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多壁碳纳米管固定化生物酶修饰电极检测杂色曲霉素的初步研究

姚冬生/ 文圣梅/ 刘大岭/" 谢春芳/ 白 燕! 冉艳红/
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摘 要 杂色曲霉素（B3）是一种致癌致畸的真菌毒素，已报道的检测 B3 的技术有 3CD、EFCD、9CGBH 以及毒素基因

的 FDI 检测技术。初步探索了酶生物传感器三电极系统对 B3 的电化学分析。在实验中，应用多壁碳纳米管作为

分子识别元件 HJ3K 的固定化基质和传感器的电子传递体构建了 H+ 工作电极，对 B3 进行 D% 和 JF% 分析，结果表

明：B3 在 L 1"":% 位置有一明显的特征还原峰电位，线性检测范围是 2M-! N /"L 5 O 11M51 N /"L 5 :PQ:C，检测下限为

2M-! N /"L 5:PQ:C，响应时间 /"R，为进一步的研究打下良好的基础。
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杂色曲霉素（B<4T;P:7<&A,R<;@，B3）是日本学者初

田勇一等 /05# 年从杂色曲霉（HRU4TP;’’+RV4T.R;A&’&T）
菌丝体中首先分离并命名的［/］，是真菌中黄曲霉毒

素合 成 途 径 的 前 体（ !"#$%&’(")*+!"%,（B3）———W.
:4<X,’R<4T;P:7<&A,R<;@（WYB3）———H6Z/）［!］，结 构 酷

似黄曲霉毒素（H[’7<&8;@，H63）。但杂色曲霉素由于

污染含量高，危害性高于黄曲霉毒素，与地区性肝

癌、胃癌、食道癌的发生呈很大的正相关性［-］。目前

已报 道 的 检 测 杂 色 曲 霉 素 的 方 法 有：薄 板 层 析

（3CD），酶联免疫吸附测定（9CGBH），高效液相色谱

（EFCD），毒素基因的 FDI 检测等［# L /!］。电化学检测

杂色曲霉素还尚未见报道。

本实验室在先前的研究证明黄曲霉毒素解毒酶

（H[’7<&8;@.=4<&8;@[;\,:4，HJ3K）对 H63 有良好的解毒

作用，并 且 发 现 HJ3K 对 B3 也 有 相 似 的 催 化 作

用［/-，/#］。本研究利用该酶作为杂色曲霉素的分子识

别元件，并且利用羧化多壁碳纳米管做酶固定化载

体及中间电子传递体构建金工作电极，探讨用三电

极系统电分析方法检测杂色曲霉素的可行性。

- 材料和方法

-.- 仪器与试剂

原子 力 显 微 镜（H]3WFIWZ9 DF I9B9HIDE，

3E9IYW 公司，]BH），透射电镜（39D)HG /"，FX;’;UR，
E4’7@=），电化学分析仪（ZHB/""，ZHB 公司，]BH），三

电极系统：参比电极为 HPQHPD’ 电极，对电极为 F< 丝

电极（ZHB./"" 配置）；工作电极：H+ 电极（天津兰力

科技公司），UE 计（Y933C9I 3WC9JW -!".B，上海，

中国），多 壁 碳 纳 米 管（Y+’<;.^7’’ A7T_&@ @7@&<+_4，
Y‘)3）购自深圳纳米港，超速冷冻离心机（B&TV7’’

