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二茂铁功能化 Fe3O4/碳纳米管/壳聚糖复合膜
葡萄糖生物传感电极的研究

彭花萍1袁 查代君2袁 黄郑隽1袁 陈 伟1袁 刘爱林1*袁 林新华1*

(1. 福建医科大学药学院药物分析系袁福建 福州 350004曰 2. 南昌大学高等研究院袁江西 南昌 330031)

摘要院采用交联法制备了羧基二茂铁功能化 Fe3O4 纳米粒子渊FMC-AFNPs冤复合材料袁并将该复合纳米材料与多

壁碳纳米管渊MWNTs冤尧壳聚糖渊CS冤及葡萄糖氧化酶渊GOD冤混合修饰于自制的磁性玻碳基底(MGC)表面袁制备了

GOD/FMC-AFNPs/MWNTs/CS复合膜生物传感器电极. 实验结果表明袁FMC-AFNPs 复合材料有效地克服了二茂

铁在电极表面的泄漏袁且 FMC-AFNPs/MWNTs/CS复合膜良好的生物兼容性较大地改善了固定化 GOD 的生物活

性. MWNTs 具有良好的导电性和大比表面积袁在修饰膜内可作为电子传递野导线冶袁极大地促进电极的电子传递速

率袁 提高电极的电催化活性和灵敏度. 该电极的葡萄糖检测的线性范围为 1.0伊10-5 ~ 6.0伊10-3 mol窑L-1袁 检测限为

3.2伊10-6 mmol窑L-1渊S/N=3冤袁表观米氏常数为 5.03窑10-3mmol窑L-1袁且有较好的稳定性和重现性.

关键词院 二茂铁修饰 Fe3O4曰 碳纳米管曰 壳聚糖曰 葡萄糖氧化酶曰 生物传感器

中图分类号院 O657.1 文献标识码院 A

将氧化酶固定于电极表面可构建氧化酶安培

型生物传感器袁但因酶的活性位点常深埋于绝缘蛋

白内部使得生物传感器中酶的电子传递效率较低.
研究表明袁若将电子媒介体共同固定于电极表面可

显著提高传感器的检测灵敏度[1-3]. 尽管如此袁大多

电子媒介体均属小分子袁将其直接固定于电极表面

会导致电子介体的泄漏袁使所制备的修饰电极的稳

定性差.但如通过共价键合等方法将电子媒介体连

接到高分子聚合物尧生物分子袁或纳米材料上可有

效解决以上难题[1,4-5].将纳米材料引入生物传感器袁
不仅能够增强酶的催化活性袁还能提高对底物的检

测灵敏度[6-8].碳纳米管具有高导电性尧高机械强度尧
良好的吸附能力和较优的生物兼容性袁在生物学的

应用方面备受关注袁尤其是其良好的导电性可作为

生物分子的纳米导线促进电子传递效率以及构建

电化学传感器[9-11]. 壳聚糖渊Chitosan袁CS冤是一种富

含氨基和羟基的线性聚阳离子多糖袁对蛋白质有极

高的亲和性袁且具有良好的生物兼容性尧成膜性尧无
毒和可生物降解等特点袁有利于保持生物分子的生

物活性袁因此广泛用于生物物质的固定化[12-14].
本文采用交联法将羧基二茂铁渊FMC冤键合于

氨基功能化 Fe3O4 纳米粒子渊AFNPs冤表面袁制备了

FMC-AFNPs复合纳米材料. 并将该功能磁性纳米

粒子与多壁碳纳米管渊MWNTs冤尧壳聚糖渊CS冤及葡

萄糖氧化酶渊GOD冤混合修饰于自制的磁性玻碳基

底(MGC)表面袁构建了GOD/FMC-AFNPs/MWNTs/CS
复合膜电极袁用于对葡萄糖的高灵敏检测.

