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评述与进展

荧光偏振免疫分析技术的研究进展
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摘　要　对荧光偏振免疫分析技术的研究进展作了详细的评述。介绍了荧光偏振免疫分析技术的基本原理

和研究热点 , 评述了它在临床检验、环境与食品监测和农药残留量分析等领域中的应用 ,对荧光偏振免疫分

析方法的优缺点作了总结 , 引文献 45篇。
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1　引　　言

自 1954年 Yallow与 Berson提出放射性标记免疫分析法以来 , 免疫分析已成为生物化学、临床化学

与环境监测等领域中一个非常重要的方法。放射标记免疫分析法具有灵敏度高、特异性强和使用范围

广等突出优点 ,但它存在放射危害、污物难处理和标记物不稳定等方面的的问题。在放射标记免疫法的

启示下 ,相继发展了酶免疫法、化学发光免疫法、荧光免疫法和电化学免疫法等多种非放射性标记免

疫分析方法。这些方法各具特点 ,在实际应用中大都使用非均相免疫分析技术。非均相方法的灵敏度

高、特异性强 ,但因操作过程繁琐复杂而有很大的局限性。60年代 ,Dandliker开创性地建立了均相荧光

偏振免疫分析方法 (fluorescence polarized Immunoassay以下简称 FPIA) , 并用该法详细研究了生物系统中

抗原2抗体和激素2受体之间的作用[1 ,2 ]。但因仪器及灵敏度等多方面原因 , 该方法一直未得到发展和

推广。均相法的最大特点是 :结合和未结合的抗原或抗体不需物理分离过程即可直接测定 ,使标记免疫

分析更方便地实现自动化。80年代初 ,Jolley等对 FPIA方法作了改进 ,并将该法用于人体内治疗药物和

毒物含量的测定[3～5 ]。近年来 ,国外有关应用于临床检验、毒品分析、农药残留量分析、环境和食品监测

等方面的 FPIA方法的报道逐年增加 , 各种方法相继建立并已逐步推广应用。

在仪器装置方面 ,FPIA的研究也取得了很大的进展。早期因缺乏专门的荧光偏振光分析仪器 ,荧

光偏振光强度测定的精度和灵敏度不高。80年代后期 ,Abbott实验室推出了商品化的 TDx系列荧光偏

振光分析仪 ,同时配有近百种分析试剂盒。90年代后 ,美国 Jolley Consulting and Research公司又推出了

更为先进的专用荧光偏振光分析仪 ,这种仪器有自动化程度高、测量精度好和输入参数多等优点[6 ]。

2000年 ,Baker等设计了双光路荧光偏振光分析仪[7 ]。这种仪器可以自动扣除背景干扰 ,在对复杂生物

样品进行测定时能获得更高的灵敏度和准确度。因而 FPIA法广泛应用的时机已经成熟 , 一旦仪器与

试剂盒的价格降低 , 该方法必然会成为生化分析和环境监测中的一种重要工具。

2　FPIA方法的原理

2. 1　荧光偏振的原理

荧光偏振的原理是 1920年由 Perrin建立的。这方面的详细论述可参见有关资料[6 ,8～10 ] ,其原理简

要介绍如下。从光源发出的一束光线经垂直起偏器后成为垂直偏振光 ,样品被垂直偏振光激发而产生

偏振荧光 ,此荧光经检偏器后可测出与样品浓度有关的水平或垂直方向的荧光偏振光强度。荧光偏振

光强度 ( P)定义为 :
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P = ( I⊥- I‖) / ( I⊥+ I‖) ( 1)

其中 , I⊥和 I‖分别为荧光子被激发后 ,发射光在垂直和水平方向上的强度。荧光偏振光强度 P是一个无

量纲的指数 ,荧光子在溶液中的 P值在 0 ～1之间。荧光偏振光强度 P与测定体系中各因素的关系为 :

(1/ P - 1/ 3) = 1/ Po + (1/ Po - 1/ 3) ( RT/ V) (τ/η) ( 2 )

