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摘要 针对当前物理化学实验教学实践中存在的内容陈旧、技术和测试手段单一以及教学目

标与研究前沿热点脱节等缺陷,提出新的学科交叉性物理化学实验,以替换现行的技术单一的验

证性实验。通过此实验的开设,培养学生综合运用光谱学和电化学技术评估酶分子与载体各基元

间相互作用对固酶石墨烯复合物电子迁移以及电催化效能的影响,并掌握相关理论要点和数据处

理方法。该实验与光电化学传感器研究前沿密切相关,实施难度较低且具有可操作性。该实验目

的在于分析和评估固酶电极的直接电化学行为和电催化氧还原性能。
关键词 氧化石墨烯 漆酶 综合性实验 电催化性能 双氧水还原

DOI:10.13884/j.1003-3807hxjy.2023110042

1 纳米电化学器件研究与实验改革关联
纳米电化学器件的制备和构效关系研究是当前

物理化学的研究热点与前沿。氧化石墨烯 (GO)
作为高性能电化学器件基质材料的候选者[1-4],与

其他纳米材料复合可扩展GO的功能和提升其电催

化/电化学传感效能[5-10]。将具有良好光敏性和低

电子离域能的卟吩及其衍生物功能化GO并进而固

载酶分子,可利用输入光信号调控此固酶复合物的

电化学行为和电催化效能,同时可以检测具有特定

结构的靶标物种[11-14]。现行物理化学实验课程教

学存在诸多缺陷:验证性实验比例较高,技术手段

单一,教学内容与研究热点/前沿严重脱节,缺乏

挑战性和创新性,学生实验热情不高。将研究热

点/前沿相关技术与理论引入教学实践,实现2者

的有机融合是提高本科人才培养质量的有效途径,
也是当前国家人才培养战略提出的必然要求[15-17]。
本文设计综合性实验固载漆酶 (Lac)的卟吩衍生

物功能化GO基电极电催化氧还原性能,以取代现

行实验蔗糖酶米氏常数的测定。本实验探究GO纳

米复合物各基元与固酶分子间相互作用对电催化反

应相关步骤动力学的影响,如图1所示。该实验

具有显著的学科交叉性,显著提高了实验教学内

容的高阶性和挑战性,使学生能够深度浸入式体

会科学研究前沿相关实验技术,掌握相关技能。
此实验的开设还利于增强学生的团队合作意识,培

养独立求真务实的科学研究精神和正确的科学研究

价值观。

2 实验教学目标和实验前期准备

2.1 实验教学目标

本综合性实验开设目的在于:(1)加深对米氏

常数KM、检测限LD、检测灵敏度ST 以及与电催

化/电化学传感性能相关的传质、传荷和化学反应

步骤动力学参数物理意义的理解,掌握其测定和计

算方法;(2)了解表征、分析及测试固载氧化还原

酶的GO复合物结构和物理化学特性的光谱学和电

化学技术;(3)学会使用 Origin软件处理实验数

据并作图的方法,评估固酶GO复合物基电极对溶

解氧的传感性能,学会固酶电极传感性能相关各步

骤动力学参数的估算方法。

2.2 实验试剂和仪器

Lac(相对分子质量:68000)以及 GO购自

美国sigma化学试剂有限公司;中-四 (4-羧基苯

基)卟吩 (Tcpp)购自麦克林试剂有限公司。氧

化铟锡电极 (ITO)由珠海凯为光电科技有限公司

提供。作为基底电极的玻碳电极 (GCE,直径:

3.0mm)、作为参比电极的Ag/AgCl(饱和KCl)
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Fig.1 Illustrationschemetothecatalyticoxygenreductionmechanismoftheelectrodeonthebasisofgrapheneoxidewith
redoxproteinimmobilizationaswellasthemutualinteractionbetweenintegratedenzymeandelementofnano-composite

