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本发明公开了一种二价铅离子免仪器定量

检测方法。利用Pb2+特异性结合修饰在微珠表面

的DNA酶链后切割底物DNA链以释放催化探针用

于原位产生气体产物，进而介导多通道纸芯片纸

体润湿性变化以选择性调控彩色试剂在不同纸

通道中流动长度的机制。Pb2+浓度与不同通道中

彩色试剂的流动长度差值成正比关系。通过目视

直接读取纸芯片中与彩色试剂流动长度相关的

刻度数目和差值，就能实现nM水平Pb2+的免仪器

定量检测。本发明方法操作简单、成本低廉、分析

快速、不需使用专业分析仪器设备、适于Pb2+的

现场分析和即时检测。本方法能直接推广应用于

环境监测、食品安全、医学诊断等诸多领域里各

类溶液样品中Pb2+的简单、经济、快速、灵敏、特

异的便携式定量检测。
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1.一种二价铅离子免仪器定量检测方法，其特征在于具体步骤为：

（1）制备多通道纸芯片，并在其长方形加样通道中圆形微区滴加固定表面修饰了末端

标记催化探针的底物DNA链及Pb2+依赖的DNA酶链的功能化微珠；

（2）在纸芯片上部长方形分析通道的三个尺寸相同的圆形微区依次固定反应试剂1、反

应试剂2以及彩色试剂，并在纸芯片下部长方形分析通道的三个尺寸相同的圆形微区依次

固定反应试剂1、惰性试剂以及彩色试剂；

（3）将纸芯片加样通道尖端置于Pb2+样品溶液和pH值为7的缓冲溶液的等体积混合溶液

中数秒钟，随后观察两个分析通道中彩色试剂的流动情况，待其停止流动后读取与彩色试

剂流动长度相关的刻度数目，所得流动长度差值与Pb2+的浓度呈正相关，从而实现Pb2+的免

仪器定量检测；

所述纸芯片为镂空型和疏水性物质图案化型中的一种，其具有Y型结构，主要包含连通

的长方形加样通道和上下两个形状相同的长方形分析通道；

所述纸芯片的长方形加样通道的长为1~2  cm，宽为1.5~2.5  mm，其中部设计直径为4~7 

mm的圆形微区用于滴加固定表面修饰了末端标记催化探针的底物DNA链及Pb2+依赖的DNA酶

链的功能化微珠，该功能化微珠为无机物和有机物中的一种，其粒径为1~5  µm，同时该功能

化微珠不随液体在纸通道中流动；

所述催化探针、反应试剂1和反应试剂2在上部分析通道的第二个圆形微区混合后能够

生成不溶于反应溶液的气体产物，其中上部分析通道长为5~7  cm，宽为1.5~2.5  mm，第二个

圆形微区的直径为4~7  mm；

所述惰性试剂与反应试剂2的润湿性类似，且与催化探针及反应试剂1三者在下部分析

通道的第二个圆形微区混合后不发生化学与生物反应；

所述彩色试剂被滴加固定在纸芯片两个分析通道中最后一个圆形纸微区的整个亲水

性纸体中，该彩色试剂在纸体中所形成的的彩色印迹具有良好的水溶性，被反应溶液溶解

后形成的彩色溶液能够在毛细管作用下从圆形亲水性纸体中自发流向后部的长方形亲水

性纸通道；

所述Pb2+样品溶液被纸芯片吸取后发生的反应是Pb2+可特异性结合修饰在微珠表面的

DNA酶链以切割底物DNA链，从而释放出催化探针与上部分析通道中的反应试剂1和反应试

剂2在第二个圆形纸微区中混合，三者混合后生成不溶于反应溶液的气体产物，增强该圆形

纸微区中纸体的疏水性，降低或完全阻止后续流往第三个圆形纸微区以溶解彩色试剂并在

后部长方形通道中流动的反应溶液的体积，进而调控总体积恒定的反应溶液更多地流向下

部分析通道。
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一种二价铅离子免仪器定量检测方法

技术领域

[0001] 本发明属于纳米化学传感技术领域，具体涉及一种二价铅离子免仪器定量检测方

法。

背景技术

[0002] 全球范围的环境污染问题日益严峻。由二价铅离子（Pb2+）等重金属离子引发的水

污染是其中最严重的环境污染问题之一，严重威胁着人类健康。例如，人体内过量的Pb2+将

影响儿童大脑和神经系统的发育、加大成人发生高血压和肾脏损害危险、导致孕妇流产、死

产、早产和低出生体重等。《国标生活饮用水卫生标准（GB  5749-2006）》中限定饮用水中铅

含量不得超过0.01  mg/L（约48  nM）。为保障饮用水、食物和环境中的Pb2+不影响人体健康和

生命安全，Pb2+的定量检测意义重大。现有的常规金标准Pb2+定量检测技术主要包括电感耦

合等离子体质谱法、原子吸收光谱法、原子发射光谱法、原子荧光光谱法等。然而，这些定量

方法普遍存在分析成本昂贵、操作步骤繁琐费时、不适于家庭应用与野外现场分析等问题。

发明内容

[0003] 本发明的目的是针对现有定量技术的不足，提供一种二价铅离子免仪器定量检测

方法。

[0004] 本发明的思路：通过Pb2+特异性结合其DNA酶链后，对相应的底物DNA链进行切割，

以释放预先标记在底物DNA链某端的催化探针。该探针随后参与纸芯片中后续的催化反应

原位产生气体产物，进而通过介导纸芯片纸体润湿性变化，选择性调控彩色试剂在纸芯片

不同通道中的流动长度。Pb2+浓度与不同通道中彩色试剂的流动长度差值成正比关系。通过

目视读取纸芯片不同通道中与彩色试剂流动长度相关的刻度数目，代替电感耦合等离子体

质谱仪、原子吸收光谱仪、原子荧光光谱仪等价格昂贵且缺乏便携性的专业分析仪器进行

信号（彩色试剂的流动长度）读取，即可实现Pb2+的简单、快速、低成本、便携式准确定量分

析。

[0005] 具体步骤为：

（1）制备多通道纸芯片，并在其长方形加样通道中圆形微区滴加固定表面修饰了末端

标记催化探针的底物DNA链及Pb2+依赖的DNA酶链的功能化微珠。

[0006] （2）在纸芯片上部长方形分析通道的三个尺寸相同的圆形微区依次固定反应试剂

1、反应试剂2以及彩色试剂，并在纸芯片下部长方形分析通道的三个尺寸相同的圆形微区

依次固定反应试剂1、惰性试剂以及彩色试剂。

[0007] （3）将纸芯片加样通道尖端置于Pb2+样品溶液和pH值为7的缓冲溶液的等体积混合

溶液中数秒钟，随后观察两个分析通道中彩色试剂的流动情况，待其停止流动后读取与彩

色试剂流动长度相关的刻度数目，所得流动长度差值与Pb2+的浓度呈正相关，从而实现Pb2+

的免仪器定量检测。

[0008] 所述纸芯片为镂空型和疏水性物质图案化型中的一种，其具有Y型结构，主要包含
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连通的长方形加样通道和上下两个形状相同的长方形分析通道。

