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基于阻抗生物传感器检测
一种海洋缓蚀细菌的研究

王治文ꎬ梁慧光ꎬ李永娟∗ꎬ龙海涛ꎬ孔　 鹏

(甘肃农业大学理学院ꎬ甘肃 兰州 ７３００７０)
摘要:通过将 １１－巯基－十一烷酸自组装到金电极表面、利用 ＥＤＣ / ＮＨＳ 活化羧基促进凝集素分子(ＣｏｎＡ)的固载ꎬ构建了用

于检测一种具有良好缓蚀性能的海洋细菌(Ｓ－５９)的生物传感器ꎮ 通过电化学阻抗谱探究了 Ｓ－５９ 在 Ｑ２３５ 碳钢表面的电化学
行为ꎬ并利用 ＣｏｎＡ 修饰金电极传感器系统对不同浓度菌液进行检测ꎬ建立了电荷转移电阻(Ｒｃｔ)与 Ｓ－５９ 浓度之间的线性关

系ꎬ线性检测范围为 １０３ ~１０８ ｃｆｕ / ｍＬꎬ同时验证了该传感器具有较好的特异性、稳定性和重复性ꎮ
关键词:阻抗生物传感器ꎻ凝集素ꎻ缓蚀细菌
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　 　 金属材料在一些特殊环境中如海洋、港口、石油

平台等使用时ꎬ由于长期浸泡在有水条件下而容易

受到腐蚀ꎮ 为减少腐蚀损失ꎬ人们多采用有机涂层、
合金等以达到防锈的效果[１－５]ꎬ但这些方法常常会

对环境释放毒性物质而且处理费用较高ꎬ因此生物

基防腐蚀材料以可降解、再生、毒性低等特性ꎬ逐渐

受到人们的青睐ꎬ利用细菌及其代谢产物制成的生

物制品来减缓金属腐蚀成为了近年来研究的热

点[６－８]ꎮ 尽管缓蚀细菌为未来金属材料防护技术的

开发提供了新的思路ꎬ但是要制备具有高效缓蚀作

用的生物缓蚀剂还要实现细菌数量的快速检测ꎬ了
解不同浓度条件下细菌缓蚀能力的差别ꎮ 细菌数量

的检测方法有传统的培养法、光学检测和电化学检

测等ꎬ传统的培养法耗时较久ꎬ浪费人力ꎻ光学法对

被测的样品要求较高ꎬ检测结果也不够准确ꎻ而电化

学检测技术由于具有检测快速、重复性好等优点已

经被用于临床医学、食品卫生等领域的微生物检

测[９－１１]ꎬ尤其阻抗生物传感器具有不需纯化样品、不
用示踪标记物、分析快速灵敏等优点ꎬ广泛用于生物

传感领域[１２－１４]ꎮ
本课题组从青岛海域挂片实验的碳钢表面分离

出 １ 株弧菌(Ｓ－５９)ꎬ与之前报道的具有高度缓蚀作

用的新喀里多尼亚弧菌[７] 具有>９８％的相似性ꎬ因
此本文中对该弧菌(Ｓ－５９)的生长性能、缓蚀性能等

进行分析ꎬ并采用金电极自组装膜固载凝聚素分子ꎬ
通过电化学阻抗技术对该弧菌的数量检测进行初步

研究ꎬ为制备高效、环保的生物金属缓蚀剂奠定

基础ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 仪器与试剂

高温高压灭菌锅(上海一恒科技有限公司)ꎻ
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ＬＲＨ－ ７０ 生化培养箱(上海精宏实验设备有限公

司)ꎻ振荡培养箱(上海跃进医疗器械有限公司)ꎻ
ＳＷ－ＣＪ － ２ＦＤ 型超净工作台(上海申安医疗器械

厂)ꎻＪＪ１０００ 电子天平(北京赛多利斯仪器系统有限

公司)ꎻＣＨＩ６６０Ｅ 电化学工作站(上海辰华仪器有限

公司)ꎻＵＶ－３８０２ 紫外－可见分光光度计(上海奥普

勒仪器有限公司)ꎻ电热恒温培养箱(湖北恒丰医疗

器械有限公司)ꎻＫＱ５２００Ｂ 超声波清洗机(上海精密

仪器有限公司)ꎮ
１１－巯基十一烷酸(ＭＵＡ)、１－(３－二甲氨基丙

基)－３－乙基碳二亚胺盐酸盐(ＥＤＣ)、Ｎ－羟基琥珀

酰亚胺(ＮＨＳ)、凝聚素(ＣｏｎＡ)均购自北京百灵威科

技有限公司ꎬ其他试剂[无水乙醇、酵母膏、蛋白胨、
Ｋ３Ｆｅ( ＣＮ) ６、 Ｈ２ＳＯ４、 ＨＣｌ、 Ｋ４Ｆｅ ( ＣＮ) ６、 Ｎａ２ＨＰＯ４、
ＮａＨ２ＰＯ４、ＣａＣｌ２、ＮａＣｌ、ＫＣｌ 等]均为分析纯ꎬ实验用

