
! 引言

广义上的纳米材料是指在三维空间中至少

有一维处于纳米尺度范围!! " !## $%"或由它们

作为基本单元构成的材料#如纳米颗粒$纳米棒

!管"$纳米薄膜$ 纳米块体材料等%纳米材料再按

成相数目可以分为纳米相材料和纳米复合材料%

纳米相材料是指单相纳米颗粒组成的材料&纳米

复合材料是指两相或多相构成#其中至少有一相

为纳米级的材料% 纳米材料的尺寸处在原子$分

子为代表的微观世界和宏观物体交界的过渡区

域% 这样的系统既非典型的微观系统也非典型的

宏观系统#存在表面效应$体积效应$量子效应和

宏观量子隧道效应等四大突出效应# 在催化$光

纳米材料在电化学生物传感器中的应用进展
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摘 要$ 生物传感技术结合了信息技术与生物技术#涉及化学$生物学$物理学以及电子学等交叉学科#在

医药工业$食品检测和环境保护等诸多领域有着广阔的应用前景% 其中电化学生物传感器以其高选择性$高

灵敏度$高检测速度和易于微型化以及便于在线监测等特点得到广泛研究和应用% 其研制过程中的一个关

键因素是生物分子的固定化%纳米技术的兴起为此带来无穷想象和诸多可能%近年来#越来越多的纳米材料

如纳米颗粒$碳纳米管$纳米多孔材料和介孔材料等#被用于生物组分的固定#在保持固定化生物组分活性

的同时又促进有效的电子转移% 按照结构的不同类别#综述了近十年来纳米材料在电化学生物传感器方面

的研究和应用进展%
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学!磁 学!电 学!热 学 和 力 学 等 方 面 表 现 出 很 多

独特性能" 并且已经在很多行业得到了很好的

应用#
生物传感器作为一门涉及化学! 生物学!物

理学以及电子学等领域的交叉学科" 在临床医

药!发酵生产!食品检验和环境保护等诸多领域

有着广阔的应用前景$ 结合电分析技术与生物传

感技术的电化学生物传感器是其中非常重要的

一类$ 它是由生物材料作为敏感元件"电极作为

转换元件"以电势%电流或电导等作为特征检测

信号的传感器$ 其研制过程中的一个关键因素是

生物分子的固定化$ 如何在电极表面有效地固定

生物分子"无论是对于研究蛋白质等生物分子的

性质"还是对于研制新型电化学生物传感器都至

关重要$ 理想的生物分子的固定方法要求既能促

进有效的电子转移"又能保持被固定生物分子的

活性$ 近年来"纳米技术逐步进入电分析和生物

传感器领域"引发了突破性的进展$ 通过将新型

纳米材料修饰到电极表面"可以有效地固定生物

分子"并促进其氧化还原中心与电极之间的直接

电子转移"从而研制新一代的生物传感器及其它

生物器件$ 在此将按照纳米材料结构的分类"就

近十年来纳米材料在现代电分析和生物传感器

方面的应用进行综述$

! 纳米颗粒

!"! 纳米颗粒标记

胶体金可以用于生物分子的标记"从而实现

信号的放大"一直广泛地应用于 !"#!$%& 表征"
试纸条显色$ 有文献报道了胶体金在各种生物传

感器中的信号放大作用’ ( )$ *+,-!./-0*123"1 等 ’ 4 )

利用胶体金标记" 结合电化学方法来研究生物

素0亲和素之间的作用$ 首先把生物素化的白蛋

白吸附在电极表面"然后与 (5 ,6 直径胶体金标

记的亲和素反应"由胶体金引起的电流响应和亲

和素浓度线性相关 &478#(90:;4<8#(908 6+.=>’$
许多文献也报道了金属纳米颗粒在电化学生物

传感器中的应用"一些生物催化电极通过将氧化

还原酶分子和金纳米颗粒共沉积到电极上"从而

被应用于生物传感器$ 通过将 1?+@葡萄糖氧化酶

与 (<A ,6 BC88 纳米颗粒重组"可以实现葡萄糖氧

化酶与电极的高效电连接’ D )$ 与金纳米颗粒重组

的葡萄糖氧化酶在没有介体的条件下与电极表

面能够直接发生电子转移"且对葡萄糖具有催化

作用$ 纳米颗粒也可以用来定位肿瘤"荧光素标

记的识别因子"与肿瘤受体结合"可以在体外用

仪器显影确定肿瘤的大小和位置$ 另一个重要的

方法就是用纳米磁性颗粒标记识别因子"与肿瘤

表面的靶标识别器结合后"在体外测定磁性颗粒

在体内的分布和位置"从而给肿瘤定位’ A;E )$
!"# 纳米颗粒用作固定载体

纳米粒子具有高比表面积"与普通生物分子

载体相比"可以增加固定的分子数量"从而增强

响应信号$ $F,GH 等’ I ) 用 J+.@G/.&溶胶@凝胶’方法

合成硅纳米颗粒"其直径为 49 ,6 或 499 ,6$ 为

了构建有机磷农药生物传感器"该纳米颗粒用于

固定乙酰胆碱脂酶"具有较高的比表活性"结合

离子敏场效应管检测"响应迅速&K (9 J’"灵敏度

高" 对有机磷杀虫剂 ?121+L+, 的检测下限可达

(#(9@E 6+.=>$ M1F 等’ N ) 把胶体金纳米颗粒固定在

胱氨酸修饰的金电极表面" 增大了有效固定面

积"可以结合更多的 JJOPB"使得检测下限延长$

# 纳米孔结构材料

#"! 纳米微管

&F1+ 等引入了聚吡咯纳米微管固定法’ : ) $ 聚

吡咯微管基于模板合成方法而得到" 即利用化

学 或 电 化 学 方 法 使 吡 咯 单 体 在 模 板 孔 隙 中 生

长"以得到与模板相应结构的纳米管$ 这种微管

具有直径统一%上下连通%管壁多孔的特点$ 它

也具有较大的比表面积"能容纳大量的酶分子"
并减少反应物和产物的扩散障碍" 有效地提高

酶电极的性能$
#"# 纳米孔金属氧化物

最近"几种纳米孔金属氧化物材料如纳米氧

化钛和氧化锌材料等"被用于固定氧化还原蛋白

质如细胞色素 3 和血红蛋白"同时被制成固定这

些蛋白质的电极’ (9;(4 )$ 此外"也有报道将细胞色

素 3 富集在 !FQ4 肌醇六磷酸纳米膜上并测定其

活性’ (D )$ 这些纳米孔金属氧化物一般是半导体"
具有电活性(也具有良好的生物相容性"如氧化

钛被广泛应用于牙膏和白色涂料(同时其孔径是

纳米尺寸"能够充分允许蛋白质分子固定# 这些

材料的表面积也很大"保证了足够多的生物分子
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固定! 这些特点表明纳米孔金属氧化物材料在生

物传感器领域具有很大的应用潜力!!"#$%&’ 等( )* +

还应用纳米孔氧化锌膜材料吸附绿色荧光蛋白"
研究了其光谱和电化学性质!

! 碳纳米管及其复合物

碳纳米管#,-$./& &-&/’".01"2341$是由碳六

元环构成的类石墨平面卷曲而成的纳米级中空

管" 其中每个碳原子通过 156 杂化与周围 7 个碳

原子发生完全键合( 89 +% 根据碳管壁中碳原子层的

数目而划分为单壁碳纳米管&1:&;<0=>-<<0? ,-$./&
&-&/’".01"@A341$和多壁碳纳米管&B"<’:=>-<<0?
,-$./& &-&/’".01"CA341$% CA341 的层间距一

般为 DE7F &B% 碳纳米管的内径可控制在 8G HI
左右"外径达几十个纳米"轴向长度却可达几十

微米甚至更长% 与 CA341 相比"@A341 具有直

径分布范围小’缺陷少’均匀一致性更高等特点!
碳纳米管的比表面积大"孔径大小在一定范

围内可控(其侧壁由片状结构的石墨组成"碳原

子的 156 杂化形成高度离域化的 ! 电子" 疏水性

强" 可与含有 ! 电子的物质通过 !=! 非共价键

结合( 而酸化处理的碳纳米管则具有羧基官能

团" 可与含有=3J6 基团的化合物共价结合% 因

此"碳纳米管可以通过非共价吸附或共价键合方

式组装蛋白质和酶分子"其优良的导电性能会很

好地促进生物电活性分子的电子传递"是一种良

好的生物传感器的材料%
KLMML$ 等 ( 8N O 使用单根单壁碳纳米管制备生

物传感器"通过键合分子将葡萄糖氧化酶分子固

定到碳纳米管管壁上"可以有效的检测葡萄糖和

监测 5J 变化%P//Q:&; 等( 8R O利用单壁碳纳米管阵

列获得了葡萄糖氧化酶与电极之间的直接电连

接% 李南强等研究了单壁碳纳米管对生物分子如

多巴胺’肾上腺素和抗坏血酸等的良好的电催化

作用 ( 8S O% K%T:1 等( 8U O将不同的金属蛋白和酶分子

吸附在氧化与净化过的单壁碳纳米管上"并测定

了其生物活性% V/105W A%&; 等( 6G O 将碳纳米管与

40X</& 混合用于葡萄糖氧化酶和乙醇脱氢酶的固

定"制备了碳纳米管复合电化学传感器"分别测

定了葡萄糖和 3YKJ% 4%,W:Z%>% 等 ( 6) O 利用单壁

碳纳米管通过静电作用层层组装葡萄糖氧化酶

研究了其直接电化学% 董绍俊等( 66 O和陈洪渊等( 67 O

利用碳纳米管[壳聚糖复合物修饰电极也探测到

了葡萄糖氧化酶的直接电化学并用于生物传感%
李景虹等( \F O则将碳纳米管=量子点复合物修饰电

极用于葡萄糖氧化酶的直接电化学和葡萄糖传

感器研究% 毛兰群等利用碳纳米管修饰的玻碳电

极获得了同型半胱氨酸的灵敏检测( \9 O(利用多壁

碳纳米管修饰的碳纤维微电极对鼠脑中的抗坏

血酸进行了原位伏安法检测( \N O(另外也对碳纳米

管复合物"如溶胶=凝胶驱动的陶瓷=碳纳米管复

合物 ( \R O 和聚合物辅助合成的结构均一且具有电

活性的 C&]\=碳纳米管复合物 (\SO"进行了电化学

研究和电催化应用% 陈金华等( \U^_G O利用硼掺杂的

碳纳米管修饰电极研究了葡萄糖氧化酶的直接

电化学和生物传感%

" 介孔材料及其复合物

介观结构材料是指三维空间尺度中至少有

一维的尺寸处于介观上的固体材料"或者说其显

微结构中的物相具有介观尺度的材料% 按照国际

纯粹与应用化学协会&‘abY2$的定义 ( _8 O"孔径在

\^9G &B 范围的多孔材料称为介孔&中孔$材料%
介孔材料具有较大的比表面积和孔体积’均一的

且在纳米尺寸上连续可调的孔径’从一维到三维

的规则有序的孔道结构’可控的形貌’表面基团

可官能化’@:]\ 无生理毒性等优点" 使得它们在

大分子吸附’分离’传感器’生物医学’化工催化’
环境保护以及纳米材料的合成等领域展现出传

统沸石分子筛无可比拟的优越性和广阔的应用

前景%
按照介孔是否有序"介孔材料可分为无定形

&无序$介孔材料和有序介孔材料% 前者如普通的

@:]\ 气凝胶’微晶玻璃等"孔径范围较大"孔道形

状不规则(后者是以表面活性剂形成的超分子结

构为模板"利用溶胶[凝胶工艺"通过有机物无机

物之间的界面定向导引作用组装成一类孔径约

在 8E9^_G &B" 孔径分布窄且有规则孔道结构的

无机多孔材料"如 CF8@ (_\ O等%其中有序介孔材料

是 \G 世纪 UG 年代初迅速兴起的一类新型纳米

结构材料"它利用有机分子表面活性剂作为模板

剂"与无机源进行界面反应"以某种协同或自组

装方式形成由无机离子聚集体包裹的规则有序

的胶束组装体"通过煅烧或萃取方式除去有机物
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质后!保留下无机骨架!从而形成多孔的纳米结

构材料!在催化 ! "" #"吸附 ! "$ #"分离 ! %& ’%( # 及光" 电"
磁! %)’%* #等许多领域有着潜在的应用价值#

目前!国内外介孔材料和功能化介孔材料用

于修饰电极研究才起步不久$ 近年来的研究成果

主要有%
鞠幌先! +, ’$- #等研究了辣根过氧化物酶&血红

蛋白和肌红蛋白在六方介孔硅上的直接电化学!
探讨了介孔分子筛与这些蛋白质间的相互作用!
构建了过氧化氢和亚硝酸根的新型生物传感器$
其中固定化的血红蛋白表现出两对准可逆的氧

化还原峰!分别对应于吸附在表面的和内嵌的血

红蛋白 ! +- #$ 该研究小组还制备了导电的介孔碳

硅复合物用于葡萄糖氧化酶的固定和生物传感

研究! +. #$
/0123 和 456 等 ! +" # 将 介 孔 碳 泡 沫’6172819!

9:9;< 8;<=23 >2;6( 用于葡萄糖氧化酶的固定!制

备了灵敏快速的葡萄糖生物传感器# 这种介孔

碳泡沫的介孔孔道用于酶分子负载! 微孔孔道

用于传质! 制备的传感器与基于聚合物制得的

生物传感器相比! 表现出更高的催化活性和检

测灵敏度#
?;98;<5:7 等! ++ #将二茂铁接在有序介孔硅上!

得到功能化介孔硅! 研究了该材料的电化学行

为! 发现该材料通过电子跃动实现长程电子转

移!这种介孔结构材料是固载氧化还原探针的理

想载体#
陈洪渊小组 ! +& # 用壳聚糖为交联剂通过层层

组装将介孔碳 @A4B%’比表面积 - ,C, 6.DE!孔体

积 -F- 86B% GH血红蛋白多层膜固定在玻碳电极表

面!得到的修饰电极对过氧化氢具有很好的电催

化效应#
I;5 等 ! $C # 利用含 J5 的 A@AK$- 介孔氧化硅

修饰电极固定葡萄糖氧化酶制备了葡萄糖生物

传感器#
贾能勤等 ! $( # 研究了多巴胺’IL(和抗坏血酸

’LL( 在介孔碳修饰电极上的电化学和电催化行

为!与玻碳电极相比!介孔碳电极显示出快速电

子转移速度和较大的响应电流! 在 LL 存在条件

下对 IL 表现出高选择性和灵敏度#
郭 黎 平 等 制 备 了 介 孔 碳B聚 合 物 膜 修 饰 电

极 ! $) #! 对亚硝酸盐还原具有一定的电催化活性)

有序介孔碳修饰电极作为半胱氨酸的传感器!检

出限为文献报道中的最低值! $* #)以离子交换聚合

物 M;>523 为 分 散 剂! 将 有 序 介 孔 碳 分 散 其 中!
以 该 分 散 液 涂 覆 在 玻 碳 电 极 表 面 制 得 的 修 饰

电 极 ! &, #!在 N/ 值范围 .F,, ’-,F,, 内!可以选择

性检测肾上腺素’OP(而不受 LL 干扰)二茂铁与

介孔碳的复合材料修饰电极具有较好的稳定性

和重现性!在检测尿酸’QL(的生物物质时抗干扰

能力强! &- ’&. #)介孔碳与富勒烯的复合材料修饰电

极 ! &" # 对 很 多 无 机 和 有 机 电 活 性 物 质’如 铁 氰 化

钾&MLI/&QL&LL&IL&OP 等( 的电子传递都有

明显的促进作用!尤其是极大地降低了 MLI/ 的

氧化过电位’与未修饰的裸电极相比(#
董绍俊等 ! &+ # 利 用 有 序 介 孔 碳 修 饰 电 极 分

别 固 定 脱 氢 酶 和 氧 化 酶 ! 制 备 了 相 应 的 生 物

传 感 器#
RS: 等 ! && # 研究了有序介孔 碳 糊 电 极 对 很 多

氧 化 还 原 物 质 ’ 如 LL&QL&MLI/&IL&OP 和

/.T.(的电催化研究!并用于固定葡萄糖氧化酶

制备葡萄糖生物传感器#
曾百肇等 ! &C # 用介孔碳 @A4K% 与 PU 纳米粒

子的复合物修饰电极固定葡萄糖氧化酶!所制备

的生物传感器对葡萄糖有良好稳定的响应#
刘宝红课题组设计并分别制备了二维和三

维高度有序的介孔碳用于固定葡萄糖氧化酶分

子以研究其准可逆的电子传递! &( ## 与二维有序的

介孔碳材料相比!三维有序的介孔碳材料对蛋白

质表现出更高的负载能力!其固定化的酶分子保

持了更高的生物活性!所制备的葡萄糖生物传感

器表现出灵敏度高&响应迅速&线性范围宽和检

测限低等特点# 该小组进一步制备了具有更高对

称性和更高有序度的双连续螺旋介孔碳’V5823!
U53:2:7 E0<25W;9 6172N2<2:7 8;<=23X VYA@(! 并构

建了一系列具有不同孔径的 VYA@ 纳米复合物

薄膜来固定不同尺寸的蛋白质’肌红蛋白ZA=[ 和

葡萄糖氧化酶ZYT\[(! &) ## 实验表明 VYA@ 的孔径

对蛋白质固定及其电子转移具有较大影响# 这也

意味着可以通过调控介孔碳的孔径&拓扑结构等

来制备适宜于不同尺度生物分子的固定基质!以

促进异相电子转移并提高固定化蛋白质的生物

电催化性能#
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! 总结与展望

纳米技术和生命科学是 !" 世纪最前沿的两

大学科!纳米技术的介入为生物传感器的发展提

供了无穷的想象" 在生物电分析化学研究和电化

学生物传感器的研制中!生物分子的固定化是一

个关键因素" 这涉及到生物分子氧化还原中心与

电极之间的电连接" 因此找到一种可靠且有效的

方法来保持固定化生物分子的高活性同时允许

电极和氧化还原活性中心之间有效的电子传递

至关重要" 纳米材料具有如电学#磁学#力学#电

化学等诸多特异性质!同时能够有效固定生物组

分!在生物传感器中具有极大的应用潜力!日益

引起人们的关注"
总的说来!纳米颗粒可以广泛地应用于敏感

分子的固定$纳米金#纳米硅胶%!信号的检测和

放大$纳米金#纳米磁粒子#荧光纳米颗粒%!待测

物质的富集和浓缩$纳米磁粒子%" 纳米碳管既可

以用于分子的固定!也可以用于纳米器件的设计

$纳米碳管具有优异的场效应管性能%" 介孔材料

和功能化介孔材料由于其较大的比表面积和较

大的孔容以及尺寸可调控的孔径等特点! 开始

用于不同尺寸生物分子尤其是较大分子氧化还

原蛋白质$如葡萄糖氧化酶%的固定和生物传感

研究"
实际上!生物分子本身就可以看作具有特定

功能的纳米器件!如酶分子对底物分子的识别和

作用! 它可以切断底物分子的化学键并进行重

组" 细菌视紫红质的蛋白质对光的敏感性!使它

暴露于光下时会发射出质子!从而产生出可以检

测的微小电信号" 这种对特定频率光的响应受溶

液中不同离子浓度的影响!因而可以用来检测离

子" 纳米技术与生物传感器的交叉发展中!最终

期望能制造出智能型纳米机器!集测试#功能于

一体" 当前纳米粒子的研究已经进入到药物的控

制释放领域" 纳米粒子在人体内的传输非常方

便" 由纳米粒子包裹的智能药物进入人体后!可

主动识别并攻击癌细胞或修补损伤组织" 一种糖

尿病患者专用的超微型传感器! 可植入患者皮

下!适时监控体内血糖水平!根据需要释放胰岛

素" 现在!科学家正在制造纳米智能机器人!这种

机器人在人体中巡游!随时监控人体各项生理指

标!根据预先设定的指令!清除有害物质!自动释

放药物!并进行自身组织的构建和修复" 纳米技

术已经而且将继续为生物传感器的发展带来突

破!它们的有机结合为人类展望了美好的未来"
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! 引言

拉曼光谱属于分子振动光谱!可以反映分子

的特征结构" 然而!拉曼散射效应是一个非常弱

的过程! 拉曼散射光强约是其入射光强的 !"#!"!
从而大大地限制了拉曼光谱的应用" !$%& 年!
’()*+,-./00 等 1 ! 2 首次报道了电化学体系中吸附

在银电极上吡啶分子的高质量拉曼光谱!他们把

这种现象归结于电化学粗糙化导致电极表面积

增加!从而可检测到更多的吡啶分子" 直到 !$%%
年!3)/0./*4) 和 5/0 6780) 等1 9 2 通过实验验证和

理论计算!发现吸附在粗糙银电极表面上吡啶的

拉曼散射信号与溶液中相同数量的吡啶拉曼散

射信号相比!增加了约 : 个数量级!这是一种与

粗糙表面有关的巨大的增强效应!即表面增强拉

曼散射#;<=;$效应%
;<=; 效应发现后!很快在生物&医学&材料&

环境等方面得到广泛地应用1 > ?@ 2" 当人们从实验

和理论上对 ;<=; 进行了较全面和仔 细 地 研 究

后!便意识到 ;<=; 技术的缺点如其优点一样显

著!比如’;<=; 技术的灵敏度很高但其重现性较

差导致定量分析困难(;<=; 基底仅限于金& 银&
铜这些金属(对于 ;<=; 机理!人们还没有完全

弄明白! 虽然目前人们普遍认为存在两种机理!