#ID.5Z，J+U&@<，]BH），杂色曲霉素（B<P4T;P:7<&A,R.
<;@，B3）购自 B;P:7 公司，其它试剂均为国产分析纯

试剂，所有实验均在室温下进行。

-./ 羧化多壁碳纳米管溶液的制备［-0，-1］

将 Y‘)3 用王水（浓硝酸：浓硫酸 a / b -）回流 0
O /"X，/" """P。/5:;@ 离心，弃上清，用二次蒸馏水

清洗沉淀，/" """P，/5:;@ 离心，重复此步骤 ! 次。

置于 烘 箱 中 烘 干。然 后 称 取 上 述 /:P 羧 基 化 的

Y‘)3 溶于 /":C 的二甲基甲酰胺（JY6）中，超声波

搅拌均匀后，配成 "M/:PQ:C 的溶液。

-.2 酶液的制备

HJ3K 的制备参照 C;+ 等报道方法［/$］。酶液浓

度 "M/20!PQ!C，活力为 -""+（以 B3 在波长 !-"@: 处

的紫外最大吸收值下降一个单位所需的酶量为酶的

活力值）。



!"# $%&’ 修饰酶电极的制备［!(，!)］

将 !" 电极以牙膏、硅藻土在绒布上打磨至光

亮，并依次在丙酮、#$%&’()* 的 +,-. 溶液、/ 0 / 浓硝

酸以及双蒸水中超声波清洗，每次 1 2 %&34，将 /#!*
56+7 溶液滴加在电极表面，置于 8#9烘箱中烘干

成膜后，将电极置于酶液中 :9冰箱中过夜，用之前

用 ;<= 缓冲液冲洗电极 1 次，洗去电极表面未固定

上的酶。

!"* $%&’ 修饰 +,’- 酶电极对杂色曲霉素的电

化学响应［./，.!］

在 电 位 范 围 > /###&? 2 /###&?，/#&* 的

#$/&’()*，+,.@;-:A+,@.;-:（;<=），B.8$# 含 #$/C)*
DE* 支 持 电 解 质 的 缓 冲 液 中，用 <!=A/## F(GHIJ’A
HKG&3H,( ,4,(LMGJ 进行循环伏安（E?）研究和示差脉

冲伏安（N;?）研究，扫描速率 /##&?)O。分别检测裸

金电极、56+7 修饰电极和 56+7 固化 !N7P 修饰

电极对杂色曲霉素的响应情况。

. 结果

."! 羧化处理前后的 $%&’ 的透射电镜显微图

将经王水处理过和未经王水处理过的 56+7
滴加到铜网上干燥后用透射电镜（7F5）观察羧化多

壁碳纳米管开管情况。图 / 显示的是未经强酸切割

的 56+7，可被视为线性分子，端头为球形的凸起结

构。图 @ 为经强酸切割后的 56+7，由图中可以看

到有多处碳纳米管的开口。据资料报道，强酸切割

开口的 56+7 顶端会具有一定数量的羧基、羟基等

活性基团，为利用酶对它进行化学修饰提供更大的

电化学活性。

图 / 强酸切割前的 56+7 的 7F5 图

Q3CR / 7KG 7F5 ’S 56+7 TGS’JG ,H3U IJG,I&G4I

.". 羧化前后 $%&’ 固化 +,’- 电极表面原子力

电镜显微图

用原子力电子显微镜（!Q5）观察电极表面羧化

56+7 和用酶修饰羧化后的 56+7 的情况，结果表

明羧化 56+7 在工作电极 !" 电极表面形成厚度为

图 @ 强酸切割后的 56+7 的 7F5 图

Q3CR @ 7KG 7F5 ’S 56+7 ,SIGJ ,H3U IJG,I&G4I

#$#1#B&（/#> /@&）表面均一性良好的薄膜，用羧化

56?7 修饰的 !" 电极对电解支持液扫描得到的基

线平稳光滑（见图 1）。用 !N7P 修饰的羧化 56+7
的 !" 电极表面 !Q5（图 :）显示电极表面膜不均一，

厚度达到 #$#V: B&，比未用酶修饰前厚度增加了

#$#%: B& ，说明 !N7P 已吸附在 56+7 上。该膜的

厚度不均一是由于 !N7P 自组装均一性功能不如纳

米材料 56+7。

图 1 56+7 的 !" 电极表面的 !Q5 图修饰 !N7P 的

!" 电极表面的 !Q5 图，!&)U3W 表示微米)格
Q3CR 1 7KG !Q5 ’S IKG !" O"JS,HG X3IK 56+7 IKG
!" O"JS,HG X3IK !N7PA3&&’T3(3MGU 56+7，“!&)U3W”

JGBJGOG4IO &3HJ’&GIG BGJ U3W3O3’4

图 : 56+7 固化 N!7P 的 !" 电极表面的 !Q5 图，

!&)U3W 表示微米)格
Q3CR : 7KG !Q5 ’S IKG !" O"JS,HG X3IK !N7PA3&&’T3(3MGU

56+7，“!&)U3W”JGBJGOG4IO &3HJ’&GIG BGJ U3W3O3’4
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!"# $%&’ 固化 ()’* 修饰 (+ 电极的电化学行

为

在 !"#$% 的电解质缓冲液和含有一定浓度 &’
的电解质缓冲液中，用裸金电极、()*’ 修饰电极和

()*’ 固化 +,’- 修饰电极在电位范围 .%%%/0 1
2 .%%%/0，扫描速率 .%%/034 条件扫描时，图 5、图 #
显示在含有与不含有 &’ 的缓冲液中裸金电极和

