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Введение

Микрофлюидика (микрогидродинамика) сформиро-
валась как самостоятельное научное направление, изу-
чающее поведение жидкостей (и газов) на микроуровне,
в 1990-е годы. Современным развитием микрофлюиди-
ки является нанофлюидика [1], изучающая эффекты в
наноразмерных системах, транспорт молекул через
наноканалы, взаимодействие с наноструктурами и т.д.

Стремительное развитие микрофлюидики привело к
разработке приборов, в которых осуществляется вос-
производимое управление течением жидкостного и
газожидкостного потоков нано- и пиколитровых объе-
мов жидкости в микроразмерных каналах [2]. Появилась
возможность реализации методик анализа и создания
приборов с отличными от макроаналогов техническими
характеристиками.

Первые микрофлюидные аналитические средства на
планариых компактных устройствах — чипах — вос-
производили методики элсктрофоретического разделе-
ния, впоследствии появились микрочипы, реализующие
другие методы анализа, в частности, на основе полиме-
разной цепной реакции (ПЦР). Пионерскими исследо-
ваниями в области создания систем на микрочиповой
платформе для проведения ПЦР следует считать работы
Л. Криска [3—5]. А первые работы по коммерческому
использованию микрочиповых технологий для ампли-
фикации нуклеиновых кислот провел А. Нортроп с со-
авт. Была показана возможность скоростного проведе-
ния ПЦР на микрочипс [6, 7].

В 1994 году появились публикации работ Рамзея с
сотр., развивающих методы элсктрофоретического и
электрохроматографического разделения проб на мик-
рофлюидном чипе [8—-11]. Эта исследовательская груп-

па занимается созданием высокоэффективных систем по
микро- и нанотехнологиям, предназначаемых для кли-
нической диагностики, высокопроизводительного био-
химического анализа, для решения задач фармакологии
и биотехнологии.

Приборы на основе микрофлюидных чипов облада-
ют рядом преимуществ по сравнению с традиционными
аналитическими системами. Прежде всего это малый
расход реагентов и пробы; высокая чувствительность
определения компонентов пробы; компактные размеры,
низкое энергопотребление.

Отметим, что аналитические системы на основе мик-
рофлюидных чипов за рубежом получили названия lab-
on-a-chip (лаборатория на чипе) и micro Total Analysis
Systems (микросистемы «полного» анализа) [12].

В рамках данной статьи рассматриваются микро-
флюидные устройства на основе чипов для анализа
биологических проб — доступные и надежные системы
диагностики, не требующие специальных условий экс-
плуатации и высокой квалификации персонала [13].

В связи с огромным объемом материала но микро-
флюидным системам, их применению в биологии и
медицине, настоящая статья не претендует на всеобъем-
лющий обзор, ее цель — дать общее представление об
этой динамично развивающейся области.

Микрофлюидные чипы

Топология и конструкция микрочипа для исследова-
ния биологических объектов определяются теми опера-
циями, которые планируется реализовать на чипе. В
простейшем случае микрофлюидные чипы представля-
ют собой конструкцию из двух герметично соединенных
пластин: на одной пластине формируются микроканалы,
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реакторы, клапаны, электроды и другие функциональ-
ные элементы, другая пластина — защитная [14, 15].
Важным моментом в обеспечении работы микрофлюид-
ного устройства является организация движения пото-
ков жидкости по микроканалам. В общем случае спосо-
бы и методы управления движением частиц и потоков в
микрофлюидных устройствах можно классифицировать,
исходя из природы воздействующего поля, побуждаю-
щего движение потоков и частиц: силовые поля (давле-
ние, разрежение, гравитация, центробежные силы и др.);
электрические постоянные (электроосмос, электрофо-
рез) и переменные поля (диэлектрофорез, электророта-
ция и т.д.); электромагнитные поля (фотофорез, опто-
форез, электромагнитофорез, оптический пинцет); маг-
нитные поля (магнитофорез и т.д.); ультразвуковые
поля. Несколько иной подход предлагают авторы [16].
Они рекомендуют подразделять устройства на микро-
флюидной платформе на пять групп в соответствии с
принципами движения жидкости: капиллярные устрой-
ства, устройства, в которых движение пробы осуществ-
ляется под давлением, центробежные, электрокинетиче-
ские и акустические системы. Способ управления дви-
жением потоков жидкости также определяет топологию
и конструкцию микрофлюидного чипа.

Во многих случаях анализируемая проба имеет
сложный состав и для проведения анализа, например,
крови требуется осуществить многоэтапную пробогюд-
готовку, отделить частицы, клетки или молекулы для
последующего анализа. Наиболее простым методом
разделения частиц в микрофлюидных устройствах явля-
ется дискриминация частиц по размерам (фильтрация),
но при этом разделяемые частицы должны иметь разли-
чия в размерах, а для эффективного разделения требует-
ся система фильтров [17]. В некоторых аналитических
системах применяются микрофлюидные чипы, выпол-
ненные в виде диска (CD-чип) [18, 19], в которых дви-
жение потоков вызывают центробежные силы. В этом
случае для разделения частиц необходимо существенное
различие в плотности. Для разделения частиц с близки-
ми характеристиками применяют другие методы [20—
34], например, диэлектрофорез [26—28], оптофорез и
оптическую хроматографию [29,30], магнитофорез
[31, 32], разделение в акустических полях [33, 34] и т.д.
Наиболее распространены электрокинетические мето-
ды, но для их реализации в микрофлюидных устройст-
вах требуется выбор режимов управления, подбор среды
для разделения, учет возможных химических и электро-
химических реакций и т.п. [35, 36].

