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血红蛋白修饰粉末微电极的电化学行为
及其在 NO 检测中的应用

郭志谋 , 刘　欢 , 陈　剑 3 , 张文婷
(武汉大学化学与分子科学学院 , 电化学研究中心 , 湖北 武汉 430072)

摘要 : 　制备并研究了使用表面活性剂 DDAB 和血红蛋白 ( Hb) 修饰的粉末微电极 (DDAB2Hb2
PME)的电化学行为. 结果表明 ,Hb 于该修饰电极表面的表观载量较之文献报道提高了近 3 个数

量级. 在 DDAB2Hb2PME电极上 , Hb 的氧化/ 还原过程转移的质子数为 1. NO 能在 DDAB2Hb2
PME 电极表面富集 , 利用 DDAB2Hb2PME电极检测溶液中的 NO ,可以明显提高电极的输出性能 ,

测量灵敏度为 3. 1mA/μmol·L - 1cm2 ,明显大于文献报道值 (0. 001～0. 02mA/μmol·L - 1·cm2) . 相

应的线性检测范围为 9～100nmol·L - 1 ,检测下限达到 9nmol·L - 1 , 并可完全消除溶液中共存的抗

坏血酸和尿酸对检测的干扰.
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DDAB (Didodecyldimethylammoniumbromide)是一种表面活性剂 ,在水或氯仿中可以形成

“泡囊”,常用作生物体内亚铁血红蛋白 (hemoglobin ,简称 Hb)等氧化还原蛋白的固定基体. 当

DDAB 在电极表面固化成膜后 ,形成“类生物膜”的结构 ,在 - 7 ℃～ - 15 ℃下会形成液晶相 ,

能明显地促进蛋白分子与电极表面之间的电子交换反应[1 ] .

NO 是人体内皮衍生松弛因子 ,也是人体神经系统和免疫系统的媒介质 ,具有重要的生理

功能. 在生理条件下 ,NO 在人体内的浓度较低且半衰期较短 ,因此难以检测. NO 与 Hb 分子

中的辅基 heme 能可逆地形成配位化合物[2 ] ,因此可以利用 Hb 修饰电极来检测 NO [3 ] .

应用粉末微电极 (powder microelectrode ,简称 PME)技术制备的修饰电极能明显提高电极

的催化活性. 在粉末微电极上氧化/ 还原电对反应的表观可逆性及表观反应速率均有明显提

高. 使用粉末微电极检测富集在电极表面的反应物 (如 NO) ,其测量灵敏度可因反应物在电极

表面的富集而得到大幅度提高[4 ] .

本文制备并研究使用 DDAB 和 Hb 修饰的乙炔黑粉末微电极 (DDAB2Hb2PME) 的电化学

行为 ,并利用该电极检测溶液中微量的 NO. 实验同时表明 , 本法可完全消除溶液中抗坏血酸
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和尿酸对检测的干扰.

1 　实验部分

1 . 1 　化学试剂和生化试剂

Hb(Sigma 公司) ,DDAB (Aldrich) ,NO 高纯气体 ( > 99. 9 %) (大连光明气体公司) . 缓冲溶

液为 p H = 7. 0 的 0. 1 mol/ L NaH2 PO4 + 0. 1 mol/ L Na2 HPO4溶液 (简称 PBS) . 其他化学试剂

均为分析纯 ,溶液均用二次蒸馏水配制.

1 . 2 　电极制备

粉末微电极用乙炔黑 (acetylene black ,简称 AB ,比表面约 50 m2/ g)制作 ,制备方法见文献

[5 ] ,电极的微孔直径为 60μm ,孔深约 90μm.

1 . 3 　测量方法及仪器

二电极体系 ,饱和甘汞电极 (SCE)既是参比电极又作辅助电极. 电化学测量使用 CHI625

电化学工作站 (上海辰华) ,实验结果由微机记录.

NO 检测用密封且保持氩气氛的电解池. 实验时先将 PBS 溶液用氩气除氧 30min ,再将高

纯 NO 通入除氧的 PBS 溶液约 20 min ,制得 NO 饱和溶液 (浓度约 1. 9mmol/ L) . 然后用除氧

的 PBS 稀释该 NO 饱和溶液得到一系列不同浓度的 NO 溶液 ,分别测量各 NO 溶液的 CV 曲

线.

2 　结果与讨论

2 . 1 　DDAB2Hb2PM E 电极的电化学行为

图 1 是用 DDAB2Hb2PME 电极在 p H = 7 的 PBS 溶液中得到的 CV 曲线. 图中 ,在 - 0. 2V

附近显示出了一对氧化还原电流峰 , Eo’= - 0. 23V. 该电流峰乃由 Hb 的电化学氧化还原所

致. 如按氧化峰包含的电量计算 ,得到 Hb 在 PME 电极上的表观载量为 2. 83 ×10 - 8 mol/ cm2 ,

明显大于文献[6 ]采用的相同修饰方法 ,对常规石墨修饰电极 ,得到的 Hb 载量为 2. 2 ×10 - 11

mol/ cm2 .

