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基于核酸电化学适体生物传感器的研究进展
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　　生物传感器作为一种新兴技术，具有快速、灵敏、高通量等

优点，可以满足临床诊断和环境监测的需要［１］。生物传感器由

识别元件、理化换能器及信号放大装置构成［２］。在其设计中，

抗体和核酸是最常用的分子识别元件。目前，抗体制备主要依

靠单克隆技术，其制备周期长、成本高；抗体对ｐＨ、温度等环

境要求较高，贮存时间较短，这些因素限制了抗体在生物传感

器中的应用［３］。适体是通过指数富集的配体系统进化（ＳＥＬ

ＥＸ）技术筛选出的１段可以与蛋白、微生物、有机小分子等特

异性结合的ＤＮＡ或ＲＮＡ核苷酸序列
［４５］，其可以在很多应用

中代替抗体。与传统抗体相比，适体具有以下显著特点：可通

过化学合成，成本低、周期短；易于功能化修饰；环境耐受性强，

不易失活，贮存时间长［３］。适体作为分子识别元件，已发展了

多种灵敏的生物传感器，如电化学传感器、荧光传感器、表面等

离子共振传感器、比色传感器等［６９］。其中电化学传感器具有

灵敏度高、成本低等显著特点，受到广泛关注。本文将根据“标

记型”与“非标记型”的分类方式对近年来电化学适体传感器在

临床诊断中的应用与发展进行综述。

１　标记型电化学适体生物传感器

标记型电化学适体生物传感器是将氧化还原分子、酶、纳

米粒子等标记物标记在适体上，根据分子识别前后，标记物产

生的电化学信号改变进行检测的传感器。此类传感器灵敏度

高，但操作繁琐，成本相对较高。

１．１　基于氧化还原分子标记的电化学适体生物传感器　此类

传感器常常以亚甲基蓝、二茂铁、蒽醌复合物等氧化还原探针

标记适体，当适体与靶体发生特异性结合时，适体构象发生变

化，导致氧化还原探针分子的状态或数量改变，进一步引起电

信号改变。根据产生信号的原理不同，又可分为“单链型”和

“双链型”两类。

１．１．１　“单链型”电化学适体生物传感器　适体与靶体结合

后，适体发生折叠或舒展，改变氧化还原分子与电极表面的距

离，从而引起电化学信号的改变。Ｘｉａｏ等
［１０］将亚甲基蓝标记

的凝血酶适体组装在金电极表面，实现了对凝血酶的检测。

Ｆｅｒａｐｏｎｔｏｖａ等
［１１］首次报道了ＲＮＡ电化学适体传感器检测胆

茶碱。Ｌｉｕ等
［１２］设计了１种分子灯塔型的电化学适体传感器

用于血清中ＩＦＮγ的检测，检测限可以达到６０ｐｍｏｌ／Ｌ。

１．１．２　“双链型”电化学适体生物传感器　当靶体与互补核酸

同时引入核酸适体体系时，适体靶体、适体互补核酸处于竞

争平衡状态，通过控制温度、盐离子浓度、ｐＨ 等条件，可以促

进靶体与适体三级结构的形成。Ｘｉａｏ等
［１３］将含有２个双螺旋

区域的ＤＮＡ双链自组装在金电极表面，上端的双螺旋区域中

的１条单链包含凝血酶适体序列，另１条单链标记有亚甲基蓝

