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摘　要：实时荧光定量聚合酶链式反应是新型冠状病毒ＣＯＶＩＤ－１９快速检测的重要手段，病毒样本经过一系列复杂
的化学反应处理后通过ＲＴ－ｑＰＣＲ温控系统得到检测结果，ＲＴ－ｑＰＣＲ温控仪实际就是一台精准的测温、控温仪和光谱
检测设备。采用ＡＲＭ处理器＋Ｈ桥驱动器＋帕尔贴的设计架构，通过归一化ＰＩＤ算法解决温度的快速升降问题，从
而构建低成本、小型化的温控系统。该系统可以根据不同的温度设定和荧光剂选择适用其他病毒的核酸检测，整体控
温指标可以达到升温速度不小于１５℃／ｓ、降温速度不小于８℃／ｓ、温度精度０．１℃以内、升降温过冲小于４℃，稳定
时间３ｓ。
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０　引　　言

　　随着社会的科学进步与发展，人类面临的地球也在日
新月异的变化，未知的病毒也侵害着人类。新型冠状病毒
可怕的传播性和致命的变异对人类生存产生着巨大的威

胁，现今如此高科技的手段仍然束手无策，没有找到一种直
接的特效药，该疫情持续两年已久。因此，对于病毒、细菌
等生物疫情的检测是现今社会的一种有效长期的保障，防
患于未然［１］。

核酸检测是确诊新型冠状病毒感染的主要依据和手

段，目前用于ＲＮＡ病毒的核酸检测技术主要有基因测序、

ＲＴ－ｑＰＣＲ检测、基因芯片和恒温核酸扩增等［２］。ＲＴ－ｑＰＣＲ
检测可以通过扩增病毒的特异性片段来定性判断是否感染

病毒，其中实时荧光ＲＴ－ｑＰＣＲ作为确诊的最常用的诊断
标准之一，被选入我国《新型冠状病毒的肺炎诊疗方案（试
行第七版）》［３］。该检测方法可以检测多种临床样品，例如
血液、痰液、支气管肺泡灌洗液、咽鼻拭子、粪便等。

ＲＴ－ｑＰＣＲ具有灵敏、快速、特异性高、适用样品种类多、重
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复性好等特点，是较为理想的检测方法［４－５］。
核酸检测中关键的一步需要对样本进行多个温度循环

的ｃＤＮＡ扩增，变温速度的快慢和精度间接影响到检测的
效率和灵敏度。本文的设计就是针对ＲＴ－ｑＰＣＲ的新型冠
状病毒荧光检测的温控系统。常规设计中采用加热丝主动
加热进行升温，利用风扇空气对流方式物理降温，这种方法
升温可以满足要求，但是降温速度缓慢，受环境影响较大，
很难满足实际要求，因此需要更好的降温手段。本文设计
采用 ＡＲＭ 处理器 ＋ Ｈ 桥驱动器架构，利用帕尔贴
（Ｐｅｌｔｉｅｒ）的双向热传导特性很好地解决快速升降温问题，
辅助以小型风扇完成大量热量的传输，降温效率达到最高，
同时针对帕尔贴和风扇联合控制提出一种归一化的ＰＩＤ
算法，将帕尔贴热传导的控制变量和风扇风力的控制变量
统一到一个ＰＩＤ输出上，有效地保证了温度控制的速度和
稳定性，进而达到升温速度不小于１５℃／ｓ，降温速度不小
于８℃／ｓ，温度精度０．１℃，温度过冲小于４℃，温度稳定时
间３ｓ的控制指标。最后通过对不同荧光剂的激发与光谱
检测得到核酸的检测结果。
该设备是一种低成本、小型化、高效且具有荧光激发与

检测的ＲＴ－ｑＰＣＲ温控系统。在变性温度、复性温度和延
伸温度之间都能很好地进行控制与检测。

１　系统设计

１．１　基本原理

　　新型冠状病毒在进行ＲＴ－ｑＰＣＲ检测前需要经过一系
列复杂的化学反应预处理［６－７］，如图１所示。将得到的

ＲＮＡ中掺入某周特异性引物启动逆转录得到病毒ｃＤＮＡ，
一段标记有６－ＦＡＭ 荧光分子的ｃＤＮＡ会在４９０ｎｍ波长
单色光激发下发射出５２０ｎｍ波长左右强烈的黄绿色荧光
信号，检测中需要克服荧光共振能量转移（ＦＲＴＥ）效果，使
得６－ＦＡＭ荧光分子可以与６－ＴＡＭＲＡ淬灭分子在空间上
相互远离，阻止荧光分子吸收４９０ｎｍ波长光后发射跃迁时
释放出来的５２０ｎｍ波长单色光被吸收。最终通过光谱检
测得到病毒核酸检测阳性的结果［８］。同时，样本中病毒

