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免疫检测技术的研究进展
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(华南理I-大学生物科学与工程学院，广东广州5]0640)

摘要：综述了近几年来出现的免疫检测技术的新方法，简要介绍了它们的原理、特点及其应用，

并做出相应的比较。免疫检测技术是基于抗体抗原反应的原理对待删物进行定量定性分析的检

测方法，具有特异性强、灵敏度高、简便等优点，是现代生命科学的重要研究手段，在生物分析检测

领域有着广泛的应用前景。此外，展望了免疫检测技术的发展方向，以期为有关的科研工作者提

供参考。
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The Progress on the Research of lmmunoassay

LIN Ying，YE Mao，HAN Shuang yan， WU Xiao—ying

(School of Bioscience and Bioengineering，South China University of Technology，Guangzhou 510640，Chino)

Abstract：Immunoassay is an important method in modern life science，and can be qualitative and

quantitative analysis．The principle of immunoassay is the specific reaction between antibody and

antigen，which has high sensitivity，high specificity，and convenient．So that it has widely

application in bio—analysis．In this manuscript，the principle，characteristic，and application of

immunoassay methods were disscussed，Furthermore，the prospects of immunoassay technology

also outlined in the mauseript．．
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美国物理学家Yallow和Berson于1959年利

用放射免疫检测法(Radioimmunoassay，RIA)检测

血清中的胰岛素，从而将免疫检测方法引入化学分

析界”】。从此，免疫检测技术被广泛应用于生物分

析检测。

免疫检测技术是以一种抗体或多种抗体作为

分析试剂，对待测物进行定量或定性分析的检测方

法眦。其基本原理是抗体和抗原之间的相互作用，

其中抗原和抗体之间反应的特异性和灵敏性是免

疫检测技术的关键”]。目前应用最广的免疫检测

技术主要有：酶联免疫吸附试验(enzyme—linked im—

munosorbent assay，EI。ISA)，免疫荧光技术(im—

munofluoreseence assay，IFA)，免疫凝集试验(im—

mune agglutination，IA)和免疫沉淀(immunopre—

cipitate，IP)等，它们在生物领域发挥了极其重要的

作用。
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随着样品检测项目的不断增加，以及时快速、

简单的原位检测的需求，促进了免疫检测技术的发

展，出现了分子印迹技术(molecular imprinting

technique)、流动注射免疫检测(flow injection im

IT／Unoassay)、脂质体免疫检测(1iposome immunoas

say)、免疫传感器(immunosensor)，以及多组分免

疫检测(multicomponent immunoassay)等新免疫检

测技术。

1分子印迹技术

分子印迹技术是最近10多年来发展起来的一

种交叉技术，是模拟抗体抗原相互作用的具有特异

选择性识别位点性质的技术4。它利用化学手段

合成一种高分子聚合物 分子印迹聚合物(nlo

lecularly imprinting polymer，MIP)。MIP能够特

异性吸附作为印迹分子的待测物，在免疫分析中可

以取代生物抗体。与生物抗体比较，MIP具有稳定

性好、翩备恩姚短、费用低、易于保存和可以在复杂

环境中应用等优势’“。该技术是传统意义的蛋白

质类抗原抗体免疫检测技术的延伸。

分子印迹技术研究在国外得到较高重视，特别

是在生物药物检测。Ester Caro等”1利用分子印迹

技术第一-次合成恩氟沙星的MIP，显示出与结构相

似物环雨沙星的高度交叉反应性，能选择性识别混

合抗生素中的喹诺酮类，并应用于清除复杂样品中

的喹诺酮类的吸附剂；Fei Nie等”o应用合成的吲哚

美辛M1P作为识别物质，以及町溶性锰(Ⅳ)一甲醛

吲哚美辛的检测体系，建立了新的吲哚美辛检测的

分子印迹化学发光方法，检测极限为4×10 89／mL。

分子印迹技术尚存在一些缺点，例如水溶液或

极性溶剂中进行分子印迹和识别仍是一大难

题·～1。该技术目前处于研究阶段，主要是以有机

小分子化合物为检测对象。小分子化合物属于半

抗原，制备相应的免疫检测用抗体，需要与大分子

蛋白质连接，分子印迹技术的应用则免除了这方面

的考虑。

2流动注射免疫检测

流动注射免疫分析技术(FIIA)是将流动注射

分析”与免疫分析结合的一种新的免疫检测技

术o]。目前已在药物分析、环境监测及农药残留检

测等生物检测方面得到了广泛应用。流动注射免

疫分析一般采用异相免疫反应模式，使用固相载体

固定抗原或者抗体，从而使游离部分从免疫反应结

合物中分离“⋯。
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关于流动注射免疫分析的研究较多，Liang

