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磁珠载体-电化学免疫分析研究进展 
 

康怀彬，马红燕，李芳，陈俊亮，张瑞华，邹良亮 

（河南科技大学食品与生物工程学院，河南洛阳 471003） 

摘要：磁珠不仅拥有巨大的比表面积和高效的分散能力，而且在其表面可以形成牢固的免疫复合物；同时利用磁珠的超顺磁性

可以快速的将其分离，样品前处理简单，不需要预浓缩、净化等复杂工序就可以实现对目标物的快速检测。此外，电化学分析技术具

有超高的灵敏度，因此将磁珠与电化学免疫分析技术相结合，利用两者的优点则给人们提供了一种新的检测思路。目前，该领域研究

活跃，并取得了重要研究进展，开发出了灵敏度高、检测速度快、简便易用的微型电化学免疫检测系统，可以用于食品检测、环境评

估和临床诊断等领域。本文介绍了以磁珠为固相载体的电化学免疫分析技术的最新研究进展，特别是从磁电极免疫分析、基于旋转圆

盘电极的免疫分析、酶标记免疫磁珠分析和纳米粒子标记免疫磁珠分析四个方面进行具体论述，并对该领域的发展前景做了展望。 
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Research Progress on Magnetic Microbead-based Electrochemical 
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Abstract: Magnetic microbeads, which possess a huge specific surface area and high dispersion capability, can capture biomolecules and 

form stable immune complexes that can be rapidly separated as a result of the superparamagnetism of the magnetic microbeads. The sample 

pretreatment is simple, and the target compounds can be rapidly detected without complex pretreatment steps such as pre-concentration or 

purification. Moreover, because the electrochemical analysis technique is ultrasensitive, its coupling with magnetic microbeads provides a novel 

detection system. In recent years, active research programs have been undertaken in this field and important progress has been achieved. 

Miniaturized electrochemical immunoassay systems with high sensitivity, rapid detection, and simple operation have been developed and can be 

used in food analysis, environmental evaluation, clinical diagnostics, etc. In this review, the most recent research progresses in electrochemical 

immunoassay technology using magnetic microbeads as a solid phase are summarized, especially in terms of immunoassays using magnetic 

electrodes, immunoassays in a droplet using a rotating disk electrode, and magnetic-microbead-based immunoassays using enzyme labels and 

nanoparticle tags. Additionally, the future work in this field is discussed. 
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免疫分析是基于抗体和抗原间的特异性结合而建

立起来的，在临床诊断、环境分析和食品检测领域已

成为一种非常重要的分析方法。通常来讲，抗体和抗

原反应的亲和常数可高达1011 L/M，因此免疫检测具

有非常高的选择性和灵敏度。由于具有高特异性和非

常低的检测限，免疫检测在很多领域已是一种被广泛

认可的分析方法。自20世纪60年代以来，利用放射性

同位素技术的免疫分析方法已被大量采用[1]。然而， 
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放射性同位素在处理和处置过程中还存在很多问题，

因此利用非同位素技术的免疫检测在最近几年获得了

快速发展，并广泛应用于日常分析和检测。 
电化学免疫分析也是一种非同位素技术，是该领

域的最新发展。电化学免疫分析将电化学检测与免疫

技术相结合，以抗原或抗体作为分子识别单元，利用

酶或纳米粒子等的信号放大作用，把化学物质的浓度

信号转变成相应的电信号，并通过伏安检测器实现对

目标物的定量分析。电化学检测赋予了免疫分析许多

优点，例如它相对简单、快速以及检测费用低，并且

能够适用于不透光介质。此外，电化学免疫检测系统

很容易实现小型化，并且所需功率低，检测所需样品

量小[2]。磁珠作为良好的固相载体，拥有巨大的比表
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面积、生物相容性高，特别适合于生物分子的固定，

