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羧基化纳米多孔碳电化学适配体传感器的 
构建及其在维生素 C 检测中的应用 

蒋翠文, 王彦力, 梁  静, 牙  禹, 谢丽萍, 李  焘, 宁德娇, 黄晓川, 唐  莉*, 闫飞燕* 
(广西壮族自治区农业科学院农产品质量安全与检测技术研究所, 南宁  530007) 

摘  要: 目的  建立一种简单、灵敏度高、选择性好的电化学适配体传感器用于维生素 C (vitamin C, VC)的

快速检测。方法  将羧基化纳米多孔碳材料(carboxylated nanoporous carbon powder, NCP-COOH)修饰在丝网

印刷电极(screen printed electrode, SPCE)表面, 为结合氨基修饰的适配体提供大量的活性位点, 构建新型适配

体传感器。当 VC 存在时 , 传感器表面的适配体与 VC 特异性结合导致差分脉冲伏安(differential pulse 

voltammetry, DPV)响应信号下降, 根据信号的变化实现对 VC 的定量检测。采用循环伏安法和交流阻抗法对传

感器的构建过程及电化学性能进行考察, 并通过对 NCP-COOH 材料浓度、适配体浓度、缓冲液 pH、孵育时

间等条件的优化, 确定传感器对 VC 的最佳检测条件。结果  NCP-COOH 具有大的比表面积, 良好的导电性

和生物相容性, 能显著提高传感器的电化学性能。在最佳的实验条件下, 传感器在 0.1~1000.0 μg/L 范围内对

VC 有良好的响应, 检出限为 0.01 μg/L, 用于实际样品的测定时回收率为 92.5%~100.5%, 测定结果与 GB 

5009.86—2016《食品安全国家标准 食品中抗坏血酸的测定》相符。结论  该方法方便快捷、灵敏度高、选

择性好, 能够应用于蔬菜样品中 VC 的准确测定, 为农产品中 VC 的快速检测提供了一种新方法。 

关键词: 羧基化纳米多孔碳粉末; 维生素 C; 适配体; 丝网印刷电极; 电化学传感器 

Construction of carboxylated nanoporous carbon powder electrochemical 
aptasensor and its application in vitamin C detection 
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ABSTRACT: Objective  To establish a simple, high sensitivity and good selectivity electrochemical aptasensor  
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for rapid detection of vitamin C (VC). Methods  The carboxylated nanoporous carbon powder material 
(NCP-COOH) was modified on the surface of the screen printed electrode (SPCE) to provide a large number of active 
sites for binding the amine-modified aptamer, and a novel aptasensor was constructed. In the presence of VC, the 
aptamer on the sensor surface specifically binding with VC, resulted a decrease in the differential pulse voltammetry 
(DPV) response signal and the quantitative detection of VC was realized according to the change of signal. The cyclic 
voltammetry and electrochemical impedance spectroscopy were used to investigate the construction process and 
electrochemical performance of the sensor. The optimal detection conditions of VC were determined by optimizing 
NCP-COOH material concentration, aptamer concentration, buffer pH, incubation time. Results  NCP-COOH had 
large specific surface area, good conductivity and biocompatibility, which could be significantly improved the 
electrochemical performance of the sensor. Under the optimal experimental conditions, the sensor had a good 
response to VC in the range of 0.1–1000.0 μg/L, and the limit of detection was 0.01 μg/L. The recovery rates were 
92.5%–100.5% when used for the determination of actual samples and the measurement results were consistent with 
the GB 5009.86—2016 National standards for food safety-Determination of ascorbic acid in food. Conclusion  The 
method is convenient, rapid, sensitive and selective, which can be applied to the accurate determination of VC in 
vegetable samples, and provides a new method for the rapid detection of VC in agricultural products. 
KEY WORDS: carboxylated nanoporous carbon powder; vitamin C; aptamer; screen printed electrode; 

electrochemical sensor 
 
 

