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检测色氨酸的免标记生物传感器研制
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摘要: � 利用 A u- S 化学键的作用, 在金基底上组装 L�半胱氨酸( L�Cy s) , 通过铜离子的配位作用, 构建

Cu2+ / L�Cys/ Au 自组装膜. 考察该自组装膜的组装条件、电化学特征、重现性与稳定性, 研究不同浓度的 L�色

氨酸中膜的识别能力和识别选择性.结果表明, 自组装膜具有对 L�色氨酸识别的选择性, 在不同浓度的 L�色
氨酸中,膜的电化学阻抗会发生明显变化. 因此,利用该膜对 L�色氨酸( L�T r y)的选择性识别引起电化学阻抗

变化的特性,可构建一种新型的免标记电化学阻抗法色氨酸传感器.
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色氨酸是人体和动物生命活动中必需的氨基酸之一
[ 1�2]

, 目前, 色氨酸的测定方法以色谱法为

主
[ 1�4]

,但该法操作复杂、分析时间较长、成本较高. 自组装膜( Self�A ssem bled M onolayers, SAMs)具有

广泛的仿生及生物亲和特性, 它结合了 Lang muir�Blodget t( LB)膜的分子有序性和化学吸附稳定性,而

其自身具有的针孔现象和离子门作用等特性, 使其成为具有独特优势的传感膜[ 5�10] . 本文利用 Au- S

化学键,将 L�半胱氨酸牢固结合在金表面,形成 L�Cy s/ Au 膜, 通过 Cu
2+
与 L�半胱氨酸的配位作用[ 11]

制备 Cu2 + / L�Cy s/ Au 自组装膜. 该自组装膜识别不同浓度的 L�色氨酸后, 膜阻抗会发生变化, 从而可

构建一种基于电化学阻抗法的色氨酸免标记生物传感器.

1 � 实验部分

1. 1 � 主要仪器与试剂

CH I 660B型电化学工作站(上海辰华仪器有限公司) , 金圆盘电极( �= 2 mm ,上海辰华仪器有限

公司) ,超声清洗仪(上海超声波仪器公司) ;实验用水由 M illi�Q 基础型(美国 M illipore 公司)纯化水系

统提供;电化学实验采用三电极系统: 对电极为铂丝,参比电极为饱和甘汞电极,工作电极为金圆盘电

极. L�半胱氨酸(上海曹杨第二中学化工厂) , L�色氨酸、铁氰化钾、亚铁氰化钾(上海国药集团化学试剂

有限公司) ,氯化钾(中国医药集团上海化学试剂公司) .所用试剂均为分析纯.

1. 2 � 实验方法
1. 2. 1 � 金电极的预处理 � 将金圆盘电极依次用 1. 0, 0. 3, 0. 05 �m 的 Al2O 3 粉末抛光打磨成镜面,在

超声清洗仪中分别用水、乙醇超声清洗 5 min.取清洗干净的金电极为工作电极,置于 1. 0 m ol � L - 1的

硫酸溶液中,在电化学分析仪上进行循环伏安扫描( - 0. 5~ + 1. 5 V)至稳定.

1. 2. 2 � 自组装膜电极的制备 � 将处理过的裸金电极用水冲洗干净后,于 pH = 11的 0. 01 mol � L - 1的

L�半胱氨酸溶液中浸泡 3 h, 制得 L�半胱氨酸自组装膜 L�Cys/ Au.取出 L�Cy s/ Au 自组装膜用水冲洗

并经 N 2 吹干,放入 pH = 6的 0. 001 mol � L
- 1
的 Cu

2+
离子溶液中浸泡 1 h,制得 Cu

2+
/ L�Cys/ Au膜�
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图 1 � SAM s 的组装及识别 L�T r y示意图

Fig . 1 � T he establishment mechanism of

SAM s and recog nition for L�T r y

自组装膜的组装和识别 L�Try ,

如图 1所示.

2 � 结果与讨论

2. 1 � 组装条件的选择

2. 1. 1 � L�Cys/ Au膜的组装 � 在
0. 01 mo l � L - 1的 L�半胱氨酸的
溶液中, L�半胱氨酸的巯基迅速
与 Au 结合生成稳定的 Au - S

