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摘要：小分子危害物是引起食品安全问题的重要风险因子，对人体健康构成严重威胁。实现食品安全风险因子

的灵敏筛查有利于提升人民群众安全感，而传统检测方法难以满足痕量小分子危害物检测的时代需求。结合免疫反

应的核酸扩增技术是一种快速高效、敏感准确的新兴方法，兼具免疫学识别高特异性和核酸检测高灵敏性的优势，

逐渐在小分子危害物的日常筛查中发挥重要作用。该文综述了近年来基于免疫 - 核酸扩增技术的研究进展，详细介

绍了变温和等温两种模式下的免疫 - 核酸扩增技术的发展现状，展望了该方法在食品中小分子危害物检测中的应用

前景，为该方法在食品安全领域的进一步研究和推广提供参考依据。
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Abstract: Small-molecule hazards are important risk factors in food safety and pose serious threats to human health. 

Comprehensive screening of food safety risk factors helps enhance the public’s sense of security. However, conventional 

detection methods fail to meet the requirements for trace detection of small-molecule hazards. The combination of immune 

response and nucleic acid amplification technology is a rapid, efficient, sensitive, and accurate emerging method for the 

detection of small-molecule hazards. Immuno-nucleic acid amplification combines the high specificity of immunoassays and 
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小分子危害物是指分子量小、易对生物体造

成毒害作用的化学物质，包括动植物源性食品中

的兽药残留 [1] 、农药残留 [2] 、细菌和真菌产生的毒

素 [3,4] 以及人为添加的违禁物 [5] 等。小分子危害物质

极易由食品进入人体，引起神经系统紊乱、生殖系

统异常，甚至诱发癌症 [6] 。面对食品需求由量转质

的现状，建立食品中小分子危害物快速灵敏的检测

分析方法，对于保证食品安全、保护公众健康意义

重大。传统检测方法多依赖大型仪器，包括气相色

谱 - 质谱法 [7] 、液相色谱串联质谱法 [8] 和高效液相色

谱法 [9] 等，虽然准确度高，但操作复杂 [10] 、成本高、

耗时长 [11] ，难以实现快速检测 [12] 。免疫分析技术具

有操作简单、成本低、速度快等优点，在食品中小

分子危害物快速检测领域备受青睐 [13] 。胶体金免疫

层 析 法（Immune Colloidal Gold Technique, ICGT）
和酶联免疫吸附法（Enzyme-linked Immunosorbent 
Assay, ELISA）是两种常见的免疫分析技术，前者

