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摘　 要　 基于离心力驱动原理与重组酶介导扩增技术，研制了一套用于牛、羊、猪、鸭、鸡源性成分快速检测的离
心式微流控芯片系统。 设计制作了扇形微流控芯片和配套使用的密封盖片、芯片托盘装置，同时搭建了集恒温
控制平台、流体控制模块和光电检测模块于一体的便携式微流控速测仪，可实现动物源性成分的核酸恒温扩增
及荧光检测。 每次可同时检测 ５ 个样本，每个样本可同时检测 ５ 种指标。 考察结果显示，离心式微流控芯片系
统可检出牛、羊、猪、鸭、鸡源性成分的最小质量分数分别为 １％ 、１％ 、０． １％ 、０． １％ 、１％ ，能够在 ３０ ｍｉｎ内实现半
定量检测，具有快速、自动、高通量的特点，显示了离心式微流控芯片可快速检测肉制品掺伪的潜力。
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　 　 近年来，廉价肉冒充牛羊肉、挂鹅头卖鸭肉等肉
类及肉制品以次充好事件不断发生，严重损害了消费
者的权益。 掺假肉类及肉制品不仅扰乱了正常的市
场秩序，而且存在导致特殊体质人群发生过敏反应的
潜在危险，对社会诚信、人们身心健康造成了极大的
困扰［１ － ３］。 针对日益繁多的肉类及肉制品掺假现象，
如何建立快速、准确有效的动物源性成分检测方法，
已经成为肉类及肉制品安全领域的研究热点。

目前，用于动物源性成分的检测方法主要有常规
理化检验技术、基于蛋白质的免疫分析技术和基于核
酸的分子生物学技术［４ － ８］。 其中，分子生物学技术中
的重组酶介导扩增 （ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ⁃ａｉｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，
ＲＡＡ）技术，以其操作简单、恒温条件下扩增、检测时
间短、灵敏度高等特点［９ － １１］，成为动物源性成分快速
检测最有效的方法之一，但是核酸检测一般都存在环
境中核酸污染的问题，气溶胶的扩散容易造成后续样
本检测出现假阳性。 相比之下，使用微流控技术能够
很好地解决污染问题［１２］，微流控芯片中环境的封闭
性，使得外界核酸难以进入芯片内污染，而芯片内各
腔室的独立分布有效地隔断了内部污染情况，将核酸
污染降低到了最低程度；同时微流控芯片技术还具有
试剂消耗量低、分析速度快、检测通量高、设备体积
小、自动化程度高、非专业人员使用、成本低等优
点［１３ － １５］，特别适合于动物源性成分的快速检测。

本文将离心式微流控芯片和 ＲＡＡ 技术相结合，
使用一次性的高聚物微流控芯片，配合便携式微流控
速测仪，用于牛、羊、猪、鸭和鸡源性成分的快速检测，
并设计了一套密封盖片和芯片托盘装置，旨在实现动
物源性成分的多样本、多指标快速检测。

１　 材料与方法

１． １　 材料与试剂
芯片材料：光学级聚甲基丙烯酸甲酯（ｐｏｌｙｍｅｔｈｙｌ

ｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅ，ＰＭＭＡ）板材，苏州扬清芯片科技有限公
司；光学级双面胶（厚 ０． １ ｍｍ），杭州霆科生物科技
有限公司。

肉类样品：猪肉、牛肉、羊肉、鸭肉、鸡肉，购于杭
州市萧山区农贸超市。

试剂：猪源性成分分子检测试剂盒、牛源性成分
分子检测试剂盒、羊源性成分分子检测试剂盒、鸭源
性成分分子检测试剂盒、鸡源性成分分子检测试剂盒
（包含引物、裂解液、缓冲液 Ａ、缓冲液 Ｂ），杭州众测
生物科技有限公司。

１． ２　 仪器与设备
ＹｏｕｎｇＬａｓｅｒ⁃Ｖ１２ 型二氧化碳激光芯片雕刻机、苏

州扬清芯片科技有限公司；微流控芯片缝合机，苏州
扬清芯片科技有限公司；ＹＱ⁃６２０Ｃ 型超声波清洗机，
上海易净超声波仪器有限公司；ＤＷ系列超低温保存
箱（ － ８６ ℃），海尔生物医疗公司；Ｓｃｉｅｎｔｚ⁃Ｎ型真空冷
冻干燥机，宁波新芝生物技术股份有限公司；ＦＡ⁃１６０４
电子天平，上海精科实业有限公司；Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯水系
统（１８ ＭΩ），美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司；ＭＦ⁃５２ 型倒置荧光
显微镜，广州明美光电技术有限公司。
１． ３　 实验方法
１． ３． １　 检测原理

