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基于 Fe-HHTP@ZIF-8构建可视化传感器测
定饮料的总抗氧化能力

武存慧，秦之阳，张海枝*

（武汉轻工大学食品科学与工程学院，湖北武汉 430023）

摘　要：食品的总抗氧化能力是评价其功效的关键指标之一，建立快速灵敏的分析方法用于食品总抗氧化能力检测

具有十分重要的意义。本文首次设计合成了一种具有类过氧化物酶活性的金属-有机框架复合物纳米酶（Fe-
HHTP@ZIF-8），并对其形貌、结构及催化活性进行了详细表征。结果表明，Fe-HHTP@ZIF-8是一种具有二维超薄

片层结构的纳米酶，计算得到 Fe-HHTP@ZIF-8纳米酶对 H2O2 的 Km 和 Vmax 分别为 0.67 mmol/L和 3.55×10−8 mol/
L·s−1。进一步以抗坏血酸（Ascorbic acid，AA）作为典型抗氧化剂，基于其对纳米酶催化显色反应的抑制作用，

构建了一种高效的可视化传感器方法。系统验证表明，该可视化传感器检测限低（1.67 μmol/L），线性范围宽

（5.0~3000.0 μmol/L），准确度高（回收率为 98.62%~103.13%）。利用此传感器对不同饮料的总抗氧化能力进行

检测，结果与样品标示值基本一致。因此，本研究为食品总抗氧化能力的评价提供了一种简单、快捷、有效的可

视化新方法。
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Colorimetric Biosensor Based on Fe-HHTP@ZIF-8 for the Detection
of Total Antioxidant Capacity in Beverages

WU Cunhui，QIN Zhiyang，ZHANG Haizhi*

（College of Food Science and Engineering, Wuhan Polytechnic University, Wuhan 430023, China）

Abstract：Total antioxidant capacity of food is one of the critical parameters to evaluate its efficacy. Establishment of a fast
and sensitive analytical method for the detection of total antioxidant capacity of food has great significance. In this paper, a
metal-organic  framework  complex  nanozyme  (Fe-HHTP@ZIF-8)  with  peroxidase-like  activity  was  firstly  designed  and
successfully  synthesized.  Then,  the  morphology,  structure  and  catalytic  activity  were  characterized  in  detail.  The  results
showed that Fe-HHTP@ZIF-8 possessed a two-dimensional ultra-thin layer structure while its Km and Vmax values towards
H2O2 were  0.67  mmol/L  and  3.55×10

−8 mol/L·s−1,  respectively.  Ascorbic  acid  (AA)  as  a  typical  antioxidant,  an  efficient
colorimetric  biosensor  was  constructed  based  on  its  inhibitory  effect  on  chromogenic  reaction  catalyzed  by  nanozyme.
Comprehensive  validation  showed  that  the  colorimetric  biosensor  had  low  limit  of  detection  (1.67  μmol/L),  wide  linear
range (5.0~3000.0 μmol/L) and high accuracy (recovery rate of 98.62%~103.13%). By using this colorimetric method, total
antioxidant  capacity  of  different  beverages  was  detected  and  the  obtained  results  were  basically  consistent  with  labeled
values.  Therefore,  this  study  provided  a  simple,  fast  and  effective  colorimetric  method  for  the  evaluation  of  the  total
antioxidant capacity of food.
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近年来，功能性食品的开发如火如荼，其中抗氧

