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 · 综述 ·

侧流免疫层析定量检测方法的研究进展

顾佳钰1,2，胡馨儿1,3，王晓飞1，张　颖1，张　海3，曹　岩1 （1. 海军军医大学药学系, 上海 200433；2. 上海理工大学

健康科学与工程学院, 上海 200093；3. 同济大学附属第一妇婴保健院, 上海 200040）

［摘要］  侧流免疫层析技术是一项新型的即时检测技术，采用层析膜和标记材料进行检测，该检测技术具有方便快捷、

成本低廉的特点，因此被广泛应用于生物医药、疾病检测、食品安全、环境保护等多个领域。传统的侧流免疫层析需要使用

肉眼观测，因此只能提供至多半定量的结果，并且有可能存在观测误差。随着各种类型的标记材料和灵敏检测仪器的出现和

广泛应用，侧流免疫层析技术逐步实现了对待检测物的定量检测。本文通过综述识别元件、标记材料、检测仪器等，阐述侧

流免疫层析检测系统的研究进展以及目前的应用情况。
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Research  progress  on  quantitative  detection  methods  of  lateral  flow
immunochromatography assay
GU Jiayu1,2, HU Xiner1,3, WANG Xiaofei1, ZHANG Ying1, ZHANG Hai3, CAO Yan1（1. Department of Pharmacy, Naval Medical
University,  Shanghai  200433,  China; 2. School  of  Health  Science  and  Engineering,  University  of  Shanghai  for  Science  and
Technology, Shanghai 200093, China; 3. The First  Maternal and Infant Health Hospital Affiliated to Tongji University, Shanghai
200040, China）

［Abstract］  [Abstract]Lateral flow immunochromatography assay is a new instantaneous detection technology that employs
a chromatographic membrane and labeling materials for detection. This detection technology is convenient,  fast,  and inexpensive,
and  is  therefore  widely  used  in  a  number  of  different  fields,  such  as  biomedicine,  disease  detection,  food  safety,  environmental
protection,  and  so  on.  Traditional  lateral  flow  immunochromatography  assay  relies  on  visual  observation  and  provides  only
qualitative  or  semi-quantitative  results.  By  utilizing  various  types  of  markers  and  sensitive  detection  devices,  lateral  flow
immunochromatography  assay  enables  quantitative  and  multi-component  detection  of  the  analytes.  The  research  progress  on  the
lateral  flow immunoassay detection system and its  current  applications  in  the  context  of  recognition elements,  labeling materials,
and detection instruments were reviewed in this paper.

［Key words］　Lateral flow immunochromatography assay；Detector；Biomarker

侧流免疫层析（ lateral  flow immunochromato-
graphy assay，LFIA）是一种基于抗原抗体免疫反应

的新型检测技术[1]，该技术具有操作简单、检测时

间短、灵敏度高和特异性好等特点，因此被广泛应

用于医学、食品、农业、环境等领域，对特定生物分

子进行快速检测，是迄今为止对目标物质进行即时

现场检测（point-of-care testing，POCT）的最成功的

分析平台之一[2]。目前可检测的样品多种多样，例

如血液、汗液、尿液、唾液等，LFIA 使用范围非常

广泛，在医药检测、食品安全、农业、工业方面都有

涉及[3]。

侧流免疫层析试纸主要由样品垫、结合垫、层

析膜、吸水垫和底板五部分组成[4]。样品垫用于吸

收待测样品,并通过毛细作用力将样品传送到结合

垫，结合垫上负载标记材料，与待测样品中的目标

物质在检测时结合，形成可检测的复合物，再将复

合物传送至层析膜；层析膜上的检测线和质控线用

于显色，同时也可观察检测结果[5]；吸水垫用于带动

样品在层析膜上侧向流动，同时也可吸收废液；底

板可用于粘连检测试纸各个部分。

检测线（T 线）用于检测目标分子是否存在，质

控线（C 线）用于验证试纸是否有效。待测样品加
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入后，目标分子和结合垫上的标记抗体结合，随着

