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体外分析
·

时间分辨荧光分析技术的研究进展及应用

周伟玲 赵启仁

【摘要】时间分辨荧光分析 (TR FA )技术是一种以斓系元素鳌合物为标记物
,

测量其发射荧光

的超灵敏的无放射性污染的标记分析技术
,

在生物分析中得到了J“泛的应用
。

在近些年
,

研究发

展了酶放大时间分辨荧光分析
、

时间分辨拌灭分析和分子信标等分析系统
,

其灵敏度更高
,

满足

了不同的需求
,

使 T R FA 技术在临床诊断和科学研究中得到了更广泛的应用
。

【关键词】荧光免疫测定 ; 稀土元素 ; 荧光共振能量转移
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由于放射性核素标记分析技术的某些局 限性
,

限制了其进一步发展应用
,

近些年来
,

非同位素

标
一

记分析技术应运而生
。

非同位素标记分析技术主

要有酶标记分析技术
、

发光分析技术
、

荧光分析技

术和时间分辨荧光分析 (t im e 一re s o lV e d fl u o re s c e n “e

as sa y
,

T R FA )技术
,

而 T R FA 技术被公认为最有

发展前途的一种非同位素标记分析技术
。

1 T R FA 技术的原理及特点

T R FA 技术是以斓系元素鳌合物为标记物
,

同

时利用波长分辨和时间分辨两种测量技术
,

有效排

除非特异荧光
,

以时间分辨技术测量特异荧光
,

对

待检物质进行定量分析
。

T R FA 技术的许多优点是来自斓系元素鳌合物

的固有特点
。

斓系离子被适宜的紫外光吸收配位体
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鳌合形成鳌合物
,

受到紫外光
、

氮激光或氛灯等光

源的激发而发射荧光时
,

有以下特点以
, , :

