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端粒酶活性检测方法研究进展
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摘 要院 人体端粒酶是一种核糖核蛋白复合物袁在生物体内袁以其自身的 RNA为模板袁通过催化添加端粒
重复序列 TTAGGG至染色体末端遥 由于在绝大多数癌症中端粒酶活性与恶性肿瘤之间存在着较大的关联袁
其在肿瘤的发生尧发展过程中起着重要作用袁因而对端粒酶活性的检测可为癌症的诊断尧预测以及临床治疗
提供重要依据遥 该文总结了近几年来针对端粒酶活性几种不同的检测方法袁重点强调了几种机体内原位检
测方法袁并适当的进行了分析比较遥
关键词院 端粒酶曰 G-四联体曰 恶性肿瘤曰 分析检测

Recent research on monitoring telomerase activity
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Abstract院 Human telomerase is a ribonucleoprotein complex袁which functions as a telomere terminal transferase by
catalytic adding telomere repeat TTAGGG to the end of chromosome using its RNA as the template. Due to a very
strong association between telomerase activity and malignancy in nearly all types of cancer, telomerase plays a key
role in the tumor occurrence as well as development. Monitoring telomerase activity is believed to be important for
cancer diagnosis, prediction and provides an important basis for clinical treatment. This review summarizes recent
development for detection of telomerase activity, with emphasis placed on in situ detection.
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0 引言

端粒袁是一种核蛋白袁由短的富含鸟嘌呤的
串联重复序列组成袁在人类细胞中真核染色体的
末端形成帽状结构袁以抑制不必要的降解尧重组
或端到端的融合[ 1 ]遥 在一些体细胞中袁DNA复制
循环后袁 因 DNA聚合酶的不完全复制而使得端
粒逐渐缩短袁当长度达到一个临界值时袁细胞便
会停止分裂到达衰老阶段[ 2 ]遥 端粒作为维持染色
体复制过程完整性必不可少的组成袁由于其缩短
或加帽蛋白缺乏会造成不利的后果袁包括形成染
色体异常袁细胞衰老和细胞凋亡[ 3 - 5 ]遥

端粒酶是一种核糖核蛋白逆转录酶袁由一个
基本的催化亚基和 RNA模板以及端粒相关蛋白

一起维持端粒长度和功能[ 6 - 8 ]遥 通过其逆转录酶
活性及其内在的 RNA作为模板催化添加端粒重
复序列渊TTAGGG冤n至染色体 DNA的 3爷端 [ 9 ]袁由
于其富含鸟嘌呤渊Guanine,G冤序列袁在生理条件
下袁 端粒 DNA形成了一种分子间和分子内的鸟
嘌呤四联结构遥 研究发现袁在超过 85%的人类恶
性肿瘤中端粒酶具有异常高的活性袁 如乳腺癌袁
结肠癌袁肺癌袁前列腺癌袁卵巢癌袁胃癌和皮肤癌
等遥 而在正常体细胞中袁端粒酶的表达是被抑制
或成缺失状态[ 10 - 12 ]遥由于癌细胞中过度表达的端
粒酶会维持端粒的长度袁使得细胞无限制地增生
而不会衰老袁因此科学家认为端粒酶在肿瘤的形
成过程中起着关键作用遥 端粒酶的这种特性使得
其在癌症早期诊断尧预测和治疗领域成为一种重
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要的生物标志物[ 13 - 16 ]遥 除此之外袁端粒酶和端粒
的结构在研究其它疾病尧基因调节尧细胞/机体老
化和哺乳类动物的克隆方面也起到了至关重要

的作用[ 17 - 18 ]遥 鉴于此袁高灵敏度的检测端粒酶活
性方法对于疾病机理研究和临床诊断显得尤为

重要[ 19 ]遥
1 端粒酶活性的传统检测方法

近年来袁 已经开发出多种测定端粒酶活性
的方法[ 5 , 20 - 21 ]袁 而 Kim 开发的以聚合酶联反应
渊Polymerase Chain Reaction袁PCR冤 为基础的端粒
重复序列扩增法 渊Telomeric Repeat Amplification
Protocol袁TRAP冤因其超高的灵敏度已被发展为端
粒酶活性的标准分析方法[ 22 ]遥
1.1 TRAP分析法的原理

TRAP法是一个单管反应袁首先袁从细胞或组
织中提取端粒酶合成端粒重复序列袁接着从外源
添加端粒链引物袁然后将这些延伸后的产品作为
模板进行 PCR扩增袁随后进行聚丙烯酰胺凝胶电
泳鉴定袁最后使用密度测定法进行定量 [ 23 ]袁从而
实现端粒酶活性的检测遥
1.2 TRAP分析法的不足

TRAP分析法能够实现高通量高灵敏度的检
测 [ 24 - 25 ]袁无疑是一个功能强大的测定方法袁但保
留着 PCR放大技术带来的缺点遥 此外袁TRAP法
需要使用昂贵的设备和试剂袁相当耗时[ 26 ]遥 再加
上抑制端粒酶活性已被提议作为人类癌症治疗

的潜在方法袁而 TRAP在筛选有效的端粒酶抑制
剂如 G-四联体配体时易受 PCR-派生产物的影
响袁因此袁该方法存在很多局限性遥
1.3 TRAP分析法的发展

为了克服 TRAP分析法的上述缺点袁不断有
新的改善过的 PCR 步骤被提出来遥 包括采用
TRAP法结合 PCR后杂交协议的化学发光探针尧
荧光染料或生物素化的引物来测量 PCR扩增双
链 DNA的数量[ 27 - 29 ]遥 例如 2010年袁Plaxco等利
用引物修饰金纳米粒子来检测高浓度细胞溶解

物中端粒酶的活性袁 这种方法虽然比传统的
TRAP法在特异性和灵敏性方面有所提高袁 但是
这种以凝胶为基础的方法仍然耗时且需要丰富

的专业知识[ 30 ]遥

2 端粒酶活性的最新检测方法

为替代传统的 TRAP分析法袁研究者们已经
开发了许多 PCR-free分析方法并将之应用到端
粒酶活性的检测中袁例如光学传感器尧表面等离
子共振尧电致化学发光尧电化学检测和指数等温
扩增分析等[ 31 - 35 ]遥
2.1 紫外吸收法

纳米金由于其自身较高的消光系数和粒径

依赖型的光学性能在构建生物传感平台方面显

示出极大的应用潜力袁被广泛应用到众多领域的
检测[ 36 - 39 ]遥基于纳米金的分析方法主要优点就是
分子识别行为可以转换成颜色改变袁继而可以通
过肉眼观察或者利用紫外可见光谱简单测定出

来遥 因此袁该文简要列举了两个例子来说明其在
端粒酶活性检测方向的应用遥

Willner等[ 40 ]开发了一种利用端粒酶产生的
端粒-氯化血红素/ G-四联体催化氧化 L-半胱氨
酸诱导纳米金聚集的方法来定量分析端粒酶活

性袁其反应原理如图 员遥端粒是富含鸟嘌呤核苷的
折叠核酸链袁在 K+和氯化血红素的存在下袁端粒
单元自组装成氯化血红素/G-四联体结构袁 表现
出辣根过氧化物酶催化活性[ 41 ]遥 端粒-氯化血红
素/G-四联体结构能催化硫醇类物质 渊例如 L-半
胱氨酸冤氧化成二硫化物渊例如胱氨酸冤[ 42 ]遥 L-半
胱氨酸能促进 Au纳米颗粒的聚集袁 伴随着紫外
吸收的变化袁从红色渊单个金纳米粒子冤变为蓝色
渊团聚的金纳米粒子冤袁该过程被用来定量分析端
粒酶活性遥从 293T肿瘤细胞中提取端粒酶袁当存
在脱氧核糖核苷三磷酸混合物渊dNTPs冤和合适的
引物探针时袁 所述调聚反应将催化端粒-氯化血
红素/G-四联体链的生成袁 用以控制 L-半胱氨酸
介导的纳米金的聚集遥 因此袁聚合的程度由端粒
酶的浓度控制遥 该方法检测限能检测到 27细胞/
滋L中端粒酶活性遥 并且此方法是灵敏度高袁检测
时间相对较短渊3h冤,以及无需进行复杂的处理和
昂贵的仪器遥
此外袁Xia等[ 43 ]设计了一个拥有四个检测色

状态渊如蓝色尧紫色尧红色和沉淀冤的双功能纳米
金渊GNP冤探针袁用于双向直接尧准确简单的检测
尿液中端粒酶活性袁并成功地将其应用于膀胱癌



图 1 基于氯化血红素/端粒-G四联体控制的 L-半胱氨酸介导纳米金团聚检测端粒酶活性机理图
Fig.1 Analysis of telomerase activity by following the hemin/telomere-G-quadruplex-controlled L-cysteine

mediated aggregation of Au NPs
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的无痛诊断袁反应机理如图 2遥 根据数轴理论袁首
先定义红色 GNP探针为原点袁 它代表尿提取物
中端粒酶无活性遥 正方向对应于相对高浓度活性
端粒酶袁在该系统中 GNP探针组装明显袁产生沉
淀遥 负方向对应于相对低浓度渊紫色冤和无端粒酶
存在渊蓝色冤的样品遥 四个检测状态可以通过肉眼
或紫外-可见光谱来区分遥 沉淀和紫色状态代表
膀胱癌患者袁 而蓝色和红色状态代表正常个体遥
相比于传统比色法袁具有优良的辨别能力袁并且
准确简洁袁避免大量的操作和复杂的仪器遥 此外袁
该系统稳定性极强袁探针保存一个月后依然可以
区分遥 因此袁这种具有良好的精度尧成本尧选择性尧
稳定性和适用性的检测系统在端粒酶活性和膀

胱癌甚至其它癌症的诊断方面具有广阔的应用

前景遥
2.2 等温扩增法

2013年袁Weizmann等 [ 44 ]开发了一种新颖的
指 数等 温扩增 端粒 重复 序列 渊exponential
isothermal amplification of telomere repeat袁
EXPIATR冤分析法袁这是一种简单尧灵敏尧可靠的

检测细胞提取物中端粒酶活性的方法遥
如图 3所示袁 此法基于 DNA等温扩增这样

一个策略袁通过链置换扩增激发袁使用限制性内
切酶刻痕于一个识别位点袁并利用聚合酶多次复
制和重置目标袁实现 25 min的超快检测遥 这种方
法不仅具有 TRAP的优越性袁还在此基础上有了
一定的提升遥 它放弃了昂贵的热循环协议袁使该
法更加廉价且在临床上更加通用袁此外其检测时
间相较于其他方法大大缩短遥 由于高通量尧等温尧
即用型等特点袁EXPIATR在未来临床试验使用中
显示出了巨大潜力遥
此后袁Zhang等 [ 45 ]提出了一种利用端粒诱导

两级等温扩增介导化学发光的分析方法来检测

单细胞水平的端粒酶活性遥 如图 4袁 存在端粒酶
时袁端粒重复序列 渊TTAGGG冤n被加到端粒酶基

底引物的 3爷 端袁这可以转化成链置换扩增的模
板[ 46 - 47 ]袁用来生成短寡核苷酸 尧 DNA 酶和
渊TTAGGG冤n中的端粒重复序列遥短寡核苷酸可以
充当一个新的触发点来结合游离的端粒酶基底

引物袁从而启动一个恒温指数扩增反应[ 48 - 50 ]袁生



图 3 EXPIATR测定的原理图
Fig.3 Schematic diagram of the EXPIATR assay

图 2 渊a冤膀胱癌的无痛临床估计数轴理论曰(b)端粒酶提取尿样曰渊c冤端粒酶检测原理图
Fig.2 (a) The number axis theory for clinical estimate of bladder cancer without pain. (b) Telomerase extraction

from urine samples. (c) The scheme for telomerase detection
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成大量的催化 DNA酶遥 无论是 DNA酶还是富含
G的端粒重复单元都可以与血红素相互作用袁形
成催化血红素-G-四联体纳米结构袁 在鲁米诺与
过氧化氢共存时袁 可以催化产生化学发光信号遥
而在缺乏端粒酶时袁 两阶段等温扩增不能启动袁
所以观察不到化学发光信号遥
该方法与 TRAP相比袁更简单尧更灵敏尧更快

速袁而且不需要热循环尧洗涤和分离步骤[ 27 ]遥而与
EXPIATR分析相比袁 该方法有一个突出的优点
就是成本低袁 它不需要使用昂贵的荧光标记核
苷酸[ 44 ]遥 由于两阶段等温扩增的扩增效率高尧灵
敏度高以及化学发光测定法的动态范围宽等优

点袁 该方法能够灵敏地检测到从单一的 HeLa癌
细胞中提取的端粒酶活性袁而不需要任何标记的



图 4 端粒诱导两级等温扩增介导化学发光检测端粒酶活性原理图
Fig.4 Schematic illustration for the detection of telomerase activity using telomeres-induced two-stage isothermal

amplification-mediated chemiluminescence assay
DNA探针遥 上述方法可进一步用于筛选抗癌药
物袁并且可能提供一种有前途的方法来发现新的
抗癌药物遥
2.3 电化学分析法

电化学法由于其自身的高灵敏度尧 操作简
单尧反应迅速和成本低廉等优点在分析端粒酶活
性方面正越来越备受关注[ 51 - 54 ]遥

Ozsoz等[ 31 ]开发了一种基于鸟嘌呤氧化信号
来检测端粒酶活性的免标记电化学分析法袁如图
5所示袁 这种分析技术利用一次性电极要要要碳石

墨电极作为电化学传感器遥 通过以端粒重复序列
扩增为基础的 PCR分析法袁将鸟嘌呤的氧化信号
作为端粒酶活性的量度来进行电化学检测遥 此分
析法是第一个免标记的电化学分析法袁相较于其
他检测方法袁如表面等离子共振和石英晶体微天
平等具有快速袁简单袁廉价而且无放射性等优点遥
并且无需标记袁 使其适用于临床样品的定量测
定遥然而这种方法也存在 PCR分析法的固有局限
性袁为用于常规分析袁有必要开发一种不依赖于
易产生误差的 PCR的分析方法遥
研究表明袁生物传感器中使用电化学阻抗法

渊Electrochemical Impedance Spectroscopy袁EIS冤有
着诸多优点袁如高灵敏度尧高精密度尧检测速度快
以及可实现实时监测等[ 55 - 58 ]袁Lin等[ 59 ]开发了一
种基于免标记的电化学阻抗法来检测端粒酶活

性袁反应原理如图 6所示遥 该方法检出限能够测
定 1000 HeLa细胞中端粒酶的活性遥 首先将硫醇
化的 DNA引物固定到金表面上袁 然后在 dNTPs
的存在下与端粒酶一起孵育进行延伸反应遥 随着
端粒酶活性的增强袁延长的 DNA引物可阻断 Au
电极表面 Fe渊CN冤63-/ Fe渊CN冤64-电子的转移袁导致
阻抗逐渐增大遥该方法没有涉及 PCR和任何信号
放大技术袁 因此不存在和这些技术相关的缺陷遥
同时还发现袁阻抗值与 103~105范围内的 HeLa细
胞中端粒酶活性呈对数线性相关遥 由于其简单的
和方便的操作袁在癌症的临床诊断方面显示出潜
在的应用遥

Cunci等[ 60 ]利用免标记电化学阻抗法也制备
了生物传感芯片实现原位检测癌细胞中端粒酶

的活性遥 首先将能与端粒酶特异性结合的单链
DNA探针修饰在金电极阵列表面袁接着利用 EIS
实现端粒酶活性检测遥
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图 6 基于 EIS方法的端粒酶活性分析原理图
Fig.6 Illustration for the protocol of telomerase activity analysis based on EIS method

图 5 分别来自端粒酶阳性细胞提取的热灭活的阴性渊A冤尧中度渊B冤和强端粒酶活性渊C冤的 PCR产物的鸟嘌
呤氧化信号示意图

Fig.5 Schematic illustration of guanine oxidation signals of PCR products from (A) heat inactivated negative
controls, telomerase positive cell extracts with (B) moderate, and (C) strong telomerase activity
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图 7 基于 SNAs AuNPs触发模拟 HCR双信号扩增的电化学检测端粒酶活性原理图
Fig.7 Schematic illustration of SNAs AuNPs triggered mimic-HCR dual signal amplification electrochemical assay

for telomerase activity detection

为了进一步提高电化学检测的灵敏度袁通常
会考虑降低背景或放大信号袁因而核酸外切酶 III
被用来减少背景信号[ 61 - 62 ]袁但蛋白酶本身具有检
测相对昂贵和复杂的缺点遥 因此袁仍然急需合适
的方法来放大信号遥 杂交链反应 (Hybridization
Chain Reaction, HCR)是一种无酶尧室温线性放大
的方法袁它操作简单袁而且只使用了 DNA单链袁
成本效益高 [ 63 ]袁两个 DNA发夹探针可以稳定地
共存于杂交溶液中遥 但引入的引发剂会触发两个
探针的交替杂交形成有缺口的双螺旋遥 因此袁它
已被广泛应用在 DNA尧miRNA尧小分子袁蛋白质和

细胞的放大检测[ 64 - 67 ]袁并已取得了一系列令人满
意的结果遥然而袁HCR尚未用于端粒酶的检测遥对
此袁Zhang等[ 68 ]开发了一种基于金纳米粒子触发
模拟 HCR来产生无酶双信号扩增以检测端粒酶
活性的电化学传感器遥 如图 7袁在该检测方法中袁
使用了 AuNPs和两个发夹探针遥AuNPs作为初始
放大元件袁不仅在电极上与端粒重复序列杂交以
扩增信号袁而且还启动了随后的二次扩增袁利用
两个发夹探针模拟 HCR[ 69 ]遥如果细胞提取物的端
粒酶活性呈阳性袁AuNPs 就可以被捕获到电极
上袁从而触发两个发夹探针产生有缺口双螺旋交

替杂交反应袁导致大量的三氯化六铵合钌通过静
电相互作用被插入到双螺旋 DNA的长链袁 从而
在合适的电位产生电化学信号遥 用这种方法袁不
仅可以将检测限降低至两个 HeLa细胞袁 能实现
10~10000个细胞范围内的端粒酶活性检测袁同时
还能成功地评估不同细胞内端粒酶的活性遥 该方
法具有较高的灵敏性袁 而且使用了两步信号扩
增袁操作简单袁可用于临床细胞提取物中端粒酶
活性的检测遥

另一方面袁均相电化学是一种免固定化的方
法袁其中袁探针 DNA与靶 DNA之间的杂交袁以及
酶的识别都发生在溶液相袁而不是在电极的表面
上遥 因此具有简单袁响应快速袁识别效率高的优
点[ 70 - 74 ]遥 利用这些优点袁已经开发了许多均相电
化学法用于各种目标袁如 DNA袁小生物分子和金
属离子的检测[ 71 , 73 - 74 ]遥 Li等提出了一种基于 T7
核酸外切酶辅助目标循环扩增的均相电化学检

测法袁实现端粒酶活性的简单尧快速尧高灵敏度的
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图 8 基于 T7核酸外切酶辅助目标回收扩增的电化学均相分析法检测端粒酶活性的原理图
Fig.8 Principle of the homogeneous electrochemical strategy for the detection of telomerase activity based on T7

exonuclease-aided target recycling amplification

化 学 传 感 器 35卷8
测定[ 75 ]遥如图 8所示袁在此方法中袁设计了一个 5爷
端亚甲基蓝渊MB冤标记的发夹探针袁它可以与端
粒酶反应产物杂交袁然后被 T7核酸外切酶切割袁
释放大量的 MB标记的单核苷酸以引起电化学
信号的显著增强遥 充分利用了 T7启动辅助目标

循环的高扩增效率优势袁该测定法能够检测单细
胞水平的端粒酶活性袁 这是优于一般检测方法
的遥 此外袁测定是在均匀的溶液中进行袁无需复杂
的修饰或固定过程袁其具有操作简单袁反应快速
和识别效率高的优点袁这对基于端粒酶的癌症早

期诊断具有极大的临床应用前景遥
2.4 电化学发光检测法

电化学发光渊ECL冤作为一个高灵敏度的检测
技术袁集合了电化学方法与化学发光法两者的优
点袁已在药物分析袁临床诊断袁环境和食品分析袁
免疫测定法以及 DNA检测方面引起了相当大的
关注[ 76 - 82 ]遥

鲁米诺因其电化学发光性能在生物传感检

测方面应用广泛[ 83 - 84 ]袁而早期已有报道显示纳米
金能够增强鲁米诺的电化学发光强度[ 85 - 86 ]遥鉴于
鲁米诺与纳米金结合形成的复合物的特殊性质袁
Xu等研究了一种可见电化学发光分析方法来分
析端粒酶的活性[ 87 ]遥 利用端粒酶反应后生成的

G-四联体脱氧核酶和鲁米诺在微阵列芯片上共
同修饰纳米金袁 作为催化放大信号来提高鲁米
诺-双氧水系统的化学发光信号袁 从而实现端粒
酶活性的多通路检测遥 该方法通过一种简便灵敏
的视觉方式来达到检测 313~10000 范围内的
HL-60癌细胞的目的遥

此后袁Xu 等又设计了一种新颖的双电位

ECL信号检测方法来检测癌细胞中端粒酶的活
性[ 88 ]遥 首先将 CdS量子点修饰在玻碳电极表面袁
接着将巯基修饰的端粒酶引物经由 Cd要S作用
固定到 CdS 量子点上袁 这种引物在端粒酶和
dNTPs的存在下可以被延伸袁而延伸部分则与鲁
米诺-纳米金标记的捕获 DNA发生杂交袁从而导
致硫化镉量子点的 ECL发光强度增强袁这种增强
的发光强度来源于两处袁一处是硫化镉量子点被
纳米金表面等离子共振诱导产生的-1.25 V袁另一
处则是来自于鲁米诺的一个新的电致化学发光