采用 ＲＡＡ技术来检测分析动物源性成分。 ＲＡＡ
技术原理［１６］为在 ３７ ℃恒温下，重组酶和引物紧密结
合成酶与引物的聚合体，当引物在模板 ＤＮＡ 上搜索
到同源序列时，单链 ＤＮＡ结合蛋白辅助打开 ＤＮＡ双
链结构，同时 ＤＮＡ 聚合酶催化形成新的 ＤＮＡ 互补
链，扩增产物以指数级增长，并用荧光探针（荧光基
团为 ＦＡＭ）标记目的基因进行实时荧光检测，激发光
波长为 ４９０ ｎｍ，检测光波长为 ５２０ ｎｍ，扩增阳性的肉
类样品会产生“Ｓ”型扩增曲线，从而实现对肉类样品
的半定量检测分析。
１． ３． ２　 芯片的设计与制作

如图 １⁃ａ所示，设计的扇形微流控芯片由 ３ 层
ＰＭＭＡ基片组成，盖板、通道层、底板的厚度分别为
０． ５、２． ０、０． ５ ｍｍ。 芯片主要由进样孔、进样区、储液
区、检测区（同时包含阳性质控区、阴性质控区）、微
通道、锯齿形通道和通气孔构成（图 １⁃ｂ），其中，进样
区、储液区、检测区的体积分别为 １４０、２０、２０ μＬ。

ａ⁃立体结构；ｂ⁃平面结构；
１⁃进样孔；２⁃进样区；３⁃储液区；４ａ⁃阳性质控区；４ｂ⁃牛肉检测区；

４ｃ⁃羊肉检测区；４ｄ⁃猪肉检测区；４ｅ⁃鸭肉检测区；
４ｆ⁃鸡肉检测区；４ｇ⁃阴性质控区；５⁃微通道；

６⁃锯齿形通道；７⁃通气孔

图 １　 扇形微流控芯片结构示意图
Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｆａｎ⁃ｓｈａｐｅｄ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ

ｃｈｉｐ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

芯片的加工制作过程如下［１７］：首先，用 Ｓｏｌｉｄ⁃
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Ｗｏｒｋｓ软件设计微流控芯片的立体结构，通过结构分
割划分芯片为 ３ 层结构———底板、通道层、盖板，并使
用 ＡｕｔｏＣＡＤ软件绘制芯片各层的几何图案；其次，通
过数据传输将设计好的芯片各层几何图案参数传送至

ＣＯ２ 激光雕刻机，采用 ＣＯ２ 激光直写法直接在 ＰＭＭＡ
基片上加工池体结构和微通道，形成通道层基片，同时
切割获得底板、盖板基片；最后，将刻有微通道和池体
结构的 ＰＭＭＡ基片置于含去离子水的超声波清洗机
中清洗并吹干，之后与底板、盖板基片使用双面胶进行
常温键合，即得到一次性的 ＰＭＭＡ微流控芯片。
１． ３． ３　 密封盖片及芯片托盘装置的设计

为了避免环境中的核酸分子进入扇形微流控芯

片内影响检测，本实验设计了 １ 套配合扇形微流控芯
片使用的密封盖片。 如图 ２⁃ａ 所示，密封盖片主要由
压盖、卡扣和疏水透气膜构成，其中，疏水透气膜只允
许芯片与外界进行通气，但不允许溶液通过。

如图 ２⁃ｂ所示，芯片托盘装置上集成了 ５ 个可拆
卸的扇形微流控芯片，检测时可以自由选择所放置扇
形微流控芯片的个数，每次可同时检测 ５ 个样本，每
个样本可同时检测 ５ 种指标，适用于动物源性成分的
多样本、多指标检测。

ａ⁃密封盖片；ｂ⁃芯片托盘装置；
１⁃压盖；２⁃卡扣；３⁃疏水透气膜

图 ２　 密封盖片及芯片托盘装置
Ｆｉｇ． ２　 Ｓｅａｌｉｎｇ ｃｏｖｅｒ ａｎｄ ｃｈｉｐ ｔｒａｙ

１． ３． ４　 芯片上的试剂预存储
扇形微流控芯片键合之前，采用真空冷冻干燥法

将所需试剂预先固定在芯片检测区中［１８］，具体操作
方法如下：在图 １⁃ｂ 所示芯片的检测区 ４ｂ ～ ４ｆ 中依
次加入 ２０ μＬ猪引物、牛引物、羊引物、鸭引物、鸡引
物溶液，分别用于猪肉、牛肉、羊肉、鸭肉、鸡肉中肉源
性成分的快速检测；同时，在阳性质控区 ４ａ、阴性质
控区 ４ ｇ中分别加入 ２０ μＬ阳性质控试剂（含引物及
其模板 ＤＮＡ 片段）和超纯水，各自作为实验的阳性

