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  摘 要:即时检测(POCT)具有快速、易操作及近患优势,在临床快速诊断、资源受限场景及动态监测中展

现广阔应用前景。侧向流层析试纸条在纸基传感界面进行,成本低、操作简便和检测快速,已成为POCT领域

的研究热点。该文系统阐述基于核酸策略的试纸条技术原理与分类,重点评述其信号放大策略及在POCT领

域的应用进展,并深入探讨当前面临的挑战与未来发展趋势,以期为该技术的开发与应用提供参考。
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Abstract:Point-of-care

 

testing
 

(POCT),renowned
 

for
 

its
 

rapidity,user-friendliness,and
 

advantages
 

in
 

point-of-care
 

applications,holds
 

considerable
 

promise
 

in
 

clinical
 

rapid
 

diagnosis,resource-limited
 

environ-
ments,and

 

dynamic
 

monitoring.Lateral
 

flow
 

assay
 

test
 

strips,which
 

employ
 

paper-based
 

sensing
 

interfaces,

have
 

garnered
 

significant
 

attention
 

in
 

POCT
 

research
 

due
 

to
 

their
 

low
 

cost,ease
 

of
 

operation,and
 

rapid
 

detec-
tion

 

capabilities.This
 

article
 

provides
 

a
 

comprehensive
 

review
 

of
 

the
 

technical
 

principles
 

and
 

classifications
 

of
 

nucleic
 

acid-based
 

test
 

strip
 

strategies,with
 

a
 

particular
 

focus
 

on
 

signal
 

amplification
 

techniques
 

and
 

recent
 

ad-
vancements

 

in
 

POCT
 

applications.Furthermore,it
 

offers
 

an
 

in-depth
 

analysis
 

of
 

current
 

challenges
 

and
 

future
 

development
 

trends,aiming
 

to
 

provide
 

valuable
 

insights
 

into
 

the
 

ongoing
 

evolution
 

and
 

broader
 

application
 

of
 

this
 

technology.
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  侧向流层析试纸条具有简单、快速、价格低廉和

不依赖昂贵精密仪器等优势,被广泛应用于即时检测

(POCT)、现场筛查和家庭自测。基于核酸策略的侧

向流层析试纸条则通过将核酸识别元件与层析平台

融合,借助核酸探针设计的灵活性,广泛用于多种靶

标的特异性分析,实现了“样本进-结果出”的快速检测

模式[1]。近年来,等温扩增、纳米材料、成簇规律间隔

短回文重复序列及其相关蛋白(CRISPR/Cas)系统及

人工智能的交叉融合,推动基于核酸策略的侧向流层

析 试 纸 条 在 灵 敏 度 与 特 异 度 方 面 取 得 突 破 性 进

展[2-3]。本文系统综述基于核酸策略的侧向流层析试

纸条的技术原理、分类、信号放大策略及POCT领域

应用,剖析技术挑战,并展望其转化前景。

1 试纸条基本构成及检测原理
 

  基于核酸策略的侧向流层析试纸条由样品垫、结
合垫、硝酸纤维素(NC)膜及吸水垫依次层压于背板

构成[1-2]。该检测方法是色谱层析技术原理在POCT
领域的重要拓展,融合了免疫识别或分子杂交等生物

识别机制,以 NC膜为固定相载体,通过毛细作用驱

动样本液(流动相)侧向流动,在预置的检测线与质控

线上完成目标物的特异度捕获与信号富集。目前,侧
向流层析检测试纸条主要采用夹心法及竞争法两种

检测模式[1]。(1)夹心法:毛细作用驱动流体层析并

携带结合垫信号探针沿NC膜迁移,信号探针首先与
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目标分析物特异度结合形成“信号探针标记物-分析

