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[Co(phen)3]3+和SWCNTs促进钌(1I)配合物对

牛血清蛋白的电催化氧化

蔡雪萍，陈琳琳，许 旋，李 红+
(华南师范大学化学与环境学院，广州510006)

摘要：应用循环伏安法、微分脉冲伏安法、荧光光谱法和扫描电镜等方法研究了[Co(phen)，]“(phen=1，10舀p菲

咯啉)和单壁碳纳米管(SWCNTs)促进[Ru(bpy)2(tatp)]“(bpy=2，2'-联吡啶，tatp=1，4，8，9一四氮三联苯)在铟

锡氧化物(1TO)电极上对牛血清蛋白(BSA)的电催化氧化．结果表明，[Ru(bpy)：(tatp)]“、BSA、[Co(phen)，]”

和SWCNTs间相互作用明显，BSA．SWCNTs的加入促进了[Ru(bpy)：(tatp)]“在ITO上的电化学组装，

[Co(phen)，]3+的加入则促进了组装到ITO电极上的[Ru(bpy)：(tatp)]“对BSA的电催化氧化，在连续微分脉冲

伏安图上呈现一个类似于色氨酸电催化氧化的特征氧化峰．通过改变离子强度、Ru(II)或co(Ⅲ)配合物配体结

构和BSA浓度的研究发现，增强BSA与双金属键合剂间作用的因素有利于co(Ⅲ)配合物诱导Ru(II)配合物对

BSA的电催化氧化．此外，BSA的电催化氧化响应在0．3一1．5 i山mol／L BSA浓度区呈线性增加变化，co(Ⅲ)配合物

的伏安响应呈线性减小．研究结果有助于理解双金属键合剂对蛋白质的电催化氧化作用，为蛋白质电化学传感器

的构建提供强有力的依据。

关键词：牛血清蛋白；钌(Ⅱ)配合物；钴(Ⅲ)配合物；碳纳米管；电催化氧化

中图分类号：0657．1 文献标志码：A 文章编号：1000—5463(2015)02-0032—07

Electrocatalytic Oxidation of Bovine Serum Albumin Mediated by Ruthenium(Ⅱ)Complexes

upon Incorporation of[Co(phen)3]3+and SWCNTs

Cai Xueping，Chen Linlin，Xu Xuan，Li Itong+

(School of Chemistry and Environment，South China Normal University，Guangzhnu 510006，China)

Abstract：[Ru(bpy)2(tatp)]2+(bpy=2，2'-bipyridine and tatp=1，4，8，9-tetra—aza-triphenylene)，single-walled

carbon nanotubes(SWCNTs)and[Co(phen)3]3+(phen=1，10-phenanthroline)are successfully used to promote

the electrochemical oxidation of bovine SelTtlm albumin(BSA)on an indium—tin oxide(ITO)electrode by means of

cyclic vohammetry，differential pulse vohammetry，fluorescence spectroscopy and scanning
electron microscope．

There are obvious interactions among[Ru(bpy)2(tatp)]“，BSA，[Co(phen)3]3+and SWCNTs．In the present

protoc01．the addition of BSA．SWCNTs is found to promote the electrochemical assembly of[Ru(bpy)2(tatp)]“

on the ITO electrode，and the simultaneous presence of[Co(phen)3]3+and SWCNTs facilitates the electrocatalyt—

ic oxidation of BSA mediated by[Ru(bpy)2(tatp)]2+assembled on the ITO surface．BSA shows a characteristic

oxidation peak，which is similar to that of tryptophan(Trp)under our experimental conditions．The evidences from

the effects of ionic strength，the structure of Ru(11)and Co(111)complexes and BSA concentration suggest that

the strong binding interaction of Ru(II)and Co(Ⅲ)complexes to BSA facilitates the electrocatalytic oxidation of

BSA．In addition．the electrocatalytic oxidation response of BSA shows a linear increase in the range from 0．3 to

1．5 t上moL／L．and the Co(Ⅲ)．based vohammetfie current exhibits a linear decrease．The present study helps US

understand the electrocatalytic oxidation of proteins mediated by double metal binding agents，as well as provides a
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significant basis for protein electrochemical sensor．

