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·研究论文· 

有序中孔炭/四氧化三铁复合材料的制备及其用于血红蛋白的 
电化学研究 

郑  静*,a,b    赵家昌 a    龚  晨 a    刘  萍 a     
陈  瑜 a    黄  焕 a    何品刚 b    方禹之 b  

(a上海工程技术大学化学化工学院  上海 201620) 
(b华东师范大学化学系  上海 200062) 

摘要  采用微湿含浸法制备了有序中孔炭/四氧化三铁磁性材料. 采用透射电镜和 X 射线衍射对复合材料进行了表征.
将血红蛋白(Hb)固定于材料表面, 对其直接电化学行为进行了研究, 结果表明 Hb 在该材料内仍保持了其生物活性, 在
pH＝7.0的PBS缓冲液中, 血红蛋白表现出一对峰形良好的准可逆氧化还原峰, 为Hb的Fe(III)/Fe(II)电对的特征峰, 求
出式电位E0'为－0.306 V, 电子转移数为 n＝1.226, 电荷传递系数为 α＝0.51, 表观异相电子转移速率常数为KS＝0.0144 
s－1. 在3.00×10－6 到1.50×10－4 mol/L浓度范围内, 血红蛋白的浓度与其响应电流呈良好的线性关系, 线性相关系数为 
R＝0.9924, 最低检测限为 0.270×10－6 mol/L.   
关键词  有序中孔炭; 四氧化三铁; 制备; 血红蛋白; 直接电化学 

Preparation of the Ordered Mesoporous Carbon/Fe3O4 and 
Its Application for the Direct Electrochemistry of Hemoglobin 

Zheng, Jing*,a,b    Zhao, Jiachanga    Gong, Chena    Liu, Pinga     
Chen, Yua    Huang, Huana    He, Pingangb    Fang, Yuzhib 

(a College of Chemistry and Chemical Engineering, Shanghai University of Engineering Science, Shanghai 201620) 
(b Department of Chemistry, East China Normal University, Shanghai 200062) 

Abstract  The novel magnetic composites of ordered mesoporous carbon/Fe3O4 were prepared with a 
micro-wetness impregnation method. The composites were characterized by transmission electron 
microscope and X-ray diffraction. Hemoglobin was immobilized onto the surface of the composites, and was 
shown to keep its biological activity well. The electrochemical behavior of Hb was studied, and a pair of 
well-defined, quasi-reversible cyclic voltammetric redox peaks was obtained, which was characteristics of 
Hb Fe(III)/Fe(II) redox couples. The formal potential (E0'), the electron transfer number (n), and transfer 
coefficient (α) were calculated to be －0.306 V, 1.226 and 0.51, respectively. The average apparent 
heterogeneous electron transfer rate constant (KS) obtained for Hb was 0.0144 s－1. Linear sweep voltammet-
ric measurement of Hb indicated that the peak currents of Hb were linear to its concentration ranging from 
3.00×10－6 to 1.50×10－4 mol/L with the detection limits of 0.270×10－6 mol/L. 
Keywords  ordered mesoporous carbon; ferriferrous oxide; preparation; hemoglobin; direct 
electrochemistry 
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蛋白质和酶等生物大分子是构成生命的主要基 

