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本发明的目的在于提供一种微流控激光免

疫时域分辨荧光的检测方法，该方法是在微流控

激光免疫时域分辨荧光检测仪上实现的。该方法

包括初始化及自聚焦、免疫时域分辨荧光光谱信

息获取、时域荧光光谱数据后处理三个步骤。本

发明的有益效果是，光路的共焦设计可有效提高

空间分辨率，可对血液中的微小区域分子进行探

测；长荧光寿命免疫标记为多次时域分辨采样提

供了基础；条纹相机传感器光谱仪实现单次激光

诱导荧光多次采集；多幅时域荧光提供时变光谱

信息，提高物种血液鉴别能力。
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1.一种微流控激光免疫时域分辨荧光光谱血液检测方法，该方法是在微流控激光免疫

时域分辨荧光光谱血液检测仪上实现的，所述检测仪由三维电动平台(1)、显微物镜(2)、双

色片(3)、光纤耦合镜(5)、荧光接收光纤(6)、荧光光谱仪(7)、条纹相机传感器(8)、数字延

迟发生器(9)、紫外激光扩束镜(10)、紫外低重频脉冲激光器(11)、主控制器(12)、无线网络

收发器(13)、废液罐(16)、自动进样台(19)组成；其特征在于所述的检测方法包括以下步

骤：

1)初始化及自聚焦

将珍稀动物待测血液注入血液管，将螯合标记物注入试剂管；将自动进样台的电动推

进器、检测细管、试剂管、血液管、Y形接头、废液罐组装好，安装于三维电动平台上；

主控制器发出指令启动电动推进器，以一定的速度推动试剂管中的螯合标记物与血液

管中的待测血液在Y形接头中相遇混合，产生免疫反应后，生成荧光标记位点，得到标记血

液，流进检测细管；

主控制器发出指令，启动数字延迟发生器；数字延迟发生器按设置的延迟T，发出两个

触发脉冲，先后启动紫外低重频脉冲激光器和条纹相机传感器；主控制器发出指令，使条纹

相机传感器工作于单帧曝光模式，并设置曝光时间Es；

紫外低重频脉冲激光器发出的紫外脉冲激光扩束聚焦至检测细管区域，产生的后向信

号经光纤耦合镜耦合进入荧光光谱仪，到条纹相机传感器进行光电转换；条纹相机传感器

将采集到的光谱信号传送到主控制器；主控制器计算该光谱信号的总强度I，即光谱曲线包

围的总面积；

主控制器发出指令，控制三维电动平台沿XYZ三个轴进行步进微动调整，在每个位置，

数字延迟发生器按设置的延迟T，发出两个触发脉冲，先后启动紫外低重频脉冲激光器和条

纹相机传感器；主控制器计算该位置回波光谱信号的总强度I，直至I到达最大值，此时，紫

外激光已准确聚焦至检测细管中的标记血液；

2)免疫时域分辨荧光光谱信息获取

在此紧聚焦状态下，主控制器发出指令，使条纹相机传感器工作于连续多帧采集模式；

设置单帧曝光时间Em、采样周期Δt以及总采集时间B；数字延迟发生器按设置的延迟T，发

出两个触发脉冲，先后启动紫外低重频脉冲激光器和条纹相机传感器；

紫外低重频脉冲激光器发出的紫外脉冲激光扩束聚焦至标记血液，产生的后向免疫荧

光信号经光纤耦合镜耦合进入荧光光谱仪，到条纹相机传感器进行光电转换；

条纹相机传感器将采集到的光谱信号传送到主控制器；条纹相机传感器按设置好的单

帧曝光时间Em、采样周期Δt以及总采集时间B进行时域分辨高速连续曝光，将随时间衰减

的由单发激光脉冲激发的B/Δt个荧光光谱记录下来并送至主控制器；

3)时域荧光光谱数据后处理

主控制器对待测血液的B/Δt个荧光光谱进行曲线形态，曲线时域变化速率等参数进

行提取及分析，构建其特征数据库，并将数据库信息通过无线网络收发器送至出入境监管

部门云系统；对珍稀动物血液进行快速检测、建库与识别，方便海关进出口检测检疫部门进

行珍稀动物的溯源、鉴别及保护。
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一种微流控激光免疫时域光谱检测方法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种血液检测方法,尤其涉及一种采用微流控激光免疫时域分辨荧光

