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摘  要 

肿瘤早期精准检测是当前物理化学与临床医学交叉领域的研究热点，糖类抗原125 (CA125)作为卵巢癌

等妇科恶性肿瘤的特异性标志物，其高灵敏检测对肿瘤筛查与病程监测具有重要意义。本研究设计合成

Au@GO-Chi-Fc与Au@CeO1.66/Bi2MoO6铋基复合纳米钙钛矿材料，基于电化学–化学–化学(ECC)双循

环信号放大策略，构建夹心型电化学免疫传感器用于CA125的超灵敏检测。通过TEM、SEM、XPS、XRD
等表征手段完成复合纳米材料的形貌、元素组成与物化性能分析，验证了铋基钙钛矿材料优异的生物相

容性、结构稳定性与电化学活性。测试结果表明，该免疫传感器在宽浓度范围内对CA125表现出优异的

选择性、重复性与长期稳定性，检测限达到极低水平。本工作为肿瘤标志物的高灵敏电化学检测提供了

新的材料体系与构建思路，拓展了铋基钙钛矿材料在生物传感领域的应用场景。 
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Abstract 
Early and accurate detection of tumors is a research hotspot in the interdisciplinary field of physical 
chemistry and clinical medicine. Carbohydrate Antigen 125 (CA125), as a specific biomarker for gy-
necological malignant tumors such as ovarian cancer, its highly sensitive detection is of great signifi-
cance for tumor screening and disease course monitoring. In this study, bismuth-based composite 
nano-perovskite materials Au@GO-Chi-Fc and Au@CeO1.66/Bi2MoO6 were designed and synthesized. 
Based on the Electrochemistry-Chemistry-Chemistry (ECC) dual-cycle signal amplification strategy, a 
sandwich-type electrochemical immunosensor was constructed for the ultra-sensitive detection of 
CA125. The morphology, elemental composition and physicochemical properties of the composite na-
nomaterials were analyzed through characterization methods including TEM, SEM, XPS and XRD, 
which verified the excellent biocompatibility, structural stability and electrochemical activity of the 
bismuth-based perovskite materials. The test results show that the immunosensor exhibits excellent 
selectivity, repeatability and long-term stability for CA125 in a wide concentration range, with an ex-
tremely low detection limit. This work provides a new material system and construction idea for the 
highly sensitive electrochemical detection of tumor biomarkers, and expands the application scenar-
ios of bismuth-based perovskite materials in the field of biosensing. 
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1. 前言 

卵巢癌作为当前第二大致命的妇科恶性肿瘤，其治疗与诊断的紧迫性不容忽视。据统计，早期(I、II
期)卵巢癌患者的 5 年生存率高达约 90%，然而，对于晚期(III、IV 期)卵巢癌患者而言，其 5 年生存率则

急剧下降至 20%~40%。这一显著的数据差异强调了早期发现与诊断在卵巢癌患者生存率方面的重要性，

凸显了早期干预对于改善患者预后的关键作用[1] [2]。几十年来，手术和化疗一直是卵巢癌的主要治疗方

法，但通过这些方法，也只有不到 20%的晚期卵巢癌患者存活超过 10 年[3]。由于缺乏足够的体检和特定

的症状，卵巢癌通常在转移后的最后阶段才被诊断出来。因此，癌症在早期阶段的成功诊断对于提高生

存率和以成本效益和时间效益的方式成功治疗是至关重要的。在肿瘤的早期检测和治疗过程中，生物标

志物发挥着举足轻重的作用，它们已成为众多研究的焦点。特别值得一提的是卵巢癌生物标志物 CA125。
CA125 的引入对于预测和管理卵巢癌的复发具有显著意义。在 CA125 成为卵巢癌进展的重要标志物之

前，体检和影像学检查一直是医生们主要的诊断手段。然而，这种技术的敏感性仅适用于盆腔区较大肿

瘤的患者。在多数情境中，通过观察 CA125 的水平变化，能够有效地预示疾病的进展或缓解情况，从而

为患者提供更为精准的治疗方案。具体来说，当 CA125 的阈值浓度超过正常水平的两倍，即达到 35 U∙mL−1

时，它便能成为一线化疗后肿瘤复发的有效预测指标。这种检测方法的敏感性高达 62%~94%，特异性更

是达到了 91%~100%，显示出了极高的准确性。对于那些临床缓解但 CA125 水平在正常范围内逐渐升高

的患者，其复发的风险显著增加[4]-[7]。CA125 是一种在卵巢癌细胞表面发现的高分子量黏液糖蛋白，通
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常从卵巢癌患者的血清样本中分离出来并进行定量分析[8]。随着多种免疫传感器技术的不断发展，卵巢

癌的早期发现和治疗也迎来了新的可能性，为患者的预后改善带来了希望。例如，Yin 等人[9]以
AgInS2/ZnS 纳米晶(NCs)作为标记物，成功研制出一种近红外(NIR)电化学发光(ECL)免疫传感器，用于

CA125 的敏感性和选择性检测。这种水相 AgInS2/ZnS NCs 具有卓越的 ECL 性能，使得以它为标记物的

ECL 免疫检测方法能够在较低的触发电位下有效地针对 CA125 进行检测。电化学技术与高亲和力结合的

Ab-Ag 使得电化学免疫传感器成为一种高灵敏度、高选择性和强有力的生物标志物检测工具[10]。Castro
等人[11]成功构建了一种无标记电化学免疫传感器，该传感器采用经聚(3-羟基苯基乙酸)和抗 CA125 修饰

