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要!免疫层析技术因其简单&方便&易操作&快速!价格相对低廉!已广泛应用于即时检测"

VH4(

$%随

着
VH4(

检测项目的增多和对已有项目检测定量&灵敏度&特异度等要求的提高!本文就免疫层析技术的最新

发展及其应用!作以下综述%
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免疫层析技术简介

##

免疫层析技术是在
#$

世纪
E$

年代在发达国家

兴起并被用于检测血清蛋白的一种结合了免疫技术

和色谱层析技术的快速检测分析方法!利用胶体金"

胶体碳"磁性纳米材料"稀土纳米材料"量子点等着色

标记物!在层析时!标记物与待测物的络合物被相应

的配体捕获而浓集显色于硝酸纤维素膜上的检测线!

以纤维膜上显色条带的有无"颜色深浅和反射光线来

定性或定量!在即时检测&

VH4(

'中应用极为广泛#

免疫层析试纸条由样品垫"结合垫"硝酸纤维素&

S4

'

膜"检测线&

(

线'"质控线&

4

线'"吸水垫"聚氯乙烯

&

VU4

'底板等部分组成!根据待检测物的大小和抗原

抗体结合的方式!分为双抗体夹心法和竞争法)

:=#

*

#

=

#

免疫层析技术发展及应用

##

免疫层析技术关键在于依靠标记抗体的免疫标

记材料!而纳米材料由于优越的信号放大作用!能达

到良好的灵敏度和特异度而备受青睐#下面主要从

胶体碳"量子点"稀土纳米材料"上转换发光技术和超

顺磁性纳米材料以及适配体等方面进行介绍#

=A<

#

胶体碳
#

与胶体金相比!胶体碳的优点包括更

高的颜色强度!即更高的灵敏度和标记效率!动力学

检测范围更广!成本低廉!制作工艺简单!可大规模生

产且更环保!但由于其标记和封闭时间长!并未体现

出对胶体金的绝对优势!故其商业化程度较低)

!="

*

#

何卓等)

!

*利用碳纳米颗粒制作的胶体碳试纸条用于

检测疟原虫!并可通过扫描检测带灰度值以定量#最

近!

]X

等)

"

*利用一种新的胶体碳材料氧化石墨烯作

为标记物!成功制作出用于检测黄曲霉素
7:

的试纸

条!肉眼最低检测限可达
$A!+

O

+

3T

#材料学的进步

能促进检测的进步!诸如碳量子点和石墨烯量子点等

材料也是免疫层析研究中可以利用的标记材料#

=A=

#

量子点
#

量子点被认为是免疫层析中最有前途

的荧光半导体纳米材料!与一般荧光染料相比!量子

点具有尺寸可调的荧光!发射光谱窄而对称!高量子

产率!宽吸收光谱!荧光强度高!耐光漂白和稳定性好

等优点)

B=E

*

#水溶性量子点表面富含羧基或氨基以用

于连接蛋白质#表面是羧基的量子点被
:=

&

!=

二甲氨

基丙基'

=!=

乙基碳二亚胺盐酸盐&

<L4

'和
S=

羟基琥

珀酰亚胺&

SW%

'激活!并且这些激活的羧基和抗体的

氨基相连接#这些特性使得量子点是一个可以达到

高灵敏度和同时对多种检测物定量的免疫层析标记

物)

C

*

#为了检测样本中不同的物质!有两种不同模式

的检测方法#第一种模式是不同的
(

线去检测与之

对应的分析物.第二种模式是一条
(

线去检测不同的

分析物#例如!第一种模式!

(2G2SHU2

等)

D

*设计

了一种$交通信号灯%式的竞争性免疫层析方法!他们

,

";B

,

国际检验医学杂志
#$:;

年
!

月第
"$

卷第
B

期
#

9+81T*M./0

!

.*)&5#$:;

!

U6-A"$

!

S6AB



使用的多色彩的量子点作为标记物以同时检测牛奶

中的氧氟沙星"氯霉素和链霉素!有
E#B

"

BDB

"

B#B+3

的
!

种不同发射峰的水溶性量子点被用于制作成
!

