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摘要 侧流分析(lateral flow assay, LFA)是一种重要的纸基快速检测技术, 具有操作简便、成本低廉等特点, 但
存在灵敏度低和信号弱等问题. 近年来, 对LFA的技术改进与性能改善已成为即时检测领域急需解决的问题. 本

文综述了利用结构改进、化学改性以及其他辅助手段改善LFA灵敏度的研究工作, 分析了相关方法的原理和检

测性能, 剖析了各种改进手段存在的优缺点, 并对LFA技术发展前景进行了展望.

关键词 侧流分析, 结构改进, 化学改性, 灵敏度, 即时检测, 生物分析技术

1 引言

纸基分析装置(paper-based analytical devices,
PADs)具有检测快速、结构稳定且无需额外设备等优

点
[1], 在医疗、环境、卫生等领域起着重要作用. 在医

疗诊断方面, PADs被广泛用于疾病标志物的检测, 包

括心脏
[2]
、癌症

[3]
和传染病

[4]. 当前, 新型冠状病毒肺

炎(coronavirus disease 2019, COVID-19)疫情已波及全

球240多个国家和地区, 是近百年来人类面临的最严重

的传染病威胁之一
[5]. 快速、广泛的筛检对于控制疫

情蔓延至关重要, 然而, 在许多国家和地区, 分子检测

阳性的个体只占所有感染者的一小部分, 原因是实时-
聚合酶链反应(RT-PCR)检测的部署非常有限和时间窗

短暂
[6,7]. 此时, 纸基即时检验技术之一侧流分析试纸

迅速成为了解决困境的希望. Whitman等[8]
对比考察了

10种侧流分析试纸检测抗-SARS-CoV-2抗体的特异性

和灵敏度, 发现其中4种试纸在发病20天后能达到90%
以上的IgG阳性检出率, 然而, 所有10种试纸在发病10
天内的阳性检出率均低于70%, 偏低的阳性检出率/假
阴性结果会导致大量感染者继续传播病毒. 造成偏低

阳性检出率的主要原因是试纸的灵敏度或稳定性

不足.
自2007年, Martinez等[9]

开始致力于PADs的制造

和改善, 以提高其准确性、效率和灵敏度. 现有PADs
的主要类型包括比色试纸(如pH试纸

[10])、侧流层析试

纸(如验孕试纸
[11])、μPAD微流体装置(二维和三维结

构)等. 本文主要关注侧流分析(LFA)技术, 按其分析信

号类型大致分为光、热、磁、电化学四大类
[12], 表1
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对比了不同类型的LFA[13].
传统的LFA虽然具有PADs技术共有的检测快速

且结构稳定等优势, 但又存在纸基稳定性差、灵敏度

低及液体流动效率低等弊端, 特别是对于环境或者临

床样本中的痕量目标物极难被定量无法进行可靠的定

量检测
[42]. 酶基信号增强

[43]
、基于纳米探针信号增

强
[44]

和样品预处理
[45]

等方法可以提高LFA灵敏度,
Huang等[46]

和Ye等[47]
已对上述针对信号和样品的LFA

技术改进工作进行了详细论述, 在此不做过多赘述.
鉴于LFA在多方面的突出特性以及在多领域的应

用潜力, 本文重点介绍对层析试纸进行结构改进和化

学改性以提高灵敏度的研究工作, 以期为LFA性能提

高、技术进步和应用拓展提供思路和借鉴.

2 侧流分析装置的基本结构及检测原理

LFA通常由四个部分组成: (1) 样品垫: 添加样品

的平台, 由玻璃棉、纤维膜或经过改造的膜等材料构

成; (2) 结合垫: 通常由玻璃纤维、聚酯等材料构成,
含有可溶出的、带有标签的生物识别元件, 也有些

LFA的结构设计上不含有结合垫, 而是将带有标签的

生物识别元件放置于离心管中, 样品与其混合孵育后

一起上样; (3) 硝酸纤维素(nitrocellulose, NC)膜: 包含

对分析物浓度有响应的测试(test, T)线和稳定信号的

控制(control, C)线; (4) 吸收垫: 吸收多余试剂、平衡

层析膜两边压差并防止回流
[48].

以蛋白类大分子为分析物的LFA通常采用夹心法

的检测机理, 前提是该分子具有两种以上的一抗. 以胶

体金等信号标签修饰第一种一抗并放置于结合垫, 以

第二种一抗固定于T线, 以二抗固定于C线, 分析物流

过结合垫时与其上标记的一抗结合、继续流动至T线
时被捕获, 故T线信号与强度分析物浓度正相关; 过量

的标记一抗被C线捕获并使C线显示信号
[49]. 以核酸为

分析物的常规检测机制与蛋白类似, 识别和捕获机制

是核酸的杂交. 以小分子为分析物的检测常用竞争机

理, 如在结合垫使用标记的一抗或核酸适配体, 在T线
上固定分析物与BSA的复合物使之与样品中的分析物

竞争结合标记的一抗或核酸适配体, 因此T线的信号

强度与样品中的分析物浓度负相关量
[50]. 蛋白质在

NC膜上干燥后即被固定、不容易被缓冲液溶解流失,
因此抗体在T线和C线的固定只需要常温干燥即可; 而
核酸在NC膜上干燥后仍可被溶解流失, 所以核酸在

T线和C线的固定可以通过在其上偶联蛋白质、或在

核酸链末端带有连续多个腺嘌呤碱基而利用其碱基堆

叠效应实现. 由于亲和素和生物素间特异性强、亲和

力大、可分别结合各种大小分子, 亲和素-生物素系统

表 1 不同类型LFA的比较

Table1 Comparison of different types of LFA

信号类型 检测方法 报告探针 检测限 线性范围(数量级) 优点 局限性 参考文献

光

比色 金/银纳米粒子、发色团 ng/mL 1~2 操作简单、裸眼定性 灵敏度低、仅能半定量 [14,15]

