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摘要    合成了一种稳定和水溶性的聚丙烯酸修饰 CeO2 NPs, 利用动态光散射(DLS)、傅

里叶变换红外光谱(FT-IR)和 X 射线光电子能谱(XPS)进行表征. 结果表明, CeO2 NPs 能够

催化 H2O2 氧化 3,3′,5,5′-四甲基联苯胺(TMB)发生显色反应, 表现出过氧化物模拟酶催化

活性. 利用 Raman 和顺磁共振(EPR)光谱技术研究了其催化机理. 基于 CeO2 NPs 催化

TMB 变色反应对 H2O2 浓度的依赖性和葡萄糖氧化酶能够催化溶解氧氧化葡萄糖产生

H2O2的原理, 构建了一种简单、灵敏、选择性高的测定血清中葡萄糖的检测方法. 在优化

条件下, 测定葡萄糖的线性范围为 0.5~10 mmol/L, 检出限(3)为 0.1 mmol/L. 对 1.0 mmol/L

葡萄糖进行 11 次平行测定, 其相对标准偏差为 2.4%. 该方法已成功用于血清样品中葡萄

糖的测定. 
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1  引言 

葡萄糖是糖尿病诊断的一项重要生化指标[1]. 糖

尿病是由于血液中的葡萄糖不能得到有效利用, 从

而在血液中积累并导致一些并发症, 如失明、肾脏

病、心脏病及神经损伤等. 迄今尚无治愈糖尿病的有

效方法. 因此, 准确检测血液中葡萄糖含量对于糖尿

病的治疗和控制非常必要 . 目前 , 各种方法如酶   

法[2~4]、比色法[5, 6]和色谱法[7, 8]等已广泛用于葡萄糖

测定. 在这些方法中, 由于选择性好, 酶法已得到更

广泛应用. 然而, 天然酶不稳定, 而且价格昂贵、制

备复杂.  

近年来, 纳米材料模拟酶的研究已引起了广泛

关注. 文献已报道了不同的纳米材料模拟酶, 如纳米

Fe3O4
[9]、V2O5 纳米线[10]、多孔铂碳纳米管[11]、纳米

Co3O4
[12]、单壁碳纳米管[13]、氧化石墨烯[14]、碳点[15]、

TiO2 纳米管阵列[16]、Fe-Co 双金属合金纳米微粒[17]

和铁氧体纳米微粒[18]等. 有趣的是, 一些纳米微粒具

有多种模拟酶特性, 例如, 铁铂纳米微粒同时具有过

氧化氢模拟酶和过氧化物模拟酶活性[19]; Au@Pt 纳

米结构同时具有氧化物模拟酶、过氧化物模拟酶和过

氧化氢模拟酶活性[20]; 在金纳米棒上合成的 AuPt 纳

米合金既有氧化物模拟酶活性, 又有亚铁氧化模拟

酶活性[21]. 

作为一种多功能材料, 二氧化铈纳米粒子(CeO2 

NPs)受到了广泛关注. 其已在燃料电池、气体传感

器、化学机械抛光、辐射防护、自由基清除、激光诱

导视网膜保护、减轻脊髓损伤、抗氧化和预防心血管



石文兵等: 二氧化铈纳米微粒过氧化物酶活性及其在葡萄糖检测中的应用 
 

1634 

疾病等方面得到应用[22~28]. CeO2 纳米粒子具有超氧

化物歧化模拟酶[29, 30]、氧化物模拟酶[31]和过氧化氢

模拟酶特性[32]. 但鲜见其在生化分析中的应用, 而且

CeO2 纳米粒子作为过氧化物模拟酶的催化机理尚需

进一步研究. 另外, 尽管目前已有不同纳米材料过氧

化物模拟酶的报道, 但能够用于临床样品中葡萄糖

测定的却不多 [16, 17]. 为此 , 本文合成了聚丙烯酸

(PAA)修饰的CeO2 NPs, 探讨了其过氧化物模拟酶特

性, 并利用顺磁共振技术和拉曼光谱技术探讨了其

催化机理. 结果表明, CeO2 NPs 具有过氧化物模拟酶

催化活性, 能够快速催化 H2O2 氧化 TMB 显色, 基于

此, 构建了一种简单、廉价和选择性高的比色分析新

方法以测定血样中的葡萄糖. 相关结果将为拓宽纳

米材料模拟酶在生化分析中的应用奠定基础.  

