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基于犃犵犐模拟酶纳米材料构建阻抗型免疫传感器用于检测癌胚抗原
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　　［摘要］　目的　设计一种基于ＡｇＩ模拟酶纳米材料的阻抗型免疫传感器，对血清样品中的癌胚抗原（ＣＥＡ）进行高灵敏

检测。方法　合成一种壳聚糖修饰的碘化银（ＣＳＡｇＩ）纳米材料，利用透射电镜（ＴＥＭ）和傅里叶红外光谱（ＦＴＩＲ）法对合成的

ＣＳＡｇＩ进行表征，以ＣＳＡｇＩ为信号标记物修饰ＣＥＡ抗体，采用夹心式免疫分析法在金电极表面制备一种高效、灵敏的电化

学免疫传感器，采用电化学工作站定量分析检测所构建免疫传感器的电化学性能。结果　成功合成ＣＳＡｇＩ纳米颗粒，颗粒

呈球形，粒径约为１００ｎｍ。以ＣＳＡｇＩ纳米颗粒为信号标记物构建的免疫传感器在ｐＨ７．０的磷酸盐缓冲液中检测ＣＥＡ时表

现出良好的电化学性能，其交流阻抗响应值与样品中的ＣＥＡ浓度的对数呈线性增加趋势，并在ＣＥＡ浓度为０．１～８０ｎｇ／ｍＬ

范围内展现出良好的线性关系（狉＝０．９９６），检测限达到０．０５ｎｇ／ｍＬ。结论　基于ＡｇＩ模拟酶纳米材料构建的阻抗型免疫

传感器可以高灵敏检测ＣＥＡ，同时具有较好的精确性、重现性和选择性，为癌症的早期诊断和早期治疗提供了实验依据。
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　　近年来，癌症患者的医疗总支出已经导致经济

资源的巨大流失。据统计，我国每年多达１５００亿

元用于对癌症的治疗（而不是预防上），每年死于癌

症的人数超过１６０万，新发病例每年约２２０万人以
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上，癌症目前已是中国公共卫生的头号公敌［１２］。肿

