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新型凝血酶电化学传感器的制备 
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摘要: 制备了金纳米粒子-核酸适体/凝血酶/巯基六醇修饰的金电极, 测试了该修饰电极检测凝血酶含量的
性能指标. 利用电化学技术研究了电极的构造对检测凝血酶含量的影响, 探究了最佳实验条件. 研究结果表
明, 在最佳的实验条件下构筑的修饰电极检测凝血酶的线性范围为 1.0~10.0 nmol/L, 检测限为 0.2 nmol/L, 
并模拟了实际样品进行检测. 该方法简便迅速, 有较高的检测灵敏度、较好的重复性和抗干扰性.  
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0  引言 

凝血酶是生命体内重要而关键的蛋白质酶之一,
由于其在血液凝固和炎症等生理、病理过程中发挥重

要作用而常用于毛细血管出血的局部止血和外科手

术后组织的愈合. 衡量凝血酶凝血机制的重要指标
是它的浓度及活性, 其浓度与活度也对揭示肿瘤的
发生机制及作为早期诊断、疗效及愈后判断的依据具

有重大意义[1]. 在血液中凝血酶的浓度纺为 nmol/L
数量级, 因此建立灵敏的检测方法是非常必要的[2-3].  

近年来, 基于核酸适体的凝血酶电化学传感器
能高效、灵敏地检测凝血酶, 吸引了研究者的广泛
关注 . 核酸适体是通过指数富集配体系统进化
(systematic evolution of ligands by exponential en-
richment, SELEX)技术从人工构建的随机单链寡核
苷酸文库里筛选出来的单链DNA或RNA[4], 它具有
独特的3维结构, 能高效、特异性地识别和结合无机
离子、生物大分子甚至药物等靶分子[5-6]. 与传统的
传感器识别元素相比, 它具有较高的稳定性、较好的
重复性和可操作性[7]. 但是核酸适体特异性结合凝血
酶不能直接应用于传感器, 通常要将其转换成光、电
等可测量的信号. 根据结合前后的电阻变化[8]、质量

变化[9]、电流变化[10]以及光变化[11]构筑一系列的电

化学传感器.  

本研究首先将凝血酶通过物理吸附组装到 6-巯

基己醇修饰的金电极表面, 再将该电极放入核酸适

体标记的金纳米颗粒(AuNPs)的溶液中培养 , 然后

将修饰在电极表面上的AuNPs在电化学反应池中氧

化成Au3+, 最后通过反向阴极扫描测定还原的Au3+,  

从还原峰电流计算出凝血酶的浓度. 这种利用核酸

适体检测凝血酶的电化学方法设计简单, 不影响其

与凝血酶的结合, 得到了较好的实验结果.  

1  实验部分 

1.1  仪器和试剂 
电化学实验是在CHI 660C电化学工作站上完成的

(上海辰华). 试验中使用了电极体系的电化学反应池, 
以铂电极为对电极, 饱和甘汞电极(SCE)为参比电极, 
金电极(Au)为工作电极. 本实验采用差分脉冲伏安法
(DVP). Lameda 35 UV-Vis光谱仪, SB 2200型超声仪.  

凝血酶 (Thrombin, TB, Sigma), 6-巯基己醇
(6-Mercapto-1-hexanol, MCH, 97%, Sigma), 带巯基
的核酸适体(aptamer, apt, 序列 : 5′-SH-(CH2)6-TTC 
CAA CGG TTG GTG TGG TTG G-3′, 宝生物公司), 
柠檬酸钠 , 氯金酸 , 0.1 mol/L HCl, 10 mmol/L 
Tris-Acetate-EDTA buffer (TAE-NaCl, 含10 mmol/L 
Tris-Acetate-EDTA, 50 mmol/L NaCl), 1.0 mol/L PBS 
(1.0 mol/L NaH2PO4 + 1.0 mol/L Na2HPO4), 所有试
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剂均为分析纯, 使用前未经纯化.  

