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葡萄糖氧化酶在金胶修饰碳糊电极上
的直接电化学及其应用
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(上海应用技术学院 化学工程系 , 上海 　200235)

摘要 : 　在制备金胶修饰碳糊电极 (Au/ CPE)的基础上 ,将葡萄糖氧化酶 ( GOD) 通过吸附作用

固定在 Au/ CPE 表面。固定化的 GOD 与电极之间能够进行直接的电子传递 ,纳米金颗粒能

增大对 GOD 的吸附量和吸附强度 ,同时使 GOD 的氧化还原中心 FAD/ FADH2 的还原态

FADH2 更趋稳定。对修饰电极检测葡萄糖的机理进行了讨论 ,并制备了基于检测氧化电流的

直接电子传递型葡萄糖传感器。
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Direct Electrochemistry of Glucose Oxidase on Colloidal Gold
Modified Carbon Paste Electrode and Its Application

GUO Xiao2ming , W A N G Gen2li , Y E Wei2li n , ZHOU Zu2x in , ZHU Xian

(Department of Chemical Engineering , Shanghai Institute of Technology ,Shanghai 200235 , China)

Abstract :Colloidal gold modified carbon paste electrode has been prepared. Glucose oxidase ( GOD) is im2
mobilized on the Au/ CPE by absorption exhibiting a well2defined behavior of direct electron transfer. The

magnitude of absorbed GOD is increased and the absorbility of GOD improved as the gold nanoparticles are

introduced into CPE. Meanwhile , FADH2 adsorbed on Au/ CPE is more stable than that absorbed on CPE.

The detection mechanism of the modified electrode for glucose has been discussed and glucose sensor of di2
rect electron transfer is fabricated based on the principle of detecting the oxidation current .
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　　基于酶与电极间直接电子传递的电流型生物

传感器能够简单直接地获取信号 ,已成为生物电

化学研究最重要的发展方向之一。但由于酶通常

具有较大的分子量 ,其氧化还原活性中心被厚的

蛋白质层包裹 ,酶的活性中心往往难以与电极发

生直接电子转移[1 ] 。通过对电极进行修饰的方

法可改善酶的活性中心与电极的作用 ,实现电子

的直接传递[2～4 ] 。鞠火晃先等[5 ]通过检测 GOD 中
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的 FAD 在电极表面的还原电流制得了直接电子

