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金纳米粒子-壳聚糖-石墨烯纳米复合材料的制备及其在生物电化学中

的应用 
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摘要  通过共价键作用和原位还原法制备了金纳米粒子/壳聚糖-石墨烯纳米复合材料(AuNPs/Chit-GP). 利用 FT-IR, 
UV-vis, TEM以及XRD对所合成的纳米复合物的结构和形貌进行了表征. AuNPs/Chit-GP呈现明显的正电荷, 因此可通

过静电相互作用固载葡萄糖氧化酶(GOD), 并构建 GOD/AuNPs/Chit-GP/GC 修饰电极. 该修饰电极不仅可成功地实现

GOD 与电极间的直接电子转移, 还对葡萄糖表现出良好的催化性能. 实验结果表明, 其催化的线性范围为 2.1～5.7 
μmol/L, 检出限为 0.7 μmol/L, 灵敏度为 79.71 mA•cm－2•mM－1. 这种集金属纳米粒子、生物相容性高分子以及石墨烯为

一体的纳米复合物的构筑为无媒介体的电化学生物传感器的研究提供了一个良好的平台.  
关键词  纳米金; 壳聚糖; 石墨烯; 葡萄糖氧化酶; 直接电化学 
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Abstract  Based on the covalent modification and in-situ reduction, chitosan and gold nanoparticles were integrated with 
graphene to form a novel gold nanoparticles/chitosan-graphene (AuNPs/Chit-GP) nanocomposite. The process of the fabrica-
tion of AuNPs/Chit-GP nanocomposite consisted of the following steps. Firstly, carboxyl-GP was prepared based on the re-
duction and modification of graphene oxide (GO). Thereafter, chitosan was covalently functionalized onto graphene 
nanosheet to fabricate Chit-GP. The AuNPs/Chit-GP nanocomposite was finally synthesized by the in-situ reduction of 
HAuCl4 in the presence of Chit-GP. Fourier transform infrared (FT-IR) spectra, ultraviolet-visible (UV-vis) absorption spec-
tra, transmission electron microscopy (TEM) and X-ray diffraction (XRD) were utilized to characterize structure and mor-
phology of the as synthesized nanocomposite. Because of the surface functionalization of chitosan, the composite exhibited 
positive charge. In that case, the negatively charged glucose oxidase (GOD) could further immobilize onto AuNPs/Chit-GP 
via electrostatic interaction under mild experimental condition. With the advantages of graphene, Au nanoparticles and chi-
tosan, AuNPs/Chit-GP can offer a conductive and favorable microenvironment for the immobilized GOD to achieve direct 
electrochemistry. The direct electron transfer (DET) reaction of the immoblized GOD was studied by cyclic voltammetry in 
0.1 mol/L phosphate buffer solution (PBS, pH 7.4). A pair of well-defined, quasi-reversible redox peaks of GOD were ob-
tained at GOD/AuNPs/Chit-GP/GC modified electrode, with a formal potential (vs. Ag/AgCl) being －0.44 V. Moreover, 
the as fabricated GOD/AuNPs/Chit-GP/GC modified electrode exhibited excellent catalytic performance towards glucose. 
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The electrocatalytic response of GOD/AuNPs/Chit-GP/GC modified electrode altered linearly with the glucose concentration 
ranging from 2.1 to 5.7 μmol/L. The detection limit and the sensitivity of the enzyme electrode were 0.7 μmol/L (S/N＝3) 
and 79.71 mA•cm－2•mM－1, respectively. Because of the biocompability of the AuNPs/Chit-GP, GOD/AuNPs/Chit-GP/GC 
modified electrode also exhibited acceptable reproducibility and excellent stability. Therefore, such a novel nanocomposite 
composed of metal nanoparticles, biocompatible macromolecules and graphene provides an efficient platform for the devel-
opment of mediator-free electrochemical biosensors. 
Keywords  gold nanoparticles; chitosan; graphene; glucose oxidase; direct electrochemistry 

   

1  引言   

近年来, 氧化还原酶与电极间的直接电子传输的相

关研究引起了越来越多研究者的关注[1～5]. 该领域的研

究不但可以为深入探究生物体系复杂的电子传输机理

提供良好的模型, 还可为新型的电化学生物传感器, 生
物燃料电池以及酶反应器等诸多方面的研究奠定基础. 
然而, 由于酶的氧化还原中心往往深埋于其结构内部, 
而且酶在裸电极表面容易因吸附而失活, 因此酶的活性

