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摘  要 

侧流免疫层析技术(Lateral Flow Immunoassay, LFIA)是一种快速、简便、成本效益高的检测技术，广泛

应用于医学检测、食品安全、环境监测等多个领域。其基于抗原抗体免疫反应，通过试纸条的形式实现

对特定生物分子的快速检测。尽管LFIA具有许多优点，但也存在一些技术挑战，譬如钩状效应会影响试

纸条诊断灵敏度与检测范围。钩状效应作为临床检验中经常出现的现象越来越被广泛研究，其是指由于

抗原抗体比例不合适而导致假阴性的现象。本文基于目前领域中消除试纸条钩状效应的方法及最新进展，

总结并为读者提供了在设计试纸条方面新的思路与参考，有助于试纸条的进一步研发与革新。 
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Abstract 
Lateral Flow Immunoassay (LFIA) is a rapid, simple and cost-effective detection technology, which 
is widely used in many fields such as medical testing, food safety and environmental monitoring. It is 
based on an antigen-antibody immune reaction and realizes rapid detection of specific biomole-
cules in the form of test strips. Although LFIA has many advantages, there are some technical chal-
lenges, such as the hook effect, which affects the diagnostic sensitivity and detection range of the 
test strips. The hook effect is increasingly widely studied as a frequent phenomenon in clinical test-
ing, which refers to the phenomenon of false negatives due to inappropriate antigen-antibody ratios. 
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This paper summarizes and provides readers with new ideas and references in designing test strips 
based on the current methods and recent advances in the field to eliminate the hooking effect, which 
can help further development and innovation of test strips. 
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1. 引言 

侧流免疫层析技术(Lateral Flow Immunoassay, LFIA)是一种快速、简便、成本效益高的检测技术，广

泛应用于医学检测、食品安全、环境监测等多个领域，在过去的二十多年中也受到越来越多的关注[1] [2]。
在医学方面，其基于抗原抗体免疫反应，可通过试纸条的形式实现对特定生物分子的快速检测，以达到

较短时间内即可用肉眼或便携式仪器读出结果并出具相应的临床报告。但 LFIA 在实际应用中常常受到

钩状效应(Hook Effect)的困扰，导致假阴性结果，严重影响检测的准确性和可靠性。 
钩状效应是在免疫检测中使用双抗体夹心法时可能出现的一种现象。在一定浓度范围内，分析物(如

抗原)的浓度与检测信号值成正比关系。但是，当分析物浓度超过某一界限后，信号值反而会随着浓度的

增高而下降。这是由于过量的目标抗原同时与固相抗体和标记抗体结合所致。在此反应中，过量的目标

抗原干扰了测试线上的夹心免疫测定，尽管输入了高浓度的目标抗原，仍会产生假阴性结果[3]-[5]。这种

现象之所以被称为钩状效应，是因为浓度与信号值的整条曲线形似钩子。由于此现象的出现与抗原抗体

比例不当有关[6]，学界通常将抗体过量称为前带现象，抗原过量则称为后带现象[7]。 
钩状效应现作为临床检验中经常出现的现象越来越被广泛研究，其对试纸条检测结果的影响主要体

现在两个方面：一是导致假阴性结果，即高浓度样本被误判为阴性[8]；二是影响定量分析的准确性，使

得检测结果与真实浓度之间失去线性关系。这些问题严重限制了试纸条在临床诊断和定量检测中的应用，

特别是在需要检测宽浓度范围的场合，如激素水平监测、传染病诊断等。 
在临床诊断中，钩状效应可能导致严重的误诊风险。例如，在妊娠检测中，高浓度的人绒毛膜促性

腺激素(human Chorionic Gonadotropin, hCG)可能因钩状效应而显示为阴性结果，这不仅会影响孕妇的早

期诊断，还可能延误必要的医疗干预[9] [10]。在传染病诊断中，如 HIV 或乙型肝炎病毒的检测，钩状效

应可能导致高病毒载量的样本被误判为阴性，从而延误治疗并增加疾病传播的风险[11]。此外，钩状效应

还影响了试纸条在定量检测中的应用。在肿瘤标志物检测中，如前列腺特异性抗原(Prostate-Specific Anti-
gen, PSA)的检测，钩状效应可能导致高浓度样本的检测结果被低估，从而影响肿瘤的分期和治疗方案的

