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  摘要  介绍了聚合物衬底材料在聚合酶链式反应 ( PCR) 生物芯片中的最新应用及相关技术 , 这些技术包括聚

合物衬底材料的表面钝化, PCR 生物芯片的微加工 ( 注模、压模及激光刻蚀等 ) 及封接( 氧等离子体表面处理及热键

合) 等。
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  聚合酶链式反应( PCR) 是在体外或试管中进行 DNA 大

量扩增复制的一种技术 , 它自 1986 年问世
[ 1 ]

以来已经在临

床疾病诊断、微生物检测等领域得到广泛应用。随着微电子

机械系统 ( MEMS) 技术的发展 , 20 世纪 90 年代早期 M. A.
Northrup 等 [ 2 , 3 ] 就成功地在硅芯片上完成反应池内固定 PCR
扩增反应。由于硅微反应池具有较小的热容 , 而且具有良好

的导热性能 , 容易集成化 , 所以它已成为 PCR 生物芯片的主

要衬底材料。但是 , 未经表面处理过的硅对 PCR 扩增反应

起抑制作用 [ 4 ] , 且透明性差。玻璃是一种透明的、对 PCR 生

物芯片兼容性较好的电绝缘导热材料 , 一些研究者已经在玻

璃芯片上完成连续流动式 PCR 扩增反应
[ 5 ～7 ]

或将 PCR 和毛

细管电泳集成在单一玻璃芯片上 [ 8 ～1 2 ] 。但是用硅或玻璃衬

底材料制作 PCR 芯片通常要采用真空溅射或蒸发沉积的金

属镀膜技术在片基上镀上惰性金属作掩膜 , 制作困难、技术

复杂、步骤多、成本高。近年来 , 采用聚合物有机材料作为衬

底材料制作 PCR 生物芯片越来越受到研究者们的重视 , 这
些聚合物材料的显著优点是不需要镀膜 , 制作方法通常是压

模、注模或激光刻蚀等 , 而且聚合物材料本身价格便宜 , 因而

大大降低了成本 , 有可能促进 PCR 生物芯片的推广和应用。

笔者主要结合近几年有关以聚合物为衬底材料的 PCR 生物

芯片的文献报道 , 介绍聚合物衬底材料在 PCR 生物芯片中

的最新应用及相关技术。

1 聚合物衬底材料在 PCR 生物芯片中的应用

1. 1 聚二甲 ( 基 ) 硅氧烷

聚二甲 ( 基 ) 硅氧烷 ( PDMS) 是世界上最为通用的硅氧

烷, 其应用范围有 医学器件、弹性体、填缝胶和润滑剂等。

PDMS 通常具有以下几个方面的优点 : ( 1) 低表面结合能和

稳定的化学性质 , 大多数生物分子和聚合物都不易与 PDMS
表面粘合或发生化学反应 ; ( 2) 良好的光学透明度( 透光波

长 230 ～700 nm) ; ( 3) 不会随湿度的变化而发生膨胀或收

缩; ( 4) 良好的耐用性 , 且在机械形状方面不会有太大的形

变。正是由于这些优点 , 在 MEMS 技术推动下 PDMS 已开始

在 PCR 生物芯片的微制造中使用。

J . W. Hong 等 [ 13 ] 开发了一种集 PCR 和毛细管凝胶电泳

于一体的 PDMS - 玻璃混合微芯片。它是将玻璃片覆盖在

PDMS 微芯片上而形成的。他们首次报道了在以 PDMS 为

衬底材料的集成芯片上完 成基因分析。随后 , Y. S. Shin
等

[ 14 ]
开发了一种以 PDMS 为衬底材料的微 PCR 生物芯片 ,

所需 PCR 混合物体积仅为 2 μL。J . Liu 等 [ 15 ] 首次在 PDMS
衬底材料上将旋转泵集成到 PCR 芯片上 , 开发了一种到目

前为止所需 DNA 样品体积最小的 PCR 芯片 ( 仅 12 nL) 。该

PCR 芯片由于采用旋转泵驱动环通道中的 DNA 样品 , 它既

可作连续流动式 PCR 又可作反应池内固定扩增式 PCR。最

近, T. Fukuba 等 [ 1 6 ] 开发了一种以 PDMS 为衬底材料的连续

流动式 PCR 微通道芯片 , 并同以玻璃为衬底材料的温度控

制芯片一起来实现 PCR 扩增循环。我国 Yu Xiaomei 等 [ 1 7 ]

