
(19)中华人民共和国国家知识产权局

(12)发明专利申请

(10)申请公布号 

(43)申请公布日 

(21)申请号 201810864574.1

(22)申请日 2018.08.01

(71)申请人 济南大学

地址 250022 山东省济南市市中区南辛庄

西路336号

(72)发明人 曹伟　李璇　魏琴　李丽　李悦源　

苗俊聪　

(74)专利代理机构 济南誉丰专利代理事务所

(普通合伙企业) 37240

代理人 高强

(51)Int.Cl.

G01N 27/327(2006.01)

G01N 27/30(2006.01)

G01N 33/531(2006.01)

 

(54)发明名称

一种基于MOFs材料竞争型电化学免疫传感

器的制备方法及应用

(57)摘要

本发明涉及一种竞争型免疫传感器的制备

与应用，具体说是一种以UiO-66，金纳米粒子

（UiO-66/Au）的复合材料为传感平台，以NH2-

MIL-125为标记物的竞争型免疫传感器，本发明

属于新型功能材料、生物传感技术领域。UiO-66/

Au具有优异的导电性，大的比表面积，可以有效

促进电子传递过程，起到放大电流信号，提高传

感器灵敏度的作用。并且利用一锅法合成了NH2-

MIL-125，NH2-MIL-125拥有较大的空间位阻从而

可以阻碍电子传递，使电流信号降低，从而增加

电流信号变化值，使得传感器可利用电化学信号

变化来检测目标的含量，显著提高免疫传感器的

稳定性和灵敏度，扩大检出范围，降低检出限。

权利要求书2页  说明书6页

CN 108918627 A

2018.11.30

CN
 1
08
91
86
27
 A



1.一种基于MOFs材料竞争型免疫传感器的制备方法及应用，其特征在于，包括以下步

骤：

（1）将玻碳电极用抛光粉打磨，再使用去离子水清洗，将电极置于5  mmol/L  铁氰化钾

溶液中，并在  -0.2~0.6  V 电位下进行扫描，使峰电位的差值小于110  mV；

（2）将6 μL，1~2  mg/mL  UiO-66/Au纳米复合物溶液滴加在电极上，室温下干燥；

（3）将6 μL，10~20 μg/mL癌胚抗原（CEA）的抗体滴加在电极上，室温下干燥之后，用PBS

清洗，除去多余抗体，室温下干燥；

（4）将3 μL，质量分数为1~2  %  BSA溶液滴加于电极上，用以封闭非特异性结合位点，干

燥之后使用PBS洗去多余BSA；

（5）将6 μL不同浓度的CEA滴加到电极上，室温下干燥并用PBS洗涤；

（6）将6 μL，被NH2-MIL-125（1~2  mg/mL）标记的CEA的混合溶液滴加于电极上，室温下干

燥后用PBS洗去多余的抗原，室温下干燥，竞争型免疫传感器的制备完成。

2.如权利1所述的一种基于MOFs材料竞争型免疫传感器的制备方法及应用，其所述的

UiO-66/Au复合材料的制备步骤如下：

（1）UiO-66的制备

将1~2  g四氯化锆和1~2g对苯二甲酸和10~20  mL盐酸超声溶解于100  mL的N，N-二甲基

甲酰胺（DMF），然后转移至高压釜，在120  ℃下反应12~24  h，反应结束后，将所得到的混合

物在9000  r/min离心10  min，用N，N-二甲基甲酰胺和甲醇分别洗涤三次，弃去上清液，将离

心管放入60  oC真空干燥箱干燥，最后经过研磨得到白色固体粉末UiO-66；

（2）UiO-66/Au的制备

称取0.1~0.2  g  UiO-66在室温下超声分散于10~20  mL甲醇中，得到白色均匀乳浊液，

加入0.3~0.4  mL氯金酸混合，在室温下搅拌5  h得到黄色乳浊液，称取0.06~0.07  g硼氢化

钠超声溶解于10~20  mL甲醇后，逐滴加入到上述黄色乳浊液后迅速变为红棕色，此时Au3+被

还原为Au，继续搅拌2  h，将所得到的混合物用9000  r/min离心5  min并用乙醇洗涤3次，将

离心管放入60  ℃真空干燥箱干燥12  h，最后经过研磨得到UiO-66/Au。

3.如权利1所述的一种基于MOFs材料竞争型免疫传感器的制备方法及应用，其所述的

抗原标记物NH2-MIL-125-CEA制备步骤如下：

（1）NH2-MIL-125的制备

将0.7~0.9  g  2-氨基对苯二甲酸溶于DMF和乙醇混合溶剂(  VDMF:V乙醇=  5：5  )中；然后

将0.5~1.0  mL钛酸异丙酯加入到溶液中，通过超声波震荡10分钟搅拌后，将混合物转移到

25  mL高压釜中，并在静态条件下置于150  ℃的烘箱中24  h，反应后，通过离心收集产物并

用DMF和乙醇洗涤数次，然后在60  oC下干燥过夜；

（2）NH2-MIL-125-CEA的制备

将上述NH2-MIL-125取2~4  mg溶解在1~2  mL  PBS缓冲液中并加入0.5  mL  NHS和0.5  mL 

EDC，之后再加入1~2  mL  CEA，在低温环境中将溶液振荡12  h以上，然后在4  oC下离心，除去

上清液，将所得沉淀用PBS缓冲液离心洗涤，最后加入1~2  mL  PBS缓冲液使沉淀溶解，得到

NH2-MIL-125-CEA。

4.如权利1所述一种基于MOFs材料竞争型免疫传感器的制备方法及应用，其特征在于，

用于CEA的检验，检测步骤如下：
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（1）使用电化学工作站以三电极体系进行测试，饱和甘汞电极为参比电极，铂丝电极为

辅助电极，所制备的电化学免疫传感器为工作电极；

（2）使用方波伏安法，在15  mL、40~60  mmol/L、6.0~8.0  pH的铁氰化钾的PBS缓冲溶液

中进行检测，输入电压为  -0.2~0.6  V，灵敏度为10-4，扫描速度为50  mV/s，绘制工作曲线；

（3）将待测样品溶液代替CEA的标准溶液进行检测。
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一种基于MOFs材料竞争型电化学免疫传感器的制备方法及

