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　　病原体的快速检测和准确鉴定在临床实验室检

测、食品工业和环境监测方面至关重要，现有的细菌

培养、核酸扩增和酶联免疫等病原体诊断方法或耗

时费力，或需要复杂的仪器设备，不适合现场即时检

测，因此，目前亟需一种快速有效检测病原体的新

方法。

微流控纸芯片逐渐成为检测病原体感染的新工

具，纸基微流控芯片（ｐａｐｅｒｂａｓｅｄｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ）或

微流控纸基分析设备（ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｐａｐｅｒｂａｓｅｄａｎ

ａｌｙｔｉｃａｌｄｅｖｉｃｅ，μＰＡＤｓ）简称纸芯片，是由 Ｍａｒｔｉｎｅｚ

等［１］在２００７年首次提出，其用纸张作为基底代替

硅、玻璃、高聚物等材料，在纸上加工出具有一定结

构的亲疏水微细通道网络及相关分析器件，构建“纸

上微型实验室”，可用于尿、唾液、血等多种物质的分

析与检测，为早期诊断和早期治疗提供了平台。纸

芯片成本低，制作简单，携带方便，可在现场采样并

迅速检测分析，实现真正意义上的即时检测（ｐｏｉｎｔ

ｏｆｃａｒｅｔｅｓｔｉｎｇ，ＰＯＣＴ）。本文旨在介绍微流控纸芯

片的病原体检测方法和纸芯片微流控技术的发展

前景。

目前，纸芯片应用研究主要集中于医学、生物学

和环境监测［２］，根据检测原理可以把纸芯片病原体

检测分为四类：比色检测、荧光检测、化学发光检测

和电化学发光检测。

１　基于比色检测法的微流控纸芯片

比色检测法是目前纸芯片分析研究中最常见的

检测方法，通过显色反应使待检测组分转化为有颜

色的物质，这种检测既可直接通过肉眼辨别实现定

性检测，也可采用数码相机或智能手机拍照、扫描仪

扫描成图像，利用颜色深度与待测组分浓度的相关

性来实现半定量或定量检测。比色检测根据标记物

的不同可分为纸基 － 酶联免疫吸附实验 （Ｐ

ＥＬＩＳＡ）、胶体金相关纸芯片、其他比色法纸芯片。

１．１　ＰＥＬＩＳＡ　ＰＥＬＩＳＡ 将ＥＬＩＳＡ 的灵敏性和

特异性与低成本、易使用的纸张平台相结合，在纸上

制作９６微孔板进行检测。早在２０１０年，Ｃｈｅｎｇ等
［３］

首次用ＰＥＬＩＳＡ方法检测血清样品中的人类免疫

缺陷病毒，研究表明ＰＥＬＩＳＡ比传统ＥＬＩＳＡ法更

快更便宜，但灵敏度稍差。随着检验技术的进步，目

前ＰＥＬＩＳＡ不仅缩短了时间，而且提高了灵敏度。

Ｋｈａｎ等
［４］利用ＰＥＬＩＳＡ检测Ｔ７噬菌体，可在３０ｍｉｎ

内得出检测结果，检测范围为１００～１０
９ＰＦＵ／ｍＬ，

而传统ＥＬＩＳＡ法检测时间多达几小时，检测范围为

２×１０５～２×１０
７ＰＦＵ／ｍＬ。Ｌａｒｓｓｏｎ等

［５］在改进的
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滤纸上检测 Ｍ１３ 噬菌体，其中聚电解质多层

