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基于磁控分离的水产致病菌微流控检测方法
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摘要：针对当前水产致病菌传统检测方法中存在目标菌分离难、检测时间长、自动化程度低等问题，提出了一种基

于磁控分离的水产致病菌微流控检测方法。设计了具有自动进样、磁控分离以及电化学阻抗检测等一体化功能的

微流控芯片，创建了检测系统实验平台，优化选择了系统阻抗检测频率、磁控力及目标菌捕获时间等参数，并以常

见水产致病菌大肠杆菌 Ｏ１５７：Ｈ７为例对检测性能指标进行了实验验证，结果表明，与精度较高的标准平板计数法

相比，检测精度基本相同，但避免了人工培养，检测时间由 ４８ｈ减少为 ５０ｍｉｎ，具有较高的分离检测速度和检测自

动化水平。
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　　引言

目前水产养殖病害是影响我国水产养殖业快速

健康发展的最大障碍，其中鳗弧菌、嗜水气单胞菌、

大肠杆菌等多种水产致病菌是导致养殖病害的主要

原因，因此水产致病菌（以下简称致病菌）检测是预

防和控制养殖水产品病害发生，提高养殖水产品质

量的关键
［１－４］

。常用检测致病菌方法有平板计数



法
［４］
、ＤＮＡ检验法［５－７］

、流式细胞仪法
［８］
等，其中平

板计数法需对样本进行增菌培养，耗时长；ＤＮＡ检
验法、流式细胞仪法检测精度高，但工艺复杂，以上

方法都存在自动化程度低的缺点，严重制约水产养

殖病害实时监控与防治水平的提高。基于微流控芯

片的致病菌检测技术是将检测过程中的进样、反应

及检测等环节集成到数厘米的芯片上构成“芯片实

验室”，与上述方法相比，具有检测灵敏度高、试剂

量小、芯片复用率高及易于自动化等优点，是当前致

病菌检测领域的国际前沿技术
［９－１３］

。

水产养殖水环境中致病菌种类繁多且成分复

杂，在检测中将目标菌从样本中快速分离出来对提

高后续检测精度和速度尤为关键。传统分离法采用

成本较高的特异培养基平板显色菌落计数分离检测

不同种类目标菌浓度
［１４］
。磁珠分离法是采用表面

偶联致病菌特异性抗体的微纳米级免疫磁珠（以下

简称磁珠）与致病菌发生免疫反应形成磁珠与致病

菌复合物（以下简称复合物）来捕获目标菌，并通过

施加磁场实现目标菌富集且同时与样本其他部分的

分离，具有分离速度快、纯度高、对目标菌损伤小等

优点，有利于快速安全分离出致病菌
［１５－１６］

。然而，

微流控芯片（以下简称芯片）的微尺度结构会造成

样本流体的层流状态使得磁珠与样本中致病菌难以

有效混合和进行免疫反应，导致磁珠对致病菌捕获

和分离效率降低，引起检测失真。本文提出一种基

于磁控分离的水产致病菌微流控检测方法，以常见

的水产致病菌大肠杆菌 Ｏ１５７：Ｈ７（以下简称大肠杆
菌）为例对所提出方法进行实验验证。

１　致病菌磁控分离微流控检测系统

１１　检测机理
微流控检测系统中外磁场驱动磁珠进行主动混

合及免疫反应是磁珠捕捉致病菌完成磁控分离的关

键，微通道中磁珠浓度扩散方程为
［１７－１８］

Ｃ
ｔ
＝Ｄ

Δ２Ｃ－ｖｆ

Δ

Ｃ－γδＦｍ

Δ

Ｃ （１）

其中 γ＝πηｒｐ／６ （２）
Ｄ＝γＫＴ （３）

式中　Ｃ———微通道中磁珠扩散浓度
Ｆｍ———外磁场施加磁珠的磁场力
ｖｆ———微通道中样本流体速度
ｒｐ———磁珠半径　　γ———磁力系数
δ———磁场间歇变化函数（０，１）
Ｄ———扩散系数
Ｋ———波尔兹曼常数
Ｔ———微通道中样本流体温度

