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摘要 H1N1流感病毒作为一种高传染性病原体,可通过水环境介质传播加剧扩散风险,严重威胁公共卫生

安全。在污水检测领域,H1N1的传统检测技术面临着基质复杂导致的灵敏度不足、操作流程繁琐耗时以及

难以实现现场快速筛查等诸多挑战。电化学适配体传感器因其具备高灵敏度、快速响应及良好的抗干扰能

力,尤其适用于复杂环境样本的检测。为进一步开发适用于现场即时检测污水中H1N1流感病毒的小型化

传感器,将两种适配体分别修饰于Fe3O4-NH2@Au磁性纳米颗粒和Au@Pt纳米酶表面,并富集H1N1-
HA蛋白形成“捕获组件-目标物-识别组件”的复合结构后,通过外部磁场固定于丝网印刷电极上,催化

H2O2/对苯二酚(HQ)反应检测H1N1-HA蛋白。在实际污水样本中,该传感器对H1N1-HA蛋白具有良

好的回收率,并且基于丝网印刷电极构建的传感器更便于现场即时检测。
关键词 电化学适配体传感器;功能化Fe3O4;磁辅助法;丝网印刷电极;H1N1-HA蛋白
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Abstract The
 

H1N1
 

influenza
 

virus,
 

as
 

a
 

highly
 

contagious
 

pathogen,
 

can
 

exacerbate
 

the
 

risk
 

of
 

spread
 

through
 

water
 

environment
 

media,
 

posing
 

a
 

severe
 

threat
 

to
 

public
 

health
 

security.
 

In
 

wastewater
 

testing,
 

traditional
 

detection
 

methods
 

for
 

H1N1
 

face
 

challenges
 

such
 

as
 

insufficient
 

sensitivity
 

due
 

to
 

complex
 

ma-
trices,

 

cumbersome
 

and
 

time-consuming
 

procedures,
 

and
 

difficulty
 

in
 

achieving
 

rapid
 

on-site
 

screening.
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Electrochemical
 

aptamer
 

sensors,
 

with
 

their
 

high
 

sensitivity,
 

fast
 

response,
 

and
 

excellent
 

interference
 

re-
sistance,

 

are
 

particularly
 

suitable
 

for
 

detecting
 

samples
 

from
 

complex
 

environments.
 

This
 

study
 

aims
 

to
 

develop
 

a
 

miniaturized
 

sensor
 

for
 

on-site,
 

real-time
 

detection
 

of
 

H1N1
 

influenza
 

virus
 

in
 

wastewater.
 

Two
 

aptamers
 

were
 

modified
 

onto
 

Fe3O4-NH2@Au
 

magnetic
 

nanoparticles
 

and
 

Au@Pt
 

nanoenzymes
 

surfaces,
 

respectively,
 

to
 

capture
 

the
 

H1N1-HA
 

protein
 

and
 

form
 

a
 

composite
 

structure
 

of
 

capture
 

component-tar-
get-identification

 

component.
 

This
 

structure
 

was
 

then
 

fixed
 

onto
 

a
 

screen-printed
 

electrode
 

via
 

an
 

external
 

magnetic
 

field,
 

catalyzing
 

the
 

H2O2/hydroquinone
 

reaction
 

to
 

detect
 

the
 

H1N1-HA
 

protein.
 

In
 

actual
 

wastewater
 

samples,
 

the
 

sensor
 

demonstrated
 

good
 

recovery
 

rates
 

for
 

the
 

H1N1-HA
 

protein,
 

and
 

the
 

sen-
sor

 

based
 

on
 

screen-printed
 

electrodes
 

is
 

more
 

convenient
 

for
 

on-site
 

real-time
 

detection.
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aptamer
 

sensor;
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magnetic-assisted
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H1N1-HA
 

protein

0 引言

近百年来,流感病毒对人类健康和社会经济构成的威胁持续存在[1-3]。传统的流感病毒检测技术在应对

污水等复杂环境中痕量病毒的快速监测需求时,面临着基质复杂导致的灵敏度不足、操作流程繁琐耗时以及

难以实现现场快速筛查等诸多挑战[4]。流感病毒表面有两种糖蛋白,即血凝素(HA)和神经氨酸酶(NA)。
甲型流感病毒根据HA和NA这两种特定蛋白质分为不同的亚型[5]。H1N1亚型是几种流感类型中最常见

