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摘要:目的:建立一种简单、快速的灵芝酸 A(GAA)分析

方法.方法:以 GAA 为模板分子,以邻苯二胺为功能单

体,在玻碳电极上采用循环伏安法电聚合制备能特异性

识别 GAA的分子印迹聚合物(MIP).采用红外光谱、扫

描电镜、电化学方法对 MIP的结构、形貌和电化学行为进

行表征.以[Fe(CN)６]３－/４－ 为活性指示剂,考察传感器

对 GAA 的分析性能.采用一步电聚合法可在电极表面

制备多孔 GAA分子印迹聚合物.结果:在１．０pmol/L~
１．０μmol/L范 围 内,[Fe(CN)６]３－/４－ 的 电 化 学 信 号 与

GAA浓度对数呈良好的线性关系,检测限为０．２１pmol/L.

灵 芝 粉 乙 醇 和 水 溶 解 液 中 GAA 测 定 值 分 别 为

１．１５nmol/L 和３．００pmol/L.结论:该分子印迹电化学

传感器可用于灵芝粉浸出液中 GAA的快速、灵敏检测.

关键词:分子印迹聚合物;电化学传感;灵芝酸 A;邻苯二

胺;灵芝粉

Abstract:Objective:Constructionofasimpleandrapidmethod

fortheanalysisofganodericacid A (GAA)．Methods:The

molecularimprinted polymer (MIP)that can specifically

recognizeganodericacid A (GAA)wereprepared bycyclic

voltammetricdepositionusingGAAastemplatemoleculeandoＧ

phenylenediamine as functional monomer． The structure,

morphology and electrochemical behavior of MIP were

characterized by infrared spectroscopy, scanning electron

microscopyandelectrochemicalmethods．Using[Fe(CN)６]３－/４－

astheactiveindicator,theanalyticalperformanceofthesensor

forGAAwasinvestigated．PorousMIPforGAAcanbeprepared

on the electrode surface by oneＧstep electropolymerization．

Results:Theresultsofquantitativeanalysisshowedthatthe

electrochemicalsignalof [Fe(CN)６]３－/４－ hadagoodlinear

relationshipwiththelogarithm of GAA concentrationinthe

rangeof１．０pmol/L~１．０μmol/L,andthedetectionlimitwas

０．２１pmol/L．ThemeasuredvaluesofGAAinethanolandwaterＧ

solublesolutionofGanodermalucidumpowderwere１．１５nmol/L

and３．００pmol/L,respectively．Conclusion:TheMIPＧbasedGAA

electrochemicalsensorcanbeusedfortherapiddeterminationof

GAAinextractsolutionofGanodermalucidumpowder．

Keywords: molecularly imprinted polymer; electrochemical

sensing;ganoderic acid A;OＧphenylenediamine;ganoderma

lucidumpowder

灵芝是一种具有抗肿瘤、调节免疫、防艾滋病病毒、

抗氧化、延缓衰老等多种作用的药用真菌[１－３],其药理作

用主要归因于灵芝中含有的多种三萜类化学成分和多糖

等.灵芝酸 A(GAA)作为灵芝的主要活性成分之一,表
现出显著的抗肿瘤、护肝及抗癌作用[４],GAA 含量直接

影响灵芝的药用价值,因此建立一种简单、快速的 GAA
分析方法对评价灵芝品质具有重要意义.

目前,GAA的检测方法有分光光度法[５－７]、离子色谱

法[８－９]、高效液相色谱法[１０－１２]等.但上述方法存在操作

繁琐、成本高昂及分析时间长等问题.相比之下,分子印
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迹聚合物(MIP)基传感技术具有选择性强、化学性质稳

定、对环境的耐受性好和制备简单、造价低廉等优点.与

电化学技术相结合得到分子印迹电化学传感器不仅操作

简单、成 本 低 廉、选 择 性 较 好,而 且 能 获 得 高 的 灵 敏

度[１３－１５].MIP基电化学传感器目前已被广泛用于药物

分子[１６]、环境污染物[１７]、生物分子[１８]的检测.然而,截
至目前,关于 GAA的分子印迹电化学传感器的研究尚未

见报道.邻苯二胺(OPD)易发生聚合反应,适用于一步

电合成聚邻苯二胺超薄膜,并且在不添加交联剂和致孔

剂的情况下即可与模板分子产生作用,是电化学传感器

中实现非共价分子印迹最常用的单体之一,且具有选择

性高和响应时间短的特点[１９－２１].

