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　 ２０１１年１１月１３日收稿．
　 国家自然科学基金（２０８７７０７２）；浙江省科技创新项目（２０１０Ｒ４１２０４２）资助．
　 通讯联系人，Ｅｍａｉｌ：ｇｕｏｍｉｎｇ＠ ｚａｆｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

槲皮素修饰玻碳电极（Ｑｕ ／ ＧＣＥ）的制备及
铜离子牛血清白蛋白结合反应机制研究

郭　 明　 何　 玲　 孙一新　 关　 颖　 李铭慧
（浙江农林大学化学系，临安，３１１３００）

摘　 要　 通过滴涂法制备槲皮素修饰玻碳电极（Ｑｕ ／ ＧＣＥ，Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ／ Ｇｌａｓｓｙ Ｃａｒｂｏｎ Ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ），并对修饰电极
进行电化学性能表征；利用槲皮素修饰电极研究了Ｃｕ２ ＋离子与牛血清白蛋白（ＢＳＡ，Ｂｏｖｉｎｅ Ｓｅｒｕｍ Ａｌｂｕｍｉｎ）
的结合反应机制． 循环伏安法测试结果显示该修饰电极具有准可逆氧化还原反应；将槲皮素修饰电极应用于
测试重金属离子血清白蛋白的结合反应机制，在ｐＨ ５． ０ ＨＡｃＮａＡｃ缓冲溶液体系中，使用槲皮素修饰电极
测定Ｃｕ２ ＋ ＢＳＡ相互作用，显示出良好的线性响应关系． 根据文献报道结合实验数据，本文建议了结合参数
计算理论方程，并利用建议的理论方程计算了Ｃｕ２ ＋ ＢＳＡ的结合常数及结合位点数，相关研究结果可为槲皮
素修饰电极研究非共价相互作用提供有益参考．
关键词　 修饰电极，槲皮素，Ｃｕ２ ＋，牛血清白蛋白，结合反应机制．

金属离子在维持生物体正常生理功能中起着不可替代的作用，相当部分金属离子为生物体必需微
量元素［１］． 但金属离子浓度过高会对蛋白质等生物分子的代谢活动产生负面影响，尤其是重金属离子，
如体内铜离子浓度过高时会产生毒性，引起胃肠紊乱，导致溶血和贫血［２３］． 一般情况下，金属离子需通
过运输到达靶位而发挥作用，而血清白蛋白作为血浆中含量最丰富的蛋白质，能够与许多金属离子结合，
是运输内源性及外源性物质的重要载体［４］． 重金属离子与血清白蛋白相互作用的研究对于理解重金属离
子在生物体内的运输和分布，阐释重金属离子生理功效机理与动力学机制具有重要意义［５６］．

目前生物活性小分子／离子与蛋白质分子的相互作用机制研究是国内外的热点研究领域，荧光光
谱［７８］、紫外光谱［９１０］、红外光谱［１１１２］、圆二色谱［１３］等诸多分析手段的应用促进了该研究领域的不断深
入． 相对于这些经典方法而言，电化学分析法有着简单、快捷、高灵敏度、高选择性和应用领域广泛等特
点，其是蛋白质生物电化学的重要研究方法之一［１４１７］，但是涉及相互作用研究的报道不多，尤其是修
饰电极研究相互作用机制的文献有限． 考虑到传统电极很难对蛋白质大分子（如血清白蛋白）表现出电
化学活性［１８］，而重金属离子与血清白蛋白的相互作用主要表现形式之一为非共价相互作用，结合作用
相对较弱，不能形成针对性强的电极反应体系，所以其应用一直受到限制． 通过电极修饰可以将蛋白
质等大分子与活性小分子／离子的非共价相互作用的电极反应放大，进而可以针对反应体系的电化学
行为特征变化来研究相互作用，此是一种行之有效的新方法，也是具有新意的研究工作． 作为天然多
羟基黄酮类化合物，槲皮素（Ｑｕ，Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ）具有一定的生理和药理活性［１９］，其分子结构中的５个酚羟
基都有一定的电化学活性，其氧化还原反应路线清晰，标准品易得，将槲皮素修饰电极用于研究Ｃｕ２ ＋
与ＢＳＡ结合反应机制，目前尚未见文献报道．

