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基于新型发光材料的荧光免疫吸附检测技术研究进展 *
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摘要：荧光免疫吸附检测技术利用荧光物质标记识别分子，基于待测物与识别分子的特异性结合对待测物进行定性定量分析，具

有操作简单、耗时少、成本低、稳定性好等优点。随着纳米材料的飞速发展及其在荧光免疫吸附检测技术中的广泛应用，该技术在

生物检测的领域具有更加广阔的应用前景。本文介绍了量子点、碳点、稀土上转换纳米粒子、聚集诱导发光材料等新型发光材料

的光学性能特点以及将其构建新型荧光免疫吸附检测平台，综述了近年来基于这些新型发光材料构建荧光免疫吸附检测平台对

蛋白、核酸、病毒、细菌和小分子霉菌毒素等物质检测的研究进展，并讨论了该技术在未来的发展过程中需要解决的问题，包括进

一步提高自动化水平争取实现实时检测，以及加快检测技术在诊断领域的临床转化等，希望本文的系统介绍可以助力高性能荧

光免疫吸附检测技术的发展。
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Research Progress in Novel Luminescent Materials Based
Fluorescence-Linked Immunosorbent Assay*

Fluorescence-linked immunosorbent assay (FLISA), which is based on fluorescent substance labeling to identify

molecules, can be used in qualitative and quantitative analysis of the object through the specific combination of the analytes and the

recognition molecules. With the development of the nanotechnology, functional luminescent materials were widely applied in FLISA

platform, showing the promising application potential in biodetection. In this paper, the typical performance characteristics of novel

luminescent materials such as quantum dots, carbon dots, rare earth upconversion nanoparticles and aggregation-inducing emission

luminescent materials are introduced. And the research progress of using these fluorescent materials in detecting proteins, nucleic acids,

viruses, bacteria and small molecule mycotoxins in the past few years is reviewed. Moreover, the problems that need to be solved in the

future development are also discussed in this paper, including further improving the automation level for real-time detection, and

speeding up the clinical transformation of detection technology in the field of diagnosis.

Fluorescence-linked immunosorbent assay; Novel luminescent materials; Nanoparticles; Biomedical diagnosis