A 通讯联系人!B)(C "%>!#DD99D9$E <#./*(C F*(/*GH0GI-07J,0

表面增强拉曼光谱在环境分析中的研究进展

龚继来 ! !吕 璞! 曾光明

!湖南大学环境科学与工程学院" 湖南长沙 "#!!$%#

摘 要$ 表面增强拉曼散射#;<=;$效应是一种异常的表面光学效应K 其增强因子最大可达到 !"!&? !"!@% 环

境污染导致人类生存环境受到严重影响!某些污染物!比如持久性污染物!在环境介质中含量低!毒性大!很

少能够直接检测出来!因此必须采用更灵敏的方法和技术% 由于 ;<=; 效应的高灵敏性!;<=; 技术有望成

为超灵敏分析环境污染物的一种工具% 该文综述了表面增强拉曼光谱在环境污染物检测中的研究进展!并

提出 ;<=; 传感器将是很重要的发展方向%

关键词$ 表面增强拉曼散射( 传感器( 环境分析

&’(’)* +,-+)(’.’)*/ 0) ’)-012).’)*+3 +)+34/0/ 5+/’, 2)
/617+(’8’)9+)(’, &+.+) /:’(*12/(2:4

LH0G 3*!(/*AK MN O7K P)0G L7/0G!.*0G
QRH(()G) HS <0N*4H0.)0T/( ;,*)0,) /0U <0G*0))4*0GK V70/0 W0*N)4+*T8K R-/0G+-/ &!""D9K R-*0/X

;5/*1+(*< ;74S/,)#)0-/0,)U =/./0 +,/TT)4*0G *+ /0 707+7/( +74S/,) HYT*,/( Y-)0H.)0H0 /0U T-) )0-/0,).)0T
S/,TH4 *+ 7Y TH !"!& ? !"!@J <0N*4H0.)0T/( YH((7T*H0 G4)/T(8 *0S(7)0,)+ T-) -7./0 +74N*N/(+J ZT *+ 0),)++/48 SH4 7+ TH
T/[) .H4) +)0+*T*N) .)T-HU+ TH U)T),T )0N*4H0.)0T/( YH((7T/0T+ +7,- /+ Y)4+*+T)0T H4G/0*, YH((7T/0T+E \-*,- /4) (H\
()N)(E -*G- TH]*,*T8 /0U -/4U TH ^) U)T),T)UJ ;<=; T),-0H(HG8 -/+ T-) YHT)0T*/( TH ^),H.) /0 )],))U*0G(8 +)0+*T*N)
THH( SH4 T-) /0/(8+*+ HS )0N*4H0.)0T/( YH((7T/0T+ U7) TH *T+ -*G- +)0+*T*N*T8J B-*+ /4T*,() 4)N*)\)U U)N)(HY.)0T T4)0U+
*0 )0N*4H0.)0T/( /0/(8+*+ 7+*0G +74S/,)#)0-/0,)U =/./0 +Y),T4H+,HY8 T),-0H(HG8 /0U T-) YHT)0T*/( /YY(*,/T*H0 HS
;<=; +)0+H4J
=’4 >21,/< +74S/,)#)0-/0,)U =/./0 +,/TT)4*0G_ +)0+H4_ )0N*4H0.)0T/( /0/(8+*+

"#$% &$’ (#% >
;)YT % & ) ) $

化 学 传 感 器
)*+,-)./ 0+10230

第&$ 卷第 > 期

& ) ) $ 年 $ 月



即电磁增强机理和化学增强机理! " #!因此"发现重

现性好#稳定性高的 $%&’ 基底$拓宽具有 ’%&’
效应的新型基底$ 弄清 ’%&’ 的机理一直是人们

努力的方向! 世界上一些研究小组对此进行了不

懈的探索和研究并取得了一些突破性的进展! 厦

门大学田中群小组在一系列纯过渡金属%第!副

族元素& 体系观察到 ’%&’ 效应! 到目前为止"
’%&’ 效应已拓宽至具有重要和广泛应用背景的

铂#铑#铁#钴#镍#钌#钯和铂铱合金等 ! ( #! 由于

’%&’ 效应的高灵敏性"’%&’ 技术已提升为研究

单分子的工具! )*+ #! ’,&’ 技术在生物领域应用方

面" 一般借助于具有生物相容性的 ’,&’ 纳米粒

子标记物! -. #! 聂书明小组! -- #把具有特异识别性的

’,&’ 纳米颗粒标记物注入老鼠中" 采用拉曼光

谱方法活体检测老鼠中的肿瘤! 湖南大学俞汝勤

小组 !-/*-0#制备了多种核壳型 $%1’ 纳米粒子标记

物并用于生物分析! 为了解决 ’%1’ 定量分析问

题"人们必须获得重现性好#稳定性高的 ’%1’ 基

底! 目前"人们已经取得了一些进展"并结合一些

数 学 计 算 方 法 " 人 们 已 经 成 功 地 制 备 了 一 些

’%1’ 传感器! 目前"’%1’ 传感器已成功地运用

于检测一系列小分子和蛋白质包括 234" 抗原"
生 物 战 剂 以 及 食 源 性 病 原 菌 等 等 ! -5 #! -++6 年"
7892:;< 综述了用于环境和生物分析的 ’%1’ 化

学传感器和生物传感器! -= #! /..0 年">;?:@@ 报道

了基于 ’%1’ 的纳米传感器在活细胞的应用 ! -+ #!
/..) 年"A<B8 研究小组介绍了他们近期关于 新

型纳米结构的 $%1$ 生 物 传 感 检 测 低 含 量 的 病

毒#细菌"并区分不同种类的病毒等方面的研究

工作! /. #!
环境污染导致人类生存环境受到严重影响"

从而引起社会各界越来越多的关注"然而某些污

染物"比如持久性污染物%CDCE&"在环境介质中

含量低"毒性大"很少能够直接检测出来"一般都

必须经过样品预处理" 分离浓缩后才能检测出

来! 由于表面增强拉曼光谱具有发射谱带窄"信

息量大"光谱稳定性高"不同的物质具有特征的

拉曼光谱指纹等特点"并且具有巨大的增强拉曼

散射信号 ! /- #" 其最大增强因子可达到 -.-F*-.-6"
因此"人们开始把表面增强拉曼光谱应用于环境

污 染 物 "比 如 多 环 芳 烃 #农 药 #病 原 微 生 物 #重

金 属 离 子#无 机 阴 离 子 以 及 毒 品 等 的 分 析 和 检

测! //*/F #! 该文对表面增强拉曼光谱在环境分析中

应用的最新进展做一下简要的介绍!

! 多环芳烃

多环芳烃是一类致癌性很强的环境污染物"
是环境污染物中最重要的监测项目之一"多环芳

烃的监测已越来越受到人们的重视! 世界各国也

制定了相关法律来控制多环芳烃对人类生活环

境的危害! 多环芳烃大多是石油#煤等化石燃料

以及木材#天然气#汽油#重油#有机高分子化合

物#纸张#作物秸秆#烟草等含碳氢化合物的物质

经不完全燃烧或在还原性气氛中经热分解而生

成的!环境中存在的多环芳烃几乎都在 -.9-/*-.9+

GHI 水平"又受基体的不同和大量共存物干扰"是

一项复杂的痕量分析课题!
/..F 年"’J<K:LM 小组 ! /6 # 报道了一种可进行

野外操作的 $%1$ 传感器现场检测海水中六种多

环芳烃! 这种 $%1$ 传感器基底制备采用银胶体

包覆在硅溶胶!凝胶膜中" 检测限与多环芳烃的

分子量和溶解性有关"它们的检测限范围在 "GNI
至 ;GNI 之间!采用后向光散射模式可以避免浊度

小于 - /.. 3OP 的悬浮颗粒物的干扰! /.." 年"
’B;J<?QRS8TM?E 小组! /0 # 采用金属性单壁碳纳米管

作为纳米银表面和待测物芘之间的化学组装体"
根据所产生的 ’,&’ 信号" 能检测到芘的最低浓

度为 -.9+ K8UNV! 他们采用理论计算证明芘!碳纳

米管之间通过 #!# 电子堆积发生了反应"芘!碳

纳米管的距离是 WXF "" 在纳米银表面和碳纳米

管N芘系统之间存在电荷转移! /..) 年"SBK@8E9
7BUU?MM? 小组! /5 # 通过实验和理论计算证明腐殖酸

作为纳米银表面和待测物屈和芘之间的化学组

装体产生 ’,&’ 信号检测多环芳烃屈和芘! 与此

同时"’B;J<?Q9S8TM?E 研究小组 ! /) # 发现在纳米银

溶液中加入紫精二阳离子时产生了高灵敏度和

高选择性的 ’,&’ 热粒子! 所产生的这种热粒子

可用等离子吸收光谱进行表征! 并且这种方法可

应用于检测多环芳烃芘! 随后"’B;J<?Q9S8TM?E 研

究小组 ! /+ # 报道了二硫代氨基甲酸盐杯芳烃修饰

的纳米银与多环芳烃结合时产生 ’,&’ 效应"并

据此检测多环芳烃芘# 苯并菲# 三亚苯和苯晕!
/..+ 年"YZ?TT:;: 等 ! W. # 报道了基于紫精二阳离子

在纳米银颗粒之间形成的空穴捕获多环芳烃时

龚继来等’表面增强拉曼光谱在环境分析中的研究进展W 期 !+



产生很强的 !"#! 信号的纳米传感器! $%&’’()(
对不同的紫精二阳离子"如#光泽精$敌草快和百

草枯检测芘和苯并菲做了比较! 研究发现"光泽

精修饰的纳米银所提供的纳米传感器最稳定$信

号最好" 采用 !"*! 信号在宏观装置中能检测芘

的最小浓度为 +,-. /0123"采用微观装置%即单个

的纳米粒子团聚体&能检测芘的最小浓度为 4/01
范围! 除此之外"!5*! 光谱也能为紫精二阳离子

与多环芳烃反应的机理提供重要的结构信息"结

果表明"在紫精二阳离子与多环芳烃之间形成了

电荷转移复合物! 与此同时"678)&9 小组: +; <报道

了一种 !5*! 传感器检测多环芳烃蒽和芘! 采用

葵硫醇自组装膜修饰的纳米银2银膜 %=>?@A&基

底"利用葵硫醇自组装分散层对多环芳烃的预浓

缩作用"从而在 =>?@A 上产生很强的 !5*! 信号

从而对蒽和芘进行检测! 这种 !5*! 传感器所用

的基底可以重复使用"其增强因子为 BCD!+,E"这

种 !"*! 传感器能 检 测 蒽 和 芘 的 最 低 检 测 限 为

F,, G/01HI 和 ;,, G/01H3!

! 农药残留

有机氯$有机磷$氨基甲酸酯类和拟除虫菊

酯类农药是最常用的农药"在农业生产上起到了

一定的积极作用" 但同时带来了农药残留问题!
农药残留已危害人体健康"越来越引起人们的关

注! 目前人们利用表面增强拉曼光谱开展了农药

残留检测方面的工作! B,,F 年"!J&)K& 等: F+<采用

表面增强拉曼光谱法监测了食品中的农药残留"
能检测到 />HI 浓度范围的农药! B,,L 年"!J&)K&
等 : FB < 又采用表面增强拉曼光谱方法对水果上农

药残留进行了分析! B,,E 年"I&& 等 : FF <采用共聚

焦表面增强拉曼光谱在三维聚二甲基硅氧烷微

流控通道里定量检测甲基对硫磷杀虫剂"检测下

限为 ,C+ />HI! B,,M 年" !7)NJ&4OP0’Q&9 研究小

组 : FL < 成功地把双吖啶黄嘌呤二阳离子光泽精作

为 纳 米 银 颗 粒 与 有 机 氯 农 药"硫 丹 之 间 的 组 装

分子"由于纳米银"双吖啶黄嘌呤二阳离子光泽

精"硫丹能形成很强的 !5*! 信号" 根据这种方

法可以检测硫丹" 检测下限为 B, !>H3! 目前"
!Q’(NR17)K 小组 : FD < 采用在金纳米棒上修饰环糊精

内包复合物"采用表面增强拉曼光谱方法检测苯

并咪唑类杀菌剂多菌灵! 采用偏最小二乘法进行

定量分析" 结果表明这种 !5*! 传感器能准确检

测 D, !/01HI 的多菌灵!

" 环境病原微生物

表面增强拉曼散射光谱技术已经广泛地应

用于环境病原微生物的 检 测 与 鉴 定! B,,B 年"
S(’R() 小组: FE <制备了多种 !5*! 纳米粒子标记的

核酸探针"采用核酸分子杂交技术同时检测了 =
型肝炎$T 型肝炎$艾滋病$埃博拉病毒$天花病

毒和 T7N(11%9 7)QJ’7N(9 抗原等六种病原微生物!
B,,D 年"U7) V%8)& 小组 : F; < 采用 !5*! 传感器快

速检测炭疽热生物标志物! 与此同时"W0’Q&’ 小

组 : FM< 采用表面增强拉曼免疫分析方法检测低含

量的病毒病原体! B,,M 年"X7J’7/7) 等 : F. < 将大

肠杆菌$革兰氏阴性布氏杆菌$金色葡萄球菌和

革兰氏阳性球菌等细菌和纳米银采用对流组装

成有序结构"采用表面增强拉曼散射方法对上述

病原菌结构进行检测! B,,M 年 Y7’Z(9 等: L, <把纳米

金沉积在细胞内"采用表面增强拉曼散射检测了

[&0\7NQ&’ 9%1]%’’&K%N&)9 细 菌! 与 此 同 时"W0’Q&’
小组 : L+ < 报道了表面增强拉曼免疫分析副结核分

枝杆菌!

# 其它

表面增强拉曼光谱也广泛地应用于其它环

境污染物的分析! 苏州大学姚建林小组: LB <把对巯

基苯甲酸作为拉曼标记和自组装分子"采用金属

基底"对巯基苯甲酸H重金属离子H对巯基苯甲酸"
纳米颗粒三明治结构"采用表面增强拉曼光谱对

重金属离子 P%B^进行了检测! 研究表明该修饰基

底可循环再生使用! [% 等: LF <采用表面增强拉曼

光谱法检测高氯酸根离子!_78)&9 等: LL < 报道采用

表面增强拉曼散射检测和区分多氯联苯!S09(&’-
T099 等 : LD < 把表面增强拉曼光谱基底固定在热电

冷却装置上检测挥发性有机污染物! 湖南大学俞

汝勤小组 : LE < 报道了基于表面增强拉曼光谱的适

体生物传感器检测可卡因!

$ 前景与展望

表面增强拉曼光谱由于能提供分子的结构

信息"有很强的增强信号"因此有望在环境分析

领域得到越来越广泛的应用! 由于材料学$纳米

化 学 传 感 器 #. 卷+,



技术的发展!表面增强拉曼基底的重现性和稳定

性将会大大地提高!同时结合内标技术和化学计

量学!基于表面增强拉曼光谱的定量分析将会越

来越完善! 其中 !"#! 传感器将是一个很有发展

前途的方向"
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N"P"% -!"EE,H(%* OH)P (%EH"!,##A#"H "%& ,dEH"!,##A#"H
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;31< 袁亚仙!马君银!王梅?等 : 基 于 表 面 增 强 拉 曼 光 谱 的

重金属离子检测 ; T < : 高等学校化学学报! 1226! 19"
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;33< ="%E_ i C? V"S%,- C ]: +AHO"!,Y,%/"%!,& N"P"% -!"E!
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\4:

;34< >)-(,HY=)-- G K? ](,I,HP"% + V: @,E,!E()% )O D)#"E(#,
)H*"%(! !)PL)A%&- A-(%* -AHO"!, ,%/"%!,& N"P"% -L,!!
EH)-!)LS -AI-EH"E,- P)A%E,& )% " E/,HP),#,!EH(! !))#,H
; T < : K%"#SE(!" C/(P(!" K!E"? 122\? 355? ‘481\:
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=()-,%-)H O)H C)!"(%, ="-,& )% +AHO"!,YM%/"%!,& N"!
P"% +!"EE,H(%* +L,!EH)-!)LS ; T < : C/,P(-EHS YK MAH)!
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! 引言

荧光探针法是利用荧光传感技术!通过测量

微量元素离子的出现或浓度的改变所引起荧光

强度"寿命"光谱等参数的变化量实现测量# 巧妙

设计的荧光探针能够将可测量的荧光参数与被

测离子的浓度一一对应!可实现高精度的定量测

量$ 因此荧光探针的优化设计是实现荧光法测量

的关键问题之一$ 从 !" 世纪 #" 年代开始的微量

元素研究!目前仍然面临着准确%快速"低成本测

定的问题!其核心问题之一即难于获得高选择性

的探针分子$ 为此世界范围的生化领域开展了大

量的研究工作$ % &$
锌是一种重要的人体必需的微量元素!广泛

分布于人体的细胞和体液中$ ’(!)参与了很多生

物学过程!例如 *+, 合成"基因表达"微管的多

聚化"基体免疫"酶催化等诸多方面!其重要性得

到了广泛的认同$因此 ’(!)的检测!尤其是活体细

胞和组织中锌的测定与荧光显微成像成为近年

来生物化学家非常关注的领域$ 不同于其它过渡

金属离子&如 -.!)%/(!)%01!)’!由于最外层电子分

布为 23%"45"!’(!)不显现任何波谱或磁信号!因此

常用的紫外光谱%圆二色谱%核磁共振%电子顺磁

共振和穆斯保尔光谱仪等均不适用于 ’(!)的测

定!而常用的分析方法中!荧光法用于测定 ’(!)具

有选择性好%灵敏度高%简便%快捷等优点$ 此前!
已有数篇生化专业的文献对 ’(!)的阶段性发展作

了综述 $ ! 62 &!但其是按照荧光探针的发光机理和

设计原理不同进行分类!侧重于性能优良的新型

’(!)荧光探针的获取! 对其应用于微量 ’(!)检测

基金项目!湖北省自然科学基金&!""70*8%%!’资助项目

!通讯联系人! !"#$%&’ 9:(;<=(>?<(%@2)*=A

+,&) -B. /,) 2
C.9D ) - 0 0 B

化 学 传 感 器
()*+,(-. /*0/12/
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用于微量锌离子检测的荧光探针技术

潘 忠 E ! 黎 敏

"武汉理工大学物理系" 湖北武汉 #$!!%!&

摘 要! 该文对近年来用于微量锌离子检测的荧光探针按荧光检测技术的需求!根据锌荧光探针基团的不

同!对其进行了细致的分类3在此基础上对不同基团探针的效率%光化学性质%工艺和局限性进行了对比和

讨论!最后对微量锌检测技术的发展前景和新的研究点进行了展望#

关键词! 传感器3 荧光探针3 ’(!)3 定量检测

’()(*+,- .(/(0123(45 16 6071+(),(45 2+18( 3(*)7+(3(45
16 5+*,( (0(3(45 9:4,
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技术考虑较少! 该文从 !"#$荧光检测技术的需求

出发" 针对 !"#$荧光法测量的关键问题#$$!"#$

探针分子"分析%类比和总结了不同 !"#$荧光探针

的特异性基团在 !"#$含量检测中的效果和适用

性" 为利用荧光法高精度测量 !"#$含量提供进一

步研究的基础和参考!

! "#$%荧光探针

!&! 染料类荧光探针

染料类荧光探针以喹啉及其衍生物为主"常

见 类 型 包 括 氨 基 喹 啉 和 羧 基 喹 啉 及 其 衍 生 物

类! 使用最广泛的类型是以 %&氨基喹啉和 %&羟

基喹啉为基体"其中"几种具有代表性的探针分

别 是&’()" !*"+,*"-" ))." /0"+,*" 和 ’-1-&
23&4%5 等’

’() 6如图 7 所示(8 9 : 是源于 7;%4 年"最初用

于神经细胞中锌的荧光成像< 是生物荧光技术发

展史上的一个里程碑) ’() 和 !"#$结合后激发和

发射波长分别位于 =%5 "> 和 9;? ">" 荧光强度

增强 755 倍" 但 ’()&!"#$ 络合物的结构和稳定

常数*’()@!"#$可能以7 !7或# !7的形式络合(不确

定"并且络合物的荧光强度在不同介质中变化较

大"所以用 ’() 进行 !"#$的定量分析还有待进一

步的研究)
为了提高 ’() 的水溶性和透膜性"!0ABCDE*

等在 ’() 的 F 位上引进了酯基"生成 !*"+,*"6如
图 # 所示(8 ? :) !*"+,*" 能检测的 !"#$浓度范围在

755 G>HA@I"75 ">HA@I 之间" !*"+,*" 在酶的作用

下水解生成羧酸根阴离子 !*"+,*"- 6如图 # 所示J
后可以长时间停留在细胞内" 从而考察!"#$在细胞

生长规律中的作用" 对细胞内 !"#$动力学进行研

究"其激发和发射波长分别为 =45 "> 和 9;5 ">)

图 # 分子结构 # 和分子结构 =
K*LM# DNO,PN,OB HQ >HABP,AB #<=

RS=

(T#

US

U

S=RT
’()

!P>V 9;? ">
!PWV ==9 ">

1NT#R

T

U XB
SU (T#

XB

7J >B>YO0"B GBO>B0YAB

#JZ[\OHA[D*D Y[
*"NO0PBAA,A0O BDNBO0DBD

XB

&T#R

T

U XB
SU (T#

!*"+,*" !*"+,*" 0P*\
]#^ ]=^

图 7 分子结构 7
K*LM7 DNO,PN,OB HQ >HABP,AB 7

同样是为了提高 ’() 类荧光探针的水溶性"
刘 育 等 8 F : 将 水 溶 性 的 "&环 糊 精 引 入 到 ’() 分

子的设计中"合成了化合物 =]如图 = 所示^)该探

针分子已经被用于巨噬细胞中 !"#$的荧光成像)
吴红梅等 8 4 : 设计合成了 )).]如图 9 所示^)

该探针与 !"#$结合后荧光发射光谱由 95? "> 红

移到 ?75 ">"且荧光强度增强"具有较高的检测

灵敏度)
以上几种荧光探针的激发光都是紫外光"而

紫外激发容易对生命细胞产生伤害" 也会产生

!"#$动力学活动的假象) 在氨基喹啉的基础上"添

加一个 7&二甲基胺基萘&?&磺酰"即可合成由可

见光激发的荧光指示剂 /0"+,*"]如图 ? 所示(8 % : )
其激发和发射波长分别为 =;? "> 和 9F? ">)

唐友云等8 ; : 以 三 碳 菁 近 红 外 荧 光 染 料

23&4%5 为原料"合成了一种用于检测 !"#$的近红

外 荧 光 探 针 ’-1- &23 &4%5 ] 如 图 F 所 示 ^ )
’-1-&23&4%5 的激发和发射波长分别位于 F%=
"> 和 4?5 ">"其检测下限达 7 ">HA@I"其在活体

细胞内的表现尚不明确)
!&’ 助染剂类荧光探针

助染剂类荧光探针以吡啶衍生物为主) 特别

化 学 传 感 器 #; 卷79



图 ! 分子结构 !
"#$%! &’()*’)(+ ,- .,/+*)/+ !

01

01

1
234

1

1 1
0

3

1

1

图 5 分子结构 5
"#$%5 &’()*’)(+ ,- .,/+*)/+ 5
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图 ? 分子结构 ?
"#$@? &’()*’)(+ ,- .,/+*)/+ ?

图 A 分子结构 A
"#$@A &’()*’)(+ ,- .,/+*)/+ A

BCDCEFGEHIJ

是 :KC!如图 H 所示"和具有良好水溶性和透膜

性的 BKD1!如图 I 所示"# :KC 的链状敞开式结

构能快速与金属离子络合$ 保证检测的实时性$
是一种常见的 L<8>荧光探针# BKD1 是一种高选

择性的过渡金属阳离子螯合剂$ 和 L<8>有很好的

亲和性!解离常数 !MN4@AO!POEPA .,/QR"# 一些含

:KC$BKD1 等 螯 合 剂 的 L<8>荧 光 探 针 得 到 了

广 泛 的运用$ 比如%L#<ST(EPU L<C"EVU L<C"E8U
L#<W,E?U X7,6WST983:0FKY5>U :KCE7TU :FK7Z 等#
!"#"! $%&’()*" 类

L#<ST(E" 类荧光探针利用光诱导电子转移的

机理来检测 L<8>$L#<ST(EP!如图 [ 所示" X PJ Y 是这

类探针中的典型代表$与 L<8>结合后$其荧光量子

效率从 J@5[ 增加到 J@IH$激发和发射波长分别为

?JJ <. 和 ?5J <.# L#<ST(EP 的激发谱与 !II <.
的氩离子激光谱线完全重叠$这一性质有利于其

在激光共聚焦显微扫描技术上的应用#
!"#"# $&+,*" 类

B,.,T; 0#(;<, 等把 :KC 引入 ?E或 AE氨基

荧光素$ 合成了 L<C"EP 和 L<C"E8 6如图 PJ 所

示"X PP Y# 其激发和发射波长分别为 ![8 <. 和 ?P!
<.$背景荧光量子效率仅为 J@J8$结合 L<8>后荧

1
1

1
L<8>

:KC BKD1

1

1
1 1

1

1

图 H 分子结构 H
"#$@H &’()*’)(+ ,- .,/+*)/+ H

图 I 分子结构 I
"#$@I &’()*’)(+ ,- .,/+*)/+ I
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光强 度 分 别 增 强 !" 倍 和 #! 倍! 但 $%&’() 和

$%&’(* 都不适合于弱酸性条件下 $%*+的检测!
为此" 在 $%&’(! 分子 中 引 入 吸 电 子 基 ’ 合 成

$%&’(!’ 和 $%&’(,’-如图 !. 所示/0 !, 1! ’ 原子的

引入降低了共轭体系的电子云密度"从而降低探

针分子的解离度" 使得 $%&’2!’ 和 $%&’2,’ 在

3 3

33 3

45

67 67

5

3

6554

$8%9:;(!

3

3

3

43

6554

5 545

<

<= (4 (’
>2$%&’2) $%&’2)’
?2$%&’2* $%&’2*’

图 @ 分子结构 @
’8AB@ CD;EFDE;G HI JH7GFE7G @

图 !K 分子结构 LK
’8ABLK CD;EFDE;G HI JH7GFE7G LK

<

中性以及弱酸性条件下有更稳定的荧光!
此外" 为解决该类探针用于 $%*+定量检测问

题"以 苯 并 呋 喃 为 荧 光 团"MN& 为 受 体"基 于 分

子内共轭电荷转移原理设计而成了 $%*+荧光探

针 $%&’2OL 和 $%&’2O* P 如 图 LL 所 示 Q 0 LR 1"
$%&’2O* 的水溶性及荧光性质好"更适合生物体

系中 $%*+检测! 随着 $%*+的增加"$%&’2O* 的最

大激发波长从 R?> %J 蓝移到 RR> %J" 且荧光强

度比例-"RR>S"R?>Q不断增大"测定该比值即可计算出

$%,+的浓度!