2  实验部分 

2.1  试剂 

所有化学品均为分析纯, 水为去离子水. 3,3′,5,5′- 
四甲基联苯胺 (TMB) 、辣根过氧化物酶 (HRP, 

EC1.11.1.17, 300 U/mg)、葡萄糖氧化酶(GOD, EC 

1.1.3.4.47, 200 U/mg)和 5,5-二甲基-1-吡咯啉-N-氧化

物(DMPO)购自 Sigma 公司, 保存于冰箱中(4℃)备用; 

硝酸铈(III)、PAA、氨水(30%)、H2O2 (30%)、磷酸氢

二钠、磷酸二氢钠、硫酸、葡萄糖、果糖、乳糖和麦

芽糖等均购自国药集团化学试剂有限公司(上海, 中

国); 超滤管(截留分子量为 30 和 5 kDa)购自 Millipore

公司(Billerica, MA01821, 美国); 透析袋(截留分子量

为 8000~14000 Da)购自上海绿鸟科技发展有限公司

(上海, 中国); 血样来自重庆市某医院. 

2.2  仪器 

UV-2450 型 UV-Vis 分光光度计(岛津, 日本); 

TPS-7000 型 ICP 单道扫描原子发射光谱仪(北京谱析

通用仪器有限责任公司, 北京, 中国); Zetasizer Nano 

ZS90 型电位仪(Malvern, 英国); XSAM-800 型 X 射线

光电子能谱仪(KRATOS, 英国); 傅里叶变换红外光

谱仪(Nicolet 170SX, Madison, WI, 美国); 电子顺磁

共振(EPR)光谱仪器(ESP300E, Bruker, 德国); 拉曼

光谱仪(RFS100/S, Bruker, 德国); TGL-20M高速台式

冷冻离心机(湘仪离心机仪器有限公司, 长沙, 中国).  

2.3  实验方法 

2.3.1  CeO2 NPs 的合成及表征 

CeO2 NPs 的制备按文献方法进行[31], 具体步骤

为: 将 5 mL Ce3+ (1.0 mol/L)与 10 mL PAA (0.05 

mol/L)混合后, 在搅拌条件下逐滴加入到 30 mL 浓氨

水(30%)中, 继续搅拌 24 h. 将所得溶液于 4000 r/min

离心 30 min 后, 上层清液用截留分子量为 30 kDa 的

超滤管进行超滤, 再用透析袋透析 2 d 即得 CeO2 NPs, 

其浓度用铈元素含量(ICP 单道扫描原子发射光谱仪

测定)表示为 2.6 mg/mL. CeO2 NPs 的电位用 Zeta 电

位仪测定. 其水合粒径用动态光散射技术(DLS)测定, 

元素价态组成用 X 射线光电子能谱(XPS)技术分析, 

其表面基团用红外光谱法测定.  

2.3.2  顺磁共振测定 

室温下, 在 1 mL 塑料管中加入 200 L 柠檬酸缓

冲溶液(0.1 mol/L, pH 4.0)、10 L 3% H2O2、20 L 

DMPO (0.2 mol/L)和适量去离子水配成总体积为 330 

L 测试样品. 取适量样品转入石英毛细管中, 将其置

于顺磁共振仪的样品仓中, 用紫外灯在 355 nm 波长

下照射(0.55 W) 7 min 后测定. 顺磁共振仪工作条件

为: X-波段微波桥(接收器增益, 1 × 105; 振幅调制, 2 

G; 微波功率, 10 mW; 调制频率, 100 kHz). 

