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三维金纳米团簇/多壁碳纳米管-Nafion 膜修饰电极的电化学制备及 
血红蛋白的直接电化学 

赵越*,a    洪波 a    范楼珍 b 
(a中国海洋大学环境科学与工程学院  青岛 266100) 

(b北京师范大学化学学院  北京 100875) 

摘要  用改进的全电化学三步法制备三维金纳米团簇/多壁碳纳米管(3D Au/MWCNTs)纳米复合材料, 并用 Nafion 
(Nafion)膜进行涂布固定, 制得 3D Au/MWCNTs-Nafion 修饰电极. 利用透射电子显微镜(TEM)和能量色散光谱(EDS)对
所得纳米复合材料的形貌进行表征. 3D Au/MWCNTs 具有金纳米核团簇而成的特殊圆丘状三维结构, 电化学活性表面

积(ECSA)比均匀分散的 Au/MWCNTs 提高了一个数量级, 可有效提高血红蛋白(Hb)在电极表面的负载量. 运用循环伏

安法和计时电流法对 3D Au/MWCNTs-Nafion修饰电极的生物电催化性质进行研究, 其在Hb溶液中显示了良好的电催

化活性和稳定性: 还原氧化峰电流高 , 反应可逆性好 , 提供了有利于 Hb 直接电子转移的电化学环境 . 固载于

Au/MWCNTs-Nafion 上的 Hb 能够保持其生物活性, 对双氧水(H2O2)表现出良好的催化性能, 这是 3D Au 纳米团簇和

MWCNTs 共同作用的结果. 实验表明, 3D Au/MWCNTs-Nafion 修饰电极结构特殊、性能优越, 对 Hb 的直接电化学研

究具有积极的促进作用, 为准确高效的检测 Hb 及相关生物活性物质提供了新的电极选择.  
关键词  三维结构; 金纳米团簇; 碳纳米管; 血红蛋白; 直接电化学 

 

Electrodeposition of Gold Nanoparticle Clusters on Multi-Wall Carbon 
Nanotubes and the Direct Electrochemistry of Hemoglobin 
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(b College of Chemistry, Beijing Normal University, Beijing 100875)  

Abstract  Three-dimensional structure gold nanoparticle clusters (3D Au) were electrodeposited onto multiwalled carbon 
nanotubes (MWCNTs) through improved three-step method, which involves: (1) potential cycling (CV, 200 mV•s－1) from  
＋1.8 to －0.4 V was performed in 0.5 mol/L K2SO4 solutions for 10 min in order to produce oxide functional groups (car-
bonyl, hydroxyl, and carboxyl) at the defect sites located at the ends and/or the sidewalls of MWCNTs, (2) electrochemical 
oxidation of the Au(III) complex to the Au(V) complex from 2 mol/L K2PtCl4＋0.1 mol/L K2SO4 aqueous solutions by using 
potential-step method (PS). The potential was jumped from 0.3 V to 1.1 V with different pulse width and this was repeated 
until a steady pulse current was reached. and (3) electrochemical transformation of the Au(V) complex to Au nanoparticle 
clusters on the surface of MWCNTs through cycling from ＋1.0 to －0.26 V in 0.1 mol/L H2SO4 solutions to the steady 
state. For comparison, however, experiments were also carried out with CV in the second step (2 mol/L K2PtCl4＋0.1 mol/L 
K2SO4 aqueous solution with 190 cycles: these proved to be the optimal conditions). The morphology of 3D Au/MWCNTs 
electrode was characterized by transmission electron microscopy (TEM) and energy dispersive X-ray spectroscopy (EDS). 
The voltammetric behavior of hemoglobin (Hb) on 3D Au/MWCNTs-Nafion has been investigated in 10 nmol/L Hb solution 
(pH＝6 PBS) by cyclic voltammetry (CV) and current-time method (CT). Compared with Au＋MWCNTs-Nafion (＋means 
mix together), Au/MWCNTs-Nafion (uniform Au nanoparticle dispersion of MWCNTs, which was obtained when the sec-
ond step adopts cyclic voltammetry instead of potential-step method), 3D Au/MWCNTs-Nafion gave a higher peak current 
and better reversibility. The higher sensitivity and lower detection limit show that 3D Au/MWCNTs-Nafion can offer a con-
ductive microenvironment for the immobilized Hb to achieve direct electrochemistry. The average coverage (Γ) of Hb immo-
bilized on 3D Au/MWCNTs-Nafion was calculated to be 7.65×10−9 mol•cm−2, testifies a high surface-to-volume ratio. Elec-
tron transfer rate constant (kS) was calculated to be 1.8 s－1, which was proved 3D Au/MWCNTs-Nafion is more conducive to 
direct electron transfer between Hb and the electrode. Hb/Au/MWCNTs-Nafion potential application towards the electro-
catalytic reduction of H2O2 was also conducted to show immobilized Hb exhibits excellent biocompatibility and stability. Our 
work points to a new path for the preparation of 3D Au/MWCNTs nanocomposites, which are promising as electrocatalysts   
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in direct electrochemistry of Hb. 

