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基于层 2层自反应的葡萄糖氧化酶
有序多层膜电极

孙莹莹 , 赵 　爽 , 杨微微 , 孙长青
(吉林大学化学学院 , 长春 130012)

摘要 　以胱胺修饰的金电极为基础电极 , 利用席夫碱反应使经高碘酸根氧化的葡萄糖氧化酶在该电极表面

进行自身的层 2层有序组装. 用电化学交流阻抗法对多层酶膜形成过程的跟踪结果表明 , 该多层酶膜的生长

是一个逐步形成的均匀过程. 用循环伏安法和 I2t曲线法研究了该酶电极对葡萄糖的电催化氧化. 实验结果

表明 , 当采用羟基二茂铁作为人工电子转移媒介体时 , 该酶电极对葡萄糖具有很好的电催化氧化功能. 该传

感器制作简便 , 响应迅速 , 性能稳定 , 催化电流与葡萄糖浓度在一定范围内成正比 , 并且可以通过控制葡萄

糖氧化酶的组装层数来调节该生物传感器的灵敏度与检测限.
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自 Clark等 [ 1 ]于 1962年提出葡萄糖酶电极的概念和 Updike等 [ 2 ]于 1967年制备第一支酶电极以

来 , 以酶电极为主体的生物传感器的研制越来越受到关注. 葡萄糖生物传感器由于可为糖尿病患者的

临床诊断提供重要的信息 , 故其研究已引起人们的重视. 迄今 , 已有多种葡萄糖生物传感器产生 [ 3 ] .

同时 , 基于葡萄糖氧化酶和其它相关酶的生物传感器也获得了发展. 对于生物传感器 , 尤其是酶基生

物传感器 , 生物功能分子在基础电极表面的固载一直是该领域的研究热点之一. 传统的生物功能分子

固载方法有吸附法 [ 4 ]、共价键合法 [ 5 ]、凝胶 /聚合物包埋 [ 6 ]和交联法 [ 7 ]等. 近年来 , 多维整体系统的分

子水平设计已被广泛应用于生物传感器研究领域中 [ 8 ]
, 功能蛋白质的有序层状组装是其中的重要研究

内容之一. 蛋白质在固态基质表面有序多层构筑主要包括基于静电作用的层 2层自组装法 [ 9 ]和利用偶

联剂的逐层键合法 [ 10 ] , 这些方法虽已被证明是可行和有效的 , 但也存在局限性 , 前者形成的蛋白薄膜

稳定性欠佳 , 而后者组装过程繁琐.

我们建立了一种葡萄糖氧化酶在固体电极表面有序多层构筑的新方法. 葡萄糖氧化酶经高碘酸根

氧化后 , 该球蛋白表面既带氨基又含醛基 , 利用氨基与醛基在常温下生成席夫碱反应这一原理 , 可将

葡萄糖氧化酶共价层 2层组装到胱胺修饰的金电极表面. 采用电化学交流阻抗法对多层酶膜的形成过

程进行了跟踪 , 用循环伏安法和 I2t曲线法详细研究了该酶电极对葡萄糖的电催化氧化.

1　实验部分

1. 1　试剂与仪器

葡萄糖氧化酶 ( EC 1111314, from aspergillus niger, 100 Units/mg, GOx)购于 Amersco公司 , 胱胺二

盐酸盐、聚二甲亚胺 ( PE I, Mw = 50 000)和羟基二茂铁均为 A ldrich公司产品.

其余试剂均为分析纯试剂. 实验用水为二次蒸馏水. 葡萄糖储备溶液在使用前 24 h配制 , 以完成

其构型转换.

布鲁克公司 IF2S66V型傅里叶变换红外光谱仪.



