
! 引言

传感器是一种能选择性获取并处理信息的

装置 ! " #$ %! 荧光传感器&’()*+,-.,/0 -,/-*+1 由于灵

敏度高"选择性好"使用方便"并可以实时原位检

测且费用低廉而被广泛应用于阳离子"阴离子和

中性分子等目标物的识别检测! 随着现代社会和

科学技术的进步#为了满足化学和生物物质高灵

敏"高选择性地检测的需要#对荧光传感器的性

能提出了更高的要求!
近 年 来#金 属 离 子 和 功 能 化 核 酸 之 间 的 相

互 作 用 引 起 了 化 学 生 物 学 研 究 领 域 的 极 大 兴

趣! 2#3" %! 传感器领域的工作者将功能化核酸与金

属离子间的特异性识别作用引入到新型传感器

的设计! 但由于核酸本身的光"电"磁等信号较

弱#无法报告分子识别事件的发生#还要通过合

理的信号转导策略"依靠不同的信号检测方法来

设计整体性能优良的新型传感器! 该文综述了基

于功能化核酸和金属离子相互作用而设计的荧

光传感器的研究进展!

" 金属离子核酸适体

核酸适体$45046,+%是指能与有机化合物或

蛋白质等配体专一"高效结合的 789 或 :89 片

段! 3; %! <4., 等于 3==2 年报道了 >4?@核酸适体! 3A %!
B((C/D0*/ 等于 3==2 年报道了 E/?@核酸适体! 3F %!但

利用金属离子核酸适体设计新型金属离子荧光

传感器的报道较少!
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摘 要% 荧光传感器能够将微观的分子识别事件转换成宏观可测的荧光信号#荧光法在灵敏度"选择性和

实时原位检测等方面优势突出! 该文主要介绍以功能化核酸和金属离子相互作用为基础而设计的荧光传感

器的研究进展!
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化 学 传 感 器 !" 卷#

! 基于金属离子稳定 "#四链体设计的荧

光传感器

具 有 特 殊 序 列 的 单 链 $%& ’()*+,- (./0*1-1
$%&2 (($%&3 可以在金属离子诱导下折叠成 45
四链体!45.-./06,-7"结构8 9: ;9< =# 基于金属离子可

以稳定 45四链体结构的特性$ 传感器领域的工

作 者 设 计 了 众 多 性 能 优 良 的 新 型 荧 光 传 感 器#
>0?-*0?0 等 8 9@ = 在一条富 4 的 AB传感寡聚核苷酸

!CD.0(()EF G-*()*+ H,)+D*EI,-D.)1-J CGH"(($%&
两 端 分 别 修 饰 上 四 甲 基 罗 丹 明!.-./0F-.KL,/KD!
10F)*-J >&MN&"作为能量受体!&II-6.D/"和荧光

素!O,ED/-(I-)*J P&M"作为能量供体!$D*D/"#没有

A"存在时$受体和供体距离较远$无法发生荧光

共振能量转移$此时激发荧光素时$四甲基罗丹

明不发射荧光%而当 A"存在时$由于 A"诱导富 4
寡聚核苷酸形成 45四链体结构$ 使受体和供体

充分靠近$此时由于荧光共振能量转移$激发荧

光素时$四甲基罗丹明发射荧光# 随 AB浓度的增

加$ 荧光素的荧光降低而四甲基罗丹明荧光增

强# 基于这个原理$该研究小组8 9Q =又在该 AB传感

寡 聚 核 苷 酸 两 端 分 别 修 饰 上 荧 光 分 子 芘

!CL/-*-"$利用芘的单体!FD*DF-/"和激基复合物

!-7I)F-/"荧光性质的差异检测 AB# 另外$该研究

小组 8 RS = 还考察了 AB传感寡聚核苷酸链标记甲基

罗丹明端不同碱基个数!"$!$:$<"对荧光共振能

量转移效率的影响# HTGE,,)U0* 等8 #V = 利用类似原

理 检 测 了 水 中 的 W0#B和 M+#B 浓 度 并 计 算 水 的

硬 度# WK0*+ 等 8 ## = 利 用 三 磷 酸 腺 苷 !01-*D()*-
./)6KD(6K0.-J &>C" 核酸适体和 (($%& 结合染料

!H,) 4/--*J H4"发展了免标记检测 AB的方法#H4
在溶液中荧光较弱$与 (($%& 结合后荧光强度增

加很多# 溶液中没有 A"时$H4 与 &>C 核酸适体

结合发射强荧光$当 A"存在时$由于 A"诱导 &>C
核酸适体折叠成 45四链体结构$H4 不再和 45
四链体结合$荧光猝灭# 同理$AD*+ 等 8 #! ;#X = 利用

结晶紫!I/L(.0, U)D,-.J WY"与不同结构的 45四链

体和 (($%& 作用时荧光强度的不同$ 而 AB存在

与 否 可 以 导 致 45四 链 体 的 构 型 转 换 从 而 检 测

A"# 同样 Z0RB&G/RB& C[RB也可以稳定 45四链体结

构8 R:;R@ =# $D*+ 等8 RQ;!" =利用 AB稳定的 45四链体与

血晶素结合后具有酶的催化活性$设计了 A"比色

传感器# A)F 等8 !9 =利用 AB诱导 (($%& 形成 45四

链体$结合聚丁二炔的变色效应设计了 AB比色传

感器#
金纳米颗粒’&E%C3是直径为 "\@##:S *F 的

胶体$具有纳米表面效应& 量子效应&宏观量子隧

道效应# M)/?)* 等 8 !# = 发现 $%& 特异性杂交可使

金纳米颗粒凝聚变色现象$开创了基于金纳米颗

粒不同颜色的变化用于生物检测的新领域# 在

M)/?)* 等人工作的基础上$P0* 等 8 !! = 利用 AB稳定

的 45四链体与金纳米颗粒聚集诱导颜色变化的

性质$设计了 AB比色传感器# 由于该文主要涉及

荧光传感器$ 所以对于金属离子和 $%& 相互作

用构建的比色传感器和电化学传感器等不作深

入介绍#

$ 基于金属离子特异性 %&’ 酶设计的新

型荧光传感器

核酶是一类具有催化功能的核酸分子8 !X =# 早

在 #S 世纪 @S 年代$ 科学家们发现 N%& 分子能

催化酶反应$ 并将之命名为核酶 8 !: ;!] =# 之后$发

现 部 分 $%& 也 有 催 化 功 能 $ 命 名 为 脱 氧 核 酶

’1-D7L/)[D^LF- 或 $%&^LF-38!< ;X9 =$其发现是人们

对 于 酶 的 认 识 的 又 一 次 重 大 飞 跃 # 脱 氧 核 酶

_$%&^LF-3是通过体外筛选技术’)* U)./D (-,-I.)D*
F-.KD13 ―指 数 富 集 的 配 体 系 统 进 化 ’(L(.-F0.)I
-UD,E.)D* DO ,)+0*1( [L -76D*-*.)0, -*/)IKF-*.J
G‘a‘b3得到的具有酶活性的 (($%&$具有易于合

成和修饰& 稳定性好及对环境污染小等特点8 X# =$
这 使 得 人 们 对 使 用 $%& 来 代 替 蛋 白 质 和 N%&
型生物催化剂产生了极大的兴趣# 脱氧核酶的活

性与某些金属离子密切相关$通过体外筛选技术

可以得到对一些金属离子 !C[#B 8 X! ;XX = JWE#B8 X: ;X] = J
c*#B 8 X< ;X@ =" 有特异性结合的 $%&dN%& 核酸适体

或核酶$这就为利用核酶!/)[D^LF-"构建金属离

子荧光传感器提供了可能$使其在金属离子检测

中的应用备受关注# 美国伊利诺斯大学厄巴纳香

槟 分 校 !e*)U-/().L DO f,,)*D)( 0. e/[0*0 5WK0F!
60)+*"华裔教授陆艺!aE g)"博士在利 用 金 属 离

子特异性脱氧核酶设计新型荧光传感器领域做

出了重要贡献$先后设计了多种 C[#B荧光传感器&
WE#B荧光传感器及 h+#B荧光传感器# aE 等8 XQ;:] =发

现运用脱氧核酶球形折叠及其活性对 C[#B的依赖



性并基于该现象设计了新型 !"#$荧光传感器! %&
等 ’ () * 将脱氧核酶 +,- 的 .!端标记上 (/"(0/二甲

基氨基偶氮苯基#苯甲酸"(/12(032456789:;<65=>?
@97=:;?<A>? "7=A>5B <B54C DEFGH%#作为荧光猝灭

基团$其底物"+,DI#的 J!端标记上荧光基团四甲

基 罗 丹 明 "878K<6789:;K9>4<65=7L MENOE#$设 计

了 新 型 催 化 分 子 信 标 "B<8<;:85B 6>;7B&;<K "7<"
B>=#! 当脱氧核酶 +,- 与其底物 +,DI 杂交后$使

得荧光基团与猝灭基团相互靠近$ 导致 MENOE
的荧光被 DEFGH% 猝灭$ 由于没有辅助因子$脱

氧核酶 +,- 在此状态下为惰性% 当加入 !"#P后$
脱氧核酶 +,- 被激活将其标记有荧光基团的底

物 +,DI 切开$ 释放出荧光标记的片段从而引起

荧光增强$但该方法必须在 ( #以下操作$否则

背景荧光较高$灵敏度较低! 为了降低背景荧光$
该研究小组 ’ J# QJJ* 又在脱氧核酶底物的两端分别

标记上 DEFGH% 和 REN 作为猝灭基团和荧光基

团$ 当与 .!端标记 DEFGH% 的脱氧核酶杂交后

同时存在分子间和分子内的荧光猝灭作用$显著

降低了背景荧光$提高了检测的灵敏度! 基于该

原理$该研究小组 ’ JS * 还利用 TU#
#P特异性脱氧核

酶 和 VW# P 可 以 特 异 性 地 和 错 配 的 胸 腺 嘧 啶

"89:65=7L M#碱基对"M/M#特异性结合形成稳定的

M/VW#P/M 结构设计了高选择性地&高灵敏地检测

VW#P荧光传感器! 在 TU#
#P特异性脱氧核酶的底物

.)I 的两端分别标记上 DEFGH% 和 REN$当与 .!
端标记上 DEFGH% 的脱氧核酶 .)- 杂交后分子

间和分子内的荧光猝灭作用同时存在! 在 TU#
#P

特异性脱氧核酶".)-#的中间修饰上 J 对 M/M$
没有 VW#P存在时$由于 M/M$该脱氧核酶不能折叠

成可以结合 TU#
#P活性结构$无法切开其底物%当

VW#P存在时$ 由于 VW#P可以特异性地和 M/M 结合

形成稳定的 M/VW#P/M 结构$ 该脱氧核酶可以折

叠成能够结合 TU#
#P的活性结构$ 从而可以切开

其底物$使 REN 荧光增强! 另外$该研究小组 ’ J, *

还将这种催化分子信标固定在金表面实现非均

相溶液中测定 !"#P! 此外$该研究小组 ’ JX * 又利用

同样的原理$选择 G&#P依赖性 DYE 酶设计了 G&#P

荧光传感器! M<= 等’ J) *也利用 !"#P依赖性的 DYE
酶设计了 !"#P荧光传感器! 一端修饰上荧光猝灭

基团的 !"#P依赖性的 DYE 酶和与一端标记荧光

基团的其部分互补的 DYE 链通过多个胸腺嘧啶

碱基"@>;:M#连接起来$两端发生分子内部分杂交

将 荧 光 基 团 和 猝 灭 基 团 距 离 拉 近$由 于 荧 光 共

振 能 量 转 移 使 荧 光 基 团 荧 光 被 猝 灭! 当!"#P存

在时$!"#P激活 DYE 酶的活性将荧光标记的 DYE
链从特定位点切开$而使其远离猝灭基团$造成

荧光恢复! Z5;;=7K 等’ S[ *利用 M/VW#P/M 和 G/EWP/
G 结合 NW#P依赖性 DYE 酶设计了离子诱导的酶

开关!
%& 等 ’ S+ QS# * 利 用 金 属 离 子 依 赖 性 的 DYE 酶

和金纳米颗粒凝聚变色现象将该体系成功扩展

到 金 属 离 子 的 检 测$ 先 后 设 计 了 !"#P比色传感

器’ S.QSJ *和 TU#
#$比色传感器’ SS *! Z5;;=7K 等’ S,Q,[ *利

用金属离子依赖性 DYE 酶和血晶素稳定的四链

体结构的催化活性设计 !"#P&NW#P&VW#P和 TU#
#$比

色传感器!M<= 等’ ,+ *利用 G&#P依赖性 DYE 酶和血

晶素稳定的四链体结构的催化活性设计了 G&#P

比色传感器! D7=W’ ,# *和 Z<=W 等’ ,.Q,( *利用 M/M 与

VW#P特异性 地 结 合 和 血 晶 素 稳 定 的 四 链 体 结 构

的催化活性设计了 VW#P比色传感器!G97= 等’ ,J *利

用 !"#P依赖性 DYE 酶设计了 !"#P电化学发光传

感器!

! 基于胸腺嘧啶对 "#$%识别作用设计的

"#$%荧光传感器

文献’,SQ,X*报道 M/M 能与 VW#P特异性地结

合形成稳定的 M/VW#P/M 结构! 将 M 作为识别基

团通过一定的连接体将其与信号转导基团连接

起 来 就 可 以 构 建 有 机 小 分 子 VW#P荧 光 传 感 器!
Z<=W 等’ ,) *在共轭聚合物"B>=\&W<874 @>;:67KL G!#
母体结构上连接 M 设计合成了可逆性的 VW#P荧
光传感器"!MM#! 没有 VW#P存在时$!MM 分子彼此

相互分离$共轭聚合物发出强荧光%当 VW#P存在

时$由于 M 与 VW#P的特异性地作用形成 M/VW#P/M
结构引起聚合物分子间由于 !/堆积聚集而导致

传感器荧光猝灭$而且其荧光猝灭程度与 VW#P浓
度在一定范围内呈线性关系$据此测定溶液中的

VW#P浓度! ]9<=W 等’ X[ *以 M 为 VW#P识别受体$利用

芘激基复合物荧光作为信号检测方法$设计合成

了 VW#P荧光传感器$之外$该研究小组 ’ X+ * 又利用

四苯乙烯"M78K<@97=:;789:;7=7L M!-#聚焦 诱 导 荧

光增强为检测信号$ 设计了 VW#P荧光传感器$没

有 VW#P时$游离态的 M!- 发射弱荧光%当 VW#P存

王永祥等’基于功能化核酸和金属离子的荧光传感. 期 !.



化 学 传 感 器 !" 卷#

在时!由于 $ 与 %&’(的作用引起传感器分子 $)*
发生聚集!从而导致 $)* 分子的荧光增强!而且

其荧光增强程度与 %&+(浓度在一定范围内呈线

性关系!据此测定溶液中的 %&+(" ,-./&&0./ 等1 2’ 3

报道了一种金属酞菁为信号转导基团! $ 为识别

基团的可逆性的 %&’(荧光传感器 ##$45/)6$!该

传 感 器 结 合 了 酞 菁 的 优 良 的 光 学 性 能 和 $ 对

%&’7的特异性地识别作用% 没有 %&+(时!表现出游

离态的 #$85/)6 的荧光性质& 当 %&+(存在时!由

于 $ 与 %&+(的作用引起传感器分子 #$85/)6 发

生聚集!从而导致传感器分子的荧光猝灭!而且

其荧光猝灭程度与 %&+(浓度在一定范围内呈线

性关系!据此测定溶液中的 %&+(% 9/: 等 1 2! 3 在一

条 单 链 寡 聚 核 苷 酸 #:;<&:=>:?@A<B:/06;>:C<=>D
9EF$的两端分别标记上 EGHIJK 和 LGM!设计

了新型 %&+7荧光传感器% 在没有 %&+7存在的时

候!由于 9EF 为一线性单链结构!所以 EGHIJK
和 LGM 距离较远! 无法发生有效的荧光共振能

量转移!此时在激发光激发下!LGM 发出强荧光&
%&+7存在的时候! 由于 $8$ 与 %&+7的特异性亲和

作用形成稳定的 $8%&+78$ 结构!9EF 折叠成类

似 发 夹 #-.<AN</$结 构 的 杂 合 体 !使 EGHIJK 和

LGM 距离靠近! 由于荧光共振能量转移! 此时

LGM 的荧光被 EGHIJK 猝灭!而且 LGM 的荧光

猝灭程度与 %&’O浓度在一定范围内呈线性关系!
据此测定溶液中的 %&+7% 该传感器的灵敏度为 #P
/Q:;RK! 其它金属离子对该体系的荧光性质没有

影响% K0 等1 2# 3利用 $8%&’78$ 的稳定常数大于常

规的 G8$ 的稳定常数设计了基于’结构开关 EFG
(SCA06C0A>8ST<C6-</& EFG$) 的 荧 光 增 强 法 检 测

%&’7的荧光传感器" 在一条长的 SSEFG(!!8Q>A$
的 UV8端标记上 LGM! 在另一条与其 UV8端部分

互补的短链 EFG(WP8Q>A EFG$的 !V8端标记上

荧光猝灭基团 H;.6X %:;> Y0>/6->A8W! 没有 %&+O

存 在 时! 两 条 链 杂 交 使 LGM 和 荧 光 猝 灭 基 团

H;.6X %:;> Y0>/6->A8W 距离较近! 由于荧光共振

能量转移荧光基团 LGM 的荧光被荧光猝灭基团

H;.6X %:;> Y0>/6->A8W 所猝灭&当 %&+O存在时!由

于形成 $8%&+O8$ 结构! 使长链 EFG 的 !V8端折

叠形成发夹型结构!这样两条链之间只有 U 个碱

基完全互补!这在室温和 WPP QQ:;RK 盐浓度条件

下无法维持其稳定的杂交结构! 短链 EFG 从长

链 EFG 上 解 离 下 来 ! 造 成 LGM 和 H;.6X %:;>
Y0>/6->A8W 距离增加! 阻断了荧光共振能量转

移! 此 时 LGM 发 出 荧 光 ! 而 且 其 荧 光 强 度 与

%&+O浓度在一定范围 内 呈 线 性 关 系! 据 此 测 定

溶液中的 %&+O" 但这两种 %&+O荧光传感器都需

要对核酸进行荧光标记! 这不仅造成合成及分

离困难! 价格较高而且合成过程中可能会损伤

EFG!使其对 %&+O的结合能力减弱!因此开发不

需要荧光标记的*基于功能化核酸的 %&+O荧光传

感器显得较为必要"
与有机小分子传感器不同!基于超分子化学

的荧光传感器不需要将识别受体与荧光体通过

共价键连接! 而是通过分子间弱相互作用构成

分子聚集体(.SS>QB;>$!通过设计合适的信号转

导策略也可以报告分子识别事件的发生" Z./&
等 1 2U 3开发了一种基于荧光共轭聚合物[6:/\0&.C>=
];0:A>S6>/C N:;@Q>A^和寡聚核苷酸的简单的+混合

检测(Q<?8./=8=>C>6C$,型免标记 %&+(光化学传感

器% 该 %&+(光化学传感器由水溶性的阳离子荧光

共轭聚合物()MF$$和一条非标记的富胸腺嘧啶

($8A<6-$的 %&+(特异性寡聚核苷酸(Q>A60A@8SN>!
6<]<6 :;<&:/06;>:C<=>!M,9$ 构成!)MF$ 水溶液呈

黄色!加入 %&+(特异性寡聚核苷酸后两者依靠静

电 作 用 形 成 红 色 的 )MF$8M,9 复 合 物 且 此 时

)MF$ 的荧光被猝灭! 体系中含有 %&+(时! 由于

%&+(特异性寡聚核苷酸与 %&+(的较强的特异性作

用形成 $8%&+(8$ 结构使其折叠成发夹结构!从

而破坏 )MF$8M,9 复合物并使 )MF$ 从该复合

物解离下来!溶液颜色变成黄色!且 )MF$ 的荧

光 恢 复 % 该 比 色 方 法 用 肉 眼 可 以 检 测 到 W+_U
!Q:;RK %&+(! 而荧光方法可以检测到 #+ /Q:;RK
%&+(% I-./& 等1 2‘ 3利用 $8$ 与 %&+(的特异性亲和

作用形成稳定的 $8%&+(8$ 结 构 与 EFG 嵌 入 剂

$9$9 设 计 了 新 型 免 标 记 %&+(荧 光 传 感 器 (图

W$% $9$9 是一类不对称菁染料! 由单体噻唑橙

($-<.a:;> :A./&>b $9$ 通过一个多亚甲基胺柔性

链连接成二聚体1 2c 3%$9$9 在溶液中无荧光!降低

了检测过程中的荧光背景干扰% 嵌入双链 EFG
(=:0B;> SCA./=>=b =SEFG$ 后 荧 光 增 强 约 W PPP
倍% 没有 %&+(时!$9$9 与单链寡聚核苷酸结合荧

光较弱! 当 %&+(存在时! 该单链寡聚核苷酸与

%&+(作用后折叠成类似杂交双链 EFG 的杂合体!



图 ! 基于金纳米颗粒的 "#!$光学传感器的响应机理

%&#’! ()*+,-.&) /+0)1&2.&34 35 )3631&,+.1&) -4/ 56731+0)+4. 0+40&4# 35 "#!8 9-0+/ 34 .*+ ,3/&5&)-.&34:51++ ;7:<=0

>?>? 嵌入该杂合体内!荧光增强" 后来又陆续有

基于同样原理! 使用不同 @<; 序列或荧光染料

设计的 "#!8荧光传感器A BBCDE F"
金纳米颗粒在 00@<; 溶液中分散性好!溶液

显红色!而在 /0@<; 溶液中分散性较差!发生聚

集现象!溶液呈蓝色 A D! CDG F!文献ADHCDDF等根据这

一性质及含 >I> 的 00@<;#>:1&)* 00@<;$对 "#!8

的识别作用设计了 "#!8比色传感器% 同时!文献

AEJJCEJEF 报道金纳米颗粒是一种猝灭能力较强

的荧光猝灭剂!基于金纳米颗粒对常见荧光物质

的强猝灭作用!K-4# 等A EJ! F利用金纳米颗粒对 %;L
的猝灭效应及 >:1&)* 00@<; 对 "#!8的识别作用!
使用 %;L 标记的 >:1&)* 00@<; 比色和荧光增强

法检测 "#!8M图 !N" 没有 "#!$存在时!金纳米颗粒

分散性好! 溶液呈红色! 同时由于 %;L 标记的

00@<; 吸附在金纳米颗粒表面造成 %;L 的荧光

被金纳米颗粒猝灭&当 "#!$存在的时候!由于 >:>
与 "#!$的特异性亲和作用形成稳定的 >:"#!$:>
结 构!%;L 标 记 的 >:1&)* 00@<; 折 叠 成 类 似 双

链结构的杂合体!造成金纳米颗粒聚集而使溶液

图 E 基于 >:"#!$:> 和 >?>? 的 "#!$荧光传感器的工作原理

%&#OE ()*+,-.&) P+21+0+4.-.&34 35 .*+ %74).&34 35 - "#!$ (+4031 >*-. ?2+1-.+0 9-0+/ 34 L3/76-.&34 35 .*+
%6731+0)+4)+ 35 .*+ Q3,26+R %31,+/ 9+.S++4 >?>?:G -4/ >
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化 学 传 感 器 !" 卷#

呈蓝色! 同时由于 $%&’( 不能被吸附! 使 )(*
远离金纳米颗粒表面!金纳米颗粒不再猝灭 )(*
的荧光!造成其荧光恢复" +, 等 - ."! / 利用 010 与

2345特异性地结合及金纳米粒子增强荧光偏振的

特性开发了一种利用荧光偏振法检测 2345的方

法" 67893 等- .":;."# /利用 010 与 2345特异性地结合

及纳米金的信号放大作用发展了一种共振散射

法检测的 2345方法" 莫志宏等 - ."< / 利用 2345与含

010 %%&’( 的高度特异性和纳米金在石英晶体

微天平上的信号放大作用!设计了一种简便灵敏

的 2345检测方法" 同金纳米颗粒聚集诱导颜色变

化的性质相似!银纳米颗粒聚集也会诱导颜色变

化!文献-."=;.">/等利用核酸与金属离子特异性

地结合及银纳米颗粒聚集也会诱导颜色变化设

计了 2345比色传感器和利用动态光散射技术检

测 ?5"
%%&’( 和碳纳米管之间有较强的相互作用!

