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摘要 目的　单原子纳米酶（single-atom nanozyme，SAN）因其高原子利用率及丰富的类酶活性被广泛研究。但是目前大

多数SAN活性位点负载量较低，限制了其进一步应用和发展。本研究旨在制备一种高原子负载量的SAN，并对其类酶活性

进行系统研究，希望为高负载SAN的制备提供思路，并为SAN在更广泛领域的应用提供理论支持。方法　本研究通过原位

锚定策略将金属盐前驱体锚定在氨基化石墨烯量子点框架中，在惰性气体保护下进行高温热解稳定Cu原子和载体之间的化

学键，制备出负载量高达7.66%（质量百分比）的高负载Cu单原子纳米酶（high-loading Cu SAN）。此外，以3,3',5,5'-四甲

基联苯胺 （TMB） 和氮蓝四唑 （NBT） 为显色剂，评估了 high-loading Cu SAN 的类过氧化物酶 （POD）、类氧化物酶

（OXD）及类超氧化物歧化酶（SOD）活性，并与传统金属有机框架锚定法制备的低负载Cu单原子纳米酶（low-loading Cu 

SAN）作比较。以过氧化氢（H2O2）为催化底物，对比研究了高/低负载Cu SAN的类过氧化氢酶（CAT）活性。结果　研

究表明，本文制备的高负载Cu SAN的类POD和SOD活性分别是低负载Cu SAN的3.4倍和8.88倍，且表现出类酶催化选择

性。结论　本研究为高负载SAN的制备和活性研究提供了思路，为SAN在检测传感、疾病治疗以及环境保护等方面的应用

奠定了基础。
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人工酶是一种具有类似天然酶特性的材料，可

以模拟催化人体内的生物化学反应［1-5］。其中，作

为新一代人工酶——纳米酶，其相比于天然酶具有

更强的稳定性、更低的制备成本以及更加普适的催

化反应条件［6-8］，因而被广泛应用于生物医学、检

测传感、环境治理以及能源再生等多个领域［9-15］。

然而，目前大多数纳米酶的催化活性低、底物选择

性差，难以实现催化活性的选择性调控。并且其结

构组成复杂，导致催化活性位点不明确、催化机理

研究困难［16-17］。因此，纳米酶的设计开发需要新

的方向和策略。

近年来，在原子水平构建人工酶的策略为纳米

酶的发展提供了新的思路，通过将纳米酶的活性位

点精确到具有明确配位结构的几个或几十个原子，

然后在原子水平调控设计出具有更高类酶活性和更

强选择性的纳米酶［18-23］。比如Liu等［24］制备了一

种由 25 个金原子组成的团簇酶（Au25MPA18），通

过原子水平的调控，成功地获得了类过氧化氢酶

（CAT）活性提升的 Au24Cu1MPA18和类超氧化物歧

化酶（SOD）活性提升的Au24Cd1MPA18，区别于团

簇酶原有的优异的谷胱甘肽过氧化物酶（GPx）活

性。团簇酶自身精确的原子配位结构也为研究人员
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分析计算催化反应路径以及反应的可能性提供了便