信号-0.45 V遥 这双电位信号检测方法可以检测
100~9000 cell范围内的 HL-60细胞提取的端粒
酶活性遥 这种方法不同于 ECL比例感测方法袁两
个激发电位的 ECL强度之比可用于灵敏地检测
目标 DNA的浓度[ 89 - 90 ]遥
2.5 荧光法

Majerska 等 [ 91 ]设计了一种新颖的不需要使
用放射性材料和高纯度端粒酶样品的免 PCR端
粒酶分析法要一种基于等温循环链置换聚合反
应的荧光分析法袁反应原理如图 9遥该方法以端粒



图 9 端粒酶活性的荧光放大分析
Fig.9 Fluorescence amplification assay of telomerase activity

图 10 基于 MSN探针的细胞内端粒酶分析示意图
Fig.10 Schematic illustration of MSN probe-based

intracellular analysis of telomerase

酶引物在端粒酶存在时的延伸反应尧发夹荧光探
针的固有信号转导机制和聚合酶的链置换特性

为基础袁采用放大荧光法来检测癌细胞中端粒酶
活性遥 此处的发夹荧光探针不仅可以用作荧光信
号载体袁还可成为端粒延伸反应的模板遥 当端粒
酶存在时袁发夹探针的野茎冶被打开袁从而根据荧
光的增强来确定端粒酶活性遥 用此方法可检测到
HeLa 细胞中的提取的端粒酶活性相当于 40~
1000个细胞遥打开的探针退火后袁引发聚合反应袁
该方法能检出从细胞提取的端粒酶活性当量下

降至 4个 HeLa细胞遥 这表明目前荧光战略在癌
症的早期诊断生化分析方面具有巨大潜力遥

众所周知 SYBR Gree渊SG冤是用于 DNA染色
的敏感荧光染料遥 利用 SG与单尧双链 DNA的不
同相互作用可鉴别单链 DNA 和双链 DNA 的结
构[ 84 ]遥 大量的研究表明袁在 K+存在时富含鸟嘌
呤的单链 DNA 可以折叠成一个 G-四联体结
构 [ 92 - 94 ]遥 也有其他报告表明袁SG可以插入这些
G-四联体结构中使荧光强度显著增加[ 95 ]遥基于上
述特点袁Chung 等 [ 96 ]开发了一种利用 SG将端粒
酶活性转换成荧光信号的免 PCR分析法遥该法是
将 TS寡核苷酸引物与肿瘤细胞中的端粒酶提取
物在 dNTPs的存在下一起孵育袁 接着 TTAGGG
重复单元在 TS引物的 3爷端连续合成袁以形成一
个更长的单链 DNA分子遥在 K+存在下袁被端粒酶
延伸的端粒重复单元能形成 G-四联体遥 此时加
入 SG会导致荧光强度的急剧增强遥然而袁在细胞
提取物中没有端粒酶活性或有端粒酶抑制剂的

存在下袁TS引物是不伸长的袁因此袁加入的 SG不
能使荧光强度发生变化遥

近来袁随着纳米技术的不断成熟袁基于纳米
材料的探针在生物相关领域的应用逐渐增加遥 由
于纳米材料特殊的物理和化学性能袁许多荧光检
测法均采用纳米粒子作为荧光探针来实现端粒

酶的检测 袁 例如 袁 介孔二氧化硅纳米粒子
渊Mesoporous Silica Nanoparticle袁MSN冤 具有独特
的孔隙结构袁生物相容性袁且易于功能化等优
点[ 97 - 98 ]遥 此外袁MSN还拥有较大的孔体积和表面
积袁可以负载大量的分子[ 99 ]遥
因此袁Ju等[ 100 ]利用 MSN负载荧光素作为荧

光探针实现细胞内端粒酶活性原位野开-关冶的成
像技术遥 如图 10袁用 MSN组装特殊设计的 DNA

郭林燕等院端粒酶活性检测方法研究进展3期 9



图 11 渊a冤端粒酶触发 TSP伸长引起探针的荧光恢复曰渊b冤内化囊泡试剂盒对端粒酶的原位检测
Fig. 11 (a) Telomerase-triggered TSP elongation and following fluorescence recovery of probe. (b) Internalization of

vesicle kit for in situ detection of telomerase
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作为探针的生物门遥 当存在端粒酶时袁在 DNA的
3爷 端原位合成了端粒重复序列袁 致使 DNA 从
MSN 表面脱离释放负载在 MSN 孔隙中的荧光
素袁从而触发荧光的释放袁实现了原位检测细胞
内端粒酶活性的目的遥 当前袁大多数检测方法都
使用细胞提取物来分析端粒酶活性袁因此很难在
原位检测和提供单细胞水平的端粒酶信息遥 该方
法的问世正弥补了这一缺陷遥 因 MSN无毒尧无干
扰尧特异性强袁可以用来作为细胞内传递工具袁当
细胞吞入 MSN后袁细胞内端粒酶能激活荧光袁通

过观察信号袁 即可获得端粒酶活性的原位轨道袁
以监测药物对端粒酶活性的影响袁从而探索出合
适的抑制药物遥 但是袁 该方法也存在其固有缺
陷袁 引物 DNA的表面吸附易受周围环境影响袁
导致荧光素的非特异性释放袁 以产生一定程度
的背景遥
近来袁Ju等[ 101 ]又针对上述不足袁设计了一个

智能囊泡试剂盒实现原位成像和检测细胞质内

端粒酶活性袁机理如图 11所示遥
试剂盒中含有 TS引物和 Cy5标记的分子信

标渊MB冤功能化的纳米金[ 102 - 106 ]袁通过将其联合封
装在脂质体内袁从而实现细胞内递送[ 107 ]遥之后袁囊
泡试剂盒转染到细胞质中袁 释放的 TS引物可以
在端粒酶存在下得到一定的延伸袁 在 DNA的 3爷
末端产生端粒重复序列袁它与组装在探针表面的
MB环互补遥 因此袁一旦杂交袁MB就会被打开袁将
荧光状态从野关冶切换为野开冶遥 荧光信号强弱取决
于端粒酶活性袁 从而达到了原位追踪细胞质内
端粒酶活性的目的遥在每个 HeLa细胞袁BEL肿瘤
细胞和 QSG正常细胞内袁用该方法评估得到的细
胞质内端粒酶活性分别为 3.2伊10 -11袁2.4伊10 -11袁
8.6伊10-13 IU袁 这充分证明该方法能够在单细胞水

平区分肿瘤细胞和正常细胞遥 相较于当前存在的
其他方法袁这种囊泡试剂盒可以通过野一步孵化冶
实现原位检测袁并且袁由于纳米金的高效率荧光
共振能量转移袁从而具有较低的荧光背景遥 因此
上述方法是一种成本低廉尧操作简便尧灵敏度高
的方法袁还可以用于动态监测细胞质内端粒酶活
性袁在癌症的诊断尧治疗和端粒酶相关药物的发
现与筛选方面成为一种良好的分析工具遥
3 结语

关于端粒酶活性的检测方法还有很多未详

细列举出来袁 例如袁Mirkin等开发出一种基于寡



核苷酸功能化的金纳米粒子的生物条形码袁以改
善端粒酶的检测[ 108 ]遥 Willner等使用 Zn渊II冤-卟啉
化合物作为荧光团结合到 G-四联体上袁 以检测
端粒酶活性[ 109 ]遥
然而袁 上述大多数策略因为 TS引物的固定

化尧成本高尧灵敏度低和操作复杂等问题在应用
时或多或少受到了限制遥 此外袁当前的大多数检
测方法都使用细胞提取物来分析端粒酶活性袁于
临床应用较为不符袁而能够实现原位分析和动态
监测细胞内端粒酶活性的检测方法则凤毛麟角遥
端粒酶活性的检测对癌症的早期诊断具有重要

的生物学意义袁对临床上癌症的预警和治疗这一
复杂科学问题的研究起到促进作用遥 因此袁对端
粒酶活性分析的简单尧灵敏尧低成本的原位实时
监测和抑制剂筛查技术仍然是当前亟待解决的

问题遥
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信号放大策略在电化学生物传感器中的应用

陈 颖
渊西南大学化学化工学院袁 重庆 400715冤

摘要院 近年来袁快速尧简单尧灵敏的生物分子检测在临床诊断尧食品分析尧生物恐怖主义的防御和环境监测等
方面变得日益重要遥电化学生物传感器由于具有简单尧灵敏尧成本低并可广泛运用于不同领域的固有优势而
受到越来越多的关注遥为了实现高灵敏的生物检测袁不同信号放大方法被用于传感器的构建中遥该文简单介
绍了电化学生物传感器的基本原理袁并重点概括了广泛运用于电化学生物传感器中的信号放大策略遥
关键词: 电化学曰 生物检测曰 信号放大策略

The application of signal amplification strategies in electrochemical
biosensors

Chen Ying
(School of Chemistry and Chemical Engineering, Southwest University, Chongqing 400715, China)

Abstract: Rapid, simple and sensitive determination of biomolecules has become increasingly important in clinical
diagnosis, food analysis and bioterrorism/environmental monitoring over the past few years. Electrochemical
biosensor has gained increasing interest due to its inherent advantages such as simplicity, sensitivity and low cost in
cooperation with the comprehensive applications in different fields. Various signal amplification methods have been
reported to achieve high sensitivity for biomolecules determination. In this article, we briefly introduce the
fundamentals of the electrochemical biosensor, and emphatically summarize the popular signal amplification
strategies applied in electrochemical biosensors.
Key words: electrochemistry; biodetection; signal amplification strategy

0 引言

电化学生物传感器是将生物分子作为目标

物识别敏感元件固定于电极表面袁生物分子间的
特异性识别作用通过电极进行信号转换袁 以电
阻尧电位尧电流或电容等物理量形式作为特征检
测信号输出袁从而完成对目标物的定性或者定量
分析任务的一类装置遥 依据传感器输出特征物理
信号所产生方式的不同袁电化学生物传感器一般
可归为生物催化型和亲和型传感器两个大类院前
者感受器部位元件采用能特异性识别目标分子

的酶尧 细胞或组织等并催化底物生成电活性物
质曰后者则是基于生物识别元件与目标分子间的
特异性结合作用袁例如抗原-抗体尧适体-目标分

子尧生物素-亲和素之间及 DNA碱基互补配对等
相互作用遥 电化学生物传感器性能的好坏可以通
过传感器的动力学线性范围尧检测限尧重现性尧选
择性及响应时间等参数来评估遥
1 信号放大策略在电化学生物传感器中

的应用

临床诊断中对痕量及超痕量生物分子检测

的要求使得科研工作者致力于提高传感器灵敏

度的研究袁随着纳米技术的飞速发展以及多种生
物技术的兴起袁 学科间进一步交叉渗透融合袁各
种信号放大方法相继出现并成功运用于生物分

析袁电化学生物传感器的灵敏度不断提高袁甚至
达到单分子检测水平遥 下面就各类近年来广泛运
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图 1 基于多酶催化的 PSA免疫传感器原理示意图[ 1 ]

Fig.1 Schematic illustrations of the multiple-HRP strategy-based PSA immunosensor [ 1 ]
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用的信号放大策略分别作简要介绍遥
1.1 酶催化放大技术

酶(enzyme)是一类由生命体产生的具有生理
调节功能的蛋白质袁参与机体代谢及各种转化反
应袁 特定的酶只对特定底物发生高效的催化作
用袁酶的这种专一性在一定程度上确保了传感器
的选择性袁其高效性也对灵敏度有所贡献遥 在生
物分析中袁通常将酶作为标记物间接指示目标分
子浓度袁常用标记酶有碱性磷酸酯酶(ALP)尧辣根
过氧化物酶(HRP)及葡萄糖氧化酶(GOD)等遥 此
外袁 酶催化法一般要与纳米材料放大技术联用袁
借助其大比表面积实现酶的大量固载袁并通过其
优良的导电性促进电子传递袁进一步提高酶对底
物的转化率袁以达到增强灵敏度的目的遥 根据酶
的催化作用所产生变化的区别袁酶催化放大信号
主要通过以下两种途径院酶催化产物沉积法和多
酶催化底物循环增强法遥

酶催化产物沉积法是指酶催化形成不溶于

水的有机物附着于电极表面袁使得传感界面性质
发生改变袁通过电化学阻抗谱尧循环伏安法尧计时
电位法等技术进行检测的一类分析方法遥 Akter
等[ 1 ]使用碳纳米管固载 HRP作为二抗标记物袁一
抗固定在碳纳米管/纳米金复合材料表面袁通过夹
心免疫法捕获目标抗原继而结合二抗袁二抗标记
物 HRP催化底物 4-氯-1萘酚生成难溶性沉淀
附着于电极表面袁阻碍电子传输袁电流信号减小袁
实现对前列腺抗原 PSA的高灵敏分析袁并成功运
用于人血清实际样品的检测(图 1)遥 Wang等[ 2 ]同
样利用 HRP对底物的催化作用袁 由于底物转化
与过氧化氢浓度相关袁通过生成不同量有机产物
对 CdS量子点的电致化学发光淬灭作用的差别
构建了过氧化氢传感器遥
将酶作为信号标记物袁通过检测酶在催化反

应中产生的催化电流也可指示目标分子的浓度遥

Caruana等[ 3 ]在微电极上电沉积一层高聚物充当
电子媒介并固定捕获探针袁 与标记了 HRP的目
标序列互补杂交后袁 检测 HRP对 H2O2的电化学
还原催化电流即可实现对特异性 DNA的分析遥
研究表明通过多种酶催化电活性物质的氧化还

原循环体系可以有效增强电流响应信号[ 4 - 6 ]袁 也
就是之前提到的多酶催化底物循环增强法袁该方
法可以显著提高传感器的灵敏度遥 Xiang等[ 7 ]通
过 ALP和辅酶对底物的催化产生增强的氧化还
原循环电流信号构建凝血酶传感器(图 2)遥
1.2 纳米材料放大技术

酶放大技术受到酶活性等因素影响袁一般稳
定性差且成本高袁因此研究不同类型的功能化纳
米材料(如金属纳米材料尧量子点尧碳纳米材料尧磁

性纳米材料尧高分子聚合物等)在生物传感器中的
运用近年来备受关注遥 由于其优良的生物相容
性尧高的比表面积尧良好的化学稳定性尧催化性能
及导电性等袁纳米材料能大大提高传感器的分析
性能袁有效放大检测信号袁并具有稳定识别探针
或生物传感界面的作用遥
纳米材料可以作为电极材料使用袁在通过不

同分析原理构建高性能电化学传感平台以检测

目标分子中发挥着重要的作用遥 Yang等[ 8 ]通过一
步电化学法合成了石墨烯/聚黄尿酸纳米复合材
料作为 DNA捕获探针固载材料袁 用电化学阻抗
法实现了高灵敏 DNA检测遥 他们还合成了磺化
聚苯胺/石墨烯复合材料袁 作为一种新型电极材
料袁通过其直接电化学达到检测 DNA[ 9 ]的目的遥



图 2 双重信号放大凝血酶传感器原理示意图[ 7 ]

Fig.2 Illustration of the dual ampli覱ed protocol for ultrasensitive thrombin detection[ 7 ]

图 3 协同放大信号的 DNA传感器原理示意图[ 13 ]

Fig.3 Schematic illustrations of the cooperative ampli覱cation-based genosensor [ 13 ]
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与此类似的策略也报道用于构建基于水溶性电

活性染料偶氮红功能化石墨烯的免标记电化学

DNA生物传感器[ 10 ]遥 此外袁其他材料袁例如汞膜/
碳纳米管 [ 11 ]或生物兼容性好的纳米结构的氧化
镁/壳聚糖膜[ 12 ]等也用作先进电极材料构建高性
能电化学生物传感器遥
以金纳米颗粒和碳纳米材料为代表的各种

纳米材料作为大量酶尧寡核苷酸及氧化还原探针
等信号分子的优良载体广泛使用遥 Qiu等[ 13 ]采用
纳米金为信号分子载体袁 发夹形 DNA为捕获探

针袁该探针茎部含有限制性内切酶(EcoRI)特异性
识别位点遥 如图 3所示袁由于 EcoRI酶的高效高
保真性袁只有在目标物不存在时才会在发夹形捕
获探针茎部的识别位点发生催化剪切反应袁降低
背景信号遥 目标物存在时可以通过杂交打开发夹
形捕获探针袁引起剪切位点变形袁迫使生物素标
记远离电极表面袁 通过生物素-链霉亲和素特异
性结合作用捕获修饰了大量二茂铁(Fc)信号探针
的纳米金颗粒以产生信号遥 此外袁Fc可以通过与
经 EcoRI酶处理过的捕获探针残基杂交拉近与



图 4 (A)树枝状 QDs纳米簇-DNA复合物的制备袁(B) ECL DNA传感器构建原理示意图,和(C)基于金磁纳米
的电化学癌细胞传感器原理示意图[ 21 ]

Fig.4 (A) Preparation of the dendrimer nanoclusters/QDs-DNA probe, (B) fabrication of the ECL biosensor for
DNA detection, and (C) electrochemical detection of cancer cells based on the Fe3O4@Au-aptamer[ 21 ]

电极表面的距离袁促进界面电子传递袁进一步增
强信号遥 该传感器实现了检测限低至 zeptomole
级的超灵敏分析袁且具有 7个数量级的宽动态范
围遥 Wang等[ 14 ]在纳米金表面修饰了两种 DNA信
号探针院一种与目标序列互补袁另一种非互补袁该
非互补探针的存在可以降低目标 DNA和修饰于
纳米金上的互补探针之间的交叉反应袁从而提高
该夹心 DNA传感器的灵敏度遥
新近发展的一些纳米材料可通过自身大量

的信号物质直接用作电活性标记物袁结合有效测
定纳米标记物的方法袁可以轻松构建超灵敏的电
化学生物分析策略遥 较为典型的代表是量子点袁
这种准零维纳米材料具有优越的光学和电化学

特性袁 可直接检测其荧光或电致化学发光信号袁
也可通过酸溶解后检测其金属离子的伏安峰袁因

此被广泛运用于光学和电化学生物分析中遥 早期
的研究工作中袁一般将量子点作为单个信号标记
物直接修饰生物分子[ 15 - 17 ]袁 灵敏度有限袁而后
发展的使用碳纳米管尧石墨烯等载体原位生成或
共价键合量子点的方法[ 18 - 20 ]可以有效降低 ECL
发光电位且提高信号分子固载量袁该复合物在传
感器构建过程中充当电极材料或信号标记物显

著降低了分析检测限遥 Jie等[ 21 ]合成了一种树枝
状的量子点纳米簇袁借助碳纳米管/纳米金的协同
放大作用和金磁纳米易于分离富集的特点袁通过
夹心模式构建传感器可显著放大 ECL和电化学
信号袁 分别实现了对 DNA的 ECL分析和癌细胞
的电化学分析(图 4)遥
使用具有酶催化活性的纳米材料也是电化

学生物传感器中放大信号的新方法遥 Zhang等[ 22 ]
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图 5 基于纳米金自催化生长作为导电桥梁的带隙-电化学 DNA传感器原理示意图[ 22 ]

Fig.5 Schematic diagram of the gap-electrical biosensor strategy based on self-catalytic growth of unmodi覱ed
AuNPs as conductive bridges for DNA hybridization detection[ 22 ]

构建了一个基于纳米金自催化生长为导电桥梁

放大检测 DNA杂交的高灵敏带隙-电化学生物
传感器遥 如图 5所示袁目标 DNA存在时袁与捕获
探针杂交形成 dsDNA袁由于静电作用不能吸附到
纳米金表面袁此时的纳米金具有葡萄糖氧化模拟

酶的催化活性袁纳米金在葡萄糖和氯金酸底液中
经自催化作用增大半径尺寸袁致使纳米金最终生
长形成金膜袁导电性显著提高遥 相反袁没有目标物
存在时袁单链 DNA捕获探针通过核苷酸碱基-金
相互作用吸附于纳米金表面袁使其催化活性完全

钝化遥
归纳而言袁纳米材料主要通过四种方式实现

对目标分子的放大分析院(1)利用纳米材料构建电
极传感界面具有的优越导电性及生物相容性袁降
低电化学反应能垒袁 增强响应信号曰(2)利用纳米
材料的大比表面积增加电活性物质尧催化活性酶
或仿酶(模拟酶)的固载量袁从而放大响应信号曰(3)
利用纳米材料自身产生的特征峰电流或电致化

学发光信号实现对目标物的放大检测曰(4)利用纳
米材料自身催化活性及导电性促进电子传递的

速率袁进而增强检测信号遥
1.3 DNA等温扩增放大技术

聚合酶链式反应 (Polymerase Chain Reaction,
PCR)是一种高效率的体外核酸扩增技术袁具有快
速尧灵敏和特异性高等特点袁广泛应用于生物学
领域袁但由于需要昂贵的仪器设备提供温度循环
以及专业的技术人员袁因此检测成本较高遥 随着
分子生物学和生物化学的迅猛发展袁一些在等温
条件下的新型核酸扩增技术相继出现袁该类技术
的关键是不需要进行变温操作袁在恒温条件下即

可实现 DNA扩增袁 在一定程度上克服了 PCR的
缺点遥 DNA等温扩增技术的典型代表是发明于
1998 年 的 滚 环 扩 增 技 术 (rolling circle
amplification, RCA)袁该技术以病原生物体滚环复
制为模型袁 实现了恒温条件下以环状 DNA为模
板短单链 DNA为引物的核酸快速复制袁 产生一
段含有大量重复序列单元的长单链 DNA袁该重复
单元与模板 DNA 互补遥 由于 RCA 具有操作简
单尧快速尧高效尧灵敏度高尧特异性高和可定量分
析等优点已经广泛用于临床和微生物分子诊断