其中 , Po为极限荧光偏振光强度 , R为气体常数 , T为绝对温度 , V 为摩尔分子体积 ,τ为荧光寿命 ,η为

溶液的粘度。从式 (2)可知 ,对于荧光寿命一定的物质 ,降低温度、增大分子体积和增加溶液粘度都会使

P值变大。当溶液的温度和粘度都固定时 , P值主要取决于荧光子的分子体积。由于荧光偏振光强度

与荧光物质受激发时分子转动速度成反比 ,所以小分子物质在溶液中旋转速度快 , P值较小 ;大分子物

质在溶液中旋转速度较慢 , P值较大。

2. 2　荧光偏振免疫技术的原理

荧光偏振免疫技术中偏振光强度的变化如图 1所示。荧光标记的小分子抗原在溶液中旋转速度

快 ,荧光偏振光强度小。当荧光标记的小分子抗原与其相应抗体结合后 ,所形成的大分子在溶液中旋转

　图 1　方法原理示意图

Fig. 1　Schematic illustration of the princi2
ple of fluorescence immunoassay

速度变慢 ,荧光偏振光强度增大。FPIA方法依据荧光标记抗原和

其抗原抗体结合物之间荧光偏振程度的差异 ,用竞争性方法直接

测量溶液中小分子的含量。例如 ,将荧光素标记的小分子药物、

含待测未标记的小分子药物的人体液及该小分子药物的抗体混

和 ,若体液中待测未标记的小分子药物浓度低 ,则标记的药物分

子与抗体结合的就多 ,由于抗体分子大 ,所形成的荧光素标记的

药物分子与抗体的结合物体积亦大 ,旋转减慢 ,荧光偏振光强度

就高。反之 ,荧光偏振光强度就低。利用这一原理 ,用标记药物

的浓度与对应的荧光偏振值做工作曲线 ,便可进行定量分析。另

外 ,FPIA方法不仅能检测抗原 ,也能对抗体进行检测。

3　FPIA方法研究中的新技术

3. 1　置换 FPIA方法

置换 FPIA方法将示踪剂与抗体在溶液中预先平衡。在样品加入后 ,作为直接的免疫反应物 (抗

原) ,从示踪剂与抗体的结合物中置换出示踪剂[11 ]。通过对置换出的示踪剂的测定 ,可以换算出样品的

浓度。在这种方法中 ,所选择的抗体和示踪剂必须具有较大的离解常数 ,荧光偏振光强度的变化取决于

样品中分析物的浓度和置换时间。对于半定量分析 ,2～3 min孵育反应后即可获得分析结果 ,而用比较

精密的标准曲线法则需 15～30 min。Mel’nichenko等用置换 FPIA方法检测一些杀虫剂 ,获得了满意结

果[12 ]。

3. 2　停流 FPIA方法

影响 FPIA方法灵敏度的一个主要因素是散射光和样品基底带来的背景信号较高 ,采用停流 FPIA

技术可以有效地克服这一缺点。通常抗原和抗体反应非常迅速 ,因而可用停流 FPIA技术检测抗原和抗

体起始反应时所产生的信号 ,这样就降低了背景信号和由样品基底带来的干扰 ,使方法的灵敏度提高

10倍左右。另外 ,停流 FPIA技术是在反应物混合后的较短时间内进行测量的 ,易于实现自动化控制 ,

能对大批量样品进行迅速检测。近来已有人把停流 FPIA技术用于治疗性药物、饮料和水质检测[13～15 ]。

如 Eremin等用停流 FPIA技术测定了河水、葡萄汁和白酒中的 2 ,42二氯苯氧乙酸[15 ] ,方法的检出限为

4μg/ L , 检测范围为 10～1000μg/ L ,回收率为 92 %～110 %。与传统 FPIA方法相比 ,测定灵敏度有所提

高 ,每个样品的测定时间下降到数秒以内。

3. 3　有机介质中的 FPIA方法

表面活性剂溶解在非极性溶液中所形成的反相胶束系统 ,能溶解抗体等生物活性物质。在此体系

中 ,胶束溶液的透明度好 ,抗体的特异性也能保持。Matveeva等研究了杀虫剂莠去津和 2 ,42D在反相胶

束溶液中的检测结果 ,指出 FPIA方法在有机介质中的测定灵敏度与在水溶液中的基本一致 ,其优点在

301第 1期 朱广华等 :荧光偏振免疫分析技术的研究进展 　　

© 1994-2007 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net



