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摘要!铀在核能发展中扮演着十分重要的角色&铀污染的防治是一个必须解决的问题&因此对铀酰离子

#

KX

#[

#

%的检测方法研究&成为了人们关注的热点(

_(;

酶具有高度的特异性识别能力&是一种理想的生物

探针(本文简要介绍了
_(;

酶的结构特征&概述了近期发展的基于
_(;

酶的
KX

#[

#

传感方法&包括比色

法)荧光法)表面增强拉曼光谱法)共振光散射法和电化学法等&主要介绍了杂交链反应和目标催化发卡组装

两种无酶放大技术(

_(;

酶的使用使得传感器对
KX

#[

#

的检测能力基本上在纳摩尔量级&展现出很高的灵

敏度&结合生物无酶放大技术后&传感器的性能得到数量级的提高(在未来传感技术简单)快速)灵敏和便携

的趋势下&基于
_(;

酶的传感器具有非常广阔的应用前景(
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铀是一种重要的核原料&被广泛用于核能)核

电等领域&但在核燃料循环与乏燃料的后处理过

程中&铀会不可避免地流入环境当中&引起地下水

的污染+

)

,

(铀在水溶液中主要以铀酰离子#

KX

#[

#

%

存在&铀的生物利用率很高&当人们暴露在较高的

放射性铀环境中时&会给人的健康带来不良影

响+

#

,

(在核能发展过程中&铀污染的防治和控制

是一个必须解决的问题&而环境中
KX

#[

#

浓度的

检测与分析是防治铀污染的重要前提(因此对

KX

#[

#

的检测方法研究&成为了人们关注的热点(

目前&国际上对铀元素的检测主要以传统的检测

方法为主&包括
^

射线荧光光谱+

@

,

)电感耦合等

离子体原子发射光谱+

!

,

)高效液相色谱+

H

,和质

谱+

E

,

(这些基于仪器的方法虽然灵敏度高和选择

性好&但是一般分析成本高)需要昂贵的仪器)较

复杂的前处理操作和不利于突发事件现场实时检

测(因此开发一种简单)方便的铀分析方法的需

求十分迫切+

>

,

(近年来&随着各种检测技术的快

速发展&很多新的检测技术被用于铀元素的检测&

包括电化学法+

*?A

,

)荧光法+

)"?))

,以及表面增强拉曼

光谱法+

)#?)H

,等(这些方法操作简便)快速)成本较

低&但是抗干扰能力较差&灵敏度和稳定性有待提

高&可以用作传统检测技术的补充&作为快速筛查

的实时检测技术(

G5,

等+

)E

,报道了一种特异性的
KX

#[

#

?_(;

酶&该
_(;

酶对铀酰离子的选择性和识别绑定

能力极高+

)>?)*

,

(

_(;

酶与其他检测技术具有很

好的兼容性&作为一种特定的识别物&将
_(;

酶与各种信号转换策略结合可发展成各式各样

的
KX

#[

#

传感器&如共振光散射法+

)A

,

)比色法+

#"

,

和荧光法+

#)

,等(在未来传感技术简单化)便携

化和高灵敏的趋势下&基于
_(;

酶的传感技术

展现出很强的潜能(本文概述了近年来以
_(;

酶为基础发展起来的铀酰离子传感器的研究

进展(

?

!

CD+

酶

_(;

酶#

_(;Q

:

72

%是指具有催化功能的

_(;

片段&其本质上属于
_(;

分子(

_(;

酶

的发现突破了酶是蛋白质的传统观念&是人类对

酶本质认识的飞跃+

##?#@

,

(

_(;

酶一般可通过体

外筛选或指数富集配基系统进化技术#
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%得到(

图
)

!