研究拟以 OPD作为功能单体,采用一步电化学聚合

法在玻碳电极表面制备一层能特异性识别 GAA 的 MIP
膜,用 于 GAA 的 快 速、灵 敏 检 测,为 灵 芝 粉 浸 出 液 中

GAA检测及灵芝粉品质评价提供新的技术支持.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

OPD和 GAA:分析纯,上海源叶生物科技有限公司;

木犀草素:分析纯,上海麦克林生化科技有限公司;

绿原酸、盐酸多巴胺、冰醋酸和醋酸钠:分析纯,上海

阿拉丁生化科技有限公司;

试验用水均为去离子水.

１．２　仪器与设备

扫描 电 子 显 微 镜 (SEM):SＧ４８００ 型,日 本 Hitachi
公司;

电化 学 工 作 站:CHIＧ６５０D 型,上 海 辰 华 仪 器 有 限

公司;

超声波 清 洗 器:KQ５２２００E 型,上 海 超 声 仪 器 有 限

公司;

电子天平:AL２２４CN型,奥豪斯仪器有限公司;

恒温培养摇床:２０１４０６３９型,上海苏坤实业有限公司;

傅里叶变换红外光谱仪(FTIR):NICOLETiS１０型,

美国赛默飞世尔科技公司;

三电极系统:玻碳电极(GCE,直径３mm)为工作电

极,Ag/AgCl为参比电极,铂柱电极为对电极,上海辰华

仪器有限公司.

１．３　试验方法

１．３．１　前驱溶液的制备　称取１．０mg(０．２mmol)GAA
和１．３ mg (１．２ mmol)OPD,加入到 ２ mL HAcＧNaAc
(pH５．２)缓冲液中,配制成含有 ０．１ mmol/L GAA 和

０．６mmol/LOPD的混合溶液.搅拌２min后得到均匀

溶液后,将混合溶液超声反应１h,随后通入氮气１０min
以除去溶液中的氧气,得到 MIP电聚合制备前驱液,密封

备用.上述过程中不加入 GAA模板分子,得到非印迹聚

合物(NIP)制备前驱液,用于对照试验.

１．３．２　 MIP/GCE 的 电 化 学 制 备 　 首 先,将 玻 碳 电 极

(GCE)依次在０．０５μm 和０．３μm Al２O３粉浆中打磨,再
用去离子水冲洗电极表面吸附的 Al２O３颗粒,随后置于

超纯水中超声５min除去电极表面杂质,通氮气吹干,得
到干净的基底 GCE.将 GCE置于 MIP前驱液中,采用

循环伏安法(CV)在０~０．８V电位范围内扫描３０圈.随

后,将其转移到０．１mol/LNaOH 中,在－１~１V电位窗

口条件下扫描５０圈,将电极上的模板分子、未聚合的物

质以及其他杂质洗脱出来,最后用超纯水冲去 MIP电极

表面的 NaOH 以及剩余杂质,即制得 MIP/GCE,烘干备

用.相似地,将不含 GAA 的 NIP前驱液替换 MIP前驱

液,采用相同电聚合和洗涤步骤制备 NIP修饰电极(NIP/

GCE).

