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(57)摘要

本发明涉及快速定量检测D-二聚体的微流

控荧光免疫芯片，可有效解决灵敏度低、重复性

差、易受外界环境干扰，以及现有配套仪器昂贵、

检测时间长的问题，底板为空心凹槽长方形，顶

板置于底板凹槽的正上方，构成底板和顶板的密

封结构，顶板的上平面有样品加样口和负压接

口，底板的凹槽内经回形管装有串接在一起的样

品加样区、血细胞过滤区、微栅反应腔、时间阀、

识别反应区和废液池，血细胞过滤区上装有血细

胞滤膜，样品加样口正对底板样品凹槽内的样品

加样区，回形管的负压端接负压接口，微栅反应

腔预封装有D-二聚体检测抗体和质控抗体，识别

反应区预封装D-二聚体捕获抗体和质控抗体，本

发明结构简单，易生产制备，使用方便，准确率

高，节能环保。
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1.一种快速定量检测D-二聚体的微流控荧光免疫芯片，包括底板、顶板、样品加样区、

微栅反应腔、识别反应区、废液室和血细胞过滤区，其特征在于，所述的底板（1）为空心凹槽

长方形，顶板（2）置于底板凹槽的正上方，构成底板和顶板的密封结构，顶板的上平面有样

品加样口（11）和负压接口（9），底板的凹槽内经回形管（10）装有串接在一起的样品加样区

（3）、血细胞过滤区（12）、微栅反应腔（5）、时间阀（6）、识别反应区（7）和废液池（8），血细胞

过滤区（12）上装有血细胞滤膜（4），样品加样口（11）正对底板样品凹槽内的样品加样区

（3），回形管（10）的负压端接负压接口（9），微栅反应腔（5）预封装有D-二聚体检测抗体和质

控抗体，构成样品与荧光标记的D-二聚体单克隆抗体混合反应区；识别反应区（7）预封装D-

二聚体捕获抗体和质控抗体；样品加样区（3）中的样品靠自虹吸作用移动或采用负压接口

连接控制泵进行移动；

所述的D-二聚体抗体的制备方法是：

1）、荧光微球的活化、洗涤，此步骤需要将荧光微球表面修饰基团活化，取直径为200 

nm荧光微球，加入缓冲液离心，弃上清，沉淀用洗涤缓冲液重复洗涤3次；将末次沉淀重悬于

所述洗涤缓冲液中，使荧光微球的质量体积比终浓度为1%，所述洗涤缓冲液选自PBS缓冲液

和MES缓冲液中的一种；

2）、D-DIMER抗体包被荧光微球，取1  ml活化洗涤后的200  nm胶乳溶液，加入抗D-DIMER

抗体，使抗D-DIMER抗体终浓度为1  mg/ml  ；混匀后，置4度，摇床以220rpm转速包被8h；用

PBS缓冲液洗涤未与荧光微球结合的抗D-DIMER抗体，重复3次；封闭：将洗涤后的抗D-DIMER

抗体的荧光微球溶于包含所述保护剂的缓冲液中，使所述荧光微球的质量体积比终浓度为

0.1-0.14%；

3）、抗D-DIMER抗体和荧光微球结合后封闭，将所述荧光微球与所述抗D-DIMER抗体混

合物，加入BSA0.3%，室温下反应2  h，离心，除去其中少量的沉淀物；清洗，将形成的荧光微

球-抗D-DIMER抗体复合物溶液离心，弃上清，加入磷酸盐缓冲液重复清洗3次；将末次沉淀

溶于含所述保护剂和防腐剂的缓冲液中，使所述荧光微球的质量体积比终浓度为0  .  04%-

0  .14%。

2.根据权利要求1所述的快速定量检测D-二聚体的微流控荧光免疫芯片，其特征在于，

所述的顶板上开有排气孔。

3.根据权利要求1所述的快速定量检测D-二聚体的微流控荧光免疫芯片，其特征在于，

所述的样品加样区上开有圆形或方形的加样孔（11）。

4.根据权利要求1所述的快速定量检测D-二聚体的微流控荧光免疫芯片，其特征在于，

所述底板为长方形的凹槽状，具有不同功能微结构，底板和顶板采用胶粘、机械固定、超声

封合密封固定在一起。

5.根据权利要求1所述的快速定量检测D-二聚体的微流控荧光免疫芯片，其特征在于，

所述微栅反应腔，包括有等间距排列的微结构，所述微结构为梯形、三角形、半圆形的一种。

6.根据权利要求1所述的快速定量检测D-二聚体的微流控荧光免疫芯片，其特征在于，

