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创新是社会进步的灵魂，大学生作为新时代创新的生力

军，如何培养学生的创新思维和创新能力已成为高等教育的

重要任务之一。学科间交叉融合是科学创新的有效途径。在

大学高年级开设交叉学科的综合实践活动课程，通过融合不

同学科的交叉内容和思维方式，开展有效解决真实问题的教

学活动，来引导学生多视角认识事物本质，逐步构建系统的

知识网络，对提升学生的跨学科思维和创新能力具有重要的

意义 [1,2]。

近年来，纳米技术与生物学的交叉是世界各国科技界关

注的焦点之一。纳米模拟酶，简称为纳米酶（nanozyme），

既有无机纳米材料的性质，又有类似于生物酶的催化活性 [3]。

2007年，中国科学家阎锡蕴院士在国际上报道了首例纳米酶

的实验证据 [4]，从此改变了人们对纳米材料生物惰性的传统

认知。对比天然酶，纳米酶具有价格便宜、制备工艺简单、

稳定性好、循环利用率高等优势。纳米酶融合了生物、化学、

材料和生物医学等多学科，是中国科学家在交叉学科领域原

创的典范，已引起了国际上科学家们的广泛兴趣与高度重视
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[5]。至今，已有 40多种不同纳米材料作为纳米酶被相继报道，

