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摘要:目的:实现对甲基对硫磷的快速检测.方法:基于

金纳米颗粒和还原氧化石墨烯制备了用于对甲基对硫磷

进行定量检测的乙酰胆碱酯酶传感器.采用层层组装方

法,将还原氧化石墨烯、金纳米颗粒、乙酰胆碱酯酶依次

修饰在丝网印刷电极表面.对传感器的催化活性、阻抗

特性、传感器的抑制率与甲基对硫磷浓度的关系、实际样

品检测进行了评估.结果:制备的乙酰胆碱酯酶生物传感

器对乙酰硫代胆碱氯化物表现出优异的亲和力,米氏常数

为２．７６mmol/L.在最佳条件下,可以有效检测甲基对硫

磷,线性范围为５~５００ng/mL,检出限为０．６９２ng/mL.结

论:该方法操作简单、成本低、稳定性好,适用于有机磷类

农药的快速检测.

关键词:生物传感器;丝网印刷电极;甲基对硫磷;还原氧

化石墨烯;纳米金

Abstract:Objective:Inordertoachieverapiddetectionofmethyl

parathion．Methods:Anacetylcholinesterasesensorwasprepared

basedon gold nanoparticlesandreduced graphene oxidefor

quantitativedetectionof Methylparathion．Reducedgraphene

oxide, gold nanoparticles and acetylcholinesterase were

successively modified on the surface ofthe screen printing

electrode by layerＧbyＧlayer assembly method．The catalytic

activity and impedance characteristics of the sensor,the

relationship between the sensors inhibition rate and MP

concentration,andtheactualsampledetection wereevaluated．

Results:Theprepared acetylcholinesterase biosensorsshowed

excellentaffinityforacetylthiocholinechloridewiththeMichaelisＧ

Mentenconstantof２．７６mmol/L．Undertheoptimalconditions,

Methylparathioncouldbeeffectivelydetectedwithalinearrange

of５ng/mLto５００ng/mLandadetectionlimitof０．６９２ng/mL．

Conclusion:The methodis simple,practicaland stable．It

provides a reliable method for rapid detection of

organophosphoruspesticides．

Keywords: biosensor; screenＧprinted electrode; methyl

parathion;reducedgrapheneoxide;nanoＧgold

有机磷农药在防治病虫害方面可以发挥重要作用.

甲基对硫磷(MP)作为一种典型的硝基芳香族有机磷农

药,在使用过程中容易造成水、土壤和空气污染,甚至破

环人体内乙酰胆碱酶(AChE),肌肉无法放松,导致呼吸

困难甚至死亡[１－２].

当前,用于检测 MP的技术有气相色谱法[３]、高效液

相色谱[４]、比色法[５]、荧光生物探针等多种方法[６].尽管

这些方法能够提供高的灵敏度和选择性来检测农药残

留,但价格昂贵、操作繁琐、耗时较长,无法满足一些实际

要求,特别无法用于现场检测[７].

基于 AChE的 MP电化学生物传感器已被证明可以

提高检测效率,以简单、快速、选择性好、成本低、易于小

型化等优点在农药残留检测中受到了广泛的关注[８].在

电化学分析中,常用的分立式三电极体系在检测过程中

尽管检测体系各项参数良好,但灵活性较差,很难在现场

对农药残留进行分析检测[９].丝网印刷电极(SPCE)作
为一款具有轻薄、便携、集成化程度高等特点的电极,简
化了操作步骤,是一种可用于现场快速检测的电化学感

知器件[１０－１１].

为了提高 AChE电化学生物传感器的性能,增加传
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感材料的表面积和提高导电性能是实现快速响应的关

键.石墨烯基纳米复合材料因其出色的比表面积、优异

的导电性以及出色的化学稳定性而备受关注,是目前研

究的重要焦点[１２].与氧化石墨烯(GO)相比,还原氧化石

墨烯(rGO)的导电能力显著提升,而且已被广泛验证[１３].

电化学还原 GO 与传统热还原方法和化学还原方法相

比,具有简单、省时、绿色等优点[１４].此外,rGO 和金纳

米颗粒(AuNPS)的结合具有独特的性质,可以作为电子

传导途径,促进氧化还原体系和电极材料之间的电子转

移.如金纳米颗粒具有很好的生物相容性和良好的导电

性,强大的吸附能力,以及独特的物理和化学属性,由于

这两个组分之间的协同作用,将金负载到石墨烯或其衍

生物上时,金的电催化活性进一步提高[１５].

