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摘   要：肾脏是人体最重要的器官，可以通过检测尿液中的蛋白成分来诊断某些疾病。尿液中 IgG

蛋白的含量可以用来判断肾功能受损伤程度。本研究采用垂直流向的纸基微流控芯片，利用双抗

夹心免疫反应显色，手机拍摄图像处理的方法对人尿液中 IgG 蛋白进行了检测。结果表明，在 IgG

抗体浓度为 500 μg/mL，金标抗体浓度为 100 μg/mL 的条件下图像信号在 IgG 浓度为 0.2–3.2 μg/mL

范围内具有良好的线性关系，R2=0.973 3。设计了一套完整的检测装置，并且该检测方法具有良好

的非特异性。 
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Abstract: The kidney is the body’s most important organ and the protein components in urine 
could be detected for diagnosing certain diseases. The amount of IgG protein in urine could be 
used to determine the degree of kidney function damage. IgG protein in human urine was detected 
by vertical flow paper-based microfluidic chip, double-antibody sandwich immunoreaction, and 
cell phone image processing. The results showed that using an IgG antibody concentration of 
500 μg/mL and a gold standard antibody concentration of 100 μg/mL, the image signal showed 
a good linear relationship in the range of IgG concentration of 0.2–3.2 μg/mL, with R2=0.973 3 
achieved. A complete set of detection devices were designed and the detection method showed 
good non-specificity. 
Keywords: vertical flow; paper-based microfluidic devices; detection of IgG protein; human 
urine; image processing; detection device 
 

 

大量医学研究表明，肾病患者的尿液中蛋

白质含量较高[1]，因此尿蛋白检测是肾脏诊断

和治疗的常规临床项目，其中尿液中血清免疫

球蛋白 G 蛋白(immunoglobulin G, IgG)是可以

判断肾功能受损伤程度的[2]。因此能够有效检

测尿液中的 IgG 蛋白含量，对判断肾脏疾病有

重大意义。除此之外尿液中 IgG 蛋白含量的确

定也可以辅助诊断妊娠子痫前期 [3]、糖尿病并

发症[4]等疾病。 

近年来微流控技术得到了快速的发展，与

大型检测系统相比，微流控技术具有试剂消耗

低 [5]、微尺度液体精确操纵 [6]、同质反应、增

加结合事件的速率 [7-8]等诸多显著优势。其中

微流体生化分析平台的一个显著进展是纸基

微流控芯片(paper-based microfluidic analytical 

devices, μPADs)，它通常以纤维素纸为基材进

行制造。纸基芯片上的微模式通道可以通过毛

细吸湿、光刻、3D 打印等技术开发[2]，能够进

行半定量和定性分析 [9-10]。纤维素纸具有来源

丰富、结构多孔、重量轻、生物降解性好、生

物相容性好等优点。因此，基于纸张的微流体

芯片成本低，操作简单，在生化分析中备受青

睐 [11-12]。对于不需要鲁棒性和长期稳定性的检

测，生物分子的非共价相互作用、范德华力以

及亲疏水相互作用等可以成功创建功能性生物

界面完成检测[13]。而 IgG 蛋白的检测正好符合

纸基微流控检测的特点，且芯片流道设计简单，

检测便捷。 

以验孕棒为代表的免疫色层分析试纸，即

侧向层析检测(lateral flow assay, LFA)是纸芯

片技术发展中的一块里程碑 [14]。侧向层析检

测是基于膜的一次性诊断设备，用于快速检测
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血液、尿液、唾液和食物等样本中的生物标志

