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摘摇 要: 综述了纳米酶的发展及其在病毒检测中的应用,介绍当前纳米酶研究进展,以期推动纳米酶在医学诊断治

疗等领域的广泛应用. 通过对比当前常用的检测方法,总结了部分具有代表性的纳米酶检测方法,归纳基于纳米酶

特性研发出的检测新技术、新方法及其思路与效果,分析纳米酶面临的挑战. 与天然酶相比,纳米酶拥有优越的特

性,不仅在病毒检测领域,而且在其他生物医学、环境保护、疾病治疗等各领域发挥越来越重要的作用. 随着人们对

纳米酶性质和催化机理的深入研究,必将设计出更多功能化的纳米酶,发展出新的快速高效的检测技术.
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Abstract: This paper reviewed the development of nanozymes and their application in virus detection,
and introduced the current research progress of nanozymes to promote the wide application of nanozymes
in medical diagnosis and treatment. By comparing the commonly used detection methods, some detection
methods of nanozymes were presented. The new detection technology and methods based on the
characteristics of nanozymes were summarized, as well as their ideas and effects. Additionally, the
remaining challenges and unsolved problems were also highlighted. Compared with natural enzymes,
nanozymes have superior properties and play an increasingly important role not only in virus detection,
but also in other fields such as biomedicine, environmental protection and disease treatment. With the
further research on the properties and catalytic mechanism of nanozymes, more functional nanozymes will
be designed and new fast and efficient detection techniques will be developed.
Key words: nanozymes; nanomaterials; enzyme activity; highly sensitive; virus detection; catalytic
mechanism

摇 摇 病毒是造成全球范围内疾病发病率和死亡率居

高不下的最主要的病原体,由于病毒的大小在纳米

级,不便直接观察到其形状以及研究它们的结构.
同时,病毒的结构相当简单,通常只有蛋白质衣壳及

核酸内核,这种结构使病毒能随着环境变化通过基

因替换或基因重组等方式发生快速的突变和进化,
从而逃避免疫监测或免疫抑制,增大病愈难度. 因

此,发展快速、高效的病毒检测方法,是当前迫切的
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社会需求,也始终是科研工作者不断研究探索的

方向.
目前,常用的病毒检测方法有病原体培养、核酸

检测、免疫学方法等. 病原体分离培养和核酸检测

都需要专门的实验设备和专业技术人员且技术繁

杂. 免疫学方法有酶联免疫吸附试验 ( enzyme鄄
linked immunosorbent assay,ELISA)、免疫荧光、胶体

金免疫层析等,其中胶体金免疫层析技术快捷方便,
非常适合现场快速检测,但其灵敏度低.

2007 年,中国科学院阎锡蕴院士发现了纳米磁

颗粒具有辣根过氧化物酶活性,能使辣根过氧化物

酶底物 3, 3忆, 5, 5忆鄄四甲基联苯胺 ( 3, 3忆, 5, 5忆鄄
tetramethyl benzidine, TMB )、 邻 苯 二 胺 ( o鄄
phenylenediamine,OPD)、2,2忆鄄二氨基联苯胺(2,2忆鄄
diaminobenzidine,DAB)变色,增加其检测灵敏度,从
而展开了纳米酶学的研究. 随着纳米材料在生物医

学领域的应用研究及纳米酶学的发展,纳米酶所具

有的内在酶活性、独特的理化性质、稳定性、经济性

等优势,逐渐发展为替代天然酶的最佳选择,基于纳

米酶的病毒检测方法也吸引了大量科学家进行探索

和研究.

1摇 病毒概述

病毒是造成全球范围内疾病发病率和死亡率居

高不下的最主要的病原体. 艾滋病病毒 ( human
immunodeficiency virus,HIV)在全球的蔓延,始终没

有放慢脚步,对人类造成巨大的损失;2003 年,在中

国横行肆虐的重症急性呼吸综合征 ( severe acute
respiratory syndrome,SARS) 令全世界人民心有余

悸,从中国广东省开始,SARS 病毒在短短 5 个月里

传播到世界上 30 个国家和地区,截至 2003 年 7 月 5
日,全球有 8 439 人受到感染,812 人死于 SARS[1];
1997 年在中国香港首次发现人感染禽流感病毒

