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含超细 Au颗粒的乳酸氧化酶和葡萄糖氧化酶生物传感器 
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摘  要: 制备了小于 10 nm的金颗粒，并利用其进行固定化葡萄糖氧化酶和乳酸氧化酶的研究. 实
验发现，金纳米颗粒可以大幅度提高葡萄糖氧化酶电极和乳酸氧化酶电极的电流响应，响应电流

从相应浓度的几十纳安增强到几千纳安. 探讨了金纳米颗粒在固定化酶中所起的作用. 
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1  前 言 

酶生物传感器最重要的部分是以高效率工作的分子识别反应生物传感器单元，对此追求的目

标是灵敏、价廉、微型化. 因此，如何固定酶并保持其活性，提高其响应灵敏度，延长使用寿命
是要解决的关键问题. 这方面的工作已有许多报道[1,2]，例如：酶膜中加入导电有机物质，如二茂

铁、吡咯等可以增大电流响应，利用双官能团交联剂可以更好地固定酶，提高其稳定性等. 本文
介绍一种独特的技术，在固定酶(选用乳酸氧化酶 LOD、葡萄糖氧化酶 GOD 作为酶模)时，将超
细 Au颗粒引入酶膜制备电极. 这种技术不需要化学后处理，可以保证酶分子无损伤地固定化，具
有非常快的响应性和高灵敏度.  
近年来，纳米颗粒奇特的物理特性引起人们的关注. Crumbliss等[3]研究了亲水 Au颗粒对氧化

酶的相容性，但仅研究了 30~50 nm的亲水 Au颗粒，未提及 Au颗粒，特别是憎水纳米 Au颗粒
对电流响应的增强效应. 本工作则使用小于 10 nm的 Au颗粒，尤其是反胶束方法制备的憎水纳米
Au颗粒进行固定化酶的研究. 利用纳米 Au颗粒比表面积大、表面反应活性高、表面活性中心多、
催化效率高、吸附能力强等优异性质，进行固定化酶研究. 结果表明，纳米颗粒可以显著提高 LOD、
GOD酶电极的响应灵敏度和使用寿命. 亲水Au、憎水Au纳米颗粒均具较佳导电性并且粒径很小，
可以作为电极表面与 LOD或 GOD分子之间的电子传递媒质，改善电极的电子传递过程. 同时憎
水纳米颗粒所携带的反胶束可以为酶提供水溶性微环境，减少与引入高分子固酶基质时带入的极

性有机溶剂(如无水乙醇)的接触，提高固定化酶的催化活性.  
这种在无机纳米颗粒中固定酶的方法简单易行，操作方便，氧化酶用量少，不需要昂贵的实

验设备，易于工业化. 制备的酶生物传感器响应迅速，灵敏度高，受溶解氧影响小，线性范围宽，
为纳米生物传感器的组装提供了可能. 

2  实 验 

2.1 试剂 

葡萄糖氧化酶 GOD(100 U/mg,日本生化试剂)；乳酸氧化酶(34 U/mg, Sigma Chem. Co.)；β–D
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葡萄糖(Sigma Chem. Co.)；乳酸锂(Sigma Chem. Co.)；混合磷酸盐(KH2PO4, Na2HPO4北京化学试

剂二厂)；表面活性剂AOT(C20H37O7Sna, 日本Nacalai Tesque Inc. Kyoto)；聚乙烯醇缩丁醛(PVB, 中
国医药进出口公司进口分装)；其它试剂均为分析纯，配制溶液的水均为二次蒸馏水.  
2.2 仪器  

Ag/AgCl电极(自制)；透射电子显微镜：JEM–100型，日本 NEC公司；紫外光谱仪：8451A
型，美国惠普公司；自动双重纯水蒸馏器：石英管式, 上海玻璃仪器一厂；数字多用仪 Thurlby 
1905–a型.  
2.3 纳米颗粒的制备 