Изготовление микро- и наноразмерных структур
микрофлюидного чипа

Процесс создания аналитического микрочипа со-
ставляют следующие стадии: разработка топологии и
конструкции микрочипа; изготовление микро- и нано-
размерных структур на подложке; формирование пле-
ночных покрытий и/или обработка поверхности; кон-
троль параметров микро- и наноструктур; создание
интерфейсных устройств; герметизация полученных

структур и элементов; контроль и испытание микрочииа
как готового изделия; упаковка микрочипа.

Методы изготовления микроразмерных структур на
подложке основаны на активном воздействии на по-
верхность материала (фотолитография, лазерная микро-
обработка, литье, кислотное травление, ионно-
реактивная обработка и др.) [37—51], что приводит к
изменению поверхностных свойств подложки.

Подробно с технологиями и методами формирова-
ния микроструктур можно ознакомиться в соответст-
вующих обзорах и книгах [52—59].

Уменьшение поперечного сечения микрофлюидных
каналов до наномасштаба должно обеспечить более
эффективное проведение стадий транспортировки, сор-
тировки и обнаружения отдельных биологических мо-
лекул, например ДНК. Однако высокая стоимость изго-
товления, сложные процессы изготовления, контроля и
испытаний наноструктур ограничивают исследования в
области разработки наноструктур. Между тем методы
разделения и обнаружения с использованием нанокана-
лов весьма перспективны для широкого применения в
медицине, фармакологии, биотехнологии и др. [60, 61].
Так, использование наноразмерных каналов и нанопор в
микрофлюидных устройствах позволяет значительно
повысить аналитические возможности при исследова-
нии биологических проб [62]. Одиночные наноканалы и
нанопоры дают возможность изучать отдельные моле-
кулы, а множество параллельных наноструктур позво-
ляет оперировать с огромным количеством молекул
одновременно и получать более полную информацию об
образце. Нанофлюидные устройства могут использо-
ваться для изучения конформационных, динамических и
других свойств молекул ДНК в различных средах, для
получения генетической информации по длине молеку-
лы ДНК [63].

Выбор метода формирования наноструктур в анали-
тическом микрочипе определяется требуемыми харак-
теристиками и материалом подложки чипа. Для изго-
товления наноструктур или наноканалов в кремниевых,
кварцевых и стеклянных подложках используется фото-
литография с УФ излучением. Существуют различные
комбинации методов, например, фотолитография и
реактивное ионное травление, фотолитография и элек-
тронная литография и др., где оптическая литография
применяется для создания шаблона, по которому фор-
мируется топология чипа [64]. Методы оптической ли-
тографии активно развиваются, причем предпринима-
ются попытки создания способов прямого формирова-
ния наноструктур без применения шаблона. Экспери-
ментально показано, что воздействие фемтосекундного
лазерного импульса на прозрачные диэлектрики приво-
дит к нелинейным повреждениям материала, позволяя
удалять сверхмалые количества материала и формиро-
вать структуры, имеющие размеры меньшие, чем длина
волны излучения лазера. В работе [65, 66] продемонст-
рирована возможность прямой лазерной обработки
материалов и получены наноразмерные каналы и нано-
поры в кварце, стекле, полидиметилсилоксане и алмаз-
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ной пленке на кремниевой подложке. Метод глубокого
реактивного ионного травления позволяет серийно изго-
тавливать микроэлектромеханические системы (МЭМС)
[67] с высокими соотношениями глубина/ширина фор-
мируемых каналов (до 30:1) в кремниевых пластинах.
Этот метод может быть использован при создании на-
ноструктур для аналитических микрочипов. Известны
модификации метода, с помощью которых получены
более высокие соотношения размеров каналов (40:1) и
достигнута их ширина до 130 нм [68]. Использование
сфокусированного ионного пучка распространено в
микроэлсктронной промышленности как техника безма-
сочного производства микро- и наноструктур [69]. Этот
метод также пригоден для прямого формирования нанока-
налов для небольшой партии микрофлюидных чипов [70].

Материалы для микрофлюидных чипов

Традиционными материалами для микрочиповых
устройств являются кремний, кварц и стекло. Оптиче-
ские характеристики и электропроводность кремния
несколько ограничивают его применение в микрофлю-
идных чипах. Кварц и стекло являются оптически про-
зрачными в широкой области спектра, что позволяет
применять оптические методы детектирования.

В последнее время наметилась устойчивая тенденция
использования полимерных материалов, таких как по-
лидиметилсилоксан, поликарбонат, полиметилметакри-
лат, полиэтилентерефталат, полиимид, полимер SU-8 и
т.д. [71]. Полимеры получили широкое распространение
благодаря низкой себестоимости и относительно низкой
стоимости при массовом производстве [72]. Более про-
стыми являются и способы герметизации полимерных
пластин. Но тем не менее кремний и стеклянные мате-
риалы остаются востребованными при создании микро-
аналитических систем, в отношении которых предъяв-
ляются повышенные требования к метрологическим
характеристикам.

