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基于 Cu-N-C纳米酶的比色分析法快速检测
泡椒猪皮中的过氧化氢

岳晓月1,2,3，郝辰旭1，闫曙亮1，符　龙1，赵电波1,2,3, *

（1.郑州轻工业大学食品与生物工程学院，河南郑州 450001；
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摘　要：为构建一种新型的快速检测过氧化氢的比色传感器，采用热处理法将单原子 Cu分散固定在超薄的氮化二

维碳膜上，得到 Cu-N-C纳米酶。通过 TEM、XPS、XRD、FT-IR表征该纳米酶，并将基于此纳米酶的比色传感器

应用于泡椒猪皮中过氧化氢的快速检测。结果表明：Cu-N-C纳米酶具有良好的过氧化物酶活性，可以催化

H2O2 分解产生羟基自由基（·OH）和超氧阴离子自由基（O2
−·），将 3,3',5,5'-四甲基联苯胺（TMB）氧化生成

oxTMB，呈现明显的蓝色。基于 Cu-N-C纳米酶构建的比色传感器用于 H2O2 检测，检测限为 0.81 μmol/L，检测范

围为 1~1000 μmol/L，具有良好的选择性，检测结果与国标方法基本相同，能够应用于泡椒猪皮中 H2O2 的快速检

测。该方法具有简便、灵敏及成本低等优势，能够实现 H2O2 的快速检测，具有良好的市场前景。
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Development of a Cu-N-C Nanozyme-based Colorimetric Sensor for Rapid
Hydrogen Peroxide Detection in Pork Skin with Pickled Pepper
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Abstract： To  develop  a  novel  colorimetric  sensor  for  the  rapid  detection  of  hydrogen  peroxide,  single-atom  Cu  was
immobilized  on  an  ultrathin,  nitrogenated  two-dimensional  carbon  matrix  via  a  thermal  method,  yielding  a  Cu-N-C
nanozyme.  This  nanozyme  was  then  characterized  using  transmission  electron  microscopy,  X-ray  photoelectron
spectroscopy,  X-ray  diffraction,  and  Fourier  transform  infrared  spectroscopy.  The  colorimetric  sensor  based  on  this
nanozyme was used for the rapid detection of hydrogen peroxide in pork skin with pickled pepper. The results revealed that
the Cu-N-C nanozyme exhibited excellent peroxidase activity, catalyzing the decomposition of H2O2 to generate hydroxyl
(·OH) and superoxide anion radicals (O2

−·). These radicals were capable of oxidizing 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB)
to  oxTMB,  resulting  in  a  distinct  blue  color.  The  colorimetric  sensor  based  on  Cu-N-C  nanozyme  was  used  for  H2O2

detection with good selectivity, showing a good linear relationship in the range of 1~1000 μmol/L with a detection limit of
0.81 μmol/L. The detection results obtained by the developed sensor closely matched those obtained using national standard  
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methods, indicating its effectiveness and suitability for the rapid detection of H2O2  in pork skin with pickled pepper. The
proposed method has the advantages of simplicity, sensitivity and low cost, which can achieve the rapid detection of H2O2,
showing a promising market prospect.

Key words：pork skin with pickled pepper；hydrogen peroxide (H2O2)；rapid detection；colorimetric method；nanozyme

