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基于纳米材料改良酶联免疫吸附法的研究进展
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摘要!文章重点总结了近年来基于纳米材料作为传统生
物酶代替物!作为比色"荧光"电化学"光热效应"表面增
强拉曼散射以及化学发光的信号底物构建的改良型
%\F>A

'对改良型
%\F>A

发展方向以及所面临的挑战进
行了分析!并展望了其应用前景%

关键词!酶联免疫吸附'信号输出'纳米'比色'荧光
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酶联免疫吸附#

%\F>A

%是一种基于抗原与抗体的特
异性相结合!以及酶催化反应建立的方法!通过酶与抗体
或抗原偶联形成酶偶联物!当抗原与抗体特异结合时!酶
偶联物催化无色底物分子转化为易于检测的产物#例如
有色产物%

)

!

*

"通过底物信号的变化可以判断免疫反应
是否发生!进而分析目标物#抗原+抗体%的浓度)

4

*

"由于
操作简便!检测成本低!高速通量且可以目测预判等优
点!

%\F>A

已成为临床诊断+食品质量控制和环境监测等

领域公认的标准方法)

6

*

"但这种传统的
%\F>A

检测性
能在很大程度上取决于酶的催化活性和负载量"而传统
的生物酶耐热性差+保质期短+容易失活等!并且酶负载
量有限!导致其检测稳定性与灵敏度较差)

8

*

"

近年来!具有特殊的光+电+磁以及催化性质的新型
纳米材料的成功合成为开发新型

%\F>A

法带来了新的
机遇"目前!关于改良型

%\F>A

的研究较多)

#T7

*

!如利用
金纳米颗粒#

A0:@.

%作为比色信号底物与金纳米棒
#

A0:X.

%酶载体的改良型
%\F>A

"但是!随着基于纳米
材料构建的改良型

%\F>A

的迅速发展!相关综述总结其
进展尚未见报道"

文章拟聚焦基于纳米材料构建的改良型
%\F>A

!总
结其在信号检测模式#如比色法+荧光法+电化学和光热
传感%方面的研究进展!对其发展方向以及所面临的挑战
进行展望与分析!为

%\F>A

在生物分子检测方面提供新
思路"

!

!

改良型比色
%\F>A

!1!

!

基于纳米材料改良信号输出比色
%\F>A

传统酶底物的颜色响应能力可以满足高浓度目标物
的检测需求!但不适用于痕量目标物的高灵敏度检测"

纳米材料特殊的光+电+磁以及催化性质!使其可以作为
信号底物的替代物!以改善肉眼的视觉感知!适合超灵敏
检测"

由于具有较大的摩尔消光系数和很强的局部表面等
离子体共振#

\>@X

%效应!

A0:@.

可以作为信号底物"其
信号的产生主要基于

A0:@.

的聚集及原位生长"表面
修饰的抗体+核酸以及化学配体可以触发金纳米颗粒的
聚集"

[)(,

-

等)

$

*构建了辣根过氧化物酶#

<X@

%介导的
碘化物催化的级联反应!以调节

A0:@.

的分散'聚集"

由图
!

可知!在过氧化氢#

<

4

;

4

%存在下!通过在抗体上
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修饰的
<X@

将碘化物氧化为碘单质!从而发生半胱氨酸
诱导的金纳米粒子聚集!使溶液由红色变为蓝色"与基
于

6

!

6f

!

#

!

#f&

四甲基联苯胺#

PQS

%的
%\F>A

相比!这种
级联反应可使肉眼读出的灵敏度提高

45

倍"此外!

<0(,

-

等)

D

*通过氧化氢酶#

WAP

%调节
<

4

;

4

浓度介导的
A0:@.

生长开发的改良型
%\F>A

对赭曲霉毒素
A

#

;PA

%表现出极高的灵敏度!检测限为
#c!5

T45

-

'

'\

!

比常规
%\F>A

#

!5

T!!

-

'

'\

%低
D

个数量级"

图
!

!

基于
<X@

介导的
A0:@.

可视
%\F>A

示意图.
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!!

与球形
A0:@.

相比!

A0:X.

对周围电介质环境的
变化反应更加灵敏!且具有更好的呈色性能)

"T!5

*

"研
究)

!!

*表明!一些氧化剂从
A0:X.