物 [15-18]。其测试原理是基于免疫原理通过显色

反应反映检测结果。大部分市场上流通的尿蛋

白检测试纸利用的就是侧向层析的方式，但利

用的是干化学蛋白质遇染色试剂显色的方法

实现对尿液有无尿蛋白或相对多少做出定性

检查，我们查到市面产品大多是测尿蛋白或者

微白蛋白的，其中微白蛋白检测试纸最低检测

限度只能做到 100 μg/mL，检测结果是定性分

析，灵敏度有所欠缺。Jiang 等 [19]在一张纸上

进行测流免疫层析鉴定时讨论了条带宽度的

影响，结果表明更宽的条带宽度可以得到更高

的灵敏度，侧面说明了增大有效反应面积可以

增加检测的灵敏度，因此我们设计了较大的圆

形检测区域。 

本研究在双抗夹心免疫原理 [20]的基础

上，设计了一种垂直流向流道的纸芯片应用于

尿液中的蛋白检测。相比于市面上利用 LFA

根据在控制线上有无颜色反应来对尿蛋白进

行定性判断的检测试纸来说，本文设计的垂

直流向的流道接触面积更大，可以在低浓度

范围内实现对特定蛋白 IgG 的定量测定。本

文设计的亲疏水图案可以将待检测溶液更好

地约束在检测区域，避免了市面检测试纸待

测溶液流动带来的目标检测物质的流失。本

文设计的检测流程还可以有望应用于其他不

同蛋白比如 IgM、IgE 等的检测，具有可扩展

性。由此探索出一套完整的检测体系，有望

实现家庭或者个人的测量，避免在医院测量

的繁琐与耗时。  

1  材料与方法 

1.1  材料及设备 
材料：BioTrace 层析纸购自 Solarbio；人 IgG

蛋白抗体、人 IgG 蛋白、胶体金标记的抗体

购自北京博奥森生物技术有限公司；牛血清蛋

白购自 Sigma-Aldrich；从志愿者身上采集健

康人的尿液样本，收集的尿液样本在 4 ℃环境

下以 13 000 r/min 的转速离心 8 min，然后取

上清备用。 

设备：蜡打印机(富士施乐)，加热板(Fisher 

Scientific)，烘箱(郑州长城科工贸有限公司)，

离心机(上海安亭科学仪器厂)。 

实验条件：实验在室温下进行(18–26 )℃ ，

纸芯片反应区的 pH 值采用 PBS 缓冲液控制在

7.4 左右[21]。 

1.2  纸基微流控芯片制备 
喷蜡打印法操作简单快速且成本较低，

材料石蜡又易于获得性质稳定，在纸芯片制

作上得到广泛应用。蜡打印的主要步骤为：

(1) 电脑设计图案结构； (2) 利用蜡打印机

将石蜡打印在纸基上； (3) 利用加热板对纸

芯片进行加热，使石蜡融入纸基的孔隙中以

达到疏水的目的。采用这种方式在芯片上加

工亲疏水微流道，在 100 ℃条件下加热 30 s

左右至蜡迹变浅融入纸层。设计的流道结构

如图 1 所示。芯片的尺寸为 30 mm×40 mm，

反应区的直径为 2 mm。为了减少背景光源

噪声的影响，在纸基中心打印了一个红色的

参照点。  

1.3  模拟尿样的制备 
利用在健康人尿液样品中加入人 IgG 蛋

白来模拟病人尿样，模拟尿样的制备方法如

下：将健康人尿液样品离心后取上层清液，

用磷酸缓冲盐溶液(phosphate buffered saline, 

PBS)溶液稀释 10 倍，之后根据计算好的浓度

要求向稀释后的尿样中加入人 IgG 蛋白，将

浓度为 1 mg/mL 的 IgG 蛋白标准样品稀释成

0.20、1.28、3.20、8.00、20.00 μg/mL 的待测

模拟尿样。 
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1.4  压紧装置和隔光装置 
为了加速检测过程，设计了一款纸芯片的

压紧装置。纸芯片制备完成后在其下方垫好吸

水棉放入压紧装置中，以确保芯片与吸水棉紧

密接触，以加快待测样品垂直流过的速度。压

紧装置采用 3D 打印的方法制作，如图 2 所示。 

为了进一步减小环境背景光变化对检测结

果的影响，还设计制作了隔离环境光线的装置。

反应区显色后将纸芯片连同压紧装置一起置于

隔光装置中，利用手机对结果图像进行拍摄，

由于拍摄时处于一个“暗室”环境，可以在一定

程度上减小环境光源变化给检测结果带来的影

响。抽拉式结构也方便待测样品的取放，装置

内部有设计好的通道，可以保证待测样品处于

拍摄窗口正下方。隔光装置的上方固定一个可

以遥控开关的补光灯，以便后续探究没有光源

和增加固定光源两种情况对检测结果的影响。

固定装置可以固定拍摄的距离和角度，减少其

他干扰因素。装置如图 3 所示，采用激光雕刻

的方法制作。 

 

 
 

图 1  纸基微流控芯片结构图 
Figure 1  Structure diagram of μPADs. 

 

 
 

图 2  压紧装置示意图 
Figure 2  Schematic diagram of the clamping device. A: The overall structure of the clamping device. B: 
Top view of the top cover of the clamping device. C: Actual picture of the clamping device. D: μPADs. E: 
Schematic diagram of the immune response that occurs in the reactive area. 
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图 3  隔光装置、固定装置和补光灯 
Figure 3  Shading devices, fixtures and fill lights. 
 

