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化学发光免疫法在肿瘤生物标志物检验中的应用#

肖忠华 综述!黄海兵 审校

"重庆三峡医药高等专科学校!重庆万州
,),"*)

#

""

"关键词#

"

化学发光免疫法&纳米材料&肿瘤生物标志物&核酸适配体&化学发光能量共振转移

"中图分类号#
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"文献标识码#
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"-!"/+$,+
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*)"%

#

*+/,))$/)*
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恶性肿瘤严重威胁人类健康#肿瘤生物标志物检验对于恶

性肿瘤筛查"早期诊断"预后"疗效评估具有重要意义!化学发

光免疫法指利用标记在抗体上物质发光检验的方法#灵敏度

高#选择性好#通常包括酶标化学发光和无酶标记化学发光方

法!化学发光免疫法广泛应用于肿瘤生物标志物检验!随着

纳米金"石墨烯和多碳纳米管等纳米材料#核酸适配体#磁性微

球#脂质体#人工模拟酶等的应用)

"/$

*

#肿瘤生物标志物化学发

光免疫法检验取得了较大的进步!本文就近年来化学发光免

疫法在肿瘤生物标志物检验研究进展进行综述!

?

"

构建功能界面

对磁性微球"纳米金等纳米材料等进行亲水性改造#构建

负载双抗夹心中的一抗和竞争或非竞争免疫反应中的标记抗

原或标记抗体的功能界面#可提高非均相免疫反应中免疫复合

物浓度可以降低检测限#提高检测灵敏度!直径在
"

!

"));D

的纳米金指金的微小颗粒#具有高电子密度"介电特性和催化

作用-石墨烯是仅有单原子厚度的二维碳原子晶体#具有较大

的比表面积-纳米金和石墨烯均易与多种生物分子相结合且不

影响其活性!应用纳米金和石墨烯两种纳米材料功能化微免

疫反应单元后 链霉亲和素化后连接上亲和素化
Q3T

捕获抗

体#

Q3T

检测限低至
)&-"

IJ

(

DH

)

,

*

#全部免疫反应时间缩短

为
*,D:;

#如与仅以链霉亲和素连接生物素标记
Q3T

捕获抗

体功能化微免疫反应单元化学发光信号强度相比较#纳米金和

石墨烯联用信号强度增加了近
!

倍#单用氧化石墨烯或单用纳

米金信号强度增加几乎一致#只增加了约
*

倍!

磁性微球是具有一定磁性及特殊结构的复合微球#可通过

共聚及表面改性等方法赋予其表面功能基$如
ZG<

"

Z

0GG<

"

Z0<G

"

ZS<

*

等%#在外加磁场作用下还具有导向功

能!比表面积较大的磁性微球不仅可以包被更多的捕获抗体#

同时也起着分离免疫复合物的作用#便于增大非均相反应中免

疫复合物浓度#提高线性范围和降低检测限#缩短反应时间#如

化学发光免疫双抗夹心法检验
0FQ

"甲胎蛋白$

Q3T

%"

T8Q

中)

%/!

*

#而将抗体包被于磁性微反应管中则效果相对较差!正

如纳米金具有催化作用一样#应用磁性纳米球在快速灵敏检验

肿瘤生物标志物中有更好的前景#

c96;

J

等)

+

*比较包被磷脂酰

$)),

重庆医学
*)"%

年
")

月第
,,

卷第
*+

期

#

基金项目+重庆市教委科学技术研究项目$

]."$"+),

%!

"

作者简介$肖忠华$

"'!,Z

%#硕士#副教授#主要从事生物分析化学的研究!



肌醇蛋白聚糖
/$

$

@T0$

%抗体的磁纳米$

"));D

%和磁性微球

$

*

)

D

%竞争免疫法测定血清
@T0$

水平#结果表明#相对于采

用包被
@T0$

的磁性微球#采用包被
@T0$

磁纳米虽然线性范

围却没有变化#但检测限降低了近
$

倍#反应时间缩短了一半!

@

"

信号探针放大

双抗夹心免疫中#直接将酶标二抗包被在纳米金上"包被

二抗在层层封装多层酶的碳纳米管或封装较多酶的脂质体等

改进信号探针的方式均可以增强化学发光信号#进一步提高检

验灵敏度!

以一抗包被磁性微球#张书圣课题组分别基于二抗包被双

编码纳米金对碘酚增强
<=T

鲁米诺体系)

'

*

"二抗包被胶体纳

米金溴酚蓝增强
<=T

鲁米诺体系)

")

*

"多碳纳米管层层组装

<=T

酶标二抗溴酚蓝增强鲁米诺体系检验
Q3T

)

""

*以
@/

四联

体(血红素
/

二抗包被纳米金基于增强
<=T

鲁米诺体系分析

0FQ

)

"*

*

#他们的检测限都低至
IJ

级#比不用纳米金时检测限

降低了
"

个数量级#证实金纳米具有较好催化和信号放大作

用#同时
@/

四联体(血红素具有类似
<=T

的酶活性!

脂质体$

2:

I

AMAD4

%是一种人工膜#当两性分子如磷脂和鞘

脂分散于水相时#分子的疏水尾部倾向于聚集在一起#避开水

相#而亲水头部暴露在水相#形成具有双分子层结构的封闭囊

泡#称为
2:

I

AMAD4

!

c94;

J

等)

"$

*将二抗包被在封装
<=T

脂质

体上#与包被在微孔板上的
T8Q

一抗反应#线性范围达到
-

个

数量级#检测限为
)&!

IJ

级!

