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介孔分子筛上的蛋白质直接电化学%
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摘要 将介孔分子筛用于不同含血红素蛋白质的直接电子传递研究’分别研究了辣根过氧化物酶、血红蛋白和
肌红蛋白在六方介孔硅 +ABC?上的直接电化学’探讨了介孔分子筛与这些蛋白质间的相互作用’构建了过氧化
氢和亚硝酸根的新型的生物传感器 ) 这些工作扩展了 ABC在蛋白质固定、直接电子传递研究和无试剂生物传
感器制备方面的应用 )
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研究氧化还原蛋白质 +酶 ?与电极表面间的直
接电子传递在生命、环境、能源和分析化学中具有

重要的理论和实践意义’已成为生物电化学研究最
重要的发展方向之一 E!&% F ) 寻找有效的方法和手段
实现氧化还原蛋白质 +酶 ?的直接电化学’以满足生
物医学、环境监测和工业快速分析的需要’ 将成为
这个领域的发展趋势 )
氧化还原蛋白质与裸露的金属表面直接接触

通常会引起蛋白质的结构与功能发生变化’并失去
其生物活性 E< F’蛋白质变性后会影响其它自由扩散
分子的直接电子转移:而且由于蛋白质和酶分子具
有庞大的空间结构’其氧化还原中心被多肽链所包
围’阻碍了蛋白质和酶在电极表面的直接电子转移)
将氧化还原蛋白质固定在具有生物兼容性的电极

表面 ’ 可实现一个快速的电子传递反应 ’ 利用这一
性质可制得无试剂生物传感器 ) 因此’探索合适的
电极材料 E#&@ F和固定方法或对蛋白质进行修饰 E= F以

实现直接电子传递具有重要意义 ) 目前’血红素类
蛋白质的直接电化学已被广泛研究’ 例如肌红蛋白
的直接电化学已经在汞 E( F、甲基紫修饰金 E!$ F和氧化

铟 E!!&!" F电极上得以实现’但是它们的电化学行为不
稳定且易受样品纯度和电极表面条件的影响 ) 一
些有机和生物大分子如 GHIE!> F、GGIJE!% F和葡聚

糖 E!< F等也已用于蛋白质的固定 ’ 但因为其溶胀现
象’检测信号的稳定性受到限制 ) 无机多孔材料具

有物理刚性、化学惰性、可忽略的溶胀性和对光、化

学、热与生物降解的高稳定性 E!# F’在生物传感器的
研制中愈来愈受重视 ) 粘土 E !@ F、蒙脱土 E != F、多孔

铝 E!( F、溶胶凝胶 E"$ F和 H.K 分子筛 E"! F等这些无机多

孔材料已被用于蛋白质固定和直接电化学研究 )
其中分子筛因为具有规则的尺寸和空腔以及选择

性、吸附性和催化能力而引起了人们的关注 E"" F’其
独特的结构和催化性质能为电子传递提供合适的

环境’并防止生物分子的失活 E"" F ) 但是分子筛的孔
径太小而且含有亲水性的铝’蛋白质和酶只能在其
外表面吸附’需要引入表面活性基团来键合蛋白质
和酶 ) 这样就不能够发挥分子筛独特的孔道作用’
且铝的存在使孔内和表面的空位都能吸附水’不利
于蛋白质和酶的固定 ) 本文使用六方介孔硅分子
筛固定蛋白质并进行直接电化学研究 ) 六方介孔
硅 +ABC?最早由 ;.67L合成 E"> F’其纳米级孔道大小
可通过表面活性剂、辅助的反应物以及反应条件来

调节 E"% F ) 由于它大的表面积、疏水性以及可任意调
变的孔道尺寸’这种材料在多方面的用途已得到开
发 E"<&"# F’ 但它在蛋白质或酶的固定与直接电化学研
究方面的工作尚未见报道 ) 介孔分子筛比微孔分
子筛有大得多的孔径’可以把蛋白质和酶有效地固
定在电极表面’介孔可使蛋白质和酶进行有效的电
荷传递 ) 本文为蛋白质直接电子传递研究与生物
传感的构建提供了新途径 )
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! 实 验
!: ! "#$合成与 "#$胶的制备

89: 的制备方法参见文献 ["$ \ D 十八烷基胺
V456W加入水和乙醇 V摩尔比为 $#] #D EW的混合溶液
中 S 在 EA ^搅拌至均匀 S 缓慢加入正硅酸乙酯
V%=4: W使摩尔比为 !D A %=4: ] AD "B 456 ] #D E
=.48] $# 8"4S剧烈搅动 !E >/2S在 EA ^时保存 "F
+S 冷却至室温S干燥S EEA ^焙烧 # + 得 456789:
白色粉末状固体 D 556789:的制备和上述方法类
似 S 仅仅将模板剂由 456 换成短链模板剂 556
V十二烷基胺 W D 其晶胞参数、比表面积、壁厚、孔容
以及孔径数据列于表 !D

$A >? 89: 分散在 !A >X 水中得到 $ ?·X @ !