的丝网印刷碳电极作为检测探针，旨在对肿瘤标志物 CA125 进行精准诊断和监测。这种免疫传感器不仅具

有通用性，而且易于集成到临床应用中，为复杂样本的卵巢癌诊断提供了一个有趣的平台。相较于传统的

ELISA 方法，这种检测方法展现出更高的简便性、速度和重复性。它不仅为其他无标记电化学免疫传感器

的开发提供了宝贵的参考模型，更为其他生物标志物的分析开辟了新的道路，展示了广阔的应用前景。 
为了提高 GCE 的表面积并增强其性能，利用了氧化石墨烯(GO)这一独特材料。GO 因其出色的层状

结构而备受关注，这种结构不仅赋予了它巨大的比表面积，还提供了丰富的表面修饰活性位置。通过引

入 GO，电极的表面积得到了显著的提升，从而为其在电化学检测中的应用提供了更广阔的可能性。与此

同时，壳聚糖(Chi)作为一种天然聚合物，也展现出了其独特的优势。它拥有出色的成膜能力，这意味着

它可以轻松地在电极表面形成一层均匀且稳定的膜。此外，Chi 还具备良好的生物相容性和粘附性，这使

得它成为一种理想的固定抗体(Ab1)的基质[12]。通过利用 Chi 的这些特性，可以成功地将抗体固定在电

极上，从而实现对目标分子的高效检测。此外，为了进一步提高电极的导电性，还巧妙地加入了二茂铁

(Fc)。这种物质具有优良的导电性能，能够有效地增强电极的电流传输能力。通过加入 Fc，电极的响应

速度可以得到提升，同时也可以提高检测的灵敏度和准确性。 
另一方面，为了达到放大信号的作用，必须选择生物相容性足够好的纳米材料用做探针捕获第二抗

体(Ab2) [13]，并选择合适的信号放大策略。Au NPs 以其丰富的活性位点和卓越的导电性能而著称，能够

有效增加固定化生物分子的数量，并且可以很明显地增强电子转移，此外，一些蛋白质[14]，如抗体、抗

原和酶在与Au NPs结合后仍能保持高活性。金属铈(Ce)是最丰富的稀土元素之一，具有一定的催化性能，

可以替代贵金属提高催化性能。尤其是它的氧化物具有毒性低、生物相容性好、表面反应速率高、等电

点高等许多独特的性质，在多方面得到广泛应用。Bi 虽然是一种重金属元素，但它具有极低的生物毒性，

是对人类最安全的重金属元素之一[15]。此外，由于 Bi 基材料具有很好的生物相容性，目前已被开发并

初步用于免疫传感器。钼酸铋是一种典型的钙钛矿材料，具有良好的催化性和光学性能，已被研究应用

于光催化剂[16]、乙醇传感器[17]和湿度传感器[18]等。为了获得高灵敏度的高信号背景比，各种信号放

大策略已被不断建立，以提高可检测信号。无酶催化辅助的电化学–化学–化学(ECC)氧化还原循环技术，

凭借其便捷的操作、高灵敏度的检测以及出色的准确性，已发展成为一种高效的信号放大策略。Dutta 等

人[19]开发了一种基于创新的 ECC 氧化还原循环信号放大机制的新型无酶电化学传感器，相较于传统的

酶依赖性 ECC 氧化还原循环技术，该无酶方法不仅大幅提升了检测灵敏度，更显著增强了传感器的稳定

性。此外，该方法还简化了传感器的修饰步骤，使得整个操作过程更为简便高效。 
本研究设计了一种既简单又经济高效的双循环夹心式电化学免疫传感器。这种传感器在 CA125 的早

期诊断过程中显著提升了灵敏度、特异性和检测效率，为卵巢癌的早期发现和治疗提供了新的有力手段。

通过将 Au NPs 附着在 GO-Chi-Fc 材料上，借助共价结合和静电吸附成功制备了 Au@GO-Chi-Fc 复合材

料，并作为电极表面的底物材料，加速电子转移捕获 Ab1。另一方面，利用掺 Ce 的 Bi2MoO6 纳米花装载

Au NPs 标记 Ab2 并作为信号探针，催化对硝基酚(p-NP)还原生成对氨基酚(p-AP)。在 NaBH4 的帮助下，

ECC 氧化还原循环实现了显著的信号增强[20]。此传感器完整构建过程如图 1 所示。 
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Figure 1. Construction of a highly sensitive electrochemical immunosensor for CEA using Au@CeO1.66/Bi2MoO6 nanoper-
ovskite 
图 1. 利用 Au@CeO1.66/Bi2MoO6 纳米钙钛矿构建高灵敏检测 CEA 电化学免疫传感器 

2. 实验 

2.1. 实验试剂与仪器 

Bi(NO3)3⋅5H2O、K3Fe(CN)6、K4Fe(CN)6 和 KCl 通过泰坦平台购自国药集团化学试剂有限公司。六水

合硝酸铈(Ce(NO3)3⋅6H2O)和 3-氨丙基三乙氧基硅烷(APTES)通过泰坦平台购自阿拉丁工业公司。二水合

钼酸钠(Na2MoO4⋅2H2O)、乙二醇、乙醇、HAuCl4、NaBH4、抗坏血酸(AA)、氧化石墨烯(GO)、壳聚糖(Chi)、
二茂铁甲酸(Fc-COOH)、N-羟基琥珀酰亚胺磺酸钠盐(NHS)、1-乙基-3-(3-二甲基氨基丙基)碳酰二亚胺盐