2.3.3  拉曼光谱测定 

拉曼光谱测定在 RFS 100/S 型傅里叶变换拉曼

光谱仪上完成. 测定前 CeO2 NPs 于 200℃时干燥 5 h. 

H2O2 处理的 CeO2 NPs 由如下方法获得: 将 0.2 mL 

30% H2O2 加入到 100 mL 1.0 g/L CeO2 NPs 中, 剧烈

搅拌 1 h 后, 离心分离、洗涤, 于 50℃下干燥即得.  

2.3.4  稳态动力学 

实验条件如下: CeO2 NPs 浓度为 6.6 g/mL, 反

应介质为 0.1 mol/L 柠檬酸缓冲溶液(pH 4.0), 反应温

度为 35℃. 相对于底物 TMB, 固定 H2O2 浓度为 50 

mmol/L, 改变 TMB 浓度, 测定反应体系最初 5 min

的吸光度(652 nm), 每隔 1 min测定 1次. 相对于底物

H2O2, 固定 TMB浓度为 0.8 mmol/L, 改变 H2O2浓度, 

测定反应体系最初 5 min 的吸光度, 每隔 1 min 测定 

1 次. 通过 Lineweaver-Burk 公式 1/ = Km/Vmax(1/C + 

1/Km)计算米氏常数(Km), 其中代表初始反应速度, 
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Vmax 代表最大反应速度, C 代表底物浓度. 

2.3.5  葡萄糖的测定 

葡萄糖标准曲线测定步骤: (1) 将 0.1 mL 1 mg/mL 

GOx 和 0.1 mL 不同浓度的葡萄糖溶液加入到 0.5 mL

磷酸盐缓冲溶液(10 mmol/L, pH 7.0)中, 37℃孵育 30 

min; (2) 将 0.7 mL 孵育液和 0.1 mL TMB (5.0 

mmol/L), 0.2 mL CeO2 NPs (330 g/mL)和 9.0 mL 柠

檬酸盐缓冲溶液(0.1 mol/L, pH 3.5)混合, 用于葡萄糖

标准曲线测定. 

血样中葡萄糖的测定: 用 5 kDa 的超滤管对血清

超滤 30 min 后, 取 1.0 mL 上层清液加入 1.0 mL 磷酸

盐缓冲溶液(10 mmol/L, pH 7.0)和 0.1 mL GOD (1.0 

mg/mL)混合液中, 将得到的混合液于 37℃下孵育 30 

min 后, 向其中加入 0.1 mL TMB (5 mmol/L), 0.2 mL 

CeO2 NPs (330 g/mL)和 7.6 mL 柠檬酸盐缓冲液(0.1 

mol/L, pH 3.5), 然后将混合液于 35℃下孵育 30 min

后测定葡萄糖含量. 干扰试验时, 用 5.0 mmol/L 麦芽

糖、乳糖和果糖代替葡萄糖. 

3  结果与讨论 

3.1  CeO2 NPs 的表征 

DLS 结果(图 S1, 见网络版)表明, 纳米微粒的平

均水合粒径为 5 nm, 与文献值相符[31]. XPS 结果(图

1)表明, 在 CeO2 NPs 中同时含有 Ce3+ (885.0 和 903.5 

eV)和 Ce4+ (882.1、898.0、900.5 和 916.4 eV), 与文

献相吻合[23, 29]. IR 结果(图 2)表明, PPA 修饰的 CeO2 

NPs 在 3400 cm–1 (O–H)和 1600 cm–1 (C=O)附近有特

征峰, 说明 PPA 已成功修饰于 CeO2 NPs 表面. 另外, 

根据 XPS 结果 , 碳、氧和铈元素的含量分别为

55.74%、36.69%和 7.54%, 表明 CeO2 NPs 中有大量碳

元素存在, 进一步证明 PPA 存在于 CeO2 NPs 表面. 

CeO2 NPs的 电位为–22.8  1.8 mV, 表明其很稳定[33]. 

