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摘 要 建立快速、准确、简便易行的病害早期快速检测技术，是从事动物疫病防控研究工作者和 

产业界人士的迫切愿望。自从开辟免疫分析技术以来，越来越多更灵敏、更便捷的免疫分析方法被开 

发出来，以胶体金免疫层析法为基础建立起来的快速检测试纸 ，被认 为是 当前最快捷 、高敏感的一种 

免疫学检测技术。该项技术真正实现了快速简易检测靶目标，并已在畜牧业中得到普及应用，成为当 

前畜禽病害早期 防控的最有效方法之一。本文就该项技术在畜牧兽 医领域的研 究进展 、应用现状、发 

展前景进行 了介绍、分析和讨论 ，旨在为水产养殖动物病 害的早期诊 断提供借鉴 ，以期获得一种适用 

于水产动物病害的、专用的快速检测新技术和新产品。 
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Progress and prospect of colloidal gold—based immunochromatographic 

lateral flow assay and its application in aquaculture 
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( Qingdao Key Laboratory for Marine Fish Breeding and Biotechnology， 

Yellow Sea Fisheries Research Institute，Chinese Academy of Fishery Sciences，266071) 
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ABSTRACT Immunoassays are demonstrated to be simple，rapid，and cost effective． For 

the past decades，more and more techniques are being developed which combine the advantages 

of approaches in highly powerful analytical tools．The convenience and speed of the test have 

been achieved by a novel concept of colloidal gold—based immunochromatographic assay，which 

depends on the transport of a color—labeled reactant to its binding partner immobilized on the 

surfaces of the membrane．This new technique has been proved to be a well—established and ap— 

propriate technique for a variety of point—of-care and field—use applications，which was widely 

used as a convenient test for human being and terrestrial animal diseases in nowadays．In this 

paper，progress on the study of this new technique has been summarized in detaiI，which focu一 
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ses on its principle，application and development． Based on these，its practicability in aquatic 

animal is also introduced．It would provide a new point of view on the innovation of simple and 