中心与电极表面间的直接电子转移难以实现[6]. 近期的

研究发现, 选择合适的生物相容性材料和适宜的酶固载

方法不仅可以有效保持酶的生物活性, 还可较好地实现

酶与电极间的直接电子传输[7]. 由于其独特的结构和性

质, 纳米材料尤其是碳基的纳米材料, 已被广泛应用到

了酶的固载及新型生物传感器的构筑等方面[8]. 例如, 
Sun 等 [9]利用壳聚糖功能化石墨烯与葡萄糖氧化酶

(GOD)间的自组装制备了 GP-GOD 玻碳(GC)修饰电极, 
并利用其实现了对葡萄糖高效、灵敏的检测. Jiang 等[10]

利用非共价修饰方法将壳聚糖修饰于单壁碳纳米管

(SWNT)表面, 并进一步在复合物表面原位生长Au纳米

粒子(GNPs), 从而制备了 SWNT-GNPs 复合物. 利用该

复 合 物 与 微 过 氧 化 物 酶 -11(MP-11) 所 构 筑 的

MP-11/SWNT-GNPs/Au 修饰电极, 不仅可有效促进固

载酶在电极表面的直接电子传输, 还可实现其对氧气的

有效电催化.  
作为一种新型碳基二维纳米材料, 石墨烯由于具有

较大的比表面积和良好的电子传输性等优点在电化学

领域受到了广泛的关注[11～13]. 研究表明, 利用石墨烯作

为电极材料不仅可以促进氧化还原酶与电极间的直接

电子转移, 还可以使所构筑的电化学生物传感器具有较

好的性能. 例如, Zhao等[14]将细胞色素 c吸附到壳聚糖-

石墨烯膜修饰的 GC 电极上成功构建了化学修饰电极. 
该修饰电极不仅可实现细胞色素 c与电极间的直接电子

转移, 还可对 NO 表现出较好的电催化能力. 然而, 由
于石墨烯纳米片间存在强烈的范德华力及 π-π 相互作

用, 致使其易发生团聚, 甚至堆叠成石墨, 从而使石墨

烯丧失其特有的单片结构具有的独特性质, 也减少了其

比表面积. 此外, 石墨烯表面的疏水性还阻碍了石墨烯

与水溶性的氧化还原酶的进一步作用, 限制了石墨烯在

生物传感器方面的应用. 因此, 制备兼具水溶性和生物

相容性的石墨烯复合材料, 对其在氧化还原酶的固载及

在第三代生物传感器构筑中的应用甚为重要.  
本文首次利用共价键修饰以及原位还原方法制备

了新型金纳米粒子 /壳聚糖-石墨烯纳米复合材料

(AuNPs/Chit-GP). 这种石墨烯基复合材料不仅具有良

好的水溶性, 还具有较好的生物相容性. 由于壳聚糖的

表面修饰, 该复合物还可在水溶液中呈现正电荷的表面

电荷性质, 这使得带负电荷的葡萄糖氧化酶(GOD)可通

过静电吸附作用固载于复合物表面 , 并由此构建

GOD/AuNPs/Chit-GP/GC 修饰电极. 该修饰电极不仅可

实现固载 GOD 与电极表面的直接电子传输, 还可对葡

萄糖实现高效灵敏的检测.  

2  结果与讨论 

2.1  GOD/AuNPs/Chit-GP/GC 修饰电极的构筑 

图 1为GOD/AuNPs/Chit-GP/GC修饰电极的构筑过

程示意图. 首先, 利用重氮化反应将 GO 用水合肼还原

制备羧酸官能团修饰的石墨烯. 然后, 通过壳聚糖分子

中的氨基与石墨烯表面的羧基间的反应将壳聚糖通过

共价键修饰在石墨烯表面, 制备壳聚糖修饰化的石墨

烯. 由于壳聚糖的修饰, 石墨烯表面呈正电荷性质, 这
使得 4AuCl－ 可通过静电吸附作用负载于石墨烯表面. 
进而, 通过原位还原的方法即可制备 AuNPs/Chit-GP 纳

米复合物. 所制备的 AuNPs/Chit-GP 复合物同样具有明

显的表面正电荷, 因而可与带负电的 GOD 通过静电相

互作用进一步复合, 最终实现 GOD/AuNPs/Chit-GP/GC
修饰电极的构筑. 

