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基于多壁碳纳米管免疫传感器法快速测定 
食品中的莱克多巴胺 

张媛媛，王瑞鑫，李秋薇，李书国*
（河北科技大学生物科学与工程学院，河北 石家庄 050018）

摘  要：以改性壳聚糖包埋固定羧基化多壁碳纳米管和莱克多巴胺抗体，构建免疫传感器用于莱克多巴胺的检测。

以K3[Fe(CN)6]为探针，利用循环伏安法表征传感器构建过程和差分脉冲伏安法探究莱克多巴胺抗体/抗原间免疫反应

对电流的影响。结果表明，在优化条件下，免疫响应电流与溶液中莱克多巴胺质量浓度的立方根在0.05～4.05 ng/mL 

范围内呈线性关系，其线性方程为Ip=－4.524 4CRAC
1/3＋14.259（R2= 0.990 4），最低检测限为0.08 ng/mL

（RSN=3）；所构建的免疫传感器的特异性、稳定性和重复性良好。该法对猪肉、羊肉等样品进行检测，其检测结

果与国标方法高效液相色谱法一致，检测快捷方便，可用于食品中莱克多巴胺的快速检测。
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An Immunosensor for Rapid Determination of Ractopamine in Foods Based on Multi-Walled Carbon Nanotubes
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Abstract: A highly sensitive nanoimmunosensor for the determination of ractopamine (RAC) in food samples was 

constructed based on a glass carbon electrode modified with carboxylic multi-walled carbon nanotubes/chitosan (MWNTs-

COOH/CS) composite film. Based on the specific immune reaction between antibody and antigen for RAC, the effect 

of immune response on immunosensor response current was investigated by cyclic voltammetry and differential pulse 

voltammetry using K3[Fe(CN)6] as the probe. The results showed that immune response currents increased linearly with the 

cube root of RAC concentration in the range of 0.05–4.05 ng/mL (Ip  = − 4.524 4CRAC
1/3 + 14.259, R2 = 0.990 4) with limit 

of detection (LOD) of 0.08 ng/mL (RSN = 3). Excellent specificity, stability and reproducibility of the prepared MWNTs-

COOH/CS/RAC-anti immunosensor were observed under the selected conditions. The developed method was applied to the 

determination of RAC in pork, beef, mutton, and chicken samples. The results agreed well with those obtained by HPLC 

method. Being faster than HPLC method, this immunosensor is practicable for rapid determination of RAC in food samples.
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莱克多巴胺（ractopamine，RAC）属于人工合成的

一种β-肾上腺受体激动剂[1-3]。RAC可有效提高动物的瘦

肉相对百分比和蛋白质含量，常作为克伦特罗的违规替

代品于畜牧养殖业（主要用于养牛和养猪），属于较为

常见的“瘦肉精”之一。残留在动物内脏和肌肉组织中

的RAC，可经过食物链进入人类体内，进而危害人类的
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健康。食用后症状表现为心动失常、心律不稳定、恶心

和晕眩等[4-6]。RAC的残留问题引起研究者和消费者的热

切关注，尽管不同国家和地区对于其在动物饲料中使用

问题，观点不尽相同，美国和加拿大等地区允许使用，

但严格规定残留限量，如美国规定猪肉中RAC的最大残

留为50 μg/kg，而欧盟和我国明确禁止在畜禽养殖业中使

用RAC[7-10]。因此，建立一种检测时间短、精确度优良的

RAC分析方法对于确保食品安全，维护消费者生命安全

和身体健康有着重要意义。

目前，检测RAC的方法主要有色谱分析法[11-14]、免

疫分析法[15-17]、快速检测卡法[18-22]、电化学分析法[23-25]