KX

#[

#

?_(;

酶的二级结构及序列+
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酶的结构与作用机理

_(;

酶在结构上具有蛋白酶的一般特性&包

括了结合部位和催化部位(下面以
KX

#[

#

?_(;

酶为例&讲述
_(;

酶的结构特征#图
)

+

)E

,

%(

_(;

酶由酶链和底物链两条
_(;

链通过碱基

互补配对原则构成二级结构(

_(;

酶链一般由

左右两个侧链和一个环链两部分组成&左右两个

侧链是底物识别和结合的部位&而环链为整个

_(;

酶的催化核心部位(

_(;

酶单独存在时&

几乎没有催化活性&只有在与相应的特异性辅助

因子共存时&才表现出催化活性&如核苷酸)蛋白

质)金属离子和小分子等(如有辅助因子
KX

#[

#

存在时&

KX

#[

#

与酶链的中心环状部位结合&促使酶

链对底物链的
-;

位置剪切&

-;

不稳定而水解&使得

底物链变成两条短链&从酶链上脱落下来+

)>

&

#!

,

(正

因如此&

_(;

酶作为一个理想的识别元素&广泛用

"A

核化学与放射化学
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于一系列金属离子的传感&包括"

OW

#[

)

R,

#[

)

`

D

#[

)

R3

#[

)

P

D

#[等多种金属离子+

#H?#*

,

(

?A@

!

CD+

酶的特点

_(;

酶作为一种理想生物探针具有以下特

点(#

)

%序列容易确定(相比于蛋白酶&

_(;

酶

为简单的
_(;

序列&分子量小&且序列的确定不

需要依赖于动物细胞&直接可以通过体外筛选或

者
\BGB̂

技术得到&准确度高(除了二价金属

离子
_(;

酶&近期三价镧系离子的
_(;

酶也已

经筛选出来+

#A

,

(#

#

%容易合成)成本低廉(

_(;

酶的序列一旦确定&就可以通过化学方法合成&成

本非常低廉&批间误差几乎为零(#

@

%稳定性好(

_(;

酶经过多次变性复性过程之后&仍然具有很

强的活性&能够在非常苛刻的实验条件下使用(

#

!

%容易修饰和集成(

_(;

酶的两端可以随意

进行各种生物和化学修饰&因此可以作为传感器

件的一个小单元与各种各样的载体单元)信号放

大策略)信号响应技术等集成&构成了丰富多彩的

传感器(所以&

_(;

酶的开发及应用已经引起越

来越多研究人员的关注&成为生物医学)分析化

学)分子生物学研究的热门课题之一+

@"?@)

,

(

@

!

基于
CD+

酶的
6H

@I

@

传感方法

将
_(;

酶与各种可便携使用的信号转换策

略结合&如比色法)电化学法)荧光光谱法)增强拉

曼光谱法)共振光散射法等&可设计出相应的便携

式传感器&用于实际样品的现场实时检测(

@A?

!

比色法

比色法是基于分子识别探针与目标物作用前

后体系颜色的变化来对目标物进行定量检测的&

可用紫外
?

可见吸收光谱仪读出颜色变化程度(

分散的金纳米粒子#

D

%&3./.%

<

/-951&28

&

;,(O8

%

溶胶为酒红色&一旦外界条件改变使
;,(O8

聚

集后&溶液就会由红色向蓝色改变(因此可以利

用
;,(O8

溶胶颜色变化的特性来设计比色传感

器(用
_(;

酶对
;,(O8

进行标记&使得
;,(O8

间通过
_(;

酶相互连接而聚集&溶液变为蓝色&

当有
KX

#[

#

存在时&

KX

#[

#

剪切
_(;

酶&

;,(O8

则又会重新分散&溶液变为红色&由此可实现

KX

#[

#

的定量检测&如图
#

#

/

%所示+

@#

,

(

_(;

酶

标记的
;,(O8

比色传感器稳定性比较好&受外

界干扰较小&但由于
;,(O8

的释放是基于
KX

#[

#

诱导催化酶链断裂的反应&动力学上进行缓慢&所

以需要较长的反应时间&灵敏度较低&检出下限为

H".7%&

*

G

(无标记的
;,(O8

比色传感器需要

的反应时间短)灵敏度较高&如图
#

#

W

%所示+

@#

,

(

无标记的比色传感原理为单链
_(;

和双链

_(;

对
;,(O8

的不同吸附特性(单链
_(;

具

有柔性&很容易吸附在
;,(O8

表面&

_(;

中磷

酸骨架的强负电特性使得
;,(O8

非常稳定&即

使在
#'H7%&

*

G

的
(/R&

溶液中也能够稳定存在(

而 双链
_(;

的刚性特征无法吸附在
;,(O8

表

#

/

%$$$有标记&#

W

%$$$无标记

图
#

!

