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摘要: 过氧化氢(Ｈ２Ｏ２)是活性氧类的主要标志物ꎬ它与多种疾病如神经退行性疾病密切相关ꎮ 本文设计了

一种检测细胞内过氧化氢的荧光过氧化氢酶纳米传感器ꎮ 这种纳米传感器由含多聚赖氨酸、辣根过氧化物

酶的生物相容性外壳和含有氧探针的多孔聚合物基质的氧传感核组成ꎮ 辣根过氧化物酶(ＨＲＰ)催化 Ｈ２Ｏ２

生成氧ꎬ进而通过荧光氧气探针进行探测ꎮ 该酶纳米传感器的流体动力学尺寸约为 ２７０ ｎｍꎬｚｅｔａ 电位为 － １８
ｍＶꎬ具有良好的生物相容性ꎮ 它的荧光比率和时间分辨荧光均对 Ｈ２Ｏ２ 高度敏感ꎮ 此外ꎬ该纳米传感器可以

被活细胞有效地摄取ꎬ从而可以用 ＴＲＦ 方式灵敏地检测细胞内的 Ｈ２Ｏ２ 浓度ꎮ 结果表明ꎬ本实验制备的酶纳

米传感器有望进一步用于监测 Ｈ２Ｏ２ 相关的细胞生化反应ꎬ如氧化应激ꎮ

关　 键　 词: 过氧化氢ꎻ 纳米传感器ꎻ 时间分辨荧光ꎻ 比率荧光ꎻ 氧化应激
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ａｒｅ ｍｏｒｅ ｐｏｐｕｌａｒ ａｎｄ ａ ｐｌｅｎｔｙ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｂｅｓ
ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｆｏｒ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ Ｈ２Ｏ２ꎬ ｓｕｃｈ
ａｓ ｌｉｐｏｐｈｉｌｉｃ ｃａｔｉｏｎｉｃ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐｒｏｂｅｓ[１８]ꎬ ｇｅｎｅｔｉｃ
ｅｎｃｏｄｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ[１９]ꎬ ｃｏｂａｌｔ / ｃａｒｂｏｎ ｎａｎｏ￣
ｔｕｂｅ ｈｙｂｒｉｄ ｎａｎｏｃｏｍｐｌｅｘ[２０]ꎬ ａｎｄ ｇｒａｐｈｉｔｉｃ ｃａｒｂｏｎ
ｎｉｔｒｉｄｅ ａｎｄ ｓｉｌｖｅｒ ｏｘｉｄｅ ｎａｎｏｃｏｍｐｏｓｉｔｅ[２１] . Ｓｉｎｃｅ
ｍｏｓｔ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｂｅｓ ｎｅｅｄ ｔｏ ｒｅａｃｔ ｗｉｔｈ Ｈ２Ｏ２ ｔｏ
ｃｈａｎｇｅ ｔｈｅｉｒ ｅｍｉｓｓｉｏｎｓꎬ ｔｈｅｉｒ ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ ｒｅｍａｉｎｓ
ｑｕｅｓｔｉｏｎａｂｌｅ ａｓ ｏｔｈｅｒ ＲＯＳ ａｌｓｏ ａｒｅ ｈｉｇｈｌｙ ｒｅａｃｔｉｖｅ.
Ｉｔ ｉｓ ｋｎｏｗｎ ｔｈａｔ ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ (ＨＲＰ) ｓｐｅ￣
ｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｃｏｎｖｅｒｔｓ Ｈ２Ｏ２ ｉｎｔｏ ｏｘｙｇｅｎ. Ｈｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｏｘｙｇｅｎ ｃａｎ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｒｅｐｏｒｔ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｈ２Ｏ２ ｉｎｄｉｒｅｃｔｌｙ. Ｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙꎬ ｗｅ ｈａｖｅ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ａ ｓｅ￣
ｒｉｅｓ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｏｘｙｇｅｎ ｎａｎｏｓｅｎｓｏｒｓ[２２] . Ｔｈｕｓ ｉｔ ｉｓ
ｏｃｃｕｒｒｅｄ ｔｏ ｕｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＲＰ ａｎｄ ｏｘｙ￣
ｇｅｎ ｎａｎｏｓｅｎｓｏｒｓ ｍａｙ ｒｅｓｕｌｔ ｉｎ ａ ｈｉｇｈｌｙ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｅｎ￣
ｚｙｍａｔｉｃ Ｈ２Ｏ２ ｎａｎｏｓｅｎｒｏｓ.

Ｉｎ ｔｈｉｓ ｗｏｒｋꎬ ＨＲＰ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｐｏｌｙ￣ｌ￣ｌｙｓｉｎｅ(ＨＲＰ￣

ＰＬＬ) ｗａｓ ｆｉｒｓｔｌｙ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄꎬ ａｓｓｉｓｔｅｄ ｂｙ ｗｈｉｃｈ
Ｈ２Ｏ２ ｎａｎｏｓｅｎｒｏｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅｎ ｆａｃｉｌｅｌｙ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｖｉａ ａ
ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｒｅｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ￣ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ[２３] .
Ｈｅｒｅｉｎꎬ Ｐｔ(Ⅱ)￣ｍｅｓｏ￣ｔｅｔｒａ(ｐｅｎｔａｆｌｕｏｒｏｐｈｅｎｙｌ) ｐｏｒ￣
ｐｈｉｎｅ (ＰｔＴＦＰＰ) ａｎｄ ｃｏｕｍａｒｉｎ ６(Ｃ６) ｗｅｒｅ ｄｏｐｅｄ
ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｎｇ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｃｏｒｅ ａｓ ｏｘｙｇｅｎ ｐｒｏｂｅ ａｎｄ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｄｙｅꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ａｓ ｉｓ ｅｘｐｅｃｔｅｄꎬ ｔｈｅ ａｓ￣
ｐｒｅｐａｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｎａｎｏｓｅｎｓｏｒｓ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｌｙ ｓｅｎｓｉ￣
ｔｉｖｅ ｔｏ Ｈ２Ｏ２ . Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｎａｎｏｓｅｎｓｏｒ ｃａｎ ｄｅｔｅｃｔ
Ｈ２Ｏ２ ｌｅｖｅｌ ｗｉｔｈ ｔｗｏ ｒｏｂｕｓｔ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ ｏｆ ｒａｔｉｏｍｅｔｒｉｃ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｉｍｅ￣ｒｅｓｏｌｖｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
(ＴＲＦ).

