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AgVO3类氧化酶对槲皮素的信号增强型比色传感研究
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摘要： 目前，纳米酶的设计合成及比色传感应用是分析化学领域的研究热点，开发一种具有高活性、良好稳

定性、不依赖过氧化氢的单一类氧化酶活性材料是实现高效比色传感的关键。采用适合大规模制备的溶

液共沉淀法，合成了长度为 10—20 μm、直径为 100—200 nm 的 AgVO3 纳米棒（AgVO3 NRs）。研究发现，

AgVO3 NRs 能催化无色的 3,3′,5,5′-四甲基联苯胺（TMB）氧化生成蓝色产物 oxTMB。机理研究发现，

AgVO3 NRs 显示单一且高效的类氧化酶活性，并对不同底物具有广谱性。以 TMB 为底物时，底物诱导活

化材料表面吸附的化学氧，并将其转化为超氧自由基（·O2
−）。超氧自由基作为电子受体，将底物 TMB 氧

化并触发显色反应，该过程近似为一级反应。当有槲皮素存在时，TMB 的氧化得到促进，oxTMB 浓度增

加导致其吸光度显著上升，蓝色加深。基于该过程，构建了一种具有信号增强型“关-开”模式的槲皮素比色

传感检测系统，即 AgVO3 NRs+TMB+槲皮素。研究结果表明，在 25 ℃下、缓冲溶液 pH=4条件下，槲皮素

（浓度在 0—1. 0 μmol∙L−1）与 oxTMB 在 652 nm 处的吸光度呈良好的线性关系，检测限为 11. 82 nmol∙L−1。

说明，AgVO3 NRs 是一种性能优良的类氧化酶材料，可实现多酚类化合物槲皮素的比色检测。本研究揭示

了 AgVO3 NRs 在化学分析检测、食品安全、生物医学领域的应用潜力。
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0　引言
槲皮素（Quercetin），又称洋葱素或槲黄素，是

