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碳纳米管促进氧化还原蛋白质和
酶的直接电子转移

蔡称心 3 ,陈　静
(南京师范大学化学与环境科学学院 ,江苏 南京 210097)

摘要 :　将血红蛋白 ( Hb)、辣根过氧化物酶 ( HRP)和葡萄糖氧化酶 ( GOx)分别固定在经碳纳米管

修饰的玻碳电极 (CN T/ GC)上 ,制成 Hb2CN T/ GC、HRP2CN T/ GC和 GOx2CN T/ GC电极. Hb、HRP

和 GOx在 CN T/ GC电极表面均能发生有效和稳定的直接电子转移反应 ,其相应的循环伏安曲线

均显示出一对几近对称的氧化还原峰 ;在 60 mV/ s下 ,其式量电位 E0’分别为 - 0. 343 V、- 0. 319

V和 - 0. 456 V (vs. SCE ,p H 6. 9) ,且不随扫速而变 ;以上三者在 CN T/ GC电极表面直接电子转移

的表观速率常数 ks依次为 1. 25±0. 25、2. 07 ±0. 56 和 1. 74±0. 42 s - 1 ;根据式量电位 E0’随缓

冲溶液 p H值的变化关系 ,确知在 CN T/ GC电极上 , Hb 或 HRP发生的直接电化学遵从 (1e +

1H + )电极过程机理 ,而 GOx发生的直接电化学反应则遵从 (2e + 2H+ )机理.此外 ,固定在 CN T/

GC电极表面的 Hb、HRP和 GOx也同时表现出对各自底物的生物电催化活性.由本文制备的碳纳

米管修饰电极及其固定生物蛋白质 (酶)的方法具有简单、易于操作等优点 ,并可用于对其它生物

氧化还原蛋白质和酶的直接电子转移测试.
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生物氧化还原蛋白质和酶的直接电子转移反应已备受众多研究者关注[1～6 ] ,这一研究对

了解生命体系的能量转换和物质代谢、了解生物大分子的结构和物理化学性能的关系、以及探

索蛋白质和酶等生物大分子在生命体内的生理作用和机制乃至对于开发新型的生物电化学传

感器及酶催化剂在生物燃料电池等方面的应用都具有十分重要的理论指导意义.

如果某一生物酶能在电极表面发生有效的直接电子转移并保持其生物电催化活性 ,则它

就能在不需要向电极表面或于电解液中加入电子媒体或促进剂的情况下对其底物进行测定 ,

从而可大大简化相关传感器的制作步骤.然而 ,由于大部分氧化还原蛋白质和酶在电极表面会

发生强烈的吸附而伴随变性 ,变性后又将发生不可逆的化学反应并影响其它自由扩散分子的

直接电子转移 ;此外 ,由于蛋白质和酶分子大多具有庞大的空间结构 ,因其氧化还原中心被多
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肽链包围加之特有的高离子特性和表面电荷的非对称分布 ,从而阻碍了蛋白质和酶在电极表

面直接电子转移反应的发生.为了实现蛋白质和酶能在电极表面发生可逆或准可逆的直接电

子转移反应 ,探索合适的电极材料和固定方法确实非常重要.

自 1991年 Iijima[7 ]发现碳纳米管 ,1992 年 Ebbesen等[8 ]实现了批量生产以后 ,各国科学

家纷纷对碳纳米管开展研究[9～11 ] .碳纳米管独特的原子结构使其表现出金属或半导体特性 ,

而且由于纳米尺寸产生的表面效应 ,使其表面原子具有高的反应活性 ,易与周围其它物质发生

电子传递作用.已有文献报道将碳纳米管修饰到电极表面制成碳纳米管电极 ,用于催化神经递

质 (如多巴胺、抗坏血酸、去肾上腺素及 52羟色胺等)及 NAD ( P) H等生物小分子和 H2O2、NO -
2

和 NO等的电化学反应[12～20 \ 〗.但至今 ,利用碳纳米管电极来固定并催化或促进生物大分子 ,

特别是生物氧化还原蛋白或酶的直接电子转移反应报道不多[21～23 ] .本文研究了分别将血红

蛋白 ( Hb) 、辣根过氧化物酶 ( HRP)和葡萄糖氧化酶 ( GOx)固定在经碳纳米管 ( CN T)修饰的

GC电极 ( CN T/ GC 电极)上 ,考察其直接电化学反应特性 ,以及 Hb、HRP 和 GOx 固定在

CN T/ GC电极表面后其生物电催化活性的状态.