并且在外加磁场的作用下可迅速实现分离。因此，在

电化学免疫分析中引入磁珠作为免疫反应与分离的固

相载体，是目前最新的研究策略之一。本文综述了以

磁珠为固相载体的电化学免疫分析最新研究进展，重

点介绍了以磁珠为载体，利用酶标记和纳米粒子标记

为技术手段的高灵敏电化学检测技术，并对该技术领

域的发展前景作了展望。 

1  超顺磁磁珠 

磁珠不仅拥有巨大的表面积，而且具有良好的物

理、化学稳定性，并且毒性低、生物相容性高，因此

特别适合应用于生物分子，如DNA、酶及抗体的固定。

此外，磁珠还具有优越的分散性能，轻轻震摇就可以

均匀分散于溶液中，有利于生物分子与磁珠表面进行

接触并固定，反应时间短。在外加磁场的作用下，磁

珠可以迅速从大量样品中分离并聚积，有助于简便、

快速、高灵敏分析系统的开发和构建。此外，利用磁

珠作为可移动固相载体，还可以实现检测系统的小型

化，这样不仅可以减少实验中的试剂使用量及废弃物

的产生，而且可以在较短的分析时间内获得更低的检

测限。 
目前市场上销售的磁珠种类多样，它们在粒径、

密度、磁化率和材料组成上具有较大差异，其中常见

磁珠如表 1 所示。 

表1 常见商业磁珠及它们的物理参数 

Table 1 Examples of commercially available magnetic microbeads and their physical parameters 

产品名称 直径/μm 密度/(g/cm3) 磁化强度/(emu/cm3于1kOe) 材料构成 

Albmin-M 2 1.2 10.3 磁核：30% Fe3O4，壳层：白蛋白 

MPG® 5 2.5 4 磁核：15%氧化铁，壳层：硼硅玻璃

nanomag®-D 0.13，0.25 4 172 磁核：75~80% Fe3O4，壳层：葡聚糖

PLA-M 2 1.3 13.7 磁核：30% Fe3O4，壳层：聚乳酸 

Micromer®-M 12 1.2 3 磁核：3% Fe3O4，壳层：聚苯乙烯 

BioMag® Plus 1.0，1.6  150~200 Fe3O4颗粒 
Dynabeads M-280 2.8±0.2 1.3 12 磁核：12% γ-Fe2O3，壳层：聚苯乙烯

为了防止磁聚合，通常需要在这些磁珠的表面涂

裹上特定的壳层，如聚苯乙烯、二氧化硅、葡聚糖及

白蛋白均可作为良好的壳层材料。大部分商业磁珠的

粒径大于 1 μm，这样有利于克服溶剂的粘滞阻力，便

于磁珠快速的从分散体系中回收。商业磁珠种类多样，

其表面通常用不同的官能团进行修饰，从而实现对不

同的目标分子进行固定。其中，常用磁珠其表面一般

采用链霉亲和素进行修饰，对生物素标记的分子具有

良好的亲和性，其离解常数大约在 10-14 M。该类磁珠

还能够适应较宽的 pH 及温度范围，在较广泛的有机

试剂或变性试剂条件下都可以保持抗生物素蛋白-生
物素复合物的稳定性。此外，在对其它配体进行广泛

化学修饰时，抗生物素蛋白与生物素的结合活性几乎

不受影响。 
由于磁珠具有众多优点，目前在生物电化学分析

领域已被广泛应用，如用于酶-生物传感器[3~5]和 DNA
杂交传感器[6~14]的构建。将磁珠与电化学检测技术相

结合具有突出的优点，不仅可以降低分析过程中的基

质干扰，而且能够分析纯化效果较差的浑浊样品，甚

至在检测纳克级的目标物时也能保证灵敏度不降低。

在电化学传感器方面，将葡萄糖氧化酶和酪氨酸酶与

磁珠固定在一起，可分别实现对葡萄糖[4]和多酚类化

合物[3]的检测。此外，Katz 和 Willner[5]研究了功能磁

性微粒在电极表面的轮转对生物电化学催化的加强作

用，结果表明：在可溶性葡萄糖氧化酶存在的情况下，

通过功能化二茂铁磁性粒子在电极表面的转换，可以

显著加强葡萄糖生物电化学氧化作用。在 DNA 分析

方面，Joseph Wang 研究团队报道了利用磁珠结合电化

学的检测技术，通过检测鸟嘌呤氧化[6]、胶体金标记[7]、

及酶标记[8, 9]来检测 DNA 杂交。Fojta 等人[11]则利用四

氧化锇聚合物作为氧化还原活性标记，实现了多条目

标 DNA 序列的同步分析。 
另外，磁珠在生物化学分析领域的其它方面也得

到了广泛关注和应用[15~29]。从最近报道的文献来看，

基于磁珠的酶联免疫分析结合荧光检测已经应用于检

测 B. globigii 孢子和人工模拟 B. globigii 孢子，该模拟

孢子通过聚苯乙烯微粒模拟 B. globigii 孢子表面抗原
[15,16]。Kim 等人[17]报道利用磁珠免疫分析结合激光诱

导荧光光谱测定法检测非正常朊蛋白，该方法对于荧

光标记抗体的检测也非常有用。另外，Kwon 等人[23]

