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Čipy a kapilární elektroforéza v imunoanalýze
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SOUHRN
Edukační publikace se zabývá v první části využitím čipů v imunochemii pro mikroanalýzu. Je uveden přehled podklado-
vých materiálů a značek, jakož i senzitivita jednotlivých technologií. Vysvětluje se možnost imobilizace a detekce proteinů 
pomocí planárního vlnovodu. Ukazuje se používání čipů při paralelní kompetitivní imunoanalýze, sendvičové imunoanalýze 
a fluorescenční imunoanalýze na mikrokuličkách. Druhá část je věnována kapilární elektroforéze a jejímu využití k separaci 
po kompetitivní a nekompetitivní homogenní imunoanalýze, a heterogenní imunoanalýze. Diskutují se možnosti detekce 
analytu jako laserem indukovaná fluorescence, enzymové značky, chemiluminiscence, ampérometrie, UV/VIS absorbance, 
hmotnostní spektrometrie a povrchová plazmonová rezonance.  
Klíčová slova: �čip, paralelní kompetitivní imunoanalýza, sendvičová imunoanalýza, homogenní CE imunoanalýza, hetero-
genní CE imunoanalýza.

SUMMARY
Štern P.: Chips and Capillary Electrophoresis Based Immunoassays
The  first part of the educational article covers chip application for microarray in immunochemistry. An outline of surface che-
mistries and labelings is presented, as well as the sensitivity of various technologies. Protein immobilization and detection 
using planar waveguide technology is clarified. Chip applications are shown in parallel competitive immunoassay, sandwich 
immunoassay and fluorescent microsphere immunoassay. The second part covers capillary electrophoresis and its use 
for separation after competitive and non-competitive homogeneous immunoassay or heterogeneous immunoassay. The 
following possibilities of analyte detection are discussed: laser-induced fluorescence, enzyme labels, chemiluminiscence, 
amperometry, UV/VIS absorbance, mass spectrometry and surface plasmon resonance.
Keywords: �chip, parallel competitive immunoassay, sandwich immunoassay, homogeneous CE immunoassay, heteroge-
neous CE immunoassay.

Imunoanalytické čipy

Provedení mikroanalýz v imunochemii je mnohem 
složitější než mikroanalýza DNA vzhledem k mnohem 
větší rozmanitosti proteinů [1]. Mikroanalýza protilátek 
(Abs) má dosud omezenou úspěšnost, protože vyžadu-
je vysoce citlivý detekční systém a důmyslný způsob 
imobilizace. Nicméně je ekonomicky velmi výhodná, 
protože vyžaduje jen velmi malá množství reaktantů.

Reakční kinetika mikroteček proteinů neprobíhá 
zcela podle teorie, neboť kinetika Ab velmi závisí na 
proudění hmoty k reakčnímu bodu. To zahrnuje nejen 
pohyb antigenu (Ag) roztokem, ale také po povrchu pev-
né fáze. Komplikace u přípravy čipů způsobují: rozdílné 
biofyzikální a chemické vlastnosti proteinů, omezená 
chemická stabilita proteinů a jejich nepředvídatelné 
vlastnosti po imobilizaci. Pro přípravu čipů je k dispozici 
mnoho technologii, které používají epoxysilan [2], alde-
hydsilan, aminosilan, poly-L-lysin, polyakrylamid [3, 4], 
hydrogely [5, 6], nebo různé potažené membrány [3, 4, 
7] či malé příčně propojené skleněné destičky [2]. Jako 
značky se převážně používají cyaniny (Cy3 a Cy5 – čís-
lice označují počet methioninových článků mezi dvěma 
substituovaným indoly) [8] nebo hapteny se streptavi-
din-biotinovou kotvou [9]. 