1.2  实验过程  
1.2.1  AuNPs的制备  量取10 mL超纯水水于玻璃
器皿中, 加热至沸腾后加入5 mL 0.024 mol/L的氯金
酸溶液 , 在快速均匀搅拌的同时加入 5 mL的    
0.1 mol/L柠檬酸钠溶液. 此时不要停止加热和搅拌, 
可观察到溶液颜色由原来的灰色变为蓝色, 然后又
由蓝色又变为紫色, 最后变为酒红色. 这时停止加
热但要继续搅拌, 直到溶液冷却至室温, 取溶液进
行离心, 去除上清液. 溶液需在4 ℃条件下保存. 
1.2.2  核酸适体标记的AuNPs的制备  将带有巯基的
核酸适体加入到1.0 mL的AuNPs溶液中, 在4 ℃的冰
箱中放置24 h, 使核酸适体中的巯基与AuNPs进行充
分反应. 将反应液离心, 弃去上层清液. 用1.0 mol/L
的 PBS溶液洗涤沉淀, 再离心除去未反应的过量核酸
适体, 即制得核酸适体标记的AuNPs (Au NPs-apt). 将
制得的Au NPs-apt 放入4 ℃冰箱中保存备用.   
1.2.3  修饰电极的制备   将抛光的金电极浸入到
1.0 mmol/L MCH+1.0 mol/L PBS 溶液中活化, 使MCH
通过Au—S键合到金电极表面形成自组装单层膜 . 
电极活化后需在凝血酶缓冲溶液中进行恒温培养 . 
再将电极浸入到Au NPs-apt溶液中进行培养, 制得
修饰电极, 如图1所示.  

 

 
 

图1  电极修饰示意图 
 

1.2.4  电化学扫描  在电化学反应池中加入 10.0 mL 
0.1 mol/L的 HCl溶液, 在 1.25 V恒电位下预氧化 2 
min, 使 AuNPs 氧化成 Au3+, 然后立即在 0.25~0.80 
V 电位窗下用差分脉冲伏安法进行反向阴极扫描 , 
得到 Au3+还原的差分脉冲伏安曲线.  

2  结果与讨论  

2.1  Au NPs-apt紫外-可见吸收光谱表征 
图 2中的 a、b、c曲线分别为AuNPs、核酸适体和

AuNPs-apt 的 UV-Vis 吸收光谱图. 由图 2可知, AuNPs
在约 518 nm处有特征紫外吸收峰(曲线 a). 而带有巯基
的核酸适体在约 254 nm处有吸收峰(曲线 b), 该峰为典

型的寡聚核苷酸的UV-Vis吸收峰. 当AuNPs与核酸适
体反应一定时间后 , 核酸适体通过巯基自组装到
AuNPs表面, 粒子半径增大使吸收峰由 518 nm处红移
到约 528 nm处. 在 254 nm处产生新的寡聚核苷酸的吸
收峰(曲线 c), 说明核酸适体已标记了 AuNPs.  

 

 
 

图 2  UV-Vis 光谱图 
 

2.2  实验条件的优化  
2.2.1  电极活化时间的选择   图 3 为修饰电极在 
1 mmol/L MCH+ 1.0 mol/L PBS溶液中活化时间对
传感器检测凝血酶性能的影响 . 具体实验方案为 : 
将抛光的金电极浸入到 1 mmol/L MCH+ 1.0 mol/L 
PBS溶液中活化, 取出后再将修饰有MCH的电极浸
入到 5 μg/mL凝血酶的 TAE+NaCl溶液中, 在 37 ℃
恒温槽中恒温培养 2 h, 再将电极浸入到 Au NPs-apt
溶液中进行培养; 最后将修饰好的电极放在 10 mL 
0.1 mol/L HCl溶液中, 在 1.25 V恒电位下预氧化 2 min, 
使 AuNPs 氧化成 Au3+; 然后立即在 0.25~0.80 V电
位窗下用差分脉冲伏安法进行反向阴极扫描, 得到
Au3+还原的差分脉冲伏安曲线, 如图 3 所示. 由图3
可知, 随着培养时间的增加, Au3+的还原峰电流增大, 
当培养时间为 2.5 h 时达到最大. 由图 3 的插图可
知 , 继续延长培养时间 , Au3+还原峰的电流会逐渐

