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功能化金纳米修饰电极自组装及其在
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摘要：功能化金纳米修饰电极是化学修饰电极，不仅具有特定功能团性能，且能提供电化学信号，可用于与待测

物的电子传递，电子捕获，判定某化学反应是否发生．功能化金纳米修饰电极检测待测物，具有灵敏度高、检测
限低及长久使用的优势．我们就功能化金纳米修饰电极自组装制备、电化学表征方法及其在固定化酶生物传感器
方面的应用研究，进行综述报道．
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　　纳米材料（又称“超微颗粒材料”），指颗粒尺
度为纳米数量级（直径１～１００ｎｍ），处在原子簇和
宏观物体交接区域内的粒子，一般为人工合成产

物．纳米粒子由于表面原子占比大，且表面原子是
既无长程序、又无短程序的非晶层，粒子表面层的

实际状态更接近于气态，而在粒子的内部存在结晶

完好、周期排布的原子．当粒子尺寸进入纳米数量
级时，就具有许多传统固体不具有的表面效应、体

积效应和久保（Ｋｕｂｏ）效应等特性［１－３］，特殊结构也

导致纳米粒子具有独特性质．自８０年代纳米材料
概念形成后，受纳米粒子表面积大、表面活性中心

多、吸附能力强的表面效应影响，纳米材料在催

化、电化学、传感方面、医学和生物工程和超导等

诸多方面，具有一般材料不能比拟的优异性能，被

誉为“通往２１世纪的新材料”．
纳米粒子较高的比表面积促使微型生物传感器

表面的生物分子固定量呈指数倍增长，有效扩大了

电极表面电信号；另一方面，由于其尺寸效应造成

的表面原子配位不足、亏电子严重，使得纳米粒子

对生物大分子有很强的吸附能力，能高效地固定生

物大分子，在设计和制备各种具有特定功能的化学

传感器方面具有重要意义［４－７］．我们就纳米金的制

备、功能化纳米金属修饰电极的自组装、如何运用

电化学方法表征以及自组装电极在酶固定化方面的

应用进行了报道．

１纳米金的制备
金属纳米颗粒（Ｍｅｔａｌｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＭＮＰ）由于

其自身具有纳米材料的特殊光学、电学及催化性

质，已得到广泛关注．金纳米颗粒，又称金溶胶
（ＡｕＮａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＡｕＮＰｓ）是指直径在１～１００ｎｍ
之间的金微粒，能以稳定形式存在于溶液中，具有

比表面积大、表面反应活性高、表面活性中心多、

催化效率高、吸附能力强等优越性能，是纳米金属

材料中最常用的一种［８－１１］．
常见的合成纳米金的方法主要有物理法、化学

法及生物介导法．生物介导合成纳米金是课题组以
往的关注焦点，适用于合成纳米金的微生物主要包

括细菌、真菌、放线菌和酵母菌等，但不同的微生

物种类、代谢类型都会影响合成纳米金的粒径，进

而影响其应用领域［１２］．张铁男等［１３］将甲基弯菌

ＩＭＶ３０１１产生的具有过氧化氢还原酶活性的荧光
肽甲烷氧化菌素（ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｉｎ，ｍｂ）与纳米技术相
结合，催化合成了纳米金，并且通过控制 ｍｂ浓度
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催化苯二酚还原 ＨＡｕＣｌ４合成不同粒径的 ＡｕＮＰｓ．
辛嘉英等［１４］研究了ｍｂ介导一步合成纳米金颗粒，
ｍｂ能够螯合Ａｕ（Ⅲ），同时将其还原成Ａｕ（０）．红
外光谱分析 ｍｂ静态吸附在 ＡｕＮＰｓ表面形成 ｍｂ
ＡｕＮＰｓ复合体，ｍｂ充当保护剂阻止二次成核的发生
从而制备了粒径小的、具有长期稳定性的ＡｕＮＰｓ颗

粒．林凯等［１５－１６］利用Ｍｂ原位还原制备了１％ Ａｕ／γ
Ａｌ２Ｏ３催化剂，通过ＴＥＭ分析负载ＡｕＮＰｓ粒径尺寸
为３．４８±０．８８１ｎｍ（图１），ＦＴＩＲ分析Ａｕ／γＡｌ２Ｏ３催
化剂表面官能团发现具有与Ｍｂ一致的特征峰，说明
Ｍｂ既作为还原剂也充当了稳定剂而整合在 ＡｕＮＰｓ
表面，这是制备小粒径ＡｕＮＰｓ的重要因素．

