
收稿日期!

!"#$!%&!#'

" 修回日期!

!%#$!##!!&

基金项目! 国家自然科学基金资助项目#

!%'((%(!

$" 浙江省大学生科技创新基金资助项目%

!%#!)*+!",!

&

作者简介! 伍周玲' 从事药物分子作用机制研究(

-!./012 ,**#'3(&'455678.

( 通信作者! 郭明' 教授' 博士'

从事药物分子作用机制研究(

-!./012 9:8.0;94</=:6>?:67;

浙 江 农 林 大 学 学 报!

"#+*

!

!"

"

$

#$

*,( @ *3*

!"#$%&' "( )*+,-&%. /! 0 1%-2+$3-45

?802#%6##'$$AB60CC;6!%&,!%(,36!%+*6%$6%!%

新型固定化乙酰胆碱酯酶传感器的制备

及氨基甲酸酯农残检测
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&考察新型传感器对农残的检测性能' 结果表明$ 成功制备了新型固定化乙酰胆碱

酯酶电化学传感器( 新型传感器对氨基甲酸酯杀虫剂
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&具有良好的响应!

检测方法响应快速! 线性范围宽! 灵敏度高! 最低检出限可达
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! 具有很好的重现性和稳定性! 有关结果

可为氨基甲酸酯类杀虫剂的检测提供一种新的分析方法' 图
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氨基甲酸酯类杀虫剂杀虫活性高' 在工农业中被广泛应用' 由此带来的农残问题已成为影响人类
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健康与环境安全的重大隐患! 目前" 常用于农残检测的手段主要有液相色谱# 气相色谱# 质谱# 薄层色

谱和气质联用等方法$
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! 这些方法预处理繁琐$
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" 检测周期长" 仪器昂贵" 尚不能满足现场检测的要

求" 因此" 建立快速可靠灵敏的新型分析方法日益重要" 电化学生物传感器由于在农残检测中具有诸多

优点" 已成为农残检测分析领域的研究热点$
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" 其基本原理是传感器上的酶与底物相互作用后" 生成

具有电化学活性的物质" 产生氧化还原峰" 当酶受到农药抑制时" 峰电流会相应减少$
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" 进而通过峰电

流的降低值来判断农药对酶的抑制程度" 完成农药的定量检测 $
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'因它在酶活性中心和电极表面的高速电子转移能力而被用于酶生物传感器中电子转移

的 (导线)" 该类生物传感器已被广泛报道$
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! 多壁碳纳米管在溶液中极易发生团聚 $
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" 而将多壁碳

纳米管用强氧化剂进行功能化处理" 能够有效地阻止多壁碳纳米管发生团聚" 使多壁碳纳米管很好地分

散在溶液中" 形成均一# 稳定的分散液$
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" 将其用于修饰电极" 预期可以制备多用途的生物传感器$
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在电化学生物传感器的构建过程中" 酶在电极上的固定是关键! 目前" 使用的方法有吸附法# 包埋法#

共价键合法# 交联法# 溶胶
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凝胶法及电聚合法等$
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" 这些方法将酶直接修饰于电极表面" 酶层容易脱

落" 传感器稳定性差! 双醛纤维素&
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'作为纤维素的衍生物之一" 其分子结构上

的羟基容易与极性官能基团形成氢键" 使其具有较强的吸附能力" 同时其分子结构中的醛基可以与酶分

子中的氨基通过共价键联生成
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碱化合物$
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" 能使酶稳定地固定于载体上" 是一种极具前景的固

定化酶载体材料! 本研究将新型材料与新型方法结合" 将游离酶通过化学键联技术固定在载体上制成固

定化酶" 再通过自组装法制备多层壳聚糖
D

固定化乙酰胆碱酯酶
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功能化碳纳米管电化学生物传感器&
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'! 与现有常规方法相比" 该方法吸附酶量大" 酶层不易脱落" 传感器性能稳

定" 线性范围宽" 灵敏度高" 可为氨基甲酸酯类杀虫剂检测提供快速灵敏的方法" 具有一定的新意!
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多壁碳纳米管的功能化
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多壁碳纳米管置于
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浓盐酸中" 磁力搅拌下加热回流
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" 以去除金属催化剂!