本文通过滴涂法制备槲皮素修饰玻碳电极，利用循环伏安法考察修饰电极的电化学性能，采用差
分脉冲伏安法（ＤＰＶ，Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ Ｐｕｌｓｅ Ｖｏｌｔａｍｍｅｔｒｙ）研究Ｃｕ２ ＋与ＢＳＡ相互作用的电化学行为，探讨了
Ｃｕ２ ＋与ＢＳＡ结合反应的机理．

１　 实验部分
１． １　 试剂与仪器
　 　 牛血清白蛋白（纯度≥９８％）购自上海华美生物工程公司，槲皮素（纯度≥９８％）和卡拉胶（纯度≥
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９８％）均购自上海萨恩化学技术有限公司，其它试剂均为分析纯试剂，实验用水为二次蒸馏水． 配制
０． ２ ｍｏｌ·Ｌ －１、ｐＨ ５． ０的ＨＡｃＮａＡｃ缓冲溶液，用此缓冲液配制１ × １０ －４ ｍｏｌ·Ｌ －１ ＢＳＡ储备液，二次水配
制１． ０ × １０ －２ ｍｏｌ·Ｌ －１ ＣｕＳＯ４溶液． 槲皮素配制成０． ０１ ｍｏｌ·Ｌ －１的乙醇溶液，卡拉胶配制成０． ４％的水
凝胶，分别取等量的卡拉胶水凝胶和槲皮素溶液混合，配成槲皮素卡拉胶混合溶液备用．

ＣＨＩ６６０Ｃ电化学工作站（上海辰华仪器有限公司，中国）；三电极系统：玻碳电极（ＧＣＥ，Ｇｌａｓｓｙ
Ｃａｒｂｏｎ Ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ， ３ ｍｍ）作为工作电极，饱和甘汞电极（ＳＣＥ，Ｓａｔｕｒａｔｅｄ Ｃａｌｏｍｅｌ Ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ）作为参比电
极，铂电极作为对电极；ＳＫ３２１０ＨＰ超声波清洗器（上海科导超声仪器有限公司，中国）．
１． ２　 实验方法
１． ２． １　 修饰电极的制备及性能测试

玻碳电极分别用０． ３ μｍ和０． ０５ μｍ的Ａ１２Ｏ３抛光粉抛光，在超声清洗仪中依次用二次水、无水乙
醇、二次水超声清洗（５ ｍｉｎ ／次），室温晾干后，电极表面按文献［２０］滴涂槲皮素卡拉胶溶液形成膜，
制成槲皮素修饰电极．

制备的槲皮素修饰电极采用循环伏安法进行电化学性能测试，以槲皮素修饰玻碳电极为工作电
极，饱和甘汞电极为参比电极，铂丝为辅助电极，ｐＨ ５． ０ ＨＡｃＮａＡｃ缓冲溶液中，在０． ６—０． ０ Ｖ电位
范围内进行循环伏安扫描获取伏安图．
１． ２． ２　 Ｃｕ２ ＋与ＢＳＡ相互作用的电化学行为特征测试

向已编号的电解池中分别加入０． ０、１０． ０、２０． ０、３０． ０、４０． ０、５０． ０、６０． ０ μＬ １． ０ × １０ －２ ｍｏｌ·Ｌ －１
ＣｕＳＯ４溶液，然后依次加入９． ０ ｍＬ ０． ２ ｍｏｌ·Ｌ －１ ＨＡｃＮａＡｃ缓冲液（ｐＨ ５． ０）和１． ０ ｍＬ浓度为１ ０ ×
１０ －４ｍｏｌ·Ｌ －１ ＢＳＡ储备液，混合均匀，溶液总体积为１０ ｍＬ．

差分脉冲伏安法测定上述混合溶液，以槲皮素修饰玻碳电极为工作电极，饱和甘汞电极为参比电
极，铂丝为辅助电极，记录从０． ６ Ｖ到－ ０． ４ Ｖ的伏安图． 根据文献并结合具体的实验数据，理论推导
槲皮素修饰电极测定重金属离子血清白蛋白结合的参数方程，进而由建议的理论方程求取结合常数β
和结合位点数ｎ．

