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侧流免疫法在临床即时检测中的应用研究进展%
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即时检验!
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RPQ6

#是当今临床检验发

展的趋势之一)侧流免疫法"最早被称为+溶胶粒子免疫法,"

它是以含有被粒子标记的待测抗原!抗体#或被粒子标记的免

疫复合物$待测抗原!抗体#%与被粒子标记的抗体!抗原#生成

的免疫复合物%的液体样品或提取溶液为流动相"以固定有检

测线和控制线的条状聚合物层析材料为固定相"流动相通过毛

细作用在固定相中向前移动的过程中"流动相中所含被粒子标

记的待测抗原!抗体#或免疫复合物与被固定在检测线上的抗

体!抗原#发生特异性免疫反应而被捕获"形成检测线*而流动

相中未被捕获的游离的以粒子标记的待测抗原!抗体#或免疫

复合物则与被固定在控制线上的抗体!抗原#或抗
8]

N

X

发生免

疫反应"形成控制线*之后"通过测量并比较检测线和控制线上

标记粒子的光(电(磁(电化学等信号强弱来定性(半定量和定

量测定待测抗原或抗体的方法"又称为免疫层析法$

'

%

)由于侧

流免疫法简便(快速"在病毒(病原微生物(寄生虫(糖(脂(蛋白

质(核酸等临床检验对象的
RPQ6

中获得了广泛的应用)近

年来"随着纳米材料的兴起"一批生物相容性好并具有良好电(

光(磁(电化学等性质的纳米粒子被发展为高灵敏度的光信号(

磁信号(电化学信号探针"这些高灵敏度探针和信号探针的便

携式检测设备!如适配手机的便携检测装置#"以及信号探针检

测手机应用程序等的应用"使得侧流免疫法在高灵敏度和定量

方面取得了长足的进步)本文简要归纳总结侧流免疫法在临

床
RPQ6

应用研究中可视化(荧光等高灵敏度探针和多组分

检测的进展)

B

!

高灵敏度信号探针

B,B

!

可视化探针
!

纳米金(胶乳微粒是最常见的可视化探

针$

'

%

"可视化探针与图像处理设备联用可提高灵敏度和实现定

量检测)近年胶乳微粒作为可视化探针研究报道较少"而采用

多种方法对纳米金可视化探针信号放大以降低检出限较多)

cCG

等$

!

%以
'*%#

金纳米标记肌钙蛋白检测抗体!同时将标记

有生物素的单链
?W5

标记在金纳米上#作为信号探针固定在

第二连接区"以标记上亲和素的
.'%#

金纳米固定在第一连接

区"检测线固定肌钙蛋白捕获抗体"由于利用了生物素
8

亲和素

连接的较大颗粒金纳米作为信号放大"使得双抗夹心侧流免疫

法测定肌钙蛋白检测限低至
'%

N

&

#&
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等$

*

%以聚乙二醇

!111

包覆胶体金为探针侧流免疫法测定从大肠埃希菌培养液

标本中提取的高盐基质中的模式病毒噬菌体
B'*

"减少了高

盐基质造成胶体金吸附的抗体的脱附影响"其检测限比不用聚

乙二醇处理提高了
'1

倍)

F=%

N

等$

.

%以聚丙烯酸包覆核壳结

构的四氧化三铁&金纳米负载梅毒螺旋体抗原侧流免疫法检验

梅毒螺旋体抗体含量"由于采用核壳结构使得单位面积负载的

金纳米增多"负载的抗原增多"同时采用聚丙烯酸包覆在整个

金纳米壳外层也增加了探针的单分散性和稳定性"抑制了探针

的聚集"其检测限低至
'd

&

#&
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等$

/

%采用金纳米包覆的

硅纳米棒作为探针"由于硅纳米棒表面积大"负载纳米金多"连

接的抗体多"大大提高了纳米金复合探针的灵敏度"其检测限

低至
1,1'%

N

&

#&

)可见"通过增加负载金纳米材料的表面积

和通过带负电荷的聚合物处理抑制纳米金的聚集可以提高纳

米金探针可视化检测的检测限"而最常采用的银增强的纳米金

探针信号放大技术"因需额外加入银离子增加反应程序和延长

反应时间而较少应用)无定型碳纳米的生物分子相容性好"

&$%=:AJ

等$

+

%以生物素亲和素为模型分析物系统比较了无定型

纳米碳黑
'11

(银增强金纳米(金纳米(蓝色胶乳颗粒的灵敏

度"它们的检测限按上述顺序依次增加"无定型纳米碳黑
'11

检测限最低"表明无定型碳纳米作为可视化探针的诱人

前景$

0

%

)

B,C

!