化是市场最重要的功能性诉求之一，因此食品的总抗

氧化能力是评价其功效的关键指标之一。总抗氧化

能力（Total antioxidant capacity，TAC）是指体系中各

种抗氧化物质和抗氧化酶等构成的总抗氧化水平，

如抗氧化物酶、维生素 C、维生素 E和胡萝卜素

等。TAC是一种抗氧化剂估算模型，可以作为评估

实际样品中抗氧化剂含量的综合参数[1−2]，也是评估

抗氧化食品质量的重要指标。抗坏血酸（Ascorbic
acid，AA）可作为一种典型的抗氧化剂，通常作为代

表可用于评价多种食品的 TAC，特别是饮料样品。

AA是一种水溶性维生素，存在于多种果蔬中，它是

维持人类健康的必需营养素，摄取足够的 AA对保

持人体健康至关重要[3]。因此，开发一种简便灵敏的

AA检测方法对于评价食品的 TAC具有十分重要的

意义。

目前已报道的 AA检测方法包括电化学法[4]、

液相色谱法[5]、荧光法[6] 和可视化传感法等[7]。其

中，可视化传感法因其灵敏度高、成本低、操作简单

而受到越来越多的关注，引入功能多样化的新型纳米

材料构建高灵敏的可视化传感器已经成为食品分析

领域的研究热点。纳米酶作为一种代表性纳米材料，

它是具有类似于天然酶活性的纳米材料，因其具有活

性高、成本低、稳定性好、制备方便、易于修饰等无

可比拟的优点而备受关注[8]。依据类酶活性进行分

类，纳米酶包括：过氧化物酶类似物、氧化酶类似物、

过氧化氢酶类似物、超氧化物歧化酶类似物等[9]。其

中，多种具有类酶活性的纳米材料已用于食品 TAC
的测定，如：具有增强过氧化物酶活性的分层多孔

S/N共掺杂碳纳米酶以 AA为典型模型用于测定商

业饮料的总抗氧化能力[10]；高效碳负载 Co-Ir过氧化

物酶测定水果的总抗氧化能力[11]；铁锰双金属氧化酶

类纳米酶测定果蔬食品中的总抗氧化能力[12]。金属

有机骨架（Metal organic frameworks，MOFs）基纳米

酶以其良好的类酶特性和材料本身可控孔径大小和

表面化学性质、超高表面积和空隙率、以及结构多样

性等优势在纳米酶研究领域内大放异彩，但这类材料

易受结块和分散性差的影响，对其模拟酶活性有所限

制[13]。因此，如何提高 MOFs基纳米酶的类酶活性

是当前纳米酶研究的难点之一。

本研究通过合成沸石咪唑骨架 -8（Zeolitic
imidazolate framework-8，ZIF-8）分散的二维铁-2,3,
6,7,10,11-六羟基三亚苯基纳米酶（Iron-2,3,6,7,10,11-
hexahydroxytriphenylene，Fe-HHTP）的方法来制备

