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基于环境病毒检测仪的量子点免疫层析
试纸条的研究

吴向阳，郑璐璐
（上海理工大学 光电信息与计算机工程学院，上海 200093）

摘要：近年来甲型 H1N1 流感、埃博拉、乙型流感、新冠病毒等突发的具有传染性的重大疫

情，给人类的健康带来了很大影响，因此针对环境病毒的检测和预防变得至关重要。而免疫

层析试纸条技术作为一种能够实现病毒快速检测的新兴技术，相较于酶联免疫吸附实验具有

普适性和特异性强等优点，解决了传统的病毒抗原检测流程复杂、时间长等问题，同时也为

环境监测提供了一种新的发展方向。然而，传统的免疫层析试纸条存在检测指标单一、检测

限高等缺点。基于免疫层析试纸条和量子点荧光纳米微球，设计了一种量子点荧光免疫层析

试纸条，它具有光稳定性好、亮度高和检测限低的特点。通过仪器配套的荧光检测模块进行

分析和检测时，量子点荧光纳米微球的激发光可快速检测出环境中的病毒。该方法操作简

单、数据稳定，为环境病毒检测提供了一种新思路。
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Research on quantum-dot immunochromatographic test strip
based on environmental virus detector

WU Xiangyang，ZHENG Lulu
（School of Optical-Electrical and Computer Engineering, University of Shanghai for Science and

Technology, Shanghai 200093, China）

Abstract:  In recent years, major infectious outbreaks such as influenza A (H1N1), Ebola, influenza
B, and novel coronavirus have had a huge impact on human health and safety, so the detection and
prevention of environmental viruses is crucial.  As an emerging technology that can rapidly detect
viruses,  immunochromatographic  strip  technology  has  the  advantages  of  universality  and  strong
specificity  compared  with  ELISA,  which  solves  the  problems  of  complicated  and  long  time  of
traditional  viral  antigen  detection  process,  and  also  provides  a  new  development  direction  for
environmental  monitoring.  However,  the  traditional  immunochromatographic  test  strips  have  the
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disadvantages of single detection index and high detection limit. Based on immunochromatographic
strips  and  quantum  dot  fluorescence  nanospheres,  a  quantum  dot  fluorescence
immunochromatographic  strip  was  designed  in  this  study,  which  has  the  characteristics  of  good
photostability, high brightness, and low detection limit. By using the fluorescence detection module
of the supporting instrument for analysis and detection, viruses in the environment can be quickly
detected  based  on  the  excitation  light  of  quantum  dot  fluorescent  nanospheres.  The  operation  is
simple and the data is stable, providing a new approach for environmental virus detection.

Keywords:  environmental  virus  detection; immunochromatography; quantum  dot  fluorescent
nanospheres; test strip

 