１．３．３　GAA 在 MIP/GCE 的 吸 附 和 电 化 学 测 试 　 将

MIP/GCE浸入不同浓度的 GAA 溶液中,在７７r/min转

速下吸附５０min,随后用去离子水淋洗,去除电极表面非

特异 性 吸 附 的 GAA 分 子,从 而 得 到 GAA 吸 附 电 极

(GAA/MIP/GCE ). 将 GAA/MIP/GCE 置 于

０．１mmol/L 的[Fe(CN)６]３－/４－ 溶液中进行循环伏安扫

描(CV)和 电 化 学 阻 抗 法 (EIS)表 征.CV 扫 描 范 围

－０．２~０．６ V,扫 描 速 率 １００ mV/s.EIS 频 率 范 围

０．１Hz~１００kHz,振幅５mV.同样以[Fe(CN)６]３－/４－

为指示探针,采用微分脉冲伏安法(DPV)进行定量分析,

DPV参数:电位区间－０．１~０．５V、脉冲幅度０．０５V、脉
冲宽度０．０５V.采用同样方法考察 NIP/GCE对GAA的

识别性能.基于 OPD聚合膜的 GAA分子印迹电化学传

感器构建如图１所示的示意图.

１．３．４　试验条件优化　为达到传感器对 GAA 最佳的分

析性能,从 OPD电化学聚合扫描圈数、模板分子 GAA洗

脱圈数和 GAA吸附时间进行试验条件优化.具体方法:

将 GCE置于 OPD和 GAA混合溶液中进行电化学聚合,

图１　GAA分子印迹电化学传感器构建示意图

Figure１　Schematicdiagram fortheconstruction of
molecular imprinted polymerＧbased
electrochemicalsensorforGAA
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直至所得的CV曲线趋于稳定,考察 OPD在 GCE表面聚

合是否达到饱和;将聚合后的电极在０．１mol/LNaOH 空

白液 中 进 行 不 同 圈 数 CV 扫 描 用 于 GAA 洗 脱,在

[Fe(CN)６ ]３－/４－ 溶 液 中 进 行 电 化 学 检 测,当

[Fe(CN)６]３－/４－ 峰电流达到最大稳定值,验证 GAA已洗

脱完全;进一步将洗脱后的电极在 GAA溶液中吸附不同

时间,考察其在[Fe(CN)６]３－/４－ 溶液中的电化学响应,当
信号降到最低,验证 GAA与 MIP吸附达到平衡.

２　结果与分析

２．１　电聚合过程

图２(a)为 GCE在含 NIP前驱液中连续电聚合３０圈

的CV 图.聚合第一圈时,０．４８V 处出现一个不可逆的

氧化峰,对应于 OPD上的氨基被氧化成带正电荷的自由

基的不可逆过程[２２－２３].随着扫描圈数的增加,该氧化峰

强度逐渐下降,说明有不导电产物吸附在 GCE表面,抑
制了后续聚合吸附过程.当聚合至３０圈时,该氧化峰趋

于消失,表明 GCE表面已完全被 OPD 聚合膜覆盖.而

当电解液为 MIP前驱液时[图２(b)],同样观察到０．４８V
附近有一不可逆氧化峰,证实了该峰来自于 OPD 的氧

化.随着扫描圈数的增加,该峰逐渐降低,说明不导电聚

合产物吸附在电极表面.该结果也表明 GAA 的存在不

会影响 OPD的电化学聚合过程.值得注意的是,在相同

的电聚合扫描圈数下,NIP前驱液的峰信号强度均低于

MIP的峰信号强度.这可能是因为在电聚合成膜的过程

中,由于 MIP前驱液中的 GAA与 OPD通过氢键作用掺

入聚合膜中,降低了 OPD 聚合膜的致密度,从而有利于

后续的 OPD在电极表面的扩散和氧化.

图２　GCE在 NIP和 MIP前驱液中连续扫描的 CV曲线

Figure２　SuccessiveCVcurvesofGCEinprecursorsolutionofNIPandMIP

２．２　MIP物化表征

２．２．１　SEM 表征　由图３可知,经电化学聚合的 NIP和

MIP在电极表面均呈无规则颗粒状材料,且覆盖了整个电

极表面.NIP表面光滑,而 MIP材料表面具有大量孔洞.