1.5  在纸芯片反应区固定抗体 
实验过程中采用直接吸附的方法固定 IgG

抗体。为了增强固定效果，抗体使用 PBS 甲醇

溶液稀释至 500 μg/mL，每个反应区加入 10 μL

抗体溶液，待抗体溶液全部流过后将纸芯片取

出，在牛血清白蛋白(bovine serum albumin, BSA)

封闭液中浸泡 1 h以避免后续实验中蛋白与纸基

上的其他位点产生非特异性结合。浸泡结束后将

PBS 溶液清洗过的纸芯片置于 37 ℃恒温箱中烘

干即可用于后续检测。为了观察抗体固定效果，

利用丽春红溶液对抗体进行染色。将两个反应区

用上述方法固定好抗体后，把纸芯片置于丽春红

溶液中浸泡 5 min，染色结果如图 4 所示。可以

看出抗体固定效果较好，固定抗体的反应区呈现

明显的红色，未固定抗体的反应区未被染色。 

1.6  双抗夹心免疫反应和信号检测 
实验采用的检测原理是双抗夹心法，配置

IgG 模拟尿样的浓度范围为 0.2–20 μg/mL。待

模拟尿样流过后向反应区分别加入 30 μL 浓度

为 100 μg/mL 的胶体金标记抗体溶液。最后使

用 PBS 溶液清洗掉未结合的金标抗体，然后置

于隔光装置中使用手机 APP 拍摄处理得到检测

结果。实验的完整流程图如图 5A 所示，APP

的界面如图 5B 所示。其中用户需要进行的操作

仅有加入尿样、显色抗体和拍照选取区域，如

图 5A 中蓝色虚线框所示。 

 
 

图 4  抗体固定效果 
Figure 4  Antibody immobilization effect. 
 

2  结果与分析 

2.1  图片处理程序 
拍摄后的图片经灰度处理，并将数据进

行灰度反转，然后提取每个反应区的灰度数

值求和，gi(x)表示抗原浓度为 x 的反应区第 i
次检测的灰度值总和。为了进一步减小背景

光变化带来的误差，对数据进行最小值归一

化处理，即将纸芯片每个反应区的读取结果

都除以同张纸芯片上抗原浓度为零的反应区

的读取结果，计算所得值作为最终结果进行

分析。单次检测结果的处理程序流程如图 6A

所示。  
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图 5  实验流程和拍摄结果 
Figure 5  Experimental procedure and shooting results. A: Experiment process. B: APP shooting interface. 

 

 
 

图 6  图片处理过程 
Figure 6  Process of image processing. A: The flow of the image processing program. B: Original image. C: 
Grayscale processed image. D: Grayscale inverted image. E: The image after extracting the gray value of the 
reaction area and the reference point (the gray value of the rest area is reset to zero). 
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对于最终的标准曲线，采用多次检测求平均 

值的方法绘制。每个浓度 x 的检测结果为 ( )G x 。 

1

1
( ) ( )

n

i
i

G x G x
n 

   

2.2  尿样标准曲线构建 
为了验证这种垂直流向纸芯片的检测效

果，利用上述装置测定了一系列不同人 IgG 蛋

白浓度(0.20、1.28、3.20、8.00、20.00 μg/mL)

的模拟尿样对应的图像信号，绘制了标准曲线

图如图 7 所示。从已有研究 [22]中查阅到尿 IgG

蛋白在尿液中正常含量范围是<6 μg/mL，因此

选择测定浓度范围 0.2–20.0 μg/mL 进行测定。

观察实验曲线图可以得出图像信号在 IgG 蛋

白浓度为 0.2–20.0 μg/mL 范围内呈指数关系。

取 3 次测定结果进行分析，浓度 0.20、1.28、

3.20、8.00、20.00 μg/mL 的检测结果标准差分

别约为 0.036 84、0.037 13、0.025 02、0.020 64、

0.025 78 μg/mL。当抗原浓度在 0.2–3.2 μg/mL

范围内曲线具有良好的线性关系，线性方程为

Y=0.244X+1.284 (单位为 μg/mL)，R2=0.973 3 (n=3)。

抗原浓度超过 3.2 μg/mL 时 R2 下降至 0.839，认

为其不再符合线性关系。取 IgG 浓度为 0.2 μg/mL

的模拟尿样重复测定 4 次，求得其相对标准偏

差为 2.86%。 

实验结果分析得出，所设计采用的垂直流

向纸芯片具备检测不同浓度 IgG 的能力，并

从中得到图像信号随 IgG 浓度变化的线性范

围为 0.2–3.2 μg/mL，能够有效检测到尿液中

IgG 蛋白的含量，但当 IgG 蛋白浓度过大时图

像信号随 IgG 浓度变化不再呈线性关系，而

是趋于饱和，为此考虑将待检测尿液蛋白浓度

稀释到本文能做到的定量检测的浓度范围内，

然后再对其结果进行数值上的运算得到最终

结果，以此判断检测者是否患有某种类型的肾

病，及时帮患者做出预判，及时就医诊治。查

阅到利用表面等离子体共振(surface plasmon 

resonance, SPR)技术检测到的 IgG 最低检测限

是 0.022 μg/mL[21]，相对于实验中最低检测限

0.2 μg/mL 来说，虽然灵敏度还有优化空间， 

 

