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快速测定水产品中的孔雀石绿 
 

郝雅茹
1
，李亭

1
，张薇

2
，李书国

1
 

（1.河北科技大学生工学院，河北石家庄 050018）（2.河北省食品检验研究院，河北石家庄 050051） 

摘要：本文以壳聚糖（Chitosan）和石墨烯 GS 为复合修饰材料，通过交联技术固定化丁酰胆碱酯酶（BuChE）制备了

BuChE/CS/GS/GCE 纳米酶传感器，建立了一种快速而灵敏测定水产品中孔雀石绿（Malachite Green，MG）的方法。研究了

BuChE/CS/GS/GCE 纳米酶传感器修饰材料、电解质、固定酶量、抑制时间等对酶传感器响应电流的影响，优化了酶传感器法测定

MG 的试验条件，结果如下：修饰材料 CS 与 GS 之比为 1:2、0.10 mol/L 的 PBS 为电解质、pH 7、抑制时间为 11  min、酶活是 4.0   U/mL。

在此条件下，该酶传感器的响应电流与电解质溶液中 MG 的浓度在 1.0×10-7~1.1×10-6 mol/L 范围内成线性关系（Ip=-6.97 C MG+22.81，

R2=0.9885），最低检测限为 2.80×10-8 mol/L（S/N=3），加标回收率在 96.36%~99.78%。该方法用于水产品中 MG 的测定具有简捷、灵

敏度高、选择性好、稳定性好、重复性好等优点，用于水产品中孔雀石绿的快速检测是可行的。 
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Abstract: Graphene-based butyrylcholinesterase biosensors were prepared utilizing chitosan (CS) and graphene nanosheets (GS) 

composites to immobilized butyrylcholinesterase (BuChE) on the glass carbon electrode by crosslinking technology, the rapid and sensitive 

method for the determination of malachite Green (MG) in sea foods was developed. Effects of biosensor modified materials, electrolyte solution, 

enzyme activity and inhibition time on response current of enzyme biosensor were investigated. The optimum analytical parameters for 

determination of Malachite Green were determined as follows:the ratio of CS to GS was 1:2, the electrolyte solution was 0.1 mol/L PBS, the pH 

was 7, the inhibition time was 11 min, and the enzyme activity was 4.0  U/mL. Under optimum conditions, the response currents of the enzyme 

biosensor had a good linear relationship with MG concentration with a detection range from 1.00×10-7 mol/L to 1.10×10-6 mol/L. The linear 

equation was Ip=-6.97CMG+22.805 (R2=0.9885), with the limit of detection (LOD) as 2.80×10-8  mol/L (S/N=3). The addition standard recovery 

of the developed method was 96.36% to 99.78%. The developed method is simple, rapid and sensitive with good selectivity and excellent 

repeatability, which is practicable for rapid determination of MG or LMG in sea foods. 
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孔雀石绿（malachite green，MG）是水产养殖中

