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固定化漆酶光热传感器的制备及其电化学

传感性能研究 

 

 

摘 要 

 

 

漆酶是一种具有四个铜中心的氧化酶，广泛应用于生物修复、

生物传感等领域。它来源广泛，存在真菌、细菌和植物中，对酚类

化合物表现出特异性识别。然而，游离漆酶的操作效率不高，稳定

性有限，阻碍了其在生物传感领域的应用。为了解决这些问题，漆

酶固定化是一种可靠且有效的解决手段。然而，固定化可能导致漆

酶活性降低，从而降低生物传感器的灵敏度。因此，为了提升生物

传感器的灵敏度，本研究设计并制备了一种具有优良导电性和光热

转换能力的载体材料，并基于此构建了一种用于快速、灵敏且可靠

检测对苯二酚、邻苯二酚和肾上腺素的电化学漆酶传感器。同时，

系统评估了该生物传感器的最佳 pH 值、抗干扰能力、耐储存稳定

性和重现性。以下是具体的研究内容与结果： 

1. 通过水热法合成 Carbon nanonets 粗产品，经过滤、纯化、离

心处理后获得高纯度的 Carbon nanonets 溶液。随后，将该材料活化

并与漆酶进行共价结合，成功制备出固定化漆酶的纳米材料，并进

一步组装为固定化漆酶（Carbon nanonets-lac）电极。通过 TEM、
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FT-IR 和 XPS 等手段对 Carbon nanonets 的形貌、结构及表面性质进

行了详细表征。此外，系统对比分析了裸玻碳电极(GCE)、Carbon 

nanonets 修饰电极以及 Carbon nanonets-lac 修饰电极的电化学性能。

循环伏安法 (CV)和电化学阻抗谱 (EIS)测试结果表明，Carbon 

nanonets 显著提升了电导率并降低了电子转移电阻，从而验证了

Carbon nanonets-lac 电极的成功构建。实验结果显示，该生物传感器

在光照条件下的检测范围为 1-1000 μM，黑暗条件下的检测范围为

10-1000 μM，检测限分别为 0.14 μM (S/N=3，光照条件下)和 7.26 

μM (S/N=3，黑暗条件下)。进一步的电化学行为研究表明，该生物

传感器表现出优异的抗干扰能力、选择性、重现性和耐储存稳定性，

具备在实际应用中可靠检测对苯二酚的能力。 

2. 通过水热法合成了金纳米粒子(AuNPs)，并经巯基丙酸修饰获

得羧基化复合材料。随后，将羧基化材料活化并与漆酶进行共价结

合，成功制备出固定化漆酶的纳米材料，并最终组装为固定化漆酶

（AuNPs-lac）电极。通过 TEM 和 FT-IR 等技术对 AuNPs 的形貌、

结构及表面性质进行了全面表征。此外，系统对比分析了裸玻碳电

极(GCE)、AuNPs 修饰电极以及 AuNPs-lac 修饰电极的电化学性能。

CV 和 EIS 测试结果表明，AuNPs 显著增强了电极表面电导率并降低

了电子转移电阻，从而验证了 AuNPs-lac 电极的成功构建。实验结

果显示，该生物传感器在光照条件下的检测范围为 1-1000 μM，黑

暗条件下的检测范围同样为 1-1000 μM，检测限分别为 0.04 μM 

(S/N=3，光照条件下)和 0.31 μM (S/N=3，黑暗条件下)。进一步的电
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化学行为研究表明，该生物传感器表现出优异的抗干扰能力、选择

性、重现性和耐储存稳定性，具备在实际应用中可靠检测邻苯二酚

的能力。 

3. 通过水热法合成 Carbon nanonets 粗产品，经纯化、离心处理

后获得高纯度的 Carbon nanonets 溶液。随后，通过原位还原法将金

纳米材料负载于 Carbon nanonets 上，成功制备出 Carbon nanonets-

Au 复合材料。经巯基丙酸修饰获得羧基化复合材料，并将其活化后

与漆酶进行共价结合，最终制备出固定化漆酶的纳米材料，并进一

步组装为固定化漆酶（Carbon nanonets-Au-lac）电极。通过 TEM、

FT-IR 和 XPS 等技术对 Carbon nanonets-Au 的形貌、结构及表面性

质进行了全面表征。此外，系统对比分析了裸玻碳电极(GCE)、

Carbon nanonets-Au 修饰电极以及 Carbon nanonets-Au-lac 修饰电极

的电化学性能。CV 和 EIS 测试结果表明，Carbon nanonets-Au 显著

增强了电导率并降低了电子转移电阻，从而验证了 Carbon nanonets-

Au-lac 电极的成功构建。实验结果显示，该生物传感器在光照条件

与黑暗条件下的检测范围均为 1-1000 μM，检测限分别为 0.053 μM 

(S/N=3，光照条件下)和 0.23 μM (S/N=3，黑暗条件下)。进一步的电

化学行为研究表明，该生物传感器表现出优异的抗干扰能力、选择

性、重现性和耐储存稳定性，具备在实际应用中可靠检测肾上腺素

的能力。 

关键词：固定化漆酶，光热生物传感器，电化学，对苯二酚，邻苯

二酚，肾上腺素 
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Synthesis of immobilized laccase 

photothermal sensors and their 

electrochemical performance 

 

 

Abstract 

 

 

Laccase is an oxidase characterized by the presence of four copper 

centers and is extensively utilized in bioremediation, biosensing, and 

various other applications. It is found in fungi, bacteria, and plants, 

exhibiting specific recognition for phenolic compounds. However, the 

operational efficiency of free laccase is relatively low, and its stability is 

limited, which poses challenges to its application in biosensing 

technologies. To address these limitations, the immobilization of laccase 

presents a reliable and effective solution. Nonetheless, it should be noted 

that immobilization may result in a decrease in laccase activity, 

consequently diminishing the sensitivity of biosensors. Therefore, to 

enhance the sensitivity of these biosensors, carrier materials with 

excellent electrical conductivity and photothermal conversion capabilities 

were designed and synthesized. The immobilized laccase sensors were 

subsequently developed for rapid, sensitive, and reliable photothermal 
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analysis of hydroquinone, catechol, and epinephrine. The optimal pH 

conditions as well as anti-interference ability, storage stability, and 

reproducibility of the biosensor were investigated. The specific work is as 

follows: 

1. Carbon nanonets were synthesized using a hydrothermal method, 

and the crude product was purified through filtration and centrifugation in 

distilled water to obtain a carbon nanonet solution. The material was 

subsequently activated and covalently bound to laccase, resulting in the 

formation of laccase immobilized on carbon nanonet for the preparation 

of immobilized laccase (carbon nanonets-lac) electrodes. The 

morphology, structure, and surface properties of the carbon nanonets 

were characterized using transmission electron microscopy (TEM), 

Fourier-transform infrared spectroscopy (FT-IR), and X-ray 

photoelectron spectroscopy (XPS). The electrochemical performances of 

glassy carbon electrodes (GCE), carbon nanonets, and carbon nanonets-

lac were investigated. Cyclic voltammetry (CV) and electrochemical 

impedance spectroscopy (EIS) tests demonstrated that the incorporation 

of carbon nanonets enhanced conductivity while reducing electron 

transfer resistance, thereby confirming the successful construction of the 

carbon nanonet-lac electrode. It is found that the carbon nanonet-lac 

biosensor exhibited a favorable detection range from 1 to 1000 μM under 

light conditions and from 10 to 1000 μM in darkness, with detection 
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limits of 0.14 μM (S/N = 3) under light exposure and 7.26 μM (S/N = 3) 

in dark conditions. The electrochemical tests indicated that the carbon 

nanonets-lac biosensor exhibited excellent anti-interference capability, 

selectivity, reproducibility, and storage stability. The outstanding 

biosensing performance demonstrated that the carbon nanonets-lac 

biosensor is capable of reliably and effectively detecting hydroquinone in 

practical applications. 

2. Au nanoparticles (AuNPs) were synthesized via a hydrothermal 

method. The AuNPs were modified with mercaptopropionic acid to 

obtain carboxylated AuNPs. The carboxylated AuNPs was activated and 

covalently bound to laccase to obtain laccase immobilized on AuNPs and 

prepare immobilized laccase (AuNPs-lac) electrodes. The morphology, 

structure, and surface properties of AuNPs were studied by TEM and FT-

IR characterization methods. The electrochemical performance of GCE, 

AuNPs, and AuNPs-lac electrodes was investigated. CV and EIS tests 

showed that AuNPs enhanced the conductivity and reduced the electron 

transfer resistance, proving the successful construction of the AuNPs-lac 

electrode. It is found that the AuNPs-lac biosensor exhibited a good 

detection range (1-1000 μM under light and 1-1000 μM in the dark), with 

a detection limit of 0.04 μM (S/N = 3) under light and 0.31 μM (S/N = 3) 

in the dark. The electrochemical behavior of the laccase biosensor was 

investigated by electrochemical techniques such as cyclic voltammetry. 
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The results indicated that the AuNPs-lac biosensor exhibited excellent 

anti-interference ability, selectivity, reproducibility and storage stability. 

The superior biosensing performance demonstrated that the AuNPs-lac 

biosensor was capable of reliably and effectively detecting catechol in 

practical applications. 

3. The crude product of carbon nanonets was synthesized using a 

hydrothermal method and subsequently purified through filtration and 

centrifugation in distilled water to obtain a solution of carbon nanonets. 

Following this, AuNPs was in-situ reduced and loaded onto the carbon 

nanonets, resulting in the formation of carbon nanonets-Au 

nanocomposites. After modification with mercaptopropionic acid, the 

carboxylated carbon nanonets-Au was activated and covalently bound 

with laccase to obtain laccase immobilized on carbon nanonets-Au 

nanocomposites, which was utilized for preparing the immobilized 

laccase (carbon nanonets-Au-lac) electrodes. The morphology, structure 

and surface properties of carbon nanonets-Au were studied by TEM, FT-

IR and XPS characterization methods. The electrochemical performances 

of GCE, carbon nanonets-Au and carbon nanonets-Au-lac electrodes 

were investigated. CV and EIS tests showed that carbon nanonets-Au 

enhanced the conductivity and reduced the electron transfer resistance, 

proving the successful construction of the carbon nanonets-Au-lac 

electrode. The carbon nanonets-Au-lac biosensor exhibited a good 
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detection range (1-1000 μM under light and 1-1000 μM in the dark), with 

a detection limit of 0.053 μM (S/N = 3) under light and 0.23 μM (S/N = 

3) in the dark. The electrochemical behavior of the laccase biosensor was 

investigated by electrochemical techniques such as cyclic voltammetry. 

The results indicated that the carbon nanonets-Au-lac biosensor exhibited 

excellent anti-interference ability, selectivity, reproducibility and storage 

stability. The superior biosensing performance demonstrated that the 

carbon nanonets-Au-lac biosensor was capable of reliably and effectively 

detecting adrenaline in practical applications.  

KEY WORDS: Immobilized laccase, Photothermal biosensor, 

Electrochemistry, Hydroquinone, Catechol, Adrenaline 

 

Wang Xinyue (Chemistry) 

Supervised by Chen Zhiming 
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第 1 章 绪论 

 

1.1 电化学传感器 

随着社会的发展，人们为了追求更加舒适方便的生活，制造合成了许多化

合物。然而这些化合物的快速制造和合成，导致了危险的、难以分解的、有害

的废物增加，这些新出现的化合物在自然水流的释放代表了新出现的环境污染

物的重要组成部分[1]。酚类化合物是这些环境污染物的主要组成部分，广泛存

在于自然环境和人类生活，由于其具备较强的抗氧化能力、抗炎、抗菌等特性，

常被用作医药、农药、塑料、食品等，并在很多化学工业中用作溶剂和前体[2-4]。

事实上，大部分酚类化合物具有毒性、致癌性、致畸性等，会引发一系列环境

和人体健康问题。因此，快速、灵敏且准确地检测分析自然界和人类生活中的

酚类化合物具有重要意义。然而，传统的检测方法如色谱法[5, 6]、分光光度法[7]

和荧光探针[8]存在仪器昂贵、手段复杂、成本高等不足，不适合日常使用。 

近年来，电化学传感器发展迅速，在监测领域展现了巨大潜力。电化学传

感器因其设计结构简单、设备使用方便、灵敏度高、响应速度快、选择性高、

成本低等优点受到广泛关注[9]。与比色法或荧光法相比，电化学传感器不受样

品浊度和光路影响，更适合日常应用。 

1.1.1 电化学传感器的分类 

一般来说，电化学传感器主要包括生物识别元件和电化学换能器。根据生

物识别过程，主要分为两大类：生物催化装置和亲和传感器[10]。生物传感器有

不同的识别元件材质，如酶、全细胞、组织切片等。不同的识别组分选择地识

别分析目标分子[11, 12]。其中，基于酶的生物传感器是最常见的。 

电化学传感器分为多种类型，包括安培计、伏安计、阻抗计和电导计传感

器，每种类型都基于独特的电化学原理来测量离子浓度、电流响应、电导率等

参数。 

(1)安培计传感器：安培计传感器是一种分析装置，通过检测特定电活性物

质在恒定施加电位下在电极上氧化或还原所产生的电流，来量化特定电活性物

质的浓度。施加到工作电位(WE)的恒定电压，诱导涉及目标分析物的电催化氧
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化还原反应。在电化学反应中，电荷与转化物质的量之间的关系受法拉第电定

