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自组装膜技术构筑电化学酶传感器

刘慧宏  李 俊  陈显堂
(襄樊学院化学系  湖北襄樊  441053)

摘  要  自组装膜以其制备简便 结构易控 重现性好 具有良好的生物兼容性 能设计和控制生物分子的取向

等特点 用于构筑电化学酶传感器 引起了广泛的关注 本文阐明了自组装膜形成的机理 描述了自组装膜技术在电极

表面固定酶的两种方法 即修饰电极法和修饰酶法 综述了自组装膜技术应用于构筑电化学酶传感器的最新进展 并展

望了其发展趋势
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Abstract  The simplicity and adaptability of self-assembled monolayers (SAMs) and the control over biomolecule surface

orientation have begun to receive attention as a method of constructing electrochemical enzyme-sensors. This review provides the

mechanism of forming SAMs, highlights two immobilization methods, the modification of electrode surfaces and the engineering

of the enzymes, which can be used for constructing enzyme electrodes, and describes the recent development of fabricating

electrochemical enzyme-sensors using self-assembled monolayer technology. Further research directions are suggested.
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电化学生物传感器是将电化学换能器(电极)与生物敏感物质有机组合在一起的装置 它利

用生物物质的识别作用检测电信号的变化 从而对物质进行定量或半定量分析[1] 电化学酶传

感器结合了电化学方法的高灵敏性和酶的高选择性 因而受到广泛关注 其中在电极表面固定

酶是构筑电化学酶传感器最关键的环节 自组装膜(Self-Assembled Monolayers, SAMs)技术为酶

的固定提供了行之有效的方法 首先 SAMs 类似生物膜的结构 具有良好的生物兼容性 能

保持酶的原始构象和催化活性 其次 SAMs 的有序结构能调节酶的活性位点与电极表面的相

对位置 使酶处于有利于电子传递的环境 此外 SAMs 能阻止溶剂分子或离子接近电极表面

减小双电层的厚度 从而降低非法拉弟电流的影响 提高检测底物的灵敏度 因此自组装膜技

术倍受电分析化学工作者的青睐[2~4] 本文介绍了近几年自组装膜技术制备酶修饰电极的方法及

在电化学酶传感器中的应用

1 自组装膜的形成[5]
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SAMs 是分子通过化学键相互作用自发吸附在固/液或气/液界面 形成热力学稳定 能量最

低的有序膜 长链的羧基化合物在金属氧化物表面 有机硅化物在羟基化的基体(如玻璃 石英

和氧化铝等)表面以及巯基化合物在贵金属表面(如金 银 铂 铜等)都能形成 SAMs 其中研

究和应用最为广泛是巯基化合物在金电极表面形成的 SAMs 因为该方法可靠 重现性好 SAMs

稳定有序 末端基团可随意设计 能用多种手段对 SAMs 进行表征 更重要的是 SAMs 在较宽

的电势范围内稳定(+0.8V -1.4V) 其形成机理可表示如下

R SH R S Au+ Aun
0 H2+ Aun

0
+

1
2

巯基与金之间形成了共价键 是 SAMs稳定的主要因素

2 自组装膜技术固定酶[2,3,6]

采用自组装膜技术 主要有两种方法可将酶共价固定于电极表面 一是修饰基体法 (1)在

金电极表面形成末端带有-NH2或-COOH的 SAMs 利用偶联的方式将酶共价结合在 SAMs上(图

1A) (2)在金电极表面形成的 SAMs 末端带有 NH2 或 SH 可共价结合纳米金 再吸附固定

酶(图 1B) 二是修饰酶法 (1)通过化学修饰方法在酶分子表面引入巯基(图 2A) (2)将酶的辅基

进行修饰 自组装固定在电极表面 再重组至酶蛋白中(图 2B) (3)通过蛋白质工程在酶分子表

面引入半胱氨酸或组氨酸(图 2C) 然后利用 SAMs 技术将酶固定在电极表面 当然 这两种方

法不是绝对独立的 有时需要同时使用这两种方法 才能制备高效的酶修饰电极
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图 1  修饰基体法

Fig.1  The methods of modifying electrode surfaces
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图 2  修饰酶法

Fig.2  The methods of engineering enzymes

3 自组装膜技术构筑电化学酶传感器的应用

3.1 修饰基体法

Gorton 等用 A(a) A(b)和吸附法在自组装膜修饰电极表面固定微过氧化物酶-11 时 发现

不同的固定方法 其电子传递速度相差较大 说明巯基化合物的末端基团影响酶在电极表面的

覆盖量 决定了酶在电极表面的取向 从而影响酶与电极之间的电子传递[7]

