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基于酶抑制原理的电化学生物传感器
在药物检测中的研究进展

尹淑怡，王飞，李曹龙 *

（中国药科大学理学院化学系，江苏 南京 211198）

[ 摘要 ] 目前多种疾病的病理机制都与酶息息相关，酶抑制剂类药物的开发也呈指数增长。构建复合酶电极的电化学生物传感器能够对

酶抑制剂类药物进行简单、快速的分析检测。此类传感器根据电极材料的不同特性选择合适的单一或复合材料固定化酶，制备生物识别

受体元件，用以检测待测物的酶抑制活性。按照与人体疾病和药物机制联系较为紧密的几类靶标酶为分类，综述了近 5 年生物传感器在

酶抑制剂类药物检测中的应用进展，为后续筛选作为酶抑制剂的小分子先导化合物的进一步研究提供理论依据。
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Recent Advances in Research on Electrochemical 
Biosensors based on Enzyme Inhibition for Drug 

Detection
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[Abstract] The pathogenesis of many diseases is closely related to enzymes, and the development of enzyme inhibitors is also 
increasing exponentially. The electrochemical biosensor constructed with composite enzyme electrode can analyze and detect enzyme 
inhibitor drugs effectively and efficiently. According to the various characteristics of the electrode materials, single or composite materials 
are selected for immobilizing the enzymes, and then a biorecognition receptor is formed to detect the enzyme inhibition activity of the 
analyte. In this review, we summarized the advances of the biosensors in the detection of enzyme inhibitor drugs in the past five years in 
terms of target enzymes that are closely related to human diseases and drug mechanisms, which provides a theoretical basis for further 
screening of small molecule lead compounds as enzyme inhibitors. 
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酶作为具有高度特异性的蛋白质或 RNA，可

诱导生命体内多种反应发生，包括分解反应、合成

反应、代谢反应等，也是生化反应的高效催化剂。

酶的失活或变性阻碍了酶促反应的发生，从而导致

机体内物质的代谢失衡，进而引发部分疾病。如异

氰酸酯-2- 硫酸酯酶作为硫酸皮肤素和硫酸乙酰肝

素的溶酶体降解途径中的关键酶，其结构改变会引

起儿童疾病 Hunter 综合征 [1]；半乳糖脑苷酶缺陷

引起神经退行性疾病 Krabbe 病 [2] 等。因此，酶已

经成为了近年来新药研发的重要靶标之一 [3-5]。此

接受日期：2020-05-20

项目资助：国家重点研发计划（No.2019YFC0312602）

* 通讯作者：李曹龙，教授；

研究方向：功能材料与药物分析；

Tel：025-86185163；E-mail：licl@cpu.edu.cn

外，利用药物对酶的抑制作用来治疗肿瘤 [6]、阿尔

茨海默病（AD）[7]、糖尿病 [8]、流感 [9] 等疾病在

临床中也备受关注。

在生物化学的分析手段中，常通过固定化酶的

方式对酶促反应速率、酶的动力学参数、酶对目标物

的半数抑制浓度（IC50）、已知药物或待开发先导化

合物对酶的抑制率等参数进行测定，实现对上市药物

的检测，并筛选出在临床上等效或优于已上市药物的

小分子化合物 [10-13]。作为体内检测前的分析步骤，酶

抑制剂的体外检测为药物的临床研究提供了一定的

参考，从而达到节约成本，提高研发成功率的目的。

采用酶抑制原理在分子水平筛选候选药物的方

法很多，其中传统方法包括虚拟筛选法 [14]、紫外-
可见分光光度法 [15]、荧光检测法 [16]、高效液相色谱

法（HPLC）[17]。近年来处于科研前沿的筛选方法有
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图 1  电化学生物传感器检测酶抑制剂类药物的原理示意图

Figure 1  Mechanism of electrochemical biosensor for detecting enzyme inhibitor drugs