元[1,2], 理解和认识它们在生命体内的电子转移机制和

生理作用, 对于了解生命体系的能量转换和物质代谢, 
传递机制具有重要的指导意义[3]. 血红蛋白(Hb)是生物

体内一类重要的蛋白质, 是由两条 α和两条 β多肽链构

成的四聚体, 每条链上各结合一个亚铁血红素基团. 在
生物体内起到传输氧气、分解 H2O2、传递电子等与氧

和能量代谢有关的重要活动, 在一切生命活动中起着关

键作用[4,5]. 血红蛋白本身有电活性中心, 但由于其分子

空间结构庞大, 电活性基团被深埋在其多肽链的内部, 
很难在电极表面直接交换电子, 得不到有效的电流响 
应[6]. 所以许多研究都借助于电子传递介体、促进剂或

特殊材料修饰电极的表面, 活化蛋白质的氧化还原中

心, 并加速此类蛋白质电子传递[7～11].  
有序中孔炭材料常常作为超级电容器的电极材  

料[12～17]. 其特殊的孔道有序性, 优良的导电性, 高的比

表面积和较高的化学稳定性, 可以提供一个多孔的, 具
有生物相容性的界面, 还可以有效提高基底电极的导电

率[18～20], 磁性材料作为一种新型的亲和性固相载体功

能纳米材料, 作为基因载体有着优越的特性, 在生物检

测和药物分析上有着重要的应用[21～23]. 本文以 SBA15
为模板剂, 以糠醇为炭源, 以草酸为催化剂, 采用微湿

含浸法制备了有序中孔炭. 并将磁性 Fe3O4 负载在有序

中孔炭材料内, 采用透射电镜和 X 射线衍射, 对复合材

料进行了表征. 在实验过程中, 将血红蛋白固定于该复

合材料表面, 然后放入自制的电化学反应池中, 该电化

学反应池的工作电极在底部, 如图 1 所示. 然后, 在磁

场的存在下, 复合材料被吸着在电极表面, 最后, 通过

检测血红蛋白的电化学信号, 实现对血红蛋白的检测.
中孔有序炭由于其特殊的孔道有序性, 大大提高了血红

蛋白的负载量; 同时, 在磁场的存在下, 磁性四氧化三

铁材料不仅起到分离作用, 而且又可使检测物富集在电

极表面, 缩短了血红蛋白电化学中心与电极之间的距

离, 形成了一定的分子传输通道, 实验结果表明, 该材

料比表面积大, 有很好的生物相容性, 对血红蛋白具有

良好的电化学响应. 可以实现在血样中血红蛋白的直接

电化学测定. 

1  实验部分 

1.1  实验仪器 

电化学所用仪器为 CHI420A 型电化学工作站(CHI
公司, 美国), 三电极系统分别为: 玻碳电极为工作电

极, 银-氯化银电极为参比电极, 铂电极为辅助电极; 
JEM-100CX透射电子显微镜(TEM) (JEOL, 日本); 日本

理学 D/Max-rB II 型 X 射线衍射仪; UV-1601PC 紫外分

光光度计(日本岛津). 

 

图 1  检测血红蛋白的示意图 
Figure 1  Schematic representation of the detection for Hb 

1.2  实验试剂 
表面活性剂 (Pluronic P123, PEO20-PPO70-PEO20, 

BASF, 进口分装), 正硅酸四乙酯(TEOS, 分析纯, Al-
drich), 糠醇(化学纯, 上海亭新化工试剂厂), 草酸(分析

纯)、浓盐酸(分析纯)(国药集团上海化学试剂有限公司), 
血小板源生长因子(PDGF)、血红蛋白(HB)、溶菌酶

(Lysozyme)、凝血酶(Thrombin)、牛血清白蛋白(BSA)、
L-色氨酸(L-Try)、L-组氨酸(L-His)、L-甲硫氨酸(L-Met)、
肌红蛋白(Mb)、细胞色素 C(Sigma 公司); 抗坏血酸

(AA), 血红蛋白测定试剂盒(上海鼎国生物技术有限公

司), 实验在室温下进行, 溶液全部用二次蒸馏水配置, 
PBS 缓冲溶液(pH＝7), 溶液在实验前均通氮除氧 20 
min, 电化学测定在氮气氛围下完成. 其余试剂均为分

析纯. 

