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摘    要

微型全化学分析系统(mTAS)是20世纪九十年代初提出的新兴分析化学技术，其核心在于将所有分析化学过程中的各种功能及步骤缩微化和集成化，包括：泵、阀、流动管道、混合反应器、试样分离、检测器、电子控制部分等。mTAS希望把化学分析过程缩微在一几个平方厘米的芯片上，最大的特点就是样品与试剂消耗低、高效、可在线操作等。目前已经实现了毛细管电泳(CE)、液相色谱(LC)等的缩微化，但是由于现在微加工技术的限制，还没有完全实现mTAS的概念，一些部件并没有完全集成上去，很多方面还需进一步的研究证实。

本文首先从mTAS的缩微化理论入手，探讨了流体的微尺度效应，借鉴色谱理论讨论了缩微化的优越性及实用性。以量纲分析和相似性原理对微流体的流动参数进行了分析。分别对压力驱动流体和电渗流驱动流体的分散与混合进行了讨论，在压力驱动流体下，设计的管道存在折叠对微管道中样品与试剂的混合有利；在电渗流驱动下，对称以及深宽比高的微管道最佳。

研究了有机玻璃制作化学微芯片的方法，优化出一条集微管道印刻、微管道密封的技术路线，该方法简单、所需设施简易，适合于大多数普通实验室的制作。在本研究的技术路线下，成功制作了二维及三维的有机玻璃化学微芯片，并且在其上进行的化学发光标准样品测试表明，制作芯片具有较好的性能。同时在其上进行的流体混合试验印证了部分理论分析的结果。
自制巯基棉，对环境中有毒金属Pb2+进行了分离富集，在有机玻璃化学微芯片上，优化Luminol-KMnO4-Pb2+及Luminol-H2O2-Pb2+化学发光反应的条件、芯片流路流体参数的情况下进行了分析测试。对环境水中的有机铅及铅离子分别进行了测试，通过化学反应的转化，间接测定了汽油中的四乙基铅的含量，其结果与原子吸收方法比较，较为满意。本文的研究可以为mTAS进一步对环境中有毒金属的形态进行分析、测定生化样品打下基础。
关键词：微型全化学分析芯片，化学发光，铅，制片

Abstract

In the 90’s of 20th, Micro-Total Chemical Analytical Systems(mTAS), a new analytical chemical technique, was proposed, which down-scaled and integrated pump, valve, liquid conduit, mixer, sample separation, detection and electronic circuit in analytical chemical processing. In several square centimeter chip, completing total analytical process is The ultimate aim of mTAS. Low consumption of sample and reagent, high efficiency and on-line. At present, Miniaturized of capillary electrophoresis and liquid chromatography have been realized, but concept of mTAS has not been realized fully for limit of micromachining technique, some units have not been integrated in chip, and some fields will be researched ulteriorly.

Microfluid flow behavior in microconduit was analyzed based on theory of miniaturizing, advantage and practicability were discussed in terms of theory of chromatography. Fluid kinetic parameters were analyzed by dimension analysis and similarity theory. Dispersion and mixture were argued with pressure driven-flow and electroosmosis driven-flow, under pressure driven-flow, it was advantageous of dispersion and mixture for blend and spiral conduits. Under electroosmosis driven-flow, uniformly narrow channels were better.

The methods of fabricating Lucite chemical chip were researched, and techniques of fabricating microconduits and sealing were obtained. two dimensional and three dimensional Lucite chemical chip were fabricated with the technique. the results of chemiluminescence detection for standard samples showed that Lucite chemical chip had good performance. Fluid mixture experiments argued some theory results.

Sulfhydryl Cotton was prepared and toxic heavy metal ions Pb(II) in environment samples were separated and riched. Optimum conditions of Luminol-KMnO4-Pb2+ and Luminol-H2O2-Pb2+ chemiluminescence reaction and flow parameters in microchip were determined. Organlead and lead ion of environment waters were measured. tetraethyl lead was determined inderictly by conversion of chemical reaction, and compared with AAS, the results were satisfying. The study was helpful for speciation analysis of metal elements and biochemistry samples analysis.

Keywords: Micro-total Chemical Analysis chip, Lead, Chemiluminescence, 

Fabrication
1 绪  论

1.1 mTAS的基本概念及其特点

20世纪90年代，分析化学家提出了微型全化学分析系统(Micro-total chemical analysis system, mTAS)的概念[1,2]。其含义是在距离检测点很近的地方完成样品所有的处理步骤的微分析系统。涉及到一个分析方法中所有部件的微型化，如泵、阀、流路、反应室、检测器以及相应的电子设备等。mTAS的核心在于将取样、预处理、分离、反应及测定这几个必经的分析步骤集成在一几平方厘米的微芯片上[2,3,4]，芯片上管道依据测定体系中待测物所需的化学反应的过程并结合微结构的特性进行设计。体系的取样点可以非常接近待测体系，这可减免分析过程中样品转移，从而高效、快速地完成试样的取样、分离、分析及检测。mTAS的分析管道一般仅为几微升或更低，对检测器的要求较高，目前常采用光学检测方法和灵敏度较高的电化学检测。响应时间快、试样和试剂耗用量低，易于自动化在线和遥控操作等特点[5]使得mTAS将成为连续监测化学工业及生化过程中化学品浓度的理想方法，在许多方面都具潜在的应用前景[6,7]，如生物过程[8]、环境及药物科学[9]、控制过程[10]，以及连续监测日益重要的有关领域[11,12,13,14,15]。对被分析物在极低浓度下监测还可以帮助诊断过程中的问题，即减少对系统外实验室的依赖。理论和实践都证明，mTAS最重要的不仅是其尺寸的大小，而是其高效性、集成化和自动化的性能。

1.2 mTAS的研究现状

自从20世纪90年代初以来，国外就展开了对mTAS的有关研究工作，并且得到了分析化学家的认同和关注，目前已成为化学和生物化学等学科的前沿之一。已有的研究[2,16]表明微型化过程除了可以减小试剂和样品用量，缩短分析时间，提高分离效率的基本特征外，更突出的优越性是改善分析操作，提高组件集成度，增大结果输出率并易于自动化。国内从20世纪90年代末逐步开始进行了mTAS的研究，但是其对mTAS研究的概念极为狭窄，主要是毛细管电泳(CE)的缩微化。不论是国内或国外，真正体现mTAS的设计思想的研究较少且不成熟，正因如此，相关研究蓬勃兴起。
1.2.1 CE缩微化的研究

毛细管电泳分析自从20世纪80年代末出现以来，以其特殊性能和功用在分析化学中占据了极为重要的地位。毛细管的特点是，容积小；侧面积与截面积比大，因而散热快、可承受高电场；可使用自由溶液、凝胶等为支持介质，在溶液介质中能产生平面形状的电渗流。毛细管电泳因此有许多突出的优点，高效、快速，分离模式多；分析对象广，小到无机离子大到整个细胞；操作可高度自动化；样品与试剂消耗少，运转费用低。CE的高分析速度已是事实，但在很多生化反应、生产流程中的质量控制分析等都需要更快的分析速度，进一步提高CE的分析速度将会产生深刻的影响。随着mTAS概念的提出，大量研究者把mTAS的概念首先应用到了CE上，因为CE的特点很容易实现微型化，而且缩微化后可以减少操作高电压带来的危险，可以把CE上万伏的电压降到几千伏，同时不损失分离效率。

在国外学者的研究中，CE缩微化运用在分析测试中可说是层出不穷，缩微化中用到的方法的独特也让人赞叹。如Manz等[17]在微芯片上实现的同步循环毛细管电泳(SCCE)，在芯片上刻蚀出井字形的槽道，大大提高了分离的塔板数。Wolley等[18]在芯片上刻蚀出并列的多根分离管道，同时进行分离，叫做分离阵列(separating capillary array)。Simpson等[19]制作了能同时检测上百个样品的毛细管基因分析阵列，提高了输出信息的密度。CE的微型化具有高效、快速、样品试剂用量少等优点。从上世纪90年代初以来，微型化CE在DNA分析和测序、氨基酸和蛋白质的分离、免疫测定、生物细胞研究等领域[20,21,22]发挥作用。Jacbons等[23]采用简单交叉式结构玻璃芯片，在1.5 kV/cm的外加电场以及不同的分离长度下对荧光染料Rhodamine B和Fluorescence进行了分离，并采用激光诱导荧光检测。Jacbons等[24]在同一芯片上进行了细胞降解、多重PCR放大及电泳分离，整个过程只需3min。Effenhanser等[25]用相似设备分离了荧光标记的氨基酸，14 s内可实现5种中性氨基酸的基线分离。Regnier等[26]报道了微芯片上的填充柱毛细管电色谱(CEC)，这种方法采用微机械技术在石英片上刻蚀单刻蚀石英柱来解决装填问题，分离管道由硅柱间相互连接的微管道组成，使用此结构实现了Rhodamine 123的毛细管电泳分离。化学反应器可以很容易组合到微芯片上，并且反应体系死体积很小。Fluri等[27]研究表明，设计合理的混合装置对反应器的有效性十分重要，他们采用Y型混合装置混合氨基酸溶液和荧光标记试剂OPA，在20 s内产生约90000塔板数，并估算了反应器的几何形状可能会引起10％的塔板数的下降。Harrison等[28]使用毛细管电泳芯片研究了人血清中茶叶碱免疫测试方法。Effenhanser等[29]在充满非交联的10％T聚丙烯酰胺的微管道系统中按体积大小分离了磷硫代寡核苷酸盐(Phosphorothioate oligonucleotide)。Woolley和Mathies等[30]用9％的T聚丙烯酰胺筛分介质填充微制造的电泳管道，进行DNA测序。聚合酶链反应(PCR)允许在有如整个人类基因库的复杂混合体系中将所有特殊的核酸序列进行放大，但其热循环速度受试验条件限制。Zhang等[31]设计了一种新的微芯片，集成了毛细管电泳/电喷射质谱(ESI-MS)，并且可以进行自动取样。Kopp等[11]提出的连续流动PCR微芯片极具特色，放大了大的DNA样品中特殊的DNA序列。Harrison等[32]对细胞的电渗转移进行了研究，血红细胞在几百毫秒内由十二烷基硫酸钠按要求实现了有效的分析。Schmalzing等[33]以微芯片毛细管电泳装置检测了p53压制基因上单核苷酸多晶型(SNP)位置，比常规毛细管电泳快10～50倍。Wang等[34]制作PMMA芯片电泳装置，同时集成了电化学检测方法。
国内在CE缩微化方面的研究在20世纪90年代后期开始起步，但是，研究范围极为狭窄，用于实现分离的芯片管道的设计较为单一。吴友谊等[35]在有机玻璃上刻蚀微管道后，嵌入一段6cm长的毛细管作为分离通道，采用三电极体系柱端检测了1´10-4 mol/L的多巴胺(DA)，具有良好的重现性，并在该系统上分离了邻苯二酚(CA)和多巴胺的混合物。印燕等[36]设计了单片集成毛细管区带电泳分析器，对2种色素的分离中，在100 V/cm的电场下，理论塔板数可至40 000。汤扬华等[37]利用微细加工技术在玻璃上刻蚀了十字型的电泳芯片，测试了微管道的伏安特性曲线。在该系统上进行了注样和分离试验，采用激光诱导荧光法进行了检测，利用CCD拍摄了进样和分离的全过程。

mTAS概念提出后，CE缩微化是毛细管电泳发展的必然趋势[38,39]，大量的毛细管电泳研究者都把研究目光投在了CE的缩微化上，以前定期召开的国际和国内毛细管电泳会议已经把mTAS作为主题纳入。

1.2.2 FIA缩微化的研究

流动注射分析(FIA)的出现打破了人们过去一直认为进行连续流动分析最基本的前提条件为空气间隔、样品与试剂均匀混合达到稳态。FIA并不追求化学反应的平衡，它只追求一个样品有什么变化，任何其他的样品也有相同的变化。因此可以说FIA是以下三条原理的组合[40]，样品注入、受控制的分散、可重现的时序。FIA增强了分析化学的溶液处理技术，大大提高了分析化学的自动化程度。FIA的管道半径一般为0.5 mm，要使样品从注入到检测有一定信号，需要一定的管长。假如FIA中分析时试剂是很贵重的生物样品时，将会消耗掉大量的贵重生物试剂。这使分析化学家想到了FIA的微型化，Tijssen[41]第一次指出并计算了FIA管道半径从毫米降到微米的结果。FIA微型化有一些不容置疑的优点。由于反应器体积与管道半径的平方成正比；径向混合速度反比于管道半径的平方；采样频率与管道长度的平方根的倒数成正比。因此，FIA的缩微化对样品和试剂的消耗非常小，而且采样频率很高。在20世纪80年代中期研究者就提出了FIA的缩微化[42]，但是由于当时技术条件不成熟，如FIA缩微化后，载流的驱动将会需要高压，对泵的性能要求较高，而且检测器的响应存在极限问题。20世纪90年代初，随着微型全化学分析系统概念的提出，人们再次把目光转移到了FIA上[43,44]。FIA缩微化后，样品注射、反应、检测等将会被集成到微芯片上，在这其中，载流流动的驱动泵、混合管路、反应室、检测点等是设计时要重点考虑的因素。Manz等[45,46]在这方面做了大量卓有成效的工作，其利用多个硅微泵集成在硅芯片上，各个泵分别用来注样、驱动、注入试剂等，实现了无阀微系统，对水溶液中磷酸盐进行了分析。同时，通过层叠多层芯片的技术可以实现多流路微系统。由于FIA缩微化时，载流输送泵和阀等关键部件的集成在现阶段的条件下虽然可以实现，但微泵和阀等机械传动装置的制作非常困难，同时其在微液流路中的影响复杂，使其微型化应用受到一定限制[44]。为了避免集成微型泵等机械部分的困难，发展以电渗流(EOF)为基础的微型流动注射分析系统变得活跃起来。FIA缩微化技术和分离技术的密切关系，使得在将来可能会产生混合系统。生物技术传感器在微型化FIA技术中发展最快[47]。如DNA片段分析[48]、免疫分析[19,49]、基因分析[50]等。将来的研究还应包括现有的方法，如质谱(MS)和核磁共振波谱(NMR)。同时，使FIA的缩微化向连续流动化学处理过程(CFCP)发展是一种较好的方向，Manabu Tokeshi等[50]就使用CFCP在微芯片上集成微处理单元、多支流汇合进行了Co2+等离子的检测。

