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用于核酸现场检测的直轴型多通道光学检测系统
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摘要  随着医学检验对核酸检测技术要求的不断提高，现场检测（POCT）已经成为该领域的研究重点和难点。为了规避

目前使用的 POCT 核酸检测仪器的缺点，构建了一种直轴型多通道光学检测系统，兼顾实现了多通道核酸实时荧光检测

与即地即检。首先，基于正交式几何关系搭建了光路；然后，设计了一种新的直轴型多通道集成与切换装置以实现多个

荧光检测通道的实时切换；最后，通过仿真验证了光路设计的有效性，并将本系统集成于自主设计的聚合酶链式反应装

置上，以新型冠状病毒标准品进行了实时荧光检测实验。实验结果显示：本系统的变异系数最小可达 0. 02%；通道分辨

率最低可达 0. 49 μg/mL，且没有通道串扰。同时，拥有良好的现场检测能力，可以配合仪器完成“样本进、结果出”的现场

检测，为核酸 POCT 的多通道实时荧光检测提供了一种新思路。
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Abstract With the continuous demand for technological advances in nucleic acid detection for use in medical testing, point-
of-care testing (POCT) has emerged as a research focus, presenting various challenges to overcome.  To circumvent the 
disadvantages of POCT nucleic acid detection instruments that are currently in use, a straight-axis multi-channel optical 
detection system is proposed and designed, which facilitates both real-time, multi-channel as well as instant detection of 
nucleic acids .  First, an optical path is built based on an orthogonal optical path design.  Second, a new straight-axis multi-
channel integration and switching device is designed to enable real-time switching between multiple fluorescence detection 
channels.  Finally, the effectiveness of the optical path design is verified by simulation; this system is integrated into a self-
designed polymerase chain reaction thermocycler, and a real-time fluorescence detection experiment is conducted using a new 
coronavirus standard.  This system reaches a minimum coefficient of variation value of 0. 02%.  The minimum channel 
resolution is 0. 49 mg/mL, and no channel crosstalk is observed.  The system demonstrates good on-site detection 
capabilities, and functions cooperatively with the instrument to complete on-site detection from “sample in” to “result out”, 
offering a new perspective for POCT using multi-channel real-time fluorescence detection of nucleic acids.
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1　引   言

