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分子印迹电化学传感器检测牛奶中头孢噻呋钠
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摘要：［目的］构建一种分子印迹电化学传感器，用于牛奶中头孢噻呋钠的检测。［方法］以头孢噻呋钠为模板分子，丙烯

酰胺为功能单体，在磷酸盐缓冲溶液中采用电聚合法在金电极表面制备分子印迹膜。利用差分脉冲法、循环伏安法对

传感器的电化学性能进行表征，对构建该传感器的试验参数和检测条件进行优化，并对牛奶中的头孢噻呋钠进行检

测。［结果］最优试验条件下构建的传感器对头孢噻呋钠呈良好的线性检测范围（1×10-6~1×10-4 mol/L），检出限为

5×10-7 mol/L，且具有良好的选择性和稳定性。采用该传感器对牛奶样品进行检测，加标回收率为 78.0%~98.9%。［结

论］试验构建的传感器制备简单快捷，成本低廉，灵敏度高，可以用于实际样品中头孢噻呋钠的测定。
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Abstract: ［［Objective］］ A molecular-imprinted electrochemical sensor was developed to detect ceftiofur sodium in milk. ［［Methods］］ Firstly, 

a molecular-imprinted film was prepared on the surface of a gold electrode by electropolymerization with ceftiofur sodium as a template 

molecule and acrylamide as a functional monomer in phosphate buffer solution. The electrochemical performance of the sensor was 

characterized by differential pulse voltammetry and cyclic voltammetry, and the construction parameters and detection conditions were 

optimized for the sensor. Under the optimal conditions, the sensor was used to quantitatively determine the content of ceftiofur sodium in 

milk. ［［Results］］ The sensor constructed under the optimal conditions exhibited a good linear detection range (1×10-6~1×10-4 mol/L) for 

ceftiofur sodium, with a detection limit of 5×10-7 mol/L and good selectivity and stability. In addition, milk samples were detected by the 

sensor, and the recovery rates of spiked milk samples were 78.0%~98.9%. ［［Conclusion］］ The sensor is simple, rapid, cost-effective, and 

sensitive, and it can be used for the detection of ceftiofur sodium in real samples.

Keywords: molecular-imprinted electrochemical sensor; ceftiofur sodium; acrylamide; milk

头孢菌素类药物属于 β-内酰胺类抗生素之一，是由

7-氨基头孢烷酸通过衍生而得到的，具有较低的毒性和广

谱抗菌性等优点［1-2］。目前，头孢菌素类药物分为五代，

每一代与前一代相比都具有更加优异的性能，如更优的

稳定性、细胞渗透性以及更广泛的微生物靶标等，且已被

广泛应用于临床治疗等领域［3］。头孢噻呋钠（CTFS）为人

工半合成的第三代头孢菌素类抗生素，对革兰氏菌及部

分厌氧菌起到强效抑菌作用，近年来被广泛应用于畜禽
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敏感性菌感染等疾病治疗中［4-7］。CTFS 是不可生物降解

