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以聚中性红为介体的生化需氧量
微生物传感器的研制
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摘要:制备了一种用于生化需氧量检测的新型微生物传感器ꎬ选用玻碳电极为基底电极、海藻酸钠( ＳＡ)改性的聚乙烯醇

(ＰＶＡ)凝胶为微生物包埋载体、地衣芽孢杆菌为固定化微生物ꎬ将氧化还原介体中性红(ＮＲ)电聚合到微生物细胞表面形成聚

中性红(ＰＮＲ)ꎬ并对传感器电化学性能进行了探究ꎮ 结果表明ꎬ与微生物敏感膜内细胞结合的 ＰＮＲ 能有效保持氧化还原性能ꎬ
从而促进微生物与电极表面的电子转移ꎮ 该电极在 ４~２４ ｍｇ / Ｌ ＢＯＤ 标准溶液中呈现良好的线性响应性能ꎬ检出限 ２ ｍｇ / Ｌ(Ｓ /
Ｎ＝ ３)ꎬ响应时间 ４００ ｓꎮ 固定化微生物存活率 ８０％以上ꎬ最适酸碱环境为中性ꎬ最适温度为 ３５℃ꎮ 微生物传感电极在 ２ 个月内

保持着良好的稳定性ꎮ
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　 　 生化需氧量(ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｏｘｙｇｅｎ ｄｅｍａｎｄꎬＢＯＤ)
表示水中微生物在生化作用下氧化分解有机物时所

消耗的溶解氧量ꎬ是水质监测中常用衡量水体中有

机污染物的重要指标之一[１]ꎮ ＢＯＤ 的标准分析方

法[２]检测程序烦琐ꎬ分析时间长达 ５ ｄꎬ不能及时反

映水体污染的情况ꎬ难以实现在线监测[３]ꎮ
微生物在氧化分解有机物的过程中ꎬ溶解氧会

作为电子受体参与ꎬ产生的电子转移可通过电化学

测试仪器转化为电流响应信号ꎬ通过电流信号的

变化情况间接确定 ＢＯＤ 值[４] 的方法大幅缩短了

检测耗时ꎮ 然而ꎬ水体中溶解氧浓度往往并不高

(≤８ ｍｇ / Ｌꎬ２５℃)ꎬ导致响应信号微弱ꎬ且溶解氧浓

度易随环境因素发生变化ꎬ影响检测结果的准确性ꎮ
为了克服这些弊端ꎬ研究者使用氧化还原介体替代

水体中溶解氧ꎬ作为微生物降解过程中的电子受

体[５]ꎮ 这些氧化还原介体可以作为微生物与电极

间的桥梁ꎬ将电子从细胞内的氧化还原活性位点引

导至电极表面ꎬ进行更高效的电子转移ꎬ提升电流响

应性能ꎮ
常用的氧化还原介体包括硫堇、亚甲蓝、中性
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红、二茂铁和铁氰化钾等[６－７]ꎮ 中性红(ＮＲ)属于碱

性吩嗪染料ꎬ可于电极表面聚合形成聚中性红

(ＰＮＲ)ꎬ具有优异的电化学可逆性ꎬ氧化还原电位

为－０􀆰 ３３ Ｖꎬ与微生物主要代谢电子载体 ＮＡＤＨ /
ＮＡＤ＋的电位值－０􀆰 ３２ Ｖ 高度相容[８－９]ꎮ 目前 ＰＮＲ
修饰电极常用于对葡萄糖、谷氨酸、过氧化氢、多巴

胺、ＤＮＡ 等物质的测定[１０]ꎬ其中 ＰＮＲ 多位于电极

表面ꎮ
利用改性的聚乙烯醇水凝胶作为微生物的包埋

载体ꎬ将地衣芽孢杆菌固定于玻碳电极表面形成微

生物敏感膜ꎮ 在此基础上ꎬ进一步将 ＮＲ 引入至微

生物敏感膜内细胞表面电聚合生成 ＰＮＲꎬ形成氧化

还原介体 ＰＮＲ 和地衣芽孢杆菌的共固定ꎬ使得 ＰＮＲ
可以与微生物细胞更紧密地接触ꎬ从而制备出了一

种新型的生化需氧量微生物传感器ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 仪器与试剂

ＣＨＩ７６０Ｅ 电化学工作站(上海辰华有限公司)ꎻ
ＤＦ－１０１Ｓ 集热式恒温加热磁力搅拌器(巩义市予华

仪器有限责任公司)ꎻ ３􀆰 ０ ｍｍ 玻碳电极、０􀆰 ５ ｍｍ×
３７ ｍｍ 铂丝电极、Ｒ０３０３ 型 Ａｇ / ＡｇＣｌ 参比电极(上
海越磁电子科技有限公司)ꎻ激光共聚焦显微镜

