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基于纳米金和辣根过氧化物酶信号放大的

癌胚抗原电化学免疫传感器

杨高建，赖玉璇，汤从利，邓 燕

（湖南工业大学 生物医用纳米材料及器件湖南省重点实验室，湖南 株洲 412007）

摘　要：以癌胚抗原（CEA）为检测目标构建 CEA 电化学免疫传感器：壳聚糖为生物活性膜，纳米金和

生物素标记的辣根过氧化物酶为放大元，CEA、链霉亲和素标记的癌胚抗体免疫反应形成的复合物为固定的酶

标免疫复合物，并对检测条件进行了优化。通过竞争性酶联免疫法检测不同浓度 CEA 的电化学响应。结果表明，

该新型免疫传感器表现出良好的线性范围（4~16 ng/mL，R2=0.992 7），检测限为 1 ng/mL。
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A Carinembryonic Antigen Electrochemical Immunosensor Based on
Gold Nanoparticles and Horseradish Peroxidase Signal Amplification

YANG Gaojian，LAI Yuxuan，TANG Congli，DENG Yan
（Hunan Key Laboratory of Biomedical Nanomaterials and Devices，Hunan University of Technology，Zhuzhou Hunan 412007， China）

Abstract：A novel cancerembryo antigen (CEA) electrochemical immunosensor has been constructed using 
chitosan (CS) as bioactive membranes, gold nanoparticles (AuNPs) and biotinylated horseradish peroxidase (HRP) 
for signal amplification, and CEA, streptavidin-labeled carcinoembryonic anti-bodies (anti-CEA) immunoreactive 
complexes as immobilized enzyme-labeled immunoconjugates, accompanied by the optimization of the detection 
conditions. The effect of different electrochemical responses at different concentrations of CEA can be detected by 
adopting the competitive enzyme linked immunoabsorbent assay ( ELISA). This novel sensor exhibits such fine 
properties as with a good linear range (4~16 ng/mL, R2=0.992 7) and a low detection limits of 1 ng/mL.

Keywords：electrochemical immunosensor；enzyme-linked immunoassay；cancerembryo antigen (CEA)；gold 
nanoparticles (AuNPs)

1 研究背景

肿瘤标志物 [1] 是一种由肿瘤细胞或者其他组

织产生的与肿瘤细胞活动有关的活性物质，根据其

生化或免疫特性可用于识别或诊断肿瘤。癌胚抗原

（carcinoembryo antigen，CEA）是一种分子质量约

为 200 kDa 的酸性糖蛋白，被广泛用作许多恶性肿瘤

的标志物 [2]，如肺癌 [3]、卵巢癌 [4]、乳腺癌 [5] 等。

CEA 在血清中的相对浓度高低可作为标记物来诊断

疾病、判断病症的复发或转移以及评估医疗效果 [6]。

已有报道中对血清中 CEA 相对浓度的免疫检测方法
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很多，如酶联免疫吸附法 [7]、荧光免疫 [8]、放射免疫 [9]、

化学发光 [10] 等，这些方法需要昂贵复杂的仪器支持，

操作时间较长，灵敏度不高，辐射及光污染严重，从

而限制了其普及使用。血清中 CEA 等标志物的含量

极低，发展高灵敏、简便的免疫分析技术对肿瘤标志

物的检测有着至关重要的意义。电化学免疫传感器利

用抗原和抗体间的高度特异性结合的原理，将免疫分

析法和电化学传感技术相结合构建的生物传感器，具

有灵敏度高、分析速度快、操作简便、成本低等特点。

壳聚糖具有良好的成膜能力和吸附性能，且无

毒、机械强度强；纳米金具有很高的比表面积，可与

多种生物大分子结合，给予蛋白质分子更自由的取

向，能加快电子传递速率。本文拟构建一种基于纳米

金（gold nanoparticles，AuNPs）和辣根过氧化物酶

（horseradish peroxidase，HRP）两步信号放大的免

疫传感器，通过竞争免疫法检测血清中 CEA 痕量相

对浓度。

2 实验部分

2.1 主要试剂与仪器

人 CEA 酶联免疫检测试剂盒，上海生工生物

工 程 公 司； 牛 血 清 蛋 白（bovine serum albumin，
BSA），上海生工生物工程公司；壳聚糖（Chitosan，
CS），BR；氯化钾，AR；六水合氯化铁，AR；

