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羟基磷灰石纳米线/还原氧化石墨烯/纳米金复合
材料基传感器在抗坏血酸检测中的应用研究
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　　摘　要:羟基磷灰石纳米线具有比表面积大、吸附性强,生物相容性好的优点,利用石墨烯优异的导电性与羟基

磷灰石复合制成纳米复合材料,该复合材料在电化学领域得到了越来越广泛的应用.利用水热法一步制备出羟基

磷灰石纳米线/还原氧化石墨烯/纳米金复合材料,并用该复合材料修饰的玻碳电极作为工作电极制造出抗坏血酸

氧化酶传感器,该传感器对抗坏血酸的电化学性能结果表明:纳米复合材料修饰的工作电极对抗坏血酸有优异的电

化学活性,峰值电流与抗坏血酸浓度呈现良好的线性关系;抗坏血酸氧化酶传感器灵敏度为１．５９４９×１０－２ A/moL,

线性检测范围为３．９０×１０－４~３．６０×１０－２ mol/L(R２＝０．９９８４５),最低检测限为３．３９×１０－６ mol/L(S/N＝３).实

验结果表明该抗坏血酸氧化酶传感器具有灵敏度好,线性检测范围宽,最低检测限小的优点,在对抗坏血酸检测领

域具有广泛的应用前景.
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０　引　言

生物传感器是(Biosensor)是一种通过信号转

换器将化学物质、热、光等信号转换成可以被接收的

电信号,从而达到特定识别信号的仪器,它普遍被应

用于生物物质的浓度检测[１].与目前普遍应用的分

析方法相比,如吸附溶出伏安法、高效液相色谱法和

毛细管电泳法,生物传感器具有选择性高、灵敏度

高、分析速度快、检测限低、价格低廉和可重复利用

等特点[２].随着科学技术的不断发展,酶生物传感

器吸引越来越多学者的兴趣,对其的探索研究也进一

步加深.酶生物传感器的工作电极因需要与酶结合,
而具有小尺寸效应、大比表面积、生物相容性好的纳

米材料可以固定更多的酶而不影响其活性,使得这类

纳米材料在生物传感器中具有广阔的应用前景[３].
随着人们对纳米材料的探索越来越多,纳米材料在酶

生物传感器领域中的应用也变得越来越重要[４].

羟基磷灰石(Hydroxyapatite,HAP)是脊椎动

物骨骼和牙齿的主要无机组成成分,具有良好的生

物活性,生物相容性,无毒、无害和无致癌作用[５Ｇ６];
较强的吸附性可以固定分子识别元件;大的比表面

积,独特的多吸附位点,可为酶的固定提供较大的结

合位点,因而广泛的应用在生物工程领域,近年来在

生物传感器方面的应用也越来越普遍[７].石墨烯

(Graphene)是一种只有一个碳原子层厚度的准二

维材料[８],具有比表面积大、化学稳定性好和电化学

性能 优 异 的 特 点,是 制 作 生 物 传 感 器 的 理 想 材

料[９Ｇ１０],广泛应用于电化学研究领域.纳米金(Au
nanopaticles,AuNPs)又称胶体金,除具有比表面

积大、比表面反应活性高、有宏观量子隧道等纳米材

料共有的性质外,还具有良好的亲水性能,能与多种

生物大分子结合并保持其生物活性,因而被广泛应

用于传感器的制备[１１Ｇ１２].
抗坏血酸(Ascorbicacid)存在于大多数的生物



体内,是一种由生物体正常代谢产生的维生素[１３].
抗坏血酸浓度在生物体内处于一定的浓度范围,浓
度过高或过低都会导致人体疾病的产生,最为常见

的就是维生素 C缺乏导致的坏血病[１４].目前常见

的抗坏血酸的检测方法有比色法、紫外分光光度法

和高效液相色谱法[１５Ｇ１７]等,但这些方法都存在许多

缺点,如分光光度法易受外界干扰的影响,色谱法设

备昂贵、操作复杂,因此,酶生物传感器法凭借其操

作简单、灵敏度高、酶促反应专一等优点成为众多专

家学者努力的目标[１８].本文利用水热法制备出羟

基磷灰石纳米线/还原氧化石墨烯/纳米金复合材

料,利用该复合材料作为工作电极制备抗坏血酸生

物传感器测定抗坏血酸浓度.

