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摘要： 用吸附的方法将辣根过氧化物酶(HRP)固定到三维笼状介孔分子筛 FDU鄄12中,傅立叶变换红外光谱
(FTIR)和电化学交流阻抗谱结果表明,固定后的 HRP没有变性,并表现出良好的直接电化学性质,其式量电位
(E0忆)为-0.325 V,在 40-300 mV·s-1范围内,它不随扫描速率变化而变化.电化学反应速率常数(ks)为 1.200 s-1.固
定后的 HRP对 H2O2有稳定的电催化活性,该固定酶的方法具有简单、易操作和电极稳定性良好等优点,可用于
获得其他酶或氧化还原蛋白质的直接电子转移以及第三代生物传感器电极的制备.
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Abstract： We report on a direct electron transfer and bioelectrocatalysis of horseradish peroxidase (HRP) immobilized
in mesoporous silica FDU鄄12 with three鄄dimensional (3D) large cages and entrances. UV鄄Vis spectroscopy, Fourier
transform infrared (FTIR) spectroscopy, and impedance spectroscopy were used to prove the interaction between HRP
and FDU鄄12. Results from cyclic voltammetry show that immobilized HRP can undergo a direct quasi鄄reversible
electrochemical reaction. Its formal potential, E0忆, is -0.325 V in a phosphate buffer solution (PBS, pH 6.9) and this is
almost independent of the scan rate from 40 to 300 mV·s -1. The experimental results also demonstrate that the
immobilized HRP retains its bioelectrocatalytic activity for the reduction of H2O2. Furthermore, the electrode can be
stored at 4 毅C for several weeks without any loss of enzyme activity. Thus, FDU鄄12 is a novel matrix for realizing a
direct electron transfer of various proteins and enzymes and the preparation of electrodes for the third biosensors.
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近年来,氧化还原蛋白质和酶在电极上的直接
电化学研究受到了越来越多研究者的关注,这些研
究不仅可以获得酶或氧化还原蛋白质的热力学和动

力学性质等方面的重要信息,而且对于生物大分子
的结构和各种物理化学性质,探索酶或氧化还原蛋
白质等生物大分子在生命体内的生理作用及机制,
研发制作简单、重现性好、响应快且廉价的生物传感

器和高效的直接型生物燃料电池酶催化剂均具有重

要的理论指导意义[1,2].然而由于氧化还原蛋白质和
酶的电活性中心被深深的包埋在庞大的蛋白质结构

中从而阻碍了电子的直接转移,此外,氧化还原蛋白
质和酶在裸电极上的变性也是影响氧化还原蛋白质

和酶直接电子转移的不利因素[3].因此,探索能够促
进氧化还原蛋白质和酶的直接电子转移的固定载体

和适合的固定方法具有非常重要的意义.
辣根过氧化物酶(HRP),相对分子量约为 3.98伊

October

Received: May 11, 2009; Revised: July 3, 2009; Published on Web: September 10, 2009.
鄢Corresponding author. Email: maguoxian@shu.edu.cn; Tel: +86鄄21鄄56331346

鬁 Editorial office of Acta Physico鄄Chimica Sinica

2061



Acta Phys. 鄄Chim. Sin., 2009 Vol.25

104-4.05伊104,是商品化较早、应用最为广泛的酶制剂.
其活性中心含有血红素, 分子直径是 3.5 nm, 等电
点是 8.9. HRP的重要的生理功能之一是参与活性
氧的代谢.
早在 1845年, HRP就被用来测定过氧化氢的

含量.由于来源方便、提纯容易和结构已知, HRP经
常作为典型代表用于研究过氧化物酶分子的结构、

动力学和热力学性质以及直接电化学性质[4,5]. 为了
有效实现 HRP分子与电极表面的直接电子转移,表
面活性剂[6]、聚合物 [7]、溶胶鄄凝胶[8]、无机介孔材料[9]