利条件。此外，一种新型的人工纳米酶——单原子

纳米酶 （single-atom nanozyme，SAN） 因具有与

天然酶相似的催化反应活性中心，且配位环境简

单、催化活性高、类酶活性丰富以及回收利用方

便，一经提出就成为了研究的热点［25-27］。目前通过

“自下而上”以及“自上而下”等方法制备的多种

SAN 已经被广泛研究并应用于检测传感以及抗肿

瘤、杀菌抗炎、创伤性脑损伤的治疗等生物医学

领域［28-32］。

随着 SAN的蓬勃发展，多种金属元素组成的

M-N-C 结构 （M 为 Fe、Co、Ni、Cu、Zn、Mn、

Ru、Ir、Pd 等）被用于模拟天然酶的活性中心位

点。其中Cu元素作为多种天然酶（如漆酶、SOD

等）活性中心的组成部分，其价格低廉，获取渠道

广泛，被用于制备Cu SAN，在多个领域取得了显

著的成果。如Cheng等［33］将制备的基于多孔碳基

质的Cu-N4单原子催化剂应用于电催化CO2还原生

成 CO， 在 -0.9 V vs. RHE （reversible hydrogen 

electrode，可逆氢电极）时的CO法拉第效率（实

际生成物与理论生成物的百分比）高达98%，对于

CO2还原表现出强的活性和选择性。Zong等［34］制

备的Cu单原子催化剂同时具有优异的氧还原反应

（ORR）和析氧反应（OER）两种电催化活性，被

成功应用于锌-空气电极的空气阴极材料，性能优

异。Zhang等［35］则将Cu单原子催化剂用于催化苯

氧化生成苯酚，展现出 83.7%的苯转化率和 98.1%

的苯酚选择性。以上研究结果均表明了Cu SAN在

能源再生以及环境保护中潜在的应用价值。Wu

等［36］ 则将其制备的具有优异类过氧化物酶

（POD） 活性的高负载 Cu 单原子纳米酶 （high-

loading Cu SAN）（~5.1%（质量百分比））与天然

乙酰胆碱酯酶以及胆碱氧化酶相结合构建了级联反

应系统，对于乙酰胆碱的检测限达到 1.24 μmol/L，

对于有机磷农药的检测限达到了 0.6 ng/L。除了体

外研究应用，研究人员也尝试将Cu SAN转化应用

于生物医学领域，Wang等［23］制备了Cu SAN，具

有强类POD活性、谷胱甘肽消耗作用和光热性能，

协同应用于抗菌可以达到接近 100% 的效率。

Zhang等［25］则创造性地将具有优异类SOD活性的

Cu SAN 以及其他一系列 SAN 与可吸收缝合线结

合，应用于创伤性脑损伤后的伤口缝合，结果显示

其可以促进血管内皮生长因子的产生，加速脑损伤

后的头皮伤口愈合。总之，以单原子作为活性中心

的催化剂因其超高的催化性能和选择性已经在越来

越广阔的领域展现出良好的应用前景。

虽然 SAN的原子利用率较高，但是较低的原

子负载量使得SAN的整体活性仍然有限。据报道，

大多数SAN的金属原子负载量低于3%（质量百分

比）。随着金属粒子尺度缩小至原子水平，其表面

自由能会急剧增加，导致金属原子聚集形成纳米颗

粒、金属氧化物晶体等从而影响原子利用率［16，37］。

因此，开发具有高分散性和高负载量的SAN成为

目前研究的难点。现有的高负载SAN在制备过程

中多借助金属和载体原子之间强的金属-载体相互

作用来实现原子负载量的提升［5，38］，例如 Zheng

等［39］在制备过程中使用二维层状过渡金属硫族化

合物作为载体，借助表面刻蚀后载体上形成高密度

的阴离子空位捕获硫脲-过渡金属原子复合物，使

Fe 单原子催化剂的负载量达 10% （质量百分比）。

Li 等［40］ 使用区别于传统金属有机框架 （metal 

organic frameworks，MOFs）烧结制备单原子的方

法，以Cu MOF作为前驱体，与双氰胺混合后烧结

制备Cu单原子催化剂，负载量达20.9%（质量百分

比）。其中，双氰胺为单原子锚定提供的丰富的N

元素是负载量提升的关键。Wang等［41］以具有高比

表面积的硫掺杂介孔碳为载体，借助金属和S原子

之间的强键合作用使得制备的 Pt单原子催化剂的

负载量达 10% （质量百分比）。上述这些研究为制

备高负载SAN提供了可行性策略。

本文采用原位锚定策略将金属盐前驱体锚定在

氨基化石墨烯量子点形成的框架中，石墨烯量子点

以及尿素中富含的N原子促进了金属原子与载体之

间形成强的金属-载体相互作用，协同实现了Cu原

子的高密度均匀分散。文中系统地研究了金属负载

量对于单原子结构和活性的影响，将本研究制备的

高负载Cu SAN与传统的MOFs锚定法制备的低负

载Cu单原子纳米酶（low-loading Cu SAN）的多种

类酶活性进行定量对比。结果表明，本研究制备的

高负载 Cu SAN 具有更高的模拟 POD 和 SOD 的生

物催化活性，并表现出催化选择性，为高负载

SAN的制备及类酶活性研究奠定了基础。

1　材料与方法

1.1　试剂

无水氯化铜（CuCl2，98%）购自北京伊诺凯
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科技有限公司，尿素（CH4N2O）购自天津希恩思

