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聚硫堇修饰的一次性酶传感器检测 
辛硫磷农药残留 

陈文飞, 丁建英*, 黄虹程, 汪嘉栩, 薛忆 

(常熟理工学院生物与食品工程系, 常熟  215500) 

摘  要: 目的  研制一种用于蔬菜中有机磷农药残留快速检测的电化学酶传感器。方法  通过循环伏安法将电

子媒介体硫堇电聚合在丝网印刷电极上作为电子传递体, 用壳聚糖凝胶将乙酰胆碱酯酶固定于聚硫堇电极表

面, 制成一种新型的有机磷农药生物传感器。结果  在有机磷农药辛硫磷浓度为 0.01~500 μg/mL范围内, 酶电

极抑制率(%)与辛硫磷的浓度(c)的对数呈良好的线性关系, 相关系数为 0.9886, 检出限以抑制率 10%的农药浓

度计算为 0.006 μg/mL。结论  研制出成本低廉, 使用方便, 具有响应快、灵敏度高的有机磷农药生物传感器, 

可应用于果蔬中有机磷农药的快速检测。 
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Fabrication of disposable organophosphorus pesticide enzyme 
biosensor modified by polythionine 

CHEN Wen-Fei, DING Jian-Ying*, HUANG Hong-Cheng, WANG Jia-Xu, XUE Yi 
(College of Biotechnology and Food Engineering, Changshu Institute of Technology, Changshu 215500, China) 

ABSTRACT: Objective  To develop an amperometric biosensor for the detection of organophosphorus 

pesticides in vegetables. Methods  The novel enzyme electode biosensor was fabricated with 

acetylcholinesterase(AChE) immobilized by chitosansilica on the surface of the polythionine modified screen 

printed electrode. Results  The inhibition rate versus the logarithm of Phoxim concentration was linear over 

the range of 0.01 to 500 μg/mL with the linear correlation coefficient of 0.9886. The detection limit for Phoxim 

calculated by inhibition rate of 10% was 0.006 μg/mL. Conclusion  Organic phosphorus pesticide biosensor 

was successfully developed, which was expected to be used for rapid detection of organophosphorus pesticides 

in fruit and vegetables with its low cost and easy use, had the advantages of fast response and high sensitivity. 
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1  引 言 

有机磷农药残留是目前常见的食品安全问题之

一, 国内对有机磷农药残留的快速检测方法主要是

基于酶抑制原理的比色法与速测卡法[1,2], 这种检测

已经难于满足人们检测便捷性和灵敏性的要求。电化
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学酶生物传感器具有快速、方便、灵敏的特点[3], 在

有机磷农药检测方面有了一些研究报道[4,5], 比如酶

抑制法主要用于果蔬中有机磷和氨基甲酸酯类农药

的残留检测, 不能检测其他类型的农药, 且不能给出

定性和定量结果, 最低检出浓度偏高, 导致某些农药

品种的检测结果出现假阴性 [6]; 在气相色谱法(GC)

方面, 卫红[7]用岛津气相色谱仪 GC-14B、火焰光度检

测器 FPD测定有机磷农药乐果、甲基对硫磷、乙基对

硫磷的含量; 在薄层色谱法(TLC)方面, 樊伟等[8]建立

了茶叶中高效氯氟氰菊酯和联苯菊酯残留的高效薄层

色谱分析法。在这种色谱条件下高效氯氟氰菊酯和联

苯菊酯的最小检测限分别为 10 ng和 20 ng。 

基于一次性丝网印刷电极的有机磷农药生物传

感器的研究较少, 本实验主要研究聚硫堇修饰的一

次性丝网印刷酶电极检测有机磷农药残留的相关内

容。硫堇是一种吩噻嗪类染料, 具有电子传递作用, 

在电化学酶传感器中有较多的研究应用, 可提高电

极的灵敏度、稳定性[9-12]。本研究将硫堇聚合于一次

性丝网印刷电极表面, 用壳聚糖溶胶凝胶将乙酰胆

碱酯酶固定于聚硫堇电极表面, 利用有机磷农药乙

酰胆碱酯酶对底物催化作用的抑制, 研制出一种快

速、灵敏、使用方便的电化学酶传感器用于快速检测

果蔬中有机磷农药残留。该传感器具有良好的稳定

性、灵敏度, 该酶电极具有制备简单, 操作、使用方

便的特点, 将其用于蔬菜样品中有机磷农药留的快

速检测, 显示了该传感器较好的准确性。 

2  材料与方法 

2.1  材料与仪器 

乙酰胆碱酯酶 AChE, 500 U/mg, Sigma公司; 辛

硫磷 上海阿拉丁试剂有限公司; 氯化硫代乙酰胆碱

ATCh, Sigma 公司; 壳聚糖 浙江金壳生物有限公司; 

