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Abstract:In present work,ZnO nanorods with uniform size were fabricated through vapor transport method. Based
on the biocompatibility of ZnO nano鄄material, a electrochemistry biosensor for phenol pollution detection is
constructed through modification of the tyrosinase on ZnO nanorods surface. The fabricated condition for ZnO
nanorods and the influence factor of biosensor in detection is discussed. The response of biosensor for phenol and
catechol detection is quickly and sensitive. The linearity range of detection for phenol and catechol is respectively
0郾 02 mmol / L ~ 0. 12 mmol / L and 0. 01 mmol / L ~ 0. 4 mmol / L,sensitivity is respectively 0. 83 滋A / (mmol / L)and
2. 14 滋A / (mmol / L),detection limit is respectively 15. 57 滋mol / L and 4 滋mol / L. That performed a wider prospect
for the development and application of ZnO nanostructure biosensor.
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摘摇 要:利用气相传输法制备了形貌均一、尺寸适当的纳米 ZnO 棒,并利用其良好的生物兼容性在其表面组装了酪氨酸酶进

行酚类物质水体污染的电化学检测传感研究。 讨论了 ZnO 纳米结构制备的条件优化和用于传感的响应结果与影响因素。 该

传感器对邻苯二酚和苯酚具有快速的安培响应。 线性范围分别为 0. 02 mmol / L ~ 0. 12 mmol / L 和 0. 01 mmol / L ~ 0. 4 mmol / L,
灵敏度分别为 0. 83 滋A / (mmol / L)和 2. 14 滋A / (mmol / L),检测限分别为 15. 57 滋mol / L 和 4 滋mol / L,为纳米结构 ZnO 在生物

化学传感方面的应用展示了广阔的应用前景。
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摇 摇 ZnO 是一种域B-遇A 族直接宽带隙(带隙 3. 37
eV)半导体材料,由于奇特的光电性能和表面性能,
近年来得到了广泛的研究[1],广泛用于光电器

件[2-3]、生物化学传感器[4-5]、太阳能电池方面[6]。
同时,ZnO 纳米材料特具有非常大的比表面积、良好

的电子传导能力、无毒、良好的生物兼容性、环境友

好等特性,这更使其在生物传感器上的应用具有了

得天独厚的优势[7]。
目前合成 ZnO 纳米材料的方法很多,包括气相

传输法[8]、金属有机气相外延生长[9]、水热合成

法[10]和磁控溅射法[11]等等。 其中气相传输法和水

热法是两种广泛使用的方法,气相传输法在不同条

件下可合成多种形貌的纳米结构氧化锌。
酚类属于高毒物质[12],随着工业的发展和环境

问题的日益突出,酚类物质的污染也逐渐成为水源

污染的主要危害和特征指标。 目前,测定挥发酚的

标准方法为 4-氨基安替比林分光光度法。 但方法

繁杂,需要蒸馏,分析速度慢,且产生二次污染[13]。
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因此,人们开始重点关注利用电化学方法测定酚类

化合物,使用电流型酪氨酸酶(Tyr)电极来测水中

酚类污染物质[14],主要是基于 Tyr 可催化氧化苯酚

为邻苯二醌,邻苯二醌在电极表面还原,产生还原电

流可被用于检测的原理[15]。 此法检测苯酚具有灵

敏、准确、快速的特点。 对于其他酚类物质如邻苯二

酚、对氯苯酚、邻甲酚等都有良好的响应。
本文将氧化锌纳米棒(ZnO鄄NR)和 Tyr 在电化学

传感器领域中的特点结合起来,利用 ZnO鄄NR 的等电

点与 Tyr 等电点的差异,将 Tyr 通过简单的静电吸附

的原理组装在 ZnO鄄NR 表面,利用 Tyr 对苯酚催化的

特性构建电流型的生物化学传感器对苯酚进行检测,
实现了苯酚检测的简单、快速、准确的目标。

1摇 实验部分

1. 1摇 试剂和仪器

锌粉(上海申井化工有限公司,分析纯),Tyr
(Tyrosinase,EC. 1. 14. 18. 1,活性逸1 000 unit / mg,冻
干粉(Catalog No. T. 3824),Nafion 溶液(10% (w / v))
购自 Sigmaaldrich 公司,使用前未经进一步纯化。 苯

