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纳米银/辣根过氧化物酶自组装免疫传感器测定
蜂蜜中的青霉素

杜平，商希礼，高志杰，岳武，李长海

（滨州学院化学工程系，山东滨州 256603）

摘要：利用层层自组装技术，成功将氨基苯磺酸、纳米银和辣根过氧化物酶标记的青霉素抗体固定在玻碳电极表面。实现了聚

氨基苯磺酸/纳米银放大型电化学免疫传感器的制备，建立了一种高灵敏度检测青霉素的电化学分析方法。辣根过氧化物酶催化过氧

化氢氧化还原 3,4-二氨基苯甲酸产生电流信号，进行电化学检测，实现蜂蜜中青霉素的定量测定。同时对测定缓冲液的 pH、反应温

度和时间等进行了优化，最佳条件下，在0.05~6.00 μg/L浓度范围内传感器响应电流和青霉素浓度呈良好线性关系，线性方程为Δi(10-5A)

= -0.7265C + 4.1522，相关系数为 0.9946，检出限为 1.02 μg/L。同时利用该传感器对蜂蜜样品中的青霉素进行了测定，测定结果与酶

联免疫法进行了对比，可知该法测定青霉素灵敏度高，具有良好的选择性和稳定性，适用于检测蜂蜜样品中的青霉素残留。
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Determination of Penicillin in Honey by the Nano-Ag / Horseradish
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Abstract:Aminobenzene sulfonic acid, nano-Ag particles and horseradish peroxidase (HRP) labelled penicillin antibody was successfully

immobilized on the glassy carbon electrode by the layer-by-layer assembly technique. The poly aminobenzene sulfonic acid/nano-Ag /HRP

amplified electrochemical immunosensor was prepared and an enhanced sensitivity electroanalysis method for the detection of penicillin was

established. HRP can catalyze the reduction of H2O2 to promote the oxidation of 3,4-diaminobenzonic acid, causing the changes of the peak

current, thus realizing the detection of penicillin by the current changes. The effects of buffer solution pH，reaction temperature and time were

investigated. Under optimized conditions, the current response of the sensor showed a good linear relationship with the concentration of

penicillin within 0.05~6.00 μg/L, with a correlation coefficient of 0.9946 and the detection limit of 1.02 μg/L. The penicillin content in the honey

samples was also detected by the modified electrode, and the detection results were compared with the traditional ELISA method. It is proved

that this method has good sensitivity and specificity and suitable for detection of penicillin residues in honey samples.
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青霉素是一种广谱抗生素，又名盘尼西林，能破

坏细菌的细胞壁并在细菌细胞的繁殖期起杀菌。常用

于治疗和预防禽类各类敏感菌，过量使用不仅破坏禽

类肠道微生物群产生抗药性，而且会导致动物体内青

霉素的累积残留[1]。长期食用含有过量青霉素的蜂蜜、

鸡蛋等食品，将会给人体带来不可逆转的损害。因此

各国加强了对动物源性食品中青霉素的检测，欧盟规

定最高残留限量为 4.0 μg/L。我国是农产品出口大国，
建立快速有效的检测青霉素的方法势在必行。
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常见的青霉素的检测方法主要有微生物法[2]、高

效液相色谱法[3]、质谱法[4]、荧光免疫法[5]等，这些方

法在检测青霉素时具有较好的灵敏度和特异性，但药

品预处理操作繁琐，步骤复杂，不适合实际样品的检

测。利用电化学方法的灵敏、快速和抗原抗体的特异

性巧妙结合，设计和研发电化学免疫传感器，在食品、

医药、临床检测方面具有巨大的潜在应用价值。

纳米银不仅具有较大的比表面积、良好的生物兼

容性和催化活性，可用于固定和标记生物活性分子
[6~8]，为生物活性分子提供发生氧化还原反应所需的类

原生环境[9]。同时纳米银与半胱胺(-SH)之间能通过
Ag-S键发生强的共价键合，实现修饰电极上的直接电
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化学，因此被广泛的应用于电化学生物传感器的制备
[10]。

3,4-二氨基苯甲酸-过氧化氢-辣根过氧化物酶是
一种良好的酶联体系[11]。辣根过氧化物酶(HRP)能够
催化过氧化氢[12,13]氧化还原 3,4-二氨基苯甲酸，从而
获得稳定的氧化还原峰。通过检测氧化还原峰电流的