律的支配。Marcela 等人[13]利用二硫化钼作为二维材料修饰碳纸电极，再加上漆

酶的固定化，开发出漆酶基安培生物传感器这一新型生物电极。所得生物电极

对柠檬酸缓冲液中的对乙酰氨基酚的测定表现出良好的分析性能，灵敏度为

108.3 nA/µM cm2，LOD 为 0.2 µM。因此，这种生物电极的特性可以有效地用

于开发一种监测工具，用于监测定环境生物体排放值的变化，以研究该药物对

水的污染。 

(2)伏安传感器：伏安传感器是一种分析装置，通过检测随电位变化的电流

响应来测量溶液的电化学特性。这些传感器背后的原理是在随时间变化的 WE

上施加电位，产生与电极表面分析物浓度相关的电流响应[14]。产生的电流被监

测并记录为伏安图，提供有关溶液中分析物的氧化还原行为和浓度的全面信息。

有多种伏安法可用，包括循环伏安法(CV)、溶出伏安法(SV)、方波伏安法

(SWV)、线性扫描伏安法(LSV)、差分脉冲伏安法(DPV)等。Fei 等[15]利用 AuNP

修饰的丝网印刷碳电极(AuNP-SPCE)固定抗体，研制了一种用于沙门氏菌种类

检测的三明治型电化学免疫传感器。用 CV 检测辣根过氧化物酶(HRP)标记的二

抗产生的信号。Zhang 等人[16]基于 MoS2纳米片和金纳米颗粒的纳米复合材料制

造了一种新型漆酶基生物传感器，利用 DPV 电化学技术检测邻苯二酚。研究显

示，AuNPs-MoS2 复合材料显著提升了传感器性能：得益于其大比表面积、优

异生物相容性、快速传质和协同催化作用，所制备的 AuNPs-MoS2-Lac/GCE 生

物传感器表现出宽线性范围(2-2000 μM)、低检测限(2 μM)，且具有高选择性、

良好稳定性和重现性，是一种极具应用前景的儿茶酚类化合物检测平台。 

(3)电导型传感器：电导型传感器通过测量溶液的电导率来量化溶液中离子

的总浓度。这些传感器通过在两个电极之间施加交流电而起作用，测得电导率

与溶液中离子浓度及其迁移率成正比。电导率 κ(单位为 S/m)可以根据电极之间

的电阻推导出来，公式为 κ = L/(A·R)，其中 R 为测量电阻，A 为电极的表面积，

L 为电极之间的距离[17]。由于测量的灵敏度受到样品溶液电导率的阻碍，因此

通常通过在带有酶的传感器和没有相同酶的传感器之间测试样品溶液来进行差

分测量。Crispi 等人[18]将 CDs 沉积在电导平台上形成敏感层，并进行了气体传

感测试，显示出有希望选择性监测空气中 NO 的特性。Braiek 等[19]提出了一种
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基于互指电导薄膜平面电极的新型测钾传感器。该传感器在磷酸盐缓冲溶液以

及含磷酸缓冲溶液的蔗糖溶液中的检测范围分别为 0.1-16 mM 和 0.1-8 mM，检

测限各为 0.03 mM 和 0.01 mM。值得注意的是，蔗糖溶液能维持渗透压，有效

防止血液样品中红细胞溶血。Yu 等人[20]演示了一种通过逐层自组装(LbL)制造

的非酶仿生肾上腺素电容传感器，该传感器成本低廉，在电容检测真实斑马鱼

脑样本中的肾上腺素标准品和肾上腺素方面具有高灵敏度和选择性。分子印迹

肾上腺素传感器表现出 0.001-100 μM 之间的线性响应，检测限(LOD)为 0.001 

μM。开发的传感器表现出高肾上腺素选择性和良好的重现性以及整体可靠性和

有效性。该传感器成本低廉、响应稳定，可实现生物体液中肾上腺素的准实时

连续监测。 

(4)阻抗型传感器：阻抗型电化学传感器通过在工作电极(WE)和对电极(CE)

间施加小幅交流电压(相对于参比电极施加交流电压)，以测量产生的交流，从

而确定电化学电池的阻抗。阻抗为复数，包含实部(电阻)和虚部(电抗)，可通过

两种方式呈现：(1)奈奎斯特图，显示阻抗实部与虚部的关系；(2)波德图，展示

阻抗模值和相位角随频率的变化[21]。这些图谱能反映电极界面特性及反应动力

学信息。Mutreja 等人[22]利用石墨烯-氧化石墨烯(G-GO)修饰的 SPCE 表面抗原，

研制了一种选择性灵敏的鼠伤寒沙门氏菌免疫传感器。阻抗响应信号的变化表

明果汁中鼠伤寒沙门氏菌血清变异的浓度。 

根据电极材料、检测底物和基底材料的不同，选择不同类型的传感器。伏

安型传感器适用于多种分析物检测和电化学机理研究，常用于重金属、生物分

子和有机化合物的检测，但需要复杂的仪器配置，频繁的校准可能受到电极污

染的影响；电导型传感器适用于气体传感、环境监测和生化分析，特别适合移

动或可穿戴传感器等小型化应用，但其选择性较差，易受温湿度等环境因素影

响；阻抗型传感器则特别适用于表面生物化学变化的检测，如医学诊断和环境

监测中的生物传感器和免疫传感器，但其数据分析复杂且对温湿度敏感。安培

型传感器用于生物、环境和工业样品中低浓度分析物的检测(如葡萄糖传感器和

氧传感器)，具有灵敏度高、响应快、检测限低和可实现连续监测等优势[23]。基

于上述分析，本研究选择开发安培型生物传感器。 

1.2 电化学漆酶传感器 
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漆酶属于多铜氧化酶家族，活性中心含有多个铜原子，广泛应用于生物修

复、生物传感等领域[24]。漆酶通常作为需氧酶起作用，对多种底物表现出显著

的催化活性。漆酶在植物、真菌、昆虫和细菌中具有多种功能，对酚类化合物

具有特异性催化活性[25,26]。特别关注的是，这一特性不仅在环境保护方面具有

潜力，而且在酚类化合物的检测方面也具有广阔的应用前景[24, 27]。 

漆酶的催化机理已被广泛研究，其特征是生成自由基中间体。漆酶的催化

过程始于四种等效还原底物的单电子氧化，包括芳香胺和脂肪胺和酚类。这种

氧化导致有机自由基的形成，这些自由基最终将分子氧还原为两分子 H₂O[28]。

漆酶的催化循环由一个四核铜簇组成，它也参与了水的形成。真菌漆酶通常在

铜簇中区分三个不同的位点，每个位点在催化循环中都有特定的功能：“蓝 1 型

铜位点(T1，又称蓝色铜位点)，“2 型铜位点(T2)，“3 型双核铜位点(T3)[29, 30]。

漆酶的化学反应以一个电子(1e-)的参与和四个还原底物分子的连续氧化为特征。

同时，两个氧原子经历双电子还原(2×2e-)形成它们各自的水分子[31]。故上述过

程的特点是催化交换四当量质子(4H+)[31]。漆酶反应可以从结构、机理和动力学

的角度进行分析。从反应机制来看，该过程可理解为两个由内部电子转移(IET)

步骤连接的半反应。位于 T1 Cu 和 T2 Cu/T3 Cuα/T3 Cuβ 三核簇(TNC)位点的催

化铜离子的存在促进了这一过程[31]。 

 

图 1-1 来自枯草芽孢杆菌 (PDB 1GSK) 的三结构域漆酶和来自天蓝色链霉菌(PDB 

3CG8)的同源三聚体双结构域漆酶的卡通结构[31]。 

Fig.1-1. Cartoon structures of the three-domain laccase from Bacillus subtilis (PDB 1GSK) 

and the homotrimeric two-domain laccase from Streptomyces coelicolor (PDB 3CG8)[31]. 

 

1.2.1 电化学漆酶传感器的制备方法 

漆酶属于蛋白质，空间结构复杂，尽管其活性中心具有氧化还原活性，但
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外围蛋白质结构域，会阻碍电子在电极上的转移。游离态漆酶对环境敏感，不

稳定，容易失活。与游离状态的漆酶相比，固定化漆酶可以提高储存、温度和

pH 的稳定性。酶固定化包括酶在限定空间内的定位 [32]。固定化后，漆酶的导

电性、操作稳定性和对环境胁迫的耐受性都得到了提高[33]。在某些情况下，固

定化漆酶相较于游离态漆酶，通常具有更好的耐高温、储存和可重用性等特性。

并且适当的固定化可以可显著改善酶的催化特性。因此酶的固定化是酶电极制

备过程的关键，有效的酶固定化方法更是重中之重。目前生物传感器中常用的

固定化方法包括包埋、吸附、共价结合、交联等。 

1.2.1.1 包埋法 

包埋是一种将酶或细胞包裹在纤维网络中的固定技术。它也可以被描述为

将酶封装在支持材料中，或者具有网格结构，或者集成到聚合物膜中。通过仔

细调整聚合物网络的孔径，可以防止酶泄漏，同时允许底物和产物的自由扩散。

包埋法的优势在于，能够保持酶的天然构象，其劣势包括稳定性低、需要高浓

度的酶、传质困难、孔径限制、酶渗出等。Li 等人[34]将漆酶包封在 ZIF-90 中，

制备了 ZIF-90/LAC 生物复合材料，其对邻苯二酚的检测表现出良好的线性响应，

线性范围为 20-400 μM，检出限低至 1.86 µM。此外，该传感器兼具高选择性、

良好重现性和稳定性。特别值得注意的是，所制备的生物催化膜对儿茶酚的降

解效率(连续 5 次循环后仍保持 82.1%-93.4%)显著高于游离漆酶，已成功应用于

酶膜反应器(EMR)，为含酚废水处理提供了新方案。Tang 等人[35]首次用石墨化

碳涂层碳化硼(GC@B4C)作介质，滴铸在泡沫镍(NF)上，再将漆酶通过壳聚糖

包埋负载在 GC@B4C/NF 上，制造的 Lac/GC@B4C/NF 电极用于肾上腺素的安

培检测。检测结果表明，Lac/GC@B4C/NF 电极线性范围宽(0.1 μM-2.6 mM)、

检出限低(40 nM)、高灵敏度(76.05 μA mM-1)、抗干扰能力强，对肾上腺素检测

具有良好的稳定性。这项工作为非金属碳化物在酶电化学生物传感器中的应用

开辟了新途径。 

1.2.1.2 吸附法 

吸附固定是一种最简单、对酶活性影响最小的可逆固定技术，主要通过较

弱的范德华力和疏水作用实现酶固定。与其它方法相比，具有成本低、操作简

便、无需酶修饰等优势。然而基于物理吸附或离子结合的固定化方式在水介质
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中有潜在的酶浸出的缺点。Li 等人[36]成功制备了 ZnO 负载碳纳米纤维，并以

ZnO/CNFs 静电吸附漆酶(Lac)，构建了一种新型生物传感器。该传感器对对苯

二酚具有高效的电催化作用，灵敏度为 28.50 μA μM-1，检测限达 9.50 nM 

(S/N=3)，线性范围为 0.5-2.06 μM，具有良好的选择性和稳定性，并且还成功地

用于实际水样中对苯二酚的检测。Shumaila 等人[37]构建和测试基于真菌漆酶和

细菌过氧化氢酶的新型生物传感器，对毒死蜱和活性红 195 (RR195)进行了监测。

从真菌和细菌中获得部分纯化的漆酶和过氧化氢酶，通过物理吸附将其固定在

化学和热处理的碳毡(CF)电极上。通过伏安法分析，对不同浓度的农药和染料

在不同电压下产生的电信号(I)对酶活性的抑制进行了生物传感。污染物浓度的

增加与电流响应降低显著相关。该生物传感器具有重复性好、稳定性好、检测

限低、抗干扰性强等特点。 

1.2.1.3 共价结合法 

共价固定需要在酶和载体表面(载体键)或另一个蛋白质分子(无载体固定)上

存在两个相互反应的化学基团。典的共价固定策略是基于酶的氨基酸侧链中存

在的表面官能团的反应性。胺和硫醇都是很好的亲核试剂，是共价固定最广泛

利用的残基。羧基需经活化方可与亲核试剂发生反应。共价结合法的热稳定性

高、结合力强、酶稳定率高，但操作复杂、成本较高，以及需要酶化学修饰。

Garcia-morales 等人[38]报道了漆酶在活化 TiO2 纳米颗粒上的共价固定化过程，

减少了漆酶显著构象变化，增强了漆酶的稳定性。Guliya 等人[39]利用合成漆酶

纳米颗粒共价固定化技术，制备了一种新型的金电极(LacNPs-AuE)，构建了一

个安培型苯酚生物传感器。所构建的生物传感器具有较宽的线性范围(0.1-100 

μM 和 100-600 μM)，检测限为 0.3 μM，精密度高，准确度高，响应时间仅 3 s，

用自制的生物传感器对茶叶、酒精和药物的实际样品分析结果与分光光度法分

析结果进行了比较，表明了生物传感器的相似性，证实了生物传感器的准确性。

此外，生物传感器的回收率高达 92%-98%，也表明了生物传感器的准确性。 

1.2.1.4 交联法 

交联法是指通过使用双功能试剂(交联剂)来支持连接酶分子，从而得到固

定化漆酶。该方法可使酶稳定性提高、结合力强且可以无需载体，但是酶分子

扩散受限，而且需使用交联剂进行化学修饰。Lin 等人[40]将漆酶(Lac)通过戊二
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醛交联固定在激光诱导石墨烯(LIG)电极上，制备了一种简便的电化学生物传感

平台，用于检测没食子酸(GA)。在最佳条件下，LIG/lac 传感器对 GA 具有良好

的催化活性，对 GA 的线性检测范围为 0.1-20 mmol/L，灵敏度高。此外，该生

物传感器对 GA 具有高特异性，抗干扰能力强并且具有良好的再生性和储存稳

定性，为复杂样品中 GA 检测提供了便携解决方案。Lee 等人[41]利用戊二醛与

漆酶交联，制备了表面改性电极 PVA/laccase-Au-NPs/Pt 来感应抗坏血酸(AA)，

发现表面修饰电极 PVA/laccase-Au-NPs/Pt 在几种干扰试剂中表现出良好的选择

性和良好的稳定性。 

 

图 1-2 漆酶生物传感器的应用[42] 

Fig.1-2. Applications of Lac enzyme-based biosensors [42]. 