等，这些方法各有各自的检测优势和劣势。随着目标性

抗体不断地研发，免疫分析法得到迅速发展，其中尤以

电化学免疫分析法发展迅速，因其特异性好、检测灵敏

度高以及检测速度快、样品处理简单等优势，成为食品

安全快速检测的主要发展方向之一。

本实验以R A C为研究对象，以羧基化多壁碳纳

米管/壳聚糖（carboxylic multiwalled carbon nanotubes/

chitosan，MWNTs-COOH/CS）构建复合膜，用于莱克多

巴胺抗体（ractopamine antibody，RAC-anti）的固定。

该免疫传感器利用碳纳米管对于生物分子中电子传递的

良好促进性，以及CS成膜以后的生物兼容性及其表面丰

富氨基对于生物分子的良好固定，使得该免疫传感器在

增加RAC-anti固载量的同时，能较好地固定在玻碳电极

（glassy carbon electrode，GCE）表面。根据质量浓度不

同的RAC标准溶液与RAC-anti结合后，MWNTs-COOH/

CS/RAC-anti/GCE界面的电流变化联系，探究其数学模

型，建立一种快速测定食品中瘦肉精的方法。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

猪肉、牛肉、羊肉、鸡肉 石家庄市购。

M W N T s - C O O H（外径：4 0～6 0  μm，长度：

2～5 μm） 北京德科岛金科技有限公司；CS（脱乙

酰度≥90.0%） 北京索莱宝科技有限公司；RAC-anti 

深圳芬德生物技术有限公司；RAC标准品  德国Dr 

Ehrenstorfer公司；牛血清白蛋白 上海翊圣科技有限公

司；N,N-二甲基甲酰胺（分析纯） 天津市达森化工产

品销售有限公司；冰乙酸（分析纯） 天津市富宇精细

化工有限公司；铁氰化钾、甲醇（均为分析纯） 天津

市永大化学试剂有限公司；正己烷（分析纯） 天津市

津东天正精细化学试剂厂；高纯度氮气 石家庄市西三

教气体公司。

1.2 仪器与设备

LK98BⅡ型微机电化学分析系统 天津兰力科化学

电子高技术有限公司；三电极系统（3 mm玻碳圆盘电极

为工作电极、铂丝电极为对电极、Ag/AgCl电极为参比电

极）、电解杯 上海CHI仪器公司；FA2204型电子分析

天平 上海菁海仪器有限公司；LC-10A型高效液相色

谱（high performance liquid chromatography，HPLC）仪  

日本岛津公司； KQ2200型超声波清洗仪 昆山市超声

仪器有限公司；TGL-10B型高速台式离心机 上海安

亭科学仪器厂；S-4800-Ⅰ型场发射扫描电镜（scanning 

electron microxcope，SEM） 日本Hitachi公司。

1.3 方法

1.3.1 MWNTs-COOH/CS复合膜的制备

准确称取0.01 g MWNTs-COOH，加入到10 mL N,N-

二甲基甲酰胺溶液中，超声5 min，得到分散均匀的

MWNTs-COOH悬浊液。准确称取1.0 g CS，溶于100 mL 

1%冰乙酸溶液，制得1% CS透明溶液，置于4 ℃条件下

储存。取5 mL MWNTs-COOH的N,N-二甲基甲酰胺溶液

加入到1% CS的冰乙酸溶液中，超声30 min，使MWNTs-

COOH均匀地分散到CS溶液中，制得MWNTs-COOH/CS

悬浊液，置于4 ℃条件下保存、备用。

1.3.2 电化学免疫传感器的制备

将GCE（直径为3 mm）用粒径大小为0.05 μm的氧化

铝粉末轻轻打磨抛光，直至电极表面成光滑镜面，再依

次于硝酸（体积分数为50%）、无水乙醇和去离子水中

各超声2 min。超声完毕以后，将玻碳电极表面用氮气吹干

后待用。将电极置于0.1 mol/L的稀硫酸溶液中，设置循环

伏安法的扫描速率为50 mV/s，电压范围为－1.0～1.0 V，

对电极进行扫描直至循环伏安图稳定后取出，用去离子水

冲洗电极表面，再次用氮气干燥后备用。

Fe(CN)6
3 /4

GCE RAC RAC
图 1 免疫传感器的制备及免疫过程

Fig.1 Procedure for preparation of immunosensor and immune reaction

免疫传感器的制备流程见图1。取5 μL的MWNTs-

COOH/CS混合液滴涂于GCE表面的中心位置，在室温

条件下（25 ℃左右）自然晾干。然后取6 μL的RAC-anti

滴涂于MWNTs-COOH/CS修饰的GCE表面，于4 ℃条件

下孵育120 min。最后在电极表面滴涂5 μL 1%的牛血清

白蛋白/磷酸盐缓冲溶液（phosphate buffered solution，

PBS，pH 7.4）溶液，于4 ℃条件下约30 min，用于封闭

传感器界面的活性基团。最终，制得检测所用的免疫传

感器，于4 ℃保存待用。

1.3.3 电化学方法

在MWNTs-COOH/CS/RAC-anti修饰的免疫传感器表

面依次滴涂不同质量浓度梯度（0～4.05 ng/mL）的RAC
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标准溶液中，在37 ℃条件下孵育25 min。采用三电极

