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摘  要 

片上集成光学模块具有集成小型化、低成本等优点，可在芯片尺度上实现“样品进、结果出”的即时定

点检测。本文研制了一个工作波长为647 nm的荧光激发模块，集成聚合酶链式反应(PCR)生物微流控芯

片和光电探测器，实现了片上荧光激发和病原体核酸检测。该荧光激发模块主要由光栅和多模干涉器两

个微纳器件构成，经有限时域差分法优化，光栅激发效率可达26.3%，多模干涉器损耗低至2.8%。结合

生物微流控芯片，采用等浓度梯度的Cyanine 5 (Cy5)荧光素溶液对荧光激发模块性能进行验证，光电探

测器输出电压值与Cy5荧光素溶液浓度之间成线性关系，拟合曲线方差为0.9944，最低检测下限为

0.0625 µmol/L。利用200 copies/μL的新型冠状病毒质粒做生物应用测试，结果表明本文所提出的荧光

激发模块能满足实际PCR应用中对荧光信号激发的要求。本系统在生物荧光定量PCR、数字PCR、蛋白

等实时生物荧光检测方面具有应用前景。 
 
关键词 

荧光激发模块，荧光检测系统，生物微流控芯片，聚合酶链式反应 

 
 

Design of On-Chip Integrated Optical  
Modules for Bio-Microfluidic Excitation of 
Fluorescence 

Zejun Yan1,2, Qing Shi2*, Enjia Zhang2, Kaihuan Zhang3, Shilun Feng2*, Jijun Feng1*,  
Jianlong Zhao2 
1School of Optical-Electrical and Computer Engineering, University of Shanghai for Science and Technology, 
Shanghai 

 

 

*通讯作者 Email: fjijun@usst.edu.cn; shilun.feng@mail.sim.ac.cn; shiqing@mail.sim.ac.cn 

https://www.hanspub.org/journal/japc
https://doi.org/10.12677/japc.2024.133043
https://doi.org/10.12677/japc.2024.133043
https://www.hanspub.org/


颜泽军 等 
 

 

DOI: 10.12677/japc.2024.133043 376 物理化学进展 
 

2State Key Laboratory of Transducer Technology, Shanghai Institute of Microsystem and Information  
Technology, Chinese Academy of Sciences, Shanghai 
32020 X-Lab, Shanghai Institute of Microsystem and Information Technology, Chinese Academy of Sciences, 
Shanghai 
 
Received: May 6th, 2024; accepted: Aug. 6th, 2024; published: Aug. 16th, 2024 

 
 

 
Abstract 
On-chip integrated optical modules have the advantages of integrated miniaturization, low cost, 
etc., and can realize “sample in, result out” real-time fixed-point detection on a chip scale. In this 
paper, a fluorescence excitation module with an operating wavelength of 647 nm was developed 
to achieve on-chip fluorescence excitation and pathogen nucleic acid detection by integrating a 
polymerase chain reaction (PCR) bio-microfluidic chip and a photodetector. The fluorescence ex-
citation module is mainly composed of two micro-nano devices, grating and multimode interfer-
ometer (MMI). Optimized by the Finite-difference time-domain method, the grating excitation effi-
ciency can reach 26.3%, and the multimode interferometer loss is as low as 2.8%. The perfor-
mance of the fluorescence excitation module was verified by using an equal concentration gradi-
ent of Cyanine 5 (Cy5) fluorescein solution in combination with a bio-microfluidic chip. The output 
voltage value of the photodetector and the concentration of Cy5 fluorescein solution were linearly 
correlated with the variance of the fitted curve being 0.9944, and the lowest limit of detection be-
ing 0.0625 µmol/L. Biological application tests were performed with 200 copies/μL of the 
SARS-CoV-2 plasmid, and the results show that the fluorescence excitation module proposed in 
this paper can meet the requirements for fluorescence signal excitation in practical PCR applica-
tions. This module has promising applications in real-time biofluorescence detection of biofluo-
rescence quantitative PCR, digital PCR, and proteins. 

