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葡萄糖分子印迹电化学传感器的研制及其应用

付　丛１，韦宏伟１，杜　娟２，李建平＊１
（１．桂林理工大学化学与生物工程学院，广西桂林５４１００４；

２．桂林市环境监测中心站，广西桂林５４１００２）

摘　要：本文结合分子印迹技术与电化学检测手段，制备了高选择性、高灵敏度和价格
低廉的分子印迹电化学传感器，并利用该传感器对食品中的葡萄糖进行定量分析。由
于该分子印迹膜为非导电膜，本实验以铁氰化钾－亚铁氰化钾离子作为底液与电极之间
的探针并通过铁氰化钾－亚铁氰化钾氧化还原电流信号的变化来对葡萄糖浓度进行间
接测定。实验结果表明，在０．０１～２μｍｏｌ／Ｌ的范围内，葡萄糖浓度的变化与铁氰化钾－
亚铁氰化钾氧化还原电流信号变化呈线性关系，检出限为７．６８×１０－９　ｍｏｌ／Ｌ。该传感

器的制备和测量方法简单，可用于实际样品的检测。

关键词：葡萄糖；分子印迹电化学传感器；门效应
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葡萄糖是自然界中分布最广且最为重要的一种可溶性单糖，但在样品中多与其它种类糖共同存在。

因此，研究高选择性检测方法对食品中葡萄糖的测定具有重要意义。目前食品中葡萄糖的经典检测方法

是菲林氏溶液氧化还原滴定法，但该法检测结果也只是近似值且灵敏度较低。此外，葡萄糖的常规测定方

法还有葡萄糖自动分析仪法［１］、酶比色法及其他比色法等［２］。作为电化学生物传感器中最重要的研究内

容之一，葡萄糖生物传感器近十年取得了重大的进展［３］，人们研究开发了多种葡萄糖酶传感器［４－５］。

分子印迹电化学传感器是将分子印迹技术与电化学检测手段相结合制成的传感器，它具备高灵敏度、

高选择性、自动化、易于微型化和价格低廉等优势［６］。Ｃｈｅｎｇ等［７］研制了电容型分子印迹葡萄糖传感器，

但灵敏度不高。本实验以邻氨基酚为功能单体，通过电化学聚合制备了一种可用于检测葡萄糖的分子印

迹电流型传感器。由于葡萄糖是非电活性物质，对于非电活性的印迹分子，可以利用门控制效应进行测

定［８］，即利用模板分子离开膜时留下的孔穴测量探针分子进入孔穴后进行电极反应产生的电流［９］。实验

表明，该传感器对葡萄糖分子具有很好的响应，已成功用于实际样品中葡萄糖的定量检测。

１　实验部分

１．１　仪器与试剂

ＣＨＩ６６０Ｃ型电化学工作站（上海辰华仪器公 司），三 电 极 体 系：金 电 极 为 工 作 电 极，铂 丝 电 极 为 对 电

极，Ａｇ／ＡｇＣｌ为参比电极；ＧＳ２８－Ｂ型电子恒速搅拌器（上海安亭电子仪器厂）；ｐＨＳ－２Ｃ型精密酸度计（上

海雷磁精密仪器有限公司）。

氯化钾，葡萄糖，无水乙醇，硫酸，邻氨基酚等均购于广州化学试剂厂；探针为铁氰化钾－亚铁氰化钾溶

液；磷酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ，ｐＨ＝５．５），用 Ｎａ２ＨＰＯ４和 ＮａＨ２ＰＯ４溶液配制；实验所用试剂均为分析纯，实

验用水为二次蒸馏水。
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１．２　金电极的预处理

将金电极 在 麂 皮 上 用０．０５μｍ的 氧 化 铝 粉 进 行 抛 光，用 二 次 蒸 馏 水 洗 净 然 后 用 硝 酸（１＋１）浸 泡

５ｍｉｎ，取出电极后再在无水乙醇中浸泡５ｍｉｎ，最后用二次蒸馏水反复冲洗。将冲洗干净的电极置于０．５
ｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２ＳＯ４中进行循环伏安法扫描，直到响应电流值达到稳定为止。