fast detection of disease in aquaculture． 

KEY WORDS Colloidal gold Immunochromatograghy Disease detection 

Aquaculture 

免疫学诊断方法不仅检出率高，而且反应快速，在医学、兽医及水产领域已经得到广泛应用。但是对于养 

殖动物，尤其生活在水体中的鱼类，至今尚无一种真正达到高效、快捷、简便的病害早期检测方法。传统的经典 

免疫学诊断方法主要包括免疫沉淀反应(免疫扩散、免疫电泳等)、免疫凝集试验、标记抗体技术(酶标抗体、放 

射性标记抗体、荧光及发光标记抗体等)、与补体相关的实验、中和试验、免疫 PCR技术等(朱立平等 2000)。 

虽然已经建立了多种检测方法，但都各有一定的局限性，最突出不足就是操作繁琐、检测周期长、需要专业人员 

进行操作等。因而快速、简便易行、准确的检测方法就成为水产养殖业者最迫切的需求。 

根据胶体金免疫层析原理制成的检测试纸，被认为是当前实现快速简易检测靶 目标的有效途径之一。该 

方法是在胶体金标记技术(Faulk et a1． 1971)和免疫层析技术(Weller 2000)发展的基础上，结合单克隆抗 

体技术和新材料技术，于 20世纪 90年代发展起来的一项新型体外诊断技术。该技术由Beggs等(1990)最先 

用于人绒毛膜促性腺激素(HcG)的测定，具有便捷、灵敏、安全、低成本等特点，是理想的即时检测(Point—of- 

care test，POCT)和现场检测技术(May et a1． 1991；Paek et a1． 2000)。目前，该方法以其快速简便、可肉 

眼判断、灵敏度高、特异性强 、稳定性好、适宜操作人群广等优点 ，已广泛应用于医学和兽医领域 。 

我国是渔业生产大国，近年来，随着养殖密度的加大，水生动物病害日益加剧，而早期快速检测技术和手段 

又远远落后于畜牧业和医学领域，成为困扰养殖业发展的一大难题。因此，寻求快速、灵敏、准确、简便易行的 

早期快速检测方法迫在眉睫。作者受到医学及兽医学领域已经成熟应用快速检测试纸技术的启示，认为该项 

技术如经研究再创新，预期可以在水产养殖领域得到广泛应用。本文详细介绍了以胶体金免疫层析法为基础 

建立的检测试纸快速检测原理及其应用效果，初步探讨了该技术在水产养殖中应用的可行性，为其进一步研究 

和开发提供科学依据 。 

1 胶体金免疫层析技术原理概述 

胶体金标记技术是继荧光素、放射性同位素和酶等三大标记技术后发展起来的固相标记测定技术，现已发 

展到被动凝集试验、光镜染色、免疫印迹、免疫斑点渗滤法和免疫层析技术等，后二者广泛应用于医学检验和快 

速诊断。胶体金(Colloidal gold)是氯金酸在还原剂作用下聚合成的金颗粒，其特点是：根据需要制备大小不同 

的金颗粒(直径在 1～150 nm之间)，颜色为桔红色到紫红色，具有高电子密度、介电特性和催化作用，能与多 

种生物大分子结合，且不影响其生物活性。1857年，Faraday采用还原法从氯金酸水溶液中制备出胶体金，奠 

定了胶体金制备及应用的基础。1962年，Feldherr等第一次介绍了胶体金可作为一种电子显微镜水平的示踪 

标记物。1971年，Faulk等把胶体金引入免疫化学，这一年被公认是免疫胶体金技术诞生的一年。近年来，根 

据胶体金的物理化学性质，研究人员进一步拓展基于胶体金标记的生物检测技术及在其他生物学方面的应用 

(冯 娟等 2005)。 

免疫层析(Immunochromatograghy，IC)，是 20世纪8O年代初发展起来的一种快速免疫分析技术(wel1er 

2000)。它的原理是：借助毛细作用，样品在条状纤维制成的膜上泳动，其中的待测物与膜上一定区域的配体结 

合，通过酶促显色反应或直接使用着色标记物，短时问(1～5 min)便可得到直观的结果。 

胶体金免疫层析技术则是在胶体金标记技术和免疫层析技术发展的基础上，结合单克隆抗体技术和新材 

料技术，于 20世纪 9O年代发展起来的一项新型体外诊断技术。它以胶体金为标记物，利用特异性抗原抗体反 

应，在层析反应过程中，通过带颜色的胶体金颗粒来放大免疫反应系统，使反应结果在固相载体上直接显示出 

来。该技术的载体——检测试纸，具有检测时间仅需数分钟、无需任何附加试剂和设备、操作简单等特点，解决 

了传统检测方法费时(数小时至数天)、成本高(需昂贵仪器或试剂)、操作复杂等问题，真正实现了长期以来人 
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们在检测技术领域所追求的 陕速、简便、特异、敏感”的目标。该检测技术已在人医和兽医得到普遍使用，研究 

技术成熟 ，最经典的应用就是早孕检测试纸(Beggs et a1． 1990)。 

典型的检测试纸分为 4个部 

分 ：样品垫、结合垫 (吸附胶体金 

标记物)、检测膜 (含有检测线 印 

迹和对照线印迹)和吸收垫 ，分别 

由吸附不同反应试剂的多孔材料 

组成。为方便操作和贮藏，上述 

材料通常按照一定的重叠关系粘 

贴于半硬式粘性底 衬上 ，在样 品 

垫 、结合垫和吸收垫顶端覆盖有 

塑料保 护 膜 (图 1)。其 工作 程 

序 ：检测时将试纸样 品端插入样 

品溶液 ，样品垫 中的待检溶液通 

过虹吸作用扩散 至结合垫 ，再水 

化其吸附的胶体金 标记物，并带 

动胶体金标记物与分析物一起向 

检测膜扩散 ，最终渗透到吸收垫 ， 

待检溶液中的分析物在扩散过程 

中与胶体金标记物相结合，形成 

胶体金标记物一分析物的复合物 ， 

该复合物可被检测膜上的分析物 

特异性抗体印迹(检测线 )捕获和 

富集 ，形成明显的红棕色检测标 

记“l”，未与检测印迹结合的多余 

胶体金标记物继续 扩散，被检测 

膜上的胶体金标记物特异性抗体 

印迹(对照线)固定 ，形成红棕色 

对照标记“l”，两种标记组合叠 

图 1 检测试纸的侧面和正面结构(Zhang et a1． 2009) 

Fig．1 The lateral flow strip structure：lateral(top)and 

over(bottom)views of a lateral flow strip 

：Blolleda n【jb0d PA： o ：Anab|e 

图 2 抗原／抗体快速检测试纸的反应原理(Zhang et a1． 2009) 

