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基于印迹聚吡咯膜电化学传感器检测 S-卵白蛋白 

的研究 
 

马美湖，曾齐 

（国家蛋品加工技术研发分中心，华中农业大学食品科技学院，湖北武汉 430070） 

摘要：鉴于蛋清中 S-卵白蛋白的含量与鸡蛋新鲜度和品质有较大相关性，将 S-卵白蛋白含量作为评价鸡蛋新鲜度和品质的指标

具有较大的前景和意义。本文通过循环伏安法和差分脉冲伏安法对传感器制备的扫描圈数、扫描速率、模板洗脱时间和孵化时间进行

了优化，确定最佳扫描圈数为 18，扫描速率为 100 mV/s，模板洗脱时间为 1.5 h，孵化时间为 40 min，成功制备了能特异性识别 S-

卵白蛋白的印迹聚吡咯膜电化学传感器。采用场发射扫描电镜对印迹和非印迹传感器的微观结构进行了表征。通过差分脉冲伏安法，

探讨了不同 S-卵白蛋白浓度与峰电流变化的依赖关系，确定 S-卵白蛋白浓度在 10-6~10-3 mg/mL 范围内时，浓度与峰电流变化值具有

良好线性关系，并得出检出限为 6.75×10-7 mg/mL。该印迹传感器对 S-卵白蛋白具有良好特异性性响应，可用于定量检测 S-卵白蛋白。 
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Electrochemical Sensor Based on Molecularly Imprinted Polypyrrole Film 

for Detection of S-ovalbumin 

MA Mei-hu, ZENG Qi 

(National Research and Development Center for Egg Processing, College of Food Science and Technology, Huazhong 

Agricultural University, Wuhan 430070, China) 

Abstract: Since the S-ovalbumin content in egg white has a significant correlation with the freshness and quality of chicken eggs, 

S-ovalbumin can be consider as a useful indicator for the same. Conditions were optimized using cyclic voltammetry (CV) and differential pulse 

voltammetry (DPV) to prepare a molecularly-imprinted polypyrrole (MIPs) sensor that selectively recognizes S-ovalbumin. The optimal scan 

cycles, scan rate, template extraction time, and incubation time were 18 cycles, 100 mV/s, 1.5 h, and 40 min, respectively. The micro-structure of 

MIPs and non-MIPs were characterized by field emission scanning electron microscopy (FE-SEM). DPV was used to evaluate the dependency 

between different concentrations of S-ovalbumin and changes in peak current. The results showed that the linear response range of MIPs was 

from 10-6 to 10-3 mg/mL with a detection limit of 6.75×10-7 mg/mL. The MIPs exhibited a selective response to S-ovalbumin, and can therefore 

be used in the detection of S-ovalbumin. 
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在鸡蛋贮藏过程中蛋清中 N-卵白蛋白(nature 

ovalbumin)会转化为更加稳定的 S-卵白蛋白(stability 

ovalbumin)，蛋清在经过 6 个月冷藏后，S-卵白蛋白含

量会从 18%增加到 86%。S-卵白蛋白含量与哈夫单位

和蛋黄指数有较高负相关性，通过 S-卵白蛋白含量增

加的程度能评定鸡蛋产出后在特定流通环境下的贮藏

时间（等价日龄），从而对鸡蛋新鲜度与品质给予定性

与定量评价。此外，随着 S-卵白蛋白含量增加，蛋清 
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的乳化稳定性、起泡性和凝胶性会有所下降。因此，

