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  摘 要:即时检测(POCT)作为一种可以即时开展标本采集、就地进行检测反应并得到结果判读的技术方

法,在现场快速检测方面发挥着越来越重要的作用。纸是一种轻薄、柔韧、廉价、易加工的常见材料,基于纸基

功能材料的生物传感技术在POCT中展现出广阔的应用前景。该文结合近年来纸基生物传感技术在POCT
中的前沿研究成果,围绕纸基的材料,纸基功能材料生物传感的分类、流体控制,以及比色、电化学、电化学发

光、荧光及拉曼光谱等纸基功能材料生物传感技术在POCT中的应用进行了综述。
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Abstract:Point-of-care

 

testing
 

(POCT),as
 

a
 

technical
 

method
 

that
 

can
 

carry
 

out
 

sample
 

collection,test
 

detection
 

in
 

situ
 

and
 

obtain
 

result
 

interpretation
 

in
 

real
 

time,plays
 

a
 

more
 

and
 

more
 

important
 

role
 

in
 

on-site
 

rapid
 

detection.Paper
 

is
 

a
 

light,flexible,cheap
 

and
 

easy
 

to
 

process
 

common
 

material.The
 

biosensor
 

technolo-
gy

 

based
 

on
 

paper-based
 

functional
 

materials
 

shows
 

a
 

broad
 

application
 

prospect
 

in
 

POCT.Combined
 

with
 

the
 

frontier
 

research
 

results
 

of
 

paper-based
 

biosensor
 

technology
 

in
 

POCT
 

in
 

recent
 

years,this
 

paper
 

summarizes
 

the
 

paper-based
 

materials,the
 

classification
 

of
 

paper-based
 

functional
 

materials,fluid
 

control,and
 

the
 

applica-
tion

 

of
 

paper-based
 

functional
 

materials
 

biosensor
 

technology
 

in
 

POCT,such
 

as
 

colorimetry,electrochemistry,
electrochemiluminescence,fluorescence

 

and
 

Raman
 

spectroscopy.
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  即时检测(POCT)作为

一种可以在现场快速完成标

本采集、检测反应和结果读取

判别的技术方法,具有快速、
简便、高度集成,不依赖仪器

设备和专业工作人员等特点,
为基层医疗机构公共卫生监

控、家庭保健、疾病预防、食
品、环境等现场快速检测提供

了可能。近年来,新型冠状病毒肺炎(COVID-19)的

大流行对POCT技术提出了更高的要求[1-2]。以新型

冠状病毒(SARS-CoV-2)检测为例,快速、及时、准确

地检测是控制疫情流行的首要关键步骤,这不仅提高

了患者的存活率,而且还能够辅助及时有效地控制疫

情流行,就全球防疫工作实践而言,POCT技术在疾

病诊断中发挥了至关重要的作用。因此,2021年12
月28日,工信部等十部门联合印发《“十四五”医疗装

备产业发展规划》,提出2025年医疗装备产业发展的

总体目标及2035年远景目标,其中POCT装备为我

国未来5年医疗装备产业发展的目标之一,如何建立
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新型POCT方法已成为目前亟待解决的问题。
纸作为一种常见的材料,拥有轻薄、柔韧、廉价、