其应用已经拓展到了生物 [6]、医学 [7,8]、农业 [9]、环境治理 [10]、

国防安全 [11,12]等多个研究领域。

纳米酶近来发展迅速而且具有广泛的应用前景，但目

前大学课程和实验教学鲜有涉及该领域的内容，因此设计了

具有类过氧化物酶性质的 Fe3O MNPs比色检测 H2O2的综合

实验。采用共沉淀法制备了具有类过氧化物酶活性的 Fe3O

MNPs，该纳米酶在 H2O2存在下可催化过氧化物酶的变色底

物 3,3’,5,5’-四甲基联苯胺（TMB）氧化生成蓝色产物，

产物的吸光度与 H2O2浓度成正比，因此通过反应后产物的吸

光度可以间接测出 H2O2的浓度。通过该综合实验的开展，使

学生学习纳米酶的相关概念，了解纳米酶的应用领域以及比

色检测法的原理，锻炼学生的数据处理与动手操作能力，促

进学生不同学科之间的交叉融合能力。

①了解纳米酶的概念及应用领域。

②熟悉 Fe3O4 的制备方法及表征手段。

③掌握Fe3O4 比色检测H2O2的原理及具体操作方法。

比色检测法是利用反应体系中信号分子颜色的改变，通

过紫外可见分光光度计检测体系吸光度，从而确定目标物浓

度的方法 [13]。比色传感法检测 H2O2通常采用能够分解 H2O2

的材料作为催化剂，如 HRP或具有类过氧化物酶活性的纳米

酶，促进·OH的生成，氧化 TMB、邻苯二胺（OPD）或 2,2’-

叠氮基双（3-乙基苯并噻唑啉 -6-磺酸）（ABTS）等显色底物，

通过反应体系颜色的改变来检测 H2O2
[14]。

在本次实验中，利用 Fe3O4 的类过氧化物酶活性，

该纳米酶在 H2O2存在下，将无色底物 TMB氧化为蓝色的氧

化产物 oxTMB，该氧化产物在 652nm处具有强烈的吸收峰，

由于底物 H2O2浓度与产物 oxTMB吸光度成正比关系，因此

可以利用紫外可见分光光度计对产物吸光度进行检测，从而

达到检测 H2O2的目的
[15-17]。

Fe3O4 比色检测 H2O2见图 1。

3O4 2O2

3,3’,5,5’-四甲基联苯胺（TMB）、氯化铁（FeCl3•6H2O）、

氯 化 亚 铁（（FeCl2•4H2O）、 2O2（ 质 量 分 数

30%）、浓氨水（质量分数 25%）、无水乙醇、柠檬酸、磷

酸氢二钠、柠檬酸三钠。

紫外可见光分光光度计、容量瓶、三口烧瓶、冷凝管、

磁力搅拌器、分析天平、磁体、移液枪。

3O4

本实验通过共沉淀法制备 Fe3O4 。准确称取

FeCl3•6H2O（ ）， 2•4H2O（0.005mol） 溶

解于去离子水中，将混合液转移至三口烧瓶，并加去离子

水稀释至 100mL，放入恒温水浴锅内并加热到 80oC，在 N2

的保护和机械搅拌下，逐滴加入 10mL浓氨水（质量分数

25%），滴加完毕后继续向混合溶液中滴加 40mL、0.1mol/L

的柠檬酸三钠作为表面活性剂，恒温搅拌 1.0h。反应完成后

利用外部磁体收集反应所得磁性纳米颗粒，去离子水洗涤 2

次，无水乙醇洗涤 3次后室温自然晾干，保存备用。

通过共沉淀法制备 Fe3O4 后，利用透射电子显微

镜（TEM）或扫描电子显微镜（SEM）观察样品的形貌和尺寸。

2O2 与 Fe3O4

MNPs溶液配置

①室温下，不同 PBS缓冲溶液由 2HPO4和

0.01mol/L柠檬酸按表 1中比例混合而成（实验时按表 1中所

给比例配置实际需要总量，现配现用）。

pH Na2HPO4体积 柠檬酸体积 总体积

2.2 0.40 10.60 11.00

3.0 4.11 15.89 20.00

4.0 7.71 12.29 20.00

5.0 10.30 9.70 20.00

6.0 12.63 7.37 20.00

② 2.5mg/mLTMB溶液： 加入到 1mL无水乙

醇中充分溶解得到 溶液，实验中所需其他浓

度按比例配置即可（实验时按上述比例配置实际需要总量，

现用现配）。

③ H2O2溶液：取 30µL10mol/L 的 H2O2（即质量分数

30%的 H2O2）加入到 1470µL去离子水中稀释，得到浓度为

0.2mol/L的 H2O2溶液。后续所需其他梯度浓度 H2O2溶液逐步

稀释即可（实验时按上述比例配置实际需要总量，现用现配）。
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④ 3O4 溶液： 3O4 加

