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摘要： 采用电化学和接触角实验方法研究了硒代胱氨酸自组装膜修饰金电极(SeCys SAMs/Au)和十六烷基三
甲基溴化铵(CTAB)鄄硒代胱氨酸自组装复合膜修饰金电极(CTAB鄄SeCys SAMs/Au)的特性.探讨了细胞色素 c
(Cyt c)在 SeCys SAMs/Au电极和 CTAB鄄SeCys SAMs/Au电极上的电化学行为.实验证明 SeCys可促进 Cyt c在
电极上的氧化还原反应,加入 CTAB后其与 SeCys之间的协同作用可在 Cyt c与电极之间形成一个开放的通道,
促进作用更加明显,且在一定浓度范围内,随 CTAB浓度(1伊10-5-1伊10-4 mol·L-1)的增大, Cyt c在 CTAB鄄SeCys
SAMs/Au电极上的氧化还原电流增大,在接近临界胶束浓度处出现极大值.在 CTAB鄄SeCys SAMs/Au电极上
Cyt c产生一对氧化还原峰,其峰电位分别为 0.305和 0.235 V,其电化学过程受扩散控制.光谱实验证实 SeCys
对 Cyt c电化学过程的促进作用是由于 SeCys与 Cyt c中赖氨酸残基的结合.
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Abstract： Properties of selenocystine self鄄assembled monolayers at gold electrode (SeCys SAMs/Au) and hexade鄄
cyltrimethylammonium bromide (CTAB)鄄selenocystine self鄄assembled bilayers at a gold electrode (CTAB鄄SeCys
SAMs/Au) were investigated by electrochemical and contact angle experiments. The electrochemical behavior of
cytochrome c (Cyt c) on SeCys SAMs/Au and CTAB鄄SeCys SAMs/Au electrodes are discussed. We show that SeCys
and CTAB鄄SeCys can promote the redox reaction of Cyt c on these electrodes. The promoting effect of CTAB鄄SeCys
is stronger than of SeCys. We found that the current of the redox reaction of Cyt c increased when the concentration of
CTAB increased from 1伊10-5 to 1伊10-4 mol·L-1. The maximum current was observed when the concentration was close
to the critical micelle concentration (cmc) of CTAB. The redox peaks of Cyt c on the CTAB鄄SeCys SAMs/Au electrode
are 0.305 and 0.235 V, respectively and the electrochemical behavior is diffusion controlled. The promoting effect of
SeCys was found to be due to a combination of SeCys and remnant group of lysine in Cyt c.
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细胞色素 c(Cyt c)是一种以铁卟啉为辅基的可
溶性色素蛋白, 其多肽链由 104个氨基酸构成, 普
遍存在于原核生物和真核生物中,是构成细胞呼吸
链的主要成员之一. 为揭示 Cyt c 在生物体内电子

传递反应的实质 , 人们模拟其在生物体内的微环
境, 开展了 Cyt c在自组装膜(SAMs)上的直接电化
学研究[1-3]. 大量的研究表明, 基于含硫氨基酸在金
电极上的强烈吸附构筑的 SAMs可加速 Cyt c电化
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学反应, 是有效促进剂. Heberle等[4]证实了 L鄄半胱
氨酸作为电极修饰剂能促进 Cyt c 的电化学行为
是由于两者相互作用后 Cyt c 的活性基团比原来
更接近电极表面;王升富等[5]也证实了固定在 L鄄半
胱氨酸自组装膜电极上的 Cyt c 保持了良好的生
物活性和电化学活性.含硒氨基酸在生物体内有着
特殊的生物化学功能[6,7],它主要是位于一些蛋白质
的活性位置,催化体内的氧化还原反应[8,9].硒与硫同
族, 同族效应使含硒氨基酸有可能促进 Cyt c的电
化学反应. 本研究借助 Se—Au键和表面活性剂的
增敏作用[10]构建硒代胱氨酸(SeCys)的自组装膜修
饰电极, 探讨 Cyt c 在 SeCys自组装膜上的电化学
行为以及 SeCys对 Cyt c电化学反应的促进作用.