使用广泛、易加工、环保等固有特性,而纸的上述特性

也逐渐被研究学者重视。MARTINEZ等[3]在2007
年将色谱纸光刻胶图案化,使疏水聚合物包围亲水性

纸张,由此创建对生物流体可控的毫米级别通道,建
立了一种简便、低成本的纸基传感技术,实现了一张

试纸条上多靶标同时检测。该篇报道被广泛认为是

纸基功能材料用于POCT发展历程上的重要节点,自
此之后纸基功能材料的生物传感技术在基本材料及

检测方式等方面进入了高速发展阶段。相比于传统

的检测技术,纸基功能材料的生物传感技术具有以下

优势:(1)依靠纸纤维素的毛细管力实现了液体在纸

质中流动,无须外加动力源,无须使用检测过程中的

外接设备;(2)纸基多孔薄膜型结构有筛选、分离等功

能,可实现病原微生物核酸的有效提取;(3)纸质很容

易被加工,且造价低廉。因此,纸基功能材料的生物

传感技术在POCT中展现出巨大的应用潜力。
因此,本文围绕纸基材料,纸基功能材料生物传

感器的分类、液流控制,以及比色、电化学、电化学发

光、荧光及拉曼光谱等纸基功能材料生物传感技术在

POCT中的应用进行了综述。
1 纸基材料

从17世纪英国著名化学家波义耳,因为紫罗兰

而发明测试酸碱度的石蕊试纸之后,纸基在以原始植

物纤维为主要原料的基础上衍生出了多种材料并随

之赋予了新的理化特性,纸张的定义也变得更加宽

泛。按照纸基的基本材料可分为3类:纤维素类、改
性或复合的纤维素类、非纤维素类。
1.1 纤维素类 纤维素是一种亲水性极性的聚合

物,可以与其他带电或极性实体形成强烈的非共价相

互作用。研究人员利用这一特性进行纸质的直接酶

联免疫吸附试验(ELISA)[4]。纤维素纸基检测设备

通常应用于干化学试纸的制备,传统制备方法是将检

测试剂浸润纸质载体,待干燥后使用。例如,用酸碱

度指示剂浸润吸水性良好的纸条,干燥后可作为便携

式pH检测试纸条。在临床检测中的应用常见于各

类多联尿液干化学试纸条。
1.2 改性或复合的纤维素类 纤维素大分子链上的

每一个葡萄糖基都有3个羟基,这些羟基能与酸类起

酯化反应,与硝酸生成的产物称为硝化纤维素(NC),
有纤维素骨架的硝化纤维素还具有两性离子硝基基

团,与生物分子具有更强的非共价相互作用,其作为

固相结构被广泛应用在侧向层析免疫分析中[5-6]。纤

维素与其他材料复合可以制备功能更为广泛的材料,
XU等[7]将纤维素与碳量子点杂化制备了一种图案化

荧光薄膜材料。
1.3 非纤维素类 由于学科交叉不断延伸,特别是

材料学的突飞猛进,“纸”的定义更加宽泛,边界也更

为模糊。一些材料因符合纸的某些特性,被称为类

纸。聚二甲基硅氧烷(PDMS)是一种疏水类的有机硅

物料,具有生理惰性、电绝缘性、疏水性好及抗剪切能

力等特性。与普通硅基材料相比,PDMS的成本更

低,在合适温度下更容易在模板上固化[8]。玻璃滤纸

具有良好的光学性质和生物相容性,随着3D打印技

术 的 不 断 突 破,玻 璃 微 构 造 也 有 了 新 的 突 破,
TOOMBS等[9]利用一项体积光固化3D打印玻璃微

结构可精确到50
 

μm,与其他基于层的3D打印工艺

相比,能够制造出具有更光滑表面的物体,从而减少

了断裂的可能性,此项技术的应用为玻璃作为类纸材

料提供了更广阔的应用空间。
2 纸基功能材料的生物传感器的分类

根据纸基构造和装置中流体流动方式可以大致

划分为一维、二维、三维的纸基功能材料的生物传

感器。
2.1 一维纸基功能材料的生物传感器———侧流层析

分析装置(LFA) 最经典的LFA是检测人绒毛膜促

性腺激素层析试纸条,该装置被广泛应用于早孕诊断

并沿用至今。LFA由5个部分组成,包括最底部的支

撑底板,往上依次是样品垫、结合垫、层析膜和吸水

垫。待测流体由样品垫快速吸收,在毛细管作用下向

结合垫侧向流动;待测流体中如含有检测靶标则在结

合垫上与生物活性材料的标志物形成复合物之后,继
续沿层析膜移动依次浸润通过层析膜上固定的“检测

线”(T线)和“质控线”(C线),线上均匀分布可结合

靶标复合物的显色物,肉眼可直观判断检测结果;吸
水垫为吸水材料用于吸收多余的待检样品,并促使足

量的待检物通过在层析膜。基于CRISPR-Cas9介导

的SARS-CoV-2双基因同步诊断LFA结构示意图见

图1[2]。LFA的各部件组合在一起以提供连续的一

维流动,尽管LFA具有便携性和原位测试等优点,但
它们在多个维度上执行复杂流体操作的能力有限。

图1  基于CRISPR-Cas9介导的SARS-CoV-2双基因

同步诊断LFA结构示意图

2.2 二维纸基功能材料的生物传感器———2D-微流

控纸基分析设备(μPADs) μPAD是指在同一水平

维度上同时进行多项目检测。MARTINEZ等[3]在

2007年报道,通过对葡萄糖和蛋白质两个项目检测展

示了2D-μPAD的生物分析。MARTINEZ将光刻胶
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图案化到色谱纸上,形成由疏水线隔开的亲水纸的限

