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摘要:基于二氧化锰纳米颗粒具有优异的模拟酶特性ꎬ能够高效地催化氧化 ３ꎬ３′ꎬ５ꎬ５′－四甲基联苯胺产生明显的蓝色变

化ꎬ而谷胱甘肽的加入能够引起二氧化锰的降解从而抑制了基于二氧化锰的显色反应ꎮ 据此制备了二氧化锰纳米颗粒并且建

立了测定谷胱甘肽的比色法ꎬ结果表明ꎬ在最佳条件下ꎬ谷胱甘肽的线性范围为 ８~７０ μｍｏｌ / Ｌꎬ并且表现出了良好的选择性ꎮ
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　 　 谷胱甘肽(ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅꎬＧＳＨ)是一种体内大量存

在的生物巯基三肽ꎬ扮演了抵抗自由基氧化的角色ꎬ
因此在新陈代谢和病理过程中起到了关键作

用[１－２]ꎮ 它通过维持氧化还原平衡、去除重金属离

子和清除自由基氧化压力等方式直接参与到各种生

理过程中ꎬ因此与许多疾病息息相关ꎮ 包括获得性

免疫缺陷综合症、阿尔茨海默病、心脏病、肝损伤、糖
尿病等在内的多种疾病都被证实与细胞内紊乱的谷

胱甘肽含量有关[３－４]ꎮ 更重要的是ꎬ癌细胞中的谷

胱甘肽含量明显高于正常水平ꎬ这一点也被用来诊

断癌症[５－６]ꎮ 因此ꎬ检测生物体系样品中谷胱甘肽

的含量具有重要意义ꎮ 目前为止ꎬ检测谷胱甘肽的

仪器分析方法主要有高效液相色谱法[７]、电化学

法[８]、表面增强拉曼光谱法[９]、化学发光法[１０]、荧光

分析法[１１－１４]、比色法[１５－１７] 等ꎬ其中比色法由于简

单、快速、可视化的优点备受关注ꎮ
二氧化锰纳米材料得益于优异的物理、化学性

能被广泛研究ꎮ 除了较宽的光吸收性能和快速的电

子转移性能之外ꎬ二氧化锰纳米材料还表现出了优

异的模拟酶性能[１８]ꎬ能够有效地催化酶底物 ３ꎬ３′ꎬ
５ꎬ５′－四甲基联苯胺(ＴＭＢ)氧化为相应的蓝色产

物ꎮ 值得注意的是ꎬ谷胱甘肽能够与二氧化锰发生

特异的氧化还原反应使得后者降解[１９－２０]ꎮ 受这点

启发ꎬ本文中制备了二氧化锰纳米颗粒(ｍａｎｇａｎｅｓｅ
ｄｉｏｘｉｄｅ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓꎬＭｎＯ２ ＮＰｓ)ꎬ通过谷胱甘肽抑

制其催化氧化 ＴＭＢ 的显色反应ꎬ建立了测定谷胱甘

肽的比色法ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 实验仪器和试剂

高锰酸钾、醋酸、醋酸钠、氢氧化钠、乙醇等均为

分析纯ꎻ谷胱甘肽 ( ＧＳＨꎬ９８％)、聚烯丙胺盐酸盐

(ＰＡＨꎬ９５％)、 ３ꎬ ３′ꎬ ５ꎬ ５′ －四甲基联苯胺 ( ＴＭＢꎬ
９８％)ꎮ

ＪＥＭ－Ｆ２００ 型透射电子显微镜、ＡＸＩＳ ＵＬＴＲＡ
ＤＬＤ 型 Ｘ 射线光电子能谱仪、Ｎａｎｏ－ＺＳ９０ 型纳米粒

度仪、ＴＵ－１９０１ 型紫外－可见吸收光谱仪ꎮ
１􀆰 ２　 二氧化锰纳米颗粒的制备

采用超声辅助法一步制备二氧化锰纳米颗粒ꎮ
取 １０ ｍＬ 浓度为 ３􀆰 ５ ｍｇ / ｍＬ 的高锰酸钾溶液置于

烧杯中ꎬ加入 ３０ ｍＬ 去离子水后放入超声清洗机中

震荡均匀后ꎬ加入 ５ ｍＬ 浓度为 ４０ ｍｇ / ｍＬ 的聚烯丙

胺盐酸盐溶液ꎬ在超声辅助下持续反应 １５ ｍｉｎ 后取

出烧杯ꎬ用透析袋透析 ４８ ｈ 后得到二氧化锰纳米
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颗粒ꎮ
１􀆰 ３　 ＭｎＯ２ ＮＰｓ 催化性能及 ＧＳＨ 抑制评估

