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基于固体电极修饰的DNA电化学生物传感器研究

摘要

本论文分三部分，第一部分合成了一种电活性配合物，并且用此配合物作为

指示剂发展了一种新型的电化学DNA传感器；第二部分和第三部分发展了两种

无指示剂的DNA传感器。

l、合成了硝酸二水·双N-(2．吡啶甲基)苯甲酰胺合镉0I)(简称ffcJ[CdLz]2+)

配合物，通过X．单晶衍射法表征了配合物的结构，用电化学和荧光的方法研究

了此配合物与dsDNA的相互作用机理。结果表明【cdL2】2+在玻碳电极上有很好的

电化学活性并且与dsDNA发生了嵌插结合作用。在0．2 mol L．1 NaAc—HAc(pH

7．02)介质中，[CdL2】2+与dsDNA形成的复合物的结合比为2：1，结合常数为25．56

L“2mol—m。以[CdL2】2+为指示剂制备了一种检测乙肝病毒(HBV)的新型的电化

学传感器。将21个碱基序列的HBV单链寡核苷酸(HBV．ssDNA)通过共价键

合作用固定到玻碳电极上，与其互补序列单链DNA进行杂交，杂交信号通过微

分脉冲的方法(DPV)进行表征。此DNA传感器对目标HBV．ssDNA的检测范

围为1．01 X 10一～1．62×10一mol·L-1，相关系数为0．9962，检测限为7．19×10。9

mol·L一(30，n=11)。

2、制备了一种新型的用2．巯基苯并噻唑(MBT)自组装金电极检测目标

ssDNA的电化学生物传感器。因为MBT可以嵌插入dsDNA的双螺旋之中，所

以可以用Au—MBT选择性的区分ssDNA和dsDNA，通过扫描电镜和循环伏安的

方法预先表征了Au．MBT的组装情况。在过量的探针ssDNA和适量的目标

ssDNA的杂交溶液中，以组装电极为工作电极通过DPV表征了DNA的杂交情

况。发现目标ssDNA的浓度与还原峰电流有一定的线性关系。此传感器对目标

ssDNA的检测范围为1．59×lO。8~2．4×10‘6mol·L-1，检测限为2．38×10一mol·L-1

(30，n=11)。Au—MBT电极具有良好的重现性和再生性，在10次检N／再生的循

环过程中，峰电流信号没有明显的变化。此种传感器制备方便，价格低廉，在连

续和定量检测实际的生物样品中目标ssDNA方面具有很大的发展潜力。

3、制备了一种用2．巯基苯并咪唑(MBI)自组装金电极检测目标ssDNA的

电化学生物传感器。与第二部分不同的是，利用Au．MBI检测时，首先用固定了

探针ssDNA的玻碳电极将目标ssDNA从样品中分离出来，然后将目标ssDNA

转移到新的溶液中再用组装电极检测杂交情况，此传感器对目标ssDNA的检测

范围为1．32 x 10一～1．59×10一mol·L-l，检测限为4．58×10‘9 mol·L-1。
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STUDY OF DNA ELECTROCHEMICAL B10SENSOR

BASED oN SOLID ELECTRODS

ABSTRACT

There ale three parts in this paper,all eletroactive complex was synthesized in

the first part and this complex was used as indicator to develop a novel

electrochemL3al DNA biosensor；we also developd two label—free DNAbiosensors in

the second part and third part．

：1．nle complex diaquabis[N-(2一pyndinylmethyl)benzamide·∥Ⅳ，仞一cadmium(1])

dinitrate{[CdL2(H20)2](N03h，where L=N-(2-pyridinylmethyl)benzamide}Was

synthesized and characterized by X-ray‘diffraction analysis．Fluorescence

spectroscopy mad voltammetry were used to probe the interaction between【CdL2]2+

and salmon弼oerm DNA．Results showed that[CdL2]2+had excellent electrochemical

activity on glassy carbon electrode(GCD)and could intercalate into the double helix

of double—stranded DNA(dsDNA)．In 0．2 mol·L-’NaAc-HAc media QH 7．02)，the

binding ratio between【CdL2]2+and salmon sperm DNA Was calculated to be 2：1 and

the binding constant was 25．56 Ll／2 mol。m．An electrochemical DNA biosensor for

the detection of human hepatitis B virus(HBV)DNA fragment was developed．The

biosensor relie匿l 0n the covalent immobilization of the 21-mer single—stranded DNA

(ssDNA)related to HBV gene on the modified glassy carbon electrode(GCE)．Using

[CdL2]2+as novel electroactive indicator，the hybridization between the probe and its

complementary ssDNA，as the target,Was investigated by differential pulse

voltammetry(DPV)．Experiment、^ri也non—complementary oligonucleotides Was

carried out to asSeSS the selectivity of the developed electrochemical DNA biosensor．

The target HBV DNA could be quantified ranged from 1．01×10堪to 1．62×1 0由

mol·L-1with good linearity 0=0．9962)．m detection limit Was 7．19×1 0叫mol·L-‘

(30，n=11)．

2．A novel method for sensitive detection of single stranded DNA(ssDNA)using

2-mercaptobenzothiazole(MBT)self-assembled monolayer modified gold electrode

has been developed．Based on the intercalating effect of MBT into double stranded

DNA(dsDNA)，Au—MBT electrode possessed the ability to distinguish ssDNA and
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dsDNA．Cyclic voltammetry(CV)and SCan electron microscope(SEM)were used to

preliminarily characterize the MBT self-assembled monolayer on gold electrode．In

the mixture of excessive probe ssDNA and target ssDNA，current signal recorded by

differential pulse voltammetry(DPV)after DNA hybridization reflected the extent of

the hybridization．Definite relations were observed between‘the reductive peak

currents and the concentration of target ssDNA．The quantitative detection of target

ssDNA Was achieyed with a linear range from 1．59×1 0。8 to 2．4×1 0。6 mol·L-1．The

detection limit Was 2．38×10一mol·L-1(30，n=1 1)．The Au．MBT electrode

possessed hi曲reusability and reproducibility，no significant deterioration of peak

currents occurring over 1 0 detection／regeneration cycles．Combined、Ⅳitll the

advantages of simplicity and low—cost,the developed electrochemical biost,nsors

show potential in continuous and quantitative detection of ssDNA in biological

samples．

3．A method for sensitive detection of ssDNA using 2-mercaptobenzimidazole

0VtBI)self-assembled monolayer modified gold electrode has been devdoped．Firstly，

a glassy carbon electrod which had been modified wi吐1 probe ssDNA Was used to

separate the target ssDNA from sample and then target ssDNA Was transfer to a new

solution，Au．MBI electrod detect target ssDNA in the solution．The quantitative

detection of target ssDNA Was achieved with a linear range from 1．32×1 0一～1．59×

1 O-6．m01．L-1，the detection limit Was 4．58×1 0一mol·L-1．(30，n=1 1)．

KEY WORDS：electrochemical DNA biosensor,Voltammetry，[CdL2]2+，

2-mercaptobenzothiazole，2-mercaptobenzimidazole
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第一章前 言

核酸是生物体内一类含有磷酸基团的重要的生物大分子，担负着生命信息的

储存和传递，是生命化学研究中一个重要领域。脱氧核糖核酸(Deoxyribonucleic

Acid，DNA)是核酸的一种，它是主要的遗传物质，是遗传信息的载体，具有贮

存和传递信息的功能，对它的研究在生命科学中具有重要的意义。研究DNA的

结构和功能，可以从分子水平上了解生命现象的本质，解释药物的作用机理。人

类的许多遗传疾病与其DNA序列不同程度的变异有关。基因突变、癌变以及老

化过程都可能涉及到DNA的碱基损伤，因此对DNA的研究是现代生物学、医学

和生命科学的重要课题之一。

对DNA常见的分析方法有电化学法、荧光光度法、光散射技术及色谱法等，

其中DNA电化学传感器是目前DNA传感器中最成熟的一种，文献报道最岁卜6】。

电化学DNA传感器是近几年迅速发展起来的一种全新思想的生物传感器，其用

途是检测基因及一些能与DNA发生特殊相互作用的物质。由于它具有选择性好，

灵敏度高，测试费用低及抗干扰等优点，已被广泛应用于研究DNA的结构形态【．71、

碱基序列【81、DNA的损伤【9’10】、基因诊断[11,121、病毒检测【13】及蛋白质链的分析【14】

等诸多领域。
●

1．1 DNA的组成、结构及其变性与复性

1．1．1 DNA的组成

．．．DNA是核酸的一种，是大量脱氧核苷酸的聚合体。脱氧核糖核苷酸由碱基、

脱氧糁糖和磷酸构成。DNA的碱基有四种，即腺嘌呤(A)、鸟嘌呤(G)、胞嘧啶

(C)和胸腺嘧啶(T)。DNA在碱基组成上遵从Chargaff规则，A与T的量相等，G

与C的量相等，即碱基互补，并且嘌呤的总数等于嘧啶的总数。

1．1．2 DNA的结构

DNA是以4种脱氧核苷酸为基本单元组成的多聚核苷酸，脱氧核苷酸之间

通过磷酸二酯键相连接。脱氧核苷酸由脱氧核糖、磷酸根和碱基3种成分组成。

脱氧核糖是在2’位没有羟基的五碳糖。碱基连接于脱氧核糖的1’位，磷酸基团

连接于脱氧核糖的3’位羟基或5’位羟基。构成DNA分子的基本单元的脱氧核

苷酸通过3’，5’．磷酸二酯键相连形成DNA分子。
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DNA的结构分为一级结构和空间结构。DNA由多条脱氧核糖核苷酸链构成，