1 实 验
1.1 试剂与仪器

葡萄糖氧化酶渊GOD袁 EC1.1.3.4袁 15000U窑g-1冤尧
1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐尧N-羟
基琥珀亚酰胺尧羧基二茂铁渊FMC冤尧壳聚糖渊CS冤和
3-氨基乙氧基硅烷均购自 Sigma.永磁铁购于日本

大阪.其它所用化学品均为分析纯袁 实验用水为二

次蒸馏水.
复合材料的表征使用透射电子显微镜渊TEM袁

HITACHI H-600冤袁傅立叶红外光谱仪渊Nicolet 5700
FTIR冤袁Autolab PGSTAT30 电化学工作站 渊Eco
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Chemie冤. 并使用 Rigaku/Max-3A 射线衍射仪表征

产物的粉末 X射线衍射渊XRD冤袁X射线单色 Cu K琢
辐射线渊姿=0.15418 nm冤.电化学测量用三电极体系

由 Ag/AgCl参比电极 渊3 mol窑L-1 KCl冤尧 铂丝对电

极尧自制磁性玻碳渊MGCE冤或其修饰电极为工作电

极组成袁 支持电解质为 0.1mol窑L-1Na2HPO4-KH2PO4

缓冲溶液渊PBS袁pH 7.4冤.
1.2 羧基二茂铁功能化 Fe3O4 纳米粒子的

制备
采用 Massart的方法制备了磁性 Fe3O4 纳米粒

子[15]. 向上述 Fe3O4 悬浮液渊10 mg窑mL-1冤中逐滴加

入 50 滋L 3-氨基乙氧基硅烷袁室温下搅拌 12 h后袁
将该产物用磁铁分离袁 并用乙醇和水超声洗涤数

次袁50 毅C真空干燥过夜袁即得氨基功能化 Fe3O4 纳

米粒子渊AFNPs冤. 然后袁称取 15.5 mg 羧基二茂铁

渊FMC冤溶于 4.0 mL pH 7.4的 PBS缓冲溶液中袁再
加入 63.2 mg N-羟基琥珀亚酰胺和 86.1 mg 1-(3-
二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐袁 搅拌 1 h
后再逐滴加入 1.5 mL AFNPs 溶液渊0.5 mg窑L-1冤袁室
温下搅拌 24 h.反应完成后分离清洗数次.最后袁将
该复合物在 pH 7.4 的 PBS 中透析 24 h 除去未反

应的 FMC.

1.3 壳聚糖溶液的制备
75 mg CS 加入 30 mL 0.1 mol窑L-1 醋酸中袁加

热搅拌溶解袁 冷却后抽滤得到澄清的 CS溶液袁用
NaOH 溶液调节其 pH 值至 5.0 左右袁4 oC 保存备

用渊0.25%冤.
1.4 GOD/FMC-AFNPs/MWNTs/CS酶复合

物膜电极的制备
根据文献报道的方法制备磁性玻碳电极

渊MGCE冤[16]. 将 100 滋L FMC-AFNPs渊1 mg窑mL-1冤与
15 滋L MWNTs (5 mg窑mL-1)及 20 滋L 0.25%的 CS
溶液袁超声 5min混合均匀.将 5滋L该混合物滴于玻

碳基底袁室温晾干袁即可制得FMC-AFNPs/MWNTs/CS
复合物膜电极 . 在上述 FMC-AFNPs/MWNTs/CS
复合溶液中加入不同量的 GOD袁 混合均匀后取 5
滋L 该混合物滴于玻碳基底袁4 oC 下干燥袁 即得

GOD/FMC-AFNPs/MWNTs/CS 酶复合物膜电极 .
该修饰电极制备过程如图 1所示.

