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基于石墨烯-酪氨酸酶-壳聚糖快速检测 BPA电化学酶

传感器的研究与应用 
 

顾愿愿 1，潘道东 1，2，孙杨赢 1，曹锦轩 1，曾小群 1 

（1.宁波大学海洋学院食品系，浙江宁波 315211）(2.南京师范大学食品科学与营养系，江苏南京 210097) 

摘要：为了实现双酚 A 的快速痕量检测，研究制备了一种基于石墨烯的电化学生物传感器。本文通过化学还原法制备了石墨烯，

并利用透射电镜(TEM)，选区电子衍射(SAED)对其结构和形貌进行表征。将石墨烯，酪氨酸酶及壳聚糖按照一定优化比例混合，构

建了石墨烯-酪氨酸酶-壳聚糖修饰电极(GR-Tyr-CS/GCE)，循环伏安法表明该修饰电极具有良好的电化学特征。在 0.1 mol/L的磷酸盐

缓冲盐溶液（PBS，pH7.0）中，采用电流-时间法测得该传感器对双酚A 的响应范围宽，且检测线低，其检测线性范围为 7.5×10-8~2.5×10-6 

mol/L，相关系数 R2=0.996,检出限为 2.18×10-8 mol/L (S/N=3)。由稳定性，重现性及抗干扰性试验结果表明，该酶传感器具有良好的

稳定性、重现性及选择专一性，本研究为实际样品中BPA 残留提供了灵敏、快速、简便的检测方法。 
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Abstract: In this study, an electrochemical, graphene-based biosensor was developed for rapid detection of trace amounts of bisphenol A 

(BPA). Graphene was prepared by chemical reduction, and its structure and morphology were characterized by using transmission electron 

microscopy and selected area electron diffraction. Subsequently, graphene, tyrosinase, and chitosan were mixed in an optimized ratio to 

construct the graphene-tyrosinase–chitosan-modified electrode. Cyclic voltammetry showed that the modified electrode had good 

electrochemical characteristics. When tested with 0.1 mol·L-1 phosphate buffered saline (pH 7.0), a wide response range for the detection of 

BPA was obtained with this biosensor, with a low detection limit. The linear range was from 7.5 × 10-8 to 2.5 × 10-6 mol·L-1, the correlation 

coefficient R2 was 0.996, and the detection limit was 2.18 × 10-8 mol·L-1 (S/N = 3). The results of the stability, reproducibility, and interference 

tests indicated that the enzyme biosensor prepared in this study exhibited good stability, reproducibility, and high specificity for the detection of 

BPA. This study provides a sensitive, rapid, and simple method to detect BPA residues. 
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双酚 A（Bisphenol A, BPA）即 2, 2-二(4-羟基苯基)

丙烷，分子量：228，白色棱形结晶或针状结晶或片状、

粉末，易溶于乙醇、丙酮等，几乎不溶于水。BPA是

一种具有雌激素活性的环境内分泌干扰物质（EDC），

其通过食物链在人体内积累，引发人类、动物各种疾
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病，能导致人类、动物生殖细胞的畸变和繁殖率的下

降，并能引起腹足类雄性个体的雌性化[1]。BPA 是聚

碳酸酯和环氧树脂的重要单体，聚碳酸酯广泛应用于

多种生活用品的制造，如：水杯、婴儿奶瓶、医疗用

品和家用电器等，环氧树脂通常应用于食品包装材料

的内涂层等。一系列 BPA产品的使用，使得人类越发

暴露在 BPA环境中，相关研究表明对罐头食品或聚碳

酸酯塑料罐头进行加热消毒及反复冲洗时，酸性的食

品或饮料都会增加BPA的溶解释放[2]。 

目前，有关 BPA的检测手段主要集中在液相色谱、

液相-质谱联用[3]、气相色谱、气相-质谱联[4~5]用等，尽
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管灵敏、准确，但是需要对样品进行繁琐的预处理、

