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葡萄糖氧化酶在石墨烯-纳米氧化锌修饰玻碳电极上的

直接电化学及对葡萄糖的生物传感

陈慧娟* 朱建君 余 萌
( 信阳师范学院 化学化工学院，信阳 464000)

摘 要 采用滴涂法和电沉积法制备了石墨烯 /纳米氧化锌复合膜修饰玻碳电极，再将葡萄糖氧化酶固定在

修饰电极表面制成了电化学生物传感器，用于葡萄糖的灵敏测定。用循环伏安法在!0． 7 ～ !0． 1 V 范围内研

究了葡萄糖氧化酶在修饰电极上的直接电化学行为。结果表明，石墨烯 /纳米氧化锌复合膜能很好地保持葡

萄糖氧化酶的生物活性，并显著促进了其电化学过程。在 0． 1 mol /L 磷酸盐缓冲溶液( pH 7． 0) 中，固定在修

饰电极上的葡萄糖氧化酶呈现出一对近乎可逆的氧化还原峰，并且对葡萄糖的氧化具有良好的催化作用。葡

萄糖氧化酶 在 修 饰 电 极 上 的 电 子 转 移 常 数 ks 为 1． 42 s!1，修 饰 电 极 对 葡 萄 糖 催 化 的 米 氏 常 数 Kapp
m

为 14． 2 μmol /L。线性范围为 2． 5×10!6 ～ 1． 5×10!3 mol /L，检出限为 2． 4×10!7 mol /L ( S /N = 3) 。此修饰电极

具有良好的导电性能、稳定性和重现性，可用于实际样品的分析测定。
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1 引 言

葡萄糖是生命体的重要物质，其在体液中的含量是反映身体状况的重要指标。尤其是对于糖尿病

患者，其血糖浓度的测定是控制病情的重要手段，因此准确、快速地测定血中葡萄糖的含量极为重

要［1］。目前，测定葡萄糖的方法主要有分光光度法［2］、电化学法［3］、高效液相色谱法［4］及毛细管电泳

法［5］等，这些方法大多数分析速度较慢或成本较高。电化学传感器具有灵敏度高、响应时间短、线性范

围宽、成本低等优点。近年来，电化学葡萄糖生物传感器已成为研究热点之一［6］。
目前，葡萄糖传感器多采用在电极表面修饰葡萄糖氧化酶( GOD) ，以获得高灵敏度和高选择性的

电极响应。将 GOD 固定在具有生物相容性的电极表面可发生一个相当快的电子传递反应，利用直接电

子传递性质制得的生物传感器不需要向分析液中添加电子传递媒介体而对底物分子进行电化学测定。
然而，GOD 与裸露的电极表面直接接触通常会引起蛋白质的结构与功能发生变化，并失去生物活性，使

蛋白质在电极上的电子传递受到抑制; 而且蛋白质的电活性中心被包埋在双螺旋结构中，不能接近电极

表面，因此难以实现蛋白质与电极间的直接电子传递。
石墨烯是由一薄层包裹在蜂巢晶体点阵上的碳原子组成，其厚度仅为 0． 35 nm，近年来广受研究者

的关注。石墨烯的特殊结构使它具有好的导电性能、机械性能，大的比表面积、合成方法简单、原料价格

低以及易于修饰等优点，目前已在化学、电子、信息、能源、材料和生物医药等领域得到广泛应用［7，8］。
纳米氧化锌是一种宽带隙半导体，被广泛应用于太阳能电池、场发射显示器、传感器以及变阻器等领

