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摘要 乳酸（C3H6O3），又名2-羟基丙酸、丙醇酸，属于羟基酸的一种。乳酸在食品工业、临床医学、生物技术等行业具有

极其重要的意义，因此如何高通量检测不同样品中的乳酸成为目前业界研究的重点。传统乳酸检测方法操作繁琐、费时费

力或需要昂贵的检测设备，乳酸生物传感器可以克服这些限制，不需要样品制备，能够快速、简便、可靠地定量测定食品

或血浆中的乳酸，具有广阔的应用前景。乳酸酶电极生物传感器主要有两种类型——基于L-乳酸氧化酶（L-LOD）和L-乳

酸脱氢酶（L-LDH）的乳酸生物传感器。本文综述了L-LOD和L-LDH结构特征、来源及催化机理，讨论了改善基于酶电极

的乳酸传感器性能的3种策略（电极材料改造策略、酶固定化策略、酶分子工程改造策略），还根据用于制造乳酸生物传感

器的不同载体包括膜、透明凝胶基质、水凝胶载体、纳米颗粒等对乳酸生物传感器进行了归类分析，最后本文将目前商品

化应用的酶电极乳酸生物传感器特点进行了对比总结讨论，阐述了乳酸生物传感器的未来应用方向，并对未来发展前景进

行了展望。
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乳酸是葡萄糖在组织中厌氧分解的最终产

物［1］，也是细胞、组织和生物体液中缺氧的标

志［2］。作为评估患者健康状况和疾病研究的关键

参数，乳酸浓度已被广泛用于临床诊断中，用于评

估患者的健康状况和疾病研究，并用于外科［3-4］、

运动医学［5］、休克/创伤［6］和食品工业［7-8］的持续

监测（图1）。

乳酸监测对于诊断和评估与乳酸酸中毒相关的

健康问题以及在缺氧情况下（体内乳酸水平超过可

接受的值）的健康问题至关重要。乳酸盐是厌氧代

谢途径的关键代谢产物，当组织的能量需求不能通

过有氧呼吸来满足时，厌氧代谢会使乳酸浓度增

加。如果肝脏和肾脏没有足够的清除，乳酸的积累

浓度会导致乳酸酸中毒［9］。研究表明，早期乳酸

清除可以改善严重脓毒症和脓毒症休克的治疗结

果，这可能会降低脓毒症相关的死亡率［10］。因此，

患者的血乳酸水平可作为疾病严重程度的警报信

号，也可用于改善广泛疾病的诊断和治疗。此外，

D-乳酸的测定在牙科中具有实际意义，因为菌斑

沉积物中细菌产生的乳酸在龋齿的形成中起着重要

作用［11］。

在运动医学中，乳酸检测也具有重要意义，特

别是在体育运动中测定体能。运动过程中血液乳酸

水平被用作运动训练状态和健康状况的指标，因为

血液乳酸水平升高会导致血液 pH值降低，最终导

致疲劳［12］。

乳酸浓度的测量不仅在医学上很重要，很多食

品和相关产品都含有乳酸。乳制品行业也进行乳酸

和丙酮酸的测定，以控制乳酸发酵的流程，并评估

精制产品的质量［13-14］。细菌合成D-乳酸，而真核

生物合成L-乳酸，这可以区分产品中发生的发酵

过程；同时，D-乳酸是包装肉类、鱼和果汁细菌

污染的指示物［15］。在葡萄酒行业，乳酸水平可以

∗ 国家重点研发计划（2021YFB3201200，2021YFB3201203），国

家自然科学基金（32101222）和齐鲁工业大学科教产融合试点工

程培优项目（2022PY067）资助。

∗∗ 通讯联系人。

Tel： 15264110812， E-mail： 15264110812@163.com

收稿日期： 2022-05-12， 接受日期： 2022-07-04



·530· 2023；50（3）生物化学与生物物理进展  Prog. Biochem. Biophys.

评估苹果酸-乳酸发酵过程。在生物技术产业，乳

酸含量可以评估工业发酵进程，检测细胞培养

程度。

如上所述，乳酸作为一种代谢产物，由于检测

和测量其在各种介质中存在的重要性，已经引起了

许多行业的极大兴趣。目前已有多种常规方法用于

乳酸的检测和定量，常用的方法包括比色法［16-18］、

分光光度法［19］、荧光法［20］、高效液相色谱法［21-22］

和液相色谱-质谱法［23］。由于传统分析方法价格昂

贵，样品前处理复杂（样品提取、稀释），因此不

能在基本的实验室现场实施。

而酶电极生物传感器是一种以酶分子为识别元

件，以电化学电极为信号转换元件，通过信号转换

器将对目标物浓度的检测转换为可测量的电势、电

流或电导率信号的小型化定性或定量分析设备［24］。

具有简单、便携、直接和实时的优点，最少或不需

要样品制备。酶电极生物传感器还具有响应快、特

异性高、成本低和操作方便的优点［25］，可以克服

传统技术的局限性，在乳酸检测方面有广阔的应用

前景［26］。

本文简要介绍了用于乳酸酶电极生物传感器制

造的主要酶分子 L-乳酸氧化酶（LOD）和 L-乳酸

脱氢酶 （LDH） 的结构特征、来源及催化机理，

讨论了电极材料改造策略、酶固定化策略以及酶分

子工程改造策略对改善基于酶电极的乳酸传感器性

能开展的相关研究，归类分析了基于不同载体的包

括膜、透明凝胶基质、水凝胶载体、纳米颗粒的乳

酸生物传感器，并对商品化应用的酶电极乳酸生物

传感器特点进行了对比总结分析，阐述了乳酸生物

传感器的未来应用方向，以期为 L-乳酸生物传感

器升级换代提供理论基础。

1　酶电极乳酸传感器检测原理

电化学生物传感器［27］是基于电化学分析方法

发展的一种新型检测技术，以电极作为转换元件和

固定载体，将生物敏感物质（酶、抗原、抗体、核

酸等）或者生物（微生物）本身作为敏感元件固定

在电极上，通过生物分子之间的特异性识别作用，

将目的分子与其反应信号转化成电信号，反应过程

中产生的电信号响应值与特定样品中该物质的浓度

成正相关，从而实现对目的分析物的定性或定量

检测［28-29］。

酶电极传感器是由固定化酶与电流型电极或电

位型电极组合而成的生物传感器［30］，电流型（安

培法）是一种特殊的电化学技术，它利用了某些电

Fig. 1　Application of L-lactic acid detection in food science，biotechnology and medical fields［26］