研究通过层层组装将rGO、AuNPS和 AChE固定在

电极表面,制备具有 AChE/rGO/AuNPS/SPCE 结构的

生物传感器,对生物传感器的电子传输特性、结构稳定

性、催化活性和存储稳定性进行评价,优化传感器的催化

时间,并进行真实样本测试,完成对甲基对硫磷的快速

检测.

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器

氧化石墨烯分散液:南京先锋纳米材料科技有限

公司;

乙酰胆碱酯酶(来自电鳗,５００U)、乙酰硫代胆碱氯

化物(ATCl)、戊二醛(GA,５０％)、牛血清白蛋白(BSA):

美国SigmaＧAldrich公司;

磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、氯化钠、氯化钾、铁氰化

钾、亚铁氰化钾、硫酸钾、氯金酸:分析纯,国药集团化学

试剂有限公司;

甲基对硫磷:北京百灵威科技有限公司;

丝网印刷电极:波探科技(威海)有限公司;

电化学工作站:DH７０００C 型,江苏东华分析仪器有

限公司;

场发射扫描电子显微镜:JSMＧ７６１０FPlus型,深圳市

蓝星宇电子科技有限公司;

X射 线 光 电 子 能 谱 仪:ESCALAB２５０Xi型,美 国

ThermoFisherScientific公司.

１．２　AChE/rGO/AuNPS/SPCE的制备

首先将丝网印刷电极在０．１mol/LPBS(pH７．４)中

施加范围－０．６~＋０．８V的循环电位,扫速１００mV/s,进
行电极激活,直到获得稳定的循环伏安图.处理完用蒸馏

水对电极表面进行冲洗.如图１所示,取５μL０．５mg/mL
的 GO分散液滴涂在电极表面,使其自然干燥,之后将其

置于０．１mol/LKCl溶液中CV还原,施加０~－１．８V的

电位以１００mV/s的速度扫描５圈,然后用蒸馏水冲洗,

并在室温下自然干燥.再通过CV法进行电沉积纳米金,

将样 品 浸 入 含 有 ０．０１ mol/L K２SO４ 和 ０．００１ mol/L
HAuCl４的溶液中沉积１０ min,最后,将１０μL 的 AChE
(０．２U/μL)和２．０％的BSA混合液滴涂于电极表面(记为

AChE/AuNPS/rGO/SPCE),３５ ℃ 干 燥 ３０ min,完 成

AChE/rGO/AuNPS/SPCE的构建.

１．３　甲基对硫磷电化学检测

AChE/rGO/AuNPS/SPCE 先 在 １ mmol/L 的

ATCL中孵育５min,再进行DPV表征.将传感器浸泡在

一定浓度的 MP溶液中,抑制１０min,接着在１mmol/L的

ATCL中孵育５min,最后进行 DPV表征.按式(１)计算

甲基对硫磷对传感器的抑制率.

I＝[(I０－Icat)/I０]×１００％, (１)

式中:

I———传感器抑制率,％;

I０———传感器在被抑制前催化１mmol/L ATCl时

的峰值电流,μA;

Icat———传感器在被抑制后催化１mmol/LATCl时

的峰值电流,μA.

１．４　数据处理

采用 Origin２０２１软件对试验数据进行处理分析并

绘图.

２　结果和讨论

２．１　材料表征

通过 SEM 技 术,对 GO、rGO、rGO/AuNPS 改 性

SPCE的表面形貌特征进行了表征.从图１(a)和图１(b)

可以清晰地观察到电极表面上石墨薄膜独有的褶皱纹

理,这些褶皱提高了修饰电极的比表面积,为修饰金纳米

提供更多的活性位点[１６].此外,GO 和rGO 薄膜中 C和

O的存在也可以通过 EDX 图像得到证实,如图２(a)和
图２(b)所示.GO 中 O 的 信 号 从 ２２．０８％ 显 著 降 低 到

１３．２１％,说明 GO 成功还原为rGO.基于图１(c),大量

AuNPS密集且均匀分散在rGO 膜表面.rGO/AuNPS
纳米复合材料的 EDX光谱也显示了 C、O 和 Au信号的

存在,如图２(c),包括８３．３６％的C元素、２．５８％的 O元素

和１４．０６％的 Au元素.这些结果清楚地证实了rGO/

AuNPS纳米复合材料在 SPCE上的形成[１７].为了进一

步验证复合纳米材料成功修饰在电极表面,使用 X射线

光电子能谱仪测试电极表面的化学元素组成和价态分

布,并对能谱进行分析如图３所示.图３(a)中出现了

C１s、O１s 和 Au４f 的 峰,并 分 别 对 其 进 行 了 拟 合.

