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[摘要 ] 氧化还原蛋白质和电极之间的直接电子转移在理论和实验上都具有重要的意义. 通过对蛋白质和电

极的修饰能够促进它们之间的直接电子转移.蛋白质与电极表面直接接触易导致蛋白质变性, 在电极表面固定

沸石或介孔分子筛可为氧化还原蛋白质提供一个类似于天然状态的微环境,通过分子筛的传输通道加速直接电

子转移. 本文主要介绍在沸石和介孔分子筛上固定化的蛋白质的电子转移和生物传感, 并重点评述这些方面的

研究进展、遇到的挑战及发展趋势.
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Abstrac t: Direct e lectron transfe r between redox proteins and electrodes is o f practical and theoretical interest and can

be improved by electrode o r pro te in m odification. The d irect contact o f prote in w ith e lectrode surfaces can lead to a sig-

n ifican t change o f the prote in structure and /or function. Immob ilized m icroporous and m esopo rous m olecular sieves on

e lectrode sur faces prov ides am icroenv ironm ent sim ilar to that o f the redox prote in in native system s and g ives the prote in

m olecu lesm o re freedom in or ientation, thus fac ilitating the d irect e lec tron transfer through the conduc ting tunnels o fm o-

lecu la r s ieves. Th is brief rev iew focuses on the m icroporous and m esoporous m o lecu lar sieves used for pro te in imm ob-i

lization, e lectron transfer and b iosensing, w ith emphasis on recent advances, cha llenges and trends.
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氧化还原蛋白质与电极之间的直接电子转移研究在分析化学上具有重要的意义, 而电化学方法已经

广泛地应用在生物分子的电子转移方面. 把氧化还原蛋白质固定在生物相容性的电极表面,将会表现出快

速的电子转移过程,可以不加入媒介体直接对底物进行电化学检测.

酶促反应产生的物质在电极上发生氧化或还原反应产生的电流信号,在一定的条件下,与被测物浓度

呈线性关系.因此,氧化还原蛋白质和酶的直接电化学可以用来构建生物传感器
[ 1]
.对这些蛋白质氧化还

原电位的测定和电子转移速率的研究有助于我们理解环境对生物化学功能的影响
[ 2]
.蛋白质由于氧化还

原反应易发生构象改变,通常需要高的活化能,因此在固体电极上表现出很低的电子转移动力学性质
[ 3 ]
,

这使它们在裸电极上实现直接电化学行为变得很困难, 甚至不可能.然而由于蛋白质在设计生物传感器和

控制电化学反应方面具有重要的应用价值,蛋白质和酶的直接电化学研究已经引起人们广泛的关注.通过

选择合适的电极材料、修饰材料和蛋白质的固定化过程,可以得到蛋白质的直接电子转移过程.

沸石和介孔分子筛的优点之一是它们具有高的比表面积,因此有利于表面试剂的相互作用.将其固定

在电极表面有助于增强表面的电化学活性并且提高传感器的灵敏度, 高的孔内比表面积也有利于构建新
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颖的传感器.

1 蛋白质直接电子转移

1 1 蛋白质直接电子转移的电极材料

蛋白质与金属表面的直接接触通常会使蛋白质的结构、功能发生很大的变化, 使之失去生物活性
[ 4 ]
.

通过对电极
[ 5]
或蛋白质

[ 6]
的修饰, 能够实现蛋白质的界面性质. 许多报道阐述了蛋白质在滴汞电极

[ 7]
、金

电极
[ 8]
、ITO电极

[ 9]
、石墨电极

[ 10]
、碳电极

[ 11]
和碳糊电极

[ 12]
上的功能化过程.

自从 1977年 H ill
[ 13]
和 Kuwana

[ 14]
首次报道了细胞色素 c在氧化铟修饰电极上的直接电子转移, 许多

具有生物相容性的材料被用来修饰电极表面,例如聚酰胺凝胶、双十二烷基二甲基溴化铵
[ 15]
、交联葡聚

糖
[ 16]
、DNA

[ 17]
、N afion

[ 18]
、生物膜 -双十四酰基卵磷脂

[ 19]
和聚酰磺酸

[ 20]
等. 这些电极材料给氧化还原蛋

白质提供了类似于天然状态的微环境,促进了蛋白质和电极之间的直接、可逆的电子转移, 同时也不需要

加入电子媒介体
[ 21]

.

