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碳纳米管-壳聚糖复合物免疫传感器检测 

牛奶中的青霉素 
 

李建龙，潘道东，朱浩嘉，刘鹭 

（宁波大学海洋学院，浙江宁波 315211） 

摘要：建立了一种高灵敏度阻抗电化学免疫分析法测定青霉素的方法。利用层层自组装技术将多壁碳纳米管（MWCNTs），壳

聚糖（CS），和 HRP 标记青霉素抗体（HRP-Ab*）共固定于玻碳电极表面，利用 HRP 可以催化 H2O2 的还原进一步促进对苯二酚的

氧化，从而引起阻抗的变化，然后根据电流的变化从而实现了对牛奶中青霉素的定量测量。对于牛奶样品，需要盐析以除去其蛋白质

和脂肪，同时对缓冲液的 pH、免疫温度和时间都进行了优化。实验表明，在优化条件下，该传感器的响应电流与青霉素的浓度在 0.05~5 

μg L-1 范围内有较好的线性关系，相关系数为 0.9853，检测限是 1.05 μg/L。最后，通过和酶联免疫法（ELISA）对比，可知该法测定

青霉素灵敏度高,重复性好,特异性高,可适合用于检测牛奶样品中的青霉素残留。 
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Determination of Penicillin in Milk by the Nanocomposite Immunosensor 

(MWCNTs-CS) 
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(School of Marine Sciences, Ningbo University, Ningbo 315211, China) 

Abstract: An amperometric immunosensor with enhanced sensitivity was successfully developed by co-immobilization of multi-walled 

carbon nanotubes (MWCNTs), Chitosan (CS), and HRP labled penicillin polyclonal antibody (HRP-Ab*) on glassy carbon electrode using a 

layer-by-layer assembly technique. HRP can catalyze the reduction of H2O2 to promote the oxidation of hydroquinone, causing the changes in 

impedance, thus realizing the quantitative detection of penicillin according to the current changes. The milk samples were pretreated by salting 

out to remove the protein and fat. And the effects of pH of buffer solution，immune temperature and time were investigated. Under optimized 

conditions, the current response of the sensor showed a good linear relationship with the concentration of penicillin in 0.05~5.00 μg/L, with the 

correlation coefficient of 0.9853 and the detection limit of 1.05 μg/L. This method was fast, simple and reliable, with high sensitivity, specificity 

compared to enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). It was proved to be suitable for detection of penicillin residues in milk samples .  
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青霉素是一种β-内酰胺类抗生素，广泛应用在禽类

和医学中治疗牛乳腺炎和预防细菌感染，然而由于人

类的不合理使用，经常会导致家禽和其他的生物组织

中青霉素的大量残留，特别是在食品中会对人类造成

潜在的危害。首先，青霉素含量超标会对人畜肠道的

微生物产生抗药性，引起菌群失调，从而引发过敏反

应等一系列疾病[1]。其次，采用青霉素预防和治疗奶牛 
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中疾病后，其体内会产生抗生素累积。长期食用含有

过量青霉素的牛奶，将会给人的脏器带来不可逆转的

损害，特别对以牛奶为主要食品的儿童来说，更是危

害巨大。因此，牛奶中青霉素的检测非常重要。 

对牛奶中的青霉素的检测已经有许多方法。具体

的检测有微生物法[2]、高效液相色谱法[3]、质谱法[4]、

免疫荧光法[5]、电导法[6]等，这些方法在灵敏度和专一

性上都可以很好的对青霉素进行定性和定量，但是也

存在衍生化、萃取和纯化等操作，使得其耗时耗力、

步骤繁琐从而不适合实际应用。因此，电化学免疫传

感器应运而生，它既结合了传统的抗原抗体的特异性，

又结合了电化学的低成本、高度灵敏性及其快速响应

性，从而在食品[7]、医学方面有其巨大的应用价值。 
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碳纳米管因其具有良好的电化学性能和大的比表

