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基于膦酸基团接枝的 Ｃａ２＋ 响应检测
芯片制备及其性能研究
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摘要:提出了一种基于石英晶体微天平(ＱＣＭ)快速检测水体系中 Ｃａ２＋的新方法ꎬ采用膦酸基团(—ＰＯ３Ｈ２)为识别单元ꎬ通

过两步温和反应将—ＰＯ３Ｈ２ 基团修饰于 ＱＣＭ 晶片的 ＳｉＯ２ 表面ꎬ形成了可对 Ｃａ２＋选择性络合的 ＡＰＴＥＳ－３ＰＰＡ 分子刷层ꎮ 通过

红外光谱、Ｘ 射线光电子能谱验证了在 ＱＣＭ 晶片表面选择性分子刷的成功形成ꎮ 实验结果表明ꎬ该 Ｃａ２＋ 敏感的 ＱＣＭ(Ｃａ２＋ －
ＱＣＭ)芯片可对 １０~４０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｃａ２＋产生线性响应ꎬ能在 １０５ ｓ 左右达到响应平衡ꎮ
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　 　 钙离子(Ｃａ２＋)是重要的生物标志物ꎬ其浓度变

化与肌肉收缩、神经传导等生命活动密不可分[１]ꎮ
饮用水中 Ｃａ２＋的浓度增加会影响水的口感以及导致

泌尿系统结石风险增加[２]ꎬ通过检测 Ｃａ２＋ 浓度ꎬ能
够及时发现水质问题ꎬ确保饮用水符合相关标准ꎬ保
障人体健康[３]ꎮ 此外ꎬＣａ２＋还是水体环境中的重要

组成成分ꎬ是评估水体健康状况的参考指标[３]ꎮ 因

此ꎬ实现实时、快速检测 Ｃａ２＋对于健康管理、环境监

测等方面具有重要意义ꎮ
目前 Ｃａ２＋检测方法包括比色法[４]、荧光法[５] 和

原子吸收法[６]等ꎮ 这些方法大多存在操作烦琐、样
品需前处理、检测周期长、无法进行实时现场监测等

问题ꎮ 近年来ꎬ以石英晶体微天平 ( ｑｕａｒｔｚ ｃｒｙｓｔａｌ

ｍｉｃｒｏｂａｌａｎｃｅꎬＱＣＭ)为基础构建的 ＱＣＭ 芯片因操作

简便、响应迅速等优势ꎬ正受到越来越多的关注ꎬ其
检测原理是通过在具有压电效应的石英作为原材料

制备的 ＱＣＭ 晶片上构建对待测物质具有特异性的

活性层[７]ꎬ当目标物质吸附于 ＱＣＭ 晶片表面时ꎬ
ＱＣＭ 晶片的振荡频率(Δｆ)会出现减小ꎬΔｆ 与 ＱＣＭ
晶片表面负载的质量(Δｍ)具有线性相关性ꎬ可用

Ｓａｕｅｒｂｒｅｙ 方程[８]表示:
Δｆ ＝ － [(２ｆ２０) / (Ａ ρｕ)]Δｍ

其中ꎬｆ０ 为 ＱＣＭ 晶片的基频ꎬΔｍ 是晶片表面发生

吸附时负载吸附物质的质量ꎬＡ、ρ 和 μ 分别代表了

ＱＣＭ 晶片的有效活性层面积、密度和剪切模量ꎮ
ＱＣＭ 芯片是一种质量敏感的检测元件ꎬ检测精
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度可达到纳克级ꎬ研究人员已开发出用于检测空气

