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氯掺杂增强四氧化三钴类过氧化物酶活性机制研究及应用
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摘 要：纳米酶作为一类具有类生物酶活性的纳米材料是目前化学研究的新前沿。然而，纳米酶的应用受到其低

催化活性的限制。因此，研制具有高催化活性的纳米酶成为目前该研究领域的热点。本研究通过固相研磨法成功

制备出 Cl―掺杂 Co3O4纳米晶，其类过氧化物酶（Peroxidase， POD）初始反应速率较掺杂前增强了 1.3 倍。对反应机

理的研究表明，Cl―掺杂使得 Co3O4 纳米晶催化 H2O2 分解产生超氧阴离子自由基（O2
•―）的能力增强，同时还使得

H2O2分解产生羟基自由基（•OH）的路径成为可能，而•OH 的氧化性强于 O2
•―，因而 Cl―掺杂后材料的类 POD 活性显

著提高。电子顺磁共振谱（Electron Paramagnetic Resonance， EPR）及 X 射线光电子能谱（X-ray Photoelectron Spec‐

troscopy， XPS）的表征结果表明，Cl―掺杂后 Co3O4纳米晶表面氧空位含量的增多及材料的电子结构的改变可能是

其类POD活性增强的主要原因。同时，本研究成功地将基于固相研磨的卤素掺杂法应用到其他金属氧化物纳米晶

的改性中，亦得到增强其类POD性能的有益效果。本研究开发出的金属氧化物纳米晶的改性方法有望为具有高效

类POD性能的金属氧化物纳米酶的研制提供新途径。
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Abstract: Nanozymes as nanomaterials with enzyme-like activity are a new frontier of chemical research. However, the low catalytic 

activity of nanozymes limits their application. Therefore, designing nanozymes with high catalytic activity has become a hot spot in 

this field. Herein, Cl― doped Co3O4 nanocrystals (NCs) were successfully prepared by the solid-phase grinding method. After 

doping, their peroxidase-like (POD-like) initial reaction rate was increased about 1.3 times. Cl― doping enhanced the H2O2 

decomposition to superoxide anion radical (O2
•―), making the production of hydroxyl radical (•OH) possible. As the •OH is more 

oxidizing than O2
•―, the POD-like activity of Cl― doped Co3O4 NCs is significantly enhanced. The electron paramagnetic resonance 

(EPR) and X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) investigations implied that the increase of oxygen vacancy and the change of 

electronic structure of Co3O4 NCs after doping were the primary reasons for the enhanced POD-like activity. At the same time, the 
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solid-phase grinding-assisted halogen doping method was successfully applied to other metal oxide NCs, and the beneficial effect of 

enhancing their POD-like activities was also obtained. In this study, we developed a simple modification method for metal oxide 

NCs based on halogen doping. This method may provide a new way for the rational design of nanozyme with highly efficient POD-

