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　　提　要:目的　结合平面半导体技术及生物化学原理 ,制作 NH +
4 敏感的尿素传感器 , 并对其检测性能进行评价。 方

法　采用平面半导体技术制作 ISFET ,在栅上固化脲酶得到NH +
4 敏尿素传感器 ,并在 ISFET自身稳定性 、传感器响应时间 、

检测范围及保存时间几个方面对该传感器进行评价。结果　ISFET 自身性能较稳定 , 传感器响应时间<60 s ,尿素检测范

围为 10～ 1 000 mg L ,保存 7 d内该传感器检测性能较稳定 。结论　NH +
4 敏感的尿素传感器有实际应用价值。
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　　Abstract:Objective　To fabricate the NH
+
4 sensitive urea sensor with reinforced ion-sensitive field effect tran-

sistor(ISFET)using the plane semiconductor technique with biochemical theory , and to evaluation its detecting func-

tion.Methods　The ISFET was obtained using the plane semiconductor technique , and then urease was solidified on

the gate of ISFET.The self-stability of ISFET , the response time , the detected range , and the effect of preservation

time of the sensor were tested.Results　The stability of ISFET was fine.As for the sensor , the response time was

less than 60 s;the detected range of urea was 10-1 000 mg L;and the detecting function was stable within 7 d.
Conclusion　The urea sensor fabricated in our experiment has some practical values of application.

　　Key words:ion-sensitive field effect transistor;NH
+
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　　基于离子敏感场效应晶体管(ion-sensitive field-ef-
fect transistor , ISFET),可以研制出 ChemFETs 、EnFETs 、
DNAFETs及 ImmunoFETs等系列生物传感器

[ 1]
。与电

极式传感器相比 , ISFET 传感器具有体积小 ,价格便
宜 ,响应快和易集成等优点 ,这些优点使 ISFET 传感器

有很广泛的应用前景
[ 2]
。随着微电子技术和酶技术的

发展 ,将二者结合起来研制出的 EnFETs在生物医学领

域已显示出了它的优越性 ,并受到了人们的重视。本

实验研究是将脲酶制成酶膜固化于增强型 ISFET的敏

感栅极上 ,制成对 NH
+
4 敏感的尿素传感器 ,检测底物

中尿素的浓度 ,现对相关内容报告如下 。

1　材料与方法

1.1　仪器和试剂
　　脲酶(EC 3.5.1.5 Sigma 23 U mg), 牛血清白蛋白(ZLI-9026

　　作者简介:蒲晓允(1963-),男 ,四川省南充市人 ,博士 ,副教授 ,主要从事医

学快速检验及造血调控方面的研究 , 发表论文 30余篇。电话:
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　　收稿日期:2003-12-24;修回日期:2004-02-08

