А — ввод пробы в реакционную камеру, В — инжекция
продукта реакции в сепарационную колонку, С — сепарация. Стрелки показывают движение анионов. G —
заземление, В — буфер, W — слив

ДНК                Энзим
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B               W1      G

0,1U                                      0,1U
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Рис. 3. Чип-анализатор с постколоночным реактором для определения миоглобина в человеческой сыворот-
ке. Схема инжекционного креста, сепарационной колонки и системы постколоночной дериватизации для
анализа миоглобина: А — ввод пробы, В — инжекция, С — сепарация. Стрелки показывают миграцию ка-
тионов. R1 — люминол, R2 — H2 O2 , W — слив буфера, SW — слив пробы

мкм

Рис. 4. Топология стеклянного чипа для ВЭКЭ
[12, 20]

Сравнение метода запирающего потенциала в
сочетании со стэкингом и точечного ввода пока-
зывает, что последний увеличивает эффективность
разделения на 25–30 %. Однако стэкинг имеет
преимущество (в 10 раз) в минимальном пределе
детектирования.

2. ДЕТЕКТИРОВАНИЕ В МФАС

В МФАС могут применяться те же системы де-
тектирования, что и в ВЭКЭ [5], но можно достичь
большего эффекта, используя такие особенности
МФАС, как планарность и неограниченные воз-
можности в архитектуре чипа.

Так, например, получили широкое распростране-
ние высокочувствительные детекторы, регистри-
рующие хемилюминесценцию [13, 14]. В работе [14]
описан хемилюминесцентный детектор с микрока-
нальным стеклянным чипом, имеющим глубину ка-
налов 10 мкм и снабженным алюминиевым зеркалом
для увеличения сбора светового потока хемилюми-
несценции. Концентрационная чувствительность
при детектировании пробы объемом в 1 нл состави-
ла 35 нМ (при отношении сигнал/шум = 3).

Огромные перспективы сверхчувствительного
анализа в МФАС открывает одномолекулярное
ЛИФ-детектирование с возбуждением в ближней
ИК-области спектра. Выбор этого спектрального
диапазона позволяет исключить фоновую флуо-
ресценцию оптических сред и примесей в раство-
рителях [15].
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Лазер-индуцированное флуоресцентное
детектирование одиночных молекул

Общая эффективность измерения εm определя-
ется вероятностью детектирования молекулы ана-
лита в пробе при соотношении уровня сигнала с
уровнем фонового шума в области наблюдения
S/N = 3÷6:

εm = εT ⋅ εP ⋅ εd ,                           (4)

где εd — эффективность детектирования вспышек
флуоресценции в детектируемом объеме; εT —
эффективность переноса пробы из точки ввода в
область детектирования; εP =(εs ⋅εt) — пространст-
венно-временная эффективность детектирования
(εs характеризует пространственную, а εt — вре-
менную эффективности); εs — коэффициент поте-
ри аналита, не попавшего в область засветки лазе-
ром и (или) в наблюдаемую детектором область.

Для непрерывного лазера или пульсирующего
источника, частота которого обеспечивает задан-
ное число встреч фотона лазера с флуорофором
при его прохождении через зону наблюдения,
εt ≈ 1. Формула (4) позволяет сформулировать
следующие условия ЛИФ-детектирования одной
молекулы (εm ≈ 1) [15]:

— устранение фоновой флуоресценции (опти-
ки, растворителя, примесей, стенок капилляра) пу-
тем использования лазеров ближней ИК-области
спектра (в настоящее время синтезировано значи-
тельное число флуоресцентных меток для ЛИФ-
анализа ДНК, белков и других веществ, возбуж-
даемых в ближней ИК области спектра [16–18]);

— полное или максимально возможное устра-
нение влияния фонового рассеяния света лазера в
детектируемом объеме на регистрируемый сигнал
за счет применения сверхплотных (содержащих
пары металлов) светофильтров и узкополосных
одночастотных лазеров;

— полное освещение излучением лазера всего
детектируемого объема (εd ≈ 1);

— использование лазера мощностью свыше
100 мВт, обеспечивающего получение более 5
флуоресцентных вспышек у одной молекулы за
время прохождения области детектирования;

— статистическая обработка сигнала для дос-
товерного выделения фотонов флуоресценции
аналита.

