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大视场 dPCR 检测系统中的荧光 LED 照明设计
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摘 要：数字聚合酶链式反应 （dPCR） 是一种能实现绝对定量检测的分子生物学技术。传统的 dPCR 荧光检

测系统在检测通量、检测速度、系统体积以及成本之间难以达到合理平衡。特别是传统照明系统设计在照射面积、

均匀性、体积和开关响应速度方面存在限制，影响设备的整体性能及应用。为此，本文设计了一种基于匀光设计

LED 激发优化的便携式 dPCR 大视场荧光检测系统，旨在不牺牲检测速度与通量的前提下，缩小系统体积并降低成

本。系统通过高集成度的环形 LED 光源排布，实现了 18mm×18mm 全视场范围内三种荧光通道 （FAM、HEX、

ROX） 的均匀照明，实际照明均匀度超过 90%，并支持三通道快速开关切换。相比于传统的照明模块，LED 匀光

激发照明在小型化、低成本以及高集成度方面具有优势，适应于多种荧光检测应用场景，促进 dPCR 技术未来的

发展。
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dPCR detection system
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Abstract: Digital Polymerase Chain Reaction （dPCR） is a molecular biology technique that enables absolute quantifica⁃
tion. However, conventional dPCR fluorescence detection systems face challenges in achieving an optimal balance among de⁃
tection throughput, speed, system size, and cost. In particular, traditional illumination system designs are constrained by 
limitations in illumination area, uniformity, volume, and switching response, which affect the overall performance and appli⁃
cability of the equipment. To address these issues, this study proposes a portable dPCR fluorescence detection system opti⁃
mized for large-field imaging based on an LED excitation design with uniform illumination. This system aims to reduce size 
and costs without compromising detection speed and throughput. Utilizing a high-integration ring-shaped LED light source ar⁃
rangement, the system achieves uniform illumination across an 18 mm × 18 mm field of view for three fluorescence channels 
（FAM, HEX, ROX）, with actual illumination uniformity exceeding 90%, and supports rapid three-channel switching. 
Compared with traditional illumination modules, the LED-based uniform excitation illumination offers advantages in minia⁃

文章编号： 1002-1582（2025）04-0424-08

收稿日期：2024-11-19；收到修改稿日期：2025-02-27
基金项目：上海市优秀学术/技术带头人计划 （22XD1401000）
作者简介：金旭东 （2000—  ），男，硕士研究生，从事光学系统设计研究。2240122624@qq.com

郑继红 （1975—  ），女，教授，博士，从事光学系统、电光器件、PDLC 材料和信息光学等方面的研究。

* 通讯作者： jihongzheng@sina.com

光 学 技 术
OPTICAL TECHNIQUE

424



第  4 期 金旭东，等：　大视场 dPCR 检测系统中的荧光 LED 照明设计

turization, cost-efficiency, and integration, making it suitable for various fluorescence detection applications and advancing 
the future development of dPCR technology.

Keywords: applied optics；digital PCR technology；microfluidic chip；optical design； fluorescence microscopy

0　引 言

数字聚合酶链式反应 （dPCR） [1]是一种新兴

的分子生物学技术，近年来在核酸检测领域引起

了广泛关注。dPCR 将样品分割成数千个微小反应

单元，实现对所有反应单元中目标核酸分子的阳

性与阴性结果的绝对定量 [2, 3]。这种高精度的检测

方法在临床诊断 [4]、微生物检测 [5, 6]、基因突变 [7, 8]

