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本发明涉及一种同时检测多种肿瘤标志物

的3D折叠纸基微流体荧光检测装置，属于生物检

测技术领域。该检测装置可用于同时对多种肿瘤

标志物的检测。本发明包括以下步骤：(1)纸基微

流体芯片的制作；(2)纸基微流体芯片的预处理；

(3)三维纸基同时检测的免疫反应程序；(4)荧光

分析检测。本发明将纸基微流体分析平台与荧光

检测结合起来，用于多种肿瘤标志物的同时检

测。这种检测装置简单，便宜，便携，一次性，易于

使用，为发展中国家和资源有限和偏远地区提供

了有利的平台。
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1.一种同时检测多种肿瘤标志物的3D折叠纸基微流体荧光检测装置，其特征在于：包

括以下步骤：

(1)纸基微流体芯片的制作；

在计算机上设计出3D纸基的图形，构成可折叠的三维亲水和疏水区域，用于同时检测

多种肿瘤标志物，在纸基2、3两层增加检测区域孔的数目为1-5，即可增加同时检测的标志

物种类数为1-5，并用喷蜡打印机打印，放进烘箱烘烤一段时间，取出冷却至室温，将纸基沿

着打印区域剪下，并进行三维折叠；

(2)纸基微流体芯片的预处理；

将烘烤好的纸基芯片的第3层用等离子清洗机进行氧气等离子体处理，使纸表面的碳

自由基形成氧自由基，导致醛基的产生，此目的是便于抗体在纸上的固定；

(3)三维纸基同时检测的免疫反应程序；

首先在等离子体处理过的第3层分别固定1-5种肿瘤标志物的包被抗体，然后用阻隔液

阻隔纸上的结合位点，在第2层加入对应的1-5种肿瘤标志物的异硫氰酸荧光素标记抗体，

将1、2两层对叠，在1层样品区加入待测抗原混合液，最后将三层全部对叠，进行免疫反应；

(4)荧光分析检测；

将第3层的纸基微流体芯片至于特定的激发光源下，根据可视化的荧光强弱评估1-5种

肿瘤标志物浓度，将第3层的纸基微流体芯片用荧光分光光度计测定发射波长峰值，可精确

得出检测的1-5种肿瘤标志物浓度。

2.根据权利要求1所述的同时检测多种肿瘤标志物的3D折叠纸基微流体荧光检测装

置，其特征在于：在纸基2、3两层增加检测区域孔的数目为3，可同时检测的标志物种类数3

种。

3.根据权利要求2所述的同时检测多种肿瘤标志物的3D折叠纸基微流体荧光检测装

置，其特征在于：

(1)纸基微流体芯片的制作，使用的是规格为20cm×20cm的沃特曼1号色谱纸；

(2)纸基微流体芯片的预处理，将烘烤完成第3层纸基微流体芯片，放入等离子清洗机

进行表面改性4min，利用氧气表面等离子体处理使纸的表面带上醛基便于抗体固定，在等

离子体条件下，纸基纤维素上的碳自由基-·CH-OH上的羟基会失去氢原子，从而形成氧自

由基-·O-CH2-，然后，该氧自由基上的单个电子与碳上的电子结合，导致醛基的产生；

(3)在荧光免疫反应程序中，首先在醛基改性过的第3层纸基G、H、I上分别固定4μL、40μ

g/mL的3种肿瘤标志物的包被抗体，J作为空白对照，在室温下反应30min后，用20μL、

0.01molPH＝7.4的磷酸缓冲液冲洗3次，然后再依次加入0.5％的BSA阻隔纸上未与抗体结

合的特异性位点，室温下反应15min后用20μL、0.01molPH＝7.4的磷酸缓冲液冲洗3次，在第

二层纸基C、D、E上分别加入4μL、40μg/mL对应的三种肿瘤标志物的异硫氰酸荧光素标记抗

体，2min后将1、2两层对叠，在1层的A孔中加入20μL的待测肿瘤标志物混合液，反应2min后

将三层全部对叠，并在1层的A孔中加入40μL、0.01molPH＝7.4的磷酸缓冲液将抗原与标记

抗体复合物冲到3层。反应4min后用40μL、0.01molPH＝7.4的磷酸缓冲液冲洗3次，并用吸收

垫吸收废液。

(4)将纸基微流体芯片放到波长为470nm的激发光源下照射，可根据黄绿色荧光的强弱

与比色卡进行比较视觉读出读数；将纸基微流体芯片放入样品板，用荧光分光光度计在波
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长为470nm的激发光下进行扫描，可根据荧光光谱的峰值精确地分别得出各种肿瘤标志物

