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摘要:综述了基于遗传物质(RNA 和 DNA)、免疫学(抗原 / 抗体)及结合微芯片技术的生物标志物检测方法

的应用研究进展,指出:基于遗传物质的检测方法直接作用于靶标物质,准确性和灵敏度高,但其检测步骤繁

多,对检测环境要求高;基于免疫学的检测方法操作简单、便携性高、能实现即时检测但准确性稍低,适用于

快速、大规模的病毒筛查;结合微芯片技术的检测方法更加多元化,并能在短时间内实现靶标物质的检测,精
确性、自动化程度得到提高,在病毒筛查、疾病诊断等方面表现出巨大的发展潜力。 未来生物标志物检测技

术可就优化免疫催化反应物、加大核酸提取物纯化程度、提高检测设备自动化程度、构建多重检测系统、实现

检测设备微型化及检测信息可视化等方面开展进一步研究,以提高检测准确性、设备便携性,从而实现该技

术的持续发展。
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0　 引言

生物标志物是衡量生物体是否发生或存在某种

疾病的依据,是反映生物系统、器官、组织、细胞结构

功能改变的生化指标。 它可以是核酸、蛋白质、酶、
糖类、活性分子,也可以是特定的细胞、基因(产物)

等其他广泛的生化实体[1-3]
 

。 生物标志物检测是指

通过特定的方法使标志物与生物个体发生反应,直

接标定生物体内的靶细胞,灵敏便捷[4]
 

。 目前,生

物标志物的检测方法主要分为基于遗传物质的检测

方法和基于免疫学的检测方法,前者通过检测靶标

物质的主要组成成分( DNA、RNA) 证明其是否存

在,后者则利用机体内抗原或抗体进行的免疫反应

确定病毒或疾病是否存在。 然而,这些传统的生物

标志物检测方法受限于各自的目标靶点,导致其发

展方向比较分散,聚力不明显。 尤其当病毒大流行

的时候,基于遗传物质的检测方法准确性高,但实时

性较低;基于免疫学的检测方法在检测实时性方面

效果突出,但容易产生假阳性或假阴性。 结合微芯

片技术的检测方法使检测手段趋于多元化,可弥补使

用单一检测方法的不足。 鉴于此,本文拟对基于遗传

物质、免疫学及结合微芯片的生物标志物检测方法的

研究现状进行梳理,并尝试结合现代光学、电学和磁

学技术,从高灵敏度、高安全性、设备微型化、方法多

元化、信息可视化等方面展望生物标志物检测方法的

发展趋势,为各种生物标志物检测方法的发展提供聚
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力效应,为突破病毒快速检测方法的技术障碍或瓶

颈,同时也为生物标志物检测方法在病毒筛查、疾病

诊断、食品安全控制等领域的应用提供依据和支撑。

1　 基于遗传物质的检测方法

作为病毒遗传物质的核酸分为两类:一类是常

见的生物和病毒遗传物质 DNA,比如乙肝病毒;另
一类是特殊的具有强致病性的病毒遗传物质 RNA,
比如新冠病毒[5-6] 。 核酸分离纯化是把样品中的核

酸与其他物质裂解、分离的过程[7]
 