和食品安全 [9]等领域展现出广泛的应用潜力。

dPCR 的另一个显著优势是其高通量检测能

力。dPCR 通过微流控技术 [10-12]，制成在极小的反

应体积内实现大量核酸检测的芯片 [13, 14]。微流控芯

片能够同时完成数千乃至数百万个独立的 PCR 反

应，提高核酸检测的效率和准确性 [15, 16]。然后利用

泊松分布统计阳性反应单元比例，实现核酸的绝

对定量，无需依赖标准曲线 [17]。

为了提高检测效率和准确率，目前 dPCR 芯片

可集成超过 20000 个反应皿，支持 3 通道以上荧光

素，还可能采用多层结构 [18]。芯片靶面尺寸增大，

需要进行多次图像拼接 [19]，如果光照不均匀会引入

拼接误差，降低检测准确性，并延长检测时间 [20]。

光照均匀度还会影响后续的亮暗点识别 （见图 1），

导致过亮和过暗区对比度低，难以区分，进而引

发“假阳性”或“假阴性”结果 [21]。即使通过后期

图像处理，也难以完全保证检测的准确性，并会

影响检测时间。

随着 dPCR 技术的发展，市面上已出现多种

dPCR 检测平台。然而，这些现有平台在使用过程

中存在诸多不便。许多平台集成度低，体积庞大，

导致其便携性差，操作复杂，难以适应实验室外

的检测需求。此外，为了激发足够强度的荧光信

号，这些平台通常配备高功率光源，进一步增大

了系统体积。因此，当前急需开发一种高集成度、

便携化的 dPCR 检测系统，以适应更加多样化的应

用场景。

关于 dPCR 荧光检测系统的便携化以及集成

化，国内外学者已开展了广泛研究并取得一定成

果。浙江大学研发了一款基于智能手机的手持式

数字 PCR 系统 [22]，将激发光源放置于芯片两侧，

使用智能手机收集荧光信号，符合便携化设计，

但是其检测通道只有一种，无法实现多通道检测。

而且光源置于芯片两侧限制了检测靶面，最多仅

有 4096 个反应皿，检测效率不高。中国科学院研

发了一款高通量基因测序荧光显微成像光学系统

{张鑫, 2018 #91}，研究了激光照明落射式明场和

暗场照明，达到 95% 的均匀度，但是照明光路采

用匀光棒和二向色镜实现多通道分光，难免造成

体积上的增大。中国科学院 [24]后续还设计了一款双

波段 LED 显微系统，具有 0.8μm 的高分辨率和双

通道检测，可实现对 1.31mm×0.88mm 的一次性

成像。国外韩国翰林大学研发一款紧凑型相机荧

光检测器 [25]，采用菲涅尔透镜和单颗 LED，减小

了系统体积，但单颗 LED 照明面积及强度不够，

仅能测量 25 个试管，检测效率低。对于小型化的

荧光照明模块，也展开了相应的研究，如山东师

范大学 [26]设计了一款小型检测光源，采用双侧斜入

式的激光二极管作为照明光源，与样品呈 45°角照

射于被测物上。季华实验室 [27]就研制了一款 LED
集成激发立方体的新型荧光显微镜光源，将 LED、

滤光片、菲涅尔透镜和分光镜集成到一个小型的

滤光立方体。对于微流控芯片，也有了相当程度

的发展，如中国科学院 [28]发明了振荡微滴生成技

术，相比传统微流控有着更简便的操作与更低的

消耗品成本。中欧技术研究所 [29]通过测量微流控芯

片内部液体的温度分布，优化芯片的设计与 PCR
效率。

为了优化 dPCR 检测技术，提出了一种采用

匀光 LED 激发优化的便携式 dPCR 大视场荧光检

测设计。该设计实现了 18mm×18mm 芯片范围内

6μm 分辨率的成像效果。照明光源采用多颗 LED
灯珠组成多角度照明的方法，实现高均匀性和大

照明面积。同时通过开关不同的灯珠实现电控多

通道检测。此外，相较于传统荧光检测系统，本

系统省去了庞大的二向色镜，避免了二向色镜造

(a)

(b)

图 1　光照不均匀情况下的基因芯片图
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成的像散，降低了体积和制造成本。实验结果表

