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摘  要 : 膜具有保护、支撑、分散和分离的功能，通过表面修饰和接枝/负载选择性配基或催化剂等可赋予膜更

多的功能，因此膜技术在生物检测中的应用越来越广泛，其发挥作用的方式和途径也极其多样化。对功能膜的理

性设计可以满足生物检测过程中不同环节的需求，包括生物样品的前处理、制备、响应和传感等。文中简述了分

离膜的功能化方法，并对目前膜技术在样品制备和检测过程中的应用以及多功能膜集成的研究进行综述。通过梳

理面向生物检测的功能膜设计、制备和应用研究进展，以期更好地发挥膜材料结构和功能的优势，构建更加“适

应”检测环境的高效、稳定检测平台。 

关键词 : 膜技术，功能化，生物检测，多功能膜，酶固定化 
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Advanced applications of membrane technology in biological 
detection 

Jinxuan Zhang, Jianquan Luo, Zhongyuan Ren, Hao Zhang, Xiangrong Chen, and Yinhua Wan 

State Key Laboratory of Biochemical Engineering, Institute of Process Engineering, Chinese Academy of Sciences, University of the Chinese 

Academy of Sciences, Beijing 100190, China 

Abstract:  Membrane creates the functions of protection, supporting, dispersion and separation. More functions can be 

designed by modifying membrane surface and grafting/loading selective ligands or catalysts on the membrane, thus membrane 

technology has been widely applied in biological detection, and its application approaches becomes diverse. Rational design of 

functional membranes can meet the demands in different steps of biological detection process, including sample pretreatment, 

preparation, response and sensing. This review summarized the functionalization methods of filtration membranes, 

applications of membrane technology in sample preparation and detection process, as well as the research on the integration of 

functional membranes. By revisiting the research progress on functional membrane design, preparation and applications for 

biological detection, it is expected to take better advantage of membrane materials structure and performance for constructing 

efficient and stable detection platform, which is more “adapted” to the detection environment. 

Keywords:  membrane technology, functionalization, biodetection, multifunctional membrane, enzyme immobilization 

 

随着生活水平的提高，人们对生命健康和医

疗保障日益关注。现代生物检测技术在临床疾病

诊断、药物开发、医疗保健、食品安全、环境监

测等领域都发挥着至关重要的作用，特别是早期

疾病诊断、生物标志物的筛选、致病细菌监测等

等。因此，精准、高效的生物检测技术研发受到

研究者们的广泛关注。 

生物检测技术发展到现在，涉及的内容越来

越广泛，关注热点除了生物体的特有功能和特征

外，还强调生物体本质过程的研究以及基因工程、

蛋白质工程和组学 (如基因组学、蛋白组学、肽

组学、代谢学) 等的检测，目前涉及的关键词包

括生物检测 (Biodetection)、生物监测 (Biomonitor，

Biosurvey)、生物分析、生物传感器、生物芯片、

生物信息学等。 

膜技术作为一项绿色分离技术，在生物检测

中得到广泛应用。以分离膜作为选择性屏障，可

控制膜两侧的物质传输[1]。膜分离过程无需添加

剂，高效低耗。并且，膜技术易于与其他分离或

反应过程相结合，分离膜的结构、性质和功能也

有极大可设计、可加工的空间。因此，大量具有

各种新颖功能的吸附膜、催化膜、传输膜等被开

发出来，以满足生物检测过程中的不同需求，如

样品分离纯化、样品消解与浓缩、生物体检测、

提高检测系统的生物相容性等。通常，利用膜材

料的高比表面积、良好的机械性能和生物相容性，

膜技术可被直接作为检测系统的辅助和集成部

分，起到保护、支撑、分散和分离屏障等作用。

进一步对分离膜功能化修饰后，可以改善其性能

或赋予其更多功能 (特异选择性、分子识别、催

化等)。因此通过对膜材料进行结构和功能的理性

设计，可满足不同检测需求，使膜技术在生物检

测过程中发挥更重要的作用。 

吸附膜被广泛用于生物样品的分离纯化，具

有高选择性和高通量的优点，样品损失少，适合

处理微量、敏感的生物样品[2]；催化膜在生物样

品消解及检测中发挥了重要作用，主要是通过将

化学催化剂或生物酶固定于膜表面或孔内，将分

离与反应相集成[3]，提高反应效率、可控性以及

催化剂的重复利用性；传输膜可以利用电荷作用、

差异迁移率等实现样品在线分离，使检测器件小

型化[4]；膜技术还可以作为检测系统与外界环境
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之间的友好屏障，选择性地透过待分析物并隔绝