()*’ 修饰电极的循环伏安图谱基本一致，表明这

两个电极对底物杂色曲霉素均没有电化学响应。而

图 6 显示，对比于在不含有 &’ 缓冲液中的循环伏安

图，用羧化 ()*’ 固化 +,’- 后的电极在 2 #%%/0
对杂色曲霉素有一个很明显的特征峰电位电流响应

值。

图 5 裸 +7 电极电 89& 及 &’ 溶液的循环伏安图

:;<= 5 >?@A;@ BCADE/C<FE/ CG 89& EHI &’ 4CA7D;CH
J;DK LEFM +7 MAM@DFCIM

E：DKM 4@EHH;H< CG !"#$% 89& 4CA7D;CH（4@EH FEDM：.%%/034）；L：DKM 4@EHN

H;H< CG O$.# P .% 2 Q /<3/R &’ ;H !"#$% 89& LMDJMMH S .%%%/)（4@EH

FEDM：.%%/034）

图 # ()*’ 修饰的 +7 电极电 89&
及 &’ 溶液扫描的循环伏安图

:;<= # >?@A;@ BCADE/C<FE/ CG 89& EHI &’ 4CA7D;CH
J;DK ()*’N/CI;G;MI +7 MAM@DFCIM

E：DKM 4@EHH;H< CG !"#$% 89& 4CA7D;CH（4@EH FEDM：.%%/034）；L：DKM 4@EHN

H;H< CG O$.# P .% 2 Q /<3/R &’ ;H !"#$% 89& LMDJMMH S .%%%/)（4@EH

FEDM：.%%/034）

!", $%&’ 固化酶电极对不同浓度的 -’ 的示差脉

冲伏安法（)./）扫描

图 T 为 %$./CA3R，!"#$%，含 %$.<3R U>A 的 89&
缓冲液中，不同浓度的 &’ 在 ()*’ 固化 +,’- 修饰

电极上的 ,80 图。&’ 浓度与峰电流的关系如图 V

所示。当 &’ 的浓度在 T$QW P .%2 5 1 ##$5# P .%2 5/<3
/R 范围时，峰电流随着 &’ 浓度的增加而上升；在

T$QW P .%2 5 1 QQ$WT P .%2 5/<3/R 间，峰电流和 &’ 浓

度成良好的线性关系，线性方程为 ;! X %$%%VT> Y
.$6T#，!W X %$VVO6；而当 &’ 的浓度在 QQ$WT P .%2 5

1 ##$5# P .%2 5 /<3/R 时，峰电流已趋于平缓；&’ 的

浓度大于 ##$5# P .%2 5 /<3/R 时，峰电流随 &’ 浓度

的增加而下降。&’ 的峰电位在 2 #%%/0 位置与循

环伏安对 &’ 扫描所得峰电位在 2 #%%/0 的结果相

一致。

图 6 固化 +,’- 的 ()*’ 修饰 +7 电极的循环伏安图

:;<= 6 >?@A;@ BCADE/C<FE/ CG 89& EHI &’ 4CA7D;CH J;DK
+7 MAM@DFCIM /CI;G;MI L? ()*’ J;DK +,’-N;//CL;A;ZMI

E：DKM 4@EHH;H< CG !"#$% 89& 4CA7D;CH（4@EH FEDM：.%%/034）；L：DKM 4@EHN

H;H< CG O$.# P .% 2 Q /<3/R &’ ;H !"#$% 89& LMDJMMH S .%%%/)（4@EH

FEDM：.%%/034）

图 T ()*’ 固化酶电极对不同浓度的 &’ 的

示差脉冲伏安法（,80）扫描图

:;<= T ,80 FM4!CH4M CG +7 MAM@DFCIM /CI;G;MI L? ()*’
J;DK +,’-N;//CL;A;ZMI DC BEF;C74 &’ @CH@MHDFED;CH

图 V 峰电流对于 &’ 浓度的关系

:;<= V ’KM FMAED;CH4K;! CG DKM !ME[ @7FFMHD \! E<E;H4D
DKM @CH@MHDFED;CH CG &’
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! 讨论

杂色曲霉素是一类与黄曲霉毒素化学结构近似

的化合物，其基本结构是由双呋喃环与氧杂蒽醌连

接组成，化合物结构见图 !"［## $ #%］。因含有大环共轭

体系，热稳定性非常好，分解温度高达 #&"’［#%］。

图 !" () 及 *+,! 的化学结构

+-./!" )01 2013-245 6789279816 :; 6718-.347:2<67-=
4=> 4;547:?-= ,!