Для изготовления микрочиповых устройств часто
используется нолидиметилсилоксан марки Sylgard® 184
— эластомерный материал, обладающий хорошей опти-
ческой прозрачностью и лучшей биосовместимостью,
чем кремний. Из него изготавливаются дешевые микро-
флюидные чипы однократного использования [73], он
может также применяться для герметизации микрофлю-
идных чипов [74]. Хорошей биосовместимостью обла-
дает полиметилмстакрилат (марки Perspex, Plexiglas,
ТОСП и др.) [75]. Он оптически прозрачен, имеет
меньшую собственную флуоресценцию, чем другие
полимеры, например поликарбонат. Применительно к
этому материалу отработаны методы термического
связывания, но недостатком этих методов является то,
что они вызывают изменение размеров герметизируе-
мых структур [76]. Ведутся поиски способов, позво-
ляющих устранить этот недостаток. Так, предложен
метод низкотемпературной герметизации чипа из поли-
мстилметакрилата с использованием растворителя [77].
В нолизтилентерефталате, имеющем низкую температу-
ру стеклования, микроструктуры могут быть сформиро-

ваны методом горячего тиснения без вакуума. Этот
материал может использоваться для изготовления чи-
пов, для функционирования которых не требуются по-
вышенные температуры. В работе [78] для изготовления
чипов из полиэтилентерефталата использовали метод
плазменной обработки поверхности, который обеспечи-
вает улучшение соединительной способности материала
при герметизации. Полимер SU-8 специально разрабо-
тан для микроэлектроники, а затем адаптирован к при-
менению в МЭМС. Из материала SU-8 изготавливают
структуры с высоким пространственным разрешением и
соотношением глубина/ширина до 25 для систем lab-on-
a-chip непосредственно в «обычных» лабораториях, без
дорогостоящего технологического оснащения [79].

Герметизация микрофлюидных чипов

Для получения прочного и герметичного соединения
кремниевых пластин используют термические методы
(при температурах свыше 1000 °С) и методы анодного
связывания (при температурах от 200 до 700 °С и на-
пряжении 250—1500 В).

Технологии обработки кварца и стекол схожи с тех-
нологиями обработки кремния. Методы герметизации
стеклянных чипов основаны на воздействии высоких
температур и давлений, пониженных температур и дру-
гих физических факторов и на процессах химического
связывания. Развитие методов герметизации при низких
температурах [80, 81 ] вызвано необходимостью соеди-
нять пластины с электродами, покрытиями и термочув-
ствительными элементами. Герметизация стеклянных
пластин с микроканалами обычно осуществляется мето-
дами термического связывания (спекания) при высоких
температурах (500—1050 °С), анодного связывания (при
70—500 °С и напряжении 50—1200 В) [82, 83], форми-
рованием промежуточных слоев [84], склеиванием по-
лимерными композициями, в том числе и фотоотвер-
ждаемыми полимерами [85, 86], методами оптического
и глубокого оптического контакта и др. В случае при-
менения методов термического связывания и оптиче-
ского контакта предъявляются высокие требования к
качеству соединяемых поверхностей. Для реализации
этих методов необходимо использовать специальные
средства и оборудование, например термопрессы. По-
этому усилия исследователей направлены на создание
более простых и менее трудоемких методов. В работе
[87] при изготовлении микрофлюидных чипов из кварца
использовали метод низкотемпературного связывания
пластин, включающий стадию соединения пластин и
последующий отжиг при температуре 200 °С в течение
6 ч. Авторами [88] продемонстрирован метод низкотем-
пературного связывания стеклянных пластин после
предварительной обработки концентрированной серной
кислотой в условиях «обычных» лабораторий (для рабо-
ты не требуются чистые комнаты и высокотемператур-
ные печи).

Альтернативный способ герметизации микрострук-
тур — склеивание, достоинством которого является
нечувствительность к присутствию на поверхности ино-
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родных частиц и возможность соединять пластины с
разнообразными функциональными покрытиями, в том
числе с токопроводящими слоями. Широкий ассорти-
мент фотоотверждаемых УФ излучением клеев, пригод-
ных для соединения стекла с металлами и полимерами,
и, следовательно, для герметизации микроструктур дает
возможность развивать эти методы. Такие методы гер-
метизации имеют свои особенности, в частности, требу-
ется создание на поверхности защитной пластины тон-
кого слоя клея толщиной намного меньшей, чем глуби-
на каналов. Например, в работе [89] описывается способ
соединения микрофлюидных чипов с помощью УФ
отверждаемого клея путем введения его и перераспре-
деления между поверхностями соединяемых пластин за
счет капиллярных сил. Методы герметизации фотоот-
верждаемыми полимерами можно использовать в ис-
следовательских лабораториях при изготовлении не-
большой партии аналитических микрочипов [90].

Детектирование в микрофлюидных чипах

Особенностью микрофлюидных аналитических ме-
тодов являются малые количества исследуемых проб, а
следовательно, относительно малые информационные
сигналы. Разработчики аналитических микрочипов
стремятся привлечь методы детектирования, обеспечи-
вающие низкий предел обнаружения, высокую селек-
тивность и чувствительность измерений, высокое быст-
родействие. Распространенными методами детектиро-
вания компонентов биологических проб в микрофлюидных
чипах являются лазер-индуцированная флуоресценция
[91—93], электрохимическое детектирование [94—97],
хемилюминесценция [98], масс-спектрометрия [99, 100],
рамановская спектроскопия [101], интерферометрия и
рефрактометрия [102] и др.

Для подробного ознакомления с методами и способами
детектирования в микрофлюидных чипах рекомендуются
обзоры [103—107]. В последнее время нашли применение
новые методы детектирования, в частности, метод термо-
линзового детектирования [108—110].

Микрофлюидные чипы для разделения и анализа
нуклеиновых кислот и белков

Важным направлением в биологических исследова-
ниях является изучение генетических мутаций и поли-
морфизмов, которые могут видоизменять функции гена
и, по-видимому, являться причиной унаследованных
болезней и других заболеваний. Для экспресс-анализа
ДНК применяются методы капиллярного электрофореза
и электрофореза на микрочипе [111 —114], масс-
спсктрометрия [115—118]; гибридизационный анализ
на микрочипе (биочине) [119]. Метод электрофореза на
микрочипе позволяет проводить анализ малых объемов
пробы с высокой производительностью и быстродейст-
вием на компактных устройствах, которые могут быть
встроены в другие системы [120—123].