干扰物，保障检测系统的稳定性[5]。 

本文首先介绍了分离膜的功能化方法，然后

概述了目前膜技术在样品制备和检测过程中的应

用以及最新科研进展，侧重于功能膜在生物检测

中的作用方式和功能集成，以期对功能膜的设计

和制备及其在生物检测中的应用提供新思路。 

1  分离膜的功能化方法 

分离膜的材料和结构具有较高的可设计和可

加工性，可根据不同的分离和传输需求，改善膜

的特异选择性、渗透性和稳定性，或引入额外的

相互作用 (分子识别、亲和、催化或响应) 以提

高分离选择性或赋予新的功能。对分离膜的加工

和修饰通常有以下 3 个方向：1) 设计具有不同化

学性质或特定结构的高性能膜材料；2) 对膜表面

或孔内进行功能化，赋予膜特定的功能；3) 利用

模板定制特定形态和结构的功能膜。 

对膜材料进行设计，可将不同材料的功能进

行组合，制备有机-无机杂化、混合基质或复合膜；

对膜功能进行理性设计，可令膜具有特定的分离

选择性、表面性质和传输机制；对膜结构进行设

计，可定制膜孔几何形状、孔隙率和膜厚度，满

足特定的检测需求。 

表面功能化可以引入多种相互作用来赋予膜

新的功能。可利用膜材料本身的电荷性质或反应

性侧基、末端基团直接键合选择性配基或催化剂，

也可以先对膜进行改性，即在膜表面偶联聚合物，

提供更多的氨基、醛基、环氧基和羧基等反应性

基团以提高装载密度。将膜表面活化后可进一步

结合亲和配体、生物酶、金属、纳米颗粒等，赋

予其分子识别、亲和、催化或响应等功能。 

利用模板定制特定结构的功能膜，如分子印

迹 (Molecularly imprinted polymer，MIP) 膜，使

用模板分子在聚合物基质上创造空腔，通过形状

互补性和多种非共价相互作用 (例如氢键、疏水

和静电相互作用) 的组合提供识别作用。表 1 对

功能膜的制备和修饰方法进行总结，并结合生物

检测中的应用研究，分析其引入的新功能以及对

性能的提升。 

表 1 汇总的功能化方法体现了膜技术在生物

检测中发挥作用的主要方式和途径。除了引入其

他功能，分离膜功能化也需关注其分离选择性的

提升和渗透性能的保持，并将膜污染趋势最小化，

减少或防止其他物质与膜之间不必要的相互作

用，以保障功能膜可以稳定有效地发挥作用。 

2  膜技术用于生物样品的前处理 

基于质谱的蛋白质组学分析中，蛋白质样品

的制备非常关键，它决定了分析的灵敏度、准确

性和稳定性。样品制备通常包括以下步骤：蛋白

质提取、溶解、变性、还原和烷基化以及酶解[16]，

整个过程极其繁琐，涉及多种溶剂的置换，易造

成样品损失和污染。而膜技术可用于蛋白质的分

离、酶解以及多肽的富集和纯化，极大地改进了

蛋白质样品的制备过程。 

2.1  过滤辅助样品制备 

过 滤 辅 助 样 品 制 备  (Filter-aided sample 

preparation，FASP) 是一种普遍使用的样品制备

方法。利用超滤装置简单离心，使低于切割分子

量的变性剂和其他低分子量污染物与蛋白质样品

分离。蛋白质大分子被截留在膜上，随后进行酶

解处理。在此基础上，研究者利用大孔疏水的聚

偏氟乙烯或 [17]聚醚砜微滤膜 [18]替代亲水的纤维

素超滤膜制备过滤器 (分离机理从筛分作用变为

疏水吸附)，降低过滤阻力，以提高分离效率并改

善器件的机械性能，改进的 96 孔板 FASP 法 (称

为 MStern blotting) 能够同步平行处理多个样本 

(图 1)。尽管 FASP 减少了溶液置换步骤，可有效

防止污染引入，但后续的酶解等步骤仍需要很长

时间，且 FASP 处理微量样品时，会造成一定的