多用于定性分析，检测速度快，但灵敏度不足 [14] ，

后者灵敏度高，但易受样品基质干扰 [15] ，重现性较

差。因此，亟需开发快速简易的新型检测技术，满

足食品中小分子危害物精准筛查的现实需求。

随着分子生物学的发展，免疫 - 核酸扩增技术

逐渐崭露头角。该技术将免疫反应与核酸扩增结

合，是实现小分子危害物高灵敏检测的理想手段之

一，其中基于 ELISA 的免疫反应按照原理可分为三

种，分别是直接竞争法、间接竞争法和双抗夹心法。

直接竞争法中，固定的抗体捕获标记 DNA 的抗原。

当样品中存在待测目标物时，标记 DNA 的抗原会

与待测目标物竞争。若阳性样本中待测目标物浓度

较高，会优先通过非共价键与固定抗体结合，未结

合的标记抗原被洗涤去除，核酸扩增并不会获得检

测信号，反之则说明待测样本为阴性。间接竞争法

中，固定的抗原与标记 DNA 的抗体识别并结合。

当样品中存在待测目标物时，载体上的固定抗原与

待测目标物竞争。若阳性样本中待测目标物浓度较

高，标记 DNA 的抗体会优先结合待测目标物，产

生的游离态抗体 -待测目标物复合物经洗涤后去除，

核酸检测后无扩增信号，而不含待测目标物的阴性

样本则会明显观察到扩增信号。不论固定抗体还是

抗原，直接竞争法和间接竞争法均是固相免疫分析

方法。邻位连接技术（Proximity Ligation Assay, PLA）

是在双抗夹心模式上衍生出来的液相免疫连接方法，

并不需要洗涤步骤。当样品中存在目标物时，DNA
标记的抗体特异性捕获待测目标物，随后互补 DNA
标记的另一个检测抗体结合待测目标物，从而形成三

元复合物。两个抗体间产生邻位连接效应，生成环状

识别分子，互补的双链 DNA 经核酸扩增后得到阳性

信号，若是阴性样本则不存在扩增信号（图 1）。
免疫-核酸扩增技术中的核酸检测包含两大类，

一类是在变温条件下放大核酸信号的免疫变温扩增

技术，一类是恒定温度下的免疫等温扩增技术。前

者在食品中小分子危害物检测领域应用成熟 [16] ，后

者克服了热循环仪器依赖性，缩短了反应时间，操

作更简单，结果判读形式更多样 [17,18] 。这两类免疫 -

核酸扩增技术的核酸检测部分的原理不同，但免疫

反应部分的原理相同。本文详细介绍了免疫变温扩

增技术和免疫等温扩增技术的研究进展，总结了两

类技术在食品中生物毒素、农药残留、兽药残留等

小分子危害物检测领域的应用情况，为食品安全领

域小分子危害物检测发展提供参考。

1  免疫变温扩增技术

1.1 免疫PCR

1.1.1 基于生物素-亲和素系统的免疫PCR
1992 年，Sano 等 [19] 联用 ELISA 和聚合酶链式

反 应（Polymerase Chain Reaction, PCR）， 建 立 了

基于生物素 - 亲和素系统（Biotin-Avidin System, 
BAS） 的 免 疫 PCR 技 术（Immuno PCR, IPCR）。
BAS-IPCR 利用链霉亲和素蛋白 A 嵌合体作为连接

the high sensitivity of nucleic acid amplification. This effective, sensitive, and accurate method is gradually playing a more 

important role in the routine screening of small-molecule hazards. This study reviews the recent advances in research on 

immuno-nucleic acid amplification, discusses in detail the current state of development of immuno-nucleic acid amplification 

applicable to non-isothermal and isothermal conditions, and predicts the application prospects of this method in detecting 

small-molecule hazards in food. Overall, this study provides a reference for further research and promotes the use of this 

method in food safety inspection.

Key words: immuno-nucleic acid amplification; small-molecule hazard; food safety; rapid detection; high sensitivity
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分子，连接抗原抗体结合物和 DNA 标记分子，同