的末端开始刻蚀!使
A0:X.

出现不同长宽比以呈现不同的颜色"根据这一
现象!

A0:X.

作为信号输出底物广受研究者的青睐)

!4

*

"

Q(

等)

!6

*利用
U2

4a离子充当催化剂!催化
<

4

;

4

歧化以产
生羟基自由基#2

;<

%!进而刻蚀
A0:X.

!开发了一种用
于检测甲胎蛋白#

AU@

%的改良型
%\F>A

"利用固定在
"7

孔板表面的单克隆抗体捕获抗原#靶分子'蛋白质%!过
氧化氢酶标记的多克隆抗体与抗原结合!在平板表面形
成/抗体$抗原$第二抗体.夹心复合物)图

4

#

(

%*"附着
在板表面的过氧化氢酶起催化剂作用!催化

<

4

;

4

分解
为水和氧气"在没有

AU@

的情况下!

U2

4a催化
<

4

;

4

歧
化产生2

;<

刻蚀
A0:X.

使溶液的颜色为黄色!随着
AU@

浓度的增加!溶液颜色逐渐由黄色变为无色!再变为
粉色+绿色+橙色)图

4

#

M

%*"

AU@

的可视检查动态范围
为
5

"

!45,

-

'

'\

!可视检测限为
#15,

-

'

'\

"

由于其良好的光学性能!

A0:@.

+

A0:X.

+金纳米星
#

A0:>

%

)

!8

*

+金纳米双锥体#

A0:S@

%

)

!#

*

+银纳米颗粒
#

A

-

:@.

%

)

!7

*

+三角银纳米棱镜#

A

-

:@X

%

)

!$

*被作为信号
底物以改良比色

%\F>A

"这类纳米材料用于显色底物!

其颜色信号输出丰富改善了比色
%\F>A

的可视检测能
力和检测灵敏度"

!14

!

基于纳米酶的改良型比色
%\F>A

纳米酶具有易于制备!坚固耐用!稳定性好!可调节
催化特性!增强夹心比色法的检测灵敏度和效率等多种
优势"这些基于纳米酶的夹心比色法不仅可以检测蛋白

图
4

!

基于
A0:X.

构建的改良型
%\F>A

示意图.
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0L24

!
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L('KJ)'

=

LKR23%\F>AM(.23

K,A0:X.

质!还有检测其他生物分子的潜在应用空间"基于纳米
酶的过氧化物酶活性!

<0(,

-

等)

!D

*以金纳米簇#

A0:W.

%

作为纳米酶!以
A0:@.

作为显色底物!设计了一种用于
P6

甲状腺激素检测的改良型
%\F>A

#图
6

%"利用
A0:W.

催化
<

4

;

4

分解!在
<A0W*

8

存在的情况下!得到
不同颜色的

A0:@.

"该传感器拥有超高的灵敏度!实现了

&""

研究进展
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图
6

!

P6

甲状腺激素检测示意图.
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L('KJP6GH

I

LK)3HKL'K,2

32G2/G)K,

P6

甲状腺激素的痕量检测!检测限为
415c!5

T!#

'

-

'

'\

"

此类改良型
%\F>A

不但简化了系统!还降低了成本!利
于实际应用"

此外!基于
A

-

:@.

的比色传感器具有更高的消光系
数和更低的价格等优势)

!"T45

*

!已被广泛用于生物分子的
比色测定"

WH2,

等)

4!

*利用
6?&Q,;

4

&@%B

纳米花和
8&

巯基苯甲酸与三聚氰胺改性的银纳米颗粒#

8&QSA&QA&

A

-

:@.

%设计了一种改良型
%\F>A

!用于检测肠道病毒
$!

型#

%_$!

%#图
8

%"采用
6?&Q,;

4

&@%B

代替酶!并修饰
抗体(捕获目标物后!利用

_

W

还原
6?&Q,;

4

&@%B

!释放
Q,

4a

(加入
8&QSA&QA&A

-

:@.

!通过
Q,

4a 聚集
A

-

:@.

!溶液颜色和紫外$可见光谱发生变化!通过还原
反应释放

Q,

4a以提高检测灵敏度"

4

!