η———微通道中样本流体粘度
微通道中磁珠与致病菌的免疫反应以及磁珠捕

获致病菌的过程可用反应方程表示为

ＣＭＮＰ－ＢＩＯ
ｔ

＝ｎｋｏｎＣＣＢＩＯ－ｋｏｆｆＣＭＮＰ－ＢＩＯ （４）

式中　ＣＭＮＰ－ＢＩＯ———微通道中磁珠／致病菌复合物浓
度

ＣＢＩＯ———微通道中致病菌浓度
ｎ———磁珠与致病菌的表面积比
ｋｏｎ———结合速率常数
ｋｏｆｆ———分解速率常数

由式（１）～（４）可知，在其他参数不变时，微通
道内复合物浓度 ＣＭＮＰ－ＢＩＯ随磁珠扩散浓度 Ｃ变化而
变化，当施加外磁场时，则通过控制 Ｆｍ和磁场间歇
变化函数 δ改变 Ｃ进而改变 ＣＭＮＰ－ＢＩＯ，即控制磁珠
在微通道内对致病菌捕捉与分离。

分离出的复合物通过流体推动进入阻抗测量区

进行致病菌浓度检测。致病菌阻抗测量等效电路如

图１所示。

图 １　致病菌阻抗测量等效电路

Ｆｉｇ．１　Ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔｃｉｒｃｕｉｔｏｆｉｍｐｅｄａｎｃｅｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ

ｓｙｓｔｅｍｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅｐａｔｈｏｇｅｎｓ
　
ａ、ｂ两端分别代表研究电极和辅助电极，则电

极间的阻抗为
［１９－２０］
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式中　Ｃａｂ———电极间的电容
Ｃｄｌ———电极间界面双电层电容
ＲΩ———电极间致病菌复合物的溶液电阻
ｆ———阻抗检测频率
Ｚ１———等效电路 Ｃｄｌ＋ＲΩ＋Ｃｄｌ的阻抗
Ｚ２———等效电路 Ｃａｂ的阻抗
Ｚｔｏｔａｌ———检测系统阻抗

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。

１２　微流控芯片设计

为了满足微流控系统对样本中致病菌的快速分
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离及检测要求，所设计的芯片具有自动进样、磁控分

离以及电化学阻抗检测等功能。如图 ２所示，Ａ为
磁珠溶液进样口，Ｂ为致病菌样本进样口，通过注射
泵同时注入芯片实现快速自动进样；磁控分离室主

要用于磁珠与致病菌充分混合并发生免疫反应生成

复合物，通过外磁力吸附磁珠实现对致病菌富集和

从样本中分离，磁控分离是提高致病菌微流控检测

精度的关键环节，分离不完全会导致检测数据产生

较大的检测误差，磁控分离室设计圆形，可有效磁控

混合、反应及捕获分离致病菌。

图 ２　微流控芯片模型图

Ｆｉｇ．２　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｍｏｄｅｌｏｆｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｃｈｉｐ
　
阻抗检测室采用叉指微电极结构，文献［２０］已

证实微通道中叉指电极结构能提高细菌阻抗测量的

灵敏度，研究电极 Ｗ和辅助电极 Ｒ错落分布在芯片
通道两侧，分别通过 ａ、ｂ两端引出连接电化学工作
站进行阻抗测量。Ｃ为清洗液流出口，Ｄ为废液口。
电极材料为透明半导体氧化铟锡（ＩＴＯ），单个微电
极宽度５０μｍ，电极间隙为 １００μｍ。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 ６７８×１０－３ｍＬ。芯片采用四通
道通断截止法来实现样本的流量控制。Ａ、Ｂ口采
用注射泵启动与停止来控制流量，Ｃ、Ｄ口采用聚四
氟乙烯（ＰＴＦＥ）导管夹手动控制流量。该芯片采用
自动注射进样、磁控分离目标菌及叉指电极阻抗测