ＲＮＡ含量越高，ＲＴ－ｑＰＣＲ过程产生的游离６－ＦＡＭ荧光报
告分子越多，因此病毒含量与荧光型号强度成正比，实际中
通过反复的温度变化扩增ｃＤＮＡ来增加荧光产物。最后
通过内标法就可以定量得出样本的新冠病毒载量［９］。

图１　核酸样本预处理流程

病毒进入逆转录过程才是ＲＴ－ｑＰＣＲ工作的开始，也
是本文温控系统设计的实际使用方向。

１．２　硬件组成

　　如图２所示，ＲＴ－ｑＰＣＲ温控仪是一个小型的控温和检
测系统，其主要由主控板、帕尔贴、温度传感器、荧光激发二

极管、光电探测器、小型风扇、样本收集器、机械结构框和上
位机等部分共同组成。

图２　核酸检测系统框图

１．３　功能要求

　　不同核酸样本的生物特性不同，其检测循环过程和要
求也有差异。基于新型冠状病毒荧光检测的ＲＴ－ｑＰＣＲ温
控系统流程如下。

１）样本温度保持在５０℃持续５００ｓ，该过程为核酸

ＲＮＡ逆转录过程，该过程中荧光激发及检测部分不工作。

２）样本温度上升到９５℃持续１００ｓ，该过程ＤＮＡ水解
会变成单链，过程中荧光激发与检测部分不工作。

３）样本开始温度循环，温度在６ｓ内从９５℃下降到

６０℃，在６０℃持续２０ｓ，引物与单链按碱基互补配对原则
结合，温度在４ｓ内从６０℃上升到９５℃，在９５℃持续２０ｓ，

ＤＮＡ聚合酶沿着磷酸到五碳糖（５′－３′）的方向合成互补链，
至此为一个温度循环周期，该过程为聚合酶链式反应扩增。

４）步骤３）在９５℃和６０℃之间往复升降温并持续短暂
时间，整个检测过程中会连续出现３０～４５个ＰＣＲ扩增的
温度循环周期，样本在温度６０℃持续的２０ｓ时间内，４种
荧光激发二极管依次点亮，光电探测器依次采集光电信号。

５）将多次采集到的 ＡＤ转化结果与样本特征比较，最
终得到检测结果。

１．４　设计思路

　　为了使系统可适用于不同流程的核酸病毒检测，系统
硬件主要负责快速精准控温、交互通信、荧光通道的控制和
实时检测等主要功能。上位机可以通过 ＲＳ４２２通信或

ＣＡＮ通信进行实际的流程控制，包括温度设定、恒温时间、
荧光激发二极管的开启时间、光电探测器采集信号的获取、

ＰＩＤ参数修正等功能，该设计灵活性强，利于上位机软件二
次开发。
考虑到系统的尺寸、成本和量产问题，硬件选择ＡＲＭ

处理器＋Ｈ桥驱动器的设计方案，外围电路相对简单和可
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靠［１０］。外部传感器和执行部件采用集成负温度系数热敏
电阻的帕尔贴，利于精准测温和小型化。同时荧光激发器
采用主波长分别为４９０、５２０、６２５ｎｍ和色坐标（Ｘ＝０．４３，

Ｙ＝０．３９５）的光电二极管。开关控制量全部采用Ｎ型场效
应管控制，使用时间长且耐损耗。
帕尔贴和风扇联合控制的归一化ＰＩＤ算法可以有效

保证控温精度、减小温度过冲，使ｃＤＮＡ扩增工作在适宜
的环境中。

２　归一化ＰＩＤ设计

２．１　常规ＰＩＤ控制

　　自动控制系统中常规ＰＩＤ算法分为增量式和绝对式
两种，广泛使用于非线性、时变的系统中［１１］。ＰＩＤ算法可
以实现更好的动态性能，对内外扰动引起的环境变化具有
更好的鲁棒性［１２］。
绝对式ＰＩＤ控制器属于线性控制器，系统误差ｅ（ｋ）表