变化，可间接测定青霉素的含量。本文利用氨基苯磺

酸、半胱胺、纳米银和标记青霉素抗体的 HRP对玻碳
电极进行了层层自组装，制备了纳米银放大型的电化

学辣根过氧化物酶免疫传感器，研究了修饰电极的电

化学性质及测定的影响因素，并利用制备的新型传感

器对蜂蜜样品中的青霉素进行了检测，方法具有操作

简单、灵敏度高、响应快、检测限低，稳定和重现性

好等优点。

1 材料与方法

1.1 仪器和试剂材料

CHI660C电化学工作站，上海辰华仪器公司；
三电极系统：玻碳电极为工作电极，Ag/AgCl电极为
参比电极，铂丝为对电极。青霉素（科密欧试剂，500
mg）；超级数显恒温器(CS501-SP，上海精密实验仪器
有限公司)。硼氢化钠(NaBH4，天津市光复精细研究

所)；硝酸银(AgN03，上海国药集团有限公司)；氨基
苯磺酸(ABSA,上海国药集团有限公司)；半胱胺(CA，
北京百灵威科技有限公司 )；3,4-二氨基苯甲酸
(3,4-DBA，北京百灵威科技有限公司)；青霉素抗体(北
京奥博森生物科技有限公司)；β -内酰胺类 ELESA试
剂盒(北京奥博森生物科技有限公司); 实验过程中所
用的水均为超纯水。

1.2 纳米银的制备

图1 胶体银溶液的扫描电镜图

Fig.1 SEM of the nano-Ag colloid solution

利用溶胶凝胶法[14]，以 NaBH4为还原剂，制备了

纳米银溶胶。将事先配制好的 2 mol/LAgNO3溶液置

于棕色瓶中 4 ℃下保存。取新鲜配制好的 2 mol/L

NaBH4溶液 2 mL于冰水浴中进行磁力搅拌。剧烈搅
拌下，用移液管移取上述 AgNO3溶液 1 mL逐滴加入
NaBH4中，反应一段时间，溶液的颜色由无色变为浅

棕色，待溶液颜色不再加深，即得到浅棕色胶体银溶

液，扫描电镜图见图 1。

1.3 修饰电极的制备

抛光后预处理后的玻碳电极电极经 0.1 mol/L的
硫酸溶液中进行电化学清洗。浸入 2.0×10-3 mol/L
ABSA溶液中进行循环伏安扫描（扫描电压为-1.5~2.5
V，扫速 100 mV/s），二次去离子水冲洗后，自然晾干。
将电极放入 2m的 CA溶液中 12 h，清洗后，再次浸
入制备好的胶体Ag溶液中静置8 h，电极用0.02 mol/L
pH 7.0 PBS洗涤干净。最后，取浓度为 1 mg/mL的辣
根过氧化物酶标记的青霉素抗体(HRP-Ab*)10 μL滴
加在修饰电极表面；之后在 4冰箱中浮育过夜后，用
0.02 mol/L 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。制备好的修饰电极放在 4 ℃冰箱中
保存备用。

1.4 实验方法

利用循环伏安法和交流阻抗法表征修饰电极。循

环伏安法在 1.0×10-3 mol/L K3Fe(CN)6和 0.1 mol/L的
KCl混合溶液中进行。交流阻抗法在 1.0×10-2 mol/L
K3Fe(CN)6和 0.1mol/L的 KCl混合溶液中进行。将三
电极系统放入 5 mL pH 7.0 PBS（含有 7.5×10-3 mol L-1

3,4-二氨基苯甲酸）溶液中，利用 CHI 660C 电化学工
作站进行差分脉冲伏安测定。

2 结果与讨论

2.1 传感器的自组装

传感器通过层层自组装技术将氨基苯磺酸、纳米

银及辣根过氧化物酶标记的青霉素抗体固定在玻碳电

极上。HRP催化 H2O2氧化还原 3,4-二氨基苯磺酸，
可以引起电流的变化，当青霉素抗体与抗原发生特异

性的结合时，可以引起电流的变化；根据电流的变化

从而确定青霉素的浓度。

首先通过电化学聚合是电极表面形成一层聚氨基

苯磺酸膜，由于磺酸基的存在，使得电极表面带负电；

而半胱胺一侧质子化的氨基带正电，能与与聚氨基苯

磺酸通过静电吸引力实现了电极表面的牢固结合，另

一端的巯基通过 Ag-S共价键实现了纳米银在 CA单
层上的均匀固定。最后，标记有青霉素抗体的辣根过
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氧化物酶以三维的形式固定在纳米银上，制备了放大

