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用于亚硝酸盐快速检测的三维纸质 
微流控芯片的制作

肖良品1,2，刘显明1,3，刘启顺1，钟润涛1,3，周小棉4，林炳承1,3，杜昱光1,3,*
(1.中国科学院大连化学物理研究所，辽宁 大连 116023；2.中国科学院大学，北京 100049；

3.芯片实验室研究中心(中国大连)，辽宁 大连 116023；4.广州市第一人民医院，广东 广州 510180)

摘  要：选用中速定性滤纸作为纸芯片制作材料，采用装订法制作三维纸芯片，以63.4g/L柠檬酸溶液、8.61g/L对
氨基苯磺酰胺、2.59g/L N-(1-萘基)乙二胺盐酸盐作为显色剂，结合实验室自制的比色检测装置用于亚硝酸盐的检

测。结果表明：设计制作的三维纸质微流控芯片结合自制的比色检测装置，可以实现亚硝酸盐的快速定量检测，在

0～10mg/L的质量浓度范围内有良好的线性，R2为0.9920，最低检测限为2mg/L，加标回收率为91.4%～102.0%，制

作的亚硝酸盐检测纸芯片比较稳定，在室温条件下放置7周，得到的显色结果与新制作的纸芯片的显色结果基本一

致。亚硝酸盐检测纸芯片简单易用、成本低、耗样量少、灵敏度较好，能快速实现亚硝酸盐的检测。
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Abstract：Medium-speed qualitative filter paper was employed to fabricate paper-based microfluidics and 3D paper-based 
microfluidics were integrated by wax printing-bookbinding method; a nitrite indicator containing 63.4 g/L citric Acid, 8.61 g/L sul-
fanilamide and 2.59 g/L N-(1-naphthyl) ethylenediamine coupled with a lab-prepared colorimetric detection device was used 
for nitrite determination. The 3D paper-based microfluidics could rapidly test nitrite, and the image acquired was analyzed 
using a gray model for gray intensity representing the concentration of nitrite. The linear range was 0–10 mg/L, with cor-
relation coefficient of 0.9920. The detection limit of the method was 2 mg/L, and the recovery of nitrite from spiked samples 
was 91.4%–102.0%. After stored under normal conditions and 4 ℃ for 7 weeks, the color intensity of the paper-based micro-
fluidics for nitrite detection were little change. The 3D paper-based microfluidics can provide a simple, easy to use, low-cost 
and sensitive approach for rapid detection of in foods with small sample consumption.
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纸质微流控芯片(paper-based microfluidics)，简称纸

芯片，是以纸(如滤纸、色谱纸、硝酸纤维素膜等)作为芯

片主要制作材料的一种微流控芯片。纸芯片系统内疏水

材料把亲水性的纸材料分割成亲水和疏水相间的区域，

形成纸通道，并集成了进样、分离、反应、检测等基本

操作单元，以可控流体贯穿整个系统，实现常规实验室

的分析功能。2007年初，哈佛大学的Martinez等[1]首次

制作出纸芯片并提出此概念，并在制成的纸芯片上完成

了BSA和葡萄糖的同时检测。纸芯片具有诸多显著的优

点，如制作简便、成本低廉，体积小、质量小、便于储

存和运输、生物相容性好、样品与试剂消耗少、分析速

度快、自身多孔结构可实现样品运输、无需外界驱动力

等，可用于医疗诊断[2-8]、环境监测[9-14]和食品安全及营养

监测[15-18]等领域。
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三维纸质微流控芯片(three-demensional paper-based mi-
crofluidics)，简称三维纸芯片，由二维纸芯片在z轴上通过

