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环糊精聚合物与苯醒的分子包合作用

及其在酶电极中的应用

吴宝璋 吴辉煌

(厦门大学化学系 团体表团物理化学国家重点实验室 厦门 361005) 

摘要 研究了水溶性环糊精预聚合物的存在对苯酿/氢酿体系在销电极上氧化还原行为的影响，根

据伏安曲线讨论了该预聚合物与苯酿的分子包合作用.环糊精预聚合物与戊二醒缩聚反应而形成

的不溶性聚合物膜用于葡萄糖氧化酶的固定化，以制得新型的第二代葡萄糖电极.由于分子包合作

用，作为电子受体的苯酿在含酶的环糊精聚合物膜中具有较高的浓度，从而加速了固定化酶的电子

传递.测定了酶电极上 BQ反应的动力学参数.
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环糊精聚合后仍保留其单体作为主体跟客体分子形成非共价配合物的性能[IJ] ，因此不
溶性环糊精已被用于发展选择性传感器[3] 和其它技术[2] 在本工作中我们用 α一环糊精聚合

物(PCD)将葡萄糖氧化酶(GOD)固定化以制得 GOD只PCD 膜电极，并讨论聚环糊精与具氧化

还原性能的客体的分子包合作用及其对所得酶电极性能的影响.苯酿(BQ)常用作 GOD 的电

子受体，它能快速地与还原态 GOD 进行电子交换而使酶氧化再生[4~6] ，而且 BQ 的分子尺寸

与 α一环糊精分子中由 6 个葡萄糖单元构成的内腔大小较为匹配[1] ，因此本工作以 BQ 和 α­

CD 聚合物为模型体系进行研究.

1 实验条件和方法

1. 1 试荆与溶液

葡萄糖氧化酶(E.C. 1.1. 3.4 ，简称GOD，来源于黑曲霉， 18500u/g) 、卢 -D 一葡萄糖和

1 ， 4 一苯酿均购自 Sigma 公司 .α一环糊精预聚合物(简写 CD，平均分子量 4000 ， Budapest 环糊

精研究开发实验室产品) ，戊二醒(简称 GD ， Fluka 公司产品).其它试剂为国产分析纯试剂.所

有溶液用二次蒸锢水配制，支持电解质溶液为 0.05 mollL磷酸盐缓冲液， pH 7.0 ，用高纯氮

除氧.

1. 2 仪器

电化学测定用 XHD-l 恒电位仪和 LM-15 记录仪.采用三室电解池，铀片为辅助电极，

饱和甘乖电极为参比电极.
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1. 3 不溶性环糊精聚合物的合成和 ωD坦CD 酶电极的制备

不溶性环糊精聚合物可由环糊精预聚合物和戊二醒缩合反应而得[7] ，但根据本工作的实

际需要，经多种方案比较，选择了如下的具体步骤:

(1)将 10μL 2% CD ， 20μL 0.1 mollL GD 和 13μL 0.1 mollL HCl 的水潜液混合，制得

溶液 A. 用微量注射器将指定量的溶液 A移放在固体电极表面上，随即置于充氮的干燥器中，

室温下待水分蒸发，最终在电极表面上形成不溶性的聚合物(PCD)膜.膜的厚度由置于基体电

极表面上的制膜溶液的用量加以控制.用铅、金和玻碳三种电极进行比较实验，发现所得聚合

物膜与玻碳的结合力最好，长时间浸泡在水榕液中不易脱落.因此，我们用玻碳作为酶电极的

基体，而以铅为基体的 PCD 膜电极只用于一般性能实验.

(2)在榕液 A 中加人适量的 GOD，并接上述制作聚合物膜电极的相同步骤制得以玻碳为

基体的、酶含量不同的 GODIPCD 膜电极，后者保存于 pH 7.0 的磷酸盐缓冲榕液(4'C )中备

用.

(3)在榕液 A 中加入适量的 BQ，用上述方法制得含 BQ 的聚合物膜电极.