Первые работы по использованию электрофореза на
чипе были выполнены в 1990-х годах [124—126]. В
1994 году Вулли и Матис продемонстрировали быстрое

(120 с) разделение фрагментов ДНК (271 и 281 и.о.) на
многоканальном микрофлюидном чипе с каналом дли-
ной 35 мм [127]. По сравнению с традиционным капил-
лярным электрофорезом в методе на микрочипс корот-
кие длины сеиарационных каналов в сочетании с высо-
кой напряженностью электрического поля дают воз-
можность провести быстрое разделение компонентов
пробы — вплоть до нескольких секунд. Эффенхаузер и
др. [128] методом электрофореза на микрочипс прово-
дили разделение смеси олигомеров длиной от 10 до
15 и.о., используя полиакриламид как разделительную
матрицу. МакКормик с соавт. [129] на микрофлюидном
чипе из иолиметилметакрилата разделял фрагменты
двухцепочечных ДНК за время менее 3 мин.

При разделении ДНК методом электрофореза поми-
мо влияния напряженности электрического поля для
достижения качественного высокоскоростного разделе-
ния критическими являются такие факторы, как среда
разделения, концентрация, состав и рН буферного рас-
твора [130, 131]. Для обеспечения эффективного разде-
ления фрагментов ДНК, обладающих примерно одина-
ковой электрофоретической подвижностью в свободном
состоянии, композиция полимерной матрицы чипа
должна быть оптимизирована с учетом химической
природы и физических характеристик полимера и кон-
центрации полимера в буферном растворе [132—136].
Иногда для качественного разделения на микрофлюид-
ном чипе требуется проводить модифицирование по-
верхности микроканалов [137, 138].

В работе [139] использовалась другая техника разде-
ления ДНК на стеклянно-кремнисвых гибридных мик-
роустройствах. Разделение осуществляли в ультрако-
ротких каналах (длина менее 1,5 см) при низком напря-
жении (30 В) в полиакриламидном геле. ДНК-фраг-
менты размером от 120 до 400 и.о. разделяли за 85 мин.
Та же группа исследователей использовала универсаль-
ную микроэлектрофоре гическую платформу, включаю-
щую множество электродов, нагревателей, температур-
ных датчиков, которая позволяют применять различные
гелевые структуры для разделения одно- и двухцепо-
чечных ДНК в канале длиной 1 см [140].

Проект «Геном человека» стимулировал развитие
технологий электрофоретического ссквенирования.
Хотя геном человека считается записанным, но техно-
логия секвенирования постоянно развивается, создаются
коммерческие приборы и аналитические системы в
формате микроустройств. Вулли и Матис [127], исполь-
зуя четырехцветный формат обнаружения, провели
ссквенирование ДНК за 540 с в микроканале длиной
3 см. Лю и др. [141], оптимизировав состав матрицы для
разделения и условия разделения, провели анализ по-
следовательности ДНК с длиной считывания 500 и.о. за
20 мин. В работе [142] ссквенирование ДНК выполнено
на микрочипе с 16 каналами. За 15 мин проанализиро-
вали последовательность ДНК с длиной считывания
450 и.о. Развитием этих работ стало появление много-
канальных микрофлюидных чипов. Так, в работе [143]
были изготовлены 96-канальныс микрочипы с сепара-
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ционным каналом длиной 16 см для считывания до
500 и.о. за 25 мин.

В постгеномную зру наиболее интересной для ис-.
следователей становится протсомика. Карта протеома
человека, подобная геному, даст огромную полезную
информацию биологам, изучающим влияние окружаю-
щей среды и лекарственных препаратов на организм
человека. Для молекулярного исследования состава
клеток перспективны высокопроизводительные устрой-
ства, изготовленные по микрочиповым технологиям
[144]. Важным для клинической диагностики является
изучение белков, так как они могут информировать о
системных заболеваниях. Белки более сложный объект
анализа, чем ДНК. Кроме того, белки невозможно ам-
плифицировать, поэтому необходимо применять другие
способы концентрирования. Анализ белков осложняет-
ся, поскольку они чувствительны к различным физиче-
ским и химическим воздействиям. Задача разделения и
анализа белков успешно решается при использовании
микрофлюидных чипов.

Первая удачная попытка адаптации микрофлюидной
техники к анализу белков с использованием метода
зонного капиллярного электрофореза была осуществле-
на в работах [145—147]. Затем были приспособлены
методы гель-электрофореза, изоэлектрического фокуси-
рования [148—152], мицеллярная электрокинетическая
хроматография, микрохроматофафия [153], электро-
хроматография [154, 155] и другие методы анализа
[156—158]. Для анализа белков в некоторых случаях
применяются наноматериалы, позволяющие увеличить
чувствительность обнаружения [159]. Сочетание мик-
рофлюидных устройств с масс-спектрометрическими
методами позволяет получать впечатляющие результаты
при анализе белков [160].

Метод электрофореза на чипе используется также
для анализа неорганических и органических веществ
[161, 162], для иммунного анализа [163, 164] и пр. Важ-
но отметить, что одним из многообещающих направле-
ний развития микрофлюидных технологий является
разработка приборов для синтеза биополимеров, в том
числе олигонуклеотидов [165]. Такие системы позво-
ляют существенно снизить стоимость генетических
исследований и сократить время синтеза.

Микрофлюидные системы совершенствуются, уде-
ляется внимание созданию дешевых доступных анали-
тических устройств и их составных частей, например,
таких как чувствительный элемент микрофлюидного
устройства на основе модифицированной бумаги
[166, 167].