传递型葡萄糖传感器。本文考察了 GOD 与 Au/

CPE 间的直接电子传递行为 ,探讨了溶解氧及纳

米金颗粒对 GOD 直接电子传递行为的影响 ,并

对葡萄糖氧化酶/ 纳米金颗粒修饰碳糊电极

( GOD/ Au/ CPE)检测葡萄糖的机理进行了讨论 ,

制备出了基于检测氧化电流的直接电子传递型葡

萄糖传感器。

1 　实验部分

1 . 1 　仪器与试剂

CHI660 电化学综合测试仪 (上海辰华仪器公

司) ; PHS - 3D 型酸度计 (上海三信仪表厂) ;葡萄

糖氧化酶购自 Sigma 公司 (15 500 U/ g) ;石墨粉

购自国药集团化学试剂有限公司 (光谱纯) ;所用

其他试剂柠檬酸钠、氯金酸、葡萄糖等均为分析

纯 ,实验溶液均用二次蒸馏水配制。

1 . 2 　实验方法

1. 2. 1 　金胶的制备

金胶的制备参照文献 [ 6 ]。先配制 1 %的柠

檬酸钠溶液和 0. 01 %的氯金酸溶液 ,然后移取

0. 5 mL柠檬酸钠溶液滴入到预先煮沸的 50 mL

氯金酸溶液中 ,保持沸腾 15 min ,然后自然冷却。

1. 2. 2 　电极的制备

称取石墨粉 8 g 于研钵中 ,加入上述制备的

金胶 24 mL ,搅拌使其混合均匀 ,在烘箱中用 35

℃的低温烘干。然后加入 2. 88 mL 石蜡油 ,在研

钵中充分研磨 ,混合均匀。将此混合物填入一内

径为 4 mm 的玻璃管中 ,用玻棒压紧。在描图纸

上抛光 ,一端用铜丝引出 ,即得 Au/ CPE。在 Au/

CPE 上滴加一定量的 GOD 溶液 ,室温干燥 24 h ,

即得 GOD/ Au/ CPE。葡萄糖修饰碳糊电极 ( GOD

/ CPE)的制备方法与 GOD/ Au/ CPE 相同 ,只是在

制备过程中不加入金胶。

1. 2. 3 　电化学测量

采用三电极体系 : 修饰电极作工作电极 ,

1 cm2铂片作对电极 ,饱和甘汞电极作参比电极。

除非特别说明 ,所有测试的底液均通高纯氮气 20

min 除氧 ,并在整个实验过程中保持氮气氛。

2 　结果与讨论

2 . 1 　GOD/ Au/ CPE中 GOD 的直接电子传递行为

图 1 是 CPE、Au/ CPE 和 GOD/ Au/ CPE 在

p H 为 6. 5 的磷酸缓冲液 ( PBS) 中的循环伏安图。

由图可见 ,未修饰 GOD 的 CPE 和 Au/ CPE 循环

伏安曲线未出现氧化还原峰 ,图 1 中的 (a) 、(b) 。

同样条件下 , GOD/ Au/ CPE 的循环伏安曲线上出

现了一对氧化还原峰 ,图 1 中的 (c) 。显然 ,该氧

化还原峰是固定在 Au/ CPE 上的 GOD 产生的。

GOD 的氧化还原活性中心 FAD/ FADH2 与电极

发生了直接电子传递。反应如下 :

FAD + 2H + + 2e FADH2

氧化还原峰电位分别出现在 - 0. 45 和

- 0. 52 V ,氧化还原峰电流之比接近 1。

图 1 　在 pH= 6. 5 磷酸盐缓冲液中的循环伏

安图(扫描速度为 50 mV/ s)

( a) CPE,( b) Au/ CPE,( c) GOD/ Au/ CPE

2 . 2 　底液中的溶解氧对 GOD 直接电子传递行

为的影响

底液中的溶解氧对 GOD 的直接电子传递行

为有很大的影响。图 2 中的曲线 (a) 是 GOD/ Au/

CPE 在自然溶氧状态的 PBS 中的循环伏安曲线。

由曲线可见 ,还原峰电流比氧化峰电流大。这是

因为电对 O2/ H2O2 的电极电势比电对 FAD/

FADH2 的电极电势大 ,空气中的氧气溶解在 PBS

中后 ,会将 FAD/ FADH2 电对中的 FADH2 氧化

成 FAD ,使得 FAD/ FADH2 电对大多以氧化态

FAD 形式存在 ,因此电极上产生的还原电流比氧

化电流大。当 PBS 中通入高浓度氧气后 ,FADH2

浓度进一步减小 , FAD 浓度则进一步增大 ,导致

还原峰电流进一步增大 ,而氧化峰电流进一步减

小 ,见曲线 (b) 。曲线 (c) 是在 PBS 中通入高纯氮

气达饱和的情况下测得的循环伏安曲线。由于氮

气的通入使 PBS 中的溶解氧减少 , FAD/ FADH2

电对中的 FADH2 浓度增加 , FAD 浓度减少。因

而还原峰大为减小 ,氧化峰增大 ,氧化还原峰显示
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出较好的对称性。

图 2 　GOD/ Au/ CPE在 pH= 6. 5 磷酸盐缓冲液中的循

环伏安图(扫描速度为 50 mV/ s)