２　 结果与讨论
２． １　 槲皮素修饰电极的电化学性能及其反应机理

在影响因素实验中，缓冲溶液ｐＨ值对溶液体系的峰值存在一定影响，故配制系列ｐＨ ３． ５—６． ５
的ＨＡｃＮａＡｃ缓冲液，分别用循环伏安法测定槲皮素的氧化峰电流，其峰电流与ｐＨ的关系见图１． 由
图１可见，在缓冲溶液的ｐＨ值为５． ０时，峰形最好，且峰电流绝对值最大． 当缓冲溶液ｐＨ ＜ ５． ０，氧
化还原峰形较宽，当ｐＨ过大时，氧化还原峰形不明显． 故后续实验所用缓冲溶液选用ｐＨ ５． ０的ＨＡｃ
ＮａＡｃ溶液．

图１　 槲皮素的峰电流与ｐＨ的关系
Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ′ｓ ｐｅａｋ ｃｕｒｒｅｎｔ ａｎｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｐＨ
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图２为槲皮素修饰电极在ｐＨ ５． ０ ＨＡｃＮａＡｃ缓冲液中的循环伏安图． 从图２可见，在０． ６—０． ０ Ｖ
范围内出现一对氧化还原峰，峰电位为Ｅｐａ ＝ ０． ３３４ Ｖ，Ｅｐｃ ＝ ０． ２４７ Ｖ． 其峰电位差ΔＥｐ ＝ ８７． ０ ｍＶ，峰
电流之比Ｉｐｃ ／ Ｉｐａ ＝ ０． ８５． 文献报道［２１］槲皮素的氧化还原反应为２电子反应，则ΔＥｐ ＞（５９ ／ ｎ）ｍＶ，
Ｉｐｃ ／ Ｉｐａ≈１，表明槲皮素修饰电极在选定缓冲溶液体系中的氧化还原反应为准可逆反应过程． 槲皮素为
黄酮类化合物，化学名为３，３′，４′，５，７五羟基黄酮，它的基本结构是两个芳香环（Ａ和Ｂ），由含氧六
元环（Ｃ）连接而成． 槲皮素分子中的五个羟基在一定条件下可被氧化，但５个羟基的空间位置不同，其
氧化还原反应活性和电化学可逆性差异较大，其中Ｂ环上两个邻位羟基的电活性最大，是槲皮素起抗
氧化作用的主要官能基团，而Ｃ环上羟基的氧化还原反应表现为不可逆［２１］．由此，在本实验条件下，
图２中氧化还原峰为槲皮素Ｂ环上３′、４′位置羟基发生氧化还原反应得到． 电化学机理由图３所示． 槲
皮素Ｂ环上３′、４′位置羟基脱氢，失去的２电子通过共轭双键转移到Ａ环上５羟基位置上，通过Ａ环上
５羟基与玻碳电极表面的含氧基团相互作用，成功将电子转移至电极表面，得到图２中的氧化还原峰．

图２　 槲皮素修饰电极在ＨＡｃＮａＡｃ缓冲溶液
中的循环伏安图

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｙｃｌｉｃ ｖｏｌｔａｍｍｏｇｒａｍ ｏｆ Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎｍｏｄｉｆｉｅｄ
ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ ｉｎ ｔｈｅ ＨＡｃＮａＡｃ ｂｕｆｆｅｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

图３　 槲皮素的氧化还原
反应机理

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｒｅｄｏｘ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ

２． ２　 Ｃｕ２ ＋ ＢＳＡ相互作用体系中单一组分的电化学性能测定
为了考察Ｃｕ２ ＋ ＢＳＡ的相互作用机制，需要测定Ｃｕ２ ＋ ＢＳＡ相互作用体系中单一组分在电极上的电