3.2  CeO2 NPs 的过氧化物模拟酶特性 

选择 TMB 为反应底物研究 CeO2 NPs 的过氧化

物模拟酶特性, 该底物是许多生化测试中 HRP 的典

型底物, 已用于考察各种纳米微粒的过氧化物模拟

酶特性[9, 14~18]. 从图 3(a)可知, H2O2氧化 TMB 变色很

弱(No. 1), CeO2 NPs 能使 TMB 发生显色变化(No. 2), 

这是因为 CeO2 NPs 具有氧化物模拟酶活性, 能催化 

 

图 1  PAA 修饰的 CeO2 NPs 的 XPS 图谱. 在 875~895 eV间

的峰值对应 Ce 3d5/2, 在 895~910 eV 间的峰值对应 Ce 3d3/2 

 
图 2  PPA 和 PPA 修饰的 CeO2 NPs 的 FT-IR 图谱 

O2氧化 TMB显色[31]. 当 H2O2加入 TMB和 CeO2 NPs

混合液中时, 蓝色加深(No. 3), 并且加入 2.0 mol/L 

H2SO4 时蓝色变成黄色(No. 4), 表明 CeO2 NPs 具有

过氧化物模拟酶特性. 其催化显色示意图如图 3(b)所

示. 另外, Ce3+ (6.6 g/mL)、Ce4+ (6.6 g/mL)和 CeO2 

NPs (0.026 mg/mL)上层澄清离心液对H2O2氧化TMB

变色的催化效果很弱(图 S2, 见网络版), 进一步证明

催化效果来自 CeO2 NPs 本身. 为探讨 CeO2 NPs 的过

氧化物酶活性, 改变其中一个底物浓度而固定另一

底物浓度, 得到系列反应初速度. 结果表明, CeO2 

NPs 的催化行为符合典型米氏动力学模型(图 3(c, d)). 

利用 Lineweaver-Burk plots 法, 得到催化剂的米氏常

数(Km)和最大反应速度(Vmax). 从表 1 可见, 以 H2O2

为底物时, CeO2 NPs 的 Km 比 HRP 大, 这与达到最佳

催化效果时 CeO2 NPs 所需 H2O2 浓度比 HRP 所需

H2O2 浓度大的结果相一致, 表明 CeO2 NPs 能够耐受

高浓度 H2O2. 当以 TMB 为底物时, CeO2 NPs 的 Km

比 HRP 小, 表明 CeO2 NPs 与 TMB 的亲和力比 HRP 
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图 3  (a) 不同体系的显色照片: (1) 5.0 mmol/L H2O2 + 50 mol/L TMB; (2) 6.6 g/mL CeO2 NPs + 50 mol/L TMB; (3) 5.0 
mmol/L H2O2 + 6.6 g/mL CeO2 NPs + 50 mol/L TMB; (4) 5.0 mmol/L H2O2 + 6.6 g/mL CeO2 NPs + 50 mol/L TMB + 2.0 
mol/L H2SO4. 所有反应均在 pH 4.0 (0.1 mol/L柠檬酸缓冲溶液)和 35℃下进行; (b) CeO2 NPs的催化显色示意图; (c, d) 稳态动

力学试验, 反应速度(v)的测定. 6.6 g/mL CeO2 NPs, pH 4.0 (0.1 mol/L 柠檬酸缓冲溶液), 温度 35℃; (c) TMB 浓度固定为 0.5 
mmol/L, 改变 H2O2的浓度; (d) H2O2的浓度固定为 5.0 mmol/L, 改变 TMB 浓度; (e, f) CeO2 NPs 催化 H2O2-TMB 双倒数曲线 

表 1  CeO2 NPs 与 HRP 的动力学参数(Km 和 Vmax)比较 

催化剂 底物 Km (mmol/L) a) Vmax (10–8 mol/(L s)) a) 

CeO2 NPs TMB 0.094  0.0095 33.5  1.45 

CeO2 NPs H2O2 15.31  2.94 2.56  0.20 

HRP TMB 0.157  0.015  4.6  0.137 

HRP H2O2 0.332  0.005  3.3  0.021 

    a) 平均值±标准偏差(n = 3) 

 
与 TMB 的亲和力大. 双倒数曲线(图 3(e, f))结果表明, 

CeO2 NPs 的催化行为符合乒乓机理, 即 CeO2 NPs 首

先与第一个底物结合, 发生反应, 在与第二个底物反

应之前释放第一个产物. 