利用不同的巯基化合物吸附烟草过氧化物酶(TOP)和辣根过氧化物酶(HRP) 发现前者可直

接与电极之间传递电子且能催化还原 H2O2 而后者则不能 使用荷不同电荷的自组装膜 TOP

还原 H2O2的速度不相同 说明酶蛋白与膜的静电作用影响 TOP在电极表面的取向[8]

Gooding 等利用自组装膜技术构筑了葡萄糖氧化酶(GOD)和葡萄糖脱氢酶(GDH)双酶传感

器 在媒介体苯醌存在下 GOD 氧化葡萄糖为葡糖酸内酯 而在 NADH 存在下 GDH 还原葡
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糖酸内酯为葡萄糖 通过酶促反应的循环 其检测电信号被加强 从而增加了检测葡萄糖的灵

敏度 但线性范围变窄 另外他们利用自组装膜的可调控性 研究了 GOD 与 GDH 的相对位置

对传感器性能的影响[9]

利用自组装方法在金电极表面模拟生物双层膜 将尿酸氧化酶和媒介体(1-甲氧基-5-甲基吩

嗪)固定于膜中 构成的尿酸传感器响应快 灵敏度高 干扰小[10]

以上例子说明自组装膜的性质决定了酶在电极表面的取向 从而影响酶与电极之间的电子

传递效率 影响酶与底物作用的速度 因此应根据酶的特性 如酶辅基所处的环境 酶蛋白电

荷的分布及氨基酸残基的性质等 选择带有适当功能基团的巯基化合物 此外电极表面的状态

虽然并不影响自组装膜的性质 固定酶分子的数量及检测底物的灵敏度 但光滑表面的酶修饰

电极具有较宽的检测线性范围[11]

纳米金能与-NH2 -SH -CN 等基团共价键合 在功能化的基体表面形成单层纳米金 而

纳米金又与生物大分子具有良好的相容性 它能吸附蛋白质或酶 缩短其活性中心与电极之间

的距离 将纳米金粒吸附在巯基乙胺自组装膜表面 HRP 与纳米金作用 从而固定 HRP 于电

极表面 一对可逆的氧化还原峰表明 HRP与电极之间直接传递电子 且能催化还原 H2O2
[12]

用该方法研究血红蛋白 可得相似的结果[13] 巯基衍生的硅凝胶在金电极表面形成自组装膜

纳米金与巯基化学键合后 再吸附 HRP 从而将 HRP固定在网状结构的凝胶之中 固定的 HRP

能直接电催化还原 H2O2 为制备稳定 灵敏 重现性好的第三代电化学酶传感器开辟了新的途

径[14]

3.2 修饰酶法

利用化学方法重组酶分子 可将酶的氧化还原中心(辅基)直接与电极相联以加快酶与电极

之间的电子传递速度 其方法是首先将全酶的辅基取出 得到无辅基的酶蛋白 然后将固定在

电极表面的辅基分子重组至酶蛋白中 对于在电极上过电势较高的辅基 引入媒介体分子作为

传输电子的分子导线 即将固定在电极表面连有媒介体的辅基重组至酶蛋白中 得到含有双功

能氧化还原中心的辅基的酶(图 2B)

Gorton 等重组了 HRP 重组 HRP 的辅基血红素直接与金电极相接 在金电极表面形成混

合自组装膜 一种分子为 3-巯基丙酸 另外一种为 N-琥珀酰亚胺-3-巯基丙酸酯 二胺化合物的

一个氨基与 3-巯基丙酸 N-琥珀酰亚胺酯反应相接 另一个氨基在碳二亚胺偶合剂的作用下与血

红素交联 将此电极浸泡在含有脱辅基的 HRP 蛋白中 即得重组 HRP 的修饰电极 这种方法

的优点是可以改变连接血红素的碳链长度 实验表明 碳链较短(C4) 不能形成重组产物 长

碳链(C12)形成重组 HRP的电子传递速度较慢[15]

Willner 等重组了葡萄糖氧化酶和 D-氨基酸氧化酶 首先将酶的辅基(FAD)取出 得到无辅

基的酶蛋白 然后将固定在电极表面接有媒介体(二茂铁 吡咯喹啉醌 PQQ)的辅基重组至酶蛋

白中 得到含有双功能氧化还原中心的辅基的重组酶 该酶显示出生物电催化氧化葡萄糖或 D-

丙氨酸的特性 重组酶既保持了对底物催化的专一性和高的催化效率 又避免了氧 抗坏血酸

和尿酸等的干扰[16,17] 在此基础上 他们利用酶与电极之间电子的流向不同 制备了(不需外加

电源)的酶传感器 用于检测葡萄糖或乳酸 该传感系统由两电极组成 利用自组装膜技术固定
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重组葡萄糖氧化酶或乳酸脱氢酶在金电极表面构成阳极 其中吡咯喹啉醌(PQQ)为传输电子的