MOFs基纳米酶复合物 Fe-HHTP@ZIF-8，实现其模

拟过氧化物酶活性的提高，进一步结合 Fe-HHTP@
ZIF-8出色的催化能力和 AA对显色体系的抑制作

用，设计一种新型比色传感方法，快速、准确地测定

食品中 AA含量，并评价其抗氧化能力，为食品中

AA的检测及抗氧化能力评价提供一种新方法。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

六水氯化铁（FeCl3∙6H2O，99%）　上海麦克林生

化科技有限公司 ； 2,3,6,7,10,11-六羟基三亚苯

（HHTP，97%）　上海笛柏生物科技有限公司；过氧化

氢溶液（AR，30% w/w）　天津天力化学试剂有限公司；

二甲基亚砜（DMSO，AR，99.5%）、甲醇（AR，99.7%）、

无水乙酸钠（AR，99%）、无水乙醇（AR，99.7%）、冰

醋酸（AR，99.5%）、盐酸（GR，36%~38%）、氯化钠

（AR，99.8%）、氯化钾（AR，99.8%）、氯化钙（AR，96%）、

六水硝酸锌（AR，99%）、氯化镁（AR，98%）、葡萄糖

（AR）、蔗糖（AR）、抗坏血酸（AA，AR，99.7%）　上

海国药集团化学试剂有限公司；三羟甲基氨基甲烷

（Tris，99.5%）　北京兰杰柯科技有限公司；2-甲基咪

唑（98%）、邻苯二胺（OPD，99%）、2,2'-联氮双-3-乙

基苯并噻唑啉-6-磺酸（ABTS，98%）　上海阿拉丁化

学有限公司；3,3',5,5'-四甲基联苯胺（TMB，BR，99%）、

苹果酸（BR，99%）、甘氨酸（AR，99%）、L-亮氨酸

（BR，98%）、L-赖氨酸（BR，99%）　上海源叶生物科

技有限公司；四种市售饮料（果粒橙、怡泉+C汽水、

C维他命水、水溶 C100）　湖北省武汉市永旺超市。

ThermoStat C恒温孵育仪　德国 Eppendorf公

司；HS-10磁力加热搅拌台　德国 IKA工业设备集

团；FiveEasy Plus pH计　美国 Mettler Toledo集团；

TGL-16高速台式冷冻离心机　长沙英泰仪器有限

公司；JEM-2100F透射电子显微镜　日本 JEOL公

司；D8 Advanced X-射线粉末衍射仪　德国 Bruker
公司；SCIENTIFIC E SCALAB 250Xi X-射线光电子

能谱仪、Evolution 220紫外分光光度计　美国赛默

飞公司；DZF-6050真空干燥箱　上海一恒科学仪器

有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   Fe-HHTP@  ZIF-8的合成　Fe-HHTP的合

成：根据前人文献 [14]制备并进行少量修改。首先将

202.73  mg六水氯化铁（FeCl3·6H2O，10.0  mmol/L）

溶解于 75.0 mL去离子水中，81.08 mg 2,3,6,7,10,11-

六羟基三亚苯（HHTP，10.0 mmol/L）溶解于 25.0 mL

二甲基亚砜（DMSO）中。然后，将 HHTP溶液加入

到铁溶液中，得到的混合溶液搅拌 （800  r/min）
10 min。随后，用 Tris-HCl缓冲液（20 mmol/L，pH8.0）

将上述混合溶液的 pH调整到 7.4，室温下搅拌

（800 r/min）1 h，然后离心（8000 r/min，10 min），用甲

醇和水分别洗涤 3次，最后真空干燥 8 h，得到 Fe-

HHTP。

ZIF-8的合成：根据文献 [15]，将 1.78 g六水合

硝酸锌（Zn（NO3）2·6H2O，6.0 mmol/L）和 2.96 g 2-甲

基咪唑（36.0  mmol/L）分别溶解于 120.0  mL甲醇

中。将锌溶液加入到 2-甲基咪唑溶液中，得到的混

合溶液在室温下搅拌（800 r/min）3 h，8000 r/min离
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心 5 min，甲醇洗涤 3次，并在 70 ℃ 干燥 5 h，得到

ZIF-8纳米颗粒。

Fe-HHTP@ZIF-8的合成：根据文献 [13]制备

并进行少量修改。将 40.0 mL 2.175 mg/mL的 ZIF-
8分散液加入到 40.0 mL 2.0 mg/mL的 Fe-HHTP分

散液中，30 ℃ 水浴搅拌 12 h，然后离心（8000 r/min，
10 min），用去离子水:甲醇为 1:1的混合溶液洗涤

3次，真空干燥即可。

Fe-HHTP@ZIF-8的表征：使用多种仪器对 Fe-
HHTP@ZIF-8的形貌和结构进行全面表征。利用透

射电镜（TEM，JEM-2100 F）对 Fe-HHTP@ZIF-8的

整体形貌进行表征；利用 EDS元素图（JEM-2100 F
TEM）对五种元素（C、O、N、Zn、Fe）进行可视化分

析；利用 X射线粉末衍射（XRD，D8 Advanced）对晶

体结构进行表征；利用 X射线光电子能谱（XPS，
Thermo SCIENTIFIC E SCALAB 250Xi）鉴定合成

材料的化学成分和价电子态；利用紫外可见光谱

（Evolution 220）测定 Fe-HHTP@ZIF-8的过氧化物

酶活性。 

1.2.2   Fe-HHTP@ ZIF-8纳米酶的过氧化物酶活性

　为了探究 Fe-HHTP@ZIF-8纳米酶的过氧化物酶

样活性，以 H2O2 和 TMB为底物，充分考察了 pH、

温度和孵育时间对该纳米酶催化活性的影响。将

50.0 μL Fe-HHTP@ZIF-8（1.0 mg/mL）、40.0 μL TMB
（5.0 mg/mL）和 40.0 μL H2O2（1.0 mmol/L）混合在

