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(57)摘要

本发明公开了一种锥形微米孔表面电荷密

度调控电致化学发光检测的方法。该方法以微米

孔为分析元件，以Ru(phen)3
2+/TPrA研究模型，研

究锥形微米孔表面电荷密度调控体系电流大小

进而调控Ru(phen)3
2+/TPrA氧化反应的法拉第电

流传递效率，产生不同的电致化学发光信号。首

次实现锥形微米孔表面电荷密度调控电致化学

发光信号，该实验装置结构简单，成本低廉，使用

方便，拓宽了电致化学发光的应用范围，具有广

阔的应用前景。
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1.一种锥形微米孔表面电荷密度调控电致化学发光信号的方法，包括以下步骤：

（1）拉制玻璃毛细管得到锥形微米管，并用断针仪抛光锥形微米管的尖端，然后在锥形

微米管内表面组装带不同负电荷密度的功能基团，得到处理后的锥形微米管；

（2）往步骤（1）处理后的锥形微米管通道内注入支持电解质，然后将工作电极，对电极，

参比电极及锥形微米管浸入电致化学发光检测液中，形成微电池；

（3）对步骤（2）的微电池施加电压，微电池的工作电极表面发生氧化反应，产生发光信

号，并用微弱发光仪收集信号，分析锥形微米管的电荷密度与电致化学发光信号的关系；

步骤（2）所述的电致化学发光检测液由2  mL  Tris‑HCl缓冲液，10  µL的10  mM  Ru

(phen)3
2+、10  µL的99%  TPrA组成；步骤（3）所述的施加于微电池的电位区间为0.4~1.6  V；

步骤（3）所述的施加微电池的扫速为0.1  V/s；步骤（3）所述的微弱发光仪光电倍增管电压

为  ‑800  V；步骤（1）所述的锥形微米管表面组装带不同负电荷密度的功能基团为羧基、适

配体、目标物中的一种或几种。

2.根据权利要求1所述的方法，其特征在于：步骤（2）所述的支持电解质为10  µL  pH值

为8.0的Tris‑HCl缓冲液，其由20mM  Tris和0.6M  KCl组成。

3.根据权利要求1所述的方法，其特征在于：步骤（2）所述的工作电极为玻碳材质，参比

电极为Ag/AgCl，对电极为铂丝。
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一种锥形微米孔表面电荷密度调控电致化学发光信号的方法