物”复合物,层析过程中复合物被检测线捕获探针捕

获,形成检测信号,过量游离探针被质控线捕获,形成

质控信号;无目标物时,仅显示质控线。(2)竞争法:
结合垫信号探针既可与分析物结合,又可与检测线捕

获探针结合,层析过程中信号探针与分析物的优先结

合竞争性抑制检测线位置信号探针聚集,通过检测线

的信号探针被质控线捕获;无目标物时,双线均出现

检测信号。夹心法信号强度与目标物浓度呈正相关,
竞争法信号强度与目标物浓度呈负相关。根据偶联

信号探针类型不同,可产生比色、荧光、表面增强拉曼

散射、热、磁、电等信号[1-4]。

2 试纸条分类

  基于核酸策略的侧向流层析试纸条根据分子识

别机制及检测线捕获探针性质差异分为抗体依赖型

与抗体非依赖型[1]。

2.1 抗体依赖型 抗体依赖型试纸条利用小分子半

抗原荧光素、地高辛、生物素等分别修饰核酸扩增引

物,经核酸扩增生成双末端半抗原标记的双链扩增

子[5]。针对不同半抗原(如荧光素),固定相应抗体

(如抗荧光素抗体)在检测线(T线)作为捕获探针,并
将通用捕获探针[如抗免疫球蛋白(IgG)抗体/生物

素]固定在质控线(C线)。同时,制备半抗原抗体、链
霉亲和素或核酸探针偶联的纳米颗粒,如功能化的金

纳米颗粒(AuNPs)、彩色/荧光微球。分析检测时,样
品在试纸条上层析,双标记扩增子的一端(如荧光素)
与T线上对应的抗体捕获探针(抗荧光素抗体)结合,
另一 端(如 生 物 素)则 与 纳 米 颗 粒 信 号 探 针(SA-
AuNPs)结合。最终,在T线形成“抗体捕获探针-双
标记扩增子-纳米颗粒信号探针”复合物,在C线形成

“通用捕获探针-纳米颗粒信号探针”复合物,导致纳米

颗粒在相应区域聚集产生信号条带[1,5]。基于抗体依

赖型的试纸条往往依赖半抗原修饰的引物及相应抗

体捕获探针,导致检测成本升高。

2.2 抗体非依赖型 抗体非依赖型试纸条对目标分

子的检测依赖于互补DNA探针的自发、选择性杂交

反应或适配体特异识别反应。通过在试纸条检测区

固定核酸捕获探针(核酸探针或适配体),捕获目标分

子形成“捕获探针-目标分子-信号探针”复合物,实现

信号探针在检测区域的定向富集。捕获探针的选择

与固定直接影响其对目标分子的捕获特异度和捕获

效率,常见固定技术:(1)亲和偶联,利用链霉亲和素-
生物素超高亲和力,将生物素化的核酸探针与链霉亲

和素偶联,通过静电、氢键、疏水作用将偶联复合物固

定于NC膜,构建固相核酸探针捕获界面[3]。(2)共
价结合,利用254

 

nm紫外光催化DNA嘧啶碱基与膜

表面氨基发生共价偶联,同时诱导DNA链内嘧啶二

聚体形成,实现双交联固定,其效率具有严格能量依

赖性[6]。(3)包埋固定,依赖核酸探针及其复合物的

尺寸或分子量固定[7]。(4)其他方法,近年来,研究者

探索了盐介导固定[8]和DNA四面体纳米结构固定[9]

等新方法。相比常规核酸捕获探针固定方式,这些方

法有效抵抗层析过程中流体干扰,提升探针在固液界

面的空间定位的稳定性,同时兼具操作简便、设备依

赖性低及成本较低的优势。相比于抗体依赖型侧向

流层析,抗体非依赖型侧向流层析的核酸探针固定方

式多样,更具成本优势,更强环境耐受性(如温度、pH
波动),结合指数富集的配体系统进化技术可开发新

型识别元件,拓展侧向流层析的应用场景。

3 基于核酸策略的侧向流层析试纸条性能提升策略

3.1 等温扩增策略 等温扩增技术凭借其免热循

环、操作简便、反应快速、恒温(通常在37~65
 

℃下进

行)等优势,成为与侧向流层析测定平台联用实现

POCT的理想选择。该等温扩增策略显著提升了试

纸条的检测灵敏度,并可实现定量分析[5]。目前,已
有多种等温扩增与侧向流层析试纸条巧妙联用,包括

环介导等温扩增(LAMP)
 [10]、滚环扩增(RCA)[11]、

杂交 链 式 反 应 (HCR)[12]、切 口 酶 扩 增 反 应

(NEAR)[13]、重组酶聚合酶等温扩增(RPA)[14]等。
其中,RPA反应快速、引物设计简单且扩增产物尺寸

适合层析试纸条,但易产生非特异度扩增导致假阳

性[14];
 

