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电化学原位拉曼光谱技术对金电极
表面生物分子吸附行为研究

吴霞琴 3 ,曹晓卫 ,王浙苏 ,孟晓云 ,章宗穰
(上海师范大学化学系 ,上海 　200234)

摘要 : 　报道腺嘌呤在裸金电极及其修饰的金电极上的电化学原位拉曼光谱图 ,着重分析了不同

电位下腺嘌呤和超氧化物歧化酶在金电极上的吸附及其相互作用 ,初步讨论了腺嘌呤对促进超氧

化物歧化酶电子传递过程的作用机制.
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超氧化物歧化酶 (Superoxide dismutase ,SOD)是生物体内最重要的抗氧化酶之一 ,它通过

清除体内的超氧阴离子自由基 O2
- 使机体免受损伤 ,因而在抵御疾病 ,抗衰老等方面起到了很

重要的作用[1 ] . 医学研究表明 ,SOD 在人体内的水平与肿瘤也有一定的关系[2 ] . 自 1969 年它

被首次从牛红细胞中分离出来 ,人们对其结构、生物活性和生理功能、药物的开发和临床应用

等方面的研究给予了广泛关注 ,并取得很大的成绩[3 ] . 为了进一步拓展其应用领域 ,近年来关

于 SOD 与其它生物分子和稀土离子、金属离子的相互作用等基础研究也引起了广泛兴

趣[4～10 ] . 但由于 SOD 在金属电极上的电子传递速度缓慢 ,很难开展较为深入的电化学行为方

面研究. 笔者应用循环伏安法探索到了 L - 半胱氨酸、组氨酸和腺嘌呤等生物分子能促进 SOD

在金电极上的电子传递[11～13 ] ,并结合原位电化学石英晶体微天平的测量结果 ,初步讨论了其

作用机制[14 ] . EQCM实验中观察到 ,L - 半胱氨酸和腺嘌呤存在下 SOD 能在金晶振电极上

(Au2QCM)发生可逆的电化学反应 ,同时 ,还伴随有明显的质量的吸脱附变化. 然而 ,单凭

EQCM的测量很难确定究竟是何种物质、以何种方吸附在电极上. Raman 谱图上每个信号峰都

反映了分子中某一基团的特征光谱信息 ,这有助于探明生物分子之间 ,以及生物分子与金电极

之间的相互作用. 本文主要应用电化学原位拉曼光谱技术对腺嘌呤在金电极上、以及腺嘌呤修

饰后的金电极上的吸附行为进行研究 ,获得了丰富的信息 ,为进一步探讨生物小分子作 SOD

电子传递促进剂的作用机制积累了实验依据.
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1 　实验部分
1 . 1 　试剂

实验用的腺嘌呤为上海丽珠东风生物技术有限公司产品. 牛红细胞超氧化物歧化酶为上

海华东理工大学生产的精制品 (8 000 U/ mg) . 其他均为分析纯 ,研究溶液均用二次蒸馏水配

制. 其中 ,生物样品以含 0. 1 mol/ L 高氯酸钠的磷酸盐 (0. 05 mol/ L) 缓冲溶液 ( PH = 7) 配制而

成.

1 . 2 　实验仪器及实验方法
电化学原位 Raman 光谱实验装置由共焦显微激光拉曼光谱仪 (法国 Dilor 公司) 和 M604

电化学测量系统 (美国 CHI 公司)组成. 其中 ,电化学测量池为三电极系统. 金盘电极 ( ª2 mm)

为研究电极 ,其清洗步骤见文献[13 ] . 为了得到表面增强拉曼散射 (SERS)效应 ,金电极需先进

行粗糙化处理. 即将预处理好的金电极置于 0. 1 mol/ L KCl 溶液中 ,在 - 0. 3～1. 2 V 的电位

范围内进行连续的循环伏安扫描 ,一般以 25 圈左右效果较佳. 粗糙化处理时还根据需要设置

不同的正反扫描速度以及上下限电位处的停留时间.