所述时间阀包括阻滞栏结构形成的导流槽，每个阻滞栏呈下宽上窄的梯形、阶梯形或三角

形。

7.根据权利要求1所述的快速定量检测D-二聚体的微流控荧光免疫芯片，其特征在于，

所述识别反应区，包括有等间距排列的微结构，所述微结构为梯形、三角形、半圆形。
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一种快速定量检测D-二聚体的微流控荧光免疫芯片

技术领域

[0001] 本发明涉及医疗诊断设备，特别是一种快速定量检测D-二聚体的微流控荧光免疫

芯片。

背景技术

[0002] D-二聚体(D-dimer，D-D)是纤维蛋白单体经活化因子ＸIII交联形成交联纤维蛋

白 (F b)的特异降解产物，是一个特异性的纤溶过程标记物。纤维蛋白溶解系统

(fibrinolysis  system)是人体最重要的抗凝系统，当纤维蛋白凝结块(fibrin  clot)形成

时，在纤溶酶原激活剂的存在下,纤溶酶原激活转化为纤溶酶,纤维蛋白溶解过程开始,纤

溶酶降解纤维蛋白凝结块形成各种可溶片段，形成纤维蛋白产物(FDP)，主要包括X-寡聚体

(X-oligomer)、D-二聚体(D-Dimer)、中间片段(Intermediate  fragments)、片段E

(Fragment  E)。纤溶蛋白降解产物中，只有D-二聚体可反映血栓形成后的溶栓活性。D-二聚

体的水平升高，表明体内存在着频繁的纤维蛋白降解过程。D-二聚体对于诊断与治疗纤溶

系统疾病，如深静脉血栓(  DVT  )，肺栓塞(  PE  )，弥漫性血管内凝血(  DIC  )的诊断，以及

溶栓治疗监测,有着重要的意义。

[0003] D-dimer常见检测方法，主要有传统的酶联免疫吸附法、免疫比浊法、化学发光法

及胶体金免疫层析法或者荧光免疫层析法等方法。ELISA法灵敏度高，但定量准确性差、操

作步骤繁琐、反应时间长，不适合POCT的应用。乳胶比浊法，一般采用多克隆抗体包被乳胶

微球，灵敏度和特异性都不理想，如果采用单克隆抗体包被乳胶微球，则试剂成本很高。化

学发光法对专业技术要求高，虽具有准确、灵敏度高、特异性强等优点，但其所用仪器价格

昂贵，不能快速提供检查结果。胶体金免疫层析法具有操作简便、检测快速，标本用量少，价

格便宜的优势，但是当待测物质含量较低，通过肉眼来判断容易出现误判，灵敏度较低。荧

光免疫层析法荧光免疫层析法大多数采用荧光素或其他物质CN  106248927  A作为发光源，

虽然有较高的线性范围，但受样品中的本底荧光干扰，不能够保证低端灵敏度。CN 

202631543  U公开了一种本实用新型涉及一种D-二聚体荧光免疫定量测定试纸条，该发明

使用荧光微球标记的抗D-二聚体抗体，实现了人血浆中D-二聚体的准确定量检测，具有操

作简便、准确度高、成本低等特点。。中国专利CN  106290822  A公开了一种D-二聚体免疫胶

乳微球制备方法及应用，该方法优化化学交联方法，采用胶乳增强免疫比浊法测定D-二聚

体，操作快速、简单，可应用于全自动生化分析仪或凝血分析仪。

[0004] 微流控技术(Microfluidics)是把生物、化学、医学分析过程的样品制备、反应、分

离、检测等基本操作单元集成到一块微米尺度的芯片上，自动完成分析全过程。由于它在生

物、化学、医学等领域的巨大潜力，已经发展成为一个生物、化学、医学、流体、电子、材料、机

械等学科交叉的崭新研究领域。微流控芯片，是微流控技术（Microfluidics）实现的主要平

台，有着体积轻巧、使用样品及试剂量少，且反应速度快、可大量平行处理及可即用即弃等

优点。随着芯片微加工技术的快速发展，微流控技术得到了广泛的应用。美国专利

US005458852A介绍了一种微流控芯片，该芯片包括检测装置、检测系统和流量控制单元等
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设备组件，涵盖目标配体结合区域，实现了液体流动控制与时间控制、反应孵化、分离清洗