CH I 660A电化学工作站 (美国 ) , 三电极系统 : 以修饰的金电极 (CH101, < = 2 mm )作为工作电

极 , 铂丝作为对电极 , Ag/AgCl (饱和 KCl)电极作为参比电极. 电化学交流阻抗实验以 5 mmol/L的

K3 [ Fe (CN ) 6 ] /K4 [ Fe (CN ) 6 ] (摩尔比 1∶1) 为探针 , 在电位 E
0

= 0117 V下进行 , 频率范围为 011～

100 000 Hz, 交流电压振幅为 10 mV.

所有实验均在 (25 ±1) ℃的温度下进行. 在每次实验前 , 向底液中通高纯氮气至少 20 m in除氧 ,

并在实验过程中保持氮气氛围.

1. 2　葡萄糖氧化酶的醛基化

参照文献 [ 11～13 ]方法 , 用高碘酸钠氧化葡萄糖氧化酶使其醛基化. 将 20 mmol/L GOx (总体积为

5 mL, 溶于 011 mol/L磷酸缓冲液 , pH = 6182)放入圆底烧瓶中 , 用冰水浴控制温度在 0 ℃, 然后小心

加入 30 mg高碘酸钠 , 搅拌条件下反应 1 h后 , 将体系温度升至 25 ℃, 加入 6197μL乙二醇继续反应

30 m in. 反应停止后 , 将产物移至半透膜中 , 用磷酸缓冲液渗透以除去小分子杂质. 整个实验均在避光

条件下进行 , 将产物避光冷冻保存.

1. 3　葡萄糖氧化酶多层膜的组装

在金电极上组装 GOx多层膜的过程如下 : 将金电极依次用 110, 013和 0105μm的 A l2O3抛光 , 并

在蒸馏水和乙醇溶液中交替超声清洗 3次 , 然后用二次水清洗电极 , 用高纯氮气将其吹干. 将清洁的

金电极浸入 10 mmol/L 的胱胺水溶液中 , 2 h后取出 , 用二次水冲洗干净 , 用氮气吹干. 将此金电极放

入上述氧化过的葡萄糖氧化酶 ( IO4 2GOx)溶液中 , 1 h后取出 , 用二次水冲洗 , 氮气吹干. 重复最后一

步操作即可获得葡萄糖氧化酶的多层膜电极.

2　结果与讨论

2. 1　GO x多层膜的组装原理及过程跟踪

首先通过胱胺在金电极表面的自组装使其表面氨基化 , 然后将此金电极浸入 IO4 2GOx溶液后 , 其

氨基就会与 IO4 2GOx上的醛基在常温下发生席夫碱反应 , 使 GOx通过共价作用组装到金电极上 , 从而

完成第一层的构筑. 由于 GOx通过高碘酸根氧化后表面既含醛基 (来自 GOx表面糖基的氧化 )又含氨

基 ( GOx分子中的赖氨酸残基 ) , 当将该电极再次放入 IO4 2GOx溶液后 , 此时电极表面裸露出的氨基会

与溶液中 IO4 2GOx的醛基进行席夫碱反应 , 以完成第二层的构筑. 如此重复即可形成 GOx多层膜. 由

于葡萄糖氧化酶经高碘酸根氧化后自身既存在醛基又存在氨基 , 因此在溶液中存在一个席夫碱反应的

动态平衡. 当将氨基化的金电极浸入其中后 , 由于金电极表面的氨基浓度较大 , 破坏了溶液中的动态

平衡 , 促使反应正向进行 , 因此使大量的 GOx通过共价键合作用组装到金电极上 , 反应再次达到平

衡. 当将电极拿出冲洗吹干后再放入 GOx溶液中时 , 其动态平衡又被破坏 , 促使反应正向进行 , 使

GOx继续生长在电极上 , 多次重复生成了 GOx多层膜.

