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(57)摘要

本发明公开了一种测定黄曲霉毒素B1的免

疫生物传感器及其制备方法与应用，基底电极表

面依次经GO-PB-PTC-NH2溶液，AuNPs溶液和黄曲

霉毒素B1抗体溶液修饰，所述基底电极为玻碳电

极，所述纳米金和黄曲霉毒素B1抗体通过Au-S键

共价连接。氧化石墨烯和纳米金由于具有比表面

积大，电导率高，生物相容性好等特点，可达到提

高免疫电极的灵敏度。相比传统抗体，纳米抗体

具有体积小，溶解性好，界面稳定性好，亲和力

好，优化定制，简单人性化的优点。该免疫生物传

感器操作简单，成本低，可应用于食品中黄曲霉

毒素B1的检测，并在食品安全分析等领域具有广

泛的应用前景。
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1.一种测定黄曲霉毒素B1的免疫生物传感器的制备方法，其特征在于，基底电极表面

依次经GO-PB-PTC-NH2溶液，AuNPs溶液和黄曲霉毒素B1抗体溶液修饰。

2.根据权利要求1所述的制备方法，其特征在于，所述基底电极为玻碳电极。

3.根据权利要求1所述的制备方法，其特征在于，所述GO-PB-PTC-NH2溶液按如下步骤制

备：

(1)将PTCDA溶解于丙酮中，加入乙二胺，室温搅拌反应20～60min，离心，将沉淀用乙

醇、水清洗，室温干燥，得到粉末状PTC-NH2；

(2)将GO溶解于超纯水中形成悬浊液，在悬浊液中加入FeCl3、K3[Fe(CN)6]、KCl和HCl，

室温搅拌反应12h；向其中加入步骤(1)得到的PTC-NH2，室温搅拌反应12h，得到GO-PB-PTC-

NH2溶液。

4.根据权利要求3所述的制备方法，其特征在于，所述步骤(1)中PTCDA与乙二胺的比例

为1g:15mL～1g:5mL。

5.根据权利要求3所述的制备方法，其特征在于，所述步骤(2)中GO和PTC-NH2的质量比

为3:1～1:3。

6.根据权利要求1所述的制备方法，其特征在于，所述AuNPs溶液按如下步骤制备：在超

纯水中加入0.2～2wt.％的HAuCl4·3H2O溶液，搅拌加热至90～100℃，向其中加入0.2～

2wt.％柠檬酸钠溶液，搅拌并煮沸5～25min，待变色后取出冷却，得到AuNPs溶液。

7.根据权利要求1所述的的制备方法，其特征在于，所述黄曲霉毒素B1抗体为黄曲霉毒

素B1纳米抗体。

8.根据权利要求1所述的的制备方法，其特征在于，包括以下步骤：

(1)将基底电极进行打磨、抛光和超声清洗；

(2)将GO-PB-PTC-NH2溶液滴加到步骤(1)得到的电极表面，室温放置0.5～2h，用PBS溶

液清洗，晾干；

(3)将步骤(2)得到的电极浸泡在AuNPs溶液中，1～10℃放置1～5h，用PBS溶液清洗，晾

干；

(4)向步骤(3)得到的电极表面滴加黄曲霉毒素B1抗体溶液，1～10℃放置6～18h，用

PBS溶液清洗，晾干；

(5)向步骤(4)得到的电极表面滴加BSA溶液，室温放置10～60min，用PBS溶液清洗，晾

干。

9.权利要求1-8任意一项所述的制备方法制备得到的免疫生物传感器。

10.权利要求9所述的免疫生物传感器在定量检测黄曲霉毒素B1中的应用。
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一种测定黄曲霉毒素B1的免疫生物传感器及其制备方法与