可以吸附在碳纳米管的表面! 而 $%&’( 和碳纳

米 管 之 间 的 相 互 作 用 较 弱!不 能 够 吸 附 在 碳 纳

米 管 的 表 面" 同 时!碳 纳 米 管 也 是 一 种 猝 灭 能

力 较 强 的 荧 光 猝 灭 剂!可 以 猝 灭 常 见 的 有 机 荧

光体或荧光标记的生物分子的荧光- ..";..4 /" +893
等 - ..! ;..: / 基 于 碳 纳 米 管 对 &’( 的 猝 灭 作 用 及

%%&’( 和 $%&’( 与碳纳米管之间有作用力的差

异设计了新型生物传感器" @893 等- ..A /利用 010
能与 2345特异性地结合及 )(* 标记的 %%&’( 和

$%&’( 与碳纳米管之间作用力的差异进一步扩

展到 2345的测定"将一条含 010 的 %%&’( 一端标

记上 )(*!没有 2345存在时!由于 %%&’( 可以吸

附在碳纳米管表面!)(* 的荧光被猝灭!2345存
在时! 由于含 010 的 %%&’( 与 2345作 用 后 形 成

类 似 正 常 杂 交 的 $%&’( 的杂合体!不能吸附在

碳纳米管表面!)(* 的 荧 光 恢 复 " B8C 等- ..# /也

基于 %%&’( 和 $%&’( 与碳纳米管之间有作用力

的差异! 利用 %%&’( 和 $%&’( 圆二色光谱信号

的差异发展了一种新的 2345检测方法" ?7D 等- ..< /

利用 010 与 2345特异性地结合聚丁二炔的变色

效应设计了 2345比色传感器" 同样地! 基于 010
能与 2345特异性地结合形成稳定的 01234510 结

构!传感器领域的科学工作者们也成功开发了多

种 2345电化学传感器- ..=;.44 /"

! 基于胞嘧啶对"#$识别作用设计的 "#$

荧光传感器

E9C 等 - .4! / 报 道 错 配 的 胞 嘧 啶 #FGHC%79,$碱

基对#F1F$可以特异性地和 (35结合! 形成稳定

的 F1(351F 结构设计了 (35荧光传感器% 在一条

富 F 的 %%&’( 的 两 端 分 别 标 记 上 &(IF+J 和

)(*! 在 没 有 (35存 在 时 ! 由 于 是 一 条 线 性 的

%%&’(!&(IF+J 和 )(* 距离较远 )(* 发 出 荧

光!当 (35存在时!由于 F1F 可以特异性地和 (35

结合形成稳定的 F1(351F 结构!使线性的 %%&’(
折叠成类似 $%&’( 的结构! 荧光基团和荧光猝

灭基团被拉近!荧光基团将能量转移给猝灭基团

而发生荧 光 猝 灭! 且 荧 光 强 度 与 溶 液 中 (35的

浓度成正 比 基 于 该 现 象 设 计 了 可 用 于 检 测 (35

的荧光传感器" 0%,93 等- .4: /基于利用 F1F 与 (35

的 特 异 性 作 用 形 成 稳 定 的 F1(351F 结构并利

用 %%&’( 染料 KL+IM BN,,9 O!LBP 与 %%&’( 和

$%&’( 结合后荧光性质的差异设计了免标记型

的 (35荧光传感器" 基于类似原理!2, 等- .4A /也设

计了一种免标记型的 (35荧光传感器" %%&’( 可

以吸附在氧化石墨烯&3N8QR,9, CS7$,T BE$表面!
而 $%&’( 不 能 够 吸 附 在 BE 表 面 - .4# ;.4< /!同 时!
BE 也能猝灭常见的有机荧光体或荧光标记的生

物分子的荧光 - .4= /!J7 等 - .4> / 利用 F1F 与 (35的特

异性作用和 )(* 标记的 %%&’( 和 $%&’( 和 BE
之 间 的 作 用 力 的 差 异 设 计 了 (35荧 光 传 感 器 %
&C93 等 - .!" / 根据 金 纳 米 颗 粒 在 %%&’( 和 $%&’(
溶 液 中 分 散 性 的 不 同 导 致 溶 液 颜 色 的 变 化 和

F1N7UR %%&’( 对 (35的识别作用设计了 (35比色

传感器%

% 基于腺嘌呤对 "#$识别作用设计的 "#$

荧光传感器

VR893 等- =. /以腺嘌呤&8$,979,!($为 (35的识

别受体!以四苯乙烯聚集荧光增强为检测信号设

计了新型 (35荧光传感器% FR89$N8%,WR8N 等- .!. /以

( 为 (35的识别受体! 利用芘的单体和激基复合

物为检测信号设计了新型 (35荧光传感器%



图 ! "#$%介导的分子信标的工作原理

&’#(! )*+,’-# .+’-/’.01 *2 341 56"#$765689:1; <*01/=09+ 819/*-

! 可用于多目标物检测的荧光传感器

发展可以同时检测两个或两个以上目标物

的 荧 光 传 感 器 是 科 学 家 们 追 求 的 另 一 个 目 标!
>49-# 等? @!$A利用核酸与金属离子的相互作用"设

计 了 可 以 同 时 检 测 B8$7和 "#$7的 荧 光 传 感 器 !
)’00-1+ 等? @!! A合成了一种 >;C1DE-C 量子点! 溶液

中游离态的 "#$7和 F#7不能猝灭量子点的荧光"
而被 GHF 富集到量子点表面后则可以猝灭该类

量子点的荧光! 利用 "#$7和 F#7对量子点荧光"设

计了可以同时检测 "#$7和 F#7的荧光传感器!

" 其它应用

I-* 等 ?@!JA利用 "#$7可以 5K5 发生特异性作

用"而 "#7则不能与 565 发生作用"在含 565 的

::GHF 两 端 分 别 标 记 上 GFL>MN 和 &FO" 该

GHF 和 "#$P作用后"折叠成类似双链结构的杂合

体" 使 GFL>MN 和 &FO 相互靠近发生荧光共振

能量转移造成荧光猝灭" 在还原性环境中""#$7

被还原成 "#7而不再和 565 作用" 体系荧光恢

复 ! 基 于 该 现 象 设 计 了 还 原 性 环 境 荧 光 传 感

器!M9-#?@!QR@!S A和 >49-# 等? @!TR@!U A利用 "#$7可以和

565 发生特异性作用形成 56"#$765 结构作为茎

部设计了新型分子信标V图 !W! O’+,’- 等? @!X A 利用

半胱氨酸与 "#$%的强相互作用"基于 565 与 "#$%

的特异性亲合作用# 及金纳米颗粒在 ::GHF 和

;:GHF 中分散性的不同而使溶液显不同的颜色

$红 色 或 蓝 色%" 设 计 了 半 胱 氨 酸 比 色 传 感 器 !
C49-##=9- 等 ? @JY A 通 过 共 聚 合 以 及 表 面 接 枝 聚 合

的方法合成了多种 5 修饰的高分子树脂微球"该微

球能快速吸附水溶液中的 "#$%" 并且能够通过稀

盐酸水溶液再生"多次使用! 59,949:4’ 等? @J@ A利用

金属离子和核苷的特异性相互作用"用毛细管电泳

$/9.’009+Z 101/3+*.4*+1:’:%分离单碱基错配的 GHF!

# 结语

综上所述"基于功能化核酸与金属离子相互

作用设计新型荧光传感器已经成为传感器领域

一个新的研究热点! 利用核酸作为金属离子的识

别受体"通过设计不同的信号转导方法"可以开

发更多的总体性能优良的新型荧光传感器!
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! 引言

!"# 是除了 $"% 外的基因分子生物学的又

一庞大家族! &’!"% 就是这个家族中的一个非

常重要的成员"()*+ 年!,-- 等在线虫#./-0-1234$
发 现 了 第 一 个 定 时 调 控 胚 胎 后 期 发 育 的 基 因

0’35678 9!也就是第一个 &’!"%%同时发现它不编

码任何蛋白质! 但是可以抑制 ,’35(6 蛋白表达:
然而当时的这个发现并未引起太多的关注& 直到

;<<< 年!!-’3=2>? 等又在线虫 ./-0-123 中发现第

二个 &’!"% 50-?5@7 ;9! &’!"% 这 一 非 编 码 基 因

家 族 的 重 要 成 员 才 开 始 在 人 们 的 眼 前 逐 渐 清

晰起来&
&’!"% 是一类约 ;; 个碱基左右的非编码蛋

白的 !"%! 通常在 (AB;C 个碱基之间! 成熟的

&’!"% CD 端有一个磷酸基团!ED 端是羟基& 它主

要通过信使 !"# 的直接剪切! 或者间接抑制翻

译来实现基因调控作用& &’!"# 广泛存在于各

种真核生物中! 它在生物体的产生过 程 如 图 (
所示&

首 先 携 带 &’!"# 信 息 的 基 因 通 过 !"# 聚

合酶!转录生成较长的 !"# :也就是通常所说的

F>’ 5&’!"%! 然 后 F>’ 5&’!"% 会 被 一 种 叫 做

G>H4=2 的 !"% 内切酶"剪切成 I<!@< 个碱基的

含有茎环结构的 !"%:即 F>-5&’!"%& 随后!F>-5
&’!"% 被载体蛋白 JKFH>?’35C 从细胞核运输到

细胞质中& 到了细胞质以后!F>-5&’!"% 会从载

体蛋白中脱落下来! 被一种叫 做 G’L-> 的 !"#
内 切 酶"最 终 剪 切 成 成 熟 的 &’!"#& 此 时 的

&’!"# 是双链的结构! 其中 CD 端热稳定性较差

"#$%& 检测技术进展

周殿明! 蒋健晖 M

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

摘 要! &’!"% 做为一种非常重要的非编码蛋白的 !"%!广泛存在于植物’病毒’哺乳动物当中" 因其在细

胞增殖’细胞死亡’肿瘤发生和哺乳动物细胞生长中重要的调节功能!其检测技术也受到越来越多的关注!

很多关键的检测技术!比如印迹技术!阵列杂交技术!反转录 N.! 技术等等都在 &’!"# 的检测中发挥了巨

大的实用价值" 该文基于此对 &’!"# 近几年的检测技术进行了具体的综述"

关键词# 基因调控O &’!"% 检测
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图 ! "#$%& 在细胞内的产生过程及调控原理图

’()*+ ,-./"01(- 23 "($4& 56278-1(29 097 6/)8:01(29 (9 -/::

的一条链将被特异性地整合到 $4; 诱导的沉默

复合物<$=,>?中!再与完全匹配的目标信使 $4&
结合!或者通过诱导 "($4& 的降解!或者通过间

接调节翻译!从而实现蛋白质表达的调控功能"
从上面可以看出! "($4& 由于其特殊的 调

控功能!不仅对生物的生长#发育和凋亡有着重

要的影响! 而且还与各种疾病比如神经疾病#血

管疾病#肿瘤和免疫方面 @ A BC D 的疾病有着密切的

关系" 因此 "($4& 的检测!对于医学#分子生物

学都有着非常重要的意义" 近年来已有大量的文

章涉及了这方面的工作!该文就是基于此对于目

前世界上各个研究小组关于 "($4& 检测方法的

研究进展做了一个简要的综述"

! 基于表面杂交的检测技术

!"! 印迹杂交技术

印迹杂交技术$即 921./69 E:211(9)%是最常用

也是最早用于 "($4& 检测的方法 @ F BG D!主要原理

是将标记的与目标 "($4& 互补的 H4& 探针 杂

交到硝酸纤维素膜上!然后显影检测" 该方法虽

然已成为 "($4& 检测的金标准! 但是仍然存在

很 多 问 题 ! 比 如 灵 敏 度 低 ! 费 时 等 " I2:10!9
J0K/:70 小 组 于 LMMN 年 将 通 过 引 入 锁 核 酸

$O4&%对该方法进行了改进@ +M D!由于杂交效率得

到改善! 所以灵敏度提高了大约 +M 倍" 虽然如

此!高灵敏度!高通量!特异性好的检测技术仍然

是个挑战"

!"# 阵列平台检测技术

"($4& 的阵列检测技术主要是构建含有与

目标 "($4& 互补的 H4& 的阵列!然后与目标杂

交!再通过各种各样的信号检测方法实现检测目

的" 最常用的是通过聚合酶延伸的方法产生信

号" LMMN 年!4/:P29 等发展了一种名为基于阵列

$4& 引物介导的 Q:/92R 酶反应$$&QS%的检测

技术@ ++ D T图 LU!该技术将 H4& 探针的 CV 端固定于

玻璃表面! 探针的 AV 端是与目标 "($4& 互补的

序列!紧挨着互补序列的是三个胸腺嘧啶核苷酸

残基!因此当目标存在时!将被探针捕获到基底

表面!单链的探针可以通过外切酶 = 切除!此时加

入生物素化的 7&WX 和 Q:/92R 聚合酶可以延伸

出生物素化的腺嘌呤碱基!再与染料标记的亲和

素结合产生荧光信号" 另外Y依赖于 X2:ZT&?聚合

酶的延伸方法也被引入到 "($4& 的检测!,.(9"
)060 等@ +L D T图 A?利用 X2:ZT&?聚 合 酶 以 $4& 为 引

物延伸出氨基修饰的尿嘧啶核苷酸!再利用染料

与氨基修饰的尿嘧啶核苷酸交联!获得荧光检测

信号"LMMF 年!’09) 等@ +A D同样用 X2:ZT&?聚合酶的

延伸方法实现 "($4& 的检测! 不同的是延伸出

的 X2:ZT&?通过与 X2:ZTW?修饰的纳米金粒子结合

做为信号获得方式"
O(09) 等 @ +N D T图 N?采用了对 "($4& 直接修饰

的方法实现对其检测! 将 "($4& 的 AV 端直接生

物素修饰! 然后再与亲和素化的量子点结合!从

而得到荧光信号" 该阵列的检测限可以达到M*N

周殿明等&"($4& 检测技术进展A 期 +C



图 ! 基于 !"#$%&’聚合酶延伸修饰碱基 ( 的 )*+,& 阵列检测

-*./0 1234)5678 "9 )7+,& )78:"5::5$ ;<6<867"= >5?<; "= <@6<=?7"= )";797<; =A8B<"6*;<? ( >$ C"B$%&D

图 E 基于阵列 +,& 引物介导的 FB<="G 酶反应!+&FH"的检测技术原理图

!+,&IJ:7)<;K 5::5$I>5?<; FB<="G <=L$)< %+&FHD 5??5$"
-7M/E 183<)5678 "9 +,&IJ:7)<;K 5::5$I>5?<; FB<="G <=L$)< 5??5$ %+&FHD

H@"N

荧光标记的亲和素

)7+,&

胸腺嘧啶

生物素化的 ;&OC

FB<="G 聚合酶

PQ

0Q

0QPQ0QPQ0QPQ
染料交联

C"B$%&D聚合酶

氨基修饰 "#$!"" % "&$!""

R)"B K检测的动力学范围为两个数量级#
S,&T+,& 杂交体的特异性抗体被以一种新

的标记方式引入到 )7+,& 的检测中来$UA 等 V WP X

构 建 了 一 个 传 感 阵 列 $ 直 接 将 未 标 记 的 目 标

)7+,& 与固定的 S,& 探针杂交$ 然后加入不依

赖于序列信息的抗 S,&T+,& 杂交体的单克隆抗

体$该抗体与染料标记的二抗结合$或者与生物

素标记二抗和染料标记的亲和素反应$都可以得

到检测信号#
除了上述的阵列检测平台以外$还有很多这

方面的报道$比如利用生物发光酶标记的 )7+,&
与待测 )7+,& 竞争杂交到固定化的 S,& 探 针

上V WY X$通过检测生物发光强度实现目标检测的方

法等等V WZ[E\ X#
!"# 电化学检测技术

硅纳米线V EW X!17,]?"以其优越的性能被广泛

应用于化学生物传感器$将肽核酸固定在其表面

上可以作为检测 )7+,& 的探针$ 当与检测对象

)7+,& 进行杂交时$ 将会引起 17,]? 界面电阻

的变化$其变化值与 )7+,& 浓度相关’该技术无

图 ^ 生物素化的 )7+,& 通过量子点进行阵列检测原理图

-7./^ 18_<)5678 "9 >7"67= )";797<; )7+,& J:"97B7=. )78:"5::5$ ;<6<86<; G763 ‘S

化 学 传 感 器 0\ 卷WY



图 ! 基于茎环反转录引物的实时定量 "#$ 技术!%&’()*++, $-)".$"
/0123 $’4*)&0(’ ".$ 54%’6 +7 %&’(8*++, $- ,90(’9

需标记# 检测 (0$:; 浓度的下限可达 < =(+*>?#
具有良好的特异性$ ?@%0 等 A BB C D图 EF发展了另一

种无标记电化学检测技术#将用次黄嘌呤修饰的

不含鸟嘌呤的 G:; 做为固定探针# 目标 (0$:;
存在时可以直接检测目标中鸟嘌呤的电化学信

号#实现 (0$:; 的检测$此外#/47 等A BH C利用目标

介导在纳米间隙电极上沉积导电聚合物纳米线

的方法进行 (0$:; 的检测$ 该方法首先将肽核

酸固定于电极间隙中#与完全互补的目标链杂交

以后#由于肽核酸不含电荷#而目标呈负电性#可

以通过静电作用结合带有正电的苯胺#在酶催化

的条件下#形成导电的聚苯胺纳米线#电极的导

电性与目标物的含量成比例$ 该传感装置可以检

测低至 E =(+*>? 的 (0$:;$ 除了无标记电化学的

检测技术外# 还可以通过目标 (0$:; 直接修饰

具有电化学催化活性的物质#比如氧化锇纳米粒

子 A BI C 和 $@D"GJB.*BA BE C#这些电化学催化物质都可

以催化肼的氧化反应#产生电化学信号#从而达

图 E 电化学检测次黄嘌呤修饰的捕获探针与目标 (0$:K 杂交

/012E L*’M&9+MN’(0M4* 6’&’M&0+7 += &N’ NO59060P4&0+7 5’&Q’’7 &N’ R7+%07’)(+60=0’6 M4,&@9’ ,9+5’ 476 &491’& (0$:K

到检测 (0$:K 的目的$

! 均相 "#$%& 检测技术

’() 基于 *+$ 信号放大的检测技术

".$#即聚合酶链式反应#是一种 G:K 的指

数扩增技术$ 美国科学家 S@*0% 因发明了该技术

获得了 <TTE 年诺贝尔化学奖$ ".$ 技术通过两

个 短 的 称 为 引 物!,90(’9"的 G:K 分 子#大 约 BU
个碱基左右#在一种耐热的 G:; 聚合酶的作用#
可以在较短的时间内把极少的 G:; 量提高千万

倍之多$ ".$ 技术对分子生物学研究起到了巨大

的推动作用# 而且随着 ".$ 技术的日趋完善#

".$ 在 人 类 社 会 生 活 中 的 应 用 也 越 来 越 广 泛$
BUUE 年#.N’7 等A B3 C V图 3J将反转录定量 ".$ 技术

引入到 (0$:; 的检测当中# 建立了名为茎环的

反转录定量 ".$ 技术!%&’()*++, $-)".$"$ 他首

先设计了一个茎环结构的反转录的探针#据报道

这种结构大大提高了反转录的效率和特异性$ 当

目标 (0$:; 存在时# 该探针与其杂交进行反转

录产生 MG:;#再加入正反引物和 -4W(47 探针#
进行定量 ".$$ 该方法可以检测总 $:; 中低至

BE ,1 的 (0$:;#实际上#高的灵敏度和特异性可

以使该方法用于单个细胞的 (0$:; 检测而不需

要核酸纯化$ 该方法有很强的实用性#可以用于

(0$:; $- 引物 反转录

实时 ".$

周殿明等%(0$:; 检测技术进展H 期 <X



图 ! 基于酶连接实时 "#$ 用于检测 %&$’(
)&*+! $,-./0&%, "1$ -22-3 456 7,0,80&59 54 %&$’: ;-2,7 59 ,9<3%-0&8 .&*-0&59

各种 %&$’: 检测= >? @! 与此类似的"$-3%597 等= >A @

用一个普通的基因特异性线性探针进行杂交反

转录"然后利用一个短的序列与被测物相关含有

锁核酸的引物"和另一个通用的引物进行 "1$ 反

应"在一定程度上也可以提高特异性! 与上面两

种 反 转 录 "1$ 技 术 不 同 " B565C2D 及其研究团

队 = >E @ 首先用一个含有六个碱基和目标互补的探

针与 %&$’( 杂交" 该探针同时含有 FG 端多余的

碱基"进行反转录后"产生含有 FG 端突出 8H’:"
此时加入同样 FG 端突出的与反转录产生部分序

列互补的探针"该探针与反转录产物杂交相互为

模板延伸" 这样就相当于在 %&$’: 的两测引入

了通用序列"可以用通用引物扩增! 该技术检测

的动力学范围可达IJA 个数量级" 下限可达 K+>

4%5.LM! 不 过 这 些 方 法 都 是 通 过 探 针 与 目 标

%&$’( 直接杂交进行反转录的" 由于 %&$’( 序

列短" 所以需要用各种办法来提高杂交效率"但

是 有 一 种 检 测 技 术 可 以 避 免 这 个 问 题 = NK @"通过

"5.3O:P聚合酶延伸 %&$’( 产生反转录引物结合

序列 "5.3O(P"进行反转录"然后用同样的两个引

物"一个是通用的"一个是 %&$’( 特异的进行定

量 "1$ 扩增! >KKE 年"M& 等= NQ @ O图 !P建立一种不

依赖反转录的 "1$ 检测技术"该技术设计了两个

探针" 分别由两部分组成" 一部分可以与目标

%&$’( 完全互补"另一部分是引物结合序列! 这

样"两个探针在与 %&$’( 互补配对后"由连接酶

连接成一条完整的定量 "1$ 模板"加入上下游引

物"则可以进行定量 "1$ 反应!