酸盐(EDC)、4-硝基甲苯(p-NP)和 4-氨基苯酚(p-AP)均购自泰坦平台。CA125、Ab1、Ab2、AFP、BSA、lgG
均购于中国上海领潮生物科技有限公司。采用 Na2HPO4 与 NaH2PO4，按照特定的摩尔比例混合配制浓度

为 0.1 M 的 PBS，并在电化学测量中作为支撑电解质使用。所有接收到的试剂均为分析试剂级别，无需

进行额外处理即可直接投入使用。实验中所用到的超纯水，全部由双纯水自动蒸馏装置(上海亚龙生化仪

器厂生产)制备，其电阻率大于 18.2 MΩ，确保实验用水的纯净度。 
采用 Autolab PGSTAT 100 恒电位仪/恒电流仪(中国上海纳米工业有限公司)进行 CV、EIS 和 DPV 等

所有的电化学测量。同时采用传统的三电极系统，GCE、Ag/AgCl 参比电极和 Pt 丝对电极进行所有的电

化学测量分析。利用 JEOL JEM 2100F 进行 TEM 表征获得 TEM。利用 SEM 和 EDS 两者组合获得 SEM
图和能量色散光谱元素分析图。使用 XRD 获得 0~90˚之间的晶体数据图。利用 ESCALAB 250Xi (Thermal 
Scientific, USA)对材料分析获得了 XPS。使用细胞计数试剂盒 (CCK8，Beyotime，中国 )评估了

Au@CeO1.66/Bi2MoO6 对体外细胞 293T 的细胞毒性。在日立 U-2910 上记录了 UV-Vis。利用 Data Physics 
OCA 系列测量了材料的接触角。 
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2.2. Au NPs 的制备 

Au NPs 的合成[21]：在烧杯中加入 10 mL 去离子水，随后加入 300 μL 10 mM HAuCl4 溶液充分搅拌，

在搅拌条件下加入 300 μL 100 mM 柠檬酸三钠，搅拌 10 min 后加入 150 μL 100 mM NaBH4，在加入 NaBH4

的一瞬间会发现溶液颜色迅速变为橙红色，继续搅拌 30 min，最终观察到溶液变为粉紫色，表明 Au NPs
成功合成。将合成的 Au NPs 保存在 4℃以供后续使用。 

2.3. GO-Chi-Fc 和 Au@GO-Chi-Fc 的制备 

GO-Chi-Fc 材料的合成[22]：将 2 mg Chi 溶解在 10 mL 1%的乙酸溶液中充分搅拌，搅拌至无气泡后

加入 2 mg Fc-COOH，紧接着加入 1 mL 10 mM 的 EDC 和 4 mL 10 mM 的 sulf-NHS，充分搅拌 4 h 以活

化 Fc-COOH。当溶液由黄色变为红棕色时加入 10 mL 1 mg∙mL−1 的 GO 溶液搅拌 12 h。将所得产物离心，

分别用水和乙醇洗涤。最终获得 GO-Chi-Fc 材料。将得到的材料分散在 10 mL 乙醇中，取 1 mL 溶液再

次分散在 10 mL 乙醇溶液中，加入 100 μL Au NPs 搅拌 1 min，随后加入 200 μL 10 mM 的 HAuCl4 再次

搅拌 1 min，加入 300 μL 0.1 M 柠檬酸三钠溶液继续搅拌 1 min，最后加入 100 μL 10 mM 的 AA 搅拌 30 
min。在 10,000 rpm 离心后分别用乙醇和去离子水洗涤收集，最终得到 Au@GO-Chi-Fc 材料。 

2.4. CeO1.66/Bi2MoO6和 Au@CeO1.66/Bi2MoO6的合成 

利用微波加热法合成了 CeO1.66/Bi2MoO6 复合钙钛矿纳米材料。在烧杯中称取 0.97 g Bi(NO3)3·5H2O、

0.242 g Na2MoO4·2H2O 和 0.0606 g Ce(NO3)3·6H2O 分别加入 10 mL、5 mL 和 5 mL EG，超声 5 min 后将

其置于磁力搅拌器上高速搅拌 1 h，使其充分溶解。然后将三种溶液混合，并缓慢加入 10 mL 无水乙醇搅

拌，2 h 后得到透明的浅黄色溶液。将得到的溶液在 160℃下微波加热 3 h。得到初始的 CeO1.66/Bi2MoO6

复合钙钛矿纳米材料，10,000 rpm 离心后用乙醇、去离子水、乙醇分别洗涤 3 次，在 80℃下干燥 12 h 后

置于管式炉中 400℃退火 3 h，此时获得最终的 CeO1.66/Bi2MoO6复合钙钛矿纳米材料。取上述材料 15 mg，
加入 20 ml 乙醇搅拌均匀，随后加入 1 ml APTES 常温搅拌 3 h，最终在 70℃油浴中冷凝回流 2 h，收集溶

