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摘要 比色生物传感技术由于具有灵敏度高、方法简单并且容易操作等优点，已广泛应用于生物环境中污染物检测、生物

体内重要标志物的检测以及癌症筛查等多个领域。基于纳米酶的比色生物传感器主要是借助纳米酶自身所具有的催化能力，

模拟类过氧化物酶活性，将显色剂氧化生成有色溶液，从而实现可视化检测，并通过对有色溶液吸光度的检测得到相关物

质的含量。与无纳米酶的比色生物传感器相比，基于纳米酶的比色生物传感器具有选择性更高、检测更快以及灵敏度更高

等优点。纳米酶在具有天然酶活性的同时还具有成本低、稳定性好的、易于合成等优点，其相关研究越来越广泛。目前，

基于纳米酶的比色生物传感器已成为辅助相关医学检测的重要方法，同时也广泛应用于便携和实时性相关检测当中，为医

学检测提供了重要的支持和保障。为了提高比色生物传感器的灵敏度以及应用范围，研究人员也在致力于增加可检测物质

的种类以及纳米酶种类的多样化等。本文主要介绍基于纳米酶的比色生物传感器的检测原理、几类典型的纳米酶，以及基

于纳米酶的比色生物传感器在生物医学检测领域中的应用情况和研究进展。
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对于疾病进行有效控制和治疗的关键是可以在