和检测等步骤，实现了传统中免疫层析试纸条的所有功能。美国专利US  20110243795Al公

开了一种没有外部电源控制的微流控芯片，该芯片通过不同微结构区域，预处理环节、反应

通道、清洗环节，来控制样品与缓冲液的加样时间差，保证了待测样品的重复性和稳定性。

中国专利CN  105259163  A公开了一种定量检测全血中D-dimer的磁微粒化学发光微流控芯

片，实现对全血样品中D-dimer的定量检测，该检测方法具有操作简单，灵敏度高，低成本等

特点。

[0005] 针对现有D-二聚体检测设备的不足和缺陷，开发快速、准确、稳定性高、灵敏度高

的D-二聚体定量检测设备，具有巨大发展潜力和应用前景。微流控芯片技术能够实现样品

制备、反应、分离、检测等基本操作单元集成于一块微米尺度的芯片，同时，微通道形成的网

络，能够贯穿整个系统，具有便携、低能耗、易于制作等优点，易于满足生命科学对生物样品

进行低剂量、更高效、高灵敏、快速分离分析的需求，有望为即时诊断和家庭医疗等领域提

供新的快速诊断设备。

发明内容

[0006] 针对上述情况，为克服现有技术之缺陷，本发明之目的就是提供一种快速定量检

测D-二聚体的微流控荧光免疫芯片，可有效解决灵敏度低、重复性差、易受外界环境干扰，

以及现有配套仪器昂贵、检测时间长的问题。

[0007] 本发明解决的技术方案是，一种快速定量检测D-二聚体的微流控荧光免疫芯片，

包括底板、顶板、样品加样区、微栅反应腔、识别反应区、废液室和血细胞过滤区，所述的底

板为空心凹槽长方形，顶板置于底板凹槽的正上方，构成底板和顶板的密封结构，顶板的上

平面有样品加样口和负压接口，底板的凹槽内经回形管装有串接在一起的样品加样区、血

细胞过滤区、微栅反应腔、时间阀、识别反应区和废液池，血细胞过滤区上装有血细胞滤膜，

样品加样口正对底板样品凹槽内的样品加样区，回形管的负压端接负压接口，微栅反应腔

预封装有D-二聚体检测抗体和质控抗体，构成样品与荧光标记的D-二聚体单克隆抗体混合

反应区；识别反应区预封装D-二聚体捕获抗体和质控抗体；样品加样区中的样品靠自虹吸

作用移动或采用负压接口连接控制泵进行移动；

所述的D-二聚体抗体的制备方法是：

1）、荧光微球的活化、洗涤，此步骤需要将荧光微球表面修饰基团活化，取直径为200 

nm荧光微球，加入缓冲液离心，弃上清，沉淀用洗涤缓冲液重复洗涤3次；将末次沉淀重悬于

所述洗涤缓冲液中，使荧光微球的质量体积比终浓度为1%，所述洗涤缓冲液选自PBS缓冲液

和MES缓冲液中的一种；

2）、D-DIMER抗体包被荧光微球，取1  ml活化洗涤后的200  nm胶乳溶液，加入抗D-DIMER

抗体，使抗D-DIMER抗体终浓度为1  mg/ml  ；混匀后，置4度，摇床以220rpm转速包被8h；用

PBS缓冲液洗涤未与荧光微球结合的抗D-DIMER抗体，重复3次；封闭：将洗涤后的抗D-DIMER

抗体的荧光微球溶于包含所述保护剂的缓冲液中，使所述荧光微球的质量体积比终浓度为

0.1-0.14%；

3）、抗D-DIMER抗体和荧光微球结合后封闭，将所述荧光微球与所述抗D-DIMER抗体混

合物，加入BSA0.3%，室温下反应2  h，离心，除去其中少量的沉淀物；清洗，将形成的荧光微
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球-抗D-DIMER抗体复合物溶液离心，弃上清，加入磷酸盐缓冲液重复清洗3次；将末次沉淀