体系（工作电极为MWNTs-COOH/CS/RAC-anti/GCE，

参比电极为Ag/AgCl电极，辅助电极为铂丝电极），于

1.0 mmol/L K3[Fe(CN)6]＋0.1 mol/L KCl＋0.2 mol/L PBS

（pH 7.0）进行电化学修饰过程的表征和RAC的检测

分析。运用循环伏安法（电压－0.2～0.6 V，扫描速率

50 mV/s）对于电极的构建步骤进行电化学表征，运用差

分脉冲伏安法（电位－0.2～0.6 V）分析不同质量浓度梯

度RAC的峰电流值Ip与相对应的RAC质量浓度间关系，记

录峰电流值Ip，并依据其相关的数学模型对RAC质量浓度

做标准曲线。

1.3.4 市售肉类样品中RAC的测定

1.3.4.1 样品前处理

准确称取4 g猪肉、牛肉、羊肉、鸡肉样品用绞肉机

绞碎，置于25 mL的烧杯中，加入16 mL乙腈，振荡5 min

以后，超声处理20 min，接着移入50 mL离心管中，室温

离心10 min（6 000 r/min），取上清液10 mL，在60 ℃条

件下用氮气吹干，然后加入4 mL 的100 mmol/L的盐酸溶

液（pH 2.0），再次室温6 000 r/min离心10 min，取上清

液进行净化。对固相萃取柱分别用3 mL甲醇、3 mL去离

子水、3 mL 0.2%的冰乙酸活化后，将上述提取液加入萃

取柱，依次用3 mL 0.2%的冰乙酸溶液、3 mL去离子水、

3 mL甲醇洗涤，再用3 mL 5%氨化甲醇溶液洗脱，将洗

脱液于50 ℃条件下用氮气吹干，用甲醇定容至1 mL，再

经0.45 μm滤膜过滤后进行检测。

1.3.4.2 电化学检测

在制备好的纳米免疫传感器表面滴加2 μL处理好的

样品提取液，在37 ℃条件下孵育25 min，然后利用差分

脉冲伏安法测定免疫反应响应电流，每个样品平行测定

3 次，取3 次测定的电流值平均值作为该样品的免疫响应

电流值，将该免疫响应电流值代入1.3.3节的免疫响应电

流与RAC质量浓度的线性回归方程，计算猪肉等样品中

RAC的含量。

1.3.4.3 HPLC检测

色谱条件：色谱柱为C18柱（4.6 mm×250 mm，

5 μm）；流动相为戊烷磺酸钠溶液[取800 mL水，加

20 mL冰醋酸和0.87 g 戊烷磺酸钠（C5H11O3SNa·H2O）

混匀]-乙腈（78∶22，V/V）；激发波长为226 nm，发射波

长为306 nm；流速1 mL/min；进样量50 μL[26]。

准确称取25 mg RAC标准品，用甲醇溶解并定容于

100 mL容量瓶中，作为储备液保存于4 ℃条件下。使用

前依据需求配成相应质量浓度梯度的标准工作液，取

50 μL样品溶液进样，记录其HPLC图谱，根据所得峰面

积与对应的工作液质量浓度绘制标准曲线。分别取上述

处理好的样品提取液50 μL，进行HPLC检测，依据上述

标准曲线计算样品中RAC的质量浓度，并与电化学检测

方法进行对比。

2 结果与分析

2.1 RAC纳米免疫传感器的电化学表征
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a. GCE；b. CS/GCE；c. MWNTs-COOH/CS/GCE。

图 2 不同修饰电极的循环伏安图

Fig.2 Cyclic voltammograms of different modified electrodes