图３(b)和图３(c)在２８４．８,５３２．４eV处分别为 O１s和C１s
的特征峰,图３(d)为 Au４f的特征峰,其在８４．３,８８．０eV
处出现两个特征峰,分别归属于Au４f７/２和Au４f５/２,表
明 Au元素被有效修饰在电极表面.

８４
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图１　GO、rGO 和rGO/AuNPS修饰的SPCE的SEM 图像

Figure１　SEMimagesofSPCEmodifiedbyGO,rGOandrGO/AuNPS

图２　GO、rGO 和rGO/AuNPS修饰的SPCE的 EDX图像

Figure２　EDXimagesofSPCEmodifiedbyGO,rGOandrGO/AuNPS

图３　rGO/AuNPS的 XPS能谱图及组成元素的 XPS谱图

Figure３　XPSspectraofrGO/AuNPSanditscomponents
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２．２　生物传感器的催化活性

生物传感器的催化活性是传感器最重要的性能参数

之一.米氏常数(Km)可以用来衡量酶的亲和力,其值越

小,表 明 酶 的 亲 和 力 越 强. 米 氏 常 数 可 以 通 过

LineweaverBurk方程计算:

１
Icat

＝
Km

Imax
×

１
CATCl

＋
１

Imax
, (２)

式中:

Icat———添加 ATCl时的电流值,μA;

Imax———ATCl饱和状态下的最大电流值,μA;

C———ATCl浓度,mmol/L;

Km———米氏常数,mmol/L.

图４为传感器在０．５,１．０,１．５,２．０,４．０ mmol/L 的

ATCl中使用 DPV 进行表征.随着 ATCl浓度的增加,

生物传感器的氧化峰值电流显著增加.从图５可以看

出,峰值电流的倒数与ATCl浓度的倒数呈线性关系,得

图４　AChE/AuNPS/rGO/SPCE电极对不同浓度

ATCl的 DPV响应

Figure４　DPVresponseofAChE/AuNPS/rGO/SPCE
electrodetodifferentconcentrationsofATCl

图５　峰值电流的倒数与乙酰硫代胆碱氯化物浓度的

倒数的校准曲线

Figure５　Relationshipbetweenreciprocalofthepeak

current and reciprocal concentration of

acetylthiocholinechloride

到方程I－１
cat ＝０．０６９７C－１

ATCl－０．０２５３(R２＝０．９９８).根据

式(２),计算得到 Km 为２．７６ mmol/L.在生物化学中,

Km越小,表明固定化的酶活性越好,该值小于文献[１８－
１９]中的,表明固定化 AChE保持其催化活性,同时具有

对 ATCl更好的亲和力.

２．３　电化学表征

图６(a)描述了在５ mmol/LFe３(CN)６/０．１ mol/L

KCl溶液中不同修饰电极的CV图,扫描速度为０．１V/s,

电位范围为－０．６~０．８V.在未修饰任何材料前,SPCE
具有明确的可逆电化学响应.经过 GO 修饰,峰值电流

显著下降,主要归因于 GO 的导电性较差.此外,与裸电

极和 GO 修饰电极相比,还原后的rGO 修饰的SPCE具

有很好的导电性,表明rGO 的优异导电性和大表面积有

助于加快整个电化学过程[２０].

在沉 积 AuNPS 后 形 成 rGO/AuNPS 复 合 材 料,

AuNPS充当电子转移通道,进一步提高rGO 膜的导电

性,改性层和电解质(离子)之间的电荷转移过程加快并

更有效 地 发 生.根 据 RandlesＧSevcik 方 程 测 定 了 修 饰

rGO/AuNPS电极的电活性表面积,并与SPCE的电活性

表面积进行了比较.

