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半胱氨酸封闭剂为电化学探针的

非标记型核酸适配体传感器

杨绍明　查文玲　李　红　孙　清　刘　斌　郑龙珍
（华东交通大学基础学院化学化工系　南昌 ３３００１３）

摘　要　采用半胱氨酸为封闭剂和氧化还原电化学探针，制备了一种新型的非标记型电化学核酸适配体传
感器，并用于测定凝血酶。利用电化学阻抗对传感器的组装过程进行了监测。用循环伏安法和差分脉冲伏安

法研究了该传感器的电化学行为。探讨了凝血酶孵育时间、测试ｐＨ值对传感器响应的影响。该传感器对凝
血酶在１００～１００００μｇ／Ｌ范围内呈良好的线性响应，检测限为２４７μｇ／Ｌ。
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凝血酶是一种普遍存在于哺乳动物中的凝结蛋白，人的凝血酶由分子量３１ｋＤａ的Ａ链和５７ｋＤａ
的Ｂ链通过双硫键组成。凝血酶不仅能将纤维蛋白原转化为不溶的纤维蛋白而形成纤维蛋白凝胶，同
时又具有类似于激素的特性能影响血小板的活性。过多的凝血酶将诱发血栓并在心血管疾病中扮演着

重要角色［１］，而过少的凝血酶又将导致流血不止。凝血酶含量的检测对于疾病诊断和药物研究均十分

重要［２３］。传统凝血酶的检测方法主要是利用抗原抗体之间的免疫反应，近年来，由人工合成、不依赖
于动物或细胞获得的核酸适配体在检测凝血酶方面的研究受到了极大关注［４５］。与抗体比较，核酸适配

体对靶分子具有高度亲和力、专一性的识别能力和空间位阻小等优点，核酸适配体还具有分子量小、可

重复利用和稳定性良好等优点［６７］。

电化学核酸适配体传感器，由于其具有简单、快速、灵敏、成本低廉和易于实现微型化等优点，近年

来受到众多研究者的青睐［８１０］。根据是否采用标记物产生检测信号，电化学核酸适配体传感器可分为

标记型和非标记型。标记型核酸适配体传感器的标记过程复杂、花费高，而且在一定程度上会影响适配

体和目标分子的结合亲和力［１１］。因此，构建简单、价廉和灵敏的非标记型电化学核酸适配体传感器具

有重要的意义。

Ｌ半胱氨酸（Ｃｙｓ）是自然存在的唯一具有自由巯基的氨基酸［１２］，通过巯基可以非常牢固的自组装

于金表面。目前，半胱氨酸在金电极表面组装的报道主要集中在研究半胱氨酸作为连接剂固定纳米粒

子和生物分子，及作为电化学催化剂检测底物。Ｗａｎｇ等［１３］研究了尿酸在Ｃｙｓ组装膜修饰电极上的电化
学行为。付崇岗等［１４１５］研究发现，半胱氨酸在金电极表面的组装膜在０２Ｖ附近有一对稳定的氧化还
原峰，并研究了其对抗坏血酸的电催化作用。

在制备电化学核酸适配体传感器时，２巯基乙醇、６巯基己醇、己硫醇和牛血清白蛋白常用作封闭
剂，封闭电极表面未被核酸适配体覆盖的空余位点，防止传感器表面上的非特异性吸附［１６１７］。使用上述

封闭剂的电化学核酸适配体传感器需另引入氧化还原电化学探针来检测适配体传感器结合目标分子前

后的信号变化。本文采用半胱氨酸这种新型的封闭剂防止电极表面的非特异性吸附，同时，以封闭剂半

胱氨酸作为氧化还原电化学探针，来检测适配体传感器结合目标分子前后的信号变化，构建非标记型电

化学核酸适配体传感器，并用该传感器研究检测凝血酶的性能。
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１　实验部分

１．１　试剂和仪器
人的凝血酶（ＨＴＢ）（１０Ｕ／ｍｇ，北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司）；凝血酶适配体（ＴＢＡ），

５′ＨＳ（ＣＨ２）６ＣＣＡＡＣＧＧＴＴＧＧＴＧＴＧＧＴＴＧＧ３′（ＨＰＬＣ纯化，生工生物工程（上海）有限公司）；Ｌ半胱氨
酸（含量＞９８５％，上海蓝季科技发展有限公司）；辣根过氧化物酶（ＨＲＰ，≥２５０Ｕ／ｍｇ，上海三杰生物
技术有限公司）；牛血清白蛋白（ＢＳＡ，组分Ｖ，上海晶纯实业有限公司）；其它试剂均为分析纯。

