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Abstract 
Thionine/OMC/GCE was prepared by ion-exchange procedure. Electrochemical behaviors of the 
resulting electrode were investigated thoroughly with cyclic voltammetry, and a well-defined re-
dox couple was clearly visualized. Under a lower operation potential of 0 V in 0.1 mol∙L−1 PBS (pH 
7.0), NADH could be detected linearly up to a concentration of 1 × 10−6 mol∙L−1 to 6 × 10−4 mol∙L−1 
with an extremely lower detection limit of 1 × 10−7 mol∙L−1 estimated (S/N = 3). The feasibility for 
simultaneous determination of uric acid, dopamine, AP and NADH was discussed. They did not in-
terfere with each other in certain concentration. Based on the results, a new NADH sensor was 
successfully established using the PTH/OMC/GCE. 
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摘  要 

以Nafion为离子交换材料，通过离子交换的方法制备了硫堇(Thionine, TH)/有序介孔碳(Ordered me-
soporous carbon, OMC)复合材料修饰玻碳电极(Glassy carbon electrode, GCE)，用电化学方法对该修

饰电极进行了详细表征，在循环伏安曲线上可以观察到硫堇的一对可逆的氧化还原峰，证明硫堇已经被

成功的固定到电极表面；对修饰电极的动力学研究表明电极过程是受表面控制。利用此修饰电极，0 V
电位下即可以实现对烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(Nicotinamide adenine dinucleotide, NADH)的安培检测，

线性范围可达1 × 10−6 mol∙L−1~6 × 10−4 mol∙L−1，检出限达到1 × 10−7 mol∙L−1 (信噪比为3)，并且能很

好的消除尿酸、多巴胺以及对乙酰氨基酚(p-acetamidophenol, AP)的干扰，有希望成为有应用价值的

NADH传感器。 
 
关键词 

有序介孔碳，电催化，硫堇，NADH 

 
 

1. 引言 

烟酰胺腺嘌呤二核苷酸广泛存在于一切动物、植物和微生物的活细胞中，是目前已知的300多种脱氢

酶的辅酶，也是许多生物氧化还原电子传递中的重要物质，但是通常它在电极上的氧化具有较大的过电

位[1] [2]，而且其氧化产物易在电极表面吸附而引起电极钝化，这使NADH的直接电化学测量十分困难。

为了克服这一难题，人们提出了以醌类、氧化还原染料、金属配合物等作为电子传递媒介体修饰电极的

方法来加速NADH的电化学氧化过程，从而降低其过电位[3]-[7]。 
吩噻嗪类染料可以介导一些生物大分子和一些简单无机离子在电极上的电化学氧化、还原过程的进

行，其中以硫堇作为电子媒介体可以用包埋、交联剂的方式修饰到电极表面，同时也可采用电化学的方

法将硫堇聚合到电极表面形成聚合物膜修饰电极，已经报道的聚硫堇修饰电极一般都直接在电极表面进

行[8]-[13]。对于以硫堇作为电子媒介体催化NADH已经有了一些报道，蔡称心等人[14]以含硫堇的乙腈

溶液为电解质在微带金电极上聚合硫堇，制备成的聚硫堇微带金电极可有效的催化NADH；Gao Qiang等
人[15]将硫堇聚合到screen-printed电极表面，用来检测NADH最低检测线达到3 μM；Huang Minghua等人

[16]将CNTs/Nafion修饰电极浸泡在硫堇溶液中，得到了硫堇修饰的CNTs/Nafion电极，此电极检测NADH
的线性范围为2~400 μM，最低检出限达1 μM。 

有序介孔碳本身是很好的良导体，具有较好的导电性，这使其成为一种很新颖的电极材料[17]-[21]。
将有序介孔碳与电化学相结合，研究生物活性物质的电催化过程是一项非常有应用前景的研究工作[22] 
[23]。介孔材料的结构和组成千变万化，不同的介孔材料可以适用于不同的客体的组装。同时，通过调变

客体的种类以及组装的方法，在同一主体介孔材料中也可以组装不同的客体物质：这些客体物质可以表

现出多种多样的化学物理性质。其中染料分子与介孔材料可形成的主客体复合物，有望为介孔材料开辟

新的应用领域。有序介孔碳特有的组成与结构，加之高的比表面积、有序的孔径分布，不但有利于传质，
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更易于主客体组装，使每单位物质有非常高的表面积和高浓度的活性点[24] [25]。现在对于有序介孔碳的

研究多集中于基于有序介孔碳的电池或电容器[25]，很少有基于有序介孔碳电极对物质电分析及电催化研

究的报道，因此对有序介孔碳及其复合材料的电化学及电催化性质的研究是非常有意义的。 
鉴于有序介孔碳的上述优点我们已经成功的将其应用于电化学催化研究中[26]-[29]，并在此基础上将