1.2.3 mTAS的进样与分离特性

mTAS的进样方式主要分为电动进样与压力进样，也有利用聚合物的溶胀性质进行流体进样[51,52]以及空气驱动流体运动[53]。mCE的进样方式一般采用电动进样，电动进样简便，电压易于在驱动载流和进样上切换，更易于实现CE的微型化。电动进样分为收缩进样(Pinched sample loading)和门进样(Gared Injection)。门进样应用得较多，先在样品池和样品废液池之间加一定的电压，为了抑制样品和缓冲液之间的扩散，在缓冲液池上也加上一定的电压；进样时，在废液池和样品池之间加上一定的电压，而让缓冲液池断电，此时，样品废液池上仍保持一定的电压，因此一段样品就从十字交叉口进入分离槽道。进样一定时间后，把电压又回复到分离管道。收缩进样与门进样的区别在于加电压进样时，缓冲液池也加一定的电压。因此，门进样和收缩进样的样品带的形状是不一样的。门进样的样品呈长方形，而收缩进样的样品带为梯形。收缩进样的样品体积与电场强度和时间无关；门进样可以实现连续进样，这对需要连续进样和分离的模式非常有用。由于流体的流体力学特性，因此压力进样没有象电动进样那么应用广泛。在微尺度下，驱动流体需要极高的压力。而且微泵的机械性能也是问题，在微芯片应用微泵较难控制。有时，泵输送液流的脉动性是非常大的。但是，压力进样没有电动进样中的高电压，减少了危险，在一些连续流动体系中还是应用较多。
mCE的分离主要是在电场的驱动下进行，微管道中电渗流带动溶液整体运动，各种离子或分子由于电性质的差异而得到分离。在mCE中，当在一定的电压下，样品被装载入微管道中后，切换电压到分离管道即可进行样品的分离。而在压力驱动的mTAS中，样品一般在芯片外进行预处理，处理后的样品在芯片上只是起到混合，反应，检测的作用；或者在芯片上集成微分离柱，样品进入后，先在微柱中进行分离，然后和试剂混合反应以给出信号。有时也在芯片管道中加入一种试剂以掩蔽干扰物[54]。总之，在mTAS中，mCE和mFIA进样方式没有严格的界限，在mCE中可以应用压力进样，在mFIA中也可以应用电动进样。

1.2.4 mTAS中的检测方法

由于在mTAS中，样品体积很小，通常为微、纳升级，因此对检测器的要求很高。主要有光学方法和电化学方法，光学方法主要有激光诱导荧光(LIF)[23,25,55,56]，化学发光(CL)，光度法[57]，直流等离子体分子发射光谱[58]；电化学方法[59,60,61]主要有安培法、电导法等。目前质谱检测法(MS) [31,62,63]在蛋白质分析中发展迅速。

化学发光检测作为一种分析化学测试方法，发展迅速，因其不需要激发光源，简化了仪器的设备。化学发光检测是一种暗背景下的光检测，灵敏度高，选择性好，故在mTAS分析中也得到应用。Hashimoto等[64]以微芯片毛细管电泳方法分离了多种丹酰氨基酸，使用在线化学发光进行了检测。徐溢等[59]使用化学发光方法在线检测了水中Cr(III)。Arora[65]用两片聚甲基丙烯酸甲酯中间夹乙酸酯薄膜电极的方式制作了体积为纳升级的电致化学发光(electrochemiluminescence, ECL)检测池，采用三(2,2′二吡啶)钌(Ⅱ)与三丙胺在铂电极上的电致化学发光反应，在100 nL体积下检测三丙胺，检测限为0.5 pmol·L-1。Mangru与Harrison等[66]在玻璃芯片上进行毛细管电泳分离后的化学发光检测，利用了辣根过氧化氢酶 (HRP)催化Luminol和H2O2的化学发光反应，通过检测免疫反应产物中的HRP标记羊抗鼠免疫球蛋白G(IgG)间接测定了鼠IgG。反应试剂Luminol加在分离缓冲液中，而H2O2在分离通道出口汇入，在反应通道中的化学发光用PMT检测。

用于在mTAS中检测的其它方法应用较少[67]。原则上，分析化学中的检测方法都可以应用在mTAS中进行检测，但是由于mTAS的特性，并不是每种方法都可行，这要考虑mTAS的检测体积、信号大小、干扰、系统集成度等因素。分光光度检测器结构简单、价格低廉，但是其对检测样品的光程长度有要求，在mTAS中由于微管道的微小，光程长度是极其短的，使其在应用中受到了限制，这只有通过对mTAS管道的特殊设计来达到要求；化学发光方法灵敏度高、装置简便、无需激发光源，分析的线性范围较宽。但是化学发光方法选择性不高，有时需要与分离系统结合。激光诱导荧光方法灵敏度高，其和质谱检测方法一样，价格昂贵，而且也需要激发光源。电化学检测方法简单，无分光光度检测中折射效应干扰，且容易集成在mTAS中。但是电化学方法中电极易受被测溶液中污染电极物质的影响，使重现性和稳定性较差。在mTAS中，应用较多的检测方法还是激光诱导荧光检测、电化学检测、化学发光检测方法。

1.3 课题研究内容、目的及意义

综上所述，mTAS自从20世纪90年初出现以来，发展迅速，有可能被用于生产与过程的在线监控、生命科学、环境科学等许多领域。目前，应用于生物样品方面的测定较多。灵活多样性和广泛的适应性预示着它的应用前景十分广阔，它将促进分析仪器在微型化的基础上更加简易化、专用化、便携化和智能化，进入生产、病房乃至千家万户，分析科学将空前普及，使分析实验室走进真正的绿色时代。

本文从微型全分析化学系统微型化过程的理论入手，讨论流体的微尺度效应，借助色谱理论及简单流体力学方程，论证缩微化的可行性及优越性。以此设计mTAS微反应结构，考察其中物质的混合及反应状况，通过具体反应体系实验来了解该微结构性能及其中化学反应的实现。设计优化微管道的微芯片，探索简易的制作微芯片的方法。组装mTAS系统，选定环境中有毒重金属离子为测定对象，通过化学发光检测方法，测定环境中有毒重金属离子的含量及形态。为最终实现mTAS整个体系的集成，为实际环境及生化体系的测试打下基础。微全化学分析系统(mTAS)研究涉及物理化学、分析化学、环境监测、生物化学、光电制造技术等学科领域，是科学技术发展到今天，多学科交叉的结果。因此，对其研究将会促进相关学科的发展。
2  mTAS缩微化理论及设计原理 

2.1 mTAS缩微化理论
2.1.1 微流体的尺度效应讨论
流体在管道中的流动状态一般用雷诺数Re来衡量[68]。
Re=4rQ/p2Rh                              (2-1)
r为密度，R为管道半径，Q为体积流速，h为以泊表示的粘度。mTAS中微管道的半径(假设为圆形管道)一般在200 mm以下，Q一般小于1mL/min，因此，雷诺数小于20。故流体流动状态为很明显的层流。同时，由于流体的质量正比于R3，表面积正比于R2，微管道表面的影响相对增强。雷诺数又代表惯性力与粘性力之比，随着管道尺寸的减小，粘性力的影响将会增强。因此，表面张力对微管道中流体的运动将会产生重要影响，流体在圆直管道中运动时产生的压力差：
                             (2-2)
为表面张力系数( water=7.3´10-2N/m)；r为微管道半径； 为流体液面与管壁的接触角。假设取 ＝0o时，则当管径为200 mm时，产生的压力差为1.46 kPa，而当微管道内径进一步降低为20mm时，压力差可高达14.6kPa。管道缩微化后要考虑管流的阻力大小，在一般的工程流体力学中，直圆管中的层流流动规律一般由Poiscuille公式[84]表述。流量：
                                (2-3)
则沿管路的压力损失 为：
                   (2-4)
(Re雷诺系数，d管径，l管长， 流体密度，v流体流速，h流体粘度)。从公式2-4可看出，压力损失与管径平方成反比，与管长成正比，与流速成正比。对一管径2 mm，长20 cm的管道，假设流体流速为5 mm/s，则产生的压力损失为78.4Pa，若将管径降低为200 mm，则产生的压力损失将达7.84 kPa。进一步将管径降低到20 mm，产生的压力损失高达784 kPa。因此，在设计微管道时，特别是在压力驱动流体运动的情况下，要考虑管道缩微后泵的性能及芯片的耐压性能。
2.1.2 mTAS的色谱理论探讨
微管道中扩散传质过程的加快是mTAS分析效率提高的最重要的原因。但是，管道的缩微而引起的微结构中液流状态的改变及流体参数的表述，与常规体系相比有所不同，这对化学反应微结构的设计、衡量及评判微芯片的效能极其重要。
在具有Poisseuille流动特性的体系中，降低管道长度将降低层流方向样品带的分散。而降低管道半径将使流体中由扩散产生的径向混合速度加快，当管道长度和流体速度进一步降低时，该效应变得更加显著。径向扩散使层流线上的分子在流线之间进行传质，这使得流线上各个分子处于不同的流速。假如样品塞在流体中的留存时间足够长，所有分子都将有机会同等出现在所有流线上，此使得流线上所有的分子都有一个平均速度。
当管道中充满不可压缩的流体时，在一定的压力降下，流体的流速为[16] 
                                (2-5)
流体在微管道中维持一定线流速时，单位长度的压力降为:
                              (2-6)
ηm为流体的粘度(N×s/m2)， 平均线性流速(m/s)，L为微管道长度(m)，dc为微管道内径(m)。
对于CE中的电渗与电泳运动，某种离子的迁移速度由以下方程给出：
                                          (2-7)
U为电压(V)，L为微管道长度，μ是在一定条件下一个组分电渗和电泳运动的矢量和。
在色谱毛细管柱中，样品的组分的带展宽受纵向，径向，固定相中的扩散的影响。这可以用Golay方程[16]来表征，理论塔板高度H为：
          (2-8)
Dm和Ds是样品分子在流动相和固定相中的扩散系数(m2/s)， 是非保留流动相的线性流速(m/s)， 是特别组分的容量因子，dc是毛细管直径，df是固定相的厚度(m)。
对于理想的毛细管电泳，纵向扩散为主要因子，则方程简化为：
                                    (2-9)
在小体积分离系统中，柱外带展宽占据主要作用，单个溶质带基本呈对称的浓度图，可以用高斯分布图及标准偏差σ表述，从统计学上说来，总的带展宽由注样、检测、柱接口的各自σ2的加和表示[15]，如果各个因子之间相互独立，则：
                           (2-10)
对于一定的柱子，带宽参数σ可由长度(σx)，时间(σt)和体积(σV)表达。理论塔板高度H和带展宽σx是相关的:
                                   (2-11)
为了对总带展宽σtotal的贡献小于10％，注射和检测体积的形变应小于柱的σV/2，另外，检测时间(包括数据采集)应快于σt/2。如果使用停流注射技术，停流时间应短于(σ2x/8)/Dm。在一定的保留时间t下，选择理论塔板数N应考虑到微管道尺寸的比较(毛细管电泳条件下)以及CE、LC分离实验条件的比较，表2.1、2.2、2.3列出了二种分离条件下各种参数的计算值。计算出微管道直径范围在2.8-24mm，微管道长度为6.5-8.1cm之间。 

表2.1 在给定分离效率下CE、LC的参数计算设置值
Tab. 2.1 Calculated Parameters sets for a Given Separation Performance Obtained with CE,LC
参数CELC
理论塔板数N100 000100 000
分析时间t( =5)(min)11
微管道内径dc(mm)242.8
微管道长度L(cm)6.58.1
压力降 DP(kPa)2 600
电压 DU(kV)5.8
峰容量(n)180220
*假设样品在流动相中的扩散系数为1.6´10-9m2/s (CE, LC)，流动相的粘度为10-3N×s/m2(CE,LC)；流动相的电导率0.3S/m；电渗与zeta电势的乘积5.6´10-11N/V(CE)。 

从表2.1可以看出，要达到100 000个理论塔板的分离效率，则分离管道的内径应降到很低，对以色谱原理进行分离的体系来说，假设分离管道长度为8 cm，则其内径大约要降低到2.8 mm才能达到要求。而对于一长度为6 cm的毛细管，内径则要降到24 mm。
管道缩微的优越性可以从表2.2、2.3可以看出，分离分析时间、响应时间、分离所需的电压、样品与试剂消耗量等大大降低了，但是对检测器的要求提高了，这就要求配备高灵敏度的检测器。因此，上述的公式以及计算的数据可以提供一个参考，即设计合理分离效率、分析时间、适合检测器响应以及具体分析体系要求的mTAS系统。
表2.2 在给定分离效率下对CE、LC计算所得的信号带宽
Tab. 2.2 Calculated Signal Bandwidths for a Given Separation Performance Obtained with CE,LC
参数CELC
理论塔板数 N100 000100 000
分析时间t( =5)(min)11
信号带宽 sx(mm)0.210.56
信号带宽 st (ms)4270
信号带宽 sv (pL)943.3
sx/d~10~200 

表2.3 在给定分离效率下，CE,LC对检测器要求的计算值
Tab. 2.3 Caculated Detector Requirements for a Given Separation Performance Obtained with CE,LC.
参数CELC
理论塔板数 N100 000100 000
分析时间t( =5)(min)11
检测体积 sv/2(pL)<47<1.6
平行于液流的光学路径长度 sx/2(mm)<105<280
垂直于液流的光学路径长度 d(mm)<24<2.8
响应时间 st/2(ms)<21<35 

