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(57)摘要

本发明公开了一种石墨烯/氧化石墨烯微阵

列的制备方法以及将其作为化学与细胞传感器

的应用。本发明主要是将微加工技术与电化学方

法结合，在ITO 玻璃基底上制备了石墨烯/氧化

石墨烯微阵列电极。利用本发明制备的微电极对

双氧水的电化学催化氧化作用，采用计时安培法

实现了对双氧水的体外及活体的定量分析及检

测。制备方法简单易行、灵敏度高、响应时间短、

生物相容性好，能够快速检测双氧水的浓度。
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1.一种石墨烯/氧化石墨烯微阵列电极，由ITO玻璃（1）和沉积于ITO玻璃（1）上的导电

层构成，所述导电层由氧化石墨烯（2）和嵌于氧化石墨烯（2）中有序排列RGO阵列（3）组成；

其特征在于，通过以下步骤制备得到：

（1）采用光刻技术在ITO玻璃上构建阵列图案，具体为：将正性光刻胶旋涂于ITO玻璃

上，涂胶转速为5000rpm，旋涂时间10s；旋涂后，将ITO玻璃在100℃下烘90s，得到光刻层；然

后将光刻模板置于光刻层上，紫外曝光60s；曝光后在100℃下烘90s，最后显影24s；所述光

刻模板具有有序排列的图形；

（2）将浓度为4mg/mL的氧化石墨烯水溶液进一步旋涂于步骤1制备的基底上，转速3000 

rpm，旋涂时间30s；

（3）以步骤2处理后的基底作为工作电极，银/氯化银电极为参比电极，铂片为对电极，

以0.2M的Na2HPO4溶液和0.2M的NaH2PO4溶液按照体积比4:1组成的混合溶液为电解液，在-

1.1V恒电位下，电化学还原7~60s；电化学还原反应结束后，将基底用丙酮浸泡2h，去除光刻

胶，得到石墨烯/氧化石墨烯微阵列电极。

2.一种权利要求1所述的石墨烯/氧化石墨烯微阵列电极的应用，其特征在于，该应用

为：将石墨烯/氧化石墨烯微阵列电极用于检测双氧水溶液的浓度。

3.根据权利要求2所述的应用，其特征在于：将石墨烯/氧化石墨烯微阵列电极用于检

测双氧水溶液的浓度，具体为：将权利要求1所述的石墨烯/氧化石墨烯微阵列电极为工作

电极、银/氯化银电极作为参比电极、铂片电极作为对电极，组成三电极系统，测定待测双氧

水溶液试样的电流响应值J，  C  =(J-1.5)/26.7；其中，J为电流密度响应值，C浓度值。

4.一种权利要求1所述的石墨烯/氧化石墨烯微阵列电极的应用，其特征在于，该应用

为：将石墨烯/氧化石墨烯微阵列电极用于检测细胞分泌的双氧水的浓度。

5.根据权利要求4所述的应用，其特征在于：将石墨烯/氧化石墨烯微阵列电极用于检

测细胞分泌的双氧水的浓度，具体为：将细胞接种于石墨烯/氧化石墨烯微阵列电极上，以

接种后的石墨烯/氧化石墨烯微阵列电极为工作电极、银/氯化银电极作为参比电极、铂片

电极作为对电极，以PBS溶液为电解液；用12-豆蔻酸-13-乙酸佛波醇(PMA)刺激工作电极上

的细胞分泌双氧水，测定电流响应值J；根据C  =(J-1 .5)/26.7，计算细胞分泌双氧水的浓

度；其中，J为电流密度响应值，C浓度值。
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石墨烯/氧化石墨烯微阵列电极及其制备方法与应用

