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溶胶凝胶法固定抗体制备黄曲霉毒素免疫传感器

孙秀兰
2  汪忠云1  方银军 3  陈佩佩 1  李在均* 1

(江南大学化学与材料工程学院 1, 食品学院 2, 无锡 214122)   3 (浙江赞宇科技股份有限公司, 杭州 310009)

摘  要  利用溶胶凝胶法, 将正硅酸乙酯在 HC l存在下水解形成的硅溶胶和黄曲霉毒素 B1抗体的混合液涂

于玻碳电极表面, 制备非标记型电化学阻抗免疫传感器。以 [ F e( CN ) 6 ]
3- /4-的磷酸盐缓冲溶液为测试底液,

分别研究传感器的循环伏安和交流阻抗行为。实验表明, 电极因免疫反应所形成的复合物阻碍了

[ F e( CN ) 6 ]
3- /4-在电极表面的扩散, 其氧化还原峰电流明显减小,电子转移阻抗随黄曲霉毒素浓度增加而线

性增大。当介质 pH = 6. 5和孵育时间为 20 m in时,免疫前后传感器的电子转移阻抗变化值最大。在此最佳

条件下, 传感器电子转移阻抗对黄曲霉毒素响应的线性范围为 1. 0~ 10Lg /L; 检出限为 0. 1Lg /L ( S /N = 3)。

此方法具有高的灵敏度和稳定性,可应用于食品中黄曲霉毒素的测定。
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1 引  言

黄曲霉毒素是由真菌产毒菌株产生,在结构和性质相似的一类次生代谢产物
[ 1]
, 常见的黄曲霉毒

素主要有 M1, B1, B2, G1, G 2, 其中以黄曲霉毒素 B1 ( AFB1 )毒性最强 (相当于氰化钾的 10倍, 砒霜的

68倍 )。AFB1广泛存在于花生、玉米、大豆、大米等农作物产品中,它可通过食物链进入动物或人体, 产

生食品安全隐患。研究表明, AFB1还能够引起动植物染色体的失常和 DNA损伤
[ 2]
。因此,建立食品中

AFB1的快速检测方法具有重要的现实意义。目前, AFB1的检测方法主要有高效液相色谱法 (HPLC )、

薄层色谱法、酶联免疫法 ( ELISA )和微柱筛选法
[ 3~ 8]
。但 HPLC对 AFB1检测的灵敏度不高;薄层色谱

法对样品处理繁琐,实验过程复杂,所需时间长, 易受杂质干扰, 准确性差; ELISA法具有特异性强、灵

敏度高、成本低的特点, 但因酶促显色反应中酶的活性易受介质组成和操作条件影响, 方法准确度不

高。微柱筛选法仅适用于半定量筛查之用。近年来,电化学免疫传感器获得迅速发展和广泛应用
[ 9, 10]
。

然而, 电化学免疫传感器应用于 AFB1的检测报道较少,且电极制备过程复杂, 检测过程较繁琐
[ 11~ 13]