Keywords  three dimensional; gold nanoparticle; multi-wall carbon nanotubes; hemoglobin; direct electrochemistry 

   
1  引言 

认识和利用氧化还原蛋白质的优良催化性能和高

选择性反应能力一直是化学、生物学、医学, 特别是生

命科学的重要研究目标, 并已形成了一个重要的科研方

向[1]. 在生命体内许多涉及氧化还原蛋白质的电子转移

反应都发生在带电荷的生物膜上或其附近, 因而其电子

的传递必然会受到电场的作用和影响. 这种电场的作用

和影响与电化学研究中工作电极表面或其附近的情况

十分相似. 所以, 氧化还原蛋白质的直接电化学研究对

于认识和理解生命体内电子传递过程的机理和生理作

用具有重要意义[2]. 其中, 血红蛋白(Hb)属于血红素蛋

白质的一种, 在脊椎动物的血液内起着储存和传输氧气

的作用. 作为许多氧化还原蛋白质或酶的辅基, Hb 扮演

着活性中心的角色[3]. 研究 Hb 的直接电化学可以为深

入探究生物体系复杂的电子传输机理提供模型, 提高生

物体系中酶电子的转移速度, 对生物传感器、生物燃料

电池的开发具有深远意义[4～6]. 但是, 由于分子量较大, 
结构复杂, 其电活性基团或氧化还原中心深埋在多肽链

内部, 与电极表面距离较远, 很难与电极直接交换电子; 
同时溶液中的大分子杂质在电极表面的吸附和蛋白质

本身的吸附变性也会阻碍 Hb 与电极间的直接电子转 
移[7]. 目前的研究重点在于, 如何选择和制备合适的生

物相容性材料实现 Hb 与电极间的直接电子传输[8].  
近年来, 金(Au)纳米材料因其稳定的物理化学性

质, 高催化活性和小尺寸、高比表面积被广泛研究并应

用于电化学分析[9]和电化学传感[10]. 在生物领域尤其具

有特殊的应用价值, 是固定蛋白质的优良材料: 其较高

的比表面积可以牢固的吸附蛋白质, 其良好的生物相容

性使蛋白质能够保持天然结构与电化学活性, 其优良的

导电性可直达导电活性中心, 有利于实现蛋白质与电极

间的电子传输 , 从而对蛋白质的直接电化学进行研   
究[11]. 因此, Au 纳米粒子广泛应用于生物传感器电极, 
对各类生物分子可进行高灵敏度测定[12,13]. 三维(3D)结
构的 Au 纳米材料更是因其优异的催化活性而在氧化还

原蛋白质固载及新型生物传感器的构筑方面受到广泛

关注[14,15]. 不同方法制备的各类 3D Au 纳米材料修饰电

极被积极全面的进行了报道[16,17], 然而目前还没有文献

报道用全电化学方法在多壁碳纳米管(MWCNTs)上沉

积 3D结构的Au纳米粒子, 进行蛋白质的直接电化学研

究.  
碳纳米管(CNTs)具有很多优越性质, 如高比表面

积、高电导性、高化学稳定性和机械强度[18], 可以用来

制作催化剂[19], 纳米级电子器件[20]等等. 研究表明, 以
CNTs 作基底的 Au 纳米粒子用于研究蛋白质[21,22]和无

机小分子[23]的电化学响应, 在促进电子转移和改进电

化学反应可逆性方面, 比一般碳材料作基底的 Au 纳米

粒子具有更加出众的性能[24], 为生物分子的直接电化

学研究和第三代生物传感器开发开辟了新的方向.  
考虑到电化学方法的优点, 如产物高纯, 操作简单

等, 之前我们改进了电化学三步法[25,26], 制得了 3D 铂
(Pt)纳米团簇[27], 较均匀分散的 Pt 纳米颗粒催化性能有

较大程度提升. 本文采用改进的全电化学三步法, 首次

将 3D Au 纳米团簇电沉积到 MWCNTs 上, 并用 Nafion
膜加固. 制得的3D Au/MWCNTs-Nafion电极结构特殊、

性质稳定, 实现了 Hb 和电极间的直接电子传输, 从而

可对 Hb 进行准确高效的测定. 3D Au/MWCNTs 的形貌

由透射电子显微镜(TEM)和能量色散光谱(EDS)表征. 
用循环伏安 (CV)法和计时电流法 (CT)研究 Hb 在

Au/MWCNTs-Nafion 上的直接电化学 . 进一步制备

Hb/Au/MWCNTs-Nafion 电极, 对其还原 H2O2的电催化

活性进行检测, 以证明 3D Au/MWCNTs-Nafion 具有良

好的生物相容性, 可以有效保持其固载 Hb 的生物活性.  