!"#"$ %&’()*! 类

$8%TH2! 类荧光探针由具有高荧光特性的苯

并恶唑和各种不同 $%,+螯合团组合而成! 比例计

量型 $%,+荧光探针 $8%TH2> -如图 L, 所示Q0 LU 1 对
$%,+有较强的亲和力#解离常数 #V=*B* %JH7SW$与

高选择性% $8%TH2> 在结合 $%*+前其激发和发射

波长分别为 RR" %J 和 U." %J" 结合 $%*+离子后

其 激 发 和 发 射 波 长 分 别 红 移 至 R"? %J 和 UUR
%J" 伴随着荧光量子效率增加 > 倍! 随着 $%*+

浓度的增加" 荧光强度比例 -"UURS"R"?Q 增大了 R.

3

3

3

4
3

564R

5
O

53

65546554

O)X O*X

5

3

34

54

3

564R

564R

$%&’2O) $%&’2O*

$8%TH2>

图 )) 分子结构 ))
’8AB)) CD;EFDE;G HI JH7GFE7G ))

图 )* 分子结构 )*
’8AB)* CD;EFDE;G HI JH7GFE7G )*

?
>
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图 )* 分子结构 )*
+,-.)/ 012341325 67 86954395 :*

!!

!

!;

!!
<

=>?
& !@>?=

AB$’C

图 :D 分子结构 :D
+,-.:D 012341325 67 86954395 :D

倍! E,FG6HD 可以用来探测纤维细胞内 EFI< 浓度

的改变!
!"#"$ %&’ 参与键合与识别类

近十几年来"对小分子过渡金属配合物与大

分子 A!J 键合与识别机理的研究一直是国际上

生物无机化学领域十分活跃的热点! 张黔玲等K )D L

合成多吡啶钴M!N配合物K’6 OGP(QI>A;B$L? " M如
图 :? 所示Q的研究显示"与 EFI"配位形成的双核

配合物K’6MGP(QIM>A;B$QEFLD"具有强的荧光"但

配体 >A;B$ 的两个&>; 可以与很多金属离子配

位形成双核配合物" 因此该荧光探针对 EFI"的选

择性低!
!"#"( 三碳菁染料与 %)’ 结合类

两种以 A$J 为受体合成的近红外 EFI"荧光

探针 A$J&’(M结构如图 :* 所示Q K :R L! 和 AB$’C
M如图 :D 所示QK :S L"分别以丙基取代的三碳菁染料

和三碳菁染料为荧光团" 都对 EFI<有很高的亲和

力!A$J&’( 的激发和发射波长分别为 S?T F8 和

SUT F8" 结合 EFI<后荧光量子效率增大 IT 倍"该

探 针 已 经 用 于 活 体 巨 噬 细 胞 中 EFI <的 检 测 !
AB$’C 结合 EFI<后" 最大激发波长从 RIS F8 红

移到 RS: F8"且随着 EFI<浓度的增加"荧光强度

M!RS:V!RISQ增强 D 倍! 但是还没有该探针的生化应用

报道!
最近报道合成了 DHDW&乙烯基&IXIW&联吡啶

衍生物 :R#如图 :R@!4 所示$K :U L%@!4 的激发和发

射波长分别为 *TS F8 和 D?S F8! 4 在生物体 P;
值环境中对 EFI"有很好的选择性" 是理想的 EFI"

K’6OGP(NI>A;B$L?"

图 :? 分子结构 :?
+,-Y:? 012341325 67 86954395 :?
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荧光探针"检测分辨率达到纳摩尔量级!
!"# 肽和蛋白类荧光探针

相对于那些小分子荧光探针" 对于 EFI"探针

的另一研究焦点是基于肽和蛋白质的大分子的

荧光探针!
!"*"! 肽荧光探针

:ZZR 年 "[@9\3P 等 设 计 出 了 一 种 以 肽 为

EFI<配体的荧光探针 E!=:O结构如图 :S 所示NK :Z L!
其中" 配体部分是 ’(0IV;,0I" 荧光母体是丹磺酰

胺! E!=: 的最大发射波长是 DRT F8X随着 EFI<浓

度的增加"发射波长蓝移到 *SD F8"荧光强度呈

线性增加! 但由于分子中肽的存在"对任何金属

引起的构型变化都很敏感& 而且半胱氨酸#’(0$
容易被氧化"所以不适合在一些含氧化剂的溶液

中应用%
!"*"# 蛋白质类荧光探针

蛋白类荧光探针的合成比肽类的合成要困

难许多% 常见有两种类型的蛋白类荧光探针"一

潘忠等’用于微量锌离子检测的荧光探针技术? 期 :S
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图 (Q 分子结构 (Q
*+,-(Q ./012/10& 34 536&216& (Q
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7A2

种基于碳酸酐酶!=>"发展而来#另一种是基于绿

荧光蛋白!R*H"S ’M T发展起来的$
(U@M 年#%799 和 V&+6+9 报 道 了 磺 酰 胺 能 够

抑 制 含 有 锌 的 => 的 荧 光 S ’( T$ (UQ) 年#=:&9 和

V&093:79 提 出 了 牛 血 红 细 胞 => 和 等 摩 尔 的 丹

磺 酰 胺!如 图 (E 所 示"可 反 应 生 成 高 荧 光 配 合

物S ’’T$ 丹磺酰胺的发射波长为 PEM 95#荧光量子

效率仅为 M-MPP# 而结合 => 后发射波长蓝移到

@QE 95# 同时量子效率增大到 M-E@# 并且 V+&4&0
等发现这种荧光特性不同于酶 蛋 白 => 和 自 由

的丹磺酰胺的荧光特性$ 因此#常用结合了芳基

磺 酰 胺 荧 光 团 的 酶 蛋 白 => 来 对 B9’W进 行 荧 光

测定S ’X T$

J:35?.39 在 基 于 => 的 丹 磺 酰 胺 与 B9’C结

合方面做了大量的研究 S @ L ’@ Y ’P T $ 其报道的磺酰

胺A荧光素结合物 (U!结构如图 (U 所示"S ’Q T 以及

<7?3K;6 磺酰胺 ’MZ结构如图 ’M 所示[S ’) T 是这一类

型荧光探针的进一步发展$ 化合物 (U 能和含有

B#"\

#

! !F/

化 学 传 感 器 !U 卷(E
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图 %< 分子结构 %<
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图 &= 分子结构 &=
+,-.&= /01230214 56 75843284 &=
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图 %? 分子结构 %?
+,-.%? /01230214 56 75843284 %?

’(%)的 $@ 紧密结合!解离常数 !A B%.<? (758CD"#
荧光各向异性和络合的 ’(%)浓度在 &? (758CD!&
$758CD 范围内成比例$ 化合物 %? 络合 $@ 后荧

光强度增大 =? 倍#光谱从 E?; (7 蓝移到 ;<? (7
!解离常数 !A B<.?? $758CD"# 通过计算 AFG5HI8
磺酰胺在 ;<; (7 和 EJ; (7 处的荧光强度 实 现

对 ’(%)的定量检测$
&==? 年以来#绿荧光蛋白类!K+L"探针也见

诸 于 报 道 $ K40M566 等 报 道 了 一 个 K+L 的 突 变

N+L7/&O结构如图 %& 所示 P#在其共轭 生 色 团 位

置结合 ’(%)后#发射波长为 ;?J (7 的荧光#荧光

量子效率达到 ?.Q= R%J S$

!"# 水杨醛类荧光探针

近年来#针对过渡金属离子具有选择性荧光

响应的有机小分子荧光探针的研究也备受关注$
报道可见多种以水杨醛酰腙作为金属离子络合

基团的有机小分子荧光探针$ 水杨醛也称为邻羟

基苯甲醛#是制取多种螯合配体的原料$ 典型的

几 种 基 于 水 杨 醛 的 ’(% ) 荧 光 探 针 有 %9:!9T
:@N@UT *%D 等$

梁卓文等R %= S 合 成 的 双 水 杨 醛 草 酰 二 腙

9:!9 O如图 %% 所示"#其荧光强度与 ’(%)的浓度

在?!& $758CD 的范围内呈良好的线性关系#检测

下限为 V.E (758CD$

何慧等R <? S设计合成了水杨醛WVW乙氧基苯甲

酰肼腙!如图 %< 所示"#’(%)的加入使得该 ’(%)探

针的长波长荧光O;<? (7P增强 V&; 倍$

用于粮食中痕量锌测定的物质水杨醛 ;#QW
二溴WJW氨基喹啉 :@N@UO如图 %V 所示"R <& S 其激

发和发射波长分别为 V?? (7 和 VQ; (7#’(%)的含

量在?!V.V< $758CD 内与荧光发射强度表现为线

性#测量下限为 %&.; (758CD$
李永强等 R <% S 合成了荧光探针水杨醛缩邻氨

基苯酚 *%D O如图 %; 所示"#其激发和发射波长为

N+L7/&

!

潘忠等%用于微量锌离子检测的荧光探针技术< 期 &=
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图 *, 分子结构 *,

-./0*, 12&3423&5 67 86954395 *,
图 *: 分子结构 *:

-./0*: 12&3423&5 67 86954395 *:

,;: <8 和 :=> <8! ?<* @ 的 含 量 在 ;0; = A*0,B
!869C+ 范围内与荧光发射强大成线性关系!检测

下限为 >0;D <869C+"
最近的两篇文献EBBAB,F最新报道了卟啉等

类型的 ?<*@荧光探针! 它们都表现出对 ?<*@很好

的选择性"

! 各类型 "#!$荧光探针的对比与讨论

根据 ?<*@荧光探针的激发和发射谱! 把 ?<*@

荧光探针分为紫外激发!可见光激发!近红外激

发和比例计量型四种类型! 并对各类荧光探针

的激发和发射特性! 量子效率特性等进行了归

纳总结与对比G为 ?<*@荧光探针的实际应用提供

参考"
由表 = 可知! 紫外光激发的 ?<*@荧光探针其

发射波长都在可见光范围内!这给用肉眼直接观

察实验发生提供了条件!避免了激发光对发射光

的观察干扰!减小了外界光对实验的干扰!但紫

外激发容易对生命细胞产生伤害! 也会产生 ?<*@

动力学活动的假象!这在一定程度上也限制了其

表 % 紫外激发"#!$荧光探针

&’()% *+,-./01’(23 4256738/3#1 "#!$ 976(38

H’)
?.<I3.<(
?$’=

JK<1L9K8.M5

! 5NC<8
7&55O?<*@P

BB,
B>;
BBB
B*Q

! 58C<8
7&55O?<*RP

,S:
,S;

:Q;O,>:P
:D;O,QDP

"G 7&55
O?<*RP
O;0=P

;0;::O;0D,P

T6.16<9511G T5&85KU95
T5&85KU95 5125&
5K1.9L 6N.M.V5M
/66M 159542.W.2L

X&6U5 T&6T5&2L

在生物体 ?<*R检测上的应用"
表 * 总结了可见光激发的 ?<*R荧光探针!该

类探针与紫外激发的荧光探针相比优点在于!当

用于细胞 ?<*R检测时! 可见光大大降低了紫外光

对细胞的毒性作用!有效减小了细胞自发荧光干

扰!可被大多数有激光光源的仪器#包括激光共

聚焦显微镜及流式细胞仪$有效激发!可见光激

发使实时测定细胞中的锌的可操作性增强!观察

者不必顾忌紫外光对人眼的损害%
近红外 ?<*R荧光探针有很好的应用前景!特

别是在 Q:; <8 到 S;; <8 的光学窗口下!该类荧

光探针的激发光具有穿透皮肤和组织的能力!并

表 ! 可见光激发 "#!$荧光探针

&’(:! +080(23;-./01’(23 4256738/3#1 "#!$ 976(38

?.<TL&Y=
?<(-Y=
?<(-Y*
?<(-Y=-
?<(-Y*-

! 5NC<8
7&55O?<*RP

:;;
,DSO,S*P
,S;O,S*P
,DSO,S*P
,S;O,S*P

! 58C<8
7&55O?<*RP

:B;
:=,
:=,
:=,
:=,

"Z 7&55
O?<*RP

;0BSO;0D>P
;0;**O;0*BP
;0;*BO;0BQP
;0;;,O;0=>P
;0;;QO;0*,P

[./[ K3267936&5145<45

T5&85KU95 5125&

T5&85KU95 5125&

X&6U5 T&6T5&2L

化 学 传 感 器 !S 卷*;



只产生极小的自发荧光和低的背景光散射! 由表

! 可知该类荧光探针还有待进一步的研究" 目前

该类探针仅仅局限于用三碳菁染料作为荧光团!
比例计量型 "#$%荧光探针就是荧光探针与锌

结合后激发或发射波长发生明显改变"通过测定

"#$%诱导的双发射&或激发’峰的比例变化可实现

对 "#$%的定量检测! 由于探针分子的量子产率易

受环境影响" 而自由探针和结合 "#$%后的探针受

环境影响相似"因此比例计量型荧光探针可以避

免检测环境的影响" 可实现对 "#$%动态变化过程

高灵敏度的定量检测! 正是由于这一优点"寻找

这类探针的研究工作已成为目前 "#$%荧光探针研

表 ! 近红外激发 "#$%荧光探针

&’()! *+’,-.#/,’,+0 1234,+56+#7 "#$% 8,4(+5

()*)+,-+./0
12)+34

! 567#8
9:55;"#$%<

=/!
.!0

! 587#8
9:55&"#$%<

.>0

./0

"? 9:55
;"#$%<

0@0$;0@AB<
CDDE F5G5HIJKJI4

L5:85MNG5

2:DN5 L:DL5:I4

表 9 比例计量型 "#$%荧光探针

&’(:9 ;’7<4=+7,<6 1234,+56+#7 "#$% 8,4(+5

OOP
1,23Q

"#)R+-B
"#)R+-$
"J#ND+>
1ST1

! 567#8
9:55&"#$%<
!>0&A$0<
=$.&=.B<
!>U&!$U<
!=>&!!><
!!.&!.=<
!U>&AB0<

! 587#8
9:55&"#$%<
A0>&>B0<
.>/&.=><
>!$&>$/<
AU>&AU><
A0.&A!!<
>00&>$><

"? 9:55
&"#$%<
&0@0!<

0@0$&0@0$<
0@0//&0@0!B<
0@B.&0@B0<
0@0$&0@B0<

CDDE F5G5HIJKJI4

L5:85MNG5 5FI5:
L5:85MNG5 5FI5:
CDDE F5G5HIJKJI4

2:DN5 L:DL5:I4

究的热点!

! 荧光探针法与微量锌离子测量技术的

发展

随着人文素质及生活水平的提高"人们深入

认识到微量元素的缺乏和过量都会对健康产生

不良影响! 因此准确#快速#方便地检测人体微量

元素就成为亟需解决的问题! 目前 "#$%检测方法

主要为原子吸收光谱法#分光光度法#离子色谱

法等"其中精度最高的是原子吸收光谱法! 原子

吸收光谱法$))S"MID8JH MNFD:LIJD# FL5HI:DFHDL4%
是根据原子从入射辐射中吸收能量的程度与被

测元素的含量成正比"进而通过测量吸收光谱和

吸光度"求得被测元素的含量! 原子吸收光谱法

同时具备高选择性和高灵敏度的优势"火焰原子

吸收法的灵敏度是 LL8 到 LLN 级"石墨炉原子吸

收法绝对灵敏度可达到 B0+B0!B0+BA C! 但是"原子

吸收光谱法成本太高"这也是人体微量锌检测无

法普及的重要原因之一! 为此人们为 "#$%的检测

做了很多新的尝试"马恩陵等V !> W 将离子交换色谱

法用于人血清微量元素锌的测定"由业诚等V != W 用

高效液相色谱光度法用于微量锌离子的研究! 而

荧光法是目前公认的一种非常有前景的高效#便

捷的检测方法"光纤荧光传感技术是其中最有潜

力的一种实用化技术!
光纤荧光传感技术是基于荧光效应的"利用

光 纤 作 为 传 感 头 和 传 输 媒 质 的 光 学 测 量 方 法!
目 前 光 纤 荧 光 传 感 技 术 主 要 用 于 测 量 温 度 V !. W#
血氧V !/ W和 LX 值V !U W等! 胡春海等V A0 W根据温度与荧

光寿命的关系"设计一种基于荧光寿命的光纤温

度传感器"将荧光敏感材料粘贴到被测物体表面

实现非接触测温! SJN5G 15:J#YZ4Z 等设计的光纤

荧光 LX 值传感器检测范围为 .@0!B$@0! 以上研

究证明光纤荧光传感器具有足够的测量精度和

实用化前景! 而将其应用于微量 "#$%检测的核心

问题就是获得性能优良的探针分子"这也会促使

潘忠等&用于微量锌离子检测的荧光探针技术! 期 $B



人们不断寻找新的荧光团和识别配体来合成新

的 !"#$荧光探针分子!

! 新探针的研究展望

在开发新的锌探针领域"随着纳米技术的空

前发展"一类极具研究和商业前景的材料#$$量

子点荧光探针被期待为微量 !"#$的测量提供更好

的荧光响应%
量子点是一种三维尺寸均限制在纳米尺度

的半导体纳米晶"其特殊的微观结构使它展现出

许多不同于宏观体材料的物理化学性质和独特

的光学性质&
’%(量子点的激发光谱很宽&&满足能量大于

其最小激发波长的光都可以对其进行激发)
’#(性质比有机荧光分子更稳定"可以进行

反复多次激发)
’’(发射荧光波长可以通过控制量子点的大

小和组成的材料来*调谐+!
量子点的光致发光性质与其表面修饰有很

大的关系! 很多金属离子可以通过不同的作用机

制对量子点的光学性质产生显著影响! 利用金属

离子与量子点作用引起荧光猝灭或荧光增强的

变化建立金属离子浓度与荧光强度的关系"从而

实现利用量子点探针对金属离子的含量进行测

定! 已经报道显示"以 ()*+ 为量子点核心材料"
巯基乙醇为其载体可实现对 !"#$的检测, -% .! 随着

量子点技术的不断发展与完善"量子点荧光探针

用于微量元素的检测将是今后的研究热点之一!
基于荧光探针的生物体 !"#$检测以其选择性

好"灵敏度高"成本低等特点无疑是最具潜力的

定量测量方法" 并且已经证明 !"#$的检测分辨率

可以达到皮摩尔级! 可以预测"随着测试技术的

发展和新型荧光探针的不断出现"人体微量锌的

检测会逐渐简单化" 并开发出通用便携式仪器"
而锌离子荧光探针将是其核心!
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! 引言

纳米材料在电化学生物传感器的主要作用

有加速电子转移速率!增强氧化还原物质在电极

表面反应的可逆性"催化反应!固定生物分子!标

记生物分子! " # 等# 纳米 $%&’ 是目前研究活跃的无

机纳米材料之一$ 与常规材料相比!纳米 (%&’ 具

有比表面积大%光吸收性好"表面活性大"催化效

率高"分散性能好等独特的性能!可以增强酶的

吸附量和提高酶的活性!同时还具有优异的化学

稳定性"热稳定性"无毒性等性能!已广泛应用于

卫生保健"污水处理以及纺织行业 ! ’ ) * # 等诸多领

域$ 壳聚糖&+,’是天然提取物!具有良好的生物

降解性%抗菌性%可再生性和成膜性! - ). #$ 利用纳

米材料的一些特性!在有机相中引入无机纳米材

料!得到的复合材料不仅可以提高壳聚糖的生物

活性和热稳定性!而且研究进一步表明由该复合

材料制得的复合膜的断裂强度明显高于纯膜 ! - # $
近年来!量子点的光学和电子特征已在生命科学

中的应用受到极大关注 ! / )01 #$ 该文将 23 固定在

基于壳聚糖"纳米 #$%& 复合膜’()*+ 固定血红蛋白
的过氧化氢生物传感器的研究

孙 妮! 袁 若 4! 柴雅琴! 李 文 娟! 闵 丽 根

!西南大学化学化工学院" 重庆市分析化学重点实验室" 重庆 ,!!-./#

摘 要$ 以壳聚糖567689(%:’ 复合膜为基底固载量子点硒化镉&;<,=’和血红蛋白&23’制备过氧化氢生物

传感器$ 用循环伏安法对修饰电极进行了表征!并用计时电流法对过氧化氢&2’:’’生物传感器的性能进行

了研究$结果表明!在优化的实验条件下!该传感器的响应电流与其浓度在 >?@! 0ABC) DEF! 0ABF G8HIJ 范围内

呈良好的线性关系!检出限为 0EA! 0ABC G8HIJ$ 该传感器的米氏常数为 0EC- GG8HIJ!表明所固定的酶具有较

高的生物活性$

关键词$ 纳米 (%:’K 壳聚糖K ;<,=K 血红蛋白K 生物传感器
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以壳聚糖!纳米 "#$% 复合膜为介质并吸附了量子

点 &’() 的金电极表面! 制备出第三代过氧化氢

生物传感器" 该传感器制备方法简单!具有较高

的稳定性!较长的使用寿命!较低的检出限!和较

强的抗干扰能力等优点!同时保持了酶的良好生

物活性"

! 实验部分

!"! 仪器与试剂

*+,-./0 电化学分析系统#上海辰华仪器公

司$% 1234(54,& 67/ 超声清洗仪#德国 1204!
(54,& 89"23(&:399 公 司 $%3;</=>( 电 子 天

平?瑞士 @)AAB)CD"EB)’E 公司F&
血红蛋白#:GH (#IJK 公司$%:<5<?浓度 L/M!

