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摘要    设计了一种基于金属离子螯合法固定蛋白质的新方法. 首先电化学聚合苯胺

(ANI)/邻氨基苯甲酸(OAA)得到在中性溶液中具有导电性的聚(苯胺-邻氨基苯甲

酸)(PAOAA)共聚物膜, 并对膜进行了 SEM、EDS 表征. 随后膜负载 Cu2+, Cu2+作为螯

合离子通过配位作用固定过氧化氢酶(Cat). 用 EDS 测量了铜的负载量为 0.49%. 脉冲

伏安法(DPV)研究了Cat 在金电极表面的固定过程, 显示随着ANI/OAA 在电极表面聚合

成膜、Cat 在修饰电极表面固定, 电极在 10 mmol/L K3Fe(CN)6/K4Fe(CN)6 (Fe(CN)6
3–/4–)

溶液中的扫描峰电流由裸电极的 121 μA 依次降到 92.6、71.8 μA, 表明电极表面修饰的

PAOAA 膜和固定的 Cat 阻碍了电荷的传递. 电化学阻抗法(EIS)对固定过程中电极表

面阻抗变化的研究也得到同样结论. 用线性扫描伏安法(LSV)研究了固定到电极表面

后 Cat对 H2O2的催化还原活性. 最后以计时电流法(CA)作为检测手段, Cat修饰电极作

为探针实现了对 H2O2的定量检测, 同时该电极显示出良好的重建性.  
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1  引言 

蛋白质作为生物大分子, 具有选择性、催化活

性、生物亲和性和其他特异功能. 利用蛋白质的特殊

功能可制备出各种分子器件, 如生物传感器、生物材

料及蛋白质阵列等[1, 2]. 这些蛋白质分子器件在对有

关抗原抗体检测、药物开发、疾病诊断、食品安全、

环境监测等方面的研究发挥了极其重要的作用[3, 4].  

电化学方法由于具有快速、便捷、简单、易操作

等优点而被广泛应用于蛋白质分子器件的研究中[5]. 

蛋白质在电极表面固定是蛋白质电化学器件构造过

程中的一个关键步骤, 固定的效果直接影响器件的

功能、灵敏度以及稳定性等性能. 传统的固定方法主

要有物理吸附法和共价键合法. 其中物理吸附法是

通过静电作用力、疏水作用力、氢键作用力等弱作用

力吸附在电极表面, 这种固定方法易导致蛋白质位

置的无规整性且附着能力较低. 共价键合法, 是将蛋

白质分子中的某些基团与电极表面的反应性基团以

化学键结合, 它虽然克服了物理吸附中生物活性分

子不能长期作用于电极表面、易脱落的缺点, 但这种

方法通常要求电极表面修饰有−OH、−COOH、−NH2

等反应性基团, 同时容易引起蛋白质活性的改变.  

近年来, 金属离子螯合法固定蛋白质进入了科

研人员的视线, 各种基于金属离子螯合法固定蛋白

质的方法被设计出来, 极大促进了蛋白质分子器件

的制备[6], 并广泛应用于分子检测[7]、膜蛋白作用的

研究[8]等领域. 金属离子螯合法是利用金属离子与含

有多个羧基及其他较强配位基团的分子如氨三乙酸

(NTA)等进行配位, 未达到配位饱和的金属离子可进

一步与富含咪唑、巯基等配位基团的蛋白质进行配位
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以起到固定蛋白质的作用[9]. 分子链桥连法是目前基

于金属离子螯合法固定蛋白质最常用的策略, 分子

链一端以 NTA 分子作为螯合配体来吸附金属离子, 

另一端为−SH[10]、−NH2
[11]等可以键合在电极表面的

活泼基团, 或者是可形成导电聚合物而沉积在电极

表面的单体[12, 13]. 分子链桥连法固定蛋白质具有固

定牢固、表面密度大、有导向性且能保留蛋白质的原

有活性不被破坏等优点. 但桥连分子链最常用的合

成原料 Nα,Nα-二(羧甲基)-L-赖氨酸水合物(ANTA)的

制备条件较苛刻且产量较低[14], 这在一定程度上限

制了该法的应用.  

