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表面增强拉曼散射"

.FG.

#是利用金属或金属纳米颗粒作为检测基底的一种分析测试技术!可用于

表征分子振动的信息!具有良好的再现性和稳定性$纳米酶是一种具有催化功能的纳米材料!近年来!纳米

材料模拟酶催化活性的研究发展迅速!引起了生物学%医学等学科的广泛研究兴趣$与天然酶不同的是纳米

酶能够避免生物酶易失活的弱点!在水或缓冲溶液中表现出较高的稳定性和良好的催化性能!可调催化活

性和制备方法简单的特点!使其在分析催化化学和酶动力学领域具有广泛的应用前景$目前
.FG.

技术与模

拟生物酶催化活性相结合的研究十分有限!大部分纳米酶的研究采用紫外可见吸收光谱对纳米酶催化性能

进行分析!检测手法比较单一$通过一步自组装氧化还原聚合法制备聚苯胺"

B8(E

#基体中的
8

O

纳米颗粒!

在苯胺的聚合过程中!利用
8

O

(>

*

和
*,

氨丙基三乙氧基硅烷"

8BHF.

#作为氧化剂和结构诱导剂!在还原

8

O

(>

*

的同时进行苯胺的氧化聚合!制备出了具有
.FG.

增强性能!且具有模拟过氧化物酶和葡萄糖氧化

酶两种模拟酶活性的
8

O

+

B8(E

纳米复合材料$经过研究发现!这种纳米复合材料不仅可以作为单独的过氧

化物酶或者葡萄糖氧化酶实现催化功能!还可以作为串联酶!直接通过氧化
*

!

*q

!

M

!

Mq,

四甲基联苯胺"

HDU

#

反映葡萄糖的浓度$因此将
.FG.

技术和模拟酶催化研究相结合!利用
.FG.

技术实现了对过氧化氢%葡萄

糖以及
HDU

更加快速有效地检测$

关键词
!

表面增强拉曼散射&

8

O

+

B8(E

纳米复合材料&纳米酶&串联酶
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纳米酶是一类既有纳米材料的独特性能!又有催化功能

的模拟酶!具有催化效率高%稳定%经济和可规模化制备的

特点(

#,!

)

$

+""-

年
@5%

等(

M

)发现
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!

纳米颗粒"

(B3

#具有

过氧化物酶催化活性后!其他很多具有模拟酶活性的纳米材

料相继被发现!如
8Q(B3

%

C/>

+

(B3

%

C%

*

>

!

(B3

和碳基纳

米材料等(

=,-

)

$天然蛋白酶通常工作在各种生物基质相关的

系统中!限制了天然酶的应用$与天然蛋白酶不同!纳米酶

可以在水或缓冲溶液中!且表现出良好的催化性能!大多数

纳米酶包含过渡金属原子或离子甚至不同的碳纳米材料!而

这些金属或碳纳米材料的活性可能是影响纳米酶催化活性的

重要因素(

J

)

$合理调节纳米酶的某些外部可控因素!能够使

纳米酶更接近于它的天然对应物!甚至优于其天然对应物$

导电高分子聚合物具有优异的导电性能!因此作为一种

先进的材料受到人们的广泛关注$在各种导电高分子聚合物

中!聚苯胺
B8(E

因其导电性可调%合成方便%成本低等优

点得到了广泛的应用(

K,#"

)

$由于具有丰富的胺和亚胺基团!

聚苯胺"

B8(E

#也被认为是无机纳米粒子的理想载体!特别

是由
B8(E

和功能性无机纳米颗粒组成的杂化产物!往往由

于其协同效应!比独立组分表现出新的或更优越的性质$例

如!研究学者将金纳米颗粒作为载体直接还原沉积在预合成

的
B8(E

纳米纤维表面!制备了具有纳米纤维形态的
8Q

+

B8(E

纳米复合材料(

##

)

$

通过使用简单方便的一步自组装氧化还原聚合法制备了

8

O

+

B8(E

纳米复合材料!使用
.FG.

作为主要的检测手段!

研究了
8

O

+

B8(E

纳米复合材料作为串联酶"模拟过氧化物

酶和模拟葡萄糖氧化酶#的催化性能$

#

!

实验部分
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!

试剂和仪器

!!

