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病原微生物是指能够引起人类或动物疾病的微

生物，包括病毒、细菌、真菌、衣原体和支原体等。

病原微生物可以通过空气、体液等介质传播，危害

人体健康，造成财产损失［1］。因此，对病原微生物
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摘 要 ： 快速、准确地检测病原微生物对于疫情防控和保障人民生命健康具有重大意义。近几年，研究者们通过合理地设

计微流控芯片，将微流控技术与各种检测技术相结合，已经开发出了多种用于病原微生物检测的技术方法。相较于传统的病原微

生物检测技术，微流控检测技术优势突出，具有操作人员技术要求不高、样本需求量少和自动化程度高等优点，适用于各种复杂

环境下病原微生物的精准、快速检测。本文对微流控技术在病毒、细菌、真菌、衣原体及支原体等病原微生物的检测应用进行了

综述，以期为病原微生物的检测提供研究思路，促进微流控技术在病原微生物检测中的发展，提高对疾病的预防和控制能力。
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Abstract:  Rapid and accurate detection of pathogenic microorganisms is of great significance for epidemic prevention and control as 

well as the protection of people's lives and health. In recent years, researchers have developed a variety of technical methods for the detection 

of pathogenic microorganisms by reasonably designing microfluidic chips and combining microfluidic technology with various detection 

technologies. Compared with traditional pathogenic microorganism detection technology, microfluidic detection technology has outstanding 

advantages, i.e., low technical requirements for operators, less sample demand and high degree of automation, and is suitable for accurate and 

rapid detection of pathogenic microorganisms in various complex environments. In this paper, the application of microfluidic technology in the 

detection of pathogenic microorganisms such as viruses, bacteria, fungi, chlamydia and mycoplasma was reviewed, aiming to provide research 

ideas for the detection of pathogenic microorganisms, promote the development of microfluidic technology in the detection of pathogenic 

microorganisms, and improve the prevention and control ability of diseases.
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快速、准确以及灵敏的检测是降低其危害的重要手

段［2］。传统的病原微生物检测方法包括染色、培养、

生化鉴定等方法，存在耗时长、成本高、操作复杂

等缺点。微流控技术的出现为病原微生物的低成本、

高通量、高效率检测提供了新的研究思路和方法［3］。

本文基于微流控技术在不同病原微生物检测中的研

究进展作一综述，旨在为微流控技术在病原微生物

检测中的研究提供参考，进而推动微流控技术在病

原微生物检测中的应用。

1 微流控概述及其分类 
1.1 微流控的简介

微流控（microfluidics）指的是使用微管道（尺

寸为数十到数百微米）处理或操纵微小流体（体积

为纳升到阿升）的系统所涉及的科学和技术。微流

控系统通常包含阀门、微通道、反应室、压力系统

和检测系统，通过控制微流控装置内流体的运动来

实现样品制备、反应、分离和检测等功能。微流控

技术能够控制微小流体，整合多种反应，其在病原

微生物检测中可以在微观水平上精确控制样品体积

并减少体内和体外环境之间的差异，进而达到缩短

反应时间和降低检测成本的目的［4］，具有快速、准确、

样品消耗少等优点，为病原微生物的检测提供了广

阔的前景。微流控技术在病原微生物检测中的应用

如图 1。

图 1 微流控在病原微生物检测中应用

Fig. 1  Application of microfluidic in the detection of patho-
genic microorganisms

