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摘� 要 � 采用顺序注射分析( SIA )与丝网印刷生物传感器联用法,考察辣根过氧化物酶( H RP )催化邻苯二胺

( OPD)�H 2O2 反应体系。利用牛血清白蛋白( BSA )和戊二醛形成的交联大分子, 将 HRP固定于丝网印刷电

极表面,制备成 HRP 电极, 通过对缓冲液 pH 值及浓度、泵流速、样品量进行优化, 建立用于检测 HRP 对

H2O2 与 OPD的催化动态响应曲线的 SIA 与时间�电流( i�t )相结合的分析方法。结果表明:在实验反应的最

适条件(泵流速 153. 9 mL/ min、样品量 100 mL、0. 1 mol/ L PBS 缓冲液( pH 6. 5) )下,电流响应值随 H 2O2 浓

度增加而增大, H RP 酶电极测定 H 2O2 的浓度线性范围是 0. 1~ 1. 0 mmo l/ L, 呈现良好的线性关系。该酶电

极重现性良好, RSD 为3. 8% ,用于实际水样回收率测定时,回收率大于 60%。
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1 � 引 � 言

丝网印刷型电化学生物传感器具有成本低, 工艺简单, 检测快速, 灵敏度高等特点[ 1~ 3] 。在应用分

析中通常将样品滴加到这类电极的工作区域或直接把电极放入样品液中。近来出现了流动注射分析

( FIA)与丝网印刷生物传感器联用技术。如 Ledr u 等[ 1] 采用 FIA 与电化学丝网印刷电极结合检测

HRP�SPCE与 H2 O2 体系间电子直接转移,该方法提高了传感器分析的精确度和灵敏度。为了提供多

步骤化学反应, 简化分析流路操作,在实际应用的在线和过程分析工作中, 顺序注射分析( SIA)和电化

学生物传感器联用技术得到了关注。如 Gomes等
[ 4]
采用 SIA 与铂电极电化学生物传感器结合检测 L�

乳 酸;

Niculescu等 [ 5]采用喷壁式 FIA 和 SIA 与石墨棒及丝网印刷脱氢酶电极结合监测酒发酵过程中的乙醇。

与 FIA 相比, SIA 检测系统中泵阀到检测器间管道较短,消耗试剂较少
[ 6]

, 可通过注射泵定量抽吸实现

多步骤的定量反应与分析
[ 6~ 8]

,且不需要因为检测项目变化而改变流路系统。

SIA 与丝网印刷型电化学生物传感器联用方法, 提供了更有利的在线长期实时检测环境 [ 5, 6]。目前

对该联用方法使用研究还较少。本实验采用此联用方法,以辣根过氧化物酶( HRP)为生物识别分子,

探讨丝网印刷电极上 HRP 酶催化邻苯二胺( OPD)�H 2O 2体系
[ 9~ 11]

的反应,并优化了检测条件。

2 � 实验部分

2. 1 � 仪器与试剂

CHI1000电化学工作站(上海辰华仪器公司) ; MSP1�C1工业注射泵(保定兰格恒流泵有限公司) ;