禁 用 的 代 表 性 物 质 的 一 种 ， 隐 孔 雀 石 绿

（leucomalachite green，LMG）是 MG 进入人类或动

物机体后通过生物转化生成脂溶性的物质，具有致癌、

致畸、致突变等危害，所以国际癌症研究中心将其列

为致癌物[1]，因此世界各国明确禁用 MG，对水产品

中 MG 及其代谢产物 LMG 的残留均有严格明确的限

量标准[2]。2002 年 5 月我国将其列为水产养殖中的禁

用药物。因此研究开发 MG 及其代谢产物 LMG 残留

的快速、灵敏检测方法，对保障水产品的质量安全具

有重要意义。 
目前，国内外 MG 以及 LMG 的残留检测方法以

仪器检测方法和免疫方法为主，应用最广泛的是高效

液相色谱（HPLC）、高效液相色谱—串联质谱

（HPLC-MS），该类方法检测限低、准确度高，但因

其设备昂贵、对检测人员技术要求高、耗时长等特点

并不适用于现场大批量快速检测[3-10]。免疫方法应用

最多的是酶联免疫吸附法，此类方法特异性强，样本

容量大但存在假阳性几率问题，还需进一步测定[11-15]。

而电化学方法灵敏度高、速度快、样品前处理简单等

特点，在食品安全领域近几年来发展迅速。Ana M S
等用 Nafion/CeO2 和 1.0% SDS 阴离子表面活性剂修

饰玻碳电极，采用差分脉冲测定水样中的 MG，检测

限为 1.03×10-6 mol/L[16]。Rahman M 选择浓度为 4×10-5 
mol/L CPB 阳离子表面活性剂添加在标准溶液中，用

MWCNTs 水溶液修饰电极来测定水产品中的 MG，检

测限为 2.0×10-7 mol/L[17]。酶传感器尤其是基于胆碱酯

酶抑制型传感器近年来被广泛应用于检测季铵盐类化

合物、有机磷农药残留的检测、黄曲霉毒素 B1、西维

因、克百威、抗胆碱脂酶药物等物质[18-25]，而利用酶

传感器用于快速检测 MG，目前国内还未曾有过相关

报道。 
本文以 Chitosan（CS）和 Graphene（GS）为复合

修饰材料，以交联技术固定化 BuChE 酶制备

BuChE/CS/GS/GCE 纳米酶传感器，进而建立一种快

速灵敏测定水产品中的孔雀石绿的方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

孔雀石绿（>98%）、隐孔雀石绿（>98%），山东

西亚化学股份有限公司；S-碘化丁酰硫代硫胆碱

（BTCi）、丁酰胆碱酯酶（BuChE），上海源叶生物科

技有限公司；壳聚糖（Chitosan，CS）、磷酸缓冲溶液

（0.01 mol/L PBS），北京索莱宝生物科技有限公司；

石墨烯（Graphene，GS），北京德科岛金科技有限公

司；50%戊二醛，天津市大茂化学试剂厂；对甲苯磺

酸、盐酸羟胺、乙醇、重铬酸钾均为分析纯，天津市

永大化学试剂有限公司；红星斑鱼，购自石家庄市某

便民市场；试验用水均为去离子水。 

1.2  仪器与设备 

LK98BⅡ型微机电化学分析系统，天津兰力科化

学电子高技术有限公司；三电极系统、电解杯，上海

CHI 仪器公司；FA 2204 型电子分析天平，上海菁海

仪器有限公司；KQ 2200 型超声波清洗仪，昆山市超

声仪器有限公司；GZX-9070MBE 型电热鼓风干燥箱，

上海博讯实业有限公司医疗设备厂。 

1.3  方法 

1.3.1  电极预处理以及酶电极制备 

将玻碳电极（直径 3 mm）用 Al2O3 粉末（粒径

0.05 μm）打磨抛光成镜面，然后再依次在 50%硝酸、

无水乙醇、去离子水中分别清洗 3 min，然后玻碳电

极用氮气吹干待用。 
准确称量 0.02 g GS 于 10 mL N,N-二甲基甲酰胺

溶液中超声处理 10 min 制得均匀分散的 0.02 mg/mL
的GS悬浊液。准确称量 30 mg CS溶于 20 mL 的 1.0%
冰醋酸超声处理 10 min 制得 1.5 mg/mL CS 悬浊液。

按照 CS:GS=1:2、1:3、1:1、2:1、3:1 体积比制得不同

配比的混合修饰液，超声处理 20 min，取上述混合修

饰液 5.0 μL 于干净的玻碳电极表面，在红外干燥后得

CS/GS/ GCE 修饰电极，于 4 ℃左右冷藏备用。 
取 5 mL 的 50%戊二醛溶液于 95 mL 的 PBS 溶液

中得 2.5%戊二醛溶液。准确称量 7.143 mg BuChE 于

10 mL 2.5%戊二醛溶液得 8 U/mL 的 BuChE 酶溶液。

准确称量 0.5 g 牛血清蛋白（BSA）于 50 mL 磷酸缓

冲溶液得 1.0% BSA 封闭液。取 5 μL BuChE 溶液滴涂

于 CS/GS/GCE 修饰电极表面 39 ℃晾干，最后用 1.0%
的牛血清蛋白液封闭，制得 BuChE/CS/GS/GCE 酶修

饰电极，于 4 ℃左右贮存备用。 
1.3.2  溶液的制备 

BTCi 底物溶液的制备：准确称量 0.0388 g BTCi
用 PBS 溶解、定容于 100 mL 容量瓶中得 1.2 mol/L 
BTCi 底物溶液，于 4 ℃左右储存备用。 

BuChE 酶溶液的制备：准确称量 7.143 mg BuChE
用 2.5%戊二醛溶解、定容于 10 mL 容量瓶中得 8.0 
U/mL 的酶溶液，并以此为原液依次稀释为 6.0 U/mL、
4.0 U/mL、2.0 U/mL、1.0 U/mL，于 4 ℃左右储存备

用。 
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MG 标准溶液的制备：准确称量 92.70 mg MG，