 
Keywords 
Fluorescence Excitation Module, Fluorescence Detection System, Bio-Microfluidic Chip,  
Polymerase Chain Reaction 

 
 

Copyright © 2024 by author(s) and Hans Publishers Inc. 
This work is licensed under the Creative Commons Attribution International License (CC BY 4.0). 
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 

  
 

1. 引言 

近年来，人类对于多种威胁生命健康的细菌，病毒，病原体等有害生物的检测高度关注。现有的生

化检测方法包括光学检测、电化学检测以及质谱检测等方法[1] [2] [3]，与电化学检测和质谱检测相比，

光学检测具有高稳定性，高灵敏度和不受电磁干扰等优势[4]。其中荧光检测是光学检测技术中最常用技

术，它可以在微纳尺度上揭示细胞，病毒，蛋白，核酸等生命物质的生化过程和物质交换[5]。荧光检测

是聚合酶链式反应、免疫荧光染色法和荧光标记等诊断的金标准[6] [7] [8]。荧光检测与具有微型化、集

成化、高通量、高灵敏度等优点的生物微流芯片相结合[9]，为生物学、医学和药物研发等领域提供了强

大而有效的方法[10] [11] [12]。传统上，荧光信号的激发和收集必须通过荧光显微镜的物镜进行，尽管超

分辨荧光显微镜技术的问世已经突破了传统的衍射极限问题[13]，但依然存在着一系列挑战。其中包括设

Open Access

https://doi.org/10.12677/japc.2024.133043
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


颜泽军 等 
 

 

DOI: 10.12677/japc.2024.133043 377 物理化学进展 
 

备体积庞大、光学系统复杂、制造成本高、操作繁琐和难以实现大视野荧光检测等问题。 
鉴于荧光显微镜存在的一些限制，科学界正在积极推动荧光检测仪器向着集成化和小型化方向快速

发展[14] [15] [16]。集成化和小型化设备具有体积小、重量轻、操作简单和便于携带等优势，不仅使得设

备在实验室内使用更加便捷，同时也为现场或移动应用提供了新的可能性。Shen 等人提出了一种基于白

光激光源的大视场快速液滴数字 PCR 生物微流控芯片核酸浓度测定系统[17]。白光激光源可以提供更高

的荧光激发效率，紧凑物镜的大视场检测区域能够达到 34 mm 直径的圆，比典型物镜 10 mm 检测直径的

检测面积大 10 倍以上。相同大小区域检测成像持续时间将从 180 秒减少到 15 秒。该研究为大视野成像

提供了新的方案，但依旧存在系统体积大和光路复杂的问题。Fang 等人提出了一种用于核酸检测系统双

通道荧光检测集成模块[18]。该模块基于共焦光路，使用二向色镜将两组不同波长的光集成在同一个模块

中，并采用电流–光双负反馈 LED 驱动电路，提高激发光源的稳定性。该结构中二向色镜较多，在搭建

时对二向色镜放置角度要求极高，工艺难度大。目前，荧光检测设备主要集中在将光路部分小型化，很

少从激发方式上做出改变。 
本文提出了一种用于生物微流控芯片点对点精准激发的荧光激发模块，并搭建了一个相匹配的检测

系统，实现了荧光的激发与检测。荧光激发模块的工作波长为 647 nm，由光栅和多模干涉器(Multimode 
Interferometer, MMI)构成，光栅实现对生物微流控芯片微腔的精准激发，而 MMI 用于将光源均匀分束，

实现一个光源激发多个检测单元。该模块使用 SiN 作为波导层，SiN 是一种成熟的 CMOS 兼容材料[19]，
其透明窗口的下限为紫外区域，上限一直延伸到中红外区域。与硅相比，SiN 具有较低的折射率，可以