like activity.
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0 引言 

酶是一类广泛参与各种细胞活动的生物分

子，能够有效地控制机体的代谢、营养和能量

转换过程。天然酶在临床医学、生物技术等领

域具有重要的现实意义。然而，天然酶的来源

有限、纯化困难、易变性等问题严重制约了其

实际应用。近年来，纳米酶作为一类具有类生

物酶活性的纳米材料，因其催化活性好、环境

稳定性好、合成工艺简单、价格低廉等优点而

受 到 研 究 者 广 泛 关 注［1］，在 传 感 检 测 、水 处

理［2-3］、肿瘤诊疗和抗菌［4-6］等领域具有广阔的

应用前景。自四氧化三铁的纳米酶性能在 2007
年被首次报道以来［7］，包括贵金属纳米材料、

金属氧化物纳米材料和碳基纳米材料等在内的

各类纳米材料被发现具有类酶催化活性［8］。然

而，这些纳米酶的催化效率相对于天然酶仍然

较低，这限制了它们的实际应用。

为了提高纳米酶的催化性能，研究者们设

计 了 不 同 的 策 略 ，例 如 调 控 纳 米 材 料 的 尺

寸［9］、形貌［10-12］、利用有机分子对材料表面进

行修饰［13］、缺陷位调变［14］等。其中，缺陷位调

变涉及元素掺杂，氧空位，晶格应力等多种形

式的调变手段。如元素掺杂法可有效调变材料

的电子结构，进而实现对其催化性能的调控。

在 Fe 掺杂 CeO2 纳米棒［15］，Mo 掺杂 CeO2 纳米

晶［16］，Fe 掺杂的 Ag2S 纳米团簇［17］等体系中，研

究者都发现掺杂能有效调变催化剂的结构，显

著增强其类过氧化物酶（POD）活性。

另一方面，具有类 POD 性能的 Co3O4 纳米

酶由于化学稳定性高，可利用其磁性进行分离

回 收 等 优 点 ，被 广 泛 应 用 于 比 色 生 物 传

感［18-20］、致病菌检测［21］、癌症诊断［22］、环境监

测［23］和水处理［24］等领域。然而，如何有效提高

Co3O4 纳米酶的类 POD 活性，以提高其应用效

果，仍然是一个很大的挑战。其中，元素掺杂

有望成为解决该问题的有效手段。如研究者在

N，S 共掺杂 Co3O4 核壳结构的纳米球［25］、Mn 掺

杂 Co3O4 纳米片［26］、Mo6+ 掺杂 Co3O4 纳米管［27］

等体系中都发现，掺杂能有效增强 Co3O4 纳米

酶的类 POD 活性。但相关研究存在掺杂制备

方法较复杂，涉及的水热法、高温煅烧等合成

法需要高温环境，危险性较大等问题。因此寻

找更高效、简易并适合实际生产应用的元素掺

杂 Co3O4 纳米酶的制备方法有着重要的研究意

义和良好的市场应用前景。

近年来，卤族元素掺杂成为改善金属氧化

物纳米晶催化性能的有效手段。如谢兆雄等发

现液相一步法制备的氯掺杂氧化亚铜菱形十二

面体纳米晶对丙烯直接环氧化制环氧丙烷反应

有更高的催化转化率和选择性［28］；李海涛等发

现经氯掺杂后的氧化亚铜在甲醛乙炔化反应中

将 1，4- 丁 炔 二 醇 的 产 率 从 73% 提 高 到

94%［29］。那么卤素掺杂是否是调变 Co3O4 纳米

晶的类 POD 性能的有效手段呢？

为了回答这个科学问题，本研究通过室温

下的固相研磨法成功制备出 Cl―掺杂 Co3O4 纳

米晶。对其类 POD 性能的研究表明，Cl―掺杂

增强了 Co3O4 纳米晶活化 H2O2 分解产生 O2
• ―的

能力，同时促进了 •OH 的产生，使得 Co3O4 纳米

晶的类 POD 初始反应速率增大了 1.3 倍。电子

顺磁共振谱（EPR）及 X 射线光电子能谱（XPS）
的表征结果表明，Cl―掺杂后 Co3O4 纳米晶表面

氧空位含量的增多及材料的电子结构的改变可

能是其类 POD 活性增强的主要原因。同时，该

合成方法能应用到其他卤素离子掺杂 Co3O4 纳

米晶及卤素掺杂的其他金属氧化物纳米晶的制

备中，有效增强相应材料的类 POD 活性。

1 实验部分 

1.1　试剂与仪器　

氟 化 钠（NaF，AR，99%），氯 化 钠（NaCl，
AR，99.5%），溴化钠（NaBr，AR，99%），碘化钠

（NaI，AR，99.5%），四 氧 化 三 钴（Co3O4，metal 
basis，99.99%），二氧化钛（P25，99.8%），罗丹明
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B（C28H31ClN2O3，AR），甲基橙（C14H14N3SO3Na，
96%）均采购于 Aladdin；氧化铜（CuO，98%）采

购于 Innochem；过氧化氢（H2O2，30%），3，3，5，
5-四甲基联苯胺（TMB，98%）均采购于 Sigma-
Aldrich；氧 化 锌（ZnO，99.9%），对 苯 二 甲 酸

（TA，AR，99%）均 采 购 于 Energy Chemistry 
（China）；甲醇（CH3OH，AR，99%），无水乙醇

（C2H5OH，AR，99%），醋酸（HAc，AR，99%）均

采购于天津市大茂化学试剂厂；5，5-二甲基

-1-吡咯啉 -N-氧化物（DMPO，GC，>99%）采

购于同仁化学；醋酸钠（NaAc，AR，99%）采购

于天津市恒兴化学制药有限公司。以上所有化

学品均未进一步纯化而直接使用，试剂百分含

量为质量百分数。实验室用水均为超纯水。

X 射线粉末衍射（XRD）是使用日本 Rigaku 
Miniflex 600 衍射仪进行测试，使用 Cu Kα 辐射，

测试是在 40 kV 的电压和 40 mA 的电流下进行

的，以 5°/min 的扫描速度进行数据采集。高分

辨透射电子显微镜（HRTEM）分析使用美国

FEI Tecnai F20 进行拍摄。X 射线光电子能谱

（XPS）是使用美国 Thermo Scientific K-Alpha 进

行测试。并将 C 1s 谱中 284.8 eV 处的污染碳峰

作 为 样 品 荷 电 校 正 的 标 准 。 紫 外 可 见 光 谱

（UV-Vis）使用 PerkinElmer 进行测试。利用电

子顺磁共振谱（EPR，德国 Bruker EMXplus-6/1）
分析 Cl- 掺杂前后 Co3O4 纳米晶表面氧空位含

量的变化。利用 EPR 和荧光光谱（PL，爱丁堡）

分析 Cl-掺杂前后催化反应体系中活性氧物种

（ROS）的种类与含量的变化。

1.2　Cl-掺杂 Co3O4纳米晶的合成及材料的晶面间

距的计算　

采用固相研磨法制备 Cl― 掺杂 Co3O4 纳米

晶。将 18 mg 氯化钠与 100 mg 商用 Co3O4 纳米

晶加入研钵中，氯化钠的质量占氯化钠与商用

Co3O4 纳 米 晶 的 总 质 量 的 百 分 比 为 15%。 在

25 ℃下搅拌均匀，对混合物手动研磨 15 min，所
得产物用去离子水洗涤三次，50 ℃ 真空干燥

6 h，即得到 Cl―掺杂 Co3O4 纳米晶。

利用材料的 XRD 数据，使用布拉格公式计

算晶面间距。布拉格公式的定义如下：

2dsinθ=nλ， （1）
其中，d 为晶面间距，θ 为入射 X 射线与相应晶

面的夹角，λ 为 X 射线的波长（0.154 0 nm），n 为

衍射级数。

1.3　Co3O4 纳米晶和 Cl- 掺杂 Co3O4 纳米晶的类

POD活性研究　

以 TMB 为显色底物，在 H2O2 存在下通过测

量 TMB 的单电子氧化产物（ox-TMB）在 652 nm
处的吸光度随时间的变化情况以评价 Co3O4 纳

米晶和 Cl― 掺杂 Co3O4 纳米晶的类 POD 活性。

实验过程如下：室温下，将 10 μL 0.4 mg/mL 催

化剂、20 μL 50 mmol/L TMB 和 50 μL 10 mol/L 
H2O2 加 入 920 μL 的 HAc-NaAc 缓 冲 液（pH=
3.6）中，反应 1 min，而后对反应溶液进行时间