3.3  反应条件优化 

酶催化活性依赖于反应条件, 如 pH、温度和底

物浓度. 考察了 pH (1~12)、温度(25~60℃)、H2O2 浓

度 (0.1~100 mmol/L)和 CeO2 NPs 浓度 (0.66~26.4 

g/mL)对 CeO2 NPs 催化活性的影响, 同时与 HRP 相

比较. 实验结果(图 S3, 见网络版)表明, 与HRP相似, 

CeO2 NPs 的催化活性也依赖于反应条件. CeO2 NPs

的催化活性对温度和 pH 的依赖性与 HRP 相似(图

S3(a, b)), 最优 pH 为 4.0, 最优反应温度为 35℃, 这

是天然酶通常需要的温度. CeO2 NPs 的催化活性随

H2O2 浓度升高而增加 , 但当 H2O2 浓度超过 50 

mmol/L 时, 其催化活性降低(图 S3(c)). 可能原因是

H2O2将CeO2 NPs表面的Ce3+氧化成Ce4+ [30]. 当H2O2

浓度为 3.0 mmol/L时, HRP的催化活性最大, 为CeO2 

NPs 所需 H2O2 最佳浓度的 1/15 左右, 表明 CeO2 NPs
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能够耐受更高浓度的 H2O2. CeO2 NPs 浓度对催化活

性的影响实验表明, CeO2 NPs 的催化活性随其浓度

增加而增加(图 S3(d)), 实验选择 6.6 g/mL作为CeO2 

NPs 最佳浓度. 

3.4  可能的催化机理 

CeO2 NPs 的催化活性来源于其独特的氧空位结

构[29, 30], 研究表明, CeO2 NPs 催化 H2O2 产生 OH•和

O2•
[34, 35]. 另外, 在催化反应过程中, H2O2 与 CeO2 

NPs表面的Ce3+位点作用形成过氧化物[35]. 为了证明

二氧化铈纳米微粒催化 H2O2 氧化 TMB 过程中活性

氧形态的产生, 试验了 O2•
/HO2•自由基捕获剂(对苯

二醌)和 OH•自由基捕获剂(叔丁醇)对 CeO2 NPs 催化

活性的影响, 结果表明, 在对苯二醌(2.0 mmol/L)和

叔丁醇(600 mmol/L)存在下, CeO2 NPs 的催化活性分

别降低了 48.9%和 12.9% (图 S4, 见网络版), 表明在

上述催化过程中的确产生了 O2•
/HO2•和 OH•. Raman

光谱结果表明, H2O2处理后的 CeO2 NPs在 830和 880 

cm1处有吸收(图 4(a)), 表明在 CeO2 NPs表面生成了

活性物质[35~37]. 用 EPR 进一步探索反应过程中 CeO2 

NPs的作用, 结果表明, 加入CeO2 NPs后, H2O2/DMPO

体系的 EPR 信号强度降低, 随着 CeO2 NPs 浓度增加, 

EPR 信号强度急剧下降 (图 4(b)). 这些结果表明 , 

CeO2 NPs 确实能够催化 H2O2 氧化 TMB. 综上所述, 

在催化反应过程中, H2O2 与 CeO2 NPs 表面的 Ce3+位

点作用形成活性过氧化物, 进一步生成 OH•和 O2•
−, 

这些活性物质将 TMB 氧化产生更蓝的显色反应. 

3.5  生化分析应用 

在优化条件下(35℃, pH 4.0, 6.6 g/mL CeO2 

NPs), 测定了 H2O2 浓度与 652 nm 处吸光度的关系, 

在一定H2O2浓度范围内, 吸光度与H2O2浓度成正比. 

