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摘　要: 化学发光免疫分析技术基于放射免疫分析的基本原理 ,其特点是以化学发光物质为示踪物 ,灵敏度高 ,快

速 ,简便 ,主要试剂包括氧化剂、发光剂和催化剂等 ,测试中不使用有害的试剂 ,因此成为非放射性免疫分析法中最

有前途的方法。
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　　 Halman[1 ]在 1977年基于放射免疫分析的基本

原理 ,将酶的化学发光与免疫反应结合起来 ,建立了

化学发光免疫分析 ( chemiluminescence immunoas-

say, CLIA)方法。目前 ,不同类型的化学发光免疫分

析系统虽已在常规临床检验中应用 ,但由于每个系

统都有着方法、仪器、试剂三位一体的特定要求 ,在

研究与生产上的难度较大 ,故而有必要对化学发光

免疫分析有个概要的了解。

1　化学发光免疫分析原理

化学发光免疫分析包含两个部分 ,即免疫反应

系统和化学发光分析系统 [2 ]。 化学发光分析系统是

利用化学发光物质经催化剂的催化和氧化剂的氧

化 ,形成一个激发态的中间体 ,当这种激发态中间体

回到稳定的基态时 ,同时发射出光子 ( hν) ,利用发光

信号测量仪器测量光量子产额。免疫反应系统是将
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发光物质 (在反应剂激发下生成激发态中间体 )直接

标记在抗原 (化学发光免疫分析 )或抗体 (免疫化学

发光分析 )上 ,或酶作用于发光底物。 其反应原理如

下:

起动发光试剂+ L→电子激发态中间体→基态+ hν

Ag+ Ag-L+ Ab→ Ag-Ab+ Ab-Ag-L
起动发光试剂

hν

(或 Sp-Ab+ Ag→ Sp-Ab-Ag ) Sp-Ab-Ag+ Ab-L→ Sp-Ab-

Ag-Ab
起动发光试剂

hν

Ab-酶+ Ag→ Ag-Ab-酶
起动发光试剂

hν

其中: L为发光标记物或发光底物 , Ag为抗原 , Ab为抗体 ,

Sp为固相。

2　化学发光免疫分析的类型

化学发光免疫分析法以标记方法的不同而分为

两种 ,即化学发光标记免疫分析法和酶标记、以化学

发光底物作信号试剂的化学发光酶免疫分析法。

2. 1　化学发光标记免疫分析

化学发光标记免疫分析又称化学发光免疫分析

( CLIA) ,是用化学发光剂直接标记抗原或抗体的免

疫分析方法。 常用于标记的化学发光物质有吖啶酯

类化合物—— acridinium ester ( AE) ,是有效的发光

标记物 [3 ] ,其通过起动发光试剂 ( NaOH-H2 O2 )作用

而发光 ,强烈的直接发光在一秒钟内完成 ,为快速的

闪烁发光 (见图 1)。 吖啶酯作为标记物用于免疫分

析 ,其化学反应简单、快速、无须催化剂 ;检测小分子

抗原采用竞争法 (见图 2) ,大分子抗原则采用夹心

法 (见图 3) ,非特异性结合少 ,本底低 ;与大分子的

结合不会减小所产生的光量 ,从而增加灵敏度。

图 1　 acridinium ester的化学发光反应

美国拜耳公司最新诊断产品—— ACS: 180系

列全自动化学发光免疫分析系统 [ 4]即以吖啶酯作为

标记 ,量度 AE标记物化学反应所产生的光量为基

础 ,灵敏度可达 10- 15g /mL。该系统采用顺磁性微粒

作固相载体 ,反应物形成类均相悬浮溶液 ,有效增大

反应面积 ,加速免疫反应 ,便于自动洗涤、快速分离 ,

方法中不用酶和催化试剂 ,避免了许多影响因素 ,只

需改变 pH即可发生发光反应 , AE试剂稳定 ,有效

期长达一年。目前 ,已有甲状腺功能、生殖生理、肿瘤

标志物、药物监测及心血管等四十余个检测项目可

供临床应用。

图 2　化学发光免疫技术—— 竞争法

图 3　化学发光免疫技术—— 夹心法

2. 2　化学发光酶免疫分析

从标记免疫分析角度 ,化学发光酶免疫分析

( chemiluminescent enzyme immunoassay,

CLEIA) ,应属酶免疫分析 ,只是酶反应的底物是发

光剂 ,操作步骤与酶免分析完全相同
[5 ]
:以酶标记生

物活性物质 (如酶标记的抗原或抗体 )进行免疫反

应 ,免疫反应复合物上的酶再作用于发光底物 ,在信

号试剂作用下发光 ,用发光信号测定仪进行发光测

定。目前常用的标记酶为辣根过氧化物酶 ( HRP)和

碱性磷酸酶 ( ALP) ,它们有各自的发光底物。

2. 2. 1　 HRP标记的 CLEIA

常用的底物为鲁米诺 ( 3-氨基邻苯二甲酰肼 ,

lumino l) ,或其衍生物如异鲁米诺 ( 4-氨基邻苯二甲

酰肼 ) ,是一类重要的发光试剂。其结构如图 4所示。

鲁米诺的氧化反应在碱性缓冲液中进行 ,在过氧化

物酶及活性氧 [过氧化阴离子 ( O2
-
) ,单线态氧

(
1
O2 ) ,羟自由基 ( O H

·
) ,过氧化氢 ( H2 O2 ) ]存在下 ,

生成激发态中间体 ,当其回到基态时发光 ,其波长为

425nm。

早期用鲁米诺直接标记抗原 (或抗体 ) ,但标记

后发光强度降低而使灵敏度受到影响。 近来用过氧

化物酶标记抗体 ,进行免疫反应后利用鲁米诺作为
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发光底物 ,在过氧化物酶和起动发光试剂 ( NaO H-

H2O2 )作用下 ,鲁米诺发光 ,发光强度依赖于酶免疫

反应物中酶的浓度。 Kodak Amerli te
TM半自动分析

系统就是利用这一体系专门设计的。

图 4　鲁米诺和异鲁米诺的化学结构式

2. 2. 2　增强发光酶免疫分析 ( enhanced lumines-

cence enzyme immunoassay , ELEIA)

在发光系统中加入增强发光剂 ,如对 -碘苯酚

等 ,以增强发光信号 ,并在较长时间内保持稳定 ,便

于重复测量 ,从而提高分析灵敏度和准确性。在全自

动分析仪上 ,还可通过计算机严密控制 ,进行自动操

作 ,如加试剂 ,混合 ,温育 ,洗涤 ,加发光试剂 ,发光计

数 ,数据处理 ,绘制标准曲线 ,直至完成病人血清样

品的分析并打印出结果 [ 6]。 Amerli te
TM发光增强酶

免分析系统 [7, 8 ]用荧光素、噻唑等增强剂 ,其发光时

间可持续长达 20min,试剂盒有甲状腺功能检测的

促甲状腺素、三碘甲腺原氨酸、甲状腺素、甲状腺素

结合球蛋白、游离甲状腺素 ,与性激素有关的有促黄

体激素、促卵泡激素、人绒毛膜促性腺激素、甲胎蛋

白、雌二醇、睾酮 ,以及其他方面的如癌胚抗原、铁蛋

白、地高辛等。

2. 2. 3　 ALP标记的 CLEIA

所用底物为环 1, 2-二氧乙烷衍生物 ,这是一类

很有前途的发光底物 [9 ] ,用于化学发光酶免分析底

物而设计的分子结构中包含起稳定作用的基团——

金刚烷基 ,其分子中发光基团为芳香基团和酶作用

的基团 ,在酶及起动发光试剂作用下引起化学发光。

最常使用的底物是 AM PPD [3-( 2’ -spiroadaman-

tane ) 4-methoxy-4-( 3’ -pho spho rylox y )-phenyl-1,

2-dioxetane ] ,中文名为: 3-( 2’ -螺金刚烷 ) -4-甲氧基

-4-( 3’ -磷酰氧基 ) -苯基 -1, 2-环二氧乙烷 )。 在碱性

磷酸酶 ( ALP)作用下 ,磷酸酯基发生水解而脱去一

个磷酸基 ,得到一个中等稳定的中间体 AM PD(半

寿期为 2～ 30min) ,此中间体经分子内电子转移裂

解为一分子的金刚烷酮和一分子处于激发态的间氧

苯甲酸甲酯阴离子 ,当其回到基态时产生 470nm的

光 ,可持续几十分钟 (如图 5)。 AM PPD为磷酸酯酶

的直接化学发光底物 ,可用来检测碱性磷酸酯酶或

酶和抗体、核酸探针及其它配基的结合物。可检测到

碱性磷酸酯酶的浓度为 10- 15
mol /L。

美国 DPC公司的 Immuli te全自动酶放大发光

免疫分析仪 ,以碱性磷酸酶为标记物 ,以金刚烷作发

光底物 ,测定灵敏度相当于 10- 21
mol /mL的酶 ,采

用聚苯乙烯珠作载体 ,其检测水平已能达到 10- 12 g /

mL。

图 5　 AMPPD发光反应原理

3　其他发光免疫分析技术 ( luminescence immun-

oassay, LIA)