用 1.2 mol/L BTCi 底物溶液溶解、定容与 1000 mL 容

量瓶中得到 1.0×10-4 mol/L MG 标准溶液，并以此为原

液依次稀释为 1.1×10-6、0.9×10-6、0.7×10-6、0.5×10-6、

0.3×10-6、0.1×10-6 mol/L 梯度浓度的溶液，于 4 ℃左

右储存备用。 
1.3.3  酶传感器法测定 MG 

电化学分析方法测定均采用三电极系统，玻碳电

极或修饰电极为工作电极、Ag/AgCl 为参比电极、铂

丝为辅助电极。以 1.2 mol/L BTCi 的标准溶液为模板

采用快速循环伏安法（扫描电位为 0~1 V，扫描速度

为 50 mV/s），测定底物氧化、还原行为，然后以

BuChE/CS/GS/GCE 酶修饰电极再次测定 BTCi 底物，

最后以 BuChE/CS/GS/GCE 酶修饰电极测定同浓度含

有 MG 的 BTCi 底物溶液，每组数据测定三次取平均

值，记录 MG 对 BuChE 的抑制率。（最优实验条件：

1.2 mol/L BTCi 底物配制 1×10-6 mol/L MG 溶液）。 

1.4  样品的 MG 及 LMG 的测定 

1.4.1  鱼肉的处理 
从红星斑鱼肉中取可食部分，捣碎均匀。准确称

取 10 g 捣碎样品于 100 mL 离心管中，加入 1.5 mL 的

25%盐酸羟胺水溶液、2.5 mL 的 1.0 mol/L 对甲苯磺酸

溶液，涡旋混均 30 s，加入 20 mL 乙腈，4500 r/min
离心 10 min 后取上清液，再用 20 mL 乙腈重复提取残

渣，合并上清液，加入 10 μL 的 0.1 μmol/L 高锰酸钾

溶液，最后用乙腈定容到 50 mL得到待测样品，于 4 ℃
下储存备用。 
1.4.2  红星斑鱼的测定 

将 BuChE/CS/GS/GCE 修饰酶电极浸泡含在待测

样品 1.0 mL+1.0 mL PBS（含 BTCi 底物）中 11 min，
采用快速循环伏安法（扫描电位为 0~1 V，扫描速度

为 50 mV/s)，测定氧化峰响应电流值，每组数据测定

三次取平均值。 

1.5  数据统计分析方法 

以上测定均为三组平行实验数据的平均值为准。

运用 SPSS 18.0 进行统计分析，以单因素方差分析

（one-way analysis of variance）进行显著性差异方面

的分析（p<0.05），相关的数据图运用 OriginLab Origin 
Pro V 8.0 绘制。 

2  结果与分析 

2.1  BuChE 酶传感器测定 MG 的机理 

 
图1 玻碳电极上的电化学行为 

Fig.1 Electrochemical behavior on the glassy carbon electrode 

注：a. GCE (BTCi)；b. GCE(BTCi+BuChE)；c. GCE 

( BTCi+BuChE+MG)。 

 
图2 MG在酶修饰电极上的电化学行为 

Fig.2 Electrochemical behavior of MG on enzyme biosensor 

注：a.CS/GS/GCE(0  MMG)；b.CS/GS/GCE(1×10-6  M MG)；

b.CS/GS/GCE(1×10-5  M MG)。 

利用循环伏安（Cyclic Voltammetry，CV）法研究

了 S-碘化丁酰硫代硫胆碱（BTCi）的电化学性质、丁

酰胆碱酯酶（BuChE）对 S-碘化丁酰硫代硫胆碱催化

作用及孔雀石绿对其抑制作用，结果如图 1 所示。图

1a 说明 S-碘化丁酰硫代硫胆碱在 GCE 电极发生了电

化学氧化还原反应，其 CV 图谱表明在 0.45 V 和 0.8 V
处出现两个氧化峰，在 0.37 V 和 0.7 V 出现两个还原

峰，说明 BTCi 是分两步进行氧化还原的；图 1b 表明

BuChE酶催化BTCi水解为胆碱胆碱在GCE电极发生

电化学氧化还原反应，其 CV 图表明在 0.6 V 出现一

个氧化峰，在 0.42 V 出现一个还原峰，而且峰电流显

著增大，这是因为BuChE酶将BTCi水解成胆碱所致，

而胆碱的电化学氧化还原是一步完成的，同时也说明

BuChE 酶成功固定在 GCE 电极之上；图 1c 表示在底

物（BTCi）中含有 1.0×10-5 mol/L 浓度的 MG 时 BTCi
的电化学氧化还原 CV 图，结果表明在 BuChE 酶和

MG 存在情况下，BTCi 的氧化还原过程只有一个氧化

峰和一个还原峰，而且其峰电流显著下降，这表明

MG 与丁酰胆碱酯酶活性位点结合抑制其活性，从而
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使得 BTCi 水解产物量下降[26]，进而影响 BTCi 水解

