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摘  要：纳米酶可以快速灵敏地检测生物标记物，有效防止疾病的爆发，但是纳米酶的催化活性低、对底物亲和力差，严重

地制约了其检测性能。蒙脱石是一种具有典型的 2:1 型层状结构的硅酸盐黏土矿物，利用其良好的吸附能力和阳离子交换能

力，将 Fe3+锚定在蒙脱石的表面与层间，制备具有类过氧化物酶性质的 Fe 掺杂蒙脱石纳米酶，可增强对 H2O2的亲和力，通

过比色法可实现对H2O2的检测。结果表明：在中性条件下，H2O2的检测线性范围和检测限分别为 20~500 μmol/L和 5.8 μmol/L。
这种蒙脱石纳米酶在分析检测和疾病诊断领域具有良好的应用前景。 
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Abstract: Nanozyme can quickly and sensitively detect biomarkers to prevent the outbreak of diseases. However, the low catalytic 
activity and poor affinity for substrates restrict the detection performance. Montmorillonite, as a typical 2:1 layered silicate clay 
mineral, has a good adsorption and cation exchange ability. Thus, Fe3+ can be anchored into the layers to prepare Fe doping 
montmorillonite nanozyme with a peroxidase-like property, enhancing the affinity for H2O2 and realizing the colorimetric detection of 
H2O2. The results show that the linear range and detection limit of H2O2 are 20500 μmol/L and 5.8 μmol/L under neutral conditions, 
respectively. The colorimetric method for silicate clay mineral nanozyme has a good application prospect in the fields of analytical 
detection and disease diagnosis. 
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纳米酶是一种具有类酶活性的纳米材料，因其

稳定性好、成本低、易于制备等独特优点，受到人

们的广泛关注[1]。自 2007 年发现并报道了本身具有

过氧化物酶活性的 Fe3O4 纳米颗粒[2]，新型纳米酶 
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就不断涌现。目前，纳米酶的主要类型包括：类