LAMP虽具有高灵敏度与特异度,但引物设计

复杂(需4~6条),且易因引物相互作用或气溶胶污

染导致假阳性,其阶梯状扩增产物也需 进 一 步 验

证[15];RCA需对模板进行环化预处理,流程较为烦

琐[11]。尽管如此,诸多研究证明等温扩增技术与侧向

流层析测定平台联用体系的应用潜力。如基于切口

酶恒温扩增与侧向流层析技术的 Veros新型冠状病

毒(USA)检测装置,可在15
 

min内实现严重急性呼

吸综合征冠状病毒的快速检测,阳性与阴性符合率分

别达95.2%和99.5%,检测限为每管2
 

600
 

copy[13]。
而整合RPA与纳米酶的检测体系其灵敏度可达200

 

copy/mL,媲美逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)[16]。

3.2 CRISPR 放大技术策略 为提升检测性能,

CRISPR技术被引入级联放大系统。通过 CRISPR
 

RNA(crRNA)特异度识别等温扩增产物,激活Cas蛋

白(如Cas12a/13a)的反式切割活性,实现对报告分子

的非特异度切割,最终经由试纸条输出检测信号。该

策略不仅提高了检测的特异度与灵敏度,而且拓展了

多重检测能力[17]。基于分裂crRNA设计,无需预扩

增即可区分成熟微小 RNA(miRNA)、前体 miRNA
及点突变。该系统已成功应用于宫颈癌患者血浆中

miRNA-21的定量检测,联合 RPA后实现了对人乳

头瘤病毒核酸的阿摩尔级检测[18]。此外,CRISPR系
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统还可与抗体或适配体联用,实现非核酸目标分子