Významného pokroku bylo dosaženo při imobilizaci 
proteinů a jejich detekci s využitím planárního vlnovo-
du. Plně automatizovaný systém mikroanalýzy proteinů 
(na formátu klasické mikrotitrační destičky) umožňuje 

detekci excitovaných molekul jen v bezprostředním oko-
lí povrchu, a tím se zvýší intenzita signálu stonásobně 
[10]. K imobilizaci se používá speciální monomolekulární 
vrstva, zvláště odolná vůči adsorpci. Tak lze detekovat 
koncentrace 1 – 10 ng/l. Princip technologie je násle-
dující [10]: laserové světlo dopadá na mřížku tvořenou 
filmem o tloušťce 150 nm z vysoce reflexního materiálu 
(Ta2O5), fixovaného na průhledné skleněné podložce. Ve 
směru šíření světla vlnovodem se vytvoří na povrchu sil-
né nestálé pole, které má omezenou hloubku průniku na 
200 nm vůči přiléhajícímu prostředí. Všechny molekuly, 
které jsou na ploše jedné mikroanalýzy umístěny uvnitř 
tohoto nestálého pole, jsou excitovány současně (např. 
na ploše 35 mm2) a vizualizovány CCD (charge-coupled 
device, tj. zařízení s vázanými náboji) kamerou. Pouze 
fluorofory na povrchu jsou excitovány při 635, 532 nebo 
492 nm (a emitují fluorescenci), zatímco ve zbytku média 
se excitace neprojeví.

Při rozvoji Ab mikroanalýzy se objevily některé překážky 
[1]. Všechny povrchy poskytují srovnatelný signál při vyso-
ké koncentraci teček a inkubaci 30 min, přičemž optimál-
ní koncentrace pro nanášení je 400 mg Ag/l nebo i méně. 
Je-li inkubace prodloužena na 2,5 h, jsou ale výsledky 
rozdílné. Nejvyšší citlivosti bylo dosaženo na epoxysilano-
vých destičkách, kdy byl detekční limit 10 amol Ab/bod. 
Senzitivitu analýzy ovlivňují [11]: inkubační doba, velikost 
tečky, hustota vazebných míst, účinnost míchání, geo-
metrie inkubační komůrky a objem vzorku. K dosažení 
termodynamické rovnováhy při všech koncentracích 
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analytů je zapotřebí 100 – 400 h, takže při typickém pro-
vedení mikroanalýzy s krátkou inkubací a bez míchání se 
zmenšuje intenzita signálu 300x. I při optimální inkubaci 
Ab (s průměrnou afinitou) může klesnout reakční rychlost 
ve srovnání s ideálními podmínkami až 160x, ale účinné 
míchání může zvednout reakční rychlost až 40x. Snížení 
signálu vlivem uspořádání mikroanalýzy může být 100 až 
10000x ve srovnání s ideálním provedením. Adsorpce Ab 
závisí na elektrostatických a Van der Waalsových silách, 
vodíkových můstcích a hydrofobních vazbách.

Senzitivita může být definována buď jako míra změ-
ny odezvy na malou změnu podnětu [12] a předpokládá 
se, že metody s větší strmostí odezvy, nebo vyšší přes-
ností jsou při určité koncentraci citlivější, než ty, které 
detekují nižší množství analytu; nebo jako nejmenší kvan-
tita podnětu, která může být rozlišena s daným stupněm 
spolehlivosti [13] a neuvažuje se přesnost měření, ale 
pouze detekční limit (LOD). LOD je definován pro určitou 
matrici jako dvojnásobek výšky signálu proti šumu vzhle-
dem k nulové linii. Při mikroanalýzách se obvykle používá 
posledně uvedená definice. 

Výběr vhodného povrchu pro mikroanalýzy Abs je 
komplikován tím, že se neuvažují všechny fyzikálně-
chemické aspekty imobilizace [1]. Většina publikací 
uvádí LOD jako nejmenší množství zjištěného Ag nebo 
Ab (Tabulka 1.).   