荧光
有机荧光染料、量子

点、上转换/长余辉纳米
材料、上转换纳米粒子

pg/mL~ng/mL 3~4 灵敏度高
光致漂白、稳定性差、需
高能光源及专用读数设备

[16~21]

化学/生物
发光

酶+底物 pg/mL 2~3 灵敏度高、背景
噪音低、通量高

多步操作、设计复杂、试
剂稳定性差

[22~29]

表面增强拉
曼光谱

金/银纳米材料、
亚甲基蓝、罗丹明6G pg/mL 2~4 灵敏度高 配套设备昂贵 [30~32]

电致发光
钌联吡啶、碳量子点、
氮掺杂石墨烯量子点

pg/mL 4~5
灵敏度高、背景噪音
低、可控性强、稳定

性好

多步操作、电源等配套
设备亟待微型化

[33~36]

磁 磁粒子定量 Fe3O4纳米粒子 pg/mL 3~4 灵敏度高、线性宽、
信噪比高

需专用磁信号发生和
接收装置

[37]

热 光热分析
金纳米粒子、
黑磷纳米片

pg/mL 3~4 灵敏度高、
线性宽

激光光源和热成像设备成
本较高、受环境温度影响

[38,39]

电化学 电化学传感
乙酰胆碱酯酶、
聚苯胺@GO pg/mL~ng/mL 2~3 灵敏度高、稳定性好 步骤繁琐、通量低 [40,41]
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也常被用于LFA当中.
为提高LFA方法灵敏度, 可通过改进其物理结构,

如添加额外膜结构以及设置单双检测模式, 使其在上

样、扩增过程中达到浓缩、改变流通路径和提高检测

效率的目的
[51~53]; 或通过对NC膜材料进行化学修饰来

改变表面的亲疏水特性及吸附特异性. 此外, 借助其他

一些辅助方法, 也可能实现更为灵敏的检测.

3 物理结构改进

3.1 添加微流体装置

传统的纸基分析装置大多利用毛细作用力来驱动

液体流动或储存试剂. 将微流控装置与LFA集成在一

起, 能够使得液体传输更加稳定且实现多通量的同时

检测, 在减少样品损耗同时提高LFA的灵敏度和检测

效率
[54].

3.1.1 单重检测

由于现有LFA试纸大多为单一分析物试纸, 所以

基于微流体机制改进LFA的研究也以单分析物/单重

检测模式为主. Trofimchuk等[55]
设计了一种纸基微流

控装置用于猪肉中亚硝酸盐的检测. 将疏水性的蜡印

刷到纤维素滤纸上, 加热使蜡渗透并嵌入纸基中, 蜡

涂层在室温下固化2 min, 这一熔化固化过程形成疏水

圆环边界且完全穿透试纸, 其内部为亲水性的圆孔, 反
应则在此发生. 由于存在咖啡环效应, 分析物经过加热

后向圆环边界蒸发迁移, 使得边界的浓度逐渐增加, 通
过与反应试剂结合, 所显现的颜色较内部更深, 视觉检

测限大大降低. 该方法能够对肉中的亚硝酸盐实现快

速(15 min)且高灵敏度的检测, 检测限为1.1 mg/kg, 比
无蜡时改善了约10倍. 然而, 该方法的弊端是在加热分

析物的过程中可能造成蜡障的损坏.
Choi等[56]

将分流器和聚二甲基硅氧烷(polydi-
methylsiloxane, PDMS)液滴集成到LFA中形成屏障以

控制流体传输(图1a). 分流器存在的情况下, 样品从

NC膜转移至分流器中, 增加目标物与纳米金(gold na-
noparticles, GNPs)的相互作用时间, 而NC膜上的

PDMS液滴会产生弯曲效应, 阻碍流体流动, 同样促进

了溶液的混合. PDMS具有良好的生物相容性以及化

学惰性, 液滴制作简单、快速
[57], 因此, 通过优化分流

器尺寸和PDMS液滴数量实现了较理想的流体延迟,
使信号强度较未改性之前增强10倍. 目前, PDMS在微

(a) (b)

(c)

(d)

图 1 微流装置结合试纸条. (a) 一维(1D)纸基微流装置
[56]; (b) 二维(2D)纸基微流装置

[60]; (c) 三维(3D)纸基微流装置
[62]; (d) 三

重LFA[63] (网络版彩图)
Figure 1 Microflow devices combined with strips. (a) One dimensional (1D) paper-based microflow device [56]; (b) 2D paper-based microflow
device [60]; (c) 3D paper-based microflow device [62]; (d) triple LFA strip [63] (color online).
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流控装置中应用较为广泛, 但该材料仍然存在一些问

题: 在某些pH值下, PDMS对分子的吸收会加剧; 由于

固有的疏水性, 其会增加蛋白质的吸收, 影响测定.
Zhang等[58]

提出, 将亲水性的棉线嵌入纸中并整

合成条状形成微流通道, 并且利用十六烷基三甲基硅

氧烷(hexadecyltrimethoxysilane, HDTMS)调节棉线的

亲水性, 通过优化棉线的数量和HDTMS的浓度以降

低样品流速, 延长反应时间, 从而提高LFA的检测灵敏

度. 改进后的试纸条用于检测人类免疫缺陷病毒(HIV)
核酸, 与未修饰的LFA相比信号增强4倍.

