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摘要    随着生物及药物分析领域的不断扩展, 发展高灵敏度及高选择性的分析手段以解决

复杂样品体系中低浓度待测物的分析测试问题是十分迫切的需求. 电化学发光分析方法由于

具有线性范围宽, 灵敏度高及可控性强等优点, 是处理低浓度样品的有效工具. 这种方法与

免疫传感技术相结合, 有利于实现生物体液等复杂样品中极低含量生化物质与药物的高选择

性、高灵敏度检测. 本文综述了电化学发光免疫传感技术的发展状况, 介绍了近年来在电化

学发光免疫传感中出现的新型固相载体、电化学发光探针和共反应物、以及多组分免疫传感

技术等, 并对其在生物药物分析中的应用情况进行了总结.  
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1  引言 

随着生命科学的快速发展, 生物药物分析已经

从传统的体外物质含量测定逐渐扩展到体内的生物

活性物质示踪、致病原检测以及药物代谢研究等领

域. 由于生物样品组成十分复杂, 待测物质含量较

低, 并且干扰成分较多, 所以需要不断发展高选择

性、高灵敏度、简单可靠的分析方法来满足这些领

域的特殊需求.  

电化学发光(ECL)检测是在化学发光和电化学基

础上发展而来的一种分析方法, 其通过在电极上施

加一定电压以引发电化学反应, 电化学反应释放的

能量再激发发光体, 当激发态发光体返回基态时便

产生光发射, 从而可以根据光发射强度来实现对待

测物的分析[1]. 1929 年 Harvey[2]发现了电解鲁米诺时

在电极附近出现的电化学发光现象, 随后基于各种

发光试剂的电化学发光分析技术取得了长足的发展. 

由于电化学发光具备背景噪音低、灵敏度高、可控性

强及设备简单等优点, 已广泛用于环境监测[3, 4]、临

床诊断[5, 6]、药品检测[7~9]等分析领域, 显示出较强的

应 用潜力. 随着生物传感技术的发展而出现的电化

学发光免疫传感技术, 结合了抗原抗体反应的高特

异性和电化学发光检测的高灵敏度, 适用于对生物

组织、体液等复杂生物样品中极低含量的生化物质及

药物的分析. 与传统的荧光免疫、放射免疫、酶联免

疫及化学发光免疫分析方法相比, 电化学发光免疫

分析方法具有多方面的优点: (1)无需荧光免疫分析

中复杂的光路系统, 并避免了散射光的干扰; (2)采用

无放射性的电化学发光物质作为标记探针, 避免了

放射免疫分析对环境的污染; (3)外部环境对检测体

系的影响较小, 较各类基于酶催化反应的免疫分析结

果更加可靠; (4)通过控制电压增强了发光分析过程 

的可控性, 使其更加便于操作. 目前基于电化学发光

免疫分析原理的检测仪器已成功商品化, 如罗氏诊 
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断公司(Roche Diagnostics)的 Roche Elecsys®型电化

学发光免疫分析仪及其配套试剂盒(www.roche.com)

采用钌联吡啶衍生物作为标记探针, 磁珠为反应载

体, 并结合自动化的试剂传输系统, 可快速检测多种

疾病标志物. 这意味着电化学发光免疫分析继放射

免疫分析-酶联免疫吸收分析(ELISA)-时间分辨荧光

免疫分析-化学发光免疫分析之后, 将在临床免疫分

析研究中产生深远影响.  

近年来, 为提高电化学发光免疫传感方法的检

测能力、降低分析成本并拓展其使用范围, 一系列新

技术、新材料、新试剂、新器件、新装置被引入到这

一高速发展的研究领域. 同时也有多篇关于电化学

发光分析的综述对电化学发光免疫分析的进展进行

了部分介绍 [1, 10~14]. 本文在此基础上从固相载体修

饰、电化学发光探针合成及新型共反应物发现等方面

全面综述了电化学发光免疫传感技术的研究进展及

其在生物药物分析中的应用, 并对多组分电化学发

光免疫传感器进行了介绍.  

