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摘 要：多组分免疫传感是免疫分析领域的一个研究热点，具有分析通量高、所需时间短、样品消耗少、分析

成本低等突出优点。目前多组分免疫传感多采用空间分辨或多标记物模式。该文综述了近十年来多组分免

疫传感技术的进展及其应用，并对其发展前景进行了展望。
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$ 引言
基于抗原 Q抗体特异性反应与高灵敏度检

测手段的免疫分析，是分析复杂样品体系的有效

方法。近年来，随着生物传感器技术的发展而

出现的免疫传感技术，在环境监测 T K U J V、临床

诊断 T N U W V、食品安全 T X U Y V、药物分析 T Z U [ V 与微生

物检验 T M U KL V等领域得到了广泛的应用。这些应用

领域经常需要检测样品中多种组分的含量。如在

临床肿瘤诊断中，为了提高诊断的准确性，常将几

项相关的肿瘤标志物组成联合标志物组，通过联

合检测这几项肿瘤标志物，实现对某种肿瘤的准

确诊断 T KK U KJ V；又如在环境监控中，经常需要同时

监测自然水体中多种杀虫剂与除草剂的浓度指

标，以综合评价环境污染水平 T KN U KW V。测定混合体

系中多种组分的含量，传统上多采用平行单组分

分析法，即每个分析流程只测定其中一种组分含

量，多次平行执行该流程，最后得到所有所需组

分含量。该分析模式所需时间长，试剂消耗多，且

劳动量过大。在单个分析流程中同时或者近同时

实现多种组分的检测是免疫分析长期追求的一个

目标，具有分析通量高、所需时间短、样品消耗少、

分析成本低等突出优点 T KX V，因此成为近年来免疫

传感中的研究热点，并发表了大量论文，提出了各种

构思新颖的分析模式。目前报道的多组分免疫分析

模式主要包括空间分辨模式和多标记物模式。

# 空间分辨模式

空间分辨模式是在免疫反应器的不同区域

固定不同组分相应的免疫试剂，使不同组分的免

疫反应在反应器的不同空间位置发生，然后以阵

列检测器进行检测，以实现多组分的同时检测。

该模式多见于阵列法，其换能方式包括光学（化

学发光、荧光、紫外 Q可见吸收光度）和电化学（安
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培、电容）方法，使用的阵列检测器包括电荷耦合

元件（!!"）检测器和多通道电化学工作站等。
传统的传感阵列多在尼龙膜或者功能化玻

璃片上的不同区域固定不同组分相应的抗原或

者抗体，于是在这些免疫反应载体上形成了不同

组分免疫复合物的阵列，这些复合物多以荧光试

剂 # $% & ’$ ( 或者酶 # ’$ & ’) ( 进行标记，以高灵敏度的

!!" 或者激光扫描阵列检测器进行荧光 # $% & ’$ (、

化学发光 # ’’ (或吸收光度检测 # ’$ & ’) (。

!" ! 光学检测
*+,,+- 研究组结合传感阵列与流动分析技

术，构建了自动化的多组分的免疫传感阵列。他

们把十种抗生素的半抗原以点样的方法固定于

硅烷化处理的载玻片上，形成半抗原的阵列，并

把点好样的载玻片固定到流通池中，通入样品与

抗体的混合物并完成温育步骤后，再通入辣根过

氧化物酶标记的二抗进行第二步温育，最后通入

化学发光底物同时检测牛奶中的十种抗生素 #’. (。

类似的方法还可以测定人血中的多种 /01#’2 (。

340,+-研究组提出了一种自动化程度高、耗
费试剂少、无需样品预处理的微型化阵列型免疫

传感系统。使用一种多通道流动技术与抗体鸡尾

酒（567489:; <9<=754,）方法构建多组分免疫分析阵
列，如图 $所示，用流动技术在平面波导的表面
上纵向固定不同种捕获抗体的组合，再横向通入

样品进行温育，然后横向通入不同荧光标记示踪

抗体的组合，从而形成不同免疫复合物的阵列。

最后以消失波对示踪抗体上的荧光标记物进行

激发，以 !!"进行检测，测定了多种蛋白质、细

菌和毒素等 # ’% & ). (。

>5-?+6等 # )2 ( 构建了一个三组分的流动注射

免疫传感器（图 ’），在换能器表面的不同区域固
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定三种小分子环境污染物的半抗原，以流动注射