将 S-卵白蛋白含量作为评价鸡蛋品质的指标有较好

的前景和重大意义[1,2]。 

分子印迹电化学传感器是在电极表面聚合产生

分子印迹聚合物，随后通过电化学信号的变化来监测

传感器的特异性识别性能，此传感器具有响应速度快，

灵敏度高等优点[3]。在众多的导电聚合物中，聚吡咯

是建立分子印迹体系的最好基质之一，因为它具有很

好的生物兼容性和便捷通道，以利于多种生物活性物

质的固定；另一方面，由于引入了含氧基团（如羧基）

使正电荷移出聚吡咯骨架，过氧化聚吡咯能展现更好

的选择性 [4,5]。具有电活性物质的 [Fe(CN)6]
3-

/[Fe 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2016, Vol.32, No.12 

330 

(CN)6]
4-已经普遍地作为电化学检测的探针，模板蛋白

去除后，电极表面的聚合物会形成印迹位点，这些位

点可以作为通道，允许[Fe(CN)6]
3-

/[Fe(CN)6
]4-从网状聚

合物中进出，[Fe(CN)6]
3-

/[Fe(CN)6
]4-在进出过程中会发

生氧化或还原，从而产生电化学信号[6]。通过电化学

信号的响应值与蛋白浓度建立线性关系以达到定量目

的。 

Almira R和Arunas R以牛白血病病毒糖蛋白为模

板，以吡咯为单体，通过电聚合在铂黑电极表面形成

对病毒糖蛋白具有特异性结合的印迹传感器。随后，

通过脉冲安培法(PAD)对含有病毒糖蛋白的样品进行

检测，验证分析信号的产生是基于印迹聚吡咯的印迹

作用，以光谱光度测量法作为对比。实验证实吡咯可

有效用于蛋白质印迹电化学传感器的制备[7]。Xianwen 

Kan et al 以牛血红蛋白为模板，以吡咯为单体，在金

电极表面形成对牛血红蛋白具有特异性响应的印迹传

感器。通过差分脉冲伏安法(DPV)和交流阻抗(EIS)，

以[Fe(CN)6]
3-

/[Fe(CN)6
]4-为电活性探针，以电流响应值

变化为指标，对聚合和洗脱条件进行优化，对传感器

结合动力学和特异性识别进行了测定，结果表明传感

器有很好的特异性识别能力[8]。因此，利用分子印迹

技术和电化学方法制备出能特异性识别 S-卵白蛋白

的印迹聚吡咯传感器是可行的。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  原料 

鸡蛋，海兰褐，武汉市九峰山养鸡场；盐酸、聚

乙二醇 8000、氢氧化钠、氯化钾和硫酸亚铁/铁氰化

钾（均为 AR，国药集团化学试剂有限公司）；三羟甲

基氨基甲烷 (Tris)（BC，美国 Amresco 公司）；

SDS-PAGE 试剂盒（武汉谷歌生物科技有限公司）；吡

咯（GC，上海谱振生物科技有限公司）。 

1.1.2  主要仪器与设备 

分析天平（AR2140，上海梅特勒-托利多仪器有

限公司）；磁力搅拌器（85-2，常州国华电器有限公司）；

电泳仪（DYY-12，北京六一仪器厂）；恒温水浴锅

（R301，巩义市英峪高科仪器厂）；电脑核酸蛋白检

测仪和恒流泵（HD-3000 和 HL-2，上海嘉鹏科技公

司）；差示扫描量热仪（DSC 204 F1，德国耐驰仪器制

造有限公司）；圆二色谱仪（J-1500 日本 JASCO）；

Autolab 电化学工作站（PGSTAT204，瑞士万通中国

有限公司）；玻碳电极（φ3 mm，武汉高仕睿联科技有

限公司）；铂丝电极（Chi115，上海辰华仪器有限公司）；

饱和甘汞电极（232 型，武汉高仕睿联科技有限公司）；

真空冷冻干燥机（Alpha 1-4 LSC，德国 Christ）；日立

场发射扫描电镜（SU-8010，日立高新技术公司）。 

1.2  试验方法 

1.2.1  聚乙二醇沉淀法粗提卵白蛋白 

将 250 mL 蛋清与 3 倍体积 0.05 mol/L NaCl 溶液

于 4 ℃搅拌 2 h，混合均匀。用 1 mol/L HCl 调节稀释

液 pH 值至 6.0 后，向蛋清稀释液中添加 10% (m/m)

