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摘要：ＥＢ 病毒（Ｅｐｓｔｅｉｎ⁃Ｂａｒｒ ｖｉｒｕｓ， ＥＢＶ）的早期诊断能够降低患者发生重大疾病的风险。 临床上常用的 ＥＢＶ 抗

体的检测方法存在耗时长、试剂消耗大和效率低等缺点。 相比于传统的检测方法，微流控（ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ）技术具有

高通量、试剂消耗少，污染少和自动化程度高等优点，磁免疫荧光技术具有检测效率高、信号强等优点，将两者的优

势结合，能够弥补传统方法的不足。 鉴于此，采用聚甲基丙烯酸甲酯（ＰＭＭＡ）作为芯片原材料，经过激光切割及真

空热压加工工艺能够快速获得芯片。 将包被抗原的磁珠及包被抗人抗体的荧光微球经过冷冻干燥工艺快速冻干

成小球并嵌入芯片内，经过孵育和清洗后，进行检测。 通过图像分析快速得到检测结果。 通过精密度、特异性、剂
量⁃反应曲线及检出限测试，进行性能验证。 通过与化学发光免疫分析法（ＣＬＩＡ）检测的临床样本比对，进行方法学

与临床应用评价。 结果显示相对标准偏差（ＲＳＤ）均小于 １０％。 与多种常见的病原体抗体均无交叉反应。 ＥＢ 病毒

衣壳抗原（Ｅｐｓｔｅｉｎ⁃Ｂａｒｒ ｖｉｒａｌ ｃａｐｓｉｄ ａｎｔｉｇｅｎ， ＥＢ ＶＣＡ） ＩｇＧ 项目的检出限为 １􀆰 ９２ Ｕ ／ ｍＬ，线性范围为 １􀆰 ９２ ～ ２００
Ｕ ／ ｍＬ，阳性符合率为 ９５􀆰 ７７％ （６８ ／ ７１），阴性符合率为 ８６％ （４３ ／ ５０）； ＥＢ ＶＣＡ ＩｇＡ 项目的检出限为 ２􀆰 ７９ Ｕ ／ ｍＬ，线
性范围为 ２􀆰 ７９～ ２００ Ｕ ／ ｍＬ，阳性符合率为 ９２％ （４６ ／ ５０），阴性符合率为 ９２􀆰 ９６％ （６６ ／ ７１）； ＥＢ 病毒核心抗原 １
（Ｅｐｓｔｅｉｎ⁃Ｂａｒｒ ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｔｉｇｅｎ １， ＥＢ ＮＡ１） ＩｇＧ 项目的检出限为 ３􀆰 １３ Ｕ ／ ｍＬ，线性范围为 ３􀆰 １３～２００ Ｕ ／ ｍＬ，阳性符

合率为 ９２􀆰 ９６％ （６６ ／ ７１），阴性符合率为 ９２％ （４６ ／ ５０）； ＥＢ ＮＡ１ ＩｇＡ 项目的检出限为 １􀆰 ５３ Ｕ ／ ｍＬ，线性范围为 １􀆰 ５３
～２００ Ｕ ／ ｍＬ，阳性符合率为 ９０％ （４５ ／ ５０），阴性符合率为 ９１􀆰 ５５％ （６５ ／ ７１）。 ４ 个项目能在 ２０ ｍｉｎ 内快速完成检测，
且与临床上使用 ＣＬＩＡ 方法测试的结果具有良好的相关性，可以为临床提供一种快速、灵敏、简便、自动化程度高和

易于基层推广的检测方法。
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ｗａｓ ９２􀆰 ９６％ （６６ ／ ７１） （Ｋａｐｐａ ＝ ０􀆰 ８４７， Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＬＯＤ ｗａｓ ２􀆰 ７９ Ｕ ／ ｍＬ， ａｎｄ ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ
ｗａｓ ２􀆰 ７９ ｔｏ ２００ Ｕ ／ ｍＬ． Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｏｆ ＥＢ ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｔｉｇｅｎ １ （ＥＢ ＮＡ１） ＩｇＧ
ｗａｓ ９２􀆰 ９６％ （６６ ／ ７１）， ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗａｓ ９２％ （４６ ／ ５０） （Ｋａｐｐａ ＝ ０􀆰 ８４７， Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， ｔｈｅ ＬＯＤ ｗａｓ ３􀆰 １３ Ｕ ／ ｍＬ， ａｎｄ ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ｗａｓ ３􀆰 １３ ｔｏ ２００ Ｕ ／ ｍＬ． Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｏｆ ＥＢ ＮＡ１ ＩｇＡ ｗａｓ ９０％ （４５ ／ ５０）， ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗａｓ ９１􀆰 ５５％
（６５ ／ ７１） （Ｋａｐｐａ＝ ０􀆰 ８１３， Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｔｈｅ ＬＯＤ ｗａｓ １􀆰 ５３ Ｕ ／ ｍＬ ， ａｎｄ ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ｗａｓ １􀆰 ５３ ｔｏ
２００ Ｕ ／ ｍＬ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ， ｔｈｅ ｎｏｖｅｌ ｍｅｔｈ⁃
ｏｄ ｆｅａｔｕｒｅｄ ａ ｓｈｏｒｔｅｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ， ｒｅｄｕｃｅｄ ｕｓｅ ｏｆ ｒｅａｇｅｎｔ， ｈｉｇｈ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ａｕｔｏｍａｔｉｏｎ， ａｎｄ
ｌｅｓｓ ｂｉｏ⁃ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＬＩＡ， ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｏｖｅｌ ｍｅｔｈｏｄ ｉｎｃｌｕｄｅ ｍｕｌｔｉ⁃
ｉｔｅｍ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ， ｌｏｎｇ ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ｔｉｍｅ， ａｎｄ ｓｉｍｐｌｅ ｕｓｅ ａｓ ａ ｂａｓｉｃ ｈｅａｌｔｈ ｓｅｒｖｉｃｅ．
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉｌｉｃｏｎ ａｎｄ ｃｅｒａｍｉｃ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｃｈｉｐｓ， ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ＰＭＭＡ ｍａｔｅ⁃
ｒｉａｌ ｉｎｃｌｕｄｅ ｌｏｗ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｃｏｓｔ， ｓｈｏｒｔ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｔｉｍｅ， ｓｉｍｐｌｅ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ａｎｄ ｅａｓｙ
ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌｉｚａｔｉｏｎ． Ａ ｒｅｆｉｎｅｍｅｎｔ ｔｈａｔ ｃａｎ ｓｔｉｌｌ ｂｅ ｍａｄｅ ｉｎｃｌｕｄｅ ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ｍｏｌｄｉｎｇ ｉｎｓｔｅａｄ ｏｆ ｌａｓｅｒ
ｃｕｔｔｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｈｏｒｔｅｎ ｔｈｅ ｃｈｉｐ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｔｉｍｅ． Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙ， ａ
ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｗａｓ ｉｎｉｔｉａｌｌｙ ｂｕｉｌｔ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｒａｐｉｄ， ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ， ｓｉｍｐｌｅ， ｈｉｇｈｌｙ
ａｕｔｏｍａｔｅｄ， ａｎｄ ｅａｓｙ ｔｏ ｂｅ ｕｓｅｄ ｂｙ ｂａｓｉｃ ｈｅａｌｔｈ ｓｅｒｖｉｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｏｆ ＥＢＶ ＶＣＡ ａｎｄ ＥＢ ＮＡ１ ＩｇＧ ａｎｄ ＩｇＡ．