1.3  实验方法 

1.3.1  有序中孔炭材料(OMC)的制备方法 

SBA-15的制备按照文献的报道[24], 将1 g经焙烧的

SBA-15浸在含有 1 g AlCl3的 100 mL 乙醇溶液中, 在强

烈搅拌下浸泡 , 干燥 , 在 550 ℃煅烧 5 h, 即得

Al-SBA-15. 将 1.6 g 糠醇溶于 5.4 g 乙醇 , 取 1 g 
Al-SBA-15, 在室温下将配制好的糠醇溶液缓慢滴入到

Al-SBA-15 模板中并持续搅拌 1 h, 然后将其置入 90 ℃
的烘箱内使糠醇聚合 5 h. 升温至 150 ℃, 保温 2 h 然后

在 150 ℃下抽真空 3 h, 将反应混合物转入到管式炉中, 
在氮气保护气氛下以 5 ℃•min－1 的升温速率升到 900
℃, 保温 3 h, 所得混合物随炉冷却至室温. 产物在 20%
的 HF 中浸蚀 1 h 后, 经去离子水洗至中性, 80 ℃烘干 2 
h, 即得 OMC. 
1.3.2  将 Fe3O4负载在有序中孔炭材料内 

以 1 g OMC 吸收水达湿润状态, 求出其浸渍量为 8 
mL/g, 将 2.327 g Fe(NO3)3•9H2O 溶解于 8 mL 水中, 加
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入1 g载体OMC, 搅拌均匀, 使金属盐溶液浸渍到OMC
的孔道中, 然后将其在 80 ℃烘干, 将上述混合物在通

N2保护气体的管式炉里焙烧, 420 ℃保持 4 h 使其分解, 
得到黑色粉末为 Fe3O4/OMC 复合材料. 
1.3.3  血红蛋白的测定 

将 20 μL 一定浓度的血红蛋白溶液与 5 mg 
Fe3O4/OMC 充分混合, 在室温下搅拌 20 min, 使血红蛋

白充分地被吸附在 Fe3O4/OMC 表面, 所有的电化学检

测在自制的电化学反应池中进行, 该电化学反应池的底

部为直径为 5.0 mm 的玻碳电极, 电化学反应池中插入

Ag/AgCl参比电极和 Pt辅助电极, 测定时磁铁放在电化

学反应池的底部, 用循环伏安和差分脉冲法来研究血红

蛋白的电化学行为. 

2  结果与讨论 

2.1  Fe3O4/OMC 复合材料的 TEM 表征 

Fe3O4/OMC 复合材料的透射电镜图如图 2 所示, 可
以看出 OMC 的表面没有看到颗粒状物质, 部分四氧化

三铁金属氧化物填充到 OMC 的有序孔道中. 该有序的

结构为血红蛋白在电极表面的电子传递提供了更好的

界面. 

 

图 2  Fe3O4/OMC 的透射电镜图 
Figure 2  TEM image of Fe3O4/OMC 

2.2  Fe3O4/OMC 复合材料的 XRD 表征 

图 3 是 Fe3O4/OMC 复合材料的 X 线衍射(XRD)图, 
该材料的衍射峰较宽, 说明所得材料的颗粒尺寸很小, 
材料属于非晶态. 与PDF卡片对比, 所得样品与PDF卡

片(32-1506)的衍射数据一致, 其特征峰为(311), (400), 
(440), 为四氧化三铁, 无其他杂质峰. 

2.3  Hb 在 Fe3O4/OMC 复合材料上的紫外可见光谱表

征 

Hb 溶液的 UV-Vis 光谱在 410 nm 处有一个 Soret

吸收带(如图 4(a)所示). Soret 吸收带位置可以提供血红

素蛋白是否变性的信息. 当 Hb 变性时, Soret 吸收带发

生位移或消失, 所以其在 410 nm 左右的 Soret 吸收峰位

置的改变可以作为蛋白质是否变性的重要标志[25]. 图
4(b)是 Hb 和 Fe3O4/OMC 复合材料组装后溶液的 Soret
吸收带, 其位置与溶液中单纯的 Hb Soret 吸收带位置非

常接近, 且吸收峰的峰形仍然很好地保持, 说明自组装

过程中 Hb 分子仍保持其生物活性 , 同时表明

Fe3O4/OMC 复合材料具有良好的生物兼容性. 

