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摘要    将具有光电活性的硫堇电聚合在光透电极的表面, 制备了聚硫堇膜光电极, 利用该

电极同时具有光敏和电子受体的性能, 使其与葡萄糖氧化酶对葡萄糖催化反应产生的电子供

体(过氧化氢)发生光致电化学反应, 通过检测由此产生的光电流实现对蛋白质催化活性的检

测. 本文探讨了聚硫堇/过氧化氢光致电化学敏感界面的响应机理, 讨论了偏压、电解质溶液

pH 和底物浓度对光致电化学反应和测定葡萄糖氧化酶催化活性的影响. 通过测定商品葡萄

糖氧化酶的催化活性, 验证了方法的可行性. 应用该敏感界面检测蛋白质的催化活性不需要

过氧化物酶, 比光度法经济、简便和快速. 
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1  引言 

光致电化学分析方法是利用光能激发物质产生

光电流, 通过直接或间接检测光电流的强弱实现检

测的目的[1~3]. 光电流的产生包括两种机理: (1) 如果

溶液中存在还原剂分子, 反应后产生的氧化态受激

分子被还原到基态, 继而再次参与光电化学反应, 因

此产生的光电流不间断; (2) 如果溶液中存在猝灭剂

分子(通常为电子供体或受体分子), 激发态分子可与

其发生电子转移反应, 生成的氧化态或还原态分子

能进一步从电极表面得到或失去电子, 从而产生光

电流, 而光电活性分子重新回到基态继续参与反应. 

光致电化学分析方法的激发与检测是分步进行的 . 

相对于光学方法而言, 具有设备简单、成本低廉、易

于微型化和集成化的优点; 相对于电化学方法而言, 

由于光电流产生的原理类似于电催化原理, 灵敏度

较一般电化学方法要高, 可与电化学发光分析法相

媲美. 

近年来 ,  光致电化学分析方法的报道逐渐增  

多[4~11]. 郭良宏等[4~7]在利用光致电化学分析方法进

行环境污染物对 DNA 损伤检测方面进行了一系列的

研究工作, 采用联吡啶钌配合物等作为光电化学标

记物和光敏指示剂, 使用二氧化锡纳米颗粒修饰导

电玻璃电极作为半导体电极, 利用 DNA 损伤前后光

电流的变化进行定性定量分析. 该研究组还利用光

电化学分析法对牛血清蛋白和小牛胸腺 DNA 进行了

检测, 检测限分别为 1 µg/mL 和 1.8×10–10 mol/L. 刘

宝红等[8]在钢板上设计的一种多孔 TiO2 光电极与加

到样品中的电子受体或电子供体进行有效的电子转 

移反应, 在紫外光照射下建立了一种新的光致电化

学氧化还原反应概念. 陈洪渊等 [9]将多层纳米 CdS 

固定在 ITO 导电玻璃上, 与电子供体抗坏血酸构建

了一个灵敏的光致电化学体系, 并利用该体系建立

了一个非常灵敏的免疫传感器, 对 IgG的检测限达到

了 0.8 pg/mL. 

本文将硫堇电聚合在光透电极的表面上, 制备
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了聚硫堇膜光电极, 该电极同时具有光敏和电子受

体的功能, 与电子供体过氧化氢(H2O2)组成了一个新

的光致电化学系统. 利用葡萄糖氧化酶对葡萄糖的

催化反应直接产生电子供体 H2O2, 通过检测由此产

生的光电流实现了对蛋白质活性的检测.  

2  实验部分 

2.1  仪器与试剂 

CHI 832B 型电化学工作站(上海辰华仪器有限

公司); ITO 电极(20 Ώ/cm2, 深圳南玻显示器件科技有

限公司 )及其修饰电极为工作电极 , Ag/AgCl 电极

(CKCl = 3.0 mol/L)为参比电极, 铂丝为对电极组成三

电极系统 . pHS-3C 型 pH 计 (上海三信仪表厂 ); 

SK1200H 型超声波清洗器(上海科导超声仪器有限公

司); TU1901 双光束紫外可见分光光度计(北京普析

通用仪器有限公司); JSM-6700F 型场发射扫描电子

显微镜(日本 JEOL 公司); LP-3B 光功率计(北京物科

光电技术有限公司). 自制的光致电化学实验装置如

图 1 所示, 电解池最大容积为 4.0 mL. 温度由 501 型

超级恒温水浴(重庆实验设备厂)通过电解池上的水

套控制.  