且致病性最强的人类病原体之一[6-7]。HA蛋白不仅是病毒入侵宿主细胞的关键媒介,更因其在水体中的稳

定存在特性,可以作为环境病毒监测的理想生物标志物[8]。因此,开发一种兼具高灵敏度、快速响应和强抗

干扰能力的H1N1-HA蛋白检测技术,对流感疫情的早期预警和环境监测具有重要意义。
近年来,适配体作为一种新型分子识别元件,因其高特异性、易修饰性和低成本优势备受关注[9-11]。与

抗体相比,适配体通过体外筛选获得,可针对靶标分子设计特异性序列,且耐受极端pH、高温等恶劣条件,
在复杂环境检测中展现出显著优势[12-13]。电化学适配体传感器因响应迅速、成本低廉、易微型化,成为流感

病毒污水检测的新型方法[14]。其中,丝网印刷电极(SPCE)具备成本低、可一次性使用及易集成等特性,在
现场快速检测中优势显著[15-17]。通过表面功能化修饰,功能化Fe3O4磁性纳米颗粒可实现靶标分子的高效

捕获与快速分离,尤其适用于污水等复杂基质中低浓度目标物的富集[18-20]。SPCE与磁辅助技术结合后,利
用磁性纳米颗粒的磁响应特性,可高效富集污水等复杂基质中的低浓度目标物,快速分离并消除基质干扰,
为痕量H1N1检测奠定基础[21-22]。然而,单一磁性材料难以满足信号放大的需求,亟须与催化型纳米材料

联用以提升检测灵敏度[23]。近年来,贵金属纳米酶因其类过氧化物酶活性和优异导电性受到关注[24]。铂

(Pt)纳米颗粒可高效催化H2O2分解,产生的活性氧物种(ROS)能氧化底物分子,进而通过电化学信号变化

实现靶标定量[25]。将Au@Pt纳米酶作为信号标记物,既可避免传统生物酶酶标记物的稳定性缺陷,又能

通过催化反应实现信号级联放大,为超灵敏检测提供新途径[26-27]。
总之,本研究构建了一种基于丝网印刷电极的磁辅助适配体传感器,用于实现污水中H1N1流感病毒

的现场快速检测。该传感器通过Fe3O4-NH2@Au磁性纳米材料的磁响应特性,结合磁辅助策略快速富集

目标物,并利用丝网印刷电极的小型化优势实现便捷检测。针对污水复杂基质中痕量病毒检测的挑战,采用

两种适配体作为特异性识别探针,通过高亲和力捕获H1N1-HA蛋白,同时引入纳米酶催化体系实现信号

放大,显著提升检测灵敏度与特异性。实际样本测试表明,该体系能有效克服基质干扰,在污水环境中仍保

持优异的检测性能,为污水中流感病毒的现场监测提供了新的思路。

1 传感器设计方案

如图所示,该磁辅助适配体传感器设计方案参照已报道方法[28],包含以下关键环节,如图1所示。
H1N1-HA的捕获(A部分):以Fe3O4-NH2@Au磁性纳米复合材料为基底,通过Au S键修饰捕获

适配体(aptamer
 

1,序列为 HS-C6-5-GGC
 

CTA
 

CCG
 

TAG
 

TGT
 

GCG
 

TGG
 

GCA
 

CAT
 

GTT
 

CGC
 

GCC
 

ACC
 

GTG
 

CTA
 

CAA
 

C-3[29]),经牛血清蛋白(BSA)封闭后可以特异性结合H1N1-HA蛋白。
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信号标记(B部分):选用Au@Pt纳米酶作为信号载体,通过Pt S键连接识别适配体(aptamer
 

2,序
列为HS-C6-5-GGC

 