纯化后的多壁碳纳米管置于
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酸液$
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&硝酸'
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&硫酸'
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%中" 室温下超声反应
#&P& >

! 蒸馏水

洗至中性" 得到羧基化的多壁碳纳米管&
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" 干燥成粉末" 取
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羧基化的多壁碳纳米管溶于
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二甲基甲酰胺中" 超声
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使其分散均匀备用!
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固载酶的制备

磷酸盐缓冲液中"
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温度下双醛纤维素与乙酰胆碱酯酶磁力搅拌反应
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后取出分离" 蒸馏水

洗涤至无游离酶" 抽滤干燥" 制成固定化乙酰胆碱酯酶悬浊液&
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冰箱中保存备用!
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传感器的制备及表征

玻碳电极分别用
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和
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的氧化铝粉末在抛光布上进行抛光" 大量二次蒸馏水冲洗" 后将

玻碳电极移入超声清洗仪中依次用二次蒸馏水# 无水乙醇# 二次蒸馏水超声清洗&
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羧基化的多壁碳纳米管&
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'溶液滴涂至预处理好的玻碳电极表面" 晾干后再滴涂
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固定化乙酰胆碱酯酶&

@A8"A8>E
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氯化钾溶液

中的交流阻抗谱
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传感器'
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冰箱中保存( 同条件下制备
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采用传统三电极体系' 以
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7",!"为氧化还原探针' 以修饰电极为工作电极' 饱

和甘汞电极为参比电极' 铂丝为辅助电极' 于
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"" 氯化钾电解质溶液中' 进行电化学阻抗表征(
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氨基甲酸酯类杀虫剂的检测

传感器浸入
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"" 碘化乙酰硫代胆碱的磷酸盐缓冲溶液"

CG 6$6

&中进行差分脉冲伏安扫描'

记录未受氨基甲酸酯类杀虫剂抑制的传感器的峰电流
%
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* 然后将该传感器侵入含不同浓度氨基甲酸酯类

杀虫剂的磷酸盐缓冲溶液中抑制
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' 洗净后于
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""碘化乙酰硫代胆碱的磷酸盐缓冲溶液
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&中进行差分脉冲伏安扫描' 检测受氨基甲酸酯类杀虫剂抑制后的传感器的峰电流
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结果与讨论
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传感器的交流阻抗表征

利用交流阻抗对传感器进行表征' 结果如图
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所

示( 由图
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可知+ 裸电极)
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&的界面电子传递阻力很

大' 将羧基化的多壁碳纳米管和双醛纤维素修饰到电

极表面)

)

&' 阻抗值明显减少( 这是因为功能化的碳纳

米管极易被溶剂润湿' 能形成较好的电极
,

溶液界面'

加速电子传递( 而当固定化乙酰胆碱酯酶固定到电极

表面)

3

&' 阻抗值增加( 这是因为乙酰胆碱酯酶的加

入' 一方面增大了!
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)
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7",!"通过膜时的阻力' 另一

方面使!
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7",!"向电极表面扩散的有效截面积也进

一步变小' 从而导致阻抗值增大' 这也说明固定化酶

制备成功' 且已修饰到电极表面( 加
&*+ ,-.&!.&*',
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电极)
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&与
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电极)
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&相

比' 阻抗值小很多' 这是由于羧基化的多壁碳纳米管

表面带有大量的羧基' 不仅改进了多碳纳米管的分散

性' 而且能加速氧化还原物质与电极间的电子转移(
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"" 氯化

钾溶液中不同扫描速率下的循环伏安图' 图
FK

为峰电流与扫速平方根的线性关系图( 由图
F

可知' 在

铁氰化钾
!