引用本文：李俊豪，韩冠华，林晓涛，吴力强，钱纯亘，徐军发． 基于微流控技术的磁免疫荧光法在 ＥＢ 病毒检测中的应用． 色谱，２０２２，
４０（４）：３７２－３８３．
ＬＩ Ｊｕｎｈａｏ， ＨＡＮ Ｇｕａｎｈｕａ， ＬＩＮ Ｘｉａｏｔａｏ， ＷＵ Ｌｉｑｉａｎｇ， ＱＩＡＮ Ｃｈｕｎｇｅｎ， ＸＵ Ｊｕｎｆａ． Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ａｓｓａｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｅｐｓｔｅｉｎ⁃Ｂａｒｒ ｖｉｒｕｓ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２２，４０（４）：３７２－
３８３．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ； ｍａｇｎｅｔｉｃ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ； Ｅｐｓｔｅｉｎ⁃Ｂａｒｒ ｖｉｒｕｓ （ＥＢＶ）； ｒａｐｉｄ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
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　 　 ＥＢ 病毒（Ｅｐｓｔｅｉｎ⁃Ｂａｒｒ ｖｉｒｕｓ， ＥＢＶ）是一种 γ⁃
疱疹病毒亚科的病毒。 ＥＢＶ 感染与多种疾病有关，
从急、慢性炎症到恶性肿瘤，ＥＢＶ 都被认为参与了

这些疾病的发病机制［１］。 在 ＥＢＶ 相关的恶性肿瘤

中，鼻咽癌和胃癌是 ＥＢＶ 相关死亡的最常见的原

因［２－８］。 由于患者的个体差异，单个抗体的检测容

易漏检、误检。 多个 ＥＢＶ 抗体联合检测，可以为临

床提供更准确的诊断依据。 例如： Ｅｐｓｔｅｉｎ⁃Ｂａｒｒ
ｖｉｒａｌ ｃａｐｓｉｄ ａｎｔｉｇｅｎ （ＥＢ ＶＣＡ） ＩｇＡ 和 ＥＢ 病毒核

心抗原 １（ＥＢ ＮＡ１） ＩｇＡ 是最常用的鼻咽癌筛查标

志物，ＥＢ ＶＣＡ ＩｇＧ、ＥＢ ＮＡ１ ＩｇＧ 的检测结果有助于

判断患者是否属于既往感染［９－１１］。 用 ＥＬＩＳＡ 的方

法单独检测 ＥＢ ＶＣＡ ＩｇＡ 和 ＥＢ ＮＡ１ ＩｇＡ，特异性分

别为 ８３􀆰 ８％ 和 ８０􀆰 ０％，而联合检测 ＥＢ ＶＣＡ ＩｇＡ 和

ＥＢ ＮＡ１ ＩｇＡ，特异性则高达 ９０􀆰 ６％。 因此，ＥＢ ＶＣＡ
ＩｇＧ、ＥＢ ＶＣＡ ＩｇＡ、ＥＢ ＮＡ１ ＩｇＧ 及 ＥＢ ＮＡ１ ＩｇＡ 四

者联合检测可以提高检测的特异性及准确性，为临

床诊断决策提供更加全面且完整的检测依据［１２－１６］。
　 　 目前临床上检测 ＥＢＶ 抗体的方法主要为

ＥＬＩＳＡ 法和化学发光免疫分析法（ＣＬＩＡ）法［１７－１９］。
传统的 ＥＬＩＳＡ 方法存在检测时间较长，试剂用量

大，自动化程度不高等缺点，而 ＣＬＩＡ 法也存在仪器

过大，发光时间短，不适合在基层医疗机构推广等缺

点。 近年来，在医学科学与高新技术的碰撞下，具有

检测操作简单化、报告结果即时化等优点的即时检

验（ｐｏｉｎｔ ｏｆ ｃａｒｅ ｔｅｓｔｉｎｇ， ＰＯＣＴ）越来越受到人们

的青睐。 微流控技术（ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ）的优点在于能

够对流体体积及流速进行精确的控制。 在检测项目

时，能够保证高精度及灵敏度。 同时还具有试剂及

样本消耗少，高通量，设备小型化及自动化等优点。
当新的传染病暴发流行时，能够快速、简便地获取检

测结果［２０－２３］。 因此，微流控技术在 ＰＯＣＴ 领域具有

十分广阔的应用前景［２４－２８］。 Ｇａｏ 等［２９］ 基于微流控

技术建立了前列腺特异性抗原肿瘤标志物快速定量

检测方法，其线性范围可以达到 ０􀆰 ０５ ～ ２００ ｎｇ ／ ｍＬ。
Ｎｇ 等［３０］也基于微流控技术建立了促甲状腺激素和

１７β⁃雌二醇检测的微流控芯片，每个项目在 ６ ｍｉｎ
内即可出结果，而传统的 ＥＬＩＳＡ 方法则至少需要 ６０
ｍｉｎ。
　 　 目前，市场上已有很多商业化的微流控芯片。
其中，做免疫检测微流控芯片较为成熟的厂家主要

有瑞典 Ｇｙｒｏｓ 公司及葡萄牙 Ｂｉｏｓｕｒｆｉｔ 公司等。 其

中，Ｇｙｒｏｓ 公司设计的 ＧｙｒｏｓＴＭ微流控免疫测定平台

主要用于药代动力学及免疫原性分析［３１］，其芯片由

于加工精度的要求，成本较高。 Ｂｉｏｓｕｒｆｉｔ 公司利用

了表面等离子共振原理设计的 Ｓｐｉｎｉｔ 微流控平台，
在免疫检测上主要用于 Ｃ⁃反应蛋白的检测［３２］。 其

芯片结构相对复杂，芯片加工成本较高且仪器成本

也较高。 鉴于此，我们基于微流控技术及磁微粒免

疫荧光分析技术专门设计出联合检测 ＥＢ ＶＣＡ
ＩｇＧ、ＥＢ ＶＣＡ ＩｇＡ、ＥＢ ＮＡ１ ＩｇＧ 及 ＥＢ ＮＡ１ ＩｇＡ 的

微流控芯片，在芯片设计上摒弃了很多造价高的设

计，但不影响试剂在芯片内的性能，可以降低并控制

成本及芯片结构的稳定性（批间差）。 该芯片兼具

小型化与自动化、检测试剂消耗少、污染少、检测快

速等优点。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 ＶＬＳ３􀆰 ５０ 激光切割机 （美国 Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｌａｓｅｒ
Ｓｙｓｔｅｍｓ 公司）； ＴＢＳ⁃２００ 微流控芯片真空热压机