,提取物的纯化

程度与检测的准确性呈正相关。 传统的液相抽取法

耗时费力,提取结果为大量核酸粗品,且在一定程度

上会对人体健康造成危害。 固相提取法中的磁珠吸

附法因步骤简单、易制备而备受业界青睐,其主要利

用磁珠表面的硅羟基与核酸进行反应形成复合物,
经过施加外磁场,将被吸附的核酸与其他物质分离,
实现纯化[8] 。 该方法采集样品中的病毒遗传物质

含量通常较低,需进行指数扩增使之达到一定的含

量,便于后续检测。

1. 1　 聚合酶链式反应(PCR)技术

PCR 是一种在体外模拟细胞内 DNA 复制的基

因扩增技术,多数情况下仅用一个试管便可实现基

因的大量复制。 标准的 PCR 过程分为三步:高温变

性、低温配对、适温延伸。 随着 PCR 循环次数的增

加,DNA 含量也会成倍增加[9-10] 。
近 30 年来,PCR 技术持续不断地改进,实时荧

光定量 PCR( qPCR)、逆转录-实时荧光定量 PCR
(RT-qPCR)、数字 PCR( dPCR) 等衍生技术在病毒

基因 检 测、 食 品 安 全 控 制 等 领 域 均 有 广 泛 应

用[11-17] 。 qPCR 在 PCR 的基础上加入荧光染料或

探针,通过荧光信号反映 PCR 的实时过程,能实现

定量、快速检测。 何久香等[11] 根据非洲猪瘟病毒的

保守区域设计特异性引物,通过荧光染料 TB
 

Green
 

qPCR 方法筛选出最佳引物对,提高了检测灵敏性。
RT-qPCR 通过荧光信号的强弱对靶标物质进行定

量分析,诊断耗时短,检测样本多且成本低[13] 。 四

川大学华西医院研发的具有特异性引物的多重荧光

RT-PCR 新型冠状病毒检测试剂盒,对病毒核酸的

检测灵敏度达到 200
 

copy / mL[14] 。 dPCR 技术灵敏

度高,由于其监测下限可低至单拷贝,对痕量样品检

测尤为重要[15] 。 J. Q. Chen 等[16]运用新发现的基因

靶标,通过 qPCR、dPCR 技术对食品和环境中的李

斯特菌进行活性检测,能有效监控食品安全和环境

污染。 苗小草等[17] 建立了多重 PCR 体系,能同时

快速检测乳制品中的沙门氏菌、单核细胞增生李斯

特菌、金黄色葡萄球菌、克罗诺杆菌 4 种食源性致病

菌,为食品中这 4 种目标菌的检测提供了有效途径。
然而 PCR 技术操作复杂,对仪器和人员的要求较

高,不适合基层或现场快速诊断。

1. 2　 环介导等温扩增(LAMP)技术

PCR 技术要经历高温、 去火等步骤[18] , 而

LAMP 技术仅在等温条件下即可实现扩增,对仪器

要求较低,且在 1
 

h 内即可实现 109 倍的扩增效率,
扩增效果是 PCR 技术的数倍,在即时检测方面意义

重大。
在食品病原菌检测中,S. J. Oh 等[19] 设计了一

种离心微流控装置,该装置针对大肠杆菌 O157:H7
的基因组 DNA 设置特定的引物,可实现对多种食源

性病原菌的检测,且此装置高敏感、高通量,便于肉

眼直观检测。 S. A. Besuschio 等[20] 在检测人体血液

克氏锥虫(Trypanosoma
 

cruzi) DNA 时,利用钙黄绿

素与 LAMP 反应体系中的 Mg2+ 结合会使颜色由黄

变绿的特点进行检测,简单便捷。 雅培公司的 ID
 

NOW 检测 SARS-CoV-2 工具采用 LAMP 技术,可在

单一恒温条件下快速即时地扩增病毒 RNA 目标序

列,然而近期有研究发现,由于样本运输条件和样本

处理不当, 该方法会产生 12% ~ 48% 的假阴性

率[21] 。 LAMP 技术在实际应用中易受假性污染的

影响,只有防止假性污染才能得到准确可靠的检测

结果。

1. 3　 核酸恒温扩增实时荧光检测(SAT)技术

SAT 是我国自主研发的综合 qPCR 和 LAMP 的

一种新型核酸检测技术。 该技术运用特异性靶标捕

获技术对靶标核酸进行提取后,在 M-MLV 逆转录

酶、T7RNA
 

聚合酶联合作用下实现核酸扩增[22] 。
特异性靶标捕获核酸保证了检测结果的高准确性,
有效避免了假阳性、假阴性结果。

在 1180 例儿童支原体肺炎 ( MPP ) 中, J. Li
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等[23]利用 SAT 技术诊断 MPP,其敏感性、特异性分

