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重金属离子对葡萄糖氧化酶电极抑制作用的研究
李　彤 ,伊丽丽 ,魏福祥 ,张亚楠 ,赵　纯 ,田彩欢

(河北科技大学环境科学与工程学院 ,河北石家庄　050018)

摘　要 :采用二氧化硅溶胶2凝胶固定化酶技术制备了葡萄糖氧化酶电极 ,优化了酶电极的工作条

件。考察了酶电极的响应性能以及 Hg2 + , Fe3 +等重金属离子对酶电极响应的抑制影响。实验结

果表明在 E = 0. 8 V ,p H = 5. 0 ,θ= 25 ℃时 , Hg2 + ,Fe3 +的存在抑制了酶电极对葡萄糖的电流响应 ,

且抑制电流的大小和重金属离子浓度在一定范围呈线性关系 ,线性范围分别是 0～1. 5μmol/ L 和

0～60μmol/ L。将被抑制的酶电极浸入 ED TA溶液中 10 min后 ,酶电极可以恢复部分响应性能。
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Abstract :A glucose oxidase elect rode with SiO2 sol2gel immobilization was prepared. The optimum experimental conditions of

enzyme elect rode were investigated. The response characteristics of enzyme elect rode and inhibition of heavy metal ions on the

enzyme elect rode were also discussed. The experimental result s show the amprometric response to glucose of enzyme elect rode

is inhibited due to the existence of Hg2 + and Fe3 + when the working potential is 0. 8 V , p H is 5. 0 and the temperature is 25

℃. There is a linear relationship between the inhibited amprometric response and certain concentration of heavy metal ions.

The linear range of Hg2 + and Fe3 + are 0～1. 5μmol/ L and 0～60μmol/ L . The recovery of response on the inhibited enzyme e2
lect rode is possible by immersing in ED TA solution after 10 min.
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　　重金属是重要的环境荷尔蒙物质之一 ,因其污染造成生态环境破坏和农产品品质的下降 ;由于食用含有

高毒重金属食品而中毒的事件时有发生 ,严重影响人体健康。目前检测重金属使用的国标方法多为原子吸

收法、电化学法等[1 ] ,这些技术灵敏度高、特异性强 ,但存在仪器成本和费用高等缺陷。采用酶抑制比色法是

近年来迅速发展起来的食品中重金属残留检测的方法之一。与传统的方法相比 ,酶抑制法具有快速、简便、

对所分析的样品需要量少等优点。

酶是维持生物体新陈代谢的重要催化剂 ,进入生物体内的重金属离子与体内某些酶的活性中心具有特

别强的亲和力 ,使酶失去活性 ,此即重金属的致害作用。因此酶抑制法可用于对污染环境重金属的风险评

价[2～5 ]。利用金属离子对葡萄糖氧化酶 ( GOD)2辣根过氧化物酶 ( POD) 催化体系酶活的抑制作用检测重金
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属已见报道[6 ]。本研究是应用二氧化硅溶胶2凝胶固定化酶技术制备葡萄糖氧化酶电极 ,考察在重金属离子

存在时的酶电极的电化学响应 ,初步研究重金属离子对酶电极上酶活的抑制及复活机制。

1　实验部分

1 . 1　仪器与试剂

仪器 :微机电化学分析系统 (天津兰力科化学电子高技术有限公司提供) ;研究电极采用Φ3 mm的铂盘

电极 ,对电极为铂丝电极 ,参比电极为 Ag/ AgCl (饱和 KCl 溶液)电极 ; SYZ2550型石英亚沸高纯水蒸馏器

(江苏宏华仪器厂提供) ;p HS23C精密 p H计 (上海精密科学仪器有限公司提供) 。

试剂 :葡萄糖氧化酶 ( gluco se oxidase , GOD , E. C1. 1. 3. 4 ,234 ,900 unit s/ g ,美国 Sigma 公司提供) ;β2
D ( + )2葡萄糖 (天津市大茂化学试剂厂提供) ;四甲氧基硅烷 (质量分数 > 98 % , TMOS ,武汉大学有机硅新材

料股份有限公司提供) ;溴代十六烷基三甲胺 (CTAB ,北京化工厂提供) ;其他试剂 KH2 PO4 , K2 HPO4 等均

为分析纯 ,溶液均用二次水配制。

1 . 2　酶电极的制备

制备二氧化硅溶胶2凝胶 ,将 1 mL 甲醇 ,0. 1 mL TMOS ,0. 05 mL 的 5×10 - 3 mol/ L NaO H ,0. 05 mL 的