还研发了基于磁珠的免疫荧光自动检测系统。在该检

测系统中有二种抗体同时连接于同一抗原，其中一个

抗体用生物素标记，另一个抗体通过可逆键与一荧光

电子标签连接。将经抗体修饰的磁珠和光敏卟啉配合
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物混合均匀，并与检测样品一起孵化。在有抗原存在

的情况下，分子配合物便会形成，其可逆化学键与光

敏基团非常接近。该研究开发的方法可以对同一样品

中的肉毒杆菌毒素和卵清蛋白进行同步高灵敏检测。

亓文宝等人[24]建立了针对 H9 亚型禽流感的型特异性

电化学发光免疫的高通量快速检测方法，用钌联吡啶

标记 H9 亚型 AIV（avian influenza virus，AIV）的单

克隆抗体，用生物素标记 H9 亚型 AIV 的多克隆抗体，

待测抗原与钌标单抗作用 1 h 后，将此抗原-抗体复合

物与通过生物素-链霉亲和素系统固定在磁微球表面

的多克隆抗体反应，最后加入反应底物三丙胺后即可

在电化学分析系统进行发光检测。该方法能够特异性

地检测 H9 亚型 AIV，不与其他亚型流感病毒（H1、
H3、H4、H5 和 H6 亚型）和其他类型的禽源病毒（新

城疫病毒、传染性支气管炎病毒和传染性法氏囊病病

毒）反应，3 h 内即可完成检测，与鸡胚病毒分离法的

符合率为 86.4%。LEE 等人[26]利用滚环扩增（rolling 
circle amplification，RCA）和磁珠增强化学反应信号，

开发了一种稳定性好、灵敏度高的荧光光衍射生物传

感器。在该检测体系中，基于核酸适配体的夹心分析

法可以特异性捕获和检测血小板生长因子的 B-链。

Wang 等人[28]开发了一种基于磁性纳米颗粒的多通道

光谱比色免疫测定法，可用于肿瘤标志物的检测，其

检测限为 0.02 ng/mL，该方法特异性高，简单、容易

操作。 

2  免疫磁珠-电化学分析技术 

2.1  酶标记免疫磁珠分析法 

酶是一类应用最为广泛的生物标记物质，它们于

1971年第一次取代放射性同位素用于免疫分析[30]。目

前，有研究者利用酶标产物在电极上的氧化或还原反

应，或根据进一步的酶放大反应而产生电活性产物，

将电化学检测技术与酶联免疫分析方法相结合，来提

高方法的检测灵敏度和检测限。其中，应用最为广泛

的就是伏安分析法，该法通过在工作电极和参比电极

间施加一定的电势能，然后通过测量电极上电流的变

化，获取相应化学反应的变化信息，从而计算出被测

目标物的浓度变化。 
目前，经抗体修饰的磁性粒子已广泛用于电化学

免疫磁珠检测技术中。不管是双抗体夹心酶联免疫测

定还是竞争酶联免疫吸附测定均可利用分散于溶液体

系的磁珠-抗体复合物来完成。在伏安检测步骤，通过

外加磁场将磁珠聚积于电极表面，或者将其重新分散

于微量体积的溶液，并通过检测器获得电极上的电流

变化，完成对目标物的定量分析。Kuramitz等人[2]利

用链霉亲和素修饰的磁珠偶联生物素化抗体及捕获抗

原，然后再在抗原上结合β-半乳糖苷酶酶标二抗构成

夹心免疫分析系统。电化学分析时，β-半乳糖苷酶将

对氨基苯半乳糖苷转变成对氨基酚，同时利用旋转圆

盘电极监测对氨基酚的电流响应，实现对卵清蛋白的

检测。 

2.2  磁电极免疫分析法 

 

