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摘　要：以核酸适体为识别分子、以多孔石墨烯为传导层，发展了一种检测烟碱类杀虫剂啶虫脒的电位型核酸适体

传感器。核酸适体与目标物之间的特异性识别作用诱导核酸适体的构象发生一定的变化，从而引起电极电位的改变。

结果表明，所构建的电位型核酸适体传感器对啶虫脒检测的线性范围为０．５ｎｍｏｌ· Ｌ－１～１．０μｍｏｌ·Ｌ
－１，检出限为

０．３ｎｍｏｌ·Ｌ－１，表明该传感器对啶虫脒具有很高的灵敏度，为其测试实际样品提供了可能。根据所用核酸适体的不同，

本适体传感器亦可对其它有机农药进行检测。
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　　啶虫脒（ａｃｅｔａｍｉｐｒｉｄ）作为氯化烟碱类杀虫剂，于

１９９６年由日本曹达株式会社开发。啶虫脒具有高
效、低毒等特点，除了具有触杀、胃毒、渗透和内吸等
杀虫作用，还具有速效的杀虫能力，是防治蚜虫的较
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为理想的新型杀虫剂，广泛应用于黄瓜、油菜等蔬菜
以及苹果、梨等水果上，残效期可达２０ｄ之久。而当
啶虫脒残留过量时，其进入人体会对人体健康产生
不利影响。因此，对其检测方法的研究具有重要的
实际意义。

啶虫脒的检测方法主要包括气相色谱法（ＧＣ）［１］、

液相色谱法（ＬＣ）［２］、高效液相色谱法 （ＨＰＬＣ）［３］以及

固相萃取－气相色谱法（ＳＰＥ－ＧＣ）［４］等。但是这些检测
方法存在仪器体积大、操作成本高、检测时间长等缺
点。而电化学传感技术具有操作简单、携带方便、灵敏
度高、检测快速、易于实现自动化和实时监测等一系列
的显著优点，已在环境监测、临床诊断、食品分析等领
域得到了广泛应用［５－７］。核酸适体具有特异性高、亲和
力强、性质稳定、易于修饰以及目标分子范围广等特
点，受到研究者越来越多的关注。将核酸适体作为识
别元件，与电化学传感技术相结合组建的电化学适体
传感器由于结合了核酸适体和电化学传感技术两方面

的优点，成为了近年来的研究热点［８－１１］。

电位型核酸适体传感器是电化学适体传感器的一

个重要分支，是通过将核酸适体作为分子识别元件固
定于电极表面，通过核酸适体与目标物结合后引起构
型转变，从而导致电位信号的变化来实现对目标物的
检测［１０，１２－１４］。碳基纳米材料具有比表面积大、吸附能
力强、生物相容性好等优点，可以与核酸适体通过共价
键以及非共价键相结合的方式将其固定在电极表面并

保持其生物活性。同时，将碳基纳米材料修饰到电极
表面，可以有效地加快电子的传递，增强电极的导电
性，从而提高响应速度，改善传感器的性能。碳纳米管
是最早用于构建电位型核酸适体传感器的碳基纳米材

料［１０］，然而由于碳纳米管之间相互缠绕而形成的立体
结构阻碍了电子的传输，限制了传感器灵敏度的提升。

除碳纳米管外，石墨烯也被用于构建电位型核酸适体
传感器［１２］。但是，由于石墨烯片层之间强的π－π作用
和范德华力，使石墨烯片层之间容易发生堆叠，造成比
表面积减小，不利于核酸适体的固定，从而导致识别分
子在电极表面固定量减少。此外，石墨烯片层之间的
相互堆叠还会阻碍电子的传输与转移，延长传感器的
响应时间。这些不足之处均对传感器灵敏度造成影
响，限制其发展与应用。
为了进一步提高电位型核酸适体传感器的分析性

