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聚乙烯醇微透镜阵列的制备
及其固载细胞色素ｃ的直接电化学
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摘要：　利用自组装法以聚苯乙烯有序多孔膜为膜板制备聚乙烯醇微透镜阵列膜．在 ｐＨ6．89的磷酸盐
（ＰＢＳ）缓冲溶液中�固载在聚乙烯醇微透镜阵列膜修饰的玻碳电极上的细胞色素ｃ于0．072Ｖ （ｖｓ．Ａｇ／ＡｇＣｌ）
处显示一对准可逆的氧化还原峰�是细胞色素ｃ血红素辅基Ｆｅ（Ⅲ ）／Ｆｅ（Ⅱ ）电对的特征峰．考察了扫速、溶液
ｐＨ及支持电解质浓度等因素对细胞色素ｃ电子传递的影响�体系的表观异相电子传递速率常数ｋ0为2．98×
10－6ｃｍ·ｓ－1．
关键词：　聚乙烯醇；微透镜阵列；细胞色素ｃ；直接电化学
中图分类号：　Ｏ657 文献标识码：　Ａ

　　随着纳米技术、微电极技术的不断发展�微阵
列电极及微阵列电极电化学生物传感器以其优异

的电化学特性及其在电分析化学、生物电化学、生
命科学和临床医学等领域潜在的应用前景引起了

人们的广泛关注 ［1-3］．细胞色素ｃ是研究生命过程
电子转移的理想模型物之一�其在各种修饰电极上
的直接电化学至今仍是当前生物电化学的研究热

点 ［4］．本文利用自组装法制备聚乙烯醇微透镜阵
列膜�方法简单、价格便宜�孔隙规则有序；研究了
细胞色素ｃ在聚乙烯醇微透镜阵列修饰的玻碳电

极表面的电化学性质．
1　实验部分
1．1　试剂

细胞色素ｃ（Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃ�Ｃｙｔｃ�Ｓｉｇｍａ公司 ）�
未经提纯直接使用；聚乙烯醇 （ＰｏｌｙｖｉｎｙｌＡｌｃｏｈｏｌ�
ＰＶＡ）等其它试剂均为分析纯．实验用水由 Ｕｌｔｒａ-
ｐｕｒｅｗａｔｅｒｓｙｓｔｅｍ（北京历元电子仪器公司 ）制得．
1．2　仪器

电化学测试采用传统的三电极系统�玻碳修饰

电极为工作电极 （∅＝3ｍｍ）�铂丝为对电极�Ａｇ／
ＡｇＣｌ（饱和ＫＣｌ）为参比电极�ＣＨＩ660Ｂ电化学分
析仪 （上海辰华 ）；ＸＳ-212型电子显微镜 （南京江南
光电 ）；室温测试．电化学测量前电解液通高纯氮
气除氧不少于20ｍｉｎ．
1．3　聚乙烯醇微透镜阵列制备

以聚苯乙烯有序多孔膜为膜板制备聚乙烯醇

微透镜阵列膜 ［5］．方法如下：室温下将5ｍＬ浓度
为3ｇ／Ｌ的聚苯乙烯氯仿溶液置于培养皿中�以相
对湿度为50％、速率为4Ｌ／ｍｉｎ的潮湿空气流吹向
溶液表面�随着有机溶剂的挥发�水蒸气凝结在聚
苯乙烯氯仿溶液表面形成有序的微小水珠阵列�十
几分钟后溶剂蒸发完毕�在培养皿底部得到按水珠
排列形貌的聚苯乙烯有序多孔膜．将10ｍＬ20ｇ／Ｌ
的聚乙烯醇水溶液填充到聚苯乙烯有序多孔膜板

上�待水蒸发完毕�用氯仿洗掉聚苯乙烯即得到聚
乙烯醇微透镜阵列膜．溶液上方潮湿空气流的流
速�湿度�溶液浓度、体积、溶剂的选择直接影响聚
苯乙烯有序多孔膜的结构．
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1．4　修饰电极制备
将上述实验制得的聚乙烯醇微透镜阵列膜裁