(如蛋白质、完整病原体)的直接检测,进一步拓宽了

其应用范围[17]。目前,基于CRISPR的生物传感技术

仍面临多方面的技术挑战:如效应蛋白(如 Cas9a/

12a)需依赖特定前间区序列邻近基序(PAM)靶向识

别,限制了靶点选择的灵活性;同时,反应条件(盐浓

度、温度和pH)易影响单向导RNA结合及切割活性,
导致信号偏差,难以在维持操作便捷的前提下实现稳

定标准化[19]。此外,在与等温扩增联合使用时,“一锅

法”反应还存在系统兼容性不足的问题,可能引起灵

敏度下降和假阳性[20]。

3.3 信号标签放大技术策略 基于核酸策略的侧向

流层析试纸条信号产生是由检测线或质控线纳米标

签聚集 或 竞 争 解 聚 导 致 的 信 号 强 度 变 化。常 用

AuNPs标签可提供肉眼判读的比色信 号。然 而,

AuNPs标签易受环境影响发生非特异度聚集,且检

测灵敏度不足[21]。为此,多种纳米标签被开发并应用

于试纸条检测平台。

3.3.1 比色标签的多重组装 在比色信号增强方

面,通过程序化自组装显著提升分析性能。“气球绳”
状AuNPs探针通过点击化学和杂交链式反应多重组

装,大幅降低检测限并缩短显色时间[12]。通过时空有

序流体控制与金金属化信号放大相结合构建的自动

化传感器,对未扩增乙型肝炎病毒脱氧核糖核酸的检

测限达7.23
 

pmol/L[22]。

3.3.2 荧光信号多维增强 荧光标签凭借其高量子

产率与低背景优势,提升检测灵敏度。多位点酶切级

联放大结合量子点标签实现了细菌核糖体RNA的超

灵敏检测[23];基于DNA纳米管支架组装荧光染料形

成多类识别元件,实现纳摩尔级小分子/抗体/蛋白多

重检测,突破传统 AuNPs功能局限性[24-25]。但其定

量依赖外接读取设备。

3.3.3 光热与等离子体标签的局域场增强 该策略

的核心在于利用金纳米棒等贵金属纳米材料的局域

表面等离子体共振效应[26]。通过将核酸探针修饰于

这些纳米颗粒表面,构建出“等离子体光热标签”,借助

其局域场增强特性最终实现了超高灵敏度的检测。基

于适配体纳米花增强的侧向流层析,利用Au@Pd纳米

爆米花近红外光热,智能手机读值,显著提升外泌体检

测灵敏度(检测限1.4×104
 

particles/μL)
[27-28]。

3.3.4 纳米酶催化信号放大 纳米酶兼具天然酶的

高催化活性和纳米材料的独特优势,构建用于POCT
的纸基比色传感器,已成为开发低成本、便携式分析

工具的有效策略。FeS2 纳米酶兼具催化活性与稳定

性,联用RPA检测严重急性呼吸综合征冠状病毒核

酸,性能媲美RT-PCR[16]。

3.3.5 其他信号增强技术 通过磁富集[29]或离子浓

差极化[30]等手段提高检测界面处的分析物浓度,可实

现阿摩尔级的超高灵敏度甚至免扩增检测,但往往以

增加操作步骤、成本或设备复杂性为代价。

4 基于核酸策略侧向流层析试纸条的应用

4.1 病原微生物检测 病原微生物的临床快速检测

对指导疾病诊断及治疗至关重要,试纸条凭借操作简

便、响应快速等优势,在资源受限场景下应用受到广

泛关注。近年研究者聚焦于分析性能提升与操作简

化两大方向。(1)病原微生物核酸分析物检测:TIAN
等[29]开发了一种基于CRISPR/Cas12a功能化磁珠的

一体化检测平台,通过将Cas12a-crRNA复合物固载

于磁珠表面,实现了对目标DNA的高特异度识别、磁
富集与荧光信号放大的同步进行。该方法无需预扩

增对高危型人乳头瘤病毒核酸检测限低至4.7
 

fmol/

L。CHAPMAN等[13]开发的Veros
 

新型冠状病毒是

一种一次性、无需分析仪的核酸检测设备,15
 

min内

完成鼻腔拭子样本严重急性呼吸综合征冠状病毒

(Orf1ab基因)检测,阳性/阴性符合率分别为95.2%
(95%CI

 

89.2~97.9)和99.5%(95%CI
 

97.1~
99.9),检测限为每管2

 

600
 

copy。(2)病原微生物非

核酸分析物检测:适配体是一类经体外筛选获得的工

程化寡核苷酸分子,能够高特异度结合离子、小分子、
蛋白质等多种靶标。适配体与靶标结合后发生构象

变化,可将分子识别事件转化为光学或电化学信号,
兼具分子识别与信号转导功能,显著推动了非核酸类

分析物POCT技术的发展[31]。WU等[25]通过适配体

-单抗混合策略,结合酶联放大与侧向流层析,实现

严重急性呼吸综合征冠状病毒核衣壳蛋白的现场

检测。

4.2 肿瘤标志物检测 肿瘤标志物的动态监测为肿

瘤个体化治疗提供实时疗效评估与治疗方案调整的

分子依据。CHEN等[18]针对癌症进展监测,开发了

一种基于分裂式Cas12a系统的快速荧光侧向流层析

试纸条,无需扩增即可实现多重miRNA及长链RNA
检测,并能精准区分成熟miRNA及其前体。

4.3 基因分型检测 基因分型检测可直接指导靶向

用药。CAI等[32]基于四引物扩增受阻突变系统PCR
与金磁微粒侧向流层析的快速精准生物传感器,实现

血管紧张素转换酶插入/缺失多态性快速可视化分

型,指导高血压患者用药,较常规PCR联合琼脂糖凝

胶电泳分析方法,具有操作简便、无需复杂数据分析

的显著优势。

4.4 食品安全监测 基于核酸策略的侧向流层析试

纸条,摆脱了对大型仪器和专业实验室的依赖,以其

便捷、经济的特点,成为食品安全现场快速检测的理

想解决方案。(1)食源性致病菌:基于多功能核壳纳

米酶(Fe3O4@MOF@PtPd)耦合磁富集与适配体识
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别,可在免扩增条件下实现2
 

