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基于离子液体修饰介孔硅的免标记电化学免疫测定双组分肿瘤标志物 
林洁华*    张慧慧    邵美佳 

(青岛科技大学化学与分子工程学院  青岛 266042) 

摘要  建立了一种可同时检测双组分肿瘤标志物的免标记电化学免疫测定方法, 检测了人血清样品中癌胚抗原(CEA)
和甲胎蛋白(AFP)的含量. 在实验中, 我们首先将二种电化学底物, 二茂铁甲酸(FCA)和亚甲基蓝(MB), 分别结合在离

子液体(IL)修饰的介孔硅(MPS)的孔道内, 制备 FCA-IL-MPS 和 MB-IL-MPS 复合材料; 然后将免疫探针涂覆在掺铟氧

化锡(ITO)电极表面的不同部分; 最后将 CEA 单克隆抗体(anti-CEA)和 AFP 单克隆抗体(anti-AFP)分别负载到两种材料

的孔内, 制得CEA和AFP的免标记免疫探针(anti-CEA/FCA-IL-MPS, anti-AFP/MB-IL-MPS), 组装得到双组分的免标记

免疫传感器. 当该免疫传感器在含有抗原的样液中温育后, CEA和AFP抗原通过特异性免疫反应而结合到MPS孔道内. 
由于形成的免疫复合物不导电且有一定的空间位阻, 所以对电极表面的电子转移产生了阻碍. 根据 ITO 不同位置上响

应电流的变化实现对 CEA 和 AFP 含量的同时测定. 本方法对 CEA 和 AFP 的检测线性范围分别为 0.5～80 ng•mL－1 和

0.5～100 ng•mL－1, 检测限分别为 0.1 ng•mL－1和 0.1 ng•mL－1 (S/N＝3). 离子液体具有高导电率, 能实现所构建体系信

号的放大, 使制备的免疫传感器具有良好的灵敏度.  
关键词  免疫传感器; 双组分; 介孔二氧化硅; 免标记测定; 肿瘤标志物 

 

A Label-free Immunosensor based on Ionic Liquids Modified Mesoporous 
Silica for Simultaneous Determination of Two Tumor Markers 

Lin, Jiehua*    Zhang, Huihui    Shao, Meijia 
(College of Chemistry and Molecular Engineering, Qingdao University of Science and Technology, Qingdao 266042) 

Abstract  A label-free electrochemical immunoassay strategy was proposed for the simultaneous detection of two tumor 
markers, carcinoembryonic antigen (CEA) and α-fetoprotein (AFP). The functional mesoporous silica was synthesized for the 
construction of the label-free immunosensor. The Si-OH groups on the external surface of the mesoporous silica were termi-
nated by trimethylchlorosilane (TMCS), while the Si-OH groups on the internal pore walls were modified with amino groups. 
The electrochemical substrates of ferrocenecarboxylic acid (FCA) and methylene blue (MB) were co-immobilized inside the 
channels of the ionic liquids (ILs) modified mesoporous silica (MPS), respectively. The monoclonal antibody of CEA 
(anti-CEA) and the monoclonal antibody of AFP (anti-AFP) were respectively co-immobilized inside the materials of 
FCA-IL-MPS and MB-IL-MPS. The ITO slide was separated lengthways into two uniform parts by insulation glue so as to 
avoid the cross-talk of the two portions. Finally, the suspension solutions were coated respectively onto the different areas of 
indium-tin oxide (ITO) electrode. The double-analyte immunosensor was constructed by the probes of CEA and AFP onto 
the different areas of ITO. When the double-analyte immunosensor was dipped into the sample solution, the antigens of CEA 
and AFP reacted with their corresponding monoclonal antibodies on the different area of the modified ITO electrode. After 
the immunological reaction, the nonconductive immunoconjugates formed inside the MPS channels. With the increasing 
concentrations of CEA and AFP antigens, the spatial blocking and impedance on the sensor surface increased, thus the elec-
tric response transfer from the solution to the electrode surface was blocked and the DPV currents decreased. The electro-
chemical signals for CEA were detected by using FCA as the electron mediator. The electrochemical signals for AFP were 
detected by using MB as the electrochemical substrates. Then, the simultaneous detection of CEA and AFP could be 
achieved. The electrode modification process was further characterized by cyclic voltammetric measurements and electro-
chemical impedance spectroscopy. IL units inside the mesopores could promote the electron transportation through the pore 
channel. To clarify the adsorption of FCA and MB into the mesopores of ILs-modified MPS, the IR spectra were recorded. 
The linear ranges of CEA and AFP were 0.5～80 ng•mL－1 and 0.5～100 ng•mL－1 with the detection limits of 0.1 ng•mL－1 
and 0.1 ng•mL－1 (S/N＝3), respectively. The fabricated immunosensor shows appropriate sensitivity because of the good 
electric conductivity of ILs. It is an alternative to the multianalyte detection of antigens or other bioactive molecules. 
Keywords  immunosensor; double-analyte detection; mesoporous silica; label-free determination; tumor markers 
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1  引言 