为进一步证明此过程 , 将组装了 6层 GOx的金电极与将胱胺修饰的金电极放入 IO4 2GOx溶液中

6 h后形成的电极对葡萄糖的催化氧化进行了对比. 实验结果说明 , 虽然两种方法电极浸入 IO4 2GOx

溶液中的时间相同 , 但组装了 6层 GOx的金电极的催化电流可达到 314μA, 而胱胺修饰的金电极放入

IO4 2GOx溶液中 6 h而形成电极的催化电流仅为 118μA. 这充分说明当席夫碱反应达到平衡后 , 即使

浸入时间再长 , GOx也不会继续组装到电极上. 故此膜生长的驱动力就是席夫碱反应的破坏与再建立

的过程. 这与文献 [ 14 ]报道的组装方法及原理是类似的.

实验中还采用红外光谱对组装过程进行了验证. 首先通过 PE I(115 mg/mL )在 CaF2基片表面的自

组装使其表面氨基化 , 然后利用与电极制备相同的方法将 GOx组装到 CaF2基片上. 在红外谱图中可以

明显观察到 C N的特征吸收峰 (1 541 cm - 1 ) , 而 GOx上未完全发生反应的醛基的 1 665 cm - 1特征峰

强度很弱. 表明 GOx多层膜的组装过程确实是通过分子间席夫碱反应进行的.

图 1为用电化学交流阻抗法跟踪 GOx多层膜电极组装过程所获得的交流阻抗谱. 可以看出 , 随着

组装阶段和 GOx层数的不同 , 电化学交流阻抗谱有明显的不同. 图 1谱线 a是裸金电极在 5 mmol/L

K3 [ Fe (CN ) 6 ] /K4 [ Fe (CN ) 6 ] (摩尔比 1∶1) 溶液中的阻抗谱 , 该阻抗谱在所有频率范围内近似为一条
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　F ig. 1　Electrochem ica l im pedance spectra for the cystam ine

m od if ied gold electrode w ith d ifferen t num bers of

GO x in 5 mm ol/L K3 [ Fe( CN) 6 ] /K4 [ Fe( CN) 6 ]

( m olar ra tio is 1∶1) solution

a. Bare Au; b. one layer; c. two layers; d. three layers;

e. four layers.

直线 , 表明此时电极上不存在阻挡电子转移的

物质 , [ Fe (CN) 6 ]4 - /3 - 非常容易到达电极表面

发生氧化还原反应 , 反应是受扩散控制的过

程.

图 1谱线 b～e分别为组装了 1, 2, 3和 4

层 GOx的金电极的阻抗谱 , 其高频部分出现明

显的半圆 (该半圆的直径代表电荷转移电阻 ) ,

且半圆的直径随组装层数的增加而增大 , 说明

电极表面引入了阻碍电子转移的物质 , 其对电

子传递的阻碍随组装层数的增加逐渐增强 , 探

针分子 [ Fe (CN ) 6 ]
4 - /3 - 越来越难以到达电极

表面 , 电荷转移电阻增大. 这一结果同循环伏

安法获得的结果是一致的 , 表明该 GOx多层酶

膜的生长是一个逐步形成的均匀过程.

2. 2　GO x多层膜电极对葡萄糖的电催化氧化

在研究第二代 GOx酶电极对葡萄糖的电催化氧化时 , 须选用合适的人工电子转移媒介体 , 其中二

茂铁及其衍生物是理想的选择. 在本实验中 , 选用不带电荷的羟基二茂铁为电子转移媒介体进行研

究. 图 2 (A )为组装了 6层 GOx的金电极在 0125 mmol/L 羟基二茂铁的磷酸盐缓冲液中 ( 011 mol/L ,

pH = 6182)在不同扫描速度下的循环伏安曲线. 由图 2 (A )可见 , 在电位窗口 0～015 V范围内 , 有一

对可逆的氧化还原峰出现. 当扫描速度为 100 mV / s时 , 其峰 2峰电位差为 0106 V. 其式电位 E
′
0 [ E

′
0 =

( Epa + Epc ) /2 ]为 0122 V ( vs. Ag /AgCl) , 该反应归属于 Fc
+

/Fc的单电子氧化还原反应. 阳极峰电流

和阴极峰电流在 5～100 mV / s范围内均与扫描速度的平方根成正比 [图 2 (B ) ] , 说明该电极反应是受

扩散控制的.

