
 

丁香园免疫学技术讨论版 

 

 

胶体金文献翻译活动论文集 

 

第二辑 

 

（仅供内部交流，请勿外传） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

二 OO七年九月二十日 



免疫金文献翻译活动参译人员名单 

 
策划 waynepionnet lzsgxl  

翻译 20021108 backtoheart fengzhizi33 

 jevens_lee joni keling2006 

 liu903 liu_wei lone_king 

 lurenquan phy128 Rainlylily 

 rapidtest ruimufang Tombacon 

 waynepionnet 几凡木木  

校对 waynepionnet lzsgxl Tombacon 

 Rapidtest lone_king  

编辑 quatrefoil dayu1979 byd123 

 
声明：本论文集仅供丁香园战友内部交流学习使用，原文版权归原作

者所有，丁香园不承担由此引发的任何版权纠纷责任。虽然我们对译

文作了反复校对，但由于译者水平有限，译文中疏漏、错误在所难免，

因此，对有争议的地方以原文为准，也欢迎大家在论坛中讨论交流您

的意见。 



目  录 
（第二辑） 

 
综述篇 

11、创造以方法为导向的诊断新思路·············································1 

12、膜在分子诊断学中的应用···················································5 

 

检测方法开发篇 

13、免疫金标记技术在体外诊断领域的应用······································15 

14、免疫诊断试剂设计原则····················································21 

15、对新生物性标志物免疫化学测定的标定方法··································31 

16、分阶段开发和商品化新型免疫诊断方法······································39 

17、基于胶体金技术快速检测试纸条的错误信号的处理····························48 

 

加工工艺 

17、高质量金溶胶的生产······················································61 

18、亲水性粘合剂对样品流速的影响·············································71 

 

诊断经理人概述 

20、展望未来································································84 



丁香园免疫学技术讨论版 IVDT翻译活动论文集（第二辑） 

综述篇 

创造以方法为导向的诊断新思路 

Donal Quinn文 

20021108 战友 译 

（声明：本文仅供丁香园战友内部交流使用，著作权属原文作者。） 

健康保健的大环境在各个领域不断变化的同时，

大众对于技术革新的要求却依然很迫切。IVD产业对于

健康保健革新的贡献无论是从他们的实践方面还是从

用户的反映方面来看都是独一无二的。同时，他们通

常不能得到认可，一部分原因是由于他们与临床实验

室的密切联系。生物信息、蛋白质组学、基因功能以

及网络数据的发展是革新的一部分，而这些革新有望

成为患者护理以及以结果为依据的医学的影响指标。 

由于可以更好的使实验室得到更准确的诊断结果

进而在挽救生命的同时保持保健的费用不变，诊断新方法将会在所有这些领域起

到非常重要的作用。在效率上来说，IVD 产业肯定是想管的，或者从对实验室

字面上的理解来说，他们肯定会将用户的需要变成一些新的科技方法并且对于现

存的拥护的问题提出解决办法，但是并不是针对从来没有人提出过的问题的。

IVD产业已近更意识到，当革新与保健系统以及用户的需求与期望成为一体的时

候他们已经达到了最大的影响。但是用户们还一直在讲需要 IVD制造业做的还

有很多很多。 

  

Donal Quinn， Dade Behring 

Inc(Deerfield, IL) 总裁, 全球客户

管理, 联系方式： 

donal_quinn@dadebehring.com.

不断增大的期望 

分子生物学、疾病管理研究领域、基因组学、蛋白质组学、网络资料等等都

是一些 IVD 制造业为了回应以结果为导向的医学、市场导向以及药物遗传学等

而做出的一些新的技术。然而随着科技爆炸的出现，许许多多的操作难题要求实

验室扩大他们的视野，不仅仅考虑到一些检测产品的新技术，而且还要考虑到能

使诸如加工、财政、服务、经营等等环节进步的因素。 

实验室检测经济状况仍然是保健的核心问题，退货的现实也更进一步要求他

们更好的理解新技术会怎样转变成平常的实验室操作技术。IVD产业目前仍然没

有完全适应这种需要。 
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Dade Behring公司在美国发起了一项调查，用以确定实验室对于诊断改革的

理解以及确定当前的 IVD 产业与客户期望值之间的差距。这次调查包括问卷调 

查，也包括集体采访，集体采访的主要目的就是为了保证参与调查的个人理解的

真实性，同时也起到一个群体合作的目的。 

医院实验室管理部门的代表参与了此次市场调查，包括大医院的代表，同时 

也包括一些小医院的代表。由于倡议革新的人把大部分的精力都集中在对于医院 

和教育部门上，所以这次调查的参与者主要是中、大型医院。其中 45%来自拥

有400 张病床以上的一员，还有 45%来自于拥有 200-400 张病床以上的一员，

另外10%是来自于少于 200 张病床的医院。这次调查的参与者包括很多实验室

的管理 者，并且是用不同品牌的产品。 

调查结果 

通过对用户认为每项革新的重要性的

评比和给新娘的结果的标准，被调查者 确

立了 IVD 产业应该做到的底线。当被要求

将用户集中反映的革新从 1-10 进行 评分

时，80%的被调查者评了8分或者更高（见图

1）。这次调查结果证实了以用户为中心的

产品发展过程，这正是IVD产业每年投入20

亿元所期望看到的。这项调查也显示了实验

室希望与IVD产业有更紧 密的合作，并且期望IVD产业能继续前进 以满足实验

室的要求。更加紧密合作的结果在全体被调查者中是一致的。 

图1  用户最关心的革新重要性的调查结果 

实际上，实验室管理者在调查中表示， IVD 制造业需要付出更大的努力以

更好的适应阵阵感动世界性的革新。在被调查的指标中，有 82%排在前三位，

对于 IVD 制造业满足革新的能力之间的差距需要明确：那就是用户对于诊断产

品发展的投入是不够的（见图2）。IVD 产业需要一个对于用户对于改革的定义

和期望值的一个明确的定义。 

这项研究同时也加强了普通的革新成分的钙尿，包括客户对于主要研究进行

投入的期望，穿新型的想法，以结果为依据的科技的发展和新的诊断参数的发现

等等。被调查者表示对于所有这些领域都愿意投入。有趣的前景是参与调查者能

明确区分将来产品的发展和满足今天需要。这个区别表示：IVD 制造业需要更 
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多的投入到现实的、日益激烈的革新中

区以快速回应市场需求。 

根据这项调查，实验室管理者对于能对

他们在平时实验操作所遇到的问题起作用

的解决方法有所反映，他们希望这些方 法

能快速出台。大部分实验室管理者说：IVD

制造业应该集中精力做好目前的工作，紧跟

这个反映的就是认识到实验室需求以及开发高科技产品的改革。用户很少关注的

革新包括服务改革、价格改革等等（见图3）。 

图2  IVD 制造业满足用户期望的调查结果 

总之，调查揭示了用户感兴趣的革新的 4个方面。第一、诊断革新应该以用

户的需求为依据。这一点可以定义为处 理日常难题，提供简单易操作的新技术。

第二、诊断革新力度应加大。对于一 些新的但在用户的承受范围内。调查结果

显示，如今的实验室管理者期待有

价值 的新技术的同时也能减少整

个实验室的开支。最后一点，革新

不应该局限在产品上，还应该包括

培训、原料管理等等。实验室管理

者对于能够改进操作的非产品类改

革很感兴趣。  

图3 用户关注的生产商应实施改革的调查结果 

重新定义革新 

实验室管理者面对经济和操作上的双重难题，一方面要经济实惠，另一方面 

又要求能够简单、实用。他们可以区分开长期与短期的解决方法，并且要求 IVD 

产业是以用户为中心的。IVD 产业有很多机会与实验室进行紧密合作以制造出

更 适用的产品。这项调查是确定并且也是拉近公司与用户需要之间距离的第一

步。 

IVD 产业有责任对于他们在开发和提供革新方法中的地位进行评价，并且

可以通 过与实验室的胡作来了解新技术的实用性。 

一部分 IVD 产业的责任是革新定义背后的，这种扩大不仅仅优先于技术创 

新，而且也优先于许多创新性的问题的解决，尽管这些解决方法可以满足用户最 

关心的革新。IVD 产业有责任来满足不断增大的保健市场的需求，通过提供新
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技 术，IVD 产业也对于分子技术做出了巨大贡献。临床实验室也承认这一点，

并且 也珍视制造业对于开发新的检测参数以及扩大的新技术视野。同时，用户

仍然不 断要求 IVD 产业注意不断增强的革新，而这新革新证实为了满足他们

的日常需求。尽管说 IVD 产业已经为了突飞猛进的改革进行了大量的投入。IVD

产业必须要提供革新性的新技术来对于今天的实验室起作用，并且要保持价格的

合理性。 

结论  

用户最感兴趣的革新是一个建立长期客户关系的产品，而且也是一个对于客

户需求的一个独特的理解。基于这个理论，革新就需要产业与客户之间建立长期

的合作关系，不仅要为他们的需求提供解决方法，而且要与他们共进退并且能预

见到他们将来可能会出现的需求。当客户被放置在改革的核心位置的时候，就需

要一种不仅仅能用科技表示的创新性的看法，并且还能为客户的不断遇到的困难

提供解决方法。这一点处在提出处理日常难题解决方法的核心位置。从财政到加 

工、从服务到用户体验等等过程。 

通过对于革新的一项承诺，IVD产业找到了正确的位置来生产新的实用的科 

技产品用以作为保健发展的跳板并且也为将来的以病人为中心的护理也创造了

一个基础。IVD产业应该接近给革新距离并且提供更好的服务并且对于用户感兴

趣的革新履新自己应尽的义务。
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综述篇 

膜在分子诊断学中的应用 
Jason M. Alter 文 

Joni战友 译 
（声明：本文仅供丁香园战友内部交流使用，著作权属原文作者。） 

随着分子诊断学的不断发展，有人认为膜将逐渐失宠。然而，事实绝非如此。 

在体外诊断(IVD)的发展过程中，膜材料和微孔材料一直长期占据中心地位。

硝酸纤维、尼龙等材料制作成膜，这些膜的使用促进了以抗原抗体相互作用为基

础的免疫检测的发展，并使这些测定获得了今天所拥有的市场优势地位。膜的使

用也使免疫诊断学向侧流照护点检验的改进成为可能，比如今天人们所熟悉的家

用孕检工具形式。 

但是，随着分子诊断学逐渐商业化发展，一些分析家认为膜的作用必将逐渐

消失。他们认为，基于抗原抗体相互作用的免疫检测将会被新兴的以核酸为靶点

的分子诊断学所代替，在此过程中，一些未来技术，如微型制造的 DNA芯片，

将会代替膜而被使用。 

然而，鉴于目前趋势，很难说

上述预测会成为现实。事实上，随

着分子诊断学进入市场，膜材料和

微孔材料的使用更有可能不断增

加。膜在分子诊断学领域已有令人

瞩目的成就史，包括从实验室分子

生物学研究到商业诊断学的重大

转变（见图 1）。例如，当首个聚丙烯酰胺凝胶蛋白电泳发展起来时，人们就选

择硝酸纤维膜作为结合转移蛋白的介质。1,2 DNA印迹发展时，硝酸纤维膜也是最

初被使用的膜之一。在此应用中，尼龙 6,6 膜凭借良好的DNA稳定性、灵敏的免

疫检测特性和对反复探针损伤的耐受性，现已广泛代替了硝酸纤维膜。3,4

图 1 分子生物学和诊断学中尼龙 6,6膜的应用 

如今，研究者们已把膜材料和微孔材料应用于分子领域，例如，DNA 检测

用于诊断和高通量筛选（HTS）模式用于药物研发。将来，膜可能会远远超出最

初设想的应用领域，而应用于其他领域。 

本文调查了膜特别适用的一些关键分子应用，并标注了每个过程中适用的膜
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（见表 I）。 

应用 过程 Biodyne A Biodyne A Biodyne B Biodyne Plus Biodyne C

  0.45 µm 1.2 µm 0.45 µm 0.45 µm 0.45 µm 

DNA 毛细 DNA 转移 3 1 3 3 0 

 改进的 DNA 转移 2 1 3 3 0 

 非放射性检测 3 1 2 3 0 

 32P 检测 2 1 3 2 0 

 碱性转移 2 1 3 2 0 

 电子转移 2 1 3 2 0 

 真空转移 3 1 3 3 0 

 点杂交 3 1 3 3 1 

 血清点杂交 0 3 0 0 0 

 逆向点杂交 2 1 3 2 3 

 毛细 RNA 转移 3 1 3 3 0 

RNA 电子转移 3 1 3 3 0 

 真空转移 3 1 3 3 0 

 点杂交 3 1 3 3 0 

 菌落转移 1 3 1 1 0 

表 I 膜在分子诊断学中应用的适用性，范围从 0（不推荐使用）到 3（高度使用）。 

样本制备 

广义上，标本制备指复合标本的选择性分离，或指为后续检验而制备特殊分

析物或成分。标本制备一般包括全血中血浆分离、血浆中肝素去除、DNA分离、

白细胞制备。许多正在发展的新诊断技术需要以某种方式选择性制备分析物。 

标本制备的过程中，研究者经常要用到离心方法。然而，离心虽适用于实验

室研究，但不易于自动化。而微孔膜适用于自动化处理和检测方案，并且其中一

些类型可用于全血中血浆分离、DNA或白细胞制备，以用于进一步检测。 

许多微孔材料可用于全血中血浆分离。这些材料创造性地用于照护点免疫诊

断中少量血液的快速血浆分离，可作为血液分离的非离心方法。 

实际上，血浆容易通过毛细作用从一些（而非所有）血液分离材料移动到多
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种固体载体上，因此这些分离材料可用于标本制备来检测细菌、胆固醇和多种血

浆、胆固醇和多种血浆分析物，也可用于临床自动化筛查细胞外病毒，如肝炎病

毒和 HIV等。 

初步实验显示，HEMASEP V 血液分离介质可用于细胞外病毒的非离心制备

方法。此概念很简单。血液

分离材料与低蛋白质键结

介质接触，使血浆迅速与全

血分离（见图 2）。然后血

浆转移到另外的低蛋白质

键结固体载体，并加入到聚

合酶链式反应（PCR）工具

以在平面区域中进行处理。 图 2 HEMASEP膜在全血制备病毒标本中的应用 

实验中，感染有M13病毒的全血应用 HEMASEP V介质，使血浆成分移动到多种二级

低蛋白质键结固体载体上，然后再进行 PCR扩增。结果显示，HEMASEP V介质可用于制

备细胞外病毒 DNA来进行扩增，而无须采用离心方法（见图 3）。 
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在分离膜上进行 PCR扩增的思

想是非同一般的。许多文章中记载有

评价此种方法的研究实例，其中成功

的研究似乎很大程度上依赖于所使

用膜的种类以及膜是否可阻滞扩增

反应。 

其他膜适用于从全血中分离白

细胞以进行进一步分析。白细胞减数

分裂过滤器广泛应用于生物制药，同

样地，这些膜材料能够选择性结合白

细胞，而使大多数红细胞顺畅通过。

例如，白细胞吸附介质是一种平板纤维材料，可从全血中去除约 90%的白细胞。

此材料垂直叠放可提高白细胞的去除效率。 

图 3  与HEMASEP V介质接触的诊断介质直接进行

PCR扩增。1:25的稀释溶液加入 40ml新鲜人血，滴到

HEMASEP V介质上。血浆带上 3cm长的介质直接进行

PCR扩增（d）, 或者一种诊断膜与HEMASEP V接触

来收集血浆。二级介质包括 Premium Release膜（e）、

LoProsorb介质（f）和LoProdyne LP 尼龙 6,6 膜 (g)。

含有分离血浆的膜标本（3mm）也直接进行PCR扩增。

PCR反应池：(a) M13 DNA, 100 ng ;  (b) 溶菌液, 109 

particles; (c) 无DNA或抗菌素。  
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选择性结合白细胞的固体载体还可用于从全血标本中制备基因组 DNA,，也

可用于白细胞表面受体的检测。另外，细胞巨化病毒等等许多病毒主要位于白细

胞内，白细胞结合固体载体可捕捉白细胞，以对细胞内病毒作进一步分析。 

以膜为基础的 DNA检测 

以 DNA为基础的分子检测中，多种理由都要求我们要利用膜。除了普遍易

得性以及公认的性能记录外，膜还具有其他培养基无法可比的特性，包括：更快

的检测结果、简化的筛查方法、与多种公认 DNA和蛋白质检测系统的协调性。 

目前，采用膜作为固体载体的分子检测以多种形式存在。例如，Orgenic 公

司（Yavne,以色列）向市场推出了利用硝酸纤维膜的纸色谱杂交检测（PACHA）。

这种快速检测利用了许多靶向特异的寡核苷酸探针，这些探针如条纹一样固定于

膜上。DNA经过 PCR扩增，生物素化核苷酸在此反应中被整合进入。然后，生

物素化的 DNA应用于膜上，通过毛细作用与其上固定的探针相作用，在探针条

纹处，生物素化 DNA与相应的探针分子发生序列特异性杂交，而非杂交探针迁

移游过探针条纹处。最后，链亲和素碱性磷酸酶轭合物被加入，信号从探针条纹

处产生。 

另一应用中，一公司以浸量尺方式，研究了利用 DNA 探针检测食品传播病

菌的可能性。尽管此研究利用塑料条作为固体载体，但如果利用膜作为固体载体，

也会同样有效。此检测方法利用的是一种混合探针，这种混合探针包含识别特殊

病原的 DNA序列和单个多聚脱氧核苷酸的末端，此末端可识别多聚脱氧核苷酸

覆盖的固体载体。 

DNA 检测 

高密度微阵列正越来越广泛的应用于DNA测序、遗传学分析和药物研发。13尽

管制造商正采用微型制造的DNA芯片等替代检测方法，但膜也同样在被使用。

尼龙膜用于DNA序列杂交，也作为固相载体用于细菌菌落或组织特异性mRNA

检测。14一些膜最初在免疫检测中作为横向流动材料应用，现在也正作为固体载

体用于新的检测技术。15

越来越多公司开始提供商用 DNA 检测和膜上的细菌纯系“图书馆”。这些

新产品大多以标准杂交原则为基础。此类基于膜的商用检测法可用于基因表达分

析、疾病机制研究或药物研发中有用化合物的鉴定。例如，克隆技术实验室公司

（PaloAlto, CA）提供了基于膜的核酸检测法，以用于基因表达的检测。这种分
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析法利用了正电性的尼龙膜作为载体。此领域的其他公司中，Research Genetics 

(Huntsville, AL)提供了一个 5╳7 膜上超过 5000 个基因的高密度检测法，而

Display System Biotech (Vista, CA) 提供了以膜为基础的基因表达探针检测法。 

 9

图 4 分子应用中三种不同化

学替代物制作的 Biodyne Plus膜

的适用性在 384点DNA检测中的

表现。此检测中，200pg的 Hind 

III DNA加入Biodyne Plus膜上

的 384点阵。根据说明，

50ng/mlDIG标记的探针在膜上

发生杂交。之后，将膜冲洗、阻断，

与结合碱性磷酸酶的抗 DIG抗体

一起孵育。利用三种不同碱性磷酸

酶替代物产生了信号：（a）

BCIP/NBT ，彩色信号直接显示

于膜上; (b) 基于二氧环丁烷的

化学发光替代物，信号通过胶片显

影显示；(c) 沉降的化学发光替代

物，信号通过分子动力学荧光显影

仪荧光扫描显示。 

如何正确选膜？ 

许多公司将膜应用于

DNA测序或药物研发，但几

乎没有公司改善其设计参

数，以致不能将膜的使用超

出硝酸纤维和信号检测的放

射性方法。然而，为优化产

品性能，制造商须确保使用

合适的膜和检测方法。例如，

现有的尼龙 6，6 膜可通过

比色法、荧光法和化学发光

法用于DNA检测（见图 4）。
16

以核酸为基础的分子检测设计时，若要采用固体载体，尼龙 6，6膜将是不

错的选择。然而，并非所有的尼龙膜都相同。尼龙配方和生产过程不同，导致膜

在同一检测条件下的表现不同。例如，尽管 Biodyne B膜和 Biodyne Plus膜

都带正电，但由于生产方法不同，一个显示极好的敏感性和低自然干扰性，而另

一个无此特性而不值得利用（见图

5）。其他尼龙 6，6膜因有不同的

表面化学组成而使信噪比不同。这

些不同使人们很难从一种尼龙膜

推断另一种的数据及协议。 

图 5 尼龙 6，6膜的不同表面化学组成可导致不同的信号

检测质量和自然干扰水平。注意膜（b）和膜（c）之间的

区别，他们是由不同制成的带正电的材料（分别是 Biodyne 

Plus 和  Biodyne B）。 (a)Biodyne A, (d)Biodyne C,和

(e)LoProdyne LP 也在图中显示。 

产品设计者将膜的选择和

DNA检测草案完善后，可以获得

更好性能的产品。 

下面是在选择分子应用膜时

开发者应考虑的几个方面。 
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表 II. 分子诊断学中常见协议和应用，以及相应的膜类型、摸的主要卖主。尼龙种类包含所有不同配