H5N1 病例[2],死者是个 3 岁男孩,在那次病毒爆发

中,共有 18 个人受到传染,6 人死亡;2013 年首次在

中国安徽省发现的 H7N9[3],截至 2015 年 1 月 10
日,全国已确诊 134 人,37 人死亡,2018 年 H7N9 的

死亡率达到 38% [4];寨卡病毒(Zika virus, ZIKV)最
早于 1947 年首次分离于非洲恒河猴,2015 年引起

南美洲和加勒比地区发生大规模疾病爆发,寨卡病

毒感染能引起一些严重的潜在并发症,如新生儿小

头症和格林巴利综合症,因此引起了社会的恐慌和

全球的广泛关注[5],2016 年中国确诊了一例 ZIKV
输入性感染病例;中东呼吸综合征冠状病毒(middle

east respiratory syndrome coronavirus,MERS鄄CoV)首

次于 2012 年从沙特阿拉伯 2 名病人体内分离发现,
临床症状与 SARS 相似,所以也称为“类 SARS鄄CoV
病毒冶,从 2012 年 6 月到 2015 年 4 月 20 日期间沙

特阿拉伯病感染人数达到 981 例,死亡率高达

43郾 6% [6];2014 年,源自西非的埃博拉病毒(Ebola
virus,EBoV)引起大规模疾病爆发,截止到 2015 年 4
月 14 日,超过 25 515 人感染,10 572 人死亡[7] . 这

些病毒都对人类的生命财产构成巨大威胁.
由于病毒的大小在纳米级(20 ~ 900 nm),相对

于其他病原体,例如细菌或真菌这些在光学显微镜

下就能观察到的致病菌来说,只有在放大倍数达到

10 万倍以上的电子显微镜,才能直接观察到病毒的

形状,研究它们的结构. 这使得病毒更加难以观察、
检测和分离.

同时,病毒的结构相当简单,通常只有蛋白质衣

壳及核酸内核,这种简单结构使病毒能随着环境变

化通过基因替换或基因重组等方式发生快速的突变

和进化,使人类很难建立简便、长效、普适的体系进

行病毒检测.
除了病毒自身基因突变和进化外,人类活动和

生物迁徙等因素也会促使感染的传播. 随着全球一

体化程度的不断深入,人群的流动性大大增加,病毒

感染引发的大规模传染病在人群中迅速扩散,造成

巨大的社会、经济和财产损失[8] .
病毒感染后,有时会因为临床表现不明确,病人

常被误诊. 快速有效的病毒检测方法,可以明确感

染是否发生以及感染病毒的类型,不仅为临床尽早

针对病因用药和制定准确的治疗方案提供有效的实

验依据,而且可以立即采取公共卫生防控措施,及时

限制它们的传播.
采用针对性强的诊断工具,发展快速、高效的病

毒检测方法,对疾病的诊断治疗和公共卫生的监测

都非常重要,是当前迫切需要解决的社会问题. 新

的检测方法的不断探索,也是当今生物医学研究的

热点问题之一.

2摇 病毒传统检测方法

2郾 1摇 病原体分离培养法

传统的病毒检测方法是直接从病体血液、组织

或分泌物中分离出病毒,接下来进行细胞培养或组

织培养,通过观察病毒导致的细胞病变效应来量化

感染病毒,通过检测半数组织细胞感染剂量(50%
tissue culture infective dose,TCID50)衡量病毒滴度,

49



摇 第 1 期 刘摇 键, 等: 纳米酶与病毒检测

这是证实病毒感染的准确指标,也是病毒检测的

“金标准冶.
病原体分离培养法的关键点就是选择适合病毒

体外培养的细胞系和培养条件,这些并不容易获得,
而且不是所有病毒都可以培养,例如:诺如病毒

(Norovirus ) [9] 以 及 乙 肝 病 毒 ( hepatitis B virus,
HBV) [10]就不能通过现有实验室的任何宿主细胞系

进行培养,因此应用范围较为局限. 同时,分离培养

法耗时、耗力、实验花费大[11],这些缺点都与当前发

展快速、便捷的检测方法不相适应.
2郾 2摇 免疫学检测

免疫系统具有识别外来抗原性异物的功能,病
毒作为外来入侵的抗原,入侵人体后能被人体免疫

系统识别,并产生特异性抗体. 病毒血清学检测就

是利用抗原抗体特异性识别和结合的原理检测病毒

及其抗体的技术. 血清学检测常用方法包括酶联免

疫吸附试验、放射免疫试验、化学发光免疫测定、免
疫荧光方法、免疫印迹方法以及免疫层析试验等.

