
现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2015, Vol.31, No.11 

319 

 

血红蛋白/纳米金-还原氧化石墨烯复合物修饰电极

对食品中亚硝酸盐的快速电化学传感检测 
 

徐后传，丁顺，操小栋，叶应旺，叶永康，孙汉巨 

（合肥工业大学生物与食品工程学院,安徽合肥 230009） 

摘要：本文利用牛血红蛋白（hemoglobin，Hb）与纳米金-还原氧化石墨烯（gold nanoparticles-reduced Graphene Oxide, AuNPs-rGO）

结合修饰的玻碳电极对亚硝酸盐进行检测，通过血红蛋白对亚硝酸根（NO2
-）进行还原得到高铁血红蛋白和 NO3

-所产生的直接电子

转移信号来对 NO2
-进行定性和定量的检测。将 AuNPs-rGO 复合物修饰在玻碳电极表面，干燥后再将 Hb 修饰上去形成

Hb/AuNPs-rGO/GCE 传感器，在上述修饰的电极上涂上 80 µL 浓度为 0.5%的 Nafion，干燥后形成 Nafion 膜，即形成

Nafion/Hb/AuNPs-rGO/GCE 传感器。通过研究发现，该电极对亚硝酸盐进行循环伏安法（cyclic voltammetry, CV）检测时有良好的选

择性和灵敏度，且具有较宽的线性检测范围：0.5 µM~100 µM，峰电流与硝酸盐浓度符合线性方程：IP = 0.0369C(NO2
-) + 0.2245（R = 

0.9918），最低检测限为 0.1 µM，该方法简单、快速、灵敏，可用于环境和食品中的亚硝酸盐的检测。 
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Abstract: Nitrite (NO2

-

) was detected by a glassy carbon electrode (GCE) modified by hemoglobin (Hb) with gold nanoparticle-reduced 

graphene oxide (AuNPs-rGO) composite. The qualitative and quantitative detection of nitrite were conducted using the signal of a direct electron 

transfer generated from methemoglobin and NO3

-

 that were produced by the redox reaction between hemoglobin and nitrite. The GCE surface 

was modified by AuNPs-rGO composites to produce AuNPs-rGO/GCE, which was modified by Hb after drying to form an 

Hb/AuNPs-rGO/GCE biosensor. After the modified electrode was coated with 80 µL of 0.5% Nafion to form a Nafion film, the 

Nafion/Hb/AuNPs-rGO/GCE biosensor was finally obtained. The results showed that the biosensor had good selectivity and sensitivity when 

cyclic voltammetry method was used to detect nitrites, with a relative wide linear range from 0.5 to 100 µM. The relationship between peak 

current and the nitrite concentration could be described by the linear equation of IP = 0.0369C(NO2

-

) + 0.2245 (R = 0.9918), and the limit of 

detection was 0.1 µM. This method is simple, rapid, sensitive and can be used for nitrite detection in food and environmental samples. 
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亚硝酸盐（Nitrite）是人体强致癌物质亚硝胺的

一种重要前体物质[1,2]，它广泛存在于环境、饮料、和

食品中，特别是作为食品防腐剂添加在食品中。因而，

对亚硝酸盐的检测就显得格外重要。目前，亚硝酸盐 
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的分析和检测方法有很多，如分光光度法[3,4]、色谱分

析法[5,6]、毛细管电泳[7]、化学发光[8]和电化学分析[9~14]

等。其中电化学方法相较于其他方法来说具有方便、

快速、经济、灵敏度高、检测范围广等优点，在亚硝

酸盐的检测中具有一定的优势。Cancino 等人[12]利用

一种碳纤维电极修饰上一层树枝状的聚阳离子和酞菁

镍的复合物膜进行一氧化氮的检测，检测限低至 5.5 

µM。Marlinda 等人[13]使用花状的氧化锌复合还原氧化

石墨烯修饰玻碳电极检测亚硝酸盐，在 10 µM~8 mM

之间有很好的线性关系，检测限低至 33 µM。孟等人
[14]使用氧化锆纳米粒子在碳纳米管修饰电极上的电
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沉积的方法进行亚硝酸盐的检测，该方法可以检测浓