3 %(体积分数) CTAB甲醇溶液 ,及 0. 2 mL 二次水混合。使用前现配制。

将 2 mg葡萄糖氧化酶溶于 100μL 水中 ,取 4μL 滴于铂电极上 ,晾干。再将新配制的二氧化硅溶胶2凝
胶 6μL 滴于修饰电极上 ,放置 10 min ,然后置于潮湿气氛下 4 ℃冰箱中密闭保存 ,24 h后使用。

1 . 3　实验方法

将制备的酶电极及 Ag/ AgCl参比电极、铂对电极置于含 10 mL 磷酸盐缓冲溶液 ( PBS)的电解池中 ,采

用三电极体系 ,在恒温、恒电位下 ,用磁力搅拌器搅拌 ,待背景电流稳定后注入被分析底物溶液 ,记录其安培

响应。加入重金属离子溶液记录其安培响应的变化。

2　结果与讨论

2 . 1　酶电极工作条件的优化

2. 1. 1　最佳工作电位的确定

室温下 , 在 p H值为 6. 0的磷酸缓冲溶液中 ,于 0. 65～0. 90 V的范围内比较了酶电极对葡萄糖响应及

Hg2 +的抑制响应情况 ,如图 1所示。由图 1可知 ,酶电极对葡萄糖响应的灵敏度在 0. 85 V 达到最大 ,而对

Hg2 +响应的灵敏度在 0. 80 V达到最大。综合考虑酶电极的灵敏度及选择性 ,故选择 0. 80 V作为本实验的

最佳工作电位。

2. 1. 2　适宜缓冲溶液 p H值的确定

在室温 ,0. 80 V工作电位下 ,于磷酸缓冲溶液 p H 值在 4. 0～7. 0 的范围内考察了酶电极对葡萄糖及

761　第 2期　　　　　　　　　李　彤等　重金属离子对葡萄糖氧化酶电极抑制作用的研究

© 1994-2013 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net



Hg2 +的抑制响应情况 ,如图 2所示。由图 2可知 ,在 p H 值为 5. 0时酶电极对葡萄糖响应的灵敏度达到最

大 ,而酶电极对 Hg2 +响应的灵敏度在 p H值为 5. 5时达到最大。综合考虑酶电极的灵敏度及稳定性 ,本实

验选择 p H值为5. 0作为最适宜的 p H值。

2. 1. 3　最佳操作温度的确定

在 0. 80 V的工作电位下 ,酶电极在 p H值为 5. 0的磷酸缓冲溶液中 ,于 25～45 ℃温度范围内考察了酶

电极对葡萄糖和 Hg2 +的响应情况 ,如图 3所示。由图 3可知 ,从 25～45 ℃时 ,酶电极对葡萄糖和 Hg2 +响应

的灵敏度都是逐渐上升 ,到 45 ℃达到最大 ,高于 45 ℃后 ,灵敏度开始下降。45 ℃是酶电极的最佳操作温度。

但考虑到将来酶电极应用于在线检测环境的便利性 ,故选择接近室温 25 ℃作为本实验酶电极的操作温度。

图 3　温度对酶电极响应的影响
Fig. 3　Effect of temperature on the enzyme elect rode

2 . 2　葡萄糖氧化酶电极对葡萄糖的响应性能的考察

图 4为在室温 25 ℃,0. 80 V 的工作电位下 ,将

含有 10 mL ,p H = 6. 5 的磷酸缓冲溶液的电解池中

分次加入等量的 0. 5 mol/ L 葡萄糖溶液的一个典型

的计时电流图。该葡萄糖氧化酶电极对葡萄糖的响

应很快 , 在 15 s内可达稳定响应电流的 95 %。葡萄

图 4　酶电极对连续加入 0. 5 mol/ L 葡萄糖溶液的计时

电流响应 (插图为校正曲线)

Fig. 4　Typical steady2state response of the enzyme elect rode to

successive addition of 0. 5 mol/ L glucose solution (the

insert illust rate is calibration curve)