[0009] 所述纸芯片的长方形加样通道的长为1~2  cm，宽为1.5~2.5  mm，其中部设计直径

为4~7  mm的圆形微区用于滴加固定表面修饰了末端标记催化探针的底物DNA链及Pb2+依赖

的DNA酶链的功能化微珠，该功能化微珠为无机物和有机物中的一种，其粒径为1~5  µm，同

时该功能化微珠不随液体在纸通道中流动。

[0010] 所述催化探针、反应试剂1和反应试剂2在上部分析通道的第二个圆形微区混合后

能够生成不溶于反应溶液的气体产物，其中上部分析通道长为5~7  cm，宽为1.5~2.5  mm，第

二个圆形微区的直径为4~7  mm。

[0011] 所述惰性试剂与反应试剂2的润湿性类似，且与催化探针及反应试剂1三者在下部

分析通道的第二个圆形微区混合后不发生化学与生物反应。

[0012] 所述彩色试剂被滴加固定在纸芯片两个分析通道中最后一个圆形纸微区的整个

亲水性纸体中，该彩色试剂在纸体中所形成的的彩色印迹具有良好的水溶性，被反应溶液

溶解后形成的彩色溶液能够在毛细管作用下从圆形亲水性纸体中自发流向后部的长方形

亲水性纸通道。

[0013] 所述Pb2+样品溶液被纸芯片吸取后发生的反应是Pb2+可特异性结合修饰在微珠表

面的DNA酶链以切割底物DNA链，从而释放出催化探针与上部分析通道中的反应试剂1和反

应试剂2在第二个圆形纸微区中混合，三者混合后生成不溶于反应溶液的气体产物，增强该

圆形纸微区中纸体的疏水性，降低或完全阻止后续流往第三个圆形纸微区以溶解彩色试剂

并在后部长方形通道中流动的反应溶液的体积，进而调控总体积恒定的反应溶液更多地流

向下部分析通道。

[0014] 与现有的常规金标准Pb2+定量检测方法相比，本发明的突出优点在于：

（1）滤纸、色谱层析纸、硝酸纤维素膜等多孔性纸基材成本低廉，纸芯片可批量制备，且

单个芯片尺寸小巧（厘米级别，便于保存、携带和使用）。

[0015] （2）利用纸芯片定量检测Pb2+的操作过程极为简单和快速，仅涉及两个步骤——样

品溶液吸取和彩色试剂流动长度读取，从而在极大降低分析成本的同时还能实现Pb2+的家

庭检测和野外现场分析。

[0016] （3）本发明可直接推广应用于环境监测、食品安全、医学诊断等诸多领域里各类溶

液样品中Pb2+分析物的简单、经济、快速、灵敏、特异的便携式定量检测。

附图说明

[0017] 图1为本发明的Pb2+免仪器定量检测方法的原理示意图。

[0018] 图中标记：1-纸芯片的长方形加样通道；2-加样通道中的圆形纸微区；3-上部长方

形分析通道中的第一个圆形纸微区；4-上部分析通道中的第二个圆形纸微区；5-上部分析

通道中的第三个圆形纸微区；6-下部长方形分析通道中的第一个圆形纸微区；7-下部分析

通道中的第二个圆形纸微区；8-下部分析通道中的第三个圆形纸微区；9-上部长方形分析

通道中的彩色试剂流动通道；10-下部长方形分析通道中的彩色试剂流动通道；11-纸芯片

中用于指示彩色试剂流动长度的刻度；12-表面修饰了末端标记催化探针的底物DNA链及

Pb2+依赖的DNA酶链的功能化微珠（12-1-微珠，12-2-底物DNA链，12-3-标记在底物DNA链末

端的催化探针，12-4-Pb2+依赖的DNA酶链）；13-固定在两个长方形分析通道的第一个圆形纸
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微区中的反应试剂1；14-固定在上部分析通道的第二个圆形纸微区中的反应试剂2；15-固

定在下部分析通道的第二个圆形纸微区中的惰性试剂；16-固定在两个长方形分析通道的

第三个圆形纸微区中的彩色试剂；17-样品溶液和缓冲溶液的等体积混合溶液；18-Pb2+；19-

反应试剂1和2反应生成的二级产物；20-Pb2+结合DNA酶链并切割底物DNA链后释放出的催化

探针催化前述二级产物生成的不溶于反应溶液的气体产物；21-固定在纸芯片中的彩色试

剂被反应溶液再次溶解并流入两个长方形通道后形成的彩色印迹；22-上部分析通道中彩

色试剂的流动长度；23-下部分析通道中彩色试剂的流动长度；24-上下两个分析通道中彩

色试剂的流动长度差值。

[0019] 图2为本发明实施例1中使用本发明的Pb2+免仪器定量检测方法分别检测不含分析

物离子的空白水样（blank）、62  nM  Pb2+水样、其他15种金属离子水样（离子浓度均为10  µ

M）、这些金属离子与62  nM  Pb2+的混合水样所得信号值（纸芯片两个分析通道中彩色试剂红

墨水的流动长度差值，length  change）的比较。图中的误差棒为三次平行实验结果的标准

偏差。

[0020] 图3为本发明实施例2中使用本发明的Pb2+免仪器定量检测方法分析一系列浓度范

围为1.8~500  nM的Pb2+水样时信号值（纸芯片两个分析通道中彩色试剂红墨水的流动长度

差值，length  change）与Pb2+浓度的Log值（Log[Pb2+]）之间的工作曲线。图中的误差棒为三

次平行实验结果的标准偏差。

具体实施方式

[0021] 以下实施例将对本发明予以进一步的说明，但并不因此而限制本发明。

[0022] 实施例1：

使用本发明的Pb2+免仪器定量检测方法检测不含分析物离子的空白水样（blank，不含

Pb2+的电阻率为18.2  MΩ·cm的超纯水）、62  nM  Pb2+水样、其他15种金属离子水样（即Na+、K
+、Ag+、Cu2+、Pb2+、Mg2+、Co2+、Cd2+、Ca2+、Zn2+、Ni2+、Fe2+、Fe3+、Cr3+和Al3+；离子浓度均为10  µM）