1.2.2 电化学漆酶传感器的实际应用 

1.2.2.1 医学监测 

压力作为人类生存不可避免的一部分，与体内激素水平变化有关，有时也

会由体内酪氨酸(Tyr)浓度变化引起，可能引发多种精神障碍，如抑郁症、焦虑

症、精神分裂症、创伤后应激障碍、睡眠障碍和甲状腺障碍。人体可通过药物

或膳食补充酪氨酸。Dinu 等[43]提出了一种用于定量药物中酪氨酸的新型酶传感

器(Lacc/PPy/FeCN/SPCE)。Lacc/PPy/FeCN/SPCE 生物传感器是一种灵敏、高效

的 Tyr 检测平台，检测浓度范围为 0.2-6 × 10-6 M，检测限为 2.29 × 10-8 M，与

非酶传感器和其他装置相比，检测限显著低于常规方法。此外，这种新的生物
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传感器在一周内表现出良好的稳定性，并且在实际样品(即具有不同 Tyr 浓度的

药物)上测试时具有可接受的回收率。该技术的进一步发展有望实现从婴幼儿期

开始监测生物体液和食品中的 Tyr 水平，对相关疾病的早期预防具有重要意义。 

血清素是一种存在于生物系统中的生物胺，在中枢神经系统中作为神经递

质存在，在周围神经系统和胃肠道中作为激素存在，在人体内发挥多种生理功

能，任何水平的紊乱，无论是过量还是不足，都会改变身体的平衡，引导致多

种病理状态。Dăscălescu 等人[44]研究了漆酶修饰的新型丝网印刷碳基电极

(OMC-SPE/Lac)的电化学性能，用于三种不同厂家膳食补充剂中血清素的定量

检测。在适当条件下，该传感器在 0.1-1.2µM 的线性范围内，检测限为 316 nM，

定量限为 948 nM。并且将 OMC-SPE/Lac 生物传感器的电化学性能与未修饰的

传感器进行了比较，该结果凸显了生物传感器的优越性和酶在电检测中的重要

作用。 

多巴胺(DA)是儿茶酚胺类的有机化合物，是一种重要的神经递质，血液多

巴胺水平异常可导致帕金森病等多种神经系统疾病。因此，准确检测 DA 含量

对于鉴定生物体内的疾病至关重要。Wu 等人[45]利用漆酶独特的生物催化活性

和碳点优异的导电性，建立了一种碳点增强漆酶检测多巴胺(DA)的电化学传感

器。结果表明，该传感器具有低检测限(0.08 μM)、宽线性范围(0.25 μM-76.81 

μM)以及高灵敏度、可靠的重现性和稳定性。该传感器具有优异的选择性，可

有效区分其它干扰物质。通过对人血清中 DA 的分析，验证了该方法在实际样

品分析中的实用性。 

1.2.2.2 环境监测 

双酚 A(BPA)被广泛应用于生产聚碳酸酯塑料和环氧树脂，用于制造瓶子、

厨房用具、电子设备、食品涂料、饮料包装、地板、粘合剂和油漆。然而，然

而，BPA 的内分泌干扰特性及其对人类健康和环境的不利影响引起了人们的关

注。Cincotto 等人[46]在 PPyMCA/Sb2O5/rGO 和漆酶复合纳米结构修饰的玻碳电

极上构建了用于双酚 A 测定的电化学生物传感器。该传感器在 0.1-1.0 μM 线性

范围内的理论检测限为 9.9 nM，对差分脉冲伏安法测定双酚 A 具有良好的响应。

该生物传感器在自来水中双酚 A 的检测中表现出良好的选择性，且对类似酚类

化合物具有高选择性。该传感器在水中双酚 A 的测定中也表现出优异的性能，
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回收率为 99.6%-101%，证实其在实际样品检测中的可靠性。 

氯酚(CP)，一种广泛用于工业和家庭清洁活动的抗菌剂，通过人为活动进

入环境，即使浓度极低，由于其在环境中的持久性和生物累积性，CP 也会对健

康造成严重影响，如生殖功能障碍、肾脏损伤和癌症。因此，Quintanilla-

Villanueva 等[47]提出了一种将漆酶作为生物识别元件固定在薄膜金电极上来检

测 CP 的电化学方法。研究团队对传感器的选择性、灵敏度和重现性进行了系

统评估。在控制条件下，该传感器的检测范围为 2-10 mg/L，检测限和定量限分

别为 0.14 和 0.48 mg L-1。研究结果表明漆酶作为氯酚识别元素的前景，为环境

监测提供了可靠工具。 

儿茶酚(CC)作为一种典型的酚类污染物，广泛应用于精细化工和制药领域，

但其释放到地表水和土壤中对生态环境和人体健康产生了有害影响。Wang 等

[48]以石墨化碳包覆碳化硼(GC@B4C)和纳米金(AuNPs)分别作为电子转移促进剂

和信号增强材料，研制了一种新型漆酶电化学生物传感器。通过原位电沉积在

泡沫镍(NF)电极上制备 AuNPs 修饰层，壳聚糖将漆酶(Lac)和 GC@B4C 颗粒固

定在 AuNPs/NF 电极上。制备的 Lac/GC@B4C/AuNPs/NF 电极对邻苯二酚(CC)

的氧化表现出优异的电催化活性和快速的电子转移动力学。此外，该传感器具

有宽线性范围(0.1-500 μM)、高灵敏度(157.3 µA mM-1)、低检测限(25 nM)、良

好的选择性、良好的稳定性和令人满意的重复性。 

对壬基酚(PNP)是烷基酚聚氧基酸酯的代谢物，广泛用作油漆、洗涤剂、塑

料、分散剂、表面活性剂、润湿剂等原料。由于 PNP 的高疏水性和难降解特性，

在环境介质中持久存在。人体主要通过三种途径暴露于 PNP，环境和工业废物

的直接排放、食用包装食品和生物累积。Jose 等人[49]采用 AC/PAA/CFP 修饰电

极并将漆酶固定在电聚合聚苯甲酸上，制备了一种高灵敏、高选择性的对壬基

酚(PNP)检测传感器。测试结果显示，该生物传感器的低检出限和定量限分别为

1.74 nM 和 5 nM，线性动态范围为 5-250 nM。在干扰物存在的情况下，所研制

的生物传感器对 PNP 的电化学检测具有良好的选择性，进一步验证了该传感器

在自来水和湖水样品采集中的实用性。 

1.2.2.3 食品安全监测 

亚硝胺是一种威胁生物健康的致突变性物质，其快速准确检测具有重要意
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义。脱磷抑素(Dph)作为一种芳香族 N-亚硝胺，可通过竞争性抑制蛋白酪氨酸

酶磷酸酶的活性。Shahtouri 等人[50]实现了一种基于漆酶固定在 ZrO2-βCyD-

PANI 纳米复合材料的新型电化学生物传感器，用于测定 Dph。ZrO2-βCyD-

PANI 纳米复合材料作为漆酶固定化平台，在安培型生物传感器中具有良好的电

极导电性。性能测试显示，ZrO2-βCyD-PANI/Lac/SPCE 生物传感器在 0.05-100 

nM 的浓度范围内对 Dph 具有快速响应(最佳响应时间为 15 s)，检测限(LOD)为

0.029 nM，定量限(LOQ)为 0.098 nM，灵敏度高达 234 μA·cm-²·μM-¹。该传感器

具有良好的选择性和稳定性，重现性(RSD = 2.5%)和重复性(RSD = 2.27%)，可

用于麦芽饮料和奶粉样品的 Dph 检测，为食品中亚硝胺污染监测提供了可靠方

法。 

对香豆酸(PCA)具有抗氧化、抗菌和抗炎等多重生物活性，并作为化学产

品或食品中使用的香料和香水的常规前体。该化合物广泛应用于保健品、制药

等领域，如保健品、制药等。同样，PCA 还可作为生产生物可降解热塑性材料

的原料。考虑到对香豆酸的生物学重要性，在各种食品或药品中检测对香豆酸

是必要的。Bounegru 等人[51]研制了一种新型酶促生物传感器，测定对香豆酸

(PCA)的含量，其载体是酞菁钴和漆酶修饰的碳纳米纤维丝网印刷电极(CNF-

CoPc-Lac/SPE)，并以戊二醛为交联剂，采用滴铸-交联联用技术对传感器进行

改性。生物传感器的响应显示 PCA 氧化还原过程非常稳定和敏感。研究人员采

用循环伏安法和计时电流法，在 0.1-202.5 μM 的浓度范围内建立了对香豆酸的

校准曲线。该传感器在 0.4-6.4 μM 的线性范围内获得最佳结果，检测限(LOD)

和定量限(LOQ)值较低，分别为 0.483 μM 和 1.61 μM。 

1.3 选题意义 

1991 年，国际纯粹与应用化学联合会(IUPAC)将化学传感器定义为“一种将

化学信息(从样品中特定成分的浓度到完整的成分分析)转换为可用于分析的电

信号的装置”。这些化学信息可以来自涉及分析物的化学反应，也可以来自被研

究系统的物理性质。电化学传感器是在持续技术进步的推动下的多样化和不断

发展的化学传感器世界中的一部分，通过检测化学反应产生的电信号实现分析。

这些电压或电流信号可以转化为分析物的浓度，使其成为多种应用场景中的理

想选择。而与传统检测手段相比，电化学传感器具有成本效益、响应时间短、
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易于使用、低检测限和高灵敏度以及易于小型化等实用优势，同时始终提供可

靠的分析结果。这些传感器用于各种领域，如医疗保健和诊断、环境监测和食

品工业，以检测细菌、病毒、重金属、杀虫剂等。 

漆酶是一种含多铜中心的氧化还原酶，是一种有效的生物催化剂，在生物

修复和生物传感领域具有广泛应用。虽然漆酶可以利用分子氧作为电子受体氧

化多种酚类和非酚类污染物，并且水是唯一的副产物，但是游离漆酶稳定性差、

对环境敏感和使用条件相对严苛等，导致电化学传感器在稳定性、重复使用性

和使用寿命等方面存在局限，进而阻碍在日常生活中的应用。酶固定化是解决

上述问题的一个良好选择，虽然会将酶固定在一个限域空间内，可能会降低酶

的灵活性以及空间位阻和扩散限制，但会增强酶的稳定性、重现性，甚至有时

可以提高催化性能。一些漆酶通过固定在不同的材料框架上而提高了其检测以

及降解药物的效率。研究者可根据载体材料的特性，选择合适且有效的固定方

法，将漆酶固定化。碳基材料和金纳米粒子作为固定化漆酶的基底材料，制备

简单，且前者表面具有丰富的官能团，后者表面易功能化，可以进行化学修饰

获得羟基或羧基等官能团。二者导电性良好、生物相容性良好，具有优良的生

物安全性。 

本文设计构建了三种功能材料，即 Carbon nanonets、AuNPs 以及 Carbon 

nanonets-Au，并与漆酶固定，构建漆酶基安培生物传感器，利用载体材料的光

热转换特性，进而增强固定化漆酶催化活性，从而进一步提高传感器检测灵敏

度。所构建的生物传感器对醋酸缓冲液中的对苯二酚、邻苯二酚和肾上腺素这

三种酚类物质检测方面表现出良好的分析性能以及宽检测范围、低检测限、强

抗干扰能力、高选择性等，并且应用于实际水样的检测结果十分可靠。 
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第 2 章 Carbon nanonets-lac 光热传感器的制备及电化学传感性能研

究 

 

对苯二酚是一种常见的酚类异构体，广泛应用于染料、化妆品、农药等

行业[52-54]。由于其高毒性，即使少量也会对水生生态系统造成实质性破坏，

导致人类各种疾病，并对肾、肺、肝等重要器官造成伤害[55-57]。环境排放导

致的人类暴露，可能造成一系列健康问题。传统的对苯二酚检测方法，如色

谱法[5, 6]、分光光度法[7]和荧光探针[8]，因其复杂、耗时、成本高、灵敏度低

而闻名[58, 59]。因此，迫切需要一种快速有效的对苯二酚检测方法。漆酶作为

含四核铜簇的氧化酶，广泛应用于生物修复、生物传感等领域。其广泛分布

于细菌、真菌和植物中，对酚类化合物表现出特定的活性[25, 26]。漆酶能够催

化分子氧参与的酚类化合物氧化反应生成水[60, 61]。该催化特性不仅在环境保

护方面具有潜力，而且在对苯二酚的检测方面也具有广阔的应用前景[27, 58]。

然而值得关注的是，在实际应用中游离漆酶的催化效率受限，稳定性有限，

阻碍了其在生物传感领域的应用[62-64]。通过电极表面固定化策略可显著提升

生物传感器检测性能和耐用性[58, 65]。然而，固定化可能导致漆酶活性降低，

从而降低生物传感器的灵敏度。因此，合成具有较强催化活性的固定化漆酶

是实现生物传感应用的必要条件。 

碳基材料，如碳纳米纤维、碳纳米管、碳点和纳米复合材料，凭借其具

有高导电性、成本效益和多用途的特殊属性，近年来已成为电极材料研究的

主要焦点。特别值得关注的是，碳基材料具有将光能转化为热能的能力，从

而提高了固定化漆酶的催化活性。基于上述特性，本研究设计了用于固定化

漆酶的 Carbon nanonets 的合成。结果表明，Carbon nanonets 显著提高了漆

酶的可操作性和耐久性。系统性能测试表明，Carbon nanonets-lac 生物传感

器具有高灵敏度、对金属离子和有机化合物的耐受性强、优异的选择性和显

著的储存稳定性，进一步研究表明 Carbon nanonets-lac 生物传感器具有作为

快速检测对苯二酚的光热生物传感器的功能。 
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2.1 实验试剂及仪器 