Ip＝(２．６９×１０５)n３/２ACD１/２v１/２, (３)

式中:

Ip———循环伏安响应的峰值电流,μA;

n———氧化还原反应中的电子转移数;

A———电极表面积,cm２;

C———氧化还原指示剂Fe３(CN)６的浓度,mol/L;

D———扩散系数,cm２/s;

v———扫描速率,V/s.

根据计算,SPCE与rGO/AuNPS/SPCE的电活性面

积分别为０．０６１,０．１２４cm２.由此可知,在rGO和AuNPS
协同作用下,复合修饰电极显示出良好的导电性和较大

的电活性表面积[２１－２２].最后,在修饰 AChE后,由于酶

不导电,峰 值 电 流 下 降.图 ６(b)显 示 了 在 ５ mmol/L
Fe(CN)３－/４－

６ /０．１mol/LKCl溶液中,频率范围为０．０１~
１００kHz时不同修饰电极的 Nyquist图.半圆描述了电

极与电解质界面之间的电荷转移电阻(Rct).Rct值的顺

序为 GO/SPCE(Rct＝７．５７kΩ)＞AChE/AuNPS/rGO/

SPCE(Rct＝４．８２kΩ)＞SPCE(Rct＝３．５６kΩ)＞rGO/

SPCE(Rct＝６８９Ω)＞rGO/AuNPS/SPCE(Rct＝６２．８Ω).

２．４　优化设计

从图７(a)可以看出,响应电流的最大值在 pH７．５
时,电解液过酸或过碱都会影响所固定的 AChE的生物

活性.因此,在随后的试验中选用 pH７．５的 PBS.从

图７(b)可以看出,随着 AChE酶修饰量的增加,峰值电流

会先上升后下降,可能是由于 AChE 的过厚导致其电

阻增 大 .因 此 ,选择１０μLAChE作 为 最 佳 修 饰 量 .从
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a．SPCE　b．GO/SPCE　c．rGO/SPCE　d．AuNPS/rGO/SPCE　e．AChE/AuNPS/rGO/SPCE
图６　不同修饰电极的循环伏安响应曲线图和奈奎斯特曲线图

Figure６　CyclicvoltＧampereresponsecurvesandNyquistcurvesofdifferentmodifiedelectrodes

图７　pH 值、AChE修饰量、底物浓度和抑制时间优化图

Figure７　pH,AChEmodificationamount,substrateconcentrationandinhibitiontimeoptimizationdiagram

图７(c)可以看出,AChE的最适温度为３５ ℃,温度超过

３５℃其峰值电流出现下降,可能是温度过高对酶活性造

成了影响.从图７(d)可以看出,酶的修饰时间对其影响

较小,最 终 选 择 ３０ min 作 为 AChE 的 修 饰 时 间.从

图７(e)可以看出,当底物浓度为１．０mmol/L时,MP对

AChE的抑制率达到最大,当 ATCl浓度＞１．０mmol/L

时,抑制率呈下降趋势.这是因为 ATCl浓度的增加导致

酶活性中心逐渐被底物占据,在此过程中,酶分子上积累

了过多的底物,产生了胆碱、乙酸等非活性中间体,这些

不活跃的中间产物影响了电流反馈.因此,后续试验选

择１．０mmol/L作为底物浓度.另外,抑制时间对抑制率

也有一定的影响,如图 ７(f)所示,AChE/AuNPS/rGO/

SPCE在５０ng/mL的 MP溶液中浸泡不同时间.结果表

明,MP对 AChE的抑制率随抑制时间的延长而增加,当

抑制时间超过１０min时,曲线趋于平稳,表明农药与酶的

结合达到了平衡.因此,选择浸泡时间为１０min.

２．５　农药含量检测

图８(a)显示在最优底物浓度的情况下进行 DPV 测
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试,随着不断加大农药质量浓度,传感器催化活性降低.

由图８(b)可以看出,随着农药质量浓度的增加,抑制率呈

线性变化.显示了两个线性范围:１~５０ng/mL的抑制

率方程分别为I＝０．５１３８CMP ＋１０．２９８(R２ ＝０．９８１),

５０~５００ng/mL的抑制率方程为I＝０．０６６５CMP＋３４．５６１
(R２＝０．９８７).该传感器的检出限为０．６９２ng/mL(使用

３σ/N 规则计算).表１总结了不同修饰电极材料对于

MP的电化学检测.