每条链均以磷酸基(磷酸酯键)为桥从一个核苷的3’连接到相邻核糖的5‘位置

上，这就是DNA的一级结构。空间结构又分为二级结构和三级结构，其中二级

结构就是由James Waison和Francis Crick在1953年确定的DNA的双螺旋结

构，它是现代生物学诞生的标志。DNA双螺旋结构十分稳定，主要有三种力量来

维持结构的稳定：(1)互补碱基对之间的氢键；(2)碱基堆积力，它主要是由于芳香

族碱基的兀电子之间相互作用而引起DNA分子中的碱基层堆积，结果在DNA

分子内部形成一个疏水的核心(hydrophobic core)；(3)磷酸残基上的负电荷与介质

中的阳离子之间形成的离子键。其中第二种力是主要结合力。在二级结构的基础

上，DNA还可扭曲或卷曲形成三级结构。

1．1．3 DNA的变性与复性

1．1．3．1 DNA变性—DNA生物功能表现所必需的

DNA受到某些理化因素的影响，使分子中的氢键、碱基堆积力等被破坏，双

螺旋结构解体，分子由双链(dsDNA)变为单链(ssDNA)的过程称为变性。变

性的实质是维持二级结构的作用力受到了破坏，即双螺旋破坏。但是DNA的一

级结构未变，即变性不引起共价键的断裂。

引起变性的外部因素：加热、极端的pH、有机溶剂、尿素、甲酰胺等。它

们都能破坏氢键、疏水键、碱基堆积力，从而破坏双螺旋。在实际应用中，DNA

的热变性用得较多。

DNA变性后的表现：分子由具有一定刚性变为无规则线团，DNA溶液的粘

度降低，沉降速度增加；藏在里面的碱基全部暴露出来，使DNA的A260增加，

即表现出增色效应(hyperchromic effect)。

在活细胞内，DNA在表现其生物活性时，要解开双螺旋链，实质上也是一个

变性过程。因此，DNA变性也是其生物功能表现所必需的。

1．1．3．2 DNA复性一核酸研究中的常用手段

DNA的变性是可逆的，解除变性条件，满足一定条件后，解开的两条DNA

互补链又可以重新恢复形成双螺旋结构，并恢复有关的性质和生物功能。这个过

程称为DNA复性。例如，对热变性的DNA溶液，缓慢冷却，双螺旋又重新形成，

之所以变性DNA能够复性，是由于互补链的存在，且满足了复性条件，如复性

温度、DNA浓度、溶液离子强度等。在核酸杂交的研究中要经常利用DNA的变

性和复性。有时候变性以后如果不想让它复性就要改变复性条件。例如，热变性

的DNA溶液迅速冷却，复性条件无法达到，dsDNA变为ssDNA以后无法再变回

2
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dsDNA。

1．2小分子化合物与DNA的作用方式

DNA分子中平行堆积的碱基、聚合的阴离子磷酸骨架和两条核苷酸链螺旋

形成的大沟Nd,涟J构成了有机小分子与bNA相互结合的位点，作用的方式主要

．有非共价结合、共价结合、剪切作用三种类型。

1．2．1非共价结合

非共价结合包括静电结合、沟内结合和嵌插结合。另外还有氢键、离子键、

范德华力、疏水键这些弱的相互作用。小分子通过沟内或嵌插结合在核酸的螺旋

沟或碱基中，加上静电力的作用，常会诱发许多生物效应，阻碍核酸信息的正常

表达。同时，这三种力还凭借氢键、范德华力、疏水作用等使相互作用加强。

(1)静电结合(electrostatic binding)，即小分子与DNA分子的带负电荷的核

糖磷酸基骨架之间通过静电作用而结合。该作用没有选择性，是非特异性的。通

常认为单纯的静电结合模式在作为药物的应用上价值不大，但有些分子与DNA

的静电作用对其与DNA间的嵌插作用起着重要的稳定作用。

(2)沟内结合(groove binding)，即小分子与双链DNA的大沟或小沟的碱基

边缘直接发生相互作用。大沟区、小沟区在电势能、氢键特征、立体效应、水合

作用上都有很大不同。·小分子与DNA的小沟壁紧密作用，这是由于小沟区为．

A-T富集区，而且存在水合结构，具有芳香环结构的小分子易于自由扭转来适合

小沟区，同时取代沟内的水分子进入小沟区，作用形式主要是氢键作用和范德华

力。大分子蛋白质与DNA在大沟结合。

(3)嵌插结合(intercalation binding)，即平面或几乎平面的芳香环嵌入DNA分

子双螺旋的碱基对之间。结合的作用力来自芳环的离域7【体系与碱基的7c体系

间形成的龙一7r相互作用及疏水相互作用。这种作用是药物分子与DNA发生作用

的重要形式之一。

1．2．2共价结合

与非共价结合相比，小分子化合物与DNA共价结合的序列特异性识别能力

要强许多。小分子与DNA特定碱基作用形成加合物，使DNA的双链解旋且发生

弯曲。如苯并二毗咯类抗生素(duocarmycin)及其衍生物只能在DNA小沟中对

AT富集区识别，分子中活泼的环丙烷与小沟区内特定碱基序列中A的N3共价结

合后导致在该位点脱去嘌呤【15】。

3
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1．2．3剪切作用

具有剪切作用的分子特异选择结合位点，并最终使DNA链断裂。博莱霉烈16】

(Bleomycin)是一种典型的DNA切割化合物，分子结构的特殊性使其能够识别并

结合在DNA中5'-GC．3’序列的鸟嘌呤上，然后经一系列化学反应最终导致DNA

断链，这种双功能性对于设计人工核酸酶及发展有效的抗肿瘤药物具有非常重要

的指导意义。

1．3 DNA与小分子作用的研究方法

在研究小分子和DNA相互作用的过程中，表征手段和研究方法是获得可靠

信息的关键。常用的分析方法主要有电化学法、光谱法、序列凝胶电泳及足印迹

分析技术、X一射线晶体衍射分析法及粘度法等。

1．3．1电化学法

自Bard等人最先用电化学方法对溶液中的电活性金属配合物与DNA相

互作用进行研究后【17】，电化学研究方法迅猛发展。一方面，因为电化学方法具有

快速、灵敏、样品消耗量少和仪器简单的优点，其在DNA结构分析、药理分析

及DNA传感方面的应用越来越受重视，而且显示出了惊人的发展速度。另一方

面，由于生物体系是一个充满电解质溶液的体系，绝大多数反应都发生在膜系统

的界面上，因而尽管存在许多物理和化学上的差异，电化学体系仍然是一个非常

好的生物体系模拟，是了解DNA的理化性质的有效手段之一。

对DNA的电化学行为的研究是实现DNA电化学检测、DNA传感器设计

及研究DNA与靶向分子作用的基础。常用的电化学技术包括：①循环伏安法和

线性扫描伏安法【18,19]；②方波伏安法[20】；③微分脉冲伏安澍21】；④电位溶出伏安

法【22】；⑤交流阻抗【231等。

Bard[24-26]等人系统研究了Os(bpy)32+、Co(bpy)33+、Fe(bpy)33+、Co(phen)3”、

Fe(phen)33+等金属配合物和DNA的相互作用后发现，若Eo向负方向移动，则小

分子与DNA发生静电作用；若Eo向正方向移动，则小分子与DNA发生嵌插

作用，这也成为电化学法研究小分子和DNA相互作用时的重要依据。

Zhou等【2 7】采用电化学方法包括循环伏安法、微分脉冲伏安法等研究了

Co(phen)3邮(phen=1，10．邻菲咯啉、联吡啶)与6．巯基嘌呤配合物及DNA间的作用

机理。结果表明Co(p hen)3*3-6．巯基嘌呤与DNA是部分的嵌插作用相结合，而Co

(bpy)3+3则是通过静电作用相结合。这项研究将有助于应用6．巯基嘌呤来设计和合

成镇咳药物。

4



青岛科技大学研究生学位论文

彭图治[28-301等人采用循环伏安法和计时库仑法等电化学手段研究了更生霉

素、Hoest 33258、米托蒽醌等小分子和DNA的相互作用并推导出不可逆电活性

分子与DNA相互作用的电化学公式，可以便捷准确的计算DNA与配体结合常

数和结合位点信息。
’

1．3．2光谱法

几乎所有的光谱学技术都可以用来研究小分子与DNA的相互作用，其中紫

外．可见光谱、分子荧光光谱、圆二色谱、线二色谱是较为常用的方法。

(1)紫外一可见光谱法：紫外．可见光谱法是研究小分子与DNA相互作用机理最

常用、最方便的方法。DNA分子中的碱基具有光学活性，在260 m附近有特征
吸收，但与小分子作用后由于其吸收光谱变化通常较小，因此一般不选该吸收峰

作为研究对象。许多小分子本身有光学活性，与DNA作用后会发生某些变化，

因此常用紫外．可见光谱来研究小分子与DNA的作用。

(2)荧光光谱法：有些小分子与DNA结合后，会使原本荧光很弱的分子荧光强

度增大很多。有些小分子与DNA结合后，会发生荧光猝灭作用。利用这些现象，

可用荧光光谱法进行分析，获得热力学和动力学数据。

(3)圆二色光谱法和线二色光谱法：圆二色光谱(CD)是以高频变换的左旋或右

旋偏振光作为入射光，一方面根据DNA在240-290 am处的吸收能提供有关其二

级结构的信息，确定DNA的构象；另一方面对一些本身没有CD信号，但在与

DNA结合后能产生诱导CD的分子可获取有关其结构的一些间接信息。线二色光

谱(LD)则采用了与固定光轴方向平行或垂直的平面偏振光。

1．3．3序列凝胶电泳及足印迹分析技术

序列凝胶电泳及足印迹分析技术是生物学中用来研究小分子与DNA相互作

用最基本的两种手段【3l】。凝胶电泳可以考察DNA剪切或其它分子与DNA螺旋共

价结合留下的永久性痕迹，研究其它分子与DNA作用的序列特异性；对于多数

与DNA发生非共价结合的分子来说，足印迹法及转录足印迹法是确定其结合位

点的比较好的方法，其中转录阻断的方法更易判断序列特异性较高的药物结合位

点。

1．3．4 X一射线晶体衍射分析法

对于DNA与小分子结合后所引起的结构变化，用X．射线晶体衍射分析

(XRD)可提供直接的结合位点及结构变化的信息【32】，但需要提供小分子与DNA

加和物的晶体。由于目前在培养小分子与DNA加和物的晶体方面存在一定的困
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难，这方面的研究现在开展不多。另外，还存在晶体状态下的分子构型与其生理

环境下的液相构型是否一致的问题。

1．3．5粘度法
“‘

在没有晶体结构数据的情况下，粘度测定是检测小分子与DNA是否以插入

方式结合的最有效的方法。小分子配合物以其插入配体通过经典的插入方式与

DNA作用时，DNA相邻碱基对的距离会变大以容纳插入配体，因而导致DNA

双螺旋伸长，DNA溶液的粘度增加；当以静电、沟面结合等非插入方式与DNA

作用时，DNA溶液的粘度无明显变化；以部分插入方式与DNA作用时，则可能

使DNA双螺旋发生扭结，使其粘度减／j,、[33,34】。

1．3．6其它方法

此外，原子力显微镜(AFM)和扫描隧道显微镜(STM)可以直观的观察到

小分子与DNA结合的方式，是人们研究小分子和DNA相互作用的重要方法

【351。微量热法、能量转移法等也是近几年来发展起来的无损分析法。

总之，对于小分子化合物与DNA相互作用的研究，仅用单一的方法是远远

不能令人满意的，而应采取多种分析方法进行全方位、多层次的研究，以获得作

用结合方式、结合位点数、反应热力学、动力学数据等较为完备和可靠的结论。

1．4 DNA电化学生物传感器的研究

1．4．1 DNA电化学生物传感器的基本结构

DNA电化学生物传感器是90年代的一个新的研究热点。它是将有反应活性的

一单股寡核苷酸固定在某种支持物(感受器)上作为探针，它可以在含有复杂成

分的环境下特异地识别出某一靶子底物，并通过换能装置把非电量生物信号转换

为电信号。DNA电化学传感器是一种全新的基因检测技术，它不仅具有分子识

别及传感功能，而且还具有良好的分离纯化基因功能，因此在分子生物学和生物

医学工程领域有很大的实际意义。

DNA电化学生物传感器主要由两个部分组成，一是由DNA探针构成的感应

器，二是换能器。DNA探针一般是人工合成的单链DNA(ssDNA)片段，其碱基序

列与靶基因的碱基序列互补。换能器的功能是将DNA杂交信息转换为可测定的

电信号，根据信号差异可以定性定量检测靶基因。

DNA电化学传感器因其具有受环境干扰小，电信号测量比较简单，不需要激

光诱导或精密的分光器件等装置和仪器成本低等优点，是最有发展前景的一类
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DNA分析方法。

1．4．2 DNA电化学生物传感器的原理

DNA电化学传感器根据信号转换方式的不同可以分为两类：一类是有标记的

方法(1abelled methods)，另一类是无标记的方法(1abel．free methods)。有标记的

方法是通过可以和DNA通过嵌插作用结合的氧化还原活性小分子的电信号的变

化来区分ssDNA和dsDNA。它是以电极为换能器，将一定长度(通常为十五到五

十个碱基)的单链DNA(ssDNA)片段固定到电极(如金电极、玻碳电极等)表面，形

成DNA探针，在一定的温度、离子强度、pH等条件下，这种DNA探针上的ssDNA

与溶液中与之互补的靶DNA(eDNA)发生特异的选择性杂交，杂交结果形成双链

DNA(dsDNA)，这种转变的结果通过电活性杂交指示剂所引起的电压、电流或电

导等电信号的变化体现出来，从而可对特定序列的靶基因进行定性定量检测。无

标记的方法的表现方式有两种：一种是通过DNA本身鸟嘌呤的电化学信号；另

一种是比较ssDNA和dsDNA在电极表面的电化学特征的不同，可以通过电化学

阻抗的方法来表征。

应用DNA电化学传感器进行分析时主要步骤如下：

(1)DNA探针的固定，即要将ssDNA连接或者固定到一个固体电极的表面，

形成DNA探针电极。

(2)分子杂交过程，DNA探针电极放入被测溶液，与互补的目标ssDNA在最

佳条件下杂交形成dsDNA，这一过程中必须控制合适的杂交条件。

(3)杂交的指示，即将杂交信息转化为可测定的电化学信号，通过电流、电

压、电导、电容或电化学阻抗的变化作为检测信号。

(4)杂交信号的电化学测量，根据所选择电化学指示剂的不同，用相应的电

化学方法完成电化学信号的测定。

其中，DNA探针的筛选、固定以及杂交的指示是这类传感器的关键技术，

研究小分子和DNA的相互作用对于筛选合适的杂交指示剂具有重要的意义。

1．4．3 ssDNA的固定方法

固定ssDNA的基底有很多种，常用的基底有电极以及便于分离的磁性纳米颗

粒[36,37]，其中电极有碳质电极和金属电极。碳质电极包括玻碳电极‘38,39．]、碳糊电

极140,41]、热解石墨电极【421等，金属电极包括金电极【43】、铂电极等。磁性纳米颗粒

结合了磁性粒子和纳米材料的优点，是一种新型的亲和性固相载体，具有粒径小，

超顺磁性和比表面积大等特性，作为基因载体有着优越的特性，可能成为最有前

景的基因载体材料。
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固定ssDNA的方法也因电极种类的不同而不同，常用的固定方法主要有吸附

法、共价键合法、自组装法、组合法等。

1．4．3．1吸附法

即将DNA直接滴涂或在一定电位富集吸附到电极表面。早期的电化学传感

器一般都用此种方法。W幻g【44】等在0．1 tool·L-1 pH 5．O的乙酸缓冲溶液中于+1．7

V处理碳糊电极1 min，然后于+O．5 V吸附DNA探针2 rain，从而固定DNA

探针。也有文章用两步吸附法固定DNA，庞代文等【451采用先通过2，2’。二硫二乙

醇自组装得到自组装单分子层(SAM)，再在SAM上共价键合和吸附固定DNA

制备了两类DNA修饰电极，并对得到的DNA修饰电极进行了电化学和谱学表

征。周家宏等【46】先在裸金电极上吸附聚赖氨酸，然后再将电极浸入DNA水溶液

中制得DNA修饰电极。吸附法相对简单，但是结合的力度和方向性较差，DNA

在溶液中有可能脱附或结构扭曲而不易发生正确的杂交反应。

1．4．3．2共价键合法

这是DNA分子固定的一种常用方法。它是将电极表面预处理后产生各种功

能的活性键合基因，再与ssDNA发生有机反应，通过共价键的形成把ssDNA固

定在电极表面。方禹之147‘491等人用多种方法将ssDNA片段固定在石墨电极上，如

用EDC或NHS活化已被氧化的光谱纯石墨电极，用于固定ssDNA；或用5％3．

氨基丙基三乙氧基硅烷(PrNH2，硅烷II)将石墨电极表面硅烷化以引入氨基，

再用EDC为偶联活化剂，将ssDNA固定于电极表面。

1．4．3．3自组装法

根据分子的自组装作用，在电极表面形成高度有序的ssDNA单分子层，通

常是利用巯基化合物修饰ssDNA后再组装于金电极的表面形成单分子层，有研究

结果已证实硫醇化合物与金电极的作用机理如下：

2Au+2RSH=2Au—SR+H2

2Au+2RSH+02=2Au—SR+H20

Au—S间的结合很强(键能84 kJ／m01)，很少有其它基团与之竞争，保证了这种吸

附的选择性。同时巯基和大多数有机基团的反应性强，使得巯基衍生物制备不太

困难，为自组装单分子膜(SAM)外表面基团的控制提供了方便【50】。自组装单分

子膜分子排列和LB(Langmuir-Blodgett)膜一样有序紧密，而且不易被水和有机

溶剂溶解洗脱。SAM对酸、碱和离子渗透都有较强的抵抗能力，在超低温、超

高真空forty)条件下也保持相对稳定。SAM技术结合了化学吸附的稳定性和
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LB膜的有序性，通过变化头基、尾基以及链的类型和长度可以控制和改变单层

