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基于 Ag3PO4 纳米酶氧化活性快速比色 
检测鱼肉中组胺 

石  彬*, 蒋  力, 李咏富, 冉曜琦, 罗其琪 
 (贵州省农业科学院, 贵州省现代农业发展研究所,  贵阳  550009) 

摘  要: 目的  建立基于 Ag3PO4 纳米酶氧化活性快速比色法检测鱼肉样品中组胺的方法。方法  通过水热法

制备了 Ag3PO4纳米颗粒, 并利用其氧化酶催化活性, 以 CH3COONa 为缓冲体系, 以 3,3’,5,5’-四甲基联苯胺作

为氧化底物, 建立了一种鱼肉中组胺的快速比色检测方法。结果  该方法检测时间在 100 s 左右, 检出限为

0.58 mg/L, 具有较高的检测灵敏度; 在多种竞争性靶标检测中, 该方法表现出对组胺分子的良好的特异性; 

在实际样品加标实验中, 该方法加标回收率为 104.24%~108.30%, 相对标准偏差为 1.81%~3.44%, 具有良好的

检测准确性。结论  该方法表现出了直观、快速、灵敏度高、特异性好的优点, 能适应日常复杂的检测环境, 为

鱼肉中组胺的检测提供了一种新的思路。 
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Rapid colorimetric detection of histamine in fish based on the oxidase  
activity of Ag3PO4 nanozyme 

SHI Bin*, JIANG Li, LI Yong-Fu, RAN Yao-Qi, LUO Qi-Qi 
(Guizhou Academy of Agricultural Science, Guizhou Institute of integrated Agricultural Development, Guiyang 550009, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a rapid colorimetric method for the detection of histamine in fish samples 

based on the oxidase activity of Ag₃PO₄ nanozyme. Methods  Ag₃PO₄ nanoparticles were prepared by the 

hydrothermal method. Utilizing their oxidase catalytic activity, with CH₃COONa as the buffer system and 

3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine as the oxidation substrate, a rapid colorimetric detection method for histamine in 

fish was established. Results  The detection time of this method was about 100 seconds. The limit of detection 

was 0.58 mg/L, indicating high detection sensitivity. In the detection of multiple competitive targets, this method 

showed good specificity for histamine molecules. In the spiked experiments on actual samples, the spiked recovery 

rate of this method ranged from 104.24% to 108.30%, and the relative standard deviations were from 1.81% to 

3.44%, which had good detection accuracy. Conclusion  This method demonstrates the advantages of being 

intuitive, rapid, highly sensitive and having good specificity. It can adapt to the complex daily detection environment 
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and provides a new idea for the detection of histamine in fish meat. 
KEY WORDS: Ag3PO4; nanozyme; histamine; fish 
 
 