过氧化氢（Hydrogen Peroxide，H2O2）是一种重

要的加工助剂，广泛用于食品中的漂白[1]、防腐[2]、杀

菌[3] 等。但是不规范使用过氧化氢，可能会在食品中

造成过氧化氢残留，进而污染食品。如果误食过量过

氧化氢残留的食品，会导致人体发生氧化应激反应产

生大量自由基，从而诱发细胞损伤、癌症以及各种神

经系统疾病，如阿尔茨海默症、帕金森病和亨廷顿

病[4−7]，对人体健康造成严重威胁。因此，世界各国对

食品中 H2O2 的残留量有严格的规定。联合国粮食

及农业组织规定，在牛奶中 H2O2 的残留量不得高

于 0.25%[8]。美国食品药品监督管理局（FDA）规定，

在包装食品中 H2O2 残留量必须低于 0.5 μg/mL[9]。

日本厚生省强制要求 H2O2 必须分解或从最终产品

中去除[10]。我国在 GB 2760-2014《食品安全国家标

准 食品添加剂使用标准》[11] 中规定 H2O2 作为食品

加工助剂，可以在各类食品加工过程中使用，一般应

在制成最终成品前除去，无法完全除去的，应尽可能

降低其残留量。为了避免 H2O2 被食品生产厂家违

规使用，有许多研究人员开发了可以检测 H2O2 含量

的方法，包括化学滴定分析法[12]、近红外分析法[13]、

高效液相色谱[14]、电化学[15]、化学发光法[16] 等。其

中，以化学分析法和仪器分析法为代表的传统过氧化

氢检测方法存在仪器体积大、耗时长、需要专业人员

操作等弊端，难以对食品样品进行现场即时检测。因

此，建立一种现场快速定量检测食品中 H2O2 含量的

分析方法具有重要意义。

催化剂的性能与暴露的活性位点成正比关系，

传统纳米酶通常表现出固体或颗粒形态，容易损失活

性位点[17]，而单原子纳米酶能最大限度地暴露出丰富

的单原子金属活性中心，提高原子暴露率，从而增加

活性位点的数量[18]，具有极高的催化活性、稳定性、

选择性和 100%的原子利用率。Yan等[19] 利用原子

层沉积技术合成 Pd1/石墨烯，使孤立的 Pd单原子分

散在石墨烯载体上，在 1,3-丁二烯的选择性加氢反应

中，单原子 Pd1/石墨烯催化剂在 50 ℃ 左右的温和反

应条件下表现出对丁烯约 100%的选择性，转化率

为 95%。Li等 [20] 将分离的单个 Pt原子锚定在 g-
C3N4 上得到 Pt-CN，具有高分散性和稳定性，可以实

现 Pt原子的最大利用率，并显著增强光催化 H2 演

化活性，催化活性远高于 Pt纳米颗粒和 g-C3N4。因

此，本研究将单个分离的 Cu原子锚定在超薄氮化碳

纳米片上，得到 Cu-N-C纳米酶。通过第一性原理密

度泛函理论（DFT）计算表明，单原子 Cu对 O2 和-
OOH表现出良好的吸附能，可以改善 O-O键的拉

伸，具有加速活性位点上氧化还原过程的作用。与

Pt/C催化剂相比，Cu-N-C纳米酶具有超薄纳米片结

构、丰富的单原子 Cu活性位点、最大的 Cu原子暴

露量以及对 O2 和-OOH的良好吸附协同作用等优

点，表现出优异的催化活性和稳定性。由于 H2O2 常

在泡发类产品中用于漂白和消毒，尤其是在泡椒凤爪

中检测出 H2O2 的研究报告屡见不鲜[21]，但有关其他

泡椒食品的研究较少，而选择泡椒猪皮作为检测对象

是因为其吸水性和脂肪含量能够显著影响 H2O2 的

残留和检测，这使得泡椒猪皮成为检测 H2O2 残留的

合适样本。因此，本研究决定采用单原子纳米酶来构

建比色传感器用于检测泡椒猪皮中的 H2O2。

在本研究中，以乙酸铜、L-谷氨酸和三甲基-
1,3,5-苯三甲酸为原料，使用简单的液相沉积方法合

成了用作前体的无氮 Cu-MOF，在 800 ℃ 的氩气气

氛下将前体与双氰胺的混合物进行热处理，然后进行

氧饱和酸处理以去除独立的金属残留物，便成功制备

了单原子 Cu掺杂的 Cu-N-C（图 1A）。Cu-N-C具有

过氧化物酶活性，可以催化 H2O2 分解产生自由基，

催化 TMB氧化发生颜色反应（图 1B），在 652 nm处

具有吸收峰。基于 Cu-N-C建立比色传感器，可以快

速灵敏和选择性地检测泡椒猪皮中的 H2O2 含量。
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图 1    Cu-N-C纳米酶的制备和 H2O2 比色分析示意图
Fig.1    Schematic diagram for synthesis and colorimetric

analysis of H2O2 based on Cu-N-C nanozyme
注：A. 基于 Cu-N-C纳米酶的制备；B. 基于 Cu-N-C纳米酶比
色分析法快速检测 H2O2 原理示意图。
  

