
龟 �� 卷 第 期 华 侨 大 学 学 报 自
,

然 科 学 版
!∀ # ∃ % & ∋ ∀ ( ) #& ∗+& ∀ #% +, −∃ . +/ 0

1 % & / # ∃ & ∋ .2+− % 2− 3

, 4 5
。

�� % 4 。
 

�6 7 6 年 �� 月
∀ 8 9

:

� 6 7 6

;, & 固定化葡萄糖氧化酶 电极的研制及应用
‘

血清中葡萄糖含量的测定
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摘 要

本文报道了用聚乙烯醇 1 ;, & 3 固定葡萄糖氧化酶 1 < ∀ = 3业制成酶电极
,

对膜的导 电性

能进行试验
,

在葡萄糖含量为 > ? 5。
一 ≅ 一 � ? 5。

一“

Α的试验范围内
,

响应电流的变化与浓度 成 线

性关系
:

用此电极以安培法测定血清中葡萄糖含量并与邻甲苯胺比色法
、

< ∀ = 一过氧 化 物 酶 比

色法进行比较
,

结果较为满意
:

关键词 葡萄糖
,

酶电极
,

葡萄糖氧化酶电极
,

固定化酶
,

血清

前 言

血清中葡萄糖 含量的测定
,

目前临床上多采用邻甲苯胺比色法川 和葡萄糖试剂盒进行酶

法测定
,

前者所用显色剂有一定毒性
,

后者< ∀ = 只能一次性使用
,

不经济
。

用酶电极法测定葡
·

萄糖Β’一 7 , ,

如 # ;Χ ΔΕ 8

和) Δ8 Ε Φ 〔> , 、

% Δ5Φ Φ 4 Γ ΗΙ ,
将 < 4 = 包埋在聚 丙烯酞胺凝胶内

, % 4 9 ΔΓ 等
〔≅ ϑ将

Κ

< 4 = 与醋酸纤 维制成膜
, / Λ Μ “ 一

Α ΔΓ Ν和 ΟΛ
4 Π Γ 『‘!将戊二醛与 < 4 = 交联

,

把制得的膜与氧电极

或;)玻璃电极结合来测定葡萄糖 Θ 近年来
, ( 4

Π5 ΧΦ
, # Ρ Μ Γ Μ , Ο Μ Λ 95 4 99 ΗΣ 一 7 ϑ用电聚合毗咯或其

Κ

衍生物包埋< ∀ = 于铂片或玻璃碳上
,

用安培法测定葡萄糖
:

以上这些方法有的是酶的固定化

操作麻烦
,

难 获得较薄的膜
,

其物理性质也不够理想 Θ
有的则对试剂要求严格

,

如毗咯要通

%
Τ

除� >

和提纯等
:

用 ;Υ &固定< 4 = 制成膜覆盖于铂片上制成葡萄糖氧化酶电极测定葡萄糖尚

未见报道
:

用 ;, & 作固定化材料不仅易得到很薄的膜且其韧性
、

强度均较好
,

同时操作方 便
、

材料易得
,

制得 的< 4 = ς ;, & ς ;9 电极用安培法测定血清中葡萄糖含量
,

结果较为满意
。

安培法侧定葡萄糖的反应如下

刀一 葡萄糖 Ω 仇 一旦Ξ ΨΖ 刀一 葡萄糖酸 Ω )刃
[ 1

:

� 3

本文� 676 年 ≅ 月 Σ 日收到
:

。

本项目为福建省自然科学基金资助课题
:

二黄冲一
、

梁爱菊参加本实验工作
:



≅7 7 华 侨 大 学 学 报 ∴6 ≅6年

9/ 八
:

。 。、 Θ 。
:

, ]
Α41 班 3

Π ># > 十 ‘ � � 十 ‘ 5
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一3 立 > Ω > 叮[ ∀ > 3

�> Ω Τ 8 小干 �
。

Τ ,

Ζ —
一 , 卜

乙 二

葡萄糖含量在>
:

� ? � �
一 ’
一�

:

4 ? 5 4
’ “

万式验范围内 � >还累成
:

性关系
:

1 ≅ 3

> �
’

级电流大小与葡萄糖含量成线

二
、

实 验 部 分

�
:

仪器

= ) ⊥
一

+& 电化学综 合测试仪 Θ 2> 6
一

尸六电流计
Θ _7

一

5型磁力搅拌器
Θ ;) .

