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一种高精度的血液犆反应蛋白浓度荧光检测系统
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摘　要：针对临床医学检测血液中Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）浓度的精确定量需求，设计一种基于ＳＴＭ３２Ｆ４２９ＩＧＴ６处理器

的ＣＲＰ浓度荧光检测系统。介绍了系统基于荧光检测的工作原理和非线性浓度定量模型，详细阐述系统的软硬件设

计，并采用商用检测仪验证系统定量的准确性。实验表明：系统常规检测范围段误差小于５％ 重复性误差小于３％，

符合临床医学检测需求。
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１　引　　言

Ｃ反应蛋白（Ｃｒｅａｃｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＰ）是一种能与肺

炎球菌细胞壁Ｃ多糖体结合的非抗体蛋白质，常作为判断

机体炎症状况的标记，广泛应用于临床医学检测［１］。近几

十年国际医学界研究发现，ＣＲＰ浓度不仅反映机体炎症状

况，还是冠心病、高血压、动脉粥样硬化等心血管类疾病的

预警因子，定量检测其浓度，对预防和控制此类病情有积极

意义［２４］。目前国内外市面上ＣＲＰ检测仪主要采用４种方

法：１）基于胶体金免疫层析法，该方法灵敏度低，检测范围

小，常用于定性检测；２）基于酶联免疫法，该方法需保持酶

活性，检测要求高，时间长，也常用于定性检测；３）基于放射

免疫法，该方法以放射物为标记，稳定性差，存在放射危险

和污染；４）基于化学发光法，该方法定量精确，但检测试剂

价格昂贵［５７］。

针对上述检测方法的不足，本文实现的检测系统，采用

在放射免疫法基础上改进的基于荧光检测的免疫方法。该

法以荧光物取代放射物作为示踪标记，通过测量荧光标记

被激发出的荧光光强，结合光强浓度定量模型，实现ＣＲＰ

定量检测，克服放射免疫法稳定性差，标记物危害大的不

足，检测稳定性好、精确度高［８９］。

２　犆犚犘荧光检测工作原理和浓度定量处理模型

２．１　犆犚犘荧光检测原理

ＣＲＰ荧光检测免疫法是利用免疫反应的特异性，结

合层析技术和荧光示踪技术，实现ＣＲＰ浓度定量检测。

把检测目标ＣＲＰ抗原对应的ＣＲＰ抗体进行荧光标记，

根据免疫反应的特异性，目标ＣＲＰ抗原与荧光抗体反应

形成荧光复合物，将复合物样本滴入检测条，如图１所

示，经试纸分析膜层析作用，荧光复合物被分离在 Ｔ带
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处，游离荧光抗体在Ｃ带处，特定波长激发光扫描检测