Key words：bovine serum albumin；Ruthenium(11)complex；Cobalt(n1)complex；carbon nanotube；electrocat—

alytic oxidation

蛋白质是生物体中行使着几乎所有生命活动的

重要组成之一，其中部分氧化还原蛋白在新陈代谢

催化过程中起着重要的电子传递作用¨J．然而，由

于这些氧化还原蛋白质的辅基被肽链包裹，其与电

极表面的距离较大，难于实现其直接的电化学反

应心]．为此，媒介体旧J、表面活性剂H o等被用于调控

蛋白质在电极表面的取向，以改善蛋白质与电极间

的直接电子传递反应．另一类非氧化还原蛋白由于

缺少电子传递通道和电化学活性中心，即使引入碳纳

米管(CNTs)和表面活性剂与其作用，也难于实现蛋

白质与电极问的电子传递反应，导致通常不能依据该

类蛋白质产生的电化学氧化响应来实现它的传感垆1．

牛血清蛋白(BSA)属于非氧化还原蛋白，具有

来源广、成本低、化学稳定性高及与人血清蛋白结构

相似的特点，常用作模拟蛋白用于吸附及与小分子

药物间的相互作用研究∞J．BSA由582个氨基酸残

基组成，其中肽链上134和213位为色氨酸(Trp)残

基，是作为BSA主要生色基团而应用于荧光分

析FJ，但在一般固体电极上BSA却基本不能发生类

似于色氨酸的直接氧化，因此难于借助BSA的电化

学氧化来实现对BSA伏安检测，需要引用氧化还原

媒介体间接地指示BSA浓度变化旧J．由于BSA与

媒介体结合后，减小了媒介体的电化学信号，使该类

BSA电化学传感器通常选择性和重现性较低一1．在

以前的研究中发现¨⋯，单壁碳纳米管(SWCNTs)和

BSA能与多吡啶钌(II)配合物结合，并促进钌(Ⅱ)

配合物在铟锡氧化物(ITO)电极上的电化学共组

装．在该组装过程中，尽管不能发生BSA的间接氧

化，但是具有氧化还原活性的钌(11)配合物能用于

指示BSA浓度，并且是一个在线性区间内随BSA浓

度增大而增大的伏安响应．

多吡啶钌(Ⅱ)和钴(Ⅲ)配合物除了可作为

DNA或BSA的荧光探针外⋯一引，一些钌(Ⅱ)配合

物被发现能光电催化DNA中鸟嘌呤等碱基的氧

化¨3|，而具有良好氧化还原活性的钴(Ⅲ)配合物则

常常作为DNA或BSA的电化学指示剂¨4。15|，但尚

未见引入这两类配合物实现BSA间接氧化的报道．

为此，本文分别选择了[Ru(bpy)2(tatp)]2+(bpy=

2，2’．联吡啶，tatp=1，4，8，9一四氮三联苯)和[co

(phen)，]3+(phen=1，10一邻菲咯啉)作为代表，研究

了钴(11)配合物和SWCNTs促进钌(Ⅱ)配合物对

BSA的电催化氧化

1 实验部分

1．1试剂与材料

[Ru(bpy)2(tatp)](CIO。)2和[Co(phen)3]c13

按文献¨“1刊方法合成和纯化．SWCNTs管径和管

长分别为1～2 nm和5—30“m，购自中国成都有机

化学有限公司；三羟甲基氨基甲烷(Tris)、牛血清蛋

白(BSA)、十二烷基硫酸钠(SDS)、L一色氨酸(Trp)

