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图3.  (a)HRP以及AAO膜在固定HRP前和后的FT-IR光谱图。(b)固定HRP之前和之后
AAO膜的LSV曲线。不同浓度HRP修饰AAO膜加入50 mM o-PD和20 mM H2O2的恒电
位(a)和LSV曲线(b。HRP浓度从上到下: 0, 0.002, 0.005, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 2, 5, 25 and 50 

mg mL-1(从 a 到 k) 。

HRP 浓度
纳米通道内固定的

HRP数量

10分钟反应后
电流下降(%)

电流减少80%

需要的时间(s)

50 mg mL-1 30000 99.6  0.2 22

25 mg mL-1 15000 97.4  0.8 20

5 mg mL-1 3000 96.8  1.2 37

2 mg mL-1 1200 77.6  1.7 66

500 µg mL-1 300 69.1  4.5 65

200 µg mL-1 120 31.9  3.4 94

100 µg mL-1 60 17.2  6.9 96

50 µg mL-1 30 12.8  1.0 325

5 µg mL-1 3 7.7  0.5 300

2 µg mL-1 1 4.3  2.3 342

0 0 0.7  1.2 577

表1. 修饰后的纳米通道内的HRP分子数量

(a) (b)

图6. 500 µg mL-1 HRP修饰AAO膜的离子电流， (a)在6 mM H2O2中加入不同浓度的
o-PD以及(b)在20 mM o-PD中加入不同浓度H2O2。

HRP status KM (mM) for H2O2 KM (mM) for o-PD

free 1.75 2.19

plate surface-confined 4.11 39.30

nanochannel-confined 3.65 63.80

表2 .  o-PD或H2O2浓度变化时不同状态HRP的表观催化常数
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纳米通道拥有内部空间可调的优势成为一种具有应用前景的平台。然而，如何
利用高效和快速地调节纳米通道空间仍然是一个挑战。我们将酶催化诱导聚合引入
纳米通道内，开发了一种新方法来调节纳米通道的有效直径。采用辣根过氧化物酶
(Horseradish peroxidase , HRP)作为模型酶，在纳米通道内固定HRP。在底物过氧化氢
(H2O2)存在时，HRP催化邻苯二胺（o-phenylenediamine，o-PD)生成聚合物沉淀，阻
止离子传输，导致离子电流降低。该系统阻挡离子电流的比率可达到初始的99.6%。
结合”Michaelis-Menten” 模型，开发出一个新方法来评估纳米限域空间中酶催化动力
学。通过比较溶液中游离状态，吸附在平面表面状态和固定在纳米空间内状态，发
现HRP对于底物H2O2 在纳米通道表现出相似米氏常数(Km)值，但对于底物o-PD表现
出更高的Km值。推测原因是受到位阻和扩散抑制导致。酶催化诱导聚合纳米通道为
纳米阻塞 /转换提供新概念，并为单分子分析和检测提供一个新的平台。

离子运输活动是纳米通道的特点，对通道直径和内壁表面属性(带电，亲水/疏水性,

等等)高度敏感。通过收集通道离子电流可以容易探测这些变化。纳米通道中的反应
可以改变通道直径和内壁性质，利用这些改变，很多刺激-响应装置被精心设计用于
传感，门控和分子筛。

酶转化具有很高的催化活性、选择性和绿色环保优势，广泛应用于合成、传感、能
源、生产领域。酶在纳米限制条件下的性能受到越来越多的关注。酶诱导催化聚合/

沉积的动力学在纳米限域空间内很少研究。

本文中将酶分子修饰到AAO孔内壁，探索酶诱导催化聚合/沉积在纳米限域空间中的
催化性能和特征。

通过检测通道离子电流对酶催化反应进行原位、直接检测，相比目前荧光和电化学
中不可避免的扩散和低效率，本方法可以实时、高效收集游离产物信号。

本方法为生物大分子检测及纳米孔电化学检测提供了新的检测平台。

图 5. 扫面电镜图，从正面(a和 c)截面 (b和d)角度的AAO膜，经过催化反应前(a 和
b) 和反应后(c和d). 标尺: 100 nm.
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图1 . 试验原理 (a)在纳米通道中酶催化诱导聚合物的生长过程； (b)检测池。

图2 . (a)电化学检测平台；(b)自制的反应池；(c)载有HRP修饰的AAO石英片。
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在纳米通道中引入酶催化诱导聚合物生长实现了离子传输的高效调控，阻塞比可达最
初的99.6%。甚至几个HRP分子也能引起可分辨的信号变化。

与自由状态和吸附在平面表面的HRP分子相比，在纳米限域空间内的HRP对H2O2呈现
类似的Km值，但对o-PD的Km值要高。

这项研究为纳米通道调控提供新理念，并为超敏分析和检测提供一种新方法。
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