的结构和性质，通过选择适当的尾基可以赋予SAM外表面以特定的性质，并可

为进一步组装提供活性结合点。

金电极上的巯基自组装研究主要集中在固定方法及条件方面。DNA在金电

极的自组装固定方法主要有两种：(1)有机硫化物或二硫化物在金电极上形成自

组装膜，引入各种所需的活性基团，如羧基、羟基、氨基等，然后用偶联活化剂

DNA通过共价反应连接在自组装膜上，或是利用自组装膜上基团与DNA嵌插

作用固定。(2)先将DNA进行衍生化反应，在DNA上连接上--SH基或S原子，

后将衍生化的DNA直接自组装固定在金电极上，得到结合牢固、排列有序、分

布均匀的单层DNA自组装膜。
‘

鞠烷先等【51】使用碳二酰亚胺(EDC)活化巯基乙酸自组膜，然后将ssDNA

固定在自组膜上，并用X．射线光电子能谱(XPS)表征DNA修饰电极，金电

极表面X．射线光电子能谱谱图出现P、N、S等元素的特征吸收峰，说明DNA被

成功固定在金电极上。

Kerman等【52】使用EDC和NHS为键合试剂将寡聚核苷酸探针固定在3．巯基

丙酸(MPA)自组装膜上，并对其固定机理进行探讨，认为ssDNA上的氨基与NHS

活化的巯基丙酸自组装膜形成肽键，从而将ssDNA固定，并可以进一步发生杂交

反应。

Nakamura等【53j使用含有葸基的不对称二硫化合物m恤一S—S—C8)制备
含有葸基的自组装膜，利用蒽基与DNA的嵌插作用固定探针DNA，当葸基在金

电极表面的覆盖度为30％时，使用原子力显微镜(AFM)和石英晶体微天平

(QCM)观测到该法固定的ssDNA可有效杂交，该方法的优点是固定过程中

DNA未发生任何化学反应，缺点是探针DNA易被靶DNA取代i

另一种自组装法是将DNA探针衍生化修饰上巯基，然后将巯基修饰ssDNA

直接与金电极进行自组装。这种方法制备的DNA探针表面结构高度有序、稳定

性好、易于发生杂交反应，但对巯基修饰过程要求较高f541。

1．4．3．4组合法

将化学修饰剂与电极材料如石墨粉混合后制备组合修饰电极，再利用ssDNA

与修饰剂的相互作用而固定DNA探针。Millan等【55】将18一烷基胺、18．烷基酸混

入碳糊中得到化学修饰的碳糊电极，该电极表面富含有氨基或羧基，然后在EDC

存在下，通过18一烷基胺的氨基与ssDNA的5’末端的磷酸基形成磷酰胺键，把

ssDNA固定到电极上；或在EDC和NHS存在下，通过18．烷基酸的羧基与ssDNA

的磷酸基形成磷酸酯键，将ssDNA固定到电极上。 这种方法制备的电极修饰层
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相对稳定，易于杂交反应的发生，但其再生能力较差，使用次数有限。

1．4．4杂交指示剂的分类 ．·

杂交指示剂是一类能与ssDNA和dsDNA以不同方式相互作用的电活性化合

物，且其氧化还原电位处于DNA的电化学窗口范围内(+1．2V～一0．9 V，VS．SCE)。

当它与DNA结合后，发生可逆的氧化还原反应时，可与DNA发生电子交换，

DNA通过远程电子传递而使指示剂与电极发生电子交换完成电化学反应过程，因

此杂交指示剂的选用对传感器灵敏度的影响甚大。另外，研究小分子与核酸的相

互作用不仅对阐明抗肿瘤、抗病毒及致癌物的作用机理，而且对进一步指导人工

核酸酶的合成及核酸高级结构的研究等方面具有重要意义。

电化学杂交检测主要基于指示剂对dsDNA署IssDNA的电化学行为的不同。杂

交指示剂其中一类是可以嵌插入dsDNA碱基对之间而不能和ssDNA发生嵌插作

用的氧化还原小分子，另一类是或者和ssDNA优先结合或者和dsDNA优先结合的

电化学活性小分子。这种杂交指示剂可以分为有机染料、抗癌药物、金属配合物

三类。近十几年来，据报道发现了一系列酶‘56,57】，金属纳米粒子【5&62】或脂质体标

记[63,64J的杂交指示剂。

1．4．4．1有机染料类

染料分子作为一类重要的DNA靶向分子，其研究一直受到人们的重视，这

对于了解DNA分子的理化性质和筛选合适的DNA杂交指示剂具有重要价值。由

于染料分子中一般存在不饱和基团或大的共轭7【键体系，有的还具有荧光性能，

所以光度法、荧光法、电化学法和共振光散射法等方法已经应用于研究染料分子

和DNA的相互作用。常用的染料类指示剂有双苯并咪唑类(如Hoechst 33258)、

亚甲基蓝、红四氮唑、乙锭类、中性红等。双苯并咪唑染料是其中较为理想的一

类，有较其它指示剂高得多的电流密度，大约为45 gA／cm2[651。

Erdem[66J等分别用dsDNA和ssDNA修饰的碳糊电极(CPE)矛I裸CPE，对亚甲

基蓝(Methylene Blue，MB)进行了循环伏安(CV)研究，认为MB是较有潜力的一

种新型电活性杂交指示剂。

姜慧君16 7】等人采用光谱电化学法研究了中性红(NR)和DNA的相互作用

并发现随着溶液pH值的改变，由于NR分子存在方式不同，NR与CT-DNA之间

相互作用的方式也随之不同。在pH=7．0时，二者的作用方式主要为嵌插作用，

当pH=6．0时，二者主要的作用方式改变为静电作用。

1．4．4．2药物小分子类
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常用药物小分子有葸环类、烯炔类、多肽及蛋白质类、乙撑亚胺类等，研究

药物分子和DNA的相互作用，可以了解药物的药理和毒性，特别是对于了解药

物分子对DNA特定位点的识别作用以及对DNA构象产生的影响，在体外筛选出

高效合理的抗癌药物具有重要意义。应用药物小分子作为杂交指示剂发展起来的

电化学传感器方法简单，选择性高。
’

Wong和Goodingt68】用带负电的磺酸葸醌类抗癌药物的衍生物作为指示剂提

高了DNA长程电子转移的活性。他们应用Tarlovl69]等人的方法处理金电极表面，

将巯基修饰的DNA自组装到金电极表面，然后将电极浸入巯基己醇中以提高探

针DNA的表面固定量。将固定好探针的电极浸入含有目标DNA和葸醌类指示剂

的溶液中杂交一个小时，指示剂嵌插入dsDNA的碱基对之间并且通过DNA的长

程电子转移作用被检测到。此种方法可以同时杂交目标DNA和嵌插指示剂，并

且可以区分互补和只有一个碱基错配的目标DNA，检测限可达到0．5姗。而且，
此种传感器可以实时检测DNA的杂交情况f701。

1．4．4．3金属配合物

一些金属配合物特别是过渡金属配合物因其中心离子的变价性而可被用作

杂交指示剂，并广泛用于DNA电化学传感器的分析应用中。较常用的此类金属

离子有Co、Os、Fe、Ru、Cu等的离子形式【7l】，常用的配体有2，2’．联吡啶、1，10．

邻菲咯啉、4，4’．二甲基．2，2’．联吡啶、二氮杂芴酮缩聚苯二胺等。其主要作用有两

种：①设计人工核酸酶从而实现对DNA链上某些特定位点的剪切作用；②设计

成性能优良的抗肿瘤药物或抗病毒药剂。

Mikkelsen[72,73】等人选择C03+作为中心离子，合成了Co(phen)33+、Co(bpy)33+

配合物，发现此种类型的配合物和DNA的小沟区有很强的结合力，并且和dsDNA

的结合力比与ssDNA的结合力大很多，由此可以选择性的区分dsDNA和ssDNA，

现在此领域正在致力于合成一些能与DNA的小沟区有很强的结合力的过渡金属

离子配合物，用这种配合物作指示剂检测限可达到27pm。

1．4．4．4标记型杂交指示剂

此类型即是将具有电化学活性或具有特殊生物功能材料的小分子直接标记

在ssDNA片段上形成DNA探针，将待测DNA固定在电极上，在一定的温度、

pH值和离子强度条件下与标记DNA探针进行杂交反应，从而对靶序列DNA片

段进行识别和测定。常用的标记物有：具有电化学活性的分子【74,75】、酶176,77]以及

纳米材料【78,79]。

将电活性物质(如二茂铁、蒽醌、聚吡咯、聚噻吩等)标记在DNA探针上。当
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探针与靶基因发生杂交时，电流强度会发生改变。Bauerle等研究了碱基与聚噻

吩的结合，首先观察单个碱基的作用，之后试验了15个碱基DNA与聚噻吩的作

用情况，认为其作为杂交指示剂前景是乐观的。

磁珠很容易去除电极表面非特异性键咎．DNA唧．。·—种酶联夹心式杂化分析
在一个固定到碳粒标记的碳针上完成，靶DNA能捕获链酶亲和素-碱基磷酸酶。

易操作的屏幕印迹电极上低电位的(+O．1 V坩Ag／AgCl)微分脉冲伏安峰可以对

酶促反应的1．萘酚产物进行定量分析。

Mirkin【8lJ等人利用巯基修饰的寡核苷酸在纳米金上进行自组装形成纳米金标

记物，当与其配对的靶基因序列发生杂交配对后，就会形成网状的纳米金聚集物，

从而导致溶液颜色的变化，使得DNA杂交的结果可以通过简单的颜色变化来识

别，而且灵敏度很高，检测限可达10 fmol级。

WangL82】报道目标核酸与磁珠连接的核酸探针杂交再将镀链酶亲合素的金属

纳米粒子键合到捕获DNA上，然后标记金溶解后，在单使用厚膜碳电极上用电

位溶出方法测量溶解的金。

ye[83】报道了一种多壁碳纳米管(MWNT)修饰的印迹碳电极(SPCE)，通过

检测ssDNA的碱基G来检测DNA。固定在SPCE上的MWNT加速了电子传递

速率，从而提高了灵敏度。

1．5 DNA电化学生物传感器的应用与展望

1．5。1 DNA电化学生物传感器的应用

DNA传感器是近几年发展起来的一类新型传感器，起步较晚，发展也不完善，

但随着基因结构和功能研究的不断深入，特别是人类基因组计划的发展，这种传

感器在基因识别及分析、生物工程研究等方面日益起着重要作用。DNA传感器不

仅可以用来识别特定碱基序列的DNA，还可以用来检测DNA的损伤，以及一些药

物与DNA的作用机理，进行特定药物的设计合成，在临床诊断，体外药物筛选等

方面都有应用。基于分子识别的电化学DNA生物传感器的应用已涉及环境、医药、

食品等诸多领域，大致包括DNA损伤研究1841、环境污染监控【85】、基因疾病诊断f861、

药物机理分析I817】等几个方面。

1．5．2 DNA电化学生物传感器的前景展望

今后DNA传感器的研究将会集中在以下几个方面：(1)电极表面结构的优

化，主要是DNA的固定化新方法的研究。DNA的固定化方法对传感器的灵敏度

及重复使用起决定性作用，现有的固化方法虽然有很大的进步，但离标准化，商

12
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品化的要求相差很远。从响应的快速灵敏度和电极结构简单化的观点出发，自组

装单分子技术和光刻技术在DNA传感器的研究中将会被广泛采用。(2)换能器

的选用方面。DNA传感技术，人工神经网络技术和流动注射技术相结合，可以筛

选出选择性和活拄更高啦敏感元件，研制成多功能、智能化的DNA传感器，可

以实现多元检测。e3)研究和应用范围将会进一步拓宽。目前DNA传感器的应

用相对较窄，今后研究和应用范围将会逐步扩展到临床检验、食品卫生检验、环

境检测、疾病基因诊断、‘基因分析、．基因治疗和药物筛选，以及在核酸杂交动力

学，酶反应动力学，DNA合成以及DNA突变分析等科研工作中，DNA传感器

都将有所涉及。

1．6立题依据

研究DNA的结构和功能，可以从分子水平上了解生命现象的本质，解释药

物的作用机理。电分析化学方法具有很多优点，如准确性好，灵敏度高，检测方

便快速，仪器价格低廉，且特别适用于表面过程、薄膜修饰、电子转移过程的研

究。电分析化学用于分子生物学的研究已有了重要的进展，如：电分析化学研究

DNA的结构形态碱基序列，DNA的损伤基因诊断、，DNA与其他各类金属离子、

金属螯合物、各种小分子物质相互作用，是目前电分析化学研究的热点之一。DNA

的电化学研究始于上世纪50年代，最初的极谱法和伏安法工作主要集中于DNA的

基本电化学行为的研究。后来研究范围逐渐扩大到DNA的结构和形态分析，DNA

与其它小分子、尤其是能识别特定碱基序列的小分子或一些药物分子之间相互作

用及其机理的研究，与生物大分子之间的相互作用及其在基因调控过程中的影

响，DNA电化学生物传感器、芯片的研究等方面。DNA电化学传感器是目前较热

门的研究方向，电化学生物传感器是电分析化学的一个重要分支，近年来，DNA

电化学生物传感器的研制、开发成为分子生物学和电化学中最为活跃的研究领

域，它为生命科学研究提供了一种新技术、新方法，对临床医学和遗传工程研究

具有深远的意义，它特别适宜于具有特定序列DNA的研究，它具有的顺序选择性

能快速检测DNA序列，且成本低，易于集成化和自动化。在基因检测、抗癌药物

筛选、药物作用机理研究等方面占有一席之地，成为生物电化学中一个极具生命

力的科学前沿。
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第二章硝酸二水·双N-(2一毗啶甲基)苯甲酰胺合镉(II)与

DNA相互作用的机理及DNA电化学传感器的研究

乞I。引言

DNA是有机生命体中一种重要的遗传物质，是遗传信息的载体。因为它在临

床诊断，司法鉴定，药物筛选方面具有重要的作用，所以现在对DNA的检测引起

人们极大的兴趣【1卅。DNA电化学传感器具有灵敏度好，准确度高，设计简便，

价格低廉等优点【7．131，是目前DNA传感器中最热门的一种。对目标ssDNA的检测

有直接和间接两种方式。所谓直接检测是利用DNA分子中的碱基自身的氧化还原

信号，而间接检测是利用那些能与ssDNA和dsDNA以不同作用方式结合的电活性

指示剂的氧化还原信号f14,15】。间接检测是目前应用比较广的一种方法。自80年代

以来，金属特别是过渡金属如Co(III)，Fe(II)，Ru(II)配合物与DNA相互作用

的研究时有报道I撕．22】，因为大多数金属配合物与ssDNA和dsDNA以不同作用方式

结合，所以，以各种不同的金属配合物作为指示剂发展了多种DNA电化学传感器
[23-25]

