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标记免疫分析技术是在抗原与抗体特异性反应的基础上

标记各种可测量的标记物#是目前在微量检测领域独具优势的

免疫分析技术(

"$

世纪
-$

年代初期#

C̀GG>P

和
+@F;><

创立

了放射性免疫分析方法$

4Y2

&#因其具有极好的微量分析性能

而迅速被应用于临床诊断和医学科学研究#但因其放射性危

害'试剂昂贵且保存期短等劣势被限制了进一步发展(此后酶

标记免疫分析技术$

*Y

&'化学发光免疫分析技术$

(TY2

&'电化

学发光免疫分析技术$

*(TY2

&'荧光免疫分析技术$

_Y2

&'时

间分辨荧光免疫分析技术$

=4_Y2

&等非
4Y2

相继问世#其中

=4_Y2

在检测灵敏性方面超过
4Y2"

$

8

个数量级#被认为是

非常具有发展潜力的非放射性标记免疫分析技术(本文就

=4_Y2

的研究及在医学领域的应用综述如下(

?

!

=4_Y2

的原理及特点

?#?

!

=4_Y2

的基本原理
!

=4_Y2

是在
_Y2

的基础上发展起

来的一种特殊的荧光分析技术#其利用镧系元素的三价离子及

其螯合物为示踪物#标记抗体'抗原'激素'多肽'蛋白质'核酸

探针及生物细胞#待反应体系$目前常用的有抗原抗体反应'生

物素亲和素反应'核酸探针杂交等&发生后#吸收紫外光#发出

特异荧光#待激发光杂散光及本底荧光衰变后#用特定的分析

检测仪测定反应产物中的荧光强度(通过与相对荧光强度比

较#从而判断反应体系中分析物的浓度(

?#@

!

=4_Y2

的主要特点
!

镧系的某些稀土金属如铕$

*J

&'铽

$

=N

&'钐$

VM

&的三价离子与其配体形成的螯合物具有相似的

独特荧光特性#如荧光寿命长'激发光和发射光的波长差

$

;A>K@;

位移&大'激发光谱和发射光谱无交叉'特征峰非常尖

锐等特点(通过有效利用波长分辨和时间分辨技术排除非特

异荧光#实现了高信噪比和灵敏度#以时间分辨技术测量特异

荧光#对待检物质进行定量分析(解决了普通荧光分析中材料

+

--7"

+

国际检验医学杂志
"$!/

年
!$

月第
8-

卷第
!%

期
!

Y<AZTCN)@L

!
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!

'>G#8-

!

1>#!%

"
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&(

!

作者简介!史咏梅#女#主管技师#主要从事卫

生检疫试验方法研究(

!

#

!

通讯作者#

*,MC:G

!

PC<

B

DN!$!8

&

D>AMC:G#H>M

(



和样品中的非特异荧光而产生的高背景问题(与其他标记免

疫技术比较#克服了
4Y2

放射性危害和
*Y2

的酶生物学活性

不稳定的特点#另外
=4_Y2

还具有示踪物质稳定'重复性好'

灵敏度高'易于自动化'线性范围宽'不受本底荧光干扰'多位

点标记)

!

*

'大样本检测'用时短等优点#成为生物医学研究和超

微定量测定领域一项最有前景的分析方法(

=4_Y2

的以上优

越性来源于镧系稀土离子的固有特性!$

!

&激发光和发射光的

;A>K@;

位移较大#可达
"%$<M

$普通荧光波长
"7<M

&#经过干

涉滤光片进行波长分辨#使激发光对发射光的干扰减到最低#

有效排除非特异性荧光干扰($

"

&荧光寿命长#一般的镧系螯

合物荧光衰变时间在
-$

$

%$$<;

#为传统荧光的
!$8

$

!$-

倍(

如
*J

8d的荧光衰变时间为
.!6J;

#普通荧光反应中的荧光团

的衰变时间为
!

$

!$$<;

#样品中蛋白荧光衰变时间也很短#通

常为
!

$

!$<;

(所以延迟检测时间#待背景荧光完全衰减后测

定#有利于消除蛋白质的荧光背景干扰(如使用链霉亲合素
,

生物素的检测系统可更好地降低非特异性荧光的干扰)

"

*

($

8

&

激发光谱带很宽#最大波长可达
8$$

$

/$$<M

#有利于增强激

发能#提高标记物的比活性($

6

&发射光谱带很窄#甚至不到

!$<M

#有利于降低本底荧光强度#提高分辨率($

/

&稀土元素

与配体的螯合物很稳定#可保存
!

