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基于石墨烯及 CeO2-Au 的一次性弓形虫 IgM 抗体免疫传感器 
蒋姝婷 a    陈中平 b    刁奇智 a    盛尚春 a    谢国明*,a 

张名均 b    徐华建 a 
(a重庆医科大学检验医学院 临床检验诊断学教育部重点实验室  重庆 400016) 

(b重庆市九龙坡区第一人民医院 检验科  重庆 400050) 

摘要  在丝网印刷碳电极(SPCE)表面修饰石墨烯-壳聚糖(GPCS)复合膜和 CeO2-Au 纳米粒子, 利用 CeO2-Au 纳米粒子

对弓形虫特异性抗原(Tg-Ag)的固定, 构建了用于弓形虫 IgM 抗体(Tg-IgM)检测的一次性电流型免疫传感器. 采用扫描

电镜(SEM)和透射电镜(TEM)对该免疫传感器的修饰进行表征, 利用循环伏安法(CV)、交流阻抗法(EIS)和差分脉冲伏安

法(DPV)进行电化学性能检测. 响应电流与 Tg-IgM 的浓度在 7.5×10－4～24 AU•mL－1的范围内呈线性相关, 检测限为

4.4×10－4 AU•mL－1. 该免疫传感器具有良好的灵敏度、特异性、稳定性和重复性. 与 ELISA 方法相比, 该方法结果可

靠, 孵育时间短, 可用于临床上 Tg-IgM 的检测. 
关键词  弓形虫 IgM 抗体; 石墨烯; CeO2-Au; 丝网印刷碳电极; 免疫传感器 

 

Disposable Amperometric Immunosensor for Detecting Toxoplasma 
Gondii-Specific IgM Based on Graphene and CeO2-Au 

Jiang, Shutinga    Chen, Zhongpingb    Diao, Qizhia    Sheng, Shangchuna    Xie, Guoming*,a

Zhang, Mingjunb    Xu, Huajiana 
(a Key Laboratory of Medical Diagnostics of Ministry of Education, Department of Laboratory Medicine, 

Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China) 
(b The First People’s Hospital of Jiulongpo District in Chongqing, Inspection Department, Chongqing 400050, China) 

Abstract  Toxoplasma gondii-specific IgM (Tg-IgM) is a sensitive and reliable marker for early diagnosing toxoplasmosis 
infection in pregnant women. In this study, a disposable amperometric immunosensor for sensitive detecting Tg-IgM was 
constructed based on graphene (GP) and CeO2-Au nanoparticle. The GP was treated with chitosan (CS) to obtain a stable 
graphene-chitosan (GPCS) composite membrane. The CeO2-Au nanoparticle which was used for the preparation of the am-
perometric immunosensor was synthesized by the hydrothermal method. GPCS composite membrane was first assembled 
onto the screen-printed carbon electrode (SPCE) for adsorbing the CeO2-Au nanoparticle. The toxoplasma gondii antigen 
(Tg-Ag) was subsequently adsorbed by CeO2-Au nanoparticle to obtain the proposed immunosensor. Scanning electron mi-
croscope (SEM) and transmission electron microscope (TEM) were employed to characterize the construction process of the 
immunosensor. Cyclic voltammetry (CV), electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and differential pulse voltammetry 
(DPV) were used to study the electrochemical properties of the immunosensor. The results indicated that, CS employed in 
this study improved the dispersion and homogeneity of GP, as well as enhance the stability of the proposed immunosensor. 
The use of GPCS composite membrane and CeO2-Au nanoparticle had good conductivity and prominent biocompatibility, 
which excellently improved the sensitivity of the immunosensor. In the optimal conditions, the proposed immunosensor can 
be applied to quantify the concentration of Tg-IgM in a wide linear range from 7.5×10－4 AU•mL－1 to 24 AU•mL－1 with a 
correlation coefficient of －0.998 and a low detection limit of 4.4×10－4 AU•mL－1 (S/N＝3). The novel proposed im-
munosensor for detecting Tg-IgM in human serum specimens with satisfactory results had also been proved. In addition, the 
Tg-IgM contents determined by the immunosensor agreed well with the ELISA measurement. Furthermore, the proposed 
amperometric immunosensor exhibited some advantages, such as high selectivity, long-term stability, good repeatability, low 
sample consumable, and short analysis time, which were suitable for detecting toxoplasma infection in pregnant women.  
Keywords  toxoplasma gondii-specific IgM; graphene; CeO2-Au; screen-printed carbon electrode; immunosensor 
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1  引言 