盐酸，AR；硝酸，AR；磷酸二氢钾，AR；铁氰化

钾，AR；氯金酸，AR；氯化钠，AR；柠檬酸三

钠，AR；过氧化氢，质量分数为 30%，AR；邻苯

二胺（o-phenylenediamine，OPD），AR；冰醋酸，

AR；十二水合磷酸氢二钠，AR。实验所用试剂均购

于国药集团化学试剂有限公司，所用水均为超纯水。

电化学工作站，上海市辰华仪器公司；智能磁力

搅拌器，巩义予华仪器公司；超声波清洗器，长沙明

杰仪器有限公司。

2.2 壳聚糖溶液的配制

取 1 g 冰醋酸，用 99 g 分子水稀释，配制成质

量分数为 1% 的醋酸溶液；再取 0.2 g 的 CS 于 10 mL
的烧杯中，用 9.8 g 质量分数为 2% 的醋酸溶液溶解。

2.3 纳米金的制备

所用玻璃仪器均用王水浸泡 12 h；分别配制质

量分数为 0.01% 氯金酸以及质量分数为 1% 的柠檬

酸三钠；取 100 mL 质量分数为 0.01% 的氯金酸于三

口烧瓶，在油浴锅中于 100 ℃加热搅拌至沸腾；快

速加入 3 mL 质量分数为 1% 的柠檬酸三钠溶液，溶

液在短时间内转变为酒红色，继续搅拌 15 min；移

去加热源，持续搅拌 15 min，将溶液收集置于玻璃

冷冻管，于 4 ℃温度条件下保存 [11-12]。

2.4 玻碳电极的处理

将玻碳电极 [13]（glassy carbon electrode，GCE）
用粒径为 0.05 µm 的抛光粉进行抛光，打磨数分钟；

然后使用分子水冲洗电极，在超声清洗器中超声清洗

3~4 min，再分别用乙醇、硝酸以及分子水超声清洗

3~4 min[14]。

用 0.05 mol/L K3[Fe(CN)6]（含有 0.1 mol/L KCl）
为支持液；在电化学工作站中（以 GCE 为工作电

极，铂丝电极为对电极，甘汞电极为辅助电极）用循

环伏安法 [15] （cyclic voltammetry，CV），扫描范围

为 -0.2~0.6 V，扫描速率为 50 mV/s，获得稳定的循

环伏安响应曲线。

2.5 CEA 酶联免疫试剂盒的处理

将试剂盒从 4~8 ℃的储存室里置于室温下平衡 1 
h；使用移液枪取适量标准品于 1.5 mL 的灭菌离心管

中，并用标准品稀释液将其配制成80, 16, 14, 11, 10, 6, 
4 ng/mL 样液；分别取适量的链酶亲和素标记的 anti-
CEA、生物素标记的 HRP、浓缩洗涤液，用无菌水

稀释 20 倍，备用。

2.6 传感器的构建及电化学分析

本次研究所用的电化学免疫传感器示意图如图 1
所示。

在处理好的 GCE 上滴加 10 μL 质量分数为 2%
的 CS，生成仿生物活性膜；随后滴加 10 μL AuNPs，
使其自然干；再于电极表面滴加 10 μL 的 80 ng/mL 
CEA，于 4℃过夜自组装，用质量分数为 1% 的 BSA
封闭 1 h，封闭非特异性活性点；取链酶亲和素标记

的抗体（streptavidin-labeled anti-CEA）2.5 μL、生物

素标记的 HRP（biotinylated HRP）5 μL 以及 2.5 μL
的 CEA，并将其混合；取混合液 10 μL 滴加到电极表

面，置于温育箱在 37 ℃下温育 1 h，通过自由 CEA
与固定 CEA 竞争性免疫结合 anti-CEA，传感器置于

0.01 mol/L PBS（pH 值为 7.2）中在 4 ℃中保存。每

图 1 基于检测 CEA 的 AuNPs 和 HRP 两步信号放大的

电化学免疫传感器示意图

Fig. 1 Schematic diagram of electrochemical immunosensor 
based on CEA detection of two-step signal amplification of 

AuNPs and HRP
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步修饰完成后在 0.05 mol/L K3[Fe(CN)6] 和 0.1 mol/L 
KCl 混合溶液中进行 CV 检测；构建的免疫传感器在