黄酮类化合物家族中具有重要药用价值的成分，也

是一种重要的膳食抗氧化剂［1］。槲皮素存在于多种

食物中，如水果、蔬菜、茶、酒及其他饮食补充物中，

具有抗氧化、抗发炎、抗过敏的功效，对健康有益，也

是让蔬果成为超级食物的关键［2］。然而，过多地使

用槲皮素易发生反酸，导致身体发生炎症，出现关节

疼痛的不适症状，如果严重还有可能会损坏 DNA，

影响身体健康［3］。此外，不恰当地使用槲皮素还可

能导致消化不良，如胃肠功能紊乱及腹部胀气、反酸

等不良反应［4］。因此，槲皮素的定量分析，对了解其

生物活性及在食品营养、生命健康和医学领域的合

理应用具有非常重要的意义。目前，槲皮素的定量

检测主要依赖于高效液相色谱法（HPLC）［5］。该法

具有高效、高灵敏度、高分离度等优点，能够准确测

定复杂样品中槲皮素的含量。近年来，随着科学技

术的不断进步，一些新的定量检测方法也逐渐应用

于槲皮素的测定，如核磁共振氢谱法、毛细管电泳法

等，这些仪器分析方法在某些方面具有独特的优势，

但是也存在设备成本高、操作复杂、需要专业人员操

作，以及对于复杂样本的预处理过程较为繁琐等缺

点［6-7］。因此，开发一种简单快捷的化学分析法尤为

重要。
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具有高效、专一的催化特性。然而，天然酶稳定性

差、提纯成本高，限制了其在检测领域中的应用［8］。

纳米酶作为模拟天然酶活性的纳米材料，具有稳定

性高、成本低及催化效率高的优点，可以适用于各种

复杂环境［9］。在检测领域中，纳米酶能够实现对目

标物质的高灵敏、快速检测，为疾病诊断、环境监测

等提供了有力工具［10］。因此，纳米酶在分析检测方

面具有广阔的应用前景和重要的研究价值。金纳米

团簇（AuNCs）纳米酶可以模拟 TMB-H2O2 系统中

过氧化物酶催化活性［11］，从而能特异而准确地检测

药物［12］。研究发现［13］，木瓜蛋白酶保护的 AuNCs
（P@AuNCs）可模拟过氧化物酶活性，实现对多巴

胺的比色传感定量分析。信号增强的传感模式，得

益于多巴胺对该酶催化反应过程的显著促进作用。

水热法制备的 HSF@AuNCs 也可通过类似的过氧

化物酶活性模拟过程［14-15］，实现对四环素的特异性

比色传感检测。贵金属材料一般具有较高的过氧化

物酶活性，但是稳定性差且高化学活性 H2O2的存在

会引发复杂体系中活性物质的副反应，从而造成一

定的背景干扰和实际操作流程的不便。因此，发展

具有不依赖 H2O2的单一类氧化酶活性纳米材料，对

于纳米酶在化学比色传感领域中的应用具有重要

意义。

无机化合物具有种类繁多、制备简单、原料易

得、表面组成和结构可调等特点，是新兴纳米酶材料

的理想候选者。钒作为一种常见的过渡金属元

素［16］，其丰富的氧化态为高活性纳米酶的制备提供

了先决条件［17-18］。在已报道的纳米酶当中，其中就

有 含 钒 类 氧 化 酶 应 用 于 构 建 比 色 传 感 体 系 ，如

BiVO4
［19］、CeVO4

［20］、Co2V2O7
［21］。本文合成了一种

具有类氧化酶活性的 AgVO3 NRs，详细研究了其酶

催化反应条件和机理，测定了反应动力学曲线。在

有不同还原性物质存在时，该酶促反应体系可表现

出信号增强和信号淬灭两种模式。利用槲皮素的信

号增强效应，建立了 AgVO3 NRs+TMB+槲皮素

的传感平台，检出限为 11. 82 nmol∙L−1。该项研究

有助于新型酶纳米材料的开发和先进分析方法的

建立。

1　实验部分

1. 1　实验药品

实验原料包括：硝酸银（AgNO3），购自广州化

学试剂厂；偏钒酸铵（NH4VO3）、邻苯二胺（OPD）、

2，2'-联氮 -双 -3-乙基苯并噻唑啉 -6-磺酸（ABTS）、

槲皮素（C15H10O7），均购自上海麦克林生化科技有

限公司；叔丁醇（TBA），购自天津大茂化学试剂厂；

对苯醌（PBQ），购自国药集团化学试剂有限公司；

叠氮化钠（NaN3），购自天津市福晨化学试剂厂；3，
3'，5，5'-四甲基联苯胺（TMB），购自上海阿拉丁生

化科技股份有限公司。以上试剂均为分析纯，使用

前没有经过任何处理。

1. 2　AgVO3 NRs合成

取 100 mL 烧 杯 ，加 入 50 mL 的 H2O，再 加

0. 058 5 g（0. 05 mol∙L−1）的偏钒酸铵，配制成 A 液。

另取 100 mL 烧杯，加入 50 mL 的 H2O，再加 0. 085 g
（0. 05 mol ∙L−1）硝酸银，配制成 B 液。用胶头滴管

同时把 A 液和 B 液滴（体积比 1∶1）加到同一个空烧

杯中混合，同时磁力搅拌，观察到有淡黄色沉淀生

成时在室温下继续搅拌反应 2 h。将所得溶液在转

速 8 000 r∙min−1 下离心 3 min，随后分别用水、乙醇

洗涤固体 3 次。把洗涤干净的固体放置于 60 ℃的烘

箱 中 烘 干 24 h，即 得 到 AgVO3 NRs 淡 黄 色 固 体

粉末。

1. 3　AgVO3 NRs类氧化酶活性测试

1. 3. 1　溶液的配制

不 同 pH 值 的 缓 冲 液 NaAc-HAc 的 配 制 ：在

100 mL 的水中加入醋酸（HAc）和醋酸钠（NaAc），

通过精确调整二者的加入量，获得所需的不同 pH
值缓冲溶液。

TMB 溶液（15 mmol∙L−1）的配制：称量 7. 2 mg
的 TMB 粉末，将其溶解于 2 mL 的乙醇（EtOH）中，

待其完全溶解，获得所需的 TMB 溶液。ABTS 溶

液（15 mmol ∙ L−1）配制：称量 16. 5 mg 的 ABTS 粉

末，将其溶解于 2 mL 的 H2O 中，待其完全溶解，获

得所需的 ABTS 溶液。OPD 溶液（15 mmol∙L−1）配

制：称量 3. 2 mg 的 OPD 粉末，将其溶解于 2 mL 的

EtOH 中，待其完全溶解，获得所需的 OPD 溶液。

DA 溶液（15 mmol∙L−1）配制：称量 5. 7 mg 的 DA 粉

末，将其溶解于 2 mL 的 H2O 中，待其完全溶解，获

得所需的 DA 溶液。以上 4 种底物的溶液配制好

后，保存在 4 ℃的冰箱中避免光照以确保稳定性，方

便后续实验使用。

AgVO3 NRs 溶液（3 mg ∙mL−1）的制备：称量

6 mg 的 AgVO3 NRs 粉末，并将其分散在 2 mL 的
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H2O 中 ，在 常 温 下 超 声 处 理 30 min，以 确 保