89: 的悬浮液S 取 !AA !X 悬浮液和 E !X $_ V !"
聚乙烯醇 VUY6W溶液混合得 89:胶 D
!: E 电极修饰
玻碳电极 VR*=S 直径 $ >>W在毛皮上用 AD $

!>和 AD AE !> 6("4$悬浊液抛光S分别在丙酮和二
次蒸馏水中超声清洗S室温下晾干 D 分别在 R*=表
面上滴加蛋白质和 89:胶S晾干S用二次蒸馏水洗
涤 " ‘ $ 次S然后浸入 AD ! >1(·X @ !、J8 BD A 的 磷酸
缓冲盐水（U<:）中扫描至得到蛋白质稳定的电化学
响应 D 电极不用时，在 F ^的 AD ! >1(·X @ !、J8 BD A
的 U<:中保存 D
!: F 仪器和方法
循环伏安和安培检测使用 "BA 电化学系统

V=RaRS b:6WD 采用三电极系统S铂电极作为对电
极 S 饱和甘汞电极作为参比电极 S 修饰电极作为工
作电极 S 测定前溶液通氮除氧至少 !A >/2S 测定时
保持氮气氛 D 安培检测在搅拌体系中进行 S 测定
8"4"选择的工作电位为 @ FAA >YS Z4 @

" 选择的工作

电位为 @ CAA >YD Z=cb: #BA VZ/-1(). W d%7eT 和
6:6U "AAA V9/-,1>),/./-ID Z1,-,1IIS R6W用于电极
与材料的表征 D

E 结果与讨论
E: ! 血红素类蛋白质在 "#$上的直接电化学
分别研究了血红素类蛋白质辣根过氧化物酶

V8TU W、血红蛋白 V8’ W和肌红蛋白 V9’ W在 4567
89: 上的直接电化学 D 图 !6 的曲线 ’ 和曲线 -
分别为 8TU固定在裸 R*= 和 456789: f R*= 上
的循环伏安图 D 在 456789: f R*= 上 S 8TU 显示
出明显的电化学响应 S 出现两对氧化还原峰S 而在
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图 ! "#$%&’()*+和固定 &,),+、&-.)/+和 ’,)0+
后 "#$%&’(的 1! 吸附等温线

2345 ! 1! *06789:37; 367:<=8>6 7? "#$%&’( ,=?78=
)*+ *;0 *?:=8 3>>7,3@3A*:37; 7? &,),+B &-.
)/+ *;0 ’,)0+
*+, -./&0’&+12

图 C &-. )*+B "#$%&’( ),+和 &-. D "#$%&’(
)/+的 2E%F-谱

2345 C 2E%F- 69=/:8* 7? &-. )*+B &’( ),+ *;0
&-. D "#$%&’( )/+

裸 345 上只有一个很小的还原峰6表明*78 的存
在促进了 *9: 与电极间的直接电子传递 ( ;<=>
*78 ? 345在 )( ! /&’·@ A !、B* C( )的 :D8中无电
化学响应 E图 !=曲线 FG6因此6这两对峰是由固定
化 *9:的电活性中心产生的 ( 由于 *9:的分子尺
寸和 ;<=>*78的孔径匹配6且孔内比表面积比外
表面积大得多6大部分 *9:分子可进入 ;<=>*78
的孔道内部6只有少数 *9:分子吸附在外表面 ( 在
循环伏安图上电位较负、电流响应较大的氧化还原