（ＰＥＭ）由丙烯酸（ＰＡＡ）和烯丙胺盐酸盐（ＰＡＨ）组

成，有利于病毒的静电吸附，该方法的检测时间

＜２ｈ，检测限可达到５×１０
４ＰＦＵ／ｍＬ，而传统夹心

ＥＬＩＳＡ 法 检 测 时 间 至 少 ３～４ ｈ，检 测 限 为

１０７ＰＦＵ／ｍＬ。

纸芯片在酶联免疫方面的改进不仅体现在缩短

检测时间和提高检测灵敏度，还体现在简化操作步

骤并实现了自动化控制。Ｓａｎｊａｙ等
［６］开发了一种简

单的小型化纸／ＰＭＭＡ（聚甲基丙烯酸甲酯）混合微

流控微孔板，用于在不发达地区定量检测免疫球蛋

白Ｇ（ＩｇＧ）和乙肝表面抗原（ＨＢｓＡｇ），该方法使用

流通微孔中的多孔纸，有助于抗体／抗原固定化和有

效洗涤，纸张表面不需其他化学修饰，此外，顶端试

剂输送通道可以简单地将试剂转移至多个微孔中，

避免重复的手动移液或使用昂贵的机器人，实现自

动化控制。

１．２　胶体金相关纸芯片　胶体金是金盐被还原成

金原子后形成的金颗粒悬液，在病原体检测中常作

为示踪标记物或显色剂。Ｌｅｉ等
［７］在纸芯片上通过

胶体金标记抗体实现对甲型 Ｈ１Ｎ１和 Ｈ３Ｎ２流感

病毒的检测和亚型分析，纸张经壳聚糖修饰，在反应

中加入金增强（ＧＥ）试剂，使得每个检测区域只需加

入５μＬ样品即可在１ｈ内完成流感病毒检测，检测

限 Ｈ１Ｎ１为２．７×１０３ＰＦＵ／ｍＬ，Ｈ３Ｎ２为２．７×１０４

ＰＦＵ／ｍＬ，在临床检测中要达到相同检测限的ＲＴ

ＰＣＲ法耗时６ｈ。另外，该方法可从感染细胞的裂

解物和临床样品中检测流感病毒，进一步证实了基

于纸张的免疫测定的可靠性。

胶体金免疫层析法在纸芯片病原体检测中有很

多研究。Ｆｕ等
［８］介绍了一种全自动扩增的二维纸

网络测定法，该方法用来检测疟疾蛋白ＰｆＨＲＰ２，其

纸芯片能够实现胶体金信号放大，试剂与样品同步

输送，检测限为（２．９±１．２）ｎｇ／ｍＬ，是未用信号放大

试剂（１０．４±４．４）ｎｇ／ｍＬ的１／４，与传统ＥＬＩＳＡ法

的检测限相当。Ｋｈａｎ等
［９］利用抗体偶联金纳米颗

粒检测霍乱毒素，根据吸光度比（Ａ６０５／Ａ５２３）的变

化对霍乱毒素浓度进行定量分析，利用动态光散射

（ＤＬＳ）测量金纳米颗粒的大小，确认比色法的结果。

另外，金颗粒的聚集导致可见的颜色变化，实现目测

霍乱毒素浓度低至１０ｎｍｏｌ／Ｌ，低于先前报道的比

色法的目测浓度（５４ｎｍｏｌ／Ｌ）
［１０］。

胶体金标记的核酸杂交技术与纸芯片结合提供

了新的病原体检测平台。以结核分枝杆菌检测为例，

Ｖｅｉｇａｓ等
［１１］将胶体金探针与特定ＤＮＡ靶序列杂

交，通过减少胶体金颗粒的偶联使颜色保持红色，从

而区分靶序列与非互补序列。该芯片将这种比色测

定法整合到３８４微孔板上，用智能手机量化纸的颜

色变化，将数据传输至异地进行处理，可在２ｈ内筛

选结核分枝杆菌的核酸分子，每个检测加样量为

５μＬ，少于在塑料材质上１５μＬ的加样量，但经巯基

修饰的ｓｓＤＮＡ序列通过 ＡｕＳ键形成的胶体金探

针制备过程需专业人员操作且耗时长。因此，Ｔｓａｉ

等［１２］通过未修饰的金纳米颗粒和单链寡核苷酸杂

交实现快速诊断，利用盐诱导的胶体金溶液检测结

核分枝杆菌的ＤＮＡ序列，不需要多个ＰＣＲ循环扩

增特异性ＤＮＡ靶序列，无需复杂且耗时的硫醇化

或其他表面修饰的制备探针的过程，制作方法简单

快捷，该设计可以检测到浓度为２．６ｎｍｏｌ／Ｌ的结

核分枝杆菌靶序列，检测时间约为１ｈ，低于传统检

测方法（痰涂片镜检、结核分枝杆菌培养和分子种类

诊断）的检测时间。

１．３　其他比色法纸芯片　除了ＰＥＬＩＳＡ、胶体金

相关纸芯片之外，还有用其他比色法检测病原体的

纸芯片。Ｍｕｒｄｏｃｋ等
［１３］在不同的缓冲液条件下，基

于纸张平台进行酶底物反应，通过颜色变化定性检

测甲型和乙型流感病毒，通过观察样品是否受抗病

毒药物（如达菲）的影响，实现了同步检测流感病毒

的耐药性。Ｊｏｋｅｒｓｔ等
［１４］在滤纸上检测食品样品中

的大肠埃希菌Ｏ１５７∶Ｈ７、单核细胞增多性李斯特

菌和鼠伤寒沙门菌，利用物种特异性酶与底物的相

互作用，由不同颜色变化确定三种病原菌的存在，８

～１２ｈ内可检测浓度为１０ＣＦＵ／ｃｍ
２ 的致病菌，低

于文献［１５］报道的最低限值（１００ＣＦＵ／ｃｍ２），而检测

食源性细菌的金标准细菌培养法需要耗时５～７ｄ，

因此该设计为准确简便地检测多种病原菌提供了

可能。

２　基于荧光检测法的微流控纸芯片

荧光检测法的原理是基于蛋白质、ＤＮＡ以及氨

基酸等生化样品本身有荧光，或者可以用荧光试剂

标记，激光诱导荧光进行测定，荧光强度与入射光强

度、量子效率、样品浓度成正比。在微流控纸芯片检

测中，荧光检测法的灵敏度高于比色检测法。Ｃｈｏ

等［１６］通过角度特异性米氏散射量化免疫凝集的程

度，用智能手机检测绿色荧光信号，在纸芯片上实现

病原菌的免疫凝集检测，总测定时间＜３０ｓ，该研究
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中大肠埃希菌 Ｋ１２和淋病奈瑟球菌的检出限均为