引　言

全球自 2020 年至今，确诊新冠病例超过

7.525 亿例，其中包括 680 万例死亡病例。庞

大的数字令人触目惊心。而当前全球新冠肺

炎、甲流、乙流等疫情仍处于大流行阶段，每年

全球范围内约有 10 亿例季节性流感病例，包括

300 万~500 万例重症病例。季节性流感每年导

致约 65 万人死亡。5 岁以下儿童中，99% 的

下呼吸道感染的流感死亡病例发生在发展中国

家。可见呼吸道感染是最简单且高效的感染方式。

环境空气的安全问题已经严重影响到公众健

康、经济发展和社会秩序等诸多方面。目前人类

越来越需要重视生物安全，尤其是未知的病毒

对人类健康安全、生态环境安全等带来的不利

影响[1-2]。

生物气溶胶是指空气中带有生物性粒子的颗

粒 [3-4]，这些气溶胶大多数带有不同种类的病毒

和微生物，因此具有明显的传染性与致敏性。而

且气溶胶颗粒悬浮在空气中很容易被吸入体内，

通过呼吸道途径传播疾病，即所谓的 “病从鼻

入”，对人类健康有很大影响。在对抗传染病的

斗争中，已经证实多种传染性疾病能够通过气溶

胶传播。因此针对环境中携带病毒微生物的生物

气溶胶的采集变得至关重要。近年来市面上涌现

出越来越多的环境病毒气溶胶富集检测仪器[5]，

给环境病毒监测领域做出了巨大的贡献。而配套

使用的各种检测试纸条也越来越多[6-9]，原理也

不尽相同。在这期间免疫荧光层析技术脱颖而

出，它具有灵敏度高、特异性强等优点，能够实现

快速检测，随着标记固相材料技术的发展，能

够实现定量检测、多重检测等，具有良好的应用

前景。

免疫层析技术[10] 利用免疫学原理，结合抗

原抗体的特异性反应，实现目标标志物的检测。

以有固定 T 线（检测线）、C 线（控制线）的纤维

膜材料层析试纸作为固定相，待检测的混合液作

为流动相，当流动的待测液流动相经过 T 线

时，抗原与抗体发生特异性反应，完成目标组分

分离。其较低的检测成本与快速便携的特点，使

得面向家庭的检测成为可能。此外量子点荧光纳

米微球[11-12] 作为荧光探针标记病毒标志物，由

于其荧光波长可调、激发光谱宽、量子产率高、

发射强度高且稳定等优点，在过去的几十年中已

逐渐成为生物领域重要的荧光标记材料，其优异

的发光性能和独特的光稳定性可以赋予检测结果

高精准性和灵敏度。

本文设计了一种量子点荧光纳米微球免疫层

析试纸条，其中包括：底板，以及依次设置在底

板上的样品垫、复合型结合垫、反应垫以及吸水

垫，其中样品垫用于加载样本，复合型结合垫设

有量子点荧光纳米微球标记的病毒检测克隆抗

体。通过环境病毒检测仪器将空气中的病毒目标

物富集到样品溶液中并加载到试纸条上进行检

测，最终分析出对应的不同病毒目标物。本研究

选取了 3 种病毒作为检测目标：新冠病毒

（COVID-19）、甲型流感病毒（Influenza A Virus）
和乙型流感病毒（Influenza B Virus）。 
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1    实验部分
 

1.1    试剂和仪器

N−羟基琥珀酰亚胺磺酸钠盐（磺基−NHS）购
置于上海阿拉丁生化科技股份有限公司。量子点

荧光纳米微球−625 由珈源量子点提供。磷酸盐

缓冲溶液（peptone buffered solution , PBS）购于武

汉赛维尔生物科技有限公司。样品垫与结合垫

购于上海杰一生物技术有限公司，吸水垫与

PVC 底板由南京微测生物科技有限公司提供，

硝酸纤维素膜购于上海赛多利斯公司。实验过程

中所用到的牛血清白蛋白（bovine serum albumin,
BSA）从中国索莱宝公司购买。

实验中所用的主要仪器有环境病毒检测仪

（自研）、Millipore 超纯系统（德国），Beckman
Coulter 高速冷冻离心机（美国），超声波仪器（中

国），Tecan Spark 多功能酶标仪（瑞士）。 

1.2    样品的梯度稀释

首先，使用蒸馏水或去离子水对样品稀释液

进行 1∶10 倍的稀释；接着，用样品稀释液将样

品做 1∶5 倍的稀释；然后制备标准液：提前

准备好 8 个 1.5 mL 离心管，第 1 管中加入 900 μL

样品稀释液，第 2 至第 8 管中加入同体积的样品

稀释液 500 μL。将 2 000 ng/mL的 100 μL 样品溶

液加入第 1 管中，在并在漩涡混合器上充分混

合，然后用移液枪吸取 500 μL加入第 2 管中。

重复此操作以作对半稀释，在第 7 管中吸出

500 μL 并丢弃至废液缸内，第 8 管则为空白对

照，并在 37 ℃ 的黑暗处放置 15 min。最后向每

个试纸条的样品孔加入 100~200 μL 的被梯度稀

释的样品溶液，并充分反应。最后，使用成像系

统对条带进行曝光以进行显色，并观察条带的

C 线和 T 线。 

1.3    量子点荧光纳米微球标记检测抗体

首先将 10 μL 量子点荧光纳米微球分散至

MES（2-Morpholinoethanesulphonic  acid）溶液中

并离心。离心后分离上层清液再将其重新加

入 MES 溶液中并进行超声分散。之后分别配置

10 mg/mL  的 EDC 溶液与 NHS 溶液，加入至

MES 溶液中，充分混合后离心。离心结束后分

离上层清液并加入 1 mL 抗体稀释液，与目标检

测抗体溶液混合后孵育 1.5 h。孵育完成后加入

20% BSA 溶液封闭，再次离心后分离量子点荧

光纳米微球，并复溶于含有 10% 蔗糖，5% 海藻

糖与 1% BSA 的混合液中，在 4 ℃ 下保存备

用，如图 1 所示。

 
  