1.2 微流控技术的分类

微流控技术发展迅速，种类众多，应用十分广泛，

对于微流控技术种类的划分还没有统一的标准。基

于微流控芯片的驱动方式可将其分为主动型微流控

和自驱型微流控。主动型微流控一般利用的是外源

性驱动力进行微流体的操控，主要包括压力型微流

控、离心型微流控、磁力型微流控、数字化微流控等。

各类型微流控特点如下 ：（1）压力型微流控 ：利用

气体压力或液压或气液压混合，来控制液体在芯片

中的运动；（2）离心型微流控：一般为对称盘式构型，

利用旋转产生的离心力来驱动液体在芯片中的运动；

（3）磁力型微流控 ：利用磁场来控制流体中的磁性

物质，以驱动流体的运动 ；（4）数字化微流控 ：基

于微升至纳升范围内的液滴精准操作，来实现复杂

的实验室分析的独立平台，其微滴由液体表面张力

特性形成。上述是常见的几种微流体驱动方式，研

究人员通常将多种驱动方式组合来实现特定的目标

功能。

自驱型微流控通常利用表面亲疏水特性或毛细

力来进行流体的输运与处理，具有自驱动、无需外

接动能、操作方便和容易控制等特点。其原理是基

于纸质材料的易塑形、多孔、亲水、毛细管作用等

特性进行物理或化学加工后构建出的平面（2D）或

立体（3D）的纸基微流道，该微流道集样品前处理、

分离、分析等功能于一体，可实现微量样本的快速

检测。目前文献所报道的微流控装置多是外源驱动

型微流控，而高通量、低能耗或无需外源驱动的微

流控检测技术是未来主要发展趋势。

2 微流控技术在病原微生物检测中的应用

2.1 微流控技术检测病毒

基于微流控技术的病毒检测方法主要针对病毒

细胞数量、表面特异性蛋白和特异性核酸片段来开

展检测［5-6］。基于病毒细胞培养的空斑测定法是病

毒鉴定和诊断的金标准，但存在通量低、所需样品

量大等问题，因此 Su 等［7］设计了可以同时培养 5

种病毒的聚二甲硅氧烷芯片，该芯片系统不仅实现

了病毒的高效鉴定，还完成了病毒的分离和抗病毒

药物的筛选，具有通量高和检测样本量少的优点。
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微流控芯片培养法解决了传统培养法存在的一

些问题，但仍存在培养周期长等限制，所以需要开

发耗时少、精确度高的检测方法。而靶向病毒表面

特异蛋白的微流控技术可以很好地解决目前培养法

存在的问题，因而，Saraf 等［8］基于适体和适体功

能化的金纳米粒子与目标蛋白形成三明治夹心结构，

然后和银试剂反应获得比色信号，设计了对寨卡病

毒和基孔肯雅病毒等病毒包膜蛋白进行多重检测的

微流控检测芯片，该芯片系统在 2 h 内完成了对磷

化氢缓冲盐水和小牛血中寨卡病毒和基孔肯雅病毒

的高特异性检测。为了在微流控检测系统中实现对

多靶标蛋白的灵敏识别，Guan 等［9］设计了一个集

成两种单克隆抗体（mAb）的微流体系统，用于肠

道病毒 71（EV71）的灵敏检测。该系统将 EV71 的

主要衣壳蛋白 VP1 的单克隆抗体 1F4 和 2H2 分别与

羧基官能化磁珠和羧基官能化量子点偶联，最后通

过荧光强度来直接评估靶标蛋白的浓度。该微流体

系统在 30 min 内对 VP1 的检测限（LOD）达到 10 

pg/mL，与使用相同抗体的夹心酶联免疫吸附试验的

结果（310 pg/mL）相比，提升了 31 倍。

随着技术的不断完善与发展，基于病毒表面特

异蛋白的微流控技术在耗时、特异性以及灵敏度等

方面均有很大的提升，但是面对低丰度、高感染性

的病毒靶标时，仍存在灵敏度不够的问题，而以精

确度高著称的核酸检测法可以弥补蛋白检测法存在

的缺陷［10］。基于此，Tian 等［11］ 开发了一种检测

病毒特异性核酸序列的全自动离心微流控系统（图

2‑a），所有检测流程被整合到封闭的自动化微流体

系统之中，当口咽拭子样品被注入微流控盘后，该

系统自动进行样品处理、反转录环介导等温扩增、

荧光信号检测等检测流程，其在 70 min 内完成了

对 21 个样本的高灵敏检测，最低检测限达到 0.5 
copies/μL。而当面对致病率极高的病毒时，快速且

高效地筛查出阳性患者是有效开展防疫工作的保障，

因此，Li 等［12］基于一个独立的微流控系统开发了

一种简单、灵敏和无需仪器的病毒检测系统（图 2‑b）。

a ：用于样本应答病毒核酸检测的全自动离心微流体系统［11］；b ：对 SARS‑CoV‑2 进行无仪器、基于 CRISPR 诊断的微流控系统［12］；c ：一种利用 RT‑LAMP 检

