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摘 要：大肠杆菌 O157：H7 作为一种常见的食源性致病菌，在低感染剂量下即可导致人类患严重疾病。侧流层

析技术（LFCA）由于其具有高效分离的特性，能够满足食品中大肠杆菌 O157：H7 的快速检测需求。然而，目前广泛

应用的 LFCA 方法，信号强度较弱，检测灵敏度较低，难以实现样本中低浓度大肠杆菌 O157：H7 的检出。因此，本

文重点整理了近年来出现的新型侧流层析技术，围绕检测效率、灵敏度进行了系统性归纳，比较各方法的优势与短

板，为大肠杆菌 O157：H7 侧流层析检测技术的发展提供重要结论性指导。
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Review on the application of lateral flow chromatographic assay in Escherichia coli 
O157:H7 detection

TIAN Ge， JIANG Yijia， ZHANG Yun
（School of Medical Technology, Xinxiang Medical University, He ’nan Xinxiang 453000, China）

Abstract： As a common foodborne pathogen， Escherichia coli （E.  coli） O157：H7 can cause serious diseases in human 
body at low infectious doses.  Lateral flow chromatographic assay （LFCA） can meet the requirement of detecting E.  coli 
O157：H7 in food samples rapidly due to its efficient separation property.  At present， the widely-used LFCA methods 
generate weak signal strength and possess low detection sensitivity， which can hardly detect low concentration of E.  coli 
O157：H7.  Therefore， this review focuses on the newly published LFCA literature， and a systematic induction is 
performed concerning the detection efficiency and sensitivity of the above studies.  The advantages and disadvantages of 
each method are compared in this review， which will provide important conclusive guidance for the development of LFCA 
in E.  coli O157：H7 detection.
Key words： Lateral flow chromatographic assay； foodborne pathogenic； Escherichia coli O157：H7； detection； food safety

大肠杆菌 O157：H7 是一种重要的产志贺毒素

大肠杆菌血清型，其对环境温度、湿度、酸碱度有着

较强的适应性，容易污染日常食物，并通过粪便 -口

腔在人群中传播。当大肠杆菌 O157：H7 的感染量

为 10~100 个细胞时，感染者便会出现腹泻症状，若

得不到及时治疗，严重时可危及生命［1］。此外，该菌

还能引起溶血尿毒综合征、严重的血性腹泻、血栓

性血小板减少性紫癜等严重疾病［2］，给食品卫生和

人类健康带来严峻的挑战。实现食品样本中大肠

杆菌 O157：H7 的简单、快速、灵敏的检测具有重要

的科学意义和应用价值。

侧流层析技术（Lateral flow chromatographic assay，
LFCA）是一种基于免疫识别/核酸杂交与标记技术

的色谱系统。它使待检测物中各组分（抗原、抗体、

蛋白质、核酸等）在毛细管层析作用下以不同速度

移动，从而在反应基质上实现分离。LFCA 由 4 部分

组成，即样品垫、结合垫、层析膜和吸水垫，将这 4 个

部分叠加于支撑底板，制成 LFCA 试纸条（图 1）［3］。

其中，样品垫为经处理的纤维膜或玻璃棉，用于快

速吸收待测样品，使其在毛细管作用下向结合垫方

向侧向流动。结合垫为纤维膜或玻璃棉，吸附有带

标记的生物活性材料，它可与待检样品溶液里的检

测靶标结合形成肉眼可见的复合物。层析膜大多

为硝酸纤维素（Nitrocellulose，NC）膜，它是 LFCA 的

关键材料，为分析物之间的反应提供了平台，其上

固定有两条或多条不同生物活性物质（如抗原或抗
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体）喷印的“检测（Test，T）线”和“质控（Control，C）
线”，用于拦截带标记的复合物，并可直观地显示检