层析作用到达层析膜被 T 线上的单抗捕获，过量的

标记抗体在 C 线上被二抗捕获[6]。利用专业的检

测仪器对 T 线和 C 线条带的颜色进行扫描并转换

成数值，将结果代入预先建立的标准曲线中，从而

实现对目标分子的定性和定量分析。

识别元件是 LFIA 的重要组成部分，其中最常

见的是抗体和适配体。抗体与目标分析物结合，通

常用于检测待测样品中的目标分子。抗体具有较

高的灵敏度和特异性，能够识别极小量的目标分

子，具有广泛的应用领域。然而，抗体也存在一些

缺点，例如制备过程繁琐、热稳定性差、易受交叉

反应和失活的影响等等[7]。适配体是一种新兴的识

别元件。与抗体不同，适配体是一种可以通过体外

筛选而得到的人工寡核苷酸序列，具有与抗体相当

的特异性和亲和性。此外，适配体稳定性高、易于

合成，因此备受关注，在药物分析、临床医学、靶向

治疗及基因调控等领域已成为非常重要的研究工具。 

1    常用标记材料

在侧流免疫层析中，标记材料是至关重要的组

成部分，它们用于标记免疫反应的产物，并用于可

视化检测结果。常用的标记材料可分为三类，分别

是有色标记物、荧光标记物和其他标记物，它们都

具有不同的优点和适用范围，可以根据具体应用场

景进行选择和优化。随着新技术的不断涌现，侧流

免疫层析技术的标记材料也将不断发展和创新，为

快速、准确、方便的生物检测提供更好的解决方案。 

1.1    有色型标记物

有色型标记物是指可产生肉眼可见颜色的标

记物，常用的有色型标记物有胶体金和胶体碳等。 

1.1.1    胶体金

胶体金是一种含有纳米尺寸的金颗粒，通过氯

金酸中的金离子还原成金颗粒制备，通常用于标记

蛋白质和抗体等生物分子[8]。胶体金的显色是由于

大量聚集从而形成红色条带，是 LFIA 中最常用的

标记材料。胶体金的标记受多种因素影响，如胶体

金的酸碱度和配体蛋白的比例等[9]。胶体金制备方

便、非常稳定、吸附能力较强，对蛋白质和其它生

物分子具有高亲和力，同时也具有较高的电荷转移

值和良好的光信号。徐子健等[10] 使用胶体金作为标

记材料检测水果中残留三唑磷，检测限为 15 μg/kg，
检测时间为 5 min。涂晓波等[11] 使用胶体金作为

标记材料检测食品中四氢大麻酚，检测限为 1 μg/ml，
检测时间为 5 ～10 min。 

1.1.2    胶体碳

胶体碳是碳黑经过表面处理所得。胶体碳灵

敏度较高，并且较胶体金材料更加环保，黑色信号

更有利于肉眼观测。胶体碳可以与多种生物分子