跟踪的单点（652 nm）UV-Vis 光谱测试。此外，

为了探索最优的催化条件，分别对催化剂的浓

度、反应温度（25 ℃~65 ℃）以及溶液的 pH 值

（2.6~9）进行条件优化。

使用公式 2 计算初始反应速率：

v=ΔA/Δt/（ε×l）， （2）
其中，ΔA/Δt 是 ox-TMB 在 652 nm 处的吸光度

随时间变化的初始速率（s-1）；ε 是 ox-TMB 的

摩尔吸光系数，ε=39 000 L·mol-1·cm-1；l 是光

在比色皿中传播的路径长度，l=1 cm。

使用公式 3 计算比活度（SA）：

ananozyme=bnanozyme/m， （3）
其中 bnanozyme 为纳米酶的酶活性单位（U），1 U 的

定义为单位时间（1 min），催化产生 1 μmol 的产

物所需要的纳米酶的量；m 为反应时加入的纳

米酶的质量（mg）。

使用公式 4 计算纳米酶的酶活性单位：

bnanozyme=V/（ε×l） ×（ΔA/Δt） （4）
其 中 V 是 反 应 溶 液 总 体 积（μL），此 处 是

1 000 μL；ΔA/Δt 是 ox-TMB 在 652 nm 处吸光

度随时间变化的初始速率（min-1）；ε 与 l 的含义

与公式 2 中相同。

1.4　利用TA检测催化反应体系中产生的•OH　

利用 TA 作为荧光探针对催化反应体系中

可能存在的 •OH 进行检测。实验条件如下：向

1.84 mL pH=3.6 的 HAc-NaAc 缓 冲 液 中 加 入

100 μL 2 mg/mL 催化剂、40 μL 5 mmol/L TA
和 20 μL 10 mol/L H2O2，该混合溶液在室温下

避光搅拌 2 h。而后，将混合溶液离心，取上

层清液，在 315 nm 的激发波长下，记录其在
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350 nm~600 nm 波长范围内的发射光谱，最后

得到不同体系产生的荧光光谱。

1.5　利用自由基捕获实验检测反应体系中产生的

ROS　

所有样品均在现场制备，然后进行 EPR 测

试。 •OH 的检测条件：将 10 μL 1 mol/L DMPO
溶液、1 μL 5 mol/L H2O2 溶液和 5 μL 2 mg/mL
催化剂分散液加入 84 μL 的 HAc-NaAc 缓冲液

（pH=3.6）中，样品混匀后静置 2 min，而后进行

EPR 测试。对照组未加入催化剂，其他条件与

实验组一致。

O2
• ―的检测条件：将 10 μL 1 mol/L DMPO

溶液、4 μL 5 mol/L H2O2 溶液和 5 μL 2 mg/mL
催化剂分散液加入 81 μL CH3OH 中，样品混匀

后静置 2 min，而后进行 EPR 测试。对照组未

加入催化剂，其他条件与实验组一致。

1.6　DMPO对材料的类POD活性的抑制实验　

将10 μL 0.4 mg/mL催化剂、20 μL 50 mmol/L 
TMB、50 μL 10 mol/L H2O2 和 5 μL 1 mol/L 
DMPO 加 入 915 μ L 的 HAc-NaAc 缓 冲 液