图８　AChE/AuNPS/rGO/SPCE在不同浓度甲基对硫磷抑制１０min后在１mmol/LATCl中的

差分脉冲伏安响应曲线和抑制率与甲基对硫磷质量浓度之间的关系

Figure８　DifferentialpulsevoltammetryresponsecurveofAChE/AuNPS/rGO/SPCEat１mmol/LATClafter１０min
inhibitionwithdifferentconcentrationsofmethylparathionandrelationshipbetweeninhibitionrateand
methylparathionconcentration

表１　与常见修饰电极的比较

Table１　Comparisonwithcommonmodifiedelectrodes

修饰电极 检出限 线性范围 参考文献

CCM/UiOＧ６６ ０．９８ng/mL ２０~２００００ng/mL [２３]

PEDOT/YSZ＠rGO １．５７ng/mL ５~４０００ng/mL [２４]

Sn/MoC＠NC ８．９ng/mL ０．０５~１０μg/mL [２５]

GRＧMWCNTsＧCOOH＠CeO２ ０．０２８５mmol/L ０．０１~１０mmol/L [２６]

VXCＧ７２R/ZrO２ ０．０５３μmol/L １~１００μmol/L [２７]

rGO/AuNPS ０．６９２ng/mL ５０~５００ng/mL

２．６　干扰研究

为评 估 AChE/AuNPS/rGO/SPCE 的 选 择 性,将

０．１mol/L NaCl、KCl 和 K２ SO４、０．１ mmol/L PBS、

１mg/mL葡 萄 糖 (Glucose)分 别 加 入 到 质 量 浓 度 为

５０ng/mL的 MP中.如图９所示,添加干扰后 MP溶液

的电流响应无明显变化,表明制备的传感器在受到干扰

时仍具有令人满意的选择性.

２．７　实际样品检测

通过向生菜和苹果样品中添加一定量的 MP来进行

回收试验.样品是从附近菜市场购买,用破壁机榨汁,并
用PBS稀释１０倍.将 MP添加到稀释的果汁样品中以

制备所需浓度 MP测试溶液.收集其上清液进行电化学

分析.计算其回收率,结果见表２.由表２可知,MP在样

品中的回收率为９３．６％~１０１．６％,相对标准偏差(RSD)

为１．８４％~６．１２％,与气相色谱法的检测结果基本一致.

图９　不同物质对 MP安培响应的干扰

Figure９　Interferenceofdifferentsubstanceson
MPamperageresponse
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表２　样品中甲基对硫磷的检测

Table２　Detectionofmethylparathioninlettuce

方法 样品
添加量/

(ngmL－１)

回收率/

％

RSD(n＝３)/

％

AChE/

AuNPS/

rGO/SPCE
电化学检测

生菜

苹果

１ １０１．６ ２．７５

５０ ９７．５ １．８４

１００ ９６．８ ４．６３

１ ９８．２ ６．１２

５０ ９３．６ ２．８７

１００ ９４．１ ３．６５

气相色谱法 生菜 １ ９８．６ ２．５６

５０ ９４．３ ３．１２

１００ ９５．２ ３．２８

结果表明,该生物传感器可以非常准确地检测甲基对

硫磷.

２．８　重现性、重复性、储存稳定性

选取５个酶电极,在最优试验条件下,研究了酶电极

的重现性、重复性与储存稳定性,记录其对１mmol/L底

物的 DPV 响应电流,其相对标准偏差范围为３．１０％~
５．６０％.单个电极连续５次在１mmol/L底物溶液中测

定的标 准 偏 差 为 ４．３０％.随 后 用 PBS 冲 洗 后 储 存 在

４℃的冰箱中,干燥密封.测量结果为在７d后保持初始

状态９５％以上,在３０d后仍保留了其初始电流响应的

８０％.结果表明,相比于传统的三电极,该丝网印刷电极

依然具有不错的稳定性.

３　结论
该传感器将还原氧化石墨烯、金纳米颗粒和乙酰胆

碱酶采用逐层组装的方法修饰在丝网印刷电极表面,制
备了乙酰胆碱酶/金纳米颗粒/还原氧化石墨烯/丝网印

刷电极电化学生物传感器用于检测甲基对硫磷.结果表

明,甲基对硫磷的线性范围为５~５００ng/mL,检出限为

０．６９２ng/mL,具有低成本和良好的选择性与稳定性.
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