一起功能化，用于检测低分子量和高分子量的分析

物[12]。使用胶体碳的 LFIA 的灵敏度与酶联免疫吸

附测定（ELISA）相当[13]，但是胶体碳存在不规则形

状的大颗粒，非蛋白质和生物分子的特异性吸附是

胶体碳存在的主要问题。陈发容等[14] 使用胶体碳

作为标记材料制作检测试纸用于检测花生油中黄

曲霉毒素 B1，结果显示检测限为 2.0 ng/g，检测时

间为 5～10 min，该检测试纸特异性良好，与其他结

构类似物无交叉反应。曾艳等[15] 使用 SB4 型炭黑

作为标记材料制作检测试纸，用于呋喃妥因代谢

物 1-氨基-乙内酰脲的检测，其检测限为 0.2 μg/kg，
检测时间短，可在 15 min 内完成。 

1.2    荧光标记物

荧光标记物在特定的光源激发下会产生荧光，

常用的荧光标记物有镧系元素、量子点等，目前许

多新型荧光标记物也已用于 LFIA 定量检测。 

1.2.1    镧系元素

镧系元素也可称为稀土元素，由于电子壳层间

产生跃迁，从而产生强烈的荧光。镧系元素具有灵

敏度高、特异性好、稳定性好、动态检测范围广等

特点，并且不依赖复杂的专业仪器设备就能即时获

得检测结果。李艾哲等[16] 使用铕纳米颗粒制备荧

光探针来制作试纸检测猪旋毛虫病，采用 15 头不

同剂量人工感染旋毛虫猪的全血评估试纸的性能，

结果显示不同剂量的试纸都呈阳性，使用集样消化

法进行检测，结果并未全部呈现阳性，表明该检测

方法具有更高的灵敏度，且操作简便，检测限为

0.05 ng/ml，仅需 5～10 min 即可检测出结果。黄文

颖等[17] 以羧化铕微球为荧光标记材料制作了试纸

检测牦牛肉中磺胺类药物残留，检测限为 1.97 μg/kg，
所有样品的添加回收率在 90%～115%，其中批内

离散系数均低于 10%、批间离散系数均低于 13%。 

1.2.2    量子点

量子点是一种半导体材料，粒径属于纳米级

别。量子点吸收光子后价带的电子跃迁到导带，导

带上的电子也可以跃迁到价带发射光子，不同量子

点粒子的大小可发出不同波长的光[18]。量子点具

有良好的稳定性和吸收系数，易于与生物分子结

合，并且具有水溶性[19]。由于其独特的光学特性，

可用于监测广谱波长等，量子点已经成为有机荧光

染料的替代品[20]。徐志远等[21] 根据非洲猪瘟病毒
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（ASFV）VP72 蛋白的氨基酸序列筛选合成多肽，并