的 PEG-8000，磁力搅拌 2 h，使 PEG-8000 充分扩散。

然后在 4 ℃、15000 r/min 条件下离心 10 min，分别收

集沉淀和上清液（4 ℃贮存备用）。 

1.2.2  阴离子交换层析法纯化卵白蛋白粗提液 

将 Q-Sepharose F F 填料装入层析柱，先将流速调

至 3 mL/min，待填料压实后，再调为 2 mL/min，用

0.02 mol/L Tris-HCl (pH 8.0，含 0.05 mol/L NaCl)缓冲

液冲洗 2 h，使填料充分平衡。先使用平衡缓冲液洗去

未结合的部分，再依次使用含有0.08 mol/L、0.18 mol/L

和 0.30 mol/L NaCl 的 0.02 mol/L Tris-HCl 缓冲液(pH 

8.0)进行洗脱。将每个洗脱峰收集，于 4 ℃下蒸馏水

透析四次（每次 10 h），然后冷冻干燥，所得样品-20 ℃

储存[9]。通过 SDS 电泳鉴定卵白蛋白纯度。 

1.2.3  SDS-PAGE 电泳分析 

1.2.3.1  溶液配制 

电极缓冲液：称取 Tris 3.03 g，甘氨酸 14.41 g，

用双蒸水溶解后，加浓度为 10%的十二烷基磺酸钠

(SDS)溶液 10 mL，定容至 1000 mL，混匀。 

固定液：乙醇 250 mL，冰醋酸 50 mL，加蒸馏水

至 500 mL。 

染色液：0.2 g 考马斯亮蓝 R-250 溶解于 200 mL

脱色液中，使用前摇匀。 

脱色液：乙醇 250 mL，冰醋酸 80 mL，加蒸馏水

至 1000 mL，混匀。 

1.2.3.2  电泳方法 

浓缩胶浓度 5%，分离胶浓度 12%，蛋白上样量

5~10 μg，浓缩胶电压 80 V，分离胶电压 120 V。电泳

完成后，先将凝胶在固定液中固定 30 min，然后转移

到染色液中染色 30~40 min，最后将凝胶转移至脱色

液中，至背景颜色退去。 

1.2.4  S-卵白蛋白的制备 

将 2.5 g 卵白蛋白溶解于 60 mL 的去离子水中，

滴加 1 mol/L NaOH 调整 pH 值为 9.9。溶液置于 55 ℃

的恒温水浴锅中，诱导 72 h。诱导后溶液用 0.1 mol/L 

HCl中和到pH=7.0，将上述溶液于4 ℃进行透析40 h。

蛋白冷冻干燥，置于-20 ℃备用[10]。 
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1.2.5  差示扫描量热（DSC）分析 

