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乙酷胆碱和胆碱化学发光生物传感器的研究

宋正华铸祷 章竹君 范文哲

(陕西师范大学化学系 西安 71α后2)

摘要 将具有分子识别功能的乙酷胆碱酶酶和胆碱氧化酶及进行换能反应的 luminol 和 ctl+ 分别

固定在多孔玻璃和离子交换剂的柱中，组成流动注射式胆碱和乙酷胆碱化学发光传感器，让传感器

分子识别反应和换能反应在各自最佳 pH值下进行.这一新型生物传感器优化了发光量子产率，避

免了在传感元件上直接发光所产生的散射干扰.测定乙酿胆碱和胆碱的线性范围达到 1 - 1∞o 

阳101，检测限为 5∞ finol，每次测定时间为 2 oún，寿命为 6 个月，已用于鼠脑及人血清中乙酸胆碱和

胆碱的测定.

关键词 生物传感器，化学发光，乙耽胆碱，胆碱

乙酷胆碱(ACh)是动物和人中枢神经系统内传递神经冲动的重要化学物质.它在神经突

触中的合成、贮存和释放存在着动态平衡，乙酷胆碱酶酶(AChE)能将 ACh 水解成胆碱(Ch) 和

乙酸，某些疾病(如恶性贫血和白血病等)能使 AChE活性下降，有机磷神经性战争毒剂或农药

更是 Aα诅的不可逆抑制剂，使 ACh 在神经末稍突触部位大量积蓄，引起严重的生理功能紊

乱.因此，ACh 和 α 的测定在临床诊断、药理毒理研究、军事防化及环保等方面均有重要的实

用意义.

测定 ACh 和 Ch 方法很多，常见的有荧光法[IJ 、 HPLC 法[2J 、 GC-MS 法[3J 和化学发光法[4)

等，以酶电极为基础的 Aα 和 Ch 生物传感器或探针也有文献记录[5 ， 6) 以上所有方法或者灵

敏度不高，或设备复杂、可逆性差，不适合于在线或在体分析.光学传感器由于具有探头直径小

(可小至同探测波长属同一数量级)、信息传输容量大、能量损耗低和抗干扰能力强等重要优

点，已成为传感技术的一个重要分支.然而，关于 ACh 和 Ch 光学传感器的设计，却至今未见报

道.

我们曾提出消耗型化学发光传感器的新概念，即将涉及分子识别反应和换能反应的全部

试剂都固定在柱中，组成一个流动注射系统，被分析物质通过分子识别柱所产生的化学量(或

生物量)能够与直接从换能器柱中洗脱下来的一定量化学发光试剂起反应，并将这一化学量

(或生物量)转换为化学发光信号进行检测.这类传感器利用化学发光分析高灵敏度的特点，优

化了发光量子产率并避免了在传感元件上直接发光所产生的散射光干扰.这一传感器的换能

反应虽然是不可逆的，但由于固定化发光试剂柱的试剂固定量大，每次洗脱量又很少，每个固

定化化学发光试剂柱可使用 Z∞次以上，且制作和更换都很简单，配合微渗析技术，能进行在

线或在体连续检测.沿着这一思路，我们已经报道了铜、锺[7] ，氟化物间，铅[9] ，次氯酸盐[10] ，抗

坏血酸[11)等化学传感器的研究和应用.

精男，ω岁，教授，博士生导师，··现在西北大学分析测试研究中心工作

收稿日朔: 1997 - 10 - 27，修回日期: 1997 - 12 - 23 .国家自然科学基金 (3'叨301ω)资助课题
:.. 
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本文首次报道一种消耗型化学发光生物传感器，并用于测定鼠脑和人血清中乙酷胆碱和

胆碱的含量.该传感器具有高灵敏度和高选择性，特别是在稳定性和使用寿命方面优于现今报

道过的所有乙酷胆碱和胆碱传感器.该系统易于同微渗技术结合实现在线或在体连续测定.分

子识别单元为固定化乙酷胆碱醋酶(AChE)和胆碱氧化酶(ChO)柱，换能器单元为固定化

luminol 和固定化铜盐混合柱.

其反应为:

ACh+ H20 生组 Ch+ CH3C∞H (分子识别反应)
α1+H20~立 betaine + 2H2乌
luminol + H2乌旦EL b A =425nm (换能反应)

在 AChE存在时测定的是 A由和 Ch 的含量，无 ACl诅时测定的是 ch 的含量，两者之差即

为 ACh 的含量.

