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摘要  目的: 构建基于 Na fion /纳米金 ( AuNPs)包被牛血清蛋白 -氯霉素载体抗原 ( CAP- BSA )丝网印刷碳电极 ( SPCEs)的一

次性安培免疫传感器 ( SPCEs& N afion /AuNPs /CAP- BSA ) , 并用于牛奶中氯霉素 ( CAP )含量测定。方法: 采用循环伏安法

( CV )和示差脉冲伏安法 ( DPV )研究 CAP在该免疫传感器上的电化学行为, 并通过竞争性免疫分析法测定 CAP含量。结果:

该免疫传感器在含 1 mm o l# L- 1铁氰化钾和 100 Lg# L - 1 CAP抗体 ( anti- CAP )的 25 LL pH = 610磷酸盐缓冲溶液 ( PBS)中

加入不同浓度的 CAP,并在 25 e 下温育 6 m in, DPV还原峰电流上升百分比 ( C I, % )与 CAP浓度分别在 01 2~ 101 0 Lg# L- 1

(R2 = 019946)和 1010~ 100 Lg# L - 1 (R2 = 01 9647)范围内呈线性关系, 检测限为 0111 Lg# L- 1 ( 3R法 )。应用于牛奶中 CAP

检测并与传统的高效液相色谱法 (H PLC )比较,结果一致, 其添加回收率在 88% ~ 102%之间。结论: 该免疫传感器灵敏快速

( 10 m in)、制备容易 (碳浆印刷 )、样品用量少 ( 2 LL )、可抛弃, 有望用于食品中痕量 CAP快速筛测。
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A novel disposable amperom etric immunosensormodified by nano-

particles for the rapid detection of trace chloramphenicol in m ilk
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Abstract Objective: A d isposab le am perom etric immunosensor w as fabricated by N afion m em brance and go ld

nanopartic les coated chloram phenico l- bov ine serum album in( CAP- BSA) m odif ied on screen- pr inted carbon e-

lectrodes( SPCEs&N afion /AuNPs /CAP- BSA )w hich w as em ployed to determ ine CAP in m ilk. Method: The elec-

trochem ical behav ior o f the imm unosensor w as studied by cyclic vo ltamm etry( CV ) and d ifferent ial pu lse voltamm e-

try( DPV ). The content of CAP w as determ ined w ith com petitive imm unoassay. Result:W hen d ifferen t concentration

of CAP w ere added in 25 LL pH = 610 phosphate bu ffer so lu tion( PBS) conta in ing 1 mm o l# L
- 1

K3 Fe( CN ) 6 and

100 Lg# L
- 1

anti- CAP, the percentage of cathod ic peak DPV current increase ratio ( C I, % ) w as propo rt iona l to

the concentration o f CAP over the range of 012- 1010 Lg# L
- 1

(R
2

= 019946) and 1010- 100 Lg# L
- 1

(R
2

=

019647) after incubat ion for 6 m in at 25 e . The detection lim it w as 0111 Lg# L
- 1

( on a 3R basis) . The immu-

nosensor w as em ployed to determ ine CAP in rea lm ilk sam ples and the recovery rates exhibited a range of 88% -

102%. The results were consistent to the trad it ion H PLC m ethod. Conc lusion: The am perom etric imm unosensor w as

sensitive, qu ickly( 10 m in), disposable w ith low cos,t few er sam p le vo lum e( 2 LL) and easy preparation, w hich is

su itable for screen- determ ination o f trace ch loram phen icol in food.