3. ЭКСТРАКОЛОНОЧНЫЕ ЭФФЕКТЫ:
ДОПОЛНИТЕЛЬНОЕ РАЗМЫВАНИЕ

ПРИ ДЕТЕКТИРОВАНИИ
С ПОСТКОЛОНОЧНОЙ ДЕРИВАТИЗАЦИЕЙ

Организация постколоночных реакций на чи-
пах является одним из основных направлений раз-

работки архитектуры многофункциональных
МФАС. В отличие от хроматографии, где процесс
организован так, что компоненты аналита посту-
пают в постколоночный реактор после завершения
разделения, при электрофорезе, благодаря нали-
чию градиента напряженности электрического по-
ля в постколоночном реакторе, сепарация компо-
нентов пробы происходит во время реакции. В ре-
зультате постколоночная дериватизация в МФАС
должна быть быстрой с эффективным перемеши-
ванием компонентов, чтобы избежать уширения
зон дериватизованных компонентов пробы из-за
изменения их электрофоретической подвижности.

В работе [13] на примере двух вариантов реак-
торов с различной геометрией смесительной каме-
ры изучалось влияние геометрии постколоночных
реакторов на эффективность анализа. Было отме-
чено, что некоторые конструкции постколоночных
реакторов снижают эффективность разделения до
нескольких тысяч теоретических тарелок. Показа-
но, что при использовании Т-образной камеры
эффективность составляла 2000–4000 т.т. в усло-
виях, когда должно быть более 50 000 тарелок.
Причиной этого служило вытягивание реагента по
течению из бокового канала. Поэтому реагент,
чтобы полностью перемешаться с зоной аналита,
должен диффундировать поперек смесительного
канала. Чтобы избежать этого, предлагались кон-
струкции, где зоны реагирующих веществ встре-
чаются «головами», занимая примерно половину
канала, и после этого подвергаются диффузион-
ному перемешиванию. Эффективность перемеши-
вания определялась шириной каналов, углом их
пересечения, химическими особенностями компо-
нентов, поскольку даже небольшое различие рН
реагентов и аналита проявляется в непредсказуе-
мом течении реагирующей смеси.

4. КОНСТРУКЦИИ МИКРОФЛЮИДНЫХ
ЧИПОВ. ИЗГОТОВЛЕНИЕ МФАС

Топология МФАС представляет сочетание кана-
лов, микрореакторов, устройства ввода пробы и дели-
телей потоков (рис. 2–4). В МФАС можно выделить
две конструктивно обособленные системы:

— пробоподготовки и дериватизации, подоб-
ные ПИА, и

— систему сепарации и детектирования.
Обе системы нуждаются в оптимизации, причем

критерии оптимизации могут различаться. Для сис-
темы пробоподготовки и дериватизации оптималь-
но использование электроосмотического транспор-
та (ЭО). Как следует из табл. 3 [11], наиболее эф-
фективным сепарационным процессом в МФАС
является электрофорез (ЭФ). Приборная часть
электрофореза обладает простой конструкцией, от-
носительно большим детектируемым объемом
и большой  длиной  оптического пути,  которые
определяют   низкую    предельно   обнаруживаемую
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Табл. 3. Рассчитанные параметры капиллярного электрофореза (КЭ), жидкостной хроматографии
(КЖХ) и суперкритической флюидной хроматографии (КСФХ) при одинаковом качестве сепарации
(эффективность N = 100 000 т.т., время анализа t = 1 мин, фактор емкости k’ = 5) [11]