以上研究工作在原试纸条结构的基础上, 对膜进

行亲/疏水改性形成特定的微流通道, 以达到控制其流

速、提高灵敏度的目的, 但都属于单分析物检测, 分析

通量较低.

3.1.2 多重检测

近年来, 对同时测定多种分析物的需求日益增长,
加速了高通量和多路复用LFA技术的发展, 以提高应

对各种突发公共卫生事件的能力
[59].

(1) 组装多维纸网络

二维的纸网络使用传统LFA的基本材料, 并对其

进行重新配置, 从而实现基于多种试剂、多个流通步

骤程序化控制的多重检测. Lutz等[60]
开发的二维纸网

络将不同长度的单个试纸条分支安装并插入共享的缓

冲溶液中, 在其旁边设置一个调节芯来控制缓冲液的

液面高度, 按照需要的时间顺序断开每个流体源(图
1b). 该设计实现了两个基本功能: (1) 控制试剂到达检

测区域的时间; (2) 控制每个试剂的关闭时间.
三维的微流控装置主要通过将具有亲水性/疏水

性通道的纸张组装在一起, 实现空间上的多层同步或

不同步的反应. 在制作三维纸基微流控装置时, 关键

在于实现层与层结合, 并且使上下层特定的亲水区域

之间保持连通, 促进流体在x-y-z三个方向上的流动,
将一维横向流动扩展到三维

[61]. Han等[62]
开发了一种

利用蜡质图案纸的分层结构提供不同的流通路径从而

输送多种溶液的3D流体网络(图1c), 并且添加了增强

试剂和可移动滑条设计, 增加了检测灵敏度及装置便

携性.
(2) 设置多重检测线

上述多重检测虽然提高了检测的效率, 但大多是

将多个单分析物的试纸条进行简单的组装, 没有进行

显著的结构创新, 还会增加额外的预处理过程和成本.
Chen等[63]

开发了一种三重侧流免疫试纸条来同时检

测黄曲霉毒素(AFB1)、玉米赤霉烯酮(ZEA)和赭曲霉

毒素(OTA), 三条测试线分别固定相应的半抗原蛋白

结合物, 一条控制线固定二抗, 显色试剂为三种抗体

分别与金纳米粒子形成的结合物(Ab-GNPs), 三种结

合物按2:1:3 (AFB1:ZEA:OTA)的比例混合并分配到结

合垫上(图1d), 10 min后即可进行视觉检测或者通过试

纸条读取器进行定量分析. 然而, 这种改进技术主要问

题在于当测定多分析物或者同源分析物时, 发生的交

叉反应可能会引起抗体与分析物结合的特异性降低,
从而导致测试线信号强度减弱. 因此, 需要优化试纸条

中的免疫探针并筛选出高亲和力和特异性的抗体, 以

减少交叉反应.

3.2 添加额外膜结构

3.2.1 预富集
对于分析物原始浓度较低的样品, 预富集技术可

以有效提高分析方法的灵敏度, 拓展应用范围. 传统

的预富集装置通常需要复杂的操作和额外的设备, 无

疑会增加检测的难度和成本
[64], 而如果将简易的预富

集装置与试纸条进行有机结合, 可以显著提高检测效

率. 目前, 已经用于实现纸基样品预富集的方案有: 过
滤吸附、尖端富集、两相层析、蒸发浓缩、选择性捕

获、静电作用等
[65].

两相层析富集利用不同体积配比的双水相体系

(aqueous two-phase systems, ATPS)结合层析过程,最终

因两相不相容而在纸基上分离, 分析物会随其中一相

侧流并富集在纸基的特定区域上
[66]. Pereira等[67]

设计

了3D纸芯并集成到LFA中, 利用非离子型Triton X-114
胶束水两相系统(ATPS)来浓缩疟疾生物标志物——疟

原虫乳酸脱氢酶. 在PBS溶液中, Triton X-114胶束

ATPS形成了顶部贫胶束相和底部富胶束相, 分子根据

其物理和化学特性(如疏水性和尺寸)在两相之间分配,
Ab-GNPs与目标分子形成复合物, 并且这些复合物分

配至胶束相的顶部实现预浓缩(图2a). 通过3D纸芯进

样增大垂直于流动方向的横截面积, 以帮助微观相的

合并, 并在较短的时间内使纸芯吸取更多的溶液. 该

方法使疟原虫乳酸脱氢酶的检测灵敏度提高了10倍.
透析是另一种有效的富集方法. Tang等[68]

利用半

透膜、玻璃纤维和聚乙二醇(PEG)缓冲液设计了一套
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透析富集体系并整合到LFA中, 可以成功实现样品预

浓缩(图2b). PEG具有吸湿性, 可吸收样品溶液中的水

分子, 使其能定向地通过选择性半透膜进入PEG相而

使样品中的大分子得以浓缩. 该装置在HIV核酸检测

中实现了10倍信号增强, 检测限为0.1 nM, 而在肌红

蛋白(MYO)检测中实现了4倍信号增强, 检测限为

1.56 ng/mL. 由于PEG主要充当透析液, 因此样品与

PEG的体积比会影响其浓缩效果, 目前两者的比例在

1:10时效果最好.
离子浓度极化(ion concentration polarization, ICP)