亲水 Au颗粒用柠檬酸钠还原氯金酸盐水溶液(1.0×10–4 mol/L)制备. 憎水 Au颗粒在含有表面
活性剂 AOT/环己烷体系形成的反胶束中制备，具体方法见文献[4]. 其 TEM照片如图 1所示.  
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1(a )  AOT/环己烷体系 Au纳米颗粒 TEM照片
ig.1(a) Electron micrograph of hydrophobic Au 

particles in AOT/cyclohexane 

 乳酸、葡萄糖氧化酶电极的制备 

葡萄糖氧化酶电极采用溶胶–凝胶法制备, 取一
入适量 PVB/乙醇溶液和戊二醛溶液, 用处理干
于冰箱中 4oC下干保存待用.  
乳酸氧化酶电极的制备: 取 50 单位的乳酸氧化
量的金纳米颗粒混合，再加入羟丙级纤维素、戊

涂. 待晾干后置于冰箱中 4oC下干保存待用.  
 酶电极响应电流的测量  

采用二电极体系检测电极电流，以氧化酶作为工

入 7 ml 磷酸缓冲溶液(葡萄糖氧化酶电极 pH=6
电压为 0.4 V. 记录加入反应物(β–D葡萄糖或乳

结果和讨论 
图 2为 0.4 V工作电压下 Au纳米颗粒对乳酸氧
件下，未引入超微 Au颗粒的 LOD电极在检测

 而引入 Au颗粒的 LOD电极响应电流提高到 24
葡萄糖氧化酶电极电流响应的增强作用. 未引入
100 nm 

图 1(b) 水溶性 Au纳米颗粒 TEM镜照片 
Fig.1(b) Electron micrograph of hydrophilic 

Au particles 

定量的 Au 溶胶与一定单位的 GOD 均匀混合
净的铂丝(φ=1 mm)在混合物中浸涂. 待晾干

酶溶解于 pH 为 7.0 的磷酸缓冲液中，然后与
二醛. 用处理干净的铂丝(φ=1 mm)在混合物

作电极，Ag/AgCl 作为参比电极. 在反应池
.8，乳酸氧化酶电极 pH=6.7), 控制温度为 35oC, 
酸锂)后不同时间的酶电极的响应电流. 

化酶电极电流响应的增强作用. 由图可见，相
10 mmol的乳酸锂盐时，电极响应电流仅 525 
50 nA. 图 3为 0.4 V工作电压下，Au纳米颗
Au颗粒的GOD电极的响应电流很低，在11.1 
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mmol时仅 210 nA，引入超微亲水 Au颗粒的 GOD电极响应电流为 863 nA, 而引入憎水超微 Au
颗粒的 GOD电极的响应电流提高到约 7140 nA，且电流的响应也较快，在小于 30 s时即可达到
稳定.  
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图 2 Au纳米颗粒对 LOD酶电极的增强作用 
Fig.2 Enhancement effect of Au nanoparticles 
     on the LOD enzyme electrode 

图 3 憎水、亲水金纳米颗粒对葡萄糖生物传感器的 
增强作用 

Fig.3 Enhancement effects of hydrophobic, hydrophilic 
     Au nanoparticles on glucose biosensor 

 
实验说明，将超细憎水 Au颗粒引入酶膜中可以大大增强电极的响应电流. 这是由于, 首先纳

米颗粒尺寸小，比表面积大，吸附能力强，能吸附更多的酶；其次，Au纳米颗粒具有良好的生物
相容性，可以保持固定化酶的生物活性，因此可以提高电极的电流响应；第三，Au纳米颗粒具有
良好的导电性和宏观隧道效应，因此可以作为固定化酶之间、固定化酶与电极之间有效的电子中

介体，从而促进酶的氧化还原中心与铂电极间通过金属颗粒电子转移，酶与电极间可以近似看作

是一种导线来联系的. 这样就有效地提高了传感器的电流响应.  
此外还有其它的纳米效应. 金属纳米颗粒具有特殊的电子取出和注入效应. 江龙[5]指出，当颗

粒变小时，尤其在小于 10 nm(约 104个原子)时，颗粒是一个能给电子和取电子的物体，或者说变
成了一个化学活性物质. 在大多数情况下，金和银纳米颗粒是电子受体, 而只在由几个分子或原子
组成时，才是电子给体. 从纳米粒子化学的角度可以将金属纳米颗粒看作电子贮池. 金属胶粒可以
暂时储存酶反应历程中酶再生这一步骤产生的电子，同时胶粒的费米能级变负，一个微颗粒可以