领域遥 Cheng等利用 RCA的信号放大作用袁采用
夹心免疫模式构建了血管内皮生长因子(VEGF)
传感器[ 23 ]袁二抗上标记生物素袁通过亲和素结合
生物素标记的引物袁 在模板 DNA和原料脱氧核
苷三磷酸(dNTP)存在下发生 RCA反应产生长单
链袁 继而与大量修饰互补短 DNA链的量子点结
合袁最后检测量子点的溶出峰实现对 VEGF的高
灵敏分析(图 6)遥

2000年袁Notomi等建立了环介导等温扩增法
(loop-mediated isothermal amplification, LAMP)袁该
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图 6 基于 RCA放大的 VEGF传感器原理示意图[ 23 ]

Fig.6 Schematic representation of the VEGF sensor with RCA for amplification[ 23 ]

方法使用一种具有自动链置换活性的 Bst DNA
聚合酶袁通过两条特异的外部引物和两条特异的
内部引物袁在等温(60~65益)的条件下进行靶序列
特异性扩增袁且具有特异尧灵敏尧快速尧简便等特
点[ 24 ]遥 一般来说袁通过比较 LAMP扩增反应中产
生的白色焦磷酸镁沉淀的混浊度袁或加入染料可
实现对初始靶序列的定量分析[ 25 ]遥 最近袁 LAMP
扩增反应产物也可用电化学方法检测袁实现对生
化分子的检测遥 Sun等[ 26 ]在离子液体修饰的基底
电极上固定特异性单链捕获探针构造了一个电

化学 DNA生物传感器袁 使用电化学杂交指示剂
亚甲基蓝 (MB) 检测基于杂交的 LAMP扩增子遥
Nakamura 等 [ 27 ]发展了一种使用染料 Hoechst
33258作为杂交指示剂检测 LAMP产物的电化学
DNA芯片传感器遥利用适体和相应目标分子的关
系转换可以建立基于 LAMP放大的非 DNA分析
平台遥 Xie等[ 28 ]报道了 LAMP放大的电化学方法
用于赫曲霉毒素 A(OTA)的检测遥 如图 7所示袁首
先将 OTA适体的互补链自组装于纳米金修饰玻
碳电极表面袁 己硫醇封闭后与 OTA适体杂交形
成部分互补的 DNA双链体袁没有目标物时袁OTA
适体可以进行 LAMP扩增反应生成大量双链结
合反应底液中的 MB袁致使游离 MB减少袁DPV检

测信号较小曰当目标物 OTA出现时袁它会与其适
体形成络合物从而将适体从电极表面带走袁
LAMP反应的引物减少袁扩增产物减少袁反应液中
游离的 MB相应增加袁DPV检测信号增大袁 以此
进行定量分析袁 实验表明该传感器对 OTA检测
限为 0.3 pmol/L遥

2006 年袁Willner 课题组提出了一种内切酶
放 大 的 链 置 换 DNA 等 温 扩 增 法 (strand
displacement amplification, SDA)[ 29 - 30 ]遥该方法依赖
于目标物沿着模板链聚合形成核酸内切酶可识

别位点袁经内切酶切割产生 3忆-OH缺口袁继而再
次被聚合酶识别沿着 3忆端到 5忆端方向聚合袁置换
出之前的扩增产物并再次形成可识别切割位点袁
如此进行野切刻-聚合-置换冶循环反应袁游离出大
量聚合剪切的单链 DNA产物袁从而实现 DNA扩
增遥 该方法具有扩增效率高且操作简单的优点袁
具有生化分析方面的应用潜力[ 31 - 32 ]遥 Yang等 [ 33 ]

结合 SDA 和杂交链式反应 (hybridization chain
reaction, HCR) 的双重信号放大能力设计了一种
电化学检测 miRNA的方法遥 如图 8所示袁 目标
miRNA存在时袁 可以沿着模板 DNA序列聚合形
成限制性内切酶识别位点和扩增产物袁被内切酶
切割后再次形成聚合酶识别缺口并聚合置换出
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图 7 LAMP放大的电化学方法用于 OTA检测原理示意图[ 28 ]

Fig.7 Schematic illustration of OTA detection principle using electrochemical method based on LAMP[ 28 ]

图 8 基于 SDR和 HCR放大的电化学方法用于 miRNA检测原理示意图[ 33 ]

Fig.8 Schematic illustration of miRNA detection principle based on SDR and HCR Ampli覱cations[ 33 ]

之前形成的扩增产物袁如此在聚合酶和内切酶交
替作用下产生大量扩增 DNA产物袁 该扩增产物
作为 HCR的引发剂促使形成大量含环状富 C序

列的双链 DNA袁 并以此为 DNA模版原位生成银
纳米簇产生电化学信号遥
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1.4 DNA自组装放大技术
自组装是指基本结构单元袁如分子尧纳米粒

子尧生物大分子或微米尺度物质袁在一定条件下
依赖分子间非共价作用力(氢键尧范德华力尧静电
力尧疏水作用力尧仔-仔堆积作用等)自发地形成一
种稳定有序结构的过程遥DNA自组装是一种严格
遵循碱基互补配对原则的自下而上(bottom-up)的
分子自发组装技术袁 区别于活细胞中 DNA作为
遗传信息载体的功能袁 此处的 DNA充当构建纳
米结构材料基元的角色遥 通过对碱基序列进行合
理设计袁可以实现 DNA 纳米结构的精密控制袁
并作为信号放大手段运用于电化学生物传感器遥
Pierce 等 [ 34 ]提出的杂交链式反应 (hybridization
chain reaction, HCR)袁 其实质是一种链置换驱动
的 DNA自组装袁该反应在等温无酶条件下进行袁
通过一段单链寡核苷酸引发两条分别含有粘性

末端的发夹形单体交叠杂交组装成一段延展的

带有缺口的双链 DNA遥 HCR组装特异性高袁相当
于 DNA扩增袁但却不需要聚合酶等酶的参与袁操
作简单遥 此外袁产物易于与双链指示剂结合或设

计带有功能化侧链的双链产物而达到放大检测

信号的目的袁目前相关研究非常热门遥
Ge 等 [ 35 ]展示了一个结合 HCR 放大作用和

四面体 DNA 纳米结构探针的超灵敏 miRNA 检
测平台遥 在该方案中袁三维四面体 DNA纳米结构
作为固定捕获探针的支架更容易接近目标

miRNA而增加反应性袁由于发夹形单体修饰了生
物素袁通过 HCR形成的触须状 DNA纳米线便含
有大量生物素袁可以捕获大量亲和素修饰的催化
酶袁从而有效放大检测信号(图 9)遥实验表明袁四面
体 DNA 纳米结构和 HCR产物的协同效应可以
大大提高检测 DNA 和 miRNA 的灵敏度遥 事实
上袁大多数报道的电化学生物传感器都是与其他
放大技术联用构建的遥 Zhuang等[ 36 ]结合 HCR放
大与银纳米探针采用电化学方法实现了高灵敏

的 DNA检测遥 由于目标物引发发夹形单体自组
装形成长的 DNA纳米结构袁 使得大量银纳米探
针不需要银增强底物和生物活性的酶就可以直

接固定其上袁在施加的电位下纳米银产生强电化
学信号从而进行定量分析(图 10)遥 在优化的实验

图 9 基于四面体 DNA纳米结构和 HCR放大的电化学 DNA检测原理示意图[ 35 ]

Fig.9 Schematic illustration of electrochemical DNA detection based on tetrahedral DNA nanostructure and HCR
amplification[ 35 ]
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图 10 基于 HCR放大和银纳米探针的电化学 DNA检测原理示意图[ 36 ]

Fig.10 Schematic illustration of electrochemical DNA detection principle based on HCR amplification and silver
nanotags[ 36 ]

图 11 电化学超夹心 DNA检测原理示意图[ 37 ]

Fig.11 Schematic illustration of the electrochemical DNA
supersandwich assay[ 37 ]

条件下袁目标传感器对人类免疫缺陷病毒(HIV)特
异性 DNA 序列的检测表现出良好的电化学性
能袁检测限低至 0.5 fmol/L遥通过单链 DNA间的交

叠组装也可以形成类似于 HCR 产物的超夹心
DNA纳米结构遥 Xia等[ 37 ]采用 MB修饰 DNA探
针分子与目标物进行级联杂交形成超夹心结构

实现信号放大袁 报道了一种电化学高灵敏 DNA
检测法(图 11)遥 Yin等[ 38 ]也通过超夹心 DNA组装
放大方法袁 向生成的长双链 DNA中嵌入双链指
示剂 MB袁 分别实现了对 DNA 和三磷酸腺苷

(ATP)的检测遥
1.5 目标物循环放大技术

目标物循环一般是利用核酸切酶的剪切作

用袁将被捕获的目标物释放游离出来袁并参与和
未作用 DNA探针的下一轮结合-剪切过程袁如此
循环袁使得单个目标分子不断重复利用袁即目标
分子与 DNA探针按照 1:n比例反应袁达到 n倍放
大检测信号的效果袁是近几年来发展迅速的一
种信号放大技术袁在高灵敏生物分析中广泛使
用[ 39 - 42 ]遥 根据对 DNA底物作用方式和切割位置
的不同袁核酸切酶主要分为限制性内切酶及核酸
外切酶遥
限制性内切酶是可以识别特异的碱基序列

并在识别位点或其周围进行切割的一类酶袁可分
为识别具回文序列的双链 DNA 并对两条 DNA
均剪切的一类袁和识别特异性双链但只剪切其中
一条单链的一类遥 Chen等[ 43 ]将包含一段富 G序
列的 DNA 捕获探针通过金巯键组装于电极表
面袁 目标 DNA与其杂交产生后限制性内切酶识
别位点袁在限制性内切酶催化剪切作用下释放出
目标 DNA袁 游离出的目标物又能参与下一个杂
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图 12 基于酶辅助目标物循环电化学 DNA检测原理示意图[ 43 ]

Fig.12 Schematic illustration of the electrochemical DNA assay based on nuclease-assisted target recycling[ 43 ]

图 13 电化学适体传感器原理示意图[ 47 ]

Fig.13 Schematic illustration of the electrochemical aptasensor[ 47 ]

交-剪切过程袁如此循环袁使得电极表面固定的捕
获探针大量转化为仅保留富 G 序列的短 DNA
链袁易于与卟啉铁(hemin)结合形成 hemin/G四倍
体 DNA酶袁 可以催化过氧化氢介导的四甲基联
苯胺的氧化袁 从而产生增强的催化电流信号袁达
到检测目的(图 12)遥 Zhou等[ 44 ]也利用限制性内切
酶辅助目标 DNA 循环在电极表面形成大量
hemin/G 四倍体 DNA 酶袁 该 DNA 酶通过催化
H2O2的还原竞争共反应试剂袁从而淬灭电极材料
石墨烯/量子点复合物的 ECL发射袁 实现了 DNA
的高灵敏分析遥 限制性内切酶能否发挥作用依赖
于特异性识别位点的形成袁 这要求目标 DNA具
有相应的特殊序列袁限制了其适用范围袁为了解

决这一问题袁 可向体系中引入一条辅助探针袁通
过捕获探针尧 辅助探针及目标 DNA间的相互杂
交形成 Y型结构 [ 45 - 46 ]袁酶切位点位于 Y 结构上
的辅助探针/捕获探针双链分枝袁从而扩大可检测
DNA对象袁具有普适性遥 Bai等[ 47 ]结合纳米材料
与酶辅助目标物循环放大技术的优点袁 设计了
一种电化学适体传感器用于内毒素(LSP)的超灵
敏检测遥 如图 13所示袁首先通过 LPS结合固定
在金磁纳米表面的适体袁 置换出之前杂交好的
互补链 DNA1 作为间接目标物检测袁 释放的
DNA1和辅助探针共同被发夹形捕获探针捕获
形成 Y型结构和识别位点袁 在限制性内切酶作
用下促使 DNA1循环利用产生大量被剪短的能
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图 14 通过 Exo III辅助目标物循环的免标记电化学 DNA传感器原理示意图[ 52 ]

Fig.14 Schematic illustration of the label-free electrochemical DNA sensor via Exo III-aided target DNA
recycling for sequence-speci覱c detection of DNA[ 52 ]

与 DNA2杂交的 DNA片段袁 通过 DNA2上修饰
的甲苯胺蓝-石墨烯(Tb-Gra)复合物产生增强的
电化学检测信号遥 当 LPS不存在时袁电极表面组
装的捕获探针呈发夹形闭合构型袁不能与 DNA2
杂交袁因此背景信号较低遥 结果表明袁该传感器
对 LPS检测限为 8.7 fg/mL袁 远远低于之前文献
报道遥

核酸外切酶是指能够从分子链的末端顺次

水解磷酸二酯键生成单核苷酸的酶袁作用底物可
以是双链 DNA也可以是单链 DNA袁 作用方向可
以沿 3忆寅5忆端袁也可以沿 5忆寅3忆端遥由于该类酶不
要求特殊的目标碱基序列袁因此在基于酶辅助目
标物循环检测方案的构建上具有较强的灵活性袁
常用的有核酸外切酶 III(Exo III)尧外切酶 I(Exo I)
和 姿外切酶(姿 Exo)等[ 48 - 51 ]遥 Wu等[ 52 ]设计了一种

基于 Exo III辅助目标物循环的电化学免标记法
用于检测 DNA遥传感界面的构建是通过自组装巯
基 DNA捕获探针和巯基己醇混合单分子膜制备
的袁当没有目标 DNA时袁通过电极表面 DNA 的
负电性磷酸骨架吸附大量正电性电活性分子六

氨合钌(RuHex)产生较强的电化学还原峰袁当有目
标物时袁 可以与 DNA捕获探针杂交形成平末端
的双链 DNA 结构袁Exo III 沿 3忆寅5忆方向逐步催
化去除捕获探针的单核苷酸而释放出目标 DNA袁
释放出的 DNA可与其他未被剪切的捕获探针杂
交致使捕获探针的催化降解袁如此循环袁单个目
标分子就能导致 n个捕获探针被催化剪切袁减少
RuHex的静电吸附量袁电化学信号相应减小并以
此为定量依据(图 14)遥
此外袁通过聚合酶辅助引物扩增的链置换反

应也能实现目标物的循环遥 该方法的基本原理
是院 首先将 DNA模板设计成发夹形构象以钝化
其与引物 DNA的结合位点袁通过适体-目标物特
异性结合或者 DNA杂交打开发夹形 DNA模板袁
裸露出可结合引物位点袁 与引物 DNA杂交后在
聚合酶和脱氧核苷三磷酸 (dNTP) 作用下进行

DNA扩增反应袁 产生延展的 DNA产物能置换出
之前与模板 DNA结合的目标物袁 被释放的目标
物可以再次结合钝化的 DNA模板袁 发生下一轮
聚合-置换反应袁 以此达到目标物重复利用的目
的[ 53 ]遥 Cheng等[ 54 ]将包含 VEGF适体的发夹形捕
获探针组装于金电极表面袁目标物 VEGF与其结
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图 15 基于循环的目标物诱导引物扩增的电化学适体传感器原理示意图[ 54 ]

Fig.15 Schematic presence of electrochemical aptasensor based on cyclic target-induced primer extension[ 54 ]

图 16 基于等温链置换反应的光电化学 DNA传感器原理示意图[ 55 ]

Fig.16 Principle of the photoelectrochemical DNA biosensor based on isothermal
circular strand-displacement polymerization reaction[ 55 ]

合打开发夹结构暴露出引物 DNA的互补序列继
而与引物杂交袁 在聚合酶和 dNTP作用下以捕获
探针为模板发生引物扩增反应袁形成与捕获探针
完全互补序列置换出 VEGF袁 释放的目标物参与
下一个循环的聚合-置换反应袁 最后使得电极表
面的发夹形捕获探针与引物扩增产物形成完全

互补双链体结构袁该引物 DNA上标记有生物素袁

可结合亲和素修饰的磷酸酶(ST-AP)袁产生增强
的酶催化信号(图 15)遥 Zhang等[ 55 ]通过目标 DNA
打开发夹形捕获探针诱导循环的引物扩增反应袁
产生大量扩增产物与发夹形捕获探针形成双链

杂交结构袁使原本靠近电极表面的光敏剂远离电
极袁 光电流信号减小从而实现了目标 DNA的灵
敏分析(图 16)遥
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金属有机框架材料在化学传感器中的应用

尚树川袁 孔令强袁 蔡婷婷袁 康 琪袁 申大忠 *

渊山东师范大学化学化工与材料科学学院袁 山东济南 250014冤

摘 要: 金属有机框架(metal-organic frameworks, MOFs)是一类由金属离子(簇)与有机桥联配体通过自组装
连接而成的具有纳米孔穴的超分子晶体材料遥它们具有极大的比表面积尧可调控的孔径和拓扑结构尧良好热
稳定性和化学稳定性等优点袁在化学传感方面有良好的应用前景遥 该文综述了近年来 MOFs化学传感器方
面的研究进展袁侧重于光学尧电化学尧微天平尧光电流等类型 MOFs传感器的信号传导策略及其在检测挥发
性有机物尧金属离子尧DNA尧蛋白质及其它重要生物分子的分析应用遥
关键词院 金属有机框架曰 光学曰 电化学曰 微天平曰 综述

Recent progress in applications of metal-organic frameworks in
sensors

Shang Shu鄄chuan袁 Kong Ling鄄qiang袁 Cai Ting鄄ting袁Kang Qi, Shen Da鄄zhong*

(College of Chemistry, Chemical Engineering and Materials Science, Shandong Normal University,
Jinan 250014, China)

Abstract: Metal原organic frameworks(MOFs) are a class of hybrid materials self-assembled from organic bridging
ligands and metal ion/cluster connecting points. As nanoporous, supramolecular materials, MOFs have unique
chemical and physical properties, such as ultrahigh surface area, tunable structure, and high thermal and chemical
stability. These characteristics make MOFs very attractive for chemical sensing. That short-focused article reports on
recent efforts and progress in MOFs-based sensors with an emphasis on the design of functional MOFs and signal-
transduction strategy, including optical, electrochemical, microbalance, and photoelectrochemical schemes, for
analytical applications in detection of volatile organic compounds, metal ions, DNA, proteins, and other important
biomolecules.
Key words: MOFs; optical; electrochemical; microbalance; review

0 引言

金属有机框架 (metal -organic frameworks,
MOFs)是由金属离子(簇)与含氧或氮的有机配体
通过自组装连接而成的具有周期性网状结构的

晶体材料,具有超大的比表面积和孔容积尧 可调
的孔径和拓扑结构尧良好的热稳定性和化学稳定
性等优点[ 1 ]遥在近年来袁有关 MOFs材料的研究领
域发展迅猛袁人们不仅设计合成了各种结构与性
质的 MOFs材料袁而且开发了它们在气体储存尧催

化剂尧吸附与分离等方面的应用[ 2 - 5 ]遥 此外袁MOFs
材料独特的光电特性及其它性质袁使它们成为研
制高性能化学传感器的重要敏感材料[ 6 - 8 ]袁该文
选取部分有代表性的研究工作袁简要介绍近几年
来 MOFs在化学传感器方面的研究和应用进展遥
1 基于MOFs的光学传感器

MOFs具有丰富的多孔拓扑结构袁 当它们与
待测物相互作用时袁如果其结构或性质发生变化
能引起荧光或颜色变化袁 为开发基于MOFs的光
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学传感器提供了有利条件遥 例如袁以镧系金属离
子为中心离子的很多 MOFs袁 具有优良的固体荧
光特性袁待测物与之作用引起荧光光谱或强度的
改变袁 而 MOFs所具有的类似分子筛空间结构袁
使它们对目标分子的尺寸和分子结构具有一定

的选择性袁这种性质可用于金属离子以及小分子
的传感监测[ 9 ] 遥 因此袁基于 MOFs发光特性的传
感分析是目前化学传感器领域中较为活跃的研

究方向之一遥
快速检测炸药及其类似物质关系到国家安

全和环境保护遥 Pramanik等[ 10 ]报道了一种可用于
选择性检测高能炸药及其它芳香烃的 MOFs袁它
具有发达的三维多孔结构和很强的发光特性袁含
有吸电子基的化合物可使其荧光猝灭袁而含有供
电子基的化合物则使其荧光增强袁 并通过分子
轨道理论对该现象进行了讨论分析遥 Campagnol
等[ 11 ]在导电基底上以电化学方法合成了含 Tb的
发光 MOFs膜袁 其荧光强度随 2,4-二硝基甲苯
(DNT)浓度的增加而下降袁可用于炸药的测定袁检
测下限约为 0.01 mmol/L遥 Gole等 [ 12 ]合成了三种
发光的 Zn基 MOFs袁配体中的芳香环结构能够增
强 MOFs中的 仔-电子密度遥 基于荧光淬灭原理袁
这些富电子高发光性的 MOFs可用于检测爆炸
性硝基化合物遥 当这些MOFs分散在乙醇中时具
有很强的荧光袁存在硝基化合物时发生了荧光淬
灭遥与其它缺电子芳烃比较袁所制备的三种 MOFs
对硝基化合物如 DNT尧 TNT和 TNB有较高的选
择性袁对 TNT的检测限达到 10-7%水平袁且能重
复使用遥 Nagarkar等[ 13 ] 设计合成了一种多孔 Zr-
MOFs袁其荧光也可被 TNT猝灭袁选择性很高袁其
它硝基苯类化合物的干扰较小袁 可用于水相中
TNT的传感检测遥

挥发性有机物 (volatile organic compounds,
VOCs)袁是指沸点介于 50 ~250 益的化合物袁室温
下饱和蒸气压超过 0.001大气压袁 在常温下能够
以蒸气形式存在于空气中的一类有机物袁它们对
人体健康有很大的危害袁 灵敏快速地检测 VOCs
是一项重要的环境分析任务遥 Lu等[14]利用光的干
涉效应袁不仅制备了随膜厚度变化的 MOFs色阶
条带袁而且将其应用于丙烷浓度测定遥 Li等[ 15 ]设
计合成了一种 Ln-MOF袁它与 N,N-二甲基甲酰胺
(DMF)蒸气接触袁由 DMF与配体相互作用产生强