水溶液F! 精确浓度经高锰酸钾溶液标准溶液滴

定%壳聚糖#浓度 NMH 分析纯!(#IJK 公司$%其余

试剂如三巯基丙酸#L>@O3!(#IJK 公司$等均为

分析纯!实验用水为二次蒸馏水!所有实验均在

室温下操作&
!"# $%&# 纳米粒子及壳聚糖’纳米 $%&# 溶液的

制备

参照文献PL HQR方法!精确配制 /SQ JEBT9 的

"#&BU 溶液!在 VQ "下水解!将得到的白色沉淀离

心分离’水洗’干燥即得到纳米 "#56 颗粒"取壳聚

糖 6 J9 及 "#56 Q7 !9 混合! 超声震荡! 混合均

匀!得到的为壳聚糖>纳米 "#56 的混合溶液"
!"( )*+, 量子点的合成

按照文献PW HXYR!取适量 &’5 粉末加入油酸

与石蜡的混合溶液中% 另取一定量的 () 粉加入

石蜡溶液中" 分别将两溶液在 4Y 脱氧条件下加

热! 再将两溶液混合搅拌至室温即得 &’() 量子

点溶液" 取 X J9 氯仿加入量子点溶液中!反应片

刻后加入到一定体积的三巯基丙酸中!将得到的

沉淀离心干燥!再溶于 Z:[\SU 的 O1( 中即得到

巯基化的 &’() 量子点溶液"
!"- 修饰电极的制备

将 金 电 极 依 次 用 /SL !J!/S/Q !J 的 0B<5L

粉末抛光!然后依次用乙醇!二次蒸馏水超声清

洗" 随后将电极置于 /SQ JEBT9 的硫酸溶液中"
在>/SQ ] ^_SU ] 的电位范围内进行循环伏安扫

描极化处理至循环伏安图稳定为止" 最后在处理

好的电极表面滴涂 &(T‘K‘E>"#5< 复合材料!晾干

后置于 &’() 溶液中约 . a" 最后将电极浸泡在

:G 溶液中 W a" 该电极不用时放置在冰箱(U "$
中以保持酶的活性备用& 图 b 为电极制备过程示

意图&

图 b 酶电极制备过程示意图

c#ISb (da)JKA#d #BBefACKdA#E‘ Eg Aa) ZC)ZKCKA#E‘ ZCEd)ff Eg )‘hiJ) )B)dACE’)

(K$&fj‘K‘E>"#5< (G$&’()

(d$:G

ke

!". 测试方法

采用三电极系统检测装置)酶修饰电极为工

作电极!铂电极为对电极!饱和甘汞电极((&l$为

参比电极! 以下所有电位都是相对参比电极而

言&电极在 Q J9 7S_ JEBT9 Z:m-S7 的 O1( 缓冲溶

液中! 于 7S_ ^> 7S- ] 电位范围内进行循环伏安

扫描!并记录生物传感器对 :<5< 的安培响应& 测

定过程是在支持电解质溶液中通入高纯氮气以

除去氧气的条件下进行&

# 结果与讨论

#"! 生物传感器对 /#&# 的直接电化学响应

图 < 为酶电极在 7S_ JEBT9 O1( 中的循环伏

安图&(K$为未加入 :<5< 时的循环伏安!当向溶液

孙妮等)基于壳聚糖>纳米 "#5< 复合膜T&’() 固定血红蛋白的过氧化氢生物传感器的研究L 期 <Q



中加入 !"#$ %%&’() *+,+!-"时#还原峰电流升高

氧化峰电流降低# 继续加入 !./ %%&’() *+,+!0"
时#还原峰电流进一步升高氧化峰电流进一步降

低#说明 *+,+ 在电极表面发生了催化还原反应$

!"! #$ 对修饰电极的影响

图 # 为 1* 对 生 物 传 感 器 的 电 流 响 应 的 影

响$ 由图可见#1* 对酶的催化活性和稳定性影响

很大$ 实验表明 1* 为 2.! 时#生物传感器对 *+,+

的电催化达到了最大值#因此实验均在 1* 为 2.!
下进行测定$

!"% 电位对修饰电极的影响

图 3 体现了不同工作电位对生物传感器的

电流响应的影响$ 可以看出#随着工作电位的不

断负移#响应电流逐渐增大#但考虑到传感器在

过负电位下抗坏血酸等物质对电极的干扰较为

严重#所以实验中选择4!.#$ 5 作为工作电位$

!"& 扫速对传感器电流响应的影响

图 $ 为不同扫速对传感器的电流响应的影

响$ 从图可见#随着扫速的不断增加#峰电流值也

不断地增加#当扫速达到 #!! %5(6 时#仍可以得

到对称性良好的循环伏安曲线$ 且在 #! 7#!!
%5(6 范围内# 峰电流与扫速的平方根成线性关

系#表明修饰电极在 89: 中的电化学过程是受表

面控制的$
!"& 生物传感器的性能测定

图 2 为酶电极在最佳的实验条件下#连续加

入 过 氧 化 氢 后 电 流 对 时 间 的 响 应 及 校 准 曲 线$
*+,+ 在 #.; !<!42 7<.+ !<!4+ %&’() 浓度范围内与

还 原 峰 峰 电 流 呈 良 好 的 线 性 关 系 # 检 出 限 为

<.!!<!42 %&’()$
!"’ 重现性!稳定性及干扰性实验

在 *+,+ 浓度为 /.! !<!43 %&’() 时# 重复 <!
次平行实验#相对标准偏差为 #.2=$ 同一支电极

在含 *+,+ 的溶液中循环扫描 <!! 圈# 电流响应

值为初始电流的 ;<.+=$ 实验所制备的传感器在

3 "的冰箱中保存$ +! 天后在相同条件下测定#
能保持原有响应的 /;.2=$ 干扰情况可从存在干

扰物时的响应电流与仅有同浓度 *+,+ 时的响应

电流值之比来判断$+ 倍浓度的抗坏血酸#乙醇和

赖氨酸加入含 *+,+ 的 89:!1* >2.!"中#实验结

<

!

4<

4+

4#

!(!
?

@

0

4!.2 4!.3 4!.+ !.! !.+
"(5

图 + 生物传感器在含有不同浓度 *+,+ 中的

A!.< %&’B) 89:C 1*>2.!D循环伏安图
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图 # 1* 对生物传感器的安培电流响应的影响
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图 3 工作电位对生物传感器的安培电流响应的影响
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图 ! 生物传感器对连续加入不同浓度 "#$# 的计时安培电流图

%&’(! )*+&,-. ,/0012343&51 016+7261 78 391 :&7612670 72 6/,,166&;1 &2<1,3&72 78 =&8810123 ,72,1230-3&72 "#$#

图 > 扫速对生物传感器安培电流响应的影响
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果显示所测物质干扰甚微#表明该传感器具有一

定的抗干扰能力$
!"# 米氏常数的测定

米氏常数 &5 为酶促反应 的 特 征 动 力 学 参

数# 是表征酶与底物之间亲和力大小的统计标

准$ 据图 ! 的电流响应曲线与校准曲线# 求得

&5MC(!>$ 较低的米氏常数说明 ": 有较高的活

性#与"#$# 有较强的亲和力$

$ 结论

该实验以壳聚糖4纳米 )&$# 复合膜为基底吸

附量子点 N=O1#再吸附 ": 制得了新型的过氧化

氢生物传感器$ 该酶生物传感器制备方法简单#
且具有稳定性好及重现性较高% 线性范围较宽%
检测限较低等优点#该方法还能用于其它酶传感

器的制备$
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! 引言

脱落酸!!"#$%#%$ !$%&"是一种具有倍半萜结

构的植物激素#与生长素$赤霉素$细胞分裂素和

乙烯一起被列为世界公认的五大类天然植物激

素% 脱落酸具有调节植物发育$种子休眠$促进气

孔关闭$影响开花和性分化$果实成熟的作用 ’ ( )#
并使植物对于干旱$寒冷$盐碱$病害等环境胁迫

具有响应能力 ’ * +, )% 由于脱落酸的重要作用# 所

以#研制一种快速$简便$灵敏的脱落酸检测方法

是十分必要的%

目前用于检测脱落酸的方法有很多#主要有

放射免疫法 ’ - )$高效液相色谱法 ’ . ) $毛细管电泳

和激光诱导荧光检测法 ’ / ) $气相色谱!质谱联用

法 ’ 0 ) 等#但是这些方法往往需要复杂的分离纯化

步骤和较昂贵的仪器#步骤繁琐#难以实时监控%
酶联免疫吸附检测技术!12345"操作简便$特异

性好$灵敏度高$试剂稳定性好% 因此#该文基于

12345 间接竞争方法研制了检测脱落酸的试剂

盒#该试剂盒具有稳定$快速$简便$高灵敏等特

点#能够应用于实际样品的快速检测%

间接竞争 "#$%& 方法用于脱落酸的检测

周振华! 楚 霞 6! 沈国励! 俞汝勤

!湖南大学化学生物传感与计量学国家重点实验室" 化学化工学院" 湖南长沙 ’(!!)*#

摘 要$ 该文研制了植物激素脱落酸!575"间接竞争酶联免疫试剂盒#该试剂盒可对 575 进行快速检测%

文中成功制备了脱落酸和牛血清蛋白的交联物!5758745"#并对交联物的浓度$抗体稀释度$酶标二抗稀

释度对实验的影响进行了考察% 结果表明# 该试剂盒具有高灵敏性# 最低检出浓度为 9:;0 <=>?2# 在 9@
<=>?2 + ( @@@ <=>?2 之间#吸光度与浓度的对数呈良好的线性关系% 样品添加回收率在 A-:A0B + (@C:C-B
之间#平均回收率为 (@@:(0B#变异系数D!"E在 9:C/B" ,:.0B之间#平均变异系数为 ;:90B%

关键词$ 脱落酸& 12545& 间接竞争

"+,-./0+1234, 56 0470839, 952:3,0;3 "#$%& 658 ,13 73,38204-,054 56
-.+90+09 -907

FGHI FGJ<#GI!# KGI L%!6# 4GJ< MIH#N%# OI PI8Q%<
!4R!RJ SJT 2!"HU!RHUT HV KGJ?H>7%H#J<#%<= !<& KGJ?H?JRU%$##

KHNNJ=J HV KGJ?%#RUT !<& KGJ?%$!N 1<=%<JJU%<=W XI<!< Y<%ZJU#%RTW KG!<=#G! ,9@@0*W KG%<!E

&.+,8-9,’ 575 [!# $HI\NJ& RH $!UU%JU \UHRJ%< "HZ%<J #JUI? !N"I?%<D745EW !<& !< %<&%UJ$R $H?\JR%R%ZJ J<]T?J8
N%<^J& %??I<H#HU"J<R !##JT _$%12545E [!# &JZJNH\J& VHU RGJ QI!<R%R!R%ZJ &JRJU?%<!R%H< RH 575: ‘GJ $H<$J<RU!R%H<
HV 5758745 HV $H!R%<= 12345 \N!RJ##!<R%"H&T &%NIR%H< !<& J<]T?J N!"JNJ& !<R%"H&T &%NIR%H< [JUJ H\R%?%]J& W‘GJ
UJ#INR# #GH[J& RGJ [HU^%<= U!<=J [!# !##%=<J& RH $H<$J<RU!R%H<# VHU 9 <=>?2 +9 @@@ <=>?2 #[%RG RGJ &JRJ$R %H<
N%?%R "J%<= 9:;0 <=>?2#‘GJ N%<J!U U!<=J HV RGJ !##!T [!# "JR[JJ<9@ <=>?2+9 @@@ <=>?2: ‘GJ 123458^%R [!# #R!#
"NJ $#%?\NJ W U!\%& W #J<#%R%ZJ !<& $!< ?JJR RGJ &J?!<& HV \U!$R%$!N [HU^:‘GJ UJ$HZJUT U!RJ HV VHUR%V%J& #!?\NJ [!#
"JR[JJ< A-:A0B" 9@*:*-BW !<& ?J!< UJ$HZJUT U!RJ [!# 9@@:90B:‘GJ KHJVV%$%J<R HV Z!U%!<$J [!# "JR[JJ< 9:*/B "
,:.0B#!<& ?J!< $HJVV%$%J<R HV Z!U%!<$J HV %<RU!8 !##!T# [!# ;:90B:
<3= >587+’ !"#$%#%$ !$%& a 12545 a %<&%UJ$R $H?\JR%ZJ

$%&’ (A) *%’ ;
4J\R ’ ( + + A
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! 实验部分

!"! 仪器与试剂

!"#$%& ’(( 紫外光谱仪!)*+,-. *!/*+0美
国"#12 孔酶标板$脱落酸!343"$辣根过氧化物

酶标记的山羊抗小 鼠 -56!7+)8羊 -56"和 牛 血

清白蛋白!493"均购自北京鼎国生物技术有限责

任公司#脱落酸鼠单克隆抗体由湖南农业大学提

供#碳化二亚胺盐酸盐!*:;"和 .8羟基琥珀酰

亚胺!.79"购于阿法埃莎天津化学试剂有限 公

司# 四甲基联苯胺显色试剂盒 !</4 显色液 3=
</4 显色液 4"和终止液购于北京赛驰生物技术

有限公司#其余试剂均为分析纯%所用水为二次

蒸馏水&
所用溶液包括’包被液’碳酸钠8碳酸氢钠缓

冲液%>71?2#洗涤液’含 (?(@A <B%%C8D( 的磷酸

盐 缓 冲 液!)49<"%>7E?F#封 闭 液’含 GA 493 的

磷 酸 盐 缓 冲 液# 抗 体 稀 释 液’ 磷 酸 盐 缓 冲 液%
>7E?F#终止液’D #HIJ! 7D9KL&
!"# 偶联抗原的制备

将 343MD@ #5%(?G ##HIN$ .79MGF?’ #5%(?GD
##HIN$ *:;MDF?( #5% (?GD ##HIN溶 于 G#! 无 水

:/O 中%室温下搅拌 @ P%离心取上清液& F( #5
493 溶于 D #! 的碳酸盐缓冲液中% 逐滴加入 @(
!! 上清液% 室温下搅拌 L P% 反应结束后% 装入

透 析 管 % 用 磷 酸 缓 冲 液 !(?(G #HIJ!% >7E?L"透

析%每 ’ P 换液一次%共换液 F 次& 透析后保存于

L !待用&
!"$ 间接竞争酶联免疫吸附分析方法的建立

!G"抗原包被’酶标板中加入由包被液稀释

的一定浓度的偶联抗原 !4938343"% 每孔 G((
!!%L!过夜#

!D"洗板’用 )49< 缓冲液洗板 F 次%每次 @
#QC#

!F"封闭’每孔加入 G(( !! 封闭液%FE !封

闭 G P%重复洗板过程#
!L" 加 343 标准品和抗体’ 将不同浓度的

@( !! 343 标 准 品 !@ ((( C5J#!$ G ((( C5J#!$
@(( C5J#!$ G(( C5J#!$ @( C5J#!$ G( C5J#!$
G C5J#!$ (?G C5J#!"和 @( !! 一定浓度的抗体混

合%加入酶标板中%FE !孵育 G P% 进行间接竞争

*!-93 反应%重复洗板过程#

!@"与酶标二抗反应’加入 7+) 酶标记的山

羊抗小鼠 -56%每孔 G(( !!%FE !孵育 G P%重复

洗板过程#
!2"加入底物’将 </4 显色液 3 与 4 等比例

混合%每孔加入 G(( !!%FE!反应 F( #QC#
!E"终止反应’每孔加入 @( !! 终止液%终止

反应#
!’"检 测’用 紫 外 可 见 分 光 光 度 计 测 定L@(

C# 处的吸光度&

# 结果与讨论

#"! %&%’&(% 偶联物的鉴定

采用紫外光谱鉴定偶联抗原是否合成成功%
并对半抗原与载体蛋白偶联结果进行鉴定& 偶联

物$牛血清蛋白和脱落酸半抗原的紫外光谱示于

图 G& 从图中可以看出%脱落酸半抗原在 DLL C#
有最大吸收峰% 载体蛋白 493 在 DE’ C# 有最大

吸收峰& 与载体蛋白和半抗原相比%合成偶联物

的吸收曲线发生明显变化%说明有新的物质出现

!如图 G"&

根据朗伯8比尔定律%波长一定时%混合物的

紫外吸收具有加和性& 根据公式R 1 S

;343 :DLL C# 偶 T ,493 DE’ C#8:DE’ C# 偶 T,493 DLL C#

;493 :DE’ C# 偶 T ,343 DLL C#8:DLL C# 偶 T,343 DE’ C#

计算出 343 与 493 的摩尔结合比为 D?2E "G&
另外分别用 3438493 与 493 组装过夜%经

过酶联免疫分析测得在 L@( C# 处的紫外吸收光

谱有显著区别%也能证明脱落酸已成功偶联到载

体蛋白上!如图 D"&

U

D?(

G?@

G?(

(?@

(?(
DD( DL( D2( D’( F(( FD(

波长 V"W%I%C5XPMC#N

343
493
3438493

吸
光

度
3$

YH
&$
"C
Z%

图 G 牛血清蛋白$脱落酸及其偶联物紫外扫描图

OQ5?G [IX&"WIHI%X "$YH&$"CZ% Y>%ZX&" H\ 4930 343
"C] Y^CXP%YQY "CXQ5%C
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图 ! 抗体稀释度优化图

"#$%! &’(#)#*+(#,- ,. (/0 1,-10-(2+(#,- ,. 343 +-(#5,67

图 8 493!343:493 分别包被酶联板的吸光度

"#$%8 ;/0 +5<,25+-10 ,. 493 +-6 343:493 1,+(06
)#12,(#(02 ’=+(0<

!"! 包被抗原浓度的优化

对间接竞争 >?@93 方法的包被抗原浓度进

行优化"用碳酸盐缓冲液将合成的偶联物逐级稀

释"浓度分别为 A%AB !$C)?!A%B !$C)?!B !$C)?!
DE !$C)?!EA !$ C)?!FE !$C)?# 结果表明"随着

偶联物浓度的增大"吸光度随之增大"当偶联物

浓度达到 DE !$C)? 时"吸光度趋于稳定$如图 B%"

因此"实验中采用偶联物的浓度为 DE !$C)?#
!"# 抗体浓度的优化

对实验中建立的 >?@93 方法进行抗体浓度

的考察$图 !%# 吸光度随抗体稀释比的减小而明

显 增 大"当 抗 体 的 稀 释 比 减 小 到 D !EA 时"吸 光

度趋于稳定"为避免吸光度过大引起信号失真"
在绘制标准曲线中采用抗体稀释比为 D !DAA 和

493
343:493

D%!

D%8

D%A

A%G

A%H

A%!

A%8

A%A

:A%8
B!A BGA !8A !HA EAA E!A

波长 I+J0=0-$(/K-)L

吸
光

度
35

<,
25
+-

10

8%A

D%H

D%8

A%G

A%!

A%A

吸
光

度
35

<,
25
+-

10

A 8A !A HA GA
M,-10-(2+(#,- ,. 343:493CK!$C)?:DN

图 B 交联物浓度优化图

"#$%B &’(#)#*+(#,- ,. (/0 1,-10-(2+(#,- ,. 343:493

B%E

B%A

8%E

8%A

D%E

D%A

A%E

A%A

吸
光

度
35

<,
25
+-

10

DC8 AAA DCD AAA DCGAA DCEAA DC8AA DCDEA DCDAA DCEA
抗体稀释比$体积比%

D !DEA#
!"$ 酶标二抗稀释比的优化

对建立的 >?@93 方法进行酶标二抗稀释比

的优化"如图 E 所示# 吸光度随着酶标二抗稀释

比的增大而明显下降" 当酶标二抗的稀释比由

D!8EA 变化到 D!EAA 时"吸光度信号明显降低"酶

周振华等&间接竞争 >?@93 方法用于脱落酸的检测B 期 BD



图 ! 脱落酸与单克隆抗体竞争抑制标准曲线

"#$%! &’( )*+,( -. /0/ 123453+5 13678( 5(2()2(5 9: #45#+()2
)-67(+2#,(;<=>/

图 ? 酶标二抗稀释度优化图

"#$%@ A72#6#B32#-4 -. 2’( )-4)(42+32#-4 -. $-32C342#C6-*1( =$D 839(88(5 9: EFG

HI@

J%K

L%@

L%K

K%@

K%K

吸
光

度
/9

1-
+9
34
)(

LMLJ@ LMJ@K LMNKK LM@KK LMOKK LML KKK LMJ @KK
酶标二抗稀释比!体积比"

标二抗的稀释比由 L!@KK 变化到 L!J KKK 时#吸

光度变化不太明显#但是当稀释到 L!@ KKK#吸光

度的信号明显减弱#可见过度稀释就会大大降低

酶标二抗的浓度$ 因此#在实验中采用酶标二抗

的稀释比为 L!LJ@$
!"# 间接竞争 $%&’( 分析方法的竞争抑制曲线

如图所示#根据建立的 ;<=>/ 方法绘制单抗

与脱落酸标准品的竞争抑制标准曲线$ 随着脱落

酸标准品浓度的增大#吸光度明显减弱$ 分别考

察 抗 体 稀 释 比 L!LKK 和 L!L@K 下 的 竞 争 抑 制 反

应#以脱落酸标准品对数值作为横坐标#加入对

应浓度抗体测得的吸光度 APN@K 作为纵坐标#绘

制标准曲线$ 如图 ! 所示#当抗体稀释比为 L!LKK
时#在 LK 4$M6< QL KKK 4$M6< 之间#吸光度与浓

度呈良好的线性关系#回归方程为 !RSK%TKL !"U
VWX@L YZ #JRKITTL L#最低检测浓度为 LI[O 4$M6<$
当 抗 体 稀 释 比 为 L !L@K 时 # 在 L 4$M6< QL KKK
4$M6< 之间#吸光度与浓度呈良好的线性关系#回

归方程为 !RSKIJOK J"ULIKTT @Z #JRKITOT L#最低

检测浓度为 @IL@ 4$M6<$
!") 样品的测定

从 标 准 物 的 添 加 回 收 情 况 来 看 # 在 [[IK
4$M6<% !!IL 4$M6<% L[JIJ 4$M6<% [[KI@ 4$M6<%
!!LIK 4$M6<% L [JJIK 4$M6< 六个加标浓度下#回

收 率 在 T@ITO\ "LXJIJ@\之 间 # 变 异 系 数 在

LIJY\ "NI!O\之 间 # 相 对 标 准 偏 差 在 LI@@\ "
@IYJ\之间#实验结果基本令人满意]表 L^$

* 结论

该实验利用间接竞争酶联免疫反应测定脱

落酸的含量#由于脱落酸是一种相对分子质量只

有 J!NW[ 的小分子半抗原# 采用碳二亚胺方法进

行了半抗原与载体蛋白的偶连#其反应原理是利

用碳二亚胺];P_^使羟基和氨基间脱水形成酰胺

键Z半抗原上的羧基先与 ;P_ 反应生成一个中间

L!LKK
L!L@K

[WK

JW@

JWK

LW@

LWK

KW@

KWK

吸
光

度
/9

1-
+9
34
)(

SN SJ K J N !
8-$ /0/_-4)]4$‘6<^
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!"! 加标浓度!#$%&’"
()#*+#,-.,/)#

)0 !"! 1,.#2.-2
3456
7789
44:5;
77<5:
< 4==5:

4=5>4! <8>>
7?8;7! 48;<
4<?8=6! @8A4
77?8@>! =68>;
<4;<877! @@8;;

AA8@>! ;8?6
<6=8=<! ;84<
A;8A>! <8@A
<6<866! 48<;
<6=8=;! 484?

@87>
@8<A
<8=?
48@4
=844

相对标准

偏差!B"

CDE
;5?=
;5<A
<5;;
@5=F
48=A

测定值!#$G&’"
H+.1I-+&+#, J.KI+

回收率!B"

-+J)J+-L -.,+
变异系数!B"

!"