1 材料和方法

1.1 传感器设计及操作

乙酷胆碱和胆碱化学发光生物传感器的设计和操作如图 1 所示，蠕动泵 p1 以 3rnL 'min- 1

的流速输送 H20 (a) 和 NEl2S04 (b) 溶液，通过六通阔 (V1 )将 2∞μL 6 X 10- 3 mol' dm- 3 

NEl2S04注入固定化 luminol和 CuS04 的阴阳离子交换剂混合柱中 (L1) ，并洗脱下一定量

luminol 和 Cu2 + .蠕动泵 p2 以 0.5mL'min- 1 的流速输送试样溶液，在固定化 AChE柱中(口)将

ACh催化水解为 Ch，再经过固定化 ChO 柱 (13)使 Ch 催化氧化产生 H2龟，并通过六通阀(V2)

取样.在 NaOH 介质中被洗脱下的 luminol 在 Cu2 + 催化下与酶反应产生的 H2~ 进行反应，产生
化学发光.通过 R456 光电倍增管转化为电信号并被 XWT- 204 自动记录仪记录，全部程序由

一单片机控制，以实现在线测定.

d 

a 

b 

s 

1. 2 试剂

L2 L3 

p2 

圄 1 传感器的设计

pl ， p2一蠕动泵，11"一载流，b-Nð2S04 溶液， Vl ，V2一六通阀，L1一固定化 lwninol 和 CuS04 柱，
12一固定化 AChE柱，口一固定化 α10 柱，C--盘管，d-NaOH 溶液，S--试样溶液，

P一光电倍增管，盯一负高压，A一放大器，R一记录器
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AChE(EC 3. 1.1. 7 ，可peV 斗，750u/mL)购自回回国c 臼伊n 公司 ;ChO(EC 1. 3.17 ，可pe Vl , 

10.6u/mg)购自目也a 公司;多孔玻璃(CGP-240 - 2∞)购自 Si伊阎公司 ;D却1 阴离子交换树脂

来自南开大学，732 阳离子交换树脂来自上海树脂厂.

氯化乙酷胆碱和胆碱标准液均用 0.01 % HOAc 配制，贮备液浓度均为1. 0 x 1O- 2 mol' 

伽-3，使用前再用。. 05mol' dm - 3 Tris 缓冲液(pH8.0)逐级稀释成所需分析浓度.

除生化试剂外，其它试剂均为分析纯，水为去离子水再经一次蒸锢.

1.3 固定化酶柱的制备
按前文所述方法[12J先用氨基硅烧化试剂将多孔玻璃表面的起基转化为氨基，然后用戊二

醒以两步法将 AChE和 ChO 键合到载体表面，并用赖氨酸溶液处理载体，以封闭残余醒基.最

后将 AC皿和 ChO 固定化酶分别装人 30mm x 2mm i. d. 两端塞有玻璃棉的玻璃管中.测试表

明，固定化后的酶活性为固定化前的 70% - 90% ，而稳定性确大大增强，在固定化状态下于

4"C贮存 3 个月，两种酶的活性仍能保持 ω%.而在相同的情况下，在溶液中的这两种酶，半寿

期只有几天.

1.4 固定化试剂柱的制备

称取0.5gD201 或 732离子交换树脂，加入25 mLO.25mol' 曲1- 3 1uminol或 0.2g' mL- 1

Cu(NÛJh 溶液，搅拌拙，过滤、洗涤，干燥后备用.溶液中 luminol 和 Cu2 + 的浓度用可见-紫外

吸收光度法检测，其波长分别为 3ωm 和 790nm. 树脂上固定的 luminol 或 Cu2 + 的量可从测定

固定化前后溶液中 luminol或 Cu2 + 浓度的变化来计算.本文制备的固定化试剂柱，即固定化

luminol 和 Cu2 + 的量分别为 2.6mm11-1和 1 . 9mmol • g - 1 . 

将 0.2g 固定化 luminol 和 0.2 固定化 Cu2 + 盐树脂混合，装入 5伽un x 3mm i.d. 两端塞有玻

璃棉的玻璃管中.

2 结果与讨论

2.1 酶促反应的介质和酸度

酶促反应的介质和pH值影响酶的稳定性及酶促反应速度，我们试验了磷酸缓冲液和

Tris 缓冲液两种体系，结果如图 2 所示.用 Ch 作为 100 

底物，酶促氧化反应的最佳 pH 值为 7.5; 用 A也作刨出
为底物，反映出来的是酶促水解反应和氧化反应的斟元

共同效应，最佳 pH 值为 8.0. 用 Tris 缓冲液时无论主 EA
ChO 或 A旧的活性 pH 值范围均较磷酸缓冲液宽在 2
约 0.5. 主 30

~ 20 2.2 流速的影响 10 
底物流速决定底物在酶柱中停留的时间，流速 。

v 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 
越慢，底物在酶柱中停留时间越长，酶促反应越完 pH 