通过施加外部电场, 具有离子选择性的膜会使其周围

的电解液中离子浓度产生变化, 造成电场分布不均,
使得分析物的迁移速度不同. 在电渗和电泳的作用下,
分析物运动最终达到平衡并堆积在膜界面区形成富

集
[69]. Han等[70]

基于该原理开发了一种纸基预浓缩装

置, 包括胶带顶层, 中间蜡纸层以及底部附着有Nafion
的胶带层(图2c). 由于Nafion膜具有磺酸根基团的簇状

网络, 因此具有较高的阳离子选择性, 当电场作用在阳

离子交换膜上时, ICP被启动来预先浓缩纸通道中的目

标分析物, 实现了1000倍的浓缩. 该方法不需要添加额

外的预浓缩试剂, 因此对检测特异性影响较小, 但需要

额外添加电场作用.

3.2.2 上样

常规LFA装置主要包括样品垫、结合垫、检测垫

和吸收垫四个基本结构, 而Tsai等[71]
通过在基本结构

之外增加一个堆叠垫来改善灵敏度, 其结构如图3a所
示. 受聚丙烯酰胺凝胶电泳(PAGE)中堆积凝胶的启发,
在LFA结合垫和检测垫之间增加一个额外的堆叠垫,
这种设计有助于将抗体和抗原堆积在垫上, 从而增强

抗原/抗体的相互作用程度. 以检测C反应蛋白(CRP)
为例, 其视觉检测限达到15.5 ng/mL, 较常规LFA信号

增强了2倍.
Mei等[72]

开发了一种基于两种不同尺寸的GNPs
结合物的侧流分析试纸, 即双金标试纸, 用于检测双酚

A. 作者在结合垫和检测垫之间放置一块增强垫(图3b),
偶联双酚A抗体且有BSA封闭的15 nm GNPs分散在结

合垫上, 偶联BSA抗体的40 nm GNPs分散在增强垫上,
较大的GNPs通过免疫反应能进一步标记较小的GNPs.
第二种GNPs的应用使得T线和C线的颜色信号增强以

及灵敏度显著提高, 对于双酚A的视觉检测限达到

0.5 ng/mL, 较传统的LFA灵敏度提高10倍. Wu等[73]
也

开发了一种增强机理相似的双金标侧流分析试纸用于

检测外泌体(图3c), 实现了外泌体的可视化和定量检

测, 检测限为每微升1.3×103个粒子, 比常规的侧流法

改善了13倍.
Tang等[74]

在结合垫与检测垫之间添加一个海绵

垫(图3d), 由于海绵结构的孔半径大于结合垫的孔半

径因而具有更小的毛细作用力
[75], 从而延缓流体流动

并增加试剂间的相互作用. 通过优化海绵垫的厚度、

长度和疏水性, 与未修饰的LFA相比, 在乙肝病毒

(HBV)核酸测试中获得了10倍的信号增强.

(a)
(c)

(b)

图 2 基于不同富集原理的LFA. (a) 双水相芯片富集
[67]; (b) 半透膜透析富集

[68]; (c) 离子浓度极化富集
[70] (网络版彩图)

Figure 2 LFA based on different enrichment principles. (a) Enrichment by aqueous two-phase systems (ATPS) [67]; (b) enrichment by dialysis using
semi-permeable membranes [68]; (c) enrichment by ion concentration polarization (ICP) [70] (color online).
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3.3 改变试纸形状

对试纸的各部位、尤其是NC膜的几何形状加以

改变, 增大和减小膜的宽度, 对样品溶液流速和测试区

的信号强度都会产生影响, 进而影响方法灵敏度.
Katis等[76]

利用激光直写技术在NC膜的检测区域

分配液体光聚合物以形成特定形状(漏斗状)、不渗透

的流体通道, 通过收缩通道来改变流体的流速和检测

区面积(图4a, b), 较慢的流速和较小的检测区面积导

致装置的灵敏度增加和检测限降低. 改进后的侧流装

置用于CRP夹心法检测. 与常规侧流装置相比, 检测

限改善了30倍.
常规LFA的宽度大约在3 mm左右, Zadehkafi等[77]

设计了一组实验探究了五个不同宽度的检测垫(梯形)
对人绒毛膜促性腺激素检测限的影响, 并根据沿层析

纸测得的速度变化解释了观察到的检测限变化趋势

(图4c). 他们发现增加检测垫的宽度会降低流速并增

加分析物与样品之间相互作用的时间, 但是会增加膜

材料的消耗以及分析物和抗体在单位膜面积所占的比

例下降;另一方面,减小检测垫的宽度可以增强分析物

与抗体之间的相互作用程度, 但流速增加, 因此相互作

用时间会减少, 检测垫宽度较窄时流速高于正常条带,
检测限改善了2倍, 颜色强度增加55%~150%. 因此, 可

以通过适当缩小检测垫横截面来实现LFA检测性能一

定程度的提高.

