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(57)摘要

本发明提供了一种在透光性微柱的腔体内

固定微珠的方法，包括：1)将光聚合组合物加入

所述微柱的腔体内，所述光聚合组合物为包含预

聚物和光引发剂的水性溶液，所述光引发剂用于

产生自由基以促进所述预聚物的聚合；2)在光掩

模协助下，用光照射填充有所述光聚合组合物的

至少一部分腔体，使得所述预聚物固化在所述至

少一部分腔体内，形成多孔挡板；3)清洗所述微

柱，以除去未反应的残余物；4)加入待固定的微

珠；5)重复步骤1)至3)，以将所述微珠固定在所

述多孔挡板之间，形成微珠段。本发明还提供了

通过该方法制备的微柱以及该微柱在免疫检测

方面的应用。本发明的微柱采用微珠原位固定方

式，具有预先包埋、位置固定、方便运输和易于保

存等优点。
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1.一种在透光性微柱的腔体内固定微珠的方法，包括：

1)将光聚合组合物加入所述微柱的腔体内，所述光聚合组合物为包含预聚物和光引发

剂的水性溶液，所述光引发剂用于产生自由基以促进所述预聚物的聚合；

2)在光掩模协助下，用光照射填充有所述光聚合组合物的至少一部分腔体，使得所述

预聚物固化在所述至少一部分腔体内，形成多孔挡板；

3)清洗所述微柱，以除去未反应的残余物；

4)加入待固定的微珠，

5)重复步骤1)至3)，以将所述微珠固定在所述多孔挡板之间，形成微珠段。

2.如权利要求1所述的方法，还包括采用另一种或更多种微珠重复进行步骤4)和5)，以

在所述微柱内形成多个微珠段。

3.如权利要求1或2所述的方法，其中所述微珠表面偶联有捕获分子。

4.如权利要求1或2所述的方法，其中所述预聚物为ENTG3800，所述光引发剂为2-羟基-

4′-(2-羟乙氧基)-2-甲基苯丙酮。

5.如权利要求4所述的方法，其中ENTG3800在所述光聚合组合物中的体积比为10％至

70％，2-羟基-4′-(2-羟乙氧基)-2-甲基苯丙酮在所述光聚合组合物中的体积比为1％至

10％。

6.如权利要求1或2所述的方法，其中所述微柱的内径在0.1mm至10mm。

7.如权利要求5所述的方法，其中所述光照射采用365nm波长的紫外光，以100mW/cm2照

射2分钟。

8.权利要求1至7中任一项所述的方法制备的在腔体内固定有微珠的微柱。

9.权利要求8所述的微柱在免疫检测中的应用。
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腔体内固定有微珠的微柱及其制备方法和应用

