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细菌内毒素电化学生物传感器的构建及性能表征

易　喻　王敏君　梅建凤　陈建澍　张彦璐　应国清
（浙江工业大学药学院　杭州　３１００１４）

摘要　细菌内毒素为外源性致热源，内毒素的检测在生物制品生产过程中至关重要。本研究构
建了一种用于检测细菌内毒素的电化学核酸适体生物传感器，以氨基修饰的内毒素核酸适体

ＥＡＱ２为配体，通过３巯基丙酸（ＭＰＡ）中间连接物，固定修饰在金电极表面，并通过循环伏安
（ＣＶ）和电化学交流阻抗谱（ＥＩＳ）两种方式共同表征了生物传感器的构建过程。结果发现 ＭＰＡ
组装时间在６ｈ时能在金电极表面形成稳定的自组装单分子层。构建的生物传感器检测限达０．
００１ＥＵ／ｍＬ，低于目前报道的其他内毒素检测方法的检测限，在０．００１０．１ＥＵ／ｍＬ内毒素浓度范
围内具有较好的线性关系，相关系数 Ｒ２＝０．９８７８，在实际生物样品的检测上具有一定的应用前
景。
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　　细菌内毒素是ＲｉｃｈａｒｄＰｆｅｉｆｆｅｒ在１８９２１８９５年间从

热灭活的霍乱弧菌（Ｖｉｈｒｉｏｃｈｏｌｅｒａｅ）溶解物中发现

的［１］。检测和分离非肠道用药品尤其是注射针剂中的

细菌内毒素成了生产工艺中的重要环节［２］。目前，用

于检测内毒素的方法主要有：家兔热原试验法、鲎实验

法、酶联免疫测定法和生物传感器等［３］。核酸适体由

于其易于修饰、靶标分子分子范围广、特异性高［４６］等

优点常常被选为生物元件。其中电化学分析技术作为

一种灵敏度高、操作简单、实时检测等优点的分析方

法，已经广泛的应用于生物传感器中，将其与核酸适体

相结合构建新一代核酸适体电化学传感器，已成为分

析与生命学科交叉研究的重要研究领域之一［７］。

Ｖｏｓｓ［８］团队报道用细菌内毒素结合蛋白 ＣＤ１４结构的

两条多肽类似物制备了细菌内毒素生物传感器。

Ｐｒｉａｎｏ［９］团队报道了利用细菌内毒素中和蛋白（ＥＮＰ）

作为识别分子，建立了用于检测细菌内毒素的电化学

方法。左明艳［１０］通过两条适配体与内毒素形成三明治

结构的方式，构建了检测细菌内毒素的磁珠适配体传

感器。国内外构建了不同类型的生物传感器，但是以

内毒素为目标物质的电化学适体传感器在国内还未见

报道。

　　本文构建的电化学核酸适体生物传感器是以核酸

适体作为识别元件（敏感元件），将己知序列的核酸适

配体 ＥＡＱ２［１１］作为探针，根据电化学信号变化检测细

菌内毒素的一种生物传感器。结合适体与电化学分析

两方面的优点，能将微小环境的变化转化为可测的电

信号，对内毒素进行定性定量分析，弥补了当前内毒素

检测操作复杂，耗时长，灵敏度低等缺陷。

１　材料与方法

１．１　材　料

１．１．１　试剂　氨基修饰的核酸适体序列：ＮＨ２（ＣＨ２）

６５′ＡＴＧＡＧＡＧＣＧＴＣＧＧＴＧＴＧＧＴＡＴＧＣＴＣＡＣＣＣＣＣＴＧＣ

ＧＧＣＧＣＣＧＴＴＡＣＧＣＧＧＴＣＣＴＴＧＴＧＴＡＧＧＡＧＧＧＴＧＣＧＧＡＡ

ＧＴＡ３′（上海生工）；铁氰化钾、三水 ｏ亚铁氰化钾、１

乙基（３二甲基氨基丙基）碳二亚胺盐酸盐（ＥＤＣ）、Ｎ

羟基琥珀酰亚胺（ＮＨＳ）、吗啉乙磺酸（ＭＥＳ），阿拉丁

试剂；３巯基丙酸（ＭＰＡ），国药集团化学试剂有限公

司；牛血清白蛋白（ＢＳＡ），上海神航生物科技有限公

司；三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ），上海伯奥生物科技有限

公司）；氧化铝粉、抛光绒布、金电极（ＣＨＩ１０１）、铂丝电

极（ＣＨＩ１１５）、饱和甘汞电极（ＣＨＩ１１１），上海辰华仪器
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公司）；其他试剂均为分析纯，实验室所用水为二次去

离子水。核酸适体缓冲液（ｐＨ＝７．４）：５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ

ＨＣｌ，１２０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，５ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，１ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，

１ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２。

１．１．２　仪器　电化学工作站（ＣＨＩ７６０Ｅ型；上海辰华

仪器公司）；超声波清洗器（天津奥特赛恩斯仪器有限

公司）；台式高速冷冻离心机（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）

１．２　实验方法

１．２．１　金电极表面的处理　采用电化学清洗方法对

金电极表面进行处理。处理前均依次采用１μｍｏｌ／Ｌ、

０．３μｍｏｌ／Ｌ和０．０５μｍｏｌ／Ｌ氧化铝粉打磨抛光金电

极。用二次去离子水将金电极表面清洗干净，再分别

用无水乙醇和二次去离子水将电极超声清洗两次，每

次５ｍｉｎ。将上述二次去离子水超声后的电极吹干后

置于０．５ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４溶液中，在０～１．６Ｖ的电压，扫

描速度为１００ｍＶ／ｓ的参数下进行循环伏安扫描，直到

循环伏安曲线稳定接近至裸金电极标准曲线（图１）。

图１　裸金电极在０．５ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４中

的标准循环伏安图

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｙｃｌｉｃｖｏｌｔａｍｍｅｔｒｉｃ

ｐｅａｋｏｆＡｕｅｌｅｃｔｒｏｄｅｉｎ０．５ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４

１．２．２　ＭＰＡＳＡＭｓ的组装与表征　将已抛光的裸金电

极浸置于２００μＬ２００ｍｍｏｌ／Ｌ的３巯基丙酸中，在室温

条件下避光组装数小时，取出后用无水乙醇冲洗金电

极表面用以除去电极表面物理吸附的巯基丙酸分子，

得到修饰了ＭＰＡＳＡＭｓ的金电极。将此修饰电极置于

１０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ７．４的 ＰＢＳ缓冲液包含２ｍｍｏｌ／ＬＫ３Ｆｅ

（ＣＮ）６、Ｋ４Ｆｅ（ＣＮ）６ｏ３Ｈ２Ｏ的电解液中，进行循环伏安

和电化学阻抗谱的表征。循环伏安的参数为：０．３～０．

６Ｖ电压范围，１００ｍＶ／ｓ的扫描速率。电化学阻抗谱

的参数为：扫描频率范围为０．１Ｈｚ～１００ｋＨｚ，振幅为５

ｍＶ。

１．２．３　核酸适体的固定与表征　核酸适体的预处理：

为了使核酸适体形成稳定的二级结构，将合成的干膜

状核酸适体溶解于核酸适体缓冲溶液中，于 －２０℃中

保存备用。

　　将上述 ＭＰＡ修饰的金电极放入含有２０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＥＤＣ和２０ｍｍｏｌ／ＬＮＨＳ的ＭＥ酸性缓冲体系中活化羧基

端，随后在 ２００ｎｍｏｌ／Ｌ的 ＮＨ２ｓｓＤＮＡ体系中静置 ４０

ｍｉｎ。经洗涤缓冲液冲洗、吹干，进行循环伏安和电化学

阻抗谱的表征。生物传感器的修饰过程如图２所示。

２　结果与讨论

２．１　裸金电极的表征

　　将处理好的裸金电极于０．５ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４中电解

抛光，在０～１．６Ｖ电压范围内进行循环伏安扫描，得到

图３所示的稳定的循环伏安图。经过１０圈循环伏安扫

描后的金电极与干净的金电极标准图基本一致，说明

采用电化学清洗的方法能达到较好的清洗效果，可以

进行下一步修饰。

图２　核酸适体的固定原理

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆａｐｔａｍｅｒ

２．２　ＭＰＡ自组装分子层的形成与表征

　　本实验对ＭＡＰＳＡＭｓ分别进行了１ｈ、６ｈ、９ｈ、１２

ｈ、２４ｈ不等的组装时间考察，通过循环伏安和电化学

阻抗谱两种方法对不同组装时间的结果进行表征。图

４（需删除不同组装时间下金电极的）为循环伏安表征

情况。比较图中的循环伏安曲线可知，当 ＭＰＡ自组装

到金电极表面后，电解液中［Ｆｅ（ＣＮ）６］３／４的峰电流减小，

峰电位差变大，反应可逆性变差，这是由于 ＭＰＡ的羧
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２０１７，３７（８） 易　喻 等：细菌内毒素电化学生物传感器的构建及性能表征