AGG
 

AAG
 

ACA
 

AAC
 

AGC
 

CAG
 

CGT
 

GAC
 

AGC
 

GAC
 

GCG
 

TAG
 

GGA
 

CCG
 

GCA
 

TCC
 

GCG
 

GGT
 

GGT
 

CTG
 

TGG
 

TGC
 

TGT-3[30]),利用其优异的导电性与催化活性为信号输出提供基础。
检测过程(A+B部分):将上述两部分结合形成复合结构,在丝网印刷电极下方施加磁场,利用磁性将

复合物固定于工作电极表面。以H2O2/对苯二酚(HQ)为电解液,通过Au@Pt纳米酶催化加速电子转移,
采用差分脉冲伏安法记录电流信号。随着HA蛋白浓度增加,结合至电极表面的Au@Pt纳米酶,产生差分

脉冲伏安信号。通过构建标准曲线计算检测限,实现对H1N1-HA的高灵敏快速检测。

图1 用于检测H1N1-HA蛋白的磁辅助适配体传感器的设计方案

Fig.1 The
 

design
 

scheme
 

of
 

the
 

magnetically
 

assisted
 

aptamer
 

sensor
 

for
 

detecting
 

the
 

H1N1-HA
 

protein

2 实验部分

所用六水合氯化铁、乙二醇、柠檬酸三钠、醋酸钠、3-氨丙基三乙氧基硅烷、四水合氯金酸、乙醇、氯化钾、
铁氰化钾、氧化铝、过氧化氢、对苯二酚、六水合氯铂酸、抗坏血酸均为分析纯;所用H1N1流感病毒血凝素

蛋白、新冠病毒刺突蛋白和新冠病毒核衣壳蛋白购自北京义翘神州公司;所用牛血清白蛋白和人免疫球白蛋

白购自北京鼎国昌盛公司。所用到H1N1-HA蛋白的特异性适配体购自上海生工生物工程有限公司。
材料表征所用仪器有:高分辨率透射电子显微镜(TEM,美国赛默飞)、X射线衍射仪(XRD,荷兰帕纳

德)、振动样品磁强计(美国Lake
 

Shore)、紫外可见分光光度计(日本岛津)和电化学工作站(上海辰华)。

2.1 Fe3O4 磁性纳米颗粒的制备

采用溶剂热法合成尺寸均一的Fe3O4磁性纳米颗粒[31]。称取2
 

g六水合氯化铁(FeCl3·6H2O),溶解

于60
 

mL乙二醇中,于室温下磁力搅拌1
 

h。随后加入1.4
 

g柠檬酸钠(C6H5Na3O7·2H2O),水浴升温至

60
 

℃并持续搅拌30
 

min。最终加入9.6
 

g乙酸钠(CH3COONa)以构建碱性体系,加热至乙酸钠完全溶解。
将所得深黄色溶液转移至聚四氟乙烯(PTFE)衬里的反应釜中,于200

 

℃下反应8
 

h。待Fe3O4产物冷却至

室温后,进行磁分离;然后,用乙醇和去离子水洗涤三次,最后在60
 

℃下真空干燥。

2.2 金纳米粒子的制备

采用柠檬酸钠还原法制备金纳米粒子[32]。取3.7
 

mL质量分数为1%的氯金酸四水合物,与超纯水混

合定容至100
 

mL。将该混合液加热至沸腾,同时进行磁力搅拌。随后,加入10
 

mL
 

38.8
 

mmol/L的柠檬酸

钠溶液并继续搅拌30
 

min,冷却后得到酒红色金纳米颗粒。

2.3 Fe3O4-NH2@Au纳米复合材料的制备

取0.1
 

g
 

Fe3O4纳米颗粒,超声分散于50
 

mL质量分数为90%的乙醇水溶液中,逐滴加入0.4
 

mL氨丙
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基三乙氧基硅烷(APTES),室温搅拌3
 

h。反应结束时,含细颗粒的悬浮液呈浅棕色,所得产物为氨基化修

饰的Fe3O4纳米颗粒。将Fe3O4-NH2 溶解于40
 

mL去离子水,快速加入60
 

mL合成的金纳米颗粒溶液,
低速搅拌反应至上清液澄清,得到Fe3O4-NH2@Au纳米复合材料(MNPs)。分别用去离子水和乙醇洗涤3
次后,置于60

 

