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引言 

侧向层析检测（Lateral flow assays, LFA）是一种免疫层析检测方法，广泛应用于病原体、毒素、环境污染物等物质的快速检测。
此类检测方法兼具易用性和准确性，非常适用于即时检测POCT市场。在本研究中，共采用了三种侧向层析检测。在样品垫预
处理时加入不同的表面活性剂，以考察各类表面活性剂对检测性能的影响。
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分类 在侧向层析检测中的功能

非离子型 增强或减弱检测线的信号强度  

提高或降低背景消除的速度  

减少非特异性结合  

提高样品垫的润湿性  

增强阻断效应

阳离子型

阴离子型

两性离子型

1. 表面活性剂的分类及其在侧向层析检测中的功能：

图1：不同形式的表面活性剂
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表面活性剂

Classification Function in Lateral Flow Assay

Non-ionic  Enhance or decrease the test line intensity 
 

 Accelerate or decelerate the background clearance 
 

 Reduce the unspecific binding 
 

 Increase wettability of the pad material 
 

 Support the blocking

Cationic

Anionic

Zwitterionic
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所选用的表面活性剂如表�所示。在侧向层析检测中，以下所有表面活性剂均用作样本垫预处理环节中的添加剂。

表1本研究所用表面活性剂的概述

商业名称 化学结构式 类型 GHS HLB 应用

Tween 20
(聚山梨酯 20)

非离子型 16.7 温和表面活性剂，常用
于侧向层析检测（LFA）

Brij 35 非离子型 16.9 性能优化1

Brij 58 非离子型 15.7 性能优化1

Tween 60 
(聚山梨酯 60)

非离子型 14.9 温和表面活性剂

Tergitol™ type 
NP-40

非离子型 17.8 背景清除和结合垫释放

IGEPAL®CA-630 非离子型 13.4 背景清除和结合垫释放

CHAPS
(3-[(3-胆酰胺丙基)
二甲基胺]-1-
丙烷磺酸盐)

两性离子型 / 蛋白增溶作用

SDS 
(十二烷基硫酸钠)

阴离子型 40.0 通常用于蛋白质化学

HLB：亲水亲油平衡值——值高亲水（水溶性）、值低疏水（油溶性）
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UniSart    膜® 表面活性剂
浓度

检测线信号和质控线信号（肉眼观察）

Tween 20 Brij 35 Brij 58 Tween 60 Tergitol™ 
type NP-40

IGEPAL® 
CA-630

CHAPS SDS

CN95
带背衬

低
中等
高
低
中等
高
低
中等
高
低
中等
高
低
中等
高
低
中等
高
低
中等
高
低
中等
高

CN110
带背衬

CN140
不带背衬

CN140
带背衬

CN150
白色背衬

CN150
透明背衬

CN180
带背衬

CN180DX
带背衬

低浓度：≤0.1%；中等浓度：0.2-0.5%；高浓度：≥0.5%

hCG检测示意图
胶体金标记抗-βhCG抗体

人绒毛膜促性腺激素

检测线：
抗α-hCG抗体

 质控线：
羊抗鼠IgG抗体

 

标准 颜色 说明

效果差 无信号/背景干扰严重

效果中等 低信号

效果佳 信号强/背景清洁 

表2使用不同表面活性剂的hCG检测的结果汇总

划线缓冲液：5 mM Borate, 150 mM NaCl, 1 % sucrose, pH 8.2
样品缓冲液：20 mM Tris-buffer, 150 mM NaCl, 0.05 % BSA, pH 8.2

2. 不同表面活性剂对UniSart® 诊断膜性能的影响

2.1 人绒毛膜促性腺激素检测：一个展示表面活性剂对信号强度和背景消除影响的示例

众所周知，hCG检测方法具有较高的可靠性和可重现性。因此，我们选用hCG检测来考察表面活性剂对信号强度和背景清除
的影响。按三种浓度水平添加表1中所列的表面活性剂：低浓度：≤0.1%（w/w）或（v/w）、中等浓度：0.2-0.5%（w/w）或（v/w）、高浓
度：≥0.5%（w/w）或（v/w）。使用半试纸条（half strip）分析法来简化检测过程。这一方法通常用于缓冲液条件的初始筛选（表2）。
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甲型流感检测示意图
乳胶微球标记抗甲型
流感抗体（400 nm） 

重组甲型流感
核蛋白

检测线：
抗-甲型流感抗体

 
质控线：
羊抗鼠IgG抗体

 

 
UniSart®

膜
CN95 
带背衬

CN140
 不带背衬

CN140 
带背衬

CN180 
带背衬

CN180 DX 
带背衬

表面活性剂
(0.25 % (w/w))

T20 NP40 T20 NP40 T20 NP40   T20  NP40     T20  NP40

质控线抗体

抗-甲型流感抗体

假阳性信号
T20: Tween 20; NP-40: TergitolTM type NP-40

A 非特异性结合的可能原因

CN95膜（带背衬）
10000x

B

C

划线缓冲液：5 mM Borate, 150 mM, NaCl, 1 % sucrose, pH 8.2
样品垫预处理缓冲液：100 mM Tris-buffer, 0.5 % BSA, 0.25 %
surfactants, pH 8.0
样品缓冲液：20 mM Tris-buffer, 150 mM NaCl, 0.05 % BSA, pH 8.2

