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  免疫层析试纸条检测技术是20世纪70年代兴

起的适用于患者床旁检测或家庭检测的检验技术,相
较于酶联免疫吸附试验(ELISA),其具有普适性、快
捷性等优点。免疫层析试纸条检测技术具有操作简

便、结果快速且稳定、不需要大型设备及成本低廉等

优点,因此在临床诊断等领域迅速普及。免疫层析试

纸条检测技术随着纳米标记材料的不断进步(从胶体

金到荧光微球、量子点,再到纳米酶)而不断发展,展
现出巨大的潜能。免疫层析试纸条的应用范围也从

生物大分子检测扩展到环境监测、食品卫生检测、疾
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病筛查与诊断等多个领域。本文从多个方面对免疫

层析试纸条检测技术的发展进行总结,并对其未来进

行展望。
1 免疫层析试纸条检测技术

  免疫层析试纸条检测技术是基于免疫标记技术

和色谱层析技术发展起来的一种可用于检测抗原、抗
体或半抗原的检测技术。其特点是应用抗原-抗体特

异性的免疫学反应和层析技术,并以干片式试纸的形

式,达到快速、特异、准确地显色以检测待测物的目

的,同时该技术不需依赖专业技术人员和大型仪器设

备[1]。其检测原理:基于毛细管床自发运送液体从样

品垫至结合垫,通过液体层析将样品与示踪颗粒共同

带往信号产生膜,发生抗原抗体结合反应。示踪颗粒

在信号发生区显色或产生其他信号反应,10
 

min左右

即可直观地观察到检测结果。该技术成本低,省去了

洗涤、分离等诸多烦琐的步骤,操作快捷、简便,是床

旁诊断(POCT)的一种主要形式。免疫层析试纸条的

检测原理主要分为双抗夹心法与竞争法两种[2]。以

胶体金人绒毛膜促性腺激素(HCG)试纸条为例,它采

用的是典型的双抗夹心法,即在信号发生区为抗原夹

心免疫反应,将作用于抗原不同位点的成对的抗体1
固定于信号发生区的检测线(T

 

线)上,当含有 HCG
抗原的检测样品随着毛细管床的虹吸作用与另一偶

联了胶体金的抗体2结合,继续层析并共同被运送至

反应元件处时,则可与抗体1结合,使胶体金聚集于

检测线处,发生肉眼可见的显色反应。同时多余的金

标抗体-抗原复合物继续层析,被质控线上的多克隆抗

体捕获显色,判定为阳性结果;若被测物不含 HCG抗

原,则检测线处不显色,只有质控线处显色,判定为阴

性结果。另一种为竞争法,则是在检测线上包被待测

抗体的对应抗原,与待测样品中的抗原共同竞争结合

金标抗体,质控线包被多抗,如果样品中含有抗原,则
金标抗原不与检测线相结合,仅质控线显色,结果为

阳性,反之,若出现双线则结果为阴性,与双抗夹心法

结果正好相反。
免疫层析试纸条检测技术的灵敏度是市场应用

考核的一个关键指标,而标记物是影响灵敏度的一个

重要因素,其中显色标记物为增强检测信号的更好的

选择。目前最常用的标记物为胶体金纳米颗粒[3],其
他研究较多的纳米材料标记物有荧光微球[4]、量子

点[5]、纳米酶[6]等。
1.1 胶体金免疫层析试纸条检测技术 FAULK
等[7]所在的实验室于1971年采用免疫金染色(IGS),
将纳米金颗粒与兔抗沙门菌的抗血清相结合,采用直