Параметр КЭ (КЭКХ) КЖХ КСФХ
Диаметр капилляра, dc  (мкм) 24 2,8 6,9
Длина капилляра, L  (cм) 6,5 8,1 20
Давление, Р  (атм) — 26 1,4
Напряжение, U (кВ) 5,8 — —
Пиковая емкость (количество пиков на колонку) 180 220 220
σ х  /dc ∼ 10 ∼ 200 ∼ 200
Требуемый объем детектирования, ∼ σv /2 ~ 47 ~ 1,6 ~ 26
Оптическая длина детектирования, dc (мкм) 24 2,8 6,9
Сложность конструкции МАС * **** *****
Примечание. Количество знаков * в графе символизирует относительную сложность конструкции

Табл. 4. Миниатюризация капиллярных аналитических систем. Факторы пропорциональности
для некоторых параметров транспортных систем характеристической длине (d) [11]

Аналитические системы
Параметр

Постоянного времени Диффузионно-
контролируемые

Время, t const d2

Линейная скорость, v d 1/d
Объемная скорость, F d3 d
Давление, Ρ const 1/d2

Напряжение, U d 2 const
Напряженность электрического поля, U/L d 1/d
Расход реагентов *** *
Чувствительность детектирования, (∼ F) d (фотометрия)

d3  (флуориметрия)
–

Сложность конструкции * **
Примечание. Количество знаков * в графе символизирует относительное количество свойства

концентрацию, а главное, резко (пропорционально
~ dc

2) сокращают время анализа.
Миниатюризация влияет на качество капиллярных

аналитических систем — постоянную времени (опре-
деляемую кинетическими характеристиками реаги-
рующих систем, подобно ПИА) и диффузионно-
контролируемых ВЭКЭ, КЖХ, и суперкритической
флюидной хроматографии КСФХ. Результаты расче-
та факторов пропорциональности  характеристиче-
ской длине d (в нашем случае диаметру капилляра —
dc или размеру частицы сорбента — dp) для этих сис-
тем приведены в табл. 4. Из таблицы следует, что в
системах постоянного времени уменьшение dc резко
снижает расход реагентов (~ dc

3) и в той же степени
уменьшает чувствительность анализа. Последний фе-
номен выражен в значительно большей степени, чем
уменьшение расхода реагентов, и определяет качест-

во ПИА. Что касается диффузионно-контролируемых
сепарационных систем, то здесь уменьшение dc ведет
к менее значительному снижению расхода раствори-
телей (и реагентов), в меньшей степени снижает чув-
ствительность анализа, зато резко уменьшает его про-
должительность.

Таким образом, миниатюризация значительно
эффективнее повышает качество системы в случае
диффузионно-зависимой сепарации, чем в систе-
мах постоянного времени. Оптимальный вариант
МФАС включает ЭО для движения реагентов и
пробы, ЭФ для сепарационной системы.

Это решение оптимально как с позиции анали-
тического качества МФАС, так и с позиции просто-
ты, а следовательно, дешевизны аналитического
прибора, повышения его надежности, воспроизво-
димости измерений и возможности сертификации.
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Микрофлюидные чипы представляют собой ка-
нализированные (длиной от 2–3 до 5–6 см) пласти-
ны из кремния, стекла, кварца или пластика с трав-
леными, выплавленными или тиснеными камерами

и каналами, глубина которых менее 30 мкм. Мате-
риалы для изготовления чипов (корпусов МФАС)
имеют свои особенности: кварц является хорошим
диэлектриком, прозрачным в УФ-области, а поли-
меры — наиболее дешевой основой для массовой
продукции. Использование кремния ограничено его
невысоким напряжением пробоя. В размерах гид-
равлический чип МФАС может быть больше мик-
роэлектронного чипа, поскольку анализируемая
молекула много больше электрона. Однако нецеле-
сообразно в целях сохранения чувствительности
проводить уменьшение размеров микрофлюидного
чипа более чем до 1 мм2.