 
图1磁珠-电化学免疫分析关键步骤示意图(a)和电化学检测中

微孔反应池与对应磁铁排列设计示意图(b) 

Fig.1 (a) Schematic representation of the key step of the 

magnetic electrochemical immunoassay, (b) Schematic design 

of the multi-electrochemical microwells aligned over the 

magnet holding block 

注：详见参考文献[31]。 

随着研究的深入，有研究者以磁性粒子为载体，

通过磁性电极建立了操作更加简便的高灵敏度磁性酶

联免疫检测法[31~37]。目前，常用的磁电极主要有丝网

印刷电极（Screen-printed electrodes，SPE）[31~33,37,38]

和碳电极[34~36]，它们通过在电极表面的一侧匹配上一

块磁铁而构成。此外，还可通过在电极局部表面固定

具有免疫活性的磁珠，来构建免疫传感器探头。为了

避免固相表面抗体的固定及活性界面基质（如电极表

面）的重新构建等繁琐步骤，可以利用商品化免疫磁

珠和一次性或可重复使用的电极来构建磁性电极免疫
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分析系统。在外加磁场作用下，免疫复合物发生积聚

并快速增加电极表面酶-示踪物的浓度，因此通过酶促

反应的放大作用可以获得高灵敏电化学反应信号。

Dequaire 等人[31]报道了一款一次性免疫磁性电化学传

感器，该传感器主要是由磁性粒子固相材料和 Nafion-
膜丝网印刷磁电极而构成。2,4-二氯苯氧乙酸（2,4,- 
dichlorophenoxyacetic acid，2,4-D）是一种广泛使用的