应用

技术领域

[0001] 本发明涉及一种电化学免疫传感器的制备与应用，具体说是一种以UiO-66/Au为

传感平台，以NH2-MIL-125为共轭标记物的竞争型免疫传感器，本发明属于新型功能材料、

生物传感技术领域。

背景技术

[0002] 癌胚抗原（CEA）是属于肿瘤细胞表面结构的抗原[6]，它形成于细胞浆中，可以通过

细胞膜渗透到细胞外进入周围体液中，因此可以在多种体液中检出。CEA作为最常见的一种

肿瘤标记物，以及被广泛用作各种消化系肿瘤的诊断及监测中，在生物体中凡是内胚层产

生的恶性肿瘤如结肠、直肠、食道、胃、肝和胰腺等的癌肿病人的血清中均有CEA存在，并含

量明显的高于非肿瘤的病人，因此CEA的检测至关重要。不仅如此，CEA对治疗效果的观察上

同样有着不可忽略的作用。所以CEA在临床中对于肿瘤疾病的诊断、治疗效果的判定和预后

情况，都有非常重要的临床意义。

[0003] 电化学免疫传感器是将免疫技术与电化学传感技术相结合，同时具有高灵敏性、

高选择性、高专一性和检出限低等优点。

[0004] 金属有机骨架材料（MOFs）是指由金属离子或金属簇与有机配体组装而来的一种

多孔材料，选择不同的金属或者不同性质的有机配体可以改变MOFs的结构，从而使得MOFs

具有结构多样化，功能可调和比表面积大等优点；UiO系列材料是以Zr基通过有机配体连接

而成重现立方体结构的的具有12配位的MOFs材料，且是为数不多的具有优异导电性的MOFs

材料之一；除此之外UiO-66还具有比表面积大，化学稳定性和热稳定高等优点，通过原位还

原的方法结合大量金纳米粒子（Au）。Au不仅拥有良好的电子转移性能而且可以与抗体通过

Au-NH2结合；因此将具有优良导电性和生物相容性的UiO-66与Au（UiO-66/Au）作为传感平

台，显著提高了传感器的灵敏度。

[0005] 与UiO系列不同，MILs系列虽然也具有较大的孔径和比表面积，但是MILs的电子转

移能力差，不利于电子传递。因此该发明利用一锅法合成NH2-MIL-125，形成共轭体系，阻碍

电子传递，增加电流信号值的变化，而且NH2-MIL-125具有丰富的NH2基团可以连接抗原抗

体，从而增加传感器的灵敏度，降低检出限，扩大检测范围。

发明内容

[0006] 本发明的目的之一是制备一种以UiO-66/Au为传感平台，以NH2-MIL-125为标记物

的竞争型免疫传感器。

[0007] 本发明的目的之二是将该传感器用于CEA的高灵敏、特异性检测。

[0008] 本发明的技术方案如下：

1.一种基于MOFs材料竞争型免疫传感器制备方法如下：

（1）将玻碳电极用抛光粉打磨，再使用去离子水清洗，将电极置于5  mmol/L  铁氰化钾
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溶液中，并在  -0.2~0.6  V 电位下进行扫描，使峰电位的差值小于110  mV；

（2）将6 μL，1~2  mg/mL  UiO-66/Au纳米复合物溶液滴加在电极上，室温下干燥；

（3）将6 μL，10~20 μg/mL  CEA的抗体滴加在电极上，室温下干燥之后，用PBS清洗，除去

多余抗体，室温下干燥；

（4）将3 μL，质量分数为1~2  %  BSA溶液滴加于电极上，用以封闭非特异性结合位点，干