В настоящее время возможна инжекция пробы
объемом менее 1 пЛ. Для достижения полной эф-
фективности электрофореза такой пробы требуют-
ся каналы длиной 10–50 мм [4]. Если для синтети-
ческих работ критично поперечное сечение кана-
лов, определяющее производительность за едини-
цу времени, то для высокочувствительного анали-
за предел детектирования определяет наименьший
размер пробы. Ключевой концепцией миниатюри-
зации является оптимизация массопереноса, тер-
мического транспорта и возможность увеличения
(оптимизации) плотности физических и химиче-
ских процессов.

Кремниевые и стеклянные чипы обычно изго-
товляются стандартными методами фотолитогра-
фии и травления, заимствованными из микроэлек-
троники (рис. 5). Для изготовления полимерных
чипов используются горячее тиснение, инжекцион-
ное литье, лазерная аблация (испарение материала),
а также глубокая рентгеновская литография (LIGA-
технологии, обеспечивающие изготовление форм
для литья полимеров). В качестве чипов также
применяются липкие к стеклянной подложке обра-
ботанные плазмой канализированные пластины из
силиконового эластомера. Чип герметизируется,
снабжается токоподводящими электродами, необ-
ходимым детектором (оптическим или электрохи-
мическим), высоковольтным источником напряже-
ния и электроникой (микропроцессорным устрой-
ством). Технологиями микроэлектроники можно
изготовить разнообразные микрокомпоненты
МФАС: электрофоретические и хроматографиче-
ские колонки [15], клапаны, реакторы, микронасо-
сы, т.е. полностью изготовить микрохроматограф,
но гораздо эффективнее использовать системы, у
которых в качестве побудителя движения реагентов
и пробы используется ЭФ и ЭО. В работе [4] отме-
чается, что изготовление чипов преимущественно
ориентируется на развитие пластиковых техноло-
гий. Это более простые и дешевые технологии, тре-
бующие меньшей точности. Кроме того, пластмас-
совые материалы имеют хорошую прозрачность в
видимой и ближней ИК-области. Очевидны также
преимущества использования пластиковых чипов
для анализа биополимеров.

1.

2.

Рис. 5. Изготовление инжектора и колонок ВЭКЭ на
стеклянном чипе [19]. 1. Стадии фотолитографии:
а) защита стеклянной пластины слоем Cr, Au, покры-
тие фоторезистом; b) экспонирование образца через
шаблон; с) гидролиз экспонированного фоторезиста,
образование окна; d) травление металла через окно в
фоторезисте; e) травление стекла через окно в металле;
f) получение канализированной пластинки; g) образо-
вание чипа путем соединения пластинки с покровным
стеклом. 2. Вид поперечного сечения канала микрочи-
па. Светлые области — возможные нарушения про-
филя канала
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ПЕРЕЧЕНЬ УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ И
АББРЕВИАТУР

МФАС — микрофлюидные аналитические системы,
ВЭКЭ — высокоэффективный капиллярный элек-

трофорез,
ЛИФ — лазер-индуцированная флуоресценция,
ПИА — проточно-инжекционный анализ,
т.т. — теоретическая тарелка,
ЭО — электроосмос,
ЭФ — электрофорез,
ДЭФ — диэлектрофорез,
ПЦР — полимерная цепная реакция,
ПАВ — поверхностно-активные вещества,
МАС — микроаналитическая система.
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MICROFLUID  ANALYTICAL  SYSTEMS
(PART 1)

B. G. Belenkii, N. I. Komyak, V. E. Kurochkin, A. A. Evstrapov, V. L. Sukhanov

Institute for Analytical Instrumentation RAS, Saint-Petersburg

The paper presents an analytical review of the literature on microfluid systems (MFAS). The main advan-
tages of MFAS, which define the high analytical potential of the instrument, are indicated. The physical operat-
ing principles of MFAS are discussed. The relationships for calculation of MFAS characteristics, such as effi-
ciency, geometrical dispersion, electrophoresis quality, are given. The paper also provides an outline of the pro-
cesses of microfluidics, including the pumpless one, of various microfluid chip designs and process technolo-
gies, of miniature complete analysis systems. Main trends in MFAS development are discussed, and the sys-
tems, which are now key to progress in analytical instrumentation in Russia, are highlighted.


