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摘要:本文简要介绍了微阵列电化学生物传感器的基本原理和分类,评述了微阵列电化学生物传感器的研究进展。
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ABSTRACT: Electrochemical biosensors based on microarray are developing very fast in recent years, which is one of the important ways to

realize the miniaturization and integration of biosensors. The principle, specification of microarray electrochemical sensor is described. Current de-

velopment of microarray electrochemical biosensors is reviewed in detail.
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在生命科学研究和医学临床检测中,需要对各种各样的

生物大分子进行选择性测定,据初步估计, 全世界每年要进行

数亿次免疫学和遗传学病理检验, 每年在新药筛选中国际上

要投入几千亿美元, 传统的检测方法往往需要烦琐费时的分

离,复杂昂贵的仪器设备,灵敏度低, 分析速度慢且劳动强度

大。建立高选择性、灵敏、简单、快速的分析方法和廉价的小

型化分析装置, 一直是一个重要的研究课题[ 1]。生物芯片因

其具有体积小、重量轻、便于携带、无污染、分析自动化、分析

速度快、所需样品和试剂微量化等诸多优点, 在包括高通量药

物筛选、环境监测、临床监测、空间生物学、现场分析、生物战

争试剂检测、高效 DNA 测序等等方面表现出迷人的应用前

景[2- 3]。近年来, 国内外黄钦文等[4]介绍了微阵列电极以及

作为信号转换器在电化学生物传感器中应用的有关进展情

况,特别是在基因研究中的应用。漆红兰等[5]简要介绍了电

化学 DNA 生物传感器的原理和分类, 对纳米粒子在电化学

DNA生物传感器研究中的应用进行了详细评述。Joerg 等[9]介

绍了一种微阵列连续检测的电化学生物芯片技术。本文拟简

要介绍微阵列电化学生物传感器的基本原理和分类, 评述微

阵列电化学生物传感器方面的研究进展。

1 微阵列电化学生物传感器原理和分类

电化学生物传感器是具有电化学信号转换器的生物传感

器,一般认为它是一个化学修饰电极。以电导、半导体或者离

子导电的材料构成电化学电极作为信号转换器, 涂上一层生

物化学薄膜作为敏感元件, 最后以电信号为特征检测信号。

根据电信号测定方式的不同,一般可分为电流式、电位式和电

导式三类,电流式和电位式占主导地位。
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生物芯片主要指通过平面微细加工技术在固体芯片表面

构建的微流体分析单元和系统, 使这些分析过程连续化、微型

化、集成化和信息化, 以实现对细胞、蛋白质、核酸以及其他生

物组分的准确、快速、大信息量的检测, 其基本特征和最大优

势是多种单元技术在微小平台上的灵活组合和大规模集成,

高通量是大规模集成的一种形式。生物芯片主要分为两大

类,一类是生物电子芯片,用于生物计算机等生物电子产品的

制造。另一类是生物分析芯片, 用于各种生物大分子, 细胞、

组织的操作以及生物化学反应检测。在生命科学仪器中通常

是后面一类芯片。生物分析芯片按功能微结构在载体上分布

的不同又可以分为二维分析芯片和三维分析芯片。二维分析

芯片依赖固定在载体表面的生物分子完成生化反应检测。最

常见的二维芯片是二维阵列芯片( M icroarray ) , 包括基因芯片、

蛋白芯片和其它微阵列芯片。三维芯片又称芯片实验室( lab

on a chip, LOAC ) ,是在载体内部加工微通道、样品池、反应仓、

以及各种控制和检测元件的具有一定空间结构的微芯片。二

维芯片相对比较简单, 容易加工,国内外在此方面进行了大量

的研究[ 2. 3, 6, 7]。

2 微阵列电化学生物传感器的研究进

展

生物分析芯片点阵中的每一个单元都是一个传感器的探

头,所以生物分析芯片技术也为生物传感技术[ 7]。将化学和

生物非电类信号转换为电信号进行检测的电化学生物传感

器,具有选择性好、易微型化、操作简便、功耗小,成本低、不受

光程和样品浑浊度影响的特点,特别是它与目前的微电子机

械系统技术兼容, 因此,它在生物分析芯片发展过程显示出了

诱人的应用前景[ 8]。现在, 它已经被广泛应用于核酸片段、神

经递质、人体代谢产物、氨基酸、多肽、糖、炸药、有机污染物等

组分的分析[ 9- 12]。美国国立卫生研究院、能源部、国防部、司

法部等政府机构,斯坦福大学、MIT、阿尔贡实验室等著名科研
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机构,以及 Affymetrix、Hyseq、Nanogen、Incyte、Caliper 等著名生物