这些技术的主要原理都是利用特异性抗体与

酶、放射性物质、化学发光或者荧光物质这样的信号

报告系统相结合,产生底物复合物后经酶的作用发

生颜色变化或者发出荧光、放射线等,来反映和指示

病毒是否存在[8] . 这些方法不需要分离出病毒,操
作相对方便,很多试剂也已经商品化. 但是像肠道

病毒、鼻病毒这样具有广泛的抗原异质性、缺乏交叉

反应抗原的病毒,血清检测的准确性和可靠性就受

到很大挑战,假阳性率较高[12] .
在这些免疫学实验中,胶体金免疫层析技术最

为快速简便,适合现场检测,但其灵敏度较低的缺点

限制了其广泛推广.
2郾 3摇 核酸检测

1985 年, 核 酸 扩 增———聚 合 酶 链 反 应

(polymerase chain reaction,PCR)的发展和应用[13],
使得病毒检测拓展到可直接检测病毒的遗传物质,
基于 PCR 技术开展病原体检测的方法也得到广泛

应用,陆续发展起来的反转录酶聚合酶链反应

(reverse transcriptase鄄polymerase chain reaction, RT鄄
PCR)、核酸杂交、基因芯片等方法,更是大大加速了

医学检验事业的发展. 但检测核酸的方法虽然灵敏

度相对较高,但也存在一些弊端,如需要专业的技术

人员操作,设备昂贵,需要特殊的实验条件.
核酸检测方法在病毒检测中耗时比较长,是该

方法的一大弊端. 例如:Shigemoto 等[14]用多重荧光

RT鄄PCR 方法检测诺如病毒,实验需要的时长 6 h;

刘乐庭等[15]采用基于核酸序列的扩增技术,能准确

检出 H7 亚型禽流感病毒,但通常需要 4 ~ 6 h;在
HIV 病毒的血液筛查中应用最广泛的定量核酸检测

方法是反转录 PCR 法,利用雅培和罗氏等制造商提

供的自动血浆处理器和检测设备,检测过程均需要

6 ~ 8 h[16] . 相比较,Duan 等[7]用纳米酶试纸条的方

法检测埃博拉病毒,30 min 内就能得到精确的检测

结果,消耗时长的优劣非常明显.
这些因素都导致核酸检测方法不能完全满足病

毒快速筛查和实时检测的需求.

3摇 纳米酶的发展

酶是生物有机体内具有特定催化功能的蛋白

质、核酸或蛋白 - 核酸复合体. 天然酶催化效率相

当高,并且具有底物专一性,但是天然酶稳定性差,
容易失活,并且价格昂贵、不易获得. 用化学方法合

成既具有酶活性,又成本低廉、便于大量获得,还能

在非生理条件下应用的人工模拟酶,一直是科学家

努力的方向.
阎锡蕴院士课题组 2007 年首次研究发现无机

纳米材料本身具有类似天然酶的催化活性[17鄄18],打
破 Fe3O4 纳米材料被认为是惰性无机物的传统观

念,并建立过氧化物纳米酶动力学及催化活性检测

的标准方法[19],开启了新一代人工模拟酶发展和应

用的新篇章.
纳米酶是本身具有酶活性的纳米材料,它完全

不同于过去将天然酶或者催化配基固定在纳米材料

上从而发挥催化作用的物质[17] . 自 2007 年被首次

发现后,已有上百种纳米酶被发现,模拟催化活性有

过氧化物酶家族的过氧化物酶[20鄄21]、谷胱甘肽过氧

化物酶[22]、卤素过氧化物酶[23] 等,氧化酶家族的葡

萄糖氧化酶[24]、亚硫酸氧化酶[25] 等,以及过氧化氢

酶[26]和超氧化物歧化酶[27]等. 目前,全世界已经有

超过 200 个研究团队从事纳米酶研究,尤其在过去

5 年里有超过 1 100 份关于纳米酶的研究报告

发表[28] .
3郾 1摇 纳米酶的优势

纳米酶相较于天然酶和其他人工模拟酶,具有

独特的性能和优势. 第一,纳米酶可以大规模生产,
价格相对低廉. 由于天然酶在体内的含量很低,比
较难以大量获得,人工合成酶的过程复杂,成本较

高,而无机纳米酶物质相比就很容易生产,且成本

低、效率高. 第二,纳米酶具有较强的稳定性. Gao
等[18]在研究中发现 300 nm 粒径的 Fe3O4 磁纳米颗
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粒在 pH 为 1 ~ 12、温度为 25 ~ 60 益、H2O2 浓度为