前言

荧光免疫吸附检测 (Fluorescence-Linked Immunosorbent

Assay, FLISA) 是在酶联免疫吸附检测 (Enzyme-Linked Im-

munosorbent Assay, ELISA）技术的基础上发展起来的一项体外

检测技术，在多种生物分子的检测中发挥着重要的作用[1]。该检

测技术利用荧光物质作为标记信号与识别分子相连，基于待测

物与识别分子的特异性结合，通过测定荧光强度信号来对待测

物进行定性定量分析[2]。

随着纳米技术的不断发展，新型发光材料作为信号分子应

用于生物检测，促进了荧光检测技术的进步。生物技术的发展

也对免疫检测方法进行不断改进和优化，包括制备提纯具有更

高特异性的抗体、核酸适配体等作为识别分子，从而使荧光免

疫吸附检测技术对生物分子检测的灵敏度和特异性不断提高。

本文将介绍几种可作为荧光信号分子的新型发光材料，综述近

几年来基于这些材料的荧光免疫吸附检测技术的应用研究进

展，同时也将讨论该技术在未来的发展过程中需要进一步解决

的问题。
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1 新型发光材料

1.1 量子点

量子点（Quantum Dots，QDs）是特征尺寸通常在 1-20 nm

范围内并具有特定光电特性的半导体。这种光电特性是由电子

的强约束作用引起的[3]。当半导体吸收光子时，电子跃迁到导

带，在价带中留下 "空穴 "，由于库仑作用的影响，电子会以一

定的平均距离绕空穴运行，形成 "激子 "，类似于原子的玻尔模

型。当纳米粒子的半径小于激子玻尔半径时，电子和空穴就会

受到 "挤压 "，产生限制能量。量子限制使能级升高或发生蓝

移，并且纳米粒子越小，对电子和空穴的挤压作用越大，能级就

会越高[4]。因此，尺寸较大的纳米粒子会发射红光，尺寸较小的

纳米粒子发射蓝光。这样发射光的波长便可通过纳米粒子的尺

寸大小来调整（见图 1）。并且量子点还具有可用单波长激发、

发射光谱狭窄等优点，因此有望进行多重检测[5-8]。此外，与传统

有机荧光染料相比，量子点还具有量子效率高，抗光漂白性好

等优点，因此可以提高检测灵敏度。Zhao等[9]评估了免疫荧光

标记技术中量子点和异硫氰酸荧光素（Fluorescein Isothio-

cyanate, FITC）的荧光强度和光稳定性。结果表明量子点的荧光

强度和光稳定性都比异硫氰酸荧光素更高。Shen等[10]报道了基

于量子点的荧光免疫吸附检测方法具有比酶联免疫吸附检测

技术更低的检测限和更宽的线性检测范围，且总反应时间仅为

50分钟，比商业化酶联免疫吸附检测技术（约 120分钟）短得

多。然而使用量子点做标记分子也有其局限性，例如若制备的

量子点含 Cd等重金属元素，因其具有高毒性而被禁止用于临

床研究[11，12]。

碳点（Carbon Dots，CDs）是零维碳纳米材料，一般尺寸小

于 10 nm，具有大双光子吸收截面，且发射光谱可调，光稳定性

高，不会发生荧光闪烁[13]。虽然已知大多数碳点的发射与激

发光有关（见图 2）[14]，但对其具体发射过程的解释仍存在争

议 [15, 16]。有研究认为碳点的发射通常与带隙以及表面缺陷相

关。带隙可通过在碳点表面引入含氧或含氮基团来调节，进而

调控碳点的发射波长[17]。碳点表面的羧酸基团又赋予它们出色

的水溶性，使其具有良好的细胞渗透性和生物相容性。此外，碳

点的一个重要特征是它们不含任何重金属，因此对环境更加友

好。这些优点使得碳点在荧光免疫吸附检测应用中更具吸引

力[18，19]。但只利用碳点进行免疫荧光检测还存在一些不足，例

如单个碳点荧光强度不高，直接用小尺寸的碳点标记生物分子

也比较困难。并且大多数碳点需用紫外激发，在免疫检测过程

中可能会因基质中其他物质的自发荧光产生较大的背景噪声

从而降低检测灵敏度。因此在使用碳点进行荧光免疫检测时应

设法增大需要的荧光信号。例如，Tang等 [20] 采用在二氧化锰

（MnO2）纳米片上装载碳点制成 CD-MnO2，借助二氧化锰纳米

片的氧化还原来影响碳点荧光的淬灭与增强。相对基于单碳点