肿瘤标志物的检测对癌症的早期诊断、疾病程度的

判断以及治疗方法的选择至关重要. 肿瘤标志物含量的

免疫检测已经得到了广泛研究和报道[1]. 但是, 大多数

癌症病发时常伴随着不止一种标志物的出现, 仅对单组

分肿瘤标志物检测的方法受其专一性的限制, 不足以应

用于癌症的诊断[2]. 因而, 能够实现多种肿瘤标志物同

时测定的多组分免疫检测方法备受关注. Wilson 等[2]报

道了另一种多组分电化学免疫传感器的研究, 由一组分

别固定不同抗体并能够测定相应抗原的独立电极构成

一个免疫传感器阵列. 基于酶的竞争免疫分析模式, 达
到多组分同时检测的目的. 吴洁等[3]报道了一种使用不

同的辣根过氧化物酶(HRP)标记抗体修饰印刷电极的阵

列多组分免疫分析方法. 通过免疫反应分别在不同区域

形成的免疫复合物阻碍电流的传导, 实现多种肿瘤标志

物的同时检测. 文献中还报道了许多其它的致力于耗时

短、效率高、样品量小、成本低的多组分检测方法的研

发[4].  
在传统的免疫分析方法中, 通常需要使用额外制备

抗原-酶或抗体-酶结合物的标记物. 近年来, 基于物理

量或电化学性能的变化直接完成测定的免标记方法逐

渐引起了相关研究者的注意. 如使用表面等离子共振技

术检测折射率[5]、用石英晶体微天平检测质量[6], 以及应

用表面声波[7]、微悬臂梁[8]技术等, 监测由抗体-抗原免

疫结合引起的界面间的物理变化, 实现免标记的测定. 
电化学免标记的生物传感器则可利用电化学交流阻  
抗[9]、电容[10]、安培电流[11]法等测定技术, 检测在电极

表面形成的免疫复合物对信号传输的阻碍作用而达到

分析测定的目的.  
利用具有离子选择性传输作用的“智能”门离子通

道, 可以实现对分子的直接响应[12]. 当待测物进入纳米

微孔中时, 将阻碍电流的传递, 导致电信号减弱[13,14]. 
在前期工作中, 我们制备了功能化介孔二氧化硅(MPS), 
MPS 外壁的 Si-OH 官能团用氯硅烷(TMCS)封闭, 而内

壁的 Si-OH 则接枝上氨基官能团, 然后将纳米金、单壁

碳纳米管和石墨烯等纳米材料结合到 MPS 的孔道中, 
制备了几种免标记电化学免疫传感器. 通过监测免疫反

应前后由于孔中阻塞程度不同而导致的电流信号的改

变, 来实现免标记免疫测定蛋白质的含量[15,16]. 该方法

已用于癌胚抗原(CEA)、甲胎蛋白抗原(AFP)等肿瘤标志

物的检测. 在本文的工作中, 我们将二茂铁甲酸(FCA)
和高导电率的离子液体(ILs)装入 MPS 孔中, 并将 CEA
单克隆抗体(anti-CEA)组装到孔内, 制得测定 CEA 的免

标记免疫探针. 用同样的方法, 将亚甲基蓝(MB)和 ILs
也装入 MPS 孔中, 并将 AFP 单克隆抗体(anti-AFP)组装

到孔内, 制得测定 AFP 的免标记免疫探针. 当探针与待

测样品一起温育反应时, 免疫反应生成的生物大分子阻

碍了电子在电极表面的转移, 电流信号发生改变. 随着

抗原浓度的增加, 电流信号下降的越明显. 通过 FCA和

MB 响应电流的降低可分别指示 CEA 和 AFP 的含量.  