光谱的血液检测方法，适用于海关对出口的珍稀动物血液进行检测鉴别，属于光电探测领

域。

背景技术

[0002] 在海关进出口各类商品中，各国对血液制品的进出口大都采取严格的管控措施。

由于动物，尤其是重要的珍稀动物，其血液成分中含有珍稀物种的遗传特性等重要的生物

信息，一旦外流将影响国家的生物安全，因此禁止出口。但不法分子往往在普通动物血液制

品中偷带珍稀动物血液，所以急需特制的仪器设备进行检测，以区别普通动物与珍稀动物，

以及珍稀动物的类别，以制止血液走私违法犯罪行为，保障国家的生物安全。

[0003] 珍稀动物血液的快速检测与鉴别是件困难的事情，因为有些动物的血液的基因差

异极小，其外在的光学特性极其相近，往往种间差异与种内差异都处一同一量级。为此，急

需找到一种可行的方法。

[0004] 一种强有力的分析工具为时间分辨免疫荧光分析，它采用镧系稀土元素螯合物作

为标记物，利用该类荧光物质寿命长和斯托克斯位移大的特点，通过时间分辨，有效排除非

特异性本底荧光干扰，灵敏度高，成为生物医学超微量分析强有力的工具。由于珍稀动物血

液极其珍贵，量很小，因此需进行小量及微量分析。微流控(Microfluidics)指的是使用微

米尺度管道处理或操纵微小流体的系统，可满足微量生物分析的要求。它具有微型化、集成

化等特征，微流控装置通常被称为微流控芯片，也被称为芯片实验室(Lab  on  a  Chip)和微

全分析系统(micro-Total  Analytical  System)。将以上免疫时域分辨荧光精细光谱手段

与微流控进样结合，可满足珍稀动物血液分析及鉴别的需求。

[0005] 综合上述，针对珍稀动物血液分析及鉴别的需求，本发明提出一种采用微流控激

光免疫时域分辨荧光的血液检测方法，适用于对珍稀动物进行快速检测、建库与识别，方便

海关进出口检测检疫部门进行珍稀动物的溯源、鉴别及保护。

发明内容

[0006] 本发明的目的在于提供一种微流控激光免疫时域分辨荧光的检测方法，可精确获

取珍稀血液中血红蛋白、细胞质、生物大分子等荧光特异性物质成份的免疫时域分辨荧光

信号，满足珍稀血液的检测、鉴别、溯源、保护等需求。

[0007] 本发明提出的微流控激光免疫时域分辨荧光光谱血液检测方法是在微流控激光

免疫时域分辨荧光光谱血液检测仪上实现的，检测仪由三维电动平台、显微物镜、双色片、

光纤耦合镜、荧光接收光纤、荧光光谱仪、条纹相机传感器、数字延迟发生器、紫外激光扩束

镜、紫外低重频脉冲激光器、主控制器、无线网络收发器、废液罐、自动进样台组成；

[0008] 其中自动进样台由电动推进器、检测细管、试剂管、血液管、Y形接头组成；Y形接头

为两进一出，将试剂管、血液管、检测细管三者联接；电动推进器推动试剂管中的螯合标记
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物与血液管中的待测血液在Y形接头中相遇混合，产生免疫反应后，生成荧光标记位点，得

