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化学发光免疫分析方法与应用进展
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摘 要 化学发光免疫分析方法具有选择性好、灵敏度高、分析速度快、设备简单等特点，在环境、临床、食品、

药物检测等领域得到了广泛应用。在实际应用中，常常需要对大量复杂样品或低丰度分析物样品进行测定。

而经典商品化的免疫分析方法所需时间长、样品消耗多、成本高，不能满足上述要求。因而建立快速、高通量、
高灵敏和低成本的免疫检测方法已成为化学发光免疫分析方法的研究热点和发展趋势。本文简要总结近
5 年来化学发光免疫分析方法的研究进展及其应用，并展望其发展方向。
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1 引 言
近年来，化学发光免疫分析方法由于其具有灵敏度高、特异性强、适用面广、所需设备简单、线性范

围较宽等优点，日益受到人们的青睐［1 ～ 5］，在生命科学、临床医学以及环境、食品、药物等领域得到广泛
应用［6，7］。免疫分析过程所涉及的免疫反应主要是抗原与抗体间的识别。这些生物分子的体积大、扩
散速率小，且由于对识别位点的空间阻碍作用，受传质速率和反应动力学控制的免疫反应速率一般比较

低。因而传统的免疫分析方法需要较长的温育时间，常常需要数小时才能完成整个分析过程，大大限制
了样品通量和应用范围。为缩短免疫分析的时间，研究工作者已设计了不同的方法，通过提高传质速率
和反应动力学来实现快速免疫检测，从而扩展化学发光免疫分析的应用范围。
在实际应用中，经常涉及到复杂体系多组分的测定。如在临床肿瘤诊断中，由于肿瘤标志物的特异

性不足，常选择几种肿瘤标志物组成标志物组，通过联合检测提高临床诊断的特异性［8，9］; 又如在环境

监控中，经常需要同时监测天然水体中多种杀虫剂与除草剂的浓度指标，以综合评价环境污染状

况［10，11］。测定混合体系中多组分的含量通常只能采用多次单组分分析法，这种方法所需时间长、试剂
消耗多、工作量过大。多组分同时或顺序检测具有分析通量高、所需时间短、样品消耗少、分析成本低等
突出优点，已成为近年来的研究热点。已报道的新型化学发光多组分免疫分析方法中，有的通过设计芯
片［12 ～ 17］，结合流动注射、电感耦合元件( CCD) 技术达到多组分测定; 有的利用固相载体的特性，通过温
度分辨模式［18］，达到同时检测的目的。
另一方面，在实际应用中，常常需要检测低丰度分析物样品，发展高灵敏的化学发光免疫分析方法，

是近年来免疫分析方法发展的主要方向。降低噪音和增强信号是提高免疫分析灵敏性的主要途径。降
低噪音主要用小蛋白对生物功能界面进行封闭，以防止干扰物的非特异性吸附。免疫分析信号增强技
术主要集中在功能界面的构建与信号探针放大两个方面。随着纳米技术的发展，纳米材料，如金纳米粒
子、碳纳米管、碳纳米角、SiO2 纳米粒子、量子点以及它们的复合纳米结构，已用于超灵敏免疫传感器的
构建，纳米粒子在生物标记分析中的广泛应用取得了突破性的进展［19，20］。一些纳米粒子不仅可以作为
模拟酶直接催化化学发光反应［21 ～ 24］，还可以用来负载大量的酶，通过酶催化反应实现信号放大［25 ～ 31］，

使纳米技术在高灵敏化学发光免疫分析中得到广泛应用，也促进了化学发光免疫分析的快速发展。
本文简要介绍了化学发光免疫分析方法的原理，总结了近几年来化学发光免疫分析方法的研究进
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展，并就化学发光免疫分析方法的前景进行了展望。

