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血红蛋白在类生物膜修饰电极上的直接电化学

后雯璟�周　琳�吴霞琴∗�张红霞�谢　文�杨　柳�陆中庆
（上海师范大学生命与环境科学学院化学系�上海 200234）

摘要：　使用掺合单壁碳纳米管 （ＳＷＣＮＴ）的不溶性表面活性剂双十二烷基二甲基溴化铵 （ＤＤＡＢ）修饰玻碳
电极�并将血红蛋白 （Ｈｂ）固定在修饰膜中制得了稳定的固载 Ｈｂ的修饰电极．循环伏安和交流阻抗测试表
明�固定在电极上的Ｈｂ是一个受吸附控制的可逆电子传递过程．该氧化还原过程的 ＣＶ扫描峰电位与溶液
ｐＨ值成良好的线性关系�斜率39ｍＶ／ｐＨ�表明在发生Ｈｂ直接电子传递反应的同时伴随有质子参与反应．掺
合ＳＷＣＮＴ的类生物膜修饰电极较之不掺合 ＳＷＣＮＴ的修饰电极对氧气的还原具有更好的催化作用．并以
ＳＷＣＮＴ掺合量为1ｍｇ·ｍＬ－1的ＤＤＡＢ修饰电极性能最佳．
关键词：　血红蛋白；碳纳米管；ＤＤＡＢ；直接电子传递；循环伏安；电化学交流阻抗谱
中图分类号：　Ｏ646 文献标识码：　Ａ

　　血红蛋白 （Ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ�Ｈｂ）分子结构庞大�电
活性中心不易暴露�在电极上容易吸附变性而造成
表面的钝化�因而在常规的固体电极上其电子传递
速率很慢 ［1］．许多研究尝试了应用各种电子传递
促进剂 （Ｐｒｏｍｏｔｅｒ）修饰电极�以改进电子传递的微
环境�加快电子传递速率 ［2-4］．Ｕｌｌａ等将血红蛋白固
定在纳米胶粘土修饰的电极上�获得了可催化ＮＯ
的电极反应 ［5］．而Ｇｕ等则先在铂金电极上固定金
纳米粒子�然后利用金硫键作用修饰半胱氨酸�再
借助静电吸引力修饰聚氨基苯磺酸�从而实现血红
蛋白在该修饰电极上的固定化�并显示很好的生物
活性�可应用于对Ｈ2Ｏ2的检测

［6］．
碳纳米管 （Ｃａｒｂｏｎｎａｎｏ-ｔｕｂｅ�ＣＮＴ）是一种理

想的电极材料．近年来已被广泛地用于修饰电极的
制备 ［7］．一般来说�酸、有机溶剂、表面活性剂等均
可用作ＣＮＴ的分散剂．但相对而言�以酸和有机溶
剂分散的ＣＮＴ�其制作的修饰电极�充电电流比较
大 ［8］．表面活性剂是一种比较好的碳管分散剂．而
且�如氯化四丁基铵、氯化十四烷基二甲基苄基铵、
乳化剂ＯＰ和 ＴｒｉｔｏｎＸ-100等还能促进 Ｈｂ在电极
上的反应�其原因可能是：表面活性剂与 Ｈｂ相互

作用形成复合物�使得 Ｈｂ的多肽链能伸展开来�
其疏水结构被打开后�电活性中心暴露�从而加快
了电子转移的速率 ［9］．通常经过羧基化处理可使
ＣＮＴ功能化�从而改善ＣＮＴ的分散性、还有利于修
饰新的功能性基团 ［10］．

双十二烷基二甲基溴化铵 （Ｄｉｄｏｄｅｃｙｌｄｉｍｅｔｈｙｌ-
ａｍｍｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ�ＤＤＡＢ）是一种阳离子表面活
性剂�当其借助吸附、涂布、共价键合以及ＬＢ膜转
移等方法引入电极表面�可形成有序排列的双分子
层结构�这种结构与生物膜的双层结构类似�因而
被称为模拟生物膜 ［11］．Ｒｕｓｌｉｎｇ等报道了将 Ｍｂ固
定于表面活性剂薄膜修饰的热解石墨 （ＰＧ）电极
上�其电子传递速率显著加快 ［12］．