0郾 001 ~ 2郾 260 mol / L 的范围,均具有酶活性. 而天

然酶的成分大多是蛋白质,遇到热、酸、碱等非生理

条件,很容易变性失活. 第三,纳米酶很容易循环再

利用. 纳米酶在催化过程中没有物质损失,可重复

利用,并且回收相对便利,例如磁性纳米材料通过外

加磁场即可回收. 第四,纳米酶双功能甚至多功能

的理化特征,是天然酶或者其他人工模拟酶不可比

拟的. 首先,纳米颗粒由于受到量子尺寸效应、表面

效应等作用,往往具有电学、磁性、光学等独特性质,
例如碳纳米点不仅具有催化活性,还可产生荧

光[29];其次,纳米酶能够随着环境变化改变活性或

者酶的类型,比如在酸性环境下(pH = 3郾 6) Fe3O4

纳米酶表现出过氧化物酶的活性,而在中性或者碱

性条件下表现出过氧化氢酶的活性[18];并且由于纳

米材料比表面积大,表面电荷丰富,往往表面相原子

配位不足,纳米材料表面形态复杂,可以实现异原子

掺杂或者引入配体,实现多功能一体化.
鉴于纳米酶所具有的稳定性高、价格低廉和酶

活性可调节等特性,将纳米酶方法应用到病毒检测

中不仅符合当前发展实时快速检测技术的趋势,而
且具有特殊的优势. 第一,利用纳米酶的多功能理

化特征,将磁纳米材料的催化性能、磁性与显色效应

结合,使催化、分离与显色指示同步实现,简化实验

步骤,缩短实验时间;第二,纳米酶在病毒检测中通

过显色反应,使检测信号扩大,不仅快速高效,灵敏

度也显著提高;第三,金属纳米材料在催化反应过程

中磁性不会发生改变,通过外加磁场能对纳米酶进

行有效分离和回收,可实现重复利用.
3郾 2摇 纳米酶的催化机制

纳米酶受量子尺寸效应、界面效应、表面修饰等

因素影响,催化活性主要取决于纳米材料表面的电

子转移状况,通过调节纳米材料的大小、形状、结构、
表面取代基等,改变纳米酶的催化活性. 许多纳米

酶具有相同的催化活性,但是催化机制并不相同.
下面以几种主要的纳米酶为例,简要阐述其催化活

性和催化机制.
3郾 2郾 1摇 基于金属的纳米酶

基于金属的纳米酶通常由过渡金属氧化物、金
属卤代物、金属硫化物或者贵金属等纳米材料构成,
纳米酶和催化底物之间往往伴随着电子转移,在金

属化合物中化合价发生变化,而在贵金属纳米材料

中不发生化合价的变化,但是贵金属表面大量电子

聚集,产生的活性氧物质( reactive oxygen species,

ROS)在氧化还原反应过程中起到重要作用.
Gao 等[18] 研究表明,Fe3O4 纳米酶的催化活性

主要受酶表面 Fe2 + / Fe3 + 间转换影响,在 H2O2存在

时,能催化底物 TMB 或 OPD 或 DAB 发生颜色反

应. Chen 等[30] 通过研究氧化还原电位发现,Fe2 + /
Fe3 + 的标准氧化还原电位低于 TMB,说明 Fe2 + /
Fe3 + 不能直接将电子从 TMB 传递到 H2O2 . 利用电

子自旋共振( electron spin resonance,ESR)的方法,
检测到在 Fe3O4 纳米酶存在的反应体系中有羟基自

由基(·OH)存在. Fe3O4 纳米酶的催化机制符合兵

乓机制[18],即 Fe3O4 纳米酶首先催化 H2 O2 产生羟

基自由基(·OH),之后 Fe3O4 纳米酶与羟基自由基

(·OH) 复合物氧化氢供体底物 (如 TMB、 OPD、
DAB)显色.

Shionoiri 等[31] 在用诺如病毒的替代模型———
猫杯状病毒( feline calicivirus,FCV) 研究碘化亚铜

纳米颗粒( copper iodide nanoparticles,CuI NPs) 的

抗病毒特性时,发现溶液中的 Cu + 通过类芬顿反应

(Fenton鄄like reactions)产生了活性氧,正是超氧负离

子(O2·- )或羟基自由基(·OH)这样的活性氧,导致

病毒衣壳蛋白被氧化降解和破坏.
Cu 寅+ Cu2 + + e - (1)
O2 + e 寅- O2·- (2)

O2·- + 2H + + e 寅- H2O2 (3)
H2O2 + e 寅- OH - +·OH (4)

他们的研究还发现,CuI 纳米颗粒大量的表面

积(100 ~ 400 nm;平均直径 160 nm)促进了亚铜离

子的有效释放. 这表明,纳米材料由于表面与界面

效应,使物质的性质、性能发生了一些质变.
贵金属例如 Au、Pt 纳米酶在催化反应中不发生

价态变化,贵金属纳米颗粒表面富集高密度自由电

子,极容易产生活性氧物质,例如氧分子在贵金属纳

米材料表面活化裂解,形成单线态氧,使其具有过氧

化物酶活性[32] . 金纳米颗粒表面因为聚集了大量

自由电子,被光激发后,电子振荡到远离原子核的一

侧,而原子核在另一侧带正电荷,从而产生偶极等离

子体[8] . 光敏分子作为辅助因子,能够可逆地调节

金纳米颗粒的催化活性[33] .
3郾 2郾 2摇 基于碳的纳米酶

碳基纳米材料由于具有丰富的比表面积、较好

的吸附能力和电子传递性,作为纳米酶也越来越多

地被应用到生物医学检测、疾病监控、治疗等多

方面.
研究发现,富勒烯能够清除超氧负离子(O2·- )
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自由基,具有超氧化物歧化酶(superoxide dismutase,
SOD)活性[34] . 碳纳米点、氧化石墨烯、碳纳米管等