2  固相载体修饰 

免疫传感技术的核心问题之一是以具有良好生

物相容性和抗原抗体固定能力的载体及相应的修饰

技术构建传感器的反应界面. 理想的载体可以有效

地将生物分子固定于反应界面上, 并维持其生物活

性, 以保证其对目标物充分、高效的免疫结合. 对于

电化学发光免疫传感器而言, 同时还要求载体具备

良好的导电及导光能力, 以满足电激发和光检测的

需要.  

2.1  磁微球载体 

磁微球由于其反应面积大、磁分离方便等优点, 

是电化学发光免疫传感技术中应用最为成熟的固相

载体. 其通常在微米级的包裹有顺磁性 Fe3O4 内核的

聚苯乙烯球表面修饰上氨基、羟基、羧基或醛基等活

性功能基团, 以化学键合及亲和素-生物素作用固定

生物分子, 并利用外磁场将免疫磁微球吸附到电极

表面进行免疫结合和信号检测, 实现对目标物质的

快速、灵敏检测[10].  

Yan 等[15]将免疫磁微球-电化学发光(IM-ECL)方

法成功用于人血清中 p 53 抗体的检测. 其利用三抗

体夹心模式, 即在链霉亲和素化的磁珠表面连接上

生物素化的 p 53 单克隆抗体, 随后与 p 53 蛋白、检

测抗体以及钌联吡啶(Ru(bpy)3
2+)标记的抗抗体形成

免疫复合物, 然后在外加磁场的作用下将磁微球固

定到电极表面. 当加入共反应物三丙胺(TPA)时产生

可被检测的光信号, 实现了对 p 53 抗体的定量检测. 

由于采用高免疫反应效率的磁微球载体及单克隆抗

体等放大技术, 同时以自制的石英纤维束介导的光

电倍增管为检测器, 使得对 p 53 抗体的检测限达到

了 10 pg/mL. 该分析方法只需 30 分钟的孵育时间及

50 秒的信号采集时间, 相对传统的 ELISA 在灵敏度、

线性范围及分析速度方面都具有显著优势.  

Wilson 等[16]将生物素及 2,4,6-三硝基甲苯(TNT)

结构类似物结合到氨基化葡聚糖上, 制备了抗原修

饰的葡聚糖, 并基于竞争免疫分析原理, 发展了一种

新颖的 TNT 检测方法. 首先, 样品中的 TNT 与葡聚

糖固定的抗原竞争结合葡萄糖氧化酶标记的 TNT 抗

体, 并通过与链霉亲和素修饰的磁微球反应, 将连接

有酶标免疫复合物的葡聚糖在外磁场的作用下从样

品中分离出来. 最后加入电化学发光反应溶液(包括

鲁米诺及葡萄糖), 即可产生电化学发光用于分析

TNT 的含量, 检测限达到了 31 ppb.  

传统的 IM-ECL 方法只是将磁微球用作抗原抗

体的载体, 利用其较大的反应面积及顺磁性来实现

对检测物的快速结合与分离. Li等[17]却将磁微球作为

ECL 探针的载体, 发展了检测癌胚抗原(CEA)的超灵

敏 IM-ECL 方法(见图 1). 其首先在硅烷化的玻片上

固定 CEA 抗体, 后利用夹心免疫反应将 CEA、生物

素化的 CEA 抗体及链霉亲和素化的磁珠连接到初期

固定载体上. 再加入化学解链剂将磁珠转移到离心  

 

 

图 1  基于磁微球载体的电化学发光免疫传感器检测

CEA[17] 
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管中与钌联吡啶琥珀酰亚胺酯(Ru(bpy)3
2+-NHS)结合,

经外加磁场分离后, 电化学发光物质在电极表面得

到了富集, 实现了 ECL 信号的放大, 检测限达到了

1.6 pg/mL. 
磁微球作为电化学发光免疫传感技术中应用最

为成熟的载体, 具有巨大的实用价值. 目前, 商品化

电化学发光检测仪及其配套试剂盒, 例如 Bio Veris 

ORIGEN®、M-SER-IES®及 Roche Elecsys® 等均是采

用磁微球分离技术, 这些产品不仅具备极高的灵敏

度, 还具有非常宽的线性范围, 在临床上已得到非常

广泛的应用[10].  