Při vysoké nebo nízké koncentraci Ab v reakčním 
poli jsou velmi rozdílné: stabilita Ab, dostupnost vazeb-
ných míst a počet molekul specifické Ab. Při nízké kon-
centraci Ab je kinetický mechanismus vzniku signálu 
výrazně ovlivněn dvourozměrnou difuzí.

Množství detekovaných molekul je přímo úměrné kva-
drátu průměru reakčního místa, např. při průměru 30 µm 
je 100x nižší než při průměru 300 µm. Relativní odezva 
na velmi nízké koncentrace může být vyšší, než relativní 
intenzita signálu při vysoké koncentraci analytu. Mimoto 
nespecifická adsorpce proteinů mění reakční kinetiku. 
V současnosti se nejvíce používají hydrogelové destičky.

Trojrozměrné imobilizační postupy nejsou při mikro-
analýze tak výhodné, jak se předpokládalo. Při tomto 
způsobu imobilizace Ag se brání difuzi Ab [14], takže 
dostupná povrchová koncentrace je nízká (~100 mg/l)  
a získaný signál je 100x slabší. Difuze je také hlavním 
problémem, proč i při poloměru mikrotečky 10 µm 
a možnosti skeneru detekovat 0,05-0,5 cyaninových 
molekul na µm2 nejsou výsledky tak dobré, jak byly dle 
teorie vypočteny (tj. detekce 10-16 – 10-19 mol) – v labo-
ratorní praxi jsou o 2 – 3 řády horší.

Čipy se mohou využívat pro paralelní kompetitiv-
ní analýzu [15], a to buď s přímým značením, nebo 
se měření provádí nepřímo (obr. 1). Pro přímé značení 
se používají indokarbocyaninová značka Cy3 (excita-

Table 1. Development of different surface chemistries for antibody microarray purposes.

Surface Detection LOD Array Sample

Ni2+-coated, silane, 
FAST™

Cy labeling From 90 nmol/l  
to 400 fmol/l

Single chain Fv Ab 
fragments

Antigens

Glutaraldehyde,  
silane, dextrane

Chemiluminescent 
sandwich

1–100 µg/l Anti-IgG IgG

FAST, epoxy-, alde-
hyde-, aminosilane, 
poly-L-lysine

Sandwich: biotinylated 
Ab/streptavidin-Cy5

10 ng/l Anticytokines Abs Cytokines mixture

Macro-/nanoporous 
silicon

Fluorescein isothiocy-
anate

70 pmol/l Anti-IgG IgG

Protein–acrylamide 
hydrogel

Autofluorescence, 
chemiluminescent 
sandwich

80 pg/mm2 Glutathione  
S-transferase green 
fluorescent protein

Antigens

FAST  
and polyacrylamide

Cy labeling 3.6–0.7 pmol/spot His-tagged proteins Anti-His antibody

FAST, poly-L-lysine, 
aldehyde

Chemiluminescent 
sandwich

8–40 fg/spot IgG Anti-IgG

Poly-L-lysine, supra-
aldehyde

Cy labeling 6.25 pg/spot IgG Anti-IgG

Complex copolymer 
coating

Cy labeling and  
fluorescent Sandwich

Anti-IgG -54 and  
serum -900 amol/spot

IgG Anti-IgG and serum

Self-assembled  
monolayer: biotin/
streptavidin

Cy labeling 3 fmol/spot Biotinylated  
recombinant Ab  
fragments

Antigens

11 different  
commercial and 
homemade slides

Cy labeling 1–2 fmol/spot Mono-, polyclonal Abs Antigens

16 different  
commercial and 
homemade slides

Cy labeling 1 ng/l Mono-, polyclonal Abs Antigen mixture

Eight different  
commercial slides

Cy labeling ~100 amol/spot Mono-, polyclonal Abs Antigens
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ce 550 nm, emise 570 nm) nebo indokarbodicyanino-
vá značka Cy5 (excitace 650 nm, emise 670 nm). Pro 
nepřímé měření se používají jako značky např. biotin 
a digoxigenin, na které se pak přes Ab naváží fluores-
kující cyaniny Cy3, resp. Cy5. Hlavní předností para-
lelní kompetitivní analýzy je to, že pro každé detekční 
pole lze použít stovky Abs; měření má lineární odezvu 
a dynamický rozsah [16]. Paralelní detekce umožňuje 
současné měření neznámého a referenčního vzorku, 
a tím se eliminují rozdíly ve schopnosti záchytu Ab mezi 
jednotlivými mikrotečkami. Nevýhodou tohoto postupu 
je nižší specifita a senzitivita a také možnost ovlivnění 
interakce Ab s Ag značkou. 