。

为了克服以上不足,本研究将硅溶胶与 AFB1抗体混合均匀后涂于玻碳电极表面制备出的非标记型免

疫传感器,通过对传感器电极表面交流阻抗行为的深入研究,建立了阻抗型免疫传感器测定 AFB1的新

方法。本方法具有电极制备简便、灵敏度高、稳定性好等特点。

2 实验部分

2. 1 仪器与试剂
99-1A型大功率数显恒温磁力搅拌器, HH-1数显恒温磁力搅拌水浴锅 (江苏省金坛市荣华仪器制

造有限公司 ) ; SK3300H型超声分散器 (上海科导超声仪器有限公司 ) ; IM 6e交流阻抗测试系统 (德国

ZAHNER E lektrik公司 )。黄曲霉毒素 AFB1标准品及 AFB1抗体 (G enw ay公司 ); 四乙氧基硅 ( CP,杭州

硅宝化工有限公司 ); 聚乙二醇辛基苯基醚 ( CP, 上海凌峰化学试剂有限公司 )。其它试剂均为分析纯。

实验用水为超纯水 (无锡华晶电子集团公司, 18. 2M 8# cm )。

2. 2 修饰电极制备

修饰电极制备方法如下: ( 1)电极前处理  将直径 2mm的玻碳电极先用金相砂纸抛光, 然后依次

用 0. 3和 0. 05 Lm A l2O3粉末抛光至镜面,水浴超声清洗,再分别用 6 mo l /L HNO3、无水乙醇和蒸馏水
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超声各清洗 3 m in。将清洗好的裸玻碳电极放入 0. 5 mol /L H2 SO 4中, 于 - 1. 0~ 1. 0 V范围内循环伏安

扫描至稳定以进一步清洗和活化电极,然后用水冲洗干净后备用; ( 2)硅溶胶制备  在 25 mL烧杯中,

加入 2mL四乙氧基硅、1 mL超纯水、25 LL 0. 1mo l/L HC l和 50 LL 10%聚乙二醇辛基苯基醚, 混合均

匀后, 搅拌至溶胶澄清透明为止; ( 3) 免疫传感器制备  将稀释后的 0. 1mL AFB1抗体和 0. 1 mL硅溶

胶混合制得 AFB1抗体包被液, 再将 0. 7 LL此包被液涂于玻碳电极表面制成免疫传感器。将制备的免

疫传感器保存在 4e 冰箱中, 备用; ( 4)抗体-抗原复合电极制备  在 20 mL磷酸盐缓冲溶液 ( N a2HPO4-

KH2 PO4-NaC-lKC,l 0. 01mo l/L, pH 6. 5)中加入适量 AFB1,配制不同浓度的 AFB1磷酸盐缓冲溶液, 插

入上述制备的免疫传感器, 在 37 e 下 100 r/m in磁力搅拌 20m in,用水冲洗电极,氮气吹干后备用。

2. 3 实验方法
采用三电极体系 (裸玻碳电极、免疫传感器或抗体-抗原复合电极为工作电极, Ag /AgC l标准电极为

参比电极, 铂丝为辅助电极 ) , 以 1 @ 10
- 3

mo l/L [ Fe ( CN ) 6 ]
3- /4-

的 0. 01 mo l/L 磷酸盐缓冲溶液

( pH 6. 5)为测试底液,分别采用循环伏安法 (电压: - 0. 1~ 0. 6 V, 扫描速度: 100mV /s)和交流阻抗法

(频率: 10
- 1
~ 10

5
H z, 交流微扰信号幅度: 5 mV, 直流偏置电压: 0. 2 V )研究电极的电化学特性。

3 结果讨论

3. 1 电极表面的电化学性质

以 [ Fe( CN ) 6 ]
3- /4-
为氧化还原探针, 采用循环伏安法 ( CV )和交流阻抗法 ( E IS)考察了裸玻碳电

极、免疫传感器和抗体-抗原复合电极的电化学性质, 结果分别列于图 1A和图 1B。从图 1可见, 当

[ Fe( CN ) 6 ]
3 - /4-

在裸玻碳电极表面发生氧化还原反应时, CV图上有一对可逆性较好的氧化还原峰, 且

交流阻抗值较小。尽管免疫传感器表面被含 AFB1抗体的凝胶膜所覆盖,但其 CV图上仍出现与裸电极

相似的氧化还原峰,仅电流峰稍有降低,这表明凝胶膜上存在良好的微孔结构, 允许电活性的铁氰化钾

通过其孔道进行扩散传质。由于电子转移阻力增加,导致阻抗变大。抗体-抗原复合电极因非电活性的

AFB1吸附于凝胶膜堵塞了部分微孔,妨碍了 K3 Fe( CN ) 6的扩散过程,导致峰电流进一步减小,交流阻

抗增大。当 AFB1浓度为 10 Lg /L时, CV图上的氧化还原峰几乎消失, 阻抗显著增大。这也可证实

AFB1在免疫传感器表面形成了稳定的抗体-抗原复合物。

图 1 不同电极的循环伏安图 ( A )和交流阻抗图 ( B)