方和加工过程的产品，不同种类会导致不同的检测结果。 

主要应用 膜的种类 主要供应商 

Southern transfers 尼龙 Amersham 

Northern transfers   BioRad 

Dot-blots   CUNO 

    ICN 

    Life Technologies 

    MSI 

    NEN 

    Pall Gelman Laboratory 

    Pall Specialty Materials 

    Pierce 

    Schleicher & Schuell 

    Tropix 

Western transfers 聚偏氟乙烯（PVDF） Amersham 

    BioRad 

    ICN 

    Millipore 

    NEN 

    Pall Gelman Laboratory 

    Pall Specialty Materials 

    Schleicher & Schuell 

    Tropix 

寡核苷酸检测 Modified polyethersulfone  Pall Specialty Materials 

血浆分离 Hemasep media Pall Specialty Materials 

  CytoSep media Pall Specialty Materials 

  Presense membrane Pall Specialty Materials 

  Hydrophilic polymer Primecare Diagnostics 

白细胞制备 Leukosorb media(白细胞吸附介质) Pall Specialty Materials 

Western transfers 硝酸纤维膜（NC） Amersham 

    BioRad 

    Life Technologies 

    Millipore 

    Pall Gelman Laboratory 

    Pall Specialty Materials 

    Pierce 

    Sartorius 

    Schleicher & Schuell 
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膜的特性 制造商可利用现有的膜来大幅缩短检测方法的开发时间。目前的

协议和检测系统使现有的膜经过较少的研究和开发即可成为良好产品。检测法本

身需要开发成本，但是现有膜无需另外的开发，因此也就无需额外的成本。 

尼龙 6，6的例子可很好说明膜的特性如何有利于开发者。尼龙 6，6膜拥

有很多以DNA为基础的协议和商用检测系统，其中许多协议有利于完善尼龙 6，

6膜上DNA和蛋白质检测。17膜制造商已经利用了此尼龙 6，6膜的许多特性，

但独立的研究者们在同类评述性文章中作了更多报道。除了尼龙 6，6膜的特定

检测系统的报道外，还有相当多与此膜相关的应用，如用于DNA测序、复合序

列中DNA检测以及临床诊断学中逆向点杂交技术。18–22

表面化学组成 当前尼龙膜的

一个主要优点是其表面组成的多

样性。中性膜、正电性膜、负电性

膜在分子诊断学中都能找到合适

的应用。为确定何种表面化学组成

是最合适的，开发商既须考虑特定

协议的要求，又要考虑将要采用的

DNA 检测方法的要求。通常，检

测过程中试剂间复杂的相互作用

决定着开发者如何选择膜的表面电性（见表 II）。 

图 6蛋白质与尼龙 6,6膜结合，显示蛋白与膜之间的关系

尽管人们使用“表面化学组成”这一术语，化学组成成分其实散布于膜的整

个三维晶格。另外，电荷是膜上不可缺少的，不会被冲洗掉。通常认为，硝酸纤

维膜经过疏水作用与分子结合，而尼龙 6，6膜是通过离子作用或静电作用。23

然而，实际上尼龙膜的结合机制更加复杂。此膜的电荷组成虽有作用，但与尼龙

膜结合主要是凭借疏水作用（见图 6）。其机制基于以下事实：相似条件下，正

电性、负电性和中性的尼龙 6，6膜结合DNA或蛋白质的数量几乎相等。 

自动化过程中的耐用性 一些尼龙 6，6膜既以载体形式生产，又以非载体

形式生产。载体形式更加耐用，因此更适合须经历附加过程或装配的应用，也适

用于自动化检测过程。与层压材料不同的是，其载体位于内部，尼龙材料位于表

面（见图 7）。这使膜更加耐用，检测分析时也不会显露载体，并且膜没有极性，

两个表面都可被利用。 
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检测敏感性 随着非放射性检测技术的发展，放射性方法在分子诊断学中的

使用正逐渐减少。目前，三个最重要的非放射性检测技术是色谱法、化学发光法

和荧光法。 

放射性能否取代非放射性方法很大程度上依赖于新技术提供相似敏感性的

能力。如今，基于膜的DNA检测利用化学发光法或荧光法、信号放大试剂，可

获得与放射性检测相似的检测水平。特别是化学发光法，在临床诊断学中越来越

被人们所接受，在抗体、维生素等等的筛查中都应用的越来越多。24

 12

完善信号检测的关键是将所使用的膜的类

型与可能提供最好结果的检测方法相匹配。与

合适的检测方法联合使用时，尼龙膜将提供优

良的信噪比（高信号、低自然干扰）。例如，在

极度严格的司法领域，联邦实验室将一种中性

尼龙膜用于非放射性的化学发光法检测，但却

发现一种正电性的尼龙膜与放射性检测方法共

同使用效果良好。25–27

新型膜的发展 

现有膜技术为分子诊断学和HTS应用的发

展提供了广泛空间。然而，随着这些发展领域

的成熟，人们须开发新型膜以适应发展的特殊要求。 

图 7 Biodyne尼龙 6，6膜 

微结构扫描电镜图 

在分子诊断学领域，与非放射性检测方法一起应用时，膜须具有完善的检测

能力。新型亲和分离膜也应加以开发，以用于样本制备中选择性加强或清除靶分

子。 

HTS实验中，筛选化合物的数量仍不断增加，这使对更高密度检测的需求

也不断增加。为满足这一需求，未来膜应向更优的可视性发展，以使点密度的增

大成为可能。用于化学发光法和荧光法检测系统时，这种材料须提高其信噪比。 

结论 

随着 DNA检测技术竞争进入市场，开发者不应忽视膜材料和微孔材料的潜

力。这些材料在 DNA、蛋白质的实验室检测分析方面，都已有成功应用的记录，

并且 DNA检测时膜性能稳定、价格低廉，这些都保证了微孔材料将在分子诊断

学和 HTS应用领域能更多地被使用。 
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检测方法开发篇 

免疫金标记技术在体外诊断领域的应用 
Nikki Robinson 文 

Phy128 战友  译 

（声明：本文仅供丁香园战友内部交流使用，著作权属原文作者。） 

生产企业必须能够克服大量的技术难题才能制备出能应用于诊断领域的免

疫金复合物。 

免疫金标记技术是一种将胶体金颗粒与包括抗原、抗体在内的许多蛋白质标

记形成免疫金复合物的技术。虽然这种免疫金标记技术呈 现出多种多样的应用

方式，但目前主要应用是以快速检测试纸盒的形 式使用于疾病的诊断和监测。
1

在过去的十年里，基于膜上的快速诊断技术（包括

侧向层析和渗滤两种形式）的发展为金标免疫试剂创造

了巨大的市场。使用该技术 制备的标记物作为检测系统

中的指示试剂使用在检测敏感症、传染病、 环境污染物、

毒品、心梗标志物、早孕以及兽医等领域。
2

如同其他标记结合物一样，获得成功的结果必须通

过采用优质的试剂（蛋白质和胶体金）、丰富的生产经

验和对标记物产品最终结果分析的完整的知识结构，这需要与免疫金产品使用 

方法的终端客户培训一起进行。 

IVD 检测系统中，蛋白与胶 
体金（上图）联接制备成的 
免疫金结合物是指示试剂。

蛋白质的标记 

在体外诊断应用领域，通常采用抗原或抗体与免疫金结合制备免疫金结合

物。采用单克 隆抗体或多克隆抗体，是影响抗体标记的因素之一。 

虽然诊断产品中大多数抗体标记采用 IgG 抗体，但 IgM、IgE 和 IgA 抗体

也可以成功标记上胶体金。标记时，进一步必须考虑抗体的亚型。在鼠抗IgG亚

型中，例如 IgG1 亚型成 功率高，而 IgG3 亚型被证实有技术难度。 

将抗原标记胶体金也面临技术难题。将常见的抗原标记上胶体金比较容易。

但是受抗原 与胶体金结合方式的影响，金标记覆盖的蛋白反应决定簇小于50%

时才能高成功率制备出标 记物。因此，考虑蛋白结合金的方式对标记开发人员

非常重要。
3
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联接机理 

研究人员普遍接受的理论为，三种特异的氨基酸残基在金颗粒与蛋白质的联

接作用中发 挥着重要的作用。而赖氨酸、色氨酸和半胱氨酸这三种氨基酸与胶

体金联接的作用机理各不相同。
4 

·赖氨酸带有较强的正电荷，因而自然吸附带负电荷的金颗粒； 

·色氨酸主要通过疏水相互作用与胶体金相联接； 

·半胱氨酸通过 SH-与金表面以共用电子的形式形成配位键。抗体通过这几

种作用力与胶体金颗粒牢固、稳定的、不易分离的结合在一起。在很大程度上，

标记成功与否取决于上述三种氨基酸残基在被标记蛋白质上的结合位点。 

在某种情况下，氨基酸联接于蛋白质的活性部位，从而干扰蛋白质的反应活

性。空间位阻的限制，当这几种氨基酸残基定位于抗体的抗原结合部位或抗原的

特异抗体结合决定簇部位时，可能出现这种类型的干扰。如果被标记的蛋白质分

子未做特定的处理就几乎不可能克服这种干扰。 

为了在免疫检测中获得最佳的灵敏，这三种与标记相关氨基酸的正确结合是

非常重要的。就标记抗体来说，这三种氨基酸应定位于 Fc 区，而对于标记抗原，

它们应远离抗原的反应决定簇位置。 

标记方法的调试 

为了开发、优化单一标记的胶体金结合物，研究人员通常制备小批量的多达

60批次的不 同胶体金结合物。每批次胶体金结合物在某一关键制备步骤上都与

其它不同，各批次都被测 试从而确定哪种标记技术对于最终的检测分析可能获

得最佳的反应结果。 

这类调试应该包括所有可以改善胶体金结合物的灵敏度、交叉反应以及潜在

稳定性的技 术参数。典型的测试应包含但不应仅限于抗体工作缓冲液、防腐剂

的类型、盐度、表面活性 剂含量、胶体金颗粒的尺寸、封闭剂的类型、总蛋白

浓度、结合物工作缓冲液以及结合物的 浓度。为了确定不同封闭剂的效果，建

议考虑以下调试内容： 

·封闭剂的类型（如酪蛋白、BSA、卵清蛋白、人血清白蛋白、PEG、非特异

性 IgG） 

·封闭剂的纯度 
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·封闭剂的含量 

·封闭剂对整个测试反应的兼容性 

研发人员应该根据在原型产品上的量的调节试验结果确定上述所有试验指

标最佳值。最后，无论如何，唯 一的检测方式是将结合物应用于尽可能模仿最

终测试条 件制做出来的小型测试条前期产品中。对于基于膜基础 上的检测分析

来说，最简易的方法是使用半试纸条形式 来做检测，仅需要使用捕获抗体和纯

抗原（见图 1）。在 使用这种简单的测试形式下，很多小批量结合物就能被评估

得到比较合适的测定结果，而可以避开一些普遍的问题例如：与干燥相关的技术

问题或 者样品缓冲液的问题。 

为了满足上述试验的要求，常需要 3mg 

抗体或者 5mg 抗原。采用小样样本，能够

获得 最优化的胶体金结合物制备参数，并

能提供初步的评估样本。一旦使用优质的抗

体或者抗原 用于标记，且确定了制备参数，

生产商就能容易地制备重复性好和批量化

的供选用的结合物。 

图1.图示为用于测试标记物的半试纸 

用于胶体金标记原料的品质 

应用在制备免疫金结合物的特异性抗体的稳定性主要取决于检测试验的技

术条件。 对于侧向层析分析，最好的抗体形式是采用一般的单克隆配对。在这

类检测分析中，一种单克隆抗体被标 记胶体金作为指示剂，而另一种被固定于

硝酸纤维素膜 上作为捕获剂。每种抗体对于抗原表面的不同反应决定 簇都应该

是特异识别，并且这些抗原决定簇在空间结构 上距离较远（见图 2）。 

多克隆抗体也可以被使用，但至少是必须经过 protein-A  柱层析纯化。在

多数情况下，抗体经亲和层析纯化后能制备出具有较高灵敏度和特异性的结合

物。这当然取决于符合试验检测可接受交叉 反应的技术要求。 

亲和层析纯化  硫酸铵沉淀法或 DEAE 纯化的血清，含有大量的杂蛋白将竞

争性结合胶体金颗粒表面的 结合位点。这些杂蛋白拥有高含量的控制蛋白与胶

体金结合的三种氨基酸残基，很容易与裸 露的胶体金颗粒结合。出现这种情况

时，检测系统中指示剂的灵敏度水平降低。 

同理，如果采用经A蛋白或G蛋白柱层析纯化的抗体，然后IgG片段中可能含
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有大量的非特异性的IgG，而不是需要的特异性IgG。所有的IgG将与胶体金结合，

结果可能是低灵敏度。 

从亲和层析柱上洗脱下的高亲和抗体应该是高亲和抗体，从而可以产生高特

异性的胶体 金结合物。这些抗体可能需要进一步的处理以避免交叉反应。虽然

亲和纯化法耗费大量的时 间、经费、血清，但是通过该方法可以获取任何免疫

分析必需的关键原料——高质量的结合物。 

抗原的标记  成功制备抗原标记物依

靠两个因素：控制抗原与胶体金颗粒联接的

三种氨基酸残基的空 间位置和抗原大小。 

大多数的抗原标记物是被使用在快速

检测试纸上，例如血清的双抗体夹心法或竞

争法检测。 

在这种情况下，通常选择 40nm 胶体金

颗粒。直到最近，研究人员发现，40nm 胶体金颗粒标记的蛋白分子量下限为 

30KD。然而在某些条件下，通过先进的标记技术可以将该限制 降低到一半至 

15KD。使用这些小颗粒标记的主要限制是被标记蛋白必须包含足够数量的赖氨 

酸、色氨酸和半胱氨酸残基。抗原常不含有足够的半胱氨酸残基，以至抗原和胶

体金颗粒之 间的结合力相对较弱且容易断裂，尤其在样本中存在高亲和力的抗

体时。 

图 2.  抗体表面的重要因素包括独立空间 的
活性位点、合适的浓度、高亲和性、高 特异
性、高结合和纯度。 

对于分子量低于30KD的抗原，通常采用其他技术方法，例如标记较小的胶体

金颗粒。 在检测线处由于胶体金颗粒过小使得可见度低很可能导致灵敏度降低。 

对于含有较少或者不含上述三种联接氨基酸残基的抗原，一种有效的解决方

法是通过将抗体与载体分子预先联接，比如BSA或KLH。然而这种技术不象说起来

那么简单，不是业余 的蛋白化学家所能做到的。必须谨慎考虑使用的联接物类

型、联接物长度，半抗原与 BSA 的 摩尔比例和载体分子类型等因素，确保暴露

抗原活性反应决定簇部位的结合物可重复制备， 且在测试中蛋白载体胶体金结

合物具有最大的敏感性。 

原料颗粒 胶体金颗粒大小的选择取决于胶体金结合物的用途。如下段落描

述了两个最常用的胶体 金应用领域：显微检测技术和快速诊断技术。 

显微检测技术 任何1-40nm的胶体金结合物可以应用于电子显微镜和光学
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显微镜检测 领域。然而即使在透射电镜放大25万倍的情况下，也不可能观测到1

或2nm的胶体颗粒。利用银增强胶体金技术可以让终端客户能够看到胶体金标记

的这种较小的抗原性位点。 

银增强染色技术是指通过银盐在胶体金颗粒表面沉积，使胶体金颗粒增大到

在显微镜下能观察的尺寸。当所有的胶体金颗粒都是同样大小和形状时，该方法

具有效率高、易控制的特点且低变异系数。使用如 1-2nm 的胶体金小颗粒时，

由于空间位阻较大的胶体金颗粒不能标记的一些抗原决定簇位点，也变得容易接

近。因而，一旦确定抗原位置，在银增强染色技术作用下，金标记变得容易联接

和形成。 

在不采用银增强染色电镜技术的情况下，几个不同的抗原反应决定簇可能被

标记在相同的片段上。在这种情况下，采用可分辨出的不同尺寸大小的胶体金标

记特异性抗 体，该抗体对不同反应决定簇具有特异识别。 

快速诊断技术（侧向层析和渗滤测试盒）。对于该应 用方向，最常用的胶体

金颗粒是40nm。
4

 在标记IgG时，40 nm的胶体金颗粒提供最大的可视性和最小的空间位阻。

（见图3）分子量为160kDa 的IgG分子，长度大约为 8nm。40-100nm间的胶体金

颗粒比较顺利标记到IgG抗体上。比

40nm大的颗粒有较大的可视性，但较大

胶体金颗粒在1ml溶液时520nm吸光度

较小，因此较少在检测线处被捕获。综

上所述，同40nm或60nm胶体金标记的抗

体相比，较大颗粒的胶体金结合物对

1-10ng/ml分析物具有较低的灵敏度。 

图3 颗粒大小、可见性和空间位阻三者 间的相
互关系。  注意虽然颗粒大小增 加、可视信号
增加，但空间位阻使得可 视信号总体降低。 

60nm胶体金颗粒非推荐使用，但可以应用于快速诊断分析。其不同于40nm 胶

体金颗粒，颜色偏浅。优质的40nm胶体金为樱桃红色，而60nm胶体金为深粉红色。

在某种情况下，样品类型可使膜上残留背景底色，这种轻微的颜色差异可以使信

号容易识别。比如，含有胆红素的样本将留下的背景底色，相对褐色，粉红色较

红色容易被识别。 

如果用于标记分子的分子量小于160kDa，20nm 胶体金颗粒更适合。20nm 胶

体金颗粒通常用于标记链霉亲和素、A 蛋白和抗原，这些被标记蛋白的分子量小
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于60kda。 

灵敏度 随着快速诊断技术进步使胶体金结合物的灵敏度得到提高。目前，

在大多数快速诊断分析中，检测下限达到1ng/ml。如果优质抗体，可以低到10pg。

然而随着银增强技术的发展，检测灵敏度将进一步提高，可能提高10-100倍。
4

结 论 

胶体金蛋白质结合物的制备过程并非轻而易举的。制备优质的胶体金结合物

过程以及缺 乏经验的生产商将面临产品批次的重复性、规模扩大等技术难题。 
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检测方法开发 

免疫诊断试剂设计原则 
BonnieJ.Stewart,RaymondL.Houghton,WJWMorrow,andSyamalRaychaudhuri文 

jevens_lee战友译 

只有当生产商对诊断试剂的设计过程有了彻底的了解，才能使检测技术不

断发展，从而研制出更新、更有效的诊断试剂。 

（声明：本文仅供丁香园战友内部交流使用，著作权属原文作者。） 

从20世纪60年代开始使用免疫学诊断方法检测胰岛素以及20世纪70年代检

测甲状腺素到现在，免疫学方法作为一种检测手段已经经历了很长时间的发展。

1，2 

免疫检测使用抗原或抗体作为检测工具，并且基于这样一个前提：在系统中 

由InBios国际公司（西雅图）

建立的检测抗西尼罗河病毒

IgM的捕获ELISA法，是一

种夹心型竞争法。 （照片由

InBios国际有限公司授权）

与固相对应的游离被测物的分布情况与其在系统中

的浓度在数值上成正比。在使用抗体检测的同时，免疫

检测偶尔也会以某种特殊的结合蛋白作为检测的基础。

现在，免疫检测无论是否需要使用精密的仪器，其操作

都已经程序化，简单如在现场或医生办公室就能进行的

定性测试，复杂到在临床参照实验室或血库中使用机械

化高通量仪器进行的先进临床诊断都是如此。免疫检测

不仅在传染病诊断中占据了不可或缺的地位，而且彻底

改变了内分泌疾病的诊断方法并在癌症和多种自身免疫

疾病的诊断中起到了越来越重要的作用。3-6

随着科学技术的蓬勃发展和对疾病的全球性监控，免疫检测设计已经成为一

个快速发展的领域。本文将集中介绍InBios国际研究所（西雅图）对全球性，主

要是人类的，传染病的免疫诊断方法的研究。同时本文也将以FDA批准的西尼罗

河病毒酶联免疫诊断试剂以及内脏性黑热病侧向层析快速检测（试纸）这两种免

疫检测方法的研究发展为例，阐明小公司如何应对产品申报和市场营销的问题。 

免疫检测的原理 

鉴于免疫检测最主要的检测方法是抗原抗体反应，因此在讨论检测方法设计
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之前有必要回顾一下有关抗原抗体反应的基础原理。 

抗体是机体对出现在体内的外源分子（抗原）做出反应而产生的自身蛋白。

它们结合抗原形成免疫复合物引导自身免疫吞噬细胞对其进行内吞和降解。抗体

主要由B淋巴细胞系的终末分化细胞—浆细胞—合成，属于一类在结构和功能方

面具有共同特点的糖蛋白超家族。在功能上，抗体的特点在于具有与抗原以及免 

疫系统的特异细胞和蛋白结合的能力。在结构上，抗体由以“Y”型为视觉

特点的一个或多个相同的结构单位组成。每个“Y”型单位由四条多肽链组成：

两条相同的重链和两条相同的轻链。抗体分成5个免疫球蛋白（Ig）类型：IgG、

IgM、IgA、IgE和IgD。这是基于抗体中“Y”型单位的数量以及其所含重链类型

进行的分类。在免疫反应中每一类抗体都有其特殊的作用，如在多数初次感染中

最先产生的抗体是IgM。 

抗原与抗体相互作用的部位称为“抗原决定簇”。只有存在与抗体结合位点

的相互作用才能定义抗原决定簇，因此抗原决定簇并不是任何特殊结构的固有性

质。因为抗体可以识别抗原分子上相对较小的区域，所以偶尔它们会在不同的分

子上找到相同的抗原决定簇，而这就是交叉反应的分子基础。但是具有相似抗原

决定簇并不一定意味着这些不同的分子在功能上就具有相关性。抗原抗体的结合

完全取决于非共价相互作用力，并且产生的复合物和游离的抗原抗体处于动态平

衡状态。 

简而言之，免疫检测的原理就是使用一种分析物—要么是抗原要么是抗体—

探测和捕获与其对应的另外一半。例如，在体外检测中可以使用源于某种传染性

物质的抗原检测机体应对此物质的感染所产生的抗体。 

选择基质 

制造商品化免疫检测试剂盒时需要考虑大量的因素（如图1）。一旦决定了

检测所针对的疾病，第一步就是要确定最有效的被测物是存在于体液里还是存在

于组织中。鉴于被测物不同的定位，检测系统已经发展到利用血浆、血清、全血、

脑脊髓液、痰液、尿液和固态组织提取物等作为被测物的来源（基质）。临床检

测的灵敏度和特异性以及疾病的性质同时决定了检测所选介质性状的重要性。 

被测物可能只存在于一种介质中，也可能以极大的浓度差别存在于多种介质

中。因此，针对不同的介质应使用独特的检测方法，例如在下列情况中： 
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1、早孕测试中使用尿液或血液检测人促绒毛膜性腺激素 

