
现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2018, Vol.34, No.2 

 

基于聚吡咯/石墨烯的甘油酶电极的构建及性能研究 
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摘要：本文以循环伏安法在玻碳电极表面制备了聚吡咯（PPy）膜，以水热还原法制备了三维石墨烯（GN），并以此构建了甘油

酶电极。所构建的甘油酶电极以甘油激酶（GK）和甘油三磷酸氧化酶（GPO）为催化剂，以三维石墨烯（GN）为载体，以聚吡咯（PPy）

为介体，以 Nafion 溶液作为粘结剂。该甘油酶电极可以在酶、介体及电极表面提供良好的电子转移。论文探究了吡咯的聚合条件，

并采用扫描电子显微镜及电化学方法对其进行了表征；对该酶电极的修饰材料、工作条件等进行了优化，采用电化学方法对其性能进

行了评价。结果表明，聚吡咯的聚合圈数为 8 时其导电性能最优，所述的基于聚吡咯/石墨烯的甘油酶电极在 pH 为 7.0，浓度为 0.2 

mmol/L 的磷酸缓冲溶液对甘油有着较高的电流响应，其催化电流达 46.2 μA，电流密度达 677.6 μA/cm2。 
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Abstract: Polypyrrole film (PPy) was prepared by cyclic voltammetry on the surface of glassy carbon electrode and three-dimensional 

graphene (GN) was prepared by hydrothermal reduction method in this study. A novel enzyme-based electrode was explored for the oxidization 

of glycerol through using glycerol kinase (GK) and glycerol triphosphate oxidase (GPO) as catalysts, three-dimensional graphene (GN) as the 

carrier, polypyrrole (PPy) as the mediator, and the Nafion solution as the binder. The glycerol enzyme-based electrode could provide good 

electrical transfer among the enzyme, mediator and the electrode surface. In this paper, the polymerization condition of pyrrole was investigated 

by scanning electron microscope and electrochemical methods. The modified materials and working conditions of the enzyme electrode were 

optimized and their properties were evaluated by electrochemical method. The results showed that the performance of modified electrode was 

optimal when polymerization cycle was 8, and the enzyme-based electrode conducted a good catalytic performance with a strong response for 

glycerol oxidization in 0.2 mmol/L phosphate buffer solution (PBS) at pH 7.0,. The peak catalytic current reached 46.2 μA and the current 

density reached 677.6 μA/cm2. 
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甘油作为重要的工业原料，在汽车、制药、食品、

纺织和农业等领域有着广泛应用。作为生物柴油工业

生产中主要副产物[1,2]，它无毒，不易燃，不挥发，具 
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有高能量密度，可以在高浓度下使用[3]，是一种丰富

的有吸引力的理想燃料源。 
甘油的催化氧化是一个复杂的反应体系，包括多

个平行和串联反应，可以生成甘油醛和甘油酸等多种

产物[4]。通常的甘油催化氧化技术耗时昂贵且复杂繁

琐，并且缺乏足够的特异性。已有大量文献报道 Pt、
Pd 和 Au 纳米颗粒作为电催化剂在助剂的作用下可以

选择性催化氧化甘油[3,5~7]，但催化剂/产物分离过程复

杂，贵金属催化剂重复使用困难，在各种替代技术中，

酶由于其具有专一性、高选择性和高效率，表现出了

极大的应用前景[8]。 
很多研究团队用酶作为催化进行了甘油的催化氧
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化研究，Minteer[2,9~11]报道了在聚合物基底上使用多壁

碳纳米管和其修饰的金纳米颗粒作为酶电极的修饰材

料，制备 PQQ 固定的乙醇脱氢酶和乙醛脱氢酶修饰

电极，在其上进行多步氧化过程以将甘油氧化成丙酮

二酸，电流密度高达 16.8±2.1 μA/cm2；Fernando[12]通

过采用无机硫化铁单分子线修饰的金电极支撑

NAD+-甘油脱氢酶辅酶配合物，制备了甘油氧化生物

传感器，其甘油选择性氧化集中在生物转化上，用甘

油脱氢酶催化产生 1,3-二羟基丙酮[13,14]；Michelle[15]

