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细胞色素 c在单壁碳纳米管表面的固定、
直接电子转移及电催化
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(南京师范大学化学与环境科学学院 ,分子医学生物技术江苏省重点实验室 ,江苏 南京 210097)

摘要 : 　应用吸附法将细胞色素 c (Cyto c)固定在单壁碳纳米管 ( SWNT)表面. 红外光谱 ( IR)显示被固定的

Cyto c能保持原有的空间结构 ,没有发生变性. 循环伏安测试表明 , Cyto c在 SWNT表面能发生稳定的直接电

子转移 ,其 i ～ E曲线上出现一对良好的、几乎对称的氧化还原峰. 式量电位 E
0’基本不随扫速的增加而变化

(在 20 mV～120 mV / s的扫速范围内 , E
0’平均值为 0. 165 ±0. 001V ). 实验同时给出 ,吸附在 SWNT表面的

Cyto c仍能保持其对 H2O2电化学还原的生物电催化活性.
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氧化还原蛋白质和酶直接电子转移反应的研

究对于开发新型生物电化学传感器 [ 1 ]及生物燃料

电池 [ 2 ]等具有十分重要的意义 ,因而引起了众多

研究者的广泛关注 [ 3213 ] . 细胞色素 c (Cyto c)是一

种水溶性的含血红素类氧化还原蛋白质 ,存在于线

粒体内外膜之间的细胞质中 ,其生理功能是在 Cyto

c还原酶和 Cyto c氧化酶之间传递电子 , Cyto c经

常作为典型代表用于研究血红素类氧化还原蛋白

质和酶的结构以及热力学、动力学和直接电子转移

反应 ,并以此揭示生物活细胞膜内外的电荷传递机

理. Cyto c在裸电极 (如 Au、Ag和玻碳电极等 )表

面的电子转移速率非常小 ,往往表现不出可觉察的

氧化还原峰. 为了能有效地实现 Cyto c在电极表面

的电子转移 ,需在电极表面修饰一层或在溶液中加

入能促进 Cyto c直接电子转移的促进剂或采用新

型的电极材料用于固定和促进其电子转移 [ 14218 ]
.

碳纳米管 (CNT)因其独特的几何尺寸、优良的

电子传导特性以及在生物传感和催化方面表现出

优良的性质等而受到广泛关注. 至今 ,已被用于催

化多巴胺、抗坏血酸、NAD ( P) H、H2 O2等多种重要

生物小分子的氧化 (或还原 )反应和促进辣根过氧

化物酶 ( HRP)、血红蛋白 ( Hb )、葡萄糖氧化酶

( GOx)、铁硫蛋白 ( Fd)等重要生物大分子的直接

电子转移反应 [ 6, 19229 ]
. 本文报道 Cyto c在单壁碳纳

米管 ( SWNT)表面的吸附固定及直接电子转移反

应. 红外光谱 ( IR)分析表明 ,固定在 SWNT表面的

Cyto c能保持原有的空间结构 ,没有发生变性 ;循

环伏安测试显示 , Cyto c在 SWNT表面能进行稳定

的直接电子转移并保持对 H2 O2电化学还原的生物

电催化活性.

1　实验部分

1. 1　试剂和仪器

马心细胞色素 c (Cyto c, type V I, Sigma) 未经

进一步纯化直接使用. 单壁碳纳米管 ( SWNT, 直

径小于 2 nm,长度为 5～500μm,纯度 > 90% ,深
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圳纳米港有限公司 )使用前经以下纯化处理 :在 3

mol/L HNO3溶液中回流 3 h,经微孔膜 (直径 0. 22

μm, Anpel)过滤 ,二次蒸馏水冲洗 , 60 ℃下真空干

燥得到纯化的 SWNT. IR测试表明经纯化处理后

的 SNCT表面带有 —OH和 —COOH等含氧功能团

(见结果与讨论部分 ). 其他试剂均为分析纯 ;溶液

均用二次蒸馏水配制. 0. 1 mol/L 磷酸盐缓冲溶液

( PBS)由 Na2 HPO4和 NaH2 PO4按不同比例配制而

成. 5 mmol/L的 H2 O2由 30% 的 H2 O2溶液用 0. 1

mol/L PBS稀释得到.

