
 
 
 
 
 
 
 
论 文  第 52 卷 第 19 期  2007 年 10 月   

www.scichina.com  2255 

辣根过氧化物酶在MnO2纳米片薄膜中的 
直接电化学与电催化行为 
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摘要  采用新型纳米材料 MnO2纳米片作为固定辣根过氧化物酶(HRP)的载体, 制备了 HRP/MnO2纳米

片修饰的玻碳电极(GCE). 在MnO2纳米片薄膜中, HRP能够实现有效的直接电子转移, 在 pH 6.5的磷
酸缓冲溶液中, 修饰电极的循环伏安曲线上显示出一对可逆的氧化还原峰, 式量电位为−0.315 V (vs. 
Ag/AgCl). HRP在MnO2纳米片/GCE表面的电子转移速率常数为 6.86 s−1. HRP/MnO2纳米片/GCE的式
量电位(mV)在 pH 4.0~8.0范围内与溶液 pH值成线性关系, 其斜率为−53.75 mV·pH−1, 表明电极反应在
发生一个电子转移的同时还伴随一个质子的转移. 修饰后的电极对H2O2有良好响应, 响应时间小于3 s, 
在信噪比为 3时, 最低检出限为 0.21 μmol·L−1.  
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近年来 , 氧化还原蛋白质的直接电子转移反应
引起了越来越多研究者的兴趣 [1~4], 这一研究具有重
要的理论价值和广阔的应用前景 . 研究氧化还原蛋
白质的直接电子转移反应 , 不仅对于探索生命体内
的生理作用机理等理论研究具有重要意义 , 而且为
制备基于氧化还原蛋白质直接电化学行为的第三代

生物传感器、开发生物燃料电池和生物芯片奠定了技

术基础. 辣根过氧化物酶(HRP)是最常被用来研究和
讨论的一种氧化还原酶 , 它的电活性中心是血红素
基团 , 基于HRP的生物电化学传感器在H2O2、葡萄

糖、酚类化合物和胺类化合物等物质的测定中发挥着

很重要的作用. 然而, HRP在电极表面的取向往往不
利于其电活性基团与电极表面之间的电子传递；而且

HRP 的电活性中心通常被深埋在其多肽链的内部 , 
不易暴露, 难于接近电极表面, 因此实现  HRP 与电极

之间的直接电子转移通常比较困难 [5]. 为了实现其
在电极表面可逆或准可逆的直接电子转移反应 , 探
索合适的电极材料和固定方法非常重要.  

纳米材料所具有的独特物理化学性质为生物电

化学的研究提供了一条崭新的途径. Xu 等人 [4]将HRP
固定在纳米Au薄膜中 , 实现了HRP的直接电化学 . 
Liu等人 [6]通过对肌红蛋白在钛酸盐纳米管与TiO2纳

米粒子薄膜中的电化学行为比较 , 发现与传统的纳
米粒子薄膜相比 , 用新型的纳米管薄膜固定蛋白质

对提高生物传感器的性能指标发挥了重要的作用 . 
Lvov等人 [7]在MnO2纳米粒子、PDDA与肌红蛋白层
层组装形成的多层膜中 , 得到了肌红蛋白可逆的氧
化还原信号. 此外, MnO2 纳米粒子还可以用于抗坏

血酸 [8]与乳酸 [9]传感器的构筑. 作为一种新型的纳米
材料, MnO2纳米片具有 1 纳米至几纳米的厚度和亚
微米-微米级别的横向尺寸, 因此MnO2纳米片有多种

不同于传统纳米粒子的优异的物理化学性能 , 如高
各向异性、层板带负电荷、胶体形态及聚电解质性质

等, 被广泛用于光化学电致变色等领域中 [10], 但是
尚未见到将其应用于生物物质的固定方面的报道 . 
本文报道将MnO2 纳米片材料用于固定HRP, 实现了
HRP有效稳定的直接电子转移, 考察了HRP/MnO2 纳

米片/GCE对H2O2的电催化行为.  

