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摘 要:为快速检测亚硝酸盐含量，提出一种基于图像分析技术的微流控芯片中亚硝酸盐快速检测方法，微流控芯片

中设计两级反应池分别进行亚硝酸盐的初级反应和显色反应，采集显色反应后的图像并进行图像处理，提取显色反应

图像，计算相对灰度值表征亚硝酸盐浓度。结果表明，亚硝酸盐溶液在 0.5～10 mg /L 浓度范围区间，所测显色溶液的

相对灰度值与亚硝酸盐浓度呈线性关系，决定系数是 0.9927，检出限为 0.8 mg /L，检测时间小于 10 min; 对自来水和腊

肉中的亚硝酸盐进行了测定，加标回收率在 94.1% ～108.0% 之间。该方法拓展了微流控芯片中溶液浓度检测方法，具

有简便、快速、准确的显著特点。
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Abstract: To detect the concentration of nitrite in microfluidic chip，a rapid detection method based on image analysis was
proposed.In the microfluidic chip，the two－stage reaction cell was designed to carry out the primary reaction and chromogenic
reaction of nitrite respectively.The image was collected and processed when the chromogenic reaction was completed，then the
chromogenic reaction area was extracted，and the relative gray value was calculated to characterize the concentration of nitrite.
It was found that there was a linear relationship between the gray value of chromogenic solution and the concentration of nitrite
when the nitrite concentration range from 0.5 to 10 mg /L.The coefficient of determination was 0.9927，the detection limit was
0.8 mg /L and the detection time was less than 10 min.When this method was applied into the nitrite detection of tap water and
bacon，the recovery rate was 94.1% ～108.0% .The method proposed in this study extended the detection method of solution
concentration in microfluidic chip，has convenient，speedy and accurate features.
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亚硝酸盐不仅能抑制微生物的生长和繁殖，并

且能对食品进行保鲜。然而，有研究发现，亚硝酸盐

不仅具有致癌性，而且与人类先天畸变有关系［1－2］;

人体血液中亚硝酸盐浓度为 0.4～200 mg /kg 时会产

生毒性，1 g 亚硝酸盐即可致人死亡［3］。因此，针对食

品中亚硝酸盐的含量，我国制定了许多严格的检测

标准［4－5］。
目前用于亚硝酸盐的检测方法主要分为两大



225

类，一类是传统的精密仪器检测分析方法，主要包括

色谱－质谱联用法、离子色谱法、电化学方法等［6－8］;