上述氧化/ 还原电流峰的峰电流与扫速成良好线性关系 ,且 Eo’随 p H 的增大而负移 (见

图 2) . 在 p H = 5～13 的范围内 , Eo’与 p H 值之间存在线性关系 , △Eo’/ p H ≈ 50 mV/ p H ,可

见在电极上 Hb 氧化/ 还原反应转移的质子数为 1 ,与文献[7 ,8 ]报道的用 DDAB 和 Hb 修饰石

墨电极的结论一致.

2 . 2 　DDAB2Hb2PM E 电极检测 NO

图 3 是 DDAB2Hb2PME 电极于不同浓度 NO 溶液中测得的 CV 曲线. 如图可见 ,在 + 0. 7

V 附近出现了 NO 的氧化电流峰 ,其峰电流随 NO 浓度的增大而线性增大. 计算表明 ,该氧化

电流峰所包含的电量明显大于粉末微电极粉层内可能存在于液相中的 NO 氧化时给出的电

量 ,显然 ,此情况下 NO 已在 DDAB2Hb 修饰的乙炔黑粉末表面发生富集. 又实验表明 ,图 1 中

出现在 - 0. 2V 处的 Hb 氧化峰则随 NO 浓度的增大而逐渐减小 ,据此判断 ,在DDAB2Hb2PME

电极上 ,NO 似与 Hb 中的辅基 heme 形成了配合物[2 ] . 这可能就是导致 NO 能够在电极表面
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图 1 　DDAB - Hb - PME电极于 PBS 溶液 (p H = 7)

得到的 CV 曲线 　电极半径 = 30mm ,电势扫

速 = 20mV/ s

Fig. 1 　CV curves obtained with DDAB - Hb - PME

in PBS (p H = 7) 　radius of the electrode :

30mm , scan rate : 20mV/ s

图 2 　用 DDAB - Hb - PME电极于不同 p H 的 PBS

溶液中得到的 CV 曲线 　电极半径 = 30mm ,

电势扫速 = 20mV/ s(曲线上的数字代表溶液

的 p H 值)

Fig. 2 　CV curves obtained with DDAB - Hb - PME

in PBS with different p H 　radius of the elec2
trode : 30mm , scan rate : 20mV/ s(the num2
bers above the curves denote p H )

富集的原因. 用 DDAB2Hb2PME 电极检测 NO ,测量灵敏度为 3. 31 mA/μmolL - 1 cm2 ,明显大

于文献报道值 (0. 001～0. 02 mA/μmol·L - 1cm2) [9～11 ] ,其线性检测范围为 9～100 nmol·L - 1 ,

检测下限达到 9 nmol·L - 1 .

2 . 3 　利用粉末微电极技术消除抗坏血酸和尿酸对测量 NO 的干扰

使用 Hb - DDAB2PME 电极检测 NO ,还可同时避免人体体液中存在的还原性小分子 ,如

抗坏血酸 (AA)及尿酸 (UA)的干扰. 即如图 4 所示 ,若向 NO 溶液中加入 AA 和 UA ,尽管 AA

和 UA 的氧化电流峰分别随其浓度的增加而增大 ,但在电势范围 + 0. 3 V～ + 0. 5 V 之间 ,扣

除“背景”电流后 ,NO 的氧化电流基本不受 AA 和 UA 的影响.

3 　结　论
1)使用粉末微电极技术制备的 Hb 修饰电极 ,明显提高了 Hb 在电极上的表观载量 ,较之

文献报道值提高了近 3 个数量级.

2)由于 NO 能在 DDAB2Hb2PME 电极表面富集 ,利用 DDAB2Hb2PME 电极检测溶液中的

NO ,其电极的输出性能大有提高 ,测量灵敏度为 3. 1 mA/μmol·L - 1·cm2 ,明显大于文献报道

值 (0. 001～0. 02 mA/μmol·L - 1·cm2) . 该粉末微电极的线性检测范围为 9～100 nmol·L - 1 ,检

测下限达到 9 nmol·L - 1 .

3)用粉末微电极技术可完全消除溶液中共存的抗坏血酸和尿酸对 NO 检测的干扰.
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Electrochemical Behaviours of Hemoglobin2DDAB2Modified Powder
Microelectrode and the Application of the Powder Microelectrode in

Determination of Nitric Oxide

GUO Zhi2mou ,L IU Huan ,CHEN Jian 3 ,ZHAN G Wen2ting
( College of Chemist ry and Molecular Science , W uhan U niversity , W uhan 430072 , China)

Abstract : The electrochemical behaviours of DDAB2Hb2PME were studied in this paper. The

apparent surface concentration of Hb was enhanced greatly by using the powder microelectrode

technique. NO reacts with Hb and absorbs on the surface of the modified carbon powder. There2
fore , the output of the electrode was enhanced greatly by employing PME with higher reaction

surface area. The sensitivity of DDAB2Hb2PME is 3. 1 mA/μmol·L - 1·cm2 , which is much larger
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than the values obtained with the traditional electrodes. The detection limit is 9 nmol·L - 1 and

the linear response range is 9～100 nmol·L - 1 .

Key words : Hemoglobin , Powder microelectrode , Nit ric oxide
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