应用

技术领域

[0001] 本发明属于致病真菌快速检测技术领域，具体涉及一种测定黄曲霉毒素B1的免疫

生物传感器及其制备方法与应用。

背景技术

[0002] 黄曲霉毒素(AFT)是黄曲霉、寄生曲霉和曲霉菌主要产生的次生代谢物，目前是最

强致癌物质之一。AFT不是单一的化合物，而是一组化学结构相似的化合物。已分离鉴定出

12种，包括B1、B2、G1、G2、M1、M2等毒素和有毒醇。由于这些化合物的形成条件不同，因此它

们具有不同的分布和毒性来源，其中M1和M2主要发现在牛奶中。黄曲霉毒素B1(AFB1)是目

前已知的最强致癌物质，AFB1的毒性是氰化钾的10倍，是砷的68倍。同时，AFB1具有诱变，致

癌和致畸作用，甚至可能导致人类和动物急性中毒死亡。据报道，AFB1的暴露可能对人体和

动物造成多种系统的毒性作用，包括消化系统毒性、肝脏毒性、血液毒性、免疫毒性、生殖和

发育毒性等。人类暴露于AFB1的临床症状是发烧，呕吐，腹痛和食欲不振，但观察到肝脾肿

大，肝痛，皮肤黄染，腹水，下肢水肿，肝功能异常，心脏肿大和肺水肿。严重时甚至出现惊厥

症状，昏迷和死亡。AFT中毒可导致贫血，黄疸，胃肠道疾病和生殖能力下降，特别是肝损伤。

[0003] 目前，检测AFB1的主要方法是薄层色谱(TLC)、酶联免疫吸附测定(ELISA)、荧光免

疫测定和高效液相色谱-串联质谱(HPLC-MS)。由于这些设备价格昂贵，技术要求高，样品前

处理复杂的不足，这些方法无法实现AFB1的快速检测。电化学分析方法可以简单，实时，快

速的筛选鉴定，近来已成为分析检测AFB1的研究热点。

[0004] 氧化石墨烯(GO)具有比表面积大，导电性好，生物相容性强等优点，因此在传感器

领域使用后，可获得具有优异性能的新型纳米电极。PTC-NH2具有独特的化学和电化学性质

从而可以降低背景电流信号，用于修饰电极增强导电性。普鲁士蓝(PB)作为一种分子膜材

料，因具有稳定性好，增强的电子传递速率和高的表面活性的优势，因此被广泛应用于光电

转换，分子识别，离子选择电极，生物传感器，防腐蚀等领域。

[0005] 纳米抗体是一种缺失轻链只包含一个重链可变区(VHH)和两个常规的CH2与CH3区

的天然抗体，主要存在骆驼和羊驼等外周血液中，该抗体不像人工改造的单链抗体片段

(scFv)那样容易粘连甚至团聚。更重要的是单独克隆并表达出来的VHH结构具有与原重链

抗体相当的结构稳定性以及与抗原的结合活性，是目前已知的可结合目标抗原的最小单

位。其具有体积小，溶解性好，界面稳定性好，亲和力好，易穿越血脑屏障和靶向效应，优化

定制，简单人性化，纳米抗体在肿瘤、传染病、炎性肠病、阿尔茨海默病、血栓形成和动脉粥

样硬化病等多种疾病的诊断和治疗上具有广泛的利用前景。

发明内容

[0006] 发明目的：为解决现有技术存在的缺陷，本发明提供了一种黄曲霉毒素B1残留检

测的免疫生物传感器及其制备方法。本发明还提供了一种黄曲霉毒素B1残留检测的免疫生
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物传感器检测方法，所述的方法灵敏度高、特异性好、具有很宽的线性范围和较低的检测限

且成本低廉，可应用于食品中黄曲霉毒素B1的检测。

[0007] 本发明中技术术语的缩写如下：

[0008] 黄曲霉毒素B1:AFB1；氧化石墨烯:GO；普鲁士蓝:PB；玻碳电极:GCE；纳米金:AuNPs

或GNP；苝四羧酸二酐:PTCDA；黄曲霉毒素B1纳米抗体：Nbs

[0009] 技术方案：本发明所述的一种测定黄曲霉毒素B1的免疫生物传感器的制备方法，

基底电极表面依次经GO-PB-PTC-NH2溶液、AuNPs溶液和黄曲霉毒素B1抗体溶液修饰。

[0010] 所述AuNPs和黄曲霉毒素B1抗体通过Au-S键共价连接。

[0011] 优选地，所述基底电极为玻碳电极。

[0012] 所述GO-PB-PTC-NH2溶液按如下步骤制备：

[0013] (1)将PTCDA溶解于丙酮中，加入乙二胺，室温搅拌20～60min，离心，将沉淀用乙

醇、水清洗，室温干燥，得到红色粉末状PTC-NH2；

[0014]

