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要"目的
!

建立一种新型电化学免疫传感器用于赭曲霉毒素
!

"

U.!

#的快速检测$方法
!

以固载于玻碳电极"

3'0

#表

面的单壁碳纳米管)壳聚糖"

(̂ /.?

)

'(

#复合物膜为基底构建
U.!

双层自组装免疫传感器!采用电镜扫描分析%方波伏安和循

环伏安法对传感器进行表征分析!并研究其用于检测的特异性$结果
!

壳聚糖)单壁碳纳米管复合膜能够显著增加电化学免疫传

感器检测
U.!

的灵敏度!能够有效地分辨不同种类的真菌毒素$结论
!

本研究构建的电化学免疫传感器检测
U.!

具有快速%

简便%检出限低!特异性强等特点$

关键词"电化学免疫传感器&赭曲霉毒素
!

&单壁碳纳米管&壳聚糖
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赭曲霉毒素是由曲霉菌属和青霉菌属几种菌产生的次生

代谢产物#具有致畸*致癌*致突变*免疫学毒性等#国际癌症研

究机构$

,!6'

%将赭曲霉毒素定为
&Y

类致癌物#分为赭曲霉素

!

*

Y

*

'

等结构类似的化合物#其中以赭曲霉毒素
!

$

U.!

%毒

性最大(

)

)

'

U.!

产生菌广泛分布于自然界#粮谷类*葡萄及葡

萄酒*中草药*豆制品*啤酒*茶叶等多种农作物和食品均可被

U.!

污染(

&

)

'近年来关于赭曲霉毒素的危害已引起世界各国

的极大关注#许多国家对其制定了最高允许量(

)

#

-

)

'高效液相

色谱在最近的
U.!

国际标准体系中已经处于绝对的主导地

位#作为定量的检测方法#在国内外实验室和检测机构得到普

遍的使用(

$

)

'采用高效液相色谱法#或者质谱联用法对
U.!

进行检测#虽然具有结果准确*回收率高*精密度良好*重现性

好等优点#但是成本高*操作过程复杂*时间长#无法满足现场

检测的需要(

9

)

'基于免疫学原理的酶联免疫法检测
U.!

具

有简便*快速*灵敏等特点#为快速大规模筛检提供了极大的帮

助'但由于该类方法在检测复杂基质样品时#检测结果假阳性

多(

<

)

'因此阳性样品应该用仪器法进行复测'

电化学免疫传感器是将免疫技术和电化学检测技术相结

合的一种新分析方法#利用信号转换器$电化学工作站%把分子

识别器$探针%与被测对象发生的物理或化学变化转变成电信

号(

-

)

'该技术具有快速*灵敏*选择性高*操作简便等特点#因

此应用电化学免疫传感器检测
U.!

具有重要价值(

+

)

'电化

学免疫传感器自建立以来#主要应用于重大疾病标志物的检

测(

-

)

'近年来#该技术逐步被应用于食品中真菌毒素的检测#

但研究相对较少#尤其针对食品中
U.!

的电化学生物传感器

检测技术的研究与应用尚不成熟(

X5)%

)

'为了弥补现有技术

U.!

检测的不足#本研究旨在建立一种新型电化学免疫传感

器用于
U.!

的快速*灵敏检测'

?

!

材料与方法

?8?

!

仪器与试剂

?8?8?

!

仪器
!

'4,<<%"

型电化学工作站$上海辰华仪器公

司%#三电极体系!工作电极为自制免疫电极#参比电极为
!

M

"

!

M

'L

电极#对电极为铂丝电极'

?8?8@

!

试剂
!

U.!5

牛血清清蛋白偶联物$

U.!5Y(!

%*

U.!

单克隆抗体$

H@B>5U.!

%购自北京华安麦科生物技术有限公

司*碱性磷酸酶标记马抗小鼠
,

M

3

$

4i2

%购自美国
WGKBAJ

实

验室*

U.!

标准品*

)5

$

-5

二甲氨基丙基%

5-5

乙基碳二亚胺

$

0"'

%*

/5

羟基琥珀酰亚胺$

/4(

%*

)

5

萘基磷酸盐$

)

5/7

%*壳

聚糖$

'(

%均购自美国
(>

M

IH5!LDJ>KF

公司#羧基化单壁碳纳米

管购自深圳纳米港有限公司#甲醇*丙酮等其他试剂均购自重

庆茂业化学试剂有限公司'

+

%91&

+

国际检验医学杂志
&%)9

年
)%

月第
-<

卷第
&%
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!
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!
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!
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!