AgVO3 NRs 粉末在水中均匀分散。每次实验前，需

要摇晃溶液以保证其均匀性，然后再进行取用。

1. 3. 2　AgVO3 NRs类氧化酶活性测定

通过紫外-可见分光光度计，监测样品在 652 nm
处的吸收变化，以评价样品的类氧化酶活性。在典

型的类氧化酶实验中，将 40 µL 的 AgVO3 NRs 悬液

（浓度为 3 mg∙mL−1）加入到 3 mL 的 NaAc-HAc 缓

冲溶液中，经充分摇匀混合后，将其加入 TMB 溶液

（浓度为 0. 15 mmol∙L−1）中，确保再次混合均匀。随

后，将混合液置于 25 ℃环境下反应 35 min，检测其

在波长 652 nm 处的吸收情况。

1. 3. 3　AgVO3 NRs 对不同底物的类氧化酶活性

测定

利 用 紫 外 - 可 见 分 光 光 度 计 ，监 测 样 品 在

652 nm 波长处的吸收变化，以评估并确定最适合

样品的类氧化酶底物。将 40 µL 的 AgVO 3  NRs
悬液（3 mg∙mL−1）加入到分别含有 0. 15 mmol∙L−1 
的 TMB、OPD、ABTS 和 DA 的 3 mL 的 NaAc-HAc
缓冲溶液中。在温度 25 ℃下反应 5 min，检测 652 nm
处的吸光度。

1. 3. 4　稳态动力学测试

在 AgVO3 NRs（40 μg∙mL−1）存在的 NaAc-HAc
缓 冲 液（pH=4）中 ，改 变 TMB 的 浓 度 为 0. 05—
0. 35 mmol∙L−1，在温度 25 ℃、反应时间为 25 min 条

件下，测试样品的吸光度。根据朗伯 -比尔定律

（Beer-Lambert law）和米氏方程（Michaelis-Menten 
equation），对实验数据进行了深入分析。通过计算

得出米氏常数（Km）和最大初始反应速率（Vmax）这两

个 关 键 参 数 ，绘 制 出 类 氧 化 酶 活 性 Michaelis-

Menten 曲线。其中：朗伯 -比尔定律 A=Kbc，式中

A 代表吸光度、K 为摩尔吸收系数、b 为吸收层厚度

（比色皿的厚度）、c 为吸光物质的浓度；米氏方程

1/v=Km+［S］/（Vmax［S］）=1/Vmax+（Km/Vmax）×
（1/［S］），式中 Km 为米氏常数（代表 AgVO3 NRs 与

底物的亲和力）、Vmax为底物浓度饱和时监测到的最

大反应速率、［S］为底物的不同浓度、v 为初始反应

速度。

1. 4　AgVO3 NRs催化氧化 TMB实验

1. 4. 1　溶解氧测试

测试溶解氧时，分别进行两组对照实验。两组

实验采用相同方法，不同之处在于反应前是否对

pH=4 的 NaAc-HAc 缓冲液进行脱气处理。脱气

处理是通过鼓泡的方式，让氮气在溶液中持续冒泡

30 min，以有效去除溶液中溶解的氧气。溶解氧测

试时，分别向经脱气处理和未脱气处理的 NaAc-

HAc 缓冲液中加入 AgVO3 NRs 溶液（40 μg ∙mL−1）

和 TMB 溶液（0. 15 mmol∙L−1），然后在室温条件下

反应 5 min，待反应结束后检测体系在 652 nm 处的

吸光度。

1. 4. 2　活性氧种类测试

活性氧种类测试时，先将 AgVO3 NRs和 TMB 在

3 mL 的缓冲溶液中混合，然后分别快速加入 30 µL
的 NaN3 （1. 0 mol∙L−1）、120 µL的 PBQ （0. 25 mol∙L−1）

和 3 µL 的 TBA，待反应 5 min 后，记录各溶液在

652 nm 处的吸收情况。

1. 4. 3　槲皮素比色传感体系的构建

为了评估类氧化酶反应系统对槲皮素的传感性

能，构建槲皮素比色传感体系。首先，在 3 mL 的

NaAc-HAc缓冲溶液（pH=4）中加入 40 µL 的 AgVO3 

（3 mg∙mL−1）NRs 和 30 µL 的 TMB（15 mmol∙L−1）溶

液，随后分别加入不同浓度（0—1 µmol∙L−1）的槲皮

素。然后，在温度 25 ℃的条件下进行反应，待反应

5 min 后，记录混合溶液在 652 nm 处的吸收值。最

后，通过绘制溶液在 652 nm 处的吸收与分析物浓度

（槲皮素）之间的关系曲线，得到相应的工作曲线。

每个浓度测 3 个平行样品，通过计算得到标准偏差。

2　结果与讨论

2. 1　AgVO3纳米棒的表征

2. 1. 1　扫描电子显微镜（SEM）和透射电子显微镜

（TEM）表征

图 1 为 AgVO3 NRs 的扫描电子显微镜（SEM）

和透射电子显微镜（TEM）照片。从图 1（a—d）可以

观察到，合成的 AgVO3 NRs 呈棒状结构，长度为

10—20 μm、直径为 100—200 nm，样品形貌的均一

性较高，没有其他不规则的聚集态形貌产生。说明，

所选合成方法和条件对 AgVO3 一维结晶结构的生

长较为有利。从图 1（e）高分辨率 TEM 图，可以观

察到（501）晶面的晶格条纹，对应的晶面间距为

0. 272 nm。从图 1（f）透射电镜能谱可见，样品中只

含有 Ag、V 和 O 元素，且这 3 种元素在样品表面分

布均匀。
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2. 1. 2　X 射线粉末衍射（XRD）表征