肽损失，同时存在洗涤剂未完全去除的问题。 
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图 1  改进的 96 孔板 FASP 法——聚偏氟乙烯膜通过

疏水吸附作用分离蛋白质 ( 该方法源自 Western 

blotting，被称为“MStern blotting”)[17] 

Fig. 1  Improved fast 96-well plate compatible 
filter-aided sample processing—polyvinylidene fluoride 
membrane separates protein by hydrophobic adsorption 
(This method is derived from the Western blotting 
process and named“MStern blotting”)[17]. 
 

2.2  酶膜反应器 

长时间的酶解过程是样品制备的瓶颈，目前

的酶固定化技术可以将消解时间从过夜处理 (约

15 h) 减少到几分钟甚至几秒。已有大量研究将酶

固定在有机、无机整体柱、多孔微球等多种载体

上，但生物大分子需经过缓慢扩散才能到达结合

位点，限制了蛋白质的消解和纯化效率。 

酶膜反应器 (Enzymatic membrane reactor，

EMR) 以分离膜作为固定载体，将膜分离过程与

酶促反应耦合，利用对流作用加速底物传质同时

保证蛋白质消解效率，显著减少死体积，适于微

量蛋白质样品的快速消解和分离。Cooper 等 [19]

在毛细管末端插入疏水的多孔聚偏氟乙烯膜，通

过疏水吸附在膜上固定胰蛋白酶，该 EMR 可直

接与质谱仪器结合，在几秒内快速水解蛋白质，

并证实亚微米级膜孔内的对流传质能够有效消除

扩散控制反应动力学的限制。由于膜材料易于整

合到在线系统中，EMR 可进一步减少繁琐的样品

处理步骤和样品损失风险，提高检测精度。Tyan

等 [12]用两种烷硫醇溶液在镀金膜上形成单层自

组装  (Self-assembled monolayer，SAM) 膜，以   

1-乙基-(3-二甲基氨基丙基) 碳二亚胺盐酸盐/N-

羟基琥珀酰亚胺作为偶联剂在 SAM 膜上固定胰

蛋白酶，用二维纳升液相色谱串联质谱技术检测

得到的红细胞水解片段，可鉴定出 272 种红细胞

蛋白质 (图 2)。此外，EMR 改善了酶稳定性和消

解效率，可以实现酶的再生和重复使用。Qiao 等[8]

通过多孔聚合物膜上的马来酸酐基团共价固定胰

蛋白酶，重复使用 9 次后酶活仍能保持在 96%以

上。通过酶固定化能够改善酶与蛋白质的接触方

式，减少酶的自溶，使得消解效率明显提高。膜

过滤操作也提供了更加可控的操作方式，通过控

制样品在膜面和孔内的停留时间，可限制蛋白质

消解以增加序列覆盖。Tan 等[20]通过增加单位膜

面积的酶固定化密度，同时减少膜厚度，以毫秒 

 

 
 

图 2  蛋白质组学样品酶解及质谱分析的工作流程[12] 

Fig. 2  Work flow chart of enzymatic hydrolysis and mass spectrometry of proteomics samples[12]. 
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级停留时间来限制蛋白质消解，使质谱检测时

BSA 酶解产物中的大分子肽 (3−10 kDa) 的序列

覆盖率从 53% (2 s 停留时间) 增加至 82% (0.05 s) 