氯化钾溶液中随着扫描速率的增加' 电极的还原峰电流和氧化峰电流与扫描速率平方根呈线

性关系' 线性回归方程列于表
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( 图
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结合表
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可知+ 随着扫速)
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&的增加' 峰电流)
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&亦相应增加' 峰

电流与扫描速率平方根呈良好的线性关系' 说明该电极反应过程受扩散控制(
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&*+,-.&!.&*',%&'

修饰电极)

3

&均未观察到峰出现' 说明底物

碘化乙酰硫代胆碱不存在时' 未见明显的氧化还原反应( 当加入碘化乙酰硫代胆碱后' 裸
%&'

电极)

4

&

和
&*+,-.&,/!&012,%&'

修饰电极)

5

&上仍没有峰出现' 说明羧基化的多壁碳纳米管和双醛纤维素在该电

势范围无活性' 而
&*+,-.&!.&*',/!&012,%&'

修饰电极)

E

&和
&*+,-.&!.&*',%&'

修饰电极)

?

&都出现

不可逆氧化峰' 此氧化峰是由于乙酰胆碱酯酶催化碘化乙酰硫代胆碱水解生成电活性物质硫代胆碱' 硫

代胆碱中的巯基被氧化所产生的' 且
&*+,-.&!.&*',/!&012,%&'

修饰电极)

E

&的峰电流明显比
&*+,-.&!

.&*',%&'

修饰电极)

?

&的大' 说明羧基化的多壁碳纳米管有助于氧化还原物质与电极间的电子转移'
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电极灵敏度增强 ! 将
'()*+,'!,'(-*.!'/01*2'-

修饰电极和
'()*+,'!,'(-*2'-

修饰电极在杀虫

剂
#!

萘基
!/!

甲基氨基甲酸酯中抑制后" 再于碘化

乙酰硫代胆碱
3

磷酸盐缓冲溶液中测试循环伏安曲

线#

4

和
(

$" 结果显示硫代胆碱的氧化电流下降"

说明
5!

萘基
!/!

甲基氨基甲酸酯抑制了电极上乙酰

胆碱酯酶的活性% 利用硫代胆碱氧化产生的电流

变化情况可定量分析乙酰胆碱酯酶的活性" 表征

氨基甲酸酯类杀虫剂在抑制反应中的作用" 通过

抑制率可定量检测氨基甲酸酯类杀虫剂含量!

图
$

&

,

$为
'()* +,'!,'(-* .!'/01*2'-

传感

器对碘化硫代乙酰胆碱的差分脉冲伏安图" 显示

了传感器对不同浓度碘化乙酰硫代胆碱检测的响

应性% 从图
$

&

,

$可以看出' 随着浓度的增加" 电

流亦增加" 表明乙酰胆碱酯酶已经成功修饰到电

极上" 且能催化溶液中的碘化乙酰硫代胆碱发生

水解%

提取图
$

&

,

$中峰电流" 考察峰电流与碘化乙

酰硫代胆碱浓度的关系" 结果表明' 峰电流&

!

$与

碘化乙酰硫代胆碱浓度&

"

$呈现良好的线性关系" 其相关方程为'

!6"%7898 :""$75;< &

&

#6&7::9 <= $6

"7"8;<= %68= &＜"7"5

$" 详见图
$

&

>

$%

!"#

传感器性能参数的优化

基于农药对乙酰胆碱酯酶的抑制作用制备传感器用于农药的检测" 传感器的性能主要受电解质溶液

?@

值和传感器在农药中的抑制时间的影响" 为此" 本研究主要考察了电解质溶液的
?@

值和传感器在

氨基甲酸类杀虫剂中的抑制时间对峰电流的影响" 结果如图
9

所示% 对测定数据进行非线性拟合" 获得

理论方程如表
!

所示%

"

,0'(

6& AABC

(

D

"#

&

E= F= G

$

H G

,0'(

6 &7! AABC

)

D

"5

&

I= J= K= L= 4= (

$

H

"

',>

65&7& !L

*

D

"5

&

4= (

$

H M>N

&

?@ %7%

$

图
; '()*+,'*.!'/01*2'-

!