2.1.3 量纲分析与相似性原理对mTAS的分析
1)量纲分析对mTAS的应用
前述的缩微化色谱理论仅仅是对mTAS中管道缩微化后各种参数变化的简单推导和计算，由于流体运动的复杂性，给数学解析带来了极大的困难。许多流动问题的解决还要依赖于试验，而且即使有理论上的计算，也还要在试验上验证。如何正确进行实验设计，这是用试验方法认识流体在微管道中运动规律必然考虑的问题。当在实验中面对大量重要参数时，通常应用相似原理和因次分析简化参数为无量纲量(相似常数)，例如流体力学理论中的雷诺数，把流体流动状态表征为层流和湍流，这在表达非线性行为时是非常有用的。无量纲参数是在整个被考察的体系中被认为是常量的参数。对于开管柱来说，这些可被简化的参数包括内径(dc)，流动相的粘度(ηm)，样品在流动相中的扩散系数(DM)以及Poiseuill常数(Φ)，其它的量如体积V、柱长L、线性流速 、保留时间ti、压力降 也可被简化成无量纲量。
任一系统的体积的无量纲化都可通过除以d3c得到。例如，体积V和带宽σV的无量纲量通过下式给出。
，                                (2-12)
任一系统的时间量都可简化成傅立叶数(Fourier number)的无量纲形式[16]，迁移时间t0、容量因子为 的保留组分的保留时间、以及带宽 可被简化为：
                (2-13)
傅立叶数 为分子从微管道一端到另一端的迁移时间和分子在微管道内一壁到另一壁的扩散时间之比。 也可解释为分子通过微管道的过程中与管壁的平均碰撞次数。
微系统中微管道长度L，理论塔板高度H，带宽σx可以使用下列关系式表达为无量纲形式：
                             (2-14)
根据单位长度dC、几何因子λ可以决定微管道的几何形状。
一个非保留组分(或者流动相)线性流速 可被简化成Péclet数υ：
                                             (2-15)
Péclet数是平均线性流速 除以垂直于流动方向的扩散的平均速度的绝对值，Dm/dc，实际上是单个分子径向本体运动到轴向扩散传质的比率。压力降ΔP可以被简化为无量纲量Π，即Bodenstein数[16,68]：
                                 (2-16)
Φ是Poiseuille数，对于一个园横截面，等于32。由式2-16，可以认为是平均线性流速除以纵向扩散平均速度Dm/L。
外加电压U也可简化为电的Bodenstein数，ψ：
                                   (2-17)
a.流体方程
将Bodenstein数和电Bodenstein数进一步简化即为流体方程。
对压力驱动流体而言， 变为：                           (2-18)
对电渗流和电泳而言， 变为：                          (2-19)
对电场驱动液流的傅立叶数 和色谱保留组分的 而言，其也可简化为
和                       (2-20)
b.带宽
式2-14和2-15分别表示简化塔板高度h和Péclet数，可以使压力驱动流的Golay方程简化，即忽略式2-8中的第三项，则有：
                      (2-21)
相似地，电场驱动液流的塔板高度H(2-9)变为:
                                  (2-22)
简化带宽则变为:      
                                  (2-23)
相应塔板数则为:      
                                 (2-24) 

表2.4 在表2.1的条件下，CE、LC的简化参数集的对比
Tab. 2.4 Reduced Parameter Sets for the examples Given in table 2.1 Comparing Capillary Electrophoresis, Liquid Chromatography
参数CELC
理论塔板数100 000100 000
分析时间t( =5)(min)11
微管道内径 dc(mm)242.8
微管道长度 L(cm)6.58.1
简化参数长度 l2 70029 000
Péclet数(简化的流速) ν10014
傅立叶数(简化的保留时间) τ282 100
Bodenstein数(简化的压力降) Π400 000
“电”Bodenstein数(简化的电压降) ψ260 000 

表2.4为在表2.1的参数的条件下所考察的系统的最重要的简化参数。根据上述讨论的简单的无量纲参数，在给定的理论塔板数下，可以通过改变微管道内径来满足一定的保留时间、压力降、信号带宽等值，如表2.5所示。表中给出了在以色谱原理分离的条件下，设计不同内径的微管道，其达到给定分离效率时所需要的最低管长，分析时间，流体驱动压力以及信号带宽等值。这可以为试验作一定程度的指导。
表2.5 零保留条件下，有1 000 000个理论塔板数的开管柱液相色谱的计算参数集
Table 2.5 Caculated parameter set for an open-tubular column LC system with 1 Million theoretical plates at zero retention
直径 dc(mm)简化参数
1251020
长度L(m)0.450.92.34.59l=450 000
时间t(min)0.120.531250t=11 800
压力Dp(atm)8 7002 2003508722P=17 000 000
峰sx(mm)4508902 2004 5008 900Sx=447
峰st(ms)7.4301907403 000St=12
峰sV(pL)0.352.8443502 800Sv=354
   
从以上试验参数的无量纲简化可知，运用量纲分析可以减少问题中的变量数目而有助于进行试验研究，大大减少试验研究的工作量。
2)相似性原理对mTAS的分析
任何mTAS系统都是围绕具有微管道的微芯片为核心构成的，mTAS系统和现有的常规分析系统最直观的区别在于，输送样品和试剂的管道的尺寸和几何形状的改变。因此，可以运用流体力学中的相似性原理来对体系进行分析。相似性原理在这里可以分为几何相似性、运动学相似性、动力学相似性[68]，运用几何相似性可以预测mTAS中管道缩微后流体流动的变化。运动学相似性是将运动的相似性、几何相似性和相似的时间间隔相结合，可以考察流体的运动时间和流动的速度。动力学相似性包括了几何和运动学相似性，是比例比较模型的有力工具。另外在流体力学范畴之外还包括热力学相似和化学相似性，它们的比例因子为温度之比和反应物之比。因此，要使两个系统行为相似，则其比例因子必须为固定值。描述mTAS系统，可能需要几个比例因子，但只要比例因子确定，就可以进行系统的合理设计。尽管相似性原理不能完全预测mTAS系统整个过程行为，但在一定程度上可排除不可能因素，给出系统相应变量的理想数量级。
假定微型化过程是一个简单的空间参数d(假设为管道内径)为特征的三维缩微过程，则可以很容易地预测相应变量的行为。d是典型的微型化参数因子，同时还有一个机械参数自由度，时间t。为简化起见，这里只考虑两个重要体系。
a.时间常数体系与压力驱动型FIA缩微化
   微型化系统的时间变量与大型系统一致，相关的时间变量(分析时间、转移时间和响应时间)保持一致。然而，管路中的线性流速将以d因子而下降，体积流速以d3因子下降，而雷诺系数则以d2因子下降。与此相反，用于保持一定流速的压力降保持恒定(见表2.6)。此类时间常数对简单转移和流动注射分析系统十分重要。简单转移或FIA系统微型化的主要优点在于减少载体和试剂溶液耗损，如果体积缩小10倍，将会减少1 000倍的载体或试剂耗量。 

表 2.6  与长度d相关的一些机械参数的比例因子[16]
Tab 2.6 Proportionality Factors for Some Mechanical Parameters in Relation to Characteristic Length d
参   数              时间常数系统            扩散控制系统 

空间因子，d                  d                      d
时间因子，t                const.                    D2
线性流速，                   d                     1/d
体积流速，F                  d3                      d
压力降(层流)，Δp           const.                   1/d2
电压(电渗流)，U             d2                    const.
电场强度，U/L                d                     1/d
Reynolds系数，Re             d2                    const.
简化流速，ν                 d2                    const.
简化洗提时间，τ            1/d2                    const.
简化压力，П                 d2                    const.
简化电压，Ψ                const.                   const. 

压力驱动型的分析体系主要是流动注射分析型(FIA)，FIA缩微化的目的主要是减少载体的试剂溶液用量，特别是对一些贵重的生物试剂，同时也减少维护费用。针对于此，时间常数体系可成功用于此体系。在其中用因子δ来衡量空间参量，则所有其它的系统参数则由在恒定时间下的适当因子来量化，表2.7给出了一些衡量参数。如表2.7所示，体积流速随δ3下降而下降，这有效地实现了减少载体和试剂溶液的目的。时间常数体系系统同样适于压力驱动转移过程，需要的压力降 ＝32ηL2/d 2t。
在表2.7中t(s)是分析时间(常数，恒定)。由于管道长度L和内径d均由因子δ衡量，因此使液体流动所需的压力降 在时间常数体系中将会不受到微型化过程的影响，缩微化过程在此体系中不会引起高的背景压力，这使内置微泵可以在FIA压力驱动型的微型全化学分析系统中应用。因此在开发FIA型缩微化体系时应用时间常数体系是较为合适的。
表2.7 FIA缩微化的衡量参数[16]
Tab 2.7 Scaling factors for mFIA
时间常数衡量(FIA型体系)扩散相关衡量(分离型体系)
空间  xδδ
时间  t常数δ2
线性流速 δ1/δ
体积流速 Fδ3δ
压力降(层流) 常数1/δ2
电压(电渗流) δ2常数
塔板数 N常数 

b.扩散控制体系和分离型体系的缩微化
给定体系中当分子扩散、热扩散或流体特征控制分离效率时，扩散控制体系就显得十分重要。在此类体系中，流体动力扩散、热扩散和分子扩散对体系行为的影响在原系统和微型系统中是一样的，时间量作为一个表征量并正比于d2，此类体系能很好地与标准色谱和电泳带宽理论吻合。这表明微型化到1/10原来管径时，相应时间变量(如：分析时间和检测器响应时间)减少到1/100原来的量。而所需压力则增大100倍，对电泳而言,电压保持不变。扩散控制系统主要优点在于可获得在保持相对一定分离效率时很高的分离速度。
分离型体系的缩微目的在于减少分离时间、提高分离效率(塔板数)或者同时实现这两者，由于分离效率取决于分子扩散及热扩散的速度，因此在这里扩散控制体系更显重要。在这种条件下，空间尺寸以δ度量，而时间以δ2来度量。这表明经过某一段距离的扩散时间随距离的平方下降而下降。考虑在开管液相色谱(OTLC)中的扩散情况。在OTLC中，组分因为在管壁上固定相中的亲合性等性质的不同在流动过程中被分离。忽略纵向扩散，在柱中一组分达到分配平衡的时间内为一个理论塔板数，此时间正比于柱直径的平方根，因此δ度量柱直径，δ2度量时间不会影响塔板数。表2.5表明了对柱压力降的影响。压力降为1/δ2，因此流体流动需要高压，这对mTAS不易实现，因为将一个外接高压泵集成到芯片上是很困难的。尽管如此，压力驱动液流的分离型体系仍可实现微型化。这也是实际应用中CE驱动和分离方式更普遍的原因所在。 

