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摘要: 制备了粒径均匀、平均粒子尺度为(4.7±0.6) nm, 表面修饰3-巯基丙酸(MPA)的金纳米粒子(Au NPs).

利用电化学和紫外-可见(UV-Vis)吸收光谱研究了pH和Au NPs对细胞色素c (Cyt c)结构的影响. UV-Vis吸收

光谱结果表明, pH为7.5-3.0时, Cyt c和Cyt c-Au NPs复合物的结构没有发生明显变化. 当pH=2.0时, Cyt c

和Cyt c-Au NPs复合物的Soret谱峰位置均发生明显移动, 说明pH诱导其构象发生变化. 循环伏安(CV)结果

表明, 表面修饰了MPA的Au NPs能促进Cyt c和电极之间的电子传输, 与修饰了柠檬酸根的Au NPs相比, 其

生物兼容性更好. pH的变化会引起CV中Cyt c峰电流的改变和峰电位的移动. 随着pH值的降低, Cyt c电活性

的量逐渐减小, 并且pH诱导Cyt c发生不可逆变性. Au NPs的引入使自由态的Cyt c耐酸性增强, 而使得吸附

态的Cyt c耐酸能力减弱.
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Abstract: In this paper, gold nanoparticles (NPs) with an average size of (4.7 ± 0.6) nm, capped with

mercaptopropionic acid (MPA) ligand, are prepared. The effect of pH and Au NPs on cytochrome c (Cyt c)

is investigated by electrochemistry and UV-Vis absorption spectroscopy. UV-Vis absorption spectra

indicate that the structures of Cyt c and Cyt c-Au NPs complex do not change appreciably between pH=7.5

and pH=3.0, but their Soret band positions change markedly at pH=2.0, indicating that low pH value

induces a conformational change in Cyt c. Cyclic voltammetry (CV) result shows that Au NPs capped with

MPA enhance electron transfer between Cyt c and the electrode. The data also reveals that the

biocompatibility of Au NPs is improved when citric acid ligand is replaced with MPA. The change in pH

value causes a change of peak currents in CV and a shift of peak potential. When pH value deviates from

7.0, levels of electroactive Cyt c decrease. Significant pH change induces irreversible denaturing of Cyt c.

The pH at which Cyt c-Au NPs complex denatures completely is one unit higher than that of Cyt c.

Combining the results from UV-Vis spectroscopy and CV, we find that addition of Au NPs makes adsorbing

state Cyt c more vulnerable to pH.

[Article] doi: 10.3866/PKU.WHXB201203073 www.whxb.pku.edu.cn

物理化学学报(Wuli Huaxue Xuebao)

Acta Phys. -Chim. Sin. 2012, 28 (5), 1127-1133May

Received: January 13, 2012; Revised: February 29, 2012; Published on Web: March 7, 2012.
∗Corresponding author. Email: yxjiang@xmu.edu.cn; Tel: +86-592-2180181.

The project was supported by the National Natural Science Foundation of China (20833005, 20873116, 60936003, 21021002).

国家自然科学基金(20833005, 20873116, 60936003, 21021002)资助项目

Ⓒ Editorial office of Acta Physico-Chimica Sinica

1127



Acta Phys. -Chim. Sin. 2012 Vol.28

Key Words: Au nanoparticle; Cytochrome c; pH value; Cyclic voltammetry; UV-Vis absorption

