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聚苯胺修饰的辣根过氧化物酶电极的研究 3
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摘 　要 　采用电化学聚合法制备聚苯胺膜 , 并通过静电吸附固定辣根过氧化物酶 , 形成聚苯胺修饰的辣根

过氧化物酶电极. 聚苯胺在电极与酶分子之间传递电荷 , 因此 , 在没有额外的电子媒介体的条件下 , 这种

酶电极对 H2O2的电流响应高达 25μA , 响应时间小于 15s. 酶电极与流动注射分析相结合构成实验系统 , 可

以测量 011mmol·l - 1 H2O2 , 表观米氏常数为 Km = 9151mmol·l - 1 .
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　　辣根过氧化物酶 (简称 HRP , EC 11111117) 广泛用于 HRP 酶电极和以 HRP 为标记物的电化学

免疫传感器 , 其中 , 固定化技术和电子传递效率是影响传感器性能的重要因素. 近年来 , 采用电化学

聚合导电高聚物膜的方法固定生物敏感分子 , 这种固定化技术不仅具有重复性好、便于控制和微加工

等特点 , 薄膜的生物相容性优良 , 膜内的电活性基团可以进行电子传递[1 ] . 目前已用于生物传感器的

导电高聚物有聚苯胺 (简称 PAN) 、聚吡咯、聚噻吩等[2～4 ] .

　　本文采用两步法在 PAN 修饰电极上固定 HRP 酶 , 探讨 HRP 酶电极的表征方法以及 H2O2在 HRP

酶电极上的响应特性. 这种酶电极的制备、表征与分析测试方法 , 同样也适用于基于 HRP 的免疫传

感器[5 ] .

1 　实验部分

111 　试剂与仪器

　　苯胺 (Sigma 公司) , HRP 酶 (Roche 公司) , 聚乙烯磺酸钠盐 ( PVS , Sigma 公司) , 磷酸盐缓冲

液 ( PBS , p H = 714) , 底物溶液为邻苯二胺和过氧化氢.

　　CHI660A 电化学分析仪 (上海辰华仪器公司) , 流动注射分析仪 (中国科学院通信所) , 酶标仪

(B IORAD) , 工作电极为玻碳电极 (圆盘电极 , 直径 3mm) , 参考电极为饱和甘汞电极 ( SCE) 和

Ag/ AgCl/ 3mol·l - 1 KCl , 对电极为铂丝.

112 　酶电极的电化学制备

　　首先用 1000 目金相砂纸研磨玻碳电极 (Φ3mm) , 然后分别用 013μm , 011μm , 0105μm 的 Al2O3

粉末在基板 (其中 013μm 和 011μm Al2O3粉末的抛光基板为尼龙膜 , 0105μm Al2O3粉末的抛光基板为

绒布上抛光 , 抛光后分别用去离子水和乙醇超声清洗 10min , 氮气吹干后备用.

　　把电极置于 012mol·l - 1的硫酸溶液中进行循环伏安扫描 , 电位范围 - 1200mV —1500mV vs SCE ,

扫描速率为 100mV·s - 1 .

　　把活化后的玻碳电极浸入含有苯胺的溶液 (012 mol·l - 1苯胺溶于 1mol·l - 1 HCl , 含 1 %PVS) 中 ,

采用循环伏安法分析电极性能. 扫描电位 - 400mV —1200mV , 扫描速率为 100 mV·s - 1 , 扫描次数

10.

　　将 PAN 修饰电极置于 p H 618 的 PBS 缓冲液中 , 在恒电位 - 600mV 下还原 30min , 用超纯水漂

洗数次后 , 浸入含有 HRP 酶的 PBS 中 , 浓度分别为 011mg·ml - 1和 0101mg·ml - 1 ; 恒电位 600mV ,

氧化 30min.
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113 　酶电极的分析

　　采用阻抗谱分析酶在电极表面的固定量. 测量中采用 011mol·l - 1 Na2 SO4 作为支持电解质 ,

- 200mV vs SCE , 10mV 扫描峰峰值 , 扫描频率 0105Hz —100kHz1
　　为了表征电极上的酶活性 , 可以在反应池中添加邻苯二胺作为共底物. 在 H2O2和 HRP 酶的作用

下 , 邻苯二胺的催化产物为桔红色 , 这种氧化态的邻苯二胺可以采用色度法和循环伏安法进行分析.

把 HRP 酶电极放置在含 015mmol·l - 1邻苯二胺的 PBS 缓冲液中 , 反应 10min , 取出酶电极 , 取 200μl

反应后的溶液置于酶标板中 , 用酶标仪测定 490nm 处的吸光度 , 对剩余溶液采用循环伏安法分析.