本文主要研究在掺合 ＳＷＣＮＴ的 ＤＤＡＢ膜修

饰电极表面�固定Ｈｂ的方法�以及被固定的Ｈｂ对
氧的电催化活性；优化修饰电极制备条件�提高Ｈｂ
电子传递速率．
1　实验部分
1．1　试剂和仪器

牛血红蛋白 （上海伯奥生物科技有限公司 ）�
用50ｍｍｏｌ·Ｌ－1ＫＨ2ＰＯ4-Ｎａ2ＨＰＯ4缓冲溶液 （ｐＨ
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＝5．0）配成浓度0．1ｍｍｏｌ·Ｌ－1的溶液．ＳＷＣＮＴ
（Ｓｉｎｇｌｅｗａｌｌｃａｒｂｏｎｎａｎｏ-ｔｕｂｌｅｓ�深圳纳米港 ）按文
献 ［13］方法作羧基化处理．Ｎａｆｉｏｎ、ＤＤＡＢ购自
Ａｌｄｒｉｃｈ公司．其它试剂均为分析纯．研究溶液均用
超纯水 （ＨｅａｌＦｏｒｃｅ超纯水器�上海康雷分析仪器
有限公司 ）配制．

循环伏安测试使用电化学工作站 （ＣＨＩ650�上
海辰华 ）�电化学交流阻抗谱测试使用计算机软件
控制的恒电位仪 （Ｍ283�ＥＧ＆Ｇ）和频相分析仪
（Ｍ1256�ＥＧ＆Ｇ）．常规三电极体系�工作电极为
玻碳电极 （∅＝3㎜ ）、铂片电极为对电极、饱和甘
汞电极为参比电极 （以下所指电位均相对于
ＳＣＥ）．
1．2　修饰电极的制备

玻碳电极先经6＃金相砂纸轻轻打磨�依次用
1．0、0．3、0．05μｍ的氧化铝粉末在绒布上抛光至
镜面．然后�以超纯水和乙醇作介质置于超声波清
洗器中清洗．向电极表面滴加3μＬ1％的Ｎａｆｉｏｎ乙
醇溶液�自然干燥；用10ｍｍｏｌ·Ｌ－1的 ＤＤＡＢ水
溶液分散ＳＷＣＮＴ�然后将该溶液与 Ｈｂ的磷酸缓
冲溶液 （ｐＨ＝5）按体积比1∶1混合�取此混合液10
μＬ滴于电极表面�干燥后即制得 Ｈｂ-ＤＤＡＢ-ＳＷＣ-
ＮＴ／Ｎａｆｉｏｎ／ＧＣ修饰电极．
2　结果与讨论
2．1　羧基化碳管的表征

图1是羧基化前 （ａ）和羧基化后 （ｂ）ＳＷＣＮＴ
的红外光谱图�图中于1590�1750ｃｍ－1处显示的
峰乃为羧基存在的特征吸收峰�确证该ＳＷＣＮＴ已
被氧化并产生了羧基．

　图1　ＳＷＣＮＴ羧基化前 （ａ）后 （ｂ）的红外光谱图
　Ｆｉｇ．1　ＩＲｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｈｅＳＷＣＮＴｂｅｆｏｒｅ（ａ）ａｎｄａｆｔｅｒ（ｂ）

ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ＳＥＭ测试同时表明�经混酸处理过的 ＳＷＣＮＴ
表面带有大量的羧基和其他亲水性基团�且ＳＷＣ-
ＮＴ长度变短�尾端开口�比表面积增大．所以经羧
基化后的 ＳＷＣＮＴ能更好地吸附蛋白质及过氧化