2  结果和讨论 

2.1  材料的形貌和红外表征 

我们对制备的外壁硅羟基封闭内壁接枝氨基官能

团的 MPS 进行了透射电镜表征(Supporting Information
图 S1). 由图可见该介孔具有较均一的孔径分布且结构

较规则. 我们还用红外光谱图表征了制备各种复合材料

如 : MB-IL-MPS, FCA-IL-MPS, anti-AFP-MB-IL-MPS 
(Supporting Information 图 S2). 从图谱中可以看出, MB
和 FCA 分子及 ILs 片段已与 MPS 成功结合, AFP 单抗

也在孔内保持了良好的生物活性.  

2.2  修饰电极的电化学表征 

对于该部分修饰电极的电化学行为, 我们分别采用

循环伏安(CV)和交流阻抗(EIS)检测进行了表征. 以制

备 CEA 免标记免疫探针过程中的系列修饰电极为例进

行讨论如下. 在 pH 6.5 的 BR 缓冲溶液中, 扫速为 0.1 
V•s－1时, 如图 1 CV 曲线 a 所示, 裸 ITO 电极没有任何

电化学响应. 如曲线 c 所示, FCA-MPS/ITO 在 300 mV
和 390 mV处出现了一对因FCA电子转移而产生的且形

状良好的电化学氧化-还原峰. 当载体介孔内修饰了离

子液体后, 如曲线 e 所示, FCA-IL-MPS/ITO 的氧化-还

原峰值增大许多, 说明离子液体的存在促进了孔内电子

的传递. 如曲线 d 所示, 当 anti-CEA (100 ng•mL−1)结合

到孔道内时, 峰电流有所降低, 这表明固定在孔内的抗

体导致空间位阻增大, 影响电子传递, 进而导致峰电流

的下降. 随着抗原(CEA, 20 ng•mL−1)的加入, 通过免疫

反应生成的复合物在电子转移的介孔通道内形成了更

大的阻塞, 造成响应电流的进一步降低, 结果如曲线 b
所示.  

 
图 1  不同修饰电极在 2 mL 0.1 mol•L－1 BR (pH 6.5)中 ITO 修饰电极

的循环伏安曲线. (a) 裸 ITO; (b) CEA (20 ng/mL)＋d; (c) FCA/MPS/ 
ITO; (d) anti-CEA/FCA/IL/MPS/ITO; (e) FCA/IL/MPS/ITO 
Figure 1  CV curves of the modified ITO electrodes in 2 mL 0.1 mol•  
L－1 BR (pH 6.5). (a) bare ITO; (b) CEA (20 ng/mL)＋d; (c) FCA/MPS/ 
ITO; (d) anti-CEA/FCA/IL/MPS/ITO; (e) FCA/IL/MPS/ITO 
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同时, 我们还采用电化学交流阻抗谱图对上述修饰

电极进行了进一步的表征, 结果如图 2 所示. 该结果进

一步表明了免疫反应前后电极的峰电流值会发生改变, 
离子液体在 MPS 孔道内能促进孔内电子的传递. 制备

AFP 免标记免疫探针过程中的系列修饰电极, 我们也采

用循环伏安(CV)和交流阻抗(EIS)检测进行了表征, 结
果如附图 S3, S4 所示. 

 
图 2  扫速为 100 mV•s－1 时, 在含有 0.1 mol•L－1 KCl 溶液的 2.0 
mmol•L－1 K3[Fe(CN)6]溶液中, 不同修饰电极的阻抗 
Figure 2  Nyquist plots of different electrodes in a 2.0 mmol•L－1 
K3[Fe(CN)6] containing 0.1 mol•L－1 KCl at a scan rate of 100 mV•s－1 

2.3  免疫测定条件的优化 

免疫传感器的性能主要取决于检测溶液的浓度、pH
值、温育反应的时间和温度. 我们在本文中对上述影响

因素进行了详尽的考察, 结果如附图S5所示. 最佳底液

pH 值选择为 6.5. 通过将免疫电极在含有 10 ng•mL－1 
CEA 抗原和 10 ng•mL－1 AFP 抗原的溶液中温育, 我们

对免疫反应的时间和温育温度进行了优化选择. 由图

S5 可见电流值随着时间的延长而降低, 并分别在 30 
min (CEA)和 25 min (AFP)处趋于稳定. 为此, 我们将反

应时间选择为 30 min. 温育反应的优化温度值为 35 ℃.  

