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目前
,

用作传感器的功能膜材料不多
,

见诸文献的有
:
测定梅 毒 抗 体 的 醋 酸 乙 烯

膜 Q 〕,

测定二硝基酚 ( D N P ) 的聚氯乙烯膜〔幻 ,

测定人体免疫球蛋白Ig G 的聚苯乙烯活性

膜〔3〕等
。

本文采用 电化学聚合方法形成间苯二胺膜
,

并探讨了电化学聚合
、

活化
、

偶联制

备辣根过氧化物酶标膜电极的实验条件及其性能
。

实验证明
:
聚合膜具有较多的供生物材

料偶联的氨基
,

制成的膜极薄
,

在电极表面结合牢固
,

具有抗碱及非氧化性酸 腐蚀 的 性

能
,

有一定的电导性
,

共价交联的过氧化物酶结合牢固
,

在样品检测中性能稳定
,

重现性

好
,

使用及保存寿命较长
,

是制备生化传感器的良好材料
。

可望在免疫电极及微型电极研

究方面应用
。

实 验 部 分

辣根过氧化物酶 ( H R P ) ( 生化试剂 )为中科院上海生化所产品 ; 间苯二胺 ( PD A )

(化学纯 ) 为上海白鹤化工厂产品 ; 25 终戊二醛为 E
.

M e rc k 进 口分装 , , , 2 一连氮基
一 2

( 3一乙基
一

苯并唆哇琳磺酸
一 6 ) 按盐 ( A B T S )为 Z y m e d L a b o ): a to r i。, In c

产品
。

M IN IR E A D 日R 亚型酶标读数仪为D y n a te e h L a b o r a tie s In e
产品

。

电化学聚合 称取 1
.

3 0g PD A 溶于 1
.

2 M H Z S O ‘ ,
.

并加水稀释到1 00 m l
,

摇匀备用
。

以

光谱纯石墨电极为研究电极
,

铂电极为对 电极
,

在 2
.

5 V 电池电压下聚合 20 分 钟
,

取 出 研

究电极
,

用蒸馏水洗净
,

避光干燥保存备用
。

活化 将以上 电极于室温下 ( 15 ℃ ) 在 3 拓戊二醛液中浸泡 4 小时
,

取出洗净备用
。

偶联 将以上电极置1
.

2 m g / m 1H R P液中于 15 ℃偶联 24 小时
‘,

取出后用 0
.

01 缓冲平衡

盐水 ( p H 7
.

2 ) 洗净
。

然后置o
.

Z M甘氨酸一盐酸缓冲液 ( p H 2
.

8 ) 中浸泡洗涤 1小时
。

洗

净于 4 ℃保存
。

检测 将待测底物样品配制成所需的浓度范围
。

移取 o
.

sm l于反应板孔内
,

将酶标电

极浸入
,

反应二分钟取出
,

滴加2 0件10
.

5万的叠氮钠以终止反应
。

然后在酶标读数仪上读取

4 1 0 n m 的O D 值
。

结 果 与 讨 论

循环伏安图 以光谱纯石墨 电极为研究电极
,

饱和甘汞电极为参比电极
,

铂 电极为辅
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。
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助 电极
。

在电聚合液中于 o 一 1
·

6 v间进行循环伏安扫描 1 分钟
,

扫描速率为 1 00 m v /
s““ 。

循环伏安曲线如图 1 所示
。

由图可见
,

间苯

二胺在 十 1
.

IV 处有一个氧化峰
,

随着扫描次

数的增加
,

峰电流逐渐下降
。

在电极表面可

看到一层均匀
、

亮黑蓝色聚合膜形成
,

与电

极表面结合牢固
,

该膜有抗酸
、

抗碱性能
。

电池电压的影响 按照 电聚合方法在不

同的电池 电压下进行实验
,

再进行活化
、

偶

联
、

检测
。

实验表明
,

电压增大
,

O D 值 增

大
,

说明偶联的酶量也增大
。

但电压过大
,

由于放氢放氧
,

聚合膜粗糙
、

疏松
、

易脱落

实验中选择的电池电压为2
.

