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用于离心式微流控生化分析芯片的光探测系统
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摘要 针对离心式微流控生化分析芯片的结构特点，设计了一种基于吸光度检测技术的光探测系统。通过双波长检测

方法降低了闪烁氙灯光强输出稳定性差对吸光度检测结果的影响，采用同步触发的定位方式实现了检测过程中芯片的

精确定位，并分析了进样误差对吸光度检测结果的影响。实验结果显示，采用双波长检测方法时系统吸光度重复性为

0.0994% CV(变异系数)；同步触发定位误差极小，在该种定位方式下的吸光度重复性为 0.1429% CV；样品与试剂的进样

重复性小于 2% CV，满足国家标准。该系统结构简单，易于集成，检测结果稳定可靠，在医学临床诊断领域具有重要的

实用价值。
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Abstract Taking advantage of the centrifugal microfluidic chip for biochemical analysis, an optical detection system
based on absorbance detection technology is designed. The effect of the poor light output stability of xenon flash
lamp on test results is reduced by dual wavelength detection. The chip is located precisely by synchronous trigger
positioning in the detection process. The effect of sampling error on the test results is also analyzed. The test results
show that the absorbance repeatability of the system is 0.0994% by dual wavelength detection; the locating error is
extremely small, it is 0.1429% by synchronous trigger positioning; and the sampling error is lower than 2%, which meets
the requirements of national standards. The system has the advantages of simple structure, easy integration, and stable
and reliable test results, it is promising in medical diagnosis.
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1 引 言
微流控芯片实验室又称为微流控芯片或芯片实验室，是将化学和生物等领域中所涉及的样品制备、反应、

分离、检测等基本操作单元集成在一块几平方厘米(甚至更小)的芯片上，用以取代常规化学或生物实验室各种

功能的一种技术平台[1]，具有体积小、集成度高、分析速度快、消耗试剂少等优点[2-3]。而以离心力为驱动力对微

量液体进行操作和控制的离心式微流控芯片，克服了微泵驱动难以集成的缺点，单一电机即可驱动数十至数
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百个独立结构单元，具有设备简单、流速稳定易调的特点，非常有利于微流控芯片的高通量化[4]。目前，该种芯片

已在血清分离、DNA提取 [5]、蛋白质和核酸分析 [6]、临床小分子分析 [7]以及多种离子检测 [8-9]领域实现了应用。

光探测系统用来测定样品经芯片处理后相关成分的组成及含量，是准确获取微流控生化芯片检测结果

的重要保障。根据检测方式不同，微流控芯片检测装置一般可以分为光学检测、电化学检测、质谱检测和其

他检测方法 [10-11]。其中，吸光度检测技术是一种常用的光学检测方法，结构简单且使用方便，可测定的物质

种类多，在日常分析检验中被广泛使用 [4]。

本文以吸光度检测技术为基础，设计了一种基于冻干试剂预封装芯片，以闪烁氙灯为光源、微型光谱仪

为检测器的旋转式光探测系统，分析了光源输出稳定性、芯片定位误差和进样误差对检测结果的影响，解决

了光源输出稳定性差以及芯片难以精确定位的问题。这种光探测系统结构简单，易于集成，且检测结果稳

定可靠，在生化检测领域具有重要应用。

2 探测原理、结构及流程
离心式微流控生化分析系统的光探测原理为朗伯-比尔定律，其数学描述为 [12]

A = lg I0
I

= εbC , (1)