近来用于蛋白质的直接电子转移和保持生物活性的无机多孔材料越来越引起人们的关注
[ 22 ]

.它们具

有层状稳定结构,其中由于沸石和介孔分子筛具有规则、大的孔结构, 良好的机械强度、热化学稳定性、生

物相容性和高的负载量,可以作为修饰电极材料,构成电子传递环境,并抑制生物降解.分子筛作为酶的固

定材料,可不需要交联剂而直接通过物理或化学反应与酶混合,并被用来制作新的生物传感器
[ 23 ]

.把沸石

和介孔分子筛的择型性、离子交换性、热化学稳定性和现代电化学技术的高灵敏度性结合起来,其性能可

大大超过基于其他化学修饰电极所构建的传感器.

1 2 沸石与介孔分子筛的制备和性质

Y型沸石是一种典型的微孔沸石,属于八面体沸石.铝氧四面体 /硅氧四面体形成一个孔径为 0 74 nm

的三维孔道的网状结构.化学组成用一般式表达为 M
z+
x /z [A lx S i192- xO]

x-
yH 2O, x, y, z均为整数, M代表可

交换的阳离子.大量文献报道了 Y型沸石的存在、合成、表征以及在不同领域中的应用
[ 24]

.

由于 Y型沸石的孔径较小, 近年来对孔径介于大孔和微孔之间的介孔分子筛的研究逐渐兴起. 上世

纪 90年代 Mobil公司首次合成了 M41S介孔分子筛,这种分子筛是带有 4价正电荷的铵胶束与无机阴离

子通过静电作用相互自组装形成的
[ 25]

. 目前已经陆续提出了多种介孔分子筛的合成方法
[ 26 ]

, 孔道约从

1 5 nm到 100 nm范围内,它们具有高的比表面积, 可达 1 000m
2
/g,具有好的热力学稳定性,为大分子反

应、吸附和分离展示了广阔的发展前景.另一方面, 均一规则的纳米通道可用来做纳米粒子的微反应器,为

其尺寸效应、表面效应和量子效应提供了重要的基础.

1 3 蛋白质在沸石和介孔分子筛上的固定

蛋白质或酶在无机材料上的固定可以在更大程度上提高酶的稳定性
[ 27]

.关于酶在无机材料上的固定

主要有吸附、共价键合、配位、嵌入等方法
[ 28]

,而将酶固定在分子筛上的主要方法是吸附. B alkus
[ 29]
研究了

不同尺寸的介孔分子筛 MCM - 41、MCM- 48、SBA - 15固定酶,他们认为固定效率取决于酶和吸附剂的尺

寸以及发生在孔内的固定化过程,进一步研究发现在吸附后蛋白质仍能保持原来的活性. Chen
[ 30]
研究了

在 SBA - 15上辣根过氧化物酶 (HRP)的吸附.在 SBA - 15上固定的 HRP构成的生物传感器表现出了很

好的灵敏度和稳定性. Pandya
[ 31]
最近研究了淀粉酶在 MCF- 153和 MCF- 335上的吸附优于在 MCM - 41

和 SBA- 15上的吸附. Zhu研究了在 Au- SBA - 15上葡萄糖氧化酶 ( GOD)的固定以及葡萄糖生物传感

器的构建
[ 32]

. Stucky
[ 33]
报道了伴清蛋白的吸附和释放, 指出被吸附在介孔上的蛋白质是稳定且具有活性

的.近来在不同孔径的介孔材料上细胞色素 c的吸附和活性已有报道
[ 34]

.细胞色素 c只吸附在具有大孔

径的 MCM - 41的介孔分子筛上,然而过氧化物的活性却与材料的孔径无关.

影响蛋白质在沸石和介孔分子筛上固定的因素有两个.第一是与蛋白质分子尺寸相关的介孔材料的

孔径. MCM - 41型介孔材料可以作为小的球状酶, 例如肌红蛋白的载体
[ 35 ]

.在有限的时间内, 在 MCM -

41孔内吸附的蛋白质的量随着蛋白质的分子量的增加而减少. K isler已经指出在 MCM - 41上吸附的速率

在很大程度上取决于与生物分子尺寸范围相关的吸附分子大小
[ 32 ]

.第二个因素是沸石、介孔分子筛和蛋

白质表面特性.沸石、介孔分子筛和蛋白质表面电荷应该是互补的,因为沸石、介孔分子筛和蛋白质之间的

静电作用是影响吸附和脱附的重要因素之一. 一些研究者研究了影响蛋白质表面性质的因素,例如蛋白质
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溶液的 pH值、离子强度
[ 36]

. Takahash i认为分别用阳离子和非离子表面活性剂制成的 MCM- 41和 SBA -

15具有不同的表面性质, 因此具有不同的吸附性质. Lei报道了合适的有机功能化介孔对带电荷的蛋白质

分子会有很高的亲合力,合适的微环境可导致特殊的固定化效率
[ 37]

. W right等也已经研究了通过硫醇、氯

化物、胺及羟基功能化的 SBA - 15的吸附和脱附性质, 发现酶与载体的相互作用在很大程度上取决于被

加入的功能基团的性质
[ 38]

.