别为 97%、95. 1%。 M. Tang 等[24]用 SAT 技术、胶体

金法、酶联免疫吸附测定法(ELISA)检测 MPP 发病

期的阳性率,结果显示 SAT 的阳性率(29. 9%)高于

胶体金法(16. 63%)和 ELISA(20. 07%),胶体金联

合 SAT 是早期 MPP 的可靠检测方法。 此外,SAT
技术检测的靶标核酸是 RNA,基于 RNA 易降解的

特性,检测结果可作为区分死菌、活菌的依据,更有

利于 MPP 康复治疗的监测。 由于 SAT 仅需恒温反

应条件,可在一定程度上降低对检测仪器的要求,利
于更广泛的推广应用。

1. 4　 基因检测技术

全基因组测序是作用于病毒核酸整个序列的检

测技术,全面但昂贵耗时。 纳米孔测序( NTS)技术

整合了全基因组测序和 RT-PCR 的优点,先扩增靶

标基因序列,再进行测序。 此技术依赖一种特殊的

纳米孔,当待测核酸单链通过此纳米孔时,化学碱基

会被转换为电信号,根据不同碱基产生的不同电流,
对电信号进行收集、整理、转化后通过检测器,即可

获得详细的核酸序列信息[25] 。

2020 年 6 月,M. Wang 等[26]基于 NTS 同时检测

SARS-CoV-2 和其他 5 种呼吸道病毒,其中对 SARS-
CoV-2 的特异性达到 100%。 K. Tafess 等[27] 利用

NTS 技术对临床结核病人的双歧杆菌耐药基因进行

分析后发现,平均临床敏感性和临床特异性分别高

达 94. 8% 和 98. 0%,整个测序仅需 15
 

h。 R. Liu
等[28]对比分析了基于 NTS 和成簇的规律间隔短回

文重复序列相关蛋白( CRISPR / Cas 系统)的方法快

速检测 SARS-CoV-2 病毒的可行性,发现灵敏度高、
综合性强、成本低的 NTS 更具优势。

CRISPR / Cas 系统利用自身的特殊机制对靶标

基因作出响应,即当感受到病毒的攻击时,CRISPR /
Cas 系统会适应并记录此病毒到间隔区,待此病毒

再次入侵时,Cas 蛋白在向导 RNA 的引导下会特异

性地识别并裂解靶标 RNA,使其无法完整地复制和

表达。 张锋团队[29] 利用这一特性开发的高灵敏核

酸检测系统,可以有效预防入侵者的攻击,积极遏制

流行病毒的爆发。 M. Fareh 等[30] 发现
 

CRISPR-
Cas13b 系统能够识别并切割 SARS-CoV-2 病毒,阻

止其在人体细胞中的增殖。 S. K. Bose 等[31] 利用

CRISPR 技术将小鼠模型 DNA 中突变的腺嘌呤转

换成鸟嘌呤纠正贺勒氏症(一种先天性代谢紊乱疾

病)的碱基突变,该结果表明利用 CRISPR 技术有望

治疗产前和产后的贺勒氏症。
NTS 和 CRISPR / Cas 系统是相对较新的基因检

测技术。 NTS 技术可实现单分子测序,具有高通量

和高灵敏度,可实时完成数据的读取,但目前该技术

还不成熟,准确度有待提高。 CRISPR / Cas 系统因合