氧化酶、类过氧化物酶、类过氧化氢酶和类超氧

化物歧化酶[3]。类过氧化物酶材料主要包括纳米金

属材料、纳米金属氧化物材料和碳纳米材料[4]。它

们在过氧化氢(H2O2)存在的条件下，可以将无色的

3,3’,5,5’-四甲基联苯胺(TMB)氧化为蓝色产物，利

用底物颜色的变化，可以构建比色法检测生物活

性小分子，如被视为反映帕金森病和阿尔茨海默

病生物标志物的 H2O2
[5]和与糖尿病血糖浓度相关

联的葡萄糖分子[6]，可以反应患者所处的状态，有

效防止疾病的爆发，在疾病检测与诊断中发挥着

重要作用 [78]。与电化学检测法和荧光法检测

H2O2
[910]相比，比色法不仅可实现快速可视化检

测，而且无需任何精密仪器或专业技能，在即时

检测中备受关注[11]。然而，类过氧化物酶活性相

对较低，将会影响检测的灵敏度。 

黏土矿物表面具有丰富的电荷和羟基基团，可

以与活性组分发生吸附和键合作用，协同增强材料

的催化活性[12]。蒙脱石是一种具有典型的 2:1 型层

状结构的硅酸盐黏土矿物，由外面 2 层硅氧四面体

层和中间 1 层铝氧八面体层组成。蒙脱石具有良好

的阳离子交换能力、丰富的表面电荷与羟基基团、

良好的吸附性和亲水性[13]，使之成为纳米酶的优良

载体。例如，坡缕石负载 Co3O4 纳米颗粒[14]以及蒙

脱石负载 Co3O4
[15]、Fe3O4

[16]、V2O5
[17]和 CeO2

[18]等

不同金属氧化物颗粒，坡缕石和蒙脱石有效地阻止

负载纳米颗粒的聚集，提高了其类过氧化物酶活性，

并完成了 H2O2、抗坏血酸和谷胱甘肽等活性生物小

分子的灵敏检测。上述被报道的矿物纳米酶是在酸

性条件下检测，这需要进行实际样品外环境的 pH

值调节，如果能够实现在中性条件下检测，则会更

为方便。 

Fe3+在 pH 值大于 3.5 的条件下就会快速水解

生成沉淀(溶度积的负对数lg Ksp=37.4)。本研究

采用铁掺杂方法，通过静电吸附和阳离子交换能

力将 Fe3+锚定在蒙脱石表面与层间，制备铁掺杂

蒙脱石(Fe3+-MK10)纳米酶。将 Fe3+锚定在蒙脱石

上，阻止 Fe3+在中性条件下的水解，有望提高材

料的催化活性，实现中性条件下快速检测 H2O2。

采用 X 射线衍射(XRD)、扫描电子显微镜(SEM)、

X 射线光电子能谱(XPS)对材料的结构、形貌与元

素价态进行表征，研究 Fe3+-MK10 纳米酶的酶促

反应动力学，为矿物基纳米酶检测生物小分子提

供参考。 

1  实验 

1.1  材料制备 

以 FeCl3·6H2O、钙基蒙脱土 K10(MK10，CAS：

1318-93-0，沃凯国药集团化学试剂有限公司)为原

料，采用常温搅拌法制备 Fe3+-MK10 纳米酶。所有

试剂直接使用，不需经过处理。 

首先，在装有磁子的 100 mL 的烧杯中加入    

50 mL 去离子水，然后加入 1.0 g MK10 和不同摩尔

量的 FeCl3·6H2O(0.5、1.0、2.0 mmol 和 4.0 mmol)，

并将其放在磁力搅拌器上搅拌 8 h，搅拌完成后，使

用高速离心机离心，并用去离子水洗涤 3 次，然后

再将其放入冷冻干燥机上过夜冷冻干燥，最后将其

封装保存在自封袋中。 

1.2  表征 

使用德国 Bruke D8 Advance 型 X-射线衍射仪

(XRD)分析物相的构成[以 2(°)/min 的扫描速率，在

3°~80°的角度范围内进行扫描]。采用 ZEISS Gemini 

300 型扫描电子显微镜(SEM)观测材料的表面形貌

和微区表征。采用 Agilent 5110 型电感耦合等离子

体发射光谱仪(ICP-OES)分析铁元素的溶出量。使

用美国 Thermo Scientific K-Alpha 型 X 射线光电子

能谱仪(XPS)分析样品的表面铁元素的化学价态

(结合能为 284.8 eV 的 C 1s 峰作为参考峰，使用

XPS Avantage 软件进行拟合)。使用帝肯 Infnite 200 

PRO 型多功能酶标仪进行酶促动力学测试(波长选

取 652 nm)。 

1.3  类过氧化物酶活性的测定 

Fe3+-MK10 类过氧化物酶活性的测定：在 96 微

孔板中依次滴加 10 μL 2 mg/mL Fe3+-MK10，100 μL 

3 mmol/L TMB， 100 μL 生理盐水和 100 μL       

900 μmol/L H2O2，反应 3 min 后，将 96 微孔板拿

到酶标仪上检测溶液在 652 nm 处的吸光度值。测

定 pH 值影响时，只需要把生理盐水换成 pH=4.0

的醋酸醋酸钠缓冲溶液。测定温度对 Fe3+-MK10

活性的影响：先将 Fe3+-MK10 在不同温度(25、35、

45、55 ℃和 65 ℃)下放置 1 h，然后再按上述滴加

步骤进行检测。 

1.4  稳态动力学参数的测定 

Fe3+-MK10 纳米酶对底物 H2O2 的稳态动力学

检测：10 μL 2 mg/mL Fe3+-MK10 溶液、100 μL 生理

盐水溶液、100 μL 3 mmol/L TMB 溶液依次加入 96

微孔板中，最后加入 100 μL 不同浓度 H2O2 溶液，

在 652 nm 处测定吸光度值；同理，保证 H2O2 浓度
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不变，改变 TMB 的浓度，即可计算 TMB 的稳态动

力学参数。 

动力学参数通过使用 Michaelis-Menten 方程计

算： max

m

[S]

[S]





V

v
K

                           (1) 