表 ! 实际样品中 "#" 的检测

$%&’! ()*)+*,-. -/ "#" ,. *0) 1)%2 3%452)

物M然后再与蛋白质偶联# 该方法简单易行$副反

应少# 对脱落酸的抗原性影响不大%随后的检测

结果也证明了这种方法的可靠性#
在获得了 !"! 特异性单克隆抗体和包被抗

原的基础上%对影响实验结果的各种条件进行优

化# 该方法可以用于植物中脱落酸的测定% 其

最低检测下线为 <84> #$G&’#在 <: #$G&’ N < FFF
#$O&’ 之间% 脱落酸浓度对数与吸光度具有良好

的线性关系# 向样品中添加不同浓度的脱落酸%
测得平均添加回收率为 <::5<>P% 平均变异系数

为 48<>B%平均标准偏差为 48AAB#
该方法简便易操作%非特异性吸附少%具有

较高的灵敏度和特异性%回收率高# 且预处理简

单$仪器设备投资少$测定成本低廉# 因此在进一

步完善该方法的基础上%可以组装试剂盒在农业

中推广使用#
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! 引言

水合肼!!"#$"%&’#$又名水合联氨$无色发

烟液体$弱碱性% 其蒸气及液体能经皮肤&呼吸道

迅速吸收$毒性有蓄积作用$对血液和神经有毒

害% 因此$建立低浓度水合肼气体的检测方法具

有重要的意义% 目前对液体水合肼的测定方法

有分光光谱法( ) *&荧光法( & *&电化学法( + ,$ *&高效液

相色谱法( - *&气相色谱.质谱联用法 ( / *&化学发光

法( 0 * 和传感器法( 1 , 2 * 等%
传统电化学传感器的电解液是水溶液$但水

会随着时间而挥发$从而使传感器失效% 离子液

体作为新型的电解质材料$由于其具有高室温离

子导电性&宽电化学窗口&低蒸气压和高化学稳

定性等优点$特别适用于作为电化学气体传感器

的电解质材料% 近年来$已有关于 3’&
()4 *&’&

()) * 和

!%+
()& *在离子液体中的电化学行为及气体传感器

研究的相关报道% 虽然$肼在水溶液及有机溶剂

中的电化学行为已被广泛研究( )+ ,)- *$但其在离子

液体中的电化学行为还未见报道% 该文将研究肼

在 离 子 液 体 ) . 丁 基 .+ 甲 基 咪 唑 六 氟 磷 酸

!567689:#中的电化学行为$并在此基础上开发

基于离子液体的肼蒸气传感器%

" 实验部分

"#" 实验试剂

水合肼!;<=#及其它药品 均 购 自 国 药 集 团

化 学 试 剂 有 限 公 司 $ 均 为 分 析 纯 % 离 子 液 体

基于室温离子液体的肼蒸气传感器

孙 洁! 李 艳! 冯依玲! 王 荣 >! 吴霞琴

$上海师范大学生命与环境科学学院! 上海 %!!%&’(

摘 要" 利用电化学循环伏安法研究了水合肼蒸气在室温离子液体 567689/ 中的电化学行为$ 测得其在

?@2A B 处可以被电化学氧化$且该氧化峰电流受肼在 567689/ 中的扩散所控制并推算出其氧化反应电子数

为 ?@1% 在此基础上$构建了以 567689/ 为电解质的准固态肼蒸气电化学气体传感器% 该传感器对浓度范围

为 )@),&<@A !6CDEF 的水合肼蒸气呈线性响应% 同时$该传感器也表现出了良好的稳定性与重复性%

关键词" 离子液体’ 水合肼’ 气体传感器’ 电化学

)*+,-./01 2-3 31034,3 5-31+ 40 ,446781691,-8:,1 /40/; </=:/+

3GH I7JK F7 LMHK 9JHN L7!D7HNK OMHN PCHN>K OG Q7M!R7H
STCDDJNJ CU F7UJ MHV WHX7YCH6JHZ 3[7JH[JK 3\MHN\M7 !CY6MD ]H7XJY^7Z_K 3\MHN\M7 &??&+AK T\7HM‘

>538,-;8 ? a\J JDJ[ZYC[\J67[MD bJ\MX7CY CU \_VYMc7HJ 7H YCC6 ZJ6dJYMZGYJ 7CH7[ D7RG7V S567689:‘ eM^ ^ZGV7JV b_
[_[D7[ XCDZM66JZY_@ PJ^GDZ^ ^GNNJ^ZJV Z\MZ \_VYMc7HJ [CGDV bJ Cf7V7cJV MZ Z\J dCZJHZ7MD CU ?g2A B e7Z\ Z\J JDJ[ZYCH
HG6bJY CU ?@;@ a\J JDJ[ZYC[\J67[MD YJM[Z7CH eM^ GHVJY Z\J V7UUG^7CH [CHZYCD CU \_VYMc7HJ 7H 567689:@ hHV MD^CK MH
JDJ[ZYC[\J67[MD \_VYMc7HJ NM^ ^JH^CYK G^7HN 567689: Z\7H U7D6^ M^ Z\J JDJ[ZYCD_ZJK eM^ UMbY7[MZJV@ a\J ^JH^CY
^\CeJV M D7HJMY YJ^dCH^J ZC Z\J \_VYMc7HJ NM^ [CH[JHZYMZ7CH^ 7H Z\J YMHNJ CU )@) ,&<@A !6CDEFK e7Z\ M NCCV ^ZMb7D7Z_
MHV YJdYCVG[7b7D7Z_@
@1* A4,+3 ? 7CH7[ D7RG7V i \_VYMc7HJ i NM^ ^JH^CY i JDJ[ZYC[\J67^ZY_
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图 ! 基于离子液体的气体传感器结构及测试系统示意图

"#$%! &#’$(’) *+ $’, ,-.,*( ’./ 01- -23-(#)-.0

4)#)5"6 按文献7!6 8所述方法合成!并通过质谱

和红外验证其纯度"
不同浓度的肼蒸气配制# 将高纯 9: 通入装

有 !;; )< =>?水合肼的洗气瓶中获得饱和肼蒸

气!并与另一路高纯 9: 混合!利用质量流量控制

器与单向阀$北京七星华创电子有限公司%控制

总流速为 ! < @)#.! 调节两路气体的流速比获得

所需浓度的肼蒸气& 肼蒸气浓度通过紫外吸收法

进行标定&
!"# 肼蒸气浓度的标定

水 合 肼 母 液 的 配 置 # 移 取 :%> )< 水 合 肼

$=>?%于 :> )< 容量瓶内!用水稀释至刻度!此水

合肼母液浓度为 !%A )*B@<’水合肼使用液#移取

:> !< 肼母液于 :>; )< 容量瓶! 用水稀释至刻

度!此溶液浓度为 ;%!A ))*B@<’显色剂对二甲氨

基苯甲醛溶液#称取 C $ 对二甲氨基苯甲醛!溶于

:;; )< 乙醇及 :; )< 盐酸中&
肼溶液标准曲线的绘制# 取水合肼使用液

;D=;; !< 于 !; )< 比色管! 在比色管中加入 >
)< 对二甲氨基苯甲醛显色剂!用 ;%! )*B@< E:FGC

定容!配成浓度为;D!H%6 !)*B@< 肼测试液!使用

紫外可见分光光度计$IJ A>>4!上海精密科学仪

器有限公司%! 在 CCK .) 波长处测其吸光度!获

得标准曲线为LM;%;C> = !! N!)*B@<O$相关系数

;%KKK >%&
肼蒸气浓度的标定#在 ; "冰浴下!在洗气

瓶中加入 >; )< ;%! )*B@< E:FGC 作为吸收液!通

入不同浓度比例的水合肼蒸气 > )#.& 取其中 !
)< 加入 !; )< 比色管!加 > )< 对二甲氨基苯甲

醛显色剂!用 ;%! )*B@< E:FGC 定容!测其吸光度&
并利用 PMC=%K!LN!)*B@<O获得该肼蒸气的浓度&
!"$ 肼蒸气传感器的制作及测试

肼蒸气传感器采用两电极体系!即以微金丝

$!M>; !)%为工作电极!铂盘为参比电极及对电

极!并将其封装于环氧树脂中!在表面覆盖上浸

润有离子液体 4)#)5"6 的多孔聚乙烯薄膜!即制

成肼蒸气传感器& 传感器的性能测定在电化学工

作站$PEQ K!;!上海辰华仪器公司%上进行& 在电

化学测试前!由传感器进气口通入一定浓度肼蒸

气 > )#. 以上!以保证 4)#)5"6 液膜中的肼浓度

与气相中的肼浓度达到平衡& 图 ! 为传感器及测

试系统示意图&

进气口 出气口

含离子液
体多孔膜

环氧树脂

氮

气

水合肼

冰浴

质量流量控制器

质量流量控制器

三
通
阀

K!; 工作站

# 结果与讨论

#"! 肼蒸气在离子液体中的电化学行为

肼在水溶液中的电化学氧化被认为是一个 C
电子的不可逆反应过程生成 9:!即# 9:ECRGES!
9:RCE:GRC-S!而在有机溶剂如 &TFG 中肼被氧

化 时 则 是 生 成 9:E: 即# H9:EC!E9M9ER
:9:E>

RR: -S 7 !C 8& 无论是在水溶液中还是有机溶液

中电极材料均对肼的氧化电位具有显著的影响&
图 : 为 4)#)5"6 液膜中肼在 LU 电极上的循

环伏安图& 由图中可以看出在 ;%KC J 和S;%C> J

处有一对水合肼的氧化还原峰$图 :’%& 氧化还原

的峰电流与扫描速度的平方根呈良好的线性关

系V相关系数分别为 ;%KKK 与 ;%KK;$图 :W%!说明

电极反应受肼在 4)#)5"6 液膜中的扩散所控制&
氧化还原峰峰电位差近 !%C J! 说明该电化学反

应的可逆性差& 根据峰电位与扫描速度对数的关

系作图可以得到其斜率为 A> )J$图 :X%!由此说

明! 该电极反应的速度决定步骤的 "’." 为 ;%C;
左右&由于氧化还原峰电流的比值接近于 !!因此

可以假设 "’ M;%>! 则反应电子数为 ;%= 个电子&
这可能是由于在离子液体中肼的氧化过程类似

LU 电极 50 电极
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图 ! "#$基于 %&’&()* 离子液体的气体传感器对不同浓

度的肼蒸气响应曲线图及峰电流对吸光度作图+# 为氮气

基底!,-. 依次为浓度为 /0/1/20! !&3456 的肼蒸气7"",7 氨

蒸气#/$和水合肼蒸气%8&在传感器上的循环伏安响应图

)’90! "#7 :;< =>=4’= ?34@#&&<@A’= A<BC3DB<B @3 E’..<A<D@
=3D=<D@A#@’3D 3. ;>EA#F’D<+ GH /0/H I0JH //08H /20!H 8I0K

!&3456 $L +,$ :;< =>=4’= ?34@#&&<@A’= A<BC3DB<B 3,@#’D<E #@
9#B B<DB3A @3 #&&3D’# +/$ #DE ;>EA#F’D< +8$0 B=#D A#@<M G0/ N5B

于其在有机溶剂中的氧化过程!即部分的肼被用

于接收反应产生的质子!而变得稳定’ 此外!氧化

峰电流与还原峰电流之比接近 /! 也说明了经过

一个周期的循环伏安扫描!肼仍可以被回复到初

始状态! 不会有氧化的产物滞留于传感器中!从

而保障了传感器的重现性’
!"! 传感器对不同水合肼浓度的响应曲线

图 ! 为 %&’&()* 气体传感器对不同浓度肼

蒸气响应的循环伏安曲线’ 在肼蒸气浓度为 /0/!
8I0K !&3456 范围内!传感器的氧化峰电流与紫外

光谱法测得的肼蒸气浓度呈良好的线性!其相关

系数为 !OG0JJP’ 该传感器在使用两个月后依然
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图 8 "#7 不同扫描速度下离子液体传感器对 /0/ !&3456
肼蒸气的电化学循环伏安图L ",7 氧化峰(还原峰电流与

扫速的平方根关系图L "=7氧化峰的半峰电位与扫速的对

数的关系图
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具有较好的重现性!
实验中考察了传感器的抗干扰性能"即通入

由 !"#氨水溶液产生的饱和蒸气时"传感器没有

测到明显的氧化还原电流#图 $% 曲线 &$"说明氨

蒸气不会对测定产生干扰"这可能是由于氨在离

子液体中的氧化过电位较高% ’()*+( ,- ./0012 等

在研究 34$ 在离子液体56’7’8539:;<!8中的电化

学行为时"曾发现其在 => 电极上的氧化峰电位为

&-? @ 左右5 &! 8!

! 结论

研究了水合肼在 .A*A=B? 中的电化学氧化

还原过程" 观察到在 C-DE @ 和FC-E" @ 电位处有

一 对 氧 化 还 原 峰 " 该 氧 化 还 原 峰 电 流 受 肼 在

.A*A=B? 中的扩散所控制"计算得反应的表观电

子 数 为 C-G! 制 作 的 微 型 气 体 传 感 器 对 水 合 肼

蒸 气 具 有 良 好 的 响 应 " 线 性 范 围 为 &-& H!"-E
!A2IJK" 且不受氨蒸气的干扰!
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! 引言

钴是一种重要的金属!在合金"电镀"玻璃"
染色等方面都有广泛应用# 钴还是维生素 !"# 的

组成部分!缺钴会引起贫血!在人体中必不可少$
然而!过量的钴会对动物的蛋白质%氨基酸"辅酶

和脂蛋白的合成产生有害的影响! 引起钴中毒&

因此在药物%临床及环境分析中!快速%准确%有

效地检测出各种样本中钴离子的含量对于生态

环境的监测和保护以及人类的健康有着重要的

意义& 检测钴的方法有很多!例如分光光度法$ % & !
化学发光法 $ # & !原子吸收光谱法 ’(()*$ + & !高效液

相色谱法 ,-./0*$ 1 &!电感耦合等离子体发射光谱

法 ,20.3(4)*等 $ 5 &!但这些方法由于其昂贵的仪

基金项目!国家自然科学基金资助项目’678#9:;59:1(
!通讯联系人! !"#$%&’ <=>?@=7(AB=8CD=8)?

以丙二酰肼席夫碱为中性载体的钴离子选择性
电极的研究

刘新露 !" #! 袁 若 !E ! 柴雅琴 !! 马钰华 !

"#! 西南大学化学化工学院"发光与实时分析教育部重点实验室" 重庆 $!!%#&’
"(! 四川理工学院化学系" 四川自贡 )$*!!!’

摘 要! 以双水杨醛缩丙二酰肼为中性载体制备了 .F0 膜 07GH 离子选择性电极$ 该电极对 07#H 呈现出良好

的选择性和近 6C@?AI 电位响应性能$ 电极斜率为 +%8% JFKDCL!线性范围为 %89* %93% M +8# * %935 J7NK/!检测

下限 "89* "935 J7NK/$采用交流阻抗技术研究了电极响应机理!并将电极作为指示电极初步应用于 4OP( 的

电位滴定及 07GH 的回收率实验!结果令人满意$

关键词! 双水杨醛缩丙二酰肼# .F0 膜# 钴离子选择性电极

+,-./ 01 2 134 50627,8!9:;3735,<=3 3735,>0.3 62;3.
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器或复杂的样品预处理及操作流程受到了限制!
离子选择性电极具有制作简单"成本低廉"操作

简便等优点#可直接应用于复杂样品中钴含量的

检测! 近年来国内外报道的钴离子选择性电极较

少 ! " # $% &#该文研究了原料易得"易于合成的双水

杨醛缩丙二酰肼席夫碱#并以其为中性载体制备

了聚氯乙烯 ’()*+ 溶剂聚合膜电极#研究结果表

明该电极对钴离子具有良好的选择性和电极电

位响应性能!

! 实验部分

,(-.% 酸度计 ’瑞士 ,/001/23451/65 公司 +$
(783.* 型离子酸度计 ’上海大中分析仪器厂+$
9,"/ 型交流阻抗测试系统 ’德国 :;<=/2 >1/?02@?
公司+!增塑剂邻硝基苯基辛基醚’!3A(B>+参照文

献 !$$ & 制备! 载体双水杨醛缩丙二酰肼席夫碱

参照文献 !$-& 合成 ’图 $+! 其余试剂均为市售

分析纯# 水为二次去离子水经高锰酸钾处理重

蒸馏!
按照 4<5C;D 和 ,556E 创立的常规方法 !$.&

制备 ()* 敏感膜及安装电极#其电极电位由下列

电池测定%FG H FG*1∣IAB. ’%J$ C51KL+!()* 膜∣

待测液!I*1 ’饱和+ H 7G-*1- H 7G

" 结果与讨论

"#! 电极的电位响应特性

离子选择性电极的电位响应性能很大程度

上取决于增塑剂的性质 ! $M #$N & 以及载体的含量!
在 O7P.JN 的硝酸缓冲溶液中# 测试了分别以邻

硝基苯基辛基醚 ’!3A(B>+"邻苯二甲酸二正辛酯

’QB(+ 和癸二酸二正辛酯’QB8+ 等 不 同 增 塑 剂 #
载体含量不同的电极对 *5-R 的电位响应性能 ’表
$+!从表 $ 可以看出#以邻硝基苯基辛基醚为增塑

剂#膜相中载体的质量分数为 .JM S 时对 *5-R 具

有最佳电位响应性能#可得 *5-R 电极的最佳膜组

成为%" ’载体+ ! " ’()*+ ! " ’!3A(B>+ P .JMS !
.-J.S ! "MJ.S! 该 电 极 对 *5- R 在 $J% "$%3$ #
.J-"$%3N C51KL 的浓度范围内呈能斯特响应#检测

下限为 $J%"$%3N C51KL#斜率为 .$J$ C)K6/T#响应

时 间 #UNS 为 $% D!该 电 极 在 $J%"$%3. C51KL 的

*5’AB.+- 溶液中连续测试 $% <# 电 极 电 位 的 标

准 偏 差 为 $J- C) ’$ PM%+$ 在 $J% "$%3M C51KL 和

$J%"$%3. C51KL 的 *5’AB.+- 溶液中交替测试 N <#
电极电位读数的标准偏差为 $J% C) ’$P$%+! 电极

在使用一个月以后电位响应性能未见下降!

图 $ 载体的结构式

V@GJ$ 802WT0W2;1 X52CW1; 5X 0</ @5=5O<52/

B7 7B

A

A7

A

A7

B 7 * B

表 ! 膜组成不同的电极电位响应性能

$%&#! ’()*+,)( -.%/%-0(/1)01-) +2 (3(-0/+4() (5*3+61,7 8%/1+9) 5(5&/%,( 1,7/(41(,0)

$
-
M
N
"
Y
Z

.JM

.JM

.JM
-JY
MJ%
MJ"
NJ%

.-J-

.-J.

.-J.

.-JM

.-J%

.$JZ

.$J"

"MJM’QB8+
"MJ.’QB(+

"MJ.’!3A(B>+
"MJZ’!3A(B>+
"MJ%’!3A(B>+
".J"’!3A(B>+
".JM’!3A(B>+

UJZ
$-JU
.$J$
-ZJ"
-ZJ-
-ZJ%
-YJZ

YJ." $%3M# $J%" $%3$

-J"" $%3M# $J%" $%3$

.J-" $%3N# $J%" $%3$

MJZ" $%3N# $J%" $%3$

NJ-" $%3N# $J%" $%3$

NJM" $%3N# $J%" $%3$

"JN" $%3N# $J%" $%3$

ABJ
,/C[2;=/ T5CO5D@0@5=’"\S+

*;22@/2 ()* (1;D0@T@]/2
815O/’C)K6/T+ L@=/;2 2;=G/’C51KL+

"#" 电极的 *: 值应用范围

电 极 的 电 位 响 应 性 能 与 溶 液 的 O7 值 密 切

相 关 ! 以 硝 酸 为 缓 冲 溶 液 配 制 了 浓 度 分 别 为

$J% "$%3. 和 $J% "$%3- C51KL 不同 O7 值的一系列

*5-R 溶 液# 测 试 了 电 极 在 不 同 O7 值 条 件 下 对

*5-R 的电极电位 ’图 -+! 从图 - 可以看出#电极电

刘新露等%以丙二酰肼席夫碱为中性载体的钴离子选择性电极的研究. 期 .U



图 ! "#$ 膜在不同浓度的 $%&’()*+ 溶液中的交流

阻抗谱图

,-./0 123456784 39%:; %< "#$ 242=>674 -7 :?4 ;%9@:-%7;
8%7:6-7-7. 5-<<4>47: 8%7847:>6:-%7 %< A%&’(!*+

表 ! 以水杨醛缩水杨酰肼为载体的电极选择

性系数

"#$%! &’(’)*+,+*- ).’//+)+’0* ./ *1’ ’(’)*2.3’
$#4’3 .0 4#(+)-(#(3’1-3’ 4#(+)-(.-( 1-32#5.0’

图 + 溶液 3B 值对电极电位响应的影响

,-./+ C<<48: %< 3B %< :?4 :4;: ;%9@:-%7 %7 :?4 >4;3%7;4 %<
:?4 3>%3%;45 4948:>%54

位在 3B 值+DE 之间基本保持恒定! 这就是该电

极的 3B 值应用范围" 当 3B F E 时!随着溶液中

(BG 的浓度增加! A%+H 和 (BG 生成氢氧化物!溶

液中的 $%+H 数减少#当 3B I + 时!随着 BH 浓度的

增加!载体发生质子化作用!因而电极电位产生

较大变化J KE L"
!%6 电极的选择性

电极的选择性是离子选择性电极的重要参

数!选择性用选择性系数 ! 来描述!它表示被

测离子 - 与共存干扰离子 M 的选择性系数" 选择

性系数值越小!则电极对 - 离子的选择性越好!即

M 离子的干扰越小" 对于该 "#A 膜电极!采用分

别溶液法 J KN L 测定了常见阳离子对 A%+H 的选择性

系数 9. ! !其结果见表 +" 由表 + 可得!以水

杨醛缩水杨酰肼席夫碱载体的膜电极对 A%+H 有

较高的选择性"
!%7 膜交流阻抗行为研究

在 +O !!频率范围为 KOEDKOG+ BP!激励电压

为 +Q/O 2# 条件下! 测试了以双水杨醛缩丙二酰

肼为中性载体的 "#A 膜在含不同浓度的 A%R’(0*+
溶液中 &3B0/Q* 的交流阻抗行为 &图 0*" 图 0 中高

频区呈现规则的膜本体及表面阻抗半圆!低频区

可观察到 S6>=@>. 阻抗" 当溶液中 A%&’(0*+ 浓度

分别为 K/O"KOGT 和 K/O"KOG+ 2%9UV 时! 所对应的

膜本体阻抗分别为 K/WQ"KO+ 和 K/XQ"KO+ Y!!膜

本体阻抗随着 A%+H 浓度的增加呈下降趋势" 以上

实验现象表明!A%+H 离子参与了传输且载体携带

A%+H 通过膜相的传输过程受扩散控制"

!%8 电极的初步应用

!"#"$ 电位滴定

在 硝 酸 盐 缓 冲 溶 液 中 &3B0/Q*!以 K/O "KOG+

2%9UV 的 CZ[\ 标准溶液作为滴定剂! 以双水杨

醛缩丙二酰肼为载体的 "#A 膜电极作为指示电

极!饱和甘汞电极为参比电极!滴定 +Q/OO 2V 浓

3%:
-]M

K/O"KOG0 2%9UV
K/O"KOG+ 2%9UV

GKNO

GKWO

G+KO

G+0O

G+QO

G+NO
O K + 0 T Q E N X W

3B

"&
2
#*

17:4><4>-7. -%7
^.+H

\90H

_7+H

A@+H

"=+H

^7+H

‘>+H

A6+H

a6+H

A>0H

V60H

’BT
H

V-H

bH

A5+H

’6H

9.!
GK/NT
GK/Q0
G+/OE
GK/QK
GK/WE
GK/ET
GK/XW
GK/XO
GK/WO
GK/WK
GK/Q0
G+/XQ
G+/XO
G0/QN
G+/TT
G0/TX

3%:
A%+H]M7H

GKOO

GXO

GEO

GTO

G+O

O
O QO KOO KQO +OO +QO

#c&Y!*

##
&Y
!
*

K/O"KOGT 2%9UV
K/O"KOG+ 2%9UV

3%:
A%+H]M7H
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表 ! "#$% 的回收率测定结果

&’()! *+,#-+./ #0 1+2+.345’24#5 #0 ,#(’62 7!8

!
"
#
$
%
&

’(()( *+,-./ *+0/)0/
122+.3
!4%5
"455
"4%5
#455
#4%5
$455

6+70( *+,-./ *+0/)0/
822+.9
"4$:
"4;:
#4$<
$45#
$4$%
%4!"

=)*+>)?@
8A9
;:4<
;;45
;:4:
!5!45
;:4&
!5#45

图 $ 电位滴定曲线

6BC4$ D+/)0/B+2)/?B* /B/?-/B+0 *7?>)

度为 !45!!5E# 2+.FG 的 H+"I 溶液! 其滴定曲线如

图 $ 所示"由图 $ 可得该电极能够比较准确的测

定溶液中的钴离子的含量!