弓形虫病是世界性人畜共患性寄生虫病, 孕期弓形

虫感染可导致流产、早产、畸胎或死胎, 并且会通过垂

直传播造成先天性弓形虫病, 导致新生儿神经性损伤或

视觉障碍, 因此早期准确检测弓形虫感染具有极为重要

的意义[1]. 弓形虫特异性 IgM 抗体(Tg-IgM)在感染后 14 
d 即可出现于人血清中, 是弓形虫近期感染和早期诊断

的有效指标[2]. 酶联免疫吸附法(ELISA)是目前临床检

测 Tg-IgM 最常用的方法, 该法应用广泛, 技术较成熟, 
然而由于操作繁琐、蛋白固定量有限等问题, 导致检测

时间较长、灵敏度低. 与传统的免疫分析技术相比, 电
化学免疫传感器不仅具备免疫反应的高特异性, 并且结

合了电化学检测技术的高灵敏性[3]. 此外电化学免疫传

感器还具备检测时间短、价格低廉、易于小型化等独特

的优点, 可有效实现对疾病标志物的灵敏和定量检测[4].  
石墨烯(Graphene, GP)作为新兴纳米材料在生物传

感器的制备中展现出良好的导电性能和优异的促电子

传递能力[5]. 但将其直接应用于免疫传感器的制备仍有

以下不足: 石墨烯层与层之间有较强的范德华力而易于

团聚, 在水及常见的有机溶剂中难以分散, 不能均匀而

稳定地修饰于电极表面, 从而降低了传感器的稳定性[6]; 
石墨烯对蛋白质等生物大分子的直接固定能力较弱, 即
使通过物理性吸附或共价结合, 石墨烯表面的生物分子

结合量仍然有限[7].  
壳聚糖(Chitosan, CS)是富含氨基和羟基的阳离子

聚合体, 成膜性好, 具有良好的生物相容性和稳定性, 
可通过氢键作用与石墨烯表面的羟基、羧基、羰基及环

氧基团结合, 从而提高石墨烯的生物相容性和水溶性[8]. 
将石墨烯-壳聚糖(GPCS)复合物用于传感器的制备可于

电极表面形成一层均匀的复合膜, 该膜具有良好的导电

性及稳定性[9]. 近年来, 纳米材料因具有大的比表面积、

高表面活性、强吸附能力、良好的生物相容性以及高催

化效率 , 而被广泛应用于生物传感器中蛋白质的固   
定[10]. 因此采用纳米材料对石墨烯进行修饰, 是提高生

物分子固定量的有效手段之一[11]. 目前已有报道将二

氧化铈(CeO2)应用于酶或蛋白质在电极表面的固定, 其
对生物分子无毒化作用, 并且可提高电极与表面修饰物

的电子传递[12]. 本实验室报道了利用 CeO2和 1-丁基-3-
甲基咪唑六氟磷酸盐(BMIMPF6)的纳米复合物用于电

化学免疫传感器的制备, 展现出良好的生物相容性[13]. 
本研究拟制备金包裹 CeO2 的复合纳米粒子(CeO2-Au), 
以提高石墨烯表面生物分子固定量. 与 CeO2 粒子相比, 
CeO2-Au 具有更大的比表面积、电子传递速率和稳定性, 
不仅可以避免 CeO2 单独使用易团聚的问题, 并且可有

效增大生物分子的固定量, 从而提高检测的灵敏度.  
本文以丝网印刷碳电极(SPCE)为电极基材, 采用

GPCS 对工作电极进行修饰成膜, 利用 CeO2-Au 高效固

定弓形虫特异性抗原(Tg-Ag), 制备一种用于 Tg-IgM 检

测的一次性电流型免疫传感器. 该传感器具有较高的灵

敏度和特异性, 良好的重复性和稳定性, 可用于孕妇弓

形虫感染的早期准确检测.  