测载体病毒的自供电快速加载微流控芯片［13］

a: Fully automated centrifugal microfluidic system for sample response viral nucleic acid detection［11］; b: a microfluidic system based on CRISPR diagnosis without 
instruments for SARS‑CoV‑2［12］; c: a self‑powered fast‑loading microfluidic chip using RT‑LAMP to detect carrier viruses［13］

图 2 病毒检测微流控系统

Fig. 2 Microfluidic system for virus detection
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该系统将等温扩增、CRISPR 技术和侧向流动检测集

成在一个封闭的微流体芯片中，当 RNA 病毒样本加

入到微流控芯片后，通过侧向流动试纸，肉眼即可

直接观测检测结果。这种操作简单、灵敏度高、成

本低的微流控系统有望被推广应用到大规模的病毒

筛查检测中。

目前常见的微流控系统通常需要外源驱动，所

以动力供应会限制微流控技术的应用和发展。基于

此，Yao 等［13］设计了一种自供电快速加载微流控

芯片（图 2‑c），可同时检测裂谷热病毒、基孔肯亚

病毒和登革热病毒 I、II、III 和 IV 亚型等 8 种病毒，

无需外源驱动，50 min 内即可完成检测，灵敏度可

达 50-100 copies/μL。Kim 等［14］研究发现具有毛细

作用力的纸基微流控在无外源驱动条件下即可实现

对病毒的捕获和检测，利用其独有的特性开发了一

种手持式纸基微流控系统，可直接捕获空气中的液

滴进行检测。通过在空气中喷洒含有病毒的人类唾

液样本来模拟自然环境，验证发现该系统从捕获病

毒到智能手机完成数据分析总耗时 30 min。这项技

术为提高微流控系统的病毒检测效率提供了新思路。

2.2 微流控技术检测细菌

细菌是许多疾病的病原体，可以通过皮肤、消

化道、呼吸道、血液等方式传播疾病，具有较强的

传染性［15］。快速、高灵敏、高特异性的病原菌现场

检测已成为迫切需要，现有的细菌检测方法存在操

作繁琐、耗时长等问题，无法满足即时检测的需求；

微流控芯片技术由于其小型化、便携性好和低试剂

消耗，为各分析物提供了一种方便、快捷的检测工

具。常见的基于微流控的细菌检测方法有阻抗检测

法、表面蛋白检测法以及核酸检测法等方法。

微流控芯片上细菌的信号转导通常通过光学、

声学、阻抗或电化学测量来实现，其中基于阻抗的

芯片传感器具有响应快速、制造简单和灵敏度高等

优点。近年来，基于阻抗的细菌芯片传感器得到了

长足发展，其原理是通过检测细菌直接沉积在或穿

过电极阵列而引起的阻抗变化实现对靶标的灵敏检

测。Boehm 等［16］展示了一种基于电阻抗的方法来

同时识别和检测细菌的全功能微流控系统。当该系

统感应腔表面被抗体功能化后，样品溶液中的细菌

可以被选择性地捕获到测量腔内，从而增加了感应

腔的电阻率，即可完成靶标菌的检测，该传感系统

具有操作简单、选择性好及拓展性强等优点。

基于阻抗的细菌微流控检测法部分解决了传

统基于培养检测方法存在的问题，但仍存在特异性

和灵敏度不够的问题。而基于细菌表面抗体的微流

控检测方法能特异、高效、快速地对体积复杂样本

进行检测，且无需专业操作人员［17］。基于此原理，

Costa 等［18］开发了一种基于高特异性受体结合蛋

白（RBPs）的微流控识别系统（图 3‑a），用于快速

检测大肠杆菌和铜绿假单胞菌，该系统将两种重组

