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基于氧化石墨烯信号放大的化学发光法联合检测甲胎蛋白和癌胚抗原 

林洁华*    张慧慧    楚鹏飞 

(青岛科技大学化学与分子工程学院  青岛 266042) 

摘要  提出了一种基于信号放大技术的流动注射化学发光免疫传感器, 用于联合检测人血清中甲胎蛋白(AFP)和癌胚

抗原(CEA)的含量. 该传感器首先用表面接枝羧基的氧化石墨烯来吸附固定辣根过氧化物酶(HRP)标记的二抗, 制得信

号放大型免疫探针. 然后用合成的磁性介孔材料 Fe3O4/SiO2来吸附固定AFP 和CEA的单克隆抗体, 用磁铁将其吸附在

两个检测池内壁. 当待检样品和信号放大型免疫探针陆续注射进入相应检测池, 发生夹心式免疫反应, 形成的免疫复

合物被磁条吸附在检测池内壁. 随后加入鲁米诺和 H2O2 发光底物, 与酶标记物发生酶促增强的化学发光反应, 并通过

控制设在两个管路上的开关来控制鲁米诺和 H2O2的流通, 相继检测两个检测池中的化学发光信号, 从而实现两种待测

物的同时检测. 
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A New Dual Immunoassay for the Determination of α-Fetoprotein and  
Carcinoembryonic Antigen Based on Chemiluminescence Signal  

Amplification by Functional Graphite Oxide 
Lin, Jiehua*    Zhang, Huihui    Chu, Pengfei 

(College of Chemistry and Molecular Engineering, Qingdao University of Science and Technology, Qingdao 266042) 

Abstract  A sensitive dual immunoassay was proposed for the determination of carcinoembryonic antigen (CEA) and 
α-fetoprotein (AFP) based on signal amplification. Monoclonal antibodies of AFP and CEA were immobilized on magnetic 
mesoporous silica particles (Fe3O4/SiO2) respectively and prepared as the primary probe (AFP-Ab1/Fe3O4/SiO2 and 
CEA-Ab1/Fe3O4/SiO2). In order to improve the detection sensitivity, the current work was focused on the signal amplification 
by using increased amount of horseradish peroxidase (HRP). Graphite oxide (GO) with functioned carboxyl groups were used 
to immobilize the HRP labeled antibodies to prepare the secondary probes (AFP-HRP-Ab2/GO and CEA-HRP-Ab2/GO). The 
enhanced signals were attributed to a high HRP-tag molar ratio on the surface of GO. Two subminiature quartz flow cells 
were set upon the photomultiplier (PMT) in parallel. As soon as CEA-Ab1/Fe3O4/SiO2 and AFP-Ab1/Fe3O4/SiO2 were in-
jected into the corresponding flow cell, they were adsorbed on the inside walls by the bar magnet. Then, the mixed solutions 
of CEA, AFP, AFP-HRP-Ab2/GO and CEA-HRP-Ab2/GO were injected into the two flow cells and stopped for 30 min. 
Based on a sandwich immunoassay format, the HRP tags were retained in the flow cells. Finally, the CL substrates of luminol 
and H2O2 were controlled to the two parallel flow cells, so the sequential determination of two tumor markers was achieved. 
Due to the increased amount of HRP on the surface of GO and the increased amount of monoclonal antibodies on 
Fe3O4/SiO2, the signals were largely amplified. The effects on the dual immunoassay, such as the concentrations of luminol 
and H2O2, the incubation time, and the pH value of the buffer solution, were investigated in the current work. Under the op-
timal conditions, typical flow injection CL signals have been obtained with the sandwich multiplexed immunoassay for CEA 
and AFP. AFP could be detected in the linear ranges 0.005～0.5 and 0.5～100 ng/mL. CEA could be detected in the linear 
ranges of 0.0025～1.0 and 1.0～80 ng/mL. The detection limits of AFP and CEA were 5.0 and 2.5 pg/mL, respectively. The 
proposed method was in favor of reducing sample consumption and facilitating the operation. 
Keywords  chemiluminescent immunoassay; flow injection analysis; graphite oxide; horseradish peroxidase; signal ampli-
fication 

   
1  引言 

肿瘤标志物的检测对于癌症患者的前期诊断、临床

观察、预后跟踪、疗效评价都有非常重要的意义[1,2]. 目
前多采取多种肿瘤标志物联合检测的方法, 以提高癌症

患者的阳性检出率, 弥补灵敏度和特异性的不足[3,4]. 甲
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胎蛋白(AFP)是诊断原发性肝癌的特异性肿瘤标志物. 
一般情况下, 正常人血清中甲胎蛋白的含量尚不到 20 
ng/mL[5～8]. 癌胚抗原(CEA)被认为是一种最广泛应用的