4. 化学组成改进

4.1 静电纺丝包裹特殊材料

传统的层析膜大多为NC膜, 其质地较脆、易老

化、固定效果较弱. 静电纺丝技术使LFA分离膜的定

制化制备成为可能, 在聚合物中掺杂不同物质可以得

到具有不同特性的电纺纤维膜. 静电纺丝的形成过程

如下(图5a): 将聚合物溶液装入注射器中, 在注射器针

头和收集器之间施加电压, 当溶液从针尖喷出时, 外加

电压在液体内诱导电荷, 从而引起泰勒锥的形成, 从针

尖释放的细丝被收集器接受并均匀分布形成所需尺寸

和厚度的材料. 影响电纺丝的因素主要是聚合物分子

量、溶液性质、电压、喷射针尖和收集器之间的距

离、环境温度和湿度等
[78].

Reinholt等[79]
将聚乙二醇(PEG)和三元共聚物聚

苯乙烯8k-聚乙炔-丁烯共混, 得到了特殊化学性质的

聚乳酸(PLA)静电纺丝纳米纤维膜(图5b). 通过添加

PEG来调节PLA纳米纤维的表面性能, 以增加亲水性,
同时加入两亲性聚合物聚苯乙烯8k-聚乙炔-丁烯来消

除生物物种的非特异性结合. 但其制造较为复杂, 且需

(a) (b)

(c) (d)

图 3 基于不同信号放大原理的LFA. (a) 含堆叠垫的LFA[71]; (b) 含增强垫的LFA[72]; (c) 双金标LFAs[73]; (d) 含海绵垫的LFA[74]

(网络版彩图)
Figure 3 LFA incorporating signal enhancement techniques. (a) LFA with stacking pads [71]; (b) LFA with enhancement pads [72]; (c) LFA with
double GNPs-labels [73]; (d) LFA with sponge shunt [74] (color online).
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(a)

(b)

(c)

图 4 宽度改进的LFA试纸条. (a) 检测垫中部收缩的LFA试纸条
[76]; (b) 标准的LFA试纸条

[76]; (c) 样品垫、检测垫和吸收垫尺
寸各不相同的五种试纸条

[77] (网络版彩图)
Figure 4 Improvements in LFA strips by optimizing the shape and size. (a) LFA strip with shrinkage in the middle of the test pad [76]; (b) Standard
LFA strip [76]; (c) Five LFA strips with different sizes of sample pad, test pad and absorption pad [77] (color online).

(a)

(b)

(c)

(d)

图 5 静电纺丝纳米纤维修饰LFA. (a) 静电纺丝装置示意图
[78]; (b) 静电纺丝纳米纤维涂覆的LFA[79]; (c) 聚己内酯(PCL)静电

纺丝涂层纤维素膜
[80]; (d) 混合纳米纤维沉积LFA[81] (网络版彩图)

Figure 5 LFA modified with electrostatic spinning nanofibers. (a) Schematic of an electrospinning setup [78]; (b) LFA coated with electrospun
nanofibers [79]; (c) electrospin-coating nitrocellulose (NC) membrane with polycaprolactone (PCL) [80]; (d) hybrid nanofiber-deposited LFA [81]
(color online).
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要对纳米纤维和抗体的共价结合进行研究来充分了解

其机理.
Yew等[80]

在NC膜上静电纺聚己内酯(PCL)形成疏

水涂层, 以降低流速从而增加靶标与GNPs检测探针偶

联物之间的相互作用时间, 导致更多GNPs标记的目标

物与捕获探针结合(图5c). 通过这种方法检测寨卡病

毒cDNA, 检测限达到0.5 nM, 与未改性的试纸条相比,
灵敏度提高了约10倍.

Kim等
[81]

利用静电纺丝法生产出核-壳杂化纳米

纤维, 其壳为水溶性聚合物, 核中包含银还原试剂. 将
杂化纤维沉积在LFA试纸的结合垫和测试线之间, 样

品溶液的流过使杂化纤维的壳层溶解、银还原试剂释

放并在检测线上的GNPs附近还原银离子生成银纳米

粒子, 从而使显色增强(图5d). 用此方法检测心脏病生

物标志物肌钙蛋白I, 比常规LFA的视觉检测限改善了

10倍.
静电纺丝技术较其他传统方法具有易于制造和操

作(如不使用额外的分流)、检测快速和集成生物传感

器与静电纺丝涂覆的NC膜为一体简化程序的优点. 但
在研究过程中仍然存在一些问题: (1) 电纺丝涂附的条

件需要优化; (2) 难以在注射头中装载合适的聚合物溶

液, 电纺出具有不同吸附特异性的纳米纤维膜; (3) 尚

未实现简单、连续、大规模制造功能化的纳米纤维.

4.2 复合纳米粒子

GNPs稳定性强、可产生易于观察的颜色、能与

多种生物大分子结合且不影响其活性, 常被用作比色

或可视检测的抗体标记, 但仅依靠GNPs为显色标记的

方法在很大程度上受到表面等离子体共振活性的限

制, 还可能受到深色样品的颜色干扰. 为了解决这些问

题, 一些基于纳米粒子的LFA改性策略被开发
[82]. 例

如, 由于光与GNPs之间的强相互作用, 通过激光激发

等离子体金纳米粒子, GNPs的表面电子在光电场的作

用下集体振荡, 可导致增强的电磁场和热效应而使信

号增强
[83]. 然而大多数纳米探针的改性都基于复合纳

米粒子的修饰, Hao等[84]
报道了一种将双功能磁-金纳

米复合物(MGNH)用于LFIA中同时进行磁分离和比色

检测的新方法. 主要分为两个步骤, 其一是免疫磁珠分

离(IMS), 使用磁性纳米粒子对目标物进行富集; 其二

是进行LFIA检测. 整个过程首先将MGNH-mAbs与含

OTA的样品溶液孵育导致MGNH-mAbs-OTA复合物

的形成; 然后, 在外部磁场下收集MGNH-mAbs-OTA
复合物和剩余的MGNH-mAbs并重新悬浮于PBS中用

于后续检测. 当缺少OTA时, 固定在T线上的OTA-BSA
捕获更多的MGNH-mAbs探针. 在OTA存在的情况下,
MGNH-mAbs探针首先与样品溶液中的游离OTA结合,
形成MGNH-mAbs-OTA复合物, 导致T线处捕获的