物酶等生物分子�为生物分子反应提供了必需的微
环境．
2．2　不同修饰电极的循环伏安行为

图2示出3种不同修饰电极在磷酸缓冲溶液
中的ＣＶ图．如图可见�未固定Ｈｂ的ＤＤＡＢ修饰电
极上不显示任何氧化还原电流峰 （ａ）；而当 Ｈｂ固
定在无ＳＷＣＮＴ掺合的ＤＤＡＢ膜修饰电极后�则其
ＣＶ曲线出现一对典型的氧化还原电流峰�氧化峰
电位为－0．19Ｖ�还原峰电位为－0．26Ｖ�△Ｅｐ70
ｍＶ（ｂ）．又如将 Ｈｂ固定在掺有 ＳＷＣＮＴ的 ＤＤＡＢ
修饰膜电极上 （ｃ）�ＣＶ曲线上也同样出现一对可
逆的氧化还原峰�但峰电流明显增大．较之无
ＳＷＣＮＴ修饰的电极�其峰电位分别正移了30和
40ｍＶ�即Ｅｐａ＝－0．16Ｖ�Ｅｐｃ＝－0．22Ｖ�△Ｅｐ为
60ｍＶ�略有减小．这一结果表明�该电极经ＳＷＣＮＴ
修饰后�可使电活性的 Ｈｂ比例增大�反应的可逆
性也有所改善�原因即在ＳＷＣＮＴ具有较大的比表
面积和一些特殊的表面特性．

　图 2　ＤＤＡＢ／Ｎａｆｉｏｎ／ＧＣ修饰电极 （ａ）、Ｈｂ-ＤＤＡＢ／Ｎａ-
ｆｉｏｎ／ＧＣ（ｂ）和 Ｈｂ-ＤＤＡＢ-ＳＷＣＮＴ／Ｎａｆｉｏｎ／ＧＣ （ｃ）
电极在含有0．1ｍｏｌ·Ｌ－1ＫＣｌ的50ｍｍｏｌ·Ｌ－1

磷酸盐缓冲溶液 （ｐＨ＝5．0）中氮气氛下的循环
伏安图 （扫描速率：100ｍＶ·ｓ－1）

　Ｆｉｇ．2　ＣＶｓｏｆｔｈｅＤＤＡＢ／Ｎａｆｉｏｎ／ＧＣ （ａ）�Ｈｂ-ＤＤＡＢ／Ｎａ-
ｆｉｏｎ／ＧＣＣ （ｂ） ａｎｄＨｂ-ＤＤＡＢ-ＳＷＣＮＴ／Ｎａｆｉｏｎ／
ＧＣ （ｃ）ｅｌｅｃｔｒｏｄｅｉｎ50ｍｍｏｌ· Ｌ－1ＰＢＳ （ｐＨ＝
5．0） ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ0．1ｍｏｌ· Ｌ－1ＫＣｌ�Ｎ2ｐｕｒｇｅｄ

ｓｃａｎｒａｔｅ100ｍＶ·ｓ－1



·260　　 · 电　化　学 2008年

图3示明 Ｈｂ-ＤＤＡＢ-ＳＷＣＮＴ／Ｎａｆｉｏｎ／ＧＣ修饰
电极在磷酸缓冲溶液中的ＣＶ�氧化还原峰电流随
扫描速率的增大而增大�峰电流之比接近1�但氧
化还原峰电位基本不变�峰电流与扫速呈良好的线
性关系�显然这是一个受吸附控制的可逆电极过
程．

　图 3　Ｈｂ-ＤＤＡＢ-ＳＷＣＮＴ／Ｎａｆｉｏｎ／ＧＣ修饰电极在 50
ｍｍｏｌ·Ｌ－1含有0．1ｍｏｌ· Ｌ－1ＫＣｌ的磷酸缓

冲溶液 （ｐＨ＝5．0）中于不同扫速下的循环伏安
图　插图为峰电流随扫速变化曲线

　Ｆｉｇ．3　ＣＶｓｏｆｔｈｅＨｂ-ＤＤＡＢ-ＳＷＣＮＴ／Ｎａｆｉｏｎ／ＧＣｅｌｅｃｔｒｏｄｅ
ｉｎ50ｍｍｏｌ·Ｌ－1ＰＢＳ（ｐＨ＝5．0）ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ0．1
ｍｏｌ·Ｌ－1ＫＣｌ�Ｎ2ｐｕｒｇｅｄ

