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检测猪肉中地西泮的分子印迹仿生传感器的研制

刘晓芳　姚 冰　刘国艳　柴春彦 3

(上海交通大学农业与生物学院 , 上海市兽医生物技术 重点实验室 , 上海 200240)

摘　要　在一次性丝网印刷电极上原位制备地西泮的分子印迹膜 ,将丝网印刷电极通过电极插口与便携式

电导仪相连接 ,组装成检测地西泮残留的电导型传感器 ,建立了检测地西泮的标准曲线并测试了实际肉类样

品中的地西泮含量。通过扫描电镜分析了该膜的表征 ,与非印迹膜相比 ,印迹膜表面形成了大量印迹微孔。

本传感器装置对地西泮具有很高的灵敏度和特异性 ,检出限为 0. 008 mg/L,线性范围为 0. 039～1. 25 mg/L,

基于肉品的检测回收率为 91. 3%～95. 0% ,可实现现场快速检测。
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1　引　言

地西泮又名安定 ,属于第二代安眠镇静药 ,国家明令禁止在动物饲料和饮水中使用。但一些养殖企

业为了提高饲料报酬 ,违禁使用安定类药物的现象时有发生 ,动物性产品中此类药物的残留对消费者健

康和对外贸易均产生很大危害。因此建立快速、有效的测定地西泮的方法十分必要。分子印迹聚合物

和分子印迹膜对目标化合物具有高度选择性 ,在样品中待测化学物质的分离、富集、检测领域得到广泛

地应用 [ 1～10 ]。A riffin等应用地西泮分子印迹聚合物固相萃取柱 ,采用液质联用技术检测血液中地西泮

含量 [ 11 ]
,该方法前处理步骤繁琐 ,需要大型仪器 ,不适合现场快速检测。有研究者利用电化学方法在柱

状金属电极上制备印迹膜 [ 12～14 ]或热聚合法制备分子印迹物 [ 15 ]作为检测传感器的感受器部分。但是电

化学法印迹膜难以批量制备 ,利用印迹物制备的传感仪组装过程较复杂 ,均不适用于大通量快速检测。

有关利用分子印迹膜为感受器检测肉品中地西泮的电导型传感方法的研究尚未见报道。

本实验采用原位聚合的方法 ,直接在一次性丝网印刷电极条上制备地西泮分子印迹膜 ,并将这种电

极条与电导分析仪相连接 ,组装了检测地西泮的电导型传感器。通过更换带有印迹膜的电极条 ,将微量

待测样品直接滴入电极条工作区即可实现多个样品的快速检测。此电导型传感器具有灵敏度高、特异

性强、检测速度快和成本低等优点 ,具有实际应用前景。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

1100型高效液相色谱仪 (美国 Agilent公司 ) ; Hardwee C18固相萃取小柱 ( 500 mg, 3 mL,德国

Hardwee公司 ) ; FE I SIR ION200型场发射扫描电镜 (美国 FE I公司 ) ; XMTD2204电热恒温水浴锅 (上海

博泰实验设备有限公司 ) ;索氏提取器 (江苏海门华盛实验仪器有限公司 ) ; SB280超声波仪 (宁波新芝生

物科技股份有限公司 ) ; CON 6 /TDS 6电导仪 (新加坡 OAKTON公司 ) ;一次性丝网印刷电极条 (台湾芯宝

科技股份有限公司 ) ,其基本结构是在 PVC基板上按设计图案印制导电银浆层、导电碳浆层及绝缘层。

地西泮标准品 (D iazepam)、甲基丙烯酸 (MAA)、乙二醇二甲基丙烯酸酯 ( EGDMA )均购于 Sigma公

司 ;偶氮异丁腈 (A IBN)、二甲亚砜 (DMSO )、甲醇、丙酮、乙酸及其它分析纯试剂均购自中国医药集团上

海化学试剂公司。磷酸盐缓冲液 ( PBS)以 NaH2 PO4和 Na2 HPO4配制 ;伯瑞坦 2罗比森缓冲溶液 (B 2R)以

磷酸、乙酸、硼酸配制 ;碳酸盐缓冲液以 Na2 CO3和 NaHCO3配制 ;缓冲液 pH调节液为 HCl和 NaOH溶

液。实验用水均为二次蒸馏水。
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2. 2　印迹膜 (M IF)的制备