(图 3)。 

2.3  样品富集 

利用膜的选择性分离功能可实现蛋白质样品

的高效浓缩和纯化。参考早期的 DNA 预浓缩研

究，Foote 等[21]在微流控装置上利用多孔二氧化

硅膜作为相邻通道间的选择性屏障，使得缓冲液

通过但截留蛋白质，经过浓缩后的蛋白质样品信

号强度提高约 600 倍左右。Bruening 等通过层层

自组装 (Layer-by-layer self-assembly，LBL) 技术

开发了一系列功能膜，可用于富集磷酸化肽[22]、

纯化多组氨酸标记(His 标记)蛋白[23-24]、蛋白酶消

解蛋白质样品[20,25]，并将功能膜与其他组件耦合，

开发出多种可商业化的蛋白质样品制备器件，如

移液吸头[26]、FASP 法超滤离心过滤器[27] (图 4)。

Liu 等[11]使用固定模拟肽段 KH19 的多孔尼龙膜，

可以在 5 min 甚至更短时间内高选择性地捕获人

体血清中的赫赛汀，未来可以进一步开发制成旋

转膜或 96 孔板等器件。 

总之，对膜进行不同的功能化设计，可以完

成分离纯化、富集、消解、脱盐等蛋白质样品制

备步骤，并且易于整合到商业化在线检测系统，

简化样品处理步骤并且避免样品损失。Yang 等[28]

通过制备两个热响应聚苯乙烯马来酸酐共聚物多

孔膜反应器，固定胰蛋白酶、凝集素，可分别完

成蛋白质酶解和富集处理，通过全自动连续操作，

整个预处理可以在 1 h 内完成 (图 5)。 

 

 
 

图 3  酶膜反应器(固定化胃蛋白酶)——控制样品停

留时间以限制蛋白质消解[20] 

Fig. 3  Enzymatic membrane reactor (immobilized 
pepsin) ——regulating sample retention time to control 
protein digestion[20]. 
 

 
 

图 4  用于磷酸肽富集的 TiO2 纳米颗粒复合膜[22] 

Fig. 4  Phosphopeptide enrichment with TiO2-modified 
membrane[22]. 

 

图 5  在线蛋白质水解与富集的工作原理[28] 

Fig. 5  Operation principle of online protein hydrolysis and enrichment[28]. 
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3  膜技术用于生物检测过程 