水为超纯水ꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 弧菌样品的制备

本实验所用弧菌样品(Ｓ－５９)从青岛海域挂片

实验 １４ ｄ 的碳钢表面附着微生物中分离获得ꎬ所用

海水培养基为人工海水与培养基 １ ∶１配成ꎬ实验前

将液体海水培养基及实验所需的试管、移液枪、枪头

在高 温 高 压 蒸 汽 灭 菌 锅 中 １２１℃ 下 高 温 灭 菌

２０ ｍｉｎꎬ冷却后紫外灯照射下灭菌 ３０ ｍｉｎꎮ 将原菌

液与培养液 １ ∶１００ 进行接种ꎬ即为有菌介质ꎬ然后在

摇床培养 １２ ｈ 后取出放于 ４℃冰箱备用ꎮ 菌液稀释

采用 ＰＢＳ 缓冲溶液ꎬ细菌数目通过 ＭＰＮ 计数法

获得ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 细菌生长曲线的测定

本实验采用比浊法测定弧菌(Ｓ－５９)的生长曲

线ꎮ 将弧菌(Ｓ－５９)接种在盛有海水培养基的锥形

瓶中ꎬ再将接种后的菌液取样ꎬ平行 ３ 组实验ꎬ放入

恒温摇床中培养ꎬ每隔 ２ ｈ 取一次样ꎬ连续测量

３６ ｈꎬ利用紫外 －可见分光光度计测定光密度值

(ＯＤ６００ ｎｍ)确定细菌生长曲线ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 阻抗生物传感器的构建

参照文献[１２]构建生物传感器ꎮ 首先将金圆

盘电极(直径 ２ ｍｍ)用 １􀆰 ０、０􀆰 ０５ μｍ 铝粉打磨ꎬ每
次均用乙醇和超纯水清洗干净ꎬ然后用吹风机冷风

吹 干 得 到 清 洁 的 裸 金 电 极ꎮ 将 裸 金 电 极 在

０􀆰 ０５ ｍｏｌ / Ｌ 硫酸介质中以 １０ Ｖ / ｓ 的扫速从－０􀆰 ２ ~
１􀆰 ６ Ｖ 之间循环扫描活化金电极ꎬ直至获得稳定的

循 环 伏 安 图ꎮ 将 预 处 理 过 的 金 电 极 浸 泡 在

０􀆰 ０５ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＭＵＡ 中 ４ ｈ 获得 ＭＵＡ－Ａｕ 电极ꎬ清
洗电极并干燥后ꎬ滴加 ５ μＬ ０􀆰 ０４ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＥＤＣ 水

溶液和 ５ μＬ ０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＮＨＳ 水溶液到电极表

面ꎬ混合 ７ ｍｉｎꎬ然后清洗、干燥ꎻ滴加 ５ μＬ 的 ＣｏｎＡ
修饰到活化好的电极表面ꎮ 清洗干燥ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 电化学测试

电化学测试均为三电极系统ꎬ参比电极为 Ａｇ /
ＡｇＣｌ 电极ꎬ铂丝作为辅助电极ꎮ 缓蚀性能测试工作

电极为 Ｑ２３５ 碳钢圆盘电极(直径 ５ ｍｍ)ꎬ主要成分

如下 (质量分数):０􀆰 １％ Ｃ、０􀆰 ４％ Ｍｎ、０􀆰 １２％ Ｓｉ、
０􀆰 ０２％ Ｓ、０􀆰 ０５％ Ｐꎬ其余成分为 Ｆｅꎮ 传感器测试以

ＰＢＳ 缓冲溶液中添加 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｋ３Ｆｅ ( ＣＮ) ６ 和

５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｋ４Ｆｅ(ＣＮ) ６ 作为电解液进行ꎬ将预处理的

金工作电极浸泡在待测液中 ２ ｈꎬ等微生物结合到电

极表面后ꎬ测试电化学阻抗谱ꎮ 阻抗谱测试振幅为

１０ ｍＶꎬ频率从 １０－１ Ｈｚ 到 １０５ Ｈｚꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 弧菌(Ｓ－５９)的生长曲线