酚,pH 5. 0 ~ pH 9. 0 磷酸盐缓冲溶液由 0. 1 mol / L
Na2HPO4 和 NaH2PO4 储备液混合而成。 实验用水均

为二次石英亚沸蒸馏水。
电化学测量采用上海辰华仪器公司出品的电化

学工作站:CHI660C。 实验过程中采用自制的 5 mL
电解池,应用传统的三电极系统,以表面组装了 Tyr
的 ZnO鄄NR 修饰电极、饱和甘汞电极(SCE)和铂丝

电极分别作为工作电极、参比电极和辅助电极。 纳

米 Tyr / ZnO 修饰电极对底物的电催化响应采用计时

安培法进行测量,实验控制电位在 - 0. 2 V ( vs.
SCE),于 5 mL 0. 1 mol / L pH 7. 0 的 PBS 缓冲溶液

中,在磁力搅拌下,连续加入 20 滋L 0. 01 mmol / L 的

苯酚溶液,记录响应电流-时间曲线。
纳米 ZnO 修饰膜及 ZnO / Tyr 修饰膜的扫描电

镜图是在 JSM-5610LV 型扫描电子显微镜( JEOL,
日本)上得到的,加速电压为 15 kV。
1. 2摇 ZnO鄄NR 的制备

采用气相传输法在硅片上制备 ZnO鄄NR[16]。 取

长 30 cm 直径 4 cm 一端封闭的石英管,将盛有 0. 1
g Zn 粉的小石英舟置于石英管封闭端,在石英管开

口端放置一片 1 cm伊10 cm 的硅片。 将石英管伸进

管式炉中,使封闭端处在管式炉的高温区,开口端在

低温区,按 150 / 10 的氮氧比通入载气,抽真空,使管

式炉高温区加热到 750 益,保持 30 min。 停止加热,
打开真空阀,使炉内压力恢复至常压,冷却至室温,

取出石英管中的硅片,硅片上即附着一层白色的

ZnO鄄NR。 反应示意图如图 1 所示。

图 1摇 气相传输法制备 ZnO鄄NR 的示意图

1. 3摇 Tyr / ZnO 修饰电极的制备

将玻碳电极分别在撒有 1. 0 滋m 和 0. 3 滋m
Al2O3 浆的麂皮上抛光成镜面,并依次用水和丙酮

超声清洗,用氮气吹干待用。
将用气相传输法合成的 ZnO鄄NR 从硅片上刮下

后,用二次蒸馏水超声清洗,然后加入一定量的二次

蒸馏水至浓度约为 2 mg / mL,该悬浮液作为 ZnO鄄NR
储备液,放置干燥器中待用。 准确称取一定量 Tyr 溶
于蒸馏水制成2 mg / mL 储备液置于4 益冰箱中备用。

将上述 ZnO鄄NR 悬浮液与 Tyr 溶液等体积混

合,充分搅拌后放入冰箱中静置 10 h。 制备纳米

Tyr / ZnO 电极 ( ZnO / Tyr / GCE) 时, 将上述 Tyr 与

ZnO鄄NR 混合液充分悬浮后取 10 滋L 悬浊液滴至已

抛光好的玻碳电极表面。 控制实验取 10 滋L ZnO鄄
NR 悬浮液或 Tyr 溶液滴在已抛光好的玻碳电极表

面,分别制成 ZnO鄄NR 修饰电极(ZnO / GCE)和 Tyr
修饰电极 ( Tyr / GCE)。 将制得的 ZnO / Tyr / GCE、
ZnO / GCE 和 Tyr / GCE 电极置于干躁器内,在 4 益冰