2 结果与讨论
2.1 Fe3O4 磁性纳米粒子的表征

图 2A为 Fe3O4 纳米粒子的 TEM照片.从图中

可以看出袁 Fe3O4 纳米粒子具有很好的球状结构袁
粒径分布均匀袁且分散性好袁其粒径为 5 ~ 10 nm.
图 2B 是 Fe3O4 纳米粒子的 XRD谱图. 由图可知袁
所合成的 Fe3O4 磁性纳米粒子的 XRD衍射峰与标

准的反尖晶石型铁磁矿的特征衍射峰渊ICDD数据

库冤相对应袁证明所生成的粒子属反尖晶石型的 Fe3O4

晶体[17].
2.2 FMC-AFNPs/MWNTs/CS 电极的电化

学行为
图 3A 为不同修饰电极在 PBS 中的循环伏安

图 1 GOD/FMC-AFNPs/MWNTs/CS修饰电极示意图及葡萄糖氧化机理示意图

Fig. 1 Schematic representation of the GOD/FMC-AFNPs/MWNTs/CS modified electrode and the mechanism of oxidation of

glucose
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曲线.从图中可以看出袁CS修饰电极无明显的氧化

还原峰渊曲线 a冤袁而 FMC-AFNPs/CS电极上呈现了

一对可逆的氧化还原峰袁峰电位分别为 202 mV和

267 mV 渊曲线 b冤袁 这对氧化还原峰对应于

FMC-AFNPs 复合物中二茂铁渊Fc冤的氧化还原过

程袁 表明 FMC 已成功地固定于电极表面. 此外袁
FMC-AFNPs/MWNTs/CS 电极上也呈现了一对 Fc
的氧化还原峰袁且峰电流明显增大渊曲线 c冤. 这是

由于 MWNTs 的存在明显地增强了电极表面的导

电性袁有效地作为野分子导线冶或者电子传递通道加

速了 Fc 和电极间的电子传递. 该电极连续循环扫

描 100 周后袁其峰电流仍然为原始电流的 95%袁表
明 FMC-AFNPs/MWNTs/CS电极电化学性能十分

稳定袁FMC-AFNPs 复合物中 Fe3O4 磁性性能可使

其在外磁场作用下有效地固定在电极表面袁且进一

步 被 CS 多 孔 网 状 物 紧 紧 地 固 定 . 因 此 袁
FMC-AFNPs/MWNTs/CS 修饰的 MGC 基底可有

效解决 FMC 在电极表面的泄漏问题 . 图 3B 为

FMC-AFNPs/MWNTs/CS复合物电极在 0.1 mol窑L-1

PBS渊pH 7.4冤缓冲溶液中不同扫描速率下的循环伏

安曲线.随着扫描速率的增加袁 其氧化还原峰电流

不断增大袁 表明膜内电子转移速率较快袁 结合于

图 2 Fe3O4 纳米粒子的 TEM照片(A)和 XRD谱图 (B)

Fig. 2 TEM image (A) and XRD pattern (B) of the synthesized Fe3O4 nanoparticles

图 3 A. CS (a)袁FMC-AFNPs/CS (b)和 FMC-AFNPs/MWNT/CS (c)电极在 0.1 mol窑L-1 pH 7.4 PBS溶液袁100 mV窑s-1 扫描速

率的循环伏安曲线; B. FMC-AFSNPs/CS电极在 0.1 mol窑L-1 PBS渊pH 7.4冤溶液的氧化还原峰电流与扫描速率关系

曲线渊扫描速率由内到外分别为 50袁100袁200袁300袁400袁500袁600袁800 和 1000 mV窑s-1袁插图院峰电流与扫描速率的关

系曲线冤
Fig. 3 Cyclic voltammograms of CS (a), FMC-AFNPs/CS (b) and FMC-AFNPs/MWNT/CS (c) modified MGCE at 100 mV窑s-1

(A) and FMC-AFSNPs/CS modified MCPE at 50,100, 200, 300, 400, 500, 600, 800, and 1000 mV窑s-1 (from internal to

external) in 0.1 mol窑L-1 PBS (pH 7.4) 渊inset: plot of cathodic peak current (a) and anodic peak current (b) vs. scan rate冤
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FMC-AFNPs 复合物中的 Fc 保持了良好的电化学