及其余试剂均为分析纯．支持电解质为10 mmol·

L一1 Tris／50 mm01．L一1 NaCL／0．6 mm01．L一1 SDS

(pH 7．2，二次重蒸水配制)．

1．2实验仪器和方法

电化学测量在CHl620d电化学工作站(上海辰

华仪器公司)上进行．实验采用三电极体系(0．5

mE)：位于电池底部的ITO为工作电极(O．785 cm2)，

对电极为铂电极，参比电极为A∥AgCl(50 mmol／L

NaCl)．所有电位都相对于此参比电极．微分脉冲伏

安图(DPV)测定采用的脉冲宽度为0．05 S，阶跃电位

为4 mV，调制幅值为25 mV．稳态荧光光谱测定在
Hitachi RF-2500荧光光谱仪(日本)上进行，激发波

长为280 nm．Zeiss Ultra55场致发射扫描电子显微

镜(SEM，德国)应用于修饰电极的表面形貌分析．

通过将3 mg SWCNTs和16．7 mg SDS加入5 mL水

中用超声波分散5 h制得SDS—SWCNTs悬浮液．实

验温度为25—27℃．

2结果与讨论

图1曲线1表明[Ru(bpy)：(tatp)]2+／BSA／

SWCNTs／[Co(phen)，]3+在ITO电极上的DPV，可

观察到4个明显的氧化峰(I、Ⅱ、Ⅲ和IV)．并与图

1曲线2～5比较，曲线1的峰I和峰Ⅱ与曲线2类

似，表明峰I和峰Ⅱ发生了基于Ru(11)中心离子

的氧化反应，峰Ⅲ与曲线3的相近，被看作co(Ⅲ)

中心离子还原产物Co(11)的氧化，曲线4显示BSA

在一0．20～1．25 V电位区间是稳定的，但是对照于曲

线4和5，[Ru(bpy)2(tatp)]2+和[Co(phen)3]3+的

加入导致峰Ⅳ的出现，推测是BSA的电催化氧化造

成的．为了明确地归属各个氧化峰的反应，进一步
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分析了各组分间的相互作用、BSA．SWCNTs促进电

化学组装及BSA的电催化氧化．

(1)0．1 mmol·L“[Ru(bpy)2(tatp)]2+／0．8 fl,mo]·L。’BSA／IO

mg·L～SWCNTs／O．1 mmol·L“[Co(phen)3]3+；(2)0．1 mmol／L

[Ru(bpy)2(tatp)]2+；(3)o．1 mmol·L一1[Co(phen)3]3+／10 mg·

L“SWCNTs；(4)0．8 I_Lmol·L“BSA／IO mg·L～SWCNTs；(5)0．1

mmol·L’1[Ru(bpy)2(tatp)]2+／10 mg·L～SWCNTs／O．1 mmol·

L‘1[Co(phen)3]3+

图1各体系第10圈DPV曲线

Figure 1 The 10m DPVs of all systems

2．1 BSA与SWCNTs、Ru(Ⅱ)和Co(Ⅲ)配合物

间的相互作用

BSA含有生色氨基酸残基(图2)，在280 nm光

激发下显示一个清晰的发射峰，加入STCCNTs、

Ru(II)或co(Ⅲ)配合物后，BSA的荧光强度明显

地减弱，结合co(Ⅲ)对BSA的荧光淬灭作用及

BSA能作为SWCNTs分散剂形成BSA—SWCNTs促

进Ru(Ⅱ)在ITO上的电化学共组装¨81，说明BSA

与SWCNTs、Ru(Ⅱ)和co(Ⅲ)配合物间存在相互

作用而可能形成复合物¨9|，可用反应式(1)表示：

(1)空白；(2)0．6 mg／I—SWCNTs；(3)0．6 mg·L—SWCNTs／8．3

I,Lmol·L“[Co(phen)3]3+；(4)0．6 mg·L～SWCNTs／8．3 i_Lmol·

L一1[Co(phen)3]3+／10 I．I,mol·L一1[Ru(bpy)2(tatp)]2+

图2 10斗mol／L BSA加入不同物质下的荧光光谱

Figure 2 Emission spectra of 10 I山mol／L BSA after adding dif-

ferent complexes(Or materials)

Ru(Ⅱ)+BSA+CNTs+Co(Ⅲ)寻三{Ru(Ⅱ)
一BSA—CNTs—Co(1lI)} (1)

