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免 疫 分 析 方 法 学 的 +年 进 展 (续 )

G osl in gJ P

有趁的发展和精细的改进

双分析法

用免疫分析法同时测定几种临床有关的

分析物具有明显的潜在优势
,

特别是如果在

正常情况下
,

每个单独的分析物的测定复杂

而耗时
。

利用多道闪烁计数器同时对具有不

同发射光谱的二种放射性同位素进行计数是

一种很好的方法
。

在最 初 试 验 中
,

分别用
, “ ` I和

’ 3 ` I对三碘甲状腺原氨酸和甲状腺激素

进行标记
。

用
` 7
C 。
和

` “ ,
I可用于 促 黄体激素

和促滤泡素
,

甲状腺素和促甲状腺素的同时

分析
。

另山种
,

也许效率低而且需要有关仪

器
,

是用两种完全不同 的 标 记 物
,

如酶标

( 碱性磷酸酶 ) 和
’ 2 6 1

,

来测定 I g A 一结合
a -

微球蛋白
。

同时测定三碘甲状腺原氨酸和甲

状腺素的双竟争酶免疫分析法也已建立
,

其

中庄半乳搪昔酶和碱性磷酸酶分别用来标记

半抗原
。

此外
,

分别用
3 `
E u 和” T b 的 双标

时间
一
分辨免疫荧光法同时测量血 清 中促黄

体激素和促滤泡素
。

双分析物胶乳凝集试验

和三分析物放大的流式细胞免疫分析也已有

报道
。

分析程序的进展
“
程序

”
的含意是进行分析的外环境的

组合 , 试剂的性质
、

状态 (固相等 )和浓度 ,

设备的型号和精密程度
。

因此
,

一种特殊形

式的分析法 ( 如某种抗原的固相
、

双位夹心

E L I S A 用于酶标记和呈色分析 ) 就 可 以许

多不同的程序安排而适应不同的应用
。

用微

量滴度孔板作为固相
,

是一种
“
高性能

”
的

实验室分析法
,

而使用膜作为固相和用不可

溶生色荆作为酶反应产物
,

则适用于随到随

做的妊娠试验
。

H C G的 E L I S A 系统先将抗体成环形固

化在尼龙膜上
,

该尼龙膜与一吸 收 层 相 接

触
,

当样品和所有试剂依次穿过膜时
,

很快

为吸收层吸收
,

5 分钟之内
,

具有固相酶的

参考区显色
。

如试验结果为阳性
,

则环状试

验区也显色
。

颗粒浓缩荧光免疫分析法是免

疫荧光分析法在特殊设计的 96 孔井板上进行

的
,

该板具有多孔膜形成每个孔底
,

由小的

聚苯乙烯颗粒作为固相
,

用一台特殊仪器加

试剂
,

混合和去掉溶剂
,

用表面荧光术对浓

缩在 Zm m 直 径的滤膜上的全部荧光颗粒进

行测定
。

结合的信号很少丢失
。

抗体和血清

免疫球蛋白测定的变异
一

也有报道
。

新型均相分析系统

均相免疫分析系统 就 浓 度 在 协m ol / L

( m g / L )的治疗药物和非蛋 白激素的定量而

言
,

是最有效的
,

然而人们却大力开发了具

有更低检测极限的适合蛋 白质检定的系统
,

使用方便且易于自动化
。

通常认为
,

放射性同位素标记物很难应

用于均相分析
。

有一种真正的
“ 无分离

”
的

R I A
,

包被有抗体的微粒含有 一种 能 减弱
` “ “

I标记抗原 Y射线的物质
,

结果仅能以20 %

的
’ “ “
I测量效率测得结合抗原

。

闪 烁 贴近免

疫分析法 ( S P A )将抗体固定于荧光微球
,

从而抗体结合的 ( 而不是游离的 ) 放射性标

记抗原 /半抗原就能有效地引发闪烁光
,

这样

既省了分离步骤
,

也不需闪烁液
,

其步骤与

一般 R I A完全相同
,

且无论半抗原或蛋白质

均可测定
。

G l a d和 G r u b b最早测定了 C
一
反 应 蛋白

的免疫毛细迁移系统
,

实际是一种
“
夹心

”

E LI S A 的多步改装品
。

Z
o k等又建立了把分

析物的抗体固定于纤维素条上的类似系统
。
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新的均相酶免疫分析系统在发展中采用

