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酶二氧化锰纳米片杂化探针自指示比色传感葡萄糖
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摘　要　构建一种二氧化锰纳米片与葡萄糖氧化酶杂化自指示比色探针，在弱酸性条件下，葡萄糖氧化酶专属性催化氧化
葡萄糖，定量产生葡萄糖酸和过氧化氢，生成的过氧化氢有效分解二氧化锰纳米片，探针体系特征吸收波长（３７４ｎｍ）处吸
收度降低。吸收度变化量与葡萄糖浓度呈线性相关，线性范围 １～２０μｍｏｌ／Ｌ，相关系数 Ｒ２＝０９９０１，检测限低至
０１μｍｏｌ／Ｌ。探针对葡萄糖具有高选择性和灵敏度，血清样品中常见的氨基酸、阴离子、阳离子及蛋白质等小分子物质造
成干扰均可忽略，实际样品测定具有前处理简单、操作方便、快速等特点。此外，鉴于二氧化锰的氧化还原特性以及酶催化

体系的多样性，酶二氧化锰纳米片杂化探针平台具有普适性，可设计构建多种分析物的比色传感器。
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　　糖尿病是常见的慢性疾病之一，患病人数多且
逐年增加。截至２０１４年，世界范围内已有３８７亿
糖尿病患者，预测到 ２０３５年，患者人数将增加至
５９２亿［１－２］。人体葡萄糖含量的准确检测对评估

健康状况、指导患者用药具有重要的意义。如果糖

尿病患者在血糖过高时未及时提供胰岛素，容易引

起诸多并发症如失明、肾衰竭、截肢等；如果使用胰

岛素过量，容易出现低血糖，导致认知障碍，大脑损

害［３］。因此，开发简单、高效、廉价血糖检测新技

术和新方法具有十分重要的意义。

目前，传统检测血糖的方法主要有：比色

法［４－６］、荧光法［７－９］、电化学法［１０－１２］和化学发光

法［１３］。其中，荧光法和电化学法原理复杂，需要昂

贵的仪器设备和复杂的样品处理过程，而血液中内

源性发光物质较多，化学发光选择性差。与这些方

法比较，比色法具有仪器设备成本低、操作简单等

特点，是检测人体液样品中葡萄糖的优选方法。

近年来，二氧化锰纳米片（ＭｎＯ２ＮＳｓ）作为一
种新型二维纳米材料，具有比表面积大、氧化还原

特性及结构多样等特点，被广泛应用于催化、分离、

能源存储以及生物传感与检测等领域［１４－１６］。此

外，二氧化锰基本组成单元是正八面体结构，其中

锰氧元素间ｄｄ跃迁使分子具有特征紫外吸收性
质［１７］。本研究利用 ＭｎＯ２ＮＳｓ非共价固定化承载
葡萄糖氧化酶（ＧＯＤ）构建了一种自指示比色葡萄
糖探针，考察了反应机制，优化了检测条件，分析选

择性，并将此体系成功用于不同水平人血糖含量的

检测，结果与商用仪器测试结果吻合。现有基于比

色法原理的自动分析仪主要利用特定的显色剂在

葡萄糖氧化酶与过氧化氢酶联用下显色实现血糖

的定量测定［１８］；本法灵敏度高，且不需要额外加入

过氧化氢酶与其他显色剂，只需要葡萄糖氧化酶和

价廉易得二氧化锰纳米片，具有所需试剂价格低

廉、原理简单、仪器通用等优势。
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　材　料

１１　试剂和样品
过氧化氢（３０％）、高锰酸钾、浓硫酸、醋酸钠、

冰醋酸（南京化学试剂有限公司）；十二烷基硫酸

钠［ＳＤＳ，生兴生物技术（南京）有限公司］；葡萄糖
（西陇化工股份有限公司）；葡萄糖氧化酶（ｇｌｕｃｏｓｅ
ｏｘｉｄａｓｅ，ＧＯＤ，阿拉丁试剂有限公司）；其他试剂均
为市售分析纯；实验用水为二次蒸馏水。