1 实验部分
1.1 仪器与试剂

BAS鄄100B型电化学分析仪(BAS公司, 美国),
LK2005型电化学工作站(天津市兰立科化学电子高
技术有限公司), CAM鄄PLUS接触角测定仪(TANTEC
公司 , 德国), TU鄄1901 双光束紫外鄄可见分光光度
计(北京谱析通用仪器有限公司), 970CRT荧光仪(上
海分析仪器总厂).硒代胱氨酸(SeCys)(纯度逸98%)和
马心细胞色素 c(Cyt c VI型,纯度逸99%)均为Sigma
公司产品,使用前未经进一步提纯,铁氰化钾(纯度逸
99.5%)、硝酸钾(纯度逸99%)、高氯酸(纯度 70.0%-
72.0%)、高氯酸钠(纯度逸99.5%)、十六烷基三甲基
溴化铵(CTAB)(纯度逸99%)以及其它试剂均为分析
纯,实验用水为二次蒸馏水.
1.2 修饰电极的制备

硒代胱氨酸自组装膜修饰金电极 (SeCys
SAMs/Au)的制备: 依次用 Piranha 溶液(H2SO4/H2O2

体积比为 3颐1)、乙醇溶液(C2H5OH/H2O体积比为1颐1)
和二次蒸馏水清洗金电极表面 , 然后将其在含有
Al2O3粉末的金相沙纸上抛光成镜面, 用二次蒸馏
水清洗后在 1.0 mol·L-1 H2SO4溶液中于 1.100 V到
-0.500 V电位范围内循环扫描,直至达到稳定的曲
线, 然后在 5.0伊10-3 mol·L-1 Fe(CN)3 -

60 +0.1 mol·L-1

KNO3的混合溶液中扫描直到获得标准图形为止.
经电化学处理的金电极用二次蒸馏水超声清洗 5
min, 氮气吹干后立即浸入含有 1.0伊10-3 mol·L-1的

SeCys溶液中, 自组装 28 h 后取出, 用二次蒸馏水
冲洗除去电极周围的吸附物后, 得到 SeCys SAMs/
Au电极,即可用于电化学研究.

十六烷基三甲基溴化铵鄄硒代胱氨酸自组装复
合膜修饰金电极 (CTAB鄄SeCys SAMs/Au)的制备 :
将 SeCys SAMs/Au 电极在 1伊10 -4 mol·L -1 CTAB
溶液中浸泡 2 h 即可得到 CTAB鄄SeCys SAMs/Au
复合膜修饰金电极[11],用二次蒸馏水冲洗除去电极
周围的吸附物后即可用于电化学研究.
1.3 测试方法

电化学实验:以 Ag/AgCl 为参比电极, 铂丝为
对电极,工作电极分别为裸金电极和上述两种修饰
电极,通氮气除氧气并在氮气饱和下进行电化学测
试. 0.1 mol·L-1 KNO3溶液(pH=7.0)为底液, 5.0伊10-3

mol·L-1 Fe(CN)3 -
60为探针离子进行循环伏安和交流

阻抗研究.以 0.067 mol·L-1磷酸盐缓冲溶液(PBS)+
0.1 mol·L-1 NaClO4为底液, 对 1.6伊10-7和 3.2伊10-7

mol·L-1的 Cyt c进行循环伏安研究.
接触角实验 : 以超纯水为滴定液 , 在 SeCys

SAMs/Au和 CTAB鄄SeCys SAMs/Au电极表面垂直
滴下, 读数前液滴平衡 30-40 s, 测量前进角, 测量
值的读数误差在依1毅以内.
光谱实验:测试 6.5伊10-6 mol·L-1的 Cyt c溶液

和 1.0伊10-3 mol·L-1 的 SeCys 溶液的紫外鄄可见光
谱. 测试 3.2伊10-8 mol·L-1的 Cyt c 溶液和1.0伊10-2

mol·L-1的 SeCys溶液的同步荧光光谱, 激发波长
为 200-500 nm, 当设置的激发与发射的波长差 驻姿
为 20 nm时,发射波长为 220-520 nm.