１．３　分子印迹传感器的制备

将处理后的金电极置于含有４．０×１０－３　ｍｏｌ／Ｌ邻氨基酚和１．０×１０－３　ｍｏｌ／Ｌ葡萄糖的ＰＢＳ中（ｐＨ＝
５．５），在－０．２～０．８Ｖ之间用循环伏安法扫描３０圈，扫速为５０ｍＶ／ｓ。聚合完成后取出电极，置于７０％
的乙醇中搅拌洗脱６ｍｉｎ，以除去印迹聚合膜中的葡萄糖及膜表面的其他吸附物质，从而获得具有识别葡

萄糖分子功能的印迹传感器。
非分子印迹传感器是在相同的实验条件下进行制作，其区别仅在于电聚合印迹膜时不加入葡萄糖。

１．４　电化学测量

所有的电化学测量均在０．１ｍｏｌ／Ｌ铁氰化钾溶液中进行，扫描范围为－０．２～０．６Ｖ，扫速为０．１Ｖ／ｓ。

２　结果与讨论

２．１　分子印迹膜的聚合

图１　电聚合分子印迹膜的循环伏安图

Ｆｉｇ．１　Ｃｙｃｌｉｃ　ｖｏｌｔａｍｍｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｌｙｍｅｒｉｚａ－
ｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒｌｙ　ｉｍｐｒｉｎｔｅｄ　ｍｅｍｂｒａｎｅ

图１是金电极在含有邻氨基酚和葡萄糖的ＰＢＳ中进

行电化学聚合印迹膜的循环伏安图。由图可知，在电化学

聚合的过程中，随着扫描圈 数 的 增 加，电 流 响 应 信 号 强 度

逐渐降低，这意味着在电极表面上缓慢形成一层导电性相

对较差的葡萄糖分子印迹膜，且随着电化学聚合的进行而

逐渐变厚。

２．２　分子印迹膜的表征

本实验在０．１ｍｏｌ／Ｌ铁 氰 化 钾 溶 液 中 以 循 环 伏 安 法

来验证分子印迹膜对葡萄 糖 的 识 别 能 力。由 于 该 分 子 印

迹膜为非导电膜，且葡萄糖 为 非 电 活 性 物 质，所 以 选 用 铁

氰化钾－亚铁氰化钾作为底液和电极之间的探针来表征印

迹膜的特性。印迹膜经过洗脱后，留下的印迹孔穴可为探针离子对提供传质通道，当电极置于１．０×１０－３

ｍｏｌ／Ｌ葡萄糖溶液中进行重吸附时，由于印迹孔穴对葡萄糖分子的特异性识别，葡萄糖分子又重新回到印

图２　分子印 迹 聚 合 膜 在０．１ｍｏｌ／Ｌ铁 氰 化 钾 溶
液中的的循环伏安图

Ｆｉｇ．２　Ｃｙｃｌｉｃ　ｖｏｌｔａｍｍｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒｌｙ　ｉｍｐｒｉｎｔｅｄ
ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｉｎ　０．１ｍｏｌ／Ｌ　Ｋ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］ｓｏｌｕｔｉｏｎ
ａ．ｂａｒｅ　ｇｏｌｄ　ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ；ｂ．ＭＩＰ－ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ；ｃ．ＭＩＰ－ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ
ａｆｔｅｒ　ｔｅｍｐｌａｔｅ　ｒｅｍｏｖａｌ；ｄ．ＭＩＰ－ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ　ａｆｔｅｒ　ｒｅｂｉｎｄｉｎｇ
ｉｎ　１．０×１０－３　ｍｏｌ／Ｌ　ｇｌｕｃｏｓｅ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ．