改良型荧光
%\F>A

A*M2LG

等)

44T46

*提出了荧光免疫概念!并应用于肺炎
球菌的检测"近年来!基于新型荧光纳米材料的改良型
%\F>A

和荧光免疫测定#

U%\F>A

%引起了研究人员的广
泛关注"由于量子点#

k?

%特有的光学特性+高光稳定性
以及尺寸和形状可调等优点!引起了研究人员对提高
U%\F>A

灵敏度的关注)

48T47

*

"

]0

等)

4$

*基于
WAP

调控
的

W3P2k?

荧光转换!开发了一种竞争型
U%\F>A

!用于
检测伏马毒素

S

!

#

US

!

%#图
#

%"巯基丙酸修饰的
W3P2

量

图
8

!

%_$!

的免疫测定示意图.
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图
#

!

%\F>A

检测
US

!

示意图.
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L('KJUS

!

32G2/G)K,M

I

%\F>A

子点#

Q@A&k?

%的荧光被
<

4

;

4

淬灭!

WAP

作为竞争性
抗原的载体!调节

<

4

;

4

的浓度实现对目标物的检测"若
体系中不存在

US

!

!

W3P2k?

的荧光被
<

4

;

4

猝灭(若样
品中存在

US

!

!则体系中存在
WAP

!

<

4

;

4

被分解!

W3P2

k?

的荧光不会被猝灭"检测限为
5166,

-

'

'\

!为基于
<X@

的传统
%\F>A

的
!

'

!#

"

作为新兴材料!碳点#

W?.

%具有易于合成+成本低+无
毒和良好的生物相容性等优点!其荧光特性和过氧化物
酶特性被广泛用于免疫测定)

4DT6!

*

"

?K,

-

等)

64

*利用
W?.

的荧光特性和
Q,;

4

:>.

的淬灭特性!建立了一种新型
的

U%\F>A

"该方法中荧光
W?.

和
Q,;

4

:>.

通过静电
吸附结合!由于

W?.

和
Q,;

4

:>.

之间的荧光能量转移
#

UX%P

%!

W?.

的荧光被淬灭"碱性磷酸酶#

A\@

%催化抗
坏血酸

4&

磷酸酯#

AA@

%水解产生的
AA

可将
Q,;

4

:>.

还原为
Q,

4a

!释放
W?.

"基于这种荧光/开启.机制!

U%\F>A

实现了金刚烷胺的检测!检测限达
5156#,

-

'

'\

"

此外!利用
W?.

的荧光特性与过氧化物酶特性!开发了一
种结合荧光与比色的改良型

%\F>A

法用于检测
AU@

)

4"

*

#图
7

%"将
W?.

与抗
AU@

抗体#

AM

4

%通过戊二醛胺$胺
偶联!当

AU@

存在时!加入
AM

4

后形成夹心复合物"基于
W?.

的荧光特性!夹心免疫复合物的荧光强度与
AU@

浓
度呈正相关!检测范围为

5

"

6#5,

-

'

'\

!

H

4为
51""#

"而
传统免疫分析使用

<X@

的
H

4为
51"78

!荧光素异硫氰酸
酯#

UFPW

%的
H

4为
51"$6

!表明
W?.

具有很大的潜力!可用
于免疫分析的生物标记"

P(,

等)

66

*将
@3&FL

纳米立方体作为纳米酶及
W?.

信
号读出底物有机结合!开发了检测心肌肌钙蛋白

F

#

/P,F

%

的
U%\F>A

#图
$

%"在
<

4

;

4

存在的情况下!纳米酶催化
邻苯二胺#

;@?

%转化为其氧化物#

;

O

&;@?

%!在
855,'

激发波长下!

#$5,'

处有发射峰!

;

O

&;@?

可吸附于
W?.

表面上!猝灭
W?.

的荧光"在
/P,F

存在的情况下!

;

O

&

;@?

在
#$5,'

处的荧光峰增加!同时
W?.

在
8#5,'

处
的荧光峰减少!从而形成比例荧光信号用于

/P,F

的定
量!

U%\F>A

的检测限为
516!

=-

'

'\

"同理!

iH0

等)
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*利
用

A0

!

@G

纳米材料作为
;@?

氧化的纳米酶!

;

O

&;@?

的
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#

_K*167

#
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张光胤等!基于纳米材料改良酶联免疫吸附法的研究进展



图
7

!

