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［摘要］ 研制了基于酪氨酸酶和氧化石墨烯修饰丝网印刷电极的生物传感器，并用于水中邻苯二酚的测定． 1-
芘丁酸琥珀酰亚胺酯分子通过非共价的 π － π堆积作用吸附到氧化石墨烯上，酪氨酸酶与 1-芘丁酸琥珀酰亚胺
酯形成酰胺键，组装到氧化石墨烯上，制得纳米复合材料． 该材料为酪氨酸酶的固定提供了有利的微环境，并且
能很好地保持其生物活性． 传感器对邻苯二酚响应灵敏、快速，达到稳态电流时间在 9 s以内． 实验结果表明，传
感器的重现性、选择性和稳定性良好，检测线性范围为 8. 1 × 10 －8 mol /L ～ 2. 2 × 10 －5 mol /L，检出限为 4. 7 ×
10 －8 mol /L．所研制的传感器可应用在水中酚类化合物的现场快速检测之中．
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Abstract: A disposable biosensor has been developed for the determination of catechol in water based on tyrosinase-gra-
phene oxide modified screen printed electrode． Graphene oxide sheets ( GS) were noncovalently-functionalized with 1-
pyrenebutanoic acid and succinimidyl ester ( PANHS) ． Subsequently，the tyrosinase could covalently bind with PANHS-
functionalized GS by forming amide bond． The as-prepared biocompatible nanocomposite could provide a biocompatible
microenvironment to protect the activity of tyrosinase effectively． This disposable biosensor exhibited a fast amperometric
response ( less than 9 s) ，and a high sensitivity for monitoring catechol with good repeatability，selectivity and stability．
The method showed good linearity in the range from 8. 1 × 10 －8 mol /L to 2. 2 × 10 －5 mol /L catechol with a detection
limit of 4. 7 × 10 －8 mol /L． The results showed that the as-prepared disposable biosensor could be used in the rapid and
in-situ monitoring of phenolic compounds in water samples．
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酚类化合物是一种重要的环境污染物，对人体具有毒性并且难以降解，因此酚类化合物的测定对公共

健康和环境保护具有重大意义
［1，2］． 目前，酚类化合物的主要检测方法有化学发光法、光度法、色谱法和电

化学法等，其中电化学方法因为具有响应快、灵敏度高、操作简单、花费较少等优点而受到人们的广泛关
注
［3］． 酪氨酸酶( Tyrosinase，Tyr) 是一种含铜蛋白，在氧气作用下能够将底物邻苯二酚( Catechol) 催化氧
化成为邻苯二醌

［4］． 基于酪氨酸酶的生物传感器具有灵敏、快速、便捷、选择性高等特点，因此在电化学方
法中逐渐成为研究的热点

［5］． 丝网印刷电极( Screen-printed electrode，SPE) 具有制作过程简单、价格低
廉、便于携带、可一次性使用、易微型化和集成化等特点． 制备基于丝网印刷技术的可抛式电化学生物传
感器器，对于解决污染物的现场、快速分析检测具有重要的意义［6］．
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在酪氨酸酶生物传感器的构制中，研究酶的新型固定技术，保持酶的高生物活性及延长传感器的使用

寿命一直是研究者们关注的课题
［7］． 近年来，纳米材料的发展极为迅猛，被广泛地应用于生物与化学分析

领域． 为了放大电流响应信号和增加酶的固定量，碳纳米管、纳米金、纳米氧化锌等纳米材料逐渐被应用
在构建高灵敏度、高通量的酪氨酸酶生物传感器之中［8-10］． 另外，也有许多工作研究关于在丝网印刷电极
表面固定酪氨酸酶分子来构建可抛式的电化学生物传感器

［8，11-13］，这些传感器可以同便携式的电化学分

析系统一起，用于邻苯二酚的测定．
石墨烯由于其独特的物理和化学性质，在电子学、能量存储转换、生物科学与技术、特别是电化学传感器

等各方面得到大量的应用
［14］． 氧化石墨烯片层( Graphene oxide sheets，GS) 是具有含氧功能基团的单片层的

石墨烯，具有良好的性能． 单片层氧化石墨烯的原子平面成为固定蛋白等生物分子的理想材料［15］，并且由于
它有独特电化学性质和生物兼容性，国内外研究者成功地将氧化石墨烯应用在生物传感器的构建中［16］．
与共价功能化相比，一些通过超分子的相互作用如 π － π的堆积等简便的非共价功能化的方法，具有