糖氧化酶电极对葡萄糖响应的校正曲线见图 4插图。

由图 4可计算得 :酶电极对葡萄糖响应的线性范围为 0～2. 25 mmol/ L , 线性回归方程为 I = 1. 079 2 C -

0. 166 8 , R = 0. 999 8。信噪比为 3时检出限为 0. 10 mmol/ L ,灵敏度为 1. 079 2μA ·L/ mmol。

2. 3　Hg2 +对葡萄糖氧化酶电极的抑制影响

图 5为在室温 25 ℃,0. 80 V的工作电位下 ,将电解液中先加入 20μL ,0. 5 mol/ L 葡萄糖溶液后 ,再分

次加入 5μL ,1 mmol/ L 的 Hg2 +溶液的一个典型的计时电流图。Hg2 +对酶电极抑制的响应很快 ,在 15 s内

可达稳定抑制响应电流的 95 %。

图 6为抑制率与 Hg2 +浓度曲线图。

酶电极对 Hg2 +响应的线性范围为 0～1. 5μmol/ L。在浓度更高的范围内响应灵敏度虽然很好 ,但是不

成线性。

应用米氏方程中的 Lineweaver2Burk 双倒数做图法对酶电极进行动力学考察 ,图 7 为在室温 25 ℃,

0. 80 V的工作电位下 ,将 10 mL ,p H值为 5. 0磷酸缓冲液中分别 :不加入 1 mmol/ L 的 Hg2 +溶液 (图中B曲

线) ;加入 10μL ,1 mmol/ L 的 Hg2 +溶液 (图中 C曲线) ;加入 15μL ,1 mmol/ L 的 Hg2 +溶液 (图中 D曲线)

后 ,再分别加入 10μL ,0. 5 mol/ L 葡萄糖溶液的电流响应的校正曲线图。
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　　由图 7经计算可知 3条曲线交于一点。米氏常数 Km = 3. 06 mmol/ L。推断 Hg2 +对葡萄糖氧化酶电极

的抑制为非竞争性抑制。

2. 4　Fe3 +对葡萄糖氧化酶电极的抑制影响

同 2. 3的实验方法可得 Fe3 +对葡萄糖氧化酶电极的抑制影响的线性范围是 0～60μmol/ L (见图 8) 。

2 . 5　酶电极的活性恢复考察

由于 ED TA可与重金属离子螯合 ,从而使酶复活。将使用过的酶电极放入 0. 1 mol/ L ED TA 溶液中

10 min后再用来进行同样检测 ,图 9显示酶电极在 2. 3项下实验后 ,在 ED TA 溶液中恢复活性后的电流响

应。实验结果表明 ,响应电流可恢复到原来的 75 %。反复多次活化后 ,电极的响应性能会逐渐下降。通过

实验可知 ,每支电极通过活化可重复利用 3～5次。

3　结　语

本实验采用二氧化硅溶胶2凝胶固定化酶技术制备了葡萄糖氧化酶电极 ,考察 p H值、温度、工作电位等
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图 9　恢复活性后的酶电极对 Hg2 +的响应
Fig. 9　Effect of Hg2 + on the enzyme elect rode after recovery of activity

操作条件对酶电极响应性能的影响。实验

结果表明在p H值为 5. 0 ,θ= 25 ℃, E = 0. 8 V

时 ,制备的酶电极对葡萄糖响应的线性范

围为 0～2. 25 mmol/ L ,灵敏度为 1. 079 2

μA/ (mmol·L - 1 ) ,检出限为0. 10 mmol/ L

( S/ N = 3) ,响应时间为15 s。在此实验基

础上 ,考察了重金属离子对酶电极响应的

影响。结果显示在优化工作条件下 , Hg2 +

和 Fe3 +的存在抑制了酶电极对葡萄糖的电

流响应 ,且抑制电流响应和加入的重金属

离子浓度在一定范围呈线性关系 ,线性范

围分别是 0～1. 5μmol/ L 和 0～60μmol/

L。最后 ,将被抑制的酶电极浸入 ED TA

溶液中 10 min后再用来检测 ,实验结果表

明 ,响应电流可恢复到原来的 75 %。
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地方 ,但是从模拟的作用来说 ,已经起到了验证和预测的作用 ,模拟结果和实验结果相差不大 ,证明这个模型

是适用这个反应体系的 ,可以通过模拟预测实验的基本情况 ,为模拟工业化奠定基础。模拟结果 :当V (O2 ) /

V (CH4 )为 0. 50时 ,出口气体组成中 V ( H2 ) / V (CO)基本为 2. 00 ,CH4 反应完全 ,没有 CO2 生成 ,O2 完全转

化 ,这与实验结果是吻合的。

3　结　语

将预混燃烧技术应用于甲烷的部分氧化过程取得了不错的结果 :温度为 900 ℃,压力约为 100 kPa ,

V (O2 ) / V (CH4 )为 0. 50时 ,出口气体组成 V ( H2 ) / V (CO)约为 2. 00 ,适合甲醇的合成。该方法与传统的非

催化部分氧化法相比 ,所需的反应温度低 ,降低了对反应材质的要求 ,并且反应过程中基本没有积炭。其创

新点在于反应气之前的预混以及采用新型的预混燃烧器。采用化工模拟软件 CH EM KIN4. 0对反应过程进

行模拟 ,模拟结果与实验结果基本一致 ,从而证明了实验结果的可靠性 ,也为工业化生产提供了参考依据。
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