2.2微芯片的设计
2.2.1微管道中液流的驱动方式
   微管道中的流体驱动力一般采用压力或电渗流(EOF)。以压力驱动流体时，压力的大小主要取决于管道的形状、大小和长短。当微管道中的液流为扩散控制体系时，由前述理论及计算结果可知，体系缩微时会使驱动流体运动的压力大大增加，这对某些不耐高压的体系是一个难点。而在时间常数体系中，相关的时间变量(分析时间、转移时间和响应时间)保持一致。保持一定流速所需的压力降保持恒定，时间常数对流动注射分析系统的缩微化显得十分重要。
而当以电渗流驱动时，最重要的是管道壁是否会产生电渗流及电渗流的大小。在玻璃材质管道中，电渗流(其产生主要是管壁Si-OH基团的去质子化)大于分析物质的电泳运动，使管道中的溶液整体朝阴极运动。在pH>9时，玻璃管道电渗流的大小大约为9.5×10-4cm2/Vs[69]。但是大多数有机物并不包含离子化的官能团，这使聚合物有机材质微芯片上管道中的电渗流极小[69]。例如，采用X-光刻和注模法制作PMMA的微管道，其电渗流仅为1.2×10-4cm2/Vs。另外，PMMA的电渗流与pH(3～11)无关。其它一些聚合有机物如聚苯乙烯等也被发现具有一定的电渗流，这表明在激光烧蚀后，在管壁上留下了一些负离子。虽然PDMS本身的电渗流较小，但是用等离子放电氧化后，将会改变其表面性质，把OSi(CH3)2O基团氧化为OnSi(OH)4-n，在中性或碱性条件下，电渗流显著增大。
2.2.2 微管道中压力驱动流体的分散与混合
   分散和混合是优化各类流动体系的重要参数，在化学工程中，目标是在原料、能源和时间最省的条件下达到最大的反应物转化率。因此，在最低物料消耗和连续流动操作的最短周期内限制分散以达到最大产率。而在流动注射分析中，要考虑原始样品溶液流到检测器的途中稀释了多少，从样品注入到读出有多长时间。为在微刻蚀管道中定量分散，选择各种设计策略，有必要考究芯片管道分散对实际应用的影响。假设微刻蚀管道的横截面积为A，宽度为W，深度为d，如果管道为矩形，则面积为A=Wd，如果管道并不是规则的矩形，其面积将会有差异。对许多分析体系都要求定量，因此考察初始体积为V0的溶液的运动。对一定样品溶液节，假设体积为V0，将会产生一定的流速 Q，流速Q=υV0，υ是样品溶液节引入管道中的频率。实际上，流速会稍微增大，因为样品溶液节被缓冲液分隔，阻止了混合。υV0/Q代表了实际样品溶液节在微管道中占据的流体分数。
考察一节溶液通过管道产生的分散，分散以溶液节的初始长度L0=V0/A来衡量。如果忽略初始分散。对一分散系数K的体系，每一个溶液节将会分散为长度 LD，可由下式评价
           [68,70]                              (2-25)
   t 是运动时间，在色谱分离过程中，对于两节溶液节在一定的运动距离中以不同的运动速率分开一段距离，需要一定的运动时间，也即可以获得完全的分辨率。因此，这里把这些因素固定，且独立于L0，则有：
 [70]                         (2-26) 
   物理意义上讲，比率对应于一节样品溶液通过管道的溶解程度，更进一步，有必要用管道参数去表达分散程度。对许多常见几何形状，分散性由下式衡量
 [68,70]                        (2-27) 
U是径向速率， f(d/W)为管道实际形状的函数，对式中的常量可以归入函数 f(d/W)。但这里把其分离出来，以便在忽略径向扩散效应的情况下，在无限长的二维管道中有一个统一的值，假设管道中流体的速度为Q/A，并且忽略运动方向上的扩散，(Pe=(Ud)/D>>1)则有：
          [70]                        (2-28)
对一个固定流速的流体节，在一定的运动时间内，对较小的d2f(d/W)，流体节分散较小。
上面的推论可以容易的扩散到其他系统。例如，色谱应用，对任何几何形状的管道，目的是在一定压力降和运动时间下，分离效率的提高。这可以表达为在一定运动时间内分散长度LD对两流体塞分开距离的比值。
          [70]                         (2-29)
因此，对于较小的d2f(d/W)值，Taylor分散系数较小。一般说来，对任一给定的管道形状和深宽比，管道横截面积越小，其样品的分散越小。如果管道深度固定，管道宽度越小，则分散越小。对于固定的横截面积的管道，分散随d/W值减小而降低。
在流动体系分析中，我们要求样品的分散尽量小的同时，更要求样品和试剂能尽量的混合。在微刻蚀管道中，由于管道的微小，流体流动呈层流状态，两载流的混合主要由分子扩散控制。在微芯片上，要在尽可能短的距离把样品送到检测器，而且样品到达检测器有一定的检出信号。
在这里，讨论微管道呈直管、印刻回路、3D变向等形状的径向混合。在直管中，样品塞的分散是物质通过流体元在轴向和径向无数次重置位再分布的结果，这种重置位由对流和扩散的孪生过程引起。在载流中，溶质最终的浓度是对最初均匀的圆柱形样品塞进行这两种作用的相对贡献的结果，即湍流或层流。在雷诺数低于2100时为层流。根据前述讨论，mTAS中流体在微管道中的运动是很明显的层流，而在有限长度管道中，把样品输送到检测器，要有信号，必然要使样品在这段距离中能有一定程度的混合。在直管道中，促进这种混合的因素主要是分子在径向上的扩散。假设分子扩散系数为D，在一直径200 mm的管道中，分子从管壁运动到管中心所需时间为t，则这个时间要小于样品从注入流到检测器的时间才能让检测器检测到一定的信号。当然，也可以靠增加管长(在一定面积的芯片上尽可能排布管道)或者流体流速来让流体充分混合，但是，公式2-4、2-6和表2.1、2.5、2.7都表明，这将会产生很高的反向压力。在实际应用中受到限制。
在折叠管道中，径向分散则是分子扩散、紊流或者二级流共同作用的结果。和分子扩散一起，流体的二次流可强有力的促进径向传质。其强度随着流路的几何变向性的增加而增加。因此，在一定的压力下，尽可能多的管道变向有助于流体的径向混合。(表3.1的二色流体混合试验也验证了这一点)。在3D变向管道中，由于流体不仅在平面方向上变向，而且在垂直方向上也产生变向，进一步加强了流体的混合，增强了混合效率。
2.2.3 微管道中电渗流驱动流体的分散与混合
电渗流驱动流体在微管道中运动是mTAS应用较多的流体驱动方式，其驱动流体运动与压力驱动有很明显的差别。流体塞子在管道中是呈梯形的塞子状前进，与压力驱动下的抛物线型不同，这在一定程度上减少了流体的轴向分散。但是电渗流驱动流体会出现歧视效应[71,72,73]，特别是在具有多个转角的微芯片上更是如此。因为在一定电压下，在管道折叠处，通过管道内壁的离子运动距离最短，但是其电场强度却最大，这加大了其运动速度，一定时间后，处于外壁的离子将落后于内壁离子。则其落后时间：     
                                      (2-30)
lo和li分别为折叠管道处内壁和外壁长度，uo和ui分别为内壁和外壁离子的运动速度。因为离子的速度 
                                     (2-31)
所以                           (2-32)
假如管道曲率半径为r，角度为q，则由 可得： 
                            (2-33)
进一步假设折叠处管道中心的曲率半径为rc，管道宽度为w，则由 和 可得：
                              (2-34)
管道中心的电场强度 ，则：
                               (2-35)
因为离子的平均运动速度 ，所以：
                                  (2-36)
则管道中一节样品塞在通过一个折叠处的分散表述为：
                           (2-37)
因此可以看出，在微芯片上管道中，管道折叠导致的样品在轴向的分散直接与折叠的曲率角度和管道宽度相关，因此在设计电渗流驱动的微管道中，一般要求把折叠处的管道宽度尽量设计窄一些，有利于减小样品带的轴向分散。
考虑电渗流下流体的混合时，离子的迁移速率为  ，在这里，我们同样来考虑简单的两载流混合模型，假设在微芯片上有一个“T”型管道，管道的两个入口分别为样品和试剂的入口，“T”型的下端为废液流出口。在芯片管道上加上一定电压进行分离，为了简化装置，一般考虑只用一个电压源，在“T”型的两个入口端一端加V1的电压，一端接地。在废液出口端电压为V2。假设交叉口的电势为Vj，三条管路的电阻分别为R1、R2、R3，则由流过支流的电流等于总电流原理及欧姆定理有：
                           (2-38)
即                             (2-39)
某一种离子在各个支路管道中的运动速率分别为：
， ，               (2-40)
这几个公式表明，在此条件下，要控制样品和试剂的混合，可以通过控制外加的电压来改变离子的运动速率。如要增加样品在混合管道中的量，则可以降低试剂端的电势(假如电压是加在试剂入口端)，降低试剂的流速，在混合管道中，样品的浓度将会增加，反之，样品将会被稀释。这样的试验可以通过在两管路的微芯片上进行化学发光反应进行验证，改变电压的大小，将会看到化学发光的强度随着而改变。
2.2.4流体的多支流混合效率
假设一个简单微芯片有2个入口和一个出口，两载流在其中流动时，首先考虑流动模型，雷诺数：
                                  (2-41)
是平均速率(m/s)，d是管道直径(m)， 是流体密度(kg/m3)， 是流体粘度( ),在500 mm内径的毛细管中，流速为2 mm/s的水的Re＝1。因此流体混合的主要因素是分子扩散。一个分子通过一段距离 的平均扩散时间为：
        [84]                                 (2-42)
D[m2/s]为扩散系数，一个分子的扩散系数为10-10 m2/s，其穿过200 mm的距离时需要的时间为：
   。因此从理论上来说，内径越小，两载流的混合越快、越强。但在实际中。检出险的限制以及系统的要求，通常管道需要更大的内径。另外，实际的样品中含有特殊物质，常会加剧微尺度中分子的混合。在这里，为便于计算，设微芯片管道的内径稍微大一些，以便大颗粒物质通过。同时，溶质被层流有效的带动。假设每一条流线被划分为n层流，将会产生n2倍更快的混合。
                                              (2-43)
d是微芯片管道直径(m)。假设在 距离内分子扩散产生了有效的均匀混合，则大量的层流状态将会使化学反应趋于完全的速度增加。然而，用于增加混合而增加的支管道部分的流体流动将会增加额外的时间，流体从一个管道进入n个相同横截面积管道将会减慢速度(增加了体积)。时间t
                                 (2-44)
L是产生分流系统所必需的长度，u是层流流速(m/s)。因此，可以计算出优化的管道分流数目：
                                   (2-45)
最小混合时间                                   (2-46)
例如，假如一个管道系统，长度为20 mm，内径200 mm，分子扩散系数为10-9m2/s，层流流速为20 mm/s。则n=4，t=3 s为优化的时间与分流管道数目。在这种条件下，流体有2/3的时间在分流流路中流动，而只有1/3的时间是在混合。
2.2.5 微芯片管道的设计
微型全化学分析系统中的核心部件是微芯片，整个分析过程的预处理，反应，混合，检测等都是在上面进行的。因此，对芯片的合理及正确设计是极其重要的。
mTAS的芯片的设计主要要对管道布局，深宽比，达到分离所需的最少管长等进行论证。缩微过程对mTAS设备中的混合、分离和测定关键过程将产生影响。常规化学中混合由对流实现，但微结构中液流的雷诺(Reynold)系数很小使得液流很难产生湍动，扩散效应在微管道混合过程中起了很大作用。
根据前述对体系缩微化的分析、理论计算和流体力学的简单讨论，在微型全化学分析系统中，管道内径、形状、布局对流体流动状态及分离效率的影响是极大的，由于微芯片的自身特性，在其上的微管道不可能一律用直管。为了利用有限的空间，对微管道形状、布局的设计是必要的。从而实现：(1)试剂更易于与样品混合；(2)降低样品带的轴向分散；(3)降低样品带的形变。同时还要考虑缩微化带来的技术难点及实用性，总之，设计一个微型全分析系统是考虑系统各项指标的综合结果。
假设Péclet数为30，则由公式2-15、2-21、2-22、2-24可推导出在电渗流驱动下和压力驱动下微芯片上微管道中的理论塔板数分别为：
对电渗流                                           (2-47)
对压力流                                          (2-48)
由公式2-47和2-48可以对获得一定的分离效率所需的管道长度及微管道宽度进行优选。
从压力为驱动力的角度来看，当在微芯片上存在弯曲管道时，无疑会增加阻力，这将会增大样品及试剂注入的难度，对芯片的耐压性能的要求提高了。但是，在芯片上存在弯曲管道时，将会增强径向混合速度。使液流突然转向所产生的局部扰动是破坏轴向层流的最好方法。靠近管壁而滞后的流体元可移动至流速较高的中央流线上，中央流线附近高速前进的流体元又会重新分布到管壁附近。这种过程重复得越频繁，分散样品带中的浓度梯度就越对称。在内径均匀的直管中，管道中流体层流抛物面保持不变，因为在分析时间内的径向扩散不足以打乱样品注入时最初形成的轴向分散，故峰形是非对称的。而在弯曲管道中，流体在管道折叠处产生二级流而促进径向混合，得出的峰形更加对称、高、窄，管道变向角度越大，这种效应越明显。同时，管道越长，折叠处越多，峰越对称。因此，在压力驱动的微液流管道中，忽略高压阻力因素，管道的折叠是有利的。
当以电渗流驱动流体运动时，微管道中存在转角时对分离是很不利的。但是使用直管，管道的长度受限，限制了分离效率。电泳分离时，要获得高分辨率，一般要求管道的长度要达到20 cm，这在5 cm宽的芯片上，如果没有折叠管道将是困难的。但是，大多数蜿蜒和曲折的管道的分离效率都不能达到预期的效果。这已经由前述公式2-37表明，样品区带在经过一个或两个弯曲管道处后会变形，即是熟知的几何分散，这将会急剧的降低理论塔板数，也许还会抵消加长管道的作用。电泳区带的变形，通常可归属于分子运动的距离(通常称为跑道效应)以及电场强度的差异。尽管分离装置的缩微化，但是由于管道宽度上各点并不相等，因此，上述两个因素对区带的变形都会产生贡献。对于跑道效应，在管道内壁运动的分子实际上比管道外壁运动的分子经过更短的距离。在以电场下产生的电渗流为驱动力的分离中，该问题更为严重，因为在一定的电压下，电场强度取决于距离的长短。Molho，Griffiths，Jacobson等[72,73,74]已经对此类问题进行过研究，他们提出两种解决办法：增加曲率或降低管道的宽度，这在前述的公式中也表明了这样的效果。理论上，降低流速和增加扩散系数也是解决的办法。但是降低流速，由于轴向分散的增加，将会降低分离效率。降低粘度将会增加扩散系数，同时改变流速。这两个效应趋向相互抵消，因此还是应增加曲率和降低管道的宽度。过窄的管道又会带来一系列问题，如流体通过管道的阻力增大，检测灵敏度降低。这在一定程度上可以增加管道的深度来解决。总之，微芯片及其管道的设计是对分离效率，系统集成，检测器响应极限等因素综合考虑的结果。 

2.3结论
微芯片的具体设计要结合研究对象及体系反应、检测的适用及要求，针对某一类化学反应和检测方式可以设计通用的微型全化学分析芯片。可以固定系统中某些部分，而根据需要更换另一些部分，扩展系统的功用。以上对mTAS缩微化理论的分析及芯片微管道的设计只是从较为简单的角度对mTAS的可行性和实用性进行了论证，涉及的条件也大多在理想条件下。而在实际的体系中，由于管道形状的不规则性，流体流动的复杂性及多变性，推证的结果也只能粗略的指导试验。但是，这也能为在具体设计中指明方向，至少可以为更精确的推导和试验方案的设计打下基础。

3  微芯片的制作及效能测试

3.1引言

微型全化学分析系统(mTAS)中微芯片是关键部分，其制作方法、材料的选取都是整个体系的核心。早期用于制作化学微芯片的材料主要是硅、玻璃、石英等材料[75,76,77]。玻璃、石英是优良的制作化学微芯片的材料，透光性好，抗溶剂能力强，应用的范围极为广泛。但是这两种材料的微加工方法复杂，制作成本昂贵，不易在普通实验室制作。同时这两种材料所制作的芯片键合温度要求高、操作不便、键合成功率较低。硅在微细加工领域的应用十分广泛，其刻蚀技术较为成熟，但是硅有透光性差、抗溶剂溶解能力低下等缺点，因此并不是一种理想的制作化学微芯片的材料。20世纪90年代中后期，研究者逐渐把制作化学微芯片的材料转移到有机聚合物上[15,69,77]。有机聚合物如聚二甲基硅氧烷(PDMS)等具有透光性好、弹性好、制片工序简单、底片和盖片键合温度低、成本低等优点，适合普通实验室制作。有机聚合物的制片技术，一般采用压印(Imprinting)和印刻(Embossing)法，注塑成模法以及激光烧蚀等[77]。

本节研究了有机玻璃(PMMA)及聚二甲基硅氧烷(PDMS)制作化学微芯片的过程及条件，利用显微成像系统观察了制作的有机聚合物芯片管道的形状及深宽，对比了有机聚合物芯片和化学腐蚀法刻蚀的玻璃芯片的管道表面粗糙度。以制作出的有机玻璃微芯片为对象，从实验上观测了两液流在微管道中的混合状况。在有机玻璃(PMMA)芯片上制作了直管道和折叠管道的二维管道结构，采用化学发光检测对标准Pb2+和Co2+样品进行了分析测试；同时还制作了二层三维结构的微芯片，流体更易于在空间变向的三维管道中混合，提高了流体的混合效率、样品和试剂的反应效率；以光电倍增管(PMT)检测了在不同压力下管道中试剂和样品反应得到的光信号，定性说明流体驱动压力变化带来的流体混合程度的变化，以及弯曲折叠变向管道促进样品、试剂的混合效率。在芯片上以Luminol-H2O2-Co2+化学发光体系对Co2+标准样品以及Luminol-KMnO4-Pb2+化学发光体系对Pb2+标准样品进行了测定，对芯片的可靠性进行了评价。

3.2 实验部分

3.2.1实验材料与试剂

聚二甲基硅氧烷(PDMS，化学试剂，美国道康宁公司)；有机玻璃(四川彭州市庆兴有机玻璃厂)，尺寸为30×40×4 mm，边缘机械抛光、然后水洗、乙醇洗，再用蒸馏水浸泡在密闭的容器中待用；直径200 mm的铜丝。Pb2+标准溶液(1.0×10-3 mol/L)；Co2+标准溶液(10 mg/mL)；鲁米诺(Luminol)储备液(1.0×10－2 mol/L)；H2O2(33％)；KMnO4(1.0×10-3 mol/L)。所用试剂为分析纯，水为重蒸水，标准溶液使用时逐级稀释。

铜丝模型：按所设计的微管道布局及反应体系，把铜丝制作成所需微管道的布局，在150℃下加热铜丝，用两平整金属片和玻璃片在2.0 MPa压力下压住铜丝并保持30 min。