域［9 ～ 11］。本研究将石墨烯和纳米氧化锌结合起来，制备了 GOD /纳米氧化锌 /石墨烯修饰玻碳电极

( GCE) ，利用该电极研究了 GOD 的直接电化学，并将传感器应用于葡萄糖的灵敏测定。实验结果表明，

此方法具有较高的灵敏度和较宽的线性范围，传感器制备方法简单，重现性好。

2 实验部分

2． 1 仪器与试剂

CHI660A 电化学工作站( 上海辰华仪器公司) ，三电极体系: 石墨烯 /纳米氧化锌复合膜修饰玻碳电

第 41 卷

2013 年 8 月

分析化学 (FENXI HUAXUE) 研究报告

Chinese Journal of Analytical Chemistry

第 8 期

1243 ～ 1248



极为工作电极( d=3 mm) ，饱和甘汞电极( SCE) 为参比电极，铂丝电极为对电极。pHS-3C 型酸度计( 上

海精科仪器公司) ; 85-2 数显恒温磁力搅拌器( 金坛市双捷实验仪器厂) ; KQ2200 型超声波清洗器( 昆山

市超声仪器有限公司) 。
石墨粉、肼 ( 上海试剂厂) ; 葡萄糖氧化酶 ( 上海晶纯试剂有限公司) ; 磷酸盐缓冲溶液 ( PBS )

用 0． 1 mol /L NaH2PO4 和 Na2HPO4 混合溶液配制，然后用 NaOH 及 H3PO4 调节至所需 pH 值。其它试

剂均为分析纯，所用水均为二次蒸馏水。
2． 2 修饰电极的制备

石墨烯的合成参照文献［12］: 在冰浴条件下，5 g 石墨粉缓慢加到浓 H2SO4( 87． 5 mL) 和浓 HNO3

( 45 mL) 的混合溶液中，然后缓慢加入 55 g KClO3 到上述混合物中，在室温下搅拌 80 h。将混合物过滤

得到氧化石墨。在 80 ℃下干燥后，0． 5 g 氧化石墨在 500 mL 二次水中进行超声剥离，然后在 80 ℃干燥

后即可获得 GO。GO 在 80 ℃下于用肼还原。产物过滤后，分别用水和乙醇进行洗涤，真空干燥即可得

到石墨烯( Gr) ，其扫描电镜图如图 1a 所示。由图 1 可见，石墨烯呈透明的片层结构。

图 1 石墨烯( a) 和 ZnO /Gr /GCE( b) 的扫描电镜图

Fig． 1 SEM image of graphene ( Gr) ( a) and ZnO /Gr /GCE ( b)

将 1 mg Gr 加入 1 mL N，N-二甲基甲酰胺( DMF) 中，超声分散 30 min 直至得到 0． 1 g /L Gr 悬浮液。
玻碳电极( 有效直径 3 mm) 依次用 1． 0、0． 3 和 0． 05 μm Al2O3 粉及麂皮抛光至呈镜面，再依次在水、无
水乙醇和水中进行超声清洗，用氮气吹干备用。用微量进样器取 8 μL Gr 悬浮液滴加在玻碳电极表面，

室温下放干，制得 Gr 修饰玻碳电极 ( Gr /GCE ) 。配制 0． 01 mol /L Zn ( NO3 ) 2 溶液，并用 HNO3 调

至 pH 5． 0。将 Gr /GCE 置于 Zn( NO3 ) 2 溶液中，在!1． 3 V 下沉积 150 s，用水冲洗干净后晾干，即可得

到石墨烯 /氧化锌修饰玻碳电极( ZnO /Gr /GCE) 。ZnO /Gr /GCE 的扫描电镜图如图 1b 所示。从图 1b
可见，ZnO 颗粒成功地沉积在 Gr 上。

3 结果与讨论

3． 1 葡萄糖氧化酶在修饰电极上的直接电化学

用循环伏安法考察了不同修饰电极在、0． 1 mol /L 除氧的 PBS 缓冲溶液( pH 7． 0) 中的电化学行为

( 图 2) ，扫速为 50 mV /s，记录在!0． 7 ～ !0． 1 V 范围的循环伏安曲线。从图 2 可见，在裸玻碳电极、
GOD /GCE 和 GOD /ZnO /GCE 电极上，没有出现 GOD 的氧化还原峰。在 GOD /Gr /GCE 上，有一对很宽