2 结果和讨论

2.1 环糊精预聚合物的存在对 BQ伏安行为的影晌

图 1 曲线 a 是 2 mmollL BQ 溶液中铀电极的循环伏安图，当试验溶液含可溶性环糊精

预聚合物 CD 时，伏安曲线发生了曲线 b-d 所示的变化:随着 CD 浓度的增大，电流峰的位置

没有明显改变，但氧化还原电流减小.这种现象可解释为 BQ 与 CD 形成了分子包合物，从而

减小了自由态 BQ 的浓度，况且包合物中的 BQ 不能直接地在电极上反应.从图 1 尚可看出，

当 CD 浓度足够大时氧化电流几乎完全消失，说明苯醋的还原产物氢眼也能与 CD 形成包合

物，但客体分子的结构差异将导致主客配位作用的强弱不同.显然，伏安图的变化可用于超分

子化合物及主客作用的研究，但目前这方面的工作尚少.限于本文的目的，这里仅就环糊精预

聚合物与苯酿的配位常数进行估算.包合作用可表示为

nBQ + CD一→BQ-CD (1) 

BQ-CD代表包合物 ， n 值是每个环糊精预聚合物所能结合的客体分子数目.若上式达到平

衡，则存在如下关系:

[BQ - CD]/[CD] = K[BQ]n (2) 
式中方括号表示各相关物种的浓度，K 为平衡常数.假如图 1 伏安曲线上的还原电流只由自

由态 BQ 的还原所引起，则不同 CD 浓度下的自由态 BQ浓度与峰电流 I 的关系为

II10 = [BQ]/[BQ]o (3) 
10 是试验溶液不含 CD、苯酿浓度为[BQ]。时的峰电流值.由化学计量关系不难得到

[BQ 一 CD] = [BQ]0(1- 1110 )1η(4) 

[CD] = [CD]。一 [BQ]o (l- 1110 )1η(5) 
[CD]。是 CD 的初始浓度.若已知 n 值，根据式(3) ， (4)和 (5) ，由峰电流值以及[CD]。和 [BQ]。

值可求得式(2) 中各相关物种的浓度.由尝试法可知:当 n=l 时，将图 1 伏安曲线上的还原峰

电流值代入式(3) ， (4)和 (5)求出各物种的浓度，然后将[BQ - CD]/[CD]值对相应的 [BQ]值

作图，可得较好的直线关系(见图 2) ，据此求出 K 值为 2. 6 X 102 L/mol.为了比较，因 2 中用虚
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线示出 n =2 时的关系曲线. Yamada 等[8J 曾利用分光光度法研究 α一环糊精与 1 ， 4 一苯酿的

包合作用，认为二者形成 1:1 配合物并求得 K 值为 2. 1 X 102 L/mol.图 2 提供的结果与其相

近.本实验用的环糊精预聚合物的平均分子量为 4000 ，相当于每个分子最多可跟 4 个 BQ分子

结合，不过所用的 CD 浓度较大，BQ趋于分散地与各 CD分子结合，而不是集中地与少数几个

CD 分子结合，因此 n=1 是合理的.以上 K 值的估算对了解体系的性质有一定帮助.

图 1 钳电极在含 2mmolILOO 的 pH7 .0

磷酸盐缓冲溶液中的循环伏安图

扫描速度 50mV/s ， CD 浓度(mmollL) : 

曲线(a)O ， (b)2 ， (c)4 ， (d)6

z , -z [BQr Immol~.L 
2~ 0.14 0.18 0.22 

rr 。一μ4;J
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[BQJ!mmol.L -1 
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图 3 新制备的含酿 PCD膜电极在 pH 7.0 磷酸盐缓冲溶液中的循环伏安图