箱中干燥 10 h。 当修饰层完全干燥后,再在电极表

面上滴加 10 滋L 2. 5%的 Nafion 溶液,静置并待完全

干燥后用水清洗并进行电化学测量。

图 2摇 组装 Tyr 前后的 ZnO鄄NR 形貌照片

2摇 结果与讨论

2. 1摇 Tyr / ZnO鄄NR 修饰电极的制备与表征

ZnO鄄NR 等电点为 9. 5,在中性 pH 溶液中带正

电,而 Tyr 的等电点为 4. 7 ~ 5. 0[17],中性溶液中带

负电。 因此,由于静电吸引作用,Tyr 会自发的吸附

在纳米 ZnO 表面,吸附 Tyr 前后的 ZnO鄄NRSEM 照

片如图 2 所示。
从图 2 中可以看出来,未修饰过的 ZnO鄄NR 表
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面光滑平整,而吸附有 Tyr 的 ZnO鄄NR 表面出现了

一些胞点,说明 Tyr 成功组装到了 ZnO鄄NR 上,间接

证明了低等电点的 Tyr 能够被高等电点的 ZnO鄄NR
吸附。
2. 2摇 Tyr / ZnONR 的电催化性质

2. 2. 1摇 循环伏安方法

当 Tyr 吸附在 ZnO鄄NR 上构成 Tyr / ZnO 修饰电

极时,因 ZnO鄄NR 良好的生物兼容性,所以吸附态的

Tyr 能很好地保持其生物活性,因此对酚类化合物

的氧化具有很高的电催化活性。 图 3 是 Tyr / ZnO 修

饰电极在含有溶解氧气的磷酸盐缓冲溶液中的循环

伏安图。

图 3摇 Tyr / ZnO鄄NR 修饰电极在 PBS 缓冲溶液中的

循环伏安图

图 3 中可以看出,向缓冲溶液中加入苯酚时,从
0. 2V 起还原电流急剧增加。 这是由于苯酚在电极

上吸附的 Tyr 催化作用下与缓冲溶液中的溶解氧反

应生成邻苯二酚并进一步氧化生成邻苯二醌,导致

还原峰电流增加[18]。 由于二苯醌不稳定,在溶液中

很容易发生聚合或其他反应被除去。 电极上的反应

过程示意如图 4 所示。

图 4摇 电极表面反应示意图

在图 4 中,苯酚在溶液中和电极上的 Tyr 作用,
被催化为苯二酚,苯二酚继续与 Tyr 反应,被催化为

苯二醌,过程中电子由 Tyr 传递给 ZnO鄄NR,由于

ZnO鄄NR 优良的导电性能,把电子传递给电极,产生

了电流效应。 反应的过程如下所示:

Phenol 寅
met鄄Tyr

Catechol 寅
oxy鄄Tyr

1,2鄄benzoquinone
2. 2. 2摇 安培方法(时间电流响应曲线方法)

还原电流和苯酚浓度之间的关系由安培实验进

行验证,安培实验是在不断搅拌情况下,应用电位为

-0. 2 V,在 5 mL pH7. 0 的 PBS 溶液中,连续加入 10
滋L 苯酚,记录电流时间曲线见图 5(a)curve1。 用邻

苯二酚代替苯酚,亦可观察到该电极对邻苯二酚的

安培响应,并具有比苯酚更快速的响应和更大的响

应电流(图 5(a) curve2)。 该传感器对两种酚的电

化学响应,分别在 300 s 和 200 s 达到 95% 的稳态

电流。

图 5

从图 5 ( b) 可看出,在 0. 02 mmol / L ~ 0. 18
mmol / L 和 0. 01 mmol / L ~ 1 mmol / L 浓度范围内,该
传感器对邻苯二酚和苯酚具有快速的安培响应。 如

图 5 ( b)。 线性范围分别为 0. 02 mmol / L ~ 0. 12
mmol / L 和0. 01 mmol / L ~0. 4 mmol / L,灵敏度分别为

