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基于微流控芯片的圆褐固氮菌浓度快速检测方法
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摘要：针对当前微生物肥料中圆褐固氮菌浓度检测方法耗时长、自动化程度低等缺点，提出了一种基于微流控芯片

的圆褐固氮菌浓度检测方法。设计了具有自动进样、混合稀释以及电化学循环伏安检测等功能的微流控芯片，构

建了微流控检测系统实验平台，优化了系统中的进样速度、扫描速率等工艺参数，并对检测系统的性能指标进行了

实验验证。结果表明，与国标平板计数法相比，所提出方法不仅能够满足微生物肥料检测的精度要求，而且具备较

快的检测速度及较高的检测自动化程度。
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　　引言

微生物肥料以其改良土壤、增加产量、提高农作

物品质且保护环境等优点而成为当前土壤肥料的研

究重点
［１－４］

。其中圆褐固氮菌（简称固氮菌）是微

生物复合肥料中一种常用的重要组分。当前微生物

肥料（简称菌肥）的菌种鉴别、浓度检测等检测环节

是菌肥质量控制的关键，也是当前研究的热点。常

用菌肥检测方法有平板计数法
［５］
、图像检测法

［６］
和

分子生态学法
［７－８］

等，其中平板计数法、图像检测法

需要对菌肥样本进行增菌培养，耗时长；分子生态学

法检测精度高，但工艺复杂，以上检测方法都存在自

动化程度较低、难以快速检测的缺点，严重制约微生

物肥料的研究、生产和推广应用。

以微机电加工（ＭＥＭＳ）为基础的微流控检测技
术将生化样品检测中的进样、反应以及检测等过程

集成到微小芯片上构建“芯片实验室”，具有微型

化、自动化的特点，是当前微生物检测领域的一项国



际前沿技术。微流控芯片上微生物浓度检测主要采

用光学检测法和电化学检测法。光学检测法灵敏度

高，但设备复杂成本高，而电化学检测方法灵敏度

高，体积小，装置简单，易于微型化与自动化
［９－１３］

。

本文提出一种基于微流控芯片的固氮菌浓度快

速检测方法，并对所提出的方法进行实验验证。

１　固氮菌微流控检测系统

１１　固氮菌电化学检测机理
电化学循环伏安法是一种常用的微生物浓度检

测方法，在液态培养基中微生物会通过细胞外新陈

代谢实现自身与电化学检测电极之间的电子传递，

从而在检测电路中形成电流。理论上微生物的能量

增益为

ΔＧ＝－ｎＦＥｅｍｆ （１）
式中　ｎ———反应中发生转移的电子数量

Ｆ———法拉第常数
Ｅｅｍｆ———电子供体与受体间的电势差

［１４］

微生物新陈代谢往往是吸收电子获得能量，因

此产生的电子流动不同于化合物离子产生的电极反

应电流，电极反应是完全不可逆过程。对于完全不

可逆的电极反应，电化学极化和浓差极化同时存在。

循环伏安法扩散方程的第２个边界条件为

ｉ
ＦＡ
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式中　ｉ———电极电流
Ａ———电极的真实面积
ＤＯ———微生物的扩散系数
ＣＯ（ｘ，ｔ）———离电极 ｘ位置的微生物浓度
Ｅ０———形式电势
ｋ０———Ｅ０下的标准反应速率常数
α———电极反应传递系数
Ｒ———气体常数　　Ｔ———绝对温度
Ｅ（ｔ）———电极电势

令 ｂ＝［αＦ／（ＲＴ）］ｖ，电极电流 ｉ同无因次电流
函数 π１／２χ（ｂｔ）之间存在关系

ｉ＝ＦＡＣＯＤ
１
２
Ｏｖ (１

２ αＦ)ＲＴ

１
２

π
１
２χ（ｂｔ） （３）

式中　ｖ———电极扫描速率
ＣＯ———样本中微生物浓度

由式（３）可知，电极电流 ｉ正比于 ＣＯ 和电极扫

描速率的平方根 ｖ
１
２。在 χ（ｂｔ）有最大值时得电极峰

值电流 ｉｐ为

ｉｐ＝２９９×１０
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定义检测常数 Ｋ＝２９９×１０５（αＤＯ）
１
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由式（５）可知，对于具有确定检测常数 Ｋ的检
测平台，当电极扫描速度 ｖ一定时，电极峰值电流 ｉｐ
与样本中微生物浓度呈正比。即可通过循环伏安法

