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摘  要: 将纳米金吸附辣根过氧化物酶 ( HRP )固定在多壁碳纳米管 ( MWNT )修饰的铂 ( Pt)电极上, 利用

MW NT对 HRP的直接电化学催化特性及纳米金对蛋白质的强吸附能力制备了第 3代 H2 O2生物传感器。实验

结果表明, HRP在 MWNT /P t电极表面能进行有效和稳定的直接电子转移, HRP保持了其对 H 2O2还原的生

物电催化活性, 而且能快速 ( 3 s)地响应 H 2O2浓度的变化。HRP在修饰电极上的表观吸附量 ( # T )为 71 3 @

10- 10 m o l/cm2, 异相电子转移常数 ( ks )为 1123 s- 1。该传感器在 - 300 mV时对 H2O 2响应的线性范围为 1 @

10- 5~ 1 @ 10- 3 mo l/L( r= 01996 8, n = 4)。
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Abstrac:t The th ird generation H 2O 2 senso rw as deve loped based on imm ob ilizing horseradish perox-i

dase(HRP) on a m u lt-iw a lled carbon nanotubes(MWNT ) m odified Pt electrode by electrostatic ad-

so rpt ion of nano-A u fo rHRP. The experim enta l results dem onstrated thatHRP could process the d-i

rect electron transfer effectively on the electrode surface. TheHRP d isplayed an excellent electrocata-

ly tic response to the reduction o fH 2O2. The average surface coverage( # T ) ofHRP on them odified

electrode w as 713 @10
- 10

mo l/cm
2
. The apparent heterogeneous e lectron transfer rate constantks w as

1123 s
- 1

. The b iosenso r cou ld rap idly respond( 3 s) to the change of the concentration ofH 2O2 in

the range 1 @ 10
- 5

- 1 @ 10
- 3

m o l/L ( r= 01996 8, n = 4).

Key words: the third generation b iosensor; m u lt-iw a lled carbon nanotube; horserad ish perox idase;

nano-Au

电化学生物传感器由于响应快、灵敏度高、制作简单而被广泛研究和应用
[ 1]
。利用酶直接电化学

性质构建的第 3代生物传感器
[ 2 - 3 ]

, 克服了使用介体的第 2代生物传感器测定电位比较正、电活性物

质干扰多、电极制作复杂、介体污染等缺点, 已成为电化学生物传感器的发展趋势。

碳纳米管 ( CNT)是 1991年被发现的一种新型碳结构, 具有粒径小、比表面积大、表面反应活性

高、催化效率高等优点。 CNT修饰电极对抗坏血酸、多巴胺等具有电催化作用
[ 4]

; 作为固体促进剂,

可用于实现酶直接电化学反应
[ 5 - 6 ]

, 在电化学领域有着广泛的应用前景。

Zhao等
[ 7 ]
将纳米金吸附辣根过氧化物酶 (HRP)直接吸附在 CNT上, 制成 CNT修饰电极, 并研究

了 HRP在电极上的直接电化学行为。但是用物理吸附的方法固定酶, 酶易从电极表面脱落。近年来发

现, 在纳米金中可固定生物分子
[ 8 - 9]

, 纳米颗粒比表面积非常大, 表面自由能高, 通过静电吸附, 酶

可在纳米金颗粒表面得到强有力的固定。
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将酶直接电化学性质用于第 3代传感器的报道很少, 为克服物理吸附易造成酶泄漏的缺点, 本文

