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基于氧化石墨烯-金纳米-葡萄糖氧化酶的
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摘要  基于化学交联法和静电吸附法，制备了一种基于氧化石墨烯（GO）-金纳米颗粒（AuNPs）-葡萄糖氧化酶（GOD）的

新型比色葡萄糖生物传感器。GOD 会催化葡萄糖氧化生成 H2O2，生成的 H2O2进一步诱导 GO-AuNPs 局部表面等离子

体共振（LSPR）带的变化，从而实现葡萄糖的检测。GO 改善了复合颗粒的稳定性，降低了金属颗粒的生物毒性，还改善

了传感器的响应。通过透射电子显微镜（TEM），拉曼光谱和紫外可见分光光度计分别对复合颗粒的微观结构和光学性

质进行了表征，并系统地研究了传感器的最佳检测条件，使开发的比色传感器对葡萄糖质量浓度具有高灵敏度和高选择

性，并实测到传感器的灵敏度为 14 nm/（mg/mL），范围为 0~1. 6 mg/mL，可用于实际检测。这项工作结合了 GO 和

AuNPs的优势，显示了在葡萄糖检测领域简单，稳定和具有成本效益的应用前景。
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A Novel Colorimetric Glucose Biosensor Based on Graphene Oxide-Gold 
Nanoparticles-Glucose Oxidase Composites
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Abstract A novel colorimetric glucose biosensor based on graphene oxide (GO) -gold nanoparticles (AuNPs) -glucose 
oxidase (GOD) is fabricated using chemical cross-linking and electrostatic methods.  GOD catalyzes the glucose oxidation 
to produce H2O2, which in turn shifts the local surface plasmon resonance (LSPR) band of GO-AuNPs to achieve glucose 
detection.  GO improves the stability of composite particles, reduces metal particle biotoxicity, and enhances sensor 
response.  The microstructure and optical properties of the composite particles are characterized using transmission electron 
microscope (TEM), Raman spectroscopy, and UV-Vis spectrophotometer.  The optimal detection conditions of the sensor 
are systematically investigated, and the sensor exhibited high sensitivity and selectivity for tested glucose mass 
concentrations.  The sensitivity of the sensor is 14 nm/(mg/mL) in the range of 0 ‒ 1. 6 mg/mL, which suggests that this 
sensor can be used for glucose detection in clinical settings.  Our sensor combines the advantages of GO and AuNPs, and 
holds potential for simple, stable, and cost-effective use for glucose detection.
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1　引 言

人体的生理健康状况可以直接由血糖含量水平反

映出来，因此密切监测人体血糖水平非常重要［1-3］。目

前，葡萄糖传感器主要基于电化学传感器或元素标记

方法［4］，但是这些方法通常需要复杂的制备步骤，而在

实际应用中因高成本和对电磁干扰的易感性受到高度

限制。与之相比，比色法因高灵敏度和快速响应而备

受关注，这为检测生物参数提供了一个新的思路［5-6］。

金纳米颗粒（AuNPs）由于其极高的消光系数而
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成为构建比色传感器的理想选择。此外，AuNPs 在分

