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摘　要: 肆虐全球近三年的新型冠状病毒肺炎对人类健康构成全球威胁。为更加快速准确地检测鉴定新型冠状病毒

肺炎（corona virus disease 2019，Covid-19），该文提出一种基于离心式微流控芯片和比色环介导等温扩增（loop-
mediated isothermal amplification，LAMP）的集成化智能检测系统。检测系统主要包括微流芯片、一步上样管、红外

温控系统和光电探测器，可以完成对检测样本的定量进样、等温扩增和实时吸光度检测等操作。该文以 Covid-19流

行病毒 RNA模板为实验对象，对该检测系统进行实际表征和优化，使用 LDA、SVM聚类分析算法对结果进行实时

判定。最终实验结果表明：该检测系统的检测限为 200 copies/mL，完全满足现阶段新冠病毒实际检测的现实要求。
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A real-time isothermal nucleic acid detection system based on microfluidic technology
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Abstract: Corona Virus Disease 2019，which has ravaged the world for nearly three years, poses a global threat
to human health. To identify Covid-19 with a faster and more accurate test, an integrated intelligent detection
system based  on  centrifugal  microfluidic  chips  and  colorimetric  loop-mediated  isothermal  amplification  was
presented in this paper. The detection system mainly includes microfluidic chip, one-step sample tube, infrared
temperature  control  system  and  photodetector,  which  can  complete  quantitative  sampling,  isothermal
amplification and real-time absorbance detection of the detected samples. In this paper, the Covid-19 pandemic
virus  RNA template  was  used as  the  experimental  object,  the  actual  characterization and optimization of  the
detection system were carried out, and LDA and SVM clustering analysis algorithms were used for real-time
judgment of the results. The final experimental results show that the detection limit of this detection system is
200 copies/mL, which fully meets the practical requirements of Covid-19 detection at the present stage.
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0    引　言

在漫长的人类历史中，传染性呼吸道疾病的传

播对全世界造成了难以估量的损失 [1-2]。从 3 200
多年前的流感疾病，到 20世纪初的西班牙流感[3]，

再到 2003年的非典型肺炎，乃至 2019年开始肆虐

全球的新冠肺炎[4-5]，无不广泛而深远地影响着世界。

因此，呼吸道病毒的快速检测和鉴定对于降低其传

播率和死亡率是非常必要的。

目前检测方法主要分为抗体-抗原检测和核酸

检测[6]。其中，基于抗体-抗原的检测方法主要有酶

联免疫吸附测定（ enzyme  linked  immunosorbent
assay，ELISA）[7] 和侧向层析检测（lateral-flow strip
assays）[8-9]，其具有检测快速和成本较低的特点，但

其敏感性较差，易因多种原因影响产生假阳或假阴

性结果[8]，这限制了它在临床上的发挥。核酸检测

主要是指基于聚合酶链式反应（polymerase chain
reaction，PCR）[10] 技术的一类检测方法。其具有特

异、 敏感、 产率高等特点，但是反应时间较长、前处

理步骤复杂，同时对热循环设备精度要求也较高，

这对某些即时检测（point-of-care testing，POCT）应
用是难以接受的。近年来快速发展的等温核酸扩增

技术为我们打开了思路。其中，环介导等温扩增技

术（ loop-mediated  isothermal  amplification，LAMP）
因其在等温扩增检测方法中灵敏度高、特异性强被

广泛关注，是目前最具前景的 PCR替代方法[4, 11-15]。

基于微流控和 LAMP技术的新型检测设备因

为其快速、高效、敏感、低消耗的特点，被广泛认为

是具有广阔前景的 POCT诊断工具。然而，这些方

法却有着一定的局限性。如，Hau Van Nguyen等[16]