生化科技有限公司，六水合硝酸锌 （Zn（NO3）2·
6H2O，99%）、过氧化氢（H2O2，30% （质量百分

比））、二甲基亚砜（DMSO，＞99.8%）、异丙醇

（99.8%）购自上海阿拉丁试剂有限公司，2-甲基咪

唑（99%）、3,3',5,5'-四甲基联苯胺（TMB，99%）

购自上海迈瑞尔化学技术有限公司，辣根过氧化物

酶（HRP，＞300 U/mg）购自上海麦克林生化有限

公司，去离子水（＞99.5%）购自天津元立化工有

限公司，醋酸-醋酸钠缓冲液（pH 4.5）、TMB底物

显色试剂盒（ELISA，HRP发光）购自北京雷根生

物技术有限公司，总SOD活性检测试剂盒（氮蓝

四唑，NBT 法） 购自上海碧云天生物技术有限

公司。

1.2　高负载Cu SAN的制备

本文制备的高负载Cu SAN是在参考文献的基

础上进一步优化后合成的［42］。将30 ml浓度为1 g/L

的氨基化石墨烯量子点溶液与浓度为5 g/L的CuCl2

溶液 （分别含有 0.01、 0.02、 0.03 或 0.05 mmol 

CuCl2）均匀混合，混合后的溶液在冰水浴中超声

15 min，然后立刻在液氮中冻结并放入冷冻干燥机

（BSA224S，美国 Gibco 生物科技公司）中冷冻干

燥。获得的粉末与尿素按照1∶10的质量比研磨混

匀放入刚玉舟中。然后将刚玉舟移入真空管式炉

（SK-GO6123K，天津中环），在氩气保护下以

10℃/min的升温速度加热至 50℃并煅烧 2 h。待降

温 结 束 后 ， 得 到 的 粉 末 即 为 不 同 掺 杂 比 的           

Cu SAN。

文中用于对比的低负载Cu SAN也是参考文献

的制备方法进一步优化后合成的［25］。首先，将

0.590 9 g 2-甲基咪唑和0.508 5 g Zn（NO3）2·6H2O分

别溶解在 45 ml和 50 ml甲醇中，然后在磁力搅拌

的作用下混匀，60℃静置24 h后收集白色沉淀物，

使用无水乙醇洗涤至沉淀呈透明。真空干燥后收集

晶体研磨均匀，在氮气保护下 900℃烧结 2 h。称

取 120 mg 烧结后的粉末分散于异丙醇中，加入      

4.5 mg CuCl2，混合液超声震荡。将超声后的溶液

离心、洗涤及干燥后，氮气保护下500℃烧结 1 h。

收集获得的粉末即为低负载Cu SAN。

1.3　高负载Cu单原子纳米酶的表征

使用球差校正透射电子显微镜 （AC-STEM，

JEM-ARM200F，日本电子）对制备的高负载SAN

的原子信息进行观察；在 X 射线衍射仪 （XRD，

Smartlab，日本理学） 10°~60°的范围内对制备的

SAN进行了物象鉴定；利用电感耦合等离子体质

谱（ICP-MS，7900ICP-MS，英国安捷伦）测试了

高/低负载的Cu SAN的原子负载量；X射线光电子

能谱仪 （XPS，Axis Supra，Kratos） 测试分析了

SAN的元素组成，并通过分峰拟合推测了原子的

成键情况。

1.4　类POD活性检测

本文按照TMB底物显色试剂盒中的说明书进

行操作测试了纳米酶的类POD活性。首先，将试

剂盒中的 TMB 显色液、TMB 缓冲液和 TMB 氧化

剂按照 5 000∶5 000∶4 的体积比配制成工作液。

然后将 20 μl 浓度为 100 mg/L 的不同掺杂比例的  

Cu SAN和 180 μl工作液混合作为实验组，20 μl去

离子水和180 μl工作液混合作为对照组，将样品放

入 96 孔板中，使用多功能酶标仪 （SuPerMax 

3000FA，上海闪谱）实时检测 652 nm处的吸光度

值。不同浓度（100、80、60、40、20和 10 mg/L）

的高/低负载Cu单原子的类POD活性测试方法与上

述操作相同。实验中选取不同浓度的HRP作为标

准品制定了标准曲线，将SAN在 652 nm处的吸光

度代入标准曲线中，对纳米酶的类POD活性进行

了定量。

使用紫外-可见光分光光度计 （UV-3600，日

本岛津）的动力学模式测试了Cu SAN类POD活性

的动力学过程。测试时，将高/低负载SAN、不同

浓度的 H2O2 （0、0.25、0.5、1、2.5、5、10、25、

50 mmol/L） 或 TMB （0、6、10、25、50、100、

200、400、800 μmol/L）加入醋酸-醋酸钠缓冲液

中，保持溶液总体积为200 μl，监测混合后的反应

液在 652 nm处的吸光度值。之后对测试的数据进

行处理，利用Origin软件作出双倒数图并拟合得到

纳米酶催化底物的米氏常数 （Km） 和最大反        

应速率 （Vm）。TMB 的摩尔消光系数为：ε652 nm=       

39 000 L·mol-1·cm-1。

1.5　类SOD活性检测

本文中所有类SOD活性检测均按照总SOD活

性检测试剂盒的说明书进行。首先将试剂盒中的

SOD提取液、NBT显色液和酶溶液按照 100∶30∶

30 的比例混合配制成 SOD 检测工作液。检测时，

分别在 96孔板的孔中加入 160 μl工作液，20 μl浓

度为 300 mg/L的样品，20 μl反应启动液，光照对

照组用20 μl SOD提取液替代样品，将96孔板在日

光灯下照射 10 min 至光照对照组的溶液变为蓝绿

色。然后加入避光对照组，避光对照组用 40 μl 
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SOD提取液替代样品和反应启动液，在 560 nm处