瘤标记物是肿瘤（癌）细胞本身存在或分泌的特异性

物质，绝大多数存在于恶性肿瘤中，其中肿瘤表面抗

原是研究进展较快的指标之一［３５］。癌胚抗原

（ＣＥＡ）是一个广谱性肿瘤标记物，能反映多种肿瘤

的存在，对大肠癌、乳腺癌和肺癌的疗效判断、病情

发展、监测和预后估计均有良好的应用价值［６］。因

此，及时、准确地检测出血清中ＣＥＡ的含量对肿瘤

的预警及早期诊断具有重要意义。

免疫分析技术是以抗原抗体的特异性结合为

基础对肿瘤标记物进行定量检测的技术［７９］。该技

术融合了传感技术的高灵敏性和免疫反应的高选择

性，具有现场检测、选择性高、操作简便和价格低廉

等优点，现已广泛应用于疾病分析和诊疗等领域。

电化学免疫传感器是在免疫分析技术的基础上，以

电信号作为信号放大技术所构建的，它具有易于微

型化、灵敏度高、易于自动化控制等特点，是检测肿

瘤标记物的有力工具。纳米材料因具有独特的性

质，广泛应用于探索具有超高灵敏度、超高选择性的

电化学免疫分析方法，其中模拟酶纳米材料是免疫

分析方面研究的重要领域，对于提高分析方法的灵

敏度与准确性至关重要［１０１２］。

本研究成功合成了碘化银（ＡｇＩ）模拟酶纳米材

料，并以其作为分子探针在电极表面构建夹心式免疫

传感器。由于ＡｇＩ的类过氧化酶活性可以催化四氯

萘酚生成不溶物，使该不溶物沉积在电极表面，导致

电极的电化学阻抗值增加，将其与肿瘤标记物建立对

应关系，可用来检测ＣＥＡ的浓度。

１　材料和方法

１．１　仪器与试剂　多克隆鼠抗人ＣＥＡ抗体（Ａｂ，

３．０ｍｇ／ｍＬ）和ＣＥＡ购自ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；１乙

基３，３二甲基氨丙基碳化二亚胺（ＥＤＣ）、壳聚糖

（ＣＳ）、Ｎ羟 基 丁 二 酰 亚 胺 （ＮＨＳ）和 氯 金 酸

（ＨＡｕＣｌ４·４Ｈ２Ｏ）均购自Ａｌｆａ公司；牛血清白蛋白

（ＢＳＡ，纯度：９６％）购自德国ＭｅｒｃｋＳｃｈｕｃｈａｒｄｔ公司。

其他试剂均为分析纯，实验用水均为二次蒸馏水。

ＣＨＩ６６０Ｅ电化学工作站购自上海辰华仪器有限

公司；工作电极金（Ａｕ）电极，对电极铂丝电极，参比电

极Ａｇ／ＡｇＣｌ均购自武汉高仕睿联有限公司；紫外可

见分光光度计ＵＶ１８００（１１０２ＵＶｖｉｓ）购自美析（中

国）仪器有限公司；电子天平购自上海精密科学仪器

有限公司（ＦＡ２００４）；透射电子显微镜（ＴＥＭ，Ｈ６００）

购自日本Ｈｉｔａｃｈｉ公司；Ｈ２０５０Ｒ高速台式冷冻离心机

购自长沙湘仪离心机仪器有限公司。

１．２　ＣＳ修饰的ＡｇＩ（ＣＳＡｇＩ）纳米颗粒的制备与表

征　ＣＳＡｇＩ纳米颗粒参照Ｃｈａｎｇ等
［１３］的经典沉淀法