的荧光袁且对 DMF具有选择性的响应袁当用水蒸
气去除 DMF后袁其荧光猝灭遥 Shustova等[ 16 ]制备
了两种在高温下仍旧具有很强的荧光的 MOFs袁
Zn2(tcpe)与 Mg(dhbdc)袁在常温下袁Zn2(tcpe)对多种
分析物包括 NH3尧三乙胺尧乙二胺尧N2尧N,N-二乙
基甲酰胺与 H2O 都有响应袁 当温度升高到 100
益袁这种 MOF对 NH3具有很高的选择性袁而对其
它分析物无响应遥 Zhang等[ 17 ]报道了一种 2D层
状具有宽通道的 MOFs袁 这种特殊结构展示了很
高的气体吸附性袁 吸附多种 VOCs后具有荧光应
答响应袁 在化学传感方面有良好的应用前景遥
Wan等 [ 18 ] 通过水热法合成了钇掺杂的 MOF-5袁
并制备了基于催化发光的气体传感材料袁当异丁
醇接触这种材料的表面时袁 可观察到催化发光遥
在优化条件下袁该传感器对异丁醇的检测下限为
3.7 mg/L袁与 MOF-5相比袁钇掺杂的 MOF-5对异
丁醇有更好的催化发光响应遥 Liu等[ 19 ]采用以四
苯基乙烯为母体的配体与 Zn2+反应袁 制备出多孔
的[Zn2(TCPPE)] ,该 MOFs具有很强的荧光袁当它
吸附 VOCs后袁或发射峰蓝移或荧光猝灭袁可用于
VOCs传感监测遥
高效测定有机溶剂中水分含量的传感器在

化学工业中有大的市场需求遥 Douvali等[ 20 ]合成
了一种含 Mg2+的 MOFs,它在微量水(0.05%~5% ,
V/V )存在下产生荧光袁可以用于多种有机溶剂中
水分的测定袁传感器响应快速可逆袁具有良好的
可重复使用性遥 Ohira等[ 21 ]利用 MOFs (Cu-BTC)
晶体在干燥条件下呈深蓝色而吸附水分后颜色

变浅的原理袁将 Cu-BTC作为光导纤维传感器的
敏感膜用于工业气体中含水量的测定袁检测下限
约为 5伊10-4% (V /V )袁该传感器响应快速尧可逆袁长
期稳定性好遥
手性分析是一项具有挑战性的分析测定工

作遥 Wanderley等[ 22 ]用具有手性的桥联配体合成
了一种高度多孔和强荧光的 MOFs袁 其荧光能被
氨基醇与配体间的氢键作用所猝灭袁可用于手性
氨基醇的传感检测袁MOFs中的微通道对分析物
具有富集作用有利于提高检测灵敏度袁对映选择
性源自 MOFs中孔穴的手性识别特性袁实验测定
了四种氨基醇的 Stern-Volmer常数为 490~31200
L/mol袁对映选择比为 1.17~3.12遥 Qin等[ 23 ]合成了
一种非贯穿的手性多孔多功能的 MOFs袁 它的荧
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图 1 基于离子交换原理荧光法检测 Fe3+原理示意图[ 28 ]

Fig.1 Schematic Illustration of the Cation Exchange Mechanism for the Use of MIL-53(Al) as a Fluorescent Probe
for Sensing Fe3 + [ 28 ]

光发射峰可通过改变溶剂分子而调控袁对质子溶
剂与非质子溶剂表现出不同的荧光响应特性遥 例
如袁在乙酸中荧光发射峰位于 556 nm袁而在正己
烷中发射峰蓝移 151 nm至 405 nm袁 实验发现发
射峰位置与强度和溶剂的介电常数有一定的关

联性袁该MOFs有望用于传感和吸附小分子遥
表面增强拉曼散射 (SERS)的信号强度高度

地依赖于分析物与纳米结构金属基底之间的相

互作用与距离遥 Kreno等[ 24 ] 利用层层自组装的方
法在纳米 Ag 颗粒上生长可控厚度的 Cu3(BTC)2
(H2O)3(BTC=均苯三甲酸)膜袁可大幅度提高局域表
面等离子体共振的检测灵敏度袁它对 CO2的响应
信号是单纯使用纳米 Ag颗粒的 14倍遥 Hu等[ 25 ]

将嵌入 MIL-101中的金纳米粒子(AuNPs)用于高
灵敏 SERS检测袁所制备的 AuNPs/MIL-101纳米
复合材料综合了金纳米粒子的局域表面等离子

共振性质和 MOFs的高吸附性能袁使分析物有效
地富集在 SERS活性金属表面的电磁场附近袁大
幅度地提高了 SERS基底的响应灵敏度袁 在所用
实验条件下袁 对罗丹明 6G和对二氨基联苯的检

测下限分别为 42和 0.54 fmol袁 该基底具有良好
的响应稳定性和重现性以及分子筛效应遥 所建
立的 SERS 方法用于对苯二胺和 琢 胎甲球蛋白
的测定袁线性范围分别为 1~100 ng/mL和 1~ 130
ng/mL袁检测下限为 0.1 ng/mL遥
离子组分的测定是一项重要的分析工作遥

Xiao等[ 26 ]合成了一种含稀土的可发光 Eu-MOF袁
其微孔结构能够高效灵敏地实现对 Cu2+识别遥 He
等[ 27 ]在 MOFs的配体中引入烷基硫醚单元袁所得
MOFs晶体对 Pd(II)具有选择性的识别作用袁低浓
度的 Pd(II)即可引起晶体颜色的显著变化袁可用
于 Pd(II)的显色分析袁其响应机制为多个官能团
的共同作用袁 而且负载 Pd的 MOFs晶体是一种
高效催化剂遥 Yang等[ 28 ] 研究报道了基于离子交
换原理的荧光法测定 Fe3+袁 其原理如图 1所示袁
MIL-53(Al)具有强荧光而 MIL-53(Fe)荧光很弱袁
当 MIL-53(Al)中的 Al3+与溶液中的 Fe3+进行离子
交换袁使 MIL-53(Al)发生荧光淬灭袁实现了对水
溶液中 Fe3+的选择性与灵敏检测袁 其线性范围在
3~200 滋mol/L袁检测下限为 0.9 滋mol/L遥

Zhao等[ 29 ]将带正电的 MOFs与带负电的ZnO
量子点结合在一起设计成一种能够检测磷酸盐

的荧光传感器袁通过电子转移使 ZnO量子点发生
荧光淬灭袁而加入磷酸根离子以后可以阻止这种
淬灭并使 ZnO量子点恢复荧光袁荧光强度与磷酸
根离子的浓度相关袁磷酸根阻止 ZnO量子点荧光
淬灭的机理在于破坏 MOFs 的结构进而阻止
MOFs与 ZnO的结合遥 该传感器具有良好的响应
灵敏度袁线性范围在 0.5~12 滋mol/L之间袁检测下
限是 53 nmol/L遥

Lin等[ 30 ]将具有强荧光且带有胺基末端的碳
量子点 (BPEI-CQDs)组装到 ZIF-8中去袁合成一
种新的荧光化 MOFs遥 这种新的荧光化 MOFs不
仅具有卓越的荧光活性尧 对 BPEI-CQDs灵敏的
选择性袁而且基于 MOFs的吸附特性袁能够对目
标分析物进行大量并且选择性地富集(见图 2)遥这
种 BPEI-CQDs/ZIF -8 复合物可用作制备检测
Cu2+的超灵敏高选择性的传感器袁 其检测范围是
2~1000 nmol/L袁检测下限达 80 pmol/L袁并且已经
成功应用于检测环境水样中的 Cu2+浓度遥
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图 2 基于碳量子点/ZIF-8荧光探针传感 Cu2+原理图[ 30 ]

Fig.2 Concept and process for sensing Cu2+ based on fluorescence of
carbon quantum dots in ZIF-8 [ 30 ]

图 3 利用 DNA嵌入染料在无 MIL-101(A)及有 MIL-101时降低背景信号(B)检测靶 DNA示意图[ 34 ]

Fig.3 Schematic illustration of using DNA-intercalating dye without (A) or with
MIL-101 as a low background signal platform (B) for the detection of target[ 34 ]

Hao等[ 31 ]合成了一种氧化石墨烯(GO)修饰的
具有高荧光性能的 Zn-MOFs袁该材料具有良好的
水分散性袁 当水溶液中有 Cu2+时袁Zn-MOFs中的
配体与 Cu2+作用会发生荧光猝灭袁因此可用来检
测溶液中的 Cu2+含量袁 响应快速且选择性高袁检
测下限可达到 1 滋mol/L遥 Carboni等[ 32 ]合成了两
种具有 Zr-OXO二级结构单元的 MOFs袁 配体分
别是顺丁烯二酸(MOF-1)和正交琥珀酸(MOF-2)袁
利用 MOF-2在 Mn2+的水溶液中的荧光猝灭袁对
Mn2+检测下限可达到 8 nmol/L遥 Song等[ 33 ]在纳米
SiO2 表面合成一层 ZIF -8 薄膜 袁 合成多孔
SiO2@ZIF-8材料遥这种纳米材料对 Cu2+展现出非
常好的吸附性和富集性袁其中咪唑基团中的 N原
子起到了非常大的作用遥 Cu2 +浓度在 10~500
nmol/L范围内袁荧光信号呈现良好的线性袁检测
下限可达到 3.8 nmol/L袁 还可检测环境水样中的

痕量的 Cu2+遥
近年来袁MOFs材料在生物分析中的应用备

受关注遥 Fang等[ 34 ]利用 DNA嵌入染料与 MOFs
进行无标记的尧 灵敏的荧光方法识别特定序列
DNA袁以 MIL-101作为淬灭平台袁可以降低 DNA
探针复合物中荧光染料 SYBR Green (SG)的背景
荧光遥 其机理如图 3所示院MIL-101通过 仔-仔堆
叠袁以及静电相互作用袁强烈吸附 DNA探针复合
物中的 SG袁使 SG染料的荧光强度大大降低遥 当
加入靶 DNA 后形成的双链 DNA 将远离 MIL-
101表面袁 而 SG染料则以嵌入与小沟结合的方
式与双链 DNA结合袁使 SG染料的荧光强度大大
增强袁检测下限达 73 pmol/L袁大大低于碳纳米管
与氧化石墨烯平台袁MIL-101的引入袁 使信噪比
提高了 8倍遥

Yang等[ 35 ]合成了 Co-BTC袁因其催化性能可
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图 4 Au@Fe-MIL-88的制备(a)与检测 DNA原理(b)示
意图[ 36 ]

Fig.4 Schematic illustration of the proposed preparation
method of Au@Fe-MIL-88 hybrids (a) and their

application in the detection DNA (b)[ 36 ]

图 5 基于 ZIF-70生物传感器原理示意图[ 44 ]

Fig.5 Schematic illustration of the proposed ZIF-70-
based biosensor [ 44 ]

提高鲁米诺的化学发光强度袁其机理有可能是在
Co-MOFs活性金属位点与氧自由基之间形成了
过氧化氢类似物遥 Co-MOFs-鲁米诺体系能够用
于检测 L-半胱氨酸袁在优化条件下袁L-半胱氨酸
的检测范围为 0.1 ~10 滋mol/L袁 检测下限达18
nmol/L遥 Liu等[ 36 ]利用聚乙烯亚胺作为连接器将
金纳米粒子 (AuNPs) 通过静电吸引组装到 Fe-
MIL-88表面袁 所得杂化材料 Au@Fe-MIL-88具
有类过氧物酶活性遥 单链 DNA很容易吸附在其
表面袁降低它的类过氧物酶活性袁加入靶 DNA能
够使其活性复原 (见图 4)袁 且复原度与加入靶
DNA的浓度成正比袁 该传感的线性范围是 30~
150 nmol/L袁检测下限是 11 nmol/L袁可用于无标记
比色方法检测 DNA杂交遥

Zhu等[ 37 ]报道 HKUST-1可高效催化鲁米诺
与 H2O2这一化学发光反应袁 它能促进自由基的
生成和电子转移过程袁使发光强度提高 90倍袁而
多巴胺的存在导致发光强度下降袁据此可用于测
定多巴胺袁检测下限为 2.3 nmol/L遥 Xiong等[ 38 ]合
成了一种混合价态的 Ce-MOFs袁该化合物具有类
氧化酶活性袁基于该物质良好的催化活性袁构建
了一种简易灵敏的比色测定方法用于高通量检

测血清样品中生物巯基化合物遥 Tian等[ 39 ]报道
了一种基于 Fe-MOFs的纳米棒的 DNA 荧光传
感器袁该传感器的检测下限为 10 pmol/L袁可识别
单点突变袁从野混合到检测冶的时间为 4 min袁并讨
论了纳米结构的组成对传感器响应特性的影响

以及中心金属离子与配体的协同作用遥

此外袁纳米粒径的 MOFs优良的荧光特性可
进行成像分析[ 40 ]遥硫化氢被认为是人体生理学和
病理学过程中第三重要的气体信号传导分子袁由
于 H2S的高反应活性和扩散性袁 实时检测活体
生物样本中 H2S 的浓度变化具有重要意义袁Ma
等[ 41 ]以具 3D纳米孔径 Cu-MOFs作为检测 H2S
的荧光探针袁它具有良好的生物兼容性袁而且响
应快速袁灵敏度高袁选择性好袁在生理 pH条件下
可选择性识别 H2S袁 可用于活体细胞共聚焦成像
分析遥
2 基于MOFs的电化学传感器
利用 MOFs材料大的比表面积和催化活性袁

可以改善电化学传感器的响应性能遥 Hou等[ 42 ]用
ZIF-8模板合成 Co3O4纳米粒子袁将 Co3O4@ZIF-

8修饰到玻碳电极上袁通过循环伏安法袁实现了对
葡萄糖和双氧水的高灵敏检测袁检测下限分别达
0.1 滋mol/L尧0.8 滋mol/L遥 Hosseini等[ 43 ]将负载 Au-
SH-SiO2 纳米粒子的 Cu-MOFs用于修饰玻碳电
极检测 L-半胱氨酸袁结果表明 Au-SH-SiO2@Cu-
MOFs对 L-半胱氨酸具有良好的催化活性袁其氧
化过电位明显下降而峰电流显著增加袁测定 L-半
胱氨酸的线性范围为 0.02~300 滋mol/L,检测下限
为 8 nmol/L遥 Ma 等 [ 44 ]以 ZIF-70 作为基质设计
了一种检测体内葡萄糖的电化学生物传感器袁其
原理如图 5所示袁 即利用 ZIF-70催化氧化电极
表面的亚甲基绿 (MG)袁 产物与葡萄糖脱氢酶
(GDH) 和葡萄糖的酶催化反应产物 NADH反应袁
以此检测葡萄糖袁该传感器在葡萄糖浓度为 0.1~
2 mmol/L范围内有良好的线性遥

Wang等 [ 45 ]以 MOF-5修饰的玻碳电极先自
溶液中吸附富集 Pb2 +后再用溶出伏安法测定
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图 6 (A) PCN-222@SA纳米探针的合成, (B)电化学策略结合滚环放大检测 DNA[ 49 ]

Fig.6 (A) Synthesis of PCN-222@SA composite, and (B) electrochemical strategy coupling with target recycling
amplification for DNA sensing [ 49 ]

Pb2+袁在优化的实验条件下袁校正曲线的线性范
围为 0.01~ 1 滋mol/L (r2=0.9981), 检测下限为 5
nmol/ L遥 Wang等[ 46 ]通过循环伏安法研究了多壁
碳纳米管与金属有机纳米复合材料掺杂型材料

MWCNTs@Cu3(BTC)2的电流信号对铅的响应袁其
检测下限可达 7.9 伊10-10 mol/L遥Wang等[ 47 ]以胺基
功能化的 NH2-Cu3(BTC)2MOFs制备修饰电极检测
溶液中痕量的铅, 它利用 NH2-Cu3(BTC)2的吸附
特性将溶液中的铅离子富集在电极表面袁然后进
行电化学检测袁在优化条件下袁修饰电极的线性
范围为 0.01 ~0.5 滋mol/L袁 检测下限为 5 nmol/L遥
Zhang等[ 48 ]合成了一种 Cu-MOFs袁并将其混合在
大孔径碳材料(MPC)的空穴内(Cu-MOFs-MPC)袁
比较了 Cu-MOFs尧MPC 和 Cu-MOFs-MPC 的稳
定性袁结果表明这些材料具有均匀的结构和稳定
的化学性质袁在水中能稳定存在袁在 pH 为 7.4

的磷酸缓冲液中有稳定的电化学性质遥 利用
Cu-MOFs-MPC作为探针检测抗坏血酸和血红
蛋白的含量袁 检测下限分别达 3.5 滋mol/L尧0.04
滋mol/L遥

Ling 等 [ 49 ]设计了一种基于卟啉 MOFs与三
螺旋分子开关信号传导的电化学 DNA传感器(图
6)袁 streptavidin 功能化的 Zr-卟啉 MOF (PCN -
222@SA) 具有很高的电催化还原 O2的活性袁因
为存在较大的空间位阻袁所设计的纳米探针与固
定在玻碳电极表面的 biotin标记的三螺旋之间的
相互作用被阻塞袁当存在目标 DNA时袁它与三螺
旋中的辅助 DNA杂交袁 导致三螺旋分子结构解
体袁 因此远离电极的末端 biotin被激活从而很容
易接近信号纳米探针 (PCN-222@SA),传感器表
面引入纳米探针能显著放大氧还原的电催化电

流袁结合 DNA循环放大技术袁该传感器的响应灵

敏度进一步提高袁检测下限可达 0.3 fmol/L遥
Guo等 [ 50 ]在金电极表面电解含纳米金的对

氨基硫酚溶液袁并以三硝基甲苯(TNT)为模板分
子,获得了分子印迹型微孔 MOFs用于提高电化
学 TNT传感器的响应灵敏度与选择性袁在优化的
实验条件下袁 检测下限达到 0.04 fmol/L,而且对
DNT有很高的选择性遥 基于同一思路袁 该课题
组 [ 51 ]还报道了分子印迹微孔 MOFs测定抗肿瘤
药物(吉西他滨),检测下限为 3 fmol/L遥 Xu等[ 52 ]将
预先合成的 Pt 纳米粒子 (Pt NPs) 加入到一种
Zr-MOF (UiO-66)中袁制备复合材料 Pt NPs@UiO-

66袁Pt NPs@UiO-66具有很好的晶体结构袁Pt NPs
很好地分散在了具有八面体结构的 UiO-66框架
中袁 为氧化还原反应提供了更多的电活性位点袁
该电极对过氧化氢具有优异的电催化活性袁选择
性良好袁 线性范围扩展为 5 滋mol/L ~ 15 mmol/L袁
检测下限为 2 滋mol/L袁为提高非酶电化学传感器
的抗干扰能力提供了一种新途径遥 Yang等[ 53 ]以
水热法合成了一种新的 Co-MOFs并将其用于电
化学修饰电极测定 H2O2袁 线性范围为 5 滋mol/L~
9 mmol/L,检测下限为 3.8 滋mol/L袁此外还发现该
Co-MOF具有很高的类过氧化氢氧化酶活性袁可
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催化H2O2产生自由基袁使底物对苯二酸氧化并产
生颜色变化遥 Wang等[ 54 ]合成了一种 Cu-MOFs袁
以它作为电化学生物传感媒介袁选用酪氨酸酶为
模型酶用于灵敏快速测定双酚 A袁Cu-MOFs的高
比面积有利于酶及双酚 A的吸附袁进而提高传感器
的响应灵敏度袁 所研制的传感器响应时间为 11 s袁
线性范围0.05~ 3 滋mol/L袁检测下限为 13 nmol/L遥
除最常用的电流响应模式外袁其它类型的电

化学传感器与 MOFs 的结合也有不少文献报
道遥 Zhan等 [ 55 ]在导电玻璃上以电化学方法制
备 ZnO纳米棒袁以此为锌源与二甲基咪唑进行水
热法合成反应制备 ZIF-8层袁获 ZnO@ZIF-8膜袁
并构成光电流传感器袁利用 ZIF-8的孔径筛选作
用袁提高传感器的选择性袁如 H2O2可以透过 ZIF-
8的孔洞与 ZnO接触袁而抗坏血酸(AA)则不能进
入 ZIF-8的孔中袁 因此 ZnO@ ZIF-8膜的光电流
随 H2O2浓度增加而增加袁 而随抗坏血酸浓度增
加而下降,其检测原理如图 7所示遥 Xu等 [ 56 ] 将
MOFs与电化学发光(ECL)相结合以含吡啶钌的
配体和 Zn2+合成了具有氧化还原活性的 MOFs袁
它的结构不受电荷的影响具有电化学稳定性袁在
与共反应剂进行电子传递过程中产生强的 ECL
信号袁显示了 MOFs的选择性渗透尧电荷选择性尧
催化选择性等优点袁并应用于血液样品中可卡因
的测定遥

由于大多数 MOFs材料本身的导电性较低袁
因此 MOFs作为功能材料在电学传感器件中的
应用报道较少遥 Campbell等 [ 57 ]设计合成了 Cu3
(HITP)2袁它是一种导电性较强的 2D MOFs袁其电