采用日立高新
.,!J""

冷场发射扫描电子显微镜对纳米



复合材料进行微观形貌分析!并进行能谱扫描!检测纳米复

合材料的成分$采用日本岛津公司的紫外可见分光光度计

"

d$,$93

#对其进行吸光度研究$采用
S>GEU8

集团生产的

拉曼光谱仪"

SGF:%&Q19%6

#对纳米复合材料样品进行
.FG.

分

析!激发光波长选择
=**6;

$制备纳米材料所有试剂见表
#

$

表
&

!

化学试剂详细信息
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药品名称 规格 包装
C8.

编号

硝酸银
8G

"沪试#

+M

O

--=#,JJ,J

苯胺
8G

"沪试#!

8

KK'"_ M"";W =+,M*,*

HDU

显色液
8G

"沪试#!

8

KK'"_ +M
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氨丙基三乙氧基烷
8G

"沪试#!
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葡萄糖
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"沪试#
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复合材料的制备

通过一步自组装氧化还原聚合法制备
8

O

+

B8(E

纳米颗

粒(

#+

)

!将
#"

"

W

的
*,

氨丙基三乙氧基硅烷"

8BHF.

#和
!'=

;W

的水分别滴入到
M";W

的烧杯中!磁力搅拌
M;96

后!

加入
"'M;W8

O

(>

*

水溶液"

J'=*;

O

-

;W

[#

#!继续磁力搅

拌
M;96

$向上述溶液中加入
#"

"

W

的苯胺单体!保持磁力搅

拌反应
!P

!完成苯胺的聚合和
8

O

(>

*

的还原过程$最后将

得到的产物用水和乙醇分别洗涤
+

次!移除上清液后将样品

在空气中干燥
+!

小时!然后将干燥好的纳米复合材料粉末

配置成水悬浮溶液"

*;

O

-

;W

[#

#$为了进行对比实验!用同

样的方法 "

"'M;W+";

O

-

;W

[#
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#制备了
8Q

+

B8(E

纳米复合材料$

&'E

!

酶活性研究以及
"FH"

检测样品的制备

分别取
*"

"

W

醋酸缓冲溶液"

)

S!'"

#%

#"

"

W

的
HDU

原液%

#"

"

W

的
S

+

>

+

"

*"_

水溶液#或葡萄糖水溶液!

-

"

W

纳米复合材料"不同体积配比测试结果略#的水悬浮液"

*

;

O

-

;W

[#

#!并依此滴入离心管中"如图
#

#$震荡
*"3

后使

用毛细管吸取样品进行拉曼光谱的检测$

图
&

!

酶活性研究中各物质的添加顺序示意图
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结果与讨论

?'&

!

纳米复合材料微观形貌的表征

使用扫描电子显微镜"

.FD

#对纳米复合材料的微观形

貌进行表征$图
+

显示了
8

O

+

B8(E

在不同放大倍数下的

.FD

图像!放大倍数为
+M]#"

* 和
M"]#"

* 时(如图
+

"

5

#和

"

<

#所示)!可以看出纳米颗粒基本呈现球型!且大小均一!

分散性良好!类似蜂巢状分布$当放大倍数进一步增大时如

图
+

"

0

!

7

#所示!可以看出纳米颗粒大小在
M"6;

左右!分布

均匀!呈现石榴状$相比之下
8Q

+

B8(E

纳米复合材料颗粒

较大!大多呈现棒状!少量呈现椭圆状!大小约在
+

"

;

左

右$此外!本文通过
F?.

能谱扫描进一步验证了纳米颗粒是

B8(E

和
8

O

的复合材料!如图
+

"

/

#能谱图所示!纳米颗粒

是由
C

!

(

和
8

O

元素组成$

图
?

!

不同放大倍数下的
+

*

"

!+N%

纳米复合材料的

"F9

图像以及
F$"

能谱
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模拟过氧化物酶活性的研究

模拟过氧化物酶可以在
S

+

>

+

存在下将显色底物
*

!

*

5!

M

!

M

5

,

四甲基联苯胺"

HDU

#催化氧化成
%̀HDU

!从而使溶液

颜色发生变化!因此可以通过
HDU

的显色反应直观检测过

氧化物酶的活性!其原理如图
*

所示$目前大量的模拟酶活

性研究以及微量检测中最常用的是通过
HDU

被氧化生成

%̀HDU

时在
=M"6;

处的紫外吸收峰值检测过氧化物酶的活

性(

#*

)

!本文使用的
8

O

+

B8(E

可以作为具有增强效果的

.FG.

基底!因此采用毛细管吸取液体直接进行
.FG.

检测!