北京中山生物技术有限公司), Nafion 117 Solution(Fluka), 二茂

铁 、戊二醛 、尿素 、甲醇 、丙酮均为分析纯试剂 ,试验用水为去离

子水。场效应管检测平台由电子工业部第 24 研究所提供。

1.2　场效应晶体管的制作
　　由电子工业部第 24所完成。制作采用平面半导体工艺技

术 ,用 P(100)型单晶硅 ,经切片 、磨片 、抛光氧化 、生长Si3N4膜 、

蚀刻 、引线联接等技术过程 , 制成 n 沟道增强型具有裸露 Si3N4

栅区的离子敏场效应晶体管(平面结构见图 1)。

图 1　ISFET芯片

Fig 1　Chip of ISFET

1.3　NH
+
4 敏感膜及尿素传感器的制作

1.3.1　NH +
4 敏感膜酶液的组成及配制　　NH+4 敏感膜酶液
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的组成包括脲酶 、牛血清白蛋白及交联剂戊二醛。配制酶液时

将2.5 mg脲酶混合 10 mg 牛血清白蛋白 , 用 50 μl去离子水溶

解 ,制成酶蛋白混悬液。

1.3.2　场效应晶体管的修饰　　吸取适量 5%Nafion原液以甲

醇稀释至 0.1%(修饰Ⅰ液),称取适量二茂铁以丙酮溶解 ,制成

0.05 mol L溶液(修饰Ⅱ液)。修饰时先取 2 μl修饰Ⅰ液均匀涂

覆于场效应晶体管栅区 ,自然干燥后再取 2 μl修饰Ⅱ液均匀涂

覆于场效应晶体管栅区 ,自然干燥 2 h以上。

1.3.3　酶膜形成及固化　　取 3.1 所述酶蛋白悬液 2 μl涂敷

于经修饰的场效应晶体管栅区上 , 将之连同戊二醛一起置于

37 ℃恒温孵箱 2 h(戊二醛熏蒸), 使脲酶通过戊二醛交联于

ISFET的栅上 ,栅表面约 2 个脲酶活性单位。NH+4 敏感尿素传

感器如图 2所示。

图 2　酶传感器结构

Fig 2　Structure of EnFET

1.4　检测方法
　　将酶传感器插入用去离子水配制成的不同浓度的尿素溶

液 ,以 Ag AgCI电极为参比电极 , 在 ISFET栅的敏感酶膜上 , 漏

源加载电压(Vds)为 3V , 场效应管检测平台检测漏源电流的变

化量(■Ids)。漏源电流(Ids)改变与离子活度成正比 ,离子活度

与底物和酶的反应强度成正比 ,则底物的浓度(C)则与 Ids成正

比 ,此关系可用简单的对应式表达:Ids =K·C , 因此酶与底物反

应信号可用 Ids 量化表达 , K 为系数 , 与 ISFET 的阈值电压

(VT)、栅电容(CO)、沟道宽度(W)、沟道长度(L)及栅表面电子

迁移率(μ)等相关[ 3] 。 因此 , 反应液中底物(尿素)的浓度变化

将影响漏源电流的变化量(■Ids)。

1.5　统计学方法
　　结果以 x±s表示 , 采用 t检验。

2　结果

2.1　空白及酶固化后场效应管 Ids值检测

　　检测 5只未经修饰的 ISFET , 其 Ids 分别为 55、57、52 、49 、54

mA ,  x±s=53.4±3.05(n=5);固化后 Ids' 分别为 0.219、0.218、

0.220、0.222 、0.224 mA ,  x±s=0.221±0.002(n=5)。

　　空白场效应管一定 Ids 值的存在 , 说明此时场效应管处于

微导通状态 ,经修饰及酶固化后 Ids 很小 ,此时场效应管基本关

断 ,即不导通。同型管管只间 Ids 及 Ids' 值差异不大 , 因此不同

管只对标本检测影响较小 ,稳定性较好 , 这有利于标本的检测。

2.2　响应时间
　　采用 250 mg L 尿素反应液测试 , 将反应液滴加在敏感膜

上 ,场效应管检测平台动态观察 Ids 变化 , 每 10 s 记录一次 , 记

录反应时间及 Ids变化量(■Ids)。反应时间与■Ids 变化曲线

见图 3。

图 3　尿素浓度 250 mg L时反应时间与■Ids的关系

Fig 3　Curve of time-■Ids with a 250 mg L solution of urea

　　由此可见 ,加样后 10 s 内即发生反应 , Ids 上升 ,加样后约

40 s上升到最大值 , 在 60 s 可读取一稳定的 Ids 值 , 因此 , 该传

感器的响应时间<60 s。

2.3　检测限度(范围)的测定
　　用去离子水将尿素分别配制成 0、1、10 、20、50、100、200、500、1

000、1 500 mg L的反应液, 每个浓度点检测5 次 ,每次检测在加样

后60s 记录■Ids值。反应液浓度与■Ids变化曲线见图 4。

图 4　不同尿素浓度与■Ids的关系

Fig 4　Relationship of ■Ids with different concentrations of urea

　　由图 4各检测点 Ids值与反应液浓度的关系对比 , 反应液

浓度在 10～ 1 000 mg L ,随反应液浓度升高 , ■Ids 值相应上升 ,

并呈一定的比例关系 ,但反应液浓度在 1 500 mg L及<10 mg L

时 ,此比例关系不明显 , 因此 ,该传感器的最佳检测范围在 10 ～

1000 mg L。

2.4　保存时间对传感器检测性能的影响
　　将制作好的传感器密封干燥室温保存 ,分别于保存后 3 、7
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d 检测 , 并与新鲜制备的传感器比较 ,观察保存时间对传感器检