燥之后使用PBS洗去多余BSA；

（5）将6 μL不同浓度的CEA滴加到电极上，室温下干燥并用PBS洗涤；

（6）将6 μL，被NH2-MIL-125（1~2  mg/mL）标记的CEA的混合溶液滴加于电极上，室温下

干燥后用PBS洗去多余的抗原，室温下干燥，竞争型免疫传感器的制备完成。

[0009] 2.一种基于MOFs材料竞争型免疫传感器的UiO-66/Au复合材料的制备步骤如下：

（1）UiO-66的制备

将1~2  g四氯化锆和1~2g对苯二甲酸和10~20  mL盐酸超声溶解于100  mL的N，N-二甲基

甲酰胺（DMF），然后转移至高压釜，在120  ℃下反应12~24  h，反应结束后，将所得到的混合

物在9000  r/min离心10  min，用DMF和甲醇分别洗涤三次，弃去上清液，将离心管放入60  oC

真空干燥箱干燥，最后经过研磨得到白色固体粉末UiO-66；

（2）UiO-66/Au的制备

称取0.1~0.2  g  UiO-66在室温下超声分散于10~20  mL甲醇中，得到白色均匀乳浊液，

加入0.3~0.4  mL氯金酸混合，在室温下搅拌5  h得到黄色乳浊液，称取0.06~0.07  g硼氢化

钠超声溶解于10~20  mL甲醇后，逐滴加入到上述黄色乳浊液后迅速变为红棕色，此时Au3+被

还原为Au，继续搅拌2  h，将所得到的混合物用9000  r/min离心5  min并用乙醇洗涤3次，将

离心管放入60  ℃真空干燥箱干燥12  h，最后经过研磨得到UiO-66/Au。

[0010] 3.一种基于MOFs材料竞争型免疫传感器的抗原标记物NH2-MIL-125-CEA制备步骤

如下：

（1）NH2-MIL-125的制备

将0.  7~0.  9  g  2-氨基对苯二甲酸溶于DMF和乙醇混合溶剂(  VDMF:V乙醇=  5：5  )中。然

后将0.  5~1.0  mL钛酸异丙酯加入到溶液中。通过超声波震荡10分钟搅拌后，将混合物转移

到25  mL高压釜中，并在静态条件下置于150  ℃的烘箱中24  h，反应后，通过离心收集产物

并用DMF和乙醇洗涤数次，然后在60  oC下干燥过夜；

（2）NH2-MIL-125-CEA的制备

将上述NH2-MIL-125取2~4  mg溶解在1~2  mL  PBS缓冲液中并加入0.5  mL  NHS和0.5  mL 

EDC，之后再加入1~2  mL  CEA，在低温环境中将溶液振荡12  h以上，然后在4  oC下离心，除去

上清液，将所得沉淀用PBS缓冲液离心洗涤，最后加入1~2  mL  PBS缓冲液使沉淀溶解，得到

NH2-MIL-125-CEA。

[0011] 4.CEA的检验，步骤如下：

（1）使用电化学工作站以三电极体系进行测试，饱和甘汞电极为参比电极，铂丝电极为

辅助电极，所制备的电化学免疫传感器为工作电极；

（2）使用方波伏安法，在15  mL、40~60  mmol/L、6.0~8.0  pH的铁氰化钾的PBS缓冲溶液

中进行检测，输入电压为  -0.2~0.6  V，灵敏度为10-4，扫描速度为50  mV/s，绘制工作曲线；

（4）将待测样品溶液代替CEA抗原的标准溶液进行检测。
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[0012] 本发明的有益成果