技术领域

[0001] 本发明属于微加工及生物检测领域，涉及一种石墨烯/氧化石墨烯微阵列电极及

其制备方法与应用。

背景技术

[0002] 双氧水是细胞中普遍存在且最稳定的反应活性氧（ROS），对细胞DNA损伤、细胞凋

亡、蛋白质合成等方面起着重要作用。研究表明，细胞内双氧水浓度的异常与老年痴呆症、

帕金森综合症、动脉硬化、癌症等疾病存在一定的联系。检测细胞分泌双氧水的浓度，对于

疾病病理、疾病的诊断与预防等的研究有重要的意义。目前，针对双氧水的电化学传感器主

要分为有酶和非酶两种。酶传感器价格昂贵，使用条件严格；非酶传感器多基于金属纳米催

化剂为催化中心，金属离子的释放对细胞产生一定的毒性。因此无负载、自催化的电化学传

感器，因其较好的稳定性、成本低、生物相容性好等优点，受到极大的关注。

[0003] 石墨烯是2004年英国曼彻斯特大学的A.Gaim等发现的一种二维碳原子晶体，为单

层或多层的片状结构，是迄今发现的最薄也最坚硬的材料。由于其独特的性质，包括：高强

度（130GPa），室温下高速的电子迁移率（20000cm/Vs），高透光率（95%），高比表面积

（2600m2/g），同时具备良好的电催化活性及生物相容性。科学家认为，石墨烯有望彻底变革

材料科学领域，未来有望取代硅成为电子元件材料，广泛应用于超级计算机、柔性触摸屏、

环保和医疗设备、光子传感器以及有机太阳能电池等诸多领域。实验室石墨烯的制备一般

采用成本低廉、制备工艺简单的氧化还原法，通过制备氧化石墨烯，再经过还原氧化石墨烯

作为石墨烯的廉价替代品。

[0004] 研究表明石墨烯对双氧水具有一定的电催化氧化作用，但催化活性没有金属催化

剂活性高。而微阵列传感器具有较高的灵敏度、信噪比，响应时间低等优点，因此开发石墨

烯/氧化石墨烯微阵列生物传感器，不仅提高了催化活性，同时保持电极的生物相容性，对

于细胞检测具有重要意义，而目前这一设计还未见报道。

发明内容

[0005] 本设计的目的在于针对现有应用的不足，提供一种石墨烯/氧化石墨烯微阵列电

极及其制备方法与应用，该微阵列电极在保持细胞活性的同时，能够快速、灵敏、稳定地检

测细胞分泌的双氧水。

[0006] 本发明的目的是通过以下技术方案实现的：由ITO玻璃和沉积于ITO玻璃上的导电

层构成，所述导电层由氧化石墨烯和嵌于氧化石墨烯中有序排列RGO阵列组成。

[0007] 一种石墨烯/氧化石墨烯微阵列电极的制备方法，包括以下步骤：

[0008] （1）采用光刻技术在ITO玻璃上构建阵列图案，具体为：将正性光刻胶旋涂于ITO玻

璃上，涂胶转速为5000rpm，旋涂时间10s；旋涂后，将ITO玻璃在100℃下烘90s，得到光刻层；

然后将光刻模板置于光刻层上，紫外曝光60s；曝光后在100℃下烘90s，最后显影24s；所述

光刻模板具有有序排列的图形；
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[0009] （2）将浓度为4mg/mL的氧化石墨烯水溶液进一步旋涂于步骤1制备的基底上，转速