核酸检测是一种通过对遗传物质的结构或表达水

平进行检测从而作出相关诊断的分子诊断学技术。在

肿瘤、传染病及遗传病检测，如对肝炎病毒、艾滋病病

毒（HIV）、人巨细胞病毒（HCMV）等病毒的检测方面，

都有着非常广泛的应用。自 2019 年 12 月以来，新型冠

状病毒肺炎疫情（简称“新冠疫情”）爆发并迅速蔓延至

全球。其间，核酸检测作为一种新冠病毒的有效检测

手段，迅速为世人所熟知。根据公开数据，截至 2022
年 3 月 17 日，全球感染总人数高达 5. 1 亿，国内感染人

数已超 69 万。核酸检测作为监测疫情发展趋势与控

制疫情扩散的有效手段，其作用至关重要［1-2］。

荧光检测是核酸检测应用最为广泛和重要的技术

手段，是当今的研究热点和难点。常用的透镜组检测

系统通常结构复杂且体积较大、不易进行操作或携带，

所以研究体积小、操作便捷的检测系统变得尤为重要。

为减小空间需求，Sluszny 等［3］选择在系统中采用一种

特制的熔融石英制成的球透镜，这些球透镜焦距短，最

大尺寸为 10 mm，可以加工成多种尺寸，使得整个检测

系统更加紧凑，该系统可用于核酸的检测与分析；

此外，2014 年 Lin 等［4］自主研制了由聚二甲基硅氧烷

（Polydimethylsiloxane， PDMS）材料制成的微型混合

柱面透镜系统，由于其具有自发荧光低、背景干扰小、

聚焦效果好等优点，在基于荧光检测的系统中也具有

很大的应用前景；为了改善因光学元件界面反射及传

播介质吸收而导致的检测灵敏度降低等问题，Tang 等

选择采用一种 Y 型光纤进行光能传输，增强激发光强

度且避免对荧光造成干扰［5-6］；Ma 等于 2021 年研制了

一 款 使 用 有 机 发 光 二 极 管（Organic light-emitting 
diode， OLED）作为光源，使用非线性光学元件进行光

学系统优化。改善了激励的均匀性，且随着场透镜的

加入，荧光的收集效果变得更好［7］。上述研究在核酸荧

光检测方面都取得了良好的进展，但是，上述系统大多

将重点放在自身的结构设计以及某种特殊光学元件的

创新上，较少考虑用于现场检测（Point-of-care testing， 
POCT）场景及实时荧光检测系统的适配性及可行性。

本装置在确保了光学检测性能的同时，可以很好地完

成随时随地、即到即检的荧光检测，也可以根据试剂反

应腔具体形状进行相关的配合与改进，提升了灵活性。

2　直轴型多通道荧光检测系统设计

核酸现场检测的直轴型多通道光学检测系统由正

交式光路、多通道集成与切换装置、控制系统 3 个部分

组成。目前核酸 POCT 产品多以微流控方式实现，而

微流控芯片的扩增腔为能够实现快速的温度变化，多

为扁平状、长条形，所以用于激发和采光的空间大都较

为狭窄。多通道集成与切换装置可以在实现六通道多

重检测的同时适配于空间狭窄的扩增腔，以实现现场

检测；配套正交式光路可以缩小激发与发射光路结构

距离，使得整体系统进一步缩小，提升系统便携性；控

制系统的设计确保了系统整体的模块功能实现以及荧

光信号的转换与检测。

2. 1　光路结构设计

为了使整个系统尽量紧凑且排列有序，以满足系

统的便携性，设计了直轴型多通道荧光检测系统，对大

小和结构进一步限制。在通常情况下激发光的强度远

高于发射荧光强度，需要最大程度地避免激发光干扰。

故整体光路采用正交式光路设计，即采用 90°的夹角设

置激发光路与发射光路，充分避免激发光的干扰以获

得信噪比的提升。使用与微流控芯片扩增腔结构相匹

配的光纤，可以缩短激发与发射光路的结构距离，进一

步缩小整体系统［8-9］。

正交式光路设计示意图如图 1 所示，激发光路光

源设计需要满足小巧低成本、无需高压供电等特点，故

选择发光二极管（LED）作为激发光源［10］。扩增腔内

物质受激发后发出荧光的荧光强度 I f 可表示为

I f = kΦI ， （1）
式中：I f 为荧光强度；I为激发光强度；Φ为荧光效率，I f

与 I、Φ成正比；k为比例系数。要尽可能在保持受光均

匀的情况下选择光强较大的 LED 灯，同时也需确保激

发光束的光强稳定且发光光谱具有单色性，故在不同

的荧光通道选取对应中心波段、具有较小发散角的

LED 作为激发光源相关元件，重要参数见表 1。

在 LED 参数确定后，通过对实际光路的计算，确

定光路中各元件距离，形成所需大小的光斑。以激发

光路薄透镜为例，LED 发光经过透镜后形成大小合适

光斑入射滤光片，滤除杂散光后入射光纤。光源 A到