该差异表明,印迹模板分子 GAA可有效从 MIP中洗脱出

来,并在 MIP膜上留下与 GAA分子匹配的“孔穴”.

２．２．２　FTＧIR表征　采用 FTＧIR对 NIP和 MIP的化学

结构进行表征,结果(如图４所示)显示 NIP和 MIP的特

征 吸 收 带 完 全 一 致 ,表 明 二 者 的 化 学 结 构 相 同 .在

图３　NIP和 MIP的SEM 图

Figure３　SEMimagesofNIPandMIP

３４３０cm－１ 附近的宽吸收带和１６５０cm－１处的吸收峰归

属于 N—H 收 缩 振 动 和 弯 曲 振 动[２４].２９４７cm－１ 和

２８８２cm－１ 归 属 于 饱 和 的 C—H 振 动 吸 收 峰[２５].

１４３０cm－１ 的吸收峰归因于苯环上C═C骨架的伸缩振

动[２６].１０４３cm－１处的吸收峰对应于聚合物中的 C—N
收缩振动.８５１cm－１处的吸收峰表明存在吩嗪结构.上

述结果证实电化学合成的 MIP为在吩嗪的主链上具有苯

环和喹环结构头尾相连的聚合物.

图４　NIP和 MIP的FTＧIR图

Figure４　FTIRspectraofNIPandMIP

６２

基础研究FUNDAMENTALRESEARCH 总第２５５期|２０２３年１月|



２．３　不同修饰电极的电化学表征

使 用 CV 法 和 EIS 法,在 ０．１ mmol/L 的

[Fe(CN)６]３－/４－ 溶液中对不同修饰电极进行电化学表

征,结 果 如 图 ５ 所 示. 由 图 ５ (a)可 以 看 出,
[Fe(CN)６]３－/４－ 在裸 GCE上有一对可逆的氧化还原峰

(曲线a),表明[Fe(CN)６]３－/４－ 在裸 GCE表面发生很好

的电子 转 移 过 程.而 [Fe(CN)６]３－/４－ 在 电 聚 合 后 的

GAA/MIP复合修饰电极上的氧化还原峰完全消失(曲
线b),是因为电极上覆盖了一层致密且不导电的绝缘聚

合膜,阻碍了[Fe(CN)６]３－/４－ 与基底电极的接触.当去

除 GAA模板分子后,[Fe(CN)６]３－/４－ 在电极上又重新出

现一对明显的氧化还原峰(曲线c),表明 GAA 分子可以

有 效 地 从 MIP 膜 中 洗 脱,并 留 下 空 腔,成 为

[Fe(CN)６]３－/４－ 扩散到 GCE表面的通道.对 OPDＧMIP

重新吸附 GAA的电极,发现[Fe(CN)６]３－/４－ 的氧化还原

信号相比吸附前有明显减弱(曲 线 d).该 试 验 表 明,

GAA洗脱后的空腔构象与 GAA 功能基团相匹配,可用

于 GAA的吸附识别,重新占据 MIP膜上空腔位点,导致

[Fe(CN)６]３－/４－ 的CV信号减弱.

由图５(b)可知,裸 GCE上只有很小的电荷转电阻

(Rct)(曲线a),表明 GCE具有很好的导电能力.聚合后

的 GAA/MIP修饰电极Rct值最大(曲线b),电极表面覆

盖了一层致密不导电的聚合物.在洗脱后的 MIP/GCE
上Rct值降低(曲线c),是因为GAA模板分子被去除形成

空腔,导电性增强.当在 GAA 溶液中重新结合后,形成

复合物,阻碍了[Fe(CN)６]３－/４－ 靠近电极表面,所对应的

Rct值有所升高(曲线d),说明 MIP电极对 GAA 具有识

别能力.