E

"

J

#"

'()*+,'!,'(-*

.!'/01*2'-

!

F

"

K

"

4

$"

'()*+,'!,'(-*2'-

%

G

"

L

"

(

$" 裸
2'-

!

I

$在碘化乙酰硫代胆碱
!

磷酸盐缓冲液中的循环伏安曲线

.)LOPJ ; 'QGC)G RBCSEAABLPEA1 BK S(J '()*+,'*.!'/01*2'-

&

E=

J

$"

'()*+,'!,'(-*.!'/01*2'-

&

F

"

K

"

4

$"

'()*+,'!

,'(-*2'-

&

G

"

L

"

(

$"

FEPJ 2'-

&

I

$

)T ,0'(!M>N

图
!

传感器在不同扫描速率下的循环伏安图!

,

$和峰电流与扫速平方根的关系图!

>

$

.)LOPJ ! 'QGC)G RBCSEAABLPEA1 BK 1JT1BP ES I)KKJPJTS 1GET PESJ1

&

,

$

ETI S(J IJ?JTIJTGJ BK ?JE4 GOPPJTS1 R17 R# *!

&

>

$

拟合方程 相关系数
'

标准差
$

样本数
% &

值

还原&

UJI

$

( 6;;7;8$ 8)

#*!

V 87:99 9 &7::# < ##7:<8 ; < ＜&7&#

氧化&

WX

$

( 6"!%7%#! $ )

#*!

" #%7#&$ ; &7::% & %7%9! 8 < ＜&7&#

表
$

扫速对峰电流影响数据的拟合方程

0EFCJ # -YOES)BT BK S(J JKKJGS BK 1GET PESJ BT S(J ?JE4 GOPPJTS

: %

$%&
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从图
#$

可知! 当磷酸盐缓冲溶液
%& '('

时" 测得的峰电流最大" 说明电解质的
%& '('

时更易

保持酶的活性" 所以本实验选择
%& '('

的磷酸盐缓冲溶液作为底液# 由图
#)

可知! 在
"!

萘基
!*!

甲基

氨基甲酸酯溶液中随着时间的延长"

+,-./$+!$+,0.1!+*23.4+0

电极在碘化乙酰硫代胆碱中的峰电流明

显降低"

"!

萘基
!*!

甲基氨基甲酸酯对乙酰胆碱酯酶的抑制作用加强" 酶活性在抑制作用的前
"5 6-7

内

迅速减小" 当抑制时间超过
"5 6-7

" 乙酰胆碱酯酶的抑制率趋于稳定
8

表明
"!

萘基
!*!

甲基氨基甲酸酯与

乙酰胆碱酯酶中有效基团的结合作用已到达饱和状态" 因此" 在
"!

萘基
!*!

甲基氨基甲酸酯的测定过程

中" 抑制时间选择为
"5 6-7

#

!

+$)

9": !;

$

<

="

> ?)@

%

%& '('

&

图
# %&

值对
+,-./$+!$+,0.1!+*23.4+0

的影响!

$

"和抑制时间与酶抑制率的关系曲线!

)

"

1-;ABC # 0DDCEF GD %& G7 +,-./$+!$+,0.1!+*23.4+0 H7I BCJHF-G73,-%3 KCFLCC7 -7,-K-F-7; F-6C H7I -7,-K-F-G7 BHFC

%

)

&

!"#

传感器对氨基甲酸酯类杀虫剂的检测性能

将
+,-. /$+!$+,0.1!+*23.4+0

传感器分别浸泡在不同浓度的杀虫剂
"!

萘基
!*!

甲基氨基甲酸酯标准

品中抑制后" 测试碘化乙酰硫代胆碱在传感器上的氧化峰电流" 结果如图
'

所示# 随着杀虫剂质量浓度

的增大" 峰电流逐渐减小" 电流的衰减与杀虫剂的浓度存在一定的关系# 以
"!

萘基
!*!

甲基氨基甲酸酯

对乙酰胆碱酯酶的抑制率对
"!

萘基
!*!