其中：ν为初始速率，mol/(L·s)；Vmax 为最大反应速

率，mol/(L·s)；[S]是底物浓度，mmol/L；Km 为米

氏常数，反映与底物的亲和能力，mmol/L。 

1.5  羟基自由基的检测 

使用对苯二甲酸(TA)作为荧光探针检测羟基自

由基(OH)。第 1 组加入 TA(50 μg/mL)；第 2 组加入

H2O2(10 mmol/L)和 TA(50 μg/mL)；第 3 组加入

Fe3+-MK10(200 μg/mL)、H2O2(10 mmol/L)和 TA    

(50 μg/mL)。上述溶液在室温下反应 2 h。然后，离

心提取上清液，并各取 200 μL 上清液放入酶标仪，

使用 312 nm 作为激发波长，检测荧光发射波长在

430 nm 时的荧光信号。 

1.6  过氧化氢的检测 

首先，在 96 微孔板中加入 10 μL 2 mg/mL 的

Fe3+-MK10 溶液，然后加入 100 μL 3 mmol/L TMB

溶液和 100 μL 生理盐水，最后加入 100 μL 不同浓

度的 H2O2 溶液(最终浓度：20~1 500 μmol/L)，在室

温下培养 3 min 后，将混合溶液放进酶标仪，检测

在 652 nm 处的吸光度值。 

1.7  使用稳定性的评定 

首先，配制 2 mg/mL Fe3+-MK10 溶液，保存     

5 min 后在转速 8 000 r/min 下离心 3 min，重分散

于 1 mL 去离子水中。然后，在 96 孔板中依次滴加

10 μL 重新分散后的 Fe3+-MK10 溶液、100 μL       

3 mmol/L TMB、100 μL 生理盐水溶液和 100 μL     

900 μmol/L H2O2，等待 3 min，检测溶液在 652 nm

处的吸光度值。上述反应步骤连续 5 次重复检测，

测量了 Fe3+-MK10 纳米酶的使用稳定性能。 

2  结果与讨论 

2.1  Fe3+-MK10 的结构与形貌 

铁离子在水溶液中易水解生成铁氧化物或者铁

氢氧化物，但从 MK10 和 Fe3+-MK10 的 XRD 谱(图

1a)中，并没有发现新峰的生成或者原峰的消失，说

明 Fe3+的加入没有改变 MK10 的物相。与 MK10 相

比，Fe3+-MK10 主峰从 2θ=5.88°往小角度方向偏移

至 2θ=5.76°，通过 Prague 方程可以算出晶面间距增

加至 d=1.53 nm，表明 Fe 可以插入 MK10 的层间(图

1b)。图 1c 为 Fe3+-MK10 的 Fe 2p XPS 谱，713.09 eV

对应于 Fe 2p3/2 的 Fe3+，726.53 eV 对应于 Fe 2p1/2

的 Fe3+[19]，Fe 2p3/2 与 Fe 2p1/2 表明的轨道分裂间距

为 13.44 eV，表明掺杂进入 MK10 表面与层间的 Fe

主要是以 Fe3+形式存在。 

 

 

 

MK is montmorrillonite. 

图 1  MK10 和 Fe3+-MK10 的 XRD 谱和 Fe3+-MK10 的 Fe 2p 
XPS 谱 

Fig. 1  XRD patterns of MK10 and Fe3+-MK10 and Fe 2p XPS 
spectra of Fe3+-MK10 
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图 2 为 MK10 和 Fe3+-MK10 的 SEM 照片。从

