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面向核酸现场快速检测的多重实时荧光检测系统
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摘     要：核酸现场快速检测具有便捷、操作简单、无需专用实验室、报告快速等优点，能在机场、社

区医院、海关、野外等各种复杂环境中进行检测。建立了一种可应用于核酸现场快速检测仪器的

荧光检测系统，包括非共聚焦式的正交光路与多通道检测集成结构。前者信噪比高、小型便捷；

后者切换效率高，能满足多重检测，其嵌合结构极大降低了通道间的荧光串扰。实验证明，系统

的检测下限低于 1.6 μg/mL，荧光检测梯度性 R2 值（确定系数）均大于 0.99，重复性测试的 CV
（coefficient of variance）值不超过 1.27%。通道间荧光串扰测试表明，通道间无串扰问题，巨细胞

病毒培养液的扩增实验准确性与稳定性较好，表明该系统能够针对多重检测进行有效荧光激发

与采集。
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Abstract：On-site rapid detection of nucleic acid has the advantages of convenience, simple operation, no need

for special laboratories, and rapid reporting, which can be detected in various complex environments such as

airports, community hospitals, customs and fields. A fluorescence detection system that can be applied to on-

site rapid detection instruments of nucleic acid was established, including non-confocal orthogonal optical path

and  multi-channel  detection  integrated  structure.  The  former  has  the  characteristics  of  high  signal-to-noise

ratio, small and convenient.  The latter has high switching efficiency and can meet multiple detection, and its

embedded  structure  greatly  reduces  the  fluorescence  crosstalk  between  channels.  The  experimental  results

show that the detection limit of the system is lower than 1.6 μg/mL, the R2 value (coefficient of determination)

of  fluorescence  detection  gradient  is  greater  than  0.99,  and  the  coefficient  of  variance  (CV)  value  of

repeatability test  does not exceed 1.27%. The inter-channel fluorescence crosstalk test  shows that there is  no
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crosstalk  between channels,  and  the  accuracy  and stability  of  cytomegalovirus  culture  medium amplification

experiment  are  good,  which  indicates  that  the  system  can  effectively  stimulate  and  collect  fluorescence  for

multiple detection.

Key words：on-site nucleic acid detection；polymerase chain reaction；fluorescence；real-time
  