除草剂，其竞争性酶联免疫分析可通过碱性磷酸酶标

记的 2,4-D 与有限量的抗-2,4-D 抗体修饰磁珠的竞争

结合而进行（图 1a）。该检测体系中，免疫反应是在

300 μL 聚苯乙烯圆柱状微孔中进行，同时在微孔的下

方则对应着相应的磁铁，其具体构造如图 1b 所示，其

中 Nafion-膜丝网印刷磁电极置于微孔的底部。因此，

免疫传感探头可利用外加磁场在 Nafion-膜丝网印刷

电极表面轻易构建。碱性磷酸酶阴离子底物-[[(4-羟苯

基)氨基]羰基]二茂钴六氟磷酸盐通过酶促反应转变成

阳离子酚衍生物（P+），并聚积于丝网印刷电极多聚

阳离子 Nafion-膜上，紧邻电极表面，导致响应信号大

大增加。2,4-D 的方法检测限为 0.01μg/L。Centi 等人
[32]也报道了利用磁性丝网印刷电极通过竞争酶联免

疫吸附测定多氯联苯（polychlorinated biphenyls，PCB）
的方法。PCB（Aroclor 1248）混合标样的方法检测限

为 0.4 ng/mL。此外，该研究团队还利用功能适配体磁

珠和碱性磷酸酶标记的适配体开发了一种双抗体夹心

酶联免疫分析法[33]，其中磁性微粒的应用是方法的关

键步骤。该方法已成功用于复杂基质如血清和血浆中

凝血酶的分析，并且灵敏度高、特异性强，开启了磁

电极-双抗体夹心酶联免疫分析在医疗诊断及医学研

究应用领域的大门。在杀虫剂生物标记物-三氯吡啶酚

（Trichloropyridinol，TCP）检测方面，有研究者利用

辣根过氧化物酶（Horseradish peroxidase，HRP）标记

的抗原，建立了基于磁珠的竞争免疫分析方法，可用

于检测环境水样中的 TCP[34]。在该检测体系中，电化

学检测信号的增强是通过两个途径实现的：其一是酶-
磁珠复合物在外加磁场作用下的趋磁性聚积，二是酶

促反应产物持续不断的在磁玻碳电极表面的积聚。在

最优工作条件下，该免疫传感器可以检测浓度低至 5 
ng/L 的 TCP，比 TCP 商品化快速检测试剂盒的检测

限低 50 倍。同理，Zacco 等人[35,36]利用 HRP 标记抗

原也构建了竞争免疫磁珠分析法。免疫反应后，酶-
磁珠复合物在磁性石墨-环氧复合材料上聚积，从而形

成电化学免疫传感的换能器，并通过相应 HRP 和电化

学中介物（对苯二酚）的底物实现对电化学信号检测。

抗阿特拉津（atrazine）特异性抗体可与 3 种不同类型

的磁珠进行偶联，并通过甲苯磺酰基团（MB-tosyl）、

羧基和 protein A（MB-protein A）进行活化。结果表

明：抗体与 3 种不同磁珠偶联时都可获得出色的检测

限。然而，当使用甲苯磺酰基团和 protein A 进行活化

时，所获得的电化学信号更高、更强，这可能是由于

在此条件下抗体的耦合效率更高。该法已成功用于橙

汁中农药残留及牛奶中抗生素残留的检测，并具有较

高的灵敏度。当抗体使用甲苯磺酰基团进行修饰时，

阿特拉津（atrazine）的方法检测限为 6 ng/L（0.027 
nM）。此外，Sarkar 等人[37]还尝试使用电化学免疫磁

珠分析法检测人类血液中前列腺癌的特征标志物-前
列腺特异性抗原。最近 Zhu[39]等人研究制备了癌胚抗

原抗体修饰的磁性纳米颗粒以及 HRP 标记的 MUC-1
适配体，并且借助抗体与适配体对乳腺癌细胞的双重

识别，提高了检测特异性，而 HRP 所提供的酶催化放

大信号也保证了很好的检测灵敏性。此外，在磁场控

制下，负载着识别元件和靶标物质的磁性纳米颗粒靠

近电极则完成检测，而将磁场反转方向后，磁性纳米

颗粒离开电极则完成电极的再生利用。运用该检测体

系，可实现大范围癌细胞的检测（100~1×106个细胞/
毫升），整个检测循环仅需要 2 分钟，有效降低了成本，

并为批量检测提供了条件。 

2.3  基于旋转圆盘电极的免疫分析 

 
图2 旋转圆盘电极检测装置 

Fig.2 Setup for rotating disk electrode (RDE) detection in a 

microdrop 

注：插图显示了旋转圆盘电极表面的流体流动方向。详见

参考文献[41]。 

早在 1942 年，Levich 根据流体动力学原理首次

提出 RDE 理论，引起了化学界的广泛关注[40]。旋转

圆盘电极（Rotating disk electrode，RDE）是将电极理

论与流体动力学相结合的产物，因此也可将其称为流

体动力学电极。流经电极的流体主要来自两个方面：

一是受离心力的作用，从水平方向流经电极表面溶

液；同时，新的溶液从垂直方向流向电极表面，如图
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2 所示。根据电极旋转速率，利用极限扩散电流的变

化可以确定电极反应机制及速率常数。对于含有分散

粒子的溶液体系，同样可以使用 RDE 来对目标物进

行分析检测，因为该体系中流经电极的极限电流与反

应物的浓度也成正比关系。然而，常规 RDE 腔体需

要相对较大的样品体积，一般在 10~125 mL，因此它

不能够应用于电化学微量分析。 

 

 
图3 生物素/硫堇修饰磁珠和半乳糖胺/二茂铁修饰磁珠化学结

构示意图(a)和基于蛋白质偶联电活性磁珠的抗生物素蛋白和

大豆凝集素同步检测原理示意图(b)[27] 

Fig.3 (a) Chemical structures of biotin/thionine-modified 

magnetic microbeads (ABEMMb) and galactosamine/ferrocene 

-modified magnetic microbeads (SBEMMb), (b) Schematic 

diagram of the principle for avidin and soybean agglutinin 

synchronous detection using the protein-binding electroactive 

magnetic microbeads[27] 