液离心，后用乙醇充分洗涤以去除多余的 APTES。将得到的上述氨基化材料分散在 15 mL 乙醇中备用。

取其中 2 mL 加入 10 mL 乙醇，加入 Au NPs 搅拌 5 min，随后加入 500 μL 10 mM 的 HAuCl4 再次搅拌 1 
min，最后加入 200 μL 10 mM 的 AA 搅拌 30 min。在 10,000 rpm 离心后分别用乙醇和去离子水洗涤收集，

60℃干燥 12 h，最终获得 Au@CeO1.66/Bi2MoO6 复合钙钛矿纳米材料。 

2.5. Au@CeO1.66/Bi2MoO6与 Ab2的联结固定 

取 1.25 mL 3 mg∙mL−1 的 Au@CeO1.66/Bi2MoO6 复合钙钛矿纳米材料水溶液，向其中加入 1.5 mL 25 µg 
mL−1 的 Ab2，将混合溶液在 4℃下搅拌 5 h 使 Ab2 成功附着在 Au@CeO1.66/Bi2MoO6 表面形成 Ab2-
Au@CeO1.66/Bi2MoO6。然后，在搅拌下加入 300 µL (1 wt%)的 BSA 溶液以阻断非特异性结合位点。将最

终得到的 Ab2-Au@Au@CeO1.66/Bi2MoO6 溶液，保存在 4℃以供后续使用。 

2.6. 夹心型电化学免疫传感器的构建 

分别将Au@GO-Chi-Fc 和Au@CeO1.66/Bi2MoO6用作基底材料和上层信号放大材料构建夹心型电化学免

疫传感器，构建过程如 3.1 所示。首先利用氧化铝粉对 GCE 打磨抛光进行激活处理，超纯水彻底冲洗后滴

加 6 μL 3 mg∙mL−1的 Au@GO-Chi-Fc 孵育处理，得到 GCE/Au@GO-Chi-Fc 电极。继续滴加 6 μL 50 μg∙mL−1

的 Ab1，将其在 37℃培养箱中培养 30 min，形成 GCE/Au@CeO1.66/Bi2MoO6/Ab1电极。然后滴加 6 µL BSA(1 
wt%)孵育以阻断暴露在所得电极表面的非特异性活性位点，形成GCE/Au@CeO1.66/Bi2MoO6/Ab1/BSA电极。
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继续取 6 µL CA125 溶液滴加至电极表面，37℃孵育 30 min 得到 GCE/Au@CeO1.66/Bi2MoO6/Ab1/BSA/CA125
电极。最后滴加 6 µL 与 Ab2 联结的 Au@CeO1.66/Bi2MoO6，再次在 37℃培养箱中培养 30 min 形成最终

GCE/Au@CeO1.66/Bi2MoO6/Ab1/BSA/CA125/Ab2-Au@CeO1.66/Bi2MoO6 电极，将其存储在 4℃环境以备后

续测量使用。 

3. 实验结果与讨论 

3.1. Au@GO-Chi-Fc 的表征 

图 2(a)是 Au@GO-Chi-Fc 纳米材料的 TEM 图。通过观察可以清晰地看到底层呈现出薄膜状结构，并

带有一定的褶皱，这正是典型的 GO 的特征。这种结构提供了较大的比表面积，有利于与其他物质的相

互作用。进一步观察，GO 薄膜上负载了 Chi-Fc 纳米材料。由于 Chi 的结合作用，Chi-Fc 纳米材料并未

展现出和单纯 Fc 相同的光滑表面，而是呈现出一定的粗糙度，这增加了其表面的活性位点，有助于提升

材料的性能。另外还可以观察到 Au 纳米星(Au NSs)也成功地负载在 GO 薄膜之上。这些 Au NSs 与 GO 薄

膜及 Chi-Fc 纳米材料共同构成了 Au@GO-Chi-Fc 复合纳米材料，为后续的研究和应用提供了重要依据。 
 

 
Figure 2. (a), (b) TEM images of Au@GO-Chi-Fc and CeO1.66/Bi2MoO6; (c), (d) SEM images of CeO1.66/Bi2MoO6 and 
Au@CeO1.66/Bi2MoO6; (e)-(h) elemental mapping of Au, Bi, Mo and Ce in Au@CeO1.66/Bi2MoO6 (scale bar = 1 μm); (i) EDS 
spectrum of Au@CeO1.66/Bi2MoO6 
图 2. (a) Au@GO-Chi-Fc；(b) CeO1.66/Bi2MoO6的 TEM 图像；(c) CeO1.66/Bi2MoO6；(d) Au@CeO1.66/Bi2MoO6的 SEM
图像；(e)-(h) Au@CeO1.66/Bi2MoO6 中 Au、Bi、Mo 和 Ce 的元素映射(比例尺 = 1 μm)；(i) Au@CeO1.66/Bi2MoO6 的
EDS 

3.2. CeO1.66/Bi2MoO6和 Au@CeO1.66/Bi2MoO6的 SEM 和 TEM 表征 

通过TEM和SEM表征了CeO1.66/Bi2MoO6和Au@CeO1.66/Bi2MoO6的微观结构。图2(b)为CeO1.66/Bi2MoO6

的 TEM 图，从图中可以看出所制备的样品呈纳米花球状，形貌均匀，尺寸在 600 nm 左右。与未掺杂 Ce 的

Bi2MoO6 相比，其形貌未发生明显变化，证明 Ce 的掺杂不会对材料形貌产生影响。图 2(c)是
CeO1.66/Bi2MoO6 的 SEM 图，进一步显示了钙钛矿纳米复合材料 CeO1.66/Bi2MoO6 呈花球状，且其表面粗