O

本章合成了硝酸二．水·双Ⅳ-(2．毗啶甲基)苯甲酰胺合镉(II)(简称【CdL2】计)配合

物，得到了它的单晶。通过X一射线晶体衍射，确定了配合物的分子结构。在0．2

tool·L。pH 7．02的NaAc—HAc缓冲溶液中，运用循环伏安法、荧光光谱法研究了

[CdL2]2+与鲑鱼精DNA的相互作用。以[CdL2]2+为杂交指示剂，用共价键合法制备

了DNA电化学生物传感器，检测乙肝病毒。希望此种方法为设计合成具有应用前

景的高效低毒、抗菌、抗肿瘤药物提供一定的科学研究基础及理论依据。

2．2实验部分

2．2．1仪器与试剂

CHI 832B电化学分析仪(上海辰华仪器厂)；F．4500荧光分光光度计(日本

日立公司)；三电极系统：玻碳电极为工作电极，Ag／AgCl电极为参比电极，铂丝

作为辅助电极。

鲑鱼精dsDNA(10 mg mL-1，A260／4280>1．8，上海华舜生物工程有限公司)；

[CdL2]2+按下述步骤合成；----种21．碱基的乙肝病毒(HBV)基因片断(上海鼎安

生物科技有限公司)序列如下：(探针ssDNA，S】)：5"-GAG GAG TTGGGG GAG
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CACATT-3 7；(与探针互补序列的ssDNA，S2)：57一丸虹GTG CTC CCC CAACTC

CTC．3’；(与探针非互补序列的ssDNA，S3)：5 7一AAA AGG TGT AAG CGT TTG

CCG．3 7。TE缓冲溶液：O．01 mol·L。啊s．HCI+I mol·L—EDTA，调pH至8．O；．所有

的DNA都用上述配制好的TE缓冲溶液溶解；NaAc—HAc缓冲溶液：O．2 tool·L．1，pH

7．02；乙基一(3．二甲基丙基)碳二亚胺盐酸(EDC，上海源聚生物科技有限公司)：5

mmol·L～；羟基丁二酰亚胺(NHS，中国医药(集团)上海化学试剂公司)：8

mmol·L～；磷酸盐缓冲溶液：50 mmol·L～，pH 7．40；实验所用试剂均为分析纯，

水均为二次蒸馏水。

2．2．2配合物[CdL2】2+的合成【26】

恒压滴液漏斗，三口烧瓶，和三通等装置在烘箱中进行干燥处理。将2一(2-

氨甲基)吡啶(2 mL，19 mm01)，三乙胺(2．63 ml，19 mm01)溶于25 mL无水二氯

甲烷中。在冰浴及氩气保护条件下，缓慢滴加溶解入二氯甲烷中的苯甲酰氯(2砌，

17．2 mm01)。冰浴滴加完后，室温下搅拌反应1 h，然后333 K下反应5小时。过

滤后，滤液用蒸馏水洗涤，有机层用无水硫酸钠干燥，抽滤，滤液浓缩至干，得

到黄色油状物质。即为配体，产率91．2％。

室温搅拌下，将溶于无水乙醇(5“)的Cd(Y03)2·4H20(0．12 g，O．39 ret001)慢慢

滴加到溶于乙酸乙酯(10 m1)的配体(O．16＆O．75 mm01)溶液中，反应五小时后，有

白色沉淀出现，沉淀溶于乙醇培养配合物单晶。

2．2．3【CdL2】2+与dsDNA相互作用的荧光光谱研究

我们用荧光光谱法对【CdL2】2+与dsDNA的相互作用情况进行了研究，在O．2

mol·L．1(pH 7．02)NaAc．HAc缓冲溶液中加入一定量的[CdL2]2+测定其荧光信号，

然后再加入适量的鲑鱼精dsDNA室温下放置8 min，充分反应，用荧光仪测定加

入鲑鱼精dsDNA前后的荧光信号的变化。

2．2．4[CdL2】2+与dsDNA相互作用的电化学行为

在2 mL 0．2 mol·L—NaAc—nhc缓冲溶液中，加入适量的配合物溶液，用上述

电化学分析仪记录体系的循环伏安曲线；然后加入不同量的蛙鱼精dsDNA，充分

作用后测定相应的循环伏安曲线。循环伏安法的条件：起始电位一1．1 V，最高电位

。0．6 V，最低电位一1．1 V，扫速为0．1 V·S～，取样间隔0．001 V，静止时间2 s。

2．2．5 DNA电化学生物传感器的制备

玻碳电极依次用1．0，O．3和0．05呻的0【．A1203抛光至呈镜面，二次水洗涤、超



青岛科技大学研究生学位论文

声波清洗后，将电极在50 n姐nol·L1，pH 7．40的磷酸缓冲溶液中恒电位(+O．50 V)

氧化1 min，然后用大量二次水冲洗电极表面。取20此EDC和NHS按1：1的比例混

合，将混合溶液滴于倒置的玻碳电极表面，活化电极，待电极表面的混合液在红

外灯下烘干后，用二次水多次冲洗电极。然后将20此dsDNA(Cd。DNA=4．68×10屹

tool·LJ)或ssDNA(Csl-3．19×10一mol·L‘1)均匀地滴于活化后的玻碳电极表面，

电极在红外灯下烘干后，将其用二次水和Tris—HCl溶液(pH 7．O)冲洗片刻，以除

去吸附的dsDNA或DNA探针。

2．2．6修饰后玻碳电极上DNA的杂交
’

将修饰后的电极浸入含有一定浓度互补S2或非互补的S3的Tris—HCl(pH 7．0)

缓冲溶液中，于40 oC下搅拌反应l h。然后用大量的二次蒸馏水和Tris．HCl溶

液0H 7．O)冲洗电极以除去电极表面吸附的互补ssDNA。

2．2．7指示剂的嵌入

将Sl修饰玻碳电极，dsDNA修饰玻碳电极，与互补S2杂交以后的玻碳电极

和与非互补的S3杂交以后的玻碳电极分别浸入含有6．7×10～mol·L。1【CdL2r的
NaAc．MAc缓冲液中，在40 oC下搅拌10 rain。将电极取出，用二次水冲洗数次以

除去电极表面吸附的[CdL2】2+。

2．2．8电化学测定 ．

用微分脉冲伏安法测定杂交现象。在O．2 mol·L。1的NaAc．ttAc缓冲溶液中，

以嵌合好的玻碳电极为工作电极，Pt丝为列电极，Ag／AgCl为参比电极。微分脉

冲伏安法的条件：起始电位．1．1 V，终止电位．0．4 V，脉冲幅度o．05 V，脉冲宽度

0．05 s，脉冲周期0．2 s，取样间隔0．001 V，静止时间2 s。大约在．O．82 V附近检

测到【cdL2r的还原峰。

2．3结果与讨论

2．3．1配合物的结构

依照文献‘凋合成了配合物【CdL2]2+并且表征了其单晶结构。配合物【CdL2】2+的

结构如图2—1所示，配合物[C皿2】2+单晶的原子位次编排透视图如图2．2所示。它

属于单斜晶系，由图2．2可以看出，Cd(II)原子位于二维旋转轴上，与苯甲酰胺配

体上的两个氧原子，两个氮原子和水分子上的两个氧原子形成六配位结构，两个

水分子也处于此二维旋转轴上。此配合物的几何构型是八面体，两个硝酸根阴离
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子位于八面体的外部使整个配合物星电中性。由于氮原子提供的非键电子对，使

此种氨基化合物的C-N键具有部分双键的性质【27】。像我们预想的一样，苯甲酰胺

螯合物不是平面结构，两个芳香环之间的二面角为60．6(1)。。在此单晶结构中，

水分子参与形成了O—-H⋯O氢键。此种氢键与硝酸根离子，相互作用形成

N—埘⋯O，进一步加强了三维网状结构的稳定性。
·‘j 。。

图2-1[CdL2】2+的结构式

Fig．2-1 The formula of[CdL2】2+

I．2N03-

．．．．_J

图2-2[CdL2】2+的原子位次编排透视图

Fig．2-2 The molecular structure for[CdL2]2+with the atomic numbering scheme．
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2．3．2[CdL2]2+与dsDNA相互作用的荧光光谱研究

图2—3所示为[CdL2】2+与dsDNA相互作用的荧光光谱曲线。曲线1和曲线2

分别代表不存在和存在dsDNA时[CdL2】2+的荧光信号，从图中可以看出，[CdL2]2+

在523 sin处有比较强的荧光信号(曲线1)，当[CdL2广的溶液中加入dsDNA以

后发现[CdL2】2+的荧光强度明显下降(曲线2)，证明[caL2]z+嵌入到dsDNA的双

螺旋结构中。

图2．3[CdL2]2+与DNA相互作用的荧光光谱

Fig．2．3 Fluorescence spectrum of[CdL2]2+

C[CdL2]2,．／mol-L。1：1．00×1矿，CDNA]tool-L．1：(1)o(2)2．48×lO-3

2．3．3[CdL2】2+与dsDNA相互作用的电化学行为

[CdL2】2+与dsDNA相互作用的电化学行为情况如图2-4所示。图2—4中曲线

1为3×104 m01．L一[CdL2】2+在0．2 mol·L～NaAc．HAc缓冲溶液液中的循环伏安图

(CV)，图中可以观测到一个比较明显的阴极峰，峰电位(ED。)为-0．85 V。曲线2为

加入dsDNA以后[CdL2】2+的循环伏安曲线，与曲线1相比峰电流降低，Ep。正移。

式电位(Ea)的移动和峰电流的降低证明生成了一种新的复合物，Bard[2sj等人报

道了一种区分小分子与DNA相互作用的不同方式的理论，当小分子与DNA发生

作用时，如果Eo向负方向偏移，则小分子与DNA发生静电作用；如果Eo向正方

向偏移，则发生嵌插作用。因此可初步推断[CdL2]2+与dsDNA发生嵌插作用，
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[CdL2]2+嵌插到dsDNA的双螺旋结构中。

图2-4【Cdk】2+在加入不同浓度DNA中的循环伏安图

Fig．2．4 The cyclic voltammograms CI．II'VeS of／he interaction between[CdL2]2+and DNA

CICdL2]2+／mol·L_1：3．00×10-4，C蜊A／mol·L-1：(1)0(2)4．68×104

2．3．4 pH对[CdL2]2+与dsDNA相互作用的影响

在含有5×10一tool·L。1[CdL2]2+，1．17×10‘4mol·L。1 dsDNA的NaAc．nmc缓

冲溶液中，在pH 5．5～7．8范围内考察了pH与[CdL2]2+的还原峰电流(ip。)的关系。

发现随着pH的增大，△ip。的值先是增加，当pH为7．02时，△ip。达到最大值，之

NAip。逐渐降低。因此该实验选择最佳pH为7．02，见图2．5

2．3．5反应时N对[CdL2]2+与dsDNA相互作用的影响

[CdL2]2+与dsDNA作用时间对[CdL2】2+的还原峰电流有明显的影响。峰电流

的变化值随作用时间的延长而升高，大约在8 rain后达到稳定值，表明[Cd92]2+

与dsDNA的作用已经达到平衡。因此，[CdL]2+与dsDNA充分作用的时间为8 rnin，

见图2—6。因此，我们选择8 min为最佳反应时间。

2．3．6扫速对[CdL2]2+与dsDNA相互作用的影响

图2—7是[CdL2]2+还原峰电流i∞与扫速平方根v1尼的关系曲线，从曲线反应的
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影响情况来看，在0．Ol到0．5 V·s。1的扫描范围内，还原峰电流与扫速的平方根

不呈线性关系，而是随扫速的增加曲线向上弯曲。图2．8是【CdL2】2+还原峰电流ipc

与扫速v的关系曲线，在上述扫描范围内峰电流与扫速也不呈线性关系，此现象

表明，[CdL2]2十的电还原过程不仅受扩散控制，同时也受电极表面的吸附作用的

影响。

≮
∞

o
、、

CL

司

pH

图2-5 pH对还原峰电流降低值△k的影响

Fig．2-5 hitluehce ofpH on Ai；屯(ihe difference ofreduction peak current in the absence and

presence ofdsDNA)．Cd虹)NA=1．17×10．4；CfcdL212+=5×10一moi·L～．
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t／min

图2-6反应时间对还原峰电流降低值△ipc的影响

Fig．2-6 Influence of reaction time on Aipc(the difference ofreduction peak current in the absence

and presence ofdsDNA)．CdsDNA=1．17×104；CIcd也12+----5×10一mol‘L～．

<
、o

o
、、
&

v1彪／V忱s-!／2

图2．7【CdL2】2+的还原峰电流与扫速的平方根的关系曲线

Fig．2．7 The relationship curve ofthe reduction peak of[CdL2]”and the square root of scan rate·

CtcdL2】2+=5×10。5 mol·L～．
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NN 0

图2-8[CdL2】2+的还原峰电流与扫速的关系曲线

Fig．2-8 The relationship cHI ve ofthe reduction peak of[CdL2]2+and SCa_rl rate．CfcdL2】2+=5×l 0。5

．m01．L．1．

2．3．7[CdL2]2+与dsDNA相互作用的结合比n及结合常数

在研究【CdL2】2+与dsDNA相互作用的结合比n及结合常数之前，假设[CdL2】2}

与dsDNA只形成一种结合物∞]DNA．n[CdL2】2+，方程如下。

DNA+n[CdL2]2+一DNA．n[CdL2]2十(n-1，2，3，⋯或1，1／2，1／3，⋯) (1)

结合常数由下式得出：

B：—[DNA-n—[CdL2]2+]
’

[DNA][[CdL2]2+】n

可以推出下列方程：

1 1 1

一==一．．’-·_·_-—-__-_‘—‘。_--—___-‘?—_一Air． Ai躬一13Ai阮删【【cdL2rr

其中【DINA]代表dsDNA的平衡浓度，Aip。和△ipc'n戤分别代表加入DNA前后

[CdL2】2+的还原峰电流的差值和最大差值，[[CdL2】2+]代表【CdL2】2+的平衡浓度。

对于不同的11值，就有不同的△ipc-1--与[[CdL2]2+]币关系曲线。根据方程(3)，取
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合适的1"1值，．赌jAipc'l～【[c砒】2+】巾作图应为一条直线，由该直线的斜率和截距可
求得结合常数13，其n值则为结合比。 ，

图2-9为有无dsDNA存在时，改变[CdL2]2+浓度所得的还原峰电流(ip。)与

[CdL2]2+分析浓度的关系曲线。图2-9中曲线l [CdL2]2+的还原峰电流与其分析

浓度的关系曲线。曲线2为加入4．68 x10巧tool·L．1 dsDNA后，【CdL2]2+的还原峰

电流与其分析浓度的关系曲线。曲线3为曲线1与曲线2的电流差值最P(aip。，Aip。=

ip。1．ipc2)与[CdL2】2+的分析浓度的关系曲线。

《
o
6

‘≥

《

墨

≥

㈣弘／10-sm脚L-‘
图2-9[CdL2]2+的还原峰电流以及峰电流的降低值与【CdL2】2+浓度的关系曲线

Fig．2-9 Curves of reduction peak current of[CdL2]2+(i曲，and Aipc versus analytical concentration

of[CdL2]”．(1)C出DNA：O；(2)C出阱『A．4．68×10～tool·L。1；

(3)Aipc=ipcl—ipc2

图 2-10分别绘出了△ipc-1q[CdL2】1。怩、 △iil～【【cdL2】2+一、 以及

△ipcq-[[CdL2】1之的关系曲线。当n=0．5时，△ipc-1q[CdL2]2+】。1也为一条直线“2
0．9989)，而当n=1或n=2时，曲线明显向下弯曲。因此，[CaL2]2+与dsDNA形