硫堇 (Th, 99.8%)、葡萄糖氧化酶 (GOD, EC 

1.1.3.4)(日本和光制药公司, Sigma 公司, Serva 公司); 

葡萄糖(上海化学试剂有限公司); 15%的 SnO2 水溶胶

(Alfa Aesar 公司), 用水稀释到 10%备用. 各种 pH 值

的 0.1 mol/L 醋酸盐缓冲溶液(ABS)由 HAc 和 NaAc

按比例配制. H2O2 储备液由 30%的 H2O2 制备, 用碘

量法确定其准确浓度; 不同浓度的 H2O2 溶液由储备

液和缓冲溶液稀释制备. 其他试剂纯度均高于分析

纯, 实验用水为超纯水(>17 MΩ). 

 

 

图 1  光致电化学实验装置示意图. A: 碘钨灯; B: 光闸; C: 

滤光片; D: 光窗; E: 滑动槽; F: 工作电极; G: 对极; H: 参

比电极 

2.2  聚硫堇膜光电极的制备与表征 

将 ITO 导电玻璃切成 5.0 × 1.0 cm 的长条, 依次

用乙醇、丙酮、水超声清洗 5 min, 干燥. 然后在一端

留出 1.0 cm 的一段作为电极端子, 在另一段用绝缘

漆封住并在表面留出直径为 5.0 mm 的空白作为 ITO

电极. 将 10%的 SnO2 水溶胶均匀旋涂在洁净的 ITO

电极上以增加电极表面积和提高导电性. 干燥后将

ITO 电极置于含有 1.30 mg/mL Th 溶液的电解池中, 

在 1.20 V 的电位沉积 40 min 后制得聚硫堇膜光电极

(PThE), 用水清洗掉表面吸附的 Th 单体后置于 pH 

5.5 的缓冲溶液上方保存备用. 观察 PThE 表面有蓝

色膜生成, 扫描电镜照片显示聚硫堇(PTh)呈块状均

匀分布于电极表面(图 2). PThE 的循环伏安曲线显示

其有一对对称的氧化还原峰, 阳极和阴极峰电位分

别为 0.032 和–0.045 V, ΔEp = 77 mV, 式电位 E0' 为 

–0.0065 V, 和文献[12]的酸性介质中聚硫堇两电子

两质子过程的电极反应一致, 与 Th 具有相似的电化

学活性. PThE 对可见光的最大吸收位于 605 nm 处, 

与溶液中 Th 的 598 nm 非常接近, 表明其具有同样吸

收光的性质. 

2.3  光致电化学响应的测量 

将一定浓度的底物和电解液置于电解池中, 插

入 PThE 并使其工作表面对准光窗, 分别联接三电极

至电化学工作站. 由光致电化学实验装置施加可见

光作为激发光源 ,  其到达光窗处的能量为 1 5 

mW/cm2. 电化学工作站检测光电流响应, 偏压设置

为 0.40 V. 向电解池中注入样品并同时启动电流检 

测, 待催化反应 8 min 时, 开启光闸, 光闸每 20 s 切

换 1 次, 20 s 形成 1 次光电流-时间图谱. 实验温度控 

 

 

图 2  光电界面的扫描电镜照片 
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制在 30 ± 0.2 ℃.  

3  结果与讨论 

3.1  光电界面的光致电化学响应原理 

Th 可与 Fe3+/2+在酸性介质中组成光电池[13], Th

与二茂铁组成的光致电化学体系也已被用于 DNA

分析 [14]. 在酸性介质中 O2/H2O2 的电极电位约为

0.65 V, 小于 Fe3+/Fe2+的电极电位(0.77 V), 氧化态

的 Th+在光照激发下, 其基态能级 E0 由–0.03 eV 变

至单重态能级 E0-0 2.03 eV[15], 可以氧化 H2O2, 产生

光致电化学效应. 而激发态的 Th+*被电子供体 H2O2

还原, 继而其还原态 Th 在电极上又被氧化, 再次参

与光致电化学反应, 从而不间断地产生光电流. 在

底物葡萄糖存在下, GOD 催化葡萄糖生成电子供体

H2O2, 所以在不需要过氧化物酶的情况下可以简

单、灵敏、快速地测定蛋白质的催化活性. 图 3 显

示了 PThE 在蛋白质和相应底物存在下的光致电化

学响应原理.  