[0015] (2)将GO溶解于超纯水中形成悬浊液，在悬浊液中加入FeCl3、K3[Fe(CN)6]、KCl和

HCl，室温搅拌12h；再加入步骤(1)得到的PTC-NH2，室温搅拌12h，得到GO-PB-PTC-NH2溶液；

[0016]

[0017] 所述步骤(1)中PTCDA与乙二胺的比例为1g:15mL～1g:5mL，PTCDA和丙酮的比例为

1g:3mL～1g:7mL。

[0018] 所述步骤(2)中GO悬浮液中GO浓度为0.5～1mg/mL，GO、FeCl3、K3[Fe(CN)6]和KCl的

质量比为2.1：1：1：46～8.4：1：4：46。

[0019] 所述步骤(2)中加入盐酸起到维持酸性环境的作用。

[0020] 所述步骤(2)中GO和PTC-NH2的质量比为3:1～1:3。

[0021] 优选地，所述步骤(2)中GO和PTC-NH2的质量比为1:1。

[0022] 所述AuNPs溶液按如下步骤制备：在超纯水中加入0.2～2wt.％的HAuCl4·3H2O溶

液，搅拌加热至90～100℃，向其中加入0.2～2wt.％柠檬酸钠溶液，搅拌并煮沸5～25min，

待变色后取出冷却，得到AuNPs溶液。

[0023] 优选地，所述AuNPs溶液按如下步骤制备：在超纯水加入1wt.％的氯金酸溶液，搅

拌加热至95℃，向氯金酸溶液中加入1wt.％的柠檬酸钠溶液，搅拌并煮沸15min，待变色后

取出冷却，得到AuNPs溶液。

[0024] 所述超纯水、HAuCl4·3H2O溶液和柠檬酸钠溶液的体积比为100：1：1～100：1：3。

[0025] 所述HAuCl4·3H2O溶液的溶剂为超纯水，柠檬酸钠溶液的溶剂为超纯水。

[0026] 优选地，所述黄曲霉毒素B1抗体为黄曲霉毒素B1纳米抗体。

[0027] 一种测定黄曲霉毒素B1的免疫生物传感器的制备方法，包括以下步骤：
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[0028] (1)电极预处理：将基底电极进行打磨、抛光和超声清洗；

