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双模态免疫层析技术的建立及其在功能饮料中他

达拉非检测中的应用 

赵洛圆 1, 孙  妍 1, 孙思颖 1, 姚  丽 1,2, 涂  佳 3, 许  宙 2, 陈  伟 1* 

(1. 合肥工业大学食品与生物工程学院, 合肥  230000; 2. 长沙理工大学食品与生物工程学院, 长沙  410114;  
3. 湖南省林业科学院木本油料资源利用全国重点实验室, 长沙  410004) 

摘  要: 目的  建立一种可同时提供视觉与荧光双信号读出的免疫层析技术; 及其在功能饮料复杂基质中, 

对痕量他达拉非实现高灵敏、高准确度检测的实际应用性能。方法  本研究首先将磁性纳米颗粒与量子点相

结合, 制备磁性量子点复合材料, 并将其用于标记他达拉非抗体, 构建出高灵敏度、高特异性的磁性量子点探

针。同时, 通过引入预孵育步骤以有效消除基质干扰; 在实验过程中, 对抗体标记量、封闭剂种类、重悬液体

系及孵育液组成等关键条件进行了系统优化。结果  实验数据显示, 该双模态免疫层析技术对他达拉非的视觉

最低检出限在比色信号下达 0.5 ng/mL, 在荧光信号下达 1 ng/mL, 且表现出良好的特异性, 与西地那非、伐地那

非等结构类似物无交叉反应现象。结论  基于磁性量子点的双模态免疫层析技术巧妙融合了磁分离技术的高净

化能力与量子点的高荧光灵敏度, 具有操作简便、抗干扰性强等显著优势。该技术能够实现对功能饮品中他达

拉非的现场快速筛查与初步定量, 为功能饮品非法添加物的检测提供了实用且高效的技术方案。 

关键词: 他达拉非; 双模态; 免疫层析; 功能食品; 磁性量子点 

Development of dual-modal immunochromatographic assay and its 
application in the detection of tadalafil in functional beverages 
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ABSTRACT: Objective  To establish an immunochromatographic technique that can provide both visual and 

fluorescent signal readout at the same time. To evaluate the practical application performance of this technology for 

high-sensitivity and high-accuracy detection of trace tadalafil in complex matrices of energy drinks. Methods  In 
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this study, magnetic nanoparticles were first combined with quantum dots to prepare magnetic quantum dot composite 

materials, which were then used to label the anti-tadalafil antibody, thereby constructing a highly sensitive and 

specific magnetic quantum dot probe. Meanwhile, a pre-incubation step was introduced to effectively eliminate 

matrix interference. During the experimental process, key conditions including the antibody labeling amount, type of 

blocking agent, resuspension buffer system and composition of the incubation solution were systematically 

optimized. Results  Experimental data showed that the dual-modal immunochromatographic technology achieved a 

visual limit of detection for tadalafil of 0.5 ng/mL in the colorimetric mode and 1 ng/mL in the fluorescent mode. 

Additionally, the technology exhibited excellent specificity with no cross-reactivity observed with structural analogs such 

as sildenafil and vardenafil. Conclusion  The dual-mode immunochromatographic technique based onmagnetic quantum 

dots ingeniously combine the high purification capability of magnetic separation technology with the high fluorescence 

sensitivity of quantum dots, offering significant advantages such as simplicity of operation and strong anti-interference 

ability. This technique can achieve rapid screening and preliminary quantification of tadalafil in functional foods on-site, 

providing a practical and efficient technical solution for the detection of illegal additives in functional foods. 
KEY WORDS: tadalafil; dual-mode; immunochromatography; functional food; magnetic quantum dots 
 
 

0  引  言 

他达拉非自 2003 年首次获批以来[1], 凭借其优异的

药代动力学特性(包括长半衰期和持久的治疗效果)[2], 成
为治疗男性勃起功能障碍的重要药物。然而, 近年来, 他
达拉非非法添加到不受管制的草药补充剂和假冒药物中的