开发了基于甘油激酶和甘油三磷酸氧化酶的电化学方

法，通过铂微电极测定生物柴油样品中的游离甘油。 
对于酶催化剂，酶的活性位点到电极表面的电子

转移的机制通常被分类为直接电子转移（DET）和间

接电子转移（MET）。而在各种氧化还原酶中少于 10%
被证明可以通过 DET 机制进行电子转移[16]，大多数

氧化研究依赖于外源氧化还原电对（可溶性氧化还原

物质，还原性初级代谢物或外膜氧化还原蛋白），促进

电子从酶活性位点转移，提高整体生物电化学效率。

由于聚吡咯良好的环境稳定性，离子交换性能和高导

电性，其纳米复合材料被广泛应用于超级电容器，气

体检测机理和吸附剂[17~19]，如聚吡咯及其改性物质如

石墨烯-聚吡咯纳米复合材料被认为是从废水中去除

ClO4
-的有效吸附剂[20]。基于聚吡咯-石墨烯的纳米复

合材料在酶修饰电极的制备中也可以预期去的很好的

效果。 
本论文研究了一种用于甘油催化氧化的新型酶电

极。所构建的甘油酶电极以甘油激酶和甘油三磷酸氧

化酶为催化剂，以三维石墨烯为载体，以聚吡咯为介

体，同时采用 Nafion 溶液作为粘结剂，固定的修饰层

在酶、介体及电极表面提供良好的电子转移。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

石墨粉（99.0%，天津市大茂化学试剂厂），甘油

（99.0%，天津市富宇精细化工有限公司），甘油激酶

（25~75 U/mg，Sigma），甘油三磷酸氧化酶（≥70 
U/mg，Sigma），吡咯（99.0%，Adamas-beta），Nafion
（5 wt%，Dupont D-520，昆山桑莱特新能源科技有限

公司），铁氰化钾（99.9%，天津市大茂化学试剂厂）。

其他常规试剂均来自广州化学试剂厂，均为分析纯，

实验用水为去离子水。 

1.2  仪器与设备 

场发射扫描电子显微镜（Zeiss Merlin，德国）；

冷冻干燥机（ALPHA1-4LD plus，德国 CHRIST）；电

化学工作站（CHI660E，上海辰华仪器有限公司）；旋

转蒸发器（RE-2000A，上海亚荣生化仪器厂）；集热

式恒温加热磁力搅拌器（DF-101S，巩义市予华仪器

有限责任公司）；电热鼓风干燥箱（DHG-9076A，上

海一恒科学仪器有限公司）；数控超声波清洗器

（KQ-300VDB，昆山市超声仪器有限公司）；真空干

燥箱（DZF-6050，上海秣马恒温设备厂）；酸度测定

仪（pH 400，Alalis）。 

1.3  实验方法 

1.3.1  三维石墨烯的制备 
采用改进的 Hurnmers 方法制备氧化石墨[21]，取

100 mg 氧化石墨于烧杯中，加入 50 mL 去离子水后超

声剥离 2 h，之后取分散液移到高压反应釜中，在

180 ℃条件下水热还原 16 h 后取出，冷冻干燥 24 h。 
1.3.2  吡咯的聚合 

将工作电极的表面依次用直径为 0.3 μm 和 0.05 
μm 的 Al2O3粉末抛光成镜面，再用水冲洗；然后依次

在无水乙醇和水中超声清洗 1 min，取出用水洗净，

晾干。将吡咯单体（经 70 ℃旋转蒸发预处理 2 h）配

制成为0.1 mol/L的吡咯溶液（含0.1 mol/L的LiClO4）；

采用循环伏安法（聚合电位：-1.0~1.0 V，扫速：50 
mV/s）在 10 mL 吡咯溶液中电化学聚合不同时间，即

可在电极表面得到不同厚度的聚吡咯膜，在室温下晾

干，得到聚吡咯膜修饰的电极。 
1.3.3  酶电极的制备 

 
图1 聚吡咯酶修饰电极反应过程示意图 

Fig.1 The schematic diagram of the fabrication of the 

PPy-modified enzymatic electrode 

将三维石墨烯溶液超声 2 h 后得到浓度为 1 
mg/mL 分散液，采用 0.1 mol/L NaOH 溶液将 5 wt% 
Nafion 溶液调节 pH 至 7.0，将甘油激酶和甘油 3-磷酸

氧化酶分别配制成浓度为 30 mg/mL 的水溶液，将四

种溶液以 1:1:1:1 体积比混合得到混合溶液，取 6.7 μL
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混合溶液滴于有聚吡咯膜的电极表面，在室温下晾干，