型的电化学免疫传感器，电极组装过程见图 2。CA单
层在电极表面的有效固定，是纳米银在电极上固定均

匀的重要前提[11]。纳米银既保留了银粒子的生物活性，

又起到电子小传导中心的作用，能够加快电子有效的

传递速度[15]。同时它还能够通过提供与酶接触的较大

比表面积，在三维结构上提供固定 HRP的更多位点，
最大限度的负载酶，起到信号放大的作用，大大提高

了传感器检测的灵敏度。

图2 免疫传感器的组装

Fig.2 The scheme picture of the modification of the

immunosensor

2.2 传感器的电化学表征

图3 不同修饰电极在K3Fe(CN)6和KCl溶液中的循环伏安图

Fig.3 Cyclic voltammogram of different modified electrodes in

the solution of K3Fe(CN)6 andKCl

注：(a) GC；(b) p-ABSA/GC；(c) CA/p-ABSA/GC；(d)

Ag/CA/p-ABSA/GC；(e)HRP-Ab*/ Ag/CA/p-ABSA/GC。

以循环伏安法对修饰电极进行了表征，见图 3所
示。曲线 a为 GC的循环伏安曲线，得到一条良好的
氧化还原峰。曲线 b为聚氨基苯磺酸修饰的电极的循
环伏安曲线，峰电流明显降低，表明电化学聚合使得

电极表面带负电，与溶液中的 F e(CN)63-/Fe(CN)64- 相

互排斥，氧化还原峰电流明显减小。当电极组装了一

层巯基乙胺后，如曲线 c所示，由于电极周围溶液中
离子的静电排斥，氧化还原峰电流再次降低。曲线 d
为纳米银修饰电极的循环伏安曲线。曲线 d的峰电流
较曲线 c和曲线 a均有较大的增加，纳米银引入电极

表面后，增大了电极表面的有效表面积，又由于纳米

银粒子本身的特殊性质，提高了化学反应的活性，加

快了电子的传递速率，使得电极上的电化学反应可逆

性增强，氧化还原峰电流明显增大。曲线 e是固定了
HRP-Ab*的纳米银修饰电极，曲线的 ipa和 ipc 分别较

曲线 d 明显变小，结果说明 HRP-Ab*已成功的固定
在了修饰电极上。

图4 不同修饰电极在K3Fe(CN)6和KCl溶液中的交流阻抗图

Fig.4 Electrochemical impedance of different modified

electrodes in the solution of K3Fe(CN)6 andKCl

注：(a) GC；(b) p-ABSA/GC；(c) CA/p-ABSA/GC；(d)

Ag/CA/p-ABSA/GC；(e)HRP-Ab*/ Ag/CA/p-ABSA/GC。

交流阻抗法是在频率变化过程中测量电极表面阻

抗的方法，通过测定电极表面修饰各种物质前后表面

阻抗的变化，可以成功实现生物传感器的设计表征。

图 4为不同修饰电极在 K3Fe(CN)6和 KCl溶液中的获
得的交流阻抗图。曲线 a为 GC的交流阻抗图，在高
频部分出现很小的半圆，表明铁氰化钾较容易到达电

极表面发生氧化还原反应[16]。曲线 b和曲线 c分别为
聚氨基苯磺酸和半胱胺相继修饰的电极的阻抗谱，高

频部分半圆依次增大，说明电极表面修饰物质的存在

降低了电极的导电性，阻碍电子转移。曲线 d近似一
条直线，表明此时电极有良好的导电性，证明了电极

上修饰的纳米银电子小传导中心的作用，能够加快电

子有效的传递速度和电极的导电性。固定了 HRP-Ab*
后曲线 e，在高频部分出现了非常明显的半圆，说明
不导电物质的存在阻碍了电荷在电极表面的有效传

递。图 4与图 3结果一致，说明了电化学修饰电极已
成功完成了固定。

2.3 测定条件优化

2.3.1 扫速的影响

考察了修饰电极在 0.02 mol/L pH 7.0 PBS(含
7.5×10-3 mol/L 3,4-DBA 和 4.0×10-3 mol/L H2O2)溶液
中，扫速对循环伏安曲线的影响。结果表明，修饰电

极循环扫描过程中氧化还原峰电流之比 ipa/ipc≈1，
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ΔEp约为 0.20 V，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，回归方程为 ipc (10-5A) =
4.9511v1/2-0.1663， ipa(10-5A ) = --6.7180v1/2-0.4322，相
关系数分别为 0.9987、0.9994，这表明此电极反应是
扩散控制的，呈现表面波性质。