;,(O8

比色传感+

@#

,
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面&有盐存在时无法保护
;,(O8

&导致
;,(O8

聚

集&溶液颜色由红色变为蓝色(这种无标记的

;,(O8

比色传感器在
)

$

)"".7%&

*

G

内具有很好

的线性关系&检出下限为
).7%&

*

G

&低于美国国

家环境保护局规定的环境中允许存在的
KX

#[

#

浓

度最大值#

)@".7%&

*

G

&
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荧光法

某些物质被激光照射激发后跃迁到激发态&

在退激过程中发出比激发波长长的荧光&从而进

行定性或定量分析&这种方法被称为荧光分析法(

荧光分析法具有与质谱媲美的灵敏度高和选择性

好的优点&且荧光光度计构造简单&使用方便&因

此被广泛用于化学分析中+

@@?@!

,

(用荧光物质对

_(;

酶进行标记&就能实现对
KX

#[

#

的定量检

测(

G5,

等+

)E

,用荧光剂
a;`

和猝灭剂
V&/1Y

P%&2

分别对
_(;

酶底物链的
Hg

端和
@g

端进行

标记&再用猝灭剂标记酶链的
@g

端&没有
KX

#[

#

时&由于
_(;

酶的双螺旋二级结构&

a;`

被酶

链上的猝灭剂猝灭&荧光信号很弱(一旦有

KX

#[

#

存在&

KX

#[

#

剪切
_(;

酶的底物链&释放

出末端带有
a;`

的单链
_(;

&荧光信号得以恢

复(根据
KX

#[

#

的浓度不同&释放出的单链
_(;

的量不同&荧光信号恢复程度不同&以实现
KX

#[

#

的定量检测(由于荧光分析法的高灵敏特性&这

种基于
_(;

酶的荧光传感器的检测下限达到

!H

<

7%&

*

G

(但是
_(;

酶上底物链和酶链猝灭

剂的修饰增加了实验成本&也增加了实验的复杂

性(

5̂/%

等+

@H

,利用连续四个鸟嘌呤#

M

%的猝灭

荧光特性&在酶链的
Hg

端设计四个连续的
M

&底物

链的
@g

端修饰荧光剂&构建了一个比较简单的荧

光传感器&检出限为
"'!).7%&

*

G

(这种传感方法

能够比较精确地测定矿物和自来水中的铀含量&在

环境监测)铀矿筛选中具有很好的应用前景(

除了环境中的检测&了解细胞内的
KX

#[

#

水

平也是一样的重要&这有助于帮助人们获悉金属

离子在细胞内的平衡分布和掌握有关疾病病因(

然而由于技术水平的限制&细胞内的
KX

#[

#

检测

一直面临很大挑战(最近&

N6%,

等+

@E

,提出了一

种新颖的双显色方法&同时检测细胞内的
KX

#[

#

和
OW

#[

(用两种荧光剂和猝灭剂分别对两种

_(;

酶的四条单链进行修饰&在使用前&两种

_(;

酶通过热处理组装成一个四面体纳米结构&

荧光猝灭(各自在
KX

#[

#

和
OW

#[的作用下&纳米

结构恢复不同发射波长的荧光信号&检出限分别

为
"'E.7%&

*

G

和
@'A.7%&

*

G

(

@AB

!

增强拉曼光谱法

随着纳米科学与技术的发展&表面增强拉曼

光 谱 #

8,-0/12?2.6/.123 4/7/. 8

<

219-%81%

<:

&

\B4\

%技术近期发展十分迅速(粗糙化的贵金属

纳米结构是产生
\B4\

效应的必要条件&

\B4\

增强主要源自纳米结构表面等离子体发生共振产

生的增强局域电磁场(增强因子与局域电场的

!