0  引  言 

组胺作为一种广泛存在于生物体内的生物胺, 在食

品、医学以及生物学等领域都具有极其重要的意义[1–3]。在

食品领域, 尤其是水产品中, 组胺是衡量食品质量和安全

性的关键指标之一。鱼、虾等水产品在储存或加工过程中, 
其体内的游离组氨酸会在微生物产生的脱羧酸酶作用下转

化为组胺[4–7]。当组胺含量超过一定限度时, 会引发人体的

过敏反应, 严重时甚至会危及生命。在医学领域, 组胺与

许多疾病的发生和发展密切相关, 例如过敏性疾病、消化

系统疾病等[8–10]。因此, 准确、快速地检测组胺含量对于

保障食品安全、诊断疾病以及开展相关科学研究都具有至

关重要的作用[11–13]。长期以来, 组胺的检测方法主要包括

色谱法、免疫法等[14–16]。色谱法具有较高的准确性和灵敏

度, 但需要昂贵的仪器设备、专业的操作人员以及复杂的

样品前处理过程, 检测成本高、耗时长, 难以满足现场快

速检测的需求[17–18]。免疫法虽然具有较高的特异性, 但也

存在着试剂盒成本较高、易受干扰等问题[19]。这些传统检

测方法的局限性促使科研人员不断探索更加简便、快速、

经济的组胺检测新方法。鉴于组胺在食品和医学领域的重

要性以及传统检测方法的局限性, 本研究旨在开发一种新

的比色检测方法, 以实现日常环境中对鱼肉中组胺的快速

检测, 实现对组胺含量的有效监管。 
纳米酶指的是一系列拥有本征类酶性质的纳米材料[20–21], 

在生理条件下可有效催化底物的转化 , 具有良好的酶活

性[22–23]。与天然酶相比, 纳米酶具有成本低、耐恶劣环境、

易于生产、可长期使用等优点[24–25], 可以代替传统的蛋白

酶类进行高效的催化反应。Ag3PO4 纳米颗粒属于典型的金

属纳米酶, 具有体心立方晶体结构, 这使其具备优秀的催

化活性[26–28], 目前已被广泛的应用于光催化反应、食品检

测以及生物医药等领域[29–31]。 
本研究自主合成了 Ag3PO4 纳米酶颗粒, 并对其性质

进行了表征, 研究发现其具有良好的氧化酶催化活性。通

过以 Ag3PO4 纳米酶颗粒的氧化酶催化活性为基础, 选择

3,3’,5,5’- 四 甲 基 联 苯 胺 (3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine, 
TMB)为显色底物, 利用组胺分子对反应催化活性的调节

能力, 建立了一种组胺的快速比色检测方法, 为鱼肉中组

胺的检测提供了一种新的思路。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

新鲜草鱼肉样品, 采购自当地超市。 

AgNO3、Na3PO4、CH3COONa、C2H5OH、TMB(分析

纯, 阿拉丁生物有限公司); 组胺、尸胺、腐胺、亚精胺、

酪胺、色胺、苯乙胺、精胺(分析纯, 青岛 Pribolab 生物工

程有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

FA-1004 电子天平(精度 0.1 mg, 上海舜宇恒平科学 
仪器有限公司); JSM-IT700HR 扫描电子显微镜(日本电子

公司); D8 AA25X 射线衍射仪(德国布鲁克公司); Varioskan 
LUX 多功能酶标仪[美国赛默飞世尔科技 (中国 )公司 ]; 
TG18G-台式高速离心机(中国盐城市凯特实验仪器有限公

司); KH-200 型水热合成高压反应釜(中国郑州科达机械仪

器设备有限公司); CT14RD高速台式冷冻离心机(中国上海

天美科学仪器有限公司); 85-2 型磁力搅拌器(中国上海梅

颖浦仪器仪表制造有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  Ag3PO4 纳米材料制备与表征 
配制 5 mL 的 0.6 mol/L 的 AgNO3 水溶液, 于磁力搅

拌的条件下加入到 25 mL 的 0.04 mol/L Na3PO4 溶液中, 反
应生成黄色沉淀, 继续搅拌 10 min。然后将所得到的悬浊

液倒入反应釜中, 150 ℃加热 24 h, 自然冷却至室温。先用

蒸馏水与乙醇洗涤两次, 6000 r/min 离心 5 min, 得到固体, 
最后 60 ℃烘箱中烘干得到最终产物, 产物于室温下干燥

避光保存备用。通过扫描电子显微镜(scanning electron 
microscope, SEM)、X-射线衍射(X-ray diffraction, XRD)等
手段对制备的 Ag3PO4 纳米颗粒的形貌、结构进行表征, 确
保其成功合成且具有良好的结晶性。 
1.3.2  Ag3PO4 氧化酶活性测定 

采用酶标仪测定 Ag3PO4 纳米颗粒的氧化酶活性。

在离心管内加入 20 μL 10 mg/L 的 Ag3PO4 悬液, 随后加

入 0.1 mol/L pH 为 3.5 的 CH3COONa 缓冲液 470 μL, 充分

混合均匀后加入 10 μmol/L TMB 溶液 10 μL, 充分混匀, 观
察溶液颜色变化, 并在 300~800 nm 波长下测量吸光度的

变化。通过对比加入不同浓度 Ag3PO4 纳米颗粒的反应体

系中吸光度的变化情况 , 确定其氧化酶活性与浓度的关

系。同时, 设置空白对照组(不含 Ag3PO4 纳米颗粒), 以排

除其他因素的干扰。 
1.3.3  组胺含量检测 

在离心管内加入 20 μL 10 mg/L 的 Ag3PO4 悬液, 随后

加入 0.1 mol/L pH 为 3.5 的 CH3COONa 缓冲液 450 μL, 充
分混合均匀后加入 10 μmol/L TMB 溶液 10 μL, 充分混匀