时还能识别抗体的 Fc 片段 [20] 。IPCR 利用分子手

段放大特定报告 DNA 的信号，替代了传统 ELISA
的酶催化底物显色过程 [21] 。当 PCR 反应扩增报告

DNA 后，通过琼脂糖凝胶电泳分析 DNA 扩增产

物，进而实现待测目标物的定量检测 [22] 。该方法能

检测近 600 个抗原分子，灵敏度比传统 ELISA 法高

出十万倍，且非特异性 PCR 信号影响较小，满足

检测要求。BAS-IPCR 方法打破了传统 PCR 只能检

测核酸的局限性，将其应用范围拓宽至小分子检测

领域 [23] ，利用生物素与亲和素之间高亲合性 [24] 和多

级放大效应，提升了免疫标记和痕量分析能力，已

在食品中生物毒素 [25] 、抗生素 [26,27] （表 1）、类雌激   
素 [28] 等小分子危害物检测中成功应用。

多环芳烃是一类存在于食品中的小分子污染

物，主要来源于工业有机物质的不完全燃烧，易产

生“三致”作用，严重危害人类健康 [29] 。由于其亲

脂特性，多环芳烃会通过食物链不断累积在动物脂

肪及组织中，多出现在精加工肉类产品中 [30] 。Ma
等 [31] 利用 BAS-IPCR 技术检测蔬菜和烧烤类食品中

的苯并芘（Benzopyrene, BaP），在烤羊肉、烤鸭中

的 BaP 平均浓度分别为 6.65 和 2.69 ng/g，而油菜、

萝卜中的 BaP 平均浓度分别为 0.57 和 0.97 ng/g，对

比发现，蔬菜中 BaP 残留浓度低于烧烤肉类。该方

法灵敏度优于免疫分析技术，检测效率较大型仪器

提升明显。不过，在检测化学结构与 BaP 极为相似

的苝和茚并芘时，略高的交叉反应率不足以体现方

法的特异性。此外，花生油、芝麻油等食用植物油

中也检测出 BaP 且残留量大于 2 μg/kg，这可能是加

工过程中的污染导致 [32] 。Ma 等 [33] 将 BAS-IPCR 技术

应用到 4 种海鱼（鳕鱼、黄鱼、鲳鱼、鲭鱼）肌肉

组织中的四溴二苯醚（2,2´,4,4´-tetrabromodiphenyl 
ether, BDE-47）残留监测中，结果发现 BDE-47 的

检出限低至皮克（Picogram, pg）级别，与常见同系

物间的交叉反应率低于 10%，表明 BAS-IPCR 技术

具有高灵敏和高特异的优点。孙瑞艳 [34] 利用 BAS-
IPCR 检测生肉、鸡蛋等高蛋白类食品中 4 种常见的

邻苯二甲酸酯类物质，研究表明该方法在 15 种实

际样品的检测中表现出良好的重复性和稳定性，灵

敏度较传统 ELISA 提高了 5-8 倍，检测时长少于 5 h。
不过，BAS-IPCR 繁琐的步骤导致了较长的检测时

间。Sun 等 [35] 利用金纳米颗粒（Gold Nanoparticles, 
GNP）改进的免疫 PCR（GNP-BAS-IPCR），检测

食品中邻苯二甲酸二乙酯（Diethyl Phthalate, DEP），
利用抗体 -DNA 双标记的 GNP 探针的特异性，成

功将交叉反应率降低至 5%，与 ELISA 相比，灵敏

度大幅提升，且避免了制备抗体 -DNA 复合物的复

杂过程，大幅度缩短了检测时间。不过，大多数

BAS-IPCR 涉及抗体 -DNA 复合物的制备，复杂的

共价偶联化学方法，限制了 IPCR 的应用范围。

图 1 免疫 - 核酸扩增技术原理图

Fig.1 Schematic diagram of immuno-nucleic acid amplification technology
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1.1.2 重组噬菌体介导的免疫PCR
重组噬菌体展示技术（Phage Display Technology, 

PD）又称纳米抗体技术，是将多肽对应的 DNA 序列

插入噬菌体的适当位置，伴随噬菌体外壳蛋白的表

达，外源蛋白同时在噬菌体表面展示。因重组噬菌

体表面具有不同的抗原结合域，PD 技术在提高表位

结合效率和稳定性等方面展现优势 [36,37] 。利用重组噬

菌体可以替代抗体和标记物共价偶联的繁琐步骤 [38] ，

避免共价偶联或化学交联剂带来的负面影响 [39] ，使其

成为取代抗体 -DNA 偶联物的理想材料，已成为小分

子危害物的高效识别元件 [40] 。目前，PD-IPCR 主要应

用于赭曲霉素（Ochratoxin, OTA） [41-43] 、玉米赤霉烯酮

（Zearalenone, ZEN） [44] 等真菌毒素的检测（表 1）。
PD-IPCR 在识别真菌毒素时，通常会使用标

准品作为抗原，易引起重现性差、环境污染等问

题。抗独特型纳米抗体重复性好、安全性高，被科

学家们视为有潜力的替代方案。宁振强 [45] 以模拟抗

原噬菌体 A9 为识别元件，建立 PD-RT-IPCR 检测

面粉和米粉中桔霉素（Citrinin, CIT），结果与超高

效液相色谱联用质谱法（Ultra Performance Liquid 
Chromatography-tandem Mass Spectrometry, UPLC-
MS）并无明显差异，灵敏度与传统 phage-ELISA 相

近，文库中高灵敏纳米抗体的筛选效率有待解决。

Huang 等 [46] 以抗独特型纳米体 X27 作为 CIT 的模

拟抗原，建立实时免疫 PCR，检测面粉和米粉中的

CIT，该方法线性检测范围比 phage-ELISA 扩大 10

倍，对常见的霉菌毒素无交叉反应，准确性和特异

性提升明显，同时纳米抗体作为小分子危害物的竞争

抗原又能有效降低毒素抗原合成带来的污染风险 [47] 。

1.1.3 基于生物条形码的免疫PCR
2003 年，Nam 等 [48] 首次提出生物条形码（Bio-

barcode, BB）检测技术，是将大量序列相同的寡核

苷酸作为探针，通过化学键固定在纳米颗粒表面

形成复合物，以此代替目标物输出检测信号，相

比 BAS-IPCR，其检测灵敏度明显提高。BB-IPCR
存在两种功能化的纳米粒子，即磁性纳米颗粒

（Magnetite Microparticles, MMPs）和胶体金纳米粒

子（Au Nanoparticles, AuNPs），前者分离目标物，

后者捕获目标物，两者共同完成对目标分子的富集。

霍冰洋 [49] 利用 BB-qRT-IPCR 检测金黄色葡萄球菌肠

毒素 B（Staphylococcal Enterotoxin B, SEB），制备

了抗 SEB 单克隆抗体 -MMPs 和羊抗 SEB 多克隆抗

体 -AuNPs-DNA 生物条形码两种金属纳米探针，前

者可在液相环境中快速捕获待测样品中的 SEB，后

者可通过核酸扩增放大信号，实现新鲜牛奶、变质

牛奶和果汁中的 SEB 检测。该方法的线性检测范围

较广，灵敏度高出 ELISA 2 个数量级，不过探针制

备成本较高，稳定性有待提升。Li 等 [50] 利用 AuNPs、
ZEN 单克隆抗体和生物条形码，检出了玉米和小麦

中的 8 个低浓度水平 ZEN 污染的阳性样品，但特异

性欠佳，对 α-ZEN 和 β-ZEN 这两类衍生物的交叉反

应率高于 10%，精准度需要进一步提高。

表 1  免疫PCR检测流程示意表

Table 1 Schematic table of immuno PCR detection process
小分子危害物 固定载体 结合方式 结果检测 参考文献