糙，相对于光滑球面比表面积更大，这也为之后 Ab2 的负载提供了有利条件。从 Au@CeO1.66/Bi2MoO6 的
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SEM图(图 2(d))可以清楚地看出Au NPs成功负载在 CeO1.66/Bi2MoO6材料表面，表明Au@CeO1.66/Bi2MoO6

成功合成，材料表面更为粗糙，有望进一步提高转移电子和固定 Ab2 的能力。 

3.3. Au@CeO1.66/Bi2MoO6的 Mapping 和 EDS 元素分析 

通过对 Au@CeO1.66/Bi2MoO6 材料进行 Mapping 和 EDS 分析，进一步分析研究了材料所含的元素种

类与各自元素的含量。从 Mapping 图(图 2(e)~(h))可以看出 Au、Bi、Mo 和 Ce 元素的存在，且各自分布

都较为均匀。EDS 总谱图 2(i)中也显示出这些元素的存在。这些表征再次证明了 Au@CeO1.66/Bi2MoO6 材

料的合成。 

3.4. Au@CeO1.66/Bi2MoO6的 XRD 和 XPS 分析 

利用 XRD 对合成材料 Au@CeO1.66/Bi2MoO6 的静态结构进行分析，如图 3a 所示。XRD 数据显示，

合成的 Bi2MoO6钙钛矿材料的衍射峰与 Bi2MoO6标准卡的衍射峰一致，证明了 Bi2MoO6成功合成。此外，

另外几个衍射峰对应于 CeO1.66 的 XRD 标准卡，说明 Ce 以氧化物的形式存在，与 Bi2MoO6 形成了

CeO1.66/Bi2MoO6 复合材料。Au 的晶面(111)、(200)、(220)、(311)和(222)分别出现在 38.18˚、44.37˚、64.56˚、
77.54˚和 81.70˚ (2θ)处，这与 Au 的标准匹配卡充分匹配，证明 Au NPs 成功负载在 CeO1.66/Bi2MoO6 表面，

与电镜图中所观察到的结果呈现出高度的一致性。 
 

 
Figure 3. (a) XRD pattern and (b) XPS survey spectrum of Au@CeO1.66/Bi2MoO6; high-resolution XPS spectra of 
CeO1.66/Bi2MoO6 in the (c) Au 4f, (d) Ce 3d, (e) Bi 4f and (f) Mo 3d regions 
图 3. (a) Au@CeO1.66/Bi2MoO6的 XRD 测量谱；(b) Au@CeO1.66/Bi2MoO6的 XPS 全谱；(c) Au 4f，(d) Ce 3d，(e) Bi 4f，
和(f) Mo 3d 区域 CeO1.66/Bi2MoO6 的高分辨率 XPS 光谱 

 
图 3(b)为 Au@Bi2MoO6 的 XPS 全谱，从中可以观察到 Au、Ce、Bi 和 Mo 元素的存在，与 XRD 结果

一致。Au 4f在83.47 eV和87.07 eV处的双结合峰分别对应于Au 4f7/2和Au 4f5/2，表明Au@CeO1.66/Bi2MoO6

表面 Au NPs 的存在(图 3(c))。从图 3(d)可以看出，Ce 3d 谱具有比较复杂的结构。在 882.56 eV 处的峰值属

于 Ce 3d5/2。其自旋轨道分裂峰位于 900.56 eV，属于 Ce 3d3/2。二者峰面积之比为 3:2，半峰宽之比约为
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1:1，电子结合能差值为 18.00 eV，由此可以判断 Ce3+的存在。在 886.58 eV 处的峰值属于 Ce 3d5/2。其自

旋轨道分裂峰位于 905.26 eV，属于 Ce 3d3/2。二者峰面积之比为 3:2，半峰宽之比约为 1:1，电子结合能差

值 18.68 eV，由此可以判断 Ce4+的存在。这些结果表明，样品中 Ce 是由 Ce3+和 Ce4+的混合价态形成[23]。
图 3(e)表明 Bi 4f 在 159.18 eV 和 164.51 eV 处的两个峰与 Bi 4f7/2 和 Bi 4f5/2 自旋态一致。图 3(f)显示位于