后加入待检测组胺样品溶液 20 μL, 体系总体积为 500 μL。
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使用酶标测定样品在波长 650 nm 处的吸光值 A650, 以纯

净水代替待测样品作为空白对照, 计算待测样品在 650 nm
处吸光值与空白样品的差值 ΔA650, 以 ΔA650 作为检测的

响应值。 
1.3.4  特异性检测 

按照 1.3.3 中的方法, 向体系内分别加入 20 μmol/L 浓

度的 8 种常见生物胺类作为待检测样品, 以空白样品作为

对照, 测定样品 ΔA650 的值, 并观察产物颜色变化。随后

在各待测样品中加入 20 μmol/L 的组胺溶液, 按照上述方

法, 再次测定样品 ΔA650 的值。 
1.3.5  实际样品检测加标回收实验 

选择新鲜的草鱼肉样品作为实际样品进行加标回

收实验。准确称取待测样品 5.0 g, 用捣碎机匀浆, 倒入

100 mL 烧杯中, 加入 30 mL 水超声浸取 30 min, 于
75 ℃水浴加热 5 min, 取出放置冷却至室温。向上述溶液

加入 2.0 g 活性炭脱色, 最后将溶液转移至 50 mL 容量瓶, 
加水稀释至刻度线。静置 30 min, 取上清液 10 mL 于 15 mL
离心管离心 5 min (6000 r/min), 离心得到的上清液为测定

的待测液。将不同浓度的组胺标准溶液分别添加入待测液

中, 添加的最终浓度分别为 5、10、30、50 μmol/L。采用

1.3.3 的检测方法与采用陶鑫等[8]两种方法对样品进行加标

回收实验以评估该方法的准确度, 每个样品重复 3 次, 计
算均值与方差。 

1.4  数据处理 

采用 SPASS 19.0 软件对数据进行分析处理, 采用

Origin 9.1 软件进行作图, 并对灵敏度曲线进行非线性拟

合以及分析。 

2  结果与分析 

2.1  Ag3PO4 纳米酶的表征 

采用水热法制备了 Ag3PO4 纳米酶, 采用电镜与 XRD
的方法对其形态进行了表征, 其结果如图 1 所示。图中 1A
和 1B 分别为放大倍数 5000 倍与 20000 倍的样品电镜图片,
可知制备的 Ag3PO4 纳米材料为不规则的多面体结构(平均

粒径为 200 nm), 分子间结构清晰, Ag3PO4 颗粒间具有均匀

的结构分布。通过 XRD 分析确定了 Ag3PO4 纳米颗粒的组分, 
结果如图 1D 所示, 通过与 Ag3PO4 晶体的标准卡(JCPDS, 
No.06-0505)图 1C 对比, 二者组分一致, 所有的衍射峰均对应

于 Ag3PO4晶体, 表明 Ag3PO4 纳米材料制备成功。 
 

 
 

注: A. 制备 Ag3PO4 纳米材料 5000 倍电镜图; B. 制备 Ag3PO4 纳米材料 20000 倍电镜图; C. Ag3PO4 晶体的标准卡 XRD 图谱;  
D. 制备 Ag3PO4 纳米材料 XRD 图谱。 
图 1  制备 Ag3PO4 纳米材料表征图 

Fig.1  Characterization diagram of the prepared Ag₃PO₄ nanomaterial 
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2.2  Ag3PO4 氧化酶活性研究 

对 Ag3PO4 纳米酶的氧化催化性能进行了研究, 选择

CH3COONa 缓冲液体系, 以 TMB 作为显色氧化底物, 研
究了不同质量浓度的 Ag3PO4 悬液的氧化酶催化活性, 结
果如图 2 所示。由结果可知, Ag3PO4 纳米酶催化 TMB 产生