湿度[９] 以及以胆红素[１０] 为代表的生物大分子的

ＱＣＭ 芯片ꎮ 但设计一种检测小分子物质而无需任

何外加信号放大的 ＱＣＭ 芯片仍极具挑战ꎮ
生物体中存在大量含磷酸基团的化合物ꎬ磷酸

基团对 Ｃａ２＋ 具有高亲和力ꎬ能与 Ｃａ２＋ 发生配位络

合[１１]ꎬ该过程发生在细胞增殖、神经元传导等许多

生理活动中[１２]ꎮ 本研究通过共价修饰的方法将

—ＰＯ３Ｈ２ 修饰于 ＱＣＭ 晶片表面ꎬ在其表面形成可特

异性络合 Ｃａ２＋的分子刷ꎬ从而实现对 Ｃａ２＋的实时、快
速高灵敏检测ꎮ 本文中利用 ＱＣＭ 芯片研究了 Ｃａ２＋

和—ＰＯ３Ｈ２ 之间的相互作用ꎬ实验结果表明ꎬ该

ＱＣＭ 芯片能有效检测 Ｃａ２＋ꎬ且对 Ｃａ２＋表现出良好的

选择性ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 试剂与仪器

３－氨基丙基三乙氧基硅烷(ＡＰＴＥＳ)、２－吗啉乙

磺酸(ＭＥＳ)、１－乙基－(３－二甲基氨基丙基)碳酰二

亚胺(ＥＤＣ)、Ｎ－羟基丁二酰亚胺(ＮＨＳ)、３－膦酸基

丙酸(３ＰＰＡ)、氯化钙(ＣａＣｌ２)、氯化钾(ＫＣｌ)、氯化

钠(ＮａＣｌ)、乙二胺四乙酸二钠盐二水合物(ＥＤＴＡ－
２Ｎａ)ꎬ上海泰坦科技股份有限公司生产ꎻ无水甲醇

(Ｈ２Ｏ≤１００×１０－６)ꎬ上海阿拉丁生化科技股份有限

公司生产ꎻ氢氧化钠ꎬ成都市科隆化学品有限公司生

产ꎻ镀 ＳｉＯ２ 的 ＱＣＭ 晶片ꎬ购买自瑞典佰欧林科技有

限公司ꎮ
恒温恒湿箱(ＣＬ１３００)ꎬ上海一恒科学仪器有限

公司ꎻ水浴振荡器(ＳＨＺ－Ｂ)ꎬ常州冠军仪器制造有

限公司ꎻＸ 射线光电子能谱仪ꎬ英国 ＫＲＡＴＯＳ 公司ꎻ
红外光谱仪(ＩＳ５０)ꎬ赛默飞世尔科技公司ꎻ石英晶体

微天平(ＱＳｅｎｓｅ Ｅｘｐｌｏｒｅｒ)ꎬ瑞典百欧林科技有限公

司ꎻＭｉｌｌｉｐｏｒｅ Ｅｌｉｘ－１０ 纯水系统ꎬＭｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司ꎮ
１􀆰 ２　 ＱＣＭ 芯片敏感分子刷的制备

１􀆰 ２􀆰 １　 硅烷偶联剂氨基化 ＱＣＭ 晶片表面

无水甲醇(体积分数 ５０％)、３－氨基丙基三乙氧

基硅烷(体积分数 ４７􀆰 ５％)、纯水(体积分数 ２􀆰 ５％)
组成的溶液在室温下搅拌 ４ ｈꎬ使 ＡＰＴＥＳ 中 Ｓｉ －
ＯＣＨ２ＣＨ３ 水解成 Ｓｉ－ＯＨ[１３]ꎮ 随后取上述溶液按一