透镜球面顶点 O的距离为 L；空气及透镜折射率 n、n′
已知；透镜曲率半径 r及 LED 发散角U已知。光线经

过光学元件示意图，如图 2 所示。

在 ΔAEB中，有

sin α= [ ]( )L- r × sinU  r ， （2）

又由于折射定律，可得

图 1　正交式光路结构示意图

Fig. 1　Schematic diagram of the orthogonal optical 
path structure

sin α′= [ ]( )n sin α  n′ 。 （3）

对 ΔA′EB而言，有

sin α′ ( )L′- r = sinU ′ r ， （4）
可得

L′= r [ ( sin α′ sinU ′)+ 1] ， （5）
其中，

U ′= U+ α- α′ 。 （6）
将滤光片放置在透镜后侧即放置在 N点，设 ON

之间的距离为 x，光斑大小 y可以表示为

y= (L′- x) tanU ′ ， （7）
最终可得

y={ }r{ }{ }[ ]( )n n′ sin α { }sinU+ α- arcsin [ ]( )n n′ sin α + 1 - x tan{ }U+ α- arcsin [ ]( )n n′ sin α  。 （8）

通过调整透镜曲率半径 r及透镜与滤光片间距 x，
得到大小合适的光斑，入射滤光片及光纤端面。滤光

片根据后续检测中相应波段荧光通道，如 FAM 通道、

HEX 通道、ROX 通道的激发及发射波段定制了相关

窄带滤光片，从而滤除杂散光。光线最终通过光纤传

导至微流控芯片扩增腔完成对待测样本中荧光染料或

探针的激发。在激发 LED 后设置焦距 f为 10 mm、φ

为 8 mm 的激发端平凸透镜，并在透镜后设置激发滤

光片，最终形成直径为 2. 3 mm 光斑入射直径为 2 mm
的光纤收光口；发射光路中荧光染料或探针被激发发

光后，由光纤后端出射，在光纤出射端面后放置发射端

平凸透镜，透镜参数与激发端一致，透镜后放置发射端

滤光片，最终形成 2 mm×2 mm 的光斑入射光电探测

器感光面，具体距离参数如表 2 所示。

当荧光物质受到激发光照射激发后，产生的荧光

信号为微弱光信号［12］。信号通过光纤传输，透镜会聚、

滤光片滤除杂散光后，通常无法直接分析，需借助探测

器将其转换为电信号以便后续信号处理与检测。所以

光电探测器需要具备较好的灵敏度及响应速度，同时

其自身的噪声应该足够低以提高整体检测性能。因受

到系统机械结构与微流控芯片自身结构的限制，不需

要通过大光窗成像对其进行检测，且同样需要保证小

型化、低成本化、无需高压驱动等特点，选用了日本滨

松 HAMAMATSU 的 S1133-01 光电二极管（PD）作为

发 射 光 路 的 检 测 元 件 。 S1133-01 具 有 2. 4 mm×
2. 8 mm 的感光面积及 320~1100 nm 的光谱响应范

围，契合光学系统设计需求。

2. 2　多通道集成与切换装置

多通道集成与切换装置主要用于控制聚合酶链式

反应（PCR）过程中多个荧光检测通道的自主切换，并

与加热模块、微流控芯片等相互配合完成整体荧光激

发检测流程。装置可以实现光学元件及硬件电路的集

表  1　LED 参数

Table 1　Parameters of LED

图 2　光线经过光学元件示意图

Fig. 2　Schematic diagram of light passing through 
optical components

表 2　光路距离参数［11］

Table 2　Parameters of optical path distance
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sin α′= [ ]( )n sin α  n′ 。 （3）

对 ΔA′EB而言，有

sin α′ ( )L′- r = sinU ′ r ， （4）
可得

L′= r [ ( sin α′ sinU ′)+ 1] ， （5）
其中，

U ′= U+ α- α′ 。 （6）
将滤光片放置在透镜后侧即放置在 N点，设 ON

之间的距离为 x，光斑大小 y可以表示为

y= (L′- x) tanU ′ ， （7）
最终可得

y={ }r{ }{ }[ ]( )n n′ sin α { }sinU+ α- arcsin [ ]( )n n′ sin α + 1 - x tan{ }U+ α- arcsin [ ]( )n n′ sin α  。 （8）