成使用方便、特异性高、安全性好等特点而具有较大

潜力,但其受伦理因素制约,且其编辑精确度、脱靶

效应等问题仍亟待解决。

2　 基于免疫学的检测方法

基于免疫学的检测方法对实验条件要求偏低,
有利于大规模的筛查,常用方法主要有 ELISA、电化

学发光免疫法( ECLI)、免疫层析( ICA) 技术、磁免

疫技术等。

2. 1　 ELISA
ELISA 是一种利用特定抗体(或抗原) 在样本

中捕获目标抗原(或抗体),通过酶与底物发生反应

进行靶标分子检测的方法,在疾病治疗、病毒检测方

面应用广泛。 布鲁氏菌病是一种世界性较为严重的

人畜共患疾病,因 ELISA 具有简单、快速响应等优

点,使用该方法诊断布鲁氏菌病已获得全球普遍认

可[32] 。 作为核酸检测的辅助手段,ELISA 对病毒疫

苗研发具有重要的参考价值。 使用 ELISA 与横向

流动免疫层析技术结合的方法对 SARS-CoV-2 抗体

进行检测,可有效监测病毒感染,预测病毒趋势[33] 。
随着 ELISA 的发展,双抗体夹心法( DAS)逐渐

为人们所熟知,该方法将能识别靶标基因表位的抗

体固定于微孔板载体上并与靶标基因结合,再加入

另一个由酶标记的特异性抗体,形成双抗体夹心复

合物,通过酶催化底物形成的有色产物进行分析检

测。 T. Xiang 等[34]构建了一种新的双抗体夹心-横

向流动免疫分析法(DAS-LFIA),用于检测人血清或

血浆中的抗-HCV(丙型肝炎病毒)抗体,实验结果

表明该方法的敏感性和特异性均为 100%。 DAS 使

酶的敏感性和抗原抗体反应的特异性得到双重保
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障,但只有拥有两个以上抗体结合部位的抗原才能

用此方法检测。 ELISA 特异性好、灵敏度高,但通常

需依赖昂贵的仪器设备和专业操作人员,检测周期

长,不适于对偏远地区的即时检测。

2. 2　 ECLI
ECLI 是基于化学发光免疫分析(CLIA)并加以

改进的方法,通过在电场中施加一定电压使电子发

生转移,从而产生化学发光现象。 钌联吡啶([ Ru
(bpy) 3] 3+ )是常见的电化学发光剂,[ Ru( bpy) 3 ] 3+

与激发态三丙胺 ( TPA) 发生氧化还原反应, [ Ru
(bpy) 3] 3+在反应过程中会释放能量从而发光,整个

反应过程可以不断循环,测定信号不断放大,从而使

检测灵敏度大幅度提高[35-36] 。
L. Chang 等[37] 对比分析了 1029 例 HIV(艾滋

病毒)样本,ECLI 相比大多数的 ELISA 试剂盒有更

高的特异性(99. 0%)和准确性(93. 8%),拓宽了血

液筛查的途径。 由于 TPA 存在生物毒性高、背景信

号强 等 问 题, D. Pan 等[38] 开 发 了 一 种 氧 化 钨

(WO3-x)纳米点新型共反应剂,其动物毒性是 TPA

的 1 / 300,且与[ Ru( bpy) 3 ] 2+ 联用时的效率不亚于

TPA。 Y.
 