检测电极峰值电流，实现对样本中微生物浓度的测

量。

１２　微流控芯片设计

为了满足微流控系统对样本中固氮菌浓度的快

速检测要求，为设计的微流控芯片构建了具有自动

进样、混合稀释以及电化学循环伏安检测功能的结

构，如图 １所示。ａ区为芯片自动进样区，设计为 Ｙ
型通道，通过注射泵同时注入无菌蒸馏水和固氮菌

样本实现自动快速进样；ｂ区为混合稀释区，主要用
于混合稀释得到不同浓度的固氮菌合成样本，混合

稀释是微流控电化学检测的关键环节，混合稀释不

充分会导致检测数据产生较大的检测误差，芯片设

计为内肋形微混合结构，课题组在文献［１５－１６］中
实验验证了此微混合结构可对进入通道的同相流体

产生有效拉伸和折叠，相对于主动式混合方式，具有

混合速度快、混合效率高等优点，是目前微流控芯片

中常用的混合方式之一
［１５］
。ｃ区为电化学检测区，

由于芯片电极属于微尺度超微电极，因此将 ３电极
简化为２电极电化学检测体系，如图１所示 ｃ区，研
究电极（Ｗ）和辅助参比电极（Ｒ／Ｃ）布置在通道两
侧，设计为双排多电极结构，电极材料为透明半导体

氧化铟锡（ＩＴＯ），单个微电极宽度 ４００μｍ，Ｆ为废液
区。

图 １　微流控检测实验平台原理图
Ｆｉｇ．１　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｄｉａｇｒａｍｏｆｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｐｌａｔｆｏｒｍ
　

芯片实物照片如图 ２所示，芯片材料为聚二甲
基硅氧烷（ＰＤＭＳ），粘合在玻璃基片上。芯片微管
道体积设计为 ５４３×１０－３ｍＬ。该芯片设计采用自
动注射进样、被动式快速混合以及 ２电极电化学检
测体系结构，不仅减少造成检测误差的因素，而且提

高了检测自动化程度。

１３　微流控检测系统实验平台

系统实验平台原理框图如图 １所示，包括双通
道注射泵（速度 ００９８μｍ／步，ＣＶｓ流量精度小于
１％）、微流控芯片和电化学工作站 （上海辰华
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图 ２　微流控芯片照片
Ｆｉｇ．２　Ｐｈｏｔｏｏｆｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｃｈｉｐ

　