图1 固载氧化还原蛋白质的氧化石墨烯基电极催化氧还原机制和酶-纳米复合物基元间相互作用示意图

电极以及作为对电极的铂丝电极均购自天津艾达恒

晟工贸有限公司。

D2PHASER型X射线粉末衍射仪,Cu-Kα靶

作为 辐 射 源,波 长:0.154nm,管 电 压:30.0
kV,管电流:10.0mA。CaryEclipse型分子荧光

光谱仪,激发波长:280.0nm,狭缝宽度:5.0
nm,石英比色皿光程:1.0cm,波长扫描范围:

200.0~600.0nm,购自美国 Varian公司。CHI-
660E型电化学工作站购自上海辰华仪器有限公司。

3 实验教学环节简述

3.1 实验原理和基本步骤

卟吩功能化氧化石墨烯的制备工序如文献[18]

所述,本文不再赘叙。通过传统滴涂法,加入成膜

剂覆盖基底电极表面的固酶纳米复合物,制备固载

氧化还原蛋白的氧化石墨烯纳米复合物基电极。制

备电极记为Lac/GO-Tcpp/GC和Lac/GO-Tcpp/

ITO。按照相似的制作工艺,但排除了加入Lac分

子的操作步骤即可制得对比电极GO-TCPP/GC和

GO-TCPP/ITO。
采用石墨炉原子吸收光谱法 (GFAAS),利用

文献[19]给出公式计算卟吩功能化GO对Lac的担

载量和评估剪切力存在条件下固载Lac的GO复合

物薄膜力学强度。
以X射线粉末衍射谱 (XRD)表征固载Lac

的纳米复合物晶面参数。利用布拉格方程获取固酶

纳米复合物的晶面参数和晶面间距。以发射荧光光

谱 (FRS)研究固载Lac分子与纳米复合物各基元

间相互作用。测定恒定浓度Lac(0.25mg·mL-1)
和不同含量Tcpp的分散相组成体系的FRS谱图。

F0、F 以及 [Q]分别代表荧光猝灭剂卟吩衍生物

不存在和一定浓度荧光猝灭剂存在时体系的荧光强

度,以及荧光猝灭剂的浓度。定量测出酶-载体基

元结合强度 (即结合常数K),以文献[20]给出公式

定量计算荧光猝灭速率常数Kq 以及相互作用结合

位点数N,进而判断荧光猝灭机理。
所有电化学实验均是在带恒温水浴夹套的常规

三电极玻璃电解池中进行,以固载的GO纳米复合

物涂覆的GCE作为研究电极,电解液为 N2 饱和

的PBS。文中所提到的电位如无特别说明,都是相

对于标准氢电极 (NHE)的数值。以循环伏安法

(CV)研究电极直接电化学行为。以CV和交流阻

抗谱 (EIS)评估和分析酶-载体各组成基元间相互

作用对固酶电极导电性能的影响。测定固酶GO复

合物基电极和对比电极在除氧且不含电子介体的磷

酸盐缓冲液 (PBS)中的稳态i-E 关系曲线。
利用Laviron方程计算固酶纳米复合物电极上

发生氧化还原反应涉及的电子数n 和电子迁移系

数α。继而按照文献[21-22]给出公式计算固酶 GO
复合物基电极在表面控制型电子迁移过程中的表观

异相电子迁移速率常数ks。根据不同电位扫描速

率下固酶电极在电解液中扫描所得CV中主要氧

化/还原峰的积分面积 AT,对V,n,AS 和法拉

第常数F 归一化,可计算固酶纳米复合物基电极

表面电活性物种的表观覆盖率Γ。
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以微分脉冲伏安法 (DPV)研判固酶电极上