现象日益严重[3–5], 这些产品常以性能力增强剂的形式销

售, 对消费者健康构成巨大风险[6–7]。长期服用含非法添加

他达拉非的产品可能导致心血管问题、低血压、视力损伤

等严重后果[8–9]。因此, 开发快速、灵敏、可靠的分析方法

以检测药品和商业产品中的他达拉非显得尤为重要。 
目前, 功能食品中他达拉非的检测技术主要包括薄

层色谱法[10–11]、拉曼光谱法[4,12]、高效液相色谱法[13–15]、

高效液相色谱-串联质谱法[16–17]、气相色谱-电子捕获检测

器法[18–20]、液相色谱-质谱法[21–24]、理化分析检测法[25]及

常规免疫分析法[26–28]等。其中高效液相色谱法检测灵敏度

达 11.53~92.24 μg/mL, 常规免疫分析法检测灵敏度达到

200 ng/mL[29]。尽管常规实验室仪器分析方法能提供精确

定量结果, 但样品前处理复杂、检测成本高、耗时长, 且
需要专业技术人员操作, 难以满足现场快速检测的需求。

侧流免疫分析方法(lateral flow immunoassay, LFIA)因其前

处理简单、成本低廉、操作简便、适应性广等优点, 逐渐

成为食品安全检测的重要手段。 
本研究提出了一种基于磁性量子点的双模态荧光

LFIA生物传感器, 其原理如图 1所示, 以磁性量子点-他达

拉非偶联物为核心探针(磁性纳米颗粒实现目标物富集纯

化, 量子点提供高荧光信号), 基于免疫层析的毛细流动驱

动反应, 在硝酸纤维素膜(NC 膜)上完成竞争结合与信号输

出。检测时, 若样本中存在他达拉非, 则会优先与偶联物

上的抗体结合, 形成“他达拉非-抗体-磁性量子点”复合物, 
混合物流至检测线时, 不会与 T 线包被的抗原结合, 则 T

线不会显线; 若样本中不存在他达拉非时, 混合体系流至

NC 膜后, 未被目标物结合的偶联物会与检测线(T 线)喷涂

的他达拉非包被原结合, 而剩余偶联物则与质控线(C 线)
的二抗结合。本研究围绕磁性量子点试纸条检测功能食品

中他达拉非展开, 涵盖实验材料优化、实际样品检测、方

法学验证拓展及稳定性测试等; 通过多方面实验设计, 优
化检测条件、验证方法可靠性与适用性, 旨在实现对功能

食品中他达拉非的快速筛查和准确检测。 
 

 
 

注: 聚乙烯亚胺(polyethyleneimine, PEI), 牛血清蛋白(bovine 
serum albumin, BSA)。 

图 1  双模态免疫层析检测他达拉非原理图  
Fig.1  Schematic diagram illustrating the principle of dual-modal 

immunochromatographic assay for the detection of tadalafil 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

Fe3O4(粒径 100~200 nm, 质量浓度 10 mg/mL, 纯度

≥99%)(江苏先丰纳米材料科技有限公司); 量子点[星紫
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( 上 海 ) 新 材 料 技 术 开 发 有 限 公 司 ]; 硝 酸 纤 维 素 膜

(nitrocellulose, NC)、吸水垫、玻璃纤维膜、聚氯乙烯底板

(上海捷宁科技生物有限公司)。 
PEI、BSA、人血清蛋白(human serum albumin, HSA)、

酪蛋白(Casein)、酪蛋白钠(Casein-Na)(北京拜尔迪生物技术

有限公司); 盐酸(HCl)、氯化钠(NaCl)、氢氧化钠(NaOH)、
磷酸氢二钠(Na2HPO4)、磷酸二氢钠(NaH2PO4)、蔗糖、海藻

糖、聚乙烯吡咯烷酮(polyvinyl pyrrolidone, PVP-K40)、表面

活性剂 S9 、硼酸 (H3BO3) 、十六烷基三甲基溴化铵

(cetyltrimethylammonium bromide, CTAB)、4-羟乙基哌嗪乙

磺 酸 [4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid, 
Hepes] (分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 聚乙二醇

-20000、吐温 20、曲拉通 X-100(分析纯, 上海阿拉丁生化

科技股份有限公司 ); 磷酸盐缓冲液 (phosphate-buffered 
saline, PBS)、Tris-HCl (1 mol/L pH 8.0)溶液、1-乙基-(3-二
甲基氨基丙基)碳酰二亚胺[1-ethyl-(3-dimethylaminopropyl) 
carbamodiimide, EDC](分析纯, 上海生工生物股份有限公