Микрофлюидные устройства для проведения
полимеразной цепной реакции

Полимсразная цепная реакция (ПЦР) занимает одно
из первых мест среди методов анализа ДНК/РНК как в
научных исследованиях при клонировании генов и сек-
венировании ДНК, так и в прикладных исследованиях
при генетическом анализе, диагностике опасных инфек-
ций, обнаружении генетически модифицированных

продуктов, в медицинской диагностике, криминалисти-
ке и т.п. [168—170].

Современные технологии позволяют изготавливать
микрочипы с реакционной камерой для проведения
ПЦР, характеризующейся высоким соотношением пло-
щади поверхности к объему, что обеспечивает быстрый
и эффективный теплообмен. Микроустройства для про-
ведения ПЦР можно классифицировать по принципу и
механизму нагревания реакционной смеси (прямое на-
гревание камеры, нагрев смеси в потоке, конвекционное
нагревание, нагревание электромагнитным излучением)
и по способам транспортировки реакционной смеси
(стационарные и проточные системы) [171, 172]. К сис-
темам со стационарными реакционными камерами, в
которых температура меняется в течение каждого цикла
амплификации, относятся однокамерные чипы [173,
174] и мультикамерные чипы [175—181]. Пожалуй,
самые важные проблемы функционирования таких сис-
тем состоят в получении однородных управляемых тем-
пературных полей, в предотвращении перекрестного
переноса материала образцов (контаминации) из сосед-
них камер и в модифицировании поверхности реакци-
онной камеры для увеличения эффективности реакции.

Исследователи из Institute of Bioengineering and
Nanotechnology (Сингапур) предложили принципиально
иной подход к созданию стационарных камер для проб
малого объема. Этот подход заключается в использова-
нии специально организованной гидрофобной-олео-
фобной поверхности, с помощью которой капля смеси
ПЦР попадает внутрь другой капли большего объема,
выполняющей функцию реакционной камеры [182, 183].
Такие камеры получили название «виртуальных».

В проточных микрофлюидных чипах для ПЦР при
прохождении реакционной смеси по микроканалу через
соответствующие температурные зоны происходит ам-
плификация. Вариант такого чипа для ПЦР был пред-
ложен Накано с сотр. в 1994 году [184]. Впоследствии
проточные микрочипы были усовершенствованы [185,
186]. В отличие от ПЦР-микрочигюв со стационарными
камерами в микрофлюидных чипах тепловая инерция
системы сведена к минимуму, так как определяющей
является термическая масса ПЦР-смеси. Периодичность
изменения температуры зависит от скорости и стабиль-
ности потока реакционной смеси и времени достижения
термического равновесия. Коммерческие проточные
микрофлюидные чипы из полимерных материалов в
настоящее время выпускаются компанией «Microfluidic
ChipShop GmbH».

Проточный вариант имеет ряд недостатков: образо-
вание пузырьков воздуха в микроканалах неблагоприят-
но влияет на ход реакции; управляемый давлением по-
ток имеет параболический профиль, что приводит к
размытию образца; скорость, с которой реакционная
смесь перемещается в различных температурных зонах,
трудно регулировать и контролировать. Для преодоле-
ния этих недостатков разработаны различные приемы
[187], а иногда и альтернативные подходы. Например,
Накаяма с сотр. [188] предлагает для предотвращения
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образования пузырьков воздуха в каналах вводить в них
капли вязкого масла перед загрузкой ПЦР-смеси. В
работах [189, 190] исследованы механизмы образования
пузырьков в микрореакторах, имеющих разную геомет-
рию, с подводящими каналами, изготовленными в по-
лидиметилсилоксане и стекле. Предложены способы
подавления этого эффекта.

В проточных ПЦР микрочипах с каналами в виде
спирали или серпантина трудно реализовать одновре-
менную амплификацию большого числа проб. В неко-
торых работах, например в [191], предложен микрочип
с линейным каналом, по которому поток циклически
протекает в прямом и обратном направлениях, проходя
через три температурные зоны, что дает возможность
создать конструкцию чипа для параллельной амплифи-
кации множества проб.

Благодаря высокому соотношению площади поверх-
ности к объему реакционных камер и каналов ПЦР-
микрочипов осуществляется взаимодействие между
поверхностью и молекулами реакционной смеси, что
влияет на эффективность реакции. Для успешного про-
ведения ПЦР на микрочипе внутреннюю поверхность
реакционной камеры или микроканала модифицируют.
Методы обработки поверхности могут быть квалифици-
рованы как статические [179, 192—196] и динамические
[179, 188, 197, 198].

Среди исследователей нет единого мнения о том,
какой может быть минимальным объем камеры для
эффективного проведения ПЦР. Ниже кратко представ-
лены микрочипы с реакторами разного объема для
ПЦР-смеси. В [199] разработан микрофлюидный чип
для выполнения 72-х параллельных ПЦР с обратной
транскриптазой, объем вводимой реакционной смеси
450 пл. Описано [179] устройство объемом 33 нл для
проведения 3072 параллельных реакций. Матсубара с
соавт. [175] предложил интегрированное ПЦР-устрой-
ство из кремния с микрокамерами, объем вводимой
смеси 40 нл. В работе [183] авторы сообщают о ПЦР-
системе с «виртуальными» реакционными камерами для
амплификации образца с реакционным объемом 100 нл,
покрытого минеральным маслом (1 мкл). Гуттенберг с
сотр. [200] провели амплификацию образца 200 нл,
находящегося в капле (5 мкл) минерального масла.
Группа Ландерса [201] разработала интегрированное
ПЦР-устройство с системой электрофоретического разде-
ления, в который образец вводится под давлением посред-
ством клапана из эластомера, амплификация проводится в
камерах объемом 280 нл. В работе [202] описывается сис-
тема, в которой амплификация осуществляется в капле
объемом 10 пл, изолированной маслом.