１　实　验

１．１　实验试剂与仪器

氯化钙(分析纯)、磷酸二氢钠(分析纯)、磷酸氢

二钠(分析纯)购自杭州米克化工仪器有限公司,氯
金酸(１g)购自国药集团化学试剂有限公司,抗坏血

酸氧化物酶(４００units/mg)购自Sigma公司,LＧ抗

坏血酸(２５g)购自中国试剂网.
电化学实验在 CHI６６０D 电化学工作站(上海

辰华)进行,电化学实验采用三电极系统,复合材料

修饰的玻碳电极为工作电极,饱和甘汞电极为参比

电极,铂网电极为对电极.

１．２　胶体金的制备

在５００mL 带有冷凝装置的圆底烧瓶中加入

２５０mL的浓度为１．０mmol/L的氯金酸溶液,在温

度为１２０℃的水浴锅中加热至沸腾状态,过程中不

断伴随磁力搅拌,并迅速将浓度为３８．８mmol/L的

柠檬酸钠溶液２５mL倒入三口圆底烧瓶中,持续加

热并搅拌１０min,过程中溶液颜色由明黄色转为深

紫红色,停止加热继续搅拌１５min至溶液冷却到室

温后,用孔径为０．８μm 的过滤膜过滤,得到的滤液

即为胶体金[１９].

１．３　羟基磷灰石纳米线/还原氧化石墨稀/纳米金

复合材料的制备

取６０mmol/L的磷酸氢二钠(Na２HPO４)溶液

和１００mmol/L的氯化钙(CaCl２)溶液各３０mL,在

１５℃条件下预冷１h后迅速混合,在搅拌状态下加入

５mL浓度为４mg/ml的氧化石墨烯溶液和５mL上

述制备的胶体金溶液,用１M的盐酸快速调节pH值

至４．５,继续在１５℃下静置１h.然后倒入１００mL
的带有聚四氟乙烯内衬的反应釜中,在１４０℃下反

应１２h,反应完成后冷却至室温,抽滤,在６０℃下烘

干[２０],即得到黑色的羟基磷灰石纳米线/还原氧化

石墨稀(Reducedgrapheneoxide,RGO)/纳米金复

合材料.

１．４　修饰电极的制备

分别用直径为０．５０μm 和０．０５μm 的氧化铝

粉末,在 麂 皮 上 打 磨 玻 碳 电 极 (Glassycarbon
electrode,GCE)至表面光滑形成镜面,用去离子水

将电极上残留的氧化铝粉末冲洗干净,然后按顺序

将该GCE放入去离子水、无水乙醇和去离子水中超

声清洗１０min,并在１．０mol/L的硫酸溶液中用循

环伏安扫描法活化２０圈,活化范围为－１．０~１．０V,
接着在０．２mol/L的铁氰化钾溶液中扫描检测峰电

位差,最后用去离子水冲洗备用[２１].
将上述制备的羟基磷灰石纳米线/还原氧化石

墨烯/纳米金复合材料粉末１００mg,加入２mL的

PBS中,制成浓度为５０mg/mL的溶液并超声１min,
用１０μL的移液枪移取该溶液滴涂在处理好的玻碳

电极表面,在６０℃的条件下烘干,反复重复三次后,
再用５μL的移液枪移取５微升复合材料滴加在玻

碳电极表面,烘干.称取２mg的抗化血酸酶,溶解

在２０μL的PBS溶液中,配置成浓度为４０units/μL
的抗坏血酸氧化酶溶液,取１２μL的酶溶液,按上述

方法滴涂到处理好的玻碳电极表面,烘干,待用[２２].

１．５　实验方法

电化学实验采用三电极系统:抗坏血酸氧化酶

和复合材料修饰的玻碳电极为工作电极,铂网电极

为对电极,饱和甘汞电极为参比电极[２３].以磷酸氢

二钠和磷酸二氢钠为原料配置成的０．１mol/L的磷

酸盐缓冲溶液(PBS)为底液,通入并保持氮气,在室

温下进行实验.