散状态下的局部表面等离子体共振（LSPR）特性使其

对环境的微小变化非常敏感，这使得其在传感方向逐

渐得以应用［7-9］。然而 AuNPs 的稳定性仍然是一个问

题，为了增强稳定性并提高灵敏度，研究人员已经提出

了复合纳米颗粒结构。其中，Au-Pt 纳米结构［10］，Au-

Pd 纳米结构［11］，Cu-Ag/rGO 纳米结构［12］，以及双 Au
纳米颗粒［13］对过氧化氢表现出良好的响应，在葡萄糖

检测领域具有广阔的应用前景。然而，作为重金属纳

米粒子，其生物毒性和环境危害仍然不容忽视。氧化

石墨烯（GO）由于其优异的化学性质，绿色性和生物相

容性而被广泛研究［14-20］，并且已被用于检测商业消毒

剂（过氧化氢）［21］，血清（尿素）［22］，农业危害（甲基对硫

磷）［23］，食物，饮料（氯霉素［24］、咖啡酸［25］、亚硝酸盐［26］、

葡萄糖［27-29］），在生物传感器领域具有广阔的应用

前景。

本文构建了一种基于 GO-AuNPs-葡萄糖氧化酶

（GO-AuNPs-GOD）的比色葡萄糖传感器。首先通过

静电相互作用将 AuNPs 封装在 GO 内来合成 GO-

AuNPs 复合颗粒，使 AuNPs 的聚集减少。此外，由于

GO 的特殊物理性质，可以增强复合物的 LSPR，这为

进一步提高传感器的灵敏度和降低其检测下限提供了

可能，然后采用化学交联法将葡萄糖氧化酶固定在复

合颗粒表面，合成了 GO-AuNPs-GOD 复合物，从而实

现葡萄糖质量浓度的检测。

2　材料和方法

2. 1　材料和仪器

柠檬酸钠（C6H5Na3O7），1-乙基 -3-（3-二甲基氨基

丙基）碳二亚胺（EDC），和 N-羟基琥珀酰亚胺（NHS）
购自阿拉丁。氯化金（III）三水合物（HAuCl4·3H2O），

磷酸氢二钠二水合物（Na2HPO4·2H2O），无水磷酸二

氢钠（NaH2PO4），氯化钠（NaCl），氯化钾（KCl），氯化

铜（CuCl2），氯化镁（MgCl2），硫酸钠（Na2SO4），抗坏血

酸，蔗糖，乳糖果糖，甘氨酸，丙氨酸和 L-半胱氨酸均

来自国药集团化学试剂北京有限公司。所有化学品均

为分析纯，使用的水均为超纯水。

2. 2　GO-AuNPs-GOD和传感器探针的制备

复合颗粒的合成主要分为 3 个步骤，如图 1 所示。

首 先 ，以 柠 檬 酸 钠 为 还 原 剂 ，采 用 还 原 法［30］合 成

AuNPs。不同尺寸的 AuNPs可以通过控制还原剂的量

来获得，向 50 mL 沸腾的质量分数为 0. 01% 的氯金酸

溶液中加入不同体积（0. 3，0. 5，0. 75，1，1. 75 mL）的柠

檬酸钠溶液（质量分数为 1%），制备了不同粒径的

AuNPs。随着反应的进行，溶液的颜色从浅黄色变为

黑色，最后变为暗红色，然后在继续反应 30 min 后停止

加热。将 AuNPs 冷却至室温，然后储存在 4 ℃下以供

使用。其次，通过静电相互作用将 AuNPs 封装在 GO
中制备 GO-AuNPs 复合颗粒。将合成的 AuNPs 溶液

与 GO 溶 液 按 不 同 比 例 混 合 并 搅 拌 2 h 得 到 GO-

AuNPs。GO 表面上的含氧基团会促进 GO 对 AuNPs
的封装［31］，得到 GO-AuNPs复合颗粒。最后，使用化学

交联方法制备对葡萄糖具有特异性响应的 GO-AuNPs-

GOD 复合物。将 GO-AuNPs复合颗粒与适量的 EDC/
NHS 溶液混合并在室温下搅拌 1 h。将 GOD 溶解在配

置有 Na2HPO4和 NaH2PO4的磷酸缓冲盐（PBS）缓冲液

中制备 GOD 溶液后，然后将功能化的 GO-AuNPs复合

颗粒分散在 GOD/PBS 溶液中 12 h。GO 表面的羟基

会被 EDC 和 NHS 氧化成羧基，与 GOD 的氨基共价结

合，从而将 GOD 固定在 GO-AuNPs 复合颗粒上，之后

用 PBS 洗涤 GO-AuNPs-GOD 复合物除去游离 GOD，

最后分散在 PBS缓冲液中。