检测各孔的吸光度值。其中光照对照组未加入

SAN，所以光照之后的反应液在 560 nm处具有明

显的吸收；避光对照组未加入SAN且未经过光照，

所以在 560 nm处没有明显的紫外吸收。用紫外分

光光度计测试上述反应后的混合液在 400~800 nm

处的吸收曲线以进一步比较高/低负载的Cu SAN的

类 SOD 活性，取光照对照组作为对照线（Con）。

不 同 浓 度 （500、 400、 300、 200、 100、 50 和     

30 mg/L）的高/低负载Cu SAN活性测试方法与上

述操作相同。按照试剂盒中的说明将吸光度转化为

抑 制 率 ， 公 式 为 抑 制 率/% =（A 光照-A 实验组 ）/

（A 光照-A 避光）×100。计算SOD活力的公式为：酶活

力/U=抑制率/（1-抑制率）。

1.6　类OXD活性检测

本文使用TMB显色法检测样品的类氧化物酶

（OXD） 活性。实验时，称取 TMB 粉末溶解在

DMSO中配成浓度为16 mmol/L的工作液，分别将

170 μl醋酸-醋酸钠缓冲液（pH 4.5）、10 μl TMB工

作液和 20 μl浓度为 300 mg/L的不同掺杂比例的样

品加入96孔板中，对照组使用20 μl醋酸-醋酸钠缓

冲液替代样品。将各组溶液混合均匀后，使用多功

能酶标仪实时检测 96孔板中的液体在 652 nm处的

吸光度值。不同浓度的高/低负载Cu单原子活性测

试方法与上述操作相同，使用的样品浓度分别为

500、400、300、200、100和50 mg/L。

1.7　类CAT活性检测

本文借助紫外-可见光分光光度计检测H2O2在

240 nm处的吸光度的变化来比较样品催化H2O2分

解的能力。使用去离子水将30%（质量百分比）的

H2O2稀释为 40 mmol/L，取 180 μl 放入比色皿中，

然后加入20 μl Cu SAN（浓度为500 mg/L）混合均

匀，立刻在紫外-可见光分光光度计的动力学模式

下检测加入样品后 5 min 内溶液的吸光度值变化。

另外取 180 μl 稀释的 H2O2 溶液 （30 mmol/L） 与  

20 μl浓度为 500 mg/L的样品混合孵育，每 20 min

取反应液放入比色皿中测定吸光度值。另一方面，

使用溶氧仪 （LD101 探头，HACH HQ40d，US）

测试纳米酶催化H2O2分解生成O2的量来更加直观

地比较高/低负载Cu SAN的类CAT活性。测试时，

首先向盛有 6 ml去离子水的小烧杯中鼓入N2以排

出溶液中的O2，待水溶液中O2的含量低至0.6 mg/L

时，迅速向溶液中依次边搅拌边加入 60 μl H2O2  

（10 mol/L）和 90 μl 纳米酶（浓度为 2 g/L），对照

组用 90 μl 去离子水代替纳米酶。使用溶氧仪每   

10 s记录一次液体中O2的含量。同时为了更加直观

的观察以及证明样品的类CAT活性，实验中取3个

离心管均放入 500 μl浓度为 2 mol/L的H2O2，实验

组的两个离心管中分别加入 20 μl 高/低负载         

Cu SAN （浓度为 1 g/L），对照组用 20 μl去离子水

代替 SAN，将离心管静置 10 min，观察气泡产生

的速度和密度并拍照记录。定义过氧化氢酶的酶活

力单位 （unit） 为在 25℃、pH 为 7.0 条件下，在    

1 min内催化分解 1 μmol H2O2即为 1个酶活力单位

（1 U）。计算SAN类CAT活力值的公式为：CAT活

力值/（U·μg-1）=消耗H2O2的微摩尔数/（反应分钟数×

样品质量）。 H2O2 的摩尔消光系数为： ε240 nm=    

39.4 L·mol-1·cm-1。

2　结果与讨论

2.1　高负载Cu SAN的表征分析

利用原子分辨的AC-STEM观察金属掺杂比为

0.03 mmol时制备的高负载Cu SAN中Cu单原子的

分布，如图 1a中蓝色圆圈所标记，有许多单个亮

点均匀分布，因为Cu原子的相对分子质量高于C、

N和O等，所以可以认为图中亮点为Cu原子以单

原子的形式分散在石墨烯基底材料上，并且原子分

布密度高。通过 XRD 谱表征了不同掺杂比下      

Cu SAN 的衍射峰（图 1b），在金属掺杂量为 0.02

和 0.03 mmol 时，图谱中只显示了石墨烯载体在

25°和 44°附近的特征峰，分别归属于石墨碳的

（002） 晶面和 （010） 晶面。当掺杂量增加到    

0.05 mmol时，图谱中开始有Cu纳米颗粒尖锐的晶