(ＯｌｙｍｐｕｓＦＶ１２００)ꎮ
地衣芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ)ꎬ购自中国

普通微生物菌种保藏管理中心(ＣＧＭＣＣ)ꎻ海藻酸钠

(ＳＡꎬ生化级)ꎬ购自上海麦克林生化科技有限公司ꎻ
聚乙烯醇(ＰＶＡ)、中性红(ＮＲ)ꎬ购自国药集团化学

试剂有限公司ꎻ二乙酸荧光素(ＦＤＡꎬ９７％)、碘化丙

啶(ＰＩꎬ９４％)ꎬ购自上海阿拉丁生化科技股份有限公

司ꎮ 其余试剂均为分析纯ꎮ
ＬＢ 培养基:１０ ｇ / Ｌ ＮａＣｌ、５ ｇ / Ｌ 酵母提取物、

１０ ｇ / Ｌ 蛋 白 胨ꎻ 电 极 检 测 液: ０􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌ ＫＣｌ、
５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｋ３(ＦｅＣＮ) ６ꎻ０􀆰 ０５ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸盐缓冲溶液

(ＰＢＳ):８􀆰 ９５３ ５ ｇ / Ｌ Ｎａ２ＨＰＯ４􀅰１２Ｈ２Ｏ、３􀆰 ４０２ ３ ｇ / Ｌ
ＫＨ２ＰＯ４ꎬｐＨ 为 ６􀆰 ９ꎻ１００ ｍｇ / Ｌ ＢＯＤ 标准溶液[１１]:
６２􀆰 ８ ｍｇ / Ｌ 葡萄糖、６２􀆰 ８ ｍｇ / Ｌ Ｌ－谷氨酸ꎬ以 ＰＢＳ 为

溶剂ꎻ荧光染色液:１００ μｇ / ｍＬ ＦＤＡ、６０ μｇ / ｍＬ ＰＩꎬ
以丙酮和 ＰＢＳ 为溶剂[１２]ꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

(１)微生物的培养

取地衣芽孢杆菌菌种接种至 ＬＢ 培养基ꎬ置于

３０℃恒温摇床ꎬ转速 １５０ ｒ / ｍｉｎꎬ培养 ４８ ｈ 使其活化ꎮ

接种体积分数 １％的活化液至 ＬＢ 培养基ꎬ恒温振荡

培养 ２４ ｈꎬ离心分离微生物细胞ꎬ并用 ＰＢＳ 溶液反

复洗涤菌体、离心ꎬ收集湿菌体备用ꎮ
　 　 (２)修饰电极的制备

玻碳电极(ＧＣＥ)经砂纸、Ａｌ２Ｏ３ 粉打磨抛光后ꎬ
用无水乙醇和超纯水超声清洗ꎬ除去电极表面杂质

和有机物质ꎬ于电极检测液中 ＣＶ 扫描检测电极活

性ꎮ 于 ０􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ＳＯ４ 溶液中以 ＣＶ 法活化ꎬ用去

离子水冲洗ꎬ晾干备用ꎮ
制备 ＳＡ 改性的 ＰＶＡ 包埋凝胶ꎬ将湿菌体用

ＰＢＳ 溶液分散后按一定比例与凝胶混合ꎬ取 ５ μＬ 滴

涂于 ＧＣＥ 表面ꎬ放置于 ４℃无菌环境 １２ ｈ 后自然凝

固成膜ꎬ记为 ＧＣＥ / Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ－ＰＶＡꎮ
ＮＲ聚合方法:选取工作电极置于 ＰＢＳ＋０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ

ＮＲ 溶液中ꎬ以铂丝为对电极ꎬＡｇ / ＡｇＣｌ 为参比电极ꎬ
设置 ＣＶ 参数ꎬ先于－１􀆰 ４ ~ １􀆰 ８ Ｖ 扫描 １０ 圈进行电

引发ꎬ再于－０􀆰 ８ ~ ０􀆰 ８ Ｖ 扫描 １０ 圈进行电聚合ꎬ扫
描速率 １００ ｍＶ / ｓꎮ

(３)电化学测试

测试使用 ＣＨＩ７６０Ｅ 电化学工作站ꎬ以铂丝为对

电极ꎬＡｇ / ＡｇＣｌ 为参比电极ꎮ 在与 ＢＯＤ 值相关的电

化学测试进行之前ꎬ微生物传感电极需在测试溶液

中孵育 ３０ ｍｉｎ 以保持稳定ꎮ 计时电流法用于电流

响应值的测试ꎬ 施加的电位为 － ０􀆰 ３ Ｖ ( ｖｓ􀆰 Ａｇ /
ＡｇＣｌ)ꎬ测试时间 ４００ ｓ 以保证 ｉ－ｔ 曲线达到稳定ꎬ测
试温度 ３０℃ꎮ

(４)荧光检测

中性红荧光检测:剥落传感电极上的微生物膜

制作测试玻片ꎬ 使用荧光显微镜分析ꎬ 样品在

５４３ ｎｍ 波长下激发ꎬ接收红光ꎬ放大 ４００ 倍拍摄ꎮ
微生物活性检测:将传感电极前端置于荧光染

色液中避光浸泡 １０ ｍｉｎꎬ剥落微生物膜制作测试玻

片ꎬ使用激光共聚焦显微镜(ＣＬＳＭ)进行荧光分析ꎮ
样品在 ４８８、５５９ ｎｍ 波长下激发ꎬ接收光范围 ５００ ~
６００ ｎｍꎬ放大 １００ 倍拍摄ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 氧化还原介体聚中性红的性能测试

探究了 ２ 种不同聚合方式下ꎬＰＮＲ 作为氧化还

原介体的性质ꎮ 第一种聚合方式ꎬ以 ＧＣＥ 为工作电

极ꎬ在表面直接电聚合形成 ＰＮＲ 膜ꎬ记为 ＧＣＥ /
ＰＮＲꎻ第二种以 ＧＣＥ / Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ－ＰＶＡ 为工

作电极ꎬ将 ＮＲ 聚合至微生物敏感膜内的细胞表面ꎬ
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记为 ＧＣＥ / Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ－ＰＶＡ / ＰＮＲꎮ
首先测试了 ＧＣＥ / ＰＮＲ 修饰电极在不同扫描速

率下的 ＣＶ 曲线ꎬ以及 ＣＶ 曲线中峰电流值与扫速的

关系ꎮ 图 １(ａ)为 ＧＣＥ / ＰＮＲ 在 ＰＢＳ 溶液体系中的

ＣＶ 曲线ꎬ扫描电位－０􀆰 ８ ~ ０􀆰 ８ Ｖꎬ扫描速率在 １０ ~
１００ ｍＶ / ｓ 间设置梯度ꎮ 在扫描速率 １００ ｍＶ / ｓ 的

ＣＶ 曲线上ꎬ出现了 ２ 对明显的氧化还原峰 Ｐ １ 与

Ｐ ２ꎬ这显示了 ＧＣＥ / ＰＮＲ 电极上的氧化还原行为ꎬ随
着扫描速率的减小ꎬ氧化还原峰处对应的电流值逐

渐减小ꎬ峰型也逐渐趋于平缓ꎮ 选取 Ｐ １ 处氧化峰的

峰电流与扫速进行线性拟合ꎬ结果如图 １(ｂ)所示ꎬ
可见峰电流与扫速的一次方呈正比ꎬ线性相关度为

０􀆰 ９９８ ８ꎬ这说明了 ＧＣＥ / ＰＮＲ 的电极反应为吸附过

程控制ꎮ

１—１０ ｍＶ / ｓꎻ２—２０ ｍＶ / ｓꎻ３—４０ ｍＶ / ｓꎻ４—６０ ｍＶ / ｓꎻ

５—８０ ｍＶ / ｓꎻ６—１００ ｍＶ / ｓ

(ａ)不同扫描速率下的 ＣＶ 曲线

(ｂ)扫描速率与响应电流值的拟合曲线

图 １　 ＧＣＥ / ＰＮＲ 修饰电极上 ＰＮＲ 的性质

图 ２ 显示了从 ＧＣＥ / Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ－ＰＶＡ /
ＰＮＲ 剥落的微生物敏感膜中ꎬ微生物细胞表面 ＮＲ
发出的红色荧光ꎬ这说明了 ＮＲ 已经聚合到了细胞