引言

医学检验技术正逐步从细胞水平向分子水平

发展，作为分子诊断领域最为重要技术之一的核

酸检测（nucleic acid test, NAT） [1]，其特异性和灵敏

度极高，窗口期短，具备多重检测能力且可以实现

绝对定量，同时在疾病的后续治疗方案和预后评

估方面可作为重要的数据支撑。然而核酸检测当

前尚未完成全自动化的蜕变，在临床应用中面临

着检测操作繁琐、检测成本高昂、人员要求严格、

检测耗时长等挑战。面对新冠疫情肆虐，核酸检

测技术壁垒严重阻碍了检测效率，对疫情防控带

来很大挑战 [2-3]。为了满足即时即地、随到随检的

检测要求，核酸现场快速检测应运而生。现场快

速检测具有操作简单、报告快速、节约成本等优

点，不但可以用于大型医院检测，在机场、海关、社

区医院等也有广泛的应用潜力。

对于核酸扩增产物的检测一般使用实时荧光

检测的方法，当前荧光检测系统的研究主要集中

在光路搭建与多通道检测装置两个方面。光路搭

建包括对光学元件的改进以及对光路结构的设

计。许多研究通过对激发光源、透镜、导光元件等

进行几何或材料的改进，以提高整体光路的性能

与光学系统的检测效率 [4-7]；光路结构的设计主要

分为共聚焦式与非共聚焦式。MATHIES R A等于

1992 年提出共聚焦式光路的概念 [8]，ZHONG K K
等人在其搭建的核酸检测仪器中即采用这一光路

结构 [9]，具有良好的信噪比与灵敏度。谢欣茹等设

计了激发光路与发射光路共用一个大孔径透镜的

共聚焦型光路，实现多通道荧光的同时检测[10]。但

共聚焦式光路为了保证元器件间的共轭关系，通

常体积较大，装配时元器件的校准难度大，不利于

集成。非共聚焦式光路依据激发光路和荧光接收

光路所呈角度的不同，可分为斜射式、透射式和正

交式三种结构。SEILER K等采用 45°斜射式光路[11]，

李艳等设计了透射式光路[12]，但这两种光路信噪比

较低，而正交式光路可以最大限度避免这一缺

陷。YANG H等设计正交光路，避免高度聚焦的强

激发光干扰发射光的收集 [13]。对于多通道荧光检

测装置，部分系统利用分光光路进行通道切换。

美国 Cepheid公司研发的 GeneXpert核酸现场检测

仪器的光学系统使用二向色镜进行激发光与发射

光的筛选，实现了四通道荧光检测   [14]。CHENG
Z等通过多个不同二向色镜对发射荧光信号进行

分离，实现不同波长的荧光信号收集  [15]。赵子龙

等根据光的折射原理设计了结构紧凑的共聚焦式

双通道荧光检测系统，无需进行机械切换  [16]。由

于使用分光器件，此类光路光损较大，拓展性较

差。而另一部分则借助机械结构设计实现通道切

换，美国 Biofire公司设计的光学系统通过多色光

源配合装有不同波段滤光片的转盘，实现多通道

检测，其检测通道数受限于光源的滤光器频数 [17]。

张东旭团队研发的实时荧光检测系统满足了快

速、多重检测的需求，但光学元件数量多，直轴式

的切换方式效率低，通道切换定位重复性难以保

障  [18]。目前，大多数荧光检测系统并不完美，部分

检测系统的通道切换方式限制了系统向更多通道

检测的拓展[5, 19]；部分系统为了实现高精度，不得不

增大体积 [10, 20-21]，或为了追求高通量而牺牲全自动

的性能 [22-23]，难以完全满足核酸现场快速检测仪器

的要求。

为了克服现有荧光检测系统的不足，本文设计

了一种基于旋转切换的多通道荧光检测系统，采

用全光谱 LED光源，通过定制光纤将光源与旋转

集成结构相连接。旋转结构提高了电机转动效

率，设计激发光路与发射光路的径向交错分布与

嵌合式的模块支架，大大降低了通道间干扰问题，

并提高所采集荧光信号的信噪比。 

1    光路搭建
面向现场检测的光路搭建除了满足常规核酸

检测要求外，还将面临个性化、多变的检测环境，

导致系统的信噪比大幅降低，给系统设计带来了

较大挑战。为了满足小型便捷、结构简单、环境适

应性强等需求，通常留给荧光检测系统的空间非

常狭小，而检测试剂的承载器皿形状各异，与激发

光源的距离非标准化，因此本文设计了非共聚焦

式的正交光路结构，搭配光纤进行光的传导和收集。
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为了提高系统的集成性与可拓展性，该系统使

用型号为 TH-C14141050JH-53的全光谱 LED光源，

涵盖当前荧光检测普遍使用的窄带光波段，搭配

相应滤光片进行通道拓展。由于仪器采用双面加

热的温控方式，从芯片侧面进行激发与采集荧光。

该系统采用正交式光路，减少激发光对发射光的

干扰，如图 1所示。根据芯片扩增腔侧边仅 1 mm×
9 mm大小的线型光通路，搭配特定的光纤进行光

路传导，提高了光信号的传导效率与信噪比，也增

强了光学系统的可拓展性与通用性，适用于更多

不同材质与形状的检测试剂载体。
 

 
芯片扩增腔 激发光纤 激发滤光片 准直透镜 光源光纤

发射光纤 准直透镜 发射滤光片 光电二极管 
图 1    激发光路与发射光路

Fig. 1    Excitation optical path and emission optical path
 
 

激发光路与发射光路均为封闭式光通路。光

源由光源光纤传递至激发光路，激发光路内置平

凸透镜与窄带滤光片，光源通过激发光路后产生

带宽 10 nm~30 nm的窄带激发光，经由激发光纤传

递至芯片端，对荧光染料或探针进行激发产生发

射荧光。接着，发射光纤接收其数值孔径 65°内的

发射荧光，传递至发射光路中。发射光路中设置

有平凸透镜与相应窄带滤光片，对发射荧光进行

准直与滤波，收集目标荧光，传递至光电二极管

（PD）上进行信号转换。

由于 LED光源发散角较大，且光纤传输对准

直性造成一定影响。荧光染料与探针发光为朗伯

分布，发射荧光经发射光纤传导至发射光路中的

光具有较大发散角，入射光的发散角越大，滤光片

的透射通带蓝移越明显，峰值透射率也将随之下

降 [24]。 为了保证各个光路中具有最大光通量的平

行光，本文搭建了如图 2所示的半发散角 (θ)测试

装置，使用 CCD相机对所得光斑进行等距离拍

摄。半发散角的计算公式如下：

θ =
d∆r
d∆d

（1）

式中：∆r表示光斑半径差；∆d表示拍摄距离差。
 

 
图 2    半发散角测试装置

Fig. 2    Semi-divergence angle test device
 
 