Key words: go ld nanopart icles; nafion; d isposable am perom etric imm unosensor; ch loram phenico;l m ilk
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  氯霉素 ( chloram phen ico,l CAP)是对革兰氏阳性

菌、革兰氏阴性菌均有抑制作用的广谱抗生素,因其

对人体有严重的毒副作用, 故包括中国在内的许多

国家相继禁止或严格限制其使用
[ 1 ]
。但由于 CAP

低廉的价格和稳定的抗菌性,在畜牧业及水产养殖

业中违法使用的现象仍屡见不鲜, 因此检测食品中

CAP残留对保护人民身心健康十分必要。目前

CAP残留的主要分析方法有: 酶联免疫吸附反应

( EL ISA )
[ 2]
、高效液相色谱 (H PLC )

[ 3]
、色谱 -质谱

联用
[ 4, 5]
、免疫试纸条

[ 6]
等。前 3种方法虽然结果

准确, 但往往样品需求量大、前处理步骤烦琐且设备

昂贵, 需将样品积攒到一定量后才能上机检测;免疫

性试纸条虽然简单快速, 但仅能做到定性和半定量

检测。随着人们对食品安全的日益重视, 迫切需要

发展样品需求量小、灵敏、廉价且结果可靠的痕量

CAP分析方法和传感器件。

电化学免疫传感器结合了电化学检测的高灵敏

度和免疫分析的高特异性,具有样品需求量小、检测

快速, 结果准确等突出优点, 已开始被用于药残检

测
[ 7, 8]
。但目前报道的该类传感器在药残检测中也

存在不足:一是抗体 /抗原在固定于电极过程中易失

活;二是常见的电极材料 (如金、铂、玻碳等 )价格昂

贵且一旦损坏很难再生,生产成本高;三是尽管安培

免疫传感器有诸多优点, 但是面对基体非常复杂的

具体检测对象 (如血清等样品 ), 往往需通过样品提

纯处理后再进行检测,影响了其易用性。如何克服

这些缺点已成为该类传感器能否成功走向应用的关

键。近年来,基于碳基丝网印刷电极 ( SPCE s)的一

次性安培免疫电极得到了迅速发展
[ 9]

, 为推动安培

免疫传感器走向廉价、大规模应用提供了一种具有

前景的途径。其最大优点是能够实现批量生产,成

本低且一次使用可抛弃, 避免了共用同一电极检测

多个样本时的交叉干扰问题。目前, 纳米修饰电化

学传感器由于其卓越的灵敏度引起人们的广泛关

注。其中纳米金 ( AuNPs)可作为抗原 /抗体的载体

并长久保持其生物活性
[ 10]

, Naf ion是一种全氟化高

分子聚合物阳离子交换剂,由于其优良的成膜、溶解

分散、抗干扰能力及离子交换等特性,已广泛用于生

物传感器研究中
[ 11]
。综上所述, 基于商业化成本和

大规模开发应用考虑, 以 SPCEs为基材, 通过在其

表面修饰 AuNPs制备一次性免疫传感电极, 是实现

CAP现场快速检测可选用的最佳途径之一。本文

首先将 CAP与牛血清白蛋白 ( BSA )偶联合成 CAP

- BSA,并包被于化学镀的 AuNPs表面,进而将其通

过 Na fion膜固定到 SPCE s上, 由此制作了适合于

CAP检测的一次性免疫电极 ( SPCEs& N afion /

AuNPs/CAP- BSA) ,并用于牛奶样品中 CAP测定。

1 仪器与试剂
CH I660B电化学工作站 (上海辰华仪器有限公

司 ) ;三电极集成的 SPCE s(西班牙 DropSens公司,

其中: 工作电极为自制 SPCEs&N afion /AuNPs/CAP

- BSA电极, 参比电极为印刷 Ag /AgC l电极, 对电

极为印刷碳电极 ); SC - 15数控超级恒温槽 (宁波

天恒仪器厂, 中国 ) ; H itach i S- 3400N型能谱扫描

电镜 (H itach i公司,日本 ); S2 RANGER X射线荧光

光谱仪 ( B ruker公司, 德国 )。

CAP试剂盒 (荷兰 EURO - D IAGNOSTICA公

司, 包括 011~ 100 Lg# L
- 1
的 CAP质控品, 100 Lg

# L
- 1

CAP抗体 ( an ti- CAP, Lo:t JN5751 ); 100 g#
L

- 1
CAP标准品 (杭州微生物试剂有限公司, 批号:

422), 根据浓度要求对其进行稀释; BSA ( Sigm a公

司 ) ; PBS( 011 m o l# L
- 1

, 用 KH2 PO4和 KC l配制 ),

戊二醛、铁氰化钾、化学镀金溶液及其他试剂均为分

析纯 (上海国药集团 ) ; 4个品牌的 10个液态牛奶样

品 (宁波家家乐超市,生产日期: 2009年 2月 ) ;实验

用水均为二次蒸馏水。

2 CAP- BSA的制备

由于 CAP属于半抗原, 本身不能被直接固定到

AuNPs表面
[ 7]

,参考文献 [ 12]的方法, 采用 BSA偶

联 CAP合成了 CAP- BSA复合物,作为载体抗原吸

附到电极表面的 AuNPs上。

3 SPCEs&Nafion /AuNP s/CAP- BSA电极的构

建

参照文献 [ 11]滴加 015% (w /w )的 N afion溶液

5 LL均匀涂覆于 SPCE s电极表面, 得到 SPCEs&

Naf ion电极; 待其自然干燥后进行化学镀金
[ 13]

, 步

骤如下: 首先, 将 SPCEs&N afion浸入 0136 m o l#
L

- 1
乙二胺溶液中, 室温反应 3 h取出,然后浸入 1

mm o l# L
- 1
氯金酸溶液反应 215 h, Au

3 +
络合于 -

NH 2表面,最后,浸入 011 m ol# L
- 1
硼氢化钠溶液还

原 15 m in, 得到 AuNPs颗粒大小为 30 nm的 SPCE s

&N afion /A uNPs电极;再将该电极浸入以 011 m ol#

L
- 1

K 2CO3调节至 pH = 610的 20 Lg# L
- 1

CAP -

BSA溶液中 2 h,将 CAP- BSA包被于 AuNPs表面,

即得 SPCE s&N afion /AuNPs/CAP- BSA电极;最后,

将其浸入 1% BSA溶液中封闭 1 h。

4 免疫电极对 CAP的检测

参照文献 [ 14]采用竞争免疫分析法测定 PBS
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中 CAP。步骤如下: ( 1) 在电极表面反应腔 (图 1-

B,容量为 30 LL)内滴加含 1 mm o l# L
- 1

K3Fe( CN) 6

和 100 Lg# L
- 1

anti- CAP的 pH = 610 PBS 25 LL,

并在 25 e 下温育 6 m in, 采用示差脉冲伏安法

( DPV )检测其还原峰电流 ( I0 ); ( 2) 在上述电极反

应腔中再加入不同浓度的 CAP溶液 1 LL, 并在 25

e 下温育 6 m in, DPV测定还原峰电流 ( I )。由于溶

液中 CAP与电极表面 CAP同时竞争溶液中的 Anti

- CAP发生免疫反应,当被测 CAP含量越高时 DPV

响应电流也越大。这是因为 CAP浓度提高后,溶液

中恒量的 An ti- CAP与电极表面 CAP结合形成免

疫复合物机会减小, 对 [ Fe( CN ) 6 ]
3- /4-

电子传递阻

碍越小,因此 DPV还原峰电流不断上升; ( 3) DPV

还原峰电流上升百分比 C I /% =
I- I0

I0

@ 100%与被

测 CAP在一定浓度范围内呈线性关系,故采用标准

曲线法进行 CAP定量, 传感器检测系统及竞争性免

疫原理见图 1。

图 1 检测系统中免疫传感器对 CAP竞争性反应原理图

F ig 1 The detect ion prin cip le of CAP by the imm unosen sor w ith com petit ive immunoassay

A.平面图 ( th e plane d irect ion)  B.纵面图 ( the vertical d irection)  C.免疫电极 ( immunosensor apparatus)