定比例以无水甲醇稀释ꎬ将 Ａｉｒ Ｐｌａｓｍａ 处理 ５ ｍｉｎ
后的 ＱＣＭ 晶片(ＳｉＯ２)浸入体积分数为 ０􀆰 ０４７ ５％的

ＡＰＴＥＳ 溶液中ꎬ室温静置反应 ３０ ｍｉｎꎮ 反应结束后

取出用甲醇充分冲洗ꎬＮ２ 干燥后ꎬ放入烘箱中 １１０℃
下固化 ３０ ｍｉｎꎬ并于真空中保存备用ꎮ

１􀆰 ２􀆰 ２　 ＥＤＣ / ＮＨＳ 介导偶联 ＡＰＴＥＳ 功能化的 ＱＣＭ
晶片和 ３－膦酰基丙酸

配置 ｐＨ ５􀆰 ５ꎬ ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ 的 ２ － 吗啉乙磺酸

(ＭＥＳ)缓冲液ꎬ其中含有 ＥＤＣ ７５ ｍｇꎬＮＨＳ ４５ ｍｇꎬ加
入适量 ３－膦酰基丙酸(３－ＰＰＡ)ꎬ预先活化 ２ ｈꎬ随后

将 ＡＰＴＥＳ 修饰后 ＱＣＭ 晶片(ＳｉＯ２ －ＡＰＴＥＳ)浸入溶

液中ꎬ室温密闭反应 ２４ ｈꎬ反应完成后用二次纯水洗

涤并干燥ꎬ保存备用ꎬ并将该样品记为 ＳｉＯ２－ＡＰＴＥＳ－
３ＰＰＡꎮ
１􀆰 ３　 Ｃａ２＋－ＱＣＭ 敏感分子刷的表征

利用红外光谱仪和 Ｘ 射线衍射光谱仪对 ＱＣＭ
芯片表面分子刷层(图 １)的组成分别进行定性和定

量分析ꎮ

图 １　 Ｃａ２＋－ＱＣＭ 芯片表面修饰的分子刷层

１􀆰 ４　 ＱＣＭ 芯片的检测性能

将 ＱＣＭ 芯片放入 ＱＳｅｎｓｅ 流动模块中ꎬ利用蠕

动泵将测试溶液注入流动池中 (设置流速为 １００
μＬ / ｍｉｎ)ꎬ用软件实时记录晶片频率变化ꎮ 检测过

程中ꎬ先通入二次纯水ꎬ待频率稳定后以此作为背景

扣除后ꎬ通入一定浓度的氯化钙溶液ꎬ待频率稳定记

录数值ꎬ取出 ＱＣＭ 晶片ꎬ在 １ ｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡ－２Ｎａ 溶

液中浸泡 １０ ｍｉｎꎬ取出后用大量二次纯水清洗ꎬＮ２

吹干后再次用于上述测试中ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 Ｃａ２＋－ＱＣＭ 芯片表面分子刷的表征

２􀆰 １􀆰 １　 红外光谱图分析

图 ２ 是 ＱＣＭ 晶片表面修饰 ＡＰＴＥＳ 前后的红外

光谱图ꎬ曲线 ２ 中 ２ ９３０、２ ８６３ ｃｍ－１出现的红外吸收

峰分别来自于 ＡＰＴＥＳ 中丙基链—ＣＨ２—的不对称

和对称伸缩振动吸收峰[１４]ꎻ１ ５７４ ｃｍ－１处吸收峰来

自于 ＱＣＭ 芯片表面 ＡＰＴＥＳ 的端基—ＮＨ２ 弯曲振动

吸收峰ꎬ而 １ ４８４ ｃｍ－１处的吸收则是 ＮＨ＋
３ 的弯曲振

动吸收峰ꎬ这是由于样品暴露于空气中ꎬ水分子与表

面—ＮＨ２ 发生结合从而使—ＮＨ２ 质子化[１５]ꎻ曲线 ２
中 １ １３０、１ ０１０ ｃｍ－１附近出现的吸收峰来自于 Ｓｉ—
Ｏ—Ｓｉ 的不对称伸缩振动吸收峰ꎮ 曲线 ３ 是 ＳｉＯ２ －
ＡＰＴＥＳ 表面修饰膦酰基羧酸的红外光谱图ꎬＡＰＴＥＳ
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氨基化 ＱＣＭ 晶片表面后ꎬ表面存在大量的—ＮＨ２ꎬ
３ＰＰＡ 分子链一侧的端基—ＣＯＯＨ 与—ＮＨ２ 进行脱