 

图1 免疫诊断试剂开发过程中的主要步骤与关键因素 

2、HIV抗体分析中同时使用血清和唾液 

3、通过血清测试确定西尼罗河病毒感染情况以及通过检测脑脊髓液中的被

测物诊断感染是否涉及神经系统 

4、通过痰液检测以及对血液和尿液中针对相关蛋白或有机物的抗体检测诊

断肺结核分支杆菌的感染情况因此，建立诊断检测方法关键的第一步是根据被测

物的定位和疾病的症状选择一种或多种介质。 

检测的方法 

自从36年前放射标记法在免疫检测中第一次使用之后，已经有许多不同的检

测方法被开发。氚、碘125、γ射线以及闪烁计数法等放射标记技术已经被没有

放射性的新技术所取代。不过，有些对灵敏度要求极高的检测依然需要使用同位

素。但总体而言新的探测试剂更安全更环保并且推动了更先进的高通量设备的发
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展。 

根据检测模式的不同，检测系统可分成两类。第一类是快速检测，使用可以

目测的目标识别探测试剂，结合胶体金、硒或染色橡胶颗粒。7虽然这些颗粒灵

敏度很高，但通常比不上ELISA的灵敏度。就像预料中的一样，可以目测、价廉

以及可一步完成是定性检测的设计中必不可少的元素。 

第二类是仪器兼容性检测例如ELISA，主要使用一个固相或液相系统。在这

一检测模式中，目标识别试剂连接了各种各样的酶，其中包括辣根过氧化物酶、

碱性磷酸脂酶以及β半乳糖苷酶。在试剂与目标反应之后，酶的活力可以用其底

物测定。这些底物可产生能用光吸收（光密度）测量法检测的可见光，荧光或化

学性发光。同时，目标识别试剂也可与荧光、化学发光或生物发光类标记直接连

接。 

这种新一代检测试剂可使高灵敏度检测系统适用于高通量检测设备以及促

进多目标物同步检测。 

选择模式和方法 

选择究竟是检测抗原还是检测抗体主要取决于诊断的目的。例如，在甄别滥

用的药物时应该使用免疫抑制测定。在诊断疟疾、乙肝以及多种导致急性疾病的

细菌性病原体侵染时，检测血液中存在的抗原，而不是抗体，是至关重要的。而

内脏性黑热病、丙肝以及梅毒感染的诊断关键在于检测血液中存在的对应抗体。

由于某些疾病可以诱发长期的免疫反应，因此辨别初次感染还是二次感染就非常

棘手。基于细胞的检测已经在诸如肺结核等疾病的诊断中普遍应用，例如检测T

淋巴细胞分泌的可以揭示阴性感染的细胞因子或γ干扰素。8

目前，免疫诊断方法的主要模式有两种：酶联免疫测定（ELISA）和杆式快

速测定。在塑料板上包被抗原或抗体就可以创立一个酶联免疫测定反应，它的完

成需要结合加入底物后会显色的酶检测技术。 

ELISA既可以是竞争性的也可以是非竞争性的。非竞争性或夹心型ELISA是

对血清中的抗原或抗体进行定量的标准方法。某种现成的蛋白“捕获”血清中与

之互补的抗原或抗体，然后用第二种被某种检测方法标记的抗体与此复合体结合

完成夹心。例如，InBios国际研究所（西雅图）研制的抗西尼罗河病毒IgM捕获

ELISA试剂盒就是使用了这一检测方式。测定时将血清样本加入已包被抗人IgM
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抗体的微孔板，然后加入重组西尼罗河病毒抗原与可能存在的抗西尼罗河病毒

IgM—抗人IgM抗体复合体结合，最后加入被某种检测方法标记的识别西尼罗河

病毒抗原的抗体完成整个“夹心”的过程并由此得到定量结果。 

在竞争性ELISA中会使用已知量的标记蛋白与患者血清中的相同成分进行

竞争。即便设计的目的是建立一个快速测定，其先决条件也是一个良好的ELISA

方案的建立。这个ELISA方案可以帮助鉴定在后续的横向流或流通杆式测定方案

的条件优化中使用的质控血清（无论是阳性的还是阴性的）。虽然ELISA模式对

蛋白和血清的相互作用检测灵敏、描述详尽，但同时因为它对大型设备的依赖和

过长的反应时间使其不能被真正的称为快速测定。 

图 2 由 BioDot 公 司 

（Irvine, CA）提供的工

作站可连续在线分割、

包被和浸渍侧向层析膜

在类似于InBios公司开发的针对黑热病和查格斯氏病的

快速诊断测定中，抗原和抗体的反应在膜状支持物上完成。

这些测定被简称为“抗体捕获测定”。在测定的过程中，抗

原被附着在固相支持物上用以吸附标记后的抗体（如图2）。

（在侧向层析快速检测中）当过量的抗体流过后可以通过测

量显示条带的密度进行定量或者通过对有否显示条带的目

测判断其阴性或是阳性。后一种方式适用于快速筛选和定性

测定。 

当今科技的发展已经创造出多元化的检测模式和实现同时对多种目标取样

的设备。当多元化检测模式运用于96孔板时在一个孔内可以同时进行针对多达

100个目标的免疫测定（如图3）。在某个特定的多元检测系统中，各种目标与内

部精确染色但染色率却各不相同的微球相结合，然后荧光标记与被微球捕获的目

标结合，最终通过相应的设备对荧光标记和微球自身光密度

的辩读就可以清楚地分析在每个单孔的悬液内进行的每一

个微型免疫测定。9这种技术看来不仅改善了检测的特异性

而且还拓展了免疫诊断的范畴。 
图3 由PTG Global(Santa 

Ana, CA)多重快速诊断

试剂盒样品原型 
单抗还是多抗？ 

如果测定方法的设计中包含了抗原的捕获，那么下一个

步骤就应该是抗体的生产。用于免疫测定中针对目的抗原的抗体主要是IgG类单

抗或者是多抗。一般绵羊和山羊等可以产生大量抗体的动物被用于多抗的生产。
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通常当免疫测定需要使用多抗时，会利用相应抗原进行亲和纯化使多抗的特异性

单一化。 

单抗技术是利用小鼠以及成熟的杂交瘤技术创建和发展起来的，但诸如大鼠

和兔子等动物也可以用于单抗的生产。可以通过设计产生结合同一抗原分子上不

同表位（抗原决定簇）的不同单抗以满足夹心型免疫测定对抗体选择的需要。也

可以通过设计使它们获得更强的亲和力和更高的特异性。相对而言，亲和纯化后

的一种多抗就可以结合目标抗原上的多个表位，除非这种多抗是由特定的表位肽

段免疫得到的或者是由此肽段亲和纯化以至于特异性被单一化了的。 

在使用间接免疫测定法的情况下，例如，当要测定人体体内针对某个特殊抗

原的抗体时，需要使用一种用某种探测系统标记的针对此免疫球蛋白的抗体，因

此也需要进行抗体的生产。同时对目标免疫球蛋白进行选择时，所需考虑因素应

包括分析如何在诊断中使用最有效和最具有相容性的测定方法。 

选择抗原 

在设计一个抗体捕获的检测时，细胞裂解液、纯化蛋白或重组蛋白都可以作

为相关抗原的来源。有时使用细胞裂解液和初步纯化的蛋白就可以获得具有足够

特异性的抗原。但当需要使用多种抗原时，交叉反应和高背景就会成为干扰因素，

因此表达重组抗原是很值得的，尤其有利于未来向管理机构的申报工作。同时，

克隆表达具有强免疫原性的表位所得的抗原往往可以降低检测的背景并同时增

加灵敏度。能使抗原保持溶解状态的缓冲液也非常值得关注，在快速测定的设计

中使用的典型缓冲液包括：10mM磷酸缓冲液、含NaCl的磷酸缓冲液（PBS）、

硼酸缓冲液、含盐硼酸缓冲液以及醋酸钠缓冲液等。受抗原等电点的影响，缓冲

液pH值的选择对保持抗原的最佳活性非常关键。测定中使用某些缓冲液时会出

现一个特殊的问题：测定系统在溶液新配时工作性能良好，灵敏度高，特异性好，

但在放置一段时间后系统的测定能力就会变差。 

此外，缓冲液的选择完全取决于具体的抗原。某种抗原可以在pH7.4的PBS

中保持良好的活性和令人满意的保质期，但是相同的缓冲液和pH却会使另一种

抗原彻底丧失活性。因此在缓冲液的选择方面并没有一个通用的规则，只有实验

结果才真正具有指导意义。 

如果抗原在某种不合适的缓冲液中透析时会沉淀析出，这一现象初步揭示了
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选择错误的缓冲液会导致抗原活性削弱的不良反应。 

有关抗原等电点的知识可以帮助研究人员选择合适的缓冲液。类似InBios公

司开发的针对内脏性黑热病的杆式快速诊断法中的设计，被检测的抗原可以是循

环系统中针对某种特殊抗原的抗体。在这个抗体捕获测定中，一种以重复的抗原

表位作为序列的重组蛋白rK39被固定在一个固相支持物上（膜或是96孔板），然

后在加入内脏性黑热病患者的血清后培育，测定的最后，如果诊断的模式是

ELISA则加入辣根过氧化物酶标记的羊抗人IgG后培育显色，如果是侧向层析快

速测定则加入标记了胶体金的羊抗人IgG后培育显色。 

测试原型 

在设计过程中，有必要先建立一个满足所有测定所需要求的测试原型。在这

一阶段中需要对测定的灵敏度和特异性进行评估并对所用试剂进行调试。在进行

临床试验之前测试原型必须通过实战检测。 

为了使原型测试进行完全，必须使用强阳性样品和阴性对照建立灵敏度和特

异性数据。（例如，如果特异性不够就有必要尝试更换抗原或者添加抗原表位）

同时必须评估不同实验室之间、多次检测之间或者同一次检测内的数据重现性以

确定检测的稳定性。需要在多种温度和环境条件下（如湿度）测试试剂盒的稳定

性，并且用稀释法ELISA确定抗原和标记连接物精确的工作浓度。然后通过研究

试剂盒在使用条件和极限条件下的稳定性来确定其保存寿命。最终的设计目标是

在不损失特异性的前提下使测试具有最好的灵敏度和保存寿命。 

现场测试和临床研究 

临床试验可以验证检测的有效性并测定此试剂盒的各项指标为日后向管理

机构申报做准备。通常临床试验需要在三个以上（含三个）的试验机构进行，试

验地点必须与疾病流行地以及试剂盒的预计销售地区有关。如此进行试验的目的

在于证明检测结果在不同地点的重现性以及确定其各项指标的稳定性与生产厂

商无关。可以通过与成熟的参照技术进行对比来研究试剂盒的特异性、灵敏度、

干扰物以及交叉反应性。例如，在西尼罗河病毒的诊断中，使用中和减斑实验

（PRNT）作为标准的对比实验。 
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由InBios国际公司研发的抗西尼罗河病毒IgM的捕获ELISA试剂盒的临床研究数据。 

血清敏感性=99.4％，95％置信区间96.8-99.9％。血清特异性=100％，95％置信区间97.1-100％。 

表I和表II显示了抗西尼罗河病毒IgM捕获ELISA和杆式快速测定的临床试验

数据。每组数据都代表了在不同地点进行的某个临床试验。这样的数据是向管理

机构申报过程中的一个重要组成部分并对未来的工作具有直接指导作用（例如是

否需要改善测定的灵敏度）。地区的不同会影响到抗原和抗体的选择，由此导致

在测定的灵敏度和特异性方面产生差异是很正常的现象。 

 
由InBios国际公司研制的黑热病kalazar式快速检测方法的临床研究数据。 

血清灵敏度为100 ％，95％置信区间97.9-100％。血清特异性=93％，95％置信区间88.5-96％。 

管理部门的许可 

在美国，免疫测定试剂盒作为商品销售必须获得管理部门的许可。对于涉及

人体检测的必须通过FDA的许可，而兽医使用的则必须通过美国农业部的许可。

鉴于FDA的标准，本文谈及的大多数检测试剂盒都必须获得销售前的许可。一旦

提交FDA，FDA将审查评估其临床数据并进行必要的附加试验以回答某些特殊问

题，因此在做出最终的许可前需要3到6个月的时间。在整个过程完成之后，销售

才可以开始，但是所有的试剂和试剂盒都必须贴上“仅供研究使用”的标签。获

得管理部门许可的另一方面，生产厂商必须随时接受FDA或其他管理 

机构的监督审查以保证产品的质量。检测试剂盒在欧盟或其他欧洲地区销售

也需要通过相似的审批过程以最终获得强制性的CE标志（可售标志）。用一种
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或多种被测物识别试剂为原料生产诊断产品并仅供内部使用的行为被称为“自产

自销”，这在不发达国家和地区非常普遍。这些地方在保健领域投资的匮乏限制

了商品化试剂盒的推广。虽然通常这些产品的质量很不错而且可以根据特殊要求

定制，但是它们缺乏那些获得许可的试剂盒所有的标准化指标和质控保证。 

市场营销 

一旦获得管理部门的许可，诊断试剂的销售就可以开始了。大公司的产品通

常由自己的销售部门进行销售，然而对于小公司而言只有销售量达到一定标准成

立销售部门才是可行的。小公司必须依靠其他替代手段来推广自己的产品，包括

通过在科技座谈会上设立展台提供产品信息以及发布介绍产品功能的科学摘要

和讲演。越来越多的小型诊断试剂公司正通过互联网推广和销售他们的产品。当

产品销往国外时，在那些国家建立自己的批发商是很明智的。这些批发商可以促

进那些已获许可的试剂盒的进口以及它们在实验室和测试地的销售。如果有必要

他们还可以帮助公司与当地相当于FDA的机构打交道。 

结论 

为了在全世界范围内抵御传染性疾病的流行急需发展可靠、价廉并且用户容

易掌握使用的诊断工具和疫苗。目前，全球化的移民趋势已经使监控潜在的传染

病大规模流行变得越来越困难，因此对传染病进行有效的隔离必须要有一种快速

的诊断方法，而只有那种具有最好的特异性和灵敏度的诊断方法才是完全可靠

的。以上所提到的免疫测定设计中的各种考虑因素仅仅只是对设计过程多面性的

一个概括而已。 
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检测技术开发篇 

对新生物性标志物免疫化学测定的标定方法 

David C. Sogin文 

lone_king战友译  

（声明：本文仅供丁香园战友内部交流使用，著作权属原文作者。） 

理的标定方案需要大量资源，其研究的关键是能保证采用的分析方法得到可靠的测试数

据。 

蛋白试剂放入雅培公司设计

的自动化免疫分析系统。

临床研究中新发现的生物性标志物可用于辅助疾病

的诊断与治疗。近年来已发现一些低水平的小分子物质

(如同型半胱氨酸)具有诊断意义，但多数标志物仍为大分

子蛋白。1

科研实验室与体外诊断(IVD)试剂生产商经常一起合

作鉴别与临床疾病相关的生物标志物。一旦确认有价值的

候选标志物，前期测试厂商需要设计一套稳定的标定方

案。 

标定方案的关键在于建立一套有效分析方法，能够在特定人群中将某疾病患

者与健康者区别开。该方案要求设定代替参照测定法，样品测试时其产生的信号

和参照品产生的信号具有一致的相关性，且能证明具有良好特性标准的溯源性，

这样能有利于新检测方法的调整通过。 

样本中许多新生物性标志物的浓度在pg/ml水平。当新的蛋白标志物确认后，

该分子经纯化处理至某一水平后，就能被作为抗原用于制备可识别并与之结合的

单克隆或多克隆抗体。 

通常，新的蛋白标志物的生物学功能未知，尚无特异的测定方法可用于评价

被分离的蛋白保留正常的天然结构的程度。不了解天然结构相关知识并不影响方

法的标准化，但是如果了解更多的生物物理信息，则定量测定可长期稳定进行。 

虽然进入市场的速度是关键要素，但大家相互竞争的共同目标是发展一种有

效的标定方法可以确保结果的长期一致性。由于最先进入市场的测定方法，可能

要界定具有重大医学决定意义的检测单位，尤其是对于国际尚未可的物质，方法
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建立者需认真考虑标定的所有问题及相关的参考物质的溯源。 

肌钙蛋白I的报告值范围较宽，在不同方法间的检测结果缺乏一致性，就是

一个典型的例子。2基于以上共识，促成研究者共同努力寻找一种参考物质，作

为提供众多商用测定产品的标准。 

来自国家标准与技术研究院(NIST) 的SRM 2921已被确认为候选参考物质。
3这些物质来源于人类心脏，NIST在确定其浓度之前对该物质的性质进行过深入

研究。在心肌损伤标志物标准委员会指导下，更进一步的研究正在进行。临床生

化与实验医学国际联合会确认，使用该标准将提高不同方法测定肌钙蛋白I测定

值的可比性。 

建立基线 

1998 年欧洲IVD指导方案中提出的溯源的概念引起广泛关注。4通过标定普

通参考物质或参考方法的度量值，溯源使测定方法标准化。 

根据国际测量学词汇的相关定义，溯源为某种测量值或标准值特性，这种标

准与规定的参考物质(通常是国家或国际标准物)相关，通过一条不中断的相互比

较链条(即所规定的不确定性链条)连接。5

理想的状态是将患者的结果上溯至最高测量等级的起始参考物质，其浓度以

系统国际单位表示。对于大多数定量临床测定而言，当生物活性不能被测定时，

测定单位被表示为质量单位。就测量学而言，确保测量值的真实性才可能比较各

方法在不同时间点及地点的测定结果。这种方法不适于大蛋白的测定，是因为测

定方法间在方法学上的巨大差异。此外，缺乏公认的参考方法也阻碍了对样本真

值的明确测定。 

ISO17511 文件涵盖了关于定量诊断方法的许多重要概念，如标准、可述性

及有效性。6这一过程从被测变量的定义开始，即分析物的量，和分析物的基质，

如每单位体积中蛋白X的质量或血清、血浆、尿液或脑脊液标本中的葡萄糖水平。 

多数 IVD 制造商声称该方法可测定每单位体积标本的特异性蛋白含量，但

实际情况要复杂的多。经典的免疫测定方法中，与固相结合的单克隆抗体用于捕

获目标分子。经多次适当洗涤步骤后，加入已标记信号的第二单克隆抗体。 

对这种双表位分析——我们假象是这样完成的：一毫升体积内表位A所捕获

的蛋白量，是在XYZ型分析仪的连续控制下，检测识别表位B的可产生信号的标
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记抗体总量来实现的。就这些抗原表位而言，无论目的表位的充分暴露，还是所

选参考物质的稳定性都是非常重要的。ISO15194 文件指出如何确认某种参考物

质，可辅助建立强大而又稳定的标定系统。7

选择持久的标准 

被选作标准的物质其性质要达到标定物质的条件，可在一段时间内，不同试

剂批号中使用(见图 1)。处在溯源链顶部的指定的物理参考物质以单独的实体形

式存在，独立于其他批号或批次以相似方法分离的物质。对于替代品要充分了解

其特性，且在一定范围内替代品的表现与前参考物质保持相关性，因此参考物质

首次确认需谨慎，这一点十分重要。花大力气去选择合适的参考物质是必要的，

这对预测将来要求并获得充分的支持至关重要。参考物质的物理特性为准备长期

的计划提供有用的信息。 

厂商工作标定物的研发 
确定标定水平及基质

溯源水平 1 

临床标志物确认 
文献支持 
提供一种新的医疗相关检测 

测定规格 
产品要求的建立基于

临床与实验室的要求 

试剂研发 
基于制定的要求研发

测定试剂的各组分 

最终 
完成测定试剂组分是

最后研发 

参考物质的确认 
提供合适的物质可用于长期

的测定方法的标定 

参考物质理化性质 
应用生物分析工具监测该物

质的完整性并测定其浓度 

压力研究 
故意将测定物质变性，按批准

的方法评价测定方法的表现 

溯源水平 3 

溯源水平 2 

用户标定水平的研发 
建立厂商及实验方法的方案，

确认方程，完成必需的文件 

图 1新的蛋白测定方法的标定 

确定参考物质的主要要求是基于第一原则的独立的分析方法如：基本的物理

化学方法可检测参考物质中的物理变化。这些方法独立于实地测定方法(field 

assay)，可作为典型的用于检测患者标本的商用免疫测定方法。此时的物理变化

与方法的性能相关。 

一些物理化学技术包括氨基酸分析、电泳技术、质谱分析及表位鉴定可以用
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于评价蛋白的纯度及浓度，它们也适用于复杂的碳水化合物或核酸。 

