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SiO2球腔微电极阵列过氧化氢传感器制备及应用
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摘  要：将微过氧化物酶-11(MP-11)直接固定于二氧化硅球腔微电极阵列，制备一种新型电化学过氧化氢(H2O2)生

物传感器。采用Langmuir-Blodgett技术在氧化铟锡(ITO)电极表面制备聚苯乙烯(PS)微球阵列，并以此阵列为模板采

用溶胶-凝胶法在ITO电极上制备二氧化硅(SiO2)球腔阵列，最后将微过氧化物酶-11作为氧化还原模型蛋白直接吸附

于球腔内，制得MP-11/SiO2球腔阵列/ITO电极。该电极对H2O2响应快速灵敏，可作为电流型H2O2电化学生物传感

器，其线性范围为7.06×10-6～4.02×10-2mol/L，检出限为3.0×10-7mol/L，米氏常数为0.916mmol/L。将该法用于食

品样品中的H2O2的检测，回收率在94%～97%之间，效果良好，可为食品中残存的H2O2检测提供一种方法。
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Abstract：A new biosensor for the detection of H2O2 was prepared by immobilizing microperoxidase-11 (MP-11) onto silicon 
dioxide (SiO2) cavity array directly. Polystyrene (PS) particle array was constructed on indium-tin oxide (ITO) electrode 
surface by Langmuir-Blodgett technique. The silicon dioxide cavity array was prepared by Langmuir-Blodgett technique using 
PS particle array as the template. Using MP-11 as a model protein, MP-11/SiO2 cavity array-ITO electrode was prepared by 
adsorbing MP-11 into SiO2 cavity. The fast response of the biosensor against H2O2 was observed. A linear relationship between 
current response and H2O2 concentration ranging from 7.06 × 10-6 to 4.02 × 10-2 mol/L was achieved with a detection limit of 
3.0 × 10-7 mol/L. The apparent Michaelis-Menten constant was 0.916 mmol/L. This established method is satisfactory for the 
determination of hydrogen peroxide in food samples with a recovery rate varying from 94% to 97%.
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过氧化氢(俗称双氧水)是一种优良的氧化剂，具有消

毒、杀菌的功能，广泛应用于食品加工的过程中[1-2]。如

果加工过程中残存的过氧化氢随食品进入人体内，可能

会导致消化道发生癌变，因此对食品中残存的过氧化氢

的检测具有重要的意义[3]。通常过氧化氢的检测方法有：

化学滴定法[4]、分光光度法[5]、化学发光法[6]、荧光光度

法[7]、色谱法[8]、共振光散射法[9]、电化学分析法[10]等。

化学滴定法和分光光度法灵敏度低，不适用于微量过氧

化氢的分析；化学发光法和荧光光度法所需的发光体系

少，应用范围较窄；色谱法和共振光散射法所需的实验

仪器昂贵，普通实验室难以实现。与其他方法相比，电

化学方法具有选择性好，分析速度快，简便廉价，易于

实现自动化等优点，受到人们普遍关注。电化学分析方

法中的电流型传感器更有实验过程简便、灵敏度高的特

点，已成为电化学分析过氧化氢的研究方向[11]。

通常电化学生物传感器通常采用常规电极，在检

测过程中常规电极的检出限受待测物质传质速率和电极

表面双电层充放电电流的限制，对痕量物质难以给出响

应，限制了其在痕量分析中的应用。工作电极微型化是

改善传感器检出限的有效手段之一[12]。随着电极尺寸的
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减小，物质从本体溶液到电极表面的扩散可由平面扩散