早期进行准确的检测。目前医学诊疗手段日益丰

富，但是如计算机断层扫描（CT）等常规检查项

目无法在早期对一些慢性病（如糖尿病、痛风以及

阿尔茨海默病等）进行准确判断。建立快速、灵敏

度高、选择性好的检测方法具有十分重要的意义。

纳米材料和技术的快速发展为生物传感器的研究和

发展提供了很重要的平台和手段，目前已经有多种

生物传感器应用于生物检测，根据生物传感器中的

信号不同可以将其分为电化学生物传感器、热学生

物传感器、压电生物传感器、场效应管生物传感器

和光学生物传感器等。电化学传感器在进行检测

时，对温度十分敏感，所以要进行内部温度补偿，

尽可能保持温度稳定，同时，电化学传感器在使用

寿命内会老化，需要频繁校准；热学传感器在进行

测试时对测量温度的范围有一定的限制，程序也较

为复杂；压电型生物传感器由于传感器的表面与液

体之间的结构会影响最后模型的建立，情况也比较

复杂；场效应管生物传感器在将生物物质与传感器

固化过程中容易引起生物物质失活等问题，同时操

作比较复杂。而作为一种典型的光学传感器——基

于纳米酶的比色生物传感器，与无纳米酶的比色生

物传感器相比，具有制作成本低、操作简单、灵敏

度高以及肉眼可视等特点，所以被越来越多的研究

者所青睐。本文主要综述基于纳米酶的比色生物传

感器的相关原理、纳米酶的分类以及在生物检测方

面的应用和最新进展。
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1　基于纳米酶的比色生物传感器

1.1　基于纳米酶的比色生物传感器的传感机理

比色传感技术主要是以颜色变化为基础，通过

肉眼观察分析物的存在和浓度变化，进行定性的判

断，基于纳米酶的比色传感主要是基于过氧化氢

（H2O2）可以催化某些显色底物发生氧化反应，从

而使显色底物变色，达到可视化检测目的。在没有

纳米酶存在的情况下也可以对H2O2进行检测，但

存在耗时更长、选择性一般等不足，因此，基于纳

米酶构建的比色生物传感器被越来越多的人认可。

比色法主要采用目视法和分光光度计法两种方法。

目视法是直接通过肉眼观察溶液颜色的深浅变化；

分光光度计法是通过对物质的吸光度值变化进行测

定，不仅可以定性地对待测物质进行识别，同时也

可以定量地进行分析检测，在满足快速便捷的同时

还具有较好的准确性。目前检测的显色底物一般为

3,3',5,5'-四甲基联苯胺（TMB），也有其他的显色

底物如 2, 2'-联氮 -双 -3-乙基苯并噻唑啉 -6-磺酸

（ABTS） 或邻苯二胺 （OPD） 等。以显色底物

TMB为例，基于纳米酶的比色生物传感器显色过

程主要是，纳米酶中的活性位点首先吸附 TMB，

给纳米酶表面提供一定的孤电子对，导致纳米酶的

电子密度和迁移率增加，由于此时体系界面上的强

相互作用，活性位点将会得到电子被还原，同时将

电子转移到 H2O2，活性位点在此被氧化，从而加

速了纳米酶与TMB之间的电子转移过程，使检测

时间大大缩短。

1.2　基于纳米酶的比色生物传感器的几种器件构

建形式

目前，比色生物传感器件的构建形式主要有纸

基、便携式试剂盒、琼脂糖试剂条等。

a. 纸基生物检测。首先将沃特曼（Whatman）

滤纸穿孔成大小一致的小圆盘，并以纳米酶作为基

础，将纳米酶载于纸上，以获得一次性高灵敏度的

纸质生物分析仪，然后再通过智能手机应用程序

（如：Color Assist）在RGB模式下监测添加待测物

质后纸质设备上的比色信号，并进行拟合，得到试

纸条颜色与待测物质浓度的函数关系。纸基的检测

方法主要是，先将定性滤纸浸入含有TMB的溶液

中一段时间，在室温下风干后，滴加含有纳米酶和

待检测物质的溶液，观察纸张的颜色变化，再进一

步采用软件进行分析，如 Jin等［1］首先制备了具有

高灵敏性的氢氧化钴（CoOOH）纳米酶，然后应

用于制备纸基纳米酶试纸条，并通过结合智能手机

和软件，成功构建了检测乙酰胆碱酯酶（AChE）

传感器，图1为基于纳米酶纸基法检测H2O2的示意

图。采用纸基生物检测可以实现低成本、快速、便

携检测，为临床应用提供了一种有前景的设计。

b. 便携式水凝胶试剂盒检测。首先制备纳米酶

和TMB的水凝胶装置，然后在加入待检测的物质，

等待一段时间，让待测物质更好的扩散到水凝胶装

置中，采用数码相机记录检测结果，然后再用

Image J软件等进行量化，并对数据进行分析，采

用图像处理的方法得到待测物质浓度与水凝胶颜色

深浅度的线性直方图。便携式水凝胶试剂盒具有操

作简单、选择性好以及成本低等优点，可以满足频

繁的筛查和诊断跟踪需要。

c. 琼脂糖凝胶试剂条检测。首先制备琼脂糖试

剂条，然后将纳米酶和TMB固定于琼脂糖凝胶中，

用于待测物质的比色检测，一段时间后，可以观察

到琼脂糖凝胶试剂条的颜色变化，用 UV-vis 分析

仪进一步分析，得到试剂条吸光度与待测物质浓度

的关系曲线。琼脂糖试剂条灵敏度高［2］，有望对

气体进行检测。

由于具有操作简单、灵敏度高等优点，已经有

越来越多基于比色生物传感器的器件被成功构建，

这为生物检测提供了更多思路的同时，也为现场实

时检测提供了有力的支持。但是当需要对体内的血

液、尿液或其他体液进行检测时，则要保证纳米酶

可以与生物物质很好地兼容，所以对于纳米酶生物

相容性的要求也大大提高。

1.3　纳米酶的特点及分类

纳米酶是一类具有类似于天然酶活性的纳米材

料，既具有接近天然酶的催化活性，又具有性质稳

定、成本低、易于合成等优点，所以纳米酶在生物

检测领域具有广泛的应用前景。近年来，越来越多

的研究者发现，多种纳米材料均具有天然酶活性，

可以表现出模拟过氧化物酶活性，并将具有过氧化

酶活性的纳米酶应用于比色生物传感器的制备，目

前基于纳米酶的比色传感器为人们的生活以及医疗

方面提供了越来越多的便捷。对基于纳米酶的比色

生物传感器而言，纳米酶的模拟过氧化物酶活性对

传感器的灵敏度等性能至关重要。根据核心材料分

类，纳米酶大致可分为贵金属基纳米酶、石墨烯基

纳米酶、过渡金属基纳米酶等。



·1640· 2023；50（7）生物化学与生物物理进展  Prog. Biochem. Biophys.

1.3.1　基于贵金属纳米酶的比色生物传感器

贵金属纳米材料由于具有独特的物理及化学性

质、较好的活性位点以及局域表面等离子体共振特

性，在一些领域得到较好的应用［3-6］。目前，已发

现一些贵金属具有很好的模拟酶的催化活性，如

金、银、铂等。Xu等［7］用不同浓度的Cu2+离子对

金纳米棒进行诱导发现，不同Cu2+离子会诱导金纳

米棒（Au NRs）出现不同的高指数晶面，加速了

活性电子从纳米酶转移到H2O2的过程，从而表现

出较好的过氧化物酶活性，在此基础上对维生素饮

料中的抗坏血酸进行了检测（图 2），检测限可以

达到 25 μmol/L，为检测抗氧化分子提供了一个新

的平台。与此同时，近年来对于金属 Pt的报道也

越来越多，由于Pt具有类辣根过氧化物酶的特性，

Fig. 2　TEM images of Au NRs under different copper ion concentrations and the mechanism of ascorbic acid detection［7］