碳基纳米材料在双氧水的存在下,表现出过氧化物

酶活 性[35] . 2011 年, 单 壁 纳 米 管 ( single鄄walled
carbon nanotubes, SWCNTs)的过氧化物酶活性被发

现[36],在双氧水的存在下,能够催化底物 TMB 发生

显色反应. 与辣根过氧化物酶相似,SWCNTs 的催

化活性依赖底物浓度,底物颜色表现出对反应时间

的依赖性.
碳基纳米酶的作用机制逐渐被深入研究,Sun

等[37]通过选择性失活,首次阐明了石墨烯量子点

(graphene quantum dots, GQDs)表面 3 种典型的含

氧官能团在催化过程中的作用,其中羰基(— 詤詤C
O)作为催化活性位点,羧基(—COO - )作为底物结

合位点,使石墨烯量子点在 H2O2存在时发挥过氧化

物酶活性. 同时,连接在碳原子上的羟基(—C—
OH)能够抑制过氧化物酶催化反应. 通过理论模拟

计算发现,H2O2进攻羰基(— 詤詤C O)的双键形成中

间产物,这是决定反应速率的关键步骤,需要跨越较

高能垒(驻E = 0郾 90 eV),随后中间产物通过较低的

能垒(驻E = 0郾 09 eV)裂解成为羟基自由基(·OH)和
羰基(— 詤詤C O),并且放出热量. 而由于氢键相互

作用,羧基(—COO - )极易与 H2O2 相结合,结合能

( - 0郾 67 eV) 低于羰基 (— 詤詤C O) 或者碳羟基

(—C—OH)与H2 O2 的结合能 ( 分别 是 - 0郾 30、
- 0郾 17 eV). 动力学模拟计算的结果与实验结果印

证一致,即羰基(— 詤詤C O)是催化活性位点,羧基

(—COO - )是底物 H2O2结合位点.
3郾 2郾 3摇 基于金属-碳杂交体的纳米酶

碳纳米材料能够有效分散和稳定纳米颗粒和小

分子,能显著提高模拟酶的活性. Fan 等[38] 研究发

现合成的 Fe3O4 与多壁 碳 纳 米 管 ( multi鄄walled
carbon nanotubes,MWCNTs)复合物,过氧化物酶活

性高于单独 Fe3O4 纳米酶,这是因为 MWCNTs 的作

用使 Fe3O4 纳米颗粒稳定、不易聚集并且均匀分布,
大大提高了其过氧化物酶活性;同时金属纳米材料

所具有的磁性没有改变,能够通过外加磁场对复合

物进行有效分离和回收,经过 5 次回收后仍然具有

过氧化物酶活性[39] . Wang 等[40] 研究表明,碳纳米

管具有导电率高、表面积大、机械强度高、化学惰性

强等特性,结合像 Fe3O4 纳米颗粒这样导电性差的

物质,能够显著改善纳米酶活性. Xue 等[41] 研究血

红素与石墨烯的复合物,二者通过 仔鄄仔 键堆叠相互

作用而结合,由于石墨烯的支撑作用,使血红素保持

了天然酶中单分子状态的催化活性,具有非常高的

催化能力和底物结合能力;同时,石墨烯载体还可以

阻断卟啉分子的一侧,阻止过氧化氢从两侧进行攻

击,导致血红蛋白因为被氧化而降低催化活性.
对纳米酶催化机制的了解,不仅可以促进构建

更多催化活性高、靶向特异性强的纳米酶,同时也必

将有助于启发纳米酶在实际应用方面的设计.

4摇 纳米酶在病毒检测中的应用

由于纳米酶具有较高的稳定性、低廉的价格和

可调节的生物酶活性,越来越显示出广阔的应用前

景,应用在体外检测方面也显示出强大的适用性和

较强的灵敏度.
4郾 1摇 基于纳米酶的免疫试纸条法

阎锡蕴课题组继首次发现纳米酶之后,充分利

用纳米酶的多功能理化特征,将磁纳米材料的催化

活性、磁性与显色效应相结合,2015 年成功研制用

于埃博拉病毒 ( EBoV) 快速检测的 “纳米酶试纸

条冶 [7] . 该技术将传统试纸条中的胶体金替换为磁

纳米酶,利用纳米酶的磁性特征对样品进行分离和

富集,同时利用纳米酶的催化特性使底物显色,测试

灵敏度比常规试纸条法高 100 倍. 纳米酶试纸条的

设计方案如图 1 所示,图 1(a)为标准胶体金试纸条

法;图 1(b)用磁性纳米材料(magnetic nanoparticles,
MNPs)代替胶体金作为探针,磁性纳米材料探针本

身具有酶活性,能够催化底物发生显色反应,增强信

号作用,使结果肉眼可见.