产物的电化学氧化还原反应，使酶传感器响应电流下

降。 
利用循环伏安法研究了 BuChE/CS/GS/GCE 酶传

感器的表征，如图 2a 所示，结果表明 BuChE/CS/GS/ 
GCE 酶修饰电极后氧化峰电流增大了 1.3 倍左右，是

因为石墨烯（GS）表面积大、电子迁移率高、电学性

能突出能够促进电极表面电子快速传递，而 CS 结构

中含大量羟基、乙酰氨基和氨基等强极性基团，其良

好生物相容性、成模性能够防止 GS 脱落；图 2b 和

2c 为在底物（BTCi）中分别含有 1.0×10-6 mol/L、
1.0×10-5 mol/L 浓度的 MG 的 BTCi 在 BuChE/CS/GS/ 
GCE 酶传感器上的循环伏安图，由其结果可知 MG 可

以抑制 BuChE 酶活性，进而影响 BTCi 水解及水解产

物的电化学氧化还原反应，且与 MG 的浓度有关，

MG 浓度越大，抑制能力越强，BTCi 水解产物的氧化

峰电流下降越多。 

2.2  实验条件的优化 

2.2.1  不同 pH 对酶传感器响应电流的影响 

 
图3 不同pH对酶传感器响应电流的影响 

Fig.3 Effect of different pH on response current of enzyme 

biosensor 

研究了电解质溶液的pH值对BuChE/CS/GS/GCE
酶传感器响应电流的影响，一般来说 pH 主要从两个

方面影响被测定的物质的响应电流，一方面通过影响

酶的活性间接影响峰电流，另一个是直接对底物产生

作用。本文依次测定 pH=5、6、7、8 条件下酶催化底

物对应氧化峰电流的情况，由图 3 可知在 pH=4、5、
6 偏酸性条件下酶活略有下降，酶传感器发生的反应

有是两个氧化峰两个还原峰，pH=8 碱性条件下底物

与酸发生反应生成的物质只有氧化峰且电位向右移

动，碱性条件对酶解反应以及水解产物电化学氧化还

原反应的影响更大，而 pH=7 时酶活性最大，对应产

生的氧化峰电流最大，因此确定电解质溶液的 pH 为

7。 

2.2.2  不同抑制时间对催化底物氧化峰峰电流

的影响 

 
图4 不同抑制时间对酶传感器响应电流值的影响 

Fig.4 Effect of different inhibition time on response current of 

enzyme biosensor 

分别对 BuChE/CS/GS/GCE 酶修饰电极抑制 2、5、
8、11、14、17 min，然后利用快速循环伏安法测定，

结果如图 4 所示，在 2~11 min 时间范围内，随着 MG
与 BuChE 酶接触时间的增加，氧化峰电流减量（即酶

传感器响应电流值）逐渐增大，且在 11 min 时酶响应

电流达到最大，随着抑制时间增加，酶传感器响应电

流变化趋于平稳，说明在 11 min 时，抑制率最大，同

时考虑检测时间，所以选择最佳抑制时间为 11 min。 
2.2.3  BuChE 不同酶活对酶传感器响应电流

的影响 

 
图5 不同酶活对酶传感器响应电流的影响 

Fig.5 Effect of different enzyme activities on response current 

of enzyme biosensor 

依次测定了 1.0、2.0、4.0、6.0、8.0 U/mL BuChE
对酶传感器响应电流的影响，每次滴加 5.0 μL，结果

如图 5 所示，在 1.0~4.0 U/mL，随着酶活增大，酶传

感器响应电流增大，说明在 1.0~4.0 U/mL 范围内底物

的量充足且随着酶活增大而增大，随着酶活继续增大，

其响应电流反而减小，是因为酶是生物大分子，本身

没有电活性，酶固载量过多反而阻碍 MG 的传质速率

及电子传递速率，因此选择最佳固定酶活为 4.0 
U/mL。 
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2.2.4  CS与GS不同配比对催化底物氧化峰峰

