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采用纳米修饰双酶电极生物传感器检测有机膦

与氨基甲酸酯类农药
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摘  要: 同时固定乙酸胆碱酯酶 ( AC hE )及胆碱氧化酶 ( C hOx )于组装在丝网印刷电极表面的

Fe3O 4 /Au纳米复合微粒上, 构建了一类新颖的快速测定有机磷和氨基甲酸酯类农药的双酶传感器

(AC hE-C hO x /Fe3O 4 /A u SPCE s)。该双酶传感器电流响应在乙酸胆碱浓度为 0. 5~ 12. 5 mm o l/L

之间呈良好线性关系 (R
2
= 0. 998)。其对克百威 (氨基甲酸酯类农药 )和敌敌畏 (有机磷类农药 )

的检测范围在 0. 05~ 1. 00 Lg /m L 之间均呈良好线性关系 (R
2

= 0. 977) , 检测下限均可达

0. 01 Lg /mL。应用于实际样品白菜的添加回收率在 95%~ 110%之间,与传统的生化法相比具有

良好相关性。此外该传感器成本低、制备容易、可抛弃, 有望用于氨基甲酸酯和有机磷类农药的现

场大规模筛测。
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GAN N ing
* 1

,  W ANG Feng
1
,  YANG X in

1
,  L I T ian-H ua

1
,  W ANG Jun

1, 2

( 1. The Sta te K ey L abo ra to ry o f N ove l F unctiona l M a te ria ls and P r epara tio n Science, N ingbo U niver sity,

N ingbo 315211, Zhejiang P ro vince, Ch ina; 2. Co llege o f Science, N an jing Ag r icultura l U n iver sity, N anjing 210011, C hina )

Abstract: A nov el bienzym e electode bio senso r fo r rapid de term ination o f carbam ate and

orgnopho spho rus pestic ides w as deve loped. The senso r w as prepared by co- imm ob iliz ing

acety lcho linesterase( AC hE ) and cho line o x idase ( ChO x ) on a Fe3O 4 /A u nano partic le s surface

m odif ied screen printed electrode ( AChE-ChO x /Fe3O 4 /Au SPCEs). The m od if ied enzym e e lectrode

show ed linear current re sponse to acety lcho line in the range of 0. 5~ 12. 5 mm o l /L. It w as utilized fo r

carbo furan and dich lo rov iny l dim ethy l pho sphate de tect ion w ith a linearity range betw een 0. 05 and

1. 00 Lg /mL (R
2
= 0. 977). The detection lim itm ay reach 0. 01 Lg /m L and their reco very exhibited a

range o f 95% ~ 110 % in chinese cabbag e. The m e thod using bio senso r m ay be m atched w ith the

trad itiona l b io chem ica lm e thod w ith low co s,t desertab le and easy preparat ion, thus w o uld be va luable

fo r rap id de tection o f carbam ate and o rganopho spho rus pestic ides.
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  传统的瓜果蔬菜中农药残留分析通常采用气
相或液相色谱法, 耗时往往长达 10多个小时, 步