费时、成本高，需要专业技术人员维护，不适用于现

场检测。由于电化学酶生物传感器操作简单，灵敏度

高，选择性强的特性，检测成本低，样品前处理要求

简单，使得酶生物传感器成为了一种理想的在线检测

工具，并获得了极大的关注。 

优越的生物传感材料是提高酶生物传感器催化活

性、稳定性、检测限和灵敏度等的核心技术。化学还

原法制备的薄层石墨烯克服了普通石墨烯众多缺陷的

同时，具有较于普通石墨烯更胜一筹的更强吸附能力、

更大的表面积、更多的催化位点和更优的导电性能以

及更高的机械强度等优点[6]。此外，壳聚糖(CS)具有较

好的吸附性及生物兼容性，石墨烯-壳聚糖复合物材料

(GR-CS)，在保持酪氨酸酶(Tyr)活性的同时，加大了酶

的负载量，并且加强了酶活性中心与电极间的联系，

使电子得以迅速的由酶活性中心转移至电极表面，增

强了电化学指示信号，继而实现高灵敏度检测。此方

法制备的基于石墨烯的电化学生物传感器可实现对

BPA的快速、灵敏检测。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

酪氨酸酶购自 Sigma 公司；鳞片石墨，80%水合

肼、BPA、硼氢化钠、磷酸氢二钾(KH2PO4·2H2O)、磷

酸二氢钾(KH2PO4·2H2O)，购自国药试剂有限公司。 

1.2  主要仪器设备 

JEOL2100 透射电子显微镜(TEM)，JEOL 电子株

式会社，日本；电化学工作站1030B，上海辰华仪器有

限公司，中国；三电极体系：玻碳电极（工作电极）、

甘汞电极（参比电极）、铂丝电极（对电极），上海辰

华仪器有限公司，中国。 

1.3  试验方法 

1.3.1  石墨烯的制备 

利用改进的 Improved Hummer’s 法制备氧化石墨

烯[7]，取 0.5 g 氧化石墨烯放于烧杯中加入 200 mL去离

子水，经超声 1 h 后可得到均匀分散的棕黄色氧化石墨

烯胶体溶液，将获得的胶体溶液转移至微波炉中加热 1 

min，趁热转移到 500 mL的三颈瓶中，加入 2 g 硼氢化

钠和 0.5 mL 80%的水合肼溶液，80 ℃条件下还原 2 h，

最后得到黑色絮状沉淀，分别用去离子水，无水己醇

多次洗涤，离心（8000 r/min，20 min）所得滤渣，-80 ℃

真空冷冻干燥所得即为石墨烯。 

1.3.2  GR-Tyr-CS/GCE 的制备 

裸电极分别用去离子水、无水己醇超声清洗 5 

min，再依次用粒径为 0.3 μm、0.05 μm的氧化铝粉末

在麂皮上抛光，去离子水冲洗干净，氮气吹干。取适

量壳聚糖溶于 0.5%醋酸溶液中得到 1.5 mg/mL的壳聚

糖溶液，用氢氧化钠调节pH至 6.0 备用；分别取100 μL

浓度为 3 mg/mL石墨烯/金复合物均匀分散液，与浓度

为 4.5 mg/mL的酪氨酸酶溶液震荡混合 1 h，石墨烯与

酪氨酸酶吸附完全后，再取 100 μL 1.5 mg/mL的壳聚

糖溶液，震荡混合 15 min，得到浓度比为：2:3:1 的石

墨烯-酪氨酸酶-壳聚糖混合液；取10 μL石墨烯-酪氨酸

酶-壳聚糖混合溶液并滴涂于玻碳电极表面，用烧杯覆

盖，室温条件下干燥，得到GR-Tyr-CS/GCE的电极，4 ℃

冰箱保存备用。制备完成的 GR-Tyr-CS/GCE 电极在

pH7.0的PBS中活化30 min，再浸入含适量BPA的PBS

缓冲溶液中[8~10]，进行反应。 

1.3.3  数据分析 

由于酪氨酸酶催化 BPA在电极表面发生氧化还原

反应，BPA 氧化脱 H 生成邻苯二醌，邻苯二醌经电化

学还原在电极表面生成相应的多元酚，基于以上机理，

电化学酪氨酸酶生物传感器可用于 BPA 的检测。此反

应过程中还原电流与 BPA 浓度呈正比关系，即：

bkCIp  （Ip 表示还原电流，C 表示 BPA浓度，k, b

为常数），根据还原电流的变化即可得到 BPA 浓度变

化，并建立电流及待测物浓度关系。 

2  结果与讨论 

2.1  石墨烯的表征 

  