式中 A为吸光度；I0 为入射光强；I 为透射光强；ε 为摩尔吸光系数；b为光程；C为被测物质的物质的量浓度。

如图 1所示，系统以无刷直流电机驱动离心式微流控生化分析芯片做离心运动，为芯片前处理过程提供

驱动力。选用闪烁氙灯作为探测光源，与传统生化分析仪使用的卤钨灯相比，闪烁氙灯紫外波段光强更强，

可以提高系统紫外波段的测量精度；工作温度更低，仅为 40 ℃，相比于卤钨灯工作温度 250 ℃，更利于控制

生化反应的环境温度。采用微型光谱仪作为系统的检测器，其检测范围为 340~850 nm，覆盖常规生化检测

所需波长，满足芯片中多种生化指标的检测需求；其体积较小，便于系统集成；可以同时检测多个波长，易于

实现分光后双波长的检测需求。系统由数字信号处理器(DSP)作为控制与处理系统，协调控制电机转速与

信号采集，经处理后交由显示装置得到最终结果。

系统进行探测前，首先在芯片内进行样品预处理与混合反应过程。如图 2所示，将全血注满至腔 1，无刷

图 1 光探测系统结构示意图

Fig.1 Schematic diagram of optical detection system

图 2 离心式微流控生化分析芯片结构示意图

Fig.2 Structure diagram of centrifugal microfluidic chip for biochemical analysis
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直流电机带动芯片高速旋转，在离心力的作用下，全血进入腔 2，并在腔 2中实现全血离心分离。此时，少量

血细胞集中于腔 2右侧顶部，待测血清充满腔 2，其余部分及多余血清溢出至腔 3。芯片以特定速度曲线做

离心运动，在离心力的作用下，仅腔 2中虚线所示部分定量血清通过虹吸管进入腔 5。将缓冲液注入腔 4，芯
片高速旋转，在离心力的作用下缓冲液进入腔 5。芯片做加减速运动，实现血清与缓冲液均匀混合。最后，

芯片以特定的速度曲线做离心运动，将腔 5中的混合液依次分配至腔 6，并与其内部预封装的不同种类冻干

试剂小球混合反应，用于实现不同指标检测，多余的混合液由腔 8收集。

探测时，因闪烁氙灯非持续性发光，且检测单元放射性分布于芯片边缘，为了提高检测效率，采用旋转

探测方案，即电机带动芯片低速旋转，芯片中检测单元依次经过检测位置时，闪烁氙灯触发，检测光经过芯

片后进入微型光谱仪分光，根据检测指标不同实现对应波长光强采集。

3 系统误差分析
在上述检测过程中，影响吸光度检测的物理因素主要有：1) 光强 I和 I0(由光源输出稳定性决定)；2) 检

测单元和微型光谱仪的相对位置(由定位误差决定)；3) 溶液浓度 C(由进样误差决定)。因此，主要分析光源

输出稳定性、芯片定位误差、进样误差对检测结果的影响。

3.1 光源输出稳定性分析

在上述探测过程中，闪烁氙灯非持续性发光，其输出稳定性仅为 2% CV(变异系数)。如果采用传统吸光

度检测方法，即先测量试剂空白 I0，再测量透射光强 I1，由(1)式计算吸光度，则因闪烁氙灯两次触发时光强输

出绝对值差异，导致探测结果重复性较差。因此采用双波长测量方法，在氙灯触发一次的条件下完成吸光

度测量，原理如下。

对于某一个测试指标，选定 λ1 作为检测波长，I01 和 I1 为检测波长下的入射光强与透射光强；选定 λ2 作

为参考波长，I02 和 I2 为参考波长下的入射光强和透射光强。同一次测量中，两波长处吸光度相减有

ΔA = Aλ1 - Aλ2 = lg I01
I1

- lg I02
I2

= (ελ1 - ελ2 )bC , (2)

化简后得

ΔA = lg I2
I1

- lg I02
I01

= (ελ1 - ελ2 )bC . (3)

实际检测过程中，待测物质对参考波长(生化检测中常选用 850 nm)的吸收极小，可认为此波长处的吸

光度为 0，ελ2 = 0 [13]，因此(3)式可以化简为

Aλ1 = lg I2
I1

- lg I02
I01

= ελ1bC , (4)

式中可令 lg(I02 /I01) = B ，其中 I01 、I02 分别为测试波长和参考波长的入射光强。即使因光源输出不稳定导致

每次测量时 I01 、I02 绝对值都不相等，但光源每次发光时其光谱中 lg(I02 /I01) 为常数，即 B 为固定值。令

A′ = Aλ1 + B 为系统检测吸光度，则(4)式化简为

A′ = lg I2
I1

= ελ1bC + B , (5)

式中 A′与 C呈严格线性关系，且 A′只与两波长处透射光强 I1和 I2的比值有关。在固定浓度的溶液中，检测

波长处透射率不变，即使每次闪烁氙灯发光光强有差异，两透射光强的比值为常数，故吸光度不易受光强绝

对值变化影响，提高了吸光度检测的重复性。

实际检测过程中，光源发出白光经过芯片检测单元，波长 λ1 被样品吸收后，透射光进入微型光谱仪分光

并采集检测波长光强 I1 和参考波长光强 I2 ，由(5)式计算吸光度 A′。
为了验证双波长吸光度检测方法对光源输出不稳定的抑制效果，以 0.001 mol/L的重铬酸钾溶液为样