以及这些金属离子与62  nM  Pb2+的混合水样。每个水样均进行三次平行实验。

[0023] 如图1所示，本实施例的具体步骤为：

步骤一：根据图1所示形状，以色谱层析纸为多孔性纸基材，利用激光切割法制备镂空

型纸芯片，其中长方形加样通道长2  cm、宽1.5  mm，中部圆形纸微区直径4  mm；上下两个长

方形分析通道均长1.6  cm、宽1.5  mm，6个圆形纸微区直径均为4  mm；对应于长方形分析通

道中圆形纸微区后部长方形通道的两行刻度宽度和间隔均为1  mm。

[0024] 步骤二：采用戊二醛交联法将底物DNA链（碱基序列：5’-  COOH-A12-ACT  CAC  TAT 

ArG  GAA  GAGATG  A12-NH2-3’，Ar为特异性切割位点）修饰到氨基功能化的聚苯乙烯微珠（粒

径1  µM）表面；并利用碳二亚胺/  N-羟基琥珀酰亚胺偶联法在该链末端标记上过氧化氢酶；

进而通过核酸杂交反应将DNA酶链（碱基序列：5’-CAT  CTC  TTC  TCC  GAG  CCG  GTC  GAA  ATA 

GTG  AGT-3’）结合到微珠表面；最后将所得生物功能化聚苯乙烯微珠悬浮在10  mM磷酸盐缓

冲溶液（pH  7，1  mg/mL，含1.5  wt%的聚乙二醇2000）中。

[0025] 步骤三：在长方形加样通道的圆形纸微区中滴加2  µL生物功能化聚苯乙烯微珠（1 

mg/mL），在纸芯片上部长方形分析通道的三个圆形纸微区依次滴加2  µL  100  mM葡萄糖溶

液（10  mM磷酸盐缓冲溶液，pH  7，含1.5  wt%的聚乙二醇2000）、2  µL  1  mg/mL  葡萄糖氧化
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酶溶液（10  mM磷酸盐缓冲溶液，pH  7，含1.5  wt%的聚乙二醇2000）以及2  µL未稀释红墨水