图1　L-乳酸检测在食品科学、生物技术和医疗领域的应用［26］
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活性物质在恒定外加电位驱动的惰性金属电极上被

氧化或还原（氧化还原反应）的原理［31］，当在工

作电极和参比电极之间施加恒定电位时，在电活性

物质存在的情况下，由氧化还原反应产生的电化学

生物传感器的电流响应与被测分析物（乳酸等）的

浓度线性相关。例如，使用饱和的银/氯化银作为

参比电极，通过固定化酶控制工作电极上的电位，

使工作电极上的电位随着工作电极和对电极之间的

电流流动而保持稳定和可重复的电位［32］。与电导

式和电位式生物传感器相比，电流型酶生物传感器

具有更灵敏、快速、廉价和一次性的优点［33］，因

此成为研究的热点。

在电化学传感中，广泛使用两电极或三电极传

感平台［34］检测分析物（图2），其中参比电极（通

常由Ag/AgCl制成）置于工作电极附近，用于提供

稳定和可重复的电位，与工作电极电位进行比较，

工作电极用作换能器，表面会发生电子转移，对电

极与工作电极组成电流回路。

传感器由分子识别系统和物理化学传感器组

成。识别系统与未知分析物发生反应，而传感器将

化学反应所引起的变化转化为电信号。图2展示了

一个标准的三电极电化学反应系统，使用所制备的

酶分子修饰的商用玻碳电极（GCE）作为工作电

极，铂丝和银/氯化银电极分别用作对电极和参比

电极［35］。

2　酶电极乳酸传感器涉及的酶

酶偶联生物传感电极中酶位于电极表面，催化

目标检测物发生反应，生成电活性物质或者消耗电

活性反应物。电活性物质的产生或者消耗会引起电

流变化，通过测量电流变化就可以实现对分析物浓

度的直接测量。在乳酸生物传感器的制作过程中，

最常用的生物识别元件是L-乳酸氧化酶（L-LOD）

和L-乳酸脱氢酶（L-LDH）。

2.1　L-乳酸氧化酶（LOD）结构特征、来源及催

化机理

L-LOD（EC 1.1.3.2）是黄素单核苷酸（FMN）

依赖的 α-羟基酸氧化黄素蛋白家族的成员［36］，呈

几乎对称的四聚体结构，每个亚基具有约374个氨

基酸，1个FMN辅基，分子质量约为160 ku，其晶

体几何尺寸显示为直径19 nm的立方结构（图3a），

从Uniprot数据库中下载L-LOD序列并进行进化分

析显示，L-LOD 可从多种细菌来源获得，如链球

菌属（Streptococcus sp）、肠球菌属（Enterococcus 

sp）、沙门氏菌属（Salmonella sp）等（图3b）。黄

素蛋白经脱氢酶催化的反应过程非常复杂，这是由

它内在的双重功能决定的。一方面，它通过打开其

中一个底物（供体）动力学上稳定的C-H键，吸收

氧化还原当量；另一方面，氧化还原当量转移到多

个受体上［37］。L-LOD可以将氧化L-乳酸产生的电

子传递给FMN，生成丙酮酸和FMNH2，FMNH2可

以继续将电子传递给O2，生成H2O2，这一催化过

程的最适 pH 一般在 pH 7.5 左右 （图 3c）。由于

FMN和酶蛋白结合非常牢固，与乳酸反应不需要

游离的外源辅酶参与，因此在乳酸生物传感器的制

造中，L-LOD 是常用的生物识别元件。乳酸氧化

酶传感器使用氧作为电子受体，通过L-LOD和氧

传感器［38］的组合来检测依赖于乳酸浓度的氧浓度

降低。或者将L-LOD与铂电极结合，通过检测乳

酸氧化产生的过氧化氢来测定底物［39-40］。然而，

电化学检测酶促反应产生的过氧化氢需要较高的氧

化电位，这会导致电可氧化物质的干扰。此外，溶

液中氧浓度的波动带来了系统的复杂性，影响检测

限。解决氧浓度问题的方法之一是使用L-乳酸脱

氢酶作为识别传感元件。

2.2　L-乳酸脱氢酶（LDH）结构特征、来源及催

化机理

L-LDH （EC 1.1.2.3）广泛分布于微生物、植

物和动物细胞内，是生命活动中最重要能源物质

“糖”无氧酵解途径的关键酶之一［41］，具有重要的

医学意义。存在于血细胞和心肌等组织中的          

L-LDH，通常在组织损伤时释放，所以它基本上是

常见损伤和疾病的标志。LDH实际上是一个具有5

种分子形态的同工酶族，含有4个亚基，每个亚基

可以结合1个NAD（P）+分子，分子质量130~145 ku，

Fig. 2　Three-electrode electrochemical reaction system
图2　三电极电化学反应系统
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晶体结构尺寸约为6×8×14 nm3［42］（图4a）。不同种