条不同颜色的检测线!分别是红色"黄色和绿色#在

这种$交通信号灯%式的检测方法中!氧氟沙星"氯霉

素和链霉素的检测限分别达到了
$A!$

"

$A:#

"

$A#$

+

O

+

3T

!比酶联免疫吸附试验&

<T9%2

'方法的检测限

低了
D$

"

#$$

倍#第二种模式!

\2SI

等)

C

*设计的

一种以多色量子点为标记物的双抗体夹心免疫层析

试纸条!这种试纸条只有一条
(

线!可同时检测甲胎

蛋白和癌胚抗原!检测限分别为
!

"

#+

O

+

3T

#虽然量

子点有诸多优点!但量子点也有缺点#例如!量子点

在生物环境下化学性质和胶体性质的不稳定性可能

会导致定量不准确#所以!最近已经有几个研究小组

都已经开发了一种新的方法!把量子点包被到纳米颗

粒表面或里面形成量子点微球!以提升其化学和胶体

稳定性!并借此通过量子点的数量来扩大检测信

号)

D=;

*

#丁乔棋等)

:$

*以羧基化
40(/

+

_+%/

量子点荧

光微球为标记物制作的免疫层析试纸条检测牛奶中

的氯霉素!检出限为
$A:

#

O

+

T

#量子点提高稳定性

后!在多联检测上是很有前途的纳米材料#

=A>

#

镧系元素
#

镧系元素是第
BC

号元素镧到
C:

号

元素镥共
:B

种元素的统称!用符号
T+

表示!镧系元

素和免疫层析技术相结合形成时间分辨荧光免疫分

析层析技术&

(GY942

'

)

::

*

#与传统荧光标记物相

比!镧系元素有独特的荧光特性(荧光寿命长!激发光

和发射光的波长差&

,86̀/,

位移'大!激发光谱和发射

光谱无交叉!特征峰非常尖锐!标记物体积小&原子标

记'!标记物不会影响被标记物&尤其对蛋白质的影响

小'的空间立体结构!保证了被检物质的稳定性!且可

以实现多位点标记等特点#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和样品中

非特异荧光产生的高背景问题!其中
<>

最为常

用)

:#=:!

*

#

T92SI

等)

:"

*用
<>

!l敖合的聚苯乙烯微球

作为标记物制作的时间分辨荧光免疫层析试纸条以

检测甲胎蛋白!该研究小组是以
(

线荧光值+
4

线荧

光值&

W

(

+

W

4

比率'来定量检测甲胎蛋白!以
W

(

+

W

4

比率来定量可以消除试纸条之间的固有异质性和检

测标本的基质效应!使得结果准确性和重复性更好#

最后该小组检测甲胎蛋白的线性范围达到
:A$

"

:$$$A$9X

+

3T

!最低检测限达到了
$A:9X

+

3T

!与商

用的化学发光试剂盒结果符合性优异#同样地!

(G=

Y942

一样可以实现一个试纸条检测多种物质#

\2SI

等)

:B

*用竞争法!在
S4

膜上划了
:

条
4

线和

!

条
(

线!

!

条
(

线分别用于检测
!

种不同的
$

=

受体

激动剂(盐酸克伦特罗"莱克多巴胺"沙丁胺醇#理论

上讲!

(GY942

的灵敏度可以达到
:$

"

:D36-

+

T

!但

在现有的研究中还不能达到!所以以后的研究仍须进

一步发挥其高灵敏度的优势#

=A?

#

上转换发光技术
#

上转换发光技术即以稀土金

属元素 &主要是镧系'构成的纳米或亚微米颗粒作为

标记物的免疫层析技术)

:E

*

#上转换发光材料在红外

激发光下可发射出不同波长的可见光!使其具有抗光

漂白能力强"反斯托克斯位移宽"毒性低"背景荧光干

扰小"发光特性稳定等有点!在免疫检测中可提高灵

敏度和信噪比!尤其适用于复杂样本的检测)

:C=#$

*

#雷

萌等)

#:

*研制基于上转换纳米荧光快速定量检测降钙

素原的免疫层析检测技术!最低检测限为
$A$#

+

O

+

3T

!线性范围为
$A$B

"