2.2  GOD/AuNPs/Chit-GP 纳米复合物的表征 

图2为GO (a), 羧酸化-GP (b), 壳聚糖(c)和Chit-GP 
(d)复合物的红外吸收光谱谱图. 由 GO 的谱图(曲线 a)
可见 1051 cm－1、1234 cm－1处 C—O、C—O—C 的伸缩

振动峰, 1720 cm－1处的 C＝O 特征吸收峰以及 1628 cm－1

处碳骨架的吸收峰. 在 GO 转变为羧酸化石墨烯后, 羧
酸化-GP 的谱图(曲线 b)中不但可观察到 1234 cm－1、

1051 cm－1处的环氧键吸收峰消失, 还可看到 828 cm－1

和 875 cm－1处苯环的吸收峰, 说明了苯甲酸已成功修饰

于石墨烯表面. 在壳聚糖的红外吸收谱图中(曲线 c), 可
以观察到 1583 cm－1、1652 cm－1处的 δas

N-H、δs
N-H吸收

峰以及 C—N 和 C—O—C 在 1366 cm－1, 1097 cm－1处的

特征吸收峰. 经对比可知, Chit-GP 复合物的谱图中(曲
线d)也存在类似的 3NH＋ , C—N, C—O—C的吸收峰, 而 
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图 1  自组装法制备 GOD/AuNPs/Chit-GP/GC 修饰电极过程示意图 
Figure 1  Fabrication of the GOD/AuNPs/Chit-GP/GC electrode and the direct electron transfer between the immobilized GOD and GC electrode 
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图 2  (a) GO, (b) 羧酸化-GP, (c) 壳聚糖和(d) Chit-GP 复合物的红外

吸收光谱图 
Figure 2  FTIR spectra of (a) GO, (b) carboxyl-GP, (c) chitosan and (d) 
Chit-GP nanocomposite 

C＝O在1720 cm－1处的吸收峰消失了, 说明壳聚糖共价

键已修饰到石墨烯表面上. 
图 3 为 Chit-GP (a), GO (b)和 AuNPs/Chit-GP (c), 

GOD (d), GOD/AuNPs/Chit-GP (e)的紫外-可见吸收光

谱图. 由图可知, Chit-GP(曲线 a)和 GO(曲线 b)分别在

265 nm和230 nm存在特征吸收峰. 与GO相比, Chit-GP
复合物的吸收峰明显发生了红移, 这是由于 GO 在还原

后恢复了表面的 π-π 共轭结构 . 而对比 Chit-GP 和

AuNPs/Chit-GP(曲线 c)的吸收曲线, 二者在265 nm处均

有吸收, 说明金纳米粒子的修饰并未影响石墨烯的共轭

结构. AuNPs/Chit-GP 复合物在 531 nm 处还出现了金纳

米粒子的特征吸收峰, 说明利用原位还原法可成功地在

石墨烯表面实现金纳米粒子的生长和负载. 此外, 我们

还利用紫外-可见吸收光谱对GOD与AuNPs/Chit-GP的

自组装过程进行了监控. 由图可知, GOD(曲线 d)在 276, 
368 和 456 nm 处分别有三个较强的特征吸收峰. 而
GOD 与 AuNPs/Chit-GP 复合物间发生静电组装后(曲线

e), 其位于 276 nm 处的吸收峰蓝移到了 274 nm 处. 这
是 由 于 GOD 的 氨 基 酸 残 基 的 特 征 吸 收 峰 与

AuNPs/Chit-GP 在 265 nm 处的特征吸收峰重叠而造成

的. 此外, 由曲线 e 还可观察到 GOD/AuNPs/Chit-GP 在

368和 456 nm处也表现出较为明显的特征吸收峰. 这与

GOD(曲线 d)在相应位置所出现的吸收峰相近, 从而说

明 GOD 在固载后有效保持了其天然结构.  
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图 3  (a) Chit-GP, (b) GO, (c) AuNPs/Chit-GP, (d) GOD 和 (e) 
GOD/AuNPs/Chit-GP 复合物的紫外-可见吸收光谱图 
Figure 3  UV-vis absorption spectra of (a) Chit-GP, (b) GO, (c) 
AuNPs/Chit-GP, (d) GOD and (e) GOD/AuNPs/Chit-GP 