将经 0 h 和 72 h 诱导处理的卵白蛋白粉末溶于

0.05 mol/L、pH 9.0 的 Tris-HCl 缓冲液，配制成浓度为

40 mg/mL 的样品，随后将一定量的卵白蛋白样品加入

到低压铝坩埚中，并压盖封合。分别从 25 ℃加热至

120 ℃，加热速度为 10 ℃/min。在进行量热计分析前

降低气压进行脱气处理 10 min 
[11]。 

1.2.6  圆二色谱（CD）分析 

将经过体外诱导的卵白蛋白溶于 pH=7 的(0.05 

mol/L)磷酸缓冲液中，准确称取一定量的蛋白样品配

制成 0.25 mg/mL 蛋白质溶液，采用CD在 190~250 nm

之间扫描，实验温度 25 ℃，样品池光程为 0.1 mm，

灵敏度为 100 mdeg/cm，扫描速率为 100 nm/min，分

辨率 0.1 nm，实验值为 3 次扫描的均值。 

1.2.7  S-卵白蛋白印迹膜传感器的制备 

电化学聚合采用三电极系统，玻碳电极作为工作

电极，铂电极作为辅助电极，饱和甘汞作为参比电极。

将玻碳电极用氧化铝粉末（0.05~1.0 μm）进行磨光处

理，并在乙醇和蒸馏水中依次超声处理 1 min。随后，

将电极置于含 0.01 mol/L [Fe(CN)6]
3-

/[Fe(CN)6]
4-和 0.1 

mol/L KCl 的溶液中，在-0.2V~+0.6V 电位和 100 mV/s

速率下对进行循环扫描，直至出现稳定的响应曲线，

且峰电位差不高于 80 mV，即得清洁的玻碳电极。所

得玻碳电极用纯氮气吹干以备用。 

将玻碳电极置于含有 0.05 mol/L 吡咯，0.1 mol/L 

KCl 和 1 mg/mL S-卵白蛋白的脱氧水溶液中，通过循

环伏安法，在扫描电位范围为-0.20~+1.20 V、扫描速

率为 100 mV/s、扫描圈数为 18 的条件下进行电聚合。

聚合完成后，将经聚合物修饰的电极置于 1 mol/L 

H2SO4溶液中，在恒温(45 ℃)器蒸气浴振动器里浸泡

1.5 h 以移除模板蛋白。随后将修饰电极置于磷酸缓冲

液(0.1 mol/L，pH 7.0)中，在电位范围为-0.6 V~+1.00 V

下扫描 6 圈以使电极上的聚吡咯电化学过氧化，从而

获得 S-卵白蛋白印迹膜传感器。作为对照，除了在电

聚合过程中不加入 S-卵白蛋白之外，非印迹膜传感器

按照同样的处理和制备方法获得。 

 