1　实 验

1 . 1　试剂与仪器

血红蛋白 ( Hb ,来源于 bovine red cells ,分子量 64 000～67 000 g/ mol , Worthington Bio2
chemical Corp . ) 、辣根过氧化物酶 ( HRP ,EC 1. 11. 1. 7 ,RZ > 3 250 U/ mg ,分子量约 44 000 g/

mol ,Sigma) 、葡萄糖氧化酶 ( GOx ,EC 1. 1. 3. 4 ,111 U/ mg , Type II ,来源于Aspergillus niger ,南

京生兴生物技术有限公司) 、β2D ( + )2葡萄糖 ( Sigma) 、黄素腺嘌呤二核苷酸 ( FAD ,Sigma) 、单

羧基二茂铁 (97 % ,Aldrich) 、Nafion (5 % ,分散在甲醇中 , EW为 1100 ,Aldrich) 、三氯化六氨基

钌 ( III) ( Ru ( N H3 ) 6 Cl3 , 99 % , Strem Chemicals) ,以上试剂均未经纯化直接使用. 碳纳米管

(CN T , Á < 10 nm ,长度 0. 5～500μm ,纯度 > 95 % ,比表面积约 300 m2/ g ,深圳纳米港公司)

使用前未作预处理 ;其它试剂均为分析纯试剂. 0. 1 mol/ L 磷酸盐缓冲溶液 ( PBS)由 KH2 PO4

和 Na2 HPO4按不同比例配制而成.所有溶液均用二次蒸馏水配制 ;不同浓度的 H2 O2溶液由

30 %的 H2O2溶液用 0. 1 mol/ L PBS稀释得之 ,葡萄糖溶液于使用前至少放置 24 h以让不同异

构体之间达到平衡.

CN T的红外光谱实验使用 Nexus 670 FT2IR分光光度计 (美国) ,分辨率为 4 cm - 1 ,采用

KBr压片.所有电化学实验均使用三电极系统 ,设备为 CHI 660B 电化学工作站 (上海辰华仪

器有限公司) ,辅助电极为螺旋状铂丝 ,饱和甘汞 ( SCE)电极为参比电极.所有实验均在室温

(22±2 ℃)下进行.此前 ,实验溶液先用高纯氮除氧至少 30 min.缓冲溶液的 p H值由 PHS24

智能酸度计 (江苏江分电分析仪器有限公司)测定.

1 . 2　CN T/ GC电极的制备及氧化还原蛋白、酶的固定

首先 ,将 GC电极 (直径为 4 mm)分别用 6号砂纸、0. 3和 0. 05μm Al2O3抛光至镜面 ,再分

别在无水乙醇和二次蒸馏水中超声清洗各 1 min.然后 ,用超声分散法将 0. 5 mg CN T分散在

1 mL 浓度为 0. 1 %(wt/ wt)的溴化十六烷基三甲基铵 (CTAB)水溶液中 ,形成浓度为 0. 5 mg/

mL 的 CN T黑色悬浊液 ,这样制备的 CN T的悬浊液能长时间稳定而不发生沉淀[20 ,24 ] .
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其次 ,将等体积的 CN T悬浊液与浓度为 5 mg/ mL 的 Hb溶液 (溶解在 0. 1 mol/ L PBS中 ,

p H 6. 9)充分混合均匀 ,然后用微量加样器将 2μL 的这一混合物滴加并使之均匀地覆盖在 GC

电极表面 ,室温下待溶剂 (水)挥发后 ,再将 1μL Nafion 溶液滴在电极表面 ,溶剂挥发后 ,

Nafion就能将 Hb和 CN T牢固地固定在 GC电极表面 ,形成 Hb2CN T/ GC电极.该电极也可置

于 4 ℃下保存备用.

同法 ,以等体积的 CN T悬浊液与浓度各为 5 mg/ mL 的 HPR或 GOx溶液混合 ,即可制成

HPR2CN T/ GC或 GOx2CN T/ GC电极.对 CN T/ GC电极制备 ,则直接将 CN T悬浊液均匀地涂

敷到 GC电极表面 ,待溶剂挥发后再用 Nafion固定.