能保护氧化石墨烯的独特的电子属性而不进行破坏的优点
［17］． 通过这种方法，氧化石墨烯与含有苯环的

分子相结合，而具有特定的设计属性． 本工作中，我们采用 1-芘丁酸琥珀酰亚胺酯作为非共价功能化分
子，吸附在氧化石墨烯片层上，获得了酪氨酸酶和氧化石墨烯的复合纳米材料( Tyr-GS) ，并将其修饰在丝
网印刷电极上，制得了一种新型的可抛式电化学生物传感器( Tyr-GS /SPE) ． 对制备的纳米材料和传感器
进行了表征． 研究了邻苯二酚在传感器上的循环伏安响应和计时电流响应． 实验结果表明，所制备的 Tyr-
GS为保持酪氨酸酶的活性提供了一个合适的微环境，对邻苯二酚的测定呈现出较好的稳定性和灵敏度，
可应用在水中酚类化合物的快速测定．

1 实验部分
1. 1 实验材料与仪器
酪氨酸酶( 3 900 U /mg，Sigma公司) ; 邻苯二酚、1-芘丁酸琥珀酰亚胺酯( PANHS，阿拉丁试剂有限公

司) ;磷酸盐缓冲溶液( PBS) 用 0. 2 mol /L NaH2PO4 － Na2HPO4 配制; 石墨粉( 纯度 99. 99% ) ; 丝网印刷电
极所用浆料( 导电碳浆、银浆、银 /氯化银浆、绝缘浆) ;其他试剂均为分析纯，实验用水为二次蒸馏水．
电化学工站( CHI1232A，上海辰华公司) ; 紫外可见吸收分光光度计( UV8453，Aglient 公司) ; 原子力

显微镜( NanoScope IIIa，Veeco公司) ;扫描电子显微镜( JSM-6360LV，JEOL公司) ．
1. 2 印刷电极制备
采用聚对苯二甲酸乙二酯( PET) 板作为基底，底层印制银浆作为导电介质，工作电极和对电极区域印

制碳浆，参比电极区域印制 Ag /AgCl浆． 每层浆料均需在 120℃下烘干固化 20 min，最后印上绝缘浆，在
120℃下烘干 3 h． 制备的 SPE工作电极区域面积约为 3. 0 mm2 ．
1. 3 传感器的制备
传感器的制备示意过程见图 1．氧化石墨烯的制备方法参考修改过的 Hummers 方法［18］，由石墨制备

成氧化石墨，接着将氧化石墨在水浴中超声剥落 1 h便可制得单片层的氧化石墨烯( 0. 5 mg /mL) ． 取同体
积 2 mg /mL PANHS 的 DMF 溶液与氧化石墨烯水溶液在磁力搅拌下混合 2 h，离心后弃去悬浮液，将
PANHS功能化的氧化石墨烯重新分散在 0. 02 mol /L的 PBS缓冲溶液中( pH 7. 0) ，制得 PANHS-GS．
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将酪氨酸酶与 PANHS-GS在 0. 02 mol /L PBS缓冲溶液中同体积混合，4℃放置 18 h，重新分散在 PBS
缓冲溶液中，得到 Tyr-GS纳米复合材料． 将印刷电极在 1. 7 V恒电位下活化 3 min，用水冲洗干净，取 5 μL
Tyr-GS溶液滴涂至印刷电极工作电极表面，室温晾干，制得 Tyr-GS /SPE生物传感器．
1. 4 电化学测定
采用循环伏安法考察了邻苯二酚在传感器上的电化学行为． 在搅拌下用计时电流法对水样的邻苯二

酚进行了定量测定，并考察、优化了实验条件． 电化学实验均在 10 mL 的电化学池中进行，实验温度均为
室温．

2 结果与讨论
图 2 是纯 PANHS 及 PANHS-GS 的紫外可见吸收光谱

图，从图上可以看出 PANHS-GS的吸收峰主要位于 283，335
和 354 nm，这与纯的 PANHS的特征吸收峰位置相似． 由于
PANHS分子中的芘基团与 GS 的平面存在比较强烈的 π －
π堆积作用，使得 PANHS分子能够牢固地吸附在 GS 上，并
且 PANHS的吸收峰红移了约 7 nm．
图 3 是 GS和 Tyr-GS 的原子力显微镜( AFM) 图，从图

中可以看出制备的 GS在溶液中呈单片层分散．通过高度的
测量，发现单片层 GS的厚度大约为 1 nm( 图 3A) ，而 Tyr-GS
的高度大约为 9 nm( 图 3B) ，可以验证 Tyr酶分子组装到 GS
的表面． 通过对比修饰前后工作电极区域的扫面电子显微
镜( SEM) 图，发现在 Tyr-GS修饰的 SPE 电极表面形成了一
种多孔的网状结构( 图 4 ) ，该 3 维立体结构可以提高酶的
负载量，增加传感器的响应信号［19］．