cfu/mL的细菌检测[28]。
(2)转基因生物筛查:LAMP-CRISPR/Cas12a-试纸条

技术 实 现 了 对 转 基 因 标 识 基 因 CP4-EPSPS 与

Cry1Ab/Ac的灵敏、快速及现场可视化检测[10]。(3)
食品掺假鉴定:基于免核酸扩增杂交技术,直接靶向

线粒体DNA,实现牛乳掺假可视化定量检测,灵敏度

达12.5
 

ng(裸眼)/3.1
 

ng(仪器),可检出低至1%的

掺假含量[33]。

4.5 环境监测 针对环境样本中的病原体及污染物

(如重金属、农药)POCT,可有效支撑公共卫生事件防

控。SRINIVASAN等[34]基于适配体侧向流层析检

测,实现铊(I)检测限达7.4
 

μmol/L和铅(Ⅱ)离子检

测限达6.6
 

nmol/L。

5 面临的挑战及提升方向

  基于核酸策略的侧向流层析试纸条虽在POCT
中展现出显著优势,但仍面临多重技术瓶颈。“咖啡

环效应”(源于液滴三相接触线在基底上的钉扎效应,
其边缘液体的优先蒸发诱发内部液体向外的毛细流

动,从而持续将分散颗粒输运至边缘并最终形成环状

沉积)[35]致NC膜探针固定不均匀,探针-膜界面作用

力不足,层析速度与靶标结合效率不匹配,以及多重

检测中的交叉干扰等因素制约了灵敏度与特异度的

提升。

5.1 优化试纸条反应动力学提升检测灵敏度 侧向

层析试纸条中样品缓冲液和纳米标签的毛细传输特

性直接影响反应动力学,因此精准调控流体动态成为

优化反应效率与提升检测灵敏度的关键。一方面,可
通过改变样品垫和结合垫的设计调节流体行为[36];另
一方面,通过优化 NC膜的设计,可有效延缓层析流

速、延长反应时间,从而增强靶标-探针结合效率。(1)
物理屏障:采用可溶性蜡质屏障实现人IgG原位富

集,灵敏度提升51.7倍[37]。(2)化学改性:通过壳聚

糖修饰NC膜提高生物分子固定容量,使乙型肝炎病

毒核酸检测灵敏度提升10倍[38]。(3)界面工程调控:
利用DNA四面体刚性支架传感界面增强试纸条探针

的捕获能力[9]。(4)新材料应用:利用纳米凝胶产生

切向纳米电动力,对严重急性呼吸综合征冠状病毒核

衣壳蛋白检测灵敏度提高32.5倍[39]。尽管上述NC
膜改进技术目前尚未在核酸策略侧向流层析试纸条

中得到广泛应用,其设计理念与方法为未来高灵敏方

法的开发提供了重要参考。

5.2 特异度优化方向 捕获探针的选择是提升核酸

策略侧向流层析试纸条特异度的关键,其目的在于实

现靶标核酸的高效特异捕获。(1)高亲和力识别元

件:适配体通过精准空间构象识别能力降低交叉反

应[28,31];肽核酸作为化学修饰的核酸类似物,在与

DNA杂交时表现出更高亲和力、稳定性及选择性[3]。

(2)靶标激活机制优化:通过严格碱基互补配对的靶

标依赖性探针激活设计[23]及CRISPR/Cas系统(单向

导RNA引导序列识别与PAM 辅助单碱基分辨)强
化特异度识别[17]。(3)引物设计创新:引入加尾引物-
通用小分子探针体系,消除引物二聚体干扰[14]。

5.3 人工智能在侧向流层析试纸条中的创新应

用 人工智能与机器学习的辅助显著提升了侧向流

层析试纸条的处理效率与结果判读准确性,具体表现

在以下方面:(1)基于智能手机的图像采集与卷积神

经网络相结合,实现了检测结果的客观自动化判读,
有效减少人为误差,提高了判读的一致性和准确性,
对严重急性呼吸综合征冠状病毒检测特异度达到

100%[40]。(2)借助迁移学习与机器学习方法,增强了

上转换纳米粒子、磁性纳米颗粒等信号的识别能力,
能够有效解析复杂或微弱信号,显著提高检测灵敏度

与定量性能[41]。(3)采用时序深度学习架构与人工智

能验证策略,大幅缩短检测时间,可在1~2
 

min内完

成传染病与非传染病生物标志物的快速精准诊断[42]。
机器学习驱动的方法不仅优化了侧向流层析试纸条

在传染性疾病和心脏标志物等场景中的分析性能,也
推动了该技术从定性检测向精准定量诊断的转变。
人工智能技术的引入有望全面提升基于核酸策略的

侧向流层析试纸条结果判读的准确性及分析效率。

6 未来展望,迈向集成化智能诊断

  基于核酸策略的侧向流层析试纸条未来有望朝

着全流程集成化与智能化方向演进:借助微流控技术

实现从样本制备到分析的一体化,显著降低人为操作

误差与污染风险,通过优化流体控制与反应体系,进
一步提升检测灵敏度与特异度,满足床旁快速检测的

决策需求[43]。融合光学、电化学及磁学等多模态传感

机制,增强多靶标检测能力与信号响应性能[4,24,44]。
未来,通过在多学科交叉创新的推动下,该技术有望

突破现有应用瓶颈,逐步发展成为覆盖基层医疗、现
场筛查与家庭健康管理的关键诊断工具。
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