类LDH分子中相同亚基的活性中心非常相似，并

且每个亚基上的催化反应之间没有显著的相互

作用［43］。

L-LDH是生命活动的关键酶之一［44］，由图 4b

可以看出，L-LDH明显比L-LOD分布的微生物种

属范围更加广泛，产L-LDH的乳酸菌可从多种细

菌来源获得，如乳杆菌属（Lactobacillus sp）、类

诺 卡 氏 属 （Nocardioides sp）、 红 球 菌 属

（Rhodococcus sp）等（图4b）。L-LDH属于催化 α-

羟基酸氧化的氧化还原酶，对 L-乳酸转化为丙酮

酸和NADH有较高的催化活性酶，它将催化L-乳

酸脱氢产生的电子传给NAD（P）+分子，生成丙酮

酸和 NAD（P）H，NAD（P）H 可以进一步将电子传

递到电极等电子受体上（图4c），但是在催化过程

中辅酶NAD（P）+分子需要先结合到酶分子上才能

成功与 L-乳酸结合。在酶分子内部可以通过不同

氨基酸残基之间形成溶剂化/氢键导致内部结构重

排，从而形成形状上的改变。这些重排也使    

NAD（P）+辅酶分子和 L-乳酸有效结合到内部的活

性位点。

基于 L-LDH 的氧化还原机理，这类酶也被广

泛用作生物传感器制造的重要候选传感元件［45-47］。

随着不同传感器使用的不断改进和高纯度酶的问

世，基于L-LDH的生物传感器也在不断得到改进。

基 于 L-LDH 的 生 物 传 感 器 在 辅 酶 （NAD+ 或

Fig. 3　Structural characteristics，origin and catalytic mechanism of L-LOD
图3　L-LOD结构特征、来源及催化机理

（a） L-LOD的三维结构和理化性质，2DU2结构图利用Pymol软件制作。（b） L-LOD的序列进化分析，系统发育树表征了142条已知的        

L-LOD序列。序列描述包括UniProt代码、物种名称。用UltraEdit对数据进行处理，MEGA5进行序列比对，选择NJ法构建进化树，利用

iTOL对进化树进行美化。（c）L-LOD的催化机理图。
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NADP）存在的情况下工作，辅酶充当介体在酶和

电极之间传递电子。在电极表面，NADH 在外加

电位的影响下被氧化，氧化电流与溶液中L-乳酸

浓度成正比。由于L-LDH不依赖于氧气，可以直

接将电子传递到电极上，并且具有更高的底物专一

性，因此L-LDH在制备第三代乳酸传感器中具有

广阔的应用前景。但是基于L-LDH的传感器也有

一些缺点，如辅酶NAD+或NADP与酶分子结合不

牢固，需要额外添加辅酶，提高了传感器的制作成

本，降低了可重复利用、稳定性等性能，并且

NADH的电化学氧化通常发生在高过电位下进行，

这些高电位也引起实际样品中通常存在的其他电催

化活性物质的干扰。

3　酶电极乳酸传感器性能提升改进策略

制备酶电极乳酸传感器最首要的一步是通过固

定，创造一个稳定的环境使酶分子在工作电极表面

保持其结构、流动性和生物催化活性，并且可以直

接或通过电子传递介质与电极相互作用。但是由于

酶分子结构特征、反应机理、电极材料等条件的限

制，传统的酶电极乳酸传感器在灵敏度、选择性和

稳定性方面具有一定的局限性。生物活性酶分子具

有特定三维空间结构，其活性中心需要保持特定取

向才可以快速结合、催化底物并完成电子传递，但

在酶固定到电极表面过程中通常使用化学试剂交联

Fig. 4　Structural characteristics，origin and catalytic mechanism of L-LDH
图4　L-LDH结构特征、来源及催化机理

（a） L-LDH的三维结构和理化性质，2ZQZ结构图利用Pymol 软件制作。（b） L-LDH的序列进化分析，系统发育树表征了135条已知的L-

LDH序列。序列描述包括UniProt代码、物种名称。用UltraEdit对数据进行处理，MEGA5进行序列比对，选择NJ法构建进化树，利用iTOL

对进化树进行美化。（c）L-LDH的催化机理图。
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导致酶分子活性构象改变、活性丧失，影响传感器

的灵敏度和稳定性；此外，有些来源的酶分子对目

标底物的选择特异性较差，使传感器的选择性和抗

干扰能力不高；再者，如 2.1 和 2.2 部分提到的     

L-LOD和L-LDH的催化特点，L-LOD以氧气作为

电子受体，检测信号通常受氧分压的影响，不适用

于检测包括静脉血、动脉血、高海拔等氧气含量不

同的样本，而且过氧化氢氧化的高电位也使得血液

中的一些电活性物质如抗坏血酸、对乙酰氨基酚和

尿酸极易在电极表面被氧化，影响测定结果的准确

性，而L-LDH辅酶不可再生性和辅酶的催化高电

位，也使经济性、重现性和稳定性等性能受影响。

因此研究者试图通过不同的策略来改进乳酸传

感器的性能，这些策略通常根据酶、反应和电极中

发生的电子传输类型而定制的，总之，设计一个成

功的基于酶的 L-乳酸生物传感器需要将酶组装到

固体载体上，并在酶反应和载体之间选择合适的转

导策略，以促进酶和电极之间的电子转移。综合来

看主要从电极材料改造策略、酶固定化策略、酶分

子工程改造策略3方面入手（图5）。

3.1　电极材料改造策略

如第1部分提到的，安倍测量用到的电化学电

池组件通常为三电极系统——工作电极、参比电极

和对电极。工作电极是用不同电活性材料制成的主

电极，表面会发生电子转移。工作电极的选择主要

取决于目标分析物的氧化还原行为和测量所需电位

区域的背景电流，一个工作电极或一组工作电极

（金属或碳基材料）［48］上需保持恒定的电位。参比

电极（Ag/AgCl）用于提供稳定和可重复的电位，

然后与工作电极电位进行比较。

在乳酸生物传感器的构建中，金、铂和玻碳是

最常见的工作电极材料。有学者发现，在 L-乳酸

脱氢酶的作用下，铂电极比玻碳电极［49］更不容易

被污染。碳基工作电极以碳糊、碳粉、碳纤维、玻

碳电极、石墨基油墨丝网印刷电极或石墨电极的形

式使用，由于碳电极会减缓电子转移速度，所以它

们较少应用于以L-乳酸盐为基础的生物传感器［50］

的制备。

利用纳米材料修饰电极表面可以提高酶生物传

感器的灵敏度，主要原理是纳米具有小尺寸效应、

Fig. 5　Strategies for the performance improvement of lactate biosensors based on enzyme electrode
图5　酶电极乳酸传感器性能提升改进策略
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表面效应、量子尺寸效应和宏观量子隧道效应，显