870.0 μL不同 pH（2.6、3.0、3.6、4.0、4.6、5.0、5.6、
6.0、6.6）的乙酸缓冲液（0.2 mol/L）中，并在 37 ℃ 条

件下孵育 8 min。同样，为了探究温度的影响，固定

乙酸缓冲液的 pH为 3.6和孵育时间为 8  min
不变，改变混合物在不同温度（20、25、30、37、45、
55、60、70 ℃）下反应。此外，固定乙酸缓冲液的

pH为 3.6和反应温度为 37 ℃ 不变，将 Fe-HHTP@
ZIF-8、TMB、H2O2 和乙酸缓冲液的混合物孵育不同

时间（1~13 min），探讨时间的影响。反应后，用紫外-
可见光谱法测定不同溶液在 652 nm处的吸光度。

在最佳条件下，比较 ZIF-8、Fe-HHTP和 Fe-HHTP@
ZIF-8的过氧化物酶模拟物活性。此外，以 OPD和

ABTS为底物测试 Fe-HHTP@ZIF-8的过氧化物酶

活性，利用 40.0 μL OPD（5.0 mg/mL）或利用 40.0 μL
ABTS（20.0 mg/mL）代替 40.0 μL TMB（5.0 mg/mL），
测定反应液在 300~600 nm范围内的紫外吸收信号。

在最佳 pH和温度条件下，通过改变 H2O2 浓度

和 TMB浓度，评估了稳态动力学参数，包括 Fe-
HHTP@ZIF-8纳米酶的 Michaelis-Menten常数（Km）

和最大反应速度（Vmax）。改变 TMB溶液或 H2O2 溶

液的浓度，具体而言，进行两个系列实验，分别将

40.0 μL H2O2 溶液（1.0 mmol/L）和 40.0 μL不同浓

度 TMB溶液（0.0~10.0 mmol/L）加入到 870.0 μL乙

酸缓冲液（0.2 mol/L，pH3.6）中混合，或将 40.0 μL
TMB溶液（5.0  mg/mL）和 40.0  μL不同浓度 H2O2

溶液（0~1.0 mmol/L）加入到 870.0 μL乙酸缓冲液

（0.2 mol/L，pH3.6）中混合，再加入 50.0 μL Fe-HHTP@
ZIF-8（1.0 mg/mL），37 ℃ 孵育 8 min，在 652 nm处

用紫外分光光度计测定溶液吸光度。

根据Michaelis-Menten方程和 Lineweaver-Burk
倒数方程确定各底物的两个酶学参数（Km 和 Vmax）：

1
v
=

Km

Vmax

× 1
[S]
+

1
Vmax

式中，Km 和 Vmax 分别为 Michaelis常数和最大

反应速率；[S]为底物浓度；v为反应速率。 

1.2.3   可视化传感器测定 AA　如图 1所示，Fe-
HHTP@ZIF-8具有过氧化物酶活性，无色 TMB在

过氧化物酶催化的过氧化氢反应中可被氧化成相应

的氧化物 oxTMB，产物 oxTMB 呈蓝色，利用 AA的

还原作用，使蓝色物质被还原为无色，构建了一种可

视化检测 AA的方法[16]。具体步骤如下：在最佳反应

条件下，50 μL Fe-HHTP@ZIF-8纳米酶（1.0 mg/mL）
加入到 820 μL的乙酸缓冲溶液（pH3.6，0.2 mol/L）
中，然后依次加入 40 μL H2O2 溶液（1.0 mmol/L），
40 μL TMB溶液（5.0 mg/mL）和 50 μL不同浓度的