图 １ 为弧菌(Ｓ－５９)在培养基中通过浊度法测

得的细菌生长曲线ꎮ 从图中可以看出ꎬ０ ~ ２ ｈ 为迟

缓期ꎬ细菌接种后的短暂适应阶段ꎬ细菌繁殖较少ꎻ
２~１２ ｈ 为对数增长期ꎬ生长速度最快代谢旺盛ꎻ
１４ ｈ 后细菌生长趋于稳定ꎻ２４ ｈ 后ꎬＯＤ６００ ｎｍ值维持

在一个相对稳定的范围ꎮ 由于分光光度法测定对于

死亡的菌体也会产生一定的吸光度ꎬ因此在图 １ 中

没有观察到明显的衰亡期ꎮ 为保证后续实验检测

细菌的活动状态和数量ꎬ选择将培养至 １２ ｈ 的菌

液作为检测菌液体系ꎬ同时将培养至 １２ ｈ 的菌液

接种入人工海水中进行腐蚀实验并每 ２４ ｈ 更换一

次菌液ꎮ

图 １　 弧菌(Ｓ－５９)的生长曲线

２􀆰 ２　 弧菌的缓蚀性能

图 ２ 为 Ｑ２３５ 碳钢电极在无菌和有菌介质中分

别浸泡 １、３、７、１４ ｄ 的电化学阻抗谱ꎮ 从图中可看
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出ꎬ在连续 １４ ｄ 的实验中ꎬＱ２３５ 碳钢在有菌介质中

的容抗弧半径始终明显大于无菌介质中的容抗弧半

径ꎬ说明在有弧菌(Ｓ－５９)存在的情况下ꎬ碳钢的腐

蚀受到了明显抑制ꎮ

(ａ)１ ｄ

(ｂ)３ ｄ

(ｃ)７ ｄ

(ｄ)１４ ｄ

１—无菌ꎻ２—有菌

图 ２　 Ｑ２３５ 钢在无菌和有菌介质中浸泡

１、３、７、１４ ｄ 的电化学阻抗谱

２􀆰 ３　 阻抗型传感器的构建与检测

将处理好的裸金电极、ＭＵＡ －Ａｕ 电极、ＥＤＣ /
ＮＨＳ 活化羧基电极、ＣｏｎＡ－Ａｕ 修饰电极分别浸泡在

１×１０７ ｃｆｕ / ｍＬ 细菌溶液中 ２ ｈ 后进行电化学阻抗测

试ꎮ 从图 ３ 可以看出ꎬ裸金电极、ＭＵＡ－Ａｕ 电极、

ＥＤＣ / ＮＨＳ 活化羧基电极、ＣｏｎＡ－Ａｕ 修饰电极的容

抗弧半径依次增大ꎻ通过等效电路(图 ４)拟合得到

的电荷转移电阻 ( Ｒｃｔ ) 分别为:裸金电极 ５０ Ωꎻ
ＭＵＡ－ Ａｕ 电 极 １２５ Ωꎻ ＥＤＣ / ＮＨＳ 修 饰 金 电 极

１３２ ΩꎻＣｏＡ－Ａｕ 电极 １４２ Ωꎬ电信号强度依次增强ꎮ
从以上结果可以看出该巯基自组装电极检测弧菌

(Ｓ－５９)有较高的响应信号ꎮ

１—裸金电极ꎻ２—ＭＵＡ－Ａｕ 电极ꎻ

３—ＥＤＣ / ＮＨＳ 活化羧基电极ꎻ４—ＣｏｎＡ－Ａｕ 电极

图 ３　 不同修饰传感器的电化学阻抗谱

图 ４　 等效电路

２􀆰 ４　 电化学阻抗型传感器工作条件的优化

２􀆰 ４􀆰 １　 ＭＵＡ 浓度的影响

为获得更好的测试信号ꎬ控制其他条件不变ꎬ分
别将处理好的裸金电极在 ０􀆰 ００２、 ０􀆰 ００５、 ０􀆰 ０１０、
０􀆰 ０５０ ｍｏｌ / Ｌ ＭＵＡ 中浸泡 ４ ｈꎬ然后依次将修饰固载