（pH=3.6）中，反应 1 min，而后对反应溶液进行

时间跟踪的单点（652 nm）UV-Vis 光谱测试。

1.7　其他卤素离子掺杂 Co3O4 纳米晶的制备与其

类POD活性研究　

采用固相研磨法分别制备 F―掺杂 Co3O4 纳

米晶、Br―掺杂 Co3O4 纳米晶 、I―掺杂 Co3O4 纳米

晶。将 18 mg 氟化钠、18 mg 溴化钠、18 mg 碘化

钠分别与 100 mg 商用 Co3O4 纳米晶加入研钵

中，即卤化钠的质量占卤化钠与商用 Co3O4 纳

米晶的总质量的百分比为 15%。在 25 ℃下混

合均匀，对混合物手动研磨 15 min，所得产物用

去离子水洗涤三次，50 ℃真空干燥 6 h，即分别

得到 F―掺杂 Co3O4 纳米晶、Br―掺杂 Co3O4 纳米

晶、I―掺杂 Co3O4 纳米晶。材料的类 POD 性能

测试条件与 1.3 中的反应条件相同。

1.8　Cl-掺杂其他金属氧化物纳米晶的制备与其类

POD活性研究　

Cl―掺杂其他金属氧化物纳米晶的制备 采
用固相研磨法制备 Cl―掺杂 CuO 纳米晶、Cl―掺

杂 P25、Cl―掺杂 ZnO 纳米晶。将 18 mg 氯化钠

分 别 与 100 mg CuO 纳 米 晶 、100 mg P25 、

100 mg ZnO 纳米晶加入研钵中，在 25 ℃下混合

均匀，对混合物手动研磨 15 min，所得产物用去

离子水洗涤三次，50 ℃ 真空干燥 6 h，即得到

Cl― 掺 杂 CuO 纳 米 晶 、Cl― 掺 杂 P25、Cl― 掺 杂

ZnO 纳米晶。材料的类 POD 性能的测试条件

与 1.3 中的反应条件相同。

1.9　利用 XPS 数据计算材料表面不同物种的相对

含量的方法　

以晶格氧与钴原子的比例（OL/Co）的计算

为例，利用 Avantage 软件，首先对 O 1s 的 XPS
精细谱进行分峰拟合，得到晶格氧（OL）、表面

吸 附 羟 基（OHA）以 及 氧 空 位 周 围 吸 附 的 氧

（OA-OV）三个峰。而后，使用软件中的定量功能

进行元素比例的定量计算。分别选中 OL 峰与

Co 2p 的 XPS 精细谱（在 Co 2p 的 XPS 精细谱中

选取合适的定量范围，定量范围的起点与终点

应选在本底较平滑的位置），软件即自动算出

相应的 OL/Co 比值。

2 结果与讨论 

2.1　Cl-掺杂Co3O4纳米晶的合成及其结构表征　

利用固相研磨法制备元素掺杂金属氧化物

具有反应条件温和，节约溶剂，易于放大等优

势。近期，研究者利用该合成方法成功实现

Sm3+ 掺 杂 WO3 纳 米 粉 体 及 N 掺 杂 TiO2 的 制

备［30-31］。本研究基于 Cl―与 O2 ―的半径相似的

特点，利用固相研磨法促进 Cl―与 Co3O4 纳米晶

表面的氧物种的离子交换反应，实现 Cl―掺杂

Co3O4 纳米晶的制备。样品掺杂前后的 XRD 图

谱（图 1（a））表明，Cl―掺杂后，Co3O4 的晶相结

构保持不变，但衍射峰整体向低衍射角方向发

生轻微移动，这可能是由于 Cl―掺杂导致的材

料的晶格膨胀所致。研究者在氯掺杂氧化亚铜

纳米晶体系中也发现了氯掺杂导致的晶格膨胀

现象［28］。由于氯离子的半径（1.81 Å）大于氧

离子（1.4 Å），掺杂使得部分氯离子取代了晶格

中的氧原子，导致材料的晶面间距增大，晶格

膨胀。以图 1（b）所示的 Co3O4 纳米晶的（311）
晶面为例，利用布拉格公式（实验部分中的公

式 1）计算可得［29］，Cl― 掺杂前后 Co3O4 纳米晶

的晶面间距分别为 0.241 5 nm 与 0.243 7 nm，即

Cl―掺杂后 Co3O4 纳米晶的（311）晶面的晶面间

距增大，膨胀率为 0.9%。同时，Cl― 掺杂前后
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Co3O4 纳米晶的高分辨透射电镜（HRTEM）分

析结果也为掺杂导致的晶格膨胀提供了支持。

如图 1（c —d）所示。Cl― 掺杂后 Co3O4 纳米晶的

（111）面的晶面间距由 0.462 nm 增大到 0.466 nm，

膨胀率为 0.87%。

同时，Cl 的 XPS 表征结果进一步证明了

Cl― 成功掺入到 Co3O4 纳米晶的晶格中。图 1
（e）中 Cl 的 2p XPS 精细谱表明，掺杂后材料表

面有 Cl 元素存在。其中 197.9 eV 与 199.5 eV 处

的特征峰分别归属于 Cl 2p3/2 峰和 Cl 2p1/2 峰，两

峰之间的间距为 1.6 eV，峰面积比约为 2∶1。
根据 Cl 的 2p 峰的结合能位置和 2p 峰的峰间

距，可指认出 Co3O4 纳米晶表面的 Cl 的存在形

式是 Cl―。同时，对掺杂前后 Co3O4纳米晶中各个

元素的 XPS 窄扫谱图的定量分析结果表明，掺杂

前 Co∶O=1∶2.93，掺 杂 后 Co∶O∶Cl=1∶1.88∶
0.85（表 1）。即掺杂导致表面氧原子的相对含

量下降，这可能是 Cl― 对氧的部分取代所致。

进一步地，材料表面的晶格氧与钴原子的比例

（OL/Co）在 Cl―掺杂后由 1.499 降低到 1.220，材

料表面吸附的羟基氧与钴原子的比例（OHA/
Co）在 Cl―掺杂后由 1.073 降低到 0.426（表 1），

即材料表面的晶格氧及吸附的羟基氧在 Cl―掺

杂后减少。基于该结果推测材料合成中的 Cl―

掺杂过程可能主要涉及 Cl―与 Co3O4 纳米晶表

面的晶格氧与吸附羟基的离子交换反应。综上

所述，利用固相研磨法在常温下成功制备出

Cl―掺杂 Co3O4 纳米晶。

2.2　Cl-掺杂Co3O4纳米晶的类POD催化性能研究

2.2.1　Cl-掺杂增强 Co3O4 纳米晶的类 POD 催化

活性

首先，以 TMB 为显色底物，在 H2O2 存在下

图1　材料的结构表征数据

（a） Co3O4纳米晶和Cl―掺杂Co3O4纳米晶XRD谱图，最下方为Co3O4的XRD标准卡片（JCPDS号：43-1003）； （b） （311）衍射

峰放大图； （c） Co3O4纳米晶和 （d） Cl―掺杂Co3O4纳米晶的HRTEM图； （e） Cl―掺杂Co3O4纳米晶中Cl的2p XPS精细谱

Fig.  1　Structural characterization of materials

(a) XRD patterns of Co3O4 NCs and Cl― doped Co3O4 NCs, alongside the standard XRD pattern of Co3O4 (JCPDS card no. 43-1003); (b) 

zoom-in XRD patterns of (311) diffraction peak; HRTEM images of (c) Co3O4 NCs and (d) Cl― doped Co3O4 NCs; (e) High-resolution 

XPS spectrum in the Cl 2p region of Cl― doped Co3O4 NCs

表1　Co3O4纳米晶和Cl―掺杂Co3O4 纳米晶Co 2p， O1s和

Cl 2p XPS光谱拟合结果

Table 1　XPS fitting results of Co 2p, O1s and Cl 2p spectra 

for Co3O4 NCs and Cl― doped Co3O4 NCs

Co∶O∶Cl
OL/Co

OHA/Co

Co3O4 NCs
1∶2.93
1.499
1.073

Cl- doped Co3O4 NCs
1∶1.88∶0.85

1.220
0.426
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通过测量 ox-TMB 在 652 nm 处的特征吸收峰的