键,该组装过程只需 3 h 就可以

完成. L�半胱氨酸具有- NH 2 及

- COOH 官能团, 等电点为 5. 7,实验选择 L�半胱氨酸组装溶液的 pH 值为 11. 以 L�Cys/ Au膜为工作

图 2� 不同电极循环伏安曲线

F ig . 2 � Cy clic v oltammog rams of

different electr odes

电极, 在 0. 5 mo l � L
- 1

KOH 溶液中进行循环伏安扫描,

如图 2所示.相比于裸金电极, L�Cys/ Au 膜在- 0. 77 V

( vs. Ag/ AgCl,下同)左右出现一个还原峰, 该峰是吸附

于金表面的硫经还原脱附所致, 表明半胱氨酸已牢固地

组装于金表面. 在底液( 1. 0 mmo l � L
- 1

K 3 [ Fe( CN) 6 ] +

1. 0 mm ol � L
- 1

K 4 [ Fe( CN ) 6 ] + 1. 0 m ol � L
- 1

KCl)中,

以裸金、L�Cys/ A u膜电极为工作电极进行电化学阻抗谱

实验,通过 Zview 拟合求得电化学阻抗值. 根据文[ 12]可

知,金表面覆盖度  = 1- R
0
ct / Rct ,其中 R

0
ct为裸金表面的

阻抗值, Rct为 L�Cys/ Au膜的阻抗值.由此可求得 L�半
胱氨酸在金表面的覆盖度  为 91. 84%,表明金表面已形

成致密的 L�Cy s/ Au 膜.

2. 1. 2 � Cu
2+

/ L�Cy s/ Au 膜的组装 � Cu
2+
是一种配位性很强的金属离子, 能与含有- NH2 及- COO

-

的化合物配位. 将 L�Cys/ Au在 0. 001 mo l � L
- 1

, pH = 6的 Cu
2+
溶液中组装 1 h,即可得到稳定的、重

现性好的 Cu2+ / L�Cy s/ Au自组装膜.

2. 1. 3 � Cu2+ / L�Cy s/ Au 膜对 L�色氨酸的识别 � L�色氨酸是含有吲哚基的中性芳香族氨基酸, 在碱液

中较稳定,它含有- NH 2 及- COO
-
基团,易与铜配合. Cu

2+
/ L�Cys/ Au自组装膜识别色氨酸后,膜的

图 3 � 膜与 L�T r y作用在

不同时间的电化学阻抗谱图

F ig. 3� N y qnist plots o f Cu2+ / L�Cy s/ A u

electro de acting with L�T ry so lutio n

in different time

电化学阻抗会发生变化, 本文利用其阻抗变化来检测色氨酸.

( 1) 识别 L�色氨酸的 pH 值. pH 值为 8~ 10最有利于 L�色氨
酸与 Cu2 + 生成配合物[ 13] , 实验选择 L�色氨酸溶液的 pH 值为

8~ 9. ( 2) 作用时间对膜阻抗的影响. 在 pH 值为 8~ 9的 0. 01

mol � L- 1的 L�色氨酸溶液中, 不同作用时间所得到的膜的电

化学阻抗谱图, 如图 3所示.从图 3可看出, 随着作用时间的不

断增长, 高频部分的阻抗增大, 这说明 L�色氨酸与 Cu2+ / L�
Cy s/ Au 作用后, 阻碍了探针分子[ Fe ( CN ) 6 ]

4- / 3-
的氧化还

原. Cu
2+

/ L�Cy s/ A u膜对 L�色氨酸的作用时间在 1. 5 h后,阻

抗趋于稳定.

2. 2 � 自组装膜电极的电化学特征

分别以裸金电极和自组装膜电极为工作电极, 置于相同

底液中,在 0~ + 0. 5 V下进行循环伏安实验,扫描速度为 100

mV � s- 1 ,结果如图 4所示.从图 4可看出, 随着组装层数的增

多,循环伏安曲线的可逆性也不断变差,膜对探针分子[ Fe( CN ) 6 ] 4- / 3- 的阻碍能力也不断增强. 这也可
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从电化学阻抗实验中得到验证.在图 4( b)中, 电化学阻抗随着组装层数变化, 阻抗发生变化, 在高频部

分半圆的直径逐渐增大. 这表明膜层对电子的阻碍作用增强,探针分子难以通过膜层孔隙到达电极表

( a) 循环伏安图 ( b) 电化学阻抗谱图

图 4� 不同电极的电化学特征

F ig . 4 � Electro chemical char acter istic o f differ ent electro des

面;而在低频部分, W arburg 阻抗逐渐减小,表明整个过程随组装层数增加逐渐为动力学所控制. 本实

验的阻抗谱图是在电极反应接近于平衡状态下测得的,因此得到的阻抗谱的复数平面图比较简单.