成了2：1的络合物。从直线的斜率和截距计算出结合常数p为25．56 LV2．mol’坦。

于是得出方程式为： DNA+1／2[CdL2】2+一DNA．1／2[CdL2]2+．
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图2．10△iil-与[[CdL2]2+】。n的关系图

Fig．2—1 0 Curves of Aipc～versus CIlcaL212+J-n，n=1 12，1，and 2．

2．3．8 DNA电化学传感器的选择性

DNA电化学传感器包括探针ssDNA在电极表面的固定和杂交指示荆电化学

信号的检测两部分。本实验选用较为灵敏的微分脉冲伏安法考察DNA修饰玻碳

电极的选择性。图2．11中四条曲线分别为S1修饰玻碳电极(曲线1)、与S2杂交

后的Sl修饰的玻碳电极(SI-S2／GCE，曲线2)、天然dsDNA修饰的玻碳电极

(dsDN～GCE曲线3)及与非互补S3杂交后的S1修饰的玻碳电极(曲线4)作为工

作电极，-与[CdL212+溶液嵌合后在NaAc．HAc缓冲溶液中得到的微分脉冲伏安曲

线。S1修饰电极的微分脉冲伏安曲线几乎没有电流响应(曲线1)，而杂交了互补

链S2的S】修饰电极在嵌合[CdL2】2+一定时间后在．O．82 V左右出现了与裸玻碳电极

毛E[CdL2】2+溶液中峰电位相同的还原峰(曲线2)，其峰电流为：3．079×10√A。与

S1修饰的玻碳电极在[CdL2】2+的NaAc．HAc缓冲溶液中的电流响应相比，杂交后

修饰的电极的电流响应比较明显，这是因为Sl与S2互补，从而在电极表面形成

了dsDNA，指示剂在电极表面堆积后，[CdL2】2+分子六配位结构嵌插到dsDNA碱

基对之间所致。当天然dsDNA修饰电极嵌合指示剂后也出现了与裸玻碳电极在

[CdL2]p溶液中峰位相同的还原峰(曲线3)，其峰电流为2．645×10刁A，电流响应

铆F●，i

謦

旷，∞川k～

以

扩d—k‰钆m矩狮鼢鳓口科科
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与Sl—S2杂交后形成的修饰电极的电流信号相比较小，原因可能是天然DN．A的碱

基序列较长，在电极表面展开较差，指示剂与其较难嵌插所致。从曲线4可以看

出Sl修饰电极杂交了非互补的S3作为工作电极嵌合指示剂后几乎没有电流相应，

因为Sl与S3不互补无法形成dsDNA，从而指示剂【cdL2产无法嵌插。换句话说，
此种DNA电化学传感器只能检测与探针互补的DNA，具有良好的选择性。

图2．11修饰不同物质的玻碳电极与【CdL2】2+溶液嵌合后在NaAc-HAc缓冲溶液中得到的微分

脉冲曲线(1)S1修饰电极；(2)S1．S2杂交后的修饰电极；(3)dsDNA修饰电极；(4)非互

补SvS3杂交后的修饰电极

Fig．2-1 1 The DPV curves ofSl-modified(1)，Sl-S2 hybridized(2)，dsDNA-modified(3)，Sl—Sa

·hybridized(4)GCE．

2．3．9定量检测目标ssDNA

随着溶液中S2浓度的增加，在一定的浓度范围内，发现峰电流逐渐增加。这

一发现使S2修饰的玻碳电极可以定量的检测靶ssDNA。与空白相比峰电流的增

加值与溶液中靶ssDNA的浓度在1．01×10一～1．62×10～mol·L-1范围内呈线性关

系(图2．12)，线性方程为：Aip=0．11 16C+3．0365×10{(C，mol·L．1；Aip，A)，相关

系数为0．9962，检测限为7．19×10一mol·L～(30，11=1 1)。
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‰，均而删L．1

图2．12峰电流的增加值与目标ssDNA浓度的关系曲线

Fig．2—12 The increase ofpeak current(Aip)versus concentration

oftarget ssDNA(S2)．

本文讨论了配合物[CdL212+的结构并且通过荧光光谱法和伏安法研究了

[CdL2】2+与鲑鱼精dsDNA的相互作用，结果表明，[CdL2]2+可以嵌插到dsDNA碱

基对之间，它们的最佳反应pH为7．02，最佳反应时间为8 min，【CdL2]计与dsDNA

的结合比为2：1，结合常数为25．56 LU2．mol‘1忍。以【CdL2】2+作为一种新的电活性指

示剂，通过共价键合法发展了一种新型的检测乙肝病毒片段的DNA电化学传感

器，通过对裸玻碳电极、ssDNA修饰玻碳电极、与S2杂交后的S1修饰玻碳电极(即

dsDNA修饰玻碳电极)分别嵌合杂交指示剂后微分脉冲伏安曲线的比较，说明此

种传感器具有良好的选择性，此DNA传感器对靶ssDNA的检测范围为1．01×

10一～1．62×10’6mol·L-1，相关系数为0．9962。检测限为7．19×10一mol·L～。这种

新型的指示剂和由此发展起来的DNA电化学传感器在杂交信号的转变，新型药

物的设计和疾病的诊断等领域具有十分重大的应用前景。
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3．1引言

第三章二巯基苯并噻唑自组装金电极检测和

识glJssDNA的电化学研究

随着医学和生物技术的发展，在基因转染，遗传疾病的诊断，不同基因片段

的识别方面，对目标ssDNA的检测引起人们越来越大的兴趣IIJ。到目前为止，已

经发展了很多种检测目标ssDNA的方法，如荧光检测【2j，电化学检测[3,41，表面

等离子体共振检N rs,6]，石英晶体微天平检测等【．7-91。在上述方法中，电化学方法

因其设计简便，价格低廉，灵敏度高等特点备受人们关注。因此构建新型、稳定、

高效的DNA电化学传感器具有非常重要的意义11啦!4J。

由于自组装膜具有制备简单，功能性多样等特点，它已经成为对分子表面进

行修饰的最普遍的方法。因为巯基类化合物能在金电极表面形成一层有序稳定的

自组装单层膜，所以巯基类的自组装膜最受人关注lI引。目前，杂环类的巯基化合

物在金电极表面形成自组装膜的研究已经有很多。二巯基苯并噻唑(MBT)就是

一种杂环类的巯基化合物，虽然它没有长程的烷基链，但是它也可以在金电极表

面形成非常：存序稳定的单分子层。MBT自组装膜已经被广泛的用于金属防腐蚀和

制备纳米材料方面，例如：Tan等人116】报道说在铜膜上大面积自组装MBT可以防

腐蚀，MBT层可以有效隔绝氧气，在酸性介质中可以防止铜被腐蚀。baudhyarani

并【1Pradeep["】制各了MBT单分子层保护的纳米金和银分子簇，与烷烃单分子层相

比，MBT单分子层有更高的热稳定性。Tan等人【l8】通过MBT作稳定剂制备了银溶

胶。由于MBT单分子膜的钝化作用，制备的银溶胶有比较高的稳定性。另外，以

MBT单分子膜为基础制备的生物传感器已经被用来检测无机和有机物质，研究电

子转移过程和电极表面反应的动力学原理【19之21。例如：Wang等A[23】研究了不同pH

值的溶液dPMBT分子层对Fe(CN)6引4’氧化还原电对的“开关”效应。Jun矛13Beng[24l

研究了MBT层电子转移的动力学原理。结果表明，像Fe(CN)63w。NkufNH3)6》忍

这样的氧化还原探针，在酸性介质中可以充分的在MBT单分子层中扩散，但是，在

中性介质中MBT层可以有效的阻止探针分子电对在金电极表面的电子转移。

目前许多固定ssDNA的方法，如共价键合法，电聚合法和生物素．亲和素结

合的方法相对来说比较昂贵、复杂、耗时【25J。在本章中，发展了一种以MBT修

饰金电极(Au．MBT)为工作电极检测DNA的电化学传感器，并且应用此电极定量

的检测了目标ssDNA。MBT能与dsDNA嵌插结合，所以杂交以后形成的dsDNA
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可以使峰电流增加，峰电流增加的程度反映了杂交的程度，在一定的浓度范围内

它们之间呈线性关系。MBT不能与ssDNA嵌插结合，因此可以通过此种传感器

选择性区分dsDNA和ssDNA。
-

3．2实验部分

3．2．1仪器

CHI 832B电化学分析仪(上海辰华仪器厂)；三电极系统：裸金电极或MBT

修饰的金电极为工作电极，饱和甘汞(SCE)电极为参比电极，铂丝作为辅助电

极；BR(pH，7．oo)缓冲溶液(O．04 moltL-。。CH3COOH+0．04 mol·L-1 H3P04+0．04

mol·r1 H3803)作为支持电解质。

3．2．2试齐U

除非特别说明，实验所有的试剂和溶剂都为分析纯，水均为二次蒸馏水。MBT

购于Belgium公司(美国)；鲑鱼精双链DNA(10 mg·mL"1)，上海华舜生物工程

有限公司，其纯度以A260／A280>1．8衡量，浓度用260 nnl处的吸光度来确定(e=6600

L·mol-1．cm‘1)；21个碱基的探针ssDNA(ssDNA．A)，目标ssDNA(ssDNA—B，与

ssDNA—A互补)和非互补的ssDNA(ssDNA．C，四个碱基非互补和ssDNA—D，一个碱

基非互补)，．碱基序列如下：

ssDNA—A：5'-GAG GAG TrG GGG GAG CAC ATT-3’：

ssDNA-B：5’一枷GTG CTCCCC CAA CTC CTC-3’；

ssDNA-C：5’一AAT GTQCTC TCC CGA CTTCTC一3’．

ssDNA-D：5'-AAT GTGCTC C鱼C CAA CTC CTC-3’；

3．2．3制备和表征二巯基苯并噻唑自组装金电极(Au．ⅧT)

将裸金电极浸入Piranha溶液(30％H202与浓H2S04的混合溶液，体积比为

3：7)中5 min，然后依次用无水乙醇和二次蒸馏水各超声清洗1 min，然后再用0．05

岬的氧化铝抛光，将抛光后的电极放入0．1 mol·L-1的MBT乙醇溶液中组装36d,时

形成Au—MBT自组装膜，然后将组装好的电极在BR缓冲溶液(pH=7．oo)中、0．0~0．8

V电位范围内用100 mV·s_1的速度进行循环伏安扫描以去除化学吸附的物质。用上

述同样的方式依次组装三根电极。

我们用两种方法对组装电极进行了表征，第一种方法通过分别记录组装前后

的电极在BR缓冲溶液$13BR缓冲溶液与5×10一·mol·L-1铁氰化钾溶液中循环伏安

曲线的方法，表征了金电极组装前后的差别。证明了此种组装方法的可行性。第
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二种方法通过组装前后扫描电镜的差别证明了此种组装方法的可行性。

3。2．4检测目标ssDNA

将组装电极浸入0．05 mol·L-1磷酸缓冲溶液(PBS，pH=7．00)和0．1 mol·L-1氯

化钠(Nacl)的混合溶液中，分别加入3．0×10。6 mol·L-1探针ssDNA—A和不同

浓度的目标ssDNA—B，．．在40 oC下搅拌杂交50 min。杂交完成以后，记录杂交以

后的微分脉冲曲线，通过杂交前后微分脉冲曲线的不同，表明MBT嵌插入了杂

交形成的dsDNA的双螺旋之中。

3．2．5 Au—MBT电极的重现性，再生性和稳定性

按照同样的组装方法，通过平行组装三根电极的方法检测了Au—MBT电极的

重现性，在0．05 mol·L_磷酸缓冲溶液(PBS，pH=7．00)和O．1 mol·L-1氯化钠

(NaCl)的混合溶液中加入3．0×10～mol·L-1探针ssDNA—A和1．34×10。6mol·L-1

ssDNA—B，在40 oC下搅拌杂交50 min，杂交完以后，记录三根电极在杂交溶液

中的微分脉冲信号。

杂交完以后的组装电极在90 oC的二次水中浸泡1 min，然后迅速的将该电极

浸入冰水中，1 min后取出，检测此电极的微分脉冲信号。再将此电极进行杂交，

再用上述同样的方法将杂交形成的dsDNA变性，测定电化学信号，依此循环往

复直到信号发生变化为止，通过此种方法来测定组装电极的再生性。

将组装好的电极与dsDNA作用一段时间后测量电化学信号，然后将此电极

放入4 oC的环境中保存，每过一段时间测量一次电信号，直到信号发生变化为止，

以此来测量该组装电极的稳定性。

3．2．6离子强度对dsDNA与Au—MBT自组装电极相互作用的影响

以组装好的金电极为工作电极，SCE为参比电极，铂丝电极为辅助电极，在

0．04 tool·L-1 pH=7．00的BR和dsDNA溶液中，加入不同浓度的氯化钠溶液，然

后采用微分脉冲伏安法(DPV)检测，微分脉冲的条件：初始电位为+1．0 V，终止

电位为0 V，间隔时间为2 s。随着氯化钠溶液浓度的增加，得到一系列DPV曲

线。

3．3结果与讨论

3．3．1 MBT组装金电极的表面特征

图3—1为裸金电极(a)和MBT组装金电极(b)的扫描电镜图，从图中可以看出，
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裸命电极表面比较光滑(图3-1，a)，而MBT组装金电极表面有一层致密的MBT

单分子层(图3-1，b)。由廿可以推断，通过将裸会电极浸八0 1 mo]·L-。的乙醇

溶液中36 h的白组装方法是可行的。

——}

—墨●■—■——■墨■墨■■i墨田一

图3-I裸金电极(a)和MBT修饰金电极(b)的扫描电镜图

Fig 3-】The gEMimages ofelectrodes：(a)the pljmargold electrode；(b)theMBTmodified gold

electrodes obtained byimmersingthe b2ae gold electrodein aOI tool L一’ethanolic solution of