技术领域

[0001] 本发明涉及微柱及其制备方法，尤其是可应用于免疫学微量检测和快速检测的微

柱及其制备方法。

背景技术

[0002] 免疫检查是医院广泛开展的检测项目，通过抗原与抗体的相互作用，检测血清或

血浆中的生物标志物。目前使用较多的有酶免、放免、时间分辨荧光、磁珠化学发光等方法。

其中，微珠由于其具有比表面积大的优点已广泛用于免疫反应。但是，目前微珠在免疫反应

中的使用多为悬浮式反应，如在磁珠化学发光中，磁珠通过物理的随机碰撞，将偶联在其表

面的捕获分子与反应体系中的待测样品进行结合。这种反应方式，所需要的反应时间较长，

而且很难进行绝对的充分反应。如果将微球紧密地固定于一个狭长的反应通道中，由于微

珠间缝隙较小，且反应通道有一定长度，此时将样品缓慢依次通过这个通道，就会使捕获分

子与待测样品的碰撞几率大大提高，可以缩短反应时间和提高检测灵敏度。

[0003] 微反应体系具有需要的样品量少的优点。这可以减少患者痛苦，特别是对于需要

反复采血的患者。因此，微反应体系是免疫检测的一个重要发展方向。微纳米级别的反应柱

(即微柱)可以很好地用于微反应体系的建立。但是，制备微纳米级别的反应柱具有一定难

度。传统的柱床式装柱方法，是在通道尽头设置一个多孔的大坝结构用来阻挡填料的溢出。

但由于目前的微加工技术最小加工精度通常在10μm左右，即通道末端大坝孔径最小为10μm

左右，为了保证微珠不会溢出通道，要求使用的微珠直径至少在20μm以上。微珠直径越大，

比表面积就越小，而常用的高灵敏度的免疫微珠的直径在0.3至3μm之间，因此传统的柱床

式微柱无法用于一些灵敏度较高的检测项目。

发明内容

[0004] 为克服上述问题，在一方面，本发明提供了一种在透光性微柱的腔体内固定微珠

的方法，包括：

[0005] 1)将光聚合组合物加入所述微柱的腔体内，所述光聚合组合物为包含预聚物和光

引发剂的水性溶液，所述光引发剂用于产生自由基以促进所述预聚物的聚合；

[0006] 2)在光掩模协助下，用光照射填充有所述光聚合组合物的至少一部分腔体，使得

所述预聚物固化在所述至少一部分腔体内，形成多孔挡板；

[0007] 3)清洗所述微柱，以除去未反应的残余物；

[0008] 4)加入待固定的微珠，

[0009] 5)重复步骤1)至3)，以将所述微珠固定在所述多孔挡板之间，形成微珠段。

[0010] 在一些实施方案中，该方法还包括采用另一种或更多种微珠重复进行步骤4)和

5)，以在所述微柱内形成多个微珠段。

[0011] 在一些实施方案中，所述微珠表面偶联有捕获分子。

[0012] 在优选的实施方案中，所述预聚物为ENTG3800，所述光引发剂为2-羟基-4′-(2-羟
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乙氧基)-2-甲基苯丙酮。