常常被用来作为实现 HRP直接电化学的载体. 自
Kresge等[10-12]在 1992年首次合成介孔分子筛以来,
硅基介孔分子筛如 MCM鄄41、SBA鄄15、HMS等由于
具有开放的孔道结构、均一的孔径分布和较大的孔容

等优点一跃成为蛋白质和酶固定的新型载体[13-19].有
文献报道[20-22], 介孔材料的孔径大小是影响酶分子
与介孔材料相互作用的主要因素,合适的孔径尺寸
更有利于蛋白质和酶分子的嵌入和负载,材料的孔
径太小或太大都不利于酶分子的固定.如果孔径太
小,酶分子不能有效地进入孔道内,只能吸附在外表
面,这将直接影响酶电极的稳定性;而孔径太大,酶
分子容易从孔道内泄漏出来,这也会影响酶电极的
稳定性.因此,硅基介孔材料的孔径必须与酶分子相
匹配,让酶分子十分容易地进入到介观限制空间.

笼状介孔分子筛 FDU鄄12是具有面心立方结构
的纯硅氧介孔材料,其大的介孔笼通过小的窗口相
互连接成三维贯通的介观空间.相对于一维或二维
的硅基分子筛, FDU鄄12 的三维开放孔道在传质上
更具有优势.本文中我们合成出其窗口尺寸与 HRP
大小(分子直径 3.5 nm)相匹配的 FDU鄄12介孔分子
筛, 并用吸附的方法将 HRP固定到 FDU鄄12上,再
用 Nafion加固.对固定后的 HRP进行了表征.

1 实 验
1.1 试剂和仪器

HRP(EC 1.11.1.7, RZ>3, 300 U·mg-1, Sigma公
司), Nafion溶液(质量分数为 5%, Aldrich), H2O2(30%,
上海国药集团),其它试剂均为分析纯,都未进一步
纯化或预处理而直接使用. 0.1 mol·L-1磷酸盐缓冲

液(PBS)由 NaH2PO4和 Na2HPO4按不同比例配制而

成.所有溶液均用去离子水配制.
循环伏安实验在 CHI660A电化学工作站(上海

辰华仪器有限公司)上进行.所有实验均采用三电极

体系, 以修饰玻碳(GC)电极为工作电极, 饱和甘汞
电极(SCE)为参比电极,本文所用的电极电位都是相
对于 SCE的,铂丝电极为对电极.电化学测试在室
温下进行.在每次实验前,向电解液中通入高纯氮气
30 min以除去溶解在电解液中的氧,在实验过程中
仍维持在电解液上方通氮.透射电镜(TEM)实验采
用 Jeol JEM鄄2010透镜(日本电器公司);傅立叶变换
红外(FTIR)光谱测量在 Nicolet 360 FTIR红外光谱
仪(美国尼高力公司)上进行;紫外鄄可见吸收光谱实
验在 UV鄄Vis spectrophotometer 8500紫外鄄可见分光
光度仪(美国安捷伦有限公司)上进行; BET测试在
Micromeritics Tristar 3000(美国麦克仪器公司)上进
行.

介孔二氧化硅分子筛 FDU鄄12是以非离子三嵌
段共聚高分子(EO106PO70EO106, F127)为结构导向剂,
同时添加无机盐 KCl 和有机分子 1,3,5鄄三甲苯
(TMB)作为共表面活性剂在酸性条件下合成, 具体
合成过程参见文献[21].
1.2 工作电极制备

将 GC电极(直径为 3 mm)分别用 6号砂纸、0.3
和 0.05 滋m Al2O3抛光至镜面,先后在无水乙醇和二
次蒸馏水中超声清洗各 1 min 后晾干备用. 称取 2
mg FDU鄄12超声分散于 1 mL去离子水中,配制成 2
mg·mL-1的 FDU鄄12 溶液. 用微量取样器取 10 滋L
FDU鄄12溶液与 10 滋L 10 mg·mL-1 HRP溶液(在 0.1
mol·L-1, pH 6.9的 PBS中配制)混合, 搅拌数小时.
然后取 5 滋L混合物均匀地覆盖在 GC电极表面,室
温下待溶剂挥发后,再将 1 滋L Nafion 溶液滴在电
极表面,溶剂挥发后得到的电极为 HRP鄄FDU鄄12/GC
电极,该电极凉干后用去离子水洗涤 2到 3次并置
于 0.1 mol·L-1 PBS(pH 6.9)中以除去松散吸附的HRP
分子 . 电极不用时保存于 4 益冰箱中 . 如果不加
HRP,用同样的方法制得 FDU鄄12/GC电极.

