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基于磁性纳米材料构建酶联增敏生物

传感器检测双酚
-
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摘要!以纳米材料为载体"以双酚
-

适配体及互补链为生物

识别单元"建立了基于功能化磁纳米粒子及金纳米粒子的辣

根过氧化物酶酶联增敏检测平台"可实现对食品基质中双酚

-

的快速前处理和痕量检测"该方法将可与双酚
-

特异性结

合的适配体偶联于磁性纳米材料上"再与适配体互补链及辣

根过氧化物酶%

FPH

&修饰的金纳米粒子进行竞争性结合"通

过
FPH

对底物的催化水解反应引起
.'$?1

处特征峰的变化

来定量检测双酚
-

#结果表明'该检测体系在
$

"

"$$?

7

(

1I

时具有线性关系%

-

&

b$;,#(.

&"检测限低至
$;'

E7

(

1I

"具

有较好的实用性"为更好地检测食品基质中的双酚
-

提供了

有力的技术支持#

关键词!纳米材料$适配体$辣根过氧化物酶$双酚
-
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双酚
-

!

+3N

E

L<?A4-

%

+H-

#由两分子苯酚和一分子丙酮

在酸性条件下催化缩合而成%其结构见图
"

)

"

*

&

+H-

的应用

非常广泛%是生产塑料及纸制品中环氧树脂+聚碳酸酯等多

种高分子材料的主要原料%也可以用于抗氧剂+涂料+增塑剂

等精细化工品的生产&此外%它还广泛用作各种罐头容器+

婴儿奶瓶+矿泉水瓶+饮料包装+眼镜片以及其他日常用品的

原材料)

&S!

*

&存在于多种食物接触材料和环境+水体中的双

酚
-

可通过浸出+迁移或蒸发等方式扩散到室内空气和食物

中)

.S'

*

%双酚
-

进入人体后可发挥拟雌激素的作用%从而影

响正常激素在机体内的产生+释放+运输及代谢等相关生理

作用)

%S#

*

%进而干扰生物体的生殖+遗传+免疫等生理功能%

导致流产)

(S,

*

+不孕不育)

"$S""

*

+乳腺癌)

"&S"!

*

+前列腺癌)

".

*等

多种疾病&

!!

检测双酚
-

的传统方法以色谱法为主%特别是高效液相

色谱!

FHIX

#法)

"'S"#

*和气
S

质联用!

]X0[V

#法)

"(S",

*

%但是

由于双酚
-

的沸点较高%且不易挥发%在
"'$`

))

**

++

**

时易产生分

))

**

++

**

FC CF

图
"

!

双酚
-

的结构图
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解%因此在采用气相色谱法进行检测之前%通常要先将待测

样品的提取液进行硅烷衍生化处理)

&$

*

%并利用质谱作为相应

的检测信号以提高灵敏度&虽然传统色谱方法灵敏度较高+

特异性好%但所需仪器昂贵+操作复杂&其他常规方法如酶联

免疫法)

&"S&&

*也是近年常用的一类检测方法%

hL2A

等)

&!

*通过

采用多克隆抗体建立了检测水中双酚
-

的间接
/IiV-

法%其

回收率为
,&G

"

"$'G

%检测范围为
"

"

"$$$$?

7

(

1I

%检测限

为
&?

7

(

1I

&该方法采用的双酚
-

抗体可能会与其他物质

产生一定的非特异性结合%尤其是与双酚
-

的结构类似物%

因此其灵敏度和特异性均受到限制%且操作过程不够简便+

耗时较长&

目前%已有多种纳米材料应用于物质快速检测的报道%

其中基于超顺磁性和亲和分离原理的磁性纳米材料已成功

地应用于
TB-

)

&.

*

+多糖)

&'

*

+蛋白质)

&%

*

+重金属)

&#

*及毒素等

的检测&也有将磁性纳米材料与其他纳米材料结合并进行

抗体修饰%利用抗原抗体的特异性识别特性而制备出竞争性

免疫传感器用于检测毒素)

&(

*

+细菌)

&,

*等的报道&而基于磁

纳米材料的酶联增敏检测对有机小分子进行快速+原位检测

的报道相对较少&本研究拟利用适配体核苷酸链的碱基互

补配对作用%驱动辣根过氧化物酶功能化的金纳米粒子与功

能化磁纳米粒子自组装%将适配体对
+H-

的识别过程转化

为可见光吸收信号进行研究%实现对双酚
-

的高选择性+高

特异性检测&

"

!