次方成正比&能达到
)"

E

$

)"

)"量级&与纳米结

构有关+

@>?@*

,

(由于
\B4\

的高分辨和超灵敏特

性&以及不需要对被分析样品进行任何复杂的预

处理&

\B4\

技术在催化)光谱电化学)传感)单分

子检测等领域均有广泛的应用+

@A?!#

,

(

蒋治良等+

!@

,用罗丹明
EM

#

46%3/75.2EM

&

4EM

%作为探针分子&基于
_(;

酶构建了
KX

#[

#

的
\B4\

生物传感器&线性范围为
H

$

)#H.7%&

*

G

&

示意图示于图
@

(其传感原理为"无
KX

#[

#

时&

;,(O8

在 盐 溶 液 中 聚 集&

4EM

很 难 吸 附 在

;,(O8

表面&

\B4\

信号很弱!有
KX

#[

#

存在时&

KX

#[

#

剪切
_(;

酶释放的单链
_(;

#

85.

D

&2

89-/.3_(;

&

88_(;

%吸附在
;,(O8

表面&与

4EM

形成
(O8?88_(;?4EM

共轭体&产生
4EM

的

\B4\

信号(但由于整个
4/7/.

测试过程是在

溶液中进行&灵敏度较低&检出限为
"').7%&

*

G

(

@AJ

!

共振光散射法

共振光散射光谱#

-28%./.12&5

D

6981/992-5.

D

&

4G\

%具有简单)快速和灵敏的优点&常用于痕量

蛋白质)核苷酸和无机离子检测+

!!

,

(入射光激发

散射粒子产生等波长的瑞利散射&当瑞利散射接

近于分子吸光带时&电子因共振而强烈吸收光的

能量而产生再次散射&这一过程被称为共振光散

射#

4G\

%(

4G\

属于同步光谱&具有极高的强

度&因而不需要昂贵激光光源&只需在普通荧光分

光光度计上选择合适的激发和发射通带宽度&采

用相等的激发和发射波长同时扫描&即可得到散

射粒子的共振光散射光谱(仪器条件一定时&共

振散射光的强度与散射粒子的浓度成正比&这是

4G\

定量的基础(基于
;,(O8

聚集后
4G\

信

号改变的事实&周斌等+

)A

,构建了一种
KX

#[

#

的

4G\

传感方法(将
;,(O8

用
_(;

酶进行标记&

磷酸骨架的负电特性使其稳定性增加&不容易聚集(

当有
KX

#[

#

存在时&剪切
_(;

酶&降低了
;,(O8

的稳定性&使得
;,(O8

在盐诱导下发生聚集&从

#A
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#

/

%$$$无
KX

#[

#

&#

W

%$$$有
KX

#[

#

图
@

!

KX

#[

#

\B4\

传感示意图+

!@

,

a5

D

=@

!

\16272%0&/W2&?0-22\B4\3292195%.%0KX

#[

#

+

!@

,

而产生增强的共振散射光(这种方法在
KX

#[

#

浓

度为
)@'E

$

)H".7%&

*

G

内呈线性关系&检出限为

!'"A.7%&

*

G

(有标记的
;,(O8

存在反应时间

长)过程复杂的不足&他们+

!H

,又设计了一种基于无

标记
;,(O8

的
4G\

方法&利用
KX

#[

#

剪切能抗核

酶的适配体&释放柔性单链
_(;

来保护
;,(O8

&

使得
4G\

信号减弱&检出下限为
E'>.7%&

*

G

(

通过
KX

#[

#

剪切
_(;

酶同样也可实现
KX

#[

#

的

4G\

检测+

!E

,

(但这两者均是基于关闭模式的检

测方式&因而灵敏度会受到一定限制(

@AK

!

电化学法

电化学仪器具有便携性好)灵敏度高)响应速

度快以及成本低廉的优点&为实现基于
_(;

酶

的传感器的实际应用提供了很大可能+

!>?!*

,

(荧光

检测方法一般在溶液中进行&而电化学传感器可

将
_(;

酶固定在电极表面&有效地消除了溶液

检测中的背景信号&使检测结果更为可靠(

F/.