测结果。吸水垫为吸水纸板，用于吸收流过层析膜

的待检样品，以平衡层析膜两边的压差，促使更多

待检样品在层析膜上侧向流动［4］。LFCA 由于具有

成本低、易操作、耗时短、结果肉眼可见及可实现现

场检测等特点，在大肠杆菌 O157：H7 检测领域得到

迅速的发展。

LFCA 根据检测物类别可分为两大类，即基于

抗原抗体的特异性反应的免疫层析和基于核酸探

针和靶向探针杂交反应的核酸层析［3］。对于免疫层

析而言，常用的标记材料有 20~30 nm 的球状金纳

米颗粒（Gold nanoparticles，AuNPs），但是该材料发

光较弱，检测限仅为 104~106 CFU/mL［5-6］。为此，本

文详细探讨了提高侧向免疫层析技术在大肠杆菌

O157：H7 检测中灵敏度的 3 种策略：第 1 种策略是

引入新的标记材料，包括量子点［7］、新型有色染

料［8-9］、纳米酶［10］、光热还原氧化石墨烯［11］、表面增强

拉曼散射纳米颗粒［12-14］等；第 2 种策略是将免疫磁

分离（Immunomagnetic separation，IMS）与侧向免疫

层析技术相结合［15-17］，即利用 IMS 从复杂的基质和

低浓度的目标物中富集靶标；第 3 种是具有信号放

大潜力的金属生长策略［6，18-19］，用于提高大肠杆菌

O157：H7 检测试纸条的效率和灵敏度。以上 3 种

策略相较于基于 AuNPs 的免疫层析在性能上可提

高数倍。对于核酸层析而言，其依赖的聚合酶链式反

应（Polymerase chain reaction，PCR）扩增技术具有较

高灵敏性和特异性，但是 PCR 技术的操作过程繁琐，

且结果易出现假阳性［4］。为此，本文又重点讨论了近

几年出现的更简单、便捷的核酸层析试纸条技术。

1　基于抗原抗体特异性反应的免疫层析

1. 1　引入新型标记材料

标记材料同时承担着标记抗体以及检测结果

“可视化”的两大功能，对大肠杆菌 O157：H7 的检测

灵敏度有着至关重要的影响。近些年来，多种新型

信号标记材料被相继开发［3］，本文根据这些材料偶

联方式的不同，将对应方法划分为新型标记材料直

接偶联抗体法和新型标记材料转换标记对象法两

大类。

1. 1. 1　新型标记材料直接偶联抗体

这类方法可合成新型 AuNP 掺杂聚合物（金超粒

子）［20］来取代 AuNP 标记抗体。或是利用表面增强拉

曼散射（Surface-enhanced Raman scattering，SERS）的

纳米颗粒，包括用 AuMBA@Ag 纳米颗粒对抗体进

行标记［12］、将抗体负载到两层 5，5'-二硫代双（2-硝

基苯甲酸）拉曼报告分子的金 -银核壳纳米结构表

面［13］以及将抗体与具有良好 SERS 活性的新型金壳

硅核纳米球［14］进行连接，相比 AuNP 具有更大的发

展潜力。LIU 等［21］采用金铂双金属纳米颗粒来修饰

抗大肠杆菌 O157：H7 单克隆抗体，通过负载辣根过

氧化物酶，最终将大肠杆菌 O157：H7 的量转化为

泡沫高度，该方法的检出限为 1. 83×104 CFU/mL，

当待测样品预孵育 8 h 后，检出限可进一步提高至

1 CFU/mL。上述方法只能检测大肠杆菌 O157：H7
单一目标菌，在实际样本检测中效率较低。因而，

价格低廉、可同时检测多种致病菌的免疫分析技术

引起越来越多的关注［22］。如利用高性能的双 QD 壳

层 Si@DQD，该材料表面吸附了数百个羧基量子点，

大大增强了和抗体偶联性及荧光性能，并可同时分

析两种目标物［7］；ZHANG 等［23］分别合成了银纳米板

和金纳米球以标记两种抗体来同时检测大肠杆菌

O157：H7 和霍乱沙门菌。

综上，以上方法均依赖双抗体夹心结构的构

建，通过选用新型标记材料使灵敏度显著增加，取

得了比原 AuNP 法更好的检测效果，详细指标见表 1。
由表 1 可知，直接偶联抗体类的免疫层析法在检测

样本上涉及肉类、牛奶等多种日常食物，对食物中

致病菌的检测限低至 1~5×104 CFU/mL，且检测时

长一般在 2 h 以内。

图 1　LFCA 试纸条结构示意图

Figure 1　Structural diagram of LFCA test strip
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1. 1. 2　新型标记材料转换标记对象

