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Abstract: In this paper, a novel electrochemical biosensor was fabricated based on CaCO3-chitosan composite nano- 
materials, which was characterized by cyclic voltammetry, electrochemical impedance spectroscopy, chronoamperome- 
try and scanning electron microscopy. The electrochemical behaviors of redox protein (enzyme) were studied in details 
and the new methods for determination of H2O2 were developed. These studies enriched the study of biological electro- 
analytical chemistry, expanding the scope of the application of nanocomposites. 
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摘  要：本文基于碳酸钙–壳聚糖复合纳米材料构建了电化学生物传感器，采用循环伏安法、电化学阻抗法、

计时安培法及扫描电镜技术对其进行了表征，研究了氧化还原蛋白质(酶)的直接电化学和电催化特性，建立了检

测 H2O2的新方法。该研究丰富了生物电分析化学的研究内容，拓展了复合纳米材料的应用范围。 
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1. 引言 

新型性能优越的纳米材料和新颖的生物传感器

制备方法对开发第三代有临床应用价值的生物传感

器具有重要意义。在各种纳米材料中，纳米碳酸钙由

于其具有比表面积大、表面反应活性高等优点被广泛

应用于 H2O2 电化学生物传感器的构建[1-4]。Shan[5]等

通过滴涂法将纳米碳酸钙，壳聚糖和牛血红蛋白(Hb)

的混合物修饰在玻碳电极表面成功构建了 H2O2 传感

器，实现了 Hb 的直接电子转移并取得了良好的催化

效果。Sun 等[6]采用层层涂布法将 Hb、Nano-CaCO3 

和 Nafion 修饰在离子液体碳糊电极表面，研究了 Hb

的直接电子转移和对 H2O2的电催化行为。 

一步电沉积法是构建生物传感器新型界面的众

多方法之一，也是目前研究较多、应用较广的一种。

该方法操作简单，并且更容易控制所制备材料的形貌

特征和尺寸大小。目前利用壳聚糖的溶解性随 pH 值

变化而变化的特性同时将纳米材料共同沉积在电极

表面的研究工作还较少。壳聚糖分子结构中带有多个

氨基的特性，使其在一步电沉积法构建电化学生物传

感器领域中备受青睐[7-10]。壳聚糖的 pKa为 6.3，当溶
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液的 pH 值小于 6.3 时，氨基呈质子化，壳聚糖为水