1  实验 

(ⅰ) 试剂.  辣根过氧化物酶(HRP, EC1.11.1.7, 
250 U·mg−1)购自于上海丽珠东风生物技术公司, 聚
乙烯醇缩丁醛(PVB)购自于 Sigma 公司, 实验中所采
用试剂均为分析纯. 0.1 mol·L−1不同 pH值的磷酸缓
冲溶液(PBS)用Na2HPO4与NaH2PO4溶液按一定比例

配制, 实验用水为二次蒸馏水.  
层状MnO2与MnO2纳米片溶胶根据文献 [11]方法

制备, 将层状  MnO2 分散在四甲基氢氧化铵的水溶液
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中, 于室温下搅拌 7 d. 将混合液离心(5000 r·min−1)
分离, 上层离心液即为MnO2 纳米片溶胶, 调整浓度
为 1.5 g·L−1备用.  

(ⅱ) 电极的制备.  玻碳电极(直径 3 mm)分别用
1.0, 0.3, 0.05 μm的 Al2O3抛光, 在二次蒸馏水中超声
清洗 1 min 后, 用氮气吹干. 将等体积的 MnO2纳米

片溶胶与浓度为 10 g·L−1的 HRP 溶液(二次水配制)
充分混合均匀, 然后用微量加样器将 10 μL的上述混
合物滴加在玻碳电极表面, 4℃干燥后, 将电极在 2% 
(W/V) PVB乙醇溶液中浸泡 1 min, 干燥后用二次水
冲洗, 即得实验所用HRP/MnO2纳米片/GCE. 电极不
用时, 在 4℃空气中保存.  

(ⅲ) 测试仪器及方法.  XRD测试采用日本岛津  

6000 型  X 射线衍射仪. 根据文献方法 [11], 将  MnO2纳

米片溶胶高速离心(10000 r·min−1)后所得到的MnO2

纳米片沉淀直接进行XRD测试 , 所得谱图即为湿态
MnO2纳米片的XRD谱图.  

电化学测试在 CHI660B电化学工作站(上海辰华
仪器有限公司)上进行. 所有电化学实验均采用三电
极体系, 以修饰玻碳电极为工作电极, 铂丝作为辅助
电极, Ag/AgCl (3 mol·L−1 KCl)电极为参比电极, 在
进行电化学实验前 , 溶液用高纯氮气除氧至少  30 
min. 所有电化学实验均在室温(20±2)℃下进行.  

2  结果与讨论 

2.1  XRD分析 

从图 1可以看到, 剥离后层状 MnO2原有的有序

结构被打乱, 湿态  MnO2 纳米片为无定型结构(图 1曲
线 a), 室温下干燥后  MnO2  纳米片会发生有序重组,  

 
图 1  湿态下 MnO2纳米片(a)、干态下 MnO2纳米片(b)及

干态下 HRP/MnO2纳米片(c)的  XRD谱图 

其XRD谱图(图 1曲线b)在 9°出现了MnO2层状结构的

特征衍射峰(d值为 0.96 nm). 然而, 如图 1曲线c所示, 
将MnO2纳米片与HRP混合并在 4℃下干燥后, MnO2

纳米片仍然保持了原来的无定型结构 , 其主要原因
可能为HRP分子尺寸比较大 (6.0 nm×3.5 nm×3.0 
nm), 其等电点为  8.9, 在二次水中带有正电荷, 与带
负电的  MnO2 纳米片胶体粒子形成静电吸附 , 导致
MnO2 纳米片层板不能重新堆积为层状MnO2, 形成
了无序排列的结构, 其示意图如图 2所示. MnO2纳米

片层板表面存在一层水分子 [11], 能为  HRP 提供良好

的微水环境, 利于保持其活性. 
 

 
图 2  MnO2纳米片溶胶与 HRP混和示意图 

2.2  HRP的直接电化学 

在  pH 6.5 的  PBS 中考察了 MnO2 纳米片 /GCE, 
HRP/GCE, HRP/MnO2纳米片/GCE 的循环伏安行为. 
如图 3 曲线 a 和 b 所示, MnO2纳米片/GCE 与 HRP/ 
GCE 在实验电位扫描范围内没有明显的电化学反应
发生, 而 HRP/MnO2纳米片/GCE 的循环伏安图中出
现了一对几乎对称的氧化还原峰(图  3 曲线  c), 氧化还
原峰电位分别为 Epa = −0.29 V (vs. Ag/AgCl), Epc = 
−0.34 V (vs. Ag/AgCl), 氧化还原峰电流基本相同 , 
说明固定在 MnO2纳米片中的 HRP 能进行准可逆的
直接电化学反应 , 其式量电位 E0′= −0.315 V (vs. 
Ag/AgCl).  