甲基氨基甲酸酯的质量浓度作图" 如图
'

所示" 可分为
M

个线性

段!

"(#"'(: !;

'

<

#"和
'(:""'(: !;

'

<

$"

# 线性回归方程列于表
!

# 按抑制率为
":N

时为氨基甲酸酯类杀虫

剂的最低检出限" 得到该传感器的检出限为
!(# !;

'

<

$"

" 传感器的灵敏度为
!(OP#(" !;

'

<

$"

#

!"$

样品回收率测定

利用
"!

萘基
!*!

甲基氨基甲酸酯标准品" 配制
":(: !;

'

<

$"溶液" 采用标准加入法测定样品回收率"

结果如表
5

所示#

#

次平行测定的回收率为
QO(RQN

" 说明该生物传感器用于实际样品的检测结果是比较

准确的#

伍周玲等! 新型固定化乙酰胆碱酯酶传感器的制备及氨基甲酸酯农残检测

图
5

传感器对碘化乙酰硫代胆碱的差分脉冲伏安图!

$

"和

峰电流与碘化乙酰硫代胆碱浓度的关系图!

)

"

1-;ABC 5 /-DDCBC7F-HJ %AJ3C SGJFH66CFBT GD $2+,

%

$

&

H7I BCJHF-G73,-%3 KCFLCC7 %CHU EABBC7F H7I $2+, EG7EC7FBHF-G7

%

)

&

5'"



浙 江 农 林 大 学 学 报
!"#$

年
%

月
!&

日浙 江 农 林 大 学 学 报

!"#

电极的重复性! 稳定性及再生

同一支传感器在含
#!

萘基
!'!

甲基氨基甲酸酯的磷酸盐缓冲溶液!

() %*%

"中抑制
#$ +,-

后# 放入含

碘化乙酰硫代胆碱的磷酸盐缓冲溶液中平行测定
#&

次# 峰电流值的相对标准偏差为
#*./0

# 说明该电

极的重复性较好$

将传感器浸泡于磷酸盐缓冲溶液!

() %*%

"中
$ "

冰箱保存#

#& 1

后# 该传感器的峰电流无明显降

低#

#

个月后再次测量# 响应电流仍能保持初始响应电流的
2.*"0

# 说明此法制备的传感器寿命长且稳

定性较好# 为酶提供了良好的生物相容性$

!

345

6#*.##%*& !7

%

8

$#

9 :

4;3<

6&*! ++=>

%

8

$#

9 ?5@

!

() %*%

"

9 ,-<,A,B,-7 B,+CD #$ +,-

图
% 3<,EF43!43<GE H!3';IEJ3G

在不同浓度
#!

萘基
!'!

甲基氨基甲酸酯中的微分脉冲伏安图!

4

"

和酶抑制率与
#!

萘基
!'!

甲基氨基甲酸酯浓度的关系图!

5

"

H,7KLC % F,MMCLC-B,N> (K>IC O=>BN++=7LN+I =M 3<,E F43!43<GE H!3';IEJ3G M=L 1,MMCLC-B :=-:C-BLNB,=- 345

!

4

"

N-1 LC>NB,=-I<,(I ACBPCC- ,-<,A,B,=- LNBC N-1 345 :=-:C-BLNB,=-

!

5

"

氨基甲酸酯类杀虫剂对乙酰胆碱酯酶的强抑制性限制了该类传感器的重复利用$ 参照文献方法&

!Q

'将

酶电极浸泡在磷酸盐缓冲溶液中去除部分失活的酶# 实现酶片的重复利用$

$ "

冰箱中# 将酶电极在
"*R

表
! $%

和抑制时间对传感器影响数据的拟合方程

;NA>C ! GSKNB,=- =M B<C CMMC:B =M () N-1 ,-<,A,B,-7 B,+C =- B<C IC-I=L

系统 拟合方程

4

"6T!*!2$ .U

T$*V&2 $

&*V%# & "E!

!

C

T!

!

WT%*/&V V

"

!

&*V%# &

!