全，转化率越高.但流速太小，又会限制分析速度，

根据试样中分析物含量的水平，选择底物流速为

0.5 田1.伽ι-mn-1. 载液(H20) 的流速直接影响试
剂溶液和酶促反应产物相互混合和反应程度，由于

圄 2 酸度的影响

1一由在磷酸缓冲液中，2-ACh在磷酸缓冲液中，

3一α在 U臼缓冲液中，4-ACh在 Tris 缓冲液中
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Cu2 + 催化 luminol 与 H2乌的反应为一快速化学发光反应，为保证能捕捉到在反应盘管中发生
的最大化学发光强度，选择载液流速为 3.0mL'min- 1 •

100 

90 

80 

祖国 70 

割 60
棋
斜 50

主 40
3需 30

~ 20 

10 

2 

10 20 30 

2.3 温度的影晌

温度不但影响固定化酶的催化活性、稳定性

和寿命，也影响酶促反应的速率常数和平衡常数，

将传感器流路中两个固定化酶柱都置于恒温水浴

中进行试验，结果示于图 3. 两种酶在 25 - 4O't范

围内底物转化率最大.这一特点使传感器特别适

合于在室温下进行操作而无需恒温装置.

2.4 试剂洗脱渡及其浓度

几种对树脂具有不同亲合力的无机盐溶液被

用于从固定化试剂柱上洗脱出一定量 luminol 和

Cu2 + ，进行换能反应.很显然，那些碱性的洗脱液

如 NaOH ， N句C岛和 N句P04 是不适宜的，因为它们

温度/'C 在洗脱试剂的同时会使 Cu2 + 沉淀为 CU(OH)2

固 3 温度的影响

l-ACh，2一也

并覆盖在树脂表面.几种中性盐(如: Na:呈 504 , 

NaN~， NaCl)都具有很好的洗脱能力，其中 N8:J_504
榕液洗脱效果最好.当两种固定化试剂的树脂按

1: 1 混合时，每次注入 2∞μL 6 X 10- 3 mol' 缸-3 100 

N8:J_S04'并以 3mL 'min- 1流速通过固定化试剂柱 ， 90 

被洗脱下来的 luminol 和旷的量分别为2x 10-吾先
mol 和 1.1 X 10- 8 mol. NaOH 溶液的导人是为了创祟 60

造发光反应的最佳 pH 值，以提高该测定体系的苦骂
灵敏度.实验表明，在传感器设定的操作条件下，是 30

NaOH 的浓度以 0.01 mol'dm- 3最佳(图的. 主 20
4毒 10

2.5 传感器的选择性 .......- &U 

传感器的选择性决定于分子识别反应和换能 - 2 4 6 8 10 平 14
真/10 "mol.dm " 

反应的选择性，表 1 列出了在神经细胞组织和血

清中可能存在的各种物质及胆碱代谢产物干扰情 图 4 NaOH 浓度对化学发光强度的影响

况.实验表明此传感器具有较好的选择性.血清中

K+ ,Na+ ,Ii+ ,Mg2+ ， Fe3 + 及包括 Cu2 + (含量水平最大为 2问时 'dm- 3 )在内的所有微量元素均

不干扰测定.

2.6 续性范围和栓测限

如表 2 所示，本法测定 ACh 和 Ch 校正曲线的范围均为 1 - 1000 pmo1，检测限(3σ)分别为

5∞缸101 ACh和 4∞岛盼lα1.

2.7 传感器的稳定性和寿命
传感器在两周内每天使用 lh，测定 6 次，两周后每隔 5 天使用 6 次，每次使用后都将固定

化酶柱取下，于冰箱中 4't保存.传感器在-个月内是很稳定的，一个月以上灵敏度稍有下降，

三个月后灵敏度下降一半，但仍能满足试样分析要求.固定化试剂柱是消耗性的，每根柱可使
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用 2∞次以上 . 

褒 1 干扰试验

物质 浓度(mol'也-3) 物质/ACh

乙酷胆碱 1 X 10-6 

luminol 1 X 10-4 1∞ 
尿酸 1 X 10-6 

尿 1 X 10-4 1∞ 
多巴胶 1 X 10-4 l∞ 
胆固醇 1 X 10-5 10 
抗坏血酸 1 X 10-4 1∞ 
葡萄糖 1 X 10-4 I∞ 
乙醇 1 X 10-3 1αx) 

甲商量 1 X 10-4 1∞ 
丙隆 1 X 10-4 1∞ 
乙醇黯 1 X 10- 5 10 
二乙醇胶 1 X 10-5 10 
二乙基胶 1 X 10-5 10 
三乙基胶 1 X 10-5 10 
肾上腺素 1 X 10-5 10 

去甲肾上腺素 1 X 10-5 10 
阿托品 1 X 10-5 10 

襄 2 测定线性范围

回归方程
化合物 线性范围 校正系数

y=bx -t a 

AαE 1 p在回1-1 皿nol 2.30%-0.32 0.9979 

αE 1 pmo!- 1 nmol 3.14%-0.53 0.9963 

y 为相对化学发光强度 ， X 为 ACh和曲的严1O!数， Sb 为斜率的标准偏差，

人为截距的标准偏差.