标记的荧光免疫吸附测定，CD-MnO2的引入放大了免疫吸附

检测的荧光信号。Wang等[21]利用碳点和草甘膦抗体偶联，利用

磁珠和草甘膦偶联搭建竞争性免疫吸附检测平台，由于结合磁

分离技术减少了来自基质的干扰，从而提高检测的信噪比。

1.2 稀土上转换纳米粒子

稀土元素离子具有独特的发光特性，可通过光子上转换过

程将近红外长波长激发转换为波长较短的可见光辐射。上转换

是非线性光学过程，通过具有长寿命的中间能级连续吸收两个

或多个泵浦光子，然后发射出比泵浦光子波长更短的高能光

子[22]。上转换过程主要分为三大类：激发态吸收，能量传递上转

换和光子雪崩。在激发态吸收阶段采取的是单个离子连续吸收

泵浦光子的形式。能量传递上转换过程与激发态吸收过程相

似，不同之处在于能量传递上转换过程中的激发是通过两个相

邻离子之间的能量转移实现的。光子雪崩过程则要求泵浦强度

高于某个阈值。光子雪崩在建立亚稳态能级种群后，激发离子

和邻近的基态离子之间将发生交叉弛豫能量转移，并通过激发

态吸收使高能级上的粒子呈指数增加，从而产生大量的上转换

发射。近年来，镧系掺杂的上转换纳米粒子(Upconversion

Nanoparticles, UCNPs)作为一类新的光学标记物，具有反斯托

克斯频移较大，发射带宽陡峭，抗光漂白性高以及时间分辨率

高等特点，有望成为有机荧光染料和量子点的替代品，用于荧

光免疫吸附检测技术。Hua等 [23] 利用铒镱共掺杂四氟钇钠

（NaYF4/Yb, Er）做荧光报告分子检测氯噻啉，Sun等[24]也利用

NaYF4/Yb, Er来检测黄曲霉毒素 B1，都取得了不错的检测效

果。在检测过程中利用近红外激发而不是紫外线激发，将大大

减少背景自发荧光，相较常规方法能有效提高检测灵敏度。但

多数稀土上转换纳米粒子发光效率较低[25，26]，发光效率高的粒

子制备过程又比较复杂，成本较高，这些因素限制了基于稀土

上转换纳米粒子的荧光免疫吸附检测技术的进一步发展。

1.3 聚集诱导发光材料

许多传统的荧光染料存在聚集猝灭（Aggregation-Caused

Quenching，ACQ）效应，从而限制了荧光免疫检测灵敏度的进

一步提高。与聚集猝灭效应相反，具有螺旋桨形结构的聚集诱

导发光(Aggregation-Inducing Emission, AIE)材料在稀溶液中几

乎没有发射，在聚集状态下发射增强[27]。这是因为聚集诱导荧

光 生 色 团 （Aggregation- Induced Emission Luminogens,

AIEgens）的结构具有柔韧性，可在稀溶液中进行分子内自由旋

转，该运动通过非辐射衰变模式成功消耗了激发态能量。而当

聚集诱导发光材料分子形成聚集体时，分子内旋转受到限制，

非辐射衰变减弱，而辐射衰减也不严重，结果导致荧光增强[28]。

此外，聚集诱导发光材料分子在耐光漂白和生物相容性方面都

具有优势，这使聚集诱导发光纳米粒子成为生物成像及荧光免

疫吸附检测的理想候选者[29-31]。Wang等[32]用聚集诱导发光材料

酪氨酸官能化的四苯乙烯（TPE-Tyr）代替 ELISA试剂盒中的

原来的生色底物，结合酶催化过程检测癌胚抗原（CEA）。

TPE-Tyr分子溶解在缓冲液中时，荧光发射可忽略不计，在酶

催化作用下形成聚集体，发出强荧光。检测结果显示良好的线

性动态范围（0-12 ng/mL），检测限为 2 ng/mL，优于市售试剂盒

的 5 ng/mL。但目前大多聚集诱导发光材料激发和发射波长较

短，直接进行免疫检测时会受到自发荧光的干扰，在之后的研

究工作中，可尝试与其他传感机制结合提高检测灵敏度。

2 荧光免疫吸附技术的生物检测应用

2.1 蛋白检测

蛋白检测多是对肿瘤标志物进行检测。常见的蛋白类肿

瘤标志物又分为胚胎性蛋白类（甲胎蛋白 Alpha-Fetoprotein,
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AFP[33]、癌胚抗原 Carcinoembryonic Antigen, CEA[35]），糖蛋白抗