（浙江扬清芯片技术有限公司）； Ｓｏｒｖａｌｌ Ｌｅｇｅｎｄ
Ｍｉｃｒｏ ２１Ｒ 高速微量离心机（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）；
超声波细胞粉碎机（宁波新芝生物公司）； Ｅｐｓｉｌｏｎ
２⁃４ ＬＳＣｐｌｕｓ 真空冷冻干燥机（德国 Ｍａｒｔｉｎ Ｃｈｒｉｓｔ
公司）；涡旋振荡器（美国 Ｌａｂｎｅｔ 公司）； ＤＣＭ８ 激

光共聚焦显微系统（德国 Ｌｅｉｃａ 公司）；微流控芯片

检测样机、ｉＦｌａｓｈ３０００ 化学发光免疫分析仪（深圳市

亚辉龙生物科技股份有限公司）。
　 　 抗人 ＩｇＡ 单克隆抗体（５ ｍｇ ／ ｍＬ）和抗人 ＩｇＧ
单克隆抗体（５ ｍｇ ／ ｍＬ）购自美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公

司；羧基磁珠 （ １０ ｍｇ ／ ｍＬ） 和羧基荧光微球 （ １０
ｍｇ ／ ｍＬ）购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司；ＥＢ ＶＣＡ 抗原（５
ｍｇ ／ ｍＬ）和 ＥＢ ＮＡ１ 抗原（５ ｍｇ ／ ｍＬ）购自深圳市亚

辉龙生物科技股份有限公司；牛血清白蛋白（ＢＳＡ）
（分析纯，上海阿拉丁生化科技股份有限公司）；海
藻 糖、 ＰｒｏＣｌｉｎ３００、 ＮａＣｌ、 Ｎ⁃羟 基 琥 珀 酰 亚 胺

（ＮＨＳ）、１⁃（３⁃二甲氨基丙基） ⁃３⁃乙基碳二亚胺盐酸

盐（ＥＤＣ）（分析纯，美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）；聚甲

基丙烯酸甲酯（ＰＭＭＡ）板材（成都世化亚克力科技

有限公司）；压敏胶 （美国 ３Ｍ 公司）。 ２⁃（Ｎ⁃吗啉

代）乙磺酸（ＭＥＳ）、２⁃（４⁃（２⁃羟乙基）哌嗪）乙磺酸

（ＨＥＰＥＳ）、磷酸二氢钾、磷酸氢二钠（分析纯，上海

国药集团化学试剂有限公司）； 磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）粉末（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）购自北京利维宁生物科技

有限公司；液氮购自深圳昌达利气体服务中心。
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１．２　 微流控芯片制备方法

　 　 本芯片采用激光切割技术及真空热压相结合的

加工工艺，具体步骤为：首先绘制芯片各层二维结构

图，如图 １。 然后进行各层三维结构设计及优化，最
终得到如图 ２ａ 所示共 ５ 层的三维结构示意图，分别

为顶层、腔室存储层、流体通道层、柔性阀门层、交互

控制层。 将平面结构图导入 ＶＬＳ３􀆰 ５０ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ 激
光切割机的配套软件里，以 ＰＭＭＡ 板材为芯片材

料，按照图 １ 所示，切割出如图 ２ａ 的 ５ 层结构，并按

照图 ２ａ 顺序贴好，放入微流控真空热压机下，在背

压 ０􀆰 ５ ＭＰａ、正压 ０􀆰 ７ ＭＰａ， ５０ ℃的条件下热压 ５
ｍｉｎ。 即可得到如图 ３ａ 所示的微流控芯片。 材料

及贴胶要求见图 １ 注解，阀控结构见图 ２ｃ 及 ２ｄ。
１．３　 微流控芯片试剂制备方法

１．３．１　 ＥＢ ＶＣＡ、ＥＢ ＮＡ１ 抗原偶联羧基磁珠方法

　 　 以制备 ２ ｍＬ ５ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＥＢ ＶＣＡ 抗原偶联磁

珠为例，ＥＢ ＮＡ１ 抗原偶联磁珠同理。 方法：首先移

取 ０􀆰 ５ ｍＬ（１０ ｍｇ）的 １ μｍ 的羧基磁珠，用 ５ ｍＬ 的

ＭＥＳ （５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ６􀆰 ０）缓冲液洗涤 ３ 次。 然

后加入活化试剂 ＥＤＣ 和 ＮＨＳ 各 ２５ ｍｇ，在室温下，
将离心管置于旋转混匀仪上活化反应 ３０ ｍｉｎ。 再

将 ２００ μＬ 的 ＥＢ ＶＣＡ 抗原加至 ５ ｍＬ 的 ＭＥＳ（５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ６􀆰 ０）缓冲液中，配制成抗原液，将抗原

液加到装有活化磁珠的离心管内，在室温下，将离心

图 １　 芯片二维结构示意图
Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ （２Ｄ） ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｉｐ

　 ａ． ０􀆰 ４ ｍｍ ｐｏｌｙｍｅｔｈｙｌ ｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅ （ＰＭＭＡ）； ｂ． ０􀆰 ４ ｍｍ ＰＭＭＡ ａｎｄ １􀆰 ０ ｍｍ ｓｉｌｉｃｏｎｅ ｇａｓｋｅｔ， ａｎｄ ｂａｃｋ ｓｕｒｆａｃｅ ｗｉｔｈ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ
ａｄｈｅｓｉｖｅ （ＰＳＡ）； ｃ． ０􀆰 ４ ｍｍ ＰＭＭＡ ａｎｄ ｂａｃｋ ｓｕｒｆａｃｅ ｗｉｔｈ ＰＳＡ； ｄ． ｆｒｏｎｔ ａｎｄ ｂａｃｋ ｓｕｒｆａｃｅ ｗｉｔｈ ＰＳＡ ａｎｄ １􀆰 ５ ｍｍ ＰＭＭＡ； ｅ． ０􀆰 ４ ｍｍ ＰＭＭＡ．

图 ２　 芯片的三维结构示意图
Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ （３Ｄ） ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｉｐ

　 ａ． ３Ｄ ｅｘｐｌｏｓｉｏｎ ｖｉｅｗ， ｔｈｅ ｅｘｐｌｏｄｅｄ ｖｉｅｗ ｄｒａｗｉｎｇ ｏｆ ｐａｎｅｌ ｄｉｓｐｌａｙｓ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｌａｙｅｒ （ａ１）， ｃｈａｍｂｅｒ ｓｔｏｒａｇｅ ｌａｙｅｒ （ａ２），
ｆｌｕｉｄ ｃｈａｎｎｅｌ ｌａｙｅｒ （ａ３）， ｆｌｅｘｉｂｌｅ ｖａｌｖｅ ｌａｙｅｒ （ａ４）， ａｎｄ ｔｈｅ ｔｏｐ ｌａｙｅｒ （ａ５）； ｂ． ３Ｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｖｉｅｗ； ｃ． ｖｉｅｗ ｏｆ ｔｈｅ ｆｌｅｘｉｂｌｅ ｖａｌｖｅ ３Ｄ ｓｔｒｕｃ⁃
ｔｕｒｅ； ｄ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｆｌｅｘｉｂｌｅ ｖａｌｖｅ．
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图 ３　 芯片及冻干微球实物图
Ｆｉｇ． ３　 Ｐｉｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｃｈｉｐ ａｎｄ ｌｙｏｐｈｉｌｉｚｅｄ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ

　 ａ． ｃｈｉｐ； ｂ． ｌｙｏｐｈｉｌｉｚｅｄ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ； ｃ． ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｏｏｌ ｗｉｔｈ
ｌｙｏｐｈｉｌｉｚｅｄ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ．

管置于旋转混匀仪上偶联反应 ２４ ｈ。 弃去上清液

后再洗涤 ３ 次。 最后一次洗涤后，重悬磁珠于 ２ ｍＬ
洗涤缓 冲 液 内， 此 时 磁 珠 的 质 量 浓 度 约 为 ５
ｍｇ ／ ｍＬ。
１．３．２　 抗人 ＩｇＡ、抗人 ＩｇＧ 偶联羧基荧光微球方法

　 　 以制备 １ ｍＬ ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 抗人 ＩｇＧ 偶联的荧光

微球为例，抗人 ＩｇＡ 偶联荧光微球的方法同理。 方

法：首先取 １０ ｍｇ 羧基微球，加入 １ ｍＬ ＭＥＳ（５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ６􀆰 ０）缓冲液，在 １４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 的条件

下离心 １０ ｍｉｎ。 弃去上清液，加入 ８００ μＬ 的 ＭＥＳ
（５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ６􀆰 ０）缓冲液，进行超声。 然后称

取 １０ ｍｇ ＮＨＳ 和 １０ ｍｇ ＥＤＣ 分别溶于 １ ｍＬ 和 ２􀆰 ５
ｍＬ 的 ＭＥＳ（５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ６􀆰 ０）缓冲液中，振荡

混匀后，分别将 １００ μＬ ＮＨＳ 溶液和 ＥＤＣ 溶液滴加

到制备好的荧光微球溶液中，振荡混匀。 室温下，避
光旋转混匀 ２０ ｍｉｎ。 离心后弃去上清液。 加入 ０􀆰 ８
ｍＬ ＨＥＰＥＳ 缓冲液（２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ７􀆰 ４）到离心管

中，超 声 １ ｍｉｎ。 然 后 取 １００ μＬ 抗 人 ＩｇＧ （ ５
ｍｇ ／ ｍＬ）抗体溶液加入到离心管中，振荡混匀，室温

下避光旋转混匀 ２ ｈ。 然后加入 １００ μＬ ＢＳＡ 溶液

（２０ ｍｇ ／ ｍＬ）封闭。 室温下，避光旋转混匀 １ ｈ。 离

心后 弃 去 上 清 液。 加 入 １ ｍＬ ＰＢＳ 溶 液 （ ５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ７􀆰 ４， 含 ０􀆰 ２％ （质量分数） Ｔｗｅｅｎ ２０＋
５％ （质量分数） 海藻糖），超声后即可得到 ０􀆰 ５
ｍｇ ／ ｍＬ 鼠抗人 ＩｇＧ 偶联的荧光微球溶液 １ ｍＬ。
１．３．３　 荧光微球及磁珠冻干方法

　 　 首先配制缓冲液，以 １ Ｌ 纯水配制为例：向 １ Ｌ
纯水中加入 １􀆰 ９６ ｇ ＰＢＳ 粉末、８􀆰 ７７ ｇ ＮａＣｌ、１０ ｇ
ＢＳＡ、１０ ｇ 海藻糖、１ ｇ ＰｒｏＣｌｉｎ３００。 用足量的缓冲

液按照 １００ ∶１ 及 １０ ∶１ 的比例分别将偶联好抗原的

磁珠母液、偶联好抗体的荧光微球母液稀释成工作

液。 将 １ Ｌ 液氮倒入保温盒中，再将酶标板放入保

温盒，盛满液氮。 用移液枪移取工作液 ２０ μＬ，垂直

在酶标板孔的上方点液，工作液会在液氮的条件下

速冻成球型。 再将冻干小球转移到真空冻干机里，
进行预冻、主干燥和终末干燥。 将冻干后的小球放

置在干燥环境下保存（见图 ３ｂ 及 ３ｃ）。
１．４　 微流控芯片检测仪器设计

　 　 仪器硬件及软件由深圳亚辉龙生物科技股份有

限公司（ＹＨＬＯ）相关专业人员设计，硬件主要有离

心模块、荧光显微系统、磁吸控制模块、自动化顶针

模块及芯片固定模块等硬件。
１．５　 微流控芯片反应原理及使用方法

　 　 采用磁免疫荧光法原理，形成磁珠⁃抗原⁃抗体⁃
二抗⁃荧光微球复合物，见图 ４ａ。 操作的详细方法

见图 ４ｂ、４ｃ、４ｄ、４ｅ 及表 １，简述如下。
　 　 第一步孵育：使用加样枪在样本腔的加样孔点

样（样本），操作仪器配套软件，在给定的转速、时
间、阀门及磁铁吸附状态条件下，６ ｍｉｎ 内自动完成

第一步孵育。
　 　 第二步孵育：使用加样枪在荧光微球池的液囊

腔加样孔加去离子水，在仪器控制下 ６ ｍｉｎ 内自动

完成第二步孵育。
　 　 清洗：使用加样枪在清洗液池的液囊腔加样孔

加清洗液，在仪器控制下 ６ ｍｉｎ 内自动完成清洗。
　 　 检测：通过便携式荧光显微镜获取荧光微球的

图片，通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析软件将获取的荧光图

片拆分成红、绿、蓝 ３ 个通道，用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 对绿色通

道图进行荧光信号识别，得到平均荧光强度。
１．６　 标准品配制、最佳临界值确定方法

　 　 标准品配制方法：收集 ５ 例临床上采用 ＹＨＬＯ
化学发光免疫分析仪（ ｉＦｌａｓｈ３０００）测定为阳性的高

值血清样本，将这 ５ 例样本混合后，用 ｉＦｌａｓｈ３０００ 再

次检测 ３ 次，所检出的浓度取平均值作为样本的真

实浓度。 用样本稀释液将已知浓度的混合血清进行

稀释。 分别配制成 ０、６􀆰 ２５、１５、２５、５０、２００ Ｕ ／ ｍＬ共
６ 个浓度的系列参考标准品。 标准品每瓶 １ ｍＬ 分

装，于 ４ ℃保存备用。
　 　 最 佳 临 界 值 确 定 方 法： 以 临 床 样 本 的

ｉＦｌａｓｈ３０００测试结果（阴阳性判断）作为参考，对本

方法测试结果的换算浓度使用 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ ２０２１ 软件

进行受 试 者 工 作 特 征 曲 线 （ ｒｅｃｅｉｖｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｃｕｒｖｅ， ＲＯＣ ｃｕｒｖｅ）分析，确定本方