通过调整透镜曲率半径 r及透镜与滤光片间距 x，
得到大小合适的光斑，入射滤光片及光纤端面。滤光

片根据后续检测中相应波段荧光通道，如 FAM 通道、

HEX 通道、ROX 通道的激发及发射波段定制了相关

窄带滤光片，从而滤除杂散光。光线最终通过光纤传

导至微流控芯片扩增腔完成对待测样本中荧光染料或

探针的激发。在激发 LED 后设置焦距 f为 10 mm、φ

为 8 mm 的激发端平凸透镜，并在透镜后设置激发滤

光片，最终形成直径为 2. 3 mm 光斑入射直径为 2 mm
的光纤收光口；发射光路中荧光染料或探针被激发发

光后，由光纤后端出射，在光纤出射端面后放置发射端

平凸透镜，透镜参数与激发端一致，透镜后放置发射端

滤光片，最终形成 2 mm×2 mm 的光斑入射光电探测

器感光面，具体距离参数如表 2 所示。

当荧光物质受到激发光照射激发后，产生的荧光

信号为微弱光信号［12］。信号通过光纤传输，透镜会聚、

滤光片滤除杂散光后，通常无法直接分析，需借助探测

器将其转换为电信号以便后续信号处理与检测。所以

光电探测器需要具备较好的灵敏度及响应速度，同时

其自身的噪声应该足够低以提高整体检测性能。因受

到系统机械结构与微流控芯片自身结构的限制，不需

要通过大光窗成像对其进行检测，且同样需要保证小

型化、低成本化、无需高压驱动等特点，选用了日本滨

松 HAMAMATSU 的 S1133-01 光电二极管（PD）作为

发 射 光 路 的 检 测 元 件 。 S1133-01 具 有 2. 4 mm×
2. 8 mm 的感光面积及 320~1100 nm 的光谱响应范

围，契合光学系统设计需求。

2. 2　多通道集成与切换装置

多通道集成与切换装置主要用于控制聚合酶链式

反应（PCR）过程中多个荧光检测通道的自主切换，并

与加热模块、微流控芯片等相互配合完成整体荧光激

发检测流程。装置可以实现光学元件及硬件电路的集

表  1　LED 参数

Table 1　Parameters of LED
LED

NSPB510BS
NSPG310B

HSE575H-L512

NSPR310S

Center wavelength /nm
465
520

575

635

Half bandwidth /nm
20
35

35

15

Half-width value /（°）
±15
±15

±12

±15

Company
NICHIA
NICHIA

Huashang 
Optoelectronics

NICHIA

Fluorescence channel
FAM
HEX

ROX

CY5

图 2　光线经过光学元件示意图

Fig. 2　Schematic diagram of light passing through 
optical components

表 2　光路距离参数［11］

Table 2　Parameters of optical path distance
Fluorescence 

channel
FAM
HEX
ROX
CY5

Distance between LED and 
excitation lens /mm

7. 7
7. 7
7. 1
7. 7

Distance between excitation 
lens and filter/mm

7. 3
7. 3
7. 3
7. 3

Distance between fiber 
and emission lens /mm

7. 6
7. 6
7. 6
7. 6

Distance between emission 
lens and filter /mm

4. 3
4. 3
4. 3
4. 3
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成与装配，能够大幅提高检测系统的集成度。装置整

体紧凑便携、易于操作，且相比于传统的核酸检测仪，

本系统可以配合仪器实现快速扩增检测，将一般扩增

检测所需 2~3 h 缩短至 25 min。此外，根据国家卫健

委发布的《新型冠状病毒感染的肺炎实验室检测技术

指南（第 3 版）》中推荐选用双靶标进行检测的相关说

明，核酸检测需要至少能够满足双通道荧光检测。而

本装置最多可实现 6 个检测通道的集成与切换，在确

保仪器满足新冠检测的使用需求之下，额外增加了

4 个预留通道，提高了装置在乙肝、艾滋、结核等其他

核酸检测诊断领域的扩展性。

图 3 为多通道集成与切换装置三维结构示意图，
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光，最终实现六通道的实时荧光检测。光学装配模块