2  结果与讨论 

2.1  电极表面修饰物质的表征 

采用扫描电镜(SEM)和透射电镜(TEM)对电极表面

不同的修饰物质进行形态学表征. GPCS 的 SEM 图(图
1A)显示石墨烯为典型的单层片状结构, 呈不规则卷曲

状分布于 CS 基体中. 图 1B 是制备所得的 CeO2-Au 
TEM 图, 图中箭头所指处显示在直径约 50 nm 的 CeO2

周围包裹有一层粒径约为 20 nm 的球形粒子, 提示氯金

酸(HAuCl4)在CS的还原作用下于CeO2表面形成了一层

金粒子, 表明了 CeO2-Au 的成功制备. 制备的 CeO2-Au
纳米粒子表面带有负电荷, 可通过静电吸附作用修饰于

带有正电荷的 GPCS 表面, 为 Tg-Ag 的固定提供丰富的

结合位点.  

 

图 1  电极修饰物质 GPCS 的扫描电镜图(A)和 CeO2-Au 的透射电镜

图(B) 
Figure 1  SEM image of GPCS (A) and TEM image of CeO2-Au (B) 

2.2  免疫传感器的电化学表征 

在含有5 mmol•L－1[Fe(CN)6]3－/4－和0.1 mol•L－1 KCl
的 PBS (pH 7.0)中, 对传感器的不同修饰过程进行了循

环伏安法(CV)测定. 如图 2A 所示, [Fe(CN)6]3－/4－在电

极表面发生氧化还原反应, 裸 SPCE 电极出现一对可逆

的氧化还原峰(曲线 a), 在电极表面修饰上GPCS复合膜

后, 电极的氧化还原峰电流明显增大(曲线b), 这是由于

掺杂有石墨烯的 GPCS 复合膜具有良好的导电性能, 可
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显著提高电子的传递速率. 在 GPCS/SPCE 表面继续修

饰CeO2-Au后, 由于CeO2-Au具有良好的比表面积和导

电性, 氧化还原峰电流进一步增大(曲线 c). 而在电极表

面结合了 Tg-Ag(曲线 d)和小牛血清(BSA, 曲线 e)之后, 
电极的氧化还原峰电流依次下降, 这是由于 Tg-Ag 和
BSA 均为生物大分子并且不导电, 覆盖在电极表面会

对电子传递造成阻碍. 然而制备所得的传感器(曲线 e)
与裸电极(曲线 a)相比, 电流仍有明显的增大, 表明

GPCS 和 CeO2-Au 的电流协同放大作用要远大于生物分

子的电子阻碍效应, 该传感器可有效提高检测的灵敏

度.  
电极表面生物膜的形成影响电极的绝缘性质, 从而

导致电阻的变化, 因此可利用电化学阻抗谱(EIS)分析

法进一步反映电极表面的修饰过程. 图 2B 显示的是采

用 Randles&Ershler 模式进行等效电路拟合后的阻抗谱, 
在电压变化高频区, 阻抗谱呈半圆形, 表示电化学体系

中界面电子传递受限的情况; 在电压变化低频区, 阻抗

谱呈直线形, 表示溶液中电子扩散受限的过程. 结果显

示裸 SPCE(曲线 a)电阻高达 2.03×104 Ω, 这是由于

SPCE 表面粗糙对电子阻碍作用大, 因此必须对电极表

面进行修饰, 以降低电子阻碍作用. 与裸 SPCE 相比, 
修饰了GPCS复合膜的电极(曲线b)电阻明显减小, 这是

由于GPCS成膜均一, 且石墨烯具有促电子传递的作用. 
在电极上进一步修饰 CeO2-Au(曲线 c)后, 阻抗图几乎

成一条直线, 表明电极表面电子阻碍作用小. 但由于生

物大分子的不导电性, 修饰上 Tg-Ag(曲线 d)和 BSA(曲
线 e)后, 电阻相继增大.  