℃烘箱干燥至粉末状。
2.4 Au@Pt纳米酶的制备

Au@Pt纳米酶参考已报道方法[28]进行制备。

2.5 磁辅助适配体传感器的构建流程

该磁辅助适配体传感器设计方案参照已报道方法[28]主要分为三步:
(1)

 

H1N1-HA蛋白捕获:取100
 

�L
 

3
 

mg/mL的MNPs胶体与10
 

�L最终浓度15
 

�mol/L的aptamer
 

1混合,在4
 

℃下避光静置16
 

h。磁铁分离后用磷酸盐缓冲液(PBS)清洗三次,再用1mL含有BSA(质量分

数为1%)的PBS缓冲液溶液孵育30
 

min阻断活性位点。最终 MNPs/aptamer
 

1/BSA复合物与10
 

�L
 

H1N1-HA蛋白室温孵育20
 

min,PBS重悬备用。
(2)

 

纳米酶-适配体结合:500
 

�L
 

Au@Pt纳米酶溶液与50
 

�L
 

10
 

�mol/L的aptamer
 

2混合,在4
 

℃下

静置过夜。8
 

000
 

r/min离心5
 

min分离沉淀,PBS重悬得到Au@Pt-aptamer
 

2结合物。
(3)

 

识别与检测:取20
 

�L
 

Au@Pt-aptamer
 

2结合物加入HA蛋白捕获复合物中,磁铁分离后PBS重

悬。将复合物通过外部磁铁吸附固定在丝网印刷电极的工作电极上,滴加200
 

�L
 

H2O2/HQ电解液覆盖电

极,反应5
 

min后检测DPV响应信号。
2.6 丝网印刷电极及样品的处理

丝网印刷电极在制备过程中,表面可能存在一些杂质或氧化层,这会阻碍电子的传输,降低电极的导电

性。所以在使用新的丝网印刷电极之前,有必要对丝网印刷电极进行活化。具体活化方法如下:取出未经使

用的丝网印刷电极,去除表面薄膜,将其通过信号转接器连接到电化学工作站。然后将含有5
 

mmol/L
 

K3[Fe(CN)6]和0.1
 

mol/L
 

KCl的PBS缓冲溶液滴加在电极表面,使电解液完全覆盖工作电极、参比电极

和对电极。采用循环伏安法,在-0.2~0.6
 

V以100
 

mV/s的扫描速率进行5圈扫描,以此实现对丝网印

刷电极稳定且高效的活化。
检测样品是以100

 

�g/mL的H1N1-HA蛋白作为母液,用pH值为7.2的PBS缓冲溶液进行稀释,从
而得到1

 

pg/mL~1
 

�g/mL不同浓度梯度的样品。这些样品被保存在-20
 

℃的环境中直至使用。同时,为
了验证实际污水检测中传感器系统的可靠性,向污水处理厂采集的污水样本中添加0.001

 

ng/mL、1
 

ng/mL
和1

 

