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采用石墨烯修饰的电化学免疫传感器

检测猪肉中的己二烯雌酚含量
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摘　要　利用石墨烯及己二烯雌酚修饰电极，研制了一种用于检测己二烯雌酚的高灵敏新型电化学免疫传感器；通过
竞争结合，以铁氰化钾为探针，实现了对己二烯雌酚的高灵敏快速检测。结果表明：研制的石墨烯／己二烯雌酚电化学免疫
传感器具有很高的灵敏度，并且在己二烯雌酚质量浓度为５００～５０００ｎｇ／ｍＬ的范围内具有良好的线性关系，检测限可达到
０２ｎｇ／ｍＬ。该传感器具有良好的稳定性和重复性，对猪肉实际样品进行了己二烯雌酚的含量分析，回收率在８３８％ ～
９７７％之间，结果令人满意。
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　　己二烯雌酚（ｄｉｅｎｅｓｔｒｏｌ，ＤＥ）是一种人工合成
的雌酚类激素，对动物生长有着明显的促进作用，

被广泛用于动物饲料中。研究表明，残留于动物源

性食品中的己二烯雌酚进入人体后，会对机体造成

生理破坏，甚至有强致癌作用，我国以及世界上多

数国家规定在动物源性食品中不得检出，这对检测

方法的灵敏度提出了很高的要求［１－３］。目前，己二

烯雌酚检测的报道主要采用色谱法［４－７］，色谱法虽

然具有较高的准确性及灵敏度，但样品前处理复

杂、价格昂贵，且不适合现场快速检测。研发一种
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简便快速、高灵敏的己二烯雌酚检测方法具有十分

重要的现实意义。

电化学免疫传感器是基于测量传感器表面的

抗原抗体特异性结合引起的电化学信号变化而实
现化合物的检测［８－１１］，具有速度快、灵敏度高、样

品前处理简单等特点，非常适合食品安全领域毒害

物的快速检测［１２－１５］。石墨烯具有优良的导电性以

及较大的比表面积，修饰于电极表面可以大大提高

传感器的灵敏度，从而受到广泛关注［１６－２０］，但石墨

烯修饰的己二烯雌酚电化学免疫传感器尚未见报

道。免疫分析方法主要包括直接免疫分析法和竞

争免疫分析法等，本课题组的前期实验表明，采用

直接免疫分析法电化学信号变化小、灵敏度低，并

且石墨烯上修饰抗体难度大、固定方式繁琐；而采

用在石墨烯上修饰己二烯雌酚小分子的竞争免疫

分析法，具有修饰简单、性质稳定、检测灵敏度高的

优点。鉴于此，本研究将纳米技术和免疫分析方法

有机结合，研制了石墨烯修饰的用于己二烯雌酚高

灵敏检测的电化学免疫传感器，并对猪肉实际样品

中己二烯雌酚的含量进行了检测。

!

　材　料

１１　药品与试剂
己二烯雌酚（ｄｉｅｎｅｓｔｒｏｌ，美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公

司）；牛血清白蛋白（ＢＳＡ，北京元亨圣马生物技术研
究所）；铁氰化钾／亚铁氰化钾（Ｋ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］／
Ｋ４［Ｆｅ（ＣＮ）６］，国药集团化学试剂有限公司）；其余
试剂均为市售分析纯，实验用水均为二次蒸馏水。

１２　仪　器
ＵＶ１７００ＰＣ型紫外可见分光光度计（上海凤凰

光学科仪有限公司）；ＪＳＭ７６００Ｆ型高分辨热场发
射扫描电子显微镜（日本电子株式会社）。

"