为了进一步证明所合成的纳米材料是 AgVO3，

对样品进行了 X 射线粉末衍射（XRD）分析（见图

2）。从图 2 可见，在 2θ 值分别为 12. 51°、18. 87°、

27. 65°、30. 69°、31. 47°、36. 34°、38.49°、48.12°、56.72°
和 59.06° 处 出 现 了 衍 射 峰 ，分 别 对 应 于（200）、

（400）、（− 211）、（501）、（− 503）、（− 512）、（710）、

（020）、（521）和（102）晶 面 ，其 中 位 于 12. 51° 和
18. 87°处的衍射峰较强。这一结果与 β 相 AgVO3的

标准卡片（JCPDS No. 19-1151）及文献［17］报道数

值相符，较强的衍射信号代表 AgVO3具有较高的结

晶度，且为单一的 β 相，表明一维纳米棒的生长方向

可能为［100］。相较于水热等晶体材料制备方法，温

和的常温常压反应条件，更适合一维材料取向性生

长所需要的晶核缓慢形成与晶体缓慢生长的理想

条件［22］。

2. 1. 3　傅里叶红外光谱（FT-IR）
利用傅里叶红外光谱（FT-IR）对样品分子结

构及内部组成进行分析，结果如图 3 所示。从图 3
可见，在 500—1 000 cm−1 范围内的特征峰对应于

V─O─V键的对称和非对称拉伸振动，在652. 52 cm−1

处的信号峰为 AgVO3中 V─O─V的对称拉伸振动吸
图 2　AgVO3 NRs的 XRD 谱图

Figure 2　XRD spectra of AgVO3 NRs

（a—b）—SEM 图；（c—d）—TEM 图像；（e）—高分辨率 TEM 图像；（f）—元素扫描 TEM 图。
（a—b）—SEM maps；（c—d）—TEM maps；（e）—high-resolution TEM image；（f）—TEM element mapping.

图 1　AgVO3 NRs的 SEM和 TEM表征图

Figure 1　Characterization of AgVO3 NRs with SEM and TEM
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收峰，在 774. 16 cm−1处的峰对应AgVO3中V─O─V
的不对称拉伸振动吸收峰，在 930. 92 cm−1处的峰归