由半发散角公式计算可得激发光路前端、芯

片激发端以及发射光路前端的半发散角，如表 1所

示，分别为 19.03°、13.50°、18.78°。
 

 
 

表 1    光路各端测量的半发散角 
Table 1    Semi-divergence angle measured at each end of

optical path （°）
 

位置 激发光路前端 芯片激发端 发射光路前端

发散角 19.03 13.50 18.78
 
 

发射荧光极其微弱，因此发射光路应最大限度

收集目标荧光，一方面提高滤波后有用信号的信

噪比，便于信号采集后的处理工作，另一方面拓宽

系统的检测范围。发射荧光经发射光纤依然可认

为是朗伯面光源，发射光路中光通量为

Φ =
dQ
dt
= π ·L ·dA · sin2

Ω （2）

式中：L表示光纤亮度；dA表示光纤出射端面上的

微小面积；Ω表示 dA发光的立体角大小。

光路中的照度为

E =
dΦ
dA
= π ·L · sin2

Ω （3）

为了获得最大强度的平行光束，经计算后得到

各光学元件间的距离，如表 2所示。
 

 
 

表 2    发射光路各元件间的距离 
Table 2    Distance between elements of emission optical

path mm
 

距离 发射光纤-透镜 透镜-发射滤光片 发射滤光片-PD

优化前距离 11.8 3.7 3.1

优化后距离 8.8 5.8 2.5
 
 

使用仿真软件 LightTools对光路中透镜与滤

光片间的距离进行验证与优化，如图 3所示。在发

射光路中距离发射光路前端 8.8 mm处使用焦距

f=10 mm、直径 φ=8 mm的平凸透镜，平凸透镜后
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端 5.8 mm处放置滤光片，可将最多平行与极小发

散角的荧光传递至发射滤光片进行滤波，最后目

标荧光由光电二极管转换为电信号。光路优化

后，准直性与有效荧光利用率得到提高。 

 

发射光纤 准直透镜 发射滤光片
光电二极管

(a) 发射光路仿真图
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(c) 发射光路优化后光电转换元件照度图 

图 3    发射光路仿真及照度对比图

Fig. 3    Comparison diagram of emission optical path simulation and illumination
 
  

2    多通道旋转集成结构设计与实现
在核酸检测中，根据分型检测、鉴别检测等需

求，通常使用多靶标进行检测，来提高检测的灵敏

度，而多通道的检测将带来一系列挑战。现场检

测往往对检测效率要求较高，通常在温控模块快

速升降温的极短间隙进行荧光采集，每个循环的

采集时间仅有数秒，同时为了兼顾多通道检测，每

个通道的切换与激发、采集时间将根据通道数进

行分配，对通道切换结构的切换速率与定位准确

性提出了较高的要求。要实现结构小型化与多重

检测，通道间距离的缩小是不可避免的，因此通道

间荧光串扰成为结构设计的一大难题。

本文设计了多通道旋转集成结构，如图 4所

示，由固定模块、旋转模块和驱动模块组成。固定

模块支撑多通道旋转集成装置，同时用于集成至

核酸现场快速检测仪器内部；旋转模块的内、外周

分别承载发射光路与激发光路，以避免激发光干

扰和荧光串扰；在固定模块的支撑下，旋转模块可

做旋转运动用于通道切换。驱动模块则通过步进

电机和传动零部件，用于驱动旋转模块旋转。为

了配合小体积、窄光路的测试场景，采用定制光纤

将激发光传导至生物样本处，并将发射荧光传导

至光电检测元件。

要实现多通道快速检测，除了对升降温模块具

有较高要求外，每个循环的采集速率也至关重

要。旋转模块实现了步进电机在最小工作量下驱

动旋转模块大角度旋转，在快速旋转过程中可保

持较高同轴度，减小模块的转动惯量，以延长系统

的使用寿命。
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图 4    多通道旋转集成结构

Fig. 4    Multi-channel rotation integrated module
 
 

核酸检测的分析中，结果的准确性极易受到荧

光信号异常的干扰，例如反应中气泡的产生或其

他噪声等引起的荧光信号突变。而其中通道间的

荧光串扰，是循环阈值定量计算准确性的重要影

响因素之一。因此，本文的多通道旋转集成结构

通过合理排布通道位置、设计相应嵌合结构来降

低荧光串扰。首先，光路布置为径向错开 30°的内

外 2周，外周为激发光路，内周为发射光路，内、外

周分别等间距设置 6条通道，该空间分配在体积小

型化的同时增大通道间的距离；其次，在通道与通

道之间、激发光路与发射光路之间设计嵌合结构，
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内外周利用前后阶梯相互错开，切断通道内外的

