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玻碳电极上的自组装APMDES制备电化学生物传感器
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摘 要：在玻碳电极表面自组装氨丙基甲基二乙氧基硅烷（APMDES）单分子膜，从而使玻碳电极上修饰
了－NH2

基团，用于检测低浓度小牛血清蛋白，采用金标银染的方法，对修饰电极检测蛋白的能力和自组装膜

的致密性进行了研究。试验结果表明：自组装膜的致密性主要受组装液浓度、组装时间和温度的影响。当

APMDES在乙醇溶液中的体积分数为 3 %，组装时间为 4 h、温度为 30 ℃时，组装膜成膜状况较为理想。在最佳
试验条件下，修饰上氨基的玻碳电极对检测质量浓度为 0.5～0.05 ng/mL的小牛血清蛋白有良好的响应，回归线
性方程为：I (μΑ)=0.825 4+1.431 9×C（ng/mL），R=0.958，检测极限为0.02 ng/mL，背景电流信号小于2.0×10-7 A，
检测的信噪比达到最佳。
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Preparation of Electrochemical Biosensor by Self-Assembly
APMDES on Glassy Carbon Electrode

He Nongyue，Xu Lijian，Du Jingjing
（Hunan Key Laboratory of Green Packaging and Application of Biological Nanotechnology，

Hunan University of Technology，Zhuzhou Hunan 412007，China)

Abstract：Self-assembled monolayer（SAM）of 3-Aminopropylmethyldiethoxysilane（APMDES）absorbed on the
surface of glassy carbon electrode is constructed, and the electrode is modified with -NH2 group. Then low concentration of
bovine serum albumin is detected by the modified electrode，and compactness of the monolayer and the sensitivity to detect-
ing bovine serum albumin are studied by gold-label promoted silver-staining. The result indicates that the compact monolayer
can be obtained when the concentration of APMDES reaches 3-vol. % in alcohol solution, the assembling time is 4 hours and
the assembling temperature is 30 ℃. Under the above conditions，the peak currents are linear to the concentration of albumin
over the wide range from 0.5 to 0.05 ng/mL，and the detection limit is 0.02 ng/mL，the regress linear equation is I（μΑ）=
0.825 4+1.431 9（C（ng/mL），R=0.958，and the background current signals are less than 2.0×10-7 (A).
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自组装单分子膜（Self-Assembled Monolayers，

SAMs）是固液界面通过化学或物理吸附形成的有序
超薄膜，是构膜分子通过分子间及其与基体材料间的

物理化学作用而自发形成的，是一种热力学稳定、排

列规则的单（或多）层分子膜。它具有均匀一致，高

密堆积和低缺陷等特性，并可按预先设计和通过精确

的化学控制而获得特定功能，具有超分子的结构及界

面性质。人们对自组装膜的制备技术以及自组装膜成
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膜机制进行了大量的研究和探索。结果表明，成膜过