材料与方法
";"

!

材料与设备

双酚
-

+

.0

辛 基 酚 !

.0CH

#+双 酚
-

缩 水 甘 油 醚

!

+T-]/

#+双酚
Y

缩水甘油醚!

+TY]/

#+双酚
-

二!

!0

氯
0&0

羟基 醚#醚 !

TC-

#+双 酚
Y

双 !

&

%

!0

二 羟 基 丙 基#醚

!

+YT]/

#+己二酸二!

&0

乙基己基#酯!

T/F-

#+对苯二甲酸

二辛酯!

TCRH

#"分析纯%北京百灵威科技有限公司$

TB-

"上海生工生物工程技术服务有限公司$

!

%

!

2%

'

%

'

2

0

四甲基联苯胺等"分析纯%国药集团化学试

剂有限公司$

辣根过氧化物酶"

&'$c

(

1

7

$

试验用水"超纯水!

"(;&[

)

#%用超纯水仪制备$

超纯水仪"

H85<42JX42NN3>

系列%英国
/I]-

公司$

紫外
0

可见分光光度计"

c@0"($$

型%日本岛津公司&

";&

!

方法

";&;"

!

磁性纳米粒子!

Y<

!

C

.

#的制备
!

采用水热法合成&

准确称取
"

7

六水合氯化铁和
&;.

7

乙酸钠于烧杯中%加入

!$1I

乙二醇搅拌至溶解%再加入
$;#'

7

聚乙二醇继续搅拌

至溶解$将此混合溶液在机械搅拌器作用下搅拌
%L

$将溶解

后的黄色液体转移至聚四氟乙烯内胆容器中%放置于密闭不

锈钢水热反应釜中%在
&"$ `

的油浴锅中持续加热反应

"&L

$反应结束后快速冷却反应釜%将得到的黑色物质转移

至干净烧杯中%用无水乙醇洗
%

遍%再用超纯水洗
&

遍%最后

于
!$1I

无水乙醇中储存%备用&

";&;&

!

适配体功能化磁纳米粒子!

Y<

!

C

.

0TB-"

#的制备

取
"1I

磁纳米粒子于离心管中%加入
&$$ 11A4

(

I

/TX

和
"$$11A4

(

IBFV

%轻微振荡%在室温下反应活化

!$13?

&磁分离去除剩余的
/TX

和
BFV

%加入
"$

#

I

"11A4

(

I

的
TB-"

)

'p0BF

!

0

!

R

#

"$0XX]]R ]]]R] ]R0

X-]]R]]] -R-]X ]RRXX ]X]R- R]]XXX-]X]

X-RX-X]]]RRX]X-XX-0!p

*%室温下振荡反应
%L

&

磁分离去除未反应的
TB-

%用超纯水洗涤
!

遍%复溶于
"1I

超纯水中%

.`

下储存%备用&

";&;!

!

金纳米粒子!

-8BHN

#的制备
!

采用柠檬酸钠还原氯

金酸法)

!$

*合成粒径为
"!?1

的金纳米材料&首先在三角烧

瓶中加入
,#;'1I

超纯水和
&;'1I

质量浓度为
$;."&G

!

"$11A4

(

I

#的氯金酸溶液%置于磁力搅拌器上搅拌并加热

至沸腾$

#

"

(13?

后加入
&1I

质量浓度为
"G

的柠檬酸三

钠溶液%溶液从无色变为红色后停止加热%继续搅拌
"'13?

%

所得红色液体即为
"!?1

金纳米粒子&

";&;.

!

功能化金纳米粒子!

FPH0-8BHN0TB-&

#的制备
!

取

"$

#

I" 11A4

(

I

的
TB-&

)

'p0VF0

!

R

#

"$0XXX-X XR]-X

X-XXX-XX]]0!p

*与
'

#

I&'11A4

(

IRX/H

在黑暗环境中

反应
"L

%然后加入
"1I

金纳米粒子%室温下孵育过夜$将金

纳米粒子混合物在转速
#$$$5

(

13?

下离心
&$13?

去除未反

应的
TB-&

%重悬于
"1I

超纯水中%所制备的材料即为适配

体功能化的金纳米粒子!

-8BHN0TB-&

#%

.`

下储存备用&

取
'$

#

I

制备好的
-8BHN0TB-&

于离心管中%加入

'

#

I$;"1

7

(

1I

的辣根过氧化物酶!

FPH

#%在黑暗环境中

孵育
&L

$将孵育后的混合物于
%'$$5

(

13?

