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多孔“类碳糊电极”的羧基化及其对
Escherichia ocli O157: H7 的检测
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摘 要 以吡咯为前驱体，羧基化碳纳米管、石墨粉为填料和碳酸钙微球为模板直接诱导合成，制备出一种高
灵敏的多孔“类碳糊电极”生物电化学传感器，讨论了羧基化碳纳米管含量、银染时间对检测结果的影响。结
果表明，最佳羧基化碳纳米管含量为 8%，最佳银染时间为 12 min，银的阳极溶出峰电流与 E． ocli O157: H7 浓
度在 1． 0 × 104 ～ 1． 0 × 106 cells /mL范围内呈线性关系，其线性回归方程为: IP = － 5． 582 + 1. 972logC，相关系

数( R2 ) 为 0． 9912，检出限为 5． 1 ×103cells /mL，实现了对 E． ocli O157: H7快速、准确地检测。
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1 引 言
大肠杆菌 O157: H7 是肠出血性大肠埃希氏菌( EHEC) 的一个主要菌型，会产生很强的毒素，感染

后可以导致婴幼儿腹泻、出血性结肠炎、溶血性尿毒综合症和血栓性血小板减少性紫癜甚至死亡［1 ～ 4］。
它是最危险的病原体之一，感染剂量非常低。如何快速地检测出该菌是疫情控制的关键，因此研究快速
准确地检测大肠杆菌 O157: H7 的新方法具有重要意义［5 ～ 7］。已有许多分析研究工作者先后采用磁酶
免疫电化学发光法［8，9］、磁酶免疫电化学法［10］、化学发光磁酶免疫法［11］、石英晶体压电传感器( QCM)
以及双抗夹心 ELISA法［12］对其检测进行了研究，但这些方法大多有检测时间长、操作复杂、仪器昂贵或
者灵敏度不高等不足。本研究在前期工作基础上［13 ～ 15］，以吡咯为前驱体，石墨粉和羧基化碳纳米管为

填料、碳酸钙微球为模板直接诱导合成，制备一种新型高灵敏的多孔功能化“类碳糊电极”生物电化学
传感器，该电化学生物传感器具有比表面大，导电性好，灵敏度高，易于长期保存等特点，而且避免了粘

接剂的使用，彻底改变了传统碳糊电极的制备方法，为进一步提高电极的选择性和灵敏度，满足对一些

突发性疾病( 如大肠杆菌等) 快速、准确地检测，并利用羧基化碳纳米管掺杂方法对电极表面进行直接
功能化，结合金标抗体和银染放大的方法，用于大肠杆菌 O157: H7 的检测，制备出高灵敏高选择性的电
化学生物传感器。

2 实验部分
2． 1 主要试剂
多壁碳纳米管( MWNT) : 深圳纳米港提供，纯度大于 95%，长度与直径分别为 5 ～ 15 μm 和 20 ～

40 nm，使用前于 100 ℃真空干燥 12 h; 石墨粉( 光谱纯，上海试剂) ; 液体石蜡( 上海凌峰试剂厂) ; 吡咯
( 南京化学试剂有限公司) ; E． ocli O157: H7 菌株和人工接种了金黄色葡萄球菌和 E． ocli O157: H7 的
牛肉膏培养样品均由江苏省疾病预防控制中心提供; 纯化兔抗 E． ocli O157: H7 多克隆抗体( 2 g /L) 、纯
化鼠抗 E． ocli O157: H7 单克隆抗体( 2 g /L) 均购自宁波良瑞抗体生物技术公司; 0． 05 mol /L TB( Tris-
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Cl缓冲溶液) 和牛血清白蛋白( BSA) 均购于上海生物工程有限公司; 375 mL 1 × PBS，125 mL 乙醇; 实
验用水为灭菌去离子水，其它缓冲液为自制。HNO3，NaOH，H2SO4，K2CO3，NaCl，KCl，Na2HPO4，