  牛奶样品的处理和 CAP检测: 本实验中,随机

选择 4个品牌的液态牛奶 10份,按照文献 [ 7]的方

法进行样品前处理, 取新鲜牛奶样品 5 mL置入 10

mL离心管中,磁力搅拌 15 m in以后加入 2 m L乙酸

乙酯振荡混匀 2 m in, 最后以 4000 r# m in
- 1
离心 5

m in,取上清液 2 LL 到反应腔含 1 mm ol# L
- 1

K 3Fe( CN ) 6和 100 Lg# L
- 1

an ti- CAP的 25 LL PBS

中,于 25 e 下温育 6 m in以后测定其 DPV还原峰电

流,标准曲线法进行定量。

CV 和 DPV 实 验 均 在 含 1 mm o l # L
- 1

K 3Fe( CN ) 6的 25 LL pH = 610 PBS中进行,电位扫

描范围分别为 + 016 ~ - 012 V和 + 014 ~ - 014 V

( vs. Ag /AgC l)。免疫电极不使用时, 于 4 e 下贮存。

5 免疫传感器制作过程中各阶段获得电极的表征

采用扫描电镜 ( SEM )分别对 SPCEs电极和传

感器制作过程中各阶段获得的电极 ( SPCE s&N a-

fion、SPCEs & N afion /AuNPs及 SPCEs & Nafion /

AuNPs /CAP- BSA )表面进行了表征。图 2 - A显

示 SPCE s表面具有明显的片状石墨层结构; 在

SPCE s上涂覆 Nafion膜以后 (图 2- B) , SPCEs&N a-

fion电极表面出现了均匀并有一些深色孔洞的层状

结构,这表明 N afion覆盖在 SPCEs表面成膜; SPCE s

&N afion /A uNPs的 SEM如图 2- C所示,出现了许

多分布均匀、粒径约为 30 nm的白色亮点,推测是由

于 AuNPs反射光产生, 根据文献 [ 9]报道这种均一

的三维点状结构能使电极的有效面积增大, 也可以

提高蛋白在电极表面的固定量; SPCE s& N afion /

AuNPs/CAP- BSA的 SEM 如图 2 - D, 出现了许多

分散均匀,且直径约为 200~ 400 nm的纳米颗粒,比

AuNPs( 30 nm )粒径明显增加,这说明 BSA - CAP被

包被在电极表面。

采用 X射线荧光光谱对免疫传感电极表面进

行表征,显示了 Au- k(峰 917 KeV和 C l- k(峰 217

KeV,由于 CAP含有 C l元素, 说明 AuNPs和 BSA -

CAP被修饰到 SPCEs电极表面。

6 免疫传感器制作过程中各阶段获得电极的电化
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图 2 不同电极表面形貌电镜图

