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的光度标准
,

可以在 一 以 范围内使用

同一标准进行检定 校准
,

同时也解决 了使用

标准溶液带来 的量值传递及现场检定 校准的

困难
,

对于提高分光光度计检定 校准的准确

度
,

特别是对于国防大型试验的现场检定与校

准工作
,

具有十分重要的意义
。

收稿 日期 卯 一 一 的

张国民
,

男
,

工程师
,

主要从事化学计量检定及标准物质研究工作
。
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生物电化学电解池 的设计及应用
’

黄河清

厦门大学生物学系
,

厦门
,

林庆梅

厦门大学环科中心
,

厦门
,

摘 要 根据生物大分子的生理特性
,

设计了三种不同的电化学电解池
,

分别用于研究猪脾铁蛋

白
、

细菌铁蛋白的电化学特性
,

以及电诱导棕色固氮菌表达新生理特性
。

说明了电解池的设计特点
,

给出了电解池示意图
。

实验结果表明
,

猪脾铁蛋白及细菌铁蛋白能直接从铂电极上获得还原电子
,

是

非电极惰性蛋白质
。

棕色固氮菌能在电调控下被诱导成抗氨阻遏的菌株
,

合成固氮酶
。

这三种电解池

也适合用于分析各种酶
、

蛋白质及细胞的电化学特性
,

并具有快速
、

准确
、

方便等特点
。

关键词 电化学电解池 三电极体系 氧化还原 铁蛋白 棕色固氮菌

引 言

在 自然界中
,

大多数蛋白质
、

酶及细胞对

物理电极 如铂电极
、

金电极及汞电极 呈电

惰性状态 , 幻
。

这一现象使采用物理电极直接

研究酶
、

蛋白质
、

细胞组织及器官的电化学特

性受到限制
,

而只能通过测定生物染料中间体

如甲基紫精
、

中性红 在电极上接收电子的

能力
、

特性及它们与生物大分子的反应程度来

间接地分析酶
、

蛋白质
、

细胞组织及器官的电

化学特性
。

近期
,

在 研 究 棕 色 固氮 菌细 菌 铁 蛋 白
。 。勿施改 砂 助坛 城 币血

,

及细胞色素 户因 旧 的电极活性时却

发现
,

这两种蛋白质均在电极上表现出电化学

特性
,

能直接从物理电极上接收还原电子
,

属

于非电极惰性蛋 白质 , 〕。 棕色固氮菌整体细

胞 细胞 在三电极体系直接还原作用下
,

‘ 国家自然科学基金 渐 以龙 及福建省自然科学基金 物
,

庆 ,万 资助项 目
。
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也能表现出较强的抗氨阻遏能力
,