选择[12]。在激素水平监测中，如甲状腺激素或性激素的检测，钩状效应可能导致检测结果与真实浓度之

间的非线性关系，影响医生对患者病情的准确判断和治疗方案的调整[13]。因此，消除钩状效应不仅是提

高试纸条检测准确性的关键，也是推动其在临床诊断和定量检测中更广泛应用的必要条件。 
近年来，学术界针对消除试纸条中的钩状效应问题已提出了多种创新性解决方案，并取得了显著进

展。例如，最常见的稀释法，即将原始样本用适当的缓冲液或稀释液进行一定比例的稀释，使目标分析

物的浓度降至检测方法的线性范围内，从而确保检测信号的准确性和可靠性[14] [15]。这种方法虽然有效，
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却不可避免地增加了操作步骤，不仅延长了检测时间，还提高了人工成本和试剂消耗，这与 LFIA 所追求

的简便、快速、低成本的优势相悖，限制了其在即时检测(Point-of-Care Testing, POCT)场景中的应用潜力。

因此，尽管稀释法在实验室环境中具有一定的实用性，但在实际临床或现场检测中，仍需探索更加高效、

便捷的替代方案。此外，有学者提出将微流控技术应用于试纸条检测中，以解决钩状效应问题[16]。微流

控技术通过在芯片上实现精确的样品和试剂控制，能够自动化完成样本稀释和多步反应流程，从而有效

避免钩状效应的发生。这种技术不仅提高了检测的准确性和可靠性，还显著减少了人工操作步骤，保持

了试纸条检测的简便性和快速性，为 POCT 提供了更为高效和可靠的解决方案。另外，Chen 提出了一种

通过与级联信号转导系统相结合从而消除钩状效应的方法，该方法的核心在于利用级联信号放大机制，

显著拓宽了试纸条的检测线性范围，同时大幅降低了钩状效应的发生概率。具体而言，该方法通过引入

β-内酰胺酶介导的级联反应，将目标物的检测转化为酶促反应产物的间接检测，从而避免了高浓度目标

物直接竞争结合导致的信号抑制。这种设计不仅提高了检测的灵敏度和特异性，还为复杂样品中高浓度

目标物的准确检测提供了新的技术路径，具有重要的理论意义和实际应用价值[17]。 
除外以上提到的种种解决方案，学术界还提出了多种消除钩状效应的创新方法，其中一种重要策略

是通过优化试纸条的结构设计来避免钩状效应的发生。本文系统梳理了当前领域内通过改进试纸条结构

从而消除其钩状效应的主要方法及其最新研究进展，为试纸条的设计与优化提供了新的思路和理论参考。

通过对传统方法的深入分析和新型技术的全面探讨，总结了现有解决方案的优缺点，同时提出了未来可

能的研究方向。本文旨在为相关领域的研究人员提供有价值的参考，以期促进试纸条技术在医学诊断、

环境监测和食品安全等领域的更广泛应用。 

2. 通过改进试纸条结构从而减少钩状效应的研究 

2.1. 设置多条检测线 

Gao 等人[18]提出一种通过增加检测线数量来扩宽试纸条检测范围并消除钩状效应的策略。其在传统

的两条线(T 线：检测线，C 线：控制线)基础上，增加一条竞争性抗原线，形成所谓的三线法。这种方法

通过引入第三条线(通常称为竞争线或参考线)，能够有效扩展检测的动态范围并减少钩状效应的影响。 
该团队首先分别设计出用于固定捕获抗体，用于结合目标分析物–标记抗体复合物的 T 线、固定二