0  引  言 

维生素 C (vitamin C, VC), 又名 L-抗坏血酸, 天然存在

于新鲜的蔬菜水果中, 是人体新陈代谢过程中所必需的维

生素之一, 同时也是衡量农产品营养品质的重要指标[1–2]。

具有抑制黑色素形成、抗氧化、预防坏血病、提高免疫力、

防癌等功效[3–5]。人体自身不能合成 VC, 只能通过食物补

充, 若人体缺乏 VC 可引起皮肤和黏膜下出血、牙龈肿胀、

关节和肌肉疼痛等疾病[6–7], 因此建立准确的 VC 测定方法

具有重要意义。 
当前, VC 检测的主要方法有氧化还原滴定法[8]、色谱

法[9]、光谱法[10]和电化学分析法[11–12]等, 但这些方法存在

仪器设备昂贵、前处理复杂、检测时间长等缺点。电化学

法因响应速度快、操作简单、成本低、易于微型化等优点

而被广泛应用[13], 传统的 VC 电化学传感器虽然可以满足

大多数果蔬样品中灵敏度的检测需求, 但由于复杂的基质

背景和传感器本身的低选择性, 要实现精准的测定仍是一

项挑战, 因此建立简单、快速、选择性好、灵敏度高的新

型 VC 电化学传感器十分必要。 
电化学适配体传感器因具有专一性强、亲和力高、稳定

性好、灵敏度高等优点在分析领域得到了广泛的报道[14–15]。

然而, 由于传感器制备过程复杂、时间较长、检测周期长, 
使其在应用时受限。丝网印刷电极具有小型化、便携、易

于功能化、批量生产等特点可以使上述问题得到有效的解

决[16–17]。高性能材料可以提高传感器的电化学性能, 是构

建高灵敏传感策略的关键因素。多孔碳作为一种优良的电

极修饰材料, 其特有的微孔结构显著增加了材料的比表面

积, 而介孔结构有利于提高材料的微孔覆盖率, 缩短扩散

路径长度, 为目标物和电子传递提供了有效的传输通道, 
这些独特的性质可以显著提高传感器的电化学传感性能, 
提高分析方法的灵敏度[18–20]。本研究以丝网印刷电极为基

底, 采用 VC 适配体作为识别单元, 将羧基化纳米多孔碳

材料(carboxylated nanoporous carbon powder, NCP-COOH)
作为信号放大物, 构建了一种新型电化学适配体传感器, 
并应用于农产品中 VC 的测定, 为农产品中 VC 的现场快

速测定提供一种新策略。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂与仪器 

莲藕和番茄均购于本地农贸市场。 
铁氰化钾、亚铁氰化钾、三羟甲基氨基甲烷 (tris 

hydrox-ymethyl aminomethan, Tris)、盐酸、N-羟基丁二酰亚

胺(N-hydrox-ysuccinimide, NHS)、1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙
基碳二亚胺[N-(3-dimethyl aminopropyl)-nethyl-carbodiimide 
hydrochloride, EDC]、牛血清蛋白(bovine serum albumin, 
BSA)(分析纯, 上海麦克林生化科技有限公司); VC、维生

素 B1 (vitamin B1, VB1)、维生素 B6 (vitamin B6, VB6)、维生

素 B12 (vitamin B12, VB12)、维生素 B9 (vitamin B9, VB9)、维

生素 D2 (vitamin D2, VD2)、维生素 D3 (vitamin D3, VD3)、
维生素 E (vitamin E, VE)(纯度≥98%, 美国 Sigma 公司); 
适配体(aptamer, Apt): 5’-NH2-(CH2)6-GTG GAG GCG GTG 
GCC AGT CTC GCG GTG GCG GCC-3’(安徽昂普拓迈生

物科技有限公司 ); 纳米多孔碳粉末 (nanoporous carbon 
powder, NCP)(南京吉仓纳米科技有限公司); 实验用水均

为超纯水(18.2 MΩ·cm)。 
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Palm-sens 4C 电化学系统 (荷兰 Palm 仪器公司 ); 
C18J02 型丝网印刷电极(screen printed electrode, SPCE)(天
津高仕睿联光电科技有限公司); BP21D 分析天平(精度