2. 3 � 自组装膜电极的重现性与稳定性
不同时间组装的 Cu2+ / L�Cys/ Au电极和 L�Try/ Cu2+ / L�Cy s/ Au 电极,其交流阻抗谱图及循环伏

安图都证实极稳定, 且重现性好.组装电极在进行交流阻抗实验和循环伏安实验中都有同样规律,即随

着层数的增多, 膜阻抗也在不断增大,循环伏安曲线的氧化还原的可逆性也变差.将 Cu
2+

/ L�Cys/ Au电

极和 L�Try / Cu2+ / L�Cys/ Au电极在水中浸泡 1 h后,发现膜的阻抗几乎不变,表明两种电极很稳定.

2. 4 � 自组装膜对 L�色氨酸的识别
将 Cu

2+
/ L�Cys/ Au膜电极置于 pH = 8~ 9的不同浓度的 L�色氨酸中各 1 h, 考察其识别不同浓度

的L�色氨酸电化学阻抗谱图及L�色氨酸浓度( C)与膜的电化学阻抗值,结果如图5所示� 图 5中,点线

自上而下 L�色氨酸的浓度分别为 10, 5, 1, 0. 5, 0. 1, 0. 05, 0. 01, 0. 005, 0. 001 �m ol � L - 1 . 从图 5可看

出,该膜识别不同浓度的 L�色氨酸时,膜的电化学阻抗会发生明显变化. 因此,利用 Cu2+ / L�Cys/ Au识

别不同浓度的 L�色氨酸,引起阻抗的变化,建立一种免标记电化学阻抗法的 L�色氨酸传感器. 图 5中内

插图为 L�色氨酸浓度负对数- lg C 与电荷转移阻抗值 R ct间的关系� 将 Cu2+ / L�Cys/ A u膜电极分别

置于 pH = 8~ 9,浓度为 1. 0 �mol � L- 1的 L�辅氨酸、L�苯丙氨酸、L�赖氨酸、L�色氨酸溶液中各 1. 5 h

后,在相同底液中,进行电化学阻抗实验,结果如图 6所示. 图 6中内插图为膜与不同氨基酸作用的电荷

转移阻抗 R ct值� 从图 6可以发现, 这几种氨基酸基本不干扰 L�色氨酸的测定, Cu2+ / L�Cys/ Au自组装

图 5� Cu2+ / L�Cys/ Au 膜电极与 � � � � � � � � � 图 6� 膜电极与不同氨基酸

不同浓度 L�色氨酸作用的交流阻抗谱图 � � � � � � � � � � 作用的阻抗谱图 � � � � �

F ig . 5 � N yquist plo ts of Cu2+ / L�Cys/ A u electro de acting Fig . 6 � N yquist plots of Cu2+ / L�Cys/ A u � �

w ith L�T r y solution of different concentr atio n electro de acting w ith differ ent amino acid

膜对 L�色氨酸具有选择性识别.
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3 � 结束语

色氨酸是人和动物体内必需的一种氨基酸,建立一种快速准确测定色氨酸的方法非常必要.由于自

组装膜的优越性能, 近年来它已成为研究的热点. 电化学阻抗法是表征和研究自组装膜一种常用的方

法[ 14] . 本文利用 Au- S 键的作用和 Cu2+ 的配位作用,构建了 Cu2+ / L�Cys/ Au膜.该自组装膜识别 L�
色氨酸后,膜电极电化学阻抗会发生变化,从而可构建一种检测色氨酸的免标记生物传感器.
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A Novel L�Tryptophan Sensor Based on Electrochemical Impedance

H E Yan�fang, SU N Xiang�ying, L IU Bin

( College of M aterial Science and Engineerin g, H uaqiao University, Qu anz hou 362021, China)

Abstract: � With the help of chemical bonding o f A u- S, L�cysteiney ( L�Cy s) was assembled onto the g old surface to

form L�Cys/ A u self�assembled mo no lay er. T aking adv antag e o f coor dinate action o f Cu2+ w ith L�cysteine, t he Cu2+ / L�

Cy s/ A u self�assembled membr ane w as co nstr ucted. T he films assembling conditio ns, electrochemical char act eristics, re�

pro ducibility and stability are discussed, and the reo rg anization selectivity fo r L�try pto phan ( L�T ry ) are also studied. T he

ex perimental results sho wed that the film Cu2+ / L�Cy s/ A u could selectiv ely recog nize for L�t ry pto phan. W hen Cu2+ / L�

Cy s/ A u act ed on L�tr yptophan, the elect rochemical impedance chang ed, and the self�assembled membrane could select ive�

ly r eco gnize L�try pt ophan. A nov el L�tr yptophan senso r based on electr ochemical impedance was built up.

Keywords: � bio sensor ; self�assembled membr ane; electro chemical impedance; copper ion; L�tr ypto phan

(责任编辑: 黄仲一)

417第 4 期 � � � � � � � � � � � � 何燕芳,等: 检测色氨酸的免标记生物传感器研制