图 2a 中，可以观察到 MK10 是堆叠的片状结构，表

面较为光滑；Fe3+-MK10 的表面粗糙(图 2b)，会提

供更大的比表面积和活性暴露位点。从 EDS 图中发

现 Fe、Al、Si、Ca 和 O 元素的存在(图 2c)，并且

Fe3+均匀分布在 MK10 纳米片的表面。 

 
图 2  MK10 和 Fe3+-MK10 的 SEM 照片和 Fe3+-MK10 的 EDS 元素分布 

Fig. 2  SEM images of MK10 and Fe3+-MK10 and EDS elemental mappings of Fe3+-MK10 

2.2  类过氧化物酶性能 

在过氧化氢存在的情况下，具有过氧化物酶活

性的 Fe3+-MK10 可以将无色的 TMB 氧化成蓝色的

氧化产物，在 652 nm 处出现明显的吸收峰。如图

3a 所示，Fe3+-MK10+H2O2+TMB 体系在 652 nm 处

出现明显的吸收峰，且吸光度值远大于 MK10+ 

H2O2+TMB 和 H2O2+TMB，说明 Fe3+-MK10 具有优

异的类过氧化物酶活性。Fe3+的掺杂量将影响合成

材料的催化活性。首先制备了蒙脱石负载不同摩尔

Fe3+的 Fe3+-MK10 (投入量：0.5、1.0、2.0 mmol 和    

4.0 mmol)，将上述材料加入 H2O2+TMB 体系中，发

现随着 Fe3+投入量的增加，其催化活性也随之增强

(图 3b)。在投入量为 2.0 mmol 时，活性达到最高。

所以，选择原始 Fe3+投入量为 2.0 mmol 时制备的

Fe3+-MK10 为最优催化材料，进行后续的实验检测。 

外部环境条件如温度和 pH 值对 Fe3+-MK10 类

过氧化物酶活性的影响大。图 3c 为 pH 值对 Fe3+- 

MK10 的类酶催化活性的影响，发现 Fe3+-MK10 类

过氧化物酶活性在酸性条件下活性最高，但在中性

条件下仍能保持近 70%的催化活性，这不同于其他

类过氧化物酶材料在中性条件下几乎丧失活性，有

利于生理条件下生物分子的检测。图 3d 为温度对

Fe3+-MK10 的类酶催化活性的影响，其活性随着温

度的上升先升高再降低，在 65 ℃时也具有 50%的

催化活性，具有一定的温度耐受性。 

图 4 为类过氧化物酶 Fe3+-MK10 在H2O2存在条

件下催化对苯二甲酸(TA)的荧光曲线。Fe3+-MK10、

TA 和 H2O2同时存在的情况下，才会在 430 nm 处出

现强烈的荧光信号，在 TA+H2O2 或单独的 TA 体系

中则无荧光信号。这些结果表明 Fe3+-MK10 能够催
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化 H2O2 产生氧化能力更强的羟基自由基。Fe3+溶出

量如表 1 所示，Fe3+溶出量几乎可以忽略不计，排

除了溶出 Fe3+的催化作用，而是 Fe3+-MK10 上的铁

离子发挥催化作用。 

       

       
图 3  (a)不同体系的紫外吸收光谱；(b)Fe3+添加量对 Fe3+-MK10 的催化活性的影响；(c)pH 值和(d)温度对 Fe3+-MK10 的催化

活性的影响 
Fig. 3  (a) UV-Vis spectra of different systems; (b) Effect of Fe3+ doping on the catalytic activity of Fe3+-MK10; (c) Effects of pH 

value and (d) temperature on the catalytic activity of Fe3+-MK10 

 

图 4  Fe3+-MK10+H2O2+TA、H2O2+TA 和 TA 的荧光曲线 
Fig. 4  Fluorescent curves of Fe3+-MK10+H2O2+TA, H2O2+TA 

and TA (terephthalic acid) 

米氏常数(Km)数值的大小体现了纳米酶与相应

底物的亲和力关系。Km 越小说明纳米酶对底物的亲

和力越强。所以，进一步计算了 Fe3+-MK10 的稳态

动力学参数(图 5a~图 5d)，所得数据如表 2 所示。相

比于天然辣根过氧化物酶(HRP)和其他蒙脱石纳米

酶，Fe3+-MK10 对底物 H2O2 的米氏常数最小为    

0.77 mmol/L，而且 Fe3+-MK10 对 H2O2的最大反应速

率(Vmax)最大为 14.16×108 mol/(L·s)。这不仅体现了

Fe3+-MK10 对 H2O2良好的亲和能力，而且具有快速

催化分解 H2O2的能力，有利于对 H2O2的检测。 
 

表1  Fe3+溶出实验 
Table 1  Fe3+ dissolution test 

Detection Samples Test Element Sample Content/(μg·kg1) 

Fe3+-MK10 Fe 3.33×107 
Dissolution Fe3+ Fe 1.88×102 
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图 5  Fe3+-MK10 的稳态动力学实验 
Fig. 5  Steady-state kinetic analysis of Fe3+-MK10 nanosheets 

 
表2  不同矿物纳米酶稳态动力学参数的比较 

Table 2  Comparison of steady-state kinetic parameters of different mineral nanozymes 

Materials 
H2O2 TMB 

Ref. 
Km/(mmol·L1) Vmax108/(mol·L1·s1) Km/(mmol·L1) Vmax108/(mol·L1·s1) 

HRP 3.70 8.71 0.43 10.00 [2] 

Fe3O4-MMT 0.81 5.14 0.03 9.41 [16] 

CeO2-MMT 3.40 1.03 0.01 1.10 [18] 

V2O5-MMT 1.19 1.81 0.02 1.61 [17] 

