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采用电聚合方法固定抗体的I g G检测微传感器
’

边 超 许媛媛 孙红光 陈绍凤 夏善红 “

中国科学院电子学研究所 传感技术联合 国家重点实验室北方基地
,

北 京 1。。0 8 。

摘要 采用微电子机械 系统 M E M S 工 艺制备微 电极芯片
,

并利用电化学聚合方法将抗体 ( 羊抗人

Ig G ) 与咄咯共同聚合在工作电极敏感表面
,

用于人免疫球蛋 白 I g G 的安培酶免疫检测
.

该传感器 以

硅作为基底
,

铂作为电极
,

工 作电极敏感面积 Z m m
2

.

S U
一

8 胶形成的微反应池结构使该传感器试剂

用量仅为 醉
J

量级
.

该传感器工作 电压一 。
.

3 v
,

线性范围 5一 6 55 n g / m L
,

响应时间 3 m in
,

具有制备

简便
、

响应快
、

试剂用量少
、

检测浓度低
、

微型化
、

便于集成等优点
.

关键词 M E M s 安培酶免疫传感器 电聚合 聚毗 咯 I姊

自 20 世纪 90 年代以来基于电化学原理的安培

酶免疫检测得到了迅速发展
,

应用领域包括食 品工

业
、

环境监测与处理
、

生物学技术及临床诊 断等
.

这种传感器利用抗原抗体之间的亲和作用 以及酶的

催化放大作用
,

通过检测与待测物浓度相关 的电流

信号实现生物分子的检测与识别
,

相对于传统 的光

谱免疫检测具有响应快
、

灵敏度高
、

成本低
、

体积

小
、

操作简便等优点
.

然而目前处于研究阶段的安培酶免疫传感器一

般采用碳棒
、

铂丝
、

玻碳 等 〔̀
一

4〕作为工作电极
,

不

易于器件的微型化
、

集成化
.

此外反应多在器皿中

进行
,

对试剂 的需 求量 大
,

多 为 m l
砂

量级
.

基 于

M E M S 工艺在硅衬底上制备微传感器是实现器件微

型化
、

实现微量检测
、

批量生产的有效途径
,

将是

生化微传感器的发展方向之一 虽然 目前 已有少数

科研单位采用 M E M S 工艺制备微 电极进行生物分

子的检测
,

但是其研究对象只局限于利用酶的直接

催化作用的葡萄糖
、

胆固醇等生物小分子仁5
一

7困
,

并

未涉及生物 大分子的免疫检测
.

文 中采用 M E M S

工艺在硅基底上制备微 电极芯片
,

进行免疫检测
.

传感器敏感 面积 Z m m
Z ,

试剂用量仅 为 “ L 量级
.

实现了免疫检测的微型化
、

微量化
.

对于生物传感器
,

生物敏感膜的固定化是关键

的环节
.

目前文献报道常用包埋或戊二醛交联等方

法进行敏感膜 的固定
,

但是这些方法可控性 较差
、

生物分子的活性不易保持
.

尤其是对 于 日益微型化

的生物传感器
,

这些方法更加难 以保证敏感膜的重

复性及一致性
.

目前一些文章报道采用 电聚合方法

将酶和高分子物质 (如毗咯
、

ln3 噪
、

鹰吩等 ) 同时聚

合在电极之上
,

实现酶分子的固定仁卜
` oj

.

这种方法

具有操作简便
、

易控的优点
,

能够严格控制 固定的

敏感 区域
,

适合微 电极及微量试剂的固定
,

有利于

微电子技术与生物技术更好 的结合
.

同时采用电聚

合法可以有效 地缩短生 物敏感膜 固定 的时间
.

例

如
:

采用传统的戊二醛交联法
,

首先需要将戊二醛

固定在固相载体上
,

然后再将生物敏感分子 固定在

戊二醛上
,

每个步骤都需要在特定 的温度下温育数

小时甚至过夜
,

十分耗时
.

然而采用电化学聚合法

只需要短短几分钟 即可实现生物分子 的固定
,

大大

提高了传感器的制备效率
.