图1 非/印迹聚吡咯膜电化学传感器制备示意图 

Fig.1 Schematic diagram for the preparation of MIPs and 

non-MIPs 

1.2.8  聚合和洗脱条件的优化 
1.2.8.1  扫描速率和圈数 

扫描速率和圈数分别会影响印迹膜的紧密度和

厚度。扫描速率过快会使印迹膜松散和粗糙，过慢会

使印迹膜过于紧密，影响模板蛋白进入印迹位点。扫

描圈数越大，印迹膜越厚，厚薄对印迹膜的稳定性和

印迹位点的产生有着重要影响。选取扫描速率 40、60、

80、100 和 120 mV/s，扫描圈数 10、13、18、23 和

28 圈，分别研究它们的变化对电流响应值的影响。 

1.2.8.2  模板蛋白洗脱时间 

模板蛋白在印迹膜中的残留会对传感器的吸附

能力产生影响。在温度 45 ℃，H2SO4浓度 1 mol/L，

选取洗脱时间 0、0.5、1.0、1.5 和 2.0 h，研究它们的

变化对电流响应值的影响。 

1.2.8.3  孵化时间 

S-卵白蛋白和传感器表面的印迹位点相互作用的

时间会影响传感器的电流响应值，选取孵化时间 0、

20、40 和 60 min，研究孵化时间对电流响应值的影响。

其中 S-卵白蛋白浓度为 1.0×10
-3

 mg/mL。 

1.2.9  传感器的电化学性能测定和表征 

1.2.9.1  形态表征 

采用场发射电镜对修饰有印迹膜和非印迹膜的

电极表面进行形貌扫描，并通过 SU-8000 分析器对图

像进行分析。 

1.2.9.2  电化学性能测定 

检测非电活性物质时，可在测试底液中加入电化

学探针如铁氰化钾，铁氰化钾与目标分子在聚合物膜

中存在竞争性识别，目标分子浓度越大，铁氰化钾进

入膜中的机会越少，铁氰化钾的峰电流越小，因此通

过铁氰化钾峰电流的大小可间接检测目标分子[12]。鉴

于 S-卵白蛋白电活性较弱，于是选择[Fe(CN)6]
3- 

/[Fe(CN)6]
4-电化学活性探针以测定传感器的吸附性

能。电极表面聚合物所形成的孔穴能提供

[Fe(CN)6]
3-

/[Fe(CN)6]
4-从印迹聚合物基质中进出的通

道，从而在电极上发生氧化还原反应，产生电化学信

号。而当传感器吸附了模板蛋白后会堵塞通道，抑制

[Fe(CN)6]
3-

/[Fe(CN)6]
4-进入，从而减弱电化学信号。因

此，所有电化学实验均在含有 0.01 mol/L [Fe(CN)6]
3- 

/[Fe(CN)6]
4-的磷酸缓冲液（PB）中进行，其中 S-卵白

蛋白浓度为 1.0×10
-3

 mg/mL，采用循环伏安法(CV)、

差示脉冲伏安法(DPV)和线性扫描伏安法（LSV）来

研究传感器在[Fe(CN)6]
3-

/[Fe(CN)6]
4-溶液中所产生的

电化学信号变化。 

2  结果与讨论 
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2.1   SDS-PAGE 电泳分析 

 
图2 卵白蛋白电泳图 

Fig.2 Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis profile of ovalbumin 

图 2 为所制备的 N-卵白蛋白和 S-卵白蛋白的电

泳纯度鉴定结果，从图中可以看出两种卵白蛋白均为

单一条带且分子量约为 45 ku，即证实获得了较高纯度

的卵白蛋白。 

2.2  差示扫描量热（DSC）分析 

 

 
图3 卵白蛋白经0 h(a)和 72 h (b)诱导后的DSC图 

Fig.3 DSC profiles of ovalbumin after 0 h (a) and 72 h (b) 

induction 

刚产出的新鲜鸡蛋蛋清中的 N-卵白蛋白和 S-卵

白蛋白是共存的，新鲜蛋清的 S-卵白蛋白含量约为

18%。这两种蛋白的变性温度有一定差异，S-卵白蛋

白热稳定性较好，变性温度会更高一些。从图 3a 可以

看出，在 56.87 ℃和 88.23 ℃出现了两个吸热峰，分

别对应 N-卵白蛋白和 S-卵白蛋白的变性温度；从图

3b 可以看出，在 88.54 ℃出现了一个吸热峰，对应于

S-卵白蛋白的变性温度，证实经 72 h 诱导后 N-卵白蛋

白完全转化为 S-卵白蛋白。 

2.3  圆二色谱（CD）分析 

表1 卵白蛋白经0 h和 72 h诱导后的二级结构含量 

Table 1 Secondary structure of ovalbumin after 0 h and 72 h 

induction 

二级结构 α-螺旋/% β-折叠/% β-转角/% 无规卷曲/% 

0 h 56.10±3.54 4.10±1.98 12.90±0.78 26.90±0.78 

72 h 41.70±3.87 17.30±2.33 15.40±2.89 25.70±0.78 

 
图 4 卵白蛋白经 0 h(a)和 72 h(b)诱导后的 CD 图 

Fig.4 CD profile of ovalbumin after 0 h (a) and 72 h (b) 

induction 

通过紫外可见，圆二色谱，拉曼光谱测定表明，

N-S 构象的转变会引起 α-螺旋含量的减少和 β-折叠含

量的增加，而 β-转角和无规卷曲含量变化不大。从表

1 中可以看出，二级结构含量基本与前人研究相符[13]；

从图 4 可以看出两种蛋白的圆二色谱图有较大差异，

这也进一步证实 72 h 诱导后产生了 S-卵白蛋白。 

 

图5 印迹传感器（a）和非印迹传感器（b）的场发射扫描电镜

图 

Fig.5 FE-SEM profiles of MIPs (a) and non-MIPs (b) 
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2.4  传感器形态表征 