到标记血液，流进检测细管，检测完成后，由废液罐收集；

[0009] 紫外低重频脉冲激光器沿发射光轴发出的紫外脉冲激光经紫外激光扩束镜扩束

准直，穿过双色片，经显微物镜聚焦至检测细管中的标记血液；产生的后向荧光信号沿发射

光轴通过显微物镜，经双色片反射后沿接收光轴行进，经光纤耦合镜耦合进荧光接收光纤，

再进入荧光光谱仪；荧光光谱仪中的分光元件将荧光信号分光后投射到条纹相机传感器进

行光电转换；条纹相机传感器中有可调门宽(即曝光时间)高速连续快门，可以固定的采样

周期Δt(即时域采样间隔)进行时域分辨高速连续曝光，将随时间衰减的多个荧光光谱记

录下来以供后续分析；

[0010] 发射光轴与接收光轴垂直；光纤耦合镜与紫外激光扩束镜孔径相等，且两者到双

色片的距离相等，基本满足共焦对称要求；

[0011] 数字延迟发生器以脉冲外触发方式，启动紫外低重频脉冲激光器和条纹相机传感

器，并设置两个外触发脉冲之间的延时T，以得到最佳性噪比的时域分辨荧光光谱；

[0012] 主控制器输入输出端口控制程序可实现对三维电动平台、电动推进器、数字延迟

发生器、条纹相机传感器的控制；且可接收条纹相机传感器输出的免疫时域分辨荧光光谱

信息,并构建对应珍稀动物血液的光谱数据库，进行血液分析与分类鉴别，实现数据库的查

询和远程传输；还可通过无线网络收发器联接海关部门云系统，实现数据库的上传、下载与

云端查询；

[0013] 本发明提出的微流控激光免疫时域分辨荧光光谱血液检测方法包括以下步骤：

[0014] (1)初始化及自聚焦

[0015] 将珍稀动物待测血液注入血液管，将螯合标记物注入试剂管；将自动进样台的电

动推进器、检测细管、试剂管、血液管、Y形接头、废液罐组装好，安装于三维电动平台上；

[0016] 主控制器发出指令启动电动推进器，以一定的速度推动试剂管中的螯合标记物与

血液管中的待测血液在Y形接头中相遇混合，产生免疫反应后，生成荧光标记位点，得到标

记血液，流进检测细管；

[0017] 主控制器发出指令，启动数字延迟发生器；数字延迟发生器按设置的延迟T，发出

两个触发脉冲，先后启动紫外低重频脉冲激光器和条纹相机传感器；主控制器发出指令，使

条纹相机传感器工作于单帧曝光模式，并设置曝光时间Es；

[0018] 紫外低重频脉冲激光器发出的紫外脉冲激光扩束聚焦至检测细管区域，产生的后

向信号经光纤耦合镜耦合进入荧光光谱仪，到条纹相机传感器进行光电转换；条纹相机传

感器将采集到的光谱信号传送到主控制器；主控制器计算该光谱信号的总强度I(注：光谱

曲线包围的总面积)；

[0019] 主控制器发出指令，控制三维电动平台沿XYZ三个轴进行步进微动调整，在每个位

置，数字延迟发生器按设置的延迟T，发出两个触发脉冲，先后启动紫外低重频脉冲激光器

和条纹相机传感器；主控制器计算该位置回波光谱信号的总强度I，直至I到达最大值，此

时，紫外激光已准确聚焦至检测细管中的标记血液；

[0020] (2)免疫时域分辨荧光光谱信息获取

[0021] 在此紧聚焦状态下，主控制器发出指令，使条纹相机传感器工作于连续多帧采集

模式；设置单帧曝光时间Em、采样周期Δt以及总采集时间B；数字延迟发生器按设置的延迟

说　明　书 2/5 页

4

CN 110672829 A

4



T，发出两个触发脉冲，先后启动紫外低重频脉冲激光器和条纹相机传感器；