为避免形成双抗体夹心结构所依赖的成对抗

体的使用，基于新型染料与目标菌直接结合的标记

对象转换策略已成为当前 LFCA 用于食源性病原体

检测的研究热点。该策略只需使用单一抗体，将细

菌 -染料复合物固定在测试线上，以实现荧光/比色

检测。例如，LIU 等［9］利用紫胶染料对细菌的着色

能力，仅用一种单克隆抗体而研制出的双向侧向流

动免疫条带；HE 等［8］选用亚甲蓝（MB）染料作为探

针嵌入锆基有机骨架（UIO）内形成锆基有机骨架 -

亚甲蓝（UIO-MB）复合物，制备出一种依赖于单一抗

体检测大肠杆菌 O157：H7 的侧流免疫层析条带，该

条带还适配比色/荧光两种信号读出方式。除各种

染料可与细菌结合之外，纳米材料也能作为识别剂

和信号供体来有效捕获目标病原体。马丽等［24］用

功能性葡萄糖氧化酶作为信号输出材料，制成了

“抗体-靶标-纳米花”复合物结构，该结构可通过可视

化过氧化氢试纸条进行定性定量分析；Fe3O4@CuS
纳米材料具有细菌吸附能力和强光热特性，在捕获

目标菌的同时引起明显的温度变化，因而形成两种

读出方式［25］；聚多巴胺（Polydopamine，PDA）具有强

大的黏附能力和优越的生物相容性，将其加载在磁

性纳米颗粒（Fe3O4）上，可形成具有磁性黏附过氧化

物酶模拟物活性的“三比一”多功能 Fe3O4@PDA@铂

纳米复合材料，该材料与细菌结合后，也可通过两

种方式读出结果［26］。

以上纳米材料目前主要依靠非特异性结合能

力与病原体结合，如静电黏附和疏水力。因此，它

们可能会随机聚集在细菌表面，使抗原决定因子被

部分或全部掩盖，最终导致抗体对标记抗原捕获力

的下降，对检测灵敏度产生不利影响。因此，有研

究 者 利 用 甘 露 糖 与 大 肠 杆 菌 O157：H7 鞭 毛 中

FimH 蛋白的良好亲和力将甘露糖组装到普鲁士蓝

纳米粒子表面，制备出具有识别和信号指示双重功

能的纳米酶［27］。该纳米酶除了能特异性地与大肠

杆菌 O157：H7 鞭毛结构结合外，还具有过氧化物

酶样的活性，可通过催化作用提供一种更强的显色

效果［10］。WU 等［28］利用对巯基苯硼酸修饰的金纳

米粒子经共价键捕获革兰氏阴性菌和阳性菌的优

异能力，提出一种全新的捕获抗体策略，该方法的灵

敏度相比依赖于双抗夹心的传统金纳米粒法提升了

3 个数量级；另外一种十分新颖的方法是基于氧化

石墨烯和量子点之间的非辐射能量转移，将氧化石

墨烯作为荧光量子点的淬灭剂添加到试纸条条带，

以暴露细菌［29］。本小节涉及的检测方法技术指标详

见表 2。由表 2 可知，新型标记材料转换标记对象

方法在检测饮用水、肉类等多种食物样本中大肠杆菌

O157：H7 的含量时，检测限约为 10~104 CFU/mL，
检测时长在 90~600 min 范围内。与直接偶联抗体

法相比，转换标记对象法的最大优势是利用了能与

细菌或试纸条产生有效互动并提供检测信号的

材料，避免了对双抗夹心结构的依赖，因而仅需单

一抗体便可完成检测。此类方法同时又具有低成

本、高灵敏度和高特异性的优点。实际情况下，考

虑到样品原有的颜色或荧光信号会对检测准确性

与灵敏度产生不利影响，因此具备两种或者多种结

果读出模式的 LFCA 方法研究也将是未来的一大

热点。

表 1　LFCA 直接偶联抗体的主要方法及技术指标

Table 1　Main methods and technical details of direct coupling antibody of LFCA
所使用的纳米材料

金超粒子

AuMBA@Ag 纳米颗粒

5,5'-二硫代双（2-硝基苯甲酸）

（SiO2/Au）纳米球

金铂双金属纳米颗粒

双 QD 壳层的二氧化硅 QD 纳米珠（Si@DQD）
银纳米板和金纳米球

检测样本

牛奶

鸡胸肉、牛肉、牛奶

牛奶和牛肉

自来水、牛奶、人尿、生菜提取物和牛肉

牛奶

植物提取物、肉类提取物、牛奶和 PBS溶液

牛奶

检测限/（CFU/mL）
5.95×102

5×104

10
100

1.83×104若样品预孵育 8 h：1
50

1.07×104和 9.85×104

检测时长/min
—

15
120

15
8

15
30

相关文献

[20]
[12]
[13]
[14]
[21]
[7]
[23]

表 2　LFCA 转换标记对象的主要方法及技术指标

Table 2　Main methods and technical details of converting label object of LFCA
所使用的标记材料