质谱法 [18]、核磁共振波谱法（NMR）[19]、生物传感

法 [20]、毛细管电泳筛选法 [21] 等。生物传感法中的

电化学检测法是将酶固定于电极材料表面，在酶促

反应的过程中构建氧化还原电子转移的平台，通过

反应中复合酶电极对目标待测物的响应程度，建立

起电信号变化与目标待测物浓度间的关系，实现对

酶抑制剂类药物的精准测定。酶抑制型电化学传感

器既有生物传感器小型化、高选择性的特点，又体

现了电化学分析法快速、高灵敏度的优势，在药物

设计、药物检测、分子筛选等方面都具有积极意义。

本文将根据酶的分类，简要介绍细胞色素 P450 酶

（CYP450）、酪氨酸酶（tyrosinase）、α-葡萄糖苷

酶（α-Glu）、乙酰胆碱酯酶（AChE）等常用靶标

酶的电化学生物传感器在材料选取以及目标物检测

方面的应用，并对酶抑制型电化学生物传感器的发

展趋势进行综述。

1  酶抑制型电化学生物传感器的构建

酶抑制型电化学生物传感器是一种以酶为载

体，将目标物对酶的抑制程度与反应进程中的电信

号变化相联系，从而对待测目标物进行分析检测的

工具（检测机制如图 1 所示）。在该类传感器的构

建过程中，电极材料的选择和酶的固定化效率是影

响其性能的 2 个关键因素。
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目前应用于酶生物传感器的材料大多属于金

属类或碳材料类。酶作为大分子蛋白质，固定于电

极表面会出现阻抗升高、酶活降低等不利于电信号

测定的问题，为了改善这一现状，放大终端信号，

传统电极材料大多选用导电性良好的贵金属（金或

铂）[22]。例如，Cui 等 [23] 制备出具有均匀尺寸的

金纳米线阵列材料，一方面解决了葡萄糖氧化酶

（GOD）复合电极导电性差的问题，另一方面该金

属材料的高电活性使酶传感器对葡萄糖的检测限大

大降低。除金属材料外，碳材料因其良好的生物相

容性、对待测物氧化还原反应的催化活性、化学性

质稳定等优点，也在酶生物传感器的设计中备受青

睐 [24]。Peng 等 [25] 在传感器的制备中引入石墨烯量

子点（GQD）作为新型的酶催化反应平台。除了具

备碳材料的一般特性外，GQD 还具有边缘效应，

其羧基与电极上的甲基转移酶进行键合反应，从而

牢固地附着于电极表面，提升传感器的灵敏性。

Aliakbarinodehi 等 [26] 采用导电性更优于石墨的多壁

碳纳米管（MWCNT），该材料具有更大的比表面积，

能够吸附更多的酶细胞色素 P450 3A4（CYP3A4），

不仅能实现电子的快速传输，还能增强酶与电极之

间的电信号。在近年来的文献报道中，金属材料与

碳材料的复合逐渐成为生物传感器电极设计中的热

点方向。Uzak 等 [27] 采用还原氧化石墨烯（rGO）、
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图 2  基于酶抑制原理的电化学生物传感器的分类  

Figure 2  Classification of electrochemical biosensors based on the principle of enzyme inhibition