AA溶液（5.0~3000.0 μmol/L），37 ℃ 孵育 8 min，反
应结束后，用手机记录不同溶液的颜色，在 652 nm
的波长下使用紫外分光光度计测定其吸光度，处理获

得的数据以计算 AA的标准曲线和检测限（LOD）。

  
AA

Fe-HHTP@ZIF-8
H2O2

H2O2

TMB oxTMB

Fe-HHTP@ZIF-8
·OH

芬顿效应

TMB ·OH oxTMB  H2O

AA
oxTMB TMB

图 1    Fe-HHTP@ZIF-8比色传感器检测 AA的机理图
Fig.1    Fe-HHTP@ZIF-8 mechanism of AA detection

by colorimetric sensor
 

此外，对三种不同浓度的 AA溶液标准样品

（40、100、400 μmol/L）进行 3次测定，将测得的结果

与标准曲线的计算结果进行准确性分析以获得回收

率并评价准确性。对 AA标准样品（40.0 μmol/L）进
行 6次重复分析，以验证重现性。为了验证选择性，

通过该比色生物传感器测量了一些可能的干扰化合

物（配制浓度为 500.0 μmol/L）。 

1.2.4   饮料中 AA的检测　实际样品包括四种饮料

（果粒橙、怡泉+C汽水、C维他命水和水溶 C100），
均购自当地超市，在通过该可视化传感器法准确测定

实际饮料样品中的 AA之前，根据先前的文献[17] 对

购买的饮料进行预处理。因为饮料属于人工合成的
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产物，所含成分种类不多，这四种饮品（果粒橙、怡

泉+C汽水、C维他命水和水溶 C100）均采用超纯水

稀释 10倍后即可放置备用。 

1.3　数据处理

本研究实验重复次数为 6次，所有实验数据采

用 Excel 2019 软件进行整理，使用 Origin 2018进行

分析作图。 

2　结果与分析 

2.1　Fe-HHTP@ ZIF-8的合成与表征

本研究将 ZIF-8用于分散 Fe-HHTP的良好载

体，通过简单搅拌的一步合成法制得 Fe-HHTP@
ZIF-8，该方法具有操作简单、安全性高、能耗低等

优点。

通过 TEM、XRD、元素映射图谱和 XPS对 Fe-
HHTP@ZIF-8的形貌和结构进行了表征。如图 2A
的 TEM图像所示，可以观察到 Fe-HHTP@ ZIF-8为