化学性能． 利用槲皮素修饰电极和裸电极测定了Ｃｕ２ ＋和ＢＳＡ的差分脉冲伏安（ＤＰＶ）行为，见图４． 从
图４中可见，１． ０ × １０５ ｍｏｌ·Ｌ －１Ｃｕ２ ＋在裸电极上（曲线ｃ）的峰电位为－ ０． ０９６ Ｖ，峰形不明显，峰电流
较小，但１． ０ × １０５ ｍｏｌ·Ｌ －１Ｃｕ２ ＋在槲皮素修饰电极上（曲线ａ）的峰电位为－ ０． ０４ Ｖ，峰形良好，峰电流
也明显增大，通过实验结果比较发现还原峰电流比裸电极增大了约１０倍． 表明槲皮素修饰电极对
Ｃｕ２ ＋有较好的电化学响应，同时该电极具有较强的抗干扰能力［２２］．

图４　 Ｃｕ２ ＋与ＢＳＡ在槲皮素修饰电极（ａ，ｂ，ｄ）和裸电极（ｃ）上的差分脉冲伏安图
Ｆｉｇ． ４　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｕｌｓｅ ｖｏｌｔａｍｍｅｔｒｉｃ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｏｆ Ｃｕ２ ＋ ｉｏｎ ａｎｄ ＢＳＡ ｏｎ ｔｈｅ

Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎｍｏｄｉｆｉｅｄ ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ（ａ，ｂ，ｄ）ａｎｄ ｂａｒｅ ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ（ｃ）

当Ｃｕ２ ＋浓度为１． ０ × １０７ ｍｏｌ·Ｌ －１，大量的ＮＯ －３ 、ＰＯ３ －４ 、ＳＯ２ －４ ，２０００倍的Ｎａ ＋、Ｃａ２ ＋、Ｍｇ２ ＋、Ｋ ＋、
Ａｌ３ ＋、Ｃｌ －，５００倍的Ｍｎ２ ＋、Ｃｏ３ ＋，５０倍的Ｓｎ４ ＋、Ｆｅ３ ＋等均不干扰测定．
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槲皮素分子中的Ｂ环３′，４′二羟基的活性最大，可以与Ｃｕ２ ＋发生配位反应使Ｃｕ２ ＋在电极上富集，
这引起了Ｃｕ２ ＋的电化学信号在槲皮素修饰电极上得到较大提高． 在较低电位下Ｂ环上两个邻位羟基
脱除两个氢，氧化成为槲皮素邻醌，同时在０． ０ Ｖ左右Ｃｕ２ ＋可被还原而得到一个还原峰． 故Ｃｕ２ ＋存在
条件下槲皮素修饰电极的可能电化学反应机理如图５所示．

图５　 槲皮素Ｃｕ２ ＋的电化学反应机理
Ｆｉｇ． ５　 Ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＱｕｅｒｃｅｔｉｎＣｕ２ ＋

槲皮素修饰电极测定ＢＳＡ在缓冲溶液中的电化学行为，结果见图４（ｄ）． 从图４中曲线ｄ可见，
１ ０ × １０５ ｍｏｌ·Ｌ －１ ＢＳＡ在缓冲溶液中没有出现任何峰． 进而利用槲皮素修饰电极测定含有１． ０ ×
１０５ ｍｏｌ·Ｌ －１ Ｃｕ２ ＋与１． ０ × １０５ ｍｏｌ·Ｌ －１ＢＳＡ的混合溶液体系的电化学行为，以分析Ｃｕ２ ＋ ＢＳＡ结合反应
机理，结果见图４（ｂ）． 从图４中曲线ｂ可见，在电位为－ ０． ０２４ Ｖ处存在一个还原峰，与图４曲线ａ比
较，其还原峰电流明显降低，且峰电位略有正移，同时没有产生新的还原峰． 以上电化学现象表明，在
０． ０ Ｖ左右出现的峰为Ｃｕ２ ＋在电极上产生的还原峰，且Ｃｕ２ ＋与ＢＳＡ之间发生了相互作用，使得Ｃｕ２ ＋
的电化学行为发生了变化． 由峰电流值降低推断两者生成了一种不能在修饰电极上被还原的化合物，
由于自由Ｃｕ２ ＋浓度的降低，导致Ｃｕ２ ＋的峰电流也随之降低．