2.2  修饰电极载体 

电极类载体由于结构简单、制作成本低且可反复

利用, 是电化学发光免疫分析中另一种重要的载体. 

通过在电极表面直接固定生物分子, 只需简单的冲

洗即可实现免疫复合物与游离抗原抗体的分离, 避

免了复杂的实验装置, 降低了仪器及试剂成本. 为改

善这类免疫传感器的技术参数, 发展具备良好导电/

导光性及生物相容性, 且可与电极牢固结合的固定

基质是十分重要的.  

Miao 等[18]利用金硫键作用将 3-巯基丙酸及 16-

巯基十六烷基酸混合组装到金电极表面, 通过化学

键合作用连接亲和素, 再与生物素化的 C-反应蛋白

抗体结合, 实现了抗体在金电极表面的固定. 基于夹

心免疫反应模式, 检测物 C-反应蛋白、Ru(bpy)3
2+标

记的抗体被相继结合到电极载体表面. 在共反应物

TPA 作用下, 产生电化学发光信号, 建立了对 C-反

应蛋白的检测方法, 线性范围为1~24 μg/mL. 该电极

修饰方法虽然简单, 但由于组装时间较长且电极表

面固定抗体有限, 限制了免疫传感器的检测性能. 云

雯等[19]将金电极置于吡咯与抗体的混合溶液中, 通

过施加 800 mV电压 200 s, 即实现了抗体与吡咯在电

极表面的共聚合, 并利用三明治夹心法检测了人免

疫球蛋白(IgG), 检测限为 20 μg/L.  

近年来, 纳米材料的蓬勃发展为电极修饰技术

带来了革命性的变化. 纳米材料拥有巨大的比表面

积, 同时具有许多独特的生物学和光电性质. 因此越

来越多的研究采用纳米材料对电极表面进行功能化, 

创造适宜的免疫反应及电化学发光反应环境. 其中

纳米金及碳纳米管(CNT)等材料不仅对蛋白质具有

良好的结合能力和生物相容性, 还可增强电极表面

的电子传递能力, 因此在电化学发光免疫传感器的

构建中得到了广泛应用[12, 20].  

Yin 等[21]通过金电极表面上修饰的纳米金增大

了抗体的固定量, 并采用 4-(二甲基氨基)丁酸作为示

踪抗体的标记物, 在电化学发光剂 Ru(bpy)3
2+的存在

下, 实现了对人 IgG 及牛血清白蛋白(BSA)的测定. 

与无纳米金放大的直接抗体固定模式相比较, 该检

测方法对人 IgG 和 BSA 的灵敏度分别提高了 10 倍和

6 倍. 本课题组[22]也曾采用壳聚糖-纳米金复合膜将

人 IgG 修饰于玻碳电极上, 以 Ru(bpy)3
2+为发光探针, 

利用竞争免疫法检测了人体内 IgG含量, 检测限达到

了 6.5 ng/mL. 除以上简单的固定作用外, 纳米金还

可以直接催化鲁米诺类物质的电化学发光反应, 增

强 ECL 信号[23, 24]. Qi 等[25]以纳米金修饰的石墨电极

为换能器 , 采用 N-(4-氨基丁基 )-N-乙基异鲁米诺

(ABEI)探针标记兔抗人 IgG, 基于纳米金对 ABEI 电

化学发光信号的增强作用, 建立了人 IgG的高灵敏度

均相电化学发光检测方法 , 检测限达到 1.0×10−11 

g/mL. Tian 等[26]通过 1,3-丙二硫醇将纳米金修饰到金

电极表面, 用于吸附人 IgG 抗体, 并利用夹心免疫反

应将 ABEI 标记抗体结合到电极表面, 由于纳米金对

电化学发光信号的增强作用, 使得对人 IgG检测限达

到了 1.68 ng/mL, 在这项工作中纳米金同时起到了固

定载体和信号放大的作用.  

Wohlstadter 等[27]将 CNT 与聚乙烯基醋酸乙烯酯

混合后进行压片, 得到的片状电极经一系列化学处

理后可固定甲胎蛋白, 用于制备甲胎蛋白免疫传感

器. 该传感器由于具有纳米纤维束的特点及宏观体

系的优势 , 使甲胎蛋白的检测限达到了 7 ng/mL. 