与载体蛋白 BSA 进行偶联 ，用来制备鼠源抗

ASFV-VP72 蛋白的单克隆抗体，将该单抗作为荧

光量子点标记的抗体，建立了一种简便、快速、准

确的用于 ASFV 抗原检测的荧光量子点免疫层析

试纸，结果可知阳性符合率为 82.1%，阴性符合率

为 93.8%，该试纸条特异性好、灵敏度高。毛永强

等[22] 使用量子点检测氨苄青霉素，氨苄青霉素在

5.0 ～140.0 μmol/L 范围内对碳量子点的荧光增强

程度呈良好的线性关系，检出限为 1.0 μmol/L。 

1.3    SERS 基底材料

表面增强拉曼技术（SERS）是一项利用金属的

纳米结构增强待测物电磁场的技术，从而使吸附于

基底上的拉曼信号放大。SERS 增强基底常使用贵

金属，例如金、银等。可将多种贵金属组合使用制

作基底，不同金属内部的纳米结构不同，因此放大

信号的能力也不同，可通过改变基底材料的组成、

尺寸、间距、聚焦方式等优化基底。SERS 常用于

食品安全、医疗诊断、生物分析等领域。SERS 技

术具有优异的特异性和灵敏度，检测结果准确度

高，但是同时需要昂贵的拉曼检测仪配合使用。韦

伟等[23] 自制金银纳米梭基底，结合癌胚抗原（CEA）

的单克隆抗体，实现胃癌的早期诊断。经过实验证

明，该检测方法灵敏度高、特异性好，对血清中 CEA
检测限低至 1.22 pg/ml，基于 SERS 分析平台在胃

癌诊断中具有应用价值。冯笛等[24] 基于 SERS 开

发了一种银立方体基底和酶促反应相结合的检测

方法检测汗液中的葡萄糖，检测限为 0.5 mmol/L，
整个过程可在 7 min 内完成。 

2    定量检测仪器设备

最初，研究人员使用胶体金制备试纸条，用于

尿人绒毛膜促性腺激素检测，检测结果依据目测判

定，但是该检测方法假阴性率高、检测灵敏度低。

随着侧流免疫层析技术的发展，也出现了通过图像

采集的方法处理检测线的仪器，LFIA 测量逐渐实

现定量、半定量化。

定量检测的原理是通过对 T 线和 C 线的颜色

进行定量或半定量分析。为了方便定量检测，通常

采用专业仪器测量 T 线和 C 线颜色的强度。目前

广泛应用的 LFIA 定量检测仪器主要包括金标检测

仪和荧光检测仪，此外，新型的智能手机相机作为

检测仪器也开始广泛的应用，可作为家用便携式检

测仪进行检测，基于 SERS 的检测仪等也在逐步的

发展研究中。 

2.1    金标检测仪

胶体金检测技术使用纳米级的胶体金作为标

记材料并进行检测，表面带负电荷的胶体金颗粒可

以与蛋白质的正电荷基团因静电吸附而形成牢固

结合[25]。金标检测仪主要有基于光敏电阻法和图

像处理法的检测仪，从而将 T 线和 C 线的颜色信

号转换成电信号或灰度图像。 

2.1.1    基于光敏电阻法的检测仪

基于光敏电阻法的检测仪是基于朗伯-比尔光

吸收定律，利用光电二极管接收试纸条反射光，用

相关算法对待测区域采样数值进行处理。光敏电

阻法是使用光电导探测器，其阻值会随着照射光信

号的强度发生变化，因此入射光强时输出电流大，

入射光弱时输出电流小，通过拟合待测物浓度与相

关检测值的曲线，从而求出未知检测物的浓度。

该类检测仪的结构一般由信号采集板、LED
光源、步进电机组成。检测系统通过步进电机对试

纸进行扫描，步进电机的固定架与仪器外壳底部固

定连接[26]。试纸两侧位置有光源，试纸条置于信号

采集板上。步进电机水平匀速移动，对下方的试纸

条进行扫描检测，根据不同测量物选用不同颜色和

波长发光二极管作为系统检测的光源。通过光电

二极管接收胶体金试纸条反射光，通过计算转换获

得检测结果。

利用嵌入式微控制器，软件部分包括主程序、

电机控制模块软件、人机交互模块软件、显示模块

软件、存储模块软件。这些软件共同完成仪器的检

测流程，包括从开机自检到检测完成的全部流程。

王振江[27] 利用绿色光源激发的光敏电阻法开

发了一种基于硅光电池的便携金标检测仪。选取

0、0.025、0.05、0.1、0.25、0.5、1 ng/ml 这 7 种不同

浓度的克伦特罗溶液作为样品进行检测，结果显示

变异系数分别为 2.27%、 1.92%、 2.13%、 2.08%、

2.18%、1.8%、2.25%，变异系数均低于 3%，证明了

该便携检测仪具有较高的稳定性。 

2.1.2    基于图像处理的检测仪

基于图像处理的检测仪通过将试纸进行图像

信息采集，使用算法进行特定处理，从图像中提取

试纸图像的特征值。通常使用 CCD 或者 CMOS
来进行光电转换[28]，当光照射到像元上时产生光电

流，光强度越强，在每个像元上累积电荷量就越

多。主控芯片获得显色图片后，通过算法处理得

到 T 线和 C 线的显色结果，图像信息经数据转换

后在 LCD 显示。

该类检测仪的硬件主要包括图像传感器、
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LED 光源、电源。依据胶体金的吸收峰波长以及