人类肿瘤相关抗原, 肝癌、大肠癌、胰腺癌、胃癌、小

细胞肺癌、乳腺癌、甲状腺髓样癌等患者血清中癌胚抗

原浓度均有不同程度的升高. 在临床检测中, 许多疾病

的诊断往往需要综合研究多种肿瘤标记物的数据来断

定, 仅对单个肿瘤标记物的检测是不足以诊断疾病的. 
临床上常将甲胎蛋白和癌胚抗原组成标志物组用于原

发性或继发性肝细胞肿瘤的检测, 以提高肝癌的检测准

确度[9,10].  
化学发光免疫分析避免了传统的放射免疫分析所

带来的放射性污染, 同时成本低廉、操作简单, 并且既

有发光检测的高度敏感性, 又有免疫分析的高度特异

性, 近年来在各个领域得到快速发展和应用[11～15]. 我们

组曾以分别包被了 AFP 单克隆抗体和 CEA 单克隆抗体

的微孔板(微型检测池)作为免疫反应器, 基于夹心式的

免疫反应方式, 结合流动注射化学发光分析技术, 在自

制的串联可移动式免疫流通检测池中进行了 AFP 和

CEA 的同时检测[17]. 为了提高检测体系的灵敏度, 我们

曾将辣根过氧化物酶(HRP)和HRP标记抗体共同固定在

纳米金上, 构建了一种信号放大型的化学发光免疫传感

器用来联合检测 AFP 和 CEA 的含量[18]. Ju 科研小组[19]

将底物区带分辨技术用于多组分肿瘤标记物的连续化

学发光检测中.  
石墨烯作为新的传感材料在分析化学中得到广泛

使用[20]. 氧化石墨烯表面分布有丰富的羧基、环氧基、

羟基和羰基, 在碱性溶液进一步反应可以使氧化石墨烯

表面的环氧基与羟基等转变成为羧基, 从而制得表面羧

基化的氧化石墨烯. 杜丹等[16]用氯乙酸钠将氧化石墨

烯表面羧基化, 将羧基化的氧化石墨烯负载酶标二抗, 
用电化学免疫方法成功检测了肿瘤抑制基因 p53. 本文

中, 我们首先合成出表面羧基化的氧化石墨烯, 用来吸

附固定HRP标记的二抗, 制得信号放大型免疫探针, 构
建了一种新的信号放大型免疫探针, 采用流动注射化学

发光法来联合检测 AFP 和 CEA 的含量. 由于改性后的

氧化石墨烯表面具有丰富的羧基, 可以吸附更多的酶标

抗体, 从而大大提高了检测的灵敏度, 放大了检测信号, 
拓宽了检测的线性范围. 然后用合成的磁性介孔材料

Fe3O4/SiO2来吸附固定AFP和CEA的单克隆抗体, 分别

用磁铁吸附在两个检测池内壁. 当加入待检样品后, 发
生夹心免疫反应, 免疫复合物被磁条吸附在检测池内

壁. 基于 luminol-H2O2-HRP 化学发光体系, 并通过控制

设在两个管路上的开关来控制鲁米诺和 H2O2 的流通, 
相继检测两个检测池中的化学发光信号, 从而实现两种

待测物的同时检测.  

2  结果和讨论 

2.1  氧化石墨烯的表征 

图 S1(支持信息)为所制备的氧化石墨烯的红外光

谱图. 从图中可以看出, 在3415 cm－1处存在羟基OH的

特征吸收峰、在 1732 cm－1 处存在羰基 C＝O 的特征吸

收峰、在 1048 cm－1处存在碳氧键 C—O 特征吸收峰. 从
C＝O, OH 官能团的特征吸收峰可以说明, 氧化石墨烯

表面具有丰富的羰基、羟基, 羧基. 由此可以推断出我

们所制备的改性氧化石墨烯表面具有丰富的羧基.  