为了进一步说明Ｃｕ２ ＋与ＢＳＡ发生的相互作用，在ｐＨ ５． ０ ＨＡｃＮａＡｃ缓冲液中，固定Ｃｕ２ ＋浓度为
５． ０ × １０５ ｍｏｌ·Ｌ －１，对于存在和不存在ＢＳＡ组分两种条件下，采用循环伏安法考察不同溶液体系的扫
描速率对峰电流的影响，结果见图６． 由图６可见，在０． ０２—０． ２ Ｖ·ｓ － １扫描范围内相应的还原峰电流
与扫速平方根呈线性关系，线性方程分别为：

Ｉｐｃ ＝ ２． ０８７６ｖ
１ ／ ２ － ０． ２３３３ ，ｒ ＝ ０． ９８３８ （Ｉｐ：μＡ，ｖ：Ｖ·ｓ － １，图６ａ）

Ｉｐｃ ＝ １． ６７４４ｖ
１ ／ ２ － ０． １８８５，ｒ ＝ ０． ９８６３ （Ｉｐ：μＡ，ｖ：Ｖ·ｓ － １，图６ｂ）

由结果可见，还原峰电流Ｉｐｃ与扫速平方根ｖ１ ／ ２成一定的线性关系，同时由实验数据得知峰电位不
随扫速而变化，说明无论ＢＳＡ是否存在，Ｃｕ２ ＋在槲皮素修饰电极上均受扩散控制［２３］． 比较图６中的线
性ａ与ｂ，在不同的扫描速率条件下，ＢＳＡ存在时的峰电流低于ＢＳＡ不存在时的峰电流值，由此得知
Ｃｕ２ ＋与ＢＳＡ存在相互作用．

图６　 当溶液中不存在和存在ＢＳＡ时Ｃｕ２ ＋峰电流与扫速ｖ的线性关系
Ｆｉｇ． ６　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｅａｋ ｃｕｒｒｅｎｔ ｏｆ Ｃｕ２ ＋ ｉｏｎｓ ａｎｄ ｓｃａｎ ｒａｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｓｅｎｃｅ（ａ）ａｎｄ ｐｒｅｓｅｎｃｅ（ｂ）ｏｆ ＢＳＡ

２． ３　 Ｃｕ２ ＋ ＢＳＡ相互作用体系的结合常数和结合位点数测定
生物大分子活性小分子相互作用研究中，结合参数的求取具有重要意义，根据文献中提出的公

式［２４２５］，结合本工作的具体实验数据，合理建立Ｃｕ２ ＋与ＢＳＡ相互作用的结合模型，进而理论推求结合
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常数β和结合位点数ｎ．
设定ＢＳＡ与Ｃｕ２ ＋生成复合物ＢＳＡｎＣｕ，

ＢＳＡ ＋ ｎＣｕＢＡＳｎＣｕ （１）
则结合常数β可表示为：

β ＝ ［ＢＳＡｎＣｕ］／ ［Ｃｕ］ｎ［ＢＳＡ］ （２）
其中，［ＢＳＡ］、［ＢＳＡｎＣｕ］、［Ｃｕ］分别代表溶液中未结合Ｃｕ的ＢＳＡ浓度、结合Ｃｕ的ＢＳＡ浓度、自由
Ｃｕ２ ＋浓度． 又根据物料平衡，得到溶液中ＢＳＡ的总浓度ＣＢＳＡ：

ｃＢＳＡ ＝ ［ＢＳＡ］＋ ［ＢＳＡｎＣｕ］ （３）
同样可得到溶液中Ｃｕ２ ＋的总浓度［Ｃｕ］０：

［Ｃｕ］０ ＝ ［Ｃｕ］＋ ｎ［ＢＳＡｎＣｕ］ （４）
在实验条件下，峰电流Ｉ与电极反应体系中的Ｃｕ２ ＋浓度呈正比，其可表示为：

Ｉ ＝ Ｋ［Ｃｕ］ （５）
其中，Ｋ为比例常数，当温度及反应条件确定时，其为定值． Ｉ［Ｃｕ］０ 和Ｉ［Ｃｕ］分别表示不加入和加入ＢＳＡ
时Ｃｕ２ ＋峰电流值，其差值可表示为：