MB下如r 36 h

3 3 2MBT组装电极的电化学行为

巯基类的或含硫类的化合物可以自发的吸附到金电极表面形成自组装单分

子膜，过去关于月目肪族类的巯基化合物在金电极表面形成自组裟膜的报道很多，

但是现在芳香类巯基化合物已经引起人们极大的兴趣。MBT是一种噻唑类衍生

物，苯环和噻唑环紧密相联并H通过噻唑环上的巯基与电极形成自组装膜。MBT

以硫代和硫醇两种形式存在，Sandhyarani等人口61报道说MBT以硫代的形式吸附

到金电极表面，如示意图3-1。

示意图3-1 MBT在全电极表面形成的自组装膜的结构图

Scheme 3-1 Formation ofthe self-assembled monolayer

ofMBT on gotd

蕤篷鋈
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图3．2中介绍了裸金电极和MBT自组装金电极在BR缓冲溶液中的循环伏安

行为，从图中可以明显的观察到，MBT组装金电极的峰电流明显低于裸金电极的

峰电流。此现象可以说明，MBT已经在金电极表面形成单层膜并且此单层膜可以

有效的阻碍电子转移。这个结果与已经报道过的现象吻合f201。

／-、

《

o

、，．一，

厶

E(V)
图3-2裸金电极(a)和纽装电极(b)在BR缓冲溶液中的循环伏安曲线

Fig．3-2 Cy．elic voltammograms ofthe bare(a)and the modified

gold electrode(b)in 0．04 mol·L-1 BR

buffer solution at pH 7．00．

通过铁氰化钾的氧化还原电对作为探针进一步证明了MBT在金电极表面形

成了自组装膜。分别将Au电极和Au．MBT电极浸入0．04 mol·L-1BR缓冲溶液(pH

=7．00)和5×10一mol·L-1 K3[Fe(CN)6]的混合溶液中，检测电化学信号。结果如图

3—3所示，从图中可以发现，裸金电极在溶液中有一对可逆的Fe(CN)63-／4-电对的

氧化还原峰而组装电极几乎没有峰。这一现象进一步证明了MBT在金电极表面

形成了自组装单层膜并且有效阻止了电极表面的电子转移。据报道，MBT在中性

介质中以MBT-的形式存在【101。因为MBT带负电荷与铁氰化钾的负电对相排斥，

所以Fe(CN)63捧电对不易在电极表面进行氧化还原，因此Au．MBT电极在铁氰化

钾溶液中几乎没有峰电流。
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E(V)

图3-3裸金电极(a)和组装电极(b)在BR与K3Fe(CN)6混合溶液中的循环伏安曲线

Fig．3-3 Cyclic voltammograms of the bare(a)and the modified gold electrode(b)in 0．04 mol·L-1

BR buffer solution(pH 7．00)containing 5×1 0一mol-r1 KaFe(CN)6． ．

3．3．3 Au．MBT电极与dsDNA的相互作用

。虽然组装电极在BR缓冲溶液中(pH=7．00)的循环伏安图没有明显的氧化还原

峰(图3—2)，但是它在BR缓冲溶液中的微分脉冲图却能够观察到一个明显的还原

峰，如图3．4所示，裸金电极在BR缓冲溶液中的还原峰(图3．4 A)比组装电极的峰

大很多(图3-4 B)我们发现组装金电极的峰电位与裸金电极的峰电位相比几乎完

全相同，说明在裸金电极和修饰电极上发生的是相同的氧化还原过程。

裸金电极在空白的BR缓冲溶液中峰电流最大，随着dsDNA浓度的增加，裸金

电极的峰电流逐渐降低，这可能是因为dsDNA吸附到裸金电极表面阻碍了电子转

移，然而，这种随着dsDNA浓度增加峰电流降低的现象是没有线性关系的，也就

是说这种吸附作用是没有规律的。

组装电极在BR缓冲溶液中(pH=7．oo)的峰电流比裸金电极的峰电流有明显的

降低，这种现象也表明MBT在金电极表面形成了单层膜，因此大大阻止了金电极

表面的电子转移。然而，与裸金电极不同的是，随着dsDNA浓度的增加峰电流也

逐渐增加并且符合线性规律(图3-4 B)。WangNJ；A[121ti：}t：,究"7巯萘剂组装金电极与

42

8

4

0

6

2

8

4

0

4

8

2

6

0

4

oo

2

6

0

2

2

2，，0

0

D

D

0一乏乏2

0

0

(v苫一一。一



青岛科技大学研究生学位论文

dsDNA相互作用的电化学行为。他们认为，巯萘剂是含有巯基的平面分子，它可

以在金电极表面形成Au-S键，平面的巯萘剂分子可以嵌插入dsDNA的小沟中形成

电子转移通道。而且，此种嵌插加速了金的电子转移速率。换句话说，dsDNA成

为了远程电子转移的媒介并且形成了DNA．媒介电子转移的结构。‘Whelan等人

瞄7J报道说MB'I’分子平面垂直结合于金电极表面。因此，MBT和巯萘剂一样也形成

了DNA一媒介电子转移的结构。长程的电子转移仅仅发生在双螺旋结构当中，当

．MBT嵌插入dsDNA后才能形成长程电子转移通道，因此，AmMBT可以选择性的

区分dsDNA和ssDNA。

2
硷
b
o
．予

E∞ ．

图34裸金电极和组装电极在不同浓度的dsDNA溶液中的微分脉冲曲线

Fig．3-4 The reductive peaks of gold on bare(A)and MBT modified Au electrode(B)at

different salmon sperm dsDNA concentrations：(a)O；(b)6．67×1 04；

(c)1．67×10’3；(d)3．33 x 10一；(e)5．00×10一g·L-1．

3．3．4离子强度对Au-MBT电极与dsDNA的相互作用的影响

当溶液中离子强度增加时，溶液中阳离子所带正电会和dsDNA的磷酸骨架
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所带负电抵消，这样就会减小dsDNA与其它物质的静电作用。因此，与dsDNA

静电结合的物质峰电流就会减少而对与dsDNA嵌插结合的物质峰电流几乎没有

影响【28‘。我们在实验中检测了离子强度对Au．MBT电极与dsDNA相互作用的影

响，在含有dsDNA的BR缓冲溶液中加入不同浓度的氯化钠溶液，当氯化钠浓度

在O．05到0．2 mol·L-1的浓度范围内变化时，组装金电极的微分脉冲电流和电位几

乎没有变化。因此，我们认为MBT与dsDNA是嵌插作用。

3．3．5 Au-MBT电化学传感器定量检测目标ssDNA

通过探针DNA与不同序列的目标DNA杂交检测电化学信号的方式研究了传

感器的选择性。图3．5表示了Au．MBT电极在ssDNA．A溶液(1)，ssDNA．A和

2．24×10帕mol·L-1ssDNA—B的混合溶液(2)，ssDNA．A和2．24×10由mol·L-1

ssDNA—C的混合溶液(3)，ssDNA．A和2．24×1 0哂mol·L-1 ssDNA．D的混合溶液

(4)，1．81×10～mol·L-1鲑鱼精ssDNA溶液(5)，1．81×10击mol·L-1鲑鱼精dsDNA

溶液(6)中的微分脉冲信号。在图中可以看出，只有探针ssDNA。A时几乎没有峰

电流信号，但是当探针与完全互补链的ssDNA-B杂交以后，因为MBT嵌插进了

杂交形成的dsDNA双螺旋结构中，所以峰电流明显增大。探针与三个碱基非互

补的ssDNA—C和一个碱基非互补的ssDNA．D杂交以后，峰电流信号与杂交以前

相比几乎没有变化，证明此电极具有很高的选择性。从图中不仅可以看出21个

碱基的ssDNA和dsDNA有明显不同的电流信号，也可以发现长链的鲑鱼精

ssDNA和dsDNA也有明显不同的电流信号，以此可以得出结论Au．MBT电极不

仅可以选择性的检测21个碱基的DNA同时也可以检测长链的DNA。
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图3-5组装电极在不同的DNA溶液中的微分脉冲曲线

Fig．3-5 The differential pulse voltammograms Oil MBT modified Au electrode in the solution of

ssDNA．A(1)，ssDNA．A plus 2．24×l 0击mol·r1 ssDNA．B(2)，ssDNA-A plus 2．24×10。6 mol·L-’

ssDNA．C(3)，ssDNA-A plus 2．24×10撕mol·L-1 ssDNA．D(4)，1．81×10’6mol·L-1 Salmon sperm

ssDNA(5)，and 1．81×10’6 mol-L-1 Salmon sperm dsDNA(6)．The concentration ofssDNA-A was

all controlled at 3．00×10-6m01．L一．

我们通过改变目标ssDNA的浓度研究了峰电流信号的变化与目标

ssDNA浓度的关系，峰电流信号表明了探针ssDNA与目标ssDNA的杂交程

度。从图3-6中可以看出，还原峰电流的增加(与空白相比)值与目标ssDNA

的浓度在1．59×10’8到2．40×10石m01．L．1范围内呈线性关系，相关系数为
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0．9987，线性方程为△ip。=0．1 634C+2．6062×10。8(C，mol·L-1；Aip。，A)，(30，n=

1 1)。

5

4

《 3

◇

、一’‘，
戡

话 2

a

a．0 0．5 1．0 孳．5 2，O 2．5

C(104mol／L)

图3-6目标ssDNA-B的浓度与组装电极的峰电流增加值的线性关系曲线

Fig．3-6 The concentration oftarget ssDNA—B VS the increase of cathodic

peak current Aipc on MBT modified Au electrode(the concentration

of probe ssDNA is 3．00×1 0击mol·L-1)．

3．3．6 Au．MBT电化学传感器的重现性和再生性

按相同方法同时组装三个Au．MBT电极，依次记为Au．MBT-1，Au．MBT-2

Au．MBT-3。分别将三个电极放入相同浓度的ssDNA．A和ssDNA．B的混合溶液中，

按上述步骤进行杂交，然后分别检测三个电极的电化学信号。检测结果的峰电流

和峰电位值列入了表3．1中，从检测结果可以得出结论，这三个电极的峰电流和

峰电位几乎没有变化，表明此种新型的传感器具有非常好的重现性。



表3．1三根组装电极在3．00×1酽m01．L-1 ssDNA-A与1．34×10巧mol·L-1 ssDNA．B杂交溶

液中的微分脉冲信号值

Table 3-1 Rf'sponses ofthree Au—MBT electrodes after DNA hybridization in the mixture

、
●

●

of3．00×10巧tool·L～ssDNA．A plus 1．34×0缶mol·L-1 ssDNA-B‘

Au—MBT-1

A L1．Ⅳ璐■2

Peak Currerlt(1 o一7A)Peak potential(V)

2．853

2．846

2．857

0．436

0．436

0．435

我们通过不断解掉杂交形成的dsDNA的双螺旋然后再杂交再解旋的方法来

检测Au．MBT电化学传感器的再生性，在十次检测／再生的循环过程中，峰电流

信号没有明显的变化，因此，此种电化学传感器可以反复多次用来检测目标

ssDNA。 ：

3．3．7 Au．MBT电化学传感器的稳定性 ．

将制备好的Au．MBT电化学传感器放入4。C的环境下保存，然后每隔一段

时间测定_‘次电化学信号，在一周之内，Au．MBT电化学传感器具有很好的稳定

性。第七天，峰电流信号降低到第一次测量的97．8％，一周以后，峰电流明显下

降。

3．4本章小结

在本章中通过自组装的方法制各了Au．MBT电极，并且通过扫描电镜和电化

学的方法对这种组装行为进行了表征，发现在金电极表面自组装形成了一层MBT

膜，接着考察了此种组装电极和dsDNA的相互作用。发现随着dsDNA浓度的增加

组装电极的还原峰电流也逐渐的增加，并且在一定范围内呈线性关系。峰电位和

裸金电极的相比几乎没有变化，表明在裸金电极和组装电极表面发生了同样的电

化学行为。

同样考察了此种组装电极和ssDNA的相互作用，没有发生峰电流的改变，表

明此电极可以用来制备传感器选择性的识别dsDNA和ssDNA。并且该传感器可以

用来定量的检测目标ssDNA，峰电流信号的不同表明了探针ssDNA与目标ssDNA

杂交程度的不同，微分脉冲曲线的还原峰电流的增加值与目标ssDNA的浓度在一

定范围内呈线性关系。因为Au．MBT具有很高的灵敏性，并且制备简便，价格低
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廉，稳定性好，可以重复利用等特点，因此此种传感器可以用来连续定量的检测

生物样品中的ssDNA。
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第四章二巯基苯并咪唑自组装金电极检测和

．识另lJssDNAfl,0电化学研究

4．1引言

本章中使用的二巯基苯并咪唑(MBI)与第三章中的MBT一样都是杂环类巯

基化合物，都具有在金电极表面形成稳定的自组装膜的特点。所以，本章用第三

章同样的方法研究了MBI组装的金电极作为工作电极制备的DNA电化学传感器。

同时我们又在第三章的基础上对实验进行了优化。

上章中因为电极表面已经固定了MBT，所以无法在电极表面固定探针DNA，

因此只能在溶液中引入探针和目标DNA使二者杂交，这样不利于实际样品的测

量。在本章中，我们引入了玻碳电极，首先在玻碳电极表面固定探针DNA，然后

通过杂交的方法使样品中的目标DNA选择性的识别出来，脱离样品基体。接着将

形成了dsDNA的玻碳电极在新的溶液中变性，使目标DNA进入新的溶液中，在此

溶液中加入足量的探针DNA，在合适的条件下，使两种DNA杂交，用MBI组装电

极进行检测，提高了选择性。具体的步骤如示意图4．1。和第三章一样，考察了离

子强度对组装电极与dsDNA丰fl互作用的影响，发现MBI与dsDNA发生了嵌插结合

作用。同时，峰电流信号与dsDNA浓度在一定范围内呈线性关系且信号不随

ssDNA浓度的变化而变化，表明了此种电极具有识别dsDNA和ssDNA的能力。
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GCE GCE