3.2  PThE 对 H2O2的光致电化学响应 

PThE 对 H2O2 的光电流响应如图 4 所示, 在实

验中, 我们将光照交替开关 3 次, 获得的三组光电

流响应依次略微减小但变化不大, 说明 PThE 对光

照的响应重现性较好. 同时我们可以观察到, 光电

流-时间曲线的电流值随着 H2O2 浓度的增加而增大, 

线性响应(图 5)的方程为 I = 20.1+212C, 相关系数为

0.9986, 扣除空白后, 可得Δi/CH2O2
 = 211.9. 当 H2O2

的浓度为 1.0 μmol/mL 时, 令Δi/CH2O2
为 H2O2的光电

流响应系数, 即δ = 212(nA/μmol/mL). 光电流的时

序变化曲线如图 6 所示, 每隔 50 s 连续 10 次光照 
 

 

图 3  光电界面的光致电化学响应原理 

 

图 4  光电界面对 H2O2 的光电流响应. H2O2 的浓度(从上  

到下)分别为: 0, 0.05, 0.10 0.20, 0.40, 0.60, 0.80, 1.00, 1.50, 
2.00 mmol/L 

 

图 5  H2O2的光电流线性响应曲线 

 

图 6  H2O2光电流的时序变化曲线. CH2O2
: 0.60 mmol/L 

后的光电流下降为 17.5 %, 显示光电流响应有较好

的稳定性. 

3.3  偏压的影响 

当 H2O2 将 PThE 上的 Th+*还原后, 回到基态的
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Th 必须被氧化为 Th+才能再度吸收光能而成为激发

态的 Th+*, 再次与 H2O2 发生电子转移反应, 循环往

复, 从而产生不间断的光电流. 所以, 需要在 PThE

上施加一个合适的偏压让 Th 失去电子, 同时该电位

下测得的电流强度得以标度光电流的大小 . 虽然

PThE 的循环伏安曲线表明其阳极峰电位为 0.032 V, 

但考虑到超电位和电路阻抗的影响, 从实验获得一

个合适的偏压是较好的选择. 在相同浓度电子供体

的存在下, 当从 0.10 V 到 0.50 V 每隔 0.10 V 顺次调

高偏压时, 观察到光电流随之增大. 当设定的偏压大

于 0.40 V 时, 光电流强度没有明显的增加. 因此, 本

文将 PThE 的偏压固定在 0.40 V.  

3.4  电解质 pH 的影响 

由于 PTh 的电化学氧化为加质子反应[16], 而 Th

的 pKa1 和 pKa2 分别为 4.4 和 5.3[17]. 因此, PTh 的电

化学活性会随 pH 值的升高而下降. 图 7 的主图显示

了不同 pH 条件下 PThE 的线性扫描伏安曲线, 可以

清楚地观察到其峰电流在 pH 5.0~6.5 间随 pH 值的增

加而减小, 而 pH 4.5~5.5 间峰电流则比较接近. PThE

的可见光谱如图 7 的左侧插图所示, 吸收光谱在 pH 

4.5~6.5 间差别很小, 说明在此范围内 PThE 对光的

吸收基本不受 pH 的影响. 图 7 的右侧插图显示的是

pH 4.5~6.5间 PThE对 H2O2的光电流响应. 从中可以

观察到, 最大的光电流响应是在 pH 5.5 获得的, 不

同于在 pH 5.0时 PThE有最大峰电流的现象. 可能的

原因是, 在光致电化学反应过程中 H2O2 是失质子反

应, 而 H2O2 的 pKa 为 11.6, 反应中的协同效应产生 

 

 

图 7  电解质 pH 的影响. pH 值: a, 4.5; b, 5.0; c, 5.5; d, 6.0;  
e, 6.5 

了这一结果. 为了得到较大的光电流响应并兼顾葡

萄糖氧化酶的活性 pH 范围, 本文控制电解质的 pH

值为 5.5.  

3.5  催化反应底物浓度的选择 

蛋白质的催化活性需要在相应的底物存在下测

定, 底物的浓度必须充足, 以保证酶催化反应的进行. 

另外底物的浓度也影响酶活性的检测灵敏度和测定

范围. 本文在参考了酶催化活性光度测定法中底物

与蛋白质浓度比的基础上[18, 19], 试验了不同浓度的

底物对酶催化反应的影响. 在一定量 GOD 存在下添

加不同浓度葡萄糖的实验结果显示, 葡萄糖在葡萄

糖氧化酶的催化下 , 其光电流响应在 10.0~50.0 

mmol/L范围内呈线性增加, 然后趋于平稳. 据此, 选

择底物葡萄糖的浓度为 50.0 mmol/L.  