2 结果和讨论
2.1 笼状介孔分子筛 FDU鄄12的表征

图 1为笼状介孔分子筛 FDU鄄12的 TEM图.从
图中可以看出样品具有高度有序的孔道结构,它们
是由许多球状的介孔笼通过窗口相互连接排列而成

的.从样品的边缘可以直接观察到 FDU鄄12的介孔笼.
图 2(A)为其相应的 N2吸附等温线, 可以看出图中
有典型的 IV型等温线并伴随有一个较明显的滞后
环,表明 FDU鄄12具有介孔结构.使用 BET(Brunauer鄄
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Emmett鄄Teller)和 BJH (Barret鄄Joyner鄄Halenda)方法
对样品进行了孔结构表征,测试结果见表 1.图 2(B)
为合成样品 FDU鄄12的孔径分布曲线.从曲线可以
看出 FDU鄄12 的孔径大约为 15 nm, 其窗口大小则
可根据合成过程中的水热温度推测出来,约为 5-6
nm[21]. 由于 HRP的分子直径约为 3.5 nm, 因此, 通
过对 FDU鄄12孔径及窗口尺寸的考察,笼状介孔分
子筛 FDU鄄12可以作为 HRP的良好固定载体.
2.2 HRP和 FDU鄄12的相互作用
为了考察固载于 FDU鄄12 中的 HRP的天然构

象是否改变,对天然的 HRP和 HRP鄄FDU鄄12复合膜
进行了傅立叶红外光谱测试.在蛋白质的傅立叶红
外光谱中,酰胺 I和酰胺 II是蛋白质肽链二级结构
的特征吸收.酰胺 I是蛋白质肽链骨架上 C襒O伸
缩振动引起的.酰胺 II则是 N—H面内弯曲和 C—
N伸缩振动共同引起的.根据酰胺 I和酰胺 II的峰
位置的变化可以判断蛋白质是否变性[23]. 图 3显示
了 HRP和 HRP鄄FDU鄄12复合膜的 FTIR光谱.在天

然 HRP的 FTIR光谱(图 3 曲线 a)中,出现在 1653
和 1559 cm-1处的吸收峰分别对应于酰胺 I和酰胺
II 的特征吸收. 在 HRP鄄FDU鄄12 复合膜的 FTIR 光
谱中观察到的 1652和 1558 cm-1处的吸收峰对应于

固定后的 HRP的酰胺 I和酰胺 II吸收峰(图 3曲线
b),与天然的 HRP的红外吸收相比没有明显的位移,
这说明吸附于 FDU鄄12中的 HRP没有变性,保持了
原来的构象.曲线 b中波数 1100 cm-1附近的强吸收

峰是 FDU鄄12中硅基团的吸收峰.
图 4显示了以 0.1 mmol·L-1 KCl+10 mmol·L-1

Fe(CN)3 -
60/Fe(CN)4 -

60为探针的FDU鄄12/GC电极和HRP鄄
FDU鄄12/GC 电极的交流阻抗图谱 , 在高频区的半
圆对应于电子传递控制过程, 在低频区的线形部
分对应于扩散控制过程 . 当没有吸附 HRP 时 , 由
于 FDU鄄12 属于硅基材料 , 导电性相对差一些, 对
探针分子形成一定的电子传递阻抗,在电极表面形
成了介电层,阻碍了 Fe(CN)3 -