在1.0 mmol/L K3[Fe(CN)6]＋0.1 mol/L KCl＋0.2 mol/L  

PBS（pH 7.0）的测试底液中，以循环伏安法对GCE

（a）、CS/GCE（b）和MWNTs-COOH/CS/GCE（c）进

行表征，表征结果见图2。Fe(CN)6
3－/4－在裸玻碳电极上

有一对较好的氧化还原峰。当在电极表面修饰CS后，修

饰电极的氧化还原峰电流减少，这是由于CS的导电性不

太好，对电子在电极表面上传递起一定的阻碍作用。相

比较于CS/GCE，可以明显观察到MWNTs-COOH的引入

提高了玻碳电极的响应电流信号，使MWNTs-COOH/CS/

GCE的氧化还原峰电流均增加，这是由于MWNTs-COOH

通过CS固定在电极的表面，形成电子与电极之间电子传

递的活性中心，MWNTs-COOH纳米微粒可视为于纳米

尺寸的微电极，可作为电子与裸电极之间的传输通道，

能够有效提高免疫传感器响应信号的灵敏度；用CS分散

MWNTs-COOH，在增大RAC-anti在电化学免疫传感器表

面固载量的同时，能够有效保证免疫传感器的稳定性。

上述3 种情况下的电极根据Randles-Sevcik方程[17]，可以

求出电极的电活性面积：

Ip=2.69×105×A×C×D1/2×γ1/2×n3/2

式中：Ip为阳极峰电流/μA；A为有效电极面积/cm2；

C为K3[Fe(CN)6]浓度（此为1 mmol/L）；D为扩散系数

（6.7×10－6 cm2/s）；γ为电位变化速率（0.05 V/s）；n为
参与氧化还原反应的电子数（此处n=1）。根据计算得，

CS/GCE和MWNTs-COOH/CS/GCE的有效电极面积分别

为0.058、0.077 cm2。可知，MWNTs-COOH的加入明显

地提高了玻碳电极的有效活性面积（增加了32.76%），

从而提高了免疫传感器的灵敏度。

当在MWNTs-COOH/CS/GCE表面滴加RAC-anti以

后，氧化还原峰的电流减少并发生一定的偏移（图3），

因为带正电荷的抗体蛋白经过静电相互作用牢固地吸附

在MWNTs-COOH/CS表面上，由于抗体的绝缘性阻碍了
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电极表面的电子传递，这就说明RAC-anti已经成功固定

在电极表面上。在MWNTs-COOH/CS/RAC-anti/GCE表面

滴加RAC标准液以后，其峰位置进一步降低，表明RAC-

anti和RAC已经成功结合进行特异性免疫反应。
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a. GCE；d. RAC-anti/MWNTs-COOH/CS/GCE；

e. RAC/RAC-anti/MWNTs-COOH/CS/GCE。

图 3 修饰电极免疫前后的循环伏安图

Fig.3 Cyclic voltammograms of immunosensor before and after 

immune reaction
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a～h.扫描速率分别为20、40、60、80、100、140、180、220 mV/s。

