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摘要! )*+

电化学传感器灵敏度高$选择性好$分析时间短$检测成本低"极大地推动了生物传感器的发展
,#

结合

蛋白质酶$功能核酸酶的高催化效率与特异性"可提高检测灵敏度和选择性
,#

本文评述了酶放大
)*+

电化学传感

器的研究进展"并分析了现存问题"展望了发展趋势
,#

关键词! )*+

% 酶% 生物传感器% 电化学

中图分类号! -%.%## ##############################!!!!!!!!!! !

文献标识码! +!!

收稿日期&

/'&.0'.0&'

" 修订日期&

/'&.0'10'1####!

通讯作者"

2345#67%0(8/9/&7.($'

"

:0;<=45>?=@A3BC?;D,3ED,@B

国家自然科学基金项目'

*F,>/&&1(&&/">*F,>/&$1(&&/

(资助

电化学
G-HI*+J>-K>:J:L2I-LM:NOP2IQ

第
/'

卷 第
%

期

/'&.

年
&/

月

RF4,#/'###*F,#%

)3@,##/'&.

!$%! &',&$/'7ST,343@UVF@A3;,&.'.$&

#&'() (*'+5#!,#"#$%&'(%)$*,#,-./"#+,W%95#(/10($/#########################################

#0('123 %!!&''%0$.1&W/'&.9'%0'(/10'%#

################################!4((55SS343@UVF@A3;,?;D,3ED,@B

生物传感器系将生物敏感物质转换检测方便

的信号的器件 X&Y

"主要包括靶标识别元件和信号转

换元件
,#

靶标识别元件是构建生物传感器的关键"

必须对靶标有特异性与专一吸附或反应
,#

根据靶

标识别元件的不同"生物传感器可分为酶传感器$

免疫传感器$

)*+

传感器等 X/Y

,#

信号转换元件是生

物传感器的重要组成部分" 它对传感器的信号收

集$运用$灵敏度等有极大的影响
,#

根据检测手段

的不同"又分为质量敏感型$热敏型$场效应型$光

学$电化学等传感器X$Y

,#

)*+

电化学生物传感器以
)*+

为靶标识别

元件"以电化学方法为检测手段X.Y

"具有以下优点&

&

(

)*+

可人工合成"成本低"易于保存%

/

(对检测

对象"不仅可根据碱基互补配对的原则"检测特定

序列的
)*+

"还可利用适配体的特点"检测离子$

小分子$多肽$蛋白质甚至细胞%

$

(用量少"易微型

化%

.

(可联用多种检测方式"如质量型$光学$电化

学等
,#

其中电化学传感器由于选择性好$灵敏度高$

成本低$操作简便和易于微型化等而备受关注X(Y

,#

酶是指具有生物催化功能的生物大分子"其

催化效率很高" 对底物专一性好
,#

酶
)*+

电化学

传感器响应快$操作简单"近年发展尤为迅速
,#

本

文结合作者课题组的研究工作介绍酶放大
)*+

电化学传感器的进展
,

.

蛋白质酶 "聚合酶 #连接酶 #内切

酶#外切酶$

脱氧核糖核酸 )

)*+

( 是生物遗传信息的载

体" 其结构和功能对生物的遗传和变异有重要意

义
,#&8($

年"

Z<U[FB

和
LV=@\

提出了
)*+

的反向

双螺旋结构"其两条
)*+

链对应的碱基
+02

以双

键形式连接"

L0]

以三键形式连接" 糖
!

磷酸
"

糖主

链在螺旋外侧" 配对碱基在螺旋内侧
,#

利用
)*+

链之间碱基互补配对原则" 可实现特定序列的

)*+

检测
,

聚合酶$连接酶$内切酶$外切酶等蛋白质酶

对
)*+

底物有较好的特异性和高效的催化
,#

利用

酶与
)*+

的作用设计的
)*+

电化学传感器已展

现出强大的优越性和研究活力X%Y

,#

通过聚合酶反应

的放大作用 X1Y

"实现了目标物!