a. 氯霉素
氨基化磁珠 直接竞争法 荧光检测

 [27] 

b. 玉米赤霉烯酮 PCR 管 间接竞争法 荧光检测

 [44] 

c. 金黄色葡萄球菌肠毒素 硝化纤维素膜 双抗夹心竞争法 荧光检测

 [64] 
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寡核苷酸功能化的 AuNPs 不仅具有良好的生物

分析能力 [51] ，还能改良 IPCR 的检测性能，增强报

告 DNA 的信号放大效果，同时表现出复杂检测环

境的高适应性。Guan 等 [52] 设计双功能化的 AuNPs
探针，建立生物条码免疫 PCR，能在 1.5~3.5 h 内完

成大豆、玉米和油菜中草甘膦（Glyphosate, GLYP）
含量检测，灵敏度比 ELISA 提高了 7 个数量级，比

荧光免疫层析（Fluorescent Immunoassay, FIA）提

高了 4 个数量级，操作简便，成本低廉。

1.2 多重免疫PCR

研究表明，小分子同系物同时存在于同一食品

基质中的可能性极高，如金黄色葡萄球菌肠毒素

（Staphylococcus Aureus Enterotoxin, SE）、肉毒神经

毒素（Botulinum Neurotoxin, BoNT）等，前者的 A
型、B 型毒素通常同时出现 [53] ，后者的同系物多且

序列同源性高。BAS-IPCR 检测单一目标时，一些

同系物或者化学结构类似物极易与抗体发生非特异

性吸附，导致假阳性结果。为实现食品中多个目标

小分子危害物的高效、灵敏检出，多重免疫 PCR 技

术应运而生，它利用多条引物和多个标记核酸，可

通过扩增不同基因片段实现多个目标小分子危害物

的高通量检测。Rajkovic 等 [54] 采用多重免疫 PCR
检测脱脂牛奶和半脱脂牛奶中残留的 A 型和 B 型

BoNT，结果表明该方法可以满足不同食品基质中

同类目标物的联合检测需求。另外，研究发现两

类 BoNT 毒素在半脱脂牛奶中的检出限优于脱脂

牛奶，推断出脂肪含量是影响抗原抗体结合的关

键因素。

谷物在贮存和加工环节中，霉菌易产生多种

有毒的次级代谢物质，如黄曲霉毒素（Aflatoxins, 
AFT）和 ZEN 等，多目标同步检测尤其重要 [55] 。

Ren 等 [56] 设计了特异性识别 AFT 和 ZEN 的纳米

抗体，建立了同时检测谷物及其副产品中 AFT
和 ZEN 的 PD-RT-IPCR 方法。结果显示，小麦、

玉米等谷物中的 AFT 和 ZEN 检测限低至纳克

（Nanogram, ng）水平，PD-RT-IPCR 的灵敏度高于

已报道的免疫色谱分析 [57] ，与金标准高效液相色谱

（High Performance Liquid Chromatography, HPLC）
方法结果高度吻合，准确度和可靠性良好。不过，

多重免疫 PCR 仍是通过制备抗体 -DNA 标记复合物

来实现目标物的检测，步骤复杂费时，且会出现非

特异性结合 [58] ，检测能力有待提升。

1.3 实时荧光定量免疫PCR（qRT-IPCR）

IPCR多通过凝胶电泳分析扩增产物，繁琐耗时，

且定量待测物浓度或含量存在困难，多样品检测还

易造成交叉污染。Amy 等 [59] 将实时荧光定量分析技

术（Quantitative real-time, qRT）引入 IPCR，建立

qRT-IPCR 方法，利用荧光标记实时监测每个扩增循

环的荧光信号，建立循环阈值（Cycle threshold, Ct）
与待测物浓度的标准曲线，实现定量分析。整个反应

过程在密闭的 PCR 管中进行，简化操作流程，解决

了开盖带来的污染问题，结果读取更加直观可靠 [60] 。

特异性抗体的挖掘有助于提升 qRT-IPCR 的检测

能力。Mondal 等 [61] 建立的 qRT-IPCR 方法，利用禽类

抗体（IgY）对金黄色葡萄球菌肠毒素蛋白 A 无固有

亲和力的特性 [62] ，特异性地检出牛奶样品中低浓度

的 SEB（表 1），虽然实现了 A 型、B 型毒素的有效

区分，但仍面临其它类型肠毒素带来的假阳性干扰。