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

一水合乙酸铜（Ⅱ）（Copper（Ⅱ） acetate monohy-
drate,  Cu（CO2CH3） 2·H2O）、L-谷氨酸（L-glutamic
acid, L-Glu）和双氰胺（dicyandiamide, DCDA）　生

工生物工程上海（股份）有限公司；三甲基-1,3,5-苯三

甲酸（1,3,5-benzenetricarboxylic  acid,  BTC）　阿拉

丁试剂（上海）有限公司；3,3',5,5'-四甲基联苯胺
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（3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine, TMB）　美国 Sigma-
Aldrich公司；乙酸钠　天津市科密欧化学试剂有限

公司；乙酸和无水乙醇　天津市富宇精细化工有限公

司；甲醇　天津市大茂化学试剂厂；5,5-二甲基-1-吡
咯啉 -N-氧化物（5,5-Dimethyl-1-pyrroline  N-oxide,
DMPO）、2,2,6,6-四甲基-4-哌啶酮盐酸盐（2,2,6,6-
Tetramethyl-4-piperidinone hydrochloride，TEMP）　
上海阿拉丁生化科技股份有限公司；泡椒猪皮　当地

的丹尼斯超市，品牌为“傻女婿”；本实验所用试剂均为分

析纯。

S3000超声波清洗机　郑州睿科生化科技有限

公司 ； *Tecan  Spark  20M多功能酶标仪　瑞士

TECAN集团公司；SIGMA 3K15台式高速冷冻离心

机　德国 SIGMA公司；HWET-智能磁力搅拌器

　巩义市予华仪器有限责任公司；VORTEX GENIE-
2漩涡混均仪　美国 Scientific  Industries公司 ；

DHG-9076A电热鼓风干燥箱　上海精宏实验设备

有限公司；LE438型 pH计、ME 204电子天平　梅

特勒-托利多（上海）有限公司；ZEISS GeminiSEM
300扫描电子显微镜（SEM）　德国卡尔·蔡司股份公

司 ； FEI  Talos-F200S透射电子显微镜 （ TEM） 、

Thermo  Scientific  K-Alpha  X射线光电子能谱仪

（XPS）　美国赛默飞世尔科技公司；Vertex 70傅里

叶变换红外光谱仪（FT-IR）　美国 Bruker公司；

Rigaku D/MAX-2600 X射线衍射仪（XRD）　日本

Rigaku公司；GR.TF80/11真空管式气氛炉　上海贵

尔机械设备有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   Cu-N-C纳米酶的合成与表征 

1.2.1.1   Cu-N-C纳米酶的合成　参考 Zhu等[22] 的

方法，本文采用热处理法合成 Cu-N-C。在 500 mL
去离子水中加入 2.092  g  Cu（CO2CH3） 2·H2O和

0.771 g L-谷氨酸，搅拌溶解得到溶液 A。在 450 mL
水和 50 mL乙醇的混合溶液中加入 1.160 g三甲基-
1,3,5-苯三甲酸（BTC），搅拌溶解得到溶液 B。将溶