图2　不同铜离子浓度下Au NRs的透射电子显微镜（TEM）照片以及检测抗坏血酸机制［7］

（a-d）Cu2+浓度为0 μmol/L（a）、0.2 μmol/L（b）、0.4 μmol/L（c）、1 μmol/L（d）；（e-h）Cu2+浓度分别为0 μmol/L（e）、0.2 μmol/L（f）、

0.4 μmol/L（g）、1 μmol/L（h）；（i）不同铜离子浓度Au NRs检测抚血酸的机制图。

Fig. 1　Schematic diagram of detecting H2O2 based on nanozyme paper-based method
图1　基于纳米酶纸基法检测H2O2的示意图
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也被越来越广泛地应用，Li等［8］研究基于BSA对

金属Pt进行包覆得到BSA-Pt纳米酶，其中Pt （0）

参与底物与H2O2的释放过程，从而显示出较好的

类辣根过氧化物酶活性，而Hg2+离子可以通过与Pt

间的亲金属相互作用调节其过氧化物酶活性，从而

达到比色的效果。综上，贵金属纳米酶可以很好地

应用于比色生物传感器的构建，进而很好地应用于

相关生物分析检测和医学检验当中，本文也列出基

于贵金属纳米酶的比色生物传感器的检测物质以及

灵敏度（表1）。

1.3.2　基于石墨烯基纳米酶的比色生物传感器

近年来，碳纳米材料因具有多种良好的物理性

质而被广泛地利用［13-17］。作为碳材料中最具代表性

的材料之一，石墨烯是一种碳原子以 sp2杂化形成

的，其中碳原子紧密堆积形成具有二维蜂窝状结构

的材料，石墨烯每一个晶格内的σ键都十分稳定，

同时都贡献 p轨道上一个电子形成大 π键，由于 π

电子可以自由运动，所以石墨烯具有良好的导

电性［18］。

石墨烯的重要衍生物之一是氧化石墨烯和还原

氧化石墨烯。氧化石墨烯的表面含有较多的含氧官

能团（如：羟基、羧基和环氧基等），因此氧化石

墨烯具有更好的水溶性，也更易与其他分子偶联，

尤其是单层的氧化石墨烯，具有更大的比表面积以

及π电子结构，其他分子可以更加容易地通过非共

价的形式结合在其表面［19］。Li等［20］采用简单的铁

自催化过程，在室温下成功合成还原石墨烯

（RGO）-铁纳米颗粒（INs），原位形成的氧化壳可

以有效引导铁的循环，同时产生具有高活性的羟基

自由基（•OH），从而表现出良好的过氧化物酶活

性（图 3），基于此建立了基于该纳米酶的比色生

物传感器，成功采用比色法对过氧化氢和葡萄糖进

行检测。碳基纳米材料由于具有良好的导电性、水

溶性和生物相容性，被越来越多的研究者应用于比

色传感的分析检测中，本文也列出基于石墨烯纳米

酶 的 比 色 生 物 传 感 器 的 检 测 物 质 以 及 灵 敏

度（表2）。

1.3.3　基于过渡金属纳米酶的比色生物传感器

过渡金属通常是指由元素周期表的 d 区域中

（如Mn、Fe、Ni、Cu、Zn、Mo等）的金属元素组

Table 1　Colorimetric biosensor based on noble metal nanozyme was used for colorimetric detection
表1　基于贵金属纳米酶比色生物传感器用于比色检测

材料

Au/Cu NRs

Au-Ag/L-Cys-rGO

Au QDs

Pd@Au

GQDs-Au NPs

检测物质

抗生素

Cr（VI）离子

硫氰酸盐（SCN-）
H2O2

葡萄糖

SCN-

灵敏度

25 μmol/L

26.39 μmol/L

8 nmol/L

2.78 μmol/L

9.28 μmol/L

3 nmol/L

参考文献

［7］

［9］

［10］

［11］

［12］

Fig. 3　Characterization and synthesis of RGO-Ins
图3　RGO-Ins表征及合成示意图

（a） RGO-INs 扫描电子显微镜（SEM）照片；（b） RGO-INs TEM

照片；（c） RGO-INs高分辨透射电子显微镜 （HRTEM） 照片； 

（d）RGO-INs合成示意图［20］。

Table 2　Colorimetric biosensor based on graphene 
nanozyme is used for colorimetric detection