当前对于蛋白质或酶在沸石和介孔分子筛上的固定化主要有 3种方法. 第一种方法是沸石或介孔分

子筛被加到蛋白质溶液中,搅拌混合物,离心分离. 用去离子水冲洗,真空干燥, 这样就得到了吸附在沸石

或介孔分子筛上的蛋白质或酶.产物被覆在电极表面来研究固定化的蛋白质或酶的直接电子转移或者基

于直接电化学发展生物传感器.第二种方法是在碳糊中混入沸石或介孔分子筛, 制成沸石或介孔分子筛修

饰的碳糊电极.碳糊电极是通过混合石墨粉与石蜡油制成的,沸石或介孔分子筛修饰的碳糊电极上的蛋白

质的固定化是把蛋白质和沸石或介孔分子筛与碳糊的混合物混合, 抛光表面
[ 39]

.另一种简单的方法是首

先制作沸石或介孔分子筛胶体.将沸石或介孔分子筛分散到水中得到它们的悬浮液. 然后和聚乙烯醇混合

形成胶状的沸石或介孔分子筛溶液. 再将该溶液与蛋白质溶液滴于预处理过的玻碳电极表面.被修饰的电

极用二次蒸馏水冲洗两到三次以除去未被吸附的不稳定的蛋白质.

1 4 固定在沸石和介孔分子筛上的蛋白质的直接电子转移

沸石和介孔分子筛修饰电极的应用可分为 5类,即分子识别、电荷质量传递、电催化作用、电池和电分

析.我们主要介绍沸石和介孔分子筛修饰电极在蛋白质或酶的直接电子转移和生物传感方面的应用.

氧化还原蛋白质在不同电极上的异相电子转移阐明了生物电子转移的复杂机理. 沸石和介孔分子筛

能够加速蛋白质与电极表面之间的电子转移, 且不需要外加电子媒介体或促进剂.因此为 H 2O2和其他生

物分子传感器的构建提供了很好的条件
[ 40 ]

.

细胞色素 c在 Y型沸石上显示可逆的电子转移, 而在细胞色素 c与玻碳电极之间不发生电子转

移
[ 41]

.在 pH为 7的磷酸盐缓冲溶液中细胞色素 c在 N aY修饰的电极上,在电位为 - 44mV时有一对稳定

的氧化还原峰.细胞色素 c与 NaY之间的相互作用使电位向负方向移动
[ 42]

. N aY为细胞色素 c进行直接

电子转移提供了一个类似于天然系统的微环境.固定化的细胞色素 c在 NaY修饰电极上发生一质子一电

子的表面控制过程.

介孔分子筛具有大的孔径可以用来修饰电极, 它们的孔径可调,因此更适合酶的嵌入和负载. 我们研

究了固定在六方介孔硅上的血红素类蛋白质、HRP、血红蛋白 (Hb),肌红蛋白 (M b)和 GOD的直接电子转

移
[ 40, 43-45]

. 六方介孔硅是一种重要的介孔分子筛, 它具有规则的孔结构,相对惰性的表面和相对狭窄的孔

径分布.由于它具有疏水的惰性表面,当浸入溶液中,其空穴不易被水分子占据, 更易于蛋白质的嵌入.

六方介孔硅的孔径取决于合成六方介孔硅的表面活性剂的种类. 十八烷基胺和十二烷基胺通常被用

来作模板. 两者的孔径分别为 4 04 nm和 3 35 nm.由于孔径为 4 nm和血红素类蛋白质的分子大小更加匹

配,因此在 4 nm的六方介孔硅上嵌入的蛋白质分子更多. HRP、Hb、Mb等在介孔分子筛修饰的电极上进

行的是一质子一电子的表面控制准可逆过程.

六方介孔硅与蛋白质之间的相互作用可以用红外光谱、氮气吸脱附实验来验证. 将介孔材料浸入蛋白

质溶液可以用来固定蛋白质
[ 29]

.六方介孔硅的孔容量随着蛋白质的嵌入而降低,且随着蛋白质分子的嵌

入量不同孔容量下降的程度不同. 通过氮气吸附等温线可以看出嵌入的蛋白质分子的多少. 在 HRP、Mb

和 Hb被负载之后,六方介孔硅的孔容量分别下降了 31 2%、48 5%、15%,表明蛋白质分子可以嵌入六方

介孔硅的内部,六方介孔硅为蛋白质的固定化提供了有效的材料.