KH2PO4，H3PO4，NaN3 均为分析纯，购于南京化学试剂有限公司; PB 缓冲溶液: Na2HPO4-NaH2PO4 混

合液( pH =7． 0) 。
2． 2 主要仪器
三电极电化学工作站 CHI-660B ( 上海辰华仪器公司) ，工作电极为自制的多孔“类碳糊电极”

( PPCPE) 、碳糊电极( CPE) 和本研究制备的羧基化多孔“类碳糊电极”( PPCPE-COOH) ，参比电极为饱
和甘汞电极，对电极为铂电极; 扫描电镜( Hitachi S-3000N，日本) ; 快速核酸 /蛋白质分析仪( U-008OD，
日本日立公司) ; 离心机、移液器( Eppendorf 公司) ; 电子分析天平( 上海天平仪器厂) ; 水浴锅( 上海仪器
厂) ; 超纯水制备系统( 北京历元公司) ; 电热恒温水浴箱( 余姚亚星仪器公司) ; 旋涡振荡仪( 上海全力电器

公司) ; XB-K-25 型血球计数板( 上海医用光学仪器厂一分厂) ; XSP-2C-ZXC2 生物显微镜( 上海杰晟科
学仪器有限公司) ; 用 PE Spectrum One 红外光谱仪记录样品的红外谱图，KBr 压片测定，扫描范围为
4000 ～ 500 cm －1，分辨率为 2 cm －1 ; 热失重利用 NETZSCH TG 209 型热失重分析仪进行测定，氮气氛围
中，升温速度为 10 ℃ /min，由室温升至 100 ℃，保温 1 h，然后 10 ℃ /min升至 500 ℃，保温 2 h。
2． 3 碳纳米管的羧基化
取 100 mg直径为 20 ～ 40 nm碳纳米管( MWNT) 加入 30 mL HNO3 超声分散 1 h，在 120 ℃下氧化回

流 24 h，反应完毕后，用 0． 22 μm的过滤膜过滤产物，并用 5% ( w /w) 的 NaOH溶液超声洗涤 2 次，除去
纳米管中的无定形碳以及金属催化剂; 用 1mol /L HCl溶液洗涤 2 次，使溶液呈酸性，然后用蒸馏水洗涤
至中性( pH = 7 ) ，最后用无水试剂洗涤多次，真空干燥 24 h，得到羧基化的碳纳米管 ( MWNT-
COOH) ［16 ～ 17］。
2． 4 金标记鼠抗 E． ocli O157:H7 单克隆抗体的制备
采用自制的纳米胶体金( 13 nm左右) ，标记的具体步骤为: ( 1) 将抗体置于透析袋中直接对二次蒸

馏水透析 30 h，再以 50000 × g，4 ℃离心 1 h，取上清液的上半部分，调整抗体浓度至 1 g /L，用0． 2 mol /L
K2CO3 或 1 mol /L H3PO4 调节胶体金的 pH值至 8． 2; ( 2) 在磁性搅拌下，将一定量抗体溶液缓慢加入已
调好 pH的胶体金，于室温作用 15 min。加入 5% BSA-0． 05 mol /L TBS( pH = 8． 2) ，使 BSA 的最终浓
度为 1%，继续搅拌 15 min; ( 3) 300 × g，4 ℃离心 20 min，吸出上清液，弃去沉淀，以除去大的聚合物。
10000 × g，4 ℃离心 60 min，弃去上清液。重复离心 2 ～ 3 次。最后将疏松沉淀物用 0． 1% BSA-
0． 05 mol /L TBS( pH =8． 2) -0． 05% NaN3 重新悬浮至原体积的 1 /10。300 × g，4 ℃再次离心 20 min，吸
出上清液，弃去沉淀，上清液于 4 ℃保存备用。
2． 5 多孔“类碳糊电极”的直接表面功能化及检测实验
将内径为 4 mm的中空玻璃管洗净，烘干备用。将石墨粉、羧基化碳纳米管与碳酸钙微球三者以质