２　 Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ Ｍｅｔｈｏｄｓ
２. １　 Ｍａｔｅｒｉａｌｓ

Ｃｏｕｍａｒｉｎ ６ ( Ｃ６ )ꎬ Ｐｔ (Ⅱ)￣ｍｅｓｏ￣ｔｅｔｒａ ( ｐｅｎ￣
ｔａｆｌｕｏｒｏｐｈｅｎｙｌ ) ｐｏｒｐｈｉｎｅ ( ＰｔＴＦＰＰ )ꎬ ４￣ｍｏｒｐｈｏｌｉｎ￣
ｏｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄ (ＭＥＳ)ꎬ ｐｏｌｙｓｔｙｒｅｎｅ ( ＰＳꎬ Ｍｗ

２８０ ｋｕ)ꎬ ｐｏｌｙ￣ｌ￣ｌｙｓｉｎｅ(ＰＬＬꎬ Ｍｗ ３０ －７０ ｋｕ)ꎬ １￣ｅｔｈｙｌ￣
３￣(３￣ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌ ) ｃａｒｂｏｄｉｉｍｉｄｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏ￣
ｒｉｄｅ(ＥＤＣ) ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ￣ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ(ＰＢＳ) ｏｆ
ｐＨ ７. ４ ｗｅｒｅ ｐｕｒｃｈａｓｅｄ ｆｒｏｍ Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ. ３￣(４ꎬ
５￣ｄｉｍｅｔｈｙｌ￣２￣ｔｈｉａｚｏｌｙｌ)￣２ꎬ５￣ｄｉｐｈｅｎｙｌ￣２Ｈ￣ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ
ｂｒｏｍｉｄｅ(ＭＴＴ) ａｎｄ ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ(ＤＭＳＯ) ｗｅｒｅ
ｐｕｒｃｈａｓｅｄ ｆｒｏｍ ＭＰ ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ ａｎｄ Ａｍｅｒｅｓｃｏꎬ ｒｅ￣
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｄｏｄｅｃｙｌｔｒｉｍｅｔｈｏｘｙｓｉｌａｎｅ (ＤＴＳ) ｗａｓ ｏｂ￣
ｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ Ｊｉａｘｉｎｇ Ｓｉｃｈｅｎｇ Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ Ｃｏ. Ｌｔｄ( Ｊｉａ￣
ｘｉｎｇꎬ Ｃｈｉｎａ). Ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｕｒａｎｅ(ＴＨＦ) ａｎｄ ｍｉｎｅｒａｌ
ｏｉｌ( ｐｕｒｅ) ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ Ｊ＆Ｋ ( Ｂｅｉｊｉｎｇꎬ Ｃｈｉ￣
ｎａ). Ａｌｌ ｒｅａｇｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ｆｕｒ￣
ｔｈｅｒ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ. Ｕｌｔｒａ ｐｕｒｅ ｗａｔｅｒ(ＵＰ) ｗａｓ ｕｓｅｄ ｉｎ
ａｌｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ. Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ９６￣ｗｅｌｌ ｐｌａｔｅｓ
ｗｅｒｅ ｆｒｏｍ Ｃｏｒｎｉｎｇ Ｉｎｃ. ꎬ ａｎｄ ｂｌａｃｋ ９６￣ｗｅｌｌ ｐｌａｔｅｓ
ｗｅｒｅ ｆｒｏｍ ＷＨＢ( Ｓｈａｎｇｈａｉꎬ Ｃｈｉｎａ). Ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ
ｓｅｒｕｍ(ＦＢＳ) ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｔｉａｎｈａｎｇ
Ｂｉｏ￣Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏ. Ｌｔｄ(Ｈｕｚｈｏｕꎬ Ｃｈｉｎａ).
２. ２　 Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＬＬ ｗｉｔｈ ＨＲＰ(ＨＲＰ￣ＰＬＬ)

Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＬＬ ｗｉｔｈ ＨＲＰ (ＨＲＰ￣ＰＬＬ) ｗａｓ
ｒｅａｌｉｚｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅｓ
ｏｆ ＨＲＰ ａｎｄ ａｍｉｎｅｓ ｏｆ ＰＬＬ. Ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙꎬ ＰＬＬ ｗａｓ
ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ａｔ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ １０ ｍｇｍＬ －１ ｉｎ ０. １
ｍｏｌＬ －１ ＭＥＳ ｂｕｆｆｅｒ. Ｔｈｅｎ ＨＲＰ ｗａｓ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｉｎ ０. １
ｍｏｌＬ － １ ＭＥＳ ｂｕｆｆｅｒ ａｔ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ １０ ｍｇ
ｍＬ － １ . Ｗｅ ａｄｄｅｄ ＨＲＰ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｔｏ ｔｈｅ ＰＬＬ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬ
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ａｎｄ ｋｅｐｔ ｔｈｅ ｍｉｘｔｕｒｅ ａｔ ｌｅｓｓ １０￣ｆｏｌｄ ｍｏｌａｒ ｅｘｃｅｓｓ ｏｆ
ＨＲＰ ｔｏ ｔｈｅ ＰＬＬ. Ｔｈｅｎ ＥＤＣ ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ
ａｂｏｖｅ ｍｉｘｔｕｒｅ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ａｔ ｌｅａｓｔ ａ １０￣ｆｏｌｄ ｍｏｌａｒ ｅｘ￣
ｃｅｓｓ ｏｆ ＥＤＣ ｔｏ ｔｈｅ ＨＲＰ. Ａｆｔｅｒ ｒｅａｃｔｉｎｇ ｏｖｅｒｎｉｇｈｔ
ｕｓｉｎｇ ｒｏｔａｒｙ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｉｎ ａ ｄａｒｋ ｐｌａｃｅꎬ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ
ｗｅｒｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｌ ｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｔｏ ｒｅｍｏｖｅ
ｔｈｅ ｕｎｒｅａｃｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｓｅｌｆ￣ｐｏｌｙ￣
ｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ.
２. ３　 Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ＨＲＰ Ｃｏａｔｅｄ ＮＰｓ(ＨＲＰ￣ＮＰｓ)