于利用有机介质可以测定许多不溶于水的物质[16 ]。

另一个有前景的方法是用水与可混溶性有机溶剂如甲醇、已腈混合来提取样品。如 2 ,4 ,52T杀虫

剂[17 ]在水2可混溶性有机溶剂中抗原抗体特异性反应的耐受性提高 10 %。因此 ,对于食品和环境等中

的复杂样品 ,可以先用有机溶剂提取 ,然后用 FPIA法在有机溶剂中直接检测。

3. 4　FPIA方法用于金属离子的测定

Reardan等发现 ,EDTA和三价铟离子络合后再与牛血清白蛋白偶联 ,产物免疫动物后所得抗体能特

异性地结合三价铟离子 ,并用 ELISA法测定了三价铟离子[18 ]。Johnson等用 FPIA方法成功地测定了二

价钙离子的含量[19 ]。方法的检出限低于 1 nmol/ L ,线性范围在 0～100 nmol/ L之间 ,其它金属离子基本

没有干扰。相对于 ELISA法 ,方法的检出限和线性范围都有所提高。而且检测是在均相水溶液中进行 ,

测试速度快、重现性好 ,易用于大批量样品的检验。与传统的原子吸收分光光度法相比 ,FPIA方法能测

定复杂体系中不同价态的金属离子 ,而且便携式 FPIA仪器可以使 FPIA方法更适合于现场分析。

4　荧光偏振免疫测定技术的应用

4. 1　临床医学检验

由于血液和体液组成复杂 ,样品在测定时背景干扰较大 ,利用标记免疫分析法的高特异性进行选择

性地测定已成为生物样品分析的重要手段。现代临床药理学研究表明 ,治疗性药物在血液中的浓度与

其药效和毒副作用密切相关。血药浓度只有在一定的范围内才对疾病有治疗作用 ,低于这一范围疗效

不显著 ;高于这一范围则会出现毒副作用。由于个体差异的影响 ,每个人对于特定药物的吸收和代谢速

度都有所不同。因此 ,针对个体制定给药方案就变得尤为重要。这就需要对血浆和其他体液中的药物

及其代谢产物的浓度进行测定。快速、廉价和特异性好的 FPIA方法很适合于检测生物体内微量药物的

浓度。目前 ,临床用 FPIA方法对血清中的苯巴比妥[20 ,21 ]、丙米嗪[22 ]、甲状腺素[23 ]、黄体脂酮[24 ]、地高

辛[25 ]和环孢菌素[26 ]等多种药物进行检测。如在测定血清中的环孢霉素时 ,方法的最低检出限可达 5

μg/ L , 测定范围在 15～1000μg/ L ,批内 CV为 3. 6 %～4. 5 % ,批间 CV为 5. 6 %～6. 6 %。FPIA方法还可

以快速检测血清中的牛结核杆菌胞外蛋白MPB 70[27 ]和流产布鲁氏菌[28 ,29 ]所对应的特异性抗体。这一

方法也应可以用于其它感染性疾病的诊断 ,尤其是那些能致使宿主发生抗体反应的物质。

4. 2　食品分析和环境监测

FPIA在农作物生产中 ,农药及其它生物毒性物质的应用日益广泛 ,然而 ,它们对于 FPIA食品和环

境污染以及对人类健康造成的负面影响也随之上升。因此 ,对它们的检测也日趋重视 ,且分析方法必须

简单、快速、可靠和经济。农药分析过去常采用色谱法分离检测 ,操作烦琐 ,成本较高。最近 10年来 ,标

记免疫测定法在农药检测方面的重要性和可行性有了显著的提高 ,而荧光偏振免疫检测技术既简单、快

速 ,又准确度较高 ,因而在食品分析与环境监测中的应用逐渐增加。Colbert 等最先将 FPIA方法用于杀

虫剂的检测[30 ]。他们用美国Abbott 公司的 TDx分析仪检测了血清样品中的百草枯 ,方法的检出限为 1.

5 ng ,线性范围为 0. 025～2 mg/ L。用 FPIA方法测定 2 ,42二氯苯氧乙酸[31～33 ]也有一些报道 ,其中 Rogers

等用便携式荧光偏振仪测定了海水和生活用水中的 2 ,42二氯苯氧乙酸 ,测定方法快速 (7～15 min) 、简

单。Eremin研究小组成功地应用 FPIA方法对多种杀虫剂进行了分析[33～36 ]。如测定 2 ,4 ,52三氯苯氧乙
酸的检出限为 4 ng ,线性范围在 0. 2～10 g/ L ;测定西玛三嗪的检出限可达0. 15 ng ,线性范围在 0. 001～