　方　法

２１　石墨烯以及传感器的制备
石墨烯通过采用 Ｈｕｍｍｅｒｓ法制备［２１－２２］。玻

碳电极首先分别在０３和００５μｍ的 Ａｌ２Ｏ３抛光
粉上打磨成镜面，超声清洗后，通过循环伏安法扫

描，保证氧化还原电势差小于１００ｍＶ，晾干备用。
分别在玻碳电极表面上滴涂４μＬ石墨烯悬浮

液以及０２ｇ／Ｌ己二烯雌酚标准溶液，室温下晾干
后，电极表面的活性位点用５％的牛血清蛋白进行

封闭。

２２　己二烯雌酚多克隆抗体的制备
２２１　己二烯雌酚免疫抗原的合成　取己二烯雌
酚半抗原９７ｍｇ溶于二氧六环６５ｍＬ，加入氯甲酸
异丁醋４０μＬ反应３０ｍｉｎ，再与溶于１８ｍＬ的５０％
二氧六环水溶液的３３０ｍｇ牛血清白蛋白反应，调整
ｐＨ至８０左右，４℃搅拌过夜。透析７２ｈ后，４℃下
离心，冰冻干燥，得己二烯雌酚免疫抗原。

２２２　多克隆抗体的制备　采用雄性大耳兔为免
疫动物，以己二烯雌酚抗原为免疫原，免疫剂量为

１５ｍｇ／ｋｇ。首次免疫时将免疫原与等量的弗氏完
全佐剂混合制成乳化剂，背部皮下多点注射。间隔

２周用弗氏不完全佐剂替换弗氏完全佐剂进行加
强免疫，剂量、方法同首免。最后一次免疫不加佐

剂，７ｄ后心脏采血，以间接 ＥＬＩＳＡ法测定血清抗
体效价，并用硫酸化沉淀法得到纯化的己二烯雌酚

多克隆抗体，－２０℃保存。
２３　样品的前处理

准确称取猪肉肌肉组织（１±０００５０）ｇ于样
品管中，分别在样品管中加入不同浓度的己二烯雌

酚标准溶液后，经超声、离心后取上清液，重复提取

１次后，所得上清液通过氮气吹干，加入 ＰＢＳ溶解
吹干物后待用。

２４　检测方法与原理
本实验采用三电极体系（ＣＨＩ８５２Ｃ电化学工

作站、ＣＨＩ６６０Ｅ电化学工作站，上海辰华仪器有限
公司），玻碳电极为工作电极，Ａｇ／ＡｇＣｌ电极为参比
电极，铂丝电极为对电极。电化学传感器的电化学

表征通过使用循环伏安法（ＣＶ）以及交流阻抗法
（ＥＩＳ）进行扫描，检测条件优化以及己二烯雌酚的
检测通过使用差分脉冲伏安法（ＤＰＶ）进行扫描。

己二烯雌酚的检测是基于电极表面固定的半

抗原与孵育液中的半抗原、抗体之间的竞争，己二

烯雌酚与其多克隆抗体之间有特异性结合，传感器

在含有抗体以及游离的己二烯雌酚的 ＰＢＳ溶液中
进行孵育时，固定在电极表面的己二烯雌酚和溶液

中的己二烯雌酚都能与抗体进行结合。己二烯雌酚

检测是通过检测半抗原和抗体之间进行竞争结合时

产生的电流响应变化而实现的。原理如图１所示，
其中过程（ａ）表示固定于电极表面的己二烯雌酚和
孵育液中游离的己二烯雌酚与抗体进行竞争结合，

过程（ｂ）表示在２ｍｍｏｌ／ＬＫ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］中对竞争

４８６



第４６卷第６期 张　洁等：采用石墨烯修饰的电化学免疫传感器检测猪肉中的己二烯雌酚含量

结合后的电极进行电化学检测，通过监测电信号的

变化检测己二烯雌酚的质量浓度。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｔｈｅｍｏｄｉｆｅｄｉｍｍｕｎｏｓｅｎｓｏｒｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ＧＣＥ：Ｇｌａｓｓｙｃａｒｂｏｎｅｌｅｃｔｒｏｄｅ

#

　结果与分析

３１　修饰电极的表征
３１１　扫描电镜分析　由Ｈｕｍｍｅｒｓ法制备的石墨
烯复合物的表面形态由扫描电镜进行表征。图２展
示了石墨烯的很薄片层结构，造成石墨烯表面形成

