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血红蛋白在琼脂糖 /离子液体 /萘酚修饰

玻碳电极上的直接电化学研究
孙俊永 ,吴志伟 ,黄克靖 3 ,张永笑 ,常大伟

(信阳师范学院 化学化工学院 ,河南 信阳 464000)

摘　要 :以室温离子液体 (RTIL) 12丁基 232甲基咪唑六氟磷酸盐 ( [ bm im ] PF6 )与琼脂糖、Nafion相结合 ,制

备一种新型的琼脂糖 /离子液体 /Nafion复合膜修饰玻碳电极 ,利用紫外可见光谱、红外光谱和电化学方法等手

段对包埋于膜内的血红蛋白 (Hb)的性质进行了表征.实验表明 , Hb在该修饰电极上具有良好的电化学行为 ,

在 8. 0 ×10 - 7～ 4. 8 ×10 - 5 mol/L浓度范围内过氧化氢的浓度在该电极上与电化学响应信号成良好的线性关

系.信噪比为 3时 ,检测限为 1. 0 ×10 - 7 mol/L.
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D irect Electrochem istry of Hem oglob in in Agarose / Ion ic L iqu id /Naf ion

Com posite F ilm M od if ied Gla ssy Carbon Electrode
SUN Jun2yong, W U Zh i2we i, HUANG Ke2jing3 , ZHANG Y ong2x iao, CHANG Da2we i

(College of Chem istry and Chem ical Engineering, Xinyang Normal University, Xinyang 464000, China)

Abstract:A novel agarose / ionic liquid /Nafion composite film modified glassy carbon electrode was fabricated

based on the room temperature ionic liquids (RTIL) 12Butyl232methylim idazolium hexafluorophosphate ( [ bm im ] PF6 ) ,

agarose and Nafion. U ltraviolet2visible spectroscopy (UV2vis) , Fourier transform infrared spectroscopy ( FT2IR) and

Cyclic voltammetry (CV) were used to characterize the composite film. Under the chosen condition, the concentration

of H2O2 showed excellent linear relationship swith the reducation peak current in the range of 8. 0 ×10 - 7～ 4. 8 ×10 - 5

mol/L, with a low detection lim it of 1. 0 ×10 - 7 mol/L (S /N = 3) .
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0　引言

血红蛋白 (Hb)是脊椎动物红细胞内的呼吸蛋白 ,其分

子由 4条肽链 (亚基 )以非共价方式连接聚集而成 ,每一条

肽链与一个亚铁血红素结合 .血红素位于肽链折叠所形成

的介电常数较低的疏水环境中.在生物体内 , Hb主要参与

传输氧气、分解 H2O2、传递电子等与氧和能量代谢有关的

重要活动 ,在生命活动中起着重要作用 [ 1 ].

用电化学方法研究氧化还原蛋白质的电子传递机理及

催化底物的反应过程 ,一方面可以模拟生物体系电子传递

机理和代谢过程 ;另一方面 ,结合生物反应的特异性和电分

析方法的灵敏性及及时检测性 ,制备生物电化学传感器 ,为

生物物质的检测提供强有力的手段 [ 2 ].因此 ,生物电化学

是目前研究的热点之一.

尽管蛋白质有电活性中心 ,但由于其分子结构庞大 ,电

活性中心不易暴露 ;另一方面因它在电极表面强烈吸附造

成电极的钝化 ,因此它在电极上的电子转移速率很慢 ,得不

到有效的电流效率 [ 3 ].所以人们常借助于电子媒介体来提

高血红蛋白的电子传递速率.近年来 ,生物模拟体系被广泛

应用于蛋白质的电化学研究.许多研究者都致力于电子传

递媒介体、促进剂和特殊电极材料 [ 4 ]的研究以加速 Hb的

电子传递速率. 1996年 , Rusling等 [ 5 ]首次将 Hb嵌入热解

石墨 ( PG)电极表面的多层表面活性剂薄膜中 ,使 Hb与 PG

电极之间的电子传递速率大大增加.为了改善这种薄膜的

稳定性 ,胡乃非等 [ 627 ]在多双层表面活性剂薄膜中引入离
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子型聚合物或离子交换型黏土作为骨架材料 ,制作了 Hb

多双层复合薄膜电极 ,进而研究 Hb的电化学和电化学催

化性质 . Pang等 [ 8 ]用琼脂糖水凝胶将亚铁血红蛋白修饰在

玻碳电极上 ,在离子液体 12丁基 232甲基咪唑六氟磷酸盐
( [ bm im ] PF6 )中研究了它的电化学行为.本文对血红蛋白

在琼脂糖 /离子液体 /Nafion修饰玻碳电极上的直接电化学

行为进行了初步探讨.