Fig 2 The SEM im ages of d ifferent electrodespsurface

A. SPCEs B. SPCE s& Nafion /AuNPs C. SPCEs& Naf ion /AuNPs

D. SPCEs& Naf ion /AuNPs / CAP- BSA

学特性

在含 1 mm ol# L
- 1

K 3Fe( CN ) 6的 PBS中,测定

了不同电极的 CV曲线 (图 3)。 SPCE s&N afion出

现了 1对准可逆的氧化还原峰, E pa (阳极 ) = +

0124 V; E pc(阴极 ) = + 0114 V, $E p= 0110 V,分别

对应于 [ Fe( CN ) 6 ]
3- /4-
电对 (简称 FeCN)的氧化还

原反应,根据受扩散控制公式
[ 7]
求得电子转移系数

A为 0149, 电子传递速率常数 K s为 0181 s
- 1

,表明

该电极电子传递效率较快 (图 3- a)。 SPCE s&N a-

fion /AuNPs电极的氧化还原峰电流较 SPCEs&N a-

fion明显增大, 且 $E p减少 (图 3- b), 推测是因为

AuNPs大大增加了电极比表面积,由此提高了 FeCN

在电极表面的电子传递速率和可逆性。 SPCE s&

N afion /A uNPs/CAP- BSA氧化还原峰电流 (图 3-

c)较图 3- b明显减小, 推测是因为在 AuNPs表面

包被的 BSA - CAP均为绝缘体且相对分子质量较

大,覆盖了电极表面活性位点,阻碍了 FeCN的电子

传递。 SPCE s&N afion /AuNPs/ CAP- BSA在含 20

Lg# L
- 1

CAP和 100 Lg# L
- 1

An ti- CAP的 pH = 610

PBS中 25 e 温育 6 m in以后, 峰电流继续下降 (图 3

- d), 这是因为游离在溶液中的 anti- CAP吸附到

电极表面, CAP及其抗体发生免疫反应形成的免疫

复合物进一步阻碍了 FeCN电子传递。

7 免疫电极的制备及测定条件优化

试验了 AuNPs、BSA - CAP在 SPCE s电极表面

的修饰条件以及竞争性反应液中抗体的含量。Gu

H Y等
[ 16]
研究发现小尺寸的金胶 (大约 30 nm )能

图 3 各阶段电极的循环伏安图

F ig 3 C ycl ic vo ltamm ogram s of d if feren t electrodes

A. SPCE s& Nafion B. SPCEs& N afion /AuNPs C. SPCE s& Na-

fion /AuNPs /CAP- BSA 

D. SPCE s& Nafion / AuNPs /CAP- BSA温育以后

给予蛋白质更多的取向自由度, 从而增加辅基靠近

金胶的机会, 使电子方便地通过金胶的传输通道。

而我们合成的单分散金胶直径在 30 nm左右, 故具

有较好的抗原包被性能。将此条件下制备的 SPCE s

&N afion /A uNPs电极置入 20 Lg# L
- 1

CAP- BSA溶

液中浸泡,随着时间增加电流不断下降, 2 h后基本

稳定, 说明此时 BSA - CAP在金胶上吸附达到饱

和。因此选择电极包被 BSA - CAP条件为:在 25 e

的 20 Lg# L
- 1

BSA - CAP中浸泡 2 h。

竞争性反应体系中抗体浓度对抗原浓度测定范

围影响较大
[ 14]

,考察了温育液中 Anti- CAP的最大
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用量。在电 极表 面 25 LL 含 1 mm o l # L
- 1

K 3Fe( CN ) 6的 pH = 610 PBS中滴加不同浓度的 Anti

- CAP温育 6 m in后测定其电流变化 (图 4) ,随着

Anti- CAP浓度不断增加电流不断下降, 这是因为

CAP及其抗体免疫复合物不断增多, 对 FeCN电子

传递阻碍增强。当 Anti- CAP浓度达到 100 Lg#

L
- 1
后电流不再下降,说明此时 Anti- CAP在电极表

面反应达到完全,故选择在温育液中加入 100 Lg#
L

- 1
Anti - CAP 和不同浓度 CAP。本研究中将

K 3Fe( CN ) 6加入到检测体系中作为电子媒介体

( eT ), 通过其在电极表面产生电信号变化值反映

CAP抗原 /抗体结合度。因此其含量高低将直接影

响到最高 CAP检测浓度。但由于 K 3Fe( CN ) 6会显

著破坏抗原 /抗体蛋白活性,所以在保证电极足够的

灵敏度前提下, 应尽量在体系中少加 K3Fe( CN ) 6。

考察了在底液中加入 015~ 5 mm o l# L
- 1

K3Fe( CN) 6

后发现,电流强度随着 K 3Fe( CN ) 6增加而显著提

高,被测 CAP最高浓度范围也增加。当采用 1 mm o l

# L
- 1

K3 Fe( CN) 6时, 对 CAP的最高值可达 100 Lg

# L
- 1

,远大于牛奶中 CAP法定允许量
[ 12]

, 所以在

温育液中加入 1 mm o l# L
- 1

K3 Fe( CN ) 6。免疫反应

受 pH、温育温度、温育时间等影响。考察了免疫电

极在含 20 Lg# L
- 1

CAP和 100 Lg# L
- 1

Anti- CAP

的不同 pH 的 PBS中 25 e 温育 6 m in以后的 CI

(% )响应,研究发现 C I(% )在 pH 510~ 610逐渐增

大, pH = 610之后开始减小 (图 5) ,因此最佳 pH选

择为 610。推测是因为 CAP抗体活性在 pH = 610

时保持最佳。研究了免疫电极在含 20 Lg# L
- 1

CAP

和 100 Lg# L
- 1

Anti- CAP的 pH = 610 PBS中不同

温度温育下 6 m in以后的 C I(% )变化 (图 6) , 实验

结果表明温度在 25 e 时 C I(% )达到最大, 说明此

时抗原 /抗体结合能力最强,因此选择实验在 25 e

时进行。试验了温育时间对传感器安培响应的影

响。在含 20 Lg# L
- 1

CAP和 100 Lg# L
- 1

Anti-

CAP的 pH = 610 PBS中 25 e 温育不同时间以后的

C I(% )变化 (图 7), 随着温育时间的增加, C I(% )