表2　基于石墨烯纳米酶比色生物传感器用于比色检测

材料

Cu-frGO

Por/CoO/GO

RuO2/rGO

Cu-rGO

CuFe2O4/rGO

检测物质

Cr（VI）

H2O2

多巴胺

（dopamine，DA）

葡萄糖

葡萄糖

Cr3+

灵敏度

67.13 nmol/L

0.294 2 mmol/L

0.139 1 μmol/L

3.34 μmol/L

10 μmol/L

35 nmol/L

参考文献

［21］

［22］

［23］

［24］

［25］
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成的单质，且这些金属都有很强的电化学特性和促

进电子转移性质。过渡金属纳米材料具有极好的导

电性、光学、化学稳定性，拥有大量的活性催化位

点，其晶体结构可调，带隙与材料厚度息息相关。

上述优势激发起愈来愈多研究者对过渡金属纳米材

料的研究和关注［26-31］。过渡金属材料一定的修饰

后会表现出其他材料无法比拟的物理特性［32］，同

时也凭借着较大的比表面积以及良好的导电性成为

了可以检测化学物质或者生物物质的新型材料。

二硫化钼（MoS2）是一种典型的过渡金属硫

化物，具有二维层状结构，因其较大的比表面积以

及较高的载流子迁移率等优点，被研究者们称为

“无机石墨烯”。MoS2合成方法也较多，主要有化

学气相沉积法［33］、水热法［34］、溶剂热法［35］以及

剥离法［36］等，所以受到越来越多研究者们的关

注。本课题组采用化学气相沉积法制备了MoS2薄

膜，然后将金纳米阵列与单层的 MoS2进行复合，

用于水产品抗菌药物残留的检测，在此基础上，成

功实现了对虾体内的抗菌药物残留的检测［37］。同

时我们还对单层、双层二硫化钼的超快动力学特性

进行了研究［38］。

Lin等［39］首次发现，MoS2纳米片具有固有的

类过氧化物酶活性，可以催化H2O2氧化TMB，产

生蓝色的氧化物，在此基础上建立了一种具有较高

灵敏度可以对血清中葡萄糖进行检测的方法，同时

也构建了琼脂糖水凝胶试剂盒，可以更加简单、廉

价、便携地对血清中的葡萄糖进行检测。研究表

明，MoS2纳米粒子的过氧化物酶活性与其表面所

带的电荷息息相关，检测示意图如图4所示［40-41］。

很多研究者对其进行了一定的表面修饰以获得较高

的灵敏度。MoS2因比表面积大、电子迁移率高等

优点被很好地应用于比色分析中。单纯裸露的

MoS2不溶于水，所以通常要对其表面进行修饰或

与其他材料复合以增强其稳定性和分散性。MoS2

催化活性往往受其层数、厚度和形状等的影响，目

前对其如何调控还需要进一步的研究。此外，研究

表明，还有一些过渡金属硫化物也具有良好的类酶

特性，如二硫化钨 （WS2）、硫化钴 （CoS） 等。

Lin等［42］首次发现，WS2具有过氧化物酶活性，可

以对葡萄糖采用比色法进行检测和分析；Das课题

组［43］基于CoS/还原石墨烯的复合材料较好的纳米

酶特性，研制了一种简单的比色法对 Hg2+进行分

析。对于过渡金属硫族化合物的研究越来越广泛，

也成功地应用于比色生物传感领域，这为相关医学

检测的应用提供了有力帮助，本文也列出基于过渡

金属纳米酶的比色生物传感器的检测物质以及灵敏

度（表3）。

目前已经有越来越多的材料被发现可以作为纳

米酶，纳米酶的出现不仅弥补了天然酶的稳定性差

等不足，也大大推进了在生物医学检测方面的进步

和应用，让疾病的早期干预和治疗变成可能，同时

也为人们的生活提供了更多的保障。

Fig. 4　Preparation process of SDS-MoS2 NPs and 
schematic diagram of detecting H2O2 and glucose［40］

图4　SDS-MoS2 NPs的制备过程以及检测H2O2和葡萄糖

示意图［40］

Table 3　Colorimetric biosensors based on transition metal nanoenzymes are used for colorimetric detection
表3　基于过渡金属纳米酶比色生物传感器用于比色检测