[0022] 紫外低重频脉冲激光器发出的紫外脉冲激光扩束聚焦至标记血液，产生的后向免

疫荧光信号经光纤耦合镜耦合进入荧光光谱仪，到条纹相机传感器进行光电转换；

[0023] 条纹相机传感器将采集到的光谱信号传送到主控制器；条纹相机传感器按设置好

的单帧曝光时间Em、采样周期Δt以及总采集时间B进行时域分辨高速连续曝光，将随时间

衰减的由单发激光脉冲激发的B/Δt个荧光光谱记录下来并送至主控制器；

[0024] (3)时域荧光光谱数据后处理

[0025] 主控制器对待测血液的B/Δt个荧光光谱进行曲线形态，曲线时域变化速率等参

数进行提取及分析，构建其特征数据库，并将数据库信息通过无线网络收发器送至出入境

监管部门云系统；对珍稀动物血液进行快速检测、建库与识别，方便海关进出口检测检疫部

门进行珍稀动物的溯源、鉴别及保护。

[0026] 本发明的有益效果是，光路的共焦设计可有效提高空间分辨率，可对血液中的微

小区域分子进行探测；长荧光寿命免疫标记为多次时域分辨采样提供了基础；条纹相机传

感器光谱仪实现单次激光诱导荧光多次采集；多幅时域荧光提供时变光谱信息，提高物种

血液鉴别能力。

附图说明

[0027] 图1为本发明系统结构示意图，图中：1——三维电动平台；2——显微物镜；3——

双色片；4——接收光轴；5——光纤耦合镜；6——荧光接收光纤；7——荧光光谱仪；8——

条纹相机传感器；9——数字延迟发生器；10——紫外激光扩束镜；11——紫外低重频脉冲

激光器；12——主控制器；13——无线网络收发器；14——发射光轴；15——标记血液；

16——废液罐；17——检测细管；18——Y形接头；19——自动进样台；20——血液管；

21——待测血液；22——试剂管；23——螯合标记物；24——电动推进器。

具体实施方式

[0028] 本发明具体实施方式如图1所示。

[0029] 本发明提出的微流控激光免疫时域分辨荧光光谱血液检测方法是在微流控激光

免疫时域分辨荧光光谱血液检测仪上实现的，检测仪由三维电动平台1、显微物镜2、双色片

3、光纤耦合镜5、荧光接收光纤6、荧光光谱仪7、条纹相机传感器8、数字延迟发生器9、紫外

激光扩束镜10、紫外低重频脉冲激光器11、主控制器12、无线网络收发器13、废液罐16、自动

进样台19组成；

[0030] 其中自动进样台19由电动推进器24、检测细管17、试剂管22、血液管20、Y形接头18

组成；Y形接头18为两进一出，将试剂管22、血液管20、检测细管17三者联接；电动推进器24

推动试剂管22中的螯合标记物23与血液管20中的待测血液21在Y形接头18中相遇混合，产

生免疫反应后，生成荧光标记位点，得到标记血液15，流进检测细管17，检测完成后，由废液

罐16收集；

[0031] 紫外低重频脉冲激光器11(本实施例为波长266nm、重频小于1Hz、单脉冲能量

0.5mJ、脉冲宽度6ns，由外触发控制出光)沿发射光轴14发出的紫外脉冲激光经紫外激光扩

束镜10扩束准直，穿过双色片3，经显微物镜2聚焦至检测细管17中的标记血液15；产生的后
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向荧光信号(本实施例为波长大于266nm的荧光信号)沿发射光轴14通过显微物镜2，经双色

