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摘要:采用置换法将电沉积在煤基活性炭上的 Ｃｏ 粒子全部置换为 ４０~ １００ ｎｍ 之间的纳米 Ａｕꎬ并物理吸附葡萄糖氧化酶
(ＧＯｘ)用作生物传感器ꎮ 利用 ＳＥＭ、ＥＤＳ、ＵＶ－Ｖｉｓ 对 Ａｕ 修饰的活性炭表面形貌及其上活力 １００ ｕｎｉｔｓ / ｍｇ 的 ＧＯｘ 固载效果进行
了表征ꎬ利用计时安培法和循环伏安法测试了电极的电化学性能ꎮ 结果表明ꎬ纳米 Ａｕ 对 ＧＯｘ 的吸附提高了 ＧＯｘ 在载体上的稳
定性ꎬ同时提高了 ＧＯｘ 活性位点和电极之间的电子传输速率ꎮ 该传感器对葡萄糖选择性能好ꎬ０􀆰 ０５ ｍｏｌ / Ｌ 的尿酸和抗坏血酸
干扰因素未引起显著的电流反应ꎮ
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　 　 葡萄糖是自然界中分布最广且最重要的一种单

糖[１]ꎮ 在现代生活中ꎬ糖尿病变得越来越普遍ꎮ 快

捷、精确、方便地检测人体内葡萄糖浓度非常重要ꎮ
葡萄糖传感器是利用葡萄糖氧化酶催化转化葡

萄糖反应快、选择性高的特点ꎬ在工作电极上将产生

的化学信号转化为可被检测到的电信号ꎬ从而检测

出底液中葡萄糖的含量ꎮ 目前ꎬ酶固定化的方法主

要有包埋法[２]、化学交联法[３]、共价结合法[４] 和吸
附法[５]ꎮ 包埋法制备条件温和ꎬ不适合分子较大酶

类的固定ꎮ 交联法和共价结合法固载的酶和载体之

间结合紧密ꎬ但制备过程复杂ꎬ酶活性损失很大ꎮ 吸

附法是一种成本低、易操作的酶固定化方法ꎬ通过简

单的物理吸附可将酶固定在载体表面ꎮ 载体选择范

围广ꎬ操作过程温和ꎬ对酶的活性损害小ꎬ是一种理

想的固定方法ꎮ 但由于酶在载体上的固定仅仅依靠

两者之间的范德华力维持ꎬ酶容易从载体上脱落ꎮ
因此解决吸附法中酶易从载体上脱落的问题ꎬ对制

备酶生物传感器具有重要的意义ꎮ
为解决这一问题ꎬ国内外学者进行了许多尝试ꎮ

其中使用最多同时效果最好的是在载体上引入纳米

粒子ꎬ借助纳米粒子对 ＧＯｘ 的吸附力提高酶的固载

效果ꎮ 目前修饰的载体大多是玻碳电极、Ｐｔ、Ａｕ 或

制备的各种导电玻璃ꎬ这些载体虽然导电性佳ꎬ但酶

的固载量不大ꎮ 既能保持较高的固载量ꎬ又具有一

定导电性的载体并不多ꎮ 而活性炭具有一定的导电

性适合用作电极材料ꎬ丰富的孔隙结构可以容纳更

多的葡萄糖氧化酶ꎬ良好的吸附特性使得酶的固载

效果较好ꎮ 纳米 Ａｕ 化学性质稳定、催化能力强ꎬ与
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活性炭结合还可以提高活性炭作为电极的导电性ꎮ
目前针对活性炭为载体的研究并不多ꎬ在煤基活性

炭上修饰纳米 Ａｕ 物理吸附 ＧＯｘ 的研究也未有报

道ꎮ 笔者通过选用活性位点多的煤基活性炭作为工

作电极ꎬ在电极表面固载纳米 Ａｕ 提高电极灵敏度ꎬ
通过吸附法将 ＧＯｘ 固定在 Ａｕ 修饰的电极表面ꎮ 成

功制备出酶固载量大、线性范围广、抗干扰性强的葡

萄糖生物传感器ꎮ

１　 实验

１􀆰 １　 试剂与仪器

煤基活性炭、磷酸缓冲盐溶液(ＰＢＳ)、葡萄糖、
乙酸钴(Ｃｏ(ＣＨ３ＣＯＯ) ２)、氯金酸(ＨＡｕＣｌ４)、硫酸钠

(Ｎａ２ＳＯ４)ꎬ上海阿拉丁试剂有限公司生产ꎻＧＯｘ(ＥＣ
１􀆰 １􀆰 ３􀆰 ４)ꎬＳｉｇｍａ 试剂公司生产ꎬ活度为 １００ ｕｎｉｔｓ / ｍｇꎻ
抗坏血酸、尿酸ꎬ国药集团化学试剂有限公司生产ꎮ
电热鼓风干燥箱ꎬＤＨＪ－９００ 型ꎻＨＪ－６Ａ 多头数显恒