!"#"! 回收率实验

以双水杨醛缩丙二酰肼为载体的 DJH 膜电

极 为 指 示 电 极" 饱 和 甘 汞 电 极 为 参 比 电 极"以

!45!!5E# 2+.FG 的 H+8KL#9" 溶液 8MN#4%3 为测试底

物"进行回收率实验"其回收率测定结果在 ;:4&"
O !5#45" 之间 8表 #3!
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!"#$!%&" 气体传感器敏感膜性质的研究

潘 勇 !! 黄启斌! 王艳武! 曹丙庆

!防化研究院’ 北京 ()**)+"

摘 要# 以 "#$% 聚合物为敏感膜材料制备了能够检测有机膦化合物的声表面波传感器!介绍了敏感膜材

料 "#&% 的镀膜方法! 以理论计算和原子力显微镜对敏感膜进行了证实! 研究了 "%’("#&% 传感器在不

同膜厚度下的频率变化"不同膜厚度的传感器对检测有机膦化合物的响应结果!并对检测机理进行了初步

讨论#

关键词! "%’ ) "#&* ) 传感器 ) 敏感膜 ) 性质

!,-./ 01 23425,563 708,549 7:8;87,3; 01 !"#$!%&" 982 23420;

+,- ./-012 34,-0 56!76-2 ’,-0 .,-!842 9,/ :6-0!;6-0
<=>?>,@AB C-?D6D4D> /E 9B>F6A,G H>E>-A>I J>6K6-0 LMNNMOP QB6-,R

"<2,;87, = "4@E,A> ,A/4?D6A 8,S> <"*’R ?>-?/@ 8B6AB A/4GT 7> 4?>T D/ T>D>AD /@0,-UB/?UB/@4? A/4U/4-T? 8,?
U@>U,@>T 86DB EG4/@/,GA/B/GU/GV?6G/W,-> <"#&*R ?>-?6D6S> F,D>@6,GX YB> U@>U,@6-0 F>DB/T /E "#&* A/,D6-0 8,? 6-!
D@/T4A>TI DB> ?>-?6D6S> A/,D6-0 8,? U@/S>T 86DB DB>/@V A,A4G,D6/- ,-T ,D/F E/@A> F6A@/?A/U> D>AB-/G/0VZ YB> E@>!
;4>-AV T@6E? /E T6EE>@>-D DB6A[->?? A/,D6-0 ?>-?/@2 DB> @>?U/-?> D/ /@0,-/UB/?UB/@4? A/FU/4-T? T>D>A>T 7V T6EE>@>-D
DB6A[->?? A/,D6-0 ?>-?/@ 8>@> ?D4T6>T2,-T DB> T>D>AD6/- F>AB,-6?F 8,? T6??A4??>TZ
>3/ ?0;.2 = "*’ \ "#&* \ ?>-?/@? \ ?>-?6D6S> A/,D6-0 \ AB,@,AD>@

基金项目#国家自然科学基金重点项目$]/ZLM^_‘MLM%资助课题

!通讯联系人! "#$%&’( U,-V/-0aL)?6-,*+/F

) 引言

声表面波$"4@E,A> *A/4?D6A ’,S> P "*’%传感

技术经过近三十年的发展b L c!由于其灵敏度高&体

积小&便于携带&易集成化等特点受到广泛关注!
而敏感膜材料的选择仍是人们研究的重点# 在已

经研究的各种结构& 不同性质的膜材料当中!聚

合物膜材料因其具有性能稳定& 结构规律性强&
选择和设计容易&镀膜方法简单等优点成为研究

最多&应用最广的一种敏感膜材料 b N d_ c# 迄今为

止 ! 已 经 合 成 的 氢 键 酸 性 聚 合 物 有 e &+fgb‘c&
+‘h bOc&"#&*bi c&J"+_&J"+i ba c等# 这几种聚合物

各具特色!但就对有机磷化合物吸附的选择性和

灵 敏 度 而 言 ! 六 氟jNj羟 基 异 丙 基 基 聚 硅 氧 烷

<"#&*R是最强的b ^ c # 它以六氟异丙醇为特征官能

团 ! 线 性 聚 硅 氧 烷 为 骨 架 的 聚 合 物 # 3&C+ 中

的jf3 由于受到临位jQ&_ 的影响使得氢键酸性

增强!能够选择性地吸附氢键碱性的气体如有机

磷化合物# "#&* 的选择吸附能力曾通过线性溶

解能关系b k c的定量计算得到证实#另外!聚硅氧烷

骨架有利于降低聚合物的玻璃化转变温度$!0%!
使 !0 低于室温!聚合物在常温下呈粘弹态!增强

了气体分子进入聚合物膜的渗透能力!提高了传

感器的灵敏性b _ P a c#

( 实验部分

(@( 试剂与仪器

甲苯!分析纯!北京化工厂’无水乙醇!分析

纯! 北京化工厂’ Hll+!kk,! 防化研究院!mQ
分析#
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">UD * / 2 2 k
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表 ! 镀膜次数与传感器频移变化的关系

"#$%! "&’ (’)*+,)’ )-.,#/ +0 1-00’(’,2
2&-34,’)) 3+#2-,. +0 567 )’,)+(

潘勇等!!"#$!%&" 气体传感器敏感膜性质的研究’ 期 ()

声表面波振荡器"双通道延迟线"中心频率

)** +,-" 延 迟 线 面 积 ( ../# 频 率 计 "0123456
7)8** 及相应工作站9 韩国#扫描电镜":!+!;(;*
系列"美国$
!%8 实验方法

!"# 传 感 器 延 迟 线 表 面 经 过 0<1=>?= 溶 液

@ !@,/!A(B " !@,CA/D E )"8%清洗后"以高纯水多次

清洗后氮气吹干$ 在 !"# 延迟线上以溶剂挥发

法连续镀以 !%&"F甲苯溶液"分别记录镀膜前后

频率的变化$以所制备不同膜厚度的 !"#G!%&"
传感器分别对 /** .HF.) 的 I++0 进行检测"记

录检测频率的变化$

8 结果与讨论

8%! 聚合物溶剂的选择

溶剂挥发法镀膜的关键步骤之一是对溶剂

的选择"一般要选择能够溶解聚合物而且挥发速

率中等的溶剂$ 这是因为"如果溶剂挥发较慢"镀

膜时间延长会导致溶液扩散到非镀膜区域"造成

传感器停振#如果溶剂挥发较快"溶液平铺能力

减弱"造成镀膜不均匀$
!%&" 主链是极性较弱的聚硅氧烷" 因此只

能溶解到非极性或弱极性的溶剂如乙醚& 苯&甲

苯&四氢呋喃等"难溶于极性强的溶剂如甲醇&乙

醇等$ 在实验中选择使用挥发性中等的溶剂甲苯

来配制 !%&" 溶剂$
8%8 膜厚的计算

!"!"# 理论计算

敏感膜厚度常用 !=J41K14L 公式进行估算!
!"M E G 8N/; # 8O; "* / # ! ’8%
其中"!"M’,-%为镀膜前后的频率差" "*’+,-%

为振荡器中心频率"#’5.%是 !%&" 膜厚度" ! 为

!%&" 的密度$!"# 传感器中心频率为 )** +,-"
!%&" 的密度 ! 为 8N(P HF5.)9代入’8%得!

!"M E G 8N;P # 8*88 # ’/%
!"!"! 实验验证

为 了 验 证 !=J41K14L 公 式 频 移 与 厚 度 的 关

系"这里采用层层镀膜的方法对膜厚度与频率变

化的关系加以验证#如图 8"从图上可以看出"随

着镀膜次数的增加"传感器频率变化的绝对值也

呈线性增加"拟合出的线性方程为!
!"MQ6,-D E $ (R(S G (R(/ $ ’)%

$ 为镀膜次数"相关系数 % E *RSPP$虽然拟合

的 直 线 不 过 原 点"但 与 原 点 非 常 接 近$ 这 一 结

论 验 证 了 !=J41K14L 公 式 可 以 用 来 计 算 敏 感 膜

的厚度$
!"!"$ 膜厚对传感器噪音的影响

传感器噪音的研究是为了确定传感器的检

测下限$ 一定时间内传感器噪音’!"$%的计算公

式如 (!
!"$ E $ @ ".=TG ".<>D U / ’(%
其中!".=T 为传感器最大频率" ".<> 为传感器最

小频率$

从数据分析上看"传感器镀膜前后的噪音与

传感器频率相比非常小$ 表 8 中给出了多次镀膜

后的噪音" 发现噪音变化范围为 /V ,-%8** ,-
之间"大于镀膜前的噪音"这是因为镀膜后延迟

图 8 传感器频率的变化与镀膜次数的关系

&<HN8 :?4 14W=3<2>M?<X K43Y44> 3?<56>4MM 2Z X2WL.41 =>[
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吸附!区别与单分子层的二维表面吸附!也区别

与多层吸附" 这是因为无定性聚合物在传感器表

面形态不规则!而且具有多孔结构!比表面积较

大" 气体不仅与聚合物表面的官能团作用!而且

还可以渗入到聚合物内部!与内部空间的官能团

作用!表现为立体吸附"
这里所测的 !""# 浓度相对较高!聚合物表

面的氢键位点只能满足少量的 !""# 的吸附!而

大量的 !""# 都要渗透到聚合物内部!与膜内部

的氢键位点作用!形成立体吸附" 因此!敏感膜的

厚度直接决定了吸附 !""# 的能力" 敏感膜越

厚!提供的氢键位点越多!吸附的 !""# 越大!传

感器质量负载越大!频移越大#反之!频移越小"
!"!"# 扫描电境对膜表面的表征

扫 描 电 子 显 微 镜 $$%&’’(’) *+,%-./’ "(%./!
0%/1,!$2"%!其成像原理是电子探针$即聚焦的

电子束%轰击$照射%试样表面时!大约有 34"的

能量会转化为热能!剩余的能量则产生一系列信

息!如二次电子&俄歇电子&背散光电子&特征 5
射线&阴极荧光&电子#空穴对和吸收电流等!薄

膜样品还有透射电子’ 如将电子探针对试样进行

扫描!将产生的二次电子信息!用探测器逐点加

图 6 $578 聚合物膜对 !""# 的多层立体吸附示意图

7()9: #/+;<,. <=+-(+&;,. 0/.1-(/’ -/ >&1/. </+,%=+&.0

图 ? 不同膜厚的传感器对 @""# 响应的影响

7()9A BC, .,01/’0, 0C(D- /D $8E 0,’0/. F(-C G(DD,.,’-
-C(%H’,00 %/&-(’)

化 学 传 感 器 $3 卷II

线表面的聚合物为疏松多孔状!平整度小于镀膜

前的石英表面而造成的"
!"!"$ 不同膜厚的 %&’(%)*& 传感器对 +,,-
的检测

以不同膜厚的 $8EJ$578 传感器对 @""#
进行检测!记录每次镀膜前后及检测 @""# 的频

率变化!并根据验公式(A%计算理论膜厚K 结果如

表 ?)

从表 ? 中! 可以看出! 传感器在未镀膜时!
$8E 延迟线与 @""# 气体间不产生相互作用!
因此无响应信号#当 $578 敏感膜材料制备在延

迟线上后! 由于 $578 与 @""# 间的相互作用!

使得膜表面质量发生了变化! 进而产生了频率

变化!而且随着敏感膜厚度的增加!检测同浓度

@""# 的 频 移 也 随 之 增 加! 基 本 呈 线 性 关 系!
!! L IM3NA" J :IMONK相关系数 # L P93QR" !!(HST%
为传感器对待测气体的响应频移!"(’<%为敏感

膜的厚度!如图 A"

传感器的响应频移之所以随着膜厚的增加

而增加!这是因为 $578 聚合物对 @""# 的吸附

为立体吸附(如图 :%"
无定性聚合物膜吸附气体一般是三维立体

表 ! 膜厚对 "##$ 响应频移的影响

%&’(! %)* +*,-./,* 0. "##$ .1 2311*+*/0
0)345/*,, 4.&03/6

镀膜

次数

$
4
U
A
:
I

镀膜前后

传感器频

移VHSTW
PMP
RXMI
RRMY
QAMX
QRMR

PMP
IMO
IMX
IM3
OMA

PMP
OMQ
XMQ
QMX
YAM:

理论膜厚

"V’<W
传感器对 @""# 的

响应频移(HST%

Y:

YA

YY

YP

3

Q

R

X

O
频

移
( H
S
T%

IMI IMX IMQ OMP OMA OMI
膜(’<%

$578 聚合物链 @""# 分子

第一次镀膜 第二次镀膜 第三次镀膜



!"# $"% 传感器镀膜前的延迟线表面!! &’ ’’’"
粗糙度 !" ( )*&+, -.

以收集#经过适当的处理和放大#并以此放大信

号来调制作同步扫描的显象管的亮度#显象管的

荧光屏上就可得到该信息的样品图像$ $/0 要求

试样为导体#不是良导体的试样事先应镀上一层

金%银或碳等导电材料$
由于延迟线石英表面和聚合物膜均为不良

导体#因此先在延迟线表面镀上金膜#再在 $/0
中观察形貌#扫描结果如图 ,$

从图 , 可以看出&未镀膜时#延迟线表面光

滑整洁#粗糙度 )*&+, -.’镀膜后#延迟线表面因

聚合物的存在#光滑度明显下降#粗糙度增加到

)+*12+ -.$溶剂挥发后#聚合物变得疏松多孔#比

表面积增大#有利于立体吸附$ 另外#还可以看

到聚合物没有规则的几何外形#因此可以断定#
$34" 为非晶态聚合物$

! 结论

以溶剂挥发法的镀膜方法制备了不同膜厚

度的 $"%5$34" 传感器# 发现敏感膜的厚度与

镀膜前后频率的变化基本呈线性关系# 验证了

$6789:98; 经验公式在计算膜厚中的实用性’以此

对有机膦化合物 <00= 进行检测#频率检测信号

也随着镀膜厚度的增加呈线性增加’通过扫描电

境观察镀膜后的形貌# 发现聚合物为非静态#呈

疏松多孔状#有利于立体吸附待测气体’而传感

器的检测下限%选择性%响应频移与气体浓度的

关系等方面的工作仍是下一步研究的重点$
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! 引言

许多疾病的诊断中! 通常采用基于抗体抗原

的检测方法 " # $! 但是% 由于不是所有的蛋白质都

能找到与之相对应的抗体或抗原! 并且对蛋白进

行标记又容易造成蛋白的失活! 所以发展高灵敏

度"高选择性的蛋白质检测技术尤其重要! 核酸

适 配 体 是 经 过 一 种 新 的 体 外 筛 选 技 术&’()(*
+指数富集配体系统进化,%从随机单链寡聚核苷酸

文库中筛选出来能够特异结合蛋白质" 小分子"

无机离子等的单链寡聚核苷酸" - $! 核酸适配体的

出现# 使抗原抗体的反应发生了革命性的变化#
弥补了现有抗体的不足! 因为核酸适体不仅具有

类似抗体对目标分子高亲和力和高特异性#而且

具 有 许 多 抗 体 都 无 法 比 拟 的 优 点 # 如 分 子 量

小"配 体 广 泛"无 免 疫 原 性"体 外 筛 选 不 依 赖 动

物或细胞并且可进行多种修饰等" . $! 因此#利用

核酸适配体的高度特异性发展新型蛋白质识别

技术受到了极大关注" / $! 目前已有利用荧光检测

法 " 0 $"石英微天平法 " 1 $"电化学方法 " 2 34 $ 等的基于

基于纳米 "#$% 的免标记型的电化学
适体传感器用于腺苷的测定

李哲建! 刘志敏 !

!河南工业大学化学化工学院" 河南郑州 &’!!’%#

摘 要! 以纳米 567- 作为适体固定的构建平台# 制备了一种用于腺苷灵敏测定的电化学交流阻抗型生物

传感器! "89+:;,1$.&</&作为氧化还原探针监测传感器表面电子传递电阻的变化%表面电子传递电阻的变化值与

腺苷的浓度在 =>?! =?@43=>?!=?@2 ABC<) 范围内有很好的线性关系% 最低检测限为 D>?!=?@=? ABC<)! 传感器显

示出高的灵敏度"好的选择性和稳定性!

关键词$ 纳米 567-$ 适体E 腺苷$ 电化学交流阻抗E 生物传感器

()*+,-./,, 0,1,2134# 4. )0,#453#, *)5,0 4# #)#4-"#$%
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核酸适配体的蛋白质检测技术报道$ 并且相关的

蛋白质识别技术正在迅速地发展!
目前"纳米材料因其独特的物理和化学性质

而广泛应用在生化分析和生物分离等方面! 纳米

%&’( 是一种很有吸引力的无机材料" 主要用在

催化和构制锂电池方面) *+ ,! -./ 等报道了基于纳

米 %&’0 的过氧化氢传感器 ) ** ,! 纳米 %&’0 可用

作固载生物分子的良好平台! 但目前尚未见关于

纳 米 %&’0 构 制 核 酸 适 配 体 电 化 学 传 感 器 的 报

道! 该文通过室温固相法制备纳米 %&’0"进而构

制了基于纳米 %&’0 的免标记型的电化学核酸适

体传感器! 应用此电化学适体传感器1 以电化学

阻抗法对腺苷进行免标记检测" 其线性范围为

*23 "*3 4! 5*23 "*3 67 8/9:;< 检 测 限 为 =23 "*3 6*3

8/9:;!

! 实验部分

!"! 试剂与仪器

壳聚糖 #>?@A"BCD8.$% 乙酸锰 #%& EFGH0&
I?0’"天津光复精细化工研究所$%腺苷’尿苷’胞

苷 和 鸟 苷(BCD8.$%探 针 JKF(LLJKF"大 连 宝 生

物工程有限公司$)MN6B?6E>?0OM4PGPGPPDD.GGG4QN%
腺苷适体(.RP.8ST"大连宝生物工程有限公司$)
QN4.D.D..GGPDDDDD.DP.PPDGDD.DD..DDP4MN%JKF 序列

溶液使用含 3U* 8/9:; K.>9 的 323* 8/9:; 磷酸盐

缓冲溶液 EVWB"R?XUIO 配制* 其它试剂均为分析

纯"实验用水为二次蒸馏水*
电化学实验采用 >?@YQ3> 电化学工作站E上

海辰华仪器公司O 并使用三电极体系) 玻碳电极

EZ>[1 ! \ M 88O及其修饰电极为工作电极"饱和

甘汞电极EB>[O为参比电极1 铂丝电极为对电极*
!"# 实验方法

!"#"! 纳米二氧化锰的制备

参照文献)*0,"称取摩尔比为 M#0 的 %&EFGO0&
I?0’ 和 ]%&’I 置于研钵中1 研磨 I3 8C& 1 在 #3
$水浴中恒温数小时1产物用去离子水+无水乙醇

各洗涤 M 次1*3Q$下干燥数小时1 即得黑色纳米

%&’0! 纳米 %&’0 的粒径约为 M3 &8 )*0 ,!
!"#"# 适体传感器的制备

玻 碳 电 极 依 次 用 32M’ 32* 和 323Q !8 的

F90’M 粉在麂皮上打磨并超声清洗! Q !; 的分散

液 (023 8; 32I^ >?@A 与 M23 8D:8; %&’0 混合$

滴加到干净的玻碳电极表面" 冰箱中干燥 *0 _"
取 出 后 用 VWB 清 洗 得 %&’0:>?@A:Z>[ 修 饰 电

极" 紧 接 着 Q !; 的 探 针 JKF 溶 液 (*23 %*36Y

8/9:;$ 滴 加 至 %&’0:>?@A:Z>[ 修 饰 电 极 的 表

面"放置 * _ 后用 * 88/9:; WBF 封闭"制得LLJKF:
%&’0:>?@A:Z>[ 修饰电 极"最 后 将 探 针 修 饰 电

极 与 0 !8/9:; 的腺苷适体在 MX $杂 交 * _" 即

可 制 得 .RP.8ST : LLJKF:%&’0:>?@A :Z>[ 修 饰

电 极!
!"#"$ 电化学检测

以 *323 88/9:; )‘SE>KOY,M6:I6 (含 有 320 8/9:;
]>9$为电解质"记录各修饰玻碳电极的电化学阻

抗 谱 ! 交 流 阻 抗 记 录 的 外 加 电 压为 320I a"频

率 变 化 范 围 为 *33 b?c 532* ?c! 通 过 .RP.8ST :
LLJKF:%&’0:>?@A:Z>[ 修 饰 电 极 与 一 定 浓 度 的

腺苷在 M7 $杂交 * _ 前后电极表面电子传递电

阻的变化对腺苷进行定量检测!

# 结果与讨论

#"! 修饰电极的电化学特征

电化学阻抗法是在频率变化过程中测量电

极表面阻抗值的变化! 在 KdefCLP 图中"交流阻抗

图谱半圆弧的直径等于表面电子传递电阻E!SPO!
图 * 是在 *3 88/9 :; )‘SE>KOY,M4:I4溶液中"分别以

E.O Z>[% EgO %&’0:>?@ A:Z>[% EGO LLJKF:%&’0:
>?@A:Z>[% EhO.RP.8ST :LLJKF :%&’0:>?@ A:Z>[
和 ESO *3 &8/9:; 腺 苷 处 理 后 的 EhO电 极 为 工 作 电

极的 KdefCLP 图! 与裸 Z>[(图 *.$比较< %&’0 :
>?@A:Z>[ 由 于 表 面 的 %&’0:>?@A 膜 < 增 强 了

)‘SE>KOY,M4:I4在电极表面的电子传递<表面电子传

递电阻E!SPO减小(图 *g$! %&’0:>?@A:Z>[ 固定

LLJKF 后ELLJKF :%&’0:>?@A:Z>[O< 其负电荷的

磷酸骨架会排斥同样电性的)‘SE>KOY,M4:I4< 阻碍其

到达电极表面并降低电极表面的电子传递能力<
使表面电子传递电阻增加 (图 *G$! 当适体与探

针杂交形成双链 JKF 后(图 *h$"表面电子传递

电 阻 进 一 步 增 加" 而 当 .RP.8ST : LLJKF:%&’0:
>?@A :Z>[ 使用一定浓度的腺苷处理后(图 *S$"
!SP 又有所减小" 这主要是由于腺苷适体与腺苷

结合的高度专一性" 导致一部分腺苷适体从传

感界面上解离!
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!"! 界面的固定

探针的固定界面直接影响传感器的性能" 该

文 实 验 中# 通 过 交 流 阻 抗 法 比 较 了 裸 ()* 和

!"+$,)-./ ,()* 两种不同的固定界面对传感器

性能的影响" 结果表明$电极表面探针的固定能

减小0123)4567%8,0129)4:67&8的电化学响应$导致电

极表面的 !2; 增大% !2; 的变化能反映出探针的固

定 量" 由 于 <"+$,)-./ ,()* 固 定 界 面 的 !!2;

&=6> ": 比裸 ()* 9?& ":的 !!2; 大$为了增加探

针的固定量$实验选择 !"+$,)-./ ,()* 作为探

针的固定界面%
!"# 传感器的性能

在优化的实验条件下$ 通过 @A;@B2C,DDE4F,
<"#$,)-./,()* 电极与不同浓度的腺苷杂交$以

电化学交流阻抗图的 !2; 的变化作为检测信号对

腺 苷 进 行 检 测% 以 三 次 平 行 测 量 的 !2; 的 差 值

!!2; 的平均值对腺苷浓度的对数作图$如图 $ 所

示$!!2; 的 平 均 值 与 腺 苷 浓 度 的 对 数 值 在 =G> !
=>8’ BHI,J 到 =G> !=>8K BHI,J 浓 度 范 围 内 呈 较 好

的 线 性 关 系 L 相 关 系 数 " M >G’’N K$ 检 测 限 为

NG>!=>8=> "BHI,J&信噪比 O,4 M %’%
为了验证腺苷与其核酸适体是特异性结合

的$用其它蛋白&例如尿苷(胞苷(鸟苷等’在同样

的实验条件下代替腺苷进行实验% 图 %@ 和 %P 分

别 为 @A;@B2C , DDE4F ,<"#$,)-./ ,()* 分 别 与

=G> !=>8% BHI,J 尿 苷 和 =G> !=>8% BHI,J 胞 苷 杂 交

前 后 的 4QRSTD; 曲 线% 由 图 可 见$ 浓 度 比 腺 苷

高= >>> 倍 的 尿 苷 和 胞 苷 的 加 入 基 本 没 有 改

变 @A;@B2C , DDE4F ,<"+$,)-./ ,()* 的 !2; 值%
@A;@B2C , DDE4F,<"+$,)-./ ,()* 电极与=G>!=>8%

BHI,J 的鸟苷杂交后$!2; 的变化值较大 &图 %U’$
这也许是由于鸟苷与腺苷具有相似的结构引起

的0 =% 7% 但当 @A;@B2C , DDE4F ,<"+$,)-./ ,()* 电

极与 =G>!=>86 BHI,J 的腺苷杂交后$!2; 的变化值

很大 &图 %V’$ 说明基于 @A;@B2C , DDE4F,<"#$,
)-./ ,()* 的电化学适体传感 器 对 腺 苷 具 有 很

高的特异性识别能力%

!"$ 传感器的重现性和再生性

通过研究 ? 支按相同方法制备的适体修饰

电极与同一浓度&?> "BHI,J’的腺苷杂交前后表

面电子传递电阻的变化值&!!2;’来考察传感器的

重现性$? 支测定结果的 WOE 为 ?GNX% 说明所构

制的传感器有良好的重现性% 将杂交后的电极在

$>> "BHI,J 的腺苷适体中浸泡 = Y9%K "5可实现

传感器的再生L结果显示$再生 => 次后$传感器的

响应信号下降了 =?X%

$>>

=?>

=>>

?>

>
> $>> &>> 6>> N>>

## , HYB

$
%
$,
HY
B

@
P

U
2

V

图 = 不同修饰电极的 4QRSTD; 曲线

1TZG= [QRSTD; AIH;D H\ TBA2V@"U2 DA2U;C@ HP;@T"2V @;
9@5 P@C2 ()*] 9P5 <"+$,)-./,()*]

9U5 DDE[F,<"+$,)-./,()*] 9V5 @A;@B2C , DDE[F,<"+$,
)-./,()*]925 9V5 ;C2@;2V ^T;Y => "BHI,J @V2"HDT"2

图 $ !!2; 与腺苷浓度负对数的线性关系图

1TZG $ /Y2 AIH; H\ !!2; _DG ;Y2 "2Z@;T_2 IHZ@CT;YB H\ ;Y2
@V2"HDT"2 UH"U2";C@;TH"

!!2; M !2;LT 8 !2;L>G !2;LT TD ;Y2 2I2U;CH" ;C@"D\2C
C2DTD;@"U2 T" ;Y2 AC2D2"U2 H\ @V2"HDT"2 @"V !2;L >

TD ;Y@; T" ;Y2 @PD2"U2 H\ @V2"HDT"2

=N>

=6>

=&>

=$>

=>>

N>

6>

&>

$>

>
KG> KG? NG> NG? ’G> ’G?