RBP（Gp54 和 Gp17）与不同的荧光蛋白融合，并通

过测量获得的不同荧光信号实现对铜绿假单胞菌和

大肠杆菌的灵敏检测，检测限达到 103 CFU/mL。为

了进一步增加检测通量和灵敏度，Kim 等［19］将蛋白

偶联的荧光颗粒装载于纸基微流体芯片，并通过智

能手机荧光显微镜计算颗粒聚集的程度，其对金黄

色葡萄球菌的检测限为 102 CFU/mL，而大肠杆菌和

鼠伤寒沙门氏菌的检测限达到 10 CFU/mL。随着病

原菌高灵敏度检测需求的到来，Song 等［20］提出了

一种具有单细胞分辨率的微流控芯片系统（图 3‑b），

通过计数细胞而不是细菌斑块或浊度来跟踪细菌状

态，检测时间从 2 h 缩短到约 30 min，实现了对致

病菌的快速、高灵敏检测。

随着低浓度样本检测需求的出现，对微流控检

测有了新的要求 ：高灵敏度和高选择性，基于核酸

序列互补原理的核酸微流控系统因快速、精确的检

测优势成为了热点研究技术。Sun［21］团队开发了一

种基于多信号放大策略的微流控化学发光生物传感

器，通过细菌竞争性结合触发催化发夹组装（CHA）

和催化反应，实现了多重信号扩增，其检测限低至

130 CFU/mL，耗时仅需 1.5 h，但是该方法只能实现

定性检测。基于此，Liu 等［22］在此基础上开发了一

种基于免疫磁性分离、酶催化和电化学阻抗分析的

微流控生物传感器（图 3‑c），将细菌样品、被捕获

抗体修饰的磁性纳米颗粒和被检测抗体和葡萄糖氧

化酶修饰的酶探针同时添加到微流控芯片后，通过

交叉指状微电极和电化学阻抗分析仪确定目标细菌

浓度。整个检测过程耗时缩短至 1 h，最低检测限达

到 73 CFU/mL，其不仅缩短了检测时间，提高了灵
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敏度，而且还实现了定量检测。为了进一步提高灵

敏度，Kao 等［23］研究了一种新型的微流控免洗荧光

原位杂交（FISH［24］）液滴检测系统（图 3‑d）。其将

样品与试剂混合并装入微流体盒中，通过离心使微

流体乳化，将样品制成微液滴用于细菌包封，使用

锁定核酸的 LNA/DNA 分子信标和基于 NaCl 尿素的

杂交缓冲液，然后进行原位渗透、杂交和信号检测。

该检测系统以大肠杆菌、肺炎克雷伯菌和奇异变形

杆菌为对象进行验证，检测限为 3×103 bacteria/mL，

该系统达到单细胞灵敏度水平。

a ：用于血液中大肠杆菌和铜绿假单胞菌的多重检测的微流控平台［18］；b ：用于检测单细胞水平耐药性的微流控芯片［20］；c ：基于磁分离、酶催化和电化学阻

抗分析的鼠伤寒沙门氏菌微流体生物传感器［22］；d ：使用 LNA/DNA 分子信标进行细菌检测和绝对定量的一锅数字微流控系统［23］

a: Microfluidic platform for multiple detection of E. coli and Pseudomonas aeruginosa in blood［18］. b: Microfluidic chip for detecting drug resistance at single cell level［20］. c: 
Salmonella typhimurium microfluidic biosensor based on magnetic separation, enzyme catalysis and electrochemical impedance analysis［22］. d: One‑pot digital microfluidic 
system using LNA/DNA molecular beacons for bacterial detection and absolute quantification［23］