2 化学发光免疫分析法
化学发光分析是根据化学反应产生的辐射光的强度来确定物质含量的分析方法。化学发光免疫分

析是将化学发光系统与免疫反应相结合，用化学发光相关的物质标记抗体或抗原，与待测的抗原或抗体

反应后，经过分离游离态的化学发光标记物，加入化学发光系统的其它相关物产生化学发光，进行抗原

或抗体的定量或定性检测。化学发光免疫分析中使用最多的 4 类标记物为鲁米诺、异鲁米诺及其衍生
物，吖啶酯衍生物，过氧化物酶和碱性磷酸酶。
以酶为标记物的化学发光仍然是化学发光免疫分析的主流，辣根过氧化物酶( HRP) 与碱性磷酸酶

( ALP) 是两种常见的标记酶，均有其相应的化学发光底物，在临床检验中有广泛应用，开发催化活性更
高、稳定性更好、发光动力学曲线更符合免疫分析的酶和底物是化学发光免疫分析的研究热点之一。
标记技术是现代免疫分析的关键技术之一。新的标记免疫分析技术，在环境监测［32，33］、临床诊

断［34，35］、食品安全［36，37］、药物分析［38，39］与微生物检验［40，41］等领域得到了广泛应用，展示了良好的应用
前景。由于纳米粒子具有良好的生物相容性和信号放大效果，纳米技术广泛用于生物标记，例如，金纳
米粒子( AuNPs) 可以用于标记抗体，增强鲁米诺过氧化氢体系的化学发光［23，24］。量子点是一种能够接
受激发光产生荧光的半导体纳米颗粒，不易失活、受外部环境影响小、性质稳定、重现性好，且比化学发
光免疫分析法常用标记酶具备更好的光学特性，成本也相对较低。Huang 等［42］用化学发光作为能量供
体，激发量子点发光，实现了基于化学发光能量转移的灵敏检测。
化学发光免疫分析方法既具有化学发光分析的高灵敏性，又具有免疫反应的高度特异性。在临床

诊断、食品安全及环境监测等领域有广泛的应用和发展前景［43 ～ 45］。

3 化学发光免疫分析方法的应用
3． 1 快速化学发光免疫分析方法
传统的免疫分析方法常常需要数小时才能完成，长的温育时间还导致免疫试剂在管道内壁的吸附，

增加了不同测定之间的信号交叉，因而限制了样品的检测通量和免疫分析方法的应用价值。为了克服
这些不足并实现免疫分析的高通量，可通过外场驱动或对溶液进行有效混合策略加快抗原、抗体等生物
大分子的传质速率，或提高反应体系的温度来加速免疫反应的动力学，从而实现快速免疫检测。
提高传质速率的方法有电场驱动［46］、电磁搅拌［47］、改变电渗流［48］、超声波驱动［49］等方法。2007

年，Morozov等［50］结合电场驱动和磁场富集的方法，构建了一个微流控器件，在流通池内施加一定的电

图 1 微气泡加速化学发光免疫分析方法［51］

Fig． 1 Micro-bubble accelerated immunoreaction for fast

flow-injection immunoassay［51］

压，使带有电荷的待测物向微阵列表面移动，同时在

温育过程中用磁铁将标记有磁珠的分子探针富集在

微阵列的表面。这种双重加速的方法使整个分析过
程在 3 min内完成。
外力驱动的加速方式都需要附加设备，Yang

等［51］在免疫反应过程中，匀速通入氮气形成微气泡，

可使温育时间缩短一半( 图 1) 。这种微气泡加速免疫
反应的方法简单灵活，成本低廉，可使整个分析流程，

包括预温育和免疫传感器的再生，16 min即可完成。
利用通道的几何形状促使流体混合，同样可以

加速免疫分析［52］。当流体经过一个弧形的管道，由
于离心力的作用，会产生截面上的横向二次流动，从

而产生混合作用。Liu 等［53］设计了一种三维螺旋玻
璃管用于温育过程，温育液在管内流动产生湍流现

象，加速了免疫试剂的混合，从而加速免疫反应。提
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高免疫反应动力学是加速免疫分析的另一重要因素。红外辐射可以快速加热和控制温度［54，55］。结合
了三维螺旋玻璃管和可控红外加热石英管的温育系统( 图 2) ，通过双重加速免疫反应，可使免疫反应在