8IZ3& , 3BHI , J::

!’
2;
,"
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图 1 2342056 - 7789:-;<=&->?@A -B>C 与四种核酸杂交前!虚线"及杂交后!实线"的交流阻抗图谱

DEFG1 A/5 E035H2<I5 735I462 .J 4/5 75<7E<F 7K7450 L5J.65 MH27/ H.4 NE<5O 2<H 2J456 M7.NEH NE<5O
L5E<F 652I45H PE4/ J.Q6 <QIN5.4EH57G M2O ’ 00.N-R Q6EHE<5S

MLO ’ 00.N-R IK4EHE<5S MIO ’ 00.N-R FQ2<.7E<5S MHO ’ !0.N-R 2H5<.7E<5

+ &++ )++ *++ ,++ ’ +++ ’ &++ ’ )++
!" - ./0

*++

"++

)++

1++

&++

’++

+

"
!
$-
./
0

"
!
$-
./
0

M2O MLO

MIO MHO

! 结论

该文采用纳米;<=& 制备了一种新型电化学

适体传感器#采用电化学交流阻抗法检测腺苷有

较高的灵敏度和较宽的线性范围$ 由于免除了杂

交指示剂的加入#操作程序大大简化#因此具有

很好的应用前景$

参考文献

T ’ U V2<F ; WX V2<F R YX V2<F BX 54 2NG :33NEI24E.< .J

E035H2<I5 735I46.7I.3K J.6 0.<E4.6E<F I.NN.EH :Q Z
5</2<I5H 2<4EL.HK E00.LENE[24E.< 2<H 2<4EL.HKZ2<4EF5<
652I4E.<7 T W U G \E.75<7G \E.5N5I46.<GX &++)X (! M*O ] "^"_
",&G

T & U AQ56‘ >X B.N R G aK745024EI 5b.NQ4E.< .J NEF2<H7 LK
5c3.<5<4E2N 5<6EI/05<4] d9: NEF2<H7 4. L2I456E.3/2F5
A) 89: 3.NK056275 T W U G aIE5<I5X ’!!+X &)! M)!*,O] "+"
_ "’+G

T 1 U R55 W DX ?5775NL564/ W dX ;5K567 R :X 54 2NG :342056
H242L275G 9QIN5EI 2IEH7 d57 T W U G &++)X 1& 8242L275
E77Q5] 8!"G



! " # $%&’())* +, -*./..* -, -012*.* 34 5.0)67*20) 088)*20!
7*%.1 %9 0870&(:1 ! ; # 4 <*%1(.14 <*%()(27:%.4= >??@= >?
AB>CD > E>EF> EGEH

! @ # 3(:*.% I ;, J((K1 L 3H M)/%:%N(.*2 :(1%)/7*%. %9 )*N0.O
’*.O*.N ’6 0 ./2)(*2 02*O 0870&(: ! P # H PH 5&H QR(&H
S%2H= >??G= B>@TEBUD B> GV?FB> GVBH

! W # X*11 3, Y(7(:1(. Z, J%)9 [, (7 0)H 5. 0870&(:\’01(O
]/0:7^ 2:6170) 8:%7(*. ’*%1(.1%: ! ; # H 5.0)H QR(&H= >??>=
VETBVUD E E__FE E‘@H

! V # a/ b= c/ a= X*/ d= (7 0)H X0’()\9:(( ()(27:%2R(&*20) O(!
7(27*%. 9%: 0870&(: \’01(O 0::06 ()(27:%O(1 ! ; # H 5.0)H
QR(&H= >??@= VVTBWUD @ B?VF@ BBGH

! _ # X* a a= SR(. X [= dR0.N e b= (7 0)H f)(27:%2R(&*20)
*&8(O0.2( 18(27:%12%86 9%: 17/O6 %9 0870&(: g7R:%&’*.
*.7(:902*0) *.7(:027*%.1 ! ; # H Z*%1(.1H Z*%()(27:%.H= >??_=
>GTBBUD B W>EFB WG?H

! ‘ # h(.N i ;= S/. Q j= i0.N c= (7 0)H X0’()\9:(( ()(27:%!
2R(&*20) O(7(27*%. %9 .0.%&%)0: 0O(.%1*.( ’01(O %. 70:!

N(7 \*.O/2(O 0870&(: O*18)02(&(.7 ! ; # H I)(27:%2R(&H
Q%&&/.H= >??_= B?TEUD @GBF@G@H

!B?# Z0* c j= e/ c= a/ ; ;= (7 0)H QR%)*.( ’*%1(.1%:1 ’01(O %.
0 ’* \()(27:%2070)67*2 8:%8(:76 %9 3.k> .0.%80:7*2)(1
&%O*9*(O ()(27:%O(1 7% j>k> ! ; # H I)(27:%2R(&H Q%&&/.H=
>??V= ‘ TB?U D > WBBF> WBWH

!BB# c0% S ;= a/ ; j= J0.N c= (7 0)H 5 R*NR)6 1(.1*7*l( R6O:%!
N(. 8(:%m*O( 0&8(:%&(7:*2 1(.1%: ’01(O %. 3.k>

.0.%80:7*2)(1 0.O O*R(m0O(26) R6O:%N(. 8R%18R07( 2%&!
8%1*7( 9*)& ! ; # H 5.0)H QR*&H 5270= >??W= @@V TB\>UD V_F
_EH
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及其电化学性能的研究 ! ; # H 应用科学学报H B‘‘‘= BV
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!BG# dR(.N M= J/ d S= dR0.N S Z= (7 0)H 5870&(: \’01(O
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]/0.7*707*l( O(7(27*%. %9 0O(.%1*.( ! ; # H QR(&H n(1H
QR*.(1( o.*l(:1*7*(1= >??_= >ET>CD BG_FBE>H

李哲建等!基于纳米 3.k> 的免标记型的电化学适体传感器用于腺苷的测定G 期 @B



! 引言

纳米金又称胶体金!是指分散相粒子直径在

!"!#$ %& 之间的纳米金溶胶! 属于多相不均匀

体系!能稳定"迅速地吸附蛋白质!而且蛋白质的

生物活性无明显改变!在分子识别和标记"基因

分析及催化等领域有广泛应用# 最早在 ’()( 年!
*+&,- 等发现亚硝酸银在对苯二酚存在下! 可以

在纳米金表面被还原$ ’(.) 年 /012+3, 等4 ! 5 发表

了银增强免疫金方法的论文!把早先由 *+&,- 等

发现的金催化银还原现象运用到组织化学的研

究中来!创立了免疫金银染色法67899:$ 利用银的

增强作用使得在光镜下可视粒子的半径比单独

的金颗粒增加 !;"#; 倍! 极大提高了其灵敏度$
此后! 基于 7899 的各种生物免疫分析方法相继

被报道$ <+30%4 = 5 及 >+?@4 ) 5 先后在 9AB,%A, 上报道

了基于 7899 的 CDE 微阵列分析方法!其检测下

限可低至 ;FG H&01IJ$ JB+%2 等 4 K 5 将 7899 体系应

!"#$ %(& ’"$ L
9,H3 $ % ( ( (
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纳米金结合银增强用于质量放大压电
免疫传感器的设计

张万强 !"#" 王宏胜 !" 许志红 !" 吴朝阳 M N

"#! 许昌学院化学化工学院! 河南许昌 $%#!!!&
"’! 湖南大学化学生物传感与计量学国家重点实验室! 化学化工学院! 湖南长沙 $#!!(’#

摘 要$ 提出了一种基于纳米金结合银增强的质量放大方法以提高压电免疫传感器的灵敏度$ 通过夹心法

将纳米金引入传感器表面后滴加银增强试剂!在纳米金的催化下可使银沉积在传感器上!从而对免疫反应

引起的质量变化进行放大$ 以检测正常人 728 为例!对该方法的可行性作了研究!设计的传感器可在 ;FL " G
!2I&J 范围内实现对正常人 728 的定量检测$

关键词$ 压电免疫传感器0 纳米金0 银增强0 质量放大
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用于蛋白质微阵列分析"根据银增强后阵列灰度

的不同"建立了一种基于比色法的高灵敏度免疫

分析方法" 可检测出溶液中纳克级的人 #$% 抗

体# 楚霞等 & " ’ 将 #%(( 与高灵敏的金属溶出分析

相 结 合 "提 出 了 一 种 新 的 $高 灵 敏 的 金 属 免 疫

分析方法" 成功地对人 #$% 进行了电化学免疫

检测#
该文实验将纳米金)银增强体系用于质量放

大压电免疫传感器的设计"以检测正常人 #$% 为

例" 考察了纳米金)银增强体系用于压电免疫传

感器检测信号放大的可行性# 将石英晶体的金电

极用十二硫醇封闭后"以旋转涂膜的方法在晶体

表面形成一层胺化聚氯乙烯%*+,)-./&膜"戊二

醛活化后固定兔抗人 #$%" 待测人 #$% 和羊抗人

#$% 修饰的纳米金依次结合在传感器上# 滴加银

增强试剂后"在纳米金催化下"大量的银沉积在

传感器上"对抗原)抗体的识别信号放大"从而提

高了压电免疫传感器的灵敏度#

! 实验部分

!"! 仪器与试剂

,-!01" 型高分辨计数器 %石家庄无线电器

厂&’石英晶体"23 切割%42" 型&"5 6.7"两面镀

金电极"晶片直径 08 99"电极直径 1 99"振 荡

电路为自制 33: 电路# 恒温水浴箱%上海实验仪

器厂有限公司&# 旋转匀胶机%中科院微电子研

究所&#
胺化聚氯乙烯;*+,)-.8"2<=>?@AB"银增强试

剂及氯金酸;.2C,<DE购于 (#%62"兔抗人 #$%"正

常人 #$% 及羊抗人 #$% 均购于北京鼎国生物公

司# 所用试剂均为分析纯"实验用水均为三次蒸

馏水#
!"# 纳米金的制备

实验所用纳米金以 F>GHI 法 & 1 ’ 制备"实验所

用玻璃器皿均用新配制的王水%.,< !.-J! 的 体

积 比 为 ! !0& 浸泡 08K 9?H" 并用蒸馏水冲洗 !
次"真空干燥箱中干燥后使用# 取 0KK 9: KL0M的

.2C,<D 溶液于 /"N 9: 三口烧瓶中" 电动搅拌器

搅拌下加热至沸腾回流后" 迅速加入适量 OM的

柠檬酸三钠溶液"溶液由无色变为蓝色"并逐渐

变为酒红色"继续加热搅拌 ON 9?H 后撤去加热装

置"任其自然冷却至室温# 所制纳米金于 D "冰

箱中保存# 纳米金粒径可由加入柠檬酸三钠溶液

的量来控制" 实验中分别加入 OP"$8PN 和 DPN 9:
的柠檬酸三钠"制得粒径约为 8N$0" 和 0N H9 的

纳米金#
!"$ 羊抗人 %&’ 包被的纳米金的制备

制备方法见文献& Q ’ # 用 NP0 9R<S: T8,J! 将

纳米金 U. 值调至 5PN" 磁力搅拌器搅拌下向 "
9: 纳 米 金 中 加 入 8NN !: 0 9$S9: 羊 抗 人 #$%"
!N 9?H 后 加 入 适 量 的 "M牛 血 清 白 蛋 白%V(2&"
摇匀并静置 1N 9?H 后"分别以 W NNN >S9?H%8N H9
纳米金&$08 NNN >S9?H %0" H9 纳米金& 和 01 NNN
>S9?H%0N H9 纳米金&离心 !N 9?H# 弃去上层清夜

后用 0M的 V(2 溶液重新分散纳米金# 所得产物

在冰箱中于 D"保存备用#
!"( 传感器的制备

用 新 配 制 的 *?>XHAX 溶 液 ;!N#.8J8 与 浓

.8(JD 的体积比为 0!!E清洗石英晶体的金电极表

面"再将其置于丙酮中超声 0N 9?H"分别用乙醇

和蒸馏水冲洗并用氮气吹干后"立即将晶体置于

NPN" 9R<S: 十二硫醇的乙醇溶液中浸泡 08N 9?H"
然后用乙醇和蒸馏水冲洗并吹干"将石英晶体置

于旋转匀胶机上" 滴加 8N 9$S9: *+,Y-.8 的环

己酮Y四氢呋喃溶液%!;环己酮E !!;四氢呋喃E Z
! !8&"以 0 KKK >S9?H 连续两次旋转涂膜# 涂膜后

的石英晶体于干燥箱中干燥 8K 9?H 以使有机溶

剂充分挥发"然后滴加 8P"M戊二醛溶液"反应 DK
9?H" 蒸馏水冲洗后滴加 8K !: 0 9$S9: 兔抗人

#$%"于 !Q"恒温水浴箱中反应 1K 9?H"水洗干净

后滴加 !K !: !M牛血清白蛋白反应 DK 9?H"以封

闭醛基活性位点"蒸馏水冲洗后氮气吹干备用#
!") 测定方法

将固定了兔抗人 #$% 的石英晶体置于不同

浓度的人 #$% 溶液中"于 !Q"恒温水浴箱中孵育

1K 9?H# 蒸馏水冲洗后滴加羊抗人 #$% 修饰的纳

米金"于 !Q "恒温水浴箱中反应 1K 9?H"磁力搅

拌器搅拌下用含 KP5M -X,< 的 *V( 洗 涤 " 9?H"
石英晶体用氮气吹干后置于盛有变色硅胶和无

水氯化钙的干燥瓶中"!K 9?H 后测定石英晶体频

率 "0"取银增强试剂 2 和 V 等体积混合"立即滴

加到晶体表面并将晶体置于暗处"反应 0K 9?H 后

迅速用蒸馏水冲洗" 干燥 !K 9?H 后测定频率 "8"
"8 与 "0 之差即为频率变化值#



图 ! 晶体频率变化值与抗体固定时间的关系曲线
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图 < 石英晶体在银增强试剂中的频率响应

=0> 未封闭!"4> 以十二硫醇封闭!"7> 共同使用十二硫醇

和 ?@&ABC! 封闭

"#$%< "(*6’*178 (*23+12*2 +, 6’0(-; 7(82-0/2 #1 2#/)*(
*1.017*:*1- 2+/’-#+1
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! 结果与讨论

!"# 金电极的封闭

银增强试剂极其敏感# 不仅纳米态的金$其

它形态的金单质也会催化银的沉积$因此完全封

闭石英晶体的金电极是该银增强质量放大方法

的关键$只有银的沉积仅由通过免疫反应结合到

晶体上的纳米金引发$银的沉积量才能正确反映

待测物的浓度% 银增强试剂中的 G$H具有很强的

氧化性$用于封闭金电极的物质必须有很好的化

学惰性% I** 等J K L 首先在金电极表面组装一层<<A
巯基十一烷酸$然后多次交替组装带正电的聚烯

丙基胺盐酸盐"?GC&和带负电的聚苯乙烯磺酸

钠 =?MM>$ 在电极表面形成三层聚电解质’?GCN
?MM&自组装膜$较好地消除了金电极对银增强试

剂的影响$ 成功地将纳米金A银增强体系用于对

OBG 杂交的分析% 但这种处理方法步骤繁琐$需

时较长% 该文实验探索了新的方法$即首先在金

电极上自组装一层十二硫醇单层膜$然后以旋转

涂膜的方法在晶体表面形成一层 ?@&ABC! 膜$
成功消除了金电极对银增强过程的干扰% 长链硫

醇很容易在金质基底形成自组装单层膜$ 常用

于金电极的封闭$ 该膜具有很强的疏水性$ 但会

存在针孔状缺陷J D L% ?@&ABC! 膜具有良好的化学

惰性$进一步封闭十二硫醇膜缺陷的同时$提供

了可用于交联抗体的氨基% 实验考察了封闭前后

晶体在银增强试剂中的频率变化情况=见图 <>$在

<P :#1 内$ 未封闭的晶体频率变化值超过 < PPP
C;$ 由于十二硫醇自组装膜存在针孔状缺陷$以

其封闭的晶体也会有 <PP C; 左右的频率变化$共

同使用十二硫醇和 ?@&ABC! 封闭的晶体只有 FP
C; 的频率变化$较好地消除了金电极对银增强过

程的干扰%
!"! 抗体的固定

抗体的固定是压电免疫传感器设计过程中

重要步骤$它直接影响着传感器的灵敏度(重现

性及被固定分子的生物活性) 戊二醛交联法是常

用的抗体固定化方法#这种方法需要首先在晶体

表面建立一层惰性疏水物质作载体#常用的是半

胱胺和聚乙烯亚胺#然后用戊二醛作为交联试剂

与抗体结合#这种交联手段通过蛋白质中的赖氨

酸残基进行 J <P L *实验中用 ?@&ABC! 作载体#除提

供了可用于抗体交联的氨基#而且较好地封闭了

晶体的金电极*?@&ABC! 具有良好的化学惰性及

成膜性#常用于离子选择性电极的研制* 实验中

发现其成膜性与所用溶剂有关#以四氢呋喃作溶

剂旋转涂膜时# 所得到的膜较厚且表面粗糙#涂

膜后的晶体在振荡电路中的频率变得不稳定* 以

环己酮 " 四氢呋喃的体积比为Q "! 作溶剂取得了

较好的成膜效果#晶体涂膜后频率下降了 <P PPP
C; 左右#晶体频率在振荡电路中仍能保持较好的

稳定性*
抗体在晶体表面的固定量会影响传感器的

性能#实验考察包被时间对抗体固定量的影响#
从 图 ! 可 知#RP :#1 后 晶 体 频 率 不 再 随 时 间 的< FPP

< !PP

< PPP

KPP

RPP

FPP

!PP

P

P ! F R K <P <!
时间’:#1+

频
率

变
化

值
’ C

;+

!!P
!PP

<KP

<RP

<FP

<!P

<PP

KP

RP
FP

频
率

变
化

值
’ C

;+

P !P FP RP KP <PP <!P
时间’:#1+

0

4
7



图 ! 传感器对不同浓度人 "#$ 的频率响应

%&#’! ()*+,*-./ )*012-0* 23 45* 0*-02) 42 6 0*)&*0 23
.2-.*-4)64&2- 23 5,76- "#$

增加而明显增大! 可以认为此时抗体的固定量

已基本饱和! 因此实验中采用 89 7&- 的抗体固

定时间"
!"# 银增强时间的影响

银增强时间强烈影响传感器的频率响应!显

然!银增强时间越长!纳米金催化沉积的金属银

越多!石英晶体的频率响应值越大" 但即使没有

纳米金的催化!银增强试剂本身也会缓慢发生反

应!时间越长!这种自发反应就会越快!自发反应

生成的银单质会沉积于晶体上!从而产生较大的

背景干扰"实验发现!在 :9 7&- 的时候!这种背景

干扰达 ;9 <=" 综合考虑传感器高的频率响应和

低的背景干扰这两个因素!实验中选用 :9 7&- 的

银增强时间"
!"$ 纳米金粒径的影响

纳米金具有很强的催化活性! 它能够催化

>? 和 <@ 的氧化#A? 的还原#>?@ 的氢化以及甲

醇的燃烧等B :: C!其催化活性与纳米金的粒径有很

大关系B :@ C" 银在纳米金表面的沉积同样基于其催

化性能!其催化原理是$当银增强试剂与纳米金

接触时! 试剂中的 D#E与还原剂同时被吸附至金

颗粒表面并发生电子的转移!D#E被还原为银单

质而沉积在纳米金表面B :! C" 实验考察了纳米金粒

径 对 传 感 器 响 应 频 率 的 影 响 ! 对 浓 度 同 为 !
!#F7G 的人 "#H! 采用粒径为 :9#:I 和 @9 -7 的

纳米金! 晶体的响应频率分别为 @JJ# @K9# @L@
<=! 即使用小粒径的纳米金具有更好的催化活

性!传感器的响应频率更大!因此实验选用 :9 -7
的纳米金"
!"% 传感器响应特性

以 :’I 所 述 方 法 测 定 一 系 列 不 同 浓 度 的 人

"#H 引起的频率响应值!得到频率变化值%"!&与

人 "#H 浓度 %"& 的关系曲线 %图 M&! 在 9’!NI
!#F7G 范围内!传感器的频移值与人 "#H 的浓度

存 在 良 好 的 线 性 关 系 ! 线 性 回 归 方 程 为$ "!O
P@’; "EK@’M!相关系数为 9’JJI M"
!"& 石英晶体的再生

实验结束后! 将石英晶体用 Q&)6-56 溶液清

洗 I 7&-!晶体表面沉积的银可被溶解!蒸馏水冲

洗后置于四氢呋喃中超声 :9 7&-!QR>SA<@ 即被

洗掉!用无水乙醇冲洗后!晶体频率基本回到实

验前的状态!可继续用于下一次实验"

# 结论

将纳米金S银增强质量放大体系应用于压电

免疫传感器的设计!以检测人 "#H 为例!对纳米

金S银增强体系在质量放大压电免疫传感器中的

应用作了研究! 采用十二硫醇自组装膜和 QR>S
A<@ 封闭晶体!较好消除了晶体金电极对银增强

过程的影响’采用小粒径的纳米金具有更好的银

增强效果" 实验设计的传感器可在 9’MNI !#F7G
范围内定量检测人 "#H" 该质量放大方法有望用

于其它临床分析物的免疫检测"
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! 引言

自从 !"#$%&%’% 等于 () 世纪 *) 年代采用电

聚合方法合成出导电聚乙炔以来+ 导电聚合物的

研 究 和 应 用 取 得 许 多 进 展! ,-./ 年"012345 和

31’6 将葡萄糖氧化酶 789:; 包埋固定于聚吡咯

中"构建了酶传感器"揭开了导电聚合物构建生

物传感器的序幕! 随后"许多学者相继将不同的

酶#辅酶#抗体#:<=#甚至细胞和组织等生物活

性物质固定于不同的导电聚合物中"形成各种新

型的生物传感器! 导电聚合物生物传感器的主要

特点是响应性能强"制作过程简单可控"因而被

广泛使用! 天青!> , ? 作为一种生物染料"是一种

比较活泼的电子转移体"单体在导电基质上具有

良好的电化学行为"天青!可以在铂电极上电聚

合成导电聚合薄膜后具有良好的电活性和电催

化性能!
近年来发现" 可在一些纳米材料如金胶体#

纳米金!聚天青!修饰铂电极的电流型葡萄糖传感器

李群芳 !! 娄方明 !! 丁雁南 !! 张倩茹 !! 袁 若 ( @

"#! 遵义医学院药学系" 贵州遵义 $%&!!&#
"’( 西南大学化学化工学院" 重庆 )!!*#$+

摘 要$ 用循环伏安法在铂金电极上电聚合一层稳定的天青!聚合物膜"研究了这层膜在 )A, B13CD 磷酸缓

冲溶液$EF/AG%中的电化学性质! 用纳米金溶胶与聚乙烯醇缩丁醛$HIJ%构成复合固酶基质"采用溶胶K凝

胶法固定葡萄糖氧化酶$89:%于天青!修饰的铂金电极表面"制成了新型葡萄糖生物传感器! 实验发现"所

制备的传感器具有响应快#灵敏度高#稳定性好"对葡萄糖的线性响应范围为 ,A( ! ,)KG L *AG ! ,)KM B13CD"检

测下限为 /A)! ,)K/ B13CD! 并具有抗坏血酸#尿酸干扰的特点!