圆形颗粒，灰色透明层代表的是二维超薄片层结构。

图 2B中的 XRD图像显示 Fe-HHTP@ZIF-8保持

与 ZIF-8对应的高分辨率衍射峰，但由于 Fe-HHTP
无定形物的影响，导致其他的峰出现[18]。图 2C中

的 TEM元素图谱分析了 Fe-HHTP@ZIF-8中五种

元素（C、O、N、Zn和 Fe）的均匀分布。此外，利用

XPS鉴定了合成材料的化学组成，如图 2D所示，Fe-

HHTP@ZIF-8纳米片的 XPS呈现五个峰，分别对应

于 Zn2p、Fe2p、O1s、N1s和 C1s的特征峰。如图 2E

所示，Zn元素在 1021.42和 1044.68 eV出现双峰，

对应于 Zn2p3/2 峰和 Zn2p1/2 峰。如图 2F所示，在高

分辨率 Fe2p光谱中 ， 710.63、 713.57、 723.79和

727.72  eV处出现的四个峰，分别属于 FeII2p3/2、

FeIII2p3/2、Fe
II2p1/2 和 FeIII2p1/2 峰，此外，还有两个小

卫星峰，可能属于 Fe3+[19]，这些峰表明 Fe-HHTP

@ZIF-8中的 Fe元素以 Fe2+和 Fe3+的形式存在。 

2.2　Fe-HHTP@ZIF-8模拟过氧化物酶活性

以 TMB和H2O2 为底物，综合考察了 Fe-HHTP@

ZIF-8的模拟过氧化物酶活性，探讨了 pH（2.6~6.6）、

反应温度（20~70 ℃）和孵育时间（1~13 min）对 Fe-

HHTP@ZIF-8纳米酶催化活性的影响。如图 3A所

示，在 pH3.6时 Fe-HHTP@ZIF-8表现出最佳的催

化活性，而在强酸或接近中性条件下的催化活性下

降。这一结果与本课题组合成的其他类过氧化物酶

材料基本一致[20−22]。这种变化可以通过 pH对材料

表面电荷的影响以及 Fe2+与 H2O2 之间的 Fenton反

应来解释[23−24]。

从图 3B所示反应温度的影响来看，在 20~55 ℃
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图 2    Fe-HHTP@ZIF-8的表征

Fig.2    Characterization of Fe-HHTP@ZIF-8
注：（A）Fe-HHTP@ZIF-8的 HRTEM图像；（B）ZIF-8和 Fe-HHTP@ZIF-8的 XRD谱图；（C）5个元素（C、O、N、Zn、Fe）的
TEM元素映射；（D~F）Fe-HHTP@ZIF-8的 XPS全谱和 Zn、Fe的高分辨率 XPS光谱。
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范围内，Fe-HHTP@ZIF-8表现出的催化活性逐渐上

升，55 ℃ 时催化活性最高，之后活性逐渐下降。

55 ℃ 前的升高趋势可能与分子热运动加剧有关，高

于 55 ℃ 时的下降趋势可能与 H2O2 的分解有关。

考虑到实验的温和性和与其他纳米酶催化活性的可

比性，因此，本研究选择 37 ℃ 作为最佳反应温度。

图 3C显示了孵育时间对 Fe-HHTP@ZIF-8过氧化

物酶活性的影响。紫外吸光度在 1~8 min有明显的

上升趋势，在 8~13 min基本维持稳定。考虑到实验

的便捷性和温和性，最后选择 pH3.6、37 ℃ 和孵育

时间 8 min作为显色反应的最佳优化条件。图 3D
比较了最佳条件下 Fe-HHTP，ZIF-8和 Fe-HHTP@
ZIF-8的过氧化物酶活性，Fe-HHTP@ZIF-8较 Fe-
HHTP和 ZIF-8而言，活性显著提升，说明用 ZIF-8
作为 Fe-HHTP的分散剂，使得 Fe-HHTP@ZIF-8在

溶剂中的分散性更好，更多的活性位点暴露出来，这

可以显著提高 Fe-HHTP@ZIF-8的过氧化物酶活

性[13,25−26]。根据图 3E~F，以 OPD和 ABTS为底物

进一步验证了 Fe-HHTP@ZIF-8具有优异的过氧化

物酶活性[27]。

在优选条件下，通过单独改变 H2O2 或 TMB的

浓度来研究稳态动力学（图 4A~B），旨在评价 Fe-
HHTP@ZIF-8的催化性能。根据 Michaelis-Menten
方程，计算得到 Fe-HHTP@ZIF-8纳米酶对 H2O2 的

Km 和 Vmax 分别为 0.67  mmol/L和 3.55×10−8  mol/
L·s−1，该 Km 值远低于辣根过氧化物酶（Horseradish
peroxidase，HRP）和其他纳米酶的 Km 值[28−31]，说明

Fe-HHTP@ZIF-8与 H2O2 之间具有良好的亲和力；根

据Michaelis-Menten方程，计算得到 Fe-HHTP@ZIF-
8纳米酶对 TMB的 Km 和 Vmax 分别为 20.75 mmol/L
和 8.92×10−8 mol/L·s−1，该 Km 值远高于 HRP和其他

纳米酶的 Km 值[28−31]，说明 Fe-HHTP@ZIF-8与 TMB
之间的亲和力较弱。根据表 1比较可知，Fe-HHTP@
ZIF-8具有优异的过氧化物酶催化性能。Fe-HHTP@
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图 3    Fe-HHTP@ZIF-8过氧化物酶活性