了多种办法
。

在结合酶供体免疫分析中
,

使

用重组 D N A 技术得到大肠杆菌 新 株
,

后者

可合成卜 D 一
半乳糖昔酶的非活性大片段 (酶

受体 ) 和非活性小片段 ( 酶供体 )
,

这些片

段联合形成活性的全酶
。

此法的开发者选出

一对稳定互补的片段
,

这样供体可以顺利地

与半抗原接合而勿需抑制有效的再联接
。

互

补片段的使用
,

使均相分析半抗原只需 5 分

钟时间
。

这样的分析法适合于很多临床分析

者自动化的要求
。

虽然辣根过氧化物酶是标记物中使用得

最多的酶
,

但它在均相免疫分析的进一步开

发中使用得并不多
,

除非是在用离心分析器

测定血浆中蛋白 C 的分析时
。

这种分析的基

础在于
:

过氧化物酶连接抗体与抗原 ( 蛋白

C ) 的复合物具有催化活性
,

即 在 高 浓 度

H ZO Z
环境条件下

,

复合物能将 4一氨 基 安替

比林和苯酚转变成酿式发色团
,

而未成复合

物的过氧化物酶— 抗体连 接 物 被 过剩的

H
ZO Z
所抑制

。

这种方法可检测蛋 白 C达 1 0
’ ` “

m o l
。

人们曾设想使酶活性依赖于与标记物的

结合
。

酶通过生物素化 ( 如丙 酞
一
辅 酶 A 狡

化酶 ) 可以在游离亲和素
一
抗原连接物 (亲和

素
一 I g G或亲和素一茶碱 ) 条件下 激活 酶 的

活性
,

而与结合物联接于抗体时呈非活性状

态
。

然而
,

这种分析易受内源生物素干扰
。

另外一种方法是合成
“
抗酶

一
抗 分析物

”
抗

体复合物
,

这种抗体复合物与高分子量分析

物 ( I g M ) 的结合抑制了它对酶 ( 6一磷酸葡

萄糖脱氢酶 ) 进行结合和抑制的能力
。

均相体系的前提条件是结合影响标记物

荧光的发射
,

有一种体系是基于 非 蛋 白结

合荧光素发射的光子去污剂胶 束选择 性淬

灭
,

这个体系已被用 于 检 测 尿中的苯异丙

胺
,

用 50 m m ol / L 十 二 烷 基 ( 十二氧乙烯

基 ) 硫酸胶束淬灭可减少游离标记物发射荧

光的 70 %
。

还有一种新的分析方法是基于稳

定的E
u
鳌合物在水溶液中发光

。

当 鳌 合物

接上半抗原
,

并将标记物化合到半抗原抗体

后
,

发光可被淬灭达 90 %
。

总雌激素的均相

发光免疫测定基 于这样一种发现
,

即异鲁米

诺因氧化作用而发出的光在异 鲁米诺
一 1 7日

-

雌二醇与抗雌激素抗体结合后增强 5 倍
。

据

报道
,

它的检测极限在 f7 m ol / 管
,

这 对 于

无分离的分析来说是相当低的
。

新的均相分析体系发展的主要 目标是方

便
、

快速
。

例如
,

放大的流式细胞计荧光免

疫分析法需要很多手动操作
,

并依赖于荧光
一
激活流式细胞计

,

但其探测极限可 以 低 至

1 0
一 `“至 1 0 一 “ m ol / L

。

在这些分 析 法中
,

有

竞争性的或非竞争性的
,

抗体包被 的 1郊 m

直径聚苯乙烯颗粒与包被的荧 光 颗粒 ( 。
.

1

协m直径 ) 相结合
,

为了测定 终 点
,

要用流

式细胞计测量一定数量 ( 如 5 0 0。 ) 大颗粒的

荧光分布
。

另一类系统 ( 有三种不同抗原吸

附于 5一 , 7一或 9
.

3卜m 直 径 的 微球 )
,

能 同

时测定三种特异性抗体的浓度
。

据报道
,

该

系统比标准酶免疫分析更适于区别健康者和

患者样品
。

将两种亲和性的抗体固定于不同

直径颗粒上可扩大分析法的动力学范围
,

并

据此得到两条重叠的曲线
,

该曲线比标准浓

度扩大了50 %
。

竟争性均匀免疫法中也可 使 用
“
光一发

射标记物
” ,

其依据是
:

半抗原和抗体均被标

记
,

但双标抗体
一
半抗原复合物产生 的 信号

与游离反应物产生的完全不同
。

最常报道的

一种荧光能传递分析法就是采用这种方法
。

通常用两个标记分子
: 一个是

“

荧光发射体
,

用来标记半抗原
,

另一个是
“
淬灭物

”
用来

与抗体结合
,

淬灭物必须有效地吸收荧光反

射体发射的一定波长的光
。

最近几年内
,

所

用的几对荧光发射体 + 淬灭物 有 荧 光 素 +

日
一 p h y e o e n y t h r i n

,

日
一 p h y e o e r了 t h

r i n +

eT ax
s红

,

三氯 2一 2 ,
7一 二甲基荧光素衍生物

十 4
, 5一二 甲基荧光素等

。

免疫传感器
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基于免疫分析原理的分析传感器具有潜

在优点
,

如体内外浓度的遥侧
、

长时期的连

续操作
、

’

对高浊度或有色样品的适用性
、

低

廉
、

操作简便
。

虽然很多免疫传感器的方案

是建立在电化学探测基 础上的
,

但电化学免

疫分析也是有趣的
,

为常规免疫分析中的终

点测定提供了新方法
。

某些形成的免疫传感

器为酶免疫分析的变种
,

依靠电位测量和电

流测量来测定酶活性
。

`

其他非连续系统可通

过监测表面胞质振荡
,

直接测定与抗体或抗

原包被表面的特异性结合
,

但所用的设备大

而复杂
。

荧光毛细管
一
灌注装置

,

里面装有已

知量的所需试剂
,

对于未经训练的使用者是

适用的廉价的一次性免疫传感器
。

这是瞬息

波免疫分析的例子
,

依赖于表面光的吸附或

发射
。

纤维
一
光学传感器

,

是基于荧光能传

递免疫分析原理
,

并能以连续
、

可逆方法监

测 5~ 5 0 0件m o l / L的苯妥英
。

游离分析物的分析法

甲状腺素和皮质醇等激素在循环时部分

与蛋白质结合
,

普遍认为只 有游 离 激紊为
“
生物活性

”
并与临床有关

。

很多用于估计

游离激素和药物浓度的免疫分析程序已被提

出
,

其中一些可对游离激素的绝对浓度作出

估价
,

另一些可提供与绝对浓度相对的测量

数据或指数
,

最明确的方法是用一种分离步

骤
`

( 透析
、

超滤
、

树脂吸附 ) 以隔离和随后

测定游离分析物
。

游离激素分析法在于将抗

体引入样品中
,

这种抗体可与分析物结合
,

而抗体被分析物占有的程度反映了游离分析

物的原有浓度
。

本法有一步和二步法
。

有的

用标记抗体
,

有的用标记抗原或与血清蛋白

有低亲和力的分析物类似物
。

在一步法中
,

因为所有试剂会同时出现
,

故血清中激素结

合蛋白质的标记类似的结合必须最小
,

否则

游离徽素的估计会出现大的偏离
。

临床上感兴趣的主要游离分析物是甲状

腺素
。

许多游离甲状腺素试验已进入常规便

用
,

包括很多标记甲状膝素
`

类 似 物 的一步

法
。

然而
,

很多情况表明
,

这种分析法对一

般血清白蛋 白以及偶尔在临床样品中发现的

其它蛋 白质的干扰具有敏感性
。

因此
,

必须 ,

强调整个分析法的可信性 和 对 甲状腺素
一
结

合球蛋 白
,

甲状腺素
一
结合前白蛋 白

,

以及白

蛋白影响的研究
。

新颖的非间位素一步法对

于这种蛋白质的出现有更大的抗拒力
。

免疫分析的最优化和可靠性

一般观点

描述结合反应的 S e a t e h a r d和 L a n g m u -

ir 一般式是从化学动力学定律推 导出来的
。

这些和有关的质量作用方程对于测定抗体亲

和性
、

推导标准曲线适合的模型
、

阐明与各

种分析法设计相关的基本原则以及分析法的

最优化均为适用
。

对于开发新的抗原免疫分析的直接相关

因素与竞争性 ( 有限试剂 ) 和非竞争性 ( 过

量试剂 ) 免疫分析有关的基本限制和优点
,

包括试剂过量分析法产生的较高灵敏度和对

较小分子非蛋 白质抗原的不适用性
。

检测极限

竞争性免疫分析
:

根据 J ac k
s o n
和 E k i

-

n s
的模型数据

,

竟争性放射免疫分析包括碘
’