2.4  免疫测定的工作曲线 

我们制备免标记电化学免疫探针, 根据免疫反应前

后电流的变化, 同时测定了 CEA 和 AFP 的含量. 检测

原理如图 3 所示, 当该双组分免疫传感器浸入到含有

CEA 和 AFP 抗原的待测溶液中时, 抗原将分别与相应

的固定在 ITO 电极不同区域内的抗体发生特异免疫反

应, 并在MPS孔内形成免疫复合物. 随着抗原浓度的增

加, 传感器表面的空间位阻和阻抗逐渐增大, 造成电流

信号从溶液传递到电极表面的阻碍增加, 故 DPV 电流

减弱.  
在优化的实验条件下, 我们得到了免标记电化学免

疫测定CEA和AFP的DPV曲线图和工作曲线(图4). 该
方法检测 CEA 和 AFP 的线性方程分别为: Ip＝25.016－ 
0.2445 C ([CEA])和 Ip＝25.742－0.2291 C ([AFP]). 对
CEA 的检测线性范围是 0.5～80 ng•mL−1, 线性相关系

数 0.997, 检测限为 0.1 ng•mL−1 (S/N＝3). 对 AFP 的检 

 

图 3  免标记电化学免疫测定 CEA 和 AFP 的原理图 
Figure 3  Diagram of the label-free determination of CEA and AFP 
based on electrochemical immunoassay 

 

图 4  在 4 mL 0.1 mol•L－1 BR (pH 6.5)的溶液中, 本文制备的免疫传

感器对于不同浓度的 CEA 和 AFP 抗原的 DPV 峰电流: (a) 0 ng•mL－1; 
(b) 0.5 和 1 ng•mL－1; (c) 1 和 5 ng•mL－1; (d) 5 和 10 ng•mL－1; (e) 10 和

25 ng• mL－1; (f) 35 和 50 ng•mL－1; (g) 50 和 75 ng•mL－1; (h) 80 和 100 
ng•mL－1. Inset: CEA 和 AFP 免疫分析的校准曲线 
Figure 4  DPV peak currents of the proposed immunosensor in 4 mL 0.1 
mol•L－1 BR (pH 6.5) after incubating with the sample CEA and AFP 
separately at the concentration of (a) 0 ng•mL－1; (b) 0.5 and 1 ng•mL－1; 
(c) 1 and 5 ng•mL－1; (d) 5 and 10 ng•mL－1; (e) 10 and 25 ng•mL－1; (f) 35 
and 50 ng•mL－1; (g) 50 and 75 ng•mL－1; (h) 80 and 100 ng•mL－1 

测范围是 0.5～100 ng•mL−1, 线性相关系数 0.995, 检测

限为 0.1 ng•mL−1 (S/N＝3). 当待测血清样品中 CEA 浓

度大于 80 ng•mL−1和 AFP 浓度大于 100 ng•mL−1 时, 须
对样品进行一步稀释操作. 和前期工作中的二组分测定

结果相比较[17], 在介孔孔道内固载的离子液体, 提高了

该方法的灵敏度, 降低了检测限.  

2.5  对照实验 

我们制备的介孔外壁硅羟基活性封闭而内壁接枝

氨基的功能化介孔材料, 用于构建免标记免疫传感器, 
将电化学测定和免疫反应限制在孔道内完成. 为了验证

使用 TMCS 对介孔外壁硅羟基进行封闭后有效地避免

了非特异性蛋白质吸附的影响, 我们制备了 MPS 外壁

硅羟基未经TMCS封闭处理的介孔硅材料, 并使用同样
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方法构建了 AFP 免标记免疫电极用做对照实验, 结果

如附图 S6 所示. 结果表明对介孔材料外壁硅羟基的封

闭处理可以减弱对非特异性蛋白质的吸附, 进而提高免

疫检测的选择性.  

3  结论 

本文提出了一种简便的免标记电化学多组分免疫

检测肿瘤标志物的方法. 我们制备的介孔外壁硅羟基活

性封闭而内壁接枝氨基的功能化介孔材料, 将电化学底

物和离子液体仅修饰在孔道内, 用于构建免标记免疫传

感器, 将电化学测定和免疫反应限制在孔道内完成, 极
大提高了免标记免疫分析的选择性和准确性. 随着检测

溶液中抗原浓度的增加, 免疫复合物在孔内形成的空间

位阻和阻抗随之增大, DPV 电流值则逐渐减低. 该免标

记方法仅通过检测免疫反应后电化学信号的变化就实

现了免疫测定, 显著简化了操作. 并且, 本文设计的免

疫传感器对CEA和AFP的同时检测具有良好的选择性. 
同时, 其简便组装和检测方法也适用于其他肿瘤标志物

的多组分测定.  