２　结果与讨论

２．１　电极修饰材料的形貌表征

为了研究在温度为１５℃、反应时间１２h和pH
值为４．５的条件下利用水热法制备出的电极修饰材

料羟基磷灰石纳米线/还原氧化石墨烯/纳米金复合

材料的结构和形貌,对该复合电极材料进行扫描电

镜(SEM)分析和透射电镜(TEM)分析,结果如图１
所示.由图１(a)可以看出该复合膜材料表面平整,
表明羟基磷灰石纳米线与氧化还原石墨烯很好的复

合在一起,同时纳米金颗粒均匀的散落在复合材料

表面.图１(b)显示羟基磷灰石纳米线交叉的穿插

在氧化还原石墨烯薄膜中间,并且纳米金颗粒没有
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出现团聚现象.综上所述,羟基磷灰石纳米线、还原

氧化石墨烯和纳米金颗粒均匀的复合在一起.

图１　羟基磷灰石纳米线/还原氧化石墨烯

/纳米金复合材料的电镜照片

２．２　不同材料修饰的玻碳电极对抗坏血酸的响应

为了考察复合材料中每种材料的作用,本实验

将羟基磷灰石纳米线、羟基磷灰石纳米线/纳米金、羟
基磷灰石纳米线/还原氧化石墨稀、羟基磷灰石纳米

线/还原氧化石墨稀/纳米金四种材料修饰的工作电

极以及裸玻碳电极,分别对浓度为０．２mmol/L的抗

化血酸溶液利用循环伏安法进行了检测,结果如图２
所示.实验结果表明:HAP/AuNPs/RGO材料修饰

的玻碳电极对相同浓度的抗化血酸具有最大的电化

学响应,HAP/RGO对抗坏血酸的响应能力明显低于

HAP/AuNPs,但高于GCE、HAP/AuNPs和 HAP,这
是由于RGO具有很强的导电性能,RGO修饰的电极

可以快速并且灵敏的对抗坏血酸作出电化学响应,而
AuNPs除了具有较高的导电性能外还具有较好的电

催化活性,所以使得 HAP/AuNPs/RGO的性能要优

于 HAP/RGO;HAP/AuNPs和 HAP两种材料对抗

化血酸的响应性与裸玻碳电极 GCE几乎一样,甚至

低于GCE,这是由于 HAP的导电性能差,使得其与

裸玻碳电极相比对抗化血酸的响应能力降低,由图

２中可以看出 HAP的响应能力最低也证明了这一

点.因此,本实验选择 HAP/AuNPs/RGO 作为最

优的电极修饰材料.

图２　五种不同材料修饰电极对浓度为０．２mmol/L
抗坏血酸的电化学响应

２．３　材料负载量对电化学性能的影响

为了考察工作电极表面修饰纳米材料的负载量

与响应电流之间的关系,本实验在扫描范围、扫描速

率、温度等条件不变的情况下仅仅改变纳米复合材

料的负载量,通过循环伏安扫描法得出了对应的峰

值响应电流,实验结果如图３所示.结果表明:随着

材料负载量的增加,响应电流也随之变大,但当材料

负载量到达３５μL时响应电流达到最大值,继续增

加材料负载量响应电流反而减小,其原因可能是当

材料过多时玻碳电极上形成过厚的复合材料膜,将
该电极插入底物溶液中时容易造成材料脱落的现

象,从而使实际电极负载量减小.

图３　材料负载量与电流响应关系图

２．４　扫描速率对峰值电流响应性的影响

在材料负载量、抗坏血酸浓度、扫描范围等条件

不变的情况下改变扫描速率从而考察扫描速率对峰

值电流的影响,结果如图４所示.图４(a)即为在八

个不同扫描速率下修饰工作电极对抗坏血酸电流响

应性的CV图,由图可知随着扫描速率的增大修饰

电极的电流响应也随之增大,抗坏血酸的峰电位向
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右略有偏移但基本保持不变.图４(b)为峰电流与

扫描速率线性相关图,由图可知:峰值电流与扫描速

率的平方根成线性关系,其回归方程为y＝５．３０４×
１０－４x＋４．３１７×１０－５,线性相关度R２ 为０．９９１.

