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摘 要 采用滴涂法制备了 Nafion /碳纳米粒子复合物修饰玻碳电极，该电极对 H2O2 具有良好的电催化氧化

性能。还利用滴涂法制备了 Nafion /碳纳米粒子复合物包裹的葡萄糖酶电化学生物传感器，该生物传感器对

葡萄糖有着良好的电催化作用。应用该传感器对葡萄糖进行了检测，检测线性范围为 2. 0 × 10 －6 ～ 6. 0 ×
10 －3 mol /L，检出限为 1. 6 × 10 －6 mol /L(S /N = 3)，实验结果表明该传感器具有良好的稳定性、重现性和抗干

扰能力。对小鼠血清样品中的葡萄糖进行检测，结果令人满意。

关键词 碳纳米粒子; 过氧化氢; 葡萄糖; 电化学传感器

2009-04-25 收稿;2009-07-13 接受

本文系国家自然科学基金(No. 20675001) 资助课题
* E-mail: binfang_47@ yahoo. com. cn

1 引 言

在生物传感器领域，酶电极占有重要地位
［1］。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
［2］。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
［3 ～ 5］。在酶传感器中使用纳米材料，不

仅可以增加酶的吸附量和稳定性，而且可以提高酶的催化活性，显著提高酶电极的电流响应灵敏

度
［6，7］。碳基纳米材料，由于其独特的纳米结构，既具有良好的导电性，又能保持蛋白酶的生物活性，使

其在生物传感器及生物反应系统中具有极大的应用潜力
［8，9］。

碳纳米粒子(CNPs)是一种新型的纳米材料，可明显促进生物分子的电子传递作用和生物活性的催

化作用。文献［10，11］采用 Nafion 分散碳纳米材料，由于 Nafion 上富含大量的亲水性磺酸基团，具有较

好的水溶性，而且 Nafion 膜也具有较好的阳离子选择性和生物相容性
［12］，因此常被用于电极表面的修

饰和安培型传感器的构建，选用 Nafion 分散碳纳米材料，可有效提高碳纳米材料的分散性，并简化传感

器的制作并改善传感器的响应性能。参考文献［13］制备了 Nafion /碳纳米粒子复合物，并将酶电极技术

与纳米技术相结合，研制出 Nafion /碳纳米粒子修饰的葡萄糖生物传感器。此传感器测量范围、重复性

和测量速度等性能都比以往方法有明显优势。碳纳米粒子的这些特性对于提高生物检测的灵敏度和稳

定性具有重要意义
［14］。

2 实验部分

2. 1 仪器与试剂

CHI660B 电化学工作站(上海辰华仪器公司);JL-180 型超声波清洗仪( 上海杰理科技有限公司);

电化学测量采用三电极系统:玻碳电极(Φ = 3 mm)或修饰电极为工作电极，饱和甘汞电极为参比电极，

铂丝电极为对电极。葡萄糖(中国医药集团上海化学试剂公司)，H2O2(上海化学试剂公司)，葡萄糖氧

化酶(GOD，Sigma 公司); 其它试剂均为分析纯;不同 pH 值磷酸盐缓冲溶液(PBS，25 mmol /L);实验用

水为二次石英蒸馏水;实验在室温下进行。
2. 2 电极的处理

将玻碳电极(Φ = 3 mm) 在金相砂纸上打磨，再依次在 1. 0，0. 3 和 0. 05 μm 的 Al2O3 悬浊液上抛光

成镜面，再在无水乙醇和二次蒸馏水中分别超声洗涤 5 min，用氮气吹干，待用。
2. 3 修饰玻碳电极制备

参照文献［13］的方法制备 Nafion /碳纳米粒子复合物，操作如下:将洁净玻璃板置于燃烧蜡烛的上
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方，收集玻板上的蜡烛烟尘，将 0. 1 mg 烟尘溶解于 10 mL 1% Nafion 乙醇溶液中，超声 90 min 后，即得

到 Nafion /碳纳米粒子复合物。以 5000 r /min 离心 10 min，除去粒径较大的产物。将 10 μL Nafion /碳
纳米粒子复合物滴涂于处理好的玻碳电极上，待溶剂挥发至干，即制得 Nafion /碳纳米粒子复合物修饰

的玻碳电极。
将葡萄糖氧化酶加入 Nafion /碳纳米粒子复合物中，葡萄糖氧化酶的含量为 5 g /L，向处理好的玻碳

电极上滴涂 10 μL Nafion /碳纳米粒子 /葡萄糖氧化酶复合物，自然干燥后，用 PBS 缓冲液冲洗，制备的

酶电极放在 4 ℃的冰箱内保存备用。
2. 4 测试方法

电化学实验均在 10 mL 25 mmol /L PBS 缓冲溶液(pH 7. 4) 中进行。实验时，加入适量 H2O2 或葡

萄糖溶液，采用循环伏安法和计时电流法进行测试。循环伏安实验在静止的电解质溶液中进行;计时安

培实验在电磁搅拌下进行。待加上操作电压，背景电流达到稳定值后，迅速加入一定浓度的 H2O2 或葡

萄糖溶液到测量池中，相应的电流变化值作为响应信号。电化学测量均在室温条件下进行。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气氛。

