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金电极表面植物原生质体的固定化
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近年来, 基于聚电解质同携带相反电荷的基团之间的静电吸引作用组装超薄复合膜的研究受到广

泛的关注
[ 1～7]

. 但是, 利用聚电解质来固定生物活细胞的研究尚不多见. Wen 等
[ 8]
曾在水溶液中利用

聚电解质复合物构成的微囊来固定人体肿瘤活细胞. 本文将该技术应用于生物活细胞在电极表面的固

定化. 利用吸附在金电极上的荷正电的聚二烯丙基二甲基氯化铵 [ Poly ( dially ldimethy lammonium

chlor ide ) , PDADMAC]将携带负电荷的大麦细胞固定在金电极表面, 运用扫描隧道显微镜( ST M )、

石英晶体微天平( QCM )及共焦激光扫描荧光显微镜对该过程进行了研究.

1　实验部分

PDADMAC(分子量为 200 000～350 000)购自 Aldrich 公司, 细胞原生质体( P rotoplast )取自大麦

嫩叶, 其余试剂均为分析纯. 实验用水为二次蒸馏水或电导率大于 18 M 8 / cm 的超纯水.
QCM 实验在 CHI400 型 EQCM 系统上进行, 采用直径为 5 mm 的金电极. STM 实验在

Nanoscope Ⅲa系统上进行, 使用自制的W 针尖, 电极为自制的金单晶球. 大麦细胞的荧光照片在 Le-

ica T CS NT 型共焦激光扫描荧光显微镜上获得, 采用射频溅射法镀在云母基体上的金薄膜电极. 大麦

细胞原生质体的提取方法同前文[ 9～11]所述. 将处理好的金电极放入 pH 为 6. 8的质量体积分数为 1%

PDADMAC水溶液中浸泡一段时间, 即得 PDADMAC/ Au 膜电极, 取出, 用相同pH 值的大量纯水淋

洗, 并用高纯氮气吹干. 然后将 PDADMAC/ Au膜电极放入准备好的大麦细胞原生质体的甘露醇水溶

液中浸泡一段时间, 即可得到 Pr otoplast / PDADMAC/ Au复合膜电极.

2　结果与讨论

当有微量物质吸附到电极表面后, 将引起石英晶体振动频率的变化, 该频率的变化和电极表面质

量的变化之间遵从 Sauerbrey 方程
[ 12]
:

$F = - 2F
2
0$m / A (LQQQ ) 1/ 2 ( 1)

式中, $F 为石英晶体频率的变化, F 0为石英晶体的基频( F0= 8. 0×106 Hz) , A 为镀在石英晶体表面

的金电极的面积( A = 1. 96×10
- 5
m

2) , QQ为石英晶体的密度( 2. 648×106 g/ m 3) , LQ为石英晶体的剪

切模量[ 2. 947×10
13
g/ ( m·s

2
) ] , $m 为电极表面上的质量变化. 在液相中, 除了电极表面质量的变化

引起的频率变化外, 还需考虑到溶液粘度( GL)和密度(QL)对频率变化的贡献[ 13] :

$F L = - F
3/ 2
0 ( GLQL) 1/ 2 / (PLQQQ ) 1/ 2 ( 2)

因此, 在液相中, QCM 实验测定的频率变化值 $Fsol= $F+ $FL . 根据方程( 2) , 可导出:

$FP = $F H[ ( GP/ GH) (QP/QH) ] 1/ 2 ( 3)

式中下标P 和 H分别指 PDADMAC 溶液相和纯水相.

由加入纯水后 QCM 的频率响应随时间变化的曲线[图 1( A ) ]可知, 纯水对Q CM 频率变化的贡献
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Fig. 1　Frequency-time profiles for gold QCM electrodes in distilled water(A) and PDADMAC aqueous solution(B)

T he arrow indicate the t ime at w hich th e solu tions were injected into EQCM cell .

Fig. 2　STM image of a PDADMAC f ilm

adsorbed on Au( 111) surface with

constant-current mode

约为 $FH = - 600 Hz. 由乌氏粘度计测得本文所用

PDADMAC 溶液相对于纯水的相对粘度 Gr = GP/ GH= 5.