主要由 4个独立架体及信号采集电路组成，如矩形框所

示。4 个独立架体主要起到对光学元件的集成组装作
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学检测的性能，且可以完成快速扩增检测。图 4（a）为

系统使用的微流控芯片，使用该微流控芯片配合本装

置进行完整的扩增及检测。在采用双面夹紧加热模式

的情况下，实际光通路十分狭窄，仅有如图 4（b）所示

1. 2 mm×11 mm 的通道空间可用于光线传导，空间受

限。而本系统仍需快速扩增检测，为了在节省空间的

同时保证光学检测的性能，使用了一种如图 4（c）所示

具有线状光斑的光纤，光纤线状出光口尺寸与光通路

的空间尺寸完全一致。微流控芯片扩增腔为一个

1 mm×10 mm×1 mm 的超薄立方体，因此该光纤可以

充分照射微流控芯片的扩增腔室并尽可能多地收集目

标待测物发出的荧光。光纤可耐受 120 ℃以上高温，不

会受仪器快速 PCR 扩增时温度剧烈变化的影响。当扩

图 4　快速扩增配套装置。（a）微流控芯片；（b）扩增加热时光通路；（c）具有线状光斑的光纤；（d）多通道集成与切换装置实物图

Fig. 4　Rapid amplification supporting device. (a) Microfluidic chip; (b) amplification heating light path; (c) optical fiber with linear spot; 
(d) physical map of multi-channel integration and switching device