%&$’(

RS "RT

M&*-0&59
U/"1$

M5V,6 W6&%,6

BXY$ Z6,,9.

[WW,6 W6&%,6

!"! 基于 #$% 的检测技术

滚环扩增技术 #$5..&9* 1&68., :%W.&4&8-0&59$
也叫滚环复制技术"是一种等温扩增方法"它以

环状 H’: 为模板"在引物存在时"聚合酶将连续

复制出无数个环的互补序列拷贝% 该技术已经

成 为 生 物 分 析 领 域 的 核 心 技 术"得 到 了 广 泛 的

应 用! >KKI 年"\59206CW 等 = N> @ 将 $1( 技 术 用 于

%&$’( 的检测"%&$’( 首先做为 模 板 将 探 针 连

成环" 同时做为引物在聚合酶的作用下延伸聚

合放大! 1D,9*等= NN @在此基础上发展了 %&$’( 检

测的分支滚环扩增技术 &;6-98D,7 65..&9*/8&68.,
-%W.&4&8-0&59$% 仍旧以 %&$’( 为模板和引物"不

同的是"引入了第二个引物"序列与环的一部分

相同"可以与滚环产物杂交并延伸扩增"再通过

聚合酶的链置换活性不仅可以扩增出环互补序

列的无数个拷贝"还可以在引物 > 的作用下延伸

出和环相同序列的无数个拷贝% 最后通过染料嵌

入实现信号检测% 与前两种方法不同的是"X-5
等= NT @ 首先将引物与目标杂交进行反转录"反转录

后的产物将以另一个桥探针为模板" 连成环状分

子% 再加入引物 Q 进行滚环扩增"加入引物 > 进行

分支扩增% 每次反应体系可以检测 QKNJQKQK 个拷

贝的 %&$’( "动力学范围很宽"而且可以区分单

碱基错配和区分成熟的 %&$’( 及其前体O图 AP%
!"& 其它均相检测技术

除 了 基 于 "1$ 和 $1( 为 基 础 的 检 测 技 术

外 "还 有 很 多 均 相 检 测 技 术 "比 如 连 接 酶 链 式

反 应 = NF @"阳离子聚合 物 = NI @"&9]-7,6 反 应 = N? @"基 于

核酶的信号放大检测技术= NA @"同位素标记连接技

术 = N^ @"和 将 反 转 录 与 转 录 结 合 的 信 号 检 测 技 术

化 学 传 感 器 NK 卷QA



图 ! 基于 "#$ 的 %&"’$ 检测技术!$()* + , -( )) + , .( )/ +"
0&12! %&"’$ 345465&78 9:;43 78 ".$

%&"’$

6<’$

=&1:5&78

>?

>*

$

-

.

等等( /@ +#

! 结论

综上所述$%&"’A 做为一种重要的基因表达

调控手段$参与各种生物活动$和控制多种疾病

的发生发展# 其检测手段也越来越受到人们的重

视$ 各种各样的检测技术已被运用到 %&"’A 的

检测之中$但是无论是界面检测技术还是均相检

测技术$存在自身优点的同时都或多或少存在不

足$获得高灵敏度$高通量$高选择性$高特异性

的检测技术仍然需要生物分析专业研究者的进

一步努力#
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! 引言

纳米技术是研究 !"#$#!! %& 尺度范围的物

质 组 成 !运 动 规 律 !体 系 之 间 的 相 互 作 用 "以

及 在 实 际 应 用 中 的 相 关 技 术 # 纳 米 材 料 具 有

大 的 比 表 面 积 !表 面 活 性 !特 殊 的 界 面 效 应 !
尺 寸 效 应 和 量 子 效 应 " 对 外 部 环 境 的 变 化 十

分 敏 感 "当 物 质 的 组 成 体 系 !环 境 温 度 !光 等

条 件 发 生 变 化 时 " 会 引 起 纳 米 材 料 的 表 面 形

态 ! 界 面 离 子 价 态 和 电 子 输 出 等 发 生 迅 速 改

变 $ 随 着 纳 米 技 术 的 发 展 "纳 米 金 属 ’金 属 氧

化 物 敏 感 材 料 在 化 学 传 感 器 方 面 得 到 了 广 泛

的 应 用( #$) *$
电化学传感器技术经过多年的研究"特别是

将各种金属’金属氧化物纳米材料应用于电化学

传感器"使得检测对象从无机物%有机物"扩展到

生物分子!+,- 等"应用领域十分广泛"取得了令

人瞩目的研究成果( . *$

" 纳米金属#金属氧化物在电化学传感器

中的应用研究

"$" 气敏电化学传感器

纳米金属/金属氧化物气敏电化学传感器是

根据纳米金属/金属氧化物材料在气体环境中的

电导或电阻变化"实现对目标物的检测$ 例如用

金 属 氧 化 物 半 导 体 气 敏 材 料 0%12!3%1!4512!
67218 等制成的传感器$ 0%12 是应用最早!也是应

用最成功的半导体气敏材料& 但 0%12 气敏传感

器在使用过程中"器件需要加热"因此功耗较高&
另外"0%12 气敏元件在制备过程中" 受烧结等工

艺条件限制" 器件的一致性不容易实现$ 随着

0%12 气敏材料实现纳米化" 以及在 0%12 材料中

掺杂其它纳米材料"使传感器的性能得到显著改

善$ 目前已实用化的气敏传感器主要是由纳米

0%12 膜制成的"可用于可燃性气体泄漏的监测和

湿度检测&在这些纳米敏感材料中加入贵金属纳

纳米金属!金属氧化物在电化学传感器中的应用进展
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图 ! 半导体阵列气体传感器

"#$%! &’(#)*+,-).*/ 0//12 314 &’+4*/4

米颗粒!5. 和 5,"#可增强敏感膜的选择性#提高

传感器的灵敏度#并降低工作温度$例如#在纳米

&+67 中掺入 8%8879 :; 催化剂# 可提高对 <=>%
<6%=7%<>=!8%<7=?6= 和 @8A 汽油的检测灵敏度#
其灵敏度可提高 !8 倍以上$ 传感器性能的改善

程度与加入贵金属纳米颗粒的晶粒尺寸%化学状

态及分布有关B C D&
除 了 &+67 以 外#E#67%5.6F5. 等 纳 米 材 料 也

是近几年发现的新型气敏材料& G- 等 B H D 研制出

E#67F5.6I5. 双层纳米膜敏感材料# 制成检测 =7

的气敏传感器$其敏感材料的制备方法是’先在

玻 璃 衬 底 上 覆 盖 上 一 层 由 5. 纳 米 颗 粒 构 成 的

5.6I5. 多孔连续膜# 其中 5. 的纳米颗粒直径大

约 !%J +(#膜厚大约 !88 +( 左右$然后在 5.6I5.
膜 上 覆 盖 E#67 膜 #E#67 纳 米 颗 粒 的 直 径 尺 寸

J%>K?%> +(#平均直径 >%! +($传感器的工作温度

在 !L8 K788 !#5.6I5. 多 孔 膜 作 为 催 化 剂 #使

E#67 纳米膜对 =7 产生部分还原作用# 从而使传

感器在空气中#甚至在 <6%M=J%<=> 等还原性气

体存在的情况下# 对 =7 都表现出很高的灵敏度

和选择性# 比以往的 E# 基传感器对 =7 的检测性

能有显著的提高&
N1OO1 等 B L D 通过研究传感器的检测机理#发

现 E#67 纳米膜的厚度%晶体尺寸大小等性质对传

感器的性能有很大影响#并发展了制备 E#67 纳米

膜的控制技术&
G#1O 等 B @ D 用非电镀金属沉积法在 &+67 纳米

颗粒的表面沉积 5.#实验结果表明#这种方法对

改善气敏材料的催化剂性能有很大帮助& 5. 和

5, 作为两种主要的贵金属添加物#它们与衬底有

不同的相互作用#5, 倾向于嵌入纳米 &+67 晶粒

中#而 5. 倾向于形成大的金属颗粒团簇& 与传统

方法相比#用非电镀沉积法形成的催化剂具有不

同化学状态#为研究催化剂对气体检测的机理提

供了一种新的方法&
文献B!8K!!D报道#利用纳米 &+67 制成的气

体传感器对有机磷农药如敌百虫%乙酰甲胺磷和

乐果进行动态快速检测# 获取了大量的信息#同

时结合快速傅里叶变换频谱分析方法#较理想地

实现对敌百虫%乙酰甲胺磷和乐果的定性和定量

检测# 大大提高 &+67 气体传感器对农药气体的

选择性和稳定性&

51+ 等 B !7 D 通过高温热蒸发块体氧化物材料#
并 在 低 温 下 将 其 气 相 沉 积 到 0P76J 表 面# 制 备

Q+%&+%R+%3’ 等金属半导体氧化物的纳米带#纳

米带单晶结构整齐#无杂质#几乎没有缺陷和断

层& 纳米带宽为 J8KJ88 +(#宽度与厚度比为? K
!8#长度达几个毫米& 研究人员认为#该材料在纳

米气敏传感器领域具有广阔的应用前景&
气敏电化学传感器的重要发展方向是阵列

化#不仅能够提高传感器的综合性能#而且能够

有效降低传感器的功耗& E1S’-);# 等 B !J D 在7"7
(( 面积上的 0- 电极表面制备出 !C 个半导体气

体传感器阵列#每个传感器覆盖厚度为 ?8 +( 的

&+67 薄膜# 分别通过掺杂 Q+6%T6J%R+76J%5.%5,
等 修 饰 传 感 器 的 &+67 敏 感 膜 # 该 阵 列 式 传 感

器 采 用 模 式 识 别 技 术#可 对 多 种 物 质 实 施 有 效

检 测# 能 同 时 检 测 氯 仿!?88 ($F(J"% 甲醛!!J8
($F(J"%苯!JJ8 ($F(J"混合气体#检测下限达 到

氯仿!C8 ($F(J"%甲醛!!? ($F(J"%苯!>8 ($F(J"&
为了进一步提高传感器性能#半导体气体传感器

的阵列已经提高到 L"L#甚至更高!见图 !"&

"/#’.4); 等 B !> D 通 过 改 变 &+67 半 导 体 膜 和 修

饰膜厚度#从7K?8 +( 逐渐变化#同时#器件加热

温度采用梯度变化#可大幅度提高传感器的选择

性和响应性能#降低功耗!见图 7"&

0P76J

5. 电极

导线焊点
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采用纳米金属!金属氧化物敏感材料研制的

气敏电化学传感器!传感器的一致性提高"功耗

降低! 其检测性能比传统的半导体气敏传感器

有大幅度提高#传感器阵列化!可同时对多种气

体实施检测$ 随着研究不断深入!以纳米敏感材

料为敏感膜! 将是气敏电化学传感器的主要发

展方向$
!"# 纳米金属$金属氧化物修饰电极的液相电化

学传感器

纳米金属!金属氧化物修饰电极的液相电化

学传感器是在液相环境中!根据工作电极与目标

物发生电极反应!通过测量工作电极与对电极之

间的电导%电位"电流等电信号变化!实现对目标

物的检测& 其中工作电极是被测物分子发生电极

反应的承载体!通过在工作电极上固定或修饰敏

感材料!工作电极可与目标物发生特定的电极反

应!产生特征电信号& 通过纳米金属!金属氧化物

修饰的电极可以使待测物能够进行有效的分离

与富积!借助控制电极电位又可以使选择性得到

进一步提高!而且电化学测试方法’如脉冲伏安

法%溶出伏安法等(能将灵敏度和电极上修饰剂

电极反应的选择性结合起来!因此!纳米金属!金
属氧化物修饰的电极是将分离%富积和选择性三

者结合的理想体系$ 经过多年的研究!这类电化

学传感器已经取得了许多重要的研究成果#采用

纳米金属!金属氧化物修饰电极!不仅在电化学理

论研究上有重要意义!而且在无机物%有机物%生

物活性物质的测定%价态分析等诸多方面也发挥

越来越大的作用$
研究发现!纳米 "#$% 具有热稳定性好%化学

惰性等性质! 对有机磷分子有较强的亲和性!是

一种对有机磷分子十分敏感的材料!曾被用于研

制检测有机磷的化学传感器$ &’( 等) *+ ,采用电化

学沉积法在 -( 电极表面制备出 "#.% 纳米膜!通

过电化学溶出伏安法!实现对液相甲基对硫磷的

高灵敏%高选择性的检测!检测甲基对硫磷的线

性范围为+ /*00 1234&!检测限可达 5 1234&’见

图 5($ 6( 等) *7 , 用壳聚糖分散纳米 "#.% 粉体!利

用滴涂法修饰玻碳电极!该修饰电极可高效富集

甲基对硫磷!采用方波伏安法!甲基对硫磷的检

出限为 0800* 9234&$
将纳米材料与功能聚合物%生物分子等相结

合! 是目前电化学传感器发展的重要方向$ &’
等 ) *: , 利用 ;’.% 纳米膜巨大的表面积及其对有机

磷农药良好的亲和性!通过自组装方法!以对特

丁基杯<= 芳烃为功能单体制备对硫磷<纳米 ;’.%

自组装分子印迹电化学传感器!该传感器可检测

液相中的对硫磷! 线性范围 +80!*0<>/*80!*0<+

4?&3&!检测限达到 %80 !4?@3&$ 闵红等) *A ,采用液

相沉积法! 将具有高度催化活性的 -( 纳米颗粒

掺杂于 ;’.% 纳米粒子中!制备了分散均匀的 -(<
;’.% 复合纳米颗粒!以壳聚糖为交联剂!研制出

-(<;’.% 复合纳米粒子修饰的电化学传感器!采

用示差脉冲伏安法检测对硫磷!其检测的线性范

围 *80/:80!*05 1234&!检测限达到 08+ 1234&$
采用 -( 纳米通道修饰的电极其比表面积比

常规电极大很多!形成 -( 纳米通道的纳米 -( 颗

粒具有一定的催化活性!可用于研制纳米通道阵

列传感器!传感器检测灵敏度很高#通过对纳米

-( 通道进行化学修饰!可以改变表面性质!使其

检测对象更具选择性$ -( 纳米通道制备简便!可

以根据需要!得到单分散%内径可控的纳米通道!
同时不容易发生纳米 -( 团聚现象#-( 纳米通道

即可以作为电极材料制成阵列电极的电化学传

感器!又可以用于物质的分离和分析!有很好的

应用前景$ B?CDEDFG’ 等 ) *H , 采用两种电化学的方

法测定 I(JC9EK5%L% MN%L%奎宁% %<萘酚%;OP<及

PQR#一种是采用恒电位法!通过测定加入待测

物时跨膜电流的下降来进行分析待测物#另一种

是加入待测物后测定它们的膜电位变化#这两种

方法对大尺寸和荷电高的分析物均具有较好的

检测效果!其检测灵敏度很高#采用恒电位法!检

出限达 *0<** 4?@3&$ 6S@TD(U 等) %0 ,将 -( 纳米通道

膜制成检测葡萄糖的传感器! 将 5<巯基丙酸和

气体

修饰膜厚度变化’V’.% ?# -@%.5(
%/+0 !4

图 % 修饰膜厚度变化的半导体气体传感器

W’28% VS4’X?1Y(XZ?# RDF VS1F?#F [’ZG D 2#DY’S1Z ZG’X\1SFF
4S4C#D1S

电极’OZ(* !4
检测敏感膜
’V1.% ?# ].5(
*+0 14

加热器’OZ(
温度变化
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图 ! "#$% 纳米膜电化学传感器检测有机磷

&’()* +,-./#0.1-2’.3, 4-54’5( $6 .02708594 0: "#;% 5350<2-2=#35-

%<巯基乙胺自组装到纳米 >8 膜 的 表 面 和 通 道

中!再将葡萄糖氧化酶?@;AB (,8.04- 0C’934-D组装

上去!研制出检测葡萄糖的电化学传感器"采用

安培法!对葡萄糖进行测定!具有很好的灵敏度#
EF8#.435F’ 等 G %H I 在 J3%K选择电极表面制备 L8 纳

米通道! 采用生物素对通道内壁进行功能化修

饰!制成电化学生物传感器"该传感器通过电位

监测 J3%K在通道中迁移量!用于生物分子的识别"
利用生物素<抗生物素蛋白作为生物识别模型!
当通道内修饰生物素时!J3%K迁移量降低"当它与

抗生物素蛋白结合时!J3%K迁移量与抗生物素蛋

白浓度$M)N!HO<PQH)H%!HO<M 20,RS%的对数值呈线

性关系&
将 >8 纳米微粒修饰在电极表面或者掺入电

极中!可以显著的增大电极表面积!同时 >8 纳米

微粒可保持生物分子的活性! 加速电子的转移!
能够提高电极的稳定性!减少响应时间!增大催

化能力!提高检测的选择性& T#82=,’44 等G %% I将纳

米 >8 微粒与葡萄糖氧化酶电沉积在铂丝电极上

制成葡萄糖氧化酶电化学生物传感器! 纳米 >8

微粒能很好地保持酶活性! 延长电极的使用寿

命& U13#3/1’ 和 V35( 等 G %* Q%W I 采用溶胶凝胶技术

将 @;A 固定在 >8 纳米微粒中!制备的葡萄糖氧

化酶电极具有好的稳定性和较宽的检测范围&
T1-5 的研究小组 G %M Q%N I 通过在 >8 电极表面

自组装二巯基化合物膜! 然后将 >8 纳米微粒固

定在自组装膜表面上! 最后将辣根过氧化物酶

XYZ6D’血红素吸附到 >8 纳米微粒表面!研究发

现!YZ6’ 血红素在该修饰电极表面可直接发生

氧化还原反应# T#82=,’44 等G %[ I将 >8 纳米微粒溶

液和 YZ6 混合后!通过蒸发沉积法!将 YZ6 固

定在 >8 电极和玻碳电极表面!YZ6 与电极之间

可发生直接电子转移#S’8 等G %PQ%\ I将纳米 >8 分别

掺杂到包埋酪氨酸酶’葡萄糖氧化酶和肌红蛋白

的碳糊电极中!研制出检测酚类’葡萄糖和 Y%;%

电化学生物传感器! 并对纳米 >8 改善传感器性

能的机理进行了探讨# 唐芳琼等G *OI 研究发现!将

>8 纳米微粒和纳米 ]’;% 作为固酶材料! 可以保

持 @;A 的活性和延长酶电极的寿命" 将 ]’;% 和

>8 纳 米 微 粒 组 成 的 复 合 纳 米 颗 粒 用 于 固 载
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!"#!研制出葡萄糖氧化酶生物传感器 $ %& ’%( )!实

验 结 果 表 明 !*+"( 和 ,- 组 成 的 复 合 纳 米 颗 粒

对 葡 萄 糖 氧 化 酶 电 极 的 响 应 性 能 有 明 显 的 增

强作用"
./%"0 纳米粒子应用于生物探针分子固定具

有显著的优点# !纳米 ./%"0 具有特殊的电子构

型和化学键合能力!可增加电极电子传递界面的

表面积$ "纳米 ./%"0 可加强生物探针分子氧化

还 原 中 心 与 电 极 表 面 的 导 电 特 性!从 而 显 著 提

高 传 感 器 的 灵 敏 度$ #纳 米 ./%"0 粒 子 具 有 良

好的生物兼容性!能够与酶的活性基团如1"2%
13""2%142( 等相互作用!但不破坏其生物分子

活性$同时!纳米 ,- 即可以固定生物分子!又可

以长期保持生物分子的活性$ %%’%0 )" 干宁等$ %5 )采用

丝网印刷碳电极&*6378’作为工作电极!在其表

面负载 ./%"09,- 复合纳米颗粒后!将乙酸胆碱酯

酶 :,3;7<及胆碱氧化酶 :3;"=< 吸附在复 合 纳 米

颗粒上! 制备出检测农药克百威和敌敌畏残留

物 的 双 酶 电 极 传 感 器! 其 线 性 范 围 >?>5 ’&?>>
$@9AB!检出限 >?>C $@9AB" 闵红等$ %D )研制出纳米

,- 掺杂 ./%"0 纳米颗粒的乙酰胆碱酯酶传感器!
用于检测敌敌畏的研究$ 在纳米 ./%"0 磁性颗粒

中掺杂纳米 ,-!即提高了纳米颗粒的稳定性!同

时!复合纳米粒子大的比表面积又增加了酶的负

载量!从而提高了传感器的响应电流!该传感器

的检测线性范围 E?>! F>1C%’ C?>!C>1C> AGB9B!检测

限达到 0?>!C>1C% AGF9B"
H+"( 纳米材料作为一种化学性质稳定%光催

化效率高的半导体催化材料!多被应用于对有机

磷农药的光催化%超声催化降解等研究" 6I"( 纳

米粒子具有电催化活性!在被施加一定工作电压

的 条 件 下 ! 可 以 产 生 氧 化 能 力 极 强 的 2"(和

2"((" 卫银银等 $ %J ) 研制的 ,3;796I"(9H+"(9H+ 电

化学生物传感器!利用 6I"( 粒子的电催化活性!
将其沉积在 H+"( 薄膜表面!H+"( 光 催 化 和 6I"(

电催化相互促进! 参与胆碱酯酶的氧化反应!增

强氧化电流!提高了传感器检测有机磷农药敌百

虫的灵敏度! 其检测线性范围 >?>C’(> $AGF9B!
检测限高达 C KAGF9B"

*;-F@L 等$ %E )采用电化学沉积法在 ,- 电极表

面沉积一层 ,- 纳米粒子! 然后将乙酰胆碱酯酶

固定在电极上! 制成有机磷单酶生物传感器$由

于 ,- 纳米颗粒可以大幅度提高固定化酶的催化

活性!使传感器的响应电流增大!明显提高了检

测灵敏度" B+ 等 $ %M ) 将普鲁士蓝沉积在纳米 ,-1
6,N,N 复合物上!制成电化学传感器$普鲁士蓝

作为电子媒介体!可降低检测的过电位!减少检

测过程中的干扰$ 纳米 ,-16,N,N 复合物的特

殊结构和导电性能可提高传感器检测灵敏度"
研究发现! 纳米 ,FO"% 对有机磷分子有较好

的氧化还原活性" 杨小凤等$ 0> )采用滴涂方法!用

纳米 ,FO"% 粒子修饰玻碳电极表面! 研制出检测

对硫磷的电化学传感器! 与裸露玻碳电极相比!
明显提高了对硫磷的氧化还原峰电流!并降低了

氧化峰电位!该传感器的检测线性范围 O?5!&>1M’
&?>!&>15 AGF9B!检测限 &?>! F>1M AGF9B"