后的电极置于菌液中进行电化学阻抗检测ꎬ结果如

图 ５ 所示ꎮ 从图中可以明显看出在浓度为 ０􀆰 ００５
ｍｏｌ / Ｌ ＭＵＡ 时容抗弧半径最大ꎬ通过等效电路拟合

得到的 Ｒｃｔ值也最高ꎬ因此选择 ０􀆰 ００５ ｍｏｌ / Ｌ ＭＵＡ 来

进行分子自组装ꎮ

１—０􀆰 ００２ ｍｏｌ / Ｌꎻ２—０􀆰 ００５ ｍｏｌ / Ｌꎻ３—０􀆰 ０１０ ｍｏｌ / Ｌꎻ

４—０􀆰 ０５０ ｍｏｌ / Ｌ

(ａ)电化学阻抗谱
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(ｂ)Ｒｃｔ响应信号

图 ５　 不同 ＭＵＡ 浓度自组装金电极的

电化学阻抗响应

２􀆰 ４􀆰 ２　 凝集素浓度的影响

控制其他条件不变ꎬ分别用 ４、４０、４００、４ ０００
μｇ / Ｌ ＣｏｎＡ 来进行电极的固载ꎬ然后进行电化学阻

抗检测ꎬ从图 ６ 中可看出ꎬ在 ＣｏｎＡ 浓度为 ４００ μｇ / Ｌ
时拟合得到的 Ｒｃｔ最大ꎬ电化学响应信号最好ꎬ因此

选择 ＣｏｎＡ 浓度 ４００ μｇ / Ｌ 为最佳浓度ꎮ

１—４ μｇꎻ２—４０ μｇꎻ３—４００ μｇꎻ４—４ ０００ μｇ

(ａ)电化学阻抗谱

(ｂ)Ｒｃｔ响应信号

图 ６　 不同 ＣｏｎＡ 浓度修饰金电极的

电化学阻抗响应

２􀆰 ５　 特异性检验

控制其他条件不变ꎬ用 ＣｏｎＡ 修饰金电极检测

弧菌(Ｓ－５９)、溶藻弧菌(Ｓ－１０)、副溶藻弧菌(Ｓ－５８)
(均为同批次钢片上分离获得)ꎬ从图 ７ 和表 １ 中可

以看出ꎬＣｏｎＡ 修饰金电极在不同细菌中电化学响应

信号不同ꎮ Ｓ － ５９ 弧菌的响应信号最强ꎬ达到了

２２６ Ωꎬ而另外 ２ 种菌的响应值均低于 １００ Ωꎬ这表

明该传感器具有很好的检测特异性ꎮ

１—Ｓ－５９ꎻ２—Ｓ－１０ꎻ３—Ｓ－５８

图 ７　 修饰金电极在不同细菌中的电化学阻抗谱

表 １　 修饰金电极在不同细菌中的 Ｒｃｔ响应信号

细菌种类 Ｓ－１０ Ｓ－５９ Ｓ－５８

Ｒｃｔ / Ω ９３􀆰 ４ ２２６􀆰 ６５ ８３􀆰 ２

２􀆰 ６　 弧菌的检测分析

通过以上条件优化下确定该电化学阻抗型生物

传感器的制备条件为:０􀆰 ００５ ｍｏｌ / Ｌ ＭＵＡ、０􀆰 ４ ｍｏｌ / Ｌ
ＥＤＣ、０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ ＮＨＳ、４００ μｇ / Ｌ ＣＯＡꎬ用 ＰＢＳ 缓冲