图 3　多通道集成与切换装置示意图

Fig. 3　Schematic diagram of multi-channel integration and 
switching device

增腔形状发生改变时，也可通过改变光纤端面的形状

来进行适配，大大增加了系统应用于 POCT 场景的适

配性。如图 4（d）所示为直轴型多通道光学检测系统实

物图，整体尺寸为 144 mm×78 mm×62 mm，将整个系

统与其余关键模块进行集成以完成“样本进、结果出”的

全自动核酸检测。首先，将检测试剂如新冠病毒标准

品注入微流控芯片中，通过芯片的进出仓模块将芯片

放入设定位置，待仪器的超声辅助核酸提取模块完成

提取步骤，并配合聚合酶链式反应装置完成样本的扩

增，最后通过所设计的光学检测模块完成最后的多通

道荧光曲线绘制。只需加入样本，仪器自动完成全流

程操作，真正意义上实现“样本进、结果出”的全自动核

酸检测，全流程仅需 25 min，具有较好的核酸检测能力。

2. 3　控制系统设计

该系统的控制模块硬件结构框图如图 5 所示。选

用 STM32 进行总体控制与处理，并根据实际控制需

要，重点对以下几个主要的功能模块进行设计：1） 电
源供电模块用于实现电压的转换以及对子电路的供

电；2） LED 驱动电路用于实现对激发光源的恒流驱动

控制；3） 步进电机驱动电路则用于完成对切换装置中

电动滑台的驱动控制，实现通道切换；4） 通信模块用

于与上位机完成通信并作为电路调试接口打印调试信

息；5） 信号调理及采样电路用于实现对光电转换器输

出电信号的调理及采样。

为降低反馈电阻的阻值，同时不影响对荧光信号

的转换与检测，采用 T 型电阻反馈网络替代单一反馈

电阻的形式进行优化设计。样本荧光经过光电转换后

的光电流通常处于皮安级，为精准地实现对光电流的

测量，本系统采用美国德州仪器 TI 公司的精密跨阻放

大器 OPA380（静态电流为 7. 5 mA、输入偏置电流为

3 pA（典型值）、输入偏执电压为 4 μV（典型值）、增益

带宽为 90 MHz）。经由 ADG1408 组成的多路选通开

关之后，利用 TI 公司的 OPA277 运算放大器设计了二

级放大电路对光电信号作进一步放大处理。

3　仿真及试验

3. 1　Light Tools光路仿真

为了确保整体光路设计的合理性 ，使用 Light 
Tools 仿真光路中各部分元件以及荧光检测系统整体

的结构，从而对整体光路的结构设计进行指导及验

证［14］。整体光路仿真示意图如图 6 所示，可以根据光

源出射角度及距离精确改变光路光斑的大小。

Light Tools 根据各元件相关参数搭建出激发光

路，激发光路中的平凸透镜等光学元件均按照全自动

核酸检测仪中荧光检测系统的实际参数进行设置，激

发与发射光路呈 90°，以达到正交设计的目的。光在光

纤中的传播具有一定随机性，影响因素复杂，使用与光

纤圆端大小相当的探测面及荧光发射面代替光纤。在

图 5　检测系统硬件结构框图

Fig. 5　Block diagram of the hardware structure of the detection system

图 6　Light Tools仿真。（a）光路结构；（b）光斑大小

Fig. 6　Light Tools simulation. (a) Optical path structure; (b) spot size



1722001-5

研究论文 第  60 卷第  17 期/2023 年  9 月/激光与光电子学进展

增腔形状发生改变时，也可通过改变光纤端面的形状

来进行适配，大大增加了系统应用于 POCT 场景的适

配性。如图 4（d）所示为直轴型多通道光学检测系统实

物图，整体尺寸为 144 mm×78 mm×62 mm，将整个系

统与其余关键模块进行集成以完成“样本进、结果出”的

全自动核酸检测。首先，将检测试剂如新冠病毒标准

品注入微流控芯片中，通过芯片的进出仓模块将芯片

放入设定位置，待仪器的超声辅助核酸提取模块完成

提取步骤，并配合聚合酶链式反应装置完成样本的扩

增，最后通过所设计的光学检测模块完成最后的多通

道荧光曲线绘制。只需加入样本，仪器自动完成全流

程操作，真正意义上实现“样本进、结果出”的全自动核

酸检测，全流程仅需 25 min，具有较好的核酸检测能力。
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源供电模块用于实现电压的转换以及对子电路的供

电；2） LED 驱动电路用于实现对激发光源的恒流驱动

控制；3） 步进电机驱动电路则用于完成对切换装置中

电动滑台的驱动控制，实现通道切换；4） 通信模块用

于与上位机完成通信并作为电路调试接口打印调试信

息；5） 信号调理及采样电路用于实现对光电转换器输

出电信号的调理及采样。

为降低反馈电阻的阻值，同时不影响对荧光信号

的转换与检测，采用 T 型电阻反馈网络替代单一反馈

电阻的形式进行优化设计。样本荧光经过光电转换后

的光电流通常处于皮安级，为精准地实现对光电流的

测量，本系统采用美国德州仪器 TI 公司的精密跨阻放

大器 OPA380（静态电流为 7. 5 mA、输入偏置电流为

3 pA（典型值）、输入偏执电压为 4 μV（典型值）、增益

带宽为 90 MHz）。经由 ADG1408 组成的多路选通开

关之后，利用 TI 公司的 OPA277 运算放大器设计了二

级放大电路对光电信号作进一步放大处理。

3　仿真及试验

3. 1　Light Tools光路仿真

为了确保整体光路设计的合理性 ，使用 Light 
Tools 仿真光路中各部分元件以及荧光检测系统整体

的结构，从而对整体光路的结构设计进行指导及验

证［14］。整体光路仿真示意图如图 6 所示，可以根据光

源出射角度及距离精确改变光路光斑的大小。

Light Tools 根据各元件相关参数搭建出激发光

路，激发光路中的平凸透镜等光学元件均按照全自动

核酸检测仪中荧光检测系统的实际参数进行设置，激

发与发射光路呈 90°，以达到正交设计的目的。光在光

纤中的传播具有一定随机性，影响因素复杂，使用与光

纤圆端大小相当的探测面及荧光发射面代替光纤。在

图 5　检测系统硬件结构框图

Fig. 5　Block diagram of the hardware structure of the detection system

图 6　Light Tools仿真。（a）光路结构；（b）光斑大小
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发射光路中，将光源设置为朗伯光源来仿真实际荧光