苯胺类导电聚合物因为具有价格低廉、易于制备

等优点, 被广泛应用于各种电化学分子器件的研制

中, 以起到信号传导、信号扩增的作用[15, 16]. 而这些

电化学分子器件的制备中, 将导电聚合物电沉积修

饰到电极表面的过程尤为重要[17]. 聚合物膜的导电

性将会影响到器件的适用性及灵敏度, 因而得到导

电性良好的聚合物膜是构建高性能生物器件的必要

条件. 但聚苯胺(PANI)在中性条件下的不导电性在

一定程度上限制了其在生物相关领域的应用, 因而

出现了许多改性 PANI 导电性的策略[18]. 其中质子酸

自掺杂法是最为常用的一种方法, 共聚物内的质子

酸组分作为质子给予体可以提高苯胺聚合物在中性

条件下的导电性[19].  

本文设计了一种基于金属离子螯合法固定蛋白

质的新方法, 固定过程如图 1 所示. 是以在中性环境

中具有导电性的聚(苯胺-邻氨基苯甲酸)(PAOAA)修

饰膜作为载体, Cu2+作为螯合离子, 通过配位作用实

现对过氧化氢酶(Cat)的固定. 该方法与目前常用的

分子链桥连法相比, 更为简捷、成本低廉且具有增大

电极有效固定面积的优点, 为蛋白质在电极表面的

固定以制备出各种分子器件提供了一种新途径.  

2  实验部分 

2.1  仪器与试剂 

Cat 购自 Sigma(C9322, 2000~5000 U/mg); ANI

购自国药集团化学试剂有限公司, 实验前进行减压

蒸馏处理; 其他常用试剂均为国产分析纯, 实验前未

做进一步处理, 实验用水均为去离子双蒸水.  

CHI660b 电化学工作站(上海辰华仪器有限公司)

进行电化学实验, 采用单池电解池、三电极体系: 工

作电极为 2 mm金盘电极, 对电极为 0.5 mm铂丝电极, 

参比电极为饱和甘汞电极(所有电位均相对于此电

极); SEM表征采用 S-4800型 FE-SEM (Hitachi), 加速

电压为 10 kV, 样品未做喷金属处理; EDS 表征采用

EDAX 公司生产的 Phoenix 型能谱仪.  

2.2  CV 法共聚 ANI/OAA 及 PAOAA 电化学性质
研究 

工作电极使用前依次用 1、0.3 和 0.05 μm Al2O3 

粉抛光, 随后依次在丙酮、去离子双蒸水中超声 5 

min, 最后用双蒸水冲洗待用.  

循环伏安法 (CV) 共聚 ANI/OAA, 聚合液为   

0.1 mol/L ANI、0.04 mol/L OAA 的 1mol/L H2SO4 溶

液, 扫描 20 周, 电位范围为−0.2~0.8 V, 扫描速度为

50 mV/s.  
聚合物膜在不同 pH (1、3、7)溶液中的电化学行

为用 CV 法进行研究, 电位范围为–0.4~0.6 V, 扫描

速度为 70 mV/s.  

2.3  Cat在 PAOAA修饰电极表面固定及固定过程
的 DPV 和 EIS 法研究 

Cat 的固定, 在 PAOAA 膜修饰电极表面滴加 50 

μL 0.5 mol/L CuSO4, 放置 20 min 后用双蒸水冲洗,  
 

 

图 1  Cat 在电极表面固定过程示意图 
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接着再滴加 50 μL 1 mg/mL Cat (pH 6.8 PBS 缓冲溶 

液), 放置 20 min, 最后用双蒸水冲洗干净.  

在 10 mmol/L K3Fe(CN)6/K4Fe(CN)6 (Fe(CN)6
3–/4–) 

(0.1 M KCl, pH 6.8 PBS) 溶液中对裸金电极(bare 

GE)、浸泡CuSO4的 PAOAA膜修饰电极(GE/PAOAA- 

Cu2+)及固定有 Cat 的修饰电极(GE/PAOAA-Cu2+-Cat)

进行 DPV、EIS 测量. DPV 电位范围为–0.4~0.6 V, EIS

在开路电位(0.194 V)下进行 , 频率范围为 0.1~100 

kHz, 振幅为 5 mV.  

2.4  Cat 修饰电极对 H2O2催化还原作用研究 

分别对裸金电极在 20 mmol/L H2O2、5 mg/mL 

Cat, Cat 修饰电极在 0.1 M KCl pH 6.8 的 PBS 溶液中

及 20 mmol/L H2O2溶液中进行线性扫描伏安法(LSV)

扫描, 电位为 0~–0.8 V.  