１２　仪　器
ＵＶ１７００紫外分光光度计（日本岛津公司）；Ｆ

４６００荧光光谱仪（日本日立公司）；ＦＴ／ＩＲ４１００傅
里叶变换红外光谱仪、Ｊ８１０圆二色谱（日本 ＪＡＳ
ＣＤ公司）。

%

　方　法

２１　ＭｎＯ２ＮＳｓ的合成

称取十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）粉末４６１４ｍｇ，
置于２５０ｍＬ圆底烧瓶中，加入去离子水１６０ｍＬ
溶解后，加入浓度为１８ｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２ＳＯ４４５μＬ，
水浴９５℃加热搅拌 １５ｍｉｎ。然后水浴降温至
８５℃，缓慢加入浓度为００５ｍｏｌ／Ｌ的 ＫＭｎＯ４溶
液１６ｍＬ，加热搅拌３５ｍｉｎ，溶液由紫红色变为
均一棕色溶液，反应停止。所得反应液在４℃条
件下存放１周，溶液稳定。将反应液离心，得到
黑色固体，弃去上清液，用去离子水和乙醇反复

冲洗５～６次，所得沉淀即为 ＭｎＯ２ＮＳｓ固体。冷
冻干燥后，备用。

２２　溶液配制和检测
２２１　ＭｎＯ２ＮＳｓ储备液配制与检测　准确称取
一定量ＭｎＯ２ＮＳｓ固体，加去离子水溶解，超声，分
散得均一的棕色溶液，作为储备液备用。

２２２　ＭｎＯ２ＮＳｓ过氧化氢溶液的配制与检测　
于１０ｍＬ量瓶中，依次加入 ＭｎＯ２ ＮＳｓ储备液
１ｍＬ，ＮａＡｃＨＡｃ缓冲液 （ｐＨ ５６，０１ｍｏｌ／Ｌ）
１ｍＬ，不同浓度过氧化氢储备液５０μＬ，加水定容
至１０ｍＬ，摇匀，３７℃水浴３０ｍｉｎ，检测扫描紫外吸
收光谱，采集３７４ｎｍ波长下的吸收度。
２２３　ＭｎＯ２ＮＳｓ葡萄糖溶液的配制与检测　于
１０ｍＬ量瓶中，依次加入 ＭｎＯ２ＮＳｓ母液 １ｍＬ，
ＮａＡｃＨＡｃ缓冲液（ｐＨ５６，０１ｍｏｌ／Ｌ）１ｍＬ，葡萄
糖氧化酶（００５ｍｇ／ｍＬ）３００μＬ，不同浓度的葡萄
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糖储备液５０μＬ，加水定容至１０ｍＬ，摇匀，３７℃水
浴３０ｍｉｎ，检测扫描紫外吸收光谱，采集３７４ｎｍ波
长下的吸收度。

２３　人血糖含量检测
从东南大学中大医院获得８份全血样品，室温

静置２０ｍｉｎ后，用１５００ｒ／ｍｉｎ转速离心，析出血
清，不再需要其他预处理，４℃条件下保存，备用。
检测血清中葡萄糖含量溶液的配制：于１０ｍＬ量瓶
中，依次加入ＭｎＯ２ＮＳｓ母液１ｍＬ，ＮａＡｃＨＡｃ缓冲
液（ｐＨ５６，０１ｍｏｌ／Ｌ）１ｍＬ，葡萄糖氧化酶
（ＧＯＤ，００５ｍｇ／ｍＬ）３００μＬ，取各血清样品１０μＬ，
加水定容至１０ｍＬ，摇匀，３７℃水浴３０ｍｉｎ，检测扫
描紫外吸收光谱，采集３７４ｎｍ波长下的吸收度。

&

　结果与讨论

３１　ＭｎＯ２ＮＳｓ的合成及表征

合成ＭｎＯ２ＮＳｓ的过程中，ＳＤＳ首先被 Ｈ２ＳＯ４
活化形成十二烷醇，然后与 ＫＭｎＯ４发生氧化还原
反应，生成ＭｎＯ２与十二烷酸；此外，反应中ＳＤＳ作
为表面活性剂，起到结构诱导作用，保证生成的二

