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过氧化氢"

A

"

G

"

#在食品工业%环境监测分析%燃料电池%临床诊断等领域得到十分广泛的应用$

过氧化氢不仅是严重疾病的生物标志物!也是重要的食品添加剂$无论从食品安全还是人类健康考虑!对过

氧化氢构建简便%快速%灵敏的检测方法具有重要意义$比色法因具有易操作%成本低及检测结果可视化等

优点被广泛关注$比色法普遍使用的酶是辣根过氧化物酶"

A>S

#$但天然酶存在易失活%生产成本高及稳定

性差等不足$纳米酶克服了
A>S

易失活的缺点$然而部分纳米酶合成复杂%需要表征%水溶性差及催化活

性低等$与
A>S

和纳米酶相比!具有类过氧化物酶性质的铜离子"

%

#!不仅具有灵敏度高的特点!而且不

需要复杂的合成%易获得%易储存%不需修饰可直接使用%操作简单及分析成本低廉等优势$铜离子"

%

#类

酶能够通过催化过氧化氢生成羟基自由基!氧化
F

!

F

4!

+

!

+

4

,

四甲基联苯胺"

RHU

#而产生氧化态
RHU

!使溶

液的颜色由无色逐渐转变为蓝色!从而产生光信号!这些光信号可以肉眼识别和通过紫外分光光度计检测$

基于上述原理构建过氧化氢的快速比色传感并应用于银耳样品的检测$实验考察了体系中过氧化氢浓度%

)

A

值%温度等因素对吸光度的影响$选择缓冲溶液
)

A

值为
F'.

!温度
!.f

!

RHU

和铜离子"

%

#浓度分别

为
-'.V=.

X!和
J'.V=.

XF

;%&

1

E

X=

!反应时间为
".;:7

$在最优条件下!过氧化氢浓度与体系的吸光度值

呈良好的线性关系!线性范围是
.'.J

$

!.

(

;%&

1

E

X=

!检测限为
.'=!

(

;%&

1

E

X=

$该法可检测银耳中过氧

化氢的浓度!加标回收率在
#*'=.i

$

=.*'.Ji

之间!相对标准偏差"

>/P

#小于
+i

$该研究无需特殊检测

设备条件下实现过氧化氢的简单%快速%成本低廉且灵敏的可视化检测!有利于过氧化氢的定量检测在食品

领域和临床上的快速推广$
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过氧化氢"

A

"

G

"

#是一种强氧化剂!具有漂白%防腐%杀

菌和消毒作用!广泛应用于工业%食品和医疗领域!但其过

量添加产生的副作用日益凸显$过氧化氢进入人体可产生羟

基自由基!导致细胞凋亡%加速人体衰老%诱发心血管疾病

和癌症等*

=

+

$美国食品和药物管理局"

QP9

#规定了
A

"

G

"

的

最大残留限量标准为
=+

(

;%&

1

E

X=

*

"

+

$因此!开发一种简

便%快速%灵敏度高%成本低的过氧化氢检测方法刻不容缓$

目前!有关过氧化氢的分析方法主要有色谱法*

F

+

%化学

发光法*

!

+

%电化学法*

+,-

+

%荧光光度法*

*,J

+

%比色传感法*

#,==

+

等$其中!比色传感法因具有操作简单%检测速度快%分析

成本低及检测结果可视化等优点被广泛关注$比色传感法主

要是在酶的催化作用下!利用过氧化氢氧化底物光学性质的

变化为检测信号$比色法通常使用的酶是辣根过氧化物酶

"

A>S

#!由于天然酶存在易失活%稳定性差及制备过程繁琐

等限制了其广泛应用$因此!许多研究者探索人工模拟酶替

代天然酶$自
Q0

F

G

!

纳米粒子首次被证实具有类
A>S

的催

化活性以来*

="

+

!纳米酶在科学技术和研究中迅速得到了发

展$越来越多不同形貌%尺度的模拟酶相继出现*

=F,=!

+

$然而!