另一类是现场快速检测方法，主要为比色法、分光光

度法等［9－10］。精密仪器分析方法虽然精度高、灵敏度

高，但操作繁琐，设备昂贵，需要专业人员操作，无法

满足对亚硝酸盐进行现场、快速、微量化、便携化的

检测需要［11］。现场快速检测方法中的比色法主要采

用试剂盒显色反应后，检测者将反应后的溶液颜色

与标准比色卡进行人眼判读，从而快速获得定性分

析结果，这种方法虽然成本低、操作方便、检测时间

短，但准确度低、误差大［12－13］; 分光光度法主要使用分

光光度计对显色反应后的溶液直接进行定量分析，

但操作步骤繁琐，需要现场配制及多次移取溶液，而

且需要专业人员进行操作［13－14］。因此，研究更加简

便、快速、准确的亚硝酸盐测定方法具有一定的实际

需求。
近年来，基于纸基微流控芯片和图像分析技术

的快速检测方法［15－17］，已被用于生化显色反应结果的

快速定量检测。例如，赵联朝［15］ 等开发了一种用于

亚硝酸根离子检测的过氯乙烯树脂纸基微流控芯

片，采用 Photoshop 软件计算纸基微流控芯片上的显

色强度，实现了水样和食品中亚硝酸根离子测定; 肖

良品［16］等提出使用中性滤纸为基材的三维纸芯片，

结合自制的比色检测装置，采用 Photoshop 软件检测

自来水中的亚硝酸盐。上述方法不仅试剂用量少，

而且分析速度快、成本低、操作简单，可实现一定浓

度范围内亚硝酸盐的快速定量分析。然而在图像分

析过程中，纸基微流控芯片中容易受滤纸或高分子

膜的形貌及材料本体颜色的干扰［11，18］导致检测结果

误差较大。
本文提出一种基于微流控芯片液相反应［19－20］ 结

合图像分析技术的亚硝酸盐检测方法。通过微泵驱

动待测溶液在具有二级串联式通道的微流控芯片

中，依次与预先固定于芯片内部的两种试剂发生化

学显色反应; 使用自行搭建的图像采集平台对微量

反应池的封闭溶液进行图像采集，基于 OpenCV ( 计

算机视觉库) 图像库中的处理方法，建立图像处理的

方法和步骤，计算获得亚硝酸盐显色溶液的相对灰

度值［21］，从而定量分析亚硝酸盐浓度。

1 材料与方法
1.1 材料与仪器

盐酸萘乙二胺、对氨基苯磺酸 上海士峰生物

科技有限公司; 36% 盐酸 国药集团; 亚硝酸钠 山

东西亚化学工业有限公司; 杭州当地市售腊肉; 光学

级聚甲基丙烯酸甲酯板材( PMMA) 苏州扬清芯片

科技有限公司。
U－2900 型紫外可见分光光度计 日立公司;

JA1203B 型 电 子 天 平 上 海 精 科 实 业 有 限 公 司;

KFSHAA2B03G 型蠕动泵 卡川尔流体科技有限公

司; ＲEＲ－USB8MP02G 型摄像头 深圳市锐尔威视

科技有限公司。

1.2 实验方法

1.2.1 溶 液 配 制 亚 硝 酸 钠 标 准 溶 液: 准 确 称 取

0.01 g 亚硝酸钠，溶解定容至 10 mL，配制成 1 g /L 的

亚硝酸盐溶液作为母液。实验中待测标准溶液依此

母液稀释而成。20% 盐酸溶液: 量 取 36% 的 盐 酸

10 mL，稀释定容至 18 mL。亚硝酸盐检测试剂Ⅰ: 称

取 0.1 g 对氨基苯磺酸，溶于 20% 盐酸中，并用此盐

酸定容至 10 mL; 亚硝酸盐检测试剂Ⅱ: 称取 0.08 g
盐酸萘乙二胺，加入蒸馏水，溶解定容至 10 mL。实

验中所用水均为蒸馏水。
1.2.2 检测原理 待测溶液中的亚硝酸盐依次与试

剂Ⅰ、试剂Ⅱ充分反应后，生成玫瑰红溶液，可以通

过溶液的颜色深浅来表征亚硝酸盐浓度［22－23］。实验

过程为: 首先在芯片上进行亚硝酸盐的显色反应; 将

充分反应后的芯片放入检测装置中，启动图像采集

系统; 对采集到的图像进行处理，计算显色反应池内

的平均灰度值。根据标准亚硝酸盐显色溶液的平均

灰度值与亚硝酸盐浓度，获得浓度标准曲线，为定量

检测食品中亚硝酸盐的含量提供技术保证和理论

依据。
1.2.3 微流控芯片结构与反应流程 本文所采用的

PMMA 微流控芯片厚度为 3 mm，其中显色反应池的

深度为 2 mm。芯片结构如图 1a 所示，包括进样口、
初级反应池、显色反应池和微泵接口。

芯片封装前，采用冻干工艺［24］ 预先将 10 μL 的

试剂Ⅰ和 10 μL 试剂Ⅱ分别存储到微流控芯片的初

级反应池和显色反应池内。检测时，首先通过微泵

定量吸取 150 μL 待测样品溶液于初级反应池内; 充

分反应后，再通过微泵将初级反应池内的溶液吸入

到显色 反 应 池，自 动 进 行 化 学 显 色 反 应，如 图 1b
所示。

图 1 微流控芯片结构及进样反应流程

Fig.1 Structure of microfluidic chip
and injection reaction flow

1.2.4 图像采集平台 光源及拍照环境对图像质量

以及后续图像处理、分析影响较大，本文设计并搭建

了用于提供光源的暗箱图像采集装置，如图 2 所示，

暗箱图像采集装置包括微流控芯片固定平台、摄像

头及 LED 环形灯组。摄像头安装在芯片正上方，

LED 灯组安装在摄像头周围环形均匀分布保证拍照

光源的均一性。
1.2.5 反应动力学 配制 10 mg /L 的亚硝酸钠溶液

作为待测液，使用微泵定量吸取 150 μL 待测液于初

级反应池内，静置反应一段时间，确保亚硝酸盐与试

剂 I 反应完全; 再通过微泵将初级反应池内的溶液吸

入到显色反 应 池，调 节 分 光 光 度 计 的 检 测 波 长 为
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图 2 图像采集装置结构