表面并与之紧密结合ꎮ 以 ＧＣＥ / Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ－
ＰＶＡ / ＰＮＲ 为工作电极进行了同样的电化学测试ꎮ
从图 ３(ａ)可以看出ꎬ在扫速 １００ ｍＶ / ｓ 的 ＣＶ 曲线

上ꎬ同样存在 ２ 对明显的氧化还原峰 Ｐ １ 与 Ｐ ２ꎬ且峰

型与 ＧＣＥ / ＰＮＲ 的 ＣＶ 曲线中的峰型高度相似ꎬ这说

明微生物细胞上的 ＰＮＲ 依旧存在氧化还原性质ꎮ
随着扫描速率的减小ꎬ氧化还原峰处对应的电流值

同样减小ꎬ相较于 ＧＣＥ / ＰＮＲ 而言ꎬＰ １ 峰对处峰电位

存在小幅偏移ꎬ但峰型依旧明显ꎬ这表明位于微生物

膜中的 ＰＮＲ 依旧存在良好的可逆性ꎮ Ｐ １ 峰电流与

扫速的线性拟合曲线如图 ３(ｂ)所示ꎬ可见－０􀆰 ４ Ｖ
处氧化峰电流与扫速的平方根呈正比ꎬ线性相关度

０􀆰 ９９８ ８ꎬ 这表明 ＧＣＥ / Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ － ＰＶＡ /
ＰＮＲ 的电极反应为扩散过程控制ꎬ与 ＧＣＥ / ＰＮＲ 相

比存在差异ꎮ

图 ２　 微生物敏感膜的荧光显微成像

１—１０ ｍＶ / ｓꎻ２—２０ ｍＶ / ｓꎻ３—４０ ｍＶ / ｓꎻ４—６０ ｍＶ / ｓꎻ

５—８０ ｍＶ / ｓꎻ６—１００ ｍＶ / ｓ

(ａ)不同扫描速率下的 ＣＶ 曲线

(ｂ)扫描速率与响应电流值的拟合曲线

图 ３　 ＧＣＥ / Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ－ＰＶＡ / ＰＮＲ
修饰电极上 ＰＮＲ 的性质

２􀆰 ２　 生化需氧量的响应与标准曲线的测定

图 ４ 为 ＧＣＥ / Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ－ＰＶＡ / ＰＮＲ 在

空白溶液和 ２０ ｍｇ / Ｌ ＢＯＤ 溶液中的 ＣＶ 曲线ꎬ扫描

速率为 １００ ｍＶ / ｓꎮ 相较于空白溶液ꎬ２０ ｍｇ / Ｌ ＢＯＤ
溶液中测定的 ＣＶ 曲线上ꎬ－０􀆰 ４ Ｖ 处的氧化峰电流

值明显增加ꎮ 结果表明ꎬ固定化地衣芽孢杆菌在氧

化有机底物时具有良好的呼吸代谢能力ꎮ 因此ꎬ制
备的微生物传感电极 ＧＣＥ / Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ －
ＰＶＡ / ＰＮＲ 具有良好的生化需氧量响应性能ꎮ
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１—２０ ｍｇ / Ｌ ＢＯＤꎻ２—空白溶液

图 ４　 传感电极在空白溶液与 ２０ ｍｇ / Ｌ ＢＯＤ
溶液中的 ＣＶ 曲线

图 ５ 为 ＧＣＥ / Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ－ＰＶＡ / ＰＮＲ 在

不同浓度 ＢＯＤ 溶液中的 ｉ－ｔ 曲线及电流值与浓度的

拟合曲线ꎮ 如图 ５(ａ)所示ꎬ在 ４ ~ ３２ ｍｇ / Ｌ ＢＯＤ 浓

度的溶液中ꎬ随着浓度增加ꎬｉ－ｔ 曲线终电流值也相

应增大ꎬ这进一步说明制备的 ＧＣＥ / Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉ￣
ｆｏｒｍｉｓ－ＰＶＡ / ＰＮＲ 具备优良的生化需氧量传感性