因于 VO3基团的对称拉伸振动。这些红外吸收峰与

文献［23-24］中报道的 β 相 AgVO3 的信号一致。另

外 ，在 1 644. 48 和 3 483. 14 cm−1 处 的 信 号 峰 为

AgVO3中 H2O 的弯曲振动吸收峰，表明样品表面有

吸附水存在。

2. 1. 4　拉曼光谱（RS）
拉曼光谱（RS）是分析样品的分子结构、结晶度

及分子相互作用的有力工具。图 4 为 AgVO3 NRs
的 拉 曼 光 谱 图 。 从 图 4 可 见 ，AgVO3 NRs 在

525. 22、873. 94 和 919. 43 cm−1处出现 3 个较强的的

峰，前两个峰对应 V―O―V 的对称弯曲振动，而

919. 43 cm−1处的峰对应 V―O―Ag 或 O―V―O 的

对 称 拉 伸 吸 收 峰 。 这 一 结 果 与 文 献［25-27］中

AgVO3 拉曼光谱特征峰的结果相一致。通过对

AgVO3 NRs 的形貌、尺寸、结构、组成及结晶度的表

征发现，所合成的材料为具有一维棒状形貌的 β 相

AgVO3结晶物。

2. 2　AgVO3纳米棒类氧化酶活性的研究

2. 2. 1　AgVO3 NRs的类酶活性种类研究

无机材料纳米酶活性多数表现为类过氧化物酶

活性，少数可同时具有类过氧化物酶活性和类氧化

酶活性。为了评估 AgVO3 NRs 的类酶活性种类，分

别 在 无 H2O2 和 有 H2O2 存 在 的 情 况 下 ，测 试

AgVO3 NRs 对 TMB 酶促反应活性，结果如图 5 所

示。从图 5 可见，两种体系反应 5 min 后，未加 H2O2

时 AgVO3 NRs 可将 TMB 氧化，而有 H2O2存在时体

系 在 652 nm 处 的 吸 光 度 几 乎 不 变 。 说 明 ，

AgVO3 NRs 具有单一的类氧化酶活性，没有类过氧

化物酶活性，H2O2 的存在不能加速其对 TMB 的催

化氧化过程［19］。

2. 2. 2　AgVO3 NRs对不同底物的活性研究

纳米酶的显色底物除了 TMB（3，3'，5，5'-四甲

基联苯胺）外，还有 OPD（1，2-苯二胺）、ABTS（2，2'-
联氮 -双 -3-乙基苯并噻唑啉 -6-磺酸）和 DA（2-（3，4-

二羟基苯基）乙胺）。催化剂可对 1 种或多种底物显

示活性，为了研究 AgVO3 NRs 对不同底物的类氧化

酶活性，测试了材料在相同条件下对 4 种底物的酶

促 反 应 活 性 ，结 果 如 图 6 所 示 。 从 图 6 可 见 ，

AgVO3 NRs 能催化 TMB、OPD、ABTS 和 DA 底物

发 生 氧 化 显 色 反 应 ，能 将 TMB 氧 化 成 蓝 色 的

oxTMB（λ=652 nm）、OPD 氧化成黄色 oxOPD（λ=
450 nm）、ABTS 氧化成绿色 oxABT（λ=420 nm）、

DA 氧 化 成 oxDA（λ =480 nm）。 结 果 表 明 ，

AgVO3 NRs 可以对多种底物表现出明显的类氧化

酶活性，而并非特异性催化，揭示了纳米酶活性具有

广谱性。

图 3　AgVO3 NRs的红外光谱图

Figure 3　Infrared spectra of AgVO3 NRs

图 5　AgVO3 NRs+TMB的紫外吸收光谱图

Figure 5　UV absorption spectra of AgVO3 NRs+TMB

图 4　AgVO3 NRs的拉曼光谱图

Figure 4　Raman spectra of AgVO3 NRs
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2. 2. 3　AgVO3 NRs+TMB 体系的最优反应条件

为了获得 AgVO3 NRs+TMB 体系的最优反应

条件，分别研究了 pH 值、反应时间、反应温度、催化剂

AgVO3 NRs 的浓度、显色底物 TMB 的浓度对催化效

率的影响［28］。图 7为 AgVO3 NRs（40 µg∙mL−1）+TMB 
（0. 15 mmol∙L−1）体系与影响因素的关系。与天然

酶类似，AgVO3 NRs 类氧化酶活性也受溶液 pH 的

影响，结果如图 7（a）所示。从图 7（a）可见，当溶液

pH值在 2—6范围内，吸光度呈先增加后降低的趋势。

当 pH=4且体系为蓝色时吸光度（λ=652 nm）最高，

pH 值低于或高于此值的吸光度显著下降。吸光度

越高说明反应进行越彻底，催化效率越高。蓝色及

652 nm 处的显著紫外-可见吸收，均表明 TMB的氧化

是典型的单电子转移过程。图 7（b）为 AgVO3 NRs+
TMB 体系在 652 nm 处的吸光度随反应时间的变化

曲线。从图 7（b）可见，随着反应时间的延长，溶液

的吸光度也随之逐渐增大，但每个测试点所增加的

吸光度约为 0. 03。因此，为了确保 AgVO3 NRs 较

高催化活性，以及实验的准确性和操作的便捷性，

后续实验选择吸光度较为显著的时间 5 min 作为反

应时间。从图 7（c—d）可以看出，随着 AgVO3 NRs
（5—80 µg∙mL−1）或 TMB （0. 025—0. 4 mmol∙L−1）

浓度的增加，AgVO3 NRs 和 TMB 的吸光度增加，催

化效率显著提高。吸光度越高反应速度越快，提供

的活性位点越多。在接下来的实验中，AgVO3 NRs
的 浓 度 固 定 为 40 µg ∙ mL−1、TMB 的浓度为 0. 15 
mmol∙L−1。众所周知，温度对酶活性具有显著的影

响。不同纳米酶的反应机理及酶活性种类不同，

维持其最优活性所需的温度也不同。图 7（e）为

AgVO3 NRs+TMB 体系在不同温度下的催化活性。

从图 7（e）可见，AgVO3 NRs在 35 ℃时溶液在 652 nm
处的吸光度值最大，当温度高于 35 ℃时活性发生衰

减，在 70 ℃时活性衰减至 55%。表明，当温度 35 ℃时

AgVO3 NRs类氧化酶活性最高。

2. 2. 4　AgVO3 NRs的酶促反应稳态动力学过程

为了深入了解 AgVO3 NRs 的酶促反应稳态动

力学过程，绘制了 AgVO3 NRs+TMB 体系米氏动

力学曲线和朗伯-比尔双倒数曲线图（见图 8）。从图

图 6　AgVO3 NRs对 4种不同底物的广谱酶活性

Figure 6　The broad-spectrum enzymatic activity of 
AgVO3 NRs against four different substrates

（a）—pH 值；（b）—反应时间；（c）—AgVO3 NRs浓度；（d）—TMB 浓度；（e）—温度。
（a）—pH；（b）—reaction time；（c）—concentration of AgVO3 NRs；（d）—concentration of TMB；（e）—temperatures.

