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酶法合成的葡萄糖氧化酶!纳米金复合物的
直接电化学与生物传感
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摘要! 将
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&

%葡萄糖氧化酶!

12!

&和葡萄糖混合"借一步酶促反应制得吸附
12!

的金纳米颗粒'

-.+34
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再通过滴干修饰法研制了
+,5678912!:-.+34

修饰的玻碳!
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&电极"并考察了该酶电极上
12!

的直接电化学和

生物传感性能
;%

这种酶法合成的
12!:-.+34

复合物有良好的酶直接电化学活性" 也保持了
12!

的生物活性"似

可归因于酶法合成的纳米金更接近酶氧化还原活性中心的缘故
;%

该酶电极在
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&电位下"其稳态电流

下降与葡萄糖浓度!
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&成正比"检测下限
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研究酶氧化还原活性中心与电极之间的直接

电子转移" 有助于深入了解有氧化还原活性的蛋

白质的结构和功能a!:"b

;T

然而"大多数氧化还原蛋白

质或酶的活性中心深埋于庞大的蛋白质分子内

部"很难靠近电极表面"阻碍了其与电极间的电子

转移" 且氧化还原酶在电极表面的吸附常导致其

生物活性有一定程度的下降
;T

因此要同时实现固

定化氧化还原酶的高酶活性和高电活性" 用于第

三代安培生物传感器研制" 依然是一个富有挑战

性的课题 a):!"b

;T

作者课题组曾提出了定量检测固定

酶生物活性和电活性的电化学石英晶体微天平新

方法" 依此发现多壁碳纳米管表面吸附的葡萄糖

氧化酶!

12!

&有很好的电活性"但有电活性的那部

分吸附酶却基本丧失了酶活性 a&:@b

;Tc,8d

和
17_4e6

等的研究也得出了类似结论 aD:Eb

;T

酶法合成的金属

纳米颗粒在电化学和生物传感方面有其优越性"

已有不少研究 a!):!&b

;T

如
12!

在溶解氧存在下"可催

化底物葡萄糖的氧化"

12!

转变为其还原态"随后

被溶解氧氧化而再生"同时产生过氧化氢
;T

这种酶

促反应产生的过氧化氢"以及酶的还原态"还可还

原
-./0
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: 得到纳米金 " 该原理可用于定量检测

12!

活性和构筑葡萄糖光学传感器a!@:!Db
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本文采用

这种酶法合成的方法制得
12!:-.+34

复合物"将

其修饰于玻碳!

1/

&电极上"并研究固定化
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的

直接电化学和生物电催化性能
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实 验
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其他试

剂为分析纯
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& 下进行
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用

';!%B70

(

C

:! 的
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配制
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:! 葡萄糖溶液"

并经
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静置使葡萄糖的光学异构体达到平衡后

再稀释使用
;

电化学实验仪器为
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电化学工作站

!上海辰华&
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常规三电极系统由玻璃碳工作电极

!
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&%饱和甘汞参比电极!
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&%碳棒对电

极组成
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使用岛津
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紫外分光光度计进行紫

外
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可见光谱表征
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使用日立
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型透射电子显微

镜采集透射电镜图片
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电极依次用
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砂纸!
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和
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!

1

+

悬浊液抛光"再依次用水!乙醇和

水超声清洗#各
3,-56

$"氮气吹干"用浓硫酸滴洗
+

次
*7

将该玻碳电极置于
2*3,-80

%

9

.# 硫酸溶液中进

行电位环扫&电位区间
.#*2,:,;*",<,=>?7@&A

"扫描速

率
;227-<

%

>

4;

$" 直至循环伏安曲线重现
*7

然后"将

该电极置于
!*27--80
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水溶液中进行电位环扫" 其氧化还原峰峰

电位宽一般在
J3,-<

以内" 可视为
%&

电极表面

已处理干净
*

取
#22,#9,KL@

&

"*;,-80

%

9

M#

"

NOPJ*2

$ 配制的
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溶液"与
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$

混合均匀"加入
;"",%9

葡萄糖&

;,-80

%

9

M;

$溶液"室

温下反应
*,

待该混合液颜色由黄色变成稳定的深

红 色 后 & 图
;/

插 图 $" 取
;", &9

这 种 含

%1!M/RFK>

复合物的混合溶液" 滴于处理干净的

%&

电极表面" 室温风干"

KL@

清洗
+,-56

以除去

%1!

'葡萄糖!

FI/R&0

$
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!

1

!

和吸附不牢的物质等

组分
*,

再将
!*",'9,FIS586

&

"*!3T

"
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$滴涂于

该电极上"即得
FIS586W%1!M/RFK>W%&

电极
*7

电极

$7

8

&

下干态保存
*7FIS586W%&

和
FIS586W%1!W%&

电

极按相同方法制得
*7

生物传感实验中" 在搅拌的!