能ꎮ 将终电流值与 ＢＯＤ 浓度进行线性拟合ꎬ结果如

图 ５(ｂ)所示ꎬ在 ４~２４ ｍｇ / Ｌ ＢＯＤ 浓度范围内ꎬ响应

电流与 ＢＯＤ 浓度存在良好的线性关系ꎬ线性相关度

为 ０􀆰 ９９９ ８ꎮ 图中 ２８ ｍｇ / Ｌ 与 ３２ ｍｇ / Ｌ ＢＯＤ 浓度处

的响应电流值偏低ꎬ原因可能是滴涂于 ＧＣＥ 表面的

包埋体系中微生物的负载量存在上限的缘故ꎮ

１—４ ｍｇ / Ｌꎻ２—８ ｍｇ / Ｌꎻ３—１２ ｍｇ / Ｌꎻ４—１６ ｍｇ / Ｌꎻ５—２０ ｍｇ / Ｌꎻ

６—２４ ｍｇ / Ｌꎻ７—２８ ｍｇ / Ｌꎻ８—３２ ｍｇ / Ｌ

(ａ)不同 ＢＯＤ 浓度下的 ｉ－ｔ 曲线

(ｂ)ＢＯＤ 浓度与响应电流拟合曲线

图 ５　 传感电极对不同 ＢＯＤ 浓度的响应情况

２􀆰 ３　 电极稳定性测试与细胞活性观察

２􀆰 ３􀆰 １　 传感电极的稳定性

通过计时电流法测定 １００ ｍｇ / Ｌ ＢＯＤ 标准溶液

中的响应电流值来检测 ＧＣＥ / Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ－
ＰＶＡ / ＰＮＲ 的稳定性ꎮ 如图 ６ 所示ꎬ在 ６１ ｄ 内选取

１７ ｄ 进行的电极稳定性测试ꎬ响应电流值在第 １
日的测试结果相对偏低ꎬ在后续测试中趋于稳定ꎬ
均在－１􀆰 １ ~ －０􀆰 ９ μＡ 以内ꎬ相对标准偏差 ＲＳＤ 为

４􀆰 ２２％ꎮ

图 ６　 响应电流值的稳定性测试

２􀆰 ３􀆰 ２　 微生物的荧光显微成像

使用 ＣＬＳＭ 对染色后的微生物膜进行荧光分

析ꎬ结果如图 ７ 所示ꎮ 图 ７(ａ)显示了存活的地衣芽

孢杆菌经 ＦＤＡ 染色后发出的绿色荧光ꎬ细胞大范围

均匀分布于膜内ꎬ显现出良好的活性ꎻ图 ７(ｂ)显示

了死亡的地衣芽孢杆菌经 ＰＩ 染色后发出的红色荧

光ꎬ多为小范围聚集ꎮ 经过图 ７(ｃ)的红绿荧光叠加

对比观察ꎬ可见 ＧＣＥ / Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ－ＰＶＡ / ＰＮＲ
在存放了 ３０ ｄ 后ꎬ微生物膜中的地衣芽孢杆菌依然

有大部分保持着活性ꎬ存活率在 ８０％以上ꎮ

(ａ)存活细胞的绿色荧光 (ｂ)死亡细胞的红色荧光

(ｃ)红绿荧光叠加对比

图 ７　 ＧＣＥ / Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ－ＰＶＡ / ＰＮＲ
在存放 ３０ ｄ 后的 ＣＬＳＭ 荧光显微成像

２􀆰 ４　 电极性能影响因素的测试

ｐＨ 及温度均对微生物活性有着较大的影响ꎬ因
此ꎬ探究 ｐＨ 及温度对传感电极性能的影响非常

重要ꎮ
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２􀆰 ４􀆰 １　 ｐＨ 的影响

通过测定传感电极在不同 ｐＨ 的 １００ ｍｇ / Ｌ
ＢＯＤ 标准溶液中的电流响应值来分析 ｐＨ 的影响ꎮ
不同 ｐＨ 的溶液通过改变 ＰＢＳ 中 Ｎａ２ＨＰＯ４􀅰１２Ｈ２Ｏ
和 ＫＨ２ＰＯ４ 的配比进行配置ꎬ保持 ＰＢＳ 浓度始终为