材料

ZnO-g-C3N4/MoS2

WS2

MoS2@CoFe2O4

MoS2-CPBNPs

MoS2 NSs

检测物质

Hg（II）

葡萄糖

半胱氨酸

谷胱甘肽

多巴胺（DA）

葡萄糖

灵敏度

1.9 nmol/L

0.144 5 nmol/L

0.10 μmol/L

0.21 μmol/L

0.09 μmol/L

2.1 μmol/L

参考文献

［44］

［45］

［46］

［47］

［48］
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2　基于纳米酶的比色生物传感器在生物医

学检测中的应用

与天然酶相比，纳米酶具有性质稳定、成本

低、易于合成同时可以将一些信号放大等优点。基

于纳米酶的比色生物传感器具有较高的灵敏度和较

低的成本，因此，在生物环境检测、生物体内相关

标志物检测和癌症早期筛查等有方面有着较好的应

用前景。

2.1　生物环境检测应用

生物环境与人们的生产生活等方面息息相关，

尤其在食品安全方面的相关检测需要更加准确且便

捷。其中常见的检测物质是 H2O2，H2O2经常作为

稳定剂、防腐剂、漂白剂或于消毒剂来使用，尤其

是牛奶等相关饮品的处理和包装当中，残留的

H2O2可能对人体造成一定的危害，所以对于食品中

H2O2的检测具有重要意义。Fu等［49］通过简单的溶

剂热方法制备了MIL-88B-Fe-MOF纳米酶，证明其

具有良好的酶活性，并建立基于该纳米酶的比色传

感平台。该传感平台在 10~100 μmol/L范围内表现

出较高的灵敏度，其用于牛奶和啤酒样品中 H2O2

的可行性得到了初步验证。上述工作体现了纳米酶

在食品分析检测中的巨大潜力。与大尺寸的Fe基

纳米酶相比，超小型的量子点水溶性可以大大提

高，同时也增强了其与底物之间的亲和能力。2022

年，Li等［50］通过实验发现，采用两步水热法制备

的超小型Fe3O4量子点，比Fe3O4纳米颗粒具有更高

的酶活性，并用海藻酸钠（SA）将所制备的量子

点包覆，不仅提高了量子点的水溶性同时也显著增

强了其酶活性。酶活性的显著提高可能归因于SA

基质的引入可以很好地增强纳米酶与TMB之间的

亲和力。此外，利用 SA 的强成膜功能，他们将

TMB涂覆在阵列毛细管上，开发并建立了一种阵

列毛细管的快速比色分析方法，其浓度检测范围可

以达到 10~400 μmol/L，这种便携式比色传感装置

可以提高现场评估能力，同时也有望应用于食品安

全的检测中。与单纯的纳米颗粒相比，具有三维结

构的纳米酶由于其具有更高的比表面积进而会增加

与底物之间的接触面积，从而对催化活性有一定的

提高。本课题组制备了具有独特三维结构的 ZIF-

67/rGO 纳米酶，并制作了基于该纳米酶的生物传

感平台（图 5），实现了对H2O2的灵敏检测（检测

限低至 3.81 μmol/L），同时也通过对牛奶样品中

H2O2的检测，证明了其作为比色生物传感器具有很

大的适用性，为一些实际应用检测提供了很大的帮

助［51］。抗氧化剂在食物系统中的综合活性是生物

或食物环境等分析中必不可少的参数之一，选择具

有较强抗氧化能力的食物可以在一定程度上减少致

病的风险，延长寿命［52］。Liang等［53］从墨鱼汁中

提取天然黑色素纳米颗粒作为载体并以Fe3+进行功

能化，得到具有较高稳定性和活性的 Fe-NMPs 纳

米酶，用于生物环境中抗坏血酸（AA）的检测，

检 测 范 围 为 5~250 μmol/L， 最 低 检 出 限 达 到        

12.61 μmol/L，测试结果与饮料和水果中结果相似，

验证了该纳米酶进行实际抗氧化能力检测的可行

性［53］。谷胱甘肽（GSH）作为一种天然多肽存在

于稳定的细胞环境中，维持着正常生物体的免疫系

统功能，血浆中GSH异常会导致衰老、心血管疾

病等［54］，Li等［55］首先制备了WS2材料，将其应用

于GSH检测，在100 pmol/L~10 nmol/L范围内均表

现出良好的线性关系，这也为食品以及细胞环境

GSH的测定提供了有力的帮助和支持。

2.2　生物标志物检测应用

疾病的发生一般会引起体内某种标志物的特征

性指标发生变化，从而可以通过测定特定的生物标

志物以获得生物体所处状态。本文将对乙酰胆碱、

胆固醇、葡萄糖等生物体内重要标志物的检测及相

关的检测原理进行总结，同时也为其他相关标志物

Fig. 5　Schematic of the colorimetric detection of H2O2 
using daisy-like ZIF-67/rGO nanozyme biosensor 

platform［51］

图5　基于ZIF-67/rGO生物传感平台比色检测H2O2示意图［51］
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的检测和应用提供一定的思路和方向。