最近也在 PDMS 衬底材料上开发一种 3D 微阵列生物芯片来

进行 DNA 扩增。

1. 2 聚碳酸酯

聚碳酸酯 ( PC) 是一种非晶体热塑性工程塑料 , 具有极

为优良的 力学 性能、热 稳定性 及透 明度 ( 透光率 80% ～

90% ) 等综合性能 , 它已在许多领域得到广泛的应用。近年

来, 一些研究者已经在 PC 芯片上刻蚀出微反应池来实现

PCR 扩增反应。Y. Liu 等 [ 1 8 ] 在黑 PC 芯片 上制作出 PCR、

阀、杂交池等微流控结构 , 并和两块具有相同厚度的透明 PC
芯片热键合而形成封闭的微流控芯片装置 , 通过该芯片装置

完成 DNA 扩增和杂交定量分析。他们也在 PC 上制造出微

芯片毛细管电泳装置 , 把该装置的样品池作为 PCR 反应池 ,
然后整个 PC 芯片进行热循环 , 从而在单一芯片装置上完成

PCR /毛细管电泳分析 [ 1 9 ] 。J. Yang 等 [ 2 0 ] 开发了一种 PC“蛇

形”微反应芯片来进行高灵敏度、高特异性 PCR 分析 , 所需

模板浓度低到 10 个 E. coli ( 埃希氏大肠杆菌 ) 细胞 , 相当于

50 Fg 基因组 DNA。通过对不同病原体特异性基因片段进

行多元 PCR 扩增来评价 PC 微 PCR 反应芯片的特异性。最

近, R. H. Liu 等 [ 2 1 ] 以 PC 为衬底材料制造出充分集成的生物

芯片 , 在该芯片上完成样品制备、PCR 扩增及 DNA 微阵列检

测。

1. 3 聚酰亚胺

聚 酰亚胺( PI) 是在分子主链中含有酰亚胺环状结构的
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环链聚合物 , 由于其具有优良的力学性能、电绝缘性、耐热性

及高的尺寸稳定性等综合性能, 已经被广泛地应用于光刻

胶、高温胶带及胶粘剂等。也正是由于 PI 具有高的玻璃化

转变温度 ( 350℃) 及在波长为 600 ～3 000 nm 范围内具有高

的透明度两个特性 , 在集成化的 DNA 分析微芯片中它有可

能成为 PCR 反应池较好的候选材料。B. C. Giordano 等 [ 2 2 ] 利
用 PI 上述两个特性制造出 PCR 微反应芯片 , PCR 反应池的

容积仅 1. 7 μL, 通过红外非接触加热使 PCR 扩增反应在 240
s 内完成。

1. 4 聚对苯二甲酸乙二酯

聚对苯二甲酸乙二酯 ( PET) 是开发最早、产量最大、应

用最广的聚酯。由于它具有价格低廉、透明度和耐热性高及

韧性好等优点 , 其应用领域越来越广泛。近年来 , 新加坡微

电子研究所 Q. Zou 等
[ 2 3 ]

采用 PET 为衬底材料制造 PCR16
微池阵列芯片。PCR 反应池深 400 μm, 壁厚小于 200 μm,
容积大约 20 μL, 在所建立的热模型中热延迟时间 td < 2 s。