图 2 螺旋管混合、红外加热的双重加速化学发光免疫

分析方法［53］

Fig． 2 Dually accelerated immunoreaction by infrared

heating and passive mixing［53］

90 s内完成，所有的分析步骤在 3 min内完成。
3． 2 多组分化学发光免疫分析方法
在单个分析流程中同时实现多组分的检测，具

有分析通量高、所需时间短、样品消耗少、分析成本
低等突出优点［56］，是免疫分析长期追求的目标，也

是近年来免疫分析的研究热点。多组分免疫分析模
式主要有多组分同时检测模式和顺序检测模式两种

同时检测模式常结合空间分辨技术与阵列检测器实

现对多个待测物进行同时检测，顺序检测则是在一

段时间内对多个组分逐个进行检测。近年来，基于
电极阵列和多通道电化学工作站的安培免疫传感器

阵列在多组分免疫分析领域得到了广泛的应用。而
随着顺序注射多组分分析中主要问题的解决，多组

分化学发光免疫分析方法得到了快速发展。
Fu等［14］提出了底物区带分辨化学发光多组分

免疫传感系统，在单个分析流程中检测两种肿瘤标志物: 癌胚抗原 125 ( CA125) 和癌胚抗原( CEA) 。将
两种肿瘤标志物的捕获抗体同时固定于醛基活化的 UltraBindTM膜上，构成免疫反应器，然后将样品、
HRP标记的 CA125 抗体与 ALP标记的 CEA抗体注入免疫反应器进行在线温育，在夹心免疫反应后依
次通入 HRP与 ALP的化学发光底物区带，实现两种肿瘤标志物的类同时检测。该研究组还提出了通
道分辨的概念［15］，发展了一套自动化的流通式化学发光多组分免疫传感系统。该系统利用移动光门分

图 3 通道底物二维分辨的化学发光多组分免疫分析

方法［16］

Fig． 3 Channel and substrate zone two-dimensional reso-

lution for multiplex immunoassay of tumor markers［16］

别检测 3 个通道中的化学发光信号，实现 3 种肿瘤
标志物的类同时检测。随后他们进一步结合通道分
辨和底物分辨技术，提出了二维分辨新概念［16］，设

计了双通道流通池，用于化学发光多组分免疫分析，

可同时检测 4 种肿瘤标志物( 图 3) 。该研究组为了
克服检测组分数不足的缺点，进一步设计了进样分

辨［57］和支持物分辨技术［58］。进样分辨化学发光多
组分免疫分析基于异相夹心免疫分析，以环氧基修

饰的磁性微珠作为固定捕获抗体的载体。它将固定
了 4 种捕获抗体的磁珠，对应的 4 种 ALP 标记的抗
体和 4 份待测样品分别装入 4 个装有微型磁搅拌子
的小试管中，在水浴以及磁力搅拌的条件下进行同

时温育后由 4 个玻璃管道同时进样，并进行磁性分
离和顺序洗涤，再将 ALP化学发光底物通入 4 个管
道与磁珠混合，并依次将形成的 4 个通道内的混合
物通过检测器进行检测支持物分辨技术也称为载体

分辨技术，它将捕获抗体分别固定在不同的玻璃管

内壁，将这些玻璃管串联后通入温育混合物，进行在

线温育通过一个简单的冲洗步骤，在不同的玻璃管内形成不同的夹心免疫复合物，借助移动光门，顺序

采集化学发光信号可以实现多组分的顺序定量。该传感系统为临床应用提供了一个有前景的多组分免
疫分析方法。作为免疫固定相，磁性微球具有大的表面积，并且便于抗体-抗原复合物从分离介质中分
离［59 ～ 62］。Zhang等［63］将抗体分别固定在磁性纳米微球上和涂层管上用于检测甲胎蛋白( AFP) ，比较了
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这两种固相载体的分析优势，并以磁性微球为固相载体检测了 59 种人体血清样本，检测结果与商用方