图 3 是制备所得的传感器在不同扫描速度下的 CV
图. 随着扫描速度的不断增大, 电极的氧化还原峰电流

随之增加, 并且与扫描速度的平方根成正比. 所得线性

方程为: Ipa＝17.92＋4.33v1/2; Ipc＝－25.02－4.42v1/2, 表
明该传感器表面的氧化还原反应受扩散控制. 

2.3  不同修饰电极的电化学性能比较 

为了证明实验中传感器制备所修饰材料的必要性

和功能性, 本实验对三种不同修饰电极的电化学性能进

行了比较, 在相同的检测环境下分别对一系列浓度的

Tg-IgM 标准品进行检测. 以 Tg-IgM 浓度为横坐标, 检
测前后电流差值(Δi)为纵坐标, 对三种不同修饰电极进

行比较, 得到图 4所示结果. Δi＝i0－id, 其中 i0是不同修

饰电极检测 Tg-IgM 前的 DPV 电流值, id是不同修饰电

极检测 Tg-IgM 时的 DPV 电流值. 作为不导电的生物大

分子, Tg-IgM 会对电子传递产生阻碍作用, id 将随着

Tg-IgM浓度的增大而减小, 因此Δi将随着Tg-IgM浓度

的增大而增大. 
图中结果显示 BSA/Tg-Ag/CeO2-Au/GPCS/SPCE 

(曲线 a)所得的 Δi 值要明显大于 BSA/Tg-Ag/GPCS/ 
SPCE(曲线 b)和 BSA/Tg-Ag/CeO2-Au/SPCE(曲线 c). 这
是由于 GPCS 和 CeO2-Au 均具有促电子传递的作用, 

 

图 2  不同修饰电极的循环伏安图(A)及电化学阻抗图(B) 
Figure 2  Cyclic voltammograms (A) and electrochemical impedance 
spectroscopy (B) of bare SPCE (a), GPCS/SPCE (b), CeO2-Au/GPCS/ 
SPCE (c), Tg-Ag/CeO2-Au/GPCS/SPCE (d), BSA/Tg-Ag/CeO2-Au/ 
GPCS/SPCE (e) in pH 7.0 PBS containing 5 mmol•L－1 [Fe(CN)6]3－/4－ 
and 0.1 mol•L－1 KCl 

并且CeO2-Au良好的生物相容性和比表面积, 可有效增

大抗原的固定量. 

2.4  实验条件的优化 

2.4.1  pH 的影响 
图 5 显示的是在不同 pH (3.5～9.0)下, 传感器对 8 

AU•mL－1 Tg-IgM 检测的电流变化. 在 pH 3.5～7.0 时, 
峰电流随着 pH 的增大而减小并达到最小值, 之后开始

逐步增大. 这是因为抗原抗体在 pH＝7.0 时活性最强, 
可在电极表面达到最大结合量. 过酸或过碱的检测环境

不仅影响抗原抗体反应, 并且也会对传感器的性能造成

损伤, 因此本实验采用 pH＝7.0 的检测条件. 
2.4.2  孵育温度的影响 

抗原抗体反应不仅需要合适的 pH, 并且也需要适

宜的孵育温度. 在一定范围内, 温度的升高可加快抗原

抗体间的反应, 但温度过高时, 抗原抗体将发生变性. 
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图 3  免疫传感器在不同扫速下的循环伏安图 
Figure 3  Cyclic voltammograms of the immunosensor at different scan 
rates (from inner to outer: 10～300 mV•s－1) in pH 7.0 PBS containing 5 
mmol•L－1 [Fe(CN)6]3－/4－ and 0.1 mol•L－1 KCl (inset: the dependence of 
redox peak currents on potential sweep rates) 

 
图 4  不同修饰电极对 Tg-IgM 的电流响应曲线 
Figure 4  Current responses of BSA/Tg-Ag/CeO2-Au/GPCS/SPCE (a), 
BSA/Tg-Ag/GPCS/SPCE (b), BSA/Tg-Ag/CeO2-Au/SPCE (c) toward 
various concentrations of Tg-IgM, respectively, in pH 7.0 PBS containing 
5 mmol•L－1 [Fe(CN)6]3－/4－ and 0.1 mol•L－1 KCl 

本实验通过对孵育前后的电流变化值(Δi)进行检测(图
6), 发现在 37 ℃时 Δi 最大, 为最适孵育温度. 
2.4.3  孵育时间的影响 

图 7 反映的是孵育时间对免疫反应的影响. 随着孵

育时间的增加, Δi 随之增大, 在 25 min 后趋于稳定, 表
明抗原抗体结合达到饱和. 与 ELISA 方法(40～60 min)
相比时间缩短. 