图１ＡｕＮＰｓ高分辨率透射电镜图及其选区电子衍射
Ｆｉｇ．１Ｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ（ＨＲＴＥＭ）ｉｍａｇｅ（ａ）ａｎｄｓｅｌｅｃｔｅｄａｒｅａｏｆ

ｅｌｅｃｔｒｏｎｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ（ＳＡＥＤ）ｐａｔｔｅｒｎ（ｂ）ｏｆｔｈｅＡｕＮＰｓ

　　然而，近些年自组装合成 ＡｕＮＰｓ在医学、生
物、食品领域的应用与研究逐渐增多，我们［１３－１９］在

以往合成ＡｕＮＰｓ研究工作的基础上，开始研究自组
装合成ＡｕＮＰｓ等相关研究．自组装技术通过分子间
特殊的相互作用（例如静电吸引、氢键、疏水性缔

合等），组装成有序的高性能化和多功能化的纳米

结构．自组装过程是若干个体之间同时自发的发生
关联并集合在一起，形成紧密而有序的整体，是一

种整体的复杂的协同作用分子通过化学键作用自发

吸附在固、液或气／固界面上，形成热力学稳定和
能量最低的紧密的有序的二维纳米级的超薄膜，即

为自组装膜（Ｓｅｌｆａｓｓｅｍｂｌｅｄｍｏｎｏｌａｙｅｒｓ，ＳＡＭｓ），如
图２．与传统的化学修饰方法相比，ＳＡＭｓ有更好的
稳定性和有序性，特别是在控制由附着分子所造成

的微结构和动力学性质方面有着无可比拟的优越

性，成为研究有关表面和界面各种复杂现象，诸如

膜的渗透性、摩擦、湿润、磨损、粘接、生物发酵和

表面电荷分布、电子转移理论的理想模型［２０－２３］．
　　徐力等［２４］首先通过赖氨酸的氨基与金纳米粒

子的作用将其固定在粒子表面，然后过氨基酸的缩

合将金纳米粒子连接成有序的纳米结构利用赖氨酸

分子作为连接剂将金纳米粒子组装成有序的纳米结

图２自组装单层膜的紧密有序结构示意图
Ｆｉｇ．２ＤｅｎｓｅａｎｄｏｒｄｅｒｅｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＳＡＭｓ

构．透射电子显微镜观察表明形成的纳米粒子网络
结构中，相邻粒子之间的距离约为１．５μｍ，与由两
个赖氨酸缩合而成的二肽（ＬｙｓＬｙｓ）长度相符．

Ｙａｎｇ等［２５］以铟锡氧化物和 ＡｕＮＰｓ修饰了电
极，制备了用于检测肉制品中多巴胺的生物微传感

器．Ｈｕａｎｇ等［２６］以ＳｉＯ２玻璃片为基片，借助溴化十
六烷基三甲铵合成了高纯度的单分散性的 ＡｕＮＰｓ，
粒径为２０～１５０ｎｍ．

在纳米金ＤＮＡ自组装中，常通过用巯基小分
子（如巯基己醇 ＭＣＨ）对 ＤＮＡ自组装的金进行封
闭，进而对ＤＮＡ自组装进行优化［２７］．Ｓａｌａｉｔａ等［２８］
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系统地研究了１０２３型 ＤＮＡｚｙｍｅ在纳米金表面的
催化活性以及组装密度、ｌｉｎｋｅｒ、固定位点等对酶活
性的影响．他们发现 ＤＮＡｚｙｍｅ在纳米界面上受到
空间位阻及表面非特异性吸附的影响，酶活性