60 /Fe(CN)4 -
60在电极表面

的电子传递过程(图 4曲线 a).而吸附了 HRP后,对
探针分子形成的电子传递阻抗进一步增大,所以相
应的半圆直径也增大(图 4曲线 b), 这表明 HRP已
经吸附在 FDU鄄12介孔笼中.
2.3 HRP鄄FDU鄄12/GC电极的直接电化学
图 5 为 FDU鄄12/GC 和 HRP鄄FDU鄄12/GC 电极

在除氧条件下,扫速为 100 mV·s-1在 0.1 mol·L-1的

PBS(pH 6.9)缓冲液中的循环伏安图.从图中可以看
出, FDU鄄12/GC电极在所扫描范围内没有观察到任

表 1 介孔分子筛 FDU鄄12的表面物理化学性质
Table 1 Physicochemical properties of mesoporous

silica FDU鄄12

图 1 FDU鄄12的透射电镜(TEM)照片
Fig.1 Transmission electronmicroscopy (TEM)

image of FDU鄄12

图 2 FDU鄄12的氮气吸附鄄脱附等温线(A)及其孔径分布图(B)
Fig.2 N2 adsorption鄄desorption isotherm (A) and pore size distribution curve (B) for FDU鄄12

Sample SBET

(m2·g-1)
Pore volume

(cm3·g-1)
Pore size

(nm)
Entrance
size (nm)

FDU鄄12 636 0.67 15.1 5-6
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何的氧化还原峰,说明 FDU鄄12在该电位范围内是
非电活性物质(图 5曲线 a).而对于图 5中曲线 b的
HRP鄄FDU鄄12/GC电极,观察到一对稳定的氧化还原
峰,它是对应于 HRP中血红素辅基中 Fe(III)/Fe(II)
电对的氧化还原峰,是由 HRP与电极间的直接电子
传输引起的.从图 5曲线 b可知,当扫速为 100 mV·
s-1, HRP直接电子转移反应的氧化还原峰电位分别
为 Epa=-0.300 V, Epc=-0.350 V,式量电位 E0忆=-0.325
V,峰电位差 驻Ep为 50 mV.氧化峰和还原峰电流基
本相同,即 Ipa/Ipc的值接近 1,显示了 HRP在电极表
面快的电子传递和良好的可逆性,表明 FDU鄄12能
够促进 HRP在电极上的直接电化学反应.这可能是
由于笼状介孔分子筛 FDU鄄12 特殊的笼状结构为

HRP构筑了良好的微环境, 使 HRP 在电极上获得
了合适的取向,从而促进了 HRP在电极表面的直接
电子转移.

不同扫描速率下 HRP鄄FDU鄄12/GC 电极在 0.1
mol·L-1的 PBS(pH=6.9)缓冲液中的氧化还原峰电
流和扫速的关系如图 6(A)所示. 随着扫速的增加,
氧化还原峰电流也在不断地增加.氧化峰电位正向
移动,还原峰电位负向移动,电位差 驻Ep随之增大,
E0忆几乎不随扫速而发生变化.当扫描速率在 40-300
mV·s-1范围内时,氧化还原峰电流均与扫描速率呈
线性关系,如图 6(B)所示,说明在该扫描速率范围内,
电极反应为表面控制过程[24,25].根据峰电位差随扫速
变化关系,参照 Laviron[26]电极表面反应异相动力学

常数计算方法,可得 HRP直接电子转移反应的表观
速率常数 ks为 1.200 s-1,显示了较快的电子传递过
程.可能归因于 FDU鄄12的三维介观孔道有利于酶
分子以及生成物的传输和扩散,而且对循环伏安图
还原或氧化峰进行积分, 可以得到电极上电活性物
质在电极表面发生还原或氧化反应时所消耗的电

量(Q). 由公式 Q=nFA祝[24], 可得到电极表面电活性
HRP的表观浓度(祝)为 5.44伊10-11 mol·cm-2.其中 Q
是直接电化学反应的氧化峰或还原峰的积分电量, n
为每个分子的电子转移数, F为 Faraday常数, A为
电极的面积.这个 祝值比 HRP在电极表面的最大理
论单层覆盖浓度(2.00伊10-11 mol·cm-2)高出 1 倍多 ,
说明在电极表面有多层的HRP参与了直接电子转
移, 这可能与介孔分子筛FDU鄄12大的比表面和笼
状结构所提供的多层固载有关.