000
 

ng/mL三个浓度梯度的 HA蛋白标准品进行加标回收实验,并计算回收率与相对标准偏差

(RSD)[33]。

2.7 电化学测试方法

电化学测试包括循环伏安法(CV)、电化学阻抗谱(EIS)和差分脉冲伏安法(DPV)。循环伏安法在

-0.2
 

V到0.6
 

V的电压范围内以100
 

mV/s的扫描速率进行。电化学阻抗谱测试是通过在0.1
 

Hz至100
 

kHz的频率范围内施加振幅小于10
 

mV的输入电压进行。差分脉冲伏安法的扫描电位范围是从0~0.6
 

V,扫描速率是100
 

mV/s,当电位增加5
 

mV时,脉冲振幅为50
 

mV,脉冲宽度为0.05
 

s。电化学表征所用

的电解液是将5
 

mmol/L的铁氰化钾([Fe(CN)6]3-/4-)和0.1
 

mol/L的氯化钾(KCl)溶解在0.1
 

mol/L
 

PBS缓冲溶液(pH=7.2)中制备而成,并且在每一个修饰步骤之后都要对电极进行电化学检测以验证修饰

效果。电化学检测所用的电解液是将1
 

mg/mL的HQ溶液和10
 

mmol/L
 

H2O2溶液(体积比为9∶1)的混

合溶液。通过比较添加H1N1-HA蛋白前后的DPV信号差异来评估所制备的磁辅助适配体传感器的检测

效果。最后,通过分析不同浓度的HA蛋白所产生的信号变化,绘制拟合曲线确定该方法对HA蛋白的最

低检测限。

3 结果与讨论

3.1 Fe3O4-NH2@Au和Au@Pt的材料表征

通过透射电子显微镜观察所制备纳米材料的形貌结构。如图2(a)和2(b)所示,Fe3O4颗粒为均匀纳米
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微球,平均粒径100~110
 

nm;金纳米粒子呈椭圆形,粒径约10
 

nm。如图2(c)所示,经APTES氨化处理的

Fe3O4表面带正电荷氨基基团,通过静电力与配位键作用,金纳米粒子有效负载在Fe3O4-NH2 表面,形成

Fe3O4-NH2@Au纳米复合材料[34]。图2(d)显示,铂纳米粒子均匀包裹在金纳米粒子表面,形成粒径约

25
 

nm的Au@Pt纳米酶。
图2(e)的XRD图谱显示,Fe3O4及Fe3O4-NH2@Au衍射峰与Fe3O4的PDF卡片高度匹配,Fe3O4在

2θ为30.11°、35.46°、43.12°、53.51°、56.88°和62.54°处出现特征衍射峰,分别对应于(220)、(311)、(400)、
(422)、(511)和(440)晶面[35]。Fe3O4-NH2@Au除Fe3O4特征峰外,在38.23°和44.41°处出现金纳米粒子

的(111)和(200)特征衍射峰,表明金纳米粒子成功负载。
图2(f)磁滞回线图分析显示,Fe3O4饱和磁化率为67.2

 

A/m,矫顽力0.058
 

96
 

T,无明显剩磁,磁性可

控性好;Fe3O4-NH2@Au因引入非磁性金纳米粒子,饱和磁化率和矫顽力降至50.23
 

A/m和0.037
 

86
 

T,
但仍能维持足够磁分离性能,可借助磁铁在分散悬浮液中实现高效分离。

为深入探究材料的表面电位特性,测试了Fe3O4、Fe3O4-NH2 和Fe3O4-NH2@Au悬浮液(pH
 

=
 

7.0)
的Zeta电位。如图2(g)所示,裸露的Fe3O4 纳米颗粒的Zeta电位值为-5.61

 

mV,而用硅烷偶联剂

APTES修饰后的Fe3O4纳米粒子的Zeta电位大幅上升至18.6
 

mV,这充分证实了在Fe3O4基底的末端成

功接枝了大量带正电荷的氨基基团,这为下一步金纳米粒子的负载提供了有利的条件。进一步探究了

Au@Pt纳米酶催化H2O2氧化对苯二酚性能[28],见图2(h)。纯HQ吸收峰在289
 

nm,纯BQ在245
 

nm,
向H2O2与HQ混合液中添加Au@Pt纳米酶静置5

 

min后,HQ吸收峰显著降低,出现BQ吸收峰,表明

Au@Pt纳米酶催化H2O2生成的氧化物可在5
 

min内将HQ完全转化为BQ。

  注:(a)
 

Fe3O4、(b)
 

Au、(c)
 

Fe3O4-NH2@Au和(d)Au@Pt的TEM图像;样品的(e)
 

XRD图谱、(f)
 

磁滞回线和(g)
 

Zeta电位;(h)
 