离心
"'13?

去除

未反应的
FPH

%重悬于
'$

#

I

超纯水中$所制得的
FPH0

-8BHN0TB-&

溶液于
.`

下储存%备用&

";&;'

!

检测体系的构建
!

首先准确称取
$;(&$!

7

醋酸钠+

$;&#!&

7

柠檬酸于烧杯中%加入
"$$ 1I

超纯水配制成

E

F';$

的醋酸钠
S

柠檬酸缓冲液$准确称取
$;$"(%

7

/TR-

和
'1I

甘油加入到醋酸钠
S

柠檬酸缓冲液中$所得

溶液于
.`

下避光保存%供显色待用&显色之前%取
"1I

上述配制好的显色液%加入
'

#

IR[+

溶液!

&;'1

7

(

1I

#以

及
$;'

#

IF

&

C

&

!

!$G

#%即配制成所需的
R[+

显色液&

用吸附缓冲液配制所需浓度梯度的双酚
-

标准溶液!

$

%

$;$$$'

%

$;$$"

%

$;$$'

%

$;$"

%

$;$'

%

$;"

%

$;'

%

"

%

'

%

"$

%

'$

%

"$$?

7

(

1I

#%各取
"1I

加入到制备好的功能化磁纳米粒子

!

Y<

!

C

.

0TB-"

#中%振荡孵育
&L

$磁分离去除未反应的双酚

-

%水洗
!

次%重悬于
"1I

超纯水中$取
'$$

#

I

反应后的

Y<

!

C

.

0TB-"0+H-

纳米粒子与
'$$

#

I

制备好的
FPH0

-8BHN0TB-&

纳米粒子混合%振荡孵育
.L

&用超纯水洗涤

!

次除去未反应的
FPH0-8BHN0TB-&

$取
"1I

配制好的

R[+

显色液%将反应后的
Y<

!

C

.

0-8BHN

纳米粒子加入到

R[+

显色液中%于黑暗中显色
!$13?

$加入
"$

#

I&1A4

(

I

的
F

&

VC

.

终止反应%

!$13?

后用紫外
0

可见分光光度计在

.'$?1

波长下进行定量检测&

&

!

结果与讨论
&;"

!

检测原理

检测原理如图
&

所示%通过
+H-

适配体功能化的磁纳

(.

安全与检测
!

&$"#

年第
"$

期



图
&

!

功能化磁!金纳米粒子检测双酚
-

原理图

Y3

7

85<&
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米粒子与双酚
-

发生特异性吸附%当体系中没有
+H-

存在

时%功能化的磁纳米粒子与适配体互补链及辣根过氧化物酶

!

FPH

#修饰的金纳米粒子进行结合%反之当体系中存在

+H-

时%

+H-

会与适配体功能化的磁纳米粒子发生竞争性

结合%导致功能化的磁纳米粒子与酶修饰的功能化金纳米粒

子的复合物分解&随着
+H-

浓度的升高%

FPH

对底物催化

水解程度逐渐降低%在
.'$?1

波长下特征峰的吸光度逐渐

降低%依据紫外特征峰的吸光度及
R[+

显色反应%在酶联增

敏效应体系下建立双酚
-

的紫外
0

可见光谱快速检测方法&

&;&

!

功能化磁$金纳米粒子的表征

纳米材料的分散性是该传感器构建的首要条件%它直接

影响到纳米材料在修饰+吸附以及特异性竞争结合时的效

果&图
!

是透射电子显微镜!

R/[

#对磁纳米粒子与金纳米

粒子的表征结果&由图
!

可知%所合成的磁纳米粒子及金纳

米粒子在铜网上均呈现出良好的分散性%并且颗粒大小相对

均匀+一致%其平均尺寸分别为
&$$

%

"!?1

&当体系中只存

在少量浓度双酚
-

时%磁纳米粒子表面的适配体会与金纳米

粒子表面的互补链发生特异性结合%见图
!

!

>

#&

图
!

!

不同样品的透射电镜图
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<NAM

=3MM<5<?DN21

E
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!

FPH

酶联增敏检测

将辣根过氧化物酶修饰在金纳米粒子上%根据其对底物

催化水解所产生的特征反应作为检测信号%经硫酸终止后%

用紫外
0

可见分光光度计在
.'$?1

波长下对其底物的特征

峰进行观测&图
.

展示了不同浓度双酚
-

的紫外
0

可见光谱

图&由图
.