2.5  标准品的测定 

在优化的实验条件下, 对范围为 7.5×10－4～24 
AU•mL－1的 Tg-IgM 标准品进行 DPV 检测. 图 8 显示电

流值与 Tg-IgM 浓度的对数值呈线性相关, 其回归方程

为: I＝16.73－2.29lgC (R＝－0.998), 检测限为 4.4×10－4 
AU•mL－1 (S/N＝3). 弓形虫感染 Tg-IgM 的临床诊断 

 
图 5  pH 对免疫传感器电流响应的影响 
Figure 5  Effect of pH of the solution on the immunosensor response  

 

图 6  孵育温度对免疫传感器电流响应的影响 
Figure 6  Effect of the incubation temperature on the immunosensor 
response 

 
图 7  孵育时间对免疫传感器电流响应的影响 
Figure 7  Effect of the incubation time on the immunosensor response  

阈值为 8 AU•mL－1, 该传感器的检测范围完全可满足临

床需要.  
将该传感器与采用了相似修饰材料(壳聚糖-石墨

烯复合物)的传感器进行比较, 结果(表 S1, 见支持信息)
显示该传感器检测范围较宽, 并且具有良好的检测限、

响应时间及稳定性. 
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图 8  免疫传感器对不同浓度 Tg-IgM 的 DPV 电流响应图及线性相关

曲线 
Figure 8  DPV curves of the immunosensor towards different concen-
trations of Tg-IgM (from a to o: 24, 18, 8, 6, 3, 1.5, 0.75, 0.375, 0.188, 
0.094, 0.047, 0.023, 0.012, 0.006, 0.00075 AU•mL－1). Inset: calibration 
curve for detecting Tg-IgM 

2.6  传感器性能评价 

2.6.1  精密度和重复性 
采用同一根电极对不同浓度的 Tg-IgM (1.5, 8, 18 

AU•mL－1)分别测量 10 次, 得到的组内变异系数分别为

3.8%, 1.7%和 2.5%. 采用同一批次的 SPCE制备 10 个相

同的传感器, 在同一条件下对 8 AU•mL－1的 Tg-IgM 分

别进行检测, 得到 4.4%的组间变异系数. 说明该传感器

具有良好的精密度和重复性.  
2.6.2  抗干扰能力 

血清标本中含有的白蛋白(Alb)、血清铁蛋白(SF)或
因疾病而存在的弓形虫 IgG 抗体(Tg-IgG)、风疹病毒

IgM 抗体(RV-IgM)等物质, 均有可能对 Tg-IgM 的检测

造成干扰, 导致漏诊或误诊. 本实验在 8 AU•mL－1 的

Tg-IgM 标准品中分别加入 20 ng•mL－1的干扰物, 用制

备所得的传感器进行检测, 结果(图 S1, 见支持信息)显
示加入前后电流变化最大为 4.39%, 表明该传感器特异

性良好.  
2.6.3  稳定性 

将制备完成的传感器放于 4 ℃冰箱, 每隔 3 d 对其

进行检测, 15 d 后电流值仅下降 3.2%, 36 d 后电流值降

为最初的 92.7%, 表明该传感器稳定性较好.  

2.7  实际样品检测 

在健康孕妇血清样本中(来源于重庆市九龙坡区第

一人民医院检验科)依次加入 3, 8, 12, 24 AU•mL－1 的

Tg-IgM 标准品. 如表 1 所示回收率为 99.6%～102.9%. 
用该免疫传感器和 ELISA 试剂盒, 分别对加入了不同

浓度 Tg-IgM 标准品的孕妇血清样本进行检测, 结果(图
S2, 见支持信息)显示两种检测方法的相对偏差最大为

3.61%. 以上结果表明该传感器用于人血清标本检测时, 
结果可靠. 