合成获得。配制０．１ｍｏｌ／Ｌ硝酸银（ＡｇＮＯ３）水溶液、

０．５％ＣＳ水溶液和０．１５ｍｏｌ／Ｌ碘化钾（ＫＩ）水溶液，

分别量取ＡｇＮＯ３水溶液和ＣＳ水溶液各２０ｍＬ，混合

均匀，并在暗室中搅拌３０ｍｉｎ；随后逐滴加入ＫＩ水溶

液，继续在暗室中搅拌３０ｍｉｎ，离心收集沉淀，二次蒸

馏水清洗后超声清洗３～５ｍｉｎ，再次离心；重复上述

清洗工作４～５次，洗去多余离子，最终得到ＣＳＡｇＩ

纳米颗粒。分别使用ＴＥＭ和傅里叶红外光谱仪对合

成的ＣＳＡｇＩ的形态和官能团进行表征。

１．３　Ａｂ和ＣＳＡｇＩ共轭复合物（ＡｂＣＳＡｇＩ）的制

备　用传统的碳化二亚胺交联方法将ＣＳＡｇＩ纳米

颗粒标记在 ＣＥＡ 抗体上。取２．２ｍｇＮＨＳ和

３．０ｍｇＥＤＣ溶解在５００μＬＣＳＡｇＩ纳米颗粒水溶

液中，室温下持续搅拌４５ｍｉｎ；再加入１００μＬＡｂ，

缓慢搅拌１２ｈ使Ａｂ和ＣＳＡｇＩ充分交联在一起。

离心去除多余的Ａｂ和试剂，将制备的ＡｂＣＳＡｇＩ

纳米标记物分散在１．０ｍＬ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ；

０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４）中待用。

１．４　电化学免疫传感器分子探针的制备　Ａｕ电极

依次用０．３μｍ和０．０５μｍ的氧化铝抛光粉打磨，再

依次用丙酮、乙醇和水各超声清洗５ｍｉｎ，在空气中

自然晾干待用。在干净的Ａｕ电极表面滴涂Ｌ半胱

氨酸（ＬＣｙｓ），室温下孵育４ｈ，使ＬＣｙｓ通过金硫

（ＡｕＳ）键结合在电极表面；二次蒸馏水清洗后，把

ＬＣｙｓ功能化的Ａｕ电极浸泡在纳米金溶液中孵育

４ｈ，得到Ａｕ／ＬＣｙｓ／Ａｕ电极，其中金纳米颗粒通过

ＡｕＮＨ键结合在电极表面。之后将Ａｕ／ＬＣｙｓ／Ａｕ

电极浸泡在Ａｂ中，４℃孵育过夜，制备得Ａｂ／Ａｕ／

ＬＣｙｓ／Ａｕ电极；最后将获得的修饰电极浸入质量分

数为３．０％的ＢＳＡ溶液中孵育６０ｍｉｎ，消除电极的

非特异性吸附并封闭剩余的活性位点。制备所得分

子探针Ａｂ／Ａｕ／ＬＣｙｓ／Ａｕ电极保存在冰箱中待用。

１．５　电化学检测　所有的电化学检测均由上海辰

华电化学工作站通过三电极系统采集得到。首先将

上述制备的Ａｂ／Ａｕ／ＬＣｙｓ／Ａｕ电极在室温下分别

置于不同浓度的 ＣＥＡ（０．１、０．５、１、５、１０、５０、

８０ｎｇ／ｍＬ）溶液中孵育３０ｍｉｎ，得到ＣＥＡ／Ａｂ／Ａｕ／

·４３５１·
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ＬＣｙｓ／Ａｕ电极；随后在 ＡｂＣＳＡｇＩ溶液中孵育