室温离子液体 (RTIL)作为新型的绿色溶剂 ,有很多适

用于电化学和电分析化学研究的优点 ,对无机物和有机物

具有良好的溶解能力以及对酶和蛋白质良好的生物相容

性 [ 9 ].因此离子液体既可以作为溶剂又可以作为支持电解

质 ,是电化学研究中的一种优良介质功能材料 [ 10 - 11 ].琼脂

糖是 D2半乳糖和 3, 6脱水的 L2半乳糖连接构成的多链
糖 [ 12 ].在热水溶液中 ,琼脂糖是黏稠无序的水溶液 ,冷却时

聚糖呈螺旋状且聚集成空腔 ,空腔里含有大量的水 ,为蛋白

质提供适宜的微水环境.琼脂糖水凝胶具有较强的弹性、高

稳定性和良好的生物亲和性 ,是固定蛋白质的理想生物聚

合物 ,常用于生物大分子的分离.琼脂糖水凝胶具有一定的

孔径 ,生物大分子能自由扩散至琼脂糖凝胶中 ,与固定化的

蛋白质作用 ,从而加快血红蛋白与电极间的电子传递 [ 3, 13 ].

我们将室温离子液体与琼脂糖、Nafion相结合 ,制备了

一种新的基于离子液体修饰的玻碳电极 ,并基于该电极对

血红蛋白的电化学行为进行了初步探索.通过电化学方法

研究发现 ,这种复合材料对蛋白质有很好的生物相容性 ,血

红蛋白在复合膜中能够保持良好的生物活性和催化性质 ,

并对血红蛋白具有很好的电化学响应.

1　实验部分

1. 1　实验仪器

CH I660A电化学工作站 ,上海辰华仪器公司 ; Tensor 27

型红外光谱仪 ,德国 BRUKER光谱仪器公司 ;超越系列自

尊型 X型精密电子天平 ,梅特勒 2托利多仪器上海有限公
司 ; pHS23C精密 pH计 ,上海雷磁仪器厂 ; UC2300超声波清

洗器 ,宁波科生仪器厂 ;三电极体系 :琼脂糖 /离子液体 /Na2
fion修饰玻碳电极为工作电极 ( d = 3 mm ) ,饱和甘汞电极

( SCE)为参比电极 ,铂丝电极为对电极.

1. 2　实验试剂

血红蛋白 , Tokyo Kasei Kogyo Co. L td;离子液体 ,上海镁

锶钡实业有限公司化学事业部 ;琼脂糖 ,国药集团化学试剂

有限公司 ; DMF,信阳市化学试剂厂 ; H2O2 , 30% (w ) ,天津

市科密欧化学试剂开发中心 ;磷酸二氢钠 ,天津市永大化学

试剂开发中心 ;磷酸氢二钠 ,天津市博迪化工有限公司.所

有试剂均为分析纯 ,所有溶液均用去离子水制备 ,并且每次

操作前用高纯氮气脱气 ,所有化学实验均在室温下进行.

1. 3　实验准备

琼脂糖溶液的配制 :在室温下 ,将 600μL乙醇、50μg

琼脂糖、10μL 5 mmol/L NaOH与 60μL H2O混合 ,然后置

于 4 ℃的环境下保存备用 [ 13 ].将配制好的琼脂糖溶液和

DMF按体积比 4∶1的比例在室温下充分混匀后立即在 4 ℃

下冷却 ,即得到 agarose2DMF凝胶溶液.

1. 4　琼脂糖 /离子液体 /Nafion修饰玻碳电极的制备方法

将 10μL 1%的 Nafion溶液滴到处理好的玻碳电极上 ,

室温下晾干 ,将 15μL [ bm im ] PF6溶液滴到用 Nafion修饰

的电极上 ,干燥后 ,将 10μL agarose2DMF溶液滴到 [ bm im ]

PF6 /Nafion修饰的电极 ,室温下干燥 1 h,最后将 10μL Hb

(1 g/L )滴到所修饰的电极上 ,制成 Hb /agarose2DMF /

[ bm im ] PF6 /Nafion修饰电极 .