的浓度。
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一种同时检测多种肿瘤标志物的3D折叠纸基微流体荧光检测

装置

技术领域

[0001] 本发明涉及一种检测装置，尤其是一种能对多种肿瘤标志物进行同时检测的3D折

叠纸基微流体荧光检测装置，属于生物检测技术领域。

背景技术

[0002] 根据世界卫生组织和国际癌症研究机构(IARC)发布的“世界癌症报告”，癌症是全

球死亡的主要原因，早期检测多种肿瘤标志物便于诊断癌症和治疗监测，并显着提高了治

疗效率和存活率。然而，仅检测单个肿瘤标志物通常不足以准确诊断癌症，因为大多数标志

物不对特定肿瘤具有特异性。为了提高癌症诊断的准确性，有必要结合多种肿瘤标志物的

检测，因为它可以显着提高诊断特异性。

[0003] 已经提出了多种方法来在过去几年中同时检测多种肿瘤标志物。例如，电化学免

疫测定，无标记方法，介导电泳测定，化学发光分析，生物标记的扫描测定，光子悬浮阵列。

但是所有这些技术都不适合进行点对点测试，因为它们需要大型和复杂的仪器，复杂的操

作，长时间的分析时间和高技能的人员进行操作。有限的设备和没有足够培训的人员可能

会限制偏远和农村地区早期筛查肿瘤。因此，在不使用实验室或经过培训的人员的情况下，

可以同时检测多个肿瘤标志物的易于快速和低成本的分析方法的需求是迫切需要的。近年

来，免疫标记与纸基微流体结合的试纸越来越受到重视，因为它具有操作简便，分析物体积

小，分析时间短，成本低，多分析分析的优点，不需要专业以及实现护理点测试的能力。然

而，这些方法多是酶联免疫，酶联免疫反应中需要加底物与终止液，使反应程序更复杂；而

且酶联需要适宜的温度与PH以免影响酶的活性，不适合快速随时随地检测。而荧光材料是

很好的选择，因为光信号是敏感的，并且具有荧光标记的免疫分析具有量化多分析物的潜

力。异硫氰酸荧光素(FITC)是一种发强黄绿色荧光的染料，它量子产率高、荧光寿命长，用

FITC来标记抗体进行荧光免疫分析来检测肿瘤标志物是一种便捷有效、准确性高的检测方

法。

发明内容

[0004] 本发明解决的技术问题是：提出一种同时检测多种肿瘤标志物的3D折叠纸基微流

体荧光检测装置，低成本便携式的纸基荧光检测装置，并应用到对多种肿瘤标志物的同时

检测中。

[0005] 为了解决上述技术问题，本发明提出的技术方案是：一种同时检测多种肿瘤标志

物的3D折叠纸基微流体荧光检测装置，包括以下步骤：

[0006] (1)纸基微流体芯片的制作；

[0007] 在计算机上设计出3D纸基的图形，构成可折叠的三维亲水和疏水区域，用于同时

检测多种肿瘤标志物，在纸基2、3两层增加检测区域孔的数目为1-5，即可增加同时检测的

标志物种类数为1-5，并用喷蜡打印机打印，放进烘箱烘烤一段时间，取出冷却至室温，将纸
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基沿着打印区域剪下，并进行三维折叠；