紫胶染料

锆基有机骨架-亚甲蓝（UIO-MB）
功能性葡萄糖氧化酶

Fe3O4@CuS 纳米结构

三比一多功能纳米复合材料

功能纳米酶

对巯基苯基硼酸修饰的 AuNPs
氧化石墨烯

检测样本

牛奶、面包和果冻样品

饮用水和卷心菜

脱脂牛奶

牛肉、鸡肉、牛奶和蜂蜜

饮用水和鸡肉

饮用水、西瓜汁、牛奶和紫甘蓝沙拉

饮用水、西瓜汁、牛奶和牛肉样品

肉糜牛肉和河水

检测限/（CFU/mL）
100

分别为：103、104（比色法）；均为 103（荧光法）

10
分别为 103、102、103和 102

102和 103

分别为：102、102、103、103

103

178 和 133

检测时长/min
600

90
—

—

—

—

—

300

相关文献

[9]
[8]

[24]
[25]
[26]
[10]
[28]
[29]
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1. 2　引入免疫磁分离技术

免疫磁分离（Immunomagnetic separation，IMS）
技术能够从复杂的食品样本基质中富集目标菌，从

而显著消除背景细菌的影响。然而，结合 IMS 的

LFCA 法通常在分析待测物之前需要进行洗脱、孵

育等操作步骤。为简化上述步骤，LFCA 可引入具

有荧光和磁性双重功能的纳米颗粒，从而达到缩

短 检 测 时 间 、提 高 检 测 效 率 、提 升 灵 敏 度 等 目

的［15］。CHEN 等［16］将 IMS 引入竞争免疫分析法，

提出了一种与 β -内酰胺酶介导的级联转导系统

相结合的新型层析方法检测大肠杆菌 O157：H7，

灵敏度是常用 LFCA 的 1 000 倍，该方法还避免了

钩状效应的影响。 LI 等［17］提出了一种联合 IMS
与荧光微球的免疫层析技术，该方法的灵敏度比

常规荧光微球免疫层析法提升了 33 倍。上述 3 种

检测方法的技术指标详见表 3。由表 3 可知，结

合 IMS 的 LFCA 对大肠杆菌 O157：H7 的检测限

可达 1. 37×102~3×103 CFU/mL，样本的选取上以牛

奶居多，检测时长控制在 1. 5~15 h 之内。综上，

与传统的免疫层析法相比，IMS 技术的引入可以

使侧向免疫分析法的样品检测灵敏度得到显著

提升。

1. 3　引入具有信号放大潜力的金属生长策略

基于传统的 AuNP 信号标签，研究人员通过引

入金属生长策略，如金属原位生长、NP 积累和酶催

化沉积等，来提高 AuNP 免疫层析的检测性能［18］。

金属原位生长策略信号放大能力强、操作简单，具

有可观的实际应用潜力，其中基于金和银的金属原

位生长最为常用［6］。FU 等［6］首先利用金生长策略

初步放大检测信号，随后基于第一步扩增的 AuNP
的过氧化物酶模拟活性，进行催化沉积以触发两步

级联信号扩增。该方法对大肠杆菌 O157：H7 具有

良好的检测灵敏度，比传统 AuNP 免疫层析性能提

升了约 400 倍。与金生长或银生长相比，铜生长在

提高侧向免疫分析敏感性方面表现更为突出，一种

聚乙烯亚胺辅助的原位铜生长策略应用于大肠杆

菌 O157：H7 的检测，展示出令人满意的效果［18］；另

外一种新的方法，即盐酸多烯丙胺介导的金属生长

的胶体金免疫层析法，它主要依赖于铜壳在 AuNP
核上的高度可控生长，并允许通过控制多环芳烃作

为生长框架来获得加强的比色信号，该法对大肠杆菌

O157：H7 的检出限低至 9. 8 CFU/mL［19］。上述 3 种

检测方法的技术指标详见表 4。由表 4 可知，基于

金属生长策略的 LFCA 可应用于样品中的微量大肠

杆 菌 O157：H7 的 检 出 ，检 测 限 低 至 6~1. 25×101 
CFU/mL，检测时长显著缩短（约为 30 min）。与传

统的免疫层析法相比，此类方法在检测灵敏度和检

测效率方面有着明显的优势。

2　基于核酸探针和靶向探针杂交反应的核酸层析

核酸层析技术既拥有核酸检测的高灵敏性，又

保留了试纸条便捷的特点，能有效简化检测步骤、

缩短检测时间，且无需专业人员操作，应用前景巨

大。近些年来，研究人员构建了多种核酸层析方法

来检测大肠杆菌 O157：H7［30-31］。然而，这些方法却

无法区分活细菌与死细菌而引起假阳性问题。KIM
等［32］构建了一种结合多重 PCR 技术的侧流层析技