Nie 等[39] 利用非酶催化发夹组装和杂交

链式反应成功设计了一种多功能、超灵敏的电化学

发光传感平台用于监测乳腺癌生物标志物,有效避

免了单个发光体的干扰,提高了检测的准确性。
ECLI 不仅继承了 CLIA 的优点,能控制待检物质的

氧化还原能力,而且可以调节发光的时间和空间,有
利于可逆物质的循环利用。

2. 3　 ICA 技术

ICA 技术结合了免疫学原理和层析原理。 在毛

细管作用下,待测样品在硝酸纤维膜上移动至固定

抗体的特定区域时,抗原与抗体发生特异性结合,在
短时间内显示出特殊颜色,据此对待测样品进行分

析[40] 。 ICA 技术拥有周期短、成本低、仪器设备简

单、无人员要求等特点,在即时检测方面发挥着重要

作用,其中胶体金 ICA(GICA)就是一种经典的标志

物检测技术。
GICA 技术省去了 ELAS 繁琐的步骤,避免了放

射性同位素、有毒底物等的使用[41] ,操作简便,适于

野外或临床的现场应用。 张稳健等[42] 对新冠疑似

群体使用 GICA 技术进行检测,对患者 IgM / IgG 抗

体呈阳性的符合率为 96. 1%,健康人和其他发热病

人的 IgM 和 IgG 检测特异性分别为 99%和 98%。 谢

艳君等[43]利用 GICA 技术制备了用于检测中药材

中黄曲霉毒素 B1 的胶体金试纸条,证明粒径为

17. 4
 

nm 的 胶 体 金 灵 敏 度 最 高, 检 测 限 为

0. 5
 

μg / mL,检测时间为 17
 

min,有利于大批量中药

材的快速筛查。 但 GICA 技术是凭借颜色信号通过

视觉观察来判断检测结果的,只有表层约 10
 

μm 的

信号可以被检测到,这就使得整个检测膜内部产生

的信号容易丢失,导致灵敏度降低。
以 Fe3O4 磁性纳米颗粒(MNPs)作为标记物并

以磁信号作为检测指标的磁纳米免疫层析技术可以

避免视觉观察降低灵敏度的问题,能够对整个 NC
膜上(约 150

 

μm 厚) MNPs 的磁场进行定量[44] ,其
检测灵敏度比传统的标记物效果提高了 10 ~ 100
倍。 MNPs 产生的磁信号不随时间的延长而衰

减[45] ,使测量结果可以很好地保存,且磁性检测背

景信号干扰小、磁信号稳定、灵敏度高,可以实现快

速检测。
S. Xia 等[46] 以金磁性双功能纳米粒(GMBN)作

为新型标记物制备霍乱沙门氏菌免疫层析试纸条用

于食源性病原菌的快速检测,其中对霍乱猪链球菌

的捕获率为 82. 4%,检测灵敏度为 5×105
 

CFU / mL,
在食品样品(全脂牛奶)中完成全部步骤的检测时

间为 20
 

h,提高了食源性病原微生物检测的敏感度。
张博[47]制备了以多包裹磁纳米球为标记物的双模

态联检免疫层析试纸条,对乳腺癌、急性心肌梗塞相

关标 志 物 的 检 测 灵 敏 度 分 别 为 0. 06
 

ng / mL、
0. 049

 