石墨烯基复合物的形貌由 TEM 表征. 图 4a 为

Chit-GP 的 TEM 图, 从图中可以观察到 Chit-GP 复合物

丝绸状的形貌. 而且由于 Chit-GP 为单片结构, 具有一

定的柔性 , 因此其表面存在若干褶皱 . 图 4b 为

AuNPs/Chit-GP复合物的TEM图, 图中可以清楚地观察

到金纳米粒子较均匀地分布在石墨烯纳米片上. 由粒径

分布图可知金纳米粒子的粒径大小在 2～15 nm 之间且

较少团聚, 我们推测这是由于石墨烯表面的壳聚糖对纳

米粒子具有较好的稳定作用的结果. 
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图 4  (a) Chit-GP 复合物和(b) AuNPs/Chit-GP 复合物的 TEM 图片及

(c)粒径分布图 
Figure 4  TEM images of (a) Chit-GP, (b) AuNPs/Chit-GP composite 
and (c) the corresponding size distribution histogram of Au nanoparticles  

图 5 为 Chit-GP (a)和 AuNPs/Chit-GP (b)的 XRD 图. 
Chit-GP 复合物(曲线 a)在 2θ＝22.43°处出现了石墨的

(002)晶面衍射峰, 但是其峰形较宽且峰的强度较弱, 说
明壳聚糖的存在对石墨的结晶产生了一定程度的影  
响[15]. 而 AuNPs/Chit-GP 的 XRD 曲线(曲线 c)在 38.3°, 
44.5°, 64.7°, 77.7°和 81.8°处出现了金纳米粒子的特征吸

收峰 , 分别对应金纳米粒子立方晶系的(111), (200), 
(220), (311)和(222)晶面 . 此外 , 与 Chit-GP 相比较 , 
AuNPs/Chit-GP 的 XRD 曲线中的石墨(002)晶面衍射峰

强度明显变小, 这是由于金纳米粒子在石墨烯表面的负

载破坏了石墨烯的有序结构造成的[16,17].  
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图 5  (a) Chit-GP 和(b) AuNPs/Chit-GP 复合物的 XRD 图 
Figure 5  XRD patterns of (a) Chit-GP and (b) AuNPs/Chit-GP com-
posite 

2.3  GOD/AuNPs/Chit-GP/GC修饰电极的直接电化学  

图 6 为 GOD/AuNPs/Chit-GP/GC 修饰电极(A)和
AuNPs/Chit-GP/GC 修饰电极(B)在相同条件下的循环伏

安图. 从图中可以看出, 当扫描电位在－0.2～－0.7 V  
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图6  (A) GOD/AuNPs/Chit-GP/GC修饰电极和(B) AuNPs/Chit-GP/GC
修饰电极在 0.1 mol/L PBS (pH 7.4)中的循环伏安图(扫速, 200 mV/s) 
Figure 6   Cyclic voltammograms of (A) GOD/AuNPs/Chit-GP/GC and 
(B) AuNPs/Chit-GP/GC electrodes in 0.1 mol/L PBS (pH 7.4) at scan rate 
of 200 mV/s 
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范围时, AuNPs/Chit-GP/GC修饰电极的循环伏安曲线中

未观察到明显的氧化还原峰, 说明 AuNPs/Chit-GP 在此

范围内不具有电活性. 而 GOD/AuNPs/Chit-GP/GC 修饰

电极则在相同的范围内出现了一对近乎对称的氧化还

原峰. 其阴极和阳极峰电位分别为－0.460 V 和－0.420 
V, 峰位差(ΔEp)为 40 mV. 根据(Epa＋Epc)/2 计算, 其式

电位为－0.440 V. 该值与 GOD 活性中心的氧化还原电

对(FAD/FADH2)的式电位－0.430 V (vs. Ag/AgCl)基本

一致[18]. 该实验结果一方面说明 GOD 可通过静电吸附

作用成功地固载于 AuNPs/Chit-GP/GC 修饰电极表面, 
另一方面也证明AuNPs/Chit-GP纳米复合物可有效促进

GOD 与电极表面间的直接电子传输. 我们推测这种酶

与电极表面直接电子传输的实现与AuNPs/Chit-GP复合

物较好的生物相容性以及电子传输性有关. 
图 7为GOD/AuNPs/Chit-GP/GC修饰电极在不同扫

速下的循环伏安曲线(A)以及修饰电极在不同扫速下峰

电流与扫速之间的线性关系图(B). 从图 7A 中可以观察 
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图 7  (A)不同扫速时 GOD/AuNPs/Chit-GP/GC 修饰电极在 0.1 mol/L 
PBS (pH 7.4)中的循环伏安曲线(a 到 h 扫速为 100, 200, 300, 400, 500, 
600, 700 和 800 mV/s). (B)不同扫速时 GOD/AuNPs/Chit-GP/GC 修饰

