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原子转移自由基聚合在生物传感中的应用

李 颖 吴亚锋 袁 亮 刘松琴*

( 东南大学化学化工学院，南京 211189)

摘 要 原子转移自由基聚合( ATRP) 是一种新颖的信号放大方法。在聚合过程中，成百上千个单体分子聚

集形成长链聚合物，聚合物的侧链可以修饰丰富的功能基团，可与电化学或光学活性物质发生键合反应，从而

显著增加单元生物分子识别反应信号分子的负载量，提高了检测灵敏度，实现了生物分子检测的信号放大。
本文综述了 ATRP 的反应机理及其近年来在生物传感中的应用，并展望了其发展前景。
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1 引 言

对复杂生物样品中与疾病相关的生物分子进行灵敏、快速、准确检测，对于研究疾病的发生发展、诊
断与治疗等具有十分重要的意义。但由于在疾病的发生发展初期，相关生物分子在组织或血液中表达

很低，利用常规方法无法检测，难以实现疾病的早期诊断。因此，发展生物分析新原理新方法，实现生物

检测的信号放大，有效提高检测灵敏度，是目前生物分析化学领域的热门课题。基于原子转移自由基聚

合反应( ATRP) 的信号放大是一个利用大分子的动态增长过程，即通过高分子聚合反应将信号标记的

单体小分子连接在一起，形成一个含有几千个重复单元的高分子链，从而通过链增长将单个生物分子的

识别过程放大成百上千倍，实现高效生物检测信号的放大。ATRP 反应条件温和，对生物大分子的官能

团有良好的适应性，已经成为合成含有嵌段聚合物的生物大分子的最理想选择［1 ～ 5］。近年来，基于 AT-
RP 的信号放大方法在 DNA 和蛋白质检测方面取得了显著进展，在生物传感中得到了广泛应用［6 ～ 10］。

2 ATRP 的反应机理
ATRP 取决于少量增长基( Pn

· ) 和大量休眠种( PnX) 之间的动力学可逆平衡( 图 1) ［11 ～ 13］。过渡金

属复合物 Mt
m( L) z 通过氧化还原过程，从有机卤化物“提取”卤原子，产生氧化物种 XMt

m+1( L) z 和自由

图 1 ATRP 的反应机理

Fig． 1 Mechanism of atom transfer radical plymerization
( ATRP)

基 Pn
· ; 自由基 Pn

·和烯烃 M 反应，生成自由基 P-
M·。P-M·与 XMt

m+1( L) z 反应，得到目标产物 P-M-
X，同时过渡金属还原为 Mt

m( L) z，可以再次引发新

一轮的反应。这个由 Mt
m( L) z /Mt

m+1 ( L) z 催化的氧

化还原过程，能使体系有效地保持一个很低的自由

基浓度，从而使自由基的终止反应大大减低。聚合

物卤化物 P-Mm-X 可与 Mt
m( L) z 进行原子转移反应，

生成具有引发活性的自由基 P-Mm
·，P-Mm

·进行链增长反应，生成新的自由基 P-Mm+1·，再和 XMt
m+1

( L) z 反应生成相应的卤化物。在 ATRP 反应过程中，所有分子链在反应初期被引发，只要在合适的反

应条件下，被引发的分子链在整个反应过程中都将保持活性。因为 ATRP 可控的 /活性的性质，可以合

成各种组织和结构的聚合物，如均聚物［14 ～ 16］、梯度聚合物［17，18］、接枝共聚物［19 ～ 21］、嵌段聚合物［22 ～ 24］、
星状聚合物［25 ～ 28］和超支化聚合物［29 ～ 31］。ATRP 形成的聚合物材料作为载体可以增加信号分子的负载

量，功能化的聚合物链的长度可以控制，探针的空间分布也可以调节。因此，ATRP 能用于构建基于聚

合物的信号放大方法［32 ～ 36］，从而用于生物传感。
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3 ATRP 用于 DNA 的检测

在大多数情况下，长链聚合物材料可化学修饰大量功能基团，用作载体可以提供足够的活性位点，

这些活性位点可用于捕获探针的结合，从而显著提高信号。Chen 等［37］设计并合成了一种温敏聚合物

聚氮-异丙基丙烯酰胺，通过改变温度实现温敏聚合物对 DNA 分子的吸附能力的改变，进而实现对 DNA
分子的选择性检测。应用本方法可以从生物样品中提取人类染色体 DNA 分子，对 hgDNA584 的检出限

