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基于自由基反应荧光增强的葡萄糖检测 
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摘  要: 目的  建立一种基于自由基反应荧光增强的葡萄糖检测方法。方法  葡萄糖分子被葡萄糖氧化酶氧化, 

酶反应产物 H2O2和 Fe3+一起组成 Fenton试剂, Fe3+催化 H2O2产生羟基自由基, 催化产物迅速的和 OPDA反应

生成一种荧光低聚物并产生增强的荧光信号, 实现葡萄糖的间接检测。结果  在 0.20~12.50 mmol/L浓度范围

内, 荧光强度和葡萄糖浓度呈线性关系, 相关系数 r = 0.98, 检测限为 25 μmol/L。结论  该方法具有较高的灵

敏度和简便的操作步骤, 并且易于实现定量分析。 
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ABSTRACT: Objective  To construct a fluorescence sensing platform for the determination of glucose based on the 

free radical reactions. Methods  H2O2 which was the oxidative product of glucose and its oxidase were catalyzed by 

Fe3+. The catalytic reaction product could quickly react with o-phenylenediamine, and generate a fluorescent 

oligomer and an enhanced signal of fluorescence. Thereby the detection of glucose was indirectly realized. Results  

The fluorescent intensity was linearly dependent on the glucose concentration in the range of 0.20~2.50 mmol/L with 

the correlation coefficient of 0.98, and the detection limit was 25 μmol/L. Conclusion  The method is sensitive and 

simple, which can be applied for quantitative analysis. 
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1  引  言 

葡萄糖作为有机体所必需的能量分子, 为体内各种

代谢途径提供燃料, 而体液里葡萄糖含量的异常变化也成

为身体健康的一个预警信号。临床诊断上, 人体血液或者 

尿中葡萄糖含量高于正常值通常是糖尿病的标志[1]。目前, 

糖尿病的患病率在全球以惊人的速度增加, 而医学上还没

有能彻底根治的方法, 只能通过加强对糖尿病患者的血糖

浓度进行频繁的测定来监控病情。因此, 制备新型高效的

葡萄糖传感器具有重要的科学研究意义和实际应用价值。
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自 1962年葡萄糖传感器被首次报道以来[2], 科研工作者们

提出了多种葡萄糖检测方法[3-7]。Lin 等[8]借助石墨烯量子

点的催化性能开发了葡萄糖比色传感器 , 线性范围为

25∼375 μmol/L, 检出限低至 16 μmol/L。Xin等[9]采用电沉

积法制备了铜基纳米结构电极材料, 并研究了该电极材料

对葡萄糖的电氧化和分析性能 , 在 1.0×106∼5.0×103 

mol/L 浓度范围内葡萄糖响应电流与浓度呈线性关系, 检

出限低至 5.0×107 mol/L。已开发的葡萄糖传感器已经在临

床监测上发挥了巨大作用, 然而现有的检测技术仍然存在

着较高的检测成本和不适于高通量分析等不利因素, 在一

定程度上限制了它们的推广。鉴于葡萄糖对人类健康的深

远影响, 有必要设计一种新的检测方法用于葡萄糖浓度的

灵敏监测。 

羟基自由基的标准电极电位高达 2.84 V, 具有强大且

无选择性的氧化能力, 早期主要用在废水中有机污染物的

非生物降解[10]。随着自由基生物学的发展和分子生物技术

的广泛应用, 科研工作者发现羟基自由基作为一种活性氧

物种能够引起诸如 DNA、蛋白质和脂质体等细胞组分的损

伤, 导致组织癌变、老化以及其他疾病[11-13]。然而借助于

其超高的氧化能力, 羟基自由基也被广泛用于 DNA 的氧

化解离和癌症化学治疗[14,15]。鉴于该基团独特的性质, 还

需要进一步拓展其在各方面的应用。 

本研究建立了一种基于羟基自由基氧化邻苯二胺

(o-phenylenediamine, OPDA)的荧光传感器用于葡萄糖分

子的灵敏监测。不同于现有的检测技术, 所提出的方法具

有较高的灵敏度, 较低的检测成本和简便的操作步骤, 并

且易于实现高通量分析。 

2  实  验 

2.1  仪器与试剂 

Cary 500 紫外-可见分光光度计(美国 Varian 公司);  