活性. 在 50 ～ 1000 mV窑s-1 范围内其峰电流与扫

描速率成正比渊图 3B 内插图冤袁表明电极反应过程

为表面控制过程[5].
2.3 不同修饰电极的葡萄糖电催化

图 4 为不同修饰电极的葡萄糖电催化氧化循

环伏安曲线.为考察 MWNTs在GOD/FMC-AFNPs/
MWNTs/CS生物传感界面的响应灵敏度袁 比较了

GOD/FMC-AFNPs/CS和GOD/FMC-AFNPs/MWNTs/CS
复合物膜电极的电化学行为 . 由图 4 可见袁GOD/
FMC-AFNPs/CS电极渊曲线 a冤和GOD/FMC-AFNPs/
MWNTs/CS电极渊曲线 b冤均出现了一对可逆的 Fc
的氧化还原峰袁 但含 MWNTs的修饰电极上的 Fc
氧化还原峰电流明显增强曰 当向 PBS 中加入葡萄

糖后袁GOD/FMC-AFNPs/CS 和 GOD/FMC-AFNPs/
MWNTs/CS电极均呈现氧化峰增大还原峰减小的

趋势袁表明这两种修饰电极对葡萄糖都有良好的电

催化性能. 然而袁GOD/FMC-AFNPs/MWNTs/CS 电

极 渊曲线 a忆冤 的葡萄糖电催化响应电流显著大于

GOD/FMC-AFNPs/CS电极渊曲线 b忆冤. 这是因为复

合膜中 MWNTs的存在袁不仅增大了电极表面的粗

糙度袁为酶的有效固定提供了更多位点袁同时也改

善了复合膜的导电性能袁作为野分子导线冶或者电子

传递通道袁 加速了 Fc和葡萄糖氧化酶分子间的电

子传递袁从而提高了电极的电催化性能[18].
2.4 GOD/FMC-AFNPs/MWNTs/CS电极的

葡萄糖响应特性
图 5为 GOD/FMC-AFNPs/MWNTs/CS电极的

葡萄糖响应曲线. 由图可见袁 当在 0.1 mol窑L-1渊pH
7.4冤 PBS中加入葡萄糖袁其电催化响应电流急剧增

大袁10 s 内即可达到最大稳态电流渊95%冤袁表明该

电极对葡萄糖的催化响应速率非常迅速.该电极的

快速响应主要归功于GOD/FMC-AFNPs/MWNTs/CS
电极的三维结构更利于葡萄糖向电极内部快速扩

散曰再则连续分布的MWNTs在修饰膜内起着电子

导线的作用袁即加速电子从 GOD活性中心经中介

体向电极表面传递.从图 5内插图的校准曲线上可

以看出袁 葡萄糖浓度在 1.0伊10-5 ~ 6.0伊10-3 mol窑L-1

范围内与生物传感器的电流响应呈良好的线性关

系袁 相关系数为 0.999袁 检测限为 3.2伊10-6 mol窑L-1

GOD/FMC-AFNPs/MWNTs/CS电极的葡萄糖电催

化符合米氏动力学特征 袁 表观米氏常数可由

Lineweaver-Burk方程[19-20]计算院
1
Iss

=
Kapp

M

Imax
窑1
C + 1

Imax
式中袁Iss为加入底物后稳态电流的大小袁C 为溶液

中加入底物的浓度袁Imax为当底物达到饱和状态的

电流.本实验所制得的电极的 GOD的 Kapp

M 为 5.03伊
10-3mol窑L-1袁 该值较文献报道的 14.9伊10-3mol窑L-1[21]尧
6.87伊10-3 mol窑L-1[14]和 6.6伊10-3 mol窑L-1[1]低袁表明该