Hb、HRP和 GOx在 CN T/ GC电极表面的表观覆盖量 (Γ)可由以下算得 :

　Γ= Q / n FA (1)

式中 , Q 为扣去空白后直接电子转移的氧化或还原的电量 , n 为每一氧化还原蛋白 (酶)分子

的电子转移数 (按 Hb、HRP和 GOx分子 n 依次为 1、1和 2) , F为 Faraday常数. A 为 CN T/

GC电极的表观面积 ,可从探针分子 (Ru (N H3) 6Cl3)在 CN T/ GC电极上的 CV峰电流随扫速变

化关系求得 ,计算时 Ru (N H3) 3 +
6 在 Nafion膜中的扩散系数 D值取 2. 3×10 - 9 cm2/ s[25 ] .

图 1　不同电极在 0. 1 mol/ L PBS(p H 6.

9)中于 60 mV/ s下的循环伏安曲

线

Fig. 1　Cyclic voltammograms of the CN T/

GC (a) and the Hb2CN T/ GC (b)

electrode in 0. 1 mol/ L PBS (p H

6. 9) scan rate :60 mV/ s

curve c and d show the cyclic

voltammograms of Hb and Hb +

CTAB , respectively , on the bare

GC electrode

2　结果与讨论

2 . 1　Hb和 HRP的直接电子转移

图 1分别给出 CN T/ GC和 Hb2CN T/ GC等电极在

0. 1 mol/ L PBS(p H 6. 9)溶液中于 60 mV/ s下的 CV 曲

线.如图 ,在实验的电位扫描范围内 ,CN T/ GC电极没有

任何可观察到的电化学反应发生 (图 1 曲线 a) ;多次循

环扫描后 ,其伏安曲线几乎不起变化 ,这说明 CN T 在

GC电极表面是稳定的.但对 Hb2CN T/ GC电极 ,则出现

一对几近对称的氧化还原峰 (图 1 曲线 b) .实验同时表

明 ,Hb在裸的 GC电极表面不能发生有效的直接电子转

移 (图 1曲线 c) .比较图 1曲线 a、b和 c立可判断 ,曲线

b显示的氧化还原峰必然是 Hb在 CN T/ GC电极上发

生直接电子转移反应产生的.为探明这一氧化还原峰的

来龙去脉 ,试拟以下实验 :将 Hb和 CTAB的混合溶液均

匀地覆盖在 GC电极表面 ,溶液挥发后 ,再用 Nafion 使

之固定不脱落.即如图 1曲线 d所见 ,在 0. 1 mol/ L PBS

溶液中此电极不出现 Hb直接电子转移的氧化还原峰 ,

而是在约 - 0. 35 V处显示一个很不明显、既小又宽的不

可逆还原峰.以上说明 ,与图 1曲线 b相对应的 Hb直接

电子转移反应乃由 CN T的促进作用所产生的.

按图 1曲线 b , Hb 直接电子转移的氧化还原峰电位分别为 Epa = - 0. 312 V , Epc =

- 0. 372 V ,峰电位差ΔEp = 60mV ,式量电位 E0’= - 0. 342 V.此值与将 Hb固定在 Eastamn
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图 2 　HRP2CN T/ GC 电极在 0. 1

mol/ L PBS (p H 6. 9)中不同

扫速下的循环伏安曲线

Fig. 2 　 Cyclic voltammograms of

HRP2CN T/ GC electrode

in 0. 1 mol/ L PBS (p H 6.

9) at various scan rates

scan rate for curve a to e is

20 , 40 , 60 , 80 and 100

mV/ s , respectively

AQ ( - 0. 341 V ,p H 7. 0) [26 ]或聚丙烯酰胺 ( - 0. 32 V ,p H 7.

0) [27 ]膜内所得到的 E0’相近 ,也与细胞色素 P450cam ( - 0.

354 V ,p H 7. 0) [28 ]等以血红素为氧化还原中心蛋白质的 E0’

值相近 ;但比将 Hb 固定在溴化二十二烷基二甲基铵

( - 0. 200 V ,p H 7. 4) [29 ]膜上得到的 E0’值负移了许多 ,这

一差别可能是由于 Hb在各电极表面的微环境不同所致.提

高扫速 ,该氧化峰电位 Epa正向移动 ,还原峰电位 Epc负向移

动 ,峰电位差ΔEp随之增大 ;但 E0’几乎不随扫速而发生变

化 (在 20～120 mV/ s范围内 , E0’的平均值为 - 0. 343 ±0.