图 3 细菌检测微流控系统

Fig. 3 Microfluidic system for bacterial detection

2.3 微流控检测其他病原微生物

除病毒、细菌等常见病原微生物检测外，微流

控技术近年来也被广泛应用于真菌、支原体及衣原

体等其他病原微生物的检测研究。

真菌感染可导致严重的临床结果，如引发多器

官衰竭和感染性休克，因此对真菌的快速检测是治

疗真菌感染疾病的关键［25］。常规真菌检测方法包括

血培养、平板培养和聚合酶链式反应，这些方法普

遍存在耗时长、检测设备昂贵等问题。随着微流控

芯片技术的发展，科学家将微流控芯片与真菌检测

相结合，实现了更高的检测效率和准确性。Soares

等［26］报道了一种新型的超快速单步荧光竞争性免

疫分析方法，利用微流控室中固定的、经功能化纳

米多孔琼脂糖珠修饰的蛋白质来检测黄曲霉素 B1，

检测时间为 2 min，检测限为 1 ng/mL。为了实现对

真菌的灵敏检测，Schell 等［27］开发了一种数字微

流控实时 PCR 平台，用于检测血液中白色念珠菌的

DNA，与金标准法相比，总灵敏度达到 94%。随着

各种真菌毒素特异性单克隆抗体的开发以及针对单

一或多种真菌毒素的免疫亲和柱的建立，微流控芯

片高通量、高灵敏度、灵巧和快速的优势将在真菌

的同步检测中更加突出。

支原体致病机制为支原体顶端吸附于细胞表面，

将其微管侵入细胞，从而夺取细胞营养物质，再释
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放出过氧化氢等引发细胞溶解、坏死，导致炎症发生。