2  结果与讨论 

2.1  3D Au/MWCNTs -Nafion 电极的制备和表征 

实验部分详细描述了用改进的电化学三步法在

MWCNTs 上沉积 3D Au 纳米团簇的具体过程(图 1). 图
2 是 MWCNTs 电极和 3D Au/MWCNTs-Nafion 电极在

0.1 mol•L－1 H2SO4 溶液中, 扫描范围为＋1.25～－0.35 
V 的 CV 图.  

 

图 1  改进的三步法制备 3D Au/MWCNTs 
Figure 1  Schematic diagram illustrating the formation of 3D 
Au/MWCNTs 

在 0.1 mol•L－1 H2SO4溶液中, MWCNTs 只在 0.4 V
附近有一对不明显的氧化还原峰 . 3D Au/MWCNTs- 
Nafion 在 0.45 V 出现很明显的还原峰, 是 Au 表面的氧

化物还原的特征峰. Au 的氧化峰在 1.05 V. 可见, Au 纳

米粒子已成功沉积到 MWCNTs 的表面, 并表现出相应
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的电化学性质. 

 

图 2  (a) 3D Au/MWCNTs-Nafion 和(b) MWCNTs 在 0.1 mol•L－1 
H2SO4溶液中的 CV 图. 扫描速度: 100 mV•s－1 
Figure 2  Cyclic voltammograms of (a) 3D Au/MWCNTs-Nafion and 
(b) MWCNTs in 0.1 mol•L－1 H2SO4 solution. Scan rate: 100 mV•s－1 

得到的 Au/MWCNTs 形貌用 TEM 进行表征(图 3a). 
图 3a 中的 3D Au/MWCNTs 是直径 1 nm 大小的 Au 纳

米核团聚而成 15～22 nm 大小的纳米团簇, 对应的实验

过程如下: 第二步中在 0.1 mol•L－1 HAuCl4＋0.1 mol•  
L－1 K2SO4 溶液中运用电位阶跃法(PS, 阶跃宽度为

0.0005 s), 第三步中再在 0.1 mol•L－1 H2SO4溶液中, 控
制扫描范围为＋1.0～－0.26 V, 循环扫描至稳态. 图 S1
中给出了第二步, 在 0.1 mol•L－1 HAuCl4＋0.1 mol•L－1 
K2SO4溶液中运用循环伏安法(CV, 在＋0.3～＋1.3 V的

电位范围内反复扫描 190 圈), 再采用同样的第三步得

到Au纳米颗粒的TEM图. 很明显由于采用了不同的方

法, Au/MWCNTs 的表面形貌有较大改变. 通过 PS 法, 
在 MWCNTs 上得到了圆球体组成的圆丘状 Au 纳米团

簇(3D Au), 而 CV 法制得的 Au 纳米颗粒则是均匀分散

在 MWCNTs 上的. 通过 PS 法和 CV 法(数据没有给出)
得到样品的 EDS(图 3b), 可以证明在 MWCNTs 上的纳

米颗粒是单质 Au(0).  
Au 纳米团簇的形成机理讨论如下: 在第二步反应

中电势阶跃的条件下, 一部分 4AuCl－ 在突然增高的电

压作用下集体氧化为 Au(V)配合物. 反应优先发生在

MWCNTs 的缺陷位置上, 因为这些位置上有含氧官能

团(如羰基, 羟基, 羧基等). 在反应中, 这些官能团起到

配体的作用, 如图 1 所示. 通过连续阶跃, 会使更多的

Au(V)配合物优先附着在已生成的 Au(V)配合物周围, 
已生成的 Au(V)起到成核前躯体的作用. 最后, 在 0.1 
mol•L－1 H2SO4 溶液中, 控制扫描范围为＋1.0～－0.26 
V, 反复扫描至电流稳定, Au(V)配合物集体还原为 Au
纳米颗粒的团簇. 在电势扫描(逐渐增高的电压)的条件