一般来说，吡咯在电聚合过程中会形成平整、光

滑且致密的薄膜[14]。从图 5 中可以看出印迹膜和非印

迹膜形貌图有很大差异，在制备印迹膜的过程中，吡

咯电聚合时由于掺杂了 S-卵白蛋白，膜表面会相当地

粗糙，说明产生了多孔结构，这有利于印迹位点的形

成，而非印迹膜表面则光滑无孔穴。 

2.5  聚合和洗脱条件的优化 

为了获得更有效的电化学印迹传感器，本实验对

电聚合扫描圈数、扫描速率、移除模板时间和孵化时

间进行了优化。 

扫描圈数和扫描速率是影响印迹聚合膜形成的

两个重要因素，主要影响膜的厚度和紧密度。从图 6a

可以看出，随着扫描圈数的增加，电流变化值（不存

在模板蛋白质和存在模板蛋白质所引起电流的差值）

逐渐增加，这归因于刚开始圈数的增加会促进更多印

迹位点的形成。在第 18 圈达到最大值，之后逐渐下降，

这是由于印迹膜变厚使得内部的蛋白质无法洗脱下

来，从而减少了印迹位点的产生，于是本实验选择 18

圈作为电聚合时的扫描圈数。从图 6b 可以看出，随着

扫描速率的增加，电流变化值在逐渐下降，在扫描速

率达到 100 mV/s 时出现最大电流变化值。这是由于低

扫描速率会使得形成的聚合膜过于紧密，不利于模板

蛋白的洗脱，而高扫描速率会使得形成的聚合膜较薄

且松散，故选择 100 mV/s 作为最合适扫描速率。对于

形成与待测蛋白能特异性结合的印迹位点来说，从印

迹膜表面移除模板蛋白显得至关重要。 

模板蛋白作为脆弱的大分子，在较为极端的条件

下很容易变性，如高温，酸性和碱性都会引起蛋白质

构象的变化。本实验将印迹聚合膜置于 1 mol/L H2SO4

溶液中，45 ℃下搅拌一段时间，可使得蛋白质因变性

而与聚吡咯的结合能力减弱，从而脱落下来。从图 6c

可以看出，洗脱时间在 1.5 h 时电流值达最大，可作为

最合适洗脱时间。所制备的印迹传感器因形成了印迹

位点而具有多孔结构，正是由于这些多孔结构使得传

感器对待测蛋白具有特异性响应。鉴于蛋白质作为大

分子，传质速度会相对小分子来说比较慢，于是进行

了印迹传感器对待测蛋白的吸附动力学实验。从图 6d

可以看出，在前 40 min，随着蛋白质吸附在传感器上，

引起了传感器电流响应值的下降，这是由于蛋白质具

有较弱的电活性且阻碍了电活性探针 [Fe(CN)
6
]
3 −

/[Fe(CN)6]
4−进入传感器表面的离子转移通道，从而减

弱了传感器的导电性；在 40 min 时，传感器对蛋白质

的吸附基本达到饱和。 

 

 

 

 
图6 扫描圈数（a）、扫描速率（b）、模板洗脱时间（c）及孵

化时间（d） 

Fig.6 Scan cycles (a), Scan rate (b), Template extraction time (c), 

Incubation time (d) 

2.6  吡咯的聚合和过氧化特性 

电化学聚合法能将聚合物薄膜直接修饰在电极

表面，膜附着牢固而均匀，聚合膜的结构稳定，与模
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板分子结构匹配的印迹孔穴不易变形，能够在任何导