光信号传播。如图 5所示，根据光的直线传播特

点，在模块支架 1的右侧发射光路、模块支架 3的

左侧激发光路外周设计凸起，在模块支架 2的左侧

发射光路与右侧激发光路外周设计与凸起相适配

的凹槽，装配时凸起与凹槽相互嵌合，固定光路的

同时隔绝环境光与激发光。
 

 

(a) 模块支架 1 与模块支架 2 的嵌合设计

(b) 模块支架 2 与模块支架 3 的嵌合设计 
图 5    模块支架之间的嵌合结构设计

Fig. 5    Embedded structure between module brackets
 
 

各通道可根据波段需求，配置不同窄带滤光

片。为了减少光学元件的使用，激发光路与发射

光路的通道分别共用平凸透镜，固定于左、右固定

支架，扩增过程中通过切换模块支架进行不同信

号的采集。 

3    实验与结果分析
荧光检测系统实物图如图 6所示，集成于仪器

内部后对该系统的荧光采集性能进行验证。将整

个光路组装好并将 PD后端连接至皮安表进行电

信号采集，更直观地反映荧光值大小。根据《中华

人民共和国医药行业标准》——聚合酶链反应分

析仪 [25]（下文称为“国家行业标准”），配合本团队

自行研发的微流控芯片[26]，选择常用的 4个通道对

系统整体的检测性能进行分析。首先，对各通道

的检测下限以及荧光梯度进行测试，探索系统的

检测灵敏度，及其在检测范围内对不同浓度是否

具备检测准确性；其次，对不同浓度的荧光染料进

行重复性测试，确保系统的稳定性；接着，使用荧

光染料对每个通道进行荧光采集，测试通道之间

是否存在荧光串扰；最后，使用巨细胞病毒（cytomega-

lovirus，CMV，DNA类病毒）的病毒培养液进行扩

增检测实验，以评估系统性能。
 

 

 
图 6    荧光检测系统实物图

Fig. 6    Physical  image  of  proposed  fluorescence  detection

system
 
 

使用有机溶剂二甲基亚砜 DMSO溶解 FAM、

HEX、ROX及 CY5荧光染料，将 ROX、FAM、HEX、

CY5等 4种荧光染料分别以 2倍梯度稀释为 5个

梯度浓度，稀释液为 DEPC（diethyl pyrocarbonate）
水，稀释浓度如表 3所示。
 

  

表 3    荧光染料稀释浓度 
Table 3    Dilution concentration of fluorescent dyes μg·mL−1

 

荧光染料 FAM HEX ROX CY5

母液（50%DMSO） 2 000 13 200 18

梯度1（DEPC水） 200 1.3 20 1.8

梯度2（DEPC水） 100 0.65 10 0.9

梯度3（DEPC水） 50 0.325 5 0.45

梯度4（DEPC水） 25 0.162 5 2.5 0.225

梯度5（DEPC水） 12.5 0.081 25 1.25 0.112 5
 
  

3.1    荧光强度的检测下限与梯度性测试

在进行其他测试前，首先对系统的检测下限进

行摸索，将 4种荧光染料以 2倍梯度稀释为 10个

梯度，稀释液为 DEPC水，并对所有梯度荧光染料

及 DEPC水进行荧光测试，寻找各通道所测试的荧

光值高于 DEPC水且线性拟合的 R2 值高于 0.9的

荧光染料浓度。结果如表 4所示，各通道能够达

到 1.6 μg/mL以下的检测下限，且线性拟合的 R2 值

高于 0.94。
 

  

表 4    荧光染料检测下限测试结果

Table 4    Detection limit test results of fluorescent dyes
 

检测通道 ROX FAM HEX CY5

检测下限/μg·mL−1 0.31 1.56 0.02 0.11

线性度R2值 0.996 1 0.947 2 0.996 8 0.993 5
 

选择各通道检测范围内的 5个中等浓度分别
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使用皮安表进行 5组荧光采集测试，记录数据后计

算 5组电流值的平均值作为该通道该浓度的电流

值。求取对数，拟合线性函数并计算拟合优度

R2 值。结果如表 5和图 7所示，该荧光检测系统测

得的电流值对数拟合优度 R2 值均大于 0.99，说明

该系统在检测范围内能够对各浓度的荧光强度进

行准确激发与采集。
 

 
 