导率达到 0.2 S/cm袁将 Cu3(HITP)2 分散液滴涂在
两测量电极之间袁 即可构建成化学电阻型传感
器袁它与氨气接触时电导率明显增加袁该阻抗响
应可逆袁 对氨的检测灵敏度达到 1伊10-4 %水平袁
通过与相同结构的 Ni3 (HITP)2 比较袁 Cu3(HITP)2
中 Cu 上的位点对氨的响应起关键作用 遥
Gassensmith等[58]报道了一种基于 MOFs 电化学
阻抗变化的 CO2传感器袁 其原理是利用所合成
MOFs中自由伯羟基与气相中的 CO2反应生成烷
基碳酸酯袁在 MOFs内的化学吸附过程将伴随形
成 C-O键的动力学过程袁当在孔穴中充填醇作为
反应介质时袁 所得 MOFs具有很高的质子电导
率袁键合 CO2 使其离子电导率降低 550倍袁该现
象可用于定量测定 CO2浓度遥Davydovskaya等[ 59 ]

研究了基于 Cu-BTC MOF为敏感材料的功函数
型气体传感器用于乙醛测定袁并讨论了气体分子
与敏感层之间的可能反应机理遥

Allendorf 等 [ 60 ]用微悬臂传感器监测了由吸
附引起柔性 MOFs结构变化所产生的应力变化袁
他们试验了 HKUST-1吸附乙醇和 CO2有较敏感
的应力响应袁而吸附 N2 和 O2 的应力变化很小袁
有望开发基于化学应力的气体传感器遥 Robinson
等[ 61 ]以自动的层层组装方法将 MOF(Cu-BTC)沉
积在石英表面声波传感器表面袁所研制的传感器
对水气有高灵敏度响应袁检测范围为 0.00003% ~
1.5% (V /V )袁性能优于目前许多商用湿度传感器袁
Cu-BTC层直接共价键合在氧化硅表面袁 它可加
热到 100 益以上不分解袁 有利于解吸膜孔中的
水袁并讨论了膜厚度对响应灵敏度的影响遥 Chen
等[ 62 ]以 ZIF -67 膜替代传统的半导体氧化物
(SnO2, ZnO,In2O3, NiO) 膜制备阻抗型甲醛气敏传
感器袁 可使工作温度从使用无机氧化物的 200~
400 益降至 150 益袁而 ZIF-67的高比表面积有利
于提高响应灵敏度袁在所用条件下袁该传感器对
甲醛的响应灵敏度最高,检测下限为 0.0005%袁不
过该传感器对甲醇和丙酮也有响应, 而对氨和甲
烷的响应灵敏度很低遥

Venkatasubramanian等[ 63 ]分析了 MOFs在微
悬臂传感器中的响应机理袁在 SiO2尧Al2O3和 Si3N4
的表面键合 MOFs膜袁研究了 MOFs的杨氏模量尧
泊松比尧密度等参数对传感器响应的影响袁结果
表明袁提高杨氏模量与泊松比能够提高传感器的

图 7 ZnO@ZIF-8光电流传感器原理示意图[ 55 ]

Fig.7 Schematic illustration of the proposed
ZnO@ZIF-8 based photoelectrochemical sensor[ 55 ]
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响应信号袁而 MOFs的密度对传感器的响应几乎
无影响遥Yim等[ 64 ]利用 ZnO纳米棒作为金属离子
源袁 在硅质微悬臂梁上合成纳米多孔 ZIF-8 膜
层袁该膜可用于检测甲醇尧乙醇尧1-丙醇蒸气袁当
醇类蒸气在 ZIF-8层进行吸附-解析时袁 同时测
定共振频率的变化与臂梁的偏向遥 能够引起该框
架结构变化的醇蒸气浓度排序是 1-丙醇>乙醇>
甲醇遥 这种趋势是由于不同的醇需要不同浓度去
诱导 ZIF-8框架结构的野开-关冶效应遥 依赖于醇
蒸气分子量的吸附与解析动力学曲线可以用来

从混合醇蒸气中分离目标醇遥 Deep等[ 65 ]以胺基
功能化氧化铟为基底制备纳米结构的 Cd-MOFs袁
并用于杀虫剂的免疫传感分析袁所建立的对硫磷
电化学阻抗传感器的响应范围为 0.1~20 ng/mL袁
对其他有机磷化合物有良好的选择性遥
3 石英晶体微天平表征MOFs的吸附特性

石英晶体微天平 (quartz crystal microbalance,
QCM)作为一种高灵敏度的质量型传感器袁在电化
学尧溶液化学尧生物传感器等领域中有关界面传
质过程的监测方面获得广泛的应用遥QCM的技术
优势之一是无需进行标记处理袁 信号连续直观遥
MOFs发达的孔穴结构使它们具有很强的吸附能
力袁吸附质量则可用 QCM实时传感检测遥气体在
多孔材料中吸附特性的表征最常用的方法是使

用吸附仪直接测定吸附前后的质量变化袁但该方
法设备投资和运行成本通常很高袁另外需要较大
的样品用量(通常 >100 mg)遥 QCM在测定表面质
量变化方面具有一定的技术优势袁 如灵敏度高袁
能检测纳克级的质量变化袁响应速度快袁能实现
实时动态传感监测袁 而且测定的是质量变化袁无
需进行标记处理遥以 QCM研究材料的吸附特性袁
仅需数微克的样品即可袁而且热传导和传质速率
快袁这样可以避免使用大取样吸附方法时传热与
传质不均的问题遥 因此袁 近年来利用 QCM研究
MOFs吸附特性的文献报道逐渐增多遥

Biemmi等[ 66 ]报道了利用自组装单层膜法在
功能化的 QCM表面上沉积上一层 HKUST-1膜袁
研究不同厚度的 MOFs膜对水蒸气的吸附行为遥
Ameloot等[ 67 ]利用电化学法在 QCM表面上沉积
Cu3(btc)2膜袁并监测该膜吸附水蒸气的过程袁结果
表明袁该膜对水蒸气的吸附为可逆吸附袁吸附容

量可达 25%~30%膜质量遥小分子与MOFs之间的
扩散常数可以用 MOFs 修饰的 QCM 来测量遥
Zybaylo等 [ 68 ]利用液相外延法在 QCM金电极上
沉积了高度有序的 Cu-BTC薄膜袁通过测量吡啶
吸附的动力学曲线袁测得在室温下吡啶的扩散系
数为 1.5伊10-19 m2/s袁吡啶与 Cu-BTC中 Cu(II)位点
的相应的结合能是 18 kcal/mol, 与通过量子化学
计算得出的结论一致遥

Huang等[ 69 ]研究了 MIL-101 MOFs膜在大气
压条件下对 VOCs的吸附特性,测定了相关的吸
附热力学参数袁结果表明 MIL-101比活性炭具有
更高的吸附容量与吸附平衡常数遥 Khoshaman
等[ 70 ]将 MOFs用电喷雾涂覆在 QCM上袁在干燥
的空气中检测丙酮尧四氢呋喃尧异丙醇袁并与传统
的滴涂法相比较袁结果表明袁电喷雾方法能够提
高 QCM谐振的稳定性袁对丙酮尧四氢呋喃尧异丙
醇三种挥发性有机气体的最小检测浓度分别是

0.005%, 0.001%和 0.0002%遥 Venkatasubramanian
等 [ 71 ]以QCM测定了 CO2袁CH4 和 N2 在两种小孔
径 MOFs (Cu-hfipbb和 ZIF-90)上的吸附特性袁其
吸附强度顺序为 CO2>CH4>N2,它们在两种 MOFs
上的吸附等温线存在差异袁与其分子大小与孔径
有关遥 Liu等[ 72 ]利用 QCM 监测了表面附着金属
有机框架层的生长过程袁在 Au 基底上先修饰
一层胺基袁 然后利用液相外延的方法生长多
层有序 [Cu(ndc)-(dabco)0.5]袁由于胺基的作用袁使
薄膜分子层由非活性变为了能够键合异硫氰酸

荧光素的活性分子层遥 B佴tard等[ 73 ]采用分步沉积
法在金电极表面沉积疏水的[Zn4O(dmcapz)3]n膜袁
以 QCM监测该 MOFs膜对烷基醇尧苯尧苯胺尧二
甲苯等小分子的吸附过程袁并通过在配体连接臂
中引入烷基侧链的方法调控其吸附选择性遥

Brutschy等[ 74 ]用电喷雾把不同孔径的有机笼
状化合物沉积到 QCM上袁 研究了对芳香族溶剂
的超亲作用遥 Liu等采用层层组装液相外延生长
法制备了手性 MOFs薄膜袁研究了(2R,5R)-2,5-
己二醇与 (2S,5S)-2,5-己二醇的对映选择性吸
附 [ 75 ]袁他们还在 QCM表面定向生长[100]和[001]
向外的 [Cu2 (ndc)2 (dabco)]MOF 膜袁比较了几种
VOCs在不同晶面上的吸附差异袁 与 MOFs晶体
不同方向晶面中孔径大小差异相吻合 [ 76 ]遥
Shekhah等[ 77 ]研究了在 OH-功能化 Au表面上的
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液相外延生长定向 ZIF-8薄膜过程以及在饱和
蒸气压条件下对五种烷基醇的吸附与解吸的动

力学过程遥 Tsotsalas等[ 78 ]研究了分子在 MOFs纳
米孔穴中的脱附过程袁揭示了吸附剂的化学性质
对脱附动力学有明显的影响袁 提出分子与 MOFs
框架间的强相互作用将导致客体分子聚集形成

一种临时性的亚稳态袁 从而引起脱附速率下降遥
Wannapaiboon等[ 79 ]在金基底上利用逐步液相外
延沉积法合成出[Zn4O(L)3]n 自组装单层膜袁整个
沉积和结晶过程利用 QCM和 X-射线衍射监测袁
监测过程发现不同的结晶机理遥 通过 QCM监测
其吸附不同结构的有机溶剂分子袁 研究了 MOFs
孔径对吸附的影响遥 Davydovskaya等[ 80 ]在室温下
联合 QCM 与开尔文探针以 Cu-BTC 膜检测甲
醇尧乙醇尧丙醇尧异丙醇袁两种方法都可以达到对
1伊10-4 %水平醇类物质的检测袁 实验研究了醇链
长度尧几何结构以及它们的极性对吸附的影响,结
果表明袁在干燥环境下袁醇类吸附在不饱和的 Cu
位点上袁短链醇更易吸附在 Cu-BTC上袁然在潮
湿环境中袁醇类溶解在 Cu-BTC膜表面的水层中,
长链醇更易吸附遥 Hou等[ 81 ]以 QCM监测了一种
新的多孔 Cu- MOF吸附小分子的动力学过程袁
该 MOF对极性溶剂如甲醇尧乙醇尧丙酮等吸附量
较大袁对非极性分子如苯尧甲苯尧乙苯尧氯苯的
吸附则较小袁结合分子构型讨论了小分子的吸附
差异遥
为克服腐蚀性组分对 QCM电极腐蚀所造成

的对传感器寿命以及吸附量测定可靠性的不利

影响袁Kang等[ 82 ]采用一种气隔电极式 QCM监测
了 I2蒸气在 ZIF-8上的吸附与转移动力学过程袁
在所设计的吸附实验装置中袁QCM的激励电极置
于吸附池之外不与 I2分子接触袁利用两个并联组
合的 QCM传感器同时监测了 ZIF-8膜和石英表
面吸附碘的过程袁 也试验了 QCM与吸光度测定
的联用以提供吸附无分子结构方面的信息遥 同
时袁 还设计了两个串联组合的 QCM传感器用于
监测碘在两个 ZIF-8膜之间的转移遥
4 结论

MOFs由金属离子(簇)与有机配体桥联自组
装而成袁通过设计各种配体以及与多种金属离子
组合袁 可以合成出成千上万种性质各异的新材

料袁MOFs家族在不断发展壮大之中遥 MOFs材料
的高比表面积以及可以调控的多孔结构尺寸与

化学环境袁为改进化学传感器的响应性能提供了
新的机遇袁特别是功能化的 MOFs与生物传感相
结合袁在手性分析尧化学成像尧生物分析方面的研
究与探索已备受关注遥 MOFs材料的性质是影响
传感器响应特性的关键性因素之一袁虽然已报道
的 MOFs传感器很多袁但很多研究仍然停留在材
料合成尧结构与性质表征袁在实际应用中仍面临
诸多挑战袁如检测灵敏度尧选择性等指标有待进
一步提高等遥 因此袁新材料的开发与有效利用尧与
生物识别与信号放大技术相结合将是 MOFs传
感器研究的主要方向遥
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0 前言

免疫传感器是生物传感器诸多分类中的一

类袁 它利用抗体与抗原之间的免疫应答机理袁将
其中之一修饰到换能器内(或表面)袁能够对复杂
体系中相应的免疫组分进行检测遥 由于它具有选
择性好尧灵敏度高尧分析速度快尧成本低以及容易
在线活体检测等优点袁在临床医学尧环境工业尧食
品加工及生产产业等方面都有着重要应用[ 1 ]遥 目
前袁对人体血清中癌胚抗原的检测大部分以临床
实验为主遥 传统免疫方法有放射免疫法尧酶联免
疫法尧荧光免疫分析法袁但这些分析方法存在一

些弊端袁如操作复杂尧耗时袁仪器设备精密度要求
高袁有潜在危险或材料昂贵[ 2 ]遥 与上述检测癌胚
抗原的传统方法相比较袁电化学免疫分析方法具
有操作简便袁选择性强袁成本较低且省时袁还可直
接检测等优点[ 1 ]遥 近年来袁免疫传感器的研究已
十分普遍袁其构建方式被研究者们广泛关注遥
纳米材料由于具有优异的化学和物理性能袁

如较高的比表面积袁较高的表面自由能尧吸附浓
缩效应遥 这些优良的性能有利于提高敏感分子的
吸附能力和生化反应的速率袁因此被广泛运用于
生物传感器[ 3 ]遥
纳米金颗粒(nano-Au)具有比表面积大尧表面

基金项目院四川省教育厅科研项目渊15ZA0292冤
*通信联系人袁 Tel院13696067037袁 E-mail院judy20060830@163.com

基于明胶-碳纳米管构建癌胚抗原免疫传感器的研究
朱宇萍鄢, 冯晓清

渊内江师范学院化学化工学院袁 四川内江 641112冤

摘 要: 利用纳米金与明胶-碳纳米管 (MWCNTs) 复合物固载癌胚抗体制得较高灵敏度的电流型癌胚抗原
(CEA)免疫传感器遥 首先将制得的明胶-碳纳米管复合物修饰在金电极表面成膜袁再利用明胶中丰富的氨基
吸附纳米金袁并通过静电吸附作用吸附癌胚抗体(anti-CEA)遥 实验过程中采用循环伏安法对电极的修饰过程
及响应性能进行表征遥结果表明袁制得的免疫传感器对癌胚抗原有良好的电流响应袁其线性范围为 0.1~80.0
ng/mL袁检出下限为 0.03 ng/mL遥
关键词院 免疫传感器曰 癌胚抗原曰 纳米金曰 碳纳米管曰 明胶

Study on construction of An immunosensor for carcinoembryonic
based on carbon nanotube-gelatin composite

Zhu Yu鄄ping*, Feng Xiao鄄qing
(College of Chemistry and Chemical Engineering袁Neijiang Normal

University, Neijiang 641112, China冤

Abstract院 A highly sensitive amperometric immunosensor for the determination of carcinoembryonic antigen (CEA)
was construted with the comprised of gelatin, muti-wall carbon nanotubes (MWCNTs). At first , place the prepared
gelatin-carbon nanotube composites on the gold electrode surface. Then, absorb the nano -Au by the numerous
amino of gelatin and anti -CEA by electrostatic adsorption on its surface successively . In the experiment,the
perparing process of the immunosensor was characterized by the cyclic voltammetrys. The results show that the
immunosensor present highly sensitivity, with a linear range of 0.1~ 80.0 ng/mL and a detection limit of 0.03 ng/mL.
Key words院 immunosensor; CEA; nano-Au; MWCNTs; gelatin
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反应活性高尧表面活性中心多尧催化效率高尧吸附
能力强等性能遥 良好的生物共容性和稳定性袁可
用于固载和标记生物蛋白质[ 4 ]遥此外袁蛋白质分子
带正电荷可以通过静电吸附作用结合带负电荷

纳米金袁并能够保持蛋白质的生物活性[ 5 ]袁因而可
利用纳米金吸附癌胚抗体(anti-CEA)袁制得灵敏
度较高的免疫传感器遥
碳纳米管(MWCNTs)是一种可用于修饰电化

学传感器的优良纳米材料遥 这是由于其比表面积
大袁 易于向修饰电极中引入多种官能团袁使
MWCNTs应用于修饰电极中能够降低电极的氧
化过电势尧增加氧化峰的电流值尧改善电化学传
感器的性能尧提高选择性和灵敏度等[ 6 ]遥

明胶(Gelation)是肽分子聚合物袁分子量一般
在几万到几十万袁既具有酸性又具有碱性袁是一
种两性物质遥 其分子在结构上有大量的羟基尧羧
基和氨基袁这就使得明胶具有极强的亲水性袁且
明胶不溶于有机溶剂和冷水袁 具有较好的成膜
能力[ 7 ]遥
结合 Gelation和 MWCNTs的优点袁将明胶溶

于温水中袁作为MWCNTs的分散介质遥 碳纳米管
能够很好的被明胶包裹袁并均匀的分散在整个基
体中[ 8 ]遥 明胶还能够使纳米材料表面氨基(-NH2)
功能化袁以便联结其它成分[ 7 ]遥 制备明胶-碳纳米
管复合物(Gelation-MWCNTs)并将其修饰在金电
极表面遥 碳纳米管可有效增大比表面积袁明胶含
有大量-NH2且具有较好的成膜能力袁 形成的明
胶-碳纳米管复合物能够大量的吸附纳米金袁能
固载更多的癌胚抗体遥
1 实验部分

1.1 仪器与试剂

仪器院CHI660C电化学工作站(上海辰华仪器
公司 )尧BRANSONIC200 超声清洗仪 (德国 )尧
AB204--S电子天平 (瑞士 Mettler-toledo公司)尧
MP230酸度计(瑞士 Mettler-toledo公司)尧金电极
(椎=4 mm)尧铂电极尧饱和甘汞电极尧恒温水浴锅尧
所有玻璃仪器均用铬酸洗液浸泡袁再超声洗涤并
晾干遥
试剂院癌胚抗原定量检测试剂(博赛生物有限

公司)尧明胶尧碳纳米管尧氯金酸尧柠檬酸三钠尧固体

K3Fe(CN)6尧 K4Fe(CN)6尧 KCl尧 NaH2PO4尧 Na2HPO4窑
12H2O尧无水乙醇等遥 实验用水均为去离子水遥
1.2 免疫传感器的制备

1.2.1 Gelation-MWCNTs复合物的制备
称取 0.05 g Gelation 固体颗粒加入 2 mL 去

离子水袁 在 50 益水浴中加热并振荡袁 使明胶溶
解遥 趁热加入约 5 mg MWCNTs充分混合袁 超声
0.5 h后即制得 Gelation-MWCNTs复合物[ 9 ]遥
1.2.2 nano-Au颗粒的制备
在 100 mL 去离子水中加入 1 mL 1豫 (w)

HAuCl4溶液,煮沸袁再迅速加入 4 mL 1豫(w)柠檬
酸钠(Na3C6H5O7)溶液袁继续煮沸 15 min袁冷却至室
温袁即得 nano-Au颗粒袁该颗粒粒径为 16 nm[ 10 ]遥
取 3 mL制得的纳米金溶液离心沉降 5 min后袁用
滴管吸走上层清液袁既得浓缩 nano-Au袁保存在 4
益冰箱中备用遥
1.2.3 修饰电极的制备

依次用 0.3 滋m尧0.5 滋m的 Al2O3 糊将金电极
渊椎=4 mm)抛光成镜面袁用去离子水冲洗除去表面
的抛光粉袁依次用去离子水尧无水乙醇尧去离子水
超声清洗 5 min袁室温下晾干备用遥
将所制得的 Gelation-MWCNTs复合物用微

量取量计取出 10 滋L滴涂于预处理好的电极表
面袁待其电极表面成膜后袁再取 20 滋L浓缩 nano-
Au溶胶滴涂在上述修饰电极表面袁自然晾干遥 将
修饰好的电极置于癌胚抗体(anti-CEA)溶液中袁
在 4 益下放置 16 h遥 最后将修饰好的电极浸泡在
0.25豫(w)的牛血清白蛋白(BSA)溶液中约 30 min袁
使电极上的非特异性吸附位点封闭袁即制得癌胚
抗原免疫传感器遥将其置于 4 益冰箱中袁备用遥图
1为免疫传感器制备过程示意图遥
1.3 检测方法

实验对电极的制备过程采用三电极体系以

循环伏安法(Cyclic voltammograms)进行表征遥 饱
和甘汞电极为参比电极袁铂电极为对电极袁被修
饰的金电极为工作电极袁 电极表征在 5 mmol/L
K3Fe(CN)6 + K4Fe(CN)6 + 0.1 mol/L KCl + 0.1 mol/L
PBS(pH=7.4)溶液中进行袁循环伏安法电位区间
为-0.2~0.6 V袁扫描速率为 50 mV/s袁实验温度若
未做说明均为 25 益遥



图 2 电极修饰过程的循环伏安表征
(a)裸 Au电极曰 (b)Au/ MWCNTs-Gelatin曰(c) Au/

MWCNTs-Gelatin/nano-Au曰 (d)Au/MWCNTs-Gelatin/
nano-Au/anti-CEA曰(e)Au/MWCNTs-Gelatin/nano-Au/

anti-CEA/BSA; (f)孵育 20 ng/mL CEA
Fig.2 Cyclic voltammograms of different electrodes

图 1 免疫传感器的制备过程示意图
Fig.1 Schematic diagram of the stepwise immunosensor construction process
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2 结果与讨论