ＣＨＩ６６０Ｃ型电化学工作站 （上海辰华仪器公司）；三电极体系（铂电极为对电极，Ａｇ／ＡｇＣｌ为参比
电极，２ｍｍ直径金电极为工作电极）。
１．２　修饰电极的制备

将金电极先用平均粒径为００５μｍ的 Ａｌ２Ｏ３砂浆抛光打磨，然后用蒸馏水清洗，再于 Ｐｉｒａｎｈａ溶液
（Ｖ（浓Ｈ２ＳＯ４）∶Ｖ（３０％Ｈ２Ｏ２）＝３∶１）中浸泡５ｍｉｎ，取出洗涤，再于０１ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４中进行循环伏安扫
描，扫描范围为１４～－０２Ｖ，直至得到稳定的可重复的循环伏安曲线，得到的金电极蒸馏水洗后直接
用于组装。

将预处理后的金电极浸入４℃中保存的１μｍｏｌ／Ｌ的凝血酶适配体中组装１ｈ，取出后用蒸馏水洗
净后浸入０５ｇ／ＬＬ半胱氨酸溶液中组装１０ｈ。
１．３　电化学检测

将制得的金凝血酶适配体（Ｌ半胱氨酸）（ＡｕＴＢＡＣｙｓ）电极置于ｐＨ＝５４的ＨＡｃＮａＡｃ缓冲溶液
中，使用三电极系统，采用循环伏安法（ＣＶ）和差分脉冲伏安法（ＤＰＶ）进行扫描，用蒸馏水清洗后浸入
ｐＨ＝５４的ＨＡｃＮａＡｃ缓冲溶液配制的凝血酶溶液中孵育４０ｍｉｎ后采用ＣＶ和ＤＰＶ进行扫描。

电化学阻抗谱（ＥＩＳ）是在含有０１ｍｏｌ／ＬＫＣｌ的５ｍｍｏｌ／ＬＫ３Ｆｅ（ＣＮ）６／Ｋ４Ｆｅ（ＣＮ）６（体积比１∶１）氧
化还原探针溶液中测定得到（振幅：０００５Ｖ，频率范围：１～１０５Ｈｚ），并通过Ｚｓｉｍｐｗｉｎ软件拟合而成。

２　结果与讨论

２．１　电化学阻抗谱表征
ＥＩＳ为一种研究修饰电极表面性质的有效方法，常用于电极上组装过程的表征［１８］。图１为采用电

图 １　 电 极 在 ５ ｍｍｏｌ／Ｌ Ｋ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］／

Ｋ４［Ｆｅ（ＣＮ）６］（１∶１）含０．１ｍｏｌ／ＬＫＣｌ溶液中的电

化学阻抗图

Ｆｉｇ．１　ＥＩＳｒｅｓｐｏｎｓｅｏｆｔｈｅｅｌｅｃｔｒｏｄｅｉｎ５ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｋ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］／Ｋ４［Ｆｅ（ＣＮ）６］（１∶１）ｉｎ０．１ｍｏｌ／Ｌ

ＫＣｌｓｏｌｕｔｉｏｎ
ａ．Ａｕ；ｂ．ＡｕＴＢＡ；ｃ．ＡｕＴＢＡＣｙｓ

化学阻抗对ＡｕＴＢＡＣｙｓ电极的组装过程进行表征
的阻抗谱图，在电化学阻抗谱中，高频区的半圆部分

受电子转移控制，半圆的直径对应于电子转移阻抗

Ｒｃｔ（见图中等效电路图），低频区的直线部分受扩散
控制。随着组装过程的进行电化学阻抗也随之发生

变化，裸金电极呈现一个很小的半圆，说明是受扩散

控制过程（图１ａ）；当组装适配体之后，半圆直径变
大，说明带负电的适配体能很顺利的通过 Ａｕ—Ｓ键
组装上电极而阻碍带负电氧化还原探针的电子传递

（图１ｂ）；再组装Ｌ半胱氨酸后，半圆直径变小，虽然
半胱氨酸的等电点为５［１５］，在阻抗测试溶液中半胱
氨酸酸分子带负电荷，但由于半胱氨酸与金电极形

成Ａｕ—Ｓ键会改变半胱氨酸分子的电子共轭性质，
使半胱氨酸分子中的氨基带正电荷有效促进负电荷

探针在电极表面反应［１９］。

２．２　核酸适配体传感器的电化学性质
２．２．１　扫速对修饰电极的影响　图２Ａ为ＡｕＴＢＡ
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Ｃｙｓ电极在００１～１Ｖ／ｓ扫速下的循环伏安曲线，图２Ｂ为峰电流对扫速的关系图，发现氧化和还原电
流大小与扫速成正比，由此可知，Ｌ半胱氨酸的氧化还原是一个受表面控制的过程。