叠加而制成。到目前为止，三维纸芯片的制作方法主要有

3种，分别是双面胶粘贴法[19]、折叠压紧法[20]和喷胶粘贴

法[21]。由于三维纸芯片的制作方法较少，制作过程较为繁

琐耗时，制作过程中所使用的双面胶或者喷胶都不耐有机

溶剂等因素的影响，三维纸芯片在应用方面的文献报道还

比较少，主要涉及蛋白质和葡萄糖的检测[19-21]、流体计时

器的制作[22]、可控有序诊断设备的制作[23]、肿瘤标志物检

测[24-28]、重金属Pb2+和Hg2+的检测[29]、水中活性磷的检测[30]。

与二维纸芯片相比，三维纸芯片具有如下优势：可将多

个实验操作单元集合在很小的1个芯片表面；可进行多步

有序化学反应和多个样品前处理步骤；可以实现样品或

检测试剂的更快扩散。因此，三维纸芯片具有更广阔的

应用前景。

亚硝酸盐是食品加工生产过程中的一种常用食品

添加剂，在肉制品中使用较多，对肉制品有良好的成

色和发色作用，可抑制肉毒梭状芽孢杆菌的生长，增

强肉的风味 [ 31 ]。亚硝酸盐本身不致癌，但在烹饪或

者其他条件下能与各种氨基化合物反应，产生致癌的 

N-亚硝基化合物，如亚硝胺等 [32]。亚硝胺是国际上公

认的一种强致癌物。另外，亚硝酸盐在人体内可导致

高铁血红蛋白血症 [31]。因此，国际上对食品中亚硝酸

盐的含量具有严格限制。联合国粮农组织和世界卫生

组织食品添加剂联合专家委员会确定的亚硝酸盐每日

膳食允许摄入量为0～0.07mg/kg。GB 18406.3—2001
《农产品安全质量无公害畜禽肉安全要求》规定亚硝

酸盐限量标准如下：火腿、腊肠、香肠、广式腊肉中

亚硝酸盐含量≤10mg/kg，红肠、肉肠、香肠、卤肉

和肴肉中亚硝酸盐含量≤30mg/kg，酱腌菜中亚硝

酸盐含量≤2 0 m g / k g；G B  5 7 4 9—8 5《生活饮用水

卫生标准》规定硝酸盐氮含量≤20mg/L，而常用的

分光光度法检测硝酸盐的时候也要将其还原为亚硝

酸盐。

随着人民生活水品的提高和食品安全意识的增强，

以及国家对食品安全监控力度的加大，亚硝酸盐已成为

食品安全及饮用水检测的重要项目之一[33]，同时也表现

出对简单易用、快速、准确检测亚硝酸盐的低成本检测

产品的巨大需求。而传统的亚硝酸盐检测方法如分光光

度法、离子色谱法等要使用昂贵的检测仪器，检测设备

庞大，成本高，检测时间较长，需要专业的技术人员才

能操作。本实验根据化学显色的原理，旨在制作一种简

单易用、低成本、耗样量少和准确度较高的用于快速检

测亚硝酸盐的三维纸芯片，为食品及饮用水中亚硝酸盐

的快速检测提供方法借鉴。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

慢速定性滤纸、中速定性滤纸(直径180mm)、快速定

性滤纸 杭州沃华滤纸有限公司。

N-1-萘基乙二胺二盐酸(分析纯) 天津傲然精细化

工研究所；对氨基苯磺酰胺(分析纯) 北京化学试剂公

司；柠檬酸(分析纯) 天津科密欧化学试剂有限公司；

亚硝酸钠(分析纯) 天津大茂化学试剂厂。

亚硝酸钠标准溶液：亚硝酸钠在115℃烘箱中干燥至

质量恒定后，称取10mg 溶解定容于100mL容量瓶中，得

到100mg/L亚硝酸钠标准溶液。使用时，分别稀释至0、
1、2.5、5、10、20、30mg/L；柠檬酸溶液：称取6.3406g
柠檬酸溶解定容于100mL容量瓶中，得到63.4g/L的柠檬