著增加了电极的表面积，从而导致识别层中可以承

载更多的酶。多种纳米材料，包括碳纳米管

（CNTs）［46，51］、金纳米粒子（AuNPs）［52］、铂纳米

粒子（PtNPs）［53-54］、金属氧化物纳米粒子等，在

提高乳酸传感器性能方面发挥了重要作用。

3.2　酶的固定化策略

酶的固定化是酶基生物传感器构建的重要步骤

之一。酶的固定化涉及电极表面和酶分子两个方

面。酶分子是由通过形成肽键聚合在一起的氨基酸

组成的，通常，一个或多个多肽链折叠成一个三维

生物酶活性蛋白，其上有许多官能团，如羧基、

胺、羟基和巯基。活性部位是蛋白质中靶分子或底

物分子结合并经历化学反应的区域。为了发挥作

用，活性位点需要具有特定的构象，才能与底物结

合。酶分子在电极表面上的随机固定可能会导致活

性位点变形失活或被屏蔽堵塞。因此，在固定化过

程中，由于空间位阻和活性中心构象的改变，酶分

子的生物活性会部分或全部丧失［55］。所以固定化

酶载体材料和制备方法的选择是制备固定化酶的

关键。

3.2.1　固定化酶的载体材料

酶的固定化载体必须是生物兼容的和廉价的，

以尽可能多的缩减制造成本。同时，酶的载体必须

能够承载大量的酶，从而实现对L-乳酸的快速响

应，并且能够覆盖医学和农业L-乳酸检测的应用

范围 （0.000 5~20 mmol/L）。高分子材料来源广

泛，成本低廉，因此常用于制备固定化L-LOD和

L-LDH 的载体。高分子材料主要包括天然高分子

材料和人工合成高分子材料［56］。

常见的天然高分子材料有来自昆虫外壳的壳聚

糖和甲壳素［57-59］、木醋杆菌分泌的细菌纤维

素［60-61］、动物组织提取出的明胶［62］及藻类植物中

提取的海藻酸钠［63］等。天然高分子材料作为酶固

定化的载体具有易获得、节约成本等优点，但是与

酶的结合有些需要使用化学交联剂，在一定程度上

会破坏酶的稳定性和活性，且载体不易回收，可重

复性利用差，因此逐渐被人工合成的高分子材料所

取代［64］。

由天然高分子材料通过修饰或者化学手段人工

合成的高分子材料作为固定化酶的载体往往具有更

为优良的性能，主要包括树脂类［65-66］及磁性纳米

载体［67-70］。近些年磁性纳米材料作为酶的固定载

体发展迅速，如磁性纳米粒子［71］。磁性纳米粒子

兼有磁性材料和纳米材料的优点，可以通过改变外

部磁场的方向、磁力大小来改变粒子的运动轨迹，

从而达到控制酶与载体结合与分离的目的，便于固

定化酶分离和回收［72］。磁性纳米材料表面较平滑、

单分散性好且结构疏松，在生物医学、细胞学和生

物工程及分离工程等方面发展迅速。

3.2.2　固定化酶的制备方法

目前主要的酶固定化方法有吸附固定、交联固

定、包埋固定和定向结合［73］。

吸附固定主要通过范德华力、氢键等物理作用

力，将酶分子固定在电极表面［74］。这种方法操作

简单，由于固定化过程没有涉及化学修饰，酶分子

结构及活性中心没有受到破坏，能够最大程度保留

酶活。但酶分子只是单纯吸附到载体上，与载体间

作用力弱，从而极易在载体上脱落［75］。

交联固定通过双功能试剂与酶分子反应，形成

不溶性的三维交联体附着在电极表面，从而实现酶

的固定［76］。常见的双功能试剂有戊二醛、双重氮

联苯胺、乙二胺等，其中最常用的是戊二醛［77］。

刘洋等［78］采用戊二醛交联固定LOD的方法，交联

固定形成的生物组分不易脱落，能够实现LOD分

子的大量聚合，使用寿命长。但是实验过程中需要

严格控制交联剂的使用量，反应比较难以控制，且

双功能试剂会降低LOD的活力，较难获得活力高

的固定化酶［79］。

包埋固定是指将酶分子通过物理作用包埋在聚

合物或者凝胶的微囊结构或网状结构中的一种方

法，常用的载体有明胶、琼脂、海藻酸钠等［80］。

王艳等［81］利用海藻酸钙凝胶包埋LOD的方法，催

化DL-乳酸生产丙酮酸。这种方法与吸附法相似，

包埋过程不发生化学反应，LOD分子的高级结构

没有被破坏，可获得高酶活的固定化酶［82］。

定向结合将多肽在基因水平上与蛋白质融合，

通过在蛋白质分子中设计可以暴露在分子表面的亲

和基因序列，实现可控的定点和定向固定化［83］。

合成和设计多肽将所需的化学基团插入到特定位

置，赋予新的亲和力特征和定向固定化。六组氨酸

标签（His-Tag）［84］是最常用的亲和标签之一，它

具有在咪唑存在下可逆的优点，可以将酶固定在表

面，同时保持高比活性、热稳定性，并保证蛋白质

的取向控制。

除以上4种传统酶固定化方法，新型酶固定化

方法纳米处理和磁处理的应用日益广泛。纳米处理

是指将酶与纳米材料相结合制成纳米固定化酶，纳
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米材料的特殊性可以优化酶自身的理化性质，提高