Sardesai 等[28]将长约 20~30 nm 的单壁碳纳米管垂直

自组装到 Nafion-氧化铁薄膜修饰的热解石墨电极表

面, 用以固定前列腺蛋白抗体, 并采用 Ru(bpy)3
2+纳

米粒子标记另一抗体, 实现了前列腺蛋白的高灵敏

度检测. 该方法较无单壁碳纳米管修饰的电化学发

光传感器灵敏度提高了 34 倍(见图 2).  

3  电化学发光标记物探针的合成 

电化学发光探针的性能对于电化学发光免疫分

析参数的影响是显而易见的, 发光效率高的探针可

以有效而直接地提高这类方法的灵敏度, 实现对极

低浓度样品的检测[14]. 除了传统的钌联吡啶外, 近年 
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图 2  基于单壁碳纳米管修饰电极的电化学发光免疫传感器

检测 PSA[28] 

来也出现了一些新型的电化学发光探针, 但是总体

来说, 这些新型探针在灵敏度、稳定性等关键性质上

与钌联吡啶相比仍然有较为明显的差距.  

3.1  钌联吡啶类探针 

钌联吡啶琥珀酰亚胺酯(Ru(bpy)3
2+-NHS), 由于

保持了 Ru(bpy)3
2+的发光性能且易于和蛋白质结合, 

是电化学发光免疫分析中应用最为普遍的标记物 , 

已广泛用于很多物质的检测 . 例如 Zhang 等 [29]和

Fang 等[30]分别利用 Ru(bpy)3
2+-NHS 标记不同生物分

子用于电化学发光免疫传感, 成功建立了地高辛、

BSA 和溶菌酶的检测方法. 这种探针由于其在灵敏

度和稳定性上的出众性能, 已经率先实现商业化, 并

为各类电化学发光免疫试剂盒所采用.  

基于 Ru(bpy)3
2+的多钌金属复合物, 由于具有多

个电化学发光活性中心, 可实现对 ECL 信号的倍增, 

近年来已有多篇文献报道[31~33]. Zhou 等[31]合成了具

有 3 个 Ru(bpy)3
2+单元的树突状多钌金属复合物, 并

将其成功用于 BSA 的标记. 该复合物不仅增强了电

化学发光效率, 而且由于该探针只与蛋白表面的一

个氨基部位结合, 避免了多部位标记方法可能造成

的生物分子活性的下降. Staffilani 等[32]连续合成了多

种钌金属复合物用于抗体的标记, 结合磁微球技术, 

对黄体酮进行了免疫竞争分析(见图 3). 虽然多钌复

合物探针可提高 ECL 信号, 但由于会造成抗体凝集

以及非特异性背景信号增强, 所以其应用性受到了

限制.  

Bard 等[34]将包裹大量 Ru(bpy)3
2+的聚苯乙烯微

球进行表面亲和素化处理, 与生物素标记的抗 C-反

应蛋白进行反应, 大大提高了探针标记量, 该方法被 

 

图 3  四 Ru(bpy)3
2+复合物标记探针结构式[32] 

成功用于人体 C-反应蛋白的检测, 检测限为 0.010 

μg/mL. Pittman 等[35]利用类似方法成功地对水及土壤

中的 TNT 进行了灵敏的测定. 以上检测方法由于在

破坏聚苯乙烯微球使其释放 Ru(bpy)3
2+过程中需要使

用乙腈等毒性有机溶剂, 实际应用受到了限制. 为解

决这一问题 , Bard 等 [36]随后又使用脂质体包裹

Ru(bpy)3
2+作为电化学发光标记物用于人体 C 反应活

性蛋白的测定, 测定过程中只需采用毒性较小的表

面活性剂 Triton-100 将脂质体破坏并释放出大量

Ru(bpy)3
2+. 基于同一原理, Egashira 等使用这种脂质

体放大技术通过竞争法测定了流感病毒红血球凝集

素分子[37]及 BSA[38](见图 4).  