提出了高通量离心芯片提取核酸和 LAMP反应相

结合，可使基因组 DNA提取在 10 min内完成。然

而该结构使用了大量较为复杂的被动阀，整个系统

操作较为复杂，不适合用于医院或社区的使用。

Kuldeep Sanger等[17] 以大肠杆菌生产的对香豆酸

（p-Coumaric acid，pHCA）为模型系统，开发了一种

用于生物代谢过程监测的碟式实验室 (Lab-on-a-
Disc，LoD)装置，该装置易于使用且紧凑。通过使

用在塑料（PMMA）基板上制备的金电极的方法，集

成样本预处理和电化学检测。采用方波伏安法，

pHCA可在 0.125~2 mmol/L范围内线性定量。然

而，系统要求的芯片结构过于复杂，加工工艺难度

较高，成本极高，难以应用于 POCT。Meisam

Madadi等[18] 提出了一种基于 LoD平台的从全血

中分离人白细胞（white blood cell，WBC）的新方法，

采用毛细管和虹吸阀集成控制液体流动。一步分离

细胞分离液中的选择性沉淀，无需标记。然而使用

细胞分离液培养基分离单核细胞（mononuclear cells，
MNCs）和中性粒细胞时，纯度分别为 83%和 96%，

整个系统对于白细胞的纯化效率较低，也没有简化

操作流程。除以上缺点，集成微流控装置的气泡以

及热控问题也是一大难题。气泡不仅会影响结果的

判读，还有可能对反应过程造成影响。热控加热器

选择不当也会造成许多问题，如最常见的电热加热

虽然使用方便容易集成，但有较高的热质量，会导

致温度变化慢。化学或物理加热有些则直接接触样

本影响反应过程。

受以上启发，为了规避人为行为在检测实验中

的影响，同时提升检测效率，降低检测成本，本文提

出一种基于微流控和 LAMP技术的“样本进-结果

出”的全流程核酸检测系统。该系统能够在 30 min
内完成现场病原体检测，包括一步上样、微流离心、

红外光学加热、LAMP扩增、光学检测分析等。最

终对检测结果进行 SVM、LDA算法建模分析，实时

给出检测结果。为了进一步体现检测系统的性能，

本文在相同条件下使用相同样品与市面上常见的商

品级 LAMP检测仪检测结果进行对比。 

1    材料和方法 

1.1    微流芯片系统的设计和制造

LAMP微流控芯片的结构如图 1（a）所示。该

检测系统由一步上样管和检测芯片组成。一步上样

管包括三部分：定量按压装置、单向阀装置与定量

罐腔室。定量按压装置包括按压盖、按压柱、弹簧

以及定量腔室。单向阀装置由微型鸭嘴阀、微通道

底座以及密封圈组成。一步上样管除弹簧、密封圈

等通用零件外均由 3D打印而成，材质为 ABS塑料

（acrylonitrile butadiene styrene plastic，ABS）。微流

控检测芯片制作所需的主要材料有 PDMS硬质板

材和压敏膜（pressure-sensitive adhesive，PSA）。芯

片由芯片顶层、芯片基底和芯片底层三层组合而成，

由 PSA粘接，如图 1（b）所示。其中，芯片顶层和芯

片底层厚 3 mm，芯片基底厚 2 mm，质量 60 g。芯

片顶层气孔直径为 1 mm，连通腔室的通道宽度为

300 μm，深为 300 μm，4个反应单元彼此间的相差

均为 90°，以确保离心分流均匀。PDMS上所有微
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结构图案深度均为 300 μm。使用 3D CAD软件