降低．
由已发现的纳米结构自组装体系的形成要具备

两个重要条件：其一，由于氢键和范德瓦耳斯键等

非共价键很弱，所以要有足够的非共价键或氢键等

弱键存在，才能通过协同作用构筑成稳定的纳米结

构体系；其二，要求自组装体系能量低，否则很难

形成稳定体系．将预处理过的基片浸泡在溶液中，
经过一定的反应时间后，表面活性物质就可以在基

片上形成排列致密有序的自组装膜．表面活性物质
一般含有－ＣＯＯＨ、－ＯＨ和－ＮＨ２活性基团，基片可
以是非金属氧化物（如石英、玻璃等）、金属

（如Ａｕ、Ａｇ）、金属氧化物（如ＡｇＯ、ＣｕＯ）等．在成
膜分子之间还存在范德华力，让所形成的膜更加致

密和稳定．根据自组装成膜时的键型不同可分为：
共价（或配位）自组装、氢键自组装、静电自组装，

其中共价（或配位）键型自组装是研究最多的一个

体系．

２功能化金纳米修饰电极电化学界面

２．１单分子层自组装制备金纳米修饰电极
自组装单分子层膜制备方法比较简单，只需将

基体电极浸入含有适当的表面活性剂的有机溶剂

中，成膜分子如硫醇在金表面进行自组装，一般约

２４ｈ后可形成自组装单分子膜．常见的自组装
ＳＡＭｓ包括多种不同的体系：脂肪酸类在Ａｌ２Ｏ３、Ａｇ
表面的ＳＡＭｓ；烃类在硅表面的 ＳＡＭｓ；有机硅烷衍
生物在羟基化的表面的 ＳＡＭｓ；有机硫化合物在
Ａｕ、Ａｇ、Ｃｕ表面的 ＳＡＭｓ；醇和胺类在 Ｐｔ表面的

ＳＡＭｓ；二磷酸自组装多层膜；有机锗烷类的自组装
ＳＡＭｓ等，其中硫醇分子在金基底上的自组装是研
究最多和最有代表性的体系．

有机硫族化合物以金属如 Ａｕ、Ａｇ、Ｃｕ、Ｐｔ等
（尤其是Ａｕ）为基底的自组装膜，是通过有机硫化
物中硫原子与基片表面金属原子形成配位键而组成

的．表面自组装单分子层修饰的金纳米粒子（Ｓｅｌｆ
ａｓｓｅｍｂｌｅｄ ｍｏｎｏｌａｙｅｒｐｒｏｔｅｃｔｅｄ ｇｏｌｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，
ＳＡＭＧＮＰＳ），自１９９３年Ｍｕｌｖａｎｅｙ和Ｇｉｅｒｓｉｇ最早报
道采用烷基硫醇在 ＧＮＰＳ表面成功实现自组装以
来，该方向成为金纳米粒子研究最活跃的领域之

一．巯基能够跟金原子形成稳定的化学键，获得自
组装单层膜紧密包裹的有序体系，比单纯的物理吸

附获得的体系稳定性要高很多．
彭少华［２９］比较了自组装溶胶凝胶酶修饰电极

（ＳＯＤ／Ｃｙｓ／ｓｏｌｇｅｌ）、金溶胶自组装酶修饰电极
（ＳＯＤ／Ｃｙｓ／ＡｕＮＰ）和金溶胶自组装溶胶凝胶酶多
层修饰电极（ＳＯＤ／Ｃｙｓ／ＡｕＮＰ／ｓｏｌｇｅｌ），结果表明加
入金溶胶后催化效果明显，且电极稳定性高．ＳＯＤ／
Ｃｙｓ／ＡｕＮＰ／ｓｏｌｇｅｌ酶电极阴阳极峰电流之比 ｉｐｃ／
ｉｐａ＝１．１，阴阳极峰电位的差值△Ｅｐ＝０．２４Ｖ
（１００ｍＶｓ－１），式量电位为１１０ｍＶ（参比电极为饱
和甘汞电极），呈现准可逆的电化学过程．电子转
移速率常数１０．３ｓ－１．放置６０ｄ，活性保持９７％．
２０１１年，Ｍａｎｉｖａｎｎａｎ等［３０］结合纳米技术与自组装

法，分别采用纳米金、纳米金银溶胶凝胶对金电极
进行了修饰，也得到了类似的结果．

袁若等［３１］利用自组装技术和静电吸附作用，

将带正电荷的纳米金和带负电荷的血红蛋白层层自

组装于Ｌ半胱胺酸修饰的金电极表面，制得了用于
检测Ｈ２Ｏ２的无电子媒介体的第三代电流型生物传
感器（｛Ｈｂ／ｎａｎｏＡｕ

!