溶于含所述保护剂和防腐剂的缓冲液中，使所述荧光微球的质量体积比终浓度为0  .  04%-

0  .14%。

[0008] 本发明结构简单，新颖独特，易生产制备，使用方便，准确率高，节能环保，经济和

社会效益显著。

附图说明

[0009] 图1为本发明的结构主视图。

[0010] 图2为本发明的底板部分结构主视图。

[0011] 图3为本发明D-二聚体微流控免疫芯片检测原理图。

[0012] 图4为本发明D-二聚体检测标准曲线图。

具体实施方式

[0013] 以下结合附图和具体情况对本发明的具体实施方式作详细说明。

[0014] 由图1、图2所示，本发明一种快速定量检测D-二聚体的微流控荧光免疫芯片，包括

底板、顶板、样品加样区、微栅反应腔、识别反应区、废液室和血细胞过滤区，所述的底板1为

空心凹槽长方形，顶板2置于底板凹槽的正上方，构成底板和顶板的密封结构，顶板的上平

面有样品加样口11和负压接口9，底板的凹槽内经回形管10装有串接在一起的样品加样区

3、血细胞过滤区12、微栅反应腔5、时间阀6、识别反应区7和废液池8，血细胞过滤区12上装

有血细胞滤膜4，样品加样口11正对底板样品凹槽内的样品加样区3，回形管10的负压端接

负压接口9，微栅反应腔5预封装有D-二聚体检测抗体和质控抗体，构成样品与荧光标记的

D-二聚体单克隆抗体混合反应区；识别反应区7预封装D-二聚体捕获抗体和质控抗体；样品

加样区3中的样品靠自虹吸作用移动或采用负压接口连接控制泵进行移动；

所述的D-二聚体抗体的制备方法是：

1）、荧光微球的活化、洗涤，此步骤需要将荧光微球表面修饰基团活化，取直径为200 

nm荧光微球，加入缓冲液离心，弃上清，沉淀用洗涤缓冲液重复洗涤3次；将末次沉淀重悬于

所述洗涤缓冲液中，使荧光微球的质量体积比终浓度为1%，所述洗涤缓冲液选自PBS缓冲液

和MES缓冲液中的一种；

2）、D-DIMER抗体包被荧光微球，取1  ml活化洗涤后的200  nm胶乳溶液，加入抗D-DIMER

抗体，使抗D-DIMER抗体终浓度为1  mg/ml  ；混匀后，置4度，摇床以220rpm转速包被8h；用

PBS缓冲液洗涤未与荧光微球结合的抗D-DIMER抗体，重复3次；封闭：将洗涤后的抗D-DIMER

抗体的荧光微球溶于包含所述保护剂的缓冲液中，使所述荧光微球的质量体积比终浓度为

0.1-0.14%；

3）、抗D-DIMER抗体和荧光微球结合后封闭，将所述荧光微球与所述抗D-DIMER抗体混

合物，加入BSA0.3%，室温下反应2  h，离心，除去其中少量的沉淀物；清洗，将形成的荧光微

球-抗D-DIMER抗体复合物溶液离心，弃上清，加入磷酸盐缓冲液重复清洗3次；将末次沉淀

溶于含所述保护剂和防腐剂的缓冲液中，使所述荧光微球的质量体积比终浓度为0  .  04%-

0  .14%。

[0015] 为了保证使用效果和使用方便，所述的顶板上开有排气孔；所述的样品加样区上
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开有圆形或方形的加样孔11（图中未标示）；