图４　扫描速率对峰值电流响应性影响

２．５　抗坏血酸生物传感器的电化学响应

为了考察该抗坏血酸氧化酶生物传感器对抗坏

血酸的响应性能,本实验记录在浓度范围为３．９０×
１０－４~３．６０×１０－２ mol/L的抗坏血酸溶液中以羟

基磷灰石纳米线/还原氧化石墨烯/纳米金颗粒/抗

坏血酸氧化酶修饰的玻碳电极为工作电极的抗坏血

酸氧化酶生物传感器对抗坏血酸的电流响应CV图

(图５所示).图５(a)中考察传感器对１７个不同浓度

梯度的抗坏血酸溶液的电化学响应,结果表明随着抗

坏血酸溶液浓度的增大,峰值电流也在不断增大,并
且呈现线性相关(图５(b)),抗坏血酸浓度与响应电流

的相关性可达R２＝０．９９８５,由图５(b)可以得出该抗

坏血酸氧化酶传感器的检出限为３．３９×１０－６ mol/L
(S/N＝３),灵敏度为１．５９４９×１０－２ A/moL.与目

前已报道的抗坏血酸传感器相比该抗坏血酸酶传感

器具有较高的灵敏度、较大的线性检测范围和较低

的检出限(表１),从表１可以明显的看出羟基磷灰

石/还原氧化石墨烯/纳米金复合材料作为电极修饰

材料具有较大的线性检测范围,范围上限可达３．６０
×１０－２ mol/L,明显高于鸡蛋膜/壳聚糖、聚临苯二

胺和纳米氧化铁三种材料;检出限也显著低于LＧ精

氨酸和鸡蛋膜/壳聚糖.

图５　响应电流与底物浓度的关系图
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表１　各抗坏血酸传感器的性能参数

材料
线性检测范围

/(mol􀅰L－１)
检出限

/(mol􀅰L－１)
参考文献

LＧ精氨酸 １．０×１０－５~１．０×１０－２ ６．７１×１０－６ [２４]

鸡蛋膜/壳聚糖 ２．０×１０－５~８．２×１０－４ １．２０×１０－５ [２５]

聚邻苯二胺 ２．５×１０－７~１．０×１０－４ １．０×１０－８ [１５]

纳米氧化铁 １．０×１０－６~１．０×１０－３ ８．９×１０－７ [１６]

羟基磷灰石/还原氧

化石墨烯/纳米金
３．９０×１０－４~３．６０×１０－２ ３．３９×１０－６ 本文

２．６　干扰物质对响应性的影响

通常破坏抗坏血酸的安培检测的原因是可能存

在干扰物柠檬酸钠、葡萄糖、蔗糖和尿酸,所以为了考

察该抗化血酸氧化酶生物传感器的抗干扰性能,本实

验考察了柠檬酸钠、葡萄糖、蔗糖、尿酸在该生物传感

器对抗坏血酸检测过程中的干扰作用.本实验利用

电流时间法往PBS溶液中按下列顺序依次加入抗化

血酸(２．５０mmol/L)、柠檬酸钠(０．２０mmol/L)、葡
萄糖(５．００mmol/L)、蔗糖(０．１０mmol/L)、尿酸

(０．２０mmol/L)和抗坏血酸(６．２５mmol/L)记录安

培iＧt曲线,结果如图６所示.在第一次加入抗化血

酸时产生了非常明显的电流响应,而随后柠檬酸钠、
葡萄糖、蔗糖、尿酸的添加并没有引起明显的电流响

应,只有尿酸存在轻微的电流波动,但这种电流波动

与抗化血酸的电流响应相比并不明显,最后添加的

抗坏血酸又引起非常明显的电流响应.实验结果表

明,这些干扰物质并未对抗坏血酸产生明显的干扰

响应,因此该传感器可以在干扰物质存在的情况下

较好选择性地检测抗坏血酸.

图６　干扰物质对抗坏血酸干扰的电流响应的影响

２．７　抗坏血酸氧化酶生物传感器的重现性和稳定

性实验

在最佳制备和实验条件下进行重现性实验:用
所制备的抗坏血酸氧化酶传感器对浓度为１．００×
１０－２ mol/L的抗坏血酸标准溶液进行６次平行测

定,所测结果如表２所示,实验结果表明所测标准偏

差为３．９％(RSD＜４％),实验证明该抗坏血酸氧化

酶生物传感器具有优异的重现性.