取 0. 2847 g(1 mmol)地西泮和 0. 516 mL (6 mmol)MAA溶于 10 mL二甲亚砜中 ,超声 10 m in,放置

2 h进行预聚合。加入 5. 667 mL (30 mmol) EGDMA和 0. 061g A IBN ,超声混合均匀 ,充氮气除氧 10 m in,

量取 1. 2μL聚合液均匀涂布在丝网印刷电极工作区 ,将电极条固定在密闭容器底部 ,容器抽真空后置

于 60 ℃水浴中。当丝网印刷电极上涂布聚合液的区域出现半透明蜡状物质后 ,取出电极条置于 4 ℃冷

却 ,得到地西泮分子印迹膜 (M IF)修饰的丝网印刷电极。用甲醇 2乙酸 (9∶1, V /V )溶液洗脱 48 h,用甲

醇洗去乙酸 , - 4 ℃保存备用。

带有非印迹膜 (N2M IF)的丝网印刷电极条的制作方法参照上述方法 ,区别在于聚合过程中不加入

模板分子。

2. 3　传感检测方法的建立

检测装置示意图如图 1所示。将分别修饰有 M IF与 N2M IF的两条丝网印刷电极条通过两块加样

控制挡板粘合为一体 ,两电极工作区之间的间隙组成测试样品加样区 ,然后将组装好的测试电极通过

　图 1　实验检测装置示意图

Fig. 1　Schematic structure of analytical system

USB接口与电导仪相连。

用 B 2R 缓冲液 ( pH 7. 0 )配制 0. 039, 0. 078,

01156, 0. 312, 0. 625, 1. 25 mg/L的地西泮标准溶液。

取 30μL B 2R缓冲液滴入丝网印刷电极的工作区 ,待传

感仪读数稳定后 ,记录此刻电导值 (背景值 ) ,然后用吸

水纸吸干电极工作区的缓冲液 ,加待测样品 30μL,稳定

后记录电导值 (终值 )。每次检测结束后更换带有 M IF

修饰的丝网印刷电极条 ,共测试 6个浓度 ,平行测定

3次。以响应信号值 (信号值 =终值 2背景值 )为纵坐

标 ,以地西泮的质量浓度为横坐标 ,作标准曲线。

3　结果与讨论

3. 1　M IF与 N2M IF表征分析

随机选取数个制备好的 M IF和 N2M IF,进行扫描电镜分析。本实验制备的 M IF与 N2M IF厚度介于

20～40μm之间。非印迹膜表面较为光滑 ,并有小量小泡样阴影分布 (图 2A ) ,可能主要由于聚合分子

在聚合结束后 ,聚合分子牵拉及堆积而成。而分子印迹膜上则有大量的分子印迹孔穴存在 ,在膜表面广

泛分布 (图 2B) ,在孔穴样分子聚合物表面存在着大量的印迹微孔 ,可能是由于模板分子被洗脱后而遗留

的结构 ,该结构与分子印迹膜对模板分子的识别和吸附作用密切相关。表面立体扫描发现 ,非印迹膜表面

结构较为均一 ,无明显的穴状结构 ;而分子印迹膜表面结构不均一 ,分布有大量的凹陷及孔穴样结构。

图 2　非印迹膜 (A)及印迹膜 (B)电镜扫描图 ( ×10000)

Fig. 2　Scanning electron m icroscopy ( SEM ) images of N 2molecularly imp rinted film (M IF) (A )

and M IF (B) ( ×10000)

3. 2 　基于 M IF传感器的测试标准曲线

以分子印迹膜为敏感元件的电导传感方法检测地西泮的标准曲线 ,回归方程为 Y = 23. 28787x +
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119741 ( r = 0. 9995) ,检出限为 0. 008 mg/L;在 0. 039～1. 25 mg/L范围内具有良好的线性关系。而以