峰对应于进入孔道内部的 *9:6 而电位较正、电流
响应较小的氧化还原峰则对应于吸附在外表面的

*9:6 式量电位分别为 A )( H!I % 和 A )( !#! %( 用
孔径为 H( HI 2/ 的 <<=>*78 代替 ;<=>*78E孔
径为 $( )$ 2/G6电位较负的那对氧化还原峰的电流
响应变小6而另一对峰的电流响应变大 E图 !DG6因
此嵌入孔内的 *9: 的量和介孔材料的孔径有关 (
固定化 *9: 的峰电流和电位扫速的一次方成正
比 6 式量电位随溶液 B*EI( I J K( H G变化的斜率为
A I$( I /% ? B*6因此6该电极过程是一个质子参与
的表面控制过程6而质子的扩散速率是很快的 (

*+ 在 ;<=>*78 ? 345 上也有明显的电化学
响应6而 *+ ? 345上的响应电流很小且只有不可逆
的还原峰6 *78同样加速了 *+电活性中心和电极
表面的电子传递 ( *+ 的分子尺寸较 ;<=>*78 的
孔径稍大 6 大部分 *+ 分子吸附在 ;<=>*78 的外
表面 6 只有很少数的 *+ 分子可进入 ;<=>*78 的
孔道内部6因此在循环伏安图上对应于进入孔道内

部的 *+ 的电流响应较小6电流响应较大的氧化还
原峰对应于吸附在外表面的 *+6其式量电位分别为
A )( "H" 和 A )( )HC %6电极过程也是一个质子参与
的表面控制过程 L"C M(
与 *9:和 *+类似6固定化 7+ 的循环伏安图

也出现两对氧化还原峰 E图 !=6 NG6式量电位分别为
A )( !#C 和 A )( )"K %6它们对应于进入孔内和吸附
在外表面的 7+的氧化还原 ( 7+的尺寸较小6大部
分 7+ 分子进入 ;<=>*78的孔内6因此相应的电
流响应也较大 ( 电极过程也是一个质子参与的表面
控制过程 L"O M( 345用 ;<=>*78修饰后为蛋白质与
电极的接触并保持其生物活性提供了一个生物相容

界面6加快了蛋白质与电极之间的电子传递速率6改
善了电极反应的可逆性 (
!5 ! 蛋白质和 &’(间的相互作用
将介孔材料浸入蛋白质溶液中6蛋白质即可进

入介孔材料的孔内 L"K M ( 图 " 为蛋白质固定前后的
P"吸附等温线6固定 *9:、7+和 *+后6 ;<=>*78
孔体积分别减小 H!( "Q、$O( IQ和 !IQ 6说明蛋白
质进入了 ;<=>*78的孔道内部6因此6 *78 是一
种很好的固定蛋白质的材料 (
由图 H 可以看出 6 ;<=>*78 在 ! #"O、! )OK、

K#O 和 O)I R/ A ! 有红外吸收6其中 ! #"O R/ A ! 的吸

收峰对应于吸附水的 *;* 弯曲振动 6 而其它吸收
分别对应于 81 基团的对称和非对称伸缩振动 LH) M 6
*9:在 ! #I!和 ! IHK R/ A !有红外吸收6分别对应
于酰胺 S带和酰胺 SS带 LH! M6在 *78上吸附后6 ;<=>
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)*+ 的 ! (,- 和 -#, ./ 0 ! 两吸收峰移至 ! (-! 和
-1$ ./ 0 !2 ,($ ./ 0 ! 吸收峰分裂成两个峰 2 ! $3-
./ 0 ! 吸收峰完全消失2这些变化说明 )*+和 )45
之间有强烈的相互作用 ’
! (,- 和 -#, ./ 0 ! 向高频移动是由于 )45 嵌入引
起的扩孔效应2这是由于 )45和 )*+内壁的某些
位点作用的结果 ’
!" # 直接电子传递的生物传感
利用 )45 在 )*+ 上直接电子传递构建的

)"6" 传感器在 $ 7 内电催化响应可达稳态电流的
-$8 2 比 )45 在钛凝胶 9"( :和硅凝胶 93" :中的响应要

快得多 ’ 在最佳实验条件下2 )"6"检测的线性范围

为 (’ " ; <" !/&=·> 0 !2 相关系数为 (’ ---< ? ! @
""A2 从斜率 "’ 33 !B·?/&=·> 0 ! A 0 ! 可求得在 3!
时2检出限为 !’ 1 C !( 0 - /&=·> 0 !2比聚邻氨基酸修
饰电极的检出限 ,’ $ C !( 0 - /&=·> 0 ! 933 :还要低 ’
如此低的检测限是由 )*+孔内大的比表面积和高
负载量引起的 ’ 当 )"6" 的浓度超过 <" !/&=·> 0 !