Хотя явно прослеживается тенденция уменьшения
рабочего объема камер амплификации, но все еще раз-
рабатываются и используются варианты проведения
ПЦР на чипе в больших объемах (более 3 мкл). Напри-
мер, группа Ли разработала микрочиповые устройства
для ПЦР с реакционными объемами от 10 мкл
[203, 204]. Для работы с образцами с низким содержа-
нием молекул-мишеней (например, при диагностике)

вариант проведения ПЦР в больших объемах имеет
явные преимущества перед вариантом с малыми объе-
мами, так как в этом случае потери образца в ходе ана-
лиза незначительны. Выполнение же ПЦР в малых объ-
емах не Только уменьшает стоимость анализа, но и со-
кращает его длительность.

Одной из проблем, возникающей при реализации
ПЦР в микрочиповом формате, является контаминация
образца — попадание из внешней среды в реакционную
смесь специфических и неспецифических молекул ДНК,
способных давать ложноположительные или ложноот-
рицательные результаты. Существует радикальное ре-
шение для исключения контаминации при повторных
проведениях амплификации на одном и том же микро-
чипе — работа с однократно используемыми чипами,
изготовленными, как правило, из полимерных материа-
лов. Применительно к чипам многократного использо-
вания разработаны подходы, позволяющие избежать
контаминации. Например, после проведения амплифи-
кации рекомендуется микрочипы промывать органиче-
скими растворителями, концентрированными раствора-
ми неорганических кислот или растворами сильных
детергентов. Для предотвращения кросс-контаминации
на микрочипах для ПЦР со стационарными камерами
используют технологии, позволяющие формировать
поверхности микрочипа с различными свойствами, на-
пример сделать внутреннюю поверхность реакционной
камеры гидрофильной, а внешнюю — гидрофобной
[175]. Такой подход облегчает загрузку и изолированное
удерживание реакционного раствора в индивидуальных
камерах. Другим способом предохранения образца яв-
ляется запечатывание камеры после загрузки образца
специальной пленкой (например, используется полио-
лефиновая пленка фирмы «Sarstedt»).

Многообещающими являются методы «цифровой»
микрофлюидики (digital microfluidics), в которых осу-
ществляется формирование пузырьков в ПЦР-смеси и
их транспортировка через термические зоны [204, 205].

Интегрированные микрочиповые системы

Естественной тенденцией развития микрочиповых
систем является совмещение различных модулей и уст-
ройств на микрочипе [206]. Такая интеграция имеет
свои преимущества и недостатки. Она позволяет изолиро-
вать образец от внешней среды, устраняя тем самым ошиб-
ки, обусловленные загрязнением, человеческим фактором и
т.п.; уменьшить время анализа; обеспечить полный кон-
троль и автоматизацию всех стадий и операций.

В общем случае анализ биологической пробы вклю-
чает несколько стадий. Это разделение и сортировка
клеток, лизис, экстракция и очистка нуклеиновых ки-
слот, их амплификация и детектирование полученного
продукта. Для осуществления этих стадий требуются
интегрированные системы или, по крайней мере, нали-
чие нескольких функциональных модулей на микрочи-
не. Методы разделения и манипуляций с живыми клет-
ками достаточно разнообразны и успешно развиваются
в настоящее время [20, 26, 34, 59]. Особое внимание
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исследователей уделяется выделению и очистке генети-
ческого материала, так как от этой стадии зависит успех
анализа [207].

При создании интегрированных систем зачастую
ограничиваются встраиванием отдельных элементов и
устройств пробоподготовки в микрочип. Как правило,
количество анализируемой пробы очень мало, и требу-
ется каким-либо способом увеличить концентрацию.
Одним из таких способов может служить реакция ам-
плификации ДНК [208]. Во многих микрочипах встро-
енными элементами являются реакционные камеры с
нагревательно-охладительными устройствами для ам-
плификации (см., например, [209]). Полимерная цепная
реакция требует относительно чистых мишеней ДНК, в
то время как реальный образец может содержать раз-
личные примеси. Поэтому в микроканалы чипа встраи-
вают фильтры и элементы для извлечения и концентри-
рования ДНК [210—212]. Вариант полностью интегри-
рованной микрочиповой системы предложен в работе
[213]. В этой системе осуществляется загрузка образца,
его смешивание с реагентами, амплификация ДНК,
электрофоретическое разделение продуктов реакции и
детектирование. Частично автоматизированной систе-
мой является конструкция микрофлюидного чипа [214],
включающего реактор (камеру для проведения ПЦР),
сепарационный канал, систему клапанов, микронасос и
нагреватель. Детектирование результатов разделения на
таком микрочипе осуществляется внешним компактным
устройством.

Современный уровень технологий позволяет изгото-
вить полностью автоматизированные системы в микро-
чиповом формате. Но полная интеграция — это задача,
требующая комплексного решения ряда технических,
технологических и методических проблем. Поэтому для
создания интегрированной аналитической системы на
микрочиповой платформе необходима убедительная
мотивация, поскольку такая разработка требует значи-
тельных финансовых ресурсов и трудозатрат. К настоя-
щему времени создано лишь несколько вариантов пол-
ностью интегрированных микроаналитических систем:
для определения патогенов [215,216], для проведения
медицинской экспертизы и идентификации ДНК
[217,218], для космических исследований [219,220].
Полная интеграция в большинстве случаев нецелесооб-
разна, так как значительно увеличивает стоимость микро-
чипа. Поэтому в настоящее время распространение полу-
чили сравнительно недорогие микрофлюидные чипы со
специализированными системами детектирования.