玻璃负片：使用标准光刻、化学腐蚀法刻制，长宽为30×40 mm，管道深宽150×150 mm(中国信息产业部重庆南坪26所制作)。

3.2.2玻璃芯片的制作

实验用标准光刻、湿法化学刻蚀技术刻蚀了玻璃正片和玻璃负片，图3.1为刻蚀玻璃正片的工艺过程。在特种玻璃片上镀上100 nm左右厚度的铬膜，然后

图3.1 玻璃芯片的刻蚀工艺过程

Fig 3.1.  Procedure of photolithographic fabrication of glass

在铬膜表面覆盖一层光刻胶。将计算机CAD软件包制作的芯片图放于光刻胶上方，通过曝光显影，然后用铬腐蚀液刻蚀铬膜层，再用玻璃腐蚀液刻蚀玻璃层。玻璃负片的制作和制作玻璃正片的过程相同，只是这里制作的是凸起的槽道，而不是凹槽。

3.2.3有机玻璃化学芯片的制作

1)有机玻璃微芯片结构设计

有机玻璃微芯片的结构如图3.2所示，a为两混合载流的二维变向微管道布局芯片，A、B为载流和试剂通道，S1、S2为进样口，E为废液出口。A、B两载流通道长为6 mm，进样口S1离A、B垂直距离为18 mm。整个混合管路的长度为200mm。分别采用金属丝压印和玻璃负片印刻方法制作了两种有机玻璃微芯片。A、B、S1、S2、E点对应的盖片上打有孔，直径为2 mm。图b为三维空间变向有机玻璃两层微芯片。

             a                               b

图3.2 有机玻璃化学芯片结构示意图(a：单层二维结构；b：三维空间变向结构)

Fig.3.2 The scheme of microfluidic chemical PMMA chip.(a:2 D structure  b: 3 D structure)

2)底片制作  

准备50×60 mm的两平整玻璃片，使用乙醇清洗干净，在一块玻璃片上放上制作的金属丝模型(或玻璃负片)，再在其上放上一块清洗好备用的有机玻璃片，然后放上另一块清洗干净的玻璃片，放入内部清洁干净的恒温烘箱中并加上1.5MPa的压力，在170～180℃烘箱中保持10 min后取出，底片上的微管道即制成。由于玻璃微管道的凸起部分易脆，所以在加压过程中，压力应该维持在500～1.0 MPa之间，温度保持20 min左右。

3)盖片制作  

在已制作好的底片上放上另一块同样大小的有机玻璃片，根据样品、载流、试剂、废液的进出口，在盖片上进行标记。然后使用直径2 mm的铁金属丝在电炉上加热至红热，对准上述标记的进出口处进行瞬间烧蚀，烧蚀过程中应快速，而且铁金属丝应在温度未大幅下降的情况下取出。

4)底片和盖片的键合  

按上述方法制作好的有机玻璃底片和盖片用乙醇清洗、蒸馏水浸泡，风干后，使用脱脂棉沾取四氢呋喃在盖片上涂覆少许，立即把底片与盖片合上，在平整的玻璃片或金属片夹板上加1.5 MPa压力,放入120℃烘箱中保持15 min冷却取出即可。

3.2.4 PDMS化学芯片的制作

   用蒸馏水、乙醇分别清洗玻璃负片、盛放PDMS的玻璃容器槽。称取PDMS预聚物与固化剂按10:1的质量比混合，倒入放有凸槽玻璃芯片的光滑平整的5×5cm的玻璃容器中，再把整个平整放入真空干燥器中进行抽气，直到混合物中夹杂的气泡被抽完为止，约40 min，然后将其移入烘箱中95℃烘烤1 h左右即可。在烘箱中烘干固化后，玻璃芯片上的管道图形就转移到了PDMS上，将PDMS从玻璃芯片上剥离下来，切除边缘部分，就可以得到PDMS芯片的底片。PDMS的盖片制作，由于进样，载流进入，废液流出都是从盖片上进行的，因此盖片的制作，只需要在相应的地方制作出液流进出的孔。方法是在相应的地方放置大小合适的圆柱形金属丝即可。
3.2.5 有机玻璃微芯片上微管道及液流混合的观测

以显微成像技术观测了本方法制作的PMMA微芯片和化学腐蚀法制作的玻璃芯片。芯片在显微镜下分别使用了相互反应的两有色液流(高锰酸钾和亚甲基兰)和无反应性的两颜色液流(罗丹明B和荧光黄)进行了液流混合状态的观测。同时以KMnO4和Luminol，H2O2和Luminol作为二载流进行混合反应，以光电倍增管(PMT)作为发光信号检测器，改变压力考察了流体的混合效率。实验时，用密封胶封住进样口，芯片放在显微镜载物台上。使用光电倍增管检测时，芯片放在光电倍增管光窗上。A、B通入两载流，使用柱塞泵改变压力驱动两载流。 

3.2.6有机玻璃微芯片分析系统的组装

以本方法制作的微芯片对Luminol-KMnO4-Pb2+体系进行了分析测试。系统组装的芯片为图3.2a，A为KMnO4溶液流路，B为Luminol流路，A、B由柱塞泵驱动。Pb2+样品由蠕动泵经S1注入，注入样品时可采用定时进样或定容进样，定时进样时，用密封胶封住S2，蠕动泵在S1的一边，调节蠕动泵的蠕动时间为所需的进样时间。定容进样时，蠕动泵接到S2的蠕动管，S1为样品入口，开启泵，样品节充满后，停蠕动泵，封住S1、S2，启动柱塞泵，样品节就可以在载流中混合并反应。由本分析对象的特性，实验采用了定时进样的方法。盖片上液流导入的接口采用了外径2 mm，内径200 mm的PVC管，并以AB胶封住接口地方。光信号的检测采用CR105-PMT(日本HAMAMATSU公司)，光电倍增管光窗根据体系需要放在距离废液出口一定距离处，芯片的其它部分用黑色胶布封住，在反应管道正对光窗的地方留2×2 mm的地方供光信号的检测。系统信号的获取采用了西安瑞迈电子科技有限公司的MCDR-A型多功能化学分析数据处理系统以及IFFL-DM多功能流动注射化学发光/光谱/光度分析系统分析软件。对Luminol-H2O2-Co2+体系的测定，同样采用定时进样，但进样口和载流入口的距离不同，因为测定Co2+的体系是快化学发光体系，所以进样口离载流入口更近。

3.3结果与讨论

3.3.1有机玻璃微芯片刻制的工艺条件

1)微管道刻制条件

有机玻璃具有较低的玻璃化温度(Tg)，易于加工，但是在加工过程中，严格控制温度较为重要。试验表明，当温度高于180℃时，加热10 min就会让有机玻璃的透光性变差。而当温度在170～180℃间，加热30 min以上有机玻璃的透光性也会逐渐变差。当温度低于170℃时，加热40 min以上有机玻璃的透光性变化也不明显，但刻制管道所需的压力和时间都会相应增长，刻制管道的过程中，温度、压力和时间是必须考虑的因素。多次试验结果表明，使用金属丝时，在170～180℃间加热，1.5 MPa压力下，保持10 min刻制的管道较好，而且所需的时间也较短；而使用玻璃负片时，压力减小到1.0 MPa以下并保持20 min。有机玻璃片应降到室温后才取出，否则高温下取出管道会膨胀变形甚至消失，有机玻璃片骤冷会弯曲。管道密封盖片上的进液孔制作时应注意温度控制，圆柱铁丝应在高温状态下进行瞬间快速烧蚀。

2)密封工艺

微管道刻制好后，把管道密封起来，让流体在其中通过是系统集成的关键步骤。玻璃、石英的键合一般用高温热键合，由于键合温度高，玻璃易破碎，其键合成功率较为低下。有机聚合物由于具有较低的玻璃化温度，所以键合起来较为容易。本方法密封的有机玻璃微管道所能承受的压力较大，实验表明，在5.0 MPa驱动压力下流体在微管道中也不会产生渗漏。本法并没有单独采用热键合的方法，因为这样耗时较长，且在高温较长时间下微管道形变较大，芯片光学性能变差。故采用先在盖片上涂覆少许四氢呋喃，合上底片，再在120℃，1.5 MPa压力下保持10 min键合。四氢呋喃应涂覆在盖片上，涂覆在底片上如果滞留在微管道中会使管道变形堵塞。采用有机溶剂的目的是加强底片和盖片的粘接能力，方法还试验了三氯甲烷，但三氯甲烷对有机玻璃的溶解能力太强易使微管道堵塞，芯片光学性能变差。

3.3.2 PDMS微芯片的刻制工艺条件

   PDMS预聚物和固化剂混合后，即在其中夹杂大量的气泡，如果不把气泡排除，则固化后制作出的微芯片上将会有许多气泡留在芯片内部，如果气泡刚好在微管道附近或者直接在微管道上，则微管道将会变形。而气泡如果在管道的其他地方，当用光学方法检测时，将会严重干扰信号。因此，在固化前，一定要将气泡排除完全。固化的初期，有可能还会产生气泡，如此时发现应立即再放入真空干燥器抽气。保持整个制作系统的清洁也是防止气泡夹入的必要措施。

分离玻璃微芯片时应小心，不应使PDMS上的微管道破损和变形。对于PDMS芯片而言，底片可以是表面平整清洁的玻璃或PMMS基片，密封一般采用直接密封粘合，无需加热或其它条件，这也是PDMS突出的优点之一。但这种方法密封强度有限，不适用于较大压力驱动流下的化学分析，对于所能承受的压力要求较高的体系，可采用等离子体键合。

盖片和底片键合时的对准是一个极为精细的操作问题，因此可以采用先制作出芯片，在切割时，在显微镜下进行切割以便于盖片液流进出口和底片相应管道对齐。
3.3.3微管道的显微观测及流体混合效能测定

显微成象技术观测表明，直径200 mm的金属丝刻制的微管道宽200 mm，深度为120 mm，管道截面呈弧形。无论是二维管道，还是三维管道结构，所制作的有机玻璃及PDMS化学芯片的微管道的表面都较化学腐蚀法刻蚀的玻璃微管道光滑，管道的均一性也较好。而且通过调节成像聚焦点观察玻璃管道的上下端面，发现玻璃管道的上下管道呈梯形的形状，这是由于腐蚀法刻蚀的缺点，上端腐蚀时间过长，因而要宽一些。使用前述方法制作了直管道、二维折叠管道、三维变向管道的化学微芯片。

图3.3 有机玻璃微管道形状和玻璃芯片微管道形状的对比(a 有机玻璃，b 玻璃芯片)

Fig.3.3 Channel structure comparing of PMMA-chip and glass-chip (a: PMMA, b: glass)

表3.1 微管道中两流体混合观测结果

Table 3.1 Mixed result of two fluid in micropipeline

压力(kPa)总长度(mm)折叠数(n)KMnO4，亚甲基蓝，开始混合所需管道长度(mm)罗丹明B，荧光黄开始混合所需管道长度(mm)

100cm高液柱， 500    1.0´103100cm高液柱 500   1.0´103

直管道2000150            86      58无混合       无明显混合

二维折叠管道2004103            60      46无明显混合       160

三维变向管道4008105            62      48下层管道混合  244   164

化学微芯片微管道中流体一般呈层流状态，两载流不易在微管道中混合。在显微镜下观测两颜色流体的混合状态，观测结果如表3.1所示，折叠变向管道的混合效率明显高于直管，空间变向的管道的混合效率最高。增加驱动压力可提高流体混合效率。同时，使用组装的化学微芯片系统在不同压力下驱动KMnO4和Luminol混合反应以及Luminol和H2O2混合反应，以光电倍增管检测光信号大小，系统参数设置见附录A。作出了不同压力下光信号的大小的关系图。如图3.4 a、b所示，化学发光强度随压力的上升而增强，即两载流的混合反应程度随压力的
a  Luminol-KMnO4混合反应发光强度    b  Luminol-H2O2混合反应发光强度

c Luminol-H2O2化学发光反应随时间改变压力后的发光强度

(从左至右的3个平台压力分别为800、1.2´103、1.4´103 kPa)

图3.4 不同压力下两反应性载流在微管道中的混合反应效率

a CL intensity of Luminol-KMnO4        b CL intensity of Luminol-H2O

c CL intensity of Luminol-H2O with varied pressure.

Fig 3.4 Mixing performance of chemical reaction by two fluids in microchannel with different pressure

(c(KMnO4)=1.0×10-4mol/L，c(Luminol)=1.0×10-4mol/L，H2O2(1:100))

增加而加剧。当压力达到一定程度时，化学发光强度已不再增强，表明两载流在该压力下已充分混合。对于快发光反应Luminol-KMnO4体系，混合完全所需的压力较小。而对反应较为缓慢的Luminol-H2O2体系，混合反应完全所需时间较长，故压力较大。

进一步，对快发光反应Luminol-KMnO4体系，在不断增大载流流动压力的情况下，同时在进样口加入Pb2+进行标准样品的测试，为了比较载流与试剂的混合以及试剂与样品的混合，在试验中选择了不同的检测点。一个检测点选择在距离废液出口12 cm的地方，另一个检测点选择在距离废液出口1 cm的地方，两种检测方式得到的谱图如图3.5所示(a图为12 cm检测，b图为1 cm检测)。

从化学发光的光谱图中看出，随着压力的增大，同一个标准样品的化学发光峰值不断上升。以上试验结果及分析表明，压力增大，增加了流体在微管道中的流速，根据第二章理论分析， ，压力增大，则流体流速增大。雷诺数 ，流体流速增加，则雷诺数相应增加，管道中流体逐渐有由层流向湍流转变的趋势。因此促进了流体混合，使化学发光反应趋向于完全，化学发光峰值上升。同时也看出，图a中Luminol-KMnO4的光谱基线也在同步抬高。而图b中Luminol-KMnO4的光谱基线不管压力的增大，始终保持同一基线水平，这可能是在图a中，化学发光反应到达检测点时，不仅试剂和样品没有充分混合，而且发光试剂Luminol和氧化剂KMnO4也没有充分混合，因此基底发光信号也在不断的上升。而在图b中，由于检测点很靠后，试剂和载流有足够的管道长度来混合，所以在到达检测点时，Luminol和KMnO4已经充分混合，基底信号不会随压力上升。此时只有样品与试剂的反应还在随压力的增大而增强，故发光峰值在不断上升。同时，在图a中，可以看出后面4个峰已经没有明显的变化，压力的增大并未使峰有明显的增高。表明在此时的压力下，样品和试剂已经充分混合。

               a                                  b

图3.5 连续改变流体流动压力的情况下Luminol-KMnO4体系测定Pb2+(1.0´10-4mol/L)的结果(压力在100～1.4´103kPa间变化，纵坐标I：化学发光强度值；横坐标t：时间/´0.2 s)