232.50 eV 和 235.65 eV 的化学结合能分别被分配给 Mo 3d5/2 和 Mo 3d3/2。 

3.5. Au@CeO1.66/Bi2MoO6的 UV-Vis、分散性和细胞毒性评价 

UV-vis 结果进一步证实了 Au NPs 在 CeO1.66/Bi2MoO6 的表面生长。从图 4(a)可以看出，

CeO1.66/Bi2MoO6 在 400~1000 nm 范围内没有观察到明显的特征吸收峰，而相较于 CeO1.66/Bi2MoO6，

Au@CeO1.66/Bi2MoO6 的吸收曲线在 500~600 nm 之间出现了一个弱吸收峰，证明了在 CeO1.66/Bi2MoO6 表

面成功连接 Au NPs。 
 

 
Figure 4. (a) UV-vis spectra of CeO1.66/Bi2MoO6 and Au@CeO1.66/Bi2MoO6; (b) contact angles of Au@CeO1.66/Bi2MoO6 and 
Ab2-Au@CeO1.66/Bi2MoO6; (c) cytotoxicity of Au@CeO1.66/Bi2MoO6; (d) UV-vis spectra of the catalytic reduction of p-NP 
by Au@CeO1.66/Bi2MoO6 (curve a: p-NP; curve b: p-NP + NaBH4; curve c: p-NP + excess NaBH4; curve d: p-NP + NaBH4 + 
Au@CeO1.66/Bi2MoO6; curve e: p-AP); (e) CV curves of ECC redox cycling; (f) schematic illustration of the catalytic reduc-
tion of p-NP and ECC redox cycling 
图 4. (a) CeO1.66/Bi2MoO6 和 Au@CeO1.66/Bi2MoO6 的 UV-vis 光 谱 ； (b) Au@CeO1.66/Bi2MoO6 和 Ab2-
Au@CeO1.66/Bi2MoO6 的接触角；(c) Au@CeO1.66/Bi2MoO6 的细胞毒性；(d) Au@CeO1.66/Bi2MoO6 对 p-NP 的催化还原

作用的 UV-vis 光谱(曲线 a：p-NP；曲线 b：p-NP + NaBH4；曲线 c：p-NP + NaBH4 足量；曲线 d：p-NP + NaBH4 + 
Au@CeO1.66/Bi2MoO6；曲线 e：p-AP)；(e) ECC 氧化还原循环过程 CV 图；(f) Au@CeO1.66/Bi2MoO6 对 p-NP 的催化

还原作用和 ECC 氧化还原循环过程示意图 

 
通过接触角和细胞毒性测试，评价了 Au@CeO1.66/Bi2MoO6 的亲水性和生物安全性。Au@CeO1.66/ 

Bi2MoO6 的接触角为 32.5˚，连接 Ab2 后降至 14˚ (图 4(b))，表明 Au@CeO1.66/Bi2MoO6 具有极高的亲水性，

同时也表明 Ab2 的成功固定。使用细胞计数试剂盒(CCK8，Beyotime，中国)评估了 CeO1.66/Bi2MoO6 对体

外细胞 293T 的细胞毒性。将 293T 细胞在 96 孔板上培养 24 h，而后将浓度为 5、10、25、50、100、200 
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μg∙mL−1 的 Au@CeO1.66/Bi2MoO6 分别依次加入到 96 孔板中与细胞孵育 24 h。最后对存活细胞计数统计，

计算得出细胞的存活率。从图 4(c)可以看出，当材料浓度为 5 μg∙mL−1 时，细胞存活率在 98%以上。当材

料浓度上升到 200 μg∙mL−1 时，细胞存活率仍高于 80%。这些结果表明 Au@NBT NPs 对 293T 细胞的毒

性较低，细胞的存活率几乎不受影响。 

3.6. 高效 ECC 氧化还原循环工艺研究 

采用 UV-vis 光谱法研究了制备 Au@CeO1.66/Bi2MoO66 对 p-NP 的催化还原作用。图 4(d)展示了纯 p-
NP 的吸收光谱特性，其吸收峰明显位于 317 nm 处(曲线 a)。随着 NaBH4 的加入，可以观察到 317 nm 处

的吸收峰逐渐减弱，并在 400 nm 位置出现了新的吸收峰(曲线 b)。这一变化是由于 NaBH4 将 p-NP 离子

转化为对硝基酚盐离子，进而引发了光谱特性的改变。当 317 nm 处的吸收峰完全消失后(曲线 c)，加入

Au@CeO1.66/Bi2MoO6 材料，此时对硝基酚盐离子的吸收峰减小，而在 300 nm 处出现了另一个逐渐增大

的 p-AP 吸收峰(曲线 d)，对应于 300 nm 处单纯的 p-AP 的吸收峰(曲线 e)，说明了在 Au@CeO1.66/Bi2MoO6

的催化下，对硝基酚盐离子在 NaBH4 的存在下成功转化为 p-AP。 
以 p-AP 为电活性物质，在 NaBH4 存在条件下，采用 CV 扫描研究了 p-AP 与对醌亚胺(p-QI)之间

的 ECC 氧化还原循环过程。如图 4(e)所示，在只存在单纯的缓冲溶液中只存在一个单纯的 GCE 背景

电流氧化还原峰，当 p-NP 和 NaBH4 同时存在时也只出现一个 GCE 背景电流氧化还原峰，这说明 p-
NP 不能被直接氧化，而且在没有催化剂存在的情况下它也不能被 NaBH4 还原。而当溶液中加入 p-AP
时测量发现出现两个氧化还原峰，这主要是由于 p-AP 被 Au@GO-Chi-Fc 氧化为相应的氨基化合物 p-
QI。与仅存在 p-AP 的氧化峰电流相比，在 p-AP 和 NaBH4 共存的条件下(曲线 d)，峰值显著增加，左

