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·研究论文· 

纳米 SnSe2空心球上乙酰胆碱酯酶的固定及辛硫磷传感器的构建 

张  灿    张金星    王  坤    戴志晖* 
(江苏省生物功能材料重点实验室  南京师范大学化学与材料科学学院  南京 210097) 

摘要  描述了一种将乙酰胆碱酯酶固定在 SnSe2空心球上检测辛硫磷的简单方法, 用水热法合成了 SnSe2空心球, 并用

透射电镜对其表征. 固定的乙酰胆碱酯酶能保持其生物学活性, 催化乙酰胆碱为胆碱, 胆碱被氧化产生可检测的信号. 
基于辛硫磷对乙酰胆碱酯酶活性有抑制作用这个机理, 在理想条件下, 这种传感器对辛硫磷检测的线性范围是 0.008～
56 μg/mL, 检测限为 0.004 μg/mL. 这种新型的传感器有很好的稳定性和重现性. 这项工作表明 SnSe2 空心球可以作为

固定乙酰胆碱酯酶的理想载体并用于构建相应的传感器. 
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Immobilization of Acetylcholinesterase on SnSe2 Hollow Spheres for 
Sensitive Detection of Phoxim 

Zhang, Can    Zhang, Jinxing    Wang, Kun    Dai, Zhihui* 
(Jiangsu Key Laboratory of Biofunctional Materials, College of Chemistry and Materials Science,  

Nanjing Normal University, Nanjing 210097) 

Abstract  A simple method for immobilization of acetylcholinesterase (AChE) on SnSe2 hollow spheres 
for detection of phoxim was described. SnSe2 hollow spheres were prepared by hydrothermal methods and 
were characterized by TEM. The immobilized AChE retained its biological activity well and could catalyze 
the hydrolysis of acetylthiocholine to form thiocholine, which was then oxidized to produce detectable sig-
nal. Based on the inhibition toward the enzymatic activity of AChE by phoxim, under optimal conditions, 
the sensors could be used for the determination of phoxim ranging from 0.008 to 56 μg/mL with the detec-
tion limit of 0.004 μg/mL. The developed phoxim biosensors exhibited good stability and reproducibility. 
This work demonstrated that SnSe2 hollow sphere could be served as an ideal carrier for immobilization of 
AChE to fabricate corresponding biosensor. 
Keywords  acetylcholinesterase; SnSe2 hollow spheres; phoxim 

杀虫剂(除草剂, 杀菌剂)被广泛地用于工农业生产

中[1,2], 它们中绝大多数都是有毒的, 在生物体中的聚集

可以导致一系列严重疾病的产生[3,4]. 随着越来越多杀

虫剂的问世, 残留在食品中的杀虫剂的检测主要着眼于

如何选择高效的检测方法[5]. 有机磷化合物作为农业生

产中最常用的一类杀虫剂, 是典型的高毒性物质, 其痕

量检测对人体健康和环境保护都有重要意义[6]. 有机磷

农药中毒的机理一般被认为是其抑制了乙酰胆碱酯酶

(AChE)的活性造成组织中乙酰胆碱的积聚, 引起胆碱

受体活性紊乱, 从而使胆碱受体的器官功能发生障碍. 
因此 AChE 被广泛用于有机磷杀虫剂的检测. 相比于其

他的检测手段, 如气相色谱[7]、液相色谱[8]以及薄层色 



 
 No. 8 张  灿等：纳米 SnSe2空心球上乙酰胆碱酯酶的固定及辛硫磷传感器的构建 1009 

 

谱[9]、气质联用[10]等方法, 电化学检测手段操作简单且

灵敏度高[11,12]. 当 AchE 被固定在工作电极的表面, 会
和氯化乙酰硫代胆碱(ATCl)相互作用, 产生一个氧化

峰, 有机磷对 AChE 的抑制程度可以从氧化峰电流的降

低值得出判断[13,14].  
近来, 纳米材料如金[15], 氧化锆[16], 四氧化三铁[17]

等纳米材料被广泛用于构建 AChE 传感器, 并显示出良

好的生物相容性[18～21]. 杜丹等[22,23]分别将金胶纳米粒子

和纳米碳管用来构建AChE传感器并用于有机磷农药的

检测, 所构建的生物传感器具有灵敏度高、响应速度快

等优点.  
IV-VI 族半导体化合物硒化锡可形成多种化学计量

的硒锡化合物, 如 SnSe, SnSe2 和 Sn2Se3, 其中 SnSe 和

SnSe2 有着广阔的应用前景[24,25]. SnSe2 是一种重要的半

导体材料, 禁带宽度约为 0.9 eV, 具有优良的电学、光

学性质[26], 广泛应用于红外光电仪器和记忆切换开关、

全息图的固相介质等领域. Achimovicova[27]用机械化学

法合成了 SnSe2, Amalraj 等 [28]用喷雾热解法合成了

SnSe2纳米片. 彭红瑞等[29]采用溶剂热法快速合成SnSe2

纳米片, 此方法反应条件温和, 可快速合成所需产物, 
为大规模制备 SnSe2纳米片提供了实验依据.  