图 1　GO-AuNPs-GOD 复合物的制备原理

Fig.  1　Preparation principle of GO-AuNPs-GOD complex

2. 3　通过生物传感器检测葡萄糖

GO-AuNPs-GOD 复合颗粒具有很强的 LSPR 效

应，因此在紫外可见分光光度计下会出现明显的消光

峰，溶液的颜色为红色。GOD 会催化葡萄糖和氧气

之间的反应产生过氧化氢，从而改变系统的折射率和

稳定性，如图 2 所示。AuNPs 之间发生表面等离子体

共振耦合，导致 GO-AuNPs-GOD 复合物从分散状态

逐渐变为聚集状态，溶液颜色也相应的从红色变为紫

色。此外，由于 GO 增强了其表面等离子体共振效

应，传感器的灵敏度得到了提高，因此可以通过紫外

可 见 吸 收 光 谱 的 变 化 来 检 测 不 同 含 量 的 葡 萄 糖

溶液。

2. 4　酶活性测定法

称量 14 mg 4-氨基安替比林（4-APP）和 14 mg 辣

根 过 氧 化 物 酶（HRP）并 加 入 到 80 mL PBS 溶 液

（0. 01 mol，pH=7）中，充分搅拌后滴加 4 mL 质量分

数为 3% 的苯酚溶液并充分混合，得到溶液 A，将其置

于 4 ℃下以供后续使用。将 100 mg 葡萄糖完全溶解在

100 mL 的 PBS 溶液（0. 1 mol，pH=7）中，得到溶液 B，

将其置于 4 °C 下使用。将 1. 5 mL 溶液 A 和溶液 B 在

比 色 皿 中 充 分 混 合 ，然 后 加 入 300 μL GO-AuNPs-

GOD 以测量波长为 510 nm 处吸光度的变化。葡萄糖

在 GOD 催化下与氧气相互作用，产生过氧化氢，4-

APP 和苯酚在 HRP 的催化作用下会与过氧化氢反应

生成红色的醌亚胺。醌亚胺在波长为 510 nm 处会表

现出较强的吸收峰，其峰值强度与过氧化氢的含量有

明显的相关性，过氧化氢的含量又与 GOD 的催化作用

密切相关。因此，可以将复合物在 510 nm 处的吸光度

随时间的变化作为酶活性的动力学曲线，并将曲线的

斜率作为酶活性的指标。

D-Glucose+H 2 O+O 2¾ ®¾¾GOD D-Glucose Acid+H 2 O 2， 
（1）

2H 2 O+C6 H 5 OH+4-APP¾ ®¾¾HRP Quinoneimine+4H 2 O。

（2）

3　结果和讨论

3. 1　复合颗粒的表征

使 用 紫 外 分 光 光 度 计 测 量 了 AuNPs 和 GO-

AuNPs 复合颗粒的吸收光谱，结果如图 3（a）所示，复

合颗粒在 525 nm 处具有特征吸收峰，这是 GO-AuNPs
复合颗粒的 LSPR 效应引起的。可以证明 GO 的引入

并没有破坏 AuNPs 的紫外可见的吸收性能。复合颗

粒吸收峰的半峰宽度小于单独的 AuNPs，表明 GO 的

引入增加了其 LSPR 现象的稳定性［32］。此外，从紫外

光谱中还可以明显看出，吸光度光谱变窄并且不会出

现其他杂峰。利用透射电子显微镜（TEM）对复合颗

粒的形貌和尺寸进行了表征，结果如图 3（b）、图 3（c）
所示。通过 GO 将 AuNPs 封装成粒径约为 37 nm 的复

合颗粒，这有助于金纳米颗粒保持分散，从而防止形成

大纳米颗粒。

图 2　比色法检测葡萄糖溶液的原理

Fig.  2　Principle of the colorimetric method for glucose 
solution detection

图 3　GO-AuNPs复合纳米颗粒的表征。（a）紫外吸收光谱图；（b）（c）透射电镜图像

Fig.  3　Characterization of GO-AuNPs composite nanoparticles.  (a) UV absorption spectra; (b)(c) TEM image
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2. 3　通过生物传感器检测葡萄糖