能，作者将多孔石墨烯（ＰＧＲ）用于传感器的构建，利
用核酸适体作为识别分子，通过电位信号的变化来检
测有机农药啶虫脒。

１　实验

１．１　试剂与仪器
啶虫脒、三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ），Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ

公司；浓盐酸、浓硝酸、氯化钠、高锰酸钾等，国药集团
化学试剂有限公司；石墨烯（ＧＲ），南京先丰纳米材料
科技有限公司。
核酸适体，其碱基序列如下：５′－ＴＧＴＡＡＴＴＴ－

ＧＴＣＴＧＣＡＧＣＧＧＴＴＣＴＴＧＡＴＣＧＣＴＧＡＣＡＣＣＡＴＡ
－ＴＴＡＴＧＡＡＧＡ－３′；干扰ＤＮＡ，其碱基序列如下：５′－
ＴＣＴＴＣＡＴＡＡＴＡＴＧＧＴＧＴＣＡＧＣＧＡＴＣＡＡＧＡＡＣ－
ＣＧＣＴＧＣＡＧＡＣＡＡＡＴＴＡＣＡ－３′，上海生工生物有限
责任公司。

ＣＨＩ　６６０Ｃ型电化学工作站，上海辰华；ＰＨＳＪ－２１６
型雷磁离子计，上海精科；ＣＡＳＣＡＤＥ－ＢＩＯ型超纯水系
统，美国颇尔；ＸＳ１０５ＤＵ型精密电子天平，梅特勒－托利
多；Ｓ－４８００型冷场发射扫描电子显微镜，日本日立。

１．２　ＰＧＲ修饰玻碳电极（ＧＣ／ＰＧＲ电极）的制备
在１００ｍＬ石墨烯分散液中加入５ｍＬ　１６ｍｇ·

ｍＬ－１　ＫＭｎＯ４ 溶液，搅拌１ｈ；得到的产物用６０℃的
热盐酸处理３０ｍｉｎ，随后用去离子水和乙醇冲洗，在
真空干燥箱中干燥，得到ＰＧＲ，备用［１５］。
将玻碳（ＧＣ）电极用抛光粉打磨，清洗后干燥。称

取一定量的ＰＧＲ溶于水中，配成３ｍｇ·ｍＬ－１的水溶
液，量取１０μＬ的ＰＧＲ水溶液滴于ＧＣ电极表面，待其
完全干燥后，重复上述步骤２次，制得ＧＣ／ＰＧＲ电极。

１．３　ＧＣ／ＰＧＲ?Ａｐｔａｍｅｒ电极的制备
核酸适体使用前经９５℃加热５ｍｉｎ，然后量取１０

μＬ　１μｍｏｌ·Ｌ－１核酸适体滴于ＧＣ／ＰＧＲ电极表面，待
其干燥后进行测试。测试前用１ｍｍｏｌ· Ｌ－１　ｐＨ 值

７．４的Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲溶液冲洗电极，以洗去未与ＧＣ／

ＰＧＲ结合的核酸适体。
对所制备的ＧＣ／ＰＧＲ－Ａｐｔａｍｅｒ电极在５ｍｍｏｌ·

Ｌ－１　Ｋ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］和０．１ｍｏｌ·Ｌ－１　ＫＣｌ溶液中进行循环
伏安和阻抗分析。

１．４　电位检测
以ＧＣ／ＰＧＲ－Ａｐｔａｍｅｒ电极为指示电极、双液接

Ａｇ／ＡｇＣｌ（３ｍｏｌ·Ｌ－１）为参比电极（０．１ｍｏｌ·Ｌ－１

ＬｉＯＡｃ溶液为盐桥电解质），利用离子计记录加入不
同浓度的啶虫脒溶液时电极电位的变化。

２　结果与讨论

２．１　ＰＧＲ的扫描电镜照片（图１）
从图１可以看出，所合成的ＰＧＲ具有很明显的多
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孔结构，孔径大小约为２００ｎｍ。