$

"

年($

-

&生成的荧光体系

可重复激发#通过对多次激发荧光求和算平均数#提高准确性(

$

.

&不同的稀土元素有不同的荧光波长和寿命#并且具有良好

的分辨性#从而可实现多个待检物同时分析($

7

&三价稀土离

子体积小$为原子标记&#保证了被标记的物质稳定$尤其对蛋

白的影响小&#又可以实现多位点标记)

8

*

(

@

!

标记物的种类及特点

镧系元素中的
*J

'

=N

'

VM

'

1L

'

0

O

等
/

种元素因其荧光寿

命长#尤其是
*J

和
=N

#且具有较强的荧光强度而被用作
=4,

_Y2

技术中的示踪剂#其中
*J

'

=N

和
VM

最为常用(

镧系元素作为金属离子几乎不能与抗原抗体直接结合#因

此在标记时需要一种双功能基团的螯合剂#其分子内或带氨基

和羧基或带有异硫氰酸基和羧酸基#其一端与稀土离子连接#

另一端与抗原或抗体的自由氨基$组氨酸'酪氨酸&连接(此

外#用于荧光螯合物的理想螯合剂还应满足以下条件!$

!

&与稀

土离子结合稳定并易与蛋白形成共价结合%$

"

&形成的螯合物

须有很强的荧光并尽量少与血清中的其他组分发生反应%$

8

&

所需要的激发光波长大于
8$$<M

#以避免固相塑料材料对激

发光的吸收(目前
=4_Y2

技术中与稀土离子配合的常用螯

合剂有五大类!$

!

&多胺基多羧基类螯合剂#如乙二胺四乙酸

$

*0=2

&'二乙三胺四乙酸$

0==2

&和二乙三胺五乙酸$

0=,

32

&等#它们具有氨基或异硫氰酸基等活性基团#并且含有多

个氮原子和氧原子的配位基团#与稀土离子有很强的螯合力(

所形成的螯合物稳定性高'水溶性好#但是荧光不强#无法直接

进行测量而受到限制(研究者利用这类螯合剂用于
=4_Y2

#

建立了经典的
3DCFMCH:CTU+

测定体系)

6

*

#它分两步进行#根

据反应特点又称为解离
e

增强镧系荧光免疫分析($

"

&

"

,

二酮

类螯合剂#此类螯合剂能高效地向稀土离子传递能量#使其所

形成的螯合物发光效率和荧光强度极高#如噻吩甲酰三氟丙酮

$

==2

&'三甲基乙酰三氟丙酮$

3=2

&等#以
"

,

萘酰三氯丙酮$

"

,

1=2

&最常用(但由于此类螯合物不稳定#常用做增强液而不

能用于标记($

8

&菲罗啉类螯合剂#主要用于一种通用免疫分

系体系
,(

O

N@F_GJ>F>

体系$又称直接固体法&#如
6

#

.e

二$氯

磺酰基苯基&

e!

#

!$e

菲罗啉
e"

#

%e

二羧酸$

+(302

&(由于

具有可与稀土离子形成稳定络合物#高效向稀土离子传递能

量#除了在
(

O

N@F_GJ>F>

体系中作为荧光标记物使用#还被广

泛用于免疫分析和核酸杂交领域($

6

&水杨酸类螯合剂#此螯

合剂能够克服
TU+

体系中无法直接定量和易受环境污染的缺

点(其优点是多胺基多羧基部分能够使稀土离子与其形成稳

定的络合物%芳环部分能够有效地把激发能传递给稀土离子#

使之产生很强的荧光%该类螯合剂非常易与蛋白偶联($

/

&联

吡啶类螯合剂#此螯合剂是吡啶'联吡啶及一些大环类化合物

的衍生物#由于穴状结构的存在#与一些稀土离子形成稳定的

络合物#其具备的多环体系#保证稀土离子不易被取代#并且使

稳定性增强及溶剂影响很小#而且体系有较强的荧光和较大的

稳定常数(

A

!