Au@Pt纳米酶与HQ的催化反应性能。

图2 材料的TEM
 

图像、XRD图谱、磁滞回线图、Zeta电位表征结果;Au@Pt纳米酶与HQ的催化反应性能

Fig.2 TEM
 

images,
 

XRD
 

spectra,
 

hysteresis
 

loop
 

diagrams
 

and
 

Zeta
 

potentials
 

of
 

samples;
 

Catalytic
 

reaction
 

performance
 

of
 

Au@Pt
 

nanoenzyme
 

with
 

HQ

3.2 传感器的电化学表征

图3展示了磁辅助适配体传感器的制备过程,首先对传感器的组装过程进行了研究。采用含5
 

mmol/L铁

氰化钾([Fe(CN)6]3-/4-)、0.1
 

mol/L氯化钾(KCl)的0.1
 

mol/L
 

PBS缓冲溶液(pH=7.2)作为CV和EIS
表征电解液。如图3(a)的CV曲线表明,Fe3O4-NH2@Au磁性纳米材料使SPCE/MNPs电极电子转移加

快,峰电流升高,电位差减小;MNPs修饰aptamer
 

1、BSA及HA蛋白后,因生物分子干扰电子转移,氧化还

原电流持续降低;而修饰Au@Pt纳米酶与aptamer
 

2结合物后,凭借纳米酶导电性和催化活性,电流响应回

升,证明aptamer
 

2与HA蛋白成功结合和磁辅助适配体传感器构建成功。
图3(b)的EIS结果表明,SPCE/MNPs修饰电极较未修饰电极电子转移电阻显著降低;引入aptamer

 

1
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后,因不导电特性导致电阻增加;BSA封闭多余活性位点,进一步抑制电子转移;捕获HA蛋白后电阻再次

增大;而引入Au@Pt-aptamer
 

2后,纳米酶促进电子转移,电阻显著降低。EIS结果与CV对应,均证实传

感器成功制备及检测H1N1-HA蛋白的可行性。

  注:(a)
 

CV和(b)
 

EIS;(i)
 

SPCE,(ii)
 

SPCE/MNPs,(iii)
 

SPCE/MNPs/aptamer
 

1,(iv)
 

SPCE/MNPs/

aptamer
 

1/BSA,(v)
 

SPCE/MNPs/aptamer
 

1/BSA/HA
 

protein,(vi)
 

SPCE/MNPs/aptamer
 

1/BSA/HA
 

protein/Au@Pt-aptamer
 

2。

图3 磁辅助适配体传感器每个修饰步骤的CV和EIS表征

Fig.3 CV
 

and
 

EIS
 

characterization
 

of
 

each
 

modification
 

step
 

of
 

the
 

magnetic-assisted
 

adapter
 

sensor

图4 评估添加HA蛋白前后磁辅助适配体

传感器DPV响应电流的变化

Fig.4 Evaluates
 

the
 

changes
 

in
 

the
 

DPV
 

response
 

current
 

of
 

the
 

magnetic
 

auxiliary
 

aptamer
 

sensor
 

before
 

and
 

after
 

the
 

addition
 

of
 

HA
 

protein

图4评估了添加HA蛋白前后磁辅助适配体传感器DPV响

应电流的变化。DPV检测显示加入HA蛋白后响应电流变化明

显,这是由于HA蛋白存在时,Au@Pt-aptamer
 

2可以与HA蛋

白结合,这样传感器系统中Au@Pt纳米酶就可以将H2O2/HQ
电解液中的HQ转化为BQ,从而产生可检测的DPV信号。磁

辅助适配体传感器与HA蛋白结合后DPV电流显著升高,这表

明使用DPV法可以高灵敏度地检测H1N1-HA蛋白。
3.3 优化实验

为提升磁辅助适配体传感器的灵敏度与电化学响应稳定性,
对H2O2 与 HQ 溶液体积比例、aptamer

 

2浓度及 Au@Pt-
aptamer

 