图 4 电化学免疫传感器在不同扫描速率条件下的循环伏安图

Fig.4 Cyclic voltammograms of the immunosensor at different scan rates

将免疫传感器（MWNTs-COOH/CS/RAC-anti/RAC/

GCE）在不同扫描速率（20～220 mV/s）条件下以循环

伏安法进行扫描，结果如图4所示。由图4可以得出，随

着扫描速率的增加，氧化峰和还原峰的电流均增加，扫

描得到的氧化峰和还原峰的电流值都分别与扫描速率的

平方根呈线性关系：Ip1=1.232 7x1/2＋1.227 4，线性相关

系数R2= 0.997 8；Ip2=1.252 4x1/2－2.412 4，线性相关系数

R2=0.998 0。说明发生于该免疫传感器表面的反应受扩散

过程控制。

2.2 RAC纳米免疫传感器SEM表征

1.00 μm 1.00 μm

A B

5.00 μm

C

A.裸玻碳电极上修饰一层CS薄膜；B.裸玻碳电极上修饰一层

MWNTs-COOH/CS薄膜；C.抗体修饰到MWNTs-COOH/CS复合膜。

图 5 不同修饰电极的SEM图

Fig.5 SEM images of different modified electrodes 

图5A为裸玻碳电极上修饰一层CS薄膜的SEM图。

图5B为裸玻碳电极上修饰一层MWNTs-COOH/CS薄膜的

SEM图，从图5B可以明显看出，多壁碳纳米管呈现特

有的非常规整的多孔网状纳米纤维结构，且多壁碳纳米

管的前处理使得碳纳米管末端断裂并羧基化，有利于抗

体的固定。这种结构会增加传感器的表面积，可以显著

增加抗体固载量，并可有效防止抗体从传感器上脱附泄

漏，提高免疫响应电流值，从而提高传感器的灵敏度。

图5C为抗体修饰到MWNTs-COOH/CS复合膜上时的

SEM图，可以看出抗体微粒嵌到了MWNTs-COOH/CS

膜的空隙当中。

2.3 免疫传感器制备及检测参数的优化

2.3.1 修饰液的用量

MWNTs-COOH/CS混合液的用量可能会对电子传递

产生影响，本实验分别用1、3、5、7、9 μL的修饰液滴

涂在活化稳定以后的玻碳电极表面中心位置，滴涂过程

中应确保电极表面水平。以循环伏安法分析比较各个修

饰量下峰电流的大小。经实验发现，电流逐渐增大，直

至修饰量为5 μL时，峰电流达到最大，然后随着修饰量

的增加电流逐渐减少。可能由于修饰量增加以后，修饰

膜厚度较大影响了电子的传递。同时考虑到所用的电极

直径为3 mm，电极表面积有限，修饰材料用量以3～6 μL
为宜，所以选择修饰膜的用量为5 μL。
2.3.2 孵育时间与温度对免疫传感器的影响

10
/min

/ μ
A

5 15 20 25 301
2
3
4
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图 6 孵育时间对免疫传感器DPV峰电流的影响

Fig.6 Effect of incubation time on DPV response of the immunosensor

RAC-anti与抗原（RAC标准液）的孵育时间和温度

对免疫反应有重要的影响。为了选择较好的孵育时间，

在MWNTs-COOH/CS/RAC-anti/GCE表面滴加2 μL的RAC
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标准溶液，控制反应时间，利用差分脉冲伏安法测定其

响应电流的变化，如图6所示。在5～20 min范围内峰电

流随着孵育时间的延长而增大，表明了抗原/抗体之间

需要一定时间，来通过的特异性免疫反应形成稳定复合

产物。孵育时间超过25 min后，峰电流的变化很小，表

明固定的抗体与游离的抗原的结合达到相对饱和。在一

定范围内，升高温度可加速免疫反应的进程，有利于生

成免疫复合物，但温度过高会使具抗原与抗体的活性下

降，乃至失去活性，不利于RAC的检测分析。在优化孵

育时间的条件下，探究20～45 ℃范围内对免疫反应的影

响，如图7所示。在20～35 ℃范围内，所构建的免疫传感

器响应电流随温度升高而增大，并于约35 ℃时达到最大

值，当温度高于35 ℃后，响应电流的值开始减少，可能

原因是RAC-anti活性下降，导致免疫响应电流下降，故

选取35 ℃为优化孵育温度，孵育时间为25 min。
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25
/