上角的局部放大图更明显地证实了这一点。这是因为 p-AP 被氧化为相应的氨基化合物 p-QI 后进一步

被 NaBH4 还原回 p-AP 后继续再氧化。图 4f 展示了 p-NP 到 p-AP 的转化过程和整个 ECC 氧化还原循

环过程。 

3.7. 所制备的夹心型免疫传感器的电化学表征 

电位扫描速度与电流信号之间的线性关系可以用来判断电极表面的控制行为[24]。图 5(a)显示了在 10 
mV∙s−1 到 300 mV∙s−1 扫速范围内的电流响应，从图 5(b)中可以看出电流(I)和扫描速度的平方根(v1/2)线性

相关，这说明电极表面发生的是扩散控制行为，得到公式分别为 I = 8.92v1/2 + 12.35 (R2 = 0.997)和 I = 
−8.55v1/2 − 11.85 (R2 = 0.997)。在含 0.1 M KCl 的 5 mM [Fe(CN)6]3−/4−溶液中，通过 CV 和 EIS 曲线对所制

备的夹心型电化学免疫传感器的制备过程进行表征分析，以确定该免疫传感器的逐层修饰是否成功。如

图 5(c)所示，用 Au@GO-Chi-Fc (曲线 b)修饰裸 GCE (曲线 a)后，峰值电流明显增加，这证实了负载 Au
的 GO-Chi-Fc 具有增强电子转移的强大能力。随后，由于 Ab1 (曲线 c)的存在阻碍了电子在电极表面的转

移，氧化峰和还原峰电流值都发生了一定程度的降低，这表明 Ab1 分子成功地附着在 Au 的 GO-Chi-Fc
上。加 BSA 阻断非特异性结合位点后，电流进一步降低。进一步将所得电极与 CA125 孵育，Ab1 和 CA125
之间发生特异性结合，这进一步降低了峰值电流(曲线 e)。最后，Ab2-Au@CeO1.66/Bi2MoO6 与电极表面相

连，Ab2 和 CA125 之间特异性结合，由于 Au@CeO1.66/Bi2MoO6 的高电催化活性(曲线 f)，这没有明显减

弱电子转移，对于 CA125 的敏感检测仍然足够高。电极修饰各步骤的 EIS 曲线如图 5(d)所示。在裸电极

表面修饰 Au@GO-Chi-Fc 后，电极显示出极小的半圆，电极表面阻抗显著降低，电子转移显著增加。加

BSA 阻断非特异性结合位点后，阻抗反向增大。CA125、Ab2-Au@CeO1.66/Bi2MoO6 逐级修饰后，阻抗进

一步增大。EIS 曲线进一步证明 CV 曲线的结论，也再次证实利用 Au@GO-Chi-Fc 和 Au@CeO1.66/Bi2MoO6

做下层和上层材料的夹心型电化学免疫传感界面的成功构建。 
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Figure 5. (a) CV curves of the Au@NBT immunosensor at different scan rates over −0.2 to 0.6 V; (b) linear relationship 
between I and v1/2; (c) CV and (d) EIS curves for (a) GCE, (b) Au@GO-Chi-Fc/GCE, (c) Ab1/Au@GO-Chi-Fc/GCE, (d) 
BSA/Ab1/Au@GO-Chi-Fc/GCE, (e) CA125/BSA/Ab1/Au@GO-Chi-Fc/GCE and (f) Ab2-Au@CeO1.66/Bi2MoO6/CA125/ 
BSA/Ab1/Au@NBT/GCE 
图 5. (a) Au@NBT 免疫传感器在−0.2~0.6 V 电位范围内不同扫描速率下的 CV 图；(b) I 与 v1/2 的线性关系；(c) CV 和

(d) EIS 曲线：(a) GCE，(b) Au@GO-Chi-Fc/GCE，(c) Ab1/Au@GO-Chi-Fc/GCE，(d) BSA/Ab1/Au@GO-Chi-Fc/GCE，
(e) CA125/BSA/Ab1/Au@GO-Chi-Fc/GCE 和(f) Ab2-Au@CeO1.66/Bi2MoO6/CA125/BSA/Ab1/Au@NBT/GCE 

3.8. 条件优化 

为使构建的传感器具有最佳的检测性能，分别优化了 Au@GO-Chi-Fc 材料的浓度、Ab2-Au@CeO1.66/ 
Bi2MoO6 材料的浓度、检测溶液的 pH 和抗原抗体之间的孵育温度四个实验条件。图 6(a)显示了电流响应

与基底材料 Au@GO-Chi-Fc 的浓度关系，随着材料浓度的增加，电流响应也随之增加，当浓度达到 2.5 
mg∙mL−1 电流达到最大值，随后随着材料浓度的增加电流响应逐渐降低，这是因为当材料浓度过大时会一