法的最佳临界值（ ｏｐｔｉｍａｌｏｐｅｒａｔｉｎｇｐｏｉｎｔ，ＯＯＰ） 。
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表 １　 芯片检测流程控制程序
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｏｆ ｃｈｉｐ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ

Ｓｔａｇｅ
Ｎｕｍｂｅｒ
ｉｎ Ｆｉｇ． ４

Ｒｏｔａｔｉｏｎａｌ
ｓｐｅｅｄ ／ （ｒ ／ ｍｉｎ）

ｔ ／ ｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｆｉｒｓｔ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ １ － － － ｓａｍｐｌｉｎｇ
２ ５００ １０ ｖａｌｖｅ ｃｌｏｓｅ ｓａｍｐｌｅ ｇｕｉｄｉｎｇ
３ ８００ １０ ｖａｌｖｅ ｃｌｏｓｅ ｓａｍｐｌｅ ａｌｉｑｕｏｔｉｎｇ
４ ５００ ３００ ｖａｌｖｅ ｃｌｏｓｅ ｒｅａｃｔｉｎｇ （ｂｉ⁃ｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌ ｒｕｎｎｉｎｇ ｗｉｔｈ １２０°）
５ ８００ １０ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｂｅａｄｓ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ； ｖａｌｖｅ ｏｐｅｎ ｄｒａｉｎｉｎｇ

Ｓｅｃｏｎｄ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ６ － － ｍａｇｎｅｔｉｃ ｂｅａｄｓ ｒｅ⁃ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ； ｖａｌｖｅ ｃｌｏｓｅ ａｄｄｉｎｇ ｄｅｉｏｎｉｚｅｄ ｗａｔｅｒ （ＤＷ）
７ ３００ １０ ｖａｌｖｅ ｃｌｏｓｅ ＤＷ ｇｕｉｄｉｎｇ
８ ５００ １０ ｖａｌｖｅ ｃｌｏｓｅ ＤＷ ｇｕｉｄｉｎｇ
９ ８００ １０ ｖａｌｖｅ ｃｌｏｓｅ ＤＷ ａｌｉｑｕｏｔｉｎｇ

１０ ５００ ３００ ｖａｌｖｅ ｃｌｏｓｅ ｒｅａｃｔｉｎｇ （ｂｉ⁃ｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌ ｒｕｎｎｉｎｇ ｗｉｔｈ １２０°）
１１ ８００ １０ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｂｅａｄｓ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ； ｖａｌｖｅ ｏｐｅｎ ｄｒａｉｎｉｎｇ

Ｃｌｅａｎｉｎｇ １２ － － ｍａｇｎｅｔｉｃ ｂｅａｄｓ ｒｅ⁃ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ； ｖａｌｖｅ ｃｌｏｓｅ ａｄｄｉｎｇ ｃｌｅａｎｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ （ＣＢ）
１３ ３００ １０ ｖａｌｖｅ ｃｌｏｓｅ ＣＢ ｇｕｉｄｉｎｇ
１４ ５００ １０ ｖａｌｖｅ ｃｌｏｓｅ ＣＢ ｇｕｉｄｉｎｇ
１５ ８００ １０ ｖａｌｖｅ ｃｌｏｓｅ ＣＢ ａｌｉｑｕｏｔｉｎｇ
１６ ５００ ３００ ｖａｌｖｅ ｃｌｏｓｅ ｃｌｅａｎｉｎｇ （ｂｉ⁃ｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌ ｒｕｎｎｉｎｇ ｗｉｔｈ １２０°）
１７ ８００ １０ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｂｅａｄｓ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ； ｖａｌｖｅ ｏｐｅｎ ｄｒａｉｎｉｎｇ

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ １８ － － － ｓｉｇｎａｌ ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇ
　 －： ｎｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ．

图 ４　 芯片检测流程示意图
Ｆｉｇ． ４　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｃｈｉｐ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ

ａ． ｆｉｒｓｔ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｓｔｅｐ； ｂ． ｓｅｃｏｎｄ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｓｔｅｐ； ｃ． ｃｌｅａｎｉｎｇ ｓｔｅｐ； ｄ． ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｔｅｐ； ｆｏｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｎ Ｎｏ． １－１８， ｓｅｅ Ｔａｂｌｅ １．

进行其他样本测定时，高于最佳临界值则定义为阳

性，低于最佳临界值则定义为阴性。
１．７　 性能评价指标及统计学处理

　 　 剂量⁃反应曲线：以自制试剂标准品浓度为横坐
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标（Ｘ），以平均荧光强度为纵坐标（Ｙ），采用 Ｇｒａｐｈ⁃
ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 软件拟合标准曲线方程，相关系数

（Ｒ２）≥０􀆰 ９９， Ｐ＜０􀆰 ０５ 表明线性良好。 检出限：平行

测定 ２０ 次零浓度标准品的平均荧光强度，计算平均

值（ＡＶ）及标准差（ＳＤ），以均值 ＡＶ＋２ＳＤ 的反应量

代入标准曲线方程，所对应的浓度则为本方法的检

出限。
　 　 重复性：选取每个项目的高、低值质控品重复测

试 １０ 次， 统计测试均值并计算相对标准偏差

（ＲＳＤ）。
　 　 特异性：本实验室收集的巨细胞病毒（Ｃｙｔｏ⁃
ｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ， ＣＭＶ）抗体 ＩｇＧ、弓形虫（Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ
Ｇｏｎｄｉｉ， Ｔｏｘｏ）抗体 ＩｇＧ、肺炎支原体（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ， ＭＰ） 抗体 ＩｇＧ、风疹病毒 （ Ｒｕｂｅｌｌａ
ｖｉｒｕｓ， ＲＶ）抗体 ＩｇＧ、水痘⁃带状疱疹病毒（Ｖａｒｉｃｅｌ⁃
ｌａ⁃ｚｏｓｔｅｒ ｖｉｒｕｓ， ＶＺＶ）抗体 ＩｇＧ、ＥＢ ＶＣＡ ＩｇＧ、ＥＢ
ＮＡ ＩｇＧ、ＥＢ ＶＣＡ ＩｇＡ、ＥＢ ＮＡ ＩｇＡ 抗体阳性样本，用
本微流控芯片进行交叉反应检测，分析芯片的特

异性。

表 ２　 各通道最大深度及通道横截面积
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍａｘｉｍｕｍ ｄｅｐｔｈ ａｎｄ ｃｒｏｓｓ⁃ｓｅｃｔｉｏｎａｌ ａｒｅａ ｏｆ ｅａｃｈ ｃｈａｎｎｅｌ

Ｃｈａｎｎｅｌ ｌｏｃａｔｉｏｎ Ｍａｘｉｍｕｍ ｃｈａｎｎｅｌ ｄｅｐｔｈ ／ μｍ Ｃｈａｎｎｅｌ ｃｒｏｓｓ⁃ｓｅｃｔｉｏｎａｌ ａｒｅａ ／ μｍ２

Ｂｅｔｗｅｅｎ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｐｏｏｌ ａｎｄ ｌｉｑｕｉｄ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｐｏｏｌ ９３．５１±２．９４ １５９３５．２±７１２．５
Ｂｅｔｗｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｂｅａｄ ｐｏｏｌ ａｎｄ ｌｉｑｕｉｄ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｐｏｏｌ ９６．４４±３．２８ １６７１８．７±６５４．６
Ｂｅｔｗｅｅｎ ｌｅｆｔ ｆｌｕｉｄ ｓａｃ ｐｏｏｌ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｂｅａｄ ｐｏｏｌ ９２．４３±３．６６ １５５０２．３±８５７．４
Ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｏｏｌ ａｎｄ ｗａｓｔｅ ｌｉｑｕｉｄ ｐｏｏｌ ９６．９３±２．７８ １６６１４．１±８１１．３