测性能的影响。检测点反应液浓度分别为 20 、50 、100、200、500、

1 000 mg L, 每个浓度点检测 5 次 , 每次检测在加样后 60 s记录

■Ids 值。结果见图 5。

#:P<0.05 , vs f resh;＊:P<0.01 , vs f resh

图 5　保存时间与■Ids的关系

Fig 5　Relationship of ■Ids and preserving time

　　由图 5可知 , 保存一定时间后 ,该传感器检测■Ids 值有一

定程度降低 ,保存 3 d 后 500 mg L及 1 000 mg L两个浓度点检

测■Ids 值与新鲜制备的传感器比较 P <0.05 , 而保存 7 d 后

200 、500 、1 000 mg L 3 个浓度点检测■Ids 值与新鲜制备的传感

器检测值比较 P<0.01 , 在 100 mg L浓度点 P<0.05 , 提示保存

时间对该尿素传感器的检测活性有一定影响 , 保存时间越长 ,

其检测活性越低。从本实验结果看 ,本实验制备的尿素传感器

在密闭干燥室温条件下保存 3 d 以内 , 基本可保持其原有检测

活性。

3　讨论

　　1970年荷兰人 P·Bergveld将金属 —绝缘体—半导

体场效应晶体管(MOSFET)的金属栅极去掉 ,把绝缘体

氧化物SiO2 直接插在NaCl溶液中 ,发现场效应管的一

个参数 Ids(漏源电流)与 Na
+
离子在 2 ～ 1 000 mol m

3

浓度范围内呈线性关系 ,这种现象引起了世界各国科

学家的极大兴趣 ,后来把这种工作电流随溶液离子浓

度而变化的场效应管称为离子敏场效应晶体管(ion

sensitive field effect transistor , ISFET)
[ 4]
,由于电化学与

半导体技术和理论的相互渗透 ,以 ISFET 为基本元件

研制出多种传感器 ,这些传感器在生物医学 、环境保

护 、工业生产和人民生活等方面有着越来越重要的作

用 ,因为它具有异于其他检测手段和方法的特点:微型

化 、微量化 、集成化和响应迅速等 。目前 ,在临床医学

上利用 ISFET制成的传感器 ,已可用于检测无机离子

如H
+
、K
+
、Na

+
、Cl

-
、Ca

2+
、NH

+
4 等

[ 5]
,有机化合物如

葡糖糖 、多巴胺 、尿素
[ 6 , 7]
等 ,其他如抗原 、抗体 、微生

物 、细胞等许多方面
[ 8]
。但国内相关研究却相对落后 ,

而以 ISFET制作的生物传感器却有广泛的应用市场 ,

加强此类研究具有重要意义。

　　尿素是人体蛋白质代谢的终产物 ,体内生成的尿

素主要由肾脏排出 ,是肾脏排泄的低分子含氮废物的

主要成分 ,小部分可由汗液 、唾液等排出 。血浆尿素浓

度在一定程度上可反映肾小球滤过功能 ,对慢性肾脏

疾病的病程 、病情监控及预后判断均有意义。因此 ,尿

素浓度的高低是了解肾功能的重要指标之一 。而唾液

尿素浓度与血浆尿素浓度具有良好的相关性
[ 9]
,因此

检测尿素浓度可了解肾脏的功能状态。

　　以 ISFET 研制酶传感器主要要解决两个关键问

题:一是 ISFET自身对生物电的反应性能 ,这主要是半

导体技术需要解决的问题;二是如何把酶化学反应与

ISFET感应性能相结合的问题 ,后者核心问题即酶膜

的固化 。目前固化方法通常是间接固定 ,其中硅烷化

连接法 、聚乙烯亚胺法和非特异吸附性蛋白法是最常

用的方法。栅表面羟基化或者巯基化 ,利用化学键通

过戊二醛把酶交联在 FET 的栅上 ,但这种技术有一定

的难度
[ 10]
。本实验利用 Nafion(全氟代磺酸酯)、二茂

铁修饰 ISFET栅表面 ,在经牛血清白蛋白通过戊二醛

熏蒸把酶交联到栅表面 ,而 Nafion ,是一种含过氟磺酸

钠的高聚体 ,在此充当鳌合剂和离子交换剂 ,其内部含

有增水性的畴氟碳骨架和亲水性的畴磺酸基 ,磺酸基

起离子交换作用 ,对阳离子有较好的选择性
[ 11]
,另外 ,

Nafion修饰可在传感器表面形成一层隔离膜 ,能够阻

挡尿酸 、抗坏血酸的干扰
[ 12]
。本实验使用的二茂铁在

此应用是作为电子介体 ,传导电子的传递 ,同时 ,它作

为信号放大剂 ,可以提高传感器的电化学行为 ,有放大

电信号的作用 , 使微弱的电化学信号能够被检测

到
[ 13]
。从实验过程及结果来看 ,初步效果还不错。我

们所使用的增强型 n沟道 ISFET 本身稳定性较好 ,经

修饰和酶固化处理后对脲酶与尿素反应所产生的生物

电信号反应敏感 ,在 10 ～ 1 000 mg L范围内呈现一定

线性关系 ,具有良好的实际应用价值 ,而唾液尿素浓度

正常值范围213 ～ 291mg L正在此线性范围之内 ,为无

创检测尿素创造了条件。
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上尿路梗阻性急性肾衰的急诊处理

Emergency management of acute renal failure caused by upper urinary tract obstruc-
tion:a report of 64 cases