得到催化甘油的酶电极。所述酶电极的修饰过程如图

1 所示。 
1.3.4  电化学测试 

电化学测试采用经典三电极体系，工作电极为在

玻碳电极基底上制备的酶修饰电极，对电极为铂片电

极，参比电极为银/氯化银电极。在含有 0.2 mol/L KCl
的 5 mmol/L K3Fe(CN)6溶液中进行不同聚合圈数制备

的聚吡咯膜性能测试，采用循环伏安法在 0~0.5 V 范

围内测试。将所得基于催化甘油的酶电极在室温下进

行电化学性能测试，均在 10 mL 磷酸缓冲溶液（0.2 
mol/L、pH 7.0）中进行，测试之前通 N2，测试过程中

采用循环伏安法，其中空白对照未滴加甘油，测试稳

定后滴加 100 μL 甘油。  
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2  结果与讨论 

2.1  聚吡咯的制备及表征 

  
图2 不同聚合圈数的聚吡咯的SEM 

Fig.2 SEM images of PPy films of different cycles 

注：(a)2 圈；(b)4 圈；(c)8 圈；(d)16 圈。 

通过在电极上生长不同数量的吡咯聚合物，制备

具有不同膜厚度的电极。采用扫描电子显微镜对所制

备的 PPy 修饰电极的微观结构和形貌进行了研究，其

扫描电子显微镜图如图 2 所示，结果表明，吡咯明显

在电极表面聚合，显示出西兰花状结构，并随着聚合

圈数从 2 圈增加到 16 圈，其膜厚度增加，当聚合圈数

为 16 时其尺寸大于 1 μm。 

将不同修饰电极（GCE/PPy/PPy-GN-GK-GPO 电

极）在含有 0.2 mol/L KCl 的 5 mmol/L K3Fe(CN)6溶液

中进行循环伏安测试（扫描电位 0~0.5 V，扫描速度

50 mV/s），其循环伏安图如图 3 所示，结果表明，在

裸电极和修饰电极上都可以明显观察到 Fe2+/Fe3+的一

对可逆的氧化还原峰。裸电极的峰值电流（42.97 μA）

与酶修饰电极的峰值电流（196.7 μA）相比 低，而

PPy 修饰电极的峰值电流较高，达到 204.5 μA，这可

能是由于酶的绝缘蛋白层阻碍了电子转移。同时从图

3 可知，随着聚吡咯薄膜的增加，电流稳定增加，并

且与同时添加酶和石墨烯表现出相似的行为，则聚吡

咯膜可能形成用于酶固定的致密结构，并同时作为电

子转移的桥梁有助于电子转移。上述结果证实催化甘

油的酶电极已成功制备。 

 

 

 
图3 不同电极在铁氰化钾溶液中的循环伏安图 

Fig.3 The CVs of different electrodes in ferricyanide solution 

注：（a）聚吡咯修饰电极；（b）聚吡咯-酶修饰电极；（c）

裸电极、聚吡咯修饰电极、聚吡咯-酶修饰电极。 

2.2  酶浓度对催化电流的影响 

实验研究了不同酶浓度对催化电流的影响，当

GK 和 GPO 的浓度为 30 mg/mL 时，催化电流为 49.54 
μA，当浓度达到 60 mg/mL 时，催化电流下降到 42.73 
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μA，说明酶浓度的增加使得酶层变厚，可能降低电极

的灵敏度，限制了电极表面介体与电子的传输与转移。 
酶电极通过 GN 和 GK/GPO 形成稳定的键，因此

可以利用复合材料来提高甘油检测的灵敏度和选择

性。在进一步研究中，GK和GPO的浓度为 30 mg/mL，
且 GK 和 GPO 的比例固定为 1:1。 
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2.3  主要实验条件的优化 

 
图4 PPy-GN-GK-GPO修饰电极在不同pH 的 0.2 mol/L磷酸缓

冲溶液中的电流响应（甘油添加量为0.99 mmol/L） 

Fig.4 Amperometric response of the PPy-GN-GK-GPO 

modified electrode containing 0.99 mmol/L glycerol in0.2 mol/L 

PBS of different pHs 

pH 的变化不仅影响酶的活性，而且可能改变酶修

饰电极表面的电荷性质。不同 pH 对 PPy-GN-GK-GPO
电极性能的影响（甘油添加量为 0.99 mmol/L）如图 4
所示，催化电流峰值在 pH 为 7.0 是 大的，与应用于