图 1摇 纳米酶试纸条设计方案[7]

Fig. 1摇 Nanozyme鄄strip design[7]

摇

这项新技术不仅为埃博拉等病毒的快速检测提

供了一种简便手段,还可以通过切换探针上的抗体

种类,应用于新布尼亚、流感等其他病毒的检测,随
着科研人员的广泛研究,纳米酶在病毒检测应用上

发挥了越来越重要的作用.
刘键等[3] 建立的免疫磁珠酶催化技术,用于

H7N9 流感病毒高灵敏检测,灵敏度比胶体金法可
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提高 1 ~ 2 个数量级. 该方法利用磁纳米颗粒具有

过氧化物酶活性的特征,将 H7N9 鼠单克隆抗体 M鄄
H7N9 与磁珠纳米颗粒孵育交联,做成免疫磁纳米

抗体探针. 用硝酸纤维素膜制作免疫磁纳米酶催化

试纸条,检测线(T 线)喷涂 H7N9 兔多克隆抗体 R鄄
H7N9,对照线(C 线)喷涂羊抗鼠抗体. 混合免疫磁

纳米抗体探针与待测溶液,插入免疫磁珠酶催化试

纸条.
高敏感免疫磁珠酶催化试纸条检测技术如图 2

所示,当免疫抗体探针与样品中的 H7N9 病原体结

合后,层析至试纸条的检测线(T 线)与对照线(C
线)时,就会被 T 线喷涂的抗体捕获、与 C 线处的羊

抗鼠抗体结合,在 2 条线处形成磁珠纳米颗粒的聚

集,这时加入过氧化物酶的底物如 DAB,在过氧化

氢存在下,磁性纳米颗粒的酶催化 DAB 发生显色反

应,生成的大量棕褐色沉淀将检测信号放大,实现

H7N9 的快速高敏感检测.

图 2摇 高敏感免疫磁珠酶催化试纸条检测技术[3]

Fig. 2摇 High sensitive strip of immune鄄magnetic beads[3]
摇

4郾 2摇 基于纳米酶的比色免疫测定法

呼吸道合胞病毒 ( respiratory syncytial virus,
RSV)是副黏病毒属的单链 RNA 病毒[42],能导致呼

吸系统疾病,RSV 还能诱发其他疾病,虽然致死率

不高,但是会造成全球范围的健康问题,由于目前缺

乏安全有效的疫苗,发展高灵敏度的病毒检测方法,
进行早期诊断和治理尤为重要.

Zhan 等[43]创建了基于汞离子-金纳米颗粒-氧
化石墨烯杂交体的比色免疫方法,检测呼吸道合胞

病毒. 该方法用杂交体与病毒抗体连接,通过抗原

抗体结合并在过氧化氢存在下与过氧化物酶底物

TMB 反应并显色,病毒检出限 ( limit of detection,
LOD)达到 0郾 04 pg / mL,比商业化的酶联免疫测试

盒(LOD:4 pg / mL)灵敏度高 100 倍.
该方法应用了纳米材料的过氧化物酶活性,同

时采 用 金 纳 米 颗 粒 ( AuNPs ) 与 氧 化 石 墨 烯

(graphene oxide, GO)杂合,如图 3 所示,使金纳米

颗粒附着在氧化石墨烯片层表面,达到较高的分散

度,受这种协同作用机制的影响,相对于单独存在的

金纳米颗粒或氧化石墨烯,杂交体表现出显著提高

的过氧化物酶活性. 在 H2 O2 存在下,能够使 TMB
氧化产生颜色反应.

图 3摇 基于 Hg2 + 鄄AuNPs鄄GO 杂交体用于 RSV 检测的

比色免疫测定法示意图[43]

Fig. 3 摇 Schematic representation of the Hg2 + 鄄AuNPs鄄GO
hybrids for colorimetric immunoassay of RSV[43]