的出射，最终形成一个半径为 2. 4 mm 的圆形光斑布

满光电探测器（PD）的光窗以完成检测。最终得到的

Light Tools 仿真结果也与实际系统保持一致，为光学

检测系统的性能测试与生物实验测试奠定了基础。

3. 2　荧光检测系统性能测试实验

3. 2. 1　重复性测试

将所设计的直轴型多通道光学检测系统与自主设

计的超声辅助核酸提取模块及自主设计的聚合酶链式

反应装置集成在一起，构成“样本进、结果出”的全自动

核酸检测装置，如图 7（a）所示。由于在完成集成后，

会进行整机套壳处理，故外界环境对实验的影响不大。

通过更换微流控芯片内的试剂来进行系统的性能测

试，将芯片放入进出仓模块，点击开始，荧光值以及扩

增曲线等信息便会实时显示。去掉外壳后的内部结构

图如图 7（b）所示。

使用标准荧光染料对直轴型多通道光学检测系统

进行荧光信号检测重复性测试、荧光信号检测分辨率

测试、通道间荧光信号串扰测试。配制由有机溶剂二

甲基亚砜 DMSO 以 2 倍梯度进行稀释的 FAM（异硫氰

酸荧光素）、HEX（6-HEX，SE）、ROX（R4526）等 3 种

测试荧光染料。将 3 种荧光染料的高、中、低含量各取

50 μL，分别加入微流控芯片，利用对应通道对待测样

本进行连续 10 次荧光测量，记录数据并计算各通道变

异系数（Coefficient of variation，CV）。如表 3 所示，不

同通道的高、中、低含量样本的检测 CV 值，最大为

0. 83%，最小为 0. 02%，所有数值均小于 1%，说明本

系统具有良好的检测重复性，稳定性较好，能够有效避

免检测过程中带来的误差干扰［17-19］。

3. 2. 2　分辨率测试

荧光信号检测分辨率测试的目的是测试荧光检测

系统的分辨率，对其检测下限进行探究。将 3 种荧光

染料加入微流控芯片腔室后，利用对应通道分别对所

有待测样本进行荧光激发与采集。同时为进一步表征

本系统的性能，使用美国伯乐商用 PCR 仪开展对照实

验，设置扩增程序维持 25°进行采光［20］。结果如图 8 所

示，本系统能够有效地检测并区别出不同梯度的荧光

染料试剂，FAM 通道可达 1. 56 μg/mL，HEX 通道可

达 0. 49 μg/mL，ROX 通道可达 0. 63 μg/mL，测试结果

与商用 PCR 仪在荧光强度随含量梯度变化的趋势基

本保持一致，拥有较好的梯度分辨率。

3. 2. 3　通道串扰测试

为了探究在进行多通道实时荧光定量 PCR 检测

过程中，是否存在由于不同通道间激发光与荧光的光

谱存在部分重叠而产生的荧光串扰，利用 3 种激发光

对各个通道及其对应染料依次激发，记录对应激发状

态下的采样荧光值，并用超纯水设置对照组，通道串扰

数据直方图如图 9 所示。结果显示，荧光染料仅在对

应通道激发时会产生较高的荧光强度，其余通道对其

激发所产生的荧光最高不超过对应通道激发产生荧光

强度的 20%［21］。故所提设计的多通道直轴光学检测

模块在检测时，通道间不会产生荧光串扰，验证了该系

统在多重检测方面的可行性。

图 7　测试实验环境及条件：（a）全自动核酸检测装置；（b）内部结构图

Fig. 7　Test environment and conditions.  (a) Fully automatic nucleic acid detection device; (b) internal structure diagram