0.0001 g, 美国赛多利斯公司); JEM 2100F 透射电子显微镜

(transmission electron microscope, TEM, 日本电子株式会

社 ); Nicolet iS10 傅立叶红外光谱仪 (美国热电公司 ); 
3H-2000PS2 型比表面及孔径分析仪(北京贝士德仪器公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  NCP-COOH 的制备及活化 
参照参考文献[21–22]制备及活化 NCP-COOH: 取 1.0 g 

NCP 加入 100 ml H2SO4/HNO3 (V1:V2, 3:1)混合液中超声 2 h, 
冷却后用超纯水洗涤至滤液呈中性 , 收集黑色粉末 , 于
80℃干燥 24 h, 得到 NCP-COOH。取 10 mg NCP-COOH 置

于 10 mL 0.5 mol/L NHS 和 EDC 混合液中超声 1 h, 得到活

化的 NCP-COOH (1 mg/mL)材料, 于 4℃的冰箱中备用。 
1.2.2  VC 适配体传感器的制备 

将 SPCE 置于无水乙醇溶液中超声 15 min, 超纯水冲洗

后晾干。取 5 μL 活化后的 NCP-COOH 悬浮液(1 mg/mL)滴于

预处理的 SPCE 工作电极上, 干燥后得到 NCP-COOH/SPCE。
然后取 5 µL 6 μmol/L Apt 滴涂于上述电极表面, 37℃孵育

2 h, 得到 Apt/NCP-COOH/SPCE, 用 1% BSA 封闭残余活

性位点, 得到 BSA/Apt/NCP-COOH/SPCE, 即 VC 适配体

传感器, 于 4℃保存, 备用。VC 适配体传感器的制备及检

测示意图见图 1。 
1.2.3  标准曲线的建立 

在 BSA/Atp/NCP-COOH/SPCE 电极表面滴加 5 μL 不

同质量浓度(0.0、0.1、1.0、10.0、100.0、500.0、1000.0 μg/L)
的 VC 标准溶液, 室温下反应 5 min, 10 mmol/L pH=7.5 的

Tris-HCl 缓冲液冲洗以除去未与适配体结合的 VC, 随后, 
将传感器置于 5 mmol/L [Fe(CN)6]3–/4–和 0.1 mol/L KCl 混
合溶液中 , 采用差分脉冲伏安法测量电流的变化值 , 建
立电流的变化值与 VC 浓度对数之间的线性关系。本研究

采用 Palm-sens 4C 电化学系统进行差分脉冲伏安法

(differential pulse voltammetry, DPV)、循环伏安法(cyclic 
voltammetry, CV) 和 电 化 学 阻 抗 法 (electrochemical 
impedance spectroscopy, EIS)测试。上述方法的设置参数为: 
DPV: 扫描范围–0.50~0.60 V, 电位增量 0.004 V、振幅 0.05 V、

脉冲宽度 0.05 s、采样宽度 0.0167 s。CV: 扫描范围–0.4~0.8 V, 
扫描速率为 50 mV/s。EIS: 外加电压 0.18 V, 振幅 5 mV, 电
压频率范围 10‒1~105 Hz。 
1.2.4  样品的处理 

称取 1.0000 g 已匀浆的莲藕和番茄, 加入 20 mL 10 mmol/L 
pH=7.5 的 Tris-HCl 缓冲液超声提取 5 min, 随后于 8000 r/min
离心 5 min, 收集上层清夜, 重复提取 3 次, 合并提取液, 
Tris-HCl 缓冲液定容至 100 mL 得到待测样品。 

1.3  电流变化值计算 

VC 加入前后的峰值电流(∆I)变化由式(1)计算[23]: 
 ΔI=I0–I1   (1) 

式中 I0 为未经 VC 处理的 BSA/Atp/NCP-COOH/SPCE 在

5 mmol/L [Fe(CN)6]3–/4–和 0.1 mol/L KCl 混合溶液中的峰

值电流; I1 为经 VC 处理后的传感器在相同条件下测得的

峰值电流。 

 