量等结构，不仅能快速分离目标菌减少检测误差，且

提高了检测自动化程度。

１３　微流控检测实验平台
图３是整体实验平台照片。图中定制的磁场发

生器 Ｘ、Ｙ、Ｚ３轴磁极绕组线圈可任意改变磁极通
电方式产生１～３维磁场，芯片放置于 －Ｚ轴磁极端
子上，注射泵（００９８μｍ／步，ＣＶｓ的流量精度小于
１％）通过微量注射器将磁珠溶液和致病菌样本经
Ａ、Ｂ口注入磁控分离室。实验中大肠杆菌免疫磁
珠粒径１８０ｎｍ，质量浓度 １０ｍｇ／ｍＬ，各轴向磁场在
分离室处磁感强度最大可达 ６５ｍＴ。电源控制板通
过程序控制直流稳流电源（ＹＢ３２０５型，０～５Ａ稳流
调节）供电于磁场发生器 Ｘ、Ｙ轴的磁极线圈，产生
ＸＹ平面间歇变化的磁场驱动分离室中的磁珠与致

病菌充分混合及反应，而后对反应后的复合物进行

－Ｚ轴吸引富集，注射泵经 Ａ口注入去离子水冲洗
杂质后完成分离。经磁控分离后的复合物由注射泵

经 Ａ口注入去离子水驱动进入阻抗测量室，连接电
化学工作站（上海辰华 ＣＨＩ６６０Ｅ型）进行系统阻抗
测量得出样本中致病菌浓度。

图 ３　整体实验平台照片

Ｆｉｇ．３　Ｐｉｃｔｕｒｅｏｆｏｖｅｒａｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｐｌａｔｆｏｒｍ
１．电源控制板　２．直流稳流电源　３．磁场发生器　４．微流控芯

片　５．微量注射器　６．注射泵　７．监控计算机　８．电化学工作站
　

２　实验方法

水产养殖水环境中单位容积致病菌含量很低，

检测可采用滤膜（Ｍｉｌｌｉｅｘ微生物滤膜０４５μｍ）直径
５５ｍｍ和真空泵抽滤（压力 ０５ＭＰａ，过滤速度可达
１５Ｌ／ｍｉｎ）富集水中的致病菌，滤膜经定量冲洗稀
释后得检测样本。水产致病菌检测通常采用平板计

数法作为标准检测方法
［４］
：即将样本涂于培养基放

入振荡培养箱（３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ）中４８ｈ恒温增菌培
养，之后菌落计数得致病菌浓度。

本实验将大肠杆菌作为检测目标致病菌，金黄

色葡萄球菌和沙门氏菌作为检测干扰菌，所有菌种

由江苏大学生物工程实验中心提供。将３类菌种分
别用去离子水配成致病菌溶液，梯度稀释后采用平

板计数法得到系列浓度标准样本。将３类标准样本
按照一定浓度比例调配成水产致病菌合成样本，即

取０１ｍＬ上述标定大肠杆菌样本，加入 ０９ｍＬ一
定浓度的金黄色葡萄球菌和沙门氏菌作为干扰稀释

液，按照 １０１～１０８梯度稀释后得到系列浓度大肠杆
菌的合成样本。取１ｍＬ合成样本以及１ｍＬ磁珠溶
液由注射泵同时注入芯片，关闭 Ｄ口，电源控制板
驱动磁场发生器按 Ｘ～Ｙ～（－Ｘ）～（－Ｙ）磁极以
１Ｈｚ频率间歇通电方式施加磁场于芯片，此时分离
室内磁珠在磁场作用下与样本中大肠杆菌进行磁控