MGNH-mAbs探针减少. 磁分离的引入有效去除了来

自样品的色素干扰, 对于深色样品葡萄汁中赭曲霉毒

素A的检测限为0.094 ng/mL. Liu等[85]
采用后修饰法合

成了新型Au/Pt-Si复合纳米粒子(Au/Pt-SiNPs), 该复合

材料颜色深、稳定性好、表面修饰方便且具有良好的

亲水性, 使得T线颜色强度大大提高, 将其作为报告探

针用于可视、定量的免疫分析测定乙肝表面抗原

(HBsAg), 检测限为0.13 ng/mL.
Takalkar等[86]

将单链DNA探针自组装固定在Au/
Si纳米粒子复合材料的表面, 形成的DNA-Au/Si纳米

粒子偶联物用于构建检测miRNA的侧流核酸生物传

感器. 当目标miRNA与结合垫上的DNA-GNP-SiNR结
合时, miRNA与DNA检测探针杂交形成miRNA-DNA-
GNP-SiNR复合物, 通过毛细管力向前传输被T线上的

DNA探针捕获, 在检测区产生了特征颜色, 可以对

miRNA进行可视化检测, 检测到10 pM的miRNA靶标,
检测限较基于GNPs的侧流核酸生物传感器改善了

6倍.
尽管以复合纳米粒子作为标签可以使得T线上的

颜色强度进一步加深, 有利于可视化检测, 但缺点是复

合纳米粒子的合成较为复杂.

4.3 添加化学试剂改性膜

纸基通常依靠静电、疏水相互作用、极性相互作

用等非共价键作用将蛋白质或核酸分子吸附在NC膜
表面.但是,上述吸附作用力不强,会出现脱落现象.由
于LFA的层析膜大多为硝酸纤维素膜, 纤维素链中的

羟基基团提供了修饰的许多可能性, 并且根据所使用

的化学物质和条件, 可以实现膜的功能化以提高检测

特异性
[87].

Yang等[88]
将羧甲基纤维素(CMC)修饰到纸基上,

使之成为亲水环境中固定生物分子以提高其功能性和

稳定性的交联剂. 这种CMC改性的纤维素材料也可以

与1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐/N-羟基

琥珀酰亚胺(EDC/NHS)交联, 在纸基表面生成NHS酯
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基, 可将其与配体或目标分析物共价偶联, 以实现捕获

分子的牢固定位. Wang等[89]
通过戊二醛交联将抗体共

价固定在壳聚糖修饰的纸基上, 增强了纸上抗体的稳

定性, 实现了DNA、蛋白质和小分子的快速检测. Fu
等

[90]
利用5种不同试剂对PADs纤维素纸基表面进行化

学修饰, 通过表面分析监测改性过程, 在5种表面化学

修饰的纸基上进行了荧光实验和比色酶联免疫吸附测

定(ELISA)以比较不同修饰方法固定蛋白的效率并进

行稳定性实验, 经研究证明高碘酸钾(KIO4)改性的纤

维素纸具有最好性能. 该研究的结论对LFA的NC膜上

进行化学改性以提升蛋白质等生物大分子的检测灵敏

度有借鉴意义.

5 辅助方法

5.1 核酸扩增辅助技术

聚合酶链式反应(PCR)是常用于放大扩增特定的

DNA片段的分子生物学技术, 具有特异性强、灵敏度

高等特点. 常规PCR扩增核酸后需用凝胶分离结合电

泳成像以确定扩增产物, 尽管荧光定量PCR能够精确

检测样本中目标核酸的拷贝数且避免了电泳等步骤,
但因所需仪器价格昂贵、对操作人员技术要求较高,
使其在常规使用中受限. 将PCR等核酸扩增技术与

LFA结合, 可以实现以核酸为目标物的高灵敏、可视

化检测.
PCR与LFA结合的策略之一如图6a, b所示

[91]: 对

样品中目标核酸片段进行PCR扩增得到带有Fam标签

的扩增子; 将扩增子热变性为单链DNA (标记Fam)并
与带有Biotin修饰的短链探针杂交形成复合物;杂交复

合物与试纸样品垫上的链霉亲和素-GNPs结合形成三

明治状复合物; 上述溶液经过迁移在T线被Fam特异性

抗体捕获, 从而呈现红色强度与目标核酸拷贝数正相

关的T线; 剩余未结合的链霉亲和素-GNPs与C线上的

生物素特异性结合使C线显色(图6c). 当T线和C线均

可见时, 结果为阳性. 如果仅C线可见, 则结果为阴性.
该方法用于掺假肉类中猪肉的检测, 检测限可达10 fg
目标DNA.