图 7　AgVO3 NRs+TMB体系与影响因素的关系曲线

Figure 7　Influence of various parameters on the activity of AgVO3 NRs+TMB system
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8（a）米氏动力学曲线可以看出，AgVO3 NRs+TMB
体系的反应速率与 TMB 浓度为线性关系。由此可

知，AgVO3 NRs 催化氧化 TMB 的反应是一级反

应［29-31］。 从 图 8（b）AgVO3 NRs+TMB 体 系 的 朗

伯 -比 尔 双 倒 数 曲 线 可 见 ，在 一 定 浓 度 范 围 内 ，

AgVO3 NRs 对 TMB 的 催 化 氧 化 反 应 遵 循

Michaelis-Menten 方程。在此基础上，可计算得到

AgVO3 NRs 纳米酶催化 TMB 反应的两个重要动力

学参数 Km 和 Vm，二者分别为 0. 476 5 mmol∙L−1 和

3. 362 5×10−8 （mol∙L−1）·s−1。Km 是酶促反应的特

征常数，与酶的浓度无关。一般情况下，Km 可以表

示酶与底物的亲和力，其值越大，酶与底物的亲和力

越 低［20，32-33］。 对 于 AgVO3 NRs+TMB 体 系 而 言 ，

TMB 的 Km 小 于 CoFe-LDHs（5. 40 mmol ∙ L−1）［34］、 
CdTe QDs-GOx（2. 20 mmol ∙ L−1）［35］ 和 TA-NCDs
（0. 61 mmol∙L−1）［36］等已报道的类氧化酶。表明，

AgVO3 NRs 对 TMB 的 亲 和 力 比 较 优 异 。 对 于

AgVO3 NRs+TMB 体系而言，TMB 的 Vm与酶的浓

度 成 正 比 。 进 一 步 证 明 ，AgVO3 NRs 催 化 氧 化

TMB 的反应是一级反应。

2. 2. 5　AgVO3 NRs类酶活性的稳定性及重现性

AgVO3 NRs 纳米酶是结晶态材料，稳定性是决

定纳米酶性能及应用潜力的重要指标。为了评价

AgVO3 NRs 纳米酶的稳定性，测试了 AgVO3 NRs
在 pH 值为 4 的 NaAc-HAc 缓冲溶液中浸泡不同时

间后的催化活性，结果如图 9 所示。从图 9 可见，在

24 h 之内，溶液的吸光度没有明显变化。说明，

AgVO3 NRs 的氧化酶活性在 pH=4 的中等酸度环

境下能保持较长时间。表明，AgVO3 NRs 纳米酶在

酸性环境下表现得比大多数的天然酶稳定［37］。

AgVO3 NRs 类氧化酶活性的稳定性，是评估该

类氧化酶优劣的一个重要指标。因此，对同一批合

成的 AgVO3 NRs 测试了在不同保存时间下的反应

活性，结果如图 10 所示。从图 10（a）可见，保存不同

天数后，样品在 652 nm 处的吸光度基本不变，该纳

米酶在室温下保存 20 d 后的催化活性仍然能保持

97%。表明，其稳定性是非常优异的。此外，还对不

同合成批次的 AgVO3 NRs 的活性进行了详细对比。

从图 10（b）可见，5 种批次 AgVO3 NRs 的类 OXD 活

性基本维持在同一水平。综上所述，无论是从纳米

材料的可控合成角度，还是从材料在不同条件下维

持 酶 促 反 应 活 性 方 面 分 析 ，均 表 明 所 合 成 的

AgVO3 NRs 纳米酶具有良好的制备重现性和酶活

性稳定性。

（a）—Michaelis Menten；（b）—Lineweaver-Burk。
图 8　AgVO3 NRs在 TMB存在下催化酶促反应的 Michaelis Menten图和 Lineweaver-Burk曲线

Figure 8　Michaelis Menten plots and Lineweaver-Burk curves of the enzymatic reactions catalyzed 
by AgVO3 NRs in the presence of TMB

图 9　AgVO3 NRs在缓冲液中浸泡不同时间后的催化性能

Figure 9　Catalytic properties of AgVO3 NRs after 
immersion in buffer for different times
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2. 2. 6　AgVO3 NRs+TMB 反应体系的催化机理