2.2.1　乙酰胆碱的检测

乙酰胆碱（ACh）在生物体内发挥着不可或缺

的作用。作为重要的神经递质，ACh 在生物体内

的神经信号传递中发挥重要作用，其紊乱与一些神

经系统疾病，如阿尔茨海默病、帕金森病［56］等，

密切相关。准确地测定生物体内ACh含量对于临

床诊断相关疾病具有十分重要的意义。ACh 的检

测原理是，首先AChE降解ACh后生成胆碱，在溶

解氧的存在下，胆碱氧化生成甜菜碱和 H2O2，

H2O2在纳米酶的催化下，可以将一些显色底物进

行氧化，生成肉眼可见的有色物质。

Ni 等［57］采用 Ag ［I］ 离子-TMB 通过比色法

对AChE及其抑制剂进行检测。实验表明，该方法

具有较高的灵敏度，检测限可以达到4.3 nU/L。该

系统也可以应用于AChE抑制剂的检测。该系统检

测方法简单，灵敏度较高，具有较好的应用前景。

2019年，Lu课题组［1］设计了一种基于胆碱氧化酶/

氧化钴（CHO/CoOOH）的新型比色传感器，用于

AChE的灵敏检测，并将其制备成试纸条，可以目

视和定性地检测 AChE，同时使用智能手机和

Image J 软件实现对 AChE 的定量检测。该组也开

发了一种新的基于蛋白质-无机杂交纳米花作为人

工过氧化物酶的比色传感器（图6）该传感器主要

包括一个测试工具和一个智能手机阅读器，可以较

为准确地测定人体血清中的ACh。Lu课题组利用

该平台制备了用于ACh快速定性监测的便携式琼

脂糖凝胶试剂盒，结合手机 Image J程序，将检测

试剂的图像信息转化为色相参数，为检测ACh提

供了直接的定量工具［58］。Lu课题组方案的提出不

仅为检测溶液中的ACh提出了新的想法，也为检

测方法的实际应用提供了更多的便利。通过将纸基

和琼脂糖等器件与智能手机有机结合，成功构建了

AChE 监测传感器，为临床应用提供了新的设计

方案。

2.2.2　胆固醇的检测

胆固醇的测定对于多种临床疾病（如：低蛋白

症、贫血、败血症、营养不良、高血压、冠心病、

动脉硬化以及心肌梗死等）的诊断以及预防具有重

要意义［59］。建立一种简单方便、经济实惠的胆固

醇准确检测方法十分重要。胆固醇［60］在胆固醇氧

化酶存在的情况下，可以产生胆甾烯酮和 H2O2，

进而H2O2将显色底物氧化，从而达到比色法检测

的目的。

Hong等［61］通过耦合具有过氧化物酶活性的聚

吡 咯 纳 米 粒 子 （PPy NPs） 和 胆 固 醇 氧 化 酶

（ChOx），构建了一种简单、方便的利用比色法对

胆固醇进行检测的方法，其线性范围为 10~       

100 μm，检测限为 3.5 μm。他们利用该体系设计

了一种简易的检测试剂盒，实现了对人体血清中胆

固醇可视化检测，为临床诊断以及健康管理提供了

有力的帮助。目前，有越来越多的检测方案采用有

机分子对无机纳米材料进行一定的修饰，以获得更

好的催化活性，从而对生物分子进行更灵敏的检

测。Liu 课题组［62］用 5,10,15,20-四（4-羧基苯基）

卟啉功能化 NiS2纳米颗粒，然后将其锚定在石墨

烯（Por-NiS2/GO）表面。卟啉分子和二维石墨烯

的引入极大增强了Por-NiS2/GO的过氧化物酶活性。

由此，他们构建了基于Por-NiS2/GO纳米酶的快速、

灵敏且具有选择性的比色生物传感平台（图 7），

通过对血清样本中胆固醇的检测验证了其有效性。

该组还采用简单有效的溶剂热方法制备了 5,10,15,

20-四（4-羧基苯基）卟啉功能化NiCo2S4蛋黄壳纳

米球（Por-NiCo2S4），证明与纯NiCo2S4纳米颗粒相

比，Por-NiCo2S4具有更加明显的催化活性，并结

合胆固醇氧化酶（Chox）建立基于 Por-NiCo2S4的

比色生物传感平台，该平台可在0.1~9.0 mmol/L范

围内进行检测，检测限低至19.36 μmol/L。该纳米

酶也成功用于测定人体血清中的胆固醇水平［63］。

将无机纳米材料与有机分子进行复合可以在一定程

度上增强其过氧化酶活性，有机分子的引入也可以

在一定程度上增强其水溶性，避免了部分纳米酶水

溶性不好的问题，为纳米酶的进一步发展和应用于

更多生物分子的检测提供了思路和可能。

2.2.3　葡萄糖的检测

葡萄糖在细胞新陈代谢中发挥重要作用，是生

物体的重要能量来源，对于维持人体正常的生理功

能具有重要意义。越来越多的研究者也致力于葡萄

糖检测研究。通常检测葡萄糖的机理如下，由于葡

萄糖氧化酶（GOx）存在时，可以将葡萄糖氧化为

葡萄糖酸，同时产生 H2O2，然后再对显色底物

TMB进行氧化，得到不同葡萄糖浓度与吸光度之

间的线性关系［64］。2018年，Vinita等［65］在二硫化

钼上修饰金纳米粒子简单合成了AuNPs@MoS2-QD，

构成了一个比色法检测平台，该平台在室温下性能

稳定，可以对葡萄糖进行灵敏和选择性分析。

Wang等［66］通过在还原氧化石墨烯（rGO）上修饰

MoS2纳米花和V2O5纳米颗粒得到一种新的纳米酶
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（3D V2O5-MoS2/rGO），并证明其具有过氧化物酶活