酸溶液；亚硝酸钠检测试剂[34]1#：含有柠檬酸63.4g/L和
对氨基苯磺酰胺8.61g/L。称取0.4306g对氨基苯磺酰胺，

加热溶解于63.4g/L的柠檬酸溶液中，并用此柠檬酸溶液定

容至50mL容量瓶中；亚硝酸钠检测试剂[34]2#：含N-1-萘基

乙二胺二盐酸2.59g/L，称取0.1296g溶解定容于50mL容
量瓶中。

1.2 仪器与设备

Milli-Q超纯水系统(18MΩ) 美国Millipore公司；

8560DN彩色喷蜡打印机 富士施乐(中国)有限公司。

1.3 方法

1.3.1 用于检测亚硝酸盐的三维纸芯片的设计与制作

1.3.1.1 三维纸芯片的设计及制作

本实验所用的三维纸芯片由6层纸芯片叠加装订而

成。首先，用CorelDRAW软件设计芯片的结构图案，其

各层面的展开图如图1所示；然后将设计好的芯片结构图

案用喷蜡打印机将固体蜡打印在中速定性滤纸表面；最

后将表面打印有芯片图案的滤纸放入150℃烘箱中烘烤

3min，取出后于室温冷却。

2# 1#

2

1 4 5

3 6

1.显色层；2、3.试剂固定层；4.样品传递层；5、6.进样层。

图 1 亚硝酸钠检测用纸芯片的结构及亚硝酸钠检测 

试剂在芯片上的固定位置示意图

Fig.1 The location of the nitrite indicator in the microfluidic device
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1.3.1.2 亚硝酸钠检测试剂的固定

如图1所示，在芯片的第2层的试剂固定区分别加入

5μL亚硝酸钠检测试剂2#，在第3层的试剂固定区加入

10μL亚硝酸钠检测试剂1#，于室温晾干。

1.3.1.3 三维纸芯片的组装

固定好检测试剂的纸芯片经过折叠装订即得到用于

亚硝酸钠检测的三维纸芯片成品，具体步骤如图2所示。   

2

1 4 5

3 6

1 14 5

图 2 亚硝酸钠检测芯片的组装过程示意图

Fig.2 Schematic of paper-based microfluidic devices  

fabrication process

1.3.1.4 比色检测装置的制备

CCD

图 3 比色检测仪结构示意图

Fig.3 Schematic of the lab-made colorimetric detection by printing-

bookbinding method device

用于亚硝酸盐检测的比色检测装置如图3所示，其基

本结构包括拍照用的CCD摄像头，内部照明光源及避光

外壳。之后，用RGB 3种颜色卡片测试该装置的稳定性。

1.3.2 亚硝酸盐检测纸芯片的验证

将0、1、2.5、5、10、20、30mg/L各质量浓度的亚

硝酸钠标准溶液30μL加入到制作好的亚硝酸盐检测芯

片，然后将芯片放入比色检测装置中，4min时采集芯片

图片。然后，用Photoshop CS2处理图片，将图片模式转

换为灰度模式，将空白质量浓度的灰度值减去各个质量

浓度采集得到的灰度值得到最终的各个检测质量浓度的

灰度值，亚硝酸钠溶液的质量浓度与检测区的灰度值相

关。图片分析工作在规模化生产后可以通过分析软件集

成完成，会更加简单高效。

2 结果与分析

2.1 纸芯片材料的选择
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图 4 流体在3种滤纸上的流动距离-时间图(n = 4)

Fig.4 The curve between the distances (L) travelled along the paper 

channels and time (n = 4)

考察流体在快速、中速、慢速定性滤纸上的流通情

况，由图4可以看出，快速滤纸的流速最快，中速滤纸和

慢速滤纸的流速相当，但是快速滤纸和慢速滤纸的标准

偏差较大，说明这两种滤纸的均一性较差。因此，选择

中速定性滤纸作为芯片的制作材料。

2.2 纸芯片烘烤时间的确定

纸芯片的制作过程是通过喷蜡打印机将疏水性的蜡

材料打印在滤纸表面，再用加热的方法将滤纸表面的蜡

融化，使其渗透到滤纸的背面，从而形成亲水与疏水相

间的通道，以达到对流体的控制和分析。考察不同烘烤

时间对蜡融化渗透的影响，在滤纸表面打印5mm直径的

圆，将其放入150℃烘箱中烘烤，烘烤时间分别为0、1、
1.5、2、2.5、3min，并用比色检测装置分析了滤纸表面

和背面的灰度值(n=6)，如图5所示。
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图 5 纸芯片烘烤过程中纸表面和背面蜡层灰度随时间的变化图

Fig.5 Gray intensity of the wax on the surface and back of the versus time

由图5可知，随着烘烤时间的延长，滤纸正面的蜡融

化向背面渗透，灰度值逐渐降低，而滤纸背面的灰度值

逐渐增加，蜡在2min的时候已基本扩散达到平衡，为了

使蜡充分融化和扩散，最终确定烘烤时间为3min。
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2.3 比色检测装置的稳定性测试

