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摘  要 

蛋白质组研究在重大疾病机制以及药理控制机制探索上有着重要的意义，通过对生物样品(细胞、组织或

体液等)在生理过程中蛋白质含量的比较分析，可以解码疾病模式与蛋白质组间的未知关联。近年来基于

三明治结构的蛋白质检测技术已成为热门的研究方向。构建操作简便、快速灵敏的新型蛋白质生物传感

器对生物医学的基础性研究，以及疾病的早期/预后临床诊断不但意义重大，而且切实可行。本文首先简

要阐述了三明治免疫分析的基本原理，随后按不同读出方法，包括放射、比色、荧光、电化学以及局域

表面等离子体共振等方面对其近年来的发展进行了回顾，主要集中在基于纳米生物技术的三明治结构在

蛋白质分析的应用上。 
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Abstract 
Proteome research is of great significance in the exploration of major disease mechanisms and 
pharmacological control mechanisms. Through the comparative analysis of protein content in 
biological samples (cells, tissues or body fluids, etc.) in physiological processes, the unknown 
relationship between disease patterns and proteome can be decoded. In recent years, protein 
detection technology based on sandwich structure has become a hot research direction. The 
construction of a simple, rapid and sensitive new protein biosensor is not only of great signific-
ance, but also practical for the basic research of biomedicine and the early/prognostic clinical 
diagnosis of diseases. This paper first briefly describes the basic principle of sandwich immu-
noassay, and then reviews the development in recent years according to different readout me-
thods, including radiation, colorimetry, fluorescence, electrochemistry and local surface plas-
mon resonance, mainly focusing on the application of sandwich structure based on nano bio-
technology in protein analysis. 
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1. 引言 

几十年来，基于三明治结构的免疫分析一直是生物检测、临床诊断、环境监测领域的主流技术。

三明治分析过程无需对目标分子进行特殊标记，结合多种信号放大机制，使得该方法具有极高的特异

性和检测灵敏度[1]。随着化学、生物技术和纳米技术的进步，三明治分析方法得到了令人瞩目的发展，

已成功应用于包括病原体、蛋白质、核酸、小分子和离子等一系列目标物的检测。信号读出方法从最

初的放射性标记扩展到比色、荧光或电化学等更简便的读出方法。此外，基本的三明治结构也已被改

进成超级三明治检测平台，进一步实现信号的放大并降低检测限。本文对三明治分析法进行了介绍，

对其近些年来的发展进行了回顾，主要集中在基于纳米生物技术的三明治结构在蛋白质分析的应用

上。 

2. 三明治蛋白质免疫分析的基本原理 

蛋白质分子不仅参与生物体的构建，还承担着大部分生物功能。在复杂的生物系统中检测蛋白质分

子需要分析方法具有非同寻常的分析特异性和灵敏度。传统的蛋白质免疫分析由分析物、识别分子和信

号标记三个基本要素组成。在实际分析过程中，信号标记物(如放射性同位素、酶、荧光素和氧化还原标

记)与识别分子耦合，当分析物与识别分子结合时，信号标记物输出对应于分析物浓度或质量的可检测信

号，如放射性、比色、荧光和电化学信号。 
基于抗原–抗体之间的特异性识别而实现的免疫分析法可分为竞争性和非竞争性两大类。在竞争性

免疫测定中，如图 1(a)所示，样品中未标记的待分析物(通常是天然抗原，Ag)与预先标记的抗原(Ag*)竞
争抗体表面有限的识别位点。尽管这些基于抗原的检测取得很好的效果且曾被认为是临床诊断的支柱，
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但标记相关抗原并保持其生物活性通常复杂、繁琐且昂贵。图 1(b)所示为常用的双位点非竞争性免疫检