2.1.1 主要实验试剂 

阿拉丁生化科技股份有限公司：铁氰化钾(AR)、亚铁氰化钾(ACS)、氯化

钾(AR)、冰醋酸(99.7%)、三水合乙酸钠(GR)、对苯二酚(HPLC)、1-乙基-3-(3-

二甲基氨基丙基)碳二亚胺盐酸盐(98%)、N-羟基琥珀酰亚胺(98%)、甲酰胺

(ACS)、乙腈(GR)、乙二胺(GC)、间苯二酚(AR)、邻氯苯酚(99%)、双酚 A(AR)、

双酚 B(AR)、2,3-二氯苯酚(98%)、3,4-二氯苯酚(AR)、无水氯化钙(AR)、碳酸

钠(AR)、硝酸铜水合物(AR)。 

国药集团化学试剂有限公司：无水乙醇(AR)、异丙醇(AR)、丙酮(AR)、

N,N-二甲基酰胺(AR)、六水合硝酸锌(AR)、六水合硝酸镁(AR)、九水合硝酸铬

(AR)、硝酸铅(AR)。 

北京百灵威科技有限公司：愈创木酚(99%)、甲苯(HPLC)。 

广州番禺力强化工厂：柠檬酸(AR)。 

2.1.2 主要实验仪器 

透射电镜(FEI Talos F200S)、X 射线光电子能谱仪(XPS、Thermo ESCALAB 

250Xi)、傅里叶红外光谱(FT-IR、Thermo Scientific Nicolet iS20)、辰华电化学工

作站 CHI760E。 

2.2 实验方案 

2.2.1 Carbon nanonets 的制备 

首先，将 312.5 mg 柠檬酸和 0.5 mL 乙二胺混合在 20 mL 甲酰胺中，于

25℃搅拌 20 min，超声分散 10 min。随后，将混合物转移到反应釜的内衬中，

在 180℃下进行水热反应 4 小时。冷却至室温后，使用 0.22 μm 膜过滤，随后使

用纤维素酯膜(分子量截止值为 500 Da)在去离子水透析纯化 12 小时，以去除未

反应的甲酰胺和乙二胺。透析后的溶液 10000 rpm 离心 10 min，去除沉淀，4℃

保存为 Carbon nanonets 溶液。 

2.2.2 Carbon nanonets-lac 的合成 

在典型的合成中，将 5mg 的 EDC 和 NHS 添加到 2ml 的 Carbon nanonets 溶

液中。在 25℃下孵育 0.5 h，随后加入 200 μL 粗漆酶，在 25℃下维持 1 h，最

后收集得到 Carbon nanonets-lac，4℃保存备用。 
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2.2.3 Carbon nanonets-lac 电极的制备 

采用 0.3 μm 氧化铝粉打磨抛光玻碳电极表面(直径为 3 mm)，再置放在超纯

水和乙醇中超声清洗，自然干燥。随后在玻碳电极(GCE)上沉积 6 μL Carbon 

nanonets-lac，并在 4℃下干燥，制备了 Carbon nanonets-lac 电极。然后，将 2 

μL 0.5 wt% Nafion 浇铸在 GCE 表面，在 4℃下干燥。采用相同的方法制备了

Carbon nanonets-lac 电极。 

2.2.4 漆酶电极检测对苯二酚原理 

以对苯二酚为例，电极表面催化机理描述如下(图 2-1)：在 Carbon nanonets-

lac 生物传感器表面施加光照，提高载体表面温度，进而增强漆酶活性。漆酶通

过电子的转移来催化对苯二酚的氧化，生成 1,4-苯醌。而工作电极表面的高电

导率有助于电子转移更容易的经过对苯二酚的氧化，还原后的漆酶通过与氧的

相互作用重新形成氧化后的漆酶，并在此过程中产生水，整个过程反应为电流。 

图 2-1 Carbon nanonets-lac 生物传感器对对苯二酚的电催化原理示意图 

Fig. 2-1. Schematic diagram of electrocatalysis of hydroquinone by Carbon nanonets-lac 

biosensor. 

 

2.3 结果与讨论 

2.3.1 Carbon nanonets 的 TEM 表征及分析 

用含有柠檬酸和乙二胺的甲酰胺溶液在 180℃下水热处理 4 h 制备 Carbon 
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nanonets。图 2-2a 为 Carbon nanonets 的典型 TEM 图像，表明样品为直径为 11-

18 nm。在图 2-2b 中没有观察到晶格条纹，表明 Carbon nanonets 在本质上是无

定形的。 

 

图 2-2 (a)和(b) Carbon nanonets 的 TEM 

Fig. 2-2. (a) and (b) TEM of N-doped carbon nanonets. 

 

2.3.2 Carbon nanonets 的 FT-IR 表征及分析 

 

图 2-3 Carbon nanonets 的 FT-IR 谱图 

Fig. 2-3. FT-IR spectrum of Carbon nanonets. 

 

利用傅里叶变换红外光谱(FT-IR)分析了 Carbon nanonets 的表面信息。如图

2-3 所示，在 3325 和 3183 cm-1处观察到吸收峰，表示 O-H 和 N-H 拉伸振动。
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1643 和 1380 cm-1处的强吸收带分别归因于-COO-和 N-H 带中 C=O 的拉伸模式，

表明 Carbon nanonets 具有羧基功能化[66, 67]。 

2.3.3 Carbon nanonets 的 XPS 表征及分析 

通过 XPS 分析进一步证实了 Carbon nanonets 中羧基的存在。XPS 全光谱包

含三个主要的 Carbon nanonets 峰(图 2-4a)，分别显示了 C 1s、O 1s 和 N 1s 的存

在。Carbon nanonets 的 C 1s 谱(图 2-4b)在 284.5、285.5 和 287.1 eV 处有三个峰，

这可以归因于 C=C、C-N/C-OH 和 C=O 键中的 C 原子[66, 67]。在 N 1s 光谱(图 2-

4c)中，分别在 398.7、399.6 和 401.3 eV 处发现了对应于 C=N、C-N 和 N-H 键

[66]中的 N 原子的峰。在 531.7 eV 和 530.5 eV 下，O 1s 峰可以看作是 O 在 C-OH

和 C=O 中的共同贡献[66, 68]。这些结果表明，Carbon nanonets 是由 C、N 和 O 组

成的，表面有羧基。 

 

 

图 2-4 Carbon nanonets 的 XPS 光谱。(a)全谱图，(b-d)C 1s、N 1s 和 O 1s 的高分辨率

XPS 光谱。 

Fig.2-4. XPS spectra of Carbon nanonets. (a) complete survey, and (b-d) high-resolution XPS 

spectra of C 1s, N 1s, and O 1s. 

 

2.3.4 Carbon nanonets 电化学性能表征 
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图 2-5 (a) GCE、Carbon nanonets 和 Carbon nanonets-lac 电极的 CV 曲线和(b) Nyquist 图

(在含 5 mM [Fe(CN)6] 3-/4-的 0.1 M KCl 溶液中测量)，(c) Carbon nanonets-lac 电极在 0.2 M 含

500 μM 对苯二酚的醋酸缓冲溶液中的 CV 曲线，(d)氧化峰电位随 pH 值的变化图。扫描速

率：100 mV⋅s-1。 

Fig. 2-5. (a) CV curves and (b) Nyquist plots of GCE, Carbon nanonets, and Carbon 

nanonets-lac electrodes (measurement in a 0.1 M KCl solution containing 5 mM [Fe(CN)6] 3-/4-), 

(c) CV curves of Carbon nanonets-lac electrode in a 0.2 M acetic acid buffer solution containing 

500 μM hydroquinone, and (d) the plot of the oxidation peak potentials versus pH values. Scan 

rate: 100 mV⋅s-1. 

 

循环伏安法(CV)用于研究 GCE、Carbon nanonets 和 Carbon nanonets-lac 在

含有 0.1 M KCl 的 5 mM [KFe(CN)6]
3-/4-氧化还原介质溶液中的电子转移行为(图

2-5a)。如图 2-5a 所示，GCE、Carbon nanonets 和 Carbon nanonets-lac 的 CV 曲

线显示了它们的电化学性能，表明铁氰化物配合物中存在 Fe3+/Fe2+氧化还原对。

在 GCE 表面观察到一对氧化还原峰，阳极峰电流(Ipa)为 41.02 μA，峰电位差

(ΔEp)为 0.130 V。Carbon nanonets 粒子修饰 GCE 表面后，Ipa略有升高，ΔEp 略
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有降低(Ipa = 41.53 μA， ΔEp = 0.114 V)，这是由于 Carbon nanonets 粒子增强了

GCE 表面的电导率。相反，使用 Carbon nanonets-lac 导致 Ipa降低，ΔEp (Ipa = 

35.86 μA, ΔEp = 0.148 V)升高，这是由于漆酶分子阻断了电子转移的活性位点，

导致电子在电极界面的转移受阻[67]。 

采用电化学阻抗谱(EIS)测试进一步研究了生物传感器的电化学性能，以评

估电子转移[56]。典型的奈奎斯特图包含半圆形和线性部分。较高频率下的半圆

直径反映了电阻值(Rct)，表示电子转移过程，而较低频率下的线性截面与扩散

过程有关。相应的等效电路如图 2-5b 的插图所示。图 2-5b 显示了 GCE、

Carbon nanonets 和 Carbon nanonets-lac 的 EIS 状态。与裸 GCE 的电荷转移电阻

(Rct)约为 822.6 Ω 相比，Carbon nanonets 电极的 Rct 降至 604.3 Ω 左右，表明由

于 Carbon nanonets 的电导率较高，电子转移电阻较低。Carbon nanonets-lac 电

极的 Rct 值增加到约 935.4 Ω，表明固定在 Carbon nanonets 纳米材料上的漆酶分

子电导率较差。上述结果证明了 Carbon nanonets-lac 电极的成功构建。 

2.3.5 Carbon nanonets-lac 生物传感器实验条件优化 

使用 Carbon nanonets-lac 生物传感器确定检测对苯二酚的最佳 pH，如图 2-

5c 所示。随着 pH 值的增加，生物传感器的氧化电流逐渐升高，在 pH 值为 5.0

时达到峰值，随后在 5.0-6.5 范围内下降。图 2-5d 显示了氧化峰电位与 pH 值增

加之间的强烈线性相关性，表明质子在生物传感器的初级反应过程中有重要作

用，其中包括固定化漆酶以催化氧还原为水。 

2.3.6 电极反应动力学研究 

通过电极反应动力学研究电活性物质的扩散速率，对生物传感器具有重要

意义。因此，在含有 500 μM 对苯二酚的 0.2 M 醋酸缓冲溶液(pH = 5.0)中，以

不同的扫描速率进行了 Carbon nanonets-lac 的 CV 测试。图 2-6a 显示了氧化还

原峰值电流随扫描速率的增加而增加，并且峰值电流与扫描速率的平方根直接

相关。图 2-6b 所示的拟合结果表面阳极和阴极的峰值电流模式与扫描速率呈现

良好的线性关系(Ipa = 1.05v1/2 + 0.21, R2 = 0.996；Ipc = -1.07v1/2 + 0.65, R2 = 0.999)，

其中 Ipa 和 Ipc 分别表示阳极峰和阴极峰电流值(μA)，v 表示扫描速率(mV⋅s-1)。

线性相关性表明，扩散过程控制着 Carbon nanonets-lac 电极表面的电活性物质。 
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图 2-6 (a)在含 500 μM 对苯二酚的 0.2 M 醋酸缓冲溶液(pH = 5.0)中 10-100 mV·s-1不同

扫描速率下 Carbon nanonets-lac 生物传感器的 CV 曲线，(b)峰值电流与扫描速率平方根的

关系曲线。 

Fig. 2-6. (a) CV curves of Carbon nanonets-lac biosensor in 0.2 M acetic acid buffer solution 

(pH = 5.0) containing 500 μM hydroquinone at various scan rates of 10-100 mV⋅s -1, and (b) the 

plot of the peak current versus square root of the scan rates. 

 

2.3.7 Carbon nanonets-lac 生物传感器的抗干扰性、耐储存稳定性、稳定性、重

现性探究 
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图 2-7 Carbon nanonets-lac 生物传感器(a)金属离子耐受性， (b) 有机溶剂耐受性，(c)抗干扰

性，(d)储存稳定性(4℃储存)，(e)在不同 pH 下扫描 50 次后的稳定性，(f)重现性。 

Fig. 2-7. Carbon nanonets-lac biosensor (a) resistance to metal ions, (b) resistance to organic 

solvents, (c) resistance to interference, (d) storage stability (4℃ storage), (e) stability after 50 

scans at different pH, (f) reproducibility. 

