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Fe-N-C单原子纳米酶用于比色-电化学法检测 H2O2

胡丽君,李佳慧,翟艳玲

(青岛大学
 

化学化工学院,山东
 

青岛
 

266071)

摘 要 具有类酶活性的纳米材料,即纳米酶,已经引起生物催化领域的广泛关注。以原子分散的Fe-N-C
单原子催化剂,定义为Fe-N-C单原子纳米酶,具有与某些血红素酶相似的结构,因此具有模拟酶活性。采

用二氧化硅模板法制备了Fe-N-C单原子纳米酶,分层多孔纳米结构加速了电子转移,进一步提高了反应动

力学。由于其固有的理化性质,表现出高的过氧化物酶性能。此外,Fe-N-C纳米酶在较高温度和强酸强碱

条件下仍保持较高活性,表明其具有良好的稳定性。以该Fe-N-C纳米酶构建了过氧化氢(H2O2)比色传感

器,其线性范围为0.05~100
 

mmol/L、检测限为0.039
 

mmol/L。此外,该Fe-N-C纳米酶还可应用于电化

学检测H2O2。该基于Fe-N-C的H2O2 比色体系在临床医学和食品环境分析中具有广阔的应用前景。
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Abstract Nanomaterials
 

with
 

enzyme-like
 

activity,
 

namely
 

nanozymes,
 

have
 

attracted
 

extensive
 

attention
 

in
 

the
 

field
 

of
 

biocatalytics.
 

Atomically
 

dispersed
 

Fe-N-C
 

monoatomic
 

catalysts,
 

defined
 

as
 

Fe-N-C
 

single-
atom

 

nanozymes,
 

have
 

a
 

similar
 

structure
 

to
 

some
 

heme
 

enzymes
 

and
 

can
 

therefore
 

mimic
 

enzymatic
 

activi-
ty.

 

Herein,
 

Fe-N-C
 

single-atom
 

nanozymes
 

were
 

prepared
 

by
 

the
 

silica
 

template
 

method,
 

and
 

the
 

layered
 

porous
 

nanostructure
 

accelerated
 

the
 

electron
 

transfer
 

and
 

further
 

improved
 

the
 

reaction
 

kinetics.
 

Due
 

to
 

its
 

inherent
 

physicochemical
 

properties
 

and
 

chemical
 

properties,
 

Fe-N-C
 

shows
 

high
 

activity
 

of
 

peroxidase
 

mimics.
 

In
 

addition,
 

Fe-N-C
 

nanozyme
 

still
 

maintains
 

high
 

activity
 

under
 

high
 

temperature
 

and
 

strong
 

acid
 

and
 

base
 

conditions,
 

indicating
 

that
 

it
 

has
 

good
 

stability.
 

The
 

hydrogen
 

peroxide
 

(H2O2)
 

colorimetric
 

sen-
sor

 

with
 

a
 

linear
 

range
 

of
 

0.05~100
 

mmol/L
 

and
 

detection
 

limit
 

of
 

0.039
 

mmol/L
 

was
 

prepared
 

by
 

using
 

Fe-N-C
 

nanozyme.
 

In
 

addition,
 

the
 

Fe-N-C
 

nanozyme
 

can
 

also
 

be
 

applied
 

to
 

the
 

electrochemical
 

detection
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of
 

H2O2.
 

Therefore,
 

the
 

H2O2 colorimetric
 

system
 

based
 

on
 

Fe-N-C
 

developed
 

in
 

this
 

work
 

has
 

broad
 

ap-
plication

 