(a) 自然溶氧状态 ,( b)通氧气饱和 ,( c)通氮气饱和

2 . 3 　纳米金颗粒对 GOD 的直接电子传递行为

的影响

文献[7 - 10 ]报道在生物传感器中加入纳米

金颗粒能明显地提高传感器的响应电流和稳定

性 ,但纳米金颗粒与酶及电极之间的相互作用机

理还不是非常清楚。本文通过对 GOD/ CPE 和

GOD/ Au/ CPE 伏安行为的比较 ,考察纳米金颗粒

对 GOD 的直接电子传递行为的影响。

图 3 (a)是 GOD/ CPE 在 p H 为 6. 5 的 PBS 中

的循环伏安曲线。图中出现了一个较强的还原峰

和一个很弱的氧化峰 ,这表明 FAD/ FADH2 与

CPE直接进行了电子传递。然而 ,随着扫描次数

的增加 ,电流峰迅速减小 ,到第三圈时几乎消失。

原因在于 GOD 仅通过吸附作用固定在 CPE 上 ,

而这种吸附力非常微弱 ,当电极浸入溶液时 ,

GOD 在水分子的作用下很快脱附进入溶液。图

3 (b)是相同条件下 GOD/ Au/ CPE 的循环伏安曲

线。扫描 4 周后 ,电流峰基本达到稳定 ,循环伏安

曲线不再变化。这是由于纳米金颗粒具有大的比

表面积 ,同时与 GOD 有很好的亲和性 ,因而 GOD

在 Au/ CPE 上的吸附量大 ,吸附力强 ,能够较牢固

地固定在电极表面。

　　比较图 3 (a)和 (b) 还可以看到 , GOD/ CPE 的

还原峰较强 ,氧化峰则很弱 ,而稳定后的 GOD/

Au/ CPE 氧化还原峰近乎相等。在 GOD/ CPE

中 ,GOD 直接吸附在碳糊电极上 ,极少量的溶解

氧 (虽然已经通氮气除氧 ,但溶液中毕竟有微量的

溶解氧)就可将 FADH2 氧化为 FAD ,因此还原峰

电流大 , 氧化峰电流很小。GOD/ Au/ CPE 中

GOD 主要吸附在纳米金颗粒的表面 ,纳米金颗粒

使 FADH2 相对稳定 ,不易被溶液中极少量的氧

气氧化为 FAD ,因而有较多的 FADH2 在电极表

面丢失电子产生较大的氧化电流。作者认为纳米

金颗粒稳定 FADH2 的可能原因如下 :电流对 Au

+ / Au 的电极电势与金颗粒的大小有关 ,且随着

金颗粒的变小而变小[11 ] 。当金颗粒小到一定程

度时 ,φθ(Au + / Au) 小于φθ( FAD/ FADH2) ,即纳

米金颗粒成为比 FADH2 更强的电子给体。此

时 ,在金胶修饰碳糊电极上 ,溶解氧先氧化纳米金

颗粒 ,使 FADH2 得到了保护 ,因此相对稳定。这

是纳米金颗粒纳米尺寸效应的一种表现。

图 3 　在 pH= 6. 5 磷酸盐缓冲液中的循环伏安图

(扫描速度为 50 mV/ s)

2 . 4 　GOD/ Au/ CPE对葡萄糖的响应机理

应用 GOD/ Au/ CPE 中 GOD 与电极之间的

直接电子传递可实现对葡萄糖的检测 ,制备真正

意义上的直接电子传递型生物传感器。GOD/

Au/ CPE 对葡萄糖的响应机理有两种 :一种是通

过检测电极上还原电流的变化来达到检测葡萄糖

的目的。响应机理如下 :
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　　FAD 在电极表面得到电子被还原成

FADH2 ,产生还原电流。当在底液中加入葡萄糖

时 ,FAD 也会被葡萄糖还原成 FADH2 。这样导

致在电极上可被还原的 FAD 减少 ,产生的还原电

流也相应减小。在一定的范围内 ,加入葡萄糖的

量与还原电流的减小值成正比。为了使反应能够

持续进行 ,必须通入氧气将 FADH2 氧化为 FAD

以补充消耗掉的 FAD。另一种是通过检测氧化

电流的变化来达到检测葡萄糖的目的。响应机理

如下 :