 

一般来说，生物传感器经常受到对苯二酚样品中污染物的影响。为了评估

Carbon nanonets-lac 的耐久性，通过向体系引入典型干扰物，研究了金属离子和

有机化合物对 Carbon nanonets-lac 生物传感器的抑制作用。如图 2-7a 所示，在

醋酸缓冲液(30 mL)中加入 200 μM Cr3+、Pb2+、Mg2+、Zn2+、Cu2+，对正在进行

的反应没有明显影响，说明这些添加的金属离子对反应没有阻碍作用。此外，

将 10 μL 乙醇(Eth)、异丙醇(IPA)、甲醇(Met)、丙酮(Ace)、乙腈(MeCN)、N,N-

二甲基甲酰胺(DMF)依次添加到含有 200 μM 对苯二酚的 30 mL 醋酸缓冲溶液中，

对电流响应没有显著影响。这些结果表明，Carbon nanonets-lac 对有机化合物具

有良好的耐受性。Carbon nanonets-lac 生物传感器的特殊抗性归因于 Carbon 

nanonets 的保护作用，从而增强了漆酶的稳定性和对添加污染物的抵抗力。 

为了评估 Carbon nanonets-lac 的抗干扰能力和选择性，分别加入 200 μM 对

苯二酚、双酚 A (BPA)、邻氯苯酚(CP)、双酚 B (BPB)、愈创木酚(GA)、2,3-二

氯苯酚(2,3-DCP)、间苯二酚(RC)和 3,4-二氯苯酚(3,4-DCP)于 30 mL 醋酸缓冲液

中，并连续搅拌，如图 6c 所示。Carbon nanonets-lac 在引入对苯二酚后表现出

快速而敏感的反应。相反，干扰剂的加入并没有引起明显的安培响应。每次重

新引入对苯二酚后，Carbon nanonets-lac 生物传感器都表现出迅速而敏感的反应。

这些结果表明，Carbon nanonets-lac 生物传感器具有优异的抗干扰性和高选择性。
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此外，Carbon nanonets-lac 的储存稳定性令人满意，18 天后其初始活性仍保持

68.4%，如图 2-7d 所示。在 pH 为 4.0-6.0 的范围内，循环 50 次后 CV 的氧化峰

电流下降了 1.68%-3.51%(图 2-7e)，表明 Carbon nanonets-lac 生物传感器具有良

好的稳定性。优异的电化学性能表明，Carbon nanonets-lac 生物传感器在实际应

用中为对苯二酚的检测提供了一种可靠的方法。此外，对于以相同方式制备的

9 个独立传感器，对苯二酚检测的相对标准偏差仅为 1.27%(见图 2-7f)。综合上

述结果证实，基于 Carbon nanonets 的漆酶传感器在对苯二酚检测中具有良好的

选择性、稳定性和重复性。 

2.3.8 Carbon nanonets-lac 生物传感器的响应性能 

图 2-8a 展示了连续添加对苯二酚的 Carbon nanonets-lac 在光照和黑暗条件

下的安培反应对比。Carbon nanonets-lac 生物传感器在加入对苯二酚后表现出快

速响应(在 5 s 内)，突出了该生物传感器的有效性。值得注意的是，由于 Carbon 

nanonets 通过光热转换提高了表面温度，从而增强了催化活性，因此在光照条

件下的电流响应超过了在黑暗条件下的响应。在光照和黑暗条件下，Carbon 

nanonets-lac 生物传感器的电流与对苯二酚浓度之间的线性关系如图 2-8b 所示。

在黑暗条件下，在 10 μM-1000 μM 的检测范围内，检测限为 7.26 μM (S/N = 3)，

而在光照条件下，在 1 μM-1000 μM 的检测范围内，检测限为 0.14 μM (S/N = 3)，

表明通过光热检测 Carbon nanonets-lac 生物传感器提高了灵敏度。 

 

图 2-8 (a)Carbon nanonets-lac 生物传感器对对苯二酚的安培响应，(b)相应的校准图。

光源：980 nm 激光，1 W·cm-2 

Fig. 2-8. (a) Amperometric responses of Carbon nanonets-lac biosensor to hydroquinone, and 

(b) the corresponding calibration plot. Light. Source: 980 nm laser, 1 W·cm-2 
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2.3.9 不同传感器检测对苯二酚的效果对比 

表 2-1 比较了 Carbon nanonets-lac 与其他已报道传感器对苯二酚的检测性能。

结果表明，Carbon nanonets-lac 的线性范围和检测限与已有的传感器相当。这一

发现表明，Carbon nanonets-lac 可以作为一种有效的光热生物传感器用于对苯二

酚的检测。 

表 2-1 对苯二酚传感器的比较 

Table 2-1 Comparison of hydroquinone sensors. 

sensors 

 

Analytic method 

Linear 

range 

(μM) 

Detection 

limit 

(μM) 

Ref. 

MIL-101(Cr)-rGO Electrochemistry 4-1000 0.66 [69] 

Fe3O4@COF@HRP Electrochemistry 0.5-300 0.12 [70] 

PANI/CuCNFs-Lac Electrochemistry 0.50-110 0.24 [56] 

Cu-MOF-GN/GCE Electrochemistry 1-1000 0.59 [52] 

TpBD-COF Electrochemistry 1-2000 0.31 [71] 

PANI/MG-Lac/GCE Electrochemistry 0.4-337.2 2.94 [58] 

CotA/thGP/AuNPs/GCE Electrochemistry 1.6-409.6 0.3 [65] 

Lac-PB/PANI/CC Electrochemistry 0.25-900 0.25 [57] 

Pt-MoS2/SiO2 Colorimetry 0.5-9 0.242 [72] 

Van-Pd2 NPs  Colorimetry 1-100 0.323 [73] 

Si QDs fluorescence 6-100 2.63 [74] 

Si NPs Colorimetry 2.5-27 0.68 [75] 

Carbon nanonets-lac 
Electrochemistry 

1-1000 0.14 
This 

work 

 

2.3.10 Carbon nanonets-lac 生物传感器实际水样测定对苯二酚研究 

通过对我校自来水和芜湖长江三号桥长江水样进行光热分析，评价了

Carbon nanonets-lac 生物传感器的实际应用。表 2-2 为 Carbon nanonets-lac 生物

传感器的检测结果，显示自来水和长江水中最初不存在对苯二酚。在加入不同

浓度的对苯二酚后，Carbon nanonets-lac 生物传感器显示出可检测的对苯二酚含

量水平。对苯二酚的相对标准偏差(RSD)为 1.41%-8.48%，加样回收率为 99.4%-
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101.25%。这些结果表明， Carbon nanonets-lac 生物传感器适用于实际水样中对

苯二酚的光热检测。 

表 2-2 Carbon nanonets-lac 生物传感器光热法测定水样中对苯二酚 

Table 2-2 Photothermal determination of hydroquinone in real water samples by Carbon 

nanonets-lac biosensor. 

Sample 
Added 

(μM) 

Found 

(μM) 

RSD 

(%) 

Recovery 

(%) 

Tap Water 

0 Not detected / / 

5 5.05 3.53 101.0 

10 10.12 8.48 101.2 

15 14.91 6.36 99.4 

Yangtze 

River 

Water 

0 Not detected / / 

5 5.04 2.83 100.8 

10 9.98 1.41 99.8 

15 15.06 4.24 100.4 

 

2.4 小结 

本工作介绍了将漆酶固定在 Carbon nanonets 用于对苯二酚的光热检测。通

采用水热法合成 Carbon nanonets 粗产品，经纯化、离心处理后获得高纯度的

Carbon nanonets 溶液，通过共价结合与漆酶固定。Carbon nanonets 显著提升漆

酶的操作稳定性和耐久性。此外实验结果表明，Carbon nanonets-lac 生物传感器
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对金属离子和有机化合物具有优异的耐受性，并且具有显著的储存稳定性。

Carbon nanonets 的光热效应使得固定化漆酶作为快速检测对苯二酚的生物传感

器有效地发挥作用。安培检测表明，与黑暗环境相比，光照显著提高了生物传

感器检测的灵敏度。Carbon nanonets-lac 生物传感器具有 0.14 μM(S/N = 3)的低

检测限和 1-1000 μM 的宽响应范围。最重要的是，Carbon nanonets-lac 生物传感

器在自来水和长江水样的光热分析中显示出可靠的结果，表明其在实际水样对

苯二酚检测中的环保应用潜力。 
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第 3 章 AuNPs-lac 光热传感器的制备及电化学传感性能研究 

 

环境中的污染物正在威胁着生态系统。水生环境是几乎所有形式的工业、

制药和其他污染物的最终归宿，这些污染物对生物产生了巨大的不利影响[76, 77]。

邻苯二酚，也被称为儿茶酚或 1,2-二羟基苯，是一种工业污染物，广泛应用于

工业生产，包括杀虫剂、香料和香水[78]。邻苯二酚还广泛用于照相显影剂[79]的

生产，作为毛皮染料的显影剂[80]，在橡胶、医药、化妆品、纺织、石油化工等

领域作为抗氧化剂的中间体[81]。人体通过皮肤吸收会可引发类似苯酚中毒症状，

会导致湿疹性皮炎，甚至引起更明显的抽搐。在动物实验中，大量邻苯二酚可

引起中枢神经系统抑郁和血压长期升高，这可能是由于周围血管收缩所致[82]。

值得注意的是，邻苯二酚可以通过各种途径进入人体，包括饮用水和水生食品，

所以它在天然水源中的存在对人体健康构成严重威胁，发达国家已实施严格的

法规，禁止在某些产品中使用邻苯二酚。因此，现在有必要密切关注水环境中

邻苯二酚的含量，特别是饮用水中的邻苯二酚。邻苯二酚对肝脏、中枢神经系

统有毒，并能破坏 DNA 复制，会对全球人类和环境健康构成重大风险[83]。因

此，方便、准确地检测水资源中的邻苯二酚，可以有效避免其对的有害影响。

电分析法具有成本低、操作方便等优点，是一种比较可靠的检测方法。基于各

种纳米材料的仿生电化学传感器已被开发用于邻苯二酚检测[78, 81, 84]，但这些传

感器的抗干扰能力较差。鉴于此，基于酶的电化学生物传感器由于其良好的底

物特异性而受到越来越多的关注[85]。 

贵金属材料，如金、银、钌以及纳米复合材料，由于其具有高导电性和多

功能特性，一直以来都是电极材料研究的主要焦点。值得注意的是，金银等材

料具有等离子效应，可加强将光能转化为热能，从而提高了固定化漆酶的催化

活性。在此，本文设计了用于固定化漆酶的 AuNPs 的合成。结果表明，AuNPs

显著提高了漆酶的操作稳定性和耐久性。测量表明，AuNPs-lac 生物传感器具有

高灵敏度、对金属离子和有机化合物的耐受性强、优异的选择性和显著的储存

稳定性。此外，还建立了 AuNPs-lac 生物传感器作为快速检测邻苯二酚的光热

生物传感器的功能。 
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3.1 实验试剂及仪器 

3.1.1 主要实验试剂 

阿拉丁生化科技股份有限公司：铁氰化钾(AR)、亚铁氰化钾(ACS)、氯化

钾(AR)、冰醋酸(99.7%)、三水合乙酸钠(GR)、邻苯二酚(AR)、1-乙基-3-(3-二甲

基氨基丙基)碳二亚胺盐酸盐(98%)、N-羟基琥珀酰亚胺(98%)、四氯合金酸溶液

(23.5%-23.8%)、对硝基苯酚(HPLC)、间苯二酚(AR)、邻氯苯酚(99%)、双酚

B(AR)、2,3-二氯苯酚(98%)、硫酸锰(AR)、吡啶(ACS)、三乙胺(AR)、四氢呋喃

(AR)、无水柠檬酸钠(AR)。 

国药集团化学试剂有限公司：环己烷(AR)、三氯甲烷(AR)、四氯化碳(AR)、

六水合硝酸钴(AR)、六水合硝酸镁(AR)、十八水合硫酸铝 AR)、六水合硝酸铈

(AR)。 

上海麦克林生化科技有限公司：3-巯基丙酸(99%)。 

北京百灵威科技有限公司：愈创木酚(99%)。 

3.1.2 主要实验仪器 

透射电镜(FEI Talos F200S)、Mapping (FEI Talos F200S)、傅里叶红外光谱

(天津港东 FT-IR-850)、辰华电化学工作站 CHI760E。 

3.2 实验方案 

3.2.1 AuNPs 的制备 

向两颈烧瓶内加入 50 mL 超纯水以及 5 μL 四氯合金酸溶液，持续加热搅拌。

煮沸 5 min 后，滴加 1.875 mL 1 wt%柠檬酸三钠，继续反应 15 min，得到

AuNPs 溶液。 

3.2.2 AuNPs-lac 的合成 

取 2 mL AuNPs 溶液，加入 20 μL 20 mM 巯基丙酸溶液，30℃振荡 1 h，即

可获得所述功能化 AuNPs 纳米材料。向经巯基丙酸修饰的 AuNPs 溶液中加入

40 mg EDC 和 NHS，30℃反应 1 h，即可获得所述功能化 AuNPs 纳米材料。向

所获功能化 AuNPs 纳米材料中加入 200 μL 漆酶溶液，漆酶活性为 130 U/mL,于

30℃振荡 1 h，即可获得 AuNPs 固定化漆酶。 

3.2.3 Carbon nanonets-lac 电极的制备 

采用 0.3 μm 氧化铝粉打磨抛光玻碳电极表面(直径为 3 mm)，再置放在超纯
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水和乙醇中超声清洗，自然干燥。随后在玻碳电极(GCE)上沉积 6 μL AuNPs-lac，

并在 4℃下干燥，制备了 AuNPs-lac 电极。然后，将 2 μL 0.5 wt% Nafion 浇铸在

GCE 表面，在 4℃下干燥。采用相同的方法制备了 AuNPs 电极。 

3.2.4 漆酶电极检测邻苯二酚原理 

以邻苯二酚为例，电极表面催化机理描述如下(图 3-1)：在 AuNPs-lac 生物

传感器表面施加光照，提高载体表面温度，进而增强漆酶活性。漆酶通过一个

电子的转移来催化对苯二酚的氧化，生成 1,2-苯醌。而工作电极表面的高电导

率有助于电子转移更容易的经过邻苯二酚的氧化，还原后的漆酶通过与氧的相

互作用重新形成氧化后的漆酶，并在此过程中产生水，整个过程反应为电流。 

 

图 3-1 AuNPs-lac 生物传感器对邻苯二酚的电催化原理示意图 

Fig. 3-1. Schematic diagram of electrocatalysis of catechol by AuNPs-lac biosensor. 

 

3.3 结果与讨论 

3.3.1 AuNPs 的 TEM、EDX 表征及分析 

通过 TEM 测试探究 AuNPs 的形貌与结构、大小。如图 3-2(a)所示，AuNPs

整体呈球形，大小大致均一，平均直径约为 20 nm。图 3-2(b)是 Au 原子的元素

映射图，显示了 Au 原子的存在。以上可以证明我们成功地合成了 AuNPs。 
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图 3-2 AuNPs 的(a)TEM 和(b)EDX 

Fig. 3-2. AuNPs (a) TEM and (b) EDX. 

