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环糊精聚合物的分子包合作用
及在酶电极中的应用

①

吴辉煌 3 　　吴宝璋

摘要　伏安法用于研究环糊精预聚合物的分子包合作用.红外光谱实验表明环糊精预聚合

物与戊二醛缩聚生成的聚合物带有悬挂的羰基 ,后者能使葡萄糖氧化酶共价固定化.由于分子包

合作用 ,电子受体可存储在含酶的环糊精聚合物膜中 ,从而提高了酶膜中电子受体的浓度又减少

了电子受体的用量.用 TTF等作电子受体 ,可实现酶和电子受体在环糊精聚合物中的同时固定

化.环糊精聚合物膜中的组成和膜厚度可以控制 ,为酶电极的基础研究工作提供了方便.

关键词　分子包合作用 ,超分子电化学 ,聚环糊精 ,非生理性电子受体 ,酶电极

利用非生理性氧化还原物质作为酶的电子受体 ,并将它与酶同时作为传感器固有组成的

电流式酶电极迄今有不同的设计方案[1～7 ] ,虽然它们各具特色 ,但仍有待改进.例如 ,1)用含

有苯醌或二茂铁等的碳糊电极或石墨环氧树脂电极作为基体的酶电极[1 ,2 ] ,需要的电子传递

体用量较大 ,而且酶电极不易微型化 ;2)若将酶包埋在含有氧化还原基团的聚合物内 [3～6 ] ,因

酶与该氧化还原基团的电荷传递受聚合物分子链运动的限制 ,电子交换速度一般较慢 ,响应特

性较不理想 ;3)用含氧化还原功能基的分子链联接电极基体与酶活性中心的方法[7 ]虽有重要

理论意义 ,但酶的活性损失严重 ,实用上有一定困难.为此 ,我们提出用环糊精聚合物作为酶固

定化基质的新方法 ,不仅可使酶以共价键合的方式固定在聚合物分子链上 ,而且由于分子包合

作用电子受体可存放在环糊精单体的腔穴中 ,从而保证酶膜中有较大的电子受体浓度又能减

少其用量.本文以葡萄糖氧化酶/α2环糊精聚合物/ ( GOD/ PCD)膜电极为例说明这种新型酶电

极的特有性能.

1　实验条件和方法
1 . 1　试剂与溶液
葡萄糖氧化酶 ( E. C. 1. 1. 3. 4 ,简称 GOD ,来源于黑曲霉 ,18 500 u/ g) 、β2D葡萄糖和 1 ,42
苯醌购自 Sigma公司.α2环糊精预聚合物 (简称 CD ,平均分子量 4000)为 Budapest 环糊精研究

开发实验室产品 ,戊二醛 (简称 GD) Fluka公司产品 ,四硫代富瓦烯 (简称 TTF) Aldrich公司产

品.其它试剂为国产分析纯试剂.所有溶液用二次蒸馏水配制 ,支持电解质溶液为 0. 05 mol/ L
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磷酸盐缓冲液 (p H 7. 0) ,用高纯氮除氧.

1 . 2　仪　器
电化学测定用 XHD21恒电位仪和 LM215记录仪.采用三室电解池 ,铂片为辅助电极 ,饱

和甘汞电极为参比电极. Nicolet 740 FTIR光谱仪用于红外光谱测定 ,CsI压片.

1 . 3　不溶性环糊精聚合物的合成和 GOD/ PCD酶电极的制备
不溶性环糊精聚合物由环糊精预聚合物和戊二醛缩聚而得[8 ] ,但根据本工作的实际需

要 ,经多种方案比较 ,选择了如下的具体步骤 :

1) 将 10μL 2 %CD、20μL 0. 1 mol/ L GD和 13μL 0. 1 mol/ L HCl的水溶液混合 ,制得溶

液 A.用微量注射器将指定量的溶液 A移放在固体电极表面上 ,随即置于充氮的干燥器中 ,待

水分在室温下蒸发 ,最终在电极表面上形成不溶性的聚合物 ( PCD)膜.