a                       b 

图 1石墨烯的 TEM 图（a）和 SADE 图（b） 

Fig.1 (a) TEM image of graphene; (b): SAED image of graphene 

如图 1a 所示，石墨烯的表面呈平整、光滑，透明

的薄片状，呈轻纱状结构，且局部出现褶皱、叠加等

现象，这是因为氧化石墨烯在还原的过程中，使得其

含氧官能团减少，导致石墨烯层与层之间由于范德华

力的作用而容易团聚，片层间有所重叠，但是由于该

还原法制备石墨烯期间超声波的使用，使得石墨烯片

app:ds:graphene%20oxide
app:ds:graphene%20oxide
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相互分离，堆积程度明显减弱，石墨烯片层较少，即

为薄层石墨烯。图 1b所示选区电子衍射(SAED)图谱表

明六元晶体结构即为石墨烯标准结构，同时表明该化

学还原法成功制备所需石墨烯。 

2.2  GR-Tyr-CS/GCE的循环伏安特性 

 
图 2 在工作电势为 0.6 V条件下，a：CS/GCE；b：Bare GCE；c：

GR-CS/GCE；d：GR-Tyr-CS/GCE在 0.5 mol/L K3Fe(CN)6中的循

环伏安图 

Fig.2 Cyclic voltammograms of GR-Tyr-CS/GCE, GR-CS/GCE, 

Bare GCE in 0.5 mol L-1 K3Fe(CN)6 (0.1 M KCl) at a potential of 

0.6 V 

如图 2 所示，b 为裸电极在 0.5 M K3Fe(CN)6溶液

中的伏安曲线图，表明裸电极打磨至本身内阻最佳值。

曲线 a 为壳聚糖所修饰的电极（CS/GCE），由于壳聚

糖作为有机物大分子阻碍了电子转移，导致电极表面

阻值增加，进而使 CS/GCE在 K3Fe(CN)6溶液中的氧化

还原能力减弱，同时也说明被修饰电极修饰成功。曲

线 c 为 GR-CS/GCE 的循环伏安曲线图，GR-CS/GCE

所表现的氧化还原电流较 CS/GCE 曲线所示的氧化还

原电流明显增涨较大，是由于石墨烯具有良好的导电

性及较大的表面积，扩大了载电量的同时也加快了电

极表面电子的转移，使得 GR-CS/GCE电极表现出优异

的电化学特征。曲线 d 的氧化还原电流较曲线 c 较弱，

但是大于曲线 b，是由于酪氨酸酶的加入，导致电极表

面阻抗增加，电荷转移速度相对减弱同时表明

GR-Tyr-CS/GCE电极修饰成功。 

2.3  温度对 GR-Tyr-CS/GCE的影响 

由于温度对酶活性有较大影响，因此本实验考察

将 GR-Tyr-CS/GCE电极浸入不同温度含相同浓度 BPA

的 0.1 mol/L的 PBS 缓冲溶液中，如图 2 所示，随着温

度升高，GR-Tyr-CS/GCE 所对应的电流响应值越大。

直至 30 ℃时，电流相应值达到最大，由于 30 ℃最接

近酪氨酸酶(Tyr)的最适温度，所以电流响应值达到最

大值；随着温度进一步升高，电解液的温度越来越远

离酪氨酸酶(Tyr)的最适温度，所以电流响应值逐步减

小。因此本实验选用电解液的温度为30 ℃。 

 
图 3 温度对 GR-Tyr-CS/GCE 的影响 

Fig.3 Effect of temperature on the performance of 

GR-Tyr-CS/GCE 

2.4  pH对 GR-Tyr-CS/GCE的影响 

将 GR-Tyr-CS/GCE 电极浸入不同 pH 含相同浓度

BPA的 0.1 mol/L的 PBS 缓冲溶液中，由图 4 可知，电