氧化锰以纳米片形态存在［１７］。

采用紫外可见吸收光谱、ＴＥＭ、ＡＦＭ、Ｚｅｔａ电
势等手段对 ＭｎＯ２ＮＳｓ进行表征。如图１Ａ，超声

分散后的ＭｎＯ２ＮＳｓ为均匀棕色的胶体溶液，显现
出明显的丁达尔效应。紫外可见吸收光谱图（图

１Ｂ）表明，ＭｎＯ２ＮＳｓ在３７４ｎｍ处有独特的紫外吸
收。ＴＥＭ结果（图１Ｃ）表明制备得到ＭｎＯ２ＮＳｓ呈
现出透明的片层结构，表面有石墨烯样部分褶皱，

直径约２００～３００ｎｍ。ＡＦＭ结果表明纳米片平均
厚度约为０８７７ｎｍ，由于水化作用，略高于 ＭｎＯ２
理论单层厚度０５２ｎｍ。因此，本法合成的 ＭｎＯ２
ＮＳｓ是单层片状结构。

Ｚｅｔａ电势是反映物质表面电荷种类和带电量
的物理量，ＭｎＯ２ＮＳｓ在 ｐＨ５６的 ＮａＡｃＨＡｃ缓冲
液中，Ｚｅｔａ电势为 －２３０ｅＶ，表明 ＭｎＯ２ＮＳｓ表面
带有负电荷，电荷斥力使纳米片溶液维持相对稳定

的状态。不同浓度 ＭｎＯ２ＮＳｓ紫外吸收光谱，如图
２所示，随着ＭｎＯ２ＮＳｓ浓度的增加，特征吸收度依
次增加，符合 ＬａｍｂｅｒｔＢｅｅｒ定律。ＭｎＯ２ＮＳｓ的浓
度以锰离子物质的量浓度指示，特定吸收度下的纳

米片的锰离子浓度通过 ＩＣＰＯＥＳ准确测定，计算
出ＭｎＯ２ＮＳｓ的摩尔吸光系数ε３７４ｎｍ为８８９０１７Ｌ／
（ｍｏｌ·ｃｍ），结果与文献一致［１９］。综上所述，表面

带有负电荷的ＭｎＯ２ＮＳｓ分散均一，在３７４ｎｍ处有
特征紫外吸收且具有较大的摩尔吸光系数，具有比

色传感应用潜力。

Ｆｉｇｕｒｅ１　（Ａ）ＰｈｏｔｏｇｒａｐｈｏｆＴｙｎｄａｌｌｅｆｆｅｃｔｆｏｒｗａｔｅｒｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎｏｆＭｎＯ２ｎａｎｏｓｈｅｅｔｓ（ＮＳｓ）；（Ｂ）ＡｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅＵＶｖｉｓｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｔｈｅａｑｕｅｏｕｓｄｉｓ
ｐｅｒｓｉｏｎｏｆＭｎＯ２ＮＳｓ；（Ｃ）ＴＥＭｉｍａｇｅｏｆＭｎＯ２ＮＳｓ；（Ｄ）ＡＦＭｉｍａｇｅｏｆＭｎＯ２ＮＳｓ

Ｆｉｇｕｒｅ２　（Ａ）ＵＶｖｉｓｉｂｌｅｓｐｅｃｔｒａｆｏｒｗａｔｅｒｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＭｎＯ２ＮＳｓ；（Ｂ）Ａｌｉｎｅａｒｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｐｌｏｔｏｆｔｈｅｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａ
ｔｉｏｎｓｏｆＭｎＯ２ＮＳｓ
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３２　葡萄糖比色传感器的设计
在弱酸性条件下，ＧＯＤ特异性催化葡萄糖定

量产生过氧化氢（反应式１）［２０］，过氧化氢有效降
解ＭｎＯ２ＮＳｓ为可溶性锰离子（反应式２）

［２１］，ＭｎＯ２
ＮＳｓ特征吸收光谱消失，吸收度降低。

βＤｇｌｕｃｏｓｅ＋Ｏ２＋Ｈ２Ｏ →
ＧＯＤ
Ｇｌｕｃｏｎｉｃａｃｉｄ＋Ｈ２Ｏ２ （１）

　 ＭｎＯ２＋Ｈ２Ｏ２＋２Ｈ
＋＝Ｍｎ２＋＋２Ｈ２Ｏ＋Ｏ２ （２）

为验证杂化探针传感的可行性，在 ｐＨ５６的
醋酸醋酸钠缓冲溶液中，不同浓度过氧化氢对
ＭｎＯ２ＮＳｓ的降解效果如图３所示，３７４ｎｍ波长处
吸收度随着过氧化氢浓度的增大，而逐渐降低，直

