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Abstract :One biosensor for H2 O2 ( Pt/ HRP2PPy2nano Pt CM E) was prepared by polypyrrole ( PPy) and

horse2radish peroxidase ( HRP) coimmobilized on a Pt microelect rode (10μm) during t he polymer growt h

stage and t hen elect rodeposited by nano Pt . It s elect rochemical behavior was st udied. In t he deoxygenated

p hosp hate buffer ( PBS) , t he elect rode showed an accelerated H2 O2 reduction which is catalyzed by nano Pt

particles. The performance of Pt/ HRP2PPy2nano Pt CM E biosensors were examined by amperomet ric

measurement which gives a linear relationship between response current and H2 O2 concent ration in t he

range of 0. 001 ～ 0. 3 mmol/ L ( R = 0. 997 2) , with the detection limit of 0. 3μmol/ L . Meanwhile , t he e2
lect rode showed good sensitivity (0. 42 mA ·cm - 2 ·mmol - 1 ·L in amperomet ric measurement s) , rapid

response time (7. 3 s) ,and rep roducibility for long2term use ( t he current maintained 95 % for at least more

t han 70 days to 10μmol/ L H2 O2 ) in 0. 02 mol/ L p H = 7. 0 PBS. The elect rode showed Michaelis2Menten

behavior at larger H2 O2 concent rations. The K
app
M values for t he sensors was found to be 0. 033 mmol/ L ,

The low K
app
M values demonst rated t hat nano Pt and HRP on microplatium elect rode exhibited a high affini2

ty to H2 O2 . The biosensor shows a good consistency to determine H2 O2 in real human serum samples wit h

standard met hod , which indicates it can be used in reality.
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摘　要 :将聚吡咯 ( PPy)和辣根过氧化物酶 ( HRP)以电聚合的方式沉积在微 Pt 电极 (φ= 10μm)上 ,再以电化学沉积法将纳

米 Pt颗粒沉积在电极表面 ,由此制备出纳米 Pt/ HRP2PPy共固定微电极传感器 ( Pt/ HRP2PPy2nano Pt CM E) ,研究了其电化

学行为。在除 O2 的磷酸盐缓冲液 ( PBS)中 ,该电极加速了 H2 O2 还原反应 ,而沉积在 PPy上的纳米 Pt 显著催化了该反应。

以计时电流法定量分析 H2 O2 ,在 30℃的 0. 02 mol/ L p H = 7. 0 PBS中检测 H2 O2 ,在 0. 001～0. 3 mmol/ L 浓度范围呈现线性

响应 ,相关系数为 0. 997 2 ,检测下限达 0. 3μmol·L - 1 ( S/ N = 3)。该传感器对 H2 O2 电流响应灵敏度高 (0. 42 mA ·cm - 2 ·

mmol·L - 1 ) 、迅速 (7. 3 s) 、稳定性好。此传感器表现出 Michaelis2Menten行为 , K
app
M 为 0. 033 mmol·L - 1。较小的 K

app
M 值表

明固定在微 Pt电极表面的纳米 Pt/ HRP对 H2 O2 具有较高亲和性。检测了实际人血清样品中 H2 O2 ,结果和对照方法一致 ,

本电极可用作痕量 H2 O2 生医传感器。
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　　导电聚合物薄膜修饰电极因其具有大量的活