[0013] 在更优选的实施方案中，ENTG3800在所述光聚合组合物中的体积比为10％至

70％，2-羟基-4′-(2-羟乙氧基)-2-甲基苯丙酮在所述光聚合组合物中的体积比为1％至

10％。

[0014] 在一些实施方案中，所述微柱的内径在0.1mm至10mm。

[0015] 在一些实施方案中，所述光照射采用365nm波长的紫外光，以100mW/cm2照射2分

钟。

[0016] 在另一方面，本发明还提供了通过上述方法制备的在腔体内固定有微珠的微柱。

[0017] 在另一方面，本发明还提供了所述微柱在免疫检测中的应用。

[0018] 本发明的微柱采用微珠原位固定方式，具有预先包埋、位置固定、方便运输和易于

保存等优点。

附图说明

[0019] 图1显示了本发明微柱的一个实施方案的示意图，在该微柱中包含一个微珠段。

[0020] 图2显示了本发明微柱的另一实施方案的示意图，在该微柱中包含多个微珠段。

[0021] 图3显示了以本发明微柱来检测C反应蛋白(CRP)的曲线图。

具体实施方式

[0022] 除非另有说明，本文使用的所有技术和科学术语具有本领域普通技术人员所通常

理解的含义。

[0023] 如图1所示，本发明提供的微柱包括腔体1、微柱段2和多孔挡板3(图中还示意性地

显示了微柱段2和多孔挡板3的部分放大结构)。微珠段2和多孔挡板3位于腔体1中，并且微

珠段2位于两多孔挡板3之间。腔体1本身也是待检样品、洗涤液等的流动通道。微珠段2的长

度一般在1mm至10mm，多孔挡板3的长度一般在0.1mm至10mm之间。

[0024] 在另一个实施方案中，如图2所示，本发明提供的微柱包括多个微柱段2，每个微珠

段2可以包括不同的微珠，例如这些微珠带有不同的捕获分子(例如抗体)。

[0025] 制备微柱的材料可以是环烯烃共聚物(COC)、聚甲基丙烯酸甲酯(PMMA)、聚苯乙烯

(PS)等透光性较好的光学材料。微柱在形态上可以为两端开口的细长管状物，或者可以是

在上述材料上形成的一个或多个两个开口的细长通道。微柱的腔体1的横切面可以是圆形、

正方形、长方形等可以容纳液体的规则形状。腔体1的长度可以为1mm至10cm。

[0026] 微珠段2由填充在腔体1中两多孔挡板3之间的微珠形成。该微珠可以是磁性微球、

乳胶微球、二氧化硅微球等生物学常用的微型小球。微珠直径范围是可以在500nm至100μm

之间。微珠表面一般偶联有捕获分子，例如抗体和包含链霉亲合素在内的蛋白等。偶联方法

通常包括羧基、羟基、氨基、甲苯磺酸基等偶联方式，以及物理吸附。这些捕获分子用于将样

品中的待测物质捕获至微珠表面，然后使用相应的表征方法进行定性或定量分析。

[0027] 多孔挡板3由光聚合组合物形成。该光聚合组合物为包含预聚物和光引发剂的水

性溶液。预聚物指能发生自由基固化反应并产生多孔通道的部分聚合化合物。这些化合物

的特点是其在分子末端含有双键，例如ENTG3800。预聚物的使用比例为10％至70％(体积

比)，预聚物的比例越高，所形成的多孔挡板的孔越致密，所需要的光聚合时间也越短。引发
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剂是一些能经紫外光照射而产生自由基的化合物，如2-羟基-4′-(2-羟乙氧基)-2-甲基苯