其他试剂 均为分析纯试剂; 实验用水均为二次蒸馏

水; 磷酸盐缓冲溶液(以下简称 PBS)。 

CHI660C 电化学工作站 上海辰华仪器公司; 超

声波清洗器 上海声析超声仪器有限公司; 旋涡混合

器  上海精科实业有限公司 ; 一次性丝网印刷电极 

无锡市申瑞生物制品有限公司。 

2.2  实验方法 

2.2.1  硫堇的电聚合  

将丝网印刷电极参照文献[13]的方法进行电聚合, 

将电极置于 5 mmol/L硫堇醋酸缓冲溶液(pH=4.5)中, 

在0.4～0.3 V电压范围内以 0.05 V/s的速率循环扫

描 50 圈形成聚硫堇膜。聚合后的电极用二次蒸馏水

冲洗后置于 pH=7.0的 PBS缓冲溶液上方保存。 

2.2.2  酶电极的制备  

用移液枪吸取 20 μL壳聚糖溶液(0.10 g壳聚糖

溶于 10 mL 1%的乙酸溶液)与 30 μL乙酰胆碱酯酶溶

液 (0.50 mg 乙酰胆碱酯酶溶解于 1 mL 的 0.01 

mol/mLPBS 溶液)混合均匀, 用微量注射器吸取 10 

μL 滴加到备用的电极上, 置于 4 ℃冰箱 10～12 h, 

待滴于电极上的混合物干燥后备用。 

2.2.3  电化学分析方法  

用循环伏安法对酶电极制备过程及特性进行了

表征; 在工作电位 0.28 V、室温(25±1) ℃, 在磷酸

缓冲液中(磁力搅拌下), 用计时电流法研究酶电极的

催化性能、检测条件的优化, 并根据酶电极在 0.24 

mg/mL的底物ATCH中的响应电流 I1, 酶电极在不同

浓度辛硫磷溶液中浸泡 15 min 后对 0.24 mg/mL 的

ATCH的响应电流 I2, 计算各种浓度农药相对应的抑

制率, 抑制率(%)计算公式[14]为:  

10×
1

21

i

ii 
抑制率

 

3  结果与分析 

3.1  酶电极的电化学特征 

3.1.1  酶传感器的循环伏安特性

 

  

在 5 mL 0.10 mol/LpH 为 7.0 的磷酸缓冲溶液

(PBS)中, 采用循环伏安法研究电极的电化学特性。

图 1 显示了丝网印刷电极在聚合硫堇前后在 PBS 中

的循环伏安曲线, 图 1(a)为裸电极在 PBS 溶液中的

循环伏安图像, 没有出现明显的氧化-还原峰, 图 1(b)

是经过硫堇聚合后的电极在 PBS中的循环伏安图像, 

有明显的氧化-还原峰, 说明了硫堇成功聚合在电极

表面, 并形成了良好的导电膜, 且能发生良好可逆反

应。图 2 为酶电极在 0.10 mol/L pH为 7的 PBS溶液

中的循环伏安(CV)曲线。图 2(a)为聚硫堇电极表面修

饰壳聚糖凝胶和乙酰胆碱酯酶混合物后制备成的酶

电极在 PBS 溶液中的 CV 图, 图 2(b)为测试底液中

加入乙酰胆碱酯酶的催化底物氯化硫代乙酰胆碱

(0.24 mg/mL)后的CV图, 从图2(b)中可见, 可以看出

在电位 0.12 V 左右出现了明显的氧化峰, 说明修饰
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在电极表面的乙酰胆碱酯酶对底物氯化硫代乙酰胆

碱有明显的电催化作用。图 2(c)为酶电极在有机磷农

药辛硫磷(0.4 μg/mL)溶液中浸泡 15 min 后, 在含氯

化硫代乙酰胆碱的 PBS 溶液中的 CV 图, 在电位

0.12 V 左右处氧化电流明显减小, 表明在经过有机

磷农药辛硫磷浸泡后对酶电极表面乙酰胆碱酯酶产

生了抑制作用。 

3.1.2   酶传感器对底物的催化   

本实验研究了酶电极对底物溶液(ATCH)的计时

电流响应情况, 在工作电位 0.28 V、室温(25±1) ℃, 

在 5 mL pH为 7.0的 PBS缓冲液中(磁力搅拌的环境

下), 每次加入 20 μL(12 mg/mL)氯化硫代乙酰胆碱, 

 