ng / mL,提高了检出率。 新型材料 MNPs 的使

用提高了 ICA 技术的检测灵敏度,无需专业人员的

操作、昂贵的设备和复杂的样本前处理,可快速判读

结果,在即时检测方面发展潜力较大。 然而由于功

能纳米颗粒制备、表面修饰等技术较为复杂,且功能

性表面修饰对保存环境要求较高,目前使用该技术

的成本仍较高。

2. 4　 磁免疫技术

磁免疫技术采用 MNPs 作为示踪检测物,通过

检测标记物响应的磁信号获取标记物信息[48] ,主要

·35·



　 2022 年 10 月
 

第 37 卷
 

第 5 期　

类型包括磁电阻(MR)传感器、磁粒子光谱( MPS)、
核磁共振(NMR)等。

MR 传感器将 MNPs 的磁响应信号转化为可读

的电信号进行病毒检测。 在目前的研究中,MR 分

为巨磁电阻( GMR) 和磁隧道结( MTJs) 两种类型。
GMR 效应主要存在于铁磁性和非磁性金属交替重

叠的多层结构中[49] 。 当两个相邻铁磁层的磁矩平

行时,多层膜呈现低电阻状态;当磁矩反平行时,多
层膜呈现高电阻状态。 根据 GMR 传感器电阻或电

压的变化,可定量检测待检生物分子的含量。 MTJs
类似于 GMR 自旋阀的堆叠结构,相邻的铁磁层被

绝缘层隔开,其中绝缘层通常是一种氧化物( AlOx

或 MgO) [50] 。 X. Sun 等[51]使用 GMR 生物传感器检

测大肠杆菌抗原,检测限为 100
 

CFU / mL。 P. P.
Sharma 等[52]利用微流控集成 MTJs 技术检测戊型肝

炎病毒、单核增生李斯特菌和鼠伤寒沙门氏菌的致

病性 DNA,检测灵敏度高于电化学传感器。 L. Li
等[53]使用 MTJs 传感器检测 HIV-1p24 抗原的检测

时间在 10
 

min 内,检测限为 0. 01
 

μg / mL。 J. Choi
等[54]研制了一种基于 GMR 生物传感器技术的便携

式定量免疫分析平台,该平台可在 15
 

min 内实现多

个生物定量检测结果的显示。
MPS 是磁颗粒成像( MPI) 的衍生技术,利用

MNPs 的非线性磁响应可以构建三维层析图像[55] 。
在外部正弦磁场(激励磁场)作用下,激励磁场周期

性地磁化 MNPs,根据电磁感应原理,通过记录探测

线圈随时间变化的电压,即可对 MNPs 的响应信号

进行分析。 布朗弛豫和尼尔弛豫的弛豫时间长短是

生物免疫检测或病毒检测的基础。 如果 MNPs 表面

结合有生物分子(如抗体、DNA、RNA 和蛋白质),其
水力学半径会变大,进而影响 MNPs 在分散体系中

的转动[56] ,因此布朗弛豫被抑制,磁响应减弱,在
MPS 中可以观测到较低的谐波振幅。 提取具有特

征频率的幅值信息能够实现对生物样品中参与反应

的物质的检测。 K. Wu 等[57] 利用 MNPs 偶联 H1N1
核蛋白抗体,将 7 组不同浓度的偶联复合体实验组

与 2 组阴性结果对比,发现不同浓度谐波振幅具有

明显差异,据此完成了 H1N1 核蛋白抗体的免洗检

测。 赵兴一[58] 设计了一种磁免疫测量系统,实现了

对具有不同水力学半径 MNPs 磁化强度的测量,达
到了生物免疫检测的目的。

NMR 通过测量样品溶液中氢质子的进动信号

检测 MNPs 靶标样品。 MNPs 比表面积大,由 MNPs
的局部磁场不均匀性可引起周围数百万个水质子的

进动频率发生变化。 由于单分散的 MNPs 在与目标

生物分子结合反应后聚集,团簇可使周围水分子转

动时的相位差发生变化,从而减少 T2 弛豫时间,通
过 T2 弛豫时间的变化可表征诸如蛋白质、抗体、多
肽、核酸等生物分子是否存在[59] 。 此外,NMR 可将

检测信号放大,使灵敏度提高。 M. Liong 等[60] 报道

了基于磁条形码对分枝杆菌进行的核酸检测,使用

NMR 技术能够检测被 MNPs 标记的分枝杆菌。
NMR 技术被用于评估人工设计的寡肽与埃博拉病

毒 VP24 的结合能力,对抑制埃博拉病毒 VP24 与人

核蛋白的交互,从而降低埃博拉病毒的毒性有积极

作用[61-62] 。
磁免疫技术的优势在于生物检测环境的无磁

性,即“磁透明” (相对磁导率近似等于 1),受检测

环境和检测样本影响较小,背景噪声较低,可用于非

透明和未经处理的样本。 此外,超顺磁性的 MNPs
具有高磁化率、生物兼容性好等特性。 然而,仪器缺

乏便携性、设备成本高等因素限制了磁免疫技术的

快速发展。

3　 结合微芯片技术的检测方法

为进一步提高检测结果的精确性,生物标志物

检测方法要尽可能多元化。 将各种检测技术与微芯

片(微流控芯片、生物芯片)相结合,是目前生物标

志物检测方法的发展趋势。 微芯片技术将样品的制

备、反应、分离、检测等基本操作单元集成到一块芯

片上,加入少量的样本,在短时间内即可自动分析出

结果[63-64] 。
与 PCR 技术、SAT、ELISA 结合的微流控芯片技

术常运用于临床诊断、食品安全控制等领域。 朱灿

灿[65]提出了多重巢式固相 PCR 扩增新方法,与微

流控芯片技术结合,建立了一体化微流控核酸分析

芯片,并与国际先进仪器设备进行 HPV 对比检测,
准确性达 100%,可在 1

 

h 内完成 5 种基因分型的鉴
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定,大大降低了试剂成本和检测时间。 A. A. Sayad
等[66]使用微流控恒温扩增芯片对沙门氏菌进行检