丙酮。引发剂使用比例为1％至10％(体积比)，引发剂用量越大，光聚合时间越短。该光聚合

组合物其它成分例如为水、磷酸缓冲盐水(PBS)、生理盐水等。紫外光可通过紫外光发生器

来产生，例如可以将发射的波长设置为365nm。所设置的功率越高，光聚合时间就越短。通过

调整预聚物的使用比例，可以形成具有不同孔径的多孔挡板。就本发明的目的而言，所形成

的多孔挡板的孔径大小在一方面可以防止微珠穿过，另一方面应允许生物大分子如蛋白等

自由通过。

[0028] 本发明的微柱可通过如下方式制成。先将光聚合组合物加入微柱的腔体1内，采用

光掩模仅将需要固化的微柱位置暴露于紫外光下，光聚合物组合物在此位置固化(即形成

多孔挡板3)后，洗去未反应的残余物，然后将需要固定的微珠填充至该多孔挡板3的一侧，

微珠填充完毕，在微珠的开放侧(即无多孔挡板侧)再形成一多孔挡板3，从而将微珠固定于

两多孔挡板3之间，形成微珠段2。当提及微珠时，本文的用词“固定”指通过多孔挡板3将微

珠群体总体上保持在微柱的特定位置，它们不会穿过多孔挡板3而溢出，但对于每个具体的

微珠而言，它们可以在微珠段2内移动。可以按此方式形成多个微珠段2，这些微珠段2可以

是连续的，即它们仅由多孔挡板3隔开，也可以是不连续的，即除了多孔挡板3之外，它们之

间还包括一段空白腔体。具有多个微珠段2的微柱可用于样品中多个项目的联合检测。

[0029] 这里提到的光掩模例如可以是一种可以用于打印的透明材料，将需要避光的部分

用打印机处理成黑色，也可以是一种能被微加工成具有镂空结构的不透明材料，将需要曝

光的部分刻成镂空的结构。

[0030] 本发明的微柱可以配合进样器和检测器，进行手动加样、洗涤和检测，也可以集成

至全自动仪器的免疫分析模块中使用。

[0031] 以下结合具体实施例来阐述本发明。

[0032] 实施例1多孔挡板的制备

[0033] 通过本实施例来比较相同用量的引发剂2-羟基-4′-(2-羟乙氧基)-2-甲基苯丙酮

与不同用量的预聚物ENTG3800(购买自日本关西涂料)所制备的多孔挡板的通透性。首先，

准备两组光聚合物组合物：高浓度组(引发剂体积比：3％，预聚物体积比：45％，剩余补充

PBS)和低浓度组(引发剂体积占比：3％，预聚物体积占比：7％，剩余体积补充PBS)。接着从

微柱一端加入5μl该组合物，并使用镂空的锡箔纸作为光掩模遮盖于上述微柱上，使镂空位

置(1mm×1mm)对准需要聚合的位置。然后使用紫外固化设备(波长：365nm，功率：100mW/

cm2)照射处理2min。最后用微量进样器，以5μl/min的流速用PBS洗涤多孔挡板30min，以除

去未固化的组分。

[0034] 以荧光标记抗体检测多孔挡板的通透性：将上述制备好的两种带有多孔挡板的微

柱，分别使用微流控进样器从一端进样0.1μg/ml  DyLight650标记的CRP抗体GR26(购买自

厦门同仁心生物技术有限公司)(缓冲液：含1％BSA的PBS)，进样速度为5μl/min。进样5min，

并从微柱的另一端连续收集20μl流穿液。将流穿液转移至96孔板中，使用多功能荧光酶标

仪的620nm/680nm滤光片检测并记录荧光值，同时使用相同体积的0.1μg/ml  DyLight650标

记抗体和PBS作为对照组。检测结果如表1所示，两组多孔挡板的荧光抗体流穿液的荧光值

都与DyLight650标记抗体对照组无明显差异，说明抗体均可以自由通过上述两组多孔挡

板。
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[0035] 以粒径400nm的绿色荧光微球检测多孔挡板的通透性：将上述制备好的两种带有

多孔挡板的微柱，分别从一端进样1μg/ml粒径400nm的绿色荧光微球(购自苏州为度，缓冲

液：含1％BSA的PBS)，进样速度为5μl/min。进样5min，从微柱的另一端连续收集20μl流穿

液。将流穿液转移至96孔板中，使用多功能荧光酶标仪的485nm/525nm滤光片检测并记录荧

光值，同时使用相同体积的1μg/ml绿色荧光微球和PBS作为对照组。检测结果如表1所示，高

浓度组多孔挡板由于预聚物含量较高，形成的挡板孔洞小，致使流穿液中未检测到荧光微

球，即高浓度组挡板孔径应＜400nm，可以成功截留400nm及以上直径的微球。而低浓度组由

于挡板孔洞较大，使得绝大部分400nm微球可以自由通过，即低浓度组挡板孔洞平均直径＞

400nm。

[0036] 表1多孔挡板通透性分析

[0037]

[0038] 实施例2免疫检测微柱制备及C反应蛋白(CRP)检测分析

[0039] 取实施例1中制备的一端带有高浓度组的小孔径挡板的微柱，使用微流控进样器

从另一端进样1μg/ml链霉亲合素包被磁珠(磁珠购自Thermo，直径：1μm，缓冲液：含1％BSA

的PBS)，进样速度5μl/min，直到磁珠充满整个微柱(稍微留些余量用于制备另一多孔挡板)

时停止进样，然后采用实施例1的高浓度组多孔挡板的制备方法，在微珠的另一侧(无多孔

挡板侧)形成多孔挡板，最后以5μl/min的流速用PBS洗涤微珠30min，以除去未固化的组分。

[0040] 将生物素标记的CRP抗体GR25(购买自厦门同仁心生物技术有限公司)(浓度：1μg/

ml，缓冲液：含1％BSA的PBS)，使用微流控进样器进样至上述两端带有多孔挡板、中间装有

链霉亲合素包被磁珠的微柱腔体中，进样速度5μl/min，进样2min。进样结束，使用PBST以相

同的流速洗涤2min。将梯度稀释CRP抗原(起始浓度：500ng/ml，2倍梯度稀释，共10个浓度，

缓冲液：含1％BSA的PBS)，以5μl/min的流速向上述含有生物素化抗体的反应通道中进样，

共进样2min。进样结束，使用PBST以相同的流速洗涤2min。洗涤结束，以相同的流速进样1μ

g/ml  DyLight650标记的CRP抗体GR26(缓冲液：含1％BSA的PBS)，进样2min。进样结束，使用

PBST以相同的流速洗涤2min。洗涤结束，在激光共聚焦荧光显微镜下拍照记录，使用ImageJ

软件进行荧光强度分析，结果如表2和图3所示，CRP检测范围为1ng/ml至500ng/ml。

[0041] 表2  CRP检测结果分析
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[0042]

[0043] 在免疫检测应用中，为了联合检测多个项目，可以使用带有多个微珠段的微柱。这

些微珠段含有偶联有不同捕获分子的微珠。这些捕获分子可以直接结合样品中的待检分

子，或者可以通过中间分子(例如，实施例2中的生物素标记的CRP抗体GR25)来结合待检分

子。

[0044] 以上通过具体实施例对本发明进行了详细说明，应当指出，对于本领域技术人员

来说，在不脱离本发明精神和范围前提下，还可以对这些实施例或实施方案作出若干改动，

它们也应视为在本发明的保护范围内。

说　明　书 5/5 页

7

CN 109507414 A

7



图1
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图2

图3
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