度低至 0.5 µM 的亚硝酸盐。这些电化学方法均取得了

成功且具有良好的效果，可以应用在实际的样品检测

中。 

血红蛋白是血液中的一种重要的呼吸蛋白，因为

其低成本和商业可用性等特点使其电化学行为已被广

泛研究[15~17]，这些研究对于血红蛋白和电极间的电子

转移机制已经有了相当的理解，且医学上已经证明，

亚硝酸盐易与血红蛋白反应生成高铁血红蛋白，从而

形成美丽的色泽，故亚硝酸盐常用于食品的保色与防

腐。纳米金（gold nanoparticles, AuNPs）和还原氧化

石墨烯（reduced graphene oxide, rGO）作为新型的材

料正受到越来越多的关注，其中 AuNPs 可以为氧化还

原蛋白提供类似于天然系统中的微环境且可以在吸附

作用下保留蛋白的生物活性[18,19]。rGO 具有极好的导

电和力学性能，附着在电极表面时可以大大增加电极

的比表面积，提高电极的吸附效率。本文利用 AuNPs

和 rGO 的复合物对电极进行修饰，在为血红蛋白提供

类似天然的微环境以外，还大大地提高了血红蛋白的

吸附效率，增加了电极的灵敏度。 

1  材料与方法 

1.1  主要设备与仪器 

电化学工作站（CHI660D），上海辰华仪器有限

公司；石英亚沸高纯水蒸馏器（SYZ-550 型）；超声波

清洗器（KQ118），昆山超声仪器有限公司；pH 计

（Delta320），梅特勒-托利多（上海）有限公司；三电

极体系：玻碳工作电极（GCE，CHI），铂丝对电极和

Ag/AgCl 参比电极（南京中科电极有限公司）。 

1.2  材料与试剂 

亚硝酸钠（AR），乙酸（AR），（国药集团）；三

水合乙酸钠（AR），（汕头西陇化工）；牛血红蛋白，

（Worthington Biochemical Corporation）；石墨烯，（南

京吉仓纳米科技有限公司）；氯金酸，（上海三爱思试

剂有限公司）；壳聚糖，Nafion，（Sigma-Aldrich）；其

他试剂均为分析纯，试验用水均为亚沸二次蒸馏水。 

1.3  试验方法 

1.3.1  AuNPs-rGO 的制备 

取 3 mg 的氧化石墨烯加入到 2 mL 的二次蒸馏

水中，超声 24 h 得到石墨烯，再透析 7 d 以除去石墨

烯中多余的盐后备用。取 2 mL 处理过的石墨烯加入

到 20 mL 壳聚糖溶液（10 mg/mL）中搅拌 10 min，随

后加入 100 µL 浓度为 10 mg/mL 的 HAuCl4，125 ℃油

浴还原 24 小时，冷却后即得到 AuNPs-rGO 复合物，

在 4 ℃下储藏备用。 

1.3.2  修饰电极的制备 

玻碳电极清洗后依次用 0.3，0.05 µm 的 Al2O3

粉末抛光至镜面，依次用 1:1 硝酸、乙醇和二次水超

声清洗，氮气吹干后备用。将 80 µL 制备好的

AuNPs-rGO 超声处理后均匀涂抹在干燥的玻碳电极

表面，封闭干燥；然后将 80 µL Hb 溶液均匀涂布在修

饰电极表面，4 ℃下干燥后在该电极上均匀涂布 80 µL 

0.5% 的 Nafion 溶液， 4 ℃下干燥后即得到

Nafion/Hb/AuNPs-rGO/GCE 电极。 

1.3.3  样品的处理 

样品来自于传统市场或摊贩贩卖的腊肉加工制

品，按国标 GB5009.33-2010 进行预处理[20]。称取试

样匀浆 2 g（精确至 0.01 g），以 80 mL 水洗入 100 mL

容量瓶中，超声 30 min，每 5 min 振摇一次，保持固

相完全分离。于 75 ℃水浴中放置 5 min，取出放置至

室温，加水稀释至刻度。溶液经滤纸过滤后，取部分

溶液于 10000 r/min 离心 15 min，上清液备用。 

1.3.4  亚硝酸盐的电化学检测 

在电解池中加入不同 pH 值的醋酸盐缓冲液，通

氮除氧 5 min。然后将亚硝酸盐标准品或者实际样品

加入到缓冲液中，待充分混合后进行电化学检测。 

1.3.5  数据分析 

试验中所得数据均为 CHI660D 电化学工作站采

集，转换格式后使用 OrignPro 8 SR3 软件进行数据处

理与分析。以各优化条件与所测峰电流的平均值和标

准偏差作图。通过对各数据图进行分析，得出相应结

论。 

2  结果与讨论 

2.1  修饰电极对于亚硝酸盐的电化学响应 

在修饰电极中，各部分的结合主要是靠静电吸附

作用完成的，rGO 作为一种具有强吸附性的物质，在