了蓝色的氧化产物, 在 380 nm 和 650 nm 处有两处明显的

吸收峰。研究发现 Ag3PO4 催化能力与自身浓度密切相关, 
当 Ag3PO4 质量浓度为 0 mg/L 时, 产物颜色与吸光度无变

化, 表明未发生催化反应; 当 Ag3PO4 质量浓度为 10 mg/L
时, 产物颜色较浅, 在 380 nm 与 650 nm 处吸光值分别为

0.46 与 0.23, 表明此时 Ag3PO4 纳米酶催化活性较低。当

Ag3PO4 质量浓度增大时, 产物的颜色随之加深, 吸光值增

大; 当 Ag3PO4 质量浓度达到 30 mg/L 时, 380 nm 与 650 nm
处吸光值达到峰值分别为 2.95 与 2.00。结果表明 Ag3PO4

的氧化催化活性与浓度相关, 可以通过调节 Ag3PO4 质量

浓度对体系催化活性进行精准控制。 
 

 
 

注: 1: 0 mg/L; 2: 10 mg/L; 3: 15 mg/L; 4: 20 mg/L; 5: 25 mg/L;  
6: 30 mg/L。 

图 2  不同浓度 Ag3PO4 催化效果 
Fig.2  Catalytic effects of Ag₃PO₄ with  

different concentrations 
 

2.3  检测方法构建 

以 Ag3PO4 的氧化酶催化活性为基础, 以 TMB 作为

变色氧化底物 , 在 CH3COONa 缓冲液体系中利用组胺

对氧化反应的影响 , 构建组胺比色检测体系 , 选择产物

650 nm 处吸光值 A650 作为响应值, 检测原理如图 3 所

示。当 Ag3PO4 体系中加入氧化底物 TMB 时, 二者会发

生氧化催化反应 , 生成蓝色的氧化产物 TMB+, 产物的

颜色与催化反应强度相关。当体系中存在组胺时, 组胺

能与 Ag3PO4进行特异性结合, 抑制其催化活性, 从而导

致产物颜色及吸光值变化, 且组胺的浓度与催化活性密

切相关, 可以通过此机制建立检测标准曲线, 从而实现对

组胺的比色与定量检测。 

 
 

图 3  Ag3PO4 检测组胺原理示意图 
Fig.3  Schematic diagram of the principle for detecting  

histamine by Ag₃PO₄ 
 

2.4  检测体系可行性分析 

为了进一步验证 Ag3PO4 催化检测组胺的可行性, 研
究了不同条件下 Ag3PO4 体系对组胺的检测效果 , 结果

如图 4 所示。由结果可知, 在第 1 组中, 当检测体系只

存在水和 TMB 时 , 产物 A650 与颜色未发生变化, 在
300~800 nm 范围内无明显吸收峰, 表明体系未发生催化反

应; 在第 2组中, 当体系中 Ag3PO4与 TMB同时存在时, 反
应生成蓝色产物, A650 的值为 1.75, 表明 Ag3PO4 成功催化

底物 TMB 发生了氧化反应; 3~6 组中, 在 Ag3PO4与 TMB 的

催化体系里, 随组胺浓度由 100 μmol/L 减小为 5 μmol/L, 
产物颜色逐渐变深, A650的值也由 0.09 升高到 0.7, 高浓度

的组胺对催化反应表现出明显的抑制效果。该结果再次验

证 Ag3PO4 纳米材料对 TMB 的催化活性, 以及组胺对该催

化反应的抑制效果, 验证了该检测方法的可行性。 
 

 
  

注: 1: 纯净水+TMB; 2: 20 mg/L Ag3PO4+TMB; 3: 2+100 μmol/L 组

胺; 4: 2+50 μmol/L 组胺; 5: 2+20 μmol/L 组胺; 6: 2+5 μmol/L 组胺。 
图 4  不同条件 Ag3PO4 体系对组胺的检测结果 

Fig.4  Detection results of histamine in the Ag3PO4 system  
under different conditions 

 