司); 他达拉非抗体、他达拉非包被原、他达拉非标准品(纯
度≥99%, 杭州正知生物公司); 羊抗鼠修饰生物素(分析

纯 , 长沙美牛科技生物有限公司 ); N-羟基琥珀酰亚胺

(N-hydroxysuccinimide, NHS)(分析纯, 百灵威科技有限公

司)。实验用水为超纯水。 

1.2  仪器与设备 

JA 2003 万分之一电子分析天平(上海力辰科技有限

公司); KQ 218 超声仪(昆山市超声仪器有限公司); Mix 
Table 微型涡旋混合仪(合肥艾本森科学仪器有限公司); 
MD-510 划膜仪(南京微测生物科技公司); MD-210 高速切

条机(南京微测生物科技); Nano-ZSE 纳米粒度及 Zeta 电位

分析仪(马尔文仪器公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  磁性量子点的制备 
依据文献[30]方法并略作改进 , 具体步骤如下 : 将

1 mL Fe3O4 磁性纳米粒子(10 mg/mL)与 50 mL PEI 水溶

液(0.2 mg/mL)在超声处理下反应 30 min, 使PEI自组装到 
Fe3O4 表面形成带正电的 PEI 壳。磁性收集 Fe3O4@PEI 磁

性纳米粒子, 并用去离子水冲洗两次以去除多余 PEI。随

后, 将纯化的 Fe3O4@PEI 与 50 mL 量子点(1 nmol/L)混合, 
剧烈超声处理 40 min, 使带负电的量子点通过静电吸引力

密集吸附在 Fe3O4@PEI 表面。磁性收集 Fe3O4@量子点核

壳纳米复合材料, 重新分散在 5 mL 去离子水中, 重复吸附

两层量子点后真空冻干, 得到 Fe3O4@量子点粉末, 分散于

乙醇中形成标准溶液(1 mg/mL), 避光保存备用。 
1.3.2  试纸条的制备 

试纸条由底板、样品垫、NC 膜及吸水垫组成。将处

理好的样品垫、硝酸纤维素膜和吸水垫贴于底板上进行组

装。后用切条机, 将组装好的试纸条切为 3 mm×60 mm 后

密封保存备用。 

1.4  实验主要缓冲溶液及处理液的配制 

1.4.1  样品垫的制备 
将玻璃纤维素膜切成 18 mm×300 mm的大小, 置于样

品垫处理液中浸泡 2 h, 确保玻璃纤维素膜浸泡均匀。浸泡

完成后, 取出样品垫于 37 ℃烘箱中烘干备用。 
1.4.2  金标垫的制备 

将玻璃纤维素膜切成 3 mm×300 mm 的大小, 置于金

标垫处理液中浸泡并确保其浸泡均匀, 2 h 后取出于 37 ℃
烘箱中烘干, 烘干后将其切至 3 mm×3 mm 大小备用。 
1.4.3  硝酸纤维素膜的制备 

使用划膜喷膜仪将一定质量浓度的他达拉非包被原

和 1 mg/mL 的羊抗鼠二抗分别以每厘米 0.7 μL 和 0.5 μL
的出水量喷涂于 NC 膜上作为试纸条的检测线和控制线, 
之后置于 37 ℃烘箱烘干备用。 
1.4.4  吸水垫的制备 

将吸水垫切成 18 mm×300 mm大小, 置于干燥处备用。 
1.4.5  试剂的制备 

重悬液 E 的配制: 分别称取 1 g 牛血清蛋白, 10 g 蔗糖

和 0.25 g 聚乙二醇-20000 到干净烧杯中, 再加入 100 μL 
Tris-HCl 后, 定容至 100 mL。 

重悬液 D 的配制: 分别称取 0.05 g PVP-K40 和 1.5 g
蔗糖到洁净烧杯中, 加入 10 mL 10% Casein-Na 使其充分

溶解。 
10 mmol/L 磷酸缓冲液(PB)的配制: 0.2 mol/L Na2HPO4: 

称取 35.8 g Na2HPO4粉末, 置于 500 mL 烧杯中, 加 200 mL
超纯水搅拌溶解后, 转移至 500 mL 容量瓶定容;  

0.2 mol/L NaH2PO4: 称取 15.6 g NaH2PO4 粉末, 置于

500 mL 烧杯中, 加 200 mL 超纯水搅拌溶解后, 转移至

500 mL 容量瓶定容;  
10 mmol/L PB: 量取 19 mL 0.2 mol/L Na2HPO4 和 81 mL 

0.2 mol/L NaH2PO4 混合均匀后, 量取 50 mL 混合液, 用
超纯水定容至 1000 mL. 