GO-AuNPs-GOD 复合颗粒具有很强的 LSPR 效

应，因此在紫外可见分光光度计下会出现明显的消光

峰，溶液的颜色为红色。GOD 会催化葡萄糖和氧气

之间的反应产生过氧化氢，从而改变系统的折射率和

稳定性，如图 2 所示。AuNPs 之间发生表面等离子体

共振耦合，导致 GO-AuNPs-GOD 复合物从分散状态

逐渐变为聚集状态，溶液颜色也相应的从红色变为紫

色。此外，由于 GO 增强了其表面等离子体共振效

应，传感器的灵敏度得到了提高，因此可以通过紫外

可 见 吸 收 光 谱 的 变 化 来 检 测 不 同 含 量 的 葡 萄 糖

溶液。

2. 4　酶活性测定法

称量 14 mg 4-氨基安替比林（4-APP）和 14 mg 辣

根 过 氧 化 物 酶（HRP）并 加 入 到 80 mL PBS 溶 液

（0. 01 mol，pH=7）中，充分搅拌后滴加 4 mL 质量分

数为 3% 的苯酚溶液并充分混合，得到溶液 A，将其置

于 4 ℃下以供后续使用。将 100 mg 葡萄糖完全溶解在

100 mL 的 PBS 溶液（0. 1 mol，pH=7）中，得到溶液 B，

将其置于 4 °C 下使用。将 1. 5 mL 溶液 A 和溶液 B 在

比 色 皿 中 充 分 混 合 ，然 后 加 入 300 μL GO-AuNPs-

GOD 以测量波长为 510 nm 处吸光度的变化。葡萄糖

在 GOD 催化下与氧气相互作用，产生过氧化氢，4-

APP 和苯酚在 HRP 的催化作用下会与过氧化氢反应

生成红色的醌亚胺。醌亚胺在波长为 510 nm 处会表

现出较强的吸收峰，其峰值强度与过氧化氢的含量有

明显的相关性，过氧化氢的含量又与 GOD 的催化作用

密切相关。因此，可以将复合物在 510 nm 处的吸光度

随时间的变化作为酶活性的动力学曲线，并将曲线的

斜率作为酶活性的指标。

D-Glucose+H 2 O+O 2¾ ®¾¾GOD D-Glucose Acid+H 2 O 2， 
（1）

2H 2 O+C6 H 5 OH+4-APP¾ ®¾¾HRP Quinoneimine+4H 2 O。

（2）

3　结果和讨论

3. 1　复合颗粒的表征

使 用 紫 外 分 光 光 度 计 测 量 了 AuNPs 和 GO-

AuNPs 复合颗粒的吸收光谱，结果如图 3（a）所示，复

合颗粒在 525 nm 处具有特征吸收峰，这是 GO-AuNPs
复合颗粒的 LSPR 效应引起的。可以证明 GO 的引入

并没有破坏 AuNPs 的紫外可见的吸收性能。复合颗

粒吸收峰的半峰宽度小于单独的 AuNPs，表明 GO 的

引入增加了其 LSPR 现象的稳定性［32］。此外，从紫外

光谱中还可以明显看出，吸光度光谱变窄并且不会出

现其他杂峰。利用透射电子显微镜（TEM）对复合颗

粒的形貌和尺寸进行了表征，结果如图 3（b）、图 3（c）
所示。通过 GO 将 AuNPs 封装成粒径约为 37 nm 的复

合颗粒，这有助于金纳米颗粒保持分散，从而防止形成

大纳米颗粒。

图 2　比色法检测葡萄糖溶液的原理

Fig.  2　Principle of the colorimetric method for glucose 
solution detection

图 3　GO-AuNPs复合纳米颗粒的表征。（a）紫外吸收光谱图；（b）（c）透射电镜图像

Fig.  3　Characterization of GO-AuNPs composite nanoparticles.  (a) UV absorption spectra; (b)(c) TEM image
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3. 2　细胞毒性试验

低细胞毒性和生物相容性是生物传感器中敏感材

料的重要特性之一。为了研究 GO-AuNPs 复合颗粒

在体内的生物相容性，采用 CCK-8 法进行细胞毒性试

验。将细胞分别在纯 AuNPs、GO 和不同比例的 GO-

AuNPs 复合颗粒中培养 24 h 和 48 h。由图 4 可知，所

有材料的细胞存活率均在 85% 以上，从而可以判断复

合颗粒对细胞表现出明显的低毒性。这证实了 GO-

AuNPs 复合颗粒具有非常低的生物毒性和良好的生

物相容性，在生物传感器、细胞成像和细胞检测等领域

具有良好的应用前景。

3. 3　GO-AuNPs-GOD的表征

为了确定 GOD 是否固定在了 GO-AuNPs 复合颗

粒上，使用紫外可见吸收光谱和拉曼光谱对复合物进

行了表征，如图 5 所示，固定了 GOD 的 GO-AuNPs
（GO-AuNPs-GOD）具有紫外可见光谱特征。由图 5（a）
可知，GOD 固定化的 GO-AuNPs 复合颗粒在 525 nm
左右的吸收峰强度明显降低，但峰位变化较少；在 GO-

AuNPs-GOD 复合材料中，200~300 nm 之间有一个明

显的吸收峰，这是 GOD 独有的吸收峰。由图 5（b）可

知，GOD 的固定化不影响 GO-AuNPs 复合颗粒的拉

曼特性，其独特的 D 峰和 G 峰没有变化。因此，可以确

定 GOD 成功地固定在颗粒表面而不影响 GO-AuNPs
复合颗粒的性质。

3. 4　GO-AuNPs-GOD的稳定性

为了评估制备的 GO-AuNPs 复合颗粒溶液的分

散稳定性，采用激光粒度仪 Zetasizer Nano ZS 检测了

Zeta 电位，Zeta 电位表示溶液中连续相与分散颗粒之

间的电位差，其绝对值直接关系到溶液体系的稳定性，

测试结果如图 6 所示，GO-AuNPs 复合颗粒的 Zeta 电

位 要 高 于 单 独 AuNPs 的 电 位 值 ，表 明 合 成 的 GO-

AuNPs 复合颗粒比 AuNPs 的分散稳定性好，GO 的引

入提高了金属颗粒的分散稳定性。GO-AuNPs-GOD
复合物的 Zeta 电位高于单独 GOD 的 Zeta 电位，表明

合成的 GO-AuNPs-GOD 复合物比 GOD 更稳定，GO-

AuNPs 复合颗粒的引入提高了酶的分散稳定性，为提

高传感器的稳定性提供了可能。

图 4　不同质量浓度 GO-AuNPs复合物培养细胞的存活率

Fig.  4　Survival rate of cells cultured with different mass 
concentrations of GO-AuNPs composite nanoparticles 

for different periods

图 5　GO-AuNPs-GOD 复合物的表征。（a）紫外可见吸收光谱；（b）拉曼光谱

Fig. 5　Characterization of GO-AuNPs-GOD composites nanoparticles. (a) UV absorption spectra; (b) Raman spectra