随之增加,当达到 6 m in后趋于稳定值,说明此时电

极表面免疫反应已经进行完全。这较一般酶联免疫

温育时间的 50~ 60 m in缩短了 8~ 10倍
[ 17]

,这是因

为该法基于竞争性免疫分析,一次性在溶液中加入

抗原 /抗体,减少了洗板过程和二抗的加入; 且由于

DPV方法具有高灵敏度, 其电流变化可以反映 pg

级抗原 /抗体反应
[ 14]
。所以本传感器的最佳反应条

件为: 在 pH = 610含 1 mm o l# L
- 1

K3Fe ( CN ) 6的

PBS中, 加入 100 Lg# L
- 1

An ti- CAP和不同浓度

CAP,在 25 e 下温育 6 m in。

8 结果与讨论
811 免疫传感器对 CAP的测定  在优化条件下,

传感器温育后安培响应的降低百分率与 CAP浓度

呈良好的线性相关性, C I(% )与 CAP分别在 012 ~

1010 Lg# L
- 1
和 1010~ 100 Lg# L

- 1
浓度范围内呈

线性关系 (图 8), 回归方程分别为:

C I(% ) = 5165+ 1177c R
2

= 019946

C I(% ) = 22167+ 0112c R
2
= 019647

以 3倍标准偏差法 ( 3R )计算得到该方法的检测限

为 0111 Lg# L
- 1
。该法检测下限和检测范围优于

H PLC
[ 15]

,但是较 H PLC简便、廉价、省时。

812 免疫传感器的精密性、制备重复性、稳定性和
抗干扰性

精密性 (组内偏差 ) : 通过对 3个牛奶样品中

CAP的含量 (在空白牛奶中添加 )进行测定以获得

组内偏差,测定 CAP浓度为 2, 8, 15 Lg# L
- 1
时的组

内 RSD分别为 312% , 315%, 219% ( n = 5) ,说明该

电极对 CAP检测具有良好的精密度。

制备重复性 (组间偏差 ) :由于使用的 SPCE s电

极是同一批次印制的, 因此彼此结构完全相同 (包

括电极材料、面积和碳层厚度等 )。且只使用 1次

即抛弃 (以避免同一电极检测多个样品时的交叉污

染 )。所以比较了采用 5个同一批次 SPCE s电极制
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图 8 免疫电极对不同浓度 CAP的 DPV电流响应图

内插图: C I(% )与 CAP浓度线性关系

Fig 8 DPVs of the imm unosen sor incubate in 25LL pH = 610 PBS

solu tion contain ing d ifferen t concen trat ion of CAP, 1 mm ol# L- 1

K 3Fe( CN ) 6 and 100 Lg# L- 1An ti- CAP at 25 e for 6 m in

In set: The calib ration curve of C I(% ) v s. CAP

CAP浓度 ( concen tration ofCAP ) : ( a) 0, ( b) 012, ( c) 018, ( d)

210, ( e) 510, ( f) 1010, ( g) 2010, ( h ) 4010, ( i ) 10010, ( j)