2.2  化学发光免疫检测条件的优化 

化学发光免疫传感器的性能主要取决于化学发光

底物浓度、pH 值、温育时间和底物的流速. 优化检测条

件的实验结果如图 1 所示. 固定其他条件不变, 检测 10 
ng/mL AFP 时, 当鲁米诺浓度在 0.5×10－4～7.0×10－4 
mol/L 之间时, 从图 1A 可以看出, 该体系的化学发光强

度随着 luminol 溶液浓度的增加而增加, 当浓度达到

5.0×10－4 mol/L 时, 化学发光强度基本达到峰值. 从图

1B 可以看出, H2O2浓度在 2×10－2～1.5×10－2 mol/L 之

间时, 该体系的化学发光强度随着 H2O2 浓度的增加而

增加, 当浓度达到 1.0×10－2  mol/L 时, 化学发光强度

基本达到峰值. 此后再提高 H2O2 的浓度, 发光信号反

而降低. 因此, 检测中 luminol 和 H2O2溶液的最佳浓度

分别选定为 5.0×10－4 和 1.0×10－2 mol/L. 以 Tris-HCl
缓冲液作为缓冲体系, 我们考察了在 pH 7.5～10.5 范围

内缓冲介质对发光信号的影响, 结果如图1C. 在本实验

中我们选取的最佳 pH 值为 9.0. 固定其他条件不变, 以
10 ng/mL 的甲胎蛋白和 10 ng/mL 的癌胚抗原分别进行

一系列时间段的温育, 进行发光免疫检测. 如图 1D 所

示, 二者检测时对应的发光强度在 30 min 后趋于稳定, 
故采用温育时间皆为 30 min. 发光底物流速也会影响发

光强度. 在本实验中, 当鲁米诺浓度为 5.0×10－4 mol/L, 
H2O2 浓度为 1.0×10－2 mol/L 时, 我们考察了鲁米诺和

H2O2 的流速对体系发光强度的影响. 考虑到化学发光

体系以及流动注射蠕动泵体系的稳定性, 化学发光底物

的流速选用 0.5 mL/min. 氧化石墨烯的最佳浓度是 1.0 
mg/mL. 实验结果见图 S2～S3(支持信息).  

2.3  羧基化氧化石墨烯对化学发光信号的增强 

为了进一步考察固定有酶标二抗的羧基化氧化石

墨烯对本实验中化学发光免疫检测的信号增强作用, 在
最佳测定条件下, 以测定 50 ng/mL 的 AFP 抗原分别进

行了两组对比实验 ,  结果如图 2 所示 .  图 2 a 为

AFP-Ab1/Fe3O4/SiO2、AFP 抗原和酶标二抗 HRP-Ab2溶

液发生夹心免疫反应后, 进行化学发光检测所得的发光

图谱. 图 2b 为 AFP-Ab1/Fe3O4/SiO2、AFP 和信号放大探

针AFP-HRP-Ab2/GO发生夹心免疫反应后, 进行化学发

光检测所得的发光图谱. 曲线 b 比曲线 a 有明显的增                    
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图 1  检测 5 ng/mL 的 AFP 时各参数对化学发光测定的影响: (A)鲁米诺浓度; (B)H2O2浓度; (C)缓冲溶液 pH 值; (D)免疫温育时间 
Figure 1  The effects on chemiluminescence for the detection of 5 ng/mL AFP: (A) luminol concentration; (B) H2O2 concentration; (C) pH value of 
buffer solution; (D) incubation time

 
图 2  检测 50 ng/mL AFP 时, 不同酶标记探针的化学发光信号: (a) 
HRP-Ab2, (b) AFP-HRP-Ab2/GO 
Figure 2  The chemiluminescence signal of different enzyme labels: (a) 
HRP-Ab2, (b) AFP-HRP-Ab2/GO for the detection of 50 ng/mL AFP 

大趋势, 由此可以得出羧基化的氧化石墨烯表面能吸附

大量的酶标二抗 HRP-Ab2, 多量的酶标记物大大增强了

体系的化学发光信号, 提高了免疫检测的灵敏度. 

2.4  甲胎蛋白和癌胚抗原的同时免疫检测 

流动注射免疫检测过程如图 3 所示 , 分别注射

AFP-Ab1/Fe3O4/SiO2和 CEA-Ab1/Fe3O4/SiO2的悬浮液各

100 µL, 加入到微型石英检测池中, 用磁条将其吸附在

两个检测池的内壁上. 然后通入相应的待检抗原(AFP
和 CEA) 100 µL 以及氧化石墨烯信号放大免疫探针

AFP-HRP-Ab2/GO 和 CEA-HRP-Ab2/GO 的悬浮液 100 
µL, 分别在两个微型离心管内混合温育, 反应 30 min后
得到夹心式免疫复合物. 之后加入鲁米诺和 H2O2 发光

底物溶液, 按照表 S1(支持信息)所示步骤进行检测.   
在最优实验条件下, 对 AFP 和 CEA 的检测的化学

发光谱图如图 4 所示, 校准曲线如图 S4～S5(支持信息)
所示. AFP 的线性范围为 0.005～0.5 ng/mL 和 0.5～100 
ng/mL, 检测限为 5.0 pg/mL; CEA 的线性范围为

0.0025～1.0 ng/mL 和 1.0～80 ng/mL, 检测限为 2.5× 

10－3 ng/mL. 因为 AFP 和 CEA 的 ELISA 免疫分析试剂

盒的临床诊断阈值分别为 20 和 5 ng/mL, 所以本实验的

检测范围和检测限足以满足实际应用. 