迹空穴中，从而阻碍了底液和金电极表面之间的电子传质

过程，导致电流响应信号发生相应的改变。通过以上变化

可以得出铁氰化钾－亚铁氰化钾在传感器上的电流响应信

号与葡萄糖浓度之间的关系。如图２所示，图中曲线ａ和

曲线ｂ分别为金电极和聚膜后的电极在铁氰化钾－亚铁氰

化钾溶液中的循环伏安曲线，这一变化过程是由于在金电

极表面形成了分子印迹膜从而增大 了 探 针 离 子 在 电 极 表

面上的氧化还原反应的难度，因此曲线ａ的峰电流直接降

低到曲线ｂ；ｃ是电极经洗脱后的曲线，该过程将模板分子

（葡萄糖）从印迹膜上洗脱下来，所形成的印迹孔穴为探针

离子对提供大量的传质通道，使曲线ｃ的峰电流明显大于

聚膜后的曲线ｂ的峰电流；曲线ｄ是重吸附后的循环伏安

曲线，即洗脱模板分子后的传感器对葡萄糖进行重新吸附

的过程，葡萄糖再次进入分 子 印 迹 膜 上 的 印 迹 孔 穴，堵 塞

了传质通道使得峰电流降低并接近曲线ｂ。从曲线ａ、ｂ、ｃ、ｄ的变化过程可以得出以下结论：该传感器上

的分子印迹膜对葡萄糖具有特异性识别功能。同样，将非分子印迹传感器进行同样的洗脱、重吸附试验，
由于非分子印迹膜上没有模板分子，洗脱前后印迹膜没有发生变化，所以其在铁氰化钾－亚铁氰化钾溶液
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中的循环伏安曲线几乎不变。

２．３　分子印迹膜形成条件的选择

２．３．１　聚合底液的选择　实验分别研究了在 ＨＡｃ－ＮａＡｃ、Ｎａ２ＨＰＯ４－ＮａＨ２ＰＯ４、硼酸－硼砂、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ等

缓冲液中进行电聚合时得到的印迹膜的性能。结果发现在这几种缓冲溶液中都能聚合成膜，但是经过多

次洗脱和重吸附处理后，发现在Ｎａ２ＨＰＯ４－ＮａＨ２ＰＯ４缓冲液中电聚合得到的分子印迹膜稳定性明显优于

其他缓冲液，因此选择Ｎａ２ＨＰＯ４－ＮａＨ２ＰＯ４缓冲液作为聚膜底液。

２．３．２　功能单体与模板分子比例及浓度的优化　实验选择葡萄糖模板分子的浓度为１．０×１０－３　ｍｏｌ／Ｌ，
分别研究了功能单体与模板分子的比例为１０∶１、８∶１、６∶１、５∶１、４∶１、３∶１时膜的性能。结果表明，当模板分

子的浓度较大时，聚合的印迹膜不够稳定，导致分子印迹膜从电极表面上脱落下来，且印迹孔穴容易塌陷。
当模板分子的浓度较小时，印迹膜上的印迹孔穴数量也较少，产生的电化学信号较弱，信噪比较高。实验

发现，当ｎ功 能 单 体∶ｎ模 板 分 子＝４∶１时，即聚合液中功能单体的浓度为４．０×１０－３　ｍｏｌ／Ｌ时，得到的分子印迹膜

最为理想。

２．４　模板分子洗脱时间及重吸附时间的优化

实验以７０％的乙醇作为洗脱液，分别研究了不同的洗脱时间对分子印迹传感器的影响。当洗脱时间

为６ｍｉｎ，传感器在铁氰化钾－亚铁氰化钾溶液中的响应电流值达到最大值且稳定，所以本实验选择６ｍｉｎ
为洗脱时间。重吸附是将洗脱后留有印迹孔穴的传感器浸入含有模板分子的溶液中进行分子识别。实验