面积，在电化学生物传感器的研制中得到广泛的研究，

因此利用碳纳米管修饰电极研制电化学免疫传感器也

得到人们的关注[8]。 

对苯二酚是一种活泼的电子媒介体，有比较稳定

的氧化还原峰，此外，它还具有其他的电子媒介体所

没有的优势-HRP（辣根过氧化物酶）可以催化过氧化

氢的还原进而催化对苯二酚的氧化，进而引起电流变

化。因此，我们通过检测电流信号的变化进而测定青

霉素的含量。本文利用层层自组装法将辣根过氧化酶

(HRP)标记的青霉素抗体、壳聚糖、碳纳米管键合到玻

碳电极表面，制成了一种新型的电流型阻抗免疫传感

器，并对其电化学性质及影响因素做了研究和探讨。

该方法具有操作简易、响应速度快、灵敏度高、稳定

性强、重现性好和检出限低等优点。 

1  实验部分 

1.1  仪器和试剂材料 

CHI660B 电化学工作站，上海辰华仪器公司；实

验采用三电极：玻碳电极为工作电极，饱和甘汞电极

（SCE）为参比电极（文中电位均相对于SCE），大面

积铂丝为对电极；SB5200双频超声波清洗机，宁波新

芝生物科技有限公司；移液器（eppendorf，规格1 mL，

100 µL，10 µL等等）；青霉素G粉末（Amresco，1000 

ng）；CS501-SP 型超级数显恒温器，重庆四达实验仪

器有限公司；DHG-9108A型电热恒温鼓风干燥机，上

海精密实验设备有限公司；H2500-R-2型离心机，长沙

湘仪离心机仪器有限公司。 

0.02 M pH 7.0 PBS溶液（由磷酸氢二钠和磷酸二氢

钠配制）、对苯二酚、青霉素抗体2 mg（Ab*，1 mg/mL

北京奥博森生物技术有限公司）和REAGEN Beta-内酰

胺类药物ELISA试剂盒（北京奥博通科科技有限公司）、

光明牛奶（（含有≥2.9%蛋白质（m/m%）和≥3.3%脂肪

（m/m），超市购买）、牛血清蛋白（BSA）；所以实验

用水均为超纯水（Milli-Q型水纯化系统（美国Millipore 

公司））。 

碳纳米管（MWCNTs，外径20~30 nm，内径5~10 

nm，长度10~30 μm，>100 S/cm，纯度>95%，Cheap Tubes 

Inc. ） 参照 He pingli[9] 的方法 对多壁 碳纳米 管

（MWCNTs）羧基化，来提高他们在水中的溶解性。

具体方法如下：将15 mg的多壁碳纳米管加入到20 mL 

H2SO4:HNO3(3:1，V/V)混合溶液中超声8 h，混合物通

过PVDF微孔过滤膜（孔径0.22 μm）真空过滤，之后用

超纯水多次洗涤直到滤液为中性。羧基化的MWCNTs 

分散到水溶液中超声备用。青霉素抗体分散在0.02 M 

pH 7.0 PBS中。1%壳聚糖溶液（CS）通过溶解一定量

的壳聚糖于2%HAc中，最后用NaOH调节溶液pH 为

4.7。 

1.2  传感器制备及其表征 

青霉素阻抗免疫传感器通过使用层层自组装技术

在玻碳电极表面形成。首先，取10 μL 1 mg/mL羧基化

的碳纳米管（MWCNTs）滴加在玻碳电极（GCE）表

面；待溶剂蒸干后，电极用0.02 M pH 7.0 PBS除去未结

合的MWCNTs。然后，取10 μL 1 mg/mL 1%壳聚糖溶

液滴加在上述电极上；待溶剂蒸干后，电极用0.02 M pH 

7.0 PBS 洗涤干净。最后，取10 μL 1 mg/mL辣根过氧

化物酶标记的青霉素抗体（HRP-Ab*）滴加在上述玻碳

电极（GCE）表面；之后在4℃冰箱中浮育过夜，电极

在用0.02 M pH 7.0 PBS去除去未结合的HRP-Ab*； 最

后取10 μL 0.2% BSA滴加在玻碳电极表面2 h，以除去

非特异性吸附。这样青霉素阻抗免疫传感器制备完毕，

将其保存在4℃冰箱中备用。不同修饰电极的表面特性

用扫描电镜S-3400(SEM)表征。 

1.3  样品制备和传感器测定 