Running buffer 的配制: 吸取 1 mL 1 mol/L pH 7.4 
Tris-HCl、1 mL 0.5 mol/L 的 MgCl2、500 μL 1 mol/L 的 KCl、
10 mL 20×SSC、1 mL 吐温-20 到烧杯中, 再准确称取 0.5 g 
PEG-20000、0.036445 g CTAB、1 g BSA到烧杯中, 先用80 mL
超纯水超声溶解, 再将溶液转移至 100 mL 容量瓶中, 用超

纯水定容后置于 4 ℃冰箱保存备用。 
10 mg/mL EDC: 称取 0.005 g EDC 粉末, 倒入 1.5 mL

离心管中, 加入 500 μL 超纯水, 混匀备用(现配现用)。 
10 mg/mL NHS: 称取 0.005 g NHS, 倒入 1.5 mL 离心

管中, 加入 500 μL 超纯水, 混匀备用(现配现用)。 
硼酸盐缓冲溶液(BB)的配制: 使用电子分析天平称

取 0.7729 g 硼酸粉末, 倒至 500 mL 的洁净烧杯中, 用量筒
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精确量取 200 mL 的超纯水将粉末溶解后, 10% NaOH 调节

溶液的 pH, 将烧杯中的溶液转移至容量瓶定容, 最后再将

溶液转移到洁净的蓝盖瓶中储存备用。 

1.5  磁性量子点标记抗体的制备 

主要步骤为, 取所制备的磁性量子点 400 μL, 磁性分

离后, 复溶于 pH 5.5 的 Hepes 中再加入 10 mg/mL 的 MES
和 EDC 活化 15 min; 加入 1 μL 1 mg/mL 的他达拉非抗体

偶联 1 h, 后加入 0.5% Casein-Na封闭 1 h后, 磁性分离, 除
去上清, 加入 50 μL 重悬 E, 备用。 

1.6  可行性验证 
分别将质量浓度为 1 ng/mL的他达拉非和不含他达拉

非的空白样品各 50 μL 加孵育液 5 μL 等待 10 min 后在试

纸条观察检测线显色情况, 并且对检测线进行强度分析。 

1.7  数据处理 
首先, 使用 Adobe Photoshop 2024 版对原始试纸条图

像进行排列、裁剪及背景扣除。随后, 利用 Image J 软件对

处理后的图像进行灰度分析, 以获取定量数据。最终, 基
于所得数据, 在 Origin 2022 中生成柱状图以进行可视化呈

现(所有实验均重复 3 次得出数据)。 

2  结果与分析 

2.1  磁性量子点的表征 

首先对制成磁性量子点结果进行表征, 如图 2 所示。

根据前文所述的方法制备得到磁性量子点, 基于逐层组装

策略, 在 Fe3O4 核心表面反复吸附 PEI 和量子点。图 2A 则

是在磁性量子点制备过程中电位的变化, 由于磁珠本身带

负电荷, 在 PEI 结合后由负电荷变为正电荷, 而带负电荷

的量子点由于静电结合作用与其结合, 由图 2A 可看到在

量子点结合以后电荷由 47.3 mV 降为 33.2 mV, 由于量子

点未能完全与 PEI 包覆的磁珠结合, 因此仍为正电荷。而

后又重新包覆一层 PEI 以后电荷又重新上升至 40.2 mV, 
再次与量子点结合后电荷又一次降至 34.2 mV。图 2B 是对

单纯磁珠进行拍摄的扫描电镜, 图 2C 则是合成的磁性量

子点扫描电镜, 由图 2B 和图 2C 可以看到合成的磁性量子

点表面相比于单纯磁珠多出些许量子点, 表明量子点成功

包覆在磁珠表面。 
马尔文激光粒度仪对磁性量子点粒度进行的检测, 由

图 2D 可以看出 Fe3O4的粒径不断增大, 由最初的 164 nmol/L
增大到最终的 342 nmol/L, 表示 PEI 和量子点逐层包覆在  

 