Fig.3.5 Determination results figures of Pb2+ with continuously changing pressure (Y-coordinate: intensity of CL, X- coordinate: time, t/´0.2 s)

从以上的试验结果分析，在微芯片中，试剂与载流以及试剂与样品的混合程度对整个分析测试的体系十分重要，而其混合程度与芯片上管道的大小、长度、空间变向等因素直接相关。改变流体流速同样能加快或减慢混合反应程度，使获得的信号增大或减小。因此，优化最佳混合条件能使获得的分析信号更加准确。
3.3.4 Luminol-H2O2-Co2+化学发光体系的测试

对Luminol-H2O2-Co2+化学发光体系进行了标准样品的测试，测试条件为Luminol浓度为1.0´10-4 mol/L，pH=10.8的Na2CO3-NaHCO3的缓冲溶液，H2O2浓度为体积比1:100，仪器测试参数见附录A2。检出限可达到10-10 mol/L，对0.1μg/mL的Co2+标样连续测定6次，测定时间为80 s，图3.6所示为0.01μg/mL和1.0 μg/mL的Co2+测试结果及所用芯片示意图。注样口S与载流入口距离为18mm，检测窗口R离废液出口E距离为20 mm。

      (a)                          (b)

图3.6.  a： 0.01 μg/mL和1.0 μg/mL的Co2+测试结果(纵坐标：化学发光强度值；横坐标t/s )；b：芯片示意图，载流驱动系统(日本日立K-1000流动注射分析仪上的柱塞泵)；进样系统(K-1000的蠕动泵)，检测器(日本HAMAMATSU公司CR105光电倍增管(PMT))

Fig.3.6 a: CL results of Co2+(0.01 μg/mL and 1.0 μg/mL). b: Scheme of microchip

3.3.5 Luminol－KMnO4－Pb2+化学发光体系的测试

使用上述组装的化学微芯片系统对Luminol-KMnO4-Pb2+化学发光体系进行了测试。该体系的条件详见文献[78]。芯片结构如图3.2a，进样管道口S1刻制在第二个转角处，两柱塞泵驱动KMnO4和Luminol，蠕动泵定时进样Pb2+溶液。两载流驱动压力为1.0 MPa，蠕动泵定时进样时间为1 s，光电倍增管负高压为600 V。由于KMnO4和Luminol混合立即会产生较强的发光强度，且背景较大，故在缓冲液中加入体积比1:10的EDTA(1.0´10-4 mol/L)可有效的抑止基底信号，同时Pb2+应滞后加入，故进样管道在第二个转角处，注样前的混合管道长度为7 cm。对Pb2+标准样品进行测试，测试结果表明其在1～103 mg/mL都呈良好的线性关系，线性方程为：y=28.183x+194.67，y:化学发光强度值，x:浓度(mg/mL)。相关系数R=0.9976。对单个标准样品(1.0×10-5 mol/L)连续测定9次，相对标准偏差为2.3%。实验结果表明，本方法制作的微流芯片和本组装系统具有较好的性能。

3.4 结论

试验研究了用于化学微分析系统的有机玻璃化学微芯片的制作工艺过程，制作过程的技术条件及参数控制，以及PDMS材料芯片的制作条件。研究出了一条能在普通实验室制作化学微芯片的技术路线。通过和标准光刻、化学腐蚀法制作的玻璃芯片的对比，表明本法提出的采用压印技术制作的微管道具有较好的内壁表面，实验测试结果也表现出较好的重现性；同时实验观测了两载流在微管道中的混合状况，对比不同形状微管道中及不同驱动压力下流体的混合效率，发现具有折叠的管道的混合效率比直管高，三维变向管道的混合效率最高。

对Luminol-KMnO4-Pb2+和Luminol-H2O2-Co2+化学发光体系的初步测试结果表明，以本法制作的有机玻璃化学微芯片组装的微分析系统具有较好的性能。

4  环境水、汽油中的Pb的测定

4.1前言

铅是重要的工业原料，也是一种蓄积性毒物，过量铅的摄入会严重影响人体健康。水、大气、土壤和地表中的铅主要是工业生产、汽车尾气排放所致，环境水中铅存在着有机铅化合物及无机铅离子的形式[79]。尽管有机铅的存在形式很多，但环境化学家一般只关心种类有限的四烷基铅(TAL)、盐类及其分解产物。TAL在水中会降解得到R3Pb+、R2Pb2+、Pb2＋，其中三甲基铅离子和三乙基铅离子在水中很稳定；汽油中铅的主要来源是加入了抗爆剂四乙基铅。四乙基铅可由呼吸道、皮肤进入人体内，在体内转化为剧毒的三烃基铅衍生物，其剧毒引起人们的广泛关注。
测定铅含量的方法[78]主要有滴定分析方法，以及各种仪器分析方法，如火焰原子吸收光谱法、X-射线荧光光谱法、反相高效液相色谱-汞电极检测等。化学发光分析法(CL)作为一种高灵敏度检测手段，具有检出限低和检测范围宽的优点，是一种测定速度快和自动化程度非常高的痕量分析技术。目前已有没食子酸化学发光体系、光泽精化学发光体系以及间接催化Luminol-H2O2发光体系对Pb2+进行检测的方法，这些方法存在检出灵敏度不够或操作条件难于控制等缺点。本文在前期应用流动注射化学发光方法研究Pb(II)催化Luminol-KmnO4以及催化Luminol-H2O2化学发光的方法测定汽油中铅的基础上，进一步研究了该体系在制作的有机玻璃微芯片上的测定。同时以巯基棉分离富集了环境水中Pb2+，以该体系使用本系统测定了Pb2+的含量，并且和原子吸收方法进行了对比。同时通过消解水样测定了总铅的含量，间接算出水中有机铅的含量。

4.2实验

4.2.1试剂与仪器

鲁米诺储备液(Luminol, 1.0×10-2 mol/L)：使用时移取不同量的鲁米诺储备液，稀释到pH 13的氢氧化钾缓冲溶液中，H2O2(33%)；KMnO4溶液(1.0×10-4mol/L)；铅标准溶液(1 000 mg/L)，使用时逐级稀释；EDTA标准溶液(1.0×10-4 mol/L)；乙醇溶液(体积分数50%)；浓盐酸；浓硝酸；高氯酸；所有试剂均为分析纯，水为重蒸水。

   PHS-3C酸度计(上海第二分析仪器厂)；WFX-110原子吸收分光光度计(北京瑞利分析仪器公司，测定波长283.3 nm,灯电流2 mA，燃烧器高度5 mm，乙炔用量90 L/h，狭缝宽度0.2 nm)；CR105光电倍增管(PMT)(日本HAMAMATSU公司)；MCDR-A型多功能化学分析数据处理系统(西安瑞迈电子科技有限公司)；IFFL-DM多功能流动注射化学发光/光谱/光度分析系统软件；微型全化学分析芯片分析系统(图4.1)。

4.2.2实验方法

使用如图4.1所示的化学分析芯片系统，虚线部分为芯片示意图，其中C1、C2为载流与试剂，S为样品入口，R为混合反应室及检测窗口，W为废液出口，PMT为检测化学发光信号的光电倍增管，检测的信号通过信号转换器输入到计算机进行处理。PMT、信号转换器型号、分析软件以及系统的组装方法和本文前述方法相同。C1和C2通过柱塞泵P1和P2泵入Luminol和KMnO4，Luminol和KMnO4在管道中混合反应后，再与由泵P3泵入的样品S混合反应。样品和试剂混合流动到混合室R后进一步混合反应，检测器PMT检测到光信号后，通过转换器输入到计算机进行处理。废液从W流出。

           a                                b

图4.1 Luminol-KMnO4测定Pb2+的微芯片系统  Luminol-H2O2测定Pb2+的分析系统

Fig.4.1 Scheme of microchip system for Luminol-KMnO4-Pb2+. Scheme of microchip system for Luminol-H2O2-Pb2+.

IFFL-DM多功能流动注射化学发光/光谱/光度分析系统软件的测定参数见附录A

4.2.3汽油样品预处理

   按文献方法[78]分解样品，取汽油样品20 mL于100 mL烧杯中，加入浓盐酸20 mL，加盖，水浴加热分解后，取水层清液，加入氨水调节至pH值为4.5，定容到50 mL，按实验方法进行测定。

4.2.4巯基棉的制备

巯基化合物在分析化学上早有应用，但因多数巯基化合物不稳定、味臭，故在分离富集上一直未能广泛应用。20世纪70年代初，西末雄、小林力夫等制备了巯基棉纤维(简称SCF)，用来富集了水中痕量甲基汞。俞穆清等[80]在20世纪80年代初对巯基棉的制备条件，对重金属痕量元素的定量吸附条件、吸附速度、吸附量、吸附强弱条件和洗脱条件都进行了详细的研究。巯基棉纤维是一种良好的固体吸附剂，可以定量吸附水溶液中多种微量重金属和某些非金属离子；富集倍数大，富集效率高，吸附速度快，不同条件下选择性高，解脱性能好，制备简单等优点。

巯基棉没有商品供应，因此一般在分析化学中都是直接制备，巯基棉的制备分为液相法和气相法。液相法是把巯基棉纤维浸泡在巯基乙酸(硫代乙醇酸)溶液中加热反应，气相法是使巯基酸的蒸汽与棉纤维接触而得。本分离系统中应用的巯基棉采用液相法制备，使用了两种方法制备。方法一为：在广口瓶中，依次加入巯基乙酸10 mL，乙酸酐7 mL，乙酸(36％)3.2 mL，浓硫酸1滴及蒸馏水2 mL，放入脱脂棉3 g并搅拌浸泡完全。加盖后在40～45℃的烘箱中保温4天。取出后用漏斗抽滤，蒸馏水洗至中性，取出棉纤维放于滤纸上于40～45℃的烘箱中烘干，成品放于棕色磨口瓶中保存。方法二为：于广口瓶中依次加入巯基乙酸20 mL，乙酸酐14 mL，浓硫酸2滴，浸入脱脂棉4 g，在25℃下保持24 h。后续步骤和方法1相同。

巯基棉的分离富集装置由250 mL的分液漏斗，下端垂直接φ6 mm，L10 cm的玻璃管，玻璃管内均匀装填0.1 g巯基棉。

4.2.5环境水中铅的分离与富集

使用上述装填好的巯基棉分离富集装置，注入水使装有巯基棉的玻璃管部分湿润。用0.1 mol/L盐酸(硝酸)溶液4 mL洗涤巯基棉，再用重蒸水洗至中性。根据富集倍率要求，将一定体积的铅的水样用稀硝酸和氢氧化钠调至pH=4.5，注入分液漏斗，抽滤并控制流速4 mL/min左右，使溶液全部通过巯基棉。以pH=3.5的盐酸液2 mL冲洗，再用6 mL重蒸水分3次冲洗漏斗和巯基棉。最后用0.1 mol/L盐酸(硝酸)溶液4 mL洗脱吸附在巯基棉上的铅。洗脱液在巯基棉管中截留数分钟，可提高洗脱效率。洗脱液收集在容量瓶中，继续水洗至收集液为15 mL。

4.3结果与讨论

4.3.1微芯片系统参数的确定

1)样品与试剂混合点

在连续流动的反应池中，测定位置应设在反应管路的t= tmax处以获得最大信号。根据第二章缩微化的理论分析，由于管道的缩微，流体的流动状态为层流，分子扩散对流体混合将会占据重要地位。该体系的测定是在Luminol和KMnO4反应最大峰值过后(混合完全)再加入Pb2+进行的二次化学发光反应的测定，因此加入铅的时间应该为在第一次化学发光反应最大峰值之后。Luminol和KMnO4在管道中流动属于两管道的混合，由公式2-43，则其所需的时间为： ，假设分子扩散系数D为10-9m2/s，在本系统中，d=200 mm，n=2，则t=5 s。即加入Pb2+的时间应该在Luminol和KMnO4开始混合后的5 s后。假如改变驱动流体的压力，控制流体在微管道中的线流速为20 mm/s，则让Luminol和KMnO4第一次发光峰值过后的时间内，流体应该流动的距离为 10 cm，即样品Pb2+的入口应该在距离Luminol和KMnO4混合处的10 cm以后的地方，这样才不会让第一次发光信号干扰Pb2+催化产生的信号。实际上，由于Luminol和KMnO4进行化学反应的加剧，管道内壁对流体的扰动以及芯片上管道折叠处使流体运动变向产生的二次流，管道变向使流体混合的加剧可由第三章的流体混合实验可看出。因此，实际上最大发光峰值出现的时间会大大提前。使用化学发光检测系统测试了从混合开始不同的距离点的化学发光强度，如图4.2所示。由于还要考虑加入Pb2+后的第二次化学发光反应的混合，因此在本系统中，Pb2+的进样口设在微管道的第二个转角处，此处的距离大于7 cm。由图中看出，这已经过了第一次化学发光的峰值处，后续也有足够管道长度使样品和试剂充分混合。

图4.2 化学发光强度随微管道中流动距离的变化 (c(Pb2+)=10-5mol/L，PMT负高压500V)

Fig.4.2 Relation of CL intensity and microconduit length

2) 流体流动参数的确定

由第二章的理论分析及第三章的流体简单混合试验知，在微芯片中，样品和试剂在管道中自然流动时是呈层流状态，此时流体的混合主要来自样品和试剂的分子扩散作用。当存在化学反应时会加剧混合的程度，微管道的折叠会使流体在转角处绕流，趋向湍动，加速混合。以上促进流体混合的因素与体系相关，当分析体系和测试所用的芯片确定后，则以上改变流体混合的因素也就固定了。此时改变流体的混合程度就只有靠改变载流、试剂及样品的流速等条件，前述已知，改变压力会改变流体的流动速度，从而改变其混合程度，增强化学反应的程度。图4.3为在不同流体驱动压力下Luminol-KMnO4体系测定Pb2+的化学发光强度，从图中可看出，当压力较低时，样品和试剂的混合程度很差，化学反应程度弱，发光信号小，而且峰型拖尾严重(不对称)。随着压力的增大，样品和试剂的混合加强，发光信号增强，峰型也逐渐变得对称。当压力达到1.0 MPa后，再增加压力对化学发光反应的光信号的增强已没有太大的作用，表明在此时，样品和试剂的混合已经比较好。同时考虑到系统的耐压程度，因此选定流体驱动压力为1.0 MPa，测定此时的试剂与载流的流速为42.4 mL/min。

