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　　摘要：将检测抗体（ｄＡｂ）和二茂铁甲酸（ＦＣＡ）固载于二氧化硅修饰的氧化锌（ＺｎＯ＠ＳｉＯ２）表面制备纳米复合材料

标记物（｛ｄＡｂ－ＺｎＯ－ＦＣＡ｝），并将其用于放大电化学免疫分析乳制品中大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）。采用“三明治”

免疫分析模式，基于二茂铁甲酸产生的电流信号与大肠杆菌浓度之间的关系实现了对大肠杆菌的检测。结果表明，二

茂铁甲酸产生的电流信号与大肠杆菌浓度的对数在２．０×１０２～２．０×１０６ＣＦＵ／ｍＬ范围内保持良好的线性关系，检出
限为１００ＣＦＵ／ｍＬ（Ｓ／Ｎ＝３）。利用该电化学免疫分析方法对乳制品进行了大肠杆菌的加标回收试验，回收率在
９５８％～１０５％之间。
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　　乳制品含有丰富的营养物质，在生产、加工、运输和储存
过程中极易受到致病性细菌的污染，从而会影响人们的生活

质量和健康水平［１］。人类通过乳源性途径引起的食物中毒

与乳制品中大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）的数量呈现一定的相
关性，因此，大肠杆菌已经成为评价乳制品卫生质量的重要指

标，被世界各国乳制品微生物标准列为必检项目［２］。目前，

大肠杆菌常用的检测方法，由于耗时长在一定程度上已经不

能满足快速检测的需求。因此，建立乳制品中大肠杆菌的快

速、灵敏、准确的检测方法显得尤为重要。

免疫检测技术由于具有选择性好、抗干扰能力强的特点

而得到了人们的普遍关注［３－５］。其中，电化学免疫分析法具

有简单快速、选择性好、易于小型化等优点［６］。实现信号放

大从而提高检测灵敏度是制约电化学免疫分析方法快速发展

的关键问题［７］。纳米材料的应用为发展新型灵敏的电化学

免疫分析体系打开了一片新天地［８－９］。纳米复合材料突破了

单一组分材料性能的局限，具有体积小、比表面积大等特点，

因而被广泛用于制备纳米复合材料标记物进而提高电化学分

析技术的灵敏度［１０］。

采用二氧化硅修饰的氧化锌（ＺｎＯ＠ＳｉＯ２）固载检测抗体
（ｄＡｂ）和二茂铁甲酸（ＦＣＡ）制备纳米复合材料标记物
（｛ｄＡｂ－ＺｎＯ－ＦＣＡ｝），并将其用于放大电化学免疫分析乳制
品中大肠杆菌。基于大肠杆菌与其抗体之间的特异性相互作

用构建“三明治”免疫分析模式，采用示差脉冲伏安法测定结

合在电极表面的二茂铁甲酸获得电流信号。

１　材料与方法

１．１　仪器及试剂
二茂铁甲酸（ＦＣＡ）、牛血清白蛋白（ＢＳＡ）、１－（３－二甲

氨基丙基）－３－乙基碳二亚胺盐（ＥＤＣ）、Ｎ－羟基琥珀酰亚
胺（ＮＨＳ）购于 Ｓｉｇｍａ公司；３－氨基丙基三乙氧基硅烷
（ＡＰＴＥＳ）、正硅酸乙酯（ＴＥＯＳ）由阿拉丁试剂公司（中国上
海）提供。半胱氨酸（Ｌ－ｃｙｓｔｅｉｎｅ）购于上海晶纯实业有限公
司。试验所用其他试剂均购于上海国药集团化学试剂有限

公司。

１．２　｛ｄＡｂ－ＺｎＯ－ＦＣＡ｝的制备
１．２．１　制备氧化锌纳米棒　在搅拌条件下，将６０ｍＬ氢氧化
钠溶 液 （１．０ｍｏｌ／Ｌ）逐滴 加 到 １００ｍＬ硝 酸 锌 溶 液
（０．０４ｍｏｌ／Ｌ）中。随着氢氧化钠的加入，有白色沉淀生成，继
续滴加，沉淀溶解。室温搅拌２ｈ后，加热至沸腾并回流１ｈ。
趁热用０．４５μｍ的微孔玻璃漏斗过滤，将所得白色沉淀置于
空气中晾干至恒重。