褶皱，石墨烯是单层ｓｐ２杂化碳原子构成的蜂窝状结
构，具有优良的导电性，很高的比表面积，优良的可

修饰性，是构建高灵敏电化学免疫传感器的优异

材料。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（ＳＥＭ）ｏｆｇｒａｐｈｅｎｅ
（×１００００）

３１２　紫外可见吸收光谱　己二烯雌酚是否修饰
在电极表面是传感器构建的关键，为了了解己二烯

雌酚在电极表面的修饰情况，通过紫外可见光谱进

行了验证。将石墨烯悬浮液及其与己二烯雌酚的

混合液分别滴涂于两玻璃片上，晾干后分散于蒸馏

水中测其紫外可见光谱（图３），所用溶液中石墨烯
与己二烯雌酚的比例与修饰电极的相同。由图３

可以看出，己二烯雌酚标准溶液在２２８５ｎｍ处有
明显的吸收峰，石墨烯如图中所示没有明显的吸收

峰，石墨烯／己二烯雌酚混合物的紫外吸收峰则在
２２６５ｎｍ处，与己二烯雌酚标准溶液的吸收峰相
差２ｎｍ，这是由于修饰在石墨烯表面的己二烯雌
酚与石墨烯之间的相互作用引起的，紫外可见光谱

结果同时也表明了己二烯雌酚修在了石墨烯表面。

己二烯雌酚与石墨烯之间的相互作用是分子间作

用力，因此己二烯雌酚是通过物理吸附方式修饰在

石墨烯上。它们之间的作用力可能包括两个方面：

一方面，石墨烯具有电子富集性的大 π共轭体系，
与己二烯雌酚的羟基之间容易形成氢键；另一方

面，己二烯雌酚的苯环也是大 π共轭结构，与石墨
烯的大π共轭体系能形成 π…π作用。这种分子
间作用力影响了己二烯雌酚分子的电子性质，从而

使其电子光谱发生变化。

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｖｉｓｉｂｌｅ（ＵＶ）ｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒｏｆｇｒａｐｈｅｎｅ／
ｄｉｅｎｅｓｔｒｏｌ（ＤＥ）

３１３　循环伏安法表征　以 Ｋ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］为标
记物对传感器进行ＣＶ图谱扫描，来研究电极不同
修饰过程中界面性质的变化，其结果如图４所示。
曲线ａ为裸电极在Ｋ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］中经过氧化还原
反应显示出的一对可逆的氧化还原峰。当电极表

面修饰石墨烯后，由于优良的导电性以及较大比较

面积，作为修饰电极上的电子转移介质，电极的氧

化还原峰电流出现明显的增强（曲线 ｂ）。将修饰
好的石墨烯／己二烯雌酚电化学免疫传感器置于含
有己二烯雌酚多克隆抗体的孵育液中孵育后再进

行ＣＶ的测定，峰电流有所下降（曲线 ｃ），孵育液
中的抗体与电极表面修饰的半抗原发生竞争结合，

形成的抗体半抗原复合物附着在电极上，阻碍电
子传递导致峰电流下降。说明己二烯雌酚已被修
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饰在电极表面。

３１４　电化学阻抗表征　电化学阻抗（ＥＩＳ）也是
用于探测修饰电极界面特性的强有力的工具之

一［２３－２４］。对不同电极修饰的过程的 ＥＩＳ图谱如图
５所示，图中半圆直径代表电荷转移电阻（Ｒｅｔ）。
曲线 ａ与图中插入图代表裸电极的 ＥＩＳ。在裸电
极上修饰石墨烯后，石墨烯作为电子转移介质，加

速了电极的电子转移，Ｒｅｔ减小（曲线 ｂ）。由于己
二烯雌酚不具有电化学活性，Ｒｅｔ并无明显变化
（曲线ｃ）。ＢＳＡ封闭活性位点后，在含有己二烯雌
酚抗体孵育液中孵育，己二烯雌酚多克隆抗体与电

