
前 言

肝素是使用最广泛的临床抗凝药物之一，肝素

的治疗窗较窄，对不同人群的抗凝效果存在 3~6倍的

差异，半衰期存在 4 倍差异［1］，因此在使用过程中需

要格外关注药物浓度变化。在需要拮抗肝素时，如

心脏外科手术术后，常应用鱼精蛋白对肝素进行中

和［2］。鱼精蛋白可与肝素形成稳定的复合物，从而拮

抗肝素的抗凝效果。但过量的鱼精蛋白同样会造成

抗凝，因此鱼精蛋白的精准用药也需要关注［3］。抗

Xa因子是肝素测量的金标准，直接测量血液中的肝

素，结果不受采血量与采血管中抗凝药物的比例、患

者自身凝血因子水平等因素的影响［4］。由于血液中

的红细胞、血小板等成分会影响测量结果［5］，大部分

实验室常用的处理方法是在获取血液后，对血样进

行抗凝、离心，分离出血液中的固体成分，只保留血

浆，再对血浆进行抗Xa因子检验［6-7］。分离血浆这一

步骤耗时耗力，加上全血样品运输至实验室的时间，

通常在采血后需要经过数小时的时间才能获得结

果。而很多临床场景下，要求临床医生实时关注患

者的凝血状态。因此，缩短血样的处理时间是保证

肝素监测结果时效性的关键［8］。

微透析是一种新型的动态采样技术，它利用高
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分子膜的半透性，可以将肝素等小分子物质从血液