Panneerseelan 等 [63] 将免疫磁珠应用到 qRT-IPCR 方法

中，检测柠檬奶油派、金枪鱼沙拉和火鸡肉等熟食

中的 SE 残留，检测限低至 7.5 pg/mL。Kwon 等 [64] 建

立的夹心法 qRT-IPCR，实现了巴氏杀菌奶和三明

治中新型肠毒素 SEH 的特异性检测。不过，当待

检样品被超高温加热后，上述两种 qRT-IPCR 方法

灵敏度会显著降低，这与蛋白变性后的免疫识别效

率相关。此外，抗体易受样本复杂基质干扰，给

qRT-IPCR 检测结果准确性带来影响。Babu 等 [65] 利

用 qRT-IPCR 检测乳制品中黄曲霉毒素 B1（Aflatoxin 
B1，AFB1）时性能较好，面对复杂基质中过量的

AFB1 时仍存在困难，前处理环节的富集效率和高

剂量残留引发的钩状效应 [66] 是主要制约因素。qRT-
IPCR 集成了免疫识别、核酸扩增、产物检测和定量

分析等环节，实现了小分子危害物一体化检测，但仍

需要提高抗体和 DNA 的偶联成功率 [67] ，拓宽复杂且

成本高昂的热循环仪器应用场景 [68] 。

2  免疫等温扩增技术

2.1 免疫LAMP

免 疫 环 介 导 等 温 扩 增 技 术（Immuno Loop 
Mediated Isothermal Amplification, ILAMP）将免疫

分析技术和环介导等温扩增技术结合，其中的免疫

反应与 IPCR 相同。在核酸扩增环节，ILAMP 针对

靶基因设计了 4~6 条引物，利用链置换型 DNA 聚

合酶在 65 ℃恒温条件下完成核酸信号放大，无需
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热循环过程 [69] 。Pourhassan 等 [70] 介绍了不同类型的

ILAMP 平台，基于纳米探针的 ILAMP 在蛋白质多

重检测方面表现出色，灵敏度显著提高，联合微流

控装置的 ILAMP能够实现现场分析，减少交叉污染。

另外，ILAMP 可通过更换免疫识别元件，与其它分

析方法联用，提高检测性能。

利用 PLA 形成的环状识别分子，ILAMP 在

双探针夹心模式下可以获得更高的特异性和灵敏

度 [71] 。目标物只被一条探针结合或双探针间距过

远，都不能产生互补序列进而无法进行核酸扩增。

Lu 等 [72] 开发了 PLA-ILAMP 传感器（表 2），通

过 AFB1 抗体（Antibody, Ab）偶联的 DNA1（Ab-
DNA1）、AFB1-BSA 标记的 DNA2（AFB1-DNA2）和

发夹 DNA，诱发邻位效应形成 Omega 样 DNA，若

目标 AFB1 存在，则与 Omega 样 DNA 发生竞争性

免疫反应，进而通过 LAMP 反应放大检测信号。结

果显示，PLA-ILAMP 对花生样本 AFB1 的检测限达

3.2 pg/mL。然而，由于小分子结合位点有限，两个

抗体并不能同时识别同一目标物，导致常规 PLA-
ILAMP 难以实现超敏检测。为提升灵敏度，江学

成 [73] 将多个小分子偶联到 BSA 上制备抗原，建立了

基于竞争免疫微球固相 PLA 的 LAMP 方法（表 2），
成功实现了猪肉中莱克多巴胺（Ractopamine, RAC）
和克伦特罗（Clenbuterol, CLE）的双重检测。对

比间接竞争固相 PLA-LAMP、直接竞争固相 PLA-
LAMP、间接竞争 ELISA 和直接竞争 ELISA 等 4 种

方法，发现间接竞争固相 PLA-LAMP 的灵敏度最

高，最低检测限达到 0.001 pmol，将 ELISA 的灵敏

度提升 100 倍，准确性和重复性均优于直接竞争固

相 PLA-LAMP。
ILAMP 还能与噬菌体展示技术联合使用，实

现对有机农药、真菌毒素 [74,75] 等小分子化合物的筛

查。Lei 等 [76] 筛选了四种抗独特型纳米噬菌体，建

立了花生中 AFT 的 PD-ILMAP 检测方法（表 2），
并与 PD-ELISA、PD-IPCR 比对，发现 PD-ILMAP
检出的毒素种类最多，灵敏度相较于 PD-ELISA、