量比例为 32∶ 8∶ 60 装入 10 mL 的离心管中，把离心管在振荡仪上充分震荡，使管内混合物充分均匀混
合，然后倒入研钵中，加入适量的聚合吡咯，将三者均匀混合并调成糊状，混匀后的碳糊填入玻璃管内，

压实，管中央插入一根铜导线，烘干，然后将玻璃管浸入 0． 2 mol /L 的 FeCl3 溶液中进行聚合成一个整
体，用蒸馏水多次冲洗，烘干，再将玻璃管全部浸入 0． 1 mol /L HCl中，将电极中的碳酸钙微球全部溶解
掉，制成羧基化的多孔“类碳糊电极”( PPCPE-COOH) 。将 PPCPE-COOH表面浸入到含有一定浓度捕获
抗体( IgG1 ) 的溶液中反应 40 min，使 IgG1 结合到电极表面，用 TB 清洗电极表面，用 1． 0% BSA 封闭
30 min。将固定有 IgG1 的电极浸入到含有不同浓度的 E． ocli O157: H7 中性溶液中进行免疫反应
40 min，再次用 0． 05 mol /L TB清洗电极表面，将电极转移到含金标记鼠抗 E． ocli O157: H7 单克隆抗体
( cAu-IgG2 ) 的溶液中进行夹心第二步反应

［18］，反应 30 min 后以 TB 清洗电极表面。完成免疫反应之
后，将电极表面转移到含有 1． 0 × 10 －5 mol /L AgNO3 和 2． 0 × 10 －4 mol /L对苯二酚的银染显色液中进行
银染 12 min，然后以去离子水终止银染反应，并洗去沾附在电极上的银染液，连接电化学工作站，进行
电化学检测。图 1 为全过程的示意图。
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图 1 羧基化多孔“类碳糊电极”检测 E． ocli O157: H7
的示意图

Fig． 1 Schematic diagram of electrochemical detection of
E． ocli O157: H7 at porous pseudo-carbon paste electrode
( PPCPE) with carboxylic acid group

2． 6 细菌溶液的处理
( 1) 细菌的培养 取 50 mL LB液体培养基加入

到一个无菌锥形瓶中; 将保存的菌种倒入少许后轻

摇锥形瓶，使得接种的细菌分散在培养液中; 将锥形

瓶封口，在摇床上以 300 r /min 速度，于 37 ℃培养
24 h。( 2) 细菌的灭活和前处理 将扩大培养后的
菌液用 0． 3%甲醛溶液 37 ℃灭活 48 h。取灭活后的
细菌溶液 0． 5 mL E． ocli O157: H7 离心 5 min，弃上
清液，将沉淀用 TTBS-casein 清洗 3 次后分散在
0． 5 mL TTBS-casein中。

3 结果与讨论
3． 1 碳纳米管的羧基化
在浓 HNO3 和浓 H2SO4 的混酸中加热，碳纳米

管的末端或缺陷地方会被氧化，得到羧基，从而使碳

纳米管修饰上羧基。从 MWNT-COOH的红外分光光谱图( 图 2 ) 可以看出，在 1725 cm －1处出现明显的

羰基吸收峰，同时在 1586 cm–1处出现 CNTs 的 C C 结构峰，表明混酸处理能够使 MWNT 表面产生
较多的羧基，图 2 中 a和 b曲线分别为羧基化前后的碳纳米管的热失重分析，结果发现，MWNT-COOH
失重约 6%。
3． 2 羧基化多孔电极对 E． ocli O157:H7 的检测
图 3 为 CPE，PPCPE和 PPCPE-COOH检测浓度为 1． 0 × 104 cells /mL的 E． ocli O157: H7 的阳极溶