图 4 温度底物二维分辨的多组分化学发光免疫分析

方法［18］

Fig． 4 Homogeneous temperature- and substrate- re-

solved technologies for CL detection of four proteins［18］

法的结果一致。
近年来，智能水凝胶研究得到发展，其中热敏性

水凝胶具有随温度变化而发生溶解和溶涨状态突变

的性质。Kang等［18］根据这种现象，结合底物分辨技
术，将 4 种抗体分成 2 组，分别固定在热敏性的聚
N-异丙基丙烯酰胺( PNIP) 和磁珠上，升温至“临界析
相温度”( 35 ℃ ) 时 PNIP沉淀析出; 通过磁力分离磁
珠后，分别用同一种固定相的抗体结合抗原及不同

酶标记的抗体，形成夹心免疫复合物; 通入各自对应

的化学发光底物，可以顺序检测 4 种不同的抗体，如
图 4 所示。这种分辨方式存在一定的问题，分析过
程涉及到繁琐的手动操作，给操作的自动化带来困

难，且分析时间较长。
Liu等［64］在 96 孔板中进行免疫反应，借助带有旋转轴的化学发光检测仪检测信号，从而实现了操

作的自动化，避免了手动操作的繁琐。每个孔的检测时间为 1 s，即只需要 2 min 即可完成 96 种组分的
检测。这种顺序检测方法的各组分是按时间顺序依次检测的，如果检测大量的组分，就会产生时间累加
的效应，从检测第一个组分到最后一个组分需要间隔很长时间。
空间分辨模式是在免疫反应器的不同区域固定不同组分相应的免疫试剂，使不同组分的免疫反应

在不同的空间位置发生，然后以阵列检测器进行检测，以实现多组分的检测。CCD 的应用使得化学发
光免疫分析的检测更加方便，同时也促进了化学发光成像检测技术的发展。化学发光免疫分析方法结
合 CCD图像传感器，可以满足在短时间内同时测量大量样品的要求。Urbanowska 等［65］用 96 孔板作为
固相载体固定抗体，用化学发光成像法同时检测 6 种蛋白质。Magliulo 等［66］设计了一种新型的聚苯乙
烯 96 孔微量滴定板，将每个大孔内又分隔成 4 个小孔。每种细菌的单克隆抗体分别固定于小孔中，待
测样品加入大孔内，特定细菌会与特定抗体特异性结合，然后向大孔内加入各自的酶标抗体，加入发光

底物，用 CCD积分拍摄，可以同时检测 96 × 4 种样品，如图 5 所示。
将微流控芯片技术应用于化学发光免疫分析，可以拓展免疫分析的应用领域。在微流控芯片上实

现阵列式的分析和检测，可以大幅度提高芯片的检测容量，对多种样品进行同时分析，非常适合疾病诊

断、药物筛选等方面的应用。Sun等［12］设计了一个三维芯片，可以用化学发光图像分析方法同时检测
96 种组分的样品。Wolter等［13］克服了传统 CCD静态检测方法的耗时及不利于自动化等缺点，发展了
流动注射化学发光阵列体系。他们将捕获抗体固定在聚乙二醇修饰的芯片上，设计了 6 × 7 的阵列，再
用生物素化的抗体识别细菌，最后利用亲和素化的 HRP与信号抗体结合，催化鲁米诺和 H2O2 的反应，

得到化学发光信号。进样以及冲洗过程都采用流动注射技术，控制不同的阀，实现了整个分析过程的自
动化。测定所有不同浓度、不同种类的细菌在 13 min内完成，如图 6 所示。

图 5 基于新型 96 孔板的化学发光成像免疫分析方法

用于多组分检测［66］

Fig． 5 New 96 × 4 well microtiter plate for multiplexed

chemiluminescent imaging immunoassay［66］

图 6 微流控芯片的化学发光成像免疫分析方法用于

三种细菌的检测［13］

Fig． 6 A flow-through chemiluminescence microarray

readout system for the detection of three bacteria［13］
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3． 3 高灵敏化学发光免疫分析方法
在实际检测中，现有的检测手段灵敏度和特异性不够理想，高灵敏高选择性的检测方法越来越显示