在报道的检测 () 技术中，)@A 是最早应用的方

法，操作步骤繁琐，灵敏度低。BC@A 灵敏度相对较

高，但需要昂贵的仪器和试剂，以及专业熟练的操作

人员，检测周期较长。D@E(* 需要昂贵试剂以及专

业熟练的操作人员，检测周期较长。CAF 技术不是

直接检测 ()，使用的局限性较明显。循环伏安法素

有“电化学谱”之称，是一种简便的定性方法，对于一

个新的体系，在两三分钟内即可得到很多信息，常被

用来分析电化学反应以及电化学反应之外还存在其

他化学反应的过程和机理。该方法扫描速度快，只

需在荧光屏上直接读取峰高，只需几秒或几十秒钟

就可以得到结果，具有灵敏度高、响应快的优点［#G］。

生物酶分子具有很高的催化性和较强的特异性，能

在含有较多杂质的测试物中特异识别专一性的底

物，利用酶作为生物传感器的分子识别元件构建酶

生物传感器可大大提高测试的效率，越来越受到广

泛的重视。

酶生物传感器的发展和性能很大程度上依赖于

用来构建的材料，构建传感器材料的物化性质以及

固化酶的基质，固化剂以及中间电子介体［#H］。经王

水氧化回流 !"0 的 IJK) 末端大多数开管［#L］，表面

被活化极易引入 $ AMMB，$ MB 和其他类似的氧化

基团［!G，#&］，这些基团对于酶的固定或稳定非常有用，

并且碳纳米管具有金属和导体的性质［#N］，所以碳纳

米管可以同时充当酶固化载体和电子传递体。!NN&
年 (74=-65496 在 K47981 杂志上报道了共价修饰的纳

米管作为纳米探针在生物和化学领域的应用。在本

研究中用 )DI 观察了经王水硝化处理的 IJK) 以

及 *+I 观察了 IJK) 修饰电极的表面，发现有很多

酶分子附在羧化开管处理的 IJK) 上，证实了羧化

后的 IJK) 能很好地固化生物酶大分子，并通过

IJK) 的自组装吸附在工作电极上。过往的文献报

道羧化 IJK) 修饰电极可直接检测溶液中的溶质，

如神经递质多巴胺和 GO羟色胺，以及细胞色素 A
等［!G，!H，!&］，但在本研究中未固定有 *P)Q 的 IJK)
修饰电极与裸 *9 电极一样未能检测到缓冲液中的

()（如图 G 和 H），而用 IJK) 固化 *P)Q 酶修饰电极

在 $ H""3R 位置检测到了 () 的还原峰电位，响应时

间为 !"6，检测下限为 &ST# U !"$ G 3.V3@，如图 L，且

多次的重现良好。这些可能与 () 分子的稳定性较

高有关，直接的电极电催化不足以产生 IJK) 修饰

电极可检测氧化电流，需要在酶的催化下活化才产

生可检测氧化电流。单纯的 IJK) 修饰电极不能

完成 () 的检测。IJK) 固化酶电极对不同浓度的

() 进行示差脉冲伏安法（PCR）扫描，初步对 () 进行

定量分析，浓度与电流有很好的线性关系，相关系数

达到 "SNN%L，如图 N 。这些结果为以后进一步的优

化检测条件，降低检测下限值提供了良好的研究基

础。

以上的研究结果表明用 *P)Q 作为杂色曲霉素

的分子识别元件，羧化多壁碳纳米管做酶固定化基

质及中间电子传递体构建的金工作电极，检测缓冲

液中的 () 的方法是可行的，技术简便，为检测 () 探

讨了一个新方法，但在本文的条件下检测灵敏度还

不够理想，有待进一步的研究。

致谢：本文在完成的过程中原子力电子显微镜和透

射电镜的检测工作得到暨南大学实验技术中心郭敬

文、唐福星、梁志红老师帮助，电化学检测方面得到

了暨南大学生命科技学院化学系实验中心在仪器设

备上的支持，在实验过程中还得到李蕊同学的帮助，

在此表示感谢！
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