通过检测
%̀HDU

的拉曼峰值检测纳米复合材料的模拟酶活

性$相比于常见的紫外
,

可见吸收光谱测试纳米酶活性!本文
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直接吸取液体进行
.FG.

检测!更快速%精准%灵敏的拉曼

特征峰!该测试技巧可以通过便携式拉曼光谱仪随时随地%

更加方便快捷地实现检测$

图
E

!

纳米颗粒作为过氧化物酶与
R

?

#

?

反应氧化
:9P

的原理示意图
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为了研究所制备的
8

O

+

B8(E

的过氧化物酶活性!在实

验过程中!通过控制变量法进行了对比试验!如表
+

所示!

只有一定量的
HDU

和
*"_

的过氧化氢!与适量的纳米颗粒

震荡反应
#"3

后!溶液的颜色才有明显变化!随后离心%取

上清液加入微量比色皿中进行紫外吸收光谱测试!结果表明

=M"6;

处有明显的吸收峰(图
!

"

5

#)$图
!

"

<

#为纳米复合材

料作为模拟过氧化物酶在不同
)

S

的缓冲溶液中活性的研

究!在
)

S

不同的缓冲溶液下!对反应体系进行拉曼光谱测

试"探针分子为
%̀HDU

#!并选取
#=##0;

[#处的拉曼峰值

为
:

!缓冲溶液
)

S!'"

时
#=##0;

[#处的
.FG.

强度作为标

准值
:

"

$可以看出纳米复合材料在
)

S!'"

时!过氧化物酶

活性最高"后续试验均选取
)

S!'"

的缓冲溶液#$

表
?

!

不同反应体系的成分以及对应的视觉照片

:5;,<?

!
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[ l l [

HDU [ l l l
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!!

为了进一步检测
8

O

+

B8(E

作为过氧化物酶催化氧化

HDU

的活性!选取浓度更低的
S

+

>

+

"

#"

[#

#

#"

[=

;%&

-

W

[#

#与
HDU

反应!并进行拉曼光谱测试!结果如图
M

"

5

#所

示!可以看出
%̀HDU

的拉曼峰仍然清晰!且没有发生光谱

干扰等现象!通过
##JK

!

#**!

和
#=##0;

[#处
%̀HDU

的

拉曼峰强度折线图可以看出在很大范围内!呈现良好的线性

关系如图
M

"

<

#所示!特别是
#**!0;

[#处拉曼峰的强度$为

了进一步验证
8

O

+

B8(E

的活性优于
8Q

+

B8(E

!对两种纳米

颗粒与不同浓度的
S

+

>

+

进行
HDU

显色反应!并进行拉曼

光谱测试!取
#=##0;

[#处的拉曼峰值进行拟合$结果表明!

8

O

+

B8(E

比
8Q

+

B8(E

具有更优异的催化活性!这可能是由

于在一步氧化还原聚合法中!金纳米颗粒与
B8(E

发生络合

作用导致的纳米颗粒较大!从而影响了纳米颗粒的催化效

果$

图
8

!

#

5

$不同反应体系的紫外
7

可见吸收光谱-#

;

$在
G

R?'\

"

]'\

下测量过氧化物酶的活性
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:

为
)

E

不同的缓冲溶液中
HDU

在
#=##0;

[#的
.FG.

强

度!

:

"

为
)

S!'"

的缓冲溶液中
HDU

在
#=##0;

[#的
.FG.

强度
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葡萄糖酶活性的研究

葡萄糖氧化酶"

O

&Q0%3/%̀9753/

!

@>?

#是食品工业中一

种重要的工业用酶!广泛用于食品快速检测及生物传感器$

葡萄糖氧化酶氧化
#;%&

葡萄糖需要消耗
#;%&

氧气并生成

#;%&S

+

>

+

'

C

=

S

#+

>

=

l>

+

lS

+

>

/

C

=

S

#+

>

-

lS

+

>

+

!因
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增强效果的
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纳米复合材料!研究了纳米复

合材料的模拟酶活性$结果表明!这种
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纳米复合

材料不仅具有模拟过氧化物酶活性!还具有葡萄糖氧化酶的

活性!且
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S!'"

时酶活性最高$在最优条件下!研究了纳米

颗粒作为串联酶的活性!通过直接氧化葡萄糖自提供
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随着便携式拉曼光谱仪的迅速发展!

.FG.

检测可以在更多

场合下实现对葡萄糖更加方便快捷%精准灵敏的检测$
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