Specifita je v sendvičovém uspořádání vyšší, pro-
tože každý Ag může být detekován dvěma epitopy, 
a také se dosahuje vyšší senzitivity, neboť vliv pozadí 
je omezen. V každém políčku může být detekován jen 
jeden vzorek (nelze použít referenci) a vzhledem ke 
vzájemné interakci Abs je jejich počet omezen na 30 
až 50. Odezva signálu při měření je sigmoidální a niko-
liv lineární – kalibrační křivka je nutná. 

Fluorescenční imunoanalýza na mikroku-
ličkách (FMIA) je technika, která používá spekt-
roskopicky rozlišitelné fluoreskující polystyrenové 
mikrokuličky k paralelní analýze až 100 látek (obvyk-
le jen 10) z jednoho vzorku [20]. Každá mikrokulič-
ka je konjugována s unikátním Ag nebo Ab, naváže 
se na vzorek, a na čipu umožňuje detekci v místě 
imunoreakce [21], tj. v jamce mikrotitrační destič-
ky. Detekce se provádí průtokovým cytometrem. 
Mikrokuličky jsou označeny barvivy fluoreskujícími 
červeně a oranžově [22]. Poměr těchto barviv je 
identifikátorem množství analytu imobilizovaného na 
povrchu mikrokuličky. Další detektor měří zelenou 
fluorescenci, která odpovídá celkovému množství 
přítomného analytu [23]. Dosahovaná senzitivita je  
v ng/l, ale tento postup vyžaduje dlouhý inkubační 
čas (2 h a více).

Dalším postupem je imunoanalýza na čipu 
s postupným nástřikem k činidlu, resp. vzorku. To se 
provádí tak, že magnetické kuličky jsou na počátku 
postupně nastříknuté na čip k činidlům a vzorku, kde 
jsou imobilizovány permanentním magnetem [24]. 
Magnetické kuličky zabraňují možné agregaci při 
imunoreakci.

Kapilární elektroforéza (CE)

Při tomto postupu se pracuje s malým množstvím 
vzorku a kombinuje se účinnost a rychlost CE se 
selektivitou Ab jako vazebného činidla – tato skupi-
na metod se označuje také jako afinitní kapilární elek-
troforéza. Většina imunoanalýz v minulosti používala 
homogenní uspořádání s možností buď kompetitivní-
ho, nebo nekompetitivního vytvoření vazby. Při těchto 
postupech jsou používány roztoky Ag i Ab. Nejběžněj-
ší značkou byl fluorofor, ale aplikoval se také enzym. 
Později se začalo používat i heterogenní uspořádá-
ní, kdy byla imobilizována Ab nebo Ag na podložce. 
K selektivní izolaci analytu dochází ještě před CE. 
K detekci lze použít různé principy [25] jako fluores-
cence, absorbance v ultrafialové (UV) nebo viditelné 
(VIS) oblasti, chemiluminiscence, elektrochemické 
detekce, hmotnostní spektrometrie (MS) nebo povr-
chové plazmonové rezonance.

