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摘　要 :报道了一种表面活性剂单分子层修饰碳糊电极 ,并用于 NO的高灵敏电化学检

测。研究表明 ,表面活性剂通过烷基链在电极表面形成的疏水性单分子层微环境对

NO的电化学响应具有较好的促进作用。其中 ,阳离子表面活性剂十六烷基三甲基溴

化铵 (CTAB)对 NO的电化学氧化表现出最强的催化活性和增敏作用。在 Nafion 膜

覆盖的 CTAB修饰碳糊电极上 ,NO 的安培响应与其浓度在 3. 6 ×10 - 8～1. 8 ×10 - 5

mol/ L 范围内呈良好的线性关系 ,检出限为 1. 8×10 - 8 mol/ L。该电极作为低成本、高

灵敏的 NO电化学传感器 ,被成功应用于大鼠肺组织细胞中 NO释放的实时监测。
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表面活性剂能自发吸附在电极溶液界面 ,形成有序的单分子或多分子层结构 ,并能改变电极的界面性

质 ,因而被广泛应用于电化学和电分析化学领域[1 ]。Hu等[227 ]在表面活性剂的界面吸附行为表征及电分

析应用方面开展了系统深入的研究。基于表面活性剂形成的稳定单分子层结构 , Hu 等[8 ]还成功实现了

血红蛋白在碳糊电极表面的自组装固定与直接电子传递。

作为一种细胞内信使分子 ,NO广泛参与血管调节、神经传递和免疫反应等生理和病理调节[ 9210 ] ,因

此其检测对于生物医学研究具有重要的意义。在众多的 NO 分析方法中 ,电化学方法优势明显[11212 ]。其

中 ,化学修饰微电极可用于生物组织中 NO 释放的直接检测[12216 ]。目前 ,常见的 NO 电化学敏感材料包

括金属卟啉配合物[17218 ]、金属酞箐配合物[ 19 ]和高分子材料[20221 ]等 ,而以表面活性剂作为敏感材料的 NO

电化学传感器尚未见报道。基于简单的表面自组装技术 ,作者制备了一种十六烷基三甲基溴化铵

(CTAB)单分子层修饰碳糊电极 ,研究了 NO 在该电极上的电化学行为 ,建立了一种简单、快速的 NO 电

化学检测方法 ,并探索其在大鼠肺组织细胞 NO释放监测中的应用。

1　实验部分

1 . 1　仪器与试剂

CHI 660A电化学工作站 (上海辰华仪器公司) ,采用三电极系统 :表面活性剂修饰碳糊电极为工作电

极 ,铂丝电极为对电极 ,饱和甘汞电极 ( SCE)为参比电极。采用半密闭电解池 ,测量前先通 30 min 高纯

N2 除氧 ,测量时用微量注射器向磷酸盐缓冲溶液 ( PBS)中加入一定体积的 NO饱和溶液至所需浓度。实

验温度为室温 (25℃) 。

5. 0 % Nafion购自 Aldrich公司 ,用无水乙醇稀释至 0. 1 % ;L2精氨酸 (L2Arg)购自上海试剂公司 ;NO
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气体通过 NaNO2 与稀 H2 SO4 的反应产生 ,其饱和溶液和标准溶液的制备同文献[21 ] ;磷酸盐缓冲溶液

( PBS)的组成为 8. 0 g/ L NaCl、0. 2 g/ L KCl、0. 2 g/ L KH2 PO4 和 2. 87 g/ L Na2 HPO4 ·12 H2 O ,并用