可以达到 2 mg /L，从而实现对 DNA 分子的快速检测。
Lou 等首次研究了 DNA 分子存在时表面引发的 ATRP 的反应机理［38］。如图 2 所示，采用 ATRP 过

程进行 DNA 检测包括两个独立的步骤: ( a) DNA 的杂交; ( b) 通过聚合过程产生信号放大。研究表明，

DNA 分子可以作为生物催化剂，加速聚合物增长效率。这种聚合物辅助的传感信号放大传感策略可应

用于 DNA 检测。所形成的聚合物层改变了表面的反射率和不透明度，聚合物“斑点”能直接用肉眼观察

到，不需要精密的仪器即可定性识别特定的 DNA 序列，为便携式生物传感应用提供了很好的解决方法。

图 2 ( A) DNA 增速的 ATRP 聚合物增长示意图［38］

Fig． 2 ( A) Surface chemistry used in the study of DNA-accelerated polymer growth［38］

现制的标记有引发剂的 ssDNA( 1) 固定在两块金基质表面，然后均浸于 MCH( 3) 溶液中封闭金基质表面多余

的活性位点以及除去非特异性吸附的 DNA 分子，然后引发表面 ATRP 反应。没有标记引发剂的 ssDNA( 2) 作

为控制实验。( B) 上图是 CuBr 与 bpy 的比例是 1 ∶ 1． 2，CuBr 为 69 mmol /L 时，ssDNA 分子上形成 PHEMA 后

的图片，下图是 CuCl，CuBr2，bpy 的比例是 1 ∶0． 3 ∶2． 9，CuCl 为 23 mmol /L 时，ssDNA 分子上形成 PHEMA 后

的图片

Freshly reduced initiator-coupled ssDNA ( 1 ) was immobilized on the gold substrate first，the surface was then

immersed in 6-mercapto-1-hexanol ( MCH) ( 3 ) solution to block any unoccupied Au surface and to remove non-

specifi-cally adsorbed DNA molecules． After that，surface initiated ATRP was performed． The same ssDNA ( 2 )

without initiators was used as control． ( B) Photograph showing two substrates in which poly( 2-hydroxyethyl methac-

rylate) ( PHEMA) was formed atop ssDNA molecules using ( top) CuBr /bpy=1 ∶1． 2 and ［CuBr］= 69 mmol /L and

( bottom) CuCl /CuBr2 /bpy=1 ∶0． 3 ∶2． 9，and［CuCl］= 23 mmol /L

在 DNA 分子催化加速聚合反应时，聚合只发生在 DNA 杂交后的特定位点。基于此，Zheng 等又研

究了一种新型反相比色法［39］( 图 3) 。该方法有以下优势: ( 1) 传统的比色法需要移除大量的信号粒子

来降低信号，而反相比色法可以直接测量留在溶液中的粒子; ( 2) 形成的聚合物具有空间稳定作用，降

低了环境条件变化对金纳米粒子的影响; ( 3) 即使在苛刻的聚合条件下，金纳米粒子也不会发生团聚，

这是由于聚合物的空间位阻效应使得金纳米粒子之间不会接触，从而消除了假阴性数值。电化学传感

器具有高的选择性和灵敏度，更重要的是便于携带。因此，具有重要的实际应用价值。本课题组最近将

ATRP 技术和电化学方法相结合，制备出一种新型的 DNA 传感器［40］，单链 DNA 的检出限是 4 mg /L，双

链 DNA 的检出限是 30 amol，进一步提高了传感器灵敏度，还提供了一个与现有商业传感技术兼容的平

台。

4 ATRP 用于蛋白质的检测

ATRP 已经被成功用于定量检测特定的 DNA 序列，与那些传统的基于聚合酶链式反应的 DNA 检

测方法相比，ATRP 具有好的重复性，更简单的分析程序和更快的分析周期。然而，ATRP 在蛋白质检测

方面的应用还处于初级阶段。本课题组将 ATRP 反应辅助的信号放大方法与多种检测方法相结合，成

功构建了多种生物传感器，可用于不同蛋白质的检测( 图 4 ) 。首先，选用电化学活性物质氨基二茂铁
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图 3 ( a) 聚合物辅助反相比色法用于 DNA 的分析。通过杂交将聚合物引发剂固定到金纳米粒子表