方法

?8@8?

!

检测原理
!

在玻碳电极$

3'0

%表面通过直接涂覆法修

饰铺上一层羧基化单壁碳纳米管"壳聚糖$

(̂ /.?5'UU4

"

'(

%复合材料#并利用
0"'

"

/4(

活化
(̂ /.?5'UU4

上的羧

基'将
U.!5Y(!

通过蛋白质氨基端与羧基化单壁碳纳米管

(̂ /.?5'UU4

上的活化羧基反应连接#并通过抗原抗体反应

与同时加入的
U.!

单体来竞争吸附
H@B>5U.!

#再加入碱性磷

酸酶标记马抗小鼠
,

M

3

$

4i2

%二抗#通过碱性磷酸酶与底物

)

5/7

反应产生的电化学信号绘制标准曲线和得到实测样品

U.!

水平'

?8@8@

!

(̂ /.?5'UU4

"

'(

复合材料的制备
!

将
'(

粉末溶

解于
)_

醋酸溶液中#制备浓度为
)I

M

"

I2

的
'(

溶液'取

98%I2)I

M

"

I2'(

溶液加入
98%I

M

羧基化单壁碳纳米管

$

(̂ /.?5'UU4

%超声分散
&F

得均匀*稳定*分散良好的

(̂ /.?5'UU4

"

'(

复合材料混悬液#其中
(̂ /.?5'UU4

的

终浓度为
)I

M

"

I2

'在使用之前#于
$Z

低温保存'

?8@8A

!

工作电极的修饰及功能化
!

$

)

%

3'0

表面处理!

3'0

在使用前用氧化铝粉抛光至镜面#先后分别在超纯水和
)b)

体积比的丙酮和硝酸中超声几分钟'随后再次将电极用超纯

水超声几分钟#再用去离子水冲洗干净#在室温下晾干'$

&

%将

&

#

2

预先准备好的
(̂ /.?5'UU4

"

'(

混悬液$

)I

M

"

I2

%小

心地滴涂在处理干净的
3'0

表面'然后#在室温下将修饰的

3'0

过夜晾干得到羧基化单壁碳纳米管"壳聚糖复合材料修

饰电极$

(̂ /.?5'UU4

"

'(

"

3'0

%'$

-

%将所制备的
(̂ /.?5

'UU4

"

'(

"

3'0

用磷酸盐缓冲液$

7Y(

#

%8%)IAL

"

2

#

N

4+8$

%

清洗后#浸入新鲜配制的
0"'

"

/4(

活化液$

0"'

与
/4(

的

浓度分别为
9

*

&IIAL

"

2

%中#于
-+Z

温育
)F

#活化
(̂ /.?5

'UU4

上的羧基基团'$

-

%活化后的
(̂ /.?5'UU4

"

'(

"

3'0

再用
7Y(

缓冲液彻底清洗'将
)%

#

2

的
U.!5Y(!

$

9

#

M

"

I2

%立即滴于电极表面#

-+Z

温育
)89F

'孵育完全之后#

将制备的电极用
7Y(

清洗'于室温在
)%I2)_

牛血清清蛋

白$

Y(!

%中封闭电极表面未反应的活性位点'最后#以
7Y(

彻底清洗电极#得
U.!5Y(!5(̂ /.?

"

'(

"

3'0

并置于
$Z

的

冰箱中待用'

?8A

!

电化学免疫传感器检测样品
!

将
9

#

2

用
7Y(

$

N

4+8$

%

稀释到一定浓度的
U.!

$

%

!

9%%@

M

"

I2

%和
9I2)%

#

M

"

I2

的
H@B>5U.!

均匀混合#滴加在修饰了
U.!5Y(!

的电极

U.!5Y(!5(̂ /.?

"

'(

"

3'0

表面#

-+Z

温育
1%I>@

#得
H@B>5

U.!5U.!5Y(!5(̂ /.?

"

'(

"

3'0

'在反应过程中#电极上固

定的
U.!5Y(!

与游离在混合液中的
U.!

共同竞争固定量的

H@B>5U.!

'然后用
7Y(

缓冲液$

N

4+8$

%清洗电极#置于
)%

#

2

)b&%%

稀释的碱性磷酸酶标记马抗小鼠
,

M

3

$

4i2

%二抗中#

-+Z

温育
1%I>@

#

7Y(

缓冲液$

N

4+8$

%清洗后#再以现配制的

含
%8+9I

M

"

I2

)

5/7

的二乙醇胺$

"0!

%缓冲液作为免疫反应

缓冲体系#将工作电极置于其中#

!

