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摘要　介绍一种以平面热解石墨电极为工作电极 , 用于识别与计量健康人白细胞的半微分伏安型生物传感器。

在本传感器上建立健康人淋巴细胞及粒细胞的识别模式 , 用本传感器计量细胞数 , 当活细胞数在 ( 1. 8～ 18. 1)

× 104 cells范围内 , 循环扫描峰电流的半微分值与细胞数之间存在着良好的线性相关 ( r = 0. 988 8)。
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Abstract　 A Biosenso r w hich can discrimina te and count the human leukocy te is repor ted. The

leukocyte on t rap membrane applied to basal plane pyro lytic g raphi te electrode is detected w ith

semi-dif ferential v ol tammetry in pho sphate buf fered so lution. The model of discrimina ting hu-

man g ranulocy te and lymphocyte has been const ructed. A good line correlation betw een cell

numbers blocking t rap membrane and semi-dif ferential peak current has been obtained in the

range of cell numbers f rom 1. 8× 104 to 18. 1× 104 cells ( r = 0. 988 8) .
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　　生物活细胞的识别与计量在临床医学、 食品工

业、环境科学及生物工程等领域都具有重要意义。用

电化学生物传感器测定细胞总数的报道已有多

种 [1～ 3 ] ,近几年来连续报道了一些以细胞表层成分为

敏感材料的生物传感器 , 用于识别微生物及动物细

胞。相泽益男 [4 ]报道了能识别小鼠的 T、 B淋巴细胞

的免疫传感器 , T. M atsunaga等人则建立了以平面

热解石墨电极为工作电极的伏安型生物传感器 ,用于

检测啤酒酵母菌 [5 ]和致敏原 [6 ]。但用于人类活细胞检

测的生物传感器 ,至今尚未见报道。本文利用自制的

平面热解石墨电极为工作电极 ,结合现代伏安技术的

理论和方法 ,研究了人类正常白细胞的半微分循环伏

安响应 ,提出了识别淋巴细胞及粒细胞的几个电化学

指标。

1　实验部分

1. 1　仪器及实验装置

平面热解石墨电极 (自制 ,石墨块由中国科学院

沈阳金属研究所提供 )为工作电极 ,与铂辅助电极及

银 /氯化银参比电极 (江苏金坛分析仪器厂 ) 构成传

统的三电极体系 ,电解池为玻璃夹层结构 ,容积约 10

mL, 与一超级恒温流通水浴器相连构成流通恒温水

浴系统 , 以控制电解池内温度在 ( 37± 0. 1)℃。电极

体系与一台 HS-1型微机化极谱仪 (福建三明无线电

二厂 ) 连接 , 以完成半微分循环伏安扫描。极谱仪输

出的伏安信号由一台 CR-3A谱图处理仪 ( Shi-

madzu, JAPAN)记录并对峰位置及峰高进行自动处

理。 循环伏安扫描的闭合曲线由极谱仪附带的 CRT

显示。与 CR-3A相连的软磁盘驱动器 ( FDD) 将每

次扫描的伏安图谱储存在软磁盘上 ,以供大量谱图的

对比分析。电极系统及仪器配置如图 1所示。
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图 1　电极系统及实验装置示意图

　　 Fig. 1　 Scheme o f electr odes sy stem and appa ra tus

1 Ag /AgCl参比电极 Reference elect rod e; 2平面热解石墨电极 Work

elect rode; 3铂辅助电极 Coun ter elect rod e; 4流通水浴池 Electroly z-

er; 5细胞阻留膜支架 Holder of t rap mem bran e; 6磷酸缓冲生理盐水

PBS; 7细胞阻留膜 Trap membrane of leuk ocyte.