a．裸 GCE　b．GAA/MIP/GCE　c．MIP/GCE　d．冲洗吸附后的 GAA/MIP/GCE

图５　不同修饰电极在[Fe(CN)６]３－/４－ 的 CV图和 EIS图

Figure５　CVcurveandEIScurveofdifferentmodifiedelectrodesin[Fe(CN)６]３－/４－

２．４　模板洗脱圈数和GAA吸附时间优化

２．４．１　洗脱扫描圈数优化　在０．１mol/LNaOH 中进行

GAA洗脱的CV扫描圈数直接影响传感器 MIP膜的空

腔数量,洗脱圈数太少会导致大量 GAA模板分子残留在

膜内,降低传感器对 GAA 检测的识别能力.由图６可

知,洗脱圈数为１０~５０圈时,峰电流值随洗脱圈数的增

加而增加,说明印迹孔穴逐渐增多.当洗脱圈数达到

５０圈后,峰电流值达到最大值,之后峰电流值不再有明显

的变化,说明 GAA 模板分子已从 MIP膜中洗脱干净.

因此,选择５０圈为最优的CV洗脱圈数.

２．４．２　GAA吸附时间优化　将 GAA洗脱完全的传感器

浸入 ０．１μmol/L GAA 溶 液 不 同 时 间,然 后 取 出,在

[Fe(CN)６]３－/４－ 溶液中进行扫描,考察不同吸附时间对

传感器峰电流的影响.由图７可知,峰电流值随吸附时

间的增加而减小,当吸附时间增加到５０min时电流峰值

基本趋于稳定,说明 GAA在 MIP膜上的吸附达到平衡,

因此５０min为传感器吸附 GAA的最佳时间.

２．５　分析性能

在最 佳 条 件 下,将 MIP/GCE 浸 入 不 同 浓 度

(１．０pmol/L~１．０μmol/L)的 GAA 溶液中吸附５０min,

再在[Fe(CN)６]３－/４－ 溶液中进行 DPV扫描,考察分子印

图６　峰电流与 CV扫描洗脱圈数关系曲线图

Figure６　Relationshipbetweenpeakcurrentsand

theCVelutioncycles
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图７　峰电流与 GAA吸附时间的关系曲线

Figure ７ 　 Relationship between peak currents and
adsorptiontimeofGAA

迹传感器对 GAA 的分析性能.由图 ８(a)可 知,随 着

GAA浓度的增加,使所测的峰电流值逐渐降低,表明越

来越多的 GAA目标分子占据了 MIP/GCE上空腔位点.

峰电流值(Ip)与GAA浓度负对数(－lgC)在１．０pmol/L~
１．０μmol/L范围内呈良好的线性关系[图８(b)],其线性

回归 方 程 为:Ip ＝１８．２－０．７１０lgC,相 关 系 数 R２ ＝
０．９９５１,检出限为０．２１pmol/L.

２．６　重现性、稳定性和选择性

平行制备５支 MIP/GCE,在相同条件下对１．０μmol/L
GAA目标分子进行检测,结果如图９(a)所示.根据信号

变化,求得相对标准偏差(RSD)为３．３％,表明所制备的

传感器具有良好的重现性.

　　将制备的 MIP/GCE置于４℃冰箱中保存,每隔２４h

图８　MIP/GCE与不同浓度 GAA吸附后的 DPV曲线及其峰电流与 GAA浓度负对数线性关系

Figure８　DPVsofMIP/GCEadsorptionwithdifferentconcentrationofGAAandthelinearrelationship
betweenpeakcurrent(andnegativelogarithmofGAAconcentration(－lgC)

图９　MIP电化学传感器的重复性和稳定性

Figure９　TherepeatabilityandstabilityofMIPＧbasedelectrochemicalsensor

使用 DPV 法对其进行连续检测,并在第７天考察其对

１．０μmol/LGAA溶液的分析性能.结果如图９(b)所示,

MIP/GCE连续６d的DPV峰电流变化很小;且第７天仍

能用于 GAA检测,说明 MIP/GCE具有良好的稳定性.