　图 1 　固体腺嘌呤的拉曼光谱图

　Fig. 1 　The Raman Spectrum of solid adenine

激光拉曼光谱仪的激发光波长为 632. 8 nm ,测试时采用 50 倍长工作距离物镜. 激光功率

控制在 3 mV 左右 ,以避免生物活性样品的分解或变性. 电化学原位拉曼光谱的测试方法是在

进行恒电位极化或循环伏安扫描的同时记录拉曼光谱的测试方法是在进行恒电位极化或循环

伏安扫描的同时记录拉曼光谱图. 循环伏安扫描速率为 50 mV/ min ,拉曼光谱也以时间扫描

的方式采集信号 ,其扫描时间参数为 60 ×t ( t = 0 ,1 ,2 ,3 , ⋯,24) , 即每 60 s 的时间单元有55 s

用于光谱信号的采集 ,因而文中所示的原位测量拉曼光谱图为对应于这一时间段内 (相当于扫

描了约 50 mV 的电位范围)的平均拉曼谱图.

实验在经纯化过的饱和氮气氛中进行.

2 　结果和讨论
2 . 1 　腺嘌呤固体的 Raman 光谱测试

图 1 为腺嘌呤固体样品的 Raman 光谱图.

据文献报道 ,腺嘌呤在固体和中性溶液中可在

714 ±11 cm - 1 、1 313 ±2 cm - 1 、1 338 ±

8cm - 1 、和 1 456 ±6 cm - 1处观察到 Raman 振

动峰[15 ] . 据此可从图 1 中确定 719 cm - 1 、1

303 cm - 1 、1 329 cm - 1和 1 458 cm - 1等处的强

峰是表征腺嘌呤分子中嘌呤环呼吸振动的特

征谱峰.

2 . 2 　腺嘌呤溶液中电化学原位拉曼

　　光谱测试
　　图 2 是经过粗糙化处理的金电极在腺嘌

呤溶液中测得的拉曼光谱图. 图 2a、b 分别是

低频区域和相应的中频范围内的拉曼光谱. 对
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　图 2 　腺嘌呤溶液在金电极上低频 (a) 和中频范围 (b) 的

拉曼光谱

　Fig. 2 　The SERS spectra of adenine solution on the surface

gold electrode at low frequency (a) and medium fre2
quency(b) ,respectively

照图 1 可以看出 ,表征嘌呤环呼吸振动

的特征谱峰已从 719 cm - 1处移至 732

cm - 1左右. 且固体拉曼光谱中相当清晰

的 327 cm - 1强峰也依然存在 ,但却偏移

至 322 cm - 1 . 此外 ,发现在 355 cm - 1出

现了一个强度比 735 cm - 1处还大的新

峰 ,此峰在腺嘌呤固体样品和溶液的拉

曼光谱测试初期都未曾观察到.

另一现象是 ,如将该金电极从腺嘌

呤溶液中取出 ,进行彻底的清洗后再行

测试 ,发现此峰依然存在. 这一实验结果

表明 ,355 cm - 1处新峰的出现当与腺嘌

呤与金电极间较强的相互作用有关.

另者 ,图 2a 563 cm - 1处的谱峰当对

应于图 1 556 cm - 1处表征嘌呤环扭曲振

动的谱峰. 图 2b 明显地示出 :文献上所

报道的表征中性溶液腺嘌呤环的特征振

动 ,即 1 391 cm - 1处的峰乃出现在一不

对称的宽峰之中 ,同时 ,而从固体腺嘌呤

测得的 1 593cm - 1处表征嘌呤环伸缩振

动的特征谱峰也依然存在. 但表征

- N H2剪式振动的谱峰则从 1 690 cm - 1

移至 1 623 cm - 1 . 以上证明 ,腺嘌呤分子

在金电极表面发生了较强的吸附. 由于

此实验过程还对应包括了电化学方法对

腺嘌呤在金电极上的修饰 ,所以也进一

步证实了 EQCM 测量得出的结论 ,即腺

嘌呤分子是通过在电极上的吸附对 SOD 的电子传递过程起促进作用的[14 ] .