此外由于电化学聚合 的

薄膜呈松散的结构
,

生物分子在膜 内具有 比较 自由

的微环境
,

能够更好地保持生物分子的活性
.

虽然

采用电聚合法进行酶传感器的研究 已经取得了一定

的进展
,

但是极少有文献报道将这种方法用于安培
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免疫传感器的研究
.

本 文尝试采用 电聚合 的方法将

抗体与毗咯同时聚合在工作 电极敏感表面
,

实现抗

体的固定并进行 人免疫球蛋 白 Ig G 的安 培免疫检

测
.

1 实验

1
.

1 主要试剂与仪器

羊抗人 Ig G
,

H R P 标羊抗人 I g G
,

人 I g G 购 自

北京欣经科生物技术有限公 司
.

牛血清蛋白
、

磷酸

盐缓冲片 ( p H 7
.

4
,

0
.

0 1 m o l / L ) S i g m a 公 司生产
.

毗咯 F l u k a
公 司

.

H
Z
O

: ,

N a Z S O
; ,

K N O
3

等 由北

京化学试剂公司生产
.

所有试剂均为分析纯
.

试剂

由去离子水配制
.

M E C
一

1 2 B 型多功能微 机电化学分析 仪产 自江

苏江分电分析有限公司
,

用于电极表面修饰及计 时

电流检测
.

1
.

2 电极芯片制备

用于电化学检测 的工作 电极材料多为贵金属材

料 (如 tP
,

A u ,

A g )和各种碳电极 (碳
、

石墨
、

玻碳

电极等 )
.

针对 M E M S 的平面薄膜制备工艺
,

本文

采用双电极结构
,

选用惰性金属材料铂 同时作为工

作电极
、

对电极
.

工作 电极敏感部分为 圆形
,

面积

Z m m
2

.

对电极为环 形
,

将 工作 电极环 绕在其 中
.

芯片实物图见图 1
.

生长氧化硅
、

氮化 硅作 为绝缘 层
.

然后甩胶
、

光

刻
、

溅射 R 并剥 离形成工作 电极和对 电极
.

之后

以 SU
一

8 作为结构材料
,

采用两次曝光一次显影的

方法制备反应池和敏感池
.

第一层 S U
一

8 高 50 拌m
,

曝光之后不显影
,

继续甩胶得 到第二层高 1 0 0 拌m

的 SU
一

8 结构
,

然后进行第二次曝光
,

显影后得到

高度分别为 50 和 15 。 拼m 的敏感池和反应池
.

图 2 微电极芯片制备工艺流程 图

该传感器设计有微型圆形敏感池和圆形反应

池
.

敏感池将工作电极 的敏感部位 限定在其 中
,

反

应池作为整个电化学系统的反应室
,

使得检测不需

另加反应器皿
,

同时试剂用量也 比常规检测大大减

少
,

仅为 拌L 量级
,

常规用量为 m L 量级
.

芯片具体制备工艺见图 2
.

首先在硅 片上依次

1
.

3 电极表面预处理及抗体固定

i( ) 用氧等离子体轰击 电极芯片表面
;

ii( ) 在

H
Z
5 0

4

(1 m ol / )L 中进行循 环伏安扫描
,

电压范围

一 0
.

2一 + 1
.

S V
,

扫描 速度 50 m V / S ,

直至得到重

复的
、

稳定的曲线
;

ii( i) 在工作 电极敏感表面采用

恒流法聚合抗 体及毗咯
,

电流密度 0
.

25 m A / c m
Z ,

抗体浓度 2 50 胖g / m l
一 ,

毗咯单体 浓度 0
.

1 m ol / L
,

电解质 N a Z
5 0

、
0

.

0 1 m o l / I
矛 ,

溶液 由 p H 7
.

O 的磷酸

盐缓冲液配置
,

试剂用量 1。 拌L
,

聚合时间 4 m in
,

聚合后用磷酸盐缓冲液 ( PBS
,

p H 7
.

4
,

0
.