溶形态；当向工作电极施加电压，溶液中的水被电解，

电极周围会有微小的氢气气泡产生，而产生的氢气气

泡作为动态的模板可有效的促进纳米材料的形成；由

于氢离子形成氢气离开溶液致使电极周围局部 pH 值

升高接近壳聚糖的 pKa，使壳聚糖溶解度下降，使其

和纳米碳酸钙共同沉淀在电极表面，形成碳酸钙–壳

聚糖复合纳米材料。 

本文拟利用新颖的一步电沉积法构建 Hb-chit/ 

nanoCaCO3-chit/CILE 传感器，研究 Hb 的直接电化学

和电催化行为，建立检测 H2O2的新方法。 

2. 实验部分 

2.1. 试剂和仪器 

牛血红蛋白(Hb，M.W. 64500，美国 sigma 公司)，

1-乙基-3-甲基咪唑四氟硼酸盐(EMIMBF4，纯度 ≥ 

98.5%，兰州化学物理研究所)，石墨粉(光谱纯，国药

集团化学试剂有限公司)，壳聚糖(Chit，M.W.1 × 106，

脱乙酞度 > 90%，上海源聚生物科技有限责任公司)，

氯化钙和碳酸氢铵(CaCl2，NH4HCO3，天津天大化学

试剂厂)，过氧化氢(w/w，30%，西安化学试剂厂)，

其它试剂均为分析纯。0.1 mol·L–1的磷酸盐缓冲溶液

(PBS)作为支持电解质，通过加入 0.1 mol·L−1 NaOH 溶

液或 0.1 mol·L–1 H3PO4溶液来调节溶液的 pH 值。测

试溶液均通高纯氮气 15 min 除氧。所有电化学测量均

采用三电极系统：工作电极为自制修饰电极，参比电

极为饱和甘汞电极(SCE)，辅助电极为铂丝。测量温

度为室温(约 25℃ ± 2℃)。 

2.2. Hb-chit/nanoCaCO3-chit/CILE的构建 

2.2.1. 离子液体碳糊电极(CILE)的制备 

不同质量比的石墨粉、离子液体和液体石蜡混

合，制备所得的离子液体碳糊电极的性能有所不同。

当三者质量比太大时，石墨粉颗粒之间粘接性较差，

容易粉碎和脱落；如果质量比太小，碳糊的机械强度

太小且难以成型。本实验最终选用以下的配比：称取

3.2 g 石墨粉，量取 300 μL 离子液体 1-乙基-3-甲基咪

唑四氟硼酸盐(EMIMBF4)和 700 μL 液体石蜡于玛瑙

研钵中混合均匀，将混合均匀的碳糊填入 PVC 管中

约 1 cm(Φ = 3 mm)，压实，尾部插铜线作为导线；在

称量纸上打磨成镜面，即制得 CILE。 

2.2.2. 壳聚糖溶液的配制 

1.0 wt%壳聚糖溶液配制：配制 100 mL 0.5 wt.%

的醋酸水溶液，加热至微沸，准确称取 1 g chit，将其

缓慢加入并不断搅拌使其完全溶解，用 5 mol·L−1 

NaOH 溶液调节其 pH 为 5.0 左右，经砂芯漏斗过滤后

置于 4℃冰箱中备用。 

2.2.3. Hb-chit/nanoCaCO3-chit复合膜修饰CILE 

的构建 

取一定量的 CaCl2和 NH4HCO3溶解在 10 mL 二

次蒸馏水中，使[Ca2+]为 9 mmol·L–1，[CO3
2–]为 18 

mmol·L–1。用 1 mol·L–1 HCl 将 pH 值调节至 5.0 左右，

然后向该溶液中加入配制好的壳聚糖溶液，使其浓度

为 0.5 mg·mL–1，再次调节 pH 值于 5.0 左右，然后将

新制备的CILE浸入该溶液中于–1.5 V(vs.SCE)电位下

电沉积 300 s。在该电位下，H+被还原成 H2，该反应

导致电极表面局部区域的 pH 值迅速增大，当 pH 值

达到 6.3，壳聚糖达到溶点，同时与 CaCO3 共同析出

在电极表面，由此即制得 CaCO3-chit 复合纳米材料(如

图 1 所示)。将所制备的电极用二次蒸馏水冲洗晾干之

后，将 5 µL 5 mg·mL–1 Hb 和 0.5 mg·mL–1壳聚糖的混

合溶液滴涂于 nanoCaCO3-chit/CILE 表面，于 4℃冰箱

放置 6 h 得到 Hb-chit/nanoCaCO3-chit/CILE。 
 

 
Figure 1. The principle diagram of co-electrodeposition 

CaCO3-chit composite nanomaterials 
图 1. 电化学共沉积 CaCO3-chit 复合纳米材料的原理示意图 
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3. 结果与讨论 

3.1. nanoCaCO3-chit复合纳米材料的表面形貌 

用扫描电子显微镜(SEM)对电极表面 CaCO3-chit

复合纳米材料的形貌进行了研究(图 2)。由图可见，制

备的复合纳米材料为球形颗粒，粒子大小约为 100~ 

200 nm，形状规则，排列有序；通过该法制备的复合

纳米材料形貌不同于其他方法制备所得，且粒径更

小，颗粒分布更均匀[11-13]。本法制备得到的复合纳米

材料与其他方法相比所具有的不同形貌，可能是由于

在电沉积过程中粒子的形成速度不同而造成的。 

3.2. 不同修饰电极的电化学阻抗 

电化学阻抗谱(EIS)可以为电极表面修饰前后阻

抗的变化提供信息[14-16]。图 3 分别为裸 CILE、Hb-chit/ 

CILE 和 Hb-chit/nanoCaCO3-chit/CILE 在 1 mmol·L–1 
 

  

Figure 2. SEM images of spherical structures of CaCO3-chit com-
posite nanomaterials prepared by the co-electrodeposition with (a) 

Low magnification; (b) High magnification 
图 2. 通过电沉积法制备所得 CaCO3-chit 复合纳米材料的 SEM 图 

(a) 低倍放大图；(b) 高倍放大图 
 

 

Figure 3. Electrochemical impedance spectroscopy for (a) Bare 
CILE; (b) Hb-chi/CILE; (c) Hb-chi/nanoCaCO3-chi/CILE in a 

solution of 1 mmol·L−1 Fe(CN)63−/4− + 0.1 mol·L−1 KCl as the sup-
porting electrolyte; The frequencies swept from 105 to 10−2 Hz 

图 3. 在 1 mmol·L−1 Fe(CN)63−/4− + 0.1 mol·L−1 KCl 溶液中不同修

饰电极的 EIS 图 (a) CILE；(b) Hb-chit/CILE；(c) 
Hb-chit/nanoCaCO3-chit/CILE；频率范围：105~10−2 Hz 