电化学反应的机制并对相关电活性物种的氧化还原

性能进行比较。线性扫描伏安法 (LSV)和计时电

流法 (CA)评估固酶电极对底物的电催化性能。
溶解氧气浓度 (244.4μmol·L

-1)系在乌鲁木齐

当地大气压 (92.8kPa)和春夏之际的室温 (24.3
±0.4 ℃)下 采 用 Clark 型 氧 电 极 (购 自 英 国

Hansatech公司)测定,结合碘量法进行标定。在

不同时刻通过移液枪向溶液中加入不同体积的空气

饱和PBS,计算不同时刻体系中氧气的浓度。估算

固酶电极对溶解氧分子的KM,确定电极对底物的

检测限。测定浸泡于氧气饱和的PBS (pH=4.4)
中的固酶纳米复合物基ITO电极在 “开”与 “关”
状态切换时的光电转化电流-测试时间关系线,评

估固酶电极电催化效能对光的敏感性。

3.2 实验教学效果分析

3.2.1 固酶GO复合物基电极的制备

这部分实验环节存在的主要问题是,学生对加

入成膜剂的量和合理调配固酶纳米复合物的组分比

例掌握不到位,导致制备的固载Lac基电极或者力

学稳定性差,导致催化活性丧失,或者加入成膜剂

过多,表面薄膜层电阻过大,观察不到固载酶基电

极直接电子迁移的信号。
3.2.2 固载Lac的GO复合物理化性质表征

固酶纳米复合物XRD测试这个实验的结果分

析需要给学生分享相关文献和参考教材,指引学生

找到GO和有机染料分子的XRD标准卡,在借鉴

文献分析处理数据和晶面参数解析方法的基础上,
确定GO重要衍射峰对应的晶面并计算出相应的晶

面间距。从这几届本科班级的实验报告和期末操作

测试结果来看,学生不但掌握了相关解析方法,部

分学生甚至对功能化基团修饰GO后,衍射峰发生

的变化能够提出合理解释。
对于Tcpp与Lac共混体系的FRS谱图测定这

个实验,需要通过社交媒体向学生分享相关文献和

参考教材,引导学生了解和掌握静态猝灭和动态猝

灭的定义,2者之间的区别,以及如何判定具体的

猝灭模式。同时通过和仪器分析学科的理论和实验

联动的方式,启发学生进一步掌握荧光猝灭的机制

(如光致电子转移 (PET))模式。近几届学生的评

教反馈结果表明,此实验教学培养了学生的学科交

联意识,提升了物理化学实验内容的高阶性和挑战

度,缩短了学生与高新技术和学科研究前沿的距

离,满足了学生成就感和求知欲,收到了良好的教

学效果。

3.2.3 固酶电极的电化学行为、电催化和光电转

化性能研究与评估

固载Lac的GO基纳米复合物的导电性能测试

这一实验环节,可通过课前发布预习思考题+共享

教材/参考文献、阻抗数据软件图文攻略以及课后

分组讨论等师生互动模式,将相关数据处理和分析

的方法传授给学生。从近年学生的实验报告和期末

实验测试反馈来看,学生对于等效电路图的绘制和

EIS数据处理/分析等知识和技能要点掌握不够扎

实。这可归因于学生先行课程学习基础薄弱以及相

关理论和实验技能学习难度较大,不易于掌握等主

客观因素。通过课前布置一些科普性的课程资源和

综述文献精读,加大EIS和CV等电化学测试技术

的基本理论和术语介绍力度,继而通过课前/课后

知识测试和阶段性考核等举措,可达到改善和巩固

学习效果的目的。
电化学测试这一部分,包括绘制固酶GO纳米

复合物基电极在电解液中以不同扫速下得到的CV
曲线,记录其置于不同pH 的PBS中获得相应的

CV以及测绘该电极在弱酸电解液中正向和负向扫

描所得的DPV曲线,这些实验依据的相关理论与

物化理论课程的电化学章节知识点有密切关联。近

几届教学实践表明,学生对这部分知识掌握相对较