图 7(A)为 HRP鄄FDU鄄12/GC电极在不同 pH值

图 5 FDU鄄12/GC (a)和 HRP鄄FDU鄄12/GC (b)电极的循
环伏安曲线

Fig.5 CV curves of FDU鄄12/GC (a) and HRP鄄FDU鄄12/
GC (b) electrodes

solution: 0.1 mol·L-1 PBS, pH=6.9, scan rate: 100 mV·s-1

图 4 FDU鄄12/GC电极(a)和 HRP鄄FDU鄄12/GC电极(b)
的交流阻抗图谱

Fig.4 Nyquist plots for the electrochemical
impedance measurements of FDU鄄12/GC (a) and

HRP鄄FDU鄄12/GC (b) electrodes
solution: 0.1 mol·L-1 KCl+10 mmol·L-1 Fe(CN)3 -

60 /Fe(CN)4 -
60 ;

Rs: solution resistance, Rct: charge tranfer resistance;
Cdl: double鄄layer capacitance; W: diffusion resistance

图 3 HRP (a)和 HRP鄄FDU鄄12复合膜(b)的 FTIR光谱
Fig.3 FTIR spectra of HRP (a) and HRP鄄FDU鄄12

(b) composite film
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图 6 (A) HRP鄄FDU鄄12/GC电极在不同扫描速率下的循环伏安曲线; (B)由图 6(A)得到的氧化还原峰峰电流与扫描速率的
关系曲线

Fig.6 (A) Cyclic voltammograms of the HRP鄄FDU鄄12/GC electrodes at different scan rates; (B) Plots of the redox
peak currents vs scan rate obtained from Fig.6(A)

solution: 0.1 mol·L-1 PBS, pH=6.9; scan rate (mV·s-1): (a) 40, (b) 60, (c) 80, (d) 100, (e) 150, (f) 200, (g) 250

图 7 (A) HRP鄄FDU鄄12/GC电极在不同 pH值的循环伏安曲线; (B)由图 7(A)得到的 E0忆与溶液 pH值关系曲线
Fig.7 (A) Cyclic voltammograms of HRP鄄FDU鄄12/GC electrode at various pH values; (B) Plot of E0忆 of HRP vs pH

value of the solution from Fig.7(A)
solution: 0.1 mol·L-1 PBS; pH value: (a) 9.2, (b) 8.1, (c) 7.6, (d) 6.4, (e) 5.6, (f) 4.2; scan rate: 100 mV·s-1

的 0.1 mol·L-1 PBS中的循环伏安曲线. 由图可见,
随着 PBS的 pH值从 4.2增加到 9.2, HRP的氧化还
原峰峰电位向负方向移动, E0忆与 pH值呈线性关系
(图 7(B)),其斜率为-44.0 mV/pH,小于单电子和单质
子的可逆电极反应的理论值-57.6 mV/pH(18 益)[27],
这可能是 HRP血红素附近的氨基酸质子化或与血
红素铁配位的水分子质子化引起的[28,29].
2.4 HRP鄄FDU鄄12/GC电极对H2O2的电催化氧化

图 8(A)是 HRP鄄FDU鄄12/GC 电极对 H2O2 电催

化的循环伏安图.在除氧条件下,当在缓冲溶液中加
入 H2O2后, 相对于未加 H2O2(图 8(A)曲线 a), 循环
伏安图发生明显的变化,可以观察到在-0.350 V处
的还原峰电流增大.氧化峰电流则减小,显示一个典
型的电催化还原 H2O2过程,并且随着 H2O2浓度的