明 ， 本 文 制 备 的 LED 照 明 激 发 光 源 在 FAM、

HEX 和 ROX 三种波段上均能实现高均匀度 （超

过 90%） 的 照 明 ， 提 升 了 系 统 的 便 携 性 和 集

成性。

1　大视场 dPCR检测系统设计

1.1　大视场荧光成像系统需求

本文所检测的 dPCR 基因芯片的结构信息如

图 2 所示，该芯片的有效检测区域为 18×28mm,
包含约 2 万个直径为 100μm 的反应腔室。每个腔

室的横向间距为 60μm，纵向间距为 120μm。根据

具体应用需求，该 dPCR 基因芯片具有三种荧光

素，分别对应 FAM、HEX、ROX 通道。这三种

荧光素的激发光中心波长分别为 470nm、525nm、

571nm，相应产生的荧光中心波长分别为 525nm、

564nm、614nm。

1.2　系统结构设计

如图 3 （a） 所示 [30]，传统大视场 dPCR 检测系

统的工作原理是：光源经过激发滤光片和二向色

镜反射后，经物镜照射在基因芯片上。基因芯片

在激发光的作用下发出荧光，荧光信号通过物镜

采集后，再经发射滤光片和二向色镜传递至成像

透镜，最后成像于 CMOS 传感器。然而，该系统

中的光源光束受到物镜的影响，光能损耗较大，无

法充分激发荧光，导致需要较长的曝光时间，从而

影响检测效率[31]。本课题前期通过将物镜与成像透

镜一体化，并将照明模块位置下移 （图 3 （b）） [32]，

优化了光能利用率，但系统体积仍较大且多通道

检测需要更换光源与滤光片。

为进一步减小系统体积，实现便携式、集成

式设计，本文对荧光成像光路做了进一步优化。

采用体积更小的 LED 环形灯代替了原本较大的照

明模块，光路由环形灯直接照射至基因芯片，无

需经过二向色镜，进一步减少了光能损耗且精简

了照明模块的体积，如图 3 （c） 所示。环形灯由

多种波长 LED 组成，使用时可以随时切换检测通

道，实现了便携化、集成化。

1.3　大视场荧光显微成像系统

本系统采用课题组前期开发的大视场荧光显

微成像镜头，其结构图如图 4 所示，基本参数表如

表 1 所示 [33]。其 18mm×18mm 的视场与 6.96μm 分

辨率可满足基因芯片检测需求。  

28mm

60μm
100μm

1
2
0
μ
m

1
8
m
m

图 2　基因芯片示意图
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图 4　显微系统设计图
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传统荧光成像光路设计无法摆脱二向色镜对