　　 LIA开始用于临床诊断在 80年代中期 ,经历了

荧光发光、生物发光和电发光等 ,从采用 luminol、

acridinium esters、胶乳颗粒为载体的技术 ,到以

dioxetase作发光标记物经历了 10年 ,以微粒子为

载体的化学发光技术、电发光技术和激光发光技术

的推出 ,使发光免疫分析技术得到进一步的发展和

完善。

3. 1　微粒体发光免疫分析 ( micropar ticle lumines-

cence enzyme immunoassay , M LEIA)

该项技术的原理基于 ALP标记的 CLEIA,用

于标记的 dioxetase是一超灵敏的 ALP和发光底物

( AM PPD) ,具有反应快、发光连续稳定、线性范围

大的特点。 应用磁性铁微粒作为载体 ,用以包被抗

体 ,因其表面积增大 ,捕捉抗原多 ,使标本量减少 ,反

应时间缩短。此项技术已用于固相竞争技术。

美国贝克曼库尔特公司推出的 ACCESS○R全自

动微粒子化学发光免疫分析系统
[10 ]

,是由法国巴斯

德研究所将微粒子化学发光技术发展应用设计的。

其采用 AMPPD-ALP发光系统 ,以微粒子 ( 0. 7μ)

作载体 ,表面积大、结合快、达到最大发光信号时间

短、反应及分离速度快 ,缩短了分析时间 ,有效提高

了灵敏度和准确性。 该系统可全自动控制整个测定

和数据分析处理 ,具有批量和任选测定 24个项目的

能力和急诊插入功能 ,平均检测速度 100 /h,冷藏试

剂盘可放 24种试剂 ,探针直接插入试剂盒 ,并自动

封闭 ,直至试剂用完 ,不污染不浪费。超声波技术被

用于搅拌使微粒悬混均匀并加速反应 ,用于探针取
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样液面检查保证取样准确 ,用于洗涤时减少交叉污

染。使用 ACCESS
○R的用户还可以申请 Inter net全球

通讯网络 ,进行通讯查询。 ACCESS○R独特的塑压智

能化外形设计 ,使其从外观到内在品质 ,给人们留下

深刻的印象。

由美国雅培公司生产的 Ax SYM全自动免疫发

光分析仪
[ 11]
将三种技术于一机 ,可用于非均相标记

微粒子酶免发光分析 ( M EIA)、离子捕捉发光分析

( ICIA)和均相标记荧光偏振免疫发光技术 ( FPIA) ,

目前已有 83个检测项目可供临床应用。

3. 2　电化学发光免疫分析 ( elect rochemiluminesc-

ence immunoassay , ECLIA)

电化学发光 ( ECL)的反应在电极表面进行 ,发

光底物为三联吡啶钌 ( Ru( byp) 3
2+

) ,用另一反应物

三丙胺 ( T PA)来激发光反应。 在阳极表面 ,这两种

物质可同时失去电子 ,发生氧化反应。在电极板上二

价的 Ru( byp) 32+迅速被氧化成三价 Ru( byp)3 3+ ,与

此同时 T PA也在电极板上被氧化成阳离子自由基

( TPA
+ * ) , T PA

+ * 自发地释放一个质子而变成非

稳定分子 ( T PA
* ) ,将一个电子递给 Ru( byp) 3

3+ ,形

成激发态的 Ru( byp) 3
2+ * 。 Ru( byp) 3

2+ *在衰减的同

时发射一个波长为 620nm的光子 ,重新回到基态

Ru( byp) 3
2+
。这一过程在电极表面反复进行 ,产生

高效、稳定的连续发光 ,并不断增强。

瑞 士 罗 氏诊 断 公司 [与德 国 Boehringer

Mannheim ( BM )公司携手合作 ]拥有最先进的电化

学发光免疫分析仪 E-cl1010 /2010。该系统将 ECL

与链霉亲和素包被磁珠的微粒子技术以及链霉亲和

素 -生物素放大系统结合起来 ,形成一种均相免疫分

析 ,检测灵敏度 < 1pmo l /mL,线性范围很宽 ,例如

检测促甲状腺激素的灵敏度 < 0. 005μIU /mL,测定

范围高至 100μIU /mL。 标准曲线储存在二维条码

中 ,每次测定只需两点标定。三联吡啶钌为非放射性

物质 ,稳定性极好 ,在室温的半寿期达 1年。标记物

分子小 ,所以一分子抗体可标记多至 20个标记物 ,

使灵敏度增高而不影响抗体的免疫活性 ,且发光时

间长、强度更高。 ECL也可用于 DNA、 RNA等扩增

产物的检测。

3. 3　时间分辨荧光免疫分析 ( time-resolv ed fluo-

rescent immunoassa y, Tr FIA)