采用纳米金属9金属氧化物修饰电极的电化

学传感器属于非消耗或低消耗型!其检测性能明

显好于传统的电化学传感器$另外!多种纳米金

属9金属氧化物材料组成的复合体!可以发挥各自

的独特性能!其性能又相互补充!使电化学传感

器的选择性%特异性等性能得到大幅度提高"
!"# 纳米金属$金属氧化物与化学毒剂反应机理

的研究

研究纳米金属9金属氧化物与化学毒剂的反

应机理是电化学传感器研究中的重要内容!研究

人员对此进行了广泛细致的研究和探讨"
PL@K/Q 等$ 0& ’0O ) 采用 %&6%&%3 核磁共振谱研究

了化学毒剂分子在纳米 N@"%3L" 材料表面的反

应机理$ 同时! 又对纳米材料 ,FO"% 对化学毒剂

RS%!T%!#%2# 的反应机理进行了探讨!并提出

化学毒剂在这些纳米材料表面的吸附模型$ 0% )&见

图 0’"
ULKLK 等 $ 00 ) 采 用 红 外 光 谱 法 研 究 了 有 机 磷

化 合 物 #NN6%HN6%N#36 在 P"% 表 面 的 吸 附

机理$6LKLVGWGX 等$ 05 ) 采用红外光谱法研究了 2#
在 H+"O1*+"O 表面的光催化机理$N+Y;LFZGXL 等$ 0D )

研究了 !T 在 N@" 表面的吸附与解吸附的动力

学和热力学"
虽然纳米金属9金属氧化物与化学毒剂的反

应机理研究还只是定性描述! 在学术领域仍有

争议! 但为金属9金属氧化物纳米敏感膜材料电

化学传感器检测化学毒剂的应用奠定了重要理

论基础"

化 学 传 感 器 %> 卷OD



图 ! 化学毒剂在 "#$!%&$!’()$* 纳米材料表面的

吸附模型

+,#-! %./0,1&( &#/234 &54678/5 62 2&269"#$: %&$:
;()$< 4=7>&1/

! 展望

纳米材料以其独特的性质在化学传感器上

显示出广阔的应用前景"为环境科学!医学!国防

等各个领域提供了广阔的发展空间#
目前"电化学传感器中使用单一的纳米材料

越来越少" 更多的是使用纳米材料的复合体"利

用不同纳米材料的优点"或者是将纳米材料与功

能聚合物!生物分子等相结合"使电化学传感器

的各项检测性能得到大幅度的提高$
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! 引言

铝离子作为地壳中最丰富的金属元素之一!
约占地壳质量的 ! ""随科技发展!铝制品和含铝

化合物被广泛地应用于汽车!机械!包装材料!电

子产品!建筑材料等中# $ %" 然而!过量的铝会对动

植物和人体产生有害的影响!酸性土壤中铝离子

会对作物生长产生毒害作用" 医学研究表明!铝

与老年痴呆症有关!此外骨骼和中枢神经系统中

过量的铝会导致骨质疏松!并改变血脑屏障的功

能!严重影响人体健康# & ’( %" 对于铝离子的测定!
已有不少报道! 主要采用的分析方法有荧光测

定# ) %#分光光度法# * %#电感耦合等离子体质谱法# + %#
高效液相色谱法 # , ’! %!但这些方法普遍存在价格

昂贵!耗时长和样品预处理复杂等特点" 离子选

择性电极是一种直接的分析方法! 所需设备简

单!载体易于合成!测试快速#成本低!而且不需

任何预处理" 该文实验室采用一些化合物为载体

成功研制了各类离子选择性电极# - ’$& %" 在此基础

上该文选择了原料易得#合成简便的双.&/氨基苯

基于乙酰丙酮席夫碱为中性载体的高选择性铝离子
电极的研究

邹志芬! 袁 若 !! 柴雅琴! 郭俊香

!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 #!!$%&#

摘 要$ 该文报道了基于双0&1氨基苯酚2乙酰丙酮为中性载体的一种 345 膜离子选择性电极的研制" 该电

极对 67(8 具有较好的电位响应性能和选择性!电极在 9:;(<= 的硝酸盐缓冲体系中对 67(8 呈近能斯特响应!

线性响应范围为 *<*!>=1+ "><=!>=1> ?@7 A B!斜率为0>-<,# =<(2 ?4 A CDEFCD!检测下限为 &<+!>=1+ ?@7AB" 采用

紫外分光光度法和膜交流阻抗技术研究了该席夫碱与 67(8 的响应机理" 将其初步应用于电位滴定和废水中

67(8 回收率的测定!获得较满意的结果"

关键词$ 双0&1氨基苯酚2乙酰丙酮$ 铝离子电极$ 345 膜
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图 ! 电极对不同金属离子的响应

"#$%! &’()*(#+, -)./’*.). ’0 1#00)-)*( #’*. 2#(3 +,45#*#45 .),)6(#7) ),)6(-’1)

图 8 载体双9!:氨基苯酚;乙酰丙酮的结构

"#$%8 <(-46(4-) ’0 =#.:9!:3>1-’?>+*#,; +6)(>,+6)(’*+(’

酚;乙酰丙酮作为中性载体!制备了一种能在较

宽 的 范 围 内 优 先 响 应 铝 离 子 的 &@A 选 择 性 电

极!该 电 极 具 有 检 测 下 线 低"响 应 时 间 短"稳 定

性好等优点!连续使用两个月!性能未见明显下

降# 将该电极作为指示电极用于铝离子的电位

滴定!并测定了废水中铝离子的回收率!获得比

较满意的结果$

! 实验部分

!"! 仪器与试剂

电 极 电 位 和 /B 值 用 C&!DE /B 计 9瑞 士

C)((,)- F’,)1’ 公司 ;及 &B< : DA 型酸度 计 9上 海

大中分析仪器厂;测定%采用紫外:可见分光光度

计9美国 &G 公司 H+5=1+ 8I; 测定 J@:@#.#=,) 谱%
研究中性载体膜的交流阻抗行为! 采用 KCL) 型

交流阻抗测试系统 9德国 M+3*)- G,)N(-#6N 公司!
O : LPQE 型;!频率范围为&8E:!R8EL BS 9!E!;$ 载

体双9!:氨基苯酚;乙酰丙酮按文献T8DU方法合成!
结构如图 8$增塑剂邻硝基苯基辛基醚按文献T8PU

方法合成$ 所有使用试剂均为分析试剂级别!采

用二次蒸馏水配置所需溶液$
!"# 电极的制备

以电极对 V,DW 性能响应范围为优化目标函

数!采用正交试验法选择最佳电极膜组成!得V,DW

最佳电极膜组成为&! 9载体; X !%Y Z!! 9 &@A; X
LP%Y Z!!9邻硝基苯基辛基醚; X D!%! Z$ 按常规

方法制备 &@A 膜!配成 &@A 膜电极T 8Q U$电极电位

由下列电池测定&
V$:V$A, [ \]^D 98%E " 8E:8 5’,_H; [[ &@A 膜 [

测试液[ \A,9饱和;!B$!B$!A,!

# 结果与讨论

#"! 电极的电位响应性能

将各种常见金属离子对应的硝酸盐配制成

溶液!用自制的 &@A 膜电极在 /BXD%E 的硝酸盐

缓冲体系中测试了不同阳离子的电位响应!如图

! 所示与其它金属离子相比较! 电极优 先 响 应

V,DW!并呈现较好的响应$ 研究表明!增塑剂的性

质和载体含量的不同对离子选择性电极的响应

性能有很大的影响!因此!实验中研究了以邻硝

基苯基辛基醚 9":]&^G;"癸二酸二正辛酯9O^<;
和邻苯二甲酸二正辛酯9O^&;等不同增塑剂!以

及不同载体含量制备的电极对 V,DW 电位响应性

能 9表 8;$ 实验发现!以 ":]&^G 为增塑剂的膜电

极对铝离子的电位响应明显好于其它几种增塑

ABD ABD

A A ]] AB!

^B B^

: !‘E

: DEE

: D!E

: DPE

: DLE

: D‘E

: PEE

: P!E
: L : Q :P : D : ! : 8

,’$TC*WU
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A4!W

a+!W
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@
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表 ! 铝离子电极的选择性系数"#$! %
&’()! &*+ ,+#+-./0/.1 -2+33/-/+4., 23 56252,+7

8#9: /24;,+#+-./0+ +#+-.627+
!"#$%&’%(") (*"+ ,-.

/"01

2301

4501

6%01

7(01

8’91

2*01

:1

;)!
<9=0>
<0=?@
<A=>9
<A=@9
<0=A>
<A=>B
<0=CB
<D=?A

E"#$%&$%(") (*"+ ,-.
F"01

-G01

2H01

F)01

2G01

I)1

7H91

JG91

;)!
<0=K?
<0=AD
<0=D!
<0=KK
<0=D!
<9=0>
<A=@A
<0=99

!)! 5< 值对电极性能的影响

溶液的 LM 值对电极的响应性能有很大的影

响! 以硝酸缓冲体系,用 7GNM 和 M7N9 调节.配
制 了 不 同 LM 值 下 浓 度 为 A=? "A?<9 和 A=? "A?<0

O*;PJ 的 I;91 溶液" 测试了以双水杨醛缩乙酰丙

酮为载体的 4Q2 膜电极对 I;91 的电位响应性能"
如图 9! 结果表明#在溶液 LM 值为 0=?RB=? 范围

内电极电势基本稳定! 当 LM 值低于 0=? 时"这可

能是由于 M1 能与载体发生作用"随着溶液 LM 值

降低"M1浓度增加"这种作用会增强"使其电位响

应变差"干扰增大! 当 LM 值高于 B=?"随着 NM<

浓度的增加"I;91 发生水解"导致溶液中 I;91 浓度

减小"随着溶液中值升高"这种作用会增强"干扰

增大!
!)9 电极的选择性

离子选择性电极最重要的特性就是它对溶

液 中 某 种 特 定 离 子 的 响 应"用 离 子 选 择 性 系 数

,! .来表示"它表示被测离子 ( 与共存干扰离子

S 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 S 离子的干扰越小! 用 LMT
9=? 的硝酸溶液将各种阳离子对应的硝酸盐配制

成浓度为 A=?"A?<A O*;PJ 的溶液" 采用分别溶液

法 U AB V 测定了常见阳离子对该 I;91 电极的选择性

系数 ;)! "实验结果如表 0! 实验发现"相较

于其它阳离子"该电极对 I;91 具有高的选择性!

!)= 电极响应机理的研究

为 研 究 载 体 乙 酰 丙 酮 WXY(&& 碱 与 金 属 离 子

图 9 LM 值对电极响应性能的影响

8()=9 Z&&’X# *& LM *" L*#’"#(G; %’+L*"+’ G# A=? " A?<9

G"H A=? " A?<0 O*;PJ I;91 (*" +*;3#(*"

L*#
([S

剂 " 后 续 实 验 选 择 "<74NZ 为 增 塑 剂 进 行 测

试"得 到 电 极 的 最 佳 膜 组 成 为 #,载体. T 0=@ \"
#,4Q2. T BD=@ \"# ,邻硝基苯基辛基醚. T 90=0 \!
电 极 在 K=K "A?<B#A=?"A?<A O*;PJ 线 性 范 围 内 对

I;91 呈近能斯特响应"斜率为$A@=C$?=9% OQPH’XGH’"
检测下限为 0=B"A?<B O*;PJ" 响应时间为 0? +"电

极呈现优良的重现性和稳定性"在连续使用两个

月后"其响应性能未见明显下降&

表 > 电极膜的组成以及不同电极对 8#9: 的响应性能

&’()> ?2@52,/./24 23 @+@(6’4+, ’47 .*+/6 52.+4./’# 6+,524,+ -*’6’-.+6/,./-, /4 8#9: /24

A
0
9
D
K
B
C

4Q2
90=K
9A=B
9A=@
90=0
90=A
9A=K
90=@

4;G+#(X(]’%
"<74NZ[ BK=?
"<74NZ[ BK=A
"<74NZ[ BD=A
"<74NZ[ BD=@
"<74NZ[ B9=0
^NW[ B0=C
_-4[BD=9

E*"*LY*%’
0=K
9=9
D=?
0=@
D=C
D=>
0=>

AB=K
A>=C
AC=K
A@=C
0A=?
AK=9
00=A

B=0"A?<KR A=?"A?<%

C=@"A?<K& A=?"A?<%

9=9"A?<B& A=?"A?<%

K=K"A?<B& A=?"A?<%

D=A"A?<B& A=?"A?<%

C=@"A?<K& A=?"A?<%

D=0"A?<K& A=?"A?<%

D=9"A?<K

0=B"A?<K

?=@"A?<K

0=B"A?<B

0=D"A?<B

D=K"A?<K

0=9"A?<B

2*OL*+(#(*" *& O’O‘%G"’P,#.
7*= W;*L’P,OQPH’X. J("’G% %G")’P,O*;PJ.

^’#’X#(*"
;(O(#P,O*;PJ.

<0>?

<9??

<90?

<9D?

<9B?
? 0 D B > A?

LM

A?<9 O*;PJ

A?<0 O*;PJ

$P
O
Q

L*#
I;91[S"1

52.
8#AB

L*#
I;[ -

L*#
I;[ -
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图 ! 以 "#$% 标准溶液滴定 &’()*+,+ 溶液的电位

滴定曲线

-./01 234564.37548.9 4.48:4.36 9;8<5 3= %’+> ?3’;4.36
@.4A "#$%

图 B 2CD 膜在不同浓度的 %’()*+,+ 溶液中的交流阻

抗谱图

-./0B E7F5G:695 F’34? 3= 2CD 757H8:65 .6 %’+> ?3’;4.36?
9364:.6.6/ G.==58564 93695648:4.36

图 I 载体的氯仿溶液与 %’()*+,+(J0K!JKLJ 73’MN,溶液

作用前(L L L,与后(!,的紫外可见吸收光谱

-./0I OCL<.?.H’5 :H?38F4.36 ?F5948: 3= 9A’383=387
?3’;4.36 3= 9:88.58 (L L L, :6G 9:88.58 485:45G @.4A J0K!JKLJ

73’MN %’()*+,+ (!,

的作用机理" 工 作 中 取 PK 7N 浓 度 为 J0K!JKLI

73’MN 乙酰丙酮 Q9A.== 碱的氯仿溶液与 PK 7N 浓

度为 J0K!JKLJ 73’MN 的 &’+> 溶液萃取交换作用 J
A"静置 + R I A"取下层萃取液"以氯仿为空白溶

液"测定萃取交换作用前后氯仿溶液的紫外可见

光谱" 并与乙酰丙酮 Q9A.== 碱氯仿溶液的紫外可

见光谱比较"其结果如图 I# 结果表明"萃取前后

溶液的紫外可见光谱图有明显的差异"载体与铝

离子作用后最大吸收波长相长波方向红移了 JK
67(P+J 67 R PIJ 67,"吸收峰强度也有了明显的

增强"这说明载体与 %’+> 发生了作用#

在 PK ""频率范围为 JKLPRJK1 ST"激励电压

为 PB 7C 条件下"测试了以乙酰丙酮 Q9A.== 碱为

载体的 2CD 膜电极对不同浓度的 %’+> 的交流阻

抗行为# 图 B 的交流阻抗谱图显示"在高频区呈

现规则的膜本体及表面阻抗半圆" 在低频区可

观察到 U:8H;/ 阻抗#膜本体阻抗随着%’+>浓度的

增加呈下降趋势" 当 %’+> 浓 度 分 别 为 J0K!JKLB

73’MNV J0K!JKL+ 73’MN 和 J0K!JKLJ 73’MN 时" 其对

应 的 膜 本 体 阻 抗 为 $J0+W !JKB !V J0J X !JKB !V
Y0J!JKI !# 以上实验现象可说明"&’+> 参与了传

输"载体携带铝离子通过膜相的过程受扩散控制#
!"# 电极的初步应用

!"#"$ 电位滴定

在硝酸盐缓冲介质(FSZ+0K,中"以饱和甘汞

电极作为参比电极" 采用以乙酰丙酮 Q9A.== 碱为

载体的 2C[ 膜电极作为指示电极" 以 J0K!JKLP

73’MN "\$& 标准溶液作为滴定剂" 滴定 PK0K 7N
J0K!JKLJ 73’MN &’()*+,+ 溶液# 结果如图 1 所示"
金属 &’+> 的浓度随着 "\$& 的加入而降低"电极

电位发生变化" 在计量点附近电位产生突跃"原

因是 "\$& 与 &’+> 反应生成了络合物导致电位

值的改变# 表明该电极可以比较准确地测定溶液

中铝离子的含量#

!%#"! 回收率实验

以 饱 和 甘 汞 电 极 为 参 比 电 极 " 乙 酰 丙 酮
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K

!

PKK PBK +KK +BK IKK
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K

K PK IK 1K XK JKK JPK JIK J1K JXK
"#M]!
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!"#$%& ’"$%&
()*%& ’"$%&
+", ’"$%&

-&).)/"012!.134
5678
957:
;97<

=>>%>12!.13?
6@7@
6@7@
6@7@

ABC/>12!.13?
D:7D
E97<
<;76

E;75
:@579
E87:

表 ! "#!$ 的回收率测定结果

%&’(! )*+,-*./ ,0 +*1*.234&13,4 ,0 "#!$

FGH)II 碱 为 载 体 的 JKL 膜 电 极 为 指 示 电 极 !以

=02M-5?5 溶液2,NO57@?为测试底物!进 行 回 收 率

实验结果如表 5"

F"P,0%#
=0CP)/)CP )B/

(%GB*%&Q 1 R
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! 引言

随着农药的大量使用或滥用! 导致农药在食

品和环境中残留量的严重超标!因此农药所带来

的生态与环境问题日益严重" 由农药中毒引起的

事件和在对外农产品贸易中引发的争端时有发

生" 因此对农药残留量的检测引起了人们越来越

多的关注!发展一种灵敏#快速#实用#可靠的农

残检测方法尤为紧迫" # $"近年来!在许多国家及地

区的地下水#地表水以及大气沉降物中都检测出

了阿特拉津的残留物% 其对生态环境的影响具有

全球性!在土壤中的保留期长且对粮食和食品安

全造成潜在威胁! 并影响人体的内分泌系统及生

殖系统 " & $!因此深入研究阿特拉津的生态风险问

题是当务之急"
阿特拉津$简写为 ’()%下同%!又叫莠去津% 化

学名为 &*氯*+*乙氨基*,*异丙氨基*# -. -/*三

嗪- 系均三氮苯类农药!是一种人工合成的化学

除草剂" 化学结构式如图 # 所示" 目前!阿特拉

津检测方法有色谱法# 电流分析法和 01234 法

等" .56 $ % 但这些方法不适宜现场快速实时检测" 近

年来!简单快速的使用免疫快速检测#生物和电

化学生物传感器等技术来检测农残含量已经取

得较快发展"

一种新型的检测阿特拉津的酪氨酸酶传感器的研制

张智慧! 应淑华! 史汶灵! 范小雪! 黄杉生 7

!上海师范大学生命与环境科学学院" 上海 "!!"#$#

摘 要$ 采用自组装的方法制备了酪氨酸酶传感器!运用循环伏安法探讨了该传感器的电化学特性!研究

了阿特拉津在该修饰电极上的电化学行为" 实验结果表明!阿特拉津在该修饰电极上具有良好的电流响应"

阿特拉津在 689!:;*9568&!:;*/ <=>?1 范围内!电流与浓度有良好的线性关系!线性方程为 !@ A B ;8.&6"C4()D E
+8+:+!相关系数为 ;8FF. +!检出限为 /8+!:;B9 <=>?1$信噪比为 .%"
关键词$ 检测& 阿特拉津& 酪氨酸酶& 循环伏安法

% &’( )*+,-.&/-’ 0.,-’&-,+ 1,+ )2’ 3’)’+4.&/).,& ,1 /)+/5.&’

GH’IJ GHK"HLK- MKIJ 3HL"HL’- 3HK NOI">KIJ- P’I QK’="RLO- SL’IJ 3H’"THOIJ7

U1KVO ’IW 0IXK)=I<OI(’> Y=>>OJO- 3H’IJH’K Z=)<’> [IKXO)TK(\- 3H’IJH’K &;;&.+- YHKI’]
%0-)+/6)7 4 IO^ (\)=TKI’TO TOIT=) V=) (HO WO(O)<KI’(K=I =V ’()’_KIO ^’T @)O@’)OW8 2(T O>O‘()=‘HO<K‘’> aOH’XK=L) ^’T
O>L‘KW’(OW a\ ‘\‘>K‘ X=>(’<<O()\ UYb]8 cHO aK=TOIT=) ‘’I aO LTOW V=) (HO WO(O)<KI’(K=I =V ’()’_KIO KI (HO )’IJO =V
689 !:;*9568& !:;*/ <=>?1 ^K(H ’ WO(O‘(K=I >K<K( =V /8+ !:;*9 <=>?18 cHO >KIO’) )OJ)OTTK=I OdL’(K=I KT !@ A * ;8.&6 "
U4)(] E +8+:+ ^K(H ’ ‘=))O>’(K=I ‘=OVVK‘KOI( =V ;8FF. +8
8’* (,+3-7 WO(O‘(K=Ie ’()’_KIOe (\)=TKI’TOe ‘\‘>K‘ X=>(’<<O()\UYb]

基金项目$国家高技术研究发展计划$6,. 计划%课题$&;;944;,G+;&%#上海市科委项目$;6/&;/:;+;;%
7 通讯联系人

图 : 阿特拉津的分子结构

PKJ8: cHO <=>O‘L>’) T()L‘(L)O =V 4cf

SZ YS.

Z Z

Z Y>Z
S

S.Y

YS.