溶液1

+

溶液2

～八，、厂、厂、厂、：ss—DNA欠墨硝溆 ：ds．DNA ●：MBI

示意图4．1实验设计步骤图

Scheme 4—1 The process of experiment

4．2实验部分

4．2．1仪器和试剂

CHI 832B电化学分析仪(上海辰华仪器厂)；三电极系统：裸金电极或MBI

修饰的金电极作为工作电极，饱和甘汞(SCE)电极为参比电极，铂丝作为辅助

电极；BR(pH，7．oo)缓冲溶液(O．04 mol·L-1 CH3COOH+0．04 mol·L-1 H3P04+

0．04 tool·L-1 H3803)作为支持电解质。玻碳电极用来选择目标ssDNA-B。

MBI购于美国Belgium公司，乙基．(3．二甲基丙基)碳二亚胺盐酸(EDC，上海

源聚生物科技有限公司)：5 mmol·L-1；羟基丁二酰亚胺(NHS，中国医药(集团)上海

化学试剂公司)：8 mmol·L～；鲑鱼精dsDNA(10 mg mL-1，彳260／A280>1．8，上海华

舜生物工程有限公司)；21个碱基的探针ssDNA(ssDNA—A)，目标ssDNA

C一，DlrhE一俺卜+一NS一}H一斟

—●■■■■■



基丁同体电极修饰的DNA电化学生物传感器研究

(ssDNA．B)，与探针ssDNA有四个碱基非互补的(ssDNA—C)，碱基序列如下：

ssDNA—A：5'-GAG GAGTTGGGG GAGCAC ATT-3’；

ssDNA-B：5'-AAT GTGCTC CCCCAA CTC CTC-3’：

ssDNA．C：5’．AAT GTC CTC TCC CGA CTT CTC．3’．

4．2．2制备和表征二巯基苯并咪唑组装金电极(Au—MBI)

将裸金电极在Piranha溶液．(30％H202与浓H2S04的混合溶液，体积比为3：7)

中浸泡5 rain，然后依次用无水乙醇和二次蒸馏水各超声清洗1 min，接着用0．05 pan

的氧化铝抛光，在O。1 m01．L-1的硫酸溶液中循环伏安扫描，达到稳定的扫描图形

取出，处理好的电极浸入0．1 mol·L_1 MBIT__,醇溶液中组装36dx时形成Au-MBI自组

装膜，然后将组装好的电极在BR缓冲溶液(pH=7．oo)中、O．0枷．8 V电位范围内用

100 mV·s-·的速度进行循环伏安扫描以去除化学吸附的物质。用上述同样的方式

依次组装三根电极。

我们通过分别记录组装前后的电极在BR缓冲溶液和BR缓冲溶液与2．5 x 10‘4

mol·L-1铁氰化钾溶液中循环伏安曲线的方法，表征了金电极组装前后的差别。证

明了此种组装方法的可行性。

4．2．3制备和表征玻碳电极

裸玻碳电极依次用1．0 jam，0．3 pm和0．05 I．tm的氧化铝粉进行抛光，然后用蒸

馏水超声，用1．×l 0一mol·L-1K3Fe(CN)6溶液表征电极的抛光程度。将已经抛光好

的电极在50 mmol·L一，pH 7．40的磷酸缓冲溶液中恒电位(+0．50 V)氧化1 min，然

后用大量二次水冲洗电极表面。取20此EDC和NHS按1：1的比例混合的溶液滴于

倒置的玻碳电极表面。待电极表面的混合液在红外灯下烘干后，用二次水多次冲

洗电极。然后将20 lxL ssDNA．A均匀地滴于活化后的玻碳电极表面，电极在红外

灯下烘干后，将其用二次水和Tris．HCl溶液(pH 7．O)冲洗片刻，以除去吸附的

DNA探针。将ssDNA—A修饰的玻碳电极同样用上述K3Fe(CN)6表征。

ssDNA．A修饰的玻碳电极浸入包含ssDNA．B或ssDNA—C的O．1 mol·L-1 NaCl溶

液中，在40 oC下搅拌杂交50 min，然后将电极拿出用二次水冲洗片刻以除去吸

附的ssDNA．B或ssDNA．C。将杂交以后形成的dsDNA修饰的玻碳电极也用同样的

KaFe(CN)6溶液表征。

4．2．4不同DNA在巯基苯并咪唑修饰金电极上的电化学行为

(1)dsDNA电化学行为：以巯基苯并咪唑修饰的金电极为工作电极，SCE为

参比电极，铂丝电极为辅助电极，在O．04 mol-L-1 pH=7．00的BR溶液中采用微
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分脉冲伏安法(DPV)检测，微分脉冲的条件为：初始电位为1．OV，终止电位为0

V，间隔时间为2 s，然后向混合溶液中依次加入不同浓度的dsDNA，在上述条

件下得到加入dsDNA后的微分脉冲伏安曲线。

‘(2)ssDNA电化学行为：以组装好的金电极为工作电极，SCE为参比电极，

铂丝电极为辅助电极，在0．04 tool·L-1 pH=7．00的BR溶液中依次加入不同浓度

的ssDNA．A，采用微分脉冲伏安法OPV)检测，检测条件同上。 j
．

(3)ssDNA—A杂交以后的电化学行为．：向从玻碳电极上解下来的含有

ssDNA。B的0．1 tool·L-1的氯化钠缓冲溶液中加入ssDNA．A，将巯基苯并咪唑修饰

后的金电极浸入此溶液寸。．在40 oC+下搅拌反应50 rain。杂交以后的检测和dsDNA

的检测相同。

4．2．5检测目标ssDNA．B

将ssDNA—A修饰的玻碳电极与不同浓度的ssDNA．B杂交，杂交以后形成的

dsDNA修饰电极浸入90 oC的热的O．1 mol·L-1 NaCl溶液中1 rain，然后再迅速将电

极浸入冷的NaCl溶液中，这样ssDNA-B全部被定量转入了热的和冷的NaCl溶液

中，将热的和冷的NaCl溶液混合，向混合溶液中加入1．8×10‘6 mol·L．1 ssDNA．A，

在40 oC下搅拌杂交50 min，将修饰好的Au．MBI电极插入杂交好的溶液中，通过

记录微分脉冲曲线表明MBI嵌插入了杂交形成的dsDNA的碱基对中。。

4．2．6离子强度对dsDNA与Au．MBI自组装电极相互作用的影响

以组装好的金电极为工作电极，SCE为参比电极，铂丝电极为辅助电极，在

0．04 tool·L-1 pH=7．00的BR和dsDNA溶液中，加入不同浓度的氯化钠溶液，然

后采用微分脉冲伏安法(DPV)检测，微分脉冲的条件：初始电位为+1．O V，终止

电位为O V，间隔时间为2 s。随着氯化钠溶液浓度的增加，得到一系列DPV曲

线。

4．3结果与讨论

4．3．1玻碳修饰电极的电化学表征

本实验通过Fe(CN)63"／Fe(CN)64"氧化还原电对作为探针表征了玻碳修饰电极，

因为它代表了一个简单的、电化学可逆的单电子氧化还原电对【l】，分别用未固定

ssDNA的裸玻碳电极，固定了ssDNA．A的玻碳电极，固定了ssDNA．A且与其互

补ssDNA—B杂交了的玻碳电极和杂交完以后又变性的玻碳电极为工作电极，于

O．01 tool‘L叫的KCl溶液中记录1．00 x10。3 tool·L以的K3Fe(CN)6的循环伏安曲线，
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如图4．1所示。从图中看到，，固定了ssDNA．A的玻碳电极(c)和固定了ssDNA—A

且与其互补ssDNA．B杂交了的玻碳电极(b)测得Fe(CN)63"／Fe(CN)64。电对的氧化还

原峰电流均比裸玻碳电极(a)的明显减小。这是由于DNA分子带负电，固定到电

极表面的DNA分子对带负电荷的Fe(CN)63"／Fe(CN)64。电对具有静电排斥作用，减

慢了Fe(CN)63"／Fe(CN)4‘在电极上的电化学反应，一从而使其氧化还原峰电流均减

小。比较固定了ssDNA．A和固定了ssDNA．A且与其互补ssDNA．B杂交了的玻碳

电极，后者氧化还原电流减小的更为明显，这是由于后者经杂交后电极表面DNA

的量更大，从而对Fe(CN)63"／Fe(CN)64-电对有更强的静电排斥作用而致。固定了

ssDINA'-A(c)．和杂交完以后又变性的玻碳电极(d)几乎具有相同的

Fe(eN)63"／Fe(CN)64"氧化还原峰电流，此种现象表明变性以后的电极上只有

ssDNA．A，杂交的ssDNA．B全部被转移到了溶液中。

E(V)

图4—1不同的玻碳电极在K3Fe(CN)6溶液中的循环伏安曲线图

Fig．4-1．The CV curves of K3Fe(CN)6 on different electrodes

(a)Bare GCE；(b)ssDNA-A modified GCE which had been hybridized

with 5．3×10～mol·L。1 ssDNA-B(c)ssDNA．A modified GCE

(d)denatured modified GCE in 1．00×1 0一tool·L～K3Fe(CN)6
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从上图中可以得出结论，用玻碳电极可以从样品中选择性提取目标ssDNA．B

并且可以通过解链的方式将目标ssDNA．B定量转移到新的溶液中。

4．3．2 Au．MBI电极的电化学表征

’

巯基和含硫化合物易于在金电极表面形成一种非常稳定和有序的自组装膜

【2】。MBl是一种含巯基的杂环化合物，它可以通过Au．S键稳定的结合在金电极表

面。MBI自组装金电极已经应用于尿酸的检测13j和Hg(II)的检测14J。

在本文中，我们用MBI自组装金电极构建了一种新型的传感器。图4．2考察

了裸金电极和MBI自组装金电极在缓冲溶液中的电化学行为。从图中可以看出，

组装电极的峰电流明显减低，这表明MBI已经组装在了金电极表面并且这层组装

膜有效的阻碍了电极表面的电子转移。此现象与文献报道的完全符合15J。为了更

好的证明组装行为，我们进一步研究了两种电极在K3[Fe(CN)6】溶液中的循环伏安

行为。如图4．3所示，(a)和(b)分别为裸金电极和组装电极在O．04 mol·L-1 BR(pH

=7．00)和2．5×104tool·L-1 K3Fe(CN)6．混合溶液中的循环伏安曲线。从图中可以

看出，裸金电极存K3[Fe(CN)6】溶液中有一对可逆的氧化还原峰而组装电极几乎没

有峰，表明组装膜抑制了Fe(CN)63谗在电极表面的氧化还原。据报道，在中性溶

液中，MBI以硫醇盐的形式存在f6】，提供负电荷，此种负电荷与Fe(CN)6孓辟相互

排斥，因此阻止了Fe(CN)6M在电极表面的氧化还原，使峰电流明显降低。
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E(V)

图4．2裸金电极(a)和组装电极(b)在BR缓冲溶液中的循环伏安曲线

Fig．4-2 Cyclic voltammograms ofthe bare(a)and the modified gold electrode(b)in O．04

mol·L-1BR buffer solution at pI{7．00．
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E(V)

图4—3裸金电极(a)和组装电极(b)在BR与K3Fe(CN)6混合溶液中的循环伏安曲线

Fig．4-3 Cyclic voltammograms ofthe bare(a)and the modified gold electrode Co)in 0．04 mol·L-1

BR buffer solution(pH 7．00)containing 2．5×1 0’4 mol·r1 K3Fe(CN)6
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4．3．3 dsDNA与Au．MBI相互作用的电化学行为

图4-4中A部分是裸金电极在不同浓度的dsDNA溶液中的DPV曲线，B部

分是Au．MBI电极在不同浓度的dsDNA溶液中的DPV曲线。A部分中的最高峰

是由裸金电极在dsDNA的浓度为零的pH=7．00的BR缓冲溶液中产生的峰，并

且这个峰的出峰电位与图4．4中B部分峰的出峰电位基本相同，这说明在裸金电

极表面和巯基苯并咪唑自组装金电极表面发生的是同一种氧化还原过程，我们推

测为：

-3e
．．AU；；±AUj十

+3e

我们将Au．MBI电极产生的还原峰与裸金电极产生的还原峰进行比较，发现

Au．MBI电极产生的还原峰远远低于裸金电极产生的还原峰，这更进一步证明了巯

基苯并咪唑已经组装在了金电极表面，并且证明自组装金电极表面的巯基苯并咪

唑单分子层阻碍了金电极表面的电子转移。

在同样的实验条件下，裸金电极表面的还原峰随着dsDNA浓度的增加而减

小。此结果表明dsDNA本身不能够加速电子的转移速率，相反由于金电极表面吸

附了dsDNA而阻碍了电子的转移，但是这种吸附是非特异性的，峰电流值的减小

与dsDNA浓度的增加在一个宽的浓度范围内是不呈线性的。与此相反，在不存在

dsDNA的情况t用组装电极测的峰电流最小，随着dsDNA浓度的增加，峰电流
逐渐增加，并且增加值与dsDNA浓度呈线性关系。我们认为，MBI中的平面芳香

基团嵌插入了dsDNA的小沟中，使dsDNA作为一种电子转移的通道引起峰电流的

增加。dsDNA浓度越大，电子转移的通道越多，峰电流越大。

由于上述原因，裸金电极不适合用来检测dsDNA的浓度。Au．MBI电极的空

白值非常低并且它的还原峰电流随着dsDNA浓度的增加呈有规律的增大，所以

Au—MBI电极适合用来检测dsDNA的浓度。
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图4_4裸金电极和组装电极在不同浓度的dsDNA溶液中的微分脉冲曲线