001 V) .再者 ,对任一扫速 , Hb的氧化与还原峰电流都几乎

相等 ,即 ipa/ ipc = 1 ,并且峰电流 ip随扫速 v 变化呈线性关

系 ,可见该电极反应是受表面过程控制的.根据峰电位差随

扫速变化关系 ,参照 Laviron[30 ]电极表面反应异相动力学常

数计算方法 ,可得 Hb直接电子转移反应的表观速率常数 k s

= 1. 25 ±0. 25 s - 1 .

由 CV曲线 Hb的氧化或还原峰电量 ,即可求得 Hb在

CN T/ GC电极表面的表观覆盖量Γ为 (5. 74 ± 0. 57) ×

10 - 12mol/ cm2 ;而按实验制备的 Hb2CN T/ GC电极计算 ,则

Hb在 CN T/ GC电极表面的总量为 1. 05×10 - 11 mol/ cm2 .依

此 ,则在 CN T/ GC电极上约有 54. 7 %的 Hb是电活性的.通常 ,氧化还原蛋白或酶能在电极上

表现出的电化学活性 (指能有效地进行直接电子转移)仅为 5 %～12 %[31 ] ,可见 CN T能更有

效地促进蛋白质或酶的直接电子转移.

CN T能有效地促进 Hb的直接电子转移除与其小的几何尺寸以及特殊的电子结构和导

电性能有关以外 ,但更可能的是在 CN T表面存在许多含氧功能基团 ,如羧基、羟基及羰基等.

故在 CN T制备过程中 ,需要用强氧化性的浓 HNO3进行纯化并去除催化剂 ,这一步骤能在

CN T表面引入一些含氧功能基团.红外光谱证实 (图略) ,CN T表面含有羧基 (1 715 cm - 1) 、羧

酸根 (1 574 cm - 1 ,这可能是水洗过程 CN T表面的羧基发生了 H +的电离而生成) 、羟基 (3 426

cm - 1)和 C2OH键 (1 166 cm - 1)等含氧功能基团 ,与文献[15 ]报道的基本一致.已有文献指出 ,

CN T能促进细胞色素 c的直接电子转移[23 ]和儿茶酚胺[14 ]及 NADH[16 ]的电化学氧化 ,这也与

该表面的含氧基团有关.

HRP2CN T/ GC电极的 CV曲线特性也和上述 Hb2CN T/ GC的相似 ,即如图 2所见 ,在 60

mV/ s下 ,HRP直接电子转移的氧化还原峰电位分别为 Epa = - 0. 300 V和 Epc = - 0. 339 V ,

E0’= - 0. 320 V ,ΔEp = 39 mV.在 20～100 mV/ s范围内 , E0’的平均值为 - 0. 319±0. 002

V , k s = 2. 07 ±0. 56 s - 1 ,此值与将 HRP固定在活性碳上 (3. 4 ±0. 69 s - 1) [32 ]或 DNA膜中

(1. 13 s - 1) [33 ]得出的结果相当 ,说明 CN T也能有效地促进 HRP的直接电子转移.另据伏安

峰电量得 HRP在 CN T/ GC电极表面的表观覆盖量Γ为 (1. 90 ±0. 44) ×10 - 12 mol/ cm2 ,而
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HRP在 CN T/ GC电极上的总量约为 8. 00×10 - 12mol/ cm2 ,故知在 CN T/ GC电极上约有 24 %

图 3　GOx2CN T/ GC电极在 0. 1 mol/

L PBS (p H 6. 9)中的循环伏安

曲线

Fig. 3 　Cyclic voltammograms of the

GOx2CN T/ GC electrode in 0.

1 mol/ L PBS (p H 6. 9) with

(b) and without (a) incubated

in 3 mol/ L guanidine hy2
drochloride for 24h 　 scan

rate :60 mV/ s

的 HRP是电活性的.