骤繁琐且仪器昂贵, 只适合对少量样品的检

测
[ 1~ 3 ]
。随着人们对食品安全的要求越来越高,发

展新的快速、自动、价廉、可实时在线及大批量地

检测蔬菜中农药残留的方法和技术具有极其重要

的意义。电化学生物传感器具有灵敏度高、特异

性强及易于自动化等优点, 非常适合于大批量农

药残留的初步筛查
[ 4, 5 ]
。有机磷及氨基甲酸酯类

农药对胆碱酯酶的活性有抑制作用, 在一定条件

下, 其抑制率取决于农药种类及其浓度。 ZHAO

等
[ 7]
利用基于乙酰胆碱酯酶抑制技术的电化学生

物传感器, 实现了对有机磷和氨基甲酸盐类农药

的检测,并与传统技术进行了比较,指出该技术更

适合对环境中有害物质的快速检测。然而该类传

感器在实际使用中也存在不足, 一是灵敏度、稳定

性和使用寿命仍需进一步提高, 成本较昂贵; 二是

酶探针在电极表面固定后容易失去活性, 这是影

响酶传感器用于农药残留检测并走向商业应用的

难点,此前一直未得到很好解决
[ 5]
。

近年来有关纳米修饰电极在生物传感器中的

应用研究十分活跃
[ 6]
。其中 Fe3O 4纳米粒子应用

于生物探针分子固定具有显著的优点: ¹ 增加电
极电子传递界面表面积; º 加强生物探针分子氧

化还原中心与电极表面的导电特性, 从而显著提

高传感器灵敏度。纳米金胶在固定生物分子时具

有良好的兼容性, 可长期保持其活性
[ 7, 8]
。笔者

曾采用组装型 Fe3O 4 /A u胶复合纳米颗粒
[ 9]
构造

了安培免疫传感器, 灵敏度高、生物探针不易失

活, 在诊断膀胱肿瘤中取得了良好效果。

传感器常见电极材料为玻碳、金和铂等, 价格

昂贵且一旦损坏很难再次使用。而丝网印刷碳电

极 ( SPC E s)成本低、可实现规模生产、一次使用后

可 抛弃, 是降 低传 感器制 作成 本的重 要选

择
[ 10~ 12 ]

。本研究创新性地选用 SPCE s作为工作

电极,在其表面负载 Fe3O 4 /A u胶颗粒, 进而吸附

乙酸胆碱酯酶 ( AChE )及胆碱氧化酶 ( C hO x ) , 制

备了步骤简单、可抛弃、灵敏快速的双酶电极, 尝

试用于农药残留检测, 以克百威和敌敌畏分别作

为氨基甲酸酯及有机磷类农药的代表, 探讨了该

类双酶传感器用于农药实际测定的可行性。

1 材料与方法

1. 1 供试材料

FeC l3# 6H 2O ( 99% )、NH2OH # HC l( 99% )、

5, 5c-二硫代双 ( 2-硝基苯甲酸, 99% )、3-巯丙基

三乙氧基硅烷 ( 95% ) 以及 A uC l3 # HC l# 4H 2O

(均为上海化学试剂公司产品 )。 Fe3O 4 /A u溶胶

参考文献 [ 9]合成。AC hE ( EC 3. 1. 1. 7)和 ChO x

( EC 1. 1. 3. 17) ( 美国 S igm a公司产品 ) ; 克百威

( ca rbo furan)、敌敌畏 ( dich loro vo s)标准品 (美国

C hem serv ice公司,纯度 99. 99% )。其余药品均为

A. R级。Fe3O 4 /Au胶悬浮液制备:称取 16 m g粒径

在 100~ 800 nm 的 Fe3O 4 /Au胶粉末于 30 m L 烧

杯中加水超声制得
[ 4]
。

1. 2 实验仪器

采用三电极体系, 酶电极 (直径 0. 5 mm )和

铂电极分别用作工作电极和对电极, 以饱和甘汞

电极为参比电极。在 CH I660B电化学分析仪 (上

海辰华仪器公司 )上进行电化学实验, 实验温度

25e 。NE-200匀浆机 (上海华普公司 )。H itach i

X-650型扫描电子显微镜 (日本 H itachi公司 )。

PH I-5400型 X-射线光电子能谱仪 (美国 PE 公

司 ) : 采用 M g K A放射源, 测量范围 0~ 1 000 eV,

步长为 50 eV,用 C 1s峰 ( 284. 6 eV )作内标。丝网

印刷碳电极 ( SPCE s)由上海博奥生物科技股份有

限公司 ( A pex B io. C o rp. )提供, 电极构造如图 1

所示:

图 1 平版式网印碳电极测试裸片构造示意图

F ig. 1 The schem e o f SPCE s

1. 3 分析方法

1. 3. 1 AChE-ChO x / Fe3O4 /A u SPCE s电极的制备

 滴加 10 LL Fe3O 4 /A u胶悬浮液于网印碳工作

电极上, 置于烘箱中于 40e 下烘干 15 m in, 获得
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Fe3O 4 /A u胶修饰的 SPCE s。再在其上滴加 10 LL