图4.3 不同压力下Luminol-KMnO4体系测定Pb2+(c(Pb2+)=5.0´10-4mol/L )的光谱图(a 四个峰的压力分别为200、400、600、800 kPa，b 四个峰的压力分别为1.0、1.2、1.4、1.6 MPa)(纵坐标I：化学发光强度值，横坐标t：时间)

Fig.4.3 Spectrography of CL intensity with diverse pressure(Y-coordinate: intensity of CL, X- coordinate: time, t)

3)样品注入

以连续流动体系分析测试样品时，样品的注入方式，注入量极其重要，因为这不仅与产生的分析信号大小相关，而且还会决定结果的稳定性、重复性等。在压力驱动的流动体系中，要控制每次进样的精度，对系统中泵的要求要高，因为很多机械泵都具有一定的脉动性，电渗流泵是一种较好的进样泵。在体系中，分别试验了定容进样和定时进样的方法。定容进样直接与注入的样品塞的长度(体积)相关，首先考虑使其达到检测器有一定的检出信号，注入样品过低，影响信号的获取，灵敏度低。其次，过高的注入样品体积使样品消耗过多，同时如果实现的是点检测的话，样品体积注入过多，那么通过检测器时样品没有和试剂充分混合，则样品塞将会呈两端试剂多，中间无试剂的状态，由于此时实现的不是区域检测，因此，检测器将会检测到样品塞的每一小段的信号，故而峰型会出现凹峰，如图4.4所示。中间的凹峰即是过多的注入样品，样品塞在流动过程中和试剂不断的渗透混合，但是在到达检测点时，中间的样品并没有和试剂充分混合，到达中间试剂少，出现了凹峰。同时还可从图中看出，改变样品塞的体积对化学发光的峰高并没有多大影响，这是因为实现点检测，化学发光峰高信号与试剂和样品的渗透情况有关，而与过多的中间段样品无关。过多的中间段样品只会增加峰宽，如图所示，当样品逐渐减少直到到达检测器能混合完全刚好只有一个单峰时，谱图的峰高并没有因此而明显损失，但是峰宽却是越来越来窄。
图4.4 定容进样点检测对不同体积的样品的化学发光谱图(纵坐标I：化学发光强度值，横坐标t：时间/s)

Fig.4.4 Spectrography of CL intensity for changing sample volume (Y-coordinate: intensity of CL, X- coordinate: time, t/s)

图4.5 定时进样点检测对不同进样时间的化学发光谱图(纵坐标I：化学发光强度值，横坐标t：时间/s)

Fig.4.5 Spectrography of CL intensity for changing sampling time (Y-coordinate: intensity of CL, X- coordinate: time, t/s)

定时进样时，样品和试剂的混合方式与定容进样不一样，过多或过少的样品会出现另一种情况。由于定时进样时，样品和试剂是流体的两支流混合方式，是径向扩散方式的混合，不同于定容进样中的轴向相互渗透混合方式。根据前述讨论和理论与试验，在本体系废液出口端区域，两支流流体的径向混合是完全的。因此，在这段区域对定时进样进行点检测，信号的大小与样品的注入时泵的压力有关，因为压力的大小将会决定样品支流在混合管道中所占的流体分数大小。如图4.5所示，右边的四个峰是在不同压力下化学发光谱图，随着压力的增大，样品支流在管道中所占的体积逐渐增大，化学发光信号越来越强。当样品超过和试剂反应的化学计量点时，化学发光信号又会逐渐降低。图4.5中，还出现两个凹峰，这同样是和定容进样中出现的情况一样，样品塞过长，中间试剂量少。因为压力过大时，样品的强行注入会使试剂支流逐渐减少直到消失，此时的样品和试剂不再是两支流的混合，而是又成了定容进样时的情况。在本系统中，根据理论计算以及试验发现，定容进样时，控制注入体积为62.8 nL(样品塞长度2 mm)左右得到的信号较好。而定时进样控制压力和载流压力相等，进样时间1 s得到的信号较好。

4.3.2 Luminol-KMnO4体系测定环境样品中铅

由于催化Luminol-KMnO4化学发光反应的是Pb2+，故该体系不能对各种形态的有机铅化合物进行直接测定，因此，本文在对有机铅化合物的测定上采用了HNO3-HClO4进行消解，把有机铅转化为Pb2+再测定。测出总铅含量，然后减去直接测定出的Pb2+量，得到有机总铅的含量。至于细分各种有机铅的形态，由于分离方法及体系的限定，还需要进一步的工作。

1) Luminol-KMnO4-Pb2+化学发光反应的动力学分析

在碱性条件下，Luminol-KMnO4体系本身会产生很强的CL信号。常规化学发光反应A+B → Light 较常采用一维模型描述，反应常数k(L﹒mol-1﹒s-1)，通常浓度[B]过量，单位体积和时间内的发光强度E(t)=d[light(t)]/ dt=[A]/τ[exp(-t/τ)] ，[A]为以mol﹒L-1表示的浓度，τ是反应时间常数[s]；因此对发光信号进行峰值测定，时间常数确定十分重要，此反应动力学曲线表明：该过程达到最大发光信号时间tmax很小且信噪比高，但在该处铅离子加入后CL信号相对变化不大，且极易超出仪器检测限，不能用作铅测定。
图4.6 化学发光动力学曲线(纵坐标I：化学发光强度值，横坐标：时间，t/´0.2 s)

Fig. 4.6  Kinetic curve of chemiluminescence process. (Y-coordinate: intensity of CL, X- coordinate: time, t/´0.2 s)

我们以前以流动注射分析系统对该体系的研究表明，高锰酸钾和鲁米诺反应产生很强的光信号后，在大约20 s时，反应趋于平稳，发光信号稳定在一定值范围内。此时加入Pb(II)，残留的高锰酸钾或还原生成的锰酸钾和鲁米诺在Pb(Ⅱ)的催化下会进一步发生了反应；从高锰酸钾和鲁米诺反应后溶液呈绿色状态，判断极有可能是第一步反应后生成了锰酸钾，与鲁米诺在Pb(Ⅱ)的催化下发生了第二次化学发光反应，这步反应达到最大发光信号时间tmax也很小，并具高的信噪比，可以有效地用于Pb(Ⅱ)的定量测试。为了使平稳区提前到达以提高分析速度，预先在鲁米诺溶液中加入少量EDTA和乙醇能有效消除背景，使平稳区前移至8 s 左右。

由于微芯片上管道内径的降低，流体的混合的加强。因此，化学发光反应的最大值将会提前，而同时，发光信号的平稳区也会提前到来，根据研究，大约混合3～4 s的时间，平稳区即出现。

2) Luminol-KMnO4-Pb2+化学发光条件试验

a. 鲁米诺浓度及pH值的影响

鲁米诺的化学发光反应要求在碱性介质中进行，故鲁米诺溶液中应含有足够的碱保证化学发光反应的进行。通过分别改变鲁米诺浓度和pH值进行试验，绘制ICL-CLu和ICL-pHLu曲线，发现在pH值为13的KOH介质中，鲁米诺浓度为1.0×10-4mol/L时，空白较低，发光信号最强。Pb(Ⅱ)溶液的pH值为4.5。

图4.7 鲁米诺浓度对化学发光强度的影响      图4.8  pH对化学发光强度的影响

Fig.4.7  Effect of luminol concentration on CL intensity   Fig.4.8  Effect of pH on CL intensity

b. KMnO4浓度的影响

   高锰酸钾的氧化性很强，其浓度将会影响测定结果的精度。以浓度为1.0×10-4mol/L的鲁米诺在pH=13的条件下试验，比较一系列高锰酸钾浓度对发光强度的影响，发现高锰酸钾浓度过高时，第一个峰很强，第二个被测峰的背景高；浓度太低时，虽然背景低，但被测峰不明显而影响结果准确性。最终选定浓度为1.0×10-4mol/L，此时信噪比最大。

3) 汽油中金属元素的化学发光干扰

   取未分解的汽油样品进行化学反应的测定，未发现有化学发光信号，初步说明汽油中游离的其它金属离子不干扰测定以及没有Pb2+。对Pb含量为16 mg/mL的汽油样品，用原子吸收分光光度法测定了其中各金属元素含量，测定结果如下：Cr 0.28 mg/mL，Cd 0.11 mg/mL，Ni 0.32 mg/mL，Co 0.16 mg/mL，Fe 5.87 mg/mL，Cu 0.41 mg/mL，其含量都在文献[78]讨论的允许的干扰存在限内，不会干扰测定。

4) Luminol-KMnO4-Pb2+化学发光反应标准曲线的绘制

按实验方法，在上述讨论的条件下，调节光电倍增管负高压600V， 蠕动泵

图4.9 不同浓度Pb2+的化学发光强度谱图(纵坐标I：化学发光强度值，横坐标t：时间/s)

(从左至右c(Pb2+)分别为7.0´10-5、4.5´10-5、2.0´10-5、1.0´10-5mol/L)

Fig 4.9 Spectrography of CL intensity for Pb2＋ of deferent concentration

(Y-coordinate: intensity of CL, X- coordinate: time, t/s)

图4.10 对单个Pb2+标准样品(5.0×10-4mol/L)连续测定9次的化学发光强度图(纵坐标I：化学发光强度值，横坐标t：时间/s)

Fig 4.10 Spectrography of CL intensity of Pb (c(Pb2+)=5.0×10-4mol/L) standard sample(n=9) (Y-coordinate: intensity of CL, X- coordinate: time, t/s)

图4.11 连续测定4次的结果图(纵坐标I：化学发光强度值，横坐标t：时间/s)

Fig 4.11 Spectrography of continuous detection for 4 times. (Y-coordinate: intensity of CL, X- coordinate: time, t/s)(c(Pb2+)=3.0´10-5mol/L)

进样时间为1 s。在Luminol中加入体积比为5％的EDTA，在优化的条件下，加入一定量的氯化钠作基底，绘制化学发光强度和铅浓度的工作曲线，从浓度为0.01mg/mL一直测定到1.0´10-2mol/L，发现化学发光强度值与Pb2+的浓度在1.0×10-7～1.0×10-3mol/L范围内成良好线性关系。工作曲线的回归方程为y=1.0×107x+112.53，y：化学发光强度值；x：Pb2+的浓度(mol/L) ，相关系数 R=0.9 993。对1.0×10-5mol/L的标准溶液平行测定9次，相对标准偏差2.7%，检出限达0.01mg/mL。这比前述的线性范围宽了一个数量级，这可能是由于反应及流路条件的优化以及加入EDTA后有效消除了基底的干扰，使反应变得更加平稳。

5) 测定汽油中Pb含量的结果

将分解后的汽油样品1和汽油样品2按上述试验方法进行测定，并且和原子吸收分光光度法进行了比较。结果如表4.1所示，由于汽油未发现有离子态的铅，故可以认为测定出的铅可表达有机铅化合物，且根据汽油的性质，应为四乙基铅的量。

表4.1 测定汽油中铅含量的结果

Tab.4.1 Determination results of Pb in gasoline samples

样品号No.AAS测定值mg/mLFIA测定的平均铅量mg/mL本法测定平均值mg/mLRSD %

15.005.024.73.2

216.00 15.9416.32.1

6) 测定环境水中Pb含量的结果

a.巯基棉的分离富集条件及性能评价

由于本方法的检出限为0.01 mg/mL，而多数环境中的铅含量很低，同时一些金属离子会干扰测定，所以有必要对铅进行分离富集。本文选定的巯基棉分离富集条件根据文献[80]而定，巯基棉对金属离子的吸附是选择性吸附，较高浓度的碱金属、碱土金属、Fe2+、Mn2+、Co2+、Ni2+、Cr3+等不会干扰重金属离子的定量吸附。而且重金属离子和巯基的结合能力有差异，在较高含量时存在规律性的竞争吸附和置换吸附，产生的干扰离子可以通过控制溶液的酸度来有效的消除。因此，分离富集的样品已经消除了大部分干扰离子，可对分离富集的样品直接测定。根据文献[80]及本实验的条件，选定富集的pH值为4.5，洗脱酸度为0.1 mol/L的盐酸(或硝酸)。在所给条件下，控制流速为4 mL/min分别对含铅水样和不含铅的水样进行回收率实验，对本方法制作的巯基棉进行性能评价，以原子吸收方法测定，结果如表4.2。结果表明，以本法制备的巯基棉对铅的富集效率较好，同时在上述加标样品中加入相同量的Cr3+、Co2+、Fe2+、Mn2+、Cu2+等离子，以原子吸收分光光度法均未检出这些离子，而铅的回收率均在95％以上。故可以使用自制的巯基棉对痕量铅进行分离富集。
表4.2 水样中加标铅样测定的回收率

Tab. 4.2 Recovery test of Pb2+

样品加入铅量mg/100mL测定铅量mg/100mL平均铅量mg/100mL回收率%

无铅水样0.02.05.00.02.10, 2.21, 1.80, 2.02, 1.76, 1.944.75, 4.97, 5.14, 5.02, 4.88, 5.241.975.00 98.5100

含铅水样1mg/mL0.02.05.01.02, 0.93, 0.86, 1.02, 1.04, 0.982.94, 2.93, 3.06, 3.10, 3.12, 3.035.80, 6.02, 5.94, 5.92, 6.00, 5.90   0.98   3.03   5.9398101 98.8

b.水中Pb的测定

取重庆大学民主湖中水样1 000 mL，过滤除去固体不溶物后，以巯基棉分离

表4.3 水样分析结果(测定9次的平均值)

Table Determination results of water samples

样品(sample)Pb2+测定值(mg/mL)mTAS    AAS加入Pb2+量(0.05mg/mL)mTAS       AAS回收率％mTAS AAS

       10.057    0.0630.102        0.1190    94

离子态铅   20.10     0.0980.151       0.146102   96

       30.045    0.0490.092       0.101 94    104

       1    0.075     0.12  90

总 铅      2    0.12     0.161  82

       3    0.07     0.11  80

       1        0.018mg/mL

有机铅     2                0.02mg/mL

       3                0.025mg/mL

富集Pb2+。本系统进行测定，并和原子吸收分光光度方法测定比较。同时另取等体积水样采用HNO3-HClO4消解水样方法进行消解，把各种形态的铅转化为离子态的铅，再按实验方法用巯基棉进行分离富集，以本系统进行测定。结果如表4.3所示。结果表明本法测出的结果和AAS方法的结果较为一致。