原液（上海英雄集团有限公司产品）；并在纸芯片下部长方形分析通道的三个尺寸相同的圆

形微区依次滴加2  µL  100  mM葡萄糖溶液（10  mM磷酸盐缓冲溶液，pH  7，含1.5  wt%的聚乙

二醇2000）、2  µL  1  mg/mL  牛血清白蛋白溶液（10  mM磷酸盐缓冲溶液，pH  7，含1.5  wt%的

聚乙二醇2000）以及2  µL未稀释红墨水原液（上海英雄集团有限公司产品）；干燥后用透明

胶带封装纸芯片（但加样通道尖端不封闭，便于吸取样品溶液）。

[0026] 步骤四：将纸芯片加样通道尖端置于62  nM  Pb2+水样（硝酸铅水溶液）和10  mM磷酸

盐缓冲溶液（pH  7）的等体积混合溶液中10  s；肉眼观察纸芯片两个分析通道中红墨水溶液

的流动情况，并待其停止流动后（约5  min），读取两个通道中与红墨水流动长度相关的刻度

数目与差值（length  change）。

[0027] 根据相同的步骤，利用纸芯片检测空白水样品（blank，即电阻率为18.2  MΩ·cm

的超纯水）、其他15种金属离子水样（即Na+、K+、Ag+、Cu2+、Pb2+、Mg2+、Co2+、Cd2+、Ca2+、Zn2+、Ni2

+、Fe2+、Fe3+、Cr3+和Al3+；离子浓度均为10  µM）或这些金属离子与62  nM  Pb2+的混合水样，并

记录相应纸芯片两个通道中红墨水溶液的流动长度差值（length  change）。

[0028] 从图2可以看出，检测空白水样和其他15种金属离子水样时所得的红墨水流动长

度差值仅为0.5  mm左右，而检测62  nM  Pb2+水样所得的红墨水流动长度差值高达9.5  mm。这

应当归因于只有Pb2+可以特异性结合修饰在微珠表面的DNA酶链，并切割底物DNA链释放出

过氧化氢酶探针。该酶探针随着反应溶液流入上部分析通道后，将和葡萄糖及葡萄糖氧化

酶在第二个圆形纸微区中混合。葡萄糖氧化酶可催化葡萄糖生成过氧化氢和葡萄糖酸产

物。同时，所生成的二级产物过氧化氢进一步被过氧化氢酶催化分解产生氧气。该原位产生

的氧气产物，通过提高第二个圆形纸微区中纸体的疏水性，降低后续流往上部分析通道第

三个圆形纸微区以溶解彩色试剂红墨水并在后部长方形通道中流动的反应溶液的体积，得

到较短的红墨水流动长度。另一方面，由于总的反应溶液体积是恒定的，更多的反应溶液则

被迫分流到下部分析通道以溶解较多的彩色试剂并在后部长方形通道中流动较长的长度。

最终在纸芯片两个分析通道中获得较大的红墨水流动长度差值。图2中的对比实验结果表

明，本发明的Pb2+免仪器定量检测方法切实可行，同时表现出良好的分析特异性。

[0029] 实施例2：

使用本发明的Pb2+免仪器定量检测方法分析浓度范围为1.8~500  nM的Pb2+水样。每个

浓度均进行三次平行实验。

[0030] 如图1所示，本实施例中每个Pb2+水样分析的具体步骤为：

步骤一：根据图1所示形状，以色谱层析纸为多孔性纸基材，利用激光切割法制备镂空

型纸芯片，其中长方形加样通道长2  cm、宽1.5  mm，中部圆形纸微区直径4  mm；上下两个长

方形分析通道均长1.6  cm、宽1.5  mm，6个圆形纸微区直径均为4  mm；对应于长方形分析通

道中圆形纸微区后部长方形通道的两行刻度宽度和间隔均为1  mm。

[0031] 步骤二：采用戊二醛交联法将底物DNA链（碱基序列：5’-  COOH-A12-ACT  CAC  TAT 