１．２．２　制备二氧化硅修饰的氧化锌纳米棒　将２０ｍｇ氧化
锌纳米棒分散于２０ｍＬ丙醇和４０ｍＬ乙醇的混合液中并超声
１０ｍｉｎ。在搅拌条件下，依次加入１．５ｍＬ氨水溶液（２５％）、
３２０μＬＴＥＯＳ和８０μＬＡＰＴＥＳ，室温下反应８ｈ。将上述溶液
在８０００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ制得ＺｎＯ＠ＳｉＯ２，随后用去超纯水
清洗该沉淀并将其分散于２０ｍＬ磷酸缓冲溶液（ＰＢＳ）中。
１．２．３　制备｛ｄＡｂ－ＺｎＯ－ＦＣＡ｝　取１．０ｍＬＺｎＯ＠ＳｉＯ２溶
液，依次向其中加入 １．０ｍＬ０．４０ｍｏｌ／ＬＥＤＣ－０．１０ｍｏｌ／Ｌ
ＮＨＳ混合液、４．０ｍｇ／ｍＬ检测抗体（ｄＡｂ）和１．０ｍＬ二茂铁甲
酸饱和溶液，在３７℃搅拌２ｈ。经离心分离并洗涤后，将制得
的｛ｄＡｂ－ＺｎＯ－ＦＣＡ｝用ＰＢＳ分散并置于冰箱中４℃保存。
１．３　免疫传感器的制备

金电极（Ф＝３ｍｍ）修饰前需进行预处理：首先依次用
０３０、０．０５μｍ的Ａｌ２Ｏ３粉末在金相砂纸上打磨抛光，再依次
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用乙醇、水超声清洗，最后置于 ０．５０ｍｏｌ／Ｌ硫酸溶液中在
－０．３０～１．５Ｖ电位范围内进行循环伏安扫描，直至得到稳
定的循环伏安图。把预处理过的金电极浸入０．０２ｍｏｌ／Ｌ半
胱氨酸的乙酸缓冲溶液（ｐＨ值５．０）中自组装６ｈ。取出电极
用水清洗后，置于０．４０ｍｏｌ／ＬＥＤＣ－０．１０ｍｏｌ／ＬＮＨＳ的溶液
中反应１ｈ用于活化电极末端的羧基，然后用 ＰＢＳ清洗电极
表面并用氮气吹干。将 １０μＬ捕获抗体 （ｃＡｂ）溶液
（１．０ｍｇ／ｍＬ）滴涂在金电极表面并在３７℃下培养１ｈ后，用
ＰＢＳ清洗电极以除去未结合的抗体并晾干。在电极表面滴加
１．０％ ＢＳＡ－ＰＢＳ溶液并培养３０ｍｉｎ以封闭活性位点。

