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多壁碳纳米管修饰酶电极测定马拉硫磷
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摘要:　应用化学交联法将巴西日圆线虫乙酰胆碱酯酶 (AChE)固定于多壁碳纳米管修饰的玻碳电极表面,

制备用于有机磷农药检测的电化学生物传感器.研究了巯基胆碱 (TCh)在该修饰电极上的电化学行为.优化

实验条件得出,响应电流与马拉硫磷的浓度在 6.0×10-10 ～ 6.0×10-9mol· L-1范围内呈良好的线性关系, 检

出限为 1.0×10-10mol· L-1.测定了湖水中马拉硫磷的含量,回收率为 97% ～ 105%.
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　　有机磷农药是目前广泛使用的农药, 但它会残

留在农产品中并与乙酰胆碱酯酶 (AChE)结合形

成磷酰化乙酰胆碱酯酶, 使酶失去活性, 导致人体

神经功能的严重伤害, 甚至死亡.传统的有机磷检

测方法主要有气相色谱法 、高效液相色谱法与色质

联用法等
[ 1-3]
.尽管这些方法灵敏准确, 但是在检测

之前, 样品要经过繁琐的预处理, 费时 、成本高,而

且仪器设备大多昂贵, 需有专业技术人员维护, 不

适用于现场检测.基于有机磷能抑制 AChE催化活

性而研制的有机磷生物传感器已有报道
[ 4-7]

,但其

灵敏度有待提高.碳纳米管 (CNT)修饰电极不仅具

有普通碳糊电极再现性好 、应用范围广 、制作简便

等特点,而且还兼备导电性好 、比表面积大等优点,

目前已成为化学修饰电极和电化学生物传感器等

领域的研究热点
[ 8-11]
.本文应用交联法将巴西日圆

线虫乙酰胆碱酯酶固定于多壁碳纳米管修饰的玻

碳电极表面,研制了测定马拉硫磷的碳纳米管修饰

酶电极,并用于测定湖水中马拉硫磷的含量.

1　实验部分
1.1　仪器与试剂

BAS100B/W电化学工作站 (BioanalyticalSys-

tem, INC, USA).三电极系统:工作电极为碳纳米

管修饰电极 (  3mm)或玻碳电极;辅助电极为铂丝

电极;参比电极为饱和甘汞电极 (SCE).

巴西日圆线虫乙酰胆碱酯酶 (AChE, 557U·

mL
-1
)承德国 UniversityofStuttgart, Schmid.R教

授馈赠.乙酰巯基胆碱 (ATCh) 、巯基胆碱 (TCh) 、

牛血清蛋白 (BSA)购自 Sigma公司.100μg· mL
-1

马拉硫磷标准样品 (北京应天意标准样品有限公

司 ).多壁碳纳米管 (MWNT, 深圳纳米港有限公

司 ).0.10mol· L
-1
PBS ( pH=7.5 ).0.10

mol·L
-1
ATCh储备液用 0.10mol· L

-1
PBS缓冲

液配制,置于冰箱中 4℃保存.其它试剂均为分析

纯,实验用水为超纯水.

1.2　MWNT修饰酶电极的制备

玻碳电极首先用 0.30μmAl2O3悬浊液打磨至

镜面, 依次在无水乙醇及二次水中各超声清洗 3

min,然后用二次水冲洗干净.MWNT先经浓硝酸

与浓高氯酸 (体积比 7∶3)的混合溶液超声清洗 5

h,然后经二次蒸馏水洗至中性, 再用丙酮洗涤, 60

℃干燥
[ 12]
.称 1.0 mg处理过的 MWNT, 加入 1.0

mLDMF,超声 10 min, MWNT均匀分散于 DMF形

成黑色悬浮液.取悬浮液 20 μL滴涂于处理好的玻

碳电极表面, 待溶剂完全挥发后, 再滴涂含 5 μL

AChE, 2μLBSA( 70 mg· mL
-1

)和 3 μL戊二醛

( ～ 0.25%)的混合液, 于室温下交联反应 30min
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使 AChE固定在 MWNT修饰电极上.然后置于

0.10mol·L
-1
PBS中于 4.0℃保存备用.

1.3　马拉硫磷的测定

将制备好的 MWNT修饰酶电极插入含有 1.0

mmol· L
-1
ATCh5.0 mL的 0.10 mol· L

-1
PBS

中,控制工作电极电位 +0.70 V, 常温下计时电流

法测定,稳定电流记为 I0.另将酶电极置于 5.0mL

含有马拉硫磷的溶液或湖水中,抑制 2.0 min, 取出

酶电极,用水冲洗干净, 插入含有 1.0 mmol· L
-1

ATCh5.0 mL的 0.10 mol· L
-1
PBS中, 控制工作

电极电位 +0.70V, 计时电流法测定, 稳定电流记

为 I.以百分抑制率 k=[ (I0 -I) /I0 ] ×100%作马

拉硫磷的定量分析.

