
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

基于微透析与微流控的新型肝素实时监测方法

周星贝 1，2，丁涛 1，王树水 1，2

1.华南理工大学医学院，广东 广州 510006；2.广东省人民医院（广东省医学科学院）广东省心血管病研究所心儿科，广东 广州

510080

【摘要】目的：提供一种快速、连续、准确检测血液内肝素浓度及指导鱼精蛋白用药的新型诊断方法。方法：分别对微透析

与微流控技术进行优化并整合，对人血浆中的肝素浓度变化进行实时监测。结果：该微透析-微流控系统能定量测量浓度

范围为0~4.0 IU/mL的肝素，每隔30 s可自动读数1次，从取样到输出结果耗时16 min，结果与传统酶标仪测量方法的一

致性高（R=0.995）。结论：该方法具有快速、准确、可完全覆盖肝素治疗浓度范围等特点，还可用于评价鱼精蛋白的用量，

辅助临床用药。

【关键词】肝素；微透析；微流控；实时监测；生化检测

【中图分类号】R318；R446.11 【文献标志码】A 【文章编号】1005-202X（2021）10-1289-05

Real-time monitoring of heparin concentration using microdialysis-microfluidics system

ZHOU Xingbei1, 2, DING Tao1, WANG Shushui1, 2

1. School of Medicine, South China University of Technology, Guangzhou 510006, China; 2. Department of Pediatric Cardiology,

Guangdong Cardiovascular Institute, Guangdong Provincial People's Hospital (Guangdong Academy of Medical Sciences), Guangzhou

510080, China

Abstract: Objective To provide a novel method for detecting the heparin concentration in blood rapidly, continuously and

accurately, and guiding the administration of protamine. Methods Both microdialysis technology and microfluidics technology

were optimized and then integrated into a microdialysis-microfluidics system for the real-time monitoring of heparin concentration

in human plasma. Results The microdialysis-microfluidics system could quantitatively measure the heparin within the

concentration range of 0-4.0 IU/mL, with the function of automatic reading every 30 s. The duration from sampling to result output

was 16 min. Moreover, the results output by the system had a high consistency with those obtained by the conventional microplate

reader (R=0.995). Conclusion The proposed method can not only monitor the heparin concentration which was within therapeutic

range rapidly and accurately, but also assess the dose of protamine, thereby guiding drug administration.

Keywords: heparin; microdialysis; microfluidics; real-time monitoring; biochemical detection

【收稿日期】2021-05-14

【基金项目】广东省自然科学基金（2017A030310287）

【作者简介】周星贝，硕士，研究方向：药物实时监测，E-mail: mcxbzh@mail.

scut.edu.cn

DOI:10.3969/j.issn.1005-202X.2021.10.019

第38卷 第10期

2021年 10月

中国医学物理学杂志

Chinese Journal of Medical Physics

Vol. 38 No.10

October 2021

医学生物物理

-- 1289



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。
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