=4_Y2

的反应模式

到目前为止#

=4_Y2

的反应模式主要
8

种方式!固相双位

点夹心非竞争法和
"

种竞争法#

"

种竞争法包括了标记抗原的

免疫分析法和标记抗体的免疫分析法(

A#?

!

固相双位点夹心非竞争法
!

固相双位点夹心非竞争法也

称标记抗体的非竞争法(固相双位点夹心法主要用来测定蛋

白质类大分子化合物(大分子抗原一般含有两个以上的抗原

决定簇#使用针对被测物上不同抗原决定簇的两个单克隆抗

体#一个标记稀土离子$如
*J

8d

&#另一个包被固相载体(免疫

反应形成免疫复合物后#再将
*J

8d从复合物上完全解离下来#

在增强液中与另一种螯合剂结合#在协同剂的作用下形成

*J

8d包裹于其内部的微胶囊$胶态分子团&(它在激发光作用

下能发射出特异性荧光信号#其强弱与待测抗原浓度相关(如

我国学者建立的双抗体夹心法
=4Y_2

测定肌钙蛋白
)

)

/

*

#对

检测体系的标准曲线'最低检测限'精密度和交叉反应等相关

性能进行评价#证实可应用于临床急性心肌梗死患者的诊断及

疾病检测(

A#@

!

标记抗原的竞争免疫分析法
!

该法先将固定量的抗体包

被在固定相上#再将固定量的稀土离子标记抗原和待检样品

$抗原&与之反应#样品中的抗原浓度越高#固相抗体结合的标

记抗原量就越少#即固相抗体上的荧光信号强度与样品中的抗

原浓度呈反比)

-,.

*

(

A#A

!

标记抗体的竞争免疫分析法
!

利用标记抗体与固相化抗

原及待测目标抗原之间的竞争反应(固相化抗原和标记抗体

的浓度固定#样品中的抗原浓度越高#标记抗体与固相化抗原

所形成的免疫复合体的量越低#检测的荧光信号强度与样品中

的抗原浓度呈反比(如谭玉华等)

7

*建立的竞争法
=4Y_2

检

测总四碘甲腺原氨酸$

=6

&#灵敏度达
-#7%/<M>G

"

T

#具有良好

的应用价值(此法多用于小分子抗原和半抗原物质的检测(

B

!

=4_Y2

技术在医学诊断及研究的应用

B#?

!

在微生物方面的应用
!

自
!%.%

年
=4_Y2

的理论形成

后#研究者们便致力于将其用于试剂开发和应用上#早期主要

是研制微生物诊断试剂#上世纪
7$

年代即建立了
=4_Y2

方法

测定风疹病毒抗体'流感病毒'乙肝表面抗原'丙型肝炎病毒抗

体等(

"$$/

年建立了以双抗体夹心法为基础的检测新型冠状

病毒
V24V,(>'1

抗原的年
=4_Y2

技术#灵敏度达
$#$"<

B

"

MT

(近年来国内秦雯等)

-

*建立了检测限较低的乙肝五项标志

物
=4_Y2

法对早期指导临床对乙型肝炎病毒感染的诊断'疗

效的观察及预后的判断有较大价值(廖群等)

.

*比较了
=4_Y2

和
=332

测定梅毒特异性抗体#前者灵敏度为
!$$#$5

#特异

度为
%7#"5

#最低检测浓度
$#!/1(b

#具有明显的检测性能

优势(谭玉华等)

7

*报道了以巨细胞病毒
&()'

EE

!/$d

EE

/"

d

EE

-

作为包被抗原#

*J

8d标记羊抗人
Y

B

]

作为示踪物#配制

以
"

,

萘甲酰三氟丙酮为主的增强液测定
&()'Y

B

]

#与同类

试剂盒进行方法学比对结果最低检测限'重复性'阴性参考品

+

.-7"

+

国际检验医学杂志
"$!/

年
!$

月第
8-

卷第
!%

期
!

Y<AZTCN)@L

!

XHA>N@F"$!/

!

'>G#8-

!

1>#!%



符合率'阳性参考品符合率均能达到国家检定标准(

f:

等)

%

*

利用
=4_Y2

免疫层析配合免疫纳米磁性捕获的方法#将大肠

杆菌
X!/.

!

&.