图 5 是邻苯二酚在 Tyr /SPE和 Tyr-GS /SPE修饰电极上的循环伏安曲线图．实验结果表明，相同浓度
的邻苯二酚在 2 种电极上均出现了 1 个明显的还原峰，这是由于电极表面固定的酪氨酸酶催化酚类物质
产生的邻苯醌在电极上还原引起的．图 5 中，Tyr-GS /SPE电极的还原峰电流明显比 Tyr /SPE 增加，说明酪
氨酸酶在 Tyr-GS复合材料上负载量增加，且很好地保持了酶的活性． 同时，由于氧化石墨烯的特殊电化
学性质，传感器的电流信号得到放大，灵敏度也大大增加．
考察了工作电位和 pH对传感器响应电流的影响，结果如图 6 所示． 在含有 1. 5 × 10 －6 mol /L 邻苯二
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酚的 PBS溶液中( pH 7. 0) ，－ 0. 3 V ～ 0. 1 V 的工作电位对
传感器响应的影响如图 6A 所示，当工作电位从 0. 1 V 降低
到 － 0. 2 V，响应电流迅速增加，达到最大值，这是因为醌的
还原在低的工作电位下更易发生，然而，更负的工作电位会

产生较大的干扰，因此 － 0. 2 V 的电压被选作最佳的工作电
位． 图 6B是溶液 pH在 5 ～ 8. 5 范围内对响应电流的影响，
工作电位为 － 0. 2 V，从图中可看出，最大的响应电流出现在
pH 7. 0，这与文献报导的酪氨酸酶的最佳活性 pH 范围一
致
［20］． 因此，实验选取 pH 7. 0 的 PBS缓冲溶液为电解质溶
液，工作电位为 － 0. 2 V．
在优化的实验条件下研究了传感器的电流响应特性，电

流 －时间响应曲线如图 7 所示． 随着 1. 0 × 10 －5 mol /L邻苯
二酚的加入，传感器获得了快速、灵敏的生物电催化响应，在
9 s内即获得了稳定的稳态电流，表明部分底物分子能迅速

地从溶液中扩散到工作电极表面修饰的生物复合纳米材料膜中． 传感器线性范围为 8. 1 × 10 －8 ～ 2. 2 ×
10 －5 mol /L，在 3 倍信噪比下，传感器对邻苯二酚的检测限为 4. 7 × 10 －8 mol /L． 传感器的高灵敏度主要是
归因于氧化石墨烯的独特的电化学性能，并且所制备的 Tyr-GS 纳米复合材料呈现多孔网状结构，提高了
酶分子的固载量．
所制备的基于 Tyr-GS /SPE的生物传感器显示了较好的重现性． 通过测定浓度为 1. 0 × 10 －5 mol /L的

邻苯二酚的响应电流，发现同一传感器连续测定 10 次的相对标准偏差( RSD) 为 3. 9%，按相同方法制备
的同批次印制出的印刷电极，其 RSD为 5. 3%，不同批次 RSD值为 7. 1% ． 修饰电极在 4℃下存储 20 d 后
响应值保留了原始值的 87%，而在 2 个月之后电流值降低至 62%，良好的稳定性表明，制备的纳米材料复
合物薄膜有效地提高了酶活性的长期稳定性． 干扰试验研究表明，间苯二酚、硝基苯、乙醇、葡萄糖、乙酰
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氨基苯酚、K +、Na +、Cl －、Ac －、NO3
－、Cu2 +
不会引起

明显的干扰; 对苯二酚响应良好; 10 倍浓度的硝基
酚能引起较小的误差，抗坏血酸干扰严重． 结果表
明所制备的传感器能快速、灵敏、简便地检测水中酚
类化合物．

3 结论
本文研制了基于酪氨酸酶和氧化石墨烯纳米复

合材料的生物传感器，能用于水中邻苯二酚的测定．
通过酪氨酸酶与非共价吸附在氧化石墨烯上的 1-芘
丁酸琥珀酰亚胺酯共价反应得到该纳米复合材料，

将其修饰在丝网印刷电极上制成可抛式酪氨酸酶生

物传感器． 该传感器对邻苯二酚响应快速、灵敏，检
测限低，并且具有良好的重现性、选择性和稳定性．
所制备的传感器可应用于水中酚类化合物的现场快

速检测．
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