HCl和 NaO H溶液调节至 p H = 7. 4 ;表面活性剂 (上海试剂公司)均配成 0. 01 mol/ L 的水溶液 ;其它试剂

为分析纯 ,未经纯化直接使用 ;实验用水为二次蒸馏水。

1 . 2　表面活性剂修饰碳糊电极的制备

将光谱纯石墨粉与石蜡油以 100 mg/ 16μL 的比例混合调成糊状 ,挤入到一支自制的聚四乙烯管 (内

径 2. 0 mm)中 ,并用铜线引出导电。将该电极在称量纸上打磨光滑 ,于 0. 01 mol/ L CTAB 溶液中浸泡

30 s ,取出在水中浸洗 30 s ,空气中自然晾干 ,即为 CTAB修饰碳糊电极 (CTAB/ CPE) 。用微量注射器取

2. 0μL 0. 1 % Nafion 溶液滴涂到 CTAB/ CPE 表面 ,即制备出 Nafion 膜覆盖的 CTAB/ CPE ( Nafion/

CTAB/ CPE) 。Nafion膜能提高 CTAB/ CPE的稳定性 ,还可以排除某些阴离子物质的干扰。

1 . 3　电化学分析步骤

NO测定前 ,先将修饰电极置于 10 mL PBS底液中 ,在 0. 0～0. 8 V 区间内以 100 mV/ s循环扫描至

恒定。采用循环伏安法研究 NO传感器的电化学响应 ,电位范围 0. 0～0. 8 V。采用安培法在 0. 70 V 恒

电位下研究传感器对 NO的线性响应 ,实验时用微量注射器向含 10 mL PBS溶液的半密闭电解池中连续

加入 NO标准溶液 ,并记录电流响应。

1. 4　大鼠肺组织细胞中 NO释放的实时监测

将大鼠用乙醚麻醉窒息死亡 ,然后迅速移入超净台内 ,再分别用 2 %碘酊和 75 %乙醇消毒胸腹部皮

肤 ,用医用镊剪打开胸腔 ,取出肺组织 ,用无菌 PBS洗净血液 ,并剪成小碎块 ,置于经高温消毒除菌的 10

mL 塑料离心管内 ,加入含胰酶的 PBS并在 37℃下消化 10 min ,然后以 4 000 r/ min离心 4 min ,弃去上层

溶液 ,向沉淀物中加入 1 mL PBS并摇匀 ,再以 4 000 r/ min 离心 4 min。如此洗涤三次 ,向沉淀物中加

1 mL PBS并摇匀 ,即得到肺组织细胞溶液。电化学测量肺细胞中 NO 的释放前 ,先将传感器置于空白

PBS底液中 ,如上所述循环扫描至电流稳定。再将传感器置于含肺细胞的 10 mL 半密闭 PBS中 ,在恒电

位0. 70 V下进行安培实验。

2　结果与讨论

2. 1　NO的电化学行为

NO在不同电极上的循环伏安图如图 1所示 ,NO在裸碳糊电极 (CPE)上的氧化峰不明显 (曲线 a) ;

而在 CTAB/ CPE上 ,于 0. 60 V处产生一个灵敏的氧化峰 ,峰电流达 56. 0μA (曲线 b) ,表明 CTAB膜对

NO的氧化呈现良好的电催化活性和增敏作用。CTAB 分子结构中没有任何特殊的功能化基团 ,对 NO

的催化氧化机理不同于金属卟啉和高分子染料聚合物 ,应归结于电极表面 CTAB单分子层疏水性微环境

对自由基性 NO的富集及稳定效应。当 CTAB/ CPE上加涂 Nafion膜后 ,NO 的氧化电流 (峰Ⅰ)下降约

30 % ,而峰电位负移 20 mV (曲线 c) ,同时在 0. 73 V 处出现一个弱氧化峰 (峰Ⅱ) 。若将经过富集的修饰

电极转移至空白 PBS中扫描 ,峰Ⅰ仍然保留 ,而峰Ⅱ消失。因此 ,峰Ⅰ应为 NO 的吸附峰 ,而峰Ⅱ可能为

NO的扩散峰。

研究了不同扫描速率下 NO 在 Nafion/ CTAB/ CPE上的电化学行为 (峰Ⅰ) 。结果表明 ,NO 的氧化

峰电位随扫描速率的增加而逐渐正移。在 50 ～ 200 mV/ s范围内 ,其峰电流 ( Ip )与扫描速率 ( v)呈较好

的线性关系 ,其线性方程为 : Ip (μA) = 12. 1 + 111. 2 v (V/ s) ,相关系数为 0. 9993 ,说明峰Ⅰ为 NO 在 Na2
fion/ CTAB/ CPE上受吸附控制的电极反应过程 ,这与图 1的结论吻合。