ＣＨＩ６６０Ｅ型，电流测量下限小于 １０－１１Ａ。可直接用
于超微电极上的稳态电流测量）。在进行固氮菌浓

度检测时，注射泵通过不同容量的微量注射器将无

菌蒸馏水和固氮菌样本以一定的进样速度注入芯片

微通道。通过芯片混合区稀释合成不同浓度的检测

样本进入电化学检测区，芯片中的研究电极 Ｗ、辅
助参比电极 Ｒ／Ｃ和固氮菌样本菌液组成电化学极
化测量回路，通过电化学工作站循环伏安法扫描得

到检测电极峰值电流与样本中固氮菌浓度之间的定

量关系。

２　实验方法

圆褐固氮菌属于菌肥重要组成成分，国家标准

采用平板计数法作为圆褐固氮菌浓度的检测方法，

有效活菌数检出限指标为２×１０８ＣＦＵ／ｍＬ［５］。其具
体方法是将检测样本接种在高温灭菌培养基上

［５］
，

放入恒温振荡培养箱（３７°Ｃ，２００ｒ／ｍｉｎ）中４８ｈ完成
增菌培养，然后采用平板菌落计数得到样本固氮菌

浓度。平板计数法检测精度高，但是耗时长，检测效

率低。

实验所用的圆褐固氮菌种由广东省微生物研究

所提供。将菌种调配成固氮菌溶液，并采用平板计

数法获得固氮菌浓度为 １２×１０８ＣＦＵ／ｍＬ的样本，
取１ｍＬ样本以及定量稀释的蒸馏水同时注入微流
控芯片进行混合稀释以及固氮菌浓度检测，检测后

取废液区样本进行平板菌落计数，获得该条件下样

本检测电极峰值电流与固氮菌浓度的定量对应关

系。

实验先对微流控检测系统主要条件参数进行测

定优化，然后在最优检测条件下对系列浓度的固氮

菌样本进行微流控循环伏安法检测，建立检测电极

峰值电流与样本中固氮菌浓度之间定量关系曲线，

并确定检出限，最后取任意浓度的固氮菌样本，采用

微流控检测方法对比平板计数法检测，验证该微流

控系统检测性能的优劣。

３　结果与讨论

３１　系统主要条件参数测定与优化
固氮菌微流控检测系统的主要检测条件参数包

括进样速度、电压扫描速率以及样本 ｐＨ值等。实
验分取１ｍＬ菌液与 １６倍稀释量的蒸馏水注入微
流控芯片混合稀释得到固氮菌参数测定样本，分别

采用不同条件参数进行循环伏安法检测，确定系统

在最佳检测效果下的条件参数。

３１１　进样速度
自动进样是微流控系统检测的开端，其进样速

度直接影响系统后续的混合稀释效果和电化学检测

精度及效率。进样速度过慢混合稀释充分，但检测

效率会大大降低；进样速度过快则会造成混合稀释

不完全从而带来较大的检测误差。参数测定实验采

用０２０～００３ｍｍ／ｓ共７种进样速度对检测样本进
行循环伏安法检测，图 ３结果表明进样速度小于
００８ｍｍ／ｓ后，检测样本的电极峰值电流变化不明
显，说明采取此进样速度系统的混合稀释效果较好，

此时固氮菌样本浓度检测误差较小。因此可确定系

统最佳进样速度为００８ｍｍ／ｓ。

图 ３　电极峰值电流随进样速度的变化
Ｆｉｇ．３　Ｅｌｅｃｔｒｏｄｅｐｅａｋｃｕｒｒｅｎｔｖｓ．ｆｅｅｄｒａｔｅ

　

３１２　电压扫描速率
由式（４）可知，对于具有确定浓度的固氮菌样

本，检测电极电流峰值 ｉｐ与电压扫描速率的平方根

ｖ
１
２呈正比，即提高电压扫描速率可以提高电极电流

峰值从而提高检测灵敏度，且超微电极在较高电压

扫描速率时溶液欧姆压降和双电层充电电流较小，

由此导致的电极峰值电流检测误差也较小。实验中

采用３０、５０、７０、９０、１００、１１０、１３０ｍＶ／ｓ共 ７种电压
扫描速率对检测样本进行循环伏安法检测，图 ４显
示样本检测电极电流峰值 ｉｐ与电压扫描速率 ｖ的平
方根呈正比例关系，当扫描速率大于 １００ｍＶ／ｓ时，
ｉｐ变化不明显，说明此时电压扫描频率对固氮菌浓
度检测精度影响较小，因此可确定系统最佳扫描速

率为１００ｍＶ／ｓ。
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图 ４　电极峰值电流随电压扫描速率的变化
Ｆｉｇ．４　Ｅｌｅｃｔｒｏｄｅｐｅａｋｃｕｒｒｅｎｔｖｓ．ｖｏｌｔａｇｅｓｃａｎｒａｔｅ

　

３１３　ｐＨ值
检测样本 ｐＨ值的改变会影响固氮菌的生长代

谢，从而改变样本中固氮菌浓度。微流控芯片内样

本容量多为 ｎＬ，微小的 ｐＨ值变化会引起检测电极
电流峰值变化。实验分别取 ５５、６０、６５、７０、
７５、８０共６种不同 ｐＨ值蒸馏水与固氮菌检测样
本分别注入微流控芯片混合后进行循环伏安法检

测。如图 ５所示，当 ｐＨ值为 ７０时检测电极峰值
电流最高，表明此 ｐＨ值对样本固氮菌浓度检测误
差最小。

图 ５　电极峰值电流随样本 ｐＨ值的变化
Ｆｉｇ．５　Ｅｌｅｃｔｒｏｄｅｐｅａｋｃｕｒｒｅｎｔｖｓ．ｐＨｖａｌｕｅｏｆｓａｍｐｌｅｓ

　