PD-IPCR 方法分别提高 12 倍和 3 倍。不过，PD-
ILAMP 与基于小分子偶联物的 ELISA 和 ICA 对

比，灵敏度反而有所降低，过高的稀释倍数是直接

原因，Apollonio 等 [77] 认为高稀释倍数会降低体系灵

敏度。PD-ILAMP 方法不需制备繁琐的抗原偶联物

和抗体标记物，满足了检测便捷化、结果可视化的

需求。不过，即便使用同种 噬菌体，应用不同免

疫检测原理的 ILAMP 表现略有差异。Hua 等 [78] 利

用肽库中分离出的噬菌体多肽，开发了两种不同的

ILAMP，并对白菜、苹果等有机食品中 8 种有机磷

农药进行检测，稳定性和重现性的实验结果表明，

间接竞争噬菌体展示的 ILAMP（表 2）比直接竞

争噬菌体展示 ILAMP 更具优势。免疫 LAMP 无需

复杂仪器，其扩增效率、特异性和简便性均优于免

疫 PCR，但仍需要严格的物理空间分区来降低人工

操作带来的污染问题。另外，环引物的加入提高了

ILAMP 的扩增效率，但引物数量的增加也会增加多

目标检测难度。

2.2 免疫RCA

免疫滚环等温扩增技术（Immuno Rolling Circle 
Amplification, IRCA）利用线性引物和探针杂交形

成圆形结构，在连接酶作用下通过共价连接形成闭

环，23~60 ℃下产生大量与环形探针互补的重复序

列，完成核酸扩增过程 [79] 。RCA 能在靶标上形成闭

合的环状序列，确保产生的信号集中于一点，保持

检测分析多元性。在免疫探针的制备上，IRCA 能

利用 PLA、生物条形码和噬菌体展示技术等多种途

径提高探针性能，实现高灵敏、高特异检测。Ebai
等 [80] 设计了能形成环状 DNA 的 PLA 探针，利用

IRCA 检测微量蛋白，与 PLA-ILAMP 相比，PLA-
IRCA 灵敏度达到 fmol 级别，检测蛋白的种类更多。

PLA-IRCA 不仅能够检测蛋白类大分子物质，

还能检测食品中的小分子危害物。Tang 等 [81] 建立

了基于电化学的 PLA-IRCA 方法用于花生中 AFB1

的检测，灵敏度达 pg 级，且无需复杂的前处理过

程，操作方便，适用范围广，仅需更换对应目标物

的抗体即可用于其它小分子危害物的检测。但制备

的 AFB1 抗体特异性不强，当样品中存在的 AFB2

时，会对电化学信号造成严重干扰。为解决交叉反

应的难题，Zhang 等 [82] 建立了基于生物条形码探

针的 IRCA 用于检测燕麦、小米和面粉中的 T-2
毒素（表 3），特异性实验结果显示，除 T-2 毒素外，

AFB1、伏马毒素（Fumonisin, FB）、OTA、ZEN 等

四种真菌毒素并未与抗 T-2 抗体发生特异性结合。

张祎奇 [83] 制备 VHH 2-21 抗体，搭建实时免疫多引

物滚环扩增体系（表 3），对市售的玉米、小麦和大

米样品中 OTA 展开检测，检出限范围在 5~7 pg/mL
之间。IRCA 采用环形探针可实现单个目标分子的

特异性检测，但仍需过滤未成环探针或游离核酸序

列产生的干扰信号，固相 IRCA 则可在一定程度上

减弱背景信号，但受限于载体的固定效率。
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表 2  免疫LAMP检测流程示意表

Table 2 Schematic table of immuno LAMP detection process

小分子危害物 固定载体 结合方式 结果展示 参考文献

a. 黄曲霉毒素 B1 发卡 DNA 间接竞争法 电化学检测

 [72] 

b. 莱克多巴胺 短链寡核苷酸 直接竞争法 荧光检测

 [73] 

c. 黄曲霉毒素 G1 PCR 管
间接竞争法

视觉检测

 [76] 

d. 草甘膦 微量滴定板 间接竞争法 荧光检测

 [78] 

表 3  免疫RCA检测流程示意表

Table 3 Schematic table of immuno RCA detection process

小分子危害物 固定载体 结合方式 结果展示 参考文献

a. 镰刀霉菌毒素 T-2 磁性微粒 直接竞争法
荧光检测

 [82] 

b. 赭曲霉素 A 微量滴定板 直接竞争法
色度法检测

 [83] 

表 4  免疫HCR检测流程示意表

Table 4 Schematic table of immuno HCR detection process

小分子危害物 固定载体 结合方式 结果展示 参考文献

黄曲霉毒素 B1 碳纳米管

 

