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一种电化学生物传感器及其制备方法与应

用，电化学生物传感器包括丝网印刷工作电极，

丝网印刷工作电极表面依次修饰有酸性碳纳米

管、交联剂及稳定剂；本申使用酸化碳纳米管修

饰丝网印刷工作电极，通过对碳纳米管进行酸

化，可以增强其活性并去除杂质，使其含有大量

羧基，采用交联剂对酸化碳纳米管中羧基进行活

化，以交联抗体，可广泛应用于电化学分析检测

领域。
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1.一种电化学生物传感器，包括丝网印刷工作电极，其特征在于，所述丝网印刷工作电

极表面依次修饰有酸性碳纳米管、交联剂及稳定剂。

2.一种电化学生物传感器的制备方法，其特征在于，包括以下步骤：

(1)将碳纳米管放入浓硫酸和浓硝酸混合溶液中，油浴后，用水进行抽滤，加入乙醇后

进行旋蒸，得到酸化碳纳米管；

(2)对酸化碳纳米管进行稀释，滴涂在丝网印刷工作电极表面上，干燥处理；

(3)使用交联剂孵育步骤(2)制备的丝网印刷工作电极，对酸化碳纳米管进行活化，以

交联抗体；

(4)将抗体滴涂在步骤(3)制备的丝网印刷工作电极上，进行孵育；

(5)在步骤(4)制备的丝网印刷工作电极上，滴加稳定剂孵育，封闭所述丝网印刷工作

电极上未反应的活性位点，得到电化学生物传感器。

3.根据权利要求2所述的一种电化学生物传感器的制备方法，其特征在于，步骤(1)中，

浓硫酸和浓硝酸的摩尔比为3：1；油浴温度为120℃，油浴时间为2h；旋蒸时间为15分钟。

4.根据权利要求2所述的一种电化学生物传感器的制备方法，其特征在于，步骤(2)中，

采用乙醇对酸性碳纳米管进行稀释，乙醇浓度为25ug/ml；采用红外灯进行干燥处理。

5.根据权利要求2所述的一种电化学生物传感器的制备方法，其特征在于，所述步骤

(3)中的交联剂为1‑乙基‑(3‑二甲基氨基丙基)碳酰二亚胺(EDC)和N‑羟基琥珀酰亚胺

(NHS)。

6.根据权利要求2所述的一种电化学生物传感器的制备方法，其特征在于，所述步骤

(3)中交联剂的孵育时间为30min。

7.根据权利要求2所述的一种电化学生物传感器的制备方法，其特征在于，步骤(4)中，

抗体的孵育时间为1h。

8.根据权利要求2所述的一种电化学生物传感器的制备方法，其特征在于，所述稳定剂

为牛血清白蛋白溶液。

9.根据权利要求8所述的一种电化学生物传感器的制备方法，其特征在于，所述牛血清

白蛋白溶液的质量分数1％牛血清白蛋白溶液，孵育时间为30min。

10.如权利要求1所述的电化学生物传感器在新型冠状病毒检测中的应用。
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一种电化学生物传感器及其制备方法与应用