（Soildworks 2021）设计绘制一步上样管主要结构，

如图 1（c）所示。其原理是，按压时按压柱和定量罐

腔室之间的体积减小，压缩复位弹簧，从而通过排

气控制溶液的挤出量，使液体的挤出量为定量（质

量约 35 g），此外，单向阀装置的作用是防止检测样

本试剂回流，控制试剂蒸发。
  

按压盖

微通道底座

鸭嘴阀

按压柱

定量罐腔室

试剂罐

弹簧

芯片顶层

芯片基层

芯片底层

PSA

PSA

(a) 微流芯片系统设计方案

(b) 微流控芯片示意图 (c) 一步上样管结构图
 

图 1    微流芯片检测系统
 

以有 4个反应单元的芯片基底层为例，介绍芯

片的进样反应过程。芯片上 4个反应检测单元具有

完全一样的结构和布局，即所有微通道及腔室都呈

螺旋状，分别均匀分布于芯片上，每个单元的进样

均由中心区域统一进样，每条进样通道都包含两个

LAMP腔室。当芯片处于初始状态时，样品由中心

区域通过离心力突破毛细阀进入样本试剂混合区，

通过芯片正逆交替旋转及超声震动物理提取病毒

RNA，并使冻干试剂与样本溶液充分混合。接着降

低转速，直至混合溶液流至虹吸阀顶部后，提高转

速，混合溶液通过虹吸阀进入反应观测室，芯片持

续旋转，通过红外 LED进行红外无接触式加热，并

对反应检测区进行双光路光电吸光度检测。

芯片在封装前用乙醇和去离子水冲洗所有芯片，

之后将芯片用氮气干燥，在试剂混合腔室置入冻干

试剂与阳性质控，用 PSA粘接三层芯片，使用硅胶

密封；最后在微流芯片上粘贴 PTFE防水透气膜。

通过将 PTFE膜加工成很小的贴片，以达到和微流

控芯片的高兼容性，其具有极高的病毒过滤效率，

同时防水透气，可以降低系统的气溶胶污染问题。

该检测系统的优势在于集成操作步骤，减少检

测系统人为操作误差，降低对人为操作的依赖性，

提高检测系统的效率，从而优化检测系统，提高准

确率。 

1.2    LAMP检测系统设计

LAMP检测系统由上位机、微流芯片检测系统、

红 外 LED  （ 100  W，  940  nm） 、 LED（ LED430L，
LED560L， Thorlabs） 、光电探测器（ SM05PD2A，

Thorlabs）、红外测温探头（BRW600-400A）、直流步

进电机（PKP223D15A2，Oriental motor）、数据采集

卡（USB-6 003， National Instruments）、控制电路和

信号放大电路（反向放大器，200倍）组成（图 2）。
 
 

红外温度计

控制电路

步进电机

一步上样管

位移台&

红外 LED

微流芯片

 

图 2    微流芯片检测系统
 

其主要工作流程如图 3所示，上位机通过串口

向控制电路发送指令，修改电机的各项参数（速度、

加速度等）、启动及停止电机，实现对芯片的转动控

制和光学检测系统的控制。样本溶液在离心力作用

下由中心位置转移至芯片混合室，与冻干试剂融合、

离心混匀，之后通过先降低转速再提高转速，使混

合溶液通过虹吸阀，进入微流芯片检测室。最后在

检测室进行扩增和吸光度检测。此外，检测时 LED
光源非持续性发光，采用旋转检测方式，芯片上 4
个单元逆时针依次经过检测位置，单片机控制光源

开启，光源通过透镜汇聚照射到光电探测器，经信

号放大模块放大后，通过 USB-6003 数据采集卡上

传数据，并进行实时分析。 

1.3    材料及方法 

1.3.1    材料

样 本 ： Twist  Synthetic  SARS-CoV-2  RNA
Control 2 (MN908947.3)，102023， Twist Bioscience；
Sterile Water（DNA/RNase-Free），GeneSc Bio-tech。

试剂耗材：新冠快检试剂 Novel  Coronavirus
2019-nCov  Rapid  Detection  Kit（ LAMP） -OQ8/16T，
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捷诺圣华。

仪 器 ： 微 流 控 等 温 核 酸 检 测 平 台 、 GE-
96LAMP仪。 

1.3.2    方法

使用新冠快检试剂，以 Twist Synthetic SARS-
CoV-2阳性质控为样本，将其稀释到 8 000 copies/mL，
4 000 copies/mL，2 000 copies/mL三份，以无菌水作