表达高固氮

活性
,

显示 出新的生理特性
。

亚铁氧化硫杆

菌 勿沃沈 ￡ 拓阮叻 经 电化学生物反

应池处理
,

能加速细胞分裂
,

在相同的培养条

件下
,

每毫升培养基的细胞数 由 口 迅速
增加到 、 护

,

为原来的 卿倍困
。

近十几年来
,

随着生物电化学技术的深人

发展
,

有关光谱电化学电解池的设计及用途已

有详细报道
。

但许多电解池存在工艺复杂
,

成

本较高
,

电解池内三电极过密等缺陷
,

影响了

光谱测定的重复性及准确性
。

此外
,

蛋 白质及

酶直接从电极上接收电子的速率通常低于从化

学还原剂得到电子的速率
,

因而只能适当增加

工作电极 阴极 的面极
,

以提高蛋白质接收

电子的速率
,

缩短还原平衡时间
。

如果根据生物大分子 的结构及生理特性
,

设计合理的电解池
,

就有可能改善电极与某些

生物大分子之间的电子传递及电极活性
。

本文

利用 自制 的 电解 池 研 究 了猪脾铁 蛋 白

, 币
,

玲
、

细菌铁蛋 白的 电化学特

性
,

电诱导棕色固氮菌表达新生理特性
。

这些

电解池不仅适合研究铁蛋 白及 细胞的电极

活性
,

而且适合于研究蛋白质和细胞的电化学

特性
。

一 型恒 温震荡器
,

℃ 培养
。

对数生长 期 收集菌液
,

放置冰箱 中
,

在 内使用
。

电调控处理菌体的反应温度为

℃
。

每一实验点都均匀取样 翻工 菌液
。

根

据实验需要选择不同电位处理菌液
,

至恒电位

仪显示 反 应体系平衡 为止 残余 电流

泌
。

随后
,

迅 速取 出经 电处理过 的菌 液
,

与对 照 样 品 同 时 高 速 以 离 心

而
」

,

弃去上清液
,

分别加人 磷酸缓冲

液 悬浮菌体
,

分别放置在 止 的

血清瓶 菌液 中
,

并加人 姚
,

用于

菌体的固氮酶活性测定
。

细胞的固氮酶活

性测定按文献 〔 报道的方法进行
。

铁蛋 白分离及纯化

和 名 的分离及纯化按文献 〔
,

所报道的方法进行
。

蛋白浓度及铁蛋白含铁量测定

细胞及铁蛋白的蛋 白质浓度测定均按常规

叮 方法进行
。

铁蛋 白铁核中的含铁量采用

分光光度法川或原子吸收分光光度法测定
。

铁蛋白释放铁的动力学测定

和 任名 释放铁的实验操作步骤及速

率测 定方法均按文献 【 一 报道 的方法进

行
。

实验条件与方法 结果与讨论

仪器与试剂
一 型电化学综合测试仪

,

电解池为

三电极系统 一 型恒温震荡器 一

型磁力搅拌器 型气相色谱仪 一

型原子 吸 收分光光度仪 日本 岛津 一 抖

型紫外可见分光光度计
。

玩 及 珑 纯度均为
。

’ 一 联毗陡等

试剂均为分析纯
。

实验用水为二次蒸馏水
。

菌体培养及电调控培养

棕色固氮菌 一 菌株
,

引 自美国威斯康

星大学细菌系
。

改良的
‘

无氮培养

基
,

分装 在 个 印 工 三 角 瓶 中 并 灭 菌
,

冷却后用于培养菌体
。

菌体在 划忆

厌氧型直接电化学电解池

图 是一个以汞阴极为工作电极用于研究

电化学特性的厌氧电解池
。

该电解池能提

供大面积工作电极 汞阴极 及较大的还原电

流
,

以便使 污 铁核中的 能在较短 时间

内得到还原
。

然而
,

实验结果却表明
,

在控制

电压为 一 , 一 , 一 , 一《幻
, 一 ,

一 以 〕 相对于标准氢电极电位
,

下 同 及

严格厌氧条件下
,

玲 均在汞电极上表现出电

惰性状态
,

无还原电流
。

出现这种情况的原因

是
,

汞是蛋白质的强烈变性剂
,

因而 玲 在汞

电极上会迅速变性
,

失去蛋白壳上原有的电子

隧道结构〔’。〕
,

所以呈现出电惰性状态
。
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口口口「「

目目目目目目
、、

「「「「「

毛 去 且 招招

门门

高对称的 个亚基组成的蛋白壳 一 川

包围着的 由数千个 和磷酸盐组成的非均

匀铁核 ”
, ‘ 〕

,

并有三相物质交换隧道
,

如图

所示
。

在体外
,

铁蛋白释放铁时
,

需要强还原

剂 凡
,

才能通过三相物质交换隧道 图

中 将铁核中的 对
十

还原为
,

还需要

’ 一 联毗吮将 柑
‘

赘合在蛋白壳外 ‘
·
’ 〕。

图 汞阴极厌氧型电解池

电解池 气体循环系统 汞阴极 工作电极

饱和甘汞电极 铂丝辅助电极 汞

根据上述情况
,

我们又设计 了一个 以铂 电

极为工作电极的厌氧电解池
,

见图
。

该电解

池也能提供大面积 工作电极和较

大还原 电流
。

此外还配置 了惰性气体搅拌系

统
,

尽可能减少浓度扩散电位
,

加速 那 在铂电

极上的还原
。

实验结果表明
,

在这个电解池中
,

玲 能利用 自身蛋 白壳上 的电子隧道结构〔‘。〕

从铂电极 上接收还原 电子
,

迅速将铁核 中的
十

还原为 时
十 。

因而证实
,

玲 实际上是一

种非电惰性蛋白质
,

即电极活性蛋白质
。

图 铁蛋白分子结构

蛋白壳 铁核 三相物质交换隧道

图 铂阴极厌氧型电解池
人 电解池 水浴恒温系统 铂阴极

饱和甘汞电极 铂丝辅助电极

惰性气体循环系统 磁力搅拌棒 磁力搅拌器

猪碑铁蛋白 玲 的分子结构有一个由

但是
,

如果用图 所示的厌氧型电解池作