关键词$ 聚天青!N 纳米金 N 铂电极 N 电流型葡萄糖生物传感器
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银胶体上固定生物分子如酶!利用纳米颗粒比表

面积大!表面自由能高!吸附能力强!因而可使酶

在纳米颗粒表面得到强有力的固定!不易从酶膜

中渗漏" 金溶胶具有很好的生物相容性!并且是

电的良导体!可在酶的氧化还原中心与电极之间

传递电子等优点被广泛地应用于各类传感器的

制备"
袁若#柴雅琴实验小组 ! " #$ % 曾探索用纳米颗

粒如纳米金!纳米银吸附酶于电极表面!在测定

底液中加入电子媒介体制备了一类新型的生物

酶传感器" 该类传感器具有响应范围宽#灵敏度

高!稳定性好的特点!但此类传感器的缺点是背

景电流大!操作过程复杂" 该文的思路是将天青

!聚合在电极表面!用纳米金颗粒吸附葡萄糖氧

化酶!将导电聚合物的性能和纳米颗粒的优良性

能结合起来!探索出一种新型第三代生物传感器

的制备方法"

! 实验部分

!"! 试剂与仪器

&’())*+ 电化学工作站 $上海辰华仪器公

司%!&, -*./,0 型超级数显恒温器 $重庆四达实

验仪器厂制造%!’/)** 透射电子显微镜 $123!
日 立 公 司 %! 葡 萄 糖 氧 化 酶 $456!2&
.7.7879!.-:;-** <=>?@AB; ,>BCD 公 司%!天 青!$上

海试剂厂%!"/6 葡萄糖$+7E; 上海试剂厂%!聚乙

烯醇缩丁醛$0FG!上海化学试 剂 公 司%#氯 金 酸

$,>BCD 公司#闭光保存%#鞣酸$上海化学试剂公

司 %" 其 它 试 剂 如 &)’-HD$5:&I’I5#J’I059#
HD’059#J&K 均为分析纯试剂! 实验用水均为二

次蒸馏水" 标准储备葡萄糖溶液放置过夜后使

用"保存于 9!冰箱中"参照文献!9 %制备金溶胶!
其粒径用透射电子显微镜测试为 .I =C"
!"# 酶电极的制备

将空白铂电极放入到一定量天青!的磷酸

缓 冲 溶 液 中$L’)7-%!先 在/.79 #.7) F 电 位 范 围

内循环扫描 .* C>=; 然后在/*7M #*7M F 电位范围

内循环扫描至峰电流稳定!铂电极表面即能制备

出性能优良的聚天青!膜"
把一定量的葡萄糖氧化酶溶液和纳米金溶

胶混合!几分钟后再将 $ CN 的 !$0FG%O"P的无

水乙醇溶液倒入混合液!并用聚天青!修饰的铂

丝搅拌浸涂其中 .* C>=!使葡萄糖氧化酶吸附组

装到铂电极上!取出晾干后!悬于 L’)7- 磷酸缓

冲液上方在 9!下保存过夜"
!"$ 检测方法

采用三电极检测装置’ 饱和甘汞电极为参

比 电 极 !铂 丝 为 对 电 极 !葡 萄 糖 氧 化 酶 电 极 为

工 作 电 极" 在 9 CN L’)7- 浓 度 为 *7. CQKAN 的

J’I059/HDI’059 缓冲液 $含 *7. CQKAN J&K 作为

支持电解质%!温度控制为RI-"*7IS !的条件下进

行循环伏安测试" 电位扫描速率为 -* CFA@; 扫描

电位范围为/*7I#*7- F$"#$ ,&2%" 记录葡萄糖逐

渐加入时工作电极响应的循环伏安图!根据氧化

峰电流值与葡萄糖浓度成正比进行定量测定" 酶

电极不使用时! 将其于 9!下贮存在 L’)7- 磷酸

缓冲液上方"

# 结果与讨论

#"! 该传感器的电化学响应及检测机理

图 . 是制备该传感器不同状况下的循环伏

安图" 图 .D 为空白电极即裸铂电极在 *7. CQKAN
磷酸缓冲溶液中的循环伏安图!此时电极上基本

无氧化还原电对" 图 .T 为电极表面修饰有聚天

青!膜之后的循环伏安图!此时电极上出现了一

个氧化还原电对!氧化峰电位 %0D 为 *7.- F!还原

峰电位 %0U 为/*7*8 F!#%0 O*7.M F" &0UA &0D O.7.*;
’UA’DO.7*-" 另外!当扫速较低的时候!$%0 基本

保持不变" 这些结果表明!该峰具有很好的可逆

性" 在不同的扫速条件时!峰电流值与扫描速度

的平方根成正比!说明这种情况下氧化还原反应

受扩散控制" 图 .U 是用纳米金溶胶与聚乙烯醇

缩丁醛$0FG%构成复合固酶基质!以溶胶/凝胶

法固定葡萄糖氧化酶$456%于聚天青%膜修饰

的铂电极表面后的循环伏安图" 由于外面包敷有

一层不导电的 0FG 后!增加了电极的电阻!使得

氧化还原峰电流都降低" 图 .V 为该传感器在加

入了 - CCQKAN 葡萄糖后的响应情况" 此时!氧化

峰明显地增强!而还原峰基本无变化!表明该传

感器中聚合的天青!能有效地催化葡萄糖氧化

酶对葡萄糖的氧化" 其响应机理可表示如下’
456RW+6S X "/6/葡萄糖! 456 RW+6’IS X

"/6/葡萄糖酸内酯 R.S
456RW+6’IS X 聚天青!5Y! 456 RW+6S X

化 学 传 感 器 #Z 卷-M



图 ! 电子媒介体的聚合最佳 "# 图

$%&’( )*+ "+,- ./00+123 45 67+.204"4789+0%:+; ,:/0+ 5%793
41 2*+ 3/05,.+ 45 <2 +7+.204; =%2* ;%55+0+12 "> ?47/+3

图 @ 不同电极在 A’@ 947BC 磷酸盐缓冲溶液中!">D’E"的循环伏安图

$%&’@ F8.7%. G472,994&0,93 45 ;+5+0+12 +7+.204;3 %1 A’@ 947BC <*43"*,2+ H/55+0I">JKEL

聚天青!M6N OPL
聚天青!MQN!聚天青!RS T +U IVL
反应!V"即为电极反应# 此时产生氧化峰的

电位为 WX@E G$ 在这样低的电位条件下尿酸%抗

坏血酸以及一些氨基酸不易发生氧化# 有效地提

高了测定的选择性和灵敏度#
!"! 电子媒介体的最优聚合 #$ 值

考察了不同 "> 条件下$ 天青!在电极表面

的聚合情况# 实验发现天青!在 ">JXE 时$聚合

的效果最好$并由此制成的葡萄糖传感器性能最

佳$故选取聚合的 "> 为 JXE$如图 P 所示#
!"% 传感器对葡萄糖响应的最佳 #$

考察了该传感器在不同 ">EXA Y">ZXA 范围

的磷酸缓冲溶液中$ 对 [ 9947BC 葡萄糖的响应

!图 V"# 结果表明$在 ">JXE 该传感器有最大响

应值#
葡萄糖在很宽的 "> 范围内!PX\ YZX["有 活

性# 当氧作为 电 子 媒 介 体 时$ 最 佳 的 "> 值 为

]XZYJXA# 实验中最佳的 "> 值为 JXE$说明该传感

器显然受其它因素影响# 大量早期实验证明最佳

"> 的移动是由于新的电子媒介体的引入产生#
而酶的固定也是一个改变因素之一 ^ [ _ # 因此$最

佳 的 "> 值 为 JX[ 并 不 能 说 明 酶 的 活 性 已 经 改

变# 聚天青!对葡萄糖氧化酶有最佳催化是在

">JX[$而 "> 超过 ZXW 以后$固定酶的膜也 开 始

不稳定# 传感器在 ">JX[ 为最好的响应是酶%电

子媒介体和膜的最佳 "> 协同作用的结果# 以后

一系列的实验都采用 ">JX[ 的磷酸缓冲溶液#
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!"# 电子媒介体浓度对葡萄糖传感器的影响

电子媒介体浓度是影响这类传感器性能的

重要因素! 考察了聚天青!浓度为 #$#%& ’’()*+
,#-& ’’().+" 该传感器对 & ’’().+ 葡萄糖的响

应! 结果表明"随着电子媒介体的浓度增加氧化

电流增大"从而提高其响应灵敏度! 但电子媒介

体的浓度超过 #-% ’’().+ 后" 氧化电流反而降

低! 这是因为一方面当电子媒介体的浓度较低

时"电 流 响 应 受 酶/媒 介 体 动 力 学 控 制"而 较 高

的媒介体导致电流响应受酶/底物动力学控制!
另一方面" 较高浓度的媒介体时产生的背景电

流给检测造成困难! 以电子媒介体的第二类传

感器的研究也有类似的现象0 " ,1 2! 在 #-% ’’().+
该传感器有最大响应值"故媒介体的浓度选择为

#-% ’’().+!
!"$ 温度对传感器电流响应的影响

温度是影响酶催化反应的一个重要因素! 酶

的活性也与温度有直接关系"温度升高时"酶催

化反应速度增加" 但高温会使酶蛋白变性而失

活! 改变底液的温度"结果发现氧化峰峰电流随

着温度的升高逐渐增大"但温度升至 3& "后"氧

化峰峰电流逐渐下降! 综合考虑电流响应以及酶

活性"选择温度为45###$%6"!
!"% 传感器的线性范围! 检测限! 重现性和稳

定性

在最优的实验条件下"测得传感器在7$%$7#/&

, 1$&$7#/5 ’().+ 范围内电流响应与葡萄糖 浓 度

成线性关系"其检测下限为 "$#$7#/" ’().+#8.9:
5$% 对 &-# ’’().+ 的 葡 萄 糖 溶 液 连 续 扫 描 %##
次"电流响应仅下降 1-!3;! 该电极不使用时"用

水冲洗"吸干"悬于 3 "的磷酸缓冲溶液上方保

存!5# < 后"该电极的响应下降约 &$3;!一个半月

后"该电极的活性下降约 71$"﹪!
!"& 干扰物质的影响

研究了尿酸&抗坏血酸及人体血清中常见的

氨基酸对该传感器响应的影响"当葡萄糖浓度为

&$# ’’().+ 时"7$& 倍的抗坏血酸"7$# 倍的尿酸"
7$# 倍 +/半胱氨酸&甘氨酸&胱氨酸的存在对响应

电流基本无影响" 可见该葡萄糖生物传感器"具

有良好的抗干扰能力!

’ 结论

用循环伏安法在铂金电极上电聚合一层稳

定的天青!聚合物膜"用纳米金溶胶与聚乙烯醇

缩丁醛’=>?$构成复合固酶基质"采用溶胶/凝

胶法固定葡萄糖氧化酶’@AB$于天青!修饰的

铂金电极表面"制备的葡萄糖生物传感器"具有

良好的选择性&抗干扰能力"寿命长等优点"制备

较简单"适用于其它媒介体和酶体系"
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! 引言

尿 酸!!"""#$三 羟 基 嘌 呤"%&#是 人 体 内 嘌

呤代谢的主要产物’ ( )$ 血清中 %& 的正常水平为

!*+!,-.+/0*!!,-.+ 12345"尿液中 %& 的正常浓度

为 ,*+!,-.6/ +7+!,-.6 12385’ ! )$ 血 液 或 尿 液 中

%& 浓度异常可引起很多疾病"例如痛风%高尿酸

血症等’ 6 )$因此"对体液中 %& 浓度的监测可在早

期预防这些疾病的发生’ + ) $
近年来"电导聚合物由于在有机电池%电铬

显示%电催化及微电子装置方面均有着广泛的应

用" 而越来越受到重视$ 该文中则用番红花红

&9:;#聚合物膜修饰的玻碳电极对 %& 进行了测

定研究"发现此修饰电极对 %& 的氧化起到明显

的电催化作用"峰电流明显升高"并且此番红花

红&9:;#聚合物膜性质稳定"可用于实际样品的

测定$ 9:; 的结构如图 ,$

" 实验部分

"#" 试剂

番红花红 &9:;# 购于上海化学试剂有限公

司’%&&:3<=> 公司#储备液(-7-, 12345’使用二次

基于番红花红聚合膜的生物传感器的应用研究

牛凌梅! 连靠奇! 康维钧! 李 珊 ?! 刘汝俊

$河北医科大学公共卫生学院! 河北石家庄 !%!!"&’

摘 要! 研究了尿酸!%&)在番红花红!9:;)聚合膜修饰的玻碳电极上的电化学行为"发现 9:; 聚合膜电极

对 %& 的氧化能够起到明显的电催化作用$ 分别利用循环伏安法!@A)%差分脉冲法!BCA)%计时电流法研

究 了 %& 在 DE+*+ 的 磷 酸 缓 冲 溶 液 中 的 线 性 关 系 " 发 现 其 浓 度 分 别 在 !*- !,-.0 " F7G !,-H+ 12385!@A)"
"I-!,-."" ,*-!,-.+ 12385%!*-!,-.+" #*-!,-.+ 12385!BCA)"+*-!,-."" ,*-!,-.+ 12385!计时电流法)范围内呈

良好的线性关系$ 该电极用于实际样品的测定"结果满意$

关键词! 番红花红’ 玻碳电极’ 尿酸

()*+, -. /0-1231-4 53+ 5667085)0-3 -. 6-7,
915.453032 :; <-+0.02+ =7511, 854/-3 2728)4-+2

JK< 5KLM#1NKO 5K>L P>2#QKR P>LM SNK#T<LR 5K 9U>L?R 5K< ;<#T<L
V9WU223 2X C<Y3KW EN>3ZUO ENYNK [N\KW>3 %LK]N^_KZ‘R 9UKTK>aU<>LM -0--,bR @UKL>c

>/1)458) ? dUN N3NWZ^2WUN1KW>3 YNU>]K2^ 2X <^KW >WK\ V%&e >Z D23‘ V_>X^>LKLN de 12\KXKN\ N3NWZ^2\N f>_ KL]N_ZKM>ZN\7
gZ f>_ X2<L\ ZU>Z ZUN D23‘ V9:;e 12\KXKN\ N3NWZ^2\N _U2f_ >L 2Y]K2<_ N3NWZ^2W>Z>3‘ZKW >WZK]KZ‘ X2^ ZUN 2hK\>ZK2L 2X %&7
gL DU2_DU>ZN Y<XXN^VDE+7+eO ZUN 3KLN>^ ^N3>ZK2L_UKD YNZfNNL DN>= W<^^NLZ >L\ W2LWNLZ^>ZK2L 2X %& f>_ _Z<\KN\ Y‘ ZUN
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X2^ \NZN^1KL>ZK2L 2X %& f>_ !7G!,Gi0" F7-!,-i+ 123j5!@A)" "7-!,-i"" ,7-!,-i+ 123j5% !7-!,-i+" #7-!,-i+
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化 学 传 感 器 !! 卷"#

水!其它试剂均为分析纯" 所有实验均在室温下

进行#约为 #$"$%
!"# 仪器

%&’(( 电化学工作站 &天津艾达仪器有限

公司$’ 电极采用三电极系统( 铂丝为对电极!
%)*%)+, 电极为参比电极! 工作电极为聚#-./$
修饰的玻碳电极% 所有电位均相对于 %)*%)+, 参

比电极而言%

# 结果与讨论

#"! 聚!$%&"膜修饰电极的制备

将裸玻碳电极置于 %,#0’ 粉末的悬浆之中进

行打磨至镜面!取出!依次用 1#1 的 230’)1#1 的

丙酮)二次蒸馏水!各超声清洗 4 567!氮气吹干%
将处理好的电极浸入 89($1(:; 5<,*= 的 -./ 溶液

中&含有 (91 5<,*= 28-0>$!在:(98( ?19@( A 范围

内进行循环电位扫描 8( 圈! 即可得到蓝紫色聚

合物膜% 在酸性溶液中进行电位扫描是因为酸的

加入&如 28-0B$有利于膜的形成!且电位扫描法

比恒电位聚合法更有利于形成光滑均匀的聚合

物膜C $ D% 如图 8 所示!第一圈扫描在:(98$ A 电位

附近出现了一对氧化还原峰!这可能是因为单体

的 8 个电子转移的可逆反应 C " D% 另外!还有 8 个

氧化峰!分别出现在 191 A 和 19$ A% 第一个氧化

峰是由于产生了自由基阳离子!第二个氧化峰则

表明自由基阳离子被进一步氧化并形成了低聚

物% 但此两个氧化峰电流却随着电位扫描次数的

增加而逐渐降低!这是因为没有形成相应的还原

峰的缘故C " D% 如文献CE D中所述!-./ 聚合物在电

极表面增长的机理与聚苯胺形成相似! 均是借

助于在酸性环境中胺自由基与芳环碳原子的结

合C " D% 换句话说!若想获得 -./ 聚合物膜!必须

将 电 位 扫 描 至 能 够 将 胺 基 氧 化 的 电 位!这 也 是

为 什 么 在:(9;( ? 19(( A 之间扫描则得不到 -./

聚合物膜的原因% -./ 的聚合机理见图 8%
#"# ’( 在聚!$%&"膜修饰电极上的电化学响应

利用循环伏安法研究了 F% 在裸玻碳及修饰

电极上的电化学响应% 由图 ’ 可以看出!在裸玻

碳电极&实线$表面!F% 的氧化峰电流及峰电位

分别为 1"9’#$1(:" %!(9"1 A% 而在修饰电极&虚

线$ 表面!F% 的峰电流却大大增加 &#19!@$1(:"

%$!且峰电位 负 移&(9>@ A$!说 明 在 修 饰 电 极 表

面!F% 的氧化变得更加容易% 其反应过程可通过

以下机理来解释(聚&番红花红$的结构与聚&酚

藏花红$类似!是一种阳离子聚合物C @ D % &<G)HIJKL
曾 报 道 ! !:阳 离 子 之 间 的 相 互 作 用 可 使 得 此

主 体 对 于 水 溶 性 的 客 体 有 高 度 的 选 择 性 和 亲

和 性 C ! D % 而 F% 即为这样水溶性的客体!可以通

过分子间氢键与聚合物膜相互作用!加速电子的

传递!从而使得峰电流大大提高%
#") $%& 聚合浓度对 ’( 测定的影响

-./ 聚合的浓度不同!对 F% 的响应也不同!
如图 > 所示!当 -./ 聚合 1( 圈时!对 F% 的响应

随着 -./ 溶液浓度的增大而增加% 在 -./ 浓度

为 89($1(:’ 5<,*= 时!对 F% 的响应达到最大值!
之后随着 -./ 浓度的继续增大! 聚合膜过厚!对

于电子的传递起到了阻碍作用% 结果!F% 的响应

峰电流逐渐降低% 因此!在后续实验中!89($1(:’

5<,*= 选作 -./ 的聚合浓度%
#"* 溶液 +, 值对 ’( 测定的影响

溶 液 M2 对 F% 测 定 的 影 响 用 循 环 伏 安 法

&+A$ 在不同 M2 值的磷酸缓冲溶液中进行了研

究! 结果发现!F% 的氧化峰随着溶液 M2 值的增

加而逐渐增加!并在 M2>9> 处达到最大值!之后

逐渐减小% 这可能是因为 F%&MNOP49>$C 1(D 在 M2
小于 49> 时呈质子化状态! 这有利于与聚合物膜

形成分子间氢键!并且其相互作用力在 M2>9> 时

达到最大!考虑到对 F% 有最大的响应!M2>9> 作

为支持溶液的 M2 值%
#"- 工作曲线

分 别 利 用 循 环 伏 安 法 &+A$) 差 分 脉 冲 法

&&QA$)计时电流法R图 4S研究了 F% 在 -./ 聚合

膜修饰电极上的线性关系% 发现 F% 的氧化峰电

流均随着其浓度的增加而线性增加% 其线性范

围)线性方程)检出限列于表 1% 根据下列公式C 11 D

和计时电流法的测定结果! 可计算出 F% 在此修

2’+

283 3

图 1 -./ 的结构图

.6)91 -KJGTKGJI <U -./

V

3 +2’

328



饰电极上的扩散系数 !!!"#$%"
"&#$%!’$#&$(!’)# ’’*#+

其中 & 为 ,- 浓度!"./*0"#- 为电极面积!!"#"#

# 为电子转移数#此时 #&#12# 3#$ 为法拉第常数$
由 "(& 的线性关系#可得 ) 为 ’425!2678 !"#*%$
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图 # CDE 聚合过程中的循环伏安曲线
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图 ! "#$ 聚合浓度对 %& 测定的影响

"#$ 聚合圈数!’("%) 浓度!!*(! ’(+, -./01
234*, 566789 .6 "#$ 8.:87:9;<93.: .: =797;-3:<93.: .6 %&>
?@8/7 :A-B7; .6 "2$C ’(> 8.:87:9;<93.:C ,*(! ’(+, -./01

图 D 裸玻碳电极#实线$与聚%"2$&修饰电极%虚线及

点线&在 %)%实线"虚线&及空白溶液%点线&中的循环

伏安曲线

%) 浓度!E*(! ’(+, -./01’FG,*,’扫描速度!H( -I0J
234*D ?IJ <9 B<;7 K? 7/789;.=7 LJ./3= /3:7M <:= F./@L"2$N
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图 H %& 不同浓度的计时电流曲线

%& 浓度%’(+H -./01&!L’N (V LTN (*,V LDN ’*HV L,N T*(V LHN ,*(V LSN U*HV LUN R*(V LEN ’(’ 内置图为 %& 的线性关系

234*H QP;.:.<-F7;.4;<-J .6 %& <9 =3667;7:9 8.:87:9;<93.:J* Q.:87:9;<93.: .6 %&L’(+H -./01NC L’N (V LTN (*,V LDN ’*HV
L,N T*(V LHN ,*(V LSN U*HV LUN R*(V LEN ’(V ;7JF7893W7/@> XP7 3:J79 3J 9P7 F/.9 .6 <:.=38 F7<Y 8A;;7:9J 9. 9P7 8.;;7JF.:=3:4

8.:87:9;<93.:J .6 %&
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!"# $%& 聚合膜的稳定性

在 !"# !$#%& ’()*+ 的 ,- 溶 液 中 考 察 了 聚

!./0"膜的稳定性# 12 次连续测定之后$,- 峰电

流的改变在 &3之内$ 将此修饰电极置于磷酸缓

冲溶液!45672"中 82 天后$仍保留 913的电催化

活性# 以上结果均表明此聚合物膜有着很好的稳

定性#
!"’ 干扰物测定

研究了各种干扰物对浓度为 !"2 !$2%& ’():+
,- 测定的影响#在相对误差 ;3的限度之内$122
倍的 <=>%?)%%@>%AB1>$!2 倍的 +%赖氨酸% 葡萄

糖%+%天门冬酰胺$12 倍的谷氨酸%甘氨酸%胱氨

酸$$2 倍的 <-C5 对于测定不产生干扰$说明此

修饰电极有很好的选择性#
!"( 样品测定

利用 ./0 聚合膜电极对尿液中的 ,- 进行

了测定# 将样品稀释 $22 倍$用差分脉冲法对四

个稀释后样品的测定结果如表 1 所示# 根据测

定 结 果 及 稀 释 倍 数 可 得 样 品 中 尿 酸 的 含 量 为

!71!$2%! ’()D+#
表 ! 尿酸注射液中 )* 的测定结果

+,-"! &./012/ 345 26. 7.2.589:,294: 43 )* 9:
608,: 059:. /,8;1./

E 五次测定平均值
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