　 　 统计学处理：采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 软件拟

合标准曲线方程，对微流控芯片法与 ＣＬＩＡ 法检测

结果的相关性进行验证，Ｒ２≥０􀆰 ９５，表明相关性良

好。 采用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件对微流控芯片法与 ＣＬＩＡ
方法检测结果进行 Ｋａｐｐａ 检验，若 Ｋａｐｐａ 值在 ０􀆰 ８
～１ 之间，Ｐ＜０􀆰 ０５，则可以认为两种方法的检测结果

一致性较好。 采用 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ ２０２１ 软件制作 Ｂｌａｎｄ⁃
Ａｌｔｍａｎ 图对微流控芯片法与 ＣＬＩＡ 方法临床测试结

果进行一致性分析，统计 ９５％ 置信区间外的样本数

量占比。

２　 结果与讨论

２．１　 芯片通道结构表征

　 　 利用共聚焦显微镜对芯片进行扫描获得芯片通

道明场图（见图 ５ａ）和芯片通道三维结构图（见图

５ｂ），通过相关配套软件可以获得最大深度和通道

横截面积图。 深度图可以直观地反映出芯片通道加

工好坏及最大纵深距离，而通道横截面积则是计算

图 ５　 检测区在共聚焦显微镜下的（ａ）明场及（ｂ）三维示意图
Ｆｉｇ． ５　 （ａ）Ｂｒｉｇｈｔ ｆｉｅｌｄ ａｎｄ （ｂ） ３Ｄ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃ⁃

ｔｉｏｎ ａｒｅａ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｓｉｎｇ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

单位时间内流过通道的液体体积的重要参数，最大

深度及横截面积数据见表 ２，各个通道的平均深度

在 ９０～１００ μｍ 之间，这是本研究所用的激光切割工

艺在保证通道加工状态良好的情况下能达到的最小

深度范围。
２．２　 最佳临界值

　 　 各项目经过 ＲＯＣ 曲线测试，各项目 ＲＯＣ 曲线

见图 ６， ＯＯＰ、曲线下方面积 （ ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｃｕｒｖｅ，
ＡＵＣ）、ＯＯＰ 对应的敏感度及特异性见表 ３。
２．３　 检测平台的验证

　 　 本研究设置了阳性、阴性及空白对照，使用 １０
μｇ 磁珠量（５０ μＬ 抗原量）、１０ μｇ 荧光微球量（５
μＬ二抗量）、１０ μＬ样本量（样本 １ ∶ ２０ 稀释）的体

系，２０ ｍｉｎ 内完成检测，检测结果分为明场和暗场

图片，如图７所示。明场图片下可以观察到磁珠 ⁃抗
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图 ６　 ＥＢ ＶＣＡ ＩｇＧ、ＥＢ ＶＣＡ ＩｇＡ、ＥＢ ＮＡ１ ＩｇＧ 及 ＥＢ ＮＡ１ ＩｇＡ 的 ＲＯＣ 曲线（ｎ＝１２１）
Ｆｉｇ． ６　 Ｒｅｃｅｉｖｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｃｕｒｖｅｓ （ＲＯＣ） ｏｆ ＥＢ ＶＣＡ ＩｇＧ， ＥＢ ＶＣＡ ＩｇＡ， ＥＢ ＮＡ１ ＩｇＧ ａｎｄ ＥＢ ＮＡ１ ＩｇＡ （ｎ＝１２１）

表 ３　 ＲＯＣ 曲线下最佳临界点、灵敏度、特异性、曲线下方面积及参考样本数
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｏｐｔｉｍａｌ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｐｏｉｎｔ （ＯＯＰ）， ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ， ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ， ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｃｕｒｖｅ （ＡＵＣ）， ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓａｍｐｌｅ ｎｕｍｂｅｒ

ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ＲＯＣ ｃｕｒｖｅ

Ｉｔｅｍ
Ｎｏｒｍａｌ ｓｅｒｕｍ
ｓａｍｐｌｅ ｎｕｍｂｅｒ

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ
ｓａｍｐｌｅ ｎｕｍｂｅｒ

ＯＯＰ ／ （Ｕ ／ ｍＬ） Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ／ ％ Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ／ ％ ＡＵＣ

ＥＢ ＶＣＡ ＩｇＧ ４６ ７５ ９．９７ ９３．３ ９１．３ ０．９７８８
ＥＢ ＶＣＡ ＩｇＡ ７０ ５１ ９．９５ ９２．２ ９２．９ ０．９７８４
ＥＢ ＮＡ１ ＩｇＧ ５１ ７０ ９．９７ ９４．３ ９０．２ ０．９６７２
ＥＢ ＮＡ１ ＩｇＡ ５２ ６９ １０．０５ ９０．４ ９２．８ ０．９７２７

图 ７　 阳性、阴性及空白对照样本测试图（ＥＢ ＶＣＡ ＩｇＧ）
Ｆｉｇ． ７　 Ｓａｍｐｌｅ ｔｅｓｔ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ， ｎｅｇａｔｉｖｅ， ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ （ＥＢ ＶＣＡ ＩｇＧ）
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原⁃抗体⁃二抗⁃荧光微球复合物的分散状态良好，暗
场图片下则可以通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件获取平均荧光强

度，再通过剂量⁃反应方程换算成浓度。 阴性及空白

样本的浓度分别为 ２􀆰 ２５ Ｕ ／ ｍＬ及 １􀆰 ６９ Ｕ ／ ｍＬ。 均

低于 ９􀆰 ９７ Ｕ ／ ｍＬ，为阴性。 阳性样本浓度为 ３３􀆰 １０
Ｕ ／ ｍＬ，高于 ９􀆰 ９７ Ｕ ／ ｍＬ，为阳性，符合预期。
２．４　 性能验证

　 　 各项目的剂量反应线性回归方程 Ｒ２、线性范围

和检出限见表 ４， Ｒ２ 均大于 ０􀆰 ９９， Ｐ 值均小于

０􀆰 ０５。
　 　 重复性试验结果如表 ５ 所示，４ 个项目的高低

值样本的 ＲＳＤ 均小于 １０％，但后续仍需进一步验证

加速破坏条件下的精密度。
表 ４　 各项目的剂量反应线性关系和检出限

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ ｄｏｓｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ａｎｄ ＬＯＤ ｏｆ ｅａｃｈ ｉｔｅｍ

Ｉｔｅｍ
Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ
ｅｑｕａｔｉｏｎ Ｒ２ Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ／