Коммерческие микрофлюидные устройства
и приборы для исследования биологических проб

Прошло немало времени с момента публикации
первых работ по микрофлюидным чипам и получены
впечатляющие результаты, но внедрение микрофлюид-
ных устройств все еще ограничено. Конечно, следует
иметь в виду, что область микрофлюидики достаточно
новая, а рынок неплохо оснащен альтернативными ана-
литическими средстваами и приборами. В настоящее

время некоторые компании проводят маркетинг и вкла-
дывают средства в проекты создания систем lab-on-a-
chip, предназначаемых для биомедицинских исследова-
ний, медицинской диагностики, космических исследо-
ваний, военных технологий,экологического мониторин-
га и т.д.

Компания «Yole Developpement» (http://www.yole.fr/),
специализирующаяся на создании баз данных и прогно-
зе развития современных технологий (МЭМС, нанотех-
нологий, микрофлюидных технологий и т.д.), предлага-
ет базу данных Worldwide microfluidics database. По
этим данным исследованиями и разработками в области
микрофлюидики занимаются 269 организаций в 31
стране, 118 университетских групп, 35 контрактных
исследовательских организаций. Среди этих организа-
ций «ЗМ Asia Pacific Pte Ltd»; «Adhcsives Research»
(США); «Affymetrix, Inc.» (США); «Bio-Rad» (США);
«Caliper Life Sciences» (США); «Corning Inc.» (США);
«Dai Nippon Printing» (Япония); «Epigem» (Великобри-
тания); «Fluidigm» (США); «GE Global Research»
(США—Индия—Китай—Германия); «IBM Research
Gmbh» (Швейцария); «ITRI — Industrial Technology
Research Institute» (Тайвань); «Luminex» (США); «Micra-
lyne» (Канада); «Microgen» (США); «MicroCHlPS»
(США); «Pamgene» (Нидерланды); «Roche» (Швей-
цария); «Sharp Corporation» (Япония); «Tecan Group»
(Швейцария); «Texas Instruments» (США) и др. Область
интересов этих организаций чрезвычайно широка — от
применения микрофлюидных устройств в микроэлек-
тронной технике и оргтехнике (принтеры, плоттеры и
т.п.) до передовых медицинских и космических иссле-
дований.

Более скромной является область патентования при-
боров и устройств для биологических и медицинских
применений, изготавливаемых по микрофлюидным тех-
нологиям. Здесь главный акцент делается на развитии
индивидуальных компонентов для подготовки пробы,
увеличении эффективности амплификации нуклеиновых
кислот, на создании систем разделения и детектирова-
ния на чипе, миниатюризации систем. В таблице, при-
веденной ниже, (частично использованы данные из
[221] и [222]) дан примерный перечень компаний, обла-
дающих основной долей интеллектуальной собственно-
сти в области микрофлюидных технологий.

Отметим еще ряд компаний, занимающихся разра-
боткой микрофлюидных устройств для анализа биоло-
гических проб.

Бесспорным лидером и пионером по разработкам
микрофлюидных технологий является фирма «Agilent
Technologies», которая производит микрофлюидные
чипы для анализа ДНК, РНК, белков и клеток. Консор-
циумам «Agilent Technologies Inc.» и «Caliper Tech-
nologies Inc» в 1999 году удалось создать коммерческую
систему для автоматизированного анализа нуклеиновых
кислот «Agilent 2100 Bioanalyzer» по микрочиповой
технологии (Caliper LabChip(R) Technology). Компания
«Bio-Rad» (http://www.bio-rad.com) совместно с «Caliper
Technologies Inc.» создала компактную биоаналитиче-
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Таблица

Компании, производящие коммерческие приборы для анализа биологических проб
по микрофлюидным технологиям

Компания (Фирма)

Aclara Biosciences

AVIVA Biosciences
Corporation

Caliper Life Sciences

Cepheid

Fluidigm Corporation

Gyros

Handylab

Microfluidic Systems
Inc.

Micronics

Nanogen

CFD Research
Corporation

Microfluidic ChipShop

Страна

США

США

США

США

США

США

США

США

США

США

США

Германия

Год
основания

1995

1999

1995

1996

1999

2000

1999

2001

1996

1991

1991

2002

Коммерческий продукт

eTags™ Assay System

SealChip

LabChpR, LabChipR 90

GeneXpert, SmartCycler®

BioMark ™ Dynamic Array, BioMark
™ Digital Array

Gyrolab Bioaffy CD

Integrated cartridges

microfluidic cartridges and casettes

PanNAT™, microFlow® System,
Active™ Lab Cards, Access™ cards и

NanoChip

microfluidic cartridge, microchip,
software Pharos™

Microfluidic chips, Microscopy-slide

Адрес в Интернете

www.aclara.com

www.avivabio.com

www.caliperls.com

www.cepheid.com

www.fluidigm.com

www.gyros.com

www.handylab.com

www.microfluidicsystems.com

www.micronics.net

www.nanogen.com

www.cfdrc.com

www.microfluidic-chipshop.coin

Fluigent

MicroLIQUID

Франция

Испания

Micronit Microfluidics Нидер-
ланды

Microchip Biotechnol- США
ogies, (в настоящее
время) IntegenX Inc.