硫堇用离子交换的方法修饰到有序介孔碳修饰电极表面，制备了硫堇/有序介孔碳复合材料修饰电极，实

现了有序介孔碳与染料分子的主客体组装。该电极不仅具有有序介孔碳的特性并且含有硫堇这种电子媒

介体，应用于NADH的电化学催化显示出了良好的性能，将电位降低到0 V，线性范围为1 × 10−6 mol∙L−1~6 
× 10−4 mol∙L−1，检出限达到1 × 10−7 mol∙L−1。这是首次将硫堇以离子交换的方式与有序介孔碳形成复合材

料来构建NADH生物传感器，制备简单易行，性能优于传统的电极，有希望成为一种新型的NADH电化

学传感器。 

2. 实验部分 

2.1. 试剂与仪器 

烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(NADH)，硫堇(TH)均购于 Aldrich-Sigma 公司，有序介孔碳(OMC)由本实验

室提供，其它试剂均为分析纯。实验用水为二次蒸馏水，由Milli-Q型石英亚沸高纯水蒸馏器蒸出(Millipore, 
Bedford, MA)。实验均在室温下进行。 

0.1 mol∙L−1，pH = 7.0 的磷酸缓冲液的配制：首先，用蒸馏水分别配制 0.1 mol∙L−1的磷酸二氢钠和磷

酸氢二钠溶液，再取两种溶液适量，用 PH 计调节混合溶液的 pH 为 7.0，最后装入试剂瓶备用；实验均

在 PBS 溶液中进行。 
电化学实验采用 CHI660C 型电化学工作站(上海辰华仪器公司)；标准三电极体系：TH/OMC 或 OMC

修饰的玻碳电极(GCE)为工作电极，Ag/AgCl (3 M KCl)为参比电极，铂丝为对电极。 

2.2. 硫堇的结构 

硫堇(Thionine)，分子式为C12H10ClN3S，结构式如图1所示。 

2.3. 传感器的制备 

玻碳电极(GCE，直径 3 mm)在 0.3 和 0.05 μm 的 α−Al2O3上抛光至镜面，依次在 2 mol∙L−1 NaOH、乙

醇、二次蒸馏水超声清洗后备用。称取 3 mg 有序介孔碳在搅拌下分散在 6 mL 0.05%的 Nafion 水溶液中。

用微量注射器取 5 μL 有序介孔碳修饰于处理好的玻碳电极表面，用红外灯烘干 30 min，得到有序介孔碳

修饰电极(OMC/GCE)。 
将 OMC/GCE 浸入含 1 mM 硫堇(TH)的 DMF 溶液中，40 min 后取出，再在纯的 DMF 溶液中浸泡 15 

min，然后用二次蒸馏水洗净，自然晾干，得到硫堇/有序介孔碳复合材料修饰电极(TH/OMC/GCE)，待用。 

3. 结果与讨论 

3.1. TH/OMC 修饰电极电在缓冲溶液中的循环伏安行为 

图2为TH/OMC修饰电极表面在0.1 mol∙L−1 PBS (pH 7.0)中的循环伏安图。如图所示，当扫描时出现了

一对可逆的氧化还原峰，为硫堇发生电化学反应所引起的氧化还原峰，这对峰的出现证明了硫堇已成功

的固定在电极表面上。当扫描16圈后此对峰的峰电流基本不再发生变化，且经过16圈循环伏安扫描后此

TH/OMC修饰电极已经稳定，因此我们每次制备此修饰电极时，都在0.1 mol∙L−1 PBS中用循环伏安扫描16
圈后再使用。 
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Figure 1. Structure of thionine 
图 1. 硫堇的结构 
 

 
Figure 2. CV of TH/OMC/GCE in 0.1 mol/L PBS (pH = 7.0), scan rate: 100 mv/s 
图 2. TH/OMC 修饰电极在 0.1 mol/L PBS (pH = 7.0)中的循环伏安曲线，扫描速度为 100 mv/s 
 
3.2. TH/OMC 修饰电极的动力学研究 

我们通过CV法对TH/OMC/GCE进行了动力学研究，结果发现随着扫描速度v的增大，峰电流(Ip)和峰

峰电位差(∆Ep)都增加(图3)。 
由图4可知，Ip与v成线性关系，表明电极过程是受表面控制的。 

3.3. TH/OMC 修饰电极催化氧化 NADH 

图5实线/虚线为各种电极在有/没有1 mM NADH (0.1 mol∙L−1, pH 7.0 PBS)中的循环伏安曲线，扫描速

度为50 mV/s。如图所示，在Nafion/GCE上，NADH在0.63 V处出现一个氧化峰。当用Nafion/OMC和

TH/Nafion/GCE分别修饰电极后NADH的氧化峰峰电位负移到0.25 V和0.05 V处，这说明Nafion/OMC可以

有效的降低NADH的过电位。当用硫堇修饰的OMC修饰电极在此溶液中进行循环伏安扫描时，我们可以

观察到与此电极在空白PBS溶液中相比较，硫堇的氧化峰电流明显增大，这说明此修饰电极对NADH有较

好的催化能力，将NADH的过电位降低到了0 V。由此可知，在OMC/GCE表面引入TH后，该电极将有序

介孔碳和硫堇相结合，兼具了有序介孔碳的特点和TH的电子媒介作用，对NADH表现出良好的的催化作

用。 

3.4. TH/OMC 修饰电极对 NADH 的计时电流响应 

由图5(d)可知TH的氧化峰电流随NADH的加入而增加，所以我们选择0 V作为工作电位对NADH进行

安培检测。图6为TH/OMC/GCE在0 V的工作电位下对NADH的计时电流曲线。随着NADH的加入，

TH/OMC/GCE在较短的时间内可迅达到稳定。TH/OMC/GCE检测NADH的线性范围为1 × 10−6 mol∙L−1~6 × 
10−4 mol∙L−1，检出限达到1 × 10−7 mol∙L−1 (信噪比为3)。 