[0008] (2)纸基微流体芯片的预处理；

[0009] 将烘烤好的纸基芯片的第3层用等离子清洗机进行氧气等离子体处理，使纸表面

的碳自由基形成氧自由基，导致醛基的产生，此目的是便于抗体在纸上的固定；

[0010] (3)三维纸基同时检测的免疫反应程序；

[0011] 首先在等离子体处理过的第3层分别固定1-5种肿瘤标志物的包被抗体，然后用阻

隔液阻隔纸上的结合位点，在第2层加入对应的1-5种肿瘤标志物的异硫氰酸荧光素标记抗

体，将1、2两层对叠，在1层样品区加入待测抗原混合液，最后将三层全部对叠，进行免疫反

应；

[0012] (4)荧光分析检测；

[0013] 将第3层的纸基微流体芯片至于特定的激发光源下，根据可视化的荧光强弱评估

1-5种肿瘤标志物浓度，将第3层的纸基微流体芯片用荧光分光光度计测定发射波长峰值，

可精确得出检测的1-5种肿瘤标志物浓度。

[0014] 优选的，在纸基2、3两层增加检测区域孔的数目为3，可同时检测的标志物种类数3

种。

[0015] 优选的，(1)纸基微流体芯片的制作，使用的是规格为20cm×20cm的沃特曼1号色

谱纸；

[0016] (2)纸基微流体芯片的预处理，将烘烤完成第3层纸基微流体芯片，放入等离子清

洗机进行表面改性4min，利用氧气表面等离子体处理使纸的表面带上醛基便于抗体固定，

在等离子体条件下，纸基纤维素上的碳自由基-·CH-OH上的羟基会失去氢原子，从而形成

氧自由基-·O-CH2-，然后，该氧自由基上的单个电子与碳上的电子结合，导致醛基的产生；

[0017] (5)在荧光免疫反应程序中，首先在醛基改性过的第3层纸基G、H、I上分别固定4μ

L、40μg/mL的3种肿瘤标志物的包被抗体，J作为空白对照，在室温下反应30min后，用20μL、

0.01molPH＝7.4的磷酸缓冲液冲洗3次，然后再依次加入0.5％的BSA阻隔纸上未与抗体结

合的特异性位点，室温下反应15min后用20μL、0.01molPH＝7.4的磷酸缓冲液冲洗3次，在第

二层纸基C、D、E上分别加入4μL、40μg/mL对应的三种肿瘤标志物的异硫氰酸荧光素标记抗

体，2min后将1、2两层对叠，在1层的A孔中加入20μL的待测肿瘤标志物混合液，反应2min后

将三层全部对叠，并在1层的A孔中加入40μL、0.01molPH＝7.4的磷酸缓冲液将抗原与标记

抗体复合物冲到3层。反应4min后用40μL、0.01molPH＝7.4的磷酸缓冲液冲洗3次，并用吸收

垫吸收废液。

[0018] (6)将纸基微流体芯片放到波长为470nm的激发光源下照射，可根据黄绿色荧光的

强弱与比色卡进行比较视觉读出读数；将纸基微流体芯片放入样品板，用荧光分光光度计

在波长为470nm的激发光下进行扫描，可根据荧光光谱的峰值精确地分别得出各种肿瘤标

志物的浓度。

[0019] 本发明的有益效果：

[0020] (1)将纸折叠为3D的模型便于携带，不受条件和地域限制，可用于随时随地的自检

快测。

[0021] (2)3D折叠纸基分别在后两层加抗体，直接在顶层加待测样品，无需加样后再加试

剂操作，既简化了操作步骤，又实现了加入待测样品即可读结果的实用型检测装置。
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[0022] (3)纸基微流体与荧光免疫相结合，省去了大型的医疗检测仪器或电化学工作站