技术领域

[0001] 本发明涉及电化学分析检测领域，尤其是涉及一种电化学生物传感器及其制备方

法与应用。

背景技术

[0002] 新冠病毒又称之为新型冠状病毒，传染性非常强，为遏制新型冠状病毒传染，新型

冠状病毒抗原的检测尤为重要，现有技术中主要采用以下技术进行新型冠状病毒抗原的检

测：

[0003] 基于高通量测序平台的SARS‑CoV‑2核酸检测技术：高通量测序平台的最大优点是

可以发现未知病原体并获得完整的基因序列，因此，它非常适合在疫情爆发的早期识别病

原体，并为病原体核酸检测技术的进一步发展提供序列信息，然而，当高通量测序平台用于

病原体检测时，由于测序仪器昂贵、检测周期长和检测成本高，往往难以普及。

[0004] 基于实时PCR平台的新型冠状病毒核酸检测技术：实时荧光定量PCR平台可以通过

一个紧凑的实时荧光定量PCR仪器实现对已知序列的靶核酸的灵敏和定量检测。实时PCR平

台因其稳定性、可靠性和易操作性，已成为应用最广泛的核酸检测平台。由于实时PCR平台

具有灵敏度高、特异性好、操作简单等优点，且大型医疗机构普遍配备相关仪器，是目前用

于新型冠状病毒核酸检测的主要技术平台。然而，核酸提取和扩增检测通常在传统实时PCR

平台中单独进行，需要高度专业化的实验室和训练有素的操作员。此外，实时PCR平台依赖

荧光定量PCR仪器，检测时间为2‑4小时，不适合在资源有限的地区进行现场筛查和检测。由

于检测灵敏度不足以检测病毒载量低的样本，且受荧光标记种类的限制，单个拷贝的tar数

量较多，因此经常出现假阴性结果。

[0005] 专利申请号为202110888055.0的发明专利公开了一种电化学生物传感器及其制

备方法和检测新型冠状病毒的方法：其公开的电化学生物传感器包括丝网印刷电极和修饰

在丝网印刷电极表面的功能层，功能层含有聚丙烯胺盐酸盐(PAH)、二氧化铈(CeO2)以及二

茂铁标记的非特异性单链DNA(Fc‑ssDNA)，其以丝网印刷电极作为基体，以二茂铁标记的非

特异性单链DNA(Fc‑ssDNA)作为电化学探针，然而其在检测时，需要对相应的DNA进行标记，

操作繁琐且成本较高。

发明内容

[0006] 为解决上述技术问题，本发明提供一种电化学生物传感器及其制备方法与应用。

[0007] 本申请实施例的第一方面提供了一种电化学生物传感器，包括丝网印刷工作电

极，所述丝网印刷工作电极表面依次修饰有酸性碳纳米管、交联剂及稳定剂。

[0008] 本申请的第二方面提供了一种电化学生物传感器的制备方法，包括以下步骤：

[0009] (1)将碳纳米管放入浓硫酸和浓硝酸混合溶液中，油浴后，用水进行抽滤，加入乙

醇后进行旋蒸，得到酸化碳纳米管；

[0010] (2)对酸化碳纳米管进行稀释，滴涂在丝网印刷工作电极表面上，干燥处理；
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[0011] (3)使用交联剂孵育步骤(2)制备的丝网印刷工作电极，对酸化碳纳米管进行活