扫描速度 50mV/s

图 3 示出新制备的含酿 PCD膜电极在空白试验溶液中进行多次连续电位循环扫描所得

的伏安曲线，随着电位扫描次数的增加，峰电流不断降低，最后达到稳定值，表明 PCD 膜具有

良好的通透性能，预先包藏于聚合物基质中的 BQ 及其生成的还原态物种 HQ会在电位循环

扫描过程中逐渐分散到溶液中.显然，只有那些可在聚合物膜中自由扩散的 BQ 分子才能有效

地与酶的氧化还原中心进行电子交换.本实验用的膜电极只含 0.4mg BQ，当所有的 BQ 分子
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完全分散在空白试验溶液(lOmL)中，其浓度仅为 O. 44m mollL.按此浓度估算还原峰电流理
应仅为图 1 曲线 a的 1/5至 1/4 ，然而图 3所示的稳定氧化还原电流值竟超过图 1 曲线 a的

112. 由此可以推测，PCD 膜中 BQ 的有效浓度比溶液体相中的大得多.PCD 膜对 BQ 的富集

作用以及膜的良好通透性能将有利于 GODIPCD 酶膜电极上生物电催化反应的进行.

2.2 ωOIPCD酶膜电极上葡萄糖的生物电催化氧化

图 4 是 GODIPCD 酶膜电极在一 0.1~ 十 0.6 V 电位区的伏安曲线，BQ 的体相浓度仅为

0.44 mmollL .由溶液不含葡萄糖的曲线可知，在所述电位区内酶膜电极的背景电流相对较

低-且在榕液中加入葡萄糖，氧化电流随即增大，而且葡萄糖浓度越高，氧化电流越大，表现

出膜电极对葡萄糖氧化的生物催化活性.在酶反应中 BQ 还原为氢酿(HQ) ，伏安曲线上的电

流是还原产物 HQ 的氧化电流.若将扩散控制电位区内某一指定电位下的电流值对葡萄糖浓

度作图，可得酶反应的表现 Michealis - Menten 动力学关系式.有人指出时，当 BQ 作为还原态

GOD的电子受体时，葡萄糖氧化的酶促反应遵从乒乓机理，并测得溶液相酶反应中 BQ 的

Michealis 常数为 3.5 mmol几，因此通常的 GOD 电极工作时试验溶液中的 BQ 浓度一般选用

5 ~ 10 mmollL[6]. 在本实验中 BQ 的体相浓度如此之低却能得到非常灵敏的响应电流，正是

所述 GODIPCD 酶膜电极的优点之一.

改变酶膜中的 GOD 含量，催化电流将随着变化.图 5 表示工作电位为 0.6 V 时酶膜电极

中 GOD 含量对催化电流的影响，酶含量增大使催化电流增大，在较低的葡萄糖浓度下催化电

流基本上随酶含量的增大而线性地增大咱但酶含量足够大时催化电流在较低的葡萄糖浓度下

便达到饱和.
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图 4 GOD只PCD 膜电极的电流响应

随葡萄糖浓度的变化

2.4 

。

O. 
o 2 

cslmmol.L -J 

4 

圄 5 工作电位 0.6 V 时酶电极的催化电流

与酶膜中 GOD含量的关系

BQ浓度 0.44mm口l况，扫描速度 20mV/，龟 GOD 含量:曲线 (a)9 u, (b)18 u, (c)36u 

曲线上数字为葡萄糖浓度(mmollL)

GODIPCD 酶膜电极上葡萄糖氧化的一般模式较为复杂，整个过程包括:底物分子葡萄糖

在膜f洛液界面上的分配，随后通过扩散到达酶的活性位置并被氧化态酶 GOD(FAD+ )氧化为

葡萄糖酸;生成的还原态酶 GOD(FADH2)被电子传递体 BQ 氧化再生，而由此生成的还原态

电子传递体 HQ在电极基体表面上氧化;BQ 和 HQ 在膜中进行主客配位反应并在膜中扩散
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传输;而酶反应产物最终扩散离开膜而进入榕液.主要反应步骤可表示为:

PCD-BQ=PCD 十 BQ

GOD(FAD+) + G 一→GOD(FADHz ) + GL 

GOD(FADHz) + BQ + 2H+一→GOD(FAD+) + HQ 

HQ一→ BQ + 2H+ +2e一

PCD + HQ=PCD-HQ 

显然，酶电极上反应动力学的完整描述必须计及主客配位反应的速度，后者有待研究.