液 A与溶液 B混合，常温搅拌 2 h，得到蓝色沉淀，

用去离子水洗涤，并在 40 ℃ 的电热鼓风干燥箱中干

燥得到蓝色固体粉末。将 0.1 g蓝色固体粉末与

1.0 g双氰胺研磨混匀，在 800 ℃ 的氩气气氛中以

3 ℃/min的降温速率退火 3 h。冷却至室温后，用氧

气饱和的质量分数 5%的 HCl溶液连续浸泡产物

4  h，以除去独立的金属残留物。之后将溶液以

8000 r/min离心，用去离子水洗涤后在 40 ℃ 的电热

鼓风干燥箱中干燥得到材料 Cu-N-C。 

1.2.1.2   透射电镜（TEM）表征　将 1 mg纳米酶分散

于 1 mL无水乙醇中，超声 30 min，取 10 μL溶液滴

于有碳膜的铜网上，置于 40 ℃ 干燥箱中烘干，之后

在 FEI透射电子显微镜下进行表征。 

1.2.1.3   X射线光电子能谱（XPS）测试　将 20 mg

Cu-N-C纳米酶放于干燥箱中烘干，用研钵研磨成细

粉，将粉末粘在双面碳导电胶的样品台上，用 X射线

光电子能谱仪进行测试。 

1.2.1.4   X射线衍射（XRD）测试　将 Cu-N-C纳米

酶干燥后用研钵研磨成细粉末，将粉末铺平在

XRD用的玻璃皿中，于 X射线粉末衍射仪下进行

表征。 

1.2.1.5   红外光谱（FT-IR）测试　将样品与 KCr以
1:200的比例混合并烘干，采用压片法将其制成圆

片，使用 Vertex 70傅里叶变换红外光谱仪对圆片进

行测试（波数范围 0~4000 cm−1）。 

1.2.2   Cu-N-C纳米酶的过氧化物酶活性和稳态动力

学　Cu-N-C纳米酶具有良好的过氧化物酶活性，能

催化 H2O2 分解产生羟基自由基·OH和超氧阴离子自

由基 O2
−·，再将无色的 TMB氧化为蓝色的 oxTMB，

在 652 nm处出现吸收峰。酶稳态动力学方法借鉴

了 Liu等[23] 的研究，具体的操作步骤如下。首先，

将 100 μL 1 mg/mL Cu-N-C溶液和 100 μL 20 mmol/L
TMB溶液加入到 300 μL（0.2 mol/L，pH3）的 HAc-
NaAc缓冲液中，再加入 100 μL 10 mmol/L H2O2 溶

液，混合均匀，室温下孵育 15  min，检测并记录

652 nm处的吸光度。通过比较在 652 nm处的紫外

吸收强度，来探究 Cu-N-C纳米酶催化 TMB的最佳

条件，再通过改变 TMB浓度来研究 Cu-N-C的稳态

动力学参数 Km 和 Vmax。 

1.2.3   H2O2 的比色检测　对于 H2O2 的比色检测，

同样参照了 Liu等 [23] 的方法，具体操作如下。将

100 μL 1 mg/mL Cu-N-C溶液、100 μL 20 mmol/L
TMB溶液和 500 μL不同浓度的 H2O2 标准溶液依

次加入到 300 μL（0.2 mol/L，pH3）的 HAc-NaAc缓
冲溶液中，室温下孵育 15 min，记录溶液在 652 nm
处的吸光度。 

1.2.4   样品中 H2O2 的检测　选择泡椒猪皮作为实

际样品分析对象，分析其 H2O2 的残留量，样品前处

理参考 GB 5009.226-2016《食品安全国家标准 食品

中过氧化氢残留量的测定》[24]，具体操作如下。取

10.00 g粉碎均匀的样品溶于水，转移至 100 mL容

量瓶中，加入 5 mL 0.220 g/mL乙酸锌溶液和 5 mL
0.106 g/mL亚铁氰化钾溶液，加水定容，摇匀，浸泡

30 min，用滤纸过滤，得到样品提取液。之后的操作

同实验 1.2.3部分，将 H2O2 标准溶液替换为样品提

取液即可。 

1.3　数据处理

本文利用 Origin、Excel软件进行数据处理并作

图，利用 Avantage和 MDI jade软件分别对 XPS和

XRD数据进行处理并导出结果数据。 

2　结果与分析 

2.1　Cu-N-C的表征

使用透射电子显微镜（TEM）和暗场扫描透射电
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子显微镜（STEM）研究 Cu-N-C纳米酶的形态和结