2 结果与讨论
2.1 SeCys自组装膜与 SeCys鄄表面活性剂复合

膜的电化学特性

如图 1 曲线 a 所示, Fe(CN)3 -
60在裸金电极上的

氧化还原峰电位分别是 0.291和 0.151 V,峰电位之
差(驻Ep)为 0.010 V.与裸金电极相比,在 SeCys SAMs/
Au电极上(图 1曲线 c)Fe(CN)3 -

60的氧化还原峰电流

大大减小,氧化还原峰电位分别是 0.366和 0.063 V,
驻Ep明显增大, 为 0.303 V,表明 SeCys已自组装在
金电极表面. 在 KNO3溶液(pH越7.0)中 SeCys 膜带
负电荷(等电点为 5.99), 阻碍了离子探针 Fe(CN)3 -

60

在电极上的电子传输 . 与 SeCys SAMs/Au 电极相
比, Fe(CN)3 -

60在 CTAB鄄SeCys SAMs/Au电极上的氧
化还原峰电流增大(图 1曲线 b),氧化还原峰电位分
别是 0.308和 0.087 V, 驻Ep为 0.221 V.因为带正电
荷的 CTAB与SeCys 膜的羧基发生静电作用而相
互吸引, 减小了带负电的 Fe(CN)3 -

60与 COO-静电排
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斥,促进了电子转移[12].
图 2中谱线 a为裸金电极上 Fe(CN)3 -

60的交流阻

抗行为,从低频部分到高频部分阻抗谱基本是一条
直线 , 表明在此条件下 , 反应受扩散控制 . 而在
SeCys SAMs/Au电极上阻抗明显增大(图 2谱线 c),
在中高频部分(大于 1 Hz)出现直径较大的半圆, 说
明 SeCys已自组装在金电极表面,阻碍了离子探针
Fe(CN)3 -

60在电极上的电子传输, 在中高频部分反应
由扩散控制转换为由动力学控制 . 图 2 谱线 b 为
Fe(CN) 3 -

60在 CTAB鄄SeCys SAMs/Au 修饰电极上的
阻抗图, 与 SeCys SAMs/Au电极相比(图 2谱线 c),
CTAB鄄SeCys SAMs/Au电极的复平面阻抗图上中高
频部分的半圆直径减小,这也说明阳离子表面活性
剂与 SeCys静电吸引,中和了电极表面上的负电荷,
减弱了膜对 Fe(CN)3 -

60的排斥作用.

测量了 SeCys SAMs/Au 电极在不同浓度的
CTAB溶液中浸泡 2 h 后的接触角, CTAB 的浓度
为 0、1伊10-5和 1伊10-2 mol·L-1时相应的接触角分别

为 36毅、54毅和 42毅.当采用不同浓度的 CTAB制备修
饰电极时,测得其浓度小于 1伊10-4 mol·L-1时有较高

的峰电流,由此可推测,在低浓度(臆1伊10-4 mol·L-1)
的 CTAB中浸泡后,带负电荷的自组装膜与阳离子
表面活性剂 CTAB静电吸附形成定向单层, 表面覆
盖层疏水基的碳氢链朝向水相(图 3(a)),表面亲水性
减小, 接触角增大. 在高浓度(>1伊10-4 mol·L-1)的
CTAB中浸泡后, 已吸附的 CTAB因疏水基的相互
作用而形成二维缔和物, 覆盖层表面转变为带正电
的亲水基团(图 3(b)),亲水性增强,接触角减小.