术，该方法采用叠氮溴化丙锭选择性地阻断死亡细

胞的 PCR 反应，成功从卷心菜食品样本中区分出活

菌，且具有较高的灵敏度；2022 年，WEN 等［33］用丙

烯酰胺预处理样本以消除死亡细菌的影响，制成了

环介导等温扩增-核酸层析试纸条，能够准确测出活

的大肠杆菌 O157：H7 数量；此外，一个令人担忧的

问题是目前的细菌培养过程中没有考虑到活的但不

可 培 养 的 细 菌（Viable but non-culturable state，
VBNCs）。这些细菌仍然具有毒性和传染性，而使用

传统手段无法检测到，这可能导致假阴性现象的出

现。针对此，PETRUCCI 等［34］利用逆转录和重组酶

聚合酶扩增技术构建了侧流层析新方法，该方法不

仅能够区分活菌和非活菌，还能够检测出活的但不

可培养的细菌。也有研究者利用叠氮溴化丙锭的

阻断特性，同时结合重组酶聚合酶扩增技术来实现

对 VBNCs 的检出［35］。与基于抗原抗体的免疫层析

表 3　LFCA 免疫磁分离主要方法及技术指标

Table 3　Main methods and technical details of IMS of LFCA
IMS 类方法

基于荧光磁性纳米颗粒的免疫层析技术

β-内酰胺酶介导的级联转导系统相结合的新型层析方法

联合 IMS 与荧光微球的免疫层析法

检测样本

牛奶

牛奶

牛肉、牛奶和水样本

检测限/（CFU/mL）
定性检出限为 2.5×103，定量检出

限为 2.39×102

1.37×102

3×103

检测时长/min
—

90
120~900

相关文献

[15]
[16]
[17]

表 4　LFCA 金属生长策略主要方法及技术指标

Table 4　Main methods and technical details of metal 
growth strategy of LFCA

金属生长

策略

金生长

铜生长

铜生长

检测样本

牛奶

—

牛奶、蔬菜和牛肉

检测限/（CFU/

mL）
1.25 × 101

6
9.8

检测时长/

min
—

—

30

相关文

献

[6]
[18]
[19]
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不同，基于核酸探针和靶向探针杂交反应的核酸层

析主要通过针对一些目的基因（如 rfbE、stx2）来提

高反应的特异性，该类检测方法的技术指标详见

表 5。由表 5 可知，核酸层析技术在面对牛奶、卷

心菜等食物样本中大肠杆菌 O157：H7 的检测问题

时，检测限为 10~8. 35×102 CFU/mL 或 4~81 CFU/g，
检测可在 40~240 min 范围内完成，展现出较为广阔

的发展前景。

3　检测性能比较

3. 1　免疫层析

基于全新信号材料的抗体标记法，原理上依赖

于双抗体夹心结构的生成，然而双抗体的使用会造

成一定的资源浪费；若转换标记对象，由抗体使用带

来的成本显著下降，且标记结果可具备多种信号读

出方式。总体而言，该类方法可检测多种的食物样

本，具备较高的灵敏度，并能在短时间内完成检测。

磁性材料的引入，使利用 IMS 技术从复杂基质

中富集目标菌的思路成为可能，此类技术应用于牛

奶、饮用水等样本中，使 LFCA 的检测灵敏度显著提

升，缺点是需要事先富集目标菌，延长了检测时间。

先进金属生长策略的应用，也有力促进了大肠

杆菌 O157：H7 检测能力的进一步提高，但是选用的

样本有待进一步丰富。

3. 2　核酸层析

核酸层析主要以试纸条为载体，借助新型核酸

扩增技术，可区分活细菌和死细菌。该类方法的主

要特征是具备超高灵敏度，检测样本种类与免疫层

析方法接近，耗时略有增加。近年来的核酸层析也

开始致力于 VBNCs 的检出，并取得了较好的成效。

3. 3　其他

新型功能纳米粒子的制备、免疫磁分离富集技

术的引入以及核酸超敏检测扩增技术的开发是未

来大肠杆菌 O157：H7 的 LFCA 检测技术的重要发

展方向，大肠杆菌 O157：H7 的 LFCA 检测技术将在

经济、效率、灵敏等多方面进行突破，既具备多种信

号读出方式，又可以开展多元化致病菌同时检测，

为食品安全和人民健康提供有力的保障。
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