 

 
图1  VC适配体传感器的制备及检测示意图 

Fig.1  Preparation and detection diagram of VC aptasensor 
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1.4  数据处理 

采用 Sigma Plot 8.0 和 Origin 8.5 进行数据和图表处理。 

2  结果与分析 

2.1  材料的表征 

利用透射电镜对合成材料的形貌进行了表征 , 由图

2A 和 2B 可知, NCP-COOH 很好的保持了 NCP 经典的多孔

结构。红外图谱(图 2C)显示, 与 NCP (a)相比, NCP-COOH 
(b)在 3422 cm–1 (-OH)和 1185 cm–1 (C-O)的特征峰有显著性

增强, 同时, 1722 cm–1 (C=O)处峰的出现证明了 NCP 被成

功羧基化 [ 2 4 ]。氮气吸附 -脱附曲线如图 2D 显示 ,  在

P/P0<0.01下, NCP (a)和 NCP-COOH (b)的吸附量显著增加, 
为 I 型等温线; 而在 0.4<P/P0<1 处有较大的后滞环, 此时 

NCP (a)和NCP-COOH (b)表现为典型的 IV型等温线, 这表

明 NCP 和 NCP-COOH 均存在丰富的微孔和介孔结构[25]。

经测定, NCP 和 NCP-COOH 的比表面积分别为 367 m2/g
和 352 m2/g, 孔径分别为 52 nm 及 51 nm。NCP-COOH 的

高比表面积和丰富的孔结构有利于增加适配体的固定和电

子在电极表面的转移, 从而提高传感特性。 

2.2  BSA/Atp/NCP-COOH/SPCE 传感器的电化学表征 

采用循环伏安法和电化学阻抗法对不同的修饰电极进行

了表征。由图 3A 可知, 与 SPCE (a) (23.84 μA, 1780.6 Ω)相比, 
NCP-COOH/SPCE (b)的电流响应增大为 54.87 μA, 电阻值减

小为 45.3 Ω(图 3B, b), 这是由于 NCP-COOH 良好的导电性

促进了电极表面电子的转移。当 Apt 修饰后, 由于核酸适配

体磷酸骨架的电负性与探针 [Fe(CN)6]3 – / 4 –之间的静电 
 

  
 

注: A: NCP; B: NCP-COOH的TEM图; C: NCP (a)和NCP-COOH (b)的红外光谱图; D: NCP (a)和NCP-COOH (b)的氮气吸附-脱附曲线图。 
图2  NCP和NCP-COOH材料表征图 

Fig.2  Characterization of NCP and NCP-COOH 
 

 
 

注: a: SPCE; b: NCP-COOH/SPCE; c: Apt/NCP-COOH/SPCE; d: BSA/Apt/NCP-COOH/SPCE; e: VC/BSA/Apt/NCP-COOH/SPCE。 
图3  不同电极的CV (A)和EIS (B)曲线图 

Fig.3  CV (A) and EIS (B) curves for different electrodes 
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排斥和适配体的弱导电性[26], Apt/NCP-COOH/SPCE(图 3A, 
c)的电流明显下降为 40.13 μA, 阻抗值增加为 247.8 Ω(图 3B, 
c); 以 BSA 封闭电极的剩余点位后, BSA/Apt/NCP-COOH/ 
SPCE(图3A, d)的峰电流进一步减小为33.39 μA, 阻抗值继续