0. 83 滋A / (mmol / L)和 2. 14 滋A / (mmol / L),检测限分

别为 15. 57 滋mol / L 和 4 滋mol / L(检测限是指三倍噪

音的浓度)。 其中对苯酚检测的线性范围大于

Adriana Faria Azevedo 等在 2011 年用方波伏安法对

苯酚的检测线性范围[19]40 滋mol / L ~ 250 滋mol / L,而
灵敏度相当,说明这种方法对苯酚的检测时响应灵

敏,适应范围宽,耐浓度变化的冲击。
当浓度分别大于 0. 12 mmol / L 和 4 mmol / L 时,

曲线趋于水平,说明由于催化作用而产生的电流信

号趋于饱和,这与酶促反应的米氏性质一致。 与酶

的亲 和 性 有 关 的 的 米 氏 常 数 ( KM
app ), 可 根 据

Lineweaver鄄Burk[20]方程求出,对苯酚和邻苯二酚其

KM
app分别为 0. 24 mmol / L 和 1. 75 mmol / L。 该数值
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与由自组装技术构建的电流型 Tyr 传感器(KM
app =

0郾 13 mmol / L) [21] 以及聚乙烯膜修饰 Tyr 传感器

(KM
app =0. 11 mmol / L) [22]数值相近,说明 Tyr 在该修

饰电极上对底物有极大的亲和性。
2. 2. 3摇 实际水样测试

为了验证本传感器对苯酚浓度的检测效果,研
究组人员分别取了郑州市某化工有限公司酚醛树脂

车间废水水样和出厂排放水样(废水中含有苯酚),
进行苯酚浓度传感检测,检测结果如图 6 所示。

图 6摇 实际水样检测结果

图 6 中,黑色方形结点拆线为用本传感器测试

苯酚标准溶液所得的标准曲线,绿色水平线为检测

车间废水水样所得电流响应信号强度,垂直绿色虚

线箭头指向横轴的一点即是车间废水水样的苯酚浓

度,由图可知约为 0. 24 mmol / L,或 22. 5 mg / L。 同

样,红色水平线为出厂废水水样检测时所得电流响

应信号强度,其对应的苯酚浓度约为 0. 015 mmol / L
或 1. 4 mg / L。
2. 2. 4摇 干扰实验

干扰实验分别用苯和乙醇进行,实验中发现无

论用苯和乙醇,都不能使传感器产生明显响应,其电

流响应曲线近似水平直线。 由酪氨酸酶催化的底物

要求可知,此传感器对酚类物质的传感响应是有着

特异性的。
2. 2. 5摇 修饰电极的稳定性和重复性

该传感器不用时可保存在 4 益 PBS 溶液中或

干燥器中。 一星期后可保留 87. 3% 的原始催化活

性。 连续使用两天(各 8 h),可保持 81. 2% 的催化

活性,由此可见该传感器有很好的稳定性。 采用同

种方法分别制备三支电极,在 0. 1 mmol / L 的苯酚溶

液中稳态电流响应误差为 91. 8% ,表现出很好的制

备重复性。

3摇 结论

ZnO鄄NR 能吸附负电性的 Tyr,在 Nafion 形成的

稳定均一分布的多孔性网状膜固定在电极表面时,表
现出比纯 ZnO鄄NR 层更优异的电子传递性质。 吸附

在 ZnO鄄NR 上的 Tyr 能有效保持其生物活性,对酚类

化合物具有优异的催化性能并反应为电化学响应,实
验条件下对苯酚和邻苯二酚检测的线性范围分别为

0. 02 mmol / L ~ 0. 12 mmol / L 和 0. 01 mmol / L ~ 0. 4
mmol / L,灵敏度分别为 0. 83 滋A / (mmol / L)和 2. 14
滋A / (mmol / L),检测 限 分 别 为 15. 57 滋mol / L 和

4 滋mol / L(检测限是指三倍噪音的浓度)。 为酚类化

合物的测定和纳米生物传感器的构建提供了新的

途径。
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