通过静电吸附将带正电荷的 HRP直接吸附在带负电的纳米金上, 然后固定在多壁碳纳米管 (MWNT )修

饰的 Pt电极上, 利用碳纳米管、纳米金对电流的放大作用和纳米金对 HRP的固定化作用, 研制出性

能较好的第 3代生物传感器。该传感器制备简单、灵敏度高、稳定性好。

1 实验部分

111 仪器与试剂

BAS 100 B /W电化学工作站 ( B ioana ly tical system, INC, USA )。电化学测量采用三电极: P t片电

极 (直径 310 mm )为工作电极 (表观面积 01008 5 cm
2
, 通过 Pt电极在 10 mm o l/L铁氰化钾溶液中不同扫

速下的伏安响应计算 ) ; Ag /AgC l( 310 m o l/L NaC l)电极为参比电极; 铂丝电极为对电极。氯金酸 ( Sig-

m a公司 ), HRP( 250 U /m g, 华美生物制药有限公司 )。多壁碳纳米管 (深圳市纳米港有限责任公司 )。

H2O2溶液 (体积分数 30% )用高锰酸钾标准溶液标定, 每天新配, 实验所用溶液均用 0110 m ol /L

磷酸盐缓冲溶液 ( PBS) ( pH = 710)配制。实验用水均为二次蒸馏水, 所用试剂均为分析纯。电化学测

量前, 电解液通高纯氮气至少 20 m in, 所有实验在室温下进行。

112 生物传感器的制备

工作电极用 0130 Lm A l2O 3悬浊液打磨, 然后用二次蒸馏水冲洗干净。

MWNT处理: MWNT在浓硝酸和高氯酸 (体积比 7 B3)中超声 5 h, 离心并用二次蒸馏水洗至上清

液 pH为 710, 然后将沉淀于 200 e 烘干。称取 310 m g处理过的 MWNT, 加入 110 mL二甲基甲酰胺

( DM F), 超声约 10 m in。MWNT分散于 DM F, 形成棕色悬浮液, 滴 1010 LL悬浮液于处理好的工作电

极上, 待溶剂挥发完全即可。

纳米金的合成: 按文献 [ 10]的方法合成纳米金, 所有玻璃容器使用前先在王水中浸泡过夜, 然后

用二次蒸馏水清洗干净并烘干。取 418 mL 0101% (体积分数 )的氯金酸溶液于 50 mL烧瓶中, 加热并剧

烈搅拌, 同时迅速滴加 214 mL 0102 m ol /L柠檬酸三钠溶液, 回流加热 20 m in, 继续搅拌, 至溶液冷至

室温。合成的纳米金溶液为酒红色, 于 4 e 避光保存。

HRP液的固定: 取 30 LL合成好的纳米金溶液滴于 MWNT修饰 Pt电极上, 放置 2 m in, 然后取 5

LL HRP溶液 ( 30 g /L )滴于 MWNT修饰 Pt电极上, 晾干备用。

修饰电极不用时置于 PBS中保存 ( 4 e )。

2 结果与讨论

21 1 修饰电极在 K3Fe(CN) 6 / K4Fe(CN)6溶液中的伏安响应

图 1 裸电极及修饰电极在 K 3 Fe( CN ) 6 /

K4 Fe( CN ) 6溶液中的循环伏安图

F ig1 1 Cyc lic voltamm ogram s o f blank electrode

and mod ified e lectrode at 20 mV# s- 1 in 1

mm o l/L Fe( CN ) 3-
6 /Fe ( CN ) 4-

6 - 01 10 m o l/L

PBS a. Pt; b. MW NT-Pt; c. Au-MW NT-Pt;

d. HRP-Au-MWNT-Pt electrode

图 1为裸电极及修饰电极在 K3 Fe( CN ) 6 / K4 Fe( CN ) 6溶

液中的循环伏安图。从图中可以看出, 裸电极 Pt( a)上修饰

MWNT ( b)后, 氧化电流和还原电流增大约 12倍。滴涂纳米

金后的 Au-MWNT-Pt( c)电极, 氧化电流和还原电流也有增

大, 主要是由于纳米金对电流的放大作用。A u-MWNT-Pt电极

上吸附 HRP( d)后, 氧化电流和还原电流略有下降, 可能是

因为, 虽然 HRP和 Fe( CN )
3-
6 / Fe( CN )

4-
6 溶液带相反电荷,

HRP吸附溶液中的 Fe( CN )
3 -
6 / Fe( CN )

4 -
6 , 使铁氰化钾溶液

的氧化还原电流有所增加, 但由于溶液中纳米金和铁氰化钾

溶液都带负电荷, 又会使 Fe( CN )
3-
6 / Fe( CN )

4-
6 在电极上增

加扩散阻力, 所以氧化还原电流略微降低。

212 HRP对 H 2O2的直接电催化

图 2为 HRP-Au-MWNT-Pt电极在 0~ 80 mV范围内, 扫速

分别为 10、 40、 50、 60、 80 mV /s时的循环伏安图。如图所

示, 修饰电极上的氧化还原电流随着扫描速率的增加而增加,
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还原峰电位向负方向移动, 氧化峰电位向正方向移动,