3 结果与讨论

3. 1 碳纳米粒子的 TEM，SEM 表征

图 1A 为制备的碳纳米粒子 TEM 图像。由图 1 可见，碳纳米粒子表面包裹着一层 Nafion 膜，制备的

图 1 Nafion /碳纳米粒子复合物的透射电镜图(A) 和

碳纳米粒子的扫描电镜图(B)

Fig. 1 TEM images of resulting Nafion /carbon nano-par-
ticles(CNPs)(A)and SEM images of resulting CNPs(B)

碳纳米粒子有良好的分散性，基本没有发生团聚现

象，直径在 20 ～ 100 nm 范围内。在 4 ℃ 条件下，将

Nafion /碳纳米粒子复合物静置 10 d 仍无团聚现象出

现，表明碳纳米粒子在 Nafion 乙醇溶液中很稳定。
将 Nafion /碳纳米粒子复合物用乙醇冲洗离心后

所得纯净碳纳米粒子进行 SEM 表征 ( 图 1B)，净化

后的碳纳米粒子呈球状，直径为 20 ～ 100 nm 范围

内，与 TEM 观察的结果相符。
3. 2 Nafion /碳纳米粒子复合物修饰玻碳电极对

H2O2 的响应

碳纳米粒子具有独特的生物相容性和电化学催

化性能。图 2 为 10 mmol /L H2O2 在不同电极上的

循环伏安图。实验表明，Nafion /碳纳米粒子修饰玻碳电极对 H2O2 的循环伏安响应明显增强，还原峰电

流显著增高，过电位明显降低，在裸玻碳电极上的 H2O2 还原电位从 － 0. 35 V 开始，Nafion /碳纳米粒子

修饰玻碳电极 H2O2 还原电位从 － 0. 05 V 开始，过电位降低 300 mV。
实验发现，Nafion /碳纳米粒子膜的厚度与 H2O2 的修饰量直接相关，因此考察了滴涂不同体积的

Nafion /碳纳米粒子对电极性能的影响。结果显示，当 Nafion /碳纳米粒子体积小于 10 μL 时，电极对

H2O2 的响应电流会随修饰体积的增大而增大; 而当修饰体积在 10 ～ 15 μL 时，电极对 H2O2 的响应电

流相差不大; 修饰体积大于 15 μL 时，电极对 H2O2 的响应电流反而减小。这可能是修饰膜较厚，从而

使响应电流反而减小。因此 Nafion /碳纳米粒子体积选用 10 μL。
在优化条件下进行计时安培测定，图 3 为 Nafion /碳纳米粒子修饰电极在 － 0. 1 V 电位下对

0. 5 mmol /L H2O2 的响应曲线。由图 3 可见，Nafion /碳纳米粒子修饰电极对加入 H2O2 产生相当灵敏、
快速和稳定的电流反应，电极对 H2O2 的响应时间小于 5 s，表明 Nafion /碳纳米粒子修饰电极对 H2O2

具有优良的催化还原能力。测定 H2O2 的线性范围为 1. 0 × 10 －6 ～ 5. 0 × 10 －3 mol /L，传感器检出限为

1. 0 × 10 －6 mol /L。经过 21 d 后，传感器仍能保持约 90. 6%的初始响应电流值。
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图 2 10 mmol /L H2O2 在裸玻碳电极( a) 及 Nafion /碳

纳米粒子复合物修饰玻碳电极(b)上的循环伏安图

Fig. 2 CVs of bare ( a) and nafion /CNPs modified (b)

GC electrode in 25 mmol /L PBS solution at pH 7. 4 with
10 mmol /L H2O2vs saturated calomel electrode (SCE)

通氮气饱和(Saturated with N2)，扫描速度(Scan rate)50 mV/ s。

图 3 Nafion /碳纳米粒子复合物修饰玻碳电极在 PBS
缓冲溶液(pH 7. 4)中的 H2O2 的电位响应曲线

Fig. 3 Successive amperometric response of Nafion /CNPs
film modified electrode to H2O2 in 25 mmol /L PBS(pH 7. 4)

通 氮 气 饱 和 ( Saturated with N2 ); 工 作 电 位 ( Potential ):