所述底板为长方形的凹槽状，具有不同功能微结构，底板和顶板采用胶粘、机械固定、

超声封合密封固定在一起；

所述微栅反应腔，包括有等间距排列的微结构，所述微结构为梯形、三角形、半圆形的

一种；

所述时间阀包括阻滞栏结构形成的导流槽，每个阻滞栏呈下宽上窄的梯形、阶梯形或

三角形；

所述识别反应区，包括有等间距排列的微结构，所述微结构为梯形、三角形、半圆形等；

所述识别反应区包括至少一个以上的检测位点。

[0016] 本发明所述的微流控芯片，主要应用于血浆、全血、血清、尿液、脊髓液、羊膜水的

检测等。

[0017] 本发明所述的微流控芯片，材质包括PS、PC、PMMA等高分子材料，但不局限于上述

材料，优选为PS。

[0018] 本发明所述的微流控芯片，加工方法主要有机械加工法、注塑法、模具法、光刻加

工法等，优选为光刻加工法。

[0019] 所述D-Dimer检测抗体为一对配对抗体，即一个包被抗体和一个标记抗体。

[0020] 所述配对抗体，只要实现配对识别即可，可以是市售产品或用常规制备方法制得

的抗体，可以是单克隆抗体，也可以是多克隆抗体，优选为单克隆抗体。

[0021] 本发明所述抗体，为单克隆抗体时，其来源没有明确限制，可以是市售产品，也可

以是参照文献或国家公布制备方法，利用，细胞融合技术或基因重组技术等制备的单克隆

抗体，优选为细胞融合技术提取的单克隆抗体。

[0022] 本发明所述抗体，是多克隆抗体时，其来源没有明确限制，可以是市售产品，也可

以是参照文献或国家公布制备方法，通过兔、大鼠、小鼠、绵羊、山羊、马等产生的多克隆抗

体，优选为鼠源多克隆抗体。

[0023] 所述荧光标记抗体为荧光微球标记抗体，所述荧光微球粒径为100-500  nm，优选

为200  nm。

[0024] 所述荧光微球，荧光微球的载体为天然或合成的有机高分子材料，负载的荧光物

质有机物，其激发波长为620-680  nm，发射波长为730-790  nm。

[0025] 所述荧光标记抗体，是通过抗体与荧光微球化学反应交联而制成，在所述抗体-荧

光微球制备中，所述抗抗体与荧光微球的质量比为1：10  -  1:100，优选为1:10.

所述荧光微球，通过表面修饰基团与抗CK-MB抗体化学反应交联，表面修饰基团有多

种，羧基，氨基，醛基，羰基，优选为羧基。

[0026] 所述滤血膜为玻纤或无纺布材料，厂家主要有杭州科百特过滤器材有限公司、沃

特曼公司、奥斯龙公司。

[0027] 所述包被抗D-Dimer抗体，终浓度为1mg/ml，缓冲液为PB，CB，Tris-HCl，优选为PB。

[0028] 所述保护剂包括牛血清白蛋白和明胶，质量体积比终浓度为为3-10%，优选为3%。

[0029] 所述荧光标记的缓冲液选自硼酸盐缓冲液、碳酸盐缓冲液、Tris-HCl缓冲液、磷酸

盐缓冲液和甘氨酸缓冲液中的一种或多种，优选为硼酸盐缓冲液

所述荧光标记的缓冲液，缓冲液的浓度为10-100mM，优选为10  Mm。
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[0030] 所述荧光标记的缓冲液，缓冲液的pH为7.0-7.5，优选为7.2。