多孔锌-金属有机骨架（Zn-MOF）和导电铂纳米颗

粒 3 种材料制备酶生物传感器，不仅通过金属铂提

高了电子迁移率，还通过 Zn-MOF 提高传感器的乙

酰胆碱酯酶负载能力，同时 rGO 增大了固定酶的表

面积和孔隙率。在随后的研究中，Dong 等 [28] 提出

制备 MOF 衍生材料的方法，在保留 MOF 原有优点

的基础上，进一步增加了酶 GOD 固定量，提高了

电子传递速率。此外，还有其他新兴材料也被用于

提升酶传感器性能。Tan 等 [29] 以纸作为辅助材料，

将酶 GOD 预存储于其中，再与丝网印刷电极（SPE）
一同用于便携式电化学生物传感器的开发，构建了

低成本、高灵敏度、可重复生产的一次性电极检测

平台。

固定化酶技术是生物传感器构建中的关键部

分，它以靶标酶作为生物传感元件，将其固定于不

同的电极材料中，实现对酶底物、酶产物或抑制剂

的特异性检测。在酶的固定化操作中，一方面需要

保证酶的内在结构、酶活力、生物活性等不发生改变，

另一方面需要保证靶标酶与电极材料结合紧密，以

防止其在使用过程中被解吸附，进而影响传感器的

稳定性以及使用寿命。根据传感器应用的不同需要，

酶的固定化方法也略有不同。传统的方法有吸附 [30]、

包埋 [31]、交联 [32]、共价结合 [33]、亲和法 [34]，目前

也有文献报道将上述个别方法结合起来，用以改善

酶活性中心与电极表面的电荷转移速率 [35]。此外，

纳米粒子和磁性颗粒的引入也在一定程度上提高了

酶的固定化效率。

2  基于酶抑制原理的临床药物检测以及先导化
    合物筛选

在目前已有的研究报道中，通常是将酶作为识

别元件固定在电极表面，根据材料的不同特性设计

出酶固定化效率较为理想的电极，再将生化反应过

程中的化学信号转变为电信号，一方面通过电化学

方法实现对已上市药物的低检测限精确检测，另一

方面将上述信号变化与待筛选活性小分子在酶电极

上产生的信号进行比对，完成具有潜在药理活性先

导化合物的快速高效筛选。根据检测过程中靶标酶

种类的不同，我们将现有的生物传感器进行汇总并

分类（见图 2）。
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2.1  细胞色素 P450 生物传感器

以血红素为活性中心的细胞色素 P450 在催化

生物化学反应的过程中，会将电子由还原型烟酰胺

腺嘌呤二核苷酸磷酸（NADPH）经 CYP450 还原酶

（CPR）传递至 CYP450 血红素，参与人体中内源

性物质或药物等外源性物质的首过代谢 [36]。基于该

原理的电化学生物传感器不需要氧化还原媒介体，

可以减少媒介体对传感器信号检测的干扰。据此，

研究者们设计出一系列包含 CYP450 催化的生物电

子平台作为药物等外源性物质代谢的体外模型，监

测CYP450不同亚型的底物如奥美拉唑 [37]、萘普生 [38]、

雄烯二酮 [39]、17β-雌二醇 [40] 等的代谢。此后，对于

代谢酶 CYP450 抑制剂的研究也逐渐成为人们关注的

热点，包括抑制剂类药物的检测以及药物研发中先导

化合物的筛选都可以借助 CYP450 酶活性 [41]。若该

酶固定于电极上，能够直接从电极接受电子，而不

依赖于作为电子供体和电子转移伴侣酶的 NADPH
和 CPR。CYP450 酶作为生物传感器的一部分，有

助于实现对药物的高灵敏度检测 [42]。表 1 总结了近

5 年 CYP450 的不同亚型以及相应的生物传感器在

酶抑制剂类药物检测中的应用。

Aliakbarinodehi 等 [43] 通过引入 MWCNT 构建

相应的生物传感器，证实了前列腺癌靶向药物阿比

特龙对 CYP3A4 的抑制作用。在该传感器的构建中，

材料与酶相辅相成，一方面，MWCNT 的 3D 多孔

纳米结构能够提高材料有效表面积以吸附大量酶并

维持酶催化活性；另一方面，酶的存在也防止了阿

比特龙对 MWCNT 的材料污染。此外，该传感器成

功应用于人血清样本中阿比特龙的检测，在多干扰

物共存的情况下仍展现出 230 nmol · L-1 的优良检测

限。Ajayi 等 [44] 将酶固定在以金电极为基底的聚（8-
苯胺-1-萘磺酸）上，通过电流生物传感器检测了帕

罗西汀对该酶的竞争性抑制作用。该传感器对药物的

响应范围为 0.005 ~ 0.05 μmol · L-1，检测限低至 0.002 
μmol · L-1，响应仅耗时 30 s，除了这些良好的分析

性能外，传感器的重复性和稳定性也显著提高。上

述几篇文献报道的酶传感器虽然材料组成不同，但

原理都是先进行酶活性检测，再加入抑制剂类药物

后得到药物分子对该酶的抑制率，实现对药物分子

的精确检测。

表 1  基于 CYP450 的生物传感器在酶抑制剂类药物检测中的应用

Table 1  Application of CYP450-based biosensor in the detection of enzyme inhibitor drugs

传感器 抑制剂（药物） 检测方法 检测限 参考文献
cSPE/MWCNT/CYP3A4 阿比特龙 循环伏安法 230 nmol · L-1 [43]