以上使用包囊型标记物的电化学发光信号放大 
 

 

图 4  基于脂质体包裹 Ru(bpy)3
2+标记探针检测流感病毒红

血球凝集素分子[37] 



中国科学: 化学   2011 年  第 41 卷  第 5 期 
 

777 

技术虽然提高了检测的灵敏度, 但由于需要通过破

坏外围包囊来释放 Ru(bpy)3
2+, 明显增加了操作的复

杂性. 而掺杂型纳米探针无需这个过程, 使用起来更

加方便, 因此被更加广泛地使用[28, 39~43]. 例如, Yang

等[41]采用微乳化法合成了 Ru(bpy)3
2+掺杂的硅纳米粒

子, 利用化学键合作用标记于羊抗鼠 IgG 抗体上. 该

标记物保持了 Ru(bpy)3
2+的电化学发光活性, 且不需

任何释放过程即可实现对鼠 IgG 的高灵敏检测. Mao

等[43]采用 Nafion 膜修饰二氧化钛纳米粒子(TiO2), 利

用静电作用吸附人绒毛膜促性腺激素抗体, 再通过离

子交换作用将 Ru(bpy)3
2+结合到 TiO2 纳米粒子表面, 

成功制备了Ru-Nafion@TiO2抗体标记物. 基于夹心反

应模式, 该探针被结合到金电极表面, 建立对人绒毛

膜促性腺激素的检测方法, 检测限为 0.007 mIU/mL.  

3.2  鲁米诺类探针 

基于鲁米诺类物质作为电化学发光探针标记生

物分子的免疫传感器已有报道[44, 45]. N-(4-氨基丁基) 

-N-乙基异鲁米诺(ABEI)由于易于标记且标记后发光

性能不会明显降低, 已成为最为成功的鲁米诺类电

化学发光探针物质[25, 26]. 和钌联吡啶类物质一样, 鲁

米诺类物质直接标记时, 标记率不会太高, 因此可以

采用蛋白质和纳米粒子等载体进行间接标记, 以克

服这一问题. 例如 Qi 等[45]将鲁米诺连接到载体蛋白

BSA 上后再标记地高辛, 避免了直接标记小分子半抗

原所造成的标记率低, 发光信号弱等缺陷. Tian 等[46] 

利用鲁米诺直接还原氯金酸制备纳米金, 然后用于

标记 IgG抗体. 由于鲁米诺氨基中的氮原子可以与纳

米金形成共价键, 使大量鲁米诺分子结合在纳米金

表面, 倍增了电化学发光信号的强度, 使检测灵敏度

大大提高. 结合亲和素—生物素放大体系, 该电化学

发光免疫传感器对人 IgG 的检测限低达 1.0 pg/mL.  

虽然以鲁米诺类物质为电化学发光的信号探针

具备了较高的灵敏度, 但由于鲁米诺类物质的电化

学发光机理较为复杂, 影响因素较多, 导致其稳定性

较差, 这非常不利于其进入到实际应用领域. 因此, 

目前这类探针离商业化尚有较大差距.  

3.3  量子点类探针 

2002 年, Bard 等[47]首先发现了硅量子点(QDs)的

电化学发光现象, 自此开辟了电化学发光研究的新

领域. Wang 等[48]合成了表面带有羧基的硒化镉/硫化

锌核壳结构 QDs, 用于标记 C 反应蛋白抗体. 基于夹

心反应模式, 该探针被结合到磁微球表面并在外磁

场的作用下富集到 Au/CD 电极表面. 通过与高效共

反应剂二丁基乙醇胺(DBAE)的作用, 产生了强烈的

ECL, 该方法对 C 反应蛋白的检测限为 1.0 μg/mL. 

Qian 等[49]合成了碲化镉 QDs 修饰的二氧化硅纳米粒

子, 制备了新型电化学发光探针, 用于标记羊抗兔

IgG. 由于硅纳米粒子表面结合了较多 QDs, 所以电

化学发光信号得到显著放大.  

除此之外, Shan 等[50]还报道了一种基于能量清

除原理的电化学发光淬灭型免疫传感器. 其首先在

电极表面修饰上硫化镉/锰复合 QDs, 用于固定羊抗

鼠 IgG, 并经夹心免疫反应将碲化镉标记的抗体结合

到电极表面. 由于该碲化镉经活化处理后丧失了电

化学发光特性, 却反而吸收电极表面的硫化镉/锰复

合 QDs 的电化学发光, 造成电化学发光信号的降低. 