测：测试样品中的分析物首先与一抗(Ab1)结合，然后信号分子标记的二抗(Ab2)与分析物结合，形成具

有三明治结构的免疫复合物。此时，待测组分的浓度与免疫复合物中 Ab2 上标记物所产生的信号强度成

正比。例如，Tian 等以金银岛膜为基底固定捕获抗体，以金银双金属纳米颗粒为探针固定 atto610 标记的

二抗，通过构建抗体–抗原–抗体三明治结构实现对 IgG 的检测[2]。由于在这类分析方法中，待测蛋白

质夹在两种高度特异性的抗体试剂之间，状如三明治，习惯上将这种分析方法称为三明治分析法。三明

治分析最重要的过程是将待测物夹在识别分子 1 和带有信号标记物的识别分子 2 之间。随着生物技术的

发展，三明治分析的识别分子扩展到诸如寡核苷酸序列和适体，并被广泛应用于特异性和选择性识别蛋

白质、DNA、小分子和离子。同时，随着抗体表面修饰技术的进步，三明治分析的信号读出方法得到极

大扩展，两者相辅相成，促进了该方法的不断发展。 
 

 
Figure 1. Scheme of competitive (a) and noncompetitive (b) immunoassays 
图 1. 竞争(a)与非竞争(b)免疫分析示意图 

3. 三明治分析应用于蛋白质分析 

蛋白质是生命体的基本功能材料，特定蛋白质标志物可作为健康和生理学相关的评估指标，例如疾

病诊断、药物滥用、怀孕、和流行病学研究[3]。为满足基础研究和临床诊断对痕量目标分析物定性定量

分析的需要，大量基于信号标记和读出技术的三明治免疫测定方法，如放射免疫测定(RIA)、比色测定

(CMA)、荧光免疫测定(FLIA)、电化学测定(ELCA)、巨磁阻测定(GMRA)和局域等离子体共振测定(LSPR)
得以建立并快速发展[4]。将检测限降低到飞摩尔水平并将分析时间减少到 10 分钟以内是三明治蛋白质

免疫分析的主要发展趋势。 

3.1. 三明治放射免疫分析 

1959 年，Yalow 和 Berson 首次将放射性同位素标记抗原(Ag*)用作为免疫测定中的信号标志物，实

现了对血浆中的胰岛素的测量，这是 RIA 应用于生物医学研究和实践历史上的一个里程碑。Miles 和 Hales
于 1968 年建立并发展了三明治放射免疫分析法[5]。样品与附着在固相(如塑料珠或塑料试管壁)上的特定

抗体一起孵育，去除未结合的样品组分后添加放射性标记抗体。第二抗体可与抗原分子的不同部位结合

形成免疫复合物，形成抗体–抗原–抗体的“三明治”结构，放射性标记抗体的信号与抗原浓度成正比。

与其他免疫分析方法相比，三明治放射免疫分析法的主要优点是灵敏度更高、信号检测更容易，以及完

成测试更快速。然而，使用有害放射性核素需要专门的设备和具有授权许可证的操作员，在常规实验室

研究中，放射免疫分析已基本上被基于酶的比色免疫分析所取代。 
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3.2. 三明治比色免疫分析 

1971年Engvall和Perlman在三明治放射性免疫分析的基本原理上开创性地建立了一种酶驱动比色分

析方法，也就是广为人知的酶联免疫吸附分析(ELISA) [6]。目标物首先与捕获抗体结合，随后添加第二

种酶标记抗体以形成三明治免疫复合物。引入标记酶的底物后，出现可见颜色，用于对目标抗原的定量

分析。三明治比色法不仅可以提高灵敏度，还可以提高特异性。 

3.2.1. 基于传统酶的三明治比色分析  
与放射免疫分析法相比，比色分析法提供了更简便快捷、更环保的读出方式。多酶纳米载体技术的

发展提高了三明治比色分析的灵敏度，并将分析时间缩短到几分钟，使其更接近医学评估所需的高准确

度。碱性磷酸酶(ALP)和辣根过氧化物酶(HRP)是三明治比色免疫分析法中最常用的酶。ALP 是一种水解

酶，在 pH 8~10 左右的碱性环境中最有效，可使如磷酸苯酯、磷酸对氨基苯酯、磷酸对硝基苯酯(PNPP)
等磷酸单酯脱磷酸。去磷酸化导致试剂变色，进而提供指示目标蛋白存在和浓度的光学信号。HRP 是一

种氧化酶，可催化多种有机和无机物质的氧化。HRP 最常用的底物是 3,3’,5,5’-四甲基联苯胺(TMB)、邻

苯二胺(OPD)和 2,2’-叠氮基双(3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸) (ABTS)。这些三明治比色法的检测限可低至 5 
pg/mL。然而，该方法中酶–抗体标记比例为 1:1，这限制了检测限的进一步降低。 