ΔＩ ＝ Ｉ［Ｃｕ］０ － Ｉ［Ｃｕ］ （６）
将公式（４）和（５）带入公式（６）中：

ΔＩ ＝ Ｋ（［Ｃｕ］０ － ［Ｃｕ］）＝ Ｋｎ［ＢＳＡｎＣｕ］ （７）
即ΔＩ与［ＢＳＡｎＣｕ］呈正比． 当［ＢＳＡｎＣｕ］达到最大值，即形成复合物的浓度达到极值时，ΔＩ达到峰
值，即ΔＩｍａｘ ． 当复合物浓度达到极值时，［ＢＳＡｎＣｕ］ｍａｘ应等于ＣＢＳＡ．

ΔＩｍａｘ ＝ Ｋｎ［ＢＳＡｎＣｕ］ｍａｘ ＝ ＫｎｃＢＳＡ （８）
公式（８）和（７）相减，得到：

ΔＩｍａｘ － ΔＩ ＝ Ｋｎ（ＣＢＳＡ － ［ＢＳＡｎＣｕ］）＝ Ｋｎ［ＢＳＡ］ （９）
公式（７）和（９）带入公式（２）中，得到：

ｌｇ ΔＩ ／（ΔＩｍａｘ － ΔＩ[ ]） ＝ ｌｇβ ＋ ｎｌｇ［Ｃｕ］ （１０）
由方程式（１０）即可计算蛋白质大分子与重金属离子相互作用的结合常数及结合位点数． 为验证理

论方程的正确性，进行Ｃｕ２ ＋与ＢＳＡ相互作用影响峰电流的实验，结果见图７． 由图７可见，ａ为溶液中
不存在ＢＳＡ时峰电流Ｉａ与Ｃｕ２ ＋浓度的关系，ｂ为溶液中存在ＢＳＡ，且ＢＳＡ浓度为定值时的峰电流Ｉｂ与
Ｃｕ２ ＋浓度的关系，ｃ为ａ、ｂ两种情况下峰电流差ΔＩ与Ｃｕ２ ＋浓度的关系． 依据图７中的实验数据，以
ｌｇ［ΔＩ ／（ΔＩｍａｘ － ΔＩ）］对ｌｇ［Ｃｕ］作图，见图８． 由图８可说明ｌｇ［ΔＩ ／（ΔＩｍａｘ － ΔＩ）］对ｌｇ［Ｃｕ］确实存在方
程式（１０）的关系，实验结果验证了建议的理论方程． 同时根据该线性方程求得结合常数β ＝ １ ９３ ×
１０５ Ｌ·ｍｏｌ －１和结合位点数ｎ ＝ １． １０． 由β及ｎ值可见，Ｃｕ２ ＋ ＢＳＡ的结合反应较强，将该结果与其它传
统仪器分析方法的结果进行比较［２６］，得到β与ｎ基本相符的结果．

图７　 Ｃｕ２ ＋ ＢＳＡ体系中Ｉ与［Ｃｕ］（ａ，ｂ），
ΔＩ与［Ｃｕ］（ｃ）的关系图

Ｆｉｇ． ７　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｉ ａｎｄ ［Ｃｕ］（ａ，ｂ），
ａｎｄ ΔＩ ａｎｄ ［Ｃｕ］（ｃ）ｉｎ Ｃｕ２ ＋ ＢＳＡ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ

图８　 Ｃｕ２ ＋ ＢＳＡ体系中ｌｇ［ΔＩ ／（ΔＩｍａｘ － ΔＩ）］与
ｌｇ［Ｃｕ］的相关性

Ｆｉｇ． ８　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｌｇ［ΔＩ ／（ΔＩｍａｘ － ΔＩ）］ａｎｄ
ｌｇ［Ｃｕ］ｉｎ Ｃｕ２ ＋ ＢＳＡ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ
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　 　 由此证明槲皮素修饰电极可用于研究Ｃｕ２ ＋离子与牛血清白蛋白相互作用，同时，β与ｎ的结果相
符也成功验证了建议的理论方程可行．
２． ４　 Ｃｕ２ ＋ ＢＳＡ结合反应机理的探讨