图１０为 分 子 印 迹 传 感 器 在 不 同 溶 液 (浓 度 均 为

１．０μmol/L)中浸泡５０min后,在[Fe(CN)６]３－/４－ 中的

DPV曲线.由图１０可知,MIP/GCE在空白液中的信号

(曲线a)与其在绿原酸(曲线b)、木犀草素(曲线c)、多巴

胺(曲线d)溶液中浸泡后的信号接近,表明传感器对上述

溶液不产生响应.而在GAA溶液中浸泡后,信号降低,

８２

基础研究FUNDAMENTALRESEARCH 总第２５５期|２０２３年１月|



a．空白液　b．绿原酸　c．木犀草素　d．多巴胺　e．GAA溶液

f．GAA、绿原酸、木犀草素和多巴胺混合溶液

图１０　OPDＧMIP电化学传感器的选择性

Figure１０　TheselectivityofOPDＧMIP

electrochemicalsensor

且与在混合溶液中浸泡后的 DPV 峰电流值无明显差异,

表明该电化学传感器对 GAA有良好的选择识别性.

２．７　实际样品的检测

将市场购买的灵芝粉实际样品用水或乙醇作为溶剂

分别配 制 １０ mg/mL 的 灵 芝 液,静 置 ２４h.离 心,取

１００μL 灵 芝 液,用 MIP/GCE 进 行 浸 泡 吸 附,后 在

[Fe(CN)６]３－/４－ 中进行检测,根据峰电流值代入线性回

归方程计算分析得到相应的 GAA 的浓度.随后在浸出

灵芝液中分别加入不同浓度的标准 GAA 溶液进行回收

率测定,结果如表１所示.结果显示以乙醇为溶剂的浸

出浓度为１．１５nmol/L,而以水为溶剂的浸出浓度仅为

３．００pmol/L,表明乙醇能更有效地使 GAA 从实际样品

中溶解出来.在两种溶剂浸出液中进行标准加入法,得

到的回收率分别为９９％~１０２％和９８％~１０１％,说明该

方法所制备的分子印迹电化学传感器对GAA的检测具

表１　用乙醇或水配制的灵芝液实际样品中

GAA测定结果

Table１　DeterminationresultsofGAAinrealsamples

preparedwithethanolorwater

溶剂
测定值/

(nmolL－１)

加入量/

(nmolL－１)

检出量/

(nmolL－１)

回收率/

％

乙醇

１．１５ － １．１３ －

１．１５ ０．１ １．２５ １００

１．１５ １．０ ２．１７ １０２

１．１５ １０ １１．０４ ９９

水　

０．００３ － ０．００２ －

０．００３ ０．１ ０．１０４ １０１

０．００３ １．０ ０．９８３ ９８

０．００３ １０ ９．８０３ ９８

有较高的准确度,可用于灵芝粉等实际样品的检测.建

立灵芝活性成分的快速检测方法,有助于灵芝药材的质

量控制与现代剂型的开发.

３　结论

将分子印迹技术和电化学传感器结合,采用电聚合

的方法,以邻苯二胺为功能单体,灵芝酸 A 为模板分子,

在无需交联剂条件下合成分子印迹聚合物,并利用IR和

SEM 对其进行结构和形貌表征.在最佳的试验条件下,

以灵芝酸 A为模板分子,以邻苯二胺为功能单体合成的

分子印迹电化学传感器具有良好的重现性、稳定性和选

择性,在１．０pmol/L~１．０μmol/L范围内,灵芝酸A的浓

度(mol/L)和峰电流(μA)有良好的线性关系,拟合线性

方程为Ip＝１８．２－０．７１０lgC,相关系数R２＝０．９９５１,检出

限为０．２１pmol/L,在灵芝实际样品检测中其回收率为

９８％~１０２％,具有良好的检测性能.
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