F ig. 2　Cyclic voltamm ogram s of six GO x layers m od if ied gold electrode in 011 m ol/L phospha te

buffer solution a t d ifferen t scan ra tes( pH = 6182) ( A) and the rela tion sh ip of anod ic and

ca thod ic peak curren ts vs. the square root of scan ra te( B)

Scan rates/ (mV·s - 1 ) : 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100 ( from inside to outside) .

Ferrocenemethanol(0125 mmol/L) was used as a diffusional electron2transferring mediator.

图 3 (A)为在羟基二茂铁存在下 , GOx多层膜电极在含 20 mmol/L葡萄糖的磷酸盐缓冲溶液中获

得的循环伏安曲线 , 其中曲线 a是在裸金电极上获得的 , 可见有一对可逆的氧化还原峰 , 其峰 2峰电位

差为 0106 V, 是单纯的羟基二茂铁在电极上得失电子产生的. 在电极组装了 GOx之后 [图 3 (A )曲

线 b～e ] , 氧化还原峰均发生了明显变化 , 表现为氧化峰增强 , 还原峰减弱 , 甚至消失. 随着组装 GOx

层数的增加 , 即电极上 GOx的量的增加 , 氧化电流越来越大. 值得注意的是 , 当该电极修饰一层 GOx

时 , 其氧化峰电流的增加值要比以后几层的增加值大. 这可能是由于修饰胱胺后的金电极表面氨基含

量相对较多且平整 , 致使大量的 GOx比较容易通过共价作用组装到电极上. 当修饰一层 GOx后 , 电极

表面因布满 GOx这种非理想球状蛋白变得不平整 , 所以接下来 GOx的组装变得相对困难. 而后 , 随着
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GOx酶层数的增加 , 氧化峰电流均匀增大 , 这进一步表明该酶电极的组装是一个均匀的过程. 上述反

应是一个典型的酶依赖催化反应 , 其催化过程表达如下 :

Fc Fc
+

+ e (1)

GOx ( FAD) + G
k1

k - 1
GO x( FAD2G)

k2

GOx( FADH2 ) + GL (2)

　 　　　　　　　　

GO x( FADH2 ) + 2Fc+
k3

GOx( FAD ) + 2Fc (3)

式中 , GOx( FAD )和 GOx( FADH2 )分别代表葡萄糖氧化酶的氧化型和还原型 ; Fc+和 Fc分别代表电子

转移媒介体的氧化型和还原型 ; G和 GL分别代表葡萄糖和葡萄糖酸内酯.

图 3 (B)为采用未经高碘酸根氧化的葡萄糖氧化酶通过此方法组装而成的传感器的循环伏安图.

可见 , 不论浸入 GOx溶液的时间长短 , 循环伏安信号均未增加 , 表明 GOx未组装到电极上. 这充分说

明 GOx酶多层膜是通过氧化过的葡萄糖氧化酶自身的相互作用构筑到电极上的.

F ig. 3　Cyclic voltamm ogram s of the m od if ied electrodes in 20 mm ol/L glucose20125 mm ol/L ferrocene2
m ethanol( A ) and the cyclic voltamm ogram s of the electrodes m od if ied w ith na tive2GO x in 20

mm ol/L glucose20125 mm ol/L ferrocenem ethanol detected once each hour( B)

Conditions: 011 mol/L phosphate buffer solution ( pH = 6182) under N2 ; scan rate: 10 mV / s. Layer number: a. 0;

b. 1; c. 3; d. 5; e. 7.