成合适大小后用熔融态石蜡固定在处理好的玻碳

电极表面�即得微透镜阵列聚乙烯醇膜修饰玻碳电
极 （ＰＶＡ／ＧＣ）�将该电极浸于Ｃｙｔｃ溶液中12ｈ�取
出后用高纯水冲洗掉弱吸附的Ｃｙｔｃ�即得Ｃｙｔｃ-
聚乙烯醇微透镜阵列修饰玻碳电极 （Ｃｙｔｃ／ＰＶＡ／
ＧＣ）．
2　结果与讨论
2．1　聚乙烯醇微透镜阵列膜的表征

用电子显微镜表征聚乙烯醇微透镜阵列膜的

表面形貌．由图1可见实验制得的聚乙烯醇微透镜
阵列膜呈规则的正六边形有序结构�且重现性好�
其相邻正六边形的中心间距约10μｍ．循环伏安实
验表明：结构有序、均匀、致密的聚乙烯醇微透镜阵
列膜是促进Ｃｙｔｃ电子传递的良好媒介．

　图1　ＰＶＡ微透镜阵列表面形貌
　Ｆｉｇ．1　ＴｈｅｉｍａｇｅｏｆＰＶＡｍｉｃｒｏｌｅｎｓａｒｒａｙ

2．2　Ｃｙｔｃ／ＰＶＡ／ＧＣ电极的电化学行为
图2是ＰＶＡ／ＧＣ和Ｃｙｔｃ／ＰＶＡ／ＧＣ电极在0．1

ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ＝6．89）溶液中20ｍＶ／ｓ下的循
环伏安曲线 （ＣＶｓ）．如图2所示�在0．3～－0．1Ｖ
电位范围内�ＰＶＡ／ＧＣ电极没有任何可观察到的电
化学反应发生 （曲线ａ）�多次循环扫描后�其循环
伏安曲线也几乎不起变化．而Ｃｙｔｃ／ＰＶＡ／ＧＣ电极
则出现一对稳定的氧化还原峰 （曲线 ｂ）�乃 Ｃｙｔｃ
血红素辅基 Ｆｅ（Ⅲ ）／Ｆｅ（Ⅱ ）发生氧化还原所致．
在扫描速率20ｍＶ／ｓ下�其氧化还原式电位 ［Ｅ′0＝

（Ｅｐａ＋Ｅｐｃ）／2］ ＝0．072Ｖ�电位差 （ΔＥｐ）为 65
ｍＶ�与Ｂｏｗｄｅｎ报道 ［6］的值基本一致．表明ＰＶＡ微
透镜阵列能促进Ｃｙｔｃ电子转移�且吸附在ＰＶＡ微
透镜阵列修饰玻碳电极上的 Ｃｙｔｃ分子基本保持

其天然构像不变．

　图2　ＰＶＡ／ＧＣ（ａ）和 Ｃｙｔｃ／ＰＶＡ／ＧＣ（ｂ）电极在 ＰＢＳ溶
液中的循环伏安曲线

　Ｆｉｇ．2　ＣＶｓｏｆｔｈｅＰＶＡ／ＧＣ（ａ）ａｎｄＣｙｔｃ／ＰＶＡ／ＧＣ（ｂ）
ｅｌｅｃｔｒｏｄｅｓｉｎ0．1ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ ＝6．89）
ｓｃａｎｒａｔｅ：20ｍＶ／ｓ

图3为 Ｃｙｔｃ／ＰＶＡ／ＧＣ电极在不同扫速下的
循环伏安曲线．由图可见�氧化还原峰电流及峰电
位差ΔＥｐ均随扫速增加而增大．在20～100ｍＶ·
ｓ－1范围内�阴极峰电流与扫速成线性关系 （见图内
插图 ）�线性相关系数为0．997�表明 Ｃｙｔｃ在电极
表面的电子传递反应是受吸附控制的准可逆单电

子转移过程．据方程 ［7］Ｉｐ＝ｎＦｖГＡ／4ＲＴＩｐ～ｖ斜率
计算出Ｃｙｔｃ在ＰＶＡ微透镜阵列修饰电极上的覆

盖量Г＝2．37×10－8ｍｏｌ／ｃｍ2．以图3阴极峰电位
对扫描速率对数作图得一直线�由此求得体系电荷
转移系数α＝0．62（ｎ＝1）．已知体系扩散系数 Ｄ0
＝1．0×10－6ｃｍ2·ｓ－1［8］�根据 Ｎｉｃｈｏｌｓｏｎ方程 ［9］�
求得Ｃｙｔｃ在ＰＶＡ修饰 ＧＣ电极表面异相电子转