本实验中, 我们以 SnCl2•2H2O 和 SeO2 为原料, 用
水热法制得了 SnSe2 纳米粒子, 并用透射电镜(TEM)对
其进行了表征, 结果显示通过此法制得的 SnSe2 纳米粒

子为直径 100 nm的空心球结构. 关于此结构的 SnSe2纳

米粒子还鲜有报道. 将这种新型的 SnSe2 纳米球粒子应

用于 AChE 传感器的构建中, 发展了一种灵敏度高、选

择性好的 AChE 传感器.  

1  实验部分 

1.1  试剂 

AchE (C3389-500UN)购自 electric eels 公司, ATCl
和辛硫磷均购自 Sigma 公司, 其它试剂均为分析纯, 以
上试剂在使用时没有进一步提纯. 其他试剂均为分析

纯, 实验中所用水均为二次蒸馏水.  

1.2  纳米 SnSe2的制备方法 

称取 0.1896 g (0.001 mol) SnCl2•2H2O 加入到 5 mL
去离子水中, 超声分散, 形成悬浊液 A (0.06 g/mL); 称
取 0.11 g SeO2加入到 5 mL 去离子水中形成溶液 B. 用
磁力搅拌混合均匀后, 将溶液 B 逐滴加入到悬浊液 A
中, 搅拌 10 min 后形成悬浊液 C, 磁力搅拌 10 min 混合

均匀, 混合液倒入容积为 50 mL 的聚四氟乙烯烧杯中

(填充率为 30%), 放入高压反应釜中, 在 160 ℃温度下, 
反应 10 h. 反应结束后, 将得到的黑色沉淀依次用乙醇

和去离子水洗涤 2～3 次, 离心分离, 真空干燥, 得到浅

黑色固体.  
1.3  AChE 传感器的制备 

玻碳电极(GCE)在每次实验前分别用 6 号砂纸、0.3
和 0.05 μm Al2O3 抛光粉抛光至镜面, 且在每次抛光步

骤中间用二次水彻底冲洗, 然后分别在体积比为 1∶1 
HNO3 和 H2O 溶液, 丙酮和二次水中连续超声清洗各 1 
min. 将 2.0 mg SnSe2纳米粉末分散在 1.0 mL 二次水中, 
得到2 mg/mL SnSe2悬浊液. 取3.0 μL SnSe2悬浊液滴涂

到预处理好的玻碳电极表面, 在干燥器中放置, 晾干后

再滴涂 3.0 μL 3 mg/mL AChE 溶液于 SnSe2/GCE 上, 将
修饰电极于干燥器中晾干后再滴涂 3.0 μL 壳聚糖(Chi), 
制成 Chi/AChE/SnSe2/GCE.  

1.4  仪器 

样品的形貌和粒子大小用透射电镜(JEOL-2100, 日
本)表征; 循环伏安法是在 CHI 660B 电化学工作站(CH 
Instrument)上进行的; 所有电化学测定都是在室温下以

5.0 mL 0.1 mol/L 的磷酸盐缓冲液作为电解质溶液进行

的, 温度控制在(25±2) ℃. 采用三电极系统, 铂电极为

对电极, 饱和甘汞电极为参比电极, 修饰电极为工作电极.  

1.5  辛硫磷的电化学检测 

电化学检测辛硫磷时, 首先将 Chi/AChE/SnSe2/ 
GCE 在含有不同浓度辛硫磷的磷酸盐标准溶液中浸泡

10 min, 然后将电解池中加入 1.0 mL 含有 0.4 mmol/L 
ATCl, pH＝7.0 的磷酸盐缓冲液, 用循环伏安法探究其

电化学响应. 抑制率可按如下公式计算:  

抑制率/%＝(I0－It)/I0×100%  

上式中 I0表示在 Chi/AChE/SnSe2修饰电极上 ATCl 的峰

电流, It 表示在辛硫磷抑制剂存在下 Chi/AChE/SnSe2 修

饰电极上 ATCl 的峰电流.  

1.6  高效液相色谱检测方法 

仪器: 安捷伦 1100 高效液相色谱仪. 色谱条件: 色
谱柱为 Shim-Pack; 流动相为 V 甲醇∶V 水＝85∶15; 流速

为 1.0 mL/min, 进样量 20 μL, 以峰面积外标法定量.  