性位点近年来被广泛用于电化学生物传感器制

备 [ 123 ]。其中聚吡咯 ( PPy)易于通过电聚合方法而

在电极表面成膜 ,且膜厚度可控 ,因而研究较

多 [ 3 ]。微电极具有电流密度高、响应快、欧姆降低

等特点 ,常被用于痕量物质的现场分析 [ 4 ]。H2 O2

的测定在临床中具有重要意义 ,而辣根过氧化物

酶 ( HRP)酶传感器是测定 H2 O2 较为灵敏的方法。

其中酶的固定是制作难点 ,方法包括 :物理包埋

法 ,化学交联法及导电聚合物掺杂法等 [ 5 ]。聚合

物模板法易于控制酶层厚度和分布、便于酶电极

的微型化 [ 4 ] ,已有报道将 HRP掺杂到 PPy[ 2 ,325 ]中

制成 H2 O2 传感器 ,灵敏度高且酶活性保持长久。

然而 ,这些研究均是在 Pt 或玻碳等常规大电极上

(直径为 mm级)进行 ,微电极上研究较少。近年

来纳米催化电极的应用研究十分活跃 [ 6 ]。Pt 具有

优越的催化特性 ,通过电沉积方法得到的纳米 Pt

颗粒可显著降低 H2 O2 的过电位 ,增强其与电极之

间的电子交换速率 [ 728 ]。因此为了实现酶传感器

的微型化 ,并通过纳米修饰提高其灵敏度 ,最终达

到在体分析目的 ,有必要研究基于微电极的纳米

修饰酶电极。本研究以 PPy为基体将 HRP共聚

在微 Pt电极上 ,并以电沉积法将 Pt 颗粒沉积在电

极表面 ,由此制备了纳米 Pt/ PPy/ HRP酶共固定

微电极 ( Pt/ HRP2PPy2nano Pt CM E) ,并用于人血

清中 H2 O2 检测研究 ,取得良好效果。

1　仪器与试剂、实验方法

1 . 1　实验仪器

CHI 660B 电化学工作站 ( CH 公司 ,美国) 。

三电极系统 : Pt/ HRP2PPy2nano Pt CM E 微电极

(采用φ= 10μm 自制微盘 Pt 电极作为基底电极)

为工作电极 ;柱状 Pt 丝和饱和 Ag/ AgCl 电极分别

作为对电极和参比电极 (上海华辰仪器公司) 。Mi2
cro Prof A FM 原子力显微镜 ( FR T公司 ,德国) ; Hi2
tachi X2650型扫描电子显微镜 ( Hitachi 公司 ,日

本) ; F TS220 型 FI/ IR 光谱仪和 3200 数据系统

(Bio2Rad公司 ,美国) 。

1 . 2　试剂

H2 O2、乙腈 (CH3 CN) (无锡佳美试剂公司) ;辣

根过氧化氢酶 ( HRP) ( ECl. 11. 1. 7 , type V I , 250

U/ mg) 、NaClO4 ( Sigma 公司 ,美国) 。光谱纯吡咯

(C5 H5 N ,Py) (使用前经蒸馏) 、K2 PtC16、Bu4 NClO4

( Fluka公司 ,德国) 。所有溶液配制均使用二次蒸

馏水。其它所有药品均为 A. R ,未进一步纯化。

1 . 3　修饰电极的制备与表征

Pt/ HRP2PPy电极 :将表面处理后的微 Pt 电极

(方法同文献 [ 12 ])在 0. 3 mol/ L Py + 3 mg/ ml

HRP的 0. 1 mol/ L Bu4 NClO4 乙腈溶液中 ,控制聚

合电压为 0. 85 V ,恒电位电解 1 min。Pt/ HRP2
PPy2nano Pt 电极 :将 Pt/ HRP2PPy 电极在 1. 0

mmol/ L K2 PtCl620. 02 mol/ L PBS (p H7. 0)水溶液

中 ,在 - 0. 4～ + 0. 3 V 电位区间内 ,以 50 mV/ s循

环扫描 20 圈。各步骤电极制造完成后 ,存放在 p H

7. 0的 PBS中 ,于 4℃保存。

对修饰微电极作了表征 ,方法如下 :将φ= 10

μm自制微 Pt 片采用上述修饰方法 ,依次固定

HRP、PPy、nano Pt 于其表面 ,二次蒸馏水洗涤 ,在

干燥器中干燥 16 h ,取出分别作其 SEM、A FM 图。

从 SEM (图 1A)图可以看出 PPy在电极表面形成具

有三维多孔结构的高分子膜。当 HRP酶被包埋以

后 , HRP的聚集体均匀地分布在 PPy膜中 ,形成岛

状结构。当纳米 Pt 在电极表面沉积后出现白色“亮

点”,在电极表面均匀分散。根据 A FM (图 1B)可以

计算出粒径约为 80～160 nm ,电极表面示意图如图

2所示。

图 1　Pt/ HRP2PPy2nano Pt 修饰电极的 (A) SEM和 (B)