Hb /agarose2DMF / [ bm im ] PF6 电极 , Hb /agarose2DMF /

Nafion电极 , Hb / [ bm im ] PF6 /Nafion按上述步骤制得 ;电化

学测量前至少通氮气 10 m in,并且维持氮气氛 ,所有实验均

在室温下进行.

2　结果与讨论

2. 1　紫外 2可见吸收光谱
在紫外 2可见吸收光谱中 ,三价铁的 Soret吸收带可以

提供血红素蛋白质的结构信息 ,如果蛋白质结构发生变化

或变性其吸收带就会迁移或消失.用紫外 2可见吸收光谱考
察了 Hb在 agarose2DMF / [ bm im ] PF6 /Nafion修饰电极上的

吸收曲线 ,结果如图 1所示. Hb在缓冲溶液中的 Soret吸收

带在 409. 4 nm (图 1曲线 a ) ,而 Hb在 agarose2DMF /

[ bm im ] PF6 /Nafion修饰电极上的 Soret吸收带在 410. 6 nm

(图 1曲线 b) ,这与缓冲溶液中 Soret吸收带几乎相当 ,表

明 Hb在 agarose2DMF / [ bm im ] PF6 /Nafion修饰的电极上几

乎保持其天然结构 ,没有发生变性.

图 1　Hb和 Hb /修饰玻璃电极紫外 2可见吸收光谱图
F ig. 1　UV2v is absorption spectra of ( a) Hb, ( b) Hb

/agarose2DM F /[ bm im ] PF6 /Naf ion f ilm on optica l pla tes

2. 2　红外光谱

蛋白质的酰胺 I和酰胺 II基团的红外吸收带提供了多

肽链二级结构的信息 ,酰胺 I(1 700～1 600 cm - 1 )是由蛋白

质肽链骨架中的肽段连接处 C =O的伸缩振动引起的 ,酰

胺 II(1 620～1 500 cm - 1 )则产生于 N—H弯曲和 C—N伸

缩.如果 Hb变性 ,酰胺 I和酰胺 II两个吸收带会显著改变

甚至消失.图 2为在 1 200～2 000 cm - 1范围内观察的 Hb在

agarose2DMF / [ bm im ] PF6 /Nafion修饰电极上的红外光谱

图 , Hb在该修饰电极上的酰胺 I和酰胺Ⅱ红外吸收带分别
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在 1 651. 44 cm - 1和 1 546. 92 cm - 1 (图 2曲线 b) ,与天然

Hb的吸收带 1 655. 26 cm - 1和 1 540. 67 cm - 1 (图 2曲线 a)

很接近 ,从吸收带的相似性可以认为 Hb在 agarose2DMF /

[ bm im ] PF6 /Nafion修饰电极上基本保持了其天然构象.

图 2　Hb和 Hb红外光谱图

F ig. 2　FT2IR spectroscopy for ( a) Hb, ( b)

Hb /agarose2DM F /[ bm im ] PF6 /Naf ion f ilm

2. 3　Hb /agarose2DMF / [ bm im ] PF6 /Nafion修饰玻碳电极的

直接电化学行为

不同修饰电极在 0. 1 mol/L的 PBS缓冲溶液 (pH7)中

的直接电化学行为不同 (图 3) , Hb /agarose2DMF / [ bm im ]

PF6 /Nafion修饰电极在 - 300 mV附近有一个稳定且尖锐的

还原峰 ,这说明电子传递速率较快.然而 ,无 [ bm im ] PF6修

饰的 Hb /agarose2DMF /Nafion电极 ,峰电流非常小 ,说明室

温离子液体的存在 ,可以有效地提高基底电极的导电率 ,加

快了血红蛋白与电极之间电子的传递速率 ,对蛋白质的电

极反应的动力学方面有重要的影响 ,至于这种影响的本质

有待进一步的研究 ,有可能是离子液体与蛋白质之间存在

静电吸附作用 [ 8, 14 ].