2.5  实际样品分析与对比 

为了验证本方法的实际应用价值, 检测了 5 个临床

血清样品中 CEA 和 AFP 的浓度, 并将其结果与医院的

酶联免疫分析方法所得结果进行对照. 从表 S2(支持信 
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图 3  基于氧化石墨烯固定酶标抗体的 AFP 和 CEA 的信号放大免疫

检测 
Figure 3  The determination of AFP and CEA based on signal amplifi-
cation by the HRP-Ab2/GO 

 

图 4  AFP 和 CEA 同时检测的流动注射化学发光谱图 
Figure 4  The simultaneous detection of AFP and CEA based on flow 
injection chemiluminescence 

息)可以看出, 偏差在10%以内. 两种方法所得结果具有

较好的一致性. 同时我们还进行了干扰试验, 排除了血

清中共存金属离子对测定的影响. 为了进一步验证方法

的准确性, 我们做了回收率试验, 所得结果如表 S3(支
持信息)所示. 所有结果表明该方法具有良好的准确性. 

3  结论 

本文基于信号放大机制建立了一种高灵敏的能同

时检测癌胚抗原和甲胎蛋白的流动注射化学发光免疫

分析体系. Fe3O4/SBA-15 复合材料以其比表面积大、易

于磁性分离被用于固定单克隆抗体. HRP 标记的抗体固

定于羧基氧化石墨烯表面作为信号放大探针. 我们所合

成的羧基化石墨烯表面具有丰富的羧基基团, 可以用来

吸附大量的 HRP 标记抗体, 起到放大检测信号的作用. 
我们还运用了一种双管路的并联流动分析装置, 通过控

制设在两个管路上的开关来控制鲁米诺和 H2O2的流通, 
实现了两种待测物的同时检测. 本研究为探索多组分在

线化学发光免疫分析技术提供了一定的理论依据.  

4  实验部分 

4.1  磁性介孔材料的制备  

介孔材料及磁性介孔材料Fe3O4/SiO2的合成参考了

我们前期的工作[21,22]. 所得材料采用透射电镜进行了表

征, 结果如图 S6(支持信息)所示. 按照文献[18]所报道

的方法, 我们合成了分别固定有 AFP 和 CEA 单抗的磁

性介孔材料用做本工作中一抗, 简写为 AFP-Ab1/Fe3O4/ 
SiO2和 CEA-Ab1/Fe3O4/SiO2.  

4.2  基于氧化石墨烯的信号放大免疫探针制备 

氧化石墨烯的制备见支持信息. 按照文献所报道的

方法[16], 为了使氧化石墨烯表面的酯基、羟基和环氧基

团转变为羧基, 将 200 mg NaOH 和 200 mg 氯乙酸钠

(ClCH2COONa)加到 4 mL 1.0 mg/mL的氧化石墨烯溶液

中, 冰浴下超声 2 h 后, 用稀盐酸中和, 清洗、离心直到

产物很好地分散在去离子水中. 最后将羧基化的氧化石

墨烯用蒸馏水透析 48 h 以除去其他离子. 取 1 mL 1.0 
mg/mL 的羧基化的氧化石墨烯加入 150 µL NHS (2.0× 

10－3 mol/L)和 150 µL EDC (8×10－3 mol/L), 反应 30 
min. 混合物经离心, 清洗后, 重新分散在1.0 mL pH 7.4
的 PBS溶液中, 然后加入 300 µL HRP标记的AFP抗体, 
室温下震荡反应 30 min, 再加入 1.0 mL 1%的 BSA, 以
封闭其它的活性位点. 混合物经离心、清洗后, 分散在

1.0 mL pH 7.4 的 PBS 中, 得到 AFP 的信号放大免疫探

针 AFP-HRP-Ab2/GO, 4 ℃下保存备用. 用同样方法制

备出CEA的信号放大免疫探针CEA-HRP-Ab2/GO, 4 ℃
下保存备用. 
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