用喷蜡打印机打印红(R)、绿(G)和蓝(B)3种颜色卡

片。分别将3种颜色的卡片放入比色检测装置中，连续采

集图片10次，用Photoshop CS2分别处理3种颜色的图片，

同一位置10次的R、G、B值如图6所示。R、G、B值10次
的相对标准偏差分别为0.2%、0.3%和0.3%，说明本实验

组自制的比色检测装置能基本满足实验检测的要求。

1 32 4 5 76 8 9 10
100
110
120
130
140
150
160
170
180 R

G
B

图 6 比色检测装置稳定性测试

Fig.6 The stability of the lab-made colorimetric detection device

2.4 比色检测装置图像采集时间的确定

将30mg/L的亚硝酸钠标准溶液加入亚硝酸盐检测芯

片中，图像采集时间：前5min为每0.5min采集1次，后

10min为每1min采集1次，采集15min。采集得到的图片

用Photoshop CS2处理，图像检测区的R值与采集时间的

关系如图7所示。从图7可以看出，检测区的颜色值在

3～5min之间比较稳定，最终确定加入样品后4min采集

显色图像。

0 2 4 6 8 10 12 14 16
100

110

120

130

140

R

/min

图 7 比色检测装置图像采集时间的确定

Fig.7 Image capture time of the colorimetric detection device

2.5 亚硝酸盐检测纸芯片的标准曲线制作

将质量浓度分别为0、1、2.5、5、10、20、30mg/L
的亚硝酸钠标准溶液加入芯片中，自加入溶液时计时，

4min时采集图像，并用Photoshop CS2处理图片。在亚

硝酸钠标准溶液质量浓度为0～10mg/L范围内，可拟合

得到线性方程y=1.745x＋1.204，R2 =0.9920，最低检测

限为2mg/L 。
2.6 亚硝酸盐检测芯片的加标回收实验

在实验室的自来水中添加亚硝酸钠标准溶液，添加

后的亚硝酸钠质量浓度分别为2.5、10、20mg/L。吸取上

述添加有亚硝酸钠标准溶液的自来水30μL，加入到纸芯

片的进样区，4min时采集图片，得到的图片按照1.3.2节
步骤处理，结果如表1所示。

表 1 加标检测实验结果(n=5)

Table 1 Recovery of nitrite from spiked samples (n=5)

标准加入量/(mg/L) 加标测得量/(mg/L) 回收率/%

2.5 2.55±0.45  102.0 

10 10.19±1.54 101.9

20 18.28±2.28 91.4

2.7 亚硝酸盐检测纸芯片的稳定性

将亚硝酸盐检测纸芯片分别密封放置在4℃冰箱和室

温条件下储存7周，考察其添加亚硝酸钠溶液(10mg/L)后
的显色强度。

0
20
40
60
80

100
120
140

4  70 7

图 8 亚硝酸盐检测纸芯片在储存前后的的显色稳定性比较(n =6)

Fig.8 The colour stability of the paper-based microfluidics for nitrite 

detection stored under normal conditions and 4 ℃ for 7 weeks (n=6)

如图8所示，亚硝酸盐检测芯片在放置7周后，显色

强度与新制作的亚硝酸盐检测芯片显色基本一致。在4℃

冰箱中显色灰度值下降约6%，在室温条件下显色灰度值

下降约8%。由此可以看出，本实验所制备的亚硝酸盐检

测纸芯片比较稳定。

3 结  论

本实验采用喷蜡打印法，结合装订法制备三维纸

芯片，通过在纸芯片的不同层上固定了亚硝酸盐检测试

剂，得到用于亚硝酸检测的三维纸芯片，并结合实验室

自制的比色检测装置用于亚硝酸盐快速检测的研究。

最终确定芯片的制作材料为中速定性滤纸、烘烤时间

3min、亚硝酸盐检测时间4min。制作的亚硝酸盐检测纸

芯片结合自制的比色检测装置可以实现亚硝酸盐的快速

定量检测，具有简便易用、成本低、耗样量少、稳定性

及灵敏度较好等优点。
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