一

_ ≅型酸度计 Θ 非

磁性镀层涂层测厚仪
Θ 园盘铂电极 1 Δ

:

≅ ⎯
耐

,

白制 3 Θ & Ξ
一

& Ξ 2+ 电极
Θ 铂丝电极

:

>
。

试剂

< 4 = 1 Ο 。8 Ν Λ ΔΓ Ξ 8 Λ Α Μ Γ Π 558 ΔΡ 8 Ρ α) 3
, Ι Ι单位 ς

, Π Ξ Θ � � β Ψ , & 1试剂级 3 水溶液 , 磷酸

盐缓 Θ
[
一

舒溶液 1 ;) χ _
:

� ,

由磷酸氢二钾和磷酸二氢钾肥成 3 Θ
底液

[ > _ 4 Ρ5 磷 酸 盐 缓 冲 液

1尹) 二 _
:

。3 加入≅� , � 5
:

4Α δ +及 Σ Ρ � 4
:

�叮碧酸钠Θ 透析袋用的半透漠 Θ 葡萄搪标准溶液
[

用 ;) χ _
:

�的磷酸盐缓冲液配成 ∀
:

�5 5Υ5 和 > �� Ρ Ξ ς Χ5 的葡萄塘标准溶液
,

用时按需要稀释
:

所

用试剂除注明外均为分析纯
:

≅
:

实验方法

1 � 3 酶的固定化与酶电极的制备
[
取一定量�� β ;Υ & 水溶液

,

与含 < ∀ = 的磷 酸 盐 缓

冲液 1 ;) 二了
。

4 3 按 Ι [� 比例混匀
,

在有机玻璃板上铺成 � �⎯ ΛΓ⊥ 大的膜
,

置于 � 一  ℃冰箱内

过夜干燥
。

剪下一块同园盘铂皂 极面积一样大小的膜 1 �
:

≅⎯ Ρ Τ

3 置于铂园盘电极铂片上
,

包

上一层透析袋用的半透膜后
,

套上硅橡胶 4 型圈使膜固定在电极上即成
:

;Υ & 膜遇水膨胀能
·

紧密地贴住铂片
,

使接触 良好
:

1 > 3 测定方法
[

在综合测试仪上 1恒电流部分 3
,

三电极体系
[

‘

以酶 电 极 为 工 作 电

极
, & Ξ

一

戈25 电极为参比电极
,

铂丝电极为辅助电极
:

准确吸取底液约 ≅ Ρ5
,

在不断搅拌 下

注入试样使总体积达到 ≅ Ρ 5,

于∀
:

∀Υ 电位
,

>� 一>Ι ℃下记录 Τ !Γ 扭时的电流值 1每次更换 溶

掖时要冲洗电极业在底液中平衡至空 白值
,

每次读数时均扣去该空 白值 3
:

三
、

结果与讨论

�
:

; , &膜厚度的选择

根据文 【习报道
,

在达到恒态电流所需妄的时间与胶层 1膜 3 厚度有关
,

因为它影响底物

穿过膜扩散到酶活性部位
,

达到电极感应器检测的速度
:

为了获得最好的结果
,

在应用高活

性的酶时
,

酶膜应尽可能用薄的
,

用不同量的�� β ;, &与不含酶的;) 二 _
:

�的磷酸盐缓冲溶

派以 Ι [ �混匀按实验方法 5 制成 ;Υ & ς ;9 电极
,

业按实验方法 > 注入 4
。

+Α ) >∀ > �� 川 测定其电

流值
,

结果表明
,

厚度 ε  召Ρ 时膜易破裂不易操作
。

本实验采用 � �印� �� β ;, &与磷酸盐

缓冲溶液 1 ;) χ _
:

� 3 按 Ι [ �混匀
,

做成 � �⎯ 衅 的膜
,

经用非磁性镀层 涂层测试仪测量其厚
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麓百元
 一叭

Ι ,5Γ�
,

3 该膜韧性强度均较好
,

响应时间快
,

电流响应值大
:

>
:

透析膜的选择
为了防止酶的漏失常用透析膜覆盖电极包住酶膜以保持电极的稳定性和延长某寿命

,

实
验证明

,

经硷处理后的赛璐份膜虽也可使用
,

但易破裂寿命短
:

采用透析袋的半透膜包扎在电

极外面
,

结果发现
,

在整
“

卜电极寿命期间半透膜不破裂
,

经检查也未发现。4 Γ有渗漏现象
:

≅
:

;, & ς Ψ9电极性能的试验

据文 〔�叼介绍
, < 4 = 在;) 二 Ι

,

7一 7
:

�时其活性最高
:

为方便起见
,

本实验采用;) χ _
。

�的
Κ

磷酸盐缓冲溶液
,

在>� 一 > Ι ℃涅 度下进行
:

用上述 ; Υ 八ς ;9 电极分别进行了如下实验
[ 1 � 3

在一定量的底液中加入不同量的 ) Τ∀ Τ Θ 1 > 3 在含有一定量葡萄糖的底液中加入 不 同量的
< 4 = Θ 1 ≅ 3 在含有一定量< ∀ = 的底液甲

,

加入不同量的葡萄糖
,

然后按实验方法 > 进行
,

分
9

别 记录其电流值
,

业绘制不同浓度的) Τ4 Τ 、

< ∀ = 和葡萄糖与电流的关系曲线
,

结果见图 � 、

>
、

≅
。

从图中可看出
,

在反应 > Ρ ΔΓ 时测得的电流变化率与) > � > 、

< ∀ = 和葡萄塘都成线性

‘Ι 3 �>�

7�助
气哎天��和

之  !