一般而言，纳米酶催化底物发生氧化还原反应

的中间物种为活性氧，活性氧大多来自于溶液当中

的溶解氧。为了明确 AgVO3 NRs+TMB 反应体系

的催化机理，对类  OXD 纳米酶 AgVO3 NRs 催化氧

化 TMB 过程中活性氧的可能来源进行了验证分

析，结果如图 11 所示。从图 11 可见，相比通 N2除去

溶解 O2的反应体系与含 O2的反应体系，两体系的吸

光度几乎没有变化，溶液颜色也比较接近。结果表

明，溶液中溶解的氧气不参与体系的催化氧化过程，

对 AgVO3 NRs+TMB 反应体系不存在影响。

为了研究 AgVO3 NRs 在催化氧化过程中所起

作用的活性氧物种类型，将作为·O2
− 清除剂的对苯

醌（PBQ）、作为 1O2 清除剂的叠氮化钠（NaN3）和作

为·OH 清 除 剂 的 叔 丁 醇（TBA）分 别 单 独 加 入

AgVO3 NRs+TMB 反应体系中［38-39］。在反应体系

中平行加入这 3 种自由基消除剂后，与空白组的紫

外吸光度进行比较，结果如图 12 所示。从图 12 可

见，与空白体系相比，加入 PBQ 后体系的紫外吸光

度明显地降低，而加入 NaN3 和 TBA 后溶液的吸光

度都略微增大。吸光度与 AgVO3 NRs 活性成正比，

吸光度越高 AgVO3 NRs 活性越高。当加入 PBQ
后，AgVO3 NRs 活性随之减弱，说明在 AgVO3 NRs
氧化 TMB 的过程中有·O2

−的参与，而 NaN3和 TBA
的加入对 AgVO3 NRs 活性的影响可忽略不计，表

明 1O2和·OH 很可能未参与 AgVO3 NRs类氧化酶催

化过程［40-42］。这是因为·O2
−作为最常见的氧活性物

（a）—同一批次不同天数；（b）—不同批次。
（a）—different days of storage within the same batch；（b）—different synthetic batches.

图 10　不同合成批次以及同一批次不同天数的 AgVO3 NRs+TMB体系的吸光度

Figure 10　Absorbance of AgVO3 NRs+TMB system with the AgVO3 NRs at different synthetic batches 
and different days of storage within the same batch

图 12　AgVO3 NRs+TMB 体系在 PBQ （0. 01 mol ∙ L−1）、
NaN3 （0. 01 mol ∙L−1）和 TBA（1 mL ∙L−1）存在下反
应 5 min后 652 nm处吸光度对比图

Figure 12　Comparison of absorbance at 652 nm 
after 5 min of reaction of AgVO3 NRs+TMB 
system in the presence of PBQ （0. 01 mol∙
L−1）， NaN3 （0. 01 mol ∙ L−1）， and TBA（1 
mL∙L−1）

图 11　AgVO3 NRs+TMB体系在空气和氮气中反应5 min
后 652 nm处吸光度对比图

Figure 11　Comparison of absorbance at 652 nm 
after 5 min of reaction of AgVO3 NRs+
TMB system in air and nitrogen
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种，可以迅速从 TMB 中夺取电子，从而催化氧化