基于该现象, 建立了对鼠 IgG 的免疫传感方法.  

将 QDs 及生物分子共同固定在电极表面后, 利

用抗原和抗体的结合可影响电极表面的状态, 进而

降低 QDs 的 ECL 效率, 可最终实现对抗原的 ECL 检

测. 基于这种思想, Jie 等以纳米金、碳纳米管、3-氨

丙基-三乙氧基硅烷以及二烯丙基二甲基氯化铵聚合

物将 QDs 和抗体固定于电极表面 , 发展了一系列  

抑制型 ECL 免疫传感器, 实现了对低密度脂蛋白[51]、

人血清蛋白[52]以及人 IgG[53~55]的高灵敏度检测, 检

测限可低至 pg 级. 近来其又基于多重放大技术设计

了超灵敏的直接抑制型电化学发光免疫传感器, 用

于肿瘤标记物 CEA 的分析时检测限达到了 0.064 

pg/mL(见图 5). 该方法首先合成了硒化镉-硫化镉

QDs, 并在其表面修饰上二氧化硅包裹的纳米金单 

层, 该复合纳米粒子较单纯 QDs 的电化学发光信号

提高了 17 倍, 通过使用硅烷偶联剂及纳米金作为交

联剂固定抗体分子后, 实现了对分析物的超灵敏检

测, 线性范围达到了 5 个数量级[56]. 这种方式无需将

发光探针标记到抗体上, 它实际上是一种非标记型

的探针使用方式, 因此, 和传统的标记型探针相比, 

显然更加方便和简单.  

3.4  其他类型探针 

稀土金属 Tb(Ⅲ)的芳香族螯合物是热电子介导

的阴极电化学发光免疫传感器中使用较为常用的标

记探针, 具有较长的电化学发光寿命及较高的发光 
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图 5  直接抑制型硒化镉-硫化镉量子点电化学发光型免疫

传感器检测 CEA[56] 

效率, 因此可以通过控制时间窗口来有效降低背景

噪音 , 实现高灵敏度的信号检测 . Kulmala 等 [57]及

Eskola 等[58]分别利用自制及商业化的 Tb(Ⅲ)芳香族

螯合物标记抗体, 采用氧化物修饰的铝电极作为换

能器, 建立了促甲状腺激素的竞争及夹心免疫检测

方法. 但氧化物修饰铝电极在微碱性的水溶液中稳

定性较差, 影响了分析方法的灵敏度. Helin 等[59]及

Ala-Kleme 等[60]采用氧化物修饰的硅电极作为换能

器, 成功实现了促甲状腺激素及人 C 反应蛋白的高

灵敏度免疫传感.  

酶由于其较高的催化反应效率, 近年来在电化

学发光免疫传感器构建中也得到一定程度的应用 . 

其原理是通过酶催化反应, 产生或消耗电化学发光

反应中所需的共反应物质, 实现对分析物的免疫检

测. 例如, Wilson 等以过氧化物酶及葡萄糖氧化酶标

记抗体, 基于直接或间接免疫竞争反应结合到磁微

球及金电极表面后, 通过催化电化学反应或者葡萄

糖氧化反应产生的 H2O2 与鲁米诺发生的电化学发光

反应, 产生可检测的光信号, 从而对 TNT[61]及季戊

四醇四硝酸酯[62]进行了检测. Kurita 等[63]采用乙酰胆

碱酯酶标记抗体, 通过对底物乙酰硫代胆碱的催化

分解作用产生硫代胆碱. 该酶解产物经金硫键作用

被富集于金电极表面, 并与 Ru(bpy)3
2+发生强发光的

电化学发光反应, 该方法对肿瘤坏死因子的检测限

达到了 3.4 pg/mL. H2O2 作为硫化镉量子点的共反应

剂对其电化学发光反应有着重要影响. Liu 等[64]将二

巯基丁二酸稳定的硫化镉 QDs 及人 IgG 固定于玻碳

电极表面构筑了电化学发光识别层, 过氧化物酶标

记的抗体经抗原-抗体反应结合到电极表面, 由于其

降低了电极表面的电子传递速率, 并消耗了阴极极

化过程自生的 H2O2, 导致了 QDs 电化学发光信号的

降低, 实现了对人 IgG 的宽范围检测.  