图 3　不同修饰电极的循环伏安图

F ig. 3　CVs of ( a) Hb /agarose2DM F /[ bm im ] PF6 /

Naf ion, ( b) Hb / [ bm im ] PF6 /Naf ion, ( c) Hb /agarose2
DM F /[ bm im ] PF6 , and ( d) Hb /agarose2DM F / Naf ion

m od if ied GC electrode, ( e) bared GC electode in 0. 1

m ol/L PBS ( pH 7. 0) w ith a scan ra te of 100 m V /S

此外 , Hb / [ bm im ] PF6 /Nafion修饰电极和 Hb /agarose2
DMF / [ bm im ] PF6 修饰电极的峰电流相对于 Hb /agarose2
DMF / [ bm im ] PF6 /Nafion修饰电极同样小很多.若 [ bm im ]

PF6直接滴到到裸电极表面 ,则所修饰电极的膜的稳定性

非常差 ,易脱落 ,与之相比 ,当 Nafion滴涂在裸玻碳电极的

表面作为第一层膜时 ,修饰电极的稳定性则得到明显提高 ,

可能是离子液体通过离子交换过程渗入到 Nafion膜中 [ 15 ] ,

Nafion的存在能够提高膜的稳定性 ,即增强电极固定

[ bm im ] PF6的数量和质量.此外 ,琼脂糖的存在为蛋白质提

供适宜的微水环境 ,琼脂糖表面带有大量的氨基 ,能够有效

地将血红蛋白固定到电极表面 ,且琼脂糖的滴加增加了膜

厚度并在一定程度上限制了电子转移的方向 ,提高离子液

体在电极表面的修饰 ,有利于电子的快速交换.

2. 4　实验条件选择

2. 4. 1　[ bm im ] PF6的量的影响

图 4显示了用不同量的离子液体在制备 Hb /agarose2
DMF / [ bm im ] PF6 /Nafion修饰电极中对峰电流的影响.由图

4可以看出 ,当 [ bm im ] PF6的量由 0μL增加到 15μL时 ,峰

电流值显著增加.然而 ,随着 [ bm im ] PF6的量的进一步增加

到 30μL时 ,峰电流值并无明显增加 ,因此在后边的实验中

均选择滴加 15μL的 [ bm im ] PF6.

图 4　不同离子液体量的影响

F ig. 4　 Influence of the volum e of [ bm im ] PF6

coa ted a t the Hb /agarose2DM F /[ bm im ] PF6 /

Naf ion com posite f ilm m od if ied GCE

2. 4. 2　扫描速度的影响

图 5为 Hb /agarose2DMF / [ bm im ] PF6 /Nafion修饰电极

在不同扫描速度的循环伏安图 ,考察了扫速与峰电流之问

的关系.结果表明 ,随着扫速的增加 ,峰电流也在不断地在

增加 ,当扫描速度在 20～300 mV / s范围内峰电流与扫速一

次方呈线性关系 ,同时 ,在该范围内 ,随着扫描速度的变化 ,

还原峰电位负移 ,且与扫描速度之间呈线性关系 ,其线性回

归方程分别为 ipc = 0. 578 5 + 0. 023 60 v (R = 0. 990 6,

ipc inμA, v in mV / s).这些说明在该扫描速率范围内电极

反应为吸附控制过程 ,即典型的薄层控制的电化学行为特

征 [ 16 - 17 ].
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图 5　不同扫描速度的循环伏安图

F ig. 5　CVs of Hb a t d ifferen t scan ra tes

in 0. 1 m ol/L PBS ( pH 7. 0)

2. 4. 3　底液 pH的影响

实验表明 ,在 pH = 5. 0～9. 0范围内 ,随着 pH的增大 ,

Hb薄膜修饰电极的峰电位负移 (如图 6) ,这与水分子以及

血红素周围氨基酸的质子化作用有关 [ 18 ] ,在蛋白质分子中

同时存在着氧化还原中心和质子化位点 ,电子传递伴随质

子转移的反应 ,会改变氧化态或还原态中心离子与质子化

过程的静电作用 ,表现形式为氧化还原峰电势随溶液 pH

值的增加而负移.在 pH = 5. 0～9. 0范围内 ,阴极峰电位

( Ep )与 pH成线性关系 ,线性回归方程为 : Ep =﹣ 0. 071 54

- 0. 041 1 pH (R = - 0. 990 8) ,也说明反应过程伴随着质

子转移.实验所得线性关系直线斜率比理论值 (59 mV /pH,

一个电子和一个质子的反应 ) [ 19 ]要小 ,主要原因可能是质

子化不是简单的过程 ,而是受血红蛋白轴配位基团和水合

铁离子的质子化作用的共同影响 [ 20 ].