ArG  GAA  GAGATG  A12-NH2-3’，Ar为特异性切割位点）修饰到氨基功能化的聚苯乙烯微珠（粒

径1  µM）表面；并利用碳二亚胺/  N-羟基琥珀酰亚胺偶联法在该链末端标记上过氧化氢酶；

进而通过核酸杂交反应将DNA酶链（碱基序列：5’-CAT  CTC  TTC  TCC  GAG  CCG  GTC  GAA  ATA 

GTG  AGT-3’）结合到微珠表面；最后将所得生物功能化聚苯乙烯微珠悬浮在10  mM磷酸盐缓
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冲溶液（pH  7，1  mg/mL，含1.5  wt%的聚乙二醇2000）中。

[0032] 步骤三：在长方形加样通道的圆形纸微区中滴加2  µL生物功能化聚苯乙烯微珠（1 

mg/mL），在纸芯片上部长方形分析通道的三个圆形纸微区依次滴加2  µL  100  mM葡萄糖溶

液（10  mM磷酸盐缓冲溶液，pH  7，含1.5  wt%的聚乙二醇2000）、2  µL  1  mg/mL  葡萄糖氧化

酶溶液（10  mM磷酸盐缓冲溶液，pH  7，含1.5  wt%的聚乙二醇2000）以及2  µL未稀释红墨水

原液（上海英雄集团有限公司产品）；并在纸芯片下部长方形分析通道的三个尺寸相同的圆

形微区依次滴加2  µL  100  mM葡萄糖溶液（10  mM磷酸盐缓冲溶液，pH  7，含1.5  wt%的聚乙

二醇2000）、2  µL  1  mg/mL  牛血清白蛋白溶液（10  mM磷酸盐缓冲溶液，pH  7，含1.5  wt%的

聚乙二醇2000）以及2  µL未稀释红墨水原液（上海英雄集团有限公司产品）；干燥后用透明

胶带封装纸芯片（但加样通道尖端不封闭，便于吸取样品溶液）。

[0033] 步骤四：纸芯片加样通道尖端置于62  nM  Pb2+水样（硝酸铅水溶液）和10  mM磷酸盐

缓冲溶液（pH  7）的等体积混合溶液中10  s；肉眼观察纸芯片两个分析通道中红墨水溶液的

流动情况，并待其停止流动后（约5  min），读取两个通道中与红墨水流动长度相关的刻度数

目与差值（length  change）。最后将所有水样所得红墨水的流动长度差值（length  change）

对Pb2+浓度的Log值（Log[Pb2+]）作图（图3）。

[0034] 由图3可知，随着Pb2+浓度的增加，相应的红墨水流动长度差值逐渐增大。这是因

为，当水样中Pb2+浓度较大时，其在相同时间里可以切割更多的底物DNA链以释放出更多的

过氧化氢酶探针，从而产生更多的氧气产物，更大程度地提高第二个圆形纸微区中纸体的

疏水性，致使后续流往上部分析通道第三个圆形纸微区以溶解彩色试剂红墨水并在后部长

方形通道中流动的反应溶液的体积越小，从而流动长度越短。与此同时，更多的反应溶液则

分流到下部分析通道以溶解较多的彩色试剂并在后部长方形通道中流动较长的长度。最终

在纸芯片两个分析通道中获得较大的红墨水流动长度差值。此外，图3显示，所得红墨水流

动长度差值与Pb2+浓度的Log值（Log[Pb2+]）在1.8~500  nM的浓度范围内呈现良好的线性关

系。根据3σ方法估算本方法的Pb2+检测下限约为0.97  nM。
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