标记物和具有一般缔合平 衡 常 数 为 10 `。 L /

m ol 的抗体
,

其最小检测极限在反应 混合物

中为 1 0
’ “
个分子 /升 ( Z p m

o l / L )
。

但 如 果用

高比度的非同位素标记物
,

特别是使用具有

更高亲和力的特异性抗体 ( 亲 和力 增 大10 0

倍
,

亲和常数达 1 0 ` Z L / m ol )
,

竞 争性免疫

分析的检测极限可达 10
` 。

个分子 / L ( 2 0 f m ol

/ L )
。

对于一般抗原如孕激素
、

1 7日
一
雌二醇

或其他低浓度
、

低分子化合物的竞争性免疫

分析来说
,

最低检测极限的评价有理论上的

重要性
。

更为重要的是
,

这样的结论可帮助

总结不同试剂或步骤所具有的内在优点
。

对非妊娠妇女
,

血液中孕酮的正常浓度

范围是 1~ 1 0 0 n m o l / L
,

唾液中为 1 0~ 1 0 0 0

n m .
l / L

。

因此
,

如分析 5 0卜l血 清
,
s o f血 0 1
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/管 ( 15p g /管 )的检测极限已足够了
,

而对于

唾液
,

检测极限小于 l f m ol /管 ( 3 0 0 f g /管 )较

为理想
。

由于 1 7日
一
雌二醉的正常浓度较孕酮

低
,

所以 1 7日
一
雌二醇分析法的灵敏 度 应 更

高
。

最灵敏的免疫分析法是微滴度板
、

固相

酶免疫分析 (检测极限为 7 9Oa m ol /孔和 1 3 0 0

a m ol /孔 )
。

这些方法是利用异源 性抗血清
-

酶结合物来减弱
“
桥效应

”
而僻 低 检 测极

限
,

也就是说
,

由类固醇
一
蛋白 质 结合物所

产生的抗体对类固醇的亲和力低于对类固醇
一酶的亲和力

,

后者具有相同的结 合 位点和

间隔臂
。

最灵敏的 1 7日
一
雌二醇免疫分析是用

辣根过氧化物酶一类固醇结 合 物做比色法测

定 ( 3 7 0 a m o l )和增强化学发光法 测定 ( 1 8 0 0

a m ol )
,

两种方法都使用 了异原性抗血清 -

酶结合物
。

最近报道 了一种类似的比色酶免

疫测定辜丸酮
,

该法使用同源性结合物
,

检

测极限达 8 0 0 a m o l /孔
。

上述事例提示
,

灵敏度的实际极限已经

达到每管约 4 0 0 a m o l (或 Zp m o l / L
,

容 积 为

Z0 0 0 L )
,

接近 J a e k s o n和 E k i n s
对 使用具有

一般亲和性抗体的免疫分析法提出的预测
。

但达到如此的检测极限并没有为制备和选择

异常高亲和力的抗体费很大劲
。

上述的所有

免疫分析法的较为简单的竞争性流程
,

尽管

只包括微孔固相和辣根过氧化 物 酶
一
分析物

结合体
,

但改变后的酶分析法或标记用物质

能达到一个更低的极限
。

过量试剂免疫分析法
:
按理论观点

,

已

有的最低检测极限的免疫分析是试剂过量免

疫分析法
,

最灵敏的可容易 地 测 到
a m ol 水

平 ( 0
.

4 a m o l / 1 0 0协l孔
,
o

.

o Z a m o l /管 )
。

但对

于 日常样品的测定
,

本法并非尽善尽美
,

因

此
,

人们仍有兴趣测定常规免疫分析法的检

测极限
。

由于检测极限与临床直接相关
,

对于常

规使用的促甲状腺激素的免疫分析法的检测

极限及如何确定等问题进行了广泛的探讨
。

一般多次重复 。标准 (或样品浓度接近 。 )的

测定值
,

从而决定与 。有显著性差别的最小

浓度值 ( P < 1%或 5% )
。

另外也 可由批间

精密度用内振法求出最小可测 浓度
。

M c C -

。 n w a y 等人采用后一种方法分析了 10 种常规

促甲状腺激素免疫分析法
,

做
一

r 50 0 次重复

性测定
,

设 C V为 22 %
,

结果发现最低检测极

限 < 0
.

02 m IU
。

另外一组的 10 个药盒 ( 互相

重迭 )
,

较好的分析法也都是过量试剂免疫

法
,

其最小可测值与多次 0 标准分析所得结

果具有相同水平
。

设定促甲状腺激素的比活

性为 5 0 I U / m g ,

其分子量为 2 8 0 0 0D a ,

这个

极限 ( 0
.

o Zm I U / L )相当于每 10 0件1管含 4 0 0 f g

或 14 a m o l
。

1 4 a m o l和 o
.