Fluoromax-4 分光光度计(日本 HORIBA Scientific 公司)。 

葡 萄 糖 氧 化 酶 (glucose oxidase, GOD) 购 自

Sigma-Aldrich公司。如无特殊说明, 实验中所用试剂均

为分析纯且使用时未经进一步纯化。 

2.2  实验方法 

将一系列不同浓度的葡萄糖溶液(10 μL)加入到含有

磷酸缓冲液(PBS 0.10 mol/L, 460 μL), FeCl3 (20 mmol/L, 5 

μL), EDTA (5 mmol/L, 5 μL), OPDA (60 mmol/L, 10 μL)和

GOD (1 mg/ml, 10 μL)的离心管内, 37 ℃下孵育 20 min。在

419 nm的激发波长下记录 450~690 nm之间的荧光光谱。 

3  结果与分析 

3.1  传感器信号产生机制 

葡萄糖氧化酶能高效、专一地氧化葡萄糖得到产物

H2O2。OPDA作为一种氢供体能够被羟基自由基氧化而发

生聚合反应, 产物为发射强荧光的低聚物[16]。这种低聚物

吸收 419 nm 的激发光(图 2A), 最大发射峰位于 565 nm 

[17-19](图 2B)。基于上述现象, 本研究构建了一种信号增强

的荧光传感器用于葡萄糖的灵敏检测。检测机制如图 1所

示 : 葡萄糖分子被葡萄糖氧化酶所氧化 , 其酶反应产物

H2O2和 Fe3+一起组成 Fenton试剂, Fe3+催化 H2O2产生羟基

自由基, 催化产物迅速的和 OPDA反应生成一种荧光低聚

物, 产生增强的荧光信号, 实现葡萄糖的间接检测。 

 

 
 

图 1  葡萄糖的检测原理 

Fig. 1  The detection mechanism of glucose 
 

 
 

图 2  紫外-可见吸收光谱图 

(A): 1.H2O2/OPDA; 2.H2O2/Fe3+/EDTA/OPDA; 3.Fe3+/OPDA; 
4.OPDA和荧光光谱; (B)表征。 

Fig. 2  Spectrum of ultraviolet visible (UV-Vis) 
(A) 1. H2O2/OPDA; 2. H2O2/Fe3+/EDTA/OPDA; 3. Fe3+/OPDA;  

4. OPDA and fluorescence spectrum; (B) characterization. 
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3.2  实验参数优化 