2.3.2 缓冲溶液 pH值的影响
考虑到 pH值对生物酶的稳定性和催化活性的影

响，考察了 pH 4.5 ~ 8.5范围内，0.02 mol/L的磷酸溶
液对传感器测定响应电流的影响。结果显示，相同条

件下，随着 pH的增大，3,4-DBA的氧化峰电流逐渐
增大，当达到 pH 7.0时，电流值达到最大，之后逐渐
降低。这是由于在强酸和强碱环境下，HRP表面的活
性中心将部分丧失其催化活性，因此，选择 pH 7.0为
最佳 pH。
2.3.3 免疫温度和时间的影响

分别将修饰电极浸入 1 μg/L青霉素抗原中反应
5、10、20、30、40、50 和 60 min 后，进行循环伏
安扫描测定。实验表明，电流随着时间的增加逐渐降

低，30 min时响应电流趋于最小值，之后再增加时间
电流基本不再变化，说明 30 min时抗体和抗原已基
本结合完全。因此，本实验选择 30 min作为最佳的温
育时间。

免疫温度对抗原和抗体的结合速度有着重要的影

响。在所选择的的最佳反应条件下，考察了 15 ~ 45 ℃
时，免疫温度对传感器响应电流的影响。随温度的增

加，响应电流迅速增大，37 ℃达到最大，之后电流减
小。这主要因为 15 ~ 37 ℃是辣根过氧化物酶活性适
宜温度，随温度升高，酶活性增强，催化H2O2对 3,4-
二氨基苯甲酸的氧化还原，所以电流增大，而继续升

温，使得HRP的活性降低，甚至发生酶的失活，所以
电流急剧下降。因此，实验选择 37 ℃为最佳反应温
度。

2.4 标准曲线的测定

传感器上修饰的青霉素抗体与检测液中的青霉

素在电极表面结合后，将会阻碍电极上电子的传递速

度，造成响应电流的减小。实验将修饰电极放入含 3,4
二氨基苯甲酸和过氧化氢的磷酸缓冲液中进行差分脉

冲伏安检测，结果如图 9-A。在浓度为 0.05~6.00 μg/L
范围内，峰电流与青霉素浓度呈良好的线性关系，如

图 9-B，回归方程为Δi(10-5A) = -0.7265C + 4.1522，相
关系数为γ = 0.9946，检测限为 1.02 μg/L。

2.5 蜂蜜中青霉素的检测

图5 DPV峰电流对青霉素浓度的线性关系图

Fig. 5 The linear relationship between the DPV current and the

concentration of penicillin

注：由上而下：0.05, 0.10, 0.20, 0.50, 1.0, 2.0, 3.0, 5.0, 6.0

mol/L。

表1 制备传感器电化学法与法检测蜂蜜中青霉素的结果对比

Table 1 The comparation of the methods of biosensor and

ELISAon the detection of penicillin in honey samples（n≥3）

样品
传感器

/(μg/L)

ELISA法

/(μg/L)

RSD

/%

添加量

/(μg/L)

回收率

/%

1 0.93 0.92 3.32 1.00 98.40

2 1.48 1.46 3.56 1.50 96.70
3 2.42 2.38 4.28 2.50 95.70

分别将 1.0 μg/L、1.5 μg/L、2.5 μg/L的青霉素标
准溶液加入到蜂蜜样品中，利用制备的免疫传感器进

行测定，并将 ELISA法测定结果对比(表 1)。结果显
示，两者测定结果没有明显区别，制备传感器可以用

于实际样品中青霉素的检测。

2.6 传感器的选择性和稳定性

在检测液中分别加入相同浓度的氨苄青霉素、罗

红霉素和氯霉素，其电流响应分别为为青霉素的

6.0%、4.2%、2.4%，结果说明，修饰电极的检测青霉
素的过程中，均无明显影响，该免疫传感器看干扰能

力和特异选择性较好。

将制备的修饰电极在 4 ℃下保存一周后，进行电
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化学检测，检测信号为初始峰电流的 94 %，两周后为
初始峰电流的 90%，说明电极具有良好的稳定性。

3 结论

本文利用层层自组装法制备了新型的免疫传感

器，在最佳条件下，传感器对青霉素检测的线性范围

为 0.05~6.00 μg/L，最低检测限为 1.02 μg/L。该传感
器灵敏度高、具有良好的选择性和稳定性。同时利用

制备的传感器对蜂蜜样品进行了实际检测，并与

ELISA 法进行了对比，结果基本相同，说明本传感器
能够满足蜂蜜中青霉素的痕量检测要求。
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