2) 在溶液 A中加入适量的 GOD ,按 1)所述步骤可制得以玻碳为基体但酶含量不同的

GOD/ PCD膜电极 ,后者保存在 p H 7. 0的磷酸盐缓冲溶液 (4 ℃)中备用.

3) 在溶液 A中加入适量的 BQ (苯醌)或 TTF ,按上述方法可制得含相应电子传递体的聚

合物膜电极.类似地 ,在溶液 A中加入适量酶和电子传递体 ,可制得同时含相应酶种和电子传

递体的聚合物膜电极.

2　结果和讨论
2 . 1　环糊精聚合物分子包合作用的电化学表征
曾指出[9 ] ,环糊精聚合后仍保留其单体作为主体跟客体分子形成非共价络合物的性能 ,

但有关主客络合作用在电化学上的表现较少研究.为了了解氧化还原客体与环糊精主体的主

客络合作用 ,现用 BQ与α2环糊精预聚合物 (CD)作为模型体系进行研究. BQ是黄素酶常用的

电子受体 ,其分子尺寸与α2环糊精分子中由 6 个葡萄糖单元构成的内腔大小较为匹配.图 1

曲线 a是 2 mmol/ L BQ溶液中铂电极的循环伏安图 ,当试验溶液含可溶性的 CD时 ,伏安曲线

上的电流峰位置没有明显改变 ,但氧化还原电流随着 CD浓度的增大而降低 ,如曲线 b至 d所

示.这种现象可解释为 BQ与 CD形成了分子包合物 ,从而减小了溶液中自由态 BQ的浓度 ,况

且包合物不能直接在电极上反应.包合作用可表示为

　nBQ + CD —→BQ2CD (1)

BQ - CD代表包合物 , n值是每个环糊精预聚合物所能结合的客体分子数目.若上式达到平

衡 ,则存在如下关系 :

　[BQ2CD ]/ [ CD ] = K[BQ ] n (2)

式中方括号表示各相关物种的浓度 , K为平衡常数.既然图 1 伏安曲线上的还原电流是由自

由态 BQ还原引起的 ,自由态 BQ浓度与峰电流 I的关系为

　I/ I0 = [BQ ]/ [BQ ]0 (3)

I0是试验溶液不含 CD、而苯醌浓度为[BQ ]0时的峰电流值.由化学计量关系不难得到

　[BQ2CD ] = [BQ ]0 (1 - I/ I0) / n (4)

　[ CD ] = [ CD ]0 - [BQ ]0 (12 I/ I0) / n (5)

[ CD ]0是 CD的初始浓度.显然 ,根据式 (3) 、(4)和 (5) ,由峰电流值以及 [ CD ]0 和 [BQ ]0 值可
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求式 (2)中各相关物种的浓度 ,进而可估算主客络合常数.图 2示出依照以上公式和图 1数据

得到的[BQ2CD ]/ [ CD ]与[BQ ]的关系曲线.可以看出 ,当 n = 1时呈直线关系 ,据此求出 K值

为 2. 6×102 L/ mol. n为 1以外的其它值均得不到线性关系 ,图 2中用虚线示出 n = 2时的情

形.本实验用的环糊精预聚合物的平均分子量为 4 000 ,相当于每个分子可提供 4 个与 BQ 分

子结合的位置.由于所用的 CD浓度较大 ,BQ趋于分散地与各个 CD结合 ,因而 n = 1是合理

的. Yamada等[10 ]曾利用分光光度法研究α2环糊精与 1 ,42苯醌的包合作用 ,认为二者形成 1∶1

络合物并求得 K值为 2. 1×102 L/ mol.图 2提供的 K值与其相近 ,由以上方法得到的络合常

数对了解主客体系的性质有一定帮助.