构组成。如图 2A和图 2B是 Cu-N-C的 TEM图

像，显示了其二维超薄纳米片结构，其中单个黑点是

单个 Cu原子。图 2C是 Cu-N-C的 STEM图像，表

明单个 Cu原子均匀分布在 Cu-N-C中，而不是在纳

米颗粒或团簇中。图 2D~图 2F是 Cu-N-C中 C、

N、Cu三种元素的映射图像，表明 C、N、Cu元素是

均匀地分布在 Cu-N-C中，其中 C、N、Cu的原子数

比为 23.32:7.11:1。上述研究初步表明该材料成功

合成。

利用 X射线光电子能谱（XPS）研究了 Cu-N-

C的化学组成。如图 3A所示，Cu-N-C的 XPS总图

谱在 284.76、397.19和 933.94 eV附近有三个峰，分

别为 C1s、N1s和 Cu2p，表明 C、N和 Cu元素在

Cu-N-C中共存。如图 3B所示，在 C1s图谱中只有

一个峰，表明 Cu-N-C中 C只以一种形式存在。

如图 3C所示 ，N1s图谱中在 398.07、 400.04和

403.08 eV附近有三个峰，这些峰可分别归因于吡啶

N、石墨 N和氧化 N[22]。其中，高比例的吡啶 N位

点有利于与单原子金属配位[25]。如图 3D所示，Cu2p

图谱中在 931.82、934.52和 951.94 eV附近有三个

峰，其中，以 931.82 eV和 934.52 eV为中心的峰归

属于 Cu2p3/2 能级的贡献，以 951.94 eV为中心的峰

归 属 于 Cu2p1/2 能 级 的 贡 献 。 Cu2p3/2 能 级 在

931.82 eV和 934.52 eV处有两个峰，这表明 Cu在

Cu-N-C中存在两种化学态，分别为 Cu+和 Cu2+[26]，

两种价态铜离子的存在有效提高了 Cu-N-C纳米酶

过氧化物酶活性。
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C D

E F

100 nm
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50 nm N K 50 nm Cu K

50 nm C K

20 nm

图 2    Cu-N-C纳米酶的形貌表征

Fig.2    Morphological characterization of Cu-N-C nanozyme
注：A与 B为不同放大倍数下 Cu-N-C的 TEM图像（A图放
大倍数：50000，B图放大倍数：200000）；C为暗场扫描透射电
子显微镜（STEM，放大倍数：120000）；D~F分别为 C、N、
Cu元素映射图像（红色：C；绿色：N；黄色：Cu）。
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图 3    Cu-N-C纳米酶的结构表征

Fig.3    Structural characterization of Cu-N-C nanozyme
注：A：Cu-N-C的 XPS总图谱；B：C1s区域的 XPS图谱；C：N1s区域的 XPS图谱；D：Cu2p区域的 XPS图谱；  E：Cu-N-C的
XRD图谱；F：Cu-N-C的 FT-IR图谱。
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通过 X射线衍射（XRD）进一步研究了 Cu-N-