抗或其他对照物质，用于验证试纸条的有效性的 C 线以及固定竞争性抗原或低亲和力抗体，用于在高浓

度目标分析物存在时提供额外的信号参考的竞争线。 
根据该团队的实验验证，该三线试纸条在不同目标分析物浓度下表现出以下特征：1) 低浓度样本：

目标分析物浓度较低时，大部分目标分析物–标记抗体复合物与 T 线结合，T 线显色明显，竞争线不显

色或显色较弱。2) 中等浓度样本：目标分析物浓度适中时，部分复合物与 T 线结合，部分与竞争线结合，

T 线和竞争线均显色。3) 高浓度样本：目标分析物浓度较高时，T 线因钩状效应可能显色减弱或消失，

但竞争线会显色明显，通过竞争线的信号可以推断目标分析物的实际浓度。 
与传统的双线试纸条相比，该团队研发的三线试纸条展现出显著的优势。其中，新增的竞争线在高

浓度样本检测中提供了额外的信号参考，能够有效识别并校正由钩状效应引起的假阴性结果。这一创新

设计显著拓宽了检测的浓度范围，成功避免了单一检测线在高浓度样本下出现的信号饱和问题。此外，

该方法无需复杂的样本预处理或稀释步骤，充分保留了试纸条操作的简便性和快速性，使其在实际应用

中更具实用价值和推广前景。 
然而，尽管三线试纸条在技术上取得了重要突破，在实际应用中仍面临着众多挑战：譬如，需要选

择与目标分析物具有适当亲和力的竞争性抗原或抗体，以确保竞争线的信号与目标分析物浓度呈正相关。
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同时，该方法也需要能够同时读取多条检测线信号的设备，以提供准确的定量分析结果。另外，在生产

该试纸条的过程中，还需严格控制试纸条的生产工艺和质量，确保各条检测线的稳定性和一致性。 
综上所述，尽管三线试纸条在技术上展现了显著优势，但由于其在竞争性材料选择、设备开发和生

产工艺方面的复杂性，目前仍难以完全满足商业化需求。未来，通过进一步优化材料性能、开发低成本读

取设备以及改进生产工艺，三线试纸条有望在医学诊断、环境监测和食品安全等领域实现更广泛的应用。 

2.2. 引入中间垫法 

He 等人[19]提出在传统的试纸条中引入中间垫，可以有效控制标记抗体的释放时间，从而避免钩状

效应的发生。其设计的中间垫层通常通过化学或物理方法处理而成，具有可调节的孔隙率和浸润速度。

这种设计通过延缓标记抗体的释放，使得未标记的目标分析物能够优先与检测线上的捕获抗体结合，从

而避免高浓度目标分析物直接竞争结合导致的信号抑制。随后，标记抗体被释放并与目标分析物结合，

形成稳定的检测信号，显著减少了钩状效应的影响。 
该团队在传统试纸条的样品垫和结合垫之间创新性地引入了一种经过饱和蔗糖溶液处理的中间垫层。

当目标分析物加入样品垫后，首先通过中间垫层，该垫层具有反应调节功能，其较慢的垂直流速能够延

迟标记抗体的释放。由于中间垫层的调节作用，高浓度目标分析物对检测线的竞争性结合被有效缓解，

从而避免了钩状效应的发生。 
这种方法的优点首先在于无需额外的人工操作步骤，保持了试纸条操作的简便性和快速性，适用于

POCT。另一方面，该团队设计的经饱和蔗糖溶液处理后的中间垫的制备材料成本较低，适合大规模生产。

此外，通过该中间垫层的反应调节，在无需额外的样本预处理步骤的同时，有效避免了高浓度目标分析

物直接竞争结合检测线，既显著提高了检测的准确性和可靠性，又保持了试纸条操作的简便性和快速性。 
然而，该方法在实际应用中仍面临若干技术挑战，需要更深入的探讨。首先，中间垫的处理参数，