化，以交联抗体；

[0012] (4)将抗体滴涂在步骤(3)制备的丝网印刷工作电极上，进行孵育；

[0013] (5)在步骤(4)制备的丝网印刷工作电极上，滴加稳定剂孵育，封闭所述丝网印刷

工作电极上未反应的活性位点，得到电化学生物传感器。

[0014] 在其中一实施例中，步骤(1)中，浓硫酸和浓硝酸的摩尔比为3：1；油浴温度为120

℃，油浴时间为2h；旋蒸时间为15分钟。

[0015] 在其中一实施例中，步骤(2)中，采用乙醇对酸性碳纳米管进行稀释，乙醇浓度为

25ug/ml；采用红外灯进行干燥处理。

[0016] 在其中一实施例中，所述步骤(3)中的交联剂为1‑乙基‑(3‑二甲基氨基丙基)碳酰

二亚胺(EDC)和N‑羟基琥珀酰亚胺(NHS)。

[0017] 在其中一实施例中，所述步骤(3)中交联剂的孵育时间为30min。

[0018] 在其中一实施例中，步骤(4)中，抗体的孵育时间为1h。

[0019] 在其中一实施例中，所述稳定剂为牛血清白蛋白溶液。

[0020] 在其中一实施例中，所述牛血清白蛋白溶液的质量分数1％牛血清白蛋白溶液，孵

育时间为30min。

[0021] 本申请的第三方面提供了一种电化学生物传感器在新型冠状病毒检测中的应用。

[0022] 本发明使用酸化碳纳米管修饰丝网印刷工作电极，通过对碳纳米管进行酸化，可

以增强其活性并去除杂质，使其含有大量羧基，采用交联剂对酸化碳纳米管中羧基进行活

化，以交联抗体。本申请提出的电化学生物传感器制作方法有便携、灵敏、稳定性高、小型

化、成本低、无需前处理、检测快速等优点，可实现对新型冠状病毒肺炎患者的早发现、早隔

离及早治疗，同时为设计现场快速诊断新型冠状病毒检测设备提供有力支撑。

附图说明

[0023] 图1为本申请一实施例提供的一种电化学生物传感器的制备流程示意图；

[0024] 图2为本申请一实施例提供的电化学工作站的结构示意图；

[0025] 图3为本申请一实施例提供的抗原浓度与交流阻抗的关系图。

具体实施方式

[0026] 为了使本申请所要解决的技术问题、技术方案及有益效果更加清楚明白，以下结

合附图及实施例，对本申请进行进一步详细说明。应当理解，此处所描述的具体实施例仅仅

用以解释本申请，并不用于限定本申请。

[0027] 除非另有定义，本发明所使用的所有的技术和科学术语与属于本发明的技术领域

的技术人员通常理解的含义相同。本发明的说明书中所使用的术语只是为了描述具体的实

施例的目的，不用于限制本发明。

[0028] 本发明的术语“包括”和“具有”以及它们任何变形，意图在于覆盖不排他的包含。

例如包含了一系列步骤的过程、方法、装置、产品或设备没有限定于已列出的步骤或模块，

而是可选地还包括没有列出的步骤，或可选地还包括对于这些过程、方法、产品或设备固有

的其它步骤。
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[0029] 本实施例的第一方面提供了一种电化学生物传感器，包括丝网印刷工作电极，丝

网印刷工作电极表面依次修饰有酸化碳纳米管、交联剂及稳定剂。

[0030] 具体地，丝网印刷工作电极采用碳电极，碳电极具有宽电位窗口、低背景和易于表

面修饰等特点广泛应用于电化学传感器，在碳电极表面进行电化学预处理，提供了一种低

成本和简易的方法来改善传感器的电化学行为。

[0031] 酸化碳纳米管由碳纳米管制备而成，碳纳米管是生物传感器中高度优选的材料，

其具有高灵敏度、低噪声和宽吸收光谱，操作简单等特点，是实时监测中最理想的；且碳纳

米管是碳的重要多晶型形式，因其具有优异的电子转移性能、机械性能和优异的生物相容

性，使其成为制造传感器电极的优良碳基材料。

[0032] 此外，碳纳米管可以提供很大的电活性区域，可以帮助同时感应许多分子，碳纳米

管的独特性质使其成为适用于电化学生物传感器转导机制的出色导电纳米级电极材料，与

其他也用作电化学生物传感器表面修饰剂的材料(如金和银)相比，快速、绿色的获得方式，

这种材料的大比表面积允许感兴趣的生物分子耦合，并且可以增强其导电性，用固定剂将

其功能化，并且这种类型的表面修饰可以很容易地转移到丝网印刷碳电极上，使得这种免

疫传感器能够集成在编写检测设备中。本实施例将碳纳米管进行酸化，可以增强其活性及

去除杂质，使其含有大量羧基，便于通过交联剂偶联抗体。

[0033] 交联剂为1‑乙基‑(3‑二甲基氨基丙基)碳酰二亚胺(EDC)和N‑羟基琥珀酰亚胺

(NHS)，EDC—NHS联用可以对酸化碳纳米管羧基进行活化，以交联抗体。

[0034] 稳定剂为牛血清白蛋白溶液，通过牛血清白蛋白溶液封闭丝网印刷工作电极上未

反应的活性位点，以得到电化学生物传感器。

[0035] 如图1所示，本实施例的第二方面提供了一种电化学生物传感器的制备方法，包括

以下步骤：

[0036] 步骤(1)：将500mg碳纳米管放入90ml浓硫酸和30ml浓硝酸混合溶液中，在120℃的

温度下油浴，油浴时间为2h；油浴后，用水进行抽滤，加入乙醇后旋蒸15分钟，将水和乙醇混

合物溶剂全部蒸干，得到酸化碳纳米管，以在碳纳米管的壁上引入羧基；

[0037] 步骤(2)：将酸化碳纳米管用乙醇进行稀释，乙醇浓度为25ug/ml，滴涂10ul在丝网

印刷工作电极表面上，用红外灯烘干20分钟；

[0038] 步骤(3)：滴加5ul  100mM的1‑乙基‑(3‑二甲基氨基丙基)碳酰二亚胺(EDC)在步骤

(2)制备的丝网印刷工作电极上孵育15min，然后滴加5ul  25mM的N‑羟基琥珀酰亚胺(NHS)