Au/PANSA/CYP2D6 帕罗西汀

计时安培电流法

2 nmol · L-1 [44]方波伏安法

示差脉冲伏安法

Au/Cyst/3-MPA-PdTeQD/CYP3A4 茚地那韦 循环伏安法 0.023×10-7 mg · L-1 [45]
Au/MPS/PAMAM G4.0-Au/CYP3A4 咖啡因 循环伏安法 - [46]

cSPE：商用丝网印刷电极；PANSA：聚（8-苯胺-1-萘磺酸）；Cyst：巯基乙胺；3-MPA：3- 巯基丙酸；PdTeQD：碲化钯量子点；
MPS：3- 巯基丙烷-1-磺酸盐；PAMAM G4.0：第 4 代聚酰胺树枝状大分子

2.2  酪氨酸酶生物传感器

酪氨酸酶作为一种多功能含铜酶，参与人体中

的黑色素合成反应，其中，酚类和醌类会在酶的催

化下产生电子转移 [47]。由于电流信号与酪氨酸酶活

性成正比，采用电化学分析方法对电信号进行检测，

酶抑制剂类物质的检测下限可达纳摩尔级别 [48]。此

类生物传感器不仅可以检测临床药物，在微生物、

食品、环境、农药等分析领域也应用广泛 [49-53]。表

2 总结了近 5 年以醌类物质电信号变化为基础的生

物传感器在酶抑制剂类药物检测中的应用。

El Harrad 等 [56] 采用酪氨酸酶修饰的纳米碳糊

电极，不仅能够成功检测白蛋白和胰蛋白酶活性，

还实现了对酪氨酸酶抑制剂亮抑酶肽的灵敏检测，

同时解决了醌类有色化合物无法进行光学检测的难

题，因此在临床诊断和蛋白酶抑制剂的筛选中得到

广泛应用。Frangu 等 [58] 构建了用于检测对乙酰氨基

酚的电流型生物传感器，通过修饰酪氨酸酶和非功

能化石墨烯，使得传感器的检测电位可低至 0 V，

避免其他电化学活性物质在电极表面发生反应引起

电信号变化，从而提高传感器的选择性。该方法辅
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表 2  基于酪氨酸酶的生物传感器在酶抑制剂类药物检测中的应用

Table 2  Application of tyrosinase-based biosensor in the detection of enzyme inhibitor drugs

传感器
抑制剂

（药物）
检测方法

检测限 /
（μmol·L-1）

线性范围 /
（μmol·L-1）

参考文献

SPE/IrOxNPs/MNPs/Tyr 甲硫咪唑 电流滴定法 0.006 0.1 ~ 10 [54]
SPE/ERGO/IrOxNPs/Tyr 卡托普利 电流滴定法 0.008 0.05 ~ 14 [55]

CNPE/Tyr 亮抑酶肽 计时安培电流法 0.25 0.25 ~ 5 [56]
Nafion-GO-Zr(WO4)2/Glu-Tyr/POPD/CF 多巴胺 电流滴定法 - 0.01 ~ 0.57 [57]

SPCE/NFG/Tyr-GTA/Nafion 对乙酰氨基酚 电流滴定法 1.1 3.8 ~ 130 [58]
SPCE/AuNPs/Tyr 磺胺甲 唑 电流滴定法 22.6 20 ~ 200 [59]

SPE：丝网印刷电极；IrOxNPs：氧化铱纳米粒子；MNPs：磁性纳米颗粒；ERGO：电化学还原氧化石墨烯；CNPE：纳米碳糊电
极；Nafion：全氟磺酸；Zr(WO4)2：钨酸锆；Glu：葡萄糖苷酶；POPD：聚邻苯二胺；CF：碳素纤维；SPCE：丝网印刷碳电极；
NFG：非功能化石墨烯；GTA：戊二醛；AuNPs：金纳米颗粒