为阴性对照（无菌水）进行实验。使用微流控等温

核酸检测平台，同时使用 GE-96LAMP仪作为对照。

该实验主要测试微流控等温核酸检测平台温控-扩
增能力和仪器判读结果能力。

使用离心式微流控系统应用构建好的 LAMP
可视化检测方法，以目标病毒（新型冠状病毒 RNA）

为阳性模板，以非目标（MERS病毒、金黄色葡萄球

菌、坂崎肠杆菌、H1N1病毒）作为待测样本模板，

无菌水作为阴性对照（NTC）进行特异性验证。 

1.4    样本预处理及实验流程

具体的实验流程如下：检测前将冻干小球以及

带有阳性质控的冻干小球提前装入相应的混合腔室，

冻干小球包括 Bst DNA聚合酶、内引物 FIP、BIP、
内引物 F3、B3、dNTPs、反应缓冲液等 LAMP反应

混合物。将无菌水和稀释后的 Twist Synthetic SARS-
CoV-2 RNA装入一步上样管内。通过机械按压将

样本与无菌水的混合液定量通过鸭嘴阀运输到微流

芯片预置腔内，然后芯片进行离心回转。当芯片转

速为 450 r/min时，样本溶液突破毛细阀均匀分流至

混合腔内；在混合腔内，冻干试剂溶解，经电机带动

芯片在 300 r/min正反转变化 10 s进行混合。待冻

干试剂和样本溶液充分混合后，电机转速转变为

50 r/min，使反应溶液充分填充虹吸阀通道；之后提

高转速到 600 r/min，使反应溶液进入检测腔室内；

当混合液体进入检测腔时，使用红外 LED（100 W，

940 nm）加热微流芯片，进行实时恒温 LAMP反应，

观察实时光电信号扩增曲线。通过集成光电传感器

进行比色分析，并在电脑上进行显示，整个过程在

30 min内自动完成，快于传统的 PCR设备。 

2    结果与讨论 

2.1    LAMP检测系统的特点

在 Covid-19检测实验之前，对微流控检测系统

的性能进行评估。首先是一步上样管的试剂定量作

用，每个混合腔室的 LAMP反应体系容量是 25 μL，
共 4个反应腔，共计 100 μL。由于上样管长期使用，

会使弹簧弹力发生变形，加之本身是塑料，不耐摩

擦，因而会产生误差。使用称重法对一步上样管的

准确性进行检测，在室温为 20 ℃ 的室内，采用双蒸

水（密度 0.998 2 kg/m3）和称量容器及高灵敏度分析

天平对上样管进行检测。表 1为称重法各液滴质量

及其体积，实验发现，定量挤压的效果良好。
 
 

表 1    称重法液滴质量及其体积

液滴编号 质量/mg 体积/μL 液滴编号 质量/mg 体积/μL

1 99.021 99.2 6 97.025 97.2

2 109.802 110 7 95.029 95.2

3 99.021 99.2 8 93.831 94

4 97.824 98 9 93.831 94

5 97.824 98 10 92.633 92.8
 

LAMP检测需要 60~65 ℃ 的恒温，因此对热控

制 模 块 [19]（ 用 光 电 温 度 计 （ SD-947，  Reed
Instruments， USA））进行测量和记录。实验发现该

模块的升温速率为 2.2 ℃/s，温度波动在±0.5 ℃，其

误差分布图[20] 如图 4所示。

市面主流 PCR设备的升温速率如表 2所示。

相对于商业级的核酸扩增设备[21-24] 来说，该升温速

率是可以接受的，并且优于其他低成本的便携式加

热设备（袖珍加热器[25] 或即时加热包[26]）。 

2.2    光学吸光度检测分析性能

检测系统采用双通道吸光度[27] 检测，可消除单

 

USB-6003 数据采集卡

上位机 控制电路

光学检测系统

电机

微流芯片 信号放大模块

 