F ig. 1 Cyc lic vo ltamm e try ( A ) and Nyquist diag ram ( B ) of d ifferent e lectrodes

1. 裸玻碳电极 ( Bare glass carbon electrod e) ; 2. 免疫传感器 ( Immunosensor) ; 3. 抗体-抗原复合电极 ( An tibody-

aflatoxin B1 ( AFB1 ) comp lex, 1 Lg/L AFB1 ) ; 4. 抗体-抗原复合电极 ( Ant ibody-AFB1 com p lex, 10 Lg /L AFB1 )。

电化学交流阻抗谱作为一种有效的检测手段, 常被用来检测修饰电极表面膜的界面性质。图 1B-1

为裸电极的阻抗曲线为一条直线,表明此时是电极过程受扩散过程的控制。当修饰 AFB1抗体-凝胶膜

后,图谱中实数轴上出现半圆, 即图 1B-2, 表明电极表面存在较大的电子转移电阻,电极上的 AFB1抗

体-凝胶膜为一绝缘层,阻碍了电子转移。从图 1B-3和图 1B-4可以看出,二者的半圆直径发生急剧增

加,表明吸附在电极表面的免疫反应复合物层可显著地降低界面上电子转移速率。在免疫反应前后,

CV曲线上氧化还原探针的氧化峰电位值和还原峰电位值分别右移和左移,并且峰电流值减小,表明免

疫反应复合物层可有效抑制氧化还原探针和电极间的电子传递,从而导致电子转移电阻 R et值的增加。
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3. 2 介质酸度的影响