 

图 3  Fe3O4/OMC 复合材料的 XRD 图 
Figure 3  XRD patterns of mesoporous Fe3O4/OMC 

 

图 4  紫外可见光谱图 
Figure 4  UV-vis absorption spectra of (a) Hb and (b) 
Hb@Fe3O4/OMC 

2.4  Hb 的直接电化学 

在 0.1 mol/L 的 PBS 溶液中考察了 Hb 在有序中孔

炭掺杂四氧化三铁上的电化学行为. 图 5 分别为纯 Hb 
(a)和按照 1.3.3 节的实验条件在 Fe3O4/OMC 上组装后在

PBS 中的循环伏安图(c). 比较 a, c 两条曲线可见, Hb 在

光玻碳电极上基本没有电化学响应(图 5a), 这是因为血

红蛋白的电活性基团被深埋在其多肽链的内部, 很难与
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电极表面直接交换电子, 而在 Fe3O4/OMC 材料中在 

－0.30 V 左右出现一对明显的氧化还原峰(图 5c), 由此

可见, 包埋在有序中孔炭中的 Hb 分子不仅保持了其良

好的电化学特征, 并且 Fe3O4/OMC 材料的存在促进了

蛋白质与电极之间的电子传递, 这主要是因为血红蛋白

中的电活性中心血红素与蛋白质是以配位键和氢键相

连的, 当血红蛋白接触到电极表面上时, 其电活性中心

血红素直接与 Fe3O4/OMC 表面的原子接触, Fe3O4/OMC
材料不仅为 Hb 提供了一个多孔的, 具有生物相容性的

界面, 而且有效提高了基底电极的导电率, 加快了 Hb
的电子转移速率[26,27], 实现了血红蛋白的直接电子传

递. 实验结果表明, 在电极下面没有加磁铁, 血红蛋白

的峰电流较小(图 5b), 而加了磁铁后, 由于 Fe3O4 的磁

性, 使得组装在 Fe3O4/OMC 材料上的 Hb 能迅速富集在

电极表面, 得到了一对明显的氧化还原峰, 大大提高了

检测的灵敏度. 

 

图 5  Hb 在 PBS 中的循环伏安图 
Figure 5  Cyclic voltammograms of Hb 

(a) Hb, (b) Hb in Fe3O4/OMC without magnet and (c) Hb in Fe3O4/OMC with 
magnet in 0.1 mol/L PBS (pH7.0) at a scan rate of 100 mV/s 

由循环伏安图可知氧化峰和还原峰峰电位分别为 
Epa＝－0.235 V 和 Epc＝－0.378 V, 可以计算出 Hb 的式

电位(E0 ')为－0.306 V, 这是 Hb 辅基血红素 Fe3＋/Fe2＋电

对的氧化还原特征. 峰电位差 ΔEp为 0.143 V, 同时氧化

峰和还原峰峰电流值之比为 ipa/ipc＝0.92. 随着扫描速度

的增加, 在 100到 600 mV/s范围内, 改变扫描速度, 阴、

阳极峰电流 ipc, ipa均随扫描速度而增大(见图 6), 与扫速

成线性关系, 表明电极反应受表面过程控制[28]. 并且随

着扫描速度增加, 还原峰电位负移, 氧化峰电位正移, 
但式电位基本不变(图 7 所示), 根据描述准可逆非扩散

电化学过程的 Laviron 理论[29], 阴极峰电位 Epc与 lg v 的
斜率为－2.3RT/αnF, 阳极峰电位 Epa 与 lg v 的斜率为  
－2.3RT/(1－α)nF, 可得到电子转移数 n＝1.226, 电子

转移系数 α＝0.51, 接近 0.5, 说明能垒基本对称, 符合

准可逆过程特征, 按照 Ep＝(－RT/F)ln ks (Ep: 峰电位; 
R: 气体常数; T: 绝对温度(K); F: 法拉第常数), 可以求

出平均异相电子转移常数 ks为 0.0144 s－1. 