的 ，对 人 类 健 康 和 自 然 及 社 会 环 境 会 带 来 许 多 不 良

影响［8-9］。

目 前 ，检 测 CTFS 的 方 法 主 要 有 高 效 液 相 色 谱

法［10-12］、液相色谱—质谱联用技术［13-15］、离子吸附法［16］、

生物分析法［17-18］等。与上述技术相比，电化学技术与分

子印迹技术结合后所构建的分子印迹电化学传感器具有

检 测 灵 敏 便 捷 、准 确 度 高 、选 择 性 好 、成 本 较 低 等 优

点［19-20］，黄桂珍等［21］以邻苯二胺为功能单体，采用电聚合

法在玻碳电极表面构建一种对灵芝酸 A 具有特异识别的

分子印迹电化学传感器，最低检出限为 0.21 pmol/L。王

慧等［22］在氧化石墨烯—聚乙烯亚胺复合材料所修饰的玻

碳电极表面，利用电聚合法合成了土霉素分子印迹聚合

物薄膜，制得检测土霉素的分子印迹电化学传感器，其最

低检出限为 0.33 μmol/L。Goksu 等［23］以达托霉素为模板

分子，邻苯二胺为功能单体，采用电聚合法在 Au-Pt纳米

粒子修饰的玻碳电极表面构建了一种新型的电化学分子

印迹聚合物传感器，其最低检出限达 0.161×10-12 mol/L。

Han 等［24］以对氨基苯甲酸为功能单体，在纳米金修饰的玻

碳电极表面构建了一种用于检测双酚 A 的分子印迹电化

学传感器，检出限为 52 nmol/L。Yang 等［25］以多菌灵为模

板分子，间苯二酚为功能单体，利用电聚合法在羟基氧化

铁纳米材料修饰的玻碳电极表面制备了对多菌灵具有特

异性识别的分子印迹电化学传感器，其最低检出限为

25 pmol/L。Lu 等［26］以呋喃西林为模板分子，烟酰胺和

2-氨基 -5-巯基 -1，3，4-噻二唑为双功能单体，利用 ZIF 修

饰的羧基多壁碳纳米复合物提高电极导电性，采用电聚

合法制备了对呋喃西林具有高特异性识别的分子印迹电

化学传感器，其检出限为 6.7×10-14 mol/L。

丙烯酰胺（AAM）是一种常见的功能单体，具有良好

的生物相容性、可溶性等性能，可以与 CTFS 产生氢键、范

德华力、疏水等作用。研究拟以 CTFS 为模板分子，AAM

为功能单体，通过电聚合法在金电极表面制备分子印迹

膜，构建一种对 CTFS 具有特异性识别的分子印迹传感

器，并应用于实际样品中 CTFS 的检测，旨在开发一种新

型的分子印迹传感器，通过精确的分子识别机制实现对

CTFS 分子的高效检测，为相关研究领域提供一种灵敏度

高、稳定性和选择性好的检测方法。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

1.1.1　材料与试剂　

头孢噻呋钠、头孢噻吩钠、头孢氨苄、头孢曲松钠：纯

度 98%，上海源叶生物科技有限公司；

丙烯酰胺：分析纯，天津科密欧化学试剂；

Al2O3：α相，50 nm，上海麦克林生化科技股份有限

公司；

甲醇、无水乙醇、铁氰化钾、氯化钾、氯化钠、磷酸氢