助流动注射分析法（FIA）用于上市药品和人血清

样本的检测，结果表明，其检测性能可与HPLC媲美，

且具有更好的选择性、简便性和时效性。

2.3  α- 葡萄糖苷酶生物传感器

α-葡萄糖苷酶在人体中催化底物释放葡萄糖，

是保持人体餐后血糖在正常范围内的重要因素，同

时也是 2 型糖尿病病理机制中的重要一环 [60]。开发

α-Glu 抑制剂类药物，减缓糖尿病患者餐后利用碳

水化合物产生葡萄糖的速度，降低患者血糖浓度，

是目前主要的临床治疗策略 [61]。在电化学检测中，

通常是以药物对 α-Glu 的抑制率为评价指标，间接

检测药物在体内减缓葡萄糖产生的效果 [62]。将其他

化合物对该酶的抑制率与现有药物的抑制率进行对

比，可以筛选出对 α-Glu 有较强抑制作用的化合物，

为新药的发现提供指导帮助 [8,12,63]。

Mohiuddin 等 [64] 构建了用于评价药用植物的活

性成分抗糖尿病潜力的生物传感器。该实验通过葡

萄糖苷酶催化底物对硝基苯基 -α-D- 吡喃葡萄糖苷

（PNPG）产生对硝基苯酚（p-NP），并用电化学

循环伏安法记录产物 p-NP 的电信号。加入药用植

物活性成分前后的 p-NP 的还原峰电信号差异用于

评估其抗糖尿病潜力，有助于从药用植物中寻找筛

选具有抗糖尿病活性的天然活性组分。Li 等 [65] 引

入具有特定氨基酸序列的适配体与α-Glu进行反应，

其产物对氨基苯酚可引起明显的电流变化，不仅可

以应用于酶活性的检测，还可以进行抑制剂的筛选。

值得一提的是，该传感器还具有可再生的特点，通

过水洗即可重复使用。

2.4  乙酰胆碱酯酶生物传感器

乙酰胆碱酯酶是一种从不同有机物中分离得到

的酶，作为降解神经递质乙酰胆碱（ACh）的主要

酶被引入 AD 的治疗策略中。目前较为被大众接受

的 AD 病理机制即为“胆碱能学说”[66]，该学说认

为老年性痴呆症患者脑内的神经递质 ACh 的缺失是

导致 AD 的关键因素，因此，通过 AChE 抑制剂来

抑制 ACh 的水解，从而改善由胆碱能神经元受损而

引起的 AD 相关症状，也成为设计新型的电化学生

物传感器和筛选相关药物的有力依据。

硫代胆碱是硫代乙酰胆碱在 AChE 催化下所得

产物，其浓度大小与其所测得的氧化电流高低成正

比 [67]。在酶抑制剂类药物存在的情况下，硫代胆碱

的氧化电流也会产生相应的变化，由此而产生的电

信号被酶传感器所捕获，可作为 AChE 抑制剂类药

物的通用检测原理。目前基于该原理而开发的上市

药物有他克林、多奈哌齐、卡巴拉汀、加兰他敏、

石杉碱甲等，与之相关的高灵敏快速检测型生物传

感器也被相继开发（见表 3）。

Shamagsumova 等 [68] 在玻碳电极上用电流滴定

的方法电解沉积了树枝状银纳米晶体，并与电极上

所涂布的低聚交酯组成复合材料构建生物传感器。

该研究引入低聚交酯片段测定多奈哌齐、小檗碱、

石杉碱甲这 3 种抗胆碱酯酶药物，可以降低银电极对

传感器的响应干扰，使传感器在低工作电势（0.05 V）

下具有更灵敏的信号响应。除此之外，传感器还能

够对上述 3 种药物在尿样中的残留进行逐一分析。

Ivanov 等 [69] 从 AChE 的固定策略出发，实现了对

酶生物传感器的性能优化。在该研究中，聚电解质
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复合物被引入用以提高 AChE 的固定化效率。与一