2.1 电极在修饰过程的电化学表征

对电极修饰过程中不同阶段的电化学特性

用 CV进行表征袁结果见图 2遥 曲线 a是裸金电极
在铁氰化钾溶液中的 CV表征图遥从图中可见袁曲
线 a出现一对准可逆的氧化还原峰袁这是由于测
试底液中含有 Fe3 +/Fe2 +氧化还原电对 曰将

Gelation-MWCNTs复合物滴涂于金电极表面后袁
由于复合物中 Gelation在一定程度上阻碍了电子
传递袁导致氧化峰电流有所降低[ 9 ] (图 2b)曰通过明
胶表面上的-NH2 将 nano-Au 吸附到修饰电极
上袁由于 nano-Au有利于电子在电极与测试底液
中传输袁从而使氧化峰电流升高 [ 10 ] (图 2c)曰由于
nano-Au与 anti-CEA之间存在着静电吸附作用袁
故可利用 nano-Au 使 anti-CEA 固定在电极表
面遥 因蛋白质大分子在一定程度上阻碍了电子
的传输袁氧化峰的电流值减小 [ 11 ] (图 2d)曰再利用
BSA封闭电极表面的非特异性吸附位点袁氧化峰
电流继续降低 (图 2e)曰 最后将修饰好的免疫
传感器在 20 ng/mL的 CEA抗原中孵育一定时
间袁 当溶液中 CEA和电极表面的 anti-CEA特异
性结合后袁 生成的抗原-抗体复合物使修饰电极
表面的电子传输通道部分堵塞袁因而其响应电流
进一步下降[ 11 ](曲线 f)遥
2.2 实验条件的优化

2.2.1 扫描速度的优化

将修饰电极置于 pH为 7.4的 5 mmol/L K3Fe
(CN)6 + K4Fe(CN)6 + 0.1 mol/L KCl的测试底液中袁
分别于 50尧100尧150尧200尧300尧400尧500尧600 mV/s
的扫描速度下进行扫描袁见图 3遥还原峰电流值与
扫描速度的平方根两者之间成反比例关系袁即扫
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图 3 修饰电极峰电流与扫速的关系曲线袁插图为不同扫速下的循环伏安图
Fig.3 plot of peak current vs scan rate;

Inset院Cyclic voltammograms of the immunoelectrode at different rate

图 4 pH值对免疫传感器的影响
Fig.4 The effect of pH on the response of immunosensor
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描速度越大袁其还原峰电流值越小袁反之则越大遥
这就表明电极上的氧化还原反应要受扩散过程

的影响[ 11 ]遥
2.2.2 缓冲溶液 pH的优化
测试底液的 pH对抗原抗体的活性和亲和性

均有影响遥 pH过低会使抗原-抗体缔合物解离曰
而 pH接近蛋白质的等电点时袁 会引起蛋白质的
自凝现象袁造成假阳性结果遥 因此袁维持测试底
液适当的 pH是抗原与抗体的结合的必要条件之
一[ 12 ]遥 实验选择测试底液 pH值分别为 4.0尧4.5尧
5.0尧5.5尧6.0尧6.5尧7.0尧7.4尧8.0下用 CV法表征其对
应的峰电流值(见图 4)遥 当 pH在 4.0~7.4的范围
时袁pH越大袁还原峰的峰电流值越大遥当 pH大于
7.4后袁若继续增加 pH值袁还原峰电流值又会降
低遥 因此实验选择测试底液 pH为 7.4遥
2.2.3 抗原孵育温度的优化

温度对抗原抗体的免疫反应具有重要的影

响遥 温度低时袁免疫蛋白活性较低袁免疫反应速度
缓慢袁时间较长曰温度较高时袁免疫蛋白活性增
加袁免疫反应速度较快袁时间较短曰但当温度过高
时袁免疫蛋白会失活袁故控制适当的温度对免疫
反应有重要的影响[ 9 ]遥 图 5为免疫传感器分别在
15尧 20尧 25尧 30尧 35尧 37尧 40尧 45 益温度下孵育 20
ng/mL抗原的还原峰电流值与温度的关系遥 由图

可见孵育温度为 30 益时还原峰电流值最小袁此
时癌胚抗体对抗原结合的较快且较稳定袁响应曲
线较好, 因此该免疫传感器最佳孵育温度为 30
益遥 但在实际应用中由于考虑到免疫传感器的保
存问题袁长期置于 30 益的工作环境下袁蛋白质大
分子易失活袁 故实际操作中一般选择 25 益为工
作温度遥
2.2.4 抗原孵育时间的优化

抗原孵育的时间直接影响抗原与抗体结合

的程度[ 11 ]遥对同一支修饰电极在20 ng/mL的 CEA
中分别孵育 3尧5尧8尧10尧12尧15尧20尧25 min袁然后进
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图 7 峰电流响应值与浓度的关系曲线 渊插图为免疫传感器在不同浓度 CEA下的循环伏安图冤
Fig.7 Linear relationship between the peak current and Cyclic voltammograms

of the immunoelectrode in different concentration of CEA
Insert: Cyclic voltammograms of the immunoelectrode in different concentration of CEA

图 5 不同孵育温度下免疫电极的响应峰电流值
Fig.5 The effect of incubation temperature on the

response of the immunosensor
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行 CV表征遥 还原峰电流与孵育时间的关系见图
6遥 由图可知袁当孵育时间为 15 min时袁还原峰具
有最大峰电流值袁 即抗原与抗体反应最充分袁电
极上结合的抗原量达到饱和袁因此实验的最佳孵
育时间为 15 min遥
2.3 免疫传感器的响应特性

2.3.1 免疫传感器对 CEA抗原的响应曲线
在最优化的条件下袁将免疫电极依次孵育浓

度为 0.1尧0.5尧1.0尧5.0尧10.0尧20.0尧40.0尧80.0 ng/mL
的 CEA抗原溶液袁并用 CV表征袁测得其还原峰
峰电流与浓度的关系遥 图 7为该免疫传感器还原
峰电流值与抗原浓度的对数值呈线性关系遥 线性
关系式为 I = -89.87194 + 8.62307 lg c曰相关系数
r2=0.99963曰检出范围为 0.1~80.0 ng/mL曰检出限
为 0.03 ng/mL遥 在一定浓度范围内袁浓度越高袁抗
体与抗原结合的越多袁则电极表面的电子传输通
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图 6 峰电流值与孵育时间的关系

Fig.6 The effect of incubation time on the response of the
immunosensor
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图 8 干扰物质对免疫电极响应曲线的影响
a院20 ng/mL CEA抗原+干扰物质曰b院20 ng/mL CEA抗原

Fig.8 Effects of interfering substances on the response
curve of the Immunosensor

道阻塞的越多袁则还原峰峰电流值增加[ 11 ]见图 7
插图遥
2.3.2 免疫传感器的选择性

模拟人体环境存在的 L-谷氨酸(C5H9NO4)尧甘
氨酸 (C2H5NO2)尧 牛血清蛋白等干扰物质与 CEA
抗原的混合溶液袁将制备好的同一免疫传感器先
后置于只含 20 ng/mL CEA抗原标准溶液和含 20
ng/mL CEA 抗原以及干扰物质的混合溶液中依
次孵育 15 min袁分别进行 CV表征见图 8遥 曲线 a
表示有干扰物质存在时的响应曲线袁b表示无干
扰物质存在时的响应曲线袁 两者并无明显差别袁
故该免疫传感器具有良好的选择性遥

3 结论

实验首先制得 Gelation-MWCNTs复合物袁通
过 Gelation表面的-NH2 结合 nano-Au袁 再利用
nano-Au静电吸附 anti-CEA成功制备了癌胚免
疫传感器遥 该传感器具有灵敏度高尧制作简单尧响
应时间快尧选择性强尧检测下限低袁成本低等特
点遥 此外袁实验中采用的原料明胶价廉易得且无

污染袁取代了一般用于电化学免疫传感器中较贵
的原料遥 在实验中袁以 CEA作为免疫物质模型袁
实现了对 CEA的定量检测遥 同时该方法也可应
用于其他免疫物质的测定袁在临床诊断方面有着
潜在的应用价值遥
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0 引言

普萘洛尔(propranolol, PRO)袁是一种 茁-肾上
腺素受体拮抗剂袁 在临床上常常用于心绞痛尧心
律失调尧高血压以及甲状腺功能亢进等症状的治
疗袁但是严重心功能不全尧窦性心动过缓袁或者重
度房室传导阻滞和支气管哮喘等患者禁止使用遥
它的两种对映异构体药效差别很大袁S-PRO的活
性比 R-PRO 高 100倍[ 1 ]袁因此单独服用 S-PRO
比服用 R-PRO或者普萘洛尔的外消旋体的治疗
效果更好遥 目前袁已经有许多方法对普萘洛尔对
映体进行检测和识别袁包括液相色谱技术 [ 2 ]尧毛

细管电泳技术[ 3 ]尧拉曼散射[ 4 ]和室温磷光 [ 5 ]等方
法袁但这些技术的成本高袁操作复杂袁对测试样品
的要求也比较高袁因此发展一个简单尧灵敏的手
性识别 PRO对映体的方法仍然十分重要遥

氨基酸具有氨基和羧基袁能通过电聚合的方
式修饰在电极表面上袁使得聚合物的表面高度有
序并且具有手性袁 其特有的 琢-螺旋结构能与手
性物质的对映异构体之间产生不同的作用袁从而
达到识别目的遥 聚合氨基酸表面稳定且易于控
制袁这种手性表面用于手性氨基酸和药物的分离
已见报道[ 6 - 9 ]遥纳米铂是继纳米金尧纳米银之后发
展起来的一种金属纳米材料袁具有较高的电子密

铂掺杂 L-缬氨酸聚合膜对普萘洛尔的识别研究
陈 翠, 李 洋, 傅英姿 *

(西南大学化学化工学院, 重庆 400715)

摘 要: 该文将氯铂酸与 L-缬氨酸按一定比例混合袁通过循环伏安法在玻碳电极表面电沉积形成铂掺杂
L-缬氨酸聚合膜袁野一步冶构建一个简单的手性传感平台袁以普萘洛尔自身为氧化还原探针袁采用差分脉冲伏
安法研究了该手性传感平台与普萘洛尔对映异构体之间的相互作用遥 结果表明院该传感平台与普萘洛尔产
生相互作用袁并与 R-普萘洛尔作用更强袁能成功用于普萘洛尔的电化学识别遥
关键词院 手性表面; 普萘洛尔; 电化学; 手性识别

Chiral recognition of propranolol based on Pt doped L-valine
polymer

Chen Cui, Li Yang, Fu Ying鄄zi*

(School of Chemistry and Chemical Engineering, Southwest University, Chongqing 400715, China)

Abstract: In this work, chloroplatinic acid and L-valine (L-val) were mixed by a certain percentage, and then the
L-val platinum-doped polymeric films were synthesized on the glassy carbon electrode (GCE) surface with 野one-
step冶 strategy, building a simple chiral sensing nanoplatform, and used to electrochemical identify of propranolol
enantiomers (R- or S-PRO) successfully. Differential pulse voltammetry (DPV) technique was used to study the
effect between this chiral interface and propranolol enantiomers, which propranolol was treated as redox probes. In
addition, the recognition was considerably affected by the interface. The results showed that this chiral interface has
a stronger interact with R -PRO, and it was efficacious to achieve the selective recognition of propranolol
enantiomers.
Key words: chiral interface; propranolol; electrochemical; chiral recognition
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图 1 手性表面的构建
Fig.1 The fabrication of chiral interface
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度尧较好的介电特性和良好的催化作用袁能提高
表面的电子传输速率尧增强检测信号遥 将氯铂酸
与 L-缬氨酸按一定比例混合袁在特定的电势范围
内袁在玻碳电极表面沉积得到铂掺杂 L-缬氨酸聚
合膜修饰玻碳电极(Pt-PLV/GCE)遥
实验将氯铂酸与 L-缬氨酸按一定比例混合袁

采用野一步法冶通过循环伏安法在玻碳电极表面
电沉积形成铂掺杂 L-缬氨酸聚合膜袁构建了一个
简单的手性感应平台袁用于对普萘洛尔的电化学
识别遥 以普萘洛尔自身为氧化还原探针袁采用差
分脉冲伏安法研究该手性表面与普萘洛尔对映

异构体之间的作用袁并比较了不同界面对识别普
萘洛尔的影响遥 该传感平台构建简单尧成本低尧灵
敏度高尧耗时少袁有望在以后传感器的设计中得
到更多的应用遥
1 实验部分

1.1 实验试剂和材料

R-(S-)普萘洛尔盐酸盐(R-(S-)-PRO, >98%)
购于 Sigma公司(St.louis袁MO袁美国)袁L-缬氨酸(L-
Val, >98%)购自梯希爱化成工业发展有限公司(上
海袁中国)袁氯铂酸六水合物(铂含量 37.5%)购于阿
拉丁试剂公司(上海袁中国)袁硝酸(HNO3, 69.2%)尧
硝酸钾购自化学试剂公司(重庆袁中国)遥 含有 0.1
mol/L 氯化钾的 0.1 mol/L 磷酸缓冲液 (PBS,
pH7.0)作为实验支持溶液袁不同浓度尧不同 pH值
的 S-PRO和 R-PRO由对应 pH的 PBS配制遥 其
它化学试剂均为分析纯袁无需二次处理即可直接

使用袁所有实验用水均为二次蒸馏水遥
1.2 仪器

循环伏安法 (CV) 测试以及差分脉冲伏安法
(DPV)均在 CHI 440A电化学工作站(上海辰华袁中
国)上进行袁标准的三电极体系由铂丝电极作为对
电极袁裸玻碳电极或者修饰的玻碳电极作为工作
电极袁饱和甘汞电极(SCE)作为参比电极组成遥 所
有实验均在室温下进行(25.0 依 0.5冤 益遥
1.3 玻碳电极的预处理

玻碳电极 (椎 = 4.00 mm) 连续用 1.0袁0.3和
0.05 滋m的 Al2O3抛光粉抛光后用二次蒸馏水冲
洗干净袁接着分别在二次蒸馏水尧乙醇尧二次蒸馏
水中按先后顺序超声清洗 5 min袁 完全冲洗干净
之后袁 将玻碳电极浸入 1 mol/L的硫酸中循环伏
安扫描 15圈(电位范围为-0.275 ~ 1.675 V袁扫速
为 0.1 V/s)进行活化袁拿出后洗净晾干袁备用遥
1.4 手性表面的构建

用经预处理好的玻碳电极作为工作电极袁甘
汞电极(SCE)作为参比电极袁铂丝电极作为对电
极袁组成三电极体系袁在新鲜配制的聚合液(含有
2.5伊10-3 mol/L氯铂酸尧1.25伊10-3 mol/L L-缬氨酸尧
0. 135 mol/L硝酸和 0.35 mol/L硝酸钾)中静置 10
s袁 在-0.9 ~ 2.2 V的电位范围进行循环伏安扫描
8圈(扫速为 0.18 V/s)袁一步共聚制得铂掺杂 L-缬
氨酸手性聚合膜修饰的玻碳电极 (记为 Pt-PLV/
GCE)袁修饰电极制成后取出用二次蒸馏水冲洗干
净袁室温下晾干备用遥 图 1给出了手性纳米复合
表面的逐步构建过程遥
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1.5 电化学测试

手性表面的电化学特性测试在 5.0伊10 -3

mol/L的[Fe(CN)6]4-/3-(含有 0.1 mol/L氯化钾袁pH =
7.0的 0.1 mol/L磷酸缓冲液作为支持电解质)中
进行遥 循环伏安测试中袁除特别说明袁扫速均为
0.1 V/s尧扫描范围为-0.2 ~ 0.6 V遥差分脉冲伏安测
试(DPV)中扫描范围为 0.7 ~ 1.5 V袁脉冲周期设定
为 0.5 s袁所有试验均在室温下进行遥
2 结果与讨论

2.1 手性表面的电化学特性

图 2为玻碳电极电聚合过程的循环伏安曲
线袁在 0.25 V附近出现一个峰值袁并随着聚合的
进行越来越明显遥不同修饰表面在 5.0伊10-3 mol/L
的[Fe(CN)6]4-/3-( pH=7.0)中的电化学行为如图 3所

示遥 [Fe(CN)6]4-/3-在裸玻碳电极表面呈现一对标准
的氧化还原峰(曲线 a)袁峰电流为 221.2 滋A袁而铂
掺杂 L-缬氨酸手性聚合膜修饰到玻碳电极表面
之后袁峰电流降低了大概 55 滋A (RSD = 0.95%,曲
线 b)遥
2.2 铂掺杂 L-缬氨酸手性聚合膜与 PRO对映
异构体的选择性作用

采用差分脉冲伏安技术探讨了铂掺杂 L-缬
氨酸手性聚合膜与 PRO对映异构体在 0.1 mol/L
磷酸缓冲液中的选择性作用遥 如图 4 所示袁S-
PRO和 R-PRO均在 1.1 V左右出现了一个明显
的峰袁这是由普萘洛尔对映异构体在铂掺杂 L-缬
氨酸手性聚合膜修饰玻碳电极表面自身的氧化

还原得到的遥 与 S-PRO和 R-PRO作用的峰电流

分别为-19.5 滋A (曲线 a) 和-22.7 滋A (曲线 b)袁
PRO对映体之间的电流差 (驻I) 为 3.2 滋A遥 表明
PRO对映异构体均与铂掺杂 L-缬氨酸手性聚合
膜发生作用袁 其中与 R-PRO作用的电流响应信
号更强袁即 Pt-PLV/GCE手性表面对 PRO对映异
构体有选择性识别作用遥
2.3 聚合圈数对实验的影响

研究了电聚合圈数对铂掺杂 L-缬氨酸手性
聚合膜性质的影响遥 图 5给出了聚合圈数与循环
伏安电流响应的关系袁随着聚合圈数的增加电流
信号响应逐渐减小袁在 8圈之后电流信号趋于稳
定袁这是因为聚 L-缬氨酸在玻碳电极表面会阻碍
电子的传输袁因此电流逐渐减小袁而 8圈时铂掺
杂 L-缬氨酸聚合膜的含量达到饱和遥 因此袁实验
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图 2 手性表面的电聚合过程
Fig.2 The polymerization process of chiral interface
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图 3 不同电极表面在 5.0伊10-3 mol/L的[Fe(CN)6]4-/3-

(pH = 7.0)中的循环伏安图院
a.裸玻碳电极, b. Pt-PLV/GCE

Fig.3 Cyclic voltammograms of the different electrodes in
5.0 mmol/L [Fe(CN)6]4-/3- (pH = 7.0): a. GCE, b. Pt-PLV/GCE

图 4 Pt-PLV/GCE在含有 5伊10-3 mol/L PRO的 0.1
mol/L PBS中的差分脉冲伏安图: a. S-PRO, b. R-PRO

Fig.4 DPVs of Pt-PLV/GCE in 0.1mol/L PBS containing
5 mmol/L S-PRO (a) and R-PRO (b)
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图 5 聚合圈数的优化图
Fig.5 Optimization image of polymerization circle number
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选择铂掺杂 L-缬氨酸的聚合圈数为 8圈遥
3 结论

实验在玻碳电极表面构建了铂掺杂 L-缬氨
酸手性聚合膜袁 用于与普萘洛尔对映异构体作
用遥 纳米铂的加入放大了信号袁L-缬氨酸作为手
性选择剂袁Pt-PLV/GCE 与 S-PRO 和 R-PRO 的
相互作用呈现不同的电流响应袁可以对普萘洛尔
对映异构体进行手性识别遥 该手性表面的构建简
单尧耗时少袁为以后手性氨基酸的聚合研究提供
一定理论支持遥
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0 引言

为了确保氯碱工业生产中的安全袁需要对卤
水进行精制袁其中包括去除其中的氨渊铵冤 [ 1 - 2 ]遥通
常方法是加入次氯酸钠溶液进行氧化 [ 3 - 4 ]袁然后
通过用亚硫酸钠除去过量的次氯酸钠遥 在除氨
渊铵冤的过程中袁需要检测卤水中氨渊铵冤的量袁以
判断除氨渊铵冤的效果遥 目前袁常见的氨含量测定
方法主要有纳氏试剂分光光度法[ 5 ]尧水杨酸分光
光度法 [ 6 ]尧蒸馏中和滴定法 [ 7 ]尧离子色谱法 [ 8 ]尧酶
法[ 9 ]尧荧光法[ 10 ]等遥 纳氏试剂分光光度法和水杨
酸分光光度法在用于卤水中氨的检测时袁加入显
色剂后会产生沉淀使溶液浑浊袁如果使用分光光
度法测定卤水中的氨袁 需要对卤水进行蒸馏处

理袁使操作步骤变得繁琐曰蒸馏中和滴定法需要
蒸馏袁耗时长袁测定的数据稳定性不好曰卤水中含
有大量的氯离子袁 会对离子色谱分析产生干扰曰
酶法和荧光法及其它方法大多数操作繁琐袁耗时
长袁难以实现快速检测遥 氨电极法[ 11 - 13 ]一般不需
对样品进行过多的前处理袁 具有线性范围宽尧操
作简便的优点袁且不受悬浮物尧浊度及色度的影
响袁是目前比较快速尧灵敏的测定方法遥 但能否够
用于高浓度卤水中氨的检测袁未见报道遥 该实验
研究袁采用氨电极袁构建了一种对江苏油田采输
卤处精制生产卤水中氨渊铵冤含量的快速分析方
法遥 调查了盐卤水环境下各个因素对测定结果的
影响袁包括温度尧pH值尧有机胺和响应时间等遥 实
验结果表明袁氨电极法对卤水中氨渊铵冤的测定简