收集和储藏大量(约 500个)电子. 一定量的电子驻留在纳米粒子上，使之具有足够高的负电位，这
样就形成电化学活性位点，使一些还原电位较低的自由基无法直接还原的反应成为可能. 也就是
说纳米 Au 颗粒可以作为酶的氧化还原中心产生电子的受体，催化这一反应，即还原态的酶可以
迅速重新氧化，这样可以有效改善酶电极的电流响应. 当金属纳米颗粒储藏大量电子后，金属溶
胶就可以催化如水还原等一些难以发生的反应. 以乳酸氧化酶为例，酶反应过程有可能由反应
(1)~(3)变为反应(1), (4), (5). 在催化过程中，金属纳米颗粒实际上充当了电子传递体的角色，与电
化学中的作用相似，故它也被人们形象地称为微电极. 纳米颗粒的数目众多，大量微电极就相当
矩阵电极对传感器的增强作用，显著提高传感器电流响应.  于

 
  ，           (1) )LOD(FADHPyruvateLOD(FAD)lactateLithiumL 2+→+−

                  ，                          (2) 2222 OHLOD(FAD)O)LOD(FADH +→+

OHeHOH 2
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22 →++ −+ ，                                      (3) 
                 Au nanopartile
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Au nanoparticle
2H O e H OH−+ → +2

− .                            (5) 
 
憎水 Au颗粒固定酶机理与亲水 Au颗粒固定酶的机理不同. 憎水 Au颗粒存在于反胶束体系

之中，反胶束为固定氧化酶提供了适宜的微环境. 在成膜的过程中，反胶束使氧化酶与有机试剂
处于互相分离的位置，不发生直接接触，这样就减少了对酶的损伤，提高了固定化酶的活性. 因
此憎水颗粒对葡萄糖氧化酶电流响应的增强作用强于亲水颗粒. 我们还研制了不同粒径的超微憎
水 Au颗粒，并研究了其对 GOD电极的影响. 当 RAu值一定时，随着 Rw值的增大，颗粒的粒径也

增大. 实验还表明，Au 颗粒粒径的大小是影响电极响应电流的重要因素，粒径约为 8 nm 的 Au
颗粒对传感器的电流响应增强作用最为显著. 我们也正在进一步研究超微憎水 Au 颗粒对酶电极
的稳定性、耐热性等性质及机理. 本课题的进一步研究不但具有很好的应用前景，而且为设计新
型的纳米生物传感器和在其它生物工程方面的应用提供了新的机遇，具有较高的理论价值.  

4  结 论 
通过对纳米颗粒固定葡萄糖氧化酶、乳酸氧化酶的研究得出以下结论： 
(1) 亲水 Au纳米颗粒制备的生物传感器的响应电流大大提高. 这主要是由于 Au的良好导电

性能，亲水 Au可能与 GOD, LOD氧化还原中心 FAD发生较好的联系，减小电子在给体和受体间
的距离，提高了电极与 GOD，LOD间的电子传递速率.  

(2) 憎水 Au 纳米颗粒制备的葡萄糖传感器的电流响应与不含纳米颗粒的葡萄糖传感器的响
应电流相比提高 30倍. 这主要是由于金的良好导电性和憎水颗粒引入的反胶团对酶的保护作用.  

(3) Au 纳米颗粒具有良好的化学活性和催化活性 , 可以从被还原的 GOD(FADH2)/LOD 
(FADH2)获取电子而使 GOD/LOD 重新具有氧化性，这样就加速了酶的再生速度，并且作为一种
与阵列电极作用相似的“微电极”，能够有效提高电极的电流响应. 
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Lactate Oxidase and Glucose Oxidase Biosensor with Ultra-fine Au Particles 
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Abstract: Lactate oxidase and glucose oxidase are immobilized by gold nanoparticles with diameter of less than 10 
nanometers. The experiments show that gold nanoparticles can increase the current response of the lactate oxidase 
electrode and glucose biosensor from tens nanoamperometer to thousands nanoamperometer. The function of gold 
nanoparticles to enzyme electrode is discussed. 
Key words：immobilization enzyme; glucose oxidase; lactate oxidase; gold nanoparticles 