且低的氧化还原峰，说明石墨烯可以促进 GOD 的电化学过程，这是因为石墨烯具有很好的导电性能，可

以有效促进电子传递。相比上述电极，在 GOD /ZnO /Gr /GCE 上，出现一对峰形良好、峰电流显著提高的

氧化还原峰，势电位为!0． 43 V，氧化峰和还原峰的电势差为 50 mV，说明该氧化还原电对为 GOD 在电

极上的直接电子传递过程，是一个近可逆的电化学过程，这是因为 ZnO 对于 GOD 具有好的电催化性

能。电极表面 GOD 浓度能通过 I = n2F2υAГ /4RT 进行计算，其中 n 为电子数，A 为电极面积，I 为峰电

流，T 为热力学温度，υ 为扫描速率( V /s) 。根据上述公式可进行电极表面 GOD 浓度 Г 的计算。GOD 在

GOD /ZnO /Gr /GCE 和 GOD / Gr /GCE 上的表面浓度分别为 7． 04×10!9 mol /cm2 和 5． 21×10!9 mol /cm2，

GOD 在 GOD /ZnO /Gr /GCE 上的表面浓度比在 GOD /Gr /GCE 上提高了近 35． 2%，说明纳米氧化锌
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和 Gr 的协同作用不仅有效催进了 GOD 在电极上的电子传递，而且显著提高了 GOD 在电极上的负载量。
图 3 为不同修饰电极的阻抗谱图。阻抗谱图可用于研究在电极的组装过程中电荷在电极上传递的

变化。在 含 有 0． 1 mol /L KCl 的 5 mmol /L ［Fe( CN) 6］
3! /4! 溶 液 中 进 行 测 定 阻 抗 值，频 率 范 围

为 0． 1 ～ 104 Hz。在 GCE 上，阻抗值约为 460 Ω。当 Gr 修饰到 GCE 上后，其阻抗值显著降低，表现为一

条直线，说明 Gr 具有非常好的导电性能。而当纳米 ZnO 进一步电沉积到电极表面时，阻抗值约提高到

180 Ω，说明纳米 ZnO 已被成功电沉积到 Gr /GCE 表面。当 GOD 修饰到 ZnO /Gr /GCE 上时，阻抗值达到

最大( 765 Ω) 。因为 GOD 是一种蛋白质，固定在电极表面时阻碍了探针［Fe( CN) 6］
3! /4! 与电极的接触，

这也说明 GOD 成功固定在了电极表面。

图 2 不同修饰电极的循环伏安图

Fig． 2 CVs of GCE ( a) ，GOD/GCE ( b ) ，GOD/ZnO /
GCE ( c) ，GOD/Gr /GCE ( d) ，GOD/ZnO /Gr /GCE ( e)

in 0． 1 mol /L PBS ( pH 7． 0)

图 3 不同修饰电极的阻抗谱图

Fig． 3 EIS spectra of bare GCE ( a ) ，Gr /GCE ( b ) ，

ZnO /Gr /GCE ( c ) ，GOD/ZnO /Gr /GCE in 5 mmol /L

［Fe( CN) 6］
3! /4! solution containing 0． 1 mol /L KCl

3． 2 扫速和 pH 值的影响

图 4 为 GOD /ZnO /Gr /GCE 在不同扫描速度下的循环伏安曲线。在除氧的 0． 1 mol /L pH 7． 0 的

PBS 溶液中，扫描速度范围为 20 ～ 300 mV /s，GOD 氧化还原峰电流随扫速的增加而增大，与扫速呈良好

的线性关系，氧 化 峰 的 峰 电 流 ipa 与 扫 速 之 间 的 线 性 方 程 为 ipa = 4． 447 + 6． 915 × 10!2v，相 关 系

数 R=0． 992。还原峰电流与扫速之间的线性方程为 ipc = 0． 125－5． 70 ×10!2v，相关系数 R = 0． 998，这些

说 GOD 的电化学过程是一个表面控制过程。通过下列公式计算:

logks = αlog( 1－α) + ( 1－α) logα － log( RT /nFν) － α( 1－α) nFΔEp /2． 3RT ( 1)