图２　ＡｕＴＢＡＣｙｓ电极在不同扫速下的循环伏安曲线（Ａ）和峰电流与扫速的关系（Ｂ）
Ｆｉｇ．２　ＣｙｃｌｉｃｖｏｔａｍｍｏｇｒａｍｓｏｆｔｈｅＡｕＴＢＡＣｙｓｅｌｅｃｔｒｏｄｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｃａｎｒａｔｅｓ（Ａ）ａｎｄｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｐｅａｋ
ｃｕｒｒｅｎｔａｎｄｓｃａｎｒａｔｅ（Ｂ）

２．２．２　凝血酶的检测原理　用循环伏安法和电化学阻抗谱表征了该传感器对凝血酶的结合行为，如
图３Ａ所示，将ＡｕＴＢＡＣｙｓ电极浸入５０００μｇ／Ｌ凝血酶溶液中孵育４０ｍｉｎ后进行ＣＶ测试，发现ＣＶ电
流大幅下降。另外，用ＥＩＳ对凝血酶与适配体结合过程进行了表征，ＥＩＳ中半圆的直径对应于电子转移
阻抗Ｒｃｔ，它控制着氧化还原探针在电极表面的电子传递速度。从图３Ｂ可见，ＡｕＴＢＡＣｙｓ电极结合凝
血酶后，半圆直径明显变大，说明凝血酶在凝血酶适配体的存在下能很好的组装到电极表面并对电极表

面产生影响，阻碍电子传递。

图３　ＡｕＴＢＡＣｙｓ电极与ＨＴＢ结合的循环伏安曲线（Ａ）和电化学阻抗谱（Ｂ），ＡｕＢＳＡＣｙｓ电极与 ＨＴＢ结合
的电化学阻抗谱（Ｃ）
Ｆｉｇ．３　Ｃｙｃｌｉｃｖｏｌｔａｍｍｅｔｒｙｃｕｒｖｅｓ（Ａ）ａｎｄＥＩＳｓｐｅｃｔｒａ（Ｂ）ｏｆＡｕＴＢＡＣｙｓｅｌｅｃｔｒｏｄｅｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒＨＴＢ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ，ＥＩＳｓｐｅｃｔｒａｏｆＡｕＢＳＡＣｙｓｅｌｅｃｔｒｏｄｅｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒＨＴＢｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ（Ｃ）

将凝血酶适配体用ＢＳＡ代替构建了 ＡｕＢＳＡＣｙｓ电极，采用 ＥＩＳ对其与凝血酶的非特异性吸附进
行了表征。如图３Ｃ所示，ＡｕＢＳＡＣｙｓ电极在凝血酶溶液中孵育后，其阻抗没有发生变化，说明封闭剂
半胱氨酸可有效消除凝血酶的非特异性吸附。

结合ＣＶ和ＥＩＳ表征，电化学核酸适配传感器的检测原理示意图如图４所示。在结合凝血酶前，电
极表面的Ｌ半胱氨酸分子可以很顺利的发生氧化还原反应，产生信号。结合凝血酶后，凝血酶覆盖在电
极表面，阻碍Ｌ半胱氨酸分子的电子的传递路径，信号减小。
２．３　实验条件的优化

实验中考察了孵育时间和孵育液ｐＨ值对传感器的影响。
图５所示为传感器在５００μｇ／Ｌ凝血酶中的孵育时间与ＤＰＶ峰电流关系图。从图５可见，孵育时间
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图４　适配体传感器的工作原理示意图
Ｆｉｇ．４　Ｗｏｒｋｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｔｈｅａｐｔａｓｅｎｓｏｒ

达到４０ｍｉｎ时，ＤＰＶ峰电流下降至趋于稳定的值，说明凝血酶与适配体的作用基本饱和，在同时考虑效
率和效果两个方面的情况下，选择４０ｍｉｎ作为孵育时间。

图５　孵育时间对适配体传感器电流响应的影响
Ｆｉｇ．５　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｔｈｅｃｕｒｒｅｎｔ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｏｆｔｈｅａｐｔａｓｅｎｓｏｒ

图６　ｐＨ值对适配体传感器性能的影响
Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｔｈｅｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｏｆｔｈｅａｐｔａｓｅｎｓｏｒ