生物传感器用于检测PBS溶液或者牛奶中的青霉

素G。PBS溶液中的直接进行电化学测试。牛奶样品需

要盐析处理以除去蛋白质和脂肪，参照武海[10]的方法

做了小量修改如下：在牛奶样品中加入已知量的青霉

素，然后加入适量硫酸铵（6 g/20 mL牛奶），于4 ℃以

8000 r/min离心30 min，滤取其上清液用于传感器测定。 

 
图 1 免疫传感器的组装和检测 

Fig.1 Procedure for assembly and detection of the 

immunosensor 

阻抗免疫传感器在 CHI 660B 电化学工作站上进

行（上海辰华仪器有限公司）。实验用三电极系统：实

验室制备电极为工作电极；Ag/AgCl 为参比电极；铂

丝电极为对电极。实验在 5 mL pH 7.0 PBS（含有 2 mM

对苯二酚）溶液中进行循环伏安测定。取 10 μL含有
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青霉素的 PBS 溶液或者含有青霉素的牛奶样品进行

循环伏安法测定。传感器的组装及其测定过程如下图

1 所示。 

2  结果与讨论 

2.1  传感器的组装 

传感器通过层层自组装技术制备，即在玻碳电极

上固定MWCNTS，壳聚糖，HRP-Ab*。根据青霉素抗

体对抗原特异性结合，从而引起阻抗的变化，其中HRP

可以催化H2O2 的还原 [11]进而催化对苯二酚的氧化还

原，从而引起电流变化，因此可以根据电流变化确定

青霉素的浓度。 

起初，阻抗免疫传感器是通过戊二醛等交联剂将

MWCNTs 和HRP-Ab*偶联起来，但是有文献表明这种

方法制备的传感器具有稳定性差等缺点，因此本文利

用层层自组装技术制备，即将MWCNTs与壳聚糖相结

合，利用壳聚糖的成膜能力结合生物大分子于玻碳电

极表面。壳聚糖是一种天然的聚电解质，具有较好的

生物相容性和极好的成膜能力和极好的粘附性[12]，带

负电的MWCNTs通过物理吸附在GCE上。壳聚糖的pKa

为6.3，在pH 4.7的醋酸溶液中要质子化带正电，所以

带负电的MWCNTs可以和带正电的壳聚糖形成稳定的

复合物。青霉素酶（Ab*）的等电点为5.4，在pH 7.0的

PBS溶液中带负电，因此可以和MWCNTs-CS复合物牢

固的结合，同时HRP酶在pH 7.0活性最大，这也HRP在

中性和碱性溶液中活力最大相一致[13]。 

2.2  传感器的表征 

传感器的外貌图通过SEM观察。如图2，GCE被

MWCNTs覆盖后呈绑带状均匀分散（a）。然后，沉积

上壳聚糖后，表面表现粗糙和更加光滑（b）。等加上

青霉素酶抗体后，表面表现的更加粗糙，并且有一些

突起（c）。这些明显的外貌特性显示传感器的成功组装。 

   

(a)                (b)                (c) 

图 2 传感器的扫描电镜图 

Fig.2 SEM images of MWCNT(a), MWCNT-CS(b), 

MWCNT-CS-penicillinase(c) modified GCE 

2.3  免疫条件优化 

2.3.1  扫面速率的影响 

 

图 3 传感器在 0.02 M pH 7.0 PBS(含 2 mM 对苯二酚)溶液中

不同扫描速率下的 CV 图及其峰电流与扫面速率的关系图 

Fig.3 Cyclic voltammograms of immunosensor in 0.02 M PBS 

solution (pH 7.0) containing 2 mM hydroquinone at different 

scan rates 

Inset: Plot of peak current vs scan rate: 30, 40, 60, 80, 90, 100 

mV/s. 