2与HA蛋白结合时间进行优化。实验中固定H2O2浓

度(10
 

mmol/L)和HQ浓度(1
 

mg/mL)。图5结果表明,H2O2
与HQ溶液的体积比例为9∶1时,Au@Pt纳米酶催化效率最

高,电流响应达峰值。而过高的H2O2占比会因HQ不足导致响

应降低。通过5个浓度梯度测试aptamer
 

2结合效果,确定10
 

�mol/L为检测HA蛋白的最佳浓度;捕获组

件与识别组件的结合时间测试显示,混合反应20
 

min时,基于DPV响应的检测效果最优。

  注:(a)
 

H2O2与HQ的比例;(b)
 

aptamer
 

2的浓度;(c)
 

Au@Pt-aptamer
 

2与HA蛋白的结合时间。

图5 电化学实验条件的优化

Fig.5 Optimization
 

of
 

electrochemical
 

experimental
 

conditions
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3.4 磁辅助适配体传感器的检测性能

在优化后的最佳条件下使用所构建的磁辅助适配体传感器对不同浓度的H1N1-HA蛋白进行检测。

图6 磁辅助适配体传感器用于检测不同浓度

H1N1-HA蛋白的DPV响应信号图及对数校准曲线

Fig.6 The
 

DPV
 

response
 

signal
 

diagram
 

and
 

logarithmic
 

calibration
 

curve
 

of
 

the
 

magnetically
 

assisted
 

aptamer
 

sensor
 

for
 

detecting
 

different
 

concentrations
 

of
 

H1N1-HA
 

protein

如图6所示,在1
 

pg/mL~1
 

�g/mL的检测浓度范围内,随
着HA蛋白浓度依次升高,DPV电流响应信号的峰值也随

之升高,HA蛋白浓度的对数与电流响应信号的峰值变化

呈线性关系。根据图6插图显示,该磁辅助适配体传感器

的线性回归方程为Y
 

=
 

(2.95
 

±
 

0.2)
 

X
 

+
 

(50.3
 

±
 

0.1)(R2
 

=
 

0.998),经检测限(LOD)的计算公式得出,所制

备的磁辅助适配体传感器的LOD为0.77
 

pg/mL。由于

Au@Pt纳米酶能够在5
 

min内与H2O2/HQ电解液体系

完全反应,因此对每种浓度的 HA蛋白检测时间不超过

5
 

min,从而实现了对HA蛋白的快速且灵敏的检测。
表1为不同电化学检测方法对H1N1-HA蛋白的检测

性能比较。可以看出,本研究中基于丝网印刷电极开发的

磁辅助适配体传感器具有以下几点优势:(1)
 

更宽的线性

检测范围和更高的灵敏度;(2)
 

无需使用复杂且昂贵的抗

体来进行病毒检测;(3)
 

借助外部磁场辅助,从而简化了预

处理流程,丝网印刷电极可做到即用即测;(4)
 

检测时间

短,可在5
 

min内得出结果。综上所述,本研究开发的磁辅助传感器在H1N1病毒检测方面展现出了巨大的

应用潜力。
表1 不同电化学检测方法对H1N1-HA蛋白的检测性能比较

Tab.1 Comparison
 

of
 

detection
 

performances
 

of
 

different
 

electrochemical
 

detection
 

methods
 

for
 

H1N1-HA
 

protein

检测方法 基质 检测范围 检测限 参考文献

CV 鼻拭子 0.2~20
 

000
 

ng/mL 0.04
 

ng/mL [36]

EIS 血清 0.01~100
 

nmol/L 0.01
 

nmol/L [37]

EIS 鼻拭子 0.1~400
 

ng/mL 4
 

pg/mL [38]

DPV / 0.25~5
 

pg/mL 0.25
 

pg/mL [39]

DPV 唾液 1~10
 

000
 

ng/mL 0.28
 

ng/mL [40]

DPV 污水 0.001~1
 

000
 

ng/mL 0.77
 

pg/mL This
 

work

3.5 重现性、稳定性和特异性

重现性、稳定性和特异性是评估电化学传感器性能的重要指标。为验证所制备的磁辅助适配体传感器

的重现性,选取了六个不同的丝网印刷电极修饰SPCE/MNPs/aptamer
 

1/BSA/HA
 

protein/Au@Pt-
aptamer

 