Fig．4-4 The reductive peaks of gold on bare(A)and MBI modified Au

electrode(B)at different salmon sperm dsDNA concentrations：

(a)0；(b)6．67×10。4；(c)1．67×10‘3；(d)3．33×10。3，

(e)5．00×10。g'L一．

4．3．4裸金电极和自组装金电极与ssDNA相互作用的电化学行为

在上述相同的实验条件下我们做了裸金电极和Au—MBI电极与ssDNA浓度关

系的实验。在不存在ssDNA的空白缓冲溶液中，裸金电极的峰电流最大，组装电

极峰电流很小，这是因为组装膜阻碍了电子转移。随着ssDNA浓度的增大，用

Au—MBI电极检测的还原峰电流基本没有发生变化，这是因为ssDNA的单链结构

不能形成电子转移通道，所以不能加速电子转移；同时ssDNA的吸附作用减弱电

子转移的效力与自组装膜的减弱效应相比可以忽略，所以ssDNA也几乎没有降低

电子转移的能力。

但是随着ssDNA浓度的增大，用裸金电极检测的还原峰电流逐渐减小，而峰

电位几乎没有变化，这是因为ssDNA与dsDNA一样也能够吸附在金电极表面，

但是这种吸附是非特异性的，因此裸金电极峰电流值的减小是没有规律性的。

Au-MBI电极在含有ssDNA．A或ssDNA—B的pH=7．00的BR缓冲溶液中都

没有微分脉冲伏安还原峰电流的变化。但是当在pH=7．00的BR缓冲溶液中加
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入杂交以后形成的dsDNA就有还原峰的升高现象，并且峰电流值的变化和目标

ssDNA浓度在一定范围内呈线性关系。这些证明dsDNA和ssDNA在自组装电极

表面具有不同的电化学性质。所以说明Au．MBI电极可以用于dsDNA的检测，

还可以用于对杂交ssDNA的检测。

4．3．5离子强度对dsDNA与Au．MBI相互作用的影响

我们研究了离子强度对dsDNA与Au．MBI相互作用的影响。当溶液中离子强

度增加时，溶液中的阳离子所带的正电荷与核酸上的磷酸骨架带的负电荷相互抵

消，如果dsDNA与Au．MBI之间是静电作用，那么随着离子强度的增加，峰电流

会逐渐降低。如果是嵌插作用，峰电流就不会有变化17]。在本实验中，随着NaCl

浓度的增加，DPV信号基本没有变化。从而证明dsDNA与Au．MBI之间是嵌插作

用。

4．3．6 Au-MBI电化学传感器定量检测目标ssDNA

我们用Au．MBI电极构建了一种新型的电化学传感器，并且用它定量的检测了

目标ssDNA．B。前一章我们用Au．MBT电极检测了目标DNA，正如本章引言中所

说，由于Au-MBT电极在实际样品测定中的局限性，我们改变生产工艺，用一种

新的方法检测了目标ssDNA，具体步骤见示意图4—1。

由于探针和目标DNA杂交以后形成了双链结构，所以杂交以后峰电流升高并

且目标DNA浓度越大峰电流升高得越多，．峰电流的增加值表明了杂交的程度。如

果目标DNA和探针不互补就不能形成双链结构，峰电流就不会增加，以此来证明

此种传感器的选择性。图4．5中给出了Au．MBI电极在不同溶液中的DPV曲线，(】．)

为探针ssDNA．A溶液(2)为ssDNA．A与2．24 x 1 0。6 mol·L-1互_{}[-ssDNA．B的杂交溶

液(3)为ssDNA-A与2．24×10～mol·L-1非互牵['ssDNA．C的杂交溶液(4)为ssDNA—A

与2．65×10。1mol·L-1互补ssDNA．B的杂交溶液。从图中可以看出，在探针ssDNA-A

溶液中几乎没有峰，这是因为ssDNA不能和MBI发生嵌插作用，因此也不能形成

电子转移通道。在ssDNA—A与非互李I'ssDNA．C的杂交溶液中具有和探针ssDNA—A

溶液中相同的现象，这是因为ssDNA．A与ssDNA—C非互补不能杂交形成双链结构。

相反，在(2)和(4)图中峰电流明显增加，这是因为杂交以后形成了双螺旋结构。

并且比较(2)和(4)图发现ssDNA．B浓度越大峰电流越大。基于这种现象考察了

SSDNA．B浓度与峰电流变化的关系，如图4—6所示，ssDNA．B浓度在1．32×10嗡和

1．59×10。6 mol·L-1的浓度范围内，峰电流的增加值与DNA浓度呈线性关系，相关

系数为0．9922，检测限为4．58×10一mol·L-1。
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图4．5组装电极在不同的DNA溶液中的微分脉冲曲线

Fig．4-5 The differential pulse voltammograms on MBI modified Au electrode in the solution of

ssDNA-A(1)，ssDNA-A plus 1．06×1 0。6 mol·L-1 ssDNA．B(2)，ssDNA．A plus 1．06×1 0石mol·L『1

．ssDNA-C(3)ssDNA-A plus 2．65×1 0～mol·L-1 ssDNA．B(4)
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图4．6目标ssDNA．B的浓度与组装电极的峰电流增加值的线性关系曲线

Fig．4-6 The concentration of target ssDNA VS the increase ofcathodic peak

current Ai on MBI modified Au electrode(the concentration of

probe ssDNA is 1．8×10击mol·L-1)

4．4本章小结

受第三章的启发，在本章中通过自组装的方法制备7Au．MBI电极，并且通过

电化学的方法对这种组装行为进行了表征，发现在金电极表面自组装形成了一层

MBI膜，接着考察了此种组装电极和dsDNA的相互作用。发现随着dsDNA浓度的

增加组装电极的还原峰电流也逐渐的增加，并且在一定范围内呈线性关系。峰电

位和裸金电极的相比几乎没有变化，表明在裸金电极和组装电极表面发生了同样

的电化学行为。

同样考察了此种组装电极和ssDNA的相互作用，没有发生峰电流的改变，表

明此电极可以用来制备传感器选择性的识别dsDNA和ssDNA。并且该传感器可以

用来定量的检测目标ssDNA，峰电流信号的不同表明了探针ssDNA与目标ssDNA

杂交程度的不同，微分脉冲曲线的还原峰电流的增加值与目标ssDNA的浓度在

1．32×10喵和1．59×10曲mol·L．1的浓度范围内呈线性关系。本章最大的创新点是，
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通过在玻碳电极上固定探针DNA的方法选择性的提取样品中的目标DNA，然后通

过变性的方法将目标DNA转移到新的溶液中，使目标与探针DNA在新溶液中杂

交，然后用Au．MBI电极进行定性和定量检测，此种方法有很高的灵敏性，并且制

备简便，价格低廉，’稳定性好，选择性高，有望应用于实际样品的检测。
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结论

本论文分别用玻碳电极和金电极为基体发展了三种不同的DNA电化学传感

器，基于玻碳电极的传感器以镉配合物为指示剂，通过配合物电信号的变化检测

目标DNA；基于金电极的是无指示剂的传感器。主要结论如下：

一、合成了配合物硝酸二水·双N-(2一毗啶甲基)苯甲酰胺合镉(II)(简称为

[CdL2]2十)，通过X．单晶衍射法测定了配合物的结构，用电化学和荧光的方法研

究了此配合物与dsDNA的相互作用机理。结果表明[cdL2】2+在玻碳电极上有很好

的电化学活性并且与dsDNA发生了嵌插结合作用。在O．2 tool·L-1 NaAc．I-Ihc(pH

7．02)介质中，【CdL2]z+与dsDNA形成的复合物的结合比为2：1，结合常数为25．56

Lla．mol_化。以[CdL2]2+为指示剂制备了一种新型检测乙肝病毒(HBV)的电化学

传感器。将21个碱基序列的HBV单链寡核苷酸(HBV．ssDNA)通过共价键合

作用固定到玻碳电极上，与其互补序列单链DNA进行杂交，杂交信号通过微分

脉冲的方法(DPV)进行表征。此DNA传感器对目标HBV．ssDNA的检测线性

范围为1．01×10一～1．62×10一mol·L-1，线形相关系数为0．9962(n=6)，检测限为

7．19×10一tool·L一(30，n=11)。

二、发展了两种新型的用2一巯基苯并噻唑(MBT)和2．巯基苯并咪唑(MBI)

自组装金电极检测目标ssDNA的电化学生物传感器。因为MBT和MBI可以嵌

插入dsDNA的双螺旋之中，所以可以用Au．MBT和Au．MBI两种电极选择性的

区分ssDNA和dsDNA，通过循环伏安的方法预先表征了Au．MBT和Au—MBI两

种电极的组装情况。在含有过量的探针ssDNA和适量的目标ssDNA的杂交溶液

中，以组装电极为工作电极通过DPV表征了DNA的杂交情况。发现目标ssDNA

的浓度与还原峰电流有一定的线性关系。利用Au．MBT检测时，此传感器对目标

ssDNA的检测范围为1．59 x 10。8~2．4×10‘6mol·L-1，检测限为2．38×10。9 m01．L-l

(30，n 2 1 1)。Au—MBT电极具有很好的重现性和再生性，在10次检N／再生的循

环过程中，峰电流信号没有明显的变化。利用Au．MBI检测时，此传感器对目标

ssDNA的检测范围为1．32×10一～1．59×10石mol·L-1，检测限为4．58×10一m01．L_l。

这两种传感器制各方便，价格低廉，在连续和定量检测实际的生物样品中目标

ssDNA方面具有很大的发展潜力。



青岛科技大学研究生学位论文

致谢

本论文是在导师张书圣教授的精心指导下完成的，导师严谨求实的治学态度

和对事业的执着追求精神使我深受感动，并将受益终生。

求学期间，在学习、工作和生活诸方面都得到导师的关心和帮助。在此，谨

向张书圣老师表示深深的谢意。

论文完成期间李峰教授、张晓茹副教授、李雪梅副教授等老师给予了我热心

的指导和帮助，在此真诚的感谢他们。

感谢鞠恒强、刘楠、顾姗姗同学及实验室其他同学的关心、帮助和支持!

最后感谢我的父母多年来在生活上和精神上给予我的无私的支持和帮助，感

激之情溢于言表，我会倍加努力不辜负他们的希望!

谨向所有关心和帮助过我的老师、同学表示最真挚的感谢!

本课题承蒙国家自然科学基金资助，特致殷切谢意。

67



基丁同体电极修饰的DNA电化学生物传感器研究

附录：攻读硕士学位期间发表的论文目录

1．Shusheng Zhang幸，Qianqian Tan，Feng Li，Xiaoru Zhang

Hybridization biosensor using diaquabis[N-(2．．pyridinylmethyl)Lenzamide-∥N,O]．．cadmium(II)

dinitrate签a new electroactive indicator for detection of human hepatitis B virus DNA，

Sensors and Actuators B，2007，124：290～296(艄．331)

2．Shusheng Zhang幸，Qianqian Tan，Xuemei Li，Feng Li

Recognition and detection ofssDNA using 2-mercaptobenzothiazole self-assembled monolayer

modified gold electrode，

Sensors and Actuators B，2008，128：529-,-535(IF=2．331)


	封面
	文摘
	英文文摘
	声明
	第一章前言
	1.1 DNA的组成、结构及其变性与复性
	1.1.1 DNA的组成
	1.1.2 DNA的结构
	1.1.3 DNA的变性与复性

	1.2.小分子化合物与DNA的作用方式
	1.2.1非共价结合
	1.2.2共价结合
	1.2.3剪切作用

	1.3 DNA与小分子作用的研究方法
	1.3.1电化学法
	1.3.2光谱法
	1.3.3序列凝胶电泳及足印迹分析技术
	1.3.4 X-射线晶体衍射分析法
	1.3.5粘度法
	1.3.6其它方法

	1.4 DNA电化学生物传感器的研究
	1.4.1 DNA电化学生物传感器的基本结构
	1.4.2 DNA电化学生物传感器的原理
	1.4.3 ssDNA的固定方法
	1.4.4杂交指示剂的分类

	1.5 DNA电化学生物传感器的应用与展望
	1.5.1 DNA电化学生物传感器的应用
	1.5.2 DNA电化学生物传感器的前景展望

	1.6立题依据
	参考文献

	第二章硝酸二水·双N-(2-吡啶甲基)苯甲酰胺合镉(Ⅱ)与DNA相互作用的机理及DNA电化学传感器的研究
	2.1引言
	2.2实验部分
	2.2.1仪器与试剂
	2.2.2配合物[CdL2]2+的合成
	2.2.3 [CdL2]2+与dsDNA相互作用的荧光光谱研究
	2.2.4 [CdL2]2+与dsDNA相互作用的电化学行为
	2.2.5 DNA电化学生物传感器的制备
	2.2.6修饰后玻碳电极上DNA的杂交
	2.2.7指示剂的嵌入
	2.2.8电化学测定

	2.3结果与讨论
	2.3.1配合物的结构
	2.3.2[CdL2]2+与dsDNA相互作用的荧光光谱研究
	2.3.3[CdL2]2+与dsDNA相互作用的电化学行为
	2.3.4 pH对[CdL2]2+与dsDNA相互作用的影响
	2.3.5反应时间对[CdL2]2+与dsDNA相互作用的影响
	2.3.6扫速对[CdL2]2+与dsDNA相互作用的影响
	2.3.7[CdL2]2+与dsDNA相互作用的结合比n及结合常数
	2.3.8 DNA电化学传感器的选择性
	2.3.9定量检测目标ssDNA

	2.4本章小结
	参考文献

	第三章二巯基苯并噻唑自组装金电极检测和识别ssDNA的电化学研究
	3.1引言
	3.2实验部分
	3.2.1仪器
	3.2.2试剂
	3.2.3制备和表征二巯基苯并噻唑自组装金电极(Au-MBT)
	3.2.4检测目标ssDNA
	3.2.5 Au-MBT电极的重现性，再生性和稳定性
	3.2.6离子强度对dsDNA与Au-MBT自组装电极相互作用的影响

	3.3结果与讨论
	3.3.1 MBT组装金电极的表面特征
	3.3.2 MBT组装电极的电化学行为
	3.3.3 Au-MBT电极与dsDNA的相互作用
	3.3.4离子强度对Au-MBT电极与dsDNA的相互作用的影响
	3.3.5 Au-MBT电化学传感器定量检测目标ssDNA
	3.3.6 Au-MBT电化学传感器的重现性和再生性
	3.3.7 Au-MBT电化学传感器的稳定性

	3.4本章小结
	参考文献

	第四章二巯基苯并咪唑自组装金电极检测和识别ssDNA的电化学研究
	4.1引言
	4.2实验部分
	4.2.1仪器和试剂
	4.2.2制备和表征二巯基苯并咪唑组装金电极(Au-MBI)
	4.2.3制备和表征玻碳电极
	4.2.4不同DNA在巯基苯并咪唑修饰金电极上的电化学行为
	4.2.5检测目标ssDNA-B
	4.2.6离子强度对dsDNA与Au-MBI自组装电极相互作用的影响

	4.3结果与讨论
	4.3.1玻碳修饰电极的电化学表征
	4.3.2 Au-MBI电极的电化学表征
	4.3.3 dsDNA与Au-MBI相互作用的电化学行为
	4.3.4裸金电极和自组装金电极与ssDNA相互作用的电化学行为
	4.3.5离子强度对dsDNA与Au-MBI相互作用的影响
	4.3.6 Au-MBI电化学传感器定量检测目标ssDNA

	4.4本章小结
	参考文献

	结论
	致谢
	附录：攻读硕士学位期间发表的论文目录