3.2.2. 基于仿生纳米材料的比色分析 
最新的研究证明，一些纳米材料，如 Pt、Au/Pt 纳米颗粒、Fe3O4磁性纳米粒子(MNP)、FeS 纳米片、

氧化石墨烯、单壁碳纳米管、氧化铜纳米颗粒与 HRP 结合会表现出新的性能[7] [8] [9] [10]。例如，Ma
等报道了一种新颖的免疫分析技术，以 Fe3O4@TiO2@Ag 核壳结构作为免疫探针，金纳米线/聚二甲基硅

烷薄层作为支持基底，完成了对前列腺特异抗原(PSA)以及甲胎蛋白(AFP)的定量检测，对 PSA 和 AFP
的最低检测限分别为 0.49 pg/mL 及 0.72 pg/mL [8]。Pt 纳米点包覆的 Au 纳米棒(Au@Pt)表现出类似氧化

酶、过氧化物酶和过氧化氢酶的反应活性，可催化氧气和过氧化氢还原以及过氧化氢歧化分解产生氧气。

在此基础上，Au@Pt 纳米结构用于检测小鼠白细胞介素 2 (IL-2)，检测限低至 1 pg/mL [11]。这些基于仿

生纳米结构(酶模拟物)的比色分析不仅可应用于蛋白质的分析，在许多其他生物分子的检测中都有潜在的

应用前景。 

3.3. 三明治荧光免疫分析 

1940 年代初期，Coons 首次提出荧光免疫测定的概念：在三明治免疫测定中以荧光发色团替代酶引

入荧光信号，以实现对目标蛋白的定性定量分析。常用的荧光团包括荧光有机染料、荧光纳米颗粒和荧

光共轭聚合物。荧光免疫分析因其高灵敏度而被广泛用于基础研究和临床诊断。 

3.3.1. 荧光有机染料  
异硫氰酸荧光素(FITC)、Ru(bpy)3Cl2、罗丹明、Alexa fluor 系列染料、花青染料等是荧光免疫分析的

主要荧光团，它们都能够吸收能量并进行荧光发射，根据不同的荧光发射波长及荧光强度对待测组分进

行定性定量分析。时至今日，基于微珠的三明治免疫分析和流式细胞仪已被广泛应用于蛋白质检测。与

传统检测相比，它们的灵敏度可以提高 2~4 倍，并且整个过程可以缩短至 20 分钟。 

3.3.2. 以纳米材料为荧光发色团 
近年来，以荧光团掺杂纳米颗粒、半导体量子点(QD)、上转换纳米颗粒和其他一些无机和有机荧光

纳米颗粒作为荧光标记物提高荧光三明治免疫分析性能的研究受到了广泛关注，并取得了许多突出的成

果[12] [13] [14] [15]。特别是半导体量子点，具有许多新颖的荧光特性，如尺寸、成分相关的窄发射、宽
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吸收、单波长激发和多荧光发射、高量子产率等。Gu 等人利用 ZnO 量子点作为三明治免疫分析中的荧

光标记物完成对癌症标志物 CA 19-9 的检测。该方法利用 CA 19-9 抗体与抗原的免疫反应构建了三明治

免疫复合系统，而荧光标记物 ZnO 量子点则通过静电吸附引入体系，对 CA 19-9 的检测则转换为对标记

的 ZnO 量子点的本征光致发光信号的测量，其线性响应范围为 1~180 U/mL，检测限为 0.25 U/mL [16]。
Swanson 和他的同事开发了一种基于荧光量子点的多通道三明治免疫分析法，用于复杂样本中的多个疾