3  结论 

本实验通过 GPCS 复合物和 CeO2-Au 纳米粒子对

SPCE 修饰, 研制了一种可用于 Tg-IgM 快速、灵敏检测

的一次性电化学免疫传感器. 该传感器利用 CS 增大石

墨烯的水溶性, 在电极表面均匀成膜, 提高了传感器的

稳定性; 采用CeO2-Au对石墨烯进行修饰以增大抗原的

固定量, 同时与石墨烯共同促进电子传递, 增大了传感

器的灵敏度. 该传感器还具有高的特异性和重复性, 与
ELISA 方法相比, 该方法结果可靠, 缩短了检测时间. 
因此, 采用该法制备的一次性电流型免疫传感器在孕妇

弓形虫感染的临床检测方面具有潜在的应用价值. 

4  实验部分 

4.1  GPCS 复合物及 CeO2-Au 纳米粒子的制备 

将 50 mg 的 CS 粉末溶解于 10 mL 1 wt%的乙酸溶

液中, 超声混合至充分溶解, 制备成 0.5%的 CS 溶液. 
通过超声振荡, 将 1 mg 的 GP 分散于 1 mL 上述溶液中, 
形成 GPCS 复合物.  

利用 0.5%的 CS 溶液对 CeO2 粒子进行溶解, 室温

下超声 2 h 得到匀质的白色悬浊液(1 mg•mL－1). 随后加

入 0.2 mL 3 mmol•L－1的HAuCl4溶液, 充分混合后于 80 
℃水浴中振摇 1 h, 至溶液变为紫红色. 室温下冷却, 即
得到 CeO2-Au 纳米粒子, 4 ℃下保存备用. 

4.2  传感器的制备 

传感器的制备过程如图 9 所示, 具体步骤如下: (1)
在 SPCE 上滴加 8 μL 的 GPCS 溶液, 于电极表面形成一

层均匀的GPCS复合膜; (2)滴加 8 μL的CeO2-Au纳米粒

子, 室温干燥; (3)继续滴加5 μL Tg-Ag, 4 ℃下放置12 h, 

表 1  免疫传感器的回收实验 
Table 1  The recoveries assayed by using the immunosensor via spiking Tg-IgM standards into blank human serum 

Human serum/(AU•mL－1) Addition content/(AU•mL－1) The detection content/(AU•mL－1) RSD/% (n＝5) Recovery/% 

 3.00 3.3, 2.97, 3.08, 2.88, 3.21  5.54 102.9 

0 8.00 7.93, 7.87, 8.04, 8.12, 7.86 1.41 99.6 

 12.00 11.86, 12.14, 12.08, 11.93, 12.17 1.12 100.3 

 24.00 24.03, 23.81, 23.79, 24.06, 24.17 0.69 99.9  
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图 9  免疫传感器的制备原理图 
Figure 9  The schematic representation of the fabrication process of the 
immunosensor 

待抗原充分固定; (4)采用 0.25%的 BSA 对电极表面非特

异吸附位点进行封闭 , 得到 BSA/Tg-Ag/CeO2-Au/ 
GPCS/SPCE 修饰电极的免疫传感器. 采用相同方法制

得 BSA/Tg-Ag/GPCS/SPCE 和 BSA/Tg-Ag/CeO2-Au/ 
SPCE 修饰电极. 

4.3  检测过程 

实验采用三电极(工作电极为修饰电极, 参比电极

为 Ag/AgCl 电极, 对电极为碳电极)集成化的丝网印刷

碳电极, 在含有 5 mmol•L－1[Fe(CN)6]3－/4－和 0.1 mol•L－1 
KCl 的 PBS (0.1 mol•L－1, pH 7.0)工作液中, 进行电化学

检测和表征.  
将制备所得的传感器与待测标本在37 ℃下孵育25 

min, PBS (pH 7.4)冲洗后在工作液中采用 DPV 进行检

测, 利用标准曲线法对 Tg-IgM 进行定量.  
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