盐卤水中的氨渊铵冤含量的电位法快速测定
陈敬平 1袁 代 囟 1袁 徐卫华 2袁 宫 维 圆袁 张为之 2袁 王赪胤 1*

渊1.扬州大学化学化工学院袁 江苏扬州 225002冤
(2.中国石油化工股份有限公司江苏石油勘探局采输卤管理处袁 江苏扬州 225009冤

摘 要院 采用氨电极袁构建了一种对江苏油田采输卤处精制卤水生产中氨渊铵冤含量的快速分析方法遥 研究
了盐卤水环境下各个因素对测定结果的影响袁包括温度尧pH值尧干扰离子尧有机胺尧响应时间和测定精密度遥
实验结果表明袁氨电极法对卤水中氨渊铵冤的测定简便尧快速袁检测灵敏度高袁精确度好遥
关键词院 卤水曰 氨电极曰 氨曰 铵

Rapid potentiometric determination of ammonia (ammonium) in
brine based on ammonia electrode

Chen Jing鄄ping1, Dai Xin1, Xu Wei鄄hua2, Gong Wei2, Zhang Wei鄄zhi2, Wang Cheng鄄yin1*

(1. College of chemistry and chemical Engineering, Yangzhou University, Yangzhou 225002, China)
(2. Bureau of brine extraction and transportation袁Jiangsu oilfield branch company, Sinopec, Yangzhou 225009,

China)
Abstract: An ammonia electrode was used to construct a kind of rapid analysis method for Determination of
ammonia/ammonium content in brine in order to control the quality of purified brine. Some effects on the testing in
brine by using the electrode were investigated, including testing temperature, time, pH value, interfering matters,
organic amines, and precision. The experimental results revealed the proposed analysis method had simple and
rapid, sensitive, precise and accurate advantages.
Key words: brine; ammonia electrode; ammonia; ammonium
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图 1 (a)不同 pH水溶液中 NH3和 NH4+的分布曲线渊理论计算冤袁(b)不同 pH水溶液和模拟盐卤水介质条件
下 1.0伊10-3 mol/L NH4+的电位响应

Fig.1 (a) Theoretical distribution curves of NH3 and NH4+ in aqueous solution, (b) Potential responses of 1.0伊10-3

mol/L NH4+ in aqueous solution and in brine with different pH values

便尧快速袁检测灵敏度高袁精确度好遥
1 实验部分

1.1 仪器与试剂

EL-104型电子天平渊梅特勒-托利多仪器上
海有限公司袁上海冤袁PHS-25型酸度计渊江苏江分
电分析仪器有限公司袁泰州冤袁85-1型磁力搅拌器
渊南京科尔仪器设备有限公司袁南京冤袁501型氨电
极渊江苏江分电分析仪器有限公司袁泰州冤袁数控
恒温水浴锅 (上海实验仪器厂袁上海)遥
氯化铵袁氯化钠袁氢氧化钠袁浓硫酸袁次氯酸

钠袁硝酸钠渊均为购置于国药集团化学试剂有限公
司袁A.R.冤曰 亚硝酸钠渊上海试剂三厂袁A.R.冤袁乙胺
渊上海试剂三厂袁C.P.冤曰卤水及精制卤水渊江苏石油
勘探局采输卤管理处淮安站提供袁浓度 297 g/L冤遥
1.2 氨电极的准备

按照生产厂家使用说明组装氨电极袁并与电
位显示装置连结遥 首先检测氨电极透气膜是否安
装妥当院向 50 mL去离子水中加入一滴饱和氢氧
化钠溶液袁若氨电极的读数高于 -50 mV袁说明透
气膜安装良好遥 然后将电极清洗至空白电位院盛
有去离子水约 50 mL的烧杯放在磁力搅拌器盘
上袁将电极浸没在去离子水中渊前端透气膜与去
离子水间不能有气泡袁 清洗期间可更换去离子
水冤遥当读数在 12 ~ 22 mV时袁可认为电极清洗达
到要求遥
1.3 卤水中氨含量的测定

采用浓度 297 g/L 的 NaCl溶液作为模拟卤

水溶液袁用其配制含 NH4Cl的标准溶液作为测试
液遥 准确移取待测卤水溶液 20.00 mL于小烧杯
中袁将氨电极接入酸度计上袁并将氨电极浸入待
测溶液袁采用温度校正袁磁力搅拌袁滴入 2~3 滴
1.0 mol/L NaOH溶液袁记录响应的电位值袁对同一
样品溶液至少平行测定三次袁取平均值遥
2 结果与讨论

2.1 实验条件的优化

2.1.1 pH值的影响
pH值是影响氨电极使用的一个主要因素遥

在酸碱平衡体系中袁 同时存在多种酸碱组分袁这
些组分的浓度袁随溶液中 H+浓度的变化而变化遥
溶液中某酸碱组分的平衡浓度占其总浓度的分

数袁为分布分数袁以 啄表示遥 NH4+尧NH3 的分布公
式分别为院

啄篆拽源+ 越 [H+]
Ka+[H+] 啄篆拽猿 越 K a

K a+[H+]
Ka为解离常数渊只与温度有关冤袁氨离子的解

离常数为 Ka=5.5伊10-10袁 由此公式可以计算出理
论上 NH4+尧NH3的分布曲线(如图 1a )遥 实验采用
适宜浓度的氯化铵溶液袁使用直接电位法袁通过
氨电极袁测定不同 pH值下的电位值袁得到盐卤水
溶液(297 g/L NaCl )中 NH3 含量随 pH 值的变化
关系(如图 1b )遥 在高浓度盐卤水中袁NH4+尧NH3的
分布曲线与纯水体系相比袁电位响应变化趋势一
致遥与水溶液介质相同袁当 pH值大于 11时袁卤水
介质中的氨渊铵冤主要以 NH3的形式存在袁占 99%
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测定时间

渊s冤
30
60
120
180
240
300

铵的浓度 c
(mol/L)

1.0伊10-2

电位值

渊V冤
-135
-150
-167
-169
-170
-170

铵的浓度 c
(mol/L)

1.0伊10-3

电位值

渊V冤
-76
-95

-117
-118
-120
-120

铵的浓度 c
(mol/L)

1.0伊10-4

电位值

渊V冤
-48
-63
-80
-82
-85
-85

以上遥因此袁氨电极用于卤水中氨渊铵冤的测定 pH
值应该大于 11遥
2.1.2 测试温度

氨电极是基于 pH玻璃电极为指示电极袁因
此随着温度的上升袁指示电极的电位值将随之变
化遥 根据能斯特方程袁对于溶液每 1 益的温度变
化袁将引起电位 0.1984 mV变化遥 氨电极的使用
温度为 5~45 益遥 实验中用恒温水浴控制反应的
温度袁使用氨电极检测不同温度下卤水环境下的
1.0伊10-3 mol/L NH4Cl标准溶液的电位值遥由表 1
可知袁温度每升高 2 益袁氨电极电位会有 0~1 mV
的变化遥 因此袁温度的变化会使电位值有变化袁所
以在使用氨电极测量时袁要确保环境温度稳定遥

2.1.3 响应时间

使用氨电极考察 1.0伊10-2尧1.0伊10-3尧1.0伊10-4

mol/L三组不同浓度氯化铵溶液的响应时间对响
应电位的影响遥 由表 2可知袁氨电极对于低浓度
氯化铵溶液需要略长的响应时间遥 这是因为氨穿

表 1 卤水介质中袁不同温度下 1.0伊10-3 mol/L
NH4Cl的卤水溶液的电位值

Tab.1 Potential values of the ammonia
electrode for 1.0伊10-3 mol/L solution under

different temperatures
温度/益
电位/mV

22
-120

24
-120

26
-121

28
-121

表 2 不同浓度铵溶液测定时间对响应电位的影响

Tab.2 Effect of testing time on response potential for different concentration solutions

透渗透膜并使电极内部氢离子浓度发生变化需

要一定的时间遥 该时间是随着试样中氨浓度升高
而减少的遥 因此袁在实际测量时要根据试样中氨
浓度来确定响应时间遥 该实验响应时间为 2~5
min即可遥
2.2 电极的使用注意事项

2.2.1 电极填充液及半渗透膜状态

在氨电极使用过程中袁电极填充液有可能因
蒸发或缓慢渗漏袁而使填充液体积减少曰或因使
用时间过长袁填充液浓度发生变化袁使电极性能
下降袁导致测量结果发生漂移遥 电极在使用过程
中因长期接触试样袁 渗透膜会被逐渐沾上污染
物袁 并且测量仪在测量过程中如果吸入空气袁就
会使渗透膜上的微孔堵塞袁致使氨气透过渗透膜
的速度降低袁造成电极响应时间变慢袁影响测量
精度遥 因此在实际使用过程中如果发现电极响应
时间变慢尧测量结果漂移或读数不稳定袁就需要
检查填充液和电极膜是否正常袁否则需要补充填
充液和更换电极膜渊购买电极都配备冤遥

2.2.2 电极的重现性与稳定性

用氨电极分别测定卤水介质中 6.0 伊10 -5尧
1.0伊10-3尧1.0伊10-2 mol/L的氯化铵溶液的电位值袁
每个浓度的氯化铵溶液测三次袁 取平均值遥 40 d
后袁用同一支氨电极再次进行测定袁测定结果如
表 3遥用同一支氨电极在 1.0伊10-4 mol/L的氯化铵
溶液中重复测试袁每次测三次袁取平均值袁平行测
定五次袁每次测量时间间隔约为半个小时遥 测定
结果如表 4遥由表 3尧4可知袁用同一支氨电极间隔
一个多月测量同一系列浓度的氯化铵溶液袁通过
两次电位值的对比袁可以看出氨电极的稳定性总
体上良好曰氨电极在连续平行测定 5次的电位值
变化很小袁说明稳定性较好遥 因此袁该氨电极可以
用于卤水中氨渊铵冤含量的检测袁且具有良好的重
现性及稳定性遥
2.3 干扰物质的影响

2.3.1 金属离子的干扰

通常情况下袁 溶液中离子态的部分金属离
子袁如 Ca2+尧Mg2+尧Na+尧Cl原尧K+等袁无法穿过氨电极
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图 2 卤水介质中氨电极电位值与铵浓度负对数的工
作曲线

Fig.2 Standard curve of the ammonia electrode for
determination of ammonia in brine

实验组数

电位值 (mV)
1

-88
2

-88
3

-87
4

-88
5

-88
的透气膜袁因此对氨电极无明显干扰遥 但是袁氨能
与许多金属离子形成配合物袁如铜尧镍尧钴尧镉及
锌离子袁可能导致测量数值偏低遥 但是当将测试
样的 pH大于 11后袁上述重金属离子在碱性溶液
中均形成氢氧沉淀而不影响测定遥
2.3.2 其他物质的干扰

原卤水中可能含有少量的有机胺尧 硝酸根尧
亚硝酸根袁 且卤水除氨过程中含过量的次氯酸
钠遥 通过实验在卤水介质中分别加入一定量的上

述物质袁记录了氨电极电位的变化渊表 5冤遥 从表 5
中可以看出袁EDTA尧尿素尧硝酸根尧亚硝酸根尧次
氯酸钠对氨电极无影响袁但是乙胺对氨电极有明
显影响遥 因为乙胺属于挥发性有机胺袁可穿过透
气膜袁 使氨电极内液 pH改变袁 从而使电位值改
变遥 在氨电极的使用中袁应注意可能存在的碱性
挥发性物质对实验的影响遥 氨电极的透气膜的材
料为聚四氟乙烯袁该材料性能稳定袁抗氧化性强袁
次氯酸钠溶液对其无影响遥

表 3 卤水中氨电极间隔 40 d后响应结果对比
Tab.3 Testing result comparison of the ammonia electrode in brine at different times

氯化铵浓度 (mol/L)
首次测定结果 (mV)

40 d后测定结果 (mV)

6.0伊10-5

-74
-76

1.0伊10-3

-118
-120

1.0伊10-2

-169
-167

表 4 卤水介质中氨电极对同一试样重复测定结果渊1.0伊10-4 mol/L的氯化铵溶液冤
Tab.4 Repetitive testing results of ammonia electrode in brine

干扰物

EDTA
乙胺

尿素

硝酸钠

亚硝酸钠

次氯酸钠

干扰物的浓度

渊mol/L冤

0.010

电位值渊mV冤
88

-333
88
88
88
88

干扰物的浓度

渊mol/L冤

0.030

电位值渊mV冤
87

-333
87
88
88
87

表 5 加入不同量干扰物质后氨电极电位值 (1.0伊10-4 mol/L的氯化铵溶液)
Tab.5 Corresponding potential values after interferents were added into, respectively

2.4 卤水中铵含量标准曲线

图 2为不同浓度的氯化铵溶液随氨电极电
位的变化关系曲线遥 当氯化铵的浓度在 1.0伊10-5

~ 1.0伊10-1 mol/L时袁氨电极电位与铵离子浓度的
负对数值呈线性关系袁氨电极电位与铵离子浓度
的关系式为院E(mV) 越41.69 log c (mol/L) -249.8袁r越
0.997遥铵离子浓度的检测下限为 1.0伊10-5 mol/L遥
采用标准加入试验袁获得该电极在卤水介质中对
铵离子的测定回收率为 97.1% ~ 105.3%遥
2.5 实际样品的测定

实际样品来自于中国石化集团江苏石油勘

探局采输卤管理处提供的精制卤水遥 按照上述实
验步骤及优化条件测定卤水中氨渊铵冤的结果见

1 2 3 4 5
-log c

-50

-100

-150

-200
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氨电极法渊mg/L冤
纳氏分光光度法渊mg/L冤

生产样品 1
1.70
1.71

生产样品 2
2.37
2.16

生产样品 3
2.29
1.94

表 6渊重复 7次实验结果的平均值冤遥 氨电极法对
三个样品的实验结果的相对平均偏差为 1.3%尧

1.2%尧 1.0%遥 样品也采用纳氏分光光度法进行测
试对比袁结果与氨电极法接近袁说明该氨电极法

表 6 实际精制卤水样品中氨渊铵冤的测试结果渊n = 7冤
Tab.6 Testing results of ammonia content in the real samples

可以快速准确测定卤水中氨渊铵冤的含量遥
3 结论

该研究使用氨电极法作为检测方法袁研究了
高浓度卤水中氨渊铵冤的测定影响因素遥 实验结
果表明氨电极在高浓度卤水环境下可以准确测

定其中的氨渊铵冤含量遥 该方法可适合于精制卤
水生产中氨渊铵冤的快速检测袁符合生产质量控
制要求遥
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0 引言

电化学免疫传感器具有高特异性尧 高灵敏
度尧精确测量尧操作简单尧分析快速尧便宜和仪器
小型化等优势袁是生物化学分析的研究热点遥 在
临床诊断袁医疗保健袁环境监测袁食品安全等领域
得到广泛应用[ 1 ]遥 修饰材料的选择及其固载方法
是成功制备免疫传感器的关键[ 2 ]遥
纳米二氧化硅渊SiO2冤粒径小袁具有三维网状

结构遥 它比表面积大尧表面吸附力强尧表面含有丰

富的羟基[ 3 ] 遥 并具有生理惰性袁能保证生物分子
的活性[ 4 ]遥因此袁在免疫感器领域被广泛应用遥有
研究将金属纳米材料与其它纳米材料制备成纳

米复合物袁用于免疫传感器的研究遥 使得免疫传
感器峰电流信号增强袁稳定性提高[ 5 ]遥 硫堇渊Thi冤
分子中含有两个氨基袁带正电袁是良好的电子媒
介体袁可作氧化还原探针遥 同时袁在酸性条件下袁
Thi单体分子可以聚合形成多孔高聚复合膜袁这
种多孔高聚硫堇复合膜的稳定性好袁 比表面积
大袁是优良的固定基质遥 可将其用于增强抗体的

基于二氧化硅-壳聚糖纳米复合物构建免疫传感器的
研究

朱宇萍*, 许 琼

渊内江师范学院化学化工学院袁 四川内江 641112冤

摘 要院 首先制备二氧化硅渊SiO2冤-壳聚糖渊chitosan袁Cs冤纳米复合物遥 将其修饰在玻碳电极表面袁利用纳米
SiO2高的表面能和多孔结构吸附电子媒介体硫堇(Thi)遥 通过 Thi中的氨基吸附纳米金(nano-Au)袁从而固载
甲胎蛋白抗体(anti-AFP)袁并用牛血清白蛋白(BSA)封闭非特异性吸附位点袁成功制得一种新型的甲胎蛋白免
疫传感器遥 在最优实验条件下袁该免疫传感器在检测范围院0.01~1.0 ng/mL和 5~200 ng/mL内呈现良好线性
关系袁检测下限为 0.003 ng/mL遥 结果表明袁该免疫传感器灵敏度高袁制备方法简易遥
关键词院 免疫传感器曰 甲胎蛋白曰 二氧化硅曰 壳聚糖曰 纳米复合物

An immunosensor based on silica - chitosan nano composites

Zhu Yu鄄ping*, Xu Qiong
(College of Chemistry and Chemical Engineering袁Neijiang Normal University袁Neijiang 641112袁China)

Abstract: First, the preparation of silica -chitosan nano composites. Then modify the surface of glassy carbon
electrode, using nano silicon dioxide high porous structure and surface energy of adsorption electronic media body
thionine. Through thionine amino adsorption of nanometer gold, which immobilized AFP antibody , using bovine
serum albumin closed nonspecific adsorption sites, successfully obtained a new kind of AFP immune sensor. Under
the optimal experimental conditions, the immune sensor detection range in 0.01 ~ 1.0 ng/mL and 5~200 ng/mL show
good linear relations, detecting limit was 0.003 ng/mL. Results show that the sensor sensitivity, simple preparation
method.
运ey words: immunosensor; 粤云孕曰 SiO2; chitosan; nano composite
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图 1 免疫传感器的制备过程
Fig.1 Immune sensor preparation process

化 学 传 感 器 35卷60
吸附量袁 提高免疫传感器的灵敏度[ 6 ]遥 壳聚糖

渊Chitosan;Cs冤是甲壳素渊Chitin冤脱去其中一部分
乙酰基后的产物袁具有优异成膜性尧透气性尧吸附
性和渗透性袁作为一种良好的成膜材料在传感器
研究领域被广泛应用[ 7 ]遥 金属纳米颗粒则具有高
的催化性尧选择性[ 8 ]尧生物相容性好尧吸附性强[ 6 ]

等特点袁广泛应用于免疫传感器的研究遥 纳米金
是典型的金属纳米材料遥 实验首先制备纳米
SiO2袁并将它与 Cs制备成纳米复合物遥 再将其修
饰在玻碳渊GCE冤电极表面遥然后利用纳米 SiO2高
的表面能和多孔结构[ 9 ]袁以及所含羟基与氨基反
应袁吸附电子媒介体 Thi[ 6 ]遥 Thi带有双功能团袁带
正电袁可吸附带负电的纳米金颗粒袁从而吸附甲
胎蛋白抗体蛋白质渊anti-AFP冤遥 该制备方法操作
简便袁成功率高遥 制备的甲胎蛋白免疫传感器灵
敏度高袁选择性强遥
1 实验部分

1.1 仪器与试剂

CHI660C电化学工作站 渊上海辰华仪器公
司 冤袁BRANSONIC200 超 声 清 洗 仪 渊 德 国
BRANSONUL -TRASCHALL 公司 冤袁FA2004A 电
子天平 渊上海精天电子仪器有限公司冤袁TL-5.0W
台式离心机渊上海市离心机械研究所有限公司冤遥
氨水渊体积分数 25%冤袁无水乙醇袁正硅酸乙

酯渊TEOS冤袁氯金酸渊武汉兴众诚股份有限公司冤袁
柠檬酸三钠渊成都科龙化工试剂厂冤袁磷酸二氢钠袁
磷酸氢二钠袁氯化钾袁硫堇渊青岛正业试剂仪器有
限公司冤袁以上试剂如未加说明袁均为分析纯遥壳聚
糖袁甲胎蛋白诊断试剂盒渊郑州博赛生物技术股份
有限公司冤袁牛血清白蛋白(BSA)袁去离子水遥

1.2 纳米金的制备

将 0.0300 g 氯金酸溶于 100 mL 去离子水
中袁加热至沸腾袁搅拌下滴加 1%(w)的柠檬酸钠溶
液 2 mL渊先滴加 6滴袁搅拌袁沸腾 2 min后继续滴
加剩余溶液冤遥持续沸腾 15 min后袁停止加热遥继
续搅拌至室温袁得到玫红色纳米金溶胶[ 10 ]遥
1.3 纳米二氧化硅的制备

将 12 mL体积分数为 25%的氨水和 100 mL
无水乙醇混合遥在 35 益袁超声条件下袁以 0.4 mL/min
的速度滴入 6 mL TEOS袁 滴加完后再超声 5 min
即得粒径均一的纳米二氧化硅纳米粒子[ 11 ]遥
以 10000 r/min进行高速离心 10 min袁倒掉上

清液袁用去离子水洗涤至亚中性袁最后用去离子
水定容至刚开始体积袁保存待用遥
1.4 二氧化硅-壳聚糖纳米复合物的制备
将 0.0100 g Cs溶于 5 mL醋酸中袁 室温搅拌

至溶解遥 用 NaOH溶液调节 pH在 4.0~5.0遥 将已
制备好的纳米 SiO2溶液 5 mL袁加入其中袁搅拌 8
h袁即得 SiO2-Cs纳米复合物遥
1.5 免疫传感器制备过程

玻碳电极 渊GCE袁椎越4 mm冤 经 0.3 滋m袁0.05
滋m的 Al2O3糊抛光后用蒸馏水冲洗干净遥再依次
用去离子水袁无水乙醇袁去离子水分别超声 5 min
后取出袁室温下晾干备用遥取制备好的 SiO2-Cs纳
米复合物 10 滋L袁 用微量取样器滴加在处理过的
电极表面遥 室温下自然晾干后袁向该修饰电极表
面滴加 10 滋L Thi袁室温下晾干遥 将上述电极表面
滴涂 20 滋L nano-Au溶胶袁室温下晾干遥 最后袁将
其侵泡在 anti-AFP溶液中 6 h后取出袁用 BSA封
闭 30 min袁最后用去离子水洗涤晾干遥 在 4 益条
件下保存备用遥 修饰电极制备过程如图 1遥