spectroscopy

1 引 言
金纳米粒子(Au NPs)具有易于制备、导电性高、

生物兼容性好等优点而被广泛应用于生物医学领

域, 如DNA检测、1,2 酶的固定、3,4 信号放大 5,6等. 但

也有研究表明, 生物分子和Au NPs长时间接触会导

致生物分子构象变化、部分解折叠、甚至变性.7-9 一

个有效的改进方法是进行Au NPs的表面修饰, 如在

Au NPs 表面修饰一些有效的“阻挡层”, 避免 Au

NPs和生物分子直接接触, 从而减小生物分子变性

的可能性.10-12

pH值对生物分子的结构有很大影响, 研究不同

pH值下生物分子的物理化学性质将帮助人们认识

生物分子随着 pH值变化的规律, 从而对生物分子

的应用提供一定的参考. 细胞色素 c (Cyt c)在线粒

体呼吸链中起着非常重要的作用, 对它的研究备受

关注.13-16 最近研究表明, pH诱导Cyt c变性后, Cyt c

表现出过氧化物酶的性质, 即Cyt c的活性随着 pH

值的减小而降低, 但对过氧化氢的氧化活性增加.17

普遍认为Au NPs的生物兼容性好而被广泛引入到

Cyt c体系, 然而Au NPs对吸附态Cyt c随 pH变化

产生怎样的影响, 这是一个值得关注的问题.

本文采用UV-Vis吸收光谱法研究了溶液中的

Cyt c以及Cyt c-Au NPs复合物随着pH值的变化规

律. 以共价键合的方法将Cyt c固定在了混合自组装

层上, 采用循环伏安(CV)法检测了引入3-疏基丙酸

(MPA)修饰的Au NPs前后Cyt c活性随 pH值的变

化规律, 同时分析了Au NPs在Cyt c电子转移中所

起的作用.

2 实验部分

2.1 试剂与仪器

11-巯基十一烷酸(MUA, 95%), 11-巯基十一烷

醇(MU, 97%), 3-巯基丙酸(99%), 马心Cyt c (纯度>

95%, Mw=12384)购自于美国Sigma公司. 1-乙基-(3-

二甲基氨基丙基)碳酰二亚胺盐酸盐(EDC·HCl)购

自于美国Thermo Scientific公司. 将 50 mmol·L-1的

KH2PO4和 50 mmol·L-1的K2HPO4溶液混合制备不

同pH值的磷酸盐缓冲溶液(PBS), pH值分别为2.0、

2.5、3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、7.5. Cyt c储备液的浓度为

5 mg·mL-1, 溶解在pH=7.0的PBS溶液中, 4 °C下保

存. Au NPs采用相转移法 18在香港城市大学制备. 其

它试剂均为分析纯, 实验用水均为超纯水.

电化学工作站采用上海辰华CHI-660A. 三电极

体系, 工作电极为柱状金电极(Φ=5 mm), 辅助电极

为铂电极, 参比电极为饱和甘汞电极(SCE). UV-Vis

吸收光谱用日本岛津公司Carry-5000 UV-Vis吸收

光谱仪测量, 以超纯水作为参比溶液. 透射电镜

(TEM)照片由日本 JEM2100仪器得到. pH计为美国

单佛UB-7系列.

2.2 实验过程

电极的制备: 金电极分别采用 1、0.3和 0.05 μm

的氧化铝研磨粉研磨, 超纯水超声清洗, 再在 0.1

mol·L-1 H2SO4溶液中于-0.20 V到 1.45 V电位区间

循环扫描, 直至获得Au电极的标准特征峰, 表明已

获得洁净的Au电极. 然后依次用大量的超纯水和

无水乙醇清洗电极. 将电极放置于 20 mmol·L-1的

MU和MUA的乙醇溶液(n(MU):n(MUA)=3:1)中室

温自组装24 h, 得到组装有MU和MUA的混合单层

(Au-SAMs). 用无水乙醇和 PBS (pH=7.0) 清洗电极

除去电极表面吸附的过量的 MU 和 MUA. 将 Au-

SAMs电极浸入5 mg·mL-1的Cyt c溶液中4 °C下保

存1 h, 此时Cyt c静电吸附在电极表面. 接着将电极

浸泡在5 mmol·L-1的EDC溶液中30 min, 共价固定

Cyt c, 得到Au-SAMs-Cyt c电极. Au NPs的吸附是

将 Au-SAMs-Cyt c 电极浸泡于纳米金的 PBS 溶液

中, 浸泡时间为 30 min, 得到 Au-SAMs-Cyt c-Au

NPs. 由于EDC的作用, Cyt c共价固定在自组装分

子层上,19 所以该种固定方法能使Cyt c牢固地固定

在电极表面; 当 pH从 12.0变化到 4.0的过程中, 11-

巯基烷酸自组装层从金电极表面脱附的电压范围

是-1.0到-0.9 V,20 因此该自组装膜在电化学研究条

件下仍然是稳定的.