4  实验部分 

4.1  修饰介孔硅材料的制备 

介孔二氧化硅材料参照文献报道的方法合成[17～20], 

将 1 g P123 溶解于 30 mL 2 mol•L－1 HCl 中, 接着加入

1.153 mL TMB 并搅拌 45 min 后, 加入 2.215 mL TEOS, 
搅拌 8 min 使其均匀分布, 再保持 38 ℃恒温静置 24 h. 
然后将其转移到水热釜中, 在 100 ℃下反应 24 h. 过滤、

洗涤材料, 室温干燥得到白色固体产物 I. 称取 0.8 g 产

物 I, 将其分散在 60 mL 甲苯中, 在氮气保护条件下滴

加 4 mL TMCS, 持续搅拌并控温 80 ℃反应 8 h. 此时, 
材料外壁的 Si-OH 官能团被 TMCS 上的 Si-CH3封闭[21]. 
过滤并用乙醇洗涤除去残留甲苯及过量的TMCS后, 将
滤饼转移至坩埚中, 在550 ℃下焙烧 5 h, 除去介孔内部

的模板剂 P123, 从而制备得到封闭外壁羟基的介孔硅

材料(产物 II). 取 0.3 g 产物 II, 加入 37.5 mL 甲苯, 搅拌

分散均匀后, 滴加 1.5 mL APTS, 室温下持续搅拌反应

12 h. 然后, 升温至 80 ℃, 回流反应 1.5 h. 过滤并用乙

醇洗涤所得固体产物, 在 80 ℃干燥 6 h. APTS 的氨基官

能团接枝到介孔的内壁, 得到外壁封闭活性点内壁修饰

氨基的介孔硅 APTS-MPS.  

4.2  免标记 CEA 探针的制备 

称取 0.9 mg APTS-MPS 粉末, 加入 2 mL 0.1 mol•  
L－1 1-羧基-3-甲基咪唑四氟硼酸盐离子液体(IL)溶液, 
继续加入 2 mL 10 mmol•L－1二茂铁甲酸(FCA)溶液及 1 
mL EDC/NHS 溶液以活化以上三种物质的氨基及羧基. 
室温持续震荡 12 h. 如图 5(A)所示, 通过彼此之间氨基 

 

图 5  CEA 探针(A)和 AFP 探针(B)的制备原理图 
Figure 5  Diagram of the synthesis of probe for CEA (A) and AFP (B) 
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与羧基结合, IL 和 FCA 都将被限制结合在该孔内, 从而

得到FCA/IL/MPS. 使用水洗涤3次除去过量试剂后, 将
所得材料重新分散在 500 μL 水中. 由于 IL 具有超高的

导电率[22,23], 因而制备的材料对于电化学分析底物 FCA
的响应信号增大, 从而起到信号放大的作用. 用移液枪

将 2 mL 混有 EDC/NHS 的 100 ng•mL－1 CEA 单克隆抗

体(anti-CEA, 体积比 1∶1)加入 2 mL FCA/IL/MPS 悬浊

液中, 35 ℃恒温持续震荡 30 min. 此时, 抗体通过自身

的羧基与 MPS 孔内的氨基结合, 得到测定 CEA 的免疫

探针 anti-CEA/FCA/IL/MPS. 如图 5B 所示, 采用相同的

方法制备得到免标记 AFP 免疫探针. 

4.3  免疫传感器的组装 

ITO 玻璃电极(5 mm×25 mm)使用前按照文献报道

的方法超声清洗处理[24]. 然后, 使用绝缘胶将玻璃片均

匀分隔为两个相同的部分, 进而避免两部分发生交叉反

应. 在 ITO 电极的两个不同区域内分别滴涂 PVA 和免

标记免疫探针的悬浊液, 利用 PVA 的粘接作用, 将材料

修饰在电极表面, 制备得到CEA和AFP免疫探针, 得到

双组分同时检测的免疫传感器. 将该传感器置于同时含

有 CEA 和 AFP 抗原的溶液中时, 两种抗原将分别通过

各自的免疫反应与相应抗体结合, 在电极表面不同部分

的介孔修饰材料内形成免疫复合物. 同时, 使用固定在

CEA 免疫探针内的 FCA 作为其检测的电化学响应底物; 
选用 MB 作为 AFP 检测的电化学响应底物. 
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