红外光谱表明随着蛋白质在六方介孔硅上的吸附, 六方介孔硅中的 Si- O伸缩振动向更高频方向移

动,这是由于蛋白质中的 NH 3
+
分子与六方介孔硅中的 S i的相互作用产生的.

细胞色素 c固定在 Nb2O3介孔材料上, Nb2O3介孔材料的孔径易于与生物分子相匹配,能够进行蛋白

质的直接电化学,表现出一对氧化还原峰
[ 46]

.此外固定在 T iO2介孔材料上的细胞色素 c的电子转移的有

效扩散系数为 2 10
- 14

m
2

s
- 1 [ 47]

.蛋白质在介孔分子筛 MCM - 48和 SBA - 15上是稳定的. 被固定的细

胞色素 c放置几个月后仍然能够保持其氧化还原性.

将沸石和介孔分子筛固定在电极表面,使蛋白质分子处于一个类似于天然结构的微环境,能够促进蛋
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白质与电极之间的电子转移,同时提高电极反应的可逆性.

2 基于沸石和介孔分子筛上蛋白质的固定构建无试剂生物传感器

首先是沸石修饰酶电极作为印刷电极传感器, 该传感器是将酪氨酸酶固定在掺杂沸石的聚亚胺酯水

凝胶上.沸石的作用是通过离子交换把正电荷中间体固定在沸石上.对 8种酚类化合物进行测定均具有较

高的灵敏度.然而这种传感器不太稳定.沸石能够提高测定氧的性能. 可以提高葡萄糖生物传感的线性范

围,这是由于沸石的亲水性造成的.几种不同交换度的 HY沸石具有不同的亲水性,可用来做酶修饰的碳

糊电极
[ 48]

.掺杂沸石的酪氨酸酶修饰电极的性质可用于对酚类化合物的测定. 将葡萄糖氧化酶固定在脱

铝沸石修饰的铂电极上也具有类似的效果.固定化的过程导致葡萄糖传感性能的提高
[ 48]

. W ang
[ 49]
等研究

了用有序中孔 S i- SBA - 15和 Nafion修饰电极来固定葡糖糖氧化酶.固定在 S i- SBA - 15和 Na fion矩阵

上的 GOD表现了直接、可逆和表面可控的氧化还原反应.该传感器对氧气的还原表现了很好的电催化效

果. X ie
[ 50 ]
等研究了带正电荷的 H b和 Nb与带负电荷的沸石粒子交替吸附到石墨电极表面构建传感器.自

组装的多孔结构的蛋白质膜 {蛋白质 /沸石 } n对蛋白质的电化学起至关重要的作用,对基底的催化也很有

帮助.

由于沸石具有亲水性质,将其和碳糊混合,修饰的电极可用来构建第一代和第二代生物传感器. 而蛋

白质酶与电极之间的直接电子转移主要应用在无试剂即第三代生物传感器的构建上. 这种方法不需要加

入电子媒介体.基于沸石或孔材料修饰电极构建的第三代生物传感器很少.固定在 N aY沸石和介孔分子

筛上的蛋白质具有较好的电催化活性.细胞色素 c固定在 NaY修饰玻碳电极上对 H2O2有良好的电催化

作用, 且具有较好的亲合力和灵敏度,能消除其他共存离子的干扰,具有良好的重现性和稳定性.沸石为生

物传感器的构建提供了有效的基质.

细胞色素 c固定在介孔材料上对 H2O2的测量有一个从 0 07 mM到 5 0 mM 的宽的线性响应范

围
[ 41]

.细胞色素 c, HRP, Hb和 Mb固定在介孔材料上均可构建无试剂生物传感器, 均具有快速、灵敏的特

点,具有很好的稳定性和重现性.基于将 Hb和 Mb固定于介孔材料上还可构建 NO2
-
生物传感器

[ 40, 43]
.该

传感器检测限低,线性范围宽, 有很好的应用前景. 将葡萄糖氧化酶固定在磁性碳介孔材料上构建的葡萄

糖生物传感器可以在 0 6V( vs SCE )检测葡萄糖
[ 51 ]

,灵敏度高, 检测限低.因而介孔材料可用于蛋白质固

定,直接电子转移和生物传感.

3 结论

沸石和介孔分子筛为蛋白质的直接电子转移的研究和生物传感的应用提供了有效的方法和新的材

料,它们为蛋白质提供了类似于天然的微环境,加速了蛋白质通过纳米孔的传导而进行的电子转移. 而基

于蛋白质和电极之间直接电子转移基础上构建的生物传感器具有重要的应用前景.将来在这方面的研究

工作主要侧重于提高传感器的灵敏度、选择性和稳定性.
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