电解池,丝网印刷电极(自制, 图 1)。

辣根过氧化物酶( HRP, 250~ 300 U/ mg, Sigma 公司) ; H 2O 2 ( 30%, 分析纯, 国药集团化学试剂有

限公司) ; 邻苯二胺( OPD, 化学纯,国药集团化学试剂有限公司) ; 牛血清白蛋白( BSA, Sigma 公司) ,戊

二醛 ( 25%, 分析纯, 国药集团化学试剂有限公司) , 甲醇 (分析纯, 杭州化学试剂有限公司) ; 碳浆

( 423ss, Acheson公司) ; 绝缘浆( CH�10, 日本 JUJO公司) ; 地表水( pH 7. 22,浊度 18. 9 NT U,浙江省

嘉兴市工业园区) ,磷酸盐缓冲液, 实验用水为超纯水。



2. 2 � 顺序注射型电化学检测系统

顺序注射型电化学检测系统主要由注射泵、多位阀、流通反应池、电化学检测系统组成,如图 1所

� 图 1� SIA�电化学生物传感器系统

Fig . 1 � SIA�electro chemical biosenso r system

A. SP: 注射泵( Syringe pum p) ; H C: 储液管( H olding coil ) ; SV: 多位选

择阀( M ult iposit ion valve) ; P: 恒电位( Poten tios tat ) ; D : 检测器( Detec�

t or cell) ; B. � 螺丝( Screw s) ; � 支撑架 ( Backs top ) ; � 流过式反应池

( Flow�through cell) ; �酶电极( Enzym e elect rode)。

示。系统中采用的注射泵额定行程为

30 mm/ 3000步,线速度范围 16. 67~ 25 mm/ s,

采用多位阀配合完成试样的引入、预处理、

反应及检测等。系统采用电化学工作站,

检测在流通反应池上电极间电流信号的变

化。控制软件在 PC 机上运行,采用 C+ +

builder 6. 0 开发, 通过 RS232接口实现对

系统中的注射泵、多位阀的精准控制。采

用1 mL 注射器时, 该系统最低流速可达

50 mL/ min。

2. 3 � HRP酶电极的制备
2. 3. 1 � 丝网印刷电极的制备 � 采用丝网

印刷工艺制备两电极结构的电化学传感

器
[ 12~ 14]

(图 2)。以碳浆印制碳电极层(图

� 图 2 � 丝网印刷电极的制备

F ig . 2 � Preparat ion of screen�

pr int e elect rode

A: 碳浆层( Carb on paste layer) ; B:

绝缘层 ( Insulat ion layer) ; C: 完整

电极( Full elect rode)。

2A) ,由于是两条碳糊电极,一条做工作电极, 另一条做参比电极。后印

刷蓝色油墨作为绝缘层(图 2B)。碳电极印刷完毕后,将电极放入 90 �

烘箱中30 min。绝缘层印刷完毕后,将电极放入 90 � 烘箱 15 min, 常

温干燥保存。

2. 3. 2 � HRP电极的制备 � 将电极条放入水中超声清洗 3 min,取出用水

清洗,晾干待用。用 PBS( pH 7. 0)配制 1 g/ L HRP 酶液和 0. 3%戊二醛;

用水配制 2 g/ L BSA;按照V ( HRP)�V (戊二醛)�V ( BSA) = 15�5�3将其

混匀,取10 mL 混合液滴加到电极工作区域,置于37 � 培养箱中保湿反应
1 h。取出用纯水冲洗,晾干后于 4 � 冰箱中干燥保存待用。

2. 4 � 检测方法

采用时间�电流( i�t )方法检测,极化电位采用- 0. 2 V, 注射泵的流

速为 50 ~ 400 mL/ m in。实 验 过 程 中, 在 H 2O 2 浓 度 为

0. 1~ 1. 0 mmol/ L , OPD浓度为0. 1~ 2. 0 mmol/ L, 均为新鲜配制。采用顺序注射方法分析流路完成

检测。

实验前,抽取适量的缓冲液将整个循环流路清洗及将管道中的空气排走,消除气泡产生的影响。一

个操作循环流程如下: ( 1)清洗流路 � 注射泵吸入 200 mL PBS,通过阀位 2排出,清洗管路中上次残留

样品。( 2)进样 � 注射泵和阀位 1依次各吸入 200 mL PBS,然后转换到阀位 4吸入 100 mL H 2O 2 与

OPD的混合样品试剂。( 3)检测 � 将多位阀转换到阀位 2,注射泵流速调为 153. 9 mL/ min, 将储液管中

试剂注射进检测池中进行检测。在检测过程中储液管的容量要达到混合试剂总量的要求。检测完成

后,用纯水将所有管路冲洗干净,以备下次使用。

3 � 结果与讨论

3. 1 � 流速的影响

流速对峰值电流、响应时间及噪声有影响。本实验采用 1 mL 注射器, 当流速为 187. 5 mL/ min 时,

电流响应的噪声值较小, OPD�H 2 O2混合样品液很快经过了酶电极工作区域, 使酶促反应未及完全,致

使峰电流较小; 当流速为 170. 5 mL/ min 时, 电流响应噪声值增加, 但酶促反应未达到最佳; 当流速为

134. 7和115. 9 mL/ min时,电流噪声值较大,混合样品液扩散的速度缓慢,同样使HRP与混合样品液酶促

反应不完全,峰电流降低,且在检测同等量的样品液时,测定时间过长, 峰值没有达到最佳,具体数据见图

3。在同一个混合样品液浓度下, 各流速下的峰电流值 ip ( 153. 9 mL/ min) > ip ( 170. 5 mL/ m in) > i p
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( 187. 5 mL/ min) > i p ( 134. 7 mL/ min) > i p ( 115. 9 mL/ min) ,当流速为 153. 9 mL/ min 时,电流响应噪声