定区域,由于所产生毫米大小通道的毛细管作用,对
生物流体的空间进行了控制,使流体能够在没有泵送

的情况下传输,见图2。随着检测通道的增加,样品池

由既往纸基检测的一端改变到μPAD 中央。ABE
等[10]通过喷墨蚀刻在滤纸上制造三维亲水性微流控

图案(550
 

μm流道)和传感区域(1.5
 

mm×1.5
 

mm
正方形),制作了一个微流控多分析物化学传感装置,
用于同时测定尿液中pH 值、总蛋白和葡萄糖。LI
等[11]利用压电陶瓷换能器驱动器和玻璃喷嘴进行喷

蜡的方式制造纸基微流控传感器,成功实现了葡萄

糖、蛋白质和pH 值的多重测定。但2D-μPAD的检

测通道不论如何增加,在同一维度始终存在反应过程

单一性的限制,为解决这一问题,3D-μPAD引入了垂

直分量来流动。

  注:较暗的线条用光刻胶固化;较轻的区域是未曝光的纸张。

图2  用光刻胶图案化的色谱纸结构示意图

2.3 三维纸基功能材料的生物传感器———3D-μPAD
 3D-μPAD利用纸基具有折叠、弯曲和扭转的特性

可以实现二维到三维的转变,维度的增加使纸基不同

层面之间创建微流控通道的连接,形成多层流体网

络,在多个检测区域同时快速定量不同分析物。与

2D-μPAD相比,3D-μPAD提供了多重和多步骤分析

等更为便捷的操作功能。SHEN等[12]采用蜡屏障和

“纸桥”制备了一种具有5个单独通道的场效应晶体

管/化学电阻生物传感器,传感器可以将样品平均分

到每个内置微流通道,并实现人血清清蛋白(HSA)和
人免疫球蛋白G(hIgG)的超敏检测。SUN等[13]开发

了一个多功能自动驱动的多路纸质集成平台,用于胃

肠瘘的超快速检测。该设备为非对称聚砜血浆分离

膜制成的3D-μPAD,集成了血浆分离、自动进样和特

异性检测3项功能,见图3。为进一步提高纸基中液

体的流动速度,CHANNON等[14]通过光学和电化学

对流体动力学进行研究,并与μPAD内已建立的流动

理论进行了比较,建立了多层μPAD作为在自泵送纸

设备中产生增强流速的方法。与典型的1层μPAD
设计相比,通过精确控制2层纸设备中的通道高度,
流速可增加168倍。

3 纸基功能材料生物传感器的液流控制

阀门是纸基功能材料生物传感器液流启停控制

的重要工具,在多步分析和定时试剂输送中发挥着重

要作用,按照阀门发挥作用的主、被动形式其大致可

划分为手动阀门和自动阀门。

3.1 手动阀门 手动阀门通常是人工对纸基装置的

组成元件进行折叠、滑动或旋转的操作以打开或关闭

阀门。折叠和滑动两种方式的操作简单,但可用的折

叠步骤数量有限,同时由于纸张自身的回弹特性,标
本在未被样品垫完全吸收前容易发生标本外溢或喷

溅污染[15]。滑动则存在各层反应不连贯的情况[16]。
旋转比折叠或滑动结构更紧凑、更精确,通常有适当

的启止以确保准确放置,但是其构造更为复杂[17]。

图3  血浆分离膜多功能折纸纸基设备的结构和功能图

3.2 自动阀门 自动阀门通常是在特定时间通过可

溶解物质或电子调控自动打开或关闭,虽然设计更加

复杂但这提高了检测的准确性和用户操作的友好性。
最简单的自动阀门设计是可溶解的桥联/屏障,但设

计时要注意应用的靶物质,因为可溶解的糖或表面活

性剂可能会干扰测定,另外,溶解这一过程本身也会

延长整体操作的时间[18-19]。吸收控制阀门和电子控

制阀门具有多种阀门功能,且设计更为复杂,特别是

电子控制阀门在功能实现方面更为精细,同时又额外

需要动力仪器[20-21]。

4 纸基功能材料生物传感技术及其在POCT中的

应用

4.1 纸基功能材料的比色传感技术 比色法是纸基