减小. 这可能是由于随着金电极在 1 mmol/L MCH+      
1.0 mol/L PBS溶液中的浸泡培养时间的增加, 电极
表面的 MCH 也增加, 从而使凝血酶更多地固载到
了电极表面, 使吸附到电极表面上的 AuNPs-apt 增
加 . 但是随着吸附到表面上的凝血酶进一步增加 , 
导致电极表面的凝血酶形成致密的单层膜. 由于受
到空间位阻效应的影响, 凝血酶与核酸适体相互作
用的效率下降, 因此固定到表面上的 AuNPs-apt 反
而减少, 导致差分脉冲电流减小. 为了得到凝血酶
最佳的检测效果, 在本实验中选择活化时间为 2.5 h.  
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图 3  金电极在 1.0 mmol/L MCH+1.0 mol/L PBS 溶液中

培养时间对检测凝血酶的影响 
 

2.2.2  电极凝血酶 (TAE+NaCl)中培养时间的选择  图4
为活化后的电极在凝血酶 (TAE+NaCl培养液)中培
养时间对传感器检测凝血酶性能的影响 . 由图4可
知, 当培养时间从最初的15 min逐渐增加时, Au3+的

还原峰电流不断增加. 当培养时间达到1 h时, Au3+

的还原峰电流达到最大. 当培养时间再进一步增加, 
还原峰电流就会逐渐减小, 这可能是由于在37 ℃时
培养1 h后, 固定到电极表面的凝血酶与溶液中的凝
血酶已达到平衡. 当培养时间进一步增加, 会导致电
极表面的凝血酶分子过于致密而影响凝血酶与核酸

适体的相互作用或导致吸附的凝血酶脱落. 因此, 本
实验选择在凝血酶培养液中培养的最佳时间为1 h.  
2.2.3  凝血酶培养液的选择  图5为在电极的活化
时间和凝血酶培养液的培养时间都为最佳的条件下, 
不同凝血酶的培养液对传感器性能的影响. 实验中, 
选择了以下几种培养液: TAE-NaCl, TAE-Mg2+, PBS, 
PBS- Mg2+, PBS- Mg2+- Ca2+- K+. 由图5可知, 在TAE-Mg2+、

PBS、PBS-Mg2+培养液中培养时电化学信号均较小, 
 

 
 

图4  修饰电极在TAE+NaCl溶液中培养时间对检测凝血

酶的影响 

在 PBS-Mg2+-Ca2+-K+中培养时电化学信号较大, 而
在 TAE-NaCl 中培养时电化学信号最大. 可能是由
于在 TAE-NaCl 中培养时凝血酶更能保持其原有的
结构, 从而有利于其与核酸适体的结合. 因此本实
验选择 TAE-NaCl为凝血酶的培养液. 
2.2.4  凝血酶培养温度的选择  图 6 为凝血酶的培
养温度对传感器性能的影响. 由图 6可知, 从 298 K
开始, 逐渐提高培养温度, 电化学信号也逐渐增大. 
培养温度在 303~310 K时,电化学信号变化不大. 当
培养温度超过 310 K 时, 电化学信号急速下降. 可
能是由于在 303~310 K温度区间更适合凝血酶在电
极表面的结合. 温度太低酶的活性不高, 而温度较
高时会使酶发生变性, 从而影响凝血酶与适体的结
合. 本实验选择 306 K为凝血酶的培养温度. 
2.2.5  电极在 AuNPs-apt 中培养时间的选择  图 7
为修饰电极在 AuNPs-apt 中培养时间对传感器性能
的影响. 由图 7可知, 当培养时间为 6 h时, 电化学
信号最大 , 因此本实验选择 6 h 为修饰电极在
AuNPs-apt中培养的最佳时间. 