在槲皮素分子中，有３个六元环，Ｂ环上３′和４′位置羟基氧原子的超离域度最大，最易与金属离
子配位，其次较易与金属离子发生配位作用的为Ｃ环的３和４位羟基，Ａ环配位活性最低． 因此，本实
验条件下，修饰在电极表面的槲皮素，其分子上的Ｂ环可以和Ｃｕ２ ＋进行配位，将Ｃｕ２ ＋富集于电极表
面． 当ＢＳＡ与Ｃｕ２ ＋非共价作用时，相当于将发生的非共价相互作用固定在电极表面，这在一定程度上
放大了非共价相互作用的电极反应，把非共价作用通过反应体系的电化学行为特征变化直接显现
出来．

研究结果表明，ＢＳＡ的加入使得Ｃｕ２ ＋的峰电流降低，证明Ｃｕ２ ＋和ＢＳＡ存在一定的相互作用． 其
可能的电化学反应机理推断如下：修饰电极插入溶液体系时，修饰电极上的槲皮素分子与ＢＳＡ相互作
用，王玲等［２７］指出槲皮素分子的部分结构片段会插入ＢＳＡ分子内部，造成其活性基团被包埋于ＢＳＡ
的疏水腔内，因此ＢＳＡ通过疏水作用固定于槲皮素修饰电极上． 小分子与蛋白质的相互作用力主要有
范德华力、氢键、疏水作用力、静电引力等． 据文献报道［２８］，ＢＳＡ的等电点ｐＩ ＝ ４． ７，在本实验条件下，
ｐＨ ５． ０大于ＢＳＡ的等电点，当ＢＳＡ所在溶液的ｐＨ值高于ＢＳＡ的等电点时，ＢＳＡ上的赖氨酸、精氨酸
及其它氨基酸残基带负电，尤其在ＢＳＡ结构域Ｉ上有最高的净电荷［２９］，因此阳离子Ｃｕ２ ＋很容易通过
静电作用与带负电的ＢＳＡ结合形成复合物． 鉴于ＢＳＡ与Ｃｕ２ ＋的结合使得自由Ｃｕ２ ＋浓度降低，导致
Ｃｕ２ ＋还原峰电流降低，从而放大了Ｃｕ２ ＋与ＢＳＡ的相互作用，说明槲皮素修饰电极可以放大相互作用
的电极反应，用于研究金属离子与蛋白质的相互作用，进一步丰富金属离子与蛋白质分子相互作用的
研究内容，具有实际参考意义．

３　 结论
本文将槲皮素修饰电极成功用于研究Ｃｕ２ ＋与ＢＳＡ相互作用机制． 结果显示，阳离子Ｃｕ２ ＋与带负

电荷的ＢＳＡ可能主要通过静电作用形成复合物． 本文所得结果说明修饰电极能放大重金属离子
（Ｃｕ２ ＋）与血清蛋白质分子（ＢＳＡ）非共价相互作用的电极反应，本文研究的是单一重金属离子与单一蛋
白质的体外相互作用，在实际的体内血清蛋白质溶液体系中，含有多种金属离子，关于体内多种金属
离子与血清蛋白质分子的相互作用以及其它金属离子对研究对象金属离子的干扰影响等相关研究，既
是一项有意义的工作，也是一项工作量巨大的系统探索，有待于后续的深入研究． 而针对重金属离子
组与血清白蛋白或者重金属离子与血清中高丰度蛋白质组，更甚至是重金属离子组与血清中高丰度蛋
白质组的相互作用机理研究，虽已有少数研究者进行了前期阶段性的研究，但尚需进一步深入开展工
作． 本研究的阶段性成果为生物活性小分子／离子与蛋白质分子的相互作用机制提供了一种快速、简单
有效的方法，对探讨非共价相互作用具有一定的参考价值．
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