中分别以８、１０、１２、１５、１８、２０、２２、２５ｍｉｎ作为重吸附时间对传感器的吸附性能进行考察，当吸附时间达到

２０ｍｉｎ时，印迹膜对模板分子的重吸附能力趋于饱和。因此选择２０ｍｉｎ为重吸附时间。

２．５　传感器的稳定性与重现性

传感器的稳定性和重现性是评判传感器优劣的一项重要参数。传感器的稳定性是通过将印迹膜进行

多次的洗脱、重吸附后对１．０×１０－７　ｍｏｌ／Ｌ的葡萄糖溶液进行检测来考察的。经过３０次重复洗脱－吸附

后传感器的电化学信号变化如图３所示。结果表明，随着洗脱－吸附过程的进行，电化学信号也缓慢降低，
相对于初始值，逐次记录的３０次的△Ｉ变化率均维持在５％以内，洗脱－吸附过程达到４０次后电化学信号

约下降了８％，此时得重新聚合印迹膜。
传感器的重现性是通过用相同方法制备的五支不同传感器对１．０×１０－７　ｍｏｌ／Ｌ的葡萄糖进行检测来

研究的。实验发现检测结果的相对标准偏差（ＲＳＤ）为４．６％，说明不同的传感器之间具有良好的重现性。

２．６　工作曲线

将分子印迹传感器在不同浓度的葡萄糖溶液中进行重吸附，每一次吸附完全后将电极置于０．１ｍｏｌ／

Ｌ铁氰化钾－亚铁氰化钾溶液中进行循环伏安法扫描，并读取循环伏安扫描的氧化峰与还原峰峰电流之差

值（△Ｉ＝Ｉｐｃ－Ｉｐａ）。如图４所示。结果发现在１．０×１０－８～２．０×１０－６　ｍｏｌ／Ｌ范围内，△Ｉ与葡萄糖浓度

对数ｌｇｃ呈线性关系，其线性方程为：△Ｉ＝－３．０１７ｌｇｃ－６．２９４，相关系数ｒ＝０．９９６。

图３　分子印迹 传 感 器 在１０－７　ｍｏｌ／Ｌ葡 萄 糖 溶 液 中
经３０次重复洗脱－重吸附步骤的△Ｉ变化

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ△Ｉ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｅｎｓｏｒ　ｉｎ　１０－７　ｍｏｌ／Ｌ　ｇｌｕｃｏｓｅ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ａｆｔｅｒ　ｒｅｐｅａｔｉｎｇ　ｅｌｕｔｉｏｎ－ｒｅａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ　ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ
ｆｏｒ　３０ｔｉｍｅｓ

图４　工作曲线的循环伏安图

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　ｃｙｃｌｉｃ　ｖｏｌｔａｍｍｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　ｗｏｒｋｉｎｇ　ｃｕｒｖｅ
Ｉｎｓｅｔ　ｆｉｇｕｒｅ　ｉｓ　ｔｈｅ　ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ　ｃｕｒｖｅ；ａ→ｊ：０，０．０１，０．０５，
０．０８，０．１，０．２，０．５，０．８，１．０，２．０μｍｏｌ／Ｌ　ｇｌｕｃｏｓｅ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
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２．７　干扰实验

由于果糖、木糖与葡萄糖有相似的结构，因此选择果糖、木糖为主要干扰物质进行干扰实验。此外，乳
糖、鼠李糖、蔗糖以及苏氨酸、脯氨酸等氨基酸类物质也同时被选作干扰物质来进行实验。分别在１．０×
１０－７　ｍｏｌ／Ｌ的葡萄糖溶液中加入上述干扰物质，干扰组分与葡萄糖的比例为１００∶１。结果发现，在给定的

±５％误差范围内，这些物质不影响葡萄糖的测定。

３　样品分析

本实验选择苹果和啤酒作为分析样品。取约１０ｍＬ啤酒于烧杯中，不断搅拌，直至无明显的ＣＯ２气

体泡沫为止，然后取１ｍＬ啤酒定容至５００ｍＬ，摇匀，测定时吸取２ｍＬ备用液，其他操作方法如上所述。
苹果中含有葡萄糖、果糖等多种糖类，这些小分子糖具有很好的水溶性，因此可以直接用水提取。准确称