甘油三酸酯测定的多酶类型生物传感器中的结果一致
[22]，表明酶在该 pH 下更具活性，固定化的 GK/GPO
保持其天然结构并且不变性。同时由图 4 可知，催化

电流在弱酸性溶液（pH 5.0 和 pH 6.0）中略有下降，

而在弱碱性 pH（pH 8.0 和 pH 9.0）下急剧下降，这可

能是由于酶从电极表面的失活或浸出引起。在甘油氧

化的相关研究中，Mahadevan[12]报道在 Tris 缓冲液中

的 佳 pH 为 10，Pundir[23]报道在 0.1 mol/L PBS 中的

佳 pH 为 6.5。pH 的差异会影响各种聚合物和固定

物质的相互作用，同时在酶活性位置的环境中的变化

可能导致酶和固定物质之间的不同相互作用。 

2.4  修饰电极的电化学性能 

通过循环伏安法以不同扫速对 PPy-GN-GK-GPO
电极进行了电化学测试，结果如图 5 所示，其中甘油

添加量为 1.95 mmol/L。由图 5 可知，在约-0.6 V 至-0.4 
V 的范围内出现了可逆的氧化还原对，这归结于固定

在电极上的聚吡咯的稳定的氧化还原反应。同时，随

着扫描速率从 50 mV/s 增加到 300 mV/s，氧化还原电

流和电位差都增加，氧化峰/还原峰电位逐渐转移到正

/负电位，并且峰电流的数值与扫描速率的平方根成线

性相关。这表明该复合修饰电极的氧化还原过程是准

可逆的，且该反应过程主要为扩散控制而不是表面电

化学过程控制。 

 
图5 （a）PPy-GN-GK-GPO修饰电极在不同扫速下的循环伏安图

（甘油添加量为1.95 mmol/L）；（b）电流与扫速的平方根之间

的线性关系图 

Fig.5 (a) The CVs of PPy-GN-GK-GPO modified electrode at 

different scan rates in 0.2 mol/L PBS containing 1.95 mmol/L 

glycerol; (b) The linear equations between peak current and the 

square root of scan rate 

2.5  修饰电极的电催化性能 

 
图6 PPy-GN-GK-GPO修饰电极在0.2 mol/L磷酸缓冲溶液中对

甘油的电流响应图 

Fig.6 The CVs of PPy-GN-GK-GPO modified electrode in 0.2 

mol/L PBS with/without glycerol 
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修饰电极在磷酸缓冲溶液中的电催化性能如图 6
所示，其中曲线分别为未添加甘油、甘油添加量为 0.99 
mmol/L、甘油添加量为 1.95 mmol/L。PPy-GN- 
GK-GPO 修饰电极显示出准可逆行为，且随着甘油浓

度的增加，氧化电流增加，还原电流减低，揭示了

PPy-GN-GK-GPO 电极对甘油的强响应，说明实现了

甘油的催化氧化。且氧化峰催化电流达到 46.2 μA，电

流密度达到 677.6 μA/cm2。根据上述结果，本实验建

立了对甘油的高响应系统。 

2.6  修饰电极的稳定性 

 
图7 PPy-GN-GK-GPO修饰电极的连续响应测试图 

Fig.7 Amperometric response of the PPy-GN-GK-GPO 

modified electrode with continuous tests 

将甘油添加量固定为 1.95 mmol/L，对制备的酶修饰电

极进行连续的响应测试来评估 PPy-GN-GK-GPO 电极

的长期稳定性，实验结果如图 7 所示。结果表明，在

50 次循环后，其电流响应为原始反应的 82.3%，表明

该修饰电极电极表面的催化剂层结构稳定，无明显形

态变化，具良好的长期连续稳定性。 

3  结论 

本论文研究了一种新型的用于甘油催化氧化的酶

电极，以甘油激酶和甘油三磷酸氧化酶为催化剂，采

用循环伏安法将聚吡咯薄膜固定在电极表面，将

Nafion、酶与石墨烯混合并固定于电极表面。所述的

基于聚吡咯/石墨烯的甘油酶电极在 pH 为 7.0，浓度为

0.2 mol/L 的磷酸缓冲溶液对甘油有着较高的电流响

应，其催化电流达 46.2 μA，电流密度达 677.6 μA/cm2。 
本文结合聚吡咯和石墨烯的独特性质，提高了修

饰电极的导电性，并增强了电极表面与分析物之间的

电子转移，从而实现了甘油的催化氧化，该修饰电极

在电化学催化和生物传感中有极大的应用前景。 
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