极表面固定的己二烯雌酚发生竞争结合，形成了半

抗原抗体复合物，复合物具有不导电性阻碍了回
路中电子的传递，导致Ｒｅｔ增大（曲线 ｄ）。这表明
己二烯雌酚已固定在电极表面。这与循环伏安法

结果一致。

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｃｙｃｌｉｃｖｏｌｔａｍｍｅｔｒｙ（ＣＶ）ｏｆｂａｒｅＧＣＥ（ａ）；ｇｒａｐｈｅｎｅ／ＤＥ
ｍｏｄｉｆｉｅｄＧＣＥ（ｂ）；ｇｒａｐｈｅｎｅ／ＤＥｍｏｄｉｆｉｅｄＧＣＥｉｎｃｕｂａｔｅｄｉｎＰＢＳ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａｎｔｉｂｏｄｙ（ｃ）．ＣＶｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ｐＨ７４ＰＢＳｓｏｌｕｔｉｏｎｃｏｎｔａｉ
ｎｉｎｇ２ｍｍｏｌ／ＬＫ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌｉｍｐｅｄａｎｃｅｓｐｅｃｔｒａ（ＥＩＳ）ｏｆｂａｒｅＧＣＥ
（ａ）；ｇｒａｐｈｅｎｅｍｏｄｉｆｉｅｄＧＣＥ（ｂ）；ｇｒａｐｈｅｎｅ／ＤＥｍｏｄｉｆｉｅｄＧＣＥ（ｃ）；
ｇｒａｐｈｅｎｅ／ＤＥｍｏｄｉｆｉｅｄＧＣＥｉｎｃｕｂａｔｅｄｉｎＰＢＳｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａｎｔｉｂｏｄｙ（ｄ）．
ＣＶｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ｐＨ７４ＰＢＳｓｏｌｕｔｉｏｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ０１ｍｏｌ／ＬＫＣＬａｎｄ
５ｍｍｏｌ／ＬＫ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］／Ｋ４［Ｆｅ（ＣＮ）６］Ｉｎｓｅｔ：ＢａｒｅＧＣＥ（ａ）ａｎｄ
ＧｒａｐｈｅｎｅｍｏｄｉｆｉｅｄＧＣＥ（ｂ）

３２　己二烯雌酚含量测定的影响因素优化
３２１　孵育时间的优化　在实验过程中，半抗原
和抗体能够完全竞争结合，控制孵育时间尤为重

要。首先对传感器孵育的时间进行优化。将制备

好的传感器分别在含有相同浓度的己二烯雌酚多

克隆抗体的ＰＢＳ溶液中进行孵育５，１０，１５，２０以及
２５ｍｉｎ，用 ＰＢＳ冲洗后进行 ＤＰＶ扫描。如图 ６Ａ
所示，在０～２０ｍｉｎ之间，由于己二烯雌酚与己二
烯雌酚多克隆抗体发生了竞争结合，形成的半抗

原抗体复合物，阻碍了电极表面电子的传递，导致
了ＤＰＶ响应电流值的下降。在２０～２５ｍｉｎ时，传
感器表面的半抗原与孵育液中的半抗原跟抗体的

竞争结合几乎达到平衡，响应电流值不在变化。延

长孵育时间对 ＤＰＶ峰电流值降低影响不大，故选
取２０ｍｉｎ作为竞争结合的最优时间。

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｉｍｅ（Ａ）ａｎｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｂｏｄｙ
（Ｂ）ｉｎｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｓｏｌｕｔｉｏｎｏｎＤＰＶｐｅａｋｃｕｒｒｅｎｔｉｎｐＨ７４ＰＢＳｓｏｌｕ
ｔｉｏｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ２ｍｍｏｌ／ＬＫ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］

３２２　孵育液中抗体量的优化　半抗原与抗体的
竞争结合时所需抗体量也是影响本实验的重要因

素。将传感器分别在含有１，３，５，７，９μＬ己二烯雌
酚多克隆抗体的 ＰＢＳ溶液中进行孵育２０ｍｉｎ，用
ＰＢＳ冲洗后进行ＤＰＶ扫描。如图６Ｂ所示，在０～
７μＬ时，由于竞争结合形成的半抗原抗体复合
物，导致ＤＰＶ响应电流值的下降。在７～９μＬ时，
传感器表面的半抗原与孵育液中的半抗原跟抗体