取１００ｇ苹果果肉于研钵中进行研磨，再用５００ｍＬ的二次蒸馏水将葡萄糖从果肉中提取出来，并将得到

的果汁定容至１Ｌ，然后取１ｍＬ该溶液稀释至２５０ｍＬ后，再吸取适量试液按实验方法进行检测。
分别用参考文献方法［１０－１１］同时对啤酒样品和苹果样品进行检测，结果如表１和表２。相对于现有葡

萄糖检测方法，该方法结果满意。

表１　啤酒样品中葡萄糖浓度的检测＊（ｎ＝５）

Ｔａｂｌｅ　１　Ｔｈｅ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｇｌｕｃｏｓｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ｂｅｅｒ　ｓａｍｐｌｅｓ＊（ｎ＝５）

Ｓａｍｐｌｅ Ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ
（ｍｏｌ／Ｌ）

Ｏｒｉｇｉｎａｌ
（ｍｏｌ／Ｌ）

ＲＳＤ
（％）

Ａｖｅｒａｇｅ
（ｍｏｌ／Ｌ）

Ａｄｄｅｄ
（ｍｏｌ／Ｌ）

Ｆｏｕｎｄ
（ｍｏｌ／Ｌ）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ
（％）

１　 １．００×１０－７　 ５．０１×１０－５　 １．０×１０－７　 ２．１０×１０－７　 １００．９６

２　 ０．９３×１０－７　 ４．６５×１０－５　 ３．７２　 ４．８５×１０－５　 ４．０×１０－７　 ４．８８×１０－７　 ９８．９８

３　 ０．９８×１０－７　 ４．８８×１０－５　 ７．０×１０－７　 ８．０３×１０－７　 １００．７５

　　＊：Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ　ｔｏ　ｒｅｌｅｖａｎｔ　ｎａｔｉｏｎａｌ　ｓｔａｎｄａｒｄｓ［１２］，ｔｈｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｇｌｕｃｏｓｅ　ｉｎ　ｂｅｅｒ　ｓａｍｐｌｅｓ　ｓｈｏｕｌｄ　ｂｅ　ｎｏ　ｍｏｒｅ　ｔｈａｎ　４．８×１０－４　ｍｏｌ／Ｌ．

表２　苹果实际样品中葡萄糖的检测＊＊

Ｔａｂｌｅ　２　Ｔｈｅ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｇｌｕｃｏｓｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ａｐｐｌｅ　ｓａｍｐｌｅｓ＊＊

Ｓａｍｐｌｅｓ Ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ
（ｍｏｌ／Ｌ）

Ｏｒｉｇｉｎａｌ
（ｇ／１００ｇ）

ＲＳＤ
（％）

Ａｖｅｒａｇｅ
（ｇ／１００ｇ）

Ａｄｄｅｄ
（ｍｏｌ／Ｌ）

Ｆｏｕｎｄ
（ｍｏｌ／Ｌ）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ
（％）

１　 ０．７７×１０－７　 ３．４８　 １．０×１０－７　 １．６８×１０－７　 ９４．９２

２　 ０．７６×１０－７　 ３．４３　 ４．３１　 ３．３７　 ４．０×１０－７　 ４．７９×１０－７　 １００．６３

３　 ０．７１×１０－７　 ３．２１　 ７．０×１０－７　 ８．１８×１０－７　 １０６．０９

　　Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ＨＰＬＣ［１３］ａｎｄ　ＩＲ［１４］ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｓｈｏｗｓ　ｔｈａｔ　ｔｈｅ　ｃｏｎｔｅｎｔｓ　ｏｆ　ｇｌｕｃｏｓｅ　ｉｎ　ａｐｐｌｅｓ　ａｒｅ　ａｒｏｕｎｄ　２．５－３．５ｇ　ｆｏｒ　１００ｇ　ａｐｐｌｅ　ｓａｍｐｌｅ．

４　结论

本文以邻氨基酚为功能单体制作了一种新型的葡萄糖分子印迹传感器，该传感器具有良好的选择性、
灵敏度和稳定性，且制作方法简便易行。对实际样品的检测效果令人满意，在食品研究领域有着很好的应

用前景。
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