原类（Carbohydrate Antigen 724, CA724 等），以及其他特殊蛋

白质类抗原（前列腺特异性抗原 Prostate Specific Antigen,

PSA[36])等。肿瘤标志物检测在协助早期诊断，判断疾病分期，病

理类型和指导预后方面发挥着作用。

肿瘤标志物通常产生于癌细胞，也可能产生于身体中的健

康细胞。为减少出现假阳性结果，提高检测灵敏度，Wu等[34]在

荧光免疫吸附检测甲胎蛋白 AFP的过程中，采用碳点标记抗

体，可将临床线性检测范围扩至 0-350 ng/mL，并且基于碳点的

免疫测定结果与使用辣根过氧化物酶（Horseradish Peroxidase,

HRP）和异硫氰酸荧光素的传统免疫测定结果相符。除此之外，

Tsai等[33]将荧光分子与磁性纳米粒子结合，制成具有高磁化率

和高荧光强度的纳米复合材料，再将其用于荧光免疫吸附检测

AFP，结果具有更低的检测限和更宽的线性范围。

2.2 核酸检测

荧光免疫吸附检测技术也可用于核酸序列特异性检测。通

常在检测过程中，捕获探针特异性地与目标寡核苷酸序列的一

个区域杂交，而荧光信号探针与靶标上的其他区域杂交，形成

捕获探针 -目标寡核苷酸 -荧光信号探针的 "夹心 "形式。与

蛋白质的夹心荧光免疫吸附测定法相比，捕获探针和信号探针

在没有靶标的情况下相互作用非常小，使得背景信号更低，从

而在与靶标结合时能产生较强的信号变化，得到较低的检测

限。Gu等[37]利用原位纳米晶体生长方法，合成了具有较高比表

面积和丰富的活性基团的上转换纳米粒子 (CaF2:Yb/Ho @

MSNs)，再通过 DNA探针进行修饰，将其用于 miRNA的定量

检测，检测限可低至 20 pM，在癌症早期诊断中具有应用潜力。

DNA损伤是由细胞代谢副产物、环境致癌物质和一些抗

炎药物导致 DNA核苷酸序列发生永久性变化的结果。Hu等[38]