锰卟啉人工模拟酶具有与
<=T

类似的催化活性#可与

双链
1SQ

以沟槽作用相结合而不与单联
1SQ

结合#有抗原

存在时#以链霉亲和素和生物素接合引物链的二抗与包被在

磁性微球上的一抗形成的免疫复合物#在存在两条互补发夹

结构
1SQ

和锰卟啉时#互补发夹
1SQ

在引物引发下发生滚

环扩增#从而接合大量的锰卟啉酶#基于对碘酚增强鲁米诺

体系 测 定
0FQ

#其 线 性 范 围 达
%

个 数 量 级#检 测 限

-&+

IJ

(

DH

)

",

*

!

A

"

化学发光共振能量转移&

0=FW

'

0=FW

是将能量由化学发光反应的供体分子传递给合适

的能量受体分子#由于其不需要激发光源#降低了背景光的干

扰#消除了体系的荧光漂白#减少了自发荧光#日益受到人们的

关注!

_6;

J

等)

"%

*以
<=T

标记抗原#异硫氰酸荧光素标记抗

体#竞争免疫反应后经微芯片电泳分离过量酶标抗原后#加入

鲁米诺化学发光#基于
0=FW

到异硫氰酸荧光素而信号增强

来测定
S8F

#相比较于不采用
0=FW

#检测限低了
*

个数量级-

G

J

6:#:

等)

"-

*

"

<L6;

J

等)

"!

*将一抗分别包被于负载量子点的石

墨烯功能化反应管和纳米金中#

<=T

酶标记二抗#基于双抗夹

心法形成的免疫复合物在鲁米诺体系中的化学发光可以被石

墨烯"纳米金淬灭测定了
0Q"*%

"

Q3T

#检测限分别可达
)&)%

[

(

H

"

*&%;

J

(

DH

!

B

"

核酸适配体&

6

I

?6D45

'

6

I

?6D45

是一类具有类似抗体对靶分子具有高亲和性"高

特异性结合的单链寡核苷酸#可以是单链
1SQ

$

MM1SQ

%#也可

以是
=SQ

!吸附
*/

氧甲基改性
I

%$=SQ

核酸适配体的金纳

米不容易聚集成较大颗粒#对鲁米诺化学发光催化作用较弱#

如果样本中存在
I

%$

#则
6

I

?6D45

结合
I

%$

后脱附金纳米#结果

金纳米发生聚集#强烈催化鲁米诺体系发光#既可以利用金纳

米从红色到紫色的颜色反应也可以利用化学发光强度检验

I

%$

#颜色反应检测限低至
;

J

#而化学发光则检测限低至
IJ

级)

"+

*

!在以
WFP-"%

标记的
T8Q6

I

?6D45

捕获
T8Q

后#以磁

性石墨烯吸附分离未反应完的
T8Q6

I

?6D45

#

S

#

Sa/

二咪唑基

乙二酰胺$

"

#

")/AN62

7

2#::D:#6eA24C94D:2LD:;4MC4;C4

%作为化学

发光剂检验
T8Q

#结果表明以磁性石墨烯吸附分离后化学发

光信号比只用石墨烯或不用石墨烯$如只用石墨烯#游离

6

I

?6D45

也可被吸附#但其发光可因共振到石墨烯上而淬灭-

值得注意的是不用石墨烯时其信号仅下降了
"

(

*)

%时下降了

近
"))

倍#大大提高了检测灵敏度并缩短反应时间为
,)

D:;

)

"'

*

!基于连接
-/

羧基荧光素的富含鸟嘌呤
1SQ6

I

?6D45

与
$

#

,

#

%/

三甲氧基苯乙酰基甲醛$

WRT@

%反应形成高能中间

体能量可转移到
-/

羧基荧光素增强化学发光#而存在
T8Q

抗

原时#化学发光被
T8Q

淬灭测定血清中
T8Q

#检测限达到
"&)

;

J

(

DH

#反应时间缩短为
$)D:;

)

*)

*

!

J

"

展
""

望

近年来#由于采用直接或间接使用纳米材料等构建的功能

界面#结合应用脂质体"纳米材料等信号放大探针"核酸适配

体#以及化学能量共振转移等#肿瘤生物标志物化学发光免疫

法检验朝着高灵敏方向快速发展!而由于采用传感器阵

列)

*"

*

"多酶标记)

**

*等的应用#化学发光免疫法在快速和多组

分方面也取得了长足进步)

*$

*

!
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需求方#不仅需要提供资金#还需要代表患者与医疗机构交涉

沟通#通过制定牵制医院行为的相关准则#利用其专业知识参

与资金的全程运作#达到提高资金使用效率的目的!

B&A

"

商业保险需探索新的管理模式
"

商业保险在参与社会医

疗保险的过程中#也需要根据我国的实际情况#探索出新的管

理模式!如
*)",

年#泰康人寿进一步升级三甲医院临床诊疗

b

社区配建二级康复医院
b00=0

持续关爱养老社区&

$

层次

医养服务体系#形成保险"医疗"养老兼及的新模式-平安保险

在名医医疗中建设医疗与保险相结合的产业平台等等!新政

策鼓励支持商业保险机构更多的参与社会医疗保障#但同时也

是对商业保险机构的挑战!商业医疗保险需要在定位清晰的

前提下#不牺牲公共资源"不伤及医疗卫生体系的根本利益#对

引入的医疗人员和管理机构的资质进行评定#根据政府政策要

求运营#积极配合行业监管#融合医疗人员和管理人员的关系

等!商业保险在探索发展新的管理模式的过程中#仍需要很多

努力!
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