在强制变性研究中，有意将参考物质作变性处理，使免疫活性受损，这与一

种独立于商用检测的分析方法相关，以上研究结果可用于发展必需的工具用于长

期监测候选物质的完整性。 

常用的方法是将参考物质以最稳定的形式存储(常为冻干粉未)，然后在各不

同时间段，不同温度条件下孵育观察其生物物理特征的变化。虽然液体形式可在

较高的温度条件下孵育，但可能会产生一种无关的非活性的产物。这些方法在制

药工业上的应用可提供解决这类问题相关的指导。8,9然而这些研究常用于估计保

质期，其主要目的作为监测工具，用于分析变性的参考物质，并将其结果与实地

检测的那些结果相比较。以上研究可预测可能发生变性的产品及其对测定方法标

定的影响。 

使用某种独立的参考方法评价参考物质的完整性，可确保该物质仍然可作为

测定方法中的稳定物质。注意参考物质的物理化学法分析浓度水平不必同于患者

的标本。用纯化的参考物质分析其特性，这些特性与建议的实地测定方法在期望

的浓度范围内的表现相关。用独立的分析方法监测参考物质可提供关于参考物质

何时需替换的早期预警，所允许的参考物质的浓度损失或变性等指标的要求是基

于与临床应用相关的检测方法所充许的偏差。 

参考物质一经确认，其使用仅限于制造商的工作标定，工作标定为内部使用，

将值换算为试剂中的标定物。在缺乏数值测定的公认参考方法情况下，制造商确

认完成值换算的方法。 

通常用现场测定方法确定值的大小较为方便，但并不总是最好的选择。值换

算的方法应遵循 ISO15193文件所列出的要求。并非所有的要求都是相关的，因

为该测定方法只适合制造商内部使用。但是，该文件确实提供一个有用的潜在关

系列表。在建立标定数值换算法则时，由于分析的精确度和偏差将受检测系统影

响，统计方法是严格的。 

试剂盒标定物质可使用与参考物质相似的物质，或者另一种更适合某种特殊

商品试剂测定的物质。如天然蛋白用作试剂标定物的成本不合适，或者天然蛋白

作为商用标定物，在标定期内不稳定。因此，液体形式的试剂盒标定物――重组

蛋白较天然蛋白更加稳定。只要该物质所提供的表位浓度稳定，在不同批号试剂
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盒标定物和试剂的检测中表现一致，则纯度不是关键因素。 

保证测定一致性 

标定物应具有可转换性，相似浓度的人体样本的目标商用分析时分析信号为

常数。可转换性为标定物质（或者是使用的参考物质或者是实际试剂盒的标定物

质）的特性之一。 

标定物质的选择与基质的组成可影响可转换的程度。常常假定不含目标分析

物的血清或血浆是最佳的基质，但实际并非如此。基质也需要能支持标定稳定，

有时该要求会减少使用天然的生物液体如血清。 

当基质存在差异时，其对信号产生影响的特征十分关键。许多免疫测定由于

基质的影响导致标定曲线正向或负向飘移。对某测定方法的表现的深入研究，取

决于这些影响作用程度如何。分析物的标准加入量是另一种评价这些效应的方

法。 

标定物与实际标本在测定方法的表现特征上的比较用于确定合适的测量方

程。方程记录标定分析物与标本产生的信号的结果对比差异。数据可确定方程的

偏差及权重系数，为临床上一致的结果确定最合适的方程。 

标定方程建立之后，试剂批次间差异影响，制造商工作的标定物质及试剂盒

标定物质成为可换算记录。缺乏可转换性表明有必要作深入研究确定原因并弥补

缺陷。 

通过溯源链条，从患者样本开始到获得结果，标定物质必须证明其在每一步

数值换算中都能够被换算。对于临床医师而言，人的样本中分析物的浓度测定必

须具有一致性。 

比较样本结果和每项参考的准备或上至溯源链的标定物质证明其可替代性，

这些信号至标本结果的比率应相同。 

此外，含相同浓度的分析物标本结果的数值应保持一致。某一批号的试剂，

不同批号的标定物质的产生的结果应相同，不论参考物质的来源如何。以上均假

定不同批号的测定试剂测定相似的样本时产生的信号不会发生变化。标定及向更

高等级的标准溯源不能较正样本试剂变化的灵敏度。 

测定方法的检测 
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假设标定方案的相关细节已充分了解，测定方法的表现也可接受，测定方法

便可进一步确认。试验方案应详细描述测定方法标定的所有部分，并用足够批次

的试剂在一定时间段内测定表现一致来证明。 

参考物质 

厂商工作标定物质

批号 1 
厂商工作标定物质

批号 2
厂商工作标定物质 

批号 3

患者测定结果 

在研发试剂之初建立试

验允许误差，从中协议

测定方法的规格要素 
用户标定物 
批号 2 

用户标定物 
批号 1 用户标定物 

批号 A 

试剂及标定物质的批号可用

于确认研究中的多个试验 

试剂批号A

试剂批号B

试剂批号C

值
传
递

试
剂
批
号1 

试剂批号 Q 

值
传
递

用户标定物 
批号 3 

图 2. 检测方法的确认 

确认方案如下所述（说明见图 2）。准备三个批号的制造商工作标定物质，

其中一个批号用于准备三个批号用户标定物质。常用的改变标定物质关键成份的

方法是合适的（除了用于工作标定物质的参考物质必须稳定外），所有三个批号

的制造商工作标定物质用于标定某一批号的测定试剂，相同试剂批号用于测定覆

盖一定范围的系列浓度患者标本。用三个批号试剂盒的标定重复试验，试剂盒的

标定值由单个批号的工作标定物质换算。较为理想的是三个批号的工作标定物质

所确定的标定物结果应相同(在规定的批间差异内)。可接受的标准是基于测定方

法期望准确度上。 

用户标定物批号与一组人类标本报告结果应具有一致性。注意，根据测量方

程，从工作标定物质确定的标本值与用户标定物确定的标本值可能不一致。如换

算是建立在单一批号的测定试剂与各种不同标定物批次的条件下，应考虑试剂批

号的变异所致的影响。在确认阶段，单个批号的标定物质用于为三个或以上批号

的试剂建立标定曲线，然后使用多批号试剂测定同一组人类标本，接受标准基于
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所设计的测定方法的表现。 

估计标定水平、标定过程、不同仪器及报告结果的不确定性是确立测定方法

表现的可接受标准基本要素，这些标定过程需要了解由参考物质所确定的值、厂

商处理（包括加工或检测）、仪器变量及实际测定方法的表现等信息。 

定义相同患者群体时应比较各不同组分或不同批号组分的影响。不确定性估

计可预测期望错误离差，因为各组分均可对测定结果产生影响。关于计算不确定

性的指导可见 Eurachem/CITAC指导中“化学测量的溯源性”。 

其它安全措施 

使用特性已知的稳定参考物质可使测定方法保持长期稳定，但仅参考物质不

能保证充分区分健康与处于疾病状态下患者的标本。 

为确保样本测定的一致性，冻存一组可信的样本用于确认同一群体的样本。

当然，这种方法并不总是实用的，因为某些样本测定时要求样本新鲜，这些情况

下，应考虑使用替代方法。 

理想条件下，对每种蛋白分析物已确认的参考测定方法的有效性，可保证患

者的测定值具有一致性。但遗憾的是对于多数特异蛋白高敏感性免疫测定而言，

确认参考方法难以建立，直到现在为止，试剂厂商仍依赖于根据稳定的参考物质

确标定定方法。 
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检测方法开发篇 

分阶段开发和商品化新型免疫诊断方法 

RichardF.Taylor文 

Lurenquan 战友译 

（声明：本文仅供丁香园战友内部交流使用，著作权属原文作者。） 

稳步发展新的检测方法能帮助体外诊断试剂制造商实现更大的目标。 

勿庸置疑，在未来很长时间内，免疫分析和免疫分析系统仍然会继续占据诊

断应用中的主流地位。对分析系统的需求不仅刺激了投

资市场，也鼓励了致力于开发新型免疫分析技术和产品

的公司蓬勃兴起。 

将实验室中的测定系统投向市场这个过程中涉

及各种各样的技巧和经验。仔细计划、关键步骤以及

其他产品目标在这过程中都很关键。此外，测定系统

的开发所需在一些书中已有记载。除了这些基本的考

虑以外，免疫测定系统开发也需要仔细的、一步一步

地计划以确保投放市场的成功。本文的提纲列出一些

最常用的分析物（如血液各种成分、致病原、肿瘤标

志物、心肌标记物等等）免疫测定及其系统的开发和商品化是概括性的，分阶段

实施的目标。TC联合公司(WestBoxford,MA)曾使用该方法成功开发了一系列的产

品，例如：最近得到颇为称道的SpectralDiagnostics公司(多伦多)的革兰氏阴性细

菌临床测定系统（见图1）和Response生化公司（Burnaby，加拿大）RAMP床边

检验诊断平台（如图2示）。这些途径可以应用于测定系统的开发来满足绝大多

数市场的需要。尽管这里所叙述的开发策略应用

于免疫测定，当然它们也能用于核酸探针、生物

传感器、微矩阵以及其他测定系统的开发。 

 

理查德泰勒f.博士是TC联营

公司 （ West Boxford, MA）

总裁 。 联系方式：

tcadtaylor@cs.com 。 

开发测度系统的基础 

新的成功开发的免疫诊断系统须满足一个或

两个基本需求。首先，如果新的测定系统会取代

已有系统，因为它有更好的操作性

 
图1.Spectral诊断公司(多伦多)内毒素活

性测定（对革兰氏阴性细菌的评价） 
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能和更高的效率——如，每个测定成本更低而效率更高，并且，如果可能，更低

的资本投资和更少的耗工。第二，如果新的产品声称有新的诊断功能，这就需要

做长期的积累试验。开始时，该系统投入较多的费用。成本就成了开发类似系统

相互竞争的主要因素。 

生产厂商必须仔细考虑新的诊断产品的开发和投放市场过程中的风险和利

益。假阳性和假阴性的比例也必须作为投放市场前的考虑因素，因为最终影响到

测定和其作为疾病的检测和预防的效用以

及病人的管理。 

 
图 2.Response 生 化 公 司 (Burnaby, 加 拿

大)RAMP用于心肌标志物免疫测定平台。

RAMP测定系统检测感染介质如病毒、生物武

器物质等等 

在临床诊断上，风险/收益率的考虑不

仅仅指实际测定方法的（如放射性同位素）

因素，同时也与测定结果应用有关。后者的

风险主要导致诊断错误，甚至导致当前正在

治疗疾病的测定处于道德标准上的尴尬境

地。 

例如，在美国，相当多的人反对用测定来诊断具有遗传性的疾病如囊包性纤

维症以及营养不良性肌肉萎缩。这主要有反对人士指出，测定若表明父母是疾病

携带者或显示胎儿带有疾病，可能会导致流产和涉及到生产厂商对这一法案的社

会意义。反过来，如果测定用于遗传性疾病的检测但准确性较差同时不可预见，

那该诊断试剂公司可能面临潜在的法律后果。至少在某些疾病，这样的社会政治

因素，往往比用于病人具体的某一临床测定给其带来的生命质量的管理和改善更

为重要。 

测定系统的设计 

在商业化进程中，对一个新的免疫诊断测定系统在早期进行评价和决定，这

是至关重要的。这些考虑应包括对测度系统应用的市场进行调查，同时对市场上

已有的测定系统的竞争能力的评估。这些分析有利于对未来市场占有率和投资回

报率进行规划。 

在一个已经建立了的免疫诊断系统进行一个新的测定项目的开发或者一类免

疫诊断系统的通用的OEM试剂的开发，设计通过系统结构来示意因而是直观的。

然而，系统所需的如测定方法和抗体的特异性，往往限制了该系统可以开发的新

测定的数目。 
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免疫诊断试剂盒和单个测定系统又拓宽了设计特性的选择范围。近来，免疫

测定试剂盒尤其是近阶段的应用抗体的微矩阵系统，设计用来满足应用选择自由

和性价比日益增加的需求标准。这样的标准有如下： 

•高度灵敏性 

•高度特异性 

•快速的结果输出（从数秒到几分钟） 

•同一测定（组）测定几种分析物的能力 

•操作简单（均相） 

•无试剂模式 

•最少或无需上样的预处理 

•便携性 

•每一测定成本要低 

•对使用者无或低风险设计考虑主要集中在最终用户（例如内科医生、护士、

技师或者看护人员）和测定使用地方（如内科医生办公室、临床实验室、重症监

护室或家庭中）。 

这些因素决定仪器的型号和测定中的培训材料。它也决定了在1988年临床实

验室修改法案中规定的测定的复杂程度。公司也必须进行测定试剂盒的老化试验

和单一成分的实际储存期限、贮存条件以及测定使用条件。这些数据对该测定和

仪器使用的全面质控密切相关。 

最后，处理方法也必须考虑并且要写进测定说明书中。例如，放射免疫测定

需要执行放射性同位素的管理条例。在购买和使用时不仅要遵照联邦的处理规范，

而且遵照各个州的相关法规。 

新诊断产品的商品化 

 

将一个新的免疫产品投放市场往往需要一些跨学科的技巧和经验。这些需要

包括：生化/免疫/电子学/工程学/聚合工业等方面的专家；质控/质量保证/规章制度；

大规模的生产和加工经验/技术转让/包装；以及一些运输和配送的知识等等。对于

临床诊断（用于人类检测），往往需要临床测定培训的经验。 

在商业化过程中，开发组必须注意以下关键参数： 

•说明书的操作步骤 
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•质量保证/质量控制的制度和方案 

•项目的规模/生产中的问题和解决方案 

•系统和系统组件的成本以及使成本最小化的措施 

•具有竞争力的设计和为使用者的考虑 

•生产过程 

•常规的交接（必需的） 

•包装 

•市场投放和监控许多时候，一些新成立的公司没有必要的内部经验，并且

需要决定是否雇佣一些有经验雇员或者到公司外部寻找顾问提供帮助和建

议。在早期项目设计阶段需要咨询外部顾问的。 

 
图3.开发一个新的免疫诊断系统各阶段流程图 

本文中开发的程序，分阶段共有七个步骤，可用来指导免疫诊断产品的商业

化，也可用来在开发程序中的每一步测试是否成功（见图3）。尽管这里主要是用

于人类的临床免疫测定，若经过合适的稍稍改动，也可用于兽医/环境/食品/制药

等的免疫检测中。然而，所有这一切，若是仅内部使用，投入市场.组装和发放阶

段不需，临床应用的培训也并非必须， 

第一阶段：实验室模型测定仪的初始研发 

第一阶段的目标是研发实验室模型测定仪，将技术转化为实样，从而可验证
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测定的效果。研发的成本包括耗费的时间、可获得的投资资金、投资回报的风险

以及项目效应等等。仔细地预先计划好和管理好，可以降低开发成本和缩短开发

周期。 

第一阶段一般有以下过程： 

•明确市场需求和将研发的产品 

•进行技术论证和选择所需技术 

•进行研发以及计划产品模型 

•开发和测试实际的测定系统 

•进行常规的述评和再回顾开发队伍在很多时候，测定所使用的技术可能是其

他研究或需要的产物，也可能是一些偶然的发现。这种情况下，开发可能没有典

型的组织或很明确的目标。 

第二阶段：技术述评和设计理念的选择 

如果生产商决定花时间和精力来开发一个实验室模型测定系统，那就可进入

测定系统开发的第二阶段。这时，测定系统开始从最初的研究阶段进入到实质性

的开发阶段。过渡阶段很关键，它往往须从学术研究成果和测度系统商业化所需

达成一致。 

第二阶段需完成以下目标： 

•将技术论证提上日程 

•对比该技术与那些这方面具有竞争力的产品存在的优缺点 

•选择设计理念 

•规定具体措施 

•制定开发和商业化的步骤，包括项目花费和时间 

•正式决定开发进程 

•组建开发、管理、和营销队伍第二阶段的目标是建立开发计划，来明确设计

理念和措施。本阶段通常需利 

用开发公司的外部资源（第三方进行技术论证，OEM方提供原材料和试剂等

等）。该步的产品框架、目标和完成时间需慎重考虑，以作出是否将开发计划进

行下去。 

第三阶段：测定系统开发细则 

开发计划已经启动后，测定系统在使用测定系统的组成部件和试剂（例如：

 43



丁香园免疫学技术讨论版 IVDT翻译活动论文集（第二辑） 

免疫测定用的抗体以及结合物）时，也需达到实验室试验阶段的重复性和准确度。

这些组件和试剂可以自己少量试生产或通过OEM公司购得。 

该阶段有以下主要任务： 

•购买或试生产测定系统得组件和试剂 

•制定和实施所有得测定组件质量控制/质量管理的制度 

•测试测定系统的重复性和精确度 

•将测定系统的方法正规化和完成其包装 

•建立基于初步市场研究的市场计划初始表 

•选择临床试验点 

第三阶段能证明测定是否能满足其设计和实施的细则。绝大多数时候，本阶

段耗时较长，在一些看似小问题地方却很棘手而花费较预期多。一个内部联系紧

密的开发团队在这些问题的解决上很关键。 

第四阶段：最终设计和测试 

第四阶段的目标时建成和验证测度系统的生产模型仪器。开发到这一步，最

终的免疫测度系统的生产和完成工艺已接近尾声，就准备临床测试。本阶段生产

商应完成以下任务： 

•完善生产的组件和最终产品的包装 

•生产至少三批的该系统的所有试剂和组件并细化成文 

•制造和测试最终的产品仪并细化成文 

•述评设计和生产中考虑到的措施以降低下游生产的问题以及花费 

•接洽合适的正规代理以讨论报送的规定(例如美国诊断试剂的510(k)或者

市场前准许[PMA]申请)以及所需的临床试验 

•起草临床试验计划的最终方案，若要申请许可时，报送合适的机构去等待

批准 

•在合适时，准备文件和设施，申请GMP或ISO认证 

•建立和提供站点来评价测定的性能 

第五阶段：临床测试 

一旦实验室的模型仪已建立和验证，测度系统的实际操作可以正式开始了。 

第五阶段主要是平稳过渡到临床试验的完成以及接受到测定系统的正式批

文，包括一下内容： 

 44



丁香园免疫学技术讨论版 IVDT翻译活动论文集（第二辑） 

•培训临床测试点使用该测定系统人员 

•加强数据收集和整理 

•运输试剂盒和试剂 

•提供故障排除措施和测试点所需的技术支持在试验完成后，数据收集、校

验，为申请批文做准备。所有需报送的文件均应有备份；此外，临床试验也

考验测定试验团队，尤其是对该系统过程不是很有经验的人员。常常因为临

床试验是非常耗时的，许多公司也就选择第三方委托其进行数据的收集和处

理。 

第六阶段：设计变更、测试和生产转化 

绝大多数情况下，临床试验能反映测定系统各步和组件（或两者皆有）的变

化，这也是必须的。例如，测定系统的灵敏度、特异性、阴/阳性预示值等需临床

试验来校准。庆幸的是，这样的改动往往很小且很快。 

第六阶段包含了所有测定仪为接受最终批文的一切必要过程和措施。该阶段

有： 

•决定和实施测定系统设计和定案前的一切改动 

•将改动的部分进行必要的测试来达到规定的要求 

•报送初步的规定所需文件. 