2 . 2　表面活性剂类型的影响

图 2是 NO在不同表面活性剂修饰碳糊电极上的循环伏安响应。在阳离子表面活性剂修饰电极上 ,

NO表现出灵敏的氧化峰。其中 ,CTAB修饰电极上的氧化电流最大 ,氧化电位也最负 (曲线 a) ;在具有与

CTAB类似烷基链长度的十六烷基溴化吡啶 (CPB)修饰电极上 ,NO 的氧化电流次之 (曲线 b) ;随着烷基

链长度的增大 (十八烷基三甲基溴化铵 ( STAB) ,曲线 c)或减小 (十四烷基溴化吡啶 ( TPB) ,曲线 d) ,NO

的氧化电流都会减小。非离子表面活性剂 Triton X2100 (曲线 e)和阴离子表面活性剂十二烷基硫酸钠

SDS(曲线 f)修饰电极上 ,NO氧化峰的峰形较差 ,峰电流也较低。
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图 1　3. 6 ×10 - 5 mol/ L NO在不同碳糊电极上
的循环伏安图
Fig. 1　Cyclic voltammograms of 3. 6×10 - 5 mol/ L
NO in pH 7. 4 PBS at CPE ( a) , CTAB/ CPE ( b)
and Naf ion/ CTAB/ CPE ( c)
Accumulation time : 30 s ; Accumulation potential : 0. 0
V ; Scan rate :0. 1 V/ s.

图 2　NO在不同表面活性剂修饰碳糊电极上的
循环伏安图
Fig. 2　Cyclic voltammograms of 3. 6×10 - 5 mol/ L
NO in pH 7. 4 PBS at CTAB/ CPE ( a) , CPB/ CPE
( b) , STAB/ CPE ( c) , TPB/ CPE ( d) , Triton X2
100/ CPE ( e) and SDS/ CPE ( f)
Accumulation time : 30 s ; Accumulation potential : 0. 0
V ; Scan rate :0. 1 V/ s.

　　表面活性剂能通过疏水吸附在碳糊电极表面形成单分子吸附层 ,其极性端暴露在溶液中 ,从而改变电

极溶液界面的电化学特性[ 6 ,22223 ]。同时 ,NO分子上有一个未成对电子 ,是具有给电子能力的自由基性小

分子。由图 2可知 ,NO在 SDS和 Triton X2100修饰电极上的响应相比于裸电极也有明显的增强 ,但远弱

于阳离子表面活性剂修饰电极。这表明 ,NO 在阳离子表面活性剂修饰电极表面的高效富集可能源于表

面活性剂正电性亲水基与电负性 NO分子之间的静电作用。另一方面 ,CTAB具有合适长度的烷基疏水

链 ,能在碳糊电极表面形成最致密有序的疏水性单分子层 ,在电分析体系中往往表现出最强的增敏效

果[ 7 ,23224 ] ,这可以解释 CTAB修饰碳糊电极上 NO电化学响应最灵敏的现象。因此 ,阳离子表面活性剂修

饰碳糊电极上 NO的高效富集与电化学增敏机制可能源于 NO与表面活性剂单分子层之间的疏水和静电

相互作用 (图 3) 。

图 3　阳离子表面活性剂单分子层对 NO的电化学增敏机制示意图
Fig. 3　Schematic representation on the possible mechanism of surface enrichment of NO at bare CPE ( A) and cationic
surfactant modif ied CPE ( B)

2 . 3　计时库仑研究

根据 Cott rell方程[25 ] ,NO发生氧化反应的电子转移数可由计时库仑实验中的电量 ( Q)与时间平方根

( t1/ 2 )之间线性关系的斜率求算 ,而其斜率可表示为 2 n FA D1/ 2 c3π1/ 2。式中 , n是电子数 , A 是电极的表观

面积 , c3是 NO的浓度 , D是 NO 在水溶液中的扩散系数 ( D = 2. 5×10 - 5 cm2·s - 1[26 ] ) 。由线性关系得到

的斜率为 32. 0μC·s - 1/ 2 ,可推算出电子转移数 n = 0. 9 ,这表明 NO 在 Nafion/ CTAB/ CPE上的电化学氧

化 (峰Ⅰ)是一个单电子转移的过程。

2. 4　NO传感器的安培响应

研究表明 ,传感器 Nafion/ CTAB/ CPE对 NO具有较好的灵敏度 (图 4) 。在 0. 7 V恒电位下 ,其安培

响应与 NO浓度在 3. 6×10 - 8～1. 8 ×10 - 5 mol/ L 呈良好的线性关系 : I ( nA) = 2. 2 + 84. 4 ×cNO (μmol/
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L) ,相关系数 R = 0. 9994。当信噪比 (S/ N)等于 3时 ,检出限可达 1. 8×10 - 8 mol/ L。