AFM图

2　结果与讨论

2. 1　HRP的电化学固定及氧化还原性质

PPy带正电荷 ,而 HRP进入 PPy 中是以阴离

子形式参与的嵌入过程[3 ] , HRP的等电点为5 . 5[ 9 ] ,

p H > 5. 5 时 HRP 将带负电荷 ,因此实验选择 p H
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图 2　Pt/ HRP2PPy2nano Pt 修饰电极的电极表面结构图

７．０犘犅犛缓冲体系。PPy 的成膜厚度和均匀性受

Py单体浓度影响[ 2 ]。由于微电极表面积较小 , Py

浓度过高膜厚度不均 ,过低沉积速度慢[2 ]。我们采

用 SEM观察[ Py ] = 0. 3 mol/ L 时 ,电极表面的成膜

平整光滑 ,故选用该浓度作为最佳 Py单体浓度。

PPy膜中判断 HRP 存在可用红外光谱来检

测。HRP红外谱图中存在酰胺 I的νC = O吸收 1 657

cm - 1和酰胺 III的νC2N吸收 1 151 cm - 1 ,而 PPy中则

没有[ 3 ] ,从图 3 ( I) b 可以看出 ,当 HRP修饰在 PPy

膜后 ,出现了上述酰胺 I和 III的特征吸收峰 ,说明

HRP已进入了 PPy 膜中。Pt/ PPy 电极在 0. 1

mol/ L Bu4 NClO4 乙腈溶液中的循环伏安曲线

( CV) (图 3 ( II) a)与在 PPy 常规电极的 CV 图相

似[3 ] ,表明 Py很容易在微 Pt 电极上发生电化学聚

合。图 3 ( II) b表明 HRP进入 PPy膜后 ,没有出现

新的氧化还原峰 ,只是使 PPy的氧化还原峰均向负

电位移动 ,推测是由于带负电荷的 HRP 进入 PPy

膜中后 ,改变了膜中离子的嵌 - 脱过程 ,使 PPy 更

易被氧化、更难被还原 ,因而 PPy 还原峰电流增加

而氧化峰电流变化不大。Pt/ HRP2PPy2nano Pt 电

极的 CV 曲线如图 3 ( II) c所示 ,氧化还原峰均有所

提高 ,说明纳米 Pt 可以显著提高 HRP2PPy复合体

的电子转移速率[ 3 ]。

2. 2　Pt/ HRP2PPy修饰电极上电沉积纳米 Pt的条件

探讨了沉积电位、扫描圈数、扫描速度、Pt 电解

液浓度等对纳米 Pt 沉积影响。设置不同最低电位

( - 0. 1～ - 0. 6 V) ,控制最高电位均为 0. 3 V ,在

100 mV/ s下扫描 20圈。当电位在 - 0. 4 V 下开始

扫描 ,电镜图显示沉积的 Pt 颗粒较其它电位下小而

多、且分散均匀 ,所以取最低扫描电位为 - 0. 4 V。

比较了扫描 5～30圈的 Pt 微粒沉积电镜图 ,扫描圈

数越少沉积 Pt 粒径也越小。扫描 20圈时 , Pt 颗粒

多且分布均匀 ,粒径约在 80～ 250 nm ,扫描圈数再

多时 ,Pt 微粒分散不均匀 ,且大小不一 ,故选扫描 20

圈。控制扫速分别为 15～ 150 mV/ s ,结果发现当

扫速为 100 mV/ s时 ,粒径约在 150～340 nm ,分散

均匀 ,故选为最佳沉积扫速为 100 mV/ s。试验了在

不同 K2 PtCl6 / PBS 中的电极表面 Pt 微粒沉积情

图 3　( I) Pt/ PPy (a) , Pt/ HRP2PPy ( b)的红外光谱图 ;

( II) Pt/ PPy(—) (a) , Pt/ HRP2PPy (22) (b) 和 Pt/

HRP2PPy2nano Pt (c)微电极在0. 1 mol/ L Bu4 NClO4

乙腈中的循环伏安图。扫速 :100 mV/ s.