Fig.3    Peroxidase activity of Fe-HHTP@ZIF-8
注：（A）~（C）分别为缓冲液 pH、反应温度、孵育时间对酶活性的影响；（D）ZIF-8、Fe-HHTP和 Fe-HHTP@ZIF-8的催化活性对比
图；（E）以 OPD为底物测试的 Fe-HHTP@ZIF-8的过氧化物酶活性；（F）以 ABTS为底物测试的 Fe-HHTP@ZIF-8的过氧化物酶
活性；插图显示了不同显色底物下不同反应体系的颜色。
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ZIF-8催化性能的优越性可能归因于两个原因：一是

ZIF-8的加入提高了 Fe-HHTP在溶剂的分散性；二

是二维纳米片结构赋予了该材料具有更大的表面积

和更多的表面活性位点暴露量[32−33]。
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图 4    H2O2（A）和 TMB（B）的双倒数图
Fig.4    Double reciprocal plots for H2O2 (A) and TMB (B)

 
 
 

表 1    不同纳米酶及辣根过氧化物酶的催化活性比较
Table 1    Comparison of catalytic activities of different

nanozymes and horseradish peroxidase

纳米酶
Km（mmol/L） Vmax（10

−8 mol/L·s−1）
参考文献

TMB H2O2 TMB H2O2

Fe-HHTP@ZIF-8 20.75 0.67 8.92 3.55 本研究

Fe-HHTP 1.49 1.12 3.58 3.08 本研究

HRP 0.43 3.70 10.00 8.71 [28]
ZIF-67 13.69 3.52 0.35 0.28 [29]
Cu-MOF 0.46 28.58 2.48 5.45 [30]

ZnO-Co3O4 NCs 0.16 1.26 4.85 2.13 [31]
  

2.3　AA的比色测定及总抗氧化能力评价

基于纳米酶 Fe-HHTP@ZIF-8具有优异的类过

氧化物酶活性，本研究建立了一种用于 AA检测的

比色方法，用于评价市售饮料的总抗氧化能力。如

图 1机理图所示，无色 TMB在 Fe-HHTP@ZIF-8催

化的 H2O2 反应中可被氧化成相应的氧化物 oxTMB，
产物 oxTMB呈蓝色，利用 AA的还原作用，使蓝色

物质被还原为无色[34−35]。基于上述显色反应的变化，

通过测定紫外信号的变化值，实现 AA的高灵敏检测。

如图 5A所示，在 5.0~3000.0 μmol/L范围内，随

着 AA浓度的增加，Fe-HHTP@ZIF-8介导的反应溶

液颜色逐渐变为浅蓝色甚至无色，紫外吸光度明显

降低。
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图 5    不同 AA浓度范围（0.005~3.0 mmol/L）下的紫外信号
（A）及 AA浓度与紫外信号的线性关系（B）

Fig.5    UV signal obtained at different AA concentration range
(0.005~3.0 mmol/L) (A) and the linear relationship between

AA concentration and UV signal (B)
注：插入图像显示了不同 AA浓度下反应体系的颜色。

 

通过计算紫外吸光度与 AA浓度之间的线性关

系，证实所得比色体系在 5.0~500.0 μmol/L的线性

范围内表现出良好的线性响应。如图 5B所示，校准

曲线方程为 ΔA=0.0005C+0.0061（R2=0.999），其中

AA浓度（C）为自变量，紫外吸光度（ΔA=A−A0，A和

A0 分别为标准样品和空白样品在 652 nm处的紫外

吸光度）为因变量。根据 S/N=3计算检测限（LOD）

为 1.67 μmol/L，由表 2可知，本研究所提出的传感系

统与其他已报道的 AA传感检测方法相比较具有一

定的优势。
  

表 2    本研究传感器与其他 AA检测方法的比较
Table 2    Comparison of the sensor in this study with other

methods for AA detection

检测方法 线性范围（μmol/L） 检测限（μmol/L） 参考文献

比色法 5~500 1.67 本研究

比色法 100~5000 80.0 [10]
比色法 10~100 8.77 [17]

电化学法 400~6000 120.0 [36]
电化学法 500~2000 300.0 [37]
电化学法 240~1500 50.0 [38]