prospects
 

in
 

clinical
 

medicine
 

and
 

food
 

environment
 

analysis.
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0 引言

过氧化氢(H2O2)是一种常见的氧化剂,可参与许多化学、生物、制药、临床和环境过程[1-3]。H2O2 是氧

的一种不完全还原代谢物,在活细胞内具有多种生理和病理作用[4]。因此,为了更好地了解H2O2的生物学

效应,开展生物环境中H2O2的快速、灵敏、准确的测定至关重要。目前对生化分析中H2O2 的浓度的几种

测定方法有液相色谱[5]、化学发光[6]、荧光[7-9]、电化学技术[10]和比色法[11-13]等。这些分析技术中,比色法以

其简单、成本低、实用性强等优势而备受关注。此外,比色法检测分析物可通过肉眼观察,无需任何仪器即可

实现目视检测[14]。大多数情况下,H2O2的比色检测是基于酶促反应中辣根过氧化物酶的催化活性[15]。过

氧化物酶是最先进的生物催化剂,它通过2H+/2e-转化过程催化H2O2 还原为H2O[16]。它们的活性位点

是五配位血红素系统,包括一个组氨酸残基作为轴向配体和一个卟啉辅助因子[17]。过氧化物酶独特的几

何/电子结构在调节催化活性和选择性方面起着关键作用[18]。然而,天然酶成本高、难回收、易失活等缺点

限制了其实际应用[19]。
在过去的几年中,得益于纳米技术、生物技术、催化科学和计算设计的快速发展,在用高性能纳米材料模

拟新的酶活性、调节纳米酶活性、阐明催化机制和扩大潜在应用方面取得了重大进展[16]。与传统的类似酶

相比,纳米酶具有催化效率高、耐热、耐酸碱稳定性好、制备规模大、价格低等优点。这些特点不仅弥补了天

然酶昂贵、不稳定的缺点,也克服了以往类似酶催化效率低的问题[20],其中具有原子分散金属位点的单原子

纳米酶可以模拟酶的活性中心。基于最大的原子利用效率和强的金属负载相互作用,单原子纳米酶的催化

活性和选择性显著高于传统的纳米材料。此外,明确定义的活性金属位点有利于深入理解构效关系,这为在

原子尺度上合理设计先进的类酶催化剂提供了潜在的指导。因此,纳米酶具有广泛应用的潜力,相关的应用

研究也在不断引起关注[21]。此外,纳米级材料具有独特的纳米级尺寸[22]、大的比表面积,可与其他物种结

合用于生物识别。因此,基于比色法开发有效的模拟酶对于生物传感和制药过程具有重要意义。
本研究采用硬模板法合成了具有分级多孔结构的Fe-N-C单原子纳米酶,与不含Fe的NC纳米酶相

比[23],Fe-N-C纳米酶具有高效的过氧化物酶活性。所制备的Fe-N-C单原子纳米酶具有良好的分散性和稳

定性。以Fe-N-C单原子纳米酶作为过氧化物酶模拟物,开发了H2O2 的比色检测方法。基于简单Fe-N-C
单原子纳米酶的比色平台实现了对H2O2 的高灵敏检测,表明本工作所发展的Fe-N-C单原子纳米酶在生

物催化和生物分析方面具有很大的潜力。

1 实验部分

1.1 试剂及材料

3,3’,5,5’-四甲基联苯胺(TMB)和葡萄糖氧化酶(GOX)购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司;氯化

锌(ZnCl2)、醋酸(HAc)、乙酸钠(NaAc)、H2O2、四水氯化亚铁(FeCl2·4H2O)、氢氟酸(HF)、乙醇、氢氧化

钠(NaOH)均购自国药化学试剂有限公司;胶体二氧化硅悬浊液购自默克公司。
1.2 实验过程

通过冷冻干燥和煅烧进行样品的制备,将含有氨基葡萄糖盐酸盐(2
 

g)、ZnCl2(334
 

g)、FeCl2·4H2O
(150

 

mg)、胶体二氧化硅悬浮液(5
 

mL,2
 

g
 

SiO2)充分混合搅拌至均匀。然后,将溶液冷冻干燥得到Fe@
SiO2粉末。在N2条件下加热到900

 

℃并保温2
 

h。最后,用质量分数为10%的HF水溶液以及去离子水

洗涤所得样品,经离心干燥得到Fe-N-C纳米酶。为了对比,在同样条件下不添加FeCl2·4H2O合成了N
掺杂碳基纳米酶,即NC纳米酶[23]。
1.3 Fe-N-C纳米酶的过氧化物酶活性和动力学测定

使用SparkTM(帝肯)酶标仪进行过氧化物酶活性和动力学测试,TMB的颜色变化证明纳米酶催化
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H2O2产生活性氧将TMB氧化为蓝色的oxTMB,即说明Fe-N-C纳米酶具有过氧化物酶作用。动力学数

据由紫外分光光度计(UV-2700i,岛津)测定在652
 

nm处的吸光度。通过改变TMB或者H2O2 的浓度,可
获得典型的Michaelis-Menten曲线,计算对应的稳态动力学数据。底物是TMB时的动力学测试,加入10

 