分别取 ５０ μＬ 二氧化锰纳米颗粒溶液加入到不

同 ｐＨ(２、３、４、５、６、７)的醋酸－醋酸钠缓冲液中ꎬ接
着加入 ２００ μＬ 浓度为 ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＧＳＨ 溶液或

相应的缓冲液(空白)ꎬ摇匀后再加入 １００ μＬ 浓度

为 ４ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＴＭＢ 溶液ꎬ保持最终混合溶液体积

为 ２ ｍＬꎮ 置于室温下反应 ３ ｍｉｎ 后ꎬ通过紫外－可
见光谱仪在 ６５３ ｎｍ 下测量吸光度ꎮ
１􀆰 ４　 谷胱甘肽标准曲线的绘制及选择性研究

分别取 ５０ μＬ 二氧化锰纳米颗粒溶液加入到

ｐＨ＝ ４ 的醋酸－醋酸钠缓冲液中ꎬ接着加入 ２００ μＬ
一系列不同浓度的 ＧＳＨ 溶液ꎬ摇匀后再加入 １００ μＬ
浓度为 ４ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＴＭＢ 溶液ꎬ保持最终混合溶液

体积为 ２ ｍＬꎮ 置于室温下反应 ３ ｍｉｎ 后ꎬ测定其在

６５３ ｎｍ 下的吸光度ꎮ 取 ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＧＳＨ 和不同

氨基酸溶液 ( ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ在上述条件下反应

３ ｍｉｎꎬ测定其在 ６５３ ｎｍ 下的吸光度ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 二氧化锰纳米颗粒的表征

图 １(ａ)展示了制备的二氧化锰纳米颗粒的高

分辨透射电子显微镜照片ꎬ从图中可以看出单独分

散的颗粒ꎮ 由于在制备过程中引入了聚烯丙胺盐酸

盐ꎬ使得颗粒之间有一定程度的团聚ꎬ并且对比度不

高ꎮ 图 １(ａ)的插图是单独 １ 个二氧化锰纳米颗粒

的照片ꎬ从图中可以看到明显的晶格条纹ꎮ 图 １(ｂ)
展示了材料动态光散射测试的结果ꎬ表明该纳米颗

　 　 　 　 　 　 　

(ａ)透射电镜

(ｂ)粒度分布

图 １　 二氧化锰纳米颗粒的透射电镜和粒度分布图

粒尺寸分布在 ２􀆰 ０１ ~ ５􀆰 ６１ ｎｍꎬ并且平均粒径为

３􀆰 ０７ ｎｍꎮ 图 ２ 测试了制备的二氧化锰纳米颗粒的

Ｘ 射线光电子能谱图ꎬ图 ２(ａ)是锰元素的 ＸＰＳ 分

谱ꎬ从图中看到在 ６５３􀆰 ５ / ６４２􀆰 ０ ｅＶ 处有 ２ 个分峰ꎬ
分别对应于 Ｍｎ ２ｐ１ / ２、Ｍｎ ２ｐ３ / ２ꎮ 而在 Ｏ １ｓ 的分谱

中ꎬ在 ５２９􀆰 ６ ｅＶ 处表现出了 Ｍｎ－Ｏ－Ｍｎ 的结合形

式ꎮ 上述结果表明了该材料为二氧化锰纳米颗粒ꎮ

(ａ)Ｍｎ ２ｐ 分谱

(ｂ)Ｏ １ｓ 分谱

图 ２　 二氧化锰纳米颗粒的 ＸＰＳ Ｍｎ ２ｐ 分谱图和

Ｏ １ｓ 分谱图

２􀆰 ２　 二氧化锰纳米颗粒催化性能及谷胱甘肽抑制

图 ３(ａ)记录了二氧化锰－ＴＭＢ 反应体系在不

同条件下反应产物的紫外－可见吸收光谱图ꎮ 从图

　 　 　 　 　 　 　