图 6　复合物的 Zeta 电位测试图

Fig.  6　Zeta potential test diagram of complex

3. 5　传感器优化

为了提高传感器对葡萄糖检测的灵敏度，对检测

条件进行优化。构建了一种基于 GO-AuNPs-GOD 的

比色葡萄传感器，检测其紫外可见吸收峰峰位在葡萄

糖溶液是否存在漂移，以此作为测量其在不同条件（粒

径、Au/GO 配比、酶含量、pH 和温度）对葡萄糖的响

应，并推导了 GO-AuNPs-GOD 传感器的最佳操作

条件。

3. 5. 1　金纳米粒径对传感器性能的影响

考察了不同粒径（18，23，37，56，76 nm）AuNPs 对
GO-AuNPs-GOD 比色葡萄传感器性能的影响。将质

量浓度为 1 mg/mL 的葡萄糖溶液加入到不同粒径的

金纳米颗粒组成的 GO-AuNPs-GOD 中，然后研究了

与 GO-AuNPs-GOD 结合的不同粒径的金纳米颗粒的

吸收光谱，如图 7 所示，酶活性随着金纳米颗粒粒径的

增大而增大，传感器的响应也不断增大。然而，当粒径

持续增大时，复合物的稳定性降低，出现轻微的团聚现

象，导致能够对葡萄糖分子产生响应的 GO-AuNPs-

GOD 减少，传感器的响应反而会降低。因此，该传感

器在粒径为 37 nm 时的响应最大。

3. 5. 2　氧 化 石 墨 烯 与 金 纳 米 比 例 对 传 感 器 性 能 的

影响

复合物组分的比例会直接影响其材料特性，进而

影响传感器的性能，因此研究了不同比例的 Au/GO
对比色传感器的影响。将质量浓度为 1 mg/mL 的葡

萄糖溶液加入到不同体积比的 Au/GO（1，2，3，4，5）合

成的 GO-AuNPs-GOD 溶液中，传感器的响应如图 8 所

示。由图 8 可知，传感器的响应随着 Au/GO 比值的增

加而增大，通过增加 Au 纳米颗粒的含量，材料的酶活

性增加，传感器的响应增加；然而，当 Au 含量过大时，

复合物的酶活性降低，传感器的响应降低。因此，选择

粒径为 37 nm 的 AuNPs，以 Au/GO 体积比为 3 合成了

GO-AuNPs-GOD，并将其应用于传感器检测。

3. 5. 3　酶含量对传感器性能的影响

GOD 质量浓度是影响传感器性能的重要因素。

当 GOD 质量浓度分别为 0. 8、1. 0、1. 2、1. 6、2. 0 mg/mL
时，通过控制反应条件保持其他条件不变并调整 GOD
质量浓度，研究传感器对 1 mg/mL 葡萄糖的响应，并

且每组数据重复测量 3 次以减少误差。图 9 显示了波

长偏移与 GOD 质量浓度之间的关系。随着 GOD 质

量浓度从 0. 8 mg/mL 增加到 2. 0 mg/mL，葡萄糖传感

器的波长偏移值不断增加，GOD 质量浓度的增加加速

了葡萄糖催化过程，产生了更多的葡萄糖酸和 H2O2。但

当质量浓度超过 2. 0 mg/mL时，过量的 GOD 增加了空

间位点电阻，酶活性降低，GO-AuNPs-GOD 传感器的

性能也就随之降低了。因此，传感器的最佳 GOD 质量

浓度为 1. 6 mg/mL。

3. 5. 4　pH 值对传感器性能的影响

酶活性是影响传感器性能的重要参数之一，pH 值

对酶活性有直接影响。pH 范围为 5. 0~9. 0 时，在质量

浓度为 1 mg/mL 的恒定葡萄糖浓度下测试 pH 对传感

器性能的影响，每个数据集重复 3 次以减少误差，测试

结果如图 10所示。传感器探头吸收峰峰值水平的漂移

随着 pH 值的增加而逐渐增大，pH=7. 0 时达到最大

值，然后随着 pH 值进一步增加至 9. 0而减小，这是固体

表面上的零电荷点决定的［33］。该传感器催化葡萄糖的

氧化，当 pH=7 时产生更多的酸和过氧化氢，导致光谱

漂移。因此，用于葡萄糖检测的最佳 pH 值为 7。

图 7　粒径对传感器的影响

Fig.  7　Effect of particle size on sensor

图 9　GOD 质量浓度对传感器性能的影响

Fig.  9　Effect of GOD mass concentration on sensor performance

图 8　Au/GO 体积比对传感器性能的影响

Fig.  8　Effect of Au /GO volume ratio on sensor performance
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3. 5　传感器优化