１０ＣＦＵ／ｍＬ，低于市售的淋病快速试剂盒检出限

（１０６ＣＦＵ／ｍＬ）和大肠埃希菌检测条（亚硝酸盐检

测条）的检出限（１０６ＣＦＵ／ｍＬ）。Ｍｉｒａｎｄａ等
［１７］用

荧光标记的多克隆抗体作为识别器早期诊断大豆锈

病，该免疫传感器具有高度特异性和敏感性，检测时

间明 显 少 于 ＥＬＩＳＡ 和 ＰＣＲ 法，检 测 限 低 至

２．２ｎｇ／ｍＬ，与ＥＬＩＳＡ和ＰＣＲ检测方法的检测限

相当，是免疫层析法的１／１００。

将纸（或膜）提前用融合蛋白处理比将抗体直接

包被在纸（或膜）上的灵敏度高。Ｒｏｓａ等
［１８］介绍了

将具有融合蛋白的抗体锚定在纸上捕获荧光素标记

的ＤＮＡ链和杂交体的方法，其中碳水化合物结合

模块（ＣＭＢ）与葡萄球菌蛋白 Ａ 的ＺＺ片段形成

ＣＢＭＺＺ构建体，通过识别ＩｇＧ抗体的Ｆｃ段，促进

纤维素纸固定蛋白，该芯片可以检测ＥＳＡＴ６（一种

编码来自结核分枝杆菌分泌蛋白的基因）的寡核苷

酸序列。

ＦｕｎｅｓＨｕａｃｃａ等
［１９］将纸张、胶带与透氧不透

水的聚二甲基硅氧烷（ＰＤＭＳ）膜相结合制出一款纸

芯片，该芯片模拟细菌的生长环境，使用平板扫描仪

或手机相机量化具有荧光标记的细菌增殖，该方法

大肠埃希菌的检测限低至１～１０ＣＦＵ／１００μＬ，可

用于不发达地区的现场测试和农场中动物健康测试

等。Ｌｏ等
［２０］通过使用商业化的荧光探针（标记双

链ＤＮＡ）与ＤＮＡ相结合，在纸张上检测登革热，对

纸芯片上的荧光环介导逆转录等温扩增（ＲＴ

ＬＡＭＰ）产物进行量化分析，为开发基于纸芯片的体

外早期登革热诊断装置提供了依据。

Ｋｕｒｄｅｋａｒ等
［２１］开发基于碳量子点的免疫纸芯

片用于快速检测ＨＩＶ１ｐ２４抗原，碳量子点在光激

发下自发荧光，光学稳定性强，与有机荧光体相比，

量子点具有简单、便宜、抗漂白及低毒等特点，将制

作简单的纸芯片与高度特异的碳量子点相结合，用

于早期 ＨＩＶ感染的快速筛查。

３　基于化学发光检测法的微流控纸芯片

化学发光是根据化学反应在某个时刻发射的光

强度来确定反应中某一组分浓度的方法，不需任何

外加光源。化学发光检测法可以与纸芯片相组合，

建立廉价和高敏感的新型化学发光生物传感器。

Ｗａｎｇ
［２２］用Ｎ，Ｎ二琥珀酰亚胺基碳酸酯（ＤＳＣ）制

备ＤＮＡ传感器，将传感器共价固定在纸芯片上捕

获ＤＮＡ，核酸杂交反应后，在ＤＮＡ生物传感器上

捕获碳量子点标记的ＤＮＡ信号，高锰酸钾将空穴

注入到碳点中，高能带中的电子与氧化剂注入空穴

湮灭产生化学发光信号，最终通过分析化学发光信

号的强度定量检测目标ＤＮＡ，该方法灵敏度可达到

８．５６×１０－１９ｍｏｌ／Ｌ，但超弱发光分析仪检测器价格

昂贵，不适合现场即时检测。Ｌｉｕ等
［２３］首先提出了

电荷藕合器件（ＣＣＤ）传感器与纸芯片化学发光检测

的综合应用，开发了一种新型的纸基微流体化学发

光ＤＮＡ生物传感器，通过ＤＮＡ探针和生物素标记

的ＤＮＡ链的杂交反应检测李斯特菌的ＤＮＡ片段，

使用低成本的ＣＣＤ成像装置作为检测器检测发光

信号，该方法所提供的ＤＮＡ生物传感器分析性能

好，且有助于在纸芯片上实现简单、低成本和便携式

的化学发光检测，其检测范围为１．９４×１０－１～１．９４

×１０４ｐｍｏｌ／Ｌ，检测限为６．３×１０
－２
ｐｍｏｌ／Ｌ，检测限

比具有ＣＣＤ检测器的其他微流控电化学ＤＮＡ测

定的检测限低３～５个数量级。

４　基于电化学发光检测法的微流控纸芯片

电化学发光法是在化学发光和电化学基础上发

展起来的一种新的分析方法，是通过电驱动促使某