非印迹膜为感受器在相同条件下检测地西泮标准溶液 ,在不同溶液浓度下所获得的电导值无明显变化。

说明洗脱后的 M IF存在可以与地西泮分子结构相互补的孔穴 ,溶液中具有电化学活性的地西泮分子被

特异性吸附至 M IF表面后 ,膜本身的电化学活性改变。随着溶液中地西泮浓度的变化 ,产生相应的电

导率信号。而 N2M IF对地西泮分子具有一定程度的非特异性吸附。当这种吸附趋于饱和时 ,所得到的

电导率值在一定范围内表现出缓慢的变化 ;当溶液中待测物浓度增大时 ,电导响应值也随之增加 ,但是

这种非特异性吸附引起的电导率变化远远低于 M IF的特异性吸附。

3. 3　测试条件对检测信号的影响

用 0. 1 mol/L B 2R缓冲液 (pH 7. 0)配制浓度分别为 0. 039、0. 156、0. 625和 1. 25 mg/L的地西泮测

试液 ,按照 2. 3中所建立的传感方法进行测试 ,分别在 0、30、60、120、180、240和 300 s时记录电导值 ,

实验结果见图 3A。检测不同浓度地西泮溶液时 ,电导信号值均随着数据采集时间的延长而增大。检测

值在初始 60 s内显著增加 ,但是在较低浓度下变化趋势不明显 ; 180 s后检测值趋于稳定。由本实验可

知 ,M IF对溶液中地西泮分子的特异性吸附主要发生在前 60 s内 , 180 s后达到吸附平衡状态。因此 ,本

实验选取 180 s作为检测数据采集时间。

为探讨不同缓冲液对测试地西泮含量的影响 ,分别以 pH 6. 0 ( 0. 2 mol/L )的 PBS缓冲液、pH 7. 0

(011 mol/L)的 B 2R缓冲液和 pH 9. 5 (0. 1 mol/L)的碳酸盐缓冲液为支持液 ,检测结果表明 , 以 PBS缓

冲液为支持液时 ,检测值在较低浓度时呈递增趋势 ,但高浓度的检测值变化平缓 ;以碳酸盐缓冲液为支

持液 ,测试结果呈波动性变化 ;而以 B2R缓冲液为支持液 ,检测值具有良好的线性关系 (图 3B )。因此 ,

本实验选用 pH 7. 0 (0. 1 mol/L)的 B 2R缓冲液作为支持液。

图 3　基于 M IF的电导传感方法检测度地西泮的时间 2响应曲线 (A)及不同缓冲液体系对检测信

号的影响 (B)

Fig. 3　Conductivity versus time in detection of diazepam with different concentrations ( A ) and

influence of different buffers to detection of diazepam by conductimetric sensor based on M IF (B)

Concentration of diazepam (A) : 1. 0. 039 mg/L; 2. 0. 156 mg/L; 3. 0. 625 mg/L; 4. 1. 25 mg/L. Buffers (B) :

1. pH 6. 0 (0. 2 mol/L) phosphate buffer; 2. pH 9. 5 (0. 1 mol/L) bicarbonate buffer; 3. pH 7. 0 ( 0. 1 mol/L )

B ritton2Robinson buffer.

3. 4　干扰实验

本实验选用畜禽肉中可能含有的违禁兽药琥珀酸氯霉素与己烯雌酚作干扰物质 ,将地西泮和每种

干扰物质用 0. 1 mol/L B2R缓冲液分别配制成干扰测试液 ,各物质的加入量见表 1。实验发现 , 两种干

扰测试液的地西泮检出量均略高于溶液中地西泮的实际含量。其中己烯雌酚对检出量的影响比琥珀酸

氯霉素更大 ,说明分子构型差异很大但分子量接近的物质会对检测造成干扰。这主要是由于检测过程

中 M IF同时对各特征基团和分子整体进行识别 ,琥珀酸氯霉素的分子结构和分子大小与地西泮差异明

显 ,不能稳定结合在印迹孔穴中 ,大部分以布朗运动的形式在印迹孔穴中出入。己烯雌酚虽然与地西泮

的分子结构也有很大差异 ,但其分子量与地西泮相当 ,且少量分子的酚羟基可以与印迹孔穴通过氢键、

范德华力相结合 ,造成检测值偏高。该推断与文献 [ 16 ]的研究结果一致。因而在实际样品测试时 ,为
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消除这种干扰 ,可以通过简单的预处理分离富集待测物质。

表 1　干扰物质对 0. 5 mg/L地西泮溶液检测结果的影响
Table 1　Effect of interfering substance on the detection of 0. 5 mg/L diazepam solution

干扰物质
Interfering substance

干扰物质加入量
Added interfering substance (mg/L)

地西泮的检出量
Found of D iazepam (mg/L)