C的晶体结构。如图 3E所示，Cu-N-C显示出低结

晶度，在 26.71°附近有一个唯一的弱宽峰，归属于石

墨碳的（002）面，与上述 XPS的结果相符合。在

XRD图谱中没有归属于 Cu的 XRD峰，这表明

Cu可能以单原子形式存在。

使用傅立叶变换红外（FT-IR）图谱以进一步识

别 Cu-N-C的结构信息。如图 3F所示，Cu-N-C纳

米酶在 3420 cm−1 附近的 FT-IR光谱对应于-OH键

或-NH键的振动峰，位于 2981 cm−1 和 1580 cm−1 处

的吸收峰分别归属于 C-H键和 C=C键的拉伸振动，

1280  cm−1 附近的峰有助于 C-N键的拉伸振动，

1018 cm−1 处的 FT-IR光谱带对应于 Cu-N拉伸振

动[27]，这进一步证实了 Cu-N-C纳米酶的成功制备。 

2.2　Cu-N-C纳米酶的过氧化物酶活性和稳态动力学

在 H2O2 存在的情况下，通过 Cu-N-C与底物

TMB的反应来验证 Cu-N-C的过氧化物酶活性。如

图 4A所示，在不添加 H2O2 的情况下，Cu-N-C很难

直接氧化 TMB。相反，Cu-N-C能够在 H2O2 的帮助

下将无色 TMB氧化为蓝色 oxTMB，并在 652 nm处

出现吸收峰，表明 Cu-N-C具有过氧化物酶活性。为

了探究 Cu-N-C过氧化物酶活性的最佳条件，通过改

变 H2O2 体积、Cu-N-C浓度、TMB浓度、反应体系

pH或时间等因素条件，来探究 Cu-N-C过氧化物酶

活性的最佳条件。如图 4B所示，固定 H2O2 浓度

（ 10  mmol/L）和溶液总体积 （ 1  mL） ，改变加入

H2O2 的体积，结果显示 652 nm处吸光度随着加入

H2O2 体积的增大而增大，在 H2O2 体积为 500 μL

时，吸光度基本不再变化。如图 4C所示，652 nm处

吸光度随着 Cu-N-C浓度的升高而增大，在 Cu-N-

C浓度为 1.4 mg/mL时，吸光度达到最大。但在实

际研究中发现，当 Cu-N-C浓度达到 1.0 mg/mL时就

已经可以满足测试需求，因此基于绿色环保原则和实

际实验需求，选择 1.0 mg/mL作为 Cu-N-C纳米酶的

最佳浓度。如图 4D所示，652 nm处吸光度随着

TMB浓度的增加而持续上升。考虑到 TMB价格比

较昂贵，秉承经济节约的理念，选择 20 mmol/L作为

TMB的最佳浓度，以满足实验要求。如图 4E所示，

随着反应体系 pH的升高，652 nm处吸光度先升高，

再逐渐降低。在 pH3时，吸光度达到最大。如图 4F

所示，随着时间延长，652 nm处吸光度一直增大。为

了提高检测效率，所以选择孵育时间为 15 min。因

此，最终选择 pH3，H2O2 体积为 500 μL，Cu-N-C浓

度为 1  mg/mL，TMB浓度为 20  mmol/L，时间为

15 min作为反应体系的最佳条件，后续实验均会在

此条件下进行。

为了评估 Cu-N-C的催化活性，通过改变 TMB

或 H2O2 浓度，获得了典型的米氏曲线如图 5A和

图 5C所示。通过双倒数作图获得 Cu-N-C的最大

反应速率 Vmax 和米氏常数 Km。Km 表示底物与酶

的亲和力大小，越低的 Km 表明酶和底物之间有越强

的亲和力。如图 5B所示，Cu-N-C对 TMB的双倒

数方程为 V−1=0.14669×[TMB]−1+0.47345，计算得

出 Cu-N-C对 TMB的米氏常数 Km 为 0.310 mmol/L，

最大反应速率 Vmax 为 2.112×10−8 mol/（L·s）。图 5D

显示，Cu-N-C对 H2O2 双倒数方程为 V−1=0.04258×

[H2O2]
−1+0.07492，算得 Cu-N-C对 H2O2 的米氏常数

Km 为 0.568 mmol/L，最大反应速率 Vmax 为 13.348×
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图 4    不同因素对 Cu-N-C过氧化物酶活性的影响

Fig.4    Effcet of different factors on the peroxidase activity of Cu-N-C
注：A：不同溶液的紫外-可见吸收光谱；B： H2O2 体积；C：Cu-N-C浓度；D：TMB浓度；E：pH；F：时间对 Cu-N-C过氧化物酶
（POD）活性的影响。
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10−8 mol/（L·s）。

如表 1所示，将本研究中的 Cu-N-C纳米酶与辣

根过氧化物酶（HRP）和其他研究中合成的过氧化物

纳米酶材料作比较，Cu-N-C对 TMB和 H2O2 的

Km 低于 HRP和多种过氧化物纳米酶，表明 Cu-N-

C对 TMB和 H2O2 两种底物表现出更好的亲和力。

同时，Cu-N-C对 TMB和 H2O2 的 Vmax 高于多种过

氧化物纳米酶，表明 Cu-N-C具有良好的催化效率。

这可能归功于 Cu-N-C纳米酶丰富的单原子 Cu活

性位点以及最大的 Cu原子暴露量，从而能对 O2 和

-OOH有更好的吸附协同作用，因而表现出优秀的催

化活性。
 
 

表 1    Cu-N-C和其他过氧化物纳米酶的稳态动力学参数
Table 1    Steady state kinetic parameters of Cu-N-C and other

peroxidase nanozymes

材料
Km（mmol/L） Vmax（10

−8 mol/（L·s））
参考文献

TMB H2O2 TMB H2O2

HRP 0.434 3.70 10.00 8.71 [28]
PPy NPs 0.293 0.184 2.992 3.645 [29]

Au/Co3O4-CeOx NCs 0.122 0.272 0.8 0.4 [23]
Au-NCs 3.59 16.71 0.861 1.302 [30]
Fe-PTs 0.38 18 5.28 1.32 [31]
Mo-CDs 0.245 0.176 3.20 4.76 [32]