以上 4 种聚合物衬底材料的共同特点是价格便宜 , 具有

高的耐热性和透明度 , 而且还具有稳定的化学性质和力学性

能。最近 , J . El-Ali 等 [ 24 ] 采用新型聚合物 SU - 8( 以环氧、酚

醛树脂作成膜材料 ) 为衬底材料制作 PCR 热循环芯片 , 反应

池容积为 20 μL, 并集成了铂薄膜加热器和传感器。SU - 8
是一种在微系统中逐渐被应用的聚合物之一 , 具有相当稳定

的化学性质 , 表面性质易于通过等离子体或化学处理而得到

控制和改变 , 而且能使诸如流体通道、反应池及分离通道等

微流控部件制作简单化。

2 PCR 生物芯片中聚合物衬底材料表面钝化技术

在 PCR 生物芯片中, 由于比表面积相对增大 , 使微流控

内表面与样品和反应混合物各成分之间不利的相互作用可

能性增大 , 而且 PCR 扩增反应是一个多成分的反应 , 这些成

分中至少有一种可能和芯片中的微流控内表面发生一定程

度的结合 , 这两种因素都可能引起 DNA 聚合酶和蛋白质吸

附到微流控内表面以致对 PCR 扩增产生不利的影响 , 甚至

完全导致 PCR 扩增失败。早期的硅 /玻璃 PCR 生物芯片研

究揭示了这些不利的相互作用 , 人们开始对 PCR 微流控内

表面进行钝化以获得“友善”的内表面 [ 3 , 4 ] 。表面钝化技术

一般可分为静力学钝化和动力学钝化两种 , 前者通常是在

PCR 芯片制作过程中将一种物质涂覆到芯片表面上完成 , 包
括氧化物涂层和内表面硅烷化 ; 后者主要发生在微芯片的样

品填充和运行工作过程中, 它是通过在反应混合物中添加钝

化试剂来完成的。在以聚合物为衬底材料的 PCR 生物芯片

中最常用的钝化技术是动力学钝化 , 钝化试剂通常有牛血清

白蛋白 ( BSA ) [ 13 , 18 , 20 , 2 1 ] 、聚乙 二醇 ( PEG ) [ 20 , 22 ] 、二 氯二 甲

( 基 ) 甲硅烷( DDMS) [ 24 ] , 也有少数研究者采用 2-异丁烯酰

基乙氧基磷酰基胆碱( MPC) 聚合物 [ 1 6 ] , 而在毛细管电泳中

经常用来钝化毛细管壁面的 5% 聚乙烯吡咯烷酮 ( PVP) 对

PC 微反应池中的 PCR 扩增没有显著的影响 [ 2 0 ] 。

在以聚合物 PDMS 为衬底材料的 PCR 生物芯片中也常

采用浓 HCl( 约 30% ) [ 1 3 ] 、氧等离子体 [ 1 4 , 1 7 ] 来活化微流控内

表面 , 它们都能使 PDMS 芯片的内表面由疏水性改为亲水

性, 有利于样品通过毛细管作用的注入 [ 13 ] 和在微通道中的

流动
[ 17 ]

。氧 等离子 体表 面活 化的 另外一 个作 用是 键 合

PDMS[ 14 , 1 7 ] 。然而, Y. S. Shin 等 [ 14 ] 发现将氧等离子体处理

过的一小片 PDMS 放入 PCR 样品中也会引起 PCR 扩增的失

败, 于是他们采用聚对二甲苯来处理 PDMS 内表面。聚对二

甲苯薄膜具有渗透性低、生物兼容性好等优点 , 用它处理过

的 PDMS 微芯片不仅能防止气泡形成和样品蒸发 , 而且也能

阻止 Taq DNA 聚合酶和引物吸附到芯片的表面 , 因而不需

要任何添加剂 ( BSA 和 PEG 等) 和其它表面处理就能成功地

进行 PCR 扩增 [ 1 4 ] 。

3 以聚合物为衬底材料的 PCR 生物芯片加工技术

3. 1 注模技术

注模或再铸模技术是将熔化的塑料或未聚合的聚合物

前体注入模具中 , 使其凝固或聚合 , 取下模具便可得到微流

控芯片底片。该底片与另一薄片( 塑料或其它聚合物) 通过

适当的方式粘合在一起即可得到封闭的微流控芯片。在以

PDMS 为衬底材料的 PCR 生物芯片中 , 通常采用注模技术来

制造 PCR 反应池 [ 14 , 16 , 1 7 ] 和微流体通道 [ 13 , 14 , 16 , 17 ] , 也可通过

打孔的方式来得到 PCR 反应池
[ 1 3 ] , 其制作过程一般包括 :

负光刻胶 SU - 8 旋转喷涂到硅片上 ; 软烤后将通过掩模对

准系统将掩模上的图案通过照相平板印刷法复制到硅片上 ;
SU - 8 图案经曝光、显影及硬烤便可得 PDMS 模具 ; 将 PDMS
预聚物和固化剂混合物注入模具中使其聚合或凝固 , 取下模