[0031] 所述反应活性剂选自吐温20，吐温100，优选为吐温20；

所述反应活性剂质量体积比为0.02-0.4%，优选为0.2%。

[0032] 所述试剂防腐剂选自叠氮钠、硫柳汞和PrOClin300中的一种或多种，优选为

PrOClin300。

[0033] 所述试剂防腐剂，所述防腐剂的质量体积比为0.1-2%，优选为1%。

[0034] 为了使本领域的技术人员更好地理解本发明的技术方案，下面结合具体实施例对

本发明作进一步的详细说明。

[0035] 实施例1：荧光抗体的制备

(  1  )荧光微球的洗涤：取直径为200  nm荧光微球，加入PB缓冲液离心，弃上清，沉淀用

洗涤缓冲液重复洗涤3次；将末次沉淀重悬于所述洗涤缓冲液中，使荧光微球的质量体积比

终浓度为1%；

(  2  )荧光微球的活化：配置活化剂EDC、NHS溶液，浓度分别为1mg/ml、1mg/ml。取洗涤

后的微球200ul，分别加入EDC、NHS溶液50ul，震荡，反应30min；

(  3  )荧光抗体溶液的制备：用10  mmol/L的溶液稀释D-DIMER单克隆抗体至5  ug/ml，

取抗D-DIMER抗体溶液，加入上述活化溶液，保证最后抗体浓度为25  ug/ml，4度，反应3h；

(  4  )荧光抗体的封闭和保护：取含有3%BSA和1%PC  300溶液，加入上述反应液，震荡反

应30min；反应结束后，9000rpm离心力下，弃上清，取沉淀物置于PBS缓冲液，4度保存待用。

[0036] 质控抗体标记的荧光微球的制备过程同D-DIMER制备微球的过程相同。

[0037] 实施例2：D-DIMER免疫荧光微流控芯片的制备

(  1  )包被抗体溶液的制备：用10  mmol/L的PB溶液稀释D-DIMER单克隆抗体至5  ug/

ml；

(  2  )质控抗体溶液的制备：用10  mmol/L的PB溶液稀释D-DIMER质控抗体至5  ug/ml；

(  3  )点样：采用biodot仪器，将包被抗体和质控抗体分别喷于微流控底板的识别反应

区和质控线位置，37度，3h；

(  4  )荧光微球固定：将荧光微球标记过得抗体固定于微栅反应腔，37度，3h；

(  5  )组合封装：将固定了抗体和荧光抗体的微流控底板与顶板组装，并采用超声焊接

方法组合，与干燥剂一并封装与铝箔袋，置于干燥柜中保存，待用。

[0038] 实施例3：标准曲线的绘制

用小牛血清稀释D-DIMER标准品，浓度为：0、0.5、2.0、10.0、25.0、50.0、100.0  ng/ml。

[0039] 分别取50 μl标准品滴加到微流控芯片加样孔，反应15分钟后，通过D-DIMER微流

控芯片读数仪读取系统检测信号，每个标准品的浓度检测三次，标准曲线如图3所示。

[0040] 实施例4：D-DIMER样本检测

选取40例国外荧光检测法检测D-DIMER的临床样本(样本浓度覆盖标准品的检测范

围)，采用本发明的D-DIMER微流控芯片及配套仪器进行检测。以荧光检测法检测的D-DIMER

浓度为横坐标，以本发明检测D-DIMER浓度为纵坐标，绘制样本相关性曲线，如图4。其中，D-

DIMER的相关性系数R均大于0  .97，完全符合临床试验的要求。

[0041] 由上述可以看出，一种检测全血中D-Dimer的免疫荧光微流控芯片，所述微流控芯

片包括顶板(1)结构和底板(2)结构，其中顶板有加样孔；底板上的样品区、血细胞过滤区、
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微栅反应腔、内部质控线、识别反应区，废液池依次连接。样品区为样品加入孔，血细胞过滤

区为特殊设计空腔并添加特殊滤膜组成。微栅反应腔设计有微栅结构，保证了样品与荧光

抗体的均匀结合与反应充分；识别反应区设计有微通道与自虹吸微结构，实现抗体均质固

定和样品的定量快速反应。废液池为反应后的废液存储，并且防止了污染与回流。微流控芯

片将不同功能区以微通道形成连接网络，全封闭芯片系统，实现了样品反应、分离、检测等

一体化操作，缩减了操作步骤及操作误差，同时，降低了外界的干扰和污染。

[0042] 所述识别反应区包被抗D-Dimer的单克隆抗体，质控区包被质控单克隆抗体，微栅

反应腔为样品与荧光标记的抗D-Dimer单克隆抗体混合反应区，所述血细胞过滤区包含滤

血膜，废液池用于存储废液。所述微流控芯片测试流程中，样品靠自虹吸作用移动，所述顶

板(  1  )与底板(  2  )采用超声焊接法。

[0043] 本发明与现有技术相比，具有以下突出的优点：

1  )本发明采用免疫荧光法，具有灵敏度高、基质影响小的优点。

[0044] 2  )本发明采用的微流控芯片，将样本混合、反应、分离和检测功能集成于一个芯

片上，并把反应所需的所有试剂组分集成到芯片，操作一体化，简单快速。

[0045] 3  )基于微流控检测芯片技术，通过精细稳定地控制免疫反应过程，达到有效地控

制微反应的变异系数。

[0046] 4  )本发明操作简便，检测时，只需加入样本，把芯片放入小型便携配套仪器中即

可。

[0047] 5  )本发明配套仪器是小型便携仪器，仪器只与芯片发生物理接触，芯片内液体不

与仪器接触，不会污染仪器而产生交叉干扰。
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