混合并发生免疫反应，产生磁珠／大肠杆菌复合物，
如图２所示，一定时间后停止施加间歇磁场，启动
（－Ｚ）磁极将复合物吸附在分离室下部，关闭 Ｂ口
将 Ａ口换成去离子水冲洗分离室，杂菌和废液经 Ｃ
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口流出；重复冲洗 ２次后，停止（－Ｚ）磁极释放复合
物从样本中分离；关闭 Ｃ口开 Ｄ口，驱动 Ａ口注入
去离子水推动复合物进入阻抗检测室，采用电化学

工作站对其进行阻抗检测。

实验先对系统主要条件参数进行测定优化，而

后在最优条件下对系列浓度的大肠杆菌合成样本进

行磁控分离阻抗检测，建立检测阻抗与样本中大肠

杆菌浓度之间定量关系并确定检出限，最后取任意

浓度合成样本，采用上述方法与平板计数法对比，验

证该系统的检测性能。

３　结果与讨论

３１　系统主要参数测定与优化
系统的主要条件参数包括阻抗检测频率、磁控

力以及目标菌捕获时间等。实验先单独注入 １ｍＬ
去离子水和１ｍＬ磁珠溶液进行阻抗测量作为检测
比对基准，然后分取 １ｍＬ大肠杆菌（浓度 １６×
１０４ＣＦＵ／ｍＬ）合成样本与 １ｍＬ磁珠溶液通过微量
注射器同时注入芯片，分别采取不同条件参数进行

磁控分离微流控阻抗法检测，测定在最佳检测效果

下的系统条件参数。

３１１　阻抗检测频率
由式（５）、（６）可知，不同的检测频率可测得不

同系统的阻抗，其中样本浓度变化最为明显的频率

为系统最优检测频率。如图 ４所示，在不同检测频
率下，样本呈现不同系统阻抗，与去离子水和磁珠溶

液比对发现，合成样本的阻抗远小于去离子水和磁

珠，且检测频率在１０～１００ｋＨｚ范围内，系统阻抗基
本稳定，因此取最优检测频率为１０ｋＨｚ。

图 ４　系统阻抗随阻抗检测频率的变化

Ｆｉｇ．４　Ｓｙｓｔｅｍｉｍｐｅｄａｎｃｅｖｓｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｆｒｅｑｕｅｎｃｙ
　
３１２　磁控力

由式（１）、（４）可知，磁场施加磁珠的磁控力 Ｆｍ
直接影响微通道中磁控分离后复合物浓度，磁控力

越大，驱动磁珠与目标菌反应越充分，产生复合物浓

度越高。当其他参数不变时，磁控力与磁场强度呈

正比，当磁控电流增大时，磁场强度增大，对磁珠的

磁场力也增大。当磁场强度达到或者超过磁珠饱和

度时，磁控力不再增加。因此采用 １０、１５、２０、
２５、３０、３５、４０Ａ等 ７种电流对样本进行磁控分
离和阻抗检测。如图 ５所示，结果表明磁控电流大
于３０Ａ后，系统阻抗变化不明显，说明此时磁珠达到
磁控饱和，磁控分离产生的复合物浓度最大，磁控分离

误差较小。此时对该目标菌样本浓度检测误差最小。

图 ５　系统阻抗随磁控电流的变化

Ｆｉｇ．５　Ｓｙｓｔｅｍｉｍｐｅｄａｎｃｅｖｓｍａｇｎｅｔｉｃｐｏｌｅｃｕｒｒｅｎｔ
　
３１３　目标菌捕获时间

微通道中磁珠捕获目标菌发生免疫反应时间是

致病菌磁控分离的关键。时间过短会造成反应不完

全引起检测失真；时间过长不仅效率低，而且磁珠碰

撞导致复合物中磁珠与菌分离引起检测误差。在上

述检测频率和磁控力的条件下，分别取 １、２、３、４、５、
６、７ｍｉｎ等时间进行系统阻抗检测。如图６所示，当
捕获时间大于６ｍｉｎ时，系统阻抗变化很小，表明此
时对目标菌样本检测误差最小。

