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摘要! 采用孔蛋白%

)*+,

&和双肉豆蔻磷脂酰胆碱%

-)./

&在玻碳%

0/

&基底表面成功构建有仿生特性的纳米通

道膜"同时将葡萄糖氧化酶%

01-

&修饰于膜上
&'

使用循环伏安法研究
01-2)*+,3-)./20/

电极的
01-

直接电

化学过程以及其对氧气和葡萄糖的响应
&'

研究发现"

)*+,

与
-)./

形成的仿生纳米通道膜内"

01-

在接近生物

体系
4,-24,-5

$

标准电位处实现了自身两质子' 两电子表面控制的电化学反应
&')*+,

与
-)./

的仿生纳米通

道膜体系为
01-

提供了理想活性环境
&'
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孔蛋白
=)*+,?

是高脚杯型的八聚体通道蛋

白"高脚杯内壁带负电荷外壁带正电荷"疏水与亲

水部分高度分别是
#&Q'FB

和
@&8'FB

" 大孔和小孔

直径分别为
7&>'FB

和
!&('FB

"孔最狭窄处仅有
!&$'

FB

"具有耐温'耐
+5

变化及非水体系高稳定性的

优点^!_

&

研究报道"

)*+,

可以修饰于人工
`X)

膜 $̂_

'

云母片 #̂_

'金电极 7̂_

'二氧化钛电极 @̂_和高温热解石墨

电极 6̂_等支撑载体上
&'

磷脂双层膜%

`X)

&是应用最

广泛的细胞膜模拟膜" 是固定生物活性物质的理

想材料"不仅可保持生物分子的活性"还能有效抑

制其它生物分子的非特异性吸附"在跨膜蛋白'仿

生膜' 水处理和生物传感器等研究领域有着广泛

的应用前景^Q_

&'`X)

有类似于细胞膜的优良生物相

容性"但其稳定性差"且电绝缘
&'

将
`X)

固定于支

撑载体或对
`X)

进行修饰可有效改善上述缺点 >̂38_

&

!88!

年"

ZC;CBSF

通过固体支撑的
`X)

实现了蛋

白质的直接电化学反应 !̂(_

&'

目前已可将
01-

'细胞

色素
/

氧化酶'脲酶等固定于
`X)

内构成酶传感

器^!!_

&

酶固定化过程中"自身性质改变的可能原因包

括活性中心氨基酸残基的变化"二'三'四级结构及

表面电荷的变化"周边环境的变化等等 ^!$_

&'

基于上

述考虑"将
)*+,

固定于
`X)

内"以期改变酶的

自身结构及周边环境" 使酶的电催化性能在固体

支撑
`X)

和
)*+,

形成的纳米孔道膜内得以充

分发挥
&'01-

分子是由两条相同多肽链组成的二

聚体分子" 活性中心为
4,-

" 分子量为
!@(a!>('

b-C

"直径约为
Q'FB

"等电点为
7&#

"系生物电化学

研究领域中的理想酶之一 ^!#3!7_

&'

因此"本文在玻碳

基底表面制得包含有
)*+,

的
`X)

" 在其上形成

了有仿生特性的纳米通道"而后又将
01-

固定在

上述膜内"研究
01-

在该仿生电极上的直接电化

学及对底物氧气和葡萄糖的电催化特性" 以期为

生物传感器酶的固定提供一个新思路
&

,

实 验
,6,

试剂与仪器
-)./

和
01-

%

ZDGBC3,;P]DJM

&# 孔 蛋 白

)*+,

%吉林大学酶工程实验室&#氯仿"氯化钾'磷

酸氢二钠'磷酸二氢钠和葡萄糖均为分析纯
&

采用

电化学工作站%

/5Y6($,

"上海辰华&测试电极电化

学性能
&'

三电极体系由
01-2)*+,3-)./20/

工

作电极'铂片对电极和饱和甘汞参比电极组成
&'

,6*

基因工程菌的构建与
7)5.

的表达
将

)*+,

的基因序列提交序列处理在线软件"

进行密码子使用频率分析
&'

根据分析结果"将稀有



电 化 学 !"#$

年

密码子替换为大肠杆菌的高频密码子! 进而确定

最终的孔蛋白基因序列
%&

委托生物技术公司合成

上述孔蛋白基因! 并将基因构建到质粒
'()!!*

中!得到孔蛋白表达载体
'()!!*+',-./%

将该载体

转化到大肠杆菌
01!#

"

2(3

#中
4

获得基因工程菌
(%

5,1.01!#6',-./

"

2(3

$

%7

将上述基因工程菌在
80

培

养基中培养至
92:;;

为
;%<

时!加入异丙基
6!626

硫代吡喃半乳糖苷%

=>,'-,'?1!!626#6@A.,BC1C5@,'?6

-C/,>.DE

!