表２　抗坏血酸酶生物传感器对抗坏血酸的重现性实验

试验次数 １ ２ ３ ４ ５ ６ RSD

峰值电流 １．０５×１０－４ １．０３×１０－４ ９．９９×１０－５ ９．３５×１０－５ １．０５×１０－４ １．０３×１０－５ ３．９％

　　为了考察该传感器的稳定性,在各项实验参数

不变的条件下将羟基磷灰石纳米线/还原氧化石墨

烯/纳米金颗粒/抗坏血酸氧化酶修饰的玻碳电极插

入浓度为１．００×１０－２ mol/L的抗坏血酸溶液中循

环扫描１０圈,结果如图７所示.结果表明,第一

圈与第二圈的峰值响应电流之间存在轻微差异,

但从第二圈开始达到一个稳定的状态,随着扫圈

数的增加电流响应信号有轻微减弱现象,但仍在

标准范围之内.这表明该生物传感器具有良好的

稳定性. 图７　连续循环扫描１０圈后的CV图
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３　结　论

利用水热反应法一步制备出羟基磷灰石纳米线/
还原氧化石墨烯/纳米金复合材料,利用该复合材料

修饰玻碳电极后负载抗坏血酸酶膜作为工作电极,建
立一种新颖的抗坏血酸氧化酶传感器,该抗坏血酸氧

化酶生物传感器的灵敏度为１．５９４９×１０－２ A/moL,
线性检测范围为３．９０×１０－４~３．６０×１０－２ mol/L,最
低检测限为３．３９×１０－６ mol/L,与已经报道过的抗

坏血酸氧化酶生物传感器相比,该传感器具有更好

的灵敏度,更大的线性检测范围,更低的检出限.同

时,对该抗坏血酸酶生物传感器做了抗干扰性实验

和重复性等试验,实验表明该传感器具有优异的抗

干扰性能和良好的稳定性,表明该方法有望实际应

用于对抗坏血酸的检测.
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Potentialofascorbicacidsensitivesensorfabricatedusinghydroxyapatite
nanowire/reducedgrapheneoxide/goldnanoparticle

ZHOUWencui,YANGJing,ZHURenxia,ZHAOChenyu,LEIRong,CAIYurong
(CollegeofMaterialsandTextiles,ZhejiangSciＧTechUniversity,Hangzhou３１００１８,China)

Abstract:Hydroxyapatitenanowireshavetheadvantagesoflargespecificsurfacearea,strong
adsorbabilityandgoodbiocompatibility．Graphenehavetheadvantagesofexcellentelectricalconductivity,

sothenanocompositemadebythetwomaterialshasbeenusedinelectrochemicalfieldwidely．Inthis
study,aternarynanocompositeconsistingofgoldnanoparticles (AuNPs),hydroxyapatite (HAP)

nanowires,andreducedgrapheneoxide(rGO)issynthesizedbyasimpleoneＧstephydrothermalmethod,

whichisusedtomodifyglassycarbonelectrode(GCE)fordetectingascorbicacid．Experimentalresults
showthattheGCE modifiedbythenanocompositeshavesuperiorelectrocatalyticactivitiesforascorbic
acid．ThepeakcurrentintensitiesHAPＧrGO/AuNPssensingsystemlinearlyincreaseastheascorbicacid
concentrationincreasessubstantiallyatarangeof３．９０×１０－４to３．６０×１０－２mol/L(R２＝０．９９８４５),with
aanalyticalsensitivityof１．５９４９×１０－２ A/moLanddetectionlimitof３．３９×１０－６mol/L(S/N＝３)．The
experimentalresultsshowthatthisascorbateoxidasesensorhastheadvantagesofgoodsensitivity,wide
lineardetectionrangeandlow detectionlimitandithasbroadapplicationprospectsinthefieldof
detectascorbicacid．

Keywords:hydroxyapatite;reducedgrapheneoxide;goldnanoparticles;nanocomposites;ascorbic
acid;biosensor
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