#$%& .;’ ($& .
3O@( & ) * : ;
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图 ! 电极的组装过程

"#$%! &’( )**(+,-. /012(** 13 4’( (-(24015(

该论文通过层层自组装的方法在电极上固

定酪氨酸酶!利用阿特拉津对酪氨酸酶的抑制作

用来实现对阿特拉津残留量的检测"

! 实验部分

!"! 试剂与仪器

酪氨酸酶6由蘑菇 中 取 得!7 !89 :;+$#购 于

<#$+) 公司= >?半胱胺酸6>@A.*B C8DE购自 <#$+)
公司= 磷酸盐缓冲液6FG<H由 9%I+1-;> J)KLFMN 和

9%I +1-;> J)LKFMN 配制!并用 9%I +1-;> J)ML 或

LA- 溶液调节 /L 值" 其余试剂均为分析纯!实验

用水均为超纯水"
透射电子显微镜 $&OP B QOP@K9I9 B 日本%&

循环伏安$AR%和 电 化 学 阻 抗 谱 图$OS<%的 测 量

在 ALS TT9G 电化学分析仪U上海辰华仪器公司!
中国V上进行!采用三电极体系’修饰电极为工作

电极!铂丝电极为对电极!饱和甘汞电极为参比

电极W<AOV &测试 底 液 为 7 +> 9%I +1-;> FG< 69%7
+1-;> J)A-B /L8%9V" 所有的实验条件均在室温下

进行"
!"# 传感器的制备

!"#"! 纳米银的制备

参照文献XC Y 的方法B在剧烈搅拌的条件下!
将一定体积 I%9!I9@! +1- " > 的 Z$JM!! 溶液按体

积比I #! 逐滴加入到 K$9%I9@! +1- " > 的 J)GLN 溶

液中!制得的银溶胶呈亮黄色!通过透射电镜观

察$图 K%!纳米银的平均粒径为 I7 [+" 纳米银的

紫外可见光谱表明!在 N89 [+ 处出现了吸收峰!
是纳米银的特征吸收峰"

!"#"# 电极的制备

金电极分别用 I%9(9%!(9%97 ++ 的氧化铝粉

末抛光!直至产生一个光亮(平滑的表面) 电极分

别置于硝酸(无水乙醇(超纯水里超声清洗 ! +#[
后! 在 9%7 +1-;> LK<MN 中于@9%!7\I%89 R 的电位

范围内!以 I99 +R;* 的速度循环扫描至电流稳定

为止* 电极用超纯水彻底清洗后!并用氮气将其

表面吹干* 将处理好的电极浸泡于 9%I +1- ; > 除

氧的 >@半胱胺水溶液中!置黑暗处 8 ’ B 得到 >@
半胱胺修饰电极* 用超纯水彻底清洗以除去 >@
半胱胺的物理吸附之后B 将电极浸泡于自制的银

溶胶 IK ’ 得到纳米银;>@半胱胺修饰的金电极*
用 FG<6/L8%9V洗 涤 修 饰 电 极 !并 将 电 极 浸 于 7
+$;+> 的酪氨酸酶6/L8%9 FG<V溶液中!置于冰箱

过夜后取出! 最后电极在 K7& 的戊二醛溶液中

浸泡半个小时!取出后彻底用 FG< 洗涤干净* 电

极不用时保存在 N ’下 9%I +1-;> FG<6/L8%9V中*
电极表面的修饰过程见图 !*

图 K 纳米银的透射电镜图

"#$%K &OP #+)$( 13 Z$ [)[1/)04#2-(*

L<@6ALKVK@JLK )]^(1^*
Z$ 21--1#5 *1-^4#1[ Z^_Z^_Z^_

@<@WALKVK@JLK

@<@WALKVK@JLK

@<@WALKVK@JLK

@<@WALKVK@JLK

@<@WALKVK@JLK
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@<@WALKVK@JLK

@<@WALKVK@JLK

@<@WALKVK@JLK
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图 ! 修饰电极在 "#$ %&’() *+,-./01"2中的循环伏安图

-32裸 45!-62 )789: (45!;82<3<&74=> )789: >45!
;?2 @9A&:B<3:C ( <3<&74=( )789: (45D 扫描速度"$"" %E(:
FB=#! GHC 898’B8 I&’@3%%&=A3%: &J CICA9 ’39CA %&?BJBC?
C’C8@A&?C: B< "K$ %&’>) *+,;./0#"L ,83< A3@CM $"" %E(:

图 N 不同修饰层电极的阻抗谱图

O32裸 45D ;62 )789: (45D ;82 <3<&74=( )789: (45D
;?2 @9A&:B<3:C ( <3<&74=( )789: (45

FB=KN GHC PQ, B%3=C: &J ?BJJCAC<@ ’39CA: %&?BJBC?
C’C8@A&?C:

! 结果与讨论

!"# 修饰电极在 $%& 中的电化学行为

图 ! 为不同修饰电极进行循环伏安曲线# 在

7"KRN S"KTU E 的电位范围内$ 在 "K$ %&’() *+,
;./0K"2中$裸的 45;曲线 32%)789: (45;曲线 62均
没有明显的氧化还原峰!然而对于纳米银粒子修

饰的电极 <3<&74=( )789: (45 ;曲线 82 V 则出现了

一对比较对称的氧化还原峰& 但峰电流较小!当

电极上修饰上酪氨酸酶后&@9A&:B<3:C ( <3<&74=(
)789: (45 ;曲线 ?2&则出现了一对峰形对称的氧

化还原峰’!.3 W "KRUN EV !.8 W "K"N! E(&这是由于

固定在电极表面的酪氨酸酶的电活性中心发生

电子转移所产生V 与文献报道的结果相近X $" Y)

!"! 电极层层自组装过程的电化学阻抗谱图

电化学阻抗谱图*PQ,(可用来表征电极表面

每一步修饰过程中的变化V 图 N 显示了层层修饰

的电化学阻抗图谱的 Z9[5B:@ 曲线) 从图 N 可以

看出&裸金电极的阻抗图*63AC 45V曲线 32是一个

直径较大的半圆&阻抗值约为 N"" !) 在金电极

上修饰上 )7半胱胺酸后*)789: >45V曲线 62 V其
阻抗急剧下降)当电极上修饰纳米银之后*<3<&7
4=> )789: >45 曲线 8(阻抗值继续减小V这是由于

纳米银促进 FC;\Z2T]7>!7间 的 转 移 ) 当 酪 氨 酸 酶

修 饰 到 电 极 表 面 上 & 可 以 看 到 阻 抗 明 显 增 大

*@9A&:B<3:C><3<&74=>)789:>45&曲线 ?(&这是因为

电极表面吸附上的酶阻碍了 FC;\Z2]7>FC;\Z2T!7 在

电极表面的电子传递) 修饰电极制备过程中阻抗

的变化表明了酪氨酸酶已经被修饰在电极的表

面上)
!"’ 生物传感器响应性能的测定

图 T 显 示 酶 修 饰 电 极 在 "#$ %&’>) *+,
;./0# "2 溶液中与依次加入一定量的阿特拉津的

循环伏安图) 由图 T 可见V 随着加入的阿特拉津

量的增加V 峰电流变小) 这是由于阿特拉津对酪

氨酸酶的活性有抑制作用) 当阿特拉津浓度在

U#0!$"70SU#R!$"7N %&’>) 范围内与其峰电流成良

好 的 线 性 关 系*图 T 插 图(&其 线 性 回 归 方 程 为

".W7"#]RU #;3@A3^B<CL_!#!$!&相关系数为7"#‘‘] !&
其检出限为 N#!!$"70%&’>)*] 倍信噪比()
!"( 实验最佳条件的选择

!"#"$ %& 的选择

考察了 ./ 值对传感器响应电流的影响 *图

0() 当底液中的 ./ 小于 0 时V 响应电流随着 ./
的增大而增大!当 ./W0 时响应电流达到最大值&
此时酪氨酸酶的活性最好!与文献报道的酪氨酸

酶保持最佳活性的 ./ 范围基本一致X$$Y)当 ./ 大

于 0 时&响应电流随着 ./ 的增大反而减小&这是

因为酶的活性逐渐下降) 因此实验选择 ./ 值为

0#" 的 *+, 作为支持电解质)
!"#"! 温度的选择

温度是影响酶活性的另一个重要因素& 图 U
考察了温度对传感器响应电流的影响) 当温度在

R""]" #范围内酶的活性随温度的升高略有增

加&但变化不大) 当超过 ]" #时响应电流急剧下

!
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图 ! 不同 "# 对传感器响应电流的影响

$%&’( )**+,- .* "# ./ -0+ ,122+/- 2+3"./3+ .* 4.5%*%+5
+6+,-2.5+3

图 7 阿特拉津在 -82.3%/93+ : /9/.;<&= >;,83 =<1 修饰电极的响应

?9@ A!AB;C 4.6=>!?DE FGH!AB;I 4.6:>!底液J BGA 4.6=> KLM ?"NOGBEP 扫速"ABB 4Q=3P
插图J阿特拉津的电流响应校正曲线

$%&GC R+3"./3+ .* 9-29S%/+ 9- 4.5%*%+5 +6+,-2.5+3 %/ BGA4.6=> KLM T"NOGUE
V/3+-J W96%D29-%./ .* ,122+/- 2+3"./3+ .* 9-29S%/+ 9- -82.3%/93+ = /9/.;<&= >;,83 =<1
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K.-+/-%96 !=Q
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降] 这是由于温度过高时会导致酶部分失活# 与

文献报道的酪氨酸酶保持最佳活性的温度范围

基本一致^ AF_# 因此实验选择 YB"作为实验温度#
!"#"$ 纳米粒子对传感器的影响

研究了纳米粒子对传感器的影响$图 \%& 曲

线 9 为加入纳米银粒子传感器的连续电流响应!
曲线 D 为无纳米银粒子的情况下传感器的连续

电流响应& 结果显示纳米银修饰的传感器比较稳

定& 这不仅是因为纳米银对酪氨酸酶有较强的吸

附作用’可以防止酪氨酸酶的脱离!更重要的是

纳米粒子的引入’可以大幅度的提高电流响应的

灵敏度^ AY‘AC _&
!"#"# 电极的重现性!稳定性及干扰实验

在 I 4> BGA 4.6=> KaM $"NbOGB% 的 溶 液 加

A!AB;C 4.6=> 阿特拉津] 连续测定 O 次’得到相对

标准偏差$RMc%为 YGHd’说明该传感器有较好的

重 现 性& 当 该 传 感 器 不 用 时 ] 置 于 X "的 KaM
?"N bOG UE溶液中保存&一周后]该传感器活性仍能

达到其初始信号的 HeGId& 说明此电极具有良好

的稳定性&

XGI
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YGI

YGU

FGI
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图 f 温度对传感器响应电流的影响

$%&Gf g**+,- .* -+4"+29-12+ ./ -0+ ,122+/- 2+3"./3+ .*
4.5%*%+5 +6+,-2.5+3
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图 ! 纳米粒子对传感器响应电流的影响

"#$含纳米银颗粒%&’$不含纳米银颗粒!假定初始电流为

())!"
*+,-! ./00123 014562414 67 869+7+19 1:1;306914 ;623#+2+2,

<, 2#265#03+;:14 60 263

为 了 考 察 该 酪 氨 酸 酶 传 感 器 的 抗 干 扰 性#
在 ("()=> 86:?@ 阿特拉津溶液中分别加入一定浓

度的 A#B=二氯苯酚$敌草隆$@=赖氨酸和尿酸进

行测定# 以干扰物质造成的误差在 C!之内作为

干扰指标% 结果发现#C) 倍的 @=赖氨酸和尿酸对

阿特拉津的测定不产生明显干扰D 当 A#B=二氯苯

酚$敌草隆的浓度超过阿特拉津的 AC 倍时#即产

生干扰#可能是这些物质在修饰电极上的电活性

电位与阿特拉津相同#这表明酶传感器的抗干扰

性较好%
!"#"$ 实际样品的测定及回收率

取不同的浓度的未知样品作为待测的实际

样品D以上述方法测定阿特拉津浓度#结果见表

(% 在 上 述 的 E 份 实 际 样 品 中 分 别 加 入 ()-)
!86:?@ 阿特拉津标准溶液D进行回收率测定D结果

()C

!C

FC

GC

>C

CC

BC
) () A) E) B) C)

3+81?8+2

./
001

23
H #

’

表 ! 样品的检测"!#$%
&’()! &*+ ,+-+./01’-021 .+345-3 26 3’/75+3 "!#$%

试样

I#85:1
(
A
E

测定值

J131;3+62 ?&!86:?@$
)-F
B-E
A-(

加入量

<99+3+62 ?&!86:?@$
()-)
()-)
()-)

测定总量

*6/29 ? &!86:?@$
((-E
(B-F
((-C

回收率

K1;6L10M ?H
()C
()E
!C

也列入表 (D该方法测定的回收率为 !CH #()CH%
说明该方法制备的酪氨酸酶传感器为测定阿特

拉津实际含量提供了一种较为精确的方法%

$ 结论

基于 3M064+2#41 ? 2#26=<,? @=;M4 ?</ 的新型

酪氨酸酶传感器#有良好的重现性和稳定性% 它

为浓度范围介于 F-G "()=G NF-A "()=C 86:?@ 之 间

阿特拉津的检测提供了一个简单$ 廉价的方法#
最低检测限为 C-B"()=G 86:?@ &E 倍信噪比$%
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! 引言

由于人们在防治病虫害过程中不合理和超

剂量使用化学农药!导致了粮食"蔬菜"茶叶等农

产品中的农药残留问题!不仅影响了农产品的品

质!也危害人类的健康# 传统上有机磷农药分析

方法主要是利用气相色谱"薄层色谱"高效液相

色谱以及各种光谱联用技术! " #$ 虽然这些方法的

选择性%灵敏度和准确度高!但需要昂贵的仪器

设备!样品的前处理过程繁琐"费时!并且对分析

人员的技术水平要求很高!不适于现场检测$ 而

且仪器分析法多为检测干物质中的农残含量!不

能准确反映人体实际摄入的农残含量$
与传统分析技术相比!有机磷传感器快速检

基于纳米粒子吸附的甲基对硫磷传感器研究

刘淑娟 "$% & ! 谭正初 "! 钟兴刚 "$%

!"# 湖南省农科院茶叶研究所$ 湖南长沙 %"!"&’"
!&# 湖南省茶叶检测中心$ 湖南长沙 %"!"&’"

摘 要# 将 ’()% 纳米粒子用于有机磷传感器的构造!制成了电沉积 ’()% 粒子层*金电极&’()%*+,’电流型传

感器!可直接测定茶汤中有机磷农残的含量$ 以甲基对硫磷为分析目标物!研究了传感器的主要响应特性%

选择性及再生性能!考察了溶液 -. 值%电化学参数等因素对传感器分析性能的影响$结果表明!该有机磷传

感器在 "/01// 23*45 浓度范围内对目标分析物有线性响应!检出限为 %6/ 23*45$ 该传感器灵敏度高!非特

异性吸附小!再生性好!使用简单!所用的二氧化锆纳米粒子层制备简单%操作方便!具有较大的应用潜力$

关键词# 二氧化锆纳米粒子7 生物传感器7 有机磷7 甲基对硫磷

()*+,-. /0 1 0/2-3 4151)6,/078-)693 :,/.-0./5 :1.-+ /0
010/415),;3- 1:./54),/0

58, 9:,!;,<2"$% &$ =<2 ’:>23!?:,"$ ’:@23 A823!3<23"$%
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图 ! 有机磷传感器构建原理图

"#$%! &’()*) +, -./ )0)’12+’()*#’30 /)4/+2

测法具有简单!快速!灵敏!低成本和便于携带等

优点5 6 78 9" 国内外关于利用胆碱酯酶和有机磷水

解酶检测有机磷 的 文 献 已 有 报 道# 如 :0;32)<3
等 5 = 9用乙酰胆碱酯酶直接检测自来水和果汁样品

中的对氧磷和敌百威" >+/#34) 等5 ? 9用乙酰胆碱酯

酶传感器测定西红柿中的西维因#并与高效液相

色谱法比较# 取得较好的分析结果" &@.2@4 等5 A 9

用传感器对涕灭威!对氧磷和甲基对硫磷等 B 种

农药 残 留 进 行 检 测# 检 出 限 分 别 为 BC!!D 和 8
!$E*F" 但酶传感技术因其成本高# 酶分子易失

活!不易再生等缺点#应用起来有一定的局限性"
研究表明#纳米粒子具有特殊的表面效应!

体 积 效 应 ! 量 子 尺 寸 效 应 和 宏 观 量 子 隧 道 效

应#以及由此产生的许多光学和电学性质 5 G 9" 一

些 纳 米 材 料 #例 如 纳 米 :@5!D9!纳 米 :$5!! 9!纳 米

H#-6
5 !6 9!纳米 I2-6

5!B 9!纳米 :06-B
5!J 9 等具有良好的

生物相容性#将其运用到生物传感器中#可提供

生物材料适宜的微环境# 达到维持生物组分活

性!改进生物传感器性能的目的" 研究纳米粒子

在生物分子固定中的应用对于开发高性能! 具有

特殊功能的复合材料具有十分重要的意义" I2-6

是一种无毒性的无机氧化物材料#具有热稳定性!
化学惰性和良好的生物兼容性5 !87!= 9" 制备 I2-6 粒

子的方法已有报道#I2-6 粒子作为一种多功能的

无机材料已得到较为广泛的应用5 !?76! 9"
该文将 I2-6 纳米粒子用于有机磷传感器的

构造#大大提高了传感器的响应性能" 先在金面

上电沉积一层 I2-6 纳米粒子#然后将此电极浸入

一定浓度的有机磷溶液中进行吸附#根据对应电

极的方波溶出伏安法峰电流的大小来实现溶液

中有机磷的定量检测 $图 !%" 实验结果表明#以

I2-6 纳米粒子吸附有机磷制成的甲基对硫磷传

感器构造简单#克服了酶传感器不稳定!酶分子

易失活等缺点#降低了传感器的构建成本#传感

界面对甲基对硫磷的检出限低#重现性和稳定性

好#而且电极检测速度快#操作简便#使用寿命较

长# 可直接用于茶汤中有机磷农残的快速检测"
此外#传感器可以再生反复使用#再生过程简单"

:@

-K

I2-L06

M0)’12+<).+/#1#

I2-6 I2-6

M0)’12+’()*#’
/12#..#4$

K+1)41#30

L@
22)

41

NO NO NO
I2-6 I2-6

! 实验部分

!"! 仪器与试剂

LPQ?=D; 电 化 学 工 作 站 购 于 中 国 上 海 辰 华

仪器厂#金电极$直径为 B **%购于上海辰华仪

器厂#电化学反应池为三电极系统#其中修饰电

极为工作电极#饱和甘汞电极为参比电极#铂电

极为对电极" I2-L06&AP6- 购于广东省汕头市光

华试剂厂’其它试剂均为分析纯#所用水为二次

蒸馏水"

!"# 传感器的制备

参照文献5669的方法#金电极在使用前分别

用 DRB !* 和 D%D8 !* 的铝粉抛光至镜面#并依次

在 = *+0EF PS-B! 丙酮和二次蒸馏水中各超声洗

涤 6 *#4#水洗并用氮气吹干" 实验开始前#把清

洗过的电极置于 D%6 *+0EF 硫酸中# 在 D%87!%8 T
的电位范围内进行循环伏安扫描至稳定# 水洗

吹 干 备 用" 然 后 将 处 理 好 的 金 电 极 放 入 含8%D
**+0EF I2-L06 的 D%! *+0EF UL0 溶液中# 在V!R!7
CR? T 之间以 6C *TW/ 的速率扫描十个循环"取出

化 学 传 感 器 BD 卷J6



图 ! 金电极在 "#$ %&’() *+’ 溶液中,-.及金电极在 $#" %%&’/) 012+’! 和 "3$ %&’/) *+’ 混合溶液中,4.的
循环伏安图

5673! 89: ;<;’6; =&’>-%%&71-%? &@ >9: ;’:-A:B 7&’B :’:;>1&B: 6A "3$ %&’() *+’ ,-. -AB 6A $3" %%&’() 012+’!
-AB "3$ %&’() *+’ ,4.C ?;-A 1->: !" %D/?

水洗并用氮气吹干!
!"# 样品前处理

取茶叶样品 E 7 用 F$" %! "3F %&’() *+’ "G"
"C HIJ3"#溶液浸泡 F" %6A 后过滤冷却即可用于

测量!
!"$ 检测方法

将 012! (KL 电极浸入含一定浓度有机磷 农

药的 "3F %&’() *+’ 溶液中轻微搅拌 ! %6A$ 用去

离子水洗涤$ 置于含 F" %) "3F %&’() *+’ 溶液的

小烧杯中! 在开始测量前$ 该 *+’ 溶液通氮气 $
%6A 以除去溶液中的氧! 在电压M"3NO"3E D 之间

进行方波伏安"PQD#测量$电位增量为 N %D$频

率为 !$ IR! 用 +ISTT" 软件作基线校正! 所有试

验均在室温下进行!
!"% 传感器的再生

将传感器进行多次 PQD 扫描可使吸附的有

机磷洗脱$ 然后电极用去离子水和缓冲液清洗$

就可进行下一次的测定!

& 结果与讨论

&"! 电沉积循环伏安图

在文中$将金电极置于 $3" %%&’() 012+’! 和

"3$ %&’() *+’ 混合溶液中$ 通过电化学扫描实现

012! 纳米粒子在金电极上的沉积! 图 ! 显示了在

金电极上 012! 纳米颗粒电沉积的循环伏安图!实

验中所用的电压范围是MF3FO"3J D$ 扫描速率是

!" %D(?$ 一共扫描十个循环! 阴极和阳极电流

在M"3T 到MF3F D 电压范围内的显著变化反映金

面上发生了复杂的氧化还原反应U FJ V! 从图中可看

出$从第一轮到第十轮循环$还原峰逐渐变弱$峰

电流逐渐减小! 推测阴极电流的减小是因为金面

上 012! 薄层膜的形成阻碍了氧化还原反应的进

程引起的!金电极表面 012! 纳米颗粒为有机磷的

固定提供了一个较大的有效表面积$有利于有机

!

"

M!

MN

MT

MW
MF#! MF#" M"#W M"#T M"#N M"#! " "#! "#N "#T "#W

X&>:A>6-’ /D

+L
11:

A>
/F
:M

$K

-

4

磷在其表面的吸附$提高传感器的响应性能!
&"& 传感器工作原理

该文采用金电极表面电沉积二氧化锆纳米

粒子制成了 2X?/012! 粒子层/金电极电流型生物

传感器! 在吸附氨基甲酸酯和有机磷物质后$该

传感器在 "#F %&’/) *+’ 溶液中做 PQD 扫描$在

扫描电位 "#"GE D 会有一个 PQD 溶出峰$根据溶

出峰电流的大小可实现溶液中有机磷的定量检

测! 将组装好的电极浸入一定浓度有机磷溶液

进 行 吸 附 后$ 将 2X?/012!/KL 电 极 在 F" %) "#F
%&’/) *+’ 进 行 溶 出 伏 安 扫 描 $参 考 文 献U!!V 用

P67%-H’&> 软件对其进行基线校正处理$得出相应

的溶出伏安图"图 E#$根据溶出峰电流的大小可

计算有机磷的浓度! 012! 纳米粒子对磷酸基团有

很强的吸附能力$在电极上电沉积的 012! 纳米粒

子层有效地扩大了电极的表面积$大大增加了电

刘淑娟等%基于纳米粒子吸附的甲基对硫磷传感器研究E 期 NE



图 ! 传感器在 "## $%&’( 甲基对硫磷溶液中吸附后的

溶出伏安图)*+ 裸金电极!,+ -./0&12 电极3
45%6! 78.5995$% :;<8*’’;%.*’= ;> 8?@ ,5;=@$=;. *>8@.

