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基于离子通道的电化学传感技术研究进展
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摘摇 要摇 近年来,基于离子通道的电化学检测技术备受关注,目前该技术已广泛应用于 DNA 测序、分子间相

互作用测定以及无机离子、生物分子等检测中。 本文从电化学检测方法的角度,综述了近年来基于离子通道

的电流型、阻抗型以及电位型检测技术在化学与生物传感中的应用研究进展,重点介绍了此技术的作用原理

及传感器构建方法,并对离子通道基电化学传感技术进行了展望。
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1摇 引 言

生物体的新陈代谢需要不断与外界环境进行物质交换和能量传递,这些过程必须借助离子通道

(Ion channel)完成。 天然离子通道是细胞膜上一类特殊的亲水性蛋白质微孔道,选择性地使特定离子

进出细胞。 离子通道最典型的特点是具有选择性和门控制性。 选择性是指通道具有选择性通透作用,
在通道开放时只允许特定离子顺电化学差流动;门控制性是指通道的开放和关闭,此特性使得通道能够

灵敏地感受外界刺激并调节自身的开放和关闭。 常见离子通道主要包括两大类:天然生物离子通道和

人工合成离子通道。 其中,天然生物离子通道主要由生物膜、跨膜蛋白和通道构成,此类型常用的通道

主要有葡萄球菌 琢鄄溶血素(琢鄄HL)、气单胞菌溶素(Aerolysin)、分歧杆菌属孔道蛋白 A(MspA)以及大肠

杆菌的外膜蛋白 G(OmpG)等。 人工合成离子通道是受生物离子通道启发而人工制备的离子通道,该
类型的离子通道通常采用一定的基底材料(如聚合物[1]、硅基材料[2,3]、玻璃[4]、氧化铝[5]、石墨烯[6,7]

和 MoS2
[8]等),利用离子束刻蚀[9]、电子束刻蚀[10]等方法进行制备。 两种类型离子通道各有优缺点:天

然生物离子通道信号分辨能力强,但稳定性差且不适合大规模生产;人工离子通道尺寸可控、易于阵列

化且重现性好,但其制备成本高[11], 信号噪音较大[12]。
鉴于离子通道的特性及优势,近年来, 研究人员将离子通道应用于化学传感领域,开发出了一系列

基于离子通道的光学传感器[13]和电化学传感器[14],并将其应用于离子检测[15]、生物传感[16 ~ 19]、能量转

化[20]以及 DNA 测序[21,22]等方面。 由于电化学传感技术具有灵敏度高、成本低、操作简单和易于小型化

等特点,目前基于离子通道的电化学传感技术已成为化学传感领域的研究热点。 利用离子通道技术进

行电化学传感的思想来源于 Coulter 计数器,传统 Coulter 计数器使用单个圆柱形孔计算电解质上颗粒

的数量并测量颗粒的体积。 Umezawa 等最早将离子通道引入电化学传感领域,实现了 ClO-

4、Ca2+、Mg2+

和 Ba2+等多种无机离子的检测[23,24]。 近年来,随着离子通道基电化学检测技术的不断发展,研究者利

用此技术不仅实现了生物大分子(如单链 DNA[25]、双链 DNA[26] 和 RNA[27] 以及蛋白质等[28 ~ 30] )的检

测,而且还进行了 DNA 测序和 DNA /蛋白质相互作用检测等生物前沿领域的研究工作。 目前,已发展

的电化学离子通道传感技术的应用对象如图 1 所示。 本文以天然生物离子通道和人工合成离子通道为

主体,根据电化学检测方法的不同,对其在化学与生物传感中的应用进行了评述。

2摇 离子通道基电化学传感技术

基于离子通道的电化学传感技术的工作原理是利用离子通道作为识别元件,待测物流经离子通道
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时产生感应信号,随后被换能器接收,转化为可测量的电化学信号(如电流、阻抗、电位),然后经过放

大、储存,最后通过电化学仪器显示记录下来。 根据电化学信号的不同,可大致分为电流型、阻抗型以及
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图 1摇 离子通道传感技术应用对象示意图

Fig. 1摇 Application objects of ion鄄channel sensing

电位型离子通道检测技术。
2. 1摇 电流型离子通道传感技术

图 2 为典型电流型离子通道传感的检测示意图

及响应图,其中离子通道连接两个充满电解质溶液

的隔室,通过施加电压从而产生通过通道的离子电

流,以电流表检测的电流变化为响应信号。 其检测

原理是当通道一侧加入待测分析物时,在外加电场

的驱动下分析物会穿过离子通道进入通道另一侧。
当分析物与离子通道尺寸相当时,通道会出现瞬时

阻塞,产生下降的电流脉冲,电流脉冲变化的幅度、
持续时间和频率取决于分析物的特征(如待测物大小及形状,电荷以及分析物和孔之间的相互作用

等) [31 ~ 33]。 目前,此技术已被广泛应用于环境监测[34]、癌症分析[35]、物质分离[36,37]等领域,该技术具有

检测速度快、换能方式简单等优点,但常规的电流型离子通道传感技术存在选择性低、灵敏度差等缺点。
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图 2摇 (A)基于电流法的离子通道传感检测 DNA 示意图以及(B)典型电流响应[14]