芯片技术公司、英国剑桥大学、欧亚大公司如 Generic Co . UK、

Sequenonom 等也正在从事该领域的研究。我国正式进入生物

芯片研究领域是在 1998 年, 现已取得一定的研究成果。联合

基因公司、中国科学院对、清华大学生物芯片中心均进行了大

量的研究。但是, 目前研究的生物分析芯片仍然存在着许多

难以解决的问题,例如技术成本昂贵、复杂、检测灵敏度较低、

重复性差、分析范围较狭窄等问题。这些问题主要表现在样

品的制备、探针合成与固定、分子的标记、数据的读取与分析

等几个方面[4]。

2. 1 微阵列电化学生物传感器

由于微阵列电极具有优异的电化学特性, 以微阵列各类

化学传感器发展相当迅速,现正朝着微型化、集成化和智能化

的方向发展。生物传感器是利用了生物活性材料的高选择性

和灵敏性的特殊种类化学传感器, 1966 年, Updike 和 Hicks 研

制成功了葡萄糖传感器, 标志着化学传感器向生物领域拓

展[13]。进入 90 年代,利用集成电路加工技术制造微阵列生物

传感器已经成为令人关注的研究方向。Yon Hin 和 Zhu Jian

zhong 等人都报道了在微阵列电极上固定葡萄糖氧化酶制作

微型葡萄糖传感器
[ 14, 15]

, Dill
[ 16]
等使用微电极阵列进行了电

化学免疫测定。

最近几年,电化学生物传感器中使用芯片和电化学方法

探测寡核苷酸 (基因探针) 的结合成为迅速发展的领域。其

中,电化学 DNA传感器近几年发展迅速。电化学 DNA生物传

感器是指用固定化 DNA 作为分子识别物质的电化学生物传感

器。该传感器是将作为分子识别物质的寡核苷酸、单链 DNA

( ss- DNA)或双链 DNA( ds- DNA) 固定在作为换能器的电极

上,然后将与互补 DNA( cs2DNA)、药物、化合物、自由基等相互

作用的生物学信号转变为电化学信号而进行检测的器件[17]。

电化学 DNA生物传感器,根据是否标记电活性物质可分为标

记型和非标记型两类。非标记型电化学 DNA生物传感器是利

用 DNA杂交前后 DNA 本身碱基的电化学信号(如电流、电容、

电阻或频率等)的变化而进行检测的传感器。标记型电化学

DNA 生物传感器是利用具有电化学活性的物质指示 DNA 杂

交前后电化学信号的变化而进行检测的传感器。Liepold 等[ 18]