TMB 变 色 的 类 氧 化 酶 反 应 。 由 此 可 见 ，在

AgVO3 NRs 催化氧化 TMB 的过程中，1O2和·OH 并

未参与，而·O2
−发挥了关键性的作用。

超氧自由基（·O2
−）是类氧化酶的中间产物，他

的形成和电子转移过程对纳米酶的类氧化酶活性有

着重要的影响，而底物 TMB 的氧化也是一个电子转

移过程［43-44］。通过前面的除氧实验对比发现，溶液中

的溶解氧在 AgVO3 NRs+TMB 体系中不起催化氧

化作用，而是起化学吸附氧的作用。AgVO3 NRs 作
为一种具有高比表面积的亲水性双金属氧化物，展

现出了对溶液中氧分子的出色化学吸附能力。材料

表面的氧分子在受到表面态和缺陷位点的激活作用

后，转化为·O2
−活性氧物质，而·O2

−会通过迅速的

电荷转移过程，从吸附在材料表面或靠近其表面的

底物分子中捕获一个或两个电子，进而将底物氧化

成氧化态，并伴随着显色现象的发生。这一系列的

化学过程，不仅揭示了钒酸银纳米棒在催化领域中

的应用潜力，而且也为其在氧化反应和显色反应中

起到的重要作用提供了科学依据，也证明了·O2
−参

与了 AgVO3 NRs 催化 TMB 的氧化反应。基于这一

催化机制，如果在反应体系中引入一种能够比底物

更为高效地与·O2
− 发生反应的物质 ，将显著增

加·O2
−的生成量，从而有望通过增强 TMB 的显色

效果来构建一种新型的比色传感体系。

2. 3　槲皮素比色传感体系的构建

通过 AgVO3 NRs+TMB 体系对谷胱甘肽、二

氢白藜芦醇、柚皮素、多巴胺、槲皮素的紫外吸光度

测试，结果如图 13 所示。从图 13 可见：当谷胱甘肽

加入 AgVO3 NRs+TMB 体系中时，体系吸光度相

比空白组降低；而当加入二氢白藜芦醇、柚皮素、多

巴胺、槲皮素时，体系的吸光度大幅度增高。这是因

为谷胱甘肽的加入抑制了 TMB 的氧化，而二氢白

藜芦醇、柚皮素、多巴胺、槲皮素的加入促进了

oxTMB 的生成。

由于 AgVO3 NRs+TMB 体系的吸光度信号较

弱，而引入多羟基化合物后能诱导信号增强，可明显

地观察到溶液颜色发生了变化，这一现象有利于构

建快捷、响应灵敏的检测体系。在所选取的多羟基

化合物中，槲皮素的促进效果最为显著，因此以

AgVO3 NRs+TMB 体系为基础，构建了一种针对

槲皮素的比色传感器。在 AgVO3 NRs+TMB 体系

中分别依次加入不同浓度 0—1. 0 µmol∙L−1 的槲皮

素，检测其吸光度，结果如图 14 所示。从图 14 可见，

槲皮素浓度与吸光度呈线性关系。在 652 nm 处的

吸光度，随着槲皮素的浓度的增加而增大，表明槲皮

素的加入促进了 TMB 氧化。 AgVO3 NRs+TMB
体系对于槲皮素具有较好的响应，检出限比较低

（11. 82 nmol∙L−1）、线性范围良好（0—1. 0 µmol∙L−1），

意味着该比色传感体系在分析检测领域中有着巨大

的应用潜力。

3　结论
通过简单的共沉淀合成法合成了具有类氧化酶

活性的 AgVO3 NRs。棒状的 AgVO3 具有较大的比

表面积，使得其拥有更多的活性位点或表面缺陷，从

而使活化吸附在其表面的化学氧分子转化成·O2
−。

经过仔细筛选，发现槲皮素的引入显著地促进了

oxTMB 的生成，反应体系在 652 nm 处的吸光度增

图 13　AgVO3 NRs+TMB 体系在不同多羟基化合物加入
后的紫外吸光度对比图

Figure 13　Comparison of UV absorbance of AgVO3 
NRs+TMB system after addition of 
different polyhydroxy compounds

图 14　AgVO3 NRs+TMB 传感系统对不同浓度槲皮素的
响应标准曲线

Figure 14　Standard curves of the AgVO3 NRs+TMB 
sensing system in response to different 
concentrations of EGCG
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加。基于槲皮素对 TMB 氧化的促进作用，开发了

AgVO3 NRs+TMB检测槲皮素的信号增强型比色传

感方法，该传感方法具有良好的分析检测能力，检出

限为 11. 82 nmol∙L−1，线性范围是 0—1. 0 µmol∙L−1。

表明，钒酸银纳米棒是一种具有优势的类氧化酶，其

在化学分析、食品检测及生物医学领域中有巨大的

应用潜力。
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A Signal-Intensified Colorimetric Sensor for Quercetin with 
AgVO3 Nanozyme

WU Yunyun，YANG Xiushuang，LIU Wenfeng，QIN Dongdong*，TAO Chunlan，GENG Xinhua
（Center for Advanced Analytical Science/Guangzhou Key Laboratory of Sensing Materials and Devices/Guangdong 
University Key Laboratory of Photoelectric Materials and Devices/Guangdong Engineering Technology Research Cen-

ter for Photoelectric Sensing Materials and Devices/School of Chemistry and Chemical Engineering， Guangzhou Uni-
versity， Guangzhou 510006， China）

Abstract：The design， synthesis， and colorimetric sensing applications of nanozymes are currently a research hotspot in the 
field of analytical chemistry.  Developing a single oxidase-like active material with high activity， good stability， and 
independence from hydrogen peroxide is key to achieving efficient colorimetric sensing.  Here， we synthesized AgVO3 nanorods 
（AgVO3 NRs） with a length of 10—20 μm and a diameter of 100—200 nm using a solution coprecipitation method suitable for large-

scale preparation.  The study found that these AgVO3 NRs can catalyze the oxidation of colorless 3，3′，5，5′-tetramethylbenzidine 
（TMB） to produce a blue product， oxTMB.  Mechanistic studies revealed that these AgVO3 NRs exhibit a single and efficient 
oxidase-like activity with broad substrate specificity.  When TMB is used as the substrate， the substrate induces the activation 
of chemically adsorbed oxygen on the material surface and converts it into superoxide radicals （ •O2−）.  As an electron 
acceptor， the superoxide radicals oxidize the substrate TMB， triggering a colorimetric reaction， which is approximately a first-
order reaction.  In the presence of quercetin， the oxidation of TMB is promoted， and the increase in oxTMB concentration 
leads to a significant increase in its absorbance and a deeper blue color.  Based on this process， we constructed a signal-
enhanced "off-on" mode quercetin colorimetric sensing detection system： AgVO3 NRs+TMB+quercetin.  In a buffer solution 
with pH=4 at 25 ℃， the concentration of quercetin in the range of 0 —1 μmol∙L−1 showed a good linear relationship with the 
absorbance of oxTMB at 652 nm， with a detection limit of 11. 82 nmol∙L−1.  The research results show that AgVO3 NRs are a 
high-performance oxidase-like material that can achieve colorimetric detection of the polyphenolic compound quercetin， 
revealing its potential applications in chemical analysis and detection， food safety， and biomedicine.
Keywords：nanozymes；oxidase-like；AgVO3；nanorods；quercetin；free radicals；signal-intensified；colorimetric sensor
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