用荧光免疫吸附检测方法检测受损的 DNA模型（DNA-8-hy-

droxy-2'-deoxyguanosine, DNA- 8-OHdG）时，采用了碳点和金

纳米粒子（Au Nanoparticles, AuNPs）组成的淬灭剂对作为荧光

报告分子。连接 DNA-8-OHdG的碳点与连接 8-OHdG抗体的

金纳米粒子在免疫检测过程中距离很近，这时碳点的荧光

会被金纳米粒子淬灭掉。通过记录淬灭的荧光光谱来检测目

标 DNA-8-OHdG。该方法也可用于检测其它的氧化应激生物

标志物。

2.3 病毒检测

通常对病毒的检测是测定与病毒相关的核酸或蛋白质，也

可开发更加廉价灵敏的生物传感器直接检测完整病原体，这对

保证人类健康和预防生物恐怖主义具有非常重要的作用。

黄病毒传染病目前是全球主要的健康威胁，包括寨卡病毒

（Zika Virus, ZIKV）和登革热病毒（Dengue Virus, DENV）引发

的传染病等，其特点是发病多、分布广、危害较大。然而黄病毒

科血清蛋白具有高度相似性，区分寨卡病毒和登革热病毒感染

一直具有挑战性，对患者的检测也往往因交叉反应得到假阳性

结果。Kim等[39]通过设计并修饰寨卡病毒包膜蛋白的新表位肽

代替抗体，结合铕纳米粒子作为信号分子，进行荧光夹心免疫

吸附检测，来评估所选肽和病毒之间的相互作用，之后利用这

种方法来检测血清和尿液中的寨卡病毒。结果显示结合 Z_10.8

肽的荧光免疫吸附检测方法能够特异性检测寨卡病毒，并且使

用肽进行血清检测时观察到的干扰比使用抗体时少。

肠道病毒 71型（Enterovirus 71, EV71）可能引起婴幼儿手

足口病，因此对其进行早期诊断十分重要。Xiong等[41]利用多功

能聚集诱导发光材料（TPE-APP）设计荧光免疫检测平台，将荧

光和等离子比色法集成在一个检测系统中，可对 EV71病毒进

行高灵敏度和特异性检测。并且这种双模式免疫分析可用于真

正的临床样品检测，为病毒的初步筛查和高精度临床诊断提供

便利。

2.4 细菌检测

传统的微生物培养方法只能定性检测食品中特定的单一

细菌污染物，并且可能需要数天或数周才能完成。相比之下，荧

光免疫吸附检测能够在复杂的食品基质中快速定量检测出致

病性细菌[57]，然而在前期的研究中，采用该方法检测的灵敏度

并不是很高，因此人们在荧光免疫吸附检测的基础上尝试了各

种优化改进方法。Chen等[42]在荧光免疫吸附检测技术中采用

巯基丙酸（Mercaptopropionic Acid, MPA）修饰的锑化镉（CdTe）

量子点来产生荧光信号。由于碲易被过氧化氢（H2O2）氧化，导

致量子点的荧光对过氧化氢的存在极为敏感，再加上引入对过

氧化氢 H2O2 具有超高催化活性的过氧化氢酶（Catalase,

CAT），使改进后的荧光免疫分析方法能够检测浓度低至 5伊102

CFU/mL的大肠杆菌。

2.5 霉菌毒素检测

同样的方法也可用于玉米赤霉烯酮（Zearalenone, ZEN）等

霉菌毒素的检测[44]。霉菌毒素是一类对哺乳动物有害的天然真

菌代谢物，包括伏马菌素（Fumonisin），黄曲霉毒素（Aflatoxin，

AF），赭曲霉毒素（Ochratoxin, OTA）和玉米赤霉烯酮等，这些

毒素分子若通过食物链进入人体，可能会损害肝脏和肾脏[58]。

另外霉菌毒素大都是小分子，若直接用荧光免疫吸附检测是非

常困难的，因此需要先将毒素分子与蛋白结合，并制备出单克

隆抗体与荧光报告分子相连。例如，Yao等[43]首先制备出抗赭

曲霉毒素的高纯度单克隆抗体，然后使用锑化镉（CdTe）量子

点作为荧光标记分子，分别结合直接和间接竞争荧光免疫吸附

检测来量化赭曲霉毒素。比较两种检测方式，结果显示间接竞

争荧光免疫吸附检测更敏感，能够检测到较低水平的赭曲霉毒

素。而直接竞争荧光免疫吸附检测更快速，更方便，能够节省孵

育和洗涤步骤的时间。还有 Zhang等[45]利用锑化镉 /硫化镉 /

硫化锌（CdTe/CdS/ZnS）量子点标记单克隆抗体，建立荧光免疫

吸附平台定量检测玉米中玉米烯酮和黄曲霉毒素 B1（AFB1），

得到的检测限比 ELISA低四倍。

2.6 其它分子检测

除上述生物分子检测外，荧光免疫吸附检测技术还常用于

动物源性食品中的抗性药物残留分析，如氟喹诺酮类（Fluoro-

quinolone）、金刚烷胺（Amantadine）等。Hu等[47]利用羧基官能化

的 NaYF4/Yb,Er上转换纳米粒子作为信号标签，结合荧光免

疫吸附检测方法，在优化的条件下，得到诺氟沙星的检测限为

10 pg/mL，并且样本的提取过程快速简单，无需任何预处理即

可直接进行分析。Yu等[46]对金刚烷胺的检测结合了聚集诱导

发光材料（TPE-HPro）和间接竞争性荧光免疫吸附测定的方法，

建立基于荧光 " 开启 " 探针的免疫传感器。结果显示用

TPE-HPro 作荧光信号分子可将金刚烷胺检测限降至 0.06
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ng/mL，灵敏度比常规 ELISA提高约 2.5倍。

3 小结与展望

荧光免疫吸附技术检测性能的提升需要纳米材料技术和

生物技术的发展来支持。纳米材料技术提供具有光学性能更好

的新型发光材料作为信号分子。生物技术对免疫检测方法进行

不断改进和优化，二者相辅相成，从而使荧光免疫吸附测定技

术对生物分子检测的灵敏度和特异性不断提高。但是，要想实

现荧光免疫吸附检测技术在诊断领域的进一步发展，还要克服

一些困难：

1）.为减少假阳性诊断结果的出现，需要进行多元检测。然

而目前将荧光免疫吸附用于多元检测的研究相对较少，且与单

因子检测相比检测灵敏度较低，需有更易区分且性能稳定的荧

光信号分子来支持多元检测灵敏度的提高。2）.需要通过大量

临床样本来全面检验和评价免疫检测技术的性能。最好在研发

早期结合多样性的病人样本，对其进行临床评估，加速其临床

转化。3）.尽管有研究显示荧光免疫吸附检测技术操作相对节

省了时间，但临床诊断最好使用一体化的设备来实现样本的自

动化提纯与检测，减少人为因素的干扰，提高诊断的准确性。

4）.此外，自动化检测所用的设备最好是便携，操作简单，以实

现即时检测。

综上所述，为解决这些问题，需要继续开发新的发光材料，

不断改进制备方法使其成本更低、荧光性能更好；同时结合其

它传感信号改善荧光免疫吸附检测平台，提高检测结果稳定

性，争取早日实现临床应用。
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