M

"

!

M

'L

电极为参比电极#

铂丝电极为对电极#在室温下#用差分脉冲伏安法$

"7W

%进行

测定'为了评价本免疫传感器的特异性#本研究对在检测

U.!

时可能会出现的其他的
-

种真菌毒素黄曲霉毒素
Y)

$

!hY)

%*玉米赤霉烯酮$

f0!

%*伏马菌素
Y)

$

hY)

%进行了检

测'将
!hY)

*

f0!

*

hY)

各
)

#

M

"

I2

以及
)%%@

M

"

I2U.!

分

别采用构建的电化学免疫传感器进行测定'

@

!

结
!!

果

@8?

!

对
(̂ /.?5'UU4

"

'(

复合材料膜的表征
!

用
(5-%%/

扫描电镜进行扫描观察#纯纳米碳管呈明显的管状#在溶液中

分散不均匀$图
)H

%#而在
'(

存在下#纳米碳管复合材料则均

匀分散$图
)Q

%'在
3'0

表面滴涂
(̂ /.?5'UU4

"

'(

#在室

温晾干成膜后#肉眼观察电极!

(̂ /.?5'UU4

"

'(

"

3'0

表面

可见一层均匀的膜状物质'

!!

H

!纯纳米管在溶液中&

Q

!

(̂ /.?5'UU4

"

'(

复合材料'

图
)

!!

(̂ /.?5'UU4

(

'(

复合材料混悬液电镜扫描

@8@

!

不同修饰电极的电化学表征
!

每一步不同修饰电极在
9

IIAL

"

2

的铁氰化钾溶液中的方波伏安响应曲线#见图
&

'当

裸
3'0

表面修饰
(̂ /.?5'UU4

"

'(

之后#峰值电流明显增

大$图
&5

曲线
Q

%#说明
(̂ /.?5'UU4

"

'(

薄膜能够促进溶液

中的电子在电极表面的转移'当
U.!5Y(!

滴加到活化的电

极表面后#由于蛋白质的空间位阻现象和绝缘作用对电子转移

构成了阻碍#峰值电流呈现明显的降低$图
&5

曲线
K

%'当电极

通过
H@B>5U.!

的进一步修饰孵育后#增加的电阻使得峰值电

流进一步降低$图
&5

曲线
D

%#表明制备的电化学免疫传感器工

作电极中
U.!5Y(!

对
H@B>5U.!

进行了成功的识别与结合作

用'当把一定浓度的
!7

标记的二抗滴加到修饰后的电极表

面孵育过后#峰值电流再一步降低$图
&5

曲线
G

%#表明
!7

标记

的二抗成功地引入电化学免疫传感器的工作电极上'

由图
-

可以看出#曲线
H

为裸
3'0

在
hG

$

'/

%

<-5

"

hG

$

'/

%

<$5

溶液中呈现的可逆氧化还原峰&当裸
3'0

修饰

(̂ /.?5'UU4

"

'(

后#氧化还原电流明显增大$曲线
Q

%#这是

由于铺上
(̂ /.?

后促进电子的传递并增大了比表面积#溶液

中的
hG

$

'/

%

<-5

"

hG

$

'/

%

<$5

更易在电极表面发生电荷转移&

当电极修饰
U.!5Y(!

$曲线
K

%*

U.!

抗体$曲线
D

%*

!7

标记

二抗$曲线
G

%之后#氧化还原电位依次逐步减小#这是因为

U.!5Y(!

*

U.!

抗体*

!7

标记二抗覆盖电极表面#膜厚度层

层加大#溶液中的
hG

$

'/

%

<-5

"

hG

$

'/

%

<$5

离子在电极表面发

生电荷转移的难度也随之加大'结果与图
&

呈现出一致性#证

明对电极的每一步修饰是成功的'

!!

H

!未修饰的裸
3'0

&

Q

!裸
3'0

表面修饰
(̂ /.?5'UU4

"

'(

后&

K

!

U.!5Y(!

滴加到
3'0

表面后&

D

!

3'0

通过
H@B>5U.!

的进一步修

饰&

G

!把一定浓度的
!7

抗
H@B>5U.!

抗体滴加到修饰后的电极表面孵

育后'

图
&

!!

自组装免疫传感器所对应的方波伏安响应曲线

@8A

!

(̂ /.?

"

'(

复合膜对电流响应信号的影响
!