琥珀酸氯霉素
Chloramphenicol succinate

0. 5
2. 0

0. 530 ±0. 017
0. 574 ±0. 008

己烯雌酚
D iethylstilbestrol

0. 5
2. 0

0. 572 ±0. 025
0. 598 ±0. 034

　　本实验也在肉品如牛肉、猪肉 (包括鲜肉、熏肉和腊肉 )样品中进行了待测物的标加实验 ,结果表

明 ,不同来源肉品、色素、防腐剂等物质对同一浓度的地西泮测试未有显著影响。另外 ,维生素 C、Fe
3 +

等具有高氧化还原活性的物质对测试地西泮的影响并不显著 ,可能该实验建立的电导测试模式能有效

地排除这些物质的干扰。离子在电导型传感测试中为必须考虑的影响因素之一。测试了不同离子类型

和强度对电导传感法测试地西泮的影响 ,发现样品中含有 0. 2 mol/L的碳酸盐、磷酸盐 ,对测试结果影

响并不显著 ,但 5 mol/L的 NaCl, KCl等强电解质对电导测试结果有显著影响 ,可使电导值增加 2152～

4185 m s,因而建议在样品前处理过程中通过液 2液萃取将高浓度的离子除去。
3. 5　回收率实验

参照商业标准 [ 17 ]对标加样品进行前处理。称量 10 g猪肉匀浆试样两份 ,加入地西泮标样 ,分别经

提取、萃取得到的样品洗脱液于 50 ℃水浴氮气吹干。取一份氮气吹干物 ,用 1 mL 1%高氯酸水溶液和

2 mL正己烷复溶 ,静置分层后取下层水相过 0. 2μm滤膜 ,供 HPLC分析。取另一份氮气吹干物 ,用

3 mL甲醇 2水 (1∶99, V /V )溶液复溶 ,过 0. 2μm滤膜 ,供传感测试。每个样品平行 6次。标准加入实验

结果表明 ,该传感方法检测结果与 HPLC法检测结果一致 (表 2) ,回收率为 91. 3%～95. 0% ,略低于

HPLC法测定的回收率 (92. 0%～100. 7% )。

表 2　回收率的测定结果
Table 2　Recovery of diazepam in meat samp les

加入量
Added (mg/L)

传感方法 By sensor

检出量
Found (mg/L)

Recovery
( % , n = 6)

高效液相色谱法 By HPLC

检出量
Found (mg/L)

Recovery
( % , n = 6)

0. 05 0. 046 ±0. 004 91. 3 0. 047 ±0. 003 92. 0

0. 1 0. 094 ±0. 003 94. 2 0. 096 ±0. 002 96. 0

0. 5 0. 455 ±0. 015 91. 0 0. 468 ±0. 032 93. 6

1. 0 0. 938 ±0. 023 93. 8 0. 969 ±0. 054 96. 9

1. 5 1. 430 ±0. 039 95. 0 1. 510 ±0. 042 100. 7

　

3. 6　传感器性能

采用本方法对液体样品中的地西泮残留进行检测 ,可在 3 m in内完成。更换同一批次制作的带有

M IF的电极条 ,对相同浓度的地西泮标加样品进行检测 , 5次测试得出的结果一致 ,相对标准差小于

218%。随机抽取 5批次制作的带有 M IF的电极条 ,检测同一浓度的地西泮标加样品 ,相对标准差小于

315% ;将制备好的带有 M IF的电极条在 - 4 ℃条件保存 3个月后 ,检测同一浓度的地西泮标加样品 ,与

刚制备好的电极条检测结果相比 ,相对标准误差小于 3. 8% ; 4个月后进行检测 ,与初次检测相比 ,相对

标准误差小于 4. 6%。因此该传感仪的敏感元件的使用寿命在 4个月以上。通过更换带有 M IF的一次

性丝网印刷电极条 ,该传感仪可长期使用。用过本实验制备的基于 M IF为感受器的电导型传感仪具有

检测速度快、重复性好、稳定性高、使用时间长等优点 , 有很大的实际应用价值。
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B ion ic Sen sor for D etection of D iazepam in

M ea t Using M olecularly Im pr in ted F ilm

L IU Xiao2Fang, YAO B ing, L IU Guo2Yan, CHA I Chun2Yan3

(School of A gricu lture and B iology, Shanghai J iao Tong U niversity, Shangha i 200240)

Abstract　Molecularly imp rinted film s (M IF) were synthesized in situ using diazepam as the temp late on

screen p rinted electrodes ( SPE). A sensor based on M IF for the detection of diazepam was assembled by

connecting the SPE to a portable conductometer through an electrode slot. Standard calibration curve was

established and the detection of diazepam in meat samp les was performed on this senor. Superficial characte2
ristic of the M IF was investigated using scanning electron m icroscope. The results showed that there were

numbers of imp rinted m icro2pores on the surface ofM IF. The sensor based on M IF showed high selectivity and

specificity towards the target diazepam. The response of the conductometric sensor to the concentration of

diazepam disp layed a linear correlation over a range of 0. 039 - 1. 25 mg/L with a detection lim it of

0. 008 mg/L , and the recoveries were 91. 3% - 95. 0% based on meat samp les. This method is a quick and

p ractical app roach for the detection of diazepam on sites.
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