等大型的仪器，荧光免疫分析可以视觉读数简单方便。

[0023] (4)等离子体处理使纸，表面改性带上醛基便于抗体结合，简单省时并且有效。在

等离子体条件下，纸基纤维素上的碳自由基(-·CH-OH)上的羟基可能会失去氢原子，从而

形成氧自由基(-·O-CH2-)。然后，该氧自由基上的单个电子与碳上的电子结合，导致醛基

的产生。

[0024] (5)整个纸基微流体荧光检测装置制备过程简单，检测快速且灵敏度高，可同时对

多种肿瘤标志物进行检测，可用于肿瘤的快速检测与癌症的早期筛查。

[0025] (6)纸基微流体分析装置具有简单性，便携性，一次性，低成本，无毒无害，可随时

随地进行自检快测等优点。本发明将纸基微流体分析平台与荧光检测结合起来，用于多种

肿瘤标志物的同时检测。这种检测装置简单，便宜，便携，一次性，易于使用，为发展中国家

和资源有限和偏远地区提供了有利的平台。

附图说明

[0026] 下面结合附图对本发明的作进一步说明。

[0027] 图1是3D折叠纸基微流体荧光检测装置的平面展开图。其中1层为样品加入层，2层

为标记抗体加入层，3层为检测层。A为加样区，B为样品流动区，C、D、E分别为三种肿瘤标志

物对应的标记抗体的加入区，F为空白对照对照区。G、H、I分别为三种标志物的检测区，J为

对照区。

[0028] 图2是3D折叠纸基微流体荧光检测装置的使用折叠顺序图。首先将纸基微流体芯

片由Ⅰ图折叠成Ⅱ图所示，然后在等离子处理后的3层固定包被抗体并加BSA阻隔，在纸的2

层加入标记抗体。再将纸折叠成如图Ⅲ所示，往1层的样品区加入待检测抗原混合液，使1、2

层对叠。最后折叠成如图Ⅳ所示，使1、2、3层都对叠，进行免疫反应。

[0029] 图3是纸基免疫荧光检测的原理示意图。

[0030] 图4是用3D折叠纸基微流体荧光检测装置检测糖类抗原724(CA724)一种肿瘤标志

物浓度与信号强度关系图。

[0031] 图5是用3D折叠纸基微流体荧光检测装置检测糖类抗原125(CA125)、糖类抗原153

(CA153)两种肿瘤标志物浓度与信号强度关系图。

[0032] 图6是用3D折叠纸基微流体荧光检测装置同时检测癌胚抗原(CEA)、甲胎蛋白

(AFP)、糖类抗原199(CA199)三种肿瘤标志物浓度与信号强度关系图。

具体实施方式

[0033] 实施例1

[0034] 3D折叠纸基微流体检测装置对糖类抗原724(CA724)一种肿瘤标志物进行检测。

[0035] 本实施例的具体步骤，包括：

[0036] (1)在计算机上设计出3D纸基图案，并进行喷蜡打印。

[0037] (2)将纸放入烘箱中150度烘烤150秒取出。

[0038] (3)待纸基冷却至室温后，折叠成三维形状，并将第三层进行氧气表面等离子体处

理4分钟，使纸的表面修饰上醛基。
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[0039] (4)用异硫氰酸荧光素标记CA724肿瘤标志物对应的标记抗体。