的结合几乎达到平衡，响应电流值几乎不变。增加
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孵育液中抗体量对 ＤＰＶ峰电流值降低影响不大，
故选取７μＬ作为竞争结合的最优抗体量。
３２３　己二烯雌酚的检测　利用抗体半抗原的
竞争，通过 ＤＰＶ扫描实现对己二烯雌酚的检测。
将传感器置入含有不同浓度的游离己二烯雌酚以

及其抗体的孵育液中孵育２０ｍｉｎ后，ＰＢＳ清洗后
进行ＤＰＶ扫描。结果如图７所示，与游离己二烯
雌酚浓度为０ｎｇ／ｍＬ时的 ＤＰＶ响应电流值相比，
随着己二烯雌酚浓度的增加响应电流值也随之增

大。定义在孵育液中己二烯雌酚浓度为０ｎｇ／ｍＬ
时响应电流为Ｉ０，Ｉｘ为孵育液中含有不同浓度己二
烯雌酚时所测得的响应电流，响应电流变化值 ΔＩ
（ΔＩ＝Ｉｘ－Ｉ０）与质量浓度在５００～５０００ｎｇ／ｍＬ范
围内的己二烯雌酚有良好的线性关系（ｒ＝０９９３），
最低检测限可达到０２ｎｇ／ｍＬ。

Ｆｉｇｕｒｅ７　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｕｌｓｅｖｏｌｔａｍｍｅｔｒｙ（ＤＰＶｓ）ｏｆｔｈｅｉｍｍｕｎｏｓｅｎｓｏｒ
ａｆｔｅｒｉｎｃｕｂａｔｅｄｉｎＰＢＳｂｕｆｆｅｒｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａｎｔｉｂｏｄｙａｎｄ（ａ）５０００ｎｇ／ｍＬ，
（ｂ）４０００ｎｇ／ｍＬ，（ｃ）３０００ｎｇ／ｍＬ，（ｄ）２０００ｎｇ／ｍＬ，（ｅ）５００
ｎｇ／ｍＬ，（ｆ）０ｎｇ／ｍＬｃｌｅｕｂｕｔｅｒｏｌＩｎｓｅｔ：Ｔｈｅｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆ
ｆｒｅｅｄｉｅｎｅｓｔｒｏｌ

３２４　实际样品的分析　对猪肉实际样品进行了
己二烯雌酚检测的分析。经过前处理的样品在高、

中、低３个的浓度梯度下使用标准加入法进行检
测，通过线性关系计算得到回收率。结果表明，猪

肉实际样品的回收率在８３８％ ～９７７％之间。本
研究研制的用于检测己二烯雌酚的电化学免疫传

感器具有很好的实用性，完全适用于动物源性食品

中已二烯雌酚的检测。

３３　石墨烯／己二烯雌酚电化学免疫传感器的重
复性以及稳定性

电化学免疫传感器的重复性以及稳定性对该

传感器是很重要的衡量指标。利用差分脉冲伏安

法，对传感器的稳定性进行了测试。将制备的电化

学免疫传感器重复在２ｍｍｏｌ／ＬＫ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］溶
液中进行扫描５次，该传感器的响应电流值的相对
偏差小于１０％，结果表明该传感器的稳定性较好。
对该传感器的重复性进行了研究，将电化学免疫传

感器放置在空气中，经过６ｄ每天对该传感器进行
ＤＰＶ扫描，测得该传感器的响应电流变化值相对
标准偏差小于１０％，结果表明该传感器的重复性
是可以接受的。

'

　结　论

本实验通过研制的己二烯雌酚多克隆抗体，以

及己二烯雌酚小分子和己二烯雌酚多克隆抗体抗

体之间的竞争结合模式，利用石墨烯作为电子转移

介质修饰于电极表面，构建了一种创新型电化学免

疫传感器用于检测己二烯雌酚，取得了良好的结果

（ｒ＝０９９３，最低检测限为０２ｎｇ／ｍＬ）。动物源性
食品中己二烯雌酚的残留严重影响着食品安全以

及人们的身体健康，必须要对该问题加强监管和检

测。本研究构建的电化学免疫传感器可实现对残

留己二烯雌酚的检测，并且操作简便、成本低、灵敏

度高、样品处理简单，可作为快速检测食品中己二

烯雌酚的有力工具。
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