就非离子表面活性剂而言，Brij 35、Brij 58、Tergitol™ type NP-40及IGEPAL® CA-630在所有测试的浓度范围内均实现了良
好的检测效果。Tween 20可使用低浓度和中等浓度，而对于Tween 60，建议仅使用中等浓度。在高浓度下，两种Tween表面活
性剂都会产生假阳性信号。其原因可能在于，高浓度的Tween表面活性剂会吸附在胶体金纳米粒子表面，从而影响了偶联抗
体的吸附2。两性离子表面活性剂CHAPS仅在较高浓度下才能优化层析检测的效果。阴离子表面活性剂十二烷基硫酸钠

（SDS）在信号强度或背景清除方面的作用不如其他表面活性剂。其原因可能因为十二烷基硫酸钠（SDS）会造成蛋白质变性。
选用Tergitol™ type NP-40 和IGEPAL® CA-630以替代Triton X-100。

2.2 通过甲型流感（flu A）检测来考察表面活性剂对非特异性结合的影响

在人绒毛膜促性腺激素检测中，中等浓度（0.25%（w/w））的Tween 20显示出良好的检测性能。然而，在甲型流感检测中使用相
同浓度的Tween 20，却产生了假阳性信号。在甲型流感检测系统中，采用直径为 400 nm的乳胶微球与抗体进行化学偶联。在
检测过程中，这种大直径乳胶微球可能会导致聚集或非特异性结合。非特异性结合（假阳性）的可能原因如图2B所示。使用中
等浓度的Tergitol™ type Np-40可以解决非特异性结合的问题，优化检测结果（图2C）。

图2 表面活性剂对甲型流感检测的影响

分析物与硝酸纤维素膜产生非特
异性结合。之后，微球偶联物会
与这些分析物结合3。

微球偶联物的聚合物很容易嵌入
硝酸纤维素膜的孔隙中3 

微球偶联物通过疏水作用力和静
电作用力3与硝酸纤维素膜产生非
特异性结合。 
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信号强度量级（a.u.）

Unisart® 

膜
Tween 20 Brij 35 Brij 58 Tween 60 Tergitol™ type 

NP-40
IGEPAL® CA-630 

蛋白 G 蛋白 A 蛋白 G 蛋白 A 蛋白 G 蛋白 A 蛋白 G 蛋白 A 蛋白 G 蛋白 A 蛋白 G 蛋白 A

CN95 
带背衬 +++++ ++++++ ++ +++++ ++++ +++ ++++++ ++++ + + +++ ++

CN110 
带背衬 +++++ +++++ +++ ++++ ++++ ++ ++++++ ++++++ ++ + + +++

CN140 
不带背衬 ++++++ ++++++ ++++ ++++++ +++ ++++ +++++ +++ + + ++ ++

CN140 
带背衬 ++++++ ++++++ +++ ++++++ +++++ ++++ ++++ +++ + ++ ++ +

CN150 
白色背衬 ++++++ +++ +++ +++ ++++ ++++ +++++ ++++++ + ++ ++ +

CN150 
透明背衬 ++++++ ++++ ++++ ++++ +++ +++ +++++ ++++++ + + ++ ++

CN180
带背衬 +++++ ++++++ ++++++ ++++++ +++ ++ ++++ +++ + + ++ ++++

CN180DX 
带背衬 ++++ +++++ ++++++ +++++ +++++ +++ ++ ++++ + + +++ ++

++++++ : 相互作用最强, + : 相互作用最弱

蛋白G和蛋白A检测示意图
胶体金标记抗-βhCG抗体

检测线：
蛋白G/A

 质控线：
羊抗鼠IgG抗体

 

检测线强度高=蛋白G/A与抗体相互作用强
检测线强度低=蛋白G/A与抗体相互作用弱

表3使用不同表面活性剂时，蛋白G/A与抗体相互作用的检测结果汇总

蛋白G划线缓冲液：100 mM Citrate, pH 5
蛋白A划线缓冲液：5 mM Borate, 150 mM NaCl, 1 % sucrose, pH 8.2
样品垫预处理缓冲液：100 mM Tris-buffer, 0.5 % BSA, 0.25 % surfactants, pH 8.0
样品缓冲液：20 mM Tris-buffer, 150 mM NaCl, 0.05 % BSA, pH 8.2

2.3 蛋白G和蛋白A检测：一个展示表面活性剂对载体蛋白与抗体相互作用影响的示例

在侧向层析检测中，蛋白G和蛋白A通常用于增强灵敏度。这两种蛋白均可与抗体的Fc片段发生相互作用，可使检测蛋白更好
地结合在膜表面。在此类检测中，蛋白G/A与抗体的复合物通过蛋白G/A固定在硝酸纤维素膜上。因此，分析蛋白G/A在膜上
的固定及其与抗体的相互作用对优化检测效果具有重要意义。本检测中，我们评估了表面活性剂对蛋白质G/A及其与抗体相
互作用的影响（表3）。表面活性剂的浓度采用0.25%（w/w）或（v/w），因为该浓度在人绒毛膜促性腺激素检测中实现了良好的
检测效果。
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结论

表面活性剂对检测性能的影响不仅取决于测定方法和膜的种类，也取决于表面活性剂本身的类型和浓度。使用高浓度表面活
性剂时必须考虑生产成本因素。因此，建议对多种表面活性剂和浓度水平进行筛选，以确保最佳性能。
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