11010, ( k) 12010 Lg# L- 1

备的 CAP免疫传感器, 对同一 CAP浓度的牛奶进

行测定以获得组间偏差。测定含 15 Lg# L
- 1

CAP

的牛奶获得的组间 RSD为 512% ( n = 4) ,说明该免

疫传感器具有较好的重复性。

稳定性:免疫电极在 4 e 冰箱中存放 20 d后对

20 Lg# L
- 1

CAP测定时的电流响应值为初始值的

95%;存放 40 d后仅仅下降为原来的 87%。表明制

作的免疫电极在 40 d内非常稳定,电极表面 BSA -

CAP的生物活性保持良好。

抗干扰性: 研究了牛奶中主要可能干扰物对免

疫电极检测 CAP的影响。结果表明: 当 CAP浓度

为 20 Lg# L
- 1
时, 100倍浓度的尿酸、抗坏血酸、苯

甲酸、葡萄糖、L - 半胱氨酸以及 1000倍的 Na
+
、

Co
2+
、N i

2+
、Zn

2+
、M g

2+
、Cd

2 +
、M n

2+
、Ca

2+
对检测没

有影响。尿酸、抗坏血酸、苯甲酸不干扰测定, 推测

是由于 N afion呈现强负电性,具有很强的抗有机酸

干扰能力。然而,对硝基苯甲酸以及硝基苯的存在

使电流下降 10%, 产生显著干扰, 这是由于该 2种

物质含有的电化学还原性基团所致
[ 7]
。因此, 若它

们与 CAP共存, 在检测前必须先进行分离。而牛奶

中这 2种物质几乎不存在, 因此不会造成干扰。

813 实际样品检测  在优化免疫反应条件及电化

学测试条件下, 10个样品中均未检测出 CAP残留。

为验证该方法在牛奶检测中的可行性, 我们在其中

3个空白奶样中加入了 5~ 15 Lg# L
- 1
的 CAP质控

品进行模拟, 采用本法进行了测定并和标准的

H PLC方法
[ 15]
进行对照, 结果见表 1, 吻合性较好。

样品回收率 (检出量 /加入量 @ 100% )在 88% ~

102%之间, 平均每份样品的测试时间为 10 m in, 说

明本方法可用于牛奶样品中痕量 CAP的快速测定。

表 1 牛奶样品中 CAP的检测结果 ( n= 3)

Tab 1 Determ ination resu lt of CAP in m ilk sam p le

样品

( sam ple)

序号

( num ber)

加入量

( added)

/ Lg# L - 1

检出量 ( found) / Lg# L- 1

本法

( this m e thod)
H PLC

回收率

( recovery)

/%

A 1 510 414 415 8810

2 1010 911 917 9110

3 1510 1417 1316 9810

B 1 510 415 416 9010

2 1010 914 918 9410

3 1510 1513 1412 10210

C 1 510 511 511 10210

2 1010 1011 917 10110

3 1510 1513 1511 10210

9 结论

制作了 SPCE s&Na fion /AuNPs/CAP- BSA一次

性安培型免疫传感器,并采用竞争免疫分析法对牛

奶中的痕量 CAP含量进行了检测, 结果令人满意。

和常规的 CAP检测方法, 如 HPLC法相比具有以下

优点: ( 1)该一次性免疫传感器廉价 (成本 < 2元 /

片 ) ,小巧且集成度高 ( pH 试纸大小且集成三电

极 ) ,样品需要量少 ( 2 LL) , 用后可抛弃, 避免了同

一电极检测多个样本时交叉干扰问题,且同一批次

制作的电极结果重现性良好; ( 2)检测条件温和快

速: 该传感器基于竞争性免疫反应,同时在溶液中加

入抗原 /抗体, 可在室温下 10 m in内检测出牛奶中

CAP含量, 明显较基于夹心免疫分析的安培免疫传

感器检测 ( 40~ 60 m in)快
[ 17]

; ( 3)抗干扰能力强: 电

极表面的 Naf ion膜显著降低了奶制品中常见的食

品添加剂 (如抗坏血酸、苯甲酸等 )干扰; 而包被的

AuNPs扩增了电极比表面积, 使该传感器的灵敏度

大大提高,且可长久保持 BSA - CAP活性, 提高了

传感器的使用寿命。综上所述,本研究构筑的 CAP

一次性免疫传感器和分析方法适合于液态奶中痕量

CAP的现场快速分析, 为食品中抗生素残留检验提

供一类新的超痕量分析手段, 在药物分析应用方面

具有实际意义。
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