3.6  蛋白质催化活性的测定 

诸多具有催化功能的蛋白质, 如葡萄糖、胆碱、

尿酸氧化酶等, 在催化相应底物发生氧化反应时会

释放出 H2O2. 根据这一性质, 蛋白质催化活性被定

义为: 每分钟能转化 1 µmol 底物或生成 1 µmol H2O2

的酶耗量为 1 U [20]. 通过 PThE与H2O2的光致电化学

响应, 不需要过氧化氢酶即可测定蛋白质的催化活

性. GOD 在葡萄糖存在下的光电流响应和线性范围

如图 8 所示, 随酶浓度的增加, 其光电流响应在一定

范围内呈线性增大. 所以在与PThE和H2O2反应的同

样时间内, 蛋白质催化活性 Λ (U/mg)可表示为:  

 

 

图 8  光电界面对 GOD 的光电流响应. 加入 GOD 溶液的体

积(从上到下): 0, 10, 20, 40, 60, 80, 100 µL. CGOD: 24.5    

mg/mL; C 葡萄糖: 50.0 mmol/L 
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式中, Δi 为扣除空白后的光电流强度, V0 为底液体积

(mL), Vi 为样品体积(mL), δ为 H2O2 的光电流响应系

数(nA/μmol/mL), 2 为 H2O2 与 Th+*的反应系数, C 为

样品浓度(mg/mL), f 为样品的稀释倍数. 表 1 是对标

示值为 121 U/mg 的葡萄糖氧化酶催化活性的测定结

果, 表 2 是对 3 种商品葡萄糖氧化酶催化活性的测定

结果, 光度法测得值按商品说明书实验和计算. 

表 1  葡萄糖氧化酶催化活性的测定结果(标示值 : 121 
U/mg) 

Δi(nA) V0 (mL) Vi (μL) C (mg /mL) f Λ( U/mg) RSD% (n=5) 

106 3.00 20.0 49.2 151 116 6.05 

328 3.00 50.0 24.5 61 117 3.42 

790 3.00 80.0 24.5 38.5 112 4.38 

492 3.00 80.0 15.6 38.5 110 5.20 
 

表 2  商品葡萄糖氧化酶催化活性的测定结果  

生产厂家 
测得值 
(U/mg) 

相对标准偏差 
(%) 

光度法测得值 
(U/mg) 

商品标示值 
(U/mg) 

和光制药 114 3.90 112 121 

Sigma 公司 47.4 4.66 45.8 50 

Serva 公司 225 5.82 237 250 

4  结论 

本文电聚合 Th 于 ITO 电极的表面制备了 PTh/ 

ITO 光电极, 利用该电极的光敏和接受电子的性质, 

与电子供体 H2O2 构成了一个新的光致电化学系统, 

实现了对葡萄糖氧化酶催化活性的光电流检测. 本

文所建立的光致电化学系统有望成为新的光致电化

学生物分析的平台, 为探索并建立新的检测方法和

制备生物化学传感器提供新的理论或概念, 从而进

一步促进光致电化学分析的发展. 
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Fabrication of poly(thionine)/H2O2 photoelectrochemical sensing 
platform and determination for catalytic activity of glucose oxidase  

ZHAO ChangZhi, YU Jia, ZHAO GaiShuang & JIAO Kui  
College of Chemistry & Molecular Engineering, Qingdao University of Science & Technology, Qingdao 266042, China 

 
Abstract: A new photoelectrochemical sensing platform for H2O2 was fabricated by electropolymerization of 
thionine on ITO electrode. This photosensitive interface was employed as an electron acceptor, and H2O2 proceed 
from enzymatic catalysis was employed as an electron donor, developing a new determination method for catalytic 
activity of protein. In the paper, the photoelectrochemical response of poly(thionine) immobilized on ITO electrode 
to H2O2 was described. The effects of bias voltage, pH of electrolyte and concentration of substrate to the 
photoelectrochemical response were investigated. The feasibility of method was acknowledged through monitoring 
the catalytic activity of glucose oxidase. The present method is an economical, speedy, simple and convenient 
technique to detect the catalytic activity of protein without hydrogen peroxidase.  

Keywords: photoelectrochemistry, poly(thionine), H2O2, glucose oxidase, catalytic activity 