ｓｃａｎｒａｔｅ／ｍＶ· ｓ－1：25�50�100�200�300�
400�500�600 （ａ～ｈ）�ｉｎｓｅｒｔｆｉｇｕｒｅｉｓｔｈｅｐｌｏｔｏｆ
Ｉｐ～ｖ

2．3　掺合不同量ＳＷＣＮＴ修饰电极的循环
伏安测量

　　图 4是由不同 ＳＷＣＮＴ修饰量制备的 Ｈｂ-
ＤＤＡＢ-ＳＷＣＮＴ／Ｎａｆｉｏｎ／ＧＣ修饰电极的 ＣＶ曲线
（Ａ）及其在铁氰化钾／亚铁氰化钾溶液中的交流阻
抗谱 （Ｂ）．可以看到�随着ＳＷＣＮＴ修饰量的增多�
峰电流减小．这可能是由于修饰层的厚度太大�不
利于电活性的Ｈｂ在电极上进行直接的电子传递．
又从以铁氰化钾作探针的电化学交流阻抗谱 （图
4Ｂ）也可看到�随着ＳＷＣＮＴ掺合浓度的增加�阻抗
谱上的半圆直径同时增大�即该电子传递反应电阻
增大．这与上述ＣＶ测试结果相吻合．实验表明�以
ＳＷＣＮＴ掺合量为1ｍｇ·ｍＬ－1的ＤＤＡＢ修饰该电

极�其伏安扫描峰电流最大�可逆性也较佳．
2．4　溶液ｐＨ值对Ｈｂ-ＤＤＡＢ-ＳＷＣＮＴ／

Ｎａｆｉｏｎ／ＧＣ修饰电极伏安行为的影响
　　图5示出 Ｈｂ-ＤＤＡＢ-ＳＷＣＮＴ／Ｎａｆｉｏｎ／ＧＣ修饰
电极在不同ｐＨ值的缓冲溶液中测得的ＣＶ曲线．

　图4　不同ＳＷＣＮＴ掺合量的 Ｈｂ-ＤＤＡＢ-ＳＷＣＮＴ／Ｎａｆｉｏｎ／
ＧＣ电极的循环伏安图 （Ａ）和交流阻抗谱图 （Ｂ）

　Ｆｉｇ．4　Ｃｙｃｌｉｃｖｏｌｔａｍｍｏｇｒａｍｓ（Ａ）ｏｆＨｂ-ＤＤＡＢ-ＳＷＣＮＴ／
Ｎａｆｉｏｎ／ＧＣｅｌｅｃｔｒｏｄｅｍｏｄｉｆｉｅｄｗｉｔｈａ） 1�ｂ） 2．5�
ｃ） 5ｍｇ·ｍＬ－1ＳＷＣＮＴｉｎ50ｍｍｏｌ·Ｌ－1ＰＢＳ

（ｐＨ＝5．0） ｃｏｎｔａｉｎｅｄ0．1ｍｏｌ· Ｌ－1ＫＣｌ�Ｎ2
ｐｕｒｇｅｄ

ｓｃａｎｒａｔｅｉｓ100ｍＶ·ｓ－1�ａｎｄｉｔｓｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｉｍｐｅｄａｎｃｅｓｐｅｃｔｒａ（Ｂ）ｉｎ0．5ｍｍｏｌ· Ｌ－1Ｋ3Ｆｅ

（ＣＮ）6／Ｋ4Ｆｅ（ＣＮ）6ｓｏｌｕｔｉｏｎｃｏｎｔａｉｎｅｄ0．1ｍｏｌ·
Ｌ－1ＫＣｌｗｉｔｈｔｈｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ10－3～106Ｈｚ

如图可见�随着测试溶液 ｐＨ值的增大�氧化
还原峰电位发生负移�表明该电子传递过程伴随有
质子参与．虽其式量电位Ｅ0＇与ｐＨ值成良好的线性
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关系�但斜率仅为39ｍＶ／ｐＨ（见插图 ）�偏离一电
子一质子的可逆反应 （57．6ｍＶ／ｐＨ）�据此似可判
断该过程发生的是一电子两质子的反应．此外峰电
流随ｐＨ值增加也有减小的趋势�这可能与血红蛋
白的构型因溶液 ｐＨ的增加而发生一定程度的转