｝５／Ｌｃｙｓ／ｇｏｌｄ），如图３．此

图３层层自组装修饰金电极制备微型生物传感器
Ｆｉｇ．３Ｓｃｈｅｍｅｏｆｂｉｏｓｅｎｓｏｒｂｙｌａｙｅｒｌａｙｅｒｓｅｌｆａｓｓｅｍｂｌｙｍｏｎｏｌａｙｅｒｓｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｔｏｍｏｄｉｆｙｇｏｌｄｅｌｅｃｔｒｏｄｅ
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传感器提高了血红蛋白固定量，并能保持血红蛋白

的生物活性，从而增强了传感器的灵敏度和稳定

性，用计时电流法测得 Ｈ２Ｏ２的线性范围为 ２．１×
１０－８～１．２×１０－３ｍｏｌ／Ｌ（ｒ＝０．９９４），检出限为１．１×
１０－８ｍｏｌ／Ｌ．
　　Ｃａｏ等［３２］将Ｒｕ（ＩＩ）与二（二甲基吡唑基）巯
基羧酸形成的配合物，层层自组装于金电极上，可
形成表面覆盖４．１５ｐｍｏｌ／ｃｍ２致密的膜，且高度有
序，通过与 Ｒｕ的可任意的配位点的配位，可用于
ＮＯ检测．Ｃｕ吡啶配合物也作为修饰纳米金与 Ａｕ
盘电极的连接体，以吡啶尾端巯基衍生物修饰的

Ａｕ电极与Ｃｕ（ＩＩ）配位，然后与混合的辛硫醇和尾
端吡啶巯基衍生物自组装膜覆盖的 ＡｕＮＰ相联系，
Ｃｕ（ＩＩ）在这里是作为配位连接体［３３］．
２．２混合分子自组装制备金纳米修饰电极

自组装单分子层与生物大分子以分子键结合，

性能稳定，生物相容性强并能抑制干扰信号．然而
单一自组装分子层易造成较大的空间位阻，阻碍生

物大分子的固定效率．二元混合自组装膜的二维空
间结构能够显著降低电极表面固定化抗体的空间位

阻，使抗体具有良好的空间分布，有助于抗体的固

定，保持抗体的免疫活性［３４］．
薛茜男等［３５］在纳米金溶胶溶液中加入１６巯基

十六酸和３硫基丙酸，纳米金颗粒表面修饰包裹
二元混合自组装膜，共价键固定抗体形成生物敏感

膜（图 ４）．修饰的自组装膜使纳米颗粒在液相
中均匀分散，将纳米颗粒固化到电极表面后也能保

持均匀分散，有效抑制了纳米颗粒的团聚．实现了
抗体有效固定，制备了糖化血红蛋白免疫微传感

器，用于同时检测测血液中的糖化血红蛋白和血红

蛋白含量，检测线分别为 １４～１７０μｇ／Ｌ和 １６７～
５７０μｇ／Ｌ．

图４混合自组装制备微型金电极表面修饰过程
Ｆｉｇ．４Ｓｃｈｅｍｅｏｆａｎｔｉｂｏｄｙｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｐｒｏｇｒｅｓｓｂｙｍｉｘｅｄｓｅｌｆａｓｓｅｍｂｌｙｍｏｎｏｌａｙｅｒｓｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

　　桂学琴等［３６］利用混合自组装方法，将４，４’二
甲基巯基联苯和１巯基十八烷这两种不同巯基化
合物修饰至金电极表面，在双巯基的另一个ＳＨ基
团上吸附纳米金颗粒制备纳米金修饰电极，得到

ＭＴＰ＋Ｃ１８ＳＨ／Ａｕ电极、ＭＴＰ＋ＴＯＡ／Ａｕ电极和 ＮＧ／
ＭＴＰ＋Ｃ１８ＳＨ／Ａｕ电极．该研究发现制备出纳米金
密度可控的修饰电极，并且其兼具纳米阵列电极

特性．
２００４年，Ｓｕ等［３７］首先通过金巯基的作用，在

ＡＴ切向石英晶体的金电极表面上自组装修饰上一
层１６巯基十六烷基酸膜，即自组装一个尾端为梭
基的烷烃硫醇长链，然后用Ｎ羟基琥珀酰亚胺作为
媒介对该膜进行活化，抗体通过酰胺键固定到电极