至分解完全，降低到缓慢接近零。

Ｆｉｇｕｒｅ３　（Ａ）Ａｓｅｒｉａｌｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆ３２μｍｏｌ／ＬＭｎＯ２ＮＳｓｉｎａｄｄｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＨ２Ｏ２；（Ｂ）Ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ
ｃｈａｎｇｅｓａｔ３７４ｎｍｏｆＭｎＯ２ＮＳｓｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＨ２Ｏ２

　　ＭｎＯ２ＮＳｓＧＯＤ杂化探针设计可行性如图４Ａ
所示，相应浓度下各物质的紫外吸收光谱，只有

ＭｎＯ２ＮＳｓ在２２０ｎｍ到７００ｎｍ范围有独特的紫外
吸收；ＧＯＤ或者葡萄糖单独与 ＭｎＯ２ＮＳｓ混合，
ＭｎＯ２ＮＳｓ的３７４ｎｍ处的吸收度值不发生改变，只

有二者同时存在时，由于产生过氧化氢，分解了

ＭｎＯ２ＮＳｓ，特征吸收消失。据此，结合 ＭｎＯ２ＮＳｓ
反应特性和ＧＯＤ催化特性，二者可构建出一种酶
杂化纳米探针比色传感葡萄糖。

Ｆｉｇｕｒｅ４　（Ａ）ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆＭｎＯ２ＮＳｓ（４０μｍｏｌ／Ｌ），Ｈ２Ｏ２（５０μｍｏｌ／Ｌ），ｇｌｕｃｏｓｅｏｘｉｄａｓｅ（ＧＯＤ）（１５ｍｇ／ｍＬ）ａｎｄｇｌｕ
ｃｏｓｅ（５０μｍｏｌ／Ｌ）；（Ｂ）Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆ４０μｍｏｌ／ＬＭｎＯ２ＮＳｓ（ａ）ｏｎｌｙ，ａｎｄｉｎｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｇｌｕｃｏｓｅ（５０μｍｏｌ／Ｌ），ＧＯＤ（１５ｍｇ／ｍＬ，ｇｌｕｃｏｓｅ
（５０μｍｏｌ／Ｌ）ａｎｄＧＯＤ（１５ｍｇ／ｍＬ），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｉｎｓｅｔ：ｔｈｅｉｍａｇｅｓｏｆｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｓｏｌｕｔｉｏｎｓｉｎｓｕｎｌｉｇｈｔ

３３　酶杂化纳米探针比色传感条件优化
ＧＯＤ的催化活性与反应体系与 ｐＨ、温度关系

密切，同时ｐＨ与温度也会影响到过氧化氢分解纳
米片的反应。首先考察 ｐＨ对反应体系紫外吸收
度差值变化影响，如图５Ａ，加入２５μｍｏｌ／Ｌ葡萄
糖后，当 ｐＨ５６时，体系的吸收度变化达到最大，
说明 ＧＯＤ在此条件下活性最高，因此，选择 ｐＨ

５６的 ＮａＡｃＨＡｃ缓冲液作为反应介质。在 ｐＨ
５６条件下，反应温度对酶活性的影响如图５Ｂ，在
温度为３７℃时左右时，ＧＯＤ酶活力最大，过高或
过低的温度都不利于 ＧＯＤ的催化反应。在 ｐＨ
５６酶杂化纳米探针反应体系中加入 ５０μｍｏｌ／Ｌ
的葡萄糖，温度为３７℃条件下，反应３０ｍｉｎ后，吸
收度基本趋于稳定。因此，酶杂化纳米探针比色传
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感葡萄糖工作检测条件为：ｐＨ５６的 ＮａＡｃＨＡｃ
缓冲液（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）介质中，温度为３７℃，反应时