将电化学发光共反应物作为标记探针, 用于电

化学发光免疫传感器的构建也有报道. 例如, Yin 等[21]

将叔胺类衍生物 4-(二甲基氨基)丁酸标记 BSA 及羊

抗鼠 IgG, 利用其与 Ru(bpy)3
2+的电化学发光反应, 

实现了对 BSA 及鼠 IgG 的检测. Wu 等[65]通过夹心反

应将引发剂 N-羟基琥珀酰亚胺溴异丁酸酯标记的单

克隆 CEA 抗体结合到金电极表面, 随后又利用一价

铜及 2,2'-联吡啶介导的催化作用将甲基丙烯酸缩水

甘油酯单体聚合到抗体上, 由于该聚合物具有大量

的环氧基团可与二异丙基乙二胺反应, 实现了共反

应物的富集, 极大增强了 Ru(bpy)3
2+的电化学发光强

度, 对 CEA 的检测限达到了 0.5 pg/mL. 由于叔胺类

衍生物大多具有良好的生物相容性及稳定性, 且标

记效率较高, 使得更多的共反应物探针有望被应用.  

4  高效共反应物 

提高电化学发光免疫分析灵敏度的另一种途径

是寻求高效的共反应物, 用以增强电化学发光信号

强度. Ru(bpy)3
2+由于其显而易见的优点, 在电化学发

光分析中应用最为广泛, 同时对该发光体系的共反

应物研究也较为深入. 李海娟等[66]对 Ru(bpy)3
2+与各

种共反应物例如草酸、过硫酸根、丙酮酸及胺等的电

化学发光反应机理进行了归纳. 其中 TPA 由于增强

效果好且稳定性高, 自 Leland 及 Powell[67]发现以来

一直被用作 Ru(bpy)3
2+电化学发光体系的共反应物. 

Zu 等[68]和 Yin 等[69]通过在反应溶液中添加卤化物或

表面活性剂, 进一步改善了电极表面的疏水性, 并减

少了表面氧化物的形成, 使 Ru(bpy)3
2+/TPA的电化学

发光信号大大增强. 但 TPA 具有挥发性且毒性较高, 

通常需要在高浓度(100 mM)下参与电化学发光反应, 
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因此寻找其他低毒高效的共反应物成为近年来的研

究热点. Liu 等[70]发现了在电极表面具有较快氧化速

度的共反应物二丁基乙醇胺在低浓度时即可实现对

电化学发光信号的有效增强, 且对电极材料的要求

也较低, 其在铂电极上的发光强度大约是 TPA 体系

的 100 倍, 该体系现已成功用于电化学发光免疫传感

器的研究[22]. Yin 等[71]研究了三种氨基羧酸类物质对

Ru(bpy)3
2+电化学发光的影响, 发现在强碱性条件下, 

氨基三乙酸对 Ru(bpy)3
2+的 ECL 具有明显的增强效 

果, 有望应用于电化学发光免疫传感.  

基于量子点的电化学发光反应体系由于发现较

晚, 其共反应物的研究也处于起步阶段, 但已有一些

报道 . 例如硫化镉 /S2O8
2−、碲化镉 /DBAE、硒化镉

/H2O2、碲化镉/SO3
2−及硫化镉/H2O2 等电化学发光体

系相继建立, 有效的促进了电化学发光免疫传感技

术的发展[48, 54, 72~74].  

5  多组分电化学发光免疫传感器 

可在单个分析流程中同时检测多个组分的多组

分免疫传感器近年来得到了长足的发展, 并在疾病

早期诊断等重要领域具有较高的应用价值. 相对于

近几年蓬勃发展的电化学[75~77]、荧光[78~80]和化学发

光[81~85]多组分免疫传感器, 基于电化学发光检测的

多组分免疫传感器研究略显滞后, 相关文献也相应

较少.  