酶的利用率和生产效率［85］。磁处理［86］是在固定过

程中加入具有磁响应性的材料进行固定，这样制备

的固定化酶处于磁场环境中便可进行回收，操作简

单，回收利用率高。有学者以戊二醛为交联剂制备

了磁性壳聚糖微球固定LOD及LDH［87-88］，相比传

统固定化方法，新型固定化技术制作的固定化酶有

着更强的催化活力，固定化酶的性质更加稳定，有

着较好的应用前景。

3.3　酶分子工程改造策略

目前，对 L-LOD 进行蛋白质工程改造主要涉

及到两个方面，一方面是通过定点突变或随机诱变

获得在酶热稳定性或催化活性提高的酶分子。基于

性能改良的酶分子构建乳酸生物传感器，以提高传

感器的稳定性、使用寿命以及灵敏度等性能，增强

其 在 LOD 传 感 器 上 应 用 的 实 用 性 。 例 如 ，

Minagawa 等［89］通过随机突变产生的两个突变体

LOD15 （212 位 点 Asn 突 变 为 Asp） 和 LODN1

（160 位点 Glu 突变为 Gly），在 65℃时比野生型

LOD更耐热，而且它们在 65℃时的整体失活曲线

不那么陡峭。其中LODNI与LOD15和野生型LOD

相比，传感器输出具有更好的线性度，在相同的存

储时间内，其输出约为野生型LOD传感器的两倍。

另外一方面是通过定点突变等方式改造酶分子，以

减少LOD以O2作为电子受体的氧化酶活性，而保

持甚至改善介体介导的脱氢酶活性，以促进LOD

与电极之间的电子传递。例如，Koji Sode团队［90］

在 2020年将来源于绿色球菌的AvLOx Ala96Leu进

一步通过理性设计将 212 位的 Asn 突变为 Lys，构

建双突变体AvLOx A96L/N212K，并通过电子介质

1-［3-（琥珀酰亚基氧羰基）丙氧基］-5-乙基苯基三氟

甲烷磺酸锌或胺反应性吩嗪乙二磺酸盐（arPES）

与双突变体的Lys残基的伯胺基团反应，以最小的

氧反应性实现酶与电极之间准直接电子转移

（DET）。该团队于 2021 年进一步通过融合酶技术

将黄酮类色素 b2 （Fcb2）血红素结构域与氧化酶

活 性 最 低 但 脱 氢 酶 活 性 较 高 的 AvLOx A96L/

N212K/A95S三突变体融合，实现酶与电极之间的

直接电子传递，对乳酸检测的线性范围达到 0.5~

20 mmol/L，灵敏度为 4.1 nA/(mmol∙L-1)∙mm2，抗

干扰能力等性能显著提高［91］。

对于 L-LDH 应用于生物传感器方面的蛋白质

工程改造主要为了克服辅酶NAD+或NADP与酶分

子结合不牢固，通过固定化辅酶方法的创新，实现

辅酶的可重复循化利用［92］，降低基于L-LDH的传

感器制造成本。

4　酶电极乳酸传感器的分类

近期的市场研究表明，预计未来几年内，多个

领域对生物传感器的需求将大幅增长［93］。L-乳酸

生物传感器以其低成本、简单、现场检测、响应

快、便携、样品前处理少或无样品前处理等特点被

认为是最有实用价值的生物传感器［94-95］。其中将酶

固定于载体材料作为生物识别元件的固定化酶传感

器研究最广泛且经济有效。载体的性质取决于生物

传感方案，根据所用的载体材料，酶电极乳酸传感

器主要分为以下几类。

4.1　基于膜的L-乳酸生物传感器

基于膜的生物传感器为乳酸浓度的测定提供了

一种快速、方便、灵敏的一次性方法。膜的存在可

以直接将酶固定在电极上，不仅增强了乳酸传感器

的灵敏度与稳定性，同时也减少在浸出过程中酶的

脱落，保持酶浓度的稳定性，膜的存在使得乳酸传

感器在 pH变化较大范围内工作。但在对膜的要求

较高，并且容易遭受膜污染的问题，或者毛孔半透

膜容易被堵塞，从而阻碍溶质通过。目前的膜主要

有醋酸纤维素膜［96］、聚二乙烯基苯膜、全氟磺酸

（Nafion）膜［97］、聚砜膜、聚吡咯膜［98］、聚四氟乙

烯膜等［11］（图6）。

4.2　溶胶-凝胶型L-乳酸生物传感器

溶胶-凝胶型乳酸生物传感器主要利用多孔、

透明的凝胶基质将酶包埋固定在电极上。这种凝胶

方法固定具有稳定性强、孔隙率可调、酶在介质中

不宜泄露的优点。但该类型的乳酸生物传感器由于

基质不导电，成为扩散限制步骤，灵敏度较低，并

且酶与基质之间的相互作用及涉及的动力学尚不清

楚。目前常用的溶胶-凝胶载体有硅溶胶［99］、环氧

石墨/石墨丝网印刷油墨［100］、多壁碳纳米管/铂溶

胶凝胶、碳化二亚胺耦合溶胶、甲基三甲氧基硅烷

溶胶-凝胶等［11］（图6）。

4.3　基于纳米颗粒的L-乳酸生物传感器

纳米颗粒在新型纳米生物传感器的制备中发挥

着广泛的作用，各种纳米材料，如金纳米颗粒、碳

纳米管、氧化锌（ZnO）纳米结构等被用于电极和

酶中心的电子传递。纳米材料具有比表面积大、电

子传递能力强、吸附性能好等优点，被广泛应用于

乳酸生物传感器中。常用的纳米载体有单壁/多壁

碳纳米管［101］、3-（巯丙基）三甲氧基硅烷（MPTS）
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衍生的金纳米颗粒［102］以及半导体材料纳米颗粒，