表面．此传感器在固定抗体的数量和检测灵敏性方

面和基于蛋白固定抗体的压电免疫传感器是可以相

媲美的，循环伏安法表征免疫传感器的逐步组装以

及对目标菌的检测，检测范围为１０３～１０８ＣＦＵ／ｍＬ，
检测时间为３０～５０ｍｉｎ．次年，Ｓｕ等［３８］在此基础

上，对该传感器进行了改进和优化．
一般在纳米金表面组装的是长链巯基化合物，

当长链巯基化合物在纳米金表面组装的时候可能发

生弯曲、缠绕的现象；而且整个过程是通过层层自

组装完成的，这些都会影响生物活性组分的固定．
刘丽［３９］提出了先将纳米粒子表面组装一层短链巯

基化合物的混合膜（半胱胺，巯基已醇），再将被混

合膜修饰了的纳米金粒子组装到被巯基丙酸修饰的

晶振金电极上，基于此方法研制了甲状腺素 Ｔ４压
电免疫传感器．
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３功能化金纳米修饰电极的表征
当在金属电极表面的制备 ＳＡＭｓ时，电极预处

理、固定技术、表面覆盖、表面活性电解质、溶剂

以及温度等这些实验条件，均会影响功能化纳米金

属修饰电极的ＳＡＭｓ电化学信号，所以控制以上这
些实验条件非常重要［２０］．同时，也需要考虑配位金
属离子之间的电子传递速率和机制，它们也会影响

修饰电极的灵敏性．金属电极的配位化合物修饰一
般分别对其进行结构表征和性能表征．

对于化学修饰电极的表征鉴定，首先要确认在

电极表面上是否已介入目标功能团及其表面浓度，

然后确定表面功能团的电化学性质、结构以及状态

等．即应用拉曼光谱、傅立叶变换红外光谱法能够
有效地辨别功能团是否已修饰在电极上；光声光谱

可对电极表面分子进行定性及定量分析；荧光光谱

及紫外可见光谱可测定表面分子的浓度，特别是对

染料修饰电极更有效；光电子能谱在研究表面功能

团的元素、结合状态和组成分布等方面都很灵敏；

电化学方法，如循环伏安法、交流伏安法、脉冲极

谱法等适于研究表面电活性物质的氧化还原行为；

电镜、扫描电镜等，可分别用于观察修饰过程的表

面状态、结构及测定膜的电阻等．

表１金纳米修饰电极表面的表征方法
Ｔａｂｌｅ１Ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓｏｆｇｏｌｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｍｏｄｉｆｉｅｄｅｌｅｃｔｒｏｄｅｓ

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｆａｃｔｏｒｒｅｓｅａｒｃｈ Ｄｏｃｕｍｅｎｔ

Ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ

Ｃｙｃｌｉｃｖｏｌｔａｍｍｏｇｒａｍｓ，
ｃａｌｌｆｌｏｗｖｏｌｔａｍｍｅｔｒｙ，
ｐｕｌｓｅｐｏｌａｒｏｇｒａｐｈｙ，
ｃｈｒｏｎｏａｍｐｅｒｏｍｅｔｒｙ，
ｑｕａｒｔｚｃｒｙｓｔａｌｍｉｃｒｏｂａｌａｎｃｅｓ；

ＲｅｓｅａｒｃｈｉｎｇＬｏｎｇｔｅｒｍｕｓｅｏｆｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ，
Ｔｈｅｒｍａｌｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ｐＨｔｏｃａｔａｌｙｔｉｃｃｕｒｒｅｎｔｒｅ
ｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｔｏｖａｌｕｅｏｘｙｇｅｎｂｉｏｓｅｎｓｏｒｓ；Ｅｌｅｃ
ｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌｂｅｈａｖｉｏｒａｎｄａｂｉｌｉｔｙｏｆｏｘｙｇｅｎｒｅ
ｄｕｃｔｉｏｎ；Ａａｆｆｉｎｉｔｙｏｆｏｘｙｇｅｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔ
ａｎｄｄｅｔｅｒｍｉｎｅｎａｎｏｇｏｌｄ．

［２１］、 ［２５］、
［２６］、 ［３１－
３９］、［４６－５６］

Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ

Ｒａｍａｎｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，
Ｆｏｕｒｉｅｒｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｆｒａｒｅｄｓｐｅｃｔｒｏｓ
ｃｏｐｙ，
ｐｈｏｔｏａｃｏｕｓｔｉｃｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，
ｕｖｖｉｓｓｐｅｃｔｒａ，
ｐｈｏｔｏｅｌｅｃｔｒｏｎｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ；

