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基于纳米银Ｇ聚苯胺Ｇ石墨烯复合界面
的葡萄糖生物传感器的构建
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摘　要　采用石墨烯纳米材料,并结合葡萄糖氧化酶、聚苯胺和纳米银修饰玻碳电极研制了新型的生物传感器.
考察了修饰电极的电化学行为,讨论了３种不同影响因素对电极响应的作用.结果表明:传感器对葡萄糖表现出良好

的电催化性能.在最佳条件下,该传感器对葡萄糖的线性检测范围为５×１０－６~３􀆰２×１０－４mol/L,检测限为６􀆰６５×
１０－６mol/L(S/N＝３).
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Abstract　A new glucosebiosensorbasedon Agnanoparticles,graphene,polyaniline (PANI)andglucose
oxidase(GOD)modifiedelectrodewasprepared．TheelectrochemicalbehaviorofthebiosensorwasinvestigatedbyUVＧ
Visspectra,electrochemicalimpedancespectroscopyandcyclicvoltammetrymethod．Theperformancesofthebiosensor
wereobservedbytheappliedpotential,pHvalueandconcentrationofGOD．Theresultsindicatedthatthebiosensor
possessedhigh catalytic activity．Underthe optimalexperimentalconditions,thecurrent waslinear with the
concentrationofglucoseintherangefrom５×１０－６to３􀆰２×１０－４mol/L,withadetectionlimitof６􀆰６５×１０－６mol/L
(S/N＝３)andacorrelationcoefficientof０􀆰９９８．
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　　近年来,石墨烯由于电导率高及具有特殊的电

子结构等特点,为被检对象的吸附和电化学反应提

供了充足的空间,并且加速电子转移,实现了直接电

化学和生物传感,因此在电化学领域备受研究者们

的青睐[１Ｇ３].银纳米颗粒作为导电性较好的金属之

一,能够在传感器中充当反应中心和电极之间的导

线,同时它极强的物理吸附能力,使其能够吸附包括

葡萄糖氧化酶在内的具有生物活性的蛋白质大分

子;另外,银纳米颗粒对葡萄糖氧化酶氧化葡萄糖之

后产生的副产物过氧化氢具有优良的催化能力[４Ｇ６].
本研究从当前电化学生物传感技术和纳米技术

中提出最新研究热点出发,将新型的复合纳米技术

渗透融合到电化学生物传感技术中,构建纳米银Ｇ聚

苯胺Ｇ石墨烯复合纳米界面固载葡萄糖氧化酶的电

化学生物传感器,进而来提高传感器的灵敏度,建立

新的生物分析方法,并为进一步的应用研究提供有

价值的理论和实验数据支持.

１　实验部分

１􀆰１　试剂与仪器

葡萄糖氧化酶(GOD)、石墨粉(光谱纯)、苯胺

单体(AI)、硝酸银、壳聚糖(CHIT),国药集团化学
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试剂有限公司;所用试剂均为分析纯;实验用水均为

超纯水.
电化学工作站((CHI６００A 型),上海辰华仪器

有限公司;超声清洗仪(SBＧ８０PS型),宁波新芝生物

科技股份有限公司;酸度计(pHSＧ２５B型),上海大

普仪器有限公司;电子天平(AG１３５型),瑞士 Mettler
Toledo公司;磁力加热搅拌器(８５Ｇ２型),上海浦东

物理光学仪器厂;紫外Ｇ可见分光光度计(UVＧVis,

UV１８０１型),北分瑞利公司.

１􀆰２　氧化石墨烯(GO)及 GO/聚苯胺(GO/PANI)
复合物的制备

GO的制备采用 Hummers和 Offeman方法并

加 以 优 化[７Ｇ８]. 首 先,将 ３􀆰０g 石 墨 粉 和 １􀆰５g
NaNO３(９９􀆰５％)加 入 到 １５０mL 浓 硫 酸 中,并 以

１００r/min的转速在冰水浴中搅拌１h;然后停止搅

拌,缓慢加入８􀆰０gKMnO４,２５℃下维持２h;接着加

入９０mL 超纯水,升 温 到 ９５℃ 以 １００r/min 搅 拌

１２h.然后,缓慢加入３０mL H２O２(３０％),混合均

匀,通过聚酯纤维膜进行过滤,将滤液在６０００r/min
转速下离心１５min;接着将离心后的滤渣分别用

２００mL超纯水、１００mL HCl(３０％)和１００mL乙醇

(３０％)连续冲洗３遍,将冲洗后的滤渣真空干燥,即
得到黄棕色 GO粉末.

GO/PANI复合物的制备参考胡晓炜[９]的方法

并加以优化.称取２０mgGO溶解于５０mL１mol/L
硫酸溶液,超声１h,获得 GO的硫酸溶液,向上述溶

液滴 加 ０􀆰３mL 苯 胺 单 体,超 声 ２h,继 续 加 入

０􀆰２２８１g过硫酸铵,２０℃下反应３h后终止反应.经

离心将所得复合物用超纯水通过 Waterman滤纸

(NO􀆰４)冲洗至pH 为７􀆰０,６０℃真空干燥１２h,即得

GO/PANI复合物.