直接竞争法
电化学检测

  [87] 
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2.3 免疫HCR

免 疫 杂 交 链 式 反 应（Immuno Hybridization 
Chain Reaction, IHCR）是一种无需酶参与反应的

免疫等温扩增技术 [84] ，其核酸扩增反应以特定的单

链 DNA 为引物，促使两种稳定共存的发卡探针在

恒温条件下发生杂交反应并获得信号 [85] 。IHCR 方

法结构灵活，不依赖聚合酶，具备超高灵敏度，比

ILAMP 更能实现目标分子的高效扩增。IHCR 方法

除了应用在大分子 [86] 检测领域，还可与基于纳米

抗体的免疫传感器结合，捕获小分子目标物。Liu
等 [87] 筛选了灵敏度高的纳米抗体作为识别元件，开

发出检测玉米中 AFB1 的 IHCR 传感器（表 4），并

通过比对实验验证了 IHCR 的信号放大效果。研究

发现，具备成对发卡探针的 IHCR 体系电流响应信

号强度比缺少发卡探针的体系高出一倍，说明纳米

抗体探针能以更大密度结合在传感器表面，进而

产生更多的连接 DNA，输出更强信号，提高检测

的灵敏度。该传感器并未与脱氧雪腐镰刀菌烯醇

（Deoxynivalenol, DON）、FB 等其他四种真菌毒素

发生交叉反应，其检测范围和检测限均优于电化学

发光和石墨烯量子点技术，展示出良好的稳定性和

可靠性，但并不适用于干燥样品和高油样品的检测。

2.4 免疫SDA

免疫链置换扩增技术（Immuno Strand Displace-
ment Amplification, ISDA）借助特定限制性内切酶定

位目的基因的特异性位点，切开后开始延伸、合

成、替换互补链，被替换的互补链与引物结合，在

缺失 5′ 端外切酶活性的 DNA 聚合酶作用下延伸形

成双链，反复循环直至完成检测。ISDA 无需设计

复杂引物即可避免非特异性扩增，特异性与 ILAMP
相当，同时兼具低成本、高效率、易实现自动化等

多项优势。相比于其它免疫等温扩增技术，ISDA
扩增效率易受扩增子长度影响，过短的桥联寡核苷

酸不能形成稳定的全长扩增子，过长的扩增子序列

会诱导探针自杂交而造成链位移不足 [88] 。利用筛

选得到长度合适的扩增子，ISDA 在检测沙丁胺醇

（Salbutamol, SAL）时显著提高了灵敏度，其最低

检测限达到 0.65 fg/mL，而特异性实验中并未获取

到莱克多巴胺、克伦特罗等常见瘦肉精的检测信号，

展现出良好的检测性能，为食品质控领域小分子危

害物检测提供了新思路。

2.5 免疫RPA

免疫重组酶聚合酶扩增技术（Immuno Recom-
binase Polymerase Amplification, IRPA）依赖重组

酶、单链 DNA 结合蛋白和链置换 DNA 聚合酶，

可在 37 ℃等温条件下、5~10 min 内实现微量核酸

的快速扩增。重组酶与引物结合，形成的复合物结

合到模板链上的相应位点，在链置换 DNA 聚合酶

催化下形成双链，而单链结合蛋白结合游离单链

DNA 并保持其稳定性。不同于其他免疫等温扩增

技术，IRPA 的核酸扩增温度与免疫反应温度均为

37 ℃，这不仅能有效解决 ILAMP 反应体系温度不

兼容引起的低效问题，还减弱了反应温度变化带来

的 IRCA 效率影响。目前，IRPA 在食品安全领域的

研究尚处于起步阶段，只有 Ivanov 等 [89] 利用双夹心

免疫法辅助 RPA 检测肌钙蛋白的报道，相较 IPCR，
灵敏度提高 3 个数量级，分析时间大大缩短。IRPA
技术不仅在灵敏度和检测时间上具备显著优势，还

展现出十分突出的适用性与实用性。理论上，适用

于蛋白大分子检测的 IRPA 方法，也能用于食品小

分子危害物的检测。未来对 IRPA 的技术改良，可

以拓展其应用范围，更好地满足食品中痕量小分子

危害物检测的时代需求。

3  总结与展望

食品安全问题备受重视，监测食品中小分子危

害物的残留情况，对维护人民群众健康意义重大。

食品样品基质复杂、小分子危害物种类多且污染方

式多样是当前检测面临的突出问题。免疫 - 核酸扩

增技术的快速发展为食品中痕量小分子危害物检测

提供了新策略，为药物残留、生物毒素以及非法添

加物的检测提供了多样化的解决方案。免疫 - 核
酸扩增技术兼具双重放大效应，极大提高了小分

子危害物检测的敏感性、特异性和实用性（表 5），
经改良革新，未来将更好地解决待测目标物与同

系物间的交叉反应、温度变化带来的复合物连接

效率低、假阳性或假阴性干扰结果等问题，提升

技术的检测能力，简化检测流程，缩短检测时间。

作为新型检测技术，免疫 - 核酸扩增技术已逐渐

成为更适合现场快检的有力工具，为促进食品安

全生产和市场监管有序化、有量化、有质化提供

了更高效的解决方案。
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表 5  检测食品中小分子危害物的免疫-核酸扩增技术