图 2 5.0伊10-3 mol·L-1 Fe(CN)3 -
60 +0.1 mol·L-1 KNO3电解

液在不同电极上的交流阻抗图
Fig.2 Impedance plots of 5.0伊10-3 mol·L-1 Fe(CN)3 -

60 +
0.1 mol·L-1 KNO3 electrolyte on different electrodes

(a) bare gold electrode, (b) CTAB鄄SeCys SAMs/Au electrode,
(c) SeCys SAMs/Au electrode

图 3 CTAB鄄SeCys SAMs/Au电极在低浓度(a)和高浓度
(b)的 CTAB中的吸附机制

Fig.3 Adsorption mechanisms of CTAB鄄SeCys SAMs/
Au electrode at low (a) and high (b) concentrations of

CTAB

图 4 Cyt c在 SeCys SAMs/Au电极上的循环伏安图
Fig.4 Cyclic voltammograms of Cyt c on SeCys

SAMs/Au electrode
(a) 0.067 mol·L-1 PBS(phosphate鄄buffered solution)+0.1 mol·L-1

NaClO4, (b) 1.6伊10-7 mol·L-1 Cyt c+(a)

图 1 不同电极在 5.0伊10-3 mol·L-1 Fe(CN)3 -
60 +0.1 mol·

L-1 KNO3电解液中的循环伏安图

Fig.1 Cyclic voltammograms of different electrodes
in 5.0伊10-3 mol·L-1 Fe(CN)3 -

60 +0.1 mol·L-1 KNO3

electrolyte
(a) bare gold electrode, (b) CTAB鄄SeCys SAMs/Au electrode,

(c) SeCys SAMs/Au electrode
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2.2 Cyt c的直接电化学研究
图 4为Cyt c在 SeCys SAMs/Au电极上的循环

伏安图. 1.6伊10-7 mol·L-1 Cyt c在 SeCys SAMs/Au电
极上出现了一对稳定的氧化还原峰(图 4),其峰电位
分别为 0.113 和-0.012 V, 峰电位差 驻Ep 为 0.125
V, 且氧化峰和还原峰电流基本相等,是一个准可逆
的电化学过程.与 Cyt c在 L鄄半胱氨酸自组装膜修饰
金电极上的峰电位(氧化还原峰电位分别为 0.101和
-0.111 V)[5]相比, 氧化峰比较接近, 还原峰正移, 说
明SeCys SAMs/Au电极对 Cyt c的还原过程有更好
的促进作用. 由于裸金电极在底液和 Cyt c 中均未
出现氧化还原峰[13],而且 SeCys SAMs/Au电极在底
液中于所研究的电位范围内无氧化还原峰出现,表
明该氧化还原峰源于 Cyt c,是 Cyt c中心血红素中
的 Fe3+/Fe2+电对的氧化还原峰. SeCys 自组装膜在
pH越7.0的溶液中带负电荷, 能与 Cyt c血红素的赖
氨酸残基形成氢键或盐桥, 使 Cyt c 的血红素裂缝
接近电极表面, 从而有利于电荷传递的进行, 这与
含硫氨基酸作为 Cyt c 电化学反应有效促进剂原
理相近[4].
实验结果表明, PBS缓冲溶液的浓度在 0.03-

0.30 mol·L -1 范围内离子强度的变化对 Cyt c 在
SeCys SAMs/Au电极上的电化学行为的影响不大,
其峰电位和峰电流变化很小.当缓冲溶液的浓度大
于 0.30 mol·L-1时, 峰电流明显下降, 而且离子强
度越大, 氧化还原峰的可逆性越差. 可能是过高的
离子强度削弱了 Cyt c 中赖氨酸残基与 SeCys 的
羧基之间的静电作用力,使电子传递不可逆[5].

图 5为 Cyt c在 CTAB鄄SeCys/Au SAMs电极上
的循环伏安图 . 从图 5 曲线 a 可以看出 , CTAB鄄
SeCys SAMs/Au电极在底液中未出现氧化还原峰.
从图 5 曲线 b 可以看出, 1.6伊10-7 mol·L-1 Cyt c 在
CTAB鄄SeCys SAMs/Au 电极上出现了一对稳定的
氧化还原峰,随着 Cyt c的浓度增大, 峰电流明显增
大(图 5 曲线 c), 其峰电位分别为0.305和 0.235 V,
峰电位差 驻Ep为 0.070 V, 且氧化峰和还原峰电流
基本相等, 是一个准可逆的电化学过程.与在SeCys
SAMs/Au电极上的循环伏安图(图4)相比, Cyt c 的
氧化峰峰电位正移约 0.192 V, 还原峰峰电位正移
约 0.247 V, 证明 CTAB鄄SeCys SAMs/Au 电极对
Cyt c 的还原过程有更好的促进作用. 峰电位差小
于 SeCys SAMs/Au电极,可逆性提高.
蛋白质的伸展由以下一个或两个作用驱动: 已