图 1　铂电极在含 2 mmol/ L BQ的 p H 7. 0磷酸盐

缓冲溶液中的循环伏安图

Fig. 1　Cyclic voltammograms of Pt electrode in phos2
phate buffer solution (p H 7. 0) with 2 mmol/

L BQ , scan rate 50 mV/ s , concentration of

CD(mmol/ L) : curve(a) 0 , (b) 2 , (c) 4 , (d) 6

图 2　[BQ2CD ]/ [ CD ]值与[BQ ]值的关系曲线

Fig. 2　Relation of [BQ2CD ]/ [ CD ] to [BQ ] on the

basis of Eq(2) with n = 1 ( Solid) and n = 2

(dotted)

2 . 2　GOD在环糊精聚合物中的共价固定化
红外光谱实验证明 ,由 CD和 GD缩聚而成的环糊精聚合物 ( PCD)链上带有悬挂的羰基 ,

它们可与酶中的氨基作用 ,从而使酶共价键合在聚合物链上.如图 3a所示 ,与缩聚前的 CD光

谱比较 ,PCD谱图的主要特征是在 1 725 cm - 1附近出现吸收峰 ,表明羰基的存在.为了防止聚

合物中混有未反应的 GD ,测定前将 PCD碾成粉末 ,并用蒸馏水反复洗涤.图 3b是含 GOD的

PCD的红外谱图 ,图中的 1 680 cm - 1吸收峰是图 3a和 GOD红外谱图 (见图 3c)所没有的.况

且 , GOD谱上的 1 600 cm - 1吸收峰 (酶中 N2H平面伸缩振动[11 ])在图 3b中明显减弱了.上述

的红外光谱变化说明 GOD不是简单地包埋在 PCD中 ,而是具有共价键合的特征 ,1 680 cm - 1

吸收峰可归因于聚合物链上的羰基与酶的氨基形成2C = N2键.共价键合的固定化酶通常具有

较好的稳定性.

2 . 3　环糊精分子包合作用对 GOD/ PCD酶膜电极性能的影响
BQ作为还原态 GOD的电子受体时葡萄糖氧化的酶促反应遵从乒乓机理 ,并测得溶液相
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　 　　　　　　　　图 3　PCD(a)、GOD/ PCD(b)和 GOD(c)的红外光谱

　　　　　　　　　　　Fig. 3　IR spectra of PCD(a) , GOD/ PCD(b) and GOD(c)

酶反应中 BQ的 Michealis常数为 3. 5 mmol/ L [12 ] ,因此 GOD酶电极工作时所用的 BQ浓度一

般为 5～10 mmol/ L [13 ] . GOD/ PCD酶膜电极的优点之一是 :使用很低的 BQ 浓度便能得到相

当灵敏的响应电流.图 4是 GOD/ PCD酶膜电极在 - 0. 1～ + 0. 6 V电位区的伏安曲线 ,BQ的

体相浓度仅为 0. 44 mmol/ L ,约为常规用量的 1/ 10 ,但响应电流可达μA/ cm2 的数量级.为了

说明 GOD/ PCD体系的这一性质 ,测定了在该固定化酶作用下的 BQ表观 Michealis常数.图 5

表示在 50 mmol/ L 葡萄糖溶液中工作电位为 0. 6 V时酶膜电极 (含 18 u GOD)的响应电流 (即

电流测定值与背景电流值之差)的倒数与 BQ 浓度倒数的关系 (即 Lineweaver2Burk图) ,由图

中的直线求出 BQ的表观 Michealis常数为 0. 3 mmol/ L .显然 ,图 4 所示实验中用的 BQ 浓度

虽仅为 0. 44 mmol/ L ,但已大于 Michealis常数 ,因而可以取得较灵敏的测量结果.事实上 PCD

的分子包合作用使酶膜中 BQ的实际浓度大于溶液相中的浓度.

苯醌在水溶液中的溶解度较大 ,作为水溶液介质中酶膜电极的固有组成不甚理想.然而

TTF在水中的溶解度较小 ,它不仅是还原态 GOD的良好电子受体 ,而且可作为环糊精的客

体 ,因此可望作为更合适的酶电极组成.图 6 是含 TTF的 GOD/ PCD酶膜电极对葡萄糖的响

应电流曲线 ,不仅可在 + 0. 3 V电位下工作 ,而且稳定性相当好.