2 . 2　GOx的直接电子转移

图 3为 GOx2CNT/ GC电极在 0. 1 mol/ LPBS(pH 6. 9)溶

液中的 CV曲线. 图中 ,曲线 a也呈现出一对几近对称的氧

化还原峰.然而 ,若将该电极浸在 3 mol/ L盐酸胍溶液经 24 h

后 ,则原来的氧化还原峰便几乎消失 (图 3曲线 b) .由此推

想 ,这一对氧化还原峰的出现当归属于 GOx分子中的氧化还

原活性中心 (FAD)与电极表面发生直接电子转移所产生的 ,

即 GOx分子在 CNT/ GC电极表面的固定过程中 ,FAD并没

有从分子内部脱落出来.因为浓的盐溶液 (如 3 mol/ L盐酸胍

溶液)虽然能将 FAD从 GOx分子内部剥离出来并使固定在

电极表面的 GOx分子发生完全的脱附而失去电化学响应 (如

图 3b) ,但却不能使吸附在电极表面自由的 FAD分子 (相对

于 GOx分子内部的 FAD而言)完全脱落[34 ,35 ] .当用 Nafion

将 FAD固定在 CNT/ GC电极表面形成的 FAD2CNT/ GC电

极在 3 mol/ L的盐酸胍溶液浸泡 48 h后 ,其伏安响应还能保

持浸泡前的 68 %;即使浸泡 12 d后 ,仍能保持 24 % .这进一

步说明 ,GOx分子吸附在 CNT/ GC电极表面的过程中 ,其氧

化还原中心没有脱落 ,分子没有变性.

据图 3曲线 a ,GOx直接电子转移反应的氧化还原峰电位分别为 Epa = - 0. 438 V , Epc = - 0.

474 V ,ΔEp = 36 mV , E0’= - 0. 456 V.实验同时表明 ,在扫速 v < 200 mV/ s条件下 ,该氧化还原

峰电流 ip与 v呈线性关系 ,说明该电极反应受表面过程控制的.其它有关 Epa , Epc ,ΔEp以及 E0’

随扫速的变化也和以上 Hb2CNT/ GC或 HRP2CNT/ GC的规律相似.在 10～140 mV/ s范围内 ,

E0’的平均值 - 0. 456±0. 001 V. ks = 1. 74±0. 42 s - 1 ,较之Jiang等[34 ]在DTSSP (DTSSP为 3 ,3’2
dithiobis2 sulfocinnimidylpropionate的缩写)自组装单分子层修饰电极上得到的 ks (0. 026 s - 1)大了

数十倍 ,说明 CNT比 DTSSP更能有效地促进 GOx直接电子转移.

　　GOx在 CNT/ GC电极表面的表观吸附量Γ为 (1. 38 ±0. 12) ×10 - 11 mol/ cm2 ,若设每一

GOx与电极的接触面积为 60 nm2 [36 ] ,则其表观吸附量Γ将比单分子层吸附 (Γ单层≈ 2. 77 ×

10 - 12mol/ cm2)的大许多倍[34 ] .以上结果皆与 DTSSP自组装单分子层修饰电极上的结论一致.

2. 3　pH的影响

循环伏安测试示明 ,Hb、HRP和 GOx的氧化还原峰电位明显受缓冲溶液 p H值影响 ,即

如图 4所见 , GOx的氧化还原峰电位随缓冲溶液 p H值增加而负移 ,同时 ,各 Epa、Epc及 E0’皆

与缓冲溶液 p H存在线性关系.其他 Hb和 HRP也表现出同样的规律 (图略) .三者的 E0’随缓

冲溶液 p H线性变化的斜率依次为 - 55. 4 ( Hb) 、- 60. 2 ( HRP)和 - 52. 2 ( GOx) mV/ p H ,各与

理论值非常接近 ( - 58. 5mV/ p H ,22℃) ,可见在 CN T/ GC电极上 ,它们的直接电子转移可逆
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图 4　GOx2CN T/ GC电极于不同 p H值溶

液中的循环伏安曲线

Fig. 4 　The dependence of cyclic voltam2
mograms of the GOx2CN T/ GC

electrode in 0. 1 mol/ L PBS on so2
lution p H 　The solution p H for

curve a to d is 8. 5 , 7. 0 , 6. 0 and

4. 5 , respectively 　scan rate : 20

mV/ s

性均较好.