１􀆰３　纳米银/石墨烯/聚苯胺(Ag/G/PANI)复合物

的制备[８]

将１􀆰０２mL苯胺单体加入到８􀆰９８mL１mol/L
H２SO４ 中搅拌５min,得到苯胺溶液.然后将０􀆰１６g
AgNO３ 和１􀆰００gGO 加入到苯胺溶液中超声处理

１５min,在２５℃室温下搅拌过夜,直至混合物颜色变

为黑绿色,即得到 Ag/G/PANI复合物.最后,将所

得合成物用超纯水通过 Waterman滤纸(NO􀆰４)冲
洗至pH 为７􀆰０,使其得以净化;在６０℃下真空干燥

１２h,即得到粉末状的 Ag/G/PANI复合物.

１􀆰４　葡萄糖生物传感器的制备

玻碳电极用０􀆰０５μm Al２O３ 粉末进行抛光,抛

光后所得电极依次用水、乙醇、水超声清洗３min.
随后把电极置于０􀆰１mol/L磷酸缓冲盐(PBS)溶液

中循环伏安扫描至电极稳定,用水冲洗,自然晾干.
先将 Ag/G/PANI复合物粉末在丙酮溶液中超

声分散,然后将分散液滴涂到玻碳电极上,室温晾干

后再滴加 ５μL１０􀆰０mg/mL 葡萄糖氧化酶,放置

２４h使溶剂挥发形成修饰膜,最后涂布１％壳聚糖.
电极未使用时于冰箱(４℃)中保存.

同理分别制得涂覆有 GO、G/PANI的玻碳电

极.将实验所得的３种玻碳电极分别记作 GO玻碳

电极、G/PANI玻碳电极和 Ag/G/PANI玻碳电极.

１􀆰５　检测方法[１０]

采用三电极检测装置,其中 Ag/AgCl电极为参

比电极,铂丝电极为对电极,修饰电极为工作电极.
电化学分析实验均在１０mL电解池中进行,测试底

液为０􀆰１mol/LPBS缓冲溶液(pH＝６􀆰０).采用循

环伏安法(CV),扫描速率为１００mV/S,扫描范围为

－０􀆰９~０􀆰６V.测试前向溶液中通氮气１０min,以
除去溶液中的溶解氧.修饰电极不使用时,保存于

４℃冰箱中.电化学阻抗谱图(EIS)和计时电流响

应(CA)也由电化学工作站完成.

２　结果与讨论

２􀆰１　UVＧVis分析

GO、GO/PANI和 Ag/G/PANI复合物的 UVＧ
Vis谱图见图１.由图可见,GO 中C􀪅􀪅C的π→π∗

跃迁和C􀪅􀪅O的n→π∗ 跃迁产生了两个不同的吸收

峰,分别为２２８nm 处强吸收峰和２９８nm 处小肩峰;

GO/PANI复合物的紫外吸收峰与PANI的吸收峰

位置基本一致[９];Ag/G/PANI复合物在２７８nm 处

有一强吸收峰,表明３种纳米材料形成了一种新的

复合物.

图１　GO(a)、GO/PANI(b)和 Ag/G/PANI复合物(c)的

UVＧVis谱图

２􀆰２　EIS分析

图２为玻碳电极、GO 玻碳电极、GO/PANI玻

􀅰０９􀅰
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碳电极和Ag/G/PANI玻碳电极的EIS谱图.由图

可见,不同的修饰电极,其电极的电子转移阻碍常数

(Ret)具有明显的差异.裸玻碳电极 EIS谱图的半

圆部分相对来说几乎不可见,这说明裸玻碳电极对

氧化还 原 探 针 有 着 非 常 小 的 电 子 转 移 阻 抗[１１].

GO/PANI玻碳电极和 Ag/G/PANI玻碳电极的

EIS谱图中都有一个明显的半圆弧,这表明石墨烯

和聚苯胺修饰到了电极表面,从而增加了电极表面

电子传递的阻力.修饰葡萄糖氧化酶后的电极(曲
线d)电子传递阻抗继续增加,这是由于作为生物大

分子的 GOD大大地阻碍了分子探针的电子转移,
表明 GOD已经吸附到了修饰电极上面.

图２　玻碳电极(a)、GO玻碳电极(b)、GO/PANI玻碳

电极(c)和 Ag/G/PANI玻碳电极(d)的EIS谱图

２􀆰３　修饰电极应用条件

分别对电极的各个工作参数进行优化,以达到

最佳的电化学响应.