技术通入样品与荧光标记的抗体后，以消失波进

行激发，并以光纤、滤波器与光电二级管组成的

检测单元以 !"#$ % &’ 的模式检测各组分的全内
反射荧光。(")*&+,-. % /".0.等 1 23 4使用类似的装

置和方法测定了莠去津、&5"6*"7,*"’与雌激素酮三
种环境有机污染物，并将其结果与液相色谱 %质
谱的方法进行了对照。8-*’9’)-. % :9’#;-.等 12< 4在

聚乙烯条上分别固定 7 % =:> 和 ? % =:>抗体线，
以胶体金标记的 =:>抗体作为示踪抗体，以单步
侧向流动免疫分析技术通入含有 7 % =:> 和 ? %
=:>的样品和示踪抗体后，在 7 % =:>和 ? % =:>
抗体线上出现胶体金的粉红色，并以比色方法进

行定量。 @;0’+等 1 2A 4以类似的侧向流动免疫分

析技术同时分析了食品中的西维因与硫丹的

残留物。

以毛细管固定抗体作为流动式免疫传感器

通道，并把固定不同抗体的毛细管并联，以流动

分析技术平行测定不同生物战剂，这种装置也可

以认为是免疫传感器通道的阵列 1 2B C DE 4。F005’""7
等 1 DG 4在表面等离子体共振的四个流动检测通道

中分别固定四种氨基糖苷类抗生素，并把这四个

流动通道串连，形成了一个多组分传感单元。并

通入样品和混合抗体，于是固定的四种抗生素分

别和样品中的抗生素竞争结合抗体，最后进行同

时检测。

=&H05-’0等 1 DI 4构建了一个免疫亲和微柱，在

微柱里分段填入分别固定两种免疫试剂的珠子，

为防止两段之间互相干扰，其间加填一段未固定

任何免疫试剂的珠子。使用的检测器为常规非阵

列型的荧光仪，该柱安放在马达驱动的样品架

上，以流动技术注入样品完成温育后，以马达驱

动微柱沿径向移动，实现两段区带的分别检测，

该方法被成功地用于癌胚抗原与 8J>K 缩氨酸
的测定。L0$0M0$"5研究组 1 D2 4提出一种四区带毛

细管免疫传感器。他们用微泵往塑料毛细管中分

段注入四种杀虫剂的半抗原，这些半抗原分段吸

附在毛细管内壁形成四个免疫反应带，这四个独

立反应带上分别结合相应组分形成荧光标记免

疫复合物后，用马达驱动毛细管被激发光源扫

描，实现四组分的荧光检测。他们还使用类似的

传感器同时检测了血液中的三种荷尔蒙 1 DD 4。该技

术通过传感单元的马达驱动移动，实现各反应区

相应的组分的分别检测，以非阵列型检测器实现

了空间分辨模式的检测，是一种有益的尝试。

!" # 电化学检测
基于电极阵列的电化学免疫传感器近年来

也在多组分免疫分析领域得到了广泛的应用，成

为继光学免疫传感阵列后的另一种重要的免疫

传感阵列。最常见电化学免疫传感阵列是基于安

培检测法的多组分电化学免疫传感器 1 DN C NE 4。此类

免疫传感阵列通常共用一个参比电极和一个对

电极，而多个工作电极形成阵列，在不同的工作

电极上测定不同的组分。临近的工作电极之间由

于电化学反应产物扩散引起的交叉作用是个必

须考虑的因素，为避免由交叉作用引起的不同工

作电极的相互干扰，需控制各工作电极间的距

离。图 2为一个典型的八工作电极阵列，可用安
培法同时测定多种蛋白质 1 D3 4和肿瘤标记物 1 D< 4。

L"’+ 研究组在电沉积聚吡咯 1 NG 4 和 ! %氧化铝
5"! % +-!1NI 4 修饰的八电极阵列上固定抗体，以
8-OPQR 32 % S D %为电化学探针，以电容法同时测定

肝纤维化标志物。王磊磊等 1 N2 4将压电石英晶体阵

列应用于补体免疫分析，发展了一种新型的同步

免疫分析方法，对补体系统的四种成分（PD、PN、

PGT、U因子）进行了分析测试。

!" $ 荧光编码技术
阵列免疫传感系统要求在小块的免疫反应
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器上规则地固定各种组分相应的免疫试剂，各免