变为径向扩散，改善了待测物质的传质，电极面积的减

小也有效地降低电极表面双电层充放电电流，提高了测

定讯号的信噪比。但是单支微电极存在着响应信号微弱

的缺点。将多支微电极组成微电极阵列不仅能有效放大

响应电流，还可保留单支微电极电化学特性，从而可在

常规电化学仪器上获得满意的结果[13]。

过氧化氢生物传感器常采用辣根过氧化酶为氧化还

原蛋白，然而辣根过氧化酶的氧化还原中心处于蛋白质

内部，难以和电极表面达成有效的电子转移，且易于失

活[14]。微过氧化物酶-11(MP-11)是由1个亚铁血红素和1个

含11个氨基酸残基的多肽链组成，小的肽链使电极和酶

的电活性中心间能够进行直接有效的电子转移[15]，其对

双氧水的电化学催化效果更为明显，使人们越来越重视

MP-11在过氧化氢传感器方面的潜在应用[16]。

本实验将MP-11直接固定于二氧化硅(SiO2)球腔微电

极阵列表面，构建过氧化氢生物传感器。利用溶胶-凝

胶法在氧化铟锡(ITO)电极表面制备规则有序、结构完整

的SiO2球腔阵列，该阵列的电化学行为类似于微电极阵

列。固定在SiO2球腔阵列内部的MP-11能保持良好的电化

学活性，该传感器对过氧化氢的响应明显、快速灵敏，

有望应用于生物传感器的设计。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器

MP-11(相对分子质量1881，使用前未进一步纯化) 

美国Sigma公司；无水乙醇、丙酮、正硅酸乙酯、30% 

H2O2、NaOH(均为分析纯) 上海国药集团化学试剂有

限公司；PBS缓冲溶液为自制溶液(pH7.0，浓度0.1mol/

L)；ITO玻璃(电阻小于100Ω) 苏州板硝子电子有限公

司；实验所用水均为二次蒸馏水。

612D型Langmuir槽 英国Nima公司；RST5200电化

学工作站 苏州瑞思特仪器有限公司；2xz-2型旋片式

真空泵 上海仪表集团供销公司。 

1.2 酶电极的制备

MP-11/SiO2球腔阵列/ITO电极的制备过程示意图见

图1[17]。首先采用LB技术将PS微球转移到ITO电极表面，

保留导电面的PS微球(步骤一)，得到有序性良好的PS微

球阵列(图1A)；然后将微球模板放在SiO2溶胶液中，在真

空干燥器中抽真空10min(抽气速率2L/S，真空度＜1.33Pa)，

使微球与模板空隙中的空气排出，当体系恢复到常压

时，溶胶即填充到微球的空隙中，并在其中转化为凝胶

(步骤二)；将PS微球用乙酸乙酯除去，即得SiO2球腔阵列

(步骤三)，该球腔阵列中球腔的尺寸与微球相当(图1插图

B)；最后取10μL 3g/L的MP-11溶液滴涂于SiO2球腔阵列

表面，即得MP-11/SiO2球腔阵列/ITO电极(步骤四)。

ITO

ITO

ITO

ITO

I
T
O

A

B

A. PS微球的SEM图；B. SiO2球腔阵列的SEM图。

图 1 MP-11/SiO2球腔阵列/ITO电极制备过程示意图

Fig.1 Schematic diagram of MP-11/SiO2 cavity array-ITO electrode

1.3 电化学测试方法

电化学测试采用三电极体系：饱和甘汞电极为参比

电极，铂片(2×7mm)为辅助电极，修饰MP-11的SiO2球

腔阵列/ITO电极为工作电极。采用循环伏安(CV)法测试

MP-11酶电极的直接电化学性质，电位选择－0.80～0V；

采用恒电位电流(IT)法检测双氧水的含量。电解液为

pH7.0的0.1mol/L的PBS缓冲溶液，测试前通入30min的纯

氮去除溶液中的氧气，并在实验过程中保持N2氛围，于

室温下测试。

2 结果与分析

2.1 MP-11/SiO2球腔阵列/ITO电极的直接电化学
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a. SiO2球腔阵列 /ITO电极；b. MP-11/ITO

电极；c. MP-11/SiO2球腔阵列 /ITO电极。

图 2 不同电极的CV图

Fig.2 Cyclic voltammograms of different electrodes

由图2可见，未修饰MP-11的SiO2球腔微电极阵列观

察不到氧化还原峰(图2曲线a)，表明无电化学活性物质存

在。直接吸附MP-11的ITO电极虽也能观察到MP-11的电

子转移现象，但其氧化还原峰并不明显(图2曲线b)。可能

原因：酶在裸的ITO电极表面固定的不够牢固或发生了

变性，电化学活性降低，电化学活性中心和电极表面的

电子转移困难。而吸附有MP-11的SiO2球腔微电极阵列
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在－0.40V左右可见一对明显的氧化还原峰(图2曲线c)，