为了提高传感器对葡萄糖检测的灵敏度，对检测

条件进行优化。构建了一种基于 GO-AuNPs-GOD 的

比色葡萄传感器，检测其紫外可见吸收峰峰位在葡萄

糖溶液是否存在漂移，以此作为测量其在不同条件（粒

径、Au/GO 配比、酶含量、pH 和温度）对葡萄糖的响

应，并推导了 GO-AuNPs-GOD 传感器的最佳操作

条件。

3. 5. 1　金纳米粒径对传感器性能的影响

考察了不同粒径（18，23，37，56，76 nm）AuNPs 对
GO-AuNPs-GOD 比色葡萄传感器性能的影响。将质

量浓度为 1 mg/mL 的葡萄糖溶液加入到不同粒径的

金纳米颗粒组成的 GO-AuNPs-GOD 中，然后研究了

与 GO-AuNPs-GOD 结合的不同粒径的金纳米颗粒的

吸收光谱，如图 7 所示，酶活性随着金纳米颗粒粒径的

增大而增大，传感器的响应也不断增大。然而，当粒径

持续增大时，复合物的稳定性降低，出现轻微的团聚现

象，导致能够对葡萄糖分子产生响应的 GO-AuNPs-

GOD 减少，传感器的响应反而会降低。因此，该传感

器在粒径为 37 nm 时的响应最大。

3. 5. 2　氧 化 石 墨 烯 与 金 纳 米 比 例 对 传 感 器 性 能 的

影响

复合物组分的比例会直接影响其材料特性，进而

影响传感器的性能，因此研究了不同比例的 Au/GO
对比色传感器的影响。将质量浓度为 1 mg/mL 的葡

萄糖溶液加入到不同体积比的 Au/GO（1，2，3，4，5）合

成的 GO-AuNPs-GOD 溶液中，传感器的响应如图 8 所

示。由图 8 可知，传感器的响应随着 Au/GO 比值的增

加而增大，通过增加 Au 纳米颗粒的含量，材料的酶活

性增加，传感器的响应增加；然而，当 Au 含量过大时，

复合物的酶活性降低，传感器的响应降低。因此，选择

粒径为 37 nm 的 AuNPs，以 Au/GO 体积比为 3 合成了

GO-AuNPs-GOD，并将其应用于传感器检测。

3. 5. 3　酶含量对传感器性能的影响

GOD 质量浓度是影响传感器性能的重要因素。

当 GOD 质量浓度分别为 0. 8、1. 0、1. 2、1. 6、2. 0 mg/mL
时，通过控制反应条件保持其他条件不变并调整 GOD
质量浓度，研究传感器对 1 mg/mL 葡萄糖的响应，并

且每组数据重复测量 3 次以减少误差。图 9 显示了波

长偏移与 GOD 质量浓度之间的关系。随着 GOD 质

量浓度从 0. 8 mg/mL 增加到 2. 0 mg/mL，葡萄糖传感

器的波长偏移值不断增加，GOD 质量浓度的增加加速

了葡萄糖催化过程，产生了更多的葡萄糖酸和 H2O2。但

当质量浓度超过 2. 0 mg/mL时，过量的 GOD 增加了空

间位点电阻，酶活性降低，GO-AuNPs-GOD 传感器的

性能也就随之降低了。因此，传感器的最佳 GOD 质量

浓度为 1. 6 mg/mL。

3. 5. 4　pH 值对传感器性能的影响

酶活性是影响传感器性能的重要参数之一，pH 值

对酶活性有直接影响。pH 范围为 5. 0~9. 0 时，在质量

浓度为 1 mg/mL 的恒定葡萄糖浓度下测试 pH 对传感

器性能的影响，每个数据集重复 3 次以减少误差，测试

结果如图 10所示。传感器探头吸收峰峰值水平的漂移

随着 pH 值的增加而逐渐增大，pH=7. 0 时达到最大

值，然后随着 pH 值进一步增加至 9. 0而减小，这是固体

表面上的零电荷点决定的［33］。该传感器催化葡萄糖的

氧化，当 pH=7 时产生更多的酸和过氧化氢，导致光谱

漂移。因此，用于葡萄糖检测的最佳 pH 值为 7。

图 7　粒径对传感器的影响

Fig.  7　Effect of particle size on sensor

图 9　GOD 质量浓度对传感器性能的影响

Fig.  9　Effect of GOD mass concentration on sensor performance

图 8　Au/GO 体积比对传感器性能的影响

Fig.  8　Effect of Au /GO volume ratio on sensor performance
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3. 6　传感器的灵敏度