电极峰电流与扫速的线性关系图 
Figure 7  (A) Cyclic voltammograms of GOD/AuNPs/Chit-GP/GC 
electrode at scan rates of 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700 and 800 mV/s 
(from a to h) in 0.1 mol/L PBS (pH 7.4), respectively and (B) plots of 
oxidation peak current and reduction peak current versus scan rate for 
GOD/AuNPs/Chit-GP/GC electrode 

到, 随着扫速的不断增加, 修饰电极的还原峰电流逐渐

增加, 氧化峰电流则逐渐减小. 由图 7B 可知氧化峰电

流和还原峰电流的变化与扫描速率呈良好的线性关系, 
说明 GOD/AuNPs/Chit-GP/GC 修饰电极的电化学反应

过程为表面控制过程. 根据法拉第定律 Q＝nFAΓ*(F 为

法拉第常数为 96485, n 为转移电子数, A 为电极的几何

面积, Γ*为电极表面 GOD 的表面覆盖度, Q 为电活性的

葡萄糖氧化酶的量)可以由积分还原峰的峰面积得到的

电量求得电极表面电活性的 GOD 的表面覆盖度为

8.6×10－11 mol/cm2. 该值约为 GOD 在电极表面单层理

论覆盖值(2.86×10－12 mol/cm2)[19]的 30 倍, 说明有多层

GOD参与了电极反应. 这与AuNPs/Chit-GP具有较大的

比表面积, 提高了 GOD 在电极表面的负载量有关. 

2.4  GOD/AuNPs/Chit-GP/GC修饰电极对葡萄糖的催

化性能 

葡萄糖是人体新陈代谢必不可少的营养物质, 在生

命科学中实现对葡萄糖的检测具有重要的意义. 作为一

种黄素糖蛋白, GOD分子含有一个辅酶黄素腺嘌呤核苷

酸(FAD)酶活性中心[20]. 由于FAD可对葡萄糖进行选择

性催化, 因此可利用 GOD 修饰电极实现对葡萄糖的检

测. 基于此, 本实验考察了 GOD/AuNPs/Chit-GP/GC 修

饰电极对葡萄糖的电催化能力. 首先向PBS缓冲溶液中

通入 O2. 当缓冲溶液中有氧气存在时, GOD/AuNPs/ 
Chit-GP/GC 电极的氧化峰电流和还原峰电流均明显增

大. 在此过程中, GOD 辅酶的还原态(FADH2)被氧化成

氧化态(FAD), 同时产生一分子 H2O2. 此时, 向氧气饱

和的 PBS 中加入葡萄糖后, GOD 可将葡萄糖氧化成葡

萄糖酸内酯, 同时自身被还原成 GOD-FADH2, 从而造

成电极表面的葡萄糖氧化酶氧化态减少, 并导致还原峰

电流的降低. GOD在催化葡萄糖反应生成葡萄糖酸内酯

的过程中, 是以底液中的溶解氧作为电子媒介体的, 该
催化过程的反应机理如下所示[21]:  

2GOD - FAD 2e 2H GOD - FADH↔－ ＋＋ ＋   (1) 

2 2 2 2GOD - FADH O GOD - FAD H O→＋ ＋  (2) 

2

GOD - FAD
GOD - FADH

→＋葡萄糖

＋葡萄糖酸内酯
 (3) 

如图 8A 所示, 随着葡萄糖的浓度逐渐增加, GOD/ 
AuNPs/Chit-GP/GC 修饰电极的还原峰电流逐渐减小. 
由于葡萄糖的浓度与还原峰电流的大小存在一定关系, 
因此可以用来检测葡萄糖浓度. 图 8B 为 GOD/AuNPs/ 
Chit-GP/GC修饰电极循环伏安曲线在－0.68 mV处的还