吸光度随反应时间的变化情况来研究 Cl―掺杂

前 后 Co3O4 纳 米 晶 的 类 POD 活 性 。 产 物 ox-
TMB 的吸收峰强度越高，表明材料的类 POD 活

性越好。图 2（a）为使用不同催化剂（Cl―掺杂

Co3O4 纳米晶与 Co3O4 纳米晶）时，反应体系分别

在 652 nm 处的吸光度随时间的变化情况。如图

所示，产物的吸光度随反应时间线性增加。其中

Cl―掺杂 Co3O4 纳米晶具有更高的类 POD 活性。

内插图是不同催化剂氧化 TMB 的显色照片。根

据图 2（a）中的数据，由公式（2）计算得出使用不

同催化剂时的类 POD 初始反应速率（图 2（b））。

由图 2（b）中数据可知，Cl―掺杂Co3O4纳米晶的初

始反应速率为 3. 6×10―8 mol·L―1·s―1。相较于

Co3O4纳米晶（v=2. 8 ×10―8 mol·L―1·s―1）其初始

反应速率提高了 1. 3 倍，即 Cl―掺杂显著增强了

Co3O4 纳米晶的类 POD 催化活性。

2.2.2　催化剂用量，反应的 pH 值及温度对 Cl-掺杂

Co3O4纳米晶的类POD催化活性的影响　

纳米酶的类 POD 催化活性受催化剂用量、

溶液的 pH 和温度等因素影响较大。因此，为

了得到最佳的类酶催化条件，对催化反应体系

的相关参数进行了优化。如图 3（a）所示，在

500 mmol/L H2O2 和 2 mmol/L TMB 存在的酸性

条件下（pH=3.6），Cl― 掺杂 Co3O4 纳米晶的类

POD 活性随着催化剂质量浓度的增大而增大，

使用公式 3 计算可得比活度（SA）为 0.84 U/mg 
（图 3（b））。

同时，分别在 pH 为 2.6~9.0、温度为 25 ℃~
65 ℃的条件下测试了 Cl―掺杂 Co3O4 纳米晶的

类 POD 活性。如图 3（c）所示，当 pH=3.6 时，

Cl―掺杂 Co3O4 纳米晶具有最高的类 POD 活性。

随后，当 pH 值从 3.6 增加到 9.0 时，材料的相对

活性由 100% 下降到 33%。这主要是由于随着

pH 值的升高，H2O2 容易发生分解产生 O2 和 H2O
的副反应［19］，因而其分解产生 O2

• ―和 •OH 的类

POD 反应活性降低。因此，该催化反应体系的

最佳 pH 值为 3.6。如图 3（d）所示，当反应温度

从 25 ℃增加到 50 ℃时，Cl―掺杂 Co3O4 纳米晶的

类 POD 活性逐渐增大。而后，随着反应温度从

50 ℃增加到 68 ℃，材料的类 POD 相对活性降

低到 78%。文献报道的大部分金属氧化物纳米

酶的类 POD 活性和本结果相似［7］，都表现出火

山形的温度依赖相关性。温度升高，加速分子

的热运动，提高分子间碰撞的频率，降低催化

反应的活化能，使得反应速率增加。但过高的

反应温度，可能会加速反应体系中 H2O2 分解产

生的 ROS 的猝灭，进而影响 ROS 与底物 TMB
的反应，降低类 POD 活性。因此，该催化反应

体系的最佳反应温度为 50 ℃。综上所述，Cl―

图2　Cl−掺杂对Co3O4的类POD性能的影响

（a） 使用不同催化剂的反应体系在652 nm处吸光度随时间的变化，内插图是不同催化剂氧化TMB的显色照片；反应条件是：

在含有TMB （1 mmol/L）和H2O2 （500 mmol/L）的pH=3.6的HAc-NaAc缓冲溶液中，加入不同催化剂（4 mg/L）；（b） 不同催

化剂的类POD初始反应速率

Fig.  2　Effects of Cl− doping on the POD-like activity of Co3O4

(a) Reaction-time curves of TMB oxidation reaction in the presence of different catalysts; The insect is the chromogenic reac‐

tion of the oxidation of TMB by different catalysts. Time-dependent absorbance at 652 nm was measured from solutions contain‐

ing TMB (1 mmol/L), H2O2 (500 mmol/L), and different catalysts (4 mg/L), respectively. (b) The POD-like initial reaction rates 

of different catalysts
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掺杂 Co3O4 纳米晶在 pH=3.6，反应温度为 50 ℃
时具有最佳的类 POD 活性。由于 50 ℃的反应