图 4 不同扫速的影响

Fig． 4 CVs of GOD /ZnO /Gr /GCE in pH 7． 0 PBS at
different scan rate of ( from in to out) : 20，50，80，100，

150，200，250，300 mV/s． The inset shows the linear
relationship between peak currents and scan rate．

电子转移常数 ks 为 1． 42 s!1，电子转移数为 2。
这些说明 ZnO /Gr 基底能很好地促进 GOD 的电子

传递。
在 pH 5． 0 ～ 10． 0 范围内研究了 pH 值对 GOD

在电极上电化学行为的影响。在 pH 5． 0 ～ 6． 0 范围

内，氧 化 还 原 峰 电 流 随 着 pH 值 的 增 加 而 增 大，

在 pH 6． 0 ～ 8． 0 范围内，氧化还原峰电流基本保持

不变，而在 pH 8． 0 ～ 10． 0 范围内，氧化还原峰电流

随着 pH 的增大而减小，因此选择 pH 7． 0 为最佳

pH 值。而当 pH＞7． 0 后，HQ，CT 和 RS 的氧化峰电

流随着 pH 的增大而减小。因此支持电解质的选择

pH 7． 0。考察了 pH 值对 GOD 峰电位的影响。结

果表明，氧化峰和还原峰的峰电位与 pH 值呈良好

的 线 性 关 系，线 性 方 程 的 斜 率 分 别 为 !51． 2
和!51． 6 mV /pH，接近于文献报道可逆反应的理论
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值!58． 6 mV /pH，结合上述结果，说明 GOD 在 GOD /ZnO /Gr /GCE 上是两电子和两质子的电化学过程。
3． 3 石墨烯用量及 ZnO 电沉积时间的影响

对于 1 g /L Gr 溶液，在 0 ～ 15 μL 范围内考察了石墨烯用量对 GOD 氧化峰电流的影响。结果表明，

在 0 ～ 8 μL 时，峰电流随石墨烯用量增加而增大显著。在 8 ～ 15 μL，峰电流变化不明显。当石墨烯的

用量大于 15 μL 时，则会导致峰电流下降。因此选用 15 μL 石墨烯悬浮液制备传感器。考察了不同

ZnO 沉积时间对 GOD 峰电流的影响。沉积时间为 0 ～ 150 s 时，峰电流逐渐增大。继续延长沉积时间，

峰电流减小。这可能是提高沉积时间使 ZnO 的颗粒过大、过于致密，使电极活性面积下降。因此选择

150 s 为最佳电沉积时间。
3． 4 线性范围及检出限

葡萄糖氧化酶对于葡萄糖的氧化具有高效的催化能力。在恒电位!550 mV 条件下，向 PBS
( pH 7． 0) 中连续滴加适量 2． 5 μmol /L 葡萄糖时，得到恒定的安培响应。如图 5 所示，随着葡萄糖累计

图 5 GOD/ZnO /Gr /GCE 电极对葡萄糖浓度变化的计

时电流响应曲线

Fig． 5 Amperometric response of GOD /ZnO /Gr /GCE to
successive addition of 2． 5 μmol /L glucose，conditions:
!550 mV constant potential，pH 7． 0; ( inset: the cali-
bration curve of the biosensor) ．

增加，本底电流发生变化，峰电流迅速减小，在 2 s 内

可达到最小电流的 95%，表明电极响应葡萄糖浓度

的变化是快速的。图 5 插图为稳态电流与葡萄糖浓

度的校正曲线图，在最佳实验条件下，催化电流与葡

萄糖浓度在 2． 5×10!6 ～ 1． 5×10!3 mol /L 范围内呈线

性关系，在总浓度 2． 5 ～ 72． 5 μmol /L ( 29 个点) 范围

内，催 化 电 流 与 浓 度 线 性 关 系 为 i ( μA ) = 24． 21
－0． 28C ( μmol /L) ，相关系数为 0． 996，信噪比 S /N
=3 时，检出限为 2． 4×10!7 mol /L。将此体系下的传