L
 

Fe-N-C纳米酶(1
 

mg/mL)、100
 

L
 

H2O2(100
 

mmol/L)、100
 

L
 

HAc-NaAc(0.1
 

mol/L,pH
 

3.0),以及

100
 

L不同浓度的TMB溶液。对于底物是H2O2的动力学测试,将10
 

L
 

Fe纳米酶(1
 

mg/mL)添加到包

含100
 

L
 

TMB(1
 

mmol/L)、100
 

L
 

HAc-NaAc(0.1
 

mol/L,pH
 

3.0)和100
 

L不同浓度H2O2溶液的混合

溶液中。通过典型的Michaelis-Menten曲线得到方程v
 

=
 

VmaxS/(Km
 +

 

S),用其计算动力学数据;其中v
是初始速度,S 是底物浓度,Km 是Michaelis-Menten常数,Vmax是最大反应速度。Km 值是评价纳米酶与

底物亲和程度的公认指标,Km 值越低,亲和力越高。

1.4 材料表征和测试

用X射线衍射仪(XRD,D8
 

DISCOVER,德国布鲁克)表征材料的物相组成。用日本电子株式会社的扫

描电子显微镜(SEM,JSM-6010plus/LA)和透射电子显微镜(TEM,JEM-1400)表征材料微观形貌;用X射

线光电子能谱仪(XPS,Thermo
 

ESCALAB
 

250XI,美国赛默飞世尔科技公司)表征材料的无毒组成和价态。
电化学测试使用传统的三电极体系,电化学工作站的型号为CHI

 

660E(上海辰华)。电解液为0.1
 

mol/L
 

N2饱和PBS(pH=7.4)溶液,参比电极为Ag/AgCl电极(饱和KCl溶液),对电极为碳棒,工作电极

为制备的Fe-N-C纳米酶[24]。

2 结果与讨论

2.1 形貌与结构表征

使用日本电子株式会社JEM-1400透射电子显微镜对制备的Fe-N-C纳米片进行TEM和HRTEM表

征。如图1(a,
 

b)所示,在TEM图像中观察到制备好的Fe-N-C样品具有良好的多孔纳米结构以及丰富的

褶皱形貌。图1(c)是在像差校正的高角度环形暗场扫描TEM
 

(AC-HAADFSTEM)图像,可以识别出明亮

和孤立的金属原子,证实了单个铁原子在Fe-N-C纳米酶上的原子分散[23]。

图1 Fe-N-C的(a)TEM图像、(b)高分辨TEM图像和(c)球差校正高分辨透射电子显微镜图

Fig.
 

1
 

(a)
 

TEM
 

and
 

(b)
 

high-resolution
 

TEM
 

images
 

of
 

Fe-N-C;
 

(c)
 

AC-HADDF-STEM
 

image
 

of
 

Fe-N-C
 

nanozyme

通过XPS谱研究Fe-N-C的元素组成以及价态。如图2(a)所示,Fe-N-C具有明显的Fe特征峰,但是该

Fe特征峰未在NC中出现。如图2(b)所示,从Fe
 

2p的高分辨XPS谱图分析可以得知,在711.3
 

eV和

724.5
 

eV处的两个峰,分别对应Fe
 

2p3/2和Fe
 

2p1/2。此外,Fe
 

2P的XPS谱图中还存在Fe2+
 

2p3/2 (710.8
 

eV),Fe3+
 

2p3/2 (714.2
 

eV),Fe2+
 

2p1/2 (273.2
 

eV)和Fe3+
 

2p1/2 (725.9
 

eV),这说明Fe-N-C材料中的同时存

在Fe2+和Fe3+
 

[25]。通过高分辨率N
 

1s谱来识别Fe-N-C中N的掺杂类型,如图2(c)所示,397.9、398.5、

399.1、400.1、403.3处的峰分别对应于吡啶-N、FeNx、吡咯-N、石墨-N、氧化-N。从XPS谱图可以看出

Fe-N-C具有明显的FeNx 部分[26-28],说明Fe可以通过与芳香N络合从而以单原子形式分散,原子利用率

高、活性位点明确。从图2(d)所示的C
 

1s谱中可明显看出,纳米酶Fe-N-C含有较多的sp3-C成分,这说明

Fe-N-C的结构中存在较多缺陷[29],反应接触面积大。
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图2 (a)Fe-N-C的XPS谱图和Fe-N-C中(b)Fe
 

2p、(c)N
 

1s和(d)C
 

1s的谱图

Fig.
 