３２　系统性能分析与验证
微流控检测系统性能指标主要体现在检测精

度、检测速度以及自动化程度等方面。本文利用测

定获得的系统最佳检测条件参数对不同浓度固氮菌

样本作出检测结果分析，并与菌肥检测国家标准的

平板计数法进行比较验证。

图６为最佳检测条件下参数测定样本固氮菌浓
度检测循环伏安图。从图中可以看出只有阴极峰值

无阳极峰值，属于完全不可逆电化学过程，可确定样

本中只存在同一微生物菌种，且扫描 ３次后阴极电
极峰值电流变化不大，平均值为 ６３ｎＡ，检测后取

废液区菌液平板菌落计数得该样本固氮菌浓度为

７６×１０７ＣＦＵ／ｍＬ，可确定此样本检测的电极峰值
电流对应的固氮菌浓度为７６×１０７ＣＦＵ／ｍＬ。

图 ６　固氮菌浓度检测循环伏安图
Ｆｉｇ．６　Ｃｙｃｌｉｃｖｏｌｔａｍｍｏｇｒａｍｓｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｄｅｔｅｃｔｉｎｏｆＡｚｏｔｏｂａｃｔｅｒｃｈｒｏｏｃｏｃｃｕｍ
　
取１ｍＬ固氮菌浓度为 １２×１０８ＣＦＵ／ｍＬ的样

本和９种稀释倍数蒸馏水分别注入微流控芯片混合
稀释得到９种不同浓度的固氮菌检测样本，在系统
测定的最佳条件参数下进行循环伏安法定量检测，

得到检测电极峰值电流与样本中固氮菌浓度定量关

系，如图 ７所示。结果表明测定固氮菌浓度在
５８×１０６～１２×１０８ＣＦＵ／ｍＬ范围内，检测电极峰
值电流与固氮菌浓度呈线性关系，检测线性回归模

型为 ｙ＝１１６９＋００６６ｘ，相关系数为 ０９８３，当固氮
菌浓度小于５８×１０６ＣＦＵ／ｍＬ时，系统检测电极峰
值电 流 变 化已 经不明显，故 检出 限 可 确 定 为

５８×１０６ＣＦＵ／ｍＬ。

图 ７　电极峰值电流随固氮菌浓度的变化
Ｆｉｇ．７　Ｄｅｔｅｃｔｐｅａｋｃｕｒｒｅｎｔｖｓ．ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｆＡｚｏｔｏｂａｃｔｅｒｃｈｒｏｏｃｏｃｃｕｍ
　
为了分析验证所设计的微流控系统的检测性

能，分别取１ｍＬ固氮菌浓度为１２×１０８ＣＦＵ／ｍＬ的
样本以及１２种稀释比例的蒸馏水同时注入微流控
芯片进行固氮菌浓度检测，将检测结果与国标平板

计数法检测结果进行相关度分析。图８为采用２种
方法进行圆褐固氮菌浓度检测获得的结果散点图。
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图 ８　本文方法与平板计数法回归分析
Ｆｉｇ．８　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｐｒｏｐｏｓｅｄ
ｍｅｔｈｏｄａｎｄｐｌａｔｅｃｏｕｎｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄ

　
运用回归分析法得到两组数据的相关系数达

０９７２。此数据表明，本文所提出方法与国标平板计
　　

数法相比，在检测精度上基本相同，且检测时间约为

３０ｍｉｎ，大大少于平板计数增菌培养 ４８ｈ，实现了固
氮菌浓度的快速检测。

４　结束语

本文将圆褐固氮菌浓度检测中进样、稀释以及

电化学循环伏安检测等环节集成于专用微流控芯片

上，建立了微流控检测系统，并对检测中的进样速

度、扫描速率等条件参数进行了测定与优化，与国标

平板计数法相比，检测精度基本相同，满足了农业微

生物肥料生产和应用检测的精度要求，同时由于检

测过程的快速自动进行，避免了检测中的人工增菌

培养，使得检测时间减少到约为３０ｍｉｎ，实现了农业
微生物肥料浓度的快速检测，所提出的方法为微生

物肥料自动化生产和应用设备的研制提供了参考。
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