-2+

(的超灵敏检

测" 检测限达
%,(!&'

0&&

#^

*

J

0&

,>

利用
2.

连接酶将模

板
)*+

首尾相接闭合成环并与引物
)*+

相结

合"在
)*+

聚合酶的作用下"其引物可沿着环形

模板不断扩增"达到滚环放大!

IL+

(形成多拷贝

新链
)*+,>

该
)*+

与通过
+D

+

P

键固定到金电

极上的固定探针
)*+

杂交"从而可吸附更多电化

学活性物质亚甲基蓝)

N_

#

,>

单一酶放大方法已可得到令人满意的检测效

果" 通过有机耦合两种酶放大反应可得到更低的检

测限
,>

鞠熀先课题组通过联用内切酶和聚合酶"实现

了特定序列
)*+

的超灵敏检测)

&,&!&'

0&1

>;F4

*

J

0&

#

X7Y

,>

他们将生物素标记的捕获
@)*+

固定于亲和素修饰

电极
,>

在目标
U)*+

存在下"与辅助
<)*+

及
@)*+
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年

碱基互补杂交!形成了内切酶活性位点!通过内切

酶的作用使目标
%&'(

循环利用! 导致了大量的

)*(

引物序列的暴露
+

又经
)*(

反应形成的长链

&'(

与量子点标记的探针
&'(

杂交! 实现了对

目标
%&'(

的灵敏检测
+,

通常! 聚合酶和内切酶对

&'(

的活性位点只针对某一序列! 这给设计通用

型
&'(

电化学传感器增添了难度!在一定程度限

制了其运用-./

+,

外切酶可从核酸一端开始按序列顺

序催化水解核酸磷脂键!对
&'(

序列无特定要求
-0"1##/

+,!2#2

年!

345678

小组率先提出了利用外切酶

999

"

:68;999

#实现目标物循环放大的检测方法 -0!/

+,

随

后报道用
:68,999

酶在电极上反应的灵敏检测各种

物质!如
&'(

-0<=#>/

$离子"

?@

!A

%

-#2/

$蛋白质-#B/等
+,

作者

课题组报道了
:68,999

酶放大的免标记通用型检测

%&'(

方法 -00/

+,

如图
0

所示!将形成突出
<!

端的双

链
&'(

探针通过
(C

&

D

键固定于金电极上!当

%&'(

与双链
&'(

探针杂交时就可得到
:68,999

活性位点"钝的
<!

端双链%!释放出的
%&'(

又可

进行下一轮剪切!最终使含游离鸟嘌呤碱基"

E

%的

探针被大量剪切
F;

使其减弱对电化学活性物质亚

甲基蓝"

GH

%的吸附!实现
%&'(

的灵敏检测
+;

此法

利用游离的
E

和
GH

的强烈特异作用! 免去了对

探针的修饰!提高了灵敏度且降低了检测成本
+

!

酶联催化反应!辣根过氧化物酶"

聚合酶$内切酶$外切酶等显示出强大信号放

大能力!其作用底物为
&'(

!通常需对
&'(

进行

电化学活性物质的标记 "如二茂铁和亚甲基蓝%

+;

在分析过程中! 通过构型改变导致电化学活性物

质与电极距离变化! 从而其电信号改变就可检测

目标物
+;

但这种构型变化引发的电化学信号较弱!

其应用受限
+;

酶联免疫分析法利用抗体$抗原的特

异性结合酶催化作用! 实现蛋白质分析检测 -0I=0J/

+;

该方法在核酸分析领域已引发关注-0.=!2/

+

辣根过氧化物酶"

?)3

%系常用的标记蛋白质

或
&'(

酶! 可催化氧化
<F<!F>F>!!