疫反应区域严格要求面积和形状一致，以减少误

差。这就经常需要一些复杂的点样技术，如平板

印刷术、喷墨打印术、显微机械加工术等。!"#$研
究组 % &’ (使用的荧光编码技术可很好地解决这一

问题。所谓编码技术是把两种荧光染料以不同比

例混合后分别修饰到不同的微反应器（如微珠）

上，这时不同微反应器所发出两种波长的荧光所

占比例不同，根据这种比例可对微反应器进行编

码，以识别不同的微反应器。他们在编码的微珠

上固定不同的免疫试剂，并在刻蚀出大量微孔

的光纤末端形成微阵列，进行免疫反应后，根据

微珠的编码识别不同组分的荧光信号 % && ) &* (。 +,-
等 % &. (在编码的金属粒子表面分别固定 /01、/02
和 /03的抗体，并随机排布成阵列，形成过氧化
物酶标记的免疫夹心物后以化学发光检测这三

种物质。4"5等 % &6 (用 789-:;< 7"=31>以类似的
编码技术同时检测了五种细胞因子。

基于空间分辨的多组分免疫传感模式是当

前研究最多，应用最广的多组分免疫传感模式。

从理论上讲，可以在同一个免疫反应器上构建大

量阵列，也就是说可以同时检测种类繁多的物

质，也可以同时检测大量样品。高分析通量和多

检测对象是阵列法的主要优点，结合流动分析技

术，可大大提高检测系统的自动化程度，并进一

步提高分析速度。但是，目前文献中报道的阵列

法很多都使用较为复杂的阵列装置，提高了加工

难度。同时，阵列法对免疫试剂的固定技术要求

较高，要求各个阵列点较为均一，且不能相互粘

连，在电极阵列中还需保持足够的距离以避免交

叉反应。编码技术消除了阵列点样的复杂工序，

却在微反应器的制备中增加了编码步骤，检测中

也相应地增加了编码识别过程。阵列法的另一个

缺点是对检测器要求较高，大多采用昂贵的阵列

检测器，如 ??@和多通道电化学工作站等 % &A (。

! 多标记物模式

多标记物模式是另一种常见的多组分免疫

传感模式，其基本原理是以不同的示踪物标记不

同组分，通过区分不同标记物的信号来实现不同

组分的识别。如在荧光和吸收光度法检测中以波

长识别，电化学法中以工作电位识别，时间分辨

荧光法中既可用波长识别，也可用衰减时间进行

识别。

!" # 波长识别与时间分辨
BC"D$E9":等 % *F (以双标记物荧光法同时测定

了细胞因子 /7 G 6和 /7 G *，以结合了羊抗鼠 /02
的聚苯乙烯珠作为免疫反应器，分别固定这两种

组分的捕获抗体，再以 ?5&与 ?5&H &分别标记这
两种组分的示踪抗体，形成免疫复合物后，进行

荧光测定，以两个光电倍增管分别检测两种标记

物发出的不同颜色的荧光，实现两种组分的同时

检测。2I#J9":等 % *K (用最大发射波长分别为 &KF、
&&&、&AF与 *KF :9四种量子点标记抗体，同时实
现了四种毒物的免疫传感。由于四种量子点发射

波长比较接近，发生了严重的光谱重叠现象（图

’），因此需对信号进行解卷积处理。

3"$L89I$I等 % *M ( 用铕、钐双标记物建立了同

时测定甲胎蛋白与癌胚抗原的免疫分析方法。他

们在多孔板上同时固定这两种组分的捕获抗体，

与两种组分的混合样品反应后，再温育结合

NOO?P G Q8R S标记的抗甲胎蛋白和生物素化抗

癌胚抗原，通过测定铕在 *K& :9处的固相时间
分辨荧光得到甲胎蛋白的浓度，然后加入

NOO?P G B9R S标记的链霉亲合素 G牛血清白蛋
白进行生物素 G亲合素结合反应，完成反应后，
用氢氧化钠将钐溶解下来后测定其液相时间分

辨荧光，得到癌胚抗原浓度。

!8等 % *R (分别用铕和钐标记促甲状腺素和甲

状腺素的抗体，以时间分辨荧光法同时测定血清

中这两种组分。测定促甲状腺素分析窗为：激发

’ 化 学 传 感 器 M* 卷



波长 !"# $%、发射波长 &’( $%、延迟时间 #) " %*、
窗口时间 #) " %*、循环时间 ’) # %*；测定甲状腺
素激发波长和循环时间不变，延迟时间、发射波