其主要的检测方法有培养法、血清法及 PCR 等方法，

存在操作繁琐、需要专业操作人员及周期长等问题。

Wulff‑Burchfield 等［28］基于 PCR 平台构建出的快速、

便携和全自动的微流控实时检测系统，通过生物素

化捕获探针和链霉亲和素偶联磁珠联合 Taqman 探针

和引物，对咽拭子样本中的肺炎支原体特异性 DNA

进行快速检测，准确率达到 98%，该微流控平台与

PCR 灵敏度一致，但速度提高了 3 倍，为肺炎支原

体检测侧提供了一种准确且灵敏的检测方法。为了

进一步提高微流控系统对支原体的检测效率，Wang

等［29］设计了一种 3D 打印微流体系统，通过在 PCR

室预加载指定的引物和探针，80 min 内完成了对肺

炎支原体及其突变型的灵敏检测。该系统具有操作

简单、速度快等优点，为感染现场和医院急诊科提

供了一种快速、便携的检测手段。

衣原体是一种专性细胞内病原体，是当今世界

上细菌性传播疾病发病率最高的病原体，根据世界

卫生组织统计，全球每年有超过 1 亿例衣原体感染

病例发生。衣原体筛查最常用的检测方法是核酸扩

增试验，这种方法具有良好的敏感性和特异性，但

只能在专门的实验室中完成，且需要一天甚至更长

时间才能得出结果。因此，迫切需要一种敏感、快

速且具有成本效益的诊断方法。基于此，Dean 等［30］

等开发了一种基于微流体的多重检测沙眼衣原体的

方法，该微流控系统在 20 min 的扩增反应中同时检

测出 9 个沙眼衣原体位点，实现了对衣原体病菌的

快速检测。为了实现多靶标同步检测，Ye 等［31］建

立了一个多功能微流控核酸诊断系统，其在单个集

成的微流控芯片上完成了核酸的纯化、分离、扩增

和检测。该微流控系统高度自动化，能直接从泌尿

生殖道分泌物中同时检测出沙眼衣原体、淋病奈瑟

菌、人支原体和解脲支原体。其诊断效果与 PCR 一致，

从样本提取到结果分析总耗时不到 50 min。这种具

有高度集成、自动化、无需预处理样本的新型衣原

体诊断工具，可以改善性传播疾病的预防和控制状

况，实现早诊断早治疗。

2.4 小结

微流控平台在经历了芯片设计的蓬勃发展后，

随着近几年新型检测技术不断涌现，流体机理理论

也日趋成熟和完备。目前，已发展出三大主流应用

技术 ：微流控芯片技术，以及基于微流控芯片技术

发展而来的液滴微流控技术和纸基微流控技术。这

些技术在病原微生物的快速检测中实现了多功能集

成、高通量和无能耗自驱动的功能，展现了微流控

技术在单细胞分析水平中的发展前景。

从整个微流控技术领域的发展角度来，未来随

着材料科学与电子测量技术的发展，多重信号放大

融合的多靶标检测的微流控平台可能开辟出更有发

展应用前景的 POCT 新途径 ：（1）多纳米技术与新

材料的融合。临床诊断和环境监测中的许多样品都

比较复杂，其中存在多种不同的物质，由于背景信

号较强，可能会干扰检测过程。集成先进的纳米技

术有利于样品的富集，同时选择用于信号转换的材

料可以大大提高微流控传感的效率。（2）同时分析

多种不同类型重要生物标志物。在临床诊断、治疗

和预后中，进行多靶标检测以确保准确评估是必不

可少的。因此，将蛋白质、核酸等多种生物标志物

的检测以全自动的方式整合到一个平台上，不仅可

以在不同层面提供有价值的疾病信息，提高检测的

可信度，还可以促进 POCT 的实际应用。合理设计

的微流控芯片，结合先进的检测技术和多功能材料，

有望实现广泛的临床应用。

3 总结与展望

3.1 微流控检测病原微生物的优势

与传统的病原微生物检测方法相比，微流控检

测技术极大地提升了检测便利化水平。例如，针对

乙肝病毒检测和基因分型存在操作复杂、耗费时间

长的问题，多功能集成离心式微流控平台的出现，

成功地基于全血样本一步实现了血清分离、吸附、

洗涤、洗脱、检测 DNA 等一系列功能，极大地缩短

了检测时间，提升了诊疗效率［32］；而自供电快速加

载微流控芯片的研发实现了对包括登革热病毒在内

的 8 种病毒的同时检测，显著地提高了检测通量，

缩短了诊断时间［13］，让在野外或者医疗条件差的偏

远地区亦可实现对致病病菌的快速自助检测。总之，

微流控的优点主要包括 ：（1）集多个检测步骤于一

体，在微流控芯片上进行反应，操作更加便捷，将
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实验室功能整合到微流控平台上，实现了检测自动

化、一体化 ；（2）封闭式的自动化管理不仅减少了

污染，保证了安全，同时微通道多样性满足了对不

同病原体的检测需求，保证了各通道的独立性，在

实现快速检测的同时能够对多个靶标进行检测，具

有高通量性 ；（3）基于微流控技术的病原微生物检

测减少了对实验环境的要求，降低了对专业技术人

员的依赖，极大地提高了对突发公共卫生事件的处

理效率和可靠性。基于病原微生物检测的微流控技

术发展迅速，弥补了传统检测技术的缺陷，使得病

原微生物的检测朝着即时、快速分析、自动化、高

通量、高特异性、高精度、无损便携、低成本和便

捷化方向发展。

3.2 存在的问题及发展前景

微流控检测装置是微流控检测系统的核心，其

开发的难点在于，必须根据病菌的特点量身设计微

流控装置或芯片的结构，同时实现高灵敏度和高精

确度检测。基于此，微流控技术还需要在以下几个

方面进行改进 ：（1）在保证细胞活力方面，一些微

流控装置不能完全保证靶细胞的内部结构成分不被

破坏，增加了精确检测细胞的难度，需要根据靶细

胞特性精确结构设计。（2）在自动化方面，目前系

统设计、样品装样、细胞培养、数据采集和分析的

全过程消耗掉大量的时间和人力，需要提高微流控

系统的自动化程度。（3）在成本方面，目前微流控

的开发成本较高，多数微流控研究成果还停留在实

验室，无法推广应用。因此，开发便携、低成本的

微流控装置是成果转化的关键。（4）在质量控制方面，

目前微流控检测技术尚缺乏成熟的管理体系和统一

的行业标准，因此需要进一步提高精确度和稳定性

助力临床推广应用，建立行业标准。

最近，机器学习和数学建模等人工智能工具从

更新的角度分析病原菌给微流控技术带来了前所未

有的机会。基于数学建模建立单拟合参数的适用数

学模型，探索某一细菌在表面积体积比方面特有的

动态特性，实现对表面积和体积合成适应之间时间

延迟的预测，进而作为微流控系统检测其他病菌的

适用策略。此外，还可以将待测细胞与计算机连接，

建立一个网络遗传系统，进而实现细胞周期的自动

同步。因此，我们认为优化微流体与人工智能算法

的结合可能是未来潜在的发展趋势，对促进疾病检

测、环境监测、食品安全检测等多领域的快速发展

具有重要意义。
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