2.3 固定化酶作用下 BQ反应的动力学参数

前面已经指出，PCD 的包合作用使酶膜中的阅浓度比榕液体相中的大，因此酶电极工作

时溶液中实际需要的 BQ 浓度可以减小.为了进一步确定 BQ 的合适用量，研究了在 GOD/

pω 固定化酶作用下 BQ反应的动力学参数.图 6 示出含 18u GOD 的酶电极在 50 mmollL 

葡萄糖溶液中的伏安曲线随溶液中 BQ浓度的变化，氧化电流在宽广的电位区内呈扩散电流

的特征.若将指定电位下(如 0.6V)的响应电流(即电流测定值与背景电流值之差)的倒数对

BQ浓度的倒数作图，可得图 7 所示的直线关系，表明符合 Michealis - Menten 动力学关系式.

由图7求出的Michealis常数为0.3mmol儿，此值仅为榕液相酶反应中BQ的米氏常数的1110 ，

再次证明利用 ωIDIPCD 固定化酶体系可使苯酿用量大为减少上述实验中 BQ 浓度为 0.44

mmollL，已大于 Michealis 常数值，因此可以取得较好的测量效果.
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3 结论

在利用非生理性氧化还原电对作为氧化还原酶的电子受体的第二代电流式葡萄糖电极的

设计中，己提出同时将酶与电子受体作为酶电极的固有组成部分的不同方案[9~15] ，虽然各具

特色，但均存在不足之处.例如， (1)用混有苯酿或二茂铁等电子传递体的碳粉制成碳糊电极

(或石墨环氧树脂电极)然后覆盖上酶层的方法"，10] ，需要使用较大量的电子传递体，而且电
极不易微型化;(2)将酶包埋在含有可作为电子受体的氧化还原基团的聚合物内[11~14] ，这时

酶的电荷传递因受到聚合物分子链运动的限制，电子交换速度一般较慢.(3)将氧化还原物种

通过分子链连接到酶的活性中心[15] ，此法虽有重要理论意义，但酶的活性损失严重，实用上有

一定困难.为了加速生物氧化还原作用，要求电极表面附近的电荷传递体必须具有较大的浓度

并且能够自由地扩散到酶的活性中心，本文根据主客配位原理而采用的方法提供了这种可能

性.苯酿在水溶液中的溶解度较大，作为水溶液介质中酶膜电极的固有组成尚不理想，但

ITF，二茂铁等化合物都是还原态 GOD 的良好电子受体，它们在水中的潜解度较小，而且环糊

精有不同品种，因此可望通过进一步研究寻找出更为合适的电极组成.
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Inclusion Complexation of Cyclodextrin Polymer with 
Benzoquinone and Its Application to Enzyme Electrodes 

WU Ba。一 Zhang WU Hui - Huang 祷

(Depa时ment ofαemistry ， SωteKey μboraω旷y for Physical αemistryof 

the Solid Surfaces , Xiamen University , X，阻men ,361005) 

Abstract The effect of solubleα 一 cyclodextrin prepolymer ( CD) on the redox behavior of 

benzoquinonelhydroquinone(BQÆQ) system at a platinum electrode was studied and according 

to the vol tammetric cu凹臼 the inclusion ∞mplexation of the poly (α 一 cyclodextin) host with 

benzoquinone guest was discussed. The insoluble polymer (PCD) membrane , prepared from 

poly∞ndensation of CD with glutaric dialdehyde , was used for the immobilization of glucose 

oxidase (GOD) 田 that a new se∞nd - genemation glucose electrode w臼 obtained. Owing to the 

inclusion ∞mplexation ， the benzoquinone as the electron acαptor of reduced GOD in the enz归回

-∞ntaining polymer membrane has higher concentration , thereby faciliating the electron transfer 

of the immobilized enz严ne. The kinetics of BQ reaction in the immobilized enz严ne PCD/GOD 

matrix was determined. 

Keywords inclusion complexation , supermolecular elecrochemistry，严ly(α 一 cyclodextrin) host , 

benzoquinone guest , glucose oxidase electrodes 
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