结合的亲和配基的电荷之间的静电排斥,它会导致
排斥增加最终打开结构;表面活性剂的疏水尾巴向
蛋白质的非极性区渗透, 取代了蛋白质片基之间的
疏水作用[14]. CTAB在 SeCys SAMs/Au膜上的吸附
模式(图 3a)使得 CTAB鄄SeCys SAMs/Au 电极具有
以上两个作用, Cyt c 的肽链发生去折叠或某种程
度的伸展而形成了一个开放的通道, 使原来深埋于
分子内部的血红素裸露出来, 活性中心与电极表面
之间的距离缩短,从而提高电子传递速率.

Cyt c在 CTAB鄄SeCys SAMs/Au电极上不同扫
描速率的循环伏安图及氧化还原峰电流(ip)与扫描
速率平方根(v1/2)的关系分别如图 6和图 7所示, 在

图 5 Cyt c在 CTAB鄄SeCys/Au SAMs电极上的
循环伏安图

Fig.5 Cyclic voltammograms of Cyt c on CTAB鄄SeCys
SAMs/Au electrode

(a) 0.067 mol·L-1 PBS+0.1 mol·L-1 NaClO4, (b) 1.6伊10-7 mol·L-1 Cyt
c+(a), (c) 3.2伊10-7 mol·L-1 Cyt c+(a)

图 6 Cyt c在 CTAB鄄SeCys SAMs/Au电极上不同扫描
速率时的循环伏安图

Fig.6 Cyclic voltammograms of Cyt c on CTAB鄄SeCys
SAMs/Au electrode at different scan rates (v)

v/(mV·s-1): (a) 10, (b) 20, (c) 30, (d) 50, (e) 80, (f) 100, (g) 150,
(h) 200, (i) 250; c(Cyt c)=1.6伊10-7 mol·L-1
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10-250 mV·s-1范围内,峰电流随扫描速率的增加而
增大,且与 v1/2呈良好的线性关系,线性相关系数分
别为0.997 和 0.991. 这表明 Cyt c 的电化学反应受
扩散控制.当扫描速率为 10 mV·s-1时, E1/2=(Epa+Epc)
/2=0.257 V(其中, E1/2为式电位, Epa为氧化峰电位,
Epc为还原峰电位), 驻Ep为 0.055 V,表明该电极过程
为单电子传递的可逆反应. 随着扫描速率的增大,
峰电位差从 0.055 V(10 mV·s-1)增大到 0.095 V(250
mV·s-1), E1/2最小值为 0.240 V,最大值为 0.257 V.

由方程 ip=269n3/2ADs
1/2v1/2C0

[15](其中, n为电子转
移数; A=0.071 cm2, 为电极面积; Ds 为表观扩散系

数; C0=1.62伊10-4 mol·L-1, 为电活性物浓度), 求得
Cyt c的 Ds为 3.39伊10-6 cm2·s-1.与文献报道[16,17]的表

观扩散系数为同一数量级. 根据 Nicholson 方法[18],
计算得异相电子转移速率常数(k0)为 1.15伊10-3 cm·
s-1. 由此可说明 , Cyt c 在 CTAB鄄SeCys SAMs/Au
电极上能表现出良好的电化学行为.