[0029] (2)将GO-PB-PTC-NH2溶液滴加到步骤(1)得到的电极表面，室温放置0.5～2h，直

至GO-PB-PTC-NH2完全结合在电极表面，用PBS溶液清洗，晾干；

[0030] (3)AuNPs的固定：将步骤(2)得到的电极浸泡在AuNPs溶液中，1～10℃放置1～5h，

用PBS溶液清洗，晾干；

[0031] (4)共价连接黄曲霉毒素B1抗体：向步骤(3)得到的电极表面滴加黄曲霉毒素B1抗

体溶液，1～10℃放置6～18h，使黄曲霉毒素B1抗体和AuNPs充分连接，用PBS溶液清洗，晾

干；

[0032] (5)封闭非特异性位点：向步骤(4)得到的电极表面滴加BSA溶液，室温放置10～

60min，封闭未被纳米抗体结合的位点，用PBS溶液清洗，晾干。

[0033] 所述步骤(1)中基底电极分别用0.05和0.03μm  Al2O3粉末抛光，然后分别用无水乙

醇、超纯水超声清洗5min。

[0034] 所述步骤(2)中GO-PB-PTC-NH2溶液的浓度为1～2mg/mL。GO-PB-PTC-NH2溶液是过

量的，用PBS溶液清洗未结合的GO-PB-PTC-NH2。

[0035] 所述步骤(3)中AuNPs溶液的浓度为0.2～1mg/mL。AuNPs溶液是过量的，用PBS溶液

清洗未结合的AuNPs。

[0036] 所述步骤(4)中黄曲霉毒素B1抗体的溶剂为0.1M  PBS，浓度为1～3mg/mL。黄曲霉

毒素B1抗体溶液是过量的，用PBS溶液清洗未结合的黄曲霉毒素B1抗体。

[0037] 所述步骤(5)中BSA溶液的溶剂为0.1M  PBS，浓度为2～20mg/mL。BSA溶液是过量

的，用PBS溶液清洗未结合的BSA。

[0038] 上述任一制备方法制备得到的免疫生物传感器。

[0039] 上述任一制备方法制备得到的免疫生物传感器在定量检测黄曲霉毒素B1中的应

用。

[0040] 有益效果：与现有技术相比，本发明具有如下优点：

[0041] (1)氧化石墨烯和纳米金由于具有比表面积大，电导率高等特点，可提高免疫电极

的灵敏度。

[0042] (2)本实验采用绿色无毒害化学试剂，对检测样品无损害。

[0043] (3)相比传统抗体，纳米抗体具有体积小，溶解性好，界面稳定性好，亲和力好，优

化定制，简单人性化的优点。

[0044] (4)本发明的免疫生物传感器操作简单，成本低，可应用于食品中黄曲霉毒素B1的

检测，并在食品安全分析等领域具有广泛的应用前景。

附图说明

[0045] 图1为本发明的制备示意图；

[0046] 图2为本发明的循环伏安图；

[0047] 图3为本发明的峰电流强度与抗原浓度之间的线性关系图；

[0048] 图4为本发明的选择性和特异性研究。

具体实施方式
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[0049] 根据下述实施例，可以更好地理解本发明。本领域的技术人员容易理解，实施例所

描述的内容仅用于说明本发明，而不应当也不会限制权利要求书中所详细描述的本发明。

[0050] 实施例1  GO-PB-PTC-NH2的制备

[0051] (1)PTC-NH2的制备

[0052] 将1g  PTCDA溶于5mL丙酮中，逐滴加入10mL乙二胺，在通风橱中室温搅拌反应

40min。离心分离，所得沉淀产物经乙醇、去离子水分别洗涤后室温干燥，即得红色粉末状

PTC-NH2。

[0053] 所述合成过程如式Ⅰ所示：

[0054]

[0055] (2)GO-PB-PTC-NH2的制备

[0056] 称取10 .15mg  GO溶于15mL超纯水中形成悬浮液，在上述悬浮液中加入4.05mg 

FeCl3·6H2O，4.94mg  K3[Fe(CN)6]，111.825mg  KCl和0.075mL  2M  HCl(提供酸性环境)，在

上述悬液中制备PB并和GO结合。将PB与GO室温下磁力搅拌12h，第二天预期混合液呈暗青色

并且悬液分布均匀。加入10.15mg  PTC-NH2，室温下搅拌过夜12h，第三天收取制备的混合液

(颜色呈暗红色)，即得所需的GO-PB-PTC-NH2溶液(1.64mg/mL)，室温储存待用。

[0057] 浓度的计算过程:K3[Fe(CN) 6]的质量4 .94mg求出[Fe(CN) 6]3-的摩尔质量为

0.015mM。根据质量守恒定律生成的PB即普鲁士蓝(分子式：Fe4[Fe(CN)6]3，859.25g/mol)

其摩尔质量为0.005mM即4.30mg，再加上GO(10.15mg)和PTC-NH2(10.15mg)其复合物总质量

为24.60mg，总体积为15ml，计算GO-PB-PTC-NH2浓度为1.64mg/ml。

[0058] 所述合成过程如式2所示：

[0059]

[0060] 实施例2  GO-PB-PTC-NH2的制备

[0061] (1)PTC-NH2的制备

[0062] 将1g  PTCDA溶于3mL丙酮中，逐滴加入5mL乙二胺，在通风橱中室温搅拌反应

20min。离心分离，所得沉淀产物经乙醇、去离子水分别洗涤后室温干燥，即得红色粉末状

PTC-NH2。

[0063] (2)GO-PB-PTC-NH2的制备

[0064] 称取5.25mg  GO溶于10 .5mL超纯水中形成悬浮液，在上述悬浮液中加入4.05mg 

FeCl3·6H2O，2.47mg  K3[Fe(CN)6]，111.825mg  KCl和0.075mL  2M  HCl(提供酸性环境)，在

上述悬液中制备PB并和GO结合。将PB与GO室温下磁力搅拌12h，第二天预期混合液呈暗青色

并且悬液分布均匀。加入15.75mg  PTC-NH2，室温下搅拌过夜12h，第三天收取制备的混合液

(颜色呈暗红色)，即得所需的GO-PB-PTC-NH2溶液，室温储存待用。
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[0065] 实施例3  GO-PB-PTC-NH2的制备