像 质 的 影 响 ， 当 二 向 色 镜 的 厚 度 大 于 0.22mm
时 [32]，二向色镜对系统成像质量影响较大，其分辨

率下降严重无法分辨出两个反应皿的间隙。LED
匀光照明系统可彻底解决该问题。

2　dPCR荧光成像系统的LED匀光照明设计

2.1　LED照明方案设计

dPCR 荧光成像系统的光源需要具备高均匀

度、高光强及窄带宽的特性，以确保成像质量。

首先，光源必须实现均匀照射整个检测芯片表面，

以确保采集图像的一致性。其次，为实现高效检

测，光源需在极短时间内激发出足够强度的荧光。

此外，在检测过程中激发光与荧光会同时存在，

因此必须确保二者完全分离且互不干扰。为此，

照明系统应采用窄带光源，并配合滤光片进行波

长的控制和分离。

传统照明光源通常采用汞灯或激光，但这类

光源体积较大、成本较高、预热时间长，且无法

实现即开即用，操作上有诸多不便。相比之下，

LED 光源具有体积小、寿命长、响应快、成本低

以及波长选择灵活等优点。

本文设计的照明系统，采用窄带 LED 光源作

为激发光源。为避免激发光与荧光的串扰，窄带

LED 发出的光需要经过激发滤光片过滤所需波长

以外的光线。激发滤光片对光线的入射角度有一

定要求，大角度的光线无法被有效过滤，且随着

入射角度的增大，滤光片的通过带宽会向短波方

向偏移。其入射角对波长的影响由以下公式决定

λθ = λ0 1 - ( )n0

n eff
sin θ

2

（1）

式中，λθ是入射角 θ下所对应的波长，λ0 是正入射

时对应的波长；n0 是入射介质的折射率，n eff 是滤

光片的折射率。本文光线从空气中入射，n0=1，

滤光片为玻璃材质，n eff=1.5。当入射角为 15°时，

透射波长的变化不大，仅偏移 1.5%，在允许范围

内。因此，窄带 LED 需要增加准直结构，目前主

流 LED 准直方式包括球面镜组、自由曲面透镜和

TIR 透镜。滤光片对入射角度的要求在 15°左右，

考虑到体积和成本，选择 TIR 透镜作为窄带 LED
的准直模块。其准直效果及结构如图 5 所示。

为实现高强度以及高均匀性照明，本文采用

落射式临界照明配合多角度环形照明，激发光由

多个窄带 LED 发出，直接照射在基因芯片上。与

传统荧光检测设备采用二向色镜、匀光组件的科

勒照明不同，本文采用的落射式临界照明方案通

过精简光路结构，显著降低了系统体积与制造成

本。临界照明的高光能利用率可充分满足荧光检

测对激发光强的要求。通过环形多角度光源排布

设计，从不同方向对靶面叠加照射，实现光强叠

加补偿，最终达到满足检测需求的照明均匀性。

传统复眼透镜照明系统将入射光分散成无数

个点光源，形成十分均匀的光斑，但其结构较大

且对加工精度要求高，如图 6 （a） 所示。环形多

角度照明无需增加额外结构，体积更小且成本更

低，虽然均匀度不及复眼透镜，但仍能满足高分

辨照明，如图 6 （b） 所示。

2.2　光源和滤光片参数选择

照明光源选用 3535 型号的窄带 LED，尺寸为

3.5mm×3.5mm，半波宽均在40nm左右，功率为3w，

表 1　PCR 荧光检测显微系统光学设计参数

参数

透镜数量

系统总长/mm
焦距/mm
工作波长

视场角/（°）
分辨率/μm

近轴放大率/x
数值孔径（NA）

MTF@70lp/mm

数值

11
180.52

56.41
FAM、HEX、ROX

±5.10695
6.96

-0.625
0.106

>0.7

$�$�'
TIREJ
z

y
LED

图 5　TIR 透镜准直的单光源结构示意图
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图 6　照明结构示意图
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主波长分别是463nm、521nm、570nm。系统所需荧光

通道为FAM、HEX、ROX，其对应的激发波长范围为

450~490nm、 515~535nm、 560~590nm。根据以

上数据显示，所选择的LED指标基本符合设计要求。

图 7为所选窄带 LED模拟及实测的窄带 LED光

谱范围以及所对应理想激发光波长和荧光波长，窄带

LED会有小部分波长与荧光波长重叠。如果不用滤光

片过滤或者激发滤光片参数选择不恰当就会造成激发

光和荧光信号产生串扰，产生图 8中全亮的结果。为

避免这种情况，激发滤光片与发射滤光片需要将激发

光和荧光完全分离开。本文所选的带通滤光片参数见

表 2。由于荧光信号较为微弱，如果滤光片的截止深

度不足，会导致激发光的光强过滤不足，影响采集

图像对比度，选择滤光片的截止深度需要达到 OD6。
此外，滤光片的透过率均选择在 80% 以上。   

2.3　LED照明系统设计

在照明系统设计中，由于灯珠体积小，可近似

视为点光源。首先确定环形光源的安装半径：显微

成像镜头半径为 25mm，结合外壳结构件所需预留

的 30mm 安装空间以及设计余量，最终将环形光源

布置于距靶面中心半径 70mm 的圆周上，确保与镜

头之间的安全间距。其次，确定环形光源的工作距

离：显微成像镜头的工作距离为 100.7mm，为适配

加工装配误差，环形光源需要预留±10mm 的垂直

调节空间，故其高度限制在 40~60mm 范围内。

LED 光源遵循朗伯体辐射模型，其光强分布

满足

I (θ)= I (0) cos θ （2）
式中， I (θ)为在角度 θ时的辐射强度， I (0)为 θ=
0°时的辐射强度，若 LED 正对靶面中心会导致中