UV-Vis吸收光谱样品的制备: 加入 5 mg·mL-1,

150 μL的Cyt c分别于3 mL, pH为2.0、2.5、3.0、4.0、

5.0、6.0、7.0、7.5的PBS溶液中得到Cyt c在不同 pH

值下的样品. Cyt c-Au NPs复合物的制备是将50 μL

约 0.05 mg·mL-1 的 Au NPs 加入到 1 mL 的 5 mg·
mL-1 Cyt c储备液中. 加入上述Cyt c-Au NPs复合物

各150 μL于3 mL, pH值为2.0、2.5、3.0、4.0、5.0、6.0、

7.0、7.5的PBS溶液中即得到不同 pH值的Cyt c-Au
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NPs样品.

3 结果与讨论

3.1 Au NPs的TEM和UV-Vis吸收光谱表征

图 1A 是表面修饰 MPA 的 Au NPs 的 TEM 图,

从图中可以看出, Au NPs粒径均匀, 大多数为球形.

粒径统计结果(图1B)显示, Au NPs平均粒径为(4.7±

0.6) nm (用于粒径统计的Au NPs数目为255个). 图

1C是表面修饰MPA的Au NPs的UV-Vis吸收光谱,

从图中可以看出, Au NPs的吸收峰约为517 nm.

3.2 中性pH下Au NPs对Cyt c电子传输的影响

图 2是组装到金电极上的Cyt c吸附Au NPs前

后的CV曲线. 对比发现, 吸附了Au NPs之后的Cyt

c 仍然表现出明显的氧化还原反应特征: 吸附 Au

NPs前, Cyt c的氧化还原峰电流分别为-0.6364和

0.6971 μA; 吸附Au NPs之后, Cyt c的氧化还原峰电

流为-0.6353和0.6353 μA. 电活性的Cyt c的量利用

公式(1)进行计算.

Γ=Q/(nFA) (1)

其中, Γ是Cyt c的表面覆盖度, Q是Cyt c氧化还原

峰积分电量的平均值, n是反应电子数, F是法拉第

常数, A是电极的实际面积. 吸附Au NPs之前, 电活

性的Cyt c的量是3.03 pmol·cm-2, 说明Cyt c是亚单

层吸附.19 吸附Au NPs之后, 电活性的Cyt c的量没

有发生明显变化. 有研究表明,20 Cyt c显示电活性的

量和吸附Au NPs的尺寸(如 5和 20 nm)以及吸附时

间(如 40 min和 18 h对比)都有关系. 对不同粒径的

Au NPs, 吸附的时间越长, 显示电活性的Cyt c的量

越少; 对于相同的吸附时间, Au NPs的粒径越大, 显

示电活性的Cyt c的量越少. 对比文献结果, 在粒径

尺寸和吸附时间相当的情况下, 本实验体系Au NPs

的加入使Cyt c的变性量相对较少, 主要是由于使用

的 Au NPs 表面修饰有 MPA 分子, 避免 Cyt c 和 Au

NPs直接接触, 降低其变性几率.

表 1为加入Au NPs前后Cyt c氧化还原的峰电

位和峰电流. 从表 1数据可以看出, Au NPs加入前,

Cyt c对应的氧化还原峰电位分别是-0.002和-0.048

V, Au NPs加入之后, Cyt c对应的氧化还原峰电位

分别是-0.002和-0.042 V, 从而其对应的氧化还原

峰电位之差分别是 0.046和 0.04 V, 说明Au NPs的

加入使得Cyt c氧化还原反应的可逆性提高. 根据

Laviron理论,21 计算出吸附Au NPs前后的电子转移

速率常数分别为 2.6和 3.9 s-1, 说明Au NPs的吸附

促进了Cyt c和电极之间的电子转移.

