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细胞色素 C 在聚乙烯氧化物修饰
的金电极上的直接电化学反应

①
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杨　辉　　陆天虹 3
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摘要 　本文报道了细胞色素 C 在聚乙烯氧化物 ( PEO) 修饰的金电极上的直接电化学行为 ,

发现 PEO 是细胞色素 C 电化学反应的促进剂 ,PEO 修饰膜的形态对细胞色素 C 电化学反应的可

逆性有较大的影响.
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生物分子的电子迁移反应是生命过程的基础 ,人们已花费很多的努力去理解生物分子内

和生物分子间高效的和高选择性的电子迁移反应的机理 ,电化学的方法特别适用于研究生物

大分子 ,如金属蛋白等的电子迁移反应. 一些生物大分子 ,如细胞色素 C 在一般的金属电极上

观察不到电化学反应 ,但在 1977 年 ,Hill 研究组[1 ]发现细胞色素 C 在 4 ,4’2联吡啶存在时能在

金电极上进行准可逆的电化学反应 ,4 ,4’2联吡啶因此被称为促进剂. 文献中已报道了许多的促

进剂 ,它们大多是有机化合物 ,而且一般都用化学修饰电极的方法来评价它们的促进特性 ,这

些修饰电极大多是用吸附的方法制备的. 从实用的角度来看 ,应该使用聚合物修饰电极 ,因为

它们有好的性能和长的寿命. 但这方面的报道却很少[2～5 ] . 董绍俊研究组[2 ]用薄层光谱电化

学技术研究了细胞色素 C 在聚吡咯修饰电极上的准可逆的氧化还原行为. Caselli 等[3 ]也报道

了细胞色素 C 在聚吡咯修饰铂电极上的准可逆的氧化还原行为. Bartlett 等[4 ]研究了细胞色素

C 在聚 52羰基吲哚修饰电极上的电化学行为. 本文报道了细胞色素 C 在 PEO 修饰金电极上的

电化学行为.

1 　实验部分
马心细胞色素 C( Ⅵ型 ,99 % ,Sigma 化学公司) ,使用前未经进一步的提纯. PEO 和 PEO2

PS(聚苯乙烯)2PEO ,Aldrich 公司出品. 所用的几种 PEO 的平均分子量分别 1. 1 ×103 、6. 0 ×

103 、5. 0 ×104 、6. 0 ×105 和 7. 5 ×106 . 其它化学试剂均为分析纯.

① 本文 1997208205 收到 ,1998201208 收到修改稿

3 通讯联系人



循环伏安测量仪器 Princeton Applied Research 公司 Model 276 恒电位仪、Model 179 信号

发生器和常规的三电极电化学池. 工作电极是密封在玻璃管中的金丝 ,暴露的表面积大约为

0. 8 mm2 . 对电极为铂丝 ,参比电极为饱和甘汞电极. 文中引用的电位均相对于此参比电极.

金电极依次用 5、0. 30 和 0. 5μm 的氧化铝和水的混合物抛光 ,然后超声清洗干净. 电极表

面干燥后 ,将 10μL 的 10 - 6 mol/ L 的 PEO 或 PEO2PA2PEO 的水溶液或氯仿溶液滴在电极表

面 ,于室温下干燥 2 h 后 ,金电极表面形成一层聚合物修饰膜 ,再于真空中干燥 2 h ,让水或氯

仿完全挥发.

细胞色素 C 电化学测量的电解液组分为 0. 38 mmol/ L 细胞色素 C + 0. 025 mol/ L 磷酸缓

冲剂 + 0. 1 mol/ L NaClO4 ,溶液的 p H 大约为 7. 0. 每次实验前 ,通氮 20 min ,以除去溶液中的

氧. 进行循环伏安测量时 ,电位扫描速率为 50 mV/ s ,起扫电位为 0. 2 V.

PEO 膜的电镜照片由日本 J OEL 公司制造的 Model J XA2840 扫描电子显微镜拍摄.