图像传感器的光谱响应，可以选择不同颜色的

LED 作为系统照明光源[29]。输出的图像在电脑上

进行分析处理，得出相应的检测结果[30]。LED 光源

照射在试纸条带反应区，反射光被图像处理器捕

捉，图像传感器将经过滤光片的光信号转化为电信

号，通过信号放大等处理后形成原始图像数据。

软件部分是将原始图像数据通过算法进行计

算，提取 T 线和 C 线的条带信息，获取吸收特征峰

曲线，并对曲线进行平滑处理，提取特征峰曲线的

特征值并且建立模型，获得浓度拟合曲线，从而输

出定量检测值。

郑宇[31] 等开发了一种利用图像处理对尿素酶

进行定量检测的检测仪。使用 CMOS 传感器获取

图片信息，然后使用 k-means 均值聚类算法提取

T 线和 C 线，T 线和 C 线被转换成灰白色，并且提

取出进行计算。采用该仪器检测了 3 种不同浓度

的试纸条的色带的平均灰度值，检测结果显示差

异非常小，波动范围小于 3%，设备的检测下限为

5 mIU/ml，符合临床检测的需要。 

2.2    荧光检测仪

随着许多新型的荧光标记物的广泛使用，也出

现了灵敏度更高的荧光检测仪。现有的荧光检测

仪主要有基于光电转换的检测仪和智能手机两种

模式。基于光电转换的检测仪是通过光电传感器

获取 T 线和 C 线中的荧光信号并转换成电信号[32]，

这种模式需要完整的机电检测系统，使得整套仪器

笨重不方便携带，不利于即时检测。新型检测模式

使用智能手机自带的相机，利用手机软件可对荧光

及化学发光信号进行分析处理，该检测方法在疾病

的家庭自检中具有极大的应用前景。 

2.2.1    基于光电转换的检测仪

基于光电转换的检测仪采用光电扫描方式进

行荧光层析试条的定量检测[33]。当激发光照射在

层析试条上，荧光标记物获得能量发出荧光，光学

传感器捕捉到发出的荧光，进而将光信号转化成为

电信号，发出的光信号越强，转换的电信号也就越

强，根据荧光信号强度进行待测样品溶液的浓度

分析[34]。

该类检测仪的硬件系统主要由激发光源、光电

检测系统、步进电机等组成。随着步进电机在试纸

上方匀速运动，激发光扫描整个试条，在激发光和

试纸中放置一面二向色镜，二向色镜用来反射激发

光照射到试纸上，待测物由于激发光照射发出荧

光，被光电二极管接收，根据获取的电信号强弱进

行分析，通过滤波放大电路对信号进行放大，通过

模数转换器进行分析，得出数据结果。

姜海燕等 [35] 利用基于 STM32 的荧光测流免

疫分析仪定量检测 C 反应蛋白，并通过传统的荧光

分析仪平行测定，与该检测装置进行对比，证明其

性能。使用 3 种不同浓度的样品溶液，分别在该检

测装置和 ESE 分析仪进行多次测试，使用检测线

峰值和控制线峰值的比值作为信号特征量，检测出

该装置的灵敏度为 1.95  µg/ml，ESE 的灵敏度为

1.95 µg/ml，因此该检测仪器的灵敏度较高；线性度

测试结果显示，该检测装置的线性相关系数 r=
0.996，ESE 的线性相关系数 r=0.994 7，在线性度上

该检测装置接近 ESE，但 ESE 检测范围为 0.98～
32µg/ml，该检测装置检测范围为 1.95～256 µg/ml，
检测范围更宽；重复性测试结果显示，对应质量浓

度 ESE 的变异系数分别为 0.5%、0.2%，该检测装

置分别为 1.65%、0.6%。由结果可知，该检测装置

具有较高的灵敏度、线性度、重复性，可用于临床。 

2.2.2    基于智能手机的检测仪

基于智能手机的检测仪是利用智能手机相机

进行图像收集，利用手机应用程序对图像进行分析

处理。开发适配手机的配件暗盒，其中可插入检测

试纸，从而隔绝外部环境光线变化等对结果分析的

影响[36]。暗盒可以通过简单的手动操作使用，因此

使用智能手机 CMOS 相机作为光探测器，非专业

操作员也可以进行整个分析。

该类检测仪的硬件系统包括手机配件暗盒以

及智能手机，手机配件上包含一个与相机对齐的平

凸透镜和一个用于插入暗盒的插槽。

Zangheri 等[37] 又开发了一种用于赭曲霉毒素

A 检测的智能手机定量检测仪，在葡萄酒和速溶咖

啡两种基质中获得的校准曲线彼此非常相似，这表

明预处理程序有效地去除了可能干扰测定的任何

样品组分。该测定还显示出良好的再现性，与校准

曲线的点相关的相对标准偏差（RSD）始终低于

12%（葡萄酒基质）和 7%（速溶咖啡基质）。 

2.3    基于 SERS 的集成分析仪

SERS 作为一种高度灵敏的分析技术，已被用

于鉴定各种分析物，如核酸、蛋白质、细菌、细胞和

重金属。这种光谱检测方法利用金属表面激发的

低能电子使等离子体表面的局域光电场增强，从而

引起 SERS 信号的极大提高。基于 SERS 的 LFIA
将 SERS 的高灵敏度和特异性 [38] 与 LFIA 技术的

简单、快速和易于操作相结合，因此非常适合临床

POCT。然而基于 SERS 的 LFIA 的主要不足是测
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试结果的读数效率较低[39]，并且商用的拉曼散射仪