亡∀街
。#

。

区共甲分子
∃ ,

∃
。∃
% &”

,

伪。

∀
∋ # ∀( #

图 ) ∗ + , − . / 电极安培法测定底液中不同浓度 0
1 2 1

对) 3

还原4∋ 流的影炯 ∀ 。
5

2+ #

∀ ∋ # 电流一时间曲线
∃

∀ 6 # 3
·

7 8 )7 一‘ 9 : 6− ); ∀ 3 # <
5

: = 6: 一 ‘9 : 6− );

∀  # )
5
: = 6:

一  7 7 )− 6 ; ∀ ! # 3
5

: = 6: 一 ’>? : 6− 6, ∀ ≅ # !
5

: = 6:
一 Α

坦 7 )− 6∀ 0
3 7 ∃ # ; ∀ ( # ≅ 。王?

时电极的 线性响应曲线

−
−、

−

2‘Β

、尽

氢
。Χ奋

口引
;

户自心

ΧΔ一六ΕΦ
妥夭Γ劝

少Η 咋Η Η 李一寸一; 一寸
,

。
’

比 一 石!一一不宕

/ ∀ , 犷。# Ι。2田 ∀咖亡#

∀
∋ # ∀ ( #

图 3 ∗ + , − ∗/ 电极安培法测定含 1 = ϑ 。一  

Κ葡萄糖的底液中不同酶量的电流效应 ∀7
5

: Λ #

∀ ∋ #电流一对间曲线
,

∀ 6 # 7
5

7 !单位
,

∀ 3 # 7
5

) 3单位
,

∀ Μ # 7
5

3单位
,

∀ ! # 7
5

! 单位
,

∀ ≅ # 7
5

< 单位

∀ Ν 2 Ο # ; ∀ ( # 3 9 Π ? 讨电极的线性响应曲线
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磷簇�召
5匕

宫 了 万

/ ∀ 功Π 。 #
、&
‘。,∃

叼 、”父#

∀ ∋ # ∀ ( #
图  ∗Λ , − . / 电极安培法测定含。

5

7! 单位Ν 2 Ο 的底液中不同浓度葡萄糖的电流效应 ∀7
5
:Θ #

∀
∋ #电流一时间曲线

,

∀ Φ # !
5

: = )7
一 ! 9 : 6− )

,

∀ 3 # )
5
: = 6: 一  9 : 6− 6

,

∀  # 3
5

: =

) 7 一  9 : 6− )
,

∀ ! # !
5

: = 6:一  9 : 6− )
,

∀ ≅ # <
5

: = 6: 一  9 : 6− )∀Ρ
。0 ∃ 3 7 。

# ;

∀ ( # 3 9 Π? 时电极的线性响应曲线

关系
。

因此可以认为
,

所制备的∗+ ,膜具有良好的 导电性能
,

是可能用作酶的 固定 化 材 料
∃
的

。

!
5

Ν 22 − . + , − . /电极的性能试验

根据实验方法 ) ,

制备 了厚度约为 !
5

≅娜 , 相同于铂片面积 ∀ )
5

 Σ 9 “ # 含酶量为单位−Σ 9 1

的 Ν : ?− ∗ + , − ∗/ 电极
,

按实验方法 3 分别注入不同量的葡萄 糖 标 准 溶 液
,

分 别 记 录 其

) 一 ≅ 9 Π? 时间的电流值
,

绘制电流与时间
、

葡萄糖浓度与电流变化率的关系曲线
,

如图 !

所示
。

由图可见
,

电流变化率与试验的葡萄糖浓度 3
5

: = 6犷 “
一 )

5

7 = 6 : “  Κ 间有良好的线性
二
关系

,

但在不同的反应时间其斜率有所变化
。

Β

− 尸

。Χ
李乙
。Χ弓义

只一斗

沙岁

,

刻
产

,

叫
6

ΤΘ 

刃Υ乃一以
刃毛名月
5

峙2口刃二

’Ο

应
历日叹

∀
∋
#

6乙‘日, ∃ 。幻 “
,

久#

∀ ( #

图 ! Ν 2 Ο − ∗ + , − ∗/ 电极安培法测定底液中不 同浓度葡萄糖的电流效应 ∀ 。
5

: +
,

酶

膜厚 ! 一!
5

≅拼9
,

含Ν 2 Ο ς 单位 −
。 9 1

#

∀
∋
# 电流

一

时间曲线
∃

∀ 6 # 3
5

7 火 )7
一 “ 9 : 6− 6

,

∀ 3 # ) 5
: = 6:

一 ‘9 : 6− )
,

∀  # 3
5

: =

)7 一 ‘9 : 6− )
,

∀ ! 、!
5

: = 6: 一 ‘9 : 6− )
,

∀ ≅ # ) 5

7 又 )7 一  9 : 6− ) ∀ Ρ 。
0

3 ) 2 。

# ;

∀ ( #分别为 ) 9 Π ? ∀
·

#
, 3 9 Π ? ∀

:
#

,

 二 Π ? ∀ = #
,

! 二Π ? ∀△、
,

Μ 9 Π? ∀口 #时电极的线性响应曲线
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四
、

试样的测定

下述血清 中葡萄糖含量的测定实验采用 > Ρ ΔΓ 的反应时间
:

吸取 Ι �户血清
,

按实验方法

> 测定其电流值
,

业从同时绘制的工作曲线 中计算血清中葡萄糖的含量
:

此外
,

与邻甲苯胺

比 色法和酶试剂盒比色法进行比较
,

结果见表 �
:

表 � 血清中葡萄拒含呈测它结 艰

血清 1 本校医院供样 3

耳下 日
Κ

—
一

Κ

—
Κ

—
Κ

一
Κ

—
一

—
Κ

——
Κ

—
Κ

一 Κ
一 一

一 Κ

一
Κ 一一

� > ≅  Ι Σ _ 7

6 6
:

7己 � 3�
:

7 > Ι _
:

� Ι � � γ
:

 Σ � � ≅
:

_ 7 6 己
。

_ 7 � � Ι
:

� � 6 Σ
:

≅ �

本 法 侧 6 7
:

> 了 � � �
:

_ _ Ι Ι
:

7  � 6
:

> Ι ��  
:

> > 6  
:

 � ?� Σ
:

� ≅ 6 6
:

7 ≅

定 结 果 � � �
:

Σ 了 Θ ��
:

Ι 己 Ι Σ
:

> ≅ 6 Σ
:

� Σ > � 了
:

� _ 6 ≅
:

6 > ?� Ι
:

Σ � 6 6
:

7 7

1Ρ Ξ ς Χ 53 6 6
:

� _ � � �
:

Ι _ Ι Σ
:

> ≅ 6 _
:

6 ≅ � � Σ
:

7 _ 6 ≅
:

6 > >� Ι
:

Σ � 6 >
:

_  

�� ≅
:

Σ _ � � �
:

≅ 6 Ι  
:

Σ > 6 母
、

7  �� Ι
:

Ι  6 ≅
:

6 > � � Ι
。

Σ � 6  
:

7 7

平 均 值

标准偏差

变动系数

邻甲苯胺法
、

Π55+ 定终央
《二Ξ ς Χ 5 3

� � �
。

≅ Ι � 飞�
:

口> Ι Ι
。

6 6 6 ,
。

6 ≅ � �  
。

> 6 6  

>
。

� _

>
。

� Σ

�
。

Ι  �
:

7 7

�
。

 7 �
。

Ι 7

>
。

芝6

>
。

Σ  

>
。

� _

>
。

� 7

。

6 6 � � Ι
。

Ι 6 6 Σ
:

_  

� > �
。

≅  ≅
。

�≅

>
。

>  �
。

≅ > ≅
。
>  

6 7
。

� � � _
。

� �

� � >
。

Σ己 6 _
。

6 ≅

:

果合一结剂安试侧法酶

1Ρ ‘Τ Χ 5 3

:

酶试剂盒是卫生部上海生物制品研究所临床诊断试剂实验中心生产的< ∀ = 一 过 氧化 物 酶
,

苯 酚
,

 一氨基安替比林比色法试剂
:

工作曲线的绘制
[

吸取 ��
、

>�
、

≅�
、

 �
、

Ι �川 葡萄糖 1 Τ Ρ Ξ ς Ρ 53 的标准溶液
,

按实验

方法 > 测定其电流值
,

绘制葡萄糖浓度与电流变化率的线性关系曲线
。

五
、

结 束 语

用; , & 固定化葡萄糖氧化酶制成酶电极
,

不仅材料易得
、

操作方便
,

而且能得 到较薄的

膜
,

其韧性
、

导电性 良好
,

用此电极测定血清中葡萄糖是可行的
:

该 电极使用 ≅� 天 1共测定

 Ι� 次以上 3 后性能开始明显变坏
。

华侨大学校 医院化验室张旭同志
,

为邻甲苯胺法 与酶试剂法代测亚提供血清样品
,

谨表
:

谢意
。
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