２􀆰３􀆰１　工作电位对酶电极响应的影响

在pH＝６􀆰０的 PBS缓冲溶液中,采用时间Ｇ电

流曲线法测定了不同工作电位下酶修饰电极对

０􀆰５mmol/L葡萄糖的响应电流变化情况,结果见图

３.由图可见,在－０􀆰４~０􀆰１V 电位范围内,随着工

作电 位 向 正 方 向 移 动,催 化 电 流 显 著 增 大,至

－０􀆰１V之后催化电流又呈减小趋势.工作电位为

－０􀆰１V时,催化电流最高,且相对稳定,故本实验选

择－０􀆰１V作为葡萄糖生物传感器的工作电位.

图３　工作电位对酶电极响应的影响

２􀆰３􀆰２　pH 对葡萄糖生物传感器的影响

由于蛋白质/酶的催化反应速率和活性受环境

酸碱度的影响,葡萄糖氧化酶在一定的pH 范围内

才能表现出催化活性,所以考察测试溶液的pH 具

有重要的意义.本实验考察了pH＝４􀆰０~８􀆰０时,
不同缓冲液对修饰电极直接电化学响应电流的变化

情况,结果见图４.由图可见,当pH 从４􀆰０增加到

６􀆰０时,修饰电极的还原电流逐渐 升 高,并 且 在

pH＝６􀆰０时,达到最大值,但是如果继续增加缓冲

液的pH,催化电流又随之逐渐下降.因此,本实验

选择pH＝６􀆰０的PBS缓冲液作为测试溶液.

图４　pH 对葡萄糖生物传感器的影响

２􀆰３􀆰３　GOD浓度对葡萄糖生物传感器的影响

本实验考察了不同 GOD浓度溶液修饰电极对

直接电化学响应变化的影响,结果见图５.由图可

见,随 着 GOD 浓 度 从 ３􀆰００mg/mL 增 至 ９􀆰０
mg/mL,葡萄糖的峰电流明显增大;当GOD浓度继

续增加时,响应电流变化不大.因此,本实验选择最

佳 GOD浓度为９􀆰０mg/mL.

图５　GOD浓度对葡萄糖生物传感器的影响

２􀆰４　葡萄糖生物传感器的电化学响应

本实验采用CV 考察了在优化实验条件下,每
隔３０s连续向０􀆰１mol/LPBS溶液(pH＝６􀆰０)中加

入０、５×１０－６mol/L、１×１０－５mol/L、１􀆰５×１０－５

mol/L、２×１０－５mol/L、２􀆰５×１０－５mol/L 的葡萄

糖,考察该生物传感器对葡萄糖的电流响应,结果见

图６.由图可见,随着葡萄糖溶液浓度的增加,该传

感器还原峰电流迅速增加,对葡萄糖响应迅速.另

外,葡萄糖在５×１０－６~３􀆰２×１０－４mol/L浓度范围

内与该生物传感器的响应电流呈现良好的线性关

系,相关系数r＝０􀆰９９８,检测限为６􀆰６５×１０－６mol/L

􀅰１９􀅰
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(S/N＝３).

图６　生物传感器对葡萄糖的电流响应变化趋势图(a)和

生物传感器检测葡萄糖的线性关系图(b)

２􀆰５　传感器的重现性和稳定性分析

电极重现性和稳定性的高低决定了传感器的优

劣.因此本实验对０􀆰１mmol/L葡萄糖溶液反复进

行了８次实验,考察电极的重现性,相对标准偏差为

１􀆰６％,电极的重现性良好.每隔３天对该传感器进

行测定,结果显示,测定的前１２天传感器的响应略

下降约４􀆰５％,２１天后,下降约１５％,这表明该生物

传感器展现出了良好的重现性和稳定性.

３　结论

成功制备了一种基于纳米银/石墨烯/聚苯胺复

合材料固载葡萄糖氧化酶修饰电极的生物传感器.
纳米银/石墨烯/聚苯胺复合材料的形成,使电极的

导电性和生物相容性得以大大提高,也为固载葡萄

糖氧化酶提供了较好的环境,并且制得的葡萄糖生

物传感器具有高灵敏度和低检测限等特点,为后续

的应用研究提供了有力的理论支持.
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３　结论

(１)在烧结温度５００~８００℃范围内,随着烧结

温度的增加,用３种铜粉制备的铜导电浆料融化程

度逐步提高,导电铜膜电阻逐渐减小.
(２)在烧结温度相同条件下,用３种铜粉制备的

导电铜膜电阻不同,形貌有差异,烧结温度为６００℃
时３种铜粉融化效果均较差.

(３)在铜粉中添加银粉,银颗粒在铜粉之间起到

了桥接的作用,填充了铜粉之间的空隙,改善了铜粉

的烧结活性,用３种铜粉制备的导电铜膜其电阻都

有不同程度的降低.与添加银粉相比,银包铜粉在

铜导电浆料中的均匀性和连结性更好.
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