SWNT在 GC 电极表面的 SEM 形貌用 LEO

1530VP (LEO,德国 )场发射扫描电子显微镜观察 ,

红外光谱实验使用 NEXUS 670 FT2IR分光广度计

(美国 ) ,分辨率 4 cm
- 1

, KB r压片. 全部电化学实

验均使用 CH I 600电化学工作站 (上海辰华 ) ,三

电极系统. 以螺旋状铂丝作辅助电极 ,饱和甘汞电

极 ( SCE)为参比电极 ,室温下 (22 ±2 ℃)实验. 实

验前 ,溶液先经高纯氮除氧至少 30 m in. 缓冲溶液

的 pH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　SWNT/ GC电极制备及 Cyto c的固定

将玻碳 ( GC,直径为 3 mm)电极依次用 6号砂

纸、0. 3和 0. 05μm A l2 O3抛光至镜面 ,再用无水乙

醇和二次蒸馏水各超声清洗 1 m in. 将 1 mg SWNT

超声分散在 2 mL N , N - 二甲基甲酰胺 (DMF)中 ,

形成 0. 5 mg/mL的 SWNT黑色悬浊液. 用微量加

样器取 2μL SWNT悬浊液滴加到 GC电极表面 ;室

温下待溶剂挥发后 ,即得 SWNT/GC电极.

将制备好的 SWNT/GC电极浸入含 5 mg/mL

Cyto c的 0. 1 mol/L PBS(pH 7) ,于 4 ℃下放置 12

h,取出吸附有 Cyto c的 SWNT/GC电极 ,用二次蒸

馏水充分冲洗 ,洗掉吸附不牢固的 Cyto c分子 ,即

得到 Cyto c - SWNT/GC. 若不立即使用 ,可在 4 ℃

下予以保存.

2　结果与讨论
图 1显示 , SWNT在 GC电极表面呈现相互缠

绕的状态并形成了 SWNT束. 图 2为 SWNT的 IR

谱线. 如图 ,谱线 a 显示 SWNT表面含有羧基

(1 720 cm
- 1 )、羧酸根基团 (1 570 cm

- 1 )和 C—OH

键 (1 177 cm
- 1 )等含氧功能基团. 曲线 b是纯 Cy2

to c的 IR谱线. 一般情况下 ,蛋白质 (或酶 )肽链

上的肽键 (—CO—NH—)有多个红外吸收 ,但最重

图 1　SWNT在 GC电极表面的 SEM形貌

Fig. 1　SEM image of SWNT on the surface of glassy carbon e2
lectrode

图 2　SWNT ( a)、Cyto c ( b)及 Cyto c2SWNT ( c)的 IR谱线

Fig. 2　 IR spectra of the SWNT ( a) , free Cyto c ( b) and Cyto

c2SWNT ( c)

要的两个特征红外吸收是酰胺 I峰 ( am ide I, 1 700

～1 600 cm - 1 ,肽链上 C O的伸缩振动峰 )和酰

胺 II峰 ( am ide II, 1620 - 1500 cm - 1 ,由肽链上 C—

N的伸缩振动和 N—H的面内弯曲振动相互耦合

后产生的 ) [ 30231 ]
. 根据这两个特征峰的位置可判断

蛋白质 (或酶 )的二级结构是否发生变化或变性.

图 2c显示 ,当 Cyto c固定在 SWNT表面后 ,除了

SWNT本身的红外吸收 (谱线带 3 的峰 )外 ,还出现
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图 3　SWNT/GC ( a) 和 Cyto c2SWNT/GC ( b) 电极在 0. 1 mol/L PBS (pH 7. 0)中的循环伏安曲线

Fig. 3　Cyclic voltammogram s of the SWNT/GC ( a) and the Cyto c2SWNT/GC ( b) electrode in 0. 1 mol/L PBS (pH 7.

0) at a scan rate of 60 mV / s.

curve c is the background2subtracted cyclic voltammogram using the data p resented in curve a and b

图 4　Cyto c2SWNT/GC电极于不同扫速下的循环伏安曲线

Fig. 4　Cyclic voltammogram s of the Cyto c2SWNT/GC electrode in 0. 1 mol/L PBS (pH 7) at different scan rate (A )

and the dependence of peak currents on the scan rates(B)

scan rate /mV·s- 1 : a) 20, b) 40, c) 60, d) 80 and e) 100

了 Cyto c的吸收峰 (原信号放大 3倍 ) ,其酰胺 I峰

和酰胺 II峰分别处在 1 652 cm
- 1和 1 547 cm

- 1
,对

照自由状态的 Cyto c谱线 (见 b,其酰胺 I峰和酰胺

II峰各为 1 656 cm - 1和 1 546 cm - 1 ) ,两者对应的

吸收峰几乎一致 ,此说明固定在 SWNT表面的 Cyto

c,其二级结构没有改变 [ 30, 31 ] ,否则 ,酰胺 I和酰胺

II峰会发生很大的位移 ,而且峰形发生严重变

形 [ 30, 31 ] .