[0066] (1)PTC-NH2的制备

[0067] 将1g  PTCDA溶于7mL丙酮中，逐滴加入15mL乙二胺，在通风橱中室温搅拌反应

60min。离心分离，所得沉淀产物经乙醇、去离子水分别洗涤后室温干燥，即得红色粉末状

PTC-NH2。

[0068] (2)GO-PB-PTC-NH2的制备

[0069] 称取20.3mg  GO溶于20 .3mL超纯水中形成悬浮液，在上述悬浮液中加入4.05mg 

FeCl3·6H2O，9.88mg  K3[Fe(CN)6]，111.825mg  KCl和0.075mL  2M  HCl(提供酸性环境)，在

上述悬液中制备PB并和GO结合。将PB与GO室温下磁力搅拌12h，第二天预期混合液呈暗青色

并且悬液分布均匀。加入6.77mg  PTC-NH2，室温下搅拌过夜12h，第三天收取制备的混合液

(颜色呈暗红色)，即得所需的GO-PB-PTC-NH2溶液，室温储存待用。

[0070] 实施例4  AuNPs的制备

[0071] 在50mL超纯水中加入0.5mL  HAuCl4·3H2O(1wt.％)溶液，搅拌均匀，加热至95℃，

加入1.25mL柠檬酸钠溶液(1wt.％)，搅拌并持续15min，待混合液颜色变成紫红色即可，停

止煮沸，将混合液搅拌15min至冷却，获得15nm左右大小的纳米金颗粒，保存于4℃备用。

[0072] 所述合成过程如式3所示：

[0073]

[0074] 实施例5纳米抗体的制备方法

[0075] 使用AFB1-BSA进行六次骆驼免疫后，构建了针对AFB1的免疫噬菌体文库。之后，以

噬菌体展示技术为基础进行AFB1特异性纳米抗体选择的生物筛选。噬菌体表面呈现文库在

2×TY培养基(含有100μg/mL氨苄青霉素和2％葡萄糖的胰蛋白胨和酵母提取物)中生长，并

在室温下孵育30min的VCSM13辅助噬菌体感染。将培养物离心并除去上清液。将沉淀重悬于

2×TY培养基中，37℃培养过夜12h，富集噬菌体文库。然后，对抗原包被的微量滴定板(每孔

20μg  AFB1-BSA)进行文库的选择。用20μg  BSA包被阴性对照。将从抗原包被的和阴性孔洗

脱的噬菌体颗粒连续稀释并用于感染TG1大肠杆菌细胞。通过计数在正方形陪替氏培养皿

上生长的菌落的数目来确定每个生物平移轮的相对富集。随机挑选出来自富集轮的95个独

立的菌落，并通过周质提取酶联免疫吸附测定(PE-ELISA)进行分析。最终通过阳性菌落的

测序证实AFB1特异性纳米抗体，并对纳米抗体进行纯化，获得了高纯度和高产量的抗体。

[0076] 实施例6纳米抗体与商品化的AFB1单抗性能比较

[0077] (1)研究商品化的AFB1单抗与AFB1纳米抗体的热稳定性。分别于0℃，50℃，65℃，

80℃，90～100℃水浴10min，结果表明纳米抗体生物活性高于AFB1单抗，纳米抗体的热稳定

性优于AFB1单抗。此外，将AFB1纳米抗体与AFB1单抗置于90℃分别进行不同时长的处理，采

用ELISA法对抗体活性进行分析，在405nm测其吸光度，以吸光度大小来评价抗体的活性。结

果亦表明纳米抗体的高热稳定性。AFB1纳米抗体与商品化的AFB1单抗热稳定实验的结果见

表1和表2。

[0078] (2)研究商品化的AFB1单抗与AFB1纳米抗体对有机溶剂的耐受性。使用不同有机

溶剂如甲醇，乙醇，丙酮和二甲基亚砜处理，高浓度情况下，AFB1纳米抗体的活性均高于
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AFB1单抗，采用ELISA法对抗体活性进行分析，在405nm测其吸光度，以吸光度大小来评价抗

体的活性。结果显示纳米抗体具有更好的有机溶剂耐受性，纳米抗体与商品化的AFB1单抗

对有机溶剂的耐受性结果见表3。

[0079] 表1  AFB1纳米抗体与商品化的AFB1单抗在不同温度下的相对活性

[0080]

[0081] 表2  AFB1纳米抗体与商品化的AFB1单抗在90℃不同时间下的相对活性

[0082]