(l) 激发光 与发射光之间 的
S tok

e s
位移大

,

易

利用干涉滤光片进行波长分辨
,

前者的散射光对后

者的干扰可以基本排除
。

(2 )激发光谱带较宽
,

可 以增加激发能
,

提高

灵敏度
。

(3) 发射光谱带很窄
,

5 0%发射谱带约为 10n m
,

可以利用通带滤光片
,

只允许峰值波长士sn m 谱段通

过供测量
,

在如此窄的谱段内
,

非特异荧光很少
,

可有效降低本底荧光
,

且能量损失也不大
。

(4 )斓系离子鳌合物 的荧光寿命很长
,

约 lm s,

在时间分辨荧光仪上测量时
,

脉冲光源激发后
,

可

适当延迟一段时间
,

待其他短半衰期(1
一 10 n s )的非

特异荧光完全衰变后再测量
,

从而极大地降低了本

底荧光
,

实现了时间分辨
,

灵敏度大大提高
。

(5) 斓系离子由激发态跃迁到基态时发射荧光
,

在测量时间内可反复激发斓系离子
,

相当于大大提

高了标记比活性
。
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此外
,

T R FA 技术的分析动态范围宽
,

可达 4 一5

个数量级 ; 标记物制备简单
,

稳定性好
,

有效使用

时间长
,

不受半衰期影响 ; 标记蛋自质时反应条件

温和
,

蛋自质活性受损少 ; 测量快速
,

易于自动化
。

2 T R FA 技术的主要分析系统

(E u 3+ )]和别藻蓝蛋自(。zzo p hye o eya n in
,

A Pe )这个能

量供体/ 受体对是迄今发现的能量转移效率最高的配

对
。

测量前不必分离结合标记物和游离标记物
,

可

直接测量液相或固相中的荧光强度
,

具有快速
、

方

便等优点
!6] 。

但需要双波长测量时间分辨荧光仪
。

自 19 8 3 年 Pe tte r ss o n
等和 E sk o la 等先后报告了

用 TR FA 技术测定人绒毛膜促性腺激素和胰磷脂酶

A Z

在临床医学研究中的应用 以来
,

T R FA 技术获得

迅速发展
,

形成了几种主要分析系统} ’}
。

(l) 解离增强斓系元素荧光分析系统
:
它利用

双功能鳌合剂把斓系离子标记在抗原
、

抗体或探针
_

L
,

在免疫反应或核酸杂交反应完成后
,

低 pH 条

件下加入增强液
,

使斓系离子解离下来
,

并与增强

液中的另一种鳌合剂形成高荧光产额的鳌合物
,

在

液相下测量荧光
。

其核心是把斓系离子的标记和荧

光测量分开处理
,

以实现最优化(‘
·

“

忆

(2 )FIAg
e 。
分析系统 (c ybe r Flu o :

公司 ): 它tIJ

用一种新的双功能鳌合剂 4
,

7
一

双 (氯磺酞基苯基 )
-

1
,

10
一

菲咯琳
一

2
,

9
一

二梭酸
,

并把生物素
一

亲和素系统引

人 TR FA 系统
,

实现生物放大
。

其核心是去掉解离

增强步骤
,

并可以在固相下测量荧光
‘’

,

2 }
。

(3) 酶放大 T R FA ( e n z ym e 一 a m p lifi e d T R FA
,

E AT R FA )系统
:
在该系统中碱性磷酸酶作用于 5

一

氟

水杨酸磷酸醋生成 5
一

氟水杨酸
,

5
一

氟水杨酸可以与

发展溶液中的试二价离子 ( T b井 )和乙二胺四乙酸在

pH 12一 13 时形成 5
一

氟水杨酸
:

Th 卜 乙二胺四乙酸三

元复合物
,

在激发光源激发下
,

能发射高产额长寿

命的荧光
。

其核心是把生物素
一

链霉亲和素的高亲

和力和放大作用
、

酶放大作用
、

斓系元素鳌合物的

优点与时间分辨测量技术结合
,

不用增强液
,

在液

相下测量荧光[ 3
一5 忆

(4 )均相 T R FA (ho m o g e n e o u , T n FA
,

H rr n FA )系

统
:
该系统的建立是基于时间分辨荧光共振能量转

移 (tim e 一 re so lv ed fl u o , se e n e 。 re s o n a n e e e n e

卿
tr a n s -

fe r ,

T R
一

FR E T )理论 {6 ,。 FR E T 理论是指一对合适的

荧光物质可以构成一个能量供体 (don
o r )和能量受

体 (。cc e Pt or )对
,

当两个荧光发色基团在足够靠近

时
,

供体分子吸收一定频率的光子后被激发到更高

的电子能态
,

在回到基态前
,

通过偶极间相互作

用
,

实现能量向邻近 的受体分子转移
。

E u , + 一

三
-

2
,

2
’ 一

二毗陡二胺 [ E u 3 + 一tr is b ip yr id in e d ia m in e ,

T BP

3 T R FA 系统的研究进展

3
.

1 E AT R FA 系统

st ei nk am p 等
7 ’
发现了新的增敏剂双 (2

一

毗陡基

甲基 )
一

(2
一

经基节基 )胺
,

该增敏剂能将其激发能量

传递至斓系二价离子
,

用 于 E A T R FA 测定猪肝细

胞醋酶活性
,

其灵敏度可达 10
刁 m o l/ L

。

3
.

2 二次 E A T R FA 系统

Io a n n o u
等‘”,在 E A T R FA 技术基础

_

L又提出二

次 E A T R FA 系统
,

本方法使用 了辣根过氧化物酶

和碱性磷酸酶两种酶进行放大作用
,

两次生物素
-

链霉亲和素的亲和放大作用
,

增加放大倍数
,

提高

分析灵敏度
。

此系统的特异信号可增加 30 倍
,

信 /

噪比可改进 10 倍
,

灵敏度可达 3 x 10
一‘

喻
0 1/ I

J 。

3
.