达式如下：

ｅ（ｋ）＝ｙ（ｋ）－ｘ（ｋ） （１）
式中：ｙ（ｋ）表示控制系统给定的目标值，ｘ（ｋ）表示当前控
制系统实测值。
输出值ｕ（ｋ）的数学表达式如下：

ｕ（ｋ）＝ｋｐ＊ｅ（ｋ）＋ｋｉ＊∑
ｎ

ｋ＝１
ｅ（ｋ）＋ｋｄ＊（ｅ（ｋ）＋ｅ（ｋ－１））

（２）
式中：ｕ（ｋ）表示温度控制系统的输出值；ｅ（ｋ）表示误差值；

ｋｐ 表示比例因子；ｋｉ表示积分因子；ｋｄ 表示微分因子。

２．２　归一化ＰＩＤ设计

　　帕尔贴可以通过调整供电电压改变电流，电压可以通
过占空比来控制，这样找到了帕尔贴的输出控制量，即占空
比定时器有效计数。
风扇为直流电机控制，电机速度的控制量同样是改变

供电电压占空比即定时器有效计数［１３］。虽然知道控制量
是什么，但是并不知道控制量对应温度变化量的量化指标。
此时控制策略的最佳方案就是采用ＰＩＤ控制，同样面临一
个问题，常规情况下ＰＩＤ控制同一个输入只能输出一个控
制量，这里需要产生帕尔贴有效脉计数和风扇有效脉计数
两个输出控制量，达到联合降温的效果，需要将两者进行整
合，因此提出控制量归一化ＰＩＤ设计。
控制量归一化ＰＩＤ设计就是让帕尔贴的控制量和风

扇的控制量之间建立某种联系，实际测试中我们发现降温
过程中帕尔贴的占空比不能超过５０％，如果超过５０％会导
致散热能力不足将冷端温度带高，从而降低降温速度。同
时风扇由于电机特性，当电流过小时由于自身摩擦力矩等
影响电机可能无法正常转动，表现出非线性关系，所以实际
中最好将风扇的占空比控制在３０％以上，通过以上分析建
立线性关系如下：

Ｗｉｎｄｎｕｍ ＝Ｐｅｌｔｉｅｒｎｕｍ＊ａ＋ｂ （３）

其中，Ｗｉｎｄｎｕｍ 为风扇有效计数，Ｐｅｌｔｉｅｒｎｕｍ 为帕尔贴
有效计数，ａ为线性系数，ｂ初始占空比有效计数。通过常
规绝对式ＰＩＤ算法可以求得Ｐｅｌｔｉｅｒｎｕｍ 值，利用式（３）得到

Ｗｉｎｄｎｕｍ 值，从而得到有效控制输出。

３　电子学设计

３．１　硬件设计

　　选择ＳＴ公司ＳＴＭ３２Ｆ０１３Ｃ８芯片作为控制系统的核
心处理器，该芯片是意法半导体生产的３２位高性能、低成
本的增强型微控制器，内核采用 ＡＲＭ 公司Ｃｏｒｔｅｘ－Ｍ３架
构，芯片内部集成６４ＫＢ的Ｆｌａｓｈ程序存储器和２０ＫＢ的
数据存储器，支持最大１６通道１２ｂｉｔ的 ＡＤ采集，外部支
持ＵＳＡＲＴ和ＣＡＮ总线通信接口，７个通用的ＤＭＡ控制
器，外部仅需要供电和晶振就可以构建最小系统，可以满足
基本的通信、模拟量采集和驱动输出等功能，其接口配置关
系如图３所示［１４］。

图３　ＳＴＭ３２Ｆ１０３Ｃ８对外配置接口图

ＵＳＡＲＴ通过芯片 ＭＡＸ３４９０ＥＥＳＡ转换成ＲＳ－４２２差
分信号，增加信号的抗干扰能力，使得传输距离可以达到

１０ｍ以上。ＣＡＮ总线通信通过ＳＮ６５ＨＶ２３０Ｄ接口芯片
传输ＣＡＮＬ和ＣＡＮＨ两种信号，在４０ｍ距离内最大速率
支持１Ｍｂｉｔ／ｓ。
帕尔贴的驱动控制与两项混合式步进电机控制原理基

本相似，均是控制电流大小和方向。如图４所示，本设计采
用ＴＩ公司双路Ｈ桥驱动器ＤＲＶ８８４３，工作电压８．２～４５Ｖ，
峰值电流高达２．５Ａ，均方根电流１．７５Ａ。４个引脚ＡＩ０、