摇

然而,纳米酶会因为表面加载血清蛋白或 DNA
而降低酶活性[44鄄45],纳米酶的作用机制表明,酶底

物结合位点在纳米材料表面,而纳米酶如果与其他

生物分子相连接,生物分子会占据酶表面积,阻碍底

物结合,甚至会引起酶聚集,从而降低酶活性. 研究

表明,金纳米颗粒表面沉积大量的金属原子或者金

属离子能够增强金纳米的酶活性[46鄄47],Ag + 、Li + 、
Pb2 + 、Hg2 + 、Al3 + 、Pt4 + 等离子都表现出增强酶活性

的能力,尤其是 Hg2 + 鄄Au 的金属亲和性,Hg2 + 使金

纳米颗粒表面聚集大量的汞原子,比其他金属离子

更能提高酶活性. 金纳米颗粒-氧化石墨烯因为结

合了病毒抗体使酶活性丧失,但是 Hg2 + 的掺杂能够

恢复其过氧化物酶活性.
该方法的设计思路充分考虑了纳米酶的特点和

催化机制,用纳米酶代替容易失活的天然酶,同时根

据纳米酶特点使催化与显色反应一体化,简化了实

验步骤,提高了灵敏度.
4郾 3摇 基于纳米酶的荧光测定法

HIV 病毒是导致人类获得性免疫缺陷综合症

(acquired immune deficiency syndrome, AIDS)的致

病菌,属于逆转录病毒科慢病毒属,其基因组是 2 条

相同的 RNA. 目前 HIV 病毒检测多采用血清病毒

抗体的检测方法,但是人体感染 HIV 病毒后短则几

周、长到几个月体内才会产生抗体,所以不利于早期

诊断. 而人体感染 HIV 后宿主细胞能迅速产生 HIV
DNA,针对 HIV DNA 的检测能够实现快速、早期
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诊断[48] .
Lin 等[49]设计的基于纳米酶“三明治冶复合物

荧光检测方法,用结合纳米酶和安培红(amplex red,
AR)的 HIV 病毒互补 DNA 片段检测病毒 DNA,将
病毒 HIV 互补 DNA 裂解为 2 段,其中一段 CHIV1与

PtAu 合金纳米颗粒相连,形成寡聚核酸链修饰的合

金纳米颗粒 CHIV1 鄄PtAuNPs,另一段 CHIV2 与磁性

纳米颗粒 MNPs 相连接.
与 HIV DNA 混合共育后形成“三明治冶复合物

CHIV1 鄄PtAuNPs / DNA / CHIV2 鄄MNPs,磁性纳米颗粒

MNPs 与靶标 DNA 结合后,能通过外加磁场定向分

离,经过吸附、清洗和解吸,将靶标物质与其他样品

残余分离,从而得到高浓度和高纯度的靶标结合分

子;双金属纳米颗粒 PtAuNPs 具有过氧化物酶活性,
与靶标 DNA 结合后,经过外加磁场分离,不会被去

除,在过氧化氢 H2O2存在下能催化氧化非荧光底物

安培红 AP 成为荧光性很强的试卤灵(resorufin),好
似打开荧光开关,被荧光仪记录, LOD 达到 5 伊
10 - 12 mol / L. 非靶标 DNA 因为不能与 PtAuNPs 和

MNPs 结合形成“三明治冶复合物,通过外加磁场分

离作用能把 DNA 和 PtAuNPs 去除,溶液加入安培红

AP 不能产生荧光.
该方法利用了双金属纳米酶的过氧化物酶活

性,在过氧化氢存在下能把无荧光性的底物氧化成

为具有强荧光性的物质,同时利用纳米酶的磁性分

离去除未结合的 DNA,创建了无酶、无荧光标记的

荧光检测方法,简化检测过程,增加特异性,提高检

测灵敏度.
4郾 4摇 基于纳米酶的酶联免疫吸附法

麻疹病毒(measles virus, MV)属副黏病毒[50],
是麻疹的病原体,在儿童当中是一种常见的急性传

染病. 麻疹传染性极强,任何没患过麻疹又没接种

过麻疹疫苗的人接触后几乎全部发病,病症以皮丘

疹、发热及呼吸道症状为特征.
Long 等[51]在麻疹病毒检测中,采用具有过氧化

物酶活性的“金核铂壳冶纳米棒(Au@ Pt NRs)与抗

原结合,建立基于纳米酶的酶联免疫吸附法,麻疹病

毒的检出限为 10 ng / mL,是商品化酶联免疫吸附试

剂盒检出限的 1 000 倍. 该方法利用铂的优秀催化

作用,同时为避免铂容易产生的聚集而影响酶活力,
使铂附着在金纳米棒的表面,增加铂的分散度,增强

酶活力.
如图 4 所示,在该方法中,纳米酶抗原复合物探

针是由“金核铂壳冶纳米棒(Au@ Pt NRs)与麻疹抗

图 4摇 “金核铂壳冶纳米棒与麻疹抗原偶联物的 ELISA 系

统免疫分析过程示意图[51]

Fig. 4 摇 Illustrated process of the immunoassay of Au@ Pt
NR鄄antigen conjugates based ELISA system[51]