定程度的增大电子传递的阻力，另外浓度过大造成附着在电极上的量太多可能发生脱落也会降低电流响

应。电流响应与 Ab2-Au@CeO1.66/Bi2MoO6 的浓度关系也呈现出类似的趋势(图 6(b))。略有不同的是在浓

度达到 3.5 mg∙mL−1 后逐渐趋于平稳，这可能是因为暴露的活性位点已被完全占据。从图 6(c)可以看出，

检测溶液的 pH 值对传感器检测性能会产生很明显的影响。当 pH 值在 6.0~7.2 范围内，随酸性降低电流

响应逐渐增加，在 7.2 时达到最大值，而当溶液碱性逐渐增加时，电流响应迅速降低。由此可见，pH 值

过高和过低都会不同程度地对生物分子的活性产生影响。图 6(d)为 Ab2 标记的 Au@CeO1.66/Bi2MoO6 材料

与 CA125 的孵育温度优化。也呈现出现先上升后下降的趋势，在 37℃达到最高。因为 37℃是生物分子

保持活性的最佳温度。 

3.9. 夹心型电化学免疫传感器的检测性能 

在最优实验条件下，使用基于 Au@GO-Chi-Fc 纳米材料和 Au@CeO1.66/Bi2MoO6 钙钛矿纳米复合材

料构建的夹心型电化学免疫传感器检测不同浓度的 CA125，记录 DPV 曲线用以分析该传感器对 CA125
的检测性能。如图 6(e)所展示，CA125 的检测浓度范围涵盖 0.0005 U∙mL−1 至 100 U∙mL−1 的广泛区间。 
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Figure 6. Effects of (a) Au@GO-Chi-Fc concentration, (b) Ab2-Au@CCeO1.66/Bi2MoO6 concentration, (c) detection-solution 
pH and (d) incubation temperature on sensor performance; (e) DPV curves for CA125 at different concentrations (0.0005~100 
U∙mL−1); (f) linear relationship between the logarithm of CA125 concentration (lgc) and peak current (I) 
图 6. (a) Au@GO-Chi-Fc 浓度，(b) Ab2-Au@CeO1.66/Bi2MoO6 浓度，(c) 检测溶液 pH 值，(d) 孵育温度对传感器检测

性能的影响。(e) 不同浓度(0.0005~100 U∙mL−1)的 CA125 检测的 DPV 曲线。(f) CA125 浓度的对数(lgc)与峰值电流(I)
的线性关系 

 
随着 CA125 浓度的逐步提升，电流响应呈现出逐步减小的趋势。特别是图 6(f)清晰展示了电流(I)与 CA125
浓度的对数(lgc)之间呈现出优异的线性关系，通过线性拟合得出拟合方程为 I = −1.603lgc + 19.265，R2 为

0.990，表明了两者之间的紧密相关性。在信噪比(S/N)为3的条件下，经过计算得出LOD为0.00049 U∙mL−1。

相较于近几年报道的传感器检测方法相比，所设计的免疫传感器在检测 CA125 时，其线性浓度范围和

LOD 表现尤为出色，优势显著，如表 1 所示，这可归因于所设计的双循环策略和信号放大系统，二者协

同提升了检测性能。 
 

Table 1. Comparison of existing immunosensors for CA125 detection 
表 1. 现有用于 CA125 检测的各种免疫传感器比较 

Immunosensor Line range LOD Refs. 

AuNPs/WCG-A 0.5~50 U∙mL−1 0.4 U∙mL−1 [25] 

CS-AuNP/MWCNT/GO 0.5~100 U∙mL−1 0.002 U∙mL−1 [26] 

BN 5~100 U∙mL−1 1.18 U∙mL−1 [27] 

AuNPs 0.01~150 U∙mL−1 0.01 U∙mL−1 [28] 

Au GNRs-GNPs 20~100 U∙mL−1 3.4 U∙mL−1 [29] 

Au@CeO1.66/Bi2MoO6 0.0005~100 U∙mL−1 0.00049 U∙mL−1 This Work 

3.10. 夹心型免疫传感器的特异性、重复性和稳定性评价 

考虑到电化学免疫传感器在实际应用中需具有良好的特异性、重现性和稳定性，在 CA125 存在的情
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况下，分别加入 10 ng∙mL−1的 BSA、AFP、PSA 和 IgG 干扰物质，考察所设计的免疫传感器的特异性。

如图 7(a)所示，当 CEA 与各种干扰物质同时存在时，其电流信号损失率保持在 5%以下，这一结果充分

证明了该传感器在特异性方面表现出色。用 5 根电极构建了 5 个传感器，并用它们进行多次电化学测量，

以检验传感器是否具有可重复性。从图 7(b)中可以看出不同电极测量结果大致相同，证明构建的传感器

具有可重复性。此外，通过在 18 天内每 3 天测量一次电流信号，免疫传感器对 CA125 电流响应与初始

电流相比未发生明显变化(图 7(c))。 
 

 
Figure 7. (a) Specificity, (b) repeatability and (c) stability of the Au@CeO1.66/Bi2MoO6-based sandwich-type electrochemical 
immunosensor for CA125 detection 
图 7. 基于 Au@CeO1.66/Bi2MoO6 的夹心型电化学免疫传感器检测 CA125 的(a) 特异性、(b) 重复性和(c) 稳定性 

4. 总结 

基于 Au@GO-Chi-Fc 和 Au@CeO1.66/Bi2MoO6 钙钛矿纳米复合材料构建了一种夹心型电化学免疫传

感器用于 CA125 的超灵敏检测。通过简单方法合成的花球状的 Au@CeO1.66/Bi2MoO6 作为 ECC 氧化还原

的催化剂，催化 p-NP 还原生成 p-AP。在 NaBH4 存在条件下，利用 Au@GO-Chi-Fc 实现了 ECC 氧化还

原过程，从而有效地增强了信号。所构建的夹心型免疫传感器展现出了较低的检测限和广泛的 CA125 检

测范围，同时拥有优异的特异性、重复性和稳定性。这些特点使其在临床检测中具有广阔的应用前景，

有望为卵巢癌的早期诊断提供更为准确和可靠的手段。 
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