病生物标记物的同时检测。利用稳定、可调谐的量子点作为荧光标记物，可在 15 分钟内完成对血清中保

护性抗原(PA)和致死因子(LF)的多重检测，检测限低至 1 pM [17]。 

3.4. 三明治电化学免疫分析 

电化学检测具有灵敏度高、快速和经济的特点，小型化和发展成熟的电化学仪器也使实时、现场检测成

为可能。通过测量免疫复合系统中氧化还原活性标记物输出的电信号可实现对蛋白质的电化学分析。然而，

生物材料和电子传感器相互之间往往缺乏电子耦合，需要通过不同策略来放大抗体-抗原间的传导信号。 

3.4.1. 氧化还原标记物 
使用氧化还原标记物可以提高电化学反应中电子传递的灵敏度。通常，电化学三明治分析的灵敏度

主要基于生物识别反应所引入的电化学信号。但大多数情况下，蛋白质和支撑电极之间的直接电子转移

会有一定的阻碍，因为活性氧化还原基团往往深嵌在蛋白质结构中。亚甲基蓝[18]，3,3’,5,5’-四甲基联苯

胺[19]，二茂铁[20]，硫堇[21]，耐尔兰等小分子因其出色的氧化还原特性以及易于标记负载而被广泛应

用于电化学免疫分析。如图 2 所示，Gu 等以巯基二茂铁为外源标记分子，通过巯基与金属之间强化学键

而固定于金纳米颗粒表面，与其共吸附于金纳米颗粒表面的二抗与抗原识别并与捕获抗体共同构成三明

治免疫复合物。使用该方法，癌胚抗原(CEA)的浓度与二茂铁电流信号线性相关，线性范围为 0.05~20 
ng/mL，最低检测限可达 0.01 ng/mL [20]。Alves-Balvedi 利用 3,3’,5,5’-四甲基联苯胺正电荷特性，使其静

电吸附于 DNA 磷酸骨架表面，实现对待测组分的标记[19]。 
 

 
Figure 2. (a) Preparation of Fc-labeled nanogold probes (Ab2-Au-Fc), and (b) the procedures for the construction of sand-
wich-type electrochemical biosensor. Reprinted with permission from [20]. Copyright 2018 Elsevier 
图 2. (a) Fc 标记的金纳米探针(Ab2-Au-Fc)和(b)三明治电化学传感器构建流程示意图。经 ref [20]作者允许后重印，版

权归 2018 Elsevier 所有 
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3.4.2. 基于酶的放大策略  
酶作为一类全新的信号放大策略可以极大提高电化学三明治免疫分析的灵敏度。在酶标记的电化学

三明治免疫分析中，酶标记的抗体探针直接与抗原上的第二个结合位点结合。此时，抗原夹在两个抗体

之间，底物经酶解生成电活性物质，记录产物的氧化还原循环可以获得增强的电化学信号。Akanda 等人

设计了一种基于磷酸酶的超灵敏电化学三明治免疫分析法检测人血清中的心肌肌钙蛋白 I。该分析首先在

ITO 电极表面构建一个表面吸附有亲和素的免疫传感基底层，进而在免疫传感层上形成三明治复合物，

随后的酶反应提供可检测的电子信号。经过优化底物和氧化还原循环，肌钙蛋白 I 的检测限可降低至 10 
fg/mL [22]。 

3.4.3. 基于纳米材料的放大策略  
纳米材料因其独特的物理化学性质，在电化学三明治免疫分析中显示出巨大的潜力。为提高基于纳

米材料的电化学免疫测定的灵敏度，可以利用纳米载体的多酶携带能力来放大信号。通常，纳米材料具

有较高的比表面积，使得每个纳米粒子能够携带许多酶来催化底物的氧化还原反应。金纳米粒子、碳纳

米管(CNT)、氧化石墨烯(GO)、磁珠和二氧化硅纳米粒子已被广泛用作为多酶的载体[7] [23] [24]。例如，

金纳米颗粒既可以提供一个固定蛋白质分子的友好环境，也可以促进蛋白质分子与底层电极之间的电子

转移。另外，利用纳米材料模拟酶的氧化还原中心和电极之间的电子转移提供路径，改变蛋白质与电极

之间的直接电子转移效率低的事实，从而实现对三明治免疫分析灵敏度的提升。例如，基于适体修饰的

碳纳米管 FET 的三明治分析用于凝血酶的无标记检测，检测限为 10 nM [25]。纳米颗粒修饰的石墨烯纳

米片也被用以提高电化学免疫传感器灵敏度。 

3.5. 局域表面等离子体共振 

局域表面等离子体共振(LSPR)是指发生在金属纳米结构(通常是金、银和铂)的表面的电子集体振荡，

当其振动频率与外部电磁辐射频率匹配时，两者发生共振，引起金属纳米颗粒表面附近电磁场性质发生

显著增强，由此产生许多全新的光学应用，表面增强拉曼光谱就是其中最引人瞩目的应用之一。系统地

改变金属纳米粒子的尺寸、形状和组成，可以在可见光甚至近红外区域里系统调整 LSPR 的频率。金属

纳米结构表面吸附的蛋白质或抗原–抗体免疫复合物改变金属周围的折射率，最终导致表面等离子共振

吸收带的位移或强度变化，而这种位移或强度变化则与待测组分的浓度成正比[26]。 
增强的局部电磁场使吸附在金属纳米结构表面的目标分子的光谱响应得以放大，这种基于 LSPR 的