况。结果发现镀液浓度越小 ,所沉积 Pt 微粒粒径也

越小。在 1. 0 mmol·L - 1 K2 PtCl6 / PBS中 ,粒径约

在 75～180 nm之间 ,所沉积的 Pt 微粒分散且大小

均匀 ,为最佳电解液浓度。综上所述 , Pt 微粒最佳

电化学沉积条件如下 :在 1. 0 mmol ·L - 1 H2 PtCl6 /

PBS中 ,扫描范围从 - 0. 4 V～0. 3 V ,扫速为 100

mV/ s ,扫描 20圈。

2. 3　Pt/ HRP2PPy和 Pt/ HRP2PPy2nano Pt修饰电

极对 H2 O2 的电化学还原催化

分别将微 Pt、Pt/ HRP2PPy 和 Pt/ HRP2PPy2
nano Pt 修饰电极插入 p H = 7. 0的除 O2 的 PBS中

(图 421 , 3 , 5) ,再加入 20μmol·L - 1 H2 O2后 (图 42
2 , 4 , 6)测定各自电极的 CV 曲线。随着电位负移 ,

H2 O2还原电流逐渐增大 ,还原过程不可逆。在

- 0. 7 V处 ,比较了 H2 O2 在各电极上的还原电流 ,

其中 Pt/ HRP2PPy2nano Pt 修饰电极分别是 Pt/

HRP2PPy和 Pt 电极的 1. 1 和 1. 5 倍。这说明 ,

PPy导电膜加速了 HRP对 H2 O2 还原 ,而纳米 Pt

进一步加快了 HRP 的电子传递速度 ,催化了该反

应。电极催化还原峰电流 (增量ΔIp )随 H2 O2 提高

而线性增加 ,可作为定量依据。将 Pt/ HRP2PPy2
nano Pt 修饰电极放入 p H 4. 0～8. 0的 PBS中进行

循环扫描 ,修饰电极的氧化还原峰电势随 p H 的增

加线性负移 , 9 Ea/ 9p H = - 34 mV/ p H ; 9 Ec/ 9p H

= - 35 mV/ p H。由于 HRP在电极反应中的电子

得失数为 2 [12 ] , 故参与反应的 H +数是 1 ,推测是由

于 Py含有 1个可得失 H +的杂环氮原子。推测该

电极的催化原理如图 5所示。
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图 4　Pt (a) 、Pt/ HRP2PPy (b)和 (c) Pt/ HRP2PPy2nano

Pt在 0. 02 mol·L - 1 PBS (p H = 7. 0)中的循环伏

安图。(曲线 1 ,3 ,5) 中不含有 H2 O2 , (曲线 2 ,4 ,

6) 中含有 0. 1 mmol/ L H2 O2 ,扫速 :50 mV/ s.