测,在食品中的检测限为 5×10-3
 

ng / μL,一次加入样

品,经过全自动流程在 70
 

min 内即可完成检测。 王

艺蓓[67]运用微流控芯片与 ELISA 构建微液滴技术

的球刷—酶信号放大系统,该系统具有极强的荧光

信号放大能力,检测灵敏度较高。 ECLI 在微芯片应

用中也有较多研究。 与纸基微流控结合的电化学生

物传感器、数字微流控电化学生物传感器已广泛应

用于病毒检测、疾病治疗等研究中,在即时检测方面

有很大的发展潜力[68-69] 。 基于自身独特的化学和

物理性能,MNPs 结合生物芯片有一定的应用前景。
K. Petkovix 等[70]开发了一种使用 MNPs 进行免疫检

测的集成芯片装置,对于检测亨德拉( Hendra)病毒

效果好,15
 

min 内检测限约为 0. 48
 

ng / mL。 微芯片

技术易与其他现代检测技术相结合,具有试剂消耗

低、分析时间短、灵敏度高等优点,有利于高通量、低
消耗的即时检测。

4　 结语与展望

本文综述了基于遗传物质、免疫学及结合微芯

片技术的生物标志物检测方法的研究现状,目前生

物标志物检测方法向纳米尺度转变,在便携性、实时

检测、检测灵敏度方面有了一定的提高,然而这些方

法仍存在一定的局限性。 基于遗传物质的生物标志

物检测方法不适用于现场检测。 PCR、LAMP 实现

快速检测仍需在核酸提取、扩增等方面进行优化;
SAT 能够最大限度地去除杂质,同时在核酸扩增阶

段也摆脱了传统 PCR 技术对大型仪器的依赖,极大

提升了检测的灵敏度和特异性,但如何降低 SAT 酶

的成本、提升酶的运输保存稳定性、优化引物设计等

仍需进一步深入研究;NTS 灵敏度高但准确率稍低。
基于免疫学的检测方法操作简单、成本低廉,适用于

生物标志物现场快速筛查。 ELISA 特异性好、灵敏

度高但检测过程较繁琐且难以同时检测多种成分;
ECLI 通过电信号表征检测信息,避免了干扰因素,
提高了准确性;ICA 操作方便且能实现快速检测;磁
免疫技术灵敏度高但便携性差。 随着抗原种类和数