感器与其它已报道传感器对葡萄糖的催化性能进行了

对比( 表 1) 。由表 1 可见，GOD/ZnO/Gr /GCE 具有较

低的检出限和较好的稳定性，这归于石墨烯与纳米氧

化锌对信号的双重放大作用，及其好的生物兼容性。
表观米氏常数 Kapp

m 是酶与底物反应动力学的重

要指标，电化学方法测定米氏常数的方程为:

1 / iss = 1 / imax+K
app
m / imaxC ( 2)

其中，C 为底物浓度，iss 为加入底物后测得的稳态电流，imax 是加入饱和底物后测得的最大电流。根据

米氏方程的倒数形式，以 1 / iss 对 1 /C 作图，可得到一条直线，直线在横轴上的截距为!1 /Kapp
m ，据此求得

GOD /ZnO /Gr /GCE 对葡萄糖催化的米氏常数 Kapp
m 为 14． 2 μmol /L。Km 值越大，酶与底物亲和力越小;

Km 值越小，酶与底物亲和力越大。该体系的 Kapp
m 较小，说明 GOD 在复合膜中有很强的生物活性和催化

能力，与葡萄糖有较强的亲和性。

表 1 不同修饰电极的性能
Table 1 Performances of the various types of modified electrodes

修饰电极
Modified electrode

线性范围
Linear range
( μmol /L)

检出限
LOD

( μmol /L)
pH 参考文献

Reference

Cu /单壁碳纳米管 /nafion /GCE Cu /carbon nanotube /nafion /GCE 0． 25 ～ 500 0． 25 12 ［13］
GOD /ZnO /金电极 GOD /ZnO /Au electrode 1 ～ 760 1 7． 4 ［14］
Ni /溶胶-凝胶陶瓷-石墨电极 Ni /Sol-gel ceramic-graphit electrde 0． 5 ～ 5000 0． 1 13 ［15］
GOD /金纳米-壳聚糖 /GCE GOD /Au nano-chitosan /GCE 50 ～ 1300 50 7． 4 ［16］
GOD /壳聚糖 /锂皂石 /pt 电极 GOD /chitosan /hectorite /Pt electrode 1 ～ 50 0． 3 6． 5 ［17］
Au 纳米 /多孔氧化铝 /金电极 Au nano /porous alumina /Au electrode 1000 ～ 42500 10 7． 4 ［18］
Cu /ZnO /GCE 1 ～ 2530 0． 2 13 ［19］
GOD /ZnO /Gr /GCE 2． 5 ～ 1500 0． 24 7． 0 This work
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3． 5 传感器的重现性和稳定性

考察了 GOD /ZnO /Gr /GCE 传感器的稳定性。通过将 GOD /ZnO /Gr /GCE 置于 0． 1 mmol /L 葡萄糖

溶液中进行循环伏安扫描，比较氧化峰电流，考察传感器的稳定性。在开始的前 40 圈，氧化峰电流逐渐

增加，并在第 40 圈时达到最大，这时电流值比最初电流增加了约 5%。当继续进行扫描时，电流逐渐减

小，在第 200 圈时电流值为最初的 103． 6%，这说明固定在复合膜上的 GOD 很难从电极表面脱附下来，

传感器具有很好的稳定性和可重复性。用同样的方法分别制备了 5 根 GOD /ZnO /Gr /GCE，测定同一份

0． 1 mmol /L 葡萄糖溶液，电流值的 RSD 为 3． 2%，这表明传感器的制备方法具有较好的重现性。
考察了 GOD /ZnO /Gr /GCE 的使用寿命。将该电极保存在二次蒸馏水中，并置于 4 ℃下。用该电极