电极组装过程中发挥了重要作用，通过静电吸附作用，

rGO 作 为 桥 梁 将 Hb 固 定 在 电 极 上 形 成

Hb/AuNPs-rGO/GCE 传感器。但是由于 Hb 是大分子

物质，仅依靠 rGO 的静电吸附作用是不够的，在液体

环境下依然存在脱落的情况，需要利用 0.5%的阳离子

通透剂 Nafion 与 rGO 之间的静电吸附作用将其包裹

其中，形成 Nafion/Hb/AuNPs-rGO/GCE 传感器。 

利用循环伏安法考察 NO2
-在不同未修饰和修饰

的电极上的伏安行为如图 1 所示：a 为 GCE，b 为
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AuNPs-rGO/GCE，c 为 Nafion/AuNPs-rGO/GCE，d 为

Nafion/Hb/AuNPs-rGO/GCE。可见，NO2
-在未修饰GCE

（a）上几乎没有响应，而在 b 和 c 电极上在-674 mV

有还原峰出现，表明 NO2
-可以在 AuNPs-rGO 复合物

上被还原，且 Nafion 膜对还原电流影响并不大；当

NO2
-在 d 电极上有 Hb 情况下于-615 mV 出现明显的

催化还原峰，电流要远大于其它修饰电极，表明在修

饰界面上主要是 Hb 催化 NO2
-反应。AuNPs-rGO 复合

物为 Hb 提供了非常有效的具有良好生物亲和性的微

环境，Nafion 膜对于 NO2
-和 Hb 之间的电子传递虽然

有一定的阻碍作用，但可以较长时间维持 Hb 在

AuNPs-rGO 复合物上，显示出更好的稳定性和持续

性。 

 

图 1 NO2

-

在不同的修饰电极上的循环伏安响应 

Fig.1 Cyclic voltammetric responses of different modified 

electrodes in the presence of 10 µM nitrite 

注：a为裸GCE，b为AuNPs-rGO/GCE传感器，c 为

Nafion/AuNPs-rGO/GCE 传 感 器 ， d 为 Nafion/Hb/ 

AuNPs-rGO/GCE传感器。检测底液为含有10 µM亚硝酸钠的醋

酸盐溶液。 

2.2  检测底液 pH 的优化 

 
图 2 缓冲底液 pH的影响 

Fig.2 Effect of buffer pH 

利用循环伏安法优化在不同 pH值的醋酸盐缓冲

液（0.2 M）中修饰电极对 NO2
-测定的影响。图 2 可

以看出，在 pH 4 的醋酸盐缓冲底液中，50 µM NO2
-

在 Nafion/Hb/AuNPs-rGO/GCE 的还原峰电流最大，故

选择 pH 4 为最适测定 pH。 

2.3  Hb 修饰量的优化 

 
图 3 修饰 Hb浓度的影响 

Fig.3 Influence of the Hb concentration 

优化了 Hb 修饰量对电极响应的影响。配制不同

浓度的 Hb 溶液，分别取 80 µL Hb 溶液修饰电极后，

测定同一浓度 NO2
-（50 µM），结果由图 3 可见，随

着 Hb 浓度的增加，NO2
-在修饰电极上的催化还原峰

电流也随之增加，但超过 1 mg/mL 后增长幅度趋缓，

综合试验需求和经济性考虑，试验选用浓度为 1 

mg/mL 的 Hb 溶液制备 NO2
-传感器。 

2.4  修饰电极的电化学阻抗谱及 NO2

-
在传感

界面上的伏安行为 

 
图 4 不同类型电极的交流阻抗图谱 

Fig.4 AC impedance spectra of different electrodes 

注：a为裸GCE，b为AuNPs-rGO/GCE传感器，  c 为

Nafion/AuNPs-rGO/GCE传感器， d为Nafion/Hb/AuNPs-rGO/ 

GCE传感器。检测底液为含有10 µM亚硝酸钠的醋酸盐溶液。 

利用电化学阻抗的方法表征不同修饰电极的阻抗

性质如图 4 所示，其中曲线 a 为裸 GCE，b 为

AuNPs-rGO/GCE，c 为 Nafion/AuNPs-rGO/GCE，d 为

Nafion/Hb/AuNPs-rGO/GCE。曲线 b 中代表各电极电

荷传输电阻 RCT的半圆弧的值相对于曲线 a（裸 GCE）
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明显下降，说明电子在 AuNPs-rGO 修饰界面上电荷