1.7  Chi/AChE/SnSe2修饰电极的再生 

Chi/AChE/SnSe2 修饰电极在辛硫磷溶液中浸泡后, 
用磷酸盐缓冲液冲洗, 之后将此电极在 1.0 mmol/L 的丁

二酮肟中再生 10 min, 在含有 0.4 mmol/L ATCl, pH＝

7.0 的磷酸盐缓冲溶液中, 用循环伏安法探究其电化学

响应. 再生率可用下式来计算:  

再生率/%＝(I－It)/(I0－It)×100% 

式中 I 表示 Chi/AChE/SnSe2 修饰电极在肟中再生 10 
min 后电极上 ATCl 的峰电流.  
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2  结果与讨论 

2.1  SnSe2纳米粒子的表征 

图 1 是制得的 SnSe2 粒子的透射电镜图, 从图中看

出产物的主要形貌是空心球状结构, 分散性较好, 其直

径平均为 100 nm.  

 

图 1  由 SnCl2•2H2O 和 SeO2 在水相中制得的 SnSe2 的 TEM
图 
Figure 1  TEM image of SnSe2 synthesized by SnCl2•2H2O and 
SeO2 

2.2  Chi/AChE/SnSe2修饰电极的电化学行为 

图 2 为 Chi/AChE/SnSe2修饰电极在分别含有 0 (a)
和 0.4 (b) mmol/L ATCl 的 pH 7.0 PBS 中的循环伏安曲

线. 结果显示, Chi/AChE/SnSe2修饰电极在 pH 7.0 PBS
中扫描并没有峰出现, 当加入 0.4 mmol/L ATCl 后, 在
700 mV处出现了一个氧化峰, 这个峰来自硫代胆碱, 是
ATCl被AChE催化后的水解产物. Chi/SnSe2修饰电极上 

 

图 2  Chi/AChE/SnSe2/GCE (a, b), Chi/AChE/GCE (c), 
Chi/SnSe2/GCE (d)在含有 0 (a)和 0.4 mmol/L (b, c, d) ATCl 的
pH 7.0 PBS 中的循环伏安曲线, 扫速为 100 mV/s. 插图: 
Chi/AChE/SnSe2/GCE 上含有 0.4 mmol/L ATCl 时电流与扫速

的关系 
Figure 2  Cyclic voltammograms of the Chi/AChE/SnSe2/GCE 
(a, b), Chi/AChE/GCE (c), Chi/SnSe2/GCE (d) in pH 7.0 PBS 
containing 0 (a) and 0.4 mmol/L (b, c, d) ATCl, scan rate: 100 
mV/s. Inset: plot of peak current vs. scan rate at 
Chi/AChE/SnSe2/GCE in 0.4 mmol/L ATCl 

没有氧化峰出现, 说明 SnSe2 在该电势范围无活性, 而
Chi/AChE/SnSe2 修饰电极的扫描图的峰电流相比

Chi/AChE修饰电极峰电流更大, 峰电位负移, 这是由于

固定在玻碳电极上 SnSe2促进了 AChE 和电极间的直接

电子转移, 可能是因为 SnSe2 吸附在电极上造成了电极

表面积增大, 吸附更多的酶. 图 2 插图显示电流与扫速

的一次方成正比, 说明电极反应是表面控制过程.  

2.3  Chi/AChE/SnSe2修饰电极对辛硫磷的测定 

图 3 为 Chi/AChE/SnSe2/GCE 在辛硫磷中抑制 10 
min 后, 在含有 0.4 mmol/L ATCl 的 pH 7.0 PBS 中的循

环伏安曲线. 0.4 mmol/L ATCl 在 Chi/AChE/SnSe2/GCE
上的峰电流下降. 这是因为这种杀虫剂有相当强的毒

性, 并且能对电极上酶 AChE 产生不可逆的抑制, 从而

降低了酶对底物的反应活性. 然而, 抑制速率与杀虫剂

和酶的相互作用有关. 随着辛硫磷浓度的增大, 峰电流

依次下降(a～d), 因此基于这个原理, 可以建立一种测

定有机磷农药的简单易行的方法. 在理想条件下, 这种

传感器能够检测辛硫磷的线性范围是 0.008～56 μg/mL, 
在浓度范围0.008～5.12 μg/mL的线性系数为0.9991, 在
浓度范围 5.12～56 μg/mL 的线性系数为 0.9942. 该线性

范围比将 AChE 结合到碳纳米管与壳聚糖的交联物上测

农药治螟磷的线性范围[21]和用壳聚糖沉淀法测西维因

的线性范围宽[18], 也比将 AChE 固定在金胶修饰的电极

上[30]和金聚吡咯纳米复合材料上[31]测得的线性范围宽. 
在 10%抑制下, 检测限是 0.004 μg/mL (1.6×10－8 mol/L), 

 