２　结果与分析

２．１　免疫测定条件的优化
温度对免疫蛋白分子的活性有一定的影响，本试验研究

了在２０～４５℃范围内对电化学免疫分析方法检测大肠杆菌
的影响。响应电流随反应温度的升高而逐渐增大，说明大肠

杆菌和其抗体结合的速度随着温度的增加而提高。在３５℃
时，免疫反应最充分，电流响应最大。当温度继续上升，响应

电流逐步下降，表明过高的反应温度使少数免疫分子变性或

失活，导致修饰电极表面的大肠杆菌和其抗体部分脱落，因此

选择３５℃为最佳免疫反应温度。
抗体与抗原发生免疫反应与时间有关。本研究考察了免

疫时间在２０～７０ｍｉｎ范围内对电化学免疫分析方法检测大
肠杆菌的影响。结果表明，响应电流随着免疫反应时间的增

加而增强，在５０ｍｉｎ时，响应电流趋于稳定，因此选择５０ｍｉｎ
为最佳免疫反应时间。

２．２　免疫测定的工作曲线
电化学免疫分析方法用于大肠杆菌检测的原理，首先将

捕获抗体固定在半胱氨酸修饰的金电极表面，然后免疫结合

大肠杆菌，进而吸附｛ｄＡｂ－ＺｎＯ－ＦＣＡ｝构建“三明治”免疫分
析模式，最后用示差脉冲伏安法测定电极表面的二茂铁甲酸

获得电流信号。随着待测溶液中大肠杆菌浓度的增大，固定

在电极表面的｛ｄＡｂ－ＺｎＯ－ＦＣＡ｝就越多，因此产生的电流信
号就越强。

在优化的试验条件下，将该分析方法用于检测不同浓度的

大肠杆菌标准溶液。二茂铁甲酸产生的响应电流随着待测大

肠杆菌浓度对数的线性关系见图１。结果表明，二茂铁甲酸产
生的响应电流与大肠杆菌浓度的对数在２．０×１０２～２．０×
１０６ＣＦＵ／ｍＬ的浓度范围内呈线性关系，线性回归方程为 Ｉ＝
１．５２×ｌｇＣ－０．７７，ｒ＝０．９８４，检出限为１００ＣＦＵ／ｍＬ（Ｓ／Ｎ＝３）。

２．３　回收率试验
为了进一步研究电化学免疫分析方法的实用性，本研究

采用该方法对乳制品进行了大肠杆菌加标回收检测。选择加

标浓度分别为５．０×１０２、１．０×１０３、１．０×１０４ＣＦＵ／ｍＬ，测定结
果见表１，该免疫分析方法与平板计数法的相对误差在±８％
以内，计算得到其回收率为９５．８％ ～１０５．０％，表明该电化学
免疫分析方法用于乳制品中大肠杆菌检测具有可靠性好、准

确度高等优点。

表１　乳制品加标回收率测定

样品
加标回收量（ＣＦＵ／ｍＬ）

检出量 加入量 测出量

回收率

（％）

酸奶 未检出 ５．０×１０２ ４７９ ９５．８
婴儿奶粉 未检出 １．０×１０３ １０５０ １０５．０
纯奶 未检出 １．０×１０４ ９７２０ ９７．２

３　结论

采用ＺｎＯ＠ＳｉＯ２作为载体固定检测抗体和二茂铁甲酸制
备了金纳米棒标记物，并将其用于电化学免疫分析乳制品中

大肠杆菌。ＺｎＯ＠ＳｉＯ２具有生物相容性好、比表面积大的优
点，能够固载大量二茂铁甲酸，从而放大电流信号提高大肠杆

菌检测的灵敏度。将该电化学免疫分析方法应用于乳制品的

加标回收试验，结果令人满意。
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高效液相色谱法同时测定凤仙花中的萘醌类和黄酮类成分

姜洪芳１，２，石宝俊２，张峰伦２，赵伯涛２，施国新１，张卫明１，２

（１．南京师范大学，江苏南京２１００４６；２．南京野生植物综合利用研究院，江苏南京 ２１００４２）

　　摘要：建立反相高效液相色谱，测定不同花色单瓣凤仙花和多重瓣茶凤仙茎、叶、花中指甲花醌、槲皮素、２－甲氧
基－１，４萘醌、山奈酚含量。采用ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢ－Ｃ１８色谱柱，乙腈 －２．５％乙酸水为流动相，梯度洗脱进行分
离，检测波长２４５ｎｍ。指甲花醌、槲皮素、２－甲氧基－１，４萘醌、山奈酚在选定浓度范围内线性关系良好，平均回收率
分别为 １０１．３％、９８．９３％、１０１．１７％、１０１．５９％，ＲＳＤ分别为０．９８６％、１．９６％、２．３７％、１．２７％，该方法简单、快速、准确，
可作为凤仙花中萘醌类和黄酮类物质同时测定的方法。

　　关键词：凤仙花；萘醌；黄酮；高效液相色谱法
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物活性物质应用与开发。Ｅ－ｍａｉｌ：ｊｈｆ７４＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：张卫明，研究员，从事植物活性物质的应用与开发。
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　　凤仙花（ＩｍｐａｔｉｅｎｓｂａｌｓａｍｉｎａＬ．）为凤仙花科（Ｂａｌｓａｍｉ
ｎａｃｅａｅ）凤仙花属（Ｉｍｐａｔｉｅｎｓ）一年生草本植物。凤仙花属共
有植物９００余种，全球均有分布。凤仙花作为观赏植物在国
内外均有种植，也是该属植物的常见品种，其花、茎、叶、种子