Fig．2 Principles of the lateral flow strip test for 

the detection of antigens or antibodies 

加，形成两条红棕色阳性标记“l I”；反之，没有胶体金标记物一分析物复合物形成，则不能与检测印迹相结合，此 

时只有胶体金标记物与对照印迹相结合 ，形成阴性标记“l”；如果检测膜上没有红棕色标记显示 ，则表明检测失 

败或免疫试纸失效(张改平等 2009；Zhang et a1． 2009)。检测试纸的技术原理见图 2所示。 

2 在人医及畜牧兽医领域的研发应用现状 

进入 20世纪 9O年代 以来 ，胶体金免疫层析快速检测技术在生物医学领域逐渐发展 ，而在人体医学特别是 

医学检验中得到了广泛应用。主要包括激素检测、药物滥用检测、疾病相关蛋白检测、抗原或抗体检测等，如激 

素(早孕、I H等)、传染病病原的抗体和抗原(甲肝、乙肝、丙肝、艾滋病、乙脑、流感等)、性病(梅毒螺旋体抗体、 

淋球菌等)、细菌(结核杆菌抗体、沙门氏菌抗体等)、寄生虫(弓形虫、包虫、血吸虫、人囊虫等)、肿瘤标记物(甲 

胎蛋白、血清癌胚抗原等)、心血管病检测标记物 (血清心肌钙蛋 白等)以及大麻 、吗啡、海洛 因等(王 中民等 

2001；孔繁德等 2002；Spielberg et a1． 1989；Wang et a1． 2009；Omidfar et a1． 2010)。该快速诊断技 

术特别适合于广大基层单位、医院、野外作业人员以及大批量、时间紧的检测和大面积普查等，显示出巨大的发 

展潜力和应用前景，被认为是微生物和传染病及寄生虫病诊断技术标准化最有前途的新技术之一。 

近年来，随着免疫层析快速诊断检测技术的不断提高和养殖业对疾病检测要求的不断提升，免疫层析快速 
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诊断试纸在动物疾病诊断中也得到了广泛的应用。国内多家科研院所已经开展了卓有成效的相关工作(张改 

平等 2009)，成功研制了动物疫病及人兽共患病快速检测试纸和动物源食品安全快速检测试纸系列产品(张 

改平等 2003；Zhang et a1． 2005、2006a，b、2009)。在病毒性疾病方面，张改平等(2004)首先利用抗传染性 

法氏囊病病毒单克隆抗体研制成功传染性法氏囊病快速诊断试纸条，并取得国家发明专利和二类新兽药证书； 

随后，禽流感、猪伪狂犬病、口蹄疫、猪繁殖与呼吸综合征、新城疫、猪瘟等动物疫病的快速诊断试纸相继报道。 

王爱华等(2005)制备的鸡减蛋综合征病毒(EDSV)胶体金试纸条，能检出浓度约为 1．35t~g／ml的纯化 EDSV。 

边传周等(2006)以原核表达的猪伪狂犬病毒 gE抗原建立胶体金免疫层析法检测猪伪狂犬病抗体，灵敏度与 

美国IDEXX酶免试剂相当。在其他动物疫病方面，李学伍等(2004)以旋毛虫重组分泌抗原(Excreting seere— 

tion，ES)为基础研制出旋毛虫病快速检测试纸条 ，其敏感性与 ELISA相当，与 ELISA及 胃蛋 白酶消化法 的 

检测结果符合率为 100 。唐雨德等(2003、2004)分别利用纯化的囊虫抗原和抗囊虫单克隆抗体，以胶体金免 

疫层析法检测猪血清和囊液中的抗体和囊虫循环抗原，检测结果与 ELISA的符合率分别达 96．8 和 100 ， 

对抗原的最低检测量为 10 ng。陈 琼等(2006)利用提纯的兔抗沙门氏菌IgG建立了检测沙门氏菌的快速检 

测试纸条 ，对沙门氏菌的最低检测量为 2．3×10 CFU／ml。李恪梅等(2006)用提纯的布氏杆菌蛋 白衍化物为 

检测抗原 ，胶体金标记 Protein A建立检测人和不同动物血液样品中的抗布氏菌抗体的对布 氏杆菌胶体金免 

疫层析快速检测板。2003年法国巴斯德研究所 Chanteau等研制出鼠疫快速诊断试纸条 ，证实其敏感性与特 

异性都超过了 ELISA等现有的诊断方法。王 鹏等(2006)用胶体金标记鼠疫耶尔森菌 F1单克隆抗体，建立 
一 种快速、简易的检测鼠疫 F1抗原的胶体金免疫层析法，检测粗制 Fl抗原的浓度可达 0．5 ng／ml，最小检出 