[0083] 表3  AFB1纳米抗体与商品化的AFB1单抗对有机溶剂的耐受性实验的相对活性

[0084]

[0085] 实施例7测定黄曲霉毒素B1的免疫生物传感器的制备

[0086] 制备示意图如图1所示，包括以下步骤：

[0087] (1)电极预处理：将玻碳电极分别用0.05和0.03μm  Al2O3粉末处理，然后分别用无

水乙醇、超纯水超声清洗5min；

[0088] (2)GO-PB-PTC-NH2修饰电极：用移液枪取10μL的1.64mg/mL  GO-PB-PTC-NH2溶液滴

加在预处理后的玻碳电极表面，室温放置2h，用PBS溶液清洗未结合的复合材料，晾干，利用

碳纳米复合材料较大的比表面积优势使AuNPS更多的富集在电极上；

[0089] (3)AuNPS的固定：将步骤(2)得到的电极浸泡在AuNPS溶液中，在4℃冰箱中放置

3h，用PBS溶液清洗未结合的AuNPS，晾干；

[0090] (4)共价连接纳米抗体：滴加10μL2mg/mL黄曲霉毒素B1纳米抗体到步骤(3)得到的
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电极上，利用Au-S键将黄曲霉毒素B1纳米抗体固定在电极表面，4℃冰箱中放置过夜，使黄