水缩合形成酰胺键从而将膦酸基团修饰于 ＱＣＭ 晶

片表面ꎮ 曲线 ３ 中 ３ １３０、１ ５８７ ｃｍ－１附近红外吸收

峰来自于酰胺键中 Ｎ—Ｈ 的伸缩振动吸收峰ꎬ１ ７３８
ｃｍ－１归因于酰胺键中 Ｃ􀪅􀪅Ｏ 振动吸收峰ꎬ１ ４６８ ｃｍ－１

附近的吸收峰为 Ｃ—Ｎ 伸缩振动吸收峰ꎬ１ １４０ ｃｍ－１

附近的吸收峰则来自于 Ｐ􀪅􀪅Ｏ 的振动吸收峰ꎮ 因

此ꎬ红外光谱的结果可说明在 ＱＣＭ 晶片表面成功接

枝了 ＳｉＯ２－ＡＰＴＥＳ－３ＰＰＡ 分子刷ꎬ得到了 Ｃａ２＋－ＱＣＭ
芯片ꎮ

１—ＳｉＯ２ꎻ２—ＳｉＯ２－ＡＰＴＥＳꎻ３—ＳｉＯ２－ＡＰＴＥＳ－３ＰＰＡ

图 ２　 ＱＣＭ 晶片表面依次修饰 ＡＰＴＥＳ 和

３ＰＰＡ 后的全衰减反射红外光谱图

２􀆰 １􀆰 ２　 ＸＰＳ 分析

如图 ３ 所示为不同样品表面 ＸＰＳ 全谱图ꎬ对比

空白 ＱＣＭ 晶片的 ＸＰＳ 全谱ꎬ在修饰 ＡＰＴＥＳ 后ꎬ
ＳｉＯ２－ＡＰＴＥＳ 全谱图中出现了来自 ＡＰＴＥＳ 端基

—ＮＨ２ 的 Ｎ 元 素ꎬ 其 原 子 分 数 占 比 为 ２􀆰 ３３％
(表 １)ꎬ说明 ＡＰＴＥＳ 成功修饰至 ＱＣＭ 晶片表面ꎮ
Ｐ２ｓ 和 Ｐ２ｐ 特征峰说明经过接枝后 ＱＣＭ 晶片表面

出现了 Ｐ 元素ꎬＰ 元素占比在 １􀆰 ２６％(表 １)ꎬ而这一

特征 元 素 是 来 自 接 枝 在 ＳｉＯ２ － ＡＰＴＥＳ 表 面 的

３ＰＰＡꎬ由此可说明通过酰胺化反应成功将 ３ＰＰＡ
修饰到 ＱＣＭ 晶片表面ꎮ

１—ＳｉＯ２ꎻ２—ＳｉＯ２－ＡＰＴＥＳꎻ３—ＳｉＯ２－ＡＰＴＥＳ－３ＰＰＡ

图 ３　 ＱＣＭ 晶片表面依次修饰 ＡＰＴＥＳ 和

３ＰＰＡ 的 Ｘ 射线光电子能谱图

表 １　 不同样品 ＸＰＳ 的原子分数 ％

　 Ｓｉ Ｏ Ｃ Ｎ Ｐ
ＳｉＯ２ ６７􀆰 ０５ ３２􀆰 ９４ — — —
ＳｉＯ２－ＡＰＴＥＳ １８􀆰 ５４ ４５􀆰 ０２ ３４􀆰 １１ ２􀆰 ３３ —
ＳｉＯ２－ＡＰＴＥＳ－３ＰＰＡ ２２􀆰 ８９ ４９􀆰 ５７ ２３􀆰 ５４ ２􀆰 ７４ １􀆰 ２６

２􀆰 ２　 Ｃａ２＋－ＱＣＭ 芯片对 Ｃａ２＋的响应

利用 ＱＣＭ 检测改性修饰的 Ｃａ２＋ －ＱＣＭ 芯片是

否对含有 Ｃａ２＋的溶液产生响应ꎮ 如图 ４ 所示是空白

ＱＣＭ 芯片和 Ｃａ２＋－ＱＣＭ 芯片在分别通入 ３５ ｍｍｏｌ / Ｌ
的 ＣａＣｌ２ 溶液时所产生的频率变化ꎬ空白 ＱＣＭ 芯片

在 ＣａＣｌ２ 溶液中产生了频率的变化ꎬ这可能是由于

当溶液从纯水变为含有离子的溶液时ꎬ晶片受到溶

液密度等因素的影响产生了频率变化ꎮ 由于经过改

性后的 Ｃａ２＋－ＱＣＭ 芯片表面存在能够与 Ｃａ２＋相互作

用的—ＰＯ３Ｈ２ 基团ꎬ当含有 Ｃａ２＋溶液流经晶片表面

时ꎬＣａ２＋会吸附在晶片表面ꎬ从而在相同浓度的

ＣａＣｌ２ 溶液中所产生的频率变化表现出比空白

ＱＣＭ 晶片更明显的频率变化ꎬ因此修饰后的 ＱＣＭ
晶片能对 Ｃａ２＋ 进行响应ꎬ成功制备了 Ｃａ２＋ 敏感的

ＱＣＭ 芯片ꎮ

１—空白 ＱＣＭꎻ２—Ｃａ２＋－ＱＣＭ

图 ４　 芯片对 ３５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣａＣｌ２ 的频率响应变化

２􀆰 ３　 Ｃａ２＋ －ＱＣＭ 芯片对不同浓度 ＣａＣｌ２ 的响应

测试

对不同浓度 ＣａＣｌ２ 进行 ＱＣＭ 测试ꎮ 从图 ５(ａ)
可以看到ꎬ Ｃａ２＋ － ＱＣＭ 芯片能对浓度为 １０ ~ ４０
ｍｍｏｌ / Ｌ 的 Ｃａ２＋产生响应ꎬ且对 Ｃａ２＋达到响应平衡的