二钠、磷酸二氢钾等：分析纯，天津市德恩化学试剂有限

公司；

牛奶样品：内蒙古伊利实业集团股份有限公司；

三电极体系：金电极（Au，直径为 2 mm）为工作电极，

铂丝为对电极，饱和甘汞电极为参比电极，上海辰华仪器

公司；

试验用水：超纯水。

1.1.2　主要仪器设备　

电化学工作站：CHI660E 型，上海辰华仪器公司；

电子天平：BSA224S-CW 型，北京赛多利斯科学仪器

有限公司；

数控超声波清洗器：KQ3200DE 型，昆山市超声仪器

有限公司。

1.2　方法

1.2.1　MIP-AAM/Au 的制备　将金电极在专用麂皮上利

用纳米级的 Al2O3 进行打磨处理，使用超纯水冲洗干净，

按 m 电极∶V 溶液为 1∶1 （g/mL）于 HNO3、无水乙醇和超纯水

中分别超声 5 min 以去除残留在电极表面的 Al2O3 粉末。

采用循环伏安法（CV）于 0~0.5 V 的扫描电位，0.1 V/s的扫

描速率，5 mmol/L 的 K3Fe（CN）6/0.1 mol/L 的 KCl 溶液中

进 行 检 测 ，直 至 扫 描 曲 线 稳 定 。 将 三 电 极 体 系 置 于

0.20 mol/L 的磷酸盐缓冲液（pH 6，含 1 mmol/L CTFS 和

AAM）中，以 0.05 V/s 的扫描速率，0~0.8 V 的扫描电位下

CV 扫描 20 圈，形成 CTFS 印迹膜（MIP）。将此电极置于

甲 醇 溶 液 中 搅 拌 洗 脱 4 min，洗 脱 模 板 分 子 CTFS，得

CTFS 分子印迹传感器（MIP-AAM/Au）。由于 AAM 在自

发聚合反应中且不存在 CTFS 的情况下，AAM 无法单独

进行电聚合反应，因此未制备非分子印迹传感器（NIP-

AAM/Au）。

1.2.2　不同电极的制备及电化学检测　按 1.2.1 的方法分

别 制 备 CTFS-MIP-AAM/Au、MIP-AAM/Au。 将 MIP-

AAM/Au 浸入 1 mmol/L 的 CTFS 溶液中吸附 4 min，用超

纯水清洗去除电极表面非特异性吸附的 CTFS 分子，得

CTFSad-MIP-AAM/Au。 将 裸 电 极 和 3 种 电 极 置 于

5.0 mmol/L 的 K3Fe（CN）6/0.1 mol/L 的 KCl 溶 液 中 ，以

0.1 V/s 的扫描速率，-0.3~0.8 V 的扫描电位下进行 CV 表

征 ，在 5.0 mmol/L 的 K3Fe（CN）6/K4Fe（CN）6 溶 液 中 ，

0.1 Hz~100 kHz的频率范围，5 mV的振幅下进行 EIS表征。

1.2.3　试验条件优化　分别对 CTFS 和 AAM 的物质的量

比例、电聚合扫描圈数、洗脱时间、吸附时间以及聚合液

的 pH 值等条件进行优化。在含有不同物质的量比例的
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CTFS 和 AAM 的聚合液中进行聚合，在 5.0 mmol/L 的