１—ＴＭＢꎻ２—ＴＭＢ＋ＭｎＯ２ꎻ３—ＴＭＢ＋ＭｎＯ２＋ＧＳＨꎻ４—ＴＭＢ＋ＧＳＨ

(ａ)显色光谱

(ｂ)相应照片

图 ３　 不同条件下显色光谱和相应照片
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中可知ꎬ二氧化锰纳米颗粒能够高效地催化 ＴＭＢ 显

色ꎬ因此在 ６５３ ｎｍ 处表现出明显的吸收峰ꎬ但是在

体系中引入谷胱甘肽之后ꎬ６５３ ｎｍ 处的吸收峰明显

地降低ꎮ 此外ꎬ单独的 ＴＭＢ 和 ＴＭＢ＋谷胱甘肽并没

有发生显色反应ꎮ 图 ３(ｂ)展示了相应的反应体系

照片ꎬ从图中可以看出ꎬ引入谷胱甘肽之后ꎬ蓝色明

显褪去ꎮ
２􀆰 ３　 比色法测定谷胱甘肽的条件优化

图 ４ 考察了不同 ｐＨ 的缓冲介质条件下ꎬ谷胱

甘肽对二氧化锰－ＴＭＢ 显色体系的抑制情况ꎮ 从图

中可以看出ꎬ在 ｐＨ ＝ ４ 的条件下ꎬ相同浓度的谷胱

甘肽表现出了吸光度最大程度的差值ꎬ因此在该酸

度条件下ꎬ谷胱甘肽的抑制作用最强ꎮ 这是由于二

氧化锰在酸性条件下表现出了更高的氧化性ꎬ能够

更大程度地被谷胱甘肽分解ꎬ但是太高的酸度又会

抑制 ＴＭＢ 的显色反应ꎬ因此在 ｐＨ＝ ４ 的条件下得到

了最佳的响应ꎮ 为了获得最大的测定灵敏度ꎬ后续

实验都确定在 ｐＨ＝ ４ 的缓冲介质条件下进行ꎮ

图 ４　 测定谷胱甘肽的 ｐＨ 优化

２􀆰 ４　 标准曲线及选择性

在上述最佳条件下ꎬ图 ５(ａ)得到了二氧化锰纳

　 　 　 　 　 　 　

(ａ)标准曲线

(ｂ)选择性考察

图 ５　 谷胱甘肽的标准曲线和选择性考察

米颗粒比色法测定谷胱甘肽的标准曲线ꎮ 结果表

明ꎬ在谷胱甘肽浓度为 ８ ~ ７０ μｍｏｌ / Ｌ 吸光度差值

(ΔＡ)与谷胱甘肽的浓度呈线性关系ꎮ 线性方程为

ΔＡ＝ ０􀆰 ０１５ ８２Ｃ－０􀆰 ０５９ ５６ꎬＲ２ ＝ ０􀆰 ９９６ ２ꎬ其中 ΔＡ 为

加入谷胱甘肽前后ꎬ二氧化锰－ＴＭＢ 体系的吸光度

差值ꎻＣ 为加入后的谷胱甘肽浓度ꎮ 为了研究该方

法对于谷胱甘肽测定的选择性ꎬ图 ５(ｂ)考察了不同

氨基酸对于二氧化锰－ＴＭＢ 体系的吸光度影响ꎬ结
果表明ꎬ常见氨基酸对于谷胱甘肽的测定没有干扰ꎬ
证明该方法具有良好的选择性ꎮ

３　 结论

通过超声辅助反应制备得到了二氧化锰纳米颗

粒ꎬ该材料能有效催化 ＴＭＢ 显色ꎬ但是体系中引入

谷胱甘肽之后ꎬ由于与二氧化锰之间的作用ꎬ能够明

显地抑制显色反应ꎬ降低吸光度ꎮ 由此建立了基于

二氧化锰纳米材料的比色法测定谷胱甘肽ꎮ 该方法

表现出了良好的线性范围和选择性ꎮ 基于二氧化锰

纳米材料的比色法有效地补充了谷胱甘肽的比色测

定法ꎮ
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