在 1.7 和 3.1 之间进行调节，能够为可见光提供良好的光学约束，同时能更好地容忍制造缺陷和波导侧壁

粗糙度，其传播损耗相对较低。荧光检测系统主要由荧光激发模块、生物微流控芯片、透镜和滤光模块

以及光电探测器组成。使用光电探测器将荧光信号转化为电信号实现结果数字化输出，相比于荧光成像

后比较荧光亮度，数字化结果更直观。本文采用不同浓度的 Cy5 荧光素溶液对荧光激发模块和荧光检测

系统进行了测试，结果表明输出电压与 Cy5 荧光素溶液浓度呈线性关系。并使用新型冠状病毒质粒进行

实际的生物应用检测，结果显示阳性样本的输出电压明显高于阴性样本，可以作为判断样本是否含有新

型冠状病毒质粒的依据。本文还比较了两个实验在荧光显微镜下的结果，荧光检测系统测试结果与荧光

显微镜的观察结果相符。 

2. 荧光激发模块设计与优化 

为实现生物微流控芯片的点对点精准激发，本文通过微纳光学器件集成的方式，设计并优化了荧光

激发模块。该模块主要包含两个功能性微纳器件 MMI 与光栅。利用 MMI 对光源进行均匀分光，提供与

激发区域数量相对应的激发光束；利用光栅实现光从平行传播到垂直传播的光路转折，实现对荧光激发

模块上方的生物微流控芯片点对点式荧光激发。设计模型的构建基于目前常用的氮化硅晶圆结构[20]，自

上至下分别为氮化硅波导层 220 nm，埋氧层 2 μm，基底层 500 μm，不同器件之间利用宽度为 500 nm 的

脊形波导进行连接。 
针对光栅的设计和优化，本文使用商业三维时域有限差分法仿真软件(FDTD Solutions, Lumerical)完

成。光栅仿真区域大小设置为 Dx = 42 μm，Dy = 20 nm，Dz = 5 nm。采用完美匹配层用作边界条件，层数

设置为 8。使用自动非均匀网格，该网格可以自动匹配物理结构的周期性，网格精度选择为 4，即最小网

格间距约为 20 nm。采用高斯光源进行激发，通过透射谱监视器逐步优化光栅结构参数。光栅结构如图

1(a)所示，经优化后当光栅的角度 α = 34˚，光栅总长度 Ltotal = 50 μm，光栅周期 T = 0.474 μm，占空比为

0.5，光栅不刻蚀区域半径 R = 25 μm，刻蚀深度为 220 nm，SiN 层和 SiO2 层的折射率分别为 nSi = 1.927
和 nSiO2 = 1.445，耦合光纤入射角度为 80 度时，光栅透射谱如图 1(b)所示，透射率最高为 23.6%。 
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Figure 1. Design and optimization of the grating. (a) Schematic of grating structure; (b) grating transmission spectrum 
图 1. 光栅的设计与优化。(a) 光栅结构示意图；(b) 光栅透射谱 

 
利用 Lumerical Mode 的 2.5D 时域有限差分法，可高效对微米级的多模干涉器进行优化。为使得仿真

结果更接近实际，采用完美匹配层边界条件[21]，层数设置为 8。使用自动非均匀网格，将网格精度选择

为 4，即最小网格间距约为 20 nm，确保可以对结构细节进行精确仿真。采用高斯光源进行激发，通过透

射谱监视器逐步优化 MMI 结构参数。为降低分光损耗，本设计中针对图 2(a)中多模干涉器主体干涉部分

的长、宽以及两侧锥形波导[22]部分的长、宽进行了参数扫描式优化。结果显示：当主体干涉部分的长

LMMI = 48.88 μm、宽 WMMI = 6 μm、锥形连接波导长度 Ltaper = 10 μm、宽度分别为 Wg = 500 nm 和 Wt = 1.1 
μm，锥形波导与主体干涉部分位置关系为 G1 = 2.45 μm，G2 = 3.14 μm，出射端两个锥形波导对称分布。

出射端透射谱如图 2(b)所示，单个出射端透射率最高可达 48.6%，器件总体损耗为 2.8%。 
 

 
Figure 2. Design and optimization of MMI. (a) Schematic of the MMI structure; (b) Transmission spectra of the MMI out-
puts 
图 2. MMI 的设计与优化。(a) MMI 结构示意图；(b) MMI 输出端透射光谱 

https://doi.org/10.12677/japc.2024.133043


颜泽军 等 
 

 