（1）本发明将Au负载在UiO-66上，提高了传感器的导电性，而且Au与抗体形成Au-NH2键

从而将抗体固定在电极表面，提高了抗体的结合率。

[0013] （2）本发明以NH2-MIL-125为标记物，阻碍电子传递，增大电流信号值的变化，显著

地提高了传感器的灵敏度，降低了传感器的检出限。

[0014] （3）本发明利用抗原、抗体的免疫反应，提高了检测方法的特异性。

[0015] （4）本发明制备的双信号竞争型免疫传感器利用UiO-66/Au传感平台的导电性和

NH2-MIL-125高的空间位阻进行CEA含量的检测，具有检测线低、线性范围宽、灵敏度高、操

作简单、响应时间短，特异性检验等特点，对CEA的检测限可达0.34pg/mL。

具体实施方式

[0016] 实施例1  一种基于MOFs材料竞争型免疫传感器的UiO-66/Au复合材料的制备步骤

如下：

（1）UiO-66的制备

将1.25  g四氯化锆和1.23  g对苯二甲酸和10  mL盐酸超声溶解于100  mL的DMF，然后转

移至高压釜，在120  ℃下反应24  h，反应结束后，将所得到的混合物在9000  r/min离心10 

min，用DMF和甲醇分别洗涤三次，弃去上清液，将离心管放入60  oC真空干燥箱干燥，最后经

过研磨得到白色固体粉末UiO-66；

（2）UiO-66/Au的制备

称取0.1  g  UiO-66在室温下超声分散于10  mL甲醇中，得到白色均匀乳浊液，加入0.3 

mL氯金酸混合，在室温下搅拌5  h得到黄色乳浊液，称取0.07  g硼氢化钠超声溶解于10  mL

甲醇后，逐滴加入到上述黄色乳浊液后迅速变为红棕色，此时Au3+被还原为Au，继续搅拌2 

h，将所得到的混合物用9000  r/min离心5  min并用乙醇洗涤3次，将离心管放入60  ℃真空

干燥箱干燥12  h，最后经过研磨得到UiO-66/Au。

[0017] 实施例2  一种基于MOFs材料竞争型免疫传感器的UiO-66/Au复合材料的制备步骤

如下：

（1）UiO-66的制备

将1.5  g四氯化锆和2.0  g对苯二甲酸和15  mL盐酸超声溶解于100  mL的DMF，然后转移

至高压釜，在120  ℃下反应24  h，反应结束后，将所得到的混合物在9000  r/min离心10 

min，用DMF和甲醇分别洗涤三次，弃去上清液，将离心管放入60  oC真空干燥箱干燥，最后经

过研磨得到白色固体粉末UiO-66；

（2）UiO-66/Au的制备

称取0.15  g  UiO-66在室温下超声分散于10  mL甲醇中，得到白色均匀乳浊液，加入

0.35  mL氯金酸混合，在室温下搅拌5  h得到黄色乳浊液，称取0.06  g硼氢化钠超声溶解于

10  mL甲醇后，逐滴加入到上述黄色乳浊液后迅速变为红棕色，此时Au3+被还原为Au，继续搅

拌2  h，将所得到的混合物用9000  r/min离心5  min并用乙醇洗涤3次，将离心管放入60  ℃

真空干燥箱干燥12  h，最后经过研磨得到UiO-66/Au。

[0018] 实施例3  一种基于MOFs材料竞争型免疫传感器的UiO-66/Au复合材料的制备步骤

如下：
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（1）UiO-66的制备

将1.5  g四氯化锆和1.0  g对苯二甲酸和20  mL盐酸超声溶解于100  mL的DMF，然后转移

至高压釜，在120  ℃下反应12  h，反应结束后，将所得到的混合物在9000  r/min离心10 

min，用DMF和甲醇分别洗涤三次，弃去上清液，将离心管放入60  oC真空干燥箱干燥，最后经

过研磨得到白色固体粉末UiO-66；

（2）UiO-66/Au的制备