图 5 GOD/FMC-AFNPs/MWNTs/CS 电极在 0.3 V 的葡

萄糖安培响应曲线(插图院校准曲线)

Fig. 5 Typical amperometric response of the GOD/FMC-

AFNPs/MWNTs/CS modified electrode at 0.3 V

Inset: Calibration curve

图 4 GOD/FMC-AFNPs/CS和GOD/FMC-AFNPs/MWNTs/CS

电极分别在 PBS 中渊a袁b冤和含 3.0 mmol窑L-1 葡萄

糖的 PBS渊a忆袁b忆冤中的循环伏安图袁扫描速率为 100

mV窑s-1
Fig. 4 Cyclic voltammograms of the GOD/FMC-AFNPs/CS

and GOD/FMC-AFNPs/MWNTs/CS composite

film in the absence渊a, b冤 and presence渊a忆, b忆冤 of

3.0 mmol窑L-1 glucose in PBS at 100 mV窑s-1
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复合膜中 GOD 对葡萄糖有强生物亲和力和高酶

催化活性.

2.5 重现性尧稳定性和抗干扰性
GOD/FMC-AFNPs/MWNTs/CS电极搁置渊4 oC

的冰箱冤两星期袁其响应电流仍保持 90%袁表明该

电极具有良好的稳定性. 将其放置于 1.0 mmol窑L-1

的葡萄糖 PBS电解液 5次平行测定袁 其相对标准

偏差渊RSD冤为 2.8%. 同批 5 支酶电极在相同电解

液平行检测的 RSD 为 3.9%袁 表明其重现性良好.
在 0.2 mmol窑L-1 葡萄 糖 PBS 电 解液加 入 0.1
mmol窑L-1 抗坏血酸和 0.1 mmol窑L-1 尿酸袁 结果表

明袁在恒电位 0.3 V 电位下检测袁上述两种物质的

存在不影响该电极的葡萄糖响应袁 其抗干扰性良

好.

3 结 论
本文提出了一种基于 GOD/FMC-AFSNPs/

MWNTs/CS 膜修饰磁性玻碳基底用于葡萄糖高灵

敏检测的新方法.该复合物膜不仅为保持固定化酶

的活性提供了生物微环境袁 且有效防止了媒介体

FMC 在电极表面的流失. 均匀分布于修饰层中的

MWNTs 可有效改善和提高修饰膜的导电性和有

效比表面积袁 极大地提高了电极的检测灵敏度.该
电极的葡萄糖检测的线性范围为 1.0伊10-5 ~ 6.0伊
10-3mol窑L-1袁检测限为 3.2伊10-6mol窑L-1袁有望用于生

物传感器和电子器件.
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Abstract: A novel platform for the fabrication of glucose biosensor was successfully constructed by entrapping glucose oxidase

(GOD) in a ferrocene monocarboxylic acid-aminated Fe3O4 magnetic nanoparticles conjugate (FMC-AFNPs)/chitosan (CS)
/multiwall carbon nanotubes (MWNTs) nanocomposite. The formation of FMC-AFNPs could effectively prevent the leakage of
ferrocene and retain its electrochemical activity. This GOD/FMC-AFNPs/CS/MWNTs matrix provided a biocompatible
microenvironment for retaining the native activity of the immobilized GOD. Moreover, the presence of MWNTs enhanced the
charge-transport properties of the composite and facilitated electron transfer between the GOD and the electrode for the
electrocatalysis of glucose. Under the optimal conditions the designed biosensor to glucose exhibited a wide and useful linear range

of 1.0伊10-5 to 6.0伊10-3 mol窑L-1 with a low detection limit of 3.2伊10-6 mol窑L-1渊S/N=3冤. The value of K app

M was 5.03伊10-3 mol窑L-1袁
indicating that the biosensor possesses higher biological affinity to glucose. Furthermore, the biosensor possesses satisfactory
stability and good reproducibility.
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