1. 0 mg/ L。Maragos等建立的玉米中马梭菌毒素的 FPIA测定方法 ,检出限为0. 5 ng ,线性范围在 0. 5～20

mg/ L ,回收率为 93. 7 %。该法的测定结果与 HPLC方法的比较吻合 ( R = 0197) , 而测定过程相对简单、

快速[37 ]。

4. 3　毒品检验

FPIA方法在毒品检验方面也得到了较多的应用。Kraemer等测定了尿液中的安菲太明及其代谢物

的含量[38 ] ,安菲太明的检出限为 50μg/ L ,测定结果与 GC2MS方法基本一致。Williams等测定了血液和

尿液中的可卡因及其代谢物的含量[39 ] , 方法简单、快速。Tsatsakis等测定了头发样品中的二苯基海

因[40 ] ,并与 HPLC方法作了对照 ,两种方法的分析结果非常接近 ( R = 0. 987) 。
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4. 4　生物酶含量及活性测定

在测定酶的活性及酶的含量时 ,方法的原理与前述 FPIA方法稍有不同。蛋白质、DNA、RNA和淀粉

等与荧光标记物结合后 ,有较大的荧光偏振光强度 ;结合物经蛋白酶、DNA酶、RNA酶和淀粉酶酶解后 ,

偏振光强度下降 ,由此可对酶的活性及含量进行监测。实际上 ,只要荧光物质及其载体结合后所形成分

子的体积发生变化 ,就可以使用荧光偏振技术进行测定。Maeda等[14 ]先将异硫氰酸荧光素与不同的蛋

白质载体如纤维蛋白、免疫球蛋白和核糖核酸酶等结合 ,然后用不同浓度的胰蛋白酶、木瓜蛋白酶和链

蛋白酶等对标记后的载体进行酶解。由于酶解作用 ,荧光偏振光强度随时间的延长线性下降。Abbott

实验室将淀粉用荧光素标记后再用淀粉酶酶解 ,根据酶解反应前后荧光偏振度的变化 ,建立了血清和尿

液中淀粉的快速测定方法[42 ]。Schade等用异硫氰酸荧光素标记一种底物 ,该底物能被霍乱杆菌所产生

的蛋白酶酶解 ,经短时间 (4 min)孵育培养后 ,不需将菌体分离即可测定细菌总数[43 ]。

5　结　　论

作为一种均相标记免疫分析技术 ,FPIA方法与其它非均相标记免疫方法相比具有显著的优点 : ⑴

抗原抗体间的反应和样品分子的测定在溶液中进行 ,避免了固相标记过程中反复多次的洗涤步骤 ,易于

实现自动化控制和提高分析方法的精度 ,FPIA方法的相对标准偏差 (CV)一般可控制在 3 %～5 %之间 ;

(2) 检测过程仅需样品、示踪剂和抗体的加入和混匀 ,数分钟甚至数秒钟孵育后即可测定荧光偏振光强

度 ,方法的测定速度快 ,有利于大批量样品的分析测试 ; (3) 因为荧光偏振不受内滤作用的影响 ,对于有

颜色和浑浊的溶液仍能很好地完成检测任务 ; (4) 不需要使用放射性同位素 ,避免了污物不易处理的难

题。

FPIA方法的主要局限性在于 : (1) 依据荧光偏振光强度测定的 Perrin公式 ,FPIA方法局限于测定分

子量小于 160KD的抗原 ,但近来有人尝试用长寿命荧光标记物如钌的络合物[44 ]或合成多肽[45 ]来测定

大分子量的蛋白质 ; (2) FPIA法的检出限一般在 0. 1～10 ng之间 ,其灵敏度低于 ELISA法 ; (3)对于不同

的抗原 ,首先要制备或得到相应的单克隆或多克隆抗体 ,这一过程影响了 FPIA方法的发展。
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Development of Fluorescence Polarization Immunoassay

Zhu Guanghua , Zheng Hong , Ju Huangxian3

( Department of Chemistry , State Key Laboratory of Coordination Chemistry ,

Nanjing University , Nanjing 210093)

Abstract　Fluorescence polarization immunoassay ( FPIA) is comprehensively reviewed with 45 references. The

principle of FPIA and its applications in clinical medicine , food safety and environmental monitoring are introduced.

The advantages and disadvantages of FPIA are also described.
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