体衍射峰出现［43］。通过 ICP-MS 检测了高/低负载

Cu SAN中Cu元素的含量，结果表明 0.03 mmol掺

杂时制备的高负载 Cu SAN 中 Cu 原子负载量为

7.66% （质量百分比），是低负载 Cu SAN 的 12 倍

（图1c）。利用XPS技术表征高负载Cu SAN的元素

组成和结构。图1d~f展示了高负载Cu SAN的XPS

图谱，全谱的元素分析结果显示Cu SAN中含有C、

N、O 和 Cu 元素。对 N 1s 高分辨能谱图进行分峰

拟合，发现材料中的氮主要由吡啶氮（398.5 eV）、

吡咯氮 （399.6 eV） 和石墨烯氮 （400.5 eV） 组

成［44］。而C 1s的高分辨图显示C主要以C=C双键  

（284.8 eV）、C―N 键 （286.3 eV） 和 O―C=O 键

（288.6 eV）的形式存在［45-46］。
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2.2　类POD活性评估

基于以上结构表征，本文对高/低负载Cu SAN

进行系统地催化性能评估。首先，以TMB为显色

底物，检测了 Cu SAN 的类 POD 活性。TMB 在

H2O2 参与下可由 POD 催化生成蓝色的 oxTMB 产

物，此产物在652 nm处有特征吸收峰（图2a）。图

2b显示，随着金属前驱体掺杂量由0.01 mmol提升

为 0.05 mmol，Cu SAN 的类酶活性呈现先升高后

降低的趋势。当掺杂量为 0.03 mmol 时溶液反应 

60 min吸光度值达到 2.35（图2c）。结合XRD结果，

在掺杂量为0.05 mmol时制备的 SAN 可能会形成金

属纳米颗粒，因此继续提高金属前驱体的添加量不

但没有提高类POD催化活性，反而因为降低了原

子利用率，使得SAN的整体活性呈现下降的趋势。

实验进一步对比研究了高（掺杂量为0.03 mmol） /

低负载Cu SAN的类POD活性的差异，如图 2d，e

所示，在相同的质量浓度和测试条件下，本文制备

的高负载Cu SAN的催化活性和催化反应速率相比

于低负载SAN显著提升。根据天然HRP的活性作

标准曲线对SAN的活性进行了定量分析，结果表

明，高/低负载 Cu SAN 的类 POD 活性分别约为 

0.134 U/mg和0.039 U/mg，高负载Cu SAN相比低负

载 SAN提升了约 3.4倍（图 2f）。此外，本文进一

步研究了高/低负载 Cu SAN 类 POD 活性的动力学

过程，通过分别测试不同H2O2或TMB浓度下SAN

催化TMB生成蓝色oxTMB产物的初始速度，通过

拟合可以得到SAN对于两种底物的Km及Vm。结果

显示高负载 SAN 对于 TMB 和 H2O2的 Km分别为  

0.211 mmol/L和18 mmol/L（图S1），低于现有研究

中多数纳米酶［25-26，32，36，47-49］（具体参数比较见表

S1），表明其对于底物具有良好的亲和力。纳米酶

优异的类POD活性可以使检测传感更加灵敏，如

Wu 等［36］借助模板制备了一种高负载的 Cu SAN

（Cu-N-C），具有优异的类POD活性，作者将其研

究应用于乙酰胆碱和有机磷农药的检测，取得了显

著的成效。文中终浓度为 10 mg/L 的 Cu-N-C 催化

TMB显色反应，吸光度为0.9，比本研究中所能到

达的吸光度低。Yan等［14］制备的一种Pt/CeO2 SAN

在终浓度为10 mg/L时催化TMB显色反应6 h吸光

度达到1.6，而本研究中的高负载Cu单原子在相同

Fig. 1　Structural characterizations of Cu SAN
(a) AC-STEM image. (b) XRD patterns of Cu SAN with different doping amounts. (c) Metal loadings calculated from ICP-MS. (d) XPS spectrum of 

high-loading Cu SAN (Inset: high-resolution XPS spectrum of Cu 2p). (e, f) The high-resolution XPS spectra of N 1s (e) and C 1s (f).
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浓度下仅 1 h 时吸光度可达 2.4，远高于 Pt/CeO2。