等““研究了检测白细胞介素6的流动注射免疫分

析方法，可在50 min内自动完成所有检测步骤(温

育、洗涤、酶促反应和测定)，与传统的}1I。IsA有很

好的一致性；钱昌顺”3检测癌胚抗原(CEA)时，采

用时间分辨荧光免疫检测的FIIA技术。加快了分

析速度，易于控制反应时问和试剂用量，提高了分

析的精确度。

流动注射免疫分析属于流动免疫检测体系，潜

在优势在于快速精确、易于实现自动化、可与其它

检测技术联合使用。FIIA吐王有不足的地方．变异系

数大，抗体和酶标的半抗原使j玎量大．一次只能分

析单个样品，难以满足大批量样品分析的需要“3。

3脂质体免疫检测

在脂质体免疫检测技术中，大量的免疫标记物

(荧光物或酶等)包埋在脂质体脏内或结合在膜表

喵，免疫化学反应发生时，脂质体裂解，释放出标记

物，产生扩增的榆测信号o“。脂质体的特点是体表

面积大、体腔容量大，具有能‘i多种生物识别物结

合的脂类双分子层结构“⋯“。

I=j本WAKO公司的脂质体免疫检测法～一定
性定量检测血清中总补体活性，是将脂质体作为一

个人造红细胞，狂补体激活过程中攻击并破坏脂质

体膜．致使脂质体内的酶被释放，使试剂中的NAD

还原成NADH，导致吸光度的变化，吸光度的增减

与血清中总补体活陛晕正相关”“；Kumada等【1”在

进行检测表达目的蛋白菌落的茼落转移免疫分析

时，采用脂质体免疫印迹分析的方法，主要把辣根

过氧化物酶(HRP)包埋到脂质体中．使得显色物聚

集在免疫脂质体内，其检测信号是常规免疫印迹分

析的两倍，能高灵敏筛选表达目的蛋白质的菌落。

脂质体作为信号放大的工具已很好地应用于

免疫检测技术。f=}j于脂质体的包埋效果、结合的空

间位阻现象和它的多价性质等原因，造成放大信号

难以达到理论值，甚至可能产生低信号““，成为脂

质体免疫检测技术需要解决的问题。

4免疫传感器

1990年Herry等提出了免疫传感器的概念，这

是将免疫检测技术与传感器技术结合的⋯类生物

传感器口“。免疫传感器的工作原理和传统的免疫

分析技术相似，属于固相免疫测试法”1。免疫传感

器能够实时监测抗原抗体反应、进行动力学分析，

以及缩短测定时间“_1“。
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随着生物敏感元件的研发，出现了表面等离子

体共振免疫传感器(ski rface plasmon resonance im—

munosensor)口⋯、平面阵列免疫传感器(planar ar—

ray immunosensor)”“、表面声波免疫传感器(sur—

face acoustic wave immuosensor)U'C、石英晶体微

量天平传感器(quartz—crystal microbalaDCe immu—

nosensoer)o“、光导纤维免疫传感器(fiber—optic

immunosensor)口4j等新型免疫传感器，有着良好的

应用前景。免疫传感器的出现，减少了分析时间，

提高了灵敏度，使检测过程更简单。免疫传感器的

发展趋势是标记物的种类层出不穷、与计算机的联

用、一次性免疫传感器的研发、与其它仪器的集成、

多元(多功能)化的测定．以及应用领域的拓宽

等Il。，2⋯．

5 多组分分析物免疫检测

多组分分析物免疫检测(MIA)是指对同一份

样品，同时测定其中两种或两种以上的相关分析物

的免疫检测技术”’”1。有两种分析方式：多组分定

位包被空问分辨分析法和多探针标记法”]。例如，

土磊磊等””将压电石英晶体阵列应用于补体系统

免疫分析巾，发展了新型的同步免疫分析方法，对

补体系统的4种成分(C⋯C、C。、B因子)进行了分
析检测，研究了补体系统免疫反应的特性和传感器

阵列的响应特性的关系；H ulse等一”1使用Bio—Red

公司的多球免疫检测方法，可同时检测分析9种细

胞因子。

6结 语
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免疫检测技术对促进生物检测领域的发展发

挥了极大的作用，但传统免疫检测技术存在着信息

量少、方法较繁琐等缺陷，免疫检测新技术的研究

应用，使其得到了极大改善。

免疫检测新技术中，分子印迹技术侧重于反应

列象的改进，流动注射免疫检测与免疫传感器侧重

于快速、自动化及检测手法．脂质体免疫检洲注重

信号放大，多组分分析免疫检测研究的是样品的多

样性；并且它们有一定的相关性，例如：分子印迹技

术可以应用在免疫传感器、流动注射免疫检涮中，代

替普通的抗原蛋白；免疫传感器可以作为流动免疫检

测、多组分分析物免疫检测的组成部件等。

目前这砦新技术发展较快，但如前所述存在许

多问题。分子印迹聚合物中残余印迹分子难以除

尽会影响检测结果；使用更简单实用的固定化技术

和睦能更优越的载体材料仍是生物传感器今后的

研究热点和难点；多组分分析物免疫分析中几种标

记物的测定条件的相互协调，限制了测定的灵敏度

和组分数均等。总体来说，大多数检测技术仍然处

于研究开发阶段，大规模的应用尚需先在检测精度

妁提高、稳定，蛙的保持、操作韵简便和经济牲等方

面加强研究。

相信，免疫检测新技术将不断朝着簏便、快速、

灵敏、标准的方向发展，以其明显优势处于生物检

测的前沿。
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