图 3 是在进行循环伏安扫描的同时测得的拉曼光谱图. 从图中可以看到 ,在 735 cm - 1处

有一明显的表征嘌呤环的谱峰. 当从 - 0. 2 V 向 0. 4 V 作正向扫描时 ,735 cm - 1处的峰强度随

电位的正移而逐渐减弱 ,至 0. 4 V (氧化电位)处已几乎看不到该峰的存在 ;反向扫描过程中则

出现了与正扫过程相反的渐增强的趋势 ,回扫至 - 0. 2 ,即伏安扫描一圈结束时 ,735 cm - 1处的

峰强度又恢复到扫描初始时的强度. 这一实验现象与 EQCM 的测量结果 (即一圈扫描后频率

值回到起始值)相吻合. 表明腺嘌呤在金电极表面存在吸附 ,且随着循环伏安扫描的进行出现

可逆的脱附.

图 4 是金电极在腺嘌呤溶液中多次循环伏安扫描后测得的拉曼光谱图. 对照图 2a ,其与

表征腺嘌呤在金电极上吸附的拉曼光谱没有明显差别. 这一实验现象也表明 ,腺嘌呤在金电极
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图 3 　腺嘌呤在金电极上循环伏安电化学扫描过程

中的原位拉曼光谱图

Fig. 3 　The in2situ raman spectra of gold electrode

cyclic votammetry scan in adenine solution

Scan range : - 0. 2 V～0. 4 V

图 4 　金电极在腺嘌呤溶液中循环伏安扫描多次后

测得的拉曼光谱图

Fig. 4 　The Raman spectrum of gold electrode surface

after many scan cycles on adenine solution

　图 5 　金电极在 SOD 和腺嘌呤混合溶液中的电化学

原位拉曼光谱图

　Fig. 5 　The in situ electrochemical Raman spectrum on

the gold electrode surface in Adenine and SOD

mixture solution

上的吸附应是比较强的. 无论采用浸泡电极

或者通过多次循环伏安扫描都可以很容易

地将腺嘌呤修饰到电极上.

2 . 3 　金电极在腺嘌呤和 SOD 混合溶

　　液中的电化学原位拉曼光谱
　　金电极在 SOD 溶液中原位测得的拉曼

光谱图出现了 247 cm - 1 、387 cm - 1 、875

cm - 1及 980 cm - 1等谱峰 ,可指认为 SOD 的

特征峰.

图 5 是开路电位下 SOD 与腺嘌呤混合

溶液中测得的金电极表面的拉曼光谱图. 图

中既显示表征腺嘌呤谱的特征峰 ( 735

cm - 1、931 cm - 1 、1 111 cm - 1) ,也出现表征

SOD 的特征谱峰 (873 cm - 1 、989 cm - 1) ,表

明金电极表面存在 SOD 与腺嘌呤的共吸附.

同时 ,在 679cm - 1、957cm - 1处出了两个新谱

峰 ,可认为这是与 SOD 以及腺嘌呤和金电极之间的相互作用有关.

另于恒电位下测量了金电极在混合溶液中的原位拉曼光谱图. 实验中将电位恒定于 55

mV (接近于 SOD 在金电极上的还原峰电位) ,观察拉曼谱随着极化时间的延长而出现的变化.
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　图 6 　恒电位 (0. 055V)下 SOD 与腺嘌呤混合溶液中