出其重要性。纳米技术的发展为高灵敏化学发光免疫分析方法的发展提供了契机，纳米粒子在生物标
记分析得到了广泛应用，已有多种信号放大方法用于高灵敏免疫分析方法的构建。

Zhang等［23］发现不同粒径的 AuNPs可以增强鲁米诺过氧化氢体系的化学发光，其中 38 nm粒径的
AuNPs增强效果最明显。Wang等［24］合成了特殊形状的不规则金纳米粒子( IGNPs) ，并且发现 IGNPs
对鲁米诺过氧化氢化学发光体系的催化活性是球状 AuNPs的 100 倍，同时他们将抗体固定在 IGNPs表
面，形成夹心免疫复合物。由于 IGNPs的催化活性，在无酶的情况下，加入化学发光底物即可得到化学

图 7 基于酶标抗体功能化的 AuNPs信号放大的超灵

敏化学发光免疫分析方法［26］

Fig． 7 Ultrasensitive enhanced chemiluminescence
enzyme immunoassay amplified by double-codified gold

nanoparticles labels［26］

发光信号。
Ambrosi等［67］提出了双编码的 AuNPs 用于放大

免疫分析信号，即在 AuNPs表面连接大量 HRP 标记
的抗体。由于 HRP具有催化活性，因而能显著增强
信号。Yang等［26］将这种双编码的标记物用于放大
化学发光信号，同时在发光体系中加入增强剂对碘

苯酚，进一步增强信号。以 AFP为检测模型，线性范
围为 0． 008 ～ 0． 3 !g /L，检出限为 5 ng /L，如图 7 所
示。AuNPs的粒径较小，不能负载足够多的酶，因而
研究者尝试用更多的纳米材料负载大量的酶。Bi
等［29］采用了多层酶包裹的纳米碳管作为标记物放大

化学发光检测信号。先将多壁碳纳米管用酸处理使
其表面带有羧基，用层层组装方法将多层邻苯二甲

酸二乙二醇二丙烯酸酯( PDDA) 与 HRP 吸附在碳纳
米管表面，标记抗体后进行免疫反应形成免疫复合

物。这种层层吸附的方法使得标记物连接了大量的
酶，线性范围为 0． 02 ～ 2． 0 !g /L，检出限为 8． 0 ng /
L，比传统方法低 2 个数量级。
由于酶标抗体的位阻较大，研究者将酶直接连接到纳米材料表面，再以一定的比例固定抗体，既能连

接大量酶，又减小位阻。Wu等［30］用 HRP直接标记硅纳米粒子，发展了新型高灵敏的免疫检测方法。首

图 8 功能化三维有序 SiO2 纳米多孔膜为载体的化学

发光免疫分析方法［68］

Fig． 8 Three-dimensional ordered nanoporous silica film

for highly efficient chemiluminescent immunosensin［68］

先用晶种生长的方法合成 SiO2 纳米粒子，粒径为( 103 ± 7) nm，然后用环氧丙基醚丙基三甲氧基硅烷作为
交联剂处理硅纳米粒子，从而分别连接 HRP和 AFP抗体。采用两步夹心免疫法，第一步免疫反应结束后，
将 HRP功能化的硅纳米粒子信标注入流通池，保证免
疫反应导入酶量的最大化，从而实现信号增大。硅纳
米粒子还能降低物理吸附，进一步提高检测灵敏度。
检测线性范围为 0． 01 ～3． 0 !g /L。与传统夹心免疫方
法相比，该方法信号增强了 61 倍，具备高灵敏度和
可重复性。该方法简单方便、低耗、特异性好，可以
推广到临床运用。利用三维有序 SiO2 纳米多孔膜的

高负载量。Yang 等［68］提出了一种新的高灵敏化学
发光免疫分析方法。该多孔的 SiO2 膜以聚苯乙烯球

( PS) 为模板，通过在玻璃片表面自组装沉积 5 nm
SiO2 纳米粒子，然后煅烧除去模板制得。以 γ-缩水甘
油醚丙基三甲氧基硅( GPTMS) 为交联剂，可将 SiO2 纳