检测技术中最常用的检测方法,在纸基上获得有色信

号的方法有多种,如pH诱导变色、金属-配体络合、偶
联反应、显色底物的酶转化、纳米颗粒的聚集和光聚

合等。该检测方法可以用于重金属、蛋白质、DNA、血
细胞比容水平、葡萄糖等小分子、细菌等生物活性物

质的检测。纸基的白色背景与比色信号提供了高对
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比度,为检测提供了良好的信噪比,可以定性或定量

检测,比色读数可以通过肉眼直接观察并解释,但是

精度有限。KO等[22]利用聚苯胺/聚乙二醇复合体系

响应pH 比色指示剂检测细菌生长,见图4。LEE
等[23]利用亚硝酸根离子与磺胺反应生成重氮盐,由于

生成的偶氮染料可与预处理中使用的有机碱进一步

变色,因此,添加磷酸以抑制混色反应,可用于西维因

农药的检测。
纸基功能材料的比色传感技术有利于POCT的

应用,但环境照明、湿度和人工解释都会影响实际的

信号判读,使其更难以一致量化。为了解决上述问

题,KATOH等[24]将智能手机 QR码识别集成到具

有“基于距离”的色度信号的μPAD中,从而完全依靠

简单的条形码阅读器解决方案实现半定量读数,见图

5。此 外,为 解 决 微 量 样 本 检 测 问 题,MAHMUD
等[25]报道了一种横向流动分析LFA型μPADs,克服

了亚微升样本量半定量检测的难题。该方法分别使

用0.5
 

μL和1.0
 

μL样品溶液进行葡萄糖和总人类

免疫球蛋白E(IgE)测试,证实了该装置的有效性。
比色法检测是POCT中使用最广泛的检测方法

之一,其检测范围广泛,以及结果判读的简便性都成

为其优势。此外,通过使用“基于距离”的检测、智能

手机和其他便宜的传感器,比色法检测开始提供逐渐

精确的定量结果。

图4  在PANI/PEG复合模式下,通过字母“K”的颜色

变化监测细菌生长的示意图

图5  基于QR码比色的μPAD检测流程示意图

4.2 纸基功能材料的电化学传感技术 纸基功能材

料的电化学传感技术为定量分析提供了一个可供选

择和较灵敏的平台,与传统的电化学检测装置类似,
该技术需在纸基表面制造敏感电极并在其上固定生

物活性分子,使其具备捕获靶标的能力。纸基功能材

料的电化学传感器通常由3个电极系统组成。参比

电极(RE)通常被放置在靠近工作电极(WE)的位置,
以最大限度地减小由于溶液的电阻而引起的压降,而
对电极(CE)被设计成大于 WE,从而在电路内持续提

供电流。WE对于检测至关重要,它决定了传感器的

功能和分析性能。纸基功能材料的电化学传感技术

中常用的两种材料是碳和贵金属。传统碳电极便宜,
而石墨、玻璃炭、碳黑、石墨烯和碳纳米管等新型碳材

料为各种分析物提供了更宽广的检测范畴。金属和

碳之间的杂化材料也被用于提高电极的电化学性能,
其中碳被用作电极衬底,金属或金属氧化物被用作衬

底内的涂层材料或改性剂。电化学法应用于纸基传

感分析的缺点是需要外部仪器,长时间测量会导致电

极结垢,如选择电势测定法则仅能检测带电物质,需
要分析物为选择性电极。
BOONKAEW等[26]创建了一种使用纸质分析装

置检测铁蛋白的无标记电化学免疫传感技术。该设

备图案是在滤纸上定制设计的,同时使用喷墨印刷技

术将氧化石墨烯修饰到工作电极上,然后使用标准的

1-乙基-3-(3-二甲基氨基丙基)碳二亚胺(EDC)/N-羟
基磺基琥珀酰亚胺(磺基-NHS)化学进行电极表面的

活化步骤。抗铁蛋白抗体共价固定在胺反应性酯表

面上。通过差分脉冲伏安法
 

(DPV)
 