片3反射后沿接收光轴4行进，经光纤耦合镜5耦合进荧光接收光纤6，再进入荧光光谱仪7；

荧光光谱仪7中的分光元件将荧光信号分光后投射到条纹相机传感器8进行光电转换；条纹

相机传感器8中有可调门宽(即曝光时间)高速连续快门，可以固定的采样周期Δt(即时域

采样间隔)进行时域分辨高速连续曝光，将随时间衰减的多个荧光光谱记录下来以供后续

分析；

[0032] 发射光轴14与接收光轴4垂直；光纤耦合镜5与紫外激光扩束镜10孔径相等，且两

者到双色片3的距离L2与L1相等，基本满足共焦对称要求；

[0033] 数字延迟发生器9以脉冲外触发方式，启动紫外低重频脉冲激光器11和条纹相机

传感器8，并设置两个外触发脉冲之间的延时T(本实施例为100ns)，以得到最佳性噪比的时

域分辨荧光光谱；

[0034] 主控制器12输入输出端口控制程序可实现对三维电动平台1、电动推进器24、数字

延迟发生器9、条纹相机传感器8的控制；且可接收条纹相机传感器8输出的免疫时域分辨荧

光光谱信息,并构建对应珍稀动物血液的光谱数据库，进行血液分析与分类鉴别，实现数据

库的查询和远程传输；还可通过无线网络收发器13联接海关部门云系统，实现数据库的上

传、下载与云端查询；

[0035] 本发明提出的微流控激光免疫时域分辨荧光光谱血液检测方法包括以下步骤：

[0036] (1)初始化及自聚焦

[0037] 将珍稀动物待测血液21注入血液管20，将螯合标记物23注入试剂管22；将自动进

样台19的电动推进器24、检测细管17、试剂管22、血液管20、Y形接头18、废液罐16组装好，安

装于三维电动平台1上；

[0038] 主控制器12发出指令启动电动推进器24，以一定的速度推动试剂管22中的螯合标

记物23与血液管20中的待测血液21在Y形接头18中相遇混合，产生免疫反应后，生成荧光标

记位点，得到标记血液15，流进检测细管17；

[0039] 主控制器12发出指令，启动数字延迟发生器9；数字延迟发生器9按设置的延迟T，

发出两个触发脉冲，先后启动紫外低重频脉冲激光器11和条纹相机传感器8；主控制器12发

出指令，使条纹相机传感器8工作于单帧曝光模式，并设置曝光时间Es(本实施例为10ms)；

[0040] 紫外低重频脉冲激光器11发出的紫外脉冲激光扩束聚焦至检测细管17区域，产生

的后向信号经光纤耦合镜5耦合进入荧光光谱仪7，到条纹相机传感器8进行光电转换；条纹

相机传感器8将采集到的光谱信号(本实施例光谱范围为266-540nm)传送到主控制器12；主

控制器12计算该光谱信号的总强度I(注：光谱曲线包围的总面积)；

[0041] 主控制器12发出指令，控制三维电动平台1沿XYZ三个轴进行步进微动调整，在每

个位置，数字延迟发生器9按设置的延迟T，发出两个触发脉冲，先后启动紫外低重频脉冲激

光器11和条纹相机传感器8；主控制器12计算该位置回波光谱信号的总强度I，直至I到达最

大值，此时，紫外激光已准确聚焦至检测细管17中的标记血液15；

[0042] (2)免疫时域分辨荧光光谱信息获取

[0043] 在此紧聚焦状态下，主控制器12发出指令，使条纹相机传感器8工作于连续多帧采

集模式；设置单帧曝光时间Em(此实施例为8ms)、采样周期Δt(本实施例为10ms)以及总采

集时间B(此实施例为500ms)；数字延迟发生器9按设置的延迟T，发出两个触发脉冲，先后启
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动紫外低重频脉冲激光器11和条纹相机传感器8；

[0044] 紫外低重频脉冲激光器11发出的紫外脉冲激光扩束聚焦至标记血液15，产生的后

向免疫荧光信号经光纤耦合镜5耦合进入荧光光谱仪7，到条纹相机传感器8进行光电转换；

[0045] 条纹相机传感器8将采集到的光谱信号(本实施例光谱范围为266-540nm)传送到

主控制器12；条纹相机传感器8按设置好的单帧曝光时间Em(此实施例为8ms)、采样周期Δt

(本实施例为10ms)以及总采集时间B(此实施例为500ms)进行时域分辨高速连续曝光，将随

时间衰减的由单发激光脉冲激发的B/Δt(本实施例为500ms/10ms＝50)个荧光光谱记录下

来并送至主控制器12；

[0046] (3)时域荧光光谱数据后处理

[0047] 主控制器12对待测血液21的B/Δt个荧光光谱进行曲线形态，曲线时域变化速率

等参数进行提取及分析，构建其特征数据库，并将数据库信息通过无线网络收发器13送至

出入境监管部门云系统；对珍稀动物血液进行快速检测、建库与识别，方便海关进出口检测

检疫部门进行珍稀动物的溯源、鉴别及保护。
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