心区域光强过高；而倾角过大 （θ＞50°） 则会导致

中心光强过低，这两种情况都会影响光照均匀性。

因此，将 LED 与法线的倾角限制在 30°与 50°区间

以平衡光场分布。

通过 LightTools 非序列光线追迹仿真，以均匀

性为优化目标，对光源高度与倾角进行优化，最

终确定最优参数为：安装半径 70mm、工作距离

47mm、倾角 47°。针对 LED 数量选择，仿真结果

表明，当单波长 LED 数量≥7 时，均匀度提升幅度

趋缓。综合考虑 3W 大功率灯珠的散热需求，确定

每通道使用 7 颗 LED，总功率 21W。

根据上述设计思路，本文设计的光源由多个图

5 中的照明模块组成环形光源。为满足系统覆盖

18mm×18mm 区域的需求，选用准直角度为 15°、
孔径为 16mm 的 TIR 透镜。对应的滤光片选择波段

适配的窄带滤光片，直径 16mm。环形光源包括 3种
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图 7　窄带 LED 波长与发射滤光片带宽示意图

图 8　窄带 LED 不加激发滤光片拍摄结果图

表 2　激发滤光片与发射滤光片参数

通道

FAM
HEX
ROX

激发滤光片

波长 λ/nm
470
525
569

带宽/nm

30
20
20

发射滤光片

波长 λ/nm
525
565
616

带宽/nm

20
20
20
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波段，每个波段由 7 个 LED 模块组成，总计 21 个

LED 模块。LED 照明系统的模型光路图以及实物

图如图 9 所示。照明均匀性的分析结果如图 10 所

示，三种波长的照明均匀性均可达到 95% 以上。  

3　实验结果与分析

基于上述理论分析与仿真，本文进行了实验

系统设计加工与构建，系统的整体仿真以及加工

实物图如图 11 所示。

采用大恒图像的 MER2-503-23GM 工业相机对

基因芯片进行图像采集，结果如图 12 所示，经过

两次拍摄以及拼接后采集到完整的 18mm×28mm
芯片图，荧光信号成功激发并且亮度均匀。图 13
为所截取的 1mm×2mm 尺寸的局部放大图，图像

分辨率高，对比度好，可以清晰分辨亮暗反应区，

以便进一步图像处理。

为验证图像的照明均匀性，将拍摄图像划分

为九个区域，如图 14 所示。以 HEX 通道为例，将

HEX 通道的检测图平均分成九份，获取每个分区

的像素灰度值，并计算得到其分区的平均灰度值。

三通道每个分区的平均灰度值如表 3 所示。本文使

用变异系数计算均匀度 [34]，其计算公式表示为

变异系数 （CV） = σ
μ

× 100% （3）

均匀度 = 1 - CV （4）
式中 σ为标准差；μ为均值；相比其他计算方式，
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变异系数通过标准差与均值的比值反应整体离散

度，避免某个分区阳性亮点过多或过少导致数据

出现误差。计算结果表明，FAM 通道的均匀度

为 93.20%，HEX 通道的均匀度为 90.47%，ROX
通道的均匀度为 92.38%，与仿真数据基本达到

一致。  

4　结  论

本文针对大视场 dPCR 荧光 LED 照明系统进

行了优化，使其具有小型化、高分辨、高均匀和

低成本等优点。照明系统采用落射式多角度环形

LED 光源，模拟结果显示其照明均匀度可达 95%，

实际测试也可达到 90% 以上的均匀度。此外，本

照明系统无需定制额外的特殊光学元件，对加工

精度要求较低，结构相对简单，从而满足了系统

低成本和小型化的需要。在通道切换方面，仅需

通过 LED 的开关即可在 1 秒内实现光源的切换。

本检测系统能在 2~3 秒内对完整的基因芯片进行

二次成像，通过优化检测算法可在 10 秒内完成检

测与分析。

未来的工作将进一步优化系统的检测流程，

通过电控转盘实现发射滤光片的快速切换，以配

合光源通道的自由切换，满足多通道同步检测的

需求。此外，将进一步优化图像拼接和识别算法，

结合基于神经网络的亮点反应皿识别计数 [35, 36]。本

系统可以通过更换不同的成像透镜和 LED 光源波

段，实现更高效的荧光信号检测与分析，灵活适

应不同的生物医学应用环境中 [37, 38]。
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