o Z a m o
l之间的差别

可能是稳定性所付出的代价
,

但这也提示常

规测定抗原的免疫分析法很可能达到更低的

检测极限
。

干扰

随着免疫分析法被广泛接受
,

特殊患者

的或具有某些特征样品的异常检测结果也不

断出现
,

当它们关系到一般原理和牵涉到商

品性药盒时
,

此类报道尤为重要
。

没有一种

免疫分析在常规应用期间一直保 持 其 可 信

性
,

对某一特定样品组
,

经常有可能出现显

著的偏离
。

因此
,

没有一种免疫分析是完全

可靠的
。

所以
,

对于使用实验室 自制免疫分

析法测定同一抗原产生很大争论
。

分析法操作和易于受到样品载体蛋 白质

的干扰
,

很大程度上决定于缓冲液的性质
。

离子强度和 p H值会不可预料地影响抗原
一
抗

体反应
。

使用适当制备的
“
保护性

”
蛋白质

和去污剂可大幅度地减低 血 浆 蛋 白质的干

扰
。

此外
,

使用无 F c 段结合点的 抗 体片段

可明显降低非特异性结合
。

虽然应用很广
,

但我们实验室一般不使用
“
惰性

”
蛋白质如

牛血清蛋白来
“
封闭

”
固相表面上的未由抗

体占据的位点
,

因为我们发现这样做没有必

要
,

并且常是有害的
。

异嗜性抗体是内源性的抗体
,

发现于病
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人血清或血浆中
,

能够与其他物种的兔疫球

蛋白结合
,

包括产生作为免疫分析试剂的抗

体的物种
。

鼠单克隆抗体作为显像剂及帮助

肿瘤治疗的技术正被广泛采用
,

这导致在许

多病人体内诱导出人抗鼠抗体
。

B os
c at 。和

S t o ar t引证了许多在竞争性和双位点免疫分

析法中由异嗜性抗体所致干扰的报道
,

这类

抗体可与鼠单克隆抗体结合
,

并在一定程度

上干扰双位点免疫分析法 测 定 H C G
。

他们

对这类情况进行了调查
,

结果 由于异嗜性抗

体的存在
,

所测血清样品 中 有10 %的 H C G

假性增 高
。

该 干 扰 抗 体 是 直 接针对 Ig G

F ( a b产 ) 2片段上的一个抗原决定簇
。

其他儿

类物种也有相同情况
。

对含有人抗鼠抗体的

样品用鼠抗体包被的亚乙烯氟的絮状物进行

预处理
,

已得到人们的赞同
。

其他有关的干扰性物质包括补体
、

类风

湿因子
、

溶菌酶和抗原制品污染的酶等
。

然

而
,

重要的是精心选择抗体和标记物质
,

仔

细配制缓冲液
,
利用非特异性结合倾向小的

试剂及进行大量的分析和临床可靠性试验
,

从而减小干扰因子的影响
。

未来趋势

以实验室为基础的免疫分析法和随到随

做的药盒正逐渐改善以达到耐用和具有良好

性能
。

这主要靠理想的程序安排和免疫试剂

来达到
。

在某些情况下
,

试 剂 将包含 F ab
产

片段来代替整个抗 体 以 达 到结合位点的祸

合
,
F a b 尹一酶结合中受控比率为 1 : 1 ,

减少血

清成分的干扰
,

降低非特异性结合
。

由于许

多祸合琉基的标记试剂容易得到
,

在化学发

光
、

荧光及其他免疫法中使 用 F ab
尹
片段也

将增加
。

均相免疫分析将以有更低的探测极

限和定量大分子化合物的能力而出现
,

从而

具有较广泛的适用性— 不管是作为病人试

验还是用作离心分析仪进行的常规试验等
。

要有这样的试剂
,

使结合可 转 换 1 00 %的标

记物信号
。

半抗原免疫分析法的探测极限面押下述

情况而明显改善
: ①选择较高亲 和 力 的 抗

体
,

并应用于最优化的传统竟争性免疫分析

中 ; ②克服试剂过量分析方案不能用于半抗

原的实际限制
。

上述的很多进展取决于或得益于较精确

制备的固相成分
,

例如
,

可安排一个以上的

固定试剂以充分增加它们的有效性
。

这样还

能使取决于三种 ( 或更多种 ) 成分互相作用

的分析方案得到开发
。

也许更有趣的发展
,

包括上述的许多发

展都将取决于 D N A重组技术 的 利用
,

从而

产生新的标记物及从单克隆抗体衍生的结合

蛋白质
。

结合计算机辅助的分子模拟方法
,

抗体的氨基酸顺序将精确改变
,

以改进 ( 用

位点
一
特异突变法 ) 特异性和亲和性

,

或者

改变反应性基团
,

从而产生更有效的分析方

案
。

( 续完 )
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