在应对新冠疫情、实现病毒快速检测领域, PCR-
LFA技术具有巨大潜力. Yu等[92]

开发了侧流条带膜方

法用于检测SARS-CoV-2, 根据SARS-CoV-2的基因组

区域的RdRp基因、ORF3a基因和N基因的RNA模板

分别设计引物并组合在一起得到Cy5标记的PCR产物,
将其与优化好的探针在DNA芯片上杂交(图6d), 30 min
后所产生的荧光信号用软件分析, 最终得到每个基因

的检测限为10 copies/test. 该方法同时检测三种基因

可以避免与其他冠状病毒发生交叉反应, 也可以避免

SARS-CoV-2核酸突变导致的假阴性结果.
Qin等[93]

提出了一种可视化策略, 用于将多重聚

合酶链反应(mPCR)与LFS集成来同时检测牛肉中的

多个掺假成分(鸡肉、猪肉、鸭肉, 图6e). 该方法设计

了三对核酸标记的正向引物NAT-FP (NAT-FPChicken、
NAT-FPPork和NAT-FPDuck), 包括与GNP探针偶联物杂

交的NAT序列, C12间隔区以及用于触发聚合扩增的

特定引物序列的三个功能区. 同样, 三对核酸标记的

反向引物NAT-RP还需要具有三个功能区, 包括与固定

在T线上捕获探针互补的NAT序列, C12间隔区和用于

扩增的特异性引物序列. 一旦掺入目标物(如鸡肉), 其
DNA模板首先与设计好的引物对扩增 , 扩增子

(dsDNA)与两个NAT序列共同标记, 这两个NAT序列

可以被GNP探针和T线上的捕获探针完全识别并呈现

红色. 该方法可以将肉样品中低至0.01% (wt%)的掺假

比例与没有掺假的阴性对照区分开. 此外, 在致病菌检

测领域, 扩增技术与LFA的结合也为LFA这种快检技

术赋予了新的活力.
Azinheiro等[94]

将重组酶聚合酶等温扩增技术(re-
combinase polymerase amplification, RPA)与LFA相结

合开发了一种检测食品接触表面单核细胞增生李斯特

菌的新方法. 探针包含标记为Fam或FITC的发光元件,
反向引物包含生物素. 然后将RPA扩增的片段同时用

两种分子(Fam和生物素)标记并将其加载到试纸上. 用
Fam和生物素标记的RPA扩增片段与试纸检测区域的

金标Fam抗体特异性结合, 分析物被GNP捕获并与T线
的固定化生物素结合显色, 剩余未捕获的GNPs被特异

性抗体固定在C线显色. 他们测试和优化了食品表面

细菌的回收方法、富集步骤. RPA技术耗时少且不需

要复杂的设备, 结果与标准培养技术和qPCR分析性能

相当, 可检测到1.1 pg/μL的纯单核细胞增生李斯特菌

DNA, LOD50为4.2 CFU/cm2, LOD95为18.2 CFU/cm2.

5.2 物理辅助技术

传统试纸条为平面直条形且以毛细作用为唯一的

液体驱动力. Shen等[95]
提出了一种新型的离心辅助侧
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流免疫测定法(CLFIA), 将NC膜设计为圆盘上的拱形

桥(图6f). 在离心力和毛细力的共同驱动下, 样品溶液

从NC膜的上腔室流向下腔室. 反应液进入反应室并与

膜接触, 当转速低于3000 r/min时, 毛细管力占主导, 液
体将沿NC桥向前移动. NC桥的拱状结构可将液体引

导至右侧, 液体将被不断从膜推向废液腔, NC桥左侧

形成恒定的毛细管力. 因此, 样品通过NC桥连续转移,
免疫分析稳步进行, 在测试线和控制线上生成颜色信

号 . 在相对较低转速(1500 r/min)和较大样品体积

(120 μL)时, CLFIA对于前列腺特异性抗原检测限达到

0.067 ng/mL, 灵敏度较传统LFIA提高6.2倍.

5.3 分子印迹辅助技术

分子印迹技术(molecular imprinting technology,

MIT)是利用分子印迹聚合物(molecular imprinting
polymers, MIPs)来模拟酶-底物或者抗体-抗原之间的

相互作用, 对印迹分子/模板分子进行专一性识别的技

术. MIT具有预定性、识别性和实用性等特点, 在色谱

分离、固相萃取、仿生传感、模拟酶催化、临床药物

分析等方面有广泛应用
[96,97]. 将分子印迹技术与LFICA

结合, 可以在试纸分析之前将分析物与杂质分离并浓

缩分析物, 能够将试纸的检测限进一步降低. Wu等[98]

开发了一种新型的侧流酶免疫层析结合分子印迹技

术, 用于快速检测水体中的微囊藻毒素-LR(MC-LR)
(图6g). 作者通过表面分子印迹方法合成了具有特异

性识别位点的MIP并填充到SPE柱子中, 每次运行前,
分别用水和甲醇洗涤, 对SPE柱子进行预处理, 然后将

MC-LR加载到SPE柱子上并加入一定比例的甲醇-水

(a)

(b)

(c) (d)

(e)

(f)

(g) (h)