在无质量传输限制的情况下 , 可根据修饰电极的循环伏安响应结果并用以下公式计算组装到电极

上的活性酶的量 [ 15, 16 ]
:

1
Ip

=
1

2FSΓET

1
k3 [ Fc ]

+
1
k2

+
1

kred [ G ]
(4)

式中 , Ip代表以羟基二茂铁为电子转移媒介体的循环伏安曲线的稳态电流 , F为法拉第常数 , S为电极

面积 , ΓET为活性酶的总体表面浓度 , [ Fc ]为中介体的浓度 , [ G ]为溶液中葡萄糖的浓度 ; 其中 , k2 =

700 s
- 1

, k3 = 112 ×10
7

L / (mol·s) , kred = k1 k2 / ( k - 1 + k2 ) = 111 ×10
4

L / (mol·s)
[ 13, 17 ]

. 不同层数活性

酶的表面浓度列于表 1. 表 1数据表明 , 除第一层外 , 随着层数的增加 , 电极上酶的覆盖度是均匀增加

的 , 大约每两层增加 016 ×10 - 12 mol/cm2 , 说明多层酶膜具有均匀有序的结构 , 这一特性为控制活性酶

在电极表面的负载量提供了可能.

Table 1　The coverage of active enzym e for d ifferen t num bers of GO x m ultilayers

ca lcula ted from the cyclic voltamm etr ic da taa

Layer number 0 1 3 5 7

1012 Гb
ET / (mol·cm - 2 ) 0 113 ±011 119 ±011 215 ±011 311 ±011

1012 Гc
E / (mol·cm - 2 ) 113 016 016 016

　　 a. Plateau currents were measured by subtracting the glucose2free voltammogram s from the mediated ( 20 mmol/L glucose in solution )

voltammogram s. b. Values are the average of trip licate exam inations. c. Active enzyme coverage of each layer calculated from the respective values

of ГET.

2. 3　GO x多层膜电极的分析性能

图 4曲线 a～d分别为 2, 4, 6和 8层 GOx修饰金电极的催化电流对葡萄糖浓度的校正曲线. 可
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F ig. 4　Ca libra tion s for the GO x m ultilayered electrodes

a s a function of glucose concen tra tion

Layer number: a. 2; b. 4; c. 6; d. 8. B ioelectrocatalytic

signal values were obtained from respective cyclic voltammo2

gram s. O ther conditions are the same as those in Fig. 3.

见 , 随着 GOx组装层数的增加 , 该传感器对同一浓

度葡萄糖的响应明显增大 , 线性响应范围增宽. 由

校正曲线的直线部分可以求得不同 GOx层数传感

器的灵敏度 , 其大小分别为 215, 314, 510 和

617 L·μA / (mmol·cm
2 ). 结果表明 , 该传感器的

灵敏度随组装层数的增加而增大 , 其可调节性对于

传感器的潜在应用具有重要意义.

实验还采用 I2t曲线法对 GOx多层膜电极的性

能进行了研究. 在 0128 V电压下 , 向 10 mL磷酸盐

缓冲溶液 (含 0125 mmol/L 羟基二茂铁 , pH =

6182)中连续加入标准葡萄糖溶液 , 检测催化电流

对葡萄糖的计时响应. 由图 5 (A )可见 , 每次加入

葡萄糖后 , GOx多层膜电极均会迅速做出响应 , 达

到 95%稳态电流的响应时间大约为 8 s. 图 5 (B )为 GOx多层膜电极的稳态电流对葡萄糖浓度的校准

曲线 , 可见 , 其电流响应与葡萄糖浓度在一定范围内有良好的线性关系 , 线性范围可延伸到 8 mmol/L.

从标准曲线的直线部分可计算出此 GOx多层膜电极的灵敏度为 710 L·μA / (mmol·cm
2 ) , 检出限为

815 ×10 - 5 mol/L (信噪比为 3).