Au NPs 常被用于生物体系.22-26 当构筑成 Au-

SAMs-Au NPs-Cyt c 结构时, Au NPs 起到了协助

图1 Au NPs的透射电镜(TEM)图(A)、对应的粒径统计图(B)及UV-Vis吸收光谱(C)

Fig.1 Transmission electron microscopy (TEM) image (A), the corresponding histogram of cross-sectional diameter (B),

and UV-Vis absorption spectrum (C) of Au NPs

Au-SAMs-Cyt c

Au-SAMs-Cyt c
Au NPs

Epa/V

-0.002

-0.002

Ipa/μA

-0.6364

-0.6353

Epc/V

-0.048

-0.042

Ipc/μA

0.6971

0.6353

ΔEp/V

0.046

0.040

表1 加入Au NPs前后Cyt c氧化还原的峰电位和峰电流

Table 1 Peak potentials and peak currents of Cyt c before

and after incorporation of Au NPs

图2 (A) Au-SAMs-Cyt c和(B) Au-SAMs-Cyt c-Au NPs在

50 mmol·L-1 PBS中的CV曲线

Fig.2 CV curves of (A) Au-SAMs-Cyt c and (B) Au-

SAMs-Cyt c-Au NPs in 50 mmol·L-1 PBS
pH=7.0, scan rate: 100 mV·s-1; PBS: phosphate buffered solution
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Cyt c和电极之间的长程电子传递的作用; 当构筑成

Au-SAMs-Cyt c-Au NPs结构时, Au NPs增强了Cyt c

膜层的导电性. 对比Au-SAMs-Cyt c体系, Au-SAMs-

Cyt c-Au NPs体系的电子传输路径将发生变化. 电

子从电极通过SAMs传递到Cyt c之后会在Au NPs

之间传输, 从而使那些因吸附取向而电子传递受阻

的Cyt c (约占吸附在电极表面Cyt c总量的 72%)27

将有可能表现出电活性, 从理论上讲, 加入了 Au

NPs之后, 体系电活性的Cyt c的量将增大. 但报道

结果 20,28表明, Au NPs的引入使得电活性Cyt c的量

减小, 这说明Au NPs对Cyt c有毒化作用. 我们的实

验结果也表明, 和没有修饰 MPA 的 Au NPs 相比,

Cyt c失活的程度有所降低, 但是电活性Cyt c的量

并没有增加, 所以, Au NPs的表面优化仍是一个十

分重要的问题.

3.3 Cyt c和Cyt c-Au NPs的UV-Vis吸收光谱

表征

我们用 UV-Vis 吸收光谱法研究了溶液中的

Cyt c以及Cyt c-Au NPs复合物的Soret和Q吸收谱

带随着pH的变化关系. 图3A为氧化型Cyt c在pH=

7.0 的 PBS 中的 UV-Vis 吸收光谱, 408 和 530 nm 的

吸收谱峰分别对应于Cyt c的 Soret谱带和Q谱带.

图 3A 中的插图为 Cyt c 和 Cyt c-Au NPs 复合物在

pH=5.0的 PBS中的UV-Vis吸收光谱. 由于Au NPs

的UV-Vis吸收峰(517 nm)和Cyt c的Q谱带吸收峰

(530 nm)位置接近, 两个峰之间存在交叠. 而 Au

NPs的吸收峰对Cyt c的 Soret谱带(408 nm)没有影

响, 因此我们用 Soret 谱带吸收峰面积为标准, 对

Cyt c和Cyt c-Au NPs复合物的吸收谱带进行归一

化. 从插图归一化结果可以看到, pH=5.0时Cyt c的

Q 谱带在 530 nm, 当加入 Au NPs 子后, 该峰移到

527 nm, 且峰宽增加, 表明Au NPs和Cyt c混合后,

530 nm处归属于Cyt c的谱峰受到了Au NPs的干

扰, 使得谱峰蓝移.