好,通过自学课后布置的课外阅读文献和CV法图

文攻略等方式,能够自觉运用相关知识和技能研究

工作电极上不同类型电化学反应并测定相关动力学

参数:表观异相电子迁移速率khet、固酶纳米复合

物基电极上发生电化学反应涉及的得失质子数和扩

散系数Da 等。但是反馈也表明,由于学生对杂环

化合物性质认识不够深入,在教师不给予引导或提

示的情况下,难以绘制电极上合理的电子迁移和质

子得失示意图。这表明需要夯实学生先行课有机化

学和分析化学的基础,在此基础上培养学生运用学

过的知识分析新科学问题、设计解决方案的能力。
此外教学反馈还表明:学生学习深度还不够,解决

新的复杂问题的能力还较为薄弱,知识路径依赖性

较强,尚需通过有效改变学生的思维方式和学习习

惯来进一步改善教学效果。
采用CV法评估固酶电极催化底物还原性能以

及使用计时电流技术评定固酶电极对底物传感性能

这2个实验可通过课前分享的经典文献解读和课后

的实验数据分组讨论等方式,引导学生思考这2个

技术方法的联系和区别,通过计算和对比2种方法

所得检测限、灵敏度和米氏常数等重要参数值的方

式,加深学生对不同方法的基本原理的了解,并学

·54·2024年第45卷第22期         化 学 教 育(中英文)(http:∥www.hxjy.chemsoc.org.cn)



会分析测定相同参数存在差异的原因。从教学反馈

效果和学生评教汇总情况来看,学生基本掌握了利

用这2种电化学技术评估固酶电极对底物传感性能

的方法,对2种技术的基本原理有了初步的认识,
对后续的毕业论文写作和硕士阶段的研究工作起到

了积极的推动作用。从实验整体设计而言,此实验

的设置对毕业论文相关工作的开展以及科研论文的

阅读有显著的促进和推动作用,较好地达到了提升

教学内容高阶性、创新性和挑战度的目标。此综合

性实验涉及的主要测试表征设备如图2所示,包括

固酶电极导电性能和直接电子迁移动力学评估和分

析所需电化学测试平台和固酶纳米复合物理化特性

表征所需的光谱学测试仪器。

Fig.2 EISspectrumfortheevaluationintheelectricalconductivity
ofthebasalelectrodecappedbyGObasednano-complexwithLac
entrapment(a);Theelectrochemicaltestingplatformforthe

determinationintherelatedparametersofthedirectelectronshuttle
dynamicsforLacbasedelectrodewithCV/LSV/CAtechniques(b);

FRS (c)instrumentforthecharacterizationinthemutual
interactionsbetweenredoxenzymeandthecomponentof
nano-complexonthebasisofTcppsurfacetailoredGO

compositewithLacanchoringandXRD (d)apparatusfor
theinvestigationinthephysicochemicalfeatureof

GObasednano-composite
图2 评估固载Lac的GO纳米复合物基电极导电性能的EIS谱

(a),固酶电极直接电子迁移动力学参数的CV/LSV/CA技术

所需要的电化学测试平台 (b);表征固载Lac的Tcpp修饰

GO纳米复合物中酶-复合物基元间相互作用所用FRS (c)