探针，对凝血酶的检测限达到了３×１０－９ ｍｏｌ／Ｌ。Ｌｉｕ等
［１４］则

首先在玻碳电极表面构建一层多壁碳纳米管传感界面，然后依

次组装捕捉探针、二茂铁标记的凝血酶适体，于多壁碳纳米管

可以增大电子传递效率，极大地提高了传感器的灵敏度，检测

限达５×１０－１３ ｍｏｌ／Ｌ。

１．２　基于酶标记的电化学适体传感器　与ＥＬＩＳＡ中的酶放

大信号原理相似，基于酶标记的电化学适体传感器也是利用酶

的催化作用放大信号。Ｃｅｎｔｉ等
［１５］在磁珠表面依次固定１５碱

基的凝血酶适体、凝血酶、２９碱基的凝血酶适体和碱性磷酸

酶，构建“三明治”结构，并通过磁场分离实现对血浆中凝血酶

的检测。Ｂｏｎｅｌ等
［６］报道了一种基于竞争法的酶标记的适体

传感器用于郝曲毒素的检测，检测下限达７０ｎｇ／Ｌ。Ｇ四链体

ｈｅｍｉｎＤＮＡ酶是发展迅速一类新兴ＤＮＡ酶，是通过ＳＥＬＥＸ

筛选出来的一段富含鸟嘌呤碱基的ＤＮＡ序列
［１６］，该ＤＮＡ酶

与氯化血红素（ｈｅｍｉｎ）结合而形成的特殊三级结构显示出过氧

化物酶活性。Ｐｅｌｏｓｓｏｆ等
［１７］设计的１条包括Ｇ四链体ｈｅｍｉｎ

ＤＮＡ酶序列和单磷酸腺苷（ＡＭＰ）适体序列寡核苷酸链，引入

相应的序列构成发夹结构，通过循环伏安法检测，检测下限可

达１μｍｏｌ／Ｌ。与天然辣根过氧化物酶相比，Ｇ四链体ｈｅｍｉｎ

ＤＮＡ酶具有成本低、易于储存等一系列优势，但其催化活性低

于天然辣根过氧化物酶，通过与纳米粒子或磁性富集技术的联

合应用，此类传感器的灵敏度有望得到提高。

１．３　基于纳米粒子标记的电化学适体传感器　纳米粒子在生

物传感器中作为标记物，既可用于增敏，也可作为信号的来源。

Ｚｈｅｎｇ等
［１８］将凝血酶适体及其互补链分别标记在磁性纳米粒

子和金纳米粒子表面，两种纳米粒子通过互补链的桥连作用形

成复合物；当凝血酶存在时，互补链解螺旋可导致复合物解离；

通过磁场分离，检测溶液中残留金纳米粒子产生的电化学信

号。该方法简单、快速，具有良好的抗干扰性，在复杂样品中的

检测限为６．６×１０－１３ ｍｏｌ／Ｌ。

２　非标记型电化学适体生物传感器

非标记型电化学生物传感器中，适体不需要标记，直接根

据适体分子识别前后的电流、电阻等电化学信号改变进行检

测。与标记型相比，非标记型生物传感器成本低、操作简单，但

灵敏度相对较低。

２．１　电化学阻抗适体传感器　电化学交流阻抗图谱（ＥＩＳ）是

非标记型生物传感器最常用的方法之一。电极表面固定的适

体与目标分子识别后，导致电极表面的空间位阻改变，继而引

起电化学交流阻抗图谱变化。Ｒａｄｉ等
［１９］首次将ＥＩＳ引入适体

传感器，将凝血酶适体固定在金电极表面，溶液中的Ｆｅ（ＣＮ）

６３／４离子作为氧化还原探针。适体与凝血酶的结合引起电
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子转移电阻的增加，界面电子转移电阻随着凝血酶浓度的提高