114 　H2O2的测定

　　H2O2的测定采用流动注射分析 , 实验系统由恒流泵、注射阀、电化学流动池、电化学分析仪和

计算机构成. 其中电化学流动池采用薄层结构 , 溶液通过薄层流经电极表面 , 薄层厚度为 1mm , 容

积 100μl . 流动池出液口处放置 Ag/ AgCl/ 3mol·l - 1 KCl 参比电极. 载流为 PBS 缓冲液 , 流速为 200

μl·min - 1 , 每次注射样本量为 150μl . 测量采用三电极结构 , 极化电位 - 100mV.

2 　结果与讨论

211 　PAN 修饰电极的制备

　　PAN 膜在酸性溶液中电聚合形成 , 聚合过程中出现 A 和 B , C 和 D 两对氧化还原峰 (图 1) . 这

两对峰的半波电位分别是 0113V 和 0170V ( vs SCE) , 其中 A 和 B 对应于完全还原态的 PAN 氧化为

自由基正离子 , C 和 D 相应于完全氧化态 PAN 的形成 , 电聚合溶液中掺杂 PVS 用于改善 PAN 膜的

形态. 在 160 倍光学显微镜下观察 , 掺杂 PVS 的 PAN 膜更为致密 , 表面粗糙度增加 , 原来的苯胺粉

末易于堆积形成比较厚的薄膜[7 ] . 电化学分析表明 , 由于 PVS 阻碍了导电基团的流失 , 掺杂 PVS 的

PAN 膜较稳定[8 ] .

212 　HRP 酶电极的制备与分析

　　HRP 酶的固定化是通过电位控制进行. 首先加还原电位 , 使 PAN 薄膜完全处于还原状态 , 在氧

化过程中 , 加入 HRP 酶 , 利用蛋白质分子带负电的特性 , 用静电吸附的方法固定酶. 由于外部施加

正电位 , 吸附效率高于自发吸附. 不同 HRP 酶的包被浓度影响酶电极的响应特性. 为优化固定效果 ,

采用不同浓度的 HRP 酶包被电极 , 并用邻苯二胺的显色反应评估包被效果 (见图 2) . 结果表明 , 在

HRP 酶浓度为 011mg·ml - 1时 , 包被效果最好.

图 1 　玻碳电极电聚合苯胺的循环伏安图

Fig11 　Cyclic voltammogram of polyaniline

of the glassy carbon electrode.

图 2 　HRP 酶浓度对固定化效果的影响

Fig12 　The Effect of HRP enzyme loading on

glassy carbon electrode response

　　采用 011 mol·l - 1 Na2SO4作为支持电解质进行阻抗谱分析 , 工作电位是 - 200mV vs SCE , 10mV

扫描峰峰值 , 扫描频率 0105Hz —100kHz , 阻抗谱如图 3 所示. 聚苯胺/ HRP 酶电极和聚苯胺电极的

阻抗谱明显不同 , 由于酶的静电吸附 , 在低频段 , 电极的表面阻抗由原来 105Ω增加到 106Ω , 而不同

的两支酶电极表面阻抗差异小于 2Ω. 结果表明 , 聚苯胺电极表面吸附了大量的 HRP 酶分子.

　　酶电极上固定化 HRP 酶的活性可以通过分析邻苯二胺的氧化还原性进行. 10mmol·l - 1 H2O2 的
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PBS 溶 (扫描速率 150mV·s - 1) 的循环伏安图 , 如图 4 所示 , 酶电极在 - 200mV 处出现邻苯二胺的

氧化还原峰 , 还原峰电流 ipc = 17176μA , 氧化峰电流 ipa = 12163μA , 说明电极表面邻苯二胺的氧化

态浓度高 , 这是 HRP 酶催化作用的结果.

图 3 　酶电极的阻抗谱

Fig13 　Impedance spectrum of GC electrode

covered by PAN and HRP

图 4 　酶电极对 H2O2 响应的循环伏安图

Fig14 　Cyclic voltammogram of PAN

modified HRP electrode

213 　HRP 酶电极对 H2O2的响应特性

　　在 HRP 酶包被浓度为 011mg·ml - 1 , 电极对 H2 O2的响应特性如图 5 所示. 响应时间 < 15s ,

PAN/ HRP 酶电极具有快速响应能力 , 这是因为 PAN 膜内电活性基团的电子传递效率高. 不同包被

浓度和底物浓度对酶电极的响应具有一定影响 (如图 6 所示) .