尤其是蔗糖浓度，对标记抗体的释放动力学具有非线性影响。蔗糖浓度与标记抗体的释放速率并非简单

的线性关系：当蔗糖浓度低于某一阈值时，对标记抗体的延迟释放效应不显著；而浓度过高则可能导致

标记抗体过度滞留，甚至完全无法释放，造成假阴性结果。这种非线性的剂量–效应关系使得参数优化

过程复杂化，需要针对每个特定的标记抗体–分析物组合进行精细的梯度实验，增加了研发周期和成本。 
其次，中间垫处理的批间差控制是产业化过程中的另一大难题。饱和蔗糖溶液的浸涂均匀性、干燥

过程的温湿度控制，都会影响垫层表面形成的糖膜厚度与微观结构。微小的工艺波动(如干燥速率过快导

致糖膜结晶不均匀)就可能导致不同批次间标记抗体释放动力学产生显著差异，进而影响检测结果的稳定

性和重现性。这对于需要严格质量控制的体外诊断试剂生产而言，是一个不容忽视的挑战。 
此外，长期储存对中间垫层性能稳定性的影响同样值得关注。经蔗糖处理的垫层具有较强的吸湿性，

在高温高湿环境下储存时，糖膜可能发生潮解或重结晶，导致其微观结构改变，从而丧失对标记抗体释

放的精准调控能力。因此，如何优化冻干保护剂的配方(如添加海藻糖等高玻璃化转变温度的稳定剂)以及

开发适配的包装体系(如铝箔袋配合干燥剂)，以确保试剂条在货架期内的性能稳定，是该技术走向实际应

用前必须解决的工程学问题。 
不过，即使该方法在实际应用中仍有不足，但其在提升试纸条检测性能、扩展检测范围以及增强结

果可靠性方面展现出的巨大潜力不容忽视。 

2.3. 改变样品垫位置 

Oh 等人[20]通过调整样品垫在试纸条结构中的具体位置，以优化目标分析物和标记抗体的结合过程，

从而消除钩状效应。其核心思想是通过改变样品垫的位置，调节目标分析物和标记抗体的接触顺序和时
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间，避免高浓度目标分析物直接竞争结合检测线，从而缓解信号抑制现象。 
在传统试纸条中，样品垫通常位于试纸条的一端，样本通过样品垫后依次经过结合垫和检测线。该

团队通过改变样品垫的位置，将样品垫置于结合垫与检测线中间，样本通过样品垫后，分别向两侧流动

并经过结合垫和检测线。该改良后的试纸条，由于样品垫位置的优化，目标分析物和标记抗体的接触顺

序和时间得到调节，有效避免了高浓度目标分析物直接竞争结合检测线，从而消除了钩状效应。 
对比传统的试纸条，经 Oh 等人改良后的无钩状效应试纸条，虽然调整了试纸条的物理结构，但却不

涉及额外的化学处理或复杂的工艺，在生产成本、方便快捷上具有显著优势。同时该方法无需对现有的

检测体系进行大规模修改，故适用于多种类型的 LFIA 试纸条，具有良好的兼容性。 
然而，该方案仍存在需要完善的地方，譬如，更改样品垫位置可能会改变目标分析物在试纸条上的

流动速度，从而对检测时间产生一定影响。虽然这种方法仍然保持了试纸条操作的快速性，但在某些对

时间要求极高的应用场景中，可能会受到一定限制，而且不同类型的样本(如血液、尿液、食品样本等)具
有不同的物理和化学特性，更改样本垫位置的效果可能会因样本类型而异，需要针对具体应用进行优化。

但不可否认的是，通过更改样品垫位置来消除钩状效应是一种具有潜力的优化策略，尤其适合对成本和

操作简便性要求较高的应用场景。 

3. 未来与前景 

LFIA 作为一种快速、简便、价格低廉的检测方法，在医学诊断领域发挥着重要作用。其在传染病诊

断、妊娠检测、心血管疾病标志物检测、肿瘤标志物筛查以及药物滥用检测等方面的应用，极大地提高

了医疗诊断的效率和可及性。尽管如此，LFIA 仍面临着灵敏度相对较低、定量能力有限等方面的挑战[21]。 
近年来，众多学者通过不断优化试纸条的结构和材料，已经取得了一些突破。例如，通过蔗糖溶液