2 . 4　GOD/ PCD酶膜电极中酶含量控制
PCD酶膜是用成膜溶液固化而成的 ,通过改变成膜溶液的配方和成膜溶液的用量可以控

制酶膜的组成和厚度 ,这有利于酶电极理论研究中分离不同变量的影响.图 7示出 GOD含量

不同的三根酶膜电极在 0. 6 V时的电流响应曲线 ,酶含量增大使催化电流增大 ,在较低的葡萄

糖浓度下催化电流基本上随酶含量的增大而线性地增大 ,但酶含量足够大时催化电流在较低

的葡萄糖浓度下便达到饱和.

GOD/ PCD酶膜可直接粘附在不同材质的基体电极 ,但用铂、金和破碳三种电极进行比

较 ,发现与玻碳的结合力最好.以玻碳为基体的 GOD/ PCD酶膜电极保存在 4 ℃下 ,在 3个月

内仍能照常工作.

GOD/ PCD酶膜电极上动力学过程较为复杂 ,除包括酶膜中的传质和生物催化反应、酶膜

/溶液界面上的分配平衡和溶液中的传质、以及基体电极上的电化学反应外 ,尚需考虑主络合

反应.因此 ,动力学的完整描述有待进一步研究.
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图 4 　在含 0. 44 mmol/ L BQ 溶液中 GOD/ PCD
膜电极对葡萄糖的电流响应曲线

Fig. 4　Current responses of GOD/ PCD electrode to
glucose in the solution with 0. 44 mmol/ L
BQ
scan rate 20 mV/ s ,the figures at curves in2
dicating concentration of glucose (mmol/ L)

图 5 　50mmol/ L 葡萄糖溶液中工作电位 0. 6 V 时
GOD/ PCD膜电极 (含 18 u GOD)响应电流对
苯醌浓度的 Lineweaver2Burk图

Fig. 5 　Lineveaver2Burk plot of response currents of
GOD/ PCD electrode (containing 18 u GOD)
at 0. 6 V to benzoquinone concentrations in the
solution with 50 mmol/ L glucose

图 6　含 TTF 的 GOD/ PCD膜电极对葡萄糖
的电流响应曲线

Fig. 6 　Current responses of TTF2GOD/ PCD
electrode to glucose
scan rate 20 mV/ s , the figures at
curves indicating concentration of glu2
cose (mmol/ L)

图 7　工作电位 0. 6 V ,BQ 浓度为 0. 44 mmol/ L 时的
GOD/ PCD膜电极的催化电流与 GOD含量的关系

Fig. 7　Dependance of catalytic currents on enzyme loading
of GOD/ PCD electrodes at 0. 6 V in the solution
with 0. 44 mmol/ L BQ
enzyme loadings : curve(a) 9 u , (b) 18 u , (c) 36 u
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Molecular Inclusion of Cyclodextrin Polymer and

Its Application to Enzyme Electrodes

Wu Huihuang 3 　　WU Baozhang

( Dept . of Chem . , S tate Key L ab. f or Phys . Chem . of the Solid S urf aces ,

Xiamen U niv . , Xiamen , 361005)

Abstract 　The inclusion complexation of α2cyclodextin prepolymer host with benzo2
quinone guest was studied by voltametry. The spectroscopic measurements show that the polycon2
densation of CD with glutaric dialdehyde forms the polymer ( PCD) with pending carbonyl , the

latter brings about covalent immobilisation of glucose oxidase ( GOD) to polymer chains. Owing to

the inclusion complexation of CD , the benzoquinone (BQ) as mediator of GOD can be collected in

the enzyme2containing PCD membrane , resulting in high concentration of BQ in the membrane

while decreasing its amount in solution. TTF was tested to prepare the immobilised enzyme to2
gether with mediator in PCD. The enzyme loading in PCD membrane and the membrane thick2
ness can be controlled easily , which will facilate to fundmental reshearch of enzyme electrodes.

Key words 　Inclusion complexation , Supermolecular electrochemistry , Poly (α2cy2
clodextrin) , Nonphysilogical mediators , Enzyme electrodes
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