建立了一种在生命科学和诊断学中非标记低成本电化学检测

DNA阵列的技术。基于印制电路板技术制造了 96 个电极阵

列,每个电极活性面积范围在 104m2。He等[ 19]基于电化学杂

交和检测建立了 DNA 阵列生物传感器, 首先通过自组装将

DNA捕获探针固定到平板印刷金阵列电极上, 通过抗生素蛋

白- 碱性磷酸酶结合生物素标记的 DNA 片段, 最终通过~ 萘

酚磷酸水解的电流信号测量目标 DNA。该法可以提高杂交速

度,同时测定多组分样品。

使用电化学 DNA 传感器对 DNA 杂交进行探测具有快速、

简单以及测试费用低的特点。但还需要注意的问题是错配的

识别、信号放大以及非特定吸附。换能器的微型化、集成化和

智能化,既是挑战也是发展趋势。这对于成本、速度、样品/ 反

应剂的消耗、简化过程以及自动化具有重要意义。

2. 2 纳米微阵列电化学生物传感器

近年来 ,将纳米材料引入生物分析芯片研究中已成为生

物分析芯片的一个研究热点。纳米材料以其独特的量子尺寸

效应、表面效应和宏观量子隧道效应等特性,显示出体材料不

具备的导电特性和光电催化特性, 激发了科学家极大的研究

热情。纳米材料, 特别是新型的纳米生物材料和纳米复合材

料由于其特殊的结构层次, 具有极强的吸附能力、良好的定向

能力和生物兼容性, 为生物分析芯片的研究和应用开辟了一

个广阔的研究天地[ 21- 24]。利用纳米阵列电极为基体制作生

物传感器,非常有利于实现传感器的微型化、集成化、便于进

行在体连续监控、活体细胞检测、临床疾病诊断、药理研究等,

可以为酶工程、基因工程、细胞工程等提供新的研究工具和手

段。最近,利用电子束光刻法制作的 Au 纳米插指阵列电极作

为换能器, 研制了电化学 DNA 生物传感器[ 21] ,在电极表面上

通过共价键合固定巯基化修饰的单链 DNA 作为分子识别物,

选用氧化还原介体 Ru( NH3) 6Cl3 作杂交指示剂, 对单链 DNA

和双链 DNA皆可进行测定。研究表明,用纳米阵列电极制作

的 DNA生物传感器的响应和灵敏度优于常规电极。

2. 3 微阵列电化学发光生物传感器

电化学发光法兼有电化学和化学发光法的双重优点, 特

别是近年来发展起来的电化学发光生物芯片分析, 因具有极

低的检测限和极宽的线性范围等优点, 在研究细菌、克隆基

因、PCR 探针和检测 PCR产物( 10- 18mol)已显示极强的竞争

力。结合电化学和发光成像技术的电化学发光成像技术具有

通过时间积分, 可定量检测微弱发光信号,以及特别适合对阵

列型分析单元实现同步实时检测的特点。以钌联吡啶络合物

为代表的电化学发光标记探针,恰好具有可长时间持续发光

的特点。将以上两者加以结合, 特别适合对多通道、微弱发光

信号的检出。如将以上的信号发生和采集模式应用在芯片

上,不仅解决了阵列型分析单元同步信号采集的困难,更可以

发挥发光信号积分成像检测和电化学发光连续发光所带来的

信号放大作用。这一点对多通道阵列型芯片, 实现微体积、低

浓度分析对象的高灵敏度检测是极具吸引力的, 已引起国内

外学者极大的研究兴趣[ 20- 21]。

3 展望

微阵列电化学生物传感器是迅速崛起的一门物理学、微

电子技术、生化技术与生命科学等众多学科领域交叉综合的

学科。微阵列电化学或电化学发光生物传感器已取得了一系

列的研究成果, 但仍存在由于电极小型化而带来的检测信号

变小,信噪比变小,用电子线路放大难以提高信噪比, 从而导

致的检测灵敏度低的问题。此领域的研究还处于初级阶段,

许多应用仍在开发之中, 而且理论研究尚需进一步深入。但

是,它显示出来的诸多优点,对生物传感器的微型化有一定的

促进作用;对生理医学和临床医学上的实体分析方面的进一

步发展均有重要意义。
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4. 3 自主神经系统介导心律失常的机制

控制心脏收缩节律和强度的自主神经系统由交感神经系

统和副交感神经系统两部分组成, 这是心血管系统的基本特

征。自主神经系统在介导长 QT 综合征中的作用是非常明确

的,LQT1 的患者大多数( 62% )在运动过程中出现晕厥、心脏停

搏、猝死症状, 仅 3%是在休息或睡觉时出现症状。而 LQT2 和

LQT3的患者较少( 13% )在运动中出现症状, 而较多 ( 29% 和

39% )在休息和睡眠时出现症状。Brugada 综合征常发生于睡

眠中,故被称为睡眠死亡。自主神经系统在离子通道病心律

失常中的机制至今不清楚。LQT3 型心脏事件可以发生于交感

神经兴奋时(运动, 13% )也可以发生于副交感神经兴奋时(睡

眠)。有人认为 cAMP依赖的蛋白激酶 ( PKA) 可能在 LQT1 型

心律失常中起重要作用。当交感神经兴奋时, KCNQ1 或 KC

NE1变异者有发生致死性心律失常的高风险, 很明显, 这是通

过 cAMP由蛋白激酶旁路介导的。对于自主神经系统介导

SCN5A型离子通道病的机制所知甚少, 植物神经通过何种机

制而诱发介导钠通道病致死性心律失常, 植物神经兴奋影响

钠通道的机制目前尚不清楚, 这些均有待进一步研究。对

SCN5A / + 和 SCN5A+ / - 鼠模型的研究,对阐明钠通道病和

心律失常相互关系的机制, 以及开发针对这种疾病的有效治

疗措施均有意义[15]。

离子通道的研究已成为生命科学中一个重要的领域, 很

有可能其他一些遗传异常最终也被证实是离子通道疾病, 如

同时给予相应的基因治疗或其他干预措施, 将导致遗传性疾

病诊断和治疗的巨大变化。
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