变有关．

　图 5　Ｈｂ-ＤＤＡＢ-ＳＷＣＮＴ／Ｎａｆｉｏｎ／ＧＣ修饰电极在 50
ｍｍｏｌ·Ｌ－1ＰＢＳ含有0．1ｍｏｌ· Ｌ－1ＫＣｌ不同

ｐＨ值的磷酸缓冲溶液中的循环伏安图

ｐＨ：ａ） 3．0�ｂ） 4．0�ｃ） 5．0�ｄ） 6．0�ｅ） 7．0�
ｆ） 8．0�扫速100ｍＶ·ｓ－1�插图为式量电位随
ｐＨ的变化关系

　Ｆｉｇ．5　ＣＶｓｏｆＨｂ-ＤＤＡＢ-ＳＷＣＮＴ／Ｎａｆｉｏｎ／ＧＣｅｌｅｃｔｒｏｄｅｉｎ
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ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨ�Ｎ2�ｐｕｒｇｅｄ
ｓｏｌｕｔｉｏｎｐＨ：ａ） 3．0�ｂ） 4．0�ｃ） 5．0�ｄ） 6．0�
ｅ） 7．0�ｆ） 8．0�ｓｃａｎｒａｔｅ100ｍＶ·ｓ－1�ｉｎｓｅｒｔｉｓ
ｔｈｅｐｌｏｔｏｆＥ0’～ｐＨ

2．5　掺合ＳＷＣＮＴ的ＤＤＡＢ膜修饰电极对
氧气催化的影响

　　图6分别给出未掺合和掺合ＳＷＣＮＴ的ＤＤＡＢ
膜修饰电极在氧气饱和的磷酸缓冲溶液中的 ＣＶ

曲线．如图�二者都出现一个还原电流峰�但对掺合
ＳＷＣＮＴ的ＤＤＡＢ膜修饰电极�其还原峰电流明显
增大�且峰电位比前者 （Ｅｐｃ＝－333ｍＶ）正移了近
30ｍＶ�表明该电极对氧气的还原有更好的催化作
用�这也可归因于ＳＷＣＮＴ具有大的比表面积以及
它的表面特性．

　图6　Ｈｂ-ＤＤＡＢ／Ｎａｆｉｏｎ／ＧＣ （ａ）、Ｈｂ-ＤＤＡＢ-ＳＷＣＮＴ／Ｎａ-
ｆｉｏｎ／ＧＣ（ｂ）电极在50ｍｍｏｌ·Ｌ－1含有0．1ｍｏｌ·
Ｌ－1ＫＣｌ的磷酸盐缓冲溶液 （ｐＨ＝5．0）氧气氛下
的循环伏安图　扫描速率：100ｍＶ·ｓ－1

　Ｆｉｇ．6　ＣＶｓｏｆｔｈｅＨｂ-ＤＤＡＢ／Ｎａｆｉｏｎ／ＧＣ（ａ）�Ｈｂ-ＤＤＡＢ-
ＳＷＣＮＴ／Ｎａｆｉｏｎ／ＧＣ （ｂ） ｅｌｅｃｔｒｏｄｅｉｎ50ｍｍｏｌ·
Ｌ－1ＰＢＳ （ｐＨ＝5．0） ｃｏｎｔａｉｎｅｄ0．1ｍｏｌ· Ｌ－1

ＫＣｌ�Ｏ2ｐｕｒｇｅｄ　ｓｃａｎｒａｔｅ：100ｍＶ·ｓ－1

3　结　论
固定在 Ｈｂ-ＤＤＡＢ-ＳＷＣＮＴ／Ｎａｆｉｏｎ／ＧＣ修饰电

极上的Ｈｂ其电子传递反应是一个受吸附控制的

氧化还原过程．其峰电位与溶液ｐＨ呈良好的线性
关系�斜率39ｍＶ／ｐＨ�可指认为一电子两质子的
反应．以ＳＷＣＮＴ掺入量为1ｍｇ·ｍＬ－1的ＤＤＡＢ
修饰电极性能最好�特别是对氧气的还原反应具有
较佳的催化效应．
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