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摘要　用电化学方法在纳米级微带金电极上聚合邻苯二胺 ( PPD)的同时实现了葡

萄糖氧化酶 ( GOD)的固定。制得的 GOD-PPD-Au酶电极呈现典型的酶催化反应

动力学特征 ,具有抗干扰、响应速度快、稳定性好的优点 ,固定化葡萄糖氧化酶的表

观米氏常数为 5. 4 mmol /L.
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0　前　　言
酶的固定是生物传感器制作中的重要环节 ,酶的固定方法有许多种 ,如物理包埋法 [ 1] ,

化学交联法 [2 ] ,电聚高分子膜固定法 [3 ]等。而用电化学聚合高分子膜固定酶制备生物传感器

是近年来发展起来的一种新方法 ,它具有制作简单、重现性好、响应快等优点 ,因而越来越受

到人们的重视。目前用于制备这类传感器的电聚合高分子主要是聚吡咯及其衍生物 [4 ]、聚苯

胺
[5 ]
等导电高分子 ,而用聚邻苯二胺

[6 ]
、聚苯酚

[7 ]
等非导电性高分子制备的传感器 ,更具有

响应快、灵敏度高、抗干扰能力强等特点 ,颇具研究和应用价值。电聚高分子膜固定化酶传感

器大多基于铂电极或玻碳电极等常规电极 ,微电极上的研究还较少 [8 ] ,为了实现生物电化学

传感器的微型化 ,最终达到分析的目的 ,有必要研究微电极及超微电极上酶的固定及其酶电

极的电化学行为。本文中报道了在纳米级微带金电极上电聚合邻苯二胺同时固定葡萄糖氧

化酶 ,并研究了酶电极的性质及对葡萄糖的电化学响应。

1　实验
1. 1　仪器

　　 M273恒电位仪及 M270电化学分析系统 ( EG& G, PAR Co , U SA) ; FX-850打印机 ( EP-

SON Co , USA) ; HP绘图仪 ( HP Co , U SA) ; 501型超级恒温槽 (上海实验仪器厂 )



1. 2　试剂和材料

　　葡萄糖氧化酶 ( GOD, EC1. 1. 3. 4, TypeⅡ , 23 800 u /g , Aspergillus nig er)及 β -葡萄

糖均为 Sigma公司产品 ;邻苯二胺 (化学纯 )为上海试剂厂产品 ; Na2HPO4和 NaH2 PO4均为

分析纯 ,缓冲溶液的总浓度为 0. 10 mol /L;实验用水为二次石英亚沸蒸馏水。

1. 3　实验方法

　　电化学实验采用三电极体系 ,在自制的电解池中进行 ,纳米级微带金电极 ( 88 nm× 0. 5

cm )为工作电极
[9 ]

,铂丝为对电极 ,饱和甘汞电极为参比电极。控制实验温度为 ( 25±

0. 1)℃ ,并将电解槽置于屏蔽箱中以抗干扰。微带金电极首先用 1200目的砂纸打磨 ,再超声

洗净 ,然后置于磷酸缓冲溶液中 ,在 0～ + 1. 0 V ( vs SCE)的电位范围内以 100 mV /s的扫描

速率循环扫描直至得到一稳定的背景电流曲线。邻苯二胺的电化学聚合及葡萄糖氧化酶的

同时固定 ,在含 5 mmo l /L邻苯二胺和 500 u /ml葡萄糖氧化酶的醋酸盐缓冲溶液中 ( PH=

5. 2)于+ 0. 65 V的电位下恒电位电解进行。制得的酶电极在缓冲溶液中漂洗数分钟 ,再浸

入 PH= 7的磷酸盐缓冲溶液 ,置于 4℃的冰箱中保存备用。葡萄糖的储备液在使用前 24 h配

制 ,以使其两种旋光异构体能够平衡。

1. 4　响应电流的测定

　　葡萄糖在葡萄糖氧化酶的存在下发生下列反应:

　　　 gluco se+ O2+ H2O
GOD

gluconic acid + H2O2 ( 1)

　　这里 GOD是葡萄糖氧化酶 ,酶电极上形成的 H2O2在恒电位下发生氧化:

　　　 H2O2— →O2+ 2H
+ + 2e ( 2)