具可得到 PDMS 复制品 ( 即具有 PCR 微流体通道和 /或反应

池的 PDMS 芯片 ) , 有时为了制作较深的 PCR 反应池以减少

交互式污染 , 在制作过程中也采用电感耦合等离子体 ( ICP)
深刻蚀技术 [ 1 7 ] 。在注模技术中 , 为了使 PDMS 复制品易于

从模具中取下 , 通常在反应离子刻蚀系统阴硅模表面涂上一

层由 CHF3 等离子体聚合的碳氟化合物 [ 1 3 , 16 , 17 ] 。

3. 2 压模技术

压模技术是用阳模具将聚合物夹在一起加热 , 在压力和

热的作用下使聚合物片形成微流控通道或反应池的技术。

Y. Liu 等 [ 1 9 ] 就利用压模技术在 PC 衬底上制造出微流控通

道, 其制作过程包括 : 通过标准照相平板印刷技术制造出具

有三维微流体结构的硅阳模具 ; 将玻璃片放置在较低压印盘

的上面以保证一个平滑的支撑面 , 然后将硅阳模具放在玻璃

片表面上 ; 系统温度加热到 188 ℃时 , 将预定数目的 PC 小球

放入硅阳模具 ; 再将空镍片放在 PC 小球上面 , 较高的压印

盘通过水力开始下压 ; PC 片和硅阳模具从水压中分离后在

空气中冷却 90 s 再脱模 , 整个 PC 芯片制作过程大约需要 3
min。
3. 3 激光刻蚀技术

激光刻蚀技术是直接在衬底材料上烧蚀出微流控通道

或反应池的一项技术 , 它包括紫外激光刻蚀、红外 CO2 激光

刻蚀等。不同于紫外激光刻蚀 , CO2 激光刻蚀 能在波长为
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1 060 nm、最大输出能量为 40 W 条件下操作。当 CO2 激光聚

焦于 PC 工作片时 , 激光束既能在工作片中产生微流体通

道, 又能完全刻蚀透过工作片 , 这主要取决于激光能量和刻

写速度。Y. Liu 等
[ 18 ]

利用 CO2 激光在 PC 衬底材料上成功刻

蚀出深 250 μm 的 PCR 反应池、杂交池等微流控通道结构。

J. Yang 等
[ 2 0 ]

利用相同的激光刻蚀技术在 PC 衬底材料上制

作出宽 1 500 μm、深 250 μm 的“蛇形”PCR 微反应通道。由

于 CO2 激光刻蚀技术不需要光掩模 , 因而制作过程快捷
[ 20 ]

。

B. C. Giordano 等 [ 2 2 ] 也通过激光刻蚀技术在 PI 衬底材料上

制造出深 150 μm、宽 2 000 μm、长 5 500 μm 的 PCR 反应池

( 容积仅 1. 7 μL) 。

3. 4 多层软刻蚀技术

多层软刻蚀技术是由 M. A. Unger 等开发的一种微细加

工新技术 , 它把软刻蚀和键合多重弹性体图案层的能力有机

结合起来 , 其制作过程可参见文献[ 25] 。J. Liu 等
[ 15 ]

利用多

层软刻蚀技术在 PDMS 衬底材料上成功地加工出旋转的连

续流动式 PCR 芯片。

以上几种微加工技术是聚合物为衬底材料的 PCR 生物

芯片制作过程中经常采用的加工技术 , 尤其是注模、压模及

激光刻蚀技术。它们具有制作过程快速、简便易于实施、制

作费用低等优点 , 而且芯片与芯片之间的差异较小 , 更适合

批量生产。然而 , 也有些研究者采用传统计算机控制微加工

技术 [ 21 ] 、标准 MEMS 技术 [ 24 ] 在聚合物 SU - 8 [ 21 ] 或 PC[ 24 ] 衬

底材料上加工出 PCR 芯片。随着 MEMS 技术的不断发展 ,
新型聚合物材料微加工技术也不断涌现 , 例如多层软刻蚀技

术是从软刻蚀技术基础上发展起来的 , 它在制作过程中结合

了注模技术
[ 1 5 ]

。最近 , Q. Zou 等
[ 2 3 ]

采用硅模热加工成型技

术制作具有皱纹底表面的 PET 塑料 PCR 微芯片 , 其中硅模

是通过 KOH 刻蚀而成的。这种技术也具有简单、快速、费用

低及批量化生产等优点。

4 以聚合物为衬底材料的 PCR 生物芯片封接技术

以聚合物为衬底材料的 PCR 生物芯片制成后需要通过

一定的方式与另一基片( 玻璃或聚合物 ) 键合 , 从而形成一

个封闭的 PCR 芯片系统。对于聚合物为衬底材料的 PCR 生

物芯片而言 , 它的键合方式不同于硅 /玻璃为 衬底材料的

PCR 生物芯片, 而且对于不同的聚合物材料要采用不同的键

合方式 , 例如对于 PDMS 为衬底材料的 PCR 芯片经常采用

氧等离子体表面处理键合 [ 14 , 16 , 17 ] 或其它键合方式 [ 15 ] ; 对于

PC 为衬底材料的 PCR 芯片则通常采用热键合方式 [ 1 8 ～21 ] 。

除此之外 , 还经常有胶键合方式 [ 1 8 , 2 3 , 2 4 ] 。以下主要介绍氧等

离子体表面处理键合和热键合两种方式。

4. 1 氧等离子体表面处理键合

在反应离子刻蚀系统中通过氧等离子体表面处理来活

化 PDMS 表面 , 这样可以引起两块固化的上下 PDMS 片永久

性键合。它通常包括两个步骤
[ 17 ] : 氧等离子体表面处理过

的、具有活化表面的两块 PDMS 面对面地直接粘合在一起 ;
然后放在炉中烘烤一段时间 , 在烘烤过程中通常加一外压 ,

这样有助于键合。在键合过程之前一般要通过多次试验来

获取氧等离子体表面处理的优化条件
[ 17 ]

