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摘　要：针对现有水产养殖病原菌检测时效性差、自动化程度低的缺点，提出了一种快速检测水产养殖病原菌含量的简易微流
控系统研究方法。该系统将微电极构造于微流控芯片通道底部并与数字阻抗测量电路连接，通过在磁珠表面包被水产病原菌

抗体，利用外部高斯磁场控制诱导磁珠捕获水产病原菌，并将水产病原菌与磁珠结合体带至微电极阵列，通过在电极端构建基

于阻抗测量的计数电路，从而有效检测水产病原菌含量。研究结果表明该系统能够有效测量水产病原菌的含量，检测时间由传

统的平板计数法４８ｈ减少至３０ｍｉｎ，检测效率提高为原来的６０多倍，检出限相比现有的微流控阻抗法缩小１００倍。
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１　引　　言

水产病害使我国海水养殖病害发病率达到５０％，引
起的水质污染问题日益突出，造成了巨大的经济损失［１］。

因此高效、快速、便携的水产病原菌检测是保证渔业生产

质量，促进集约化生产模式的关键技术。

目前，国内外研究人员在水产养殖环境病原菌检测

方面做了大量研究工作，其检测方法归结起来主要有细

菌学检验法［２］、现代仪器细菌检验法［３］、ＤＮＡ检验法［４］、

免疫荧光［５］、智能图像识别［６］等其他新型检测方法。早

期，ＤｅｃｏｓｔｅｒｅＡ等人［２］利用妥布霉素添加的特定介质选

择性隔离了水产鱼类中柱状黄杆菌；江涛［７］通过目检法

判断观赏鱼疾病及防治方法，此类方法需依赖工作人员
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经验且主观性强；ＳａｌｍａＭ等人［８］利用流式细胞仪和

ＢＯＸ／ＰＩ染色检测葡萄酒中的乳酸菌，该方法需借助昂贵
且结构复杂的现代科学仪器设备；ＶｉｎｏｔｈｋｕｍａｒＫ等人［９］

设计了河流弧菌特征基因的多重 ＰＣＲ检测体系；刘鹿山
等人［１０］利用免疫技术针对对虾白斑综合征病毒建立了

胶体金免疫层析试纸条，ＤＮＡ检验法和免疫学检验法相
对比较先进，尤其免疫学检验法使用较为广泛［７］；Ｓｏｎｇ
Ｙ．Ｑ．等人［１１］发明了一种在外界交互扰动下进行单胞菌

动力学行为检测的微流控方法。此外，ＺｈａｎｇＫ等人［１２］

创建了磁致伸缩粒子传感平台，能够对沙门氏菌、大肠杆

菌等多种抗原进行原位检测。但上述方法的实验步骤仍

较复杂，且需借助昂贵的仪器设备。这都限制了水产养

殖病原菌检测面向普及化方向发展。

近年来新兴的微流控技术是一种能将细菌检测过程

中的进样、混合、反应及检测等环节集成到一块微米尺度

芯片上自动完成的有效手段，它的引入大大提升了细菌

检测过程的自动化与客观化水平，引起了国内外学者的

广泛关注［１３１６］。郭建江等人［１７］针对病原菌检测，创建了

免疫凝集微流控检测电控混合方法。然而，目前尚未见

与微流控芯片相配套完整的水产养殖病原菌检测方法与

检测系统。

为此，提出一种基于免疫磁珠捕获复合微电极阻抗

检测技术的水产养殖病原菌集成微流控快速检测系统。

２　芯片工作原理

图１所示为水产养殖病原菌集成微流控快速检测系
统的工作原理图，采用化学交联技术在微米级磁珠上包

被水产病原菌抗体，将磁珠纳入微流控芯片系统，微通道

中微米级磁珠与水产病原菌先在外加旋转磁场作用下混

合，致使磁珠上包被的水产病原菌抗体和水产病原菌发

生特异性结合，后在磁极产生的纵向磁场作用下转移至

预先布置在微通道底部的电极对阵列上，通过电极对阵

列上免疫磁珠捕获病原菌前后阻抗的变化来测量水产病

原菌的数量。

图１　病原菌快速检测原理
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｒａｐｉｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ

ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｂａｃｔｅｒｉａ

为了最大限度地提高检测概率，微流控芯片底部的电

极阵列尽量密集布置。电极配对与检测电路紧密连接，每

一对电极均有独立的ＸＹ地址，可以单独测试记录。
在电极对之间有３种可能情况。１）没有任何磁珠游

离至电极对之间，这时电极对间只存在电离介质，阻抗电

平较低。２）只有免疫磁珠游离至电极对之间即磁珠并未
捕获到水产养殖病原菌，这种情况下，阻抗电平最大。３）
捕获有水产养殖病原菌的磁珠游离至电极对之间，在微

磁珠电阻和细菌细胞质电阻并联作用下，阻抗电平降低

至中间值。为了保证电极检测具有较高的灵敏度，要求

横跨在一对电极上的电压必须始终大于细菌的细胞膜击

穿电压，这里选用０．２～１．５Ｖ［１８］。用这种方式，可以忽
略细胞膜的电容特性，使得细菌变成较优越的良导体。

通过以上工作原理，可以建立水产养殖致病菌浓度与阻

抗变化的比例关系。水产养殖病原菌阻抗测量等效电路

如图２所示。其中，Ｐｏｒｔ１（Ｐ１）为端口１，Ｐｏｒｔ２（Ｐ２）为端
口２，Ｐｏｒｔ３（Ｐ３）为端口３，Ｐｏｒｔ４（Ｐ４）为端口４。

图２　致病菌阻抗测量等效电路和等效简化电路
Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｅｑｕｉｖａｌｅｎｔａｎｄｓｉｍｐｌｉｆｉｅｄｃｉｒｃｕｉｔｆｏｒ
ｉｍｐｅｄａｎｃｅｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓｙｓｔｅｍｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ

ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅｐａｔｈｏｇｅｎｓ

Ｐｏｒｔ１、Ｐｏｒｔ２两端分别代表研究电极和辅助电极，则
电极间的阻抗计算如下：

Ｚ１ ＝ Ｒ２Ω＋
１

（２πｆＣｄｌ）槡 ２ （１）

Ｚ２ ＝
１

（２πｆＣ１，２）槡 ２ （２）

Ｚ３ ＝ （ＲＳ＋ＲＷ）槡
２ （３）

１
Ｚｐａｒｔ

＝
Ｚ２Ｚ３
Ｚ２＋Ｚ３

（４）

１
Ｚｔｏｔａｌ

＝１Ｚ１
＋ １Ｚｐａｒｔ

（５）

ＺＣＰＥ ＝
Ｋ
（ｊｗ）β

（６）

式中：Ｃ１，２为电极间的电容，Ｃｄｌ为电极间界面双电层电
容，ＲΩ电极间致病菌复合物的电阻，ＲＷ电极表面扩散电
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阻，Ｒｓ溶液电阻，ｆ为阻抗检测频率，Ｚ１为等效电路 Ｃｄｌ＋
ＲΩ的阻抗，Ｚ２为等效电路Ｃ１，２的阻抗，Ｚ３为等效电路ＲＳ
＋ＲＷ的阻抗，Ｚｐａｒｔ为Ｚ２和 Ｚ３的总阻抗，Ｚｔａｔｏｌ为检测系统
阻抗，ＣＰＥ为简化常相角元件。通过确定检测系统阻抗
（以下简称系统阻抗）与样本中致病菌浓度间的定量关