ＷｅａｔｈｅｒｔｈｅＢｉｏｌｏｇｉｃａｌｍｏｌｅｃｕｌｅｓｍｏｄｉｆｉｅｄｏｎ
ｅｌｅｃｔｒｏｄｅｏｒｎｏｔ；
Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅａｎｄｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｌｅｃ
ｔｒｏｄｅｓｕｒｆａｃｅｍｏｌｅｃｕｌｅｓ；
Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｓｕｒｆａｃｅ
ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ；
Ｓｕｒｆａｃｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｇｒｏｕｐｓｏｆｅｌｅｍｅｎｔｓ，ｃｏｍ
ｂｉｎｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｔａｔｅａｎｄｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｄｉｓｔｒｉｂｕ
ｔｉｏｎ，ｅｔｃ．

［４０］

Ｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
Ｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ｓｃａｎｎｉｎｇｅ
ｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ａｔｏｍｉｃｆｏｒｃｅ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ；

Ｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｗｈｅｔｈｅｒａｍｉｃｒｏｅｌｅｃｔｒｏｄｅｓｕｒ
ｆａｃｅｕｎｉｆｏｒｍｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎｄｅｆｆｅｃｔｉｖｅｆｉｘａ
ｔｉｏｎｓ．

［２６］、 ［２８］、
［３１］、［３５］

　　值得一提的是其他材质的电极也可以用以上方
法表征修饰电极的特性．采用循环伏安法电化学聚
合ＰＬＬ修饰的 ＧＣ电极能很好地固定 Ｈｂ和 ＣＰＯ，
温度、ｐＨ值、ＰＬＬ膜的厚度以及酶与交联剂的滴涂
方式均对修饰电极性能有影响修饰电极电化学性能

稳定，具有良好的耐热性，为进一步研究酶在高温

条件下的催化奠定了基础［２３］．

４基于金纳米固定化酶的生物传感器
传感器是对一种物理性质进行检测并记录，然

后以某种方式作出响应的一种装置．传感器可分为
三类：物理传感器、化学传感器和生物传感器［４１］．
生物传感器是采用某种生物敏感元件（Ｂｉｏｒｅｃｅｐｔｏｒ）
与转换器（Ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ）相连接包括两部分：敏感元
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件和转换器［４２］．敏感元件，既分子识别元件，常用
的敏感元件有酶、ＤＮＡ、细胞、抗体及微生物等；
转换器，又称为换能器，包括电化学电极、场效应

晶体管、光敏管、热敏电阻以及压电晶体等．生物
传感器可应用于大量不同的样品，包括体液、食物

样品、细胞培养物、环境样品的检测分析．

图５电化学生物传感器结构
Ｆｉｇ．５Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌｂｉｏｓｅｎｓｏｒ

　　绝大多数生物活性酶的氧化还原中心在分子内
部，其氧化还原中心与电极表面的距离超过了电子

能以足够速率进行转移的距离，很难在电极上实现

直接电子传递．但金属纳米颗粒可以作为电子导
线，实现酶的活性中心与电极之间的直接电子传

递，大幅度加快电子转移速率．纳米金属固定化酶
的修饰电极，一方面研究了在界面上的生物活性酶

直接电化学和电催化过程及其机理，揭示酶某些生

理功能；另一方面也制备出具有高灵敏度和超高选

择性的生物传感器及其分子器件．纵观酶生物传感
器的发展，就是酶的固定化基质和固定化技术不断

改进和完善进程．
１９６２年，Ｃｌａｒｋ等［４３］用葡萄糖氧化酶与氧电极

组合检测葡萄糖，被认为是最早提出了酶生物传感

器原理．对于固定化酶修饰电极制备生物型传感
器，其固定的敏感元件酶主要集中在辣根过氧化物

酶）、血红蛋白、过氧化氢酶及葡萄糖氧化酶等，另

外通过其他纳米材料对天然酶固定化制备生物传感

器的研究也有大量报道［４４－４５］．
Ｋａｎｇ等［４６］用金纳米颗粒固定辣根过氧化物酶，

将其吸附到由壳聚糖和硫堇共价交联修饰的玻碳电

极表面．由于壳聚糖优异的成膜性使其在最后形成
一层薄的生物敏感膜，而金纳米颗粒的加入不仅增

加了辣根过氧化物酶固定的量，也极大地保持了酶

自身的生物活性、提高了传感器对Ｈ２Ｏ２测定的灵敏

度和稳定性，最低检测限达到５．０×１０－８ｍｏｌ／Ｌ．
此外，固定辣根过氧化物酶的电极还可以用于

检测生物指标．Ｂｉ等［４７］将一抗结合在功能化修饰过

的磁性珠上，将辣根过氧化物酶标记的二抗与纳米

金颗粒结合，同时还引入了化学发光增强剂溴酚蓝．
实验结果表明，改进后的方法对α甲胎蛋白的检测
线性范围能达到 ０．１～５．０ｎｇ／ｍＬ（Ｒ＝０．９９９７），
ＬＯＤ为０．０１ｎｇ／ｍＬ，该结果比不使用纳米金时低
了２个数量级，而且远远低于由传统ＥＬＩＳＡ方法检
测得到的结果．袁若等［４８］等采用侧链带有磺酸根