2．2 BSA-SWCNTs促进Ru(Ⅱ)配合物在rro电

极上的组装

图3A给出了[Ru(bpy)2(tatp)]2+／BSA／SWC—

NTs／[Co(phen)，]3+在ITO电极上的连续DPV．在
第1圈DPV时，除了氧化峰Ⅲ外，在1．052 V处出

现一个氧化峰I．随着连续电位扫描的进行，不仅

可观察到另2个氧化峰Ⅱ和峰Ⅳ的出现，而且峰I、

峰Ⅱ和峰Ⅳ的峰电流均随着电位扫描次数的增大而

增大．对比于无[co(phen)，]3+存在时的DPV(图

3B)，峰I和峰Ⅱ被认为是Ru(Ⅱ)到Ru(Ⅲ)的氧

化．对比我们以前有关多吡啶钌(Ⅱ)配合物电化学

性能的研究，峰I通常为扩散控制波，峰Ⅱ为Ru

(Ⅱ)氧化产物在ITO电极上强吸附形成的前置

波mJ．但由于加入的BSA-SWCNTs可以作为桥梁

连接Ru(Ⅱ)，很好的促进了[Ru(bpy)：(tatp)]“
在ITO电极上的固定，导致峰I(1．052 V)和峰Ⅱ

(0．714 V)均随连续电位扫描次数的增大而增大，

而且峰Ⅱ较峰I负移了0．338 V，所以峰I和峰Ⅱ

被归属为弱吸附和强吸附组装到ITO电极上Ru

(Ⅱ)配合物的氧化反应．这观点也可从图4和图5

的研究结果中得到进一步的证实．

当连续进行21次DPV后，在0．1 V s。1扫速时，

循环伏安图(cv)呈现的峰I、峰Ⅱ的氧化和还原电

位分别为1．088 V和1．047 V、0．738 V和0．705 V，

氧化还原峰电位差分别为41、33 mV．所有扫速下

氧化峰电流约等于还原峰电流，并且在0．02～0．6

V／s扫速范围内，峰I和峰Ⅱ的氧化峰电流对扫速

作图呈现一条直线(见图4A插入图)，说明峰I和

峰Ⅱ对应的反应符合表面电化学控制过程的特征．

当把修饰电极进一步转移至10 mmol·L—Tris／50

mmol·L。1 NaCl(pH 7．2)溶液中，仍然观察到这两

对氧化还原峰，其在图5所示的SEM图上也呈现了

许多CNTs，表明[Ru(bpy)：(tatp)]2+及它的作用产
物在连续DPV扫描过程已被组装到ITO电极上．

依据Laviron E【2刈的方法以及由图4B插入图获得的

斜率可知，组装层中[Ru(bpy)：(tatp)]2+在条件电

位下的反应速率常数为0．51 s～，是一个相对快速
的电子转移过程旧2|．另外，从对图1中曲线l和2

的峰Ⅱ电流对比可以知道，BSA—SWCNTs能促进
ltu(II)配合物在ITO上的电化学组装，可用反应式

(2)表示：
’

_ npV

{Ru(Ⅱ)一BSA—CNTs—Co(Ⅲ)}；熹亭{Ru
■lU

(Ⅲ)一BSA—CNTs—Co(111)}／ITO (2)
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A
B

(A)0．1 mmol·L一1[Su(bpy)2(tatp)]2+／0．8 l_Lmol·L一‘BSA／IO mg-L一1 SWCNTs；(B)0．1 mmo[·L一1[nu(bpy)2(tatp)]2+／0．8 ttmol·

L一1 BSA／IO mg·L一1 SWCNTs／0．1 mmol·L一1[Co(phen)3]3+

图3 2个体系的连续DPV曲线

Figure 3 Progressive DPVs of two systems

A 200 45 PeakII／
《 ·7 《 √
、一 ．／< 、_

雀一●一．V。i一． ●

0．9 1．2

E／V(vs A∥AgCI)

(A)0．1 mmol·L一1[Ru(bpy)2(tatp)]“／0．8 ixmol·L．。BSA／O．1 mmol·L一。[Co(phen)3]“／10 mg·L“SWCNTs；(B)由图3(A)制备的组装

电极／10 mmol·L“Tris／50 mmol·L“NaCI(pH 7．2)扫速：(1)o．6；(2)o．5；(3)0．4；(4)0．3；(5)0．2；(6)0．1；(7)0．05；(8)0．02 V／s

图4 2个体系的CV图(插入图为峰电流或峰电位与扫速间的变化关系)