2　结果与讨论
2.1　TCh在 MWNT修饰电极上的电化学

行为

　　图 1分别示出 1.0 ×10
-3
mol· L

-1
TCh在

0.10mol·L
-1
PBS溶液中,于玻碳电极和 MWNT

修饰电极的循环伏安曲线.由图可见, 在玻碳电极

(a)上 TCh的 Epa=550 mV, Epc=425 mV, ■Ep=

125mV;而对 MWNT修饰电极 ( b)其 Epa=497

mV, Epc=395mV, ■Ep=102 mV.后者的■Ep减

小.说明反应的可逆性增强;而且 Epa负移 53 mV;

峰电流明显增大, 说明碳纳米管对 TCh的氧化具

有电催化作用, 从而大幅度地提高了 TCh的电流

响应值.

2.2　实验条件的优化

以 AChE催化活性为依据的抑制型酶电化学

传感器是将 AChE固定在电极表面, 测定酶催化底

物乙酰巯基胆碱 (ATCh)产生的巯基胆碱 (TCh)的

氧化电流.如果试样含有有机磷农药残留物必将导

致酶的活性降低,从而使上述产生的巯基胆碱氧化

电流下降.其基本过程可表示如下:

CH3CO—SCH2CH2N+(CH3 ) 3 +H2O
AChE

CH3COOH+(CH3 ) 3N
+
CH2CH2SH ( 1)

2(CH3 ) 2N
+
CH2CH2SH

anode
2H

+
+2e

-

+(CH3 ) 3 N
+
CH2CH2S—SCH2CH2N

+
(CH3 ) 3 ( 2)

据此, 本文将 AChE固定在 MWNT修饰玻碳

电极,制成了新型的电化学生物传感器, 用于检测

有机磷.这一生物传感器也是一种抑制型传感器,

其检测方法即如在实验部分 ( 1.3)所述.不言而喻,

图 1　1.0×10 -3 mol· L-1 TCh在 0.10mol· L-1 PBS缓冲

溶液中于玻碳电极 (a)和修饰电极 (b)上的循环伏

安曲线　pH=7.5, 扫速 50 mV/s

Fig.1　Cyclicvaltammetricof1.0 ×10-3 mol· L-1 TChin

0.10 mol· L-1PBSsolutionatthebareGC (a)and

MWNTmodified(b) electrodes

pH7.5, scanrate50 mV/s

酶电极对 TCh氧化越灵敏, 该传感器对有机磷的

响应也就越灵敏.以下分别考察以 MWNT修饰电

极测定 TCh的最优化响应条件.

1) pH的选择

支持电解质的 pH对 TCh的电化学行为有较

大的影响.图 2是应用计时电流法测定的 TCh在

0.10 mol·L
-1
PBS中于 MWNT电极上氧化电流

随溶液 pH值的变化关系, 工作电压为 0.60 V.如

图,当溶液的 pH为 4.0 ～ 6.0时,氧化电流随 pH

的增大而增大, 至 pH约为 7.5响应电流达到最

大,过此, 则氧化电流反而下降.本实验选择 0.10

mol· L
-1
PBS的 pH为 7.5, 以获得最大电流响

应.

2) 碳纳米管用量的影响

MWNT的用量直接影响着 MWNT修饰电极对

TCh的电化学响应.图 3示出改变 MWNT修饰电

极的 MWNT滴涂量 (见 1.2) (滴涂液体积 ) ,计时

电流法测定 TCh在修饰电极上的电化学响应.如

图, 随 MWNT用量增加, 响应电流上升, 至 20μL

之后,电流反而有所下降.据此, 本实验中选择

MWNT的用量为 20μL.

3)工作电位的选择

图 4给出选定的 MWNT滴涂量 ( 20μL)和 pH

=7.5的缓冲溶液中, TCh于MWNT上的氧化电流
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图 2　计时电流法测定 1.0 ×10 -4 mol· L-1 TCh在 0.10

mol· L-1PBS中氧化电流随溶液 pH值变化关系

MWNT修饰电极上工作电极电位 0.60 V

Fig.2　Varicationofthechronoamperometricresponsecurrent

withbuffersolutionpHvalueforthe1.0×10 -4 mol

· L-1TChin0.10 mol· L-1PBSatMWNTmodified

electrode　workingpotential0.60V

图 3　计时电流法 TCh氧化电流随工作电极 MWNT修饰

量 (滴涂液体积 )的变化

Fig.3　ThechronoamperometricresponsecurrentofTChvs.

droppingvolumeofMWNTsolutionontheelectrode

surface

0.10mol· L-1PBScontaining1.0×10-4 mol· L-1

TCh, pH=7.5, workingpotential0.60 V

随电极电位的变化.如图所示, 当工作电极电位小

于 0.45V, TCh不被氧化;大于 0.65 V时, TCh的

氧化电流趋于稳定.据此,本文选择工作电极电位

为 0.70V.

在上述选定的试验条件下, TCh的氧化电流

与 TCh的浓度在 2.0×10
-6
～ 2.0×10

-5
mol· L

-1

之间呈良好的线性关系, 线性方程为 I(μA) =

0.16C( 10
-6
mol· L

-1
) +0.45 (R=0.9933) ,检出

限为 1.4×10
-6
mol· L

-1
.测定 TCh的相对标准偏

差为 4.2% (n=11, C=4.0×10
-6
mol·L

-1
) ,

这说明 MWNT修饰电极具有良好的重现性.