系，得出致病菌的浓度含量。

３　实验部分

３．１　微流控芯片和微电极制作

微流控芯片由聚二甲基硅氧烷（ＰＤＭＳ）材料制作，将
ＰＤＭＳ与固化剂以１０∶１的比例搅拌混匀，并注入容器，通
过抽真空的方式祛除搅拌过程中混入聚合物中的大量气

泡，室温静置约１０ｈ，至ＰＤＭＳ固化脱模，从而在微流控芯
片ＰＤＭＳ基片上形成用于养殖水源和免疫磁珠进样及捕
捉反应的微通道，如图３所示为制作的微流控芯片，其中ａ
为水产养殖病原菌注射通道，ｂ为免疫磁珠注射通道，ｃ为
缓冲液注射通道，ｄ为微通道，ｆ为废液排放通道。

图３　微流控芯片实物
Ｆｉｇ．３　Ｐｈｏｔｏｏｆｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｃｈｉｐｓ

选用氧化铟锡（ＩＴＯ）导电薄膜为基片，通过甲苯、丙
酮、乙醇去离子水依次实施超声清洗，并采用１２０℃烘焙
去水，通过甩胶、前烘、曝光和显影４步骤得到负胶光刻
ＩＴＯ阵列电极图形，再经坚膜、腐蚀、去胶、清洗以及烘干
等步骤完成用于实现阻抗检测的微电极阵列制备，微电

极尺寸长宽为１２０μｍ×２０μｍ，磁珠尺寸直径为２５μｍ。
图３所示为微流控芯片，加工材料为聚二甲基硅氧烷
（ＰＤＭＳ），芯片尺长宽尺寸为５０ｍｍ×２０ｍｍ，其中 ｅ所
示为微电极阵列照片。将带有微电极阵列 ＩＴＯ基片与
ＰＤＭＳ芯片进行等离子健合便可得到整体微流控系统。

３．２　阻抗检测电路设计与制作

对于每一个电极对之间有３种可能情况，可视为３
种模型。第１种模型，没有任何磁珠游离至电极对之间，
这时电极对间只存在电离介质；第２种模型，只有免疫磁
珠游离至电极对之间即磁珠并未捕获到水产养殖病原菌；

第３种模型，捕获有水产养殖病原菌的磁珠游离至电极对
之间，在微磁珠电阻和细菌细胞质电阻并联作用下，阻抗

电平降低至中间值。用开关闭合表示当前电路处在哪种

模型状态。图４所示为该测量电路的前端检测简化模型。

图４　阻抗检测电路模型
Ｆｉｇ．４　ＭｏｄｅｌｏｆＩｍｐｅｄａｎｃｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｃｉｒｃｕｉｔ

图４中，Ｒ１为磁珠未捕获病原菌阻抗，Ｒ２为磁珠捕
获病原菌阻抗，Ｚｐａｒｔ为空载时阻抗，Ｉｓ为电流源电流。ＸＹ
地址信号线输出坐标地址Ｘ和Ｙ。ＴＩＯ引线输出前端电
压信号Ｕ。

检测电路用于测量电极对之间的阻抗电平关系，其

具体步骤为：从电极对的一端注入第一个参考电流经过

待测目标后流入地。待测目标为免疫磁珠和水产养殖病

原菌的并联模型，Ｋ１闭合而 Ｋ２断开表示未捕获到水产
养殖病原菌的免疫磁珠游离至电极对；Ｋ１、Ｋ２均闭合则
表示携带有水产养殖病原菌的免疫磁珠游离至电极对；

Ｋ１、Ｋ２均断开则表示无磁珠游离至电极对，此时处于空
载状态。电流源输出的电流经电极对间过阻抗体转化为

电压信号，电压信号与参考电压进行比较，输出反映电极

间阻抗关系的输出信号。

对于每一个电极对，均存在一套相应的检测电路。

此电路是用于阻抗的实部检测。图５所示为该阻抗测量
电路的原理。

图５　阻抗检测电路原理
Ｆｉｇ．５　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆＩｍｐｅｄａｎｃｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｃｉｒｃｕｉｔ

图５中，Ｕ为前端输出电压，微控制单元（ＭＣＵ）通过
数模转换单元（Ｄ／Ａ）输出比较电压 Ｕ１和比较电压 Ｕ２。
信号Ｕ在运算放大器（ＯＰＡ）作用下与 Ｕ１进行比较，输
出信号Ｕ３；信号Ｕ在 ＯＰＡ作用下与 Ｕ２比较，输出信号
Ｕ４。Ｕ３和Ｕ４经过模数转换单元（Ａ／Ｄ）采样处理后输入
ＭＣＵ进行处理。

为了使检测电路能够准确测量水产养殖病原菌的数

量，这里需要对判断落入微电极的水产养殖病原菌的阻
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抗阈值进行准确设定，微电极测量得到的阻抗信号通过

ＩＴＯ引线引入逻辑电路，为了保证 ＩＴＯ导电玻璃与电子
线路的紧密贴合，本文采用银浆焊接工艺完成。在显微

镜下观测落入微电极的病原菌分布状况，根据分布结构

条件分别测量有携带病原菌磁珠、无携带病原菌磁珠落

入微电极及空载微电极条件下的不同阻抗水平。以水产

养殖病原菌中最常见的食源性病原体大肠杆菌［１９］为例，

测定在不同情况下微电极之间的阻抗。如表１所示，经
测定微电极空载条件下的阻抗平均值为７８ｋΩ，当磁珠
未捕获病原菌条件下的阻抗平均值为１３５０ｋΩ，而磁珠
捕获病原菌条件下阻抗平均值则为６２０ｋΩ。根据阻抗
水平对Ｒ５和Ｒ６进行有效设定，保证当磁珠捕获到水产
病原菌时，比较器 ＬＭ１和 ＬＭ２同时输出高电平，这样与
门电路输出数字“１”信号，而其他情况则输出数字“０”信
号。

表１　电极对间不同情况的阻抗
Ｔａｂｅｌ１　Ｔｈｅｉｍｐｅｄａｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｍｉｃｒｏｅｌｅｃｔｒｏｄｅｓ

ｕｎｄｅｒｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｉｔｕａｔｉｏｎｓ （ｋΩ）

样本
状态

空载 未捕获病原菌 捕获病原菌

１ ７０ １３１０ ６１０

２ ８０ １３８９ ６０５

３ ８２ １３７５ ６２３

４ ７３ １３４０ ６２７

５ ８０ １３６２ ６３５

６ ８７ １３３０ ６０５

７ ７０ １３３５ ６１３

８ ７４ １３７７ ６３２

９ ８０ １３４８ ６１１

１０ ８４ １３３４ ６３９

平均值 ７８ １３５０ ６２０

３．３　系统检测平台

图６所示为系统检测平台。其中，高斯磁场发生器
在微流控芯片周围产生外加磁场，搅拌免疫磁珠和病原

菌的混合并驱动捕捉致病菌的免疫磁珠定向运动至电极

对上；ＰＤＭＳ微流控芯片为所有的检测环节提供场所，实
现高效、低廉的检测；微型注射泵，为整个样品和试剂进

样提供动力；检测电路板把电阻信号转化为数字信号。

通过微型注射泵分别以０．８ｍｍ／ｓ的速度对微通道入口
ａ、ｂ、ｃ注射水产养殖病原菌、免疫磁珠、缓冲液。整个微
流控芯片系统置于高斯磁场控制器内部，通过控制磁场

变换很容易驱动磁珠运动，磁珠运动过程中利用表面包

被的抗体有效捕捉水产养殖病原菌抗原。反应１０ｍｉｎ

后，捕捉完毕再次利用高斯磁场控制器将水产病原菌与

磁珠结合体带至微流控芯片底部布置好的微电极阵列，

微电极阵列通过阻抗测量电 路测量免疫捕获前后磁珠

的阻抗变化从而确定水产病原菌的含量大小。

图６　磁场控制器
Ｆｉｇ．６　Ｔｈｅｍａｇｎｅｔｉｃｆｉｅｌｄｃｏｎｔｒｏｌｌｅｒ

４　实验结果与讨论

４．１　误差分析

每一种类型的传感器都有其最佳检测范围。在此范

围内，才能更好保证该传感器的检测精度。

本文设计的水产养殖病原菌集成微流控快速检测系

统利用病原菌落在微电极上阻抗发生变化，通过比较器

输出的电平高低，实现对检测对象水产养殖病原菌的有

效计数。因此，当病原菌浓度低时，病原菌之间的距离相

对较大，在与病原菌尺寸相近的微通道中流动，病原菌会

尽可能先后缓慢单个有序地落在微电极对上，此时计数

较清晰。相反，当病原菌浓度过高时，病原菌之间的距离

就越小，空间分布就越杂乱，甚至在微通道流动中会发生

挤压或者抢步，难以保证单个有序的落在微电极对上，此

时计数相对混乱，检测精度难以保证。

为了寻找水产养殖病原菌最佳浓度检测临界值，现

标定浓度为２×１０８ＣＦＵ／ｍｌ的大肠杆菌样本菌液依次配
成浓度分别２０、２×１０２、２×１０３、２×１０４、２×１０５、２×１０６、
２×１０７、２×１０８ＣＦＵ／ｍｌ的样本菌液，每一浓度配制５０组
份，重复试验。使用该检测系统分别对以上每一浓度病

原菌进行计数，与浓度真实值相比，计算出对应的检测误

差，图７所示为该检测系统在不同病原菌浓度下的检测
值和样本理论真实值的检测误差，通过与样本值的检测

误差来反映该检测系统的检测性能。由图７结果分析可
知，当病原菌的检测浓度等于或小于２×１０６ＣＦＵ／ｍｌ，该
检测系统的检测误差能有效保证在５％以内，当病原菌
的检测浓度大于２×１０６ＣＦＵ／ｍｌ时，该检测系统误差开
始超出５％，并随着病原菌浓度变大而变大。综上所述，
该系统的最大的浓度检测临界值约为２×１０６ＣＦＵ／ｍｌ。当
浓度大于此临界值，检测误差将变大，导致检测失真。
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图７　大肠杆菌浓度检测误差分析
Ｆｉｇ．７　ＥｒｒｏｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

４．２　可靠性验证

为了分析验证该微流控系统检测性能，以水产养殖病

原菌中的大肠杆菌为例，取标定浓度为１２×１０４ＣＦＵ／ｍｌ的
样本菌液进行梯度稀释，稀释成的每一浓度菌液各有５０
组份，之后将标定梯度菌液进行微流控系统进样，将所述

系统检测结果与标准平板计数法进行相关度分析，图８所
示为利用两种方法分别检测稀释后每一浓度样本菌液获

得的散点图，每个散点代表５０组重复试验的检测值，且插
入了误差棒，误差棒的上限表示检测浓度的最大值，下限

表示检测浓度的最小值，中点表示检测平均值。通过线性

回归分析推知数据相关系数达０．９６７３。两种方法的检测
误差对比如表２所示，结果显示两种检测方法的平均相对
误差小于５％。从表２中容易看出，与目前使用最广泛的
平板计数法相比，所提出的水产养殖病原菌集成微流控快

速检测系统基本达到了日常检测所需精度。

图８　所提出方法与平板计数法回归分析
Ｆｉｇ．８　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｐｒｏｐｏｓｅｄ
ｍｅｔｈｏｄａｎｄｐｌａｔｅｃｏｕｎｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄ

表２　本方法与标准方法检测误差对比
Ｔａｂｌｅ２　Ｅｒｒｏｒｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｗｏｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓ

样本
平板计数法／

（ＣＦＵ·ｍｌ－１）

微流控阻抗计数法／

（ＣＦＵ·ｍｌ－１）

相对误差／
％

１ ２．１×１０４ ２．０３×１０４ ３．３４

２ ４．２×１０４ ４．１×１０４ ２．３８

３ １０．５×１０４ １０．０６×１０４ ４．１９

　　表３所示为４种主要的病菌检测方法的结果对比，
在检出限方面，传统的平板计数法［２０］检出限最低约为

２ＣＦＵ·ｍｌ－１，远远优胜于其他所有方法，所述检测方法
的检出限虽大于平板计数法，但远小于其他两种方法；在

耗时方面，平板计数法从病菌培养至检测整个环节耗时

最长，约为４８ｈ，本文所述检测方法计数时间最少约为
３０ｍｉｎ；在试剂耗费方面，主要耗材为病菌活体、培养液
等，由表３可得，所述方法及微流控阻抗法试剂耗费最
小，远小于传统的平板计数法和电化学阻抗法；在仪器造

价方面，平板计数法表现了最大的优势，论文所述方法因

为自制的电路检测板，所购买的电路元器件（电阻、电容、

开关等）仅需２５０元，虽略大于平板计数法，但相比仪器
造价昂贵的微流控电化学阻抗法和电化学阻抗法却也表

现出不小的优势。

表３　四种主要方法的对比
Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｆｏｕｒｍａｉｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓ

指标
检出限

（ＣＦＵ·ｍｌ－１）

耗时／
ｈ

试剂

耗费／元
仪器

造价／元

平板计数法［２０］ ２ ４８ ９０ ２０

所述方法 １０ ０．５ ２５ ８５００

微流控电化学阻抗法［２１］ １．６×１０３ ０．８３ ３０ ４５０００

电化学阻抗法［２２］ ２．２×１０３ １ ８０ ５００００

本文提出的微流控阻抗计数检测方法与２０１５年郭
建江等人［２２］提出的微流控电化学阻抗法相比也有了较

大改进，相比之下，检出限缩小约１００倍，与传统的平板
计数法相比，所述检测法时间却由原来的４８ｈ缩短为
现在的约３０ｍｉｎ，检测效率提高约６０倍。综上所述，该
方法检出限和仪器造价相对较低、耗材小、检测时间

短。在众多的检测方法中综合表现出了较高的性价

比，并且整个检测过程的人力投入和复杂度远低于传

统平板计数法，大大提升了水产病原菌检测技术的自

动化水平。

５　结　　论

提出了一种快速检测水产养殖病原菌含量的简易微

流控系统研究方法。该系统将微电极构造于微流控芯片

通道底部并与数字阻抗测量电路连接，依据磁珠上包被

的水产病原菌抗体和水产病原菌发生特异性结合的机

理，检测相应的病原菌含量，鉴于病原菌种类很多，故应

根据检测任务，有针对性的选择病原菌抗体，再利用外部

高斯磁场控制诱导磁珠捕获水产病原菌，并将水产病原

菌与磁珠结合体带至微电极阵列，电极端的阻抗测量电

路实施水产病原菌含量检测。研究结果表明所提出的水
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产养殖病原菌集成微流控快速检测系统基本达到了日常

检测所需精度，而检测时间却由原来的４８ｈ缩短为现在
的约４５ｍｉｎ，检测效率提高约６０倍，且整个检测过程的
人力投入和复杂度远低于传统平板计数法，大大提升了

水产病原菌检测技术的自动化水平。为便携式水产病原

菌自动检测系统的研制提供了研究经验。
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为微传感与微系统技术。

Ｅｍａｉｌ：ｙａｎｇｎｉｎｇ７４１０＠１６３．ｃｏｍ
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ｓｙｓｔｅｍｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ．

　　左志强，２０１３年于常州工学院获得学士
学位，现为江苏大学硕士研究生在读，主要

研究方向为基于微流控芯片生物传感。
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ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｃｈｉｐ．

　　张荣标（通讯作者），分别在１９８２年和
２００３年于江苏大学获得学士和博士学位，现
为江苏大学电气信息工程学院教授、博士生

导师，主要研究方向为智能检测技术。

Ｅｍａｉｌ：ｚｒｂ＠ｕｊｓ．ｅｄｕ．ｃｎ
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ｒｅｓｅａｒｃｈｉｎｔｅｒｅｓｔｉｓｉｎｔｅｌｌｉｇｅｎｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ．