1211 

干扰水平(%)

1∞ 
4.0 
5.6 
0.0 
0.0 
1.6 
4.0 
0.0 
1.4 
2.3 
1.9 
0.0 
0.8 
0.0 
0.0 
0.6 
0.9 
0.0 

标准偏差

Sb S. 

O.α12 0.214 

0.214 0.961 

飞吨 2.8 鼠脑和人血清中 Aα和 ch 的测定

小白鼠直接断头后取出全脑，称取湿重钩。 .2g ，将脑放在玻璃研钵中，迅速加入2mL

O.6mol'由产的 HCI04 ，置冰浴中磨成匀浆，放置 30 min 后离心 15min. 取上清液用 2mol'伽-3

'.L- K2C~ 中和，生成的 KCI04 沉淀离心除去，然后用 O.05mol'由1- 3 Tris 缓冲液(pH8)稀释至 5mL.

" 

-唰... 
"" 

、

人血清则可直接取样 1∞件，用 O.05mol'伽-3 Tris 缓冲液(pH8)稀释至 5mL进行测定，结果列

于表 3 和表 4.

对 O.24nmol'g- l ACh 含量的血清进行 11 次测定，相对标准偏差为 4.8%.

褒 3 鼠脑中 AOl和白测定结果

测得J总量
回收(%)ACh含量 由含量 A由加入量 α1加入量

(1lnlO!. g-l) 样品
(nmol' g-l) (nmol'g-1 ) (皿田!'g-1 ) (nmol'g- l) 

Ach 。1 A也 ch 

20.4 10.3 .20.0 10.0 39.1 19.2 96.8 94.6 

2 23.6 16.1 20.0 10.0 44.5 25.1 102.1 96.2 

3 18.2 14.0 20.0 10.0 37.6 23.1 98 .4 96.3 
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褒 4 人血清中 Aα和臼测定结果

样品类型
A由含量 也含量 ACh加入量 Aα测得总量

样品
(nmol'g- l ) (皿101'g- 1 ) (nmol'g- l ) (nmol'g- l ) 

1 C.5. 0.0 0.0 

2 C.5. 0.0 0.0 

3 M.D. 0.24 0.18 0.10 0.32 

4 M.D. 0.10 0.04 0.10 0.18 

5 M.D. 0.28 0.24 0.10 0.36 

6 M.D. 0.12 0.90 

7 M.P. 0.36 0.06 

8 M.P. 0.56 0.08 

9 M.P. 0.40 0.14 

10 M.P. 0.32 0.24 

11 H.P. 0.70 0.30 

12 H.P. 1.∞ 0.59 

13 B.D. 1.66 1.∞ 2.54 

14 B.D. 1.25 1.∞ 2.29 

替所有血样均来自西安精神病医院检验科和西安传JII!病医院检验科.

C.5. 为正常人控制血清，M.D.为癫瘸病患者血清，M.P.为狂躁精神病患者血漓，

H.P.为乙型肝炎病人血滑，B.D.为血液病患者血清.
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Aαemolm翩翩ence Biosensor for Detennination 
of Acetylcholine and Choline 

SONG Zheng - Hua ZHANG Zhu - Jun 得 FAN Wen- Zhe 
(战归即回It ofαa即'Iy , shanxi Normal 协阳，坊，施'俑，71删~)
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Abs位act A chemlumin回cence( CL) biosensor respondi吨 to acetylcholine(ACh)皿d choline(也)w:ω

阴阳市d by ∞valently cω.pling acetylcholinestemse(ACl诅) and choline oxi也se( ChO)ωthe ∞ntrolled 

pore gl翩翩 a molecular reωgnition element , usi鸣 d回恒洒tatically inunobilizing luminol and ∞tpper ion 

exchange resin as a 田nsduction element in a flow injection system. 四e anal归t倒 were injected into a 

ωntinuo出咄咄m of simple medium flo叫咱也rough a 回申ence of enz严ne re配ωm ∞ntaining .A;由E and 

ChO to produce hydz咿n 严roxide. 咀le luminol and Cu2 
+ were eluted by Na.zS04 from the ion exchange 

resin column , then reacted with hydz吨~n peroxideωpr叫uce CL. 咀le linear range for 00曲曲eAα1 and 

Chwω1.- 1000 pmol，而.e detection limit wω5∞缸XlI. A 阳nplete analysis 明n be finshed 白白in 2 

min. The sensor was stable for 6 months and has been applied succ回sfully to 由.e anal归is of ACh and ch 

in human serum and mt bmin. 

K町words bio配nsor ， chemolumin白白nce ， acethylcholine , choline 