ＡＩ１、ＢＩ０、ＢＩ１全部接地选择固定１００％占空比电流调节。

ＰＷＭ脉冲通过ＡＩＮ１、ＡＩＮ２、ＢＩＮ１、ＢＩＮ２引脚进行电压调
节，复位信号ｎＲＥＳＥＴ连接到处理器通用Ｉ／Ｏ的ＰＢ８引脚
进行复位，过热反馈信号ｎＦＡＵＬＴ与处理器中断相连，时
刻监测驱动器温度状态。
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图４　ＤＲＶ８８４３对外连接图

帕尔贴学名制冷片或者半导体制冷片，当电流通过不
同的导体组成的回路时，除产生不可逆的焦耳热外，在不同
导体的接头处随着电流方向的不同分别出现吸热、放热两
种现象。工程中可以理解为通过控制电流方向控制热量分
布。帕尔贴分为冷端和热端，实际使用中由于帕尔贴体积
较小，冷端制冷下要保证热端散热良好，否则帕尔贴会整体
温度升高达不到制冷效果。本设计定制的帕尔贴参数Ｖｍａｘ

电压９．７Ｖ，Ｉｍａｘ电流１．８Ａ，Ｑｃｍａｘ功耗９．６Ｗ，帕尔贴工作
原理如图５所示。

图５　帕尔贴工作效果图

帕尔贴内部集成了负温度系数热敏电阻，可以对样本
进行很好地温度测量，负温度系数热敏电阻公式：

Ｔ ＝Ｂ／（Ｂ／ＴＮ ＋ｌｎ（ＲＴ／ＲＮ）） （４）
其中，Ｂ 为热敏指数，ＲＮ为ＴＮ下零功率电阻阻值，ＲＴ

为输出电阻阻值，厂家出场前会提供以上值供用户参考，只
需要测量ＲＴ 电阻的阻值就能换算被测物温度。常规设计
中采用电阻分压求阻值的方式。

４种谱段的荧光激发器型号分别为ＩＮＬ－３ＡＢ３０、

ＩＮＬ－３ＡＧ３０、ＱＢＬ７ＩＷ３０Ｃ－ＷＷ、ＬＴＨ３ＭＭ１２ＶＦＲ４１００。
根据正向导通电流值（ＩＦ）设计串联电阻分压到达最佳工作
区。通过Ｎ型 ＭＯＳ管ＦＤＴ８６２２４控制二极管的开关和风
扇的 速 度，处 理 器 输 出 电 平 ３．３ Ｖ 通 过 三 极 管

ＭＭＢＴ２２２２Ａ放大到６Ｖ，下拉电阻Ｒ９８可以起到静电防护

作用，当ＶＧＳ为６Ｖ时，导通电阻ＲＤＳ（ｏｎ）仅为１７８ｍΩ，ＩＤ
为２．４Ａ。控制原理如图６所示。

图６　开关控制原理

ＴＳＬ２５７是一款低噪声光压转换器件，内部集成了阻
抗匹配放大器，专门应用于范围４００～７００ｎｍ波长光的接
收，输出电压在λｐ＝４７０ｎｍ时，Ｅｅ＝１．５４ＭＷ／ｃｍ２，如图７
所示。

图７　ＴＳＬ２５７工作原理

３．２　软件设计

　　基于ＡＲＭ 系统的软件主要由ＰＷＭ 控制模块、ＰＩＤ
算法模块、温度采集模块、开关控制模块和通信模块５部分
组成，软件流程如图８所示。

图８　软件流程

·１２·
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外部８ＭＨｚ有源晶振通过ＰＬＬ锁相环倍频到７２ＭＨｚ
主频，作为系统运行的主时钟。
定时器２预分频设置为７２，计数周期为１０　０００，向上计

数自动重加载方式，ＰＩＤ控制周期为１００Ｈｚ，以轮询方式查
找Ｔｉｍｅ＿ｏｕｔ值，当Ｔｉｍｅ＿ｏｕｔ为１时，执行ＰＩＤ控制算法并
清零Ｔｉｍｅ＿ｏｕｔ，实际中算法通过 ＨＡＬ＿ＴＩＭ＿Ｂａｓｅ＿Ｓｔａｒｔ＿ＩＴ
（＆ｈｔｉｍ２）开启。
定时器１兼顾ＰＷＭ生成功能，同样预分频设置为７２，