图 4 为HRP/MnO2 纳米片/GCE在 0.1 mol·L−1 
PBS 中不同扫描速率下的循环伏安曲线. 从图中可以
看出, HRP直接电子转移反应的氧化峰电流与还原峰
电流几乎相等, 即ipc/ipa = 1, 并且氧化还原峰电流与
扫描速率之间呈线性关系 , 说明整个电极反应是受
表面过程控制的. 随着扫描速度的增加, 其氧化峰电
位Epa向正方向移动, 还原峰电位Epc负移, 峰电位差
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增加, 但均小于 200 mV, 而且式量电位E0′几乎不随
扫描速度的增加而发生变化 . 根据扫描速度与峰电
位差的关系, 由Laviron模型 [12]得到HRP与电极之间
的电子转移速率常数ks为 6.86 s−1, 该值略高于将HRP
固定在碳纳米管膜中 [13]的电子转移速率常数ks值

(2.07±0.56) s−1, 说明  MnO2 纳米片能有效而快速地

促进HRP的直接电子转移.  

 
图 3  MnO2纳米片/GCE (a), HRP/GCE (b)和 HRP/MnO2 

纳米片/GCE (c)的循环伏安曲线 
0.1 mol·L−1 pH 6.5的 PBS, 扫描速度为 100 mV·s−1 

 

 

图 4  HRP/MnO2纳米片/GCE在不同扫描速度下的 
循环伏安曲线 

0.1 mol·L−1 pH 6.5的 PBS, 曲线 1~6扫描速度分别为 10, 20, 50, 
100, 150, 200 mV·s−1 

2.3  pH值对 HRP直接电化学行为的影响 

使用不同  pH 值 (pH 4~8)的  PBS 测试时 , HRP/ 
MnO2纳米片/GCE 的氧化还原峰电位差几乎不变, 但
氧化还原峰电位发生负移, 这种变化是可逆的, 即在

重复调节到同一pH值时, 其循环伏安曲线能够复原. 
HRP的式量电位E0′ 随着pH值的变化而线性变化, 斜率
为−53.75 mV·pH−1, 该数值与伴随有一个质子转移的
单电子可逆电极反应的理论值−58 mV·pH−1   (20
℃)[14]基本一致, 这说明HRP在MnO2 纳米片/GCE上
的电化学氧化还原过程是伴随有一个质子转移的单

电子过程.  

2.4  HRP对 H2O2的电催化行为 

图 5 为 HRP/MnO2纳米片/GCE在含有不同浓度
H2O2 的  PBS 中的循环伏安曲线 . 从图中可以看出 , 
HRP 对  H2O2 有明显的电催化还原作用, 随着 H2O2浓

度的增大, 在催化还原峰电流增大的同时, 氧化峰电
流减少甚至消失 . 作为对照 , MnO2 纳米片 /GCE 对

H2O2 催化作用的循环伏安曲线如图  6 所示, H2O2 在

MnO2 纳米片/GCE 上的还原电位为−0.75 V (vs. Ag/ 
AgCl), 而图 5显示 H2O2在 HRP/MnO2纳米片/GCE 上
的还原反应电位是−0.25 V (vs. Ag/AgCl). 因此可认
定图 5中的电催化反应是在 HRP的作用下进行的. 

 

 

图 5  HRP/MnO2纳米片/GCE在含不同浓度 H2O2的 
PBS中的循环伏安曲线 

a, 0 mmol·L−1; b, 0.02 mmol·L−1; c, 0.05 mmol·L−1. 0.1 mol·L−1 

pH 6.5的 PBS, 扫描速度为 100 mV·s−1 

 
另外, 从图 5中可以看到加入H2O2后, HRP的还

原峰电位稍有移动, 与文献 [15,16]报道的现象类似, 
关于峰电位移动的具体原因及规律 , 拟在下一步工
作中深入研究.  