出伏安图，从图中可以看出，这三种电极上均于 0． 27 V附近产生银的阳极溶出信号峰。其中在 PPCPE-
COOH上的峰最高，信号最强，其峰电流大约是 CPE上峰电流信号的 5 倍，而在 PPCPE上峰电流为 CPE
上峰电流信号的 4倍，这可能是由于多孔“类碳糊电极”具有较大的比表面，而且多孔的结构有利于电极
对抗体( IgG1 ) 的吸附，提高 IgG1 在电极上的固定效率，从而获得更大的阳极溶出峰电流。

图 2 碳纳米管羧基化的红外分光光谱图和热失重分
析图

Fig． 2 Infrared spectra and thermal gravimetric analysis
diagrams of carbon nanotube functionalized with carboxylic
acid group

图 3 不同电极上 E． ocli O157: H7 的阳极溶出伏安
响应

Fig． 3 Anodic stripping curve of E． ocli O157: H7 at
different electrodes
a． 传统碳糊电极( Typical CPE) ; b． PPCPE; c． PPCPE-COOH;

扫描速度( Scanning rate) : 10 mV /s。

3． 3 碳纳米管的含量
图 4 为多孔电极中不同羧基化碳纳米管含量对检测电化学信号的影响。由图 1 可见，随着多孔电

极中羧基化碳纳米管含量增加，银的阳极溶出峰电流也随之增大，这是由于电极中羧基化碳纳米管含量

越高，对抗体( IgG1 ) 的吸附固定效率越高，但当羧基化碳纳米管含量超过 8%，峰电流信号增大不明显，
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而且实验发现，电极中碳纳米管的含量过高( 超过 15% ) ，电极变得疏松，很难成型，且电极的背景极限
电流变大，影响检测结果的判断。本实验采用掺杂的方法制备羧基化多孔“类碳糊电极”选择羧基化碳
纳米管含量为 8%。
3． 4 银染时间的确定
图 5 为当 E． ocli O157: H7 浓度为 1． 0 × 104 cells /mL时，银的阳极溶出峰电流测量信号和背景信号

随银染时间的变化曲线。由图 5 可见，随银染时间的延长，银的阳极溶出峰电流不断增加，这是由于银
染时间的增长，因胶体金催化作用而被还原于电极表面的银增多造成，有利于提高检测的灵敏度; 对于

未经过 cAu-IgG2 反应时，在银染时间较短时几乎不产生明显的溶出峰背景电流信号，但当银染时间大

于 12 min，该背景信号会迅速增大，这是由于没有纳米金参加时，对苯二酚对 Ag +的还原作用进行非常

缓慢，但如果时间足够长时，该还原过程仍能进行并产生一定量的单质银，而这些银单质会进一步催化

对苯二酚对 Ag +的还原。当时间达到 20 min 背景信号非常明显，干扰了检测信号，因此，选择12 min
的银染时间以获得高的测定信噪比。

图 4 不同羧基化碳纳米管含量对检测 E． ocli O157: H7
电化学信号的影响

Fig． 4 Anodic stripping curve of E． ocli O157: H7 at
different contents of carbon nanotube functionalized with
carboxylic acid group ( a ) 2%，( b ) 5%，( c ) 8%，( d )
10%，Other conditions as in Fig 4

图 5 银染时间对电化学检测信号和背景信号的影响
Fig． 5 Influence of silver enhancement time on the elec-
trochemical detection and background current signals
1． 检测信号( Electrochemical respose signals ) ; 2． 背景信号
( Background signals) 。

3． 5 检测范围、检出限和电极的稳定性

图 6 银的阳极溶出峰电流与 E． ocli O157: H7 浓度对
数的关系曲线

Fig． 6 Relation curve between anodic stripping peak
current of silver and the log of the concentration of E． ocli
O157: H7