条，荧光标记被激发出荧光，血液样本ＣＲＰ抗原浓度越

高，Ｔ带处激发出荧光越强，峰值越大，如图２所示，计

算犜／犆峰面积比，参照光强浓度定量模型，计算样本

犆犚犘浓度
［１０１１］。

图１　免疫层析试纸结构

图２　荧光曲线图

２．２　非线性回归荧光浓度定量模型

不同犆犚犘 浓度，犜／犆比不同，由于传感器、放大器等

元器件达不到理想线性，因此采用非线性回归拟合进行补

偿，浓度值犣和犜／犆值犎 之间的非线性关系，即：

犣＝犳（犎） （１）

利用回归分析方法对式（１）进行非线性建模，考虑系统

计算复杂度和检测精度，非线性模型采用一元三次多项

式，即：

犣＝犪０＋犪１犎＋犪２犎
２
＋犪３犎

３ （２）

式中：ａ０～ａ３为各多项式系数
［１２］。

利用最小二乘法（ＬＳＭ），解各系数犪０～犪３ 的值。系统

共检测Ｎ个不同浓度的Ｃ／Ｔ比值数据作为样本点（犎犽，

犣犽），犽＝１，２，…，犖，标定值与所有样本均方差之和犈（犪０，

犪１，犪２，犪３），即：

犈（犪０，犪１，犪２，犪３）＝

∑
犖

犓＝１

［犣犽－（犪０＋犪１犎犓＋犪２犎
２
犓 ＋犪３犎

３
犓）］

２ （３）

利用多元函数求极值法，式（３）犈（犪０，犪１，犪２，犪３）最小

时，即可解系数犪０～犪３值，即：

犈

犪０
＝０，

犈

犪１
＝０，

犈

犪２
＝０，

犈

犪３
＝０ （４）

犖犪０＋∑
犖

犽＝１

犎犽犪１＋∑
犖

犽＝１

犎２犽犪２＋∑
犖

犽＝１

犎３犽犪３＝∑
犖

犽＝１

犣犽

∑
犖

犽＝１

犎犽犪０＋∑
犖

犽＝１

犎２犽犪１＋∑
犖

犽＝１

犎３犽犪２＋∑
犖

犽＝１

犎４犽犪３＝∑
犖

犽＝１

犎犽犣犽

∑
犖

犽＝１

犎２犽犪０＋∑
犖

犽＝１

犎３犽犪１＋∑
犖

犽＝１

犎４犽犪２＋∑
犖

犽＝１

犎５犽犪３＝∑
犖

犽＝１

犎２犽犣犽

∑
犖

犽＝１

犎３犽犪０＋∑
犖

犽＝１

犎４犽犪１＋∑
犖

犽＝１

犎５犽犪２＋∑
犖

犽＝１

犎６犽犪３＝∑
犖

犽＝１

犎３犽犣

烅

烄

烆 犽

（５）

从而，

犃＝犡
－１犢 （６）

式中：犃＝ ［犪０，犪１，犪２，犪３］
Ｔ，

犡＝

犖 ∑
犖

犽＝１

犎犽 ∑
犖

犽＝１

犎２
犽 ∑

犖

犽＝１

犎３
犽

∑
犖

犽＝１

犎犽 ∑
犖

犽＝１

犎２
犽 ∑

犖

犽＝１

犎３
犽 ∑

犖

犽＝１

犎４
犽

∑
犖

犽＝１

犎２
犽 ∑

犖

犽＝１

犎３
犽 ∑

犖

犽＝１

犎４
犽 ∑

犖

犽＝１

犎５
犽

∑
犖

犽＝１

犎３
犽 ∑

犖

犽＝１

犎４
犽 ∑

犖

犽＝１

犎５
犽 ∑

犖

犽＝１

犎６

烄

烆

烌

烎
犽

犢＝ ∑
犖

犽＝１

犣犽 ∑
犖

犽＝１

犎犽犣犽 ∑
犖

犽＝１

犎２
犽犣犽 ∑

犖

犽＝１

犎３
犽犣［ ］犽

Ｔ

３　荧光检测系统硬件设计

３．１　系统总体硬件设计

系统总体框图如图３所示。ＣＲＰ荧光检测系统以

ＳＴＭ３２Ｆ４２９ＩＧＴ６处理器为核心，ＵＳＢ扫码设备、光电检测

模块、机械运载模块、调理电路、ＡＤ采样模块、ＥＥＰＲＯＭ

卡、ＴＦＴ屏、客户端等构成外围系统。ＵＳＢ条码设备扫描

检测条码ＩＤ，便于处理器读取 ＥＥＰＲＯＭ 卡中条码ＩＤ信

息，处理采样数据；光电检测模块包括光源驱动、激光器、光

电管等，扫描检测条，激发荧光转换成电信号；机械运载模

块包括电机驱动、步进电机，驱动检测条，完成荧光扫描；调

理电路完成信号放大、滤波、整流，供ＡＤ模块采样数据；处

理器处理完采样数据，输出结果到ＴＦＴ屏，或蓝牙传送到

客户端。客户端ＡｎｄｒｏｉｄＡＰＰ自带ＳＱＬｉｔｅ数据库，实现用

户登录、分析显示、记录保存等功能。

３．２　光电检测模块硬件设计

系统采用时间分辨荧光铕合成纳米荧光微球标记

ＣＲＰ抗体，该荧光标记被３４０ｎｍ波长紫外光照射可辐射

出６１５ｎｍ波长红光，斯托克斯位移达２７５ｎｍ，容易排除自

身荧光干扰。

根据荧光标记光谱特性，设计光电检测模块结构如图

４所示，ＵＶＬＥＤ激光器发射中心波长为３４０ｎｍ紫外光，经

滤光片３２０～３６０ｎｍ范围带通滤光和分色镜反射后，被凸

·８１１·
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图３　系统总体设计框图

图４　光电检测模块结构

透镜Ａ聚焦，并透过柱面镜形成线斑投射到检测条上，步

进电机驱动检测条缓慢前进，Ｔ、Ｃ带附近荧光标记被激发

出荧光，荧光透过凸透镜Ａ平行射出，经分色镜透射和６００

～６２０ｎｍ带通滤镜滤除杂光后，被凸透镜Ｂ聚焦到硅光电

管接收面，转换为电信号，从而获得样本荧光曲线［１３］。系

统ＵＶＬＥＤ采用 ＴＨＵＶ３４０ＡＴＯ３９，功耗低、光功率大，

发光稳定、发射角度大。