中分离，而将血细胞、血小板等大分子物质留在血管

内，以此避免对血液进行离心操作，节省检测时

间［9-10］。微流控是一种仅需要微量体积的样品就可

以完成对多种生化组分进行准确、快速和大信息量

检测的新型分析手段，通过连续注射样品及试剂，可

实现实时、快速的生化分析［11-13］。微流控芯片通常长

宽仅数厘米，芯片的设计可以根据实际需求任意改

变［14］。试剂可在芯片流道中完成样品预处理、试剂

反应和结果检测等步骤，大大缩短了检测过程中的

时间，节省了人力。微透析探针的采样速率通常为

1~100 μL/min；微流控芯片可对微升级的样品进行实

时测量，正好与微透析取样的速率配合［15］。因此，本

研究将这两项技术结合应用，用于实时监测肝素的

浓度变化及鱼精蛋白中和肝素的效果。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器

所有化学品的纯度规格均为分析纯级。肝素钠

注射液（常州千红）、凝血因子 Xa（法国 , Hyphen

Biomed），使用超纯水配置浓度为 15 μg/mL 的溶液，

Xa因子特异性荧光底物（瑞士, Pentapharm），使用超

纯水稀释至 0.5 mmol/L，冻干人血浆（法国 , Hyphen

BioMed），每次使用前依说明书向每分装瓶中加入3 mL

超纯水，振荡溶解，静置 30 min后使用。上述所有溶

液均贮存在 4 ℃冰箱。PBS 缓冲液（10×）（美国 ,

Sigma-Aldrich），用超纯水按水：储存液体积比=9：1

的 比 例 稀 释 成 浓 度 为 1× 的 PBS 溶 液 、超 纯 水

（18.2 mΩ∙cm）由Direct-Q系统（法国, Millipore）净化

并使用0.22 μm过滤器过滤（法国, Millipore）后得到。

3000kDa微透析探针（瑞典, Microbiotech）、微量

注射泵（Pump 11 Elite, 美国 , Harvard Apparatus）、蠕

动 泵（美 国 , Instech）、酶 标 仪（Cytation 5, 美 国 ,

Biotek）、荧光显微镜（Image.M2, 德国, Zeiss）、荧光图

像处理软件Zen（德国, Zeiss）。

1.2 实验方法

1.2.1 微透析探针的回收率测量 在烧杯中注入浓度

为 1 IU/mL 的肝素溶液，底部垫加热板，使用磁珠搅

拌，使肝素溶液始终保持在 37 ℃。烧杯开口用封口

膜覆盖避免水分蒸发影响肝素在溶液中的浓度。将

微透析探针的半透膜完全浸没于肝素溶液中。探针

进液口接注射泵，持续输入透析液（即 1×PBS），流速

分别为 0.5、1.0、2.0、4.0、8.0 μL/min。探针出液口接

蠕动泵，持续向外抽吸透析样品，抽吸速度与透析液

注入流速一致。每次开始收集样品前，微透析系统

先平衡 30 min，每次采样持续 1 h。分别采集微透析

探针在不同透析液流速下得到的透析样品。用传统

的抗Xa因子法，即使用酶标仪，定量分析透析样品中

的肝素浓度，计算微透析探针在不同透析液流速条

件下对肝素的回收率。实验分别使用相同规格的 3

组探针进行重复实验。

1.2.2 微流控芯片的校准 本实验使用微流控芯片对

血浆肝素浓度的标准溶液（浓度分别为 0、1.0、2.0、

3.0、4.0、5.0 IU/mL）进行测量。微流控芯片的示意图

见图1。芯片左侧有3个流道入口，入口1：肝素标准液；

入口2：Xa因子溶液；入口3：荧光底物。以1.0 μL/min

的流速向芯片中注入肝素标准溶液，以 0.5 μL/min的

流速向芯片中注入Xa因子溶液与荧光底物。使用荧

光检测仪对观测点位置进行测量，激发光波长350 nm、

发射光波长 450 nm。每隔 30 s 读数一次，单次检测

持续 5 min。检测完成后，所有液体从芯片右侧的出

口排出。记录荧光强度值-肝素浓度的曲线，并计算

拟合直线方程，作为后续实验依据荧光强度值计算

肝素浓度的标准曲线。重复实验 3次，同时记录从更

换不同浓度肝素的血浆到观测发现荧光强度值改变

所消耗的时间，即系统的反应时间。

1.2.3 微透析-微流控系统的性能评价 实验装置如

图 2所示。本实验将微透析探针浸没于 5 mL人血浆

中，启动注射泵，以 1.0 μL/min 的流速向探针注入透

析液。同时启动蠕动泵以相同的速率在探针出口端

抽吸样品。微透析探针的出口直接与微流控芯片的

进样品口连接。以 0.5 μL/min 的流速向芯片中注入

Xa因子溶液与荧光底物。启动荧光检测仪，对芯片

观测点位置的荧光进行观测，每 30 s读数一次，并记

录测量到的荧光强度值，按回收率及标准曲线换算

出对应的肝素浓度。稳定运转系统 30 min 后，在

10 min 内缓慢添加肝素，直至被测血浆中的浓度升

高至 4 IU/min。5 min后，向血浆中每隔 5 min注入一

次 0.05 mg 鱼精蛋白，中和肝素直至血浆中的肝素浓

度降低为 0 IU/mL。在应用微透析-微流控系统进行

监测的同时，每隔 5 min 从血浆中取样，使用传统的

酶标仪法对肝素浓度进行测量。

1.3 统计学方法

多组重复实验后计算各结果的算术平均数及标

图1 微流控芯片示意图

Fig.1 Schematic diagram of microfluidics chip
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准误。在计算荧光强度-肝素浓度的标准曲线时，首