时间非常快ꎬ在 １０５ ｓ 左右即可达到响应平衡的状

态[图 ５(ｂ)]ꎬＣａ２＋浓度增加使更多 Ｃａ２＋吸附于修饰

后 Ｃａ２＋－ＱＣＭ 芯片的表面ꎬ呈现出芯片产生的共振

频率随 Ｃａ２＋浓度的增加而逐渐减小ꎬ当 Ｃａ２＋浓度增

大至 ４０ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ芯片所能产生的共振响应频率

达到最大ꎮ 将 Ｃａ２＋浓度与其对应产生的共振频率做

线性拟合分析[图 ５(ｃ)]ꎬ相关系数 Ｒ２ 为 ０􀆰 ９８５ ５３ꎬ
这说明 Ｃａ２＋浓度与共振频率表现出高度的线性相

关性ꎮ

􀅰７３２􀅰
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１—５ ｍｍｏｌ / Ｌꎻ２—１０ ｍｍｏｌ / Ｌꎻ３—１５ ｍｍｏｌ / Ｌꎻ
４—２０ ｍｍｏｌ / Ｌꎻ５—２５ ｍｍｏｌ / Ｌꎻ６—３０ ｍｍｏｌ / Ｌꎻ
７—３５ ｍｍｏｌ / Ｌꎻ８—４０ ｍｍｏｌ / Ｌꎻ９—４５ ｍｍｏｌ / Ｌ

(ａ)Ｃａ２＋－ＱＣＭ 芯片对不同浓度 ＣａＣｌ２ 所产生的响应频率

(ｂ)Ｃａ２＋－ＱＣＭ 芯片检测时达到响应平衡的时间

１—Ｃａ２＋－ＱＣＭ 芯片共振频率ꎻ

２—Ｃａ２＋－ＱＣＭ 芯片共振频率的线性拟合

(ｃ)不同浓度 ＣａＣｌ２ 溶液的响应频率及线性拟合

图 ５　 Ｃａ２＋－ＱＣＭ 芯片的响应性能

表 ２ 所示是 Ｃａ２＋－ＱＣＭ 芯片对于相同浓度的不

同离子溶液所产生的频率ꎮ 从表中可以看到ꎬ在离

子浓度相同的情况下ꎬＣａ２＋ －ＱＣＭ 芯片对 Ｃａ２＋产生

的频率变化会明显高于 Ｎａ＋和 Ｋ＋ꎬ所呈现的信号大

小是 Ｎａ＋、Ｋ＋ 的 ３ 倍以上ꎮ 以上结果说明该 Ｃａ２＋ －
ＱＣＭ 芯片能对 Ｃａ２＋具有良好的选择性ꎮ

表 ２　 Ｃａ２＋－ＱＣＭ 芯片分别对 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣａＣｌ２、
ＮａＣｌ、ＫＣｌ 产生的响应频率 Ｈｚ

　 ＣａＣｌ２ ＮａＣｌ ＫＣｌ

Δｆ －２􀆰 ２３１７３ ０􀆰 ５７７６ ０􀆰 ６０２０７

３　 结论

综上所述ꎬ通过两步反应将 ＰＯ２－
３ 基团修饰于镀

ＳｉＯ２ 的 ＱＣＭ 晶片表面ꎬ形成了对 Ｃａ２＋ 选择性络合

的分子刷层ꎬ得到了可检测 Ｃａ２＋浓度的 Ｃａ２＋ －ＱＣＭ
芯片ꎮ 通过 ＦＴ－ＩＲ、ＸＰＳ 对接枝于 ＱＣＭ 晶片表面的

分子刷进行表征ꎬ并利用 ＱＣＭ－Ｄ 测试了 Ｃａ２＋－ＱＣＭ
芯片的检测性能ꎮ 结果表明ꎬＣａ２＋ －ＱＣＭ 芯片能检

测 １０~４０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 Ｃａ２＋浓度ꎬ可在 １０５ ｓ 左右达到

响应平衡ꎬ在该浓度范围内呈现出与频率的高度相

关性ꎮ 该 Ｃａ２＋－ＱＣＭ 芯片对 Ｃａ２＋表现出良好的选择

性响应ꎬ为快速、实时高灵敏检测 Ｃａ２＋浓度提供了一

个新思路ꎮ
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