1. 2　试剂与材料

配制磷酸缓冲生理盐水 ( PBS: K H2 PO4 1. 5

mmol /L, Na2HPO4 6. 2 mmo l /L, KCl 2. 7 mmol /L,

NaCl 137 mmol /L. pH值= 7. 000) ,所用试剂均为分

析纯 ,实验用水为超纯水 ,由一台 UHQ纯水器 ( Ea-

ga stat , Eng land)在临用前制备。实验室用的白细胞

是从健康献血员的静脉血中分离 , 经 PBS溶液离心

洗涤后 , 重悬浮在 PBS溶液 ( p H值= 7. 000)中 , 制

成一定浓度的细胞悬液。细胞悬液的浓度用显微镜下

平板计数法确定。

1. 3　白细胞循环伏安检测的一般步骤

定量吸取一定浓度的细胞悬液 50μL～ 200μL

滴加到硝酸纤维滤膜 ( Giboco , U SA)上制成细胞阻

留膜 ,然后立即将此细胞阻留膜附着在平面热解石墨

电极上 , 以 PBS ( pH值 = 7. 000) 为底液 , ( 37±

0. 1)℃温度环境中 , 在 0. 000 V～ 1. 000 V ( v s Ag /

AgCl)电压范围内 ,以一定的扫描速率进行微分循环

伏安扫描。

2　结果及讨论

2. 1　健康人淋巴细胞及粒细胞在平面热解石墨电极

上的响应情况

图 2是健康人淋巴细胞及粒细胞在平面热解石

墨电极上的半微分循环伏安响应的闭合曲线。

　　结果显示 ,在给定的实验条件下 ,健康人淋巴细

胞和粒细胞均在+ 600 mV左右呈现一个明显的氧

化峰。已有许多研究报道了微生物活细胞在平面热解

石墨电极上的伏安响应
[5, 7 ]

,啤酒酵母菌、革兰氏阳性

菌和革半氏阴性菌均在+ 0. 6 V～ 0. 7 V呈现一个氧

化峰。 Tadashi等人研究了哺乳动物鼠的白细胞在平

面热解石墨电极上的伏安响应 [6 ] ,鼠淋巴细胞及鼠嗜

碱性粒细胞性白血病白细胞分别在+ 0. 65 V及+

0. 72 V处呈现一个氧化峰 , 并证实存在于细胞膜上

的辅酶 A是细胞与平面热解石墨电极间的电子传递

体。为此 ,我们也用本实验系统进行了辅酶 A的半微

分循环伏安实验 , 结果如图 3。

　　图 2　健康人淋巴细胞与粒细胞在平面热解石墨电极上

的响应

　　 Fig. 2　 Semi-dif ferential cyclic v oltamme tric curv es o f

lymphocyte and g ranulocy te fr om health pe rson

a. E p= 574 mV , v = 100 mV /sec, 1. 7× 105 cell s; b. Ep = 621 mV,

v = 100 mV /sec 6. 5× 105 cells.

图 3　辅酶 A在平面热解石墨电极上的响应

　　 Fig. 3　 Semi-diffe rence cyclic response o f CoA in solu-

tion Ep = 551 mV, v = 100 mV /sec

　　可见辅酶 A在+ 550 mV左右呈一明显的氧化

峰 ,此峰电位略低于健康人白细胞的氧化峰电位 ,这

是由于辅酶 A作为电子传递体 , 在溶液中有较细胞

膜快的电子传递速率的缘故。因此 ,可以推测辅酶 A

也是人白细胞与平面热解石墨电极间的电子传递体。

众所周知 , 辅酶 A是丙酮酸脱氢酶体系及α-酮戊二

酸脱氢酶体系的辅酶。丙酮酸脱氢酶体系催化丙酮酸

脱羧生成乙酰辅酶 A的反应 , 是三羧酸循环的起始

反应 ;而α-酮戊二酸脱氢酶体系所催化的反应 ,则是

三羧酸循环的组成部分。三羧酶循环是细胞生物氧化

获取能量即分解代谢的最终共同途径 ,又由于合成代

谢中的许多关键性物质均需从三羧酸循环中获取 ,因

此 , 辅酶 A是生物活细胞进行新陈代谢活动的关键
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性物质
[10, 11 ]