2.5  Cat 修饰电极对 H2O2定量检测 

用 2.3 中实验方法构建 Cat 修饰电极作为探针, 

用计时电流法(CA)对 H2O2 进行滴定检测, 电位为

–0.3 V, 1 (mmol/L)/次; 探针在 1 M H2SO4 中浸泡 30 

min 后再次进行 H2O2 滴定检测; 探针经 H2SO4 浸泡

后重新制备并对 H2O2 进行滴定检测.  

3  结果与讨论 

3.1  PAOAA 膜修饰电极的制备及膜性质表征 

3.1.1  CV 法共聚 ANI/OAA 

本文参照文献[20]方法, 采用电化学方法研究了

ANI/OAA 的共聚合. 通过改变原料配比得到 ANI/ 

OAA 聚合最佳原料配比为 2.5:1, 与文献[20]选择原

料配比值相同. 图 2 是 ANI、OAA(2.5:1)在金电极表

面 1 mol/L H2SO4 中共聚合过程的 CV 图. 从图中可

以看到, 随着扫描周数的增加, 电化学氧化还原峰电

位基本保持不变, 峰电流增大, 表明 ANI/OAA 共聚

物(PAOAA)在电极表面形成. 图 2中插图为聚合的第

一个氧化峰(0.19 V)峰电流随扫描周数的变化情况, 

在第 11~20 周时扫描峰电流随扫描周数的增加线性

增加, 表明聚合物膜厚度随着扫描周数的增加而增

长[21].  

我们对 PAOAA 的组成进行了研究, 通过 EDS

谱中各元素摩尔比计算得到 PAOAA 中 ANI/OAA 的 

 

图 2  0.1 mol/L ANI、0.04 mol/L OAA 在 1 mol/L H2SO4中

CV 聚合, 电位为–0.2~0.8 V, 扫速为 50 mV/s, 扫描 20 周; 

插图为第一个氧化峰(0.19 V)峰电流随扫描周数(11~20 周)

的变化曲线 

摩尔比为 6.8: 1(图 3), 这一比值大于聚合液中的 ANI/ 

OAA 的摩尔比(2.5:1), 表明 OAA 的电化学聚合活性

较小, 这一研究结果与文献[22]报道一致. 而在 PAOAA

的化学聚合中 OAA 同样显示出较弱的活性[23].   

3.1.2  PAOAA 膜电化学性质研究 

聚合物膜的导电性常用 CV 法来研究, 导电性膜

进行 CV 扫描会出现氧化还原峰. 通常未掺杂的聚苯

胺在中性溶液下, 其 CV 曲线中不出现氧化还原峰[24]. 

我们用 CV 法研究了制备的 PAOAA 膜在不同 pH 溶

液中的导电性能, 实验结果见图 4. 当 pH 1 时 CV 曲

线出现三对氧化还原峰, 其中 I、II 与苯胺在 1 mol/L 

H2SO4 中电化学聚合出现的两对氧化还原峰(E1° =  

 

 

图 3  PAOAA 膜的 EDS 谱图(负载 Cu2+)     
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图 4  PAOAA 修饰电极分别在 pH 1、3、7 溶液中的 CV 曲

线, 扫速为 70 mV/s 

0.13 V, E2° = 0.70 V)相似, 归属于还原态/中间氧化

态(leucoemeraldine/emeraldine)及中间氧化态/高氧化

态(emeraldine/pernigraniline)氧化还原过程 [25], 而峰

III 的出现则与苯胺聚合不同, 只有在高电位聚合苯

胺时才会出现峰 III[26], 通常被认为是吩嗪的氧化还

原峰, 而峰 III 也是掺杂苯胺聚合物能在中性溶液中

导电的一个原因[20]. 随着pH的增大, 三对氧化还原峰

逐渐聚拢, pH=7 时完全重叠, 出现一对氧化还原峰. 

该结果显示 PAOAA 在中性溶液中具有导电性, 表明

OAA 掺杂起到了提高苯胺中性条件下导电性的作用.  

3.1.3  PAOAA 膜的结构表征 

电化学共聚合得到 PAOAA 修饰膜, PAOAA 膜

的形貌如图 5 所示. SEM 图中显示 PAOAA 膜呈珊瑚

状结构, 径粗 250 nm 左右. 该结构与 Peng 等[27]报道

的在强酸性条件下电化学聚合得到的 PANI结构较为

类似, 但要较在 ITO 电极表面聚合 ANI/OAA(1:2)得

到的 PAOAA 膜结构更为均匀[28]. 同时, SEM 图中显 

 

 

图 5  PAOAA 膜的 SEM 图 

示 PAOAA 膜中存在许多空腔, 空腔的大小要远大于

蛋白质分子的尺寸. 这种结构可有效的增大电极表

面积, 便于固定更多的蛋白质.  