下 ,  4AuCl－ 氧化为 Au(V)配合物的反应逐渐发生在

MWCNTs 管身各处的缺陷位置上, 从而在第三步中形

成均匀分散的形貌. 在相同的时间内, 阶跃宽度越大,  

 

图 3  (a) 3D Au/MWCNTs 的 TEM 图, (b) Au/MWCNTs 的 EDS 图 
Figure 3  (a) TEM image of 3D Au/MWCNTs. (b) EDX spectra of 
Au/MWCNTs 

4AuCl－ 在指定位置氧化生成的 Au(V)配合物越多, 使
Au 纳米颗粒变大, 进而使形成的圆丘状的 Au 纳米团簇

也变大. 当阶跃宽度为 0.0005 s 时, 大约 1 nm 的单个

Au 纳米核聚结形成平均直径大约是 20 nm 的团簇(图
3a); 当阶跃宽度为 0.001 s, Au 纳米核平均直径增大到 
2～4 nm, 团簇的平均直径也增大到 40 nm 左右; 当阶

跃宽度为 0.01 s, Au 纳米核及团簇分别增大到 5 nm 和 
100 nm 左右, 团簇尺寸过大以致成膜, 从而降低其电催

化活性. 之后的电化学分析采用 20 nm (PS, 阶跃宽度

为 0.0005 s)左右的 Au 纳米团簇对 Hb 进行直接电化学

研究.  

2.2  Hb 在 3D Au/MWCNTs-Nafion 上的直接电化学 

图 4 是 3D Au/MWCNTs-Nafion 电极在 10 nmol•   
L－1 Hb (pH＝6 PBS)溶液中的循环伏安图. 为了进行比

较, 对 Au/MWCNTs-Nafion (MWCNTs 上均匀分散的

Au 纳米颗粒), Au＋MWCNTs-Nafion, MWCNTs 也进行

了检测. 对比曲线 a, b, c 和 d 可以看到, Au 纳米粒子尤

其是 3D Au 纳米粒子的参与使 MWCNTs 的峰电流(Ip)
显著增强. 3D Au/MWCNTs-Nafion 电极的 Ip 是 Au/ 
MWCNTs-Nafion 电极的近 15 倍, 是 Au＋MWCNTs- 
Nafion 电极的近 50 倍. 而且, 3D Au/MWCNTs-Nafion
电极的可逆性比 Au/MWCNTs-Nafion 电极和 Au＋ 
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图 4  (a) 3D Au/MWCNTs-Nafion, (b) Au/MWCNTs-Nafion, (c) Au＋
MWCNTs-Nafion 和(d) MWCNTs 电极在 10 nmol•L－1 Hb (pH＝6 PBS)
溶液中的 CV 图. 扫描速度: 100 mV•s－1 
Figure 4  Cyclic voltammograms of (a) 3D Au/MWCNTs-Nafion, (b) 
Au/MWCNTs-Nafion, (c) Au＋MWCNTs-Nafion and (d) MWCNTs 
electrodes in 10 nmol•L－1 Hb (pH＝6 PBS). Scan rate: 100 mV•s－1 

MWCNTs-Nafion电极也有所改进. Au/MWCNTs-Nafion
的Epa和Epc分别为－0.22 V和－0.17 V(还原峰电位: Epc; 
氧化峰电位: Epa), Au＋MWCNTs-Nafion 的 Epa和 Epc分

别为－0.25 和－0.15 V. 3D Au/MWCNTs-Nafion 电极在

－0.21, －0.18 V 处, 出现一对对称性良好的还原氧化

峰. 在四种测试样品中, 3D Au/MWCNTs-Nafion 对 Hb
具有最高的电催化活性, 为 Hb 提供了更有利于电子转

移的电化学环境. 其原因如下: Au＋MWCNTs-Nafion
单纯将Au纳米粒子与MWCNTs物理混合, 两者间结合

力 较 弱 , 不 如 用 电 化 学 方 法 沉 积 得 到 的

Au/MWCNTs-Nafion 对 Hb 的催化活性高. 而比起均匀

分散的 Au/MWCNTs, 圆丘状 3D Au/MWCNTs 的有效

表面积更大, 其特殊结构本身也赋予了它较高的电催化

活性. 计算得, 3D Au/MWCNTs 的电化学活性表面积

(ECSA)[28]为 150.2 m2/g Au. 比用同样方法计算得到的

Au/MWCNTs的ECSA (15.8 m2/g Au)几乎高出一个数量

级.  
考察不同电极在 10 nmol•L－1 Hb 溶液中的计时电

流曲线(阶跃范围 0.1～0.5 V). 1 h 后 , (a) 3D Au/ 
MWCNTs-Nafion, (b) Au/MWCNTs-Nafion, (c) Au＋
MWCNTs-Nafion 和(d) MWCNTs 的电流分别比其初始

电流下降了 20%, 30%, 35%和 75%. 电极稳定性大小依

次为: 3D Au/MWCNTs-Nafion＞Au/MWCNTs-Nafion＞
Au＋MWCNTs-Nafion＞MWCNTs. 3D Au/MWCNTs- 
Nafion 电极的稳定性最好.  