 

图 6  扫速与电流的关系 
Figure 6  The relationship between scanning rate and peak cur-
rent 

 

图 7  峰电位和扫速的关系 
Figure 7  The relationship between scanning rate and peak po-
tential 

2.5  Fe3O4/OMC 材料用量的影响 

在实验中, Fe3O4/OMC 复合材料的用量对 Hb 的电

化学行为是有影响的, 在实验中, 我们选择了 2.3～7.1 
mg 不同的用量, 实验结果如图 8 所示, 在 2.3～4.0 mg 
之间, 随着 Fe3O4/OMC 复合材料的增加, DPV 的峰电流

值随之增加, 这是因为 Fe3O4/OMC 复合材料提供了一

个多孔的界面, 能组装更多的血红蛋白, 到 5 mg 附近, 
达到一个平台, 而再增加该复合材料的量, 峰电流有所

下降, 这是因为太多的复合材料在电极表面, 阻碍了电

子转移, 所以在实验中, 选择 5 mg 作为实验条件. 
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2.6  pH 的影响 

在 pH＝5.0～9.0 范围内考察了 pH 值对负载在

Fe3O4/OMC材料上的Hb的电化学行为的影响, 随着 pH
值增大, Hb 的氧化还原峰峰电位向负方向移动, E0 '与
pH 值呈线性关系(图 9 所示), 线性方程斜率为 51.3 
mV/pH, 这一数值与伴随一个质子转移的单电子可逆电

极反应的理论值－57.6 mV/pH (18 ℃)相接近[30]. 此外, 
由于电子转移数 n＝1.226, 近似为一个 Hb 辅基发生电

子转移, 所以 Hb 在该材料上发生一个电子传递的同时

还伴随着一个质子的转移:  
HbFe(III)＋H＋e－ ↔ HbFe(II) 

 

图 8  峰电流和 Fe3O4/OMC 用量的关系 
Figure 8  The relationship between the peak current and the 
amount of Fe3O4/OMC 

 

图 9  峰电位和 pH 的关系 
Figure 9  The relationship between pH and peak potential 

2.7  血红蛋白的电化学检测 

图 10 为 pH 7.0 条件下, 不同浓度的 Hb 的 DPV 图

和线性图. Hb 的加入使其在电位－0.3 V 附近处有一个

明显的峰出现, 这与在循环伏安实验中观察到的现象是

一致的. 随着血红蛋白浓度的增加, 峰电流也相应地增

加, 其峰电流的增加值与 Hb 浓度呈现良好的线性关系, 
进一步表明了有序中孔炭材料对Hb有良好的催化作用.
这种催化性能来自于中孔炭的有序结构, 当血红蛋白吸

附在有序中孔炭负载磁性材料上时, 有序中孔炭的独特

的结构稳定性和合适的孔径尺度, 为蛋白质提供了合适

的微环境, 为蛋白质与电极之间的相互作用提供更为高

效的通道, 加速血红蛋白和电极间的电子传递速率[31,32], 
促进了蛋白质分子与电极间的电子转移过程. 在 3.00×
10－6 到 1.50×10－4 mol/L 浓度范围内, 血红蛋白的浓度

与其响应电流呈良好的线性关系, 线性相关系数为 R＝
0.9924, 最低检测限为 0.270×10－6 mol/L. 该方法实现

了在溶液中对血红蛋白的直接电化学检测. 