部分纳米材料模拟酶存在合成复杂%合成使用的有机溶剂易



造成二次污染%需要表征%水溶性差%稳定性不高及催化活

性低等不足$为了快速灵敏检测
A

"

G

"

!寻找高效的过氧化

物模拟酶是一项迫切的任务$

与
A>S

和纳米过氧化物酶相比!铜离子"

%

#类过氧化

物酶不仅具有灵敏度高的特点!而且易获得%不需要复杂的

合成%易储存%不需修饰可直接使用%操作简单及成本低廉

等优点*

=+

+

$因此!我们开发一种基于铜离子"

%

#类过氧化物

酶的比色法检测过氧化氢的新方法$利用铜离子"

%

#类过氧

化物酶的活性催化过氧化氢氧化
RHU

产生氧化态
RHU

!使

溶液颜色从无色转变为蓝色!变蓝的程度与过氧化氢的浓度

呈正比!构建线性关系!从而确定过氧化氢的含量$在此基

础上!采用该方法高灵敏地检测了银耳中的过氧化氢含量$

=

!

实验部分

$+$

!

试剂与仪器

?63
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-.

紫外可见分光光度计!美国安捷伦科技有限公司

"取样间隔&

F7;

'扫描速度&快速'波长范围&

+..

$

*+.

7;

#$梅特勒
9E=.!

分析天平"

==.

M

,

.'=;

M

电子天平#!梅

特勒
,

托利多仪器"上海#有限公司$

F.i

过氧化氢"

A

"

G

"

#!

醋酸钠"

(691

#!冰乙酸"

A91

#!醋酸铜!天津威晨化学试剂

科贸有限公司'

F

!

F

4!

+

!

+

4

,

四甲基联苯胺"

RHU

#!上海阿拉

丁生化科技股份有限公司'实验所用的水为去离子水$

$+B

!

方法

='"'=

!

基于铜离子模拟酶催化检测过氧化氢

在
+;E

具塞试管中!分别加入一定量的
.'=;%&

1

E

X=

醋酸铜溶液%一定量的
+V=.

XF

;%&

1

E

X=

RHU

溶液以及一

定量不同浓度的过氧化氢!用缓冲溶液"

)

AF'.

#定容至
"'+

;E

!将试管置于
!.f

水浴锅中反应
F.;:7

$采用紫外
,

分光

光度计在
+..

$

*+.7;

范围内对溶液进行光谱测定$记录

-+"7;

波长下吸光度值
>

和相同条件下空白溶液的吸光度

>

.

!计算
&

>h>X>

.

$

='"'"

!

银耳实际样品处理与测定

待测样品为银耳!购买于当地超市$将
+'.

M

银耳粉碎!

溶于
+'.;EA91,(691

缓冲溶液中!超声震荡
".;:7

!经

过离心和
.'!+

(

;

孔径滤膜过滤!除去不溶物!向处理好的

='.;E

样品溶液中分别加入
='.V=.

X+

!

"'.V=.

X+

!

F'.V

=.

X+

;%&

1

E

X=的过氧化氢!定容至
"'+;E

!得到处理后分

别添加
='.V=.

X+

!

"'.V=.

X+和
F'.V=.

X+

;%&

1

E

X=过氧化

氢的待测样品溶液$

"

!

结果与讨论

B+$

!

可视化检测过氧化氢的原理

图
=

为铜离子"

%

#比色法检测过氧化氢的原理图$铜离

子"

%

#具有类过氧化物酶性质*图
=

"

6

#+!过氧化氢氧化

RHU

!在铜离子"

%

#的催化下溶液从无色变为蓝色*图
=

"

<

#+$该反应系统可以肉眼可视化和紫外
,

可见分光光度计

检测$通过铜离子"

%

#催化过氧化氢氧化
RHU

显色!建立

快速检测过氧化氢的比色传感器$

图
$

!

铜离子#

#

$

2S

B

"

B

2<CP

比色反应#

%

$和

比色法检测过氧化氢的示意图#

.

$
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B+B

!

检测体系可行性研究

采用比色法对体系进行可行性实验$如图
"

所示!

A

"

G

"

能缓慢氧化
RHU

使溶液呈现很浅的蓝色!在
-+"7;

附近有

一个弱的吸收峰"图
"=

#'

?L

"[不能氧化
RHU

"图
"<

#!但当

在
RHU,A

"

G

"

体系加入
?L

"[后!