李宏彬
1
,邱功阔

2
,周尤强

1
,殷　波

1
,夏　钢

1
,栗　恒

1
,赫建芳

1
,苏丽华

1
　　(1 河南信阳市中心医院泌尿外科;2 解放

军第 154医院泌尿外科 , 信阳 464000)

　　1990年 1月至 2002年 6 月 ,我院共收治上尿路梗阻所致的

急性肾功能衰竭患者 64例 ,经急诊处理 ,效果满意 ,现报告如下。

1　资料与方法

1.1　临床资料
　　本组 64例 , 男 37例 , 女 27 例 , 年龄 16 ～ 77 岁 , 平均 45 岁。

临床症状主要有腰部酸痛 、胀痛 , 由少尿逐渐发展至无尿 51

例 ,双侧输尿管结石患者 30 例(其中输尿管上段结石 28 例侧 ,

输尿管中段结石14 例侧 , 输尿管下段结石18 例侧)。双肾脏铸

形结石在外院行体外冲击波碎石术(ESWL)后形成“石街”梗阻

3 例(其中双侧输尿管“石街”形成 1例 , 左肾多发性铸形结石并

肾积水 ,右侧输尿管结石 2 例)。既往有肾切除手术史 , 孤立肾

输尿管梗阻 8 例。行子宫切除术后致术后无尿 2 例。 无尿症

状持续 1～ 9 d , 平均 3 d , 血尿素氮(BUN)16～ 58 mmol L;血清肌

酐(SCr)460 ～ 2 010 μmol L 。 常规行腹部平片及 B 超检查明确

诊断。

1.2　治疗方法
　　本组 64 例 , 根据急性衰竭的程度 , 采取不同的治疗方法。

其中急诊行血液透析治疗 24 例;行 ESWL 治疗后解除梗阻 16

例 L行输尿管逆行插管引流尿液成功 10 例;行输尿管镜下气

压弹道碎石成功 6 例;开放手术一次性解除双侧输尿管梗阻

　　作者简介:李宏彬(1965-),男 ,河南省信阳市人 ,主治医师 ,主要从事腔内泌

尿外科方面的研究 ,发表论文 10余篇。电话:(0376)6331518

　　收稿日期:2003-06-04;修回日期:2003-11-12

5 例;经皮肾穿刺造瘘术 3例。

2　结果

　　本组 64例 , 无 1例死亡。梗阻解除后即进入多尿期 ,术后

24 h 尿量达 2 500 ～ 5 000 ml , BUN , SCr明显下降。由于大量利

尿后细胞外液的过度丧失易造成脱水 , 通常补液量为每日排出

水分量的 1/3 ～ 1/ 2。同时大量利尿后有过多的钠离子和钾离
子丧失 , 可造成电解质失衡 , 故按每日血电解质测定结果来决

定补给氯化钠和氯化钾的量。氮质血症随之逐渐缓解 , 术后 2

周肾功能恢复正常或接近正常。对于出现少尿 、无尿超过 2 d ,

血钾超过 6.5 mmol L , SCr大于 600 μmol L , BUN大于 28 mmol 

L , 急诊行血液透析[ 1] , 待一般情况好转后再行病因治疗。术后

随访 1～ 6个月 , 肾功能均恢复正常。

3　讨论

　　上尿路梗阻引起的急性肾功能衰竭是泌尿外科常见的急

症之一 ,若不及时抢救治疗可以导致死亡。据病史 、体征 、实验

室生化检查 、 KUB及 B 超检查能及时作出正确诊断。由于急

性肾功能衰竭 ,使体内有害毒素淤积出现代谢性酸中毒 , 内环
境紊乱 ,使急性肾功能衰竭进一步恶化。因此 , 如何及时抢救

生命 ,挽救肾功能是急诊处理急性肾功能衰竭的关键所在。

　　据 1998年欧洲透析移植年会上 , 对急性肾功能衰竭尽早

进行血液透析治疗的观点 , 再次得到了肯定 , 它能大大提高急

性肾功能衰竭的救治率(94.7%以上), 降低了死亡率[ 2] 。我院
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