5 V
。

聚合液的浓度 分别改变间苯二胺和硫

酸的浓度进行实验
。

间苯二胺浓度增高
,

酶

E 飞11 〔怜

图 1 间苯二胺循环伏安图

研究电极
:

小6m m 石墨 电极 对电极
: 2 x Zm m Z铂 电极

参比电极 : 饱和 甘汞 电极 PD A 浓度 : 0
.

12 M

溶荆
:

1
. 2 MH Z S O 一 扫描 速率 : 10 0 m v

/
s e e 。

标聚合膜的O D 值增大 , 硫酸浓度增大
,

O D 值也增大
。

实验中选择的浓度为
:
间苯二胺 a

.

12

M
,

硫酸1
.

2 M
。

聚合时间 改变电聚合时间
,

然后测定不同时间制成的酶标电极的O D 值
。

实验表明
,

聚合 15 分钟后
,

酶标电极可得较为稳定的结果
,

20 分钟时有一个最大 O D 值
。

实验中选择

的聚合时间为2 0分钟
。

活化液浓度 我们采用戊二醛交联法以活化氮基
,

进行了活化条件试验
。

改变戊二醛

浓度
,

并测定酶标电极的O D 值
。

戊二醛浓度增大
,

O D 值增大
,

但当戊二醛浓度超过一定

值时
,

O D 值反而下降
。

这时由于戊二醛浓度过大时
,

其二个醛基均与膜上氨基缩合 而 减

少了自电醛基的量
,

至使偶联的酶量减少
,

因而O D 值下降
。

实验中
,

以采用3多戊二醛浓

度为宜
。

活化时间 实验表明
,

活化时间过长
,

测定的 O D 值反而下降
。

活化时间以 4 小时为

宜
。

活化温度 实验表明
,

温度较高时
,

活

化较快
,

但戊二醛挥发性较大
,

故选择在室

温下 ( 15 ℃ ) 活化较宜
。

辣根过奴化酶浓度 我们采用辣根过氧

化物酶偶联
,

进行了偶联条件试验
。

配制不同

浓度酶溶液进行实验
,

结果表明
,

酶浓度增

高
,

O D 值增大直至饱和
。

如图 2 所 示
。

实
-

验中选择的浓度为饱和处的1
.

2二 g / m l
。

偶联时间
.

偶联时间达24 小时时
,

可接

近饱和值
。

故偶联时间选择为 24 小时
。

偶联温度 由于酶在较高温度下
,

易变性失活
,

图 2 酶浓度和膜性能的关系

低温时偶联反应又较慢
。

故以在室温
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( 15 ℃ ) 下进行偶联为宜
。

酶标电极的洗涤 偶联的酶标 电极上通常会有一些非共价吸附的H R P
,

影 响检 测 的

真实结果
。

因而我们采用 0
.

2 M的甘氨酸一盐酸缓冲液 ( p H 2
.

8 ) 进行浸泡洗涤
。

实 验 表

明
,

经 1 小时后
,

非共价吸附的H R P可被洗脱
。

酶标电聚合膜性能的测试

标准曲线 辣根过氧化物酶可催化无色的A B T S底物转变为兰色的产物
,

且颜色的深

浅与酶量成正比
。

因此应用该反应绘制标准曲线以检测功能膜的性能
。

配制系列浓度的底

物
,

同时用单根酶标电极和多根酶标电极进行实验
,

所得如图 3 所示
。

结果表明
,

所得曲

线相当一致
,

在 1/ 9 0 0 ~ 1/ 4 0 0浓度范围线性良好
,

性能稳定
,

重现性好
。

同时也说明在相

同制备条件下制备的膜电极
,

实验结果是一样的
。

0.

赫
。为 ,o

,

a , 0 a I4 c ,

摺

图3

, ”

一 为用同一根电极所得曲线

a 日己
‘% ,

标准曲线
x ”

一为用多根电极所得 曲线

保存和使用寿命 在 4 ℃和 15 ℃干燥保存的膜电极
,

经二个月后再进行测试
,

所得结

果几乎无变化
。

在连续测定中证明
,

膜电极的半衰期可达 40 次以上
。
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