表 5    荧光染料梯度性检测结果

Table 5    Gradient test results of fluorescent dyes
 

检测通道
电流值对数

线性度R2值
梯度5 梯度4 梯度3 梯度2 梯度1

ROX 2.99 3.88 4.84 5.88 6.84 0.999 3
FAM 1.70 2.21 3.22 4.17 5.01 0.990 7
HEX 5.67 6.54 7.43 8.61 9.39 0.996 5
CY5 4.61 5.27 6.10 6.87 7.39 0.994 8
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图 7    各通道荧光染料梯度测试结果

Fig. 7    Test results of fluorescence dye gradient for each channel
 
  

3.2    荧光强度的重复性测试

将各通道对应的梯度 1、梯度 3、梯度 5分别

进行 10次荧光采集测试，记录皮安表的电流值后

计算各通道的 CV值。结果如表 6所示，对于不同

通道的各梯度浓度荧光染料所检测的 CV值，均不

超过 1.27%，符合国家行业标准，表明系统的检测

稳定性较好。
 

  

表 6    荧光强度重复性测试结果

Table 6    Repeatability test results of fluorescence intensity
 

检测通道
CV值

梯度5/% 梯度3/% 梯度1/%
ROX 1.27 0.19 0.16
FAM 1.20 0.89 0.59
HEX 1.01 0.27 0.06
CY5 1.24 0.20 0.29

  

3.3    通道间荧光干扰测试

选择 HEX、CY5这 2个荧光染料，分别使用梯

度 1、梯度 3、梯度 5，并利用皮安表对每个通道进

行 2种荧光染料和 DEPC水的测试，采集 PD后的

电流值后对比荧光染料与稀释液的电流值。结果

如表 7和表 8所示，各通道检测非目标荧光染料的

电流值均与稀释液相近，而目标荧光染料的电流

值呈梯度分布，如图 8所示。因此该荧光检测系统

无通道间荧光干扰，为所得荧光信号的高信噪比

与数据采集的有效性提供了保障。
 

  

表 7    基于 HEX 荧光染料的荧光串扰测试结果 
Table 7    Fluorescence crosstalk test results based on

HEX fluorescent dyes pA
 

检测通道
电流值

高浓度 中浓度 低浓度 DEPC水
ROX 1.90 1.11 2.15 1.28
FAM 0.29 0.54 1.23 0.22
HEX 217.71 65.63 20.52 4.18
CY5 0.80 0.42 0.67 1.19
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表 8    基于 CY5 荧光染料的荧光串扰测试结果 
Table 8    Fluorescence crosstalk test results based on

CY5 fluorescent dyes pA
 

检测通道
电流值

高浓度 中浓度 低浓度 DEPC水

ROX 0.22 0.37 0.67 1.15

FAM 0.28 0.14 0.19 0.02

HEX 2.03 0.19 1.78 1.37

CY5 120.63 38.54 14.15 0.94
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图 8    通道间荧光串扰测试结果

Fig. 8    Test results of fluorescence crosstalk between channels
 
  

3.4    样本扩增检测测试

对荧光检测系统进行测试后，将系统集成至核

酸现场快速检测仪器中，配合本团队自行研发的

快速扩增模块，进行样本扩增检测测试。使用商

用试剂对 10倍梯度稀释的高、中、低浓度巨细胞

（CMV）病毒培养液的手提核酸样本分别进行扩增

实验，结果如图 9所示。该系统能够完整地采集扩

增数据，在各浓度样本的 3次重复性实验中，曲线

拐点的重叠性好，证明系统的稳定性与一致性较

强。高、中、低浓度之间的拐点位置相差约 3.3个

循环，表明该系统的梯度性与准确性较好。
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图 9    样本扩增检测测试结果

Fig. 9    Test results of sample amplification detection
 
  

4    结论
本文面向核酸现场快速检测的需求，设计了基

于非共聚焦式的正交光路与基于旋转切换方式的

多通道旋转集成结构。相较于当前商用化的检测

仪器，具有较高的检测效率、准确性、可拓展性以

及较低的检测下限。搭建系统后，对其进行工程

实验与核酸扩增实验，以验证系统性能。实验证

明，该系统可实现检测速率快、稳定性强、准确率

高的多重检测。在荧光染料测试中，梯度性测试的
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R2 值均大于 0.99，稳定性测试的 CV值不超过 1.27%，

均符合国家行业标准，检测下限低于 1.6 μg/mL，通
道间无串扰现象；在 CMV样本扩增实验中，荧光

数据的梯度性与重复性较好。整体测试结果体现

了该系统优良的检测性能与应用价值。
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