　　氧化时产生的电信号用电流计检测。

　　测定响应电流的电池由 GOD-PPD-Au电极、铂丝对电极、 SCE参比电极的三电极体系

组成 ,电流—时间上的稳态电流值为酶电极的响应电流的测定值。

2　结果与讨论
2. 1　邻苯二胺 ( PD)在微带金电极上的电聚合及聚合膜的特性

　　图 1是 PD在微带金电极上电化学聚合的多次扫描循环伏安曲线。由图可见 , PD的电氧

化是完全不可逆的。第一次扫描的氧化电流很大 ,从第二次扫描起电流便迅速降低 ,直至一

个很小的稳定值 ,这表明电极表面形成了非电活性膜 [5 ] ,非电活性膜的形成阻止了 PD在电

极表面继续氧化 ,因而 PD的氧化电流迅速减小。PD几乎可以在所有的 PH值范围中形成

一层聚邻苯二胺高分子膜。文献 [10]中运用旋转圆盘电极通过测定氢离子在膜内的还原 ,然

后根据 Ik
- 1
对k

- 1 /2
的斜率获得膜的厚度为 10 nm. 一般来说 ,微电极因其快速的传递速率

难于在电极表面生成膜 ,实验中发现 ,通过增加扫描电位范围能够在微带金电极上得到一层

较好的聚合物膜。

　　电聚邻二苯胺 ( PPD)膜具有很好的选择性透过某些物质的功能。图 2是 4 mmol /L抗坏

血酸在裸露的微带金电极和 PPD修饰膜电极上的响应情况 ,抗坏血酸在裸电极上 0. 2 V时

就有电流响应 ,而且几乎形成一个平台 ,说明抗坏血酸在裸电极上是一个比较快的电化学过

程。当电极被 PPD修饰以后 ,抗坏血酸在该电极上的响应显著下降 ,可见这种修饰电极可以

很好地消除抗坏血酸的干扰。对于聚吡咯修饰电极 ,因为膜带正电荷 ,带负电荷的抗坏血酸
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在电极表面静电吸引而对电极响应产生干扰。实验中还发现 PPD膜能够阻止尿酸、多巴胺