荧光的时间分辨技术是利用荧光发射体的荧光

寿命差别 ,将其荧光分开的荧光光谱技术。以镧系元

素为示踪剂代替放射性同位素 ,用具有双功能基团

的镧系元素来标记抗原或抗体 ,当解离下来的镧系

元素与特制的扩增液形成新的螯合物时 ,其荧光明

显增强而持久。 用延迟测量的办法可消除样品自身

的本底荧光 ,从而大大提高检测灵敏度。按其免疫反

应原理 ,可分为时间分辨荧光免疫分析 ( T r FIA)和

时间分辨免疫荧光分析 ( T rIFM A)。

法国 CIS公司以其肿瘤标志物为特色 ,于 1996

年在欧洲推出 KRYPTO R全自动时间分辨荧光免

疫分析系统: 用三价镧系元素铕 ( Eu
3+ )与 TBP

( trisbipyridine diamine,一种空穴结构物 )的螯合物

( TBP-Eu
3+

)标记抗体或抗原 ,另一特异抗体或二抗

与增强荧光剂 X L665联接 ,反应体系生成的免疫复合

物在 337nm处激发荧光 ,经能量增强后放大了的荧

光在 655nm处测得 C665 ,在 620nm处测定荧光 C620

进行本底校正 ,作为双道 ( 665, 620)时间分辨荧光分

析 ,以 C665 /C620为纵坐标 ,标准品浓度为横坐标 ,得

到剂量校准曲线。近年来 ,该系统已可供临床实验室

应用的试剂盒有肿瘤标志物 ,唐氏症筛查指标 ,性功

能激素检查 ,心血管疾病 ,骨代谢 ,甲状腺自身免疫

性疾病等。

TrFIA可做双标记和多标记分析 ,美国 PE公

司的 1420 Victor多标记免疫分析系统集时间分辨

免疫荧光分析、化学发光免疫分析、荧光分析及酶联

免疫吸附分析于一机 ,实现一次反应多项结果 ,一台

仪器多种功能。

我国学者从 80年代开展 TrFIA技术的研究工

作 ,并发表有关报道 [12 ] ,但未见有相关产品面市。

3. 4　激光免疫分析 ( laser immunoassay, LIA)

作为激光技术在医学诊断学的新应用 ,美标公

司医学集团 DiaSo rin已研究开发了 CO PALIS多项

检测系统 [13 ]。 国内首次见到该系统是在 1998年 5

月的全军后勤装备展览会上 ,接着 6月份的 Sino-

M ed也展示了该系统。

图 6　 Copalis光学系统

COPALIS即偶联颗粒光散射 ( coupled pa rticle

light scat tering )技术 ,其偶联颗粒是由抗原 -抗体、
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受体-激素或核酸的相互作用 ,在聚苯乙烯微颗粒存

在下 ,或自身聚集 ,或与胶态金颗粒聚集 ,形成单一

的和 /或聚集的均相配体颗粒 ,当它们逐个流过一个

由半导体激光形成且精确聚焦的入射光束时 ,会产

生一个散射光脉冲 ,信号被光电二极管探测器记录

下来 ,直行的激光光束则被探测器上的中央光束隔

栅阻断 (见图 6)。

该系统一次可同时、自动地检测 4种不同的分

析指标 ,如弓形体、风疹、巨细胞和 EB(非洲淋巴细

胞瘤 )病毒等 , 12min内报告全部结果 ;第五个通道

用来放置内部参照物 ,作为系统的质控检查 ,以确保

准确性和可靠性。目前 , DiaSorin正在开发可以同时

检测 6项指标的第二代产品 ,从出生前的围产医学

到老年医学 ,它将为您提供贯穿整个生命周期的健

康服务。

4　展望

化学发光免疫分析技术具有灵敏度高、所需时

间短、无放射性污染等特点 ,现已从实验室研究进入

常规临床诊断应用。随着各种自动发光分析仪器的

面市 ,以及不同类型的化学发光免疫分析试剂盒的

不断推出 ,势必进一步推动化学发光免疫分析技术

的迅速发展。另外 ,发光分析在用于 DNA探针及蛋

白印迹分析等方面也将越来越显示其优越性。 用葡

萄糖氧化酶、葡萄糖 -6-磷酸脱氢酶作为标记物的化

学发光免疫分析在生物学研究中也具有广泛的用

途。

化学发光检测仪的类型较多 ,如有的带有自动

注射起动发光试剂系统 ,也有单管计数和微孔板计

数的仪器 ,尚有 X线照像底片感光和电子偶合显像

系统 ( CCD camera imaging)等。因此 ,化学发光免疫

分析这一领域在自动化仪器推广普及后将会得到更

快的发展。
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Abstrct: An updated immunoassay tech no lo gy , ch emiluminescence immunoassay ( CLIA) is presented. The princi-