图3B为Cyt c的Soret谱带和Q谱带随pH值的

变化关系曲线. 从图 3B可以看出, pH在 3.0-7.5范

围内, Cyt c 的 Soret 吸收谱带在 408 nm; 在 pH=2.5

附近, Cyt c的Soret吸收谱带位置发生明显移动, pH

为2.5和2.0的Soret谱带分别在406和395 nm. 在相

同的pH变化区间, Soret吸收谱带随着pH值的变化

趋势与文献 29报道结果一致. Cyt c-Au NPs复合物的

Soret吸收谱带变化趋势与Cyt c一致. 在pH为2.5-
7.5 范围内, Cyt c 的 Q 吸收谱带在 530 nm 附近, 当

pH 为 2.0 时, Q 谱带位置移动到 495 nm, 较 pH=7.0

时Cyt c的标准谱峰位置(530 nm)移动了 35 nm. 对

于Cyt c-Au NPs复合体系, 在整个 pH变化区间, 其

谱峰位置均在527-533 nm内变化, 当pH=2.0时, 仍

没有观察到谱峰位置的明显变化, 表明Au NPs的加

入对Cyt c的Q谱带的结构具有稳定化作用.

Cyt c的Soret谱带和Q谱带来源于卟啉环和金

属π-π*之间的转变, a2u-b1u和 a2u-eg轨道过渡偶极矩

之间的累加效应分别影响Soret谱带和Q谱带.21 因

此, Soret 谱带和 Q 谱带位置的移动说明 pH 诱导

Cyt c的结构发生了变化. 对于Cyt c-Au NPs复合体

系, pH从 7.5到 2.0变化时, 530 nm附近吸收谱峰没

有发生明显的位置移动, 即Cyt c的结构没有发生明

图3 (A) Cyt c在pH=7.0的PBS中的紫外吸收谱; (B) Cyt c (实线)和Cyt c-Au NPs复合物(虚线)的Soret谱带和Q谱带的

UV-Vis吸收峰随着pH值的变化关系

Fig.3 (A) UV-Vis absorption spectrum of Cyt c in PBS at pH=7.0; (B) UV-Vis absorption peaks of Soret band and Q band

of Cyt c (solid line) and Cyt c-Au NPs complex (dotted line) as a function of pH value
The insert in figure A shows the UV-Vis absorption spectra of Cyt c and Cyt c-Au NPs complex in PBS at pH=5.0,

which is normalized by the spectrum of Soret band.
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显的变化. 从而可以说明, Au NPs的加入使溶液相

Cyt c 耐酸能力增强. 我们推测, 这可能是由于 Au

NPs在Cyt c表面的吸附阻碍了溶剂和Cyt c的直接

接触所致.

3.4 pH和Au NPs对吸附态Cyt c的影响

图 4A和 4B分别是Cyt c在不同 pH下的CV曲

线及对应的还原峰电流, 图 4C 和 4D 是 Cyt c 吸附

Au NPs后在不同 pH下的CV曲线及对应的还原峰

电流, 其中的插图是对应的局部放大图. Cyt c的氧

化还原是指血红素中心卟啉铁二价和三价之间的

转换. 对于Au-SAMs-Cyt c体系(图4A), 当pH从7.5

变化到 2.0 时, 氧化还原峰变宽, 峰电流变小 (图

4B). 当 pH为 3.0时, Cyt c氧化还原峰消失, 峰电流

几乎为零. 根据CV结果, 积分电活性Cyt c的量, 对

应pH值分别为6.0、5.0、4.0、3.0的电活性的Cyt c的

比例分别为 93.6%、67.4%、37.7%、5.8%. 当溶液的

pH值从 2.0回复到 7.5时, 仍然观察不到Cyt c的氧

化还原峰, 说明pH值诱导Cyt c的变性是不可逆的,

Waldeck小组 17的报道也支持了这一结论.