负离子的Ｎａｆｉｏｎ膜固定带正电荷的Ｌ半胱氨酸，吸
附于电极表面的Ｌ半胱氨酸的ＳＨ吸附纳米金，再
重复吸附Ｌ半胱氨酸和纳米金，最后将辣根过氧化
氢酶吸附于纳米金表面，通过分子自组装制备出一

种过氧化氢生物传感器，用于检测Ｈ２Ｏ２．

李壮等［４９］将过氧化物酶直接在金纳米颗粒上

固定化，建立了检测奶粉和原料奶中三聚氰胺的生

物传感系统；Ｓｉｓｔａｎｉ等［５０］也直接用金纳米颗粒固定

化过氧化氢酶来修饰电极，用此方法制备的 Ｈ２Ｏ２
传感器稳定性好，３７ｄ后仍具有 ９７％的活性；而
Ｌｅｉｌｉ等［５１］则用氧化镁纳米颗粒和过氧化氢酶共同

修饰电极，这些报道都是将纳米技术、电化学与生

物学技术相结合，设计出更有效的过氧化氢生物传

感器．同时，过氧化氢酶还以结合葡糖糖氧化酶的
酶的活性，用于检测葡萄糖的含量．曲晓刚等［５２］结

合金纳米颗粒的葡萄糖氧化酶样活性以及五氧化二

钒纳米线的过氧化物酶样活性，利用级联酶促反应

实现了葡萄糖的含量测定．
细胞色素ｃ常在金纳米上固定化，研究其生物

功能特性．Ｂｒｏｗｎ和 Ｗａｎｇ等［５３－５４］研究者，分别将

金纳米自组装在半导体 ＳｎＯ２电极上，形成各粒子
之间相互隔离的单层，将细胞色素 ｃ吸附在金胶
上，用此电极对细胞色素Ｃ的直接电化学行为进行
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了研究．
吴晓春等［５５］利用金＠铂纳米棒偶联胆固醇氧

化酶成功构建了胆固醇检测系统，检测限为

３０μｍｏｌ／Ｌ，线性检测范围为４５～３００μｍｏｌ／Ｌ，异丙
醇以及去垢剂 ＴｒｉｔｏｎＸ１００对胆固醇的测定没有
干扰．

金纳米也常与其他金属纳米颗粒结合，固定化

酶制备生物传感器．金／银（Ａｕ／Ａｇ）纳米颗粒偶联
乙酰胆碱酯酶和胆碱氧化酶检测乙酰胆碱，乙酰胆

碱酯酶催化乙酰胆碱水解为胆碱和乙酸，胆碱氧化

酶催化氧气氧化胆碱并生成 Ｈ２Ｏ２，Ａｕ／Ａｇ纳米颗
粒的过氧化物酶活性催化 Ｈ２Ｏ２氧化 ＡＵＲ生成带
有荧光信号的产物，荧光强度与乙酰胆碱的浓度在

１～１００ｎｍｏｌ／Ｌ范围内成正比［５６］．

５　展望
在对活性生物酶固定化制备生物传感器的研究

有很多，都在为构建出灵敏度高和稳定性良好的传

感器而不断探索，而这两项性能也是过氧化氢生物

传感器研究的重点和挑战，固定化酶载体材料的选

择则成为研究的核心．具有良好导电和机械性能的
纳米材料将更加得到研究者的青睐，尤其以相对价

廉的纳米金催化剂对Ｐｄ和Ｐｔ等传统贵金属催化剂
的替代研究将成为纳米金属今后研究的重点．仍有
不少方面有待提升，如精准控制颗粒尺寸大小及均

匀程度、产业化研究以及简单、可靠和稳定的表征

方法等．这些需要多学科密切配合与协作，逐步实
现根据材料的性能和设计要求，制备出理想稳定的

生物传感器．
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