•确定最终包装设计 

•完成最终的生产工艺 

•将第一批产品组成部件转给生产厂商 

•完成QA/QC文件 

•完成所有的GMP文件，准备GMP检查 

•完成市场化和排布要求 

第七阶段：生产和投放市场 

在开发阶段的最后一步也完成后，测定系统根据市场计划应已完成该项目的

所有生产。配送和运输方式应适宜，GMP标准应已获得批准。第七阶段具体步骤

如下： 

•组织测定系统的大规模生产和组装 

•承担信誉和质量保证的测试 

•技术文件和申请归档 
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•安排配送和进入市场的各个环节 

•产品交付后六个月收集和评述客户的反馈意见 

每个阶段的期限和花费经验表明，通常进行一个新的独立免疫诊断系统的开

发和商业化，即从第二阶段到第七阶段往往需34－54个月，需资金340－730万美

元左右（具体可见表1）。客观地讲，研发在开发一种测定技术的最终花费中是关

键部分，特别关注其失败和评价研发过程能快速影响所有程序。经验表明，通常

进行一个新的独立免疫诊断系统的开发和商业化，即从第二阶段到第七阶段往往

需34－54个月，需资金340－730万美元左右（具体可见表1）。客观地讲，研发在

开发一种测定技术的最终花费中是关键部分，特别关注其失败和评价研发过程能

快速影响所有程序。 

 
表I 预计开发一个新临床免疫诊断产品的时间和花费 

当对一个已经存在的模式或系统建立一个新的体外诊断试剂花费要小得多。

这时，测定系统的开发能缩短到10－15个月，同时节约一些资金花费。 

有时，当测度系统需为其开发新的测定仪器(例如：比色仪、荧光或化学发光

光度计等等)时，另外的花费从100万美元(不改变原来的基本技术或在原有的仪器

上加以一些改动)到1200万美元(设计和生产一个全新的仪器。因为任何新的仪器准

备为临床测试，开发步骤应从第二步开始。 

结论 

本文仅从第一层面上阐述了开发一个新的测定系统各部计划，以及在商业化

过程中的关键问题。计划再进一步，就是每一具体测度系统解决其各部出现的问

题，完成任务。这些任务就从计划直至投入市场的每一步直接完成实实在在的手
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头工作。 

一旦测度系统完成基本研究进入到开发阶段，团队应监测试验和生产的各个

方面。商业化的临床测定系统也需要早期计划进行市场准许的申请。另外，通过

特别关注测度系统开发的关键步骤，体外诊断试剂生产企业能降低不符合规定的

产品的风险，同时也增加在有限的时间和成本的情况下，测度系统成功开发和商

业化的几率。 
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检测技术开发篇 

基于胶体金技术快速检测试纸条的错误信号的处理 

JohnChandler,NicolaRobinsonand KarenWhiting 文 
liu_wei 战友译 

（声明：本文仅供丁香园战友内部交流使用，著作权属原文作者。） 

 

对错误信号的处理和检测操作的优化的系统化处理方法的导言。 

在近些年来，体外诊断产业（IVD）增加了巨大的投入来开发基于膜技术的

快速检测试纸条。类似的的检测已经应用在临床和非临床领域。在早期的论文中 

已有一篇是关于这些方法得到广泛应用的综述。 

虽然基于膜技术的快速检测试纸条是相当简单的，但是此方法的实行的效果 

依赖于大量的关键参数，在《体外诊断技术》的早期论文中已经探讨了金标液

（gold  conjugate）的质量和与膜结合的蛋白捕捉的方式的重要性。此篇论文

探讨了导致产生假阳性和假阴性信号的错误的检测操作的可能原 因，并且提供

了一套解决此类问题和优化检测效能的系统方法。虽然此文章是有 针对性地说

明了胶体金检测技术中的相关问题，但是在胶乳检测技术中也能发现类似的问

题。 为了避免重复，我们假定读者熟悉快速检测技术的机理和快速检测试剂的

基本特性——尤其是抗体、金标粒子、硝酸纤维素膜、结合垫、样品垫和吸收垫

——并且熟悉检测中用于处理不同试纸条和硝酸纤维素膜的各种化学试剂。对于

不 熟悉这些概念的读者，在其他文章里已经对此进行了详细的解释。 

假阳性结果和假阴性结果的特征 

假阳性结果是样品中没有待检测物时在检测带上出现了一条彩线（对于金标 

而言是红线）。这条线可能在检测的初期或在一段明显的时间延迟之后出现。假 

阴性结果是有可检的阳性样品时在抗体捕捉点上没有出现一条可见的线。 

假信号可能在许多种样品中发生，也可能仅仅发生在一种特定类型或来源的 

样品中。这个问题可能出现于一个单独检测批次的每个样品，也可能仅仅发生于

一个样品检测中随机数量的检测带。后一种情况说明了对于整个操作而言在进行

下一步前进行每个步骤时对大量检测带的处理的重要性。甚至在整个操作水平时
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从标准阴性样品中也可能发现假阳性结果，同样对于标准阳性样品亦是如此。由

于批次检测失败后的巨大的成本损失，因此在进行达 到大量产生前对假阳性和

假阴性结果准确判断和产生原因的了解是必要的。 

假阳性和假阴性信号的产生有许多不同的原因。这些信号可能由样品或由检 

测技术本身的设计缺陷和操作不当引起。我们可以通过在研制时的每个步骤进行 

彻底的、反复的大量的检测装置的试验可以消除产生假信号的潜在因素。 

当进行检测时，假阳性或假阴性

结果产生的原因有时是由信号的观

测产生， 也可能由于流动相的特征

导致假信号的产生。然而，假信号出

现的理由一般并不 经常是显而易见

的。我们一般依赖于经验、系统和科

学的方法、详细的故障排除 预案可

以消除假信号的产生并且组织它们发生。在调整任何特异性参数之前，检 测技

术的开发者应当十分熟悉使检测技术更为可靠的因素和可能引起错误的因 素。

如果对快速检测技术有了充分的理解，那么没有必要采用经验的方法。 

图 1 在抗体和一个胶体金颗粒之间的结合力 

对于基于膜技术的快速检测技术工作机理的详细的描述和对于假阳性和假 

阴性结果的详细的故障排除操作手册不在这个篇幅短小的论文讨论范围之内。相 

反，此篇论文扼要讲述了对引起这些问题的原因的典型特征并且主要说明了处理 

此类问题的方法。 

假阳性产生的基本原因 

大多数假阳性信号出现的原因是由于相似的问题，即在常规的结合 步骤进

行时蛋白与胶体金颗粒特异性 结合。在此过程进行期间，蛋白质被三种主要的

力 吸收在胶体金的表面上（图1）。 

电荷引力  胶体金颗粒带有负电荷，这是由于在将氯金化钠转化为胶体金

时，使用的还原剂（经常是柠檬酸盐） 带有的一层负电荷被吸附在胶体金颗粒

的表面。负电荷将吸引带有正电荷的蛋白并且足以使其靠近结合区的表面，这样

就有可能发生假阳性。低于等电点的蛋白带有正电荷，因此可能会与胶体金颗粒

表面发生强烈的吸引作用。尤其是带有富 含赖氨酸和精氨酸的蛋白区域在低于
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赖氨酸的等电点（pH 10.4）和精氨酸的等 电点（pH 12.5）时会带有大量的正

电荷。 

疏水作用力  一旦蛋白质彼此十分接近（之间的距离大约小于 1nm），蛋 白

质的任何疏水区很有可能与胶体金表面的疏水区接触并且与之结合。因此富含 

非极性氨基酸（例如色氨酸、缬氨酸、亮氨酸、异亮氨酸或苯丙氨酸）的蛋白质 

会与胶体金表面发生强结合作用。 

配位键结合力  配位键结合力是所有吸引力中最强的结合力。含有大量富含 

硫的氨基酸（由于存在半胱氨酸和甲硫氨酸）的蛋白质强结合胶体金颗粒表面。 

这是由于在金原子（具有传导带电子的能力）和硫原子（带有价电子）之间的吸 

引力造成的。 

当这三种结合力作用于金标颗粒上，它们会产生如下所述的假阳性信号并且 

由此而对检测技术的效能产生不良的影响。 

在采用系统的方法来诊断和消除假阳性信号之前，了解大多数（并不是所有 

的）假阳性信号可能的原因是十分重

要的。 

图2  假阳性结果的主要来源 

图2概要的描述了需要关注的主

要 区域，而下面所描述的概括了大

多数普通的 原因。然而，这些描述

并不是一点也没有遗 漏。总体上来

说，所有可能产生假信号的原 因与

金标粒子、捕捉抗体、硝酸纤维素膜， 

所加的化学试剂和样品联系在一起。

通过对 这些潜在缘此的充分理解，

在检测的操作过程中可以根据这些

特征而做出迅速的判断。 

由于金标粒子而产生的问题：由于某种原因金标粒子的表面由于没有被蛋 

白质覆盖而会部分裸露。在干燥金标液或者在检测过程中，或者在第一步中金标 

被涂得很少，这些都有可能导致抗体被去除。无论哪种原因，裸露的胶体金颗粒 

将会被任何带有正电荷的蛋白质或硝化纤维素或尼龙膜所吸引。当胶体金颗粒通 

过捕捉线，由于距离非常小而物理接触的可能性的非常大，这特别明显。因此有
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效地包被胶体金颗粒并且蛋白质在储存、处理或操作的过程中没有脱落，这两点

是非常重要的。 

除了胶体金颗粒对捕捉线的吸附外，标记抗体本身可能在特定的操作条件下

被捕捉线吸附。这可能归结于电荷或疏水作用力，也可能是由于在此过程中的酸 

性或离子环境。 

过量的金标粒子会产生几个问题。首先，它能够提高在捕捉线上假阳性信号 

的可能性，或则是由于大量的金标液通过这条线。其次，在检测期后，它也会提 

高胶体金标粒子回流的可能性。一个好的品质的金标液不需要使用过量。 

胶体金颗粒也可能聚集成簇，一般来说有很多原因，通常是由于操作失误所 

致。胶体金簇如果多的话可能会堵塞膜孔。如果成簇的原因是由于胶体金的疏水 

作用力形成的，那么在金标液流动的过程中胶体金颗粒也会粘附在捕捉抗体上。 

无论待测物是否存在，金标的抗体都可能会与捕捉抗体发生非特异性免疫反 应。

虽然在 ELISA 技术中在一对抗体之间发生类似的反应可能不是经常发生的， 但

是这种方法会使硝酸纤维素膜上的标记抗体与捕捉抗体非常接近，从而提高了 

发生非特异性免疫反应的可能性。另外，特别是在使用多克隆抗体时，有可能会 

发生与样品中其它待测物的非特异性的反应，这种非特异性反应的发生与否主要

取决于使用的抗体的纯度。 

伴随捕捉抗体而产生的假阳性信号：有许多因素可能会影响捕捉抗体发生 

非特异性结合反应。产生假阳性信号可以归结于疏水作用力、非特异性免疫反

应 、 抗体中的添加物、带有大量的正电荷、在与胶体金颗粒吸附的捕捉抗体中

富有高 浓度的含硫氨基酸。在标记过程中这些因素都会引起抗体与胶体金颗粒

表面吸附 并与其结合。在实际的工作中，作用于捕捉抗体的这些因素会危及到

快速检测技 术的效能。 

与固相支持物相关的问题  硝酸纤维素膜非常脆并且在接触时很容易受到

破 坏。因此在撕开膜的过程中避免与膜发生任何可能的机械接触是非常重要的。

如 果应用捕捉抗体时膜被压制在捕捉抗体带上，那么在样品流动过程中，会提

高金 标粒子发生非特异性反应的可能性。 

两个方面能够使残余的金颗粒附着在捕捉抗体带上 ——金标粒子在膜中的 

流速太慢或者是胶体金垫释放的速度富太慢。如果膜的孔径太小或者在检测带上

没有足够的活性物质，再就是硝酸纤维素膜与金标液或与吸收垫的接触不良，那
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么这些情况就会发生。此外，由于硝酸纤维素膜是疏水的，因此会阻碍金标液顺 

畅的流动。再加一句，有些样品可能非常具有粘性的（例如血清），这种因素也 

会使流速减慢。当检测体系中没有足够的样品或活性物质来使金标沿着检测带移 

动时，胶体金颗粒也会粘附在捕捉抗体带上。 

如果花费很多时间来观测检测结果（通常是超过 15 分钟）时，膜就会变干， 

多余的金标粒子很有可能开始从吸收垫向干燥后膜回流。由于干燥后的捕捉抗体 

非常疏水，胶体金颗粒从吸收垫流向干燥后的捕捉抗体带的可能性非常高。 

化学试剂问题：一些快速试纸条的厂家在有一个对硝酸纤维素膜进行封闭 

的生产环节。当对特定的样品进行检测时，对硝酸纤维素膜的封闭将膜从层析分 

离器（吸水的物质）转变成非层析分离带（非吸水的物质）。这种设计是为了提 

高样品和金标粒子在膜带上的流速。 

然而，采用在蛋白液或表面活性剂溶液中浸泡后对膜的封闭也有可能洗掉任 

何化学试剂，这些掺入进去的化学试剂是厂家让膜不至于变得完全干燥和疏水 

性。因此，在干燥的状态下这种封闭作用可能会让膜具有更强的疏水性，因此甚 

至能在捕捉抗体带引起更为普遍的背景染色或假阳性信号。 

采用过量的蛋白或活性剂进行封闭的方式都能够在样品流动过程中产生高 

粘性，因此可能降低样品清除率。用不恰当的反应液进行封闭也会改变捕捉抗体 

的特性，通过电荷作用力、疏水作用力或氢—硫作用力的提高会使其更具有粘附 

性。封闭膜应当进京用于下面所述的理由，例如当需要提高样品或胶体金颗粒的 

流动性，和仅仅需要最低的反应物浓度。 

一些保护剂，不论在捕捉抗体中的、标记抗体中的或者是样品中的都能产生 

假阳性结果。硫柳汞（含硫和汞的化合物）和赖氨酸（一般在 pH<10.4 下带有

大 量的正电荷）在检测中是特别要注意的问题。 

样品的问题：许多样品中含有可能与金标粒子或捕捉抗体发生非特异性结 

合的物质，并且产生非特异性结果。举例来说，一些含有细菌的样品，而样品中 

的细菌可能被部分破坏成细胞碎片，并且这些细菌是非常疏水的。这些疏水的细 

菌碎片也可能与捕捉抗体和金标粒子发生交叉反应。 

其它的一些样品可能含有高水平的硫或 SH 基团，或者具有高正电荷。此外，

一些样品可能含有大量的分子或细胞分子，这有可能阻塞膜并且对检测带上的金 

标液的流动产生干扰。 
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图 3  系统诊断假阳性信号的流程图 

样品可能在酸性条件下变化非常大。例如，尿液样品最初的 pH 值是在 4~7 

之间，然而随着细菌含量的增加，样品的 pH 值也随之降低。酸性样品在流动过 

程中在捕捉抗体表面产生正电荷，反过来这将引起与带有负电荷的金标粒子发生 

非特异性反应。 

如果样品含有大量的酸性物质或者带有大量的正电荷蛋白质，它们在到达捕 

捉抗体区之前可能与金标粒子非特异性结合。这不仅能掩盖待测物与金标的结合 
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信号（因此产生降低特异性信号效果），也能增加与在膜上和捕捉抗体带上成簇 

物质的结合物。 

对假阳性结果诊断的补救措施 

无论偶而还是重复出现假阳性结果，采用对于此类问题的诊断的一套系统的 

方法也是为了实施最恰当的补救措施（见图 3）。最明显的原因首先是被注意到 

的，主要有金标与捕捉抗体的反应；特异性电荷吸引力、疏水作用力和金-硫结 合

力。 

然后应当注意在抗体、特殊样品特性和跨膜流动特性的非特异性交叉反应。 

使用对照能够迅速地找到问题的根源。 

下面是系统的诊断方法的说明和前面所列的可能原因的参考。当采用任何系 

统的诊断方法时，采用对照时，只能改变一个参数。采取这种方式，可以采取排 

除法。下面的问题可能会有些帮助： 

1.是电荷的原因吗？检测体系 pH 值的变化（pH5-11）表明了正电荷是否存 

在和胶体金颗粒与捕捉抗体是否结合。 

2.是疏水作用力的原因吗？这可能发生在固相中，捕捉抗体区或金标区。改 

变体系中活性剂浓度对于疏水作用是否是主要因素可以提供头绪。 

3.是金-SH 吸引的原因吗？最有可能发生在捕捉抗体带和样品浸入带中的 

半胱氨酸和精氨酸的基团中。如下面部分的描述对这两个区域的仔细检查可以揭 

示出问题的所在。 

对于假阳性问题解决的系统方法 

对于快速检测试纸条应用的大多数检测手段来说，一般只是采用一个测验条

（或者是“半条”）。没有必要选择完全干燥的检测条。在检测的过程中，硝酸 纤

维素膜直接被放置于含有金标液、样品和化学药品的微孔中，化学药品正常被放在

干燥箱里。以这种方式，可以迅速简便地进行几种检测，并且不需要全装配装置和

干燥箱。然而，如果由于干燥步骤而引起许多问题，那么在检测之前必须 进行完

全装配。 

这些关于系统方法的问题可以被划为下面与检测装置和元件相关的五个

目 录中。 

产生的问题是与金标液相关吗？  这个问题很好解决，换一种金标液就可
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以 了——举例来说，在相同浓度和相同的pH值下用 BSA-gold 替换最初的金标

液。 如果问题还是没有消除，那么最为可能的原因是所带的电荷效应。如果换了

金标 液后不再产生假信号，那么问题产生的原因最可能是最初的金标液的问题

或者是 标记抗体的问题。在这里其他的对照是相似的金标液和含有单克隆抗体

和多克隆 抗体的金标液。在市场上也有可用于此类检测的许多金标液。 

下面是一个由于金标液而产生的假阳性信号的例子。应用的是针对于临床样 

品（血清）检测传染性疾病的检测条。在所有的非阳性样品中都看到了假阳性结 

果。当使用 BSA-gold 金标液后，假阳性信号消失了。而使用了另一种非特异

性 金标液后，假阳性信号也消失了。然而，当更换了非临床对照样品，PBS 在 pH7.2 

下，使用特异性金标液假阳性信号仍然存在，在使用其它的金标液则没有假阳性 

信号。改变缓冲液的 pH 值为 10 后，减少了假阳性信号的发生，但是并没有消

除 假阳性信号。因此我们可以得出结论，问题的产生与样品或捕捉抗体无关，

而是 与对捕捉抗体席一行的高灵敏度的金标液。这些金标很可能含有裸金颗粒，

这可 能与捕捉抗体发生结合。使用新的金标液并且小心制备金标可以消除假

阳性信 号。 

是捕捉抗体的原因吗？在这种情况下使用的对照是相似的捕捉抗体或其

它 种类的抗体。然而在使用这些对照前，剥去 BSA 捕捉蛋白可以说明是不是其

它地 方产生的问题。也有可能不是由于抗体本身而产生假阳性信号，而是由于在

抗体 中的一些保护剂的原因。在这种情况下，在适宜的缓冲液（例如 10mmol  PO4）

中 进行透析可以改善情况。如果用了其它的抗体假阳性信号消失了，那么显而易

见 是特异性捕捉抗体引起了假阳性信号，采取的措施是更换抗体或者清除它。

举个 例子，在实际操作中，兔的单克隆抗体有时会产生这种情况，这主要是由于

疏水 力的作用，需要采用特别的方法来处理。 

检测尿中的ßhCG 的妊娠试验中对于所有样品都发现假阳性信号，无论这些 

样品本身是阳性还是非阳性。改变 pH 值没有消弱信号，更换金标液也没有作用。 

甚至在使用 PBS 缓冲液对照样品也没有消除信号。 

问题很可能是由于捕捉抗体引起的。剥去捕捉抗体带用 BSA 代替后所有的

信号都消除了。在 10mmol 的 PO4 中透析最初的捕捉抗体后，最终的结果符合

样品的实际情况。综合以上情况，我们可以得出结论：这些抗体曾经悬浮于含

有 SH成分的缓冲液（譬如硫柳汞）中，我们要消除或者避免这些因素。 
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是膜的问题吗？任何检测带的开发中最重要的过程是选择合适的膜。有些

膜与其它的膜相比而言可能只适于特定类型的检测或者只适合于特定的样品。开

发 商应当有所有厂家的各种膜并且有各种孔径的膜，这样才能做出迅速的比较。

举 例来说，在干燥的过程中膜的疏水性是显而易见的，因此我们可以清楚的知

道这 批次的膜会产生随机的假阳性信号。 

在选择快速检测技术所用的膜时不仅应当考虑到所要求的流速和蛋白结

合特性，而且要考虑到在制备过程中膜的均质性。在这里需要用的对照是不同孔

径和不同来源的膜，还有就是同一批次的膜的不同区域。 

对于设计 H.pylori 的检测抗体的血清学试验，最初的试验的开发的目

的是 在实验室设计阶段时不会产生假阳性或假阴性结果。只有进行全部测试合

格后决 定检测技术可以转移到生产设计阶段。 

当成比例扩大至几千个装置来进行检测条的组装过程时，无论如何，我们都

应当在每一批次的生产过程都要记录很多随机产生的假阳性结果。调整pH值、

使用另一种金标液和对捕捉抗体进行两次检查都不能立即揭示假阳性产生的

原 因。重新在小规模的实验室设计阶段进行测试，由于假阳性结果的产生是在

无 c 带时发生的，因此可以说明假阳性结果产生的原因是由于硝酸纤维素膜。 

对于实验室设计研究，只是用了小批次的膜。这么小的量的结果并不能说明 

是否符合大规模的生产。已经发现了大批次的膜有明显的疏水区（例如，没有正 

常湿润的区域），这些疏水区会引起胶体金颗粒与捕捉抗体发生非特异性结合。 

是化学药品的原因吗？在快速检测带的组装过程中，金标液和固相支持

物（膜、结合垫或样品垫）可能用化学试剂预先处理过。所加的化学试剂可以包

括 盐、活性剂、蛋白质、糖和聚合物。一些化学物质能够提高假阳性的几率。 

在针对血清中动物蛋白的研究用的检测带的开发中，会发生一些假阳性结

果。在实验室设计阶段，在应用检测带之前，通过向血清样品和金标液中加入制 备

缓冲液后，然后再将检测带浸渍在微孔里来开始进行检测。更换金标液没有效 果。

改变缓冲液的酸度并没有影响到结果。再换捕捉抗体也没有消除随机发生假 阳

性结果。 

此时用非阳性血清样品，在浸渍与血清样品之前，只有当缓冲液已经加入到 

血清样品几分钟后，才会观察到假阳性结果的出现。缓冲液中含有 5%的强活性 

剂。降低活性剂的浓度至 1%后，然后让血清和胶体金颗粒与缓冲液混合几个小 

 56



丁香园免疫学技术讨论版 IVDT翻译活动论文集（第二辑） 

时，此时没有观察到任何假阳性结果。这说明了过量的活性剂会强作用胶体金颗 

粒，会去除颗粒表面的抗体并且产生裸金颗粒，从而使其与捕捉抗体互相作用。 

 是样品的原因吗？由于酸度、样品污染、或孕尿翳含量等诸如此类的因素

的 变化，正如前所述，样品能够引起不可预知的假阳性信号。为了确定是否是

样品 的原因，需要检测很多不同的样品，其中包括类似的样品，也包括不同来

源的样 品。除了样品的生物物质量或有机物量外，问题也可能存在于所使用的

缓冲液。 如果是这个原因，需要用另一种缓冲液作对照。最简单调整的方式是

改变样品的 酸度，这种方法可以很快确定是否是样品中电荷吸引力的作用而产

生的问题。也 可能需要对样品进行过滤，过滤得步骤可以独立于检测程序，也

可以作为检测步骤的一部分而使用。 在生产开发中采用针对于尿液中激素的快

速检测技术对大量不同的尿液样品进行检测，其特异性可以达到 97%，而其灵敏

度可以达到 98%。然而，在以后 的测试阶段发现从储藏的样品中发现几例假阳

性结果。 

在对这些样品的酸度的测量后发现酸度有所提高，但是经过等酸度水平的对 

照缓冲液样品检测后可以排除酸度的影响。当对尿液样品进行过滤后没有产生假 

阳性结果。然后进行显微镜观察后发现样品的细菌污染是产生假阳性的主要原 

因。 

这样，我们可以得出结论细菌含量的增加会提高样品的疏水性，这会引起胶 

体金颗粒和捕捉抗体的非特异性作用。新鲜的样品不会产生类似的问题。 

假阴性产生的原因 

与假阳性信号诊断流程图的制作相比，制作引起假阴性信号的诊断流程图需

要考虑更多的因素，这超出了本文的范围。这主要是因为研究者常常在起始时没 

有可 

见的信号的一无所知的情况下工作的。解决此类问题的方法也依赖于对照线 

的出现或不出现，然后样品和金标液沿着膜带流动。表 I 概括了假阴性信号产生 

的大多数可能的原因。 

如同假阳性的诊断过程，也有特定的症状帮助我们诊断假阴性结果。逐步找 

出最可能的原因能够对问题进行分析并且作出改善。有人已经对类似的系统诊断 

方法进行的整理。本篇文章主要是对绝大多数阳性样品中偶然产生的假阴性结果 
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进行详细的分析。如果在阳性临床样品中所有的检测带都产生假阴性结果，那么可