量的不断增多,针对不同的抗原制备高质量的靶标

抗体也是一大难点,基于免疫反应的检测方法不能

做到严格的定量检测。 但 LAMP 与 ICA 结合使用

的方法不仅能满足一定程度的定量检测,而且操作

简单,已在基因检测领域崭露头角。 结合微芯片的

检测方法在检测灵敏度、检测实时性上比传统的

PCR、LAMP 更胜一筹;微芯片技术集成到电化学传

感器、磁免疫传感器的微型检测设备也已广泛应用

到病毒、疾病等的检测;微芯片与纳米材料结合,提
高了检测效率,为研发高性能便携式设备奠定了基

础。 结合微芯片的检测方法有望满足高便携性、高
通量、低消耗、低污染等的需求。

综上所述,生物标志物检测技术仍需不断融合

现代新技术以实现可持续发展:1)优化免疫催化反

应物实现信号放大,加大核酸提取物纯化程度实现

特异性检测,开发诸如核酸适配体、MIP (分子印迹

聚合物)等新型合成受体代替单一抗体,以最大限

度提高检测灵敏度,使检测结果准确性更高;核酸技

术与免疫学技术联合使用的新型核酸试纸条,将快

速高效地实现靶标物质的检测,提高检测设备自动

化程度,降低检测人员的安全风险隐患。 2)与纳米

微型相机、纳米太阳能芯片等各种纳米产品结合使

用的检测设备将会更趋于微型化,为户外、经济欠发

达地区提供更大的检测便利性。 3) 加强多组分免

疫传感分析研究,开发检测方法联合使用的多重检

测系统,层层筛查靶标物质,减少假阳性、假阴性的

发生概率,提高检测准确性。 4)开发与智能检测设

备(智能手机、微电子设备)集成使用的智能化生物

标志物检测方法,结合特殊的算法(如深度卷积神

经网络)将检测信号(光、电、磁信号)转换为数字信

号,对检测过程及结果进行严格的实时监测,并实现

智能检测设备的直观显示,有利于预测及控制疾病

发展动态。 未来高灵敏度、高安全性、检测设备微型

化、检测方法多元化、检测结果信息可视化的检测技

术将成为生物标志物检测方法的发展趋势,为疾病诊

断、病毒预防、食品安全等提供强有力的检测手段。
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Abstract:The
 

application
 

research
 

progress
 

of
 

biomarker
 

detection
 

methods
 

based
 

on
 

genetic
 

material
 

( RNA
 

and
 

DNA) ,
 

immunology
 

( antigen / antibody)
 

and
 

combined
 

with
 

microchip
 

technology
 

was
 

reviewed.
 

It
 

was
 

pointed
 

out
 

that
 

the
 

detection
 

method
 

based
 

on
 

genetic
 

material
 

acted
 

directly
 

on
 

the
 

target
 

substance,
 

and
 

had
 

high
 

accuracy
 

and
 

good
 

sensitivity,
 

but
 

it
 

had
 

many
 

detection
 

steps
 

and
 

high
 

requirements
 

for
 

the
 

detection
 

environment;
 

The
 

detection
 

method
 

based
 

on
 

immunology
 

was
 

simple
 

to
 

operate,
 

had
 

high
 

portabihity,
 

and
 

could
 

realize
 

instant
 

detection.
 

However,
 

the
 

accuracy
 

was
 

slightly
 

lower.
 

It
 

was
 

suitable
 

for
 

rapid
 

and
 

large-
scale

 

virus
 

screening;
 

Combining
 

with
 

microchip
 

technology
 

made
 

the
 

detection
 

method
 

more
 

diverse.
 

It
 

could
 

realize
 

the
 

detection
 

of
 

target
 

substances
 

in
 

a
 

short
 

time,
 

and
 

the
 

accuracy
 

and
 

degree
 

of
 

automation
 

have
 

been
 

improved.
 

This
 

method
 

showed
 

great
 

development
 

potential
 

in
 

virus
 

screening
 

and
 

disease
 

diagnosis.
 

In
 

the
 

fu-
ture,

 

the
 

detection
 

technology
 

of
 

biomarkers
 

could
 

be
 

further
 

studied
 

in
 

terms
 

of
 

optimizing
 

the
 

catalyst
 

of
 

the
 

reaction,
 

increasing
 

the
 

degree
 

of
 

purification
 

of
 

nucleic
 

acid
 

extracts,
 

improving
 

the
 

automation
 

of
 

detection
 

equipment,
 

building
 

multiple
 

detection
 

systems,
 

realizing
 

the
 

miniaturization
 

of
 

detection
 

equipment
 

and
 

visu-
alization

 

of
 

detection
 

information,
 

etc.
 

to
 

improve
 

detection
 

accuracy
 

and
 

equipment
 

portability
 

so
 

as
 

to
 

realize
 

the
 

continuous
 

development
 

of
 

this
 

technology.
Key

 

words:biomarker;detection
 

method;genetic
 

material;immunology;microchip
 

technique　
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