""A$$+

O

+

3T

#基于上转

换发光尤其适用于复杂样本的检测的特点!可以开发

基于上转换发光的多联检测试纸条#

=A@

#

磁性纳米微球
#

在传统的免疫层析方法中!定

量主要依赖于测试仪去读取可见光或荧光!但这种方

法的劣势就是只能检测到膜表面及以下
:$

#

3

这部

分的可见光或荧光#然而!通常
S4

膜的厚度一般是

数百微米!分析物在层析时!从膜表面到底部均有指

示物质的分布!这样就造成了多达
;$b

或以上的指示

物质未被肉眼或光学仪器所测量到!这对于检测的灵

敏度是个极大的损失#而基于超顺磁纳米颗粒

&

.SV,

'作为标记物的免疫层析方法!利用磁信号分

析仪&

.2G

'可以实现对膜上信号的完整读取!不用

去考虑膜的厚度问题!这样可以把灵敏度提高
:$

"

:$$$

倍!而且试纸条在长时间放置后磁信号并不会有

明显损失!生物材料中有鲜有磁信号!因此!对试纸条

的干扰很小!所以这样的方法可以达到很高的灵敏

度"准确性和稳定性)

;

!

##=#!

*

#基于超顺磁纳米颗粒的

免疫层析法!定量的检测模式有两种(第一种模式是

在振荡的磁场中!用巨磁阻传感器去检测
(

线上所有

磁性纳米颗粒的磁化饱和强度.第二种模式是在磁场

中!利用磁信号检测仪去扫描
S4

膜上各个部分以得

到磁通量)

;

*

#然而两种模式使用的检测仪器不适宜

普及!

\X

等)

#"

*利用智能手机的相机和成像技术把质

控线和检测线上的磁珠抗体颜色强度转化成数字信

号来给尿液中的可卡因定量#

IHSI

等)

#B

*也利用磁

性微球建立了同时检测心肌肌钙蛋白
9

和肌酸激酶同

功酶&

4Z=.7

'的方法!最低检测限达到了
$A$";

+

O

+

3T

和
$A$DB+

O

+

3T

#这也为以后用磁性微球建

立免疫层析的方法做出了一定的指引!可以利用身边

的智能设备如手机等作为检测设备!做到更加高效快

速的检测#

=AJ

#

适配体
#

传统的免疫层析法用抗体作为标记物

和捕获物!现在随着指数富集的配基系统进化技术

&

%<T<[

'的应用!配对的适配体也逐渐筛选出来#适

配体相对于传统的抗体来讲!具有诸多的优势(筛选

周期短!亲和力和稳定性高!特异度强!重复性好!易

于合成和修饰!成本低!易于保存!无免疫原性和毒

,

B;B

,
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年
!

月第
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卷第
B

期
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性!可与细胞"重金属"蛋白质"细菌和病毒等靶标适

配)

#E=#C

*

#

2W.2LG2%(HS

等)

#D

*利用
%<T<[

筛选

丝氨酸蛋白酶抑制剂的同源适配体结合胶体金技术

检测丝氨酸蛋白酶抑制剂!在溶液和血清中的检测限

分别达到了
$A:!C+36-

和
$A:$B+36-

#

\X

等)

#E

*也

首次用适配体检测玉米赤霉烯酮!检测限达到了
#$

+

O

+

3T

#由于适配体的诸多优点以及
%<T<[

技术的

逐渐成熟应用!在免疫层析上用适配体来代替抗体检

测是一个好的方向#

>

#

结论和展望

##

本综述介绍了免疫层析法的设计组装"反应原理

及主要标记物种类和在
VH4(

的应用!包括床旁检

测"食物检测和环境监测等#经过几十年的发展!从

最初的胶体金!到后来的胶体碳"量子点"稀土发光材

料"上转换发光材料"超顺磁纳米微球和适配体等!以

及本文中还未提及的脂质体等材料!各种材料都被人

们发现并运用!使得免疫层析得到长足的发展和广泛

应用#定量"提高灵敏度"多联检测和环保是未来依

然要努力的方向#总之!多种多样的标记材料已经在

免疫层析法上有所使用!也各自展现了自己的优势和

劣势!应进一步对此深入研究!以使得其更好地应用

于临床检测"食品检测和环境监测等#
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