相应增加，检测下限达２．０ｎｍｏｌ／Ｌ。该传感器在２．０ｎｍｏｌ／Ｌ

的ＮａＣｌ中浸泡１０ｍｉｎ后可获得再生，重复使用１５次测定阻

抗无明显变化。Ｌｉ等
［２０］在金纳米粒子表面标记多条凝血酶适

体链，采用夹心法检测凝血酶，检测限为０．０２ｎｍｏｌ／Ｌ。Ｋａｒａ

等［２１］将碳纳米管修饰在印刷电极表面构建了一种用于蛋白质

检测的电化学阻抗传感器，碳纳米管不仅增大电极的比表面

积，还 有 效 增 强 电 子 传 递 效 率，对 凝 血 酶 的 检 测 限 达

１０５ｐｍｏｌ／Ｌ。

然而，小分子与相应适体在电极表面的结合，引起的界面

电子转移阻抗变化十分微弱，使得利用电化学阻抗谱检测小分

子比较困难。为了克服这一难点，Ｚａｙａｔｓ等
［２２］提出了一种基

于ＤＮＡ解螺旋的电化学阻抗传感器用于腺苷的检测，这种方

法可以腺苷等小分子的定量分析。ＧｏｎｚáｌｅｚＦｅｒｎáｎｄｅｚ等
［２３］

应用一种基于替代竞争原理的电化学阻抗传感器成功检测了

人血清中的妥布霉素。在这些生物传感器中，ＥＩＳ信号不再直

接来源目标分子，这些生物传感器的发明使ＥＩＳ在适体生物传

感器中的应用更加广泛。

２．２　其他类型的非标记型电化学适体生物传感器　［Ｒｕ

（ＮＨ３）６］
３＋等阳离子具有氧化还原活性，可通过静电吸附在

ＤＮＡ链表面作为检测探针。Ｃｈｅｎｇ等
［２４］报道了一种基于［Ｒｕ

（ＮＨ３）６］
３＋静电吸附的无溶菌酶传感器，当带有正电荷的溶菌

酶与适体结合时，［Ｒｕ（ＮＨ３）６］
３＋受到静电排斥而从适体表面

脱落，利用循环伏安法可实现对凝血酶的检测。Ｗａｎｇ等
［２５］应

用相似的原理，在金纳米表面组装多条ＰＤＧＦＢＢ适体，通过

夹心法实现了ＰＤＧＦＢＢ的检测。通过亚甲基蓝对鸟嘌呤的

亲和作用将其嵌插在ＤＮＡ和ｔＲＮＡ上，Ｂａｎｇ等
［２６］以此为基

础发展了一种灯塔结构的电化学适体传感器，亚甲基蓝嵌插在

灯塔结构含有两对ＧＣ的茎部产生较强的电化学信号；当凝

血酶与适体结合时，发夹结构打开而释放亚甲基蓝，电化学信

号相应减小，其检测限达１１ｎｍｏｌ／Ｌ。

３　小　　结

与抗体相比，适体可通过体外合成，且其合成周期短、成本

低；在结构可变性设计方面，其更具有抗体无法比拟的优势；在

生物传感器方面，适体易于在各种纳米粒子上进行修饰，为传

感器的研究提供了一种灵敏、快速、价廉的新途径，具有良好的

发展前景。随着ＳＥＬＥＸ自动化的发展，相信电化学适体传感

器将会在生命科学、环境科学等领域中发挥更加重要的作用。
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热消融方法用于肿瘤细胞杀伤机制的研究进展

杨鹏飞１综述，刘宝林２审校

（１．国家食品药品监督管理局医疗器械审评中心，北京１０００２０；

２．上海理工大学医疗器械与食品学院，上海２０００９３）
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　　热消融方法已被广泛地应用于治疗各种肿瘤疾病，消融肿