面，然后引发可控的自由基聚合反应，溶液呈现深紫红色; ( b) 是控制实验，加入了不匹配的探针，金

纳米粒子表面没有接有引发剂，故自由基聚合反应没有发生，溶液的颜色是蓝色的，底部可以清楚地

看到有黑色的沉淀［39］

Fig． 3 Polymer-assisted reverse colorimetric particle-based DNA assays． Polymer initiators were immobi-
lized on the gold nanoparticle surface by hybridization that can trigger radical polymerization reactions． The
particle solution was in burgundy ( a) when DNA hybridization occurred，whereas the control solution turned

into blue with black precipitates clearly observable at the bottom ( b) ［39］

图 4 聚合物辅助的信号放大方法用于 DNA 和蛋白质检测的示意图［40］

Fig． 4 Scheme of polymerization-assisted signal amplification strategies for DNA and protein detection［40］

( FcNH2 ) 作为信号分子。利用分子特异性识别将标记有引发基团的 Ovalbumin 固定到修饰有刀豆蛋白

A( Con A) 的电极或金片表面，选择具有活性环氧基的甲基丙烯酸缩水甘油酯( GMA) 单体进行 ATRP
反应。椭圆偏振计数据表明，金片上形成的聚合物的厚度约为 20 nm。形成的长链聚合物侧链带有环

氧基，能与 FcNH2 发生键合反应，键合在聚合物链上的二茂铁衍生物具有灵敏的电化学响应，可用于溶

液中 Ovalbumin 的测定。在最优实验条件下，Ovalbumin 浓度在 0． 1 ～ 500 !g /L 范围内，其浓度对数与电

化学信号呈良好的线性关系，所得信号较传统的用 FcNH2 标记的 Ovalbumin 作为信号分子的检测信号
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放大了 9 倍［40］。还利用夹心免疫反应将标记有引发基团的 PSA 或 CEA 固定到电极或金片表面，以

GMA 为单体进行 ATRP 反应。通过形成的长链聚合物侧链上环氧基嫁接 FcNH2，制得灵敏的 PSA /CEA
电化学传感器。在最优实验条件下，PSA 和 CEA 浓度分别在 0． 001 ～ 40 !g /L 及 0． 0005 ～ 40 !g /L 范围

内，其浓度对数与电化学信号呈良好的线性关系，检出限分别为 0． 14 和 0． 10 ng /L。制得的传感器分别

对 60 个 PSA 和 40 个 CEA 临床血样进行了检测，所得结果与临床电致化学发光方法得到的结果一

致［41］。
其次，选用具有电化学和化学发光活性的辣根过氧化物酶( HRP ) 作为信号分子。利用夹心免疫反

应将标记有引发基团的 PSA 固定到电极或金片表面，以 GMA 为单体进行 ATRP 反应。利用长链聚合

物侧链上丰富的环氧基团与 HRP 分子中的活性氨基之间的化学反应，将 HRP 偶联在聚合物表面，制得

PSA 免疫传感器。在最优条件下，PSA 浓度在 0． 0005 ～ 20 !g /L 范围内，分别与电化学信号及流动注射

化学发光信号呈良好的线性关系，检出限分别为 1． 3 和 4． 0 ng /L。电化学信号和流动注射化学发光信

号较传统的用 HRP 标记的抗体作为信号分子的检测信号分别放大了 14 和 13 倍［42］。
本课题组选用具有电致化学发光( ECL) 活性的小分子 N，N-二异丙基乙二胺( DPEA) 作为信号分

子。利用夹心免疫反应将标记有引发基团的 CEA 固定在电极或金片表面，选择具有环氧基的 GMA 单

体进行 ATRP 反应，并将具有 ECL 活性的 N，N-二异丙基乙二胺( DPEA) 偶联在形成的聚合物的侧链

上，制得 CEA 电致化学发光传感器。在最优实验条件下，CEA 浓度在 0． 001 ～ 1000 !g /L 范围内与 ECL
信号呈良好的线性关系，其检出限为 0． 5 ng /L［43］。用该传感器对 17 个临床血样进行了检测，所得结果与

临床电致化学发光方法得到的结果一致，为临床 CEA 的检测提供了一种选择。
上述传感器均是在电极或基质表面先形成聚合物，然后将信号分子( FcNH2，HRP，DPEA) 偶联到