考察了此免疫传感器在 pH 5. 0~ 810的磷酸盐缓冲溶液中对 1 Lg /L AFB1的电子转移阻抗响应情

况。从图 2可知, 当磷 pH在 5. 0~ 6. 5时, 电子转移阻抗随 pH增加而增加; 在 pH = 6. 5时, 免疫传感

器响应最大; 当缓冲液的 pH > 6. 5时,随着 pH增加, 电子转移阻抗的变化值迅速减小,可能是由于碱

 图 2 介质酸度对免疫反应的影响

F ig. 2 E ffect o f ac idity on immuno reaction

性条件下抗体 /抗原结合力下降所致。因此, 选择 pH 6. 5

作为本实验中反应体系的酸度。

3. 3 孵育时间及温度影响

抗原 /抗体发生免疫反应的完全程度与免疫反应时间

直接相关。将免疫传感器置于 1 Lg /L AFB1溶液中, 反应

不同时间后进行交流阻抗测试。实验表明,免疫传感器的

响应信号随孵育时间增加而迅速增加。但随着免疫反应的

进行, 电子转移阻抗的增加逐渐减缓以至到反应进行

20 m in时不再增加,说明电极表面抗体活性位点已基本结

合完全。鉴于免疫传感器的寿命及实用性,本实验的反应

时间选择 20m in。

实验表明, 传感器的电子转移阻抗值起初随温度升高而增大,但当温度超过 37 e 时, 阻抗响应又开

 图 3 免疫传感器交流阻抗图

F ig. 3 Com plex impedance plots of immunosensor

AFB1 浓度 ( C oncentrat ion, Lg /L ) : 1. 0 ( a) , 3. 0 ( b ) , 5. 0

( c) , 7. 0( d) , 10. 0( e)。

始缓慢下降。这是因温度较高导致抗体 /抗原结合

力下降的缘故。因此,反应温度确定为 37 e 。

3. 4 分析特性

配制一系列不同浓度的 AFB1标准溶液, 按实验

方法测定电极表面交流阻抗。以免疫反应前后电子

转移阻抗的增加值为纵坐标, AFB1浓度为横坐标绘制

工作曲 线。从 图 3 可 知, AFB1 浓度 在 110 ~

10 Lg /L之间,电子转移阻抗增加与 AFB1浓度呈线性

关系: $R et ( k8# cm
2
) = 64. 149+ 18. 304c ( Lg /L ), 相

关系数 r= 0. 9990, 检出限为 011 Lg /L。结果表明,

本方法的灵敏度高于常用的 ELISA和 HPLC法。

3. 5 免疫传感器的稳定性与再生

将新制备的传感器在 4 e 下保存 10 d后,在免疫

反应前后,分别测定其交流阻抗,发现其电子转移阻抗

值与新制备的电极响应基本一致, 表明此传感器有较好的稳定性。另在相同实验条件下, 用 3. 0 Lg /L

AFB1浸泡免疫传感器,利用 0. 1 mo l/L甘氨酸-盐酸缓冲液 ( pH 2. 8)对抗原抗体复合物进行解离。该免

疫传感器再生 6次,其电子转移阻抗的变化值的相对标准偏差仅为 5. 1% ,免疫传感器可重复使用。

3. 6 AFB1样品的测定

将购自超市的玉米、大米、花生捣碎后,各取 5 g, 加 100 LL磷酸盐缓冲液及适量 AFB1标准溶液,旋

涡混和 1 m in, 加入 25 mL萃取剂 ( 70%甲醇 + 29% PBS + 1% DMF), 以 100 r/m in搅拌 15 m in, 以

4000 r /m in离心 5m in,取上清液,用磷酸盐缓冲液稀释 10倍,待用。按实验方法测定样品中 AFB1含量,

结果见表 1。从表 1可知, AFB1加标回收率在 93. 3% ~ 106. 7%之间,表明本方法具有较高的准确度。

表 1 食品中 AFB1测定结果

Tabel 1 Resu lts for de term ina tion o f AFB1 in food

样品
S amp le

加入量
Added ( ng /g)

测定值
Found ( ng/g)

回收率
Recovery (% )

样品
S amp le

加入量
Added ( ng /g)

测定值
Found ( ng /g)

回收率
Recovery (% )

玉米 M a ize
0. 0
1. 5

0. 0
1. 4

93. 3 大米 R ice
0. 0
1. 5

0. 1
1. 7

106. 7

花生 Peanu t
0. 0
1. 5

0. 2
1. 7

100. 0
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Immunosensor Based on Immobilizing Antibody of

A flatoxin B1 Using Silica So-lGel Technology

SUN Xiu-Lan2, WANG Zhong-Yun1, FANG Y in-Jun3, CHEN Pe-i Pei 1, L I Za-i Jun* 1

( 1School of Chem ical andM ater ia l Engineer ing, 2School of Food Science and T echnology, J iangnan Un iver sity, Wux i 214122)

3 (Zhej iang Zanyu Technology C o. LTD. , H angzhou 310009)

Abstract In the presence of hydrochloric acid, tetraethoxysilicane w as hydrolyzed and formed silica so.l

N on- labe led immunosensorw as fabricated by droping them ixture solution of the silica so l and antibody o f a fla-

tox in B1 on the surface of glassy carbon e lectrode. In th isw ork, a Fe( CN )
3- /4-
6 phosphate bu ffer solution w as

employed as base so lu tion for investigating cyc lic voltammetry ( CV ) and electrochem ica l impedance spectro-

scopic( E IS) performances of the sensor, respect ively. The experim enta l resu lts t indicated that because o f the

comp lex form ed by the immunoreaction hindered the d iffusion of Fe( CN )
3- /4 -
6 on the electrode surface, the

redox peak current of the immunosenso r in CV obv iously decreased, and its electron transfer impedance

linearly increased w ith increasing the concentration o f aflantox in B1 ( AFB ) . When the med ium acidit and

incubation tim ew ere pH 6. 5 and 20m in, respectively, the biggest e lectron transfer impedance changed value

before and a fter the immunoreaction w as obta ined. Under the optima l cond itions, a linear range to concentra-

t ion of aflatox in B1 was 1- 10 Lg /L w ith a detect ion lim it o f0. 1 Lg /L ( S /N = 3). Proposedmethod is o f high

sensitivity and stability, it has been successfu lly applied to determ ineAFB1 in m aize, rice and peanu.t

Keywords A fla tox in B1; )mmunosensor; %lectrochem ical impedance spectroscopy; So-l ge l
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