相对较小,电流响应曲线较好,峰电流值较大。因此,本实验选择的最佳流速为 153. 9 mL/ min。

3. 2 � 样品量的影响

样品量影响峰电流值的大小和形状。由于样品量由流速及电化学反应速率决定,此外样品在抽取后存

在于流路中时与缓冲液的界面混合,造成峰形不清晰,所以抽取样品量的多少对电流响应曲线存在影响。同

一混合样品浓度下,抽取的样品量小于100 mL 时,峰电流值小于 20 nA;样品量大于100 mL 时,峰电流值大于

20 nA;当样品量大于140 mL 时,峰电流值上升趋势减缓,趋于稳态(图4)。所以当样品量过少时,酶促反应较

小致使电流响应低,峰电流值未达最佳值;样品量过多时,酶促反应完全,但峰电流基本不变,且检测时间过

长,试剂消耗增大。样品量为 100 mL 时,电流峰值为 25 nA, 峰电流形态清晰, 该样品量下电流响应值虽

然不是处于稳态,但能获得较好的电流响应曲线。所以,实验最适样品量为 100 mL。

� 图 3 � 不同流速对 HRP酶电极的影响

Fig. 3� Effect of differ ent flow rale on hor ser adish per ox idase

( H RP ) , electrode

� 图 4� 样品量对传感器电流响应的影响

Fig . 4 � Effect of sample volume on H RP elec�

t rode response

3. 3 � 缓冲液 pH值对酶传感器的影响

缓冲液的 pH 值会影响峰值电流。在 pH � 7. 0 时, HRP 活性最佳
[ 14]
。采用戊二醛与 BSA 交联

方法将 HRP 固定于电极, 选取 pH 5. 5~ 8. 0进行比较(图 5)。当 pH < 6. 5或 pH> 6. 5时,电流响应

值都有所降低,这是由于 HRP 在过酸性或过碱性环境中, 其酶活性中心有关基团发生改变, 而使酶活降

低,从而酶促反应降低致使电流响应值降低。电流响应最大值出现在pH 6. 5,本实验最佳pH 值选择6. 5。

3. 4 � 缓冲液浓度对酶生物传感器的影响
缓冲液的浓度对酶促反应也有影响[ 11] , 在不同浓度的缓冲液下, 酶活性有差异,致使峰电流值不

同。本实验选取 0. 05~ 0. 25 mol/ L PBS进行比较, 从图 6可知, 混合样品液同一浓度下, PBS浓度为

0. 1 mo l/ L 时,电流响应值最大,但随着缓冲液浓度的增加或减小, 峰电流值都随之降低。因为缓冲液

浓度过大时,不仅使酶活降低,而且阻碍了电子的传递而使电流减小,抑制了酶促反应,这有可能是不可

逆的反应,因为同个酶电极重复测定时,峰电流值都有所降低。缓冲液浓度太小,无法保证酶促反应具

有足够的电子传递而使电流减小。本实验选用 0. 1 mo l/ L PBS。

� 图 6� 缓冲液浓度对酶电极电流响应的影响

F ig . 6 � Effect o f buffer concentrat ion on H RP electr ode

response

� 图 5 � 缓冲液 pH 值对酶电极电流响应的影响

Fig. 5� Effect of pH on H RP electrode r esponse
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3. 5 � HRP电极电流响应性能测定

在上述优化条件(0. 1 mol/ L PBS缓冲液( pH 6. 5) ,流速 153. 9 mL/ min,样品量100 �L)下,测定不同浓度

H2O2与 OPD, HRP催化OPD�H2 O2 反应的电流响应值见图 7。电流响应峰值随 H 2O2 浓度增加而增大,

H2O2 浓度的线性范围是0. 1~ 1. 0 mmol/ L ,线性方程为 y= 14. 59+ 114. 61x, R2 = 0. 9845,电流响应灵敏

度为 110. 11 mA / ( mo l/ L ) ;电流响应峰值随 OPD浓度增加而增大。OPD 浓度线性范围是 0. 1~ 1. 0

mmo l/ L ,线性方程为 y= 27. 595x+ 17. 925, R
2
= 0. 9941, 电流响应灵敏度为 26. 88 mA/ ( mo l/ L)。