温度不易控制，如无特别说明，本研究中的大

部分类 POD 催化活性测试是在 25 ℃下进行的。

2.3　Cl-掺杂增强Co3O4纳米晶的类POD 催化活性

的反应机制研究　

2.3.1　 对 催 化 反 应 体 系 中 存 在 的 活 性 氧 物 种

（ROS）的研究　

通过以上研究，我们发现 Cl-掺杂可显著增

强 Co3O4 纳米晶的类 POD 催化活性，并对其最

佳的催化条件进行了优化。那么，Cl-掺杂增强

Co3O4 纳米晶的类 POD 催化活性的反应机制是

什么呢？为了回答该问题，我们对 Cl- 掺杂前

后催化反应体系中存在的 ROS 的种类及相对

含 量 进 行 了 研 究 。 首 先 ，使 用 对 苯 二 甲 酸

（TA）作为荧光探针捕捉催化反应体系中产生

的 •OH。TA 易与 •OH 反应生成 2-羟基对苯二

甲酸（TAOH）。TAOH 在 315 nm 的激发光下，

在 452 nm 附近有强的荧光发射峰。如图 4（a）
所示，Co3O4+H2O2+TA 体系在 452 nm 处的荧

光发射峰的强度远低于对照组（H2O2+TA）。

说明 Co3O4 催化 H2O2 分解产生了其他产物，而

非 •OH。而 Cl- 掺杂 Co3O4+H2O2+TA 体系的

荧光发射峰强度相较于对照组增强了约 5 倍。

这 说 明 Cl- 掺 杂 Co3O4 纳 米 晶 能 有 效 地 活 化

H2O2 分解产生•OH。

进一步地，利用 5，5-二甲基-1-吡咯啉-N-

氧 化 物（DMPO）作 为 •OH 猝 灭 剂 ，研 究 了

DMPO 对 Cl- 掺杂前后 Co3O4 纳米晶的类 POD
活性的抑制情况。如图 4（b）所示，Co3O4 纳米

晶体系在加入 DMPO 后，初始反应速率仅由

2.8×10-8 mol·L-1·s-1降为 2.6×10-8 mol·L-1·s-1，

DMPO 对 Co3O4 纳米晶的类 POD 活性无明显抑

制。而 Cl-掺杂 Co3O4 纳米晶体系的初始反应速

率 在 加 入 DMPO 后 显 著 下 降 ，由 3.6×10-8 
mol·L-1·s-1 降 为 1.3×10-8 mol·L-1·s-1，即

图3　不同催化反应条件对材料的催化性能的影响

（a）在含有TMB （2 mmol/L）和H2O2 （500 mmol/L）的pH=3.6的HAc-NaAc缓冲溶液中，加入不同浓度的Cl―掺杂Co3O4纳

米晶后，反应液在652 nm处吸光度随时间的变化，反应温度30 ℃；（b）Cl―掺杂Co3O4纳米晶的比活度；Cl―掺杂Co3O4纳米晶在

不同（c）pH和（d）温度下的类POD催化性能

Fig.  3　The influence of different catalytic reaction conditions on the catalytic performance of the materials

(a) Time-dependent absorbance at 652 nm measured from the reaction solutions containing TMB (2 mmol/L), H2O2 (500 mmol/L), 

and different concentrations of Cl― doped Co3O4 NCs (mg/L) in HAc-NaAc buffer solution (pH=3.6), at 30 ℃; (b) The SA of Cl― 

doped Co3O4 NCs; Dependence of the POD-like activity of Cl― doped Co3O4 NCs on (c) pH and (d) temperature
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DMPO 对 Cl- 掺杂 Co3O4 纳米晶的类 POD 活性

的 抑 制 率 为 63.9%。 该 结 果 进 一 步 说 明 了

Co3O4 纳米晶不能催化 H2O2 分解产生 •OH，而

Cl- 掺杂 Co3O4 纳米晶能高效地催化 H2O2 分解

产生•OH，该结论与 TA 的实验结果一致。

在以上对 Cl―掺杂前后催化体系中存在的

ROS 的研究基础上，进一步地，我们以 DMPO
为自由基捕获剂，利用 EPR 谱对 Cl- 掺杂前后

催化反应体系中存在的 ROS 的种类及相对含

量进行了研究。首先，以 HAc-NaAc 缓冲液为

溶剂时，利用 DMPO 捕捉反应体系中的 •OH。

如图 4（c）所示，EPR 谱中出现的一组强度比为

1∶2∶2∶1 的峰为 DMPO-OH 的特征峰。Co3O4

纳 米 晶 体 系 中 该 组 特 征 峰 的 强 度 与 对 照 组

（DMPO+H2O2）相比变化不大，说明 Co3O4 纳米

晶 不 能 催 化 H2O2 分 解 产 生 •OH。 Cl― 掺 杂

Co3O4 纳米晶体系中 DMPO-OH 的特征峰的强

度明显强于对照组，说明其能有效地催化 H2O2

分 解 产 生 •OH。 而 后 ，以 甲 醇 为 溶 剂 ，利 用

DMPO 捕捉反应体系中的 O2
• ―。

如图 4（d）所示，对照组无 O2
• ― 的特征信

号，而 Co3O4 纳米晶与 Cl―掺杂 Co3O4 纳米晶的

EPR 谱都显示了一组四个强峰，很好地吻合了

DMPO-O2
• ―的特征峰，证明这两种催化剂都能

催化 H2O2 分解产生 O2
• ―。其中，Cl-掺杂 Co3O4

纳米晶体系的特征峰的强度高于 Co3O4 纳米晶

体系，说明 Cl―掺杂后 Co3O4 纳米晶催化 H2O2 分

解产生 O2
• ―的能力增强了。综上所述，EPR 的

图4　材料的催化反应机理研究

（a）利用TA捕捉不同催化反应体系中的•OH的荧光光谱，产物TAOH最大发射波长是452 nm；（b）利用DMPO猝灭不同催

化反应体系中的•OH前后，相应催化剂的类POD初始反应速率。反应条件是：催化剂（4 mg/L），TMB（1 mmol/L），H2O2（500 
mmol/L），DMPO（5 mmol/L），HAc/NaAc 缓冲溶液 （pH=3. 6）；不同催化体系中（c）•OH和（d）O2

•-的EPR谱图。其中对照

组中仅加入DMPO（自由基捕获剂）和H2O2

Fig.  4　Catalytic reaction mechanism of materials

(a) TA as a fluorescent probe for the detection of •OH in the Co3O4 NCs and Cl- doped Co3O4 NCs systems, the product TAOH pres‐

ents a maximum emission wavelength of 452 nm; (b) The effect of ROS quencher (DMPO) on the POD-like reaction rate catalyzed 

by Co3O4 NCs or Cl- doped Co3O4 NCs in HAc/NaAc buffer (pH=3. 6), General conditions: catalyst 4 mg/L, TMB 1 mmol/L, 