　F ig. 5　Steady2sta te respon se of the electrode w ith 8 layers of GO x( A) and the ca libra tion curve of the sen sor a s a

function of glucose concen tra tion( B)

Addition of 10μL glucose (1 mol/L) into the 10 mL of the stirred 011 mol/L phosphate buffer solution (pH = 6182, containing

0125 mmol/L ferrocenemethanol) . App lied potential: 0128 V vs. Ag/AgCl.

2. 4　GO x多层膜电极的稳定性与重现性

该 GOx多层膜电极具有较好的重现性 , 含相同 GOx层数的不同电极间其标准偏差 ≤513% , 而同

一电极不同层数的 GOx间的标准偏差仅为 314%. 将 GOx多层膜电极在 20 mmol/L葡萄糖的磷酸缓冲

溶液中 (包含 0125 mmol/L羟基二茂铁 )连续循环测试 50次 , 催化电流几乎未减小. 将该电极在 - 4 ℃

冰箱中放置 30 d, 每隔 3 d作一次循环伏安检测 , 催化氧化峰电流下降仅约 5%. 表明该传感器具有非

常好的稳定性 , 这一方面归因于多层膜之间及多层膜与金电极之间牢固的共价相互作用 ; 另一方面 ,

组装是一个温和的过程 , 酶分子没有被破坏而失活.
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O rdered M ultilayer F ilm Electrode Con ta in ing Glucose O x ida se

Ba sed on Layer2by2layer Self2reaction

SUN Ying2Ying, ZHAO Shuang, YANG W ei2W ei, SUN Chang2Q ing
3

(College of Chem istry, J ilin U niversity, Changchun 130012, Ch ina)

Abstract　H ighly stable glucose oxidase ( GOx) multilayer film s were fabricated on cystam ine modified gold

electrode surfaces by layer2by2layer self2reaction of periodate2oxidized glucose oxidase. The fabricated p rocess

was followed by electrochem ical impedance spectroscopy. The experimental results showed that the film was

homogeneous and formed in an ordered manner. The gold electrode modified with the GOx multilayers showed

excellent electrocatalytical response to the oxidation of glucose when ferrocenemethanolwas used as an artificial

redox mediator. From the analysis of voltammetric signal, the coverage of active enzyme on the electrode sur2
face was estimated, which had a linear relationship with the number of GOx besides the first layer. This sug2
gested that the analytical performance such as sensitivity, detection lim it, and so on, was tunable by control2
ling the number of the fabricated GOx layer. In addition, the biosensor exhibited a good rep roducibility and

stability.

Keywords　Glucose oxidase; B iosensor; Layer2by2layer self2reaction; O rdered multilayer film; Electrocataly2
sis

( Ed. : K, G)

《高等学校化学学报 》第 4次入选“中国百种杰出学术期刊 ”

从中国科学技术信息研究所 2005年 12月 6日的新闻发布会上获悉 ,《高等学校化学学报 》入选第四届中国百种杰

出学术期刊 , 这是该刊继连续入选第一、第二、第三届中国百种杰出学术期刊之后 , 第 4次获此殊荣.

中国科学技术信息研究所每年出版的《中国科技期刊引证报告 》定期公布 CSTPCD收录的中国科技论文统计源期刊

的十余个科学计量指标. 从 1999年开始 , 以此指标为基础 , 研制了中国科技学术期刊综合评价指标体系. 采用层次分

析法 , 由专家打分确定了重要指标的权重 , 并分学科对每种期刊进行综合评定. 2002年公布了第一届中国百种杰出学

术期刊名单. 两年来 , 先后以期刊评估为主题召开了十余次不同学科、不同层面的专家研讨会. 2004年 11月再次召集

专家会议 , 综合分析了期刊指标体系实施应用以来我国科技学术期刊的变化趋势和实际状况 , 对期刊的指标权重进行

了重新核定 , 在此基础上推出第四届中国百种杰出学术期刊 , 中国百种杰出学术期刊的评定工作日趋完善 , 具有科学

性、客观性、公正性和合理性.
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