间为３０ｍｉｎ。

Ｆｉｇｕｒｅ５　（Ａ）ｐＨｄｅｐｅｎｄｅｎｔｇｌｕｃｏｓｅｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆＭｎＯ２ＮＳｓ；（Ｂ）Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｄｅｃｒｅａｓｅｄａｂｓｏｒｂａｎｃｅｏｆ１５μｇ／ｍＬＧＯＤｗｉｔｈ
３５μｍｏｌ／ＬＭｎＯ２ＮＳｓｓｙｓｔｅｍｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆ２５μｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅ；（Ｃ）Ｔｈｅｔｉｍｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｂｓｏｒｂａｎｃｅｃｈａｎｇｅｓａｔ３７４ｎｍ

３４　酶杂化纳米探针检测葡萄糖的分析特征量
在最优工作条件下，酶杂化纳米探针与不同浓

度葡萄糖反应后紫外吸收光谱曲线如图６Ａ所示。
随着葡萄糖浓度增加，体系吸收度逐渐降低。以

３７４ｎｍ处吸收度变化值为纵坐标，葡萄糖浓度为横
坐标绘制标准曲线，葡萄糖浓度在 １～２０μｍｏｌ／Ｌ

范围内与探针体系吸收度变化值（ΔＡ＝Ａ０－Ａ）呈
现良好线性依赖关系，线性方程为ΔＡ＝０００４９ｃ＋
００１１６１（Ｒ２＝０９９０１）。根据ＩＵＰＡＣ规定，由空白
信号的标准偏差得出检测限低至０１μｍｏｌ／Ｌ（ｎ＝
１０）。

Ｆｉｇｕｒｅ６　（Ａ）Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｇｌｕｃｏｓｅｏｎｔｈｅａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆ１５μｇ／ｍＬＧＯＤ３５μｍｏｌ／ＬＭｎＯ２ＮＳｓｂａｓｅｄｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃｂｉｏｓｅｎ
ｓｏｒ；（Ｂ）Ｐｌｏｔｓｏｆｔｈｅｄｅｃｒｅａｓｅｄａｂｓｏｒｂａｎｃｅａｔ３７４ｎｍ（Ｉｎｓｅｔ：ｔｈｅｉｍａｇｅｓｏｆＭｎＯ２ＮＳｓｗａｔｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｇｌｕ
ｃｏｓｅｉｎｓｕｎｌｉｇｈｔ）；（Ｃ）Ａｌｉｎｅａｒｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｐｌｏｔｏｆｔｈｅｄｅｃｒｅａｓｅｄａｂｓｏｒｂａｎｃｅｆｏｒｇｌｕｃｏｓｅ

３５　葡萄糖氧化酶活力研究
酶杂化纳米探针的分析性能与酶活力密切相

关，为研究 ＧＯＤ催化性能，在特定底物浓度范围
内，酶催化反应遵循ＭｉｃｈａｅｌｉｓＭｅｎｔｅｎ动力学模型。

计算酶促反应双倒数方程：
１
ｖ＝

Ｋｍ
Ｖｍａｘ［Ｓ］

＋ １Ｖｍａｘ
，结

果如图７所示。其次，表征酶促反应的两个重要参
数：米氏常数（Ｋｍ）与最大初试反应速率（Ｖｍａｘ），其
中Ｋｍ反映了酶与底物亲和力，数值等于酶促反应
达到最大速度Ｖｍａｘ一半时底物浓度，数值越低表示
酶与底物的亲和力越高。经计算，ＭｎＯ２ＮＳｓ非共
价固定 ＧＯＤ后的 Ｋｍ为００２９８ｍｍｏｌ／Ｌ，与 ＧＯＤ

本征Ｋｍ５８５ｍｍｏｌ／Ｌ相比提高了１９６倍。这与酶
杂化纳米探针比色检测的高灵敏结果相吻合，纳米

片与酶的非共价相互作用进一步通过红外光谱、圆

二色光谱和荧光光谱进行分析。

３５１　红外光谱分析　傅里叶变换红外光谱分
析（ＦＴＩＲ）是研究固态多肽或蛋白质构象一种实
用分析手段。分别对单独 ＧＯＤ、ＭｎＯ２ＮＳｓ及两者
混合物进行 ＦＴＩＲ分析，结果如图 ８所示。
５１８７５８ｃｍ－１是 ＭｎＯ八面体振动产生的特征吸
收，６６９１７８ｃｍ－１为蛋白质中 ＮＨ的弯曲振动，与
单独的物质比较，混合物在５７５６４７ｃｍ－１吸收峰，
可能是由于氢键作用导致峰位置发生移动。
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Ｆｉｇｕｒｅ７　ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋｐｌｏｔｏｆｔｈｅＧＯＤｇｌｕｃｏｓｅｒｅａｃｔｉｏｎ