在民间有悠久的药用历史，被广泛用于治疗腰胁痛、蛇咬伤、

鹅掌风、风湿性关节炎、痈疖疮疔、胎衣不下、溃疡日久不

愈和经闭腹痛等，２０１０年版《中国药典》收载其种子急性子作
为药用部位。凤仙花的化学成分主要有黄酮、萘醌、香豆素、

有机酸、花青素和甾醇类，其中黄酮和萘醌有很强的抗炎、抗

菌、抗过敏和抑制 Ｗｎｔ信号通道等活性；据报道指甲花醌和
２－甲氧基－１，４萘醌是该植物抗细菌和抗真菌的活性成分，
２－甲氧基 －１，４萘醌具有很强的对抗 ＨｅｐＧ２细胞的抗肿瘤
活性［１－３］。国内外已有文献报道，用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）
分别定量测定凤仙花中的黄酮和萘醌类成分［４－７］，但对于２
类成分含量的同时测定还未见报道，本研究应用 ＨＰＬＣ对常
见品种单瓣凤仙花和多重瓣茶凤仙在７月盛开期的茎、叶、花
中指甲花醌、２－甲氧基－１，４萘醌、槲皮素、山萘酚进行了测
定，为该属植物的开发应用提供技术依据。

１　材料与方法

１．１　材料
高效液相色谱仪Ａｇｉｌｅｎｔ１２００ＨＰＬＣ（美国安捷伦公司生

产），Ｇ１３５４Ａ四元泵，Ｇ１３１３Ａ自动脱气机，Ｇ１３１６柱温箱，

Ｇ１３１５Ｂ二极管阵列检测器。ＫＱ－６００ＤＥ型超声波清洗器，
江苏省昆山市超声仪器有限公司生产；高效液相色谱

（ＨＰＬＣ）分析用甲醇、乙腈为色谱纯（美国天地）；试验用水为
超纯水，提取用试剂均为分析纯。

对照品包括指甲花醌、２－甲氧基－１，４萘醌、槲皮素、山
奈酚，均购于中国食品药品检定研究院，纯度大于９８％。单
瓣凤仙花及多重瓣茶凤仙的茎、叶、花均于２０１２年７月采自
南京，经南京野生植物研究院张玖教授鉴定为凤仙花（Ｉｍｐａｔｉ
ｅｎｓｂａｌｓａｍｉｎａＬ．）。
１．２　ＨＰＬＣ分析条件

ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢ－Ｃ１８分离柱（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，
５μｍ）；流动相为乙腈 －２．５％醋酸水，梯度洗脱条件：０～
１０ｍｉｎ，２５∶７５；１０～２０ｍｉｎ，３２∶６８；２０～３５ｍｉｎ，２５∶７５，流速
１．０ｍＬ／ｍｉｎ，进样量２０μＬ，柱温为２５℃，ＤＡＤ检测器，检测
波长２４５、２５０、２８０、３６０ｎｍ。
１．３　对照品溶液的制备

分别称取指甲花醌、２－甲氧基－１，４萘醌、槲皮素、山奈
酚对照品１０ｍｇ，精确称定，甲醇溶解并定容，稀释成浓度为
５０、４０、２５、１２．５、１０、６．２５、３．１２μｇ／ｍＬ的溶液，经０．４５μｍ微
孔滤膜过滤，供ＨＰＬＣ测定，并绘制每种物质的标准曲线。
１．４　供试品溶液的制备

称取样品粉末 （５０℃ 烘干１２ｈ，磨碎过４０目筛）５．０ｇ，
精确称定，加入５５％ 乙醇水溶液８０ｍＬ，室温浸泡２ｈ，超声
提取１ｈ，定容至１００ｍＬ，滤液经０．４５μｍ的微孔滤膜过滤，
供ＨＰＬＣ测定。

２　结果与分析

２．１　标准品与样品的ＨＰＬＣ测定
在“１．２”节色谱条件下，样品中指甲花醌、槲皮素、２－甲
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