细菌量为 1O万个。这些研究成果使兽医临床诊断的手段发生革命性的变化，目前已受到国际相关领域专家的 

关注，并成功带动了国内兽医学界相关研究的快速发展 。 

随着国内外对食品安全和无公害食品的 日益重视 ，食品的快速检测技术研究已成为当前一大热点 。而胶 

体金免疫层析快速检测技术由于具有低成本、高质量、灵敏特异、易推广应用等优势，已在食品质量控制和食品 

安全快速检测领域崭露头角。胶体金免疫层析快速检测技术也已应用于小分子物质的检测，如毒素、药物残 

留、环境检测、违禁药物检测等非临床检测领域(吴 刚等 2007；Zhang et a1． 2006b；Wang et a1． 2009； 

Wu et a1． 2010)。目前，国内外市场上已开发出黄曲霉毒素 B。、氯霉素、链霉素、瘦肉精(盐酸克伦特罗)、喹 

乙醇、磺胺甲 唑等检测试纸。由于食品安全快速检测产品的需求市场巨大，进一步开展相关领域的研究，将 

对改善食品质量与安全，提高国民健康水平 ，起到不容忽视的作用。 

3 水产病害检测现状与胶体金免疫层析技术的应用 

随着我国水产集约化养殖业的迅速扩大，日趋严重的病害威胁已经成为影响产业发展的主要瓶颈之一；与 

此同时，随着人们对于食品安全和环境保护意识的不断增强，选择科学合理、绿色环保的养殖模式已是今日养 

殖业发展的主要方向。为此要求养殖业者务必做好生产全过程的病害防治工作，尤其早期预防至关重要，因而 

建立水产病害快速准确的检测方法 、建立早期诊断技术就成为当前防控病害威胁最为紧迫的任务之一。 

当前 ，水生动物病害的诊断检测方法主要包括病原学和血清学检测(肖克宇等 2007)。病原检测通常包 

括病原分离及生理生化鉴定、病毒核酸成分检测等，目前普遍使用的有 PCR技术、Real—time PCR诊断技术、 

Lamp扩增技术，以及 16S rRNA基因探针杂交技术等。而以抗原抗体特异性结合为基础而设计的各种血清 

学实验，也已广泛应用于鱼类各种传染性疾病和部分寄生虫的诊断，主要包括血凝和血凝抑制试验、ELISA、中 

和试验、免疫荧光技术等。但是这些检测方法由于操作繁琐、检测周期长、检测成本高等原因而在实际应用中 

受到很大的限制。因此，建立快速、灵敏、准确、简便易行的早期快速检测方法已是水产界刻不容缓的需求。 

以胶体金免疫层析原理建立起来的快速检测试纸，不需要专业技能和仪器，操作简单，易于推广，现已在我国 

水产领域得到了初步尝试。何艳玲等(2007)建立了水产品中O1群霍乱弧菌 Vibrio choleae的胶体金免疫层析快 

速检测方法，该方法检测水产品中O1群霍乱弧菌的灵敏度为 10 CFU／ml，与食品中常见的致病菌无交叉反应； 

检测的假阳性率为6．25 ，表明该方法操作简便，灵敏度高，特异性强，准确率高，适用于水产品质量安全的快速 

检测。Cheng等(2007)建立了对虾白斑综合征病毒(WSSV)的胶体金免疫层析快速检测试纸的制备技术，结果表 
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明，该方法的测定结果与PCR检测结果一致。但是迄今为止，尚未见有其他水产领域，尤其在海水养殖动物中的 