形成的聚合物的侧链上。为了简化分析步骤和提高分析产率，选用了具有电活性的 4-乙酰氧基苯乙烯

作为单体( 图 5) 。利用夹心免疫反应将标记有引发基团的 IgG 固定到电极表面，选择具有乙羧基的 4-
乙酰氧基苯乙烯为单体进行 ATRP 反应，扫描电子显微镜( SEM) 和 X 射线光电子能谱( XPS) 数据均证

实了在电极表面形成了聚合物。形成的聚合物中含有的乙酰基经水合肼过程生成酚羟基，酚羟基在酪

氨酸酶作用下会产生电化学信号。在最优实验条件下，IgG 浓度在 5 ～ 65 !g /L 范围内与电化学信号呈

图 5 ( A) 聚合物辅助信号放大方法结合电化学检测方法用于生物传感示意图; ( B) 表面引发的原

子转移自由基反应聚合 4-乙酰氧基苯乙烯单体，并用于免疫传感的示意图［45］

Fig． 5 ( A) Schematic illustration of the strategies used in the coupling of polymerization-assisted signal
amplification with electrochemical detection for biosensing． ( B) Schematic illustration of surface initiated

atom transfer radical polymerization ( SI-ATRP) of 4-acetoxystyrene ( AS) for immunosensing［45］

良好的线性关系，检出限为 0． 3 !g /L［44］。
ATRP 反应辅助的信号放大方法除了能与电化学、流动注射化学发光和电致化学发光方法相结合

之外，还能与比色法相结合( 图 6) 。利用夹心免疫反应将标记有引发基团的 IgG 固定到纳米金表面，选
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择具有活性羟基的甲基丙烯酸 2-羟乙酯( HEMA) 为单体进行 ATRP 反应，动态光散射和电动电位测量

均证实了纳米金表面聚合物的形成，形成的聚合物改变了纳米金的光学性质，从而使溶液颜色发生了改

变。用光谱吸收和比色法对 IgG 进行了检测，得到的检测范围是 0． 5 ～ 25 !g /L，检出限是 0． 03 !g /
L［45］。

图 6 IgG 比色免疫传感器的制备示意图［45］

Fig． 6 Schematic illustration for the colorimetric immunosensing［45］

5 结论与展望

ATRP 作为一种信号放大方法，有效提高了检测灵敏度，实现了疾病的早期诊断，具有非常重要的

意义。但是，ATRP 用于生物传感还存在一些问题，如传感器制备时间比较长，步骤繁多，降低了临床使

用效率; 传感器体积比较大; ATRP 会影响蛋白质或细胞的生物活性，缩小了其应用范围; 反应中需用金

属盐作催化剂，对环境保护不利。其未来进一步的发展方向包括: ( 1) 通过各种新技术、新材料的生物

兼容性，发展信号放大的新方法，建立灵敏度高、重现性好、抗干扰能力强的新型实用的生物传感器;

( 2) 加速生物传感器市场化、商品化的进程。低成本、高灵敏度、高稳定性一直是生物传感器追求的目

标; ( 3) 生物传感器的微型化将为 DNA、肿瘤标志物和细胞地分析提供强有力的手段，使操作更简单、便
捷; ( 4) 吸收纳米科技、微加工技术、电子信息和计算机技术的新成果，朝着功能多样化、体积微型化、应
用智能化、信息集成化、检测一体化、操控自动化的方向发展，制备出新型生物传感器，应用于 DNA、肿
瘤标志物和细胞的灵敏检测，为肿瘤疾病的诊断和治疗服务。
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Application of Atom Transfer Radical Polymerization in Biosensing

LI Ying，WU Ya-Feng，YUAN Liang，LIU Song-Qin*

( School of Chemistry and Chemical Engineering，Southeast University，Nanjing 210096，China)

Abstract Atom transfer radical polymerization ( ATRP) is a new class of signal amplification method． The
polymer growth results in local accumulation of monomers to form long-chain polymers． The growth of long
chain polymeric materials provides excess active groups for electroactive or photoactive molecules coupling，
which in turn significantly increases the loading of signal molecules and enhanced detection sensitivity． This
review introduced the mechanism of ATRP，summarized the recent application of ATRP in biosensing． Partic-
ularly，future study and prospect were envisioned．
Keywords Atom transfer radical polymerization; Signal amplification; Biosensing; Deoxyribonucleic acid;
Protein; Review
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