图１　ＰＧＲ的扫描电镜照片

Ｆｉｇ．１　ＳＥＭ　Ｉｍａｇｅｓ　ｏｆ　ＰＧＲ

２．２　循环伏安及阻抗分析
为了考察核酸适体是否修饰到 ＧＣ／ＰＧＲ电极表

面，分别进行了循环伏安及阻抗分析，结果如图２所
示。
由图２ａ可以看出，当电极表面只存在ＰＧＲ时，

Ｆｅ（ＣＮ）３－６ 氧化还原峰明显，且两峰之间的电位差值较
小，表明ＰＧＲ的多孔结构有助于Ｆｅ（ＣＮ）３－６ 的扩散，
促进了电极表面氧化还原反应的发生，加速了电子的
转移。而当核酸适体通过非共价作用吸附在ＰＧＲ表

ａ．扫速１００ｍＶ·ｓ－１　ｂ．扫描频率０．１Ｈｚ～１００ｋＨｚ，激发振幅５ｍＶ

图２　ＧＣ／ＰＧＲ电极 和 ＧＣ／ＰＧＲ?Ａｐｔａｍｅｒ电极的循环伏安图（ａ）和阻抗图谱（ｂ）

Ｆｉｇ．２　Ｃｙｃｌｉｃ　ｖｏｌｔａｍｍｏｇｒａｍｓ（ａ）ａｎｄ　ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｉｍｐｅｄａｎｃｅ　ｓｐｅｃｔｒａ（ｂ）ｏｆ　ＧＣ／ＰＧＲ　ａｎｄ　ＧＣ／ＰＧＲ?Ａｐｔａｍｅｒ　ｅｌｅｃｔｒｏｄｅｓ

面时，氧化还原峰之间的电位差值明显增大且氧化还
原峰电流也显著减小。这主要是因为核酸适体的不导
电性，当核酸适体以非共价作用吸附在ＰＧＲ表面时，

阻碍了电解质和电极之间电子的转移。

电化学阻抗分析也是研究修饰后电极表面特性的

一种有效方法。从图２ｂ可以看出，当电极表面只存在

ＰＧＲ时，阻抗图谱的高频区域并没有出现半圆而是一
条直线，表明Ｆｅ（ＣＮ）３－６ 在ＧＣ／ＰＧＲ电极表面发生了
快速的电子转移。主要原因是ＰＧＲ的多孔结构能够
加快Ｆｅ（ＣＮ）３－６ 的扩散速率，有助于电子转移过程的发
生。而当核酸适体吸附在ＰＧＲ表面时，在高频区域出
现了明显的半圆型，表明此时ＧＣ／ＰＧＲ－Ａｐｔａｍｅｒ电极
表面对电子的转移有很明显的阻塞作用，降低了电子
转移速率，增加了电子的流动阻力。这同样可以归因
于核酸适体的不导电性，当其吸附在ＰＧＲ表面时，堵
塞了ＰＧＲ的多孔结构，降低了Ｆｅ（ＣＮ）３－６ 的扩散速
率，从而阻碍了电子的转移。表明，核酸适体可以通过
非共价作用成功地吸附在ＰＧＲ表面，为构建适配体传
感器打下了基础。

２．３　检测条件的选择
在进行检测条件优化时，所用的核酸适体浓度均

为１．０μｍｏｌ·Ｌ
－１。

２．３．１　缓冲溶液对电位响应的影响
将制备的核酸适体传感器放入２ｍＬ　１ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ｐＨ值７．４的Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲溶液中，待电位稳定后开始
计时。在２００ｓ时，往缓冲溶液中分别加入２０μＬ　１
ｍｍｏｌ·Ｌ－１缓冲溶液和２０μＬ　１μｍｏｌ·Ｌ

－１啶虫脒溶

液，考察缓冲溶液对电位响应的影响，结果如图３所示。

图３　缓冲溶液对电位响应的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｂｕｆｆｅｒ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ

　　从图３可以看出，当加入缓冲溶液时，电位值并没
有发生变化；相反，当加入啶虫脒溶液时电极电位则明
显降低。这是由于核酸适体与配体啶虫脒之间发生特
异性结合，引起核酸适体的构型发生变化，导致了明显
的电位变化。表明，缓冲溶液不会对电极电位造成影
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响，引起电位变化的原因是核酸适体与啶虫脒的特异
性结合作用。

２．３．２　基底材料对电位响应的影响
制备基于不同基底材料的核酸适体传感器，一种

以 ＧＲ 为基底，一种以 ＰＧＲ 为基底，测试条件同

２．３．１，待电位稳定后，往缓冲溶液中加入２０μＬ　１

μｍｏｌ·Ｌ
－１啶虫脒溶液，考察基底材料对电位响应的

影响，结果如图４所示。

图４　基底材料对电位响应的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｓｕｂｓｔｒａｔｅ　ｍａｔｅｒｉａｌ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ

　　由图４可以看出，加入啶虫脒溶液后，两种不同基
底的电极电位都发生了变化，其中以ＰＧＲ为基底的电
极电位变化大于以 ＧＲ为基底的电极。主要原因是

ＰＧＲ相比于 ＧＲ具有多孔结构，能够增大其比表面
积，使吸附在其表面的核酸适体增多，从而能够与更多
的啶虫脒相结合，使电极电位发生更明显的变化，有助
于提高电极的灵敏度。

２．３．３　干扰ＤＮＡ对电位响应的影响
为了探究电极电位发生变化是由核酸适体与目标

物的特异性结合所引起，考察了干扰ＤＮＡ对电位响
应的影响，结果如图５所示。

图５　干扰ＤＮＡ对电位响应的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ　ＤＮＡ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ

　　由图５可知，加入啶虫脒溶液后，ＧＣ／ＰＧＲ电极
电位没有发生明显变化，表明ＰＧＲ与啶虫脒不能发生

结合，排除ＰＧＲ的影响。ＧＣ／ＰＧＲ－ＤＮＡ电极电位则
有稍微的变化，可能是由于啶虫脒的加入引起了电极
与溶液界面微环境的改变，造成电极表面电位的微小
变化。相比于ＧＣ／ＰＧＲ－ＤＮＡ电极，ＧＣ／ＰＧＲ－Ａｐｔａｍ－
ｅｒ电极电位则表现出大幅度的变化，这可以归因于核
酸适体与配体啶虫脒之间的特异性结合作用。表明，
核酸适体与啶虫脒之间的特异性结合作用是造成电位

发生变化的原因。

２．３．４　核酸适体用量对电位响应的影响（图６）

图６　核酸适体用量对电位响应的影响

Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ａｐｔａｍｅｒ　ｄｏｓａｇｅ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ

　　由图６可知，随着核酸适体用量的增加，ＧＣ／ＰＧＲ
－Ａｐｔａｍｅｒ电极电位发生了明显的降低；当核酸适体用
量为１０μＬ时，电极电位变化最大；用量为１５μＬ时，
电极电位变化和１０μＬ时相差无几；而当核酸适体用
量为５μＬ和２０μＬ时，电极电位变化相对较小。结果
表明，核酸适体的用量过少（５μＬ）或者过多（２０μＬ）
时，均不利于 ＧＣ／ＰＧＲ－Ａｐｔａｍｅｒ电极电位发生变化。
主要原因可能是核酸适体用量过少时，没有足够的核
酸适体与目标物相结合，从而造成电极电位变化不明
显；而当核酸适体用量过多时，因核酸适体的不导电
性，过多的核酸适体缠绕在电极表面会阻碍电子的转
移，从而减小电极电位的变化。综合考虑，对目标物进
行检测时选择核酸适体用量为１０μＬ。

