
细胞色素 !在 !"半胱氨酸自组装膜电极上的电化学行为

孙一新! 王升富!
（湖北大学化学与材料科学学院! 武汉 "#$$%&）

摘! 要! 采用循环伏安法、交流阻抗谱探讨了 !’半胱氨酸自组装膜修饰金电极表面细胞色素 (（)*+ (）的电化
学行为，)*+ (在该电极表面的平均吸附量 ! , -. #%% / -$ 0-$ 123 4 (1&。紫外’可见吸收光谱法和电化学方法证
实，通过静电作用固定在 !’半胱氨酸自组装膜电极上的 )*+ (保持了良好的生物活性和电化学活性。在低扫
速时峰电流与扫速呈线性关系，表明 )*+ (与电极之间是表面过程。通过交流阻抗谱求得在细胞色素 ( 4 !’半
胱氨酸膜修饰金电极上的标准异相电子迁移速率常数 "$5为 6. 7&8 / -$ 0" (1 4 5。吸附到 !’半胱氨酸自组装膜
电极表面的 )*+ (对 9&:& 的还原表现出良好的电催化效应，初步研究了电催化机理。;<(=>?3<5’;?@+?@ 常数

为 #>AA
1 , -. &- / -$ 0# 123 4 B，与其它蛋白质相比，吸附在 !’)*5 4 CD膜电极上的 )*+ (对 9&:&有较好的亲和力。
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细胞色素 (（)*+ (）是一种氧化还原蛋白质，在真核细胞的生物氧化还原过程中起传递电子的作用。
自 -866 年 9<33等［-］和 ODI>@>等［&］分别报道了 )*+ (在 "，"’联吡啶修饰金电极和掺锡氧化铟电极上的
可逆的电化学行为之后，这一领域的研究方兴未艾［# P 7］。由于 )*+ ( 在金电极上难以实现氧化还原，因
此，加速 )*+ (与电极之间的电子传递，电极的修饰至关重要。最近，Q>@J 等［%］报道了 RSC 膜修饰金电
极上的 )*+ (直接电化学行为，并探讨了 RSC修饰金电极定量测定 )*+ (的条件。自组装膜类似生物膜
结构，具有良好的生物兼容性，能保持 )*+ (的原始构象和生物活性；同时可以调节 )*+ ( 的活性位点与
电极表面的相对位置，使 )*+ (处于有利于电子传递的环境。利用自组装膜电极实现 )*+ ( 与电极之间
的直接电子传递已见文献报道［6 P 8］。!’半胱氨酸（!’)*5）既含有巯基，又是一种重要的氨基酸，利用其
特殊的生物兼容性和化学活性，将其自组装到电极表面，实现 )*+ (直接电子转移意义很大。目前，)*+ (
在 !’)*5上的直接电化学研究少见文献报道。本文在前期研究工作［-$ P -&］的基础上，采用循环伏安法、交

流阻抗谱探讨了吸附在 !’)*5自组装膜修饰金电极（!’)*5 4 CD TC;5）上的 )*+ (的电化学行为。

#$ 实验部分
#E #$ 仪器和试剂

)9U%%$ 电化学系统（)9U公司，美国），三电极电解池：CD 盘（" , & 11）或 !’)*5 4 CD TC;5为工作
电极，饱和甘汞电极为参比电极，铂丝为对电极；#&$’T 酸度 4离子计（;HVVBHW’V:BHR:，瑞士）；B>1M’
N>-6 紫外’可见分光光度计（Q?XY<@ H31?X公司）。
马心细胞色素 (（T<J1>公司，美国），其它试剂均为分析纯，实验用水为石英二次蒸馏水。

#% &$ ’() ! * !"’(+ * ,- 膜修饰电极的制备
按文献［-$］方法制备 !’)*5 4 CD TC;5。将此电极插入 7. $ / -$ 07 123 4 B )*+ ( 的 $. $#$ 123 4 B磷酸

盐缓冲液中 -& =（冰箱中 " Z）后，取出用磷酸盐缓冲液冲洗，置于 A9 ,6. $ 的 QGT缓冲液中待用。
#E .$ 实验方法
将三电极体系插入 $. $#$ 123 4 B QGT 缓冲溶液（A9 , 6. $）中组成化学电池，在 [ $. " P 0 $. # \ 间