先使用皮尔逊相关系数判断二者是否线性相关。若

两者线性相关性显著，则使用 SPSS软件进行线性回

归，得到拟合直线方程即标准直线方程；若线性相关

不显著，则根据具体的曲线关系，建立对应的非线性

回归方程。在分析微透析-微流控系统与传统的酶标

仪结果的一致性时，使用 SPSS计算两组结果的组内

相关系数。如果组内相关系数值<0.4，认为两种方法

获得的结果一致性较差；如果组内相关系数值>0.75，

认为两种方法获得的结果一致性高。

2 结 果

2.1 微透析探针回收率测量

不同透析液流速下的微透析探针回收率见图 3。

结果显示，探针在透析液流速分别为 0.5、1.0、2.0、

4.0、8.0 μL/min时，平均回收率分别为 47.0%、38.9%、

26.8%、13.2%、4.8%，透析液流速越慢，探针的回收率

也越高。但随着流速的降低，样品流过探针管道的

时间增加，系统的延迟时间也随之增加，使得透析的

延迟时间变长，时效性降低。为了在保证微透析时

效性的基础上最大限度地获得更高的回收率，后续

实验选用 1.0 μL/min作为透析液的流速进行微透析。

此时微透析探针的回收率为（38.9±2.8）%。

2.2 微流控芯片的校准

使用微流控芯片对肝素标准溶液进行测量的结果

见图4。随着肝素浓度的升高，芯片观测点位置的荧光

强度值逐渐降低。当肝素浓度分别为0、1.0、2.0、3.0、4.0、

5.0 IU/mL时，荧光强度均值分别为15 111.3、13 338.3、

11 635.2、10 090.5、8 296.0、6 550.3。计算荧光强度均值

与肝素浓度的皮尔逊相关系数为-0.999 8（P<0.05），表明

两者线性相关性显著。使用SPSS软件进行线性回归，

得到拟合直线方程为：y=-1 699.3x+15 085R²=0.999 6。

本实验还记录了从更换被测溶液到系统监测到荧光强度

变化所用的时长为16 min，即系统的响应时间为16 min。

2.3 微透析-微流控系统的性能评价

使用微透析-微流控系统及酶标仪对 5 mL 人血

浆中的肝素浓度进行实时监测，结果见图 5。在注入

肝素后，通过微透析-微流控系统可以观察到肝素的

浓度逐渐上升，在第13分钟时达到最高值，即4.0 IU/mL。

首次加入 0.05 mg 鱼精蛋白后，肝素浓度降低至

2.9 IU/mL。补加鱼精蛋白后，肝素浓度降低至1.9 IU/mL。

第 4次加入鱼精蛋白后，肝素被完全中和，浓度降低

至 0 IU/mL。此时共注射鱼精蛋白 0.2 mg，与血浆中

肝素含量的比值为 1 mg 鱼精蛋白：100 IU 肝素。采

用组内相关系数法分析微透析-微流控系统与传统酶

标仪法测量结果的一致性，得到组内相关系数为

0.995（P<0.05），可认为两种测量方法得到的结果一

致性高。

3 讨 论

为了实现肝素的实时监测，本研究研制了基于

微透析和微流控的实时检验装置。微透析半透膜的

孔径大小通常由分子横截量来描述，半透膜横截量

越大，对物质的回收率越高［16］。但微孔的尺寸大，可

能导致透析液外漏，获得的样品体积减少。有研究

图2 微透析-微流控装置示意图

Fig.2 Schematic diagram of microdialysis-microfluidics system
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图3 不同透析液流速下的微透析探针回收率

Fig.3 Rate of recovery of microdialysis probe at
different dialysate flow rates
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图4 使用微流控芯片测量肝素标准溶液获得的肝素-荧光标准曲线

Fig.4 Heparin-fluorescence standard curves generated by measuring
heparin standard solution using microfluidics chip
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采用增加透析液胶体渗透压的方法，一定程度上减