Fe3+-MK10 0.77 14.16 0.66 3.90 This work 

 
2.3  检测原理与性能 

图 6 为 Fe3+-MK10 纳米酶检测 H2O2的原理示

意图。类过氧化物酶 Fe3+-MK10 催化分解 H2O2 产

生羟基自由基(OH)，进而氧化 TMB 成为蓝色产物

oxTMB，颜色与吸光度值的改变对应于 H2O2 浓度

的变化，就能实现对 H2O2 的可视化比色检测。 

利用上述检测原理，成功实现了对 H2O2 的比色

检测。如图 7a 和图 7b 所示，颜色的吸光度随着 H2O2

浓度(20~1 500 μmol/L)的升高而逐渐增加。而且，

吸光度值与 H2O2(20~500 μmol/L)呈现线性关系，所

得线性方程：Y=1.70×103X+0.16(R2 = 0.99)。该比色

法的检测限为 5.8 μmol/L。与其他蒙脱石纳米酶相

比(表 3)，此方法的线性范围较宽。 

图 7c 为该方法检测 H2O2的选择性。在各种干
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扰底物 Cu2+、谷胱甘肽(GSH)、L-半胱氨酸(L-Cys)

和葡萄糖(Glu)的存在下，Fe3+-MK10 检测 H2O2 的

吸光度值远大于对应干扰底物值，表明 Fe3+-MK10

检测 H2O2 选择性强。图 7d 为 Fe3+-MK10 的使用稳

定性。在 5 次循环处理后，Fe3+-MK10 仍可以较好

地检测 H2O2，表明了 Fe3+-MK10 检测 H2O2的良好

稳定性。 

生 理 条 件 下 人 体 内 过 氧 化 氢 浓 度 (50~       

100 μmol/L)[22]，利用优化后检测范围 20~500 μmol/L

的线性工作曲线，采用标准加入法测定人体血清中

H2O2 的回收率，并将其用作检测模型，以探索实际

样品中 H2O2检测的可行性。将上述样品的溶液稀释

至检测范围内的适当浓度后，使用所提出的方法直

接分析。表 4 为通过标准加入法获得的结果。H2O2

的回收率在 98.0%~103.2%之间，相对标准偏差

(RSD)在 0.17%~1.27%之间。这些结果表明，该比色

检测法具有令人满意的回收率。 

 

图 6  Fe3+-MK10 检测 H2O2的示意图 
Fig. 6  Schematic diagram of Fe3+-MK10 for detecting H2O2 

 

       

 

       

图 7  Fe3+-MK10 检测不同浓度 H2O2(20~1 500 μmol/L)在 652 nm 的紫外吸收光值图、检测工作曲线、选择性和稳定性 
Fig. 7  UV absorption spectra of H2O2 with different concentrations (201 500 μmol/L) of Fe3+-MK10 at 652 nm and detection 

curves, selectivity and stability of Fe3+-MK10  
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表3  不同类过氧化物酶检测H2O2的对比 
Table 3  Comparison of different peroxidases for H2O2 

detection 

Materials 
Linear  

range/(μmol·L1) 

Detection  

limit/(μmol·L1) 
Ref. 

Co3O4-MMT 10100 8.7 [20] 

V2O5-MMT 30400 4.0 [17] 

Fe3O4-MMT 50200 5.1 [16] 

CuS-MMT 30200 0.2 [21] 

Fe3+-MK10 20500 5.8 This work 

 
表4  Fe3+-MK10测定人血清样品中的H2O2 

Table 4  Determination of H2O2 in human serum samples 
in the presence of Fe3+-MK10 

Sample 
2 2H Oc /(μmol·L1) 

Recovery/% RSD/% 
Detect Added Found 

1 ND 50 51.6 103.2 0.53 

2 ND 100 98.0 98.0 1.27 

3 ND 300 297.4 99.1 0.17 
 

3  结论 

Fe 掺杂蒙脱土 K10 制备的 Fe3+-MK10 纳米酶，

增强了对底物 H2O2 的亲和力，有利于催化 H2O2产

生羟基自由基，提高了类过氧化物酶活性。Fe3+- 

MK10 纳米酶在中性条件下仍保留相对高的催化活

性，可以实现中性条件下的 H2O2 比色检测。与其他

蒙脱石纳米酶相比，该比色检测法具有较宽的线性

范围 20~500 μmol/L，所制备的纳米酶检测快速、简

单、价格便宜，具有良好的应用价值。 
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