H2O2 500 mmol/L, ROS quencher: DMPO 5 mmol/L; EPR spectra of (c) DMPO/·OH adducts and (d) DMPO/O2
·― adducts in the 

Co3O4 NCs and Cl- doped Co3O4 NCs systems.  In the control group, only DMPO and H2O2 were added
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表征结果表明，Co3O4 纳米晶催化 H2O2 分解主

要产生 O2
• ― 。 Cl― 掺杂后，Co3O4 纳米晶催化

H2O2 分解产生 O2
• ― 的能力增强，同时还催化

H2O2 分解产生了 •OH。由于 Co3O4 纳米晶在掺

杂 Cl―后活化 H2O2 分解产生了更多的 O2
• ―，同

时新产生的 •OH 相较于 O2
• ―有更强的氧化性，

因而其类 POD 活性在掺杂后大幅增强。

2.3.2　Cl-掺杂对 Co3O4 纳米晶表面的氧空位含量

的影响　

为了进一步研究 Cl―掺杂对 Co3O4 纳米晶催

化 H2O2 分解产生的 ROS 的调变与催化剂的结

构变化的相关性，利用 EPR 谱对 Cl―掺杂前后材

料表面的氧空位的变化情况进行了分析。如图

5 所示，Co3O4 纳米晶与 Cl-掺杂 Co3O4 纳米晶在

g=2.005 处表现出独特的对称 EPR 信号，说明

材料表面存在氧空位。其中 Cl―掺杂后，Co3O4纳

米晶的 EPR 信号强度增强，表明掺杂导致 Co3O4

纳米晶表面的氧空位含量增多。张跃兴等人已

报道 Co3O4 纳米晶表面存在氧空位时，将促进

H2O2 的吸附并有利于 H2O2 分解产生•OH［32］。因

而，Cl-掺杂后，Co3O4 纳米晶表面的氧空位含量

增多，这可能是其能催化 H2O2 分解产生•OH，相

较于掺杂前类 POD 活性增强的原因之一。

2.3.3　Cl-掺杂对Co3O4纳米晶的电子结构的影响

进一步地，利用 XPS 对 Cl―掺杂前后 Co3O4

纳米晶的电子结构的变化情况进行了分析。如

图 6（a）所示，在 Co3O4 纳米晶的 Co 2p 的高分辨

XPS 谱中，780. 96 eV 和 795. 86 eV 处的一对自

旋 轨 道 分 裂 峰 归 属 为 Co2+ 的 2p3/2 和 2p1/2 峰 ；

779. 45 eV 和 794. 35 eV 处的一对自旋轨道分裂

峰归属为 Co3+ 的 2p3/2 和 2p1/2 峰［33］。如图 6（b）

图5　Co3O4纳米晶与Cl-掺杂Co3O4纳米晶的EPR谱

Fig.  5　EPR spectra of Co3O4 NCs and Cl- doped Co3O4 NCs.

图6　Co3O4纳米晶的 （a） Co 2p与 （c） O 1s XPS谱图；Cl-掺杂Co3O4纳米晶的 （b） Co 2p与（d）O 1s XPS谱图

Fig.  6　XPS spectra of Co 2p and O 1s for Co3O4 NCs (a, c) and Cl- doped Co3O4 NCs (b, d)
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所示，在 Cl-掺杂 Co3O4 纳米晶的 Co 2p 的高分