少了透析液损失，使采样量达到透析液注入量的

76%［17］。针对这一问题，本研究在探针的出口端外接

了一个蠕动泵，使用与透析液注射速率相同的速度

对探针内的液体进行抽吸，平衡因注入透析液造成

的半透膜内外压差，避免透析液外渗［17］，采样量可达

透析液注入量的100%。

微流控芯片的设计是实现肝素检测功能的重要

环节。肝素会抑制Xa因子的活性，进而抑制Xa因子

对荧光底物的作用，实现肝素浓度转化光学信号的

过程［18］。芯片设计将肝素样品先与 Xa因子混合，然

后再向该混合物中引入荧光底物。样品与试剂的混

合顺序可直接影响芯片测量的准确性。用于分析其

他药物的微流控芯片通常将多种试剂同时与被测样

品混合反应［19］，但在本实验中，如果将 3种液体同时

混合，Xa 因子会同时分别与肝素和荧光底物反应。

此时本应该被肝素抑制、但尚未与肝素接触的 Xa因

子提前与荧光底物接触，而荧光底物激活的反应过

程不可逆。这种情况下，芯片中观测到的荧光会高

于实际的强度值，为测量带来误差。因此，本实验选

用先将肝素、Xa因子充分反应混合后，再引入荧光试

剂的设计，保证肝素测量的准确性。此外，微流道的

设计中还加入了S型的流道，保证流道中液体的有效

接触、完全反应。

通过向血浆中加入肝素，模拟患者注射肝素后

血药浓度上升的过程，再加入鱼精蛋白中和肝素，使

用微透析-微流控系统对整个过程进行监测。鱼精蛋

白能与肝素结合形成稳定的复合物，阻止肝素与 Xa

因子反应，从而拮抗肝素的抗凝作用［20］。目前临床

常用计算鱼精蛋白用量的方法为鱼精蛋白滴定法，

需要将患者的全血样品分别与不同浓度的鱼精蛋白

混合。若鱼精蛋白浓度不足，残留的肝素会抑制凝

血，而过量的鱼精蛋白同样有抗凝效果［3］。因此可根

据最早出现凝血的实验组鱼精蛋白的浓度估算最佳

的鱼精蛋白用药量［21］。鱼精蛋白滴定法测量肝素的

精度取决于实验组间的鱼精蛋白梯度差。临床通常

采用 6 个鱼精蛋白浓度，梯度为 0.7 IU/mL。测量结

果较真实水平有 0.1~0.3 IU/mL 的波动，按照体外循

环的肝素浓度为 3~4 IU/mL计算，最大可能会有 10%

的误差，无法保证用药的安全性［3］。

本研究阐述的微透析-微流控系统可对肝素浓度

进行实时监测，使用者可直观地观察肝素浓度的变

化，及时调整肝素与鱼精蛋白的给药方案，减少临床

不良事件的发生。该系统测得的肝素浓度与传统酶

标仪方法测得的结果一致性高，组内相关系数为

0.995（P<0.05），证明了该系统的准确性。

4 结 论

本研究将微透析与微流控技术联合应用，为血

液中肝素浓度的在线、实时监测提供可行的方案。

实验结果表明，微透析探针可对血浆中的肝素有效

采样；微流控芯片配合荧光试剂，能够可持续地精确

测量出样品中的肝素变化，并得到清晰的药物浓度

曲线。该微透析-微流控系统能显著提高肝素检测的

时效性，将以往需要数小时的检测时长缩短至16 min，

可精确测量 0~4 IU/mL的肝素浓度。同时，该系统还

具有良好的准确性，实现一种新型的肝素快速分析

和鱼精蛋白效果评价的方法，为临床用药提供更清

晰的视野。

【参考文献】
［1］ SKUBAS N J, BARZILAI B, HOGUE C W. Atrial fibrillation after

coronary artery bypass graft surgery is unrelated to cardiac
abnormalities detected by transesophageal echocardiography［J］.
Anesth Analg, 2001, 93(1): 14-19.

［2］ SOKOLOWSKA E, KALASKA B, MIKLOSZ J, et al. The
toxicology of heparin reversal with protamine: past, present and
future［J］. Expert Opin Drug Metab Toxicol, 2016, 12(8): 897-909.

［3］ ERDOES G, KOSTER A. Heparin/protamine management with the
hepcon HMS: is there more to consider than printed values?［J］. J
Cardiothorac Vasc Anesth, 2019, 33(8): 2161-2162.

［4］ HARRIS L F, CASTRO-LOPEZ V, HAMMADI N, et al.
Development of a fluorescent anti-factor Xa assay to monitor
unfractionated and low molecular weight heparins［J］. Talanta,
2010, 81(4-5): 1725-1730.

［5］ LIN A, VAZQUEZ S R, JONES A E, et al. Description of anti-Xa
monitoring practices during low molecular weight heparin use［J］.
J Thromb Thrombolysis, 2019, 48(4): 623-628.