为了达到最佳的分析性能, 考察了所选实验参数对

体系荧光响应的影响。图 3A 描述了反应温度对体系荧光

响应的影响。随着反应温度的升高, 体系的相对荧光强度

也逐渐增加, 在 37 ℃时达到最大值, 进一步增加反应温度, 

体系相对荧光响应却逐渐降低。其原因可能是 GOD 的最

佳反应温度是 37 ℃。虽然高温条件下对 OPDA的氧化反

应有利, 却导致 GOD 失活, 不利于葡萄糖的催化, 综合考

虑选取 37 ℃为最佳反应温度。同时, 运用单因素法对 Fe3+、

EDTA 以及 GOD 的浓度以及反应时间进行简单优化。(见

图 3B、C 和 D)。通过加入一定量的 H2O2模拟 GOD 的氧

化产物, 考察反应时间对体系荧光响应的影响(图 4), 经过

试验确定最优的反应时间、Fe3+浓度、EDTA浓度以及 GOD

反应浓度分别为 20 min, 200 μmol/L, 50 μmol/L和 10 μL。 

3.3  传感器的线性范围及检出限 

在最优的条件下, 对传感器的分析性能做了进一步

的考察。图 5A显示了葡萄糖浓度在 0~12.50 mmol/L之

间变化时的体系荧光响应情况。随着葡萄糖浓度的增加, 

在 565 nm 处观察到一个明显的浓度依存的荧光发射关

系。图 5B为葡萄糖的定量分析校正曲线, 在 0.20~12.50 

mmol/L 之间, 荧光强度和葡萄糖浓度呈线性关系, 校正

方程为 F=3.5×104C+1.37×105 (F为 565 nm处的荧光强度, 

C为葡萄糖浓度), 相关系数 r=0.98, 检测限为 25 μmol/L, 

低于大多数已报道的葡萄糖传感器[20-23]。 

3.4  选择性考察 

以果糖、麦芽糖、蔗糖和乳糖为干扰物(加入浓度均

为 10 mmol/L)做了葡萄糖选择性实验(n=3)。结果显示只有

在葡萄糖(加入浓度为 5 mmol/L)存在下体系才能产生明显

的荧光信号, 而加入高于葡萄糖浓度数倍的干扰物后所产

生的荧光信号和背景值差别不大(图 6), 体现了该方法对

葡萄糖良好的选择性。 

3.5  实际样品测定 

采用本方法对血清样本中葡萄糖进行分析。如图 7所

示, 在 2 个罹患糖尿病患者的血清样本中(样本 1: 6.70 

mmol/L; 样本 2: 9.70 mmol/L。商业化葡萄糖测试仪测得), 

本方法检出值分别为 7.48 和 9.37 mmol/L, 其标准偏差不

超过 12%。以上结果表明, 本研究提出的葡萄糖检测方法

可以应用于临床诊断上。 

 
 

 
 

图 3  反应温度、Fe3+、EDTA以及 GOD的浓度对体系荧光响应的影响 

(A)反应温度; (B) Fe3+浓度; (C) EDTA浓度; (D) GOD浓度。所有反应时间均为 90 min 

Fig. 3  Effects of the incubation temperature, Fe3+ concentration, EDTA concentration and GOD concentration on the fluorescence response of system 
A. incubation temperature; B. concentration of Fe3+; C. concentration of EDTA; D. concentration of GOD. The incubation time were all 90 min. 
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图 4  反应时间对体系荧光响应的影响 

(A) 加入 H2O2(模拟 GOD氧化产物, 1.76 mmol/L)前后反应体系中

荧光响应和时间的关系, λex=419 nm, λem=565 nm。(B) H2O2加入前

后体系的信噪比 

Fig. 4  The effect of incubation time on the fluorescence response of 
the system 

(A) time dependence of the fluorescence intensity at λex= 419 nm and 
λem= 565 nm after addition of H2O2 (1.76 mmol/L) to the detecting 

system. (B) the ratio between the fluorescence of the target and blank. 

 
 
 

图 5  葡萄糖的荧光分析 

(A) 葡萄糖在 0~12.5 mmol/L浓度范围内的荧光响应; (B) 葡萄糖

的荧光分析校正曲线。λex=419 nm, λem=565 nm(n=3) 

Fig. 5  Fluorescence analysis for glucose 
(A) fluorescence spectrum of different concentrations of glucose 

ranged from 0 to 12.5 mmol/L. (B) the calibration curve of 
fluorescence analysis for glucose. λex=419 nm, λem=565 nm (n=3) 

 

 
 

图 6  不同干扰物的选择性考察(同时加入 GOD)。 

Fig. 6  Selectivity results of different interferents  
(after incubation with GOD). 

 
 

图 7  人血清样本中葡萄糖的检测。 

Fig. 7  Detection of glucose in human blood samples 
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4  结  论 

本研究建立了一种基于自由基反应的荧光传感器用

于葡萄糖的检测。该方法具有简单、快速和检测成本低廉

的优点, 在 0.20~12.50 mmol/L的葡萄糖浓度范围内, 荧光

强度和葡萄糖浓度呈良好的线性关系 , 检测限为 25 

μmol/L, 本方法实现了目标分子的灵敏检测。此外, 该方法

呈现出良好的重现性和可靠性以及可扩展性, 可以在葡萄

糖检测领域发挥重要作用。 
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