量子点荧光纳米
球标记抗体

待测抗原 356 nm UV

检测

 
图 1   量子点荧光微球标记抗体流程图

Fig. 1    Flow chart of antibodies labeled by quantum dot fluorescent microspheres
  

1.4    免疫层析试纸条的制备

免疫层析试纸条由样品垫、结合垫、吸水

垫、硝酸纤维素膜（反应垫）与 PVC 底板构成。

首先在 PVC 底板上粘贴硝酸纤维素膜，在一端

粘贴样品垫与结合垫，另一端粘贴样品垫。预先

配置好由含有 0.1% 蔗糖的 PBS 缓冲液稀释的山

羊抗小鼠 IgG 溶液，使用划膜喷金仪将上述溶

液均匀预置在硝酸纤维素膜上形成 C 线，以同

样过程处理新冠病毒 COVID-19（其余病毒的捕

获抗体均采取本方法）捕获抗体溶液形成 T 线

[ 如图 2（a）所示 ]。将其置于 37 ℃ 干燥箱中干

燥后裁切为宽度均匀的免疫层析试纸条以备使

用。制作好的量子点荧光纳米微球免疫层析试纸

条配套环境病毒分析仪使用，试纸条由转盘装置
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精准运送到荧光检测装置下方，由该装置进行荧

光读取，由分析装置分析荧光值并辨别病毒类

别 [ 见图 2（b）]。 

2    结果与讨论
 

2.1    荧光强度与样品质量浓度的关系

为检测所设计研发的试纸条在不同的样品浓

度下荧光强度的变化情况，选取了 COVID-19 重

组 N 蛋白作为检测荧光强度变化的样品，初始

质量浓度为 2 μg/mL。梯度稀释完成后将稀释样

品逐个加载到试纸条上，待完全反应后记录试纸

条的荧光强度。如图 3 所示，可明显观察到不同

样品质量浓度下的荧光强度变化。 

2.2    最小检测时间

为了检测试纸条对不同病毒样本检测的反应

速度，本研究选取能够覆盖不同检测质量浓度水

平（pg 级到 mg 级）以及检测范围较宽的检测项

目，如：COVID-19 重组 N 蛋白、甲型流感抗

原、乙型流感抗原。这些选择的检测项目涵盖了

当前热点病毒，跨越了不同浓度水平和检测

范围。

使用上述 3 种标准品作为环境病毒气溶胶样

品，并用样品稀释液将生物气溶胶标准品进行适

当稀释，最终得到 1 000 倍稀释的样本。随后取

100 μL 样本溶液滴入到试纸条中并由环境病毒

 

环境病毒检测仪 转盘装置

荧光检测装置

荧光检测模块

荧光读值模块

量子点试纸条

(b) 试纸条配套仪器的检测流程

(a) 量子点免疫层析试纸条的结构及加样流程

样品垫

反应垫

吸水垫

滴样孔
1

C线

C线

T线

T线

PVC底板
结合垫

2

T
C

T
C

 
图 2   量子点免疫层析试纸条的结构及检测流程

Fig. 2    Structure and detection process of quantum-dot immunochromatographic test strip
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图 3   COVID-19重组 N蛋白荧光强度梯度图

Fig. 3    Fluorescence intensity gradient of recombinant N
protein from COVID-19
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检测仪读取数值。每隔 5 min 检测一次，并持续

记录 3 h 内所测的样本数值。通过分析得出数值

稳定后的最小时间作为测试的时间，从而确保在

不同质量浓度水平的准确检测，以及找到恰当的

检测时间窗口。表 1、2、3 是测得的时间与质量

浓度的数据表，从表中可知 1 000 倍稀释的样本

20  min 后样本数值达到最大值且数值趋于稳

定，时间曲线如图 4 所示。
  

表 1   检测时间浓度关系表（COVID-19重组 N蛋白）
Tab. 1   Detection time concentration relationship table（COVID-19 recombinant N protein）

t/min 5 10 15 20 25 30 60 120 180

数值/（a.u） 5 141.7 13 245.5 27 861.0 29 637.0 29 374.1 27 863.0 28 379.6 29 399.3 28 444.0
 