记录循环伏安（)\）图，扫描速度为 -$$ 1\ 4 5 ，所有实验均在室温条件下进行。
交流阻抗谱测试在 $. $#$ 123 4 B O#]?（)S）% [ $. $-$ 123 4 B O"]?（)S）% [（A9 ,6. 7）QGT 溶液中进
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行。交流极化振幅：!" #$，频率：! %& ’ !"" """ %&。

!" 结果与讨论
!# $" %&’ (与 !)%&*之间相互作用的紫外)可见吸收光谱
血红素蛋白质在 (!" )#左右 *+,-.吸收峰位置的改变可作为蛋白质是否变性的重要标志，它对在

图 !/ 紫外光谱图
0123 !/ 4$5617 897+,:.1+) 7:-;.,8 +<（!）=>. ;

（?3 @ A !" B? #+C D E）8)F（"）#5=>7（!3 " A !" BG #+C D E）H

=>. ;（?3 @ A !" B? #+C D E）1) IJ*（:% K L3 "）

血红素辅基附近的多肽链构象的改变十分敏感［!G］。

从图 ! 紫外5可见吸收光谱看出，=>. ; 溶液和 =>. ;
与 #5=>7的混合溶液的最大吸收波长分别为 ("M 和
(!N )#。*+,-.带稍有红移，可能是由于 #5=>7 的加
入，使 =>. ;中血红素暴露程度有一些增加引起的。
!3 !" 膜电极的电化学表征
N3 N3 !/ 膜电极在 0-（=O）G B D ( B

? 中的循环伏安行为

/ 由图 N 可知，#5=>7 D PQ 在 0-（=O）G B D ( B
? 溶液中的

峰电流明显小于裸金电极，说明 #5=>7 在金电极表
面形成了一层较致密的薄膜，由于 #5=>7 的等电点
为 @R "N，在 :% K LR " 的 IJ* 缓冲溶液中，#5=>7 D PQ
膜带负电荷，对荷负电的 0-（=O）G B D ( B

? 探针分子起

排斥作用，故峰电流减小。当荷正电的 =>. ;吸附在
#5=>7 D PQ修饰电极上时，形成 =>. ; D #5=>7 D PQ 膜电
极，进一步增大了薄膜的厚度，从而加大了电子在溶

液和电极表面之间的传递阻力，因而使峰电流继续减小，氧化还原的可逆性亦变坏。

图 N/ 0-（=O）G B D ( B
? 中的循环伏安图

0123 N/ =>;C1; 6+C.8##+2,8#7 +<（!）98,- 2+CF，
（"）#5=>7 D PQ *PS 8)F（$）=>. ; D #5=>7 D PQ 1)

8 7+CQ.1+) +< !3 " A !" BG #+C D E 0-（=O）G B D ( B
? H

"3 !" #+C D E IJ*（:% K L3 "）

图 G/ 交流阻抗谱
0123 G/ =+).,+C +< #+F1<1;8.1+) 7.-:7 +< 2+CF
-C-;.,+F-7 9> .T- 1#:-F-);- #-87Q,-#-). 1)

8 #1U.Q,- +< "3 "G" #+C D E VG0-（=O）? H "3 "!" #+C D E

V(0-（=O）? H :% K L3 @ IJ*，O>WQ17.5:C+.

N3 N3 N / 电化学交流阻抗谱 / 由图 G 可见，在 :% K LR " 的 IJ* 中，#5=>7 中带负电荷的羧基排斥
0-（=O）G B D ( B

? ，阻抗明显增大，#5=>7修饰层对电荷传输有阻碍作用。当吸附 =>. ; 后，荷正电的 =>. ; 与
0-（=O）G B D ( B

? 相吸引，0-（ =O）G B D (
? 容易到达 =>. ; 表面，但由于 =>. ; 是生物大分子，阻碍了

0-（=O）G B D ( B
? 到达金电极表面，因而阻抗继续加大。根据方程 %;. K（%& ’ (N)N*+"7）（! D $

（! B !）
" $!X）

［!( ］求得

标准异相电子迁移速率常数 +"7如表 !。其中 !为电子转移系数，根据 E861,+)方程式［!@］计算 ! K "R @(（$"
和 $X分别是铁氰根和亚铁氰根离子的浓度（#+C D ;#

G），(为氧化还原电对的电子转移数，)为法拉第常
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表 !" 电极的电化学参数
#$%&’ !" (&’)*+,)-’./)$& 0$+$.’*’+1 ,2 34 ’&’)*+,5’1