图 7� A:不同浓度 H2O 2 下 HRP 电极的电流响应; B: H RP 电极的电流响应与 H 2O 2 浓度线性关系; C: H RP

电极的电流响应与 OPD浓度的线性关系

Fig . 7 � A: Response o f HRP electr ode fo r H 2O2 different concentr ations; B: Relat ionship betw een HRP elec�

tr ode cur rent response and concentr ation of H 2O2 ; C: Relationship betw een H RP electr ode curr ent r esponse

and concentrat ion of OPD

3. 6 � HRP电极的重复稳定性

在优化条件下,采用同一 HRP 电极对 0. 4 mmol/ L H 2 O2 与 OPD混合试剂连续平行测定30次,响

应电流峰值平均值为 48. 8 nA, HRP 酶活性有所降低,相对标准偏差( RSD)为 3. 8%。此 HRP 酶电极

具有了较好的检测重复性。

3. 7 � 回收率

实际生活中,苯胺类化合物通常因运输车发生车祸、生产爆炸、工业排污等, 泄漏到地表水体中,为

验证电极的实用性, 采用加入法对地表水样品进行了回收率的测定。实际水样采集于浙江嘉兴工园区

内的河水, pH 7. 22, 浊度 18. 9 NTU。结果如表 1所示, OPD浓度在 0. 1~ 1. 0 mmol/ L 范围内, 回收

率大于 60%。考虑到苯胺类化合物在因事故产生泄漏污染的水样中,其浓度通常较高,因此该酶电极

适用于此类地表水体或化工废水处理过程的阳性初筛。回收率随加入OPD浓度增大而减少,说明水样

中可能存在抑制剂, 阻碍了酶促反应,致使酶促电流降低,抑制过程尚需进一步研究。

表 1� 实际水样加标回收率实验
Table 1� Recover ies o f spiked in real sam ple

样品编号
N o.

样品量
Sample

( mmol/ L)

加入量
Added

( mm ol / L)

检出量
Found

( mmol/ L)

回收率
Recovery

( % )

样品编号
No.

样品量
Sample

( mm ol / L)

加入量
Added

( mmol/ L)

检出量
Found

( mmol/ L)

回收率
Recovery

( % )

1 0 0. 1 0. 0919 91. 9 3 0 0. 5 0. 3647 72. 9

2 0 0. 2 0. 1538 76. 9 4 0 1. 0 0. 6764 67. 6

�
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Screen�printed Biosensor System Based on

Sequential Injection Analysis Method

ZH AO Fang1, 2 , CA I Q iang 2 , YANG Xiao�He3 , CH EN Xiang�Qiang4 , PENG Fang�Yi5 , PENG Hui�M in* 1

1( School of Basic Med icine, Chongqing Medical Univer sity , Chongq ing 400016)

2 ( Depar tment of Envir onmental T echnology and Ecology ,

Yangtz e D el ta Region I ns titute of T singhua Univ er sity , J iax ing 314006)

3 (Zhej iang Institute of Medical D evices , H angz hou 310009)

4( T s ing hua Univer sity , Beij ing 100084)

5 (Chongq ing Univer sity of T echolog y , Chongqing 400050)

6 (T he Exp er imental T eaching Center of Basic Medicine , Chongq ing Med ical Univer sity , Chongqing 400016)

Abstract � T he r eaction system o f horser adish pero xidase ( HRP ) cataly zing o�phenylenediam ine

( OPD)�H 2O 2 using biosenso r coupled with sequential inject ion analysis ( SIA ) w as studied. The

biosensor w as screen printed electrode immobilized w ith bovine serum albumin ( BSA) and glutaralde�
hyde. Af ter HRP sensor on the SIA sy stem , the experiment of senso r�s dynamic response for H 2O 2�
OPD was studied, including a series o f optim izat ion, such as the buf fer pH and concentr at ion, pump

flow rate, sample volume. T he result show ed that under the opt imum condit ions of the experiment,

including f low rate of 153. 9 mL/ min, sample volume of 100 mL and the buf fer of pH 6. 5( 0. 1 mol/ L) ,

the HRP biosenso rs has a linear response in the range of 0. 1 - 1. 0 mmol/ L fo r concentration of

H 2O2 . The current response cur ve increased w ith the increase of the concentration o f H 2O2 . In addi�
t ion, the biosensor had the advantag es of repeatability w ith RSD of 3. 8%. The recover y rat ion fo r

OPD in the real sample w as more than 60%.

Keywords � Sequent ial injection analy sis; Bio sensors; Scr een�printed elect rode; Horser adish

perox idase
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