如图
$

所

示#曲线
H

表明蛋白质不能直接有效地固定在裸
3'0

表面#所

以响应电流很低&曲线
K

表明仅碳管在电极表面成膜之后#能

够通过其羧基端与蛋白质氨基端形成稳定的结合#把抗原固定
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在电极表面#所以其电流响应值比用裸
3'0

构建的传感器高#

运用单一
(̂ /.?5'UU4

修饰电极构建传感器有一个缺点#

即其响应电流的基线很高#而且不稳定&曲线
Q

运用
(̂ /.?5

'UU4

"

'(

复合材料修饰电极之后构建的传感器#不仅能够高

效地固定检测抗原#而且还能有效降低和稳定该传感器电流响

应的基线#并且该复合材料修饰电极之后对响应电流的大小并

不影响'因此#采用
(̂ /.?5'UU4

"

'(

修饰电极作为工作电

极构建用于检测
U.!

的电化学免疫传感器具有优势'

!!

H

!未修饰的裸
3'0

&

Q

!裸
3'0

表面修饰
(̂ /.?5'UU4

"

'(

后&

K

!

U.!5Y(!

滴加到
3'0

表面后&

D

!

3'0

通过
H@B>5U.!

的进一步修

饰&

G

!把一定浓度的
!7

抗
H@B>5U.!

抗体滴加到修饰后的电极表面孵

育后'

图
-

!!

自组装免疫传感器所对应的循环伏安响应曲线

!!

H

!裸
3'0

构建传感器的电流信号响应曲线&

Q

!

(̂ /.?5'UU4

"

'(

"

3'0

构建传感器的电流信号响应曲线&

K

!

(̂ /.?5'UU4

"

3'0

构

建传感器的电流信号响应曲线'

图
$

!!

电极电流信号响应曲线

图
9

!!

免疫传感器特异性分析

@8E

!

电化学免疫传感器的特异性分析
!

-

种真菌毒素的
"7W

响应电流接近于空白样$不含
U.!

%#然而
U.!

的
"7W

响应

电流有明显的下降'这些结果说明制备的电化学免疫传感器

能够有效地分辨不同种类的真菌毒素#具有良好的特异性#见

图
9

'

A

!

结
!!

论

!!

近年来#食品安全问题引起了全世界的普遍关注#尤其是

毒素污染问题'

U.!

在自然界中分布广泛#是目前花生等油

料作物污染较严重并且毒性最强的天然污染物之一(

)

)

'

本研究发明的电化学免疫传感器#利用了
(̂ /.?

"

'(

复

合膜具有非常大的比表面积及良好的生物相容性#所以能够牢

固地吸附
U.!5Y(!

#检测时能够有效增加抗体的负载量#并

保持抗体的生物活性'此外#

(̂ /.?5'UU4

"

'(

复合材料还

具有较好的电子传导作用#能够增加电极和样品溶液之间的电

子转移#提高导电性能#明显增加了
U.!

测定的灵敏度#降低

了
U.!

分析的检测下限'
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Ĝ>6

#

2A

M

J>GKA!h

#

GBHL8UKKCJJG@KGAOBA[>

M

G@>KOC@

M

>

H@DDGBGJI>@HB>A@AO I

E

KABA[>@?Q

E

472'5h2">@OC@KB>A@HL

OAAD?H@D?

N

>KG?>@'F>@HIHJTGB?

(

V

)

8hAAD'FGI

#

&%)$

#

)$<

$

-

%!

-&%5-&<8

(

X

)

4H>

M

FBA@2!

#

2

E

@KFY(

#

#H

M

@C?A@Y!

#

GBHL8!JGH??G??IG@BAO

J>?TH??AK>HBGDS>BFD>GBHJ

E

>@BHTGAOAKFJHBA[>@!QH?GDA@HL>OG5

B>IGG[

N

A?CJGIADGL

(

V

)

8'J>B6GP.A[>KAL

#

&%)&

#

$&

$

&

%!

)$+5)<X8

(

1

) 冯甜#张弦#杨弦弦#等
8

电化学免疫传感器检测样品中黄曲霉毒

素
Y)

的误差分析(

V

)

8

国际检验医学杂志#

&%)$

$

X

%!

1$+51$X8

(

)%

)王利兵
8

快速检测赭曲霉毒素
!

的可视金纳米棒试纸条及制备

方法!中国#

&%)))%&+1$+X1

(

7

)

8&%))5%15&%8

$收稿日期!

&%)95%$5%X

%

+

&91&

+

国际检验医学杂志
&%)9

年
)%

月第
-<

卷第
&%

期
!

,@BV2HQ#GD

!

UKBAQGJ&%)9

!

WAL8-<

!

/A8&%