!"#$%&’(# !$% )! "*+ )（$,·+ - .）

/0 .1* 23 45. 6 .* -7

#89:+ ) /0 7** .3 7;* 6 .* -7

9:% $ ) #89:+ ) /0 11* 43 12< 6 .* -=

数，$为室温（2<; >），% 为电极面积）。从表 . 可以
看出，在 #89:+ ) /0 修饰电极上，?#（9@）7 - ) = -

5 的电

荷传递电阻 !$%明显增大，标准异相电子转移速率常

数 "*+也降低了，说明形成的 #89:+ ) /0膜电极表面的
负电荷阻碍了探针分子的电荷传输，从而引起 !$%的

增大和 "*+的减小。9:% $ 静电结合在 #89:+ ) /0 膜电
极上，探针分子的电荷传输进一步受阻，!$%继续加大，"

*
+进一步减小。

63 7" 膜电极的电化学行为
23 73 .A 9:% $在 #89:+ ) /0 B/C+上的循环伏安行为A 从图 = 可以看出，#89:+ ) /0膜电极在 9:% $溶液中
出现了 . 对稳定的氧化还原峰（图 = 曲线 &），氧化峰电位和还原峰电位分别为 *D *<2 和 - *D .7; E，峰

图 =A 磷酸盐缓冲溶液中的循环伏安图
?FG3 =A 9:$"F$ H’"%I,,’G&I,+ FJ KLB（MN O 43 *）

&3 #89:+ ) /0（13 * 6 .* -1 ,’" ) P 9:% $），
’3 9:% $ ) #89:+ ) /0 IJ( (3 #89:+ ) /0

电位差为 *D 27* E，式电位为 - *D *27 E，与 9:% $ 血
红素 ?#7 Q ) ?#2 Q电对的值接近［.5］，且氧化峰和还原

峰峰电流基本相等，是一个准可逆的电化学过程。

由于 #89:+ ) /0膜电极在底液中于研究的电位范围
内无氧化还原峰出现，这表明该氧化还原峰源于

9:% $中的血红素基团。
将 9:% $ ) #89:+ ) /0 电极置于 MN O 4D * 的 KLB

空白底液中也出现稳定的伏安峰（图 = 曲线 ’）。氧
化峰电位和还原峰电位分别为 *D .*. 和 - *D ... E，
峰电位差为 *D 2.2 E，式电位为 - *D **1 E。而裸金
电极在空白底液和 9:% $ 溶液中均未出现氧化还原
峰。说明 9:% $在 #89:+ ) /0膜电极上发生了准可逆
的电化学反应。这是由于在 MN O 4D * 的 KLB 中
#89:+带负电，9:% $ 以带正电荷的一端与之静电结
合，而带正电荷的氨基酸残基分布在 9:% $ 分子的
反应活性区域附近［.4］，故 #89:+和 9:% $通过静电作用结合后，缩短了 9:% $血红素与电极之间的距离，
加速了电子传递过程，从而实现其准可逆的电化学反应。

23 73 2A 扫速的影响A 图 1 表明，9:% $ ) #89:+ ) /0 电极在 MN O 4D * 的 KLB 中，改变扫速，峰电位基本不
变，在 1 R 2** ,E ) + 范围内，峰电流随扫速的增加而增大，且与扫速呈良好的线性关系。线性关系为：
)M$ O <D ..4 6 .* -< Q =D <<2 6 .* -5 *，线性相关系数 ! O *D <<< 5。这表明 9:% $ 的电化学反应具有表面电
化学特征。根据 PIHF&’J方程式［.1］，)M O +2,2%!* - =!$ . +,/* - =!$，计算 9:% $在 #89:+ ) /0表面的平均吸
附量 ! O .D 755 6 .* -.* ,’" ) $,2。若 9:% $ 的直径按 7D = J, 计算［.4］，则电极表面 9:% $ 的理论吸附量
!* O .D =7 6 .* -.. ,’" ) $,2，很明显吸附在 #89:+ ) /0 电极上的 9:% $ 的量大于单分子层［.;，.<］，这说明吸
附到 #89:+上的 9:% $量得到了明显的增加。
23 73 7A MN值和离子强度的影响A 图 5 显示了 9:% $ ) #89:+ ) /0膜电极在不同 MN值（1D * R <D *）的缓冲
溶液中峰电流的变化。结果表明，9:% $ ) #89:+ ) /0在不同的 MN条件下，其式电位基本不变，但峰电流变
化较大，且在 MN O4D * 的 KLB中，氧化还原峰电流最大。可能是由于在不同 MN条件下，9:% $ 分子的表
面电荷分布发生了改变，影响其与 #89:+的静电作用的结果。
通常氧化还原蛋白质的电子传递过程受离子强度的影响较大，特别是在以长链化合物为修饰剂的