0.1 mol/L PBS（pH 值 为 7.2）+15 mmol/L OPD+0.5 
mmol/L H2O2 体系中对不同浓度的 CEA 进行电化学

扫描。扫描范围为-0.2~0.6 V，扫描速率为 100 mV/s。

3 结果与讨论

3.1 免疫传感器的电化学行为

图 2 为玻碳电极在 0.05 mol/L K3[Fe(CN)6] 与 0.1 
mol/L KC 混合溶液中逐级修饰的 CV 图。图 2 中的

曲线 b 是裸玻碳电极，壳聚糖膜修饰的玻碳电极 CV
检测电流峰值最小（曲线 a），说明铁氰化钾的电子

传递在电极表面受到了很大阻力 [16]；再修饰纳米金

（曲线 e）后，因为纳米金的大比表面积和高传导能

力促进了电极表面电子传递 [17]，电流峰值达到最大，

表明纳米金对该修饰电极具有电信号放大作用。在纳

米金上修饰 CEA（曲线 d）和 CEA 抗原抗体免疫反

应（曲线 c）后，由于抗原、抗体的电阻率相对较大，

对铁氰化钾的电子传递有阻碍，导致峰值电流逐渐减

小，这说明抗原抗体结合完成。

 

将纳米金 / 壳聚糖膜修饰的 GCE 和免疫传感器

在扫描范围为 -0.3~-0.8 V，脉冲宽度为 50 ms，0.1 
mol/L PBS（pH 值为 7.2）含有 15 mmol/L OPD、0.5 
mmol/L H2O2 体系中进行微分脉冲伏安（differential 
pulse voltammetry，DPV）检测，其结果如图 3 所示。

图中免疫传感器的电流峰值（曲线 b）明显比用纳米

金 / 壳聚糖膜修饰的 GCE 的电流峰值（曲线 a）高。

这是因为 HRP 高效催化的作用下使得电子传递的速

度大幅度提高 [18-19]，HRP 在该传感体系中具有大幅

信号放大的作用。

 

3.2 电化学检测条件优化

据文献报道 [18-19]，CEA 最优孵化温度为 35~
37 ℃，最优孵化时间为 30~45 min[21-23]。本实验对反

应体系的 pH 值与催化底物浓度进行条件优化。

在该传感体系中，H2O2 是 HRP 的催化底物，实

验分析了 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5 mmol/L H2O2 浓

度下免疫传感器的信号响应。在 -0.3~-0.8 V 扫描范

围，脉冲宽度为 50 ms，0.1 mol/L PBS（pH 值为 7.2）
含有 15 mmol/L OPD、0.5~3.5 mmol/L H2O2 体系进行

DPV 检测，实验结果如图 4 所示。实验结果显示，

免疫传感器在 H2O2 不同浓度下的对应电流峰值与

H2O2 浓度呈线性关系，在 0.5~3.5 mmol/L H2O2 线性

浓度之间，CEA 免疫传感器的灵敏度会随 H2O2 浓度

的升高而线性递增。

 图 2 在 0.05 mol/L K3[Fe(CN)6]+0.1 mol/L KCl 溶液中

玻碳电极逐级修饰的 CV 图

Fig. 2 CV diagram of glassy carbon electrode modified
step-by-step in the 0.05 mol/L K3[Fe (CN)6]+0.1 mol/L KCl 

aqueous solution

a—CS/GCE；b—bare GCE；c—HRP/anti-CEA /CEA/AuNPs/
CS/GCE；d—CEA/AuNPs/CS/GCE；e—AuNPs/CS/GCE

图 3 在 0.1 mol/L PBS (pH 值为 7.2)+15 mmol/L OPD+
0.5 mmol/ L H2O2 体系中 AuNPS/CS/GCE 和

HRP/anti-CEA/CEA/AuNPs /CS/GCE 的 DPV 图

Fig. 3 DPV diagram of AuNPS/CS/GCE and HRP/anti-
CEA/CEA/AuNPs/CS/GCE in 0.1 mol/L PBS (pH value is 
7.2)+15 mmol/L OPD+0.5 mmol/L H2O2 aqueous solution

图 4 在 0.1 mol/L PBS（pH 值为 7.2）+15 mmol/L 
OPD+0.5~3.5 mmol/L H2O2 体系免疫传感器的

DPV 峰电流关系图

Fig. 4 Relation schema of the DPV peak current and the 
concentration of H2O2 in the 0.1 mol/L PBS(pH value is 7.2)+
15 mmol/L OPD+0.5~3.5 mmol/L H2O2 aqueous solution
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将传感器在扫描范围为 -0.3~-0.8 V，脉冲宽度

为 50 ms，0.1 mol/L PBS（pH 值 为 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 
6.5, 7.2, 7.5）含有 15 mmol/L OPD、0.5 mmol/L H2O2

体系中进行 DPV 检测，结果如图 5 所示。由图可知

免疫传感器在不同 pH 值下对应的峰值电流有明显的变

化，在pH值为5.0 时有最大峰值电流 [24]。该结果说明，

在 pH 值为 5.0 时免疫传感器的灵敏度最高。

 