长和窗口时间分别为 #) #(# %*、&"+ $%和 #) ’#
%*。通过发射波长和衰减时间的分辨，实现对两
种组分的同时检测。同样以这两种稀土元素标记

抗体，,--.-/0等 1 &" 2 同时测定了植物提取液中的

345 !6和 37" 87979。6:4:4;:<.等 1 &( 2用这两种元

素标记的白喉和破伤风抗原，以双抗原夹心法同

时测定了血清中这两种病毒的抗体。

=0-等 1 && 2结合多标记物模式与空间分辨模

式，用铕和钐两种标记物同时测定了孕妇血清中

的甲胎蛋白、人绒毛膜促性腺激素与雌激素三

醇。其具体原理如图 (所示，在微孔板中混合固
定甲胎蛋白和人绒毛膜促性腺激素抗体，在可转

移固相板上固定羊抗兔 =>?，与含三种抗原的样
品、人绒毛膜促性腺激素与雌激素三醇抗体、铕

标记的牛血清白蛋白 @雌激素三醇的混合液温
育后，取出可转移固相板。往微孔板中加入铕标

记的甲胎蛋白抗体和钐标记的人绒毛膜促性腺

激素抗体后，以时间分辨荧光检测这两种组分；

把可转移固相板插入另一个空白的微孔板后，对

雌激素三醇进行测定。这种新颖的方法打破了有

几种组分，就需要多少种标志物的常规思维。

!" ! 电位识别
,-4A:*等 1 &B 2以电化学免疫传感方法同时测

定去甲替林和苯妥英，这两种药物分别以二茂钴

和二茂铁标记，标记抗原与未标记样品抗原竞争

结合抗体后，未结合的标记抗原在 CDEF-$修饰的

碳糊电极上富集，并以方波伏安法分别在 @ ’) #(
G和 #) +& G处分别测定这两种组分。但是该方法
重现性较差，只能用于半定量分析。HF/等 1 &I 2 以

J$9、3A9、7;9和 3/9四种纳米晶分别对四种蛋
白质的抗体进行标记，并在抗体包被的磁珠上进

行夹心免疫反应，反应后的磁珠以硝酸处理，得

到的溶液以方波溶出伏安法测定，在四个不同电
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位处分别得到四种纳米晶的溶出峰，实现了对四

种蛋白质的同时检测。

!"#$%等 & ’( )以 *+, -和 ./, -分别标记甲胎蛋

白和人绒毛膜促性腺激素抗体，在抗体包被的微孔

板上完成夹心免疫反应后，用硝酸将 *+, -和 ./, -

溶出，以诱导耦合等离子体质谱进行同时检测。

!" # 底物区带分辨
基于多标志物的模式有一个很大的问题，就

是不同的标记物经常有着截然不同的最优分析

条件，如辣根过氧化物酶、碱性磷酸酶与半乳糖

酶的最优 01值分别为 2 3 4、5 3 67和 ’ 3 5。简单
地在同一分析体系中联合使用多种标记物，只能

在不同标记物的最优分析条件中选择一个妥协

性条件，这导致了分析效果的降低。标记物越多，

条件选择难度越大，因此目前大多数基于多标记

物的多组分传感方法其组分数都不超过两个 & 62 )。

同时，不同标记物虽然可以波长或者电位等参数

进行分辨，但是其分辨效率往往有限，信号重叠

问题有时候非常突出 & ’6 )。如果使用化学发光进行

检测，由于化学发光检测不考虑发光波长，发光

强度是唯一的考察因素，因此信号的分辨更是一

个难以逾越的障碍。

8+研究组 & 2( )结合流动分析技术与化学发光

检测，实现了一种基于底物区带分辨技术的多组

分免疫传感，检测了癌症病人血清中的癌抗原

692（:; 692）和癌胚抗原（:*;）。如图 ’所示，在
免疫反应器上同时固定 :; 692和 :*;的捕获抗
体，免疫反应器固定在流通池中构成传感器并连

接在流路中，通过流动技术注入样品、辣根过氧

化物酶标记的 :; 692 抗体和碱性磷酸酶标记的
:*;抗体并温育后，依次通入辣根过氧化物酶化
学发光底物区带、清洗缓冲液区带和碱性磷酸酶

化学发光底物区带，可以依次得到 :; 692 和
:*;相应的化学发光信号。由于两种化学发光底
物区带的分开，消除了发光检测条件不兼容的问

题。更重要的是，该方法使本来无法通过波长进
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行分辨的化学发光信号通过底物区带进行分辨，