检测灵敏度从
!$

/

(_b

"

MT

提高到
!$

8

(_b

"

MT

(

=C<

等)

!$

*建立了风疹病毒
Y

B

]

的
=4_Y2

方法#并开发

了相关试剂盒(

B#@

!

内分泌领域的应用
!

=4_Y2

技术问世以来在该领域临

床应用最为广泛(内分泌激素是一些具有免疫反应性不能刺

激机体产生抗体的半抗原(对半抗原激素的测定#一般多用竞

争性时间分辨荧光免疫法(

+@FA>IA

等)

!!

*于
!%76

年建立了固

相竞争法检测血清睾酮浓度#检测限可达
!/IM>G

"

T

#与
4Y

法

检测结果有良好相关性$

8h$#%7"

&(

VM

8d和
*J

8d被用于双

标记检测体系可同时检测孕妇血清中的甲胎蛋白$

2_3

&'绒毛

膜促性腺激素$

D(]

&和雌三醇$

*8

&(

!%%"

年高平等在国内首

次以血清孕酮为对象建立了小分子类固醇激素的
=4_Y2

分

析法#并引入生物素
,

亲和素系统#该法线性范围
$#!

$

!$$#$

<

B

"

MT

#灵敏度为
$#$/<

B

"

MT

(以
V2),Y

B

],(==2,*J

作标

记二抗#王永成等)

!"

*建立了以竞争抑制为基础的
=4_Y2

测定

游离雌二醇 $

*"

&的方法#比均相方法灵敏度有很大提高#测定

雌二醇 $

*"

&的线性范围为
"#/,"$$

EB

"

M T

(

"$$"

年
cJ

等)

!8

*合成了高荧光性
"

,

二酮铕螯合物用于检测血清总甲状腺

素$

=6

&#对
".

例样本进行了间接
=4_Y2

法检测血清
=6

#结

果与
(TY2

和
0*T_Y2

方法的相关性大于
$#%/

(近年来

cC<

B

等)

!6

*建立了一步法检测游离
=6

技术#一个小时内完

成#检测限
$#-

E

M>G

"

T

#通过对
!!$

份样品检测显示与

0*T_Y2

法具有良好相关性$

8h$#%./

&(国内的妇幼保健机

构应用
=4_Y2

法对新生儿甲状腺功能低下进行早期诊断和

监测#被证实具有很高应用价值(陈丕亮等)

!/

*采集新生儿足

跟血于特定滤纸上时间分辨免疫荧光法进行先天性甲状腺功

能减低症$

(&

&和苯丙酮尿症$

3Ub

&筛查#为进一步提高新生

儿疾病筛查质量及干预措施提供依据(谢伟贤等)

!-

*研究表明

轻度溶血'中度溶血'重度溶血标本之间胰岛素浓度检测结果

比较差异无统计学意义$

F

$

$#$/

&#但随着溶血时间的延长胰

岛素浓度呈明显下降趋势(

B#A

!

肿瘤标记物的应用
!

大部分的肿瘤标记物属蛋白类完全

抗原#主要采用非竞争性
=4_Y2

法检测(

!%77

年
(>>

E

@F

应

用解离增强$

0*T_T2

&

=4Y_2

检测了
66$

例不同种类癌症患

者
(2/$

水平#发现
%/5

胰腺癌'

-75

肝癌'

/65

晚期结肠癌'

675

肺癌
(C/$

水平升高(

"$$$

年国内肖华龙等用双位点夹

心法#

*J

8d标记单抗检测
(*2

#灵敏度达到
$#"J

B

"

T

#线性上

限
/$7#%J

B

"

T

(以双功能螯合剂异氰酸苄基二乙烯三胺四乙

酸耦合
*J

8d并标记
(2!%,%

单抗#黄飚等)

!.

*建立了
0*T_T2

法分析
(2!%,%

#结果与
(2!"/

'

(2!/8

和
2_3

均无交叉反

应(蔡军等)

!7

*建立了双抗体夹心法检测
2_3

#测试
!$"

例受

试者#结果显示与
4Y2

法比较精密度好#线性范围上限$

!$$$

b

"

MT

&比
4Y2

法$

/$$b

"

MT

&更高(潘宇红等)

!%

*使用芬兰

c2TT2(

公司的全自动时间分辨荧光测定仪对病理结果阳

性标本进行恶性肿瘤特异性生长因子$

=V]_

&及癌胚抗原

$

(*2

&联合检测#证实可提高阳性检出率#减少漏诊(国内

[:@

等)

"$

*建立了
(/$

定量检测试剂盒#检测限为
$#"b

"

MT

(

B#B

!