A

"

G

"

氧化
RHU

的速度明

显加快!使溶液呈现深蓝色!在
-+"7;

处的吸收峰强度显

著增加"图
"3

#!说明铜离子"

%

#具有类过氧化物酶活性!能

催化
RHU,A

"

G

"

体系并能可视化检测过氧化氢$

图
B

!

可行性试验的紫外可见光谱图%插图为各曲线对应的

反应体系的照片
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'
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"
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E
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RHU,A

"

G

"

'
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&

RHU,?L
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'

3

&

RHU,A

"

G

"

,?L

"[

'

3

RHU

h-V

=.

X!

;%&

1

E

X=

'

3

?L

"[

hJV=.

XF

;%&

1

E

X=

'

3

A

"

G

"

h=V=.

X+

;%&

1

E

X=

B+F

!

条件优化

考察了缓冲溶液
)

A

值对体系吸光度值的影响$随着

)

A

值的增大!溶液在
-+"7;

处的紫外吸光度值逐渐增大!

当
)

AF'.

时溶液在
-+"7;

处的吸光度值
&

>

最大!之后溶

液吸光度值逐渐降低$因此!反应体系最佳
)

A

值为
F'.

$考

察了温度对体系吸光度值的影响!结果表明!

!.f

时体系在

-+"7;

处的吸光度值最大!从而确定最佳反应温度为
!.

f

$考察了铜离子"

%

#浓度对体系吸光度值的影响$当
?L

"[

-#*"
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浓度达到
J'.V=.

XF

;%&

1

E

X=时!溶液在
-+"7;

处的吸光

度值
&

9

达到最大!从而确定检测试剂中铜离子的最佳浓度

为
J'.V=.

XF

;%&

1

E

X=

$考察了
RHU

浓度对体系吸光度值

的影响$当
RHU

浓度为
-'.V=.

X!

;%&

1

E

X=时!溶液在
-+"

7;

处的吸光度值最大!之后溶液吸光度值趋于平缓$因此!

确定检测试剂中
RHU

溶液的最佳浓度为
-'.V=.

X!

;%&

1

E

X=

$考察了反应时间对体系吸光度值的影响$如图
F

所示!

".;:7

后溶液在
-+"7;

处的吸光度值
&

>

达到最大!从而

确定最佳反应时间为
".;:7

$

图
F

!

反应时间的影响

3

RHU

h-V=.

X!

;%&

1

E

X=

'

3

?L

"[

hJV=.

XF
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1

E

X=

'

3
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"

h=V

=.

X+
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1
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X=

34
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RHU

h-V=.
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hJV=.

XF
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1

E

X=

'

3

A

"

G

"

h=V

=.

X+

;%&

1

E

X=

B+H

!

标准曲线

在最优条件下!按
='"'=

的实验方法分别测定不同浓度

的过氧化氢标准溶液!采集紫外光谱"图
!

#!以紫外光谱中

-+"7;

处的紫外吸收强度变化值
&

>

"

>X>

.

#对过氧化氢的

浓度建立定量分析的标准曲线"图
+

#$根据图
+

拟合得到线

性方程
&

>h.'."-J3X.'."J#

!

(

"

h.'##J.

$过氧化氢的

浓 度 范 围 为
.'.J

$

!.

(

;%&

1

E

X=

!检 测 限 为
.'=!

(

;%&

1

E

X=

$

B+J

!

样品分析

对银耳中的过氧化氢进行检测分析$向
F

支
+;E

具塞

刻度试管中!分别加入
.'=;%&

1

E

X=醋酸铜溶液
"..

(

E

和

+'.V=.

XF

;%&

1

E

X=

RHU

溶液
"+.

(

E

!用缓冲液定容至

"'+;E

!分别加入上述处理后的待测样品溶液
"+.

(

E

!

!.f

图
H

!

N6

B[

2<CP2S

B

"

B

体系紫外吸收光谱
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浓度分别为"
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!
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!
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!
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!
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!
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X-
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1

E
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!

304

)
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5

图
J

!
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