Fig. 2摇 (A) Schematic diagram and (B) typical response curve for current鄄based ion鄄channel sensing of DNA[14]

1996 年,Kasianowicz 等[38]首次报道了基于天然生物离子通道 琢鄄HL 的电流型核酸检测技术,此工

作开创了基于离子通道电化学检测 DNA 的新领域。 该研究采用电泳法驱动单链 DNA(ssDNA)和 RNA
分子通过 琢鄄HL 通道,当生物分子位置发生变化时,瞬时电流发生改变,他们发现电流频率与分析物浓

度相关且持续时间与分子的长度成一定比例关系。 近年来,龙亿涛研究组在生物离子通道基电流型检

测技术方面做了大量研究工作,他们利用气单胞菌溶素 Aerolysin 作为离子通道,实现了对未经修饰的

寡聚核苷酸分子[39]的直接电化学检测。 然而,需要指出的是,上述检测方法对靶向目标物质的选择性

不足,体积相似的非目标分子也可以进入离子通道,产生干扰目标信号的离子电流特征,从而降低检测

的准确度。
针对此问题,人们通过在离子通道或分析物上修饰辅助物质进一步提高检测的选择性。 在天然生

物离子通道修饰研究方面,Fahie 等[40] 报道了生物素配体修饰的生物离子通道 OmpG 用于高选择性检

测生物素结合蛋白,该通道可区分复杂混合物中生物素结合蛋白的几种结构同源物[41]。 对于人工固态

离子通道而言,一般通过共价修饰的方式改进通道识别选择性。 Jiang 的研究组[42] 对聚合物人工离子

通道进行了选择性修饰,他们在纳米离子通道孔道中修饰 G鄄四联体 DNA,当 K+存在时,它会与 G鄄四联

体 DNA 发生作用并使得 DNA 构型发生变化,进一步导致跨膜电流降低,从而实现 K+的检测。 基于类

似原理,他们将锌指蛋白修饰到聚合物人工纳米离子通道中,构筑了锌的高选择性仿生离子通道[43],此
外他们也将一定长度的单链 DNA 修饰到聚合物纳米离子通道中,用于高选择性地检测 Hg2+ [44]。
Gao 等[45]对玻璃基人工离子通道进行选择性修饰,他们将大环二氧四胺衍生物共价修饰到通道内表

面,实现了对汞离子的高选择性检测。 White 研究组[46]在玻璃基人工离子通道内表面修饰胺基,通过变
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化溶液 pH 值,使离子通道表面胺基质子化或去质子化,从而构建出 pH 门控效应的电化学传感器。 此

外,通过在目标分析物上修饰特定功能性物质,也可以提高离子通道对待测物的选择性。 例如在核酸上

结合一种聚阳离子纳米载体[47],聚阳离子载体可以在目标核酸上施加一定的偶极矩,通过电泳力将纳

米载体鄄靶 DNA 复合物驱动到离子通道中,而不具有结合载体的非目标分子被排斥在通道外, 不产生

任何干扰信号,从而提高离子通道检测的选择性。
在传统的电流型离子通道分析技术中,分析物穿过离子通道的时间通常较短( ~ 1 ms),这导致此

类型传感方法的灵敏度一般较低。 解决此问题的关键在于减慢分析物的运动速度,并延长它们在离子

通道孔内的停留时间,从而获得时间可分辨的信号,并最终实现检测灵敏度的提高。 Meller 的研究组

等[48]在减慢蛋白质通过离子通道速度方面做了大量研究工作。 他们利用激光诱导产生出与分析物电

泳运动方向相反的电渗流,从而减慢分析物通过离子通道的速度,使得小分子蛋白能够被检测。 同时,
他们也发现,通过将电解质 pH 微调至分析物蛋白的等电点( pI),也可以减慢分析蛋白的速度[49]。
Plesa 等[25]在监测及减慢 DNA 通过通道速度方面开展了诸多研究工作。 他们通过监测标记的 DNA 通