的拉曼光谱图

　Fig. 6 　The Raman spectra on gold electrode surface in

Adenine and SOD mixture solution at 0. 055V

Potential (vs. SEC) lution

Sampling time/ s : a) 0～ 55 , b) 300～ 355 ,

c) 360～415 , d) 1040～1095

此际 ,拉曼光谱仪同样以时间扫描的方式采

集信号 ,仍按每 60 s 为一时间单元 ,其中 55

s用于采集信号. 图 6a 是电位恒定于 55 mV

下开始第一时间段内 (0～50 秒) 采得的拉曼

光谱. 如图所见 ,此时表征腺嘌呤的特征振

动峰 (732 cm - 1和 1 073 cm - 1) 和表征 SOD

的特征峰 (873 cm - 1和 989 cm - 1) 两者都存

在 ,证明实验伊始电极表面就存在两种物质

的共吸附. 随后的在约 250 s 时间段内 ,所记

录的拉曼光谱则没有显著的变化 ,表明电极

表面的结构也与起始状态相差不大. 但当时

间推移到 300～355 s 段内 ,测得的拉曼光谱

则发生了显著的变化 (见图 6b) ,也就是在

447 cm - 1和 612cm - 1处同时出现两个新强

峰. 据文献报道 ,金属蛋白质中 Cu2N 键的拉

曼伸缩振动特征频率的大致范围为 350～

470 cm - 1 ,而 610 cm - 1附近的则是蛋质中组

氨酸的特征振动频率范围[16～17 ] . 从 SOD 的

结构来看 ,其活性中心的 Cu 是与来自四个组氨酸残基的咪唑氮原子相配位的. 循环伏安和 E2
QCM 的研究结果已经证明 ,SOD 电子传递反应的可逆性因腺嘌呤存在而得以改善. 由此可以

推测 447 cm - 1和 612 cm - 1处两个新峰是 SOD 活性中心的 Cu2N 键和组氨酸残基表现出来的

特征谱峰. 根据这两处峰的从无到有可进一步说明 ,在腺嘌呤和电场的作用下 ,SOD 的活性中

心能更有效地接近电极表面进行快速的电子传递反应.

又从 360～415 s 的时间段内采集的图谱表明 ,上述两个谱峰的强度又有明显的增强 (见

图 6c) . 然而 ,后测的谱图即使时间延长至近 20 min ,其强度也不再变化 (见图 6c) . 通过对恒电

位下测得的一系列时间段内拉曼光谱图进行比较后可知 ,除了上述特征谱峰的经时变化之外 ,

表征腺嘌呤和 SOD 共吸附的其它谱峰无明显变化.

综上所述 ,电极表面发生腺嘌呤和 SOD 共吸附的同时 ,随着极化时间的延长在腺嘌呤的

作用下会使 SOD 中的 Cu 活性中心更接近金电极表面 ,从而更有利于其在电极表面的电子传

递.

3 　结　论
从电化学原位拉曼光谱测试结果的分析可知 ,在一定条件下会发生 SOD 与腺嘌呤在金电

极上的共吸附 ,在腺嘌呤和电场的作用下能使 SOD 的活性中心更有效地接近金电极表面并进

行电子传递 ,这就是目前关于 SOD 在腺嘌呤修饰的金电极上电子传递速度加快的最可靠的实

验依据.
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A study of the Adsorption Behaviors on the Surface of Gold
electrode by In2situ Electrochemical Raman Spectroscopy

WU Xia2qin , CAO Xiao2wei , WAN G Zhe2su , M EN G Xiao2yun , ZHAN G Zong2rang 3

(Dept . of Chem. , Shanghai Teachers Univ. , Shanghai 　200234 China)

Abstract : 　The results of in2situ measurements with Raman spectroelectrochemical thchnique

on bare gold electrode and adenine modified gold electrode were reported. The adsorption behav2
iors of adenine and superoxide dismutase ( SOD) and their interactions with gold electrode were

analyed. The mechanism of promoted electron transfer process of SOD in the presence of adenine

at gold electrode surface is discussed.

Key words : 　In2situ Raman spectroelectrochemistry , Superoxide dismutase , Adenine
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