在自来水和蒸馏水中加入一定量的Pb2＋采用本系统进行了测定，测定结果如表4.4所示。

表4.4 自来水和蒸馏水中加入一定量的铅的测定结果

Tab.4.4 Determination results of standard addition

样品(samples)Pb2+平均值mg/100mLRSD%回收率％

蒸馏水<0.1

加入1 mg Pb2+、Cu2+、Bi3＋、Cr3＋、Cd2+、Fe3＋0.943.794

自来水<0.1

加入1 mg Pb2+、Cu2+、Bi3＋、Cr3＋、Cd2+、Fe3＋1.035.3103

c.合成水样的分析

合成水样按国家地面水质要求加以放大配制，水样中含Hg2＋、Co2＋、Ni2+、Cr3+各0.2 mg/L；Mn2+、Cu2+、Fe3+各0.5mg/L；Zn2+、Pb2+、Cd2+各1.0 mg/mL；Mg2+、Ca2+各50 mg/L。调节溶液pH值为4.5，按前述方法经巯基棉进行分离，然后测定，结果如表4.5所示。

表4.5 人工水样中Pb2+含量的测定结果(n=9)

Tab. 4.5 Determination results of in artificial water samples(n=9)

样品(Sample)样品量(Original)mg/L加入量(Added)mg/L测定值(Found)mg/L回收率RecoveryR/%RSD%

11.001.002.031032.4

21.002.002.94973.1

4.3.3 Luminol-H2O2体系测定Pb2＋的结果

1) Luminol-H2O2-Pb2+ 化学发光条件试验

Luminol与H2O2在碱性条件下混合后会产生缓慢的弱发光信号，试验表明，该发光信号在较长时间内都保持较稳定的基线平台，如图4.12所示。因此，在这期间加入催化剂金属离子都可以产生较好的重复信号。该体系的最大发光值条件的试验结果为，Luminol浓度为5.0´10-4mol/L，H2O2浓度为体积比1:200，要严格控制过氧化氢的浓度，过氧化氢在载流测定体系中分解，管道中产生气泡会使发光曲线出现负峰，如图4.13所示。载流为pH=13的KOH缓冲溶液，样品Pb2+溶液的pH值为4.5，在载流中加入体积比为1:20的EDTA或乙醇能增敏化学发光的强度。

图4.12 Luminol-H2O2化学发光基线图示  图4.13 在气泡存在下的化学发光峰型

Fig 4.12 Baseline of CL for Luminol-H2O2  Fig 4.13 spectrography of CL with air bubble

2) 微芯片系统参数的确定

由于Luminol与H2O2自身混合会产生较为平稳的化学发光信号，而且维持时间较长，不同于KMnO4与Luminol混合会产生强发光，维持时间极短。因此，在该体系中，采用Luminol与H2O2在片外混合的方式，这就避免了试验Luminol与H2O2混合完全所需的管道长度以及加入样品的位置。此时，只考虑样品与试剂混合程度，因此将样品注入口提前，芯片如图4.1a所示。Luminol-H2O2-Pb2＋的反应较Luminol-KMnO4-Pb2+缓慢，注样口提前能使到达检测器时尽可能收集到化学发光的最大信号。通过试验，确定的该体系的流路参数为，样品注入口离载流进入口18 mm，载流流速为56.4 mL/min，C1和C2分别通入缓冲溶液和Luminol-H2O2的混合溶液，采用定时进样，进样时间1 s，以全检测的方式，因为这里没有Luminol-KMnO4-Pb2+体系中的前信号，不用点检测，避免了试验最大信号检测点的工作量。分析软件的参数设置与Luminol-KMnO4-Pb2+相同。

3)标准曲线的绘制及检出限的确定

在试验条件下，绘制化学发光强度值和铅浓度的工作曲线，化学发光强度值与Pb2+的浓度在0.5-500 mg﹒mL-1范围内成良好线性关系，工作曲线的回归方程为y=78.45×106x＋11.56，y:化学发光强度值，x：单位为mol/L的浓度。相关系数R=0.9 986。对1.0×10-5mol﹒L-1的标准溶液平行测定10次，相对标准偏差2.9%，检出限达0.1 mg﹒mL-1。

4)样品分析

许多金属离子都会催化Luminol与H2O2的化学发光反应，该体系的干扰较大，因此，汽油中的铅采用前述方法分解后，氨水调节pH值为4.5，以巯基棉分离的方法进行分离后测定，测定结果如表4.6。

表4.6 样品分析结果

Tab.4.6 Determination results of samples

样品号AAS测定值mg/mLFIA测定的平均铅(Ⅱ)量mg/mL本法测定平均值mg/mLRSD %

15.005.024.854.2

216.00 15.9415.743.5

4.4 结论

   以自制巯基棉对Pb2+进行了分离富集，分离富集的效果较好，回收率在95％以上。在制作的有机玻璃微化学芯片上进行了Luminol-KMnO4-Pb2＋以及Luminol-H2O2-Pb2＋化学发光体系的试验研究，和前期以流动注射方法(FIA)的研究进行了比较。以前一体系直接测定了汽油中分解前和分解后的Pb2+含量，并且和原子吸收分光光度法进行了对比，结果较好。通过微芯片上化学发光反应测定Pb2+的含量间接表征了汽油中四乙基铅的含量，这可以为汽油中铅的测定建立一套简单、快速的方法；同时以巯基棉分离富集环境水中痕量Pb2+，然后进行测定，与原子吸收分光光度法对比，结果较好。通过消解水样把有机铅转化为无机铅离子，测定了总铅的含量，进而可以获得总有机铅的含量。由于后一化学发光体系的干扰严重，因此采用巯基棉分离后再测定的方法测定了汽油中的铅含量。两种方法测定的值与原子吸收分光光度法测定的值都较为接近，单次测定的相对标准偏差(RSD)均在2～5％之间。线性范围较宽。检出险低，适合痕量Pb2+的测定。通过化学反应的转化，可以间接获得不同形态的铅含量测定数据。

5  结论与展望

5.1结论

本文在探讨mTAS缩微化理论的基础上，进行了mTAS微芯片及管道的设计，研究出了制作有机玻璃微芯片的制作方法，在芯片上以化学发光检测技术测定了环境中有毒重金属铅的含量，论文完成了以下工作。

1) 通过讨论流体流动的微尺度效应，借助色谱理论，分析了在mTAS上微管道中流体的流动状态，讨论了量纲分析和相似性原理在mTAS中的应用。

2) 运用缩微化理论对mTAS中的微芯片的管道进行了分析和设计，分别在压力驱动和电渗流驱动流体运动下对mTAS中管道内流体的分散与混合作了理论分析，进而优化芯片设计。

3) 以有机玻璃为基材，对芯片制作中的盖片、底片、微管道、进样口的制作进行了研究，对底片与盖片的键合密封做了大量的试验工作，成功的制作出了可用于mTAS中的有机玻璃二维与三维微芯片，同时制作了PDMS微芯片，在显微条件下对自制的有机聚合物芯片和自行设计，标准光刻蚀法制作的玻璃芯片微管道表面进行了比较观测。

4) 以自制的有机玻璃微芯片，在微管道中进行了流体混合试验研究，在显微条件下，对有反应性和无反应性的两载流进行了混合，考察了在不同驱动压力(流速)、不同距离等条件下的流体混合效率，并且与理论计算进行了比较。同时以本系统在不同压力(流速)、距离下测试了Luminol-KMnO4、Luminol-H2O2等化学发光反应在芯片上的混合反应效率。

5) 在构建的系统上进行了Luminol-KMnO4-Pb2+、Luminol-H2O2-Co2+标准样品测试，考察了制作的芯片的性能。

6) 根据文献自制了用于分离富集重金属离子的巯基棉，对巯基棉的分离富集效率、性能进行了评价。

7) 在构建的本系统中，对Luminol-KMnO4-Pb2+与Luminol-H2O2-Pb2+化学发光体系的最佳发光条件进行了试验研究；并对这两个体系在芯片上测试的条件进行了研究，优化了系统测定参数。

 在构建的本系统中，对环境水样中有机铅和无机铅离子以及汽油中铅进行了分析测试。通过自制的巯基棉分离富集了水中的铅离子，同时消解水样，测定了总铅含量，进而算出有机铅的含量。对汽油中的铅分解直接进行测定，使用Luminol-KMnO4-Pb2+化学发光体系测定了两种样品中有机铅和铅离子的含量，以Luminol-H2O2体系测试了分离富集后环境水中铅的含量。结果与原子吸收分光光度法(AAS)进行了对比。因此，本文得出以下结论。

1) 在微芯片上微管道中，分子扩散在微管道中流体的混合占据重要地位，在微尺度效应下，大系统中不占据主要地位的物理相互作用力将会产生主要影响，物理化学作用将会占据重要地位，因此理论研究应考虑流体的表面张力等重要的物理化学作用，应使用相似性原理和量纲分析研究流体流动性质的变化。

2) 理论计算和实际样品分析表明，由于管道缩微后，化学反应加快，样品与试剂的用量大大减少，分析时间更快。这对贵重的生物样品的分析无疑是极好的。理论计算和实验结果表明，弯曲折叠的管道对压力驱动的流体产生二次流，能加剧混合，使信号峰型更加对称；但是对以电渗流驱动的流体来说，弯曲折叠的管道则会使区带分散，产生“跑道效应”，处于内壁的粒子运动速率比外壁快。因此，设计的管道应该尽量呈对称以及在折叠段缩小管道宽度。

3) 成功试验出一条制作有机玻璃微芯片的技术，该方法采用压印技术，可对微芯片进行批量生产，同时也研究出了底片和盖片的密封方法，方法也十分简易。由于制作条件简单，不需要复杂和昂贵的设施，有机玻璃极为价廉，因此，本法适合于普通实验室制作微芯片。另外利用现成的技术也制作了PDMS微芯片。显微观察表明制作出的有机玻璃和PDMS微芯片微管道都有较平整的表面。

4) 改变驱动流体的压力可以改变样品与试剂的混合效能，通常，加大压力使流体流速加快，层流流体趋向于湍动，更易于混合。但是在增加压力应该考虑芯片的耐压程度，同时，压力增加到一定程度，到达检测点的样品和试剂已充分混合，继续增加压力对点检测方法得到的信号没有进一步的增强。

5) 在微芯片上进行的化学发光方法测试标准样品表明本制作的芯片及组装系统均具有较好的性能。

6) 以化学发光检测方法，巯基棉分离富集，在微芯片上对环境中铅样品进行的测定是可行的，可以测定水体中有机铅和无机铅的含量；可通过化学反应的转化间接测定出汽油中四乙基铅的含量。

5.2展望

本文首先以理论分析，进而以此设计出试验所需的芯片，并且成功研究出了制作有机玻璃微芯片的方法，以该芯片分析测试了环境中铅的含量，取得了一定的结果。但是还有很多不足之处：
1) 本文的样品的分离富集是在芯片外实现的，并没有实现真正意义上的mTAS，这是受限于微加工条件，故没有集成分离部分。因此，下一步应该考虑把分离部分集成到微芯片上。

2) 本文以压印技术制作出的有机玻璃微芯片管道内径较为偏大(200´120mm)，而要进一步减少试剂与样品的消耗，提高分析效能，还应进一步降低管道的内径。本文已经研究出了制作微芯片的方法，制作出更小内径的微芯片应该不存在大的问题。

3) 对水体中的有机铅的具体形态没有区分，这主要是由于本系统采用的检测方法对细分有机铅的形态还有一定的困难，因此还需要进一步的研究，寻找适合的分离及检测方法。

4) 本文中流体的驱动一直采用的是压力，虽然压力驱动流体具有较多的优点，但目前对制作优良性能的微泵还有技术难点，压力驱动微流体较为难于控制，且集成在微芯片上也较难实现。而目前对mTAS的研究中采用电渗流作为流体驱动的占了绝大多数，因此，发展以电渗流作为微流体的驱动力应该是下一步的工作，因为这可以更加简化系统，更易于实现真正意义上的mTAS。另外，利用有机聚合物在一定溶剂下的溶胀性质以及其它一些能驱动流体运动的方法也是可以考虑的。

5) 本文制作出的有机玻璃微芯片的微管道表面一直没有进行化学性质的分析，对其表面是否会对化学分析物质有化学及物理作用没有考虑，因此，应该对其表面进行进一步的物理及化学性质测试。特别是当用电渗流驱动流体运动时，这一点是应当考虑的，因为管壁的性质会影响电渗流的大小，而电渗流的大小会影响流体的流速、分析结果等。

6) 本文虽然成功的制作出三维变向的有机玻璃微芯片，流体混合试验也表明其混合效率极高，但是并未在其上进行样品的分析测试，这需要下一步的工作。

   mTAS概念的出现是分析化学技术及其他相关科学技术发展的必然结果。目前，对mTAS的研究大多数还处于对微液流系统的单个分析功能的研究，可以说现在的研究是在制造每一块砖，然后去修建大厦，这座大厦就是mTAS。十几年来，mTAS的集成功能在稳步的增加，但是许多还是处于构想之中。而学术界正在努力解决对微系统集成度的限制问题，尝试把每一个功能部件都集成在芯片上。商业界主要关心实时世界的需求(如客户的需求)。一直以来，科学和技术上激动人心的，而且对社会有用的每一次困难的突破都会使产品开发迅速的增加。新技术发展的最终驱动力是客户的需求，每一项成熟的技术都拥有至少一个成功应用的领域。在激烈的商业竞争中，每一项新技术都在性价比的逐鹿下不断发展。因此，在这里不得不思索芯片技术在本就充满发达技术的情况下会给我们的社会带来什么好处？微系统装置的最基本优点是小尺寸、集成性。mTAS的本性是在一块芯片上组合多元性和集成系统，这也是促使其发展的最终的驱动力。mTAS的多样性和集成性是分析化学的一场革命，可以和计算机开发时代的电子芯片对比。其低消耗性、高效性、灵活多样性和广泛的适应性预示着它的广阔的应用前景，将促进分析仪器在微型化的基础上更加简易化、专用化、便携化和智能化[81]。但毕竟它的研究时间尚短，还有许多问题有待解决，尤其是在灵敏度、响应速度不丧失的条件下，如何把检测集成在芯片上。这些问题的解决需多学科的融合与协作。mTAS虽然尚不够成熟，但已显示出它的巨大优越性
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附录A

IFFL-DM多功能流动注射化学发光/光谱/光度分析系统软件测试参数设置

A1. KMnO4-Luminol-Pb2+体系测试的软件设置参数图

A1. Parameters sets of software for KMnO4-Luminol-Pb2+ system.

A2. Luminol-H2O2-Co2+体系测定参数设置

A2. Parameters sets of software for Luminol-H2O2-Co2+.
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