移速率常数ｋ0为2．98×10－6ｃｍ·ｓ－1．
2．3　磷酸盐缓冲溶液浓度及ｐＨ值对Ｃｙｔｃ

电化学行为的影响
　　图4为 Ｃｙｔｃ／ＰＶＡ／ＧＣ电极在不同浓度 ＰＢＳ
中的循环伏安曲线．由图可知�磷酸盐缓冲溶液浓
度对Ｃｙｔｃ电化学行为有显著影响�随着磷酸盐缓
冲溶液浓度增加�峰电流增大�但当磷酸缓冲溶液
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浓度增大到100ｍｍｏｌ／Ｌ之后�氧化还原峰电流反
而减小�故本实验选择最佳的 ＰＢＳ浓度为 100
ｍｍｏｌ／Ｌ．

　图3　Ｃｙｔｃ／ＰＶＡ／ＧＣ电极在不同扫速下的循环伏安曲
线

　Ｆｉｇ．3　ＣＶｓｏｆｔｈｅＣｙｔｃ／ＰＶＡ／ＧＣｅｌｅｃｔｒｏｄｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｓｃａｎｒａｔｅｓ

ａ～ｅ／ｍＶ·ｓ－1：20�40�60�80�100�ｏｔｈｅｒｃｏｎ-
ｄｉｔｉｏｎｓａｒｅｔｈｅｓａｍｅａｓＦｉｇ．2�ｉｎｓｅｔｓｈｏｗｓｔｈｅｅｆｆｅｃｔ
ｏｆｓｃａｎｒａｔｅｓｏｎｔｈｅｃａｔｈｏｄｉｃｐｅａｋｃｕｒｒｅｎｔｓ

　图4　Ｃｙｔｃ／ＰＶＡ／ＧＣ电极在不同浓度 ＰＢＳ溶液中的循
环伏安曲线

　Ｆｉｇ．4　ＣＶｓｏｆｔｈｅＣｙｔｃ／ＰＶＡ／ＧＣｅｌｅｃｔｒｏｄｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＰＢＳ

ａ～ｄ／ｍｍｏｌ·Ｌ－1：20�50�100�300�ｏｔｈｅｒｃｏｎ-
ｄｉｔｉｏｎｓａｒｅｓａｍｅａｓＦｉｇ．2

图5表明�当溶液ｐＨ值在3．76到9．45之间
变化时�Ｃｙｔｃ的阴、阳极峰电位基本保持不变�说
明质子并未参与 Ｃｙｔｃ的血红素辅基 Ｆｅ（Ⅲ ）／Ｆｅ
（Ⅱ ）的电子传递过程．可见�ＰＶＡ为保持 Ｃｙｔｃ生

物活性提供了更广泛的 ｐＨ范围�ｐＨ＝6．89时峰
电流值最高�表明此时电极表面Ｃｙｔｃ电子传递速
率最快．

　图5　Ｃｙｔｃ／ＰＶＡ／ＧＣ电极在不同ｐＨ值下的循环伏安曲
线

　Ｆｉｇ．5　ＣＶｓｏｆｔｈｅＣｙｔｃ／ＰＶＡ／ＧＣｅｌｅｃｔｒｏｄｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｐＨ

ａ～ｅ（ｐＨ）：3．76�5．89�6．89�8．14�9．45�ｏｔｈ-
ｅｒｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓａｒｅｔｈｅｓａｍｅａｓＦｉｇ．2

3　结　论
ＰＶＡ微透镜阵列为保持 Ｃｙｔｃ生物活性不变

提供了更为广泛的 ｐＨ范围�且吸附在 ＰＶＡ修饰
ＧＣ电极表面的Ｃｙｔｃ具有快速的直接电子转移行

为�该体系为研究蛋白质与电极之间的电子转移动
力学提供了良好的界面�也有希望为发展稳定可靠
的微阵列生物传感器开辟一条新路．
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