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［摘要］ 首次报道了吸附在活性炭表面的酪氨酸酶（()*）和漆酶（+,-）能进行准可逆的直接电化学反应，并保

持对氧还原的电催化作用 #本文所用的固定酶的方法具有简单、易于操作和酶活性保持良好等优点，可用于研

究氧化还原蛋白质和酶的直接电化学和用于制备生物燃料电池的催化剂 #
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漆酶［!］和酪氨酸酶［"］是两个代表性的、重要的含铜氧化酶，它们的氧化还原中心是铜离子 #主要被用
于催化氧化广泛存在于地下和地表水中的有毒有害污染物，如多酚或芳胺类化合物等，由于漆酶和酪氨酸

酶在催化底物氧化的同时 ." 分子经一步 0电子过程还原为 E".，因此它们也是制作生物燃料电池阴极的
理想催化剂 #
已报道过许多方法可将漆酶或酪氨酸酶固定到电极表面，如溶胶 5凝胶法［$］、共价键合［0］及吸附法［2］

等，但都未能获得漆酶或酪氨酸酶的可逆或准可逆的直接电化学反应 #仅 F,*>G>9>H等［2］报道了酪氨酸酶
与热解石墨电极间直接电子转移反应小的伏安峰 #
本文首次成功地获得了吸附在活性炭表面并用 I,J8><膜固定的漆酶和酪氨酸酶的准可逆的直接电化

学反应，表明活性炭粉和 I,J8><构筑的表面微环境有利于含铜氧化酶的直接电子转移 #固定化的漆酶和酪
氨酸酶没有发生变性和失活，对 ." 的电化学还原具有催化作用 #

! 实验

! "! 电化学测试
漆酶（6K !#!% #$ #"，$/ L M 7?，来源于 ND;: H@*<8-8J@*,，O8?7,）、酪氨酸酶（6K !# !0 # !P # !，$ 0%% L M 7?，来

源于 7;:D*>>7，O8?7,）和 Q;9-,< 3KR’"活性炭（粒径约为 $% <7，平均孔径约为 !% <7，比表面积约为 "20 7" M
?，K,S>C K>，LO1）和 2T（质量分数）I,J8><溶液（6U为 ! !%%，19=*8-D K>，LO1）都未经预处理直接使用，其
他试剂均为分析纯 #所有溶液均用三次蒸馏水配制 #
电化学实验用 V"’$ W>C@<C8>:C,C M X,9H,<>:C,C（美国 6XYX 公司）和常规的三电极体系电化学池进行 #以

Q;9-,< 3KR’"活性炭修饰的玻碳（K M XK）电极、+,-和 Q;9-,< 3KR’"活性炭修饰的玻碳（+,-RK M XK）电极或
()*和 Q;9-,< 3KR’" 活性炭修饰的玻碳（()*RK M XK）电极作为工作电极，铂丝为辅助电极，饱和甘汞电极
（OK6）为参比电极 #电解液为不同 GE值的 % #! 7>9 M +磷酸缓冲溶液（WZO）#在进行电化学实验前，溶液中通
入高纯氮气 $% 78<以除去溶液中的氧 #所有实验都在室温（"2 [ "\）下进行 #
! "# 漆酶和酪氨酸酶在活性炭表面的固定
玻碳（XK，直径为 0 77）电极依次用 / ]砂纸、% #$和 % # %2"7 19".$ 抛光粉抛光至镜面后，分别在无水

乙醇和二次蒸馏水中超声清洗各 ! 78<#将 0 7?活性炭粉末超声分散于 2 7+水中，约 $% 78<后加入 0 7?
()*，并在 0\下搅拌数小时，然后离心分离，得到吸附有 ()*的炭粉（()*RK），室温真空干燥 #将 " 7? ()*RK与
P%"+ I,J8><溶液充分混合均匀，用微量进样器取 !"+混合液均匀地平铺在预处理过的 XK电极表面，室温
下待溶剂挥发后，即得到 ()*RK M XK电极 #当电极不用时，可将其浸于 % # ! 7>9 M + WZO（GE’# %）中，保存于
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!"的冰箱中 #用同样的方法可制得 $%&’( ) *(和 ( ) *(电极 #
酶在 ( ) *(电极表面的吸附量!由下式计算：

! + ! ) "#$ （,）
其中 ! 是酶直接电化学反应的氧化峰或还原峰的积分电量，" 为每个酶分子的电子转移数，# 为 -%.%/%0
常数，$ 为 ( ) *( 电极的面积 # $ 是以 12（345）6(75 为探针分子，根据 12（345）6(75 在 ( ) *(电极上的伏安
峰电流与扫速平方根的关系求得，在计算过程中，12（345）6