曲霉毒素B1纳米抗体充分地和AuNPS相连接，用PBS溶液清洗未结合的纳米抗体，晾干；

[0091] (5)封闭非特异性位点：滴加10μL  10mg/mLBSA溶液到步骤(4)得到的电极上，室温

下放置30min，封闭未被黄曲霉毒素B1纳米抗体结合的一些位点，防止待测样品中某些物质

与之发生非特异性结合，提高背景信号，用PBS清洗未结合的BSA，晾干；

[0092] (6)检测抗原：滴加待测抗原溶液10μL到步骤(5)得到的电极上，4℃下反应12h，使

抗原充分地和黄曲霉毒素B1纳米抗体发生特异性反应，通过免疫电极获得的峰值电流强弱

变化来检测抗原的浓度。

[0093] 实施例8测定黄曲霉毒素B1的免疫生物传感器的制备

[0094] 制备示意图如图1所示，包括以下步骤：

[0095] (1)电极预处理：将玻碳电极分别用0.05和0.03μm  Al2O3粉末处理，然后分别用无

水乙醇、超纯水超声清洗5min；

[0096] (2)GO-PB-PTC-NH2修饰电极：用移液枪取20μL的1mg/mL  GO-PB-PTC-NH2溶液滴加

在预处理后的玻碳电极表面，室温放置0.5h，用PBS溶液清洗未结合的复合材料，晾干，利用

碳纳米复合材料较大的比表面积优势使AuNPS更多的富集在电极上；

[0097] (3)AuNPS的固定：将步骤(2)得到的电极浸泡在0.2mg/mL  AuNPS溶液中，在10℃放

置5h，用PBS溶液清洗未结合的AuNPS，晾干；

[0098] (4)共价连接纳米抗体：滴加20μL  1mg/mL黄曲霉毒素B1纳米抗体到步骤(3)得到

的电极上，利用Au-S键将黄曲霉毒素B1纳米抗体固定在电极表面，10℃放置6h，使黄曲霉毒

素B1纳米抗体充分地和AuNPS相连接，用PBS溶液清洗未结合的纳米抗体，晾干；

[0099] (5)封闭非特异性位点：滴加10μL  20mg/mL  BSA溶液到步骤(4)得到的电极上，室

温下放置10min，封闭未被黄曲霉毒素B1纳米抗体结合的一些位点，防止待测样品中某些物

质与之发生非特异性结合，提高背景信号，用PBS清洗未结合的BSA，晾干；

[0100] (6)检测抗原：滴加待测抗原溶液10μL到步骤(5)得到的电极上，4℃下反应12h，使

抗原充分地和黄曲霉毒素B1纳米抗体发生特异性反应，通过免疫电极获得的峰值电流强弱

变化来检测抗原的浓度。

[0101] 实施例9测定黄曲霉毒素B1的免疫生物传感器的制备

[0102] 制备示意图如图1所示，包括以下步骤：

[0103] (1)电极预处理：将玻碳电极分别用0.05和0.03μm  Al2O3粉末处理，然后分别用无

水乙醇、超纯水超声清洗5min；

[0104] (2)GO-PB-PTC-NH2修饰电极：用移液枪取10μL的2mg/mL  GO-PB-PTC-NH2溶液滴加

在预处理后的玻碳电极表面，室温放置2h，用PBS溶液清洗未结合的复合材料，晾干，利用碳

纳米复合材料较大的比表面积优势使AuNPS更多的富集在电极上；

[0105] (3)AuNPS的固定：将步骤(2)得到的电极浸泡在1mg/mL  AuNPS溶液中，在10℃放置

1h，用PBS溶液清洗未结合的AuNPS，晾干；

[0106] (4)共价连接纳米抗体：滴加10μL  3mg/mL黄曲霉毒素B1纳米抗体到步骤(3)得到

的电极上，利用Au-S键将黄曲霉毒素B1纳米抗体固定在电极表面，4℃放置18h，使黄曲霉毒

素B1纳米抗体充分地和AuNPS相连接，用PBS溶液清洗未结合的纳米抗体，晾干；

[0107] (5)封闭非特异性位点：滴加100μL  2mg/mL  BSA溶液到步骤(4)得到的电极上，室
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温下放置60min，封闭未被黄曲霉毒素B1纳米抗体结合的一些位点，防止待测样品中某些物

质与之发生非特异性结合，提高背景信号，用PBS清洗未结合的BSA，晾干；

[0108] (6)检测抗原：滴加待测抗原溶液10μL到步骤(5)得到的电极上，4℃下反应12h，使

抗原充分地和黄曲霉毒素B1纳米抗体发生特异性反应，通过免疫电极获得的峰值电流强弱

变化来检测抗原的浓度。

[0109] 实施例10检测黄曲霉毒素B1的免疫生物传感器循环伏安图

[0110] 将实施例7中每个步骤得到的玻碳电极置于含有2mM  K3[Fe(CN)6]的0.01M  PBS溶

液中以0.1V/s的速度进行循环伏安扫描，结果见图2所示，随着GO-PB-PTC-NH2-AuNPs复合

物修饰在玻碳电极表面，获得了一个增大的峰电流信号。因为GO-PB-PTC-NH2-AuNPs复合材

料可以降低电极表面阻抗值，提高电子传递，进而提高传感器的灵敏度。然而，随着纳米抗

体、BSA封闭和抗原的滴加，峰值电流越来越小，是因为上述均为蛋白质，不是导电物质，增

大了电极表面的阻抗值，使得电流信号逐渐降低。以上结果说明各修饰阶段的修饰物成功

固定在电极表面。

[0111] 实施例11检测黄曲霉毒素B1的免疫生物传感器峰电流强度与抗原浓度之间的线

性关系研究

[0112] 免疫生物传感器的制备方法同实施例7，不同的是步骤(6)中抗原浓度。配制不同

浓度的黄曲霉毒素B1标准溶液，分别为0.01ng/mL、0.1ng/mL、1ng/mL、10ng/mL和100ng/mL，

每个浓度平行对照三次，检测峰电流强度。通过数据分析，得到峰电流强度与抗原浓度之间

的线性关系，结果见图3。黄曲霉毒素B1浓度的对数与峰电流强度之间呈良好的线性关系，

随着黄曲霉毒素B1浓度的不断增大，免疫传感器的峰电流强度随之不断减小，具有较低的

检测下限(10pg/mL)。《NY/T  2550-2014饲料中黄曲霉毒素B1的测定-胶体金法》中黄曲霉毒

素B1的检测限为1.0ng/mL。本发明所述传感器的检测限要比农业标准高出三个数量级，说

明该传感器具有较高的灵敏度。

[0113] 实施例12检测黄曲霉毒素B1的免疫生物传感器的抗干扰性能

[0114] 考察AFB1的结构类似物AFB2和AFG1以及溶剂PBS溶液对黄曲霉毒素B1检测的影

响。免疫生物传感器的制备方法同实施例7，不同的是抗原，结果见图4。相同浓度下即

100ng/mL的AFB1测定信号分别是AFB2，AFG1信号和空白PBS对照溶液的5.2倍，9.4倍和23.5

倍，说明本发明所述的免疫传感器具有较高的特异性性能，并且对AFB1的测定具有很高的

选择性。
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