K3Fe（CN）6 溶液中检测分子印迹膜经洗脱后和吸附后的

电流，当两者峰电流差值最大时，确定最优比例；将金电

极在含最优比例的 CTFS、AAM 聚合液中进行 CV 扫描直

至扫描曲线趋于稳定状态，根据 K3Fe（CN）6溶液中分子印

迹膜洗脱后和吸附后的电流差值考察其是否聚合完全，

从而确定最优电聚合圈数；将聚合后的电极在甲醇溶液

中洗脱，并在 K3Fe（CN）6溶液中进行检测，当峰电流值达

到最大时，说明 CTFS 已洗脱完全；将洗脱后的电极置于

CTFS 溶液中进行不同时间的吸附，当在 K3Fe（CN）6溶液

中的电流响应值趋于平稳时，说明已吸附饱和；配制不同

pH 值的聚合液来构建传感器，分析所构建的传感器在

K3Fe（CN）6 溶液中检测分子印迹膜洗脱后和吸附后的电

流差值，当电流差值达到最大时，确认聚合液的最优

pH 值。

1.2.4　数据分析　各试验均平行测定 3 次，取其平均值及

标准偏差进行分析。利用 Zview 对电阻数据进行拟合，

Origin 2019 软件进行绘图。

2　结果与分析

2.1　CTFS 分子印迹膜电聚合过程

由图 1 可知，由于 AAM 的电化学聚合反应为不可逆

过程，其氧化峰值电流伴随着 CV 扫描圈数的增加逐渐降

低，并在扫描 20 圈后趋于稳定，说明金电极表面形成了一

层致密的不导电薄膜，即 MIP 膜。

2.2　MIP-AAM/Au 的电化学表征

2.2.1　CV 表征　由图 2 可知，裸电极具有明显的可逆的

氧化还原峰，表明此时的探针离子［Fe（CN）6］
3-在电极表

面发生了快速的电子转移。当金电极表面聚合一层 MIP

膜后，电极的氧化还原峰电流值迅速降低，说明电极表面

聚 合 的 MIP 膜 具 有 不 导 电 性 ，从 而 使 探 针 离 子

［Fe（CN）6］
3-不能进行转移。当 MIP 膜上的模板分子被

洗脱后，峰电流值显著升高，是由于 MIP 膜经洗脱后产生

大量空腔，探针离子［Fe（CN）6］
3-通过这些空腔与电极表

面接触并发生电子转移。当洗脱模板分子后空腔再次吸

附模板分子时，峰电流值与洗脱模板分子后相比有所下

降，表明当洗脱后的电极再次吸附模板分子时，MIP 膜上

经洗脱所暴露的部分空腔位点逐渐被模板分子再次占

据，导致探针离子［Fe（CN）6］
3-不易通过 MIP 膜转移到电

极表面，因此峰电流也随之减少。综上，电极表面洗脱后

的空腔可以与 CTFS 基团相匹配，即所构建的 MIP 电极对

CTFS 具有识别能力。

2.2.2　EIS 表征　由图 3可知，裸 Au的交流阻抗弧线几乎

呈一条直线，表明裸Au具有良好的导电性。当在裸Au表面

聚合形成一层致密的 MIP膜后，探针离子［Fe（CN）6］
4-/3-不

易到达电极表面，阻抗增大至 116 Ω。当印迹电极经过洗

脱后，MIP 膜上产生空腔，探针离子［Fe（CN）6］
4-/3-可以通

过空腔到达 MIP-AAM/Au 表面，此时阻抗减小到 67 Ω。

MIP-AAM/Au 经重新吸附 CTFS 后，裸露的空腔被占据，

探针离子［Fe（CN）6］
4-/3-可转移的通道减少，电极表面阻

抗再次增大到 92 Ω。综上，试验构建的传感器对 CTFS 具

有识别能力。

2.3　试验条件优化

2.3.1　模板分子与功能单体的物质的量　由图 4 可知，当

功能单体的比例不断减少时，电流差不断增加，造成这种

现象的主要原因可能是 AAM 过多，大量聚合在电极表

面，阻碍了 CTFS 的结合，从而使电流信号较低，当 AAM

逐渐减少时，电流信号逐渐升高。当 nCTFS∶nAAM 为 1∶1 时，

图 1　AAM 的电聚合循环伏安曲线

Figure 1　Cyclic voltammogram of electropolymerization 

of AAM

a. 裸 Au b. MIP-AAM/Au c. CTFSad-MIP-AAM/Au d. CTFS-

MIP-AAM/Au

图 2　不同电极在 5.0 mmol/L 的 K3Fe（CN）6/0.1 mol/L 的

KCl 溶液中的 CV 图

Figure 2　CV plot of different electrodes in 5.0 mmol/L 

K3Fe（CN）6/0.1 mol/L KCl
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电流响应信号最强，说明以此比例构建的传感器性能较