荧光探针
!

有机染料荧光微球是目前最为常用的一类荧

光探针"而当前的研究热点则是量子点探针(镧系螯合物掺杂

无机荧光探针和镧系掺杂无机上转换发光荧光探针)

镧系掺杂上转换发光材料是具有低能量激发!近红外#和

高能量发射!紫外
8

近红外#的反斯托克位移材料"化学稳定性

高(荧光量子产率高(低毒性(无背景荧光干扰"作为荧光探针

可获得很高的信噪比"而且"其近红外的激发光能不为生物组

织所吸收"不会破坏生物样本"因此"在临床生物检验和诊疗中

获得广泛应用$
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2

%系统评估镧系掺杂上转换发

光荧光探针侧流免疫法与酶联免疫法测定血吸虫阳极抗原的

诊断性能'低浓度区域上转换发光荧光探针侧流免疫法更灵

敏"检测限低至
*1

KN

"变异系数更小"而且其检验结果
'-

个月

前后两次测定保持一致"这表明上转换发光探针侧流免疫法有

很强的耐受性)

稀土螯合物掺杂的荧光物质
79;SA

位移长(发射谱带窄(

荧光强度高"是荧光微球研究者关注的焦点领域之一)铕螯合

物掺杂的荧光微球是镧系稀土螯合物掺杂荧光微球最有前途

的种类之一)

OG%9G%A%

等$

'1

%比较了铕螯合物掺杂聚苯乙烯荧

光微球和胶体金作为侧流免疫探针测定生物素
8T75

和
R75

的检测限"分别提高了
*11

倍和
0

倍)

a$=

等$

''

%将铕螯合物包

被在硅纳米球表面作为探针"由于表面积更大的硅球结合的铕

螯合物掺杂的荧光分子增多"产生了更大的斯托克位移"能发

射更容易分辨的
+'/%#

长波光谱"以该探针测定乙型肝炎表

面抗原的检测限低至
1,1*
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"比以胶体金作为探针的检
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测限降低了
'11

倍)新近上市的商品化铕螯合物掺杂荧光微

球为荧光探针的沙眼衣原体侧流免疫试剂盒在临床大样本系

统评估中检测限也达到了
1,!0%

N

&
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)量子点具有较宽

激发光谱(较窄发射光谱(高量子产率(发光稳定(几乎无光褪

色现象"而且生物相容性好"可同时连接几个生物分子"是较好

的荧光探针$

-

%

)由于量子点粒径较小"需要在制备过程中加入

巯基丙酸(巯基乙胺等稳定剂"防止其团聚而淬灭"依其稳定剂

的种类可分为水溶性量子点和油溶性量子点)水溶性量子点

可直接作为荧光探针$

'*

%

"也可以加入试剂使得纳米金被还原

的同时量子点荧猝灭等$

'.

%间接方法作为荧光探针)采用表面

积和粒径更大的硅纳米(磁性纳米等负载更多粒径小的量子点

是提高量子点荧光探针灵敏度的常用手段$

'/

%

)对于油溶性量

子点"研究者则尝试共价连接极性有机分子或以相转移(微乳

液等方法包被纳米硅或聚合物来改善其水溶性"提高其在侧流

层析相转移过程中的化学稳定性和胶态稳定性)
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%采用

两性分子丙烯酸叔丁酯
8

丙烯酸乙酯
8

丙烯酸甲酯共聚物自组

装包被量子点纳米珠侧流免疫法检测
R75

"检测限低至
1,**
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'0

%以微乳液法制备聚苯乙烯量子点!红(绿(

蓝三种颜色#复合纳米球作为探针"侧流免疫法测定
5UR

"不

仅检测限可低至
1,'%

N

&

#&

"而且可耐受更高的温度(更高盐

浓度(更极端
K

@

)尽管如此"与镧系掺杂上转换发光材料相

比较"量子点的毒性和高能激发下的自发荧光则是其不足

之处)

B,!

!

散射探针
!

纳米金属或以聚合物或硅包封的纳米金属可

为散射探针"其中"纳米金和纳米银最为常用$

'-

%

)
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等$

'2

%

以
*?

打印技术设计打印可安装在手机上的适配装置使得试

纸条与手机相机!

QQ?