*A=;.985;$ 5$ "## $%&’( 9*.*8?5;$B’@8?C<
)*+ ,*.@ %;<A @<@D8.;A@!,+ -./0&12E

图 " 溶液 9F 值对传感器响应性能的影响"甲基对

硫磷浓度#"## $%&’(!扫描电压$B#6!G#6H I!
频率 0" FJ!电位增量 ! ’I%

45%6" K>>@D8 ;> 9F ;> *A=;.985;$ ’@A52’ ;$ 8?@ *A=;.985;$
;> 9*.*8?5;$B’@8?C< )8?@ D;$D@$8.*85;$ ;> 9*.*8?5;$B

’@8?C<+ "## $%&’(L =D*$$5$% 9;8@$85*< .*$%@+ B#6! 8; #6H IL
>.@M2@$DC+ 0" FJL 5$D.@*=5$% 9;8@$85*<+ ! ’I&

图 H 传感器在 #6N ’;<&( OP< 溶液中的溶出伏安图’插图为基线校正后的曲线

45%6H 78.5995$% :;<8*’’;%.*’= ;> 8?@ ,5;=@$=;. 5$ #6N ’;<&( OP<Q 5$=@8 5= D;..@=9;$A5$% D*<5,.*85;$ D2.:@

极表面有机磷的吸附量(图 !&)

!"# 实验条件的选择

!"#"$ 缓冲溶液 %& 值的选择

实验用 N6# ’;<&( 的 R*/F 和 FP< 对待测有

机磷溶液的 9F 值进行调节’考察了溶液 9F 值

对 响 应 信 号 的 影 响 ) 在 其 它 条 件 相 同 的 前 提

下’ 不同 9F 值 对 溶 出 峰 电 流 的 影 响 如 图 " 所

示) 结 果 表 明’在 9FS6# 的 #6N ’;<&( OP< 溶 液

中’传感器的 7TI 响应电流较大) 故实验中选

择 9F 值 为 S6# 的 #6N ’;<&( OP< 溶 液 为 支 持 电

解质)

!"#"! 有机磷吸附方法及吸附时间的选择

实验对比了有机磷在电极上的吸附方法’通

过在电极表面滴加有机磷溶液和把电极置于有

机磷溶液中搅拌两种方法吸附有机磷进行对比’
结果表明’ 把电极浸入有机磷溶液中慢速搅拌 0
’5$ 既能获得较大的 7TI 响应电流’又能使电极

保持稳定)
!"#"# 电化学参数的选择

进行电化学检测时’不同方波频率的传感器

7TI 响应电流如图 U 所示’首先’随着方波频率
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图 ! 有机磷传感器的工作曲线

"#$%! &’( )*+#,-*.#/0 )1-2( /3 4*-*.’#/056(.’7+

图 8 方波频率对传感器响应性能的影响!甲基对硫磷

浓度"9:: 0$;6<#扫描电压"5:%=>:%? @#4A"B%:#
电位增量"= 6@$

"#$%8 C33(). /3 DE1*-( F*2( 3-(E1(0)7 ./ .’( ,#/D(0D/-
G.’( )/0)(0.-*.#/0 /3 4*-*.’#/056(.’7+H 9:: 0$;6<I

D)*00#0$ 4/.(0.#*+ -*0$(H 5:%= ./ :%? @I 4AH B%:I #0)-(*D#0$
4/.(0.#*+H = 6@$

图 B 电位增量对传感器响应性能的影响%甲基对硫磷

浓度"9:: 0$;6<#扫描电压"5:%=>:%? @#4A"B%:#
方波频率"J9 AK&

"#$%B C33(). /3 #0)-(*D#0$ 4/.(0.#*+ ./ .’( ,#/D(0D/-
G.’( )/0)(0.-*.#/0 /3 4*-*.’#/056(.’7+H 9:: 0$;6<I
D)*00#0$ 4/.(0.#*+ -*0$(H 5:%= ./ :%? @I 4AH B%:I

DE1*-( F*2( 3-(E1(0)7H J9 AK&

的增大’峰电流变大’当方波频率达到 J9 AK 时’
LM@ 响应电流最大’之后峰电流随方波频率的增

加而逐渐变小( 不同电位增量的 LM@ 响应电流

选择如图 B 所示’当电位增量为 = 6@ 时’峰电流

最大’且此时峰形较好( 电位增量增至 = 6@ 以后

电流逐渐减小’峰变得不对称’峰形变差( 实验表

明’以方波频率 J9 AK’电位增量为 = 6@ 时的峰

电流最大’峰形较好(

!"# 传感器的工作曲线

图 N 是传感器在上述所选择的最佳工作条

件下吸附不同浓度甲基对硫磷后所做得的 LM@
图’由图 N 可知’在一定浓度范围内’随着吸附有

机磷浓度的增大’LM@ 溶出峰电流也相应增大(
以 甲 基 对 硫 磷 浓 度 为 横 坐 标’对 应 的 方 波 溶 出

伏 安 法 峰 电 流 为 纵 坐 标 做 图’得 传 感 器 工 作 曲

线如图 ! 所示( 由图可知’LM@ 与 甲 基 对 硫 磷

浓度在O:>9:: 0$;6< 范围内成线性关系’其回归

方程为"!P:%J?J ?"QO%J:J R 线性相关系 数 # 为

:%!!9 ?( 用同种方法制得的 9 支 S-TJ;U1 电极测

定 O: 份相同农药样品%J:: 0$;6<&’测得的相对

标准偏差为 9%J V( 以 ? 倍空白值的标准偏差相

对应的浓度称为检出限’计算得该甲基对硫磷传

感器的检出限为 J%: 0$;6<(
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图 N 不同浓度甲基对硫磷的溶出伏安图%扫描电压"
5:%=>:%? @#频率 J9 AK#电位增量 = 6@&

"#$%N L.-#44#0$ 2/+.*66/$-*6D /3 4*-*.’#/056(.’7+
)/0)(0.-*.#/0 GD)*00#0$ 4/.(0.#*+ -*0$(H 5:%= ./ :%? @I
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! 表中所列数据为三次测量的平均值

! "#$% &’ (%) *)+,-(+ ./ 0#1-) 2 .+ (%) #3)*#4) &’ (%*)) 5#*#--)- )65)*.7)/(+

表 ! 添加回收率试验

"#$%! &’(’)(*+, -’./0(. +1 .#230’. +1 3#-#(4*+,52’(460 *, (’# .#230’.

7%8 传感器的重现性和稳定性

将制好的甲基对硫磷传感器在相同条件下

对甲基对硫磷溶液!浓度为 289 /4:7;"重复测定

<9 次#相对标准偏差为 =>?@$将同批次制备的 A
支甲基对硫磷传感器在相同条件下测定#相对标

准偏差为 B>C@#说明重现性良好% 将制备好的有

机磷传感器浸在 5DE>9 的磷酸缓冲液中并置于 B
!冰箱中保存#测定传感器放置后对甲基对硫磷

的响应性能#结果表明#传感器放置 C 周后传感

器对甲基对硫磷的响应没有明显改变#放置一个

月后电极仍能保持原有响应的 FE"%
7%9 传感器的再生

在 与 工 作 曲 线 相 同 的 电 化 学 参 数 下 # 将

GH+:I*GC:J, 电极进行连续多次 KLM 扫描#随着

扫描次数的增加#KLM 溶出峰越来越小# 在连续

十次扫描后# 电极上吸附的 GH+ 几乎全部被溶

出#电极可继续用于下次测量%
7%: 非特异性试验

实验对传感器在磷酸根离子&硫酸根离子及

硝酸根离子等无机离子存在下的 GH+ 溶液!<99
/4:7;"的电流响应进行了考察#在这类离子存在

下#电流响应无明显变化$实验还对氯氰菊酯&六

六六&三氯杀螨醇等有机氯和菊酯类农药存在时

传感器的电流响应进行了考察#这类农药残留对

传感器的电流响应也无明显影响% 结果表明传感

器的特异性较好#可直接用于茶汤中有机磷农残

的检测%
7%; 初步应用

!"#"$ 准确性实验

为了考察实际应用的可能性#用该传感器检

测了 A 个不同待测茶叶样品添加甲基对硫磷溶

液后的回收率% 先对按 C>= 所述处理的茶汤样品

进行浓度测定# 然后在各样品中加入已知量的

甲基对硫磷溶液# 再以同样方法对添加后的样

品进行测定#得到的检测结果见表 <#在 A 个 不

同浓度的茶汤样品中添加甲基对硫磷# 得到的

平均回收率在 ?B>CE@至 <9E>C@之间# 表明试验

结果较为准确%

原茶汤浓度 G*.4./#- $&/$)/(*#(.&/ N/4:7;O
添加浓度 JPP)P $&/$)/(*#(.&/ N/4:7;O

添加后检测浓度 Q&,/P $&/$)/(*#(.&/ N/4:7;O
回收率 R)$&3)*S NTO

CCUA=
A8

E8UE<
?EUB?

<VUFB
288
2CAUC
28EUC

C8U8A
C88
C2=UB
?VU?F

C2UAF
=88
==CUA
28=UB

2FUV8
B88
=?BUV
?BUCE

!%#"! 传感器工作效率及成本分析

该传感器直接在金电极上组装二氧化锆纳

米粒子# 直接进行有机磷类农药残留的检测#传

感器组装过程所用的无机材料价格低廉#测定过

程简单%该传感器的构建过程可在 2 % 内完成#每

测一个茶叶样品所用的时间仅需几分钟#传感器

的工作效率高%

< 结论

针对目前茶叶有机磷分析方法的现状和不

足#提出了一种在金电极面上电沉积二氧化锆纳

米粒子以吸附有机磷和氨基甲酸酯类农药的电

流型传感器#以实现对茶汤中有机磷农药残留的

定量检测% 该传感器制作成本低廉#操作方便#灵

敏度高#是一种简单快速测定茶叶中有机磷农残

的新方法%
致谢!部分实验在湖南大学化学化工学院化学生

物传感与计量学国家重点实验室完成!得到了沈

国励教授"郭慢丽老师等人的热情相助!在此深
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! 引言

近年来!具有独特空腔的间苯二酚杯!"#芳烃

"$%&’$()*!"#+$%*%#获得了广泛的发展!几乎已经

涉及到所有化学领域$ 间苯二酚杯!" #芳烃是在

酸催化下!间苯二酚的 "!, 位通过亚甲基桥联与

醛生成的环四聚体!结构式如图 -$ 目前!用于合

成间苯二酚杯!"#芳烃的醛的种类大致分为脂肪

醛% 芳香醛以及带有特殊官能团的复合醛三大

类$ 研究表明!用脂肪醛得到的间苯二酚杯!" #芳

烃溶解性好! 能够溶于乙醇等常见极性溶剂!这

使得母体具有更大的利用价值$ 间苯二酚杯!" #
芳烃的化学修饰主要有三种途径&间苯二酚杯!" #
芳烃的酚羟基%处于两个酚羟基间的 ./0 位以及

下缘的桥联亚甲基! - #$ 对下缘的桥联亚甲基的化

学修饰由来已久!间苯二酚杯!" # 芳烃上缘的化

学修饰是在苯酚环上或酚羟基上进行的!而下缘

的化学改性是在亚甲基桥联的取代基上!该取代

基可以是脂肪链!也可以是芳香环!对一些较长

的脂肪链修饰!可以实现对杯芳烃的远程功能化

间苯二酚杯"#$芳烃硫醚衍生物 %&’ 分子印迹膜
的合成

潘 勇 -1! 何世堂 01! 林 涛 !! 刘 岩 "! 王 文 #! 吕 晖 "

!!" 防化研究院" 北京 !#$$#%#
!$& 中国科学院声学研究所" 北京 !###’#(

!)& 中国人民解放军驻三九四厂军代室" 北京 !#$$#%$

摘 要% 设计合成了用于检测有机磷类化合物的声表面波"234’间苯二酚杯!"#芳烃硫醚衍生物分子印迹

敏感膜材料!对产物的化学结构进行了 5678%695/:2 和 -;%-<. =:8 等多种手段的表征!对表征结果给予

了合理的理论解释! 证明了产物即为所设计的目标物! 并以自组装分子印迹方法制备的 234/:7>%234/
=’*/:7> 传感器对 ?::> 进行了检测@证实了分子印迹的效果$

关键词% 间苯二酚杯!" #芳烃硫醚衍生物( 化学结构( 表征( 声表面波( 分子印迹

()* +,-.)*+/+ +.01, 2*+324/-"5$62*-* +078/1* 1*2/96./9*:;&< 832
%&’=>?@ 436./-A

>+* A’*B-1C ;% 2D)!E+*B01C F)* 6+’<C F)G A+*-C 4+*B 4%*0! FH ;G)-
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I0J 7*&E)EGE% ’K 3(’G&E)(@.D)*%&% 3(+S%LT ’K 2()%*(%@ N%)O)*B -PPPUP@ .D)*+R
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图 ! 间苯二酚杯" # $芳烃硫醚衍生物的合成路线

%&’() *+, -./0+,-&- 12 3,-134&/"# $ 53,/, -672&8, 8,3&950&9,

:; ;: ; :
:<

:; ;:

=

:; ;:
>?@@A

:B

:; ;:

==

图 C 间苯二酚杯" # $芳烃硫醚衍生物的化学结构

%&’(C *+, -0364063, 12 3,-134&/"# $ 53,/, -672&8, 8,3&950&9,

图 D 间苯二酚杯" = $芳烃的合成反应

%&’(D *+, -./0+,-&- E,0+18 12 457&F53,/,

改性!
间苯二酚杯 "# $ 芳烃经过化学修饰"在 分 子

识别研究领域发挥了越来越大的作用"成为一个

新的研究热点! 下缘引入含硫脂肪链"例如硫醇

GHB:I#双硫醚GHBBHJI和硫醚KHBH!I"可以为间苯

二酚杯"# $芳烃在 L6 表面的吸附有序提供帮助!
M59&- 和 B0&37&/’ 等 " C $ 发现间苯二酚杯 "# $ 芳烃的

含硫衍生物在金表面自组装" 酚羟基不被修饰

时"可以表现出对多糖#酸类#含羟基化合物的突

出吸附能力"并通过反射红外光谱等手段得到证

实!B4+&,3N56E 和 O,&-- " !P= $曾报道将间苯二酚杯

"= $芳烃通过衍生后的巯基固定在 L6 电极表面

自组装形成膜Q 其疏水性空腔可以选择性识别分

子尺寸适合的四氯乙烯分子! %5677 等" R $合成了两

种不同的间苯二酚杯"= $ 芳烃衍生物"一种下缘

的取代基是硫醇KHB:I"另一种是硫醚KHBH!I"研

究了两种自组装单层膜在 L6 表面的成膜结构"
分析解释了各自在吸附能力上的特点!

该 实 验 的 设 计 合 成 的 目 标 产 物 是 间 苯 二

酚 杯 "=$芳 烃 硫 醚 衍 生 物 "化 学 结 构 如 图 C 所

示" RPS $! 这种杯芳烃类衍生物具有两个显著特点$
第一"端基带有穴状的间苯二酚杯"= $芳烃"能够

作为主客体吸附的主体%第二"末端基团&HBH!’
能 够 牢 固 键 合 L6 表 面" 得 到 超 薄 有 序 的 自 组

装 单 分 子 膜 ! 所 合 成 的 目 标 物 作 为 声 表 面 波

KB63254, L416-0&4 O59,Q BLOI 化学传感器敏感膜

材料"将高灵敏的声表面波技术和稳定性好的单

分子膜自组装技术有机结合"可以广泛的应用到

工业废气和有毒气体的检测等领域!

! 实验部分

!"! 仪器与试剂

美国 @&1TH58 %*BTUVR 型红外光谱仪%德国

@36W,3 公 司 @X%YZ[ !型 \LYMXT*;% 质 谱 仪%
德国 @36W,3 公司 L]=^^ 型核磁共振仪"*\B 为

内标!
间苯二酚&@,-134&/17’Q!>>_R‘"天津化学试

剂一厂% UUT烯醛 &6/8,4.7,/&4 578,+.8,’Q >a‘Q
阿 法 埃 莎&天 津’化 学 有 限 公 司% 十 二 硫 醇 &/T
M18,45/,0+&17’">V‘" 广州市化学试剂玻璃仪器

批发部%>T@@A &>TN135N&4.471K!_!_UI/1/5/,’Qb_R
E17cY 溶于 *:%%其余试剂均为分析纯!
!"# 合成方法

第一步利用间苯二酚与 DDT烯醛进行羟醛缩

合反应得到间苯二酚的四聚体%第二步利用长链

DDT烯醛上双键的活性与十二硫醇在 >T@@A 催

化下加成反应得到硫醚"从而合成出间苯二酚杯

"= $芳烃硫醚衍生物"如图 d 所示!

# 结果与讨论

#"! 间苯二酚的四聚体的合成

在 CRb EY 的三口烧瓶中加入 DD ’&b_D E17’

:; ;:
e Hf:;

:e

:;

:;

:;

:;

;:

;:

;:

;:

H H

H H

:; ;:

=

B
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图 ! 间苯二酚杯" ! #芳烃硫醚衍生物的飞行时间质谱图谱

$%&’( )*$+,- ./01234 56 30.531%7"8 # 43070 .9:6%;0 ;03%<42%<0=>?@

的间苯二酚!氮气保护和机械搅拌作用下!在 AB
C%7 内缓慢滴加 DB CE 纯度 DBF的乙醇和 8G CE
浓盐酸的混液" 冰浴维持 G !条件下!HG C%7 内

滴加 AA+烯醛 IJ CE#GKJ C5:$!反应 L’B M 后!逐

渐升高温度到 NL !并且控温连续反应 JO M!溶

液逐渐呈褐红色" 待反应完毕!PLL CE 的去离子

水洗涤红褐色反应液! 出现大量浅黄色沉淀!抽

滤收集沉淀"然后分别用乙氰!环己烷和石油醚

多次进行洗涤!真空干燥得到浅黄色固体 NKJL &!
产率 OPKBF%
!"! 间苯二酚杯#$%芳烃硫醚衍生物的合成

取 BKO & 中间产品!加入溶剂四氢呋喃#)Q$&
RG CE! 催化剂 D+SST 8 CE 和十二硫醇 JG CE!
控温于 G !反应 O M 后!逐渐升温至室温’ONUOD
!&!磁力搅拌连续反应 JN M"待反应完毕!旋转

蒸 发 除 去 )Q$!得 到 的 粗 产 品 为 残 余 红 色 油 状

物" P 次 丙 酮 重 结 晶! 乙 醇 和 去 离 子 水 的 多 次

洗涤!低温真空干燥得到乳白色晶体 PKGO &!产

率 POKVF%
!"& 膜材料的化学结构表征研究

对 最 终 产 物 进 行 傅 立 叶 变 换 红 外 光 谱

#$593%03 )347.653C W763430; $)WX&( 质 谱 #,4..
-/01235C023Y ,-& 和核磁共振 #T91:043 ,4&702%1
X0.574710 T,X&等多种手段的化学结构表征)
!"#"$ 飞行时间质谱!%&’()*"表征

该 实 验 利 用 飞 行 时 间 质 谱 对 最 终 产 物 间

苯 二 酚 杯 "8 #芳 烃 硫 醚 衍 生 物 ’>AANQOGG*R-8$进

行 表 征 !产 品 理 论 分 子 质 量 !ZA R8DK8A!实验

结果如下* )*[+,- 的 C\0* A RBGKPR ",]]Q#!
J RVOKPD",]]T4# ! J RRRKPV",]]^# ! A BGRKAG
",]+_>QO‘JL-=aQO‘JOQ#!这些特征峰值与理论计算

一致! 可以确定最终产物的有效合成! 如 图 8

O LLL

J BLL

J LLL

BLL

L
J OLL J 8LL J NLL J RLL O LLL O OLL O 8LL

C\b

W7
20
7.
K"4

K9
K#

a5CC072 J
a5CC072 O

J
BG

RK
GD

R

J
RB

GK
PR

J

J
8D

OK
GN

8

J
RV

OK
PD

R

J
DD

BK
PD

G

所示)
!"#"! 核磁共振+,)-.表征

对最终产物分别进行 JPa 和 JQ 的核磁共振

表征)
JPa T,X=溶剂 aca:P‘* JBOKGVB! J8GKB8N!

JONKOGV!JJBKB8J 为苯环上的四种 a"8JK8BV 为与

苯 环 相 连 的 a"PBK8BV! PBKOPP! P8KNN8! PPKNVG!
PPKBGG! PPKPO8! POKONN! PJKJDO! PJKJNV! PJKGNV!
PJKG8B! PGKDNB! PGKVBP! PGKNDO! PGKBNJ! PGK8BD!

PGKPDP! ODKD8P! ODKVRB! ODK8NP! ONKG8N 为 长 链

=aQO‘D=aQO‘JJaQP 的 OJ 种 a!如图 B 所示)
JQ T,X =溶 剂 aca:P‘*DKBN 和 DKBG =?3*Q‘d

VKOV 和 NKJP=?3Q‘d 8KPJ=XaQ?3O‘d OKBJ=XaQO-aQOX"‘d
OKOL =XaQOaQ?3O‘d JKBR =XaQOaQO-aQOaQOX" ‘d
JKPR+JKJB=长链 aQO‘d LKRD=XaQP‘!如图 N 所示)
!/#/# 傅立叶变换红外光谱+’%0-.表征

该实验对最终产物进行傅立叶变换红外光

谱表征!主要基团的特征吸收峰如表 J 所示)

OLLVLBOD+JMD+1eLfTReJeJ-X06

化 学 传 感 器 PG 卷BG



图 ! 最终产物的 "# 核磁共振图谱

$%&’! "# ()* +,-./01 23 0-+20.%456 7 10-4- +893%:- :-0%;1/%;-<=>?