好，此后增加 CTFS 的比例，能与之结合的 AAM 较少，形

成的印迹位点较少，电流信号降低。因此，选择 nCTFS∶nAAM

为 1∶1 作为后续模板分子与功能单体的最佳物质的量的

比例。

2.3.2　电聚合扫描圈数　增加扫描圈数可以形成更完

整、均匀的聚合膜，从而提高分子识别的选择性和灵敏

度。但扫描圈数过多可能会导致聚合膜过厚，传递速率

和稳定性等性能变差。由图 5 可知，当扫描圈数为 10~20

时，电流信号随扫描圈数的增加逐渐升高，在扫描 20 圈

时，响应电流信号最大，说明此时形成的 MIP 膜对电极表

面的包覆比较完整。当扫描圈数＞20 时，电流信号开始

随扫描圈数的增加而减少，说明此时 MIP 膜过厚，电子不

易转移。因此，选择 20 圈作为后续电聚合的最佳聚合

圈数。

2.3.3　洗脱剂　由图 6 可知，洗脱剂对印迹电极均有洗脱

作用，其中甲醇的洗脱效果最好，可能是因为乙腈、乙酸、

甲醇—水（V 甲醇∶V 水为 1∶1）为洗脱剂时，溶剂的强极性对

MIP 膜造成一定的破坏。而乙醇的极性太小，无法将

CTFS 有效地从 MIP 膜中完全洗脱出来。甲醇的极性适

中且性质相对温和，可以有效地将 CTFS 从 MIP 膜中洗脱

出来，同时也不会破坏印迹膜结构。因此，选择甲醇作为

洗脱剂。

2.3.4　洗脱时间　由图 7 可知，当洗脱时间为 2~4 min 时，

MIP 膜上的 CTFS 被逐渐洗脱，导致产生的空腔增多，电流

逐渐升高。当洗脱时间为 4 min时，MIP膜中的 CTFS被有

效去除，产生大量印迹位点，此时的响应电流值最大。而

洗脱 4 min 后，电流信号降低，说明洗脱时间过长，可能导

致 MIP膜被破坏。因此，选择 4 min为最优的洗脱时间。

2.3.5　吸附时间　由图 8 可知，当吸附时间为 2~4 min 时，

响应电流值随吸附时间的增加而迅速降低，说明此时的

CTFS 迅速占据了洗脱后 MIP 膜所暴露的印迹位点，空腔

减少导致电子不易转移。吸附 4 min 后趋于稳定状态，说

a. 裸 Au b. MIP-AAM/Au c. CTFSad-MIP-AAM/Au d. CTFS-

MIP-AAM/Au

图 3　电极在 5.0 mmol/L的 K3Fe（CN）6/K4Fe（CN）6溶液中的

EIS 图

Figure 3　EIS plot of different electrodes in 5.0 mmol/L 

K3Fe（CN）6/K4Fe（CN）6

图 4　模板分子与功能单体物质的量比的优化

Figure 4　Optimization of the amount ratio of template 

molecules to functional monomers

图 5　电聚合扫描圈数优化

Figure 5　Optimization of scan cycles in 

electropolymeriztrtion

图 6　洗脱剂优化

Figure 6　Optimization of eluent
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明此时的印迹位点基本已被完全占据，MIP 膜对 CTFS 的

吸附已达饱和状态。因此，选择吸附 4 min 作为最佳吸附

时间。

2.3.6　pH 值　由图 9 可知，pH 值为 4.5~6.0 的酸性环境可

能导致 AAM 中的酰胺基质子化，使 CTFS 部分分解。随

着 pH 值的升高，质子化现象减弱，电流信号也逐渐增大，

当聚合液的 pH 值为 6 时，响应电流值最大，说明此时的

AAM 和 CTFS 的化学性质可能处于最佳状态，使得二者

在构建传感器中的相互作用达到最大程度。当 pH 值为

7~9 时，随着 pH 值的升高，电流不断降低，可能是由于

AAM 在碱性条件下发生水解反应，产生氨基丙酸等副产

物，导致 CTFS 分解，从而降低稳定性。因此，聚合液最佳

的 pH 值为 6。

2.4　传感器性能分析

2.4.1　CTFS 的检测　由图 10 可知，电流信号随 CTFS 浓

度的增加不断减小，说明 CTFS 在不断地占据电极上的空

腔 。 由 图 11 可 知 ，在 1×10-6~1×10-4 mol/L 范 围 内 ，

CTFS 浓度与 △ I 呈良好的线性关系，线性方程为 y=
0.098x+1.214（R2=0.991），检出限为 5×10-7 mol/L，定量

限为 1.67×10-6 mol/L。

由表 1 可知，在线性检测范围和检出限方面，试验构

建的传感器的性能相比于其他检测方法的更优异，与其

他方法相比，该传感器更加适用于实际样品中痕量 CTFS

残留的快速检测。

a~i分别为 0，1，5，10，20，40，60，80，100 μmol/L

图 10　MIP-AAM/Au 传感器在 CTFS 溶液中的 DPV 图

Figure 10　DPV plot of the MIP-AAM/Au sensor in 

different concentrations of CTFS solution

图 11　MIP-AAM/Au 传感器在 CTFS 溶液中的标准曲线

Figure 11　Standard curve of the MIP-AAM/Au sensor in 

different concentrations of CTFS solution

图 7　洗脱时间优化

Figure 7　Optimization of elution time

图 8　吸附时间优化

Figure 8　Optimization of adsorption time

图 9　pH 值的优化

Figure 9　Optimization of pH
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2.4.2　传感器的重复性和稳定性　最优试验条件下，采