或
QBP7

#发出的入射光呈
+/k

夹角!此

时检测器与入射光呈
''1k

夹角#来最小化硝酸纤维素膜的米

氏散射"从而最大化纳米金探针的瑞利散射"结合自主开发的

手机应用"侧流免疫法测定
67@

的检测限可低至
1,*'#]d

&

#&
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W;L>A

等$

!1

%以巯基化玻璃包封金纳米的核壳复合纳米

!金为核"玻璃为壳#作为表面增强拉曼探针"侧流免疫法检验

<6%]

的检测限低至
*-

K

#;>

"与荧光探针侧流免疫法检测限相

当)这些研究结果表明纳米金属作为散射探针比作为可视化

探针灵敏度更高"并可采用可视化和散射两种检测模式来定性

定量)同时启发研究者可探索其他具有光散射特性的纳米金

属粒子作为瑞利散射(表面增强拉曼(共振散射探针)

B,D

!

磁性探针
!

磁性材料不仅可作为改善其他核壳型粒子探

针分析性能的磁核和磁性分离载体"还可直接作为磁性探针)

其作为磁性探针具有以下优点'磁性可完全被磁性记录仪捕

获"样本中磁性物质少而引起的干扰少"因而可提高侧流免疫

灵敏度"并且磁性数月内很稳定"耐受性好$
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等$

!!

%以顺磁性磁珠作为磁性探针标记
@]4

K

!.

抗原的抗体"

侧流免疫法捕获
@]4

K

!.

抗原"检测限低至
*1

KN

&

#&

)

=̀%

N

等$

!*

%发现顺磁性探针标记的抗体与大于
'

$

#

粒径待测物的

复合物在层析中沉积在某个特定位置"可通过直接测定沉积线

处磁性进行定量"揭示了一种大粒径待测物的磁性探针新

方法)

B,E

!

近红外有机小分子探针
!

由于有机小分子荧光染料的激

发&发射波长通常在
*11

#

+11%#

"往往与其自发荧光以及常

见标本全血(血浆(血清和硝酸纤维素膜吸收谱重叠"带来很高

的信噪比"因此"有机小分子荧光染料在侧流免疫法中较少应

用)但是有机小分子染料作为信号探针也有其独特的优势"小

分子链接生物大分子不会发生聚集"共价连接更快速(容易(可

控(可定量*可采用更小孔径的纤维素膜"侧流速度更慢"从而

可改善侧流免疫法的分析性能)

7V=%J;%

等$

!.

%采用激发&发

射波长在近红外区的
-11Q`

有机小分子染料!

0-1%#

&

-11

%#

#为近红外信号探针"侧流免疫法测定
]&

的线性范围为
1

#

!11

KN

&

#&

"揭示出近红外有机小分子染料侧流免疫法的优异

分析性能和应用前景)

B,F

!

化学发光探针
!

化学发光常用的天然酶贮存条件苛刻"

酶活性长期保存中易下降"通常需额外程序加入反应底物等试

剂来实现测定$

!/

%

"这使得化学发光探针在侧流免疫法中的应

用受到限制)由于铂纳米热稳定性高"易于长期保存"又具有

过氧化物酶活性"是良好的人工模拟酶"

R=:S

等$

!+

%将铂纳米作

为探针标记抗体"夹心免疫侧流法测定
CQX

"检测限比胶体金

下降了
'111

倍"达到
'#]d

&

&

)

O;G%

N

等$

!0

%以乙酰胆碱酯酶

标记抗体作为捕获抗体固定于测试线上"将辣根过氧化物酶

!

@DR

#标记抗体固定于连接区和测试线之间"将鲁米诺(化学

发光底物增强剂和乙酰胆碱固定在连接区"在连接区与硝酸纤

维素膜之间放置不对称聚砜膜"随着样品中
Q

反应蛋白!

QDR

#

的层析"

QDR

先后与检测抗体和捕获抗体反应"连接区的底物

等由于不对称聚砜膜的延迟释放"最后到达测试线和控制线

处"通过乙酰胆碱酯酶水解乙酰胆碱原位产生过氧化氢"在增

强剂催化下与鲁米诺产生化学发光信号"

QDR

检测限低至
'

%

N

&

#&

"由于双酶标记和不对称膜的延迟释放使得化学发光侧

流免疫法可一步完成)这些研究为侧流免疫中高灵敏度的化

学发光探针的长期贮存和自动化方面作出了有益的探索)

B,I

!

电化学探针
!