3000  rpm，旋涂时间30s；

[0010] （3）以步骤2处理后的基底作为工作电极，银/氯化银电极为参比电极，铂片为对电

极，以0.2M的Na2HPO4溶液和0.2M的NaH2PO4溶液按照体积比4:1组成的混合溶液为电解液，

在-1.1V恒电位下，电化学还原7~60s；电化学还原反应结束后，将基底用丙酮浸泡2h，去除

光刻胶，得到石墨烯/氧化石墨烯微阵列电极。

[0011] 一种石墨烯/氧化石墨烯微阵列电极的应用，该应用为：将石墨烯/氧化石墨烯微

阵列电极用于检测双氧水溶液的浓度。

[0012] 将石墨烯/氧化石墨烯微阵列电极用于检测双氧水溶液的浓度，具体为：将权利要

求1所述的石墨烯/氧化石墨烯微阵列为工作电极、银/氯化银电极作为参比电极、铂片电极

作为对电极，组成三电极系统，测定待测双氧水溶液试样的电流响应值J，  C  =(J-1 .5)/

26.7；其中，J为电流密度响应值，C浓度值。

[0013] 一种石墨烯/氧化石墨烯微阵列电极的应用，该应用为：将石墨烯/氧化石墨烯微

阵列电极用于检测细胞分泌的双氧水的浓度。

[0014] 将石墨烯/氧化石墨烯微阵列电极用于检测细胞分泌的双氧水的浓度，具体为：将

细胞接种于的石墨烯/氧化石墨烯微阵列电极上，以接种后的石墨烯/氧化石墨烯微阵列电

极为工作电极、银/氯化银电极作为参比电极、铂片电极作为对电极，以PBS溶液为电解液；

用PMA刺激工作电极上的细胞产生分泌双氧水，测定电流响应值J；根据C  =(J-1.5)/26.7，

计算细胞分泌双氧水的浓度；其中，J为电流密度响应值，C浓度值。

[0015] 本发明具有以下有益效果：采用光刻技术与电化学相结合制备石墨烯/氧化石墨

微阵列作为工作电极，在无负载任何催化剂的条件下实现了对双氧水的电催化氧化作用，

不仅避免了酶易失活不稳定、成本高以及金属离子的细胞毒性等缺点，而且大大提高了检

测双氧水的灵敏度，能够快速、灵敏、准确地测定环境中以及活体中的双氧水。所用的电极

材料成本低、有一定的理论和实用价值；制备方法简单易行、重复性高。

附图说明

[0016] 图1为本发明的石墨烯/氧化石墨烯微阵列电极的结构示意图；图中，1为ITO玻璃

1、2为氧化石墨烯、3为RGO阵列；

[0017] 图2为光刻模板的结构示意图；

[0018] 图3为实施例1制备的6个样品的形貌图；其中能看出颜色较深的是石墨烯，周围区

域是氧化石墨烯。

[0019] 图4为实施例1制备的3个样品的红外（IR）光谱图。

[0020] 图5为不同还原时间的石墨烯/氧化石墨烯阵列在催化电压0.6V，10mM双氧水水溶

液中催化电流密度曲线图；

[0021] 图6为本发明石墨烯/氧化石墨烯微阵列电极在以0.1M的Na2HPO4溶液和0.1M的

NaH2PO4溶液按照体积比4:1组成的混合溶液为电解液，在搅拌条件下依次加入不同浓度双

氧水溶液，得到的电流—时间曲线；

[0022] 图7是双氧水的浓度与电流响应的线性关系图；

[0023] 图8是本发明制备的石墨烯/氧化石墨烯阵列接种神经细胞的荧光显微镜图片，包
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括细胞F-actin蛋白和细胞核；