Ｆｉｇｕｒｅ８　ＦＴＩＲｓｐｅｃｔｒａｏｆＭｎＯ２ＮＳｓ，ＧＯＤ，ＧＯＤｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｎ
ＭｎＯ２ＮＳｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

３５２　圆二色光谱分析　圆二色光谱结果如图９
所示。单独的ＧＯＤ分别在２１０与２１９ｎｍ处有两
个特征峰，当与ＭｎＯ２ＮＳｓ溶液作用后，特征峰位置
分别变为２０８与２１６ｎｍ；通过软件 ＣＤｐｒｏ计算出
ＧＯＤ与ＭｎＯ２ＮＳｓ作用前后的二级结构变化，如表
１所示：与ＭｎＯ２ＮＳｓ作用后，ＧＯＤ的 α螺旋降低，
β折叠与β转角增加，无规则卷曲的总体含量一
定，表明与ＭｎＯ２ＮＳｓ与ＧＯＤ主要通过柔性的非共
价相互作用，二级结构变化后 ＧＯＤ与底物亲和力
增加。

３５３　荧光光谱分析　ＧＯＤ分子是二聚体，每个
单体包含一个活性中心黄素腺嘌呤二核苷酸

（ＦＡＤ），ＦＡＤ包埋于 ＧＯＤ内部，在反应过程中起
主要作用。ＦＡＤ周围有很多芳香族氨基酸相连，
其中３个色氨酸与ＦＡＤ相连，７个色氨酸残基与其
他部位相连［２２］。色氨酸在２８０ｎｍ处有最大吸收
峰，在水溶液中，色氨酸残基从疏水性内部向亲水

性蛋白质表面移动，发射峰中心位置红移，是蛋白

质解折叠的过程［２３］。在 ２８０ｎｍ激发波长下，与

ＭｎＯ２ＮＳｓ混合后，ＧＯＤ荧光发射中心发生了一定
的红移，表明ＦＡＤ周围微环境发生了变化，蛋白质
发生了解折叠过程，暴露了内部活性中心，增加酶

的催化活力（见图１０）。

Ｆｉｇｕｒｅ９　ＣＤｓｐｅｃｔｒａｏｆ３０μｇ／ｍＬｆｒｅｅＧＯＤ（ｂｌａｃｋｌｉｎｅ）ａｎｄｔｈｅｉｒ
ｍｉｘｔｕｒｅ（ｂｌｕｅｌｉｎｅ），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

Ｔａｂｌｅ１　ＥｎｚｙｍａｔｉｃｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｆｒｅｅＧＯＤａｎｄＧＯＤｗｉｔｈＭｎＯ２
ＮＳｓｂｙｕｓｅｏｆＣＤｐｒｏｓｏｆｔｗａｒｅ

Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ＦｒｅｅＧＯＤ／％ ＩｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄＧＯＤ／％
αＨｅｌｉｘ ４１９ ３１７
βＳｈｅｅｔ １３１ １９１
βＴｕｒｎｓ １６９ ２０５
Ｒａｄｏｍｃｏｉｌ ２９２ ２９８
Ｔｏｔａｌ １０１１ １０１１

Ｆｉｇｕｒｅ１０　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｆｒｅｅ２０μｇ／ｍＬＧＯＤａｎｄ２０μｇ／ｍＬ
ＧＯＤ１５０μｍｏｌ／ＬＭｎＯ２ＮＳｓ

　　综上所述，ＦＴＩＲ、ＣＤ光谱以及荧光光谱实验
结果表明，ＧＯＤ与 ＭｎＯ２ＮＳｓ通过非共价柔性作
用，诱导ＧＯＤ的二级结构发生部分改变，活性中心
暴露，促使酶活力显著提升。

３６　酶杂化纳米探针选择性研究
血清中可能共存的不同干扰离子、氨基酸及其

他物质对酶杂化纳米探针的吸收度变化如图１１所
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示，向溶液中加入１０倍于实际检测时血清中该物
质的浓度，无论是常见的阴、阳离子，氨基酸或人血