图３　裸金电极在０．５ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４中的循环伏安图

Ｆｉｇ．３　Ｃｙｃｌｉｃｖｏｌｔａｍｏｇｒａｍｓｏｆｔｈｅｂａｒｅ

ｇｏｌｄｅｌｅｃｔｒｏｄｅｉｎ０．５ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４

基端在电解液中呈电负性，在一定程度上阻碍电子在

金电极表面的传递，导致峰电流下降。图５（需删除不

同组装时间下金电极的）为电化学交流阻抗谱表征情

况。一般情况下，阻抗谱图上的高频率部分是受动力

学控制的区域，低频率部分是受扩散控制的区域，修饰

ＭＰＡ的金电极（ｂｅ）较裸金电极（ａ）比较，在高频率区

出现一个直径较大的圆弧，表明在此区修饰电极的电

阻相对裸电极要大，与循环伏安实验结果相符合。自

组装分子在金基底上的成膜分为两个阶段［１２］，第１步

快速吸附过程，短时间内就可完成，第２步为金电极表

面膜的重组过程，所需时间较长。从电化学表征的结

果中我们可以发现，随着组装时间的增加，０６ｈ之间膜

表面的覆盖率增加，６～１２ｈ之间基本不发生变化，组

装２４小时膜覆盖面反而降低。因此选择６ｈ为 ＭＰＡ

修饰到金电极表面的组装时间。

图４　ＭＰＡ修饰的金电极在电解液

中的循环伏安图

Ｆｉｇ．４　ＣｙｃｌｉｃｖｏｌｔａｍｏｇｒａｍｓｏｆｔｈｅＭＰＡ

ＳＡＭｓｅｌｅｃｔｒｏｄｅ

２．３　固定核酸适体的表征

图５　ＭＰＡ修饰的金电极在电解液

中的交流阻抗谱图

Ｆｉｇ．５　ＮｙｑｕｉｓｔｐｌｏｔｓｏｆｔｈｅＭＰＡＳＡｍｓｅｌｅｃｔｒｏｄｅ

ｉｎＰＢＳ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４）ｓｏｌｕｔｉｏｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ

２ｍｍｏｌ／ＬＦｅ（ＣＮ）６
３／４

ａ裸金电极；ｂ组装１ｈ；ｃ组装２４ｈ；

ｄ组装１２ｈ；ｅ组装６ｈ

　　图６为金电极不同修饰步骤下的循环伏安表征情
况。因为核酸适体由核苷酸组成，本身呈电负性，固定

到金电极表面后，使阻碍电子传递的能力提高，电阻增

大，导致峰电流下降，但不明显。

　　图７为金电极不同修饰步骤下的交流阻抗谱表征
情况。该研究使用的生物元件为单链核苷酸，与细菌

内毒素作用产生的电信号变化相对较弱，而电化学阻

抗具有良好的界面表征作用，以小振幅的正弦波电位

为扰动信号，能与体系产生相关线性，但不会对生物大

分子造成干扰。从图７中可以发现，当核酸适体固定
到金电极表面后，高频部分的圆弧半径扩大了，这是由

于核酸磷酸骨架的负电荷存在静电排斥作用［１３］，限制

了金电极表面的电子交换，导致阻值增加。

２．４　核酸适体生物传感器的性能表征
　　核酸适体对内毒素的特异性测定主要是检验筛得
的核酸适体是否只对内毒素有亲和性，而不会结合其

他的化学或者生物物质。内毒素结构中含有脂多糖和

蛋白。牛血清白蛋白是普遍存在的蛋白，很多生物制

品和生物技术药物中都含有这种蛋白质，并且与内毒

素一样都含有蛋白和多糖结构。图８为生物传感器在
不同ＢＳＡ浓度下孵育后的交流阻抗谱图。说明当ＢＳＡ
浓度小于５×１０７ｇ／ｍＬ时，生物传感器无明显信号输
出，而一般生物样品中ＢＳＡ的浓度远远小于５×１０７ｇ／
ｍＬ，因此，在实际环境中此生物传感器具有一定的选择
性。４支同一批次修饰的电极在进行电化学表征时都
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图６　不同修饰情况下金电极的循环伏安图

Ｆｉｇ．６　Ｃｙｃｌｉｃｖｏｌｔａｍｍｏｇｒａｍｓｏｆｇｏｌｄｅｌｅｃｔｒｏｄｅｓ

ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

图７　不同修饰情况下金电极的阻抗谱图

Ｆｉｇ．７　Ｎｙｑｕｉｓｔｐｌｏｔｓｏｆｇｏｌｄｅｌｅｃｔｒｏｄｅｓ

ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

表现出了相近的电化学相应信号，说明所构建的传感

器具有可接受的重现性。将构建好的生物传感器浸入

一系列不同浓度的细菌内毒素中孵育３０ｍｉｎ后发现在

０．００１ＥＵ／ｍＬ０．１ＥＵ／ｍＬ有良好的线性关系如图９。

３　结　论

　　综述所述，本文构建了一种核酸适体生物传感器

用于检测内毒素。本方法采用核酸适体作为传感器的

识别元件，结合电化学分析中的循环伏安和交流阻抗

两种方法，实现了生物传感器的分步构建表征。其次，

在检测内毒素的过程中不受牛血清白蛋白干扰，灵敏

度高，检测限可达 ０．００１ＥＵ／ｍＬ，并且在 ０．００１０．１

ＥＵ／ｍＬ内毒素浓度范围内呈现良好的线性关系。本研

究构建的电化学核酸适体生物传感器在国内还不曾报

道，具有无需标记、检测限低等特点，有望用于实际生

物样品中内毒素含量的检测。

图８　核酸适体生物传感器在不同ＢＳＡ

浓度下的阻抗谱图
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图９　阻值变化量与内毒素浓度对数的线性关系
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