ＨＲＰ￣ＮＰｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｒｅｐｒｅ￣
ｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ￣ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ａｓｓｉｓｔｅｄ ｂｙ ＨＲＰ￣
ＰＬＬ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ. Ｂｒｉｅｆｌｙꎬ Ｃ６ꎬ ＰｔＴＦＰＰꎬ ＰＳ ａｎｄ ＤＴＳ
ｗｅｒｅ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｉｎ ＴＨＦ ａｔ ２∶ １∶ ４８∶ ５０ ｗｅｉｇｈｔ ｒａｔｉｏｓ.
Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ２００ × １０ － ６ . ５００ μＬ ｏｆ
ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗａｓ ｒａｐｉｄｌｙ ａｄｄｅｄ ｉｎｔｏ ８ ｍＬ ６０ μｇ
ｍＬ －１ ＰＬＬ￣ＨＲＰ ｓｏｌｕｔｉｏｎ (ｐＨ ９ꎬ ａｄｊｕｓｔｅｄ ｂｙ ａｍｍｏ￣
ｎｉａ) ｕｎｄｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｓｕｒｒｏｕｎｄｉｎｇ. Ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｗａｓ
ｓｔｏｏｄ ｆｏｒ ２ ｈ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｄｉａｌｙｚｅｄ ａｇａｉｎｓｔ ｗａｔｅｒ ｆｏｒ ２４ ｈ.
２. ４　 Ｃｅｌｌ Ｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗｉｔｈ ＨＲＰ￣ＮＰｓ

Ｐｈｅｏｃｈｒｏｍｏｃｙｔｏｍａ ｃｅｌｌｓ (ＰＣ１２) ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ
ｉｎ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ Ｄｕｌｂｅｃｃｏｓ Ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｅａｇｌｅ ｍｅｄｉｕｍ
( Ｈ￣ＤＭＥＭ) ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ １０％ ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ
(ＦＢＳ) ｉｎ ＣＯ２ ｉｎｃｕｂａｔｏｒ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ５％ ＣＯ２ ａｔ ３７
℃ . Ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅｎ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｅｄｉｕｍ
ｄｉｓｐｅｒｓｅｄ ｗｉｔｈ ａ １０ μｇｍＬ － １ ｏｆ ＨＲＰ￣ＮＰｓ ｆｏｒ ２４
ｈ. Ａｆｔｅｒ ｔｈａｔꎬ ｔｈｅ ｓｔａｉｎｅｄ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｗａｓｈｅｄ ｔｗｉｃｅ
ｗｉｔｈ ＰＢＳ ｔｏ ｅｌｉｍｉｎａｔｅ ｔｈｅ ｏｕｔｓｉｄｅ ｎａｎｏｓｅｎｓｏｒｓ.
２. ５　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ

Ｔｈｅ ＴＥＭ ｉｍａｇｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ Ｈｉｔａｃｈｉ Ｈ￣
８００ ａｔ １２０ ｋＶ ａｃｃｅｌｅｒａｔｉｏｎ ｖｏｌｔａｇｅ. Ｔｈｅ ＮＰｓ ａｑｕｅ￣
ｏｕｓ ｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎ ｗａｓ ｐｌａｃｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＴＥＭ ｓｐｅｃｉｍｅｎ
ｓｕｐｐｏｒｔ(ｃｕｐｒｕｍ). Ｚｅｔａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌｓ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｄｙｎａｍ￣
ｉｃ ｓｉｚｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｐｈｏｔｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｓｐｅｃ￣
ｔｒｏｓｃｏｐｙ ａｎｄ ｂｙ ｄｙｎａｍｉｃ ｌｉｇｈｔ ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ ( ＤＬＳ )
ｕｓｉｎｇ ａ Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ Ｎａｎｏ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ (Ｍａｌｖｅｒｎ Ｉｎｓｔｒｕ￣
ｍｅｎｔｓꎬ ｗｗｗ. ｍａｌｖｅｒｎ. ｃｏｍ). ＵＶ￣Ｖｉｓ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｗａｓ
ｒｅｃｏｒｄｅｄ ｏｎ ａ ＵＶ￣３１０１ＰＣ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ ( Ｓｈｉ￣
ｍａｄｚｕ). Ｓｔｅａｄｙｓｔａｔｅ ｐｈｏｔｏｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ ｓｐｅｃｔｒａ ｗｅｒｅ
ｒｅａｄ ｂｙ ａｎ Ｆ￣４６００ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ
(Ｈｉｔａｃｈｉ) .

Ｔｉｍｅ￣ｒｅｓｏｌｖｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ(ＴＲＦ) ｗａｓ ｒｅｃｏｒｄｅｄ
ｂｙ ａ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｐｌａｔｅ ｒｅａｄｅｒ(Ｖｉｃｔｏｒ × ４ꎬ Ｐｅｒｋｉｎ￣Ｅｌ￣
ｍｅｒ). Ｆｉｒｓｔｌｙꎬ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｏｎ ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅｓ
ｗｉｔｈ ＨＲＰ￣ＮＰｓ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ(１０ μｇｍＬ － １) ｆｏｒ

２４ ｈ ( ｉｎ ｓｅｐａｒａｔｅ ｗｅｌｌｓ) . Ｔｈｅｎꎬ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅ ｗａｓｈｅｄ ｏｎｃｅ ａｎｄ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｉｎ ＰＢＳ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ
ｐｌａｔｅ ｒｅａｄｅｒ. Ｒａｐｉｄ ｌｉｆｅｔｉｍｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
(ＲＬＤ) [２２] ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｔｉｍｅ￣ｒｅｓｏｌｖｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓ￣
ｃｅｎｃｅ(ＴＲＦ) ｍｏｄｅｌ[２４] . Ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙꎬ ｔｗｏ ＴＲＦ ｉｎ￣
ｔｅｎｓｉｔｉｅｓ ｗｅｒｅ ｒｅｃｏｒｄｅｄ ｕｎｄｅｒ ｄｅｌａｙ ｔｉｍｅｓ ｏｆ ３０ μｓ
( ｔ１) ａｎｄ ７０ μｓ ( ｔ２)ꎬ ｗｉｔｈ ａ ｇａｔｉｎｇ ｔｉｍｅ ｏｆ １００ μｓ
(λｅｘ ＝ ３４０ ｎｍꎬ ６４２ ｎｍ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｆｉｌｔｅｒｓ) . Ａｆｔｅｒ￣
ｗａｒｄｓꎬ ｔｈｅ ｔｗｏ ＴＲＦ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｓｉｇｎａｌｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｖｅｒｔｅｄ
ｉｎｔｏ ｌｉｆｅｔｉｍｅ (τ) ｖａｌｕｅｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｅｑｕａ￣
ｔｉｏｎ: τ ＝ ( ｔ１ － ｔ２ ) / ｌｎ (Ｆ１ / Ｆ２ )ꎬ ｗｈｅｒｅ Ｆ１ ａｎｄ Ｆ２

ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｓｉｇｎａｌｓ ｏｖｅｒ １００ μｓ ｏｂ￣
ｔａｉｎｅｄ ａｔ ｄｅｌａｙ ｔｉｍｅｓ ｔ１ ａｎｄ ｔ２ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉ ｍａｇｉｎｇ ｗａｓ ｐｅｒ￣
ｆｏｒｍｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｌａｓｅｒ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
(Ａ１Ｒｓｉꎬ Ｎｉｋｏｎ). ＰＣ１２ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｔ ａ １ ×
１０５ ｃｅｌｌｓ ｄｅｎｓｉｔｙ ｆｏｒ ２４ ｈ ｉｎ ３５￣ｍｍ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｃｕｌｔｕｒｅ.
Ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＲＰ￣ＮＰｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ (１０
μｇｍＬ － １) ｆｏｒ １ ｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｕｓｉｎｇ ｃｏｎ￣
ｆｏｃａｌ ｌａｓｅｒ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ. Ｆｏｒ ＨＲＰ￣ＮＰｓ ｕｎ￣
ｄｅｒ ４０５ ｎｍ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｆｒｏｍ Ｃ６ ｗａｓ
ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ４８０ ｎｍ ａｎｄ ５２０ ｎｍ.
２. ６　 Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ＨＲＰ￣ＮＰｓ

Ｔｈｅ ＭＴＴ ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ
ｔｈｅ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ＨＲＰ￣ＮＰｓ. Ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ
ｉｎ ９６￣ｗｅｌｌ ｍｉｃｏｔｉｔｅｒ ｐｌａｔｅ ａｔ １ × １０５ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｐｅｒ ｗｅｌｌ
ｆｏｒ １ ｄ. Ｔｈｅｎꎬ ０ꎬ ２０ꎬ ３０ꎬ ４０ꎬ ５０ μｇｍＬ － １ ｏｆ
ＨＲＰ￣ＮＰｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ａｄｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉ￣
ｕｍ ａｔ ３７ ℃. Ａｆｔｅｒ １ ｄａｙ ｌａｔｅｒꎬ １０ μＬ ＭＴＴ (５ ｍｇ
ｍＬ － １ ｉｎ ＰＢＳ ｓｏｌｕｔｉｏｎ) ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ
ｔｒｅａｔｅｄ ｗｅｌｌｓ ａｎｄ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｆｏｒ ４ ｈ ａｔ ３７ ℃ . Ａｆｔｅｒ￣
ｗａｒｄｓꎬ １００ μＬ ｏｆ ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ ( ＤＭＳＯ) ｗａｓ
ａｄｄｅｄ ｉｎｔｏ ａｂｏｖｅ ｗｅｌｌｓ. Ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ (ＯＤ) ｗａｓ
ｒｅａｄ ｉｎ ａｎ ＥＬＩＳＡ ｍｅａｓｕｒｅｒ (ＢｉｏＴｅｋꎬ ＥＬ × ８００).
Ｔｈｅ ｖａｌｕｅ ｏｆ Ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ (％ ) ｗａｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｂｙ
ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｅｑｕａｔｉｏｎ: Ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ＝ ＯＤ( ｔｅｓｔ) /
ＯＤ(ｃｏｎｔｒｏｌ) × １００％ . Ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｄｏｓａｇｅｓ ｗｅｒｅ ｂｅ￣
ｌｏｗ ２０ μｇｍＬ － １ꎬ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｅｘｈｉｂｉｔ ｈｉｇｈ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ
(ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ > ９０％ ).

３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ
３. １ 　 Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｙｄｒｏ￣

ｇｅｎ Ｐｅｒｏｘｉｄｅ Ｎａｎｏｓｅｎｓｏｒｓ
Ａｓ ａ ｐｒｅｒｅｑｕｉｓｉｔｅ ｔｏ ｐｒｅｐａｒｅ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ



　 第 ７ 期 　 　 ＮＩＥ Ｆａｎｇꎬ ｅｔ ａｌ. : Ｒａｔｉｏｍｅｔｒｉｃ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ Ｎａｎｏｓｅｎｓｏｒｓ ｆｏｒ Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ Ｈｙｄｒｏｇｅｎ Ｐｅｒｏｘｉｄｅ ８２９　　

Ｈ２Ｏ２ ｎａｎｏｓｅｎｓｏｒｓꎬ ＨＲＰ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｐｏｌｙ￣ｌ￣ｌｙｓｉｎｅ
(ＨＲＰ￣ＰＬＬ) ｗａｓ ｆｉｒｓｔｌｙ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ. Ｔｈｉｓ ｃｏｎｊｕｇａ￣
ｔｉｏｎ ｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａ ＥＤＣ￣ｃａｔａｌｙｚｅｄ ｃａｒｂｏｄｉｉｍｉｄｅ ｒｅａｃ￣
ｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄｓ ｏｆ ＨＲＰ ａｎｄ ａｍｉｎｅｓ
ｏｆ ＰＬＬꎬ ａｓ ｄｅｐｉｃｔｅｄ ｉｎ Ｆｉｇ. １( ａ). Ｔｈｅ ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ
ｏｆ ＨＲＰ ｔｏ ＰＬＬ ｃａｎ ｂｅ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅｉｒ ａｂｓｏｒｐ￣
ｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ( Ｆｉｇ. １ ( ｃ))ꎬ ｗｈｅｒｅｉｎ ＰＬＬ ａｎｄ ＨＲＰ￣
ＰＬＬ ｈａｖｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｂａｎｄ ｐｅａｋｉｎｇ ａｔ ４００
ｎｍ. Ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｓｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ＨＲＰ￣ＰＬＬꎬ ｔｈｅ Ｈ２Ｏ２

ｎａｎｏｓｅｎｓｏｒｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ａ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｒｅｐｒｅｃｉｐｉｔａ￣
ｔｉｏｎ￣ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ[２３] . Ｂｒｉｅｆｌｙꎬ ａ ＴＨＦ ｓｏｌｕ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ＰｔＴＦＰＰꎬ Ｃ６ꎬ ＰＳ ａｎｄ ＤＴＳ ｗｅｒｅ ｒａｐｉｄｌｙ ｉｎｊｅｃ￣
ｔｅｄ ｉｎｔｏ ｗａｔｅｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ＰＬＬ￣ＨＲＰ ｕｎｄｅｒ
ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ. Ｔｈｅｓｅ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ａｇｇｒｅ￣
ｇａｔｅｄ ｔｏ ｆｏｒｍ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｄｕｅ ｔｏ ｔｈｅ ｑｕｉｃｋ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ

ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｐｏｌａｒｉｔｙꎬ ａｎｄ ＨＲＰ￣ＰＬＬ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ
ｗｅｒｅ ａｄｓｏｒｂｅｄ ｏｎｔｏ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｂｙ ｅｌｅｃｔｒｏ￣
ｓｔａｔｉｃ ｆｏｒｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｍｉｎｏ ａｎｄ ｓｉｌａｎｏｌ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｒｅ￣
ｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ａ ｃｏｒｅ￣ｓｈｅｌｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄ Ｈ２Ｏ２ ｎａｎｏｓｅｎｓｏｒｓ
(ＨＲＰ￣ＮＰｓ).

Ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ＨＲＰ￣ＮＰｓ ｉｓ ｓｃｈｅｍａｔｉｃａｌｌｙ ｄｉｓ￣
ｐｌａｙｅｄ ｉｎ Ｆｉｇ. １ ( ｂ). Ｔｈｅ ａｓ￣ｐｒｅｐａｒｅｄ ＨＲＰ￣ＮＰｓ
ｈａｖｅ ａｎ ａｖｅｒａｇｅ ｈｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃ ｓｉｚｅ ｏｆ ２３７ ｎｍꎬ
ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｓｌｉｇｈｔｌｙ ｌａｒｇｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｏｒ ＴＥＭ
ｉｍａｇｅ (Ｆｉｇ. １(ｄ))ꎬ ａｎｄ ａ ｚｅｔａｌ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ － １８. １
ｍＶ. Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｃｏｎｆｉｒｍ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ＨＲＰ ｏｎ
ｎａｎｏｓｅｎｓｏｒｓꎬ ＮＰｓ ｗｉｔｈ ＰＬＬ ｏｎｌｙ ( ｗｉｔｈｏｕｔ ＨＲＰ)
ｗｅｒｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ ａｓ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ. Ｉｔ ｉｓ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＰＬＬ￣
ＮＰｓ ｈａｖｅ ａ ｓｍａｌｌｅｒ ｈｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃ ｓｉｚｅ ｏｆ １８０ ｎｍꎬ ａｎｄ
ｍｏｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｚｅｔａｌ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ４９. ２ ｍＶ. Ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ
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Ｆｉｇ. １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ＰＬＬ￣ＨＲＰ(ａ) ａｎｄ ＨＲＰ￣ＮＰｓ( ｂ). ( ｃ) ＵＶ￣Ｖｉｓ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｏｆ ＨＲＰꎬ ＰＬＬ ａｎｄ
ＨＲＰ￣ＰＬＬ ｉｎ ｗａｔｅｒ. (ｄ)ＤＬＳ ｄａｔａ ａｎｄ ＴＥＭ(ｉｎｓｅｔ) ｏｆ ＨＲＰ￣ＮＰｓ. (ｅ)Ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ＨＲＰ￣ＮＰｓ ｓｕｓｐｅｎｄｅｄ ｉｎ ｗａ￣
ｔｅｒ(λｅｘ ＝ ３９３ ｎｍ).
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ＨＲＰ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ａｒｅ ａｔｔａｃｈｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ
ｎａｎｏｓｅｎｓｏｒｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｎｏｔ ｏｎｌｙ ｅｎｌａｒｇｅ ｔｈｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ
ＮＰｓꎬ ｂｕｔ ａｌｓｏ ｃｏｎｓｕｍｅ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｈａｒｇｅｄ ａｍｉｎｅ
ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ＰＬＬ. Ｓｉｎｃｅ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｎｇ ｃｏｒｅ ｉｓ ｄｏｐｅｄ ｗｉｔｈ
ｂｏｔｈ ｏｘｙｇｅｎ ｐｒｏｂｅ ＰｔＴＦＰＰ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｄｙｅ
Ｃ６ꎬ ｔｈｅ ａｓ￣ｐｒｅｐａｒｅｄ Ｈ２Ｏ２ ｎａｎｏｓｅｎｓｏｒｓ ｇｉｖｅ ａ ｔｗｏ￣
ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ａ ｓｉｎｇｌｅ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ (Ｆｉｇ.
１(ｅ)). Ｔｈｅ ６５０ ｎｍ ｒｅｄ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｉｓ ａｔｔｒｉｂｕｔｅｄ ｔｏ Ｐｔ￣
ＴＦＰＰꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ５００ ｎｍ ｇｒｅｅｎ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｔｏ Ｃ６ꎬ
ｗｈｉｃｈ ｅｎｄｏｗｓ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｎａｎｏｓｅｎｓｏｒｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｒａｔｉｏｍｅｔｒｉｃ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ. Ｉｔ ｉｓ
ｉｎｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｔｏ ｐｏｉｎｔ ｏｕｔ ｔｈａｔ ＰｔＴＦＦＰ ｉｓ ｍｏｒｅ ｐｈｏｔｏ￣
ｓｔａｂｌｅ ｔｈａｎ ｕｎｆｌｕｏｒｉｎａｔｅｄ ｃｏｎｕｔｅｒｐａｒｔｓꎬ ａｎｄ ｔｈｕｓ ｉｓ
ｗｉｄｅｌｙ ｕｓｅｄ ａｓ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｏｘｙｇｅｎ ｐｒｏｂｅ.
３. ２　 Ｈｙｄｒｏｇｅｎ Ｐｅｒｏｘｉｄｅ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｒａ￣

ｔｉｏｍｅｔｒｉｃ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
Ｆｉｒｓｔｌｙꎬ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ＨＲＰ￣ＮＰｓ ｔｏ￣

ｗａｒｄｓ Ｈ２Ｏ２(０. １ ｍｍｏｌＬ － １) ｗａｓ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ ｍｅａｓ￣
ｕｒｉｎｇ ｔｈｅｉｒ ｔｉｍｅ￣ｅｖｏｌｖｅｄ ｅｍｉｓｓｉｏｎｓ. Ｉｔ ｃａｎ ｂｅ ｓｅｅｎ
ｃｌｅａｒｌｙ ｆｒｏｍ Ｆｉｇ. １ ( ｂ) ｔｈａｔꎬ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ
Ｈ２Ｏ２ꎬ ｔｈｅ ６５０ ｎｍ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰｔＴＦＰＰ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ
ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｗｈｉｌｓｔ ｔｈｅ ５００ ｎｍ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃ６ ｋｅｅｐｓ
ｒａｔｈｅｒ ｃｏｎｓｔａｎｔ. Ｉｔ ｉｓ ｅｖｉｄｅｎｔｌｙ ｔｈａｔ ｏｕｒ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｎａｎｏｓｅｎｓｏｒｓ ｗｏｒｋ ａｓ ｂｅｉｎｇ ｄｅｓｉｇｎｅｄ:
ＨＲＰ ｃａｔａｌｙｚｅｄ Ｈ２Ｏ２ ｔｏ ｐｒｏｄｕｃｅ ｏｘｙｇｅｎꎬ ｔｈｅｒｅｂｙ ｆｌｕ￣
ｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ ｏｘｙｇｅｎ ｐｒｏｂｅ ｉｓ ｑｕｅｎｃｈｅｄ ｂｙ ｅｌｅｖａｔｅｄ
ｏｘｙｇｅｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎻ ａｓ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｄｙｅꎬ ｆｌｕｏｒｅｓ￣
ｃｅｎｃｅ ｏｆ Ｃ６ ｉｓ ｂａｒｅｌｙ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｏｘｙｇｅｎ.

Ｔｈｅ ｋｉｎｅｔｉｃ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ＨＲＰ￣ＮＰｓ
ｗａｓ ｔｈｅｎ ｒｅｃｏｒｄｅｄ ａｇａｉｎｓｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ
Ｈ２Ｏ２(０. １ꎬ ０. ５ꎬ １. ５ꎬ １０ꎬ ２０ꎬ ５０ꎬ １００ μｍｏｌ
Ｌ － １). Ｂｙ ｄｅｆｉｎｉｎｇ Ｒ ａｓ ｔｈｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｒａｔｉｏ ｏｆ ６５０ ｎｍ
ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｔｏ ５００ ｎｍ ｅｍｉｓｓｉｏｎꎬ ａ ｒａｔｉｏｍｅｔｒｉｃ ｓｅｎｓｉｎｇ
ｍｏｄａｌｉｔｙ ｉｓ ｔｈｕｓ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｆｏｒ Ｈ２Ｏ２ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ. Ｓｉｎｃｅ
ｓｉｎｇｌｅ￣ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｂａｓｅｄ ｓｅｎｓｉｎｇ ｉｓ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｃｏｎ￣
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｂｅｓꎬ ｔｈｅ ｒａｔｉｏｍｅｔｒｉｃ ｍｅｔｈｏｄ ｇｉｖｅｓ
ｍｏｒｅ ｒｏｂｕｓｔ ｓｉｇｎａｌｓ ｄｕｅ ｔｏ ｔｈｅ ｂｕｉｌｔ￣ｉｎ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ
ｎａｔｕｒｅ. Ｉｔ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｎｏｔｅｄ ｔｈａｔ Ｒ ｖａｉｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｏｘｙｇｅｎ ｉｓ
ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎａｌ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈ２Ｏ２ . Ｓｏ ａ ｓｅ￣
ｒｉｅｓ ｏｆ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｐｌｏｔｓ ｃａｎ ｂｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｔｉｍｅｓ. Ｆｉｇ. ２(ｂ) ｄｉｓｐｌａｙｓ ａ ｃｈａｒ￣
ａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｐｌｏｔ ｗｉｔｈ １６ ｍｉｎ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ. Ｔｈｅ Ｙ￣ａｘｉｓ ｉｓ ｄｅｆｉｎｅｄ ａｓ Ｒ０ / Ｒꎬ ｗｈｅｒｅ Ｒ ａｎｄ

Ｒ０ ｄｅｎｏｔｅ ｔｈｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｒａｔｉｏ ｗｉｔｈ ａｎｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ｔｈｅ
ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ Ｈ２Ｏ２ ａｔ ｃｅｒｔａｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓꎬ ｒｅｓｐｅｃ￣
ｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄａｔａ ｃａｎ ｂｅ ｆｉｔｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ
Ａｌｌｏｍｅｔｒｉｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｎ￣
ｚｙｍａｔｉｃ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ[２５] . Ｉｔ ｎｅｅｄｓ ｔｏ ｎｏｔｅ
ｔｈａｔ ｏｘｙｇｅｎ￣ｑｕｅｎｃｈｉｎｇ ｂａｓｅｄ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｐｌｏｔ ｕｓｕａｌｌｙ
ｆｏｌｌｏｗｓ ａ Ｓｔｅｒｎ￣Ｖｏｌｍｅｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ. Ｈｅｒｅｉｎ ｔｈｅ ｐｏｗｅｒ￣
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｔｙｐｅ ｐｒｏｃｅｓｓｉｏｎ ａｇａｉｎｓｔ Ｈ２Ｏ２ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ
ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｎａｔｕｒｅ ｏｆ ｏｕｒ ｎａｎｏｓｅｎｓｏｒｓ. Ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅ
ｉｔ ｃａｎ ｂｅ ｄｅｄｕｃｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒａｔｉｏｍｅｔｒｉｃ ｎａｎｏｓｅｎｓｏｒｓ
ａｒｅ ｖｅｒｙ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｏ Ｈ２Ｏ２ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０ －５ μｍｏｌ
Ｌ － １ꎬ ｂｕｔ ｂｅｃｏｍｅ ｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｉｎ ５ － ２０ μｍｏｌＬ － １ .
Ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ( ＬＯＤ) ｏｆ ＨＲＰ￣ＮＰｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｒ￣
ｍｉｎｅｄ ｂｙ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄꎬ ｉ. ｅ. ＬＯＤ ＝
３Ｓａ / ｂꎬ ｗｈｅｒｅ Ｓａ ｉｓ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｙ￣ｉｎｔｅｒ￣
ｃｅｐｔ ａｎｄ ｂ ｉｓ ｔｈｅ ｓｌｏｐｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ. Ａｃ￣
ｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｆｉｔｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｓ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｓｅｔ ｔｏ
Ｆｉｇ. ２(ｂ)ꎬ ＬＯＤ ｉｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｔｏ ｂｅ ４８ ｎｍｏｌＬ － １ .
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Ｆｉｇ. ２　 (ａ)Ｔｉｍｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＮＰｓ￣ＨＲＰ ｉｎ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅ(１ ｍｍｏｌＬ － １ ). Ｔｈｅ
ｓｐｅｃｔｒａ ｗｅｒｅ ｒｅｃｏｒｄｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ０ꎬ １ꎬ ２ꎬ ３ ｍｉｎ
ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｈ２Ｏ２ (λｅｘ ＝ ３９３ ｎｍ). (ｂ)Ｒａ￣
ｔｉｏｍｅｔｒｉｃ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ￣ｂａｓｅｄ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ
ｐｌｏｔ. Ｔｈｅ ｆｉｔｔｉｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｓ ｙ ＝ ａ ＋ ｂＸｃ . Ｔｈｅ ｉｎｓｅｔ ｔｏ
(ｂ) ｉｓ ａ ｌｉｎｅａｒ ｆｉｔｔｉｎｇ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ＬＯＤꎬ ｉｎ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ
ｓｌｏｐ ａｎｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｙ￣ｉｎｔｅｒｃｅｐｔ ｉｓ ０. ０１４
ａｎｄ ０. ８９ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.
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Ｔｈｉｓ ｖａｌｕｅ ｉｓ ｃｏｍｐａｒａｂｌｅ ｔｏ ｔｈｅ ＬＯＤ ｏｆ ｍｏｓｔ ｒｅｐｏｒ￣
ｔｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ Ｈ２Ｏ２ ｓｅｎｓｏｒｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｒａｎｇｅｓ ｆｒｏｍ １０
ｔｏ １００ ｎｍｏｌＬ － １ [１８ꎬ２０￣２１] .
３. ３ 　 Ｈｙｄｒｏｇｅｎ Ｐｅｒｏｘｉｄｅ Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｓ Ｂａｓｅｄ ｏｎ