考察 3D Au/MWCNTs-Nafion 在 10 nmol•L－1 Hb 
(pH 值: 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9)溶液中的电化学行为, 研究 pH
值对 Hb 还原氧化反应的影响. pH 值为 3～9 时, Epa, Epc

随 pH值增大而负移. Epc与 pH 值成线性关系, 符合直线

方程 Epc＝0.13－0.058 pH (Epc: V, r＝0.998). 斜率为  

－58 mV•pH－1, 这个值与文献报道的可逆电子转移反

应在 20 ℃时的理论值相符[29], 说明该电化学反应可逆. 
溶液 pH为 4～6时, Ip随 pH增大而增大. 在 pH＞6时, Ip

随pH增大逐步减小. pH＞9时, Ip基本消失. 这和电化学

反应中质子的作用有关. 在碱溶液中, 因为质子的缺少, 
电化学反应变得困难. 在高 pH 值区域, Hb 变成阴离子, 
与MWCNTs发生静电排斥, 也会引起 Ip下降. 另外, 在
偏酸(pH＜5)和偏碱(pH＞8)时, 血红蛋白空间构象会发

生不同程度的变化, 从而影响其结合能力. 因此, 检测

Hb 的溶液酸碱度必须适合. pH＝6 时比较适合进行 Hb
的直接电化学研究.  

图 5 是 3D Au/MWCNTs-Nafion 在 Hb (pH＝6 PBS)
溶液中的 CV 图, Hb 浓度: 0, 2, 4, 6, 8, 10 nmol•L－1(从 a
到 f). 可以看出 Hb 浓度对电极表面吸附 Hb 的影响. Ipc

随 Hb 浓度增加而增加, 两者成线性关系, 说明 Ipc是吸

附到电极表面的 Hb 引起的吸附电流. Hb 浓度增大, 电
极上能够吸附的 Hb 增多, Ipc增大.  

 

图 5  3D Au/MWCNTs-Nafion 在 Hb (pH＝6 PBS)溶液中的循环伏安

图 . Hb 浓度: 0, 2, 4, 6, 8, 10 nmol•L－1 (从 a 到 f). 插图: 3D 
Au/MWCNTs-Nafion 电极还原峰电流与 Hb 浓度的线性关系. 扫描速

度: 100 mV•s－1  
Figure 5  Cyclic voltammograms of 3D Au/MWCNTs-Nafion in Hb 
solution (pH＝6 PBS). Hb concentration: 0, 2, 4, 6, 8, 10 nmol•L－1 (from 
a to f). Inset: Linear relationship of 3D Au/MWCNTs-Nafion electrode 
reduction peak current and Hb concentration. Scan rate: 100 mV•s－1 

图 5 内插图为 3D Au/MWCNTs-Nafion电极在－0.8
Ｖ附近的还原峰电流与血红蛋白浓度的线性图. 其线性

方程计算为 I＝16.2＋5.3[Hb] (I: μA, [Hb]: nmol•L－1, r＝
0.998). 电极在 Hb 浓度为 2 nmol•L－1～200 μmol•L－1 范

围内呈良好的线性关系, 灵敏度为 5.3 μA•nmol•L－1, 检
测限为 1 nmol•L－1 (S/N＝3), 这比已报道的各类 Au 纳

米材料修饰电极的结果更低[30]. 较高的灵敏度和较低

的检测限显示了 3D Au/MWCNTs-Nafion 对 Hb 的高催

化活性, 为准确高效的测量 Hb 和研究其直接电化学提

供了一种新的电极选择.  
图 6 是 3D Au/MWCNTs-Nafion 电极在 10 nmol•   

L－1 Hb (pH＝6 PBS)溶液中随扫描速度(ν)变化的 CV 图. 
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插图是 3D Au/MWCNTs-Nafion 电极在 10 nmol•L－1 Hb 
(pH＝6 PBS)溶液中还原峰电流(Ipc)与扫描速度(ν)的关