2. 5　NO传感器的抗干扰能力

采用安培法考察了传感器的抗干扰能力。以信号变化 < 5 %为准 ,当 NO 浓度为 1. 8 ×10 - 6 mol/ L

时 ,5. 0×10 - 4 mol/ L L2Arg、1. 0×10 - 4 mol/ L 牛血清白蛋白 (BSA) 、1. 0 ×10 - 5 mol/ L NO -
2 、2. 0×10 - 5

mol/ L 抗坏血酸 (AA)和 1. 0×10 - 5 mol/ L 尿酸 (UA)均不干扰 NO的测定 ,而同等浓度的多巴胺 (DA) 、

盐酸肾上腺素 ( EP)和去甲肾上腺素 (N E)有干扰。

2. 6　大鼠肺细胞中 NO释放的实时监测

生物体内的 NO是一氧化氮合酶 (NOS)以 L2Arg为底物催化产生的。用新制备的传感器监测大鼠

肺细胞中 NO的释放过程 ,结果如图 5所示。当 PBS中加入 1. 0 mmol/ L L2Arg时 ,传感器仅有较小的电

流变化 (曲线 a) ,源于高浓度 L2Arg的电化学响应。然而 ,当 PBS中有大鼠肺细胞 (最终浓度为 6. 25 ×

103 个 cell/ mL)存在时 ,在 200 s处加入 1. 0 mmol/ L L2Arg后 ,传感器上出现显著的电流变化 (曲线 b) 。

同时 ,大鼠肺细胞存在下 ,L2Arg加入前后的一段时间内 ,该传感器的电流响应均无明显变化 ,表明加入

L2Arg时的电流变化应源于大鼠肺细胞中 NOS在 L2Arg刺激下连续释放的 NO。根据传感器的灵敏度

可估算出 ,所释放 NO的浓度为 1. 4μmol/ L。因此 ,该 NO传感器可用于实际生物组织样品的分析。

图 4　NO在 Naf ion/ CTAB/ CPE上的安培响应
Fig. 4 　Amperometric response at Naf ion/ CTAB/
CPE for successive injection of 3. 6×10 - 8 ( a) , 1. 8
×10 - 7 ( b) and 1. 8×10 - 6 mol/ L NO ( c) in deaera2

ted PBS ( pH 7. 4) , and the linear relationship be2
tween amperometric current and NO concentration
( inset)
Operational potential :0. 70 V.

图 5　L2精氨酸刺激下大鼠肺组织释放 NO在 Na2
f ion/ CTAB/ CPE上的安培响应 :( a) 空白 PBS缓冲
液 ;( b) 大鼠肺组织样品 PBS缓冲液
Fig. 5 　Amperograms of Naf ion/ CTAB/ CPE in de2
aerated PBS ( pH 7. 4) in the absence ( a) and the
presence ( b) of rat lung samples by adding 1. 0
mmol/ L L2Arg
Operation potential :0. 70 V.
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Electrochemical Sensor of Nitric Oxide Based on
Self2Assembled Monolayer of Surfactant on Carbon

Paste Electrode and Its Appl ication in Biological System

ZHAN G Xiao2lin1 ,2 , PEN G Yan2fen2 , XU Yan2xia2 , HU Cheng2guo 3 2

(1 . Gansu Pi ngl i ang Medical Col lege , Pi ngl i ang 744000 ;

2 . Col lege of Chemist ry an d M olecul ar S ciences , W uhan U ni versi t y , W uhan 430072)

Abstract : In t his work , a novel elect rochemical sensor of nit ric oxide (NO) based on a surfactant self2
assembled monolayer modified carbon paste elect rode (CPE) was reported. The monolayer of surfactant

on CPE was believed to create a hydrop hobic microenvironment favorable to t he accumulation of NO on

CPE. A cationic surfactant , cetylt rimet hylammonium bromide ( CTAB ) , exhibited the st rongest

catalytic activity and accumulation capacity for t he elect rochemical oxidation of NO at CPE. The

amperomet ric response of NO at a Nafion film coated CTAB modified CPE was in a good linear

relationship wit h it s concent ration in t he range of 3. 6 ×10 - 8～1. 8 ×10 - 5 mol/ L , along with a low

detection limit of 1. 8×10 - 8 mol/ L (S/ N = 3) . This NO elect rochemical sensor was successf ully applied

to t he real2time monitoring of NO release f rom lung tissue cells of rat by t he stimulation of L2argentine

(L2Arg) .
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