媒介体 阴极由细胞色素 c/细胞色素 c 氧化酶偶联至自组装膜表面而构成 两极间的电势差与

葡萄糖或乳酸的浓度成正比[18]

利用蛋白质从头设计的原理 结合自组装膜技术 可在电极表面对蛋白质进行模拟 将含

有两个血红素辅基的 4 肽螺旋束共价键合至自组装膜修饰金电极表面 两个血红素辅基由于与

电极表面的距离不同 其氧化还原电势也不同 分别为-0.43V和-0.36V(vs SCE) 这一性质可应

用于制备生物电子整流器 另外这种模拟蛋白质可以作为硝酸根还原酶或 Co(II)原卟啉重组血

红蛋白的电子媒介体 催化还原 NO3
-或催化 2-炔-丁二酸加氢[19]

采用融合蛋白技术 将具有特异亲合性的蛋白质模块与功能性(如生物催化)蛋白质模块融

合 再利用自组装膜技术固定融合蛋白于电极表面 Edrano 等将β-半乳糖与能特异性结合胆碱

分子的蛋白质融合 其嵌合体则与金电极表面 SAMs 末端的胆碱分子结合 从而将酶固定在电

极表面 修饰有此融合蛋白的电极 用于对氨基苯酚的检测 具有性质稳定 响应快和重现性

好的特点[20]

定点突变技术可以有目的地对蛋白质中的少数氨基酸残基进行替换 蛋白质的结构和性能

基本维持不变 HRP 的表面存在 8个糖基化位点 其碳水化合物的含量达 18% 这些碳水化合

物尤如一道屏障 阻碍了酶的氧化还原中心与电极的电子传递 Gorton 等利用基因工程手段

制得不含糖基化位点的 HRP 突变体 进而利用定点突变技术在 HRP 分子表面引入 6 个组氨酸

分子 由于组氨酸与金之间较强的亲和力 使 HRP 定向固定于金电极表面 两种突变体的电子

传递速度由 1s-1分别增加到 4.7s-1和 7.5s-1[21] 利用组氨酸与金属离子间较强的亲和力定向固定

蛋白质的原理也运用到铁蛋白 NADP 还原酶 制得的两种突变体在金电极表面的覆盖量 电

子传递的能力及氧化还原催化的动力学常数均有差异 说明酶分子表面组氨酸位点决定了酶在

电极表面的取向[22]

Hill 等将 Cyt P450cam分子表面的 5 个半胱氨酸全部突变为丙氨酸 而将与电子传递相关

联的 4 个氨基酸残基分别独立地突变为半胱氨酸 半胱氨酸的-SH 与金电极表面键合 定向固

定蛋白质 使电子传递通道与电极表面接近[23] 且用扫描探针显微镜观察电极表面蛋白质的结

构和形貌[24]

4 趋势和展望

SAMs 以其制备简便 结构易控 重现性好 具有良好的生物兼容性 能设计和控制生物

分子的取向等特点 用于构筑电化学酶传感器 引起了广泛的关注 但用自组装膜技术构筑的

电化学酶传感器应用于实际样品的检测 还存在一些问题 如酶在电极表面的取向难以控制

降低了酶的使用效率 固定在电极表面的酶的量不大 影响检测的灵敏度 多组分同时检测和

在极端条件下 如有机相 较高温度 较高酸碱度等 使用酶传感器有一定难度 为克服以上

不足 利用自组装膜技术构筑电化学酶传感器的研究应从以下几方面进行

(1)电化学酶传感器的制备 关键在于酶的固定 而酶在电极表面的定向固定 需满足以下

几个条件 结合专一性 温和的修饰条件 酶分子表面的结合位点易调控等 蛋白质工程技术

与自组装膜技术结合能满足这些要求[6]
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(2)利用自组装膜技术在电极表面固定酶 结合扫描隧道电子显微和原子力显微方法 可研

究酶在电极表面的形貌和取向 揭示酶直接电化学的机理[25]

(3)利用自组装膜技术对分子进行裁剪 结合生物工程技术 调控生物分子-电极界面的电学

性质 拓展生物电化学酶传感器的应用领域[26]

加强纳米科学与生命科学的结合[27] 引入自组装膜技术和微加工技术的最新成果[28] 开发

和研制生物电化学酶传感器微阵列和芯片实验室 满足复杂样品及多组分分析的要求
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