图 3  Chi/AChE/SnSe2/GCE 在 0 (a), 1 (b), 10 (c)和 50 (d) 
μg/mL辛硫磷中抑制10 min后, 在含有0.4 mmol/L ATCl的pH 
7.0 PBS 中的循环伏安曲线. 插图: 抑制率与辛硫磷浓度的线

性关系 
Figure 3  Cyclic voltammograms of Chi/AChE/SnSe2/GCE in 
pH 7.0 PBS containing 0.4 mmol/L ATCl after inhibition by 0 
(a), 1 (b), 10 (c) and 50 (d) μg/mL phoxim for 10 min. Inset: plot 
of inhibition rate vs. phoxim concentrations 
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低于 AChE 固定在 QCdS-PVP 修饰玻碳电极上得到的 5
×10－6 mol/L[32]. 在较高浓度时, 辛硫磷的抑制作用倾

向于有一个最大值, 表明辛硫磷与酶上的有效基团反应

达 到 饱 和 , 此 时 产 生 最 大 抑 制 作 用 . 根 据

Lineweaver-Burk 方程, Michaelis-Menten 常数为 0.68 
μmol/L, 低于 AChE 固定在多壁碳纳米管对西维因的

0.96 μmol/L[33], 说明 AChE 对辛硫磷有良好的亲和性. 

2.4  抑制时间对 Chi/AChE/SnSe2 修饰电极响应的影

响 

抑制时间是鉴定杀虫剂性能很重要的参数之一. 随
着在辛硫磷溶液中抑制时间的增加, Chi/AChE/SnSe2/ 
GCE 上 ATCl 的峰电流明显降低. 如图 4 所示, 随着抑

制时间的延长, 辛硫磷对 AChE 的抑制作用加强. 当抑

制时间超过 12 min, 此曲线趋向于一个平台, 表明辛硫

磷与酶中有效基团的结合作用已到达饱和状态.  

 

图 4  将 Chi/AChE/SnSe2修饰电极浸入 10 μg/mL 辛硫磷溶液

中, 抑制时间对抑制效率的影响 
Figure 4  Effect of inhibition time on phoxim inhibition after 
immersion of Chi/AChE/SnSe2 modified electrode in 10 μg/mL 
phoxim solution 

2.5  生物传感器的稳定性和再生性 

在 4 ℃条件下, 这种修饰电极在 0.1 mol/L pH＝7.0
的磷酸缓冲液中保存一星期后, 仍然保持初始峰电流的

93%. 当保存一个月后, 能保持初始电流的 88%. 因此

SnSe2 能有效保持固定在电极上 AChE 的生物活性, 防
止其从电极上脱落. 在检测 10 μg/mL 辛硫磷时, 五根修

饰电极的重现性相对标准偏差为 5.8%.  

2.6  AChE 的再活化 

AChE 在被辛硫磷不可逆抑制后能在亲核化合物中

完全活化. 实验发现被辛硫磷抑制的 Chi/AChE/SnSe2/ 
GCE 在 1.0 mL 的丁二酮肟中浸泡 10 min 后能恢复到初

始活性的 90%. 然而这种再活化过程在允许的再生性能

下能重复 8 个循环.  

2.7  实际样品检测 

五根制备好的电极用来对五种辛硫磷样品进行分

析, 所得结果与用高效液相色谱得到的数据进行比较. 
表 1 中数据表明, 用这种生物传感器得到的结果与用高

效液相色谱(HPLC)得到的结果一致 . 对 1.06～10.28 
μg/mL 辛硫磷检测中, 五次检测的回收率在 95.7%～

106.4%, 表明这种电极在检测辛硫磷时有较高的精密

度. 实验结果表明, 迅速发展的辛硫磷生物传感器有望

于实际生活中实现对杀虫剂的分析鉴定.  

表 1  检测实际样品中辛硫磷的浓度 a 

Table 1  Determination of phoxim concentrations in the real 
sample 

电化学检测  高效液相色谱检测 
样品

序号
浓度/(μg• 

mL－1)  

相对标准 

偏差/% 
 

浓度/(μg• 

mL－1) 

相对标准

偏差/% 

1 1.06 5.20  1.24 5.52 

2 3.23 4.89  3.59 3.83 

3 5.45 3.64  5.65 3.57 

4 7.33 3.52  7.88 3.22 

5 10.28 2.58  10.79 2.46 
a 以上结果是每个样品五次检测响应的平均值. 

3  小结 

在本工作中, 我们制备了 SnSe2 纳米空心球, 结果

显示其为直径 100 nm 的空心球结构. 我们将其用于蛋

白质的固定和传感器的制备, 实验结果表明 SnSe2 能有

效地促进 AChE 和电极间的电子传递, 固定在 SnSe2 上

的 AChE 保持了其自身的结构对 ATCl 显示出了更好的

电流响应. SnSe2 对促进蛋白质的直接电子传递和传感

器的制作提供了一个很好的载体. 
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