目前，Heineman研究团队已经将RDE用于磁微粒

酶联免疫电化学检测[41~47]。RDE在酶联免疫检测中具

有双重作用，首先它可以对样品溶液进行高效搅拌混

匀，减少酶和底物的孵育时间，降低酶促底物的非酶

水解；同时其自身还可以作为电化学检测装置。由于

电极自身的快速旋转，RDE可以促进反应物向电极表

面的对流传质过程。Wijayawardhana等人[42]通过研究

将RDE常规大体积反应槽转变为微量型反应池。由于

存在高的表面张力，在电化学检测时微滴处于疏水界

面和RDE之间，同时将参考电极和辅助电极置于微滴

中间即可构成化学电池组（图2）。据此，RDE检测池

的体积可以进一步缩小到40 μL。随着检测池容积的减

小，溶质的扩散距离也随之减小，因此酶和底物的孵

育时间可以缩短至约20 s（常规需要30~60 min），检测

速度得到显著提高。此外，微量RDE检测模式还有一

个显著优点-可以大大提高酶促反应产物的浓度，方法

检测限更低，灵敏度显著提高。目前，双抗体夹心酶

联免疫磁珠 RDE 分析方法已经在免疫球蛋白

G(Immunoglobulin G，IgG)[42,43]，卵清蛋白[44]，噬菌

体MS2及大肠杆菌（Escherichia coli）[45]活体检测方

面得到了研究及应用。Kuramitz研究团队[27]利用基于

磁珠的蛋白质特异性结合，并联合RDE分析，实现了

抗生物素蛋白和大豆凝集素的同步检测，其工作原理

如图3所示。 

蛋白质偶联的电活性磁珠以夹心方式进行连接，

即电活性物质分别与磁珠和配位体相连接，其中配位

体用于在后续检测中对目标蛋白进行特异性结合。用

于抗生物素蛋白偶联和大豆凝集素偶联的电活性磁珠

分别是由硫堇/生物素和二茂铁/半乳糖胺在超顺磁珠

表面通过化学修饰而构成，如图3a所示。电化学分析

时，功能磁珠的伏安反应通过磁嵌入碳糊旋转圆盘电

极进行监控。由于ABEMMb和SBEMMb与各自目标蛋

白质的特异性结合，导致电活性磁珠数量减少，因此

通过电极监测到的电流强度也随之降低，据此便可实

现对抗生物素蛋白和大豆凝集素的同步检测，其工作

原理如图3b所示。抗生物素蛋白和大豆凝集素的检测

限分别为4×10-10和2×10-10 M。 

2.4  纳米粒子标记-免疫磁珠分析技术 

 
图4 不同IgG浓度时所得方波伏安图 

Fig.4 Square-wave voltammograms with different 

concentrations of IgG 

注：其中 a~d分别代表 IgG浓度为0、50、100和150 fg/mL，

检测中所用纳米粒子标记物为 CNT-(PDDA/ALP)4。插图为磁

珠-夹心免疫分析示意图，其中 A1、Ag 和 A2分别为一抗、靶

标物（IgG）和二抗。CNT：碳纳米管，PDDA：聚(二烯丙基

二甲基氯化铵)，ALP：碱性磷酸酶，PSS：聚(4-苯乙烯磺酸钠)，

详见参考文献[54]。 

免疫分析技术的发展主要依赖于酶标记技术的进

步。然而近些年，研究者更加关注纳米粒子标记技术

在电化学免疫分析中的应用，如使用胶体金和半导体

量子点来代替普通酶标记，这大大促进了电化学免疫

分析技术的进步[48~50]。在新型生物测定方法开发中，

这些纳米粒子可以作为多功能标记物用于多种生物靶



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2016, Vol.32, No.9 

319 

标分子的检测。对基于纳米粒子的电化学检测方法而

言，绝大部分通常都依赖于高灵敏电化学剥离伏安法

对酸性溶液中的金属离子标记物的精确检测。Wang[51]