  
表 2   检测时间浓度关系表（乙型流感抗原）

Tab. 2   Time concentration correlation table（Influenza B antigen）

t/min 5 10 15 20 25 30 60 120 180

数值/（a.u） 11 234 11 329.5 11 455.7 11 218.3 11 178.1 11 405.8 11 397.5 11 121.6 11 254.1
 

  
表 3   检测时间浓度关系表（甲型流感抗原）

Tab. 3   Test time concentration relationship table（Influenza A antigen）

t/min 5 10 15 20 25 30 60 120 180

数值/（a.u） 4 947.8 4 950.4 4 959.0 4 994.9 4 983.3 4 961.3 4 978.9 4 980.0 4 970.1
  

2.3    重复性检测

为了验证试纸条的可靠性和稳定性，本研究

进行了重复性测试。使用样品稀释液将 3 种环境

病毒气溶胶标准品进行 1∶100 稀释，并将标准

品溶液滴到试纸条中，待 20 min 后使用环境病

毒检测仪检测 20 次，输出读取的数值。图 5 是

COVID-19 重组 N 蛋白、乙型流感抗原和甲型流

感抗原 3 种病毒样品的重复性测试结果统计图，

结果显示重复 20 次的结果基本趋于平稳。 

2.4    时间稳定性检测

为了验证试纸条的时间稳定性，选取了 3 个

不同病毒样品的 1∶100 稀释浓度样品溶液进行

测试，将溶液分别加载到试纸条上并充分反应。

待其处于稳定状态后，重复测试并记录各试纸条

的荧光强度读取数值。在 3 h 内重复测试各样

品 10 次，以第 1 轮的测定结果作为基准值。如

图 6 所示，（a）、（b）、（c）分别是 COVID-19 重

组 N 蛋白、乙型流感抗原、甲型流感抗原在

1∶100 的稀释浓度下的时间稳定性图。由图 6

可见，20 min 后的测量荧光强度数值与 20 min
时测得的荧光强度数值波动范围并不剧烈，3 种

标准品均有良好的时间稳定性，偏差最大的是乙

型流感抗原，在 180 min 时的偏差是 0.05%，综

合可见稳定性良好。 

3    结　论

本研究利用免疫层析试技术，采用量子点荧

光纳米微球作为新型标记物，设计了一种新型的

免疫层析试纸条，并开发出一种环境病原体检测

技术。这项技术的核心是利用不同颜色的量子点

荧光纳米微球，每种量子点荧光纳米微球都标记

有特定的抗体，能够针对不同的病原体进行检

测。通过与环境病毒检测仪器的紫外荧光分析模

块配合使用，可以快速、准确地检测出目标病原

体。选取了 3 种常见的病原体作为目标物：新冠

病毒 COVID-19、乙型流感和甲型流感。针对试

纸条的荧光强度、最小检测时间、可重复性以及

时间稳定性进行了深入的验证。实验结果表明，

该试纸条具有较小的检测时间，可在不同场所下
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应对各种突发情况，能够提供最大可能性的准确

检测结果。由于量子点荧光纳米微球标记的抗体

种类可以根据实际需要进行选择和更换，因此适

用于不同的病原体检测。此外，量子点荧光纳米

微球具有较强的光稳定性和化学稳定性，试纸条

具有较长的保存期限。当前，环境中的病原体已

经成为一项全球性的公共卫生问题。本研究所开

发的量子点荧光纳米微球免疫层析试纸条具有广

阔的应用前景。它可以被广泛应用于医疗、环境

卫生、食品安全等领域的病原体检测中。在未

来，将继续对该技术进行改进和优化，为保护人

民健康和安全做出更大的贡献。

 

(a) 最小测试时间曲线(COVID-19重组N蛋白)

(b) 最小测试时间曲线(乙型流感抗原)

(c) 最小测试时间曲线(甲型流感抗原)
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图 4   不同样品的最小测试时间曲线图

Fig. 4    Curve of minimum test time for different antigen
samples

 

(a) 重复性测试统计图(COVID-19重组N蛋白)
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(b) 重复性测试统计图(乙型流感抗原)

(c) 重复性测试统计图(甲型流感抗原) 
图 5   不同样品的重复性检测结果统计图

Fig. 5    Statistical graph of repeatability test results of different
samples
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(a) 标准品稳定性曲线(COVID-19重组蛋白)

(b) 标准品稳定性曲线(乙型流感抗原)

(c) 标准品稳定性曲线(甲型流感抗原)
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图 6   不同样品的稳定型曲线

Fig. 6    Stable curves of different samples
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