清白蛋白，干扰几乎可以忽略，说明该探针对葡萄

糖具有很好的选择性。尤其可区分葡萄糖和其他

糖类分子，相同条件下，浓度为３０ｍｍｏｌ／Ｌ的果糖、
麦芽糖、乳糖及浓度为５０μｍｏｌ／Ｌ的葡萄糖作用酶
杂化纳米探针后，只有葡萄糖可以引起探针体系吸

收度和溶液颜色改变。不同稀释倍数的血清样品

紫外可见吸收光谱图如图１１Ｄ所示，当样品被稀
释１０００倍后，３７４ｎｍ处吸收度已降低至００１５以
下，对探针体系吸收度影响几乎可以忽略。总之，

酶杂化纳米探针具有高选择性检测葡萄糖的特性，

可满足实际血样分析的要求。

Ｆｉｇｕｒｅ１１　（Ａ）Ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙｏｆｇｌｕｃｏｍｅｔｅｒｃｏｍｐｏｓｉｎｇｏｆ１５μｇ／ｍＬＧＯＤａｎｄ３５μｍｏｌ／ＬＭｎＯ２ＮＳｓＴｈｅｗｈｉｔｅｂａｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅａｄｄｉｔｉｏｎｏｆｍｅｔａｌｃａｔ
ｉｏｎｉｏｎｓａｎｄａｎｉｏｎｓＴｈｅｂｌａｃｋｂａｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔａｄｄｉｔｉｏｎｏｆ５０μｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅｔｏｔｈｅｓｏｌｕｔｉｏｎ；（Ｂ）Ｔｈｅｗｈｉｔｅｂａｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅａｄｄｉｔｉｏｎ
ｏｆａｎｅｘｃｅｓｓｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓ（０５ｍｍｏｌ／ＬｆｏｒＬｃｙｓｔｅｉｎｅａｎｄ１ｍｍｏｌ／Ｌｆｏｒｏｔｈｅｒａｍｉｎｏａｃｉｄｓ，２０μｇ／ｍＬｆｏｒｈｕｍａｎｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ（ＨＳＡ））；Ｔｈｅｂｌａｃｋ
ｂａｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔａｄｄｉｔｉｏｎｏｆ５０μｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅｔｏｔｈｅｓｏｌｕｔｉｏｎ；（Ｃ）Ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｇｌｕｃｏｍｅｔｅｒｆｏｒｇｌｕｃｏｓｅ；Ｉｎｓｅｔ：ｔｈｅｃｏｌｏｒｃｈａｎｇｅ
ｗｉｔｈｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｓｏｌｕｔｉｏｎｓ；（Ｄ）Ｓｐｅｃｔｒａｏｆｈｕｍａｎｂｌｏｏｄｓｅｒｕｍｓａｍｐｌｅｓｄｉｌｕｔｉｏｎｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｏｌｄｓ

３７　人血糖的检测
为了验证酶杂化纳米探针的实用性，本实验选

取从中大医院获得８份已知血糖浓度的血浆样品
（包括正常人与糖尿病患者）。血浆样品经１５００
ｒ／ｍｉｎ转速离心，血清析出。将血清移出，用外标
法检测血清中血糖的含量。以医院所用日立７０６０
自动分析仪测得血糖浓度为 Ｘ轴、本方法测试血
糖浓度为 Ｙ轴分析，两者检验结果吻合，回归方
程：Ｙ＝０９８Ｘ＋０１３，ｒ＝０９８９４，说明本研究所设
计的酶杂化钠米探针具有较好的临床应用潜力。

)

　结　论

本研究利用二氧化锰纳米片独特的结构与性

质，与葡萄糖氧化酶杂化构建了一种新型自指示比

色葡萄糖探针，非共价相互作用诱导酶结构和活性

中心的柔性变化，显著地提高了酶活力，赋予了酶

纳米杂化探针的高灵敏度，成功用于不同水平人血

浆中血糖的含量检测。简单的原理，价格低廉的试

剂、通用仪器预示酶纳米片杂化探针今后具有易于

推广与使用的潜力。

９５４
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