 
 

注: A. 磁性量子点合成过程以及电位变化; B、C. 分别为磁珠和磁性量子点的扫描电镜图; D. 磁性量子点合成过程中粒径变化。 
图 2  磁性量子点复合材料的结构表征 

Fig.2  Structural characterization of magnetic quantum dot composite materials 
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Fe3O4 表面 , 也证明了磁性量子点的成功制备。由以上结

果可以证明了磁性量子点的成功制备。 

2.2  标记最佳条件的选择 

2.2.1  最佳抗体量的选择 
不同的抗体标记量, 对他达拉非试纸检测的灵敏度

有很大的影响。选择 0.4、0.6、0.8、1.0 μL 1 mg/mL 的

抗体进行抗体量优化。具体结果如图 3A 所示, 随着偶联

抗体量的增加, 相同浓度下试纸 T 线信号强度逐渐变大, 
灵敏度也逐渐降低。因此, 综合分析试纸 T 线信号强度、

检测灵敏度和信噪比, 最后选择偶联抗体的最佳用量为

0.8 μL。 
2.2.2  封闭剂的选择 

合适的封闭剂, 能够有效地阻断表面多余的活性位

点, 消除非特异性吸附, 提高检测的灵敏度。本研究选择

了 5% BSA、5% HSA、0.5% Casein、0.5% Casein-Na 4 种

封闭剂进行优化。具体结果如图 3B 所示, 可以看到当封闭

剂为 0.5% Casein-Na 时, 试纸的灵敏度、阴性显色强度最

佳, 因此选择封闭剂为 0.5% Casein-Na。 
2.2.3  重悬液的选择 

重悬液是为了使最后沉淀复溶并保持抗体的活性 , 
不同的重悬液对抗体的影响有着巨大的区别。本研究选取

了 4 种不同的重悬液进行优化, 分别是 0.5% Casein、0.5% 
Casein-Na、重悬液 D、重悬液 E, 由如图 3C 可以看出, 当
封闭剂为重悬液 E 时, 试纸的灵敏度、阴性显色强度最佳, 
因此选择重悬液为重悬液 E。 

2.2.4  孵育液的选择 
不同的孵育液离子种类和 pH 均有差异, 这些复杂的

缓冲体系在一定程度上影响了磁性量子点偶联复合物中抗

体的活性以及磁性量子点偶联物与目标物的结合效率, 并
且影响磁性量子点偶联物在 NC 膜上的层析速度。为了达

到最佳的检测性能, 对孵育液的种类进行了优化, 分别选

择了 10 mmol/L BB、PB、Running buffer 和 1×PBS 4 种孵

育液进行测试, 根据图 3D中阴性出线程度, 灵敏度以及在

NC 膜上层析效率, 选择 Running buffer。 

2.3  灵敏度分析  

对最终优化的结果进行灵敏度和线性分析, 分别用

质量浓度为 0、0.1、0.5、1.0、2.0、5.0 ng/mL 的他达拉非

样品进行预孵育 , 并以他达拉非质量浓度为横坐标 (X, 
ng/mL), 以 T 线信号强度为纵坐作图(Y), 检测结果如图 4
所示。可以清楚地看到, 当检测质量浓度为 0.5 ng/mL 时, 
阴阳存在区别, 而当质量浓度在 5.0 ng/mL 时达到完全消

线。使用 Image J 对试纸条检测线进行扫描并进行线性拟

合 , 可 得 出 在 可 见 光 下 相 关 线 性 方 程 为

Y=–640.482X+3448.837, r2 为 0.98797, 其中检出限(limit of 
detection, LOD)≈3.3×σ/k, 计算得出 LOD≈0.434 ng/mL。在