[0040] (5)第3层纸基G上固定4ul、40ug/ml的CA724肿瘤标志物对应的包被抗体，G、I、J作

为空白对照，在室温下反应30min后，用20ul、0.01molPH＝7.4的磷酸缓冲液冲洗3次。

[0041] (6)然后再依次加入0.5％的BSA阻隔第3层纸上未与抗体结合的特异性位点，室温

下反应15min后用20ul、0.01molPH＝7.4的磷酸缓冲液冲洗3次。

[0042] (7)在第二层纸基C孔加入4ul、40ug/ml对应的CA724的种肿瘤标志物的异硫氰酸

荧光素标记抗体，反应2min。

[0043] (8)将1、2两层对叠，在1层的A孔中加入20ul的待测肿瘤标志物混合液，反应2min。

[0044] (9)将三层全部对叠，并在1层的A孔中加入40ul、0.01molPH＝7.4的磷酸缓冲液将

抗原与标记抗体复合物冲到3层。反应4min后用40ul、0.01molPH＝7.4的磷酸缓冲液冲洗3

次，并用吸收垫吸收废液。

[0045] (10)将纸基微流体芯片放到波长为470nm的激发光源下照射，可根据黄绿色荧光

的强弱与比色卡进行比较视觉读出读数。将纸基微流体芯片放入样品板，用荧光分光光度

计在波长为470nm的激发光下进行扫描，可根据荧光光谱的峰值精确地分别得出肿瘤标志

物的浓度。

[0046] 实施例2

[0047] 3D折叠纸基微流体检测装置同时对糖类抗原125(CA125)、糖类抗原153(CA153)两

种肿瘤标志物进行检测。

[0048] 本实施例的具体步骤，包括：

[0049] (1)在计算机上设计出3D纸基图案，并进行喷蜡打印。

[0050] (2)将纸放入烘箱中150度烘烤150秒取出。

[0051] (3)待纸基冷却至室温后，折叠成三维形状，并将第三层进行氧气表面等离子体处

理4分钟，使纸的表面修饰上醛基。

[0052] (4)用异硫氰酸荧光素标记CA125、CA153两种肿瘤标志物对应的标记抗体。

[0053] (5)第3层纸基G、H上分别固定4ul、40ug/ml的CA125、CA153两种肿瘤标志物对应的

包被抗体，I、J作为空白对照，在室温下反应30min后，用20ul、0.01molPH＝7.4的磷酸缓冲

液冲洗3次。

[0054] (6)然后再依次加入0.5％的BSA阻隔第3层纸上未与抗体结合的特异性位点，室温

下反应15min后用20ul、0.01molPH＝7.4的磷酸缓冲液冲洗3次。

[0055] (7)在第二层纸基C、D上分别加入4ul、40ug/ml对应的CA125、CA153的两种肿瘤标

志物的异硫氰酸荧光素标记抗体，反应2min。

[0056] (8)将1、2两层对叠，在1层的A孔中加入20ul的待测肿瘤标志物混合液，反应2min。

[0057] (9)将三层全部对叠，并在1层的A孔中加入40ul、0.01molPH＝7.4的磷酸缓冲液将

抗原与标记抗体复合物冲到3层。反应4min后用40ul、0.01molPH＝7.4的磷酸缓冲液冲洗3

次，并用吸收垫吸收废液。

[0058] (10)将纸基微流体芯片放到波长为470nm的激发光源下照射，可根据黄绿色荧光

的强弱与比色卡进行比较视觉读出读数。将纸基微流体芯片放入样品板，用荧光分光光度

计在波长为470nm的激发光下进行扫描，可根据荧光光谱的峰值精确地分别得出各种肿瘤

标志物的浓度。
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[0059] 实施例3

[0060] 3D折叠纸基微流体检测装置同时对癌胚抗原(CEA)、甲胎蛋白(AFP)、糖类抗原199

(CA199)三种肿瘤标志物进行检测。

[0061] 本实施例的具体步骤，包括：

[0062] (1)在计算机上设计出3D纸基图案，并进行喷蜡打印。

[0063] (2)将纸放入烘箱中150度烘烤150秒取出。

[0064] (3)待纸基冷却至室温后，折叠成三维形状，并将第三层进行氧气表面等离子体处

理4分钟，使纸的表面修饰上醛基。

[0065] (4)用异硫氰酸荧光素标记CEA、AFP、CA199三种肿瘤标志物对应的标记抗体。

[0066] (5)第3层纸基G、H、I上分别固定4ul、40ug/ml的CEA、AFP、CA199三种肿瘤标志物对

应的包被抗体，J作为空白对照，在室温下反应30min后，用20ul、0.01molPH＝7.4的磷酸缓

冲液冲洗3次。

[0067] (6)然后再依次加入0.5％的BSA阻隔第3层纸上未与抗体结合的特异性位点，室温

下反应15min后用20ul、0.01molPH＝7.4的磷酸缓冲液冲洗3次。

[0068] (7)在第二层纸基C、D、E上分别加入4ul、40ug/ml对应的CEA、AFP、CA199的三种肿

瘤标志物的异硫氰酸荧光素标记抗体，反应2min。

[0069] (8)将1、2两层对叠，在1层的A孔中加入20ul的待测肿瘤标志物混合液，反应2min。

[0070] (9)将三层全部对叠，并在1层的A孔中加入40ul、0.01molPH＝7.4的磷酸缓冲液将

抗原与标记抗体复合物冲到3层。反应4min后用40ul、0.01molPH＝7.4的磷酸缓冲液冲洗3

次，并用吸收垫吸收废液。

[0071] (10)将纸基微流体芯片放到波长为470nm的激发光源下照射，可根据黄绿色荧光

的强弱与比色卡进行比较视觉读出读数。将纸基微流体芯片放入样品板，用荧光分光光度

计在波长为470nm的激发光下进行扫描，可根据荧光光谱的峰值精确地分别得出各种肿瘤

标志物的浓度。

[0072] 本发明的不局限于上述实施例所述的具体技术方案，凡采用等同替换形成的技术

方案均为本发明要求的保护范围。
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图1
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图2
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图3

图4
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图5

说　明　书　附　图 4/5 页

12

CN 107478631 A

12



图6
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