D

等+

!A

,利用
KX

#[

#

剪切
_(;

酶前后&二茂铁电信

号的变化实现对
KX

#[

#

的检测(将二茂铁修饰的

_(;

酶固定在金电极上&

KX

#[

#

作用后&二茂铁

从电极上脱落&使得电信号减弱&但同样的这种关

闭的方式使得传感器的灵敏度受到了限制(

/̀

等+

H"

,也通过类似的方法引入电化学信号物质

+

4,

#

(P

@

%

E

,

@[来定量检测
KX

#[

#

(

@AL

!

其他方法

任何一种可捕捉到的信号变化都可以用来设

计传感器&这给传感领域带来了很大的发展契机&

传感器器件的种类也是丰富多彩(如
J5.

等+

H)

,

利用负载在磁弹性带状传感器表面的氧化石墨烯

系统在
KX

#[

#

作用前后共振频率的变化&构建了

超灵敏的无线磁弹性传感器(

MT/Y

等+

H#

,设计了

一种等离子体纳米线空隙传感器&有效减少了基

于
\B4\

的传感方法受纳米材料粒径分布和聚集

不可控的影响&提高了传感器的灵敏度和重复

性能(

B

!

CD+

酶与放大技术的结合

基于
_(;

酶的传感器的检测性能往往与相

应的信号转化方法有关&但可供便携使用的分析

设备的灵敏度存在一定限值&因此很难再提升传

感器的检测灵敏度&这些传感器的检测水平一般

处于纳摩尔量级(但是高灵敏度的检测技术一直

是分析技术发展的方向&为了实现对超低浓度含

量的测定&常常与一些信号放大手段相结合(例

如生物医学领域中常常需要结合各种酶进行直接

或间接的信号扩增来实现对痕量
_(;

片段的检

测&如核酸内切酶)聚合酶和核酸外切酶等(

BA?

!

化学放大技术

利用纯化学的方法将传感信号进行再放大&

以获得更高的检测灵敏度&将这种技术称之为化

学放大技术(化学放大技术具有简单)便宜和容

易操作的优点&能有效地将传感器的灵敏度提升

至两个数量级以上(例如&蒋治良等+

H@

,利用单个

;,(O

和
;,(O8

聚集体的催化活性不同这一特

性&引入氯金酸#

P;,R&

!

%

?

抗坏血酸#

/81%-W51

/153

&

;;

%

?

十六烷基三甲基溴化铵#

129

:

&9-57296?

:

&/77%.5,7W-%7532

&

RF;V

%催化放大反应体

系&用
;,(O8

催化该体系
P;,R&

!

的还原反应&

@A

第
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通过还原产生的
;,(O8

的共振散射光信号的变

化&来实现
KX

#[

#

的
4G\

定量检测(同时他们还

利用这一特性又引入碘化银#

;

D

S

%

?

没食子酸催化

放大反应体系&用
;,(O8

催化该体系
;

D

[的还

原&根据还原后的银溶胶的颜色变化来达到

KX

#[

#

的比色检测+

H!

,

(虽然化学放大方法的灵敏

度很高&但是反应体系很容易受到外界干扰&导致

重复性有所降低&且普适性较差(

BA@

!

基于酶的放大技术

辣 根 过 氧 化 酶 #

6%-82-/3586

<

2-%I53/82

&

P4O

%是使用最为广泛的一种标记酶&它具有催

化
P

#

X

#

氧化四甲基联苯胺#

@

&

H

&

@g

&

Hg?929-/7?

296

:

&W2.Q535.2

&

F V̀

%的功能&使
F V̀

溶液由无

色变为蓝色+

HH

,

(用
P4O

来标记抗体)蛋白质或

其他物质&即可用于定位分析和定量检测当中(

N6/.

D

等+

HE

,通过使用
_(;

酶功能化的磁珠

#

7/

D

.2951W2/38

&

V̀

%和基于
;,(O8

的
P4O

催

化氧化
F V̀

放大作为信号产生物&实现水溶液

中痕量
KX

#[

#

的高灵敏)高特异性检测(图
!

为

痕量
KX

#[

#

比色检测的示意图(这里使用
V̀

的

优点有三个"一是
V̀

容易被修饰&能够从复杂的

样品中提取被分析物信息!二是
V̀

能够很容易

被磁铁富集&增强了信号强度!三是
V̀

的使用减

少了分析样品的预处理和纯化步骤&使因为清洗

和分离步骤所产生的基体效应减少到最小+

H>

,

(

!!