01 m ol / )L

清洗电极表面 ; ( i v) 在敏感池内滴加 1拌L 牛血清蛋

白 1% (由 P B S 配置 )
,

用于减少非特异性结合 的几

率
,

于 4 ℃静置 Z h 后用 P B S 清洗
; ( v) 在反应池

内滴加 10 拼L P B S
,

于 4 ℃保存待用
.

1
.

4 检测步骤

免疫检测采用夹 心法
,

抗体与酶标抗体 ( 辣根

过氧化物酶 H R P 标羊抗人 Ig G )对人 I g G 进行特异
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性识别
,

通过检测 H R P 对 底物 H
Z
O

:

催化产生 的

电流信号实现检测
.

检测步骤如下
:

i( ) 在敏感池

内滴加 1 拌L 标准浓度人 Ig G 溶液
,

于 4 ℃温育 l h
,

使固定抗体对人 Ig G 进行特异性识别
,

然后用 P B S

清洗 ; ( 11) 滴加 1 拌L 酶标抗体 H R p 标羊抗人 Ig G

于敏感池
,

酶标抗体与固定 的人 Ig G 进行特异性结

合
,

反应于 4 ℃静置 l h 后用 P B S 清洗
;

ii( i) 在反

应池内滴加 1。 拌L P B S
,

并在工作电极与对 电极之间

施加电压一 0
.

3 V
,

直至得到稳定的电流信号
,

时间

一般为 1 0 m i n ; ( iv ) 在反应池内加人 10 拜L H Z
O

Z

(浓度 0
.

03 写
,

由 P B S 配制 )
,

施加工作电压一 。
.

3

V
,

H R P 催化 H
2
0

:

反应
,

同时 H R P 与电极之 间

发生电子的转移
,

产生与待测人 I g G 浓度相关的电

流信号
,

通过检测不同浓度人 Ig G 产生的响应 电流

信号
,

得到免疫传感的浓度响应曲线
.

在 电聚合 的过程 中
,

由于氧化形 成的 自由基 阳离

子 P y +
或 P P y +

存在静电相互作用和氢键作用
,

电

解液中的阴离子将作为平衡离子嵌人聚毗咯链 中
,

以 中和聚合物骨架上 的正电荷
.

掺杂态 的 P P y 的

链结构可表示为 C
。
H

3 N X
二 ,

其 中 X
一

为掺杂的对离

子
, z 为掺杂度

.

掺杂度一般在 。
.

25 一 0
.

33 之间
,

即每三个或 四 个毗咯环上带 有一个 阴离 子
.

利用

这一原理可 以使待 固定的抗体或抗原作为平衡离

子掺人聚毗咯膜 内
.

由于 Ig G 抗体等 电点为 6
.

8
,

在 p H 7
.

0 的溶 液 中带 负电
.

因此 在 p H 7
.

。的溶

液 中聚合毗咯时
,

溶液 中的 馆G 可 掺人聚毗咯膜

内
,

从 而 固 定 在 电 极 上
,

反 应 如 下 式
,

其 中

y 一 n z
·

旱 早

2 结果与讨论

2
.

1 抗体的固定

根据毗咯电化学聚合的理论
,

毗咯单体 电聚合

过程
,

首先是单体电氧化成离域的 自由基 阳离子
,

其在
a 一位上有很高的自旋密度

.

其次是单体 自由

基通过 a 一位的 自由基祸连形成二聚体
,

然后放出

2 个质子
,

产生中性二聚体
,

接着二聚体氧化为二

聚体 自由基
,

与其他单体 自由基或二聚体 自由基
、

低聚物 自由基反应
,

使聚合物链增 长
,

藕联 /电化

学氧化过程 如此重 复下去
,

聚合过程 如 图 3所示
.

N
_

“
一

N
_

j 护产 、 、 、 Z 、 U / 了产 、 、 、 J
了 . ,

一
、

八了大 一
代飞了方 哟

,

nnù0
了04
,̀ó ..皿勺.二山.1竺. 叮

H

杏
·

H

2
.

2 工作电压对传感器响应的影响

图 4 为人 Ig G 浓度相 同的情况下工作电压的

变化对 传感 器 响 应 电 流 的 影 响
.

由 图可 知
,

在

一 0
.

2一一 0
.