接免疫细胞的化学技术检测沙门菌的表面抗原,从而

开创了纳米金免疫标记技术。随后胶体金因其特有

的颜色与性质,被用于试纸条检测。美国食品和药物

管理局(FDA)批准生产的第一个试纸条产品是用于

家庭快速检测女性HCG,而后逐渐发展,如今基于此

技术的HCG试纸条产品在妇女生殖健康(诸如优生、

避孕和不孕)检测方面,具有巨大的市场潜力。
胶体金试纸条检测技术因其制作简单、检测快速

的特点在近几年迅速发展,这种新兴的检测技术已经

可以检测超过100种抗原物质,包括多种激素、癌症

抗原、病毒、细菌、抗体、合成抗原等[8]。其应用领域

日益广泛,不仅可以用在生物检测上,还在食品检测、
微生物检测、环境检测和毒品检测等多 个 领 域 中

应用[9]。
胶体金试纸条检测技术虽然优势很突出,但因胶

体金颗粒本身不具备发光等特性,若依靠其自身所具

有的颜色进行结果判断,则需大量颗粒聚集才能达到

肉眼可见的效果,这使得它的弊端也非常明显,即灵

敏度较低,从而限制了胶体金试纸条在部分对灵敏度

指标要求较高的检测项目中的应用[10]。为了进一步

提高胶体金试纸条的灵敏度,研究人员进行了多方面

的尝试[11-12],研制和开发了各种可以产生特定光、电
或磁信号的纳米材料,以提高灵敏度,增强反应信号。

例如:YANG等[13]用胶体金探针银染增强试纸

条信号的方法检测相思子毒素-a。在还原剂的作用

下,银离子倾向于以银的形式聚集在纳米金周围,采
用银染后检测灵敏度大大提高。将银离子及还原剂

干燥保存于反应垫上,当免疫层析反应结束后,将两

张反应垫覆盖于信号反应区,滴加去离子水,使银离

子与还原剂随液体流至胶体金的信号发生区,从而增

强样品信号以检测低水平的相思子毒素-a。普通试纸

条肉眼可视相思子毒素-a的检出限为10
 

ng/mL,当
试纸条用银染增强技术处理后,其灵敏度增加至100
倍,即可检测出水平为100

 

pg/mL的相思子毒素-a。
CHO等[14]将银染增强技术用于检测心肌肌钙蛋白I
(cTnI),发现其灵敏度相较于传统试纸条可提高51
倍,但缺点是银染试剂不稳定,难以控制反应过程。
HAN等[15]采用胶体金和辣根过氧化物酶(HRP)双
标记抗体检测肉毒杆菌神经毒素A,试验采用两步法

进行标记再染色,即标记胶体金后再标记酶示踪剂。
例如:HRP,先进行传统胶体金垂直方向免疫层析,使
待测抗原与金标抗体结合,随后在水平方向利用酶催

化显色底物,以增强显色信号强度。与传统胶体金试

纸条层析法相比,其灵敏度提高了5倍,由酶联免疫

吸附芯片传感器(EOS)检测肉毒杆菌神经毒素A的

检测限可达2
 

ng/mL。但此技术因设计缺陷或显色

液未优化而出现了可视化背景干扰较大的缺点。针

对此问题,PAROLO 等[16]通过在金标抗体上偶联

HRP,层析15
 

min并读取数值后直接加入酶催化的

显色底物中,继续层析5
 

min后终止反应,并再次读

取数值,从而达到信号放大的效果,优化并提高了传

统的侧 向 层 流 免 疫 分 析 方 法(LFIA)的 性 能。与

HAN等[15]创立的方法相比,该方法更加简便。
 

另一种方式是筛选适宜的核酸适配体标记胶体

金。核酸适配体具有高特异性和高亲和力且易于修

饰的特点,可通过调整自身空间结构实现与靶标分子
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的特异性结合,从而达到检测待测物的目的。XU
等[17]通过将合适的脱氧核糖核酸(DNA)适配子标记