ple o f CL IA is based on it o f RIA that the immunoreaction is resulted using a tra cer labeled by chemiluminescent.
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摘　要: 前列腺特异性抗原 ( PSA)是一种单链糖蛋白 ,它由前列腺上皮细胞产生 ,分泌至前列腺管 ,因此精液中

PSA含量很高 ,而正常人血清中含量很少。癌变时 ,患者 PSA在血中的浓度升高。近年来 ,人们对 PSA的生物学特

征、检测方法、临床应用进行了大量的研究 ,取得了很大进展。 PSA已成为最具有临床价值的肿瘤标志物之一 ,被应

用于前列腺癌的临床诊断和监测。
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　　 自 1971年由 Haram等人第一次从精液中发

现前列腺特异性抗原 ( PSA)后 , 1979年 Wang等人

用免疫沉淀法成功地从前列腺组织中分离和提纯了

PSA, Papsidero LD等人于 1980年发现前列腺癌患

者的血清中 PSA明显升高 ,使人们已经认识到

PSA对诊断前列腺癌的重要性 ,成为前列腺癌研究

中涉及最多的肿瘤标志物之一。本文对 PSA的生物

学特征、检测方法及临床应用方面的有关问题作一

综述。

1　 PSA的分子生物学

人们所认识的 PSA的生化特性 ,大多来自于对

精液中纯化的 PSA的研究。在精液中 , PSA浓度可

达 0. 5～ 5mg /mL,是血中浓度的百万倍 ,血中 PSA

的浓度小于 4ng /mL。 PSA是由前列腺上皮细胞分

泌的一种单链糖蛋白 ,分子量为 30 000～ 36 000。经

测定 , PS A分子中含有一寡聚糖 , PSA分子的等电

点为 6. 8～ 7. 5。由于唾液酸化的不同 , PS A分子至

少有五种异构体 [1 ]。Evaco rey等人
[2 ]采用十株单抗 ,

与 PSA顺序合成的十五肽反应 ,发现 N端 50～ 70

的序列、 C端的 155～ 174的序列为两个序列表位 ,

并位于 PSA分子三级结构的外缘。

PSA基因 ( HKLK3)属于人类组织激肽释放酶

基因族成员 , 1987年已获得了 PSA的 cDN A克隆 ,

1989年得到了 PSA基因定位及结构。人类组织激

肽释放酶基因族除了包含 HKLK3,还包括 HKLKl

和 HK LK2,此基因族位于 19号染色体的 q13. 2-

q13. 4。PSA基因包含 5个外显子、 4个内含子 ,可转

录成 1. 6kb含 5个外显子的 mRNA[3 ]。在正常和良

性的前列腺上皮细胞内 ,该基因的表达相当均匀 ,但

在前列腺癌中 PSA的表达不均匀。另一些文献认

为 ,在男性体内 ,前列腺柱状上皮细胞和尿道周腺可

生成大量的 PSA,实际上在正常的前列腺上皮细胞

和良性增生组织中 ,此蛋白的 mRNA含量更高 ,认

为 PSA并不是一种由肿瘤细胞大量产生的肿瘤标

志物 ,而是源于损伤或疾病造成前列腺结构异常 ,并

导致 PSA从前列腺管中渗漏到基质中 ,然后通过毛

细淋巴管进入血液循环 ,导致血中浓度升高。一些研

究认为 ,前列腺癌患者的血清中 PSA分子结构异

常 ,推测前列腺癌细胞中 PSA基因转录后发生异常

剪切。但新近研究表明
[ 4]

,从正常人、前列腺增生、前

列腺癌细胞中所获得的 PSAcDNA进行测序表明 ,

在转录水平尚未发现差异 ,但也不能排除 PSA分子

结构的差异是由于蛋白质翻译加工形成的。

随着 RT-PCR(逆转录-多聚酶链反应 )技术的

出现 ,广泛的研究表明 , PSA并非是前列腺组织所

特有的 ,在多种非前列腺组织及体液中也存在 ,如乳
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