3 时间分辨碎灭分析技术

该技术的建立也是基于 FR E T 理论
,

只是其受

体基团是荧光碎灭基团
。

K盯vi ne n
等

, ”
,

’。

使用该技术

进行了
C as pas es 活性测定

:
将斓系离子鳌合物及荧

光碎灭基团分别标记在待检
。as p as e 。

相应底物上的
e a s p a s e s

作用位点两侧
, C a s p a s e S

没有作用于底物

时
,

激发光激发后
,

因为荧光碎灭基团的存在且距

离足够近
,

发生荧光碎灭
,

没有荧光可供检测 ; 当

ca sP a s e S
作用于底物后

,

荧光碎灭基团脱离
,

激发

光激发时
,

斓系离子鳌合物可 以发射供测量荧光
,

然后一对
。a s p a s e ,

活性进行计算定量
。

K arv in e n

等川

也建立了多标记测量时间分辨碎灭分析技术
)

Yh k os ki 等
! , 2 ]将该技术应用于核酸杂交分析

:

使用双链 D N A 探针
,

其中一条单链 5
‘

端标记斓系

离子鳌合物
,

另一条单链 3
‘

端标记有荧光碎灭基

团
,

当标
一

记有斓系离子鳌合物的单链与靶基因结合

后
,

游离的单链与标记有荧光碎灭基团的单链结

合
,

减小了背景荧光
,

提高了灵敏度
。

此法主要应

用于检测 PC R 产物
。

3
.

4 纳米颗粒在 T R FA 中的应用

近年来
,

纳米颗粒被应用到 T R FA 技术中
。

每

个纳米颗粒可以容纳数千斓系离子鳌合物
,

这样可

以提高标记比活性
。

在 H T R FA 中
,

使用纳米颗粒
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技术
,

激发光激发时
,

大量增加的斓系离子鳌合物

作为能量供体将能量传递给能量受体
,

传递的能量

增加
,

激发的荧光强度也相应增加{‘入川
。

H a

rm
a
等{, , l

用此技术测量了前列腺特异抗原
。

K ok ko 等 114 ]
使用

铺鳌合物标记纳米颗粒作为均相免疫分析中的能量

供体检测了雌二醇
。

3
.

5 分子信标(m o le e u la r b e a c o n )技术

分子信标是根据核酸碱基配对原则和 FR E T 理

论设计的
‘巧 ’