品，以 340 nm为检测波长，850 nm为参考波长，在芯片静止的条件下，分别采用单波长吸光度检测方法与双

波长吸光度检测方法对样品进行检测，检测结果如表 1、表 2所示。

经计算，单波长检测结果的平均值为 0.2470，标准差为 0.004434，变异系数为 1.79% CV。经计算，双波长

检测结果的平均值为 0.4617，标准差为 0.0004591，变异系数为 0.0994% CV。
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表 1 单波长检测结果

Table 1 Measurement results of single wavelength

Serial No.

1~10

11~20

Absorbance A

0.2453

0.2424

0.2426

0.2528

0.2523

0.2513

0.2417

0.2415

0.2486

0.2444

0.2459

0.2482

0.2544

0.2519

0.2508

0.2467

0.2419

0.2513

0.2415

0.2436

表 2 双波长检测结果

Table 2 Measurement results of dual wavelength

Serial No.

1-10

11-20

Absorbance A

0.4621

0.4616

0.4612

0.4622

0.4622

0.4614

0.4618

0.4617

0.4613

0.4621

0.4617

0.4618

0.4621

0.4627

0.4620

0.4611

0.4608

0.4616

0.4613

0.4620

由表 1和表 2对比可知，采用双波长吸光度检测方法有效抑制了光源输出稳定性差对检测结果的影响，

吸光度重复性仅为 0.0994% CV，相比于单波长吸光度检测结果，吸光度重复性提高了 18倍。

3.2 芯片定位误差分析

因芯片中血液前处理需要芯片做高速离心运动，其最高转速可达 5500 r/min，所以系统采用无刷直流电

机作为离心驱动装置。但采用无刷直流电机难以同采用步进电机一样通过控制步进角的方式实现精确定

位。为了解决上述问题，系统采用同步触发的定位方法。如图 3所示，在芯片各检测单元中间增加 45°全反

射棱镜。图 3所示为芯片定位系统示意图，红外光源水平方向放置，对应位置传感器竖直方向放置，当芯片

中检测单元经过检测位置时，红外光源发出的光信号经 45°全反射棱镜反射至位置传感器，产生一个脉冲信

号，此时闪烁氙灯触发，完成一次探测过程。在位置传感器上方放置一个狭缝，通过计算反射脉冲信号的宽

度，可以滤除探测过程中杂散光对定位信号的干扰。

图 3 芯片定位系统示意图

Fig.3 Schematic diagram of chip positioning system

检测过程中电机转速为 120 r/min，实际测得其转速控制误差不超过 5%，即 Δω = 36°/s 。闪烁氙灯的触

发时间为 10 μs ,即位置传感器检测到反射脉冲信号至闪烁氙灯触发的时间为 10 μs 。则在芯片同步触发定

位过程中，产生的角度误差为

Δθ = 36°/s × 10 μs = 0.00036° , (6)

芯片检测单元有效检测宽度为 2.5 mm，检测单元距芯片中心 47 mm，经计算其有效检测角度为 3°。因此该

定位误差远远小于芯片检测单元有效检测角度，可以满足探测过程中芯片定位要求。

在实际检测过程中，无刷直流电机的定位误差无法直接测量。通过对比芯片静止时双波长吸光度检测结

果的重复性和采用同步触发定位时双波长吸光度检测结果的重复性，可以衡量这种定位方式对吸光度检测结

果的影响。表 3所示为采用同步触发定位时双波长吸光度检测结果，其中样品为 0.001 mol/L重铬酸钾溶液。

表 3 同步触发定位探测结果

Table 3 Measurement results of synchronized trigger positioning

Serial No.