图 3    微流芯片检测系统工作流程图
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色光源测量引起的误差，其主 /副波长为 430 nm/
560 nm[28]，分析方法为全流程检测法。

采用 LAMP微流检测系统检测了不同浓度的

SARS-CoV-2  RNA阳性质控在波长 430、560  nm
LED光源照射下光电信号变化趋势。其中图 5为

不同样本在不同光源照射下光电信号变化图。测试

中，阴性样本 20个，阳性样本有 80个，浓度为 8 000
copies/mL的样本有 40个，4 000 copies/mL和 2 000
copies/mL的样本各 20个。图 5（a）和图 5（b）分别

为阳性样本和阴性对照在 560 nm光源照射下光电

信号变化图。由图可知，阳性样本在波长 560 nm
的绿色光源照射下，电压随着 SARS-CoV-2 RNA阳

性质控的浓度的增加而提高；阴性对照电压值平稳

下降。波长 430 nm光源照射则反之，阳性样本在

波长 430 nm的蓝色光源照射下，电压平稳下降；阴

性对照电压值平稳上升，如图 5（c）和图 5（d）。
为了更好地进行检测判别，需消除检测系统中

的误差（如电压、温度、结构定位精度、光路稳定性

等因素），对光电信号进行了归一化处理，使数据变

得具有可比性，同时保持数据之间的相对关系。

 

0.5

0.4

0.3

相
对

频
率

0.2

0.1

−0.5 −0.3 −0.1 0.1

误差/℃
0.3 0.5

0

 

图 4    微流检测系统温控误差分布

 

表 2    商业级核酸扩增设备升温速率

型号 7300 7500
Stepone
plus

LightCycler
480 Ⅱ

Viia CFX96

上市年份 2004 2004 2007 2008 2010 2018

升温速度/(℃·s–1) 1.6 2.5 5.5 4.6 5.5 5

 

8 000 copies/mL

4 000copies/mL

2 000copies/mL

(b) 560 nm 光源下阴性样本光电信号变化

(c) 430 nm 光源下阳性样本光电信号变化 (d) 430 nm 光源下阴性样本光电信号变化
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(a) 560 nm 光源下阳性样本光电信号变化

 

图 5    不同光源下阴阳性样本光电信号变化趋势图
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图 6为不同阳性样本在 560 nm的绿色光源照射下

光电信号变化趋势图。
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图 6    560 nm光源下阳性样本电压值变化归一化数据
 

图 7为 LAMP检测系统阴阳性判别结果图。

其中，图 7（a）使用线性判别分析（linear discriminant
analysis，LDA[29-33]）及支持向量机（ support  vector
machine，SVM[29, 34]）进行判别。因为反应后的阴阳

性样本和反应前的阴阳性样本对 560 nm和 430
nm波长的光源吸光度趋势相反（图 5），因此采用两

种样本反应后的光电信号电压值除以反应前光电信

号电压值的比值来进行数据判别。LDA将高维数

据投影到低维空间，投影后各个类别的类内方差小，

而类间均值差别大；SVM是一个经典两类分类算法，

其找到的分割超平面具有更好的鲁棒性。通过结

合 LDA和 SVM进行可视化分类，目前线性参数

为 A=1.1，B=–1，C=0，即 1.1×x–1×y+0=0，且此时 A、
B、C不是最优解，即阴阳样本没有达到最大区分，

也就是说，随着测试样本的增多，判别准确率没有

达到最大值，因此随着硬件、试剂的改变，要达到最

准确的判别，A、B、C值需要改变，该方法对阳性样

本判别较好。图 7（b）使用聚类分析[35] 进行判别。

通过对光电信号采集趋势的归一化处理发现，阳性

样本均有一个较明显的反曲点（如图 6所示），即使

切线穿越曲线的点（即连续曲线的凹弧与凸弧的分

界点），通过将找出的拐点与曲线首尾点的连线进

行连接，计算截距。将计算的值通过 K-Means对数

据进行分析处理，计算欧氏距离。随着给定样本的

增加，更新聚类中心的位置，降低阴阳样本的类簇

误差平方和（sum of squared error，SSE），直至聚类

结束。结果发现，该方法可以较好地区分阴性样本，

通过将两种简易的判别方法相结合，可以提高判别

准确率。
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图 7    LAMP检测系统判别结果
 
 