观察所选氧化还

原对的电化学信号来监测铁蛋白浓度。在铁蛋白存

在的情况下,传感器显示出电化学响应以浓度依赖性

方式显著降低。相反,在没有铁蛋白的情况下检测到

的电流响应没有可观察到的变化。电流响应与铁蛋

白浓度在1~1
 

000
 

ng/mL范围内具有良好的相关

性,检测限达到0.19
 

ng/mL。该免疫传感器提供了

良好的选择性、重现性和长期储存稳定性,见图6。
RUECHA等[27]通过使用循环伏安法将聚苯胺(PA-
NI)沉积在石墨烯(G)丝网印刷纸电极上开发了用于

灵敏检测人γ干扰素(IFN-γ)无标记电化学阻抗免疫

传感器平台。与传统方法相比,该系统具有成本低、
样本量要求低、可处置性和快速分析等优点,使该平

台可作为人IFN-γ筛查的替代工具。
4.3 纸基功能材料的电化学发光传感技术 电化学

发光是化学发光和电化学相结合的产物,其中信号是

通过电化学电势来启动和控制化学发光反应,与化学

发光检测技术相比,该技术保留了化学发光的优势,
并且重复性好,试剂更稳定,可操控性更强。许多基

于纳米粒子的增强型化学发光(ECL)发光体也已用

于纸 器 件,包 括 半 导 体 纳 米 晶 体/量 子 点(QD,如
CdTe

 

QD、CdSe
 

QD),金属纳米颗粒(如Pt-AgNP、Pd
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NP),碳量子点,石墨烯量子点(GQDs),无机络

合物和发光碳纳米晶体[28]。2014年FENG等[29]报

道了第一个纸质双极电极(BPE),通过ELISA夹心

法成功实现了前列腺特异性抗原(PSA)的检测。BPE
是与离子相接触的浮动导体,当在离子相上施加足够

高的电场时,即使BPE和外部电源之间没有物理接

触,法拉第反应也会发生在BPE的末端,ECL试剂可

用作该法拉第反应的间接报告,见图6。目前纸基功

能材料的电化学发光传感技术已被广泛应用于 miR-
NA、肿瘤标志物、细菌[30-32]等的检测。

图6  基于纸基BPE的用于PSA分析的ECL生物传感

器的制备流程示意图

4.4 纸基功能材料的荧光传感技术 荧光探针作为

纸基传感技术的一种重要检测模式,为其提供了更低

的检测限和更高的检测灵敏度。量子点作为一种能

发射荧光的半导体纳米微晶体,因具有独特的光学性

质而在纸基传感技术中发挥重要作用。GUO等[33]通

过硼酸功能化的
 

MoS2
 

量子点(B-MoS2
 

QD),构建一

种新的荧光传感器,用于灵敏和选择性地检测汞离子

(Hg2+)。由于Hg2+促进芳基硼酸的金属转移反应,
该方法对不同环境水中 Hg2+ 的分析具有快速响应、
超灵敏和高选择性的优点,且可用于 Hg2+ 的在线监

测。基于B-MoS2
 

QD的试纸可用于紫外灯下微量

Hg2+检测,结果可通过肉眼直接判读表明该方法在

环境Hg2+现场监测中具有潜在应用价值。与单一荧

光信号相比,比率荧光法对偏置性能变化、颜色变化

分辨率和定量准确度均有提高。NA等[34]首次通过

一步法制备了一种基于铕(Eu)掺杂的硅纳米粒子

(Eu@SiNPs)的新型比率荧光纳米探针,用于测定枯

草芽孢杆菌孢子中的DPA(模拟物)。该方法对枯草

芽孢 杆 菌 孢 子 的 检 测 限(LOD)低 至 2.38×104
 

spore/mL。ZHU等[35]研制了一种坚固、便携、实用

的三维折纸比例荧光微流控装置,利用碳量子点相同

的两种荧光信号指示剂,通过级联催化反应同时检测

碱性磷酸酶和苯丙氨酸。焦磷酸(PPI,碱性磷酸酶的

酶底物)和硫代胆碱(TCH,BChE的酶产物)可以与

Cu2+配位,自由Cu2+ 将邻苯二胺(OPD)氧化成2,3-
二氨基吩嗪(oxOPD,Abs最大吸收波长为420

 