入到 1mL去离子水中充分溶解得到 3O4 溶

液，再稀释 10倍得到 0.25mg/mL的 Fe3O4 溶液（实验

时按上述比例配置实际需要总量，现用现配）。

3O4

对照实验：体系一 PBS+TMB+Fe3O4 2O2；体系

二 PBS+TMB+Fe3O4 ；体系三 PBS+TMB+H2O2；体系

四 PBS+TMB。

体系一：取 的 PBS缓冲溶液于比色皿中，

依次加入 、 3O4

MNPs和 2O2，室温下反应 10min，利用紫

外可见分光光度计检测该混合溶液在 652nm处吸光度大小。

体系二、三、四作为对照组，试剂滴加顺序与实验组体

系一保持一致。作为对照组，与实验组相比不需要添加的试

剂以等量的 代替。

为保证单一变量原则，四个体系均使用 ，

2O2和 ，且混合溶液总量为 3mL。

3O4

分别在 pH为 2.2、3.0、4.0、5.0、6.0的 PBS缓冲溶液

中，全部采用与上述 5.4中“体系一”完全相同的条件与步骤，

室温下反应 10min后，利用紫外可见分光光度计检测混合溶

液在 652nm处吸光度大小。

3O4

在室温及 Fe3O4 的最适 pH3.0条件下，分别改变

底物 TMB浓度（50~400µmol/L）和 H2O2浓度（0.1~1.5mmol/

L），测定反应体系在 652nm处吸光度。

具体操作：取 缓冲溶液于比色皿中，

依 次 加 入 、 3O4

MNPs和 2O2。保持 TMB浓度为 2.5mg/mL不变，依

次改变 H2O2的浓度为 0.1、0.2、0.4、1.0、1.5mmol/L。充分

混合后，在紫外可见分光光度计 652nm的时间扫描模式下监

测反应。

类似地，在相同条件下保持H2O2浓度为 0.2mol/L不变，

依次改变 TMB浓度为 50、100、200、300、400µmol/L，充

分混合后，在紫外可见分光光度计 652nm的时间扫描模式下

监测反应。

首先，根据反应 60s时在 652nm处的吸光度，利用朗格

比尔定律 A=ɛbc计算产物的浓度。其中，A为吸光度，c为

产物浓度（mol/L），ɛ为TMB的摩尔吸光系数 39000/（M⋅cm），

b为光程长度（cm）。然后，由 V＝ c/t计算反应速率。最后，

由米氏方程 V=(Vmax[S])/(Km+[S])计算相关酶促反应动力学

参数Km和Vmax，其中V为反应初始速度，Vmax为反应最大速度，

[S]为底物浓度；Km为米氏常数；Km值的物理意义为反应速

度达到一半的 Vmax时的底物浓度（即此时 Km＝ [S]），单位

一般为 mol/L，只由酶的性质决定，而与酶的浓度无关 [15-17]。

2O2

取 缓冲溶液于比色皿中，依次加

入 、 3O MNPs 和

360µL不同浓度的 H2O2（0.1、0.2、0.4、1.0、1.5mmol/L），

充分混合后反应 10min，利用紫外可见分光光度计检测样品

在 652nm处吸光度。将 H2O2浓度与对应吸光度值绘制成标

准曲线，可以得到相关系数 R2，并根据方程 LOD＝ 3δ/S计

算得到 H2O2检测限。其中，δ为空白对照组的标准偏差；S

为标准曲线斜率（空白对照组为 PBS＋ TMB＋ H2O2，操作

同 5.4）。

3O4

3O4

利用扫描电子显微镜（SEM）观察制备的 Fe3O4

形貌和尺寸。由图 2可以看出，Fe3O4 呈现出球状形态，

平均粒径在 200nm左右。

3O4

通过对照实验研究了Fe3O4 的类过氧化物酶活性，

如图 3所示。单独的 TMB（体系四）本身不会发生氧化反应，

在 652nm处没有吸收峰，当在 TMB中加入 H2O2（体系三）

或 Fe3O4 （体系二）时对 TMB有轻微的氧化能力，在

652nm处有弱的吸收峰，只有在 Fe3O4 、TMB、H2O2

同时加入时出现明显的吸收峰，由此证明 Fe3O4 具有类

过氧化物酶活性。
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3O4

与天然酶相似，反应条件如溶液 pH值的变化也会影响

纳米酶的催化活性。因此，在缓冲溶液 pH2.2~6.0范围内研

究了溶液 pH对 Fe3O4 纳米酶活性的影响。如图 4所示，

随着 pH的逐渐增大，纳米酶的催化活性表现出先增大后减

小的趋势，在 pH3.0时出现最大的相对催化活性。反应体系

的吸光度表现出先增大后减小的趋势，在 pH3.0时出现最大