胶体金检测人血清凝血酶原,与传统的抗体标记相

比,其检测限和线性检测范围更优,且具有更高的特

异性和选择性,但其灵敏度的可提升程度却十分

有限。
另外,MIRASOLI等[18]发表的酶催化化学发光

反应的案例提示,虽然诸如以上经过改进的胶体金试

纸条层析检测技术可有效提高金标抗体的灵敏度,但
视觉可视化的信号放大过程复杂且昂贵[10],不利于其

大量生产和市场应用,因此科学家不断在寻找新的胶

体金替代示踪剂。WANG等[19]采用胶体硒代替胶体

金制作试纸条检测牛奶、奶粉、动物饲料中的三聚氰

胺含量,均匀的胶体硒颗粒呈橙黄色,作为示踪剂有

较好的肉眼可辨性。将其用于三聚氰胺检测,当牛

奶、奶粉、动物饲料样品中三聚氰胺的含量分别为50、
50、100

 

μg/L时,即可肉眼直接分辨出结果。胶体硒

的原理与胶体金类似,但是制备更为简单,更具成本

优势,在相同标记量下,胶体硒的成本仅为胶体金的

1/27。
1.2 荧光免疫层析试纸条检测技术 鉴于胶体金试

纸条灵敏度不够高和难以准确定量的缺陷,各种荧光

纳米材料由于其光电磁性能及独特的结构使得其成

为非常有前景的胶体金替代示踪剂[20]。荧光试纸条

免疫层析检测技术应运而生。荧光试纸条依据荧光

强度的变化可对待检样品中微量或痕量物质进行定

量检测,更符合目前体外诊断领域对生物大分子检测

准确定量、多标记、高通量的要求。
1.2.1 荧光微球免疫层析试纸条检测技术 常见的

荧光微球一般是通过物理或化学等方法在微球表面

标记荧光物质或在微球内部螯合稀土元素等微小颗

粒来实现,其颗粒直径一般在纳米级至微米级范围

内。微球接收来自激发光源能量的同时会发射出不

同波长的荧光。基于此特性,荧光微球可通过标记不

同颜色的荧光物质并结合特定的单抗来实现多标记、
检测不同待测物的目的。纳米微球可保护内部所包

裹的荧光物质,从而增强荧光染料的稳定性,有效改

良了较早发展起来的荧光素标记技术。荧光物质在

一定条件下可发射荧光的特性又起到了信号放大的

作用,与纳米微球相辅相成,从而大大提高了免疫层

析试纸条检测技术的灵敏度。比如SAKURAI等[21]