每 3 d 测定 0． 1 mmol /L 葡萄糖溶液 1 次，15，30 和 50 d 后氧化峰电流分别下降到 92． 3%，87． 4% 和

85． 2%，表明修饰电极具有良好的稳定性和较长的使用寿命。
3． 6 干扰实验

酶一般具有很高的催化选择性，在大量的碳水化合物存在下，葡萄糖氧化酶同样对葡萄糖的氧化具

有很好的催化选择性。酶传感器的干扰主要来源于电极表面残留的一些电活性物质。在选定的实验条

件下，葡 萄 糖 的 浓 度 为 2． 0 μmol /L; 1000 倍 的 Na+，Ca2+，Mg2+，K+，Al3+，Mn2+，Cl!，Br!，I! ;

500 倍的 Zn2+，Fe2+，Fe3+，Cd2+和 2 倍的抗坏血酸、半胱氨酸、尿酸、多巴胺、蔗糖、蔗糖、果糖和木糖几

乎不干扰葡萄糖的测定( 氧化峰电流改变＜5% ) 。这说明 GOD /ZnO /Gr /GCE 具有很好的选择性。
3． 7 样品分析

为了验证方法的实际应用性能，将 GOD /ZnO /Gr /GCE 应用于人血清中葡萄糖的测定，结果见表 2。
为了验证结果的准确性，利用血糖分析仪( SBA-40) 对同样的血清样品进行了分析，从表 2 可见，两种方

表 2 测定血清中的葡萄糖( n=4)
Table 2 Determination results of glucose in human serum
( n=4)

样品
Sample

GOD /ZnO /Gr /GCE

测定值 Found
( μmol /L)

RSD
( % )

血糖分析仪
Blood sugar-glucose analyzer
测定值 Found

( μmol /L)
RSD
( % )

1 7． 12 2． 5 7． 05 2． 8
2 6． 85 3． 2 6． 80 2． 4
3 7． 32 4． 1 7． 36 3． 1
4 6． 73 3． 5 6． 80 2． 6

法的测定结果很接近，说明所构建的传感器可用

于实际样品分析。

4 结 论

将石墨烯和 ZnO 复合膜修饰玻碳电极制成

电化学传感器用于葡萄糖的灵敏测定。此修饰

电极具有良好的导电性能、催化性能、稳定性和

重现性，这归于石墨烯和 ZnO 大的比表面积、好
的导电性能和生物兼容性能，能很好地保持葡萄

糖氧化酶的生物活性。本方法具有高的灵敏度和宽的线性范围，可用于实际样品的分析测定。
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Direct Electrochemistry of Glucose Oxidase on Graphene-ZnO
Nanocomposite Modified Glassy Electrode and

Its Application for Glucose Biosensing

CHEN Hui-Juan* ，ZHU Jian-Jun，YU Meng
( Department of Chemistry，Xinyang Normal University，Xinyang 464000，China)

Abstract Graphene was coated on glassy carbon electrode and ZnO was then electrodeposited on the modified
electrode． The biosensor was fabricated for sensitive determination of glucose after glucose oxidase was immo-
bilized on the modified electrode． Scanning electron microscope was used to characterize the nano-composite
film． The electrochemical behaviors of glucose oxidase on the modified electrode were investigated in the range
of !0． 7 V to !0． 1 V by cyclic voltammetry． The experimental results demonstrated that the nanocomposite
well retained the activity of glucose oxidase and the biosensor exhibited excellent electrocatalytic activity toward
the redox of glucose． In 0． 1 mol /L PBS ( pH 7． 0 ) ，the glucose oxidase adsorbed onto the graphene /ZnO
composite film exhibits a pair of well-defined nearly reversible redox peaks and fine catalysis to the oxidation of
glucose． The electron transfer rate constant ( ks ) of glucose oxidase at the modified electrode was 1． 42 s!1，

and Michaelis-Menten constant ( Kapp
m ) was 14． 2 μmol /L． A good linear relationship was obtained in the range

of 2． 5×10!6– 1． 5×10!3 mol /L，with the limits of detection of 2． 4×10!7 mol /L ( S /N=3) ． The biosensor has
good conductivity，stability and repeatability，and it can be used to analyze real samples．
Keywords Graphene; Zinc oxide; Glucose oxidase; Direct electrochemistry; Biosensor
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