基于膜的多功能特征，膜技术被广泛应用于

生物传感器、生物芯片中。首先，膜材料可提供

选择性通道，控制分析物或分子探针的传输效率，

排除其他非特异物质的信号干扰。一些导电聚合

物膜由于其良好的电子转移效率，在检测中发挥

信号传输作用。此外，良好的生物相容性，使得

膜材料可作为检测元件与外部环境的屏障，以获

得稳定的检测性能。同时，膜材料也作为固定受

体或功能化的基质，集成整个检测系统。进一步

优化膜材料的某一功能，或充分发挥以上功能的

协同作用，可制备出具有高性能的生物检测元件。 

3.1  传质响应膜 

利用功能膜(修饰抗体、酶、互补 DNA、纳

米颗粒等)，能够对分析物进行识别和选择性分  

离[11, 29]。同时，膜材料具有高比表面积，离子在

膜孔内的对流传质会由于相互作用的改变 (孔径

筛分和电荷排斥等) 产生显著变化。生物大分子

在功能膜表面发生特异性结合后，可产生阻滞效

应，改变离子传输通量，从而产生信号响应。因

此，可通过设计膜材料的孔尺寸和形状来控制传

输通量，实现定量检测。Martin 等[9]制备了具有

锥形孔的聚酯功能膜，当蛋白质分析物与识别位

点特异性结合时，可导致离子电流在锥形孔处完

全堵塞，扩大了离子传输时的变化通量，提高了

传感器的灵敏度。利用免疫球蛋白 G 等不同分子

识别剂修饰锥形孔膜，可有效检测相应的蛋白质

分析物。Zhou 等[30]制备了可特异性识别李斯特菌

的多孔阳极氧化铝膜，当李斯特菌与适体结合时，

会造成膜孔堵塞和表面电荷增加，从而降低电化

学探针 Fe(CN)6
3-的扩散通量，产生信号响应，该

传感器可在 10 min 内快速检测细菌，灵敏度高达

100 CFU/mL，线性范围介于 100 到 1 250 CFU/mL

之间。在之后研究中，他们使用电沉积的方法，

在电极表面形成纳米孔阵列的阳极氧化铝膜，通

过控制膜的孔径、孔密度以及膜厚度，扩大了空

间阻滞和电荷排斥作用，在检测 miRNA-155 时显

示出优异的灵敏度和选择性[31] (图 6)。 

3.2  导电响应膜 

导电聚合物薄膜，例如聚噻吩 [32-33]、聚苯   

胺[13]、聚吡咯[34-36]、Nafion[36-37]等，具有良好的

生物相容性、电子转移效率和环境稳定性，已被

广泛作为传感器中的响应元件[29]。将导电聚合物

与金、碳纳米管等有机或无机材料掺杂制备出复

合膜[13, 33]，可以进一步改善原始单一材料的表面 

 

 
 

图 6  李斯特菌阻塞效应产生信号响应的工作原理[30] 

Fig. 6  Principle of signal response to Listeria blocking effects[30]. 
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性质、导电和机械性能、生物相容性等。Zou 等[13]

通过 Langmuir-Blodgett (LB) 技术将金纳米颗粒/聚

苯胺纳米复合薄膜沉积在玻碳电极的表面，制备用

于检测肾上腺素和尿酸的新型伏安传感器，导电聚

苯胺薄膜可以在不损失金纳米颗粒良好导电性的

条件下，控制颗粒间距，提供更好的电极性能。导

电聚合物薄膜层易于固定生物分子，同时，可排除

其他非特异物质的信号干扰，维持生物分子的稳定

性[38]。Dadarwal 等[34]在聚吡咯改性的聚碳酸酯膜电

极上通过静电吸附固定沙门氏菌宿主细胞，噬菌体

存在时会裂解膜电极上的宿主细胞，裂解产物导致

聚吡咯的阻抗增加，据此检测环境中噬菌体的浓

度。Canovas 等[37]利用涂有 Nafion 膜的铂化滤纸构

建快速、灵敏检测人体葡萄糖的纸基电位计。用两

层 Nafion 膜以“三明治”结构固定葡萄糖氧化酶 

(Glucose oxidase，GOx)，通过酶促反应产生电位变

化，同时，Nafion 可以有效防止氧化还原阴离子 (如

抗坏血酸) 的干扰作用，显著提高电位响应[39]，获

得高灵敏度的电位传感器，在 0.3–3 mmol/L 范围

内，将底物稀释 10 倍可引起 (–95.9±4.8) mV 的信

号响应变化。这种简单、稳定、低成本的电位测量

装置，也体现出以膜技术集成整个检测系统的优势。 

3.3  生物相容保护膜 

生物样品成分复杂，会对检测器的长期使用

稳定性产生负面影响。因此，膜材料的生物相容

性和防污性能也引起许多研究者的关注，其目的

是改善膜材料与生物样品的接触方式，最小化蛋

白质的非特异性吸附，避免额外的生物排异反应。

Liu 等[40]在聚砜膜上接枝磺化羟丙基壳聚糖，大

幅提高膜的亲水性，使膜材料具有良好的抗菌性

能和血液相容性。构建仿生涂层也是一种优化生

物相容性且不损失灵敏度的方法 (图 7)。Liu 等[41]

通过电沉积方法，用仿生聚合物-两性离子磷酸胆

碱功能化碳纤维微电极表面，形成超薄仿生膜，

两性离子磷酸胆碱涂层不仅能抵抗蛋白质吸附，

还能保持灵敏度和长时间稳定响应。 

 

图 7  具有良好生物相容性的磺化羟丙基壳聚糖改性膜[40] 

Fig. 7  Biocompatible polysulfone membrane modified by sulfonated hydroxypropyl chitosan[40]. 
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4  生物检测中的膜集成技术 

前两部分指出了膜技术在生物检测中的多种

功能，也有研究将两种以上的功能集成，充分发

挥各功能之间的协同作用，利用膜集成技术制备

出多种可原位或植入检测的高效生物传感器。

Chu 等[42]设计了具有分离层 (致密微孔) 和传感

层 (孔径较大) 的新型传感膜，可同步实现血液

分离和检测。分离层利用膜孔筛分作用，仅允许

血清进入内部通道，固定 GOx 的传感层具有良好

电导率可有效地进行电子传输 (图 8)。Fang 等[43]