含有乙酸胆碱酯酶 ( AC hE, 100 un it /m L )和胆碱氧

化酶 ( ChO x, 200 un it /m L )的磷酸盐缓冲液 ( PB S,

pH 7. 0) , 同样条件下烘干 15 m in, 即得 AChE-

ChO x / Fe3O 4 /A u SPCE s。置于 pH 7. 0的 PB S溶

液中于 4e 下保存备用, 该传感器的表面形态见

图 2。其检测原理是: 乙酸胆碱经过 AC hE 及

C hO x的催化反应后,产生 H2O 2, 当被测农药抑制

了 AC hE或者 C hO x活性时, H 2O 2 的生成量会显

著下降, 根据其下降程度可以达到定量检测农药

的目的, 而 H2O 2 的含量可以通过在 0. 7V恒电位

下测定其氧化电流获取。

图 2 AChE-ChOx / Fe3O 4 /Au SPCEs电极表面示意图

F ig. 2 The surface o f AC hE-C hO x / Fe3O 4 /A u SPCE s e lectrode

1. 3. 2 样品前处理  根据该方法的检测灵敏度

和检测范围, 取匀浆后的白菜待测样品 40~ 50 g,

加入质量分数为 5% 的丙酮溶液 99 m L, 振摇

3 m in, 过滤, 减压蒸馏至底部基本干燥, 加入

10 m L丙酮溶解, 过滤得样品提取液, 待测。

1. 3. 3 农药残留量分析

本方法: 在 37e 下, 于电解池中依次加入

10 m L样品提取液、5m L 0. 1 m o l /L KC l- 0. 1m o l/L

pH 7. 5的 PB S缓冲液, 5 m L 0. 5 mm o l/L的 H2O 2

和 10 m L 25 m m o /L的乙酰胆碱标准溶液, 在酶电

极表面施加 + 700 mV 恒电位。首先检测未经农

药抑制的酶电极对 10 mm o l/L 乙酰胆碱的电流

( I1 ) , 再将该电极浸入不同浓度 ( 0. 05、0. 20、

0. 40、0. 80、1. 00 Lg /m L )的克百威和敌敌畏农药

标准溶液中 10 m in,取出置于电化学反应槽中, 同

法测其对乙酰胆碱的电流 ( I2 ) , 由抑制率 [ ( I2 -

I1 ) /I1 @ 100% ]与农药浓度作图获得标准曲线, 通

过测定抑制率判断出样品中有机磷或氨基甲酸酯

类农药的含量。

标准生化法
[ 8]

( ABTS法 ) : 将 10 m L 样品提

取液加入到含有 1 m L 乙酰胆碱、2 m L 二铵盐

( ABTS)及游离的 0. 5 m L AC hE、ChOx及辣根过

氧化酶 ( HRP)溶液的磷酸缓冲液 ( 50 m m o l/L,

pH 7. 5)中混合均匀,于乙酰胆碱酯酶最佳活性温

度下 ( 37e )反应 10 m in,测定 405 nm处吸光度的

增加速率, 由此获得样品中两种农药的浓度。

实际样品检测: 为了评估该酶电极应用于实

际样品的可行性, 以白菜为代表测定了其添加回

收率。将白菜样本磨碎,利用 5﹪丙酮按 1. 3. 2节

中方法提取, 在提取液中分别加入克百威及敌敌

畏,使其终浓度分别为 0. 01、0. 50、1. 00 Lg /m L,

采用上述方法检测。

2 结果与讨论

2. 1  Nano-Fe3O4 /Au SPCEs及 AChE-ChOx /

Fe3O4 /Au SPCEs电极的表征

AC hE-ChO x / Fe3O 4 /A u SPCE s膜的表面形态

决定了传感器的性能。用扫描电子显微镜 ( SEM )