该氧化还原峰是MP-11中血红素辅基Fe(Ⅲ)/Fe(Ⅱ)电对得

失电子所致。这个现象可以解释为SiO2球腔亲水性微环

境有利于蛋白质保持其天然构型，而SiO2球腔底部微纳

米反应区对MP-11的直接电子转移起到了促进作用。氧

化峰电位(Epc)为－0.352V，还原峰电位(Epa)为－0.451V，

ΔEp为0.099V，氧化峰电流与还原峰电流之比为0.989，

接近于1，说明该电极反应是准可逆的。氧化还原式电位

(E0)为－0.402V，与王凤斌等[18]报道的金电极表面聚赖氨

酸固定微过氧化物酶MP-11的电化学研究的电位接近。

上述这些结果表明MP-11被固定在电极表面，另外经过

多次循环伏安测量，也说明MP-11比较牢固的固定在电

极表面。

2.2 扫描扫速对MP-11/SiO2球腔阵列/ITO电极的直接电

化学影响
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扫描速率由内而外依次为20、40、60、80、100、120、

140、160、180、200mV/s；0.1mol/L PBS，pH7.0。

图 3 MP-11/SiO2球腔阵列/ITO电极不同扫描速率CV图 

Fig.3 Cyclic voltammograms of MP-11/SiO2 cavity array-ITO 

electrode at different scanning rates

图3为不同扫描速率MP-11/SiO2球腔阵列/ITO电极CV

图，随着扫描速度的增加，氧化还原峰电流也随之增加，

峰电位略有移动，在20～200mV/s范围内，峰电流与扫速

呈正比，其线性方程分别为Ipa/μA =－0.20373－0.00416υ 

(R＝－0.9901)；Ipc/μA=0.24247＋0.0037υ(R＝0.9965)，表明

电极反应为表面控制[19]。根据Laviron模型[20]由Ks=mFnv/

RT(m是与峰电位差值有关的常数)，求得直接电子转移速

率常数为0.98s-1。

2.3 支持电解质溶液的pH对MP-11/SiO2球腔阵列/ITO

电极的电化学行为影响
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图 4 MP-11/SiO2球腔阵列/ITO电极的式量电位与pH值线性关系图

Fig.4 The linear relationship between formal potential of MP-11/SiO2 

cavity array-ITO electrode and pH

由图4可知，随着pH值由5.0逐渐增大到9.0，MP-11/

SiO2球腔阵列/ITO电极上的MP-11的氧化还原电位均发生

一定程度的负移，表示修饰电极上MP-11的直接电化学

行为伴随着质子的传递过程。测得MP-11的E0对pH值线

性关系的斜率为－32.5mV/pH，接近理论值－59.0mV/pH

的一半，说明MP-11在该修饰电极上的氧化还原反应过

程伴随着两个电子和一个质子的转移，这是因为其形成

了二聚体[21]。考虑到蛋白质在近中性条件下能更好保持

活性，在后续研究中选择研究体系pH值为7.0。

2.4 MP-11/SiO2球腔阵列/ITO电极对H2O2的电催化分析
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a.无H2O2；b. 1mmol/L H2O2；c. 2mmol/L H2O2；d. 3mmol/L H2O2。

图 5 MP-11 /SiO2球腔阵列/ITO电极对H2O2的电催化

Fig.5 Electrocatalysis of MP-11/SiO2 cavity array-ITO electrode for H2O2

由图5曲线a可知，当溶液中无H2O2时，MP-11/SiO2

球腔阵列/ITO电极展现出一对准可逆的氧化还原峰，实

现了酶MP-11在修饰电极上的直接电化学反应。由曲线

b、c、d可知，当溶液中含有浓度分别为1、2、3mmol/L

的H2O2时，MP-11/SiO2球腔阵列/ITO电极阳极峰电流逐

渐消失，阴极峰电流随着H2O2浓度的增加而增加，表明

修饰在SiO2球腔微电极阵列上的MP-11对H2O2的还原具有

明显的电催化作用。

2.5 电位对MP-11/SiO2球腔阵列/ITO电极的影响

由图6可知，随着工作电位由0.2V减小到－0.5V

时，电流响应快速增大，当电位小于－0.5V后，电流增

加趋势变缓。考虑到选择的电势越负，可能存在的干扰

越多，后续实验选择MP-11的还原电位为－0.45V为工

作电位。
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图 6 MP-11/SiO2球腔阵列/ITO电极在不同工作电位下对H2O2的电流响应