图 3 免疫电极在不同扫速下的循环伏安图
Fig.3 Cyclic voltammograms of the immunoelectrode at different scan rate
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图 2 修饰电极制备过程的循环伏安图
Fig.2 Cyclic voltammograms of the immunoelectrode

preparation paocess
(a)GCE;(b)SiO2-Cs/GCE;(c)Thi/SiO2-Cs/GCE;(d)nano-Au/
Thi/SiO2-Cs/GCE;(e)anti-AFP/nano-Au/Thi/SiO2-Cs/GCE;
(f)BSA/anti-AFP/nano-Au/Thi/SiO2-Cs/GCE;(g)AFP/BSA/

anti-AFP/nano-Au/Thi/SiO2-Cs/GCE
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1.6 检测方法

用循环伏安法渊Cyclic Voltammetry袁CV冤对免
疫传感器不同过程进行扫描遥 工作采用三电极体
系袁 其中修饰电极为工作电极袁 甘汞电极为参
比电极袁 铂电极为对电极遥 实验时以 0.1 mol/L
渊pH6.0冤磷酸缓冲液渊 PBS冤作为测试底液袁在-0.4
V ~ 0.2 V电压范围内扫描袁扫描速度为 50 mV/s遥
不另加说明袁温度均为 25 益遥
2 实验结果与讨论

2.1 电极在不同修饰过程的电化学表征

利用电化学工作站渊CHI660C冤中 CV技术对
电极在不同修饰过程中进行表征袁见图 2遥图 2中
曲线 a为裸(GCE)电极遥 由于玻碳电极不导电袁测
试底液中无电活性物质袁此时没有出现氧化还原
峰[ 12 ]遥 曲线 b为电极表面修饰了 SiO2-Cs纳米复
合物的 CV图遥SiO2-Cs纳米复合物不利于电子传
输袁因此也没有出现氧化还原峰遥 曲线 c为修饰
了 Thi 之后的 CV 图遥 从图中明显可见袁 电压
在-0.2 V~-0.1 V范围内出现了一对准可逆的氧
化还原峰袁此峰为 Thi特征峰[ 7 ]袁因为 Thi是一种
良好的电子媒介体遥 同时也表明 Thi成功修饰在
电极表面遥 曲线 d为修饰了 nano-Au之后的 CV
图遥由图可见袁氧化还原峰峰电流值明显增大遥这
是由于 nano-Au能促进电子传输袁使得峰电流值

增大 [ 12 ]曰曲线 e尧f尧g 分别为浸泡 anti-AFP尧BSA袁
孵育 20 ng/mL AFP之后的 CV图遥 可以看出氧化
还原峰值逐渐减小遥 这是由于 anti-AFP尧BSA尧
AFP均为蛋白质大分子袁会阻碍电子传输袁使得
峰电流值下降[ 13 ]遥
图 3为免疫传感器在 0.1 mol/L 渊pH= 6.0冤的

PBS中袁 扫速分别为 50尧100尧150尧200尧250尧300尧
350尧400 mV/s渊从内到外冤下的 CV图遥由图可见袁
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图 4 免疫电极在不同 pH值下的循环伏安图
Fig.4 Cyclic voltammograms of the immunoelectrode in different pH

图 5 免疫传感器在不同孵育时间下的 CV
Fig.5 Cyclic voltammograms of the immunoelectrode in different incubation time

随着扫速的增大袁氧化还原峰值不断增加遥在 50~
400 mV/s扫速范围内氧化还原峰电流值与扫速
均呈良好线性关系渊见插图冤袁相关系数分别为院
0.9996和 0.9991袁说明电极氧化还原受表面吸附
的影响[ 6 ]遥
2.2 实验条件的优化

2.2.1 测试底液酸度的选择

测试底液的 pH将影响抗体尧抗原的活性袁同

时还会影响抗原抗体特异性结合遥 试验用 CV扫
描了测试底液 PBS的 pH在 4.0~8.0范围内袁免
疫传感器的响应性能遥 图 4为免疫传感器在不同
pH值下扫描的 CV遥 由图可得袁 随着 pH逐渐增
大袁氧化还原峰电流值逐渐减小遥 并且袁pH值达
到 6以后袁电流值趋于平稳遥 同时袁氧化峰尧还原
峰电位随着 pH的增大负移遥 说明 H+浓度大有利
于电子媒介体 Thi发生氧化还原反应[ 14 ]遥 但酸度
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太大会影响生物分子的活性遥 因此袁实验选择 pH
为 6.0遥
2.2.2 孵育时间的选择

免疫反应受孵育时间的影响遥 在实验中袁将

已制备好的修饰电极放入 20 ng/mL AFP抗原溶
液中孵育袁 依次测定孵育时间分别为 1尧3尧5尧7尧
10尧12尧15尧20 min CV图遥 图 5插图即为孵育不同
时间后所测循环伏安图袁 可看出随着时间的增
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图 6 免疫传感器在不同温度下的循环伏安图
Fig.6 Cyclic voltammograms of the immunoelectrode in different temperature
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长袁氧化峰电流值逐渐减小袁峰电流值变化较大遥
但在 12 min以后袁峰电流变化较小袁说明此时免
疫反应达到平衡袁抗体吸附抗原达到饱和[ 15 ]遥 故
选择 12 min为最佳孵育时间遥
2.2.3 孵育温度的选择

抗体袁抗原的活性同样也受温度的影响遥 实
验中固定抗原浓度为 20 ng/mL袁 测试底液 pH=

6.0袁孵育时间 12 min袁改变孵育温度袁用 CV 扫
描遥 从图 6中可见袁在一定温度范围内随着温度
的升高袁氧化峰值减小遥 说明在适宜温度范围内袁
温度越高越有利于吸附抗原遥 但当温度达到 35
益后袁峰电流值基本不变袁说明此时免疫反应达
到平衡[ 10 ]遥考虑温度过高袁会影响蛋白质活性袁选
择室温 25 益作为反应条件遥
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2.3 免疫传感器的性能

2.3.1 免疫传感器的检测范围和检出限

在最优实验条件下袁测试免疫传感器检测范
围和检出限遥 配制成不同浓度的抗原溶液渊0.01~
200 ng/mL冤袁由低浓度到高浓度袁将免疫传感器依
次孵育不同浓度抗原 12 min后袁 取出用 CV 表
征遥 图 7插图即为在不同浓度抗原中孵育后的
CV图袁随着浓度的增大袁氧化还原峰降低遥 同
时袁 从图 7可知 AFP抗原浓度分别在 0.01~1.0
ng/mL和 5~200 ng/mL范围内袁 峰电流与抗原浓
度成良好线性关系遥线性方程分别为院Current =
-1.51082 c + 6.94359 和 Current = -0.00639 c +
5.44035袁相关系数分别为 0.9901和 0.9712袁检出
下限为 0.003 ng/mL遥 说明该传感器检测范围宽袁
灵敏度高遥 主要是 Thi和 nano-Au的协同作用袁
促进了电子传输遥

2.3.2 免疫传感器的选择性和抗干扰性

为了检测免疫传感器的选择性和抗干扰性袁
实验将免疫传感器分别置于只含 AFP抗原 100
ng/mL溶液与含有 BSA尧赖氨酸尧谷氨酸和抗坏血
酸等干扰蛋白质的 100 ng/mL AFP抗原溶液中浸
泡 12 min后袁取出依次用 CV表征遥 从图 8中可
以看出两次扫描峰电流值相差很小袁说明该免疫
电极具有良好的选择性和抗干扰性遥
3 结论

实验用 SiO2-Cs纳米复合物尧Thi共同修饰电
极构建了检测范围广袁灵敏度高袁抗干扰性强的
AFP免疫传感器遥 与其他传统固载方法相比袁该
方法具有如下优点院渊1冤 纳米 SiO2具有的三维网
状结构袁增加了抗体吸附量曰渊2冤Thi的引入袁简化
了实验步骤袁提高了免疫传感器的灵敏度曰渊3冤利



图 8 (a)加有干扰物的循环伏安图 (b)只有 AFP抗原
的循环伏安图

Fig.8 (a) Cyclic voltammograms of the immunoelectrode
have other protein molecules.(b) Cyclic voltammograms of

the immunoelectrode only have AFP

图 7 不同浓度抗原下循环伏安图
Fig.7 Cyclic voltammograms of the immunoelectrode in different AFP concentration

浓度院0.01袁0.05袁0.1袁0.5,1,5,10,20,50袁80,100,120,150,200 ng/mL
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用 Cs尧Thi和 nano-Au及抗体蛋白质之间的静电
吸附袁提高了实验成功率袁同时也增加了抗体吸
附量遥 该传感器的制备过程中可操作性强袁同时
该传感器也可应用于其他免疫体系的检测袁在临
床医学方面有潜在应用价值遥
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DNA 甲基化是指 DNA 在甲基转移酶
渊DNMTs冤 作用下袁 催化底物 S-腺苷甲硫氨酸
渊SAM冤袁转移一个甲基至胞嘧啶的 C5位置袁生成
5-甲基胞嘧啶渊5-mC冤的过程遥 作为重要的表观
遗传修饰方式之一袁DNA甲基化与胚胎发育尧染
色体结构尧基因印记等密切相关遥 异常甲基化修
饰通常与人类各种疾病紧密联系袁成为众多疾病
的生物标记遥 深入研究 DNA甲基化修饰形成及
控制机制在疾病诊断尧药物筛选尧细胞重编程尧全
能细胞研究等方面具有重要意义遥

DNA甲基化是一个可逆过程袁其去甲基化机
制目前还没有被完全了解遥 实现 DNA甲基化修
饰及控制的核心研究内容之一为对甲基化修饰

过程中相关酶功能的研究遥 2014年袁美国科学院
院士袁 加州理工学院 Jacqueline K. Barton教授课
题组袁 在美国科学院院刊 渊Proc. Natl. Acad. Sci.,
USA冤 上报道了一种独特的多路复用电化学检测
系统袁 测定人类结肠肿瘤活性组织 DNMT1酶活
性[ 1 ]遥该电化学检测平台包括两个电极阵列袁每个
阵列有 15个电极袁其中袁被固定在底部电极阵列
的 DNA双链通过顶部电极中亚甲基蓝的电催化
反应得到检测遥 该方法采用甲基化敏感性限制性
内切酶将 DNA甲基化状态转化为一种电信号遥
当甲基转移酶存在时袁 电极上半甲基化的 DNA
双链会被彻底甲基化袁没有甲基转移酶存在的情
况下袁半甲基化的 DNA双链无法进一步甲基化遥
因此袁在加入甲基化限制性内切酶时袁完全甲基
化的电化学信号仍保持不变袁而半甲基化状态
的 DNA双链将会被限制性内切酶剪切袁使得电
信号显著下降遥
该双电极传感平台能够有效区分结肠肿瘤

组织和邻近的健康组织袁表现出较好的临床诊断

应用前景遥 此外袁该方法应用了免标记电化学检
测技术袁较好地克服了常规技术的局限性袁并可
结合其他限制性内切酶袁 进一步拓展到 DNA甲
基化修饰的其他衍生物的检测遥 如结合近期美国
哈佛大学医学院 Yi Zhang 教授课题组提出的
DNA主动去甲基化的可能过程 [ 2 ]袁对 DNA主动
去甲基化途径中各种酶功能及活性的研究袁加深
对甲基化形成机制方面的理解遥

参考文献
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DNA甲基化转移酶活性的免标记电化学研究
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渊a冤多复通路电化学检测平台检测 DNA甲基转移酶活
性的原理图遥 渊b冤多复通路电化学检测平台示意图遥

渊c冤5-甲基胞嘧啶主动去甲基化过程
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叶化学传感器曳征稿启事
叶化学传感器曳是经国家科委批准袁由中国仪器仪表学会主办的专业科技刊物遥 员怨愿员年创刊袁国内外公开发行袁国内

统一刊号 悦晕猿圆原员源园远 辕 栽孕袁国际标准刊号 陨杂杂晕员园园愿原圆圆怨愿袁本刊的主要任务是交流有关化学传感器的研制尧理论研究尧在
各个领域的应用尧仪器及与微机联用技术等方面的学术论文袁促进化学传感器在各生产科技部门的普及与推广应用遥 是
冶金尧地质尧卫生防疫尧环境保护尧食品检验尧生理医学尧化工尧 农业尧 国防尧科研尧大专院校等一切从事化学分析尧工业过程
控制与自动检测的科技工作者的理想工具袁得力助手遥
员 征稿内容

葬援化学及生物传感器进展评述曰遭援化学传感技术基础理论曰糟援新型敏感材料曰凿援新型化学传感器研究穴离子敏尧气敏尧光
敏尧生物敏尧温敏尧热敏尧电化学压电晶体及表面声波尧基于微生物技术的薄膜及厚膜传感器等雪曰藻援化学传感器在各领域的
新应用曰枣援敏感器件制造技术曰早援传感器的信号处理曰澡援化学传感器的产业化曰蚤援化学传感器测量仪与自动控制系统遥
圆投稿须知穴为使来稿格式符合国家科技期刊格式标准袁特向广大作者提出相关要求袁请务必配合雪

圆援员 来稿一律用电子邮件穴附件雪发送到 糟澡曾躁援躁赠岳163援糟om穴同时抄送至 sensor岳jiangfen援糟燥皂.cn雪遥 稿件以文本穴元援栽载栽雪
或宰韵砸阅穴元援阅韵悦雪格式存贮发送袁邮件中附上作者的详细联系方式和通讯地址遥 来稿不退袁请作者自留底稿遥

圆援圆 请勿一稿两投遥 编辑部收稿后袁员园天内发出收稿通知遥 来稿审阅一般需 圆个月时间袁猿个月以上未收到本部的
处理意见者袁作者可自行改投他刊遥

圆援猿 计量单位一律采用国家法定计量单位遥 各种符号应符合国家标准穴所有的字母和符号必须分清大小写尧正斜
体尧上下角雪遥

圆援源 本刊不发表涉及保密的稿件袁涉及者应有单位证明遥 作者对来稿文责自负遥
圆援缘 稿件要求论点明确尧内容充实尧条理清楚尧术语准确尧文字精练尧数据可靠尧文字尧标点使用规范遥 论文应以第三

人称写出熏文中不应出现野本文尧我们尧作者冶之类的词语遥
圆援远 稿中作者不止一位时袁请确定一位联系人 渊姓名右上角加元号冤袁 注明地址尧邮政编码尧电话及 耘原皂葬蚤造地址遥
圆援苑 基金项目指文章产出的资助背景袁项目名称应按国家有关部门规定的正式名称填写曰多项基金项目应依次列

出袁中间用野曰冶隔开袁每个项目后给出编号袁用渊冤括起遥 写在论文首页下方遥
圆援愿 中文题名不应超过 圆园个汉字遥 并应译成相对应的英文题名袁英文题名仅仅第一单词的第一字母大写遥
圆援怨 中国作者的英译名用汉语拼音袁姓氏首字母大写曰名字首字母大写袁双名中间加野原冶遥 不同工作单位的袁在姓名

的右上角加注阿拉伯数字序号袁中间用野袁冶隔开遥 所有作者的工作单位袁均应包括单位名称渊院校给到系冤袁所在省尧市名及
邮政编码遥 多作者的工作单位名称之前加与作者姓名序号相同的数字袁工作单位的英译文给出全称袁不能用缩写词渊系名
除外冤遥 还应在邮政编码之后加野袁悦澡蚤灶葬冶遥

圆援员园 中文摘要为 圆园园耀猿园园字遥 摘要的内容应包括目的尧方法尧结果和结论曰综述文章可写指示性摘要遥 英文摘要应
与中文相对应遥 中文摘要前加野摘要院冶曰英文摘要前加野粤遭泽贼则葬糟贼院冶遥

圆援员员 关键词院猿耀愿个关键词袁中间用野曰冶隔开遥中尧英文关键词应一一对应遥中文前冠以野关键词院冶袁英文前冠以野运藻赠
憎燥则凿泽院冶遥

圆援员圆 文章中的图表及公式

圆援员圆援员 每篇文章的图表一定要有图序尧图题尧表序尧表题袁并要有对应的英译文穴图释或说明语只标出中文并排在图
题之上雪遥

圆援员圆援圆 坐标图四周加方框袁纵坐标的标值线在左竖线框内袁横坐标在下横线框内遥 方框的左侧和下侧分别标出该
坐标的物理量名称尧符号和单位遥 表格用三线表渊只有三条横线袁没有竖线冤遥

圆援员圆援猿 公式中的符号第一次出现时袁应加注表示的物理意义渊物理量符号在式中尧图表中尧正文中均使用斜体冤曰并
应加注单位穴单位用正体标出雪遥

圆援员猿 参考文献

圆援员猿援员 作者袁三名以内的袁全部列出曰超过三名时袁只列出三名袁中间皆用逗号分开袁后面加野等援冶遥
圆援员猿援圆 非正式出版物不宜列入参考文献遥 野论文集冶无出版地袁出版者袁不可作为参考文献遥
圆援员猿援猿 参考文献中的作者袁应姓在前袁名在后袁姓后不加逗号袁缩写字不加缩写点遥
圆援员猿援源 参考文献在正文中标出引用位置遥 用方括号标在引用词语末的右上方遥
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文献类型标识

专著

酝
论文集
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报纸文章
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期刊文章

允
学位论文

阅
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砸
标准
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电子参考文献类型

电子文献类型标识
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计算机程序

悦孕
电子公告

耘月

圆援员猿援缘 参考文献类型及其标识院
圆援员猿援缘援员 参考文献类型及其标识院

圆援员猿援缘援圆 对于专著尧 论文集中的析出文献袁其文献类型标识采用单字母野粤冶曰对于其他未说明的文献类型袁采用单
字母野在冶遥

圆援员猿援缘援猿 对于数据库 穴凿葬贼葬遭葬泽藻雪尧计算机程序 穴糟燥皂责怎贼藻则 责则燥早则葬皂雪及电子公告 穴藻造藻糟贼则燥灶蚤糟 遭怎造造藻贼蚤灶 遭燥葬则凿雪等电子文献类
型的参考文献袁以下列双字母作为标识院

圆援员猿援缘援源 电子文献的载体类型及其标识

对于非纸张型载体的电子文献袁当被引用为参考文献时需在参考文献类型标识中同时标明其载体类型遥 请采用双
字母表示电子文献载体类型院磁带 穴皂葬早灶藻贼蚤糟 贼葬责藻雪要要要酝栽熏磁盘 穴凿蚤泽噪雪要要要阅运袁光盘 穴悦阅原砸韵酝雪要要要悦阅袁联机网络 穴燥灶造蚤灶藻雪
要要要韵蕴袁并以下列格式表示包括了文献载体类型的参考文献类型标识院

眼文献类型标识 辕载体类型标识演
如院 眼阅月 辕 韵蕴演要要要联机网上数据库穴凿葬贼葬遭葬泽藻 燥灶造蚤灶藻雪

眼阅月 辕 酝栽演要要要磁带数据库穴凿葬贼葬遭葬泽藻 燥灶 皂葬早灶藻贼蚤糟 贼葬责藻雪
眼酝 辕悦阅演要要要光盘图书穴皂燥灶燥早则葬责澡 燥灶 悦阅原砸韵酝雪
眼允 辕 韵蕴演要要要网上期刊穴泽藻则蚤葬造 燥灶造蚤灶藻雪
眼耘月 辕 韵蕴演要要要网上电子公告穴藻造藻糟贼则燥灶蚤糟 遭怎造造藻贼蚤灶 遭燥葬则凿 燥灶造蚤灶藻雪

圆援员猿援远 文后参考文献编排格式院渊格式中的符号袁必须严格使用括号中的符号冤
葬援 专著尧论文集尧学位论文尧报告
眼序号演 作者名渊援冤 文献题名 邀专著渊眼酝演冤曰 论文集渊眼悦演冤妖 渊援冤 出版地渊院冤出版者渊袁冤出版年渊援冤起止页码渊援冤
眼序号演 作者名渊援冤 文献题名邀学位论文渊眼阅演冤曰报告渊眼砸演冤妖渊援冤收藏地渊院冤收藏者渊袁冤出版年渊援冤起止页码渊援冤
遭援 期刊文章
眼序号演 作者名渊援冤文章名渊眼允演援冤期刊名渊袁冤年渊袁冤卷渊期冤渊院冤起止页码渊援冤
糟援 论文集中析出的文献
眼序号演 析出文章作者渊援冤析出文章名渊眼粤演援冤原主要责任者渊任选冤渊援冤原文献题名渊眼悦演援冤出版地渊院冤出版者渊袁冤出版年渊援冤析

出文献起止页码渊援冤
凿援 报纸文章
眼序号演 作者名渊援冤文章名渊眼晕演援冤报纸名渊袁冤出版日期渊版次冤渊援冤
藻援 国际尧国家标准
眼序号演 标准编号渊袁冤标准名称渊眼杂演援冤
枣援 专利
眼序号演 专利所有者渊援冤专利题名渊眼孕演援冤专利国别渊院冤专利号渊袁冤出版日期渊援冤
早援 电子文献
眼序号演 作者名渊援冤电子文献题名眼电子文献及载体类型标识演渊援冤电子文献的出处或可获得的地址渊袁冤发表或更新日期 辕

引用日期渊任选冤渊援冤

本刊地址院江苏省泰州市姜堰区姜堰大道 远远号 邮政编码院圆圆缘缘园园
电话院园缘圆猿原愿愿愿员怨苑园远 传 真院园缘圆猿原愿愿愿员怨苑远愿
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sensor岳jiangfen援糟om.cn
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