DOI: 10.12677/japc.2024.133043 379 物理化学进展 
 

3. 荧光激发模块制备与性能测试 

3.1. 制备工艺与表征 

根据上述设计模型，利用 MEMS 工艺，主要制备流程如图 3 所示。主要分为 3 个主要流程，制备氮

化硅晶圆、电子束曝光(E-Beam Lithography, EBL)和刻蚀。 
首先，为确保基片的洁净无杂质，必须对 4 英寸硅片进行彻底清洁处理。接着，采用低压化学气相

沉积(LPCVD)技术，在基片表面沉积一层厚度为 2 μm的二氧化硅(SiO2)埋氧层。经过退火冷却处理后，

再次利用 LPCVD 技术在基片表面沉积一层厚度为 220 nm 的氮化硅薄膜[23]。 
在氮化硅表面均匀旋涂一层厚度为 300 nm 的正光刻胶 poly-methylmethacrylate (PMMA)。旋涂完成

后，将基片放置于烘干台上，蒸发光刻胶中的溶剂，同时提高光刻胶在基片上的附着力。随后，将设计

好的版图文件导入到电子束光刻机 EBL，调节电子束曝光剂量和电子加速电压，将设计图形转移到

PMMA 光刻胶上。 
曝光完成的图案经过显影液显影后，需要进行反应离子刻蚀(Reactive Ion Etching, RIE)。在此过程中，

以 PMMA 光刻胶作为掩膜，刻蚀气体采用 CHF3 和 O2 混合气体，其比例为 10:1。刻蚀过程中的功率设

定为 100 W，刻蚀时间为 3 分钟。完成刻蚀后，依次使用丙酮、异丙醇，无水乙醇、去离子水去除基片

表面残留的光刻胶。 
 

 
Figure 3. Preparation process of fluorescence excitation module 
图 3. 荧光激发模块制备过程 

 
光栅与 MMI 的扫描电子显微镜(Scanning Electron Microscope, SEM)测试结果如图 4 所示。在图 4(a)

中，我们观察到光栅的 SEM 图像，放大倍数为 2000，比例尺为 10 μm。从图像中可以清晰地看到外部轮

廓清晰，表面光滑，光栅线条均匀且规整，光栅与波导连接完整，显示出良好的制备质量和结构一致性。

而在图 4(b)中，展示了 MMI 的 SEM 图像，放大倍数为 1990，比例尺为 2 μm。观察到图像中 MMI 的表

面干净无杂质，中心干涉区与锥体结构完整，这表明该 MMI 器件的制备过程精密而有效，达到了预期的

设计要求。 
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Figure 4. SEM characterization results. (a) grating SEM; (b) MMI SEM 
图 4. SEM 表征结果。(a)光栅 SEM；(b) MMI SEM 

3.2. 检测系统搭建 

荧光检测系统的结构如图 5 所示。采用波长 647 nm 的可调谐激光器作为光源，并通过曲率半径为 8 
μm 的锥形透镜光纤耦合到与荧光激发模块中。荧光激发模块出射光精准发射到生物微流控芯片的微腔

中，实现对微腔中荧光物质的激发。图 5 所示的生物微流控芯片，是由激光加工的黑色亚克力板制成的，

在激光加工形成通孔后与 PCR 封板膜贴合而成。该芯片的厚度为 3 mm，圆形腔室的直径为 2.5 mm。使

用平凸透镜将微腔发射的杂散光进行准直[24]，准直后的平行光束垂直入射到滤光片上。带通滤光片滤除

非目标波长的光，使目标波长的荧光通过。通过调节双凸透镜与平凸透镜共轴，双凸透镜将平行光束聚

焦成小光斑，使光能够完全聚焦在面积较小的光电探测器上(锐光科技有限公司，JSP-TP3050-SMT)。光

电探测器将光信号转化为电信号，然后经过放大电路模块进行微弱信号放大处理。最后，使用示波器完

成输出信号的采集。 
 

 
Figure 5. Schematic diagram of fluorescence excitation module and detection system 
图 5. 荧光激发模块与检测系统结构示意图 