Fig.6 Effect of applied potential on current response of MP-11/SiO2 

cavity array-ITO electrode in 0.1 mol/L PBS (pH 7.0) containing

 0.1 mmol/L H2O2

2.6 MP-11/SiO2球腔阵列/ITO电极对H2O2的I-T曲线

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
0

1

2

3

4

5

0.001 0.01 0.1 1 10 100
0.001
0.01
0.1

1
10

100

H2O2浓度/(mmol/L)

/ µ
A

/ µ
A

/s

角图：电流与H2O2浓度的校正曲线。

图 7 连续加入H2O2后生物传感器的电流-时间响应曲线 

Fig.7 Typical current-time curve of the biosensor with successive 

addition of H2O2

图7是MP-11/SiO2球腔阵列 /ITO电极在0.1mol/L 

PBS(pH7.0)溶液中，连续加入一定量的H2O2测得的计时

电流响应曲线。由图7可见，加入H2O2后响应电流随即增

大，约在6s内达到平衡，说明该电极对加入的H2O2响应

快速。峰电流与其浓度在7.06×10-6～4.02×10-2mol/L内呈

现线性关系，线性方程为Ipa/μA=0.15784＋0.77089C(R＝
0.9999)(图7角图)，检出限为3.0×10-7mol/L(RSN=3)。求得

MP-11对H2O2催化的米氏常数为0.916mmol/L，表明MP-11/

SiO2球腔阵列/ITO电极对测定H2O2有较高的灵敏度。

2.7 MP-11/SiO2球腔阵列/ITO电极的重现性、稳定性和

选择性

将MP-11/S iO 2球腔阵列 / ITO电极浸入除氧后的

0.1mol/L PBS(pH7.0)缓冲溶液中，在扫速为100mV/s的

条件下连续扫描100圈，CV还原峰电流相对标准偏差为

1.92%。在H2O2浓度为3mmol/L时，平行测定10次，CV还

原峰电流相对标准偏差为3.9%。所制备的传感器在4℃的

冰箱中保存30d后测定，能保持原来响应电流的82%。在

1.0×10-6mol/L H2O2浓度下，分别加入10倍抗坏血酸、葡

萄糖、多巴胺、Cl-、NH4
+、Na+，测定电流无明显干扰。

实验结果表明MP-11/SiO2球腔阵列/ITO电极具有良好的

重现性、稳定性和选择性。

2.8 样品分析

取10.0g市售粉丝，加入100mL PBS缓冲溶液充分浸

泡溶胀捣碎，离心分离，取上清液10mL作为电解液，按

上述确定的条件测定传感器在提取液中的电流值，根据

响应电流与双氧水的关系测定过氧化氢含量。另取10.0g

市售粉丝，加入一定量的标准过氧化氢溶液后，按照上

述方法提取并测定，计算加标回收率。结果见表1。

表 1 样品中过氧化氢的测定结果

Table 1 Determination of hydrogen peroxide in samples

样品编号 测定值/(mg/L) 相对标准偏差/% 标准加入量/(mg/L) 测得值/(mg/L) 回收率/%

1 0.086 2.1 0.10 0.184 95

2 0.092 3.0 0.10 0.189 97

3 0.082 2.4 0.10 0.176 94

由表1可见，采用该方法测得加入的过氧化氢回收

率均为90%以上，说明该检测方法具有较好的准确性。

对市售的粉丝测定结果表明，其中含有微量过氧化氢残

留，这可能是加工作坊在生产过程中利用双氧水漂白粉

丝后的残留。

3 结 论

本研究获得一种制备过程相对简单、易控的球腔

微电极阵列制备方法，可通过滴涂法将蛋白质直接吸

附在球腔内，制备成电化学生物传感器。本研究所制备

的MP-11修饰二氧化硅球腔阵列电极对过氧化氢反应敏

感，应用于过氧化氢生物传感器，其响应的峰电流与浓

度在7.06×10-6～4.02×10-2mol/L内呈现线性关系，检出

限为3.0×10-7mol/L(RSN=3)。对实际样品进行回收实验，

回收率在94%～97%，为过氧化氢的检测提供了一种可行

的方法。微电极阵列单个电极达到微纳米级别，如何在

控制单个电极的尺寸大小和厚度方面进行进一步完善，

将是今后研究的方向。
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