温磁力搅拌器ꎻ真空抽滤泵ꎬＧＭ－０􀆰 ３３Ⅱ型ꎮ
１􀆰 ２　 Ａｕ 纳米修饰的工作电极的制备

纳米金修饰煤基活性炭棒的技术路线见图 １ꎮ

图 １　 纳米金修饰煤基活性炭棒的技术路线

取 ４ ｇ 直径 ３ ｍｍ、长度 ２􀆰 ２ ｍｍ 的圆柱体煤基

活性炭在蒸馏水中煮沸 ３０ ｍｉｎꎬ过滤ꎬ重复 ３ 次ꎬ置
于烘箱中于 １１０℃下干燥 １２ ｈꎮ 以此活性炭用作工

作电极ꎬＳＣＥ 和 Ｐｔ 电极作为参考电极和计数电极ꎬ
在 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ Ｎａ２ＳＯ４ 和 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 乙酸钴溶液中电

沉积纳米钴(图 １ｂ)ꎮ 扫描速度为 ５０ ｍＶ / ｓꎬ扫描电

压为－０􀆰 ９ ~ ０􀆰 ５ Ｖꎬ扫描周期为 ２０ꎮ 将以上活性炭

放置在 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ 的四氯金酸溶液中浸渍 ２０ ｍｉｎꎬ
重复 ３ 次ꎬ得到 Ａｕ 纳米颗粒改性的活性炭电极

(图 １ｃ) [７]ꎮ
将 ０􀆰 ６ ｇ 金纳米修饰的活性炭置于装有 １００ ｍＬ

蒸馏水的锥形瓶中ꎬ加入 ３０ ｍｇ 葡萄糖氧化酶ꎬ冰浴

搅拌 ２４ ｈꎬ过滤ꎬ用蒸馏水反复冲洗ꎬ获得工作电极

(图 １ｄ)ꎬ放置在 ４℃冰箱中保存ꎮ 将滤液和冲洗液

收集ꎬ在 ５９５ ｎｍ 处测定其吸光度ꎮ 酶的固载量的计

算式为[１４]:
θ ＝ (Ｃ０Ｖ０ － Ｃ１Ｖ１) / Ｗ

其中:θ 为固载酶量ꎬｍｇ / ｇꎻＣ０ 为固载前溶液的酶质

量浓度ꎬｍｇ / ｍＬꎻＣ１ 为固载后滤液的酶质量浓度ꎬ
ｍｇ / ｍＬꎻＶ０ 为固载前酶溶液体积ꎬｍＬꎻＶ１ 为固载后

酶溶液体积ꎬｍＬꎻＷ 为 ＧＯｘ / Ａｕ / ＡＣ 的质量ꎬｇꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 电沉积纳米 Ｃｏ
钴纳米颗粒成功电沉积在煤基活性炭上的

ＳＥＭ 图如图 ２( ａ)所示ꎬ纳米钴颗粒大小约 ４０ ｎｍꎬ
纳米钴具有磁性ꎬ一定程度上影响了 ＳＥＭ 图的清晰

度ꎮ 在活性炭上分别电沉积和吸附 Ｃｏ 的 ＥＤＳ 和置

换 Ａｕ 的 ＥＤＳ 图如图 ３ 所示ꎮ 由图 ３( ａ)中可知ꎬ
　 　 　 　 　 　 　

(ａ)电沉积 (ｂ)物理吸附

图 ２　 在活性炭上电沉积和吸附 Ｃｏ 的 ＳＥＭ 像

(ａ)电沉积法制备 Ｃｏ 的 ＥＤＳ

(ｂ)物理吸附法制备 Ｃｏ 的 ＥＤＳ

(ｃ)置换法制备 Ａｕ 的 ＥＤＳ

图 ３　 在活性炭上分别电沉积和

吸附 Ｃｏ 的 ＥＤＳ 和置换 Ａｕ 的 ＥＤＳ
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该颗粒为纳米钴颗粒ꎮ
为了排除活性炭物理吸附纳米钴的可能性ꎬ采