处理中间垫，可以有效阻碍标记抗体的流动，实现延时释放效果。此外，增加抗原线的方法也被证明简

单有效，这些改进方法不仅提高了试纸条的检测灵敏度和特异性，还拓宽了其应用范围。然而，尽管取

得了诸多突破，现有方法仍存在一些亟待改进的方面。 
在未来，消除试纸条钩状效应的研究有望朝着以下几个方向发展：首先，新型标记材料的开发将继

续受到关注。具有更高灵敏度、更宽动态范围的新型纳米材料，如金属有机框架材料、二维材料等，有

望为钩状效应的消除提供新的解决方案。其次，微流控技术的应用或将为试纸条检测带来革命性变化。

通过精确控制样品和试剂的流动，微流控技术可以实现更复杂的检测流程，如自动稀释、多步反应等，

从而有效避免钩状效应的发生。此外，人工智能技术的引入将为试纸条设计和优化提供新的工具。机器

学习算法可以快速筛选最优的抗体组合和反应条件，大大缩短试纸条开发周期，提高检测性能。此外，

人工智能技术的引入为试纸条设计与结果判读开辟了新的路径，其应用不应仅限于抗体的高通量筛选。

一个更具创新性和临床转化潜力的方向是，开发基于反应动力学曲线的钩状效应实时识别算法。传统的

试纸条结果判读通常在固定时间点(终点法)进行，而钩状效应在高浓度样本中表现为信号先快速上升后

急剧下降的动态过程。通过结合便携式成像设备(如智能手机相机)实时记录检测线和质控线显色全过程，

人工智能算法可以提取并分析曲线的特征参数，如达到最大信号的时间、信号上升的初始速率以及平台

期信号衰减的斜率。机器学习模型(如支持向量机或神经网络)经训练后，能够根据这些动态特征精准区分

“真正的低浓度阴性样本”与“由钩状效应导致信号衰减的高浓度阳性样本”，即使二者在终点时刻的

裸眼判读结果可能极为相似。这种基于“过程分析”而非“终点判断”的策略，无需改变试纸条的物理

结构和生化反应体系，仅通过算法升级即可显著扩展检测的动态范围，为 LFIA 在 POCT 场景下的精准

定量提供了极具前景的低成本解决方案。 
改进后的试纸条在临床诊断、食品安全检测、环境监测等领域均具有广泛的应用潜力。例如，在临
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床检测中，可以更准确地检测高浓度的生物标志物，如 C 反应蛋白、PSA 等。未来，随着技术的进一步

发展，试纸条的检测性能有望进一步提升，为快速、便捷的现场检测提供更可靠的工具。 

4. 结论 

LFIA 因其快速、简便、成本低廉等优点，在医学诊断、环境监测和食品安全等领域得到广泛应用。

然而，试纸条检测中存在的钩状效应问题严重制约了其检测性能和应用范围。钩状效应是指在高浓度分

析物存在时，检测信号反而降低的现象，导致检测结果出现假阴性或定量不准确。这一问题在临床诊断

中尤为突出，可能造成误诊或漏诊，影响患者治疗。消除试纸条钩状效应是提高试纸条检测性能的关键

问题。通过微流控技术、改进试纸条结构等策略，研究人员在这一领域取得了显著进展，在提高检测灵

敏度、扩大线性范围以及增强定量准确性等方面具有重要的指导意义。未来，通过结合新材料、新技术

(如纳米材料、微流控技术等)以及智能化数据分析方法，有望进一步突破现有局限，推动试纸条技术向更

高性能、更广泛应用的方向发展。这将极大地拓展试纸条在临床诊断、环境监测和食品安全等领域的应

用前景，为精准医疗和个性化诊断提供更强大的工具并为人类健康和社会发展做出更大贡献。 
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