2006

2006

1999

2003

platform, Flow Chip-PCR — Chip-
Genie®, Support Kits

FASTAB Technology, EMMA™
Technology, Microfluidic Control
System, Polymer, Software

Microfluidic chips, Microfluidic chip
holders, Prototyping microfluidic sys-
tems and connectors

Fluidic Connect, Microfluidic chips,
Microfluidic tool kit for on-chip capil-
lary electrophoresis

Microbead Capture. Microscale on

a chip valves (MOV
tem

). Appolo Sys-

www.fluigent.com/

www.microliquid.com

www.micronit.com

www.microchipbiotech.com
(http://integenx.com)

скую систему (Experion™ Automated Electrophoresis

System) на основе электрофоретического метода разде-

ления и микрофлюидного чипа, позволяющую осущест-

вить анализ 10—12 проб за 40 мин. В январе 2002 года

фирма «Caliper Technologies inc.» представила на вы-

ставке LabAutomation 2002 (Palm Springs, Калифорния)

систему для анализа фрагментов ДНК — «Caliper AMS-

90 SE», рассчитанную на потребности лабораторий,

занимающихся массовым анализом проб с фрагментами

ДНК (оценки качества библиотек двойника).

Система AMS-90SE позволяет проводить автомати-

зированный анализ ДНК образцов на микрочипе мето-

дом элсктрофорстического разделения с детектором,

основанном на лазер-индуцируемой флуоресценции;

система снабжена внутренними калибровочными стан-

дартами.

Фирма «Shimadzu Corp.» (www.shimadzu.com) вы-

пустила в 2002 году систему МСЕ 2010 на основе мик-

рофлюидного чипа из кварца для секвенирования ДНК.

Система комплектуется двумя детекторами: со спектро-

фотометрическим УФ-детектором и детектором на ос-

нове лазер-индуцированной флуоресценции. С 2007

года эта фирма производит полностью автоматизиро-

ванную систему МСЕ-202 «MultiNA» для электрофоре-

тического анализа на микрофлюидном чипе.

Компания «Cepheid» — одна из первых начала ком-

мерциализацию интегрированных систем для генетиче-

ского анализа, используя технологию скоростного цик-

лирования 1-Соге® с микрооптикой и электроникой. В

настоящее время она производит два типа анализаторов:

SmartCycler® и GeneXpert®, которые успешно приме-

няются в исследовательских лабораториях, больницах и
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других организациях для быстрого скрининга инфекци-
онных болезней, диагностики рака, обнаружения пато-
генных организмов. Компания «Microchip Biotech-
nologies» (сейчас — «IntegenX Inc») специализируется
на производстве микрофлюидных систем, включающих
устройства пробоподготовки, автоматического секвени-
рования ДНК. Компания «Fluidigm» (http://www.flui-
digm.com) внедряет технологию «integrated fluidic cir-
cuits — IFCs» для производства микроприборов на мик-
рочиповой платформе с системой каналов и клапанов
для контроля жидкости (NanoFlex™ valve). Эти прибо-
ры предназначены для проведения полимеразной цеп-
ной реакции, для кристаллизации белка, для анализа
экспрессии генов и др.

Фирма «Micronics» освоила массовый выпуск мик-
рофлюидных устройств для лабораторных исследова-
ний, в том числе для медицинской диагностики. Фирма
«Micronit Microfluidics» занимается изготовлением и
поставками микрофлюидных чипов для исследователей
во всем мире. Отметим компанию «ThinXXS Micro-
technology» (http://www.thinxxs.com/), специализирую-
щуюся на разработке и производстве микрофлюидных
устройств из пластмасс (полиметилметакрилата, поли-
карбоната, полипропилена и др.) для фармацевтической,
медицинской и химической промышленности. Компа-
ния предлагает услуги по разработке и созданию мик-
рофлюидных чипов методом прецизионного литья под
давлением в соответствии с топологией (или дизайном)
по запросу заказчика. Фирма «Microfluidic ChipShop
GmbH» предлагает широкий ассортимент микрофлюид-
ных чипов и различных вспомогательных устройств,
например, микрочипы для проведения полимеразной
цепной реакции в потоке и вспомогательные устройст-
ва, в том числе и термоциклеры.

Заключение

Микрофлюидные технологии получили существен-
ное развитие — от достаточно простых устройств и
приборов для электрофоретичсского разделения ве-
ществ до систем для одномолекулярного анализа, уст-
ройств для манипуляций с отдельными биологическими
объектами (клетками, бактериями и вирусами) и интег-
рированных микроаналитических систем. В современ-
ных разработках микрофлюидных устройств на основе
чипов прослеживаются следующие тенденции: миниа-
тюризация; интеграция функциональных модулей на
единой подложке; увеличение числа измерительных
каналов или реакционных камер; применение нанораз-
мсрных систем; тотальная автоматизация и контроль
всех стадий процесса на чипе.

В рамках краткого обзора невозможно полно рас-
смотреть конструкции, методы и области применения
микрофлюидных систем для биологических и медицин-
ских исследований. Незатронутыми оказались микрочи-
повые системы для исследований клеток, бактерий и
вирусов.

Развитие микрофлюидных химических систем про-
должается. Появилось новое направление, сочетающее

микрофлюидную технологию и методы микроскопии
высокого разрешения (атомно-силовая микроскопия,
оптическая микроскопия ближнего поля, конфокальная
сканирующая микроскопия). Микрофлюидные техноло-
гии дают возможность фиксировать объект измерений
— клетку на выбранном участке микрочипа [223—225],
обеспечить течение жидкостей вокруг клетки, а методы
микроскопии высокого разрешения позволяют получить
информацию о поведении и реакции клетки на измене-
ние окружающей среды, о процессах взаимодействия с
другими клетками и т.д. [226, 227].
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