０􀆰 ０５ ｍｏｌ / Ｌꎮ 记录不同 ｐＨ 及温度下 ｉ－ｔ 曲线终电

流值ꎬ结果如图 ８ 所示ꎬ当溶液 ｐＨ 在 ５􀆰 ９~ ８􀆰 ３ 范围

内ꎬＧＣＥ / Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ － ＰＶＡ / ＰＮＲ 均有着较

高的电流响应ꎬ说明此时微生物膜内的地衣芽孢杆

菌活性较高ꎮ ｐＨ 为 ６􀆰 ９ 时电流响应值达到最高ꎬ随
着 ｐＨ 升高至 ９􀆰 １ꎬ响应电流逐渐减小ꎻｐＨ 逐渐降低

直至小于 ５􀆰 ９ 时ꎬ响应电流大幅减小ꎬ说明酸性和碱

性环境均会降低 ＧＣＥ / Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ － ＰＶＡ /
ＰＮＲ 的响应性能ꎬ酸性环境对电极性能的减幅尤为

严重ꎬ微生物细胞在酸性条件下活性受到严重抑制ꎮ
因此ꎬ传感电极最适的测试环境为中性ꎮ

图 ８　 ｐＨ 对电极响应电流值的影响

２􀆰 ４􀆰 ２　 温度的影响

当温度变化时ꎬ溶液体系的活度也会相应变化ꎬ
从而对测试电流值产生大幅影响ꎮ 为了避免活度对

响应电流的影响ꎬ本研究通过测定不同温度下空白

溶液和 １００ ｍｇ / Ｌ ＢＯＤ 标准溶液中的电流响应值的

差值ꎬ来体现 ＧＣＥ / Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ － ＰＶＡ / ＰＮＲ
的响应性能ꎮ 如图 ９(ａ)所示ꎬ传感电极在空白溶液

和 １００ ｍｇ / Ｌ ＢＯＤ 标准溶液中的电流响应值存在差

异ꎮ 记录不同温度下的终电流差值并进行分析ꎬ结
果如图 ９(ｂ)所示ꎬ随着温度升高ꎬ响应电流差值逐

　 　 　 　 　 　 　

１—空白溶液ꎻ２—１００ ｍｇ / Ｌ ＢＯＤꎻ３—响应电流差值

(ａ)空白溶液和 １００ ｍｇ / Ｌ ＢＯＤ 中的 ｉ－ｔ 曲线

(ｂ)不同温度下的响应电流差值

图 ９　 温度对电极响应电流值的影响

渐提升ꎬ在 ３５℃ 时达到最高值ꎬ后大幅下降ꎮ 这说

明传感电极中固定的地衣芽孢杆菌在 ３５℃时有较

高的活性ꎬ低温区间活性也较为低下ꎬ而过高的温度

会大幅抑制微生物的活性ꎬ因此ꎬ传感电极最适测试

温度为 ３５℃ꎮ

３　 结论

(１)在微生物传感电极中ꎬ固定于细胞表面的

氧化还原介体 ＰＮＲ 能够呈现良好的氧化还原性能ꎬ
从而对电子进行传输ꎬ电极反应动力学异于裸玻碳

电极表面的聚中性红ꎬ为扩散过程控制ꎮ
(２)制备的微生物传感电极对生化需氧量有着

良好的响应性能ꎬ分析测试范围为 ４ ~ ２４ ｍｇ / Ｌ
ＢＯＤꎬ检出限 ２ ｍｇ / Ｌꎬ标准曲线呈现良好的线性相

关性ꎬＲ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ８ꎮ
(３)微生物传感电极能够在 ２ 个月内的测试中

保持响应电流值的稳定ꎬ响应值的相对标准偏差为

４􀆰 ２２％ꎬ修饰电极上固定于微生物膜内的细胞存活

率达 ８０％以上ꎬ最适酸碱环境为中性ꎬ最适温度

３５℃ꎮ
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