表  3　荧光染料检测重复性测试结果

Table 3　Fluorescent dye detection repeatability test results
Dye

Concentration
CV /%

FAM
High
0. 02

Moderate
0. 10

Low
0. 72

HEX
High
0. 10

Moderate
0. 18

Low
0. 83

ROX
High
0. 17

Moderate
0. 54

Low
0. 80

3. 2. 4　新冠病毒标准品测试

使用多通道扩增检测结果来验证本系统能否完

成多通道核酸检测。将本系统集成于自主设计的聚

合酶链式反应装置上，使用中国计量科学研究院新冠

病毒标准品（新型冠状病毒全序列假病毒核糖核酸标

准物质）进行系统的性能评估测试。主要检测试剂为

PCR 聚 合 酶（Takara 公 司）、脱 氧 核 糖 核 苷 三 磷 酸

（dNTP）、缓冲物质。本实验具体体系为 DEPC 水

23. 6 μL、dNTPs（2. 5 μmol/L）4 μL、10*FBI 4 μL 、
COVID-19-F1（10 μmol/L） 1 μL、COVID-19-R11
（10 μmol/L）1 μL、COVID-19-P1（10 μmol/L）1 μL、

Hs Taq（5 U/μL）0. 4 μL、聚合酶 0. 24 μL、COVID-19
标准品 5 μL。进行 30 次重复实验［22-23］，“样本进、结果

出”，得到直轴型多通道光学检测系统的检测结果如

图 10 所示，表明本光学系统可以较好地完成基于

POCT 的多通道实时荧光检测［24］。

图 10　直轴型多通道光学检测系统检测曲线。（a）随机结果 1；（b）随机结果 2；（c）随机结果 3；（d）随机结果 4
Fig.  10　Detection curves of straight-axis multi-channel optical detection systems.  (a) Random result 1; (b) random result 2; (c) random 

result 3; (d) random result 4

图 9　通道串扰数据直方图

Fig.  9　Channel crosstalk data histogram
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COVID-19-F1（10 μmol/L） 1 μL、COVID-19-R11
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Hs Taq（5 U/μL）0. 4 μL、聚合酶 0. 24 μL、COVID-19
标准品 5 μL。进行 30 次重复实验［22-23］，“样本进、结果

出”，得到直轴型多通道光学检测系统的检测结果如

图 10 所示，表明本光学系统可以较好地完成基于

POCT 的多通道实时荧光检测［24］。

图 10　直轴型多通道光学检测系统检测曲线。（a）随机结果 1；（b）随机结果 2；（c）随机结果 3；（d）随机结果 4
Fig.  10　Detection curves of straight-axis multi-channel optical detection systems.  (a) Random result 1; (b) random result 2; (c) random 

result 3; (d) random result 4

图 9　通道串扰数据直方图

Fig.  9　Channel crosstalk data histogram

图 8　直轴多通道光学检测系统与商用 PCR 仪分辨率对比。（a） FAM； （b） HEX； （c） ROX
Fig.  8　Resolution comparison between the straight-axis multi-channel optical detection systems and commercial PCR instruments.

(a) FAM; (b) HEX; (c) ROX
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4　结   论

设计了一个基于多通道集成与切换模块的直轴型

多通道光学检测系统，实现了多通道核酸实时荧光检

测。系统 CV 值最小可达 0. 02%；3 个测试通道通道分

辨率，可达 1. 56 μg/mL、0. 49 μg/mL 和 0. 63 μg/mL；

不存在荧光串扰现象，可以较好地完成新冠病毒多通

道实时荧光检测。检测性能与目前商用仪器保持一

致，同时拥有良好的 POCT 检测能力及 POCT 系统适

配性。
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