解液的 pH 对基于 GR-Tyr-CS/GCE 的生物传感器影响

非常显著，当电解液 pH7.0 时，GR-Tyr-CS/GCE 电极

所对应的电流响应值最大，因为酪氨酸酶的活性受 pH

影响较大，另外，BPA在电极表面发生氧化还原反应，

氧化脱 H 生成邻苯二醌，邻苯二醌在低电位作用下还

原生成邻苯二酚，此反应过程中 BPA 先脱氢后得氢，

因此，pH7.0 所得到的电流响应值最大。当电解液

pH>7.0 时，阻碍了 BPA还原反应的进程，从而降低了

氧化还原速率，导致响应电流逐步减小，因此，选用

pH7.0 作为本次实验电解液的最适 pH。 

 
图 4 pH 对 GR-Tyr-CS/GCE 的影响 

Fig.4 Effect of pH on the performance of GR-Tyr-CS/GCE 

2.5  GR-Tyr-CS/GCE对 BPA的响应曲线 

图 5 为 Bare GCE, GR-CS/GCE, GR-Tyr-CS/GCE

在 0.1 mol/L PBS 缓冲溶液（含 BPA）中的循环伏安图。

由曲线 a 可知裸电极在含 BPA的 0.1 mol/L PBS 缓冲溶

液无氧化还原峰电流的产生，表明裸电极对 BPA 几乎
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为检测能力；曲线 b 表明 GR-CS/GCE电极教裸电极还

原电流峰值有明显增加，是由于石墨烯的引入导致电

极表面在电荷的增加及电子迁移速度的加快导致有明

显的还原电流的产生；曲线 c 表明 GR-Tyr-CS/GCE 电

极较 GR-CS/GCE电极所产生的还原电流显著增加，还

原峰电流也有较大增长，表明酪氨酸酶催化活性导致

BPA 在电极表面氧化还原能力加强，电极表面电荷量

增加，表现在伏安特性曲线上则是还原电流显著增大，

同时表明GR-Tyr-CS/GCE电极在BPA的检测上显示出

优越的电化学特性，因此，本实验将 GR-Tyr-CS/GCE

电极作为以下研究的测试电极。 

 
图 5 a：Bare GCE；b： GR-CS/GCE；c： GR-Tyr-CS/GCE 在

0.1 M PBS(含 BPA)的循环伏安电流响应曲线 

Fig.5 Cyclic voltammograms of plain GCE (curve a), 

GR-CS/GCE (curve b), GR-Tyr-CS/GCE (curve c), in 0.1 M 

phosphate buffered saline (pH 7) at a scan rate of 0.1 V/s 

2.6  生物传感器的重现性、稳定性 

为了考察本方法制备的酪氨酸酶生物传感器的重

现性，本文设计了如下检验方法，检测电位为 0.6 V，

GR-Tyr-CS/GCE 电极平行测定 10 次 1.5 mol/L BPA

缓冲溶液，其响应电流的相对标准偏差为 6.7%，该实

验表明本方法制备的酪氨酸酶生物传感器具有较好的

重现性。 

为了进一步考察酪氨酸酶生物传感器的稳定性，

将 GR-Tyr-CS/GCE电极在4 ℃条件下保存于 pH7.0 的

PBS 缓冲溶液中，在检测电位为 0.6 V的条件下，考察

该电极的电化学性能，连续 2 周对含 1.5 mol/L BPA

的缓冲溶液进行检测，在第一周内，该电极所得到的

响应电流值几乎无变化，而两周后，该电极所检测到

的响应电流较初始值减小了 18.7% ，即两周后

GR-Tyr-CS/GCE 电极仍旧保持 81.3%的活性，表明该

传感器有极好的稳定性。 

2.7  BPA在GR-Tyr-CS/GCE上的电流响应分析 

 