图3是传感器在0.02 M pH 7.0 PBS（含2 mM对苯二

酚）溶液不同扫描速度下的循环伏安图。由图3可知，

峰电流之比ipa/ipc≈1，峰电位在低扫描速率下基本不

变，ΔEp约为210 mV，且可逆性良好。氧化峰和还原

峰电流随着扫面速率的增加而增加（见图3插图），相

关系数分别为0.9940、0.9937，这表明此电极反应呈现

表面波性质。 

2.3.2  传感器对青霉素抗原的响应 

 

图 4 不同修饰电极在 K3Fe(CN)6中的响应 

Fig.4 The responses of different modified electrodes in 0.02 M 

PBS solution (pH 7.0) 

注 ： (a) bare GCE, (b) a+2 mM Hydroquinone, (c) 

b+MWCNTs, (d) c+CS, (e) d+HRP-Ab*, (f) e+5 mM H2O2, (g) f+1 

μg/LAg。 

图4是不同修饰电极在0.02 M PBS溶液中对青霉素

抗原的响应。曲线a是裸玻碳电极的CV图，基本上没有

氧化还原峰出现，当加上2 mM对苯二酚后可以看出在

-0.094 v和0.260 v处有一对可逆的氧化还原峰（曲线b），

当电极上沉积碳纳米管之后，还原峰和氧化峰的电流

明显偏大，这是由于碳纳米管的强导电性，同时说明
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碳纳米管成功吸附在电极表面（曲线c），当电极上结合

壳聚糖时，还原峰和氧化峰电流均变小，这是因为壳

聚糖是生物大分子，阻碍了对苯二酚的氧化还原（曲

线d）。当电极温育上适量抗体后，还原峰电流继续下

降，因为抗体是生物蛋白质，会阻碍对苯二酚的还原

（曲线e）。当溶液中加入2 mM H2O2后，还原峰电流增

加而氧化峰减少，这是因为标记在抗体上的HRP对

H2O2的还原有催化作用（曲线f）。当电极温育1 μg/L青

霉素抗原后，电流明显减小（曲线g），说明抗原抗体

形成了免疫复合物，阻碍了电子传输，导致电流进一

步下降，因此说明传感器对青霉素抗原具有较好的免

疫性响应。 

2.3.3  缓冲液 pH 的影响  

众所周知，缓冲液的pH对阻抗免疫传感器会产生

较大的影响。为了找出最适宜的pH，免疫传感器在不

同pH（5.5~8.0）的0.02 M PBS中进行循环伏安法测定

（CV）。结果发现，从5.5到7.0时候电流响应会一直增

加，当pH进一步增加时响应电流减小（见图5），结果

显示pH在7.0时电流响应最大。同时，pH在7.0~8.0范围

内变动时，电流又随之下降，这与HRP在中性和碱性

时酶的活性最大。因此，综合考虑，我们选择pH 7.0

作为最优的pH。 

 

图 5 pH 对免疫传感器的影响 

Fig.5 Effect of pH on CV peak current in PBS solution 

containing 2 mM Hydroquinone and 2 mM H2O2 

2.3.4  免疫温度的影响 

众所周知，孵育温度对于抗原抗体的特异性结合

也是一个关键因素。我们研究了 15~50℃时抗原抗体

免疫复合物对传感器的响应电流的影响（图 6 显示），

可知在 15~30 ℃时电流迅速增大。因为此时青霉素酶

及其 HRP 酶的活性随着温度的增加而迅速增大，所以

免疫电流迅速增大。在 30 ℃趋于稳定，之后电流又

随之减小。这主要是因为高温时 HRP 可能逐渐失活，

导致 HRP 催化 H2O2 的还原进而催化对苯二酚的氧化

还原能力减弱，所以电流急剧下降。综上所述，我们

选择 30 ℃作为最佳的孵育温度。 

 