增加, 为 520.5 Ω(图 3B, d); 加入 VC 后, 由于 VC-适体复合

物的形成阻碍了电子转移, 致使 VC/BSA/Apt/NCP-COOH/ 
SPCE 电流下降为 30.22 μA(图 3A, e), 电阻值进一步增加为

980.8 Ω(图 3B, e)。以上结果表明, 该电化学适配体传感器

的成功制备及对 VC 有较强的电化学信号响应。 

2.3  实验条件的优化 

探究了 NCP-COOH 质量浓度在 0.5~2.5 mg/mL 范围

内对传感器检测 10 μg/L VC 的影响, 由图 4A 可知, 随着

NCP-COOH 质 量 浓 度 的 增 加 , ΔI 明 显 增 大 , 当

NCP-COOH 质 量 浓 度 超 过 1.0 mg/mL 后 , ΔI 随

NCP-COOH 质量浓度的增加而降低 , 所以实验选择

NCP-COOH 的质量浓度为 1.0 mg/mL。 
比较了不同浓度(2、4、6、8、10 μmol/L) Apt 对 10 μg/L 

VC 检测的影响。如图 4B 所示, 当 Apt 浓度为 2~6 μmol/L
时, ΔI 呈上升趋势; 当 Apt 浓度大于 6 μmol/L 后, ΔI 基本保

持不变, 这表明适配体在电极表面的结合达到饱和状态。

因此 Apt 的最佳浓度为 6 μmol/L。 
考察了 Tris-HCl 缓冲液 pH 在 5.5~8.5 范围内对 VC

的电化学响应。由图 4C 可知, ΔI 随 pH 的增大先升高后下

降, 在 7.5 时达到最大值, 这是由于过酸或过碱条件导致

适配体的活性降低。故实验选择的缓冲液 pH 为 7.5。 
研究了 VC 孵育时间分别为 1、2、3、4、5、6、7 min

与 ΔI 的关系, 结果见图 4D。在 1~5 min 内 ΔI 随时间的增

加而增大, 5 min 后 ΔI 基本不变, 说明此时 VC 与适配体的

结合已达到饱和状态, 因此本研究选择 VC 的孵育时间为

5 min。 

2.4  VC 检测性能分析 

在最优条件下, 用 BSA/Apt/NCP-COOH/SPCE 对不

同浓度的 VC 标准溶液进行了测定。由图 5 可知 , 
BSA/Apt/NCP-COOH/SPCE 的电流随 VC 浓度的增加而下

降, 在 0.1~1000.0 μg/L 范围内, 电流变化与 VC 质量浓度的

对数呈良好的线性关系, 回归方程为∆I=5.3404lgC+22.48, 
相关系数 r2=0.9967, 检出限为 0.01 μg/L (S/N=3)。与其他

已报到的传感器相比, 如表 1 数据显示, 多数已报道的 VC
电化学传感器线性范围为 2 个数量级, 本研究提出的方法

线性范围能达到 4 个数量级, 同时, 该方法的灵敏度与多

数传感器相比, 至少提高了 1000 倍, 且传感器以丝网印刷

电极为基底, 具有制备简单、可批量生产、易于微型化的

优点, 展现出了更好的实用性。综上所述, 本研究方法具

有线性范围宽、灵敏度高、便携等优势。 

 

 
 

注: A: 不同NCP-COOH质量浓度与ΔI的关系; B: 不同Apt浓度与ΔI的关系; C: 不同pH的Tris-HCl缓冲液与ΔI的关系;  
D: 不同孵育时间与ΔI的关系。 

图4  不同实验条件与ΔI的关系图(n=3) 
Fig.4  Relationship between different experimental conditions and ΔI (n=3) 
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2.5  传感器的选择性、重现性和稳定性 

为了评价传感器的选择性, 对果蔬中常见的干扰物

质如柠檬酸、酒石酸、苹果酸、多巴胺和葡萄糖等有机物

及不同类型的维生素进行了研究。结果如图 6A 所示, 500
倍的柠檬酸、酒石酸、苹果酸、多巴胺、葡萄糖及相同浓

度的 VB1、VB6、VB12、VB9、VD2、VD3 和 VE 与 10 μg/L 
VC 相比 , 其他物质的∆I 值小于 VC 的∆I。由此证明 , 
BSA/Apt/NCP-COOH/SPCE 具有良好的选择性。 

用 5 片新制的 BSA/Apt/NCP-COOH/SPCE 对 10 μg/L 
VC 进行测定, 结果如图 6B 所示, 相对标准偏差(relative 
standard deviation, RSD)为 3.78%, 表明传感器具有较好的