2.3    LAMP检测方法的特异性和敏感性

阳性对照在 18~22 min后变为黄色（如图 8（a）

所示）。图中，N表示阴性样本 (Negative)，P 表示阳

性样本 (Positive)。值得注意的是，随着反应时间的

延长（30 min左右），由于加热对反应体系的影响，

颜色强度略微变淡，且阴性对照完全不显示颜色变

化，很容易与阳性对照区分开。因此，可在 LAMP

反应时间为 20 min进行阳性判读，30 min进行阴性

判读。

为了证明离心式微流控芯片的特异性，采用

SARS-CoV-2 RNA阳性质控、MERS病毒、金黄色

葡萄球菌、坂崎肠杆菌进行 LAMP 反应。图 8（b）

为 4种不同的病原体的颜色变化。由于只有目标基

因 SARS-CoV-2 RNA能够识别并成功扩增变色，因

此，阳性信号（黄色）仅由 SARS-CoV-2 RNA模板

获得。而其他病原体的颜色与阴性对照相同，从而
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证明了该方法的高特异性。

用稀释 SARS-CoV-2 RNA阳性质控（原液浓度

为 10 000 copies/mL）研究吸光度 LAMP检测的敏

感性。将病原体浓度分为 0（无菌水）、50、100、200
copies/mL和 200、400、600、800 copies/mL两组，在

芯片上进行吸光度比色检测，数据采集卡将检测过

程中的光电信号实时传输到计算机，最终在计算机

上进行结果计算和判别。只有阳性对照和浓度高

于 2×102 copies/mL的样本出现粉-黄色变化（图 8（c））。
该检测限可与其他核酸检测系统的检测限相比较。

与商业级荧光定量 PCR相比（检测限 25 copies/mL），
这种微流控检测系统也具有较高的灵敏度。此外，

该系统可在 30 min内完成芯片上核酸检测，也无需

额外的富集步骤来克服有限制的敏感性。

如图 8（d）所示，结合图 5（a）不同浓度下阳性

样本反应后电压值差异，可知 SARS-CoV-2 RNA浓

度和光电信号变化量之间存在线性关联。从这些结

果可以看出，该系统表现出了可与荧光检测相媲美

的定性和定量诊断能力。
 

3    结束语

本文开发了一种一体化、“样本进-结果出”的用

于快速、准确和特异的病毒分子检测系统。通过自

研离心式微流控芯片与控制系统，对 SARS-CoV-2
RNA进行了基于吸光度检测的特异性、灵敏性检测

分析。目前检测样本共 100个，阴性样本 20个，不

同浓度阳性样本 80个，判别准确率达 98%，并具有

较高的特异性和较低的检测限（200 copies/mL）。
相对于现有的核酸检测鉴定系统，该系统能够在微

流控芯片上进行比色吸光度检测，用程序控制电机

及温控装置及加人员进行流程自动化控制，用光电

探测器检测结果，使用计算机进行整个检测过程的

控制和监控。可在 30 min内完成采样、反应、检测

及结果输出等一系列工作。该 LAMP平台在基因

或传染病的现场和 PoN检测中显示了巨大的潜力。
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图 8    比色 LAMP检测图像
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进一步的工作将致力于将样品预处理结合到芯片，

优化芯片体积以及讨论扩增时间、扩增产物量与光

电信号的关系，从而进行实时的量化分析。与传统

的实验室设备相比，目前的设备尺寸 R=10 cm，h=8
mm，微流检测部分质量仅为 95 g。因此，本装置提

供了一种精确、便携的护理点核酸扩增装置的解决

方案。
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