7 V 的电压范围 内
,

随着工作 电压 向

负的方 向逐渐增大
,

响应 电流也逐 渐增大
.

在理

论上随着工作 电位负值 的增加
,

传感器 的灵敏度

也该 随之增 大
.

但是 在过高 的电位下
,

溶液 中共

存的其他 活性 物质也 容易 在 电极 上被 直接 还原
,

从而增大系统 的噪声 电流信号
,

降低传感器 的信

噪比
,

限制传感 器 的检测 限
.

在 相对较 低的工作

008060`一\璐留兰
韶沪

ē日nnU月峥2/

丸
、

厂飞
。 、 ,

衍 沂
一

飞
认 矛一义 少

一
H se se不 丫一义 夕

地一岁
’

丫
` c

\一了
、

丫 一 0
.

2 一 0
.

8

H H
! l

/ N \ o x ,

/ N \

”

回 一 洲L厂

一 0
.

4 一 0
.

6

工作电压 / V

图 4 工作电压对传感器响应的影响

人 I gG S n g /m L
.

底液为含 0
.

0 3 % H Z O : ,

0
.

0 5 m o l/ L

K N O 3的 P B S ( 0
.

0 5 m o l / L )
, P H 7

.

4

图 3 毗咯电聚合过程
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八曰 n 00C UC 0U nO R tl 6
11é

4
凡 j21电位下

,

系统的背 景 电流噪声 较弱
,

能有效 的抑

制溶液中电活性物质带 来 的干扰
.

此外在 较高 的

工作 电位下 ( 一 0
.

6一 一 0
.

7 V )
,

底液 中的 H
Z
O

:

将

在对 电 极 上 直 接 发 生 反 应
.

因 此 本 实 验 选 择

一 0
.

3 V作为工作 电压
.

2
.

3 底液 p H 值及温度对传感器响应的影响

对于酶免疫传感器
,

其最终产生 的响应信号是

通过标记在抗体上的酶对其底物的催化作用而形成

的
.

因此在待检测的免疫试剂浓度相同 的情况下
,

酶的催化活性及稳定性将对免疫传感器的响应产生

影响
.

底液的 p H 值及温度 的变化会影响酶的催化

活性及稳定性
,

从而影 响传感器 的响应
,

因此需要

对底液的 p H 值及温度进行优化
.

图 5 为其他实验参数相 同的情况下传感器 的响

应 电流与反应底 液 p H 值 的关系 曲线
.

底液 为含

H
Z

仪 0
.

0 3 %
、

K N仇 0
.

0 5 m o l / L
,

不 同 p H 值的

磷酸盐缓冲液
,

反应在室温下进行
.

由图可知
,

当

p H 值为 7
.

0 时
,

传感器 的响应电流最大
,

说 明在

此 p H 值下
,

酶的活性较高
,

这一结果 与文献报道

H R P 酶活性适宜的 p H 范围相一致 〔“ 〕
.

式u\缤钾

10 2 0 3 0

温度 /℃

图 6 传感器响应与反应温度关 系曲线

注
:

人 Ig G S n g /m L
,

底液 为含 H : O 。 0
.

0 3%
、

K N O
3 o

.

O s m o l/ I 的 P B S ( 0
.

0 5 m o l / I
,

) p H 7
.

O
.

2
.

4 传感器的时间响应曲线

图 7 为传感器的响应电流随时间变化的计时电

流曲线
.

图 中由下至上待 测液 中人 I g G 的浓度 由

s n g / m L 增至 1 1 5 5 n g / m L
.

检测时间 l o m in
.

根据

图示结果
,

响应 电流信 号在 大约 3 m in 即可达到稳

定值的 95 %
,

比传统酶联免疫反应响应时间 1一 Z h

大为缩短
,

比文献「4
,

13 ]报道的安培酶免疫传感

器响应 5一 30 m in 也有所 改善
.

此外
,

随着人 Ig G

的浓度 的增加
,

响应电流达到稳定值的时间略有增

加
,

这与一般酶生物传感器的性质是一致 的
.
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`ó\埠留
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.
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,
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p H 值 丛丛丛--- -

一下 下蔺矶尸呀呀
图 5 传感器响应与 p H 值的关系曲线

人 Ig G S n g /m L
,

底液为含 H Z O : 0
.