如ZnO［103］（图6）。

4.4　基于高分子聚合物的L-乳酸生物传感器

高分子聚合物价格低廉，生物相容性好，而且

在工作电极表面形成选择性涂层，以减少或防止干

扰化合物穿透电极表面上的传感层，在生物传感器

领域拥有广泛的应用前景［104］。

4.4.1　基于导电聚合物基质的L-乳酸生物传感器

导电聚合物是一种有机共轭聚合物，由于π或

二价体系的存在而具有很强的导电性。导电聚合物

大多通过单环前体氧化偶联反应脱氢合成，可以用

于酶包埋的电聚合。导电聚合物具有很好的导电能

力，在中性水环境中具有生物相容性，提高了     

L-乳酸生物传感器灵敏度和选择性。常用的固定导

电聚合物的支架有聚苯胺［105］、聚乙烯亚胺

（PEI）［106］、聚吡咯等［11］。

4.4.2　基于非导电聚合物基质的L-乳酸生物传感器

非导电高分子材料在用不同的氧化剂对其表面

进行改性前后，基本上都具有不同的官能团，如胺

类、羧酸类、硫醇类等。它们在实验室里很容易制

备，可以合成多种载体，被广泛地用作电极表面的

支撑膜来固定LDH/LOD，这些非导电高分子材料

为酶分子提供了良好的微环境，提高了贮存稳定

性。常用的固定非导电聚合物基质的支架有Nafion

聚合物、壳聚糖、聚乙烯醇（PVA）［107］、聚乙烯亚

胺（PEI）、锇等［11］（图6）。

4.5　基于丝网印刷电极的L-乳酸生物传感器

丝网印刷技术被广泛应用于生物传感器的制作

中，它由化学惰性衬底组成，在衬底上使用丝网印

刷技术印刷三个电极系统，包括工作电极、参比电

极和对电极［108］。丝网印刷技术适用于微体积工

作，易于制备和修饰，具有良好的特异性和选择

性，常用于固定酶的支持物有：碳纳米管/聚砜丝

网印刷电极、麦尔多拉蓝雷氏盐/醋酸纤维素膜

（CA） 丝网印刷电极［109］、单壁碳纳米管/变胺蓝

盐/碳丝网印刷电极、油墨电极、石墨环氧树脂/石

墨丝网印刷油墨电极等［11，100］（图6）。

4.6　基于水凝胶的L-乳酸生物传感器

水凝胶是一种由聚合链相互连接形成的三维聚

合物网络，分为天然水凝胶和合成水凝胶。聚合链

具有亲水性，并且以分散介质的形式存在于水中，

本质上具有高度吸附性。水凝胶可以为溶剂和底物

分子提供足够的渗透性，而且为酶提供生物相容的

微环境，表现出高度的敏感性，但是此类载体由于

机械强度低，操作较困难。常用的固定化酶的水凝

胶载体有聚乙烯基吡啶水凝胶、聚氨基甲酰基磺酸

盐（PCS）水凝胶［110］、硅酸镁锂水凝胶、硅酸镁

锂-壳聚糖水凝胶等［11］（图6）。
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Fig. 6　Classification of L-lactic acid biosensors based on carrier materials［30］

图6　基于载体材料的L-乳酸生物传感器分类［30］
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5　商业化酶电极乳酸传感器概况

目前已有多种生物传感器应用于临床或发酵工

业领域（表 1）。用于乳酸测定的商用生物传感器

都是为测量全毛细管中的血液设计的，分析时间

短，使用方便［111］。

大多数生物传感器（Biosen C-line、YSI 2300 

STAT PLUS、CITSens Bio lactote PG13.5 C-cit AG、

SBA-40E除外）在结构和应用上与血糖仪相似，在

医院或家庭均可使用。用于医疗、体育和兽医用途

的LactateScout+设备可以在市场上买到。在结构和

工作原理上，它与血糖仪非常相似，由便携式分析

仪和包含安培酶生物传感器的一次性试纸组成，这

款设备主要为家庭使用而设计。StatStrip® Lactate

系统主要应用于医院中血乳酸含量的测量，以诊断

败血症的早期阶段。EDGE血乳酸监测系统可以分

析全血样品，能够直接用试纸检测。然而，该系统

只在有限的红细胞压积范围内（35%~50%）起作

用，制造商建议主要用该系统测量运动员训练后乳

酸水平的变化。其他生产商也有类似的设备如

LactatePro 2 LT-1730、LactatePlus。

Biosen C-line可以同时测量乳酸和葡萄糖，其

最显著的优势通过对酶传感元件进行了较长时间的

开发优化，可实现 6 000次的乳酸检测及临床多样

本的快速自动检测。YSI 2300 STAT PLUS 是唯一

一款双通道血糖血乳酸分析仪，它可以精确检测全

血和血浆中的相关指标，包括血清中的葡萄糖、脑

髓中的乳酸等，而且每次检测后无须更新酶膜，试

剂和耗材的消耗极低。CITSens Bio lactote PG13.5 

C-cit AG 可以在特定的细胞培养基和复杂的基质

（如血液）中对乳酸进行连续的原位测量，能够远

程控制细胞培养过程，操作简单安全。本实验室自

主研发 SBA-40E 是以固定化乳酸氧化酶为敏感元

件，是中国最早实现产业化应用的乳酸生物传感

器。它是由微电脑控制双指标智能化仪表，可以在

20 s 内定量分析样品中乳酸含量，具有测定速度

快、精准度高、测定成本低、操作简单等特点。目

前研究团队正采用生物信息学、合成生物学及分子

生物学等生物技术，定向设计、改造和高效表达乳

酸氧化酶、乳酸脱氢酶等传感元件，以期逐步实现

优质传感器专用酶的国产化制造，并进一步提高乳

酸传感器的稳定性、灵敏度、均质性等性能，进一

步提升国产生物传感器的市场竞争优势。

Table 1　Commercial lactic acid sensors for lactic acid determination
表1　用于乳酸测定的商用乳酸传感器