5

#

!

0

"

6

/*/VV #T$.*$2& 2

#UC

$T2*Q.% %

#*2QV /

U$.*$2& 2

相关系数
%

&*V/. V

&*VV2 2

样本数
&

#&

V

质量浓度
! E

!

!7

%

8

$#

" 拟合方程 相关系数
%

标准差
'

样本数
& (

值

#*.#%*& #

!

0

"

6Q*/!2 2!$Q*#Q& # &*VV. % &*.%. . #& ＜&*&#

%*&##% #

!

0

"

6.*&.# &!$#&*$Q2 Q &*VV2 ! &*V2$ V #& ＜&*&#

表
& '!

萘基
!(!

甲基氨基甲酸酯浓度对酶抑制率影响数据的拟合方程

;NA>C Q GSKNB,=- =M B<C CMMC:B =M 345 :=-:C-BLNB,=- =- B<C ,-<,A,B,=- LNBC

表
)

传感器对
*!

萘基
!(!

甲基氨基甲酸酯的回收率测定

;NA>C $ XC:=OCL,CI =M B<C IC-I=L M=L 345

样品
初始质量浓度

E

!

7

%

8

$#

"

标准加入质量浓度
E

!

7

%

8

$#

"

检测质量浓度
E

!

7

%

8

$#

"

相对标准差
E0

回收率
E0

相对误差
E 0

345 #*&%#&

$/

#*&%#&

$/

#*V.! $%#&

$/

#*%% V/*2V !*#!

#*V2Q %%#&

$/

#*V%# 2%#&

$/

#*VQ2 V%#&

$/

#*V.# /%#&

$/

$%!
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#$%

!

&

!"

'( )*)

的磷酸盐缓冲溶液中浸泡
! +

" 其峰电流值能够恢复到原来的
,!*-.

" 与文献相比#

/0

$

" 此

法简捷可靠%

!"#

讨论

氨基甲酸酯类杀虫剂抑制乙酰胆碱酯酶活性的机制是& 氨基甲酸酯类杀虫剂进入人体后" 抑制乙酰

胆碱酯酶活性使酶活性中心丝氨酸的羟基被氨基甲酰化因而失去酶对乙酰胆碱的水解能力" 以致体内乙

酰胆碱大量蓄积" 使中枢神经系统及胆碱能神经过度兴奋" 最后转入抑制和衰竭" 引发一系列疾病 #

/-

$

%

有机磷类杀虫剂进入人体后" 其磷酰基会与乙酰胆碱酯酶的活性部分紧密结合形成磷酰化胆碱酯酶"

同样可使乙酰胆碱酯酶丧失分解乙酰胆碱的能力" 因此" 本研究提供的传感器不但可用于氨基甲酸酯类

杀虫剂的检测" 还可用于有机磷类杀虫剂的检测" 可以说是有机磷类杀虫剂检测的一种新方法%

!

结论

本研究通过化学键联技术将游离酶固定化后修饰到玻碳电极" 成功制得了
1234 561"61274 8"19:;4

<17

传感器" 利用酶抑制原理建立了检测氨基甲酸酯类杀虫剂的方法% 该传感器对典型氨基甲酸酯类

杀虫剂
""

萘基
"9"

甲基氨基甲酸酯的检出限可达
!*- !=

!

&

!"

% 该法与目前直接用游离酶修饰的酶电极方法

不同" 此法是以固定化酶的形式间接修饰在电极上" 制备简单" 方法新颖" 不但能较好地保持酶的活

性" 而且能增强酶在电极表面的稳定性" 同时利用羧基化的多壁碳纳米管的多孔性" 大比表面积" 来增

强电子传递% 由于其他氨基甲酸酯类杀虫剂与
""

萘基
"9"

甲基氨基甲酸酯对乙酰胆碱酯酶的抑制原理相

同" 因此" 此传感器同样适用于其他的氨基甲酸酯类杀虫剂" 在检测氨基甲酸酯类杀虫剂残留的应用中

具有广阔的前景%
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