CE imunoanalýzy mají vůči konvenčním imunoana-
lýzam dvě výhody, a to snadnou automatizaci a relativ-
ně rychlou separaci Ab, Ag nebo komplexů Ag-Ab [26]. 
Navíc je zapotřebí jen velmi malé [27] nebo stopové 
množství vzorku (< 0,1 µl). CE umožňuje také paralelní 
stanovení více analytů. Nevýhodou je, že imunoreakce 
probíhá volně v roztoku, a tak je průchodnost systé-
mem pomalejší než u metod ELISA. Další nevýhodou je 

Fig. 1. Antibody microassay format

Při sendvičové imunoanalýze [15] ukotvená Ab 
váže neznačený Ag a k detekci se používá jiná Ab, kte-
rá je označená (obr. 2). Kromě běžné zesílené luminis-
cence se mohou použít i jiné metody jako amplifikace 
otáčivou kružnicí, rozptyl světla rezonancí, nebo ampli-
fikace tyramidového signálu či biotin-streptavidinová 
kotva s navázaným fluoroforem Cy3. 

Dvojbarevná izotermní amplifikace otáčivou kruž-
nicí [17] se používá k detekci méně častých proteinů 
a dosahuje citlivosti řádově fmol. K zesílení signálu se 
na druhou Ab naváže oligonukleotidový primer obsa-
hující fluorofory a na něj se hybridizuje kružnice DNA. 
Při otáčení kružnice dochází v přítomnosti DNA-poly-
merázy a nukleotidů k replikaci fluoroforu do kružnice 
DNA, a tím k zesílení signálu. 

K rozptylu světla rezonancí [18] dochází na extrém-
ně zářivých částečkách koloidního zlata (průměr 78 
nm), které jsou potaženy Ab vůči biotinu. 

Amplifikace tyramidového signálu [19] probíhá při 
ELISA uspořádání tak, že druhá Ab je biotinylovaná 
a reaguje se streptavidinem, který má jako značku kře-
novou peroxidázu (HRP). Následně dochází k amplifi-
kaci biotinu pomocí biotinyltyramidu. Přitom dochází 
k navázání biotinu na všechna místa, kde se nachází 
protein druhé Ab (tyramid se váže s proteinovým tyro-
sinem). V poslední fázi se naváže streptavidin s fluoro-
forem Cy3 a provede se detekce vertikálním fluorime-
trem.  

Fig. 2. Antibody microassay format
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vyšší mez detekce, protože při reakci v roztoku nemůže 
docházet k lokálnímu zahuštění reaktantu, k jakému 
dochází na pevné fázi v postupu ELISA.

Homogenní kompetitivní CE imunoanalýzy [25] 
mají první krok postupu společný s konvenčními imuno-
analýzami, tj. značený a neznačený Ag soutěží o ome-
zený počet vazebných míst Ab. Pak dochází k separaci 
CE (obr. 3), a značený Ag se detekuje buď jako volný 
(signál je přímo úměrný koncentraci stanovovaného 
Ag), anebo vázaný v imunokomplexu (signál je nepřímo 
úměrný koncentraci stanovovaného Ag). Tento postup 
je v současnosti nejpoužívanější CE imunoanalýzou. 
LOD závisí hlavně na třech faktorech [28]: koncentra-
ci vazebných míst Ab, koncentraci značeného Ag a na 
afinitě Ab k Ag. Optimální poměr Ab ke značenému Ag 
je 1:2. Pochopitelně Ab s vysokou rovnovážnou asoci-
ační konstantou (např. 1012 mol-1) je účinnější, než Ab 
s nižší afinitou. Za výhodu se považuje, jsou-li srovna-
telné velikosti vazebných konstant Ab ke stanovova-
nému Ag a Ab ke značenému Ag. Matrice vzorku by 
neměla mít nepříznivý vliv na detekci značky. Separace 
volného a vázaného značeného Ag je v kompetitivním 
uspořádání snadnější, než v konfiguraci nekompetitivní, 
zejména když se jedná o hapten. Značení Ag je také 
snadnější než u Ab. Nekompetitivní uspořádání má ale 
také své výhody, např. nižší LOD, širší dynamický roz-
sah měření, a snadnější rozlišení interferujících látek.