 

3.3.2 AuNPs 的 FT-IR 表征及分析 

通过 FTIR 光谱表征进一步研究 AuNPs 纳米粒子表面信息。通过对比

AuNPs 和 AuNPs-Lac 的 FTIR 光谱，如图 3-3 所示，观察到酰胺 I 在 1570 cm-1 

(N-H，弯曲振动)和酰胺 II 在 1647 cm-1 (C=O，拉伸)的特征吸收带，以及羧酸

盐在 1440 cm-1的对称拉伸振动，而上述特征峰的出现已被报道为蛋白质通过赖

氨酸侧链[86]固定，说明漆酶已被固定在 AuNPs 上。 

 

图 3-3 (a)AuNPs 和(b)AuNPs-lac 的 FT-IR 谱图 

Fig. 3-3. FT-IR spectrum of (a)AuNPs and (b)AuNPs-lac. 
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3.3.3 AuNPs 的电化学性能表征及分析 

 

 

图 3-4 (a) AuNPs、GCE 和 AuNPs-lac 电极的 CV 曲线和(b) Nyquist 图(在 5 mM 

K4Fe(CN)6/K3Fe(CN)6和 0.1 M KCl 溶液中测量)，(c) AuNPs-lac 电极在 0.2 M 含 600 μM 邻

苯二酚的醋酸缓冲溶液中的 CV 曲线，(d)氧化峰电位随 pH 值的变化图。扫描速率：100 

mV⋅s-1。 

Fig. 3-4. (a) CV curves and (b) Nyquist plots of AuNPs, GCE, and AuNPs-lac electrodes 

(measurement in a 0.1 M KCl solution containing 5 mM K4Fe(CN)6/K3Fe(CN)6 ), (c) CV curves 

of AuNPs-lac electrode in a 0.2 M acetic acid buffer solution containing 600 μM catechol, and (d) 

the plot of the oxidation peak potentials versus pH values. Scan rate: 100 mV⋅s -1. 

 

为了探究修饰电极的电催化特性，采用了循环伏安(CV)和电化学阻抗谱

(EIS)进行表征。图 3-4a 对比展示了 AuNPs-lac、GCE 和 AuNPs 电极在含有 0.1 

M KCl 的 5 mM K4Fe(CN)6/K3Fe(CN)6溶液中进行的 CV 测试。GCE 对应的 CV

曲线的阳极峰值电流为 42.30 µA，阴极峰值电流为-43.25 µA，峰值电位差(ΔEp)

为 0.117 V。与使用 AuNPs 修饰电极相比，CV 扫描显示 Ipa(47.00 µA)和 Ipc(-

47.72 µA)增加。另外，由于阳极峰值电流的负电位移动和阴极峰值电流的正电

位移动，观察到 ΔEp 值减小至 0.85V。AuNPs-lac 的电流峰随后下降，这是由于
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漆酶的非导电性质和交联剂阻碍了电子转移过程，表明酶固定在金纳米粒子中

[50]。 

在含有 5 mM K4Fe(CN)6/K3Fe(CN)6的 0.1 M KCl 溶液中，对各修饰电极进

行 EIS 测量。测试结果以 Nyquist 图的形式展示在图 3-4b 中。结果表明，GCE

具有较高的 Rct 值(727 Ω)，在裸电极上沉积 AuNPs 后，由于加速了界面电子转

移，电荷转移电阻(Rct)降低约为 300 Ω，然而，将 AuNPs-lac 固定在电极表面

后，Rct 值(845.4 Ω)有所增加。这是由于固定化酶具有较高的电子传递阻力和较

弱的导电性[50]。CV 结果也证实了这一点。这些结果表明我们已经成功地将漆

酶固定在 AuNPs 上。 

3.3.4 AuNPs-lac 生物传感器实验条件优化 

在含有 600 μM 邻苯二酚的 0.2M 醋酸缓冲溶液中，通过 CV 系统研究 pH

对生物传感器的影响。这些溶液的 pH 值范围为 3.5-6.0。从图 3-4c 可以看出，

漆酶生物传感器在 pH=3.5 时呈现最大氧化峰电流值，高于该 pH 时氧化峰电流

逐渐下降。这种现象源于在该 pH 范围内，电流响应最大的邻苯二酚氧化还原

过程发生得更快。图 3-4d 显示了阳极峰电位与 pH 值增加之间具有强线性相关

性，表明质子在生物传感器的初级反应过程中有重要作用，其中包括固定化漆

酶以催化氧还原为水。 

3.3.5 电极反应动力学研究 

 

图 3-5 (a)在含 600 μM 邻苯二酚的 0.2 M 醋酸缓冲溶液(pH = 3.5)中 10-100 mV·s-1不同

扫描速率下 AuNPs-lac 生物传感器的 CV 曲线，(b)峰值电流与扫描速率平方根的关系曲线。 

Fig. 3-5. (a) CV curves of AuNPs-lac biosensor in 0.2 M acetic acid buffer solution (pH = 

3.5) containing 600 μM catechol at various scan rates of 10-100 mV⋅s -1, and (b) the plot of the 

peak current versus square root of the scan. 
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为了研究邻苯二酚在 AuNPs-lac 生物传感器上的电化学反应机理，通过 CV

在 0.2 M (pH = 3.5)含有 600 μM 邻苯二酚(扫描速率 10-100 mV s-1)的醋酸缓冲溶

液(pH = 3.5)中研究了动力学性质和电极界面的控制因素。如图 3-5a 所示，随着

扫描速率从 10 mV s-1到 100 mV s-1的增加，峰值电流逐渐增强，而氧化还原峰

电位分别向正负方向移动。从图 3-5b 可以看出，氧化峰和还原峰的峰值电流与

扫描速率的平方根呈线性关系(Ipa=1.27v1/2+0.66, R2=0.999; Ipc=-0.74v1/2-0.32, 

R2=0.995)，证实邻苯二酚的电化学氧化是一个线性扩散过程。 

3.3.6 AuNPs-lac 生物传感器的抗干扰性、耐储存稳定性、重现性探究 

 

 

图 3-6 AuNPs-lac 生物传感器(a)金属离子耐受性， (b) 有机溶剂耐受性，(c)抗干扰性，(d)储

存稳定性(4℃储存)。 

Fig. 3-6. AuNPs-lac biosensor (a) resistance to metal ions, (b) resistance to organic solvents, (c) 

resistance to interference, (d) storage stability (4℃ storage). 

 

为了评估生物传感器对潜在干扰的反应的选择性，通过 I-t 测量含有邻苯二

酚和金属离子或有机物的二元溶液来进行评价。如图 3-6a 所示，在 0.2 M 醋酸

缓冲溶液依次加入 200 μM K+、Mg2+、Al3+、Mn2+、Co2+、Ce4+，对正在进行的
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反应无明显变化，说明这些添加的金属离子无阻碍作用。另外，如图 3-6b，向

0.2 M 醋酸溶液中添加 16 μL 三氯甲烷(THMs)、四氯化碳(CTC)、三乙胺(TEA)、

环己烷(CYH)、四氢呋喃(THF)、吡啶(PY)，对电流响应无明显影响。这些结果

表明，AuNPs-lac 对于有机化合物具有良好的耐受性。 

为了评估 AuNPs-lac 的抗干扰能力和选择性，分别向 40 mL 醋酸缓冲液中

加入 200 μM 邻苯二酚、愈创木酚(GA)、间苯二酚(RC)、对硝基苯酚(PNP)、双

酚 B(BPB)、氯酚(CP)、2,3-二氯苯酚(2,3-DCP)，并连续搅拌，如图 3-6c 所示。

AuNPs-lac 在引入邻苯二酚后表现出快速而灵敏的反应。相反，干扰剂的加入并

没有引起明显的安培响应。每次重新引入邻苯二酚后，AuNPs-lac 生物传感器都

表现出迅速而灵敏的反应。这些结果表明，AuNPs-lac 生物传感器具有优异的抗

干扰性和高选择性。此外，AuNPs-lac 的储存稳定性令人满意，14 天后其初始

活性仍保持 79.1%，如图 3-6d 所示。优异的电化学性能表明，AuNPs-lac 生物

传感器在实际应用中为邻苯二酚的检测提供了一种可靠的方法。 

3.3.7 AuNPs-lac 生物传感器的响应性能 

  

图 3-7 (a) AuNPs-lac 生物传感器对邻苯二酚的安培响应，(b)相应的校准图。光源：980 

nm 激光，1 W·cm-2 

Fig. 3-7. (a) Amperometric responses of AuNPs-lac biosensor to catechol, and (b) the 

corresponding calibration plot. Light. Source: 980 nm laser, 1 W·cm-2 

 

图 3-7a 展示了连续添加邻苯二酚的 AuNPs-lac 在光照和黑暗条件下的安培

反应对比。AuNPs-lac 生物传感器在加入邻苯二酚后表现出快速响应，突出了该

生物传感器的有效性。此外，由于 AuNPs 通过光热转换提高了表面温度，从而

增强了催化活性，因此在光照条件下的电流响应超过了在黑暗条件下的响应。
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在光照和黑暗条件下，AuNPs-lac 生物传感器的电流与邻苯二酚浓度之间的线性

关系如图 3-7b 所示。在黑暗条件下，在 1 μM-1000 μM 的检测范围内，检测限

为 0.31 μM (S/N = 3)，而在光照条件下，在 1 μM-1000 μM 的检测范围内，检测

限为 0.04 μM (S/N = 3)，表明通过光热检测 AuNPs-lac 生物传感器提高了灵敏度。 

3.3.8 不同传感器检测邻苯二酚的效果对比 

表 3-1 比较了 AuNPs-lac 与其他已报道传感器邻苯二酚的检测性能。结果

表明，AuNPs-lac 的线性范围和检测限与已有的传感器相当。这一发现表明，

AuNPs-lac 可以作为一种有效的光热生物传感器用于邻苯二酚的检测。 

表 3-1 邻苯二酚传感器的比较 

Table 3-1 Comparison of catechol sensors. 

sensors 
 

Analytic method 

Linear range 

(μM) 

Detection limit 

(μM) 
Ref. 

Lac/AP-rGOs/Chit/GCE Electrochemistry 15-700 7 [87] 

FYSSns-2-Lac/GCE Electrochemistry 12.5-450 1.6 [88] 

Lac-α-Fe2O3NC-CPE Electrochemistry 8-800 4.28 [89]  

Lac-Nafion ECNFs/GCE Electrochemistry 1-1300 0.63 [90]  

AuNP-MoS2-Lac/GCE Electrochemistry 2-2000 2 [16]  

Lac/GC@B4C/AuNPs/NF Electrochemistry 0.1-500 0.025 [48] 

Ag-TiO2/FGG Electrochemistry 0.4-300 0.16  [91]  

AuNPs-lac 
Electrochemistry 

1-1000 0.04 
This 

work 

 

3.3.9 AuNPs-lac 生物传感器实际水样测定邻苯二酚研究 

表 3-2 AuNPs-lac 生物传感器光热法测定水样中邻苯二酚 

Table 3-2 Photothermal determination of catechol in real water samples by AuNPs-lac 

biosensor. 

Sample 
Added 

(μM) 

Found 

(μM) 

RSD 

(%) 

Recovery 

(%) 

Yangtze River 

Water 
0 

Not 

detected 
/ / 
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5 5.04 2.8 100.8 

10 10.00 0 100.0 

15 14.98 1.4 99.87 

 

为了测试 AuNPs-lac 传感器测定邻苯二酚的实用性，对芜湖长江三号桥长

江水样进行光热分析。为确保结果的准确性，采用了标准的加入法。通过在测

试样品溶液中逐步引入已知数量的标准(邻苯二酚)，并确保响应测量。回收率

结果如表 3-2 所示，邻苯二酚的相对标准偏差(RSD)为 1.4%-2.8%，加样回收率

为 99.87%-100.8%。验证了所提出的传感器在定量测试水样中邻苯二酚含量方

面的准确性和可靠性，从而肯定了其在实际应用中的适用性。 

 

3.4 小结 

本工作介绍了将漆酶固定在 AuNPs 上用于邻苯二酚的光热检测。采用水热

法合成 AuNPs 溶液，再经羧基化后与漆酶共价固定。AuNPs 提高了漆酶的操作

稳定性和耐久性。实验结果表明，AuNPs-lac 生物传感器对金属离子和有机化合

物具有优异的耐受性，并且具有显著的储存稳定性。AuNPs 的光热效应使得固

定化漆酶作为快速检测对苯二酚的生物传感器显著提高检测性能。安培检测表

明，与黑暗环境相比，光照显著提高了生物传感器检测的灵敏度。AuNPs-lac 生

物传感器具有 0.04 μM(S/N = 3)的低检测限和 1-1000 μM 的宽响应范围。实际应

用验证显示，AuNPs-lac 生物传感器在长江水样的光热分析中显示出可靠的结果，

表明其在实际水样邻苯二酚检测中的环保应用潜力。 
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第 4 章 Carbon nanonets-Au-lac 光热传感器的制备及电化学传感

性能研究 

 

肾上腺素(EP)是一种重要的神经递质，对神经系统和糖原代谢有重要影响

[92-95]。它可以通过增加肝脏中的糖原分解和细胞中的脂肪代谢来提高血糖水平，

为身体提供更多能量，从而加快心率、呼吸和血流量[96-98]。许多疾病与肾上腺

素浓度密切相关，如高血压、精神分裂症、阿尔茨海默病、帕金森病[99-102]。研

究表明，生物体液和神经组织中肾上腺素浓度是许多疾病的重要诊断依据，因

此开发一种有效的肾上腺素含量监测方法至关重要[103-105]。目前，已经报道了

多种肾上腺素检测方法，如极谱法、毛细管电泳、光动力法、高效液相色谱法、

流动进样法、质谱法[106-114]。这些方法已经成功地用于肾上腺素的检测，但它

们仍然存在一些不可避免的缺点，如仪器昂贵且体积大，检测方法耗时长，实

验条件要求高[115-118]。相比之下，电化学传感技术以其便携方便、操作简单、

响应速度快等优点在众多检测方法中脱颖而出[118]。 

碳基材料与贵金属材料，由于二者具有高导电性和多用途的特殊属性，一

直以来都是电极材料研究的主要焦点。值得注意的是，碳基材料与贵金属材料

都具有光热转换特性。因此，二者的复合可协同增强彼此的导电性还可以提升

将光能转化为热能的效率，从而提高了固定化漆酶的催化活性。基于此，本研

究开发了用于固定化漆酶的 Carbon nanonets-Au 的合成。结果表明，Carbon 

nanonets-Au 显著提高了漆酶的操作稳定性和耐久性。性能测试显示，Carbon 

nanonets-Au-lac 生物传感器具有高灵敏度、对金属离子和有机化合物的耐受性

强、优异的选择性和显著的储存稳定性。此外，进一步构建了 Carbon nanonets-

Au-lac 生物传感器作为快速检测肾上腺素的光热生物传感器的功能。 

4.1 实验试剂及仪器 

4.1.1 主要实验试剂 

阿拉丁生化科技股份有限公司：铁氰化钾(AR)、亚铁氰化钾(ACS)、氯化

钾(AR)、冰醋酸(99.7%)、三水合乙酸钠(GR)、甲酰胺(ACS)、乙二胺(GC)、、无

水柠檬酸钠(AR)、四氯合金酸溶液(23.5%-23.8%)、1-乙基-3-(3-二甲基氨基丙
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基)碳二亚胺盐酸盐(98%)、N-羟基琥珀酰亚胺(98%)、乙腈(GR)、乙二醇(GC)、