2磁辅助适配体传感器,用于检测浓度为0.1
 

ng/mL的H1N1-HA蛋白。如图7(a)所示,六个电极

测得的电流响应基本相同,相对标准偏差(RSD)为2.24%,这表明该磁辅助适配体传感器具有良好的重现

性。
随后,将制备好的MNPs/aptamer

 

1/BSA与Au@Pt-aptamer
 

2传感器组件置于4
 

℃的环境中保存三

周,并在第1天、第3天、第5天、第7天、第14天和第21天对浓度为0.1
 

ng/mL的HA蛋白进行检测,以
研究该传感器的长期稳定性。结果如图7(b)所示,在第14天时,传感器保持了初始检测结果的92%,尽管

电流响应有所下降,但其稳定性仍在合理范围内。
最后,针对存在SARS-CoV-2

 

S蛋白、SARS-CoV-2
 

N蛋白、IgG及BSA的情况,对该磁辅助适配体传

感器的特异性进行了评估。图7(c)展示了这些干扰物对浓度为0.1
 

ng/mL的HA蛋白检测所造成的影响。
结果显示,在无干扰物和有干扰物的条件下,电流响应均未发生较大变化,相对标准偏差为1.89%。这表明

该传感器具备高度的特异性,真实环境中的干扰物对检测结果的影响较小。
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  注:(a)
 

六个不同磁辅助适配体传感器的重现性;(b)
 

磁辅助适配体传感器在4
 

℃下分别保存1、3、5、7、14和21
 

d的稳定性;

(c)
 

磁辅助适配体传感器的特异性。

图7 磁辅助适配体传感器的重现性、稳定性和特异性

Fig.7 Reproducibility,
 

stability,
 

and
 

specificity
 

of
 

the
 

magnetic-assisted
 

adapter
 

sensors

3.6 检测污水中的H1N1-HA
为了验证所制备的磁辅助适配体传感器在污染水体中对H1N1流感病毒的检测性能,采用加标回收法

来检测污水样本中的H1N1-HA蛋白。将浓度分别为0.001
 

ng/mL、1
 

ng/mL和1
 

000
 

ng/mL的HA蛋白

添加到预处理后的污水样本中,然后使用差分脉冲伏安法进行三次检测,以确定回收率和相对标准偏差。如

表2所示,污水样本中HA蛋白的回收率在97.1%至102%之间,相对标准偏差值保持在5%以下。这些结

果证实了所开发的磁辅助适配体传感器在污水中检测H1N1流感病毒具有实际应用前景。
表2 污水样本中HA蛋白的回收率

Tab.2 The
 

recovery
 

rate
 

of
 

HA
 

protein
 

in
 

sewage
 

samples

样本 添加量/(ng·mL-1 检测量/(ng·mL-1 回收率/%
RSD/%

n=3

污水

0.001 0.001 100 3.84

1 1.02 102 3.63

1
 

000 971 97.1 2.79

4 结论

为进一步开发适用于现场即时检测污水中H1N1流感病毒的小型化传感器,基于丝网印刷电极构建了

磁辅助适配体传感器用于污水中H1N1流感病毒的快速灵敏检测。将捕获适配体和识别适配体分别修饰

于Fe3O4-NH2@Au磁性纳米颗粒和Au@Pt纳米酶表面,并富集HA蛋白形成“捕获组件-目标物-识别组

件”的复合结构后,通过外部磁场固定于丝网印刷电极上,催化H2O2/HQ反应检测H1N1-HA蛋白。该传

感器对HA蛋白的检测限低至0.77
 

pg/mL,检测范围为1
 

pg/mL~1
 

�g/mL,检测时间不超过5
 

min,并且

该传感器兼具良好的重现性、稳定性与特异性。加标回收实验表明,污水样本中 HA蛋白的回收率在

97.1%~102%,相对标准偏差低于5%,证实了该方法在复杂水环境中检测H1N1病毒的可靠性。
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