称取0.2  g  UiO-66在室温下超声分散于10  mL甲醇中，得到白色均匀乳浊液，加入0.4 

mL氯金酸混合，在室温下搅拌5  h得到黄色乳浊液，称取0.065  g硼氢化钠超声溶解于10  mL

甲醇后，逐滴加入到上述黄色乳浊液后迅速变为红棕色，此时Au3+被还原为Au，继续搅拌2 

h，将所得到的混合物用9000  r/min离心5  min并用乙醇洗涤3次，将离心管放入60  ℃真空

干燥箱干燥12  h，最后经过研磨得到UiO-66/Au。

[0019] 实施例4  一种基于MOFs材料竞争型免疫传感器的抗原标记物NH2-MIL-125-CEA制

备步骤如下：

（1）NH2-MIL-125的制备

将0.7  g  2-氨基对苯二甲酸溶于DMF和乙醇混合溶剂(  VDMF:V乙醇=  5：5  )中。然后将

0.75  mL钛酸异丙酯加入到溶液中，通过超声波震荡10分钟搅拌后，将混合物转移到25  mL

高压釜中，并在静态条件下置于150  ℃的烘箱中24  h，反应后，通过离心收集产物并用DMF

和乙醇洗涤数次，然后在60  oC下干燥过夜；

（2）NH2-MIL-125-CEA的制备

将上述NH2-MIL-125取2  mg溶解在1  mL  PBS缓冲液中并加入0.5  mL  NHS和0.5  mL 

EDC，之后再加入2  mL  CEA，在低温环境中将溶液振荡12  h以上，然后在4  oC下离心，除去上

清液，将所得沉淀用PBS缓冲液离心洗涤，最后加入1  mL  PBS缓冲液使沉淀溶解，得到NH2-

MIL-125-CEA。

[0020] 实施例5  一种基于MOFs材料竞争型免疫传感器的抗原标记物NH2-MIL-125-CEA制

备步骤如下：

（1）NH2-MIL-125的制备

将0.9  g  2-氨基对苯二甲酸溶于DMF和乙醇混合溶剂(  VDMF:V乙醇=  5：5  )中。然后将1.0 

mL钛酸异丙酯加入到溶液中，通过超声波震荡10分钟搅拌后，将混合物转移到25  mL高压釜

中，并在静态条件下置于150  ℃的烘箱中24  h，反应后，通过离心收集产物并用DMF和乙醇

洗涤数次，然后在60  oC下干燥过夜；

（2）NH2-MIL-125-CEA的制备

将上述NH2-MIL-125取4  mg溶解在1  mL  PBS缓冲液中并加入0.5  mL  NHS和0.5  mL 

EDC，之后再加入1  mL  CEA，在低温环境中将溶液振荡12  h以上，然后在4  oC下离心，除去上

清液，将所得沉淀用PBS缓冲液离心洗涤，最后加入1  mL  PBS缓冲液使沉淀溶解，得到NH2-

MIL-125-CEA。

[0021] 实施例6  一种基于MOFs材料竞争型免疫传感器的抗原标记物NH2-MIL-125-CEA制

备步骤如下：

（1）NH2-MIL-125的制备

将0.8  g  2-氨基对苯二甲酸溶于DMF和乙醇混合溶剂(  VDMF:V乙醇=  5：5  )中。然后将0.8 

说　明　书 4/6 页

7

CN 108918627 A

7



mL钛酸异丙酯加入到溶液中。通过超声波震荡10分钟搅拌后，将混合物转移到25  mL高压釜

中，并在静态条件下置于150  ℃的烘箱中24  h，反应后，通过离心收集产物并用DMF和乙醇

洗涤数次，然后在60  oC下干燥过夜；

（2）NH2-MIL-125-CEA的制备

将上述NH2-MIL-125取2  mg溶解在1  mL  PBS缓冲液中并加入0.5  mL  NHS和0.5  mL 

EDC，之后再加入2  mL  CEA，在低温环境中将溶液振荡12  h以上，然后在4  oC下离心，除去上

清液，将所得沉淀用PBS缓冲液离心洗涤，最后加入1  mL  PBS缓冲液使沉淀溶解，得到NH2-

MIL-125-CEA。

[0022] 实施例7 一种基于MOFs材料竞争型免疫传感器制备方法：