米多孔膜进行链霉亲和素的功能化，与生物素标记抗

体结合，制得的化学发光免疫传感器( 图 8) 。多孔膜
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可以促进免疫试剂的传质，因而制得的化学发光免疫传感器具有宽的检测线性范围、快的分析速度与良
好的重现性和稳定性。以糖类抗原( CA 125) 为模型分析物，其线性范围为 0． 5 ～ 400 U /mL，可达 3 个
数量级，而不用三维有序 SiO2 纳米多孔膜为载体的免疫分析方法，在相同条件下的线性范围仅为 5 ～ 40
U /mL。
天然酶在保存过程中结构的变化很容易丧失催化活性，纯化天然酶的昂贵代价也制约了它们的应

用，而且天然酶的催化活性也会因为大分子肽包埋活性位点而被制约。研究者努力制备人工模拟酶用
于信号放大，新型的信号增强技术，如 DNA 酶放大技术［69］、滚环扩增法［70］以及杂交连锁反应［71］等不
断涌现，但目前还没有运用到化学发光免疫检测中，这也为新型化学发光免疫检测方法提供了机遇。

4 发展与展望
化学发光免疫分析法具有选择性好、灵敏度高、分析速度快、设备简单等优点，近年来在环境、临床、

食品、药物检测中得到了广泛运用。实际检测常常需要对大量、复杂、低丰度的样品进行测定，因而化学
发光免疫分析法逐渐向快速、高通量、高灵敏检测的方向发展。本文总结了近几年化学发光免疫分析法
的应用进展，涉及到降低温育时间，多组分检测，以及信号放大技术。这些例子都证明了化学发光免疫
分析法具有广泛的应用前景和可操作性。
此外，化学发光成像技术、化学发光免疫分析与分离技术的联用，可以使免疫分析的选择性、灵敏度

和检测速度、检测通量得到进一步提高。为了更好地适应临床、环境等领域的实际应用，需要大力发展
微型化、集成化和自动化的化学发光免疫分析仪器。随着分子生物学及纳米与传感技术的进步，新的化
学发光免疫分析原理与高灵敏的免疫分析方法将得到不断发展，开发催化活性更高、稳定性更好、发光
动力学曲线更符合免疫分析的酶和底物并推广到临床检测，发展新型标记技术用于信号放大，建立化学

发光免疫分析新方法，都将是未来的发展方向及研究重点。
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Chemiluminescent Immunoassay and Its Application

WANG Chen，WU Jie，ZONG Chen，XU Jie，JU Huang-Xian*

( State Key Laboratory of Analytical Chemistry for Life Science，Nanjing University，Nanjing 210093)

Abstract Chemiluminescent immunoassay ( CLIA ) has been applied in different fields including
environmental，clinical diagnosis，food safety，and pharmaceutical analysis as a promising approach for selec-
tive，sensitive，rapid and simple analysis． It is often necessary to detect a large number of complicated or low
abundance samples． However，traditional method needs great consumptions of time，reagent and labor，which
limit their clinical applications． As a result，building rapid，high throughput，sensitive and low cost detection
methods has become the development trend for CLIA． In this review，we summarize the recent advances in
CLIA and its application，and point out the future development of CLIA．
Keywords Chemiluminescent immunoassay; Immunosensing; Rapid detection; Multiplexed detection; Re-
view
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色谱在材料分析中的应用
( ISBN 978-7-122-10567-7)

该书为《色谱技术丛书》之一，系统介绍了各种色谱方法与技术，包括气相色谱、高效液相色谱、离子色谱、凝胶渗透
色谱、毛细管电泳等方法以及一些联用技术在无机材料中的金属元素和非金属元素的分析、无机材料和高分子材料结构
分析、聚合物中可挥发物质的分析、高分子材料定性定量分析以及高分子材料分子量分布分析中的应用，并综述了色谱
法在材料分析中的应用进展。书中列举了大量的应用实例，便于读者在实际工作中参考。该书可供材料、冶金、高分子
科学与工程、环境保护等领域中从事材料分析的技术人员参考。
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