3.3. Cy5 荧光素线性度测试 

为验证荧光激发模块和荧光检测系统的性能，选用性质稳定的 Cy5 荧光素(购自于北京博奥森生物技
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术有限公司)作为验证试剂[25]，用二甲基亚砜(Dimethyl Sulfoxide, DMSO) (购自于 General-reagent，
CHINA)作为稀释液。将 Cy5 荧光素稀释成浓度为 0.5 µmol/L (µM)、0.25 µM、0.125 µM、0.0625 µM 的

溶液。 
实验时，向两组生物微流控芯片中分别注入 10 μL 配置好的荧光素溶液，并取相同剂量的 DMSO 作

为对照空白实验。其中一组用于荧光激发模块和荧光检测系统验证，将生物微流控芯片放置于搭建的荧

光检测系统中，并采集光电探测器输出电压数据。另一组用荧光显微镜观察(IX73, Olympus, Japan)，并利

用 CCD 相机采集图像信息。采集完成的数据将使用 Origin2021 软件进行处理。 
Cy5 荧光素测试结果如图 6 所示。图 6(a)中荧光图片对应的 Cy5 荧光素溶液浓度依次为 0.5 µM、0.25 

µM、0.125 µM、0.0625 µM、DMSO，荧光亮度随 cy5 荧光素稀释比的增加而降低。图 6(b)中从左至右

Cy5 荧光素溶液浓度与图 6(a)依次对应，图中纵坐标表示光电探测器输出电压，误差棒显示了至少三个

独立实验的测量结果标准偏差，输出电压的均值分别为 467 mV、333.7 mV、247.3 mV、222 mV、149.7 mV。

由图 6 可知，输出电压幅值随着浓度的降低而减小，与荧光图像亮度变化趋势一致。0.0625 µM Cy5 荧光

素溶液的输出电压明显高于 DMSO 的输出电压，低于 0.125 µM Cy5 荧光素溶液的输出电压，表明荧光

激发模块和荧光检测系统可实现最低浓度为 0.0625µM Cy5 荧光素溶液的检测。在 0.0625 µM~0.5 µM 范

围内，输出电压与 Cy5 荧光素溶液浓度的拟合曲线如图 6(c)所示。输出电压与 Cy5 荧光素计算浓度之间

存在良好的线性关系，输出电压 y 与浓度 x 的线性回归方程为 y = 571.29x + 183.5 (R2 = 0.9944)。实验结

果表明荧光激发模块成功实现了荧光激发功能，荧光检测系统实现了荧光的收集和检测功能。 
 

 
Figure 6. Cy5 fluorescein linear test results. (a) and (b) respectively represent fluorescence images and output voltages of 
Cy5 fluorophore solutions with concentrations ranging from left to right: 0.5 µM, 0.25 µM, 0.125 µM, 0.0625 µM, and 
DMSO.；(c) Fitted curve of output voltage and Cy5 fluorophore solution concentration, with a linear relationship of y = 
571.29x + 183.5 (R2 = 0.9944). Error bars represent the standard deviation of measurements from at least three independent 
experiments. 
图 6. Cy5 荧光素线性测试结果。(a) (b)分别表示从左至右浓度依次为 0.5 µM、0.25 µM、0.125 µM、0.0625 µM 和 0 µM 
Cy5 荧光素溶液的荧光图片和输出电压；(c)输出电压与 Cy5 荧光素溶液浓度的拟合曲线，线性关系为 y = 571.29x + 
183.5 (R2 = 0.9944)。误差棒显示了至少三个独立实验测量结果的标准偏差 
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4. 新型冠状病毒质粒检测应用 