/μ
A

20 30 35 40 45

图 7 孵育温度对免疫传感器DPV峰电流的影响

Fig.7 Effect of incubation temperature on DPV response of  

the immunosensor

2.3.3 电解质溶液pH值对免疫反应的影响

检测所用底液的pH值对响应信号的峰电流有显著的

影响。相同条件下，不同的底液pH值将会导致扫描得出

的峰电流不同。分析得出，当溶液的pH 7.0时，所得的检

测信号峰电流Ip最大，表明在pH 7.0时，检测体系能够达

到较好的灵敏度，这可能是因为当测试底液过酸或者过

碱时，抗体中部分基团的质子化或解离导致抗体活性有

所改变或下降，同时考虑到CS在过酸或过碱条件下时容

易解离，所以实验选择pH 7.0的磷酸盐缓冲溶液作为检测

所用的电解质溶液。

2.4 不同质量浓度RAC对免疫传感器响应电流的影响

配制系列质量浓度的RAC标准溶液，按照1.3.4节

的方法测得传感器在不同质量浓度标准溶液中的差分脉

冲曲线，以峰电流为纵坐标，抗原质量浓度大小为横坐

标，按此绘制RAC的标准曲线，如图8所示。在RAC质量

浓度范围为0～4.05 ng/mL时，免疫反应电流Ip值随RAC

质量浓度的增大而减小，且∆Ip值下降量与CRAC之间的关

系满足线性关系方程：∆Ip=－4.524 4CRAC
1/3＋14.259，

线性相关系数R2=0.990 4，其最低检测限为0.08 ng/mL

（RSN=3）。
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图 8 RAC的校正曲线

Fig.8 Calibration curve of RAC

2.5 免疫传感器的特异性、稳定性与重复性

在制备好的RAC免疫传感器表面先后滴加同等质量

浓度、同等体积的RAC和沙丁胺醇，其差分脉冲峰电流

变化仅为3.85%，表明该免疫传感器的特异性较好。将

制备好的免疫传感器连续扫描15 次，电流响应仅下降

3.5%。然后将其置于－4 ℃避光保存，不同时间后用来

检测RAC溶液，3 个月以后免疫响应电流变化率不超过

5.0%，表明该传感器的稳定性较好。分别制备同一批次

3 支免疫传感器和不用的3 个批次（每个批次2 支）的免

疫传感器，进行RAC检测，同一批次的电流变化率不超

过4.6%，不同批次的电流变化率不超过5.7%，表明该传

感器重复性较好。

2.6 实际样品中RAC含量的检测结果

按1.3.4节方法处理，得到提取液，按照前面优化

好的实验条件，以差分脉冲伏安法为检测方法检测4 种

样品中RAC的含量，进行加标回收实验，并与HPLC

法检测结果进行了对照，结果见表1。纳米免疫传感器

法检测猪肉、牛肉、羊肉、鸡肉4 种鲜肉，只有猪肉

检测出RAC，其含量为1.3 ng/g，HPLC也只有猪肉检

测出RAC，含量为1.3 ng/g，二者的加标回收率分别为

96%～102%和95.2%～106%，检测结果基本一致。

表 1 样品中RAC含量测定的结果

Table 1 Analytical results for the determination of RAC in samples 

食品
样品

测定值/
（ng/g）

添加量/
（ng/g）

免疫传感器法 HPLC法

测定含量/（ng/g） 回收率/% 测定含量/（ng/g） 回收率/%

猪肉 1.3 5 6.1 96.8 6.0 95.2

牛肉 0 5 4.9 98.0 5.3 106.0

羊肉 0 5 5.1 102.0 4.9 98.0

鸡肉 0 5 4.8 96.0 5.1 102.0

3 结 论

利用MWNTs-COOH/CS复合膜修饰玻碳电极，制备了

基于多壁碳纳米管增效的安培型RAC免疫传感器，提高了

免疫传感器检测的灵敏度，其复合修饰材料添加量5 μL、
免疫传感器孵育温度35 ℃、孵育时间25 min、电解质溶

液pH 7.0；该传感器的抗干扰性、稳定性和重复性较好，

用于实际肉品RAC的检测，其检测结果与HPLC法基本一

致，因此可用于畜禽肉、饲料中RAC的快速检测。
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