Ｔｉｍｅ￣ｒｅｓｏｌｖｅｄ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
Ｌｉｆｅｔｉｍｅ￣ｂａｓｅｄ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｉｓ ａｎｏｔｈｅｒ ｒｏｂｕｓｔ

ｍｅａｎｓ ｉｎ ｔｈａｔ ｉｔ ｉｓ ｆｒｅｅ ｏｆ ｎｏｔ ｏｎｌｙ ｆｌｕｃｔｕａｔｉｏｎ ｏｆ
ｐｒｏｂｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｂｕｔ ａｌｓｏ ｏｆ ｐｈｏｔｏｂｌｅａｃｈｉｎｇ. Ｉｎ
ｔｈｉｓ ｗｏｒｋꎬ ｌｉｆｅｔｉｍｅ ｏｆ ＨＲＰ￣ＮＰｓ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ
ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｔｈｅ ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ ＰｔＴＦＰＰ ｕｓｉｎｇ ａ ｔｉｍｅ￣
ｒｅｓｏｌｖｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ ｒｅａｄｅｒ. Ｆｉｇ. ３ ( ａ)
ｓｈｏｗｓ ｌｉｆｅ￣ｔｉｍｅ ｂａｓｅｄ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ＨＲＰ￣ＮＰｓ ａｇａｉｎｓｔ
ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈ２Ｏ２ . Ｉｔ ｃａｎ ｂｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｃｌｅａｒ￣
ｌｙ ｔｈａｔ ｌｉｆｅｔｉｍｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅａｃ￣
ｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ Ｈ２Ｏ２ . Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ａｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈｅ ｃａｓｅ ｏｆ ｒａｔｉｏｍｅｔｒｉｃ ｆｌｕｏｒｅｓ￣
ｃｅｎｃｅꎬ ｉ. ｅ. ｅｌｅｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｘｙｇｅｎ ｑｕｅｎｃｈｅｓ
( ｓｈｏｒｔｅｎｓ) ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ( ｌｉｆｅｔｉｍｅ ) ｏｆ ｏｘｙｇｅｎ
ｐｒｏｂｅｓ. Ｓｉｎｃｅ ｔｈｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｆｅｔｉｍｅ ｉｓ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｏｎ ｂｏｔｈ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｉｍｅ ａｎｄ Ｈ２Ｏ２ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎬ ｖａｒｉ￣
ｏｕｓ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｐｌｏｔｓ ｃａｎ ｂｅ ｄｒａｗｎ. Ｃｏｎｓｉｄｅｒｉｎｇ ｔｈｅ
ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｏｕｒ ｎａｎｏｓｅｎｓｏｒꎬ ｌｉｆｅｔｉｍｅ ｄａｔａ ｗｉｔｈ １０
ｍｉｎ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｗｅｒｅ ｕｔｉｌｉｚｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃａｌｉｂｒａ￣
ｔｉｏｎ ｐｌｏｔꎬ ａｓ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｉｎ Ｆｉｇ. ３(ｂ). Ｔｈｅ Ｙ￣ａｘｉｓ ｉｓ
ｄｅｆｉｎｅｄ ａｓ τ０ / τꎬ ｗｈｅｒｅ τ ａｎｄ τ０ ｄｅｎｏｔｅ ｔｈｅ ｌｉｆｅｔｉｍｅ
ｒａｔｉｏ ｗｉｔｈ ａｎｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ Ｈ２Ｏ２ ａｔ ｃｅｒ￣
ｔａｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｄａｔａ ａｒｅ ｗｅｌｌ ｆｉｔｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ａｌｌｏｍｅｔｒｉｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ ｗｈｉｃｈ
ｇｉｖｅ ａ ｄｙｎａｍｉｃ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０ － ５ μｍｏｌＬ － １ꎬ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ
ｔｈａｔ ｉｎ ｒａｔｉｏｍｅｔｒｉｃ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ.

Ｐｒｉｏｒ ｔｏ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ Ｈ２Ｏ２ꎬ ｃｙ￣
ｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ＨＲＰ￣ＮＰｓ ｗａｓ ｓｔｕｄｉｅｄ ｉｎ ａｄｖａｎｃｅ ｗｉｔｈ
ＭＴＴ ａｓｓａｙ. Ｔｈｅ ＭＴＴ ａｓｓａｙ ｉｓ ａ ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ ｍｅｔｈｏｄ
ｔｈａｔ ｍｅａｓｕｒｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ３￣(４ꎬ５￣ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｈｉａ￣
ｚｏｌ￣２ ￣ｙｌ) ￣２ꎬ５￣ｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ ( ＭＴＴ)
ｒｅｄｕｃｅｄ ｂｙ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｓｕｃｃｉｎａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ.
Ａｓ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｉｎ Ｆｉｇ. ４( ａ)ꎬ ａ ｄｏｓｅ ｏｆ < ４０ μｇ / ｍＬ
ｇｉｖｅｓ ａ ｌｏｗ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｕｐ￣
ｔａｋｅ ｏｆ ＨＲＰ￣ＮＰｓ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｆｌｕｏｒｅｓ￣
ｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ(Ｆｉｇ. ４(ｂ)). Ｉｔ ｃａｎ ｂｅ ｓｅｅｎ ｆｒｏｍ ｔｈｅ
ｆｉｇｕｒｅ ｔｈａｔ ＨＲＰ￣ＮＰｓ ａｒｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｌｙ ｓｗａｌｌｏｗｅｄ ｂｙ
ＰＣ１２ ｃｅｌｌｓ.