表明本文制备的SAN类POD活性优异，具有应用

于检测传感的潜力。

2.3　类SOD活性评估

SOD 是人体内重要的抗氧化酶，可以将体内

病理状态下产生的过量的超氧阴离子（O2
·-）催化

生成O2和H2O2，从而避免O2
·-被催化生成次级自由

基（ONOO-）对人体产生进一步的伤害［50］。本文

使用 NBT 显色法检测了 Cu SAN 的类 SOD 活性。

NBT作为显色底物，在光照和O2
·-存在的条件下被

还原成蓝绿色的甲臜，而SOD可以抑制甲臜的产

生（图3a）。基于该反应原理，本文研究了不同掺

杂量对Cu SAN的类SOD活性的影响，实验结果表

明，随着金属前驱体投料量的提升，SAN类 SOD

活性逐渐增强，当掺杂浓度为 0.03 mmol时，抑制

率高达87.4%（图3b）。图3c为反应后溶液的紫外-

可见光分光光度计吸收谱，可以看出高负载的       

Cu SAN在560 nm处的吸光度明显低于光照对照组

（Con），并且低于低负载 Cu SAN，表明高负载  

Cu SAN 具有更优的类 SOD 活性，可以有效清除

O2
·-。当反应体系中抑制百分率为50%时，反应体

系中的 SOD 酶活力单位定义为一个酶活力单位

（unit，U）。图3d对高/低负载Cu SAN的类SOD活

性进行定量分析，结果表明高负载Cu SAN的类酶

活性可以达到2.18 U/μg，而低负载Cu SAN的活性

约为0.24 U/μg，高负载Cu SAN的酶活力值约是低

负载Cu单原子的8.88倍。此外，研究了高/低负载

的Cu SAN浓度依赖的类SOD活性，结果显示浓度

为 20 mg/L 时高负载 Cu SAN 即显示出 78.6% 的抑

制率，而低负载Cu SAN在浓度高达 50 mg/L时抑

制率只达到了 72.7% （图 3f）。该研究结果揭示了

通过增加SAN中Cu原子的负载量可实现其类SOD

活性的增强。相同的浓度水平下，本研究制备的高

负载Cu SAN的类SOD活性高于现有研究中多数纳

米酶（图 3e）。如 Ruan 等［51］制备的 Pd/CeO2纳米

Fig. 2　POD-like activity of Cu SAN
(a) Schematic illustration of the POD-mimic reaction catalyzed by Cu SAN. (b) Time-dependent absorbance of oxTMB at 652 nm in the presence of 

high-loading Cu SAN with different doping amounts. (c) POD-like activities of high-loading Cu SAN with different doping amounts. (d) Time-

dependent absorbance of oxTMB in the presence of high/low-loading Cu SAN. (e) POD reaction rates of Cu SAN at different concentration.            

(f) Quantification of POD-like activities of high/low-loading Cu SAN.
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酶在浓度为80 mg/L时SOD抑制率仅为67%，远远

低于本文中的高负载Cu SAN。Huang等［52］制备的

V2O5纳米线在浓度为15 mg/L时约为70%，与本文

达到了相似的水平。

2.4　类OXD活性评估

OXD 以 O2 作为电子受体催化底物氧化生成

H2O或H2O2。本文以TMB作为显色底物，检测了

制备的 Cu SAN 的类 OXD 活性 （图 4a）。根据图

4b，c 所示，当掺杂比为 0.03 mmol 时，高负载    

Cu SAN 的催化活性达到最高，反应 180 min 后

oxTMB在652 nm处吸光度值可以达到0.31。但是，

将高/低负载的Cu SAN在相同的质量浓度下进行比

较，发现高负载 Cu SAN 催化 TMB 生成的蓝色产

物的吸光度值在 60 min 时为 0.18，而低负载 Cu 

SAN 催化反应 60 min 时吸光度值可达 0.95，是高

负载的 5.28倍（图 4d，f）。进一步计算高/低负载

的Cu SAN催化TMB氧化的反应速率，结果显示，

当浓度均为 50 mg/L时，低负载Cu SAN的反应速

率为 3.03 μmol/（L‧min），而高负载的 Cu SAN 的

反应速率仅为 0.817 μmol/（L‧min），低负载 SAN

的反应速率是高负载的 3.7 倍（图 4e）。这个结果

体现了高负载Cu SAN的类酶催化选择性，在实际

的检测过程中，类 OXD 活性会提高反应的基底，

对于类POD活性的应用是一种副反应，因此制备

只具有单活性的纳米酶对于检测是有益的。如

Liang 等［55］研究制备了一种颜色呈白色的单活性

GeO2纳米酶，该纳米酶只具有类POD活性，避免

了类OXD活性的影响。推测本文中高/低负载SAN

呈现出不同类酶活性选择的结果可能与材料的结构

有关，产生这种现象的原因需要进一步的研究。

Fig. 3　SOD-like activity of Cu SAN
(a) Schematic illustration of the SOD-mimic reaction catalyzed by Cu SAN. (b) SOD-like activities of high-loading Cu SAN with different doping 

amounts. (c) UV-Vis spectra of reaction solution with or without of Cu SAN (concentration: 100 mg/L. Con refers to the control group disposed under 

light). (d) Quantification of SOD-like activities of high/low-loading Cu SAN. (e) Comparison of SOD-like activities of different nanozymes at the 

same concentration: 1, MnO2 Fenozyme[53]; 2, Fe-NC-3 SAzyme[54]; 3, Pd/CeO2
[51]; 4, low-loading Cu SAN; 5, high-loading Cu SAN;                        