些物质发生电化学反应形成激发态，并通过辐射光

子返回基态，并对发光强度进行测量的一种分析方

法，与化学发光传感器相比，电化学发光生物传感器

背景信号低、分析物范围广、灵敏度高、利于实现多

重检测，减少样品消耗，提高空间分辨率，降低操作

复杂度，缩短测定时间，提高样品通量［２４２５］。Ｆｅｎｇ

等［２６］制造了ＩＡ型一次性纸基还原双极电极（ＢＰＥ）

阵列检测多种病原体ＤＮＡ，组装在ＢＰＥ阴极上的

发夹结构ＤＮＡ与互补靶ＤＮＡ结合，与铂纳米颗粒

（ＰｔＮＰｓ）标记的探针ＤＮＡ杂交，经ＰｔＮＰｓ催化的

氧气被还原产生电化学发光信号，这种基于纸张的

ＢＰＥ阵列传感器实现了对梅毒螺旋体基因、免疫缺

陷病毒基因和乙型肝炎病毒基因的多重分析。

５　结语

纸芯片制作简单，便携性好，样品用量少，成本

低及易集成化等，其研究及应用日益受到关注。基

于比色法检测的纸芯片易于操作并可直接读出信

号，是最常见的检测手段，但其应用常受到低灵敏度

的限制；荧 光检 测较 比色法 具有 更高 的 灵 敏
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度［１８，２７］，但存在严重背景荧光和纸的光散射问题，

使测定很难直接在纸芯片上进行。化学发光法不需

外加光源，灵敏度较高，仪器设备简单，易于实现微

型化和集成化，但需黑暗的检测环境，且大多数检测

器价格昂贵，寻求低成本的检测器依旧是研究的关

键。电化学发光方法简单，灵敏度高，易于定量，环

境光独立以及纸张干扰低等，逐步被应用于纸芯片，

但电化学发光纸芯片几乎所有现有器件都需要昂贵

的恒电位仪，将电极添加到检测区域会增加复杂性

和每次测试的成本，发展基于纸芯片平台的低成本

的检测设备和纸芯片制备方法是该领域的重要研究

方向。见表１。

表１　四种微流控纸芯片检测方法的特点

检测方法 优点 缺点 研究方向

比色检测 简单，易操作 低灵敏度 提高检测灵敏度

荧光检测 较高灵敏度 有背景荧光和

纸的光散射

降低背景荧光

化学发光

检测

低背景，较高灵敏

度，设备简单，易于

自动化

需要黑暗的检测

环境，大多数检

测器价格昂贵

寻求低成本的

检测器

电化学发

光检测

高灵敏度，易于定

量，环境光的独立

性以及纸张干扰程

度低

芯片制作较复

杂，成本较高

发展低成本的

检测设备，优化

纸芯片制备方

法

　　近几年纸芯片的研究逐年增加，但其商业化过

程依然存在较多问题。现有研究中经常忽视不同测

试条件（如温度、湿度、环境光、样品基质的复杂度）

下的性能分析，而这些对纸芯片的现场即时检测非

常重要，该方法的稳定性和干扰因素研究是推动病

原体检测纸芯片发展的关键问题之一。纸芯片作为

一种微全分析系统，其在样品的分离、富集、反应、检

测方面的功能并不是很完备，尤其对于复杂多体系

的组分很难实现同步检测，研发纸芯片同步相应检

测方法，实现对复杂多体系组分的检测也是日后的

研究方向。为了改善纸芯片的分析性能，往往涉及

到多种化学试剂的使用和多步预处理操作，这增加

了检测流程的复杂性，实现检测流程标准化也是研

究的一个方向。

Ｋｕｍａｒ等
［２８］的报告阐述了目前纸芯片发展大

多停留在实验室研究阶段，少有纸芯片真正应用于

现场即时检测。因此，随着该领域的快速发展，我们

通过运用各种技术手段，着力于纸芯片的实际应用，

使得未来纸芯片的发展拥有更大的影响力。
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