免疫吸附示意图.
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=

G)K,

图
$

!

基于
@3&FL

纳米酶与
W?.

的荧光免疫测定示意图.

66

/

U)

-

0L2$

!

>/H2'(G)/3)(

-

L('KJJ*0KL2./2,G)''0,K(..(

I

M(.23K,@3&FL,(,Kl

I

'2(,3W?.

颜色变化实现了比色检测!而双发射峰的荧光变化实现
了

/P,F

的荧光检测"因此!纳米酶和纳米底物共同构建
的

U%\F>A

可为生物分子检测提供准确+灵敏的免疫
测定"

6

!

其他改良型
%\F>A

近年来!除比色法和荧光法外!还探索了其他方法来
改良

%\F>A

!如电化学免疫测定#

%W\F>A

%+光热效应技
术#

@P%

%+表面增强拉曼散射技术#

>%X>

%和化学发光免
疫测定#

W\FA

%"这些技术与
%\F>A

结合可得到更加灵
敏和便捷的方法!满足痕量检测与降低成本的要求"

61!

!

基于电化学免疫分析的改良型
%\F>A

作为快速现场检测中最有前途的方法!电化学免疫
测定法既具有电化学传感器价格低廉+携带方便+灵敏度
高!又具有免疫分析工具便于操作和高选择性!弥补了传
统

%\F>A

灵敏度不足+背景高和成本高的缺陷)

6#T6$

*

"纳
米级

@M>

胶体#

@M>W>.

%被成功应用于新型
%W\%\F>A

的构建!实现了人附睾蛋白
8

#

<%8

%的超灵敏检测)

6D

*

"

将修饰了抗体的富勒烯$壳聚糖#

W75&WH)G

%纳米复合物
固定于玻璃碳电极#

BW%

%!扩大了
@M

4a的检测灵敏度(夹

层结构形成后!可从
@M>W>.

释放的
@M

4a侧面反映
<%8

的浓度!其检测限为
618J

-

'

'\

"

Z,K

==

等)

6"T8!

*开发了
一种基于气体的非接触式电化学生物传感器!实现了传
感器的重复使用!还提高了精度+稳定性和可重复性"将
氢#

<

4

%和钯#

@3

%纳米材料结合!构建了基于气体的电化
学生物传感器!

<

4

与
@3

反应形成
@3<O

!增加
@3

电阻"

氧气的干扰是传感器的固有局限性!为了减轻氧对灵敏
度的影响!

Z,K

==

等)

84

*构建了一种改良的
%\F>A

传感平
台"以包裹在

@3

纳米线表面的沸石咪唑盐骨架#

iFU.&

7$

%作为检测探针!与抗
AU@

抗体偶联用于
AU@

检测!由
于氧不能透过

iFU.&7$

!其检测限达
5158,

-

'

'\

)

86

*

"

614

!

基于光热效应的改良型
%\F>A

近年来!光热纳米材料的光热效应#

@P%.

%是改良型
%\F>A

的研究热点之一)

88T8#

*

!以光热纳米材料为基础已
开发了使用普通温度计对目标进行定量读取的光热免疫
测定法#

@PFA

%

)

87

*

"同时!使用温度计作为信号读出系统
的改良型

%\F>A

也得到了广泛发展!如将
U2

6

;

8

:@

锚
定在功能化的氧化石墨烯上并偶联

?:A

制备成检测探
针!无目标物

@>A

时!

?:A

与
@>A

适配体之间的杂交反
应捕获信号探针!

U2

6

;

8

:@

转化为普鲁士蓝纳米颗粒
#

@S

%!通过
D5D,'

激光辐照将生物信号转化为热信号!

实现
@>A

定量检测!检测限为
516!,

-

'

'\

)

8$

*

"

[)(K

等)

8D

*利用
A0

!

@G

纳米枝晶介导的多模信号输出!开发
了一种改良型

%\F>A

"基于其过氧化物酶活性实现了比
色及荧光信号读出!同时因

A0

!

@G

较强的光热效应!实
现了

D5D,'

照射下的热信号读出!完成了
/P,F

的定量
免疫分析
616

!