计数周期为１　０００，向上计数自动重加载方式，选择ＰＷＭ
ｍｏｄｅ１模式，脉冲极性高电平有效，这样产生２路频率为

１ｋＨｚ的ＰＷＭ信号分别用于控制帕尔贴和风扇，占空比可
以根据有效计数从０％～１００％动态调整。

ＡＲＭ自带ＤＭＡ控制器支持外设寄存器数据到指定
存储位置的传输［１５］。这样可以在不牺牲系统效率的情况
下实时处理数据，该控制器通过 ＨＡＬ＿ＮＶＩＣ＿ＥｎａｂｌｅＩＲＱ
（ＤＭＡ１＿Ｃｈａｎｎｅｌ１＿ＩＲＱｎ）使能。

ＡＤＣ１采用持续扫描模式，数据排列方式为左对齐，启
动模 数 转 换 后，ＤＭＡ 实 时 将 数 据 循 环 存 储 在 数 组

ａｄｃ＿ｖａｌｕｅ中，每个模拟量存储４次，采用中值滤波算法对温
度进行滤波处理并存储在数组ａｄｃ＿ｖａｌｕｅ＿ｍｅａｎ中。当

ＰＩＤ控制需要温度值或者上位机需要调用ＴＳＬ２５７的光电
转换结果时，可以直接从 ａｄｃ＿ｖａｌｕｅ＿ｍｅａｎ 中提 取，

ａｄｃ＿ｖａｌｕｅ＿ｍｅａｎ中数据在主程序ｗｈｉｌｅ中时刻更新。由于

ＡＤＣ１存在系统误差，使用前必须通过 ＨＡＬ＿ＡＤＣＥｘ＿

Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ＿Ｓｔａｒｔ（＆ｈａｄｃ１）进行自校准。

ＵＡＲＴ通信采用标准的通信格式，波特率设定为

１１５　２００ｂｐｓ，长 度 ８ ｂｉｔ，无 奇 偶 校 验 位。参 数 通 过

ＨＡＬ＿ＵＡＲＴ＿Ｉｎｉｔ（＆ｈｕａｒｔ３）完成初始化。

４　实物及实验结果

４．１　实　　物

　　ＲＴ－ｑＰＣＲ温控系统如图９所示，其中白色部分为实际
承载样本的收集器，左右两块小电路板分别为荧光激发板
和光电探测板，中心为核心处理板，可以支持定制 ＰＣＩ
接口。

图９　ＲＴ－ｑＰＣＲ温控系统硬件实物图

４．２　实验结果

　　为了验证该系统实际工作状况和归一化ＰＩＤ算法的
效果，分别选取３种参数，参数１：ａ＝１，ｂ＝３００；参数２：

ａ＝１，ｂ１＝０；参数３：单风扇制冷。上位机ＰＣ通过串口设
定目标温度后以１０Ｈｚ实时采集温度值并绘制成曲线，如
图１０所示。

图１０　不同参数下温度变化曲线图

由图１０可以得到表１升降温及温度过冲情况。综合
可知３组参数升温基本时间相同，参数１的升温稳定时间
更短、降温效果最好；参数２由于风扇有效占空比从０开
始，前期无法转动影响降温效果，导致降温时间延长；参数３
仅仅依靠风扇降温速度缓慢，很难满足时间要求，但是相对
过冲很小。

表１　不同参数升降温时间及温度过冲表

状态
升温

时间／ｓ

升温

稳定／ｓ

升温

过冲／℃

降温

时间／ｓ

降温

稳定／ｓ

降温

过冲／℃
参数１　 ２．２　 ２．３　 ３　 ６　 ３　 ２
参数２　 ２．２　 ３．５　 ５　 ６．６　 ３．４　 ２．３
参数３　 ２．２　 ３．５　 ５　 ８　 ４．３　 １．８

５　结　　论

　　本文以ＡＲＭ处理器＋Ｈ桥驱动器＋帕尔贴的硬件架
构有效解决了核酸检测中的ｃＤＮＡ扩增多个循环ＲＴ－ｑＰＣＲ
的温控问题，并通过归一化的ＰＩＤ算法将帕尔贴和风扇输
出控制量结合，有效地增加了降温速度，维持了温度稳定
性，大大缩短了检测周期，同时避免了采用两套ＰＩＤ参数
设计的复杂性。该温控系统集成了不同荧光激发和光谱检
测作用，整体扩展性强、成本低、具有一定的实用价值，但是
光谱检测技术的灵敏度和准确性仍有待提高和研究。
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