CTAB在 1伊10-5-1伊10-4 mol·L-1范围内, 随着
CTAB 浓度的增大 , Cyt c 在 CTAB鄄SeCys SAMs/
Au 电极上的氧化还原电流增大, 在接近临界胶束
浓度(cmc)处出现极大值,这表明 Cyt c的电信号是
来自固定在表面活性剂中的 Cyt c, 因为固定在表
面活性剂中的 Cyt c的活性中心接近电极[19].
从 Cyt c 在以上两种修饰电极的电化学研究

可知, CTAB鄄SeCys SAMs/Au 电极可使 Cyt c 与电
极之间形成一个开放的通道, 使 Cyt c更易靠近电
极表面, 所以 CTAB鄄SeCys SAMs/Au 电极对 Cyt c
的促进作用比 SeCys SAMs/Au电极强.
2.3 Cyt c与 SeCys相互作用的谱学特征

血红素蛋白质在 410 nm 左右 Soret 吸收峰位
置的改变可作为蛋白质是否变性的重要标志 [5]. 如
图 8 所示 , Cyt c 溶液和 Cyt c+SeCys 混合溶液的
紫外鄄可见吸收光谱的最大吸收波长分别为 410和
412 nm. 说明在共存体系中 Cyt c 没有发生变性 ,
这与 Cyt c与 L鄄半胱氨酸相互作用的紫外鄄可见吸
收光谱结果[5]一致.
为了进一步证明 Cyt c 分子与 SeCys 分子的

相互作用, 做了以下光谱实验. 用同步荧光技术可
以研究 Cyt c与促进剂胱氨酸的相互作用[20].当设置
激发波长与发射波长的波长差 驻姿=20 nm时, Cyt c
的荧光光谱表现为酪氨酸残基的荧光峰(图 9曲线
a),最大发射峰波长为 282.1 nm.在 Cyt c溶液中加
入SeCys溶液 2 min后,测定了 Cyt c中的酪氨酸残

图 7 峰电流与扫描速率的平方根的关系图

Fig.7 Plots of peak current versus the square root of
the scan rate

(a) oxidation peak current, (b) reduction peak current

图 8 Cyt c的紫外鄄可见吸收光谱图
Fig.8 UV鄄Vis absorption spectra of Cyt c
(a) 6.5伊10-7 mol·L-1 Cyt c , (b) 6.5伊10-7 mol·L-1 Cyt c+

1.0伊10-3 mol·L-1 SeCys

图 9 Cyt c中酪氨酸残基的同步荧光光谱图
Fig.9 Synchronours fluorescence spectra of

tyrosine of Cty c
(a) 3.2伊10-8 mol·L-1 Cyt c, (b) 3.2伊10-8 mol·L-1 Cyt c+1.0伊10-2 mol·L-1

SeCys; 驻姿 (the wavelength difference between excitation and emission
wavelength)=20 nm
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基(图 9曲线 b)的同步荧光光谱.从图 9可以看出,酪
氨酸残基的荧光峰峰位没发生变化而荧光强度增

强, 这与胱氨酸作为促进剂的结果类似[20]. SeCys与
Cyt c分子的赖氨酸残基通过氢键发生作用而减小
了质子化氨基对酪氨酸残基的猝灭作用,从而使酪
氨酸残基的荧光增强, 表明 SeCys与 Cyt c 分子表
面的赖氨酸残基相结合. 正是由于 SeCys 与 Cyt c
的相互作用,使 Cyt c的血红素裂隙接近电极表面,
提高了 Cyt c的电化学活性, 使其可以产生灵敏的
伏安信号.

3 结 论
采用电化学和接触角实验方法研究了 SeCys

SAMs/Au电极和 CTAB鄄SeCys SAMs/Au电极的特
性. 探讨了 Cyt c在 SeCys SAMs/Au电极和CTAB鄄
SeCys SAMs/Au 电极上的电化学行为. 实验证明 ,
SeCys与 Cyt c 相互作用促进了 Cyt c 在电极上的
氧化还原反应, 光谱实验证实 SeCys对 Cyt c电化
学过程的促进作用是由于 SeCys 与 Cyt c 中赖氨
酸残基的结合; CTAB与 SeCys之间的协同作用可
在 Cyt c 与电极之间形成一个开放的通道 , 因而
CTAB鄄SeCys对 Cyt c的电化学活性有更好的促进
作用.
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