Cu-N-C 0.310 0.568 2.112 13.348 本文
  

2.3　H2O2 的比色检测

在最佳的实验条件下，以合成的 Cu-N-C纳米酶

为基础，研究 H2O2 比色传感器的检测性能。如

图 6A和图 6B所示，随着 H2O2 浓度的增加，比色传

感器的颜色会逐渐加深，相对应的 652 nm处的吸光

度（A652）也会随之增加，且 H2O2 浓度和 A652 之间呈

现良好的线性关系。如图 6C所示，线性响应范围

为 1~1000 μmol/L，线性方程为 A652=0.00283×[H2O2]

+0.41654，R2=0.99，检测限 LOD为 0.81 μmol/L。在

表 2中，将本研究的 H2O2 比色传感器与其他研究相

比，基于 Cu-N-C构建的 H2O2 比色传感器具有较好

的检测范围和较低的检测限，优于多数其他比色传感

器，表明 Cu-N-C纳米酶具有极好的过氧化物酶活

性，这也是因为单原子纳米酶具有更优异的催化活
 

表 2    基于 Cu-N-C的 H2O2 比色传感器与其他 H2O2 比色传
感器的检测性能比较

Table 2    Comparison of detection performance between H2O2
colorimetric sensor based on Cu-N-C and other H2O2

colorimetric sensors

纳米材料 信号模式检测范围 （μmol/L）检测限 （μmol/L）参考文献

SiO2-Ag NPs 比色检测 0.1~1×103 10 [33]
VO2 NFs 比色检测 25~1×104 18 [34]
VO2 NSs 比色检测 488~6.25×104 266 [34]
VO2 NRs 比色检测 488~1.5625×104 410 [34]

FeS NSs 比色检测 5~150 0.19 [35]

Ag NPs 比色检测 0.2~32 0.09 [36]
R-Co3O4 NPs 比色检测 1~30 0.43 [37]

Co3O4-MMT NPs比色检测 10~100 8.7 [38]

Ce-MOF 比色检测 4×103~1.6×104 10 [39]
Fe3O4-Fe

0/Fe3C 比色检测 / 6.71×10−5 [40]

FeⅡFeⅢ LDHNS 比色检测 0.1~50 0.05 [41]
CoMoO4 比色检测 / 0.27 [42]

Fe-Ag2S NCs 比色检测 10~150 7.82 [43]

Cu-N-C 比色检测 1~1000 0.81 本文
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图 5    Cu-N-C对 TMB和 H2O2 的酶稳态动力学分析

Fig.5    Enzyme steady-state kinetic analysis of Cu-N-C
on TMB and H2O2

注：A：Cu-N-C对 TMB的米氏方程曲线；B：TMB的双倒数曲
线；C：Cu-N-C对 H2O2 的米氏方程曲线；D： H2O2 的双倒数
曲线。
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性、选择性和原子利用率。

此外，为了进一步确定 H2O2 比色传感器的选择

性，选择一些常见的离子，包括金属离子（Na+、Zn2+、
K+、 Mg2+、 Co2+、 Ba2+、 Ca2+和 Fe2+） 和 阴 离 子

（HCO3
−、CH3COO

−和 Cl−），以及一些常见的物质（包

括 L-脯氨酸、葡萄糖、甘氨酸、蔗糖、L-赖氨酸、L-
谷氨酸和 L-色氨酸），进行对照实验。如图 6D所

示，Fe2+具有还原性，会将 oxTMB还原，从而抑制传

感器的显色。而 Na+、Zn2+、K+、Mg2+、Co2+、Ba2+、
Ca2+、HCO3

−、CH3COO
−和 Cl−、L-脯氨酸、葡萄糖、

甘氨酸、蔗糖、L-赖氨酸、L-谷氨酸和 L-色氨酸这些

干扰物质对 H2O2 的吸光度影响不大，基本上不会干

扰 H2O2 的比色，这说明基于 Cu-N-C构建的比色传

感器对 H2O2 具有良好的选择性。 

2.4　确定比色传感机制

为了研究 Cu-N-C作为类过氧化物酶在比色传

感器中的酶活性，进行了电子顺磁共振（EPR）实验，

以确定 Cu-N-C所产生自由基的种类。在 EPR中，

需要用到自由基捕获剂 5,5-二甲基-1-吡咯啉-N-氧
化物（DMPO）和 2,2,6,6-四甲基-4-哌啶酮盐酸盐

（TEMP）。其中，DMPO的水溶液（100 mmol/L）和甲

醇溶液（100  mmol/L）可以分别用于捕获 ·OH和

O2
−·[44]，TEMP的水溶液（100 mmol/L）可以用于捕

获1O2。在 5 mg Cu-N-C中分别加入 1 mL DMPO
的水溶液（100 mmol/L）、甲醇溶液（100 mmol/L）和
TEMP的水溶液（100 mmol/L），摇晃 5 min。得到