［6］ NGUYEN T, MUSICK M, TERUYA J. Anticoagulation monitoring
during extracorporeal membrane oxygenation: is anti-factor Xa assay
(heparin level) a better test?［J］. Pediatr Crit Care Med, 2014, 15(2):
178-179.

［7］ NEWALL F. Anti-factor Xa (anti-Xa) assay［J］. Methods Mol Biol,
2013, 992(1): 265-272.

［8］ ZHOU X, DING T, WANG S, et al. In vivo real-time monitoring of
anti-factor Xa level using a microdialysis-coupled microfluidic
device［J］. Talanta Open, 2021, 4(1): 30-35.

［9］ CANO-CEBRIAN M J, ZORNOZA T, POLACHE A, et al.
Quantitative in vivo microdialysis in pharmacokinetic studies:

t/min

4.0

2.0

0.0
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0

肝
素

浓
度
/IU
∙ m
L-1

图5 使用微透析-微流控系统对人血浆中的肝素浓度进行实时监测

Fig.5 Real-time monitoring of heparin concentration in human
plasma using microdialysis-microfluidics system

黑色数据点：使用微透析-微流控系统测得的肝素浓度；红色数据点：使

用酶标仪法测得的肝素浓度；绿色箭头：开始加入肝素；蓝色箭头：添加

鱼精蛋白

中国医学物理学杂志 第38卷-- 1292



some reminders［J］. Curr Drug Metab, 2005, 6(2): 83-90.
［10］KHO C M, RAHIM S K, AHMAD Z A, et al. A review on

microdialysis calibration methods: the theory and current related
efforts［J］. Mol Neurobiol, 2017, 54(5): 3506-3527.

［11］VITORINO R, GUEDES S, COSTA J P, et al. Microfluidics for
peptidomics, proteomics, and cell analysis［J］. Nanomaterials
(Basel), 2021, 11(5): 124-127.

［12］GARCIA-CORDERO J L, MAERKL S J. Microfluidic systems for
cancer diagnostics［J］. Curr Opin Biotechnol, 2020, 65(1): 37-44.

［13］LUO J, FAN J B, WANG S. Recent progress of microfluidic
devices for hemodialysis［J］. Small, 2020, 16(9): 40-44.

［14］RUSLING J F, FORSTER R J. Biosensors designed for clinical
applications［J］. Biomedicines, 2021, 9(7): 34-38.

［15］HAMMARLUND-UDENAES M. Microdialysis as an important
technique in systems pharmacology-a historical and
methodological review［J］. AAPS J, 2017, 19(5): 1294-1303.

［16］JADHAV S B, KHAOWROONGRUENG V, DERENDORF H.
Microdialysis of large molecules［J］. J Pharm Sci, 2016, 105(11):
3233-3242.

［17］CHU J, HJORT K, LARSSON A, et al. Impact of static pressure on
transmembrane fluid exchange in high molecular weight cut off
microdialysis［J］. Biomed Microdevices, 2014, 16(2): 301-310.

［18］HARRIS L F, CASTRO-LOPEZ V, JENKINS P V, et al.
Comparison of a fluorogenic anti-FXa assay with a central
laboratory chromogenic anti-FXa assay for measuring LMWH
activity in patient plasmas［J］. Thromb Res, 2011, 128(6): 125-129.

［19］ZHU X, XU L, WU T, et al. Continuous monitoring of bisulfide
variation in microdialysis effluents by on-line droplet-based
microfluidic fluorescent sensor［J］. Biosens Bioelectron, 2014, 55
(2): 438-445.

［20］BOER C, MEESTERS M I, VEERHOEK D, et al. Anticoagulant
and side-effects of protamine in cardiac surgery: a narrative review

［J］. Br J Anaesth, 2018, 120(5): 914-927.
［21］DESPOTIS G J, JOIST J H, GOODNOUGH L T, et al. Whole

blood heparin concentration measurements by automated
protamine titration agree with plasma anti-Xa measurements［J］. J
Thorac Cardiovasc Surg, 1997, 113(3): 611-613.

（编辑：陈丽霞）

第10期 周星贝, 等 . 基于微透析与微流控的新型肝素实时监测方法 -- 1293