, 由于辅酶 A在石墨电极上的响应实质

上是巯基 ( R-SH) 的被氧化
[12 ] , 这与辅酶 A在活细

胞内参与生物氧化反应生成乙酰辅酶 A的过程相类

似。因此 , 细胞表层结构及成分的不同 , 细胞新陈代

谢水平的差异 ,将导致细胞在平面热解石墨电极上的

不同响应。换言之 ,细胞在平面热解石墨电极上的不

同响应 ,将能直接反应细胞表层成分和结构的差异和

细胞不同的新陈代谢状况。

2. 2　峰电位的重现性

为考察峰电位 Ep作为白细胞识别指标的可信

性 ,使用健康人粒细胞进行了峰电位的重现性实验:

( 1)用浓度为 4. 85× 10
6
cells /mL的同一健康人

粒细胞悬液 ,每次准确吸取 100μL制成细胞阻留膜 ,

以 100 mV /s的电位扫描速率记录伏安曲线 ,共进行

6次扫描 , 其峰电位结果如表 1所示:

( 2)用浓度为 4. 85× 10
6
cells /mL的同一健康人

粒细胞悬液 ,每次吸取不同量制成膜上细胞数不同的

细胞阻留膜 ,以 100 mV /s的电位扫描速率记录伏安

曲线 , 共进行 6次扫描 , 其峰电位结果如表 2所示。

( 3)用来自 6名健康人的粒细胞悬液 , 制成细胞

阻留膜 , 以 100 mV /s的电位扫描速率记录伏安曲

线 , 其峰电位结果如表 3所示:

以上 3个峰电位重现性实验结果表明 ,无论是同

一样品相同数量的细胞 (表 1) ,还是同一样品不同数

量的细胞 (表 2) , 以及不同样品 (同一类细胞 )不同

数量的细胞 (表 3) ,其半微分循环伏安扫描的氧化峰

电位均有令人满意的重现性。
表 1　同一样品相同细胞数量的峰电位重现性实验

Table 1　 Reproducibility of Leukocyte peak potent ial of the

same sample with equal number of cells

序号
No .

峰电位 Peak
po tential

mV

序号
No.

峰电位 Peak
po tentia l

mV

1 622 4 621

2 622 5 622

3 622 6 621

电位扫描速率 v = 100 mV /s, 变异系数 CV = 0. 076% .

2. 3　健康人淋巴细胞与粒细胞的识别

图 2中 a、 b两条循环伏安扫描的闭合伏安曲线

表明 ,健康人淋巴细胞与粒细胞在平面热解石墨电极

上的响应具有明显的差异: 对于同样的电位扫描速

率 ,淋巴细胞的氧化峰电位 Ep略低于粒细胞的氧化

峰电位 ( 574 mV /621 mV) ; 尤其明显的是 , 淋巴细

胞的还原回扫未见与氧化扫描相对应的还原峰 ,而粒

细胞的还原回扫则可见一明显可辩的还原峰。改变
电位扫描速率 v ,淋巴细胞的 ep (峰电流的半微分值 )

表 2　同一样品不同细胞数量的峰电位重现性实验

Table 2　 Reproducibility of Leukocyte peak potential of the

same sample with unequal number of cells

序号

No.
膜上细胞数

Cell numbers no
membrane(× 105 cells)

峰电位

Peak po tentia l
mV

1 4. 85 622

2 9. 70 622

3 9. 97 621

4 19. 4 622

5 12. 1 628

6 14. 5 621

电位扫描速率 v = 100 mV /s, 变异系数 CV = 0. 39% .

表 3　不同样品不同细胞数量的峰电位重现性实验

Table 3　 Reproducibility of Leukocyte peak potential of dif-

ferent sample with unequal number of cells

序号
No.

细胞编号
Sample

膜上细胞数

Cell number s on
membrane (× 104 cells)

峰电位
mV

1 L1 5. 2 620

2 L2 13. 4 626

3 L3 37. 8 632

4 L4 3. 8 634

5 L5 35. 5 626

6 L6 29. 0 637

电位扫描速率 v = 100 mV /s, 变异系数 CV = 0. 997% .

