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摘　要：以核酸适体为识别分子、以经鱼精蛋白活化的聚离子敏感膜电极为信号识别单元，构建了一种检测三磷酸

腺苷（ＡＴＰ）的流动注射分析方法。核酸适体与鱼精蛋白之间的静电作用能够引起电极电位的变化，核酸适体与ＡＴＰ的

相互作用使核酸适体的形态发生一定的变化，这种变化能够阻止核酸适体与鱼精蛋白之间的作用，据此实现对 ＡＴＰ的

电位检测。结果表明，在电流为１０ｎＡ、载液流速为２．０ｍＬ·ｍｉｎ－１、进样量为８０μＬ的优化条件下，本方法对ＡＴＰ检测

的线性范围为２．０～１２．０μｍｏｌ·Ｌ
－１，检出限为１．４μｍｏｌ·Ｌ

－１。本方法亦可用于对其它聚阴离子检测。
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　　三磷 酸 腺 苷（ａｄｅｎｏｓｉｎｅ　ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＴＰ）广 泛

存在于各种生物体中，参与蛋白质、糖、脂肪等的代谢

过程，并为生物体的生命活动直接提供能量［１－２］；此外，

ＡＴＰ在环境分析、药 物 分 析、临 床 诊 断 等 方 面 也 有 着

广泛的应用［３－４］。因此，对 ＡＴＰ准确快速的检测具有

重要意义。
目前，ＡＴＰ 的 检 测 方 法 有 层 析 法、电 泳 法［５］、

ＨＰＬＣ法［６］、质谱法［７］、荧 光 素 酶 法［８］、生 物 发 光 法［９］

以及电化学方法［１０－１１］等。其中，电化学方法因具有灵

敏度高、易于操作等优点，得到了广泛应用；而核酸适

体由于其稳定、价廉，成为快速检测ＡＴＰ的理想分子

识别体。研究发现，核酸适体富含磷酸根基团，能够与

聚阳离子鱼 精 蛋 白 发 生 较 强 的 静 电 作 用［１２］。将 鱼 精

蛋白作为指示分子，利用聚离子敏感膜电极能够对核

酸适体进行间接电位检测［１１，１３］。
聚离子 敏 感 膜 电 极 由 Ｍｅｙｅｒｈｏｆｆ课 题 组 首 先 提

出［１４－１５］，其原理是聚离子在离子对协助作用下发生相

界面转移，并产生类稳态的电位响应［１６－１７］。Ｂａｋｋｅｒ课

题组发展了可逆的聚阳离子敏感膜电极，利用脉冲电

流技术调控聚阳离子进入或离开敏感膜，实现了电极

的循环使用［１８］。最 近，Ｍｅｙｅｒｈｏｆｆ课 题 组 将 基 于 脉 冲

电流调控的聚离子敏感膜电极作为流动注射检测器，
实现了 对 鱼 精 蛋 白 和 肝 素 等 聚 离 子 的 连 续 检 测［１９］。
作者所在课题组也建立了基于恒电流调控主离子释放

的流动注射聚离子传感模式，并应用于血液中肝素的

连续检测。目前，流动注射型聚离子传感模式未见应

用于对核酸适体及其目标物质的检测。
本研究首次建立了以核酸适体作为识别分子、以

聚离子敏感膜电极作为信号识别单元检测ＡＴＰ的流

动注射分析方法。

１　实验

１．１　试剂与仪器

三磷酸腺 苷（ＡＴＰ）、聚 氯 乙 烯（ＰＶＣ）、邻 硝 基 苯

辛基醚（ｏ－ＮＰＯＥ）、四（十 二 烷 基）－四（４－氯 苯 基）硼 酸

铵（ＥＴＨ　５００）、二 壬 基 萘 磺 酸（ＤＮＮＳ，５０％庚 烷 溶

液）、鱼 精 蛋 白、三 羟 甲 基 氨 基 甲 烷（Ｔｒｉｓ），Ｓｉｇｍａ－
Ａｌｄｒｉｃｈ公司；四氢呋喃（ＴＨＦ）、浓盐酸（ＨＣｌ）、氯化钠

（ＮａＣｌ）等，中国国药集团。
核 酸 适 体，其 碱 基 序 列 如 下：５′－ＡＣＣＴＧＧＧＧ－

ＧＡＧＴＡＴＴＧＣＧＧＡＧＧＡＡＧＧＴ－３′［１３］，上海生物生工

有限责任公司。
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Ｅ２６９５型高效液相色谱仪，美国 Ｗａｔｅｒｓ；７６０Ｄ型