空 气 饱 和 的
2*#7 -80

(

9

M#

7 KL@

&

NO7 J*2

$ 中 "待

FIS586W%1!M/RFK>W%&

电极的恒电位 &

M2*$7<

$计

时电流曲线达到稳定后"连续加入葡萄糖"记录传

感器对葡萄糖响应的计时安培响应曲线
*

!

结果与讨论
!"# $%!M&'()*

复合物表征

图
#/

为
%1!M/RFK>

复合物溶液的照片和紫

外吸收光谱图
*7

由图可知"酶法合成的
%1!M/RFK>

复合物溶液呈深红色 &插图$" 在
3$!76-

处有

/RFK>

的吸收峰" 且与
%1!

和
FI/R&0

$

的混合

溶液一样 " 在
!X276-

处呈现
%1!

的特征吸收

峰 "说明已合成了
%1!M/RFK>

复合物 Y#JZ

?7

图
;L

为
%1!M/RFK>

复合物的
[A\

图
?7

由图可知"所得

%1!M/RFK@

纳米复合物尺寸较均一"约为
!276-?

图
!

为不同修饰电极在
2?;7-80

(

9

M;

7KL@

溶液

中的循环伏安曲线 &

F

!

除氧
+27-56

后$

?7

由图可

见"

FIS586W%&

电极上无明显的氧化还原峰 &曲线

I

$"

FIS586W%1!W%&

电极上仅有一对较小的氧化还

原峰&曲线
U

$

?7

而
FIS586W%1!M/RFK>W%&

电极上则

有一对明显的氧化还原峰 &曲线
]

$" 氧化峰电位

&

"

NI

$为
M2?$X37<

"还原峰电位&

"

N]

$为
M2?$^JP<

"式

量电位 &

"

2

)

$ 为
.2*$^;P<*P

该氧化还原峰应来源于

%1!

氧化还原活性中心黄素腺嘌呤二核甘酸

&

C/_

$与电极的直接电子传递 Y;XZ

*P

众所周知"

%1!

氧化还原中心被深埋于较厚的不导电蛋白质 *外

壳+中"较难与电极表面发生直接电子传递
*P

作者

推测"

%1!./RFK>

复合物的
/RFK>

系酶法合成"

离酶活中心近" 起到了酶与电极间直接电子转移

的桥梁作用"更利于酶的直接电化学
*

FIS586W%1!./RFK>W%&

电 极 在
2*;P -80

%

9

.;

P

KL@

溶液中' 不同扫描速率下的循环伏安曲线如

图
+

所示
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由图可见" 在
2*23P:P2*3P<

%

>

.; 的扫速范

围"

%1!

氧化' 还原峰电流均与扫速成正比 &插

图$"其氧化'还原峰电位基本不变"表明
%1!

在电

P

图
;PP/*P%1!

和
FI/R&0

$

的混合溶液&

I

$和
%1!./RFK>

复合物溶液&

U

$的照片和紫外可见吸收光谱图,

L*P%1!./RFK>

复

合物的
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图
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1
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$下的循环伏

安曲线(插图为氧化%还原峰电流与扫速的关系曲

线
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图
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>#?#T

$的

345#6)7

"
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09:

溶液中的循环伏安曲线( 插图为式

量电位与
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的关系曲线
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(可估算出
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异相电子转移

速率常数
(

1

约为
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( 大于文献报道的常规
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值
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溶液的循环伏安曲线
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由图

可见(溶液
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增大(
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阳%阴极峰电位均负移(

且其式量电位
"

3!与溶液
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值呈良好的线性关系

&插图$(其斜率
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(与文献所报道的相
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中心的
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分子的直接电

化学过程符合电子
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质子转移数相等的机理
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感性能
图

>

为
%&'()*+,-!!./%01+,2

电极在氧气饱

和&图
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$和氮气饱和&图
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$的
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由 图 可 见 ( 在 氧 气 饱 和 情 况 下 加 入 葡 萄 糖 (
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电极的阴极峰电流减小
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这

是因为
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电催化葡萄糖氧化时(会消耗溶解氧(

故
-

N

的还原峰降低
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在一定的浓度范围内(氧气的

还原峰电流降低与葡萄糖浓度成正比
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因此 (
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,-!

仍保持较好
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电极的
,-!

氧化

还原峰几乎没有变化( 故
,-!

直接电化学活性对

葡萄糖的生物电催化氧化效果仍不明显
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据文献报道 Y = Z
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电极可能发生如下电化学过程!
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