可知%从上到下随着双酚
-

浓度的增加%特征峰

的吸光度越来越低%说明该反应体系所产生的水解程度越来

越低&吸光度的变化是由该传感器中功能化磁纳米粒子所

结合的功能化金纳米粒子的数量变化引起的%当没有双酚
-

由上至下
+H-

浓度依次为
$

%

$;$$$'

%

$;$$"

%

$;$$'

%

$;$"

%

$;$'

%

$;"

%

$;'

%

"

%

'

%

"$

%

'$

%

"$$?

7

(

1I

图
.

!

不同
+H-

浓度对应的紫外
0

可见分光光谱图
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D52D3A?NAM+H-

存在时%大量的功能化金纳米粒子结合到磁纳米粒子表面%

随着辣根过氧化物酶被带入量增加%加入底物催化水解时%

所产生的颜色反应就越快%特征峰的吸光度就越高&随着双

酚
-

浓度的提高%双酚
-

与金纳米粒子的竞争性机制逐渐

产生%双酚
-

被适配体特异性识别%磁纳米粒子结合的金纳

米粒子就越少%吸光度也就越低&

!!

依据双酚
-

分子与金纳米粒子在体系中的竞争性反应

机制%考察了最佳试验条件下%不同浓度双酚
-

与吸光度之

间的关系%见图
'

&由图
'

可知%双酚
-

浓度在
$;$$"

"

'$?

7

(

1I

时%吸光度
>

与双酚
-

浓度
/

的对数之间呈良好

的线性相关%线性关系为"

>

bS$;$!!4?/d$;("#.

!

-

&

b

$;,#(.

#&其线性关系呈负相关%因为双酚
-

浓度越高+吸

光度越低$该方法对双酚
-

的检测限低至
$;'

E7

(

1I

&

&;.

!

特异性分析

为了验证本方法检测双酚
-

的特异性%本研究对多种

+H-

结构类似物如
.0

辛基酚!

.0CH

#+双酚
-

缩水甘油醚

!

+T-]/

#+双酚
Y

缩水甘油醚!

+TY]/

#+双酚
-

二!

!0

氯
0&0

羟基 醚#醚 !

TC-

#+双 酚
Y

双 !

&

%

!0

二 羟 基 丙 基#醚

!

+YT]/

#+己二酸二!

&0

乙基己基#酯!

T/F-

#+对苯二甲酸

二辛酯 !

TCRH

#进 行 了 分 析 检 测%其 添 加 浓 度 均 为

'$?

7

(

1I

%结果见图
%

&在相同试验条件下%

+H-

结构类似
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双酚
-

标准溶液浓度由
"$$?

7

(

1I

逐渐稀释到
$;'

E7

(

1I

图
'

!

+H-

浓度与吸光度之间的标准曲线
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图
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+H-

结构类似物对传感器的影响
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物如
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+
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+TY]/

+
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+

+YT]/

+
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+

TCRH

的回收率分别为
";%!G

%

";.G

%

.;.&G

%

#;!!G

%

';',G

%

".;."G

%

(;,.G

%而双酚
-

的添加回收率在
,(;#'G

左右&

表明该磁性纳米传感器具有很好的适配体
S

目标物识别响

应%特异性良好%其他酚类没有明显的信号干扰&

&;'

!

实际样品分析

为了验证所建立的检测方法在实际样品应用中的精确

性和实用性%本研究对自来水样品进行了添加回收检测试

验&在自来水中添加不同浓度的双酚
-

标准样品%用本研究

所制备的酶联增敏生物传感器进行检测%结果见表
"

&由

表
"

可知%其回收率在
,(;#'G

"

"$";!"G

%表明本方法可用

于实际样品的分析检测&

!

!

结论
该研究利用辣根过氧化物酶功能化的金纳米粒子与适

配体功能化的磁性纳米粒子构建了一种基于酶联反应的双

表
"

!

实际样品"自来水#测定结果
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加标量(!
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S"

# 检测值(!

?

7

,

1I

S"

# 回收率(
G

$;" $;"$"& "$";!"

"$;$ ,;(#'! ,(;#'

酚
-

检测方法&该方法前处理简单快速%能够获得很好的回

收率和极低的检测线%并可实现原位检测%在食品安全检测

中具有较强的实用性&本研究所建立的方法不仅可应用于

食品中有害因子双酚
-

的快速原位检测%同时也可为构建食

品中小分子危害因子检测新方法提供参考&
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测
+T!,$$

所产生的物质可能是通过减少
B?N.F&4E

不溶性
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