图 6 电极在 0.1 mol/L PBS 缓冲溶液(pH7.0)中，连续加入 0.1 

mmol/L 20 L，1 mmol/L 8 L，0.1 mmol/L 10 L双酚 A的电

流－时间响应曲线和校正曲线 

Fig.6 Chronoamperometric curve of the electrodes with 

subsequent addition of 20 L of 0.1 mmol/L, 8 L of 1 mmol/L, 

10 L of 0.1 mmol/L BPA in 0.1 mol/L PBS (pH 7.0) and the 

calibration curve 

如图 6 所示，在优化的条件下，不断增加 BPA 的

浓度，GR-Tyr-CS/GCE 电极的电流信号强度变化。电

流信号强度与 BPA浓度呈线性关系，BPA的浓度线性

范围为 7.5×10-8~2.5×10-6 mol/L，其线性方程为：

244.1-C097.0-Ip  ，相关系数 R2=0.996,检测限为：

2.18×10-8 mol/L(信噪比 S/N=3)。表 1 所示为本方法与

文献报道的方法相比较，从表 1 可以看出基于薄层石

墨烯的电化学酶生物传感器检测优于其他方法检测，

其检测限低，仪器简单，分析速度快。这表明

GR-Tyr-CS/GCE 电极可以显著的富集和检测环境中痕

量的 BPA。 

 

表 1 基于薄层石墨烯传感器与其他方法比较 

Table 1 Comparison of the proposed method with other reported methods of BPA 

检测方法 检测限/(mol/L) 线性范围/(mol/L) 文献号 

HPLC 2.63×10-10 4.50×10-10~2.25×10-7 江明等[3] 

nanographene biosensor 3.30×10-8 1.00×10-7~2.00×10-6 Wu L 等[11] 

acetylene black paste biosensor 

caibon 
6.00×10-8 8.00×10-8~1.00×10-5 Deng P 等[12] 

nanotubes biosensors 5.00×10-9 1.00×10-8~4.08×10-7 Li Y 等[13] 

本文方法 2.18×10-8 7.50×10-8~2.50×10-6 
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2.8  抗干扰实验分析 

由于碳酸二苯酯与 BPA是合成聚碳酸酯（PC）的

前体物质，在 BPA 样品提取的同时，会有一定量的碳

酸二苯酯溶出，因此，将一系列浓度的碳酸二苯酯添

加到 1.5 mol/L的 BPA溶液中，实验结果表明，BPA

与碳酸二苯酯共存的环境中，不影响 GR-Tyr-CS/GCE

电极对 BPA 检测，无明显干扰信号。此外，向含 1.5 

mol/L BPA的 PBS 缓冲溶液中添加高于 BPA浓度 20

倍的硝酸钾，柠檬酸钠，草酸钠，尿素，醋酸乙酯，

碳酸二乙酯，正己烷，苯仍没有产生任何干扰信号。

上述实验表明该生物传感器良好的选择性归因于酪氨

酸酶对双酚 A的生物催化特异性。 

2.9  加标回收实验分析 

针对 GR-Tyr-CS/GCE 传感器的的实际应用性能

分析，本实验设计了对一次性塑料杯及有涂层牛奶盒

的双酚 A提取液进行了加标回收率的测定。实验结果

见表 1。由表中数据可知该传感器对待测样品样品的

加标回收率在 97.3%~106.1%之间。 

表 2 双酚 A 的加标回收率实验 

Table 2 Determination results of recovery  

试样 
加标浓度 

/(μg/g) 

测定浓度 

/(μg/g) 
回收率 

/% 

塑料杯 

3 2.97 99 

7 7.43 106.1 

10 10.37 103.7 

牛奶盒 

3 3.13 104.3 

7 6.89 98.4 

10 9.73 97.3 

3  结论 

本研究利用化学还原法制备了薄层石墨烯，构建

了一种基于石墨烯的新型电化学酶传感器。由于石墨

烯巨大的表面积、较好的生物相容性、高效电子传输

性等，不仅可促进Tyr 的固载，还可以实现电极表面的

直接电子传输，提高了 BPA 的检测限和线性范围。本

研究制得的电化学酶传感器痕量检测 BPA 具有良好的

重现性和稳定性，线性范围较宽，检测限低等众多优

势。这项工作在电化学酶生物传感器痕量检测 BPA 领

域具有不可取代的地位。 
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