LactatePro 2 LT-1730

Biosen C-line

LactateScout+

—

0.5

0.5

15

20~45

10

全血，0.3 μl

发酵液、全血，

20 μl

全血，0.2 μl

18个月

50 d

—

0.5~25

0.5~40

0.5~25

日本京都

德国EKF

德国EKF

精确、可用于大规模

测定

精确、多样本自动检

测，可进行 6 000 次  

测量

单次和步进测试测量

（静息/激活/重建）

商用生物传感器

名称

检测限/

（mmol·L-1）

分析

时间/s

样本类型及

体积

储存稳

定性

线性范围/

（mmol·L-1）

生产

国家

检测优势
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StatStrip® Lactate

THE EDGE

LaboTRACE compact trace 

analytics

CITSens Bio lactote PG13.5 

C-cit AG

YSI 2300 STAT PLUS

SBA-40E

0.3

0.7

0.5

1

0.1

0.1

13

45

45

—

≤45

20

全血，0.6 μl

全血，3 μl

全血，0.5 ml

全血，0.5 μl

发酵液、全血，

25 μl

发酵液、全血，

25 μl

24个月

—

—

—

14 d

—

—

0.7~22.2

0.5-30

1~60

0.1~15

0.1~12

美国Nova

中国

台湾

德国

瑞士

美国

中国

很小的样本量可在短

时间给出稳定测定   

结果

操作简便、测量准确

多达6个样品的分析系

统、测定快速准确

连续在线原位自动测

定，无污染风险

快速准确的分析结果、

操作简单安全、抗干

扰能力强

测定速度快、结果准

确、操作简单、测定

范围较宽、测定样品

种类较多

续表1

商用生物传感器

名称

检测限/

（mmol·L-1）

分析

时间/s

样本类型及

体积

储存稳

定性

线性范围/

（mmol·L-1）

生产

国家

检测优势
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6　乳酸生物传感器的未来应用方向

虽然酶电极乳酸生物传感器在多个领域具有广

阔的应用前景（图 1），但从第一个描述的乳酸检

测酶电极，经过 40多年的发展，其在不同于医学

（包括运动医学）的实际应用领域仍然非常有限，

尤其在食品和饮料生产中的应用主要局限于乳制品

和葡萄酒的产品质量或生产过程控制。由于不同食

品和饮料中的化学成分、pH值以及乳酸范围与血

液完全不同，因此对乳酸生物传感器的性能需求存

在差异。Przybyt 等［112］通过 QUAL_JUICE 项目将

测定血液中 L-乳酸的商业生物传感器用于果汁中

L-乳酸的检测发现，只需要一些简单的样品制备

（如用聚酰胺 6代替聚乙烯吡咯烷酮吸收干扰物质

对样品进行纯化）和一些操作规程的改变（校准频

率），可以在不改变传感器结构的情况下用于果汁

和其他产品的分析。这些结果为乳酸生物传感器在

不同食品和饮料行业更广泛的应用提供了机会。此

外，在生物制品工业发酵过程控制领域，L-乳酸含

量的实时变化检测对微生物细胞功能、发酵底物、

代谢物等关键参数的分析、诊断与精准控制具有重

要作用，乳酸在线生物传感器具有巨大的市场潜

力，但相对于 L-乳酸离线测定的广泛应用，酶电

极乳酸生物传感器的在线分析技术还不完善，需要

在传感器酶传感元件制备、传感器稳定性能提高、

在线取样、数据分析等方面实现重大突破，以适应

工业微生物发酵过程L-乳酸实时监控的要求。

在医学和运动医学领域，通过采集人体的血样

或者活检等破坏性活检是目前乳酸检测的主要方

式，这种方式在高频率检测时会给被检测者带来极

大的痛苦并且无法实现被检测者 L-乳酸的实时连

续监测。随着柔性器件制造技术的发展，非植入性

即时检测（point-of-care testing，POCT）传感方法

和可穿戴设备的研究开发工作成为热点［113］。

6.1　基于不同体液的可穿戴非植入式传感技术

研究

近几年，许多学者针对可穿戴平台研究了具有

轻量级和灵活性的非植入性POCT传感器［114］。虽

然多种取样部位可用于非植入性传感，但大多数研

究集中于唾液、泪液、组织液、呼吸液和汗液等相

关生物体液的非植入性传感机制来进行。

表皮汗液分析是一种非常有前景的非植入性乳

酸传感方法，如在柔性衬底上制造的非植入式纹身

乳酸传感器［115］，该传感器的运行基于LOD，用于

连续和实时监测人体汗液中的乳酸水平。除此之

外，在柔性生物传感器上带有离子凝胶固态电解质

的有机电化学晶体管（OECT）传感器，可以用作

可穿戴的绷带式传感器，在锻炼或健康监测期间佩

戴，用于检测相关生理范围内的乳酸［116］。Gao

等［117］将乳酸氧化酶固定在壳聚糖渗透膜上构建一

种实时可穿戴汗液传感阵列，实现乳酸浓度实时监

测（灵敏度 220 nA/（mmol∙L-1）），该传感阵列机械

性能好、稳定性强，具有较好应用潜力。

有些研究通过监测泪液中的乳酸盐水平来进行

个人的保健和评估，如基于微创隐形眼镜的乳酸盐

传感器，为收集乳酸变化生物信息提供了一个安

全、无创的平台。另一种可穿戴式代谢物传感器用

于检测唾液中的乳酸，该生物传感系统是利用聚邻

苯二胺（PPD） /LOD设计的可印刷普鲁士蓝（PB）

传感器，在柔性聚对苯二甲酸乙二酯基质上结合了

可打印的酶电极［118］。这种非植入性防护牙托传感

器的目标是连续监测乳酸，从而实现乳酸高稳定性

和高灵敏度的特异性检测。

6.2　可穿戴非植入式乳酸生物传感器面临的挑战

及解决方向

目前，可穿戴非植入性乳酸传感器仍然存在许

多挑战，弹性、长期稳定性、选择性、灵敏度、检

测下限、能耗和生物兼容性等仍是当下亟待解决的

问题。人体工学运动导致表皮传感器面临机械变形

的挑战，当佩戴者处于强烈的身体压力下时，机械

变形程度增加。尤其是基于纺织品的传感器，其中

纺织品可能会受到巨大的机械、化学和热降解挑

战［119］，可以利用柔性电子技术［120］对传感器进行

改造升级来解决这些挑战。基于纹身的可印刷电化

学传感器也面临诸多问题，如校准、试剂泄露引起

的污染以及机械应力条件下的稳定性和身体耐久性

等［121］。总体看来，这些可穿戴设备的延伸性有

限，应结合新的低成本大规模制造技术加以改进。

酶传感器的稳定性［122］和选择性是影响POCT

监测可靠性的关键参数。在多分析物系统中，多个

参数，如 pH值、离子强度、不同的干扰分析物和

操作条件（如温度、湿度、外加电压）都可以改变

传感器的稳定性和选择性。为了克服稳定性问题，

许多乳酸传感器在进入操作模式之前必须进行预处

理或预校准，将稳定剂与选择性生物受体结合可以

进一步提高传感器的稳定性［123］。相关研究在存在

电解质（如Na+、K+）的情况下，对乳酸和葡萄糖

进行了选择性同时检测。为了提高选择性，多传感
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器阵列可以通过互不相容的传感数据提供准确性和

精确度来预测特定的乳酸浓度［124］。此外，通过加

入纳米材料（金属氧化物、SWCNTs/MWCNTs）、

信号放大等手段，可以使灵敏度和检测下限增强许

多倍［125］。

7　总结与展望

在各种乳酸检测方法中，乳酸生物传感器具有

灵敏度高、检出限低、制作简单、用户友好、便

携、可靠、成本合理等优点，是目前最主要的乳酸

检测方法。近年来，纳米材料和加工技术的迅猛发