　　FADH2 在电极表面失去电子被氧化成 FAD ,

产生氧化电流。当加入葡萄糖时 , FAD 被葡萄糖

还原成 FADH2。这样导致在电极上可被氧化的

FADH2 增加 ,产生的氧化电流也相应增大。在一

定的范围内 ,加入葡萄糖的量与氧化电流的增加值

成正比 ,因此通过检测电极上氧化电流的变化可以

达到检测葡萄糖的目的。为避免 FADH2 被底液中

的溶解氧所氧化而影响检测 ,须通入氮气排氧。

检测氧化电流变化的传感器相对检测还原电

流变化的传感器而言 ,灵敏度更低。但其检测原

理更简单直接 ,且可避免反应 ③产生的 H2O2 对

检测的干扰 (因为在 - 0. 4～ - 0. 5 V 的检测电位

下 ,H2O2 也会扩散到电极上发生还原反应产生还

原电流) ,因此本文制备的传感器选择基于检测氧

化电流变化的原理来实现对葡萄糖的检测。

图 4 是 GOD/ Au/ CPE 在 p H 为 6. 5 的 PBS

中测得的对葡萄糖响应的循环伏安图。加入葡萄

糖前 , GOD/ Au/ CPE 呈现 FAD/ FADH2 的一对氧

化还原峰 ,见曲线 (a) 。随着葡萄糖的加入 ,还原

峰减小 ,而氧化峰增大 ,见曲线 (b)～ (e) 。

2 . 5 　传感器的性能

传感器在 p H 为 6. 5 ,工作电位为 - 0. 43 V ,

工作温度为 30 ℃的最佳实验条件下得到的工作

曲线如图 5 所示。葡萄糖的浓度在 0. 08～0. 8

mmol/ L 的范围内与响应电流呈线性关系 ,回归

方程为 I (μA) = 0. 035 + 1. 58C ( mmol/ L) , r

= 0. 991 ,检出限为 0. 04 mmol/ L ( S / N = 3) 。

传感器达到稳定电流的 95 %所需时间小于 10 s。

图 4 　GOD/ Au/ CPE在 pH= 6. 5 磷酸盐缓冲液中的循

环伏安图(通氮气饱和 ,扫描速度为 50 mV/ s)

葡萄糖浓度为 : ( a) 0 , ( b) 0. 2 , ( c) 0. 4 ,

( d) 0. 6 , ( e) 0. 8 mmol/ L

图 5 　葡萄糖浓度与电流的线性关系图

　　在含 0. 4 mmol/ L 葡萄糖的 PBS 溶液中加入

0. 06 mmol/ L 抗坏血酸或 0. 3 mmol/ L 尿酸 (模

拟人血成分) [12 ] ,响应电流几乎不变。这一实验

结果表明 ,传感器能很好地消除抗坏血酸和尿酸

的干扰。

3 　结　论

通过吸附作用固定在金胶修饰碳糊电极表面

的 GOD 能够与电极之间进行直接电子传递。

GOD 中的氧化还原中心 FAD/ FADH2 易受到底

液中溶解氧的影响而大多以氧化态 FAD 形式存

在 ,通入氮气可消除溶解氧的影响。纳米金颗粒

对 GOD 的吸附量大 ,吸附力强。吸附后 GOD 中

的 FADH2 更趋稳定。利用 FAD/ FADH2 在电极
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表面的氧化反应制备了直接电子传递型的葡萄糖

传感器。该传感器的制备方法简单 ,检测机理直

接简洁 ,具有优良的选择性。
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《中高档铸铁浴缸搪瓷釉研究》项目通过市教委结题

2008 年 1 月 10 日 ,在我校召开上海市教委科技发展基金项目《中高档铸铁浴缸搪瓷

釉研究》结题会 ,结题会由学校科学技术处主持 ,项目负责人钱蕙春高级工程师代表项目

组作项目研究报告。

项目研究中高档铸铁浴缸搪瓷釉集成采用多种碱金属和碱土金属氧化物 ,产生“双碱

和多碱效应”,引入乳浊剂 ,产生“乳浊效应” ,磨加物引入纳米二氧化硅等新方法 ,解决了

铸铁浴缸搪瓷耐酸差、易污染等难题 ,使釉层减薄 ,降低材料消耗 ,搪瓷釉性能通过美国上

海科勒有限公司工业化试验。

结题专家组听取了项目研究报告和认真审阅有关结题材料后 ,一致同意通过结题。
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