2
 

XPS
 

spectra
 

of
 

(a)
 

Fe-N-C,
 

(b)
 

Fe
 

2p,
 

(c)
 

N
 

1s
 

and
 

(d)
 

C
 

1s
 

in
 

Fe-N-C

图3 Fe-N-C和N-C的XRD谱图

Fig.
 

3
 

XRD
 

spectra
 

of
 

Fe-N-C
 

and
 

N-C

图3为Fe-N-C和 N-C的 XRD谱图。通过对比碳的

XRD衍射卡片(JCPDS
 

No.
 

26-1076),可以得到Fe-N-C的

XRD图谱中25°的衍射峰归属于石墨碳的(002)晶面。未观察

到铁基纳米颗粒相关的衍射峰,进一步验证了Fe-N-C纳米酶

结构中的Fe以单原子形式存在[30]。

2.2 比色法检测H2O2

H2O2是生命活动不可缺少的角色,人体内H2O2 的含量

与一些特殊疾病的潜在生物标志物的浓度有关[31]。研究了

Fe-N-C在不同条件下的类过氧化物酶活性,并以TMB为显

色剂,通过显色反应,考察Fe-N-C对H2O2 的催化和检测能

力。如图4(a,
 

b)所示,随着H2O2 浓度的增加,oxTMB的吸

光度也随之增加,当H2O2的浓度在0.05~100
 

mmol/L之间时,吸光度与H2O2 具有良好的线性关系,表
示为y=0.073x-0.277。由信噪比规则(S/N=3),通过计算可以得出检测限为0.039

 

mmol/L。如图4
(c)所示,在不同温度下,Fe-N-C的过氧化物酶活性比较稳定,没有发生明显的衰减,但是纳米酶的活性在高

温下有所降低,这是因为纳米酶在高温下会发生聚集。从图中可知,天然辣根过氧化物酶(HRP)在37
 

℃时

具有最高的催化活性,随着温度的升高,HRP的过氧化物酶活性逐渐下降,这说明与HRP相比,Fe-N-C纳

米酶具备较宽的工作温度区间。如图4(d)所示,在极端酸碱环境下,Fe-N-C的类过氧化物酶活性基本不

变,而HRP则失活而几乎没有催化活性。若检测人体内H2O2时干扰物比较多,故选取了几种常见的干扰

物,考察检测体系的选择性。如图4(e)所示,对Fe-N-C纳米酶检测H2O2 的选择性和重现性进行了测试。
通过选择多种干扰底物来证明Fe-N-C纳米酶能够特异性检测 H2O2。在 H2O2 浓度远远低于干扰物质

(100
 

mol/L
 

H2O2、500
 

mol/L
 

K+、Zn2+、Mn2+、Ca2+、葡萄糖、牛血清白蛋白、谷胱甘肽、多巴胺、L-半胱

氨酸、抗坏血酸)时,吸光度并没有因为干扰物质而发生明显变化,表明Fe-N-C纳米酶对H2O2 的检测具有
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良好的选择性和重现性。此外,如图4(f)所示,使用Fe-N-C纳米酶循环回收使用5次检测H2O2 之后,

oxTMB的吸光度值与原始值近似,证明Fe-N-C纳米酶具有较好的重复性。如表1所示,由Fe-N-C纳米酶

和NC纳米酶的动力学数据可知,Fe-N-C纳米酶的最大反应速度远远大于NC纳米酶的反应速度,说明其

类过氧化物酶性能显著提高。

图4 (a)Fe-N-C纳米酶在不同浓度的H2O2 中对TMB进行氧化得到的紫外-可见吸收光谱以及(b)相应校准曲线;
 

(c)
 

Fe-N-C纳米酶和HRP的耐温性能;(d)Fe-N-C纳米酶和HRP在1
 

mol/L
 

HCl和1
 

mol/L
 

NaOH孵育1
 

h后的

过氧化物酶活性比较;(e)Fe-N-C纳米酶对不同底物的响应,五次实验平均值;
(f)Fe-N-C纳米酶的循环使用稳定性

Fig.
 