展极大促进了乳酸传感器中电子器件、光子器件的

升级换代［1］，这些新材料和技术也大大提高了传

感器的性能，同时也使通过非植入性传感方法，如

纹身和隐形眼镜等集成传感器，检测废弃的体液

（汗水、眼泪等）中乳酸含量成为可能。但是将乳

酸生物传感器进一步小型化并广泛应用于可穿戴式

健康、健康监测平台及集成乳酸水平检测器仍有很

长一段路要走。未来在乳酸生物传感器检测L-乳

酸领域的工作应该包括：a. 进一步优化纳米结构以

增强酶反应；b. 开发新型酶固定化方法并建立标准

化固定化酶传感元件质量控制、评价体系；c. 通过

提高传感器的抗干扰能力等特性，将传感器应用于

更复杂的介质，如真实的生理流体或工业反应介

质，实现乳酸的实时、在线、原位检测；d. 目前的

传感主要检测酶与电极之间的电子传递效率，而酶

结合催化乳酸脱氢过程可能还需要探索额外的传感

方案，通过两部分传感过程的综合评价确定酶传感

性能的限速步骤，从而指导优化酶传感元件制备策

略［26］。这些综合努力将会以前所未有的方式改变

生物传感器行业、个人医疗保健以及生物制造领域

的未来。
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Lactic Acid Biosensor Based on Enzyme Electrode*

CHEN Yan-Ru1,2), GONG Wei-Li1,2)**, MA Yao-Hong1,2), WANG Bing-Lian1,2), ZHANG Zhen-Yu1,2), 

MENG Qing-Jun1,2), YANG Yan1,2), YANG Jun-Hui1,2), LIU Qing-Ai1,2), ZHENG Lan1,2)

(1)Biology Institute, Qilu University of Technology (Shandong Academy of Sciences), Jinan 250103, China; 
2)Shandong Provincial Key Laboratory of Biosensors, Jinan 250103, China)

Abstract　Lactic acid (C3H6O3), also known as 2-hydroxypropionic acid, propanoic acid, is a type of hydroxy 

acid. It is an essential metabolite of human and microbial cells. In diagnosis and medical management, 

determination of lactate level in serum is greatly required, and it is also important to measure lactate in 

fermentative foods to access their quality. Therefore, how to detect lactic acid in different samples with high 

throughput has become the focus of different researches. The traditional lactic acid detection methods are 

complicated, time-consuming and laborious, or requires expensive detection equipments. However, the 

electrochemical enzymatic L-lactate biosensors combining the robustness of electrochemical techniques with the 

specificity of biological recognition processes showed great advantages over the conventional analytical 

techniques in size, cost, sensitivity, selectivity, response speed and sample pre-treatment, which show a broad 

application prospects. There are two main types of lactate biosensors based on L-lactate oxidase (L-LOD) and     

L-lactate dehydrogenase (L-LDH). Designing a successful enzyme-based L-lactate biosensor requires assembling 

the enzyme onto a solid carrier and selecting an appropriate transduction strategy between the enzyme and the 

electrode. Due to the restriction of enzyme molecular structures, reaction mechanism and electrode materials, the 

traditional lactate biosensors have some limitations in sensitivity, selectivity and stability. Therefore, an increased 

research was performed to improve the performance of lactate sensors according to the characteristic of the 

enzymes and the electron transfer type. In this paper, we provide an overview of the structural characteristics, 

origin and catalytic mechanism of L-LOD and L-LDH, and discuss three strategies, including electrode material 

modification, enzyme immobilization and enzyme engineering modification, to improve the performance of 

enzyme electrode based lactate biosensors. In addition, the lactate biosensors were compared and analyzed on the 

basis of different carriers including membrane, transparent gel matrix, hydrogel carrier, nano-particles, etc. 

Finally, we comprehensively described the merits and demerits of current commercial lactate sensors and 

preconceive how emerging new technologies may benefit to future lactate biosensor design.
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