图７　传感器对不同浓度凝血酶的ＤＰＶ响应图
Ｆｉｇ．７　ＤＰＶｒｅｓｐｏｎｓｅｓｏｆｔｈｅｓｅｎｓｉｎｇｉｎｔｅｒｆａｃｅｔｏ
ｔｈｒｏｍｂｉｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

图６为通过改变测试底液的 ｐＨ值，考察传感器对５００μｇ／Ｌ凝血酶的 ＤＰＶ效果图。实验发现 ｐＨ
值为５４时，传感器的性能最好，电流响应最大。这可能是由于半胱氨酸的等电点约为５［１５］，ｐＨ值为
５４时，可以形成稳定的含有较多电活性的半胱氨酸膜。在ｐＨ＝４６时半胱氨酸的峰不稳定。ｐＨ值太
高或太低，由于分子间静电力和氢键作用的减小，双层膜中的第二层半胱氨酸分子将逐渐脱落。因此，

选择ｐＨ＝５４的醋酸缓冲液作为检测凝血酶的测
试溶液。

２．４　电化学核酸适配体传感器的性能
图７为优化条件下传感器对不同浓度凝血酶检

测的ＤＰＶ图。在１００～１００００μｇ／Ｌ的范围内有响
应。２００００μｇ／Ｌ的凝血酶与１００００μｇ／Ｌ的凝血酶
电流值几乎重合，证明此传感器在１００００μｇ／Ｌ的凝
血酶中已经接近饱和。

图８为 ＤＰＶ电流差值数据对凝血酶浓度的关
系图，插图为电流差值对 ｌｇρ的关系图［１７，２０２１］。从

图８可以看出，凝血酶浓度在１００～１００００μｇ／Ｌ范
围内ΔＩｌｇρ具有很好的线性关系，线性相关系数
Ｒ＝０９９５，线性方程为 ΔＩ＝００３８４６－００６１０５ｌｇρ
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（ΔＩ单位为μＡ，ρ的单位为μｇ／Ｌ）。检测限为２４７μｇ／Ｌ（Ｓ／Ｎ＝３）。

图８　传感器对不同浓度凝血酶的响应（插图为电
流响应对ｌｇρ的线性拟合图）
Ｆｉｇ．８　Ｒｅｌａｔｉｖｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓｏｆｔｈｅｓｅｎｓｏｒｔｏｔｈｒｏｍｂｉｎａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（ｉｎｓｅｔ： ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ ｆｒｏｍ
１０．０μｇ／Ｌｔｏ１００００μｇ／Ｌ）

图９　传感器对不同物质的响应
Ｆｉｇ．９　ＣｏｎｔｒｏｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｆｏｒＢｕｆｆｅｒ５０００μｇ／ＬＨＲＰ，
５０００μｇ／ＬＢＳＡａｎｄ５０００μｇ／Ｌｔｈｒｏｍｂｉｎ

２．５　干扰和稳定性
Ｌ半胱氨酸修饰电化学核酸适配体传感器分别在 ｐＨ＝５４的醋酸缓冲溶液中，ｐＨ＝５４的醋酸缓

冲溶液配制的浓度为５０００μｇ／Ｌ的ＨＲＰ、ＢＳＡ和凝血酶中孵育４０ｍｉｎ的响应对比见图９。从图９可知，
空白、同浓度下辣根过氧化物酶和牛血清蛋白等对凝血酶传感器的干扰均非常小，传感器的抗干扰能力

强。

此电化学核酸适配体传感器室温保存于ｐＨ＝５４的缓冲溶液中，每隔２ｄ在ｐＨ＝５４的缓冲溶液
中测试１次，１４ｄ后信号为原来的９３６％。说明此电化学核酸适配体传感器的稳定性很好。重复制备
５个电极测定５次５００μｇ／ＬＨＴＢ，相对标准偏差为５８％。

３　结　论
采用半胱氨酸新型封闭剂封闭电极表面未被核酸适配体覆盖的空余位点，防止传感器表面上的非

特异性吸附，同时利用封闭剂为氧化还原电化学探针，构建了非标记型核酸适配体传感器。电化学阻抗

谱表征了传感器的组装过程，循环伏安法和差分脉冲法研究了传感器的电化学行为，结果表明，该传感

器可有效地检测凝血酶。该传感器对凝血酶在１００～１００００μｇ／Ｌ范围内呈良好的线性响应，检测限为
２４７μｇ／Ｌ。该传感器具有良好的抗干扰性、稳定性和重现性。
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