能是检测带的设计的问题。 

表1 一些产生假阴性的典型原因 

检测区 原因 说明 

标记的破坏 抗体丢失和抗体竞争 

金颗粒表面抗体的疏水作用力的破坏 

抗体的水解 

标记不充分；标记时糖的量不够 

标记不充分；标记时糖的量不够 

干燥不充分；不是在干燥条件下储存 

捕捉抗体无效 没有结合捕捉抗体 

抗体的疏水作用的破坏 

抗体中和过量的盐对胶体金颗粒的抗性 

对抗体的疏水性 

抗体不纯 

膜过高；抗体中和活性剂作用 

抗体疏水性高；膜没有封闭 

盐的疏水作用 

储存条件不好（潮湿） 

过量的非特异性蛋白掩盖了特异性抗体 

标记物的释放不好 标记垫的疏水性 

膜的疏水性 

糖的结晶作用 

标记垫于膜接触不好 

标记垫中物质的原因；在标记物中糖量不够 

活性剂不够平；膜的原因或者膜过于干燥 

储存中过于潮湿 

压的不够；活性剂不够；样品量不够 

膜的效能不好 样品太粘 

流速太快 

金颗粒阻塞膜 

膜孔径太小；样品需要过滤 

膜孔径太大 

膜的疏水性；活性剂不够 

图 4 中概要地说明了假阴性结果产生的最为常见的原因。假阴性产生的原

因大多是捕 捉抗体和金标液，但是也可能是由于检测体 系中膜的流动性不好（流

速太快或太慢）、 金颗粒的释放不充分、盐量不足引起的，或 者是由于体系中酸

度不适宜造成的。另外， 需要对样品进行处理才能让抗体与抗原结 合，或者

需要对样品进行稀释以避免 hook 效应，或

者通过改变样品成分掩盖一些特殊 的抗

原。 

图 4.产生假阴性结果的主要来源 

捕捉抗体在储存的过程中时常变

得不 稳定并且会失去特异性活性，可能是

由于水 解作用（潮湿环境和干燥不充分），

也可能 是由于的疏水作用力的破坏（见图 

5）。后 者可能是抗体自身的特性，通过更

换抗体或 撕掉捕捉抗体层后用活性剂

处理膜可以解 决这个问题。抗体或金标液

 58



丁香园免疫学技术讨论版 IVDT翻译活动论文集（第二辑） 

潜在的不稳定性要说明了检测应当在可控的干燥环境的条件下进行。 

假阴性结果的产生常常是由样品与金标的原因，或者是膜带的流动性的原

因。很多的因素能够导致类似的现象。这其 中包括样品的量不足、金标液或样品

垫上糖量不足、标记垫和膜的结合不紧密或 者是标记垫的材料不适合。这些样品

可以通过用没有C带（总是阳性）的检测条 证明。如果金标暴露于潮湿的环境，其

中的糖很可能结晶，这可能会导致金颗粒 不能在膜上移动。 

假阴性结果产生的其它的两个原因其中之一是捕捉抗体或金标液没有发

生免疫反应，另一个原因是在样品加入时膜上捕捉抗体的丢失（见图 5）。假阴

性结果的产生也经常是归于金标在干燥和水合过程中被破坏了。有没有C带将说明

是否金颗粒在样品加入时被充分释放，但是并不足以说明捕捉抗体的效用或抗体

的免疫活性大小。 

结论 

快速诊断试纸条的开发首先是

实验室设计阶段，其次是实验性生产

阶段，然后是实际试验阶段，确认质

量符合后，然后再对每一步进行确认，

最后是达到规模生产的过程。再此过

程的任何一步中，果出现问题必须再

经过几周甚至几个月的时间重新进

行开发。 

因此不仅在优化检测技术时完

全熟悉机制需要很多的精力，而且诊断产生假阴性结果的所有可能的原因也需要

大量的时间和精力。可以根据经验来对此进行诊断，但是不是每一个使用者都有

丰富的经验。掌握检测效能的机理和知道产生问题的可能的原因可以有助于对

假阳性和假阴性结果作出迅速诊断。这可以节约大量的时间、材料和金钱。 

图 5  捕捉抗体的不稳定性 

有系统地对问题进行处理非常重要，只是简单迅速的修正可能在后面的过程

产生意外的相同的错误。具有对检测体系每一部份（影响到体系的稳定性）和所

有元件的相互作用机理的很好的掌握，  开发者可以列出一个有效地消除错误

信号的产生。随意并且只是经验的方法仅仅能够提供一个短期的解决方案，而且
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成本很高。 

快速检测试纸条的原理和设计理论非常简单。总的原则是不能理所当然地认

为一个检测中最佳的方案的每一步都是适合于其它的检测。样品和待检成分的种

类非常多，不是所有的抗体是以同一方式作用的。每个生产商生产的膜都不一样，

而且需要对同一来源的批次进行重现性分析。 

最后，采用最佳的步骤和最合适的材料能够获得最佳的结果。高质量的快速

检测试纸条的使用需要丰富的知识和所有参数的了解，并且清楚何种因素可以影

响其稳定性。可信度和重现性与对灵敏度和特异性的需要一样重要。只有熟知每

一个元件工作的机理，其中包括流体动力学，和如何使用系统性的方法进行诊断，

才能保证快速诊断试纸条检测的质量。 
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加工工艺 

高质量金溶胶的生产 
Basab Chaudhuri and Syamal Raychaudhuri 文 

Rapidtest 战友 译 

（声明：本文仅供丁香园战友内部交流使用，著作权属原文作者。） 

理解了胶体金生产中的涉及到的一些关键工程学问题，就能优化金标成份

（译者注：指胶体金）的品质和稳定性。 

早在二十世纪初，人们就已经可用化学法生产出不

到 10nm 的胶体金溶胶颗粒，然而直到 1971 年 Faulk 和

Taylor发明免疫金染色方法后，胶体金这种无机胶体才用

于蛋白标记。从此，借助电子显微镜，用纳米金颗粒对

目标分子，特别是蛋白分子的标记技术彻底革新了细胞

和组织成分的显影方法。银增强方法又进一步将金标方

法的应用范围拓展至光学显微镜下也可使用。金标记物

的电子密度高及光密度高的特性也促进了检测技术的发展，如印迹、流式细胞计

数、杂交分析。采用免疫金双标记或三标记方法甚至已经可以实现一次检测多种

抗原。 

最近有篇文章较详细地阐述了胶体金在快速诊断领域的地位。表 1从该文中

引述比较了快速检测中常用标记物，但还有个很值得讨论的话题在该文中并未提

及，即决定胶体金质量的各种过程参数。 

制备稳定的金—蛋白轭合物，第一步就是制备出金颗粒大小和形状都正常的

胶体金溶胶。胶体金溶胶实质就是由过渡金属金的细小颗粒组成的一种稳定、均

一的分散系。常制备的金粒径大约都在 5~150nm 范围，诊断检测用金轭合物的

颗粒直径则大多在 20~40nm 大小。由于胶体金颗粒很小，表面积就非常大，这

就意味着胶体金体系具有很大的表面积和很高的表面能，而任何高表面能胶体体

系在生产时如果条件掌握不好，都会变得不稳定。 

本文主要讨论胶体金生产中对分散系质量和稳定性有重要影响的一些过程

工程问题，重点要谈的是金溶胶生产中一些关键的物理因素而非化学因素，但首

先还是谈一下其中的一些化学问题。 
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基本的化学问题 

许多化学方法都可用于制备单分散体系的胶体金，但只有 3 种方法最为常

用，而且所得金颗粒大小可控。这 3种方法都是用还原剂将 1%氯金酸水溶液还

原，制备出球状金粒。通常还原剂的还原力越强，浓度越高，所得分散系中的金

颗粒直径则越小（表 2）。 

表 1. 快速检测常用标记物特性比较 (可以复制) 

特征 金 银 碳 乳胶 染料 酶 

可见度      

灵敏度      

稳定性      

颜色  —     

重复性      

工艺过程放大      

一步反应     — 

多对象检测      

结果清晰度      

易制备性      

易用性      

适用性       

低成本      

有限; 一般; 很好或广泛 

 

表 2 不同胶体金制备方法的重要特征 

试剂和浓度 还原剂 参考文献 说明 

1%氯金酸水溶
液 

白磷的而乙醚

溶液 
Hermanson (1996) 
Hayat (1989) 5nm 颗粒，红色溶胶 

1%氯金酸水溶
液 

抗坏血酸水溶

液 
Hermanson (1996) 
Hayat (1989) 12nm颗粒，红色溶胶 

1%氯金酸水溶
液 

柠檬酸三钠水

溶液 
Hermanson (1996) 
Hayat (1989) 

15-150nm 颗粒，红色
溶胶 

大颗粒胶体金可用柠檬酸三钠还原氯金酸溶液反应制得，根据还原剂柠檬酸

三钠的用量不同，所得颗粒粒径一般在 15~150nm 范围。6~15nm 的中等粒径金
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可用抗坏血酸钠还原氯金酸制得，这种方法制得的金粒平均粒径在 12nm左右。

目前技术所能制出的最小金粒粒径可达 5nm 以下，这种粒径的金粒需在二乙醚

中采用白磷或黄磷还原法制备。 

这里主要谈谈制备 20~40nm 金颗粒，因为这种大小的金粒最适于快速诊断

测试使用。前已述及，这种粒径的胶体金制备要用到氯金酸水溶液和柠檬酸三纳

水溶液，要将这两种溶液混在一起反应，其中发生的反应大概可分为均相和非均

相两种，下边就讨论胶体金生产中涉及的这两种反应： 

均相反应 均相反应中，所有反应物混溶在一起形成均一溶液，反应产物也

是水溶性的，因此在反应过程中整个体系始终保持均相。反应速率取决于反应物

浓度和反应温度，温度主要影响反应速率常数。通常，反应温度升高 10ºC，反

应速率增大 2倍。 

在单级反应器中，要提高反应速度，获得高产率，就要考虑反应温度的影响。

对于不可逆反应，即反应物基本可全部转化为产物的反应，反应温度上限就是反

应器材质的最高可耐受温度，就是反应器的建造温度，但对于可逆反应，温度效

应则比较复杂，因为反应速度和平衡转化率都受温度影响，反应时两者必须兼顾。

对于可逆吸热反应，反应速度和平衡转化率随温度升高而增大，大量生产时常采

用尽可能高的温度。然而对于吸热可逆反应，温度升高，平衡转化率下降，反应

速度却增大。为解决这个矛盾，获得最大的反应速度和最大的转化率，通常反应

过程中要变温。传导因子如传热、传质等在均相反应中对反应动力学影响不大。 

非均相反应 在非均相反应体系中往往不止一相物质，反应可以在气-液、液

-液、气-固、液-固、气-液-固、液-液-固或其它相态间进行，这里所讲的固相物

质可以是催化剂，也可是反应物。均相反应那些简单的控制措施对于非均相反应

并不适用，除了浓度和温度外，反应物的物理相变可能在非均相反应中对反应影

响极大。 

氯金酸水溶液和柠檬酸三钠水溶液的反应很有趣，反应初始时是均相反应，

但一分钟内反应混合物即变成了非均相，这种从均相到非均相的转变非常迅速，

因此胶体的制备过程很难有效监控。因为反应很快就已经结束，因此即使反应中

发现产品不均一，操作者也根本没时间采取必要的纠偏措施。 

胶体金生产 

在加入还原剂之前，金离子 100%都在溶液中，还原剂快速加入后，溶液中
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开始出现金原子，并且金原子浓度很快升高，直到过饱和，随后发生凝集，即长

晶核，晶核的中心是 11 个金原子聚集形成的二十面体。晶核形成非常迅速，一

旦形成，溶液中其它金原子就不断结合到晶核上，直到溶液中所有金原子消失。 

反应中，溶液中最初形成的晶核数决定了最终长成的金粒数量。如果溶液中

氯金酸浓度一定，则还原剂浓度越高，初核数量越大。初核数量越大，最终的金

粒则越小，因此，正确选择柠檬酸三钠的浓度就对胶体金生产至关重要。如果生

产条件已优化好，所有的晶核将在瞬间同时形成，这样最终形成的胶体金颗粒将

具有同样的粒径（即形成单分散胶体金体系）。实际中要获得单分散胶体金体系

非常困难，很多时候胶体金体系不均一的原因就是因为没有把握晶核生长规律，

结果制出的胶体金颗粒大小不一，用这样的胶体金多数情况下不能制出稳定的轭

合物。 

胶体金中心是金原子，周围吸附了一层AuCl-2离子，这些负离子使得胶体金

带负电，这样静电斥力就阻止了金颗粒的凝集。所有的胶体金溶液都对电解质敏

感，电解质会迫使双离子层距离拉近，从而减弱静电排斥作用，进而导致金粒凝

集，发生凝集时会伴随有胶体金颜色的变化，并且出现沉淀。氯化物、溴化物、

碘化物几种电解质对胶体金体系稳定性的负影响以氯化物最甚，碘化物最轻。 

胶体金在可见区的 510~550nm 波长范围内呈现单一吸收峰，颗粒越大，最

大吸收波长越向长波长方向移动，峰宽则与颗粒大小的分布范围有关。最小的颗

粒（2~5nm）呈橘黄色，中等颗粒（10~20nm）呈葡萄红色，较大颗粒（30~64nm）

呈青绿色。颗粒越小，形状越接近球状，30~80nm的颗粒成偏心圆状，其偏心率

与长轴和短轴比率有关。 

研究者已经注意到影响胶体金质量及其稳定性的几种因素，制备过程中器具

若全部使用干净的玻璃器皿，溶液一律用 0.2µm滤膜过滤后使用，水用玻璃三蒸

水，推荐使用超纯水，采取这些措施后制得的胶体金很稳定。这些措施表明即使

痕量污物都会对胶体金制备带来不良影响。虽然经常可见推荐使用硅化玻璃器皿

的说法，其实使用普通玻璃器皿同样也能制出高质量高稳定性的胶体金。 

试剂添加顺序 即把柠檬酸盐溶液加入氯金酸溶液还是把氯金酸加入柠檬酸

溶液，这种添加次序对胶体质量有何影响也有人进行了研究，但最终怎样的添加

次序制出的胶体金质量稳定，研究者并没有给出确切结论。 

研究者也没有说明搅拌在溶液形成的作用，没有提及磁力搅拌器和搅拌子
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（实验室制备胶体金时最常用的一种器具）对胶体金质量和稳定性的影响。但必

须记住，大规模生产胶体金时，不仅仅是化学反应过程，甚至包括一些看起来似

乎没有什么意义的物理参数对胶体金质量及其稳定性的影响都很大，有时即使一

些微小的条件变化也可能对产品质量带来很大影响，以致这种产品终端用户无法

去用。 

批式/连续式生产 

通常，生产可采用批式或连续式，具体用哪种方式取决于多方面因素影响，

其中生产规模是决定生产方式的一个重要因素。 

小量生产提倡用批式操作，所用反应器称为批式反应器。批式生产时，在合

适的温度下加入反应物，反应开始进行。反应结束，移除反应器中的物料，产物

通过一定方式分离，剩余的反应物有时还可再利用，但剩余物如果废弃，则必须

遵守相关环保安全条例。在批式反应器内，因反应物和产物的浓度是随时间连续

变化的，这样就可通过仔细观察反应物浓度的减小或产物浓度的增大，根据浓度

和时间的函数关系对反应进行跟踪。 

连续式生产用于大量生产，生产时反应物持续加入反应器，产物不断形成并

且连续移出，液流的流动可采用以下三种模式的任一种。第一种是混合流模式，

其特征为反应器内物料完全混匀，移出物浓度与反应器内物料浓度相等。第二种

是平推流式，其特征为反应混合液被推过反应器时，反应物和产物的浓度不断变

化，在纵向没有搅拌，但横向辐射状搅拌很充分；还可用介于混和流式和平推流

式之间的第三种模式，在这种模式中，液流在反应器中未完全搅拌混匀，仅部分

混合。声学试验方法可用于测定未知容器中的具体流模式，现在已有描述容器中

流特征的模型。如果不能对反应器中的流模式特征正确理解，几乎不可能正确预

见反应器中的反应。 

胶体金生产量通常都在 1~100L，对这样的生产量，批式生产更适合些，生

产商生产出胶体金后通常就卖给客户用于蛋白标记，其生产量往往取决于订单大

小和反应器的可用情况。正常情况下对 100L的生产量，用于搅拌的能消耗会很

大。另外，反应器还需配备足够的管喷装置，以便将反应物、洗液等试剂泵入到

反应器中。 

每批生产后，反应器必须用碳酸钠溶液和洗剂液、蒸馏水彻底清洗，然后还

要用挥发性有机溶剂清洗，如丙酮，之后最好再用超纯水清洗。 
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许多诊断试剂公司生产的胶体金是内部使用，对于这样的小规模制备，反应

器的搅拌能耗不大，每批生产完毕将反应装置拆下，后也很容易对反应器彻底清

洗。复杂的管喷装置多用于大量批式生产或连续生产，小批量生产并不用，所以

小批量生产的设备清洗要简单一些。 

用于胶体金制备的批式反应器最重要的部分是反应容器、搅拌系统、恒温浴

槽，恒温浴槽可使反应体系一直在均一、适宜的温度下进行。批式反应装置安装

很容易，唯一要注意的是反应器的各部分一定要细心清洗，所有玻璃器皿每次用

前最好高压热处理。 

影响最终胶体金质量的因素 

多种物理因素都会影响由氯金酸和柠檬酸三钠水溶液反应，从而影响到最终

的胶体金的质量，需要注意的关键因素包括： 

 反应物浓度 

 混合方式 

 加入顺序 

 反应温度 

 液柱压力 

 反应器材质 

反应物浓度 均相反应的速率都取决于反应物浓度和反应温度，浓度低，则

产率低。因此，要实现高产率，就要提高反应物浓度。但是反应物浓度过高也会

带来其它问题，尤其竞是争性反应，反应物浓度过高问题更多。反应物浓度过高，

往往可能出现目标产物产率不够而副产物大量产生的现象。氯金酸和柠檬酸三钠

法制备胶体，反应是单一反应，不存在竞争反应，但反应物浓度不够会使得金颗

粒大小不对或形状不规则。 

生产 40nm金粒最常用的方法是 Frens法，其操作如下：将 50ml 0.01%（重

量/体积）氯金酸加热至沸，然后加入 0.5ml 1%的柠檬酸三钠溶液，反应液开始

是由灰白色变为深紫色，继续沸腾，在 1~3min后出现红色调，所得颗粒粒径为

41nm。胶体一旦形成，无论是再延长反应时间或是再添加柠檬酸三钠溶液，金

的粒径都不再变化。反应体积按比例增大后，最终的金粒径相应增大约 20%，而

且此时即使氯金酸或柠檬酸三钠量有 20%差异，也不会对金粒径造成实质性影

响。因为在这一浓度范围内，最初的晶核形成速率几乎是相同的。 
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反应物搅拌 这可能是最关键的物理参数，要使晶核形成较好，反应物必须

充分混匀，充分搅拌使得反应器各处浓度和温度一致。如果浓度各处有差异，则

各处的反应速率也随之不同。 

所有化学反应都伴随有放热和吸热反应，从而引起升温或降温，反应器内的

温度不同会导致传质或传热差异。 

对于一个慢速反应，反应物如何搅拌不是引起产物形状畸变的理由，但对于

制金过程，反应在几秒内就已经发生，反应器中的反应物必须在反应发生前就达

到浓度均一。因此，快速搅拌此时就显得格外必要，一定要有特别的搅拌装置来

对反应器中的液体物料进行搅拌。 

小规模生产时，可用搅拌子搅拌。反应器置于磁力搅拌器上，为了快速混匀，

搅拌子要高速转动。（见图 1）仔细观察可发现有涡旋现象产生，这样其实是是

一种错误的搅拌方式，因为此时液体在很狭窄的区域转动，而不是在整个反应器

内回流。反应器直径越大，涡旋有害效应越明显。在小容量反应器中，譬如 500ml，

即使有涡旋现象，生产的胶体金质量也不会太差。但在其它情况下，譬如当生产

规模达到 4L，涡旋的影响就很大了，所得金质量会很差，颗粒变大，并且偏心

率很大。 

即使是小规模生产，也不推荐用磁力搅拌器制

金，原因很简单：这种搅拌方式有批间差异，很难获

得可重复的操作条件。最好采用机械搅拌器，将机械

搅拌器固定在马达上，借助马达将搅拌动力传给反应

器中的液体物料使其混合。反应器要装备紊流片以免

搅拌时形成涡流，紊流片实际就是固定在容器壁上的一些片条体，它可以促进反

应器内形成紊流，抑制涡旋。反应器中要实现均匀一致地混合，取决于几个重要

因素：反应器直径，搅拌子直径，紊流片厚度，旋转及搅拌速度。 

图 1 磁力搅拌过程形成涡旋 

另外，液体物料的性质也很重要，液体粘度越大，搅拌功率就要相应变大，

这样物料才能被充分混匀。液体粘度受温度影响非常大，如果可以升高温度，则

液体粘度和搅拌能耗都会降低。对于特定温度下的特定液体，如果反应器直径、

搅拌子直径、紊流器尺寸、搅拌速度都固定，则反应器内混合物性质也将相应的

稳定。不稳定的设备更易产生不稳定的产品。因此，反应器要合理设计以保证操

作条件一致。 
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可用一个简单实验（通常称作示踪研究）来探明特定容器的搅拌特性。进行