4.1. 新型冠状病毒质粒试剂盒扩增 

新型冠状病毒反应试剂由缓冲液 12.5 μL (TaKaRaPrimeScript RT Master Mix RR036B, takara CHINA)，新
型冠状病毒人工质粒 2 μL，N 基因上下游引物各 0.9 μL，N 基因探针 0.6 μL (质粒、引物和探针均购自于中

国上海占标生物科技公司)，DEPC 水 8.1 mL (Adamas life, CHINA)组成，混合于八连排透明 PCR 管。阴性

样本用 2 μL DEPC 水替代新型冠状病毒质粒。所有引物探针初始浓度均为 10 µM，本工作中使用的模板为

含有新型冠状病毒 N 基因的合成质粒，使用 DEPC 水稀释至 200 copies/μL。样品在−20℃下储存。 
将配置完成的试剂置于 SLAN96 扩增仪(上海宏石医疗科技有限公司)中按照以下程序进行扩增：在

50℃下进行 1 个循环 30 分钟，在 95℃下进行 60 秒，然后在 95℃下进行 45 个循环 15 秒，在 60℃下进

行 45 个循环 30 秒[26]。 

4.2. 检测结果与分析 

为验证荧光激发模块在实际运用中的性能，使用新型冠状病毒质粒作为检测样本。将完成扩增的试

剂、相同浓度未扩增的试剂和对照组 DEPC 水各取 10 μL 注入到两组生物微流控芯片中。实验方法与 Cy5
荧光素测试相同，一组使用荧光检测系统测试，另一组使用荧光显微镜进行测试。 

测试样品荧光图片如图 7(a)所示。从左至右依次是 200 copies/μL 阳性样本、阴性样本、未扩增样本

和 DEPC 水的荧光图片。可以清晰地观察到，阳性样本荧光亮度明显强于阴性样本。阴性样本与未扩增

样本荧光亮度基本相同，相比于水溶液有微弱亮光，是因为样本含有引物和探针，也会激发出微弱荧光。

光电探测器的输出电压与不同样本间的关系如图 7(b)所示，误差棒显示了至少三个独立实验的测量结果

的标准偏差，图中从左至右分别表示阳性样本、阴性样本、未扩增样本与 DEPC 水的检测结果，输出电

压均值分别为 280 mV、170.75 mV、170 mV、132 mV，阳性和阴性之间的电压差值为 109.25 mV，阴性

与水溶液差值为 38 mV。输出电压变化趋势与显微镜拍摄下的荧光图片亮度变化趋势相同。证明荧光激

发模块可以激发新型冠状病毒质粒扩增样本中的荧光物质，满足 PCR 对于荧光信号激发的要求。荧光检

测系统能够准确收集和检测荧光，输出参数可以作为分辨阴性和阳性的依据，具备实际运用能力。 
 

 
Figure 7. SARS-CoV-2 plasmid test results. (a) and (b) respectively represent fluorescence images and output voltages from 
left to right of positive samples, negative samples, unamplified samples, and water. Error bars represent the standard devia-
tion of measurements from at least three independent experiments. 
图 7. 新型冠状病毒质粒测试结果。(a) (b)分别表示从左至右阳性样本、阴性样本、未扩增样本和水的荧光图片和输

出电压。误差棒显示了至少三个独立实验测量结果的标准偏差 
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5. 结论 

本文已经开发出一个用于生物微流控芯片荧光激发的荧光激发模块，并搭建了一套相匹配的荧光检

测系统。可以实现不同浓度 Cy5 荧光素和新型冠状病毒质粒的激发与检测。荧光激发模块能够精准激发

生物微流控芯片检测腔室中的荧光物质，荧光检测系统集成了光电探测器和滤光片，实现了荧光信号的

数字化采集。本研究成功实现了对最低浓度为 0.0625 µM Cy5 荧光素溶液的激发与检测，200 copies/μL
新型冠状病毒质粒的激发与检测。本模块还可用于生物荧光定量 PCR、数字 PCR、蛋白等实时生物荧光

检测等多种场景，并且与其他检测设备相比，具有更高的集成度和更小的体积。 
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