=F)G

$至
#7HH,1

&

8

6#

!继续培养
$7A

!离心

"

<;;;7-

&

H./

6#

!

!;7H./

$ 收集菌体
%7

将菌体悬浮于缓

冲液中超声波破碎! 然后离心收集上清液! 得到

I>FJ

的混合溶液
%7

!"# $%&'()*+,&(-.'$.

电极
称

!7HB72IFK

溶解于
#7H8

氯仿中配成
2I6

FK

膜液
%7

取
#L7!8

膜液滴凃于打磨干净并极化的

玻碳基底表面!待氯仿挥发后将电极浸于
MK1

溶液

中自发形成支撑
08I

! 空气干燥后! 分别滴加

I>'J

溶液"

#L7"8

!

!7B

&

#8

6#

$和
G92

溶液"

L7$8

!

#7

B7

&

8

6#

$于
2IFK

电极表面!

G92+I>'J62IFK+GK

电极在冰箱中干燥即可!电极结构示意图如图
#%

7

图
#77G92+I>'J62IFK+GK

电极结构示意图

N.B%& O&& P5AEHC@.5& D.CB-CH& ,Q& @AE& G92+I>'J62IFK+GK&

E1E5@-,DE

/

结果与讨论
/0! ()*+!&(-.

膜的形成
图

!

示出
GK

电极"

C

$'

2IFK+GK

电极%

*

#和

I>'J62IFK+GK

电极%

5

#%扫描速率为
O""&HR

&

>

6O

#

在
O&HH,1

&

8

6O

&M

3

SNETKUV

:

W

溶液中的循环伏安曲线
%

曲线
C

呈现出对应于
M

3

SNETKUV

:

W+M

$

SNETKUV

:

W

的

可逆氧化还原峰!当
2IFK

覆盖于玻碳基底表面!

其
M

3

SNETKUV

:

W+M

$

SNETKUV

:

W

氧化还原峰电流均明

显降低!其电位差值
%!

'

大于
GK

电极的
&!

'

%曲

线
*

#

%&

这归因于季铵盐磷脂分子处于一种较致密

且有序排列的形态!膜内通道关闭!

M

3

SNETKUV

:

W+

M

$

SNETKUV

:

W

难以穿透膜而达电极表面S<W

%&I>'J

被

图
!&&GK

电极 %

C

#'

2IFK+GK

电极 %

*

# 和
I>'J62I6

FK+GK

电极%

5

#在
#&HH,1

&

8

6#

&M

3

SNETKUV

:

W

溶液中的

循环伏安曲线!扫描速率(

#;;&HR

&

>

6#

&N.B%&!&&)AE&5?51.5X,1@CHHE@-?&5Y-XE>&,Q&GK&E1E5@-,DETCV& Z&

2IFK+GK&E1E5@-,DE&T*V&C/D&&I>'J62IFK+GK&T5V

E1E5@-,DE& ./&#&HH,1

&

8

6#

& @AE&M

3

SNETKUV

:

W& >,1Y@.,/Z&

>5C/&-C@E[&#;;&HR

&

>

6#

固定于
2IFK+GK

电极!其
M

3

SNETKUV

:

W+M

$

SNETKUV

:

W

的

氧化还原峰电流更低!其可逆程度介于
2IFK+GK

电极和
GK

电极之间"曲线
5

$!表明孔蛋白已存在

于
2IFK

膜内!可为电子穿过
2IFK

膜到达电极

表面提供通道
%

/"/ $%&1()*+!&(-.1$.

电极的直接电

化学

图
3

给 出
G92+I>'J62IFK+GK

电 极 于

!;\!;;&HR

&

>

6# 扫描速率范围内!

;%#&HH,1

&

8

6# 磷酸

盐缓冲溶液"

F0P

!

']&^%"

$中的循环伏安曲线
%7

由

图可知!随扫描速率的增大!

G92

的氧化还原峰电

流明显增加! 其电位几乎不发生移动
%7O""7HR

&

>

6O

时 !

G92

的氧化峰电位与还原峰电位分别位于

"%"3<L7R

与
6"%O!_"7R

处! 电势差
'!

'

7`7"%O:^LR

!

式量电势
!

"!

`76"%"$L3R

"

"%O_:_R

!

X>%7U](

$!该式

量电势接近生物体系黄素蛋白"

NJ2+NJ2]

!

$的式

量电势 "

"7R

!

X>%7U](

$

SOLW

! 这可能是
G92

与孔蛋

白
(

磷脂仿生膜相互作用的结果
%

在
!"\O""7HR

&

>

6O

扫描速率范围内!

G92+I>'J62IFK+GK

电极的氧

化'还原峰电流均与扫描速率成正比"线性方程(

FC[7

"`"%"3!$a;%;;^:#

!