（Ｕ ／ ｍＬ）
ＬＯＤ ／

（Ｕ ／ ｍＬ）
ＥＢ ＶＣＡ ＩｇＧ Ｙ＝ ０．８５３２Ｘ＋９．０４４ ０．９９８４ １．９２－２００ １．９２
ＥＢ ＶＣＡ ＩｇＡ Ｙ＝ １．１５０Ｘ＋９．３５４ ０．９９５８ ２．７９－２００ ２．７９
ＥＢ ＮＡ１ ＩｇＧ Ｙ＝ １．１２７Ｘ＋７．１７２ ０．９９８６ ３．１３－２００ ３．１３
ＥＢ ＮＡ１ ＩｇＡ Ｙ＝ １．１９１Ｘ＋１４．７７ ０．９９５２ １．５３－２００ １．５３

　 Ｙ： ｓｔａｎｄａｒｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｉｇｎａｌ ｖａｌｕｅ； Ｘ： ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｏｎｃｅｎ⁃
ｔｒａｔｉｏｎ， Ｕ ／ ｍＬ； Ｒ２： ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ．

表 ５　 各项目重复性测试结果（ｎ＝１０）
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｉｔｅｍ （ｎ＝１０）

Ｓａｍｐｌｅ
Ｎｏ．

ＥＢ ＶＣＡ ＩｇＧ
Ａｖｅｒａｇｅ ／ （Ｕ ／ ｍＬ） ＲＳＤ ／ ％

ＥＢ ＮＡ１ ＩｇＧ
Ａｖｅｒａｇｅ ／ （Ｕ ／ ｍＬ） ＲＳＤ ／ ％

ＥＢ ＶＣＡ ＩｇＡ
Ａｖｅｒａｇｅ ／ （Ｕ ／ ｍＬ） ＲＳＤ ／ ％

ＥＢ ＮＡ１ ＩｇＡ
Ａｖｅｒａｇｅ ／ （Ｕ ／ ｍＬ） ＲＳＤ ／ ％

１ １７．３６ ２．８６ １９．２１ ４．７ １５．１８ ６．５４ ２２．５６ ４．０２
２ １３５．８ ４．１７ ７３．６７ ５．２ ９６．９８ ５．８３ １００．１２ ５．５

　 　 特异性测试结果显示，除与自身相同项目的阳

性血清样本测试为阳性外，ＣＭＶ、Ｔｏｘｏ、ＭＰ、ＲＶ、
ＶＺＶ、ＥＢＶ 共 ６ 种病原体抗体阳性血清样本，微流控

芯片测试反应均为阴性，表明本芯片的特异性较好。
但后续仍需进一步验证芯片检测的抗体与其他疱疹

病毒如单纯疱疹病毒 １ 型及 ２ 型、卡波济肉瘤相关

病毒、人类疱疹病毒 ６ 型及 ７ 型等是否有交叉反应。
２．５　 与 ＣＬＩＡ 法的方法学比对

　 　 将本检测方法与 ＣＬＩＡ 检测方法的结果进行相

关性分析。 分别收集 ７１ 例（ＥＢ ＶＣＡ ＩｇＧ）、５０ 例

（ＥＢ ＶＣＡ ＩｇＡ）、７１ 例（ＥＢ ＮＡ１ ＩｇＧ）及 ５０ 例（ＥＢ
ＮＡ１ ＩｇＡ）临床上使用 ＹＨＬＯ 化学发光试剂盒验证

为阳性的样本。 同时收集 ５０ 例（ＥＢ ＶＣＡ ＩｇＧ）、７１
例（ＥＢ ＶＣＡ ＩｇＡ）、５０ 例 （ＥＢ ＮＡ１ ＩｇＧ） 及 ７１ 例

（ＥＢ ＮＡ１ ＩｇＡ）经过 ＹＨＬＯ 化学发光检测试剂盒测

试为阴性的样本作为阴性对照。 用本研究所建立的

微流控磁免疫检测芯片进行检测，以本方法测得的

浓度值为横坐标（Ｘ），以 ＣＬＩＡ 法测得的浓度值为纵

坐标（Ｙ），分析两种方法检测结果的相关性。 ＥＢ
ＶＣＡ ＩｇＧ、ＥＢ ＶＣＡ ＩｇＡ、ＥＢ ＮＡ１ ＩｇＧ 和 ＥＢ ＮＡ１
ＩｇＡ 的线性回归方程分别为 Ｙ ＝ ０􀆰 ９９９ ４Ｘ＋０􀆰 ０９６ ０９
（Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ３ ）、 Ｙ ＝ １􀆰 ００２Ｘ － ０􀆰 ０２８ １８ （ Ｒ２ ＝
０􀆰 ９９７ ９）、Ｙ＝ １􀆰 ００２Ｘ＋０􀆰 ０４７ ６６ （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ２）和 Ｙ
＝ ０􀆰 ９９５ ３ Ｘ ＋ ０􀆰 ０７０ ８７ （ Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ４ ）， Ｐ 均 ＜
０􀆰 ０００ １。 各项目方法学比对的回归方程 Ｒ２ 均大于

０􀆰 ９９， Ｐ 值均小于 ０􀆰 ０５，说明相关性较好。
　 　 利用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件对本检测方法与 ＣＬＩＡ 检

测方法检测结果进行 ｋａｐｐａ 一致性分析，两种方法

阴阳性符合率均大于 ８０％，各 Ｋａｐｐａ 值均在 ０􀆰 ８ ～ １
之间，各 Ｐ 值均小于 ０􀆰 ０５，可以认为两种方法的检

测结果一致性较好，见表 ６。
表 ６　 各项目方法学比对及 Ｋａｐｐａ 值

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ａｎｄ Ｋａｐｐａ
ｖａｌｖｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｉｔｅｍ

Ｉｔｅｍ
Ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｔ ｒａｔｅ

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ｎｅｇａｔｉｖｅ
Ｋａｐｐａ

ＥＢ ＶＣＡ ＩｇＧ ９５．８％ （６８ ／ ７１） ８６．０％ （４３ ／ ５０） ０．８２８
ＥＢ ＮＡ ＩｇＧ ９２．０％ （４６ ／ ５０） ９３．０％ （６６ ／ ７１） ０．８４７
ＥＢ ＶＣＡ ＩｇＡ ９３．０％ （６６ ／ ７１） ９２．０％ （４６ ／ ５０） ０．８４７
ＥＢ ＮＡ ＩｇＡ ９０．０％ （４５ ／ ５０） ９１．６％ （６５ ／ ７１） ０．８１３

　 　 利用 Ｂｌａｎｄ⁃Ａｌｔｍａｎ 图对临床测试结果进行一

致性分析，１２１ 例配对数据如图 ８ 所示，９５％ 置信区

间外的样本占比结果见表 ７。 微流控芯片法与

ＣＬＩＡ 法测试结果相差的幅度在临床上可以接受，可
以认为两种方法的测试结果具有较好的一致性。
表 ７　 各项目 Ｂｌａｎｄ⁃Ａｌｔｍａｎ 图的 ９５％置信区间外的样本占比
Ｔａｂｌｅ ７　 Ｓａｍｐｌｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ａｂｏｖｅ ｔｈｅ ９５％ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ

ｉｎｔｅｒｖａｌ ｏｆ Ｂｌａｎｄ⁃Ａｌｔｍａｎ ｏｆ ｅａｃｈ ｉｔｅｍ
Ｉｔｅｍ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｖｓ． ａｖｅｒａｇｅ Ｒａｔｉｏ ｖｓ． ａｖｅｒａｇｅ

ＥＢ ＶＣＡ ＩｇＧ ８．３％ （１０ ／ １２１） ０ （０ ／ １２１）
ＥＢ ＶＣＡ ＩｇＡ ６．６％ （８ ／ １２１） ０ （０ ／ １２１）
ＥＢ ＶＣＡ ＩｇＧ ７．４％ （９ ／ １２１） １．７％ （２ ／ １２１）
ＥＢ ＶＣＡ ＩｇＧ ８．３％ （１０ ／ １２１） ０ （０ ／ １２１）

２．６　 微流控试剂、仪器成本及优势分析

　 　 微流控试剂成本主要包括芯片原材料费用、压
敏胶费用、磁珠费用、荧光微球费用、抗原及抗体费

用。 目前微流控芯片的材料主要有硅制材料、高聚

·０８３·
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图 ８　 各项目的 Ｂｌａｎｄ⁃Ａｌｔｍａｎ 绝对偏差和相对偏差统计图
Ｆｉｇ． ８　 Ｂｌａｎｄ⁃Ａｌｔｍａｎ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｇｒａｐｈｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｖｓ ａｖｅｒａｇｅ ａｎｄ ｒａｔｉｏ ｖｓ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｉｔｅｍ

合材料、陶瓷等，其中硅制材料及陶瓷材料虽然具有

良好的加工性能，但这些材料加工时间较长，不适合

量产。 高聚合物材料同时兼具加工性能良好、成本

低、加工时间短、加工工艺简单、易于产业化等优

点［３３－３５］。 故本实验选取高聚合物材料中的 ＰＭＭＡ
为芯片加工材料。 若将本芯片投入产业化生产时，

则需考虑利用模塑法代替激光切割工艺，这能进一

步缩短芯片的加工时间。 仪器成本主要包括离心模

块费用、显微拍照模块费用、芯片固定模块费用、配
套软件费用、顶针及磁吸模块费用。 详见表 ８。
　 　 相对于传统的 ＥＬＩＳＡ 方法，本方法的试剂成本

及仪器成本比国内ＥＬＩＳＡ试剂成本（ 约２元人民

·１８３·



色 谱 第 ４０ 卷

表 ８　 微流控芯片、试剂及仪器成本价目表
Ｔａｂｌｅ ８　 Ｃｏｓｔ ｌｉｓｔ ｏｆ ｃｈｉｐｓ， ｒｅａｇｅｎｔｓ， ａｎｄ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ

Ｍａｔｅｒｉａｌ Ｃａｔｅｇｏｒｙ Ｃｏｓｔ ／ Ｙｕａｎ Ｔｏｔａｌ ／ Ｙｕａｎ Ｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｃｈｉｐ ｓｈｅｅｔ ｃｈｉｐ ｍａｔｅｒｉａｌ ５－７ ８．６８－１１．１８ ｐｒｉｃｅ ｆｒｏｍ ｌａｒｇｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ （１００００＋）
ＰＳＡ ｃｈｉｐ ｍａｔｅｒｉａｌ １－１．５ ｐｒｉｃｅ ｆｒｏｍ ｌａｒｇｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ （１００００＋）
Ｍａｇｎｅｔｉｃ ｂｅａｄｓ ｒｅａｇｅｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌ ０．２×４ ｐｒｉｃｅ ｆｒｏｍ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｓ
Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｍｉｃｒｏ⁃ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｒｅａｇｅｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌ ０．０８×４ ｐｒｉｃｅ ｆｒｏｍ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｓ
Ａｎｔｉｇｅｎ （ＥＢ ＶＣＡ ａｎｄ ＥＢ ＮＡ１） ｒｅａｇｅｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌ （０．３＋０．３５）×２ ０．３ ｆｏｒ ＥＢ ＶＣＡ ａｎｄ ０．３５ ｆｏｒ ＥＢ ＮＡ１， ｂｏｔｈ ｆｒｏｍ

ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｓ
Ａｎｔｉｂｏｄｙ （ａｎｔｉ⁃ｈｕｍａｎ ＩｇＡ ａｎｄ ｒｅａｇｅｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌ （０．０３＋０．１）×２ ０．０３ ｆｏｒ ａｎｔｉ⁃ｈｕｍａｎ ＩｇＧ ａｎｄ ０．１ ｆｏｒ ａｎｔｉ⁃ｈｕｍａｎ
ａｎｔｉ⁃ｈｕｍａｎ ＩｇＧ） ＩｇＡ， ｂｏｔｈ ｆｒｏｍ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｓ
Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ｍｏｄｕｌｅ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌ ２５００－３０００ ６０００－７５００ ｐｒｉｃｅ ｆｒｏｍ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｓ
Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｍｏｄｕｌｅ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌ ２０００－２５００ ｐｒｉｃｅ ｆｒｏｍ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｓ
Ｆｉｘａｔｉｏｎ ｍｏｄｕｌｅ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌ ３００－４００ ｐｒｉｃｅ ｆｒｏｍ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｓ
Ｖａｌｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｍｏｄｕｌｅ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌ ３００－４００ ｐｒｉｃｅ ｆｒｏｍ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｓ
Ｍａｇｎｅｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｍｏｄｕｌｅ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌ ６００－８００ ｐｒｉｃｅ ｆｒｏｍ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｓ
Ｓｏｆｔｗａｒｅ ３００－４００ ｐｒｉｃｅ ｆｒｏｍ ＹＨＬＯ

币 ／测试）及仪器成本（约 ５ ０００ 元人民币 ／台）高一

些，但具有检测时间短、试剂消耗少、自动化程度高、
污染少等优点。 相对于 ＣＬＩＡ 方法，本方法的试剂

成本（含芯片）与 ＣＬＩＡ 相差不大（国内 ＣＬＩＡ 试剂

成本约 １０ 元人民币 ／测试），但本方法的仪器成本

明显低于 ＣＬＩＡ（国内 ＣＬＩＡ 仪器成本约 １５０ ０００ 元

人民币 ／台）。 同时还具有多项目联合检测、发光时

间长、易于基层推广等优点。

３　 结论

　 　 在本研究中，我们结合微流控技术及磁微粒免

疫荧光分析技术建立的 ＥＢ 病毒标志物微流控检测

平台经过性能验证及临床样本测试，检测验证与预

期一致，临床样本检测结果显示与临床使用的 ＣＬＩＡ
法的测试结果具有较好的一致性，同时本平台还具

有检测时间短、试剂消耗少、污染少、自动化程度高、
易于基层推广等优点，可适用于各级医疗机构。
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