为了评估比色葡萄糖传感器的灵敏度和检测范

围，在与葡萄糖溶液孵育后检测 GO-AuNPs-GOD 复

合物的紫外可见吸收光谱。将 1 mL 的葡萄糖溶液加

入到 2 mL 的 GO-AuNPs-GOD 复合物溶液中，并在室

温下孵育一段时间。测试混合物的吸收光谱，并根据

吸收光谱的变化计算葡萄糖溶液的含量。

将不同质量浓度的葡萄糖加入到 GO-AuNPs-

GOD 复 合 物 的 混 合 溶 液 中 ，得 到 的 吸 收 光 谱 如

图 11（a）所示。葡萄糖分子在 GOD 的作用下被氧化

分解成葡萄糖酸和过氧化氢，这些产物会影响溶液的

稳定性，进而导致颗粒的聚集，并最终表现为溶液紫外

可见吸收光谱峰位的变化。随着葡萄糖质量浓度的增

加，酶促反应产生更多的过氧化氢，传感器响应增加。

图 11（b）显示了吸收峰位的变化与不同葡萄糖质量浓

度之间的关系，标准曲线可表示为

Δλ = 14.40C + 3.18，R2 = 0.95， （1）
式中：λ 为吸收波长，C 为葡萄糖质量浓度；R2 为决定

系数。

该 GO-AuNPs-GOD 葡萄糖传感器的灵敏度约为

14. 4 nm/（mg/mL），检测范围为 0~1. 6 mg/mL。人

体血液中的正常血糖范围为 0. 65~1. 1 mg/mL，该传

感器的检测范围大于人体正常血糖范围，具有潜在的

前景。此外，该传感器还适用于含糖量低的人体汗液

中含糖量的检测，在生物医学领域具有广阔的应用

前景。

3. 7　传感器的选择性

研究了血液中常见干扰物（Na+、K+、Cu2+、Mg2+、

Cl−、SO4
2−、抗坏血酸、蔗糖、乳糖、果糖、甘氨酸、丙氨

酸和 L-半胱氨酸）对传感器检测的影响。传感器在干

扰物质（质量浓度为 1. 0 mg/mL）溶液中的吸收波长

峰值位置的漂移，如图 12 所示。其中，果糖相对于其

他干扰物具有更高的响应，但远低于传感器对葡萄糖

溶液的响应，果糖为葡萄糖分子的异构体。将传感器

与其他干扰物质混合后未观察到明显偏移，表明葡萄

糖传感器具有良好的选择性。

3. 8　与同类传感器的对比

将本工作与同类传感器对比，其结果如表 1 所示。

Liu 等提出了一种基于 Ag@AuTNPs 的葡萄糖传感

器，利用纳米粒子取代了葡萄糖氧化酶，葡萄糖浓度范

图 10　pH 值对传感器性能的影响

Fig.  10　Effect of pH on sensor performance

图 11　传感器的灵敏度。（a）不同葡萄糖质量浓度时的吸收光谱；（b）吸收波长变化与葡萄糖质量浓度之间的关系

Fig. 11　Sensitivity of the sensor. (a) Absorption spectra at different glucose mass concentrations; (b) relationship between the change of 
absorption wavelength and glucose mass concentration