　图 1 　0. 38 mmol/ L 细胞色素 C 在含 0. 1 mol/

L NaClO4 的磷酸盐缓冲溶液 (p H = 7. 0)

中于 PEO 修饰电极上连续循环 20 min

的循环伏安图

　Fig. 1 　Cyclic voltammograms of 0. 38 mmol/ L

cytochrome c at the PEO2modified elec2

trode in the phosphate buffer solution

(p H = 7. 0) with 0. 1 mol/ L NaClO4 for

contineuous cycling for 20 min

2 　结果和讨论
众所周知 ,细胞色素 C 在裸金电极上不能进行快速的电子迁移反应. 但在用 PEO 水溶液

所制得的 PEO 修饰的金电极上 ,却能从循环伏安图中观察到一对氧化还原峰. 由于 PEO 在所

研究的电位范围内不能进行电化学反应 ,因此 ,这一对峰起源于细胞色素 C. 第一次循环时 ,峰

电流很小 ,随着循环次数的增加 ,峰电流逐渐增加 ,连续扫描 20 min 后 ,达到一个稳定值. 图 1

示出 ,达到稳定状态后 ,其氧化还原峰的峰电位差为 70 mV ,略大于完全可逆的一电子的电化

学反应的峰电位差 (59 mV) . 氧化还原峰电位的平均值为 0. 01 V ,与细胞色素 C 的氧化还原

电位相近[6 ] . 另外 ,阴极峰与阳极峰的峰电流基本相等. 在 10～200 mV 的电位扫描范围内 ,峰

电流与扫速的平方根成正比 ,表明电化学反应是

由扩散控制的. 由峰电流与扫速平方根的所作的

直线计算得的细胞色素 C 的扩散系数为 5 ×10 - 6

cm2/ s. 用 Nicholson[7 ]的方法 ,计算得异相电子迁

移速率常数为 2 ×10 - 3 cm/ s. 由此可以得出结论 ,

细胞色素 C 在 PEO 修饰的金电极上能进行准可

逆的电化学反应 ,PEO 是很好的细胞色素 C 电化

学反应的促进剂.

用相同的方法制备了 PEO2PS2PEO 修饰金

电极 ,但发现在相应的循环伏安图中 ,观察不到氧

化还原峰 ,表明 PEO2PS2PEO 对细胞色素 C 的电

化学反应没有促进作用.

细胞色素 C 分子的表面电荷分布是不均匀

的 ,大多数的正电荷分布在它的反应活性中心 (血

红素)附近的赖氨酸残基上 ,而 PEO 是一种具有
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较多含氧基团的聚合物 ,当细胞色素 C 分子与 PEO 修饰电极接触时 ,细胞色素 C 分子中带正

电荷的赖氨酸残基与 PEO 的含氧基团以氢键的形式相互作用 ,亦即 ,细胞色素 C 分子中的活

性中心部分能尽量接近 PEO 修饰电极表面 ,从而使它容易发生电化学反应. 细胞色素 C 不能

在 PEO2PS2PEO 修饰电极上进行准可逆的电化学反应的原因可能有两个 ,一是在 PEO2PS2P

中的含氧基团大大少于 PEO ,较少的含氧基团不利细胞色素 C 的电化学反应. 另一原因可能

是在 PEO2PS2PEO 中 ,PS 中的苯环阻碍了细胞色素 C 分子与 PEO 中氧基团的接触 ,致使细胞

色素 C 不能在 PEO2PS2PEO 修饰电极上发生电化学反应.

细胞色素 C 在 PEO 修饰电极上的氧化还原峰电流随循环次数的增加而逐步增加的原因

似表明细胞色素 C 分子逐步向 PEO 膜内部扩散 ,而扩散到膜内的细胞色素 C 分子能进行较

可逆的氧化还原反应. 当将 PEO 修饰金电极浸泡在细胞色素 C 溶液中 20 min 左右 ,或连续循

环扫描 20 min ,让峰电流达到稳定值后 ,取出电极 ,用三次蒸馏水冲洗后放在没有细胞色素 C

的空白溶液中进行循环伏安测量 ,仍可观察到一对氧化还原峰 ,其峰电流随循环次数的增加而

逐步下降 (图 2) . 这清楚地证明了细胞色素 C 已扩散进入 PEO 修饰膜的内部.

　图 2 　在含 0. 38 mmol/ L 细胞色素 C + 0. 1

mol/ L NaClO4 的磷酸盐缓冲溶液 (p H

= 7. 0)中于 PEO 修饰电极上连续循环

20 min 后取出电极放在不含细胞色素

C 的电解液中连续循环 20 min 的循环

伏安图

　Fig. 2 　Cyclic voltammograms of cytochrome c

for contineuous cycling for 20 min at the

PEO2modified electrode which was ob2

tained after continuous cycling for 20

min in the phosphate buffer solution

(p H = 7. 0) with 0. 38 mmol/ L cy2

tochrome c + 0. 1 mol/ L NaClO4

在用 PEO 氯仿溶液所制得的 PEO 修饰电极

上 ,细胞色素 C 的循环伏安行为与上述用 PEO 水

溶液所制得的 PEO 修饰电极的行为有所不同 ,首

先 ,由 PEO 氯仿溶液所制得的 PEO 修饰电极 ,其

峰电流随连续循环扫描只有很少的增加. 其次 ,峰

电位差也较大 ,达 120 mV (图 3) ,表明前者对细

胞色素 C 电化学反应的促进作用要比后者的差.