3.3 CEA 免疫传感器的性能

在 pH 值为 7.2，其他实验条件为最佳条件下，

模拟生理环境，对 CEA 免疫传感器的性能进行分析。

在传感器的扫描范围为 -0.3~-0.8 V，脉冲宽度为 50 
ms，支持液为 0.1 mol/L PBS（pH 值为 7.2）含有 15 
mmol/L OPD、0.5 mmol/L H2O2 体系中进行DPV检测，

其结果如图 6 所示。

取 4, 6, 10, 11, 14, 16 ng/mL CEA 2.5 μL， 混 合

链酶亲和素标记的 anti-CEA 2.5 μL、生物素标记的

HRP 5 μL。取混合液 10 μL 滴加在固定有 CEA 的

GCE 上，通过竞争性免疫构建成免疫传感器。

如图 6 所示，随着自由 CEA 浓度的上升，自由

CEA 同固定 CEA 竞争有限酶标 anti-CEA，使得固

定 CEA 与酶标 anti-CEA 的结合量减少，从而使固

定的 HRP 量减少，进而使催化效果下降，最终导致

免疫传感器的 DPV 检测信号减小。经过对免疫传感

器在不同 CEA 浓度下的 DPV 分析，并对免疫传感器

在不同CEA浓度下的DPV电流峰值进行线性拟合（图

7），得到免疫传感器线性检测范围为 4~16 ng/mL，
检测限为 1 ng/mL，线性相关性为 R2=0.992 7。这一

结果表明，该免疫传感器线性范围好、检测限低。

 

3.4 免疫传感器的重现性与稳定性

对完全相同的体系进行电化学检测 [25]，传感器

的 CV 和 DPV 检测的偏差分别为 7% 和 6%，可见免

疫传感器的重现性良好。

将免疫传感器在 0.01 mol/L PBS（pH 值为 7.2）
中于 4 ℃温度条件下保存 15 d 后，再用 CV 以及

DPV 检测，得到传感器的 CV 和 DPV 峰值电流变化

分别为 8.0% 和 7.5%，故可知该免疫传感器的稳定性

也很好。

4 结语

课题组成功构建了一种应用 AuNPs 和 HRP 两

步放大法检测癌胚抗原微量浓度的免疫传感器。

该传感器利用壳聚糖在分子结构上的网状结构以及

图 5 在 0.1 mol/L PBS（pH 值为 4.5~7.5）+15 mmol/L 
OPD+ 0.5 mmol/L H2O2 体系免疫传感器 DPV 峰值电流图

Fig. 5 DPV peak current diagram of system immunosensor in 
0.1 mol/L PBS(pH value is 4.5~7.5)+15 mmol/L 

OPD+0.5 mmol/L H2O2 aqueous solution

a—16 ng/mL；b—14 ng/mL；c—11 ng/mL；

d—10 ng/mL；e—6 ng/mL；f—4 ng/mL。

图 6 在 0.1 mol/L PBS (pH 值为 7.2)+15 mmol/L OPD+
3.5 mmol/L H2O2 体系中，不同 CEA 浓度竞争性免疫

作用下传感器的 DPV 图

Fig. 6 DPV diagram of the immunosensor under competitive 
immuni zation with different concentrations of CEA in
0.1 mol/L PBS (pH value is 7.2) + 15 mmol/L OPD + 

3.5 mmol/L H2O2 aqueous solution

图 7 在 0.1 mol/L PBS（pH 值为 7.2）+15 mmol/L 
OPD+3.5 mmol/L H2O2 体系中，不同 CEA 浓度

竞争性免疫作用下免疫传感器的峰电流的关系图

Fig. 7 Relation schema of the peak current of immunosensor 
under competitive immunization with different concentrations 

of CEA in 0.1 mol/L PBS (pH value is 7.2)+15 mmol/L 
OPD+3.5 mmol/L H2O2 aqueous solution
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与 AuNPs 良好的结合作用，为 AuNPs 提供良好的

附着位点；再利用 AuNPs 的高电子密度以及介电

特性，让 AuNPs 和 CEA 更高效地结合；最后通过

免疫竞争法让自由 CEA 和固定化 CEA 竞争有限

的酶标 anti-CEA。HRP 标记的 anti-CEA 与固定在

AuNPs/CS 修饰玻碳电极上的 CEA 结合生成 HRP
标记的免疫复合物。该免疫传感器线性检测范围为

4~16 ng/mL，检测限为 1 ng/mL。
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