的吸光度值。由此可知，Fe3O4 的催化活性受 pH的影响，

并在 pH3.0时表现出最高的类过氧化物酶活性。因此，选择

pH3.0的缓冲溶液作为接下来实验中的最优 pH值。

3O4

3O4

为了研究Fe3O4 作为类过氧化物酶的动力学机制，

通过保持一个底物浓度不变，改变另一个底物浓度进行稳态

动力学分析。在最适 pH3.0溶液条件下，分别对底物 TMB和

H2O2的稳态动力学曲线进行研究。通过绘制初始反应速率与

浓度的关系获得 TMB和 H2O2的Michaelis-Menten 曲线。根

据双倒数曲线可以计算Michaelis-Menten常数（Km）和最大

反应速度（Vmax）。

反应速率 V与底物浓度与对应曲线如图 5A和图 5C所

示，随底物浓度增加，反应速率 V逐渐增加，在达到一定程

度时趋于饱和，这种特征符合典型的米氏方程。先计算底物

浓度和催化初始速率的倒数，然后对它们作图后进行线性拟

合得到图 5B和 5D对应的双倒数 Lineweaver-Burk图。根据

双倒数曲线拟合出的线性方程 1/V=（Km/Vmax）·（

+1/Vmax），计算得到相应的稳态动力学数据 Vmax和 Km。Km

的值只由酶的性质决定，而与酶的浓度无关，因此通常被认

为是酶与特定底物亲和力的指标，Km值越小，说明酶与底物

的亲和力越强，所研究催化剂的效率越高。由表 2可以看出，

在以 Fe3O4 作为纳米酶催化时，底物 TMB和 H2O2所

对应的 Km值均比天然 HRP作为酶催化时的 Km值小，说明

Fe3O4 与底物 TMB和 H2O2的亲和力比 HRP高，但以

Fe3O4 作为纳米酶催化时，底物 TMB和 H2O2所对应

的 Vmax值均比 HRP作为酶催化时的 Vmax值小，说明合成的

Fe3O4 类过氧化物酶活性，天然酶HRP的催化活性更高。

3O4

3O4 Km 和 Vmax 参数的比较

催化剂种类

Vmax（10
-8 ）

（L*s）
Km（mmol/L） 参考文献

TMB H2O2 TMB H2O2

Fe3O4 4.19 0.44 0.163 0.591 本研究

HRP 10.00 8.71 0.434 3.70 [3]

2O2

基于上述研究结果，在 pH3.0缓冲液、TMB浓度 2.5mg/

mL及反应时间为 10min时，构建 Fe3O4 纳米酶用于

比色检测 H2O2的实验平台，于 652nm波长处测量不同浓度

H2O2的紫外可见吸光度值。如图 6所示，随 H2O2浓度增大，

混合体系在 652nm处吸光度逐渐增大，并在 0.1~1.5mmol/L

内呈现较好的线性关系，线性方程为 y＝ 0.2134＋ 0.16625x，

其中 y为吸光度值，x为 H2O2的浓度，相关系数 R2＝ 0.993，

测检测限（LOD）为 0.094mmol/L。

2O2 浓度与吸光度的线性关系图

该实验共计 10学时，实验所需时间较长，可在班内分
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组实验，每组 3~5人。

①预习（课外）：提前２周给出实验内容，让学生查阅

相关文献，撰写规范的实验预习报告，提前了解紫外可见分光

光度计操作方法、纳米酶概念、H2O2的比色检测等相关内容。

②第一次实验（3学时）：讲解实验内容，合成 Fe3O4

MNPs、表征、干燥，收集保存备用。

③第二次实验（3学时）：Fe3O4 类过氧化物酶活

性的测试及其酶活最适 pH的筛选。

④第三次实验（4学时）：Fe3O4 稳态动力学相关

参数的测定，及比色检测 H2O2。

⑤总结（课外）：要求学生在２周内整理该实验的实验

步骤、分析处理相关数据，以小组的形式对实验结果进行归

纳总结，整理成完整的实验报告。

该实验中 Fe3O4 的合成方法安全可行，可用于本

科生实验教学，该综合实验通过课前的文献调研，可以让学

生更多地了解交叉学科前沿，认识纳米酶的应用领域；通过

课上学生自己动手合成纳米材料，可以有效掌握 Fe3O4

的制备方法、表征手段和 H2O2的比色检测原理，及 Fe3O4

MNPs类过氧化物酶的活性测定。因此，该综合实验既可以

锻炼学生的动手操作能力，巩固紫外可见分光光度计等相关

理论知识，又可以通过融合不同学科的交叉内容和思维方式，

培养学生的跨学科课程意识和能力，为开展交叉学科教学奠

定基础。
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