质控和阴性质控。 质控仅作为芯片上判读结果是否
有效的参考，不计入后面核酸扩增曲线研究。 将加入
试剂的芯片在超低温保存箱 － ８０ ℃下预冻 ３０ ｍｉｎ，
之后置于真空冷冻干燥机内进行冷冻干燥 ２ ｈ，获得
预存储试剂的微流控芯片。
１． ３． ５　 便携式微流控速测仪的搭建

便携式微流控速测仪如图 ３⁃ａ 所示，其基本组成
包括恒温控制平台、流体控制模块、光电检测模块和
数据处理模块等（３⁃ｂ）。 其中，流体控制模块包括电
机和芯轴；光电检测模块由 ＬＥＤ光源、滤光片组和光
电池感应器组成。 便携式微流控速测仪的运行过程
如下：首先，流体控制模块驱动电机并带动微流控芯
片沿中心位置转动，一定时间后转动停止；其次，微流
控芯片在恒温控制平台的作用下逐渐达到设定温度；
最后，ＬＥＤ光源将会与芯片上特定的检测区对准，检
测区的荧光基团经激发后射出一定波长的检测光，通
过光电池感应器读取信号，再经过数据处理模块，得
到检测区的荧光强度。

ａ⁃速测仪外观图；ｂ⁃速测仪系统组成示意图；
１⁃微流控芯片；２⁃恒温控制平台；３⁃芯轴；４⁃电机；

５⁃滤光片组；６⁃ＬＥＤ光源；７⁃光电池感应器

图 ３　 便携式微流控速测仪
Ｆｉｇ． ３　 Ｐｏｒｔａｂｌｅ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｔａｃｈｙｍｅｔｅｒ

１． ３． ６　 芯片上的流体控制
微流控芯片的基本特征是集成多种操作单元于

整体可控的微小平台上，进而实现微量液体在芯片内
部的精密、可控转移［１９］。 图 ４ 显示了扇形微流控芯
片上的流体驱动过程。 首先，用移液枪将待检液加入
进样区（步骤 １）；其次，待检液等量分成 ７ 份转移至
储液区（步骤 ２）；最后，储液区的待检液进入检测区，
进行核酸扩增及实时荧光检测（步骤 ３），从而完成芯
片上的流体驱动过程。
１． ３． ７　 离心式微流控芯片系统的考察
１． ３． ７． １　 试剂准备

模板 ＤＮＡ的提取：称取肉类样品 ５０ ～ １００ ｍｇ，
剪碎，置于含有裂解液 ５００ μＬ 的 １． ５ ｍＬ 离心管中，
上下颠倒混匀，７０ ℃下加热 １０ ｍｉｎ，待冷却后 １２ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ离心 ２ ｍｉｎ，吸取上清液作为模板 ＤＮＡ，提取的
模板 ＤＮＡ作为质量分数 １００％的源性成分 ＤＮＡ。
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图 ４　 扇形微流控芯片上的流体驱动过程
Ｆｉｇ． ４　 Ｆｌｕｉｄ⁃ｄｒｉｖｅｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｎｆａｎ⁃ｓｈａｐｅｄ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｃｈｉｐｓ

　 　 反应液的制备：微流控芯片设计的进样体积是
１４０ μＬ，取 ５． ６ μＬ模板 ＤＮＡ于 ０． ５ ｍＬ离心管中，先
后加入 １２７． ４ μＬ缓冲液 Ａ、７ μＬ 缓冲液 Ｂ，涡旋，离
心，静置待用。
１． ３． ７． ２　 灵敏度实验

将不同肉类样品提取的模板 ＤＮＡ 进行 １０ 倍梯
度稀释，设计 ５ 个稀释度，用超纯水分别配制质量分
数为 １００％ 、１０％ 、１％ 、０． １％ 、０． ０１％ 的猪、牛、羊、
鸭、鸡源性 ＤＮＡ 进行实验考察，以对应梯度稀释的
ＤＮＡ为模板制备反应液。 取 １４０ μＬ 反应液加入芯
片进样区，将扇形微流控芯片配合托盘装置放入便携
式微流控速测仪内，每 １ ｍｉｎ 采集 １ 次动物源性成分
检测区的荧光值，以反应时间为横坐标，荧光强度为
纵坐标，绘制 ５ 种动物源性成分的核酸扩增曲线。 若
动物源性成分对应检测区的核酸扩增曲线为直线或