6, V2O5@pDA@MnO2
[52]; 7, CuxO

[49]. (f) Inhibition rates of Cu SAN at different concentration.
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2.5　类CAT活性评估

CAT 是以 H2O2为底物的一种氧化还原酶，可

以催化H2O2分解产生O2和H2O（图5a），从而有效

清除体内产生的过量的 H2O2。因此本研究也进一

步探索了制备的高负载Cu SAN的类CAT活性。将

H2O2和SAN均匀混合后，检测H2O2在240 nm处的

吸光度值随时间的变化来定量对比高/低负载的  

Cu SAN对H2O2的分解能力。结果如图5b所示，反

应 120 min后高/低负载Cu SAN的反应液在 240 nm

处的吸光度分别由 1.047降低至 0.614和 0.506，表

明低负载Cu SAN具有更强的分解H2O2能力。并且

根据动力学测试可以看出，低负载Cu单原子的催

化速率明显较快（图 5c）。图 5d对比了Cu SAN对

H2O2的清除率，发现在反应1.5 h后低负载Cu SAN

的清除率为 57.6%，高负载为 44.5%，这个结果也

证明了在相同时间内低负载 Cu SAN 比高负载     

Cu SAN可以催化分解更多的H2O2。此外，根据酶

活力的定义计算得到高负载Cu SAN的类过氧化氢

酶 活 力 值 为 43.9 U/μg， 而 低 负 载 Cu SAN 为         

60.5 U/μg，表明低负载Cu SAN的催化活性约是高

负载Cu SAN的 1.37倍（图 5e）。研究中进一步借

助溶氧仪测定了高/低负载 Cu SAN 加入 H2O2溶液

后催化产生的O2量来比较其活性差异，结果表明，

在 100 mmol/L 的 H2O2中加入 SAN 5 min 后，低负

载Cu SAN 产生了 3.67 μmol的O2，高负载 SAN 仅

产生了 1.87 μmol （图 5f）。通过观察加入SAN后，

H2O2溶液中产生的气泡数量也可以直观地比较高/

低负载 Cu SAN 的类 CAT 活性，如图 5f 中插图所

示，SAN和H2O2混合10 min后，低负载Cu SAN产

生了更多的气泡，说明催化更多的H2O2产生了O2。

在一些显色检测的应用中，如 Lu 等［56］将制备的

Fe-N-C SAN 应用在比色检测 H2O2 和谷胱甘肽，

H2O2作为检测目标，材料的类CAT活性可能会对

这种检测产生干扰。因为具有较强类CAT活性的

纳米酶会在类POD催化过程中出现竞争底物现象，

从而使得计算出的底物亲和力和反应速率产生较大

的偏差。在实际应用过程中，也会干扰反应路径以

及降低检测灵敏性。因此，本文中制备的高负载

Cu SAN略差的CAT活性或许有助于其在更广泛领

域中的应用。

Fig. 4　OXD-like activity of Cu SAN
(a) Schematic illustration of the OXD-mimic reaction catalyzed by Cu SAN. (b) Time-dependent absorbance of oxTMB at 652 nm in the presence of 

high-loading Cu SAN with different doping amounts. (c) OXD-like activities of high-loading Cu SAN with different doping amounts. (d) Time-

dependent absorbance of oxTMB in the presence of high/low-loading Cu SAN. (e) OXD reaction rates of Cu SAN at different concentration.           

(f) Comparison of OXD-like activities of high/low-loading Cu SAN.
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现代医学研究表明，多种疾病的产生和发展与