图 12　传感器的选择性

Fig. 12　Selectivity of sensor

围为 0~30 mmol·L−1，该传感器吸收峰强度随含量的

增加，逐渐减少，并表现出良好的线性响应，灵敏度为

0. 00325 A800/mmol·L−1（A800 为波长为 800 nm 时的吸

收率）。该传感器在检测范围、灵敏度方面均表现出较

大的优势。该传感器主要以复合粒子的吸收峰强度变

化作为信号，但复合粒子的吸收峰强度与光源强度、检

测仪器的狭缝宽度、检测时的积分时间、溶液中粒子的

含量等均表现出较强的相关性，这给传感器的检测增

加了极大的不稳定性，削弱了传感器信号的可靠性。

本工作采用粒子的吸收峰峰位作为检测参数，去除了

仪器参数和人工操作的误差影响，增强了传感器的可

靠性。此外，Yang 将该复合粒子与光纤相结合，构建

了基于 GO-AuNPs-GOD-Fiber 的光纤传感器，该传感

器在葡萄糖浓度为 0~11 mmol·L−1范围内，灵敏度为

1. 06 nm/mmol·L−1，与此传感器相比，本工作简化了

传感结构，且基于比色法可直接从视觉上定性分析，也

可以结合光谱定量分析。

3. 9　实际样品检测

为了进一步研究传感器在真实样品中的检测，在

模拟体液（SBF）中研究了传感器［36］。将葡萄糖溶液分

散在 SBF 中，并配置不同质量浓度的葡萄糖溶液。  假
设简单 SBF 的葡萄糖质量浓度为 0 mg/mL，则使用该

传感器检测已知质量浓度为 0. 5、0. 9、1. 3 mg/mL 的

葡萄糖溶液。通过传感器中心波长的偏移和得到的标

准曲线计算葡萄糖的检测质量浓度。结果如表 2 所

示，每种质量浓度的检测范围为 95%~102%。实验结

果表明，该传感器对实际样品的检测误差较小，结果令

人满意。

4　结 论

采用化学交联法构建了基于 GO-AuNPs-GOD 的

比色葡萄糖生物传感器。葡萄糖在酶催化反应中产生

过氧化氢，导致溶液变色。采用静电结合法制备了

GO-AuNPs 配合物颗粒，表现出较高的稳定性和较低

的毒性。考察了 AuNPs 粒径、Au 与 GO 比值、酶质量

浓度和 pH 值对传感器的影响。结果表明，在 AuNPs
粒径为 37 nm、Au 与 GO 比值为 3∶1、酶质量浓度为

1. 6 mg/mL、检测环境 pH 值为 7 时，传感器的响应最为

明显。通过检测在不同葡萄糖质量浓度下紫外可见吸

收光谱的波长变化，GO-AuNPs-GOD 在 0~1. 6 mg/mL
范 围 内 表 现 出 对 葡 萄 糖 的 线 性 响 应 ，灵 敏 度 为

14. 4 nm/（mg/mL），并且该传感器具有良好的选择性，

可用于实际样品的检测。此外，引入氧化石墨烯提高

了传感器的稳定性，表现出优异的生物相容性，在生物

传感和医学诊断方面具有广阔的应用前景。
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围为 0~30 mmol·L−1，该传感器吸收峰强度随含量的

增加，逐渐减少，并表现出良好的线性响应，灵敏度为

0. 00325 A800/mmol·L−1（A800 为波长为 800 nm 时的吸

收率）。该传感器在检测范围、灵敏度方面均表现出较

大的优势。该传感器主要以复合粒子的吸收峰强度变

化作为信号，但复合粒子的吸收峰强度与光源强度、检

测仪器的狭缝宽度、检测时的积分时间、溶液中粒子的

含量等均表现出较强的相关性，这给传感器的检测增

加了极大的不稳定性，削弱了传感器信号的可靠性。

本工作采用粒子的吸收峰峰位作为检测参数，去除了

仪器参数和人工操作的误差影响，增强了传感器的可

靠性。此外，Yang 将该复合粒子与光纤相结合，构建

了基于 GO-AuNPs-GOD-Fiber 的光纤传感器，该传感

器在葡萄糖浓度为 0~11 mmol·L−1范围内，灵敏度为

1. 06 nm/mmol·L−1，与此传感器相比，本工作简化了

传感结构，且基于比色法可直接从视觉上定性分析，也

可以结合光谱定量分析。

3. 9　实际样品检测

为了进一步研究传感器在真实样品中的检测，在

模拟体液（SBF）中研究了传感器［36］。将葡萄糖溶液分

散在 SBF 中，并配置不同质量浓度的葡萄糖溶液。  假
设简单 SBF 的葡萄糖质量浓度为 0 mg/mL，则使用该

传感器检测已知质量浓度为 0. 5、0. 9、1. 3 mg/mL 的

葡萄糖溶液。通过传感器中心波长的偏移和得到的标

准曲线计算葡萄糖的检测质量浓度。结果如表 2 所

示，每种质量浓度的检测范围为 95%~102%。实验结

果表明，该传感器对实际样品的检测误差较小，结果令

人满意。

4　结 论

采用化学交联法构建了基于 GO-AuNPs-GOD 的

比色葡萄糖生物传感器。葡萄糖在酶催化反应中产生

过氧化氢，导致溶液变色。采用静电结合法制备了

GO-AuNPs 配合物颗粒，表现出较高的稳定性和较低

的毒性。考察了 AuNPs 粒径、Au 与 GO 比值、酶质量

浓度和 pH 值对传感器的影响。结果表明，在 AuNPs
粒径为 37 nm、Au 与 GO 比值为 3∶1、酶质量浓度为

1. 6 mg/mL、检测环境 pH 值为 7 时，传感器的响应最为

明显。通过检测在不同葡萄糖质量浓度下紫外可见吸

收光谱的波长变化，GO-AuNPs-GOD 在 0~1. 6 mg/mL
范 围 内 表 现 出 对 葡 萄 糖 的 线 性 响 应 ，灵 敏 度 为

14. 4 nm/（mg/mL），并且该传感器具有良好的选择性，

可用于实际样品的检测。此外，引入氧化石墨烯提高

了传感器的稳定性，表现出优异的生物相容性，在生物

传感和医学诊断方面具有广阔的应用前景。
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