紫外光下相关线性方程为 Y=–1053.899X+5380.438, r2 为

0.98719, 其中 LOD≈3.3×σ/k, 计算得出 LOD≈0.891 ng/mL。

因此可得该双模态免疫层析技术对他达拉非的视觉最低

LOD 在比色信号下达 0.5 ng/mL, 在荧光信号下达 1 ng/mL。

表明该方法具有良好的检测灵敏度和稳定性。 
 

 
 

注: A、B 为抗体量优化结果, 其中 A 是可见光, B 是荧光下结果; C、D 为封闭剂优化结果, 其中 C 是可见光, D 是荧光下结果;  
E、F 为重悬优化结果, 其中 E 是可见光, F 是荧光下结果; G、H 为孵育液优化结果, 其中 G 是可见光, H 是荧光下结果。 

其中 0 代表阴性样本, 1 代表阳性样本。 
图 3  侧向层析免疫试纸优化结果 

Fig.3  Optimization results of lateral flow immunoassay 
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2.4  特异性结果分析 

为验证该方法的特异性是否良好, 选择了不同种类

选择性 5 型磷酸二酯酶(PDE5), 分别是西地那非、红地那

非、伐地那非来进行检测, 结果如图 5 所示, 可以看到在

相同上样量(500 pg/mL)下, 所有非目标检测物均未消线, 
而含他达拉非可以达到完全消线。实验数据可以表明, 该
方法对他达拉非具有高度特异性, 可有效区分他达拉非与

其余 PDE5 物质。 

 

 
 

注: 图 A、B 分别代表他达拉非在可见光下试纸条检测结果以及线性图像,  
图 C、D 分别代表他达拉非在荧光下试纸条检测结果以及线性图像。 

图 4  不同检测模式下他达拉非试纸条响应结果及其线性关系 
Fig.4  Response results and linear relationship of tadalafil test strips under different detection modes 

 
 

图 5  侧向层析免疫试纸的特异性验证结果 
Fig.5  Specificity verification results of lateral  

flow immunoassay 
 

2.5  实际样品加标检测结果 
选择功能饮料作为实际样本进行加标检测。在 60 μL

的功能饮料中加入不同浓度的他达拉非标品(分别为 1、2、

5 ng/mL), 与 4 μL 磁性量子点探针预孵育 10 min 后, 磁
性分离复溶于 Running buffer中, 上样后结果如图 6所示。

可看出本方法可以完全消除基质效应地干扰, 灵敏的检

测到功能饮料中的他达拉非。 
 

 
 

注: 两组图从左至右分别代表加入 0、1、2、5 ng/mL 的 
他达拉非标品。 

图 6  功能饮料加标检测结果 
Fig.6  Test results of functional beverage labeling 
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3  讨论与结论 

本研究成功开发了一种基于磁性量子点的双模态侧

向流免疫测定生物传感器, 用于功能饮料中他达拉非的高

灵敏度和选择性检测。该传感器通过集成高性能磁性量子

点纳米标签, 实现了在紫外光下呈现荧光信号、在可见光

下呈现磁信号的双模态输出, 显著提升了检测的灵活性和

准确性。研究结果表明, 该双模态 LFIA 生物传感器不仅能

够在复杂基质中灵敏地检测他达拉非, 而且通过磁分离富

集目标物有效消除了背景干扰, 实现了信号的二次放大, 
使得视觉最低 LOD 在比色信号下达 0.5 ng/mL, 在荧光信

号下达 1 ng/mL。这一灵敏度远超许多传统检测方法, 为功

能食品中非法添加他达拉非的快速筛查和准确检测提供了

有力工具。本研究通过构建基于磁性量子点的双模态侧向

流免疫分析平台, 实现了对功能饮料中他达拉非的超高灵

敏检测。其创新性主要体现在两个方面: (1)利用磁性富集

技术实现了目标物的主动捕获与空间浓缩, 通过物理剥离

背景干扰将 LOD 显著降低; (2)“荧光-磁信号”双模态输出

机制提供了快速筛查与精准定量互补的检测策略。与现有

方法相比, 该技术兼具仪器级灵敏度与快速检测法便捷性, 
突破了传统免疫层析技术的灵敏度瓶颈。尽管存在抗体依

赖性和复杂基质干扰等局限性, 但该平台为食品安全现场

检测提供了变革性解决方案, 并具备拓展至其他非法添加

物多重检测的潜力。 
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