及复合物理化特性所需XRD (d)仪器设备
 

4 实验教学方案

4.1 课时安排和教学改革成本

本综合性实验依次分3个教学周进行。固酶电

极的制备是此综合性实验的第1部分,于第1教学

周内完成,需要2个学时 (4节小课,每个小课按

照45min计算);固酶GO复合物结构和理化性质

表征实验,除GFAAS由教师操作演示之外,其他

的光谱学和电化学实验均由学生分组独立操作完

成,循环实验,共需2个学时,安排在第2个教学

周中;固酶纳米复合物基电极电化学行为、电催化

性能和光电转化效能表征和测试部分则放在第3个

教学周,按照使用技术方法分为4个小组,循环实

验,共需2个学时。
实验教学中相关药品和耗材均来自本科教学实

验室库存和研究实验室提供的专用药品;结构表征

和性能测试设备均来自于依托单位,机时费和测试

费均有优惠。此实验实施费用大约为460元/次

(一次一个教学班,每班按照24人计算),因此从

实验开设成本来看,在依托单位耐受范围内。
4.2 教学效果评估、反馈和反思

本综合性实验的效果考核和评估通过将背景知

识考查、先行课程知识测试和实验技能考核、数据

处理分析和制图软件Chemdraw/Chemwindow和

Origin/Excel使用能力评估结合的方式进行。具体

的考核方式包括课堂口头提问、课后线上分组讨论

和评析提交的实验报告、上交的实验教学内容思维

导图和催化机制/电子迁移过程示意图评析以及课

后线上进行的综合性实验单元测验等。
教学效果反馈表明:学生的学习积极性和知识

综合运用能力上有显著的提升,对于网络搜索引擎

的运用和线上文献数据库的分析总结能力也有大幅

度的提高。学生对课程改革的评价多数持肯定态

度,对课程教学效果评分较之前有一定程度的升高

(平均分从78.4分升到83.8分)。但是此实验也有

一些需要改善的环节:过长的实验周期和众多的实

验技术,学生在感到新鲜的同时也会有严重的不适

应感和无力感。因此本教研团队计划未来对这一实

验进行必要的减法,仅保留电化学测试传感器的制备

和其对底物的传感性能影响评估部分作为实验主体。

5 结语
先进仿生智能电化学器件研究是近期的研究热

点与前沿。设计一个与此研究领域相关的、多学科

交叉的综合性实验———固酶纳米复合物基电极制备

与电催化性能评估,可有效提高学生对实验的参与

度,全面提升学生综合素质和科学素养。此实验制

备了固载Lac的光敏基团功能化GO基电极,分析

了纳米复合物各组元与Lac分子间相互作用的协同

效应对固载Lac的GO复合物结构参数、直接电化

学行为、电催化性能和光电转化效能的影响。本文

阐释了此综合性实验在教学实践中的可行性和必要

性。此综合性实验的教学实践表明:相关实验教学
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改革能有效激发学生对科学前沿问题的热情,同时

培育学生的团队合作意识和创新精神。
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DesignofComprehensivePhysicochemicalExperiment:ElectrocatalyticReductionof
OxygenonPorphineDerivativeFunctionalizedGrapheneOxidewithEnzymeEntrapmentthe

CAIYan-Jun ZHANGMi ZENGHan** GUANMing
(KeyLaboratoryofEnergyStorageandPhotoelectrocatalyticMaterials,CollegeofChemistryandChemicalEngineering,

XinjiangNormalUniversity,Urumqi830054,China)

Abstract Someobjectionssuchastheobsoletecontents,unitaryexperimentaltechniques,
indigentevaluation meansandthedeviationofdidacticaltargetsfromthefrontierandthe
hotspotsofthecurrentscientificresearchcouldbeidentifiedinthecurrentteachingofphysico-
chemicalexperiment.Itshouldbethefocusofthepresentpedagogicalreformationintheexperi-
mentalcurriculum.Thenovelandinterdisciplinaryitemofphysicochemicalexperimentispro-
posedinthearticletosubstitutetheout-datedandconfirmatorycontentofthepresent-daycourse
withthemonotonousspectrometricmeans.Theimplementationofthecomprehensiveexperi-
mentisintendedtocultivatethestudentswiththecapabilitytoevaluatetheimpactofthemutual
interactionsbetweenincorporatedenzymemoleculesandelementswithintheproteinmatrixon
thechargeshuttledynamicsandtheelectro-catalyticefficiencyofgraphenebasedcompositewith
proteinentrapmentinvirtueofthespectrometricandelectrochemicaltechniques.Suchactualiza-
tionofthesyntheticalexperimentwouldimpelthestudentstomasterthekeypointsoftherelat-
edtheoryandthedataproceedingmethods.Thecontentoftheproposedexperimentalitemis
relativefairlytotheresearchfrontierofthephoto-electrochemicalsensor.Theenforcementdiffi-
cultyintheexperimentalreformationisrelativelylow.Theexecutionoftheexperimentalrefor-
mationindicatesitspalpablefeasibilityintheordinarycollegesanduniversities.Theintentionof
suchexperimentalinnovationisproposedtoexploreandtheestimatethedirectelectrochemical
behaviorandtheelectro-catalyticperformanceonoxygenreductionoflaccasebasedelectrodewith
porphinederivativefunctionalizedgrapheneoxideasenzymesupporter.

Keywords grapheneoxide;laccase;comprehensiveexperiment;electro-catalyticperform-
ance;hydrogenperoxidereduction
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