系图. ν＝1～100 mV•s−1时, Ipc与 ν成线性关系, 说明电

化学过程是表面过程控制的. 随着 ν 的增加, Ipc 逐渐增

加(图 6 插图), 衰减方程为 Ipc＝0.57＋0.58ν (Ipc: μA, ν: 
mV•s−1, r＝0.999). 表面过程控制 Ipc与 ν的标准方程为: 
Ipc＝n2F2νAΓ/4RT＝nFQν/4RT[31]. 其中, n 表示电子转移

数, F是法拉第常数 96485, A是电极面积(cm2). Q是电量

(C), 由 CV 图的积分还原峰面积计算得到. 根据标准方

程, 计算得Hb在3D Au/MWCNTs-Nafion电极上的平均

表面吸附浓度(Γ)为 7.65×10－9 mol•cm−2 (设 n＝4). 该值

比 Hb 在 3D Au/MWCNTs-Nafion 电极上单层分布理论

值 6.71×10－11 mol•cm−2 [32]高出 2 个数量级, 可见 3D 
Au/MWCNTs 提高了 Hb 在修饰电极的负载量, 也证明

了 3D Au/MWCNTs 具有较大的比表面积.  

 

图 6  3D Au/MWCNTs-Nafion 电极在 10 nmol•L－1 Hb (pH＝6 PBS) 
溶液中的 CV 图. 扫描速度: (a) 1, (b) 2, (c) 5, (d) 10, (e) 20, (f) 50, (g) 
100 mV•s－1. 插图: 3D Au/MWCNTs-Nafion 电极在 10 nmol•L－1 Hb 
(pH＝6 PBS)溶液中还原峰电流(Ipc)与扫描速度(ν)的关系图 
Figure 6  Cyclic voltammograms of 3D Au/MWCNTs-Nafion in 10 
nmol•L－1 Hb solution (pH＝6 PBS). Scan rate: : (a) 1, (b) 2, (c) 5, (d) 10, 
(e) 20, (f) 50, (g) 100 mV•s － 1. Inset: Linear relationship of 3D 
Au/MWCNTs-Nafion electrode reduction peak current and scan rate 

扫描速度范围在 1～50 mV•s−1时, 阴极、阳极峰电

位间隔(∆Ep)为 159 mV. 如图 7, ν＞50 mV•s−1时, Epa随 ν
增加正移, Epc随 ν增加负移, ∆Ep变大, 说明电化学反应

逐渐变作不可逆. 对于不可逆反应, Ep与 lg ν呈线性关

系, 衰减方程为 Epa＝－0.198＋0.0121 lg ν (Epa: V, ν: 
V•s−1, r＝0.999)和 Epc＝－0.202－0.0112 lg v (Epc: V, ν: 
V•s−1, r＝ 0.996). 根据方程 [32]: Epa ＝Eo ＋m[0.78＋
ln(D1/2ks

−1)－0.5ln m]＋(m/2)ln ν (m＝RT/[(1－α)nαF])和
Epc＝Eo－m[0.78＋ln(D1/2ks

−1)－0.5ln m]－(m/2)ln ν (m＝

RT/(αnαF), 电子转移系数 α 计算得 0.51. Hb 在 3D 
Au/MWCNTs-Nafion 电极上的电子转移速率常数(ks)可
由下面的方程求得[33] 

lg ks＝αlg(1－α)＋(1－α)lg α－lg(RT/nFν)－α(1－

α)nF∆Ep/2.3RT.  
代入上式得到的电子转移系数 α (0.51), 在 ν＝100 

mV•s−1, ∆Ep＝10.5 mV 时, ks计算得 1.8 s－1, 比文献值要

高很多[33], 说明 3D Au/MWCNTs-Nafion 更有利于 Hb
与电极间的直接电子转移.  

 

图 7  3D Au/MWCNTs-Nafion 电极在 10 nmol•L－1 Hb (pH＝6 PBS)溶
液中的 CV 图中(a) Epa和(b) Epc与 ν的关系 
Figure 7  Relationship of (a) Epa , (b) Epc and ν. Epa and Epc are obtained 
from cyclic voltammograms of 3D Au/MWCNTs-Nafion in 10 nmol•L－1 

Hb solution (pH＝6 PBS) 

2.3  3D Au/MWCNTs-Nafions 固载的 Hb 的电催化性

质 

据报道, 蛋白质中的辣根过氧化酶、细胞色素 c, 肌
血球素和血晶素, 都对 H2O2 还原有电催化作用[34～36]. 
为了检测固载于Au/MWCNTs-Nafion 上的Hb 的电催化