对纳米粒子-电化学分析法在检测蛋白质方面的最近

工作进行了回顾和总结。最近，由Wang领导的研究团

队对血浆中磷酸化乙酰胆碱酯酶的量子点标记-电化

学免疫磁珠测定方法进行了研究和报道[52]。该方法通

过直接检测血浆中有机磷-乙酰胆碱酯酶复合物含量，

可对有机磷化合物，如杀虫剂、化学神经毒剂等对生

物体的暴露量进行有效监测。该免疫分析法的显著特

点是将高效磁分离与方波伏安法进行有效结合，实现

对镉量子点标记物的检测。在酸性溶液中，镉元素从

量子点标记物上溶解出来，并通过电化学方波伏安法

对其进行定量分析，结果显示在较宽的浓度范围内，

即人血浆中有机磷-乙酰胆碱酯酶复合物在0.3~300 
ng/mL时方法具有良好的线性关系，其检测限为0.15 
ng/mL。 

目前，大部分电化学免疫分析方法都是针对单一

目标物的检测而开发的。然而在临床诊断、药品筛查

及生物防御等研究领域却需要对多目标物进行同时

分析，因此开发多靶标电化学免疫分析方法已成为该

技术领域的研究热点，引起了研究者的极大关注。无

机纳米晶体金属离子的电化学特性使其成为理想的

多通道生物分子编码材料。由 Wang 领导的研究团队

将不同的半导体标记物连接到不同的抗体上，研究开

发了一种电化学-双抗体夹心酶联免疫分析方法，可以

同时对不同的目标蛋白进行检测[53]。该方法采用 4 种

纳米粒子（硫化镉、硫化锌、硫化铜和硫化铅）对双

抗夹心免疫分析中偶联的 4 种蛋白质信号进行区分，

随后用溶出伏安法对酸性溶液中释放出的相应金属

离子进行测定，可以同时得到 4 个特征明显、容易辨

别的伏安峰，其面积和位置分别代表相应目标抗原的

含量水平和种类。 

尽管碳纳米管（carbon nanotubes，CNT）对伏安

法没有信号响应，它们却可以用作信号放大物的载

体，与多种能够产生信号的分子进行连接耦合。Munge
等人[54]在 CNT 模版上通过静电吸引层层组装多层酶

分子，并据此开发了一种高灵敏度电化学免疫分析方

法，可以检测 fg/mL 浓度水平的蛋白质。在分析过程

中，CNT 在目标物识别和信号转换方面发挥了双重放

大作用，即一方面可以作为大量酶标物的载体参与夹

心酶联免疫反应，另外还可使酶促反应产物-α-萘酚积

聚到电极表面。图 4 为用电化学-夹心酶联免疫法检测

超痕量 IgG 所得的方波伏安图，当 IgG 的浓度在 50、
100 及 150 fg/mL 时，所得伏安峰峰形均较好，呈典型

高斯分布。根据蛋白（IgG）浓度在 50 fg/mL 时的信

号响应值（图 4 曲线 b）可知：该方法的检测限非常

低，大约为 10 fg/mL（根据信噪比≥3），也就是 50 μL
样品中含 2000 个 IgG 蛋白分子。 

纳米粒子标记物及纳米粒子-生物分子多层复合

物的构建及使用极大提高了电化学检测的信号强度，

这也为超灵敏电化学检测方法的开发提供了技术基

础。有研究者将这些先进的纳米材料与磁性粒子相结

合，开发了新型电化学检测方法[55~58]。如 Selvaraju 等

人[55]利用抗体修饰的磁珠和纳米金催化结合抗体开

发了一种电化学-双抗夹心免疫分析法，可用于检测鼠

IgG，其具体检测原理如图 5 所示。其中图 5a 为二茂

铁基聚合物（Ferrocenyl-tethered dendrimer，Fc-D）修

饰电极的制备示意图，Fc-D 通过共价键与树状聚合胺

和羧酸盐自组装单分子膜连接，并固定于氧化铟锡电

极上。图 5b 展示了免疫传感复合物的构成，其中靶蛋

白（鼠 IgG）与抗体修饰磁珠和纳米金催化结合抗体

以夹心方式结合。在外加磁场作用下，免疫传感复合

物被吸引至 Fc-D 修饰氧化铟锡电极上。通过免疫复

合物中纳米金的催化作用，对硝基苯酚被还原为对氨

基苯酚。接着再经过二茂铁电子重排作用，对氨基苯

酚被氧化为对醌亚胺，同时对醌亚胺又可被 NaBH4

还原为对氨基苯酚，如图 5c 所示。这种氧化还原循环

显著增强了阳极电流。因此，该方法的检测限非常低，

利用微分脉冲伏安法最低可检出 100 ag/mL 的 IgG。

此外，Selvaraju 等人[12]还利用相同的检测原理设计并

开发了 DNA 杂交传感检测器。Tang 等人[56]以硫堇掺

杂的金磁纳米微球为标记物，并利用 HRP 作为增强

子，设计了一种新的电化学信号放大方案，研究结果

表明该方案可用于癌胚抗原（ Carcioembryonic 
antigen，CEA）的检测。在该免疫检测系统构建中，