报道的试纸条检测技术即是基于荧光微球的免疫层

析方法,通过荧光微球标记单克隆抗体以实现对季节

性流感病毒的检测,其检测灵敏度比同条件下的胶体

金试纸条检测技术提高了10~100倍。
1.2.2 量子点免疫层析试纸条检测技术 量子点是

近几年比较热门的一种半导体荧光标记物,主要是由

Ⅱ~Ⅵ或Ⅲ~Ⅴ主族元素等所组成的直径在1~20
 

nm的纳米颗粒。量子点与传统的有机染料相比,具
有明显优势,比如量子点的斯托克斯位移比较大,激

发波长较宽而发射波长较窄,且量子点发射的荧光很

稳定,不仅量子产率高,还可抗荧光漂白等[22]。
WANG等[23]利用量子点代替胶体金作为标记

物,并标记多个不同抗体组装的试纸条检测肿瘤标志

物甲胎蛋白和癌胚抗原,通过对多色量子点不同荧光

强度的检测,可定量检测出两种待检抗原,其检测灵

敏度优于胶体金试纸条。在此基础上,采用多膜组合

或单膜多标记抗体的方法能够实现多种抗原的联合

定量检测。针对量子点的研究已非常广泛,凭借可定

量和多标记检测的优势及高通量检测的特点,量子点

已成为一种非常有潜力的荧光探针标记物,但量子点

制备技术和抗原抗体标记技术难度均较大,从而使其

临床应用受限。
1.2.3 上转换发光免疫层析试纸条检测技术 上转

换发光是指反-斯托克斯发光,即用长波长、低能量的

红外光或近红外光激发,发射出短波长、高能量的紫

外线或可见光[24]。上转换发光技术是将上转磷光材

料作为标记物的新型免疫层析技术,而上转磷光材料

是在氧化硫等惰性材料中掺杂两种稀土元素(分别作

为光吸收子和光发射子)从而使其能够上转换发光产

生磷光的一类示踪纳米材料[25]。与荧光染料和量子

点纳米颗粒相比,上转换纳米颗粒毒性低,灵敏度高,
且发光信号稳定性好,外界背景干扰小,不受载体或

样品中具有荧光特性基质的影响[26],这种层析技术可

实现快速、简便、敏感、精确、稳定的定量检测,是目前

理想的荧光标记物之一。
上转换荧光纳米材料的有关报道主要集中在生

物大分子检测方面,比如生物成像、光动力治疗及药

物运输等[27],在试纸条方面的应用报道较少。王金

鹏[28]利用水热法合成的上转换荧光纳米颗粒实现了

对牛、羊肉等动物源性食品样品中沙丁胺醇残留物的

检测。但上述转换发光技术受技术水平的制约,包括

材料制备和设备精度等因素限制,使得其检测成本较

高而难以市场化推广。
1.2.4 时间分辨荧光免疫层析试纸条检测技术 时

间分辨荧光免疫层析技术是用稀土元素(Eu、Tb、Sm
等)作为标记物,使抗原抗体在膜上反应,镧系元素螯

合物在紫外光源的激发下发射出特殊的荧光,通过波

长分辨和时间延迟检测技术检测待测物的信号强度

并定量分析其水平的方法[29]。相比传统的荧光素标

记物,镧系元素具有较宽的激发光谱带和较窄的发射

光谱带,且其荧光寿命长,稳定性更好,荧光光谱的斯

托克斯位移较大,可有效排除激发光和非特异性荧光

的干扰,大大提高了信噪比和灵敏度,其检测灵敏度

比胶体金试纸条等高出2~3个数量级,因此具有更

广的应用前景[30]。例如:ZHANG等[31]采用时间分

辨试纸条层析技术检测农产品中的黄曲霉素 AFB1,
检出限可达0.3

 

μg/kg,其中所用的荧光标记物即包

埋了Eu3+的硅胶微粒。时间分辨技术的运用也是今

后定量、多标记免疫分析的发展方向。
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1.3 纳米酶免疫层析试纸条检测技术 纳米酶免疫