 

此外，进一步对 AA可视化传感器的重现性、准

确性和选择性进行了验证。对 40.0 μmol/L AA标准

样品进行 6次重复分析，相对标准偏差（RSD）为

2.9%，重现性良好。分析了 3种不同浓度的 AA标

准物（40.0、100.0、400.0 μmol/L），回收率在 98.62%~
103.13%范围内（表 3），表明该比色生物传感器具有
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良好的准确性。同时，还研究了该生物传感器的选择

性。以市售饮料中与抗坏血酸共存的几种组分为干

扰物，包括氯化钾（K+）、氯化钠（Na+）、氯化钙

（Ca2+）、氯化镁（Mg2+）、葡萄糖、蔗糖、苹果酸、甘氨

酸、L-亮氨酸和 L-赖氨酸。干扰物质检测浓度设定

为 500.0 μmol/L，为 AA检测线性范围内的上限值。

图 6显示了在相同条件下，只有 AA的吸光度产生

显著的变化，而其他干扰物质产生的变化很小，显示

了该比色生物传感器对 AA检测的高选择性。
  

表 3    AA检测方法的准确性研究
Table 3    Accuracy study of AA determination method

样品 加标浓度（μmol/L） 实测浓度（μmol/L） 回收率（%） RSD（%，n=3）

1 40.0 39.80 99.50 1.56
2 100.0 103.13 103.13 1.65
3 400.0 394.47 98.62 2.43
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图 6    比色传感器的选择性
Fig.6    Selectivity of the colorimetric sensor

  

2.4　市售饮料中总抗氧化能力的评价

根据所构建的比色传感体系对实际样品中

AA含量进行分析，如图 7和表 4所示，通过对四种

含有 AA的饮品进行检测，结果如下：饮料 1中

AA浓度为 45.80±0.01 μmol/L，饮料 2中 AA浓度

为 41.13±0.02 μmol/L，饮料 3中 AA浓度为 110.47±
0.01 μmol/L，饮料 4中 AA浓度为 135.80±0.01 μmol/
L，AA可作为一种抗氧化剂模型，说明饮料 4的总抗

氧化能力最高，饮料 3的总抗氧化能力次之，饮料

1和饮料 2的总抗氧化能力相对较弱，检测结果与饮

料的标示值高度一致，可见该方法对于检测食品中

的 AA具有良好的应用价值，因此本方法可用于评

价实际样品的 TAC。
  

空白 1 2 3 4

图 7    实际饮料样品的比色图像
Fig.7    Colorimetric image of actual beverage samples

注：空白样本；1-饮料样品（果粒橙）；2-饮料样品（怡泉+C汽
水）；3-饮料样品（C维他命水）；4-饮料样品（水溶 C100）。 

3　结论
本研究利用 ZIF-8分散 Fe-HHTP纳米片，通过

简单搅拌的一步合成法制得复合 MOF基纳米酶

（Fe-HHTP@ZIF-8），并详细表征了其形貌、结构及

催化活性，结果表明 Fe-HHTP@ZIF-8是一种具有二

维超薄片层结构的纳米酶，通过优化选择 pH3.6、
37 ℃ 和孵育时间 8 min作为其显色反应的最佳条

件。与辣根过氧化物酶（HRP）和其他纳米酶相比，

Fe-HHTP@ZIF-8纳米酶具有更小的 Km，表明 Fe-
HHTP@ZIF-8纳米酶具有较高的过氧化物酶活性和

更好的底物亲和力，基于其良好的催化活性并以

AA为典型抗氧化模型，构建了一种检测 AA的比色

方法，用于市售饮料中 AA的定量比色检测和总抗

氧化能力评估，回收率在 98.62%~103.13%，且与饮

料中 AA的标示值基本一致。这项研究为食品样品

TAC的测定提供了可靠方法和有效手段，为高效纳

米酶材料的开发提供了新的思路。
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表 4    四种不同品牌饮料样品中 AA含量测定
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