。

分子信标为一段与特定核酸互补的寡核

昔酸探针
,

在空间结构上呈茎环结构
,

其中环序列

是与靶核酸互补的探针
,

茎则由与靶序列无关的互

补序列构成
,

茎的一端连上一个荧光分子
,

另一端

连上一个碎灭分子
。

当无靶序列存在时
,

分子信标

呈茎环结构
,

茎部的荧光分子与碎灭分子非常接近

(7 一 10 n m )
,

即可发生 FR E T
,

荧光分子发出的荧光

被摔灭分子吸收并以热的形式散发
,

此时检测不到

荧光信号 ; 当有靶序列存在时
,

分子信标的环序列

与靶序列特异性结合
,

形成的双链体比分子信标的

茎环结构更稳定
,

荧光分子与碎灭分子分开
,

此时

荧光分子发出的荧光不能被碎灭分子吸收
,

可检测

到荧光115 ,
。

R oo t 等叫用斓系离子赘合物作为荧光标

记分子进行了 H T R FA
。

3. 6 实时荧光定量 PC R 技术

实时荧光定量 PCR 技术是一种在 PCR 反应体

系中加人荧光基团
,

利用荧光信号积累实时监测整

个 PC R 进程
,

最后通过标准曲线对未知模板进行

定量分析的方法}’7 }
。

Nu

rm i等118 用斓系元素标记探

针和双温杂交分析技术进行了实时定量 R T
一

PC R 反

应
,

测量了前列腺特异抗原的 m R N A
,

实验中使用

了两种探针
:
探针 1 与模板 m R NA 的 5

‘

端碱基互

补
,

该探针 5
‘

端由荧光报告基团斓系离子赘合物

标记
,

且在其 3
‘

端加入不与模板 m R N A 互补的两

种碱基
,

以避免这种探针在 R T
一

PC R 反应过程中起

模板作用 ; 探针 2 与探针 1 碱基互补
,

且 3
‘

端标

记荧光碎灭基团 ; 两种探针杂交形成的双链结构的

熔点温度低于 50 ℃
,

在 61 ℃时不干涉探针 l与模

板
C D NA 的杂交

。

测量时模板 m R N A
、

PCR 引物和

探针 l 于 95 ℃变性
,

退火至 61 ℃
,

反应体系中过

量的引物和探针 1 分别与模板 m R N A 局部杂交
。

选用具有 5
‘

、3
’

外切酶活性的 D N A 合成酶
,

催化

以引物为起始点的 5
,

、3
‘

的
C D N A 链延伸反应

,

并

消化结合于模板 5
‘

端的探针 l
,

每合成一条新链就

会消化一条探针 1而且释放出一个斓系离子鳌合物
,

游离的斓系离子鳌合物的荧光强度远远高于结合在

单链探针上的斓系离子鳌合物的荧光强度
。

R T
一

PC R

反应结束后
,

温度冷却到 35 ℃时
,

探针 2 与过量的

探针 1 杂交
,

使结合在探针 l 上的斓系离子鳌合物

发生荧光碎灭
,

不能被仪器检测
,

降低了背景荧光
,

提高f部噪比
。

在该温度测量斓系离子鳌合物荧光强

度
,

经校正计算后可得初始模板的数量[la
’”’

。

3. 7 其他进展

W u
等l2Ol 报道

,

利用银纳米结构可大幅度增强斓

系离子荧光强度
,

同时荧光寿命有显著降低
,

有可

能用于发展新型的具有特殊光谱特征的斓系离子标

记探针
。

这种探针拥有更高的标记比活性
,

由于斓

系离子荧光寿命降低
,

在同样时间内
,

可以大大增

加荧光激发次数
。

K e m Pe
r
等

l” ! 报道了一种新型蛋白质染料 S yPro
R o s e Plu s Pn )te in Bl

o t St a in
,

这是一种中等灵敏度的

染料
,

可 以对硝酸纤维素或聚偏二氟乙烯转膜蛋

白质染色
,

对蛋白质没有共价修饰
,

可被 2 54
n m

、

3 0 2 n m 或 36 5 n m 的紫外光激发
,

在 6 12 n m 有最大

发射峰
,

可用 T R FA 技术或质谱分析技术检测
。

其缺陷是对核酸也可 以像对蛋自质一样进行染色
。

4 T R FA 技术的应用

4
.

1 蛋自质定量分析

Al bre ch t等I22) 利用生物素
一

链霉亲和素的高亲和

力将 E u 孙
标记 p

一

淀粉样蛋自分泌抑制因子的单克隆

抗体来测量稳定转染的人神经胶质瘤细胞系 H 4 细

胞分泌的 p
一

淀粉样蛋白分泌抑制因子
。

c lar et 等
,231

测量了组胺
。

E no m ot o
等

l川 使用 H T R FA 技术测量

了 N K3
.

3 细胞分泌的人白细胞介素
一

13
。

4. 2 酶活性的检测

G ab ou 记
e s
等}6 1用 H T R FA 技术测量了端粒酶活

性
。

Fe rr e r
等 125] 利用该分析系统高效检测狡肤酶 B

活性
。

K arv in en 等I川利用多标记时间分辨碎灭分析

技术实现了对
。as pas e ,

家族多参数活性检测
。

4. 3 基因分析

N ur mi 等圳 使用斓系离子鳌合物标记等位基因

特异探针来筛选新的基因标志
。

R oo t 等, ’6] 利用分子

信标技术和 H T R FA 技术检测单个核背酸变异
。

4. 4 蛋白质相互作用研究

M oo re 等
1271 用该技术筛选新的肿瘤坏死因子受
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