层析试纸条检测技术是以纳米酶为标记物的又一新

型检测方法。纳米酶是一类既有纳米材料的独特性

能,又有催化功能的模拟酶。2007年,GAO等[32]报

道了1例无机纳米材料Fe3O4 的酶学特性,引起了学

术界的高度关注。研究发现,无须在Fe3O4 纳米颗粒

表面修饰任何化学基团,Fe3O4 纳米颗粒本身即具有

类似HRP的催化活性。研究显示,在有过氧化氢存

在的情况下,Fe3O4 纳米颗粒能有效催化不同类型的

天然酶底物,发生显色反应,如使3,3',5,5'-四甲基联

苯胺(TMB)呈蓝色,重氮氨基苯(DAB)呈褐色,邻苯

二胺(OPD)呈橙色,催化机制符合乒乓机制,催化动

力学符合米氏方程。同时纳米酶还兼具纳米材料的

尺寸效应和材料特性。纳米酶的尺寸效应体现在其

催化活性与纳米材料的比表面积呈比例增长,尺寸越

小,比表面积越大,表面活性中心就会增多,其催化活

性和催化效率均会显著增强;其材料特性体现在无机

纳米颗粒本身的物理性质,如Fe3O4 纳米酶的超顺磁

活性等。此外,纳米酶稳定、经济的特点弥补了天然

酶容易变性且不易制备的缺陷。
在疾病诊断方面,将纳米酶作为标记物应用于试

纸条检测技术,利用纳米酶的生物效应催化天然酶底

物显色,从而增强试纸条检测信号,有效解决了传统

胶体金免疫层析试纸条检测技术灵敏度低的问题[33]。
例如:埃博拉病毒的传染率和病死率极高,常规的诊

断方式为反转录聚合酶链反应(RT-PCR)或ELISA,
虽然二者具有极高的特异性,但耗时且需要专业人员

操作,不便在疫区推广。胶体金试纸条虽然检测快

速,但其灵敏度较低,在初筛阶段不能立刻有效地诊

断出是否患病。而快速、有效、灵敏地检测埃博拉病

毒是防止疫情传播的关键所在。DUAN 等[33]利用

Fe3O4 纳米酶的磁性和酶催化双功能特性,巧妙地设

计了双功能纳米酶探针,将纳米酶应用于免疫层析试

纸条技术检测埃博拉病毒。即用Fe3O4 纳米酶替代

胶体金偶联抗埃博拉病毒抗体,该偶联了抗埃博拉抗

体的纳米酶探针具有3种功能:在试纸条上识别、分
离和可视化埃博拉病毒。由于磁纳米颗粒本身具有

过氧化物酶活性,纳米酶探针可以催化过氧化物酶底

物(如DAB)产生有颜色的产物,该产物能显著地放大

检测信号。再者,纳米酶探针的磁性使得其能够快速

地从样品中分离并富集。试验结果表明,纳米酶免疫

层析试纸条检测技术检测埃博拉病毒的灵敏度与

ELISA基本一致,相对于改良前的胶体金试纸条,纳
米酶试纸条的灵敏度提高了100倍。这对于在西非

等贫穷落后、缺乏必要仪器及设备的地区实现现场检

测埃博拉病毒尤为关键。
不仅如此,纳米酶免疫层析试纸条技术在传染

病、炎症和心肌标志物检测等领域中,也发挥了其高

灵敏度和痕量检测的特性。此外,除了铁基纳米酶,
更多的纳米酶材料被发现[34],并在肿瘤的快速检测和

筛查、公安刑侦、传染病防控、食品安全等领域也有着

广泛的应用价值[35]。纳米酶是可应用于试纸条检测

技术的、比较有前景的新型标记物之一。
1.4 其他免疫层析试纸条检测技术 磁性免疫层析

技术作为新一代单人份快速定量检测技术逐渐发展

起来,它以超顺磁性纳米颗粒代替传统的标记物(胶
体金、乳胶颗粒等)进行免疫层析,通过传感器测试检

测线上的磁信号,读取结合在检测线处磁颗粒的磁场

强度,从而对所检样品进行定性及定量判断。目前国

际上只有少数外国公司(如美国 Magna
 

Bio
 

Sciences
公司)拥有该项技术,而国内以西安金磁为代表的磁

免疫层析技术,其基本原理与美国 Magna
 

Bio
 

Sci-
ences公司的产品类似。
2 展  望

  免疫层析试纸条检测技术具有简单快速、灵敏度

高、特异性强、不需要仪器设备辅助等特点,在检测时

间、仪器设备、人员要求、测试费用、安全性等诸多方

面具有比一般常规方法更突出的优势,已广泛应用于

诸多领域,是现场检测、家庭自测的重要方法。随着

新型试纸条检测技术的不断发展,有信号放大作用的

新型高灵敏纳米标记物相继被发现(比如量子点、纳
米酶等),试纸条检测也经历了从定性、半定量到定量

检测的过程,尤其在定量检测方面取得了巨大的进

展。未来试纸条检测技术的发展方向依然是定量、灵
敏、多元化(比如多指标联检)、高通量检测,相信免疫

层析试纸条检测技术在实际应用需求的驱动下,在生

物化学、材料科学、光电技术和微流控技术等多学科

交叉发展的背景下,可为疾病诊断提供 更 精 准 的

服务。
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