图 5 　酶电极对 H2O2 响应的时间电流曲线

1mol·l - 1 H2O2 的 PBS 溶液 , - 100mV vs Ag/ AgCl

Fig15 　Current response of PAN/ HRP

modified electrode

图 6 　基于流动注射分析的酶电极催化电流

- 100mV vs Ag/ AgCl , 流速 200μl·min - 1

Fig16 　Flow injection analysis for determination

of H2O2 by PAN/ HRP modified electrode

　　在还原电位下 , 根据不同的工作条件 , PAN/ HRP 酶电极对 H2O2的响应特性主要有四种表现 :

　　 (1) 电极表面 HRP 酶浓度高 (包被浓度 011mg·ml - 1) , 溶液中 H2O2浓度高 , 还原电流上升速

率快 (d I/ d t 大) , H2O2在电极表面消耗迅速 , 电流曲线出现过冲 , 然后下降到平稳状态.

　　 (2) 电极表面 HRP 酶浓度高 , 溶液中 H2O2浓度低 , 还原电流上升速率慢 (d I/ d t 小) , 电流过

冲减小 , 进一步降低 H2O2浓度 , 电流过冲消失.

　　 (3) 电极表面 HRP 酶浓度低 (包被浓度 0101mg·ml - 1) , 溶液中 H2O2浓度高 , 电流缓慢增加 ,

电流受到酶反应速率控制.

　　 (4) 电极表面 HRP 酶浓度低 , 溶液中 H2O2浓度低 , H2O2浓度低的时候 , 反应微弱 , 电流变化

微弱.

　　酶电极对不同浓度 H2 O2 的响应在流动注射分析系统中进行. H2 O2 浓度为 011mmol·l - 1 —

100mmol·l - 1 . 还原电位为 - 100mV. 先通 PBS 载流 , 待基线稳定后 , 再注入 150μl 的 H2O2溶液. 实

验结果如图 7 所示.

　　根据 Michaelis - Mehten 方程的 Eadie - Hofstee 表达式 :

　　 I = Imax - Km
I
C
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作 I - I/ C 图 , 可以得到一条直线 , 斜率为表观米氏常数 Km , 对图 7 (A) 的结果进行线性拟合 , 表

观米氏常数 Km = 9151mmol·l - 1 . 由图 7 还可知道 , 酶电极的最大响应值可达到 25μA , 考虑到电极

直径为 3mm , 单位面积的电流最大值为 8815μA·cm - 2 . 图 7 (B) 是 H2O2浓度为米氏常数附近区域

时的电流响应 , 酶电极的线性响应区间在 215 —25 mmol·l - 1 .

图 7 　酶电极对不同浓度 H2O2 的响应特性

HRP 的包被浓度 011mg·ml - 1 , 还原电位 - 100mV vs Ag/ AgCl

Fig17 　Calibration curve for H2O2 of obtained from HRP enzyme electrode for H2O2

　　

　　PAN/ HRP 酶电极于 4 ℃条件避光保存. 保存过程中定期测量酶电极对 H2O2的响应. 结果表明 ,

酶电极 72h 后丧失 50 %活性.

3 　结论

　　以聚苯胺修饰电极为基础的 HRP 酶电极 , 对 H2O2响应快速 , 具有较高灵敏度. 结合流动注射分

析 , 可以进行实时检测. 这种 PAN/ HRP 酶电极是检测 H2O2的生物传感器. 用 HRP 酶为标记物 , 以

EL ISA 的方法试验免疫检测.
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THE RESEARCH OF HORSERADISH PEROXIDASE

EL ECTRODE MODIFIED BY POLYANIL INE

CA I Qiang 　　S ON G B ao2dong 　　H E M iao 　　S HI Han2chang
(State Key Joint Laboratory of Environmental Simulation and Pollution Control ,

Departmentof Environmental Science and Engineering , Tsinghua University , Beijing , 100084)

ABSTRACT

　　This paper describes horseradish peroxidase electrode modified by polyaniline. Polyaniline film was

fabricated by electrochemical deposition , and then horseradish peroxidase was immobilized by electrostatic

interaction with polymer backbone. The mass of immobilized enzyme was characterized by impedance spec2
t rum , while enzyme activity was analyzed by cyclic voltammogram. As conducting polymer , polyaniline can

couple electrons directly f rom enzyme activity center to electrode surface. So the response of this enzyme

electrode for H2O2 reach 25μA without additional mediators. Integrated with flow injection analysis , this

biosensor can detect 011mmol ·l - 1 H2O2 , while apparent Michaelis constant Km is 9151mmol·l - 1 .

　　Keywords 　biosensor , polyaniline , horseradish peroxidase , flow injection analysis.
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