图 @ 间苯二酚杯5 6 7芳烃硫醚衍生物的 "A= 核磁共振图谱!"A= ()*"
$%&’@ "A= ()* +,-./01 23 0-+20.%456 7 10-4- +893%:- :-0%;1/%;-<=>B
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图 ! 非印迹 "#$%&’()*&印迹+’(),检测 -’’) 效果比较

./01! 234 5$6789/:$% $; ’() 8%< %$%&’() =$ -’’)

表 ! 最终产物的主要基团的特征吸收峰及解析

"#$%! &"’( #$)*+$,-., /+,01,-.2 */ 3#4*+ 5+*16)

吸收峰位置"56&>,
? @AB1@

@ B@@1A! @ CD>1A
> E>!1B! > DF>1?! > AE@1@

> @BD1E
> >!>1>! > FCE1@
BFA1>! C?C1>

!@>1E

对应基团的解析

羟基的伸缩振动!氢键作用向低频移动!吸收峰宽而强

亚甲基的反对称和对称伸缩振动!尖峰

苯环骨架振动

羟基的面内弯曲振动

G&H 伸缩振动

苯环上的孤立氢的伸缩振动

G&I 的伸缩振动

7%8 间苯二酚杯98:芳烃硫醚衍生物分子印迹效

果的证实

将合成的间苯二酚杯JA K芳烃硫醚衍生物敏感

膜 材 料 以 自 组 装&分 子 印 迹 的 镀 膜 方 法 在 ?FF

’LM 的 INO 金膜延迟线上分别制备出对有机磷

化合物 -’’) 有印迹效 果"’()#和 非 印 迹 效 果

"#$%&’()$的 INO 传 感 器!并 在 相 同 条 件 下 对

-’’) 进行检测和比较!结果见图 !%

ABC1F

AB!1F

ABE1F

ABD1F

ABA1F

AB?1F

AB@1F

AB>1F

ABF1F
F @FF AFF EFF CFF > FFF > @FF

!":,

" F
"P
L
M,

#$%&’()

’()

图 ! 可以看出!印迹后的间苯二酚杯JAK芳烃

硫醚衍生物膜对目标分子 -’’) 的响应信号明

显大于非印迹膜% 以非印迹膜进行检测!间苯二

酚杯JAK芳烃硫醚衍生物"GN$在 NQ 表面上自组

装成膜!端基是孔穴结构的间苯二酚杯JAK芳烃!
并且借助范德华力&疏水作用和少量氢键作用包

合目标分子!换句话说!非印迹膜自生具有一定

的结合能力!所以检测曲线有所变化’根据分子

识别的理论!印迹敏感膜具有几何空间匹配和多

位作用点两大特点!这是选择性吸附目标气体的

基础% 从几何尺寸的角度来说!因为在成膜过程

中!孔穴的形状和大小是根据目标分子的体积大

小(量身定做)!目标分子可以无需变形即可落入

孔穴!同时由孔穴里的氢键等多位作用点(固定)
目标分子! 这样主客体之间形成亚稳态的包合

物!减少了空间位阻!降低了反应活化能!可以更

多的吸附目标分子!所以表现出较大的检测曲线

变化!显示出明显的分子印迹效果%

; 结论

该实验设计出合成路线!选择优化了实验条

件!制备出了目标产物间苯二酚杯 JA K 芳烃硫醚

衍生物!与文献报道的实验方法相比具有反应条

件温和!设备要求简单!产率高等优点’并对最终

产 物 进 行 了 .2(R&2H.&’I 和 >L&>?G #’R 等 多

种手段的表征!对表征结果进行了相应的理论解

化 学 传 感 器 ?F 卷D@



释!证明了最终产物即为预先设计的目标物" 通

过以间苯二酚杯!" #芳烃硫醚衍生物为敏感膜材

料制备的 $%&’()*#+%&’,-.’/)* 传感器对有

机磷化合物 0//* 的检测比较!证实了分子印迹

效果!为研制具有高选择性的化学传感器提供了

新的借鉴"
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! 引言

纳米 !"# 是一种很有吸引力的半导体材料!
广泛应用于橡胶制品"制陶工艺"涂料工业"医药

卫生"传感器中$ % &’ (!其粒径介于 %!%)) "*!又称

为超微细 !"## 由于颗粒尺寸的细微化!比表面

积急剧增加!使得纳米 !"# 产生了其本体块状物

料所不具备的表面效应"小尺寸效应和宏观量子

隧道效应等 $ + (!因而!使得纳米 !"# 在磁"光"电

等方面具有一般 !"# 产品无法比拟的特殊性能

和新用途$如纳米 !"# 产品活性高!具有抗红外%
紫外和杀菌的功能$ ,&- ($ 纳米 !"# 除了具有纳米

材料的特点外!还是一种很好的光催化剂!它具

有较高的光催化降解有机污染物的性能! 可以

以太阳光为光源来降解有机污染物! 这将使得

它 在 环 境 污 染 治 理 方 面 扮 演 极 其 重 要 的 角 色$
同 时 由 于高等电点的纳米 !"#&./ 012-’适合吸

附低等电点的蛋白质!因此可以利用纳米 !"# 与

酪氨酸酶&./ 0,2-’之间的静电作用力将其固定

在 电 极 上 ! 这 样 不 仅 可 以 保 持 酪 氨 酸 酶 的 活

性!也 促 进 了 酪 氨 酸 酶 与 电 极 之 间 的 直 接 电 子

转 移 $ 3 (!利用此对电极进行修饰!可以有效地对

多酚进行检测$
目 前!纳 米 !"# 的 制 备 方 法 很 多!如(固 相

基于纳米 "#$%壳聚糖%酪氨酸酶生物传感器
对邻苯二酚的测定

韩瑞霞! 邱岩岩! 艾仕云 4

!山东农业大学化学与材料科学学院" 山东泰安 &’()*+#

摘 要( 以 !"5678’ 和 9:9;二甲基甲酰胺为原料!采用水热合成法在 <3) "下合成出了纳米 !"#!并用 =;
射线衍射%透射电镜表征了所制备纳米 !"# 的结构!同时以制备的纳米 !"# 固定酪氨酸酶制备了多酚生物

传感器!结果表明高等电点的纳米 !"# 在很大程度上促进了酪氨酸酶与电极之间的直接电子传递!能够有

效地用于多酚的测定#

关键词( 纳米 !"#) 水热法) 多酚

,-./0#/.1 23/04 .# #3#.%"#5%67-8./3# 9 8:1./-#3/0 ;.1 870
40801<-#38-.# .; 638067.=

>?" @AB#CB?: DBA E?"#F?": 6B GHB#FA"4

5IJKKLML JN 7HL*BOPQF ?"R *?PLQB?K O7BL"7L: GH?"RJ"M 6MQB7AKPAQ?K S"BTLQOBPF: U?B?" ’V%)%W: IHB"?’

>2/81368? SOB"M !"5678X ?"R 9:9;YB*LPHFKNJQ*?*BRL ?O Q?Z *?PLQB?KO: "?"J*LPLQOB[LR !"# Z?O .QL.?QLR ?P <3)
" \F HFRQJPHLQ*?K QL?7PBJ" *LPHJR2 UHL =;Q?F RBNNQ?7PBJ" 5=@Y8 ?"R UQ?"O*BOOBJ" LKL7PQJ" *B7QJO7J.F 5U]^8 ZLQL
AOLR PJ ?"?KFOL PHL OPQA7PAQL JN "?"J*LPLQOB[LR !"#2 6P PHL O?*L PB*L: PHL ?..KB7?PBJ" JN "?"J*LPLQOB[LR !"# AOB"M
B" *JRBNFB"M LKL7PQJRLO PJ RLPL7P PHL .JKF.HL"JK Z?O .QLKB*B"?QBKF OPARBLR: PHL QLOAKPO OHJZLR PH?P PHL HBMH;BOJLKL7#
PQB7 .JB"P "?"J;!"# .QJ*JPLR PHL RBQL7P LKL7PQJ" PQ?"ONLQ \LPZLL" PHL PFQJOB"?OL ?"R PHL LKL7PQJRL PJ ? K?QML LCPL"P:
7JAKR \L LNNL7PBTLKF AOLR NJQ PHL RLPLQ*B"?PBJ" JN .JKF.HL"JK2
@0: A.14/? "?"J;!"#_ HFRQJPHLQ*?K OF"PHLOBO_ .JKF.HL"JK
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法!沉淀法!水解法!溶胶!凝胶法!微乳液法以及

水热法等" 该文以 "#$%&’( 和 )*)!二甲基甲酰胺

为原料#采用水热合成法制备了纳米 "#+#并通

过 ,!射线衍射! 透射电镜表征了所制备的纳米

"#+ 的结构# 同时以其构建酪氨酸酶生物传感

器#对邻苯二酚进行了测定"

! 实验部分

!"! 试剂和仪器

醋酸锌 $天津市博迪化工有限公司# 分析

纯%&)*)!二甲基甲酰胺-天津市巴斯夫化工有限

公司#分析纯.&邻苯二酚$上海展云化工有限公

司#化学纯%& 多壁碳纳米管& 壳聚糖$上海伯奥

生物科技有限公司#生化试剂%&酪氨酸酶$/0123
公司%"

450607 ,879:;4:< /=79:, 射 线 衍 射 仪 &
>?+@(ABA 高分辨透射电子显微镜$日本.&内衬聚

四氟乙烯的高压反应釜& 程控式恒温炉& ?7C06<#
电化学工作站$美国 D%/ 公司%&三电极系统$玻

碳电极或其修饰电极为工作电极#%1E%1F6 电极

为参比电极#4; 丝为对电极%"
!"# 纳米氧化锌的制备

室温下将 BG( ! 醋酸锌溶于 BA 2@ 的 )*)!二

甲基甲酰胺中#再加入 H 2@ 过氧化氢和 H 2@ 去

离子水配成溶液#用磁力搅拌器搅拌 HA 20##转

入 内 衬 聚 四 氟 乙 烯 的 高 压 反 应 釜 中 # 所 加 溶

液 为 反 应 釜 容 积 的 IAJ为宜*BKA "下置于烘箱

中反应 BK 5#将 产 物 分 别 用 水 和 无 水 乙 醇 洗 涤

几 次# 烘 干 # 再 于 程 控 式 炉 中 在 LAA"高温分

解 L 5"
!"$ 产物的表征

$B%产 物 的 物 相 和 纯 度 用 ,!射 线 衍 射 仪

$,MN. 进 行 检 测 " 仪 器 型 号 为 450607 ,879:;4:<
/=79: ,!射线粉末衍射仪#,!射线源为石墨单色

器滤波的 F= O! 辐射-!PBGQLB RI#."
$(% 样品的微结构和选区电子衍射用日本

>?+@(ABA 高 分 辨 透 射 电 子 显 微 镜 -SMT?U.
表 征 " 高 分 辨 透 射 电 子 显 微 镜 的 加 速 电 压 为

(AA VW"
!"% 纳米 &’( 固定酪氨酸酶生物传感器的制备

准确量取 B 2@ AGBJ壳聚糖溶液于试管中#
加入 QA "@ 的 BA 21E2@ "#+ 溶液#超声 ( 5" 量

取 BA "@ 上述混合液滴加到已处理好的玻碳电

极的表面#置于红外灯下晾干#然后再准确量取

BA "@ B 21E2@ 酪氨酸酶溶液滴加在上述已修饰

电极的表面#在室温下晾干#即得到 "#+EF/ETX:E
YF?"

# 结果与讨论

#"! 纳米 &’( 的 )*+ 物相分析

将水热法制得的纳米 "#+ 进行 , 射线粉末

衍 射 -,MN.分 析 * 结 果 如 图 B 所 示" 由 图 B 可

知# 所 有 衍 射 峰 均 能 被 归 属 为 六 方 相 "#+#与

>F4N/ 卡片 HK!BLQB 一致# 证实 "#+ 纳米棒为

Z#
;9
#C
0;X

-3
G=
G.

(A HA LA QA KA RA IA
(" E[91:99

图 B "#+ 的 ,!射线衍射图

\01GB ,MN 75<;<1:375 <] #3#<!"#+
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图 ! 不同修饰电极在 " ##$%&’ 铁氰化钾( )*+ ##$%&’ 的 ,-% 底液中的循环伏安图! 扫描速率".) #/&0
1234! -56%26 7$%89##$3:9#0 $; <2;;=:=>8 #$<2;2=< =%=68:$<=0 2> " ##$%&’ ,!1=?-@AB 0$%C82$> 6$>892>2>3 )4+ ##$%&’

,-%D E69> :98=F .) #/&04?9GH-ID ?JG K5:&H-ID ?6G-E&K5:&H-ID ?<GL>M&K5:&H-ID ?=G L>M&-E&K5:&H-I
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=
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六 方 晶 系! 其晶胞参数为 F 9 Q)4!". >#D 6 Q)4."
>#!图中没有出现其它杂质峰!说明所得产物的

纯度较高#
!"! 纳米 #$% 的 &’( 形貌分析

对 合 成 的 纳 米 L>M 样 品 进 行 KIR 形 貌 分

析D得到图谱如图 "!从图中可以看到生成的 L>M
纳米颗粒外貌不存在明显的差别!颗粒尺寸比较

均匀!团聚程度较轻!粒径在 O)SB) >##
!") #$% 固定酪氨酸酶生物传感器的表征

图 ! 为以 ,!1=T-@GB 作 为 氧 化 还 原 探 针!利

用循环伏安法!对修饰电极的电化学行为进行的

表征# 由图 ! 可知裸玻碳电极在 ,!1=?-@GB 溶液

中进行循环伏安法扫描时的氧化还原电位$"!U%
是 V. #/&当电极表面 被 覆 盖 上 一 层 K5: 膜 时!
峰电流?"UG下降!"!U 明显增大!这是因为 K5: 是

一 种 生 物 大 分 子!它 在 H-I 表 面 的 固 定!在 相

当 大 程 度 上 使 电 极 表 面 绝 缘!从 而 阻 碍 了 电 极

同 电 解 液 之 间 的 电 子 传 递&当 电 极 表 面 修 饰 上

一层 L>M&K5: 复合膜时! 可 以 看 出 "!U 比 裸 电

极时增大! 而比仅覆盖了一层 K5: 时小得多!"U
则 比 前 两 种 电 极 显 著 增 大!这 是 因 为 在 这 个 复

合膜中!高等 电 点 的 纳 米 L>M 在 很 大 程 度 上 促

进 了 酪 氨 酸 酶 与 电 极 之 间 的 直 接 电 子 传 递 &当

电 极 表 面 覆 盖 上 一 层 -E&K5: 膜 时!"!U 减 小!"U
也 比 电 极 表 面 修 饰 上 一 层 K5: 膜 时 显 著 减 小 !
这 可 能 是 由 于 壳 聚 糖 覆 盖 在 电 极 表 面!阻 碍 了

电 子 传 递 速 率 & 当 电 极 表 面 覆 盖 上 一 层 L>M&
-E&K5: 复 合 膜 时 !"!U 略 有 增 大 ! "U 也 有 一 定

图 " 纳米 L>M 的 KIR 照片

1234" KIR UW$8$3:9UW $; >9>$NL>M

程 度 的 增 大 & 通 过 对 上 述 不 同 修 饰 电 极 循 环

伏 安 法 所 得"!U’"U 大小进行比较! 实验中选择

使用 L>M&-E&K5:&H-I 作为测定邻苯二酚含量的

工作电极(

!"* 酪 氨 酸 酶 生 物 传 感 器 对 邻 苯 二 酚 的 催 化

作用

图 O 为在修饰电极有或无酶!XYE 中含或不

含邻苯二酚的情况下!在N)4+S)4. / 范围内的循

化 学 传 感 器 !) 卷.B



图 ! "#$%&’%()*%+&, 在不同浓度的邻苯二酚溶液中

的示差脉冲溶出伏安图

-./0! 12’3 4567.#89 76 "#:%;’%()*%+;, <4* =4>?6.4#=
4< .#@*87=.#/ @768@A4> @4#@8#6*76.4# .# B0C D4>%E 2F’
GHIJK0LM0 N@@?D?>76.4# 6.D8O LBB =O7@@?D?>76.4#

H468#6.7>P CQB D3
R7SQB!D4>%E G5S CBB!D4>%E G@S LBB!D4>%E G9S TBB!D4>%E
G8S UBB!D4>%E G<S QBB!D4>%E G/S KBB!D4>%E GASVBB!D4>%E

!."WBB!D4>%E

图 U "#:%;’%()*%+;,G7S 和 "#:%;’%+;,G5S 在 B0C D4>%E 的 2F’!HIJK0L"X B0BC D4>%E 的邻苯二酚溶液中的

循环伏安图#以及 "#:%&’%()*%+&, 在 B0CD4>%E 的 2F’!HIJK0L"溶液中的循环伏安图G@S$ 扫描速率%QB D3%=
-./0U &)@>.@ Y4>67DD4/*7D= 4< "#:%&’%()*%+&,G7S 7#9 "#:%&’%+&,G5S .# B0C D4>%E 2F’GHIJK0LS Z.6A B0BC
D4>%E @768@A4> 7#9 6A8 @)@>.@ Y4>67DD4/*7D= 4< "#:%;’% ()*%+;, .# B0CD4>%E 2F’GHIJK0LS Z.6A4?6 B0BC D4>%E

@768@A4>G>.#8 @S0 ’@7# *768P QB D3%=

TB

LQ

LB

CQ

CB

Q

B

[Q

[CB

[CQ

[LB
B0K B0Q B0U B0T B0L B0C B [B0C [B0L

!%3

7

5

@"%
!N

环伏安图$ 背景电流!线 @"是 "#:%&’%()*%+&, 在

不含有邻苯二酚的 2F’ 中进行循环伏安扫描得

到的$ 当 2F’ 中加入邻苯二酚以后#对分别使用

"#:%&’%()*%+&,G线 7S 和 "#:%&’%+&,G线 5S进 行

循环伏安扫描所得到的两幅图谱进行比较可以

看出%无论是否在电极上修饰上酪氨酸酶#进行

循环伏安扫描所得到的氧化峰电位几乎不变#但

是修饰了酪氨酸酶后的还原峰电流则显著增大$
这是由于电极表面的酪氨酸酶催化氧化邻苯二

酚#使其生成苯醌#苯醌在电极表面又被还原回

邻苯二酚#产生还原电流$ 电极反应为%
&768@A4> X 6)*4=.#7=8 G:LS!4[\?.#4#8 X IL: GCS
4[]?.#4#8 X LIX XL8[! @768@A4> G76 8>8@6*498S GLS
!"# 标准曲线的绘制

实验同时对 HI 值&富集时间&富集电位进行

了优化$ 在最优化条件下#利用示差脉冲溶出伏

安法!12’3"检测邻苯二酚所得到的标准曲线如

图 Q 和图 K 所示$ 在浓度为 Q0B!CB[Q^W0B!CB[U

!D4>%E 范围内# 随着邻苯二酚浓度的增加# 还原

峰电流呈线性增大$ 直线回归方程如下%"R!NS J
U0TBT WU X B0CCV KLR!D4>%ES !# JB0__U TC"#邻 苯

二酚检测限为T!CB[K D4>%E!’%‘ J T"$

_B

WB

VB

KB

QB

UB

TB

LB
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B B0B B0C B0L B0T B0U B0Q
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图 ! "#$%&’%()*%+&, 检测邻苯二酚所得的标准曲线

-./0! &12.3*14.5# 67*89 5: "#;%<’%()*%+<,
45 =94964 61496>52 7#=9* 4>9 5?4.@7@ 65#=.4.5#A

BC

DC

EC

FC

GC

HC

C
C HCC GCC FCC ECC DCC BCC ICC JCC KCC

! 邻苯 二 酚%!!@52%L"

"%
!M

! 结论

该文采用水热合成法制备了纳米 "#;#NOP
和 (,Q 实验结果表明# 所准备的纳米 "#; 为六

方晶系#且纯度较高$ 同时对纳米 "#; 在电化学

方面的应用进行了初步研究和探讨#结果表明高

等电点的纳米 "#; 在很大程度上促进了酪氨酸

酶与电极之间的直接电子传递#能够有效地用于

邻苯二酚的测定#是一种能够应用于电极修饰的

很好的半导体材料$
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基金项目!广西壮族自治区教育厅专利资助项目

! 通讯联系人! "#$%&’( ’&)&%*+&*,-./01*23

! 引言

生物传感器技术正被越来越多的应用在临

床化学"生物医学的在线监测等4 56. 7# 这种新的检

测手段和传统的分析方法相比具有分离和检测

一体"响应快"样品用量少!成本低等特点$ 目前

商业化的生物试纸条已超过十余种 4 0 68 7!大致可

分为光学型和电化学型两大类!前者可视为传统

酶溶液比色法的衍生与移植!缺点是显色后颜色

分布不均并且易受环境光线与温度影响 4 9 7!电化

检测尿酸和葡萄糖电极式试纸条的研制

石 平 5! 李建平 . :! 方 成 .! 李玉平 .