Figure 4 CVs of two systems(Inset shows the relations of peak currents or peak potentials with scan rate)

图5 由图3(A)制备的组装电极的形貌

Figure 5 The pattern of the assembled electrode prepared by

Figure 3(A)

2．3 Co(m)配合物促进Ru(II)配合物对BSA的

电催化氧化

值得注意的是，在含[Ru(bpy)：(tatp)]2+／

BSA／SWCNTs／[Co(phen)，]3+的缓冲溶液中进行连

续DPV扫描时，在0．9 V电位可观察到氧化峰Ⅳ．

也就是说，[co(phen)，]3+的加入导致了峰Ⅳ的出

现(图3)．这现象类似于用Trp代替BSA的体系．

在连续DPV过程不仅出现了峰I、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ(图

6)，而且峰高(峰IV)随着DPV次数的增大而增大，

同时单独Trp也在ITO电极上发生直接氧化反应，

表明图3中峰Ⅳ基于BSA中Trp残基的氧化．在连

续电位扫描过程中，[Ru(bpy)：(tatp)]2+能被组装

到ITO电极上，其氧化产物具有强氧化性，可能对

BSA具有催化氧化作用，但由于Ru(Ⅱ)配合物与

BSA中Trp间的电子传递可能存在空间上的位阻，

因此不能完成Ru(Ⅱ)配合物对BSA的电催化氧

化．然而，由于[co(phen)，]3+和SWCNTs调控了

BSA的微环境和构型旧3|，进而改善了BSA中Trp与

[Ru(bpy)：(tatp)]“间的电子传递反应，结果实现

了组装到电极上的Ru(1I)配合物对BSA的电催化

氧化，导致了峰Ⅳ的出现，且峰电流随着电位扫描次
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数增大而增大，可用反应式(3)表示．

{Ru(Ⅲ)一BSA—CNTs—Co(Ⅲ)}／ITO寻一
{Ru(11)一BSA(Trpo。)一CNTs—Co(Ⅲ)}／ITO (3)

(1)0．1 mmol·L。1[Ru(bpy)2(tatp)]2+／10 mg·L“SWCNTs／

0．07 mmol·L一1 Trp／0．1 tool·L一1[Co(phen)3]3+；(2)O．07 mmol／L

Trp

图6 2个体系的第lO圈DPV曲线

Figure 6 The 106 DPVs of two systems

2．4影响BSA电催化氧化的因素

为了进一步阐明BSA的电催化氧化机理，研究

了离子强度、Ru(1I)和co(Ⅲ)配合物结构及BSA

浓度对BSA电催化氧化的影响．

2．4．1 离子强度当NaCl浓度从0．05增加到2．0

mol／L(图7)，第10圈DPV图上各峰高均减小，甚

至消失，说明[Ru(bpy)2(tatp)]2+一BSA—SWCNTs

_[Co(phen)，]3+复合物的形成依赖于荷正电的

[Ru(bpy)：(tatp)]2+和[Co(phen)3]3+与荷负电的

BSA—SWCNTs间的静电吸引作用．高的离子强度由

于减弱了各组分间的静电吸引作用，因而抑制了

BSA-SWCNTs对Ru(11)配合物在ITO上电化学组

装的促进作用及Ru(Ⅱ)和Co(Ⅲ)配合物对BSA

的电催化氧化，结果4个氧化峰的峰高都被明显削

弱．为了保持电解质溶液的导电性，除非特别说明，

电解质溶液pH为7．2，NaCl浓度为0．05 moL／L．

E／V(vs A∥AgCI)

体系：0．1 mmol·L。1[Ru(bpy)2(tatp)]“／0．8 Immol·L“BSA／10

mg·L～SWCNTs／0．1 mmol·L一[Co(phen)3]3+；NaCI浓度：(1)