图 6是银的阳极溶出峰电流与 E． ocli O157: H7
浓度对数的关系曲线，由图 6 可以看出，随着E． ocli
O157: H7 浓度浓度的增加，银的阳极溶出峰电流不
断增加，且在 1． 0 × 104 ～ 1． 0 × 106 cells /mL 范围之
间呈线性关系，其线性回归方程为: IP = － 5. 582 +
1． 972logC，相关系数 ( R2 ) 为 0． 9912，检出限为
5． 1 × 103 cells /mL。
该电极彻底摒弃粘接剂的使用，改变了传统碳

糊电极的制备方法，具有导电性好，易于长期保存，

灵敏度高等特点。将 PPCPE-COOH 在相同的条件
下，对不同浓度的 E． ocli O157: H7 分别进行连续多
次扫描，发现伏安曲线的峰形和峰值均基本没有变

化，表明 PPCPE-COOH具有良好的重复使用性。为
研究 PPCPE-COOH的稳定性，将同一个电极在常温下，在空气中分别放置 0，15，30，60 和 120 天后，对
不同浓度的 E． ocli O157: H7 进行电化学检测，发现所得的伏安曲线峰形和峰值几乎不变，说明 PPCPE-
COOH易于保存，具有很好的稳定性。
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3． 6 实际样品检测
E． ocli O157: H7 常见于污染的食品中。本实验中分别利用人工接种金黄色葡萄球菌和 E． ocli

O157: H7 的牛肉膏样品进行比较，检验该方法在实际样本检测中的可行性。先按照 2． 6 节的步骤，分
别对样品中的 E． ocli O157: H7 和人工接种金黄色葡萄球菌进行提取，取灭活后的菌液，用 TTBS-casein
稀释 100 倍，避免样品中 E． ocli O157: H7 浓度过高超出线性检测范围，然后按照 2． 5 节中的步骤进行
电化学检测，结果如图 7 所示。由图 7 可以看出，接种了E． ocli O157: H7 的牛肉膏样品( b) 有明显的阳
极溶出峰电流，多次检测的平均值为 6． 12 μΑ，可以根据线性方程计算出牛肉膏样品中 E． ocli O157: H7
浓度，而接种了金黄色葡萄球菌的样品( a) 的阳极溶出电流很小，仅 0． 82 μA，可能是由于非特异性吸
附造成，可视为背景电流，说明该方法对 E． ocli O157: H7 检测具有实用性。

图 7 接种金黄色葡萄球菌样品( a) 和接种 E． ocli O157: H7 的
牛肉膏样品( b) 的电化学检测
Fig． 7 Electrochemical detection of practical samples: staphylococ-
cus aureus( a) and E． ocli O157: H7( b)
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Carboxylation of Porous Pseudo-carbon Paste Electrode and
Its Application to Detection of Escherichia coli O157∶ H7
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Abstract A novel and sensitive electrochemical biosensor based on porous pseudo-carbon paste electrode
( PPCPE) was described． PPCPE was fabricated by mixing calcium carbonate microspheres as the template，
graphite powders and carbon nanotubes as the fillers，pyrrole as the precursor of polymer which actually acted
as the pastE． The effects of content of carbon nanotube functionalized with carboxyl group ( NWCNT-COOH)
in carboxylated of porous pseudo-carbon paste electrode ( PPCPE-COOH) and the silver enhancement time
were investigated． The results showed that the optimal contents of NWCNT-COOH was 8%，the optimal silver
enhancement time was 12 min． A linear relationship between the silver anodic stripping peak current and the
concentration logarithm of E． ocli O157: H7 from 1． 0 × 104 to 1． 0 × 106 cells /mL was obtained，with a corre-
lation coefficient of 0． 9912 and a detection limit of 5． 1 × 103 cells /mL．
Keywords Carbon nanotube functionalized with carboxy group; Porous pseudo-carbon paste electrode; Elec-
trochemical biosensor; Gold nanoparticle-catalyzed silver enhancement; Bioelectronics; Escherichia coli
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