电基质上获得重现性优良的均匀超薄膜，并且，膜的

厚度可以通过调节聚合圈数和速率来进行控制。吡咯

是一种电活性物质，能够通过电聚合在电极表面形成

电活性聚吡咯，在聚合过程中峰电流会随着扫描周期

的增加而增大，聚吡咯可与蛋白质通过共价键结合，

其孔穴的立体构象对糖蛋白的选择性结合有重要作

用。 

 
图7 吡咯电聚合的循环伏安图 

Fig.7 CV profile for the electropolymerization of pyrrole 

图 7 为吡咯在电极表面的电聚合过程，从图中可

以看出随着扫描圈数的增加，电极表面的峰电流在逐

渐增大，这是由于电极表面修饰了电活性物质聚吡咯，

增强了电极的导电性能；鉴于溶液中的吡咯在不断聚

合，吡咯浓度在不断减小，所以峰电流的增大幅度是

在逐渐减弱，并在第 10 圈基本保持恒定。吡咯的初始

浓度不宜过大，否则会使聚合膜变厚且不均匀，不利

于后期过氧化和印迹位点的形成。 

 
图8 聚吡咯过氧化的循环伏安图 

Fig.8 CV profile for the overoxidation of polypyrrole 

鉴于聚吡咯的疏水性质，聚吡咯在过氧化过程中

形成的亲水性羧基和醛基，羧基基团与蛋白质带正电

基团有着静电相互作用，聚吡咯中的氮原子、羧基、

醛基和羟基形成的氢键也可与蛋白质的配醣体相互作

用，从而提高选择性。聚吡咯在过氧化时会失去 π 键

共轭结构且其中掺杂的离子也会被移除，这样就会使

聚合膜的导电性大幅度下降[15]。从图 8 中可以看出，

随着过氧化扫描圈数的增加，电极表面电流逐渐下降，

在第 6 圈时电流基本稳定，表明聚吡咯过氧化完全。 

2.7  传感器的性能测定 

 

 
图9 线性扫描伏安图 

Fig.9 LSV profile 

注：A，裸电极(a)和印迹聚吡咯膜电极(b)；B，裸电极(a)

和非印迹聚吡咯膜电极(b)。 

由于聚吡咯为电活性物质，裸电极表面在修饰了

聚吡咯膜后峰电流会有一定程度的增加，从图 9A 和

9B 中可以看出，修饰电极的峰电流相比裸电极增大约

0.15 mA，且由于印迹聚吡咯膜中掺杂了电活性弱的

S-卵白蛋白，所以峰电流增大幅度会相对小一些。 

当蛋白质从聚吡咯膜表面洗脱下来后就会形成

多孔结构，而这种结构可以作为离子通道，有利于电

活性探针[Fe(CN)6]
3−

/[Fe(CN)6]
4−
到达电极界面发生氧

化反应。从图 10A 可以看出，当蛋白质被洗脱后，峰

电流相比洗脱前有明显的增大，ΔI约为 0.05 mA；而

图 10B 可以看出洗脱前后峰电流基本无变化。其中发

生了电位的偏移，可能原因是经酸和高温洗脱时对膜

的微观结构有一定影响，从而使氧化反应所需电位发

生了改变。 

本实验利用差分脉冲伏安法对印迹和非印迹传

感器所引起的电流响应值变化进一步证实。从图 11

中可以看出，相比非印迹传感器，印迹传感器在移除

模板蛋白后峰电流显著增大，ΔI约为 0.03 mA，且在

1.0×10
−3

 mg/mL S-卵白蛋白溶液中孵化后，由于 S-
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卵白蛋白阻碍了电活性探针[Fe(CN)6]
3−

/[Fe(CN)6]
4-进

入电极界面，所以峰电流显著减小，ΔI约为 0.04 mA。

而非印迹传感器所引起的电流响应值变化不够显著。 

 

 
图10 线性扫描伏安图 

Fig.10 LSV profile 

注：A，印迹传感器洗脱 S-卵白蛋白前(a)和后(b)；B，非

印迹传感器洗脱 S-卵白蛋白前(a)和后(b)。 

 

 
图11 差分脉冲伏安图 

Fig.11 DPV profile 

注：A，印迹传感器洗脱 S-卵白蛋白前(a)和后(b)，以及随

后在 1.0×10-3 mg/mL S-卵白蛋白溶液中孵化(c)；B，非印迹传

感器洗脱 S-卵白蛋白前(a)和后(b)，以及随后在 1.0×10-3 mg/mL 

S-卵白蛋白溶液中孵化(c)。 

2.8  S-卵白蛋白的电化学检测 

 