Ｔｏ ＰＣ１２ ｃｅｌｌｓ ｌｏａｄｅｄ ｗｉｔｈ ＨＲＰ￣ＮＰｓꎬ ｌｉｆｅｔｉｍｅ
ｗａｓ ｍｏｎｉｔｏｒｅｄ ｂｙ ＴＲＦ ｍｏｄｅ. Ｆｉｇ. ５ ｄｉｓｐｌａｙｓ ｔｈｅ
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Ｆｉｇ. ３ 　 ( ａ) Ｋｉｎｅｔｉｃ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ＨＲＰ￣ＮＰｓ ｔｏ Ｈ２Ｏ２ ｉｎ ｌｉｆｅ￣
ｔｉｍｅ. Ａｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ａｒｒｏｗꎬ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｈ２Ｏ２ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｆｒｏｍ ０ ｔｏ ０. ０２ꎬ ０. ２ꎬ ０. ８ꎬ ２ꎬ ４ꎬ
１０ꎬ ２０ μｍｏｌＬ － １ . ( ｂ) Ｌｉｆｅｔｉｍｅ￣ｂａｓｅｄ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ
ｐｌｏｔ ｏｆ ＨＲＰ￣ＮＰｓ. Ｔｈｅ ｄａｔａ ａｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ Ｆｉｇ.
３(ａ) ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ １０ ｍｉｎ.
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Ｆｉｇ. ４　 (ａ)Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＰＣ１２ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎ￣
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＨＲＰ￣ＮＰｓ. ( ｂ) Ｃｏｎｆｏｃａｌ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＰＣ１２ ｃｅｌｌｓ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＨＲＰ￣ＮＰｓ. Ｔｈｅ
ｃｅｎｔｒａｌ ｉｍａｇｅ ｉｓ ｏｖｅｒｌｙ ｏｆ ｌｅｆｔ( ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ) ａｎｄ ｒｉｇｈｔ
(ＤＩＣ) ｉｍａｇｅｓ. Ｔｈｅ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ( Ｃ６) ｗａｓ
ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｔ ４８０ － ５２０ ｎｍ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ｏｆ ４０５
ｎｍ ｌｉｇｈｔ.
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ｌｉｆｅｔｉｍｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ＨＲＰ￣ＮＰｓ ａｇａｉｎｓｔ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
Ｈ２Ｏ２ . Ｉｔ ｃａｎ ｂｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｔｈａｔ ｌｉｆｅｔｉｍｅｓ ｏｎｌｙ ｓｌｉｇｈｔｌｙ
ｆｌｕｃｔｕａｔｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｂｓｅｎｃｅ ｏｆ Ｈ２Ｏ２( ｔ < ８ ｍｉｎ)ꎬ ｂｕｔ
ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｈ２Ｏ２( ｔ > ９ ｍｉｎ)ꎬ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｄｉｆ￣
ｆｅｒｅｎｔｌｙ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎａｌ ｔｏ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ.
Ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈ２Ｏ２ꎬ ｔｈｅ ｆａｓｔｅｒ ｔｈｅ ｄｅ￣
ｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｌｉｆｅｔｉｍｅ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｏｕｒ
ＨＲＰ￣ＮＰｓ ａｒｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｏ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ Ｈ２Ｏ２ꎬ ｗｈｉｃｈ
ａｒｅ ｖｅｒｙ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲＯＳ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｃｅｌ￣
ｌｕｌａｒ ｅｖｅｎｔｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ.
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Ｆｉｇ. ５ 　 Ｌｉｆｅｔｉｍｅ￣ｂａｓｅｄ ｋｉｎｅｔｉｃ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ＨＲＰ￣
ＮＰｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｈ２Ｏ２ (０ꎬ
０. ０１ꎬ ０. １ꎬ １ꎬ １０ꎬ １００ μｍｏｌＬ －１). Ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ
ｅｑｕｉｌｉｂｒａｔｅｄ ｆｏｒ ８ ｍｉｎ ｂｅｆｏｒｅ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅ
Ｈ２Ｏ２ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ(ｔｉｍｅ ｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ａｒｒｏｗ).

４　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ
Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙꎬ ｗｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ

Ｈ２Ｏ２ ｎａｎｏｓｅｎｓｏｒｓ ＨＲＰ￣ＮＰｓ ｗｉｔｈ ａ ｆａｃｉｌｅ ｒｅｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉ￣
ｏｎ￣ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ. ＨＲＰ￣ＰＬＬ ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ
ｗｅｒｅ ｆｉｒｓｔｌｙ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅｎ ａｄｏｐｔｅｄ ｔｏ ａｓｓｉｓｔ ｔｈｅ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｒｅ￣ｓｈｅｌｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄ ＨＲＰ￣ＮＰｓ. Ｔｈｅ ａｓ￣
ｐｒｅｐａｒｅｄ ＨＲＰ￣ＮＰｓ ｈａｄ ａｎ ａｖｅｒａｇｅ ｈｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃ ｓｉｚｅ
ｏｆ ２３７ ｎｍ ａｎｄ ａ ｚｅｔａｌ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ －１８. １ ｍＶ. Ｕｎｄｅｒ ａ
ｓｉｎｇｌｅ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎꎬ ｏｕｒ ｎａｎｏｓｅｎｓｏｒｓ ｇａｖｅ ｔｗｏ
ｅｍｉｓｓｉｏｎｓ: ｇｒｅｅｎ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｐｅａｋｉｎｇ ａｔ ５００ ｎｍ ｆｒｏｍ ｔｈｅ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｄｙｅ Ｃ６ ａｎｄ ｒｅｄ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｐｅａｋｉｎｇ ａｔ ６５０ ｎｍ
ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｏｘｙｇｅｎ ｐｒｏｂｅ ＰｔＴＦＰＰ. Ｔｈｅ ｒｅｄ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｗａｓ
ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｏ Ｈ２Ｏ２ ｉｎ ｂｏｔｈ ｒａｔｉｏｍｅｔｒｉｃ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ
ｔｉｍｅ￣ｒｅｓｏｌｖｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅꎬ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎ￣
ｃｒｅａｓｅ ｏｆ Ｈ２Ｏ２ . Ａｃｃｏｒｄｉｎｇｌｙ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｐｌｏｔｓ ｗｅｒｅ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ａｎｄ ｆｉｔｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ａｌｌｏｍｅｔｒｉｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ
ｙｉｅｌｄｉｎｇ ａ ｄｙｎａｍｉｃ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０ － ５ μｍｏｌＬ －１ ａｎｄ ａ
ＬＯＤ ｏｆ ４８ ｎｍｏｌＬ －１ . Ｉｎｔｒａｃｅｕｌｌｕｌａｒ Ｈ２Ｏ２ ｗａｓ ｆｕｒｔｈｅｒ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ＨＲＰ￣ＮＰｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＲＴＦ ｍｏｄｅꎬ ａｎｄ
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