图 S5(a) (见网络版)为 H2O2 的响应曲线, 线性范围为

0.5~10 mmol/L, 检出限为0.1 mmol/L. 在葡萄糖氧化

酶催化下, 葡萄糖能够被溶解氧氧化生成 H2O2 和葡

萄糖酸. 因此, 当将比色法与葡萄糖氧化酶催化溶解

氧氧化葡萄糖的反应相结合即可测定葡萄糖含量 . 

图 S5(b)为葡萄糖的响应曲线, 其线性范围为 0.5~10 

mmol/L, 检出限为 0.1 mmol/L. 通常情况下, 健康人

和糖尿病人的血糖浓度范围分别为 3.0~8.0 和 9.0~40 

mmol/L[38]. 因此, 本法可用于血糖浓度测定. 另外, 

即使葡萄糖的类似物如果糖、乳糖和麦芽糖等浓度高

达 5 mmol/L, 也不会干扰葡萄糖的测定(图 S6(a, b)), 

说明本法具有很高的选择性. 将本法应用于血清中

葡萄糖的测定 , 其结果与血糖仪的测定值相吻合  

(表 2). 

表 2  血清中葡萄糖含量的测定结果 

样品 本法值(mmol/L)  SD a) 血糖仪值(mmol/L)  SD b) 

血清 1 5.52  0.11 5.42  0.14 
血清 2 6.08  0.16 6.24  0.12 
血清 3 6.72  0.20 6.62  0.10 

    a) 3 次测定值; b) 实验室临床分析, 重庆市第九人民医院  

 

 

图 4  (a) H2O2处理前后 CeO2 NPs 的 Raman 谱图; (b) CeO2 NPs 对 H2O2/UV 体系产生羟基自由基的影响 
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4  结论 

成功合成了一种稳定和水溶性的 PPA 修饰的

CeO2 NPs, 发现其能够快速催化 H2O2氧化 TMB 显色; 

与 HRP 类似, 其催化活性依赖于 pH、温度和 H2O2

浓度, 而且CeO2 NPs的催化活性对温度和 pH的依赖

性与 HRP 非常相似, 另外, 还能够耐受更高浓度的 

H2O2. 这些特性表明, CeO2 NPs 具有过氧化物模拟酶

催化特性. 根据 TMB显色反应与 H2O2浓度的线性关

系, 结合葡萄糖氧化酶催化溶解氧氧化葡萄糖产生

H2O2, 构建了一种简单、廉价和选择性高的比色分析

新方法测定血样中的葡萄糖, 并且成功用于临床样

品中葡萄糖的测定, 相关结果将为拓宽纳米材料模

拟酶在生化分析中的应用奠定基础. 
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Intrinsic peroxidase-like activity exhibited by cerium oxide 
nanoparticles and their application to glucose detection 
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Abstract: In this paper, the stable and good water-soluble polyacrylic acid functioned cerium oxide nanoparticles 
(CeO2 NPs) were successfully synthesized and characterized by dynamic light scattering (DLS), FT-IR and XPS. The 
experimental results indicated that the prepared CeO2 NPs exhibit intrinsic peroxidase-like activity, which can 
catalyze the oxidation of 3,3′,5,5′-tetramethylbenzidine (TMB) in the presence of H2O2 to produce blue reaction. 
Electron paramagnetic resonance (EPR) and Raman techniques were used to investigate the catalytic mechanism. On 
the basis of H2O2 concentration-dependent peroxidase-like activity of CeO2 NPs, a simple, low cost and selectively 
colorimetric method was constructed for sensing of glucose. Under the optimal conditions, the linear range for the 
determination of glucose was 0.5–10 mmol/L with a limit of detection (LOD, 3) of 0.1 mmol/L. The RSD was 2.4% 
for 1.0 mmol/L glucose (n = 11). The proposed method has been successfully used for determination of glucose in 
serum samples. 
 
Keywords: enzyme mimic, cerium oxide nanoparticles, peroxidase mimetics, glucose 
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