原峰电流与葡萄糖浓度的线性图. 由图可知, 修饰电极

在葡萄糖浓度为 2.1～5.7 μmol/L 范围内呈良好的线性

关系, 其线性方程为 y＝5.580x－3.067 (x 为葡萄糖浓度, 
y 为响应电流值), 相关系数 R 为 0.995. 此外, GOD/ 
AuNPs/Chit-GP/GC 修饰电极的检出限为 0.7 μmol/L 
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(S/N＝3), 灵敏度为 79.71 mA•cm－2•mM－1. 与已报道的

石墨烯基葡萄糖氧化酶修饰电极相比较, GOD/AuNPs/ 
Chit-GP/GC 修饰电极具有更低的检出限[22]. 该修饰电

极所表现出的较低的检出限和较高的灵敏度可归因于

AuNPs/Chit-GP 复合物具有的良好的生物相容性, 因此

可有效保持固载 GOD 的生物活性. 
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图 8  (A) GOD/AuNPs/Chit-GP/GC 修饰电极在 O2 饱和的 0.1 mol/L 
PBS(pH 7.4)中, 并含有(a) 0 μmol/L, (b) 2.1 μmol/L, (c) 2.3 μmol/L, (d) 
2.6 μmol/L, (e) 2.8 μmol/L, (f) 3.1 μmol/L, (g) 3.5 μmol/L, (h) 3.9 
μmol/L, (i) 4.3 μmol/L, (j) 4.7 μmol/L, (k) 4.9 μmol/L, (l) 5.3 μmol/L, 
(m) 5.5 μmol/L, (n) 5.7 μmol/L, (o) 5.9 μmol/L, (p) 6.1 μmol/L 葡萄糖的

循环伏安图(扫速, 200 mV/s). (B) GOD/AuNPs/Chit-GP/GC 修饰电极

循环伏安曲线的催化电流与葡萄糖浓度的线性图 
Figure 8  (A) Cyclic voltammograms of GOD/AuNPs/Chit-GP/GC 
electrode in 0.1 mol/L O2-saturated PBS containing (a) 0 μmol/L, (b) 2.1 
μmol/L, (c) 2.3 μmol/L, (d) 2.6 μmol/L, (e) 2.8 μmol/L, (f) 3.1 μmol/L, 
(g) 3.5 μmol/L, (h) 3.9 μmol/L, (i) 4.3 μmol/L, (j) 4.7 μmol/L, (k) 4.9 
μmol/L, (l) 5.3 μmol/L, (m) 5.5 μmol/L, (n) 5.7 μmol/L, (o) 5.9 μmol/L, 
(p) 6.1 μmol/L glucose at scan rate of 200 mV/s. (B) Plots of the electro-
catalytic current (Icat) versus glucose concentration for the GOD/AuNPs/ 
Chit-GP/GC electrode 

2.5  GOD/AuNPs/Chit-GP/GC修饰电极的重现性和稳

定性 

通过循环伏安法对 GOD/AuNPs/Chit-GP/GC 修饰

电极的重现性和稳定性进行了考察. 分别制备 5 个

GOD/AuNPs/Chit-GP/GC 修饰电极, 并考察其对含有 4 

μmol/L 葡萄糖的 PBS 溶液的循环伏安响应. 实验结果

表明 , 电流响应值的相对标准偏差为 3.5%, 说明

GOD/AuNPs/Chit-GP/GC 修饰电极具有较好的重现性. 
为了研究 GOD/AuNPs/Chit-GP/GC 修饰电极的稳

定性, 将修饰电极在 4 ℃条件下储存 12 h后考察其对含

有4 μmol/L葡萄糖的PBS溶液的循环伏安响应. 实验结

果表明, 修饰电极的峰电流几乎没有变化. 在此基础上, 
还进一步对修饰电极的长期稳定性进行了考察. 研究发

现, 该修饰电极在 4 ℃条件下保存 10 d 后, 其循环伏安

响应信号可以保持最初信号的 95%. 修饰电极所表现出

的优良的长期稳定性可归因于AuNPs/Chit-GP纳米复合

材料良好的成膜性和生物相容性. 

3  结论  

本文利用共价键修饰以及原位还原方法制备了

AuNPs/Chit-GP 纳米复合物. 由于壳聚糖的表面修饰, 
这种新型纳米复合材料具有较好的水溶性以及正电荷

的表面荷电性质 , 因此可通过静电相互作用实现对

GOD 的固载, 并由此构筑 GOD/AuNPs/Chit-GP/GC 修

饰电极. 由于 AuNPs/Chit-GP 兼具较好的生物相容性和

电子传输性, GOD/AuNPs/Chit-GP/GC 修饰电极不仅可

促进固载 GOD 与电极表面的直接电子传输, 还可实现

对葡萄糖高效、灵敏的检测. 因此, 这种纳米复合材料

的设计、合成可为新型电化学生物传感器的构建提供一

个良好的平台. 