溶液稀释菌液浓度 ( Ｃ) 分别为 １ × １０８、 １ × １０７、
１×１０６、１×１０５、１×１０４、１×１０３ ｃｆｕ / ｍＬ 进行修饰金电极

的电化学阻抗检测ꎬ从图 ８ 中可以看出ꎬ随着弧菌浓

度的增加ꎬ电化学阻抗谱的容抗弧半径逐渐增大ꎬ通
过等效电路拟合得到不同浓度下的 Ｒｃｔ值ꎬ将 ｌｏｇ Ｃ
与 Ｒｃｔ做图得到弧菌浓度与 Ｒｃｔ之间的线性函数关系

式为 Ｒｃｔ ＝ １０􀆰 ３９ × ｌｏｇ Ｃ ＋ １１６􀆰 １６ꎬ相关系数 Ｒ２ ＝
０􀆰 ９９０ ５ꎬ表现出良好的线性关系ꎬ线性检测范围为

１×１０３ ~１×１０８ ｃｆｕ / ｍＬꎮ

１—１×１０８ꎻ２—１×１０７ꎻ３—１×１０６ꎻ４—１×１０５ꎻ５—１×１０４ꎻ６—１×１０３

(ａ)电化学阻抗谱

(ｂ)ｌｏｇ Ｃ 与 Ｒｃｔ的线性拟合

图 ８　 修饰金电极对不同浓度细菌的检测

􀅰４４２􀅰
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２􀆰 ７　 重现性与稳定性测试

同时制备 ５ 支修饰金电极ꎬ在 ＰＢＳ 缓冲溶液中

对同一浓度的弧菌(Ｓ－５９)溶液进行检测ꎬ结果表

明ꎬＲｃｔ的相对标准偏差为 ６􀆰 ３８％ꎬ说明该电极具有

较好的重现性ꎻ同时将制备好的 ３ 支修饰金电极对

无菌 ＰＢＳ 溶液进行阻抗测试ꎬ检测完毕后放入冰箱

保存于 ＰＢＳ 溶液中ꎬ７ ｄ 后再次进行阻抗测试ꎬＲｃｔ平

均响应值下降了 ７􀆰 ６５％ꎬ说明该电极具有较好的稳

定性ꎮ

３　 结论

验证了一株弧菌(Ｓ－５９)的缓蚀性能ꎬ基于自组

装膜固载凝集素分子ꎬ构建了弧菌(Ｓ－５９)数量检测

的修饰金电极生物传感器ꎬ通过对不同浓度弧菌

(Ｓ－５９)进行阻抗测试ꎬ等效电路拟合得到 Ｒｃｔ值与

弧菌(Ｓ－５９)浓度(１０３ ~ １０８ ｃｆｕ / ｍＬ)的对数呈线性

关系ꎬ同时验证了该传感器的特异性、稳定性和重

复性ꎮ
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巴斯夫 Ｆｏｒｗａｒｄ ＡＭ 携手极致盛放在上海成立全新增材制造技术中心

　 　 巴斯夫 ３Ｄ 打印品牌 Ｆｏｒｗａｒｄ ＡＭ 携手中国 ３Ｄ 打印
设计服务公司极致盛放(Ｘｕｂｅｒａｎｃｅ)ꎬ在上海成立了全新
增材制造技术中心(ＡＭＴＣ)ꎬ新的技术中心将汇聚增材制
造(ＡＭ)解决方案和材料领域的专业知识ꎬ服务于中国和
亚洲其他地区的增材制造市场ꎮ

Ｆｏｒｗａｒｄ ＡＭ 能够提供广泛的高性能 ３Ｄ 打印材料和
深厚的设计专知ꎬ而极致盛放则是 ３Ｄ 打印服务和设计解
决方案领域的专家ꎮ 通过联合成立技术中心ꎬ两家公司
实现了优势互补ꎬ为本土客户提供更全面的 ３Ｄ 打印解决
方案ꎮ

增材制造技术中心成立后有望为客户提供全新的增
值技术服务ꎬ与亚太区客户实现共同创新ꎮ Ｆｏｒｗａｒｄ ＡＭ
为该中心配备了 ２０ 多台 ３Ｄ 打印机ꎬ并使用所有当下主
流的 ３Ｄ 打印技术ꎬ包括:选择性激光烧结技术、光敏聚合
物 ３Ｄ 打印技术和熔丝制造技术ꎬ以强调对全球主要设备
制造商的共同承诺ꎮ 该中心落户于上海临港松江科技
城ꎬ此处汇集了众多增材制造领域的企业ꎬ能充分发挥当
地合作伙伴和客户的协同效应ꎮ

此外ꎬ巴斯夫风险投资有限公司对极致盛放的投资
进一步巩固了 Ｆｏｒｗａｒｄ ＡＭ 和极致盛放之间的合作关系ꎮ
该风险投资加强了巴斯夫在增材制造领域的战略推进ꎬ
也进一步加快了极致盛放在亚太地区的业务增长ꎮ

巴斯夫 ３Ｄ 打印解决方案有限公司董事总经理
Ｆｒａｎçｏｉｓ Ｍｉｎｅｃ 表示:“在上海建立全新的增材制造技术中
心是我们战略计划中的重要一步ꎬ让我们能为亚太区客
户提供更全面的服务ꎬ从咨询服务ꎬ到利用我们的高性能
材料直接进行部件打印ꎬ以及提供专业设计服务以实现
成功的 ３Ｄ 打印ꎮ 我们相信ꎬ该增材制造技术中心会成为
亚太区增材制造行业的关键枢纽ꎬ增强我们与客户共同
创新的能力ꎮ”

极致盛放总经理王蕾补充道:“巴斯夫 Ｆｏｒｗａｒｄ ＡＭ 拥
有先进材料和对行业的深厚专知ꎬ尤其是力学仿真和表
面处理技术ꎬ这将与我们的服务和设计能力形成积极有
益的互补ꎮ 我们很荣幸能与巴斯夫共同为客户开发一体
化、创新的增材制造解决方案ꎬ从而满足亚太客户的不同
需求ꎮ” (马存宇)
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