四甲基联苯胺

"

KGH

%形成蓝色氧化物!已广泛应用于比色传感

领域 -!0/

+;

樊春海课题组 -!!/利用
?)3

具有催化氧

化
KGH

的性能结合电化学的优势得到了
&'(

的
LM84

'

N

=# 级别检测限
+O

他们将修饰
HP8%PQ

和
&P@

的分子信标(

GH

#固定于
(RPSPQ

电极
+;

这种分子信

标的结构阻碍了
&P@

与
(Q%PSP@=?)3

的结合
+;

当目

标
%&'(

打开分子信标时!同时造成分子构型的改

变! 促使暴露的
&P@

与
(Q%PSP@=?)3

结合! 得到

?)3

氧化的
KGH

TU

的还原电流
+;

这种方法需分子

信标修饰!增加了体系的复杂性和成本
+

作者课题组报道了用免标记的功能型分子信

标检测特定序列的
%&'(

-!</

+;

图
!

设计了含
D(

适

配体序列的分子信标探针! 其位阻效应阻碍了适

配体与
D(

的结合
+;

当目标物
%&'(

与探针相结合

时!使适配体序列暴露于溶液中形成可与
D(=?)3

紧密接触的结构!并测得
KGH

TU

还原电流!检测达

到
VM84

)

N

=# 级别的
%&'(+;

利用
D(

适配体与
D(

的作用!可免去探针繁琐修饰!降低成本!取得优

异的检测效果
+

"

脱氧核酶!

#$%& '()

酶"

传统观点认为所有的酶均系蛋白质
+;!2

世纪

J2

年 代 初 !

*W7X

和
(4%M5Q

发 现 了 核 酶 (

)P=

Y8Z[MW

%改变了这一看法 -!$/

F;

随之人工合成筛选了

;

图
0;;:68;999

酶放大
&'(

检测的示意图-00/

;\P@+;0;;D7XWM5%P7;SP5@]5M;L8];%XW;YP8^WQ^8]OL5Y]P75%P8QOY5^WSO8QO:68O999

-00/
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&
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"

图
'""

基于酶联催化反应的
#$%

生物传感器构建示意

图()*+

,-./0")""123456789:7;<8=6>.;:9.6/?6=:@A?:><8:5.A78B7A?:@654

?.;6>.AB

()*+

有
2$%

切割和连接可催化形成肽键!磷酸化等能

力的核酶
C:D?86E8?

小组也发现有同样催化能力的

#$%

片段"即脱氧核酶#

#$%

酶$

()F+

0:

这一重大的

发现为核酸分析领域提供了重要思路" 许多
#$%

酶的检测方法已有报道
0:

在
#$%

酶的催化反应" 常需金属离子作为辅

酶因子
0:

因此"

#$%

酶的生物传感器常用于金属离

子的检测
0:

目前"已报道
35

'G()&+

%

1/

)H()I+

!

JK

)L()M+

!

N/

)H()O+

等作为辅酶因子的
#$%

酶
CP35

)L 作为
MQRI,#$%

酶的辅酶" 可激发酶的活性并能将一定结构的互

补链剪切
C,SK

小组率先将其运用于铅离子的荧光

分析 (*T+

C,

在
35

)L 的存在下"

MQRI,#$%

酶活性被激

发"切割其互补链"使修饰于
#$%

链两端的荧光

基团和猝灭基团分离"实现了
35

)L 检测
C,U.6A

等 (*R+

将
MQRI,#$%

酶末端修饰电化学活性的亚甲基蓝

并固定于电极上" 通过
35

)L 激发酶活性从而得到

电流信号
C,

作者课题组报道了将
MQRI,#$%

酶通过

电化学发光&

VJS

$检测
35

)H

:

(*)+

C:

图
*

将氨基修饰的

具有酶活性的
#$%

探针固定于活化羧基的玻碳

基底" 加入功能核酸的底物
#$%

后" 在辅酶
35

)H

的作用下"

M4RI:#$%

酶将底物
#$%

切断" 使该

M4RI:#$%

酶通过碱基互补原则与修饰发光材料

&

2K

$的分子信标杂交"得到发光信号
C:

这种方法充

分利用了
M4RI:#$%

酶对底物
35

)H 的特异选择和

碱基互补配对的原则
W,

实现了
35

)L 灵敏特异检测
C

过氧化物酶活性的
#$%

酶在生物分析领域

的运用越来越受重视 (**Q*F+

C,

这类
#$%

酶对核酸序

列的要求不高" 一般能形成
X!