S+

N

ΝΗ2H2N

Cl-

7-Amino-3-imino-3H-phenothiazine
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Figure 3. CVs of TH/OMC/GCE in 0.1 mol/L PBS (pH = 7.0) with different scan rates (a: 50 mv/s. b: 100 mv/s. c: 150 
mv/s. d: 200 mv/s. e: 300 mv/s. f: 400 mv/s. g: 500 mv/s) 
图3. TH/OMC修饰电极在不同扫描速度下的循环伏安图。扫描速度从 a到g分别为 a: 50 mv/s. b: 100 mv/s. c: 150 mv/s. 
d: 200 mv/s. e: 300 mv/s. f: 400 mv/s. g: 500 mv/s 
 

 
Figure 4. The relationship of scan rate and peak current 
图 4. 扫描速度与电流关系图 
 

 
Figure 5. CVs obtained on Nafion/GCE (a), TH/Nafion/GCE (b), Nafion/OMC/GCE (c) and TH/Nafion/OMC/GCE (d), in 
the absence (dotted line) and presence ( solid line) of 1.0 mM NADH in 0.1 mol∙L−1 PBS (pH 7.0). Scan rate: 50 mV/s 
图 5. 在 0.1 mol∙L−1 PBS (pH 7.0)中的循环伏安图。(a) Nafion/GCE；(b) TH/Nafion/GCE；(c) Nafion/OMC/GCE；(d) 
TH/Nafion/OMC/GCE。实线，有 NADH；虚线，没有 NADH 
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μA

Scan rate/mV∙s−1
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3.5. 干扰试验 

如图7所示，对TH/OMC/GCE进行NADH检测的干扰试验，待背景电流稳定后分别加入0.2 mM NADH，

0.1 mM多巴胺，0.1 mM AP，0.1 mM尿酸，0.1 mM抗坏血酸。由图可见，除加入抗坏血酸时电流有较大

下降外，多巴胺、AP和尿酸对响应电流几乎没有影响。说明该电极能很好的消除多巴胺、AP和尿酸的干

扰，有希望成为有应用价值的NADH传感器。 

3.6. TH/OMC 修饰电极的重现性和稳定性 

用该TH/OMC/GCE电极对NADH (浓度为1 mM)的PBS (0.1 mol∙L−1, pH 7.0)溶液重复测定8次，相对标

准偏差为2.1%，表明该电极有良好的重现性。同时将此电极对NADH (浓度为1 mM)进行连续测定15天(每
天平均测两次，不使用时将电极保存在4℃的冰箱中)，其响应电流在前10天的偏差 < 5%，15天后对NADH
的响应电流仍为初始电流的80% (图8)，这表明该电极具有良好的稳定性。 
 

 
Figure 6. Current-time curves obtained at TH/OMC/GCE to successive addition of NADH into 0.1M PBS (pH 7.0) with 
applied potential at 0 V 
图 6. NADH 的计时电流图，工作电位 0 V 
 

 
Figure 7. Effect of 0.1 mM DA, AP, UA and AA on the amperometric responses of TH/OMC/GCE spiked with 0.2 mM 
NADH in stirred 0.1 M PBS (pH 7.0) at an operation potential of 0 V 
图 7. NADH、DA、AP、UA、AA 的计时电流响应图。0.2 mM NADH，0.1 mM 多巴胺，0.1 mM AP，0.1 mM 尿酸，

0.1 mM 抗坏血酸 

I/
μA

t/s

I/
μA

t/s
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Figure 8. Current-time curve obtained from continuously detection of 1 mM NADH for 20 days 
图 8. 对 1 mM NADH 进行二十天连续测定的电流–时间曲线 
 
4. 结论 

在本工作中，我们用离子交换法将硫堇修饰到有序介孔碳修饰电极表面，进而制备出了一种新型的

TH/OMC修饰电极，这种电极不仅具有有序介孔碳的特性，而且还兼有硫堇电子媒介体的性质。实验表

明，TH/OMC复合材料修饰电极能明显降低NADH的过电位，对NADH的检测线性范围为1 × 10−6 
mol∙L−1~6 × 10−4 mol∙L−1，检出限达到1 × 10−7 mol∙L−1。并且在检测过程中可以消除多巴胺、AP和尿酸干

扰。此外，该修饰电极稳定性、重现性好，具有实际应用价值。 
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