 
图 10  不同浓度的血红蛋白在Fe3O4/OMC材料上的差分脉冲

伏安图 
Figure 10  DPV response of Hb immobilized on Fe3O4/OMC 
(pH 7.0)  
[Hb]＝(a) 3.00×10－6; (b) 3.00×10－5; (c) 6.00×10－5; (d) 1.00×10－4; (e) 
1.30×10－4; (f) 1.50×10－4; (g) 2.00×10－4 mol/L 

2.8  共存物质的影响   

对于几种可能存在的干扰物质进行试验, 在所确定

的实验条件下, 几种共存物质的干涉影响列在表 1 上. 
从表中可以看出, 大部分共存物质如常见的氨基酸以及

一些金属离子, 在 100 倍以上浓度时, 没有产生明显的

干扰, 引起的误差都小于 5%. 200 倍的抗坏血酸(AA)也
无干扰. 另外, 100倍量的溶菌酶, 5倍的凝血酶, 血清白

蛋白(BSA), 血小板衍生因子(PDGF)在该电位下也不干

扰血红蛋白的检测. 

2.9  血液样品的测定 

肌红蛋白(Mb)[33,34]、血红蛋白(Hb)[35]、细胞色素

C[36,37]等含有血红素的蛋白质, 都可实现 Fe(III)/Fe(II)电
对与电极之间直接、可逆、快速的电子传递过程. 在正

常人血样品种, Mb 的浓度只有 5×10－10～5×10－9  

mol/L[38], 而细胞色素 C 的含量为 2.0×10－10～2.0×10－9 
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mol/L [39], 低于用该方法的检测限. 而正常血样中 Hb 的

含量为 1.7×10－3～2.8×10－3 mol/L [38]. 因此, 用该方法

可以实现在实际血样中 Hb 的浓度测定.  
取血液 20 mL, 取 2 mL 肝素抗凝血, 离心, 吸去上

层血浆, 用生理盐水稀释混和, 离心, 吸出上清液, 最
后加生理盐水补足 2 mL, 在 4 ℃冰箱中储存备用. 将

处理好的血样稀释 1000 倍, 在相同条件下连续测定 5
次, 平均峰电流值为 0.456×10－6 A, 计算得出血样中血

红蛋白的浓度为 2.05×10－3 mol/L. 本血样采用标准分

光光度法测得结果为 2.04×10－3 mol/L, 说明该电化学

方法可以用于生物体系中 Hb 的分析检测.  

 

表 1  体系中共存物质的影响 
Table 1  Influence of co-existing substances on the system (cHb: 3.00×10－5 mol/L) 

Substance Concentration/(10－5 mol•L－1) ΔIp/% Substance Concentration/(10－5 mol•L－1) ΔIp/% 
BSA 14.7 －4.2 L-Met 274.8 1.83 
L-Try 303.57 1.34 AA 601.8 －3.08 
PDGF 15 3.6 NaCl 1591.38 2.88 
Thrombin 15 －3.46 Zn(NO3)2 339.6 2.86 
Lysozyme 300.0 4.91 CaCl2 297.3 3.57 
L-His 322.26 －1.96    

 

表 2  血样品中血红蛋白的测得值及其回收率(n＝5) 
Table 2  Content of Hb in the diluents of human blood samples and recoveries a 

Detected/ 
(10－5 mol/L) 

Content in human 
blood/(10－3 mol/L) 

Deviation/ 
% 

Added/ 
(10－5 mol/L)

Found/ 
(10－5 mol/L)

Recovery/% 
Determined by  

spectrophotometry/(10－3 mol/L) 
2.05 2.05 2.25 2.48 4.49 98.38 2.04 

a The values shown are calculated from the calibration curves and are mean of n＝5 in each case. 

 

3  结论 

本文采用微湿含浸法制备了一种有序中孔炭/四氧

化三铁磁性复合材料, 并成功地将血红蛋白固定在该材

料表面, 紫外光谱实验结果表明, 血红蛋白仍旧保持了

良好的生物活性. 有序中孔炭的存在有效地提高了 Hb
的负载量, 磁性材料的存在可以实现在溶液中对血红蛋

白的直接检测, 血红蛋白在此界面上可实现快速直接电

子转移, 研究了负载在该复合材料上的血红蛋白的电化

学行为, 求解了其相应的电化学参数, 该方法可用于实

现在血样等实际样品中血红蛋白的富集和直接测定. 
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