使用聚苯胺纳米纤维膜作为酶固定化材料，聚氨

酯/环氧改性聚氨酯双层涂层作为保护膜，制备皮

下微创葡萄糖生物传感器。高孔隙率的聚苯胺纳

米纤维能够固定更多 GOx，并保持传感器的灵敏

度。引入环氧改性聚氨酯涂层与聚氨酯层结合可

以增强膜的机械稳定性和生物相容性，该传感器

在体内实验中可对血糖变化作出灵敏响应，持续

稳定工作 26 d。Chen 等[44]通过在聚苯胺纳米纤维 

膜上进行铂纳米颗粒、葡萄糖氧化酶的逐层沉积

来制作针电极，掺入铂纳米颗粒的聚苯胺膜通过

静电吸附固定 GOx，可提供高比表面积和良好导

电性，保持 GOx 的电催化活性。引入多孔聚偏氟

乙烯和纳米球 Nafion 两种生物相容的复合涂层可

以控制葡萄糖以稳定扩散速率与电极接触，并有

效防止阴离子物质和蛋白质粘附引起的干扰，增

加了传感器的体内检测寿命。在体内实验中，该

传感器具有 3 周以上的寿命及优异的重现性 (图

9)。Zhou 等[45]在以上研究的基础上，设计了可穿

戴在 GOx 酶固定化针孔电极上的复合保护膜。以

聚砜中空纤维膜为外膜，通过 LBL 方法在聚砜中

空纤维膜内表面形成壳聚糖和海藻酸钠内膜。调

整外膜的孔径和孔隙率，通过限域传质和催化来

优化反应，使传感器保持最佳性能。壳聚糖/海藻

酸钠内膜可以促进膜与电极之间的电子传输作

用，并且提供更好的生物相容微环境，使酶保持

最佳活性。 

 

 
 

图 8  基于普鲁士蓝的陶瓷膜分离层和传感层的工作原理[42] 

Fig. 8  Operation principles of separation and sensing layers of Prussian blue based ceramic membrane[42]. 
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图 9  葡萄糖检测针电极[44] 

Fig. 9  Glucose sensing needle. (A) Multilayered structures. (B) Operation principle[44]. 
 

5  结语与展望 

膜本身的多种功能以及通过修饰赋予的新功

能使膜技术在生物样品制备和检测中的应用越来

越广泛，但现代生物检测技术对其提出了更高的

要求，比如：1) 更精确地控制膜的微观结构，更高

效地修饰膜表面和负载配体或催化剂，并保持固定

化酶的稳定性，这需要更深入地对膜材料结构和功

能进行理性设计。2) 进一步精简处理步骤(蛋白质

变性、脱盐等)，避免稀释或对样品进行其他操作，

消除杂质干扰。未来可继续开展膜集成技术方面的

研究，建立可同步分离纯化、酶解、富集的膜集成

平台；也可以进一步开发可在线处理或易于商业化

的膜组件，使样品处理更适合于后续的仪器分析，

提高分析方法的选择性、灵敏度和准确度，保证检

测结果的重现性。3) 改善检测系统的灵敏度和线性

范围，简化检测流程，使检测过程更加智能化，使

设备易于小型化、便携化。这要求进一步提升膜材

料的导电性、生物相容性、防污性能等。同时，开

发“适应”检测环境的新型功能化膜也是一个重要思

路，如制备选择性和渗透性可变化的“智能”响应性

膜，以及通过特定的孔结构和配体协同作用的“仿

生”膜。 

总之，构建更加灵敏和实用的生物检测器件，

建立更“适应”检测环境的高效、稳定检测平台是

未来研究关注的重点。更好地发挥膜材料多层次

结构和多功能的优势，可对生物检测平台的构建

提供极大便利，因此未来膜技术将成为生物检测

技术研究和应用中的重要部分。 
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