1~10

11~20

Absorbance A

0.4526

0.4509

0.4507

0.4515

0.4511

0.4522

0.4520

0.4521

0.4510

0.4515

0.4519

0.4511

0.4518

0.4508

0.4503

0.4512

0.4520

0.4522

0.4513

0.4525

经计算，采用同步触发定位的双波长吸光度检测结果的平均值为 0.4515，标准差为 0.0006450，变异系数
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为 0.143% CV。对比表 2中芯片静止的检测结果，吸光度重复性增加约 0.05% CV，但总体重复性仍然较好，约

为 0.15% CV，可以满足芯片的探测需求。

3.3 进样误差分析

在探测系统工作时，芯片检测单元中样品和试剂的量按特定比例混合，如果二者进量不准，则探测结果

的重复性就无从谈起。根据朗伯-比尔定律，吸光度与被测溶液浓度成正比，如果存在进样误差，被测物浓

度较理论值发生变化，则吸光度随之发生变化 [14]，即

ΔA = εbΔC , (7)

又因为 ΔC = C
V
ΔV ，C = A

εb
，代入(7)式得

ΔA = ΔV
V

A , (8)

可见进样误差会影响吸光度检测结果。而中华人民共和国医药行业标准 YY/T 0654-2008规定，全自动生化

分析仪进样误差重复性应小于 2%[15]，可以认为在进样误差重复性小于 2%的条件下，其对吸光度造成的影响

可以忽略不计。

在实际检测过程中，样品进样过程由血清腔 2中虚线部分的体积大小所决定，试剂进样过程由冻干试剂

小球的质量决定。根据中华人民共和国医药行业标准 YY/T 0654-2008对全自动生化分析仪进样误差重复

性的要求，随机测量 20组微流控生化分析芯片血清腔 2虚线部分的体积，结果如表 4所示。

表 4 芯片中血清腔体积检测结果

Table 4 Volume measurement results of serum container

Serial No.

1~10

11~20

Volume / μL
65.42

66.17

64.65

63.86

63.85

64.84

64.15

64.97

65.19

64.29

64.99

65.30

64.37

64.17

64.94

64.05

65.08

64.34

62.51

63.59

经计算该部分体积平均值为 64.54 μL，标准差为 0.7945，样品进样重复性为 1.23% CV。
随机称量 20组总蛋白和葡萄糖冻干试剂小球的质量，质量分布如表 5、表 6所示。

表 5 总蛋白冻干试剂小球质量检测结果

Table 5 Mass measurement results of total protein lyophilized reagent

Serial No.

1~10

11~20

Mass /mg

4.23

4.30

4.25

4.36

4.30

4.30

4.30

4.35

4.34

4.35

4.45

4.27

4.37

4.49

4.25

4.38

4.24

4.23

4.21

4.22

表 6 葡萄糖冻干试剂小球质量检测结果

Table 6 Mass measurement results of glucose lyophilized reagent

Serial No.

1~10

11~20

Mass /mg

2.75

2.65

2.68

2.76

2.75

2.68

2.75

2.69

2.76

2.64

2.77

2.65

2.68

2.64

2.64

2.67

2.77

2.78

2.67

2.65

经计算表 5中总蛋白冻干试剂质量的重复性为 1.78% CV，表 6中葡萄糖冻干试剂质量的重复性为 1.94% CV。
可见在检测过程中样品和试剂的进样重复性均满足国家标准，可以忽略进样误差对检测结果的影响。

4 结 论
基于离心式微流控生化分析芯片设计了一种以闪烁氙灯为光源、微型光谱仪为检测器的旋转式光探测

系统，介绍了系统原理、结构与探测流程，分析了吸光度重复性、定位误差与进样误差对检测结果的影响，解

决了因光源输出不稳定性造成的结果偏差以及芯片难以精确定位的问题。实验结果表明：

1) 采用双波长测量方法，在闪烁氙灯触发一次的条件下完成探测，避免光源输出不稳定对探测结果的

影响，吸光度重复性可达 0.0994% CV；

2) 采用同步触发的定位方式，可以实现探测过程中无刷直流电机的精确定位，该种定位方式下的吸光

度重复性达到 0.143% CV；

3) 探测系统的进样误差由芯片血清定量体积和冻干试剂质量决定，其中样品进样重复性为 1.23% CV，
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试剂进样重复性为 1.94% CV，满足国家标准，可以忽略其对检测结果的影响。

该光探测系统实现了样本预处理和检测过程集成于一体，具有结构简单、易于集成的特点，且检测结果

稳定可靠，在未来临床检测领域必有广阔应用前景。
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