首先将
V̀

用链霉亲和素功能化&那么生物

素修饰的
_(;

酶就能通过生物素
?

链霉亲和素

特异性相互作用绑定在
V̀

表面(在
KX

#[

#

的作

用下&

_(;

酶被剪切&释放出单链
_(;

片段(

然后在
;,(O8

表面通过
;,?\

键固定与释放的

单链
_(;

互补的
_(;

#

G

<

?\P

%&使得
;,(O8

富集在
V̀

表面&同时在
;,(O8

表面固定大量

的其他链
_(;

#生物素
?\

<

?\P

%以通过生物素
?

链

霉亲和素相互作用捕获
P4O

&来实现
P4O

的富

集放大(再利用
P4O

催化
P

#

X

#

氧化
F V̀

产

生比色传感信号&从而间接检测
KX

#[

#

(通过这样

一个层层递进的设计&达到三重放大效果&一是

;,(O8

表面的
P4O

富集放大&二是
V̀

表面的

;,(O8

富集放大&三是磁铁对
V̀

的富集放大&因而

展现超高的检测灵敏度&检出下限达
>

<

7%&

*

G

(

BAB

!

生物无酶放大技术

基于酶的放大方法往往需要复杂的实验步骤

和高昂的检测成本(此外&在信号放大过程中可

能出现假阳性(因此发展简单)高效和成本低廉

的无酶放大技术显得尤为重要(最近已有多种无

酶放大技术被开发出来&如杂交链式反应技术和

目标催化放大技术等(

杂交链式反应#

6

:

W-535Q/95%.16/5.-2/195%.

&

PR4

%是一种新型的无酶放大技术&

#""!

年首先

由加州理工大学的
O52-12

小组报道+

H*

,

(

PR4

的

图
!

!

基于
V̀

和
;,(O8

的酶催化放大
F V̀

显色传感+

HE

,

a5

D

=!

!

\1627/9515&&,89-/95%.0%-U58,/&3292195%.%0KX

#[

#

W

:

,85.

D

_(;Q

:

72?0,.195%./&5Q23 V̀8/.3

;,(O8?W/8232.Q

:

7/9511/9/&

:

858%0F V̀

+

HE

,

!A
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优点是利用核酸之间的竞争杂交作为能量来源实

现信号放大&在室温下进行&不需要酶的辅助和其

他复杂条件(整个放大体系由两种分子发卡组

成&每种分子发卡包括茎部)环部和单链末端三部

分(在一条单链靶
_(;

的引发下&两种分子发

卡相互作用&生成长链的双链
_(;

&通过在
_(;

上修饰或者嵌入信号物来实现信号放大的目的(

本课题组+

HA

,基于
_(;

酶和
PR4

放大技术&构

建了超灵敏的
KX

#[

#

电化学生物传感器&其制备

过程示于图
H

(首先将巯基修饰的
_(;

酶结构

通过
;,?\

键作用固定到金电极表面&并通过
E?

巯基正己醇#

E?72-1/

<

9%?)?62I/.%&

&

`RP

%进行

占位修饰&

`RP

单层能有效提高
_(;

酶活性(

KX

#[

#

存在时&

_(;

酶会被激活对
\?_(;

进行

剪切生成单链
\?_(;

片段(生成的单链
_(;

片段与发卡
)

#

P/5-

<

5.)

&

P)

%的
)?#

段互补配

对&打开
P)

的发卡结构&暴露出的
@?#

%段
_(;

又与发卡
#

#

P/5-

<

5.)

&

P#

%的
@

%

?#

段互补配对&

打开
P#

的发卡结构&又暴露出
)

%

?#

%段
_(;

(

暴露出的
)

%

?#

%段序列与
KX

#[

#

剪切
_(;

酶生

成的单链
\?_(;

片段序列相同&又会继续催化

P)

和
P#

杂交&如此往复循环&生成长的双链

_(;

(将电化学信号物质亚甲基蓝#

7296

:

&2.2

W&,2

&

V̀

%嵌入到双链
_(;

之间&通过检测
V̀

的信号就能反映出
KX

#[

#

浓度(而没有
KX

#[

#

时&

P)

和
P#

能够通过分子发卡茎部的
)!