活性和生物活性, 制得 Hb/Au/MWCNTs-Nafion 修饰电

极, 并观察其在还原H2O2方面的表现. 修饰电极浸于浓

度范围为 0～15 μmol•L－1 的 H2O2 (pH＝6.5 PBS)溶液中

时的电化学响应如图 8. 随着 H2O2 浓度的增加 , 
Hb/Au/MWCNTs-Nafion 电极在－0.22 V 处的还原峰电

流明显增加, 同时伴随着氧化峰电流的减小甚至消失, 
显示出明显的电催化特征. H2O2被 Hb 还原的反应机理

如下 : Hb-Fe(III) 被氧化成一种化合物 , 定义为

“compound I”, 即 Hb-Fe(III)＋H2O2 → compound I＋
H2O. 然后, compound I 与 H2O2 反应形成 Hb-Fe(III)和
O2, 即 compound I＋H2O2 →Hb-Fe(III)＋O2 [31].  

在－0.2 V时, Hb/Au/MWCNTs-Nafion 电极在 pH＝

6 PBS 溶液中对 H2O2 的稳态电流响应如图 S2 所示. 
H2O2浓度在 0 到 1.0×10−2 mol•L－1之间时, 响应电流(I)
与 H2O2 浓度([H2O2])成线性关系, 响应时间为 20 s. 根
据图 S2b, 线性衰减方程为 I＝0.1588＋0.032[H2O2] (I: 
μA, [H2O2]: μmol•L－1, r＝0.998). 计算得检测灵敏度为

32 μA•mmol•L－1, 检测限为 5 nmol•L－1, 比已知的一些

双氧水传感器[37]具有灵敏度高, 检测限低的特点. 当
[H2O2]＞1.0×10−2mol•L－1 时, 出现电流平台, 表现出

Michaelis-Menten 动力学的特征. Michaelis-Menten 常数 
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图 8  Hb/Au/MWCNTs-Nafion 电极在(a)不含 H2O2, 含有(b) 2, (c) 4, 
(d) 6, (e) 8, (f) 10 和(g) 15 μmol•L－1 H2O2 (pH＝6 PBS)溶液的 CV 图. 
扫描速度: 100 mV•s－1 
Figure 8  Cyclic voltammograms of Hb/Au/MWCNTs-Nafion electrode 
in (a) 0, (b) 2, (c) 4, (d) 6, (e) 8, (f) 10 and (g) 15 μmol•L－1 H2O2 (pH＝6 
PBS). Scan rate: 100 mV•s－1 

(Km)反映酶–酶作用物动力学的快慢, 由 Lineweaver- 
Burk 方程得[38]:  

1/Iss＝Km/Imax•1/c＋1/Imax    
这里, Iss是加入 H2O2的响应电流, c 是[H2O2], Imax

是饱和 H2O2 条件下的最大电流 . 计算得到 Hb/Au/ 
MWCNTs-Nafion 的 Km值 0.86 μmol•L－1(图 9), 比文献

报道的其它 Au 纳米粒子的 Km 值低[39], 说明 Hb/Au/ 
MWCNTs-Nafion修饰电极对H2O2具有高效的生物亲和

力. 固载于 Au/MWCNTs-Nafion 上的 Hb 具有较高的电

催化活性和生物活性 , 这是 3D Au 纳米团簇和

MWCNTs 共同作用的结果.  

 

图 9  Km的检测曲线 
Figure 9  Examination curve of Km 

Hb/Au/MWCNTs-Nafion 修饰电极电化学性质十分

稳定. 当它储存在 pH＝7.2 的 PBS 溶液中时, 8 周(25 
℃)后, 仍然能保持它对 H2O2 还原反应的初次相应电流

的 90%. 但是当 H2O2 浓度大于 1.0×10－2 mol•L－1 或

PBS 浓度大于 0.2 mol•L－1时, Hb 会发生变性.  

3  结论 

用改进的电化学三步法并用Nafion涂布固定, 制备

3D Au/MWCNTs-Nafion 修饰电极, 并用 TEM 和 EDS
对 其进 行表 征 . 对比 Au/MWCNTs-Nafion, Au ＋

MWCNTs-Nafion, MWCNTs, 检测其对 Hb 的电催化活

性和稳定性, 研究Hb在3D Au/MWCNTs-Nafion上的直

接电化学. Hb 在 3D Au/MWCNT-Nafion 上的氧化还原

峰电流高, 反应可逆性好; Ipc和Hb成线性关系, 说明 Ipc

是吸附到电极表面的Hb引起的吸附电流; Ipc与 ν成线性

关系, 说明电化学过程是表面过程控制的; 计算得 Hb
在 3D Au/MWCNT-Nafion上的平均表面吸附浓度(Γ)为
7.65 nmol•cm－2, 说明 3D Au/MWCNTs 提高了 Hb 在修