示踪研究时，常常是将已知量的染料注入反应器内已知量的水中，等染料在水中

分散均一时，其浓度很容易就可算出。通过建立染料浓度与时间的关系方程，然

后将各种搅拌速度和各种搅拌子组合进行试验，选择染料达到均一分散所需时间

最短的组合条件为最佳条件用于生产。 

胶体金溶胶制备时，首先必须尽可能使反应物浓度均一，反应物浓度一旦均

一，搅拌速度必须降低，否则金颗粒会彼此碰撞而形成大颗粒。因此，推荐在反

应起始快速搅拌混匀反应物，随后慢速搅拌，不要形成湍流。 

反应物添加顺序 反应物的添加组合方式是决定金溶胶质量的另一个重要因

素，是不是柠檬酸三钠溶液加到氯金酸溶液中更好，或者反过来更好？似乎这两

种添加方式没有明显差异，但实际中差异还是很大的。 

有个假想实验可能有助于揭示这个差异。假如一个均相反应按以下方式进

行：A+B=C，A+C=D。现在假如烧杯中只有 A物质，我们将 B一点一点地加入

到 A中，A就与 B反应生成 C，而 C此时处于大大过量的 A中，于是在烧杯中

与 A反应生成主产物 D；反过来，假如将 A一点一点地加入到大大过量的 B中，

物质 C 将逐渐增加，随着 A 的一点一点地加入，C 的浓度达到最大，在某个浓

度时，B 和 C 将竞争性地与 A 反应，这个阶段的竞争反应特点使得我们可以作

出两种选择：如果目标产物是 D，就应选择前一种接触模式，即将 B 加入到烧

杯；但是如果目标产物是 C，就应选择第二种接触模式，即将 A加入到烧杯，C

浓度达到最大时，将 C 从产物混合物中分离出来。这个假想实验是预测化学反

应的一种方式，由此可获得目标产物最有效地生产方式。 

尽管金制备过程中不象假设实验中的有多个反应，但反应物的添加顺序仍然

很重要。如果少量柠檬酸三钠加入到大量氯金酸中，需要很长时间柠檬酸三纳才

能分散均一，其间反应器中将出现浓度明显高低不等的小区域，这种情况将使得

反应速率不一，进而导致晶核形成速度不一，因此，胶体金的质量就差。相反，

如果氯金酸快速加入到柠檬酸三钠溶液中，形成浓度不均小区域的机率就很小。 

反应温度 所有的经典教科书都讲将柠檬酸三纳加入到沸腾的氯金酸溶液

中，然后保持沸腾 15min。而这个反应通常 5min 内已经完成，随后金颗粒大小

不会再变化。那么如何沸腾，沸腾是否完全有必要呢？ 

在小实验室，反应容器放在带有加热板的磁力搅拌器上，通过加热板对液体
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物料加热，但这种加热方式已经被发现对胶体金有不良影响，因为这种方式下反

应器底部会产生细小气泡，这些气泡立即脱离加热面，加热面上随即出现短暂的

干点，处于这些干点处的金颗粒将失水，从而丧失保持其稳定性所需的一些特性。 

生产高质量的金，并不需要将反应器的液体物料加热至沸腾，只要液相温度

控制在 95ºC左右，反应即可平稳进行。温控是非常重要的，要使反应器恒温就

需要正确选择加热系统。为了保持温度均一，避免出现干点，应该用热的液体环

绕反应器，这种加热用液体可选用高分子油。对于小量生产，可以用油浴恒温器，

反应器置于恒温器内，油温可用温度控制器控制。 

反应器的液柱压力 液柱压力仅在大规模生产时是一个需要考虑的重要因

素。假如用批式反应器生产 100L金，此时反应器内的液体物料很深。顶端物料

的金是在大气压下制取的，而底部物料压力却是大气压与上边液柱压力之和，因

此底部压力比大气压高，从而造成底部液体物料的沸点比顶部液体物料沸点高。 

温度高于沸点时，金分散体系将被破坏。快速搅拌混合条件下，反应器内的

液体物料温度各处相同，但晶核形成之后，各处常会出现较大温差，这时就有必

要辅之以慢速搅拌。另外，反应器内壁也有可能形成干点，胶体金与干点接触后

会失水。反应结束后如果有颗粒漂浮在液体物料表面，就表明所得胶体金的质量

可能不好。因此大批量制备胶体金时，事前一定要充分考虑液柱压力问题。 

反应器材质 除过以上因素外，也要充分考虑反应容器和搅拌装置的材质对

胶体金质量和稳定性的影响。小量生产时，常用特富龙搅拌子搅拌，使用特富龙

材质主要是为了保证系统清洁。但搅拌子和反应容器接触点处有时会因   转动

和升降产生剪切力，这种剪切力有可能造成搅拌子出现瑕疵，金属暴露，胶体金

与瑕疵处暴露的金属接触后就会在此聚集。必须时刻牢记，任何污染都会破坏金

溶液体系。因此，推荐使用玻璃器皿，如果反应容器是钢质，则应该有玻璃衬里，

而且衬里要经常检查，确保其完好无瑕。搅拌器的材质也应注意类似的问题，搅

拌器通常也应是特富龙材质，因为特富龙不会与化学试剂发生有害反应。 

结  论 

胶体金生产涉及一些简单的化学知识和一些复杂的过程工程学知识。对于化

学及生物技术研究者而言，要生产出质量可靠的的胶体金，就需要理解这些工程

学问题。了解了各个过程参数对胶体金的影响，对解决生产中遇到的问题带来会

有很大帮助。事实上，上面讨论的一些问题对于作者本人也很有挑战性，我只希
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望看了这里的学习材料后，小生产商们生产的胶体金质量能有所提高。 
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加工工艺 

亲水性粘合剂对样品流速的影响 

William G. Meathrel, Herbert M. Hand Sr., and Li-Hung Su 文 
几凡木木 战友 译 

（声明：本文仅供丁香园战友内部交流使用，著作权属原文作者。） 

在以膜为基础的体外诊断试剂中，亲水性粘合剂能够提高测试性能，同时也
能维持生产效率。 

   
William G. Meathrel, 博士，医药研发团队负责人；Herbert M. 

Hand Sr. ，医药产品研发科学家；Li-Hung Su医药产品研发化学家，他
们都是胶粘剂研发中心（Glen Rock, PA）的成员。作者特别感谢 David 
Schaefer和 Towson大学（Towson, MD）的物理、天文、地球系给予的
技术支持--亲水性胶粘剂处理后的原子能显微成像。 

侧向层析检测试剂条常被用在临床和其它应用中，这种方法可以既方便又简

单地分析出一些重要的化学物质。这种条带式体外诊断方法经常被用来检测一些

分析物，如营养素，激素类，治疗药物，滥用的药物，环境污染。在临床试验方

法中，生物学液体如：全血、血浆、血清、鼻分泌物、痰、唾液、尿、汗、皮肤

渗出物或脑脊髓等特殊部位被分析，这对于诊断监控是很重要的。另外，微生物

悬浮液及组织均匀地混合在一起，形成稳定适合地溶液，用来分析特殊部位。通

常情况下，将样本滴在合适的体外诊断试试纸条的入口孔，并且，样本通过真空

装置或者通过毛细管流等物理的方法被带到装置里。 

在含水的生物性液体中，如血液、尿、痰中，强烈的分子间吸引力形成了强

大的表面张力。通过比较，固体基板的表面能常常使得体外诊断试剂的速度变得

很慢。为了达到测流和液体的芯吸，最好是在没有任何机械辅助的情况下克服生

物样本和固体基板之间的表面能。 

有两种处理方法可以用于提高样本通过诊断试剂的流速。第一，用各种的表

面活性剂来增加基板的表面能量。第二，减少生物样本的表面张力。 

这篇文章提供了用于体外诊断试剂的亲水涂料和粘合剂的结构。亲水结构减

少生物样本的表面张力，因此增强了样本的测流速度和标本的芯吸效果。 
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胶粘剂是由松脂和表面活性剂

的聚合物配制而成的，可以提供多功

能的绑定性质。亲水粘合剂是通过热

绑定或者是压敏法配制而成的。 表

面的亲水性通过改变化学组成，结

构，浓度，还有改变粘胶涂层中表面

活性剂的量而控制。 
图 1、典型侧向层析诊断装置示意图 

样本液体的流速 

典型的侧向层析装置是有一个入口孔以接受生物标本（图 1），样本进样口

可能接近配对垫，配对垫中拥有特殊的反应试剂。当样本从进样口流过试剂反应

区，便会产生特殊的化学反应物或复合形成物。 

反应产物或者络合物继续流过包被有分析物的检测区。样本继续流动并全部

收集到吸附垫上。用于支撑所有组件

的带有粘胶的 PVC板在侧向层析装

置中，是典型的装置。这些组件中有

金标物的暂存区，包被有专一单抗的

微孔膜，用以增加毛细吸附力的吸附

板。 

测定特殊分析物所需要的时间

取决于样本的流速和分析物与抗体

反应的速率。样本的流速是由通过微孔膜的毛细流控制的 

图 2、在柱面或槽中的毛细上升现象 

控制表面张力来影响流速 

液体的表面张力是一种液表面自身阻碍该表面延伸的能量。表面能是用来增

湿表面的能。为了达到适宜的芯吸，湿润，扩散效果，液体的表面张力必须减小，

以便拥有比湿润的表面能少的能量。 

生物样本液体流经诊断设备通道时的芯吸作用产生了毛细管流。毛细管流是

由液体分子间的内聚力的作用和液体与通道壁之间的吸附力共同作用完成的（见

图 2）。 

拉普拉斯方程  Laplace’s equation表明液体在槽内或圆柱内上升，直到

液体的重力和推动它通过通道的压力之间的压差平衡，如下：7

 72



丁香园免疫学技术讨论版 IVDT翻译活动论文集（第二辑） 

(2γ cosθ)
∆p = 

r 

在上述方程式中， ∆p 表示通过表面的压差， γ液体的表面张力,θ是液体和

通道壁的接触角, r是圆筒的半径。 

如果重力用g表示，毛细上升的高度用h表示，液体的密度用ρ表示,那么液体

在圆筒中的重力就是πr2ghρ,或者是不同于ghρ的每单位面积平衡的压力,因此 

(2γ cosθ)
ghp =

r 

或 

(2γ cosθ)h =
gρr 

如果要增大通过膜的芯吸作用，就要减小半径 r 和接触角θ,这样液体表面张

力γ应该增大. 

湿润是是液体和固体之间接触的吸附。8

图 3显示的是一个小水滴置于光滑均匀的固体表面。这种现象的理论解释可

以用杨氏方程9表示如下： 

γSV = γSL + γLV cosθ 

该图描述了接触角θ与液体表面张力γLV 和固相γSV之间的关系。 

在图 3 中， 通过水滴做水滴与固体平面的接触点作水滴的切线,该切线与固

体平面的夹角称接触角θ， 液体的表面张力用γLV表示,固体的表面张力用γSV表示

γSL表示液−固间的界面张力. 

当液体和固体间的接触角θ接近 0°时 ,液体在固体表面完全铺平.为了增大

湿润性,液体的表面张力必须小于或等于固体的表面张力.这是固体的临界湿润张

力 

变湿的自发过程可以由杜培方程

式中的粘附功，内聚功表示如下 

WA – WC = γSV + γLV – γSL – 2γLV = 

γSV – (γLV + γSL) 

在这个方程式中WA表示粘附功， 

WC表示内聚功。在公式中可以看到，

如果固-液界面间的分离功大于液体

内的分离功，液体便会自发的平铺在 固体表面。 

图 3、液体在光滑、平整的表面的湿润现象 
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因此，杜培方程式也可以进一步表示为由Harkins所确定的以铺展系数表示

的方程式。如下：10

S = WA – WC = γSV – (γLV + γSL) 

液−固间的界面张力γSL 与γLV相关性的变小时，初始铺展系数就会变为 

S = γSV – γLV

铺展是液体在通过固体表面时产生的运动现象。接触角是湿润性的量度标

准。随着接触角角度的增加，铺展也会增加直到完全湿润。 

因此，当 S大于 0 时铺展便会自然地产生了，这也表明固体地表面张力一

定大于液体的表面张力，如以上方程式所表示。从这个初始铺展系数方程式中可

以归结为，湿润性可以通过增大固体的表面张力或减小液体的表面张力来增加。 

对固相的表面处理 

增加固体表面能的表面处理包括物理方法和化学方法。用于增加表面能的物

理处理方法包括电晕放电，机械磨损，火焰，等离子体处理。 11化学处理方法包

括净化，上底层油，涂层，浸蚀。 

电晕放电在塑料制品的表面处理是用的最多的技术。在处理过程中，塑料制

品的表面在高能辐射下接受氧自由基的轰击。塑料制品的表面的电质体和化学结

构必然发生了改变。当然，这个结果也提高了塑料制品的湿润性。 

另一个常用的方法是湿化学处理。这种处理方法可以通过浸泡在铬酸和磺酸

的混合酸中以解决塑料表面的氧化部分。16

电晕放电处理和铬酸处理的效果 

为了说明电晕放电和铬酸对固体基底表面底处理效果，对用这些技术处理的

六种工业塑料进行了一项研究用。电晕放电处理是将每一个塑料板的表面暴露在

频率约有 500kHz，电压为 10000-50000v 的放电电场中约 5 秒钟。铬酸处

理方法要求塑料板的表面用铬酸冲洗 15 秒钟，然后用蒸馏水冲洗干净。 再用

异丙醇冲洗表面，然后擦干。以上每一种方法中，在处理完材料后应立即测量接

触角。 
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图 4、接触角表面处理的影响 

测量水在未处理和处理过的样本材料上的接触角。 电晕放电处理和铬酸处

理都可以提高材料表面的润湿性 (见图 4) 。水的接触角的降低表明处理材料的

表面能的增加，这样将会增加材料对生物流体的润湿性。 

铬酸对含有一些聚碳酸酯，聚酯等功能团的塑料材料有很强的作用效果。而

电晕放电处理可以增加含有聚烯烃(聚丙稀，高密度聚乙烯)的材料的表面能。电

晕放电处理方法可以通过定向表面电荷或通过在材料表面引介氧来提高水的接

触角。 

每一种方法都将会增加塑料板的极性并且借此增加它的表面张力。当然了，

由于减小固体塑料和水之间的的表面张力γSV和 γLV  接触角将会变小。电晕放电

方法的缺点就是它的不稳定性。对电晕放电处理后的基底材料需立即涂上一层物

质。 

表 I：所选的表面活性剂的物理性质 

化学名称 结构 离子型 分子量 

2－乙基己基磺酸钠 分支型的 阴离子型 232 

十二烷基磺酸钠 直线型的 阴离子型 288 

Sodium nonylphenol ether sulfate  芳香族 阴离子型 498 

Nonylphenol ethoxylate       芳香族 非离子型 704 

Polyalkyeneoxide modified 
heptamethyltrisiloxane 

线性硅氧烷 非离子型 600 

胶粘剂中的表面活性剂 

表面活性剂用来降低液体的表面张力是众所周知的17–19。许多种阴离子和非

离子型表面活性剂能用来降低房水的表面能（见表I）。 
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为了测定特性需要一种既有绑定又有亲水属性的粘合剂，为了了解用于制造

胶粘剂的高分子材料和树脂之间的内部关系，进行了一些大量的有价值的研究。

描述如下，研究表明利用表面活性剂在涂料和胶粘剂中是为了加强它们的增湿润

性。流体的流率，和粘连性。每一种表面活性剂以不同的浓度按配比配制成粘连

剂的基础物质。检测水的接触角是为了确定表面活性剂在减小水的表面张力的作

用。 

这项研究导致了专利技术的发展，这些技术迎满足了亲水性胶粘剂的需求 ，

这些亲水性胶粘剂可以减少流体表面张力和提高在诊断试剂中的流率。 

亲水性胶粘剂的制备 

亲水涂料 热封口和压合胶粘剂在实验室中制备过。多聚树脂在有机溶剂中

溶解，并且随后测量混合物的固体凝固性和粘滞性，其性能都超过了几个小时。 

表面活性剂被介绍用于溶解有树脂的高聚合物的混合溶液。轻轻地搅拌几分

钟，这样能充分地混匀溶液。 亲水性的压感成分的准备是通过将表面活性剂加

入到丙烯酸胶粘溶液和乳胶中配制而成，且胶乳随后要缓慢的搅拌混合直到分散

或者溶解。 

胶片的准备 

在实验室中，亲水胶片是通过使用涂料设备来准备的。干包衣法的涂层有近

似 0.0005到 0.001的厚度。亲水粘合剂涂料由一层低表面能的释放装置的膜

保护着。 

各种表面活性剂对水的接触角的作用效果 

各种表面活性剂按配方制成压合胶粘剂胶乳。用去离子水测量这些亲水涂料

的表面润湿性。利用泡滴法测量水流体在亲水薄膜表面的接触角。 

一项对 HY-5和 HY-10这两种亲水热封胶粘剂表面润湿性的进一步研究展

开了。这两种物质是用聚酯型树脂和阴离子表面活性剂壬基酚硫酸钠、SDS 分

别组成的。 

结果  当增加表面活性剂的浓度，大部分的样本显示出降低接触角的相同趋

势（如图 5）。 

在这个试验中，壬基酚醚硫酸钠显示出在三种表面活性剂浓度下能最有效的

降低水的表面张力。在一项表面活性剂的评估中，壬基酚醚硫酸钠在阴离子表面 
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图 5、接触角的表面活化剂的影响 

活性中拥有最大的分子质量。低分子量的阴离子表面活性剂能在胶粘的基板上很

好的溶解，所以在水和胶粘基板之间就会有较下浓度的表面活性剂。 

非离子型表面活性剂乙氧基壬基酚对去离子水的接触角几乎没有什么作用。

这或许是因为它的高分子质量和相对于阴离子表面活性剂的亲水基来说它拥有

较低的亲水基团。另外，壬基酚基团使得它增加了对聚合物表面的吸附性。 

PMHS 同样是一种非离子型表面活性剂 ，相对于乙氧基壬基酚来说它可以

减小水在胶粘表面的接触角。PMHS 拥有一个硅氧烷聚合物的主链，而不是有

低表面能的烃链。另外，PMHS拥有比乙氧基壬基酚还低的分子质量，乙氧基壬

基酚可以增加它在胶粘的基板上的游离性。 

线性结构的月桂磺酸钠会提高它在胶粘剂中的溶解度，所以它对胶粘剂表面

的作用就会小于 2－乙基己基磺酸钠的作用。 

表面活性剂的不同浓度对准备用于聚合树脂的涂料的表面润湿性的影响见

图 6。 

聚酰胺，乙烯醋酸乙烯共聚物，聚酯型树脂是由丁二酸二异辛酯磺酸钠按配

方配制的。因为多聚树脂具有疏水性，所以涂料中在没有表面活性剂的情况下，

接触角是大的。通过增加表面活性剂的浓度，会观察到表面会变得更加具有亲水

性，水的接触角变小，这表明增加表面活性剂的浓度会显著提高表面的润湿性。

在高浓度的表面活性剂作用下，湿润性效果的增加或是减弱取决于表面活性剂及

其与聚合物基质的配伍性。 
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水在HY-5 和HY-10 型涂料

表面的延伸性如下。当液滴接触

膜表面的时候，最初会有一个很

快的延伸速度。接触角会很快地

减少到小于 10º。在 30秒到 1分

钟内达到平衡。这种延伸性是亲

水涂料，热封胶粘剂和压合胶粘

剂地典型代表。 

通过微流控通道的流率 

我们设计了一些实验，来测

量在通过微流控通道时亲水涂料

和胶粘剂对蒸馏水的流率的影响。下列的筛查是针对不同型表面活性剂对接触角

的影响，其中影响最大的表面活性剂用来配制胶粘带，胶粘带被用来做微流设备

的盖子。在这一组实验中，一种亲水的压合胶粘剂由一系列浓度 0至 6%的壬基

酚醚硫酸钠配制而成。 

图 6、亲水性热米粉系统中湿接触角表面活化剂浓度图 

微流通道被做成聚苯乙烯设备，体积 20 

cm x 10 µm x 30  µm，亲水带用于靠近

通道，以产生微流装置。蒸馏水从一端滴进并

将水通过通道的时间记录下来。 

结果  当胶粘剂中没有表面活性剂时，水

就不会通过通道。然而，随着表面活性剂浓度

的增加，水通过微流通道的速率就会增加，因

为他们之间的接触角变小了。 

水流率的增加是因为减小了水的表面张

力，这和毛细上升的原理是一致的。当水的表

面张力接近毛细材料的表面张力时，水会前进

的更远，毛细材料是由亲水的胶粘盖所决定

的。然而，当表面活性剂的浓度超过 4％时，流率就会停止增长，因为它的浓度

超过了临界水平。此外，在胶粘剂表面的多余的表面活性剂不仅不会减小流体的

表面张力，而且有可能会增强。20

图 7、用亲水性胶带组成的微流体介质检

测方法示意图 
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红外分析 

为了研究在亲水涂料中表面活性剂的分布和活度，用衰减全反射-红外线光

谱方法来完成亲水涂料中的表面化学分析。含有 dioctylulfo succinate 钠盐的

热封胶粘剂的 FTIR-ATR光谱已经记录下来。 

结果  最初，琥珀酸二辛酯磺酸钠(sodium dioctyl sulfo-succinate，DOS)