。

4. 2 热键合

将微加工而成的芯片与相同材质的盖片洗净、烘干、对

齐、紧贴后平放于高温炉中 , 在芯片和盖片上下方各放一块

抛光过的石墨板 , 在上面的石墨板上再压一块重锤 , 在高温

炉中加热键合 , 封接温度 415 ～650℃, 施加压力 7 ～700 kPa。
5 结语

聚合物衬底材料已经开始在 PCR 生物芯片中得到一定

程度的应用 , 从应用的情况来看 , PDMS 和 PC 有可能成为

PCR 生物芯片中的两种主要聚合物衬底材料。这两种聚合

物材料的共同优点是具有较高的玻璃化转变温度 , 很适合

PCR 扩增热循环的要求。但是 , PC 芯片通常具有相对强的

固有荧光背景 [ 1 9 ] , 因而限制了 PCR 生物芯片的实时定量荧

光检测 ; PDMS 的多孔性会在 PCR 扩增过程中引起一系列如

气泡生成、样品蒸发等问题 , 然而通过聚对二甲苯表面处理

可以解决这些问题
[ 14 ] , 而且在 PDMS 芯片上已经成功地通

过 Taq Man 探针技术及利用 SYBR 绿 I 荧光染料对 PCR 扩

增过程进行实时定量荧光检测 [ 15 ] 。由于这两种聚合物各有

自己的优缺点 , 一些研究者开始寻找新的聚合物作为 PCR
生物芯片的衬底材料。从生物兼容性来看 , 这些聚合物材料

表面都会对 PCR 扩增过程产生一定的不利影响 , 因而都需

要进行表面钝化。值得指出的是 , 通过 0. 75% PEG 动力学

钝化 , 直接置于以 PI 为衬底材料的 PCR 芯片反应池中的热

电偶不会对 PCR 扩增过程产生任何不利影响 , 因而允许热

电偶直接对 PCR 过程进行精确的温度控制。从微加工技术

来看 , 以 PDMS 为衬底材料的 PCR 芯片适合用注模技术制

造, 而以 PC 或 PI 为衬底材料的 PCR 芯片通常用激光刻蚀

技术制造 , 这两种方法的优点是制造简单、快速、成本低 , 而
且容易批量化制造。由于 PDMS 具有自粘性 , 通常采用氧等

离子体表面处理来实现两块 PDMS 片的键合 , 这种键合方法

与热键合相比显得简便易实施。在聚合物为 衬底材料的

PCR 芯片封接技术中 , 胶键合也是经常采用的一种快速键合

方式 , 但是通过胶键合的 PCR 反应池很难承受在热循环过

程中所产生的压力。再者 , 胶键合常常配合热键合一起使

用, 因为双面胶带里的胶和杂交反应是生物兼容的 , 而和

PCR 扩增反应一般是不生物兼容的。

总而言之 , 聚合物衬底材料虽然都具有一定的缺点 , 但
是它们所具有的价格低廉、制作简单及生物兼容性较好等优

点已经使它们在 PCR 生物芯片中展示了广阔的应用前景。

目前 , 笔者正在开发一种以聚合物为衬底材料的、廉价的、一

次性使用的 PCR 生物芯片, 主要工作包括对 PCR 生物芯片

的设计、加工、温度控制研究 , 同时也采用荧光显微镜等光检

测装置对 PCR 扩增过程进行实时定量检测以便对其系统进

行优化。
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APPLICATIONS AND RELATED TECHNIQUES OF POLYMER SUBSTRATE
MATERIALS IN PCR BIOCHIPS
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( 1. Micro Energy System Laboratory, Guangzhou Instit ute of Energy Conversion , Chinese A cademy of Sciences , Guangzhou 510640, China;  
2 . D epartment of Thermal Science and Energy Engineering, University of Science and Technology of China, Hefei  230026, China)

  ABSTRACT Special attention is paid for presenting current applications of polymer substrate materials in polymerase chain re-
action ( PCR) biochips and their related techniques such as surface passivation for polymer substrate materials, micromachining ( com-
pression molding, injection molding and laser ablation etc. ) and bonding ( oxygen plasma treatment and anodic bondiing) for PCR bio-
chips.

KEYWORDS polymer substrate material, polymerase chain reaction, biochip, application
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