图 ６　系统阻抗随目标菌捕获时间的变化

Ｆｉｇ．６　Ｓｙｓｔｅｍｉｍｐｅｄａｎｃｅｖｓｔａｒｇｅｔｂａｃｔｅｒｉａｃａｐｔｕｒｅｔｉｍｅ
　
３２　系统性能分析

系统性能体现在检测精度、分离速度及自动化

程度等。取１ｍＬ浓度为 １６×１０７ＣＦＵ／ｍＬ的大肠
杆菌作为目标菌样本施加２种不同浓度干扰菌进行
梯度稀释得１０种目标菌样本，与 １ｍＬ磁珠溶液注
入芯片，在最佳参数下进行检测得到系统阻抗与目

标菌浓度定量关系，如图 ７所示。结果表明测定目
标菌浓度在 １６×１０３～１６×１０６ＣＦＵ／ｍＬ范围内，
系统检测阻抗与目标菌浓度呈线性关系，检测线性

回归模型为 ｙ＝－１０２ｌｇｘ＋９２９，Ｒ＝０９６９，当目标菌
浓度小于１６×１０３ＣＦＵ／ｍＬ时，系统检测阻抗变化
非线性，故检出限可确定为１６×１０３ＣＦＵ／ｍＬ。
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图 ７　系统阻抗随大肠杆菌浓度的变化

Ｆｉｇ．７　Ｓｙｓｔｅｍｉｍｐｅｄａｎｃｅｖｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ

ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＯ１５７：Ｈ７
　
为了分析验证该微流控系统检测性能，分别取

浓度为 ４×１０５ＣＦＵ／ｍＬ的目标菌样本进行梯度稀
释平板计数法检测，而后施加干扰菌后与磁珠溶液

同时注入系统进行目标菌浓度检测，将检测结果与

平板计数法检测结果进行相关度分析。

图８为采用２种方法进行大肠杆菌浓度检测获
得的结果散点图。采用回归分析法得两组数据相关

系数达０９７８。上述方法与标准方法检测误差对比
如表１所示，结果显示 ２种检测方法的相对误差小
于４％。此数据表明，本文方法与平板计数法相比，
检测精度基本相同，但能快速实现目标菌磁控分离，

检测时间约为５０ｍｉｎ，远少于平板计数法的４８ｈ，检
测时间缩短到原来的１／６０，实现了水产致病菌大肠
杆菌浓度的快速分离与自动化检测。

４　结束语

将水产致病菌大肠杆菌浓度检测中进样、磁控

　　

图 ８　所提出方法与平板计数法回归分析

Ｆｉｇ．８　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｐｒｏｐｏｓｅｄｍｅｔｈｏｄ

ａｎｄｐｌａｔｅｃｏｕｎｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄ
　

表 １　本文方法与标准方法检测误差对比

Ｔａｂ．１　Ｅｒｒｏｒｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｗｏｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓ

样本
平板计数法／

（ＣＦＵ·ｍＬ－１）

本文方法

阻抗／ｋΩ 浓度／（ＣＦＵ·ｍＬ－１）

相对

误差／％

１ ２１×１０３ ５９０ １８×１０３ ３

２ ２４×１０４ ４５０ ２２×１０４ ２

３ ２１×１０５ ３９０ ２５×１０５ ４

分离以及阻抗检测等环节集成于微流控芯片上，建

立了磁控分离微流控检测系统，并对检测中的阻抗

检测频率、磁控力及目标菌捕获时间等参数进行了

测定与优化，与平板计数法相比，检测精度基本相

同，满足了水产养殖病害应用检测的精度要求，同时

系统采用目标菌分离与检测过程的自动化进行，去

除了传统的人工增菌培养环节，检测时间减少为约

５０ｍｉｎ，实现了水产致病菌的快速分离与检测，所提
出的方法为水产养殖病害检测自动化设备的研制提

供了参考。
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