4
 

(a)
 

UV-Vis
 

absorption
 

spectra
 

obtained
 

by
 

oxidation
 

of
 

TMB
 

by
 

Fe-N-C
 

nanozymes
 

at
 

different
 

concentrations
 

of
 

H2O2 

and
 

(b)
 

corresponding
 

calibration
 

curves;
 

(c)
 

Temperature
 

tolerance
 

of
 

Fe-N-C
 

nanozymes
 

and
 

HRP;
 

(d)
 

Comparison
 

of
 

peroxidase
 

activity
 

of
 

Fe-N-C
 

nanozymes
 

and
 

HRP
 

after
 

1
 

h
 

incubation
 

at
 

1
 

mol/L
 

HCl
 

and
 

1
 

mol/L
 

NaOH;
 

(e)
 

Response
 

of
 

Fe-N-C
 

nanozymes
 

to
 

different
 

substrates;
 

(f)
 

Cyclic
 

stability
 

of
 

Fe-N-C
 

nanozymes

表1 Fe-N-C纳米酶和NC纳米酶对H2O2、TMB的稳态动力学结果

Table
 

1
 

Steady-state
 

kinetic
 

results
 

of
 

H2O2 and
 

TMB
 

by
 

Fe-N-C
 

nanozyme
 

and
 

NC
 

nanozyme

Nanozyme Substrate Vmax/(mmol·L-1·s-1) Km/(mmol·L-1)

Fe-N-C
H2O2 3.9×10-7 35.447

 

0

TMB 6.16×10-7 0.716
 

9

N-C
H2O2 2.99×10-8 20.370

 

0

TMB 6.94×10-8 0.540
 

5

2.3 电化学检测H2O2

由于Fe-N-C具备优异的类过氧化物酶活性,所以对于作为检测H2O2 敏感材料的良好电极材料有一

定的可能性。所以在0.1
 

mol/L的N2饱和缓冲溶液(pH=7.4)条件下,使用所制备的催化剂对H2O2的电

催化活性进行测试。如图5(a)所示,在-0.1~0
 

V处,Fe-N-C具有明显的还原峰电流,表明Fe-N-C对

H2O2有电催化还原作用,证明Fe-N-C具有良好的H2O2还原活性。随着H2O2 浓度的增大,Fe-N-C纳米

酶的还原峰电流逐渐增加,证明增大的电流来源于增加的H2O2[32]。如图5(b)所示,随着H2O2 浓度的增
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加,Fe-N-C在-0.15
 

V下比NC具有更加明显的电流信号变化,这表明Fe-N-C拥有比NC更高的H2O2催

化能力。为了评价Fe-N-C纳米酶对H2O2 的检测灵敏度,在还原电位为-0.15
 

V时向体系中连续加入

H2O2,测量电流随时间变化的曲线。如图5(c)所示,H2O2 的还原电流随着H2O2 浓度的增加而出现明显

下降。此外,在相同条件下,当体系中H2O2的浓度为10
 

mol/L时,Fe-N-C即产生了明显的安培响应〔图5
(c)插图〕,这证明Fe-N-C纳米酶具有优异的电催化H2O2还原活性[33]。

图5 (a)不同浓度H2O2 存在时Fe-N-C和N-C纳米酶的循环伏安曲线;(b)在-0.15
 

V下,i-t曲线;
 

Fe-N-C和NC对不同浓度H2O2 的安培响应;(c)-0.15
 

V时,对Fe-N-C纳米酶连续加入H2O2 的安培响应

Fig.
 

5
 

(a)
 

Cyclic
 

voltammetry
 

curves
 

of
 

Fe-N-C
 

and
 

N-C
 

nanozymes
 

in
 

the
 

presence
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

H2O2;
 

(b)
 

At
 

-0.15
 

V,
 

i-t
 

curvers
 

of
 

Fe-N-C
 

and
 

NC
 

to
 

different
 

concentrations
 

of
 

H2O2;
 

(c)
 

Amperometric
 

response
 

to
 

continuous
 

addition
 

of
 

H2O2 to
 

Fe-N-C
 

nanozymes
 

at
 

-0.15
 

V

3 结论

采用二氧化硅模板法合成了具有多孔结构的Fe-N-C单原子纳米酶,并且与对照样品NC纳米酶各自对

H2O2进行比色检测。在检测H2O2 中,Fe-N-C纳米酶催化H2O2 氧化TMB的产生的吸光度与H2O2 浓

度之间存在较好的线性相关性。除此之外,作为一种概念应用,将基于Fe-N-C的传感器用于对H2O2 的灵

敏电化学检测,在生物传感器应用中具有较好的应用前景。
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