其氧化还原峰电位差 $V也随之增加, 当扫描速率大于

300 mV /s时, 峰形扭曲, 电极反应变得不可逆。阴极

峰电流 ( Ip c )与扫描速率 ( 10 ~ 80 mV /s)成正比 ( y =

01014 4x+ 01085 2, r= 01998 0) , 说明在低扫描速率范

围内, 电极反应受表面过程控制。

图 3为 HRP-Au-MWNT-Pt电极在 0110 m ol /L PBS

( a)中和含有 0110 mm ol /L H2O2溶液的 PBS ( b)中的循

环伏安图。当向 PBS中加入 H 2O 2溶液后, HRP催化

H2O2溶液的还原电流增大, 而氧化电流变化不大, 表

明 HRP直接电催化还原 H2O2。

根据 Lav ironps方程: Ip = ( n
2
F

2
A #T v ) / ( 4RT ) =

nFQv / ( 4RT ) , 式中 Ip是峰电流 ( mA ), n是电子转移

数, F是法拉第常数 ( C /m o l
- 1

), A 是电极面积 ( cm
2
) ,

# T是修饰电极上 HRP的表观吸附量 (m o l/ cm
2

), v是扫

速 ( mV / s) , Q是电量 ( C) , R是气体常数 ( J# K /m o l)。

得出 Q = nF# T, 计算出 MWNT修饰电极上 HRP的表观

吸附量 # T为 713 @ 10
- 10

m o l/cm
2
, 比 HRP固定在 DNA

膜上的表观吸附量 ( 511 @ 10
- 11

m o l/cm
2

)大, 接近于

HRP固定于金溶胶中的表观吸附量 ( 716 @ 10
- 10

m ol/

cm
2
)

[ 3]
。根据公式 Vp = ( - RT /F ) lnks, 计算出异相电

子转移常数为 1123 s
- 1

, 接近于文献报道值 1113

s
- 1 [ 11 ]

。

HRP与 H2O2反应方程式如下: H RP( Fe
3+

) + H 2O 2

y Com poundÑ ( Fe
4+ + O ) + H 2O; Com pound Ñ ( Fe

4+ +

O ) + e+ H
+ y Com pound Ò; C ompound Ò + e+ H

+ y

HRP( Fe
3+

) + H 2O。

213 工作电位的选择

考察了传感器响应电流随电位的变化, 实验发现,

当工作电位在 - 50~ - 300 mV间变化时, 催化电流显著增大; 当工作电位小于 - 300 mV时, 催化电

流变小。当工作电位为 - 300 mV时, 响应电流最大, 故选择工作电位为 - 300 mV。

214 传感器的性能

在选定的实验条件下, 采用计时电流法考察了峰电流与 H 2O 2浓度之间的关系。峰电流与 H 2O2浓

度在 1 @ 10
- 5

~ 1 @ 10
- 3

m ol/L范围内线性关系良好, 回归方程为 I ( LA ) = 49131 c ( mm o l/L ) + 2189,

r= 01996 8( n = 4)。传感器的灵敏度较高, 主要由于碳纳米管对 H2O 2催化氧化的增强作用, 使之能更

有效地传递电子, 同时较大的亚微颗粒表面积也增强了电子传递速率。

由于碳纳米管修饰电极上固定的纳米金对酶有保护作用, 所以修饰电极上 HRP的活性保持很好。

在 30 d内每 2 d测定传感器在 0110 mm o l/L H2O2中的响应电流, 响应电流减少低于 8% , 表明该传感

器稳定性较好。该传感器对 H 2O 2的响应时间为 3 s, 说明该传感器具有较快的响应速度。

3 结  论

将 HRP用纳米金吸附的方法固定在 MWNT修饰电极上并制成生物传感器, 其固定方法简单且有

效, HRP在纳米颗粒表面得到强有力的固定, 克服了物理吸附方法酶易从电极表面脱落的缺点。在

MWNT修饰电极上固定的 H RP实现了直接电子转移, 可直接电催化还原 H 2O2, 该传感器对 H2O2响应

灵敏, 且检测电位较低, 具有灵敏度高、响应快、性能稳定等特点。
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