Ztrátu aktivity Ab při vazbě značky lze minimalizovat 
použitím afinitní chromatografie k ochraně parato-
pu [30]. Přebytek Ag se ukotví na podložku a přidá se 
cílová Ab. Ve třetím kroku se naváže přebytek znač-
ky (např. Cy5), přičemž je paratop Ab stericky chrá-
něn. Nakonec se elučním pufrem přeruší vazba mezi 
Ag a značenou Ab a provede se její izolace (obr. 5). 
Značená Ab je pak k dispozici pro nekompetitivní CE 
imunoanalýzu. 

Fig. 3. Use CE to separate and detect bound vs. non-bound 
labeled Ag

Nekompetitivní CE imunoanalýzy (CE s afinitní 
sondou) [25] jsou zahájeny imunoreakcí mezi přebyt-
kem značené Ab nebo Fab fragmentu a stanovovaným 
Ag. Následně proběhne CE separace volné značené Ab, 
resp. značeného Fab fragmentu, a jejich imunokomplexu 
s Ag (obr. 4) na základě rozdílné elektroforetické mobility. 
Dosažený LOD je 1 pmol/l pro CA 125 [29]. Separace CE 
proběhne za 4 min, včetně detekce zábleskovou chemilu-
miniscencí, ale zahajovací imunoreakce až za 2 h. Použití 
velkého přebytku značené Ab sice urychlí imunoreakci, 
ale současně zvýší pravděpodobnost nespecifické inter-
akce (zvyšuje LOD) a také nepříznivě ovlivní cenu analýzy. 
LOD závisí na specifitě Ab, odezvě detektoru na použitou 
značku a zejména na vazebné konstantě Ag-Ab (mimo-
to značka nesmí být blízko vazebného místa imunoreak-
tantů). Postup nelze použít při nedostatečném rozdílu ve 
velikosti a náboji mezi značenou Ab a imunokomplexem, 
protože separace CE není efektivní. 

Nekompetitivní CE imunoanalýzu lze modifikovat 
ke stanovení Ab nebo Fab fragmentu jestliže zahajova-
cí imunoreakce proběhne s přebytkem značeného Ag. 
Následná CE separace pak oddělí značený Ag od imu-
nokomplexu. 

Fig. 4. Use CE to separate and detect bound vs. non-bound 
labeled Ab

Fig. 5. Affinity protection chromatography

Při nekompetitivní CE imunoanalýze je žádoucí, 
aby měl volný reaktant (podle uspořádání značená Ab 
nebo značený Ag) homogenní elektroforetickou mobili-
tu a migroval jako jediný úzký pík při separaci CE. Tím 
by se snadno odlišil od píku imunokomplexu. Tak se 
nechovají polyklonální Ab, a proto je výhodnější použít 
monoklonální Ab, nebo ještě lépe jen jeden řetězec 
variabilního fragmentu. Použitá značka musí poskyto-
vat signál při jiné vlnové délce než reaktanty a tento sig-
nál nesmí být zesilován ani zeslabován matricí vzorku.

Heterogenní imunoanalýzy jsou hybridní techni-
ky, kdy se kombinuje afinitní nebo imunoafinitní chro-
matografie s CE nebo elektrochromatografií. 

Pro stanovení strukturně podobných antigenů lze 
použít postup, kdy jsou antigeny navázány na odpo-
vídající Abs (nesmí mít vysokou afinitu), imobilizované 
na pevné fázi (např. jednoúčelovém disku ze skleně-
ných vláken). V následném kroku jsou antigeny uvol-
něny a separovány CE. Ab může být také zakotvena 
v kapiláře a vazba cílového Ag s následujícím uvolně-
ním a separací CE může být provedena až 25x [31], 
bez ztráty aktivity Ab. Optimální přebytek Ab vůči Ag 
je 15:1. 