肾上腺素盐酸盐(98%)、尿酸(99%)、无水氯化钙(AR)、硫酸锰(AR)。 

国药集团化学试剂有限公司：乙酸乙酯(AR)、丙酮(AR)、二氯甲烷(AR)、

脲(AR)、葡萄糖(AR)、甘氨酸(AR)、L-色氨酸(BR)、N,N-二甲基甲酰胺(AR)、

六水合硝酸锌(AR)、六水合氯化钴(AR)、六水合硝酸镍(AR)、硝酸铅(AR)、七

水合硫酸镁(AR)、氯化钠(AR)。 

上海麦克林生化科技有限公司：3-巯基丙酸(99%)。 

北京百灵威科技有限公司：谷氨酸(98%)、DL-天冬氨酸(98%)。 

广州番禺力强化工厂：柠檬酸(AR)。 

4.1.2 主要实验仪器 

透射电镜(FEI Talos F200S)、X 射线光电子能谱仪(XPS、Nexsa G2X)、傅里

叶红外光谱(FT-IR、Thermo Scientific Nicolet iS20)、辰华电化学工作站

CHI760E。 

4.2 实验方案 

4.2.1 Carbon nanonets 的制备 

首先，将 312.5 mg 柠檬酸和 0.5 mL 乙二胺混合在 20 mL 甲酰胺中，于

25℃搅拌 20 min，超声分散 10 min。随后，将将混合物转移到反应釜的内衬中，

在 180℃下进行水热反应 4 小时。冷却至室温后，使用 0.22 μm 膜过滤，随后使

用纤维素酯膜(分子量截止值为 500 Da)在去离子水中透析纯化 12 小时，以去除

未反应的甲酰胺和乙二胺。透析后的溶液 10000 rpm 离心 10 min，去除沉淀，

4℃保存为 Carbon nanonets 溶液。 

4.2.2 Carbon nanonets-Au 的制备 

向两颈烧瓶内加入 10 mL Carbon nanonets 溶液、40 mL 超纯水以及 5 μL 四

氯合金酸溶液，持续加热搅拌，煮沸 5 min 后，滴加 1.875 mL 1 wt%柠檬酸三

钠，继续反应 15 min，得到 Carbon nanonets-Au 纳米材料。 

4.2.3 Carbon nanonets-Au-lac 的合成 

取 2 mL Carbon nanonets-Au 纳米材料，加入 20 μL 20 mM 巯基丙酸溶液，

30℃振荡 1h，即可获得所述羧基化 Carbon nanonets-Au 纳米材料。将巯基丙酸

修饰的 Carbon nanonets-Au 纳米材料加入 40 mg EDC 和 NHS，30℃反应 1h，即
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可获得所述功能化 Carbon nanonets-Au 纳米材料。再向所获功能化 Carbon 

nanonets-Au 纳米材料中加入 200μL 漆酶溶液，漆酶活性为 130 U/mL,于 30℃振

荡 1 h，即可获得 Carbon nanonets-Au 固定化漆酶。 

4.2.4 Carbon nanonets-lac 电极的制备 

采用 0.3 μm 氧化铝粉打磨抛光玻碳电极表面(直径为 3 mm)，再置放在超纯

水和乙醇中超声清洗，自然干燥。随后在玻碳电极(GCE)上沉积 6 μL Carbon 

nanonets-Au-lac 溶液，并在 4℃下干燥，制备了 Carbon nanonets-Au-lac 电极。

然后，将 2 μL 0.5 wt% Nafion 浇铸在 GCE 表面，在 4℃下干燥。采用相同的方

法制备了 Carbon nanonets-Au 电极。 

4.2.5 漆酶电极检测肾上腺素原理 

以肾上腺素为例，电极表面催化机理描述如下(图 4-1)：在 Carbon nanonets-

Au-lac 生物传感器表面施加光照，提高载体表面温度，进而增强漆酶活性。漆

酶通过电子的转移来催化肾上腺素的氧化，生成肾上腺素醌。而工作电极表面

的高电导率有助于电子转移更容易的经过肾上腺素的氧化，还原后的漆酶通过

与氧的相互作用重新形成氧化后的漆酶，并在此过程中产生水，整个过程反应

为电流。 

 

图 4-1 Carbon nanonets-Au-lac 生物传感器对肾上腺素的电催化原理示意图 

Fig. 4-1. Schematic diagram of electrocatalysis of epinephrine by Carbon nanonets-Au-lac 

biosensor. 
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4.3 结果与讨论 

4.3.1 Carbon nanonets-Au 的 TEM、EDX 表征及分析 

通过 TEM 测试探究 Carbon nanonets-Au 的形貌与结构、大小。图 4-2a 为

Carbon nanonets-Au 的典型 TEM 图像，表明样品为直径为 10-20 nm。在图 4-2b

中没有观察到晶格条纹，而 AuNPs 作为无定形纳米颗粒分布在 Carbon nanonets

上，所以经过 TEM 分析，表明 Carbon nanonets-Au 在本质上是无定形的。

Carbon nanonets-Au 的 EDX 图像如 4-3 所示，表明 C、N、O 和 Au 原子的存在，

证实了 Carbon nanonets-Au 纳米复合材料的成功合成。 

 

图 4-2 Carbon nanonets-Au 的(a)和(b)TEM  

Fig. 4-2. Carbon nanonets-Au (a) and (b) TEM. 
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图 4-3 Carbon nanonets-Au 的 EDX 

Fig. 4-3. EDX of Carbon nanonets-Au. 

 

4.3.2 Carbon nanonets 的 FT-IR 表征及分析 

通过 FT-IR 光谱进一步分析 Carbon nanonets、Carbon nanonets-Au 以及

Carbon nanonets-Au-lac 表面的官能团。如图 4-4 所示，FTIR 分析表明在 1641 和

1382 cm-1处附近的强吸收带分别归因于-COO-和 N-H 带中 C=O 的拉伸模式，在

3400-3100 cm-1 处具有 O-H 和 N-H 拉伸振动的特征吸收带，表明 Carbon 

nanonets-Au 表面含有羧基。图 4-4c 显示新增了 2971 cm-1 (-C-H 键的拉伸)、

1711 cm-1(-C-O 键的拉伸)等漆酶特征峰[37, 39]，证实漆酶成功地固定在 Carbon 

nanonets-Au 复合纳米材料上。 
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图 4-4 (a)Carbon nanonets (b)Carbon nanonets-Au 和 (c) Carbon nanonets-Au-lac 的 FT-IR

谱图 

Fig. 4-4. FT-IR spectrum of (a) Carbon nanonets, (b) Carbon nanonets-Au and (c) Carbon 

nanonets-Au-lac. 

 

4.3.3 Carbon nanonets 的 XPS 表征及分析 

通过 XPS 分析进一步分析了 Carbon nanonets-Au 纳米复合材料中元素 C、

N、O 和 Au 的组成。XPS 分析显示，Carbon nanonets-Au 的 C 1s 谱(图 4-5a)在

284.67、285.58 和 287.35 eV 处有三个峰，分别归属于 C=C、C-N/C-OH 和 C=O

键中的 C 原子[119]。在 N 1s 光谱(图 4-5b)中，分别在 398.72、399.75 和 399.88 

eV 处发现了对应于 C=N、C-N 和 N-H 键中的 N 原子的峰[119, 120]。在 531.06 eV

和 532.70 eV 下，O 1s 峰可以看作是 O 在 C-OH 和 C=O 中的共同贡献[119]。在

Au 4f 光谱中，分别位于 83.73、84.50 和 87.31 以及 88.19 eV 处的特征峰对应于

Au 4f7/2和 Au 4f5/2，同时 Au 4f7/2处出现两个特征峰，表明 Au(0)和 Au(1)同时存

在[121]。与 2.3.3 节 Carbon nanonets 的 XPS 数据对比表明 Carbon nanonets 的

XPS 分析数据相符，这些结果表明，Carbon nanonets-Au 是由 C、N、O 和 Au

组成的。 
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图 4-5 Carbon nanonets-Au 的 XPS 光谱。(a-d)C 1s、N 1s、O 1s 和 Au 4f 的高分辨率

XPS 光谱。 

Fig.4-5. XPS spectra of Carbon nanonets-Au. (a-d) high-resolution XPS spectra of C 1 s, N 1 

s, O 1 s and Au 4f. 

 

4.3.4 Carbon nanonets-Au 电化学性能表征 

利用循环伏安法(CV)研究修饰电极的电化学行为。图 4-6a 显示了 GCE、

Carbon nanonets-Au 和 Carbon nanonets-Au-lac 修饰电极在含有 0.1 M KCl 的 5 

mM [Fe(CN)6]
 3-/4-中的 CV 曲线，每个电极都具有优异的氧化还原可逆性。在

GCE 表面观察到一对氧化还原峰，阳极峰电流(Ipa)为 40.51 μA，峰电位差(ΔEp)

为 0.112 V。Carbon nanonets 粒子修饰 GCE 表面后，Ipa略有升高，ΔEp 略有降

低(Ipa = 50.00 μA, ΔEp = 0.79 V)，归因于 Carbon nanonets-Au 粒子加速了电子转

移并提高了生物传感器的电催化性能。相比之下，使用 Carbon nanonets-Au-lac

导致 Ipa 降低，ΔEp 升高(Ipa = 44.07 μA, ΔEp = 0.110 V)，这是因为漆酶充当非

导电蛋白，影响电子转移[58]。 
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图 4-6 (a) GCE、Carbon nanonets-Au 和 Carbon nanonets-Au-lac 电极的 CV 曲线和(b) 

Nyquist 图(在 0.1 M 含 5 mM [Fe(CN)6]3-/4-的 KCl 溶液中测量)，(c) Carbon nanonets-Au-lac

电极在 0.2 M 含 400 μM 肾上腺素的醋酸缓冲溶液中的 CV 曲线，(d)氧化峰电位随 pH 值的

变化图。扫描速率：100 mV⋅s-1。 

Fig. 4-6. (a) CV curves and (b) Nyquist plots of GCE, Carbon nanonets, and Carbon 

nanonets-lac electrodes (measurement in a 0.1 M KCl solution containing 5 mM [Fe(CN)6] 3- /4- ), 

(c) CV curves of Carbon nanonets-Au-lac electrode in a 0.2 M acetic acid buffer solution 

containing 400 μM epinephrine, and (d) the plot of the oxidation peak potentials versus pH values. 

Scan rate: 100 mV⋅s-1. 

 

利用电化学阻抗谱(EIS)技术研究了电极表面的电荷输运和电导率[122]。图

4-6b 显示了 GCE、Carbon nanonets-Au 和 Carbon nanonets-Au-lac 修饰电极在含

有 5 mM [Fe(CN)6] 
3-/4-的 0.1 M KCl 溶液中的 Nyquist 图。等效电路拟合显示

GCE、Carbon nanonets-Au 和 Carbon nanonets-Au-lac 电极的电荷转移电阻(Rct)

分别为 586、205 和 461 Ω。与 GCE 电极相比，Carbon nanonets-Au 电极的 Rct

值比它的 Rct 值小，表明电极表面与[Fe(CN)6] 
3-/4-探针之间的电子传递速率增强，

说明 Carbon nanonets-Au 纳米复合材料具有良好的导电性。由于漆酶的绝缘性，
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Carbon nanonets-Au-lac 电极的 Rct 值相对于 Carbon nanonets-Au 较大，证实了在

修饰步骤中添加分子在电极表面产生了绝缘层。从 Rct 分析中推断，界面电子

转移中的屏障表明酶在 Carbon nanonets-Au 电极表面的组装，说明漆酶已经成

功固定在 Carbon nanonets-Au 表面。 

4.3.5 Carbon nanonets-Au-lac 生物传感器实验条件优化 

酶的电催化活性高度依赖于周围环境的 pH 值，不同的 pH 值影响酶与基质

之间的有效相互作用，并且 pH 值的变化也会影响肾上腺素与酶的结合或电极

表面的电子转移动力学。高酸性或碱性条件可能导致电极材料腐蚀或降解，这

会影响生物传感器的可靠性[123]。为了研究 pH 值对电化学电位传感器性能的影

响，系统测试了含有 400 μM 肾上腺素的不同 pH 值的醋酸缓冲溶液。数据分析

显示，随着 pH 值的增加，生物传感器的氧化电流呈连续上升趋势，在 pH 值为

5.5 时达到峰值，随后在 5.5-6.5 范围内下降。因此，pH 值为 5.5 被确定为最佳

pH 条件，后续实验均在此 pH 值下进行(图 4-6c)。图 4-6d 显示了氧化峰电位与

pH 值增加之间的强烈线性相关性，表明质子在生物传感器的初级反应过程中有

重要作用，其中包括固定化漆酶以催化氧还原为水。 

4.3.6 电极反应动力学研究 

 

图 4-7 (a)在含 400 μM 肾上腺素的 0.2 M 醋酸缓冲溶液(pH = 5.5)中 10-100 mV·s-1不同

扫描速率下 Carbon nanonets-Au-lac 生物传感器的 CV 曲线，(b)峰值电流与扫描速率平方根

的关系曲线。 

Fig. 4-7. (a) CV curves of Carbon nanonets-Au-lac biosensor in 0.2 M acetic acid buffer 

solution (pH = 5.5) containing 400 μM epinephrine at various scan rates of 10-100 mV⋅s-1, and (b) 

the plot of the peak current versus square root of the scan rates. 
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为了进一步研究肾上腺素的电氧化动力学，采用循环伏安法在含 400 μM