Fig.2 Structure of image acquisition device
540 nm［25］，监测显色反应池中吸光度随时间的变化

情况。
1.2.6 图像分析方法 为了计算显色反应池区域的

相对灰度值，需要分割出背景区域与显色反应池区

域，本文基于 Visual Studio 2012 平台和 OpenCV 图像

库进行处理操作，运用灰度二值化处理、图像形态学

运算及图像滤波等图像处理方法，对背景区域与显

色反应池进行分割，分别计算背景图像灰度值与显

色反应池区域灰度值，根据公式 Gr = Gb －Gf 计算相

对灰度值，其中，Gr为相对灰度值，Gb 为背景灰度值，

Gf为前景灰度值。
1.2.7 系统考察

1.2.7.1 标准曲线的建立 配制浓度分别为 0.5、2、
4、6、8、10 mg /L 的亚硝酸钠溶液进行系统考察，按照

图像处理流程对显色反应后的微流控芯片进行图像

采集及分析，以亚硝酸钠溶液浓度为横坐标，分析获得

的相对灰度值为纵坐标，进行线性拟合分析，绘制亚硝

酸钠的标准曲线，根据检出限公式 MDL = St ( n－1，

0.99) 计算检出限。
1.2.7.2 加标回收实验 将市售腊肉切成约 1 mm ×
1 mm 的小碎片，用天平称取 2.0 g 置于烧杯中，加入

蒸馏水 20 mL，浸泡 10～15 min，取样品上清液 10 mL
于离心管中，备用。

用本文方法对腊肉提取液做样品加标回收实

验，对空白自来水溶液做空白加标回收实验，腊肉提

取液和自来水溶液分别测定 3 组样品，每组测定 6
次，计算 6 次测量浓度结果的均值、回收率、标准偏

差( SD) 。
1.2.8 方法对比 分别考察文中方法、试剂盒结合

分光光度计法［9］ 和试剂盒结合比色卡法［10］ 在试剂、
检测时间、样品用量、试剂消耗量、准确性以及操作

步骤六个指标，并将文中方法分别与试剂盒结合分

光光度法、试剂盒结合比色卡法进行比较。

2 结果与分析
2.1 反应动力学考察

图 3a 显示了微流控芯片显色反应池中亚硝酸

盐与试剂Ⅱ的反应动力学过程曲线，当待测液进入

显色反应池后，0～90 s 时间内溶液吸光度不断增大，

表明显色反应的快速进行; 90～150 s 时间内，溶液吸

光度继续增大，但增速缓慢，表明显色反应接近终

点; 当反应时间大于 150 s 时，溶液的吸光度基本保

持不变，表明显色反应结束，因此本文选择 150 s 作

为检测时间。
同时还发现，初级反应池内的反应时间对显色

反应稳定后的吸光度也有一定的影响，随着初级反

应池反应时间的增加，显色反应池中的溶液吸光度

逐渐增大，如图 3b 所示，初级反应池内反应时间在

30～210 s 内时，溶液吸光度缓慢增大，在 210 s 后基

本保持不变，为保证检测结果的准确性，本文选择初

级反应池反应时间为 210 s。

图 3 亚硝酸钠反应动力学曲线

Fig.3 Ｒeaction kinetics curves of sodium nitrite

2.2 图像处理分析

图 4a 为微流控芯片的原始灰度图片，可以看出

芯片边缘部分有背景光干扰，对显色反应池的图像

分析将会产生较大影响。同时，考虑到芯片壁、非扩

散区域的影响，需要对图像进行分割。
首先通过 OpenCV 对图像进行二值化处理。如

图 4b 所示，对原始灰度图像进行提取，可以得到如

图 4c 所示的背景灰度图像，背景灰度图像并不包含

微流控芯片和显色反应池区域，可用于计算背景灰

度值。经二值化处理后的图像存在明显的孤立点和

细小线条，这些点和线条并不属于显色区域; 图像形

态学的开运算可以消除孤立点与细小线条，并且在

平滑较大的 边 界 并 不 明 显 改 变 其 面 积，通 过 调 用

OpenCV 中的图像形态学运算函数对图像进行开运

算处理，处理后的二值图像明显去除了目标区域的

孤立点和部分细小线条( 图 4d) 。
以二值图像为掩膜，对原始灰度图像进行提取，

可以得到如图 4e 所示的灰度图像，由于图像中明显

存在噪声，需要进一步对图像进行滤波处理。由于

溶液颜色具有单一性，理论上溶液各处颜色相同，即

灰度值相同，需要对该灰度值两侧的噪音进行滤波，

本文选择带通滤波。遍历图 4e 各像素点的灰度值，

统计各灰度值( 零灰度值除外) 的像素点数量，选择

像素点数量处于峰值状态时的灰度值，以此灰度值

为中心，进行带通滤波。多次实验表明，滤波带宽为
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表 2 微流控技术和传统亚硝酸盐快速检测方法对比