2.5  检测条件优化 

2.5.1  Ag3PO4 质量浓度优化 
Ag3PO4 作为氧化酶, 其浓度对体系反应活性有着重
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要影响, 直接影响检测体系的灵敏度。控制其他条件不变, 
对检测体系 Ag3PO4 质量浓度进行了优化, 结果如图 5A 所

示, 随着体系中 Ag3PO4 质量浓度的增加, ΔA650 的值呈先

增大后减小的趋势。当 Ag3PO4 质量浓度小于 25 mg/L 时, 
ΔA650 随 Ag3PO4 质量浓度增加而增大, 在 25 mg/L 时达到

峰值 2.75。当 Ag3PO4 继续增大时, ΔA650 的值减小, 表明

此时 Ag3PO4 过量, 组胺对体系高浓度的 Ag3PO4 下的氧化

酶抑制效果有限。考虑过高的 Ag3PO4 含量会降低组胺的

检测灵敏度, 选择 25 mg/L 为体系的 Ag3PO4 质量浓度。 
2.5.2  体系 pH 优化 

pH 是溶液酸碱程度的衡量标准, 合适的 pH 也是氧化

催化反进行的重要条件。固定其他条件不变, 对检测体系

pH 进行了优化, 结果如图 5B 所示, 当体系的 pH 小于 3.5
时, 随着 pH 的上升, ΔA650 的值增大, 在 pH 为 3.5 时达到

峰值, 当 pH 大于 4.0 时, ΔA650 的值快速减小, pH 过低和

过高都不利于检测反应的进行。根据实验结果, 体系的 pH
在 3.5~4.0 的范围时, ΔA650 达到峰值 2.75 左右, 因此选择

为 pH 3.5 为检测体系的 pH。 
2.5.3  TMB 浓度优化 

TMB 作为 Ag3PO4 氧化酶催化体系的显色底物, 能被

Ag3PO4 催化发生氧化反应生成 TMB+, 其浓度对组胺的检

测具有重要影响。固定其他条件不变, 对检测体系 TMB 浓

度进行了优化, 结果如图 5C 所示, 在该实验条件下, 当
TMB 浓度小于 0.05 μmol/L 时, ΔA650 的值随 TMB 浓度升

高而快速增大, 当 TMB 浓度高于 0.05 μmol/L, ΔA650 减

小。表明 TMB 浓度在 0.05 μmol/L 时, 体系具有较好的检

测灵敏度。当 TMB 浓度过低时, 氧化反应不充分, 而当

TMB 浓度过高时, 造成底物过量, 会影响该条件下对组胺

的检测, 因此选择 0.05 μmol/L 为体系 TMB 浓度。 
2.5.4  检测时间优化 

在催化检测体系中, 产物的颜色会随着反应时间增

加而变化 , 从而会影响组胺的检测 , 因此合适的检测时

间对提升体系检测灵敏度有重要影响。保持其他条件不

变, 对检测时间进行优化, 结果如图 5D 所示, ΔA650 的值

随检测时间的增加而增加。当检测时间为 100 s 时, ΔA650
的值达到峰值, 时间继续增加后 ΔA650 的响应值趋于稳定

并有下降趋势。考虑快速检测的需求, 选择 100 s 作为为体

系的适宜的检测时间。 

2.6  检测灵敏度分析 

研究了体系在优化条件下检测不同浓度的组胺的检

测信号值 ΔA650, 结果如图 6 所示。由图 6 中结果可知, 检 

 

 

 
图 5  不同条件对检测体系的影响 

Fig.5  Influences of different conditions on the detection system 
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测信号值 ΔA650 随着组胺浓度的升高而升高, 当组胺浓度

大于 200 μmol/L 时, 信号值趋于稳定, 表明此刻待检测

溶液中组胺的量接近饱和。对检测曲线进行拟合, 结果

表明在 0~300 μmol/L 浓度区间, 组胺浓度与信号值符合

高斯函数模型, r2 为 0.999, 具有良好的相关性。在浓度

5~35 μmol/L 时, 组胺浓度与信号值呈线性关系, 拟合曲

线为: Y=0.00415X+0.0036。由公式 3σ/s 计算出检出限为

5.29 μmol/L 即 0.58 mg/L (S/N=3), 远低于在我国 GB 
2733—2015《食品安全国家标准鲜、冻动物性水产品》

中明确规定了鱼类中组胺的允许限量 400 mg/100 g, 表
明该方法具有较好的检测灵敏度, 适用于实际样品中的组

胺检测。 
 

 
 