电流的影响 

 
图6 CS与 GS不同配比对底物氧化峰电流的影响 

Fig.6 Effect of different ratio of CS and GS on peak current of 

substrate oxidation 

CS/GS 混合液的用量影响底物的氧化峰电流值，

就修饰液的配比而言，按照上述 1.3.1 修饰液的配制，

研究了 CS 与 GS 的体积比为 3:1、2:1、1:1、1:2、1:3，
实验结果如图 6：二者体积比为 1:2 时氧化峰电流最

大，3:1、2:1、1:1、1:2 对应峰电流值逐渐增大，是因

为 GS 表面积大、电子迁移率高、电学性能突出能够

促进电极表面电子快速传递，而 CS 结构中含大量羟

基、乙酰氨基和氨基等强极性基团，其良好生物相容

性、成模性能够防止 GS 脱落，所以随着 CS 越大膜

越厚反而阻碍电流的传递，随着 GS 继续增峰电流变

化不大，是因为 GS 于 CS 结合率达到最大，所以选

择 CS:GS 为 1:2。 

2.3  MG 标准曲线 

在最优试验条件下，利用线性扫描法（LSV）用

BuChE/CS/GS/GCE 酶传感器依次测定按照 1.3.2 配制

好的 1.0×10-7~1.1×10-6 mol/L 不同 MG 浓度氧化峰响

应电流情况。由上图 7 可知 MG 氧化峰响应电流与浓

度在 1.0×10-7~1.1×10-6 mol/L 范围内成线性其线性方

程：Ip(μA)=-6.97CMG (μmol/L)+22.805，（R2=0.9885），
其最低价检测限为 2.8×10-8 mol/L（S/N=3）。与 Nurul H 
A P 文献报道相比[26]，本方法构建的纳米酶传感器具

有一定的创新性，可以作为快速检测水产品中 MG 残

留的分析方法。 

 
图7 不同浓度MG对底物氧化峰电流值的影响 

Fig.7 Effect of different concentration of Mg on the peak 

current value of substrate oxidation 

注：内嵌图 MG 标准曲线。 

2.5  电化学传感器抗干扰性、稳定性和重现性 

研究了与 MG 结构相似的 LMG 以及常见水产品

中常见有害物质氯霉素、磺胺二甲基嘧啶对 MG 对酶

电极峰电流的影响。制备好的纳米酶传感器在分别含

LMG、氯霉素、磺胺二甲基嘧啶及重金属铅、镉、砷

的 BTCi 底物溶液中，抑制相同时间，测定其酶传感

器的响应电流，试验结果表明这些物质对该纳米酶传

感器的电化学响应电流并无明显的影响，表明其他物

质对酶活性没有干扰，该纳米酶传感器抗干扰性良好。

将制备好的酶传感器置于-4 ℃避光保存，7 d 后相同

条件下进行检测，电流值的变化率不超过 8.7%，表明

该酶传感器的稳定性较好。分别制备不同批次的 3 支

酶传感器，测定同一浓度 MG，相对标准偏差为

6.16 %，表明该纳米酶传感器重现性较好。 

2.6  样品中 MG 的测定及加标回收实验 

按照 1.4.1 节的方法处理样品，得到样品提取液，

按照 1.4.2 测定红星斑鱼样品，未检测出 MG。对红星

斑鱼实际样本进行加标回收率实验，每组数据测定三

次取平均值并计算相对标准偏差，不同加标浓度下的

平均回收率为 96.35%~99.78%，相对标准偏差 2.0%~ 
2.6%，结果如下表 1 所示。 

表1 样品中LMG含量测定的结果 

Table 1 Results of determination of LMG in samples (n=3) 

样品 样品测定值/(μmol/L) 加标量/(μmol/L) 测定值/(μmol/L) 回收率/% 相对标准偏差(n=3)/%

红星斑鱼 0.0012 

0.2 0.1939 96.35 2.0 

0.6 0.5937 98.75 3.2 

1 0.9990 99.78 2.6 
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3  结论 

本文以壳聚糖和石墨烯为复合修饰材料包埋固定

化丁酰胆碱酯酶（BuChE）制备 BuChE/CS/GS/GCE
纳米酶传感器，并对酶传感器进行了表征，结果表明

该酶传感器制作简捷，具有良好的重现性、稳定性。

研究了 S-碘化丁酰硫代硫胆碱（BTCi）的电化学氧化

还原反应过程、BuChE 催化底物电化学过程以及 MG
抑制 BuChE 活性的电化学反应过程；优化了纳米酶传

感器的制备条件和检测条件，确定了纳米酶传感器法

快速测定食品中 MG 的校正曲线、线性范围、检测限、

加标回收率等参数。该酶传感器法可用于水产品中

MG 残留的检测，具有简便快速、选择性好、灵敏度

高、样品处理简单等优点，可应用于水产品中孔雀石

绿快速准确的测定。 
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