 
 

图 7  尿样标准曲线 
Figure 7  Urine sample standard curve. 
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但是对于 IgG 蛋白在病人尿液中>6 μg/mL 的

范围来说，已经在低成本的情况下做到了有效

检测，能够帮助实现早期疾病诊断，便于患者

早期及时治疗。 

2.3  非特异性实验 
考虑到固定化抗体与除 IgG 蛋白以外的其

他蛋白之间的非特异性结合，这里以 Lambda

蛋白为例验证是否会与反应区的抗体发生非

特异性结合，造成诊断错误。将尿样稀释后

200 μg/mL 的 Lambda 蛋白通入反应区，按照相

同的方法对结果进行处理，得到结果如图 8 所

示，纵坐标为最小值归一化信号，信号的最小

值为 1，对应浓度为 0 μg/mL。检测到 20 μg/mL

的 IgG 样品信号达 2.2，而 200 μg/mL 的 Lambda

样品信号仅有 1.2。证明 Lambda 蛋白和 IgG 抗

体的非特异性结合非常弱。 

2.4  补光对比实验 
实验采用手机拍照然后提取图像信息的方

式实现浓度信息的读取，检测结果不可避免地

会受到背景光变化的影响。为了进一步探索光

源变化的影响，在实验装置上设计隔离光线的

装置的同时也探究了额外增加补光对实验结果

的影响。 

 
 

图 8  非特异性结合检验 
Figure 8  Nonspecific binding test. 

 
如图 9 所示，在没有补光的条件下，检测

得到的线性关系为 Y=0.229 8X+1.327 6, R2= 

0.974 (n=3)。增加补光后检测结果变为 Y= 

0.125 2X+1.271, R2=0.887 7 (n=3)。可以看出增

加补光后线性关系明显下降，这可能是由于光

圈在补光过程中会使得四周光源充足而中间光

线不均匀。同时，我们对这两组数据进行了显

著性差异分析，得到的 P-value 值约为 0.108 6，

高于 0.05，表明这两组结果没有显著差异，这

也与实验相符，补光只是影响线性度。以上得 

 

 
 

图 9  未补光与补光结果对比 
Figure 9  Comparison of the unfilled (A) and filled (B) light results.  
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出，对结果进行拍摄时需要拥有更均一的光线

环境，不需要补光。这进一步简化了装置，说

明实验设计的黑箱拍摄装置可以更加方便地检

测到实验结果，有望实现家庭或个人的尿样检

测，规避了去大医院长时繁琐的检测流程。 

3  讨论与结论 
基于垂直流向纸芯片，采用双抗夹心免疫

原理，通过显色拍照处理的方式，对人尿液中

IgG 蛋白进行测定，检测过程实验室材料成本

低于 5 元，但如果批量生产，成本会继续降低。

实验研究结果表明图像信号在 IgG 浓度为

0.2–3.2 μg/mL 范围内具有良好的线性关系，最

低检测限度为 0.2 μg/mL 远低于市面上尿蛋白

检测试纸的最低检测限度，已经在低成本的情

况下做到了有效检测，且经过非特异性实验证

明了纸芯片检测具有很好的特异性，可见该方

法简单易行，有良好的重现性和准确性。有相

关研究表明，反应区通道的大小会影响抗体的

固定与抗原抗体的结合情况[23]，后续可以进行

进一步研究，并且在图像处理过程中算法的选

择中能够利用更多的颜色空间模型(HIS 模式、

CMYK 模式、HSB 模式等)，进一步优化处理

结果，更好地实现颜色深浅度分辨。 

综上所述，探索出的完整检测体系，有望

应用于家庭或个人的即时检测，除此之外，由

于本文采用的原理为免疫原理，只需在制作纸

芯片时改变固定在纸芯片上的抗体，同样的检

测方法和装置也可以用于其他类型免疫球蛋

白如 IgM、IgE 的检测，甚至为其他可以作为

标志物蛋白的检测提供了普适的方法。目前有

使用试纸检测血清中新冠病毒 IgG 抗体，利用

的就是类似于本文检测原理的胶体金法进行

检测的[24]，在后续研究中考虑可以将针对尿液

蛋白的检测扩展到血清蛋白等的检测，增加检

测范围，不局限于相关肾脏疾病的预判，也能

观察到其他影响机体免疫状态的系统性疾病。 
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