价格昂贵。

基于 SERS 的 LFIA 读卡器包括 LFIA 反应通

道、二极管激光器、光谱仪、光纤拉曼探头、步进

电机、两轴手动可调平移台、光电开关传感器和触

摸屏计算机主板。步进电机安装在可手动调节的

平移载台上，并且配有支架，装有 LFIA 试纸的集

成 LFIA 通道安装在固定在步进电机上的支架上，

并且可以通过调整两轴平移台上下移动或来回移

动。平移级的上下运动可以控制拉曼探头，使其

在 T 线和 C 线之间切换检测。

史巧巧等[40] 利用基于 SERS 的检测仪检测猪

肉中喹乙醇的浓度。取不同浓度的喹乙醇标准溶

液建立标准曲线，结果是随着分析物浓度的升高，

拉曼峰强度逐渐降低，在 0.1 pg/ml～1.0 ng/ml 浓度

范围内均呈现较好的线性关系，根据获得的拟合方

程，计算出检测灵敏度为 0.025 ng/ml，检测限为

0.31 pg/ml。测定实验的重现性，在相同浓度的试

纸条中，随机测定的点的 RSD 分别为 5.6%、6.3%、

3.7%、4.8% 和 3.1%，说明该方法对于 SERS 信号

检测的精密度较高。 

3    结语

侧流免疫层析检测正在向着精准化的方向发

展，传统的标记材料检测灵敏度偏低，因此研究人

员致力于研究出更高效的新型标记材料。除了上

文中提到的标记材料，还有一些新型标记材料，例

如上转换荧光纳米材料，在红外线区域激发，可用

于检测核酸、呼吸道合胞病毒等；磁性材料，广泛应

用于生物检测和分离之中，纳米级别的磁性材料与

抗体结合形成的磁珠可以对分析物进行预浓缩和

纯化，从而显著提高灵敏度。随着新型标记物的产

生，LFIA 的应用也会更加方便和灵敏，趋向家用

化，以满足用户日常健康监测的需求。

侧流免疫层析检测仪也正在趋向便捷化。目

前胶体金检测仪、荧光检测仪以及基于 SERS 的检

测仪的检测精确度和灵敏度都达到了可用于临床

检验的程度，但是对高浓度分析物的检测具有限

制、重现性较差。对于胶体金检测仪，光敏电阻法

的信号响应会因为 T 线和 C 线的宽度受到限制，

图像处理法也存在对灰度图像的利用不充分的缺

点。目前出现多种新型金标检测仪，可通过分析仪

检测 T 线和 C 线的温度、气压等变化，经过数字转

换获得定量检测结果，灵敏度比光敏电阻法高数十

倍。对于荧光检测仪，目前出现的新型智能手机荧

光检测仪，可通过使用暗盒避免外界环境带来的影

响，进一步提高了准确性，使荧光检测仪摆脱需要

专用检测仪的限制，逐渐向家用的方向发展。对

于 SERS 检测仪，其灵敏度高、特异性强、检测速

度快，但是 SERS 基底与生物分子会互相作用影响

精度、制备复杂，该技术还处于摸索阶段，仍需大量

的临床试验进行验证。

随着新型灵敏标记物、新型 LFIA 检测仪器的

发展和应用，LFIA 检测项目会更多、更普及，其操

作方式会更加智能、便携、家用，其定量结果输出

也会更加快速、灵敏、准确，在即时现场检测领域

必将发挥巨大的作用。
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