增大, 还原峰电流变大(图 8(A)曲线 b, c). 说明在
HRP鄄FDU鄄12/GC 电极上, HRP 不仅能够实现快速
的电子转移,而且对 H2O2的还原具有良好的催化活

性.电催化机理可表示如下[30-32]:
HRP[Fe(III)]+H2O2寅H2O+composite I (1)
composite I+H++e-寅composite II (2)
composite II+H++e-寅HRP[Fe(III)] (3)

复合物 I和复合物 II是 HRP的两种氧化中间态.复
合物 I由 H2O2氧化 HRP[Fe(III)]而产生,其中卟啉
环中的铁是五价,复合物 II为复合物 I经单电子还
原而得到,其中卟啉环中的铁是四价,再经过一个单
电子还原反应,则得到含三价铁的卟啉环.

图 8(B)是 HRP鄄FDU鄄12/GC电极的电催化还原
电流与 H2O2的浓度作图得到的关系曲线. 如图所
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示, H2O2的浓度在 0.5-46.8 滋mol·L-1范围内与电催

化还原电流呈线性关系,当 H2O2的浓度高于 46.8
滋mol·L-1时,电催化还原电流和 H2O2浓度之间的线

性关系表现为一个平台 , 这符合酶的 Michaelis鄄
Menten反应过程的特征.酶电极的表观米氏常数是
酶鄄底物反应动力学的重要指标,反映了酶的亲和力,
通常用来评价固定酶的生物活性.表观米氏常数 Kapp

M0

可以通过 lineweaver鄄Burk 方程的电化学表达公式
计算[33]:

1
ISS

= 1
Imax

+ Kapp
M0

Imaxc
式中 Iss是加入底物的稳态电流, c是底物的摩尔浓
度, Imax是最大稳态电流. Kapp

M0可通过 1/Iss对 1/c做图
所得到的斜率和截距计算得到. HRP鄄FDU鄄12/GC电
极的 Kapp

M0值为 54.5 滋mol·L-1,这个值要比以前文献
报道的值[32,34]小得多.该电极具有小的米氏常数,说
明固定在 FDU鄄12中的 HRP对 H2O2的高催化活性

以及更高的亲和力.这可能是由于笼状介孔分子筛
FDU鄄12具有良好的生物相容性,为 HRP的直接电
子转移构筑了良好的微环境.

为了考察 HRP鄄FDU鄄12/GC 电极的稳定性, 将
电极在 100 mV·s-1扫速下连续扫描 20 圈, 发现氧
化还原峰电流并没有下降.同时考察了存储时间对
电极稳定性的影响 . 将 HRP鄄FDU鄄12/GC 电极在 4
益置入 PBS(pH 6.9)溶液中存储两周后,再次测定其
对 H2O2的电催化活性,对比储存前后两次测定的伏
安曲线,发现电催化电流并没有明显的改变.这说明
HRP鄄FDU鄄12/GC电极具有很好的稳定性.

3 结 论
使用大孔笼状介孔分子筛 FDU鄄12 为 HRP 的

固定载体,并用简单的吸附方法构建了酶电极.傅立
叶红外吸收光谱、紫外鄄可见光谱以及电化学交流阻
抗实验表明,固定后的 HRP保持了原有二级结构构
象 , 电化学循环伏安测试表明笼状介孔分子筛
FDU鄄12有效地促进了电极表面的 HRP与电极之间
的直接电子转移,酶电极对 H2O2的还原表现出良好

的电催化活性.其式量电位 E0忆为-0.325 V, 电子转
移速率常数为 1.200 s-1, 显示了较快的电子传递速
率,其吸附量为 5.44伊10-11 mol·cm-2,这个值比 HRP
在电极表面的最大理论单层覆盖浓度(2.00伊10-11

mol·cm-2)高出 1倍多. 此外 HRP鄄FDU鄄12/GC电极
的稳定性较好.上述结果表明三维笼状介孔分子筛
FDU鄄12以及所使用的吸附方法为探索研制简单、
重现性好,响应快的第三代生物传感器提供了新的
思路.
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