性，可以对人体血样和尿液中的葡萄糖可以灵敏检

测。三维纳米酶的制备在一定程度上更好地提供了

催化位点，与 rGO 的复合也更大程度上解决了

MoS2的水溶性差的问题，进一步提高了纳米酶的

催化活性。越来越多的纳米酶采用绿色合成的方

法，在保证无污染、催化活性高的同时也更好地增

加了其生物相容性。2021年，Alle等［67］采用新型

Fig. 6　Determination of acetylcholine in serum and its absorption spectrum by protein-inorganic hybrid nanoflowers
图6　蛋白质-无机杂交纳米花检测血清中乙酰胆碱及吸收光谱

（a）蛋白质-无机杂交纳米花检测血清中乙酰胆碱示意图。（b）反应溶液的UV-vis吸收曲线。a：空白对照，b：纳米花，c：H2O2，d：纳米

花+H2O2，插图为对应的颜色变化。（c）不同物质在纳米花/TMB体系中的紫外-可见吸收光谱［58］。

Fig. 7　Schematic illustration of the fabrication procedure of Por-NiS2/GO and the process of detecting cholesterol［62］

图7　Por-NiS2/GO纳米酶的制备和检测胆固醇过程的示意图［62］
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微波绿色原位合成阳离子纳米纤维 （C. CNF）      