自组装膜修饰电极表面。改变离子强度，使缓冲溶液的浓度在 *D *7 R *D 2* ,’" ) P 范围内变化。实验结
果表明，在该浓度范围内，9:% $在 #89:+ ) /0 膜电极上的电化学行为受离子强度的影响不大，其式电位
和峰电流变化很小。当缓冲溶液的浓度大于 *D 2* ,’" ) P时，峰电流明显下降，而且离子强度越大，氧化
还原峰的可逆性越差。可能的原因是高离子强度影响了 9:% $ 中赖氨酸残基与半胱氨酸的羧基之间的
结合位点，削弱了它们之间的静电作用力，使电子传递不可逆［1］。
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图 !" #$% & ’ !(#$) ’ *+电极上的扫速与
峰电流的关系曲线

,-./ !" #$&0-& 120%3442.534) 26 #$% & ’ !(#$) ’ *+
-7 8/ 98 420 ’ : ;<=（>? @ A/ 8）

=&37 53%B ’（4C·) D 9）：""# !，98，E8，F8，!8，

G8，H8，988，9E!，9!8，E88

图 G" >?值对细胞色素 &还原峰电流的影响
,-./ G" I760+B7&B 26 >? 27 %JB &3%J2K-& >B3L

&+55B7% 26 &$%2&J524B &

（!/ 8 M 98 D! 420 ’ :）

!" #$ %&’ ( ) !*%&+ ) ,-膜电极对 .!/!的电催化效应

在 >? @AN 8 的 ;<=中加入 9N E M 98 DF 420 ’ : ?EOE，发现阴极峰电流明显增加，而且峰电流随 ?EOE

浓度的增加而增大，阳极峰电流相应降低，表明 #$% & ’ !(#$) ’ *+ 膜电极对 ?E OE的还原有电催化作用

（图 A$）。其电催化反应机理如下：
?EOE P #$%2&J524B &（,BE P "##） ?EO P #$%2&J524B &（,BF P）

#$%2&J524B &（,BF P） "##P B #$%2&J524B &（,BE P）

" " 在 G M 98 DQ R QN E M 98 DF 420 ’ : 范围内，?E OE浓度与催化电流呈线性关系（% @ 8N SSS E）。根据
:-7BTB31B5(<+5L方程式［E8］，结果见图 A&，求得 U-&J3B0-)(UB7%B7常数 ’3>>

4 @ 9N E9 M 98 DF 420 ’ :，说明吸附
在 !(#$) ’ *+膜电极上的细胞色素 &对 ?EOE有较好的亲和力。

图 A" ?EOE在 #$% & ’ !(#$) ’ *+电极上的循环伏安曲线（$）和催化电流按 :-7BTB31B5(<+5L方程式处理的结果（&）

,-./ A"（$）#$&0-& 120%3442.534) 26 J$K52.B7 >B52V-KB 3% #$% & ’ !(#$) ’ *+ B0B&%52KB -7 8/ 9 420 ’ : ;<=（>? @ A/ 8）

3% 3 )&37 53%B 26 98 4C ’ ) T-%J2+% ?EOE 37K T-%J 8/ G，9/ E ，9/ H ，E/ Q ，F / 8，F/ G ，Q/ E M 98 DF 420 ’ : ?EOE（""(）

（&）W3%3 3730$)-) 26 B0B&%52&3%30$%-& &+55B7%) 3&&25K-7. %2 :-7BTB31B5(<+5L BX+3%-27

因此，#$% & 在 !(#$) ’ *+ 膜电极上表现为表面控制的准可逆的电化学行为。!(#$) ’ *+ 膜电极一方
面加快了 #$% &与电极间的电子传递速度，另一方面，避免了 #$% &在裸金电极表面的吸附变性。固定在
!(#$) ’ *+膜电极上的 #$% &对 ?EOE有电催化还原作用。
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