重复性。 
将制备的BSA/Apt/NCP-COOH/SPCE保存于4℃冰箱中

一段时间后用于 VC 的电化学检测。5、10、15 d 后电流信号

变化值与最初的信号变化值相比分别下降了 2.04%, 4.91%和

7.67%, 说明 BSA/Apt/NCP-COOH/SPCE 的稳定性较好。 

 

 
 

注: A: BSA/Apt/NCP-COOH/SPCE对不同浓度VC的DPV曲线图; B: VC检测的标准曲线(n=3)。 
图5  传感器的性能分析 

Fig.5  Performance analysis of sensors 
 

表 1  本研究传感器与其他 VC 电化学传感器的比较 
Table 1  Comparision of the proposed aptasensor with others VC electrochemical sensors 

传感器 线性范围/(μg/L) 检出限/(μg/L) 参考文献 

P2Mo7V/Ru(bpy)3/Cs-Pd/ITO 2.20×101~2.08×103 1.76×101 [27] 

AuNPs@TS-COF/RGO/GCE 1.41×103~1.59×105 7.57×102 [28] 

C3F7-azo+-Nb3O8/GCE 3.52×103~1.95×105 8.30×102 [29] 

MCH/Apt/AuNPs/PANI/GCE 1.0×10–3~1.0×102   1.0×10–4 [30] 

FeVO4/GCE 1.76×104~5.28×104 6.69×101 [31] 

PB-Co750-1/SPE 1.06×103~8.81×105 1.92×102 [32] 

BSA/Apt/NCP-COOH/SPCE  0.1~1000.0 0.01 本研究 

 

 
 

图6  传感器的选择性(A)和重现性(B) 
Fig.6  Selectivity (A) and reproducibility (B) of sensors 
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2.6  样品中 VC 的测定 
将制备好的 BSA/Apt/NCP-COOH/SPCE 用于实际

样品中 VC 的检测 , 同时 , 进行加标回收实验。结果如

表 2 所示 , 加标回收率为 92.5%~100.5%, RSDs 为

1.8%~4.3%, 结果与高效液相色谱法 GB 5009.86—2016
《食品安全国家标准  食品中抗坏血酸的测定》一致 , 
表明本研究方法有较好的准确性 , 可用于实际样品中

VC 的检测。 

 
表 2  莲藕和番茄待测液中 VC 的测定结果(n=3) 

Table 2  Determination of VC in lotus-root and tomato solution (n=3) 

样品 加标量/(mg/100 g) 
电化学适配传感器方法 高效液相色谱法 

测定量/(mg/100 g) 回收率/% RSDs/% 测定量/(mg/100 g) 回收率/% RSDs/% 

莲藕 

0 46.63 - 3.6 47.17 - 3.2 

50.00 92.88 92.5 3.7 93.81 93.3 2.1 

100.0 145.70 99.1 2.9 147.50 100.3 3.6 

200.0 244.50 98.9 4.3 246.80 99.8 3.9 

番茄 

0 12.58 - 2.8 12.79 - 3.3 

50.00 62.09 99.0 1.8 62.66 99.7 1.9 

100.0 113.10 100.5 4.1 112.90 100.1 2.6 

200.0 201.60 94.5 3.9 202.30 94.8 3.5 

注: -表示无数值。 

 

3  结  论 

本研究基于 NCP-COOH 构建了一种新型电化学适配

体传感器用于 VC 的快速、灵敏、特异性测定, NCP-COOH
比表面积大、生物相容性好, 将其作为载体可以有效增加

适配体的固定量, 增强传感器对 VC 的识别能力; 同时, 
NCP-COOH 优良的导电性有效地提升了电极表面电子的

转移速度, 实现了传感器信号的放大, 为 VC 的快速检测

提供了新策略。该传感器灵敏度高、选择性好、操作简单、

检测速度快, 有较宽的检测范围和较低的检测限, 并成功

应用于莲藕和番茄中 VC 的测定, 在农产品中 VC 的现场

快速分析中具有广阔的应用前景。 
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