图 3示出 SWNT/GC电极和 Cyto c2SWNT/GC

电极在 0. 1 mol/L PBS (pH 7. 0)中的循环伏安扫

描曲线. 如图 ,于实验的扫描电位区间内 ,前者不

出现任何可观察到的电化学反应 ; 而 Cyto c2
SWNT/GC电极则显示一对氧化还原峰 ( b、c, c是

扣除空白后的 i～E曲线 ,其峰形更加明显 ) ,充分

说明固定在 SWNT表面的 Cyto c能发生直接电子

转移反应. 在 60 mV / s扫速下 ,该氧化 /还原峰电

位分别为 Epa = 0. 191 V , Epc = 0. 139 V ,式量电位

E
0’ = 0. 165 V ,峰电位差 ΔEp = 52 mV. 这里的

E
0’值与直接将 Cyto c溶于溶液中的测定值很接

近 [ 14216 ] ,但与固定在多壁碳纳米管 (MWNT)上的

Cyto c式量电位 ( - 0. 3 V )相比 [ 32 ] ,发生了很大的

正移 ,这可能是由于两者之固定方法不同 ,或者是

固定在 MWNT表面的 Cyto c发生了变性 ,相关实

验表明 (结果未示出 ) ,血红素在碳管表面发生电

化学反应的式量电位 E
0’为 ∃ 0. 41 V ,因而推测由

此而产生的氧化还原峰很可能是血红素发生电化

·003· 　　　　　　　　　　　　电 　化 　学 2006年
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学反应引起的.

实验表明 , Cyto c直接电子转移的氧化 /还原

峰电流比 ,即 ipa / ipc (≈ 1) ,几乎与扫速无关 (图

4A) ,并且 ip随扫速 v变化呈线性关系 (图 4B). 还

有峰电位几乎不随扫速的增加而移动 ,从而 E
0’也

不因扫速的增加而发生变化 (在 20～120 mV / s的

扫速范围内 ,其平均值为 E
0’ = 0. 165 ± 0. 001

V).

固定在 SWNT表面的 Cyto c是否也和含血红

素类蛋白质 (酶 ) ,如辣根过氧化酶、血红蛋白等的

一样 , 都对 H2 O2的还原具有明显的电催化活性 ?

图 5给出 Cyto c2SWNT/GC电极在含有 5 mmol/L

H2 O2的 0. 1 mol/L PBS (pH 7. 0)中的循环伏安曲

线. 由图可见 ,曲线 a出现了很大的 H2 O2电化学

还原电流 ,而对 SWNT/GC电极 ,则不论在含 ( b)或

不含 ( c) H2O2的 0. 1 mol/L PBS (pH 7. 0)中 ,其伏

安曲线均无明显响应. 由此可见 ,固定在 SWNT表

面的 Cyto c依然保持其生物活性 ,对 H2 O2的电化

学还原仍具有生物电催化作用.

图 5　Cyto c2SWNT/GC电极在含 5 mmol/L H2O2的 0.

1 mol/L PBS ( pH 7. 0 )循环伏安曲线 ( a)和

SWNT/GC电极在含 ( b)与不含 ( c) H2 O2的 0. 1

mol/L PBS (pH 7. 0)的循环伏安曲线

Fig. 5 Cyclic voltammogram s of the Cyto c2SWNT/GC e2
lectrode in 0. 1 mol/L PBS ( pH 7. 0 ) with 5

mmol/L H2O2 ( a) and the SWNT/GC electrode in

0. 1 mol/L PBS (pH 7. 0) with ( b) orwithout ( c)

H2O2 　scan rate: 20 mV / s

3　结　论
1)固定在 SWNT表面的 Cyto c能发生有效和

稳定的直接电子转移 ,其循环伏安曲线上显示一对

几乎对称的氧化还原峰 ;式量电位 E
0’基本不随扫

速的增加而变化.

2) Cyto c2SWNT电极仍能保持其对 H2 O2电化

学还原的生物电催化活性.
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Immobilization of Cytochrome c on the Surface of
Single2wall Carbon Nanotube and Its D irect Electron Transfer

and Electrocata lysis

YIN Ya2jing, LV Ya2fen, WU Ping, DU Pan, SH I Yan2mao, CA I Chen2xin3

(D epartm en t of Chem istry, J iangsu Key L abora tory forM olcu la r and M edica l B iotechnology,

N anjing N orm a l U niversity, N an jing 210097, J iangsu, China)

Ab s trac t: Cytochrome c (Cyto c) was immobilized on the surface of the single2wall carbon nanotube ( SWNT) by using the

method of adsorp tion. Infrared spectroscopy indicated that the Cyto c remained in its original structure and did not undergo structural

change after its immobilization on the SWNT. The direct electrochem istry of cyto c, which was adsorbed on the surface of the

SWNT, was studied by cyclic voltammetry. The voltammetric results demonstrated that the SWNT had p romoting effects on the direct

electron transfer of Cyto c and also indicated that the immobilized Cyto c retained its bioelectrocatalytic activity to the reduction of H2

O2. This modified electrode m ight be used in development of new biosensors and the biofuel cells.

Key wo rds: Carbon nanotube, Chem ically modified electrode, D irect electrochem istry, Cytochrome c
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