3.2  PAOAA 膜修饰电极固定 Cat 的研究 

3.2.1  PAOAA 膜负载 Cu2+的研究 

金属离子螯合法中, 金属离子通过配位键合起

到连接的作用. 因而金属离子的选择较为重要, 在运

用金属离子螯合法对蛋白质的固定中, 配位能力较

强的 Cu2+、Ni2+是较为常用的螯合离子[6, 12]. Rivas BL

等[29]研究发现化学共聚 PAOAA 时 Cu2+可以更多的

掺杂到聚合物中, 这表明 Cu2+与 PAOAA 之间存在较

强的作用. 因而本实验采用 Cu2+作为螯合离子.  

实验中我们对 Cu2+的固定时间进行了探讨, 通

过测量不同CuSO4浸泡时间下固定得到的Cat修饰电

极在 Fe(CN)6
3−/4−溶液中 CV 曲线(见图 6), 依据峰电

流的变化情况, 可判断 Cu2+的适宜固定时间约为 20 

min. 此时 Cu2+的负载量为 0.49%(见图 3).  

3.2.2  Cat 在金电极表面固定过程的 DPV 法研究 

裸金电极、PAOAA-Cu2+、PAOAA-Cu2+-Cat 修

饰电极在 10 mmol/L Fe(CN)6
3−/4−溶液中的 DPV 曲线

如图 7 所示. 裸金电极在溶液中的 DPV 峰电位为

0.168 V, 峰电流为 121 μA. 当 ANI/OAA 在电极表面

电化学沉积形成膜后, 聚合物膜阻碍了 Fe(CN)6
3–/4–

与电极间的接触, 使得 Fe(CN)6
3–/4–与电极间的直接

电子传递受阻; 同时, Fe(CN)6
3–/4–通过聚合物与电极

进行的间接电荷交换速度受聚合物自身电阻的影响 

 

 

图 6  不同 CuSO4 浸泡时长的 Cat 修饰电极在 Fe(CN)6
3–/4–

溶液中 CV 曲线, 扫速为 70 mV/s 
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图 7  10 mmol/L Fe(CN)6
3–/4–(0.1 M KCl, pH 6.8 PBS)溶液 

中的 DPV 曲线: 裸金电极 (a); PAOAA-Cu2+修饰电极 (b); 

PAOAACu2+-Cat 修饰电极(c) 

变慢, 使得 PAOAA-Cu2+修饰电极在 Fe(CN)6
3–/4–溶液

中 DPV 扫描峰电流下降 , 较裸金电极低 23.5%. 

PAOAA-Cu2+-Cat 修饰电极在溶液中的 DPV 扫描峰

电流进一步下降, 降到 71.8 μA 为 PAOAA-Cu2+修饰

电极的 77.6%, 表明固定到修饰电极表面的 Cat, 进

一步阻碍了电荷的传递, 出现 DPV 扫描峰电流降低

的现象. 而电极经修饰后出现峰电位位移现象, 这可

能是受 PAOAA 自身电活性影响造成[30].  

3.2.3  EIS 法研究金电极固定 Cat 的电化学过程 

EIS 是一种有效的研究电极表面状态的电化  

学手段, 可以提供电极过程的许多重要参数. 图 8 

(a)、(b)、(c)依次为 bare GE、GE/PAOAA-Cu2+、GE/ 

PAOAA-Cu2+-Cat 在 10 mmol/L Fe(CN)6
3–/4–溶液中的

电化学阻抗 Nyquist 图. 图中方点线为实测值, 圆点

线为以等效电路为模型通过 Zsimpwin 软件计算得到

的值, 插图为 EIS 等效电路. 图 8(a) 等效电路中 Rs

为溶液电阻、Rct 为电荷传递电阻、Cdl 为双电层电容、

Zw 为 Warburg 阻抗, 图 8 (b)、(c)等效电路中 Rs 为溶

液电阻、Qf 为膜电容(考虑到弥散效应, 以常相位角

元件代替电容元件)、Rf 为膜电阻、Qdl 为双电层电容、

Rct 为电荷传递电阻. 表 1 中列出了计算得到的各电

路元件数值.  