进而使多标记物模式在化学发光免疫传感中得

到应用。如采用荧光或者吸收光度等检测手段，

还可以解决常见的谱带重叠问题。理论上讲，可

以使用种类更多的酶标记更多的组分，以进一步

增加可检测组分的数量。遗憾的是，目前在化学

发光免疫分析中得到广泛使用的酶标记物只有

辣根过氧化物酶和碱性磷酸酶。

! 其它模式

!""#$等 % &’ (以液相色谱分离四种杀虫剂，馏

分在柱后与和这四种组分皆有结合作用的多克

隆抗体结合，导致游离抗体的减少，以反射干涉

光传感器检测游离抗体，实现对四种杀虫剂的定

量。该方法采用非标记型的反射干涉光传感检测

模式，简化了实验步骤。)*+,等 % &- (提出了一种温

控型均相多组分免疫分析方法，顺序检测 ./0和
./1，采用夹心免疫反应模式，辣根过氧化物酶催
化化学发光检测。这两种蛋白质的一抗分别固定

在热敏性的聚 2 3异丙基丙烯酰胺（42.4）和磁
珠上，固定一抗的两种免疫载体与样品及酶标二

抗反应形成夹心复合物后，升温至 56 7，这时
42.4沉淀出来（42.4临界沉淀温度为 5- 7），将
沉淀物进行离心分离，并将磁珠以磁力分离。沉

淀物洗净后加入到化学发光底物液中进行分别

检测。

0+89:;$9 3 <"=>?8$9等 % &@ ( 比较了固定蛋白质

1 A 0 的流动注射免疫传感器的三种多组分免疫
分析模式，用于测定三种杀虫剂。第一种模式是

顺序模式，即在传感器上顺序执行三种组分的分

析过程，每完成一个组分的检测后再生传感器，

完成三组分的检测共需 &@ BC8。该模式最适合于
对混合样品中某一已知成分进行快速检测。第二

种模式是递加模式，即完成第一组分的检测后，

不经再生，立即通入第二组分，以信号增加量测

定第二组分，然后通入第三组分，以信号增加量

测定第三组分，最后一次性再生传感器，洗脱所

有组分，全过程耗时 6- BC8。该模式适合于快速
半定量分析。第三种模式是同时模式，即在反应

器中同时通入三种组分及其相应抗体，进行检

测，得到信号需要进行调制，全过程只需 @D BC8。
该模式适合野外条件下大量筛查。

基于竞争法和酶标抗原的场流动分区技术

也被可用于多组分免疫传感，其基本原理是在不

同粒径的微珠上固定不同组分的抗体，在流动场

中由于粒径的不同导致不同组分的微珠在不同

时间流出，实现各组分的顺序检测 % &5 (。

" 交叉作用

在多组分免疫传感中，异种抗原抗体间的交

叉作用是一个需要考察的重要因素，一些结构相

似的小分子的多组分免疫传感中交叉作用现象

尤其常见。这些小分子类似物的结构非常相似

（如环境水样中多种农药残留物以及某种药物的

多种代谢产物），其中某一种组分的抗体常常会

对结构相似的其它组分产生类似的免疫结合作

用，从而导致分析结果的较大误差。为了消除这

种交叉作用带来的影响，尽量得到较为准确的分

析结果，目前多结合化学计量学和抗体阵列方法

来对分析结果进行校正 % &D E &F (。

# 结论与展望

近十年来，该领域的新技术、新方法层出不

穷。当前研究最多、应用最广泛的当属空间分辨

模式。其主要优点为分析通量高，可同时检测组

分多；缺点是装置相对复杂，且常需要昂贵的阵

列检测器。今后该模式应当致力于发展制作方法

相对简单的阵列装置与更为便宜的检测器，以提

高其普适性；并进一步在体积较小的传感装置上

提高其集成度，实现更多组分的同时检测。基于

多标志物的多组分免疫传感模式集中于稀土元

素标记和时间分辨荧光检测方面，由于其一些固

有缺陷，如分析条件不兼容、信号重叠、可用标记

物有限等，近年来研究热度已大为下降。为了进

一步发展基于多标记物的模式，需要寻找更多对

分析条件要求不苛刻，信号分辨程度高的标记

物，以增加可同时分析物数量。多组分免疫分析

还应当致力于发展一些小型化、便携带、可反复

使用的传感装置，以方便野外作业与移动作业，

并降低使用成本。
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