图 1  不同修饰电极在 PBS中的 C-V图 

Fig. 1  Cyclic voltammograms of different electrodes 
注: a为裸电极; b为聚硫堇电极。 

 

图 2  酶电极在 PBS缓冲液中的循环伏安图 

Fig. 2  Cyclic voltammograms of enzyme-electrodes in PBS 
buffer 

注: a为酶电极在 PBS液, b为酶电极在含有 0.24 mg/mLACTH的

PBS液, c为 b经过有机磷农药辛硫磷(0.40 μg/mL)溶液浸泡后 

图 3表明: 随着测试底液中底物 ATCH不断加入, 酶

电极的响应电流也不断变大, 显示了经乙酰胆碱酯

酶修饰的电极对底物具有良好的响应性能, 图 4显示

酶电极响应电流随着底物 ATCH 浓度的增加, 响应

电流增大, 当底物的浓度达到 0.90 mg/mL 以后, 响

应电流的接近恒定, 不再明显变化, 说明此时修饰于

电极上的乙酰胆碱酯酶已催化作用达最大 , 在

ATCH浓度为 0.20~0.30 mg/mL时, 酶电极对底物的

电流响应最为灵敏, 所以本实验选择 0.24 mg/mL 的

底物浓度进行检测条件的优化实验及抑制试验。 

3.2  酶传感器检测条件的优化 

3.2.1  pH 的影响   

由于酶需要在适宜的 pH环境中才可以表现出最

佳的催化能力, 所以酶电极检测体系溶液的 pH 对乙 

 

图 3  酶电极对不同浓度 ATCH的电流-时间响应曲线 

Fig. 3  I-T curve of enzyme electrode response to different 
concentrations of ACTH 

注: 测试底液为 10 mL pH7.0的 0.10 mol/L PBS溶液, 工作电位

0.28 V 

 

图 4  响应电流与底物 ACTH浓度的关系 

Fig. 4  Current relationship with concentrations of ACTH 
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酰胆碱酯酶的催化活力影响较大。因而需要通过实验

对其 pH 环境进行优化并找出最佳 pH 环境。在某一

pH时, 酶的催化活性会达到最高, 此时的 pH为最适

pH, 一般最适 pH值在 pH=7左右波动。本实验考察

了酶电极在 pH值为 5.5～8.5范围的磷酸缓冲液中对

0.24 mg/mLACTH 的响应电流(图 5)。实验发现, 酶

电极在 pH为 8.0时酶电极对 0.24 mg/mL的氯化硫代

乙酰胆碱催化时的响应电流最大, 且在 pH 超过 8.0

后, 响应电流逐渐下降, 这是由于溶液的碱性过大, 

影响了乙酰胆碱酯酶的活性。故后续的实验中以 pH

为 8.0的磷酸缓冲溶液为测试底液。 

 

图 5  pH对酶电极响应的影响 

Fig. 5  Effect of pH on the enzyme electrode response 
注: 测试体系为含ACTH浓度为0.21 mg/mL的0.1 mol/L PBS溶液。 

 

3.2.2  温度的影响   

温度是影响酶电极催化反应的另一个重要因素。

而且酶的活性也与温度有着直接关系, 温度升高, 酶

的催化反应速度加快, 但温度过高会使酶蛋白变性

而失活。一般情况下酶的活性在 37 ℃左右最强。本

实验中, 在 pH=8.0的磷酸缓冲溶液中, 15～35 ℃范

围内考察了酶电极对 0.24 mg/mL底物标准溶液的响

应(图 6)。实验表明, 随着温度升高, 响应电流不断增

大, 当达到 30 ℃时, 电极响应电流值达到最大, 说

明此时酶的活性最大, 催化速率最高, 进一步升高温

度时可能部分酶变性而失活, 酶的活性开始下降导

致了催化电流的下降。(实际过程中, 考虑到电极表

面硫堇的稳定性、酶电极的灵敏度和实际使用中的便

捷性, 且在 25 ℃时酶电极的响应电流较大, 因此测

定时底液温度选择为 25 ℃) 