的 EPR峰如图 7所示，在 DMPO的水溶液中出现

1:2:2:1的典型 EPR峰，证明了溶液中·OH的存

在。在 DMPO的甲醇溶液中，检测到明显的特征信

号，证明了溶液中 O2
−·的存在。在 TEMP的水溶液

中，没有出现 1:1:1三重态峰值信号，证明了溶液中

不存在1O2。因此，可以推测在反应过程中，Cu-N-

C会催化分解 H2O2，产生·OH和 O2
−·，这两种自由

基会氧化 TMB生成蓝色的 oxTMB，使 652 nm处的

吸光度出现信号峰。
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图 7    Cu-N-C的 EPR图谱
Fig.7    EPR spectra of Cu-N-C

  

2.5　泡椒猪皮中 H2O2 的检测

为了验证基于 Cu-N-C的 H2O2 比色传感器的

有效性和可靠性，选择泡椒猪皮作为实际样品分析对

象，使用比色传感器检测泡椒猪皮中的 H2O2 的含

量。用标准添加法测定泡椒猪皮中 H2O2（0、50、

100、150 μmol/L）的含量，同时用碘量法（参照 GB

5009.226-2016《食品安全国家标准 食品中过氧化氢
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图 6    H2O2 的检测曲线和抗干扰实验

Fig.6    Detection curve and anti-interference experiment of H2O2

注：A： 添加不同浓度 H2O2 的传感器颜色照片；B： 添加不同浓度 H2O2 的紫外-可见吸收光谱；C：H2O2 线性标准曲线；D：不同干
扰项（浓度为 1 mg/mL）对 H2O2 吸光度的影响。
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残留量的测定》[24]）进行验证。两种方法的结果如

表 3所示。基于比色法，实际样品中 H2O2 的回收率

为 92.46%~96.82%，相对标准偏差小于 3.56%。基

于碘量法，H2O2 的回收率为 92.11%~93.85%，相对

标准偏差小于 7.77%。比色检测和碘量法检测的结

果基本相同，表明该比色传感器具有较高的准确性，

在检测泡椒猪皮等样品中 H2O2 的含量方面具有很

好的潜力。 

3　结论
本研究采用热处理法制备 Cu-N-C纳米酶，该纳

米酶具有良好的类过氧化物酶活性，可以催化

H2O2 氧化分解产生羟基自由基（·OH）和超氧阴离子

自由基（O2
−·），进而将无色 TMB氧化为蓝色产物

oxTMB。基于上述原理，成功构建了 H2O2 比色传

感器，用于快速检测泡椒猪皮中的 H2O2，线性范围

为 1~1000 μmol/L，检测限为 0.81 μmol/L，H2O2 的

回收率为 92.46%~96.82%，相对标准偏差小于

3.56%。基于碘量法，H2O2 的回收率为 92.11%~
93.85%，相对标准偏差小于 7.77%。结果表明，本研

究建立的基于 Cu-N-C纳米酶的比色检测方法具有

快速、灵敏度高、选择性好、稳定性好的优点，在环

境和食品分析领域具有潜在的应用，可以为未来高性

能的比色传感器的开发提供参考。

© The Author(s)  2025.  This  is  an  Open  Access  article
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表 3    泡椒猪皮样品中 H2O2 测定的分析结果

Table 3    Analysis results of H2O2 determination in pork skin with pickled pepper

样品 加标（μmol/L）
比色检测 碘量法

检测（μmol/L） 回收率（%） 相对标准偏差（%，n=3） 检测（μmol/L） 回收率（%） 相对标准偏差（%，n=3）

泡椒
猪皮

0 64.39 92.46 2.25 69.64 − 7.77
50 112.66 94.17 3.56 110.20 92.11 2.60
100 164.24 96.82 2.14 158.63 93.51 2.14
150 206.82 94.16 1.37 206.12 93.85 1.33
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