裸金电极在 Fe(CN)6
3–/4–溶液中的 EIS 谱在高频

区呈半圆形, 半圆的直径代表电荷传递电阻 Rct 为

296.9 Ω(图 8 (a)), 在低频区呈一直线. 而 PAOAA- 

Cu2+、PAOAA-Cu2+-Cat 修饰电极的 EIS 谱与裸电极

不同, 前者在整个频率范围内均呈现出两个半圆形 

 

图 8  裸金电极 (a)、PAOAA-Cu2+修饰电极 (b)、PAOAA- 

Cu2+-Cat 修饰电极 (c)在 10 mmol/L Fe(CN)6
3–/4– (0.1 M KCl, 

pH 6.8 PBS)溶液中的电化学阻抗 Nyquist 图, 方点为实测值, 

圆点为模拟计算值, 插图为等效电路图; 实验电位为 0.194 

V, 频率范围为 0.1~100 kHz, 振幅为 5 mV 

EIS 谱, 这归属于电极表面膜的形成, 膜表面的不光

滑造成弥散效应使得半圆扁平. 比较修饰电极 EIS 参

数发现, PAOAA-Cu2+-Cat 修饰电极的膜电阻 Rf 和电

荷传递电阻Rct分别为 4156、7894 Ω, 均大于 PAOAA- 

Cu2+修饰电极(分别为 2225、5432 Ω), 表明 Cat 在

PAOAA-Cu2+修饰电极表面成功固定. Cat 的固定增 

加了聚合物膜的电阻同时阻碍了电荷的传递, 这于 
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表 1  电极在 10 mmol/L Fe(CN)6
3–/4–溶液中电化学阻抗谱的

拟合参数 

 Bare GE GE/PAOAA-Cu2+ GE/PAOAA-Cu2+-Cat 

Rs (Ω) 97.79 28.78 23.80 

Qf (F)  4.46×10–6 3.50×10–6 

nf  0.572 0.587 

Rf (Ω)  2225 4156 

Qdl (F)  6.05×10–5 4.12×10–5 

ndl  0.546 0.577 

Rct (Ω) 296.9 5432 7894 

Cdl (F) 4.72×10–7   

Zw (Ω) 4.72×10–7   

 
DPV 法研究结果一致.  

3.2.4  LSV 法研究 Cat 修饰电极对 H2O2的催化还
原作用 

Cat催化H2O2还原反应存在电荷传递过程, 反应

过程中产生电化学信号, 通过对电化学信号的探测

可制备出用于 H2O2 检测的电化学传感器[31]. 本文通

过研究固定到电极表面的 Cat 对 H2O2 仍具有催化作

用来说明此固定方法可以保留蛋白质的生物活性.  

裸金电极在 20 mmol/L H2O2、5 μg/mL Cat的PBS

缓冲液中 LSV 曲线如图 9(a)所示, 从图中可以看出

Cat 催化 H2O2 反应在裸金电极上进行 LSV 扫描时出

现一还原峰 ,  还原峰电位为–0.272 V, 峰电流为

–149.2 μA. PAOAA-Cu2+-Cat 修饰电极在 PBS 缓冲液

中 LSV 扫描, 在–0.272 V 左右并未出现峰(图 9c); 当

在溶液中加入 H2O2(浓度为 20 mmol/L) 后 LSV 扫描

在–0.293 V 处出现 H2O2 的催化还原峰, 峰电流为 

 

 

图 9  电极在含 0.1 M KCl, pH 6.8 的 PBS 缓冲液中 LSV 曲

线(0 ~ –0.8 V): 裸金电极, 溶液中含 20 mmol/L H2O2、5 

μg/mL Cat (a); PAOAA-Cu2+-Cat 修饰电极, 溶液中含 20 

mmol/L H2O2 (b); PAOAA-Cu2+-Cat 修饰电极 (c) 

–117.9 μA(图 9(b)). 表明 Cat 有效的固定到 PAOAA- 

Cu2+修饰电极表面, 并保留了对 H2O2 的催化还原活

性.  

本文制备的 Cat 修饰电极对 H2O2 的催化还原产

生较强的电化学信号[32], 这为将修饰电极作为探针

对 H2O2 进行电化学检测提供了可检测的信号.  

3.3  Cat 修饰电极对 H2O2定量检测 

我们以上述固定方法得到的 Cat 修饰电极作为

探针, CA 法作为检测手段对 H2O2 进行滴定检测, 得

到 I-t 及相应的 I-c 曲线如图 10(a)所示. 0~23 mmol/L

范围内随着 H2O2 浓度的增大 , 电流随之变大 . 用

origin 8.0 对 I-c 曲线进行多项式拟合, 得到方程为: I 

= 0.17555+2.70752c+0.21020c2–0.00557c3 (I: μA, c: 
mmol/L), R2 = 0.9997. 表明以 Cat 修饰电极作为探针, 

CA 法作为电化学信号检测手段的电化学传感器可实

现对 H2O2 定量检测.  