再者 ,当把用 PEO 氯仿溶液所制得的 PEO 修饰

金电极浸泡在细胞色素 C 溶液中 20 min 左右后

取出电极 ,用三次蒸馏水冲洗后放在没有细胞色

素 C 的空白溶液中进行循环伏安测量 ,观察不到

氧化还原峰 ,说明细胞色素 C 的空白溶液中进行

循环伏安测量 ,观察不到氧化还原峰 ,说明细胞色

素 C 并未扩散到修饰膜的内部. 另外 ,发现用两种

不同溶剂所制得的 PEO 修饰膜的形态也不同 ,图

4 给出两种电极的扫描电镜图.

图 4 清楚表明 ,聚合物膜的形态对促进作用

也有一定的影响 ,亦即 ,由 PEO 水溶液制备的

PEO 膜比较疏松 (图 4 ,A) ,平均孔径在 60 ∼ 左

右 ,细胞色素 C 能扩散进入 PEO 膜中 ,使电极真

实的表面电阻降低 ,另外也使细胞色素 C 不容易变性 ,这种电极显示出较好的促进作用. 相

反 ,用 PEO 氯仿溶液制备的 PEO 膜比较致密 (图 4 ,B) ,致使细胞色素 C 不易扩散进入 PEO
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膜内 ,因而促进作用较差.

图 5 示出细胞色素 C 在不同分子量的 PEO 修饰的金电极上 ,其循环伏安的峰电位差与

PEO 分子量的关系曲线. 分子量增大时 ,峰电位差减小 ,表明分子量较高的 PEO 的促进作用

较好. 不同分子量的 PEO 修饰电极的促进作用的不同可能也是由于不同分子量的 PEO 膜的

形态不同而引起的. PEO 分子量越高 ,形成的膜可能越疏松 ,因此 ,促进作用越好.

图 3 　0. 38 mmol/ L 的细胞色素 C
在 p H 为 7. 0 的含 0. 1 mol/
L NaClO4 的磷酸缓冲溶液
中在 (a) 用 PEO 水溶液制
备 , (b) 用 PEO 氯仿溶液制
备的 PEO 修饰电极上的循
环伏安图

Fig. 3 　The cyclic voltammograms
of 0. 38 mmol/ L cy2
tochrome c in phosphate
buffer solution (p H = 7. 0)
with 0. 1 mol/ L NaClO4 at

PEO film2modified gold
electrodes prepared with
(a) PEO aqueous solution ,
(b) PEO chloroform solu2
tion

　图 4 　用 (A) PEO 水溶液 , (B) PEO 氯仿溶液制备的以金电极为基

底的 PEO 膜的扫描电镜照片

　Fig. 4 　Scanning electron microscope photos of PEO films at the gole

electrodes prepared with (A) PEO aqueous solution , (B) PEO

chloroform solution

图 5 　阴阳极峰电位差与 PEO 平均分子量的关系曲线

Fig. 5 　The plot of the separation between the cathodic and anodic peak

potentials as a function of the average molecular weight of PEO
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Direct Electrochemical Reaction of Cytochrome c at the
Poly ( Ethylene Oxide) Film2modified Gold Electrodes

Qu Xiaogang , Sun Gongquan
( Changchun Inst . of A pplies Chem . , Chinese A cadem y of Sci . , Changchun 130022)

Yang Hui , Lu Tianhong 3

( Dept . of Chem . , N anjing Norm al U niv . , N anjing 210097)

Abstract 　In this paper , the direct electrochemical reaction of cytochrome c was sudied

at the poly (ethylene oxide) [ PEO ] film modified gold electrodes. It was found the PEO is a good

promoter for the electrochemical reaction of cytochrome c , and the reversibility of reaction of cy2
tochrome c was found to depend on the molecular weight of PEO and the morphology of the PEO

films.

Key words 　Cytochrome c , Poly (ethylene oxide) , Electrochemical reaction , Promo2
tion effect .
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