不规则的“Ｓ”型曲线，结果判读为阴性；若核酸扩增
曲线为规则的“Ｓ”型曲线，结果判读为阳性。 以产生
“Ｓ”形扩增曲线的最小质量分数作为该动物源性成
分的检出限，将扩增结束后的扇形微流控芯片置于荧
光显微镜下判读结果，检测区有绿色荧光的为阳性，
检测区无绿色荧光的为阴性，并与核酸扩增曲线的分
析结果进行比较。
１． ３． ７． ３　 特异性实验

为了最大程度考察方法的特异性，对质量分数
１００％的猪、牛、羊、鸭、鸡源性 ＤＮＡ 进行单独考察。
取 １４０ μＬ反应液加入芯片进样区，将扇形微流控芯
片配合托盘装置放入便携式微流控速测仪内，每 １
ｍｉｎ采集 １ 次动物源性成分检测区的荧光值，以反应
时间为横坐标，荧光强度为纵坐标，绘制 ５ 种动物源
性成分的核酸扩增曲线。 在一定时间内，考察的具体
源性成分只出现 １ 条“Ｓ”型核酸扩增曲线，且“Ｓ”型
核酸扩增曲线来自于源性成分对应检测区，而其他检
测区的核酸扩增曲线为直线或不规则的“Ｓ”型曲线，
则说明该源性成分的特异性良好，无交叉反应；若核
酸扩增曲线未呈现上述特征，则说明该源性成分的特
异性较差，存在交叉反应。

２　 结果与分析

２． １　 芯片上的流体控制
如图 ５⁃Ａ所示，芯片上定量加样 １４０ μＬ时，待检

液充满整个进样区；当流体控制模块处于低速（介于
５００ ～ ７００ ｒ ／ ｍｉｎ，逆时针）运行状态时，待检液等量分
成 ７ 份转移至储液区，但无法突破储液区和检测区之
间的“毛细管阀”作用（图 ５⁃ｂ）；当流体控制模块处于
高速（大于 １ ８００ ｒ ／ ｍｉｎ，逆时针）运行状态时，储液区
的待检液将完全突破“毛细管阀”作用，进入并充满
检测区（图 ５⁃ｃ）。 确定微流控芯片上的流体控制参
数为：一次离心转速 ６００ ｒ ／ ｍｉｎ，二次离心转速１ ９００
ｒ ／ ｍｉｎ。

ａ⁃加样状态；ｂ⁃低速离心状态；ｃ⁃高速离心状态

图 ５　 不同下状态下的微流控芯片
Ｆｉｇ． ５　 Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｃｈｉｐｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｔｅｓ

２． ２　 灵敏度实验
图 ６ 显示了微流控芯片中 ５ 种动物源性成分的

灵敏度扩增曲线。 在质量分数为 １００％ 、１０％ 、１％ 、
０． １％ 、０． ０１％的动物源性成分待检液中，以产生“Ｓ”
型扩增曲线的最小质量分数作为该动物源性成分的

检出限。
如图 ６⁃ａ所示，根据实时荧光扩增曲线的特征，

质量分数为 １００％ 、１０％ 、１％的牛源性成分扩增曲线
呈现“Ｓ”型，而质量分数为 ０． １％ 、０． ０１％的牛源性成
分扩增曲线为直线，说明最低可检出质量分数 １％的
牛源性成分。 牛源性成分核酸扩增曲线的起峰时间
在 ５ ～ ８ ｍｉｎ、２５ ｍｉｎ 时核酸扩增结束，表明离心式微
流控芯片系统可以在 ２５ ｍｉｎ 内实现牛源性成分的快
速检测。 同理，如图 ６⁃ｂ，６⁃ｃ，６⁃ｄ，６⁃ｅ 所示，羊、猪、
鸭、鸡源性成分的检出限分别为 １％ 、０． １％ 、０． １％ 、
１％ ，离心式微流控芯片系统可以在 ２５ ｍｉｎ 内实现 ５
种动物源性成分的快速检测。
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ａ⁃牛源性；ｂ⁃羊源性；ｃ⁃猪源性；ｄ⁃鸭源性；ｅ⁃鸡源性

图 ６　 微流控芯片中 ５ 种动物源性成分的灵敏度扩增曲线
Ｆｉｇ． ６　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｆｉｖｅ ａｎｉｍａｌ ｄｅｒｉｖｅｄ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｃｈｉｐｓ

　 　 为了确认离心式微流控芯片系统检测的准确性，
将扩增结束的微流控芯片置于荧光显微镜下进行观

察。 根据检测区是否有绿色荧光判读结果，牛、羊、
猪、鸭、鸡源性成分的检出限分别为 １％ 、１％ 、０． １％ 、
０． １％ 、１％ ，与便携式微流控速测仪检测的结果一致，
这表明离心式微流控芯片系统的准确度较高。
２． ３　 特异性实验

图 ７ 显示了微流控芯片中 ５ 种动物源性成分的
特异性扩增曲线。 如图 ７⁃ａ所示，根据实时荧光扩增

曲线的特征，在 ３０ ｍｉｎ内，考察的牛源性成分只出现
１ 条“Ｓ”型核酸扩增曲线，且该“Ｓ”型核酸扩增曲线
来自于牛肉检测区，而羊、猪、鸭、鸡肉检测区的核酸
扩增曲线为直线，则说明微流控芯片对牛源性成分
检测的特异性良好，无交叉反应；同理，如图 ７⁃ｂ ～
７⁃ｅ所示，考察的羊、猪、鸭、鸡源性成分均符合特异
性良好的规定。 综上所述，微流控芯片方法的特异
性良好，可以用来进行 ５ 种动物源性成分的同时
检测。

ａ⁃牛源性；ｂ⁃羊源性；ｃ⁃猪源性；ｄ⁃鸭源性；ｅ⁃鸡源性
图 ７　 微流控芯片中 ５ 种动物源性成分的特异性扩增曲线

Ｆｉｇ． ７　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｆｉｖｅ ａｎｉｍａｌ ｄｅｒｉｖｅｄ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｃｈｉｐｓ
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２． ４　 方法对比
将一些商品化的核酸扩增检测仪与本文提出的

离心式微流控芯片系统进行对比。 从表 １ 可以看出，
离心式微流控芯片系统的反应条件简单，能在 ３７ ℃
恒温下快速扩增目的基因；污染少，微流控芯片中环
境的封闭性使得外界核酸难以进入芯片内污染，而芯

片内各腔室的独立分布有效地隔断了内部污染情况；
检测效率高，每次可同时检测 ５ 个样本，每个样本可
同时检测 ５ 种指标；分析速度快，一般的核酸快速检
测时间为 １ ｈ及以上，而离心式微流控芯片系统的检
测时间仅为 ３０ ｍｉｎ。

表 １　 微流控芯片系统与商品化核酸扩增仪的对比
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｃｈｉｐ ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ

方法 反应条件
核酸污染

问题
检测效率

检测

时间 ／
ｍｉｎ

单指标

样本用量 ／
μＬ

单指标反应

体系用量 ／
μＬ

离心式微流控芯片系统 ３７ ℃恒定温度 轻微 每次可同时检测 ５ 个样本，每个样本可检测 ５ 种指标 ３０ ０． ８ ２０
ＬＡＭＰ等温核酸扩增仪 ６５ ℃恒定温度 较严重 每次仅检测 １ 个样本的 １ 种指标 ６０ ７ １４
实时荧光定量 ＰＣＲ仪［２０］ 复杂的变温过程 严重 每次仅检测 １ 个样本的 １ 种指标 ＞ ６０ １２． ５ ２５

３　 结论

本文基于 ＲＡＡ 技术检测原理，设计了用于牛、
羊、猪、鸭、鸡源性成分快速检测的扇形微流控芯片和
配套使用的密封盖片、芯片托盘装置。 同时，搭建了
芯片配套使用的便携式微流控速测仪，其基本组成包
括恒温控制平台、流体控制模块和光电检测模块等。
扇形微流控芯片经便携式微流控速测仪的流体驱动

测试后，得到了流体的控制参数：一次离心转速 ６００
ｒ ／ ｍｉｎ，二次离心转速 １ ９００ ｒ ／ ｍｉｎ。 之后采用真空冷
冻干燥技术，在微流控芯片上预存储牛、羊、猪、鸭、鸡
的引物试剂，获得了预存储试剂的微流控芯片。 对离
心式微流控芯片系统进行考察，建立了半定量检测
牛、羊、猪、鸭、鸡源性成分的方法。 确定了牛、羊、猪、
鸭、鸡源性成分的检出限分别为 １％ 、１％ 、０． １％ 、
０ １％ 、１％ ，离心式微流控芯片系统可以在 ２５ ｍｉｎ 内
实现 ５ 种动物源性成分的快速检测，检测的特异性良
好，无交叉反应。
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