为 释放铁的反应器
,

只需在控制铂电极电

位为 一 仪刃由 的厌氧条件下 铂电极作为电子

供体
,

就能使 直接释放铁
,

无需额外加

人化学还原剂或生物染料中间体
。

玲 释放铁的全过程的线性回归曲线方程

为 二 如 倪
,

线性相关系数为
二 。

可见
,

邓 释放的铁量与时间成线

性关系
,

释放铁的动力学过程遵循零级反应规

律
,

其电子传递过程仅仅发生在蛋白壳上的电

子隧道与电极之间
,

而不是通过蛋白壳的物质

交换隧道
。

释放铁的速率与电子隧道接收电子

快慢有关
,

与蛋 白壳 自身调节能力无关
。

厌氧型光谱电化学电解池

图 是 自制光谱电化学电解池
。

它的电解

池也有面积足够大的工作电极
,

可在不同控制

电位下厌氧测定蛋白质的光谱特性
。

控制电位

处理蛋白质和光谱测定需分别进行
。

电解池垂

直旋转 度
,

把电解池 中的 比色杯插人分光

光度计比色槽中
,

即可进行光谱测定
。

但两者

在同一个 电解池 中完成
,

不易漏氧及丢 失样

品
,

操作步骤简单快速
。

此外
,

电解池加工工

艺较简单
,

成本低廉
,

是较理想的生物光谱电

化学电解池
。
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图 厌氧型生物光谱电化学电解池

电解池 比色杯 铂阴板 工作电极

饱和甘汞电极 铂丝辅助电极 阳极 样品池

水浴恒温系统输出 口 磁力搅拌器

水浴恒温系统输人 口 惰性气体循环系统
,

磁力搅拌棒

图 是用图 光谱电化学电解池测定获得

的 氧化还原的光谱变化过程
。

图 曲线 是 的吸收光谱
。

从图

可以看出
,

氧化态 能直接从铂电

极 一 以刃咖 上得到电子并还原 自身 的铁核
,

最终转化成还原态 奋
,

引起铁蛋 白

在可见 光谱区整体吸收强度递增 图 曲线
。

然而
,

在严格的庆氧条件和 日汉 刃 氧化

电位 控制电压的处理下
,

公铁核中的 时
‘

逐渐被氧化成 扮
十

图 曲线
,

因而在可见

区整体吸收光谱强度随之递减
。

这说明
,

不仅可 以从物理 电极上接

收电子
,

而且可 以把自身的电子传递给氧化电

极
,

同时也说明图 所示 电解池较适合于研究

蛋白质及酶的光谱电化学特性
。

,

好氧型微生物电化学反应池

好氧型微生物菌体在培养过程中需要在一

定的氧分压环境下才能繁殖
。

加人反应池中的

氧气应事先通过过滤系统除去其中的杂菌
,

避

免对培养菌体的污染
。

图 所示是一种能过滤

去除空气中杂菌的电诱导微生物菌体生物电化

学反应池
。

它是在图 所示电解池的基础上补

加了一个过滤装置
,

因此与图 所示电解池有

着很相同的特点
。

、“﹃
·

、、、吊

介飞︸众

侧夕昨彭

图‘ 好氧型微生物菌体电化学反应池

一叭 电化学反应池 除菌通气过滤装置
,

铂电极 阴极

饱和甘汞电极 铂丝辅助电极

波长 。。

图 的电化学光谱特性

留光谱 光谱 一 以力 电位处理

光谱 沉腼 电位处理

此外
,

微生物培养繁殖需要在恒温环境及

恒速震荡中进行
,

因而该反应池的设计不必再

考虑恒温系统及磁力搅拌系统
,

但要考虑在线

连接电极系统
,

因为菌体培养过程是在控制还

原或氧化电位条件下进行的
。
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支是棕色 固氮 菌 固氮酶合成 的强抑制

剂
,

固氮微生物能利用 左作为生长所需 的

氮源
,

不合成固氮酶
,

无固氮活性 ‘ 〕
。

然而
,

实验结果却发现
,

用 图 所示 电化学反应池
,

外加 慢 速 扫 描 电 位 一 一 ,

而 电培养棕色固氮菌时
,

能使该菌停

止对 左的摄取
,

并起动被 左所抑制的 固

氮基因
,

使其进行正常转录及表达
,

使菌体能

在较高 田 环境下合成 固氮酶
,

表达 出较高

的固氮活性 氏 可而
。

从上述结果可看 出
,

图 所示 电化学反应

池适合于电调控培养好氧型微生物表达新生理

功能
,

是一个比较理想的微生物电培养反应池
。
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副教授
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主要从事生物电化学及蛋白质结构与功能的研究
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第四届全国粘度学术交流会征文通知

中国仪器仪表学会分析仪器学会拟于 叫 〕年秋召开第四届全国粘度学术交流会 具体时间
、

地点待定
,

交

流近年来粘度测量技术研究
、

开发及应用方面的经验
,

研讨国内外粘度测量仪器的最新发展动向与水平
。

热忱

欢迎大家踊跃撰稿
,

参加交流
。

每篇论文控制在 字以内
,

论文前应有 字以内的摘要
。

来稿请注 明作者

姓名
、

年龄
、

职务 职称
、

联系电话
、

工作单位
、

详细通讯地址及邮政编码
。 望珍年 月 日议前将论文题目

及摘要寄粘度专业委员会秘书组
。

全文请于 哭珍 年 月 日前寄出
。

来稿请寄 成都市人民中路三段三号 成

都仪器厂粘委会秘书组 姚思齐收 邮编
,

电话 仅犯 研