传输电阻下降，电子转移速率有所增加；Nafion 修饰

后，曲线 c 的 RCT有所增加；固定 Hb 后，曲线 d 中

RCT进一步增加，可以很好地表明 Hb 被固定修饰电极

上。各修饰电极的电化学阻抗谱与循环伏安曲线可以

很好地相互一一对应。 

将组装好的 Nafion/Hb/AuNPs-rGO/GCE 电极为

工作电极，当扫速在 20-500 mv/s 范围内变化时，催

化还原峰电流随着扫描速率的增大而增大，催化还原

峰电流与扫描速率的平方根（v
1/2）满足线性方程 y = 

0.06359x + 0.19665，相关系数 R = 0.9993。结果表明

NO2
-在 Nafion/Hb/AuNPs-rGO/GCE 上的催化还原反

应主要是受扩散过程控制。实际测定中选用 100 mV/s

的扫速测定 NO2
-浓度。 

2.5  NO2
-在 Nafion/Hb/AuNPs-rGO/GCE 上电

化学响应的标准曲线 

 
图 5 不同浓度亚硝酸盐的循环伏安图 

Fig.5 Cyclic voltammogram of Nafion/Hb/AuNPs-rGO/GCE 

for different concentrations of nitrite 

Note: Insert: the standard curve of NO2

-

. 

使用 Nafion/Hb/AuNPs-rGO/GCE 对系列标准浓

度的 NO2
-溶液进行检测，将电极置于 pH 为 4 浓度为

0.2 M 的醋酸盐缓冲液中，通氮除氧 5 min 后，进行检

测。在亚硝酸盐浓度为 0.5~100 µM 的范围内，亚硝

酸盐的浓度与还原峰电流成正比，符合线性方程 IP = 

0.0369C(NO2
-
) + 0.2245，R = 0.9918，最低检测限为：

0.1 µM。可以实现对样品的连续检测且可以重复使用。 

2.6  干扰实验 

为了考察该传感器的选择性，试验加入不同浓度

的 NaNO3、Na2SO4、Na2S、抗坏血酸等干扰物质，通

过试验发现这些干扰物质对 NO2
-催化还原峰电流的

影响很小，表 1 数据显示干扰物质对测定的影响在

±5%以下，说明该电极具有优良的选择性。 

表 1 Nafion/Hb/AuNPs-rGO/GCE传感器检测亚硝酸盐时其它离

子干扰 

Table 1 Interference from other ions during nitrite detection 

using Nafion/Hb/AuNPs-rGO/GCE 

干扰离子 干扰离子浓度倍数 还原峰电流变化率/% 

NaNO3 20 +4.562 

Na2SO4 50 +5.571 

Na2S 50 +3.245 

抗坏血酸 50 -4.592 

2.7  样品检测 

用 pH 为 4 的醋酸盐缓冲液配制不同样品（腊肉

和香肠）溶液。取适量样品溶液，插入制备好的 Nafion/ 

Hb/AuNPs-rGO/GCE，除氧 5 min 后，进行循环伏安

检测，并进行加标回收试验，结果见表 2，较为满意。 

表 2 腌制品中亚硝酸盐含量及加标回收结果 

Table 2 Nitrite content in pickled products and the standard addition recovery results 

样品 样品测定值/µM 加标量/µM 测定值/µM 理论值/µM 回收率/R% 

腊肉 0.72 10 11.06±0.55 10.72 103.2±5.1 

香肠 0.93 10 10.62±0.76 10.93 97.2±6.9 

2.8  重现性及使用寿命 

对 Nafion/Hb/AuNPs-rGO/GCE 传感器进行重现

性和使用寿命的研究，同一支电极连续测量 10 次后，

其测相对标准差为 3.12%，说明电极具有良好的重现

性。将修饰好的电极放在冰箱中 4 ℃下保存 7 d 后，

其对于亚硝酸盐的响应信号约为第一天的 93.2%，表

明该传感器可以维持较长的使用周期。 

3  结论 

本方法利用 Hb 为亚硝酸盐的信号分子，通过修

饰的方法，将 Hb 修饰到电极上，用 Nafion 进行成膜

处理后形成 Nafion/Hb/AuNPs-rGO/GCE 传感器，该传

感器可以实现对亚硝酸盐的快速检测，建立了线性范

围为 0.5~100 µM 的标准曲线，并且对实际样品进行

了检测，通过加标回收试验表明所建立的方法可靠，

检测了实际样品，通过加标回收实验证明该传感器能

够对食品中的亚硝酸盐进行快速、准确的检测。 
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