同时我们对该固定方法得到的探针的可重复利

用性进行了研究. 将构建好的探针用 1 M H2SO4浸泡, 

洗去 Cat. 酸洗之后的电极对 H2O2 进行滴定检测, 得

到很弱的电流响应信号(图 10(b)). 酸洗后的修饰电

极重新浸泡 CuSO4、Cat 以重新构建探针, 并再次对

H2O2进行滴定检测, 得到的 I-t及相应的 I-c曲线如图

10(c)所示. 从图中可以看出其 I-c 曲线基本和原始滴

定值重合. 表明该法固定 Cat 得到的电化学探针不仅

能对 H2O2 进行定量检测, 同时具有重建便捷、可重

复使用的优点, 这一优点是许多 H2O2 电化学传感器

所不具备的.  
 

 

图 10  CA法研究H2O2滴定的 I-t曲线(A): PAOAA-Cu2+-Cat

修饰电极(a)、(a)中电极经 1M H2SO4浸泡处理(b), (b)中电极

重新固定 Cat (c); H2O2滴定的 i-c 曲线 (B) 
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4  结论 

本文采用电化学方法对 ANI/OAA 进行共聚合, 

得到 PAOAA 修饰膜, 同时研究了膜的导电性. pH 7

时, 膜修饰电极 CV 扫描出现氧化还原峰, 表明中性

溶液中共聚物膜具有导电性. 计算 EDS 数据得聚合

物 PAOAA 中 ANI/OAA 的摩尔比 6.8:1, SEM 显示

PAOAA 膜呈珊瑚状结构, 并有许多空腔存在, 可有

效的增大电极的表面积.  

在 10 mmol/L Fe(CN)6
3–/4– (0.1 M KCl, pH 6.8 

PBS)溶液中DPV、EIS法研究了 Cat的固定过程. DPV

峰电流及 EIS 相关参数随着固定过程的规律性变化, 

表明聚合物修饰膜的形成及 Cat 的成功固定. LSV 法

研究 Cat 修饰电极对 H2O2 催化还原作用, 发现 Cat

修饰到电极表面后仍对 H2O2 有催化还原活性, 表明

本文采用的固定方法可有效固定蛋白质并保留蛋白

质的活性.  

以构建的 Cat 修饰电极作为探针, 以计时电流法

作为检测手段实现了对 H2O2 的定量检测, 同时该探

针显示出良好的可重建性.  

本文制备的 Cat 修饰电极作为探针可用于对

H2O2 进行定量检测, 同时为蛋白质在电极表面的简

便快速固定以制备出各种分子器件提供了一种新途

径.  
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Abstract: A new method for protein immobilization based on metal-ion chelation was reported in this paper. First, 
conductivity film poly(aniline-co-2-aminobenzoic acid) (PAOAA), which is able to conductive in neutral solution, was 
prepared by electrochemical deposition. The film was characterized by scanning electron microscopy (SEM) and 
energy-dispersive X-ray (EDS). Then Cu2+ ions were adsorbed on the film as the chelating ion to immobilize catalase (Cat). 
The molar amount of Cu2+ ions in the polymer was 0.49% measured by EDS. Differential pulse voltammetry (DPV) was 
used to research the immobilization of Cat. The results showed that as PAOAA film forming and Cat immobilizing on the 
electrode surface, the peak current in 10 mmol/L K3Fe(CN)6/K4Fe(CN)6 (Fe(CN)6

3–/4–) decreased from 121 μA (bare GE) 
to 92.6 and 71.8 μA respectively. This indicated that PAOAA film and Cat on the electrode could impede the charge 
transfer. This conclusion is same as the result of electrochemical impedance spectroscopy (EIS) studying in the process of 
Cat immobilization. The catalytic activity of immobilized Cat for hydrogen peroxide was studied by linear sweep 
voltammetry (LSV) method. Finally, chronoamperometry (CA) as the detection method, the Cat-modified electrode was 
able to quantitatively detect hydrogen peroxide. Moreover the Cat-modified electrode could be reuseable. 

Keywords: poly(aniline-co-2-aminobenzoic acid), electrochemical polymerization, protein immobilization, metal ion 

chelation, Catalase 