图 4　计时电流法 TCh于 MWNT修饰电极上氧化电流随

工作电位的变化

Fig.4　ThechronoamperometricresponsecurrentofTChvs.

workingpotentialfortheMWNTmodifiedelectrodein

0.10mol· L-1PBScontaining1.0×10-4 mol· L-1

TCh, pH=7.5, thedroppingvolumeofMWNTsolu-

tionis20μL

2.3　马拉硫磷的测定

以 MWNT修饰酶电极为工作电极, 按上述

( 1.3)马拉硫磷测定方法, 测定马拉硫磷浓度

Cmalathion与抑制率 k之间的变化关系, 结果如图 5所

示.实验条件:马拉硫磷原液浓度 95%, 0.10 mol·

L
-1
PBS含有 ATCh2.0 ×10

-5
mol· L

-1
, pH=

7.5, 修饰电极的 MWNT滴涂量 20μL, 工作电位

0.70V.如图,抑制率 k与 Cmalathion在 6.0×10
-10
～

6.0 ×10
-9
mol· L

-1
之间, 呈良好的线性关系:k

(%) =0.67C( 10
-10
mol· L

-1
) +9.6, R=0.9941.

检出限为 1.0×10
-10
mol· L

-1
.对 4.0×10

-9
mol

·L
-1
的马拉硫磷连续 7次测定, 相对标准偏差

4%.该方法的检测限低于气相色谱的检测限
[ 13]
.

2.4　实际样品中马拉硫磷的测定

采用标准加入法作回收实验
[ 14]
.采集人工湖
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表 1　应用 MWNT修饰酶电极计时电流法测定湖水样品中马拉硫磷的结果

Tab.1　ThemalathioncontentinspikedlakewaterdetectedbyusingchronoamperometrwithMWNTmodifiedelectrode

Sample/mol· L-1 Added/mol· L-1 Founded/mol· L-1 Recoveries/%

1.20×10-9 2.00×10 -9 3.30×10-9 105

1.20×10-9 3.00×10 -9 4.20×10-9 100

1.20×10-9 1.00×10 -9 2.17×10-9 97

6.06×10-10 2.00×10 -9 2.60×10-9 99.7

6.06×10-10 3.00×10 -9 3.50×10-9 97

2.00×10-9 2.00×10 -9 4.00×10-9 100

2.00×10-9 3.00×10 -9 4.91×10-9 97

图 5　抑制率随马拉硫磷浓度的变化关系

k=[ (I0 -I) ] ×100%, I0和 I分别指未被和被有机

磷抑制后的酶电极稳态响应电流

Fig.5　Percentageofinhibitionkvs.malathionconcentration

0.10 mol· L-1 PBScontaining1.0×10-5 mol· L-1

ATCh, pH=7.5, thedroppingvolumeofMWNTso-

lutionis20μL, workingpotential0.70V, k=[ (I0 -

I) /I0] ×100%, I0 andIarecurrentoutputbefore

andafterinhibition, respectively

湖水 (陕西师范大学校内人工湖 ) ,经过滤后分成 7

份,每份各 10mL置于 1000mL容量瓶中,其中 3份

加入 1.00mL1.20×10
-6
mol· L

-1
、2份加入 1.00

mL6.06×10
-7
mol· L

-1
、剩余两份加入 1.00mL

2.00×10
-6
mol· L

-1
的马拉硫磷农药溶液, 定容.

以 MWNT修饰酶电极为工作电极, 分别测定马拉

硫磷的含量,结果见表 1.如表, 样品的加标回收率

在 97% ～ 105%之间,说明该传感器可应用于实际

样品的测定.

3　结　论
MWNT能明显地增强电子传递, 增大电极的

有效面积;以其修饰玻碳电极, 对 TCh的氧化具有

电催化作用,峰电流显著增大,从而大幅度提高了

TCh的电流响应值.使用 AChE/MWNT/GC电极由

计时电流法检测马拉硫磷,其检出限和相关系数分

别为 1.0×10
-10
mol·L

-1
和 0.9941.
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DeterminationofMalathionBasedonCarbonNanotubesModified
ElectrodeIncorporatingAcetylcholinesterase

ZHANGLu, ZHANGYao-dong＊, QIHong-lan
(KeyLaboratoryofAnalyticalChemistryforLifeScienceofShaanxiProvince,

 ShaanxiNormalUniversity, Xi' an, 710062)

Abstract:Abiosensorfordeterminationoforganophosphoruspesticidebasedontheacetylcholinesteraseand
multi-wallcarbonnanotubesmodifiedelectrodeisfabricated.Undertheoptimalconditions, thechronoampero-

metriccurrentat+0.70V(vs.SCE) increasedlinearlywiththeconcentrationofmalathionintherangefrom

6.0×10
-10
to6.0×10

-9
mol·L

-1
withadetectionlimitof1.0×10

-10
mol· L

-1
.Therecoveriesofmalathion

inlakewateris97% to105% determinatedbythismethod.
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