对未修饰酶的 Fe3O 4 /A u胶纳米修饰电极 ( N ano-

Fe3O 4 /A u SPCE s)表面和进一步修饰酶的纳米电

极表面 ( AC hE-ChO x / Fe3O 4 /A u SPC E s)进行表

征 (图 3 )。从电镜图上可以看出, 物理吸附的

Fe3O 4 /A u胶均匀地分布在 SPCE s的碳浆中,在电

极表面形成白色亮点, 具有三维点状结构。当酶

分子被吸附在 Fe3O 4 /A u胶表面以后, AC hE 和

C hO x酶的聚集体均匀地分布在电极表面,形成均

一的孔状薄膜。X光电子能谱 ( XPS )谱图 (图 4)

证明, AChE-C hO x / Fe3O 4 /A u SPCE s修饰电极上

含有 A u、Fe、N、O、C 的特征吸收峰。由此表明

Fe3O 4 /A u和双酶均被修饰到了电极表面。
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图 3 未修饰酶的纳米修饰电极 ( Nano-Fe
3
O
4
/A u SPCEs)表面 ( a)

和修饰双酶的电极 ( AChE-ChOx /Fe3O 4 /Au SPCEs)表面 ( b )的 SEM图

Fig. 3 Scann ing electron m icrog raphs o f N ano-Fe3O 4 /Au SPCE s ( a) and af ter b ienzym e abo so rbed

on it to form AC hE-ChO x / Fe3O 4 /A u co llo id f ilm ( b)

图 4 AChE-ChOx/F e3O4 /Au SPCEs电极表

面的 X光电子能谱 ( XPS)谱图

F ig. 4 X PS spectrum o f surface o f AC hE-ChO x /

Fe3O 4 /A u SPCE s e lectrode

2. 2 乙酰胆碱的反应曲线

电极对乙酰胆碱的检测曲线 (图 5)表明,反应

电流随着乙酰胆碱浓度的增加有上升的趋势, 且

加入 0. 5 mm o l /L H2O 2 后, 经过 7 s就能出现稳定

的电流台阶峰,说明电极对 H 2O 2均具有较快的响

应速度。在乙酰胆碱浓度为 0. 5~ 12. 5 mm o l /L

之间有较好的线性相关 (R
2
= 0. 998)。

2. 3 有机溶剂对酶活性的影响

在分析蔬菜瓜果中农药残留时, 通常是先用

有机溶剂对农药进行提取, 然后再检测。由于有

机溶剂会抑制酶的活性, 因此有必要了解其对酶

活性的影响。笔者分别测定了酶电极在 50% 和

5% (有机溶剂在缓冲液中的体积分数 )底液中的

活性。结果显示,当有机溶剂体积分数为 50%时,

酶活性显著降低,尤其是极性较高的溶剂如丙酮、

甲醇体系, 其酶活性降低更明显。推测其原因可

能是亲水性溶剂会剥离酶表面的水合层, 从而使

酶变性失活。而当有机溶剂体积分数在 5%时, 对

酶活性的影响不显著,其中 5%丙酮溶液对固定在

电极表面的酶的活性影响最小, 酶活性仍保持在

97. 3%。因此选择 5%丙酮溶液作为蔬菜水果中

农药的提取试剂。

图 5 乙酰胆碱反应时间-电流图

F ig. 5 The curren-t tim e curve o f

ace ty lcho line by the sen so r
注: | 表示乙酰胆碱的添加

No te: | R esponses the add ition o f cho line carbonate

2. 4 酶电极分别对有机磷和氨基甲酸酯类农药

的检测结果

酶电极氧化电流随着克百威浓度的增高而显

著降低, 所得校正曲线见图 6。研究表明: 当克百
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威浓度为 0. 25 Lg /m L时, 对酶活性的抑制率大于