３０ｍｉｎ，得到 ＡｂＣＳＡｇＩ／ＣＥＡ／Ａｂ／Ａｕ／ＬＣｙｓ／Ａｕ

电极；用二次蒸馏水清洗后，采用交流阻抗法记录响

应信号。进一步对上述电极进行催化反应，在检测

底液中加入过氧化氢（Ｈ２Ｏ２，５ｍｍｏｌ／Ｌ）和４氯１

萘酚 （５ｍｍｏｌ／Ｌ），将 ＡｂＣＳＡｇＩ／ＣＥＡ／Ａｂ／Ａｕ／

ＬＣｙｓ／Ａｕ电极置于溶液中反应１０ｍｉｎ后再记录交

流阻抗值。交流阻抗实验（ＥＩＳ）在５．０ｍｍｏｌ／Ｌ

Ｋ３Ｆｅ（ＣＮ）６溶液（含有１０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ作为支持电

解质）中进行，扫描电压频率变化范围 ０．１～

１００００Ｈｚ。所有的电化学检测均在室温下进行，测

量３次取平均值。

２　结果和讨论

２．１　ＣＳＡｇＩ纳米颗粒的表征　对制备所得ＣＳ

ＡｇＩ纳米颗粒进行ＴＥＭ及红外光谱分析，由ＴＥＭ

图（图１Ａ）可见球形的ＣＳＡｇＩ纳米颗粒均匀分散在

水溶液中，直径约为１００ｎｍ。通过红外光谱图（图

１Ｂ）可见，在３４４８ｃｍ－１处有１个羟基的特征吸收

峰，同时在１６３７ｃｍ－１有１个酰胺基的特征吸收峰，

表明ＣＳ被成功修饰在ＡｇＩ纳米材料的表面。

图１　犆犛犃犵犐纳米颗粒的透射电镜图（犃）和红外光谱图（犅）

犉犻犵１　犜犈犕犻犿犪犵犲狊（犃）犪狀犱犻狀犳狉犪狉犲犱狊狆犲犮狋狉狅犵狉犪犿（犅）

狅犳犆犛犃犵犐狀犪狀狅狆犪狉狋犻犮犾犲狊

ＴＥＭ： Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ； ＣＳＡｇＩ： Ｃｈｉｔｏｓａｎ

ｍｏｄｉｆｉｅｄＡｇＩ

２．２　修饰电极的电化学特性　不同修饰电极的线

性扫描循环伏安曲线如图２Ａ所示。Ａｕ／ＬＣｙｓ／Ａｕ

（曲线ｂ）电极的氧化还原峰值大于裸电极（曲线ａ），

主要是由于纳米Ａｕ具有良好的导电性。当Ａｂ和

ＣＥＡ分别依次固定在Ａｕ／ＬＣｙｓ／Ａｕ电极表面后，

Ａｂ／Ａｕ／ＬＣｙｓ／Ａｕ电极（曲线ｃ）和 ＣＥＡ／Ａｂ／Ａｕ／

ＬＣｙｓ／Ａｕ电极（曲线ｄ）的峰电流均逐渐下降，其原

因可能是抗原和抗体都是大分子蛋白质，阻碍了电

子的 传 递。然 而，ＡｂＣＳＡｇＩ／ＣＥＡ／Ａｂ／Ａｕ／Ｌ

Ｃｙｓ／Ａｕ电极（曲线ｅ）显示出良好的电化学性能，造

成这种差异的原因可能是ＣＳＡｇＩ具有良好的导电

性，可以促进电子传递。

图２　不同修饰电极的循环伏安曲线（犃）和交流阻抗曲线（犅）

犉犻犵２　犜犺犲犮狔犮犾犻犮狏狅犾狋犪犿犿犲狋狉狔犮狌狉狏犲（犃）犪狀犱犃犆犻犿狆犲犱犪狀犮犲

犮狌狉狏犲（犅）狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犿狅犱犻犳犻犲犱犲犾犲犮狋狉狅犱犲狊

ａ：Ｂａｒｅｇｏｌｄｅｌｅｃｔｒｏｄｅ；ｂ：Ａｕ／ＬＣｙｓ／Ａｕ；ｃ：Ａｂ／Ａｕ／ＬＣｙｓ／Ａｕ；ｄ：

ＣＥＡ／Ａｂ／Ａｕ／ＬＣｙｓ／Ａｕ；ｅ：ＡｂＣＳＡｇＩ／ＣＥＡ／Ａｂ／Ａｕ／ＬＣｙｓ／Ａｕ；

ｆ： ＡｂＣＳＡｇＩ／ＣＥＡ／Ａｂ／Ａｕ／ＬＣｙｓ／Ａｕ ｃａｔａｌｙｚｅｄ ｂｙ ４ｃｈｌｏｒｏ

ｎａｐｈｔｈｏｌ

　　不同修饰电极的交流阻抗曲线（图２Ｂ）与循环

伏安曲线相对应，随着对电极的每一步修饰，电极的

电化学阻抗发生了明显变化。同裸电极（曲线ａ）相

比，Ａｕ／ＬＣｙｓ／Ａｕ电极（曲线ｂ）的阻抗值减小，而

依次组装抗体抗原后的Ａｂ／Ａｕ／ＬＣｙｓ／Ａｕ电极（曲

线ｃ）和ＣＥＡ／Ａｂ／Ａｕ／ＬＣｙｓ／Ａｕ电极（曲线ｄ）的阻
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抗增大；当捕获二抗固定到电极上后，ＡｂＣＳＡｇＩ／