基于表面增强拉曼散射的改良型
%\F>A

基于表面增强拉曼散射#

>%X>

%的技术具有抗光漂
白+较少的背景干扰+高灵敏度以及较好的稳定性)

8"

*

"这
些优势使

>%X>

在生物学分析中具有潜在的应用前
景)

#5T#6

*

"近年来!

Y(,

-

等)

#8

*将
>%X>

技术与
%\F>A

结
合!开发了一种改良型

%\F>A

检测
@>A

"该方法利用
W0

4&O

>

I

>2

!&

I

纳米颗粒作为纳米酶!催化
W

8

W

$

@%B

4

W<

4

W<

4

:<

4

和
:

6

$

@%B

6

$

W<

4

W<

4

:<

4

的点击化学反应!

有效避免了光漂白以及背景对结果的影响"

>0

等)

##

*利
用结合了

A0:@.

的共价有机骨架#

W;U

%复合材料作为
纳米酶!催化

8&

硝基苯硫酚#

8&:P@

%还原转化为
8&

氨基
硫酚#

8&AP@

%!构建了一种新型
>%X>&%\F>A

"在
:(S<

8

存在的情况下!新产生的
8&AP@

与
A0:>

触发了
拉曼信号/开启.实现了

(

&

乳球蛋白的高灵敏检测!其检
测限达

515!,

-

'

'\

"

618

!

基于化学发光免疫分析的改良型
%\F>A

化学发光免疫测定#

W\FA

%是基于底物吸收化学反
应产生的能量转化为化学发光的方法)

#7T#$

*

"由于其背
景干扰小!能有效避免背景光和光漂白!具有高灵敏度和

(""

研究进展
A?_A:W%>

总第
44!

期
#

4545

年
6

月
#



宽线性范围的优点!已广泛应用于生物传感器和生物医
学检测领域)

#DT#"

*

"

Y(,

-

等)

75

*利用亲和素化的磁纳米颗
粒#

>A&Q:@

%开发了一种
W\FA

方法"在兔免疫球蛋白
#

LF

-

B

%存在的情况下!加入
Z

8

U2

#

W:

%

7

使磁颗粒表面生
成

@S

!提高了
@S

过氧化物酶样活性!使鲁米诺的
W\

信
号增强!且

W\

强度与
LF

-

B

的浓度呈正相关!其检测限分
别为

514D,

-

'

'\

!

51588

=

'K*

"

8

!

总结与展望
文章简要分析了传统

%\F>A

作为检测手段的局限
性!重点总结了近年来基于纳米材料开发的改良型
%\F>A

方法"其中!以贵金属纳米材料#如金纳米颗粒+

金纳米棒+银纳米颗粒等%作为底物输出多色信号的策略
已在很大程度上提高了比色

%\F>A

的肉眼检测能力和
检测灵敏度"以纳米酶替代传统生物酶为特点的新型
%\F>A

不仅弥补了传统
%\F>A

中酶的耐热性差+保质期
短+容易失活的缺陷!也为提高测定灵敏度和稳定性!缩
短测定时间等方面提供了解决思路!且检测策略相对简
单+价格便宜!展现出了较大的应用前景"

虽然各种改良型
%\F>A

在临床医学+环境测量和食
品行业中广泛应用!但对改良型

%\F>A

的研究还存在以
下不足&

#

!

%纳米底物的引入很大程度上提高了比色
%\F>A

的检测灵敏度!但对于分析物浓度的微小变化导致的色
度变化还难以区分"因此!提高纳米底物对微小浓度变
化的响应能力!制备出响应性能更佳!选择性更好的纳米
底物!将是未来一个重要的研究方向"

#

4

%基于荧光的
%\F>A

已被广泛应用于改良型
%\F>A

!且具有较高的灵敏度!但在如何克服其他基质背
景干扰!荧光探针的光漂白现象!以及荧光涨落及淬灭现
象方面需进一步开发研究"

#

6

%新兴的信号#电化学信号+光热效应+表面增强拉
曼和化学发光%有足够的稳定性+准确性+较高的灵敏度
以及低背景信号的优点!但其策略相对复杂!需要特定的
设备与专业人员的操作!不能满足现场快速检测的要求"

若能与智能手机!便携式+高分辨率检测器结合使用!有
望实现便携式信号读取!进而满足现场即时检测需求"
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