$`;%__$<b7F5[7"`76;%;$:!6;%;;^^%Z7

$`;%__<$

$!该电极反应系典型的表面控制过程"见

图
3

内插图$

%

/"#

电解液
*2

值

图
$

是
G92+I>'J62IFK+GK

电极在
']7!%;;

$$;

! !
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#

图
$##%&'()*+,!')-.(%.

电极在
/01#2234

"

5

!1 磷酸

盐#

-67

$缓冲溶液#

+8#90/

$中的循环伏安曲线%扫

描速率
:/;://#2<

&

*

!1

#由内而外$

0#

插图!扫描速率

:/;1//#2<

&

*

!1 时%氧化峰电流#

!

+=

$和还原峰电流

#

!

+>

$与扫描速率#

"

$的关系

?@A0#$##BCD#>E>4@>F34G=22DGHE#>IHFD*#3J # GCD#%&'()*+,!

')-.(%.#D4D>GH3KD#@L#/01#2234

&

5

!1

#-67#M+8#90/NOP

*>=L#H=GDQ#:/;://#2<

&

*

!1

#

JH32#GCD#@L*@KD#3IG

$

0#RL*DGQ#

KIH@LA#:/#2<

&

*

!1

#G3#1//#2<

&

*

!1

O#3S@K=G@3L#+D=T#>IH!

HDLG#U!

+=

NO#HDKI>G@3L#+D=T#>IHHDLG#U!

+>

N#F*0#*>=L#H=GD#U"N

#

=

$'

V0//

(

W

$'

X0//

(

>

$'

Y0//

(

K

$和
1/0//

(

D

$

-67

缓

冲溶液(

/01#2234

&

5

!1

$中的循环伏安曲线
0#

由图
V

可知%在各种
+8

值的
-67

缓冲溶液中%均可观察

到归属于
%&'()*+,!')-.(%.

电极
%&'

的
1

对稳定氧化还原峰%随
+8

值由
:0//

增至
1/0//

%其

氧化峰电位和还原峰电位均发生负移% 且其式量

电位
#

/!与电解液
+8

值呈良好线性关系(图
V

内

插图$%其斜率为
!"X0$Z#2<

&

+8

!1

%此值与可逆电

化学反应的理论值(

!"Y0"/#2<

&

+8

!1

$

[1X\相近%说明

%&'()*+,!')-.(%.

电极的
%&'

发生直接电

化学反应其包含着
:

个质子和
:

个电子的传递
0#

若将上述经循环伏安扫描后的
%&'()*+,!')!

-.(%.

电极移置于另一
+8

值电解液中作循环伏

安测试后%再移回原
+8

值的电解液%其循环伏安

曲线与原来的相同%表明该电极的阳极峰电位和

阴极峰电位与电解液
+8

值变化也是可逆的
0

!"# $%&

电催化活性
图

"

示 出
1//# 2<

&

*

!1 扫 描 速 率 时 %

%&'()*+,!')-.(%.

电极在氧气饱和(

=

$'空气

饱和 (

W

$以及氮气饱和 (

>

$

/01#2234

&

5

!1

#-67

(

+8#

90/

$ 缓冲溶液中的循环伏安曲线
0#

氮气饱和时%曲

线有
1

对清晰'几乎对称的氧化还原峰(曲线
>

$%

这可归属于
%&'

活性中心的
?,'(?,'8

:

0#

缓冲溶

图
V##%&'()*+,!')-.(%.

电极在
+8#:0//#U=N

'

V0//#UWN

'

X0//#U>N

'

Y0//#UKN#

和
1/0//

(

D

$

/01#2234

&

5

!1

#-67

缓冲

溶液中的循环伏安曲线% 扫描速率!

://#2<

&

*

!1

0#

插

图!式量电位(

#

/!

$与
+8

的关系

?@A0V##BCD # >E>4@>F34G=22DGHE # >IHFD* # 3J # GCD #%&'()*+,!

')-.(%.#D4D>GH3KD#@L#+8#:0//U=NO#V0//UWN#O##X0//U>NO#

Y0//UKN##=LK#1/0//UDN#/01#2234

&

5

!1

#-67O#HD*+D>G@FD!

4EO#*>=L#H=GDQ#://2<

&

*

!1

0#RL*DGQ#J3H2=4#+3GDLG@=4# U#

/!

N#

F*0#+8

#

图
"##%&'()*+,!')-.(%.

电极在被氧气饱 (

=

$'空气

饱和 (

W

$ 以及氮气饱和 (

>

$

/01#2234

&

5

!1

#-67

(

+8#

90/

$缓冲溶液中的循环伏安曲线

?@A0"##BCD # >E>4@>F34G=22DGHE # >IHFD* # 3J # GCD #%&'()*+,!

')-.(%.#D4D>GH3KD#@L#/01#2234

&

5

!1

#-67# U+8#90/N#

*=GIH=GDK#]@GC#3SEADLU=NO#=@HUWN#=LK#L@GH3ADLU>NO#*>=L#
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结 论
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