时2可观察到一个平台2显示 *D.EFG=D7H*GIJGI动力
学机理的特征 2 )45 K )*+ 对 )"6" 的米氏常数

?"FLL
* A为 ?(’ "#( M (’ (!" A //&=·> 0 !2比 )45固定在
硅凝胶上的 <’ , //&=·> 0 ! 93< :2 钛凝胶上的 !’ ,-
//&=·> 0 ! 9"$ :2 自组装单层修饰金电极上的 "’ 3
//&=·> 0 ! 933 :和溶液中的 !! //&=·> 0 ! 93$ :小很多 ’
因此 2 被固定在 )*+ 上的 )45 对 )"6" 有很好的

亲和性2 )*+的内壁为保持酶的生物活性提供了合
适的微环境 ’

)N K )*+ K OPQ 对 )"6" 的"FLL
* 为 !"’ 3 !/&=·

> 0 !2在最佳反应条件下2该传感器测定 )"6"的线性

范围为 (’ < ; #’ ( !/&=·> 0 !2 在 3! 时 2 其检测限
为 !’ ,# C !( 0 - /&=·> 0 !’

)45 K )*+ K OPQ 和 )N K )*+ K OPQ 放置在 <
R的 (’ ! /&=·> 0 !、L) 1’ (的 5S+中一周2对 )"6"

的催化电流均不发生改变2一个月后2 )"6" 传感器

分别保持 -$8和 -#8的活性2因此2 )*+对于保持
固定化的 )45和 )N的生物活性是很有效的2并可
防止它们的漏出 ’ 同时制备四根 )45 K )*+ 电极
检测 (’ # !/&=·> 0 !)"6"时的相对标位偏差（4+T）
为 <’ 38 U六根 )N K )*+电极检测 <’ ( !/&=·> 0 !

)"6"的 4+T为 <’ #8 2均显示良好的制作重复性 ’
*N K )*+ K OPQ 对 )"6" 的 "FLL

* 为 (’ (#$
//&=·> 0 !2 在最佳反应条件下 2 该传感器测定
)"6" 的线性范围为 <’ ( ; !"< !/&=·> 0 !2 在 3!

时 2 检测限为 #’ " C !( 0 , /&=·> 0 !’ 同时制备六根
电极检测 "( !/&=·> 0 ! )"6" 的 4+T为 <’ "8 ’ 在
< R、(’ ! /&=·> 0 !、L) 1’ (的 5S+中放置 $"天2该
传感器能保持 -$8 的活性 2 而在空气中仅保持
,<’ $8的活性 ’ 在 (’ ! /&=·> 0 !、L) 1’ (的 5S+中
放置 3 个月 2 )"6" 传感器仅失去 ,8的活性 2 该传
感器有很好的稳定性 ’
利用固定于 )*+上 )N和 *N的直接电化学2

可以检测%6 0
" ’ )N K )*+ K OPQ 对%6 0

" 的 "FLL
* 为

<-’ 3 !/&=·> 0 !2显示出很好的亲和力 ’ 在最佳反
应条件下2该传感器测定%6 0

" 的线性范围为 (’ " ;
3’ , !/&=·> 0 !’ 在 3!时2其检测限为 #’ !! C !( 0 1

/&=·> 0!’ 一个月后2 %6 0
" 传感器保持 -38的活性 ’

*N K )*+修饰 OPQ 对%6 0
" 的"FLL

* 为 (’ 1" //&=·
> 0 !2测定%6 0

" 的线性范围为 ,’ ( ; "!# !/&=·> 0 !2
检测限为 ,’ ( C !( 0 1 /&=·> 0 !’ 同时制备六根电极
检测 <( !/&=·> 0 ! %F%6" 的 4+T 为 $’ "8 ’ 该传
感器也有很好的稳定性2 在 < R (’ ! /&=·> 0 !、L)
1’ (的 5S+中放置 $"天2能保持 -$8的活性2放置
3个月2仅失去 !!8的活性 ’

# 结 论
)*+ 是蛋白质固定及其直接电化学研究的新

型材料2它为蛋白质分子提供了一个具有生物相容
性的微环境2使固定化蛋白质能与底物分子发生选
择性相互作用 ’ 利用固定化蛋白质的直接电子传
递构建电化学传感器具有广阔的前景 ’
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