（1）将玻碳电极用抛光粉打磨，再使用去离子水清洗，将电极置于5  mmol/L  铁氰化钾

溶液中，并在  -0.2~0.6  V 电位下进行扫描，使峰电位的差值小于110  mV；

（2）将6 μL，  2  mg/mL  UiO-66/Au纳米复合物溶液滴加在电极上，室温下干燥；

（3）将6 μL，10 μg/mL  CEA的抗体滴加在电极上，室温下干燥之后，用PBS清洗，除去多

余抗体，室温下干燥；

（4）将3 μL，质量分数为1  %  BSA溶液滴加于电极上，用以封闭非特异性结合位点，干燥

之后使用PBS洗去多余BSA；

（5）将6 μL不同浓度的CEA滴加到电极上，室温下干燥并用PBS洗涤；

（6）将6 μL，被NH2-MIL-125（2  mg/mL）标记的CEA的混合溶液滴加于电极上，室温下干

燥后用PBS洗去多余的抗原，室温下干燥，竞争型免疫传感器的制备完成。

[0023] 实施例8一种基于MOFs材料竞争型免疫传感器制备方法：

（1）将玻碳电极用抛光粉打磨，再使用去离子水清洗，将电极置于5  mmol/L  铁氰化钾

溶液中，并在  -0.2~0.6  V 电位下进行扫描，使峰电位的差值小于110  mV；

（2）将6 μL，1  mg/mL  UiO-66/Au纳米复合物溶液滴加在电极上，室温下干燥；

（3）将6 μL，20 μg/mL  CEA的抗体滴加在电极上，室温下干燥之后，用PBS清洗，除去多

余抗体，室温下干燥；

（4）将3 μL，质量分数为2  %  BSA溶液滴加于电极上，用以封闭非特异性结合位点，干燥

之后使用PBS洗去多余BSA；

（5）将6 μL不同浓度的CEA滴加到电极上，室温下干燥并用PBS洗涤；

（6）将6 μL，被NH2-MIL-125（1.5  mg/mL）标记的CEA的混合溶液滴加于电极上，室温下

干燥后用PBS洗去多余的抗原，室温下干燥，竞争型免疫传感器的制备完成。

[0024] 实施例9 一种基于MOFs材料竞争型免疫传感器制备方法：

（1）将玻碳电极用抛光粉打磨，再使用去离子水清洗，将电极置于5  mmol/L  铁氰化钾

溶液中，并在  -0.2~0.6  V 电位下进行扫描，使峰电位的差值小于110  mV；

（2）将6 μL，1.5  mg/mL  UiO-66/Au纳米复合物溶液滴加在电极上，室温下干燥；

（3）将6 μL，15 μg/mL  CEA的抗体滴加在电极上，室温下干燥之后，用PBS清洗，除去多

余抗体，室温下干燥；

（4）将3 μL，质量分数为1  %  BSA溶液滴加于电极上，用以封闭非特异性结合位点，干燥

之后使用PBS洗去多余BSA；

（5）将6 μL不同浓度的CEA滴加到电极上，室温下干燥并用PBS洗涤；
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（6）将6 μL，被NH2-MIL-125（1.5  mg/mL）标记的CEA的混合溶液滴加于电极上，室温下

干燥后用PBS洗去多余的抗原，室温下干燥，竞争型免疫传感器的制备完成。

[0025] 实施例10  CEA的检验，步骤如下：

（1）使用电化学工作站以三电极体系进行测试，饱和甘汞电极为参比电极，铂丝电极为

辅助电极，所制备的电化学免疫传感器为工作电极；

（2）使用方波伏安法，在15  mL、40~60  mmol/L、6.0~8.0  pH的铁氰化钾的PBS缓冲溶液

中进行检测，输入电压为-0.2~0.6  V，灵敏度为10-4，扫描速度为50  mV/s，绘制工作曲线；

（3）将待测样品溶液代替CEA抗原的标准溶液进行检测；

（4）CEA检测的线性范围是10-3~100ng/mL，检测限是0.34  pg/mL。
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