肾上腺素的 0.2 M 醋酸缓冲溶液（pH 5.5）中进行测量，扫描速率范围为 10-

100 mV/s。如图 4-6a 所示，氧化还原峰电流响应随扫描速率的升高而增大，阳

极峰电位向正方向移动，而相应的阴极峰电位向负方向移动。图 4-6b 所示的拟

合结果显示了阳极和阴极的峰值电流模式与扫描速率之间的相关性(Ipa = 0.59v1/2 

+ 0.57, R2 = 0.994；Ipc = -0.81v1/2 + 0.50, R2 = 0.999)，其中 Ipa和 Ipc分别表示阳极

峰和阴极峰电流值(μA)，v 表示扫描速率(mV⋅s-1)。线性相关表明肾上腺素在

Carbon nanonets-Au-lac 电极上的电氧化是一个扩散控制过程[124]。  

4.3.7 Carbon nanonets-Au-lac 生物传感器的抗干扰性、耐储存稳定性、稳定性、

重现性探究 

一般来说，生物传感器经常受到肾上腺素样品中污染物的影响。为了评估

Carbon nanonets-Au-lac 的耐久性，通过将污染物引入检测系统，研究了金属离

子和有机化合物对 Carbon nanonets-Au-lac 生物传感器的抑制作用。如图 4-8a 所

示，在醋酸缓冲液(40 mL)中加入 200 μM Mn2+、Co2+、Ni2+、Ca2+、Zn2+、Pb2+，

对肾上腺素电氧化反应没有明显影响，说明这些添加的金属离子对反应没有阻

碍作用。此外，将 16 μL 乙二醇(EG)、乙腈(MeCN)、二氯甲烷(DCM)、丙酮

(Ace)、乙酸乙酯(EtOAc)、N，N-二甲基甲酰胺(DMF)依次添加到含有 200 μM

肾上腺素的 40 mL 醋酸缓冲溶液中，对电流响应没有显著影响。这些结果表明，

Carbon nanonets-Au-lac 对有机化合物具有良好的耐受性。Carbon nanonets-Au-

lac 生物传感器的优异抗干扰性能归因于 Carbon nanonets-Au 的保护作用，从而

增强了漆酶的稳定性和对添加污染物的抵抗力。 

为了评估 Carbon nanonets-Au-lac 的抗干扰能力和选择性，将 200 μM 肾上

腺素(EP)、尿酸(UA)、葡萄糖 (GL)、尿素 (U)、谷氨酸(Glu)、甘氨酸(Gly)、色

氨酸(Trp)和天冬氨酸(ASP)依次引入 40 mL 醋酸缓冲液中，并连续搅拌，如图

4-8c 所示。Carbon nanonets-Au-lac 在引入肾上腺素后表现出快速而敏感的反应。

相反，干扰剂的加入未引发显著电流信号，进一步验证了传感器的抗干扰能力。

每次重新引入肾上腺素后，Carbon nanonets-Au-lac 生物传感器都表现出迅速而

敏感的反应。这些结果表明，Carbon nanonets-Au-lac 生物传感器具有优异的抗

干扰性和高选择性。此外，Carbon nanonets-Au-lac 的储存稳定性令人满意，14
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天后其初始活性仍保持 88.1%，如图 4-8d 所示。对于以相同方式制备的 8 个独

立传感器，肾上腺素检测的相对标准偏差仅为 2.23%(见图 4-8e)。这些结果表明，

基于 Carbon nanonets-Au 的漆酶传感器在肾上腺素检测中具有良好的选择性、

稳定性和重复性。 

 

 

 

图 4-8 Carbon nanonets-Au-lac 生物传感器(a)金属离子耐受性， (b) 有机溶剂耐受性，(c)抗

干扰性，(d)储存稳定性(4℃储存)，(e)重现性。 

Fig. 4-8. Carbon nanonets-Au-lac biosensor (a) resistance to metal ions, (b) resistance to organic 

solvents, (c) resistance to interference, (d) storage stability (4℃ storage), (e) reproducibility. 

 

4.3.8 Carbon nanonets-Au-lac 生物传感器的响应性能 

采用安培法(计时电流法，I-t 曲线)评估 Carbon nanonets-Au-lac 对肾上腺素
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的响应。图 4-9a 所示为连续添加肾上腺素的 Carbon nanonets-Au-lac 在光照和黑

暗条件下的安培反应对比。Carbon nanonets-Au-lac 生物传感器在加入肾上腺素

后表现出快速响应，突出了该生物传感器的有效性。值得注意的是，由于

Carbon nanonets-Au 通过光热转换提高了表面温度，从而增强了催化活性，因此

在光照条件下的电流响应超过了在黑暗条件下的响应。在光照和黑暗条件下，

Carbon nanonets-Au-lac 生物传感器的电流与肾上腺素浓度之间的线性关系如图

4-9b 所示。在 1-1000 μM 的线性范围内，黑暗和光照条件下的检测限分别为

0.23 μM 和 0.053 μM (S/N = 3)，表明通过光热检测 Carbon nanonets-Au-lac 生物

传感器提高了灵敏度。 

 

图 4-9 (a)Carbon nanonets-Au-lac 生物传感器对肾上腺素的安培响应，(b)相应的校准图。

光源：980 nm 激光，1 W·cm-2 

Fig. 4-9. (a) Amperometric responses of Carbon nanonets-Au-lac biosensor to epinephrine, 

and (b) the corresponding calibration plot. Light. Source: 980 nm laser, 1 W·cm- 2 

 

4.3.9 不同传感器检测肾上腺素的效果对比 

表 4-1 比较了 Carbon nanonets-Au-lac 与其他已报道传感器肾上腺素的检测

性能。结果表明，Carbon nanonets-Au-lac 的线性范围和检测限与已有的传感器

相当，说明肾上腺素传感器的成功开发。 

表 4-1 肾上腺素传感器的比较 

Table 4-1 Comparison of epinephrine sensors. 

sensors 

 

Analytic method 

Linear 

range 

(μM) 

Detection 

limit 

(μM) 

Ref. 

MoS2/MW-CNTs/GCE Electrochemistry 9.9-137.9 3 [125]  
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MGO/GCE Electrochemistry 100-600 0.13 [126]  

APT-BDD Electrochemistry 1-100 0.27 [127]  

GCE/PANI/NiO Electrochemistry 50-1000 0.05 [128]  

NiO-rGO/GCE Electrochemistry 50-1000 10 [129]  

Au-MWCNT-PANI-TiO2 Electrochemistry 4.9-76.9 0.16 [130]  

Lac/GC@B4C/NF Electrochemistry 0.1-2600 0.04 [35]  

Carbon nanonets-Au-lac Electrochemistry 1-1000 0.053 This work 

 

4.3.10 Carbon nanonets-Au-lac 生物传感器实际水样测定肾上腺素研究 

通过对人工配置的尿液进行光热分析，评价了 Carbon nanonets-Au-lac 生物

传感器的实际应用。表 4-2 为 Carbon nanonets-Au-lac 生物传感器的检测结果，

显示人工尿液中最初不存在肾上腺素。在加入不同浓度的肾上腺素后，Carbon 

nanonets-Au-lac 生物传感器显示出可检测的肾上腺素含量水平。肾上腺素的相

对标准偏差(RSD)为 2.12%-3.53%，加样回收率为 99.5%-100.6%。这些结果表

明， Carbon nanonets-Au-lac 生物传感器适用于实际水样中肾上腺素的光热检测。 

表 4-2 Carbon nanonets-Au-lac 生物传感器光热法测定人工尿液中肾上腺素 

Table 4-2 Photothermal determination of epinephrine in synthetic urine samples by Carbon 

nanonets-Au-lac biosensor. 

Sample 
Added 

(μM) 

Found 

(μM) 

RSD 

(%) 

Recovery 

(%) 

Synthetic 

Urine 

0 Not detected / / 

5 5.03 2.12 100.6 

10 9.95 3.53 99.5 

15 14.97 2.12 99.8 
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4.4 小结 

本工作介绍了将漆酶固定在 Carbon nanonets-Au 上用于肾上腺素的光热检

测。通过水热法合成 Carbon nanonets 粗产品，经过滤、纯化、离心处理后获得

高纯度的 Carbon nanonets 溶液，再将金原位还原负载在 Carbon nanonets，最后

经羧基化后与漆酶共价固定。Carbon nanonets-Au 提高了漆酶的可操作性和耐久

性。实验结果表明，Carbon nanonets-Au-lac 生物传感器对金属离子和有机化合

物具有优异的耐受性，并且具有显著的储存稳定性。Carbon nanonets-Au 的光热

效应使得固定化漆酶作为快速检测肾上腺素的生物传感器有效地发挥作用。安

培检测表明，与黑暗环境相比，光照显著提高了生物传感器检测的灵敏度。该

生物传感器具有 0.053 μM(S/N = 3)的低检测限和 1-1000 μM 的宽响应范围。最

重要的是，Carbon nanonets-Au-lac 生物传感器在人工尿液的光热分析中显示出

可靠的结果，表明其在实际水样肾上腺素检测中的医学应用潜力。 
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总结与展望 

 

漆酶是一种具有四个铜中心的氧化酶，广泛应用于生物修复、生物传感等

领域。该酶广泛分布于细菌、真菌和植物中，对酚类化合物表现出特定的活性。

然而在实际应用中，游离漆酶的操作效率不高，稳定性有限，阻碍了其在生物

传感领域的应用。通过电极表面固定化策略可显著提升生物传感器工作效率和

耐用性，然而，固定化可能导致漆酶活性降低，从而降低生物传感器的灵敏度。

因此，开发同时保持高活性和稳定性的固定化漆酶是实现生物传感应用的必要

条件。本研究设计开发了三种具有良好导电性和光热转换能力的载体材料，建

立了一种快速有效地用于光热增强检测酚类化合物的漆酶基安培传感器。主要

内容如下： 

(1) 通过水热法合成 Carbon nanonets 粗产品，经系列纯化处理(过滤、离心

等)获得高纯度的 Carbon nanonets 溶液并与漆酶固定化，成功制备出固定化的漆

酶纳米材料，并进一步组装为漆酶电极。该 Carbon nanonets 生物传感器对对苯

二酚具有响应快速(5 s 达到稳态)的特点，同时具有优异的灵敏度、对金属离子

和有机化合物的良好耐受性、优异的选择性和储存稳定性。得益于 Carbon 

nanonets 优异的光热转换效应，Carbon nanonets-lac 生物传感器经系统验证可作

为用于对苯二酚检测的光热生物传感器。Carbon nanonets-lac 生物传感器在光照

下具有高灵敏度的电流响应，检测限低至 0.14 μM (S/N = 3)，响应范围为 1-

1000 μM。此外，在实际应用验证方面 Carbon nanonets-lac 生物传感器在自来水

和长江水样的光热分析中表现出可靠的性能，突出了其在检测实际水样中有毒

化合物污染方面的实际应用价值。 

(2) 利用水热法合成了金纳米粒子(AuNPs)，并与漆酶进行共价结合，成功

制备出固定化的漆酶纳米材料，并进一步组装为漆酶电极。该 AuNPs 生物传感

器对邻苯二酚具有快速响应的特点，同时具有优异的灵敏度、对金属离子和有

机化合物的良好耐受性、优异的选择性和储存稳定性。得益于 AuNPs 优异的光

热效应，AuNPs -lac 生物传感器经系统验证可作为用于邻苯二酚检测的光热生
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物传感器。Carbon nanonets-lac 生物传感器在光照下具有高灵敏度的电流响应，

检测限低至 0.04 μM (S/N = 3)，响应范围为 1-1000 μM。此外，AuNPs-lac 生物

传感器在自来水和长江水样的光热分析中表现出可靠的性能，突出了其在检测

实际水样中有毒化合物污染方面的实际应用价值。 

(3) 通过水热法合成 Carbon nanonets 粗产品，经系列纯化处理(过滤、离心

等)后获得高纯度的 Carbon nanonets 溶液。随后，通过原位还原法将金纳米材料

负载于 Carbon nanonets 上，成功制备出 Carbon nanonets-Au 复合材料，并与漆

酶结合，最终制备出固定化的漆酶纳米材料，并进一步组装为漆酶电极。该

Carbon nanonets-Au 生物传感器对肾上腺素具有快速响应的特点，同时具有优异

的灵敏度、对金属离子和有机化合物的良好耐受性、优异的选择性和储存稳定

性。得益于 Carbon nanonets-Au 优异的光热效应，Carbon nanonets-Au-lac 生物

传感器被经系统验证可作为用于肾上腺素检测的光热生物传感器。Carbon 

nanonets-Au-lac 生物传感器在光照下具有高灵敏度的电流响应，检测限低至

0.053 μM (S/N = 3)，响应范围为 1-1000 μM。此外，Carbon nanonets-Au-lac 生

物传感器在人工尿液的光热分析中表现出可靠的性能，突出了其在检测实际水

样中神经递质方面的实际应用价值。 

综上所述，以上三种不同材料载体固定化漆酶，均可有效改善游离漆酶存

在的不足，提高了酶的稳定性、催化活性以及耐储存稳定性。通过载体材料固

定化漆酶用于酚类化合物的光热检测,载体材料提高了漆酶的操作稳定性和使用

寿命。基于不同载体的固定化策略使漆酶生物传感器对金属离子和有机化合物

具有优异的耐受性，并且具有显著的储存稳定性。载体材料的光热效应使得固

定化漆酶作为快速检测酚类化合物的生物传感器检测性能有了显著提升。安培

检测表明，与黑暗环境相比，光照显著提高了生物传感器检测的灵敏度。固定

化漆酶生物传感器具有低检测限和宽响应范围。实际应用验证表明，固定化漆

酶生物传感器在真实水样的光热分析中显示出可靠的结果，证实了该技术在实

际水样酚类化合物检测中的应用潜力。 
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