光导纤维技术的发展为电化学发光多组分免疫

传感器提供了有用的研究平台. Chovin 等[86]设计了

一种基于光导纤维的亚微米传感器阵列, 可用于远

程电化学发光成像. 通过对光导纤维束的化学腐蚀, 

在光导纤维束一端形成圆锥形尖端阵列, 然后在被

腐蚀端的表面溅涂透明的导电氧化铟锡薄层, 并将

其他部位绝缘. 利用 Ru(bpy)3
2+/TPA 电化学发光体 

系, 在传感器阵列的另一端产生与被腐蚀端对应的

ECL 亮斑, 该设计有望用于阵列型电化学发光多组

分免疫传感器的构建. Deiss 等[87]使用灼蚀的修饰有

金层的光导纤维作为电极, 用三种不同荧光编码的

微球固定不同抗体后阵列式置于电极表面上, 采用

夹心免疫反应结合 Ru(bpy)3
2+标记的抗体, 最后通过

荧光编码识别不同组分, 通过 ECL 强度测定各组分

的浓度, 实现了电化学发光多组分免疫传感(图 6).  

Meso Scale Diagnostics 公司(www.mesoscale.com) 

 

图 6  基于光导纤维的阵列式电化学发光多组分免疫传感器[87] 

将丝网印碳电极组装到微孔板中, 制备了可用于电

化学发光检测的 96 微孔板. 其中每个孔都具有独立

的碳电极, 可用于抗体吸附和电化学激发. 因此, 采

用其配套的阵列式光检测器, 即可实现多组分的同

时检测. 该产品现已成功应用于人生长因子及其受

体[88]、肿瘤标记物[89]及血清型肺炎球菌抗体[90]的检

测. 但是, 值得注意的是, 这种设计实际上仍然是在

每个孔中独立测定一种组分, 并在每个孔中独立使

用免疫试剂, 因此和其他传统意义上的多组分免疫

传感器相比, 其在试剂与样品消耗、操作简便性上是

处于劣势的; 而且, 这种集成电极的多孔板成本也相

对较高.  

6  展望 

电化学发光分析作为一种高灵敏度、强可控性的

检测方法, 通过与免疫传感技术联用, 适用于各类复

杂体系中极低含量生化物质与药物的检测. 尤其是

近年来以 Roche Elecsys®为代表的商品化仪器系统及

化程度等关键技术参数上, 较传统的放射免疫分析

和 ELISA 均体现出明显优势. 未来该领域的学术研

究和产业开发可考虑着重在以下几方面展开:(1)结合

材料科学的最新成果, 筛选具备较好的导电性、导光

性、生物兼容性及稳定性的固定材料和固定方法, 并

以电路印刷技术制备集成化的电极基底, 依此发展

高性能、低成本、多组分的一次性免疫传感器; (2)合

成其他类型高灵敏度、高稳定性、且易于标记的新型

电化学发光探针, 并寻求低毒、高效的共反应物, 拓

展电化学发光免疫分析可用的电化学发光反应体系; 
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(3)设计和开发微型化、便携式的检测设备, 使之满足

现场分析、床前分析等特殊需求; (4) 进一步拓展该

分析技术的应用范围, 使其从大分子蛋白质的分析

拓展到小分子有机物的分析, 从临床诊断拓展到环

境评价、食品安全分析等重要领域; (5)加快实现电化

学发光免疫分析仪器和配套试剂盒的国产化, 降低

其使用成本, 以推进该技术在我国基层机构的普及

推广.  
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Abstract: With the development of biological and pharmaceutical analysis, assay technique with high sensitivity and 
selectivity, and suitable for multianalyte assay, is required for complicated sample matrix. Due to its advantages such as 
wide linear range, high sensitivity and good controllability, electrochemiluminescence (ECL) analysis technique 
becomes a useful tool for low-level analyte. Combined with immunosensing, it shows great promise in assaying 
low-level biological substances and drugs in complicated matrix such as biological fluid. This review presents the 
development of ECL immunosensing technique in recent years. Some novel substrates, ECL probes, co-reactants, 
multianalyte immunosensing methods and their application in biological and pharmaceutical analysis have been 
introduced. 

Keywords: electrochemiluminescence, immunosensor, electrochemiluminescent probe, co-reactant, biological and 

pharmaceutical analysis 