图 6  不同浓度组胺的检测的 ΔA650 变化 
Fig.6  ΔA650 changes in the detection of histamine with  

different concentrations 
 

2.7  检测特异性研究 

检测特异性反应了检测体系的抗干扰能力, 是评价

一种检测方法的重要指标之一。选择了 7 种常见的生物胺

作为组胺的竞争性物质, 进行了特异性检测实验, 结果如

图 7 所示。由结果可知, 组胺样品对检测体系氧化反应具

有明显的抑制效果, ΔA650 的值显著高于其他竞争物, 产
物颜色较浅。而竞品组样品的 ΔA650 值较小, 产物呈深蓝

色, 表明竞争物对氧化反应无明显的抑制效果。再次向所

有的竞争性样品中加入相同浓度的组胺时, ΔA650 的值显

著回升, 未发生由明显的干扰和抑制现象。实验结果表明

该方法具有较好的检测特异性, 抗干扰能力较强, 能适应

于日常的检测环境。 
 

 
 

注: A. 添加 200 μmol/L 浓度不同的竞争性物质体系颜色变化。 
B. 添加 200 μmol/L 浓度不同的竞争性物质体系 ΔA650 变化。 

图 7  不同竞争性物质对检测的影响 
Fig.7  Effects of different competitive  

substances on the detection 

 
2.8  实际样品加标回收实验 

选择市面上常见的鱼类作为实际样品, 进行实际样

品检测。采用加标回收实验的方法进行检测, 结果如表 1
所示。如结果可知, 本方法检测方法对鱼肉样品的检测平

均 回 收 率 在 104.24%~108.30%, 相 对 标 准 偏 差 在

1.81%~3.44%。高效液相色谱法对组胺的平均回收率为

93.34%~116.20%。本方法与高效液相色谱法相比, 平均回

收率无明显差异。结果表明本方法具有良好的实用性, 有
望在实际样品的检测中取代复杂的仪器设备, 实现组胺样

品的快速比色检测。 

 
表 1  鱼肉样品中组胺加标回收检测表 

Table 1  Detection table of spiked recovery of histamine in fish samples 

加标量 
/(μmol/L) 

本方法 高效液相色谱法 

测定值 
/(μmol/L) 

平均回收率 
/% 

相对标准偏差
/% 

测定值 
/(mg/kg) 

平均回收率 
/% 

相对标准偏差
/% 

5.0  5.26 105.20 1.81  5.38 107.60 1.86 

10.0 10.81 108.10 2.81 11.62 116.20 3.18 

30.0 32.49 108.30 3.44 28.01  93.34 3.12 

50.0 52.12 104.24 2.26 52.45 104.90 2.18 
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3  结 论 

通过水热法制备了 Ag3PO4 纳米颗粒, 利用其氧化酶

特性, 以 TMB 作为显色底物, 建立了一种组胺的快速比色

检测方法。本方法检测时间较短, 具有较高的检测灵敏度, 
在竞争性底物的检测中, 显示出了良好的检测特异性和抗

干扰能力, 同时在实际样品的检测中表现出较好的检测精

度与稳定性, 能满足日常复杂环境的检测需求。本方法具

有快速、灵敏、直观、便捷的特点, 有望摆脱传统的检测

方法对大型设备的依赖, 实现鱼肉中组胺的快速检测。该

方法仍存在一些不足之处, 主要在于 Ag3PO4 纳米颗粒在

水中溶解度较差 , 会导致其浓度不均匀 , 影响检测准确

性。后续可以考虑通过其他方法改善 Ag3PO4 的溶解特性, 
同时可以通过优化 Ag3PO4 纳米材料的制备方法, 提高其

粒径均匀性和催化性能, 进一步提高本方法的检测性能。 
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