Fe(CN)6
3−/4− + 0.1 mol·L–1 KCl 溶液中的电化学阻抗

图。依据 Randle 和 Ershler 理论[17]，对谱图进行拟合(如

图 3 所示的等效电路)，计算得其电子传递阻抗(Ret)

分别为 303.5 Ω，540.5 Ω和 1166 Ω。表明 chit，nano 

CaCO3-chit 和 Hb 被成功的固定在了 CILE 表面，Ret

的逐渐增大是由于壳聚糖，nanoCaCO3 和 Hb 三者的

导电性能差而抑制了 Fe(CN)6
3-/4-电对在电极表面的电

子传递。 

3.3. Hb在Hb-chit/nanoCaCO3-chit/CILE上 

的直接电化学 

如图 4 所示，以 Hb-chit/nanoCaCO3-chit/CILE(曲

线 d)为工作电极时，可观察到一对峰形良好、准可逆

的氧化还原峰，其峰电位分别为 Epa = –0.228 V 和 Epc = 

–0.362 V；式量电位由方程  0
pa pc1 2E E E   计算得

–0.295 V，与已报道文献值接近[18,19]。然而，在裸

CILE(曲线 a)，nanoCaCO3-chit/CILE(曲线 b)和 chit/ 

nanoCaCO3-chit/CILE(曲线 e)上没有氧化还原峰出现；

显然，Hb-chit/nanoCaCO3-chit/CILE 的电化学响应是

由于 Hb 的活性中心进行了氧化还原反应。Hb-chit/ 

CILE(曲线 c)上的 Hb 也出现了一对氧化还原峰，不过

峰电流远远小于 Hb-chit/nanoCaCO3-chit/CILE。这说

明 nanoCaCO3-chit 能给固定在上面的 Hb 提供一个良

好的微环境并促进 Hb 与 CILE 之间的电子传递。这

可能是由于 nanoCaCO3-chit为血红蛋白分子提供了三

维的立体取向平台进而使其可与电子供体或电子受 
 

 

Figure 4. CVs of (a) CILE; (b) nanoCaCO3-chi/CILE; (c) 
Hb-chi/CILE; and (d) Hb-chi/nanoCaCO3-chi/CILE; (e) 

chi/nanoCaCO3-chi/CILE in 0.1 mol·L−1 pH 7.0 PBS at scan rate of 
0.2 V·s−1 

图 4. 在 0.1 mol·L−1 pH 7.0 PBS 中不同修饰电极的循环伏安图  
(a) CILE；(b) nanoCaCO3-chit/CILE；(c) Hb-chit/CILE；(d) 

Hb-chit/nanoCaCO3-chit/CILE 和(e) chit/nanoCaCO3-chit/CILE；
扫速：0.2 V·s−1 
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体之间进行电子传递，并有效促进了这一电子转移过

程。 

3.4. 扫速的影响 

考察了在 pH = 7.0 时 0.1 mol·L−1 PBS 缓冲溶液中

于不同扫速下，Hb 在 Hb-chit/nanoCaCO3-chit/CILE

上的循环伏安行为(图 5(A))。由图可见，在–0.8~0.2 V

的电位范围内，当以 Hb-chit/nanoCaCO3-chit/CILE 为

工作电极时，可观察到一对峰形良好、准可逆的氧化

还原峰，随着扫速的增加，Hb 的氧化、还原峰电流

都依次增大，且峰电流与扫速呈良好的线性关系(图

5(B))，线性回归方程分别为：Ipa(μA) = 1.29 – 32.41ν 
(V·s–1)，r = –0.9988，Ipc (μA) = 5.54 + 44.82ν (V·s–1)，

r = 0.9981，说明 Hb 的电极过程是表面吸附控制过程。 

根据公式(1)可求得电极表面具有电活性的 Hb 的

表面覆盖度(Γ*)： 

2 2 *
p n F A 4RT nFQ 4RTI            (1) 

   
   

s

p

lg lg 1 1 lg

lg RT nF 1 nF 2.3RT

k

v E

   

 

   

   
 (2) 