Table 2 Comparison of microfluidic technology and traditional nitrite rapid detection method

方法 试剂
检测时间

( min)
样本用量

( mL)
试剂消耗量

( μL)
准确性 操作步骤

微流控芯片 + 图像分析平台 预存储 10 0.15 25 定量 简单的人工操作

试剂盒 + 分光光度计 现配 15～20 0.6 90 定量 繁琐

试剂盒 + 比色卡 现配 8 5 600 定性 简单的人工操作

5～9 个灰度值时，计算结果相差不到 0.3 个灰度值，

随着滤波带宽的增加，所提取到的显色区域比较完

整。本文所取滤波带宽为 9 个灰度值，如图 4f 所示，

明显去除了显色区域的噪声，可以用于计算显色反

应池的灰度值，根据背景灰度值和显色反应池的灰

度值计算相对灰度值。

图 4 图像处理分析

Fig.4 Image analysis with different treatments

2.3 标准曲线

图 5 为亚硝酸钠溶液的标准曲线，结果表明，拟

合方程为 y = 8.2219x + 4.6389，决定系数 Ｒ2 = 0.9927，

线形范围在 0.5～10 mg /L 之间，检出限为 0.8 mg /L。

图 5 亚硝酸钠溶液的标准曲线

Fig.5 Standard curve of sodium nitrite solution

2.4 加标回收实验

表 1 列出了不同样品基质下的加标回收结果。
未加 标 时，测 得 腊 肉 提 取 液 的 亚 硝 酸 盐 浓 度 是

1.89 mg /L。在 不 同 的 基 质 中，所 测 得 的 回 收 率 在

94.1% ～108.0%之间，表明微流控芯片系统的准确度

较好，因此，文中方法可以用来进行亚硝酸盐的快

速、准确检测。

2.5 方法对比

表 2 为本文方法和传统亚硝酸盐快速检测方法

对比的结果。本文方法可直接将亚硝酸盐检测试剂

预存储于微流控芯片内部，无需现场配制溶液，只需简

表 1 加标回收实验结果( n = 6)

Table 1 The results of recovery( n = 6)

样品基质
标准加入量

( mg /L)
加标测得量 ± SD

( mg /L)
回收率
( % )

自来水

1 1.06 ± 0.32 106.0
5 5.23 ± 0.64 104.6
9 8.47 ± 0.74 94.1

腊肉提取液

1 1.08 ± 0.36 108.0
3 2.87 ± 0.47 95.7
5 4.72 ± 0.69 94.4

单的人工操作即可实现。样品消耗量约为分光光度法

的 1 /4，试剂消耗量约为分光光度法的 1 /3; 试剂消耗

约为比色法的 1 /30，样品用量约为比色法的1 /24，可

以满足定量检测亚硝酸盐浓度的要求。相对于传统的

快速检测方法，本文方法具有以下优点: 基于微流控芯

片的液相反应，保证化学显色反应更为均一、稳定可

控; 样品试剂消耗量少，检测时间短; 液相使用 PMMA
为芯片材料，芯片成本低、易于批量化生产。

3 结论
本文提出了一种基于图像分析技术的微流控芯

片中亚硝酸盐快速检测方法，实现了对亚硝酸盐的

低成本、快速、准确的检测。采用自行搭建的拍照装

置结合图像分析技术，自动截取并获得微流控芯片

中显色区域的相对灰度值，实现了亚硝酸盐的简便、
快速、准确的定量分析。实验结果表明，亚硝酸盐溶

液在 0.5～10 mg /L 浓度范围区间，所测显色溶液的相

对灰度值与亚硝酸盐浓度呈线性关系，决定系数是

0.9927，检 测 限 可 达 到 0.8 mg /L，加 标 回 收 率 在

94.1% ～108.0% 之间，可用于食品中亚硝酸盐的现

场、低成本、快速、准确检测。综上所述，本文提出的

方法具有稳定性好、操作简单、反应时间短，适合非

专业人员的操作，有望满足基于化学显色反应原理

的检测需求。
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