 
图12 （A）印迹传感器在不同浓度S-卵白蛋白溶液(10-6～10-1 

mg/mL)中孵化后的差分脉冲伏安图，（B）峰电流变化值对应不

同S-卵白蛋白浓度的标准曲线图 

Fig.12 (A) DPV profile of MIPs after incubating in different 

concentrations of S-ovalbumin solution (10
-6

~10
-1 

mg/mL), (B) 

Calibration curve of changes in peak current versus the 

concentrations of S-ovalbumin 

由于印迹传感器形成了能与 S-卵白蛋白特异性

结合的印迹孔穴，随着目标蛋白浓度的升高，传感器

表面的蛋白吸附量会逐渐增大，最终因达最大载量而

饱和[16]。从图 12A 可以看出，随着 S-卵白蛋白初始浓

度的增加，峰电流逐渐下降；当初始浓度为 10
-2

 mg/mL

时，基本达到 S-卵白蛋白的最大载量。从图 12B 可以

看出，S-卵白蛋白初始浓度10
-6

~10
-2

 mg/mL范围内时，

随着浓度的增加，峰电流变化值逐渐增大，且在

10
-6

~10
-3

 mg/mL 范围内具有良好的线性关系，其中线

性方程为 ΔI=1.62 log[CS-OVA]+12.14 (R
2
=0.9959)。此

外，通过 11 组空白实验得出检出限为 6.75×10
-7

 

mg/mL。 

3  结论 
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3.1  本实验首先通过聚乙二醇沉淀法和阴离子交换

层析法从鸡蛋蛋清中得到具有电泳纯度的卵白蛋白，

然后在 55 ℃、pH 9.9 条件下经 72 h 诱导制备 S-卵白

蛋白，采用圆二色谱和差示扫描量热分析证明成功制

备了 S-卵白蛋白。 

3.2  其次，首次利用分子印迹技术和电化学方法制备

出能与 S-卵白蛋白具有特异性结合的电化学印迹传

感器。采用了场发射扫描电镜对印迹和非印迹传感器

进行了形态表征，印迹传感器表面因掺杂了 S-卵白蛋

白而比较粗糙，说明有印迹孔穴形成，而非印迹传感

器表面光滑无孔穴。并通过循环伏安法、线性伏安扫

描法和差分脉冲伏安法对传感器制备的扫描圈数、扫

描速率、模板洗脱时间和孵化时间进行了优化，对裸

电极修饰聚吡咯膜前后的峰电流变化，非/印迹传感器

洗脱模板蛋白前后以及孵化前后的峰电流变化，进行

了测定。结果表明在扫描圈数为 18，扫描速率为 100 

mV/s 时有最大电流变化值；模板洗脱时间为 1.5 h 时

电流响应值达最大且之后基本保持不变，孵化时间为

40 min 时电流值下降到最小值且之后基本保持不变；

裸电极在修饰了聚吡咯膜后峰电流显著增大，印迹传

感器在洗脱模板蛋白后峰电流显著增大，于 1.0×10
-3

 

mg/mL S-卵白蛋白溶液中孵化后峰电流显著减小，而

非印迹传感器的峰电流变化则不够显著。通过差分脉

冲伏安法，探讨了不同 S-卵白蛋白浓度与峰电流变化

的依赖关系，确定 S-卵白蛋白浓度在 10
-6

~10
-3

mg/mL

范围内时，浓度与峰电流变化值具有良好线性关系，

并得出检出限为 6.75×10
-7

 mg/mL。 

3.3  最后，本实验成功制备了 S-卵白蛋白印迹聚吡咯

膜电化学传感器，性能测定表明印迹传感器对 S-卵白

蛋白有特异性识别能力，且在一定浓度范围内能定量

检测 S-卵白蛋白。若期望印迹传感器能更好地准确定

量 S-卵白蛋白，还需要进一步提高传感器性能，包括

它的特异性、结合容量和重复利用性等。之后可考虑

加入一些新型纳米材料与聚吡咯联合制备印迹传感

器，如碳纳米管和纳米金等。 
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