放大信号已应用于多种光学技术，如表面增强拉曼散射(SERS) [27] [28] [29]和表面增强荧光(SEF) [30] 
[31] [32]。例如，Gu 等以二维有序的金微电极阵列为支持基底并在其上固定捕获抗体，通过构建三明治

结构，完成了癌胚抗原(CEA)以及甲胎蛋白(AFP)的电化学和 SERS 的双信号免疫分析[18]。 

3.6. 超级三明治结构 

在三明治分析中，目标分子仅与一个信号探针结合，这就限制了信号扩增的程度。为了克服这一问题，

需要将多个信号探针集成在一起以放大最终信号，这就是所谓的“超级三明治”分析法。Rusling 和他的同

事开发了一种碳纳米管微孔阵列，用于灵敏检测癌症生物标志物(前列腺特异性抗原(PSA)和白细胞介素-6 
(IL-6))。在他们的方法中，二氧化硅纳米颗粒含有[Ru(bpy)3]2+用于放大信号。PSA 的检测限为 1 pg/mL，IL-6
的检测限为 0.25 pg/mL [33]。Plaxco 等人开创性地发展了杂交链式反应(HCR)，并将其用于生物样品中 DNA
检测。在 HCR 中，精心设计的 DNA 链节可以通过彼此的杂交识别反应形成长的链节连环[34]。随后，该

信号放大策略被用至蛋白质检测领域。例如，Tang 等人精心设计了不同序列的 DNA，并使用二茂铁标记

其中 H1 和 H2，巧妙地利用 HCR 将电化学活性分子二茂铁引入免疫复合体系，从而实现对信号的放大。
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相比于常规三明治免疫分析，该方法可将 IgG 的检测限降低至 0.1 fg/mL [35]。如图 3 所示，Gu 等将二抗

和 HCR 同时固定于金纳米颗粒的表面，利用标记分子亚甲基蓝，耐尔兰，TMB 等分子的正电荷特性，将

标记分子通过静电吸附固定在带负电的 HCR 磷酸骨架表面，形成超级三明治结构实现对响应信号的放大

[18] [36]。 
 

 
Figure 3. Schematic illustration of the preparation of immuno-probe (Ab-AuNPs-HCRlabel) and the construction of the 
SERS-based competitive immunosensors. Reprinted with permission from ref. [36]. Copyright 2021 Elsevier 
图 3. 免疫探针(Ab-AuNPs-HCRlabel)的制备及基于 SERS 竞争免疫传感器构建的示意图。经 ref. [36]作者允许后重印，

版权归 2021 Elsevier 所有 

4. 结论与展望 

三明治免疫分析现在和将来都将广泛应用于临床诊断、常规实验室检测、食品安全、环境监测等领

域。得益于生物技术、合成化学、纳米技术和电子技术的最新进展，人们正从各个方面努力改进其分析

性能。例如，在三明治分析中引入适体，将三明治分析的目标物从蛋白质和 DNA (或 RNA)扩展到小分子

和离子。纳米颗粒在三明治分析中的应用显著放大了信号并降低了检测限。此外，一些荧光纳米颗粒，

如量子点和染料掺杂纳米颗粒可以产生比传统有机染料更稳定和更强的信号。更多的信号读出方式被应

用来读取复合体系的信号，如荧光计、电化学工作站、石英晶体微天平、SPR 和微悬臂梁等。当然，在

分析过程中，生物分子与纳米粒子的复合物的稳定性(热稳定性和长期储存稳定性)仍然是一个问题，还需

进一步发展表面钝化方法以抵抗非特异性吸附，这依赖于化学、物理和生物学的进一步发展以及这些领

域的前沿研究。 
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