继续孵育15min，1‑乙基‑(3‑二甲基氨基丙基)碳二亚胺(EDC)使羟基和氨基间脱水形成酰

胺键，酸化碳纳米管上的羧基先与EDC反应生成一个中间物，然后再与抗体上的氨基反应，

形成酸化碳纳米管与抗体蛋白质的结合物，N‑羟基琥珀酰亚胺NHS与EDC交联使用，可以起

到增大活化羧基性能和增强稳定性的作用，EDC—NHS联用对酸化碳纳米管进行活化，以交

联抗体；

[0039] 步骤(4)：将10ul抗体滴涂在步骤(3)制备的丝网印刷工作电极上，孵育1h；

[0040] 步骤(5)：在步骤(4)制备的丝网印刷工作电极上，滴加10ul质量分数1％牛血清白

蛋白溶液，孵育30min，封闭电极上未反应的活性位点，得到制备好的电化学生物传感器，将

电化学生物传感器浸泡在PH为7.4的磷酸盐缓冲液中储存备用。

[0041] 本申请的第三方面提供了一种电化学生物传感器在新型冠状病毒检测中的应用。
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[0042] 将上述实施例制备得到的电化学生物传感器孵育新型冠状病毒抗原，孵育30min，

利用电化学工作站测量交流阻抗(EIS)的变化。

[0043] 具体地，如图2所示，将上述实施例制备得到的电化学生物传感器作为工作电极，

银/氯化银作为参比电极，碳作为辅助电极，建立电化学工作站。

[0044] 本实施例中所用抗体名称：2019‑nCOV  NP  Antibody(5A6)、抗体原液浓度：

6.48mg/ml、分子质量：150KD；所用抗原名称：2019‑nCOV  Antigen(NCPN2)、抗原原液浓度：

0.27mg/ml、分子质量：62KD。

[0045] 如图3所示，测量上述实施例制备得到的电化学生物传感器交流阻抗的变化，可以

根据半圆直径大小判断交流阻抗大小，直径越大，交流阻抗越大；曲线A的电化学生物传感

器未滴加抗原，曲线B的电化学生物传感器滴加10uL浓度为0.1ug/mL抗原；曲线C的电化学

生物传感器滴加10uL浓度为1ug/mL抗原；曲线D的电化学生物传感器10uL浓度为10ug/mL抗

原，由图可知，随抗原浓度的增加，电化学生物传感器所测得的交流阻抗逐渐增大。

[0046] 综上所述，本申请实施例提供的电化学生物传感器，是一种无需对样品进行预处

理或标记的高灵敏免疫学诊断方法，该传感器可由平板计算机或智能手机中的软件连接便

携式恒电位仪，不需要大型检测设备，在试剂成本及检测成本、操作人员专业技能要求、检

测时间等方面仍具有相当优势，且检测时间短，不需要专业人员进行帮助测定，便于普及。

本申请提出的电化学生物传感器制作方法有便携、灵敏、稳定性高、小型化、成本低、无需前

处理、检测快速等优点，可实现对新型冠状病毒肺炎患者的早发现、早隔离及早治疗，同时

为设计现场快速诊断新型冠状病毒检测设备提供有力支撑。

[0047] 本领域普通技术人员可以意识到，结合本文中所公开的实施例描述的各示例的单

元及算法步骤，能够以电子硬件、或者计算机软件和电子硬件的结合来实现。这些功能究竟

以硬件还是软件方式来执行，取决于技术方案的特定应用和设计约束条件。专业技术人员

可以对每个特定的应用来使用不同方法来实现所描述的功能，但是这种实现不应认为超出

本申请的范围。

[0048] 以上所述实施例仅用以说明本申请的技术方案，而非对其限制；尽管参照前述实

施例对本申请进行了详细的说明，本领域的普通技术人员应当理解：其依然可以对前述各

实施例所记载的技术方案进行修改，或者对其中部分技术特征进行等同替换；而这些修改

或者替换，并不使相应技术方案的本质脱离本申请各实施例技术方案的精神和范围，均应

包含在本申请的保护范围之内。
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