图 5　Pt/ HRP2PPy2nano Pt 修饰电极催化 H2 O2 还原过程

2. 4　Pt/ HRP2PPy2nano Pt修饰电极对 H2 O2 的催

化条件优化

2. 4. 1　PPy膜厚度对电极催化过氧化氢氧化的影响

Pt/ HRP2PPy2nano Pt 电极对 H2 O2 的响应受

PPy膜厚度的影响。PPy膜的厚度有一个最佳值 ,这

是因为 PPy膜太厚 , H2 O2 在 PPy中的扩散阻力增

大 ,使电极对 H2 O2 的响应电流减小 ; PPy膜太薄 ,被

固定的 HRP量少 ,响应电流也较小。实验中以 200

mC/ cm2 的电量制备的 Pt/ HRP2PPy电极响应最好 ,

根据文献[11 ]报道 ,PPy膜每增加 1μm ,所耗电量约

为 400 mC/ cm2 ,故推测此时的膜厚度在 0. 5μm。

2. 4. 2 　电解电位对 Pt/ HRP2PPy2nano Pt 传感器

响应电流影响

考察了电位对 H2 O2 安培测定的影响。当电位

在 - 40 mV附近时 ,就可以观察到 H2 O2 在电极表

面的还原。随着电位从 - 400负移到 - 900 mV ,稳

态电流大幅度增大 ,这是因为 ,电位越负 ,对 H2 O2

还原的驱动力就越大。当电位达到 - 700 mV 时 ,

安培响应达到一个平台 ,因此本文选择此电位作为

所制备 H2 O2 传感器的工作电位。

2. 5　Pt/ HRP2PPy2nano Pt修饰电极对 H2 O2 的安

培测定

在优化条件下 ,于 5 mL 0. 02 mol ·L - 1 p H =

7. 0 PBS中 ,控制电位在 - 0. 7 V ,记录 Pt/ HRP2
PPy2nano Pt 电极对 H2 O2 的电流–时间曲线 (图

6) ,每隔 50 s 注入 0. 05 mmol/ L (最终浓度 ) 的

H2 O2 共七次 ,经过 7. 3 s就能出现稳定的电流台阶

峰 ,说明电极均具对 H2 O2 有较快的响应速度。研

究表明催化电流与 H2 O2 浓度在 0. 001～ 0. 3

mmol/ L的范围内成线性关系 ,相关系数R = 0. 9972 ,

检测下限为 0. 3μmmol ·L - 1 ( S/ N = 3) 。当 H2 O2

浓度高于 1. 0×10 - 3 mol ·L - 1时 ,出现一个电流平

台 ,说明电极反应具有非常明显的 Michaelis2Ment2
en酶催化反应动力学特征。表观米氏常数 ( K

app
M )的

值为 0. 033 mmol ·L - 1 ,低于 Karyakin 等人[13 ]用

溶胶2凝胶方法固定的 HRP酶传感器的 K
app
M = 0. 1

～0. 5 ,说明此电极对 H2 O2 具有较高的生物亲和

性。

图 6　Pt/ HRP2PPy2nano Pt 修饰电极检测 H2 O2 的电流

应答图 ,电压20. 7 V (vs. Ag/ AgCl)

2. 6　Pt/ HRP2PPy2nano Pt 电极的灵敏度、重现性

和稳定性

实验表明 ,Pt/ HRP2PPy2nano Pt 电极对 H2 O2

的催化电流强度可达 0. 42 mA cm - 2 mmol - 1 L ,明

显大于大面积 Pt 电极 (直径为 mm级) [13 ]的 0. 272

mA ·cm - 2 ·mmol - 1 ·L。对 23μmol ·L - 1 H2 O2

连续测定 10次 , 变异系数分别为 3. 3 %。不使用时

在 4℃恒温保存 ,保存 70 d 后对 10μmmol ·L - 1

H2 O2 的响应为初始响应的 95 %。

2. 7　实际样品测定

应用该法测定了 2个人血清样本 (取自本实验

室工作人员)中 H2 O2含量。测试前除用0 . 1 mol/ L

p H 7. 0 PBS稀释 1～20 倍外 ,未经其它处理。采

用本法测得 H2 O2 的浓度平均值 (3次)分别为 3. 5

和 2. 9μmmol ·L - 1 ;利用标准的 UV2Vis分光光

度法 [ 11 ]测定结果分别为 3 . 8 和 2. 5μmmol·L - 1 ,

两种方法获得结果具有很好的吻合性。探讨了血

液中干扰物的影响 ,以 3μmmol ·L - 1 H2 O2 做为

比对标准 ,0 . 5 mmol·L - 1尿素、8. 8 mmol·L - 1葡

萄糖、0. 5 mmol ·L - 1抗坏血酸 (均为正常人体血

液中浓度)对于 H2 O2 的信号几乎不造成任何影

响 ,证明本免疫分析系统应用到真实样品检测的

可行性。用同一电极可连续测定 40 个样品 ,继续

测定会导致少量血清蛋白吸附在电极表面 ,部分

掩盖了 HRP修饰层的活性中心而造成电流减小。

但可以通过在 PBS空白中浸泡 24 h方法使电极表

面再生。
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3　结论

本研究成功制备了以 PPy 为基体 ,共固定

HRP酶和纳米 Pt 微粒的微电极生物传感器。它对

H2 O2 有较快的响应速度、较好的重现性和稳定性 ,

且制备简单 ,非常适合于生物体内痕量 H2 O2 现场

分析。同时该电极制备方法可以运用到其它酶生物

传感器制备上。
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