技术领域

[0001] 本发明属于分析化学领域，具体涉及一种锥形微米孔表面电荷密度调控电致化学

发光信号的方法。

背景技术

[0002] 电致化学发光是在含有发光指示剂的体系中施加一定的电压或通过一定的电流

产生发光信号，通过测量发光光谱和强度，实现目标物的定性和定量分析。目前电致化学发

光传感器主要通过目标物调控工作电极上发光指示剂的含量、发光指示剂的发光效率、电

子在电极界面上的传递效率等实现目标物的定量分析。微纳米通道分析技术以微纳米通道

为分析元件，在外加电压驱动下微纳米孔表面电荷密度影响通道电流的大小，通过分析通

道电流的变化实现目标物的定量分析。然而，目前通过微纳米孔电荷密度调控电流大小进

而调控体系电致化学发光信号的传感器鲜见报道。微纳米分析这一前沿技术与高灵敏的电

致化学发光技术联用必将拓宽电致化学发光传感器的应用范围。

发明内容

[0003] 本发明的目的在于提供一种锥形微米孔表面电荷密度调控电致化学发光信号的

方法。

[0004] 为实现上述目的，该方法，包括如下步骤：

[0005] （1）拉制玻璃毛细管得到锥形微米管，并用断针仪抛光锥形微米管尖端至3.2  µm，

并在其内表面组装带不同负电荷密度的功能基团；往所述的微米管通道内注入支持电解质

并插入对电极，将工作电极，对电极，参比电极浸入电致化学发光检测液中，形成微电池；所

述的锥形微米管表面组装带不同负电荷密度的功能基团为羧基、适配体、目标物中的一种

或几种。

[0006] （2）往所述微电池施加电压，微电池的工作电极表面发生氧化反应，产生发光信

号，并用微弱发光仪收集信号，分析锥形微米孔表面电荷密度对电致化学发光信号的影响。

[0007] （3）上述方法所述的步骤（1）中，所述的毛细管内径为0.86  mm，外径为1.5  mm；带

不同负电荷密度的功能基团依次为羧基，适配体和目标物；所述三电极体系，工作电极为玻

碳材质，参比电极为Ag/AgCl，对电极为铂丝；所述支持电解质为10  µL  Tris‑HCl缓冲液 

(20  mM  Tris,  0.6  M  KCl,  pH=8.0)；所述电致化学发光检测液由2  mL  Tris‑HCl缓冲液，

10  µL  Ru(phen)3
2+
  (浓度为10  mM)、10  µL的  99%  TPrA组成。

[0008] （4）上述方法所述的步骤（2）中，所述施加于微电池的电位区间为0.4~1.6  V；产生

电化学发光电位约为0.9  V；所述施加于微电池的扫速为0.1  V/s；所述微弱发光仪光电倍

增管电压为  ‑800  V。

[0009] （5）本发明以微米管为分析元件，以Ru(phen)3
2+/TPrA为研究模型，对体系施加电

压，微米管表面电荷密度调控体系电流大小进而调控Ru(phen)3
2+/TPrA在工作电极表面氧

化反应的法拉第电流传递效率。该技术首次实现锥形微米孔表面电荷密度调控电致化学发
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光信号，实验装置简单，成本低廉，操作方便，具有广阔的应用前景。

附图说明

[0010] 图1微米孔表面电荷密度调控电致化学发光信号实验装置示意图；

[0011] 图2不同电荷密度微米管  (A)  I‑V曲线，(B)  整流比柱状图，(C)  ECL光谱图，其中

(a) 羧基/微米管,  (b) 适配体/羧基/微米管,  (c)  OTA/适配体/羧基/微米管。

具体实施方式

[0012] 以下结合附图和具体实施方式对本发明作进一步详细的说明。

[0013] 实施例1

[0014] （1）将拉制玻璃毛细管得到锥形微米管，并用断针仪抛光锥形微米管尖端至3.2  µ

m，再将其浸入体积分数为10%的3‑氨丙基三乙氧基硅烷(乙醇为溶剂)溶液中，60℃真空反

应1.5  h，先用乙醇冲洗，再真空烘箱中烘干，得到氨基功能化的微米管；然后将氨基功能化

的微米管浸入浓度为0.01  g/mL的丁二酸酐(二甲亚砜为溶剂)溶液中，60  ℃真空反应1.5 

h，用乙醇冲洗，在真空烘箱中烘干，得到羧基功能化的微米管，即为羧基/微米管；

[0015] （2）将羧基功能化微米管浸入10  µL,  pH=7.0的PBS缓冲液(2.5  µM  OTA适配体，1 

mg/mL  EDC，2mg/mL  NHS)，在37  ℃下反应12  h，得到OTA适配体功能化微米管，即为适配体/

羧基/微米管；

[0016] （3）将适配体功能化微米管浸入10  µL  Tris‑HCl缓冲液含有2  ng/mL  OTA，在37 

℃反应2  h得到OTA功能化微米管，即为OTA/适配体/羧基/微米管；

[0017] （4）往步骤（1）‑（3）的不同微米管中注入10  µL  Tris‑HCl缓冲液(20  mM  Tris , 

0.6  M  KCl,  pH=8.0)，并插入铂丝为对电极，玻碳电极为工作电极，Ag/AgCl电极为参比电

极，将三电极浸入含有2  mL  Tris‑HCl缓冲液，10  µL的10  mM  Ru(phen)3
2+、10  µL的99% 

TPrA，  pH=8.0的电化学检测液中，实验装置如图1所示。对体系施加电压0.4~1.6  V，扫速为

0.1  V/s，光电倍增管电压为  ‑800  V，即可检测微米孔表面电荷密度对电致化学发光的影

响。

[0018] 随着带不同负电荷密度的功能基团（羧基、适配体及目标物）的组装，微米孔电荷

密度的逐渐增加，微米管I‑V曲线偏离欧姆定律越发明显（图2A），并定义整流比为电压绝对

值相同时，负电流大小与正电流大小的比值。由整流比图可知，羧基化微米管整流比约为8，

随着适配体的组装整流比值增加至25，目标物OTA的组装整流比进一步增加至36，证明了各

带不同负电荷功能基团在微米孔表面的成功组装。随着电荷密度的增加，Ru(phen)3
2+/TPrA

氧化反应的法拉第电流传递效率逐步受限，电致化学发光强度由1180降至560（图2C），说明

微米孔表面电荷密度可调控电流大小进而调控电致化学发光强度。

[0019] 以上所述仅为本发明的较佳实施例，凡依本发明申请专利范围所做的均等变化与

修饰，皆应属本发明的涵盖范围。
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图1

图2
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