过离子通道过程中的位置变化,从而确定 DNA 通过离子通道的速度。 他们报道了使用谷氨酸溶液来减

慢 DNA 速度的方法[50],与常规使用的 KCl 溶液相比,谷氨酸盐溶液具有较低的电导率和较高的粘度。
粘度的增加使得谷氨酸盐溶液对 DNA 分子具有更大的拖曳力,这使得 DNA 分子通过离子通道的时间

延长,从而进一步显著提高测量灵敏度。 最近的研究中,他们通过使用高浓度 LiCl 缓冲液代替 KCl 溶
液以降低 DNA 分子通过离子通道的速度,可以获得更高的测量带宽[51]。
2. 2摇 阻抗型离子通道传感技术

电化学阻抗型离子通道检测体系主要由离子通道和电解质(溶液)两部分组成,使用阻抗分析仪在

室温下进行阻抗谱的测量和记录。 传统阻抗分析的一般原理是电子在电极 /电解质界面发生转移时,由
于电子传导速率与溶液离子传导速率不同,导致电子转移不同步,产生电子转移电阻。 在阻抗基离子通

道传感技术中,离子通道的功能化修饰会使得电子转移电阻略微降低,而功能化离子通道与分析物的相

互作用则会使得电子转移电阻显著增加,据此可以实现对分析物浓度、带电情况和结构特征等多种参数的

检测。 基于阻抗法的离子通道传感技术的检测原理以及典型阻抗响应谱如图 3 所示。 此类型传感技术具

有换能方式简单、检测灵敏度高等优点[52 ~ 55]。 然而,该技术也存在复杂电化学阻抗谱分析与解释困难、等
效电路模型缺乏唯一性等诸多不足。 目前,阻抗型离子通道传感技术主要用于生物大分子的检测[56]。

氧化铝基人工固态离子通道由于其具有高度有序、易于修饰以及非特异性吸附弱等特点,在阻抗基

离子通道传感技术中得到广泛使用。 然而未经修饰的氧化铝离子通道难以用于实现高选择性的阻抗检

测,已报道的文献多采用功能化修饰的氧化铝通道作为传感元件。 Wu 等[56] 利用小分子单链 DNA
(ssDNA)对氧化铝离子通道进行修饰,实现了杂交 DNA 的阻抗检测,同时他们也发现降低离子通道孔

的密度,有利于实现电化学阻抗谱中离子通道电阻和膜电容的清晰识别。 Kant 等[57]将大分子链霉抗生

物素蛋白修饰到多孔道氧化铝的内表面,并研究了氧化铝离子通道面积和孔数对化学和生物传感的影

响。 他们发现,与大离子通道阵列相比,小面积和低孔数离子通道可以达到更好的生物传感性能。 最

近,有研究者将大分子的人类气味结合蛋白(hOBP)固定于氧化铝离子通道表面,实现了醛和脂肪酸的

高选择性、高灵敏度电化学阻抗检测[5]。 hOBP 不仅可与亲脂性分子结合,而且对亲水性的醛和脂肪酸

也呈现出较高的亲和力,当 hOBP 与醛或脂肪酸发生相互作用后,电荷转移电阻和离子通道电阻的串联

电阻显著增加,从而实现对醛和脂肪酸的检测,该方法对苯甲醛和二十二碳六烯酸的检出限可分别达到

10-9 mg / mL 和 10-12 mg / mL 量级。
2. 3摇 电位型离子通道传感技术

电位型离子通道传感技术,主要是指基于离子选择性电极的离子通道传感技术。 离子选择性电极

检测技术具有操作简单、成本低廉以及选择性高等优点,特别适合于现场快速分析。 近年来,研究者将

此类电极与离子通道相结合,发展了诸多离子通道基离子选择性电极检测技术,实现了对无机离子、生
物大分子等的高灵敏、高选择性检测,可以预见此类技术未来有望应用于临床化验、环境监测等领域。
与其它电化学离子通道传感技术相比,该技术具有构建方法简单、选择性高等优点,但是由于离子通道
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图 3摇 (A)基于阻抗法的离子通道传感检测 DNA 杂化示意图以及(B)典型阻抗图谱[56]

Fig. 3 摇 (A) Detection diagram and ( B) typical impedance spectroscopy for impedance鄄based ion鄄channel
sensing of DNA hybridization[56]

内识别反应发生过程中无额外电化学驱动力存在,使得采用此技术所构建的传感器更新较为困难。
目前,已研发的离子通道基离子选择性电极检测技术主要可分为两大类,即零电流技术和电流驱动