图 7描述了恒定电位为−0.25 V (vs. Ag/AgCl)时, 
MnO2 纳米片 /GCE(图  7 曲线  a)与  HRP/MnO2 纳米片 / 
GCE(图 7曲线b)对H2O2浓度变化的电流-时间响应情
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况. 由图可以看出, MnO2纳米片/GCE对H2O2的响应

十分微弱, 相对于HRP/MnO2 纳米片/GCE可以忽略. 
HRP/MnO2 纳米片/GCE对H2O2 浓度变化的响应迅速, 
每次加入H2O2后响应电流在 3 s内达到最大. 电极在
H2O2浓度为 1~430 μmol·L−1范围内有线性响应, 在
信噪比为 3 时对H2O2的检测限为 0.21 μmol·L−1. 当
浓度高于 540 μmol·L−1时, 出现一个电流响应平台, 
说明电极反应具有典型的Michaelis-Menten酶反应动
力学特性, 通过  Linweaver-Burk 方程 [17]求表观米氏

常数为 0.127 mmol·L−1, 较小的米氏常数值说明
MnO2纳米片固定的HRP对H2O2有较强的亲和力.  

另外, 根据文献方法 [18]考察了硫化物对HRP的 
 

 

图 6  MnO2纳米片/GCE在含不同浓度 H2O2的 
PBS中的循环伏安曲线 

a, 0 mmol·L−1; b, 0.135 mmol·L−1. 0.1 mol·L−1 pH 6.5的 PBS, 
扫描速度为 100 mV·s−1 

 

 

图 7  MnO2纳米片/GCE (a)和 HRP/MnO2纳米片/GCE (b)
对 H2O2浓度变化的电流-时间响应曲线 

0.1 mol·L−1 pH 6.5的 PBS, 工作电位−0.25 V (vs. Ag/AgCl) 

抑制作用, 从图 8 中可以看出, 加入 Na2S 后, HRP/ 
MnO2纳米片/GCE 对 H2O2的催化电流明显减小, 随
着Na2S浓度的增大电流持续下降, 说明Na2S对HRP
的催化活性有明显的抑制作用, 基于此原理用  HRP/ 
MnO2纳米片/GCE 可以检测污染物硫化物的浓度. 根
据计时电流响应曲线可得出 , 修饰电极对硫化物检
测的线性范围为 44~134 μmol·L−1.  

 

 
图 8  硫化物对 HRP/MnO2纳米片/GCE抑制的 

循环伏安曲线 
a, 未加入 Na2S; b, 加入 Na2S 15 μmol·L−1; c, 加入 Na2S 30 μmol·L−1. 
0.1 mol·L−1 pH 6.5 的 PBS 含 H2O2 0.5 mmol·L−1, 扫描速度为 100  

mV·s−1 

2.5  修饰电极的稳定性和重现性 

修饰电极干态保存在 4℃下, 两周后对底物响应
信号仍保持了  90%. 用同一支 HRP/MnO2 纳米片 / 
GCE电极对 0.01 mmol·L−1 H2O2进行 5次测试, 得出
标准偏差为 1.8%, 测定同批制备的 6 支电极对 0.01 
mmol·L−1 H2O2的响应, 得出标准偏差为 8.1%.  

3  结论 
本文报道了 HRP在MnO2纳米片/GCE上的固定

及直接电化学. 实验结果表明, HRP在 MnO2纳米片/ 
GCE 上能实现快速和有效的直接电子转移 , 其直接
电子转移的表观速率常数为  6.86 s−1. 进一步的实验
结果显示, HRP 能够保持对 H2O2电催化还原的生物

活性 , 而且能快速地响应  H2O2 浓度的变化 . 此外还
考察了 HRP/MnO2纳米片/GCE 在对硫化物检测中应
用的可能性. 这些结果证明 MnO2纳米片是良好的生

物物质固定材料. 本文所用固定  HRP 的方法简单且

有效 , 为其他纳米片材料在生物物质固定方面的研
究提供了实验基础.  
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