电化学法灵敏度高"背景低"易定量"易微

型化"研究者不断尝试直接或将电活性物质通过脂质体等包封

作为电化学探针"并用纳米材料和酶标记等手段来增强电化学

探针的灵敏度$

!-

%

)

?G

等$

!2

%设计一个微型装置"该装置将切断

试纸条测试区(试纸条置放反应区(微型电化学测定整合在一

起实现血标本中乙酰胆碱酯酶活性的测定"检测限可低至
1,1!

%#;>

)

cCG

等$

*1

%将碳纳米管纸电极!传感面朝向硝酸纤维素

膜#固定在竞争免疫法胶体金试纸条对照区作为工作电极"在

以胶体金可视化检测的同时"以计时电流法测定
-8

羟基脱氧

鸟苷"检测限可低至
!,10%

N

&

#&

"消除了与
?W5

片段相连的

-8

羟基脱氧鸟苷猝灭胶体金而使得可视化检测结果偏低)然

而生物体液标本中如抗坏血酸(碱性磷酸酶等使电化学探针应

用带来一定使用"

5S=%(=

等$

*'

%以掺杂氧化铟电极为工作电

极"以
%

8X=>

(

.8

氨基
8'8

萘酚(三价六氨基钌(三!

*8

羰基乙基#膦

之间发生快速的电化学
8

化学
8

化学氧化还原循环反应"侧流免

疫法检测
<6%]

的检测限达到
1,'

KN

&

#&

"由于循环伏安扫描

电压仅用到
1,1/4

"在避免了血清中碱性磷酸酶的干扰之外"

还最小化了血清中电氧化性物质的干扰)然而"由于溶液在不

同界面渗透强度不一致"可能导致电化学探针信号不稳定的研

究较少$

!-

%

"应引起重视)

C

!

多组分检测

在单个分析流程中同时实现两个及以上组分检测"可减少

样品消耗"节约时间成本"提高分析通量"降低整个分析的成

本)空间分辨是侧流免疫法多组分同时检测的主要模式)采

用同种探针标记两种待测物(两条检测线来实现两组分同时检

测的可视化$

!

%

(镧系掺杂荧光微球$

*!

%

(镧系掺杂上转换发

光$

**

%

(近红外$

!.

%等空间分辨侧流免疫法已有报道)采用同类

不同种探针标记两种待测物(同一条检测线来实现两组分同时

检测的镧系掺杂荧光微球$

*!

%

(量子点荧光$

'*

%

(表面增强拉曼

散射$

!1

%等光谱分辨模式的侧流免疫法也有少量应用)虽然同
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时结合空间分辨和光谱分辨可能在同一条单条试纸条上实现

两种以上组分的检验$

*!

%

"然而采用共用样品区而检测区(对照

区等可根据检测需要设计成二维多通道等的策略来实现空间

分辨更有优势$

*.8*/

%

)

!

!

展
!!

望

近年来"随着具有良好光(电(磁性质的纳米粒子的涌现"

研究者不断探索可视化(荧光(散射等光学探针$

*+

%

(磁性探针(

化学发光探针(电化学探针和有机小分子染料近红外探针等为

基础的高灵敏度侧流免疫法和多组分侧流免疫法及两种不同

机制联用$

'2

"

*1

%的侧流免疫法"使得临床检验中的侧流免疫法

朝着高灵敏度(多组分(简便(快速和耐受方面快速发展"表明

了侧流免疫法在
RPQ6

和+

.R

,医疗模式中具有广泛的应用前

景)为更好地适应
RPQ6

的实际运用"化学发光和电化学探

针中天然酶的替代"各种探针中抗体的替代"多组分检测中探

针的交叉干扰"探针的特异性及更高灵敏度探针的开发"便携

式探针检测设备的进一步微型化和智能化"尤其是智能手机探

针检测软件的开发和结合
*?

打印技术的探针适配设备的微

型化(标准化$

'2

"

!/

"

*0

%及其与医院(患者诊疗数据等连接分析

等$

*08*-

%都将是未来的发展方向和研究重点)
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血栓负荷在肺栓塞中的临床意义%
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#是继心肌梗死和中风后

的第三大常见心血管疾病$
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"是当前社会关注的重要医学领域

和学术研究热点)据国内外流行病学调查研究结果"
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较高的发病率和病死率"且国内
RZ
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肺血管造影等诊断技术水平提高
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与管壁的情况以明确诊断"其诊断
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的敏感度和特异度高"

已经成为可疑
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患者的首选影像学检查方法)此外"
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