50% ,而当浓度增加到 5. 00 Lg /m L 时, 酶活性完

全被抑制 (图 6a) ; 对敌敌畏的检测结果具有相同

趋势 (图 6b)。两种农药在 0. 05~ 1. 00 Lg /m L 之

间均具有良好的线性关系 (R
2

= 0. 977 ), 检测下

限达 0. 01 Lg /m L。由于克百威和敌敌畏在小

叶菜中的最大允许残留限量 ( M RL )值均为

0. 5 m g /kg, 所以本传感器的检测限低于农药最大

允许残留限量, 适合于蔬菜样品中农药残留的检

测。

图 6 该传感器对 0~ 10. 00 Lg/m L克百威和

敌敌畏的校正曲线

F ig. 6 The ca libra tion curv e o f 0~ 10. 00 Lg /m L

carbo furan and dich lo ro vo s by the bio sen so r

2. 5 回收率实验

由表 1可知, 在添加浓度为 0. 05~ 0. 50 Lg /m L

范围内, 克百威与敌敌畏的回收率介于 97% ~

115%之间, 与现行使用的生化法测定结果相吻

合。

2. 6 双酶传感器的储存稳定性、耐用性及再生
将 该传感器在 4 e 下储存于 pH 6. 0的 PB S

缓冲溶液中 70 d后, 传感器在含 0. 50 Lg /m L 克

百威和敌敌畏溶液中的电流响应值仅 降低

9%~ 10% ,说明该传感器具有较好的储存稳定性

并可长期保持酶活性。同时还考察了电极的耐用

性:采用同一电极测定浓度为 5. 00 Lg /m L的克百

威和敌敌畏样品 35次后, 电流下降值小于 5% ;

50次后电流下降值大于 20% ;随后将电极在空白

PB S底液中浸泡 12 h, 电流大小又可恢复到未使

用前状态。推测可能是由于连续测定会导致有机

污染物吸附在电极表面, 部分掩盖了酶修饰层的

活性中心而造成电流减小, 但可以通过在 PB S空

白液中浸泡的方法使电极表面再生。而且该传感

器制备成本低廉, 平均每片不超过人民币 5元, 可

以做到一次用过即废弃。

3 结论

本研究以 Fe3O 4 /A u胶在丝网印刷电极上固

定 AC hE及 C hO x, 制备了纳米修饰双酶电极传感

器,对克百威和敌敌畏具有良好的检测灵敏度和

回收率, 可用于瓜果蔬菜中此类农药残留的直接

分析。并具有如下优点: ¹ 灵敏快速: 检测下限

( 0. 01 Lg /m L )较无纳米修饰的同类酶电极传感

器检测下限 ( 0. 10~ 1. 00 Lg /m L )大大降低,电流

响应速度 ( 7 s)较同类电极 ( 15~ 20 s)快
[ 7]

; º 该

传感器成本低于 5元 /片, 且可批量化生产, 一次

使用后可抛弃, 适合于大量样品的筛查; » 不受吸

光度值的干扰, 仪器便携适合现场分析。因此, 所

制备的纳米修饰双酶电极生物传感器可在传统的

检测方法之外提供一种快速、灵敏的替代方法。

然而本传感器的检测方法目前还较为繁琐, 今后

需进一步加以完善, 以简化步骤, 提高性能。

表 1 克百威和敌敌畏在白菜中的添加回收率

Table 1 R ecov ery test fo r ca rbo furan and dich lo ro vo s spiked in Ch inese cabbag e

农药

Pestic ides

添加浓度

C oncen tration fortif ied

/ ( Lg /m L )

酶电极法测定的浓度和回收率

C oncentra tion ob tain ed by enz ym e electrode

/ ( Lg /mL ) ( Recovery, % ) , n = 5

生物法测定的浓度和回收率

C oncentra tion ob tain ed by b iochem icalm eth od

/ ( Lg /m L) ( Recovery , % ) , n = 5

克百威 0. 50 0. 4 7( 97) 0. 49 ( 98 )

carbo furan 1. 00 1. 1 0( 110) 1. 13( 113)

0. 01 0. 0 1( 110) 0. 01( 120)

0. 05 0. 0 5( 106) 0. 05( 102)

敌敌畏 0. 50 0. 5 3( 106) 0. 51( 102)

d ich lorovo s 1. 00 1. 1 0( 110) 1. 15 ( 11 5)

0. 01 0. 0 1( 105) 0. 01( 100)

0. 05 0. 0 5( 102) 0. 05( 104)
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