2 . 4　生物电催化

图 5分别示出 Hb2CN T/ GC电极在含有和不含有

H2O2 PBS溶液中的循环伏安曲线. 如图 ,对含有 H2 O2

(28. 0 mmol/ L)的溶液 ,其 CV 曲线 ( b)较之原先不含

H2O2的 (a)发生了很大的变化 ,即还原峰电流明显增大 ,

而氧化峰几乎消失 ,这说明被固定在 CN T/ GC电极表

面的 Hb ,不仅能有效发生直接电子转移 ,而且对 H2 O2

的电化学还原仍然保持其生物电催化作用 ,且电催化电

流随 H2O2浓度的增加而变大 (图略) .实验同时表明 ,

HRP2CN T/ GC电极也具有相似的生物电催化作用.

图 6示出 GOx2CN T/ GC电极在含有单羧基二茂铁

的 PBS溶液中催化葡萄糖电化学氧化的 CV 曲线.如

图 ,对不含单羧基二茂铁的溶液 (曲线 a) ,在给定的电位

扫描范围内不发生任何氧化还原反应 ;加入单羧基二茂

铁 (1. 0 mmol/ L)后 ,相应的循环伏安曲线上立即出现表

征单羧基二茂铁的一对氧化还原峰 (曲线 b) .若于溶液

中继续加入葡萄糖 ,则显示出相应于葡萄糖电催化氧化的稳态伏安曲线 (曲线 c和 d) ,其电催

化电流随葡萄糖浓度的增加而变大 ,与扫速无关.务须指出 ,在 PBS溶液中无论单羧基二茂铁
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存在与否 ,CN T/ GC电极对葡萄糖的氧化都不具有电催化作用.由此足见 ,固定在 CN T/ GC电

极表面的 GOx ,仍能保持其生物电催化活性.这也再次佐证了上面提到的有关 GOx分子中电

活性中心 ( FAD)的氧化还原反应机制见 (2. 2) .总之 ,当 GOx被固定在 CN T/ GC电极表面时

并没有发生变性 ,否则就不能催化葡萄糖的电化学氧化.

3　结 论
1) Hb、HRP和 GOx在 CN T/ GC电极表面均能进行有效和稳定的直接电子转移 ,其循环

伏安曲线上表现出一对几近对称的氧化还原峰 ;式量电位 E0’几乎不随扫速而变化.

2)固定在 CN T/ GC电极表面的 Hb、HRP和 GOx均能保持对各自底物的生物电催化活

性.

3)本文应用的固定生物蛋白和酶的方法简单且有效 ,可用于获得其它生物氧化还原蛋白

质和酶的直接电子转移.

Direct Electron Transfer of Redox Proteins and
Enzymes Promoted by Carbon Nanotube

CAI Chen2xin 3 , CHEN Jing
( Depart ment of Chemist ry , N anjing Norm al U niversity , N anjing 210097 , China)

Abstract : The redox proteins (enzymes) , such as hemoglobin ( Hb) , horseradish peroxidase

( HRP) and glucose oxidase ( GOx) were immobilized on the surface of the carbon nanotube modi2
fied with glassy carbon (CN T/ GC) electrode , respectively. The experimental results showed that

the redox proteins (enzymes) underwent effective and stable direct electron transfer reaction at

the surface of CN T/ GC electrode with a pair of nearly symmetrical redox peaks in phosphate

buffer solution. The formal redox potential , E0’, is almost independent on the scan rates , the av2
erage value of E0’for Hb , HRP and GOx is - 0. 343±0. 001 , - 0. 319±0. 002 and - 0. 456±

0. 001 V (vs. SCE ,p H 6. 9) , respectively. The dependence of E0’on the p H of the buffer solu2
tion indicates that the direct electron transfer of Hb and HRP is a one2electron2t ransfer reaction

process coupled with one2proton2t ransfer , while the GOx is a two2electron2t ransfer reaction pro2
cess coupled with two2proton2t ransfer. The experimental results also demonstrated that the immo2
bilized Hb and HRP retained their bioelectrocatalytic activity to the reduction of H2O2 , and im2
mobilized GOx can catalyze the oxidation of glucose in the presence of ferrocene monocarboxylic

acid. The method presented here can be easily extended to immobilize and obtain the direct elec2
t rochemistry of other redox enzymes or proteins.

Key words : Carbon nanotube , Direct electrochemistry , Hemoglobin , Horseradish peroxi2
dase , Glucose oxidase
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