程中的浓度、温度、自组装时间等对 SAMs质量有重
要的影响[1,2]。在基底表面自组装的 SAMs，由于具有
良好的稳定性及有序性，受到基础研究及应用技术等

方面的广泛重视，成为近年来界面化学与材料科学等

领域的研究热点[3-5]，而且 SAMs具有广泛的仿生及生
物亲和特性，又在化学及生物化学传感器方面有广泛

的应用前景[6 -10 ]。氨丙基甲基二乙氧基硅烷作为自组

装单分子膜的一种也得到了广泛的应用，但通常是采

用硅片、石英和玻璃等为基材，而采用玻碳电极为基

材，结合电化学的研究方法，将其制作为生物传感器

的研究报道很少，此研究对研制简单实用型的生物传

感器具有重要的实用价值。本试验采用自组装的方

法，在玻碳电极上自组装APMDES单分子膜，使电极
上修饰－NH2

基团，成功地制作出检测微量蛋白的新

型传感器，并采用阳极溶出法对自组装膜致密性的工

艺参数进行了考察，对所获得的新型传感器的检测能

力进行了表征。

1 试验部分

1.1 试验仪器与试剂

试验采用的氨基丙基二乙氧基硅烷（APMDES）纯
度为 99.9 %，小牛血清蛋白纯度大于 98 %（南京阳光
生物有限公司），HAuCl4

·3H2O（上海试剂厂）；硝酸
银、对苯二酚、浓硝酸、浓硫酸均为分析纯（上海试

剂厂），13 nm胶体金根据 Frens法[11]自制。

本试验阳极溶出极化曲线测量采用三电极体系，

以玻碳电极（直径 4 mm）为工作电极，铂电极为辅助
电极，饱和甘汞电极（SCE）为参比电极；曲线测量使
用CHI660B电化学工作站（上海辰华仪器有限公司），
扫描速率为 5 mV/s，温度 20 ℃，测量出银的溶出电位
为0.27 V。
1.2 试验方法

本试验首先将预处理好的玻碳电极浸入氨水溶液

中，使电极表面带羟基基团，然后将电极浸入APMDES
（体积分数为 3 %）的乙醇溶液中进行自组装，再将电
极浸入小牛血清蛋白和胶体金混合溶液中，使修饰了

氨基的电极结合上标有金纳米颗粒的蛋白（温度：20
℃，时间 30 min）。为进一步放大电化学信号，将电极
进行银染（银染显色液 ：浓度为 1.0× 10-5 mol/L 的
AgNO3

和浓度为 2.0× 10-4 mol/L 对苯二酚，温度 ：

20 ℃，时间 10 min），然后以去离子水终止银染反应，
并洗去沾附在电极上的银染液，最后将电极浸入到

浓度为 0.10 mol/L的硝酸中，进行阳极溶出伏安扫描，
记录阳极溶出伏安曲线。试验具体步骤如图 1 所示。

2 试验结果与讨论

2. 1 硅烷体积分数的确定

在试验温度为 30℃，自组装时间为 60 min的条件
下，改变乙醇溶液中硅烷体积分数，确定硅烷体积分

数对硅烷自组装膜致密性的影响如图 2所示。图 2中
a，b，c，d分别是玻碳电极在体积分数为 1 %，2 %，

3 %，4 % APMDES的乙醇溶液中浸泡，然后进行金标
银染后检测银的阳极溶出电流信号。

  

结果表明：随着乙醇溶液中硅烷体积分数的增

大，银的溶出电流信号越来越小，说明增大乙醇溶液

中硅烷体积分数，APMDES在玻碳电极上自组装成膜
速度增大，膜层越来越致密。膜层一方面抑制了玻碳

电极吸附胶体金，由于纳米胶体金对Ag+的还原有催

化作用，没有纳米金参加时，对苯二酚对Ag+的还原

作用进行得非常缓慢，使在银染过程中被还原的Ag+

量相对减少，另一方面，自组装形成的绝缘膜层阻碍

了电子的传输，故而使银的溶出电流减小。但当硅烷

 图 1 试验方案示意图

Fig. 1 The protocol scheme of analytical procedure

                    硅烷体积分数：a-1 %；b-2 %；c-3 %；d-4 %

图 2 硅烷体积分数对自组装膜致密性的影响

Fig. 2 The influence of APMDES concentration on the
compact of SAM at different APMDES concentrations
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体积分数超过 3 %时，银的溶出电流变化较小，说明
当硅烷体积分数超过 3 %时，继续增大乙醇溶液中硅
烷体积分数，对硅烷自组装成膜速度和致密性的影响

不明显，所以，应控制硅烷体积分数在 3 %为宜。
2.2 自组装时间的确定

在试验温度为 15 ℃，APMDES的乙醇溶液体积分
数为 3 %的条件下，改变自组装时间，确定自组装时
间对硅烷自组装膜致密性的影响如图 3所示。图 3中
a、b、c、d分别是电极在APMDES的乙醇溶液中浸泡