在电极上氧化 ,而让 H2O2透过 ,这对制备传感器是非常有利的。

　　图 1　 PD在金电极聚合的 CV图　　　　　　　图 2　抗坏血酸在 Au电极 ( a)和

CPD: 5 mmol L- 1　扫速: 50 mv s- 1　 PPD-Au电极 ( b)上的 CV图

介质: 　 pH= 7的磷酸缓冲液 CV C: 4 mmol L- 1　　扫速: 50 mv s- 1

介质: PH= 7的磷酸缓冲液

2. 2　在微带金电极上聚邻苯二胺和葡萄糖氧化酶的同时固定

　　 Yoshihito等报道了在铂电极上电沉积铂黑的同时固定葡萄糖氧化酶 ,且运用恒电位方

法研究了在加入葡萄糖氧化酶前后的电流对时间的响应曲线 ,在加入葡萄糖氧化酶后其电

流因为有葡萄糖氧化酶的吸附而使铂的还原电流减少。陈洪渊 [8 ]等研究了聚吡咯过程中葡

萄糖氧化酶的存在对于吡咯膜生长的影响。实验中发现 ,随葡萄糖氧化酶的加入而减慢其

“成核”和“膜生长”的速度。

　　作者在实验中发现 ,在邻苯二胺的聚合过程中葡萄糖氧化酶的加入对电流—时间响应

曲线也有影响。在加入葡萄糖氧化酶以后其电流响应增加。这一特征刚好与文献 [8 ]相反。这

是由于随着葡萄糖氧化酶的加入 ,使不导电的邻苯二胺聚合膜因掺杂而暴露出电极表面的

活性点 ,从而使电流增加 ,成膜速度也加快。这说明 ,导电聚合膜在葡萄糖氧化酶存在时 ,其

生长过程因葡萄糖氧化酶的吸附而阻碍膜的生长 ,非导电聚合膜则由于葡萄糖氧化酶的掺

杂而使电流增加。

　　分别用恒电位法和循环伏安法两种固定方式考察传感器的性能 ,发现循环伏安固定制

备传感器的重现性不如恒电位固定的好。故本实验中邻苯二胺的电化学聚合和葡萄糖氧化

酶 的同时固定 ,是在含 5mmol / L邻苯二胺和 5 00u /ml GOD的醋酸盐缓冲溶液中 ( pH

5. 2) ,于 0. 65 V恒电位通氮除氧电解 10 min后得到的。

2. 3　 PPD-GOD-Au酶电极对葡萄糖的电流响应

　　图 3是酶电极在含葡萄糖的缓冲溶液中电位从 0. 0 V阶跃到+ 0. 6 V时电流对时间的

响应曲线 ,由于 t1 /2 = 0. 1d
2
/D ( d为膜厚 , D为扩散系数 , t1 /2为达到稳态电流所需时间的一

半 ) ,而聚邻苯二胺的膜厚较小 ,所以稳态电流可以很快地获得 ,稳态电流 I与葡萄糖浓度 c

的关系见图 4,当浓度较小时 , I随 c线性增加 ;当浓度较大时 , I与 c基本无关 ,电流到达一极

限值 ,表现出明显的酶催化反应动力学特征 ,则表观米氏 ( Michealis M enten)常数可按 Sh u

和 Wilson提议的电流法求得 , K '= 5. 4 mmol /L.
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　图 3　 酶电极的响应电流随时间的变化

　　　电位: + 0. 60 V,　　 PH: 7. 0

　　　葡萄糖浓度 (m mol /L): a— 1, b— 2, c— 5

　　　　　

图 4　酶电极的响应电流与葡萄糖

　　 浓度之间的关系

　　电位: + 0. 60V, PH: 7. 0

2. 4　影响酶电极响应电流的因素

2. 4. 1　电位对酶电极响应电流的影响　前述反应 ( 2)是一个电化学反应 ,因而它的反应速

率与电位有关 ,在+ 0. 40～ + 0. 8 V范围内 ,酶电极的响应电流随电位的变化见图 5,被测的

缓冲液中含葡萄糖 5 mmol /L, pH= 7,从反应 ( 2)可看出 ,反应速率应随电位升高而增快 ,这

与图 5的实验结果是一致的。但当电位高于+ 0. 65 V时 ,基底电流会增加 ,同时过高的电极

电位会使酶电极本身的活性下降而不利测量。所以本文中选择+ 0. 6 V( v s SCE)对葡萄糖

进行电流测定。

2. 4. 2　 pH值对酶电极活性的影响　 pH值对酶催化反应速率及酶活性影响较大。过酸、过

碱均会使酶分子结构破坏而变性失活 ,所以作者试验考察了在葡萄糖浓度为 5 mmo l /L的

磷酸缓冲溶液中酶电极的响应电流随 pH值变化的情况 , 结果见图 6。从图中可以看出 , pH

值在 6～ 7. 5范围内 ,曲线较为平坦 ,说明酶电极在此 pH值范围内电化学活性较大。因而选

择 pH= 7. 0作为酶电极的操作条件。

　　图 5　酶电极的响应电流随电位的变化　　　　　　　图 6　酶电极的响应电流与
溶液 PH值之间的关系
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2. 5　酶电极的稳定性
　　 GOD-PPD-Au电极的稳定性 ,是根据 5 mmo l /L葡萄糖在酶电极上响应电流随时间的

变化来考察的。存放在磷酸盐缓冲溶液中于 4℃冰箱中保存备用的酶电极在一星期后测得的

电流基本不变 ,而在两星期后电流响应则约下降为原来的 86% . 可见 ,此酶电极具有较好的

稳定性。
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Characteristics and Application of Glucose Oxidase

Immobilized by Poly(O-Phenylenediamide) Film at

Nanometer-Sized Microband Gold Electrode
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( Dept. of Chem. Eng,Wuxi Univ ersi ty of Ligh t Indu st ry, Wuxi 214036)

Zhou Dongmei　　 Chen Hongyuan
( Department of chemist ry, Nan jing univ ersi ty, Nanjing 210093)

Abstract　 Glucose oxidase w as simul taneously immobilized in polymer film a t a nanome-

ter-sized microband go ld electrode by means of elect rochemical polymerization o f o-

phenylenediamide. The response to g lucose show s kinetic characteristics of the typical en-

zyme-cataly zed reaction at GOD-PPD-Au. M oreover, i t possesses many vi rtures such as

resistance, rapid electrochemical response and good stability. The apparent Michealis Con-

stant is 5. 4mmo l /L.

Key words　 eleat rochemical senso r; microband go ld elect rode; po ly ( o-phenylenediamide) ;

g lucose oxidase
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