871, 在相同实验条件下测得 QP/QH= 0. 997 3. 将以上数据
代入式( 3) , 得 PDADMAC 的密度和粘度对频率变化的贡

献$FP= - 1 452 Hz. 图 1( B)表明, 实验中加入 PDAD-

MAC溶液约 9 min后 QCM 的频率变化趋于稳定, $Fsol=

- 1 494 Hz. 由此得 $F = $Fsol - $FP= - 42 Hz, 可见

PDADMAC 在金电极表面发生了吸附, 这是因为二者之

间存在强烈的范德华力[ 3] . 假定 PDADMAC 在金电极表面

是均匀吸附的, 设吸附层的厚度为dad , 密度为Qad , 则根据
方程( 1) , 可导出:

dad = - $F (LQQQ ) 1/ 2/ ( 2F2
0Qad ) ( 4)

Fig. 3　QCM frequency-time prof iles for the PDADMAC preadsorbed gold QCM electrode immersed into 0. 5 mol/L

mannitol solution(A) and 0. 5 mol/L mannitol solution containing barley protoplast(B)

T he arrow s indicate the t ime at wh ich the s olut ions w ere in jected into EQCM cel l.

Fig. 4　Fluorescent microphotograph of a bar-

ley protoplast adsorbed on a PDAD-

MAC modif ied Au electrode at 665 nm

　　一般地, 聚电解质吸附层的密度为 1. 2×106 g / m
3[ 6] , 将数据代入式( 4) , 得 d ad= 2. 4 nm , 该值与

Fendler 等
[ 3]
用表面共振光谱测得的数据非常接近. 自制金

单晶球在PDADMAC 溶液中浸泡 15 min 后的 Au( 111)面的

STM 图像(图 2)表明, PDADMAC 的点均匀分布在 Au

( 111)面上, 而且这些点的排列呈高度取向, 点的直径为 4～

6 nm. 这与 Fendler 等
[ 3]
获得的无序的 PDADMAC 薄膜明

显不同. 这种有序的荷电基体可用来固定生物细胞, 还有望

用来组装有序纳米结构(多层)复合薄膜.

图 3 为预吸附 PDADMAC 的金晶振电极分别与 0. 5

mol / L 甘露醇水溶液和分散有大麦细胞的甘露醇水溶液接触

时 QCM 的频率响应随时间变化的曲线. 从图 3( A)可知, 加

1393No. 7 张红平等: 金电极表面植物原生质体的固定化 　　　



入 0. 5 mol/ L 的甘露醇水溶液引起的 QCM 频率变化仅为 $F= - 632 Hz. 而图 3( B)显示当加入含大

麦原生质体的甘露醇水溶液后, QCM 的频率迅速发生变化, 并在约 4 m in后其 $F 趋于稳定值- 1
946 Hz, 说明大麦原生质体在 PDADMAC/ Au 电极表面有吸附. 文献[ 5]曾报道可通过将吸附有蛋白

质的金晶振电极用高纯氮气吹干, 然后测量 QCM 在空气相中的频率变化的方法来计算生物样品的吸

附量. 但此法不适用于活体细胞的吸附研究, 因为吹干后植物细胞将失去活性或破裂. 将 PDAD-

MAC/ Au薄膜在含大麦细胞的甘露醇水溶液中浸泡 15 min, 取出用纯水淋洗后, 立即在共聚焦扫描

荧光显微镜下进行观察, 其实验条件[ 14] : 激发光波长为 480～568 nm, 拍摄荧光显微照片时的波长为

665 nm (大麦细胞中叶绿体所含叶绿素的红色荧光的波长) . 从拍摄到的 Protoplast / PDADMAC/ Au

电极上一个大麦细胞原生质体的荧光显微照片(图 4)可看到原生质体直径约为 40 Lm 内有不少能发出
桃红色荧光的叶绿体.

　　感谢厦门大学固体表面物理化学国家重点实验室毛秉伟教授在ST M 实验中所给予的大力帮助.
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Abstract　Barley pro toplast w as immobilized on po ly( dially-dimethylammonium) ( PDADMAC) mod-

ified gold electr ode via the elect rostat ic at t ract ion between the posit ively charg ed amine groups of

PDADMAC and the negat ively char ged barley protoplast . ST M image reveals that PDADMAC/ Au

( 111) sur face displays a nano-o rganized dot ( 4—6 nm ) array st ructure. T he pro cesses o f the PDAD-

MAC adsor pt ion and of the barley pro toplast immobilizat ion were monitored fr om the in situ Q CM

fr equency change. T he ef fects of the adsorbed mass and of the density and v isco sity o f medium on the

fr equency change of QCM were discussed, respect iv ely . T he QCM result show s that the thickness of

the adso rbed PDADMAC layer is 2. 4 nm .

Keywords　Polyelect ro lyte; Bar ley protoplast ; Immobilizat ion ( Ed. : F , X)
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