10 min、30 min、60 min和120 min，然后进行金标银染
后银的溶出信号。

试验结果表明：自组装时间对硅烷自组装膜致密

性的影响较大。随着自组装时间的增加，银的溶出电

流迅速减小，这是由于APMDES自组装膜表面类似小
岛状[12]，随着成膜时间的延长，岛状结构逐渐被填平，

形成致密的APMDES自组装膜，使玻碳电极吸附胶体
金的量减少，阻碍电子的传输，故而使银的溶出电流

迅速减小。当自组装时间达到 120 min时，银的溶出氧
化峰电流很小，因此要在玻碳电极上得到致密的硅烷

膜，在温度为 15 ℃，硅烷体积分数为 3 %时，自组装
时间应大于120 min。
2.3 自组装温度的确定

在自组装时间为60 min，APMDES的乙醇溶液体积
分数为 3 %的条件下，改变试验温度，确定试验温度
对硅烷自组装膜致密性的影响如图 4所示。图 4中 a、
b、c、d分别是试验温度为15℃、25℃、35℃和45℃，
然后进行金标银染后银的溶出信号。

试验结果表明：试验温度对硅烷自组装膜成膜速

度和致密性的影响较大。随着试验温度的增加，银的

溶出电流逐渐减小，说明试验温度的增加，加快了硅

烷自组装成膜的速度，大大提高了膜层的致密性，使

银的溶出电流迅速减小。但当试验温度过高时，将会

使乙醇挥发较快，硅烷体积分数不断升高，破坏自组

装膜层，所以，要得到致密的硅烷膜，温度在 30℃左
右为佳。

在硅烷体积分数为 3 %，试验温度为 30 ℃，浸泡
时间大于 120 min的工艺条件下，在玻碳电极上自组装

APMDES膜，经金标银染后，作阳极溶出伏安曲线，仍
然有银的氧化峰，这可能是由于氨基与少量的纳米金

通过配位键结合，使自组装APMDES膜上有少量纳米
金，促进了银的还原，但背景信号电流很小，在 2.0×

10-7 A以内，说明所得到的自组装APMDES膜均匀致密。
2. 4 检测蛋白能力的表征

在玻碳电极上自组装致密的APMDES膜，由于氨
丙基甲基二乙氧基硅烷上带有－NH2

基团，在玻碳电

极自组装后使电极被修饰上了－ NH 2
基团，裸露的

－NH2
基团可以与小牛血清蛋白上残余醛基结合，形

成共价键，从而实现检测溶液中微量小牛血清蛋白的

目的。在上述工艺条件下得到均匀致密的APMDES自组
装膜后，将电极分别浸入质量浓度为0.5 μg/L、0.1μg/L
和 0.05 μg/L标有胶体金的小牛血清蛋白溶液中，然后
进行银染，检测银的阳极溶出信号，如图 5 所示。

                       自组装时间 /min：a-10；b-30；c-60；d-120

图 3  自组装时间对自组装膜致密性的影响
Fig. 3  The influence of self-assembling time

on the compactness of monolayer

                          试验温度 / ℃：a-15；b-25；c-35；d-45

图 4  自组装温度对自组装膜致密性的影响
Fig. 4  The influence of self-assembling temperature

on the monolayer compact

图 5  不同质量浓度 BSA的阳极溶出峰电流
Fig. 5  The anodic peak current of different

concentration of BSA
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由图 5 可看出：修饰上氨基的玻碳电极对检测质
量浓度为0.5~0.05 μg/L的小牛血清蛋白有良好的响应，
回归线性方程为：I (μΑ) = 0.825 4 +1.431 9×C（μg /L），

R=0.958，检测极限为 0.02 μg/L，背景电流信号小于
2.0× 10-7A，检测的信噪比达到最佳。

3 结论

本文在玻碳电极表面自组装氨丙基甲基二乙氧基

硅烷（APMDES）单分子膜，得到了检测微量蛋白的
电化学生物传感器，确定出自组装单分子膜的最佳工

艺条件：APMDES的体积分数为 3 %，组装时间为4 h、
温度为 30 ℃，在工艺条件下，采用金标银染法对检测
浓度为 0.5~0.05 ng/mL的小牛血清蛋白有良好的响应，
回归线性方程为：I (μΑ)=0.825 4+1.431 9×C（ng/mL），
R=0.958，检测极限为 0.02 ng /mL，背景电流信号小于

2.0× 10-7A，检测的信噪比达到最佳。
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