图4C是吸附了Au NPs后的Cyt c在不同pH下

的CV曲线, 从图中可以看出, pH值为 7.0时, Cyt c

显示电活性的量最大. 随着pH值的减小, Cyt c的峰

电流呈现减小趋势; pH值为4.0时, 氧化还原峰电流

几乎消失(图 4D). 对比没有吸附Au NPs的体系, 吸

附Au NPs之后的Cyt c完全变性的 pH值提前了一

个单位. 积分不同 pH值下电活性Cyt c的量, 对应

pH 值 6.0、5.0、4.0 的电活性 Cyt c 的比例分别为

90.3%、65.4%、6.0%, 相比没有吸附Au NPs的体系,

相同 pH值时电活性的Cyt c的比例减小, 说明吸附

Au NPs之后的Cyt c抵抗 pH值保持自身结构的能

力降低. 同时发现, pH值恢复到中性范围的时候, 变

性后的Cyt c在CV扫描的时候不显示电活性, 说明

吸附了Au NPs的Cyt c由 pH诱导的变性也是不可

逆的.

由于该自组装膜在研究条件下是稳定的, 因此

我们推断构象变化引起失活是Cyt c不显示电活性

图4 (A) Au-SAMs-Cyt c体系不同pH下的CV曲线, (B) 相应还原峰电流(扣除了双电层后的净电流)及对应(A)的局部放大

图, (C) Au-SAMs-Cyt c-Au NPs体系不同pH下的CV曲线, (D) 相应还原峰电流(扣除了双电层后的净电流)及

对应(C)的局部放大图

Fig.4 (A) CV curves of Au-SAMs-Cyt c for different pH values; (B) the cathodic peak currents (double-layer current is

deducted) of CV curves in (A) as a function of pH and the insert is partial enlarged view of (A); (C) CV curves of

Au-SAMs-Cyt c-Au NPs for different pH values; (D) the cathodic peak currents (double-layer current is deducted) of CV

curves in (C) as a function of pH and the insert is partial enlarged view of (C)
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的一个主要原因. Cyt c活性中心和电极之间的距离

是影响Cyt c电活性的关键因素. 文献 32表明, 采用

以羧酸基为末端的自组装分子(HS(CH2)xCOOH)将

Cyt c固定到电极表面, 当 x≥8时, 标准电子转移速

率常数随着电活性中心和电极之间距离的增大呈

指数衰减. 本工作中采用 x=10的自组装分子, 所以

当电活性中心和电极之间的距离增大时, 其电流将

呈指数衰减. pH降低诱导Cyt c解折叠, 肽链打开,

血红素暴露出来, 血红素缝隙的打开可以促进Cyt c

和电极之间的电子传输, 但是在循环伏安中并没有

观察到电流增大的现象. 我们推测, Cyt c在解折叠

和稳定化过程中, 其血红素中心和电极之间的距离

增大, 所以, 在CV中观察不到其明显的氧化还原电

流. 解折叠的蛋白质和自组装双分子之间的相互作

用可能使Cyt c发生了不可逆变性. 疏水的肽链部分

可以与自组装分子层的烷基链结合,33 血红素部分

可以与水分子配合.21 这些稳定化作用将抑制Cyt c

恢复到自然状态. 此外通过对比UV-Vis和CV的结

果发现, 吸附在电极表面的吸附态Cyt c的稳定性低

于其在溶液中的自由态 Cyt c: 溶液中的 Cyt c 在

pH=2.5附近发生结构的明显变化, 吸附态Cyt c以

及吸附了Au NPs的Cyt c在 pH分别为 3.0和 4.0时,

几乎完全失活. 我们推测可能与Cyt c结构变化的灵

活性有关, 当Cyt c吸附在电极表面时, 其肽链部分

和自组装分子层之间发生化学键合, 限制了Cyt c在

电极表面的流动, 从而其稳定性下降.

4 结 论

Cyt c以亚单层共价固定在电极表面. CV结果

显示, pH为中性时, Au NPs使得Cyt c和电极之间的

电子传输能力增强; 但电活性Cyt c的量没有明显变

化, 表明Au NPs的加入使得Cyt c部分失活. UV-Vis

和CV结果表明, pH能诱导Cyt c变性, Au NPs的加

入使得自由态Cyt c耐酸能力增强, 吸附态Cyt c耐

酸能力减弱. 变性的主要原因是 pH使Cyt c的构象

发生了变化, 而且这种变性是不可逆的. Au NPs的

加入使得吸附态Cyt c完全变性的pH值提前一个单

位.
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