瘤的热能来源可以为射频、激光、微波以及超声波等。这些消

融方法可以通过微创或是无创的方式对肿瘤组织进行治疗，而

同时可以避免对周围正常的组织产生损伤［１４］。尽管该法疗效

显著，但手术后仍发现有复发症［５６］。理解热消融方法对肿瘤

治疗的潜在机制可以更好地控制手术过程，减少复发症，增加

患者的存活率。

１　热疗法机制

肿瘤的热消融方法均以热为主要方式破坏肿瘤，按照产生

热和热传递的方式的不同，主要分为射频消融［７］、激光热消

融［８］、微波消融［９］、超声波聚焦［１０］。而对组织的热消融可以分

为直接热损伤效应和间接热损伤效应。

直接热消融效应与组织所受到的温度相关，一般加热温度

为４２～４５℃，时间为３０～６０ｍｉｎ，就可导致不可逆的细胞内的

蛋白质（包括膜蛋白）变性［１１］。当组织温度升高到６０℃时，细

胞产生不可逆损伤的时间将大大缩短。在６０～１４０℃时，蛋白

质变性，细胞片刻间死亡，在这个温度范围内，发现有凝固坏死

区间［１２］。当温度继续升高到１００～３００℃时，组织内水分气

化。在３００～１０００℃时，会发生碳化以及产生烟的现象，同时

由于出现了热阻限制现象，碳化阻碍了组织受损伤的程度［１３］。

而且碳化增加了组织间隙压力，可能会导致癌细胞扩散而深入

肝脏及血管。

对肿瘤的热消融过程可以分为４个区域：作用区域、中心

区域、过渡区域和参考区域［１４］。作用区域是热源接触组织的

地方。中心区域在作用区域外侧，由被破坏的组织组成。过渡

区域则由部分损伤细胞和部分未受损伤的细胞组成，这部分组

织有亚急性出血症状。参考区域指在过渡区域外的正常组织。

热损伤后如果立即对作用区域的细胞进行评估时，发现其形态

上正常，但采用电镜观测发现细胞已经受到不可逆的损伤。例

如，对肝进行微波加热试验时，发现细胞形态学和组织学特征

正常，但新陈代谢功能已经丧失［１５］。在中心区发现细胞有酶

活损失，并最终死亡［１６］。

在热疗后肿瘤血管系统也会发生变化，但血管系统对热的

反应是有限的［１７］。当温度在４０～４２℃，时间在３０～６０ｍｉｎ

时，肿瘤血流并没有显著的变化［１８］。而正常的组织由于炎性

反应，血流量会轻微增加，治疗后会回到基准水平［１９］。超过

４２～４４℃时，肿瘤血流发生不可逆的减少，出现血管郁积和血

栓，导致热阻增大。当温度超过６０℃时，肿瘤的微环境完全受

到损伤［２０］。

由于温度突变而导致的机械效应也会对组织产生直接的

损伤。在作用组织部位的相变或是热膨胀会导致冲击波。在

组织界面产生的二次波会导致作用部位末梢组织的断裂［２１］。

肿瘤细胞以及亚细胞机构直接受热损伤的机制比较复杂，

与很多细胞机制相关。当温度在５０～５５℃时，细胞会很快死

亡［２２］。而亚细胞结构，包括核酸、细胞膜、细胞骨架以及线粒

体都会收到热损伤［２３］。一般认为，细胞膜功能的变化是加热

导致细胞死亡的主要因素。温度升高后细胞膜流动性的改变、

渗透特性的改变和表面气泡的产生都是这个观点的依据［２４］。

而另一种观点认为，膜的破坏并不是热消融导致细胞死亡的原

因，两者之间并没有直接的联系［２５］。线粒体功能的紊乱才是

决定因素，其超微结构确实与细胞的存活率以及新陈代谢功能

相关［２３］。

与上同热疗对ＤＮＡ的热效应主要体现在ＤＮＡ长链的断

裂程度上，这直接反映出ＤＮＡ能否正常复制
［２４］。若癌细胞的

ＤＮＡ经过热疗后，长链发生断裂现象，将会对癌细胞的正常繁

殖起到阻碍作用，达到阻止癌细胞恶性化繁殖的目的，对于治

疗癌症起到积极的作用。直接热消融后组织仍然会受到间接

的损伤，临床以及试验数据显示热消融停止后组织的损伤仍将

继续［２５］，但此类损伤的机制仍有待研究。可能代表细胞损伤

死亡的延迟，或者是由于最开始的热刺激而触发了细胞损伤的

扩充或展开［１］。研究发现，在肝转移模型中，应用热疗后肿瘤

细胞受损伤的峰值出现在４～５ｄ后。通过 ＮＡＤＡｄｉａｐｈｏｒａｓｅ

染色，发现间接的损伤与最初的热效应并不相关［２６］。间接损

伤机制还可能与众多因素包括细胞的凋亡、巨噬细胞、细胞因

子的释放以及缺血灌注损伤等相关。

人体免疫系统与热消融也有着一定的关系。热疗会改变

免疫抗原，而产生很多免疫反应。而免疫反应可能是热消融后

对肿瘤继续损伤且影响肿瘤复发性的机制之一［２７］。不同的细

胞免疫性能不相同，人的肝癌细胞有较低的产生免疫原的能

力。一些研究者研究了热消融与免疫效应对癌细胞的共同作

用情况［２８］，很可能由于热消融而增加了癌细胞抗原的表达，刺

激了免疫反应。

２　射频消融热疗

通常将无线电频率称为射频，射频治疗是利用频率较高的
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