电化学工作站，上海辰华；ＰＨＳＪ－３Ｆ型雷磁ｐＨ 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。

１．２　聚离子敏感膜电极的制备与活化

聚 离 子 敏 感 膜 电 极 的 膜 组 分 如 下：１２．０ ｍｇ
ＤＮＮＳ、１２．０ｍｇ　ＥＴＨ　５００、６０．０ｍｇ　ＰＶＣ、１２２．０ｍｇ
ｏ－ＮＰＯＥ。将称好的膜组分溶于３．０ｍＬ　ＴＨＦ中并搅

拌２ｈ，倒入直径３．６ｃｍ并固定于玻璃板上的玻璃圆

环中，室温下 挥 干 ＴＨＦ成 膜。用 打 孔 器 将 膜 切 割 成

直径６．０ｍｍ的小圆片，并用ＴＨＦ粘在ＰＶＣ管的末

端，得到聚离子敏感膜电极。
电极内充液与活化液为含有５０μｇ·ｍＬ

－１鱼精蛋

白的Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓 冲 溶 液（５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　Ｔｒｉｓ，ｐＨ＝
７．４，１ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＮａＣｌ，下同），电极需在活化液中活

化１２ｈ后使用；电极不用时于４℃下保存。

１．３　核酸适体与ＡＴＰ的作用

核酸适体使用前经９５℃加热５ｍｉｎ，然后置于冰

上１０ｍｉｎ，以保证其构象的柔韧性［２０］。将２．０μｍｏｌ·

Ｌ－１核 酸 适 体 与 一 定 浓 度 的 ＡＴＰ于３７ ℃孵 育３０
ｍｉｎ，孵育过程中需不断搅拌，以促进核酸适体与ＡＴＰ
的作用。

１．４　电位检测

采用流动注射分析与电位法相结合的手段，将电

位检测装置固定于流动分析系统中。检测系统包括载

流系统、进样系统和电位检测系统。其中，载流系统和

进样系统由 高 效 液 相 色 谱 仪 实 现；电 位 检 测 系 统（图

１）由喷壁式流通池、电化学工作站和三电极体系（工作

电极 为 聚 离 子 敏 感 膜 电 极，参 比 电 极 为 Ａｇ／ＡｇＣｌ电

极，辅助电极为铂丝电极）构成；载液经载流系统进入

图１　电位检测系统示意图

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｄｉａｇｒａｍ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｏｔｅｎｔｉｏｍｅｔｒｉｃ　ＦＩＡ　ｓｙｓｔｅｍ

流通池，样 品 溶 液 经 进 样 系 统 进 入 流 通 池；载 液 为

Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲溶液，样品溶液为含有一定浓度核酸适

体或其与ＡＴＰ的复合物的Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲溶液，载液

与样品溶液流出流通池后即为废液。电位检测采用计

时电位 模 式，设 置 阳 极 电 流 为１０ｎＡ，初 始 极 性 为 阳

性。

２　结果与讨论

２．１　电位检测原理

经鱼精蛋白活化后的聚离子敏感膜电极，在施加

恒定阳极电流条件下，电极外界面处的鱼精蛋白会产

生一个稳定的由膜相到溶液相的主离子通量，使电极

表面鱼精蛋白含量维持在恒定水平，从而得到稳定的

基线电位；当分析物（如核酸适体）进入检测池，与电极

表面的鱼精蛋白发生作用并形成稳定的复合物，界面

处主离子浓度 的 减 少 会 促 使 溶 液 相 中 的 Ｎａ＋ 进 入 膜

相，引起电极电位的变化；当分析物流出检测池后，在

阳极电流的作用下，电极表面被消耗的主离子迅速得

到补充，使电极电位恢复初始状态，实现电极的在线更

新与循环使用。
若核酸适体先与 其 目 标 物 质（如 ＡＴＰ）作 用 形 成

复合物，以复合物形式存在的核酸适体进入检测池后

不再与鱼 精 蛋 白 发 生 相 互 作 用，使 峰 电 位（Ｅｈ）值 降

低，可以实现对目标物质的检测。

２．２　检测条件的选择

以２．０μｍｏｌ·Ｌ
－１核酸适体为检测 对 象，对 流 动

注射分析方法的检测条件进行优化。

２．２．１　电流对电极性能的影响（图２）

图２　电流对电位响应的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｕｒｒｅｎｔ　ｏｎ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ

零电流条件下，鱼精蛋白由内充液扩散至聚离子

敏感膜表面的速率较慢，使敏感膜表面的鱼精蛋白含

量降低；外加电流的作用能够促进鱼精蛋白在敏感膜

内的迁移，使鱼精蛋白在敏感膜表面的含量增加，从而

产生更大的峰电位；由于聚离子敏感膜电极的电位响
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应校准曲线呈Ｓ形，当敏感膜表面的鱼精蛋白含量超

出一定浓度范围后，电极变得不灵敏，对低浓度待测物

质响应较小。由图２可知，在１０ｎＡ电流下，电极表现

出最佳的响应性能。因此，电流选用１０ｎＡ。

２．２．２　载液流速对电极性能的影响（图３）

图３　载液流速对电位响应的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｆｌｏｗ　ｒａｔｅ　ｏｎ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ

由图３可 知，随 着 载 液 流 速 的 加 快，峰 电 位 值 升

高。这是因为，载液流速加快，水相中以及水－膜界面

处聚离子迁移速率加快，促进鱼精蛋白与核酸适体的

作用，从而产生较大的峰电位；当流速超过２．０ｍＬ·

ｍｉｎ－１时，核酸适体与鱼精蛋白的作用时间缩短，使得

峰电位值降低。因此，载液流速选用２．０ｍＬ·ｍｉｎ－１。

２．２．３　进样量对电极性能的影响（图４）
由图４可知，随着进样量的增加，峰电位值升高。

这是因为，进样量增加，敏感膜界面处被消耗的鱼精蛋

图４　进样量对电位响应的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓａｍｐｌｅ　ｖｏｌｕｍｅ　ｏｎ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ

白量增加，从而引起峰电位值升高；当进样量达到８０

μＬ后，鱼精蛋白的消耗量达到饱和，峰电位值不再升

高。因此，进样量选用８０μＬ。

２．３　电极对核酸适体的连续检测

在电流１０ｎＡ、载液流速２．０ｍＬ·ｍｉｎ－１、进样量

８０μＬ的优化条 件 下，电 极 对 不 同 浓 度 的 核 酸 适 体 的

电位检测结果如图５所示。图中ＥＭＦ表示电极电位

值，Ｅｈ表示电极电位变化值（即峰高），ΔＥｈ表示待测物

所引起的电极电位峰高值与背景溶液所引起的电极电

位峰高值之差，即扣除背景溶液影响后的峰高值。

图５　不同浓度（μｍｏｌ·Ｌ－１）的核酸适体的电位响应

Ｆｉｇ．５　Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ　ｔｏ　ａｐｔａｍｅｒ　ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（μｍｏｌ·Ｌ－１）

　　由 图５可 知，在０．２～４．０μｍｏｌ·Ｌ
－１浓 度 范 围

内，电极峰电位变化值与核酸适体浓度呈良好的线性

关系，线性方程为：△Ｅｈ＝０．３２＋５．１３ｃ（其 中△Ｅｈ 表

示峰电位变化值，ｍＶ；ｃ表示核酸适体的浓度，μｍｏｌ·

Ｌ－１），相关 系 数Ｒ２＝０．９７２０。本 方 法 对２．０μｍｏｌ·

Ｌ－１核酸适体进行测定的相对标准偏 差 为１．９％（ｎ＝
５）。

２．４　电极检测ＡＴＰ的工作曲线

以２．０μｍｏｌ·Ｌ
－１核酸适体为指示 分 子，对 不 同

浓度的ＡＴＰ进行检测，结果见图６。
由图６可知，在２．０～１２．０μｍｏｌ·Ｌ

－１浓 度 范 围

内，电 极 峰 电 位 变 化 值 与 ＡＴＰ浓 度 呈 良 好 的 线 性 关

系，其线性方程为：ΔＥｈ＝０．９０＋０．４４ｃ（其中ΔＥｈ 表示

峰电 位 变 化 值，ｍＶ；ｃ表 示 ＡＴＰ样 品 浓 度，μｍｏｌ·

Ｌ－１），相关系数Ｒ２＝０．９６８７。此时，电 极 的 检 出 限 为

１．４μｍｏｌ·Ｌ
－１。本方法对８．０μｍｏｌ·Ｌ

－１　ＡＴＰ进行

测定的相对标准偏差为６．３％（ｎ＝５）。
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图６　不同浓度（μｍｏｌ·Ｌ－１）的ＡＴＰ的电位响应

Ｆｉｇ．６　Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ　ｔｏ　ＡＴＰ　ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（μｍｏｌ·Ｌ－１）

３　结论

提出了一种检测ＡＴＰ的流动注射分析方法。经

鱼精蛋白活化的聚离子敏感膜电极被放置在流动分析

系统中，可对核酸适体及其目标物质进行电位检测；外
加阳极电流能够促进电极表面所消耗的鱼精蛋白的补

充，使电极能够快速恢复。本方法的选择性依赖于核

酸适体对目标物质的选择性，使用不同的核酸适体作

为识别分子，可以实现对不同目标物质的检测。在电

流为１０ｎＡ、载液流速为２．０ｍＬ·ｍｉｎ－１、进样量为８０

μＬ的优化条件下，本方法对 ＡＴＰ检测的线性范围为

２．０～１２．０μｍｏｌ·Ｌ
－１，检出限为１．４μｍｏｌ·Ｌ

－１。本

方法亦可应 用 于 其 它 聚 阴 离 子（如 肝 素、透 明 质 酸 钠

等）的检测。
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