饰电极的负载量, 3D Au/MWCNTs 具有较大的比表面

积; 比文献值明显提高的电子转移速率常数(ks) 1.8 s－1, 
说明 3D Au/MWCNTs-Nafion 修饰电极更有利于 Hb 与

电极间的直接电子转移. Hb/Au/MWCNTs-Nafion 修饰

电极对 H2O2 的还原反应也表现出良好的催化性能. 较
高的灵敏度和较低的检测限显示了固载于 3D 
Au/MWCNTs-Nafion 修饰电极上的 Hb 具有较高的电催

化活性和生物活性, 这是 3D Au 纳米团簇和 MWCNTs
的共同作用结果. 经计算 Km 值为 0.86 μmol•L－1, 比文

献报道的其它 Au 纳米粒子的 Km 值低, 说明 Hb/Au/ 
MWCNTs-Nafion修饰电极对H2O2具有高效的生物亲和

力. 3D Au/MWCNTs-Nafion 对 Hb 具有高催化活性和生

物亲和性, 可以准确高效的测量 Hb 和研究其直接电化

学.  

4  实验部分 

在使用前将 GC 电极用细砂纸和金刚砂打磨, 在甲

苯中超声半小时在高氮环境中干燥备用 . 1 mg 
MWCNTs 与 10 mL 甲苯混合超声 30 min 形成 0.1 
mg•mL－1 悬浊液. 将 15 μL 悬浊液直接涂布在 GC 电极

上并在室温下干燥, 制得 MWCNTs/GC 修饰电极.  
采用改进的三步法制备 3D Au/MWCNTs [26]: (1) 在

0.5 mol•L－1 K2SO4 溶液中, 控制扫描范围为＋1.8～  

－0.4 V, 扫描速度为 200 mV•s－1, 循环扫描 10 min, 使
MWCNTs 管壁和两端的缺陷生成含氧官能团(C＝O, 
—COH 和—COOH 等); (2)在 0.1 mol•L－1 HAuCl4＋0.1 
mol•L－1 K2SO4 (pH＝4)溶液中进行电位阶跃(PS), 控制

阶跃范围为 0.8～1.5 V, 阶跃宽度为 0.001 s, 连续阶跃

直至稳态, 使 4AuCl－ 氧化; (3)在 0.1 mol•L－1 H2SO4 溶

液中, 控制扫描范围＋1.0～－0.26 V, 循环扫描至稳态, 
生成三维 Au 纳米团簇. 再用 Nafion 涂布固定, 制得 3D 
Au/MWCNTs-Nafion 修饰电极. 为了比较, 采用三步法

制备均匀分散的 Au/MWCNTs-Nafion, 将(2)步中的 PS
法换为 CV 法: 在 0.1 mol•L－1 HAuCl4＋0.1 mol•L－1 
K2SO4溶液中运用循环伏安法(CV)法(在＋0.3～＋1.3 V



  
化 学 学 报 研究论文  

  
 
Acta Chim. Sinica 2013, 71, 239—245 © 2013 Shanghai Institute of Organic Chemistry, Chinese Academy of Sciences http://sioc-journal.cn    245 

的电位范围内反复扫描 190 圈).  
Au＋MWCNTs-Nafion 电极的制备方法如下: 将

MWCNTs与Au纳米粒子在Nafion中混合. 超声 20 min
保证 MWCNTs 与 Au 纳米粒子分散均匀, 制得了 Au＋
MWCNTs-Nafion 悬浊液 . 将制得的 Au＋MWCNTs- 
Nafion悬浊液3 μL滴在GC电极上, 在空气中自然干燥, 
制得 Au＋MWCNTs-Nafion 电极.  

Hb/3D Au/MWCNTs-Nafion 电极的制备方法如下: 
3D Au/MWCNTs-Nafion 与 0.1 mL Hb 溶液(Hb 与 pH＝

5.5的磷酸缓冲 PBS溶液, Hb浓度为 0.1 mmol•L－1)混合, 
超声 20 min, 保证 Hb 溶液与 3D Au/MWCNTs-Nafion
混合均匀. 制得了 Hb/Au/MWCNTs-Nafion 悬浊液. 将
制得的 3 μL Hb/Au/MWCNTs-Nafion 悬浊液滴在 GC 电

极上 , 在空气中自然干燥 , 制得 Hb/Au/MWCNTs- 
Nafion电极. 用Hb/Au/MWCNTs-Nafion电极检测H2O2, 
H2O2的浓度由微量注射器注入控制. 
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