相关报道。目前，作者基于该技术的优势及其在水产动物养殖领域中应用的可行性，在“国家鲆鲽类产业技术体 

系”和“农业部公益性行业科研重大专项”及“山东省博士后创新项目专项资金”资助下，已经开展了海水鱼类重要 

疾病的快速检测技术的探索和研发 ，以期建立起适于海水鱼类疾病早期快速检测的新技术。 

基于目前胶体金免疫层析快速诊断技术的研究应用现状，今后该技术的发展将主要集中于：首先，检测试 

纸的最大优势在于能简便快捷测定靶目标，在此基础上进一步加强其检测的敏感性和特异性：(1)采用信号放 

大系统，如生物素 亲和素系统或免疫金银染色法进行银加强等，结合相应的简单检测仪器，进一步提高检测 

灵敏度，拓宽检测范围。(2)采用新的标记系统，如荧光标记、量子点标记等。(3)与分子生物学方法结合，检 

测病原的核酸 ，如 PCR一试纸 、I AMP(环介导等温扩增)一试纸 ，即先对 目的片段进行扩增并进行标记 ，再以试纸 

检测其特异性核酸。第二，在同一膜上作多种项目测定和多项目的组合测定，实现检测多元化。第三，结合酶 

显色以及借助简单仪器(如比色计等)实现半定量或定量检测。在达到检测快速而简便的前提下，今后应尽可 

能提高检测的特异性和敏感度 ，减少假阳性和假阴性 ，这对用于 自检的免疫层析产品极其重要 。当前 ，该项病 

害快速检测技术在人医和兽医领域已被广泛应用并得到迅速发展 ，而在水产领域 目前仅见少量零星研发报道 。 

今后如将该项技术引入水产领域，建立适于水产动物特点的快速检测技术，并形成水产专用的快速检测试纸产 

品，则不仅可以改变水产动物病害早期检测技术的落后面貌，而且还可以大幅度地提高早期诊断水平。因此可 

以预见其发展空间非常巨大。 

4 快速检测试纸在水产领域的开发应用前景 

近些年来 ，我 国的水产养殖业发展非常迅速 。但是由于养殖规模的无序扩大、养殖密度的随意增高而造成 

养殖环境日益恶化，以及尚无有效的早期检测和诊断方法，致使多种病害入侵、蔓延，经济损失也随之大幅度上 

升。2004~2006年，我国水产养殖动物病害监测到的疾病，分别有 126、201和 214种；造成的经济损失分别达 

到 151．44、110和 115．08亿元(汪开毓等 2009)。据分析 ，造成水产动物疾病暴发和流行 的因素很多，其根本 

原 因在于不能对病害进行早期诊断，往往贻误有效治疗时机 。因此，产学研各界十分期待可应用于水产动物病 

害早期快速检测试纸的面世 ，以利于水产养殖业建立一种全新概念的病害快速检测和诊断的新模式 。 

胶体金免疫层析快速检测技术，可避免需要专业技术人员、需要专用设备才能检测的繁琐过程，易于普及 

推广。这种新概念的检测原理和方法，完全可以向水产业延伸，预测将可研制生产适用于鱼、虾、贝类等水产动 

物系列病害(包括真菌性、细菌性、病毒性及寄生虫性等)、药物残留、饲料原料掺假、饲料添加剂的安全性快速 

评估、抗体水平 、激素水平、性别鉴定等多种用途的检测试纸 ，并可以进行定性、半定量和定量检测靶 目标含量。 

此外 ，该技术也可以应用于海洋污染物的检测和海洋环境监测 。国家海洋局发布的《2009年中国海洋环 

境质量公报》显示 ，包括辽东湾、渤海湾 、莱州湾、长江口、杭州湾 、珠江 口和部分大 中城市近岸局部水域都 已受 

到严重污染，主要污染物依然是无机氮、活性磷酸盐和石油类。这些海洋污染物(视为小分子半抗原)经过改造 

后同样可以应用胶体金免疫层析检测技术进行检测 。另外 ，环境 内分泌干扰素的污染也是海洋污染的重要方 

面，评价其污染的重要生物标志物是卵黄蛋白原，也可通过胶体金免疫层析检测技术对其进行检测，从而达到 

对水环境的监测 。总体而言，由于该项技术操作简单 ，易于普及 ，亦可为海洋污染物检测和海洋环境监测方法 

的标准化提供新途径 。 

综上所述，胶体金免疫层析快速检测技术方兴未艾，不仅可以为疾病的早发现 、早诊断、早治疗提供快捷手 

段，更重要的是可以为水产养殖业的可持续发展和保障食品质量安全提供重要的技术支撑，其技术经济价值、 

产业需求和发展前景不可限量。 
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