技术。 在零电流条件下测定时,一般采用两电极体系,即将离子通道、离子选择性电极以及外参比电极

之间用导线连接组成一个完整的测量回路,将其置于待测溶液中,离子通道中选择性识别反应可对待测

溶液中离子浓度变化产生影响,并进一步对电位信号变化产生影响,通过电位计测量该电位变化,从而

实现待测物检测。 在该条件下,离子的扩散过程仅依靠浓度差。 电流驱动条件下的电位检测技术是指

基于计时电位技术的电位分析检测技术,该技术是通过控制电极表面施加电流的方向、时间以及电流的

大小,能够有效调控通过离子通道修饰的聚合物膜离子选择性电极的离子通量,从而实现待测物快速检

测[58]。 电流驱动条件下的电位检测体系一般采用三电极体系,由工作电极、参比电极和辅助电极组成。
Gyurcsanyi 等将功能化的离子通道与离子选择性电极相结合,实现了小 RNA (miRNA )的电位检
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图 4摇 (A)基于平衡电位的离子通道传感检测小 RNA 示意图、(B)测量装置以及(C)典型电位响应[59]

Fig. 4摇 (A) Schematic illustration, (B) measurement setup and (C) typical potential response for equilibrium
potential鄄based ion鄄channel sensing of microRNA[59]

测[59],此传感器的基本原理如图 4 所示。 该研究利用带正电的肽鄄核酸修饰离子通道,带负电荷的

miRNA 经过离子通道时会由于电荷中和作用使得离子通道不带电,此过程采用 K+作为指示离子指示

电荷中和作用过程,K+选择性电极作为指示电极测定 K+浓度变化,从而实现 miRNA 的检测。 需要指出

的是,此过程核酸待测物识别过程与电极检测过程是分别进行的,而且识别过程仅依赖电荷作用使得检

测缺乏选择性。 为了解决此问题,他们将亲脂性的离子载体、离子交换剂等修饰于金离子通道内表面,
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Ａg+鄄complexation

Ag+

图 5摇 离子载体修饰的金离子通道[60]

Fig. 5 摇 Schematic representation of gold鄄based ion channel
modified with ionophore[60]

构建了集识别和检测为一体的离子通道基离子选

择性电极(图 5),离子载体的存在可以保证电极的

高选择性识别,最终实现了 Ag+的高选择性、高灵

敏电位检测[60]。 最近,他们又将亲水性的多肽修

饰于金离子通道内,构建了高选择性的 Cu2+ 选择

性离子通道传感器[61]。
Xu 等[62] 提出了一种基于计时电位分析法的

离子通道传感用于蛋白质的检测,检测原理如图 6
所示。 在该检测体系中,聚合物膜钠离子选择性

电极膜表面首先修饰生物素,当溶液中加入亲和

素后,生物素与亲和素会发生键合作用,此作用会

抑制电流驱动的 Na+从溶液相进入敏感膜相的离

子通量,此离子通量的变化可用于定量检测溶液中的亲和素。 此外,研究表明,通过降低电极敏感膜的

比表面积可以提高检测灵敏度。 鉴于此,他们将固态氧化铝离子通道覆盖于生物素修饰的电极膜表面,
有效降低了电极比表面积,进一步提高了电位检测亲和素的灵敏度。

图 6摇 (A)基于电位法的离子通道传感检测抗原抗体相互作用示意图以及(B)典型电位响应[62]

Fig. 6 摇 (A) Detection diagram and (B) typical potential response for potentiometry鄄based ion鄄channel
sensing of antigen鄄antibody interactions[62]

3摇 结 语

在过去的十余年中,基于离子通道的电化学检测技术取得了较大的进展。 虽然目前离子通道基电

化学传感器技术在选择性、灵敏度以及稳定性等方面已取得诸多突破,然而,离子通道技术仍然面临着

诸多挑战,如可供选择的生物离子通道种类十分有限, 以及人工离子通道的稳定性和均一性缺乏等,伴
随着 DNA 工程技术、纳米技术以及 3D 打印技术的发展,这些问题有望在未来得以解决。 此外,离子通

道传感领域面临的最大问题是只有少数相关化学与生物传感器已被用于实际样品分析,而大部分仍然

处于概念验证阶段,这就要求研究人员更加深入地研究可应用于现场快速检测的技术,以更好地将离子

通道基化学和生物传感器应用于实际复杂样品的检测中。
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Electrochemical Sensing Techniques
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Abstract摇 During the past few years, electrochemical sensing techniques based on ion channels have attracted
considerable attention. Nowadays, these techniques have been widely used in DNA sequencing, measurement
of molecular interactions and detection of inorganic ions and biological species. Hence, in this review, the
research progresses of ion channel鄄based electrochemical techniques including amperometry, conductometry
and potentiometry in chemical and biological sensing are addressed from the perspective of different
electrochemical methods. The sensing mechanism and fabrication process of these sensing methods are mainly
introduced. In addition, the further research orientations of electrochemical sensing based on ion channels are
prospected.
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