3.2.3  抑制时间的选择   

酶电极在有机磷农药中抑制的时间长短对固定 

在其上的乙酰胆碱酯酶活性有着重要影响, 如图 7所

示, 1.0 μg/mL 的辛硫磷对乙酰胆碱酯酶的抑制作用

随着时间的延长抑制率逐渐增大, 在抑制时间 5~15 

min时抑制率随着时间的延长迅速增加, 在 15 min抑

制率达高峰, 而在 15 min 之后抑制率稳定有轻微下

降, 因此在抑制率曲线的制作过程中选择 15 min 作

为最佳抑制时间。 

3.3  有机磷农药对酶传感器的抑制率曲线及实

际样品的测定 

3.3.1  有机磷农药的抑制率曲线   

将有机磷农药辛硫磷按照一定比例稀释制成梯 

 

图 6  温度对酶电极响应的影响 

Fig. 6  Effect of temperature on the enzyme electrode 
response 

注: 测试体系为含 ACTH浓度为 0.21 mg/mL的 pH8.0的 0.10 

mol/LPBS溶液。 

 

图 7  抑制时间的优化 

Fig. 7  Optimization of suppression time 
注: 测试体系为含 ACTH浓度为 0.21 mg/mL的 pH8.0的 0.10 

mol/LPBS溶液。 
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度浓度的溶液, 用本文方法制成的酶电极在最优化

条件下用电流-时间曲线测定不同浓度辛硫磷农药对

酶电极的抑制率。由于有机磷农药对 AChE有抑制作

用, 经过抑制后的酶电极在 0.24 mg/mL 氯化硫代乙

酰胆碱溶液中产生的催化电流明显比抑制前有明显

降低, 电流减小的程度与农药的浓度有一定的比例

关系。以抑制率对农药浓度的对数作图, 结果表明, 

农药对 AChE 的抑制率与农药浓度的对数在辛硫磷

溶液 0.01~500 μg/mL范围内呈良好的线性关系(见图

8), 抑制率与有机磷农药辛硫磷浓度的对数的线性

关系方程为: 抑制率(%)=47.6524+17.013logC, 相关

系数 R=0.9886, 参考文献[15]将抑制率为 10％时对应

的农药浓度作为检出限 , 其最低检出限为 0.006 

μg/mL, 最低检出限远低于该农药的国家最高残留限

量标准, 说明酶电极具有较好的准确性和灵敏度。 

 

图 8  有机磷农药抑制率曲线 

Fig. 8  Curve of inhibition rate of organophosphate 
注: 测试底液为含ACTH浓度为 0.21 mg/mL的 5 mL pH8.0的 0.10 

mol/LPBS溶液. 

 
3.3.2   酶电极的重现性和稳定性   

选择一个酶电极, 测定其对相同底液的响应电

流, 每隔 20 min测定一次, 连续测 6次, 得出其响应

电流, 其相对标准偏差为 8.97%。说明该酶传感器具

有良好的重现性。另外选择一个修饰好的酶电极, 置

于 PBS溶液的上方, 置于 4 ℃冰箱中保存, 10 d后再

次测定其响应电流, 可以达到原响应电流的 86.12%, 

说明该酶电极具有较好的稳定性。 

3.3.3  酶电极对实际样品的回收率测定   

取洗净的样品(不含有机磷农药的青菜样品), 在

其上喷洒一定浓度的辛硫磷, 置于小烧杯中, 并加入

适量的丙酮溶液浸泡, 密封避光静置 12 h。以上述提

取的溶液为待测的实际样品, 在 0.10 mol/LPBS缓冲

溶液中采用三电极系统对样品进行回收率测定。本实

验分别对青菜样品进行四次平行测定, 由表 1 可知, 

该方法得到的青菜样品回收率的平均值为 97.50%, 

说明该有机磷生物农药传感器对样品中农药残留含

量的测定具有良好的准确度。 

 
表 1  青菜四个样品回收率实验结果 

Table1  Results of recovery of green vegetable samples 

青菜质

量(g) 
加入浓度
(μg/mL) 

回收浓度
(μg/mL) 

回收率
(%) 

变异系数
(%) 

3.13 1.0 
0.975(均

值) 

97.50(均

值) 
4.32 

 

4  结  论   

本研究将硫堇聚合于一次性丝网印刷电极表面

制备了可用于果蔬中有机磷残留检测的电化学酶传

感器, 该传感器制作简单, 成本低廉, 使用方便, 具

有响应快、灵敏度高, 并具有较好的稳定性, 有望用

于果蔬样品中有机磷农药的快速检测。 
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