4  实验部分 

4.1  羧酸化石墨烯的制备 

氧化石墨烯(GO)通过Hummer法制备[23]. 将制得的

GO配成 75 mL浓度为 1 mg/mL的水分散液, 用Na2CO3 
(5%)调节分散液的pH值在9～10之间, 然后加入15 mL 
0.06 g/mL NaBH4的水溶液, 80 ℃下反应 1 h. 将产物离

心, 用去离子水洗涤至产物的分散液为中性后分散于

75 mL 水中, 得到部分还原的 GO. 
羧酸化石墨烯按照文献方法合成[24]. 首先, 配置

100 mL浓度为37 mmol/L的对氨基苯甲酸溶液, 向其中

加入 1.4 mL 浓盐酸. 将混合液置于冰水浴中, 待反应液

温度冷却到 5 , ℃ 逐滴加入 14.4 mL 0.018 g/mL NaNO2

溶液. 反应过程中, 始终保持反应液的温度低于 5 , ℃

并用淀粉碘化钾试纸检测反应终点, 该反应过程维持约

30～60 min. 最后, 将部分还原的 GO 与制得的重氮盐

在 5 ℃以下混合, 反应约 12 h, 离心收集产物. 该离心

产物用水洗涤后分散于 75 mL 的去离子水中. 向前述分

散液中加入 2.25 mL 的水合肼, 100 ℃反应 24 h. 反应结

束后, 离心收集产物, 并用去离子水洗涤. 最后将羧酸

化石墨烯分散在 75 mL 的去离子水中, 浓度约为 1 
mg/mL. 
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4.2  壳聚糖-石墨烯复合物的制备 

取 40 mL 1 mg/mL 羧酸化石墨烯分散液, 向其中加

入 20 mL 稀盐酸(10%)和 100 mL 0.4 mg/mL 的壳聚糖稀

盐酸溶液. 然后向反应液中加入 152 mg (0.793 mmol) 
EDC•HCl, 磁力搅拌 12 h. 产物用 0.22 μm 的水膜抽滤, 
并用 200 mL 的稀醋酸(1%)溶液反复洗涤, 以除去未反

应的壳聚糖和其它杂质. 再用稀盐酸洗涤滤饼并离心分

离, 烘干后将其配置成 40 mL浓度为 1 mg/mL的稀醋酸

分散液. 

4.3  AuNPs/Chit-GP 纳米复合材料的制备 

取 2 mL 1 mg/mL Chit-GP 的稀醋酸(1%)分散液, 加
入稀醋酸将其稀释成 0.5 mg/mL. 向分散液中加入 50 
μL 48.56 mmol/L HAuCl4后, 逐滴向上述反应液中加入

0.346 mL 10 mmol/L 的 NaBH4 (4 )℃ 水溶液. 将该混合

体系室温搅拌 30 min 后, 离心分离并用稀醋酸溶液清

洗. 所得沉淀室温干燥后配置成浓度为 0.5 mg/mL 的稀

醋酸分散液, 放入冰箱中冷藏保存备用. 

4.4  GOD/AuNPs/Chit-GP/GC 修饰电极的制备 

首先, 分别用直径为 0.3 μm、0.05 μm 的 Al2O3粉末

对玻碳电极(直径 3 mm)进行抛光, 然后依次用无水乙

醇、去离子水超声清洗 1 min, 高纯氮气吹干备用. 
取 9 μL 0.5 mg/mL AuNPs/Chit-GP 纳米复合物的稀

醋酸(1%)溶液与 9 μL 5 mg/mL GOD 的 PBS (pH 7.4)溶
液混和. 然后吸取 7 μL 混合液滴涂在预处理好的电极

表面, 4 ℃下干燥 16 h. 待电极干燥后取 5 μL 10 mg/mL 
PVA 滴涂在电极上, 置于 4 ℃下干燥 16 h, 最终得到

GOD/AuNPs/Chit-GP/GC 修饰电极. 为进行对比实验, 
采用同样方法制备了 AuNPs/Chit-GP/GC 修饰电极. 
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