图 6 温度对免疫传感器的影响 

Fig.6 Effect of temperature on CV peak current in PBS solution 

(pH 7.0) containing 2 mM Hydroquinone and 2 mM H2O2 

2.3.5  免疫时间的影响 

我们研究了免疫复合物形成时间对实验的响应电

流。图 7显示免疫修饰电极浸入到 1 μg/L青霉素抗原

中分别吸附 5、8、10、12、15、20、25 和 30 min 后

电流的变化，可见响应电流随着时间的延长迅速下降

在 20 min 时候最小之后趋于平稳，说明 20 min 时抗

体和抗原的结合已经达到饱和，同时响应电流最小，

之后再增加时间电流基本不再变化。因此，本实验选

择 20 min 作为最佳的温育时间。 

 
图 7 温育时间对免疫传感器的影响 

Fig.7 Effect of incubation time on CV peak current in PBS 

solution (pH 7.0) containing 2 mM Hydroquinone and 2 mM 

H2O2 

2.4  标准曲线的测定 

由于青霉素抗原与电极表面的青霉素抗体形成了

抗原抗体免疫复合物，从而阻碍了电子传输，因此会

导致响应电流减小，以还原峰电流对青霉素的浓度作

图，从而得到青霉素标准溶液的标准曲线。由图 8 看

出，当青霉素抗原浓度在 0.05~5.00 μg/L 范围时，传

感器的电流对青霉素浓度有较好的线性关系，其线性

方程为：y=-1.3043x+19.682，相关系数为 0.9853。以

20 次空白溶液的标准偏差的 3倍除以灵敏度后，得检

测限为 1.05 μg/L，低于欧盟规定的 4 μg/L[14]。 
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图 8 免疫传感器对青霉素浓度的线性关系图 

Fig.8 The linear relationship between reductive peak current 

and the penicillin concentration in ranges of 0.05~5.00 μg/L 

注：(a)0.05、(b)0.2、(c)0.5、(d)1、(e)2、(f)3、(g)4、(h)5。 

2.5  牛奶中青霉素的检测 

在牛奶样品中分别加入适量的青霉素标液，经过

预处理后分别配制成 1 μg/L、2 μg/L、3 μg/L的青霉素

样品，用所制备的免疫传感器进行检测。同时，对这

三个浓度进行 ELISA测定，其测定结果如下表所示。

由下表 1 可知，此方法和 ELISA测定的结果没有明显

差异，说明此传感器可以实现对实际样品中青霉素的

检测。 

表 1 牛奶中青霉素的检测结果（n=4） 

Table 1 Determination results of penicillin in milk 

样品 
青霉素/(μg/L) 

此方法 ELISA 此方法 RSD/% 添加量 检测量 回收率/% 

1 0.90 0.93 3.20 1.00 1.86 98.40 

2 0.95 0.92 3.80 2.00 2.83 97.60 

3 0.93 0.96 4.32 3.00 3.73 95.70 

2.6  重复性和稳定性 

分别同一批制备的3 支电极测定对 1 μg/L的青霉

素标液，测定其传感器的重现性。测定的响应电流分

别为：37.76、38.27、36.91，免疫传感器的分析内相

对标准偏差为 5%，说明传感器重现性较好。 

采取同一支电极测定不同浓度的青霉素标液。结

果表明，传感器的分析内相对标准偏差小于 4%，说

明此传感器具有较好的重现性。 

另外，将制备的传感器保存于 4 ℃的冰箱中，20

天后测定 1 μg/L的青霉素，响应电流仅仅下降了 4%，

说明此传感器具有较好的稳定性。 

2.7  特异性 

在 PBS 溶液中分别加入相同浓度的其他抗生素，

分别为氨苄青霉素、链霉素、罗红霉素、克林霉素、

头孢噻夫，和青霉素对比，其影响分别为青霉素电流

响应的 10%、5.6%、6.3%、7%和 2.5%，结果显示上

述添加的其他物质对青霉素的检测影响比较小，由此

说明传感器具有较好的特异性。 

3  结论 

本论文证明了 MWCNTs 增强青霉素免疫传感器

的灵敏度，从而更好的对青霉素进行定量检测。在优

化的条件下传感器电极的检测限是 1.05 μg/L，低于欧

盟的 4 μg/L，而且与其他的免疫传感器相比，这个免

疫传感器具有制备简单、响应时间短、灵敏度高等优

点。同时它也容易受到牛奶中其他物质的干扰。通过

和 ELISA方法对比可知，本文制备的传感器和 ELISA

测定的结果没有明显差异，但是此传感器制备简单，

操作方便，同时具有快速响应，灵敏度高等特性，所

以可以满足牛奶中青霉素的快速痕量检测等要求。 
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