式中 Q 为积分电量，n 为电子转移数，A 为电极面积，

F 为法拉第常数。通过对 Hb Fe(III)还原的阴极峰面积

进行积分，可求得修饰电极的表面覆盖浓度(Γ*)为

1.43 × 10–9 mol·cm–2。该值比单层 Hb 吸附至裸电极表

面的理论值大(1.89 × 10–11 mol·cm–2)[20]，说明 Hb-chit/ 

nanoCaCO3-chit/CILE 具有较多的表面活性位点。根据 
 

 
Figure 5. (A) CVs of Hb-chi/nanoCaCO3-chi/CILE in 0.1 mol·L−1 

pH 7.0 PBS at different scan rates. Scan rate (from a to o): 0.1, 0.2, 
0.3, 0.4 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 1.0, 1.1, 1.2, 1.3, 1.4 and 1.5 V·s−1, re-

spectively; (B) The plot of Ip vs v 
图 5. (A) 在 0.1 mol·L−1 PBS pH 7.0 PBS 中，不同扫速下 Hb 在

Hb-chit/nanoCaCO3-chit/CILE 上的循环伏安图(由 a 到 o)：0.1，
0.2，0.3，0.4，0.5，0.6，0.7，0.8，0.9，1.0，1.1，1.2，1.3，1.4

和 1.5 V·s–1；(B) Ip vs v 

Ip-v 的斜率可计算得到电子转移数 n 为 1.03。根据

Laviron[21](公式 2)关于电极表面反应异相动力学常数

的计算方法可以得到 Hb 电子传递速率常数(ks)为 1.98 

s–1，这一数值小于 Hb 固定在 gellan gum/BMIMBF4

复合膜上的 5.66 ± 0.2 s–1[22]，但远远大于文献报道的

将 Hb 固定在碳纳米管上的 0.49 s–1[23]。 

3.5. pH值的影响 

考察了溶液 pH 值变化，对 Hb-chit/nanoCaCO3- 

chit/CILE 的循环伏安行为的影响(图 6(a))。随着溶液

pH 值的增加，该修饰电极的式量电位向负方向移动，

而且在 pH 4.91~9.18 范围内均得到了峰形良好、几乎

对称的循环伏安曲线。电位与 pH 值呈良好的线性关

系(图 6(b))：E0' = 0.1012 – 0.0615pH(n = 6，r = 0.9988)。

其中，斜率为−61.5 mV·pH–1，与一电子一质子反应的

理论值(−59.0 mV pH–1)接近，表明 Hb 发生电子传递

的同时，还伴随着等量质子的转移；Hb 的氧化还原

过程可简单的表示如下[24,25]： 

Hb heme Fe (III) + H+ + e− ↔ Hb heme Fe (II) 

pH 值对固定在 Hb-chit/nanoCaCO3-chit/CILE 中

的 Hb 的氧化还原峰电流具有轻微的影响(图 6(c))，由

于中性的 pH 值接近生理环境，并能有效的保持蛋白

质的生物活性，所以该实验中选择 pH 7.0 作为最优

pH 以达到最大的灵敏度。另外，由于 chit 的 pKa 为

6.3，当溶液的 pH 值 > 6.3 时，chit 为非水溶形态，

可以保证 Hb-chit/nanoCaCO3-chit 复合物很稳定的修

饰在电极表面不会脱落；当溶液的 pH < 5.0，其峰形 
 

 
Figure 6. (a) CVs of Hb-chi/nanoCaCO3-chi/CILE in different pH 
values of 4.91, 5.29, 6.24, 7.17, 8.04 and 9.18; (b) Plot of E0' vs pH 

value; (c) Plot of I vs pH values. Scan rate: 0.2 V·s−1 
图 6. (a) Hb 在 Hb-chi/nanoCaCO3-chi/CILE 上在不同 pH 溶液

(4.91，5.29，6.24，7.17，8.04 和 9.18)中的循环伏安图；(b) E0'
 vs. pH；

(c) I vs pH。扫速：0.2 V·s−1 
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开始变差且峰电位差也不断增大。 