nm,
Em最大值为565

 

nm),然后通过内滤波效应oxOPD
猝灭碳量子点的发射(Em最大值为445

 

nm)。因此,
成功研制了445

 

nm(碳量子点的蓝色荧光)和565
 

nm
(oxOPD的黄色荧光)双发射的比率型荧光传感平

台,用于ALP和BChE的传感,见图7。
荧光素酶是能够催化不同底物氧化发光的一类

酶,荧光素酶可以催化荧光素氧化成氧化荧光素,在
催化氧化过程中,会发出生物荧光。TENDA等[36]报

告了依赖于生物发光共振能量转移(BRET)开关

(LUMABS)来识别分析物和产生比色信号的集成纸

基分析设备。该设备使用基于BRET的抗体传感蛋

白,集成到垂直组装的功能化纸层中,其设计使包括

血浆分离在内的样品处理可独立完成,且无须试剂操

作。用户操作仅需1滴(20~30
 

μL)样品(血清、全
血),且在加样20

 

min后采集照片,除照相机外不需

要精确的移液、液体处理或分析设备。该设备实现了

对全血中抗人类免疫缺陷病毒1(HIV1)、抗甲型肝炎

病毒(HAV)和抗登革热病毒1(DEN1)的同时检测。
因此,这种类型的设备非常适合在资源匮乏环境中进

行用户友好的POCT,见图8。

图7  比率荧光检测机制和智能手机辅助3D-μPAD检测

流程图

4.5 纸基功能材料的拉曼光谱传感技术 拉曼光谱

近些年来作为一种无损、非接触的快速检测技术,吸
引了不 同 领 域 的 创 新 应 用。表 面 增 强 拉 曼 散 射

(SERS)是在普通拉曼效应基础上发展起来的一种技

术,当分子被吸收到金属纳米颗粒表面上时,分子的

非弹性光散射会大幅度增强[37]。由于SERS可以提

供丰富的振动光谱信息,且可以实现分子样品的指纹

识别,其已被用于多种类型分析物的检测。在POCT
方面,ZENG等[38]创建了一种基于智能手机的便携式
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拉曼光谱仪。该技术将智能手机作为小型拉曼光谱

分析仪,基于常用滤纸和纳米银(AgNP)制备纸基

SERS芯片,成功实现了罗丹明6G和结晶紫的辨别。
之后该团队通过在AgNPs中嵌入尼龙滤膜(ANFM)
制作柔性纸基SERS芯片,借助膜的微孔结构,实现

了对目标分子的检测[39]。

  注:A为LUMABS工作原理示意图;B为3D-μPAD示意图;C为

操作流程。

图8  LUMABS工作原理及3D-μPAD示意图

5 总结与展望

从石蕊酸碱度试纸的诞生到现在的几百年历史

中,受限于其本身传递信息量有限,纸基在21世纪前

的发展相对缓慢。进入21世纪后,随着各项交叉学

科进展飞速,纸基功能材料的生物传感技术在POCT
领域也得到了高速发展,特别是材料学中纳米材料的

研究进展,使纸基底板本身,以及其他元件的功能都

得到了极大提高,另外,通信技术及数据分析的高速

发展使纸基POCT结果的判读终端和信息处理方式

更加多样化,数据分析通过联网可以快速得到全面、
丰富的诊疗信息,以此推动了床旁医疗管理的进程。

纸基功能材料的生物传感技术在POCT领域应

用面临的挑战,主要集中在以下两个方面:(1)提高灵

敏度和特异度。(2)优化设备抗干扰能力从而适应极

端气候等更广泛的测试条件。对这两方面的改善,需
要围绕纸基的材料本身、制备方式、结构设计等每个

细节进行改进,跨学科的深度合作也将更好地推动纸

基功能材料的生物传感技术在POCT中的应用。
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