生物体中过量活性氧 （ROS） 有关，具有清除

ROS 作用的纳米酶被证明可以延缓相关疾病的进

程。 Wu 等［57］ 制备了一种具有类 POD、 SOD、

CAT、抗坏血酸过氧化物酶（APOD）以及硫醇过

氧化物（TPx）等多种类酶活性的 RuO2-PVP 纳米

酶，将其应用在小鼠帕金森病模型中可以有效地提

高酪氨酸羟化酶的表达以及抑制小胶质细胞被激活

从而减轻炎症并防止神经细胞变性。Moglianetti

等［58］制备了具有类POD、CAT、SOD活性的Pt纳

米酶，体外研究表明，该纳米酶可以有效降低人脑

海绵状畸形疾病模型中病理细胞内ROS的总体水

平。Yan等［14］将制备的具有类POD、SOD、CAT、

GPx等活性的Pt/CeO2应用于创伤性脑损伤的治疗，

能够有效减轻伤口处的炎症水平，改善受损的神经

认知能力。以上研究均表明，具有多种类酶活性的

纳米酶在氧化应激相关疾病的治疗中可以有效发挥

作用。本研究中SAN具有优异的类POD和SOD活

性选择性，并且具有一定的类CAT活性和较弱的

类 OXD 活性，总体上可以降低体系中的 H2O2 和

O2
·-等ROS。综上所述，本研究制备的Cu SAN可

能会通过清除生物体内病理状态下产生的过量

ROS，从而调节生物体的稳态平衡，有望应用于糖

尿病、心血管疾病、神经系统疾病、炎症等一系列

氧化应激相关疾病的治疗。

3　结 论

本研究通过原位锚定策略制备了一种高负载

Cu SAN，碳基载体中富含的N原子使得更多的金

属Cu原子被牢固锚定，Cu原子负载量达到 7.66%

（质量百分比）。实验系统性评估了高/低负载      

Cu SAN 的多种类酶活性 （类 POD、类 SOD、类

OXD、类CAT）的差异。以TMB和NBT为显色底

物，活性定量结果表明，高负载Cu SAN具有优异

的类 POD 和 SOD 活性，分别是低负载 Cu SAN 的

3.4倍和 8.88倍。动力学研究结果表明，本文制备

的高负载Cu SAN对底物TMB和H2O2的Km分别为

0.211 mmol/L和 18 mmol/L，低于现有研究中多数

纳米酶。此外，高负载Cu SAN表现出对类POD和

SOD活性的催化选择性。综上，本文研究结果为

制备高负载SAN提供了思路，系统的活性研究增

强了SAN实际应用转化的可能性和可信度。

Fig. 5　CAT-like activity of Cu SAN
(a) Schematic illustration of the CAT-mimic reaction catalyzed by Cu SAN. (b-c) Time-dependent absorbance of H2O2 at 240 nm in the presence of 

high/low-loading Cu SAN. (d) Clearance rates of H2O2 in the presence of high/low-loading Cu SAN. (e) Quantification of CAT-like activities of high/

low-loading Cu SAN. (f) Time-dependent O2 content in H2O2 solution with or without of Cu SAN (Inset: photo images of H2O2 solution after reacting 

with Cu SAN for 10 min).
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附件  见本文网络版（http://www.pibb.ac.cn或http:

//www.cnki.net）：

PIBB_20220533_Figure S1.pdf

PIBB_20220533_Table S1.pdf

数据可用性声明  本论文的关联数据 （DOI: 

10.57760/sciencedb.07790/CSTR:31253.11.sciencedb.07790）

可 在 科 学 数 据 银 行 （Science Data Bank, 

ScienceDB）数据库（http://www.scidb.cn）中访问

获取。
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Design and Enzyme-mimicking Activity of High-loading Cu Single-atom 
Nanozyme*
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Graphical abstract

Abstract　Objective  Recently, single-atom nanozyme (SAN) has been widely studied due to its high atom 

utilization and various enzyme-mimicking activities. However, most of the SANs present low metal-atom 

densities, which restrict their further application and development. The aim of this study is to prepare SAN with 

high atomic loading and to systematically investigate its enzyme-like activities, in the hope of providing ideas for 

the preparation of highly loaded SANs and theoretical support for the application of SANs in a wider range of 

fields. Methods  In this work, high-loading Cu SAN with metal contents up to 7.66% (w/w) was prepared using 

in-situ anchoring strategy. The metal salt precursors were confined into the carbon carriers consisting of aminated 

graphene quantum dots, and then urea was introduced to provide a rich N-coordination environment for Cu atoms. 

The chemical bond between Cu atoms and the carrier was further stabilized by pyrolysis under the protection of 

Ar gas. The low-loading Cu SAN used for comparison was prepared according to traditional metal organic 

framework (MOFs) anchoring method. Then, the peroxidase (POD) -like, oxidase (OXD) -like and superoxide 
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dismutase (SOD)-like catalytic activities of high/low-loading Cu SAN were tested and compared with 3,3',5,5'- 

tetramethylbenzidine (TMB) and nitrotetrazolium blue chloride (NBT) as chromogenic substrates. The catalase 

(CAT)-like catalytic activities of high/low-loading Cu SAN were assessed by monitoring the decomposition rate 

of hydrogen peroxide (H2O2). Results  The results suggested that the high-loading Cu SAN possesses the 

improved catalytic activity and selectivity towards POD-like and SOD-like activities, showing 3.4-fold and 8.88-

fold higher than low-loading Cu SAN, respectively. Conclusion  This work provides a strategy to synthesize 

SAN with high metal-atom density. And the results show that atomic regulation can be achieved by adjusting 

preparation methods which assist to obtain SAN with different catalytic selectivity, and lay foundation for the 

development and application of SAN in detection and sensing, diseases treatment and environmental protection.

Key words　 single-atom nanozyme, Cu, high-loading, peroxidase-like activity, superoxide dismutase-like 

activity

DOI：10.16476/j.pibb.2022.0533