用对比的方法在同样条件下将圆柱形活性炭直接浸

入电解质中吸附 Ｃｏꎬ如图 ２(ｂ)所示ꎮ 由图 ２(ｂ)中
可以看出ꎬ样品表面形成的是尖锐状的发射体晶体ꎬ
并未沉积出纳米颗粒ꎮ 图 ３(ｂ)的 ＥＤＳ 中也没有显

示 Ｃｏ 纳米粒子的存在ꎮ 因此 Ｃｏ 纳米粒子无法通

过吸附固载在载体上ꎬ预期产物纳米钴只能通过电

沉积获得ꎮ
２􀆰 ２　 纳米金电极的表征

图 ４(ａ)和图 ４(ｂ)分别是将 Ｃｏ / ＡＣ 浸入氯金

酸溶液中获得的放大 ３０ ０００ 倍的和放大 １００ ０００ 倍

的 ＳＥＭ 图ꎮ 从图 ４(ａ)中可以看出ꎬ颗粒均匀分布ꎬ
尺寸均匀ꎬ颗粒大小在 ４０ ~ １００ ｎｍ 之间ꎬＥＤＳ 显示

颗粒为纳米 Ａｕ[如图 ３(ｃ)所示]ꎮ 活性炭载体自带

的微量 Ａｌ 被 Ａｕ 取代ꎬ在 ＥＤＳ 中不再显示ꎮ 为了对

比ꎬ在煤基活性炭上直接电沉积 Ａｕꎬ如图 ４( ｃ)所

示ꎬ载体上生成的是堆叠状的 Ａｕꎬ因此只能通过取

代电沉积的 Ｃｏ 纳米获得纳米 Ａｕ 修饰的活性炭

电极ꎮ

(ａ)置换法制备 Ａｕ(×３０ ０００) (ｂ)置换法制备 Ａｕ(×１００ ０００)

(ｃ)电沉积法制备 Ａｕ

图 ４　 置换和直接电沉积的 Ａｕ 的 ＳＥＭ 图

２􀆰 ３　 葡萄糖氧化酶的固载活性

电极的 ＧＯｘ 标准曲线如图 ５ 所示ꎬ经计算ꎬＧＯｘ
　 　 　 　 　 　 　

图 ５　 葡萄糖氧化酶标准曲线

的固载量为 ８２ ｍｇ(ＧＯｘ) / ｇꎮ
酶需要合适的生存生长环境ꎬｐＨ 是重要的环境

因素之一ꎮ ｐＨ 直接影响酶分子活性部位上的基团

和底物的解离ꎮ
在 ３８℃下ꎬ取 １、２、３、４、５＃ ５ 个锥形瓶ꎬ在各锥

形瓶中加入 ２０ ｍＬ １０ ｍｍｏｌ / Ｌ ｐＨ 为 ３、４、５、６、７、８
的葡萄糖溶液ꎬ水浴恒温加热 ３０ ｍｉｎꎬ加入 ２０ ｍＬ
０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ 溶液终止酶解反应ꎬ用 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ
的盐酸滴定ꎮ 酶的相对活力为实验值与最高值的