0．05；(2)0．5；(3)2．0 mol／L

图7不同离子强度下的第10圈DPV曲线

Figure 7 The 10“DPVs at different ionic strengths

2．4．2 Ru(Ⅱ)配合物结构 [co(phen)，]¨和

SWCNTs能促进[Ru(bpy)2(tatp)]2+对BSA的电催

化氧化，为了了解Ru(Ⅱ)和co(Ⅲ)配合物结构是

否影响BSA的电催化氧化，用[Ru(bpy)，]2+替代

[Ru(bpy)：(tatp)]“进行了相应的实验(图8)．即使

加入了[Co(phen)，]3+，也只是显示峰I和峰Ⅲ，氧化

峰Ⅱ和峰Ⅳ基本上消失．可能是由于[Ru(bpy)，]2+

与BSA—SWCNTs间仅存在静电吸引作用，导致BSA—

SWCNTs难以推动[Ru(bpy)。]2+吸附组装到ITO

电极上，因此无法实现BSA的电催化氧化．换句话

说，[Ru(bpy)2(tatp)]2+与BSA-SWCNTs间除了静

(a)0．1 mmol·L一1[Ru(bpy)3]2+／0．8 I．Lmol·L一1 BSA／10 mg·L一‘SWCNTs／0．1 mmol·L一1[Co(phen)3]3+；(b)0．1 mmol·L一1[Ru(bpy)2

(tatp)]“／0．8 Ixmol·L～BSA／10 mg·L～SWCNTs／0．1 mmol-L“[Co(phen)2(tatp)]“，箭头显示扫描次数的变化

图8 2个体系的连续DPV曲线

Figure 8 Repetitive DPVs of two systems
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电作用，可能存在嵌入作用Ⅲ1(图2)．
2．4．3 co(Ⅲ)配合物结构 与Ru(Ⅱ)配合物结

构的影响有所不同，当用[Co(phen)：(tatp)]3+替代

[Co(phen)，]3+进行连续的DPV时(图8B)，所显示

的4个氧化峰(峰I～1V)与含[Co(phen)，]3+体系

的一致(图3A)，结合文献的报道旧5|，Co(Ⅲ)配合

物能基于静电作用和疏水作用键合到BSA的疏水

袋中，导致BSA微环境和构型的变化，因此

[Co(phen)2(tatp)]3+和[co(phen)3]3+均能调控

[Ru(bpy)：(tatp)]“对BSA的电催化氧化．

2．4．4 BSA浓度显然，峰I一Ⅳ的伏安响应会受

3 结论

到BSA浓度的影响(图9)，峰Ⅲ和峰Ⅳ的峰高与

BSA浓度在0．3～1．5斗mol／L区间呈现良好的线性

关系，相关系数分别为0．998和0．993，相对标准偏

差分别为4．5％和4．4％．峰Ⅲ电流随着BSA浓度

的增大而减小，主要是由于Co(Ⅲ)配合物与BSA-

SWCNTs结合后导致其在溶液中质量传输速度减

小．值得注意的是，峰Ⅳ的电流随着BSA浓度的

增大而增大，这不仅说明了较高BSA浓度有利于

促进各组分问相互作用形成复合物及BSA的电催

化氧化，而且为BSA的电化学传感提供了一种新

方法．

(1)0．3；(2)0．53；(3)0．76；(4)1．13；(5)1．51 p．mol／L

图9峰Ⅲ和Ⅳ的峰电流与BSA浓度的关系图

Figure 9 Plots of peak current of peaksⅢand 1V versus BSA concentration

[2]刘慧宏，庞代文．氧化还原蛋白质电化学研究[J]

化学进展，2002，14(6)：425—437．

通过引入多吡啶Ru(Ⅱ)和Co(Ⅲ)配合物及

SWCNTs成功实现了非氧化还原蛋白BSA的电催化

氧化．BSA—SWCNTs促进了[Ru(bpy)：(tatp)]2+在

ITO电极上的电化学组装，[Co(phen)，]3+的加入则

促进了[Ru(bpy)：(tatp)]2+对BSA的电催化氧化，

在0．3—1．5¨mol／L BSA浓度区间呈现良好的线性

关系，相关系数大于0．993，相对标准偏差小于

4．5％．通过对电位扫描次数、扫描速度、离子强度、

Ru(Ⅱ)或co(Ⅲ)配合物结构及BSA浓度等影响因

素的研究，进一步阐明了BSA的电催化氧化机理．
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