般的共价连接固定化酶策略相比，该方法在检测抗

AD 药物（多奈哌齐和小檗碱）方面具有更高的灵

敏度和更低的检测限。此后，该课题组又针对聚电

解质进行了优化，将 DNA 作为聚阴离子引入到聚

电解质复合物的组装中，使得传感器表面涂层更加

稳定，进一步提高了药物测定的灵敏度 [70]。Alvau
等 [73] 引入 AChE 和胆碱氧化酶（ChOx）构建酶传

感器，用以量化检测抗肿瘤药伊立替康，利用双酶

反应的产物过氧化氢来达到快速检测目的，为肿瘤

患者的临床药物实时监测提供了全新的可靠途径。

此外，AChE 生物传感器还可用于神经毒素的快速

检测。Hu等 [74]采用纳米多孔金膜和还原氧化石墨烯 -
二氧化锡纳米颗粒（RGO-SnO2）纳米复合材料对酶

进行高效固定，避免了荧光检测中繁琐而费力的标

记过程。此项研究中的生物传感器仅在 30 min 富集

时间后即可灵敏检测神经毒素法西林，检测限低至 8 
pmol · L-1，为毒素的筛选工作提供了一定的指导帮助。

表 3  基于乙酰胆碱酯酶的生物传感器在酶抑制剂类药物检测中的应用

Table 3  Application of acetylcholinesterase-based biosensor in the detection of enzyme inhibitor drugs

传感器 抑制剂（药物） 检测方法 检测限 /（nmol·L-1） 参考文献

GCE/Polylactide–AgNP/AChE
多奈哌齐

电流滴定法

0.05
[68]小檗碱 0.05

石杉碱甲 0.001

Pt/Co phthalocyanin/CB/AChE
多奈哌齐

电流滴定法
0.46

[69]
小檗碱 70

GCE/CoCP/CB/AChE
石杉碱甲 循环伏安法

计时安培电流法

0.9
[70]

加兰他敏 70
SPE/MPs/AchE 加兰他敏 方波伏安法 1 500 [71]

dot shaped carbon/MPs/AChE 他克林 方波伏安法 8 100 [72]

GCE：玻碳电极；AgNP：银纳米粒子；CB：炭黑；CoCP：酞菁钴；MPs：磁性粒子

2.5  基于其他酶的生物传感器

在对黄嘌呤氧化酶（XOD）有抑制活性的药物

的检测中，El Harrad 等 [75] 建立了用电流型生物传

感器筛选药用植物中具有 XOD 抑制活性组分的方

法。该研究采用普鲁士蓝（PB）修饰电极，通过

Nafion 将 XOD 固定在 SPE 上，排除了其他易氧化

物质对分析检测过程的干扰。实验结果一方面比较

了已上市药物别嘌呤醇和各类药用植物提取液的抑

制率，成功筛选出几个抑制活性大于别嘌呤醇的天

然活性成分；另一方面对比分光光度检测法和电化

学检测法的检测性能，发现后者具有更高的灵敏度。

单胺氧化酶（MAO）抑制剂同样可以通过构

建酶传感器的手段达到低浓度检测的目的。Aigner
等 [76] 采用苯乙胺作为底物，通过渗析膜将人单胺氧

化酶 B（hMAO B）固定在 SPE 上，实现了对临床

药物司来吉兰的快速测定，并采用实际样品验证传

感器性能，为后续酶抑制剂类药物的筛选提供参考。

Ishida 等 [77] 建立了新型的 MAO 生物传感器测量多

巴胺（DA）的体内外含量，不仅可以高选择性地检

测 DA 的含量而不受其他单胺类物质的干扰，还实

现了体内 DA 水平变化的实时监测。

酶生物传感器不仅可以用来检测酶促反应过程

中的电信号响应，还可以通过反应之外的电信号响

应进行酶活性评价。例如，Chowdhury 等 [78] 建立了

将亚甲蓝（MB）-脂质体生物传感器用于实时监测

鞘磷脂（SM）酶活性的方法。先将具有氧化还原性

的MB包裹于SM脂质体中，再用目标酶破坏脂质体，

使 MB 自由释放，用电化学差分脉冲伏安法（DPV）

检测 MB 的释放浓度，间接检测鞘磷脂酶的活性，

且实现了信号的放大。此外，该传感器还成功实现

了人血清样本中鞘磷脂酶的检测。此方法的检测限

为 7.2 mU · L-1，远低于市售的酶活性分析仪器，其

具有便捷、响应快速、高灵敏度的特点，为酶活性

和抑制剂的即时筛选提供了一定的可能。

3  结语与展望

本综述简要总结了近 5 年基于酶抑制原理的生

物传感器用于电化学检测酶活性、临床药物以及部
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