图 6　不同酸度的循环伏安图

F ig. 6 CVs of Hb a t d ifferen t pH va lues

in 0. 1 m ol/L PBS , w ith a scan ra te of 100 m V / s

2. 4. 4　DMF量的影响

DMF的量对琼脂糖膜中血红蛋白直接电化学行为有

较大影响 ,图 7显示了 DMF与琼脂糖不同体积比对血红蛋

白直接电化学行为的影响.在修饰电极用的琼脂糖中不加

入 DMF时 ,膜的稳定性较差 ,其阴极峰的电流比较小 .加入

DMF后 ,其电化学行为大有改观 ,随着 DMF量的增加 ,膜变

得均一和紧密 ,峰电流显著增加.实验结果表明 , V (琼脂

糖 ) : V (DMF) = 4∶1时峰电流最大 ,且所修饰形成的膜最为

稳定 ;随着 DMF的加入 ,使血红素所处的环境的疏水性增

强 ,增加了琼脂糖的凝胶化 ,有利于将血红蛋白固定在电极

表面 .有文献 [ 3, 13 ]认为 ,加入 DMF后 ,由于 DMF与琼脂糖

及蛋白质分子通过氢键和分子间力的协同作用 ,使蛋白质 2
琼脂糖膜形成均匀稳定的液晶结构 ,当加入 DMF时 ,可能

削弱了氢键的作用 ,从而降低了电子传递反应中的结构重

组能 ,更利于电子的转移.

图 7　DMF与琼脂糖体积比的影响

F ig. 7　 Influence of the proportion of agarose to

DM F (V /V )

2. 5　Hb对 H2O2的电化学催化

图 8　Hb在含不同浓度 H2O2的 PBS中的循环伏安图

F ig. 8　CVs of Hb in 0. 1 m ol/L PBS

( pH 7. 0) con ta in ing d ifferen t am oun ts of H2O2

a t a scan ra te of 100 m V / s

用循环伏安法考察了 Hb /agarose2DMF / [ bm im ] PF6 /

Nafion修饰玻碳电极对 H2O2的催化还原反应 ,如图 8所

示.实验发现 ,向 pH = 7. 0除氧后的 PBS缓冲溶液中注入

H2O2时 , Hb的还原峰电流大幅增加 ,在此条件下 ,用裸 GC

电极和无 Hb修饰的 GC电极循环扫描 ,均得不到峰电流增

大的还原峰.还原峰电流随 H2O2浓度的增大而增大 ,说明

固定在电极表面的 Hb能够催化还原 H2O2.在 8. 0×10 - 7～

4. 8 ×10 - 5 mol/L浓度范围内 ,还原电流与 H2O2的浓度成

线形关系 ,线性方程为 iP = 5. 506 + 0. 056 87 C ( R =

0. 991, ip inμA, C inμmol/L).但当 H2O2的浓度增大到一

定时 ,电流反而下降 ,这是因为当 H2O2浓度较高时 ,会使

Hb部分失去活性 ,且 Hb失活的程度与 H2O2浓度有关.
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2. 6　电极重现性和稳定性

考察了 Hb /agarose2DMF / [ bm im ] PF6 /Nafion修饰电极

的稳定性和重现性 ,实验结果表明该修饰电极在连续扫描

200次后 ,其峰电流变化在 7%以内 ,同一电极在一次处理、

二次处理、三次处理后测定其峰电流相对偏差小于 5%.该

修饰电极不用时在 pH 7. 0的 PBS中 4 ℃条件下存放 ,两周

后电极响应电流下降约 4% ,测定 2×10 - 5mol/L H2O2时其

响应电流的 RSD为 4. 36% ,相同方法制备的不同根电极进

行平行实验时 ,其相对偏差在 6%以内 ,表明该修饰电极具

有良好的稳定性和重现性.

3　结论

基于室温离子液体、琼脂糖、Nafion和 Hb,制备了一种

新型的 H2O2生物传感器. Hb在 agarose2DMF / [ bm im ] PF6 /

Nafion的复合膜中能够保持良好的天然构象.该传感器稳

定性好、易制备、成本低 ,重现性好 ,用于 H2O2的测定 ,灵敏

度高 ,线性范围宽 ,具有较好的应用前景.
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