－ 0. 1 V。每次加入 0. 5 mmol /L H2O2 (The H2O2 addition each

time is 0. 5 mmol /L as indicated)。

3. 3 传感器对葡萄糖的计时电流响应

在最优实验条件下，用计时电流法测定传感器对葡萄糖的响应电流 (图 4)。制得的传感器对葡萄

糖具有较快的响应时间，在 4 s 内达到稳态电流 95%。在 2. 0 × 10 －6 ～ 6. 0 × 10 －3 mol /L 范围内，响应

电流与葡萄糖浓度呈线性关系，相关系数为 0. 9786; 检出限为 1. 6 × 10 －6 mol /L(S /N = 3)。
3. 4 传感器的选择性

图 5 是 在 底 液 中 分 别 加 入 0. 1 mmol /L 葡 萄 糖，0. 2 mmol /L 抗 坏 血 酸，0. 2 mmol /L 尿 酸，

0. 2 mmol /L L-半胱氨酸和 0. 01 mmol /L 葡萄糖的计时电流响应图。可以看到，当加入葡萄糖之后，响

应电流迅速增加，并在短时间内达到平衡。而加入大浓度抗坏血酸、尿酸以及 L-半胱氨酸后，响应电流

值几乎没有发生改变。这是因为 GOD 对葡萄糖的专一性催化以及 Nafion 膜的选择性，使制得的传感

器对葡萄糖具有良好的选择性。

图 4 传感器在 25 mmol /L PBS (pH 7. 4) 含葡萄糖浓

度 5. 0 × 10 －4 ～ 6. 0 × 10 －3 mol /L 的计时电流响应曲线

Fig. 4 Amperometric response of biosensor in 25 mmol /L

PBS ( pH 7. 4) containing glucose from 5. 0 × 10 －4 to

6. 0 × 10 －3 mol /L
通氮气饱和(Saturated with N2); 工作电位(Potential): －0. 1 V。

图 5 几种干扰物质对葡萄糖测定的影响

Fig. 5 Effect of possible interferents in glucose biosensors
a. 0. 1 mmol /L 葡萄糖(Glucose); b. 0. 2 mmol /L 抗坏血酸

(Ascorbic acid); c. 0. 2 mmol /L 尿 酸 ( Uric acid); d. 0. 2

mmol /L L-半胱氨酸(L-cysteine); e. 0. 01 mmol /L 葡萄糖(Glu-

cose)。

3. 5 传感器的重现性和稳定性

在葡萄糖溶液浓度为 0. 1 mmol /L 时，重复测定 10 次，相对标准偏差为 2. 8%。实验后将传感器于

4 ℃下悬于 PBS 溶液中保存，每隔 7 d 进行检测，28 d 后其响应信号为初始信号的 84. 6%，表明此传感

器具有较好的稳定性。这主要是因为碳纳米粒子具有良好的生物相容性，所制得的 Nafion /碳纳米粒子

复合膜能将 GOD 牢固地固定在电极表面，并保持其良好的生物活性。
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表 1 生物传感器对小鼠血液中葡萄糖浓度测试结果
Table 1 Analytic results of glucose concentration in rat serum
using biosensor

样品号
Sample

测量值
Found

(n = 4，mmol /L)

RSD
(% )

加入量
Added

(mmol /L)

回收率
Recovery

(% )

1 5. 02 2. 03 0. 1 102. 3
2 5. 35 3. 03 0. 1 98. 6
3 5. 40 3. 19 0. 1 103. 4

3. 6 实际样品测试

用传感器对小鼠血清中的葡萄糖进行检测

(见表 1)，回收率在 98. 6% ～103. 4%之间。结

果表明，此葡萄糖传感器的线性范围和灵敏度

令人满意，且传感器具有响应速度快、稳定性

好、制作简单的优点。可望用于新型葡萄糖生

物传感器的制备。
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Amperometric Glucose Biosensor Based on Carbon Nanoparticles

WANG Mei-Fang 1，2，ZHANG Wei 1，FANG Bin * 1

1(College of Chemistry and Materials，Anhui Normal University，Wuhu 241000)
2
(Department of Chemistry，Wannan Medical College，Wuhu 241000)

Abstract The nafion /carbon nanoparticles(CNPs) composite film modified glassy carbon electrode was pre-
pared by dropwise method，and the electrocatalyst of H2O2 at Nafion /CNPs modified electrode was investiga-
ted. The results show that electrocataytic activitie for detection of H2O2 at the modified electrode is very good.
The biosensing application of CNPs was demonstrated through fabrication of an electrochemical biosensor. The
biosensor was constructed by encapsulating glucose oxidase in the Nafion /CNPs composite film. The biosensor
had good electrocatalytic activity toward oxidation of glucose. The glucose biosensor shows a linear range from
2. 0 × 10 －6 to 6. 0 × 10 －3 mol /L with a detection limit of 1. 6 × 10 －6 mol /L. The biosensor shows high stabili-
ty，good reproducibility and can avoid the commonly coexisted interference. In addition，real rat serum
samples were analyzed by this biosensor with satisfactory results.
Keywords Carbon nanoparticles; Hydrogen peroxide peroxide; Glucose; Electrochemical biosensor
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