比值ꎮ
ｐＨ 对固载葡萄糖氧化酶的相对活性的影响如

图 ６ 所示ꎮ 由图 ６ 中可以看出ꎬ与游离酶相比ꎬＡｕ
修饰的煤基活性炭固载葡萄糖氧化酶的最适 ｐＨ 由

５ 移至 ６ꎬ这是由于煤基活性炭在之前的处理中引入

了酸性基团使最适 ｐＨ 向碱性方向移动ꎮ 当选取相

对活性 ７０％以上为适宜 ｐＨ 范围时ꎬ固载酶的适宜

范围大于游离酶ꎮ 通过在 ＰＢＳ(ｐＨ ＝ ６)中物理吸

附ꎬＧＯｘ 固定在了孔径约为 ４ ｎｍ 的活性炭上ꎮ

１—游离酶ꎻ２—煤基活性炭固载酶

图 ６　 ｐＨ 对酶相对活性的影响

２􀆰 ４　 纳米 Ａｕ 修饰活性炭酶电极的电化学表征

２􀆰 ４􀆰 １　 循环伏安法

在 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ、ｐＨ 为 ６ 的 ＰＢＳ 溶液中用循环伏

安法对电极的氧化还原过程进行表征ꎮ 扫描电压为

－０􀆰 ３~０􀆰 ７ Ｖꎬ速率为 ５０ ｍＶ / ｓꎮ 使用 １ ｃｍ×１ ｃｍ 的

Ｐｔ 对电极、饱和甘汞参比电极以及 ０􀆰 ６ ｇ 的 ＧＯｘ /
Ａｕ / ＡＣ 工作电极ꎮ 在葡萄糖氧化酶的催化作用下ꎬ
葡萄糖与氧气反应生成 Ｈ２Ｏ２ꎮ 在需氧的情况下ꎬ葡
萄糖和 ＧＯｘ 之间的反应方程式分别为:

ＧＯｘｏｘ ＋ β － ｄ( ＋) － ｇｌｕ ｃｏｓ ｅ →
ＧＯｘｒｅｄ ＋ ｄ － ｇｌｕｃｏｎｉｃａｃｉｄ (１)

ＧＯｘｒｅｄ ＋ Ｏ２ → ＧＯｘｏｘ ＋ Ｈ２Ｏ２ (２)

　 　 ＧＯｘ / Ａｕ / ＡＣ 电极和 Ａｕ / ＡＣ 电极在含有葡萄糖

的 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ、ｐＨ＝ ６ 的 ＰＢＳ 溶液中的循环伏安曲线

如图 ７ 所示ꎮ 从 Ａｕ / ＡＣ 电极的 ＣＶ 曲线中没有观

察到明显的氧化还原峰ꎬ表明 Ａｕ / ＡＣ 电极未与溶液
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中的葡萄糖发生电化学反应ꎮ 相比之下ꎬＧＯｘ / Ａｕ /
ＡＣ 电极则在缓冲溶液中具有良好的电流响应ꎮ 该

曲线证明葡萄糖氧化酶已经吸附在 Ａｕ / ＡＣ 电极上ꎬ
并且催化性能良好ꎮ ＧＯｘ 辅酶发生氧化还原过程

反应的方程式为:
ＧＯｘ － ＦＡＤ ＋ ２ｅ － ＋ ２Ｈ ＋ 􀜩􀜨􀜑 ＧＯｘ － ＦＡＤＨ２ (３)

　 　 ＧＯｘ / Ａｕ / ＡＣ 电极的 ＣＶ 曲线中出现了 １ 对可

逆的氧化还原峰ꎬ在 ０􀆰 ２７ Ｖ 和 ０􀆰 ０６ Ｖ 上分别出现

氧化峰和还原峰(ΔＥｐ ＝ ２１０ ｍＶ)ꎬ曲线对称性高说

明电极可逆性良好ꎮ 煤基活性炭上的 Ａｕ 纳米粒子

为 ＧＯｘ 提供了良好的微观环境ꎮ 由于纳米材料的

宏观隧道效应ꎬ纳米 Ａｕ 既可在载体和 ＧＯｘ 之间起

到导线的作用ꎬ提高 ＧＯｘ 的催化活性和传感器电流

响应的灵敏度ꎬ还可以加快电极与溶液之间电子传

递的效率ꎬ同时还可有效地提高 ＧＯｘ 氧化还原的可

逆性ꎮ

１—ＧＯｘ / Ａｕ / ＡＣ 电极ꎻ２—Ａｕ / ＡＣ 电极

图 ７　 纳米金修饰活性炭电极的循环伏安曲线图

２􀆰 ４􀆰 ２　 电流－时间法

每隔 １５ ｓ 将 １ ｍＬ ０􀆰 ０５ ｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖溶液滴入

１９ ｍＬ、ｐＨ＝ ６ 的缓冲溶液中ꎬ并用计时电流法模块

在电化学工作站记录不同葡萄糖质量浓度下的电流

响应值ꎮ
基于 ＧＯｘ / Ａｕ / ＡＣ 的葡萄糖生物传感器在 ｐＨ＝

６ 的不同浓度葡萄糖缓冲溶液的典型电流－时间阶

梯曲线图 ８(ａ)所示ꎮ 由图 ８( ａ)中可以看出ꎬ阶梯

电流波动较小ꎬ说明此传感器的信噪比较大ꎮ 图 ８
(ａ)中葡萄糖质量浓度与响应电流平均值的校准曲

线如图 ８(ｂ)所示ꎮ 拟合后得到回归方程为:
Ｉ ＝ ０􀆰 ００２ ８Ｃ ＋ ０􀆰 １４３ ３(２􀆰 ５ － ２０􀆰 ３１ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ

Ｒ ＝ ０􀆰 ９９２ (４)

　 　 葡萄糖传感器的线性范围为 ２􀆰 ５０ ~ ２０􀆰 ３１
ｍｍｏｌ / Ｌ(相关系数 Ｒ ＝ ０􀆰 ９９２)ꎬ广于大部分实验结

果[１９－２０]ꎬ检测限为 ０􀆰 １８ ｍｍｏｌ / Ｌ(Ｓ / Ｎ ＝ ３)ꎮ 对响应

电流值和葡萄糖质量浓度取倒数ꎬ得到 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ－
Ｂｕｒｋ 散点图ꎬ进行拟合求得 Ｍｉｃｈａｅｌｉｓ－Ｍｅｎｔｅｎ 常数

为 ０􀆰 ９３ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ低于文献[１９]中的值ꎮ 酶对葡萄

糖的亲和力较好ꎬ催化活性较高ꎮ 这是因为活性炭

表面结构多孔ꎬ活性位点多ꎬ在和纳米 Ａｕ 的共同作

用下ꎬ煤基活性炭固载 ＧＯｘ 的效果优于普通电极ꎮ
与共价结合等方法相比ꎬ物理吸附法较为温和ꎬ不易

破坏酶的活性中心ꎬ小尺寸效应使得纳米 Ａｕ 的催

化效率高ꎮ

(ａ)ＧＯｘ / Ａｕ / Ｃ 电极的电流－时间阶梯曲线

(ｂ)葡萄糖质量浓度与响应电流平均值的校准曲线

图 ８　 ＧＯｘ / Ａｕ / ＡＣ 葡萄糖传感器的性能曲线

酶传感器受到的干扰主要是由受测溶液中扩散

到传感器表面的电活性物质引起ꎮ 在最佳条件下ꎬ
研究了血液中存在的尿酸(ＵＡ)、抗坏血酸(ＡＡ)对
ＧＯｘ / Ａｕ / ＡＣ 电极检测葡萄糖的影响ꎮ 每 １５ ｓ 将

１ ｍＬ ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ 尿酸、抗坏血酸和葡萄糖溶液分别

滴入 ２０ ｍＬ、ｐＨ 为 ６ 的缓冲溶液中测试电极的抗干

扰能力ꎬ并在电化学工作中记录相应的电流响应值ꎬ
如图 ９ 所示ꎮ 由图 ９ 可以看出ꎬ同样浓度条件下ꎬ抗
坏血酸和尿酸的添加没有引起明显的电流响应ꎬ而
加入葡萄糖后氧化峰电流达 ０􀆰 ２３ ｍＡꎮ 实验表明ꎬ
制备的葡萄糖传感器具有较好的抗干扰能力ꎮ 将工

作电极保存在 ４℃的冰箱中ꎬ在最初的 ５ ｄꎬ工作电

　 　 　 　 　 　 　

图 ９　 工作电极的抗干扰性能
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极的灵敏度保持在 ９５％以上ꎬ１ 个月后ꎬ电极的灵敏

度保持在 ９０％ꎬ表明该传感器稳定性较好ꎮ 工作电

极的稳定性见图 １０ꎮ

图 １０　 工作电极的稳定性

３　 结论

通过置换电沉积在煤基活性炭上的 Ｃｏ 粒子ꎬ
在煤基活性炭载体上固定纳米 Ａｕꎬ物理吸附葡萄糖

氧化酶制作 ＧＯｘ / Ａｕ / ＡＣ 电极ꎮ 结合电化学检测手

段ꎬ制备了一种简单、酶固载量大的葡萄糖传感器ꎮ
葡萄糖的线性范围在 ２􀆰 ５０ ~ ２０􀆰 ３１ ｍｍｏｌ / Ｌ 之间ꎬ检
出限为 ０􀆰 １８ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ米氏常数为 ０􀆰 ９３ ｍｍｏｌ / Ｌꎮ 对

葡萄糖具有良好的检测性、重现性和稳定性ꎮ
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