３．３　光电检测模块驱动电路设计

系统采用输出连续可调电流的电流源驱动激光器发

光，通过调节输出电流，控制激光器输出光功率，决定发出

紫外光光强，方便不同ＣＲＰ浓度检测。系统电流源驱动电

路如图５所示，驱动电路主要由集成运放犝１、三极管犙１、阻

值相等的犚１、犚２、犚６和犚４精密电阻等构成，根据运放电路

的虚短、虚断特性和犫点的节点电流定律可知：

犐犫 ＝
犞ｉｎ
犚５
＋
犞ｉｎ－犞３

犚６
（７）

由于犚７＞＞犚５，

犐＝
犞ｉｎ
２０

（８）

图５　电流源驱动电路

３．４　步进电机驱动电路设计

系统采用低振动两相四线ＰＫ２３３Ｐａ电机驱动检测，步

距角１．８°，驱动电路采用高细分芯片 Ａ３９６７设计，如图６

所示。处理器控制信号 Ｍｏｔｏｒ＿ＳＴＥＰ、Ｍｏｔｏｒ＿ＤＩＲ、Ｍｏｔｏｒ＿

ＭＥＮ经三路光耦传送Ａ３９６７芯片，控制电机的ＰＷＭ、运

动方向和使能，避免干扰，提高信号安全性；ＭＳ１、ＭＳ２为

电机细分逻辑口，控制电机步进细分模式，ＯＵＴ１Ａ、

ＯＵＴ２Ａ、ＯＵＴ１Ｂ、ＯＵＴ２Ｂ连接步进电机两相四线输出，驱

动电机步进转动。本系统采用全桥驱动连接方式，可得到

较大的输出电流，提高工作效率，精细的步进控制，保证检

测的稳定性。

３．５　信号调理电路设计

系统调理电路主要包括放大电路、低通滤波电路和精

密整流电路。放大电路采用ＡＤ６２０仪用放大器设计，增益

大，低频特性好，共模抑制比高，提高了系统信噪比和抑制

零漂；并采用四阶巴特沃斯低通滤波器对放大信号滤波，有

源滤波器有较理想输入输出阻抗，不需阻抗匹配，可直接级

联，调节桥臂电阻大小可进行不同频率的电路增益补偿，为

了保证信号稳定性，系统滤波后还进行了精密整流，确保

Ａ／Ｄ采样数据的准确性
［１４１５］。

４　犆犚犘荧光检测软件设计

系统的荧光检测功能主要由ＳＴＭ３２软件编程实现，

其检测流程如图７所示，系统上电初始化，激光器、步进电

机试运行自检，ＵＳＢ条码设备扫描检测条条码ＩＤ，处理器

通过Ｉ
２
Ｃ总线从ＥＥＰＲＯＭ 中获取ＩＤ信息，开始控制光电

模块和机械运载荧光检测，荧光信号经放大、滤波、整流等

调理，Ａ／Ｄ模块采样５００数据点，处理器调用ＩＤ信息处理

采样数据，并结合非线性荧光浓度定量模型，计算出ＣＲＰ

浓度，输出检测结果到ＴＦＴ屏或传送到用户客户端，并保

·９１１·
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图６　步进电机驱动电路

图７　软件检测流程

存记录包内存，采用循环覆盖的方式，保存最新５０条ＩＤ信

息和１００条检测记录。

５　系统实验结果

系统实验平台如图８所示。为验证定量准确性性，在

１～２７ｍｇ／Ｌ范围内，每３ｍｇ／Ｌ配置浓度样本，每种浓度重

复检测１５次，取平均作为检测结果，用变异系数Ｃ．Ｖ反应

检测重复稳定性，同时采用广州万孚科技的飞测荧光检测

仪验证，结果如表１所示。由于实验条件限制，低浓度样本

本身浓度误差大，检测结果不可避免存在小量误差；高浓度

样本液，因荧光复合物富集较多，部分复合物被覆盖，也带

来小量误差，临床常规检测范围７～２５ｍｇ／Ｌ内，系统的定

量误差小于５％，重复性误差小于３％，表明系统定量精度

高，稳定性好。

图８　系统检测平台

表１　系统试验测试表

样本浓度／

（ｍｇ·Ｌ
－１）

系统荧光检测

犜／犆
检测结果／

（ｍｇ·Ｌ
－１）

变异系

数犆．犞／

（％）

误差／

（％）

万孚飞测

检测仪

检测／

（ｍｇ·Ｌ
－１）

１ ０．４３３８ ０．９ ６．９１ １０ ０．７５

４ ０．６８５６ ３．７９ ３．５８ ５．２５ ３．５８

７ ０．９３６６ ６．８５ １．３６ ２．１４ ６．６３

１０ １．１７９５ ９．８４ ０．９３ １．６１ ９．５３

１３ １．４０７２ １２．８３ ０．７２ １．３ １２．５１

１６ １．６１２５ １５．９１ ０．６０ ０．５６ １５．７８

１９ １．７８８２ １９．１８ ０．９５ ０．９５ １９．０８

２２ １．９２７１ ２２．３９ １．３４ １．７８ ２２．２６

２５ ２．０２２１ ２４．３７ １．８５ ２．５３ ２４．０１

２６．５ ２．０５ ２５．７５ ３．９０ ２．９２ ２５．５１

·０２１·
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６　结　　论

设计一种基于ＳＴＭ３２处理器的ＣＲＰ定量检测系统，

采用荧光免疫层析法检测，鲁棒性好，精确度高，量程范围

１～２７．０ｍｇ／Ｌ，定量误差控制在５％以内，满足临床检测要

求，配有Ａｎｄｒｏｉｄ客户端，可用于家庭医疗，方便用户查看、

管理个人检测记录。整个系统性能稳定、成本偏低、功耗

小，目前在尚飞科技（湖南）进一步优化，前景广阔。
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