5 8的扩散系数 % 采用 9 #5 : ,;< = &>9 ) ?［6］#

! 结果

! "# $%&和 ’()的直接电子转移

（%）( ) *(电极，（@）A0.’( ) *(电极，

（&）曲线 @减 %后的循环伏安曲线

图 # 电极在 * "#+,- . ’的 /01（234 5"*）

中的循环伏安曲线

将 ( ) *(电极在 ; #, >B7 ) $ CDE（F4 + G#;）中进行循环伏安测量
时，其伏安曲线上没有出现任何可观察到的氧化还原峰（图 ,，曲线
%），表明在 ( ) *(电极上没有电化学活性物质存在 #而在同样条件
下，A0.’( ) *(电极的循环伏安曲线中出现了一对很好的氧化还原峰
（图 ,，曲线 @），与空白曲线相减（图 ,，曲线 %）后，其氧化还原峰更加
明显（图 ,曲线 &）#以上结果说明在图 ,，曲线 @或 &中的一对氧化
还原峰可归属于 A0.的氧化还原峰 #如将 A0.直接用 3%HIBJ溶液固定
在 *(电极表面，则在图 ,的扫描电位范围内没有出现类似曲线 @
的氧化还原峰，说明活性炭对 A0.的电化学反应具有很好的促进作
用 #
由图 ,曲线 &可见，在扫速（ &）为 9; >K ) ?时，A0.的氧化还原峰

电位分别为 ’F% + < ; # ,;L K，’F& + < ; # ,6= K，峰电位差!’F + 6,
>K，氧化还原峰电流基本相等，即 (F% ) (F& + , #这表明吸附在活性炭
上的 A0.能进行准可逆的电化学反应，其式电位 ’;’+ < ;# ,5L K#进
一步的研究发现，当 & 增加时，氧化峰正移，还原峰负移，但 ’;’几乎

不随扫速的增加而发生变化，在 ,; M ,N; >K ) ?范围内，’;’的平均值

为（ < ;#,5L O ;#;;,）K#另外，峰电流 (F 随 & 变化呈线性关系，可见该电极反应是受表面过程控制的，这进
一步说明 A0.的确已固定到电极上 #根据循环伏安曲线上氧化峰或还原峰的电量求 A0.在 ( ) *(电极上的
表观吸附量!为（9 #=! O ;#95）: ,;< ,5 >B7 ) &>9 #

$%&’( ) *(电极在 ; #, >B7 ) $ CDE（F4 + G#;）中的循环伏安测量结果表明，在循环伏安曲线中也可观察
到一对很好的准可逆氧化还原峰 #在扫速为 9; >K ) ?时，$%&的 ’F% + < ; # ,5N K，’F& + < ; # ,=6 K，!’F + 6,
>K，氧化还原峰电流基本相等，表明吸附在活性炭上的 $%&也能进行准可逆的电化学反应 # $%&在 ( ) *(电
极表面的表观吸附量!为（5 #,6 O ;#9G）: ,;< ,5 >B7 ) &>9 #所有上述的结果说明，活性炭粉和 3%HIBJ膜构筑

（%）( ) *(电极，（@）$%&’( ) *(电极，（&）A0.’( ) *(电极

图 ! 电极在 6! 饱和的 *"# +,- . ’ /01（235"*）中的

循环伏安曲线

的表面微环境有利于含铜氧化酶进行直接电化学反应 #
! "! $%&78 . 98和 ’()78 . 98电极对 6! 的电催化还原

图 9为 ( ) *(（曲线 %）、$%&’( ) *(（曲线 @）和 A0.’( ) *(
（曲线 &）电极在 P9 饱和的 ; #, >B7 ) $ CDE（F4G#;）中的循环
伏安曲线 #由图可知，当缓冲溶液用 P9 饱和后，出现明显

的 P9 的还原峰，表明 A0.和 $%&固定在 ( ) *(电极表面后
仍能保持其对 P9 的还原电催化活性，其电催化过程可用

图 5中的示意图表示（见插图）#虽然 ( ) *(电极对 P9 的还

原也有一定的催化作用（图 5 曲线 %），但与 A0.’( ) *( 和
$%&’( ) *(电极相比，其催化活性较小（约小 9 # N倍），且 P9

在 A0.’( ) *(和 $%&’( ) *( 电极上还原的起始还原电位也
有较大正移（约 ,;; >K）#
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! 结论
上述的实验结果表明，吸附在活性炭表面的 !"#和 $%&能进行准可逆的直接电化学反应，而且能保持

对 ’( 还原的生物电催化活性 )本文固定酶的方法具有简单易行、操作方便、酶用量少、酶活性保持良好等
优点，是制备生物燃料电池阴极催化剂的新途径 )
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