 

 
 

图 5  凝血酶培养液的优化 
 

 
 

图 6  凝血酶培养温度的对检测凝血酶的影响 
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图 7  AuNPs-apt 中培养时间对检测凝血酶的影响 
 

2.3  凝血酶的定量检测  
本实验将一系列不同浓度的凝血酶在最佳实验

条件下进行电化学检测. 由图8可知, 随着凝血酶浓

度的增大, 修饰电极还原峰面积也在逐渐增大. 当

凝血酶的浓度达到一定程度后, 浓度继续增大, 电

极的还原峰面积将会变化平缓呈现平台. 该传感器

对凝血酶检测的线性范围为 1.0~10.0 nmol/L, 这说

明该传感器在较低范围内对凝血酶有较好的响应 . 

其检测限为 0.2 nmol/L. 当凝血酶浓度较高时, 可以

先将凝血酶稀释到适宜浓度再进行测定.  
 

 
 

图 8  凝血酶的浓度与电极氧化面积的关系曲线图 

 
2.4  特异性和重复性 

本实验还研究了 2
4SO −和 3NO−硝酸根离子等无

机离子对传感器检测凝血酶的干扰, 结果表明这些
离子对检测结果无干扰. 该电极对2 nmol/L凝血酶
连续进行7次测定, 相对标准偏差为5.8%.  

2.5  样品分析 
为了考察该传感器实际应用的可能性, 模拟实

际样品进行了检测. 在空白缓冲溶液中, 分别加不

同浓度的凝血酶标准溶液, 用本文构建的传感器进

行检测, 结果如表 1所示. 回收率为 98.0%~101.3% , 

说明该法的精确性、重复性较好, 具有实际应用的

价值.  
 

表1  缓冲溶液中凝血酶回收率 

 加标量/(nmol⋅L−1) 检测量/(nmol⋅L−1)* 回收率/% 

1.0 0.98 98.0 
3.0 3.04 101.3 
5.0 4.97 99.4 
8.0 7.95 99.4 

Thrombin

10.0 10.06 101.0 
*表中所列数据为 3次测量的平均值. 
 

3  结论 

利用核酸适体标记的AuNPs与固载在电极表面
上的凝血酶相互作用, 将修饰在电极表面上的 AuNPs
氧化成 Au3+, 通过反向阴极扫描还原 Au3+, 利用其
还原峰电流计算出凝血酶的浓度构建了高灵敏、重

复性好的凝血酶电化学传感器. 该实验操作简单、
快速 , 并能特异性地检测凝血酶 . 结果表明 , 在最
佳的实验条件下构筑的凝血酶传感器检测凝血酶的

线性范围为 1.0~10.0 nmol/L. 本方法构建的传感器, 
只要改变适体-AuNPs探针中的核酸适体部分, 即可
有望用于其它蛋白质的分析, 为蛋白质的检测提供
了新的思路和手段.  
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The Preparation of the Novel Electrochemical Biosensor for 
Thrombin Detection 

YE Shu-hong, ZHENG Wen-ping, ZHAO Su-cai, ZENG Li, YU Qi, LI Cheng, SONG Yong-hai, WANG Li* 

(College of Chemistry & Chemical Engineering, Jiangxi Normal University, Nanchang Jiangxi 330022, China) 

Abstract: This work prepared an AuNPs-aptamer/thrombin/6-mercapto-1-hexanol modified Au electrode and 

measured some parameters for the electrochemical detection of thrombin. Electrochemical technique was used to 

investigate the construction of the modified electrode and its effects on thrombin detection and explored the 

optimal experiment conditions. The results indicated that the modified electrode showed a good linear relationship 

between the peak current and the concentration of thrombin in the range of 1.0~10.0 nmol/L with a detection limit 

of 0.2 nmol/L. And the modified electrode was applied in the detection of analogous thrombin samples. It was 

found that the resulted sensor had high sensitivity, good reproducibility and anti-interference. 
Key words: aptamer; AuNPs; thrombin; biosensor 
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