辨 XPS 谱中，781. 31 eV 和 796. 21 eV 处的一对

自旋轨道分裂峰归属为 Co2+ 的 2p3/2 和 2p1/2 峰；

779. 78 eV 和 794. 68 eV 处的一对自旋轨道分裂

峰归属为 Co3+ 的 2p3/2 和 2p1/2 峰。同时，对两个

样品中相应的卫星峰及俄歇峰的位置也做了指

认。此外，图 6（c）的 Co3O4纳米晶的 O 1s 高分辨

XPS 谱可分峰拟合成位于 529. 65 eV、531. 21 eV
和 533. 25 eV 处的 3 个峰，分别归属于晶格氧

（OL）、表面吸附羟基（OHA）以及氧空位周围吸

附的氧（OA-OV）［34］。Cl-掺杂后，Co3O4 纳米晶的

O1s 高分辨 XPS 谱中相应氧物种的结合能发生

移 动 ，分 别 为 529. 91 eV、531. 41 eV 和 532. 66 
eV（图 6（d））。综上所述，Cl-掺杂后，Co3O4 纳

米晶中 Co 2p 与 O 1s 的 XPS 精细谱中相应特征

峰的结合能大都向高结合能方向移动（表 2），

结合能变大表明 Cl-掺杂后材料表面的 Co 和 O
原子处于缺电子状态，即 Cl-掺杂后 Co3O4 纳米

晶的电子结构发生了改变，这可能是其催化活

性增强的原因之一。

2.4　其他卤素离子掺杂对 Co3O4 纳米晶的类 POD
活性的影响　

在成功合成 Cl-掺杂 Co3O4纳米晶，并对其类

POD 性能及催化活性增强机制研究的基础上，我

们进一步研究了现有合成方法的可拓展性。首

先，利用固相研磨法将 F― 、Br― 、I― 分别掺入

Co3O4纳米晶中，并研究了掺杂对 Co3O4纳米晶的

类 POD 催化性能的影响。合成时，卤化钠的质

量占卤化钠与商用 Co3O4纳米晶的总质量的百分

比为 15%。如图 7（a）所示，F―、Br―、I―的掺入显

著提高了 Co3O4 纳米晶的类 POD 活性。不同催

化剂的类 POD 初始反应速率见图 7（b）。

F―、Br―、I―的掺入使得 Co3O4 纳米晶的类

POD 初始反应速率分别提高了 1.22 倍、1.21 倍、

1.20 倍。同时，以 TA 为荧光探针的 •OH 的捕

获实验表明，F―、Br―、I―掺杂的 Co3O4 纳米晶能

有效催化 H2O2 分解产生 •OH（图 7（c））。以上

研究结果表明，卤素掺杂是提高 Co3O4 纳米晶

的类 POD 活性的有效途径。

2.5　将基于固相研磨的卤素掺杂法应用于其他金

属氧化物纳米晶及对其类POD活性的影响　

进一步地，为了研究卤素掺杂对金属氧化

物纳米晶的类 POD 活性的调变作用是否具有

普适性，我们利用固相研磨法将 Cl―分别掺入

CuO、P25、ZnO 中，并研究了掺杂对相应材料的

图7　其他卤素离子掺杂的Co3O4纳米晶的催化性能及反应机理研究

（a） 使用不同催化剂的反应体系在652 nm处吸光度随时间的变化； （b） 不同催化剂在HAc/NaAc缓冲溶液中的类POD初始

反应速率； （c） TA捕捉不同催化反应体系中的•OH的荧光谱图

Fig.  7　Catalytic properties and reaction mechanism of Co3O4 nanocrystals doped with other halogen ions

(a) Reaction-time curves of TMB oxidation reaction in the presence of different catalysts; (b) The POD-like reaction rates of differ‐

ent catalysts in HAc/NaAc buffer (pH=3.6); (c) TA as a fluorescent probe for the detection of •OH

表2　Co3O4纳米晶和Cl―掺杂Co3O4纳米晶的Co 2p和O1s 

XPS光谱拟合结果

Table 2　XPS fitting results of Co 2p and O1s spectra for 

Co3O4 NCs and Cl― doped Co3O4 NCs

Co 2p3/2 (Co3+)
Co 2p1/2 (Co3+)
Co 2p3/2 (Co2+)
Co 2p1/2 (Co2+)

OL

OHA

OA-OV

Co3O4 NCs
779.45
794.35
780.96
795.86
529.65
531.21
533.25

Cl- doped Co3O4 NCs
779.78
794.68
781.31
796.21
529.91
531.41
532.66
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类 POD 性能的影响情况。对材料的类 POD 性

能的 UV-Vis 光谱研究表明，Cl―掺杂增强了相

应金属氧化物纳米晶的类 POD 活性（图 8（a—
c））。同时，由基于 TA 的荧光光谱分析可知，

Cl- 掺杂增强了相应金属氧化物纳米晶活化

H2O2 产生 •OH 的能力（图 8（d— f）），这可能是

其类 POD 活性增强的主要原因。由表 3 中 Cl―

掺杂前后催化剂的初始反应速率值可知，Cl―

掺杂使得 CuO、P25 与 ZnO 的类 POD 初始反应

速率分别提高约 1. 5 倍、1. 3 倍、1. 1 倍。以上结

果表明，基于固相研磨的卤素掺杂法能拓展到

除 Co3O4 纳米晶以外的其他金属氧化物纳米晶

中，并提高相应材料的类 POD 活性。即卤素掺

杂在一些体系中是提高金属氧化物纳米晶的类

POD 活性的有效手段。

3 结论 

综上所述，本研究通过固相研磨法成功地

制备出 Cl―掺杂 Co3O4 纳米晶，发现 Cl―掺杂能

显著增强材料的类 POD 活性，并对其增强机制

进行了研究。同时，成功地将该合成方法应用

到其他材料的改性中，亦得到增强其类 POD 性

能的有益效果。本研究开发出的基于卤素掺杂

的金属氧化物纳米晶的改性方法，有望为具有

高效类 POD 性能的纳米酶的研制提供新途径，

促进纳米酶在生物传感，污染物检测及水处理

等领域的应用。近期，我们将掺杂改性后的材

料应用于有机染料的氧化降解反应中，发现其

表3　不同催化剂在HAc/NaAc缓冲液中的类POD初始反应

速率

Table.  3　The POD-like initial reaction rates of different cata‐

lysts in HAc/NaAc buffer (pH=3.6)

Catalyst
CuO

Cl- doped CuO
P25

Cl- doped P25
ZnO

Cl- doped ZnO

v/×10-9 mol·L-1·s-1

1.5
2.2
20
25
20
21

图8 Cl-掺杂增强其他金属氧化物的类POD活性和反应机理研究

在含有TMB （1 mmol/L）和H2O2 （500 mmol/L）的pH=3. 6的NaAc-HAc缓冲溶液中，不同催化剂（4 mg/L）在652 nm处吸

光度随时间的变化曲线： （a） CuO和Cl-掺杂CuO； （b） P25和Cl-掺杂P25； （c） ZnO和Cl-掺杂ZnO；利用TA捕捉不同催化

剂催化H2O2分解产生的•OH的荧光光谱： （d） CuO和Cl-掺杂CuO； （e） P25和Cl-掺杂P25； （f） ZnO和Cl-掺杂ZnO
Fig.  8 Cl- doping enhances the POD-like activity of other metal oxides and the study of reaction mechanisms

(a—c) Reaction-time curves of TMB oxidation reaction in the presence of different catalysts.  Time-dependent absorbance at 652 nm 

was measured from solutions containing TMB (1 mmol/L), H2O2 (500 mmol/L), and different catalysts (4 mg/L), respectively;

(d—f) TA as a fluorescent probe for the detection of •OH
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展现出较优的催化性能，相关后续工作正在进

一步完善中。同时，本研究对材料的类 POD 催

化反应机理的认识有限，未来将借助理论计算

等方法来进一步阐明催化剂的构效关系。
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