个碱基

对稳定存在&

V̀

嵌入金电极的量很少&电信号很

弱(这种将
_(;

酶与
PR4

相结合的传感方法&

展现出超高的灵敏度&线性范围跨越两个数量级&

检测下限达到
#"

<

7%&

*

G

(

目标催化发卡组装#

9/-

D

291/9/&

:

Q236/5-

<

5.

/8827W&

:

&

FR;

%技术&也是首先由
O52-12

小组发

现并报道+

E"

,

(整个体系由两种或者两种以上的

分子发卡组成&分子发卡结构与
PR4

反应中的

发卡一样&由茎部)环部和末端单链组成(没有目

标
_(;

时&分子发卡通过茎部的碱基对而稳定

存在于水溶液中(但是当目标
_(;

存在时&目

标
_(;

会与
P)

杂交从而打开
P)

&释放出单链

片段&再与
P#

杂交&诱导
P#

发卡结构打开(打

开的
P#

的碱基序列与目标
_(;

相同&所以打开

的
P#

与
P)

互相杂交&生成双链
_(;

从而将目

标
_(;

替换下来&从而使目标
_(;

继续去触发

下一循环
P)

与
P#

的杂交反应(通过这种催化

反应模型&少量的目标
_(;

就可以催化大量的

P)

和
P#

相互杂交&生成双链
_(;

产物&从而

达到信号放大的效果(

FR;

与
PR4

最大的差

别在于
FR;

反应中目标
_(;

参与催化整个反

应的进行&而不包含在催化产物中&只是起到类似

.催化剂/的作用(而在
PR4

反应中&目标
_(;

触发分子发卡之间的杂交反应&同时包含在所生

成的长链
_(;

中(另外
FR;

具有更高的放大

效率&通常
PR4

的放大效果为
#

$

H

倍*
6

&而

FR;

的放大效果可以达到
#"

$

H"

倍*
6

&因而可

以实现更高的灵敏度+

E)

,

(

基于
FR;

更高放大效率的优点&本课题

组+

E#

,结合
;,(O8

比色传感和
FR;

技术构造了

图
H

!

基于
_(;

酶和
PR4

的电化学生物传感+

HA

,

a5

D

=H

!

\1627/9515&&,89-/95%.%082.8%-0%-KX

#[

#

3292195%.W/823%._(;Q

:

72/.3PR4/7

<

&5051/95%.

+

HA

,

HA

第
#
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超灵敏的
_(;

传感平台&

_(;

的检出限低至

"'")

<

7%&

*

G

(此外&基于
_(;

酶和
FR;

放大

技术&又在金电极上设计了一种电化学传感器用

于
KX

#[

#

传感#图
E

+

E@

,

%(

P)

的
Hg

端用
?\P

修

饰&固定于电极表面(

P)

茎部的碱基数量相对

于其他传感器较长&这样可以更好保持其稳定

性+

E!

,

(

_(;

酶在
KX

#[

#

的作用下生成单链

_(;

片段&与固定在电极表面的
P)

杂交&打开

P)

&形成部分双链结构(打开的
P)

与
P#

互补

杂交&打开
P#

(打开的
P#

又反过来与
P)

杂

交&将
_(;

片段替换下来&使
_(;

片段触发下

一个循环杂交过程(这种设计中&只需要少量的

_(;

片段就可以催化
P)

和
P#

之间的分子发

卡自组装&生成大量双链
_(;

(这种传感器在

KX

#[

#

浓度为
"'")

$

).7%&

*

G

时具有很好的线

性关系&检出限低至
#

<

7%&

*

G

(

表
)

列出了上述具有代表性的基于
_(;

酶

的
KX

#[

#

传感方法(由表
)

可知&传感器的性能

受到信号转化策略的限制(在传感器设计中&

;,(O8

和
FV̀

显色)荧光剂和猝灭剂)金电极)

\B4\

结构)磁珠等是最为常用的物质&链霉亲和

素
?