ＣＥＡ／Ａｂ／Ａｕ／ＬＣｙｓ／Ａｕ电极（曲线ｅ）的阻抗值减

小，这是由于ＣＳＡｇＩ作为导电性物质促进了电子

的传递所致。发生催化反应后，电极阻抗（曲线ｆ）进

一步增加，其原因可能是ＡｇＩ可以在Ｈ２Ｏ２存在的

条件下催化四氯萘酚并生成不溶物沉积在电极表

面，阻碍电子的传递，导致阻抗增大。

２．３　阻抗型电化学免疫传感器制备过程中实验条

件的优化　免疫传感器的性能受到ｐＨ的影响。考

察ｐＨ５．５～８．５的５ｍｍｏｌ／ＬＫ３Ｆｅ（ＣＮ）６溶液中传

感器的阻抗响应情况，在ｐＨ５．５～７．０范围内，传感

器的阻抗随ｐＨ增大而增大；而ｐＨ为７．０～８．５时，

阻抗值逐渐减小（图３Ａ）。由于ｐＨ能影响ＣＳ的溶

解性（ｐＫａ≈６．３），当溶液ｐＨ＜ｐＫａ时，ＣＳ易溶解，

而ｐＨ较高又会破坏其膜的结构，因此本实验中检

测底液ＰＢＳ的ｐＨ为７．０。

温度对生物蛋白质分子的活性也有重要影响，

考虑到传感器在未来的实际应用，本实验选择在室

温（２５．０±０．５）℃下进行。抗原抗体的孵育时间也

影响传感器的性能，孵育时间在１０～３０ｍｉｎ内时，

传感器的阻抗值随时间的增加而增大，这是由于随

着时间的推移抗原与抗体的结合量逐渐增大，因而

阻抗明显增加。抗原抗体孵育时间在３０ｍｉｎ之后

传感器的阻抗响应值趋于平衡（图３Ｂ），表明抗原和

抗体的结合达到了饱和。因此选择抗原抗体的孵

育时间为３０ｍｉｎ。

２．４　ＣＥＡ的电化学阻抗谱测定　通过检测不同浓

度的ＣＥＡ来考察构建的阻抗型电化学免疫传感器

的性能，结果（图４）可见电化学免疫传感器的交流

阻抗响应值与ＣＥＡ浓度（犆ＣＥＡ）的对数呈线性正相

关，犆ＣＥＡ在０．１～８０ｎｇ／ｍＬ范围内其对数值时与阻

抗差值Δ犚ｅｔ（Δ犚ｅｔ＝响应阻抗值－背景阻抗值）呈现

出较好的线性关系，线性回归方程为Δ犚ｅｔ＝３５８．９＋

２３０．６ｌｇ犆ＣＥＡ（狉＝０．９９６），检测限为０．０５ｎｇ／ｍＬ。

实验结果表明该阻抗型免疫传感器具有较宽的线性

测量范围和较低的检测限。同时将该方法与传统的

酶联免疫吸附分析 （ＥＬＩＳＡ，检测限为 ５ｎｇ／

ｍＬ）
［１４］、放射免疫分析（ＲＩＡ，检测限为５ｎｇ／

ｍＬ）
［１４］和化学发光法（ＩＣＡ，检测限为０．５ｎｇ／

ｍＬ）
［１５］进行对比，可发现该阻抗型免疫传感器在进

行ＣＥＡ检测时具有较低的检测限。

图３　电化学免疫传感器制备过程中狆犎（犃）

和孵育时间（犅）优化结果

犉犻犵３　犜犺犲狅狆狋犻犿犻狕犪狋犻狅狀狅犳狆犎（犃）犪狀犱犻狀犮狌犫犪狋犻狀犵狋犻犿犲

（犅）犱狌狉犻狀犵狋犺犲狆狉犲狆犪狉犪狋犻狅狀狅犳犲犾犲犮狋狉狅犮犺犲犿犻犮犪犾犻犿犿狌狀狅狊犲狀狊狅狉

ΔＲｅｔ：Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｒｅｓｐｏｎｓｅａｎｄｂａｃｋｇｒｏｕｎｄｉｍｐｅｄａｎｃｅ

ｖａｌｕｅｓ．狀＝３，珔狓±狊

２．５　阻抗型电化学免疫传感器的重现性、稳定性和

特异性　可靠性、重现性、稳定性和选择性对于电化

学免疫传感器性能的评价非常重要。本实验分别用

批间和批内两种方法考察电化学免疫传感器的重现

性。分别取同一批次和不同批次制备的４根电极测

定０．５ｎｇ／ｍＬ的ＣＥＡ标准样品，每个样品平行测

定５次，结果可见批次内及批次间的相对标准偏差

分别为５．７％和８．６％，表明构建的免疫传感器具有

可重复性。此外，将制备的免疫传感器在４℃的条

件下保存２０ｄ后再次检测，结果发现该传感器仍可

以保留９５％的电化学活性，表明构建的免疫传感器

稳定性高。

免疫传感器构建的原理是利用抗原抗体的结合

实现其识别功能，结合方式的特异性赋予了免疫传感

器独特的选择性。本实验以溶液中的小分子元素或

人体中的其他蛋白质作为干扰成分，如 Ｍｇ２＋、Ｃｌ－、葡

萄糖（Ｇｌｕ）、甲胎蛋白（ＡＦＰ）、前列腺特异抗原（ＰＳＡ）、

ＩｇＧ和Ｋ
＋等，对构建的免疫传感器进行了特异性分

析，结果发现只有ＣＥＡ有响应。表明该免疫传感器
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能够用于检测特定的免疫分析物，选择性良好。

图４　电化学免疫传感器对不同浓度犆犈犃的阻抗

曲线（犃）和线性工作曲线（犅）

犉犻犵４　犐犿狆犲犱犪狀犮犲犮狌狉狏犲狊（犃）犪狀犱犾犻狀犲犪狉狑狅狉犽犻狀犵犮狌狉狏犲（犅）

狅犳狊犲狀狊狅狉狉犲犳犲狉狉犻狀犵狋狅犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳犆犈犃

ａｇ：０．１，０．５，１，５，１０，５０，ａｎｄ８０ｎｇ／ｍＬＣＥＡ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

ΔＲｅｔ：Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｒｅｓｐｏｎｓｅａｎｄｂａｃｋｇｒｏｕｎｄｉｍｐｅｄａｎｃｅ

ｖａｌｕｅｓ．ＣＥＡ：Ｃａｒｃｉｎｏｅｍｂｒｙｏｎｉｃａｎｔｉｇｅｎ．狀＝３，珔狓±狊

３　结　论

本实验主要以ＣＳＡｇＩ标记的ＣＥＡ抗体作为

分子信标，构建了一种可行的阻抗型免疫传感器，用

于检测ＣＥＡ。和常规的酶标记抗体相比，ＡｇＩ纳米

颗粒表现出了优异的类过氧化物酶活性，此外，酶具

有易改性、易失活的特点，而纳米材料可以避免这些

缺陷。为进一步开放该免疫传感器的应用，我们未

来将更加注重对其他目标蛋白和生物实际样品的

分析。
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