２．４　电极检测啶虫脒的工作曲线
以１．０μｍｏｌ·Ｌ

－１核酸适体为指示分子，对不同
浓度的啶虫脒进行检测，结果见图７。
由图７ａ可知，当加入０．５ｎｍｏｌ·Ｌ－１～１．０μｍｏｌ

·Ｌ－１的啶虫脒溶液时，所构建的核酸适体电位传感
器电位响应立即发生变化，响应时间约为５０ｓ，表明核
酸适体和啶虫脒之间存在一个快速的亲和力平衡且传

导层能够有效地传递电子。主要原因是ＰＧＲ表面缺
陷较少、导电性强、能够促进电子转移，有利于传导层
非对称性类电容行为，进一步全面增强传导层的效率。
由图７ｂ可知，电极电位与啶虫脒浓度的对数呈良好的
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１～７，啶虫脒浓度：０．５ｎｍｏｌ·Ｌ－１，１ｎｍｏｌ·Ｌ－１，５ｎｍｏｌ·Ｌ－１，１０ｎｍｏｌ·Ｌ－１，１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１，１μｍｏｌ·Ｌ－１，１０μｍｏｌ·Ｌ－１

图７　不同浓度的啶虫脒的电位响应

Ｆｉｇ．７　Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ　ｔｏ　ａｃｅｔａｍｉｐｒｉｄ　ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

线性关系，线性方程为：Ｅ＝３２３．７６＋４．４２（－ｌｏｇｃ），相
关系数Ｒ２＝０．９９４１，线性范围为０．５ｎｍｏｌ·Ｌ－１～
１．０μｍｏｌ·Ｌ

－１，电极的检出限为０．３ｎｍｏｌ·Ｌ－１。电
极具有低检出限是由于ＰＧＲ具有多孔结构，增大了其
比表面积，通过π－π作用能够固定更多的核酸适体，从
而增加结合位点的数量，促进核酸适体与啶虫脒的相
互结合。

３　结论

构建了一种以ＰＧＲ为传导层、以核酸适体作为识
别分子的具有低检出限的电位型核酸适体传感器，并
用于检测啶虫脒。ＰＧＲ的多孔结构使其具有大的比
表面积，能够固定更多的核酸适体，进而提供更多的结
合位点，便于对目标物进行检测。核酸适体与目标物
的特异性结合能够改变核酸适体的构象，引起电位变
化。该传感器对啶虫脒检测的线性范围为０．５ｎｍｏｌ
·Ｌ－１～１．０μｍｏｌ·Ｌ

－１，检出限为０．３ｎｍｏｌ·Ｌ－１；响
应快速，响应时间约为５０ｓ。此外，电位型核酸适体传
感器根据所使用核酸适体的不同，可以实现对不同目
标物的检测。
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［１４］　ＺＥＬＡＤＡ－ＧＵＩＬＬＥＮ　Ｇ　Ａ，ＴＷＥＥＤ－ＫＥＮＴ　Ａ，ＮＩＥＭＡＮＮ　Ｍ，ｅｔ

ａｌ．Ｕｌｔｒａｓｅｎｓｉｔｉｖｅ　ａｎｄ　ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｉｎ　ｂｌｏｏｄ　ｕ－

ｓｉｎｇ　ａｐｏｔｅｎｔｉｏｍｅｔｒｉｃ　ｃａｒｂｏｎ－ｎａｎｏｔｕｂｅ　ａｐｔａｓｅｎｓｏｒ［Ｊ］．Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｓ

ａｎｄ　Ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ，２０１３，４１：３６６－３７１．
［１５］　ＣＨＥＮ　Ｓ，ＤＵＡＮ　Ｊ，ＪＡＲＯＮＩＥＣ　Ｍ，ｅｔ　ａｌ．Ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌｌｙ　ｐｏｒｏｕｓ

ｇｒａｐｈｅｎｅ－ｂａｓｅｄ　ｈｙｂｒｉｄ　ｅｌｅｃｔｒｏｄｅｓ　ｗｉｔｈ　ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ　ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ

ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｍａｔｅｒｉａｌｓ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　Ａ，２０１３，３３（１）：

９４０９－９４１３．