Table 5 Immuno-nucleic acid amplification techniques for detecting small and medium-sized molecular hazards in food

检测技术 适用样品 检出种类 检出限 交叉反应 参考文献

免疫
PCR

饮料 邻苯二甲酸二甲酯 1.98 pg/L —  [28] 

基于生物素 -链霉亲和
素的实时免疫 PCR

梨、萝卜、烧烤食品 苯并芘、茚并芘、聚苯等 2.85 pg/L <11%  [31] 

海鱼类
四溴联苯醚、三溴联苯醚、

二溴联苯醚等
2.96 pg/L <6.12%  [33] 

生肉、鸡蛋、食用油
邻苯二甲酸二甲酯、
邻苯二甲酸二乙酯等

1.98~4.85 pg/L <10%  [34] 

实时荧光定量
免疫 PCR

牛奶 氯霉素、四环素等 1.38 pg/mL 较小或无  [26] 

牛奶 葡萄球菌肠毒素 B、A、C、G 1 pg/mL 0  [61] 

基于磁珠的实时
定量免疫 PCR

牛奶 氯霉素 8 ng/L —  [27] 

金枪鱼沙拉、火鸡肉、
奶油派

葡萄球菌肠毒素 A、B 7.5 fg/mL —  [63] 

基于金纳米颗粒的
实时定量免疫 PCR

饮料、肉及肉制品、
奶制品

邻苯二甲酸二乙酯、
邻苯二甲酸二丙酯等

1.06 pg/L <5%  [35] 

IgY 免疫球蛋白
介导的免疫 PCR 原料乳 葡萄球菌肠毒素 A、E ~10 pg/mL 轻微  [62] 

基于 DNA 探针的
实时定量免疫 PCR 牛奶、三明治

葡萄球菌肠毒素 H 及
其它典型肠毒素

4.5 pg/mL 0  [64] 

噬菌体展示技术
介导的免疫 PCR

玉米、小麦、大米
赭曲霉素 A、黄曲霉毒素、

伏马菌素等
4.17 pg/mL 忽略不计  [41] 

玉米、小麦、大米 赭曲霉素 A、B 3.7 pg/L <3.5%  [42] 

玉米、小麦、大米 玉米赤霉烯酮 6.5 pg/mL —  [43] 

米粉、面粉
桔霉素、黄曲霉毒素 B1、

赭曲霉素 A 等
0.46 ng/mL <0.1%  [44] 

米粉、面粉
桔霉素、玉米赤霉烯酮

等常见霉菌毒素
0.08 ng/mL <0.1%  [45] 

玉米、大米、花生 黄曲霉毒素、玉米赤霉烯酮 0.03~0.09 ng/mL —  [56] 

基于生物条形码
的免疫 PCR

牛奶、果汁等 葡萄球菌肠毒素 B 0.269 pg/mL —  [49] 

玉米、小麦 玉米赤霉烯酮 0.056~152.12 g <13.2%  [50] 

基于双功能化纳米
探针的免疫 PCR 大豆、玉米 草甘膦 4.5 pg/g 0.02%~2.36%  [52] 

基于 PLA 原理的
免疫 LAMP 传感器

花生 黄曲霉毒素 B1 3.2 pg/mL —  [72] 

花生 黄曲霉毒素 B1 4.8 pg/mL —  [81] 

免疫
LAMP

基于固相 PLA 的免疫
LAMP 猪肉 莱克多巴胺、克伦特罗 0.01 ng/mL <0.01%  [73] 

基于竞争性结合噬菌
体的免疫 LAMP

大白菜、苹果等
有机食品

甲基对硫磷等 23 种有
机磷农药

2~128 ng/mL <0.02%  [78] 

基于噬菌体展示技术
的免疫 LAMP 花生

黄曲霉毒素 B1、B2、
G1、G2 1.6~3.2 µg/kg —  [76] 

免疫
RCA

基于生物条形码的
免疫 RCA 燕麦、小米、面粉 镰刀霉菌毒素 T-2 0.26 pg/mL —  [82] 

噬菌体展示技术介
导的免疫 RCA 玉米、小麦、大米 赭曲霉素 A 5~7 pg/mL —  [83] 

免疫
HCR

基于纳米体的免疫
HCR 电化学传感器

玉米 黄曲霉毒素 B1 68 fg/mL —  [87] 
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