0 3 %
,

K N O
3 0

.

0 5 m o l/ L 的 P B S ( 0
.

0 5 m o l / L )
, 2 5℃

1 0 0 2 0 0 3 0 0 4 0 0 5 0 0 6 0 0

时间s/

图 6 为底液温度不同时传感器 的响应 电流变化

曲线
.

根据 图示结果
,

在 4一 37 ℃ 的温度范 围内
,

传感器的响应在 20 ℃ 时达到最大值
.

说明 H R P 酶

在 2 0 ℃ 具 有较高的活性
,

这 一结 果符 合文 献 报

道 lz[ 〕
.

为了检测方便
,

选 择在室温条件 下进行检

测
,

温度约为 25 ℃
.

图 7 不 同人 I酮 浓度下传感器的响应曲线

由下至 上 人 Ig G 浓度分 别为 5 ,

55
,

2 5 5
,

3 5 5
, 4 5 5 ,

55 5 ,

5 4 0 ,

z 1 55 n g / m L
.

底液为含 H : O : 0
.

0 3 %
,

K N O 3

0
.

0 5 m o l/ L 的 P B S ( P H 7
.

o , 0
.

0 5 m o l/ L )

2
.

5 传感器的线性范围及检测限

对不同浓度的人 Ig G 样品进行检测
,

得到样 品

浓度 (5 一 1 1 5 5 n g / m L ) 与响应 电流关 系曲线如 图 8

所示
.

实验表明
,

该传感器的响应在 5一 6 55 n g /m L
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浓度范 围内呈线性
,

检测灵 敏度 0
.

16 n A
·

m L
·

n g 一 ’ ,

线性相关度 0
.

9 9 5 5
.

在 6 5 5一 1 1 5 5 n g /m L 浓

度范围内传感器响应近似达到饱和
.

该性能优于文 1

献 [ 1 3
,

1 4 ]报道 的结果
.
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图 8

底液
:

含 H 2 0 2

安培酶免疫传感器浓度 曲线

0
.

0 3肠
、

K N O 3 0
.

0 5 % m o l / L 的磷酸盐缓冲

液 ( p H 7
.

o , 0
.

0 5 m o l / L )

2
.

6 传感器的一致性及寿命

将传感器对浓度为 8 4 0 n g / m L 人 I g G 进行 5 次

重复性测量
,

响应电流为 ( 14 7
.

61 士 6
.

86 ) n A
,

相对

偏差 4
.

“ %
.

对不 同批次的传感 器的一致性进行

测量
,

由 3 批制 备的传感 器对浓度 为 s n g /m L 人

Ig G 进行测量
,

响应 电流为 ( 4 5
.

3 2 士 1
.

8 5 ) n A
,

相

对偏差 4
.

08 %
.

与文献报道 安培 免疫传感器 的一

致性相当
,

说明该传感器具有较好 的一致性
.

对传感器进行寿命测试
,

将两周后传感器 的响

应值与两周前同一批次制备得到传感器的响应值进

行比较
,

衰减相对偏差 5
.

67 %
.

一个月后传感器

衰减相对偏差 7
.

72 %
,

达到或优于文献报道结果
,

说明该传感器具有较好 的稳定性
.

3 结论

本文采用 M EM S 工艺在硅基底上制备微 型安

培酶免疫传感器
,

用于人 Ig G 的检测
.

抗体利用

电化学方法 固定
,

采用一步法将 其与 毗咯同时聚

合 在 敏 感 电极 表 面
.

该 传 感 器 检 测 线 性 范 围

5一 6 5 5 n g / m L
,

响应时间 3 m i n
,

一致性及稳定性

较好
.

具有 制备简便
、

响应 快
、

试 剂用 量少
、

检

测浓度低
、

微型化
、

便于集成 等优点
.

基于此 检

测原理
,

该传感器能够对其 他生物分 子进行免 疫

检测
,

有待进一步的研究
.
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