寄生虫检测的研究应用
!

早在
!%7.

年
2H@A:

等)

"!

*报道

了利用
*J8d

标记螯合物检测血液样品诊断侵袭性阿米巴感

染#结果与对流免疫电泳$

(Y*3

&'间接血凝实验$

Y&2

&'

*TYV2

等作比较#符合率分别是
%6#$5

'

%8#"5

'

%.#!5

%随后

又研究了将包虫病患者血清'其他寄生虫患者血清及健康患者

对照血清对
=4_Y2

和
*TYV2"

种方法进行了比较#

=4_Y2

法

的阳性检出率可达
%/#!5

#高于
*TYV2

法的
7!#65

#在定位

囊肿时
=4_Y2

较
*TYV2

有更高的灵敏度(

Z><

B

@

)

""

*报道用

=4Y_2

法定量检测血吸虫阳极循环抗原$

(22

&#结果与夹心

法
*TYV2

作比较#检测下限是后者的
!$

倍#而其线性范围上

限也超出
!$$

倍(

"$$"

年
V>F@<;@<

)

"8

*研究了同时检测弓形体

Y

B

)

和
Y

B

2

抗体的
=4_Y2

方法#可用于筛查新生儿弓形体发

病情况(周彬等)

"6

*研制了全自动
=4_Y2

仪器检测的双标记

弓形虫
=X[,Y

B

]

"

Y

B

)

试剂盒#用临床确诊样本进行性能验证

结果表明该方法稳定性好#平均变异系数$

('

&

%

!$5

#灵敏度

小于
$#%Kb

"

T

#两抗体之间反应交叉率小于
$#-/5

#特异度

高#检测结果与德国赛润
*TYV2

试剂的一致性强$

F

%

$#$/

&(

UC

E

@G

等)

"/

*首先用夹心法
=4_Y2

检测抗隐孢子虫粪抗体#结

果显示
Y

B

2

'

Y

B

)

和
Y

B

]

的批内
('

%

-5

(

_:;HD@F

等)

"-

*运用

解离增强时间分辨荧光杂交
3(4

诊断为卡氏肺囊虫肺炎#这

种基于肺囊虫的表面糖蛋白引物的
3(4

检测方法灵敏度为

%!5

#特异度为
%65

(国内学者
[J

等)

".

*建立了以华支睾吸

虫重组谷胱甘肽转移酶
"

蛋白为检测抗原的
=4_Y2

法用于疾

病诊断#该法灵敏度为
%/#7$5

#特异度为
%8#-$5

#与日本血

吸虫'钩口线虫'鞭虫'弓形虫的交叉反应小于
!$5

(

B#E

!

其他领域应用
!

在生物医学基础其他领域
=4_Y2

还被

用来检测人神经胶质瘤细胞系
&6

细胞分泌的
E

,

淀粉样蛋白

分泌抑制因子'

1U8#8

细胞分泌的人白细胞介素
,!8

及体液中

的组胺'肿瘤坏死因子和
#

,

干扰素和脑脊液补体
(8

等浓度测

定(研究者也利用该技术实现了端粒酶'羧肽酶等酶活性的检

测和心肌标志物肌钙蛋白的测定)

"7

*

(以稀土离子标记的

012

探针也被广泛用于
3(4

技术)

"%

*

#并用于对
&Y'012

'

前列腺特异性抗原
M412

)

8$

*

'腺病毒
012

及细菌'病毒及人

体蛋白核酸浓度等基因突变的检测(

=4_Y2

还被用于检测排

泄物成瘾药物)

8!

*

'食品中细菌毒素浓度等领域(

E

!

小
!!

结

=4_Y2

法在被创立
8$

年来发展迅速#应用日益广泛#特

别是在超微分析技术领域独具所长#显示了巨大潜力#已成为

医学临床检测和基础研究的重要手段(随着生命科学技术的

发展和多学科交融进程的推进#

=4_Y2

分析技术必将得到更

深入的研究和开发#推出越来越多的更加成熟的检测方法和技

术手段(
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