""# 桂林优利特电子集团有限公司# 广西桂林 $%"!!"$
%&# 桂林理工大学化学与生物工程学院& 广西桂林 $%"!!%$

摘 要! 根据双电极系统中铁氰化钾的电子媒介新模式原理研制一种电极式印制型尿酸和葡萄糖试条$ 试

条由完全对等的丝网印制双碳电极组成!测定范围宽;#<1/6<1/ =>!可根据检测物浓度和干扰情况选择测定

电位和灵敏度$ 用尿酸和葡萄糖试纸条测试 0? 例病人血清样品中尿酸和葡萄糖的含量!并与医院常规分析

方法的测试结果对比!经配对 @ 检验!双侧检验的概率 ! 分别为 <1A.8 和 <1<8B!测定结果差异无统计学意

义;! C <1<?>$ 铁氰化钾作为电子媒介体!其电子媒介作用是通过其转化成亚铁氰化钾来实现的!任何可导致

上述转化发生的物质都可以借助铁氰化钾为电子媒介来测定!合理使用媒介体可以达到检测高过电位物质

或放大检测信号等目的$

关键词! 铁氰化钾% 电子媒介% 尿酸% 葡萄糖

’() *)+,-. /0 1. )2)345/3()6,312 +45,7 0/5 85,3 13,* 1.* -283/+) 1++19
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化 学 传 感 器 !" 卷#"

学型生物试纸条可以视为同类光学型试纸条更

新换代产品! 基本不受环境光线与温度的影响!
并且有更高的灵敏度与准确度$ %&’( )"

铁氰化钾是一种无机电子媒介体!比一般有

机电子媒介体稳定!对 *+ 的依赖性较小$ ’! )!被广

泛使用于葡萄糖#肌胺酸#乳酸试纸条等商业化

的电化学型生物试纸条中$ ’, )" 电子转移与酶反应

同步!媒介体只起到酶与电极之间传递电子的桥

梁作用$ ’-&’# )" 基 于 该 原 理 设 计 的 酶 试 纸 条 通 常

由 媒 介 体 修 饰 的 工 作 电 极 和 固 体 参 比 电 极 .如
/01/023 电极4组成" 这类试纸条的选择性主要通

过控制极化电位来实现!因而极易受样品中易发

生电极反应的电活性物质的干扰$而且电子传递

的效率不高!试纸条的灵敏度不高$电子传递极

易达饱和状态!检测浓度范围很窄$ 56 )"
该文使用丝网印制双碳电极研究了溶液中

铁氰化钾的伏安特性和安培响应特性!设计出了

以铁氰化钾为电子媒介体的葡萄糖和尿酸试纸

条!并进行临床验证"

! 实验部分

!"! 仪器与试剂

电化学测量在 2+7##89 电化学工作站:上海

华辰仪器公司4上进行" 碳油墨 ;<25 .;=>?@ 7@>A4
通 过 丝 网 印 刷 在 绝 缘 基 底 上 ! 碳 双 电 极 作 为

试 纸 条 的 工 作 电 极 和 对 电 极 ! 表 观 电 极 面 积

5A" BB!(A8 BB" 葡萄糖氧化酶!588 CDB0!上海

生 工 生 物 工 程 技 术 服 务 有 限 公 司 $ 铁 氰 化 钾

E!$FG:2HI#)#亚 铁 氰 化 钾 E,$FG:2H4#)购 自 上 海 试

剂一厂"
溶液 / % " A , B?3 D J ! 准 确 称 取 #A-K- 8 0

E!$FG:2H4#)溶于 -8 BJ 二次蒸馏水!摇匀过夜$溶液

9%8A, B?3DJ!准确称取 KA,,K ( 0 E,$FG:2H4#)&!+(L
溶于 -8 BJ 二次蒸馏水!摇匀过夜$混合液 2%将

放置过夜的溶液 / 和溶液 9 以体积比 5 " 5 混合

摇匀" 硼砂缓冲液 *+MKA-%配制 8A8- B?3DJ 硼砂

水溶液和 8A5 B?3DJ 磷酸氢二钾水溶液!两者体积

比 #- " !- 混合!摇匀" 磷酸盐缓冲液 *+M6A8%配

制 8A( B?3DJ HN(+OL, 和 8A( BB?3DJ E+(OL, 标准

溶液$然后体积比 ! " 6 混合" 尿酸溶液%称取 #8
B0 碳酸锂!溶入 ’- BJ 二次蒸馏水中!室温下溶

解至饱和后用定性滤纸过滤!去渣!向滤液中加

入 !A!#( ( 0 尿 酸!-8 ##8 $水 浴 至 尿 酸 完 全 溶

解 !冷 却 后 用 硼 砂 缓 冲 液 稀 释 至 ’88 BJ!得到

8A( B?3DJ 的尿酸母液!, $下保存备用" 葡萄糖溶

液%称取 !A%#! , 0 %P葡萄糖Q2#+5(L#&+(L!5%KA56
0DB?34!分析纯!广东汕头西陇化工厂!溶于磷酸

盐缓冲液中得 "A( B?3DJ 葡萄糖溶液!, $保存备

用" 其它试剂均为分析纯!试验用水为二次蒸馏

水!试验温度 (- $"
!"# 实验方法

!"#"! 铁氰化钾伏安性质

分取 - BJ 溶液 / #溶液 9 和混合液 2 放入

! 支 5" BJ 比色管! 各加入 - BJ 磷酸盐缓冲液!
摇匀!倒入 5" BJ 电解杯中!设置扫描电位R"A# &
"A# S!扫描速度 5"" BSDT!分别测量溶液的伏安

曲线" 改变极化电压!测定不同极化电压下的电

流强度"
用磷酸盐缓冲液将溶液 / 和溶液 9 稀释成

"A( B?3DJ! 取 - BJ "A( B?3DJ 铁氰化钾溶 液 放 入

5" BJ 电解杯中! 设置极化电压 "A, S! 加入 "A(
B?3DJ 亚铁氰化钾溶液并搅拌均匀!静置片刻!记

录各次加入后的电流强度"
在保持铁氰化钾和亚铁氰化钾的总浓度不

变的情况下!测定铁氰化钾溶液随亚铁氰化钾浓

度变化下的电流强度变化"
!"#"# 尿酸!葡萄糖试条制备

将相关试剂按照一定的配比制成反应液!用

微量取液器在印制电极的各电极片上滴加反应

液 "A- !J!室温下干燥后!加盖微池体!试纸条结

构如图 &" 其中葡萄糖试纸条反应液由葡萄糖氧

化酶#铁氰化钾和羧甲基纤维素钠组成!尿酸试

纸条反应液由铁氰化钾和羧甲基纤维素钠组成"

!"#"$ 尿酸和葡萄糖测定

取 (A- BJ 铁氰化钾溶液 # 份放入 5" BJ 比

图 5 尿酸和葡萄糖试纸条结构

FU0A5 VW=X>WX=G ?Y C=U> N>UZ ?= [3X>?TG TW=U*
:N4 接头:>?@WN>W4$:\4 工作电极:]?=^ G3G>W=?ZGI$

Q>I 对电极Q>?X@WG= G3G>W=?ZGI$QZI 试剂斑Q=GN0G@W T*?WI$
QGI 微池QBU>=?R*??3I$QYI 基底QTX\TW=NWGI

N Z > Y

\ G



图 ! 铁氰化钾和亚铁氰化钾及其混合液的循环伏安曲线

"#$%! &’()#( *+),-../,0#( (10*/2 +3 ,4/ 2+)1,#+52 +3 6+,-22#1. 3/00#(’-5#7/8 6+,-22#1. 3/00+(’-5#7/ -57 ,4/#0 .#9,10/

色管中! 分别加入 :":%;":%!<":%<";%:";%< .= 尿

酸溶液!然后用硼砂缓冲液定容至 < .=# 设置极

化电压 :%> ?!测定电流强度曲线$ 同上取铁氰化

钾溶液!各加入 ;@ 固体粉状葡萄糖氧化酶!分别

加入 :%:%;":%!<":%<";%:";%< .= 葡萄糖溶液!然

后用磷酸盐缓冲液定容至 < .=!测定电流强度$
尿酸或葡萄糖试纸条测试时! 取 A != 尿酸

或葡萄糖试液滴加在试纸条的微池中!在工作电

极与对电极之间加 >:: .? 电压! 测试电极的反

应电流强度$

! 结果与讨论

!"# 铁氰化钾伏安特性

相同浓度下!铁氰化钾"亚铁氰化钾和混合

液的伏安曲线如图 !$可以发现三者均有双峰!且

曲线关于零点中心对称$ 任何导电性表面在接触

;%:
:%<
:

B:%<
C;%:

:%D :%> :%! : C:%! C:%> C:%D
!E?

F>"/G&HID

"E!
J

K

>

:

C>

CK

"E!
J

:%D :%> :%! : C:%! C:%> C:%D
!E?

FA"/G&HLD

>::

:

C>::

"E!
J

:%D :%> :%! : C:%! C:%> C:%D
!E?

FA"/G&HLDMF>"/G&HLD

含氧化还原性物质的溶液时!导电表面会产生净

电荷$ 溶液中的氧化性和还原性物种均对导电性

物质充电!从而产生极化电位!其大小由溶液中

N/7EO9 的浓度比决定$ 又因为两电极性状几乎

完全相同!因此两电极的极化电位应该相同!即

铁氰化钾的电解电压为 : ?$ 当在双电极上外加

电压时! 外加电压应该平均分配在 ! 个电极上!
如外加电压 :%< ? 时!则一电极升高 :%!< ?!而另

一电极会下降 :%!< ?$ 对于铁氰化钾溶液来说!
P"/Q&HLDRAB总选择在电位降低的电极上被还原!因

此 P"/G&HLDRAB发生还原反应的场所会随外加电压

方向改变而改变!导致伏安曲线呈中心对称$
相 同 浓 度 下 亚 铁 氰 化 钾 的 响 应 值 是 铁 氰

化 钾 的 ;EK 左右! 差异源于电极反应速度常数

&#0/7!#+9’不同$ #0/7 S #:/96P B !$%&’G( ) !:LR !#+9 S

#:/96PG; B !L*%&’G+ ) !:LR $
式中 #: 表示电对标准反应常数!! 为电子转

移系数!!: 为标准电极电位!& 是摩尔气体常数!
’ 是绝对温度$ 因为铁氰化钾和亚铁氰化钾具有

相同的 #:%!%!:!扩散系数 , 也近似相同!可见电

极反应速度常数随电位差T!)!:T增大而增大$
分别测定了 :%! .+)E= 铁氰化钾%亚铁氰化钾

和铁氰化钾与亚铁氰化钾的混合液!在不同极化

电压下的电流强度$ 从图 A 可以发现电流强度随

极化电压增大而增大!对 :%! .+)E= 铁氰化钾或亚

铁氰化钾来说!增速不大!但对 :%! .+)E= 铁氰化

钾和亚铁氰化钾的混合液却表现极其明显$ 从曲

线的对称形状可以预见极化电压的大小和正负

均不会影响电流强度与浓度的线性关系!电压的

大小只改变电流响应灵敏度!因此以铁氰化钾为

石平等(检测尿酸和葡萄糖电极式试纸条的研制A 期 D;



图 ! 尿酸!葡萄糖浓度与电流强度值变化曲线

"#$%! &’() (* +,-./(,.)/#0 /.1-(21. !"# 0(20.2)/+)#(2 (*
3/#0 +0#4 (/ $’30(1.

图 5 亚铁氰化钾浓度与电流强度变化曲线

"虚线表示在曲线的下段呈的线性关系#
"#$%6 &’() (* +,-./(,.)/#0 /.1-(21. !"# 0(20.2)/+)#(2 (*

-()+11#3, *.//(07+2#4.

图 8 不同电位下的安培响应曲线

"#$%9 &’() (* +,-./(,.)/#0 /.1-(21. !"# ,.+13/.,.2) -().2)#+’

化 学 传 感 器 9: 卷;<

电子媒介时! 可根据检测物浓度和干扰情况!检

测电压可以在=>?; @ >A; B 范围内任意选定$为了

便于试验对比和满足一定的灵敏度要求!试验中

统一采用极化电压 >A6 B$
!"! 铁氰化钾的电子媒介作用

如图 6 所示! 在曲线的下段呈的线性关系!
即当铁氰化钾转化为亚铁氰 化 钾 的 比 率!<!C
时!电流强度与生成的亚铁氰化钾的量成线性关

系$ 因此可以认为铁氰化钾的电子媒介作用是通

过其转化成亚铁氰化钾来实现的!所以任何可导

致上述转化发生的物质都可以借助铁氰化钾为

电子媒介来测定$
由于在 -DEF?! 时尿酸能与铁氰化钾反应!

定量生成亚铁氰化钾%-DEG?> 时葡萄糖在葡萄糖

氧化酶催化下与铁氰化钾反应!定量生成亚铁氰

化钾!电流强度见图 !$ 与图 6 对比!发现响应趋

势极其相似!从而应证前面的原理$

!"# 尿酸和葡萄糖试纸条测试性能

为检测尿酸和葡萄糖试纸条的临床使用效

果!取 9! 例病人血液样品!使用尿酸和葡萄糖试
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图 ! 尿酸!""和葡萄糖!#"试纸条与常规方法测试结果比对

$%&’( )*+,-. /0 1/23"4%5& 1/56*5.%/5"- 2*.7/8 9%.7 ,4%1 "1%8 :"; /4 &-,1/+* +.4%3 :#;

纸条测试样品中尿酸和葡萄糖的含量#并将测试

结果与医院生化分析常规方法的测试结果对比$
常规方法中#尿酸测试为磷钨酸还原法#葡萄糖

测试为邻甲苯胺法!/<=/-,%8%5#><=?"#样品测定

结 果 对 照 见 图 !$ 两 种 方 法 间 均 有 较 好 的 相

关 性 !!@ABCCD" E FBGHI J##KABCLI M%!KABCLH" E
ABAGF I##KABCLG H"$

样品测定结果与医院生化分析结果经统计

C

L

I

M

J

N

GG N J M I L C HA
)*+,-. /0 ><=? 2*.7/8O:22/-OP;

)*
+,
-.
/0
Q-
,1
/+
*
+.4
%3
O:2

2
/-
OP
;

)*
+,
-.
/0
RS

T.
4%3

O: !
2
/-
OP
;

NAA

GJA

GAA

UJA

FAA

HJA
HJA FAA FJA GAA GJA NAA

)*+,-. /0 V7/+37/.,5&+.".* )*8,1*O:!2/-OP;

分析两组间比较用配对 = 检验# 尿酸检验结果 $
为<ABLANW 双侧检验的概率 % 为 ABNFI%葡萄糖检

验结果 & 为 HBLHNW 双侧检验的概率 % 为 ABAIC%可

见#尿酸和葡萄糖试条检测结果与常规方法测定

结果#其差别在统计上无显著性意义$
!"# 临床检测

为检测尿酸和葡萄糖试纸条的使用效果#取

GJ 份临床血清样品#使用尿酸和葡萄糖试纸条测

试样品中尿酸和葡萄糖的含量#并将测试结果与

医院常规全自动生化分析仪的测试结果 !酶反

应<光度法"对比$
!"$ 统计学分析

使 用 TVTT HMBA 统 计 检 验 软 件 进 行 统 计 分

析# 将自制试纸条测定结果与常规生化检测方

法 检 测 结 果 进 行 直 线 线 性 相 关 性 分 析 比 较#两

组间比较用配对 = 检验!V"%4*8<+"23-*+ = =*+."#
若 % X ABAJ#则认为没有显著差异$

% 结论

该文使用印制双碳电极研究了铁氰化钾电

子媒介体的伏安性质#提出了铁氰化钾的电子媒

介作用的新模式&铁氰化钾的电子媒介作用可以

通过其转化成亚铁氰化钾来实现#任何可导致上

述转化发生的物质都可以借助铁氰化钾为电子

媒介来测定#合理使用媒介体可以达到检测非电

活性物质或放大检测信号等目的$ 设计了性能优

越的尿酸’葡萄糖试纸条$ 利用试条对病人血液

样品进行检测#测试结果与医院生化分析常规方

法的测试结果一致$ 该试条电子传递的效率高#
试条制作过程简单$ 对于临床血糖和尿酸的临床

检验有重要意义$
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! 引言

荧光 !" 探针是分子探针的一种! 广泛应用

于分析化学"生物分析化学"医学#监控血液中的

!"$和细胞生物学%量度细胞内的 !"&等领域’ ( )#根

据涉及到的基本过程! 大多数荧光 !" 探针发生

作用的机制有两类$一类是光诱导电子迁移过程

%简 称 *+,&!另 一 类 是 光 诱 导 电 荷 迁 移 过 程 #简
称*-,&’. )# 这两类作用机制都是通过质子化’ / )%氢

键 ’ 0 12 )"以及氢质子与荧光染料的过渡态形成不

稳定化学键来实现的’ 3 )& 带有羧基的苝酰亚胺型

荧光染料具有显著的优点$既有亲脂性又有亲水

性%苝骨架使其具备亲脂性!羧基的存在又使其兼

具 亲 水 性 $! 斯 托 克 斯 位 移 大 且 荧 光 量 子 产 率

高& 既有亲脂性又有亲水性使其能渗透到细胞

内!可用于活体组织 内 !" 的 测 定’斯 托 克 斯 位

移较大可避免吸收光谱干扰发射光谱! 从而提

高测试的灵敏度与准确性& 因此将带有胺基的

苝酰 亚 胺 类 荧 光 染 料 开 发 作 为 !" 荧 光 探 针 具

有重要的应用价值和广阔的发展前景&苝二酰亚

胺衍生物的合成方法早已有报道 ’ 4 15 )!该文参考

有关文献自行设计合成了含有四个羧基亲水性

基团的苝二酰亚胺衍生物!并首次研究了它作为

!" 荧光探针的光谱特性!光谱变化表明$它随溶

液 !" 的减小荧光强度逐渐降低! 可作为 !" 荧

光探针&

一种水溶性苝系衍生物 "# 荧光探针的合成及表征

马永山 (6 吴俊森 (6 常乃丰 (! 孙韶华 .

!$% 山东建筑大学市政与环境工程学院" 山东济南 &’($)$#
!&% 济南市供排水监测中心" 山东济南 &’!!**$

摘 要% 该文主要以苝四酸酐为起始物!通过在酸酐位置引入天冬氨酸!设计合成了一种水溶性的含有四

个羧基的荧光苝二酰亚胺衍生物!研究了其在不同 !" 条件下的荧光光谱!发现所研究化合物的荧光强度

与 !" 值间有着强烈的依赖关系!"7能有效地减弱此化合 物的荧光!此化合物可用作测定溶液 !" 值的荧

光探针&

关键词% 苝酰亚胺’ 水溶性’ 天冬氨酸’ 光谱性质
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! 实验部分

!"! 试剂与仪器

天冬氨酸!氢氧化钾!二甲基亚砜!浓硫酸!
无水乙醇!盐酸!!" #$ %" &’(苝四甲酸二酐均为分

析纯试剂"
&)*+, 谱 用 -./0.1 2134. #55 +)6 *+,

789:;/3<9;9/#布鲁克 =>*?@,AB 型傅里叶变换红

外光谱仪#CD,EF5 紫外可见分光光度计# 日立

G(#F55 型荧光分光光度计# 精密 8) 计 H)?(!C
I上海雷磁仪器厂J"
!"# 合成$合成路线如图 ! 所示%
!"#"! 苝二!天冬氨酸"二酰亚胺的合成$ %&’ (

准确称取 &K!! L$5K5& <3M%天冬氨酸与 &K&A L
$5K5A <3M%N@) 的水溶液混合!室温搅拌过夜&减

压旋转蒸除体系水分& 得 AK& L 天冬氨酸钾盐晶

体" 将制备的天冬氨酸钾 盐 超 声 分 散 在 #5 <O
P+?@ 溶液中后& 在磁力搅拌下使其回 流 半 小

时&再加入 5K# L 精制的苝酐继续搅拌!回流&每

隔 !5 <01 取少量样品在浓硫酸中测可见光谱&直

到在 F55 1<!F#Q 1< 左右苝 酐 的 特 征 吸 收 峰 消

失&而在 FQ5 1<!Q55 1< 左右出现对称苝四羧酸

二酰亚胺的特征峰&且两者的相对强度基本不变

时停止反应" 将反应后体系离心&沉淀用无水乙

醇洗至滤液基本无色&加水用稀盐酸酸化至 8)R
&&水洗 ! 次&得到化合物 A"
!"#"# 苝二!天冬氨酸铵盐"二酰亚胺的合成

将化合物 A 溶解到 A5 <O &FS的氨水里面&
搅拌 F <01&过滤得滤液&除掉溶剂得到红棕色的

固体&T5!真空干燥得 5K#F L 产物 !& 产率约 B5S"
&)(*+,IPA@U =+?" 88<V !W BK!BIX" #)V" BK55IX" #)V"
FKAQI<"A)V" AK&AI7" #)V$ G=2,INY/V& "Z:<(&W ! #!!"
! &Q#I酰胺 *() 伸缩振动V" ! 5FAI苝环 C() 伸

缩振动V" A T#B$饱和 C() 伸缩振动%&& QT%I羧酸

CR@ 伸缩振动V" & F%AI苝环 CRCV& & !Q&" & !#F
IC(*V" & AB!" & &TA" & &&#" & 5A&" %F&I羧酸中 C(@V"
TF!" T5%" B%!" B!B" QF%" #Q&" #!A IC() 非平面

摇摆V$ !Z6 R Q&Q[+\]"
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图 & 化合物 ! 的合成路线

G0LK& ?‘1;a9707 /3b;9 3c :3<83b1X !

# 结果与讨论

#"! 荧光光谱

图 A 为 &5^F <3MZO 的 化 合 物 ! 荧 光 强 度 随

8) 变化的曲线图& 右上角内置图为荧光强度随

8) 值变化的改变趋势图" 化合物 ! 的最大发射

波长为 !<.d R FF& 1<&伴随溶液 8) 值降低&荧光

发射强度逐渐降低" 在 8) 值由 &5KBF 降到 %KQQ
时& 荧光强度急剧降低& 在碱性溶液中化合物 !
以羧酸根的形式存在&羧酸根阴离子为富电子特

化 学 传 感 器 !5 卷QQ
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图 ! "#$% &’()* 的化合物 + 水溶液的不同 ,- 值的荧光图!!&./0 %%" 1&"
!!! "#$+ &’(2* 的磷酸缓冲体系#内置图为化合物 + 最大荧光强度值与 ,- 值的对应图"

3456! 789 :(;’<9=>91>9 =,9>?<. ’: >’&,’;1@ +A"#B% &’(2*C 41 D.?9< .? @4::9<91? ,-A!!"#E+ &’(2* ,8’=,8.?9 F;::9<G
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征# 使整个化合物分子具有较高的电子密度#苝

核平面之间存在的斥力阻止了它们的聚集从而

获得高的荧光量子产率% 溶液 ,- 从 ORKK 降到

%R"! 时#荧光强度降低缓慢#体系为苝四羧酸及

其盐的缓冲溶液#发光物种比较稳定#荧光强度

降低幅度不大%当 ,- 值降低到 %R"! 以下#荧光

强度迅速降低直至淬灭# 峰形也发生了改变#在

强酸性溶液中# 化合物 + 主要以酸式形势存在#
整个化合物分子负电势减弱#苝分子间发生聚集

作用和光诱导电子转移现象使荧光萃灭& 这说明

化合物 + 的荧光强度与 ,- 值间有着强烈的依赖

关系#在强碱性溶液中荧光强度最强#在较宽的

中性区域环境溶液中荧光较弱且稳定#而在强酸

性溶液中荧光被萃灭#此化合物可用作测定溶液

,- 值的荧光探针&
!"! #$%&’( 吸收光谱

化合物 + 的最大吸收波长为 %+M 1&& 伴随

,- 值减小#吸收峰强度减小& 对于苝系衍生物来

说# 电子振动吸收具有自身的特点#" 0 #! "S 0
#T " 和 ! 的跃迁!这里的 " 和 "S 是基态和激发态

的量子振动数" 分 别 对 应 着 %+M 1&’%## 1& 和

MK% 1& 处吸收峰# 当单体开始聚集时##!" 和

#!! 跃迁会增加 U O V"# W#为利于比较 #!" 和 #!!

峰形变化#在 %+M 1& 处将峰值做归一化处理!图

+"& 从 ,- "#6L% 到 O6KK##!" 和 #!! 跃迁吸收

有所增加# 说明在这个 ,- 范围苝四羧酸根单体

因发生 #E$ 作用而聚集% 从 O6KK 到 %6O!##!"
和 #!! 跃迁吸收有微弱增加#说明在这个 ,- 范

围的 $E$ 聚集作用的大小变化较弱%而当 ,- 继

续降低到 %6"! 甚至是更低的时候##!" 和 #!#
跃迁吸收的比率明显的增大#初始的吸收峰发生

红移#最终在整个检测波段内出现吸收#这是因

为伴随 ,- 值降低# 化合物 + 的苝四羧酸单体发

生 $E$ 作用而聚集#从而阻止了光的通过#化合

物 + 的紫外可见吸收光谱印证了荧光强度与 ,-
值之间效应的机理&

) 结论

合成了一种水溶性的荧光化合物$对称苝二

!天冬氨酸铵盐"二酰亚胺化合物& 研究了 ,- 值

变化对荧光光谱的影响#发现所研究化合物的荧

光强度与 ,- 值间有着强烈的依赖关系# 在强碱

性溶液中荧光强度最强#在较宽的中性区域环境

溶液中荧光较弱# 而在强酸性溶液中荧光被萃

灭& 这一结果对于深入研究苝二酰亚胺衍生物的

基础光物理性质和 ,- 荧光传感体系的设计具有
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图 ! 归一化的 "#$% &’()* 化合物 ! 的水溶液的吸收光谱与 +, 值的对应图
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