图 6 辅助方法的装置示意图. (a) PCR[91]; (b) 单链DNA与探针之间的液相杂交
[91]; (c) 侧流试纸条检测

[87]; (d) 侧流条带膜法
检测SARS-CoV-2[92]; (e) 基于NAT-FP/NAT-RP和mPCR-LFS的肉类掺假多重检测联合检测验证平台

[93]; (f) 离心辅助侧流层析
测定(CLFIA)[95]; (g)分子印迹技术辅助金免疫层析检测

[98]; (h)使用智能手机光谱仪进行基于纸张的比色分析
[99] (网络版彩图)

Figure 6 Auxiliary methods of improvement for LFA. (a) PCR [91]; (b) liquid-phase hybridization between single-strand DNA and probes [91]; (c)
lateral flow strip detection [87]; (d) lateral flow strip membrane assay for the detection of the SARS-CoV-2 [92]; (e) complementary NAT-FP/NAT-RP
and mPCR-LFS platform for multiple testing of meats adulteration [93]; (f) centrifugation-assisted LFA) [95]; (g) LFA assisted by a molecular
imprinting technique [98]; (h) paper-based colorimetric assay with a smartphone spectrometer [99] (color online).
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混合溶液洗涤, 最后, 用甲醇/乙酸混合物洗脱负载的

MC-LR分子, 利用氮气将收集的洗脱液吹干, 然后重

新溶解在PBS溶液中用于侧流检测. 实验证明通过

MIPs辅助LFICA方法检测限可以达到0.04 ng/mL.

5.4 智能设备辅助技术

随着智能手机的普及, 越来越多的检测技术使用

它作为信号采集与分析装置而不再局限于实验室的大

型分析仪器, 在降低检测成本的同时实现了即时分析

与效率提高. 智能手机在LFA技术领域的应用也同样

得到发展. 将智能手机的后置摄像头作为光谱仪, 加

装分光装置, 结合手机自带闪光灯或外加光纤/LED
灯, 智能手机就成为分光光度计, 可以用来采集纸质

上测试条带的光谱
[99].利用3D打印机(Formlabs)制作墨

盒, 装载光学组件和智能手机. 实际检测时, 单一条带

上滑动一系列线性的测试条, 以智能手机的摄像功能

记录动态的试纸图像, 可实现多分析条带的信号采集

和图像分析(图6h).

6 总结与展望

LFA技术具有成本低、检测速度快、便于携带、

无需复杂设备和专业人员操作等优点, 在即时(point-
of-care)检测领域有广阔的应用前景. 然而, 传统的

LFA灵敏度较低, 只能进行定性或半定量检测, 阻碍了

其在多领域的广泛发展. 为解决这一瓶颈问题, 研究人

员通过对传统的LFA进行结构改进或化学改性来提升

其检测性能. 改造后的LFA在特定的条件下检测实际

样品的确表现出较好的结果, 在允许的误差范围内,
检测限显著降低.

然而, 上述LFA改进技术仍然存在着不完善之处,
如在结构改造方面, 微流控是主要的改造方式之一,
通过在膜上添加疏水性的聚合物或者设置分流装置控

制流体的流动时间和方向, 在此过程中样品经过微流

通道存在一定的挥发
[100], 在这方面, 结合3D打印技术

设计合适的配件保障样品高效传输具有极大潜能. 再

者, 对于分析物在纸基上流动的毛细管作用力和表面

张力的变化需要进一步细化的研究才能更好地掌控内

在机理, 研究者需要将流体动力学知识与侧流分析相

结合, 用数学方程来定量描述实验过程. 在化学改性

方面, 对NC膜材料主体或其表面进行化学修饰所选择

的材料和化学试剂需要慎重, 材料的孔径大小、亲疏

水性和化学试剂的稳定性等都会影响流体流动性、路

径以及分析物的浓度和抗原抗体特异性结合的程度

等. 通过对膜的修饰, 如利用静电纺丝技术、化学试剂

对膜改性都可能对上述问题的解决起到积极作用. 目

前, 多学科、多技术的交叉应用能够在一定程度上弥

补传统侧流检测技术在灵敏度和重现性等方面的不

足. 基于核酸扩增的分子生物学技术能够克服原始样

品中核酸拷贝数低、难以检出的问题, 辅助设备的引

用能够大大提高LFA方法的普适性和操作性. 进一步

将智能设备与LFA试纸有机结合从而精简装置并改善

性能, 还有待各领域技术人员的共同搭建新型平台. 此
外, 改良的LFA在批量生产和实践中仍然存在着一些

实际问题, 例如, 改良LFA试纸其制造过程将更加复

杂, 可能导致生产标准不易规范统一, 后序使用上也

需要更精细化的使用指导等. 因此, LFA技术的发展必

须通盘考虑以上几个多方面因素, 才有望在医疗保

健、环境分析以及食品和农业等领域中提供更精准、

便捷、广泛的分析服务.
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Recent advances in structural improvements and chemical
modifications of lateral flow assay devices
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Abstract: Lateral flow assay (LFA) is an important paper-based technique amenable for rapid and point-of-care testing.
It features as low cost and simple operations. However, a main challenge often comes from weak detection signals and
low sensitivity. Here we summarize the advances in new research aiming at improving the sensitivity of LFA through
structural improvements, chemical modifications, and other auxiliary methods. We discuss the principle and operation,
performance, unique features, advantages and remaining issues of each improvement strategy. We highlight current
challenges and provide perspectives on future research directions with respect to developing new strategies for
improving LFA.

Keywords: lateral flow assay, structural improvement, chemical modification, sensitivity, point-of-care tests,
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