生物素相互作用)共轭作用)

;,?\

键等为常见

的相互作用方式(

_(;

酶的使用使得传感器对

KX

#[

#

的检测能力基本上在纳摩尔量级&展现出

很高的灵敏度(再结合一些化学和生物放大技

术&又能使传感器的灵敏度提高
#

个数量级以上(

图
E

!

基于
_(;

酶和
FR;

放大的电化学传感方法+

E@

,

a5

D

=E

!

\1627/9515&&,89-/95%.0%-KX

#[

#

3292195%.W/823%._(;Q

:

72/.3FR;/7

<

&5051/95%.

+

E@

,

表
)

!

基于
_(;

酶的
KX

#[

#

传感方法

F/W&2)

!

KX

#[

#

82.85.

D

7296%38W/823?%._(;Q

:

72

方法 线性范围 检出限#

GX_

% 信号模式 特点

有标记的
;,(O8

比色法+

@#

,

H"

$

H"".7%&

*

G H".7%&

*

G

打开
;,(O8

聚集变色

无标记的
;,(O8

比色法+

@#

,

)

$

)"".7%&

*

G ).7%&

*

G

关闭
;,(O8

聚集变色

荧光法+

)E

,

"')

$

#".7%&

*

G !H

<

7%&

*

G

打开 猝灭剂猝灭荧光

荧光法+

@H

,

)')#)

$

))#').7%&

*

G "'!).7%&

*

G

打开 四个连续
M

猝灭荧光

荧光法+

@E

,

)

$

E".7%&

*

G "'E.7%&

*

G

打开 同时检测
KX

#[

#

和
OW

#[

\B4\

法+

!@

,

H

$

)#H.7%&

*

G )'E.7%&

*

G

打开
(O8?88_(;?4EM

共轭

共振光散射法+

)A

,

)@'E

$

)H".7%&

*

G !'"A.7%&

*

G

打开
;,(O8

聚集

共振光散射法+

!E

,

#'"*

$

#".7%&

*

G "'E#.7%&

*

G

关闭 阻止
;,(O8

聚集

电化学法+

!>

,

#

$

)!.7%&

*

G ).7%&

*

G

关闭 二茂铁脱落

基于化学放大共振光散射法+

H@

,

"'E>

$

E"'@.7%&

*

G H"

<

7%&

*

G

关闭
;,(O8

催化氯金酸还原

基于化学放大的比色法+

H!

,

"'"*@

$

"'E>.7%&

*

G )H

<

7%&

*

G

打开
;,(O8

催化碘化银还原

酶催化放大比色法+

HE

,

"'">!

$

HE.7%&

*

G >

<

7%&

*

G

打开 酶催化
F V̀

氧化变色

基于
_(;

酶和
PR4

的电化学法+

HA

,

"'"H

$

!.7%&

*

G #"

<

7%&

*

G

打开 两个分子发卡的
PR4

基于
_(;

酶和
FR;

的电化学法+

E@

,

"'")

$

).7%&

*

G #

<

7%&

*

G

打开 两个分子发卡的
FR;

EA

核化学与放射化学
!!

第
!"

卷



J

!

结论与展望

作为一种识别元素&

_(;

酶具有选择性好)

合成简单)易于储存和集成的优点(以
_(;

酶

为基础&结合一些信号转换和放大策略&发展了大

量的
KX

#[

#

传感方法&这些方法同样也可用于其

他金属离子)小分子和核苷酸的检测(在未来传

感技术简单)快速)灵敏和便携的趋势下&基于

_(;

酶的传感器具有非常广阔的应用前景(虽

然基于
_(;

酶的传感方法发展迅速&但仍有很多

问题仍待解决&如信号的重复性)传感器的稳定性)

真正的便携性)环境介质的干扰等(因此&研究应

该关注的重点是"着力提高传感器的实用性能!发

展多种金属离子同时检测的传感器!设计可重复使

用的便携式传感器件!在纳米科技发展的大浪潮

下&结合一些新的纳米功能团&引入新的思想&发展

超灵敏)高选择性和高重复性的传感方法&如无酶

放大技术等(相信在众多科研人员的努力下&基于

_(;

酶的传感器必将取得极大的发展(
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