四分体结构的均能

与血红素&

18=.B

$相作用构成
#$%

酶
C,X"

四分体

结构的
#$%

酶有类似于辣根过氧化物酶活性"在

1

)

Y

)

存在下可使鲁米诺&

SK=.BAZ

$催化发光 (*&+

"也

可以使
)[)! #

连氮
$

双
\*%

乙基苯并噻哩
&&'

磺酸
]

&

%D^_

$

(*IQ*M+显色"已被广泛运用于比色传感器领

域
CPS.K

等(R*+将
X(

四分体结构的
#$%

固定于电极"

由于互补链
#$%

以其杂交屏蔽了其活性" 当目标

在
>#$%

和
V`APaaa

的作用下"使其恢复催化活性"

体现双酶的优势"实现
>#$%P@=AZ

'

S

QR 级别的检测
C

! "#$

电化学生物传感器的常见问

题与解决方案
国内外研究者一直致力于发展

#$%

电化学

生物传感器"结合酶放大方法实现超灵敏!特异的

目标物检测"已取得了很好的进展
CP

目前该方法存

P

图
*PPPMQRIP#$%

酶电化学发光传感器
35

)L 离子检测(*)+

P-./CP*PPMQRIP#$%bc=8Q56789P7;<8=6>.;P9.6/?6=P@A?P35

)L

P98>8;>.AB

(*)+

F)O

! !
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在的主要问题!

#

"电极选择!主要有玻碳电极和金

电极
%&

玻碳电极需要较为复杂的预处理# 固定探针

时其露出的羧基与修饰了氨基的探针需经较长时

间的孵化'(!)

%&

金电极主要是通过自组装$利用
*+

%

,

键将探针固定于金电极上'##-&!()

&

!

'固定探针的浓度!

不同的体系$ 固定于电极上的探针浓度会极大地

影响分析效果$浓度过高造成较大的排斥$降低其

与目标物的接触效率$浓度太低则信号较弱
%&

目前

主要根据不同体系经优化选取最佳的信噪比 './-&(0)

&

(

"非特异性吸附!固定探针的同时需防止探针的非

特异性吸附$ 常用巯基己醇或氨基己醇
%&

在酶反应

的过程中$金电极与酶吸附所造成的背景信号极大

地影响其分析效果$通常可用
1,*

封闭金电极'!()

&

$

"杂交效率!非均相反应会不同程度地影响分析效

果
%&2345

课题组提出了三元单层结构组成的电化

学传感界面$其中巯基己醇(

678

"使固定于电极

表面
9:*

探针可直立于电极表面从而得到统一的

构型$有利于杂交
%&

二硫苏糖醇(

9;;

"通过两个巯

基固定于电极上$ 其两个亲水羟基使
9:*

杂交传

感器的杂交效率更高$分析效果更好'$/<$.)

%

! "#$

电化学传感器的发展趋势
比表面积和导电效果均是影响电化学传感器

分析效果的重要因素
%&

碳纳米管)石墨烯)金属纳

米粒子等的修饰#结合
9:*

的识别作用越来越受

到关注 '$!<$()

%&

纳米磁珠的富集能极大地提高信号#

已被广泛报道'=)

%&

免标记的电化学方法简单)快速)

方便#已受到极大的重视
-&

特异性好)灵敏度高的

免标记
9:*

电化学生物传感器是今后的研究方

向
%&

对此#作者在研究免标记
*;>

检测方面进行了

一些尝试'$$)

#研究结果进一步证明了免标记电化学

检测的特点和应用潜力
%&

然而#

9:*

电化学生物传

感器常需将识别探针固定于电极上# 这种非均相

反应使分析体系受到一定限制# 如固定探针过程

繁琐)杂交效率低与非特异性吸附
%&

发展均相反应

的
9:*

电化学传感器正日益受到重视'./-$=<$?)

%
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