随着电位扫描速率 v的增加而增大 ,而粒细胞则无此

现象。说明健康人淋巴细胞在平面热解石墨电极上

的响应接近于一个不可逆的过程 ,而粒细胞在平面热

解石墨电极上的响应则显然具有部分可逆的性质
[8 ]
,

淋巴细胞和粒细胞同为人体的免疫活性细胞 ,但由于

粒细胞具备吞噬及变形活动能力
[9 ]
,估计它在正常生

理状态下具有较淋巴细胞更旺盛的代谢水平 ,故能在

平面热解石墨电极上有不同的响应。另外 , 响应的差

异也可能与两种细胞具备不同的质粒结构有关 ,粒细

胞含较多的细胞器 , 质膜结构丰富 ; 而淋巴细胞基本

无细胞器 , 因而导致细胞与电极电子传递的不一致。

因此 ,相同电位扫描速率下氧化峰电位 Ep的差异 ,

还原回扫有无相对应的还原峰 ,以及不同电位扫描速

率下氧化峰电位的改变情况等指标 ,可以帮助我们准

确地识别健康人淋巴细胞与粒细胞。

2. 4　健康人白细胞的计量

为探讨使用本传感器系统计量细胞数的可能性 ,

进行了细胞阻留膜上细胞数与 ep (峰电流的半微分

值 )线性关系的实验 (见图 4) :

　　结果表明 ,当膜上细胞数在 ( 1. 8～ 18. 1)× 104

cells范围内 , ep 与膜上细胞数的相关系数为

306 Guangx i Sciences, Vol. 5 No. 4, November 1998



0. 9888,两者之间存在极其良好的线性相关关系。

表 4是用本传感器系统 ,利用图 4的标准曲线对

白细胞样品计量的结果及与显微镜下计数的比较。

图 4　半微分峰电流与阻留膜上细胞数的关系

　　 Fig. 4　 Co r relation betw een semi-diff erence peak cur rent

and the numbers o f cell blocking on tr ap membrane

表 4　白细胞传感器计数与显微镜下计数的比较

Table 4　 Comparison of leukocyte count ing with microscope

and biosensor

序号
No.

显微镜下计数
Counting with
mic ro scope

(× 104 cells /m L)

传感器法计数
Counting with

bio senso r
(× 104 cells /m L)

变异系数
CV

(% )

1 5. 60 5. 61 0. 13

2 1. 90 2. 03 4. 68

3 11. 5 12. 0 3. 01

4 8. 60 8. 77 1. 38

5 3. 00 3. 23 5. 22

6 17. 5 15. 9 6. 77

7 2. 80 3. 11 7. 42

8 7. 60 7. 55 0. 47

9 4. 80 4. 85 0. 73

　　结果表明 ,传感器法计量白细胞数 ,与显微镜下

计数法有极好的一致性。

3　结语

对健康人白细胞在平面热解石墨电极上的半微

分循环伏安响应的初步研究 ,已证实作者研制的伏安

型生物传感器系统可以成功地识别健康人淋巴细胞

和粒细胞 , 并能对健康人白细胞进行计量。进一步的

研究 , 将是深入探索细胞的响应机理 , 进而拓展到正

常与异常 (癌肿 ) 细胞的识别。
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丙肝感染的新线索

丙肝病毒 ( HCV )通过物理途径感染了世界上 3%左右的人口。只有搞清它的感染机制 ,人们才能开发出

对症的疫苗和治疗方法。但是人们一直无法在试管内成功地使细胞感染 HCV ,因而研究病毒在生存周期中的

活动也十分困难。最近 ,意大利科学家 Pi leri等寻找到丙肝感染的一些新线索。他们发现细胞表面蛋白质 CD81

在病毒感染寄主细胞的过程中起到非常重要的中介作用。 Pileri等对相关病理过程的详细阐述 , 见 1998年 10

月 30日出版的 《科学》。

(摘自 《中国科学报》 1998年 11月 4日第 2版 )
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