摇

原结合形成,96 孔板预先由鼠抗人抗体 IgM 包被,
麻疹抗体 IgM 通过孵育与固相结合,经过洗脱,非特

异性交联的部分被洗脱掉. 纳米酶抗原复合物探针

加入后,探针中的抗原被麻疹抗体捕获,探针被吸附

到固相载体. 洗脱掉未结合成分后,加入过氧化物

酶底物 TMB 和过氧化氢,在纳米酶作用下发生显色

反应,从而使灵敏度提高 3 个数量级.
4郾 5摇 基于纳米酶的适配体探针显色法

人诺如病毒( human Norovirus,NoV)是杯状病

毒科中诺如病毒属的一种病毒,能在全球范围内引

起急性肠胃炎的食源性病原体,食品基质的复杂性

很大程度上影响了病毒检测的效果. 当前,诺如病

毒定量检测的“金标准冶是基于基因扩增技术的方

法,例如逆转录定量聚合酶链反应等,虽然也有一些

其他方法被报道,但是当前检测敏感性最强的是一

种以适配体探针结合诺如病毒的电化学传感器方

法[52],检测鼠诺如病毒(murine Norovirus, MNV)的
检出限 LOD 达到 6 000 MNV / mL,这个值仍然远,远
达不到病毒感染剂量中值 ( 50% infective dose,
ID50)的最低限度.

在实验中,由于 MNV 是一种易于培养的传染

性人诺如病毒的替代物,Weerathunge 等[53] 通过

MNV 模型,建立起适配体 AG3 与金纳米酶相结合

的适配体探针显色法,病毒检出限 LOD 达到 30
viruses / mL,是目前为止检出限的最低值,而且检测

时间只要 10 min.
Weerathunge 等建立的适配传体探针显色法,是

将具 有 过 氧 化 物 酶 活 性 的 金 纳 米 颗 粒 ( gold
nanoparticle, GNP)表面结合 MNV 衣壳蛋白特异性

适配体 AG3,适配体 AG3 的结合使金纳米酶失去酶

活性,金纳米颗粒被钝化. 将这种被钝化的 GNP鄄
AG3 偶联物作为探针,检测待测液中的 MNV,一旦
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有病毒,适配体 AG3 就会与病毒衣壳蛋白特异性结

合并改变 AG3 的构象,适配体 AG3 构象改变后即

从金纳米颗粒表面解离下来,从而恢复了金纳米颗

粒的过氧化物酶活性,在 H2O2 存在下使 TMB 溶液

显蓝色. 对于其他病毒或者蛋白质,适配体 AG3 不

会与之结合,纳米酶就无法恢复活性,因此不发生显

色反应.
该方法利用纳米酶过氧化物酶活性及纳米酶会

因为表面加载蛋白或核酸而降低酶活性的特征,使
用病毒特异性结合适配体作为酶活性的开关,结合

使酶活性丧失,解离使酶活性恢复,同时利用纳米酶

的显色反应特征,建立起灵敏度高且快速简便的诊

断方法.

5摇 结论

对已经发现的纳米酶催化机制进行了梳理和归

纳,综述了近年来基于纳米酶在病毒检测方面的新

技术、新方法. 随着纳米酶、材料科学、分析技术等

领域新研究新成果的不断涌现,极大地促进了实时

快速检测技术的发展,现场检测范围不断扩大,不仅

精准度高、可靠性强,而且快速、简便、经济、高效,非
专业人员也便于操作. 纳米酶有望替代天然酶,不
仅在病毒检测领域,而且在其他生物医学、环境保

护、疾病治疗等各领域发挥越来越重要的作用.
纳米酶的研究同时也面临许多挑战,在病毒检

测领域,需要重点关注以下几个问题:
1) 纳米酶具有天然酶所不具备的可调节性和

可设计性,纳米酶的形貌、尺度、表面修饰状况、组成

成分的比例、反应体系微环境等,都能够影响酶的活

性甚至改变酶的属性,因此设计基于纳米酶的检测

方法时,要充分考虑这些因素,反复摸索适合的条

件,才能构建更加高效的实验方法.
2) 纳米酶缺乏特异性[54],表面修饰虽然能够

提高特异性,但是会影响酶活力,如何设计巧妙的级

联作用,利用好特异性与表面修饰的关系,需要扎实

的生物学理论基础和不断创新思维的结合.
3) 纳米酶具有可塑性和多功能性,因此需要继

续深入研究纳米酶的催化机理,通过对比天然酶的

活性及作用机制,设计合适的纳米酶以适应多领域

的应用需求.
4) 纳米材料易于聚集,具有不稳定性,这也是

纳米酶在应用方面的一个挑战,在应用中往往需要

设计纳米酶与化学惰性强、表面积大的物质形成复

合物,使纳米颗粒不易聚集,充分发挥酶的作用,这

些都是需要考虑的方面.
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