负 载 金 纳 米粒子 （AuNPs） 的方法，合成了

（AuNPs@C.CNF）纳米酶薄膜，并建立基于此的比

色生物传感平台，此平台具有灵敏、快速、操作简

单和可回收等优点，在生物医学、生物检测等相关

领域具有十分广阔的前景。

2.3　癌症诊断应用

21 世纪，癌症已严重地影响了人类健康，目

前对于癌症的诊断、筛查手段主要有CT和核磁共

振检查等，但是无论哪种检测方法对于身体都是有

一定的伤害。有报道指出，癌细胞内H2O2的含量

明显高于人体正常细胞内H2O2的含量［68］，可以通

过对H2O2的含量检测实现对癌症的诊断做到早期

干预和治疗。Zhang等［69］通过将多孔铂纳米粒子

原位生长在氧化石墨烯的表面获得了具有较强过氧

化物酶活性的纳米酶，成功对乳腺癌细胞（MCF-7）

中的H2O2进行比色检测。2021年，Lian等［70］通过

调节聚乙烯吡咯烷酮（PVP）和十六烷基三甲基溴

化铵（CTAB）作为不同的模板剂，设计了一种双

金属硫化物 NiCo2S4 （PVP） 和 NiCo2S4 （CTAB）

纳米材料，并证明NiCo2S4 （PVP） NP表现出优异

的过氧化物酶活性和高特异性。NiCo2S4 （PVP）

NP具有优异的催化活性的主要可能归因于其具有

较高的 Ni/Co 比，而较高的特异性则归因于 TMB

的阳离子与NiCo2S4 （PVP） NP阴离子之间的强静

电驱动协同作用，在较强的静电驱动作用下进行检

测可以在一定程度上增强其特异性。双金属硫化物

的构建也使NiCo2S4 （PVP） NP稳定性在一定程度

上有所增强。以NiCo2S4 （PVP） NP基纳米酶模拟

物作为传感平台，可以实现对H2O2的高灵敏、高

选择检测，在具有良好的生物相容性的同时生物毒

性较低，可以检测人乳腺癌 （MDA-MB-231） 细

胞中产生的 H2O2，这为建立高特异性纳米酶提供

了新的方向和思路。

2.4　病毒、重金属检测应用

纳米酶还可用于对病毒、重金属离子等的检

测。Khoris等［71］通过采用自组装的方法制备了蛋

白质-无机铜纳米花作为纳米酶，并通过自组装和

纳米共沉淀制备了TMB-NP包覆PLGA纳米囊泡作

为信号放大源，该方法用于高选择和高灵敏度地检

测流感病毒（IV） /A，在缓冲液和血清中的检出限

分别低至32.37 pg/L和54.97 pg/L，该方法还可检测

到临床分离的严重急性呼吸综合征冠状病毒 2

（SARS-CoV-2） IV/A/H3N2和刺突蛋白，检出限分

别为17 pfu/ml和143 fg/L，实现了较高灵敏度的检

测。Khoris等的方法为各种呼吸道感染病毒的检测

提供了一个可靠、易于适应且高灵敏的检测平台。

Buyuksunetci 等［72］合成了具有磁性的 γFe2O3纳米

酶，并通过比色法检测了SARS-CoV-2，同时也将

其应用于实际样品检测，得到的结果与聚合酶链式

反应（PCR）检测法一致，同时该方法也可以很好

地应用于新冠病毒α型的变异检测，该检测系统为

新型冠状病毒感染（COVID-19）疑似病例的诊断

和筛查提供了强有力的支持和保障。如今，公众越

来越注重健康和环保，所以快速、高灵敏度和高选

择性地对水中有毒物质进行检测也具有重要意义。

Zhang 等［73］ 通过化学键合成了 rGO/PEI/Au 纳米

酶，当溶液中存在微量Cr6+离子时，在纳米酶的催

化下，可以触发TMB与H2O2的反应，从而产生视

觉上的变化，实现可视化检测，检测限低至      

2.14 nmol/L；Borthakur等［74］采用溶剂热的方法合

成了 CuS/prGO 和 NiS/p-rGO 纳米酶，当 H2O2存在

时，纳米酶可以催化其氧化TMB，而Hg （II）存

在时可以抑制纳米酶的氧化，阻断催化活性位点，

降低催化效率，从而达到可视化检测的目的，合成

的 CuS/prGO 和 NiS/p-rGO 纳米酶对 Hg （II） 的灵

敏度可达13.05 nmol/L和48.73 nmol/L。

3　总结与展望

本文主要对常见几种标志物——乙酰胆碱、胆

固醇和葡萄糖的检测进展和检测原理以及癌症的早

期筛查和诊断进行了相关综述和介绍，同时也对其

他方面如病毒和重金属离子的相关检测进行了介绍

和分析，这将为生物体内其他标志物的检测以及医

学上检测和早期诊断提供了有力支持和保障。

目前基于纳米酶在生物传感领域研究与应用的

综述很多，但是都仅给出了基于纳米酶在传感领域

的相关检测应用和一些纳米酶的进展，并未全面给

出基于纳米酶的比色生物传感器的相关检测机理，

本文综述了纳米酶的相关典型分类以及对生物物质

的检测原理和相关机理，同时也对目前基于纳米酶

的比色生物传感器总结出以下问题并进行展望。

3.1　现存问题

作为天然酶替代物的纳米酶与底物的特异性关

系尚未很好地解决；目前存在的纳米酶的反应类型

对于所有酶反应来说还不够全面；纳米酶的生物毒
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性以及生物相容性还有待进一步探索。

3.2　展望

        可以通过引入一些配体（如适配体或分子聚合

物等），采用底物结合特异性较高的材料进行复合，

扩大可适用的催化条件等以提高纳米酶与底物的特

异性关系。目前纳米酶的反应类型主要有氧化还

原、水解等，未来需要对于不同纳米酶种类的反应

进行分类研究，进一步增加纳米酶的类酶种类，以

适应更多的酶反应。由于纳米酶在未来是面向生物

检测，所以在提高纳米酶的酶活性的同时也要考虑

其生物相容性、生物毒性，以及是否会对环境造成

污染，也可以对纳米酶进行适当的表面修饰，争取

研制出绿色、环保的纳米酶以更好地应用于生物医

学检测。
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Application of Colorimetric Biosensor Based on Nanozyme 
in Biomedical Detection*

YUAN Lin, LU Dong-Xiao**, LI Jin-Hua**

(Nanophotonics and Biophotonics Key Laboratory of Jilin Province, College of Physics, Changchun University of Science and Technology, 

Changchun 130022, China)

Abstract　 Because of its advantages of high sensitivity, simple method and easy operation, colorimetric 

biosensing technology has been widely used in many fields such as the detection of pollutants in the biological 

environment, the detection of important markers in the organism and cancer screening. The colorimetric biosensor 

based on nanozymes mainly uses the catalytic ability of nanozymes to simulate peroxidase-like activities, oxidize 

the chromogenic agent to form a colored solution, so as to realize visual detection, and obtain the content of 

related substances through the detection of its absorbance. Compared with colorimetric biosensors without 

nanozymes, colorimetric biosensors based on nanozymes have the advantages of higher selectivity, faster 

detection and higher sensitivity. Nanozymes, on the other hand, are more and more widely studied for their 

natural enzyme activity while also having the advantages of low cost, good stability, and easy synthesis. At 

present, colorimetric biosensors based on nanozymes have become an important method to assist related medical 

detection, and are also widely used in portable and real-time related detection, providing important support and 

guarantee for medical detection. In order to improve the sensitivity and application range of colorimetric 

biosensors, researchers are also working on increasing the variety of substances to be detected and diversifying 

the types of nanozymes. This paper mainly introduces the detection principle of nanozyme-based colorimetric 

biosensors, several typical used nanozymes, and the application and research progress of nanozyme-based 

colorimetric biosensors in the field of biomedical detection.
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