用相同的方法构建出 5 个对 CTFS 具有特异识别的分子印

迹膜电极，对 4×10-5 mol/L 的 CTFS 溶液进行测定，5 次

测定结果的相对标准偏差为 1.24%，表明试验构建的传感

器具有良好的重复性。将此印迹膜电极于 4 ℃贮藏进行

稳定性检测，3 d 后在相同条件下对 4×10-5 mol/L 的

CTFS 溶液进行测定，其电流响应值降至初始响应值的

95.9%，第 7 天降至 93.5%，表明该电极在 7 d 内具有良好

的稳定性。

2.4.3　传感器的选择性　选择头孢噻吩钠、头孢曲松钠

和头孢氨苄 3 种结构类似物作为干扰物质，利用传感器对

4×10-5 mol/L 的 CTFS 和 5 倍浓度的 3 种干扰物进行测

定，结果如图 12 所示。由图 12 可知，3 种干扰物的结构虽

与 CTFS 类似，但所制备的印迹电极表面的空腔并不能使

其完全嵌入，其峰电流变化值远小于 CTFS 的，表明该传

感器对 CTFS 具有良好的特异选择性。

2.5　实际样品检测

将从市场购买的牛奶与无水乙醇以体积比 1∶2 配制

成 15 mL 混合液，并进行 20 min 的超声处理，将超声后的

混合物离心 20 min，过滤并收集滤液，取上清液 2 mL，用

磷酸盐缓冲液稀释至 10 mL 作为样品溶液，调节 pH 至

6［31］。将制备的传感器在最优条件下用于实际牛奶样品

中 CTFS 的检测，进行加标回收试验，结果见表 2。由表 2

可知，牛奶样品中未检出 CTFS 残留，经加标处理后的样

品 中 ，CTFS 的 平 均 回 收 率 为 78.0%~98.9%，RSD 为

3.05%~5.29%，说明试验构建的传感器对 CTFS 的检测具

有较高的准确性，可以用于实际样品的检测。

3　结论

基于分子印迹的特异性，以头孢噻呋钠为模板分子、

丙烯酰胺为功能单体，通过电聚合法构建了对头孢噻呋钠

具有特异识别性的分子印迹电化学传感器，并用于实际牛

奶样品中头孢噻呋钠的检测。结果表明，最优试验条件下

构建的分子印迹电化学传感器表现出良好的重复性、稳定

性和选择性，在 1×10-6~1×10-4 mol/L范围内，该传感器与

头孢噻呋钠呈良好的线性关系，检出限为 5×10-7 mol/L，在

牛奶样品中的回收率为 78.0%~98.9%。试验开发的分子印

迹电化学传感器在实际样品中已能满足检测需求，但其选

择性和灵敏度还可进一步优化。后续可使用混合功能单

体制备分子印迹膜，以进一步提高印迹电极对头孢噻芙钠

的识别能力。或者结合纳米技术（如纳米碳管、量子点等），

图 12　MIP-AAM/Au 传感器对不同药物的选择性识别

Figure 12　Selective identification of different drugs by the 

MIP-AAM/Au sensor

表 2　牛奶样品中 CTFS 的测定结果及回收率

Table 2　Measured content and recovery of CTFS in the milk samples （n=3）

方法

试验方法

HPLC 法［32］

1 μmol/L

实测值/

（μmol·L-1）

0.75

0.72

平均回

收率/%

78.0

77.3

RSD/%

5.29

3.35

10 μmol/L

实测值/

（μmol·L-1）

8.81

8.13

平均回

收率/%

88.6

83.6

RSD/%

3.05

2.10

100 μmol/L

实测值/

（μmol·L-1）

98.3

98.2

平均回

收率/%

98.9

98.4

RSD/%

3.51

1.98

表 1　不同方法检测 CTFS 的性能对比

Table 1　Comparison on the performance of different detection methods for CTFS

检测方法

STOP

UV

UPLC-PDA

TTC

MIP-AAM/Au 传感器

检测范围/（mol·L-1）

4.5×10-6~4.1×10-5

7.31×10-6~3.65×10-4

1×10-6~1×10-4

检出限/（mol·L-1）

3.65×10-3

2.00×10-8

3.65×10-6

1.83×10-6

5.00×10-7

定量限/（mol·L-1）

7.3×10-6

1.67×10-6

参考文献

［27］

［28］

［29］

［30］
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以提高印迹电极的响应灵敏度。
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