的吸收峰在光谱的指印区被检测到。然后冲洗并干燥HY-10膜的表面，另一个冲

洗的表面的光谱接近最初的测量值。 methyl stretch 在 2967 cm–1和 S-O 

vibration在 1047–1049 cm–1 处的消失证明了表面活性剂的丢失，这就是冲

洗这个步骤的结果。 

图 8、亲水性涂料HY-10的FTIR光吸收谱(C-H 范
围为从 2980 cm–1 到 2840 cm–1) 

 
图 9、HY-10 的FTIR光吸收谱(S-O 范围为从
1065 cm–1 到 1025 cm–1) 

涂层的红外光谱表明了表层上的表面活性剂浓度有所增加。在ATR机 2958 

cm–1 处的吸收峰表明CH3基团的C-H链在亲水粘胶的表面活性剂上，并且这个

吸收峰用于监测表面活性剂在表面的积聚。C-H的吸收度曲线作为表面活性剂浓

度的标志，在 0%、1%、5%和 10% 显示了一个扁平曲线的结果，这是由于

表面活性剂在表面达到饱和而引起的（见图 11）。 

图 10、HY-10的红外光谱（C-H范围为 3000 cm–1 to 
2800 cm–1） 

 
图 11、在亲水性涂料 HY-10中木精表面活化剂浓
度的吸收 

在原子力显微镜下的表面形貌 
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涂层的表面形貌已经用原子力显微镜观察过了。亲水带包埋在 1-cm-diam 

的金属线上并且通过轻敲扫描模式记录图象。 轻敲扫描模式成像比直接接触成

像模式有更多的优点。在直接接触模式里占据优势的侧流力的成像是被删除了

的。另外，轻敲扫描模式对敏感样品的成像没有破坏性。最重要地一点是，相位

显像能通过利用轻巧扫描模式另外给出关于样品表面的胶粘性和化学性的信息。

 22

所有的样本最初在空气中扫描。亲水涂层 HY-10 用蒸馏水冲洗 10秒，然

后用擦镜纸擦干。样本干燥过夜并于第二天早上测量。  

(a) (b) (c) 

图 12、不同比例表面活化剂 SDS 配方的亲水性涂料的原子能显微成像 

所含 SDS 比例分别为：a、0%；b、5%；c、10% 

结果  原子力显微图象显示出了通过增加表面活性剂的量，使得在膜和空气

交界处膜的表面积增大，这个图象被介绍用于胶粘剂公式。 不含有表面活性剂

的涂层的原子力图象是一个相对平滑的表面(见图 12a)。当在胶粘剂涂层中掺入

1%的表面活性剂时，涂层的表面会观察到有隆起特征的膜表面。加入 5%表面

活性剂的表面形貌会增加(见图 12b)。而当表面活性剂的量增加到 10%时，因

为达到饱和度的原因，膜表面会出现较平滑现象(见图 12c)。 

表面峰的高度和接触角的比照作为表面活性剂浓度的函数显示在图 13中，

在涂层表面不含有表面活性剂时，图象是平滑的，几乎没有什么地势。在附加料

浓度为 0%时，及表面活性剂浓度为 0%时，膜表面上水的接触角为 70–80°，

这表明表面是疏水性的。当增加胶粘剂成分中表面活性剂的浓度时，可以观察到

表面变得崎岖不平。当有 1%浓度的表面活性剂时，横断层面的的高度从 0nm

增加到大约 5nm。横断层面的的分析显示车表面特征的积累，这与附加料的增

加是相关联的。随着表面活性剂的增加，表面湿润性得到了改善且接触角以一个

非线性形式减小，直到浓度达到 5%和 10%表面总湿润性完成。 
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为了观察 10%浓度

表面活性剂对表面地貌的

作用效果，记录下了用水

冲洗前和冲洗后含有

10%表面活性剂的亲水涂

层的原子力显微镜图象。

图象显示没有用水冲洗的

含有表面活性剂的亲水涂

层的表面地貌集中在表

面。用蒸馏水冲洗过的涂层，表面活性剂溶解并且被从表面冲洗掉，只剩下一个

更加粗糙的图象。 

图 13、不同表面性质对表面活性剂的影响 

亲水性 

体外诊断试剂制造商在提到产品中所使用的粘合剂时，总是要求粘合剂要具

有很高的性能、良好的可湿性和优良的耐受性。对于以上要求，粘合剂制造商必

须加以平衡和控制，以生产出易于加工的亲水性粘合剂。 

但是，在选择用于体外诊断试剂的粘合剂时，必须考虑以下因素：被粘和的

各种部件及其表面能、利用毛细作用泳动的液体种类及其表面张力、各种试剂的

化学性质、粘合剂与各种部件的相容性、产品的使用条件、产品的保质期及包装。 

在侧流检测试剂条所使用的膜制品是疏水性聚合物，具有较小的表面能，因

此它们与生物的各种体液不相容。为了克服这些膜制品表面能低的问题，人们常

常通过加入一些表面活性剂来提高它们的可湿性和毛细泳动能力。但是，加入这

些表面活性剂后可能会降低蛋白质与膜制品之间的附着力，这些蛋白质对于诊断

试剂条的功能起着至关重要的作用。另外，加入的表面活性剂会使反应的条带发

生广泛的扩散，从而降低诊断试剂条的灵敏度。 

将表面活性剂与聚合树脂混合后包被于膜制品的表面可以提高生物体液在

诊断试剂条上的毛细泳动速度。采用这种结构将各部分粘接在一起的诊断产品利

用这种结构所提供的亲水表面可以降低生物体液的表面张力。表面张力降低后，

液体可以较快的从诊断产品的加样区到达反应区，从而缩短检测时间。液体扩散

效率的提高可以减少样品的用量，从而为产品的设计提供更大的空间，为标本取

样提供更多的途径以减轻病人的痛苦。通过提供一个良好的毛细泳动表面，可以
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扩大样品区与反应区的距离，最终降低了诊断产品上各种化学试剂之间相互干扰

的机会。所有这些优点可以提高生产制造的效率、降低生产成本。 

亲水包被物和压敏、热封粘合剂可被用于诸如毛细流、侧流、微流和电泳等

体外诊断产品。 

结论 

专利技术的发展使得亲水涂料、熔封盒压感胶粘剂能够按比例配制出，以提

供能增强流体的湿润性和扩展的绑定表面，可以用到体外诊断试剂装置中。胶粘

剂和表面活性添加剂的选择和其浓度对诊断试剂的性能起着关键性的作用。 

实验结果证明了粘胶带结构的亲水性能能够用于体外诊断试剂装置。然而，

为了确保相容性，不同的聚合物系统要选择正确的表面活性剂。在选择最佳的亲

水性胶粘剂的结构时，表面活性剂的性质如，分子质量，带电类型和化学构造必

须考虑到。 

亲水涂料中添加表面活性剂已经被证明可以提高在体外诊断试剂装置中的

芯吸效果和增大流体的流速。胶粘剂和表面活性剂的性质被选来与诊断试剂装置

和它的化学试剂相一致。任何一种应用，条带的结构的合适性必须由诊断试剂的

制造商来决定。 
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诊断经理人概述 

展望未来 
John Conroy文 

Waynepionnet战友 译 

（声明：本文仅供丁香园战友内部交流使用，著作权属原文作者。） 
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而现

 

体外诊断试剂行业的高管们讨论如何根据初现端倪的产业化趋势来制

他们的公司战略规划。 
 

“你要我回头给你打电话吗?” Kenneth Buechler（Biosite

总裁兼首席科学主管）在手机里频繁的问。为了给投

发表演说，Buechler从公司总部来到芝加哥，而IVD产

僵局使他的声音听起来好像正站在密西根湖边的凛冽

中。 

对于任何一个拥有核心竞争力的企业领导来说，压缩一个采访是在发表股票

演说前，还是在评论大赚一笔的暑假演说前，方案都是极类似的。而下面三

行官在这里分享关于自己公司未来的规划和IVD行业扩大化趋势的思想也

为相似。 

不过，与其他日程繁忙和充满挑战的主管们所不同的是，体外诊断行业主管

种满足感，即他们的贡献在于那些意味着心脏病患者或癌症病人生死的产品

造。这种潜在性必然导致了FDA和投资者的怀疑，造成了开发费用的高昂，

航班上通过隐形手机来衡量价值。 

Rob Lipshutz（Affymetrix公司分子诊断和新兴市场高级副总裁） 

“Affymetrix动力”会成为诊断技术领域内类似于“Intel核

那样的口号吗？Rob Lipshutz认为事实已经如此。 

“在IVD产业中，我认为它们是类似的，”Lipshutz说，“这

我们所期望的。” 

1989年，Affymetrix发明了微阵列技术；1994年，也就是

shutz加盟该公司一年之后，公司就推出了它的第一个产品，

在公司声称已有1200多个拥有基因芯片专利技术的诊断系统被销往全球。 
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“‘Affymetrix动力’计划证明了用于诊断方法中的微阵列技术的品质和力

量。我们提供了基础的技术平台，而我们的合作伙伴正将这个平台推向前进，”

Lipshutz说。 

合作伙伴之一的罗氏诊断（位于印第安那波里），宣布一月份美国食品药品

监督管理局（FDA）废除了一项基于Affymetrix公司微阵列技术的诊断应用。这

个被称作罗氏AmpliChip CYP450的诊断系统可用来分析病人血样中源于染色体

DNA的细胞色素P450的两种基因型：2D6和2C19。通过识别不同的药物代谢因

子的变化，该系统能够帮助医生对于一些疾病，如精神沉郁、精神分裂症和内分

泌失调等做出最好的治疗选择。 

2004年9月，AmpliChip CYP450成为欧盟第一个基于微阵列技术而获得诊断

用途CE标志的检测系统。虽然微列阵由包含数以万计DNA片段的玻璃微芯片组

成，但其大小也只相当于一个拇指指甲大小。Affymetrix也推出了它的基因芯片

系统3000Dx，是世界上第一个用于临床诊断的微阵列系统。该系统主要检测由

于遗传变异而引发的药效阻碍和不良反应。 

更多的新产品不断推出。六月份，Affymetrix推出了新一代的基因芯片扫描

仪30007G。该装置可扫描5-微米的物体，与原先的微阵列系统相比，它的染色体

容量增加了500%。扫描仪支持最新的高密度、高数据容量的可用于重叠、全组

和单核苷多态性基因型研究的微阵列。 

Lipshutz说，1993年当他加盟Affymetrix公司的时候，他的观点就很明确，“我

们将继续沿着这条道路走下去，但很难说它是否能按着我所预期的时间表进行。” 

近来在P450基因上的研究成果是建立在20年来的研究发现基础上的。他又指出，

“它是标记物与检测技术相互适应而完美结合的结果。” 

Lipshutz说，半导体产业大幅度压缩装置大小的能力也不断地推动着生命科

学的发展。“它使你能够了解越来越多的信息，越来越细地认识基因组，”他说，

“这个技术理念也同样是把更多的信息打包存入一个更小的空间。” 

Lipshutz称这是Affymetrix公司选择影印石版术而非其他可行的方法去生产

微列阵的理由之一。这项技术与半导体生产相似，当我们在萨克拉门托建立第一

家工厂时，就开始执行一个良好的既定生产流程。“在那里，我们建立整个生产

流程的质量控制体系。”他说，“最近几年，由于我们开始和罗氏合作，为了符
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合诊断产品质量标准的要求，质量体系变成了较为直观的步骤。” 

Lipshutz认为分子诊断技术正处于不断上升阶段。“我认为人们对它认可度

也在不断增长。”这项新的诊断方法在经历一段很长的临床实践基础研究后将会

快速发展。“这是其他科学信息和临床结果在这一领域的逐步积累，”他说，“我

想这些结果积累的加速度将会呈现在我们的面前。” 

Lipshutz同时认为体外诊断试剂产业正处于在实验室、临床研究装置和医疗

中心中优先完成大量工作的阶段。它必须正视的挑战是着手找出高优先级的项目

和人们对健康预测愈来愈多的需求中的最大缺口。 

Lipshutz说Affymetrix正处在展示这些技术和这类检测系统的开端。他相信微

列阵的使用将成为诊断技术领域中一个重要组成部分。 

Lipshutz指出罗氏已经广泛公开的讨论了未来5年内将基于Affymetrix公司平

台上开发多重检测系统的计划，他认为早期的产品将针对癌症，因为这项技术正

好弥补了人们尚未实现的诊断需求。 

Affymetrix公司正继续它的发展步伐。紧随公司五月份收购它的一个合作伙

伴生物科技（位于旧金山，加州）——一直专门从事人类基因组多样性分析的突

变生化处理工作的公告之后，6月份，公司和ParAllele宣布用于SNP基因型分析

的MegAllele线。 

Lipshutz说，这些成果“都是建立在我们完善的技术基础和正在丰富的分析

产品组合的基础上的，我们可以开展的一系列在诊断学与应用领域里的应用。 

William Kozy（BD诊断公司总裁） 

在描述生物标记物和蛋白质组学时，William Kozy，BD

诊断（富兰克林湖，新泽西州）总裁，将话题转移到经典的

冰山故事上。“这就好比一个巨大的冰山，现在人们运用现

有技术发现了大约有几百个蛋白，”他说，“可我们知道世

界上有成千上万的蛋白携带有价值的信息片段。” 

BD诊断的自由流动电泳工具是设计用来帮助研究者们

发现1/10伸出水面的冰山，同时恢复其他9/10低丰度的蛋白。“这些就是通往水

下冰山的途径，在此之前从没人去过，” Kozy说。 

最近，BD诊断已经采取了进一步的措施，以加强它在该领域内的竞争力。
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五月份，身价49亿美元的医学技术巨人BD公司的分支机构用一笔秘密款项购买

了慕尼黑FFE Weber公司的技术和其他资产。这家德国公司主要从事分离复杂蛋

白的分离和分馏。 

这次收购将帮助BD诊断进一步提升其在蛋白组学领域的竞争力，这一领域

无论在诊断还是其他医学研究分支学科中都日趋重要。这无疑将促使其他致力于

蛋白组学研究的公司改善蛋白分离能力。 

就在收购FFE同时的一份声明中，Kozy指出改进并最终标准化Preanalytical

流程对蛋白分析来说是十分重要的。临床样品的收集与处理都需要借助于新的技

术，Kozy认为对FFE weber公司的收购将有利于增强新泽西公司的分离技术——

这有助于蛋白组学家寻找新的生物标记物。 

蛋白质组学是“纯粹地科研院所和政府性的研究，”Kozy重申道。FFE收购

“是我们带着现成的技术进入该产业的第一步，然后我们会移向其他蛋白分析产

品——那些按照我们对体外诊断产业发展的预测，人们更喜欢用的。”Kozy预

测“真正的临床诊断应用”还要花5-10年时间。 

临床诊断市场不乏其他的挑战，Kozy总裁说。“一般来说，主要障碍之一

是可带来满意的经济收益和患者回报的可承受的科技革新。”Kozy说。“它不

再仅仅是一个你说什么就是什么的问题，‘这是一个$2000的测试。如果你用它，

它将会起到帮助作用。’” 

Kozy强调作为诊断公司的总裁，最大的挑战是像化学和微生物学领域那样，

把革新的重心集中在“几类重要的成熟区域”。“你必须表明这种积极的收益不

仅仅是临床，同时也不仅仅在经济层面上，”他说。 

1月份，BD Phoenix自动微生物系统在美国的推介是我们的产品平台真正触

及这些基础的最好实例，Kozy说。“我们要告诉客户，我们能帮他们得到良好

的临床结果和同等的经济收益。”全自动检测系统可帮助实验室对临床相关细菌

进行鉴定和开展药敏实验。 

Phoenix系统发布或许是一个IVD企业如何打破传统格局的研究个案，特别是

一个有开创性意义的产品。“在最近的一些年里，我们已经加重了在管制能力方

面的投资，”Kozy说。“像这个行业里的所有人一样，我常猜想，我称它挑战

性，我也会认为它适度可预测。” 

 87



丁香园免疫学技术讨论版 IVDT翻译活动论文集（第二辑） 

在他们已有的市场格局中，BD诊断期望一个主要的新技术平台的发布，如

Phoenix 检测系统能很快获得市场份额。然而，Kozy说，“它花了比我们预期的

更长时间和花费。” 

“现在这是一个非常有趣的流程，因为Phoenix系统遇到了比此前所有自动

化鉴定和抗菌敏感性检测系统都要高的一系列监管标准，”他说。监管门槛的不

断提高不但延迟了发布时间，同时也增加了这种用于病变组织细菌学鉴定的仪器

的开发成本，Kozy指出。 

“这比我们预期的时间长很多，花费也多出很多，但是它现在是唯一的面对

这些新障碍的仪器，”他说，“因为他们继续提高门槛。”清除这些障碍需要

BD诊断公司在发展费用上比原来预期提高15-20%，Kozy估计说。 

Kozy指出公司领导的指导方针有助于这类事件在规划阶段得到解决。“我

们的挑战首先考虑的是病人，其次是考虑客户。”Kozy补充道，“人们太容易

把视线从这个点上移开。所以我很担心常规的思潮，而且我也的确担心了。我很

担心政府的健康政策，而且我也的确这么做了。但是在这里我们请求我们的领导，

请不要在所做的任何影响健康事业的方面鼠目寸光，这的确关系到病人。”  

Kenneth Buechler（Biosite公司总裁和首席科学主管） 

自从推出其第一款产品——滥用药物筛检考核盘七年后，

Biosite公开了其当时的研究计划，即研究所内部会同学术研究

者们共同判定了蛋白水平与疾病之间的关系。Kenneth 

Buechler，该公司的创始人之一，称这一计划是圣地亚哥的公

司走向成功之门的钥匙。 

“我们投入了15%的收入在研发上，”Buechler说，“这是

相当大的一笔钱，我们用它来发展所有这些我们感兴趣的产品

和考核盘。我认为这就是我们与其他公司在做同类工作时的不同之处。” 

Buechler总裁说该项计划打开了公司的机会之门。“这是我们获得标记物考

核盘的途径之一，”Buechler说，“此外，我们注册了外部来源的标记物，所以

我们有相当开放的思维尽快为发生这些特殊疾病的国家获得标志物。” 

Buechler说，Biosite公司最近主要集中精力做三种标记物的研究：中风、急

性冠状动脉综合症和败血症。公司的工作基于这样一个前提：单一的生物标志物
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作为医学诊断条件来说是不充分的，因而疾病的复杂性是公司的在研问题，疾病

也有不同的病原和不同的程度，他强调道。 

使用各种标志物的考核盘同时检测，Biosite把这些不同标志物集中计算出

“一个被称为复合标志物索引的单值”，Buechler指出，这个索引就如同单个分

析。 

Buechler认为Biosite想在蛋白组学界取得突破难以预料，因为“大多数的蛋

白已经被鉴定，这些蛋白的基因组也已经被鉴定。问题是：还有人去寻找新的蛋

白吗？我认为这可以去尝试。有那么多可用的蛋白，我们足以从中找到一种最好

的来用于这些复杂疾病的诊断。” 

自从第一个产品问世以来，Buechler说他已经看到“床边诊断越来越受重

视。”依据产品说明，滥用药物检测考核盘“过去并不是真正用于床边诊断，而

是用于医院的实验室。” 

Biosite的诊断考核盘今天已不再主要用于实验室了，急诊科的用量急剧增

加，其次是医院的病房。公司有5-10种诊断系统用于急诊科的不同方面。Buechler

补充说，“这将给病人更好的护理。” 

“我们相信用于疾病检测的诊断学方法尽可能的接近病人是非常重要的，”

Buechler解释道，“因为与病人越近，就越能快速得到结果。那么医生就可以快

速的知道结果，而尽快、尽好的做出治疗。众所周知，一个病人越是尽快的做出

诊断和治疗，结果越是理想，尤其对那些急性病，比如中风、败血症和药物过量。” 

医学实验室坚决抵制这种来自病人健康需求的趋势。“我还不能说我们已经

克服了这个障碍，”Buechler说，“虽然现场诊断的需求在增加的趋势是客观存

在的，但由于医学实验室的阻力，这始终是一场战斗。它们不想把他们的利益分

给医院里的任何一个部门，这依然是一个挑战。” 

2005年6月，Biosite公司发布一项新产品研发声明，补充了Buechler的观点。

公司声称将开发第二代海葱次甘甲（cardio）筛检考核盘，该产品可能含有一种

引发冠状动脉壁兴奋的生物标记物--绿过氧化物酶（MPO）。 

根据Cleveland临床中心的研究结果，Biostie指出由MOP增强兴奋水平的人无

论是心脏病还是心脏病发作都很危险。此外，《新英格兰医学杂志》刊登的一项

研究显示，有25%的病人参与高MPO水平的研究，他们当中至少38%的人在16小
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时内有一次心脏病发作，Biosite公司说，公司将在9月前开展升级后的考核盘的

临床实验，并计划在2005年底前向FDA申请一个试生产的许可证。 

当被问及他如何理解美国的政策环境时，Buechler回答说，“我认为FDA会

对审核越来越谨慎，我想他们也担心安全，这是一件好事。申报合格的产品，这

也正是我们作为一个经济实体的责任，让他们感到我们将要投放到市场上的产品

事实上是要帮助人们的。” 

――约翰康罗伊（来自洛杉矶的自由撰稿人） 
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