首先是要在碳素纤维微电极上有序连接上抗-CEA/ 
protein A/纳米金（如图 6a 所示），然后再根据夹心式

免疫分析原理，利用 HRP 标记的生物纳米微球，通过

监测 H2O2的还原反应便可实现对 CEA 的检测（如图

6c 所示）。该方法检测效率高，在最优条件下的线性

范围为 0.01~160 ng/mL CEA。Cunningham 等人[58]开

发了一种纸基分析平台，通过对磁珠上偶联的银纳米

粒子标签的电化学定量分析，可实现对皮摩尔浓度水

平蓖麻毒素的快速检测，整个分析过程（包括夹心免

疫复合物的形成）仅需 9.5 min。吴小丽等人[59]利用磁

分离和生物素亲和素技术，形成亲和素化磁珠-生物素

化抗体-抗原-钌标抗体的免疫夹心复合物，初步建立

了体外免疫诊断试剂的制备方法，并利用喷射式流动

注射电化学发光体系对制备出的禽流感病毒 H9 免疫
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复合物进行检测。黄郑隽[60]等人以磁珠为一抗固定载

体，CdTe 量子点作为二抗标记物，通过碳二亚胺交联

法制备甲胎蛋白一抗固化的免疫磁珠和甲胎蛋白二抗

固化的 CdTe 量子点，通过夹心免疫分析模式和电化

学溶出伏安法建立了新型高灵敏电化学免疫传感器，

操作便捷、检测结果稳定。 

 

 
图5二茂铁基聚合物（Fc-D）修饰电极的制备（a）、免疫传感

复合物的制备（b）和Fc-D修饰氧化铟锡电极对免疫传感复合

物的吸附及鼠IgG电化学检测示意图（c） 

Fig.5 (a) Preparation of a ferrocenyl-tethered dendrimer 

(Fc-D)-modified electrode, (b) preparation of an 

immunosensing complex, and (c) the attraction of the 

immunosensing complex to a Fc-D-modified indium tin oxide 

(ITO) electrode, and the electrochemical detection of mouse 

IgG 

注：NP 代表对硝基苯酚，AP 代表对氨基苯酚，QI 代表

对醌亚胺），详见参考文献[55]。 

 

 

图6 （a）免疫传感层的构建，（b）纳米球（上）和生物大分

子修饰纳米球（下），（c）夹心式电化学检测癌胚抗原示意图 

Fig.6 (a) Preparation of an immunosensing layer, (b) a 

nanosphere (top) and a bionanosphere (bottom), and (c) 

schematic view of sandwich-type electrochemical detection of 

carcinoembryonic antigen (CEA) 

注：HRP代表辣根过氧化物酶，CFME代表碳素纤维微电

极），详见参考文献[56]。 

3  结论及展望 

本文介绍了电化学-免疫磁珠检测技术的研究进

展，目前的研究主要集中于利用磁珠的超顺磁性、结

合免疫分析的高特异性和电化学检测的高灵敏度，开

发快速、简便的检测系统，为实现对生物、食品和环

境样品的现场、快速检测提供了可能。然而，电化学-
免疫磁珠检测技术仍处于发展阶段，在实际应用中仍

然存在一些不足，例如仪器体积过大、实际样品中存

在的基质干扰、小分子物质的检测精密度不够等。因

此，未来的研究将主要集中在以下几个方面：（1）加

强检测样本前处理技术研究，减少非特异性吸附，提

高检测的灵敏度和稳定性；（2）在高通量研究方面，

完善多通道、多组分电化学-免疫磁珠检测技术，提高

检测效率；（3）利用新的、灵敏度更高、操作更加简

便的电化学检测技术配合新的功能磁性粒子以及适配

子分析技术促进检测系统的进一步小型化和自动化，
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降低仪器成本，这也是未来电化学-免疫检测技术的研

究热点。随着科学技术的发展及科研工作者的不懈努

力，电化学-免疫磁珠检测技术将会得到更快速的发展

和更广泛的应用。 
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