[0024] 图9本发明石墨烯/氧化石墨烯阵列接种细胞后在以0.1M的Na2HPO4溶液和0.1M的

NaH2PO4溶液按照体积比4:1组成的混合溶液中，三电极体系下，用药物PMA刺激细胞分泌双

氧水，得到的计时安培曲线。其中a曲线为对照组，药物PMA刺激未接种细胞的阵列电极；b曲

线为实验组，药物PMA刺激接种细胞的阵列电极。

具体实施方式

[0025] 如图1所示，一种石墨烯/氧化石墨烯微阵列电极，由ITO玻璃1和沉积于ITO玻璃上

的石墨烯层构成，所述石墨烯层由氧化石墨烯2和嵌于氧化石墨烯2中有序排列RGO阵列3组

成。下面结合具体实施例进一步说明本发明的技术解决方案，这些实施例不能理解为是对

技术解决方案的限制。

[0026] 实施例1：本实施例制备石墨烯/氧化石墨烯微阵列电极，包括以下步骤：

[0027] （1）ITO玻璃的清洗：将6mm×9mm的ITO玻璃放置烧杯中，依次分别用丙酮、无水乙

醇、去离子水超声10min，再氮气吹干待用。

[0028] （2）设计光刻模板，模板中设置有有序排列的图形，这些图形可以为圆形，如图2所

示，也可以为正方形、三角形、六边形等，本实施例中采用常用的圆形图案，且该模板由北京

中科院微电子所制备得到。

[0029] （3）采用光刻技术在ITO玻璃上刻出阵列图案：具体为：将正性光刻胶旋涂于ITO玻

璃上，涂胶转速为5000rpm，旋涂时间10s；旋涂后，将ITO玻璃在100℃下烘90s，得到光刻层；

然后将步骤2所述的光刻模板置于光刻层上，紫外曝光60s；曝光后在100℃下烘90s；最后显

影24s；制备5个样品。

[0030] （4）在步骤3处理后的6个基底上旋涂4mg/mL氧化石墨烯（GO），转速3000  rpm，旋涂

时间30s，旋转三次，得到6个基底（I-1、I-2、I-3、I-4、I-5、I-6）。

[0031] （5）分别以上述基底工作电极，银/氯化银电极为参比电极，铂片为对电极，以0.2M

的Na2HPO4溶液和0.2M的NaH2PO4溶液按照体积比4:1组成的混合溶液为电解液，在-1.1V恒

电位下，电化学还原7s（I-1）、15s（I-2）、22s（I-3）、30s（I-4）、45s（I-5）、60s（I-6）；电化学

还原反应结束后，将基底用丙酮浸泡2h，去除光刻胶，得到石墨烯/氧化石墨烯微阵列电极。

[0032] 用显微镜观察步骤5得到的I-1、I-2、I-3、I-4、I-5、I-6样品，如图3所示，由图可

知，当还原时间为7s时，石墨烯阵列为20μm的圆盘，间距60μm，阵列尺寸均一完整，随着还原

时间的增加，石墨烯半径不断增大。图4为步骤5得到的II-1、II-4样品的红外光谱曲线，数

据显示氧化石墨烯上的C=O （1731  cm-1）、C-OH（1224  cm-1）以及C-O-C峰（1065  cm-1）在还原

7s后消失，说明氧化石墨烯被还原。然后随着还原时间的增加，基团峰变化不明显，说明还

原7s时就可以得到石墨烯。

[0033] 实施例2：将实施例1制备的石墨烯/氧化石墨烯阵列电极用于双氧水浓度的测定。

[0034] 图5为不同还原时间的石墨烯/氧化石墨烯阵列（如图3所示）在10mM双氧水中催化

电流密度曲线，从图中可以看出，还原30s的样品I-4的电催化双氧水分解的能力最强，因此

本实施例采用样品I-4来测定未知双氧水的浓度。

[0035] 以样品I-4为工作电极、银/氯化银电极作为参比电极、铂片电极作为对电极，组成

三电极系统；测定双氧水浓度时，将三电极系统置于盛有30ml浓度为0.1M的Na2HPO4溶液和
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浓度为0.1M的NaH2PO4溶液按照体积比4:1组成的混合溶液的烧杯中，然后在工作电极上施

加0.6V恒电压，记录电流—时间曲线，当背景电流达到稳定后，每隔50s往溶液中加入34μL

双氧水溶液（浓度如图6所示），通过测定不同浓度的双氧水的响应电流，得到电流—时间曲

线，如图6所示。根据图6的数据，可进一步得到图7所示的电流—溶度曲线。由图7可知，响应

电流与双氧水浓度符合线性回归方程J=1.5+26.7C，方差为0.990；其中J为响应电流密度

值，单位是nAmm-2，C为浓度，单位是mM。由此可知，C  =(J-1.5)/26.7。

[0036] 实施例3：将实施例1制备的石墨烯/氧化石墨烯微阵列电极I-4用于神经细胞的培

养以及细胞分泌双氧水的测定。

[0037] 将还样品I-4灭菌后接种神经细胞PC12，接种密度3000个/mL ,在含有10%胎牛血

清、1%双抗的培养基中培养24h。通过免疫荧光双染细胞的肌动蛋白与细胞核观察细胞的生

长状态，其中，采用Acti-Stain  Phalloidin染细胞的F-actin蛋白，DAPI染细胞核。在细胞

分泌双氧水检测时，石墨烯/氧化石墨烯阵列接种细胞培养24h后作为工作电极、银/氯化银

电极作为参比电极、铂片电极作为对电极，组成三电极系统置于盛有30ml浓度为0.2M的

Na2HPO4溶液和0.2M的NaH2PO4溶液按照体积比4:1组成的混合溶液的烧杯中，然后在工作电

极上施加0.6V恒电压，当背景电流达到稳定后，向工作电极注射10μL浓度为100nM的12-豆

蔻酸-13-乙酸佛波醇（PMA），记录电流—时间曲线。对照组未接种细胞，其他操作与实验组

相同。

[0038] 按照上述方法，将石墨烯/氧化石墨烯微阵列用于神经细胞的培养以及细胞分泌

双氧水的测定。图8是本发明制备的石墨烯/氧化石墨烯微阵列接种神经细胞的荧光显微镜

图片。可以看出细胞多数分布在氧化石墨烯上，生长状态良好，细胞触角多固定在石墨烯与

氧化石墨烯的界面上，有利于细胞分泌的双氧水扩散到石墨烯上。由于细胞接种在阵列电

极上，细胞分泌的双氧水直接被催化分解，可以根据J=1.5+26.7C，直接计算细胞分泌的双

氧水浓度，不需要进一步计算。图9是本发明石墨烯/氧化石墨烯微阵列接种神经细胞PC12

后在0.1M的Na2HPO4溶液和0.1M的NaH2PO4溶液按照体积比4:1组成的混合溶液中，用10μL浓

度为100nM的PMA刺激细胞分泌双氧水，得到的计时安培曲线。其中a曲线为对照组，药物PMA

刺激未接种细胞的阵列电极；b曲线为实验组，药物PMA刺激接种细胞的阵列电极。图中看

出，PMA刺激实验组时，瞬间产生响应电流，而且很快电流很快恢复初始位置，说明分泌的双

氧水很快被催化分解。第一次PMA刺激的响应电流密度为3.9nAmm-2，根据实施例2得到的线

性回归方程，计算得到细胞分泌的双氧水的浓度大小为0.15mM。由此可知，本发明方法制备

的石墨烯/氧化石墨烯微阵列制备方法简单、重复性高、成本较低。用于双氧水传感器能够

稳定、准确、快速、灵敏地检测双氧水的浓度，其检测限达~200nM，与大多数报道的贵金属催

化剂的双氧水传感器相当。尤其在用于细胞传感器方面，表现出良好的生物活性以及较高

的灵敏度，具有很大的开发价值。
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