3.6. Hb-chit/nanoCaCO3-chit/CILE上Hb 

对H2O2的电催化行为 

为了考察 Hb-chit/nanoCaCO3-chit/CILE 电极上 Hb

的电催化活性，采用计时安培法研究了 Hb 对 H2O2 的

电催化行为(图 7(a))。当依次向不断搅拌的除氧后的

PBS 缓冲溶液(pH 7.0)中加入不同体积的 H2O2(0.01 

mol·L–1)后，可以观察到Hb的催化还原电流随加入H2O2

浓度的增大呈阶梯状增加，达到 95%的稳定电流响应的

时间小于 3 s，表明 Hb-chit/nanoCaCO3-chit/CILE 电极

对 H2O2的响应速度很快。Hb 的催化电流与 H2O2浓度

呈线性关系(图 7(b))，其线性范围为 5.0 × 10–6 mol·L–1~ 

1.3 × 10–3 mol·L–1，其线性回归方程为 Iss = 10.83 + 5.1 × 

10–3 (n = 52，r = 0.9994)，检出限为 1.6 × 10–6 

mol·L–1 (S/N = 3)。从其线性斜率 5.15 × 10–3 μA·μM−1，

可得其灵敏度为 0.16 A·M–1·cm–2。该值远远大于文献报

道的 0.06 A·M–1·cm–2和 0.045 A·M–1·cm–2[26,27]，略小于

0.6 A·M–1·cm–2和 0.234 A·M–1·cm–2[28,29]。该修饰电极高

的灵敏度是由于 nanoCaCO3-chit 复合纳米材料为血红

蛋白内部的活性中心提供了优良的生物环境使其能够

进行氧化还原反应。 

2 2H OC

Lineweaver-Burk 方程[30]可用于求解用于评价酶

生物活性的特征动力学参数 app
MK 值： 

 app
ss max M max1 1I I K I C   

式中，Iss 为稳态电流；Imax 为最大稳态电流；C 为底

物浓度。当电流受酶促反应速率控制时，在一定范围

内，采用双倒数法( ss1 ~ 1I C )作图将得到一条直线

(图 7(c))，从其斜率和截距可求得 Hb 催化还原 H2O2

的 app
MK 值为 8.17 × 10−4 mol·L−1，与文献所报道的值相

比，此值要低于 Hb 固定在 SP sephadex 膜中的 1.90 × 

10-3 mol·L−1[31]和 Chitt-Aus/cys 膜中的 1.40 × 10−3 

mol·L−1[32]，表明 nanoCaCO3-chit 复合膜能够保持 Hb

高的生物活性，对 H2O2表现出较强的亲和力。 

3.7. 传感器的稳定性及重复性 

将 Hb-chit/nanoCaCO3-chit/CILE 于 0.1 mol·L−1 PBS 

(pH 7.0)的缓冲溶液中以 0.1 V·s−1连续扫描 50 圈，氧

化还原峰电流扫描前后相比几乎没发生变化，表明所

 

Figure 7. (a) Amperometric response of Hb at the 

Hb-ch erent 

a  

图 7. (a 3- 

chit vs 

在相同 PBS 缓冲溶液 ，用同批构建的 6 支 Hb- 

chit/

nanoCaCO3-chit/CILE 对 1 × 10−3 

mol·

4. 结论

本文采用一步电沉积法，成功地制备出了结构新

颖的

i/nanoCaCO3-chi/CILE when successive added diff

mounts of H2O2 into 20 mL stirring PBS (pH 7.0) at the potential

of −0.4 V; (b) Ip vs 
H O2 2

C ; (c) I−1 vs 
H O2 2

-1C  

) 连续加入不同浓度 2时 Hb-chitH2O /nanoCaCO

/CILE 上 Hb 的计时安培电流响应；(b) Ip vs 
H O2 2

C ；(c) I−1 

H O2 2

-1C ；溶液：20 mL 0.1 mol·L−1 PBS (pH 7.0)；电位 V (vs SCE) 
 

：−0.4 

中

nanoCaCO3-chit/CILE 对 1 × 10−3 mol·L−1 H2O2进

行测定，其电流响应的 RSD 为 4.3%，表明所构建的

传感器重复性良好。 

用同一支 Hb-chit/

L−1 H2O2连续平行测定 14 次，每天测定一次，其

电流响应的 RSD 为 3.9%，表明所构建的传感器重复

性良好。 

 

nanoCaCO3-chit 复合纳米材料，并构建了 Hb- 

chit/nanoCaCO3-chit/CILE。研究表明，在修饰电极上，

Hb 发生了快速直接电子转移，且对 H2O2表现出良好

的电催化作用、较高的检测灵敏度。这一方面可能是

因为通过一步电沉积法所制备的 nanoCaCO3 的粒径

更小，比表面积大，分布均匀，为 Hb 提供了更多的

活性位点，促进其与电极之间的电子传递；另一方面

可能是因为 nanoCaCO3-chit复合纳米材料具有良好的

生物相容性使Hb能够很好的保持其对H2O2催化还原

的生物活性。该研究为电化学生物传感器的构建提供

了一种新途径；所制备的 nanoCaCO3-chit 复合纳米材

料不仅可以用于生物传感器的研发，而且有望用于药

物筛选、先进材料和生物电子等领域。随着材料科学

的发展和新材料的涌现，不同学科交叉与融合的增

强，特别是传感器设计理念和技术的进步，电化学生构建的传感器稳定性良好。 
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