Při stanovení Ag se po imunoreakci s přebytkem 
značené Ab provede ukotvení volné značené Ab na 
pevnou fázi, potaženou Ag a imunokomplex se sepa-



Klinická biochemie a metabolismus 2/2016	 61

ruje CE (obr. 6). Metoda je užitečná zejména pro stano-
vení haptenů, kdy je rozdíl mezi elektroforetickou mobi-
litou imunokomplexu a volné Ab malý [25]. V některých 
případech musí být zakotvený Ag derivatizován, aby byl 
dostatečně reaktivní pro záchyt Ab. Hapteny musí být 
někdy upevněné na podložce přes distanční ramínko, 
aby k nim měla Ab vyhovující přístup. Proces imobiliza-
ce nesmí interferovat při reakci Ag s Ab. Imobilizovaný 
Ag musí být vůči Ab v dostatečném přebytku.

se získávají hydrolýzou cytochromu c, a katalyzují reak-
ce, při kterých se uplatňuje oxidace peroxidem vodíku.  

Chemiluminiscence má několik výhod: chemilu-
miniscenční reakce je rychlá, má nízký LOD (10-21 mol) 
[32] a nízký šum pozadí. Největším omezením použití 
této metody je nutnost připojení iniciačního reaktoru 
chemiluminiscence za CE. Kromě toho je potřebná 
optimalizace koncentrace chemiluminiscenčních reak-
tantů. Běžně se používá reakce luminolu s HRP znač-
kou a signál ve VIS oblasti může být zesilovačem (např. 
4-jódfenol) znásoben tak, že se LOD sníží až 1000x. 
K chemiluminiscenci lze použít také reakci izoluminol 
izothiokyanátu s mikroperoxidázou [25].

Elektrochemická detekce má několik předností 
vůči ostatním technikám, používaným při CE imunoana-
lýze. Tento postup se snadno kombinuje s CE, je levný, 
selektivní a citlivý. Elektrochemická detekce vyžaduje 
značku, která se snadno oxiduje nebo redukuje. Měří 
se změna proudu při konstantním napětí. Selektivita se 
dosahuje nastavením optimálního potenciálu. Další zvý-
šení selektivity se dosáhne při použití chemicky modifi-
kované elektrody [33], nebo několika různých elektrod. 
Jako oxidující značka se používá např. HRP pro sub-
strát tetramethylbenzidin, a produkt je pak redukován 
na uhlíkové elektrodě.

UV/VIS absorbance je běžná nedestruktivní meto-
da při CE. Její nevýhodou je poměrně nízká senzitivi-
ta ve srovnání s LIF. Stanovovaný analyt nebo znač-
ka musí obsahovat chromofor s dostatečně vysokou 
molární absorptivitou při monitorované vlnové délce. 

Hmotnostní spektrometrie vyžaduje takovou úpra-
vu CE imunoanalýzy, kdy se použije pufr s nejnižší možnou 
koncentrací solí, aby se nemohly usazovat ve spektrome-
tru, např. v trysce při elektrospreji. Limitované množství 
vzorku, které se při MS používá, nedovoluje dosáhnout 
nízký LOD, nicméně lze takto jednoznačně určit analyt. 
MS detekce je výhodná při stanovení látek s podobnou 
elektroforetickou mobilitou, např. deriváty kodeinu v moči 
[34]. Jednotlivé antigeny lze stanovit z poměru hmotnosti 
a náboje (m/z) jim odpovídajících iontů.   

Povrchová plazmonová rezonance je technika, 
při které se sleduje změna indexu lomu v čase na kovo-
vém povrchu (Au) při adsorpci velkých molekul po CE 
(např. LOD pro IgG je 2 fmol) [35]. Nevýhodou meto-
dy je značná závislost indexu lomu na teplotě vodného 
roztoku (změna indexu lomu je 10-4/1 °C). Při dobré ter-
moregulaci lze metodu použít, když se v imunoreakci 
před CE používá Ab s vysokou afinitou vůči stanovova-
nému Ag, aby po CE docházelo ke skokovým změnám 
detekovaného indexu lomu.
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