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摘　要　电化学 DNA生物传感器因快速、灵敏、低耗和易于操作等优点在基因序列测定中受到了广泛

的关注 ,已逐渐成为分子生物学和生物技术研究的重要领域。具有电活性的小分子和纳米材料因它们独特

的性质 ,已被应用于电化学 DNA生物传感器中。本文介绍了电化学 DNA生物传感器的基本概念和分类 ,综

述了近年来电活性小分子和纳米材料在电化学 DNA生物传感器中的应用进展 ,并对此领域的未来发展做了

展望。
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Abstract 　Owing to the advantages of high sensitivity , rapid response , easy handling and low cost , the

electrochemical DNA biosensor has received much attention in the field of genic sequence detection and has gradually

become an important field in the study of molecular biology and biological research. Electroactive molecules and nano

materials have been applied to the electrochemical DNA biosensors because of their special properties. Here ,the principle

and classification of the electrochemical DNA biosensors are introduced ,and the applications of electroactive molecules

and nano materials in electrochemical DNA biosensors in recent years are reviewed. A prospect for the future development

in this field is also briefly given.
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DNA作为一种十分重要的生物大分子 ,是遗传

信息的载体 ,基因表达的物质基础。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 ,
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但这需要多学科的参与以及发展一些新的理论和新

的研究手段。

电化学分析技术因在快速、灵敏、简便、无毒、低

成本和活体检测应用等方面具有无可比拟的优势 ,

使其在临床病理诊断、环境检测、药物分析等领域日

益受到重视和关注[1 ,2 ]。DNA的电化学研究始于 20

世纪 60 年代 ,早期的工作主要集中于 DNA的基本

电化学行为的研究[3 ]。随着极谱学的发展 ,其它电

分析化学方法也用于 DNA的研究 ,其范围已经扩大

到 DNA的结构和形态、DNA探针及传感器的研究。

生物传感器是指用固定化的生物材料或生物体

本身作为敏感元件的传感器。若以 DNA或 DNA辅

材为敏感元件 ,电化学电极为信号转换器 ,以电势或

电流等为特征检测信号的生物传感器就是电化学

DNA生物传感器。这是近年来发展迅速、颇为新颖

的一类生物传感器。因具有灵敏度高、便捷快速、不

破坏样品、不受溶液颜色影响、便于微型化等优点 ,

已成为人们关注的一个热点领域 ,具有很大的研究

和应用价值。本文就电化学 DNA生物传感器的有

关进展做一综述。

1　电化学 DNA生物传感器基本原理

两条来源不同的单链 DNA分子如果完全互补 ,

则可以通过氢键特异性结合而形成双螺旋结构 ,这

就是 DNA分子的杂交。由于单链 DNA与其互补靶

系列杂交具有高度的序列选择性 ,若将该单链 DNA

修饰在电极上 ,则该修饰电极具有极强的分子识别

功能。即在适当的温度、酸度、离子强度下 ,电极表

面的 DNA探针分子能与靶序列选择性地杂交 ,形成

双链 DNA ,从而导致电极表面结构的改变。根据杂

交前后电极上单链 DNA和双链 DNA的性能差异 ,

采用电化学的方法把识别结果转化为可测的电信

号 ,从而实现对 DNA结构的识别和浓度的测定 ,这

就是电化学 DNA生物传感器的工作原理[4 ]。

可检测的电化学信号 ,可以是由检测体系中不

同的物质发生氧化还原所形成的。电化学检测

DNA可以分为直接检测和间接检测。直接检测的

依据在于 DNA与电极表面存在直接电子转移 ,而且

DNA的一些组分包括碱基和核糖在一定电势窗口

下也是有电化学活性的。如 DNA分子中鸟嘌呤发

生氧化还原反应时不破坏氢键 ,因此可以利用 DNA

分子本身电信号的变化来进行检测。间接检测则是

通过外加入的一些氧化还原媒介来实现电子传递 ,

借助于这些与 DNA选择性结合的有电化学活性的

指示剂来进行杂交检测。这些有电化学活性的指示

剂 (杂交指示剂)可以是具有电活性的小分子物质 ,

也可以是一些具有电活性的纳米材料。由于直接检

测方法一般需要在 DNA本身的结构中含有电化学

活性的基团 ,这在一定程度上限制了该类传感器的

拓展应用。而间接检测法因其可供选择的杂交指示

剂种类很多 ,应用范围广泛 ,近年来得到了长足发

展。下面就间接检测法中采用的两类杂交指示剂在

电化学 DNA生物传感器研究方面的应用进展进行

介绍。

2　电活性小分子在电化学 DNA生物传感器

中的应用

　　根据电活性小分子在电化学 DNA生物传感器

中引起的电化学信号变化的原理不同 ,可将其分为

两类 :一类是以非标记型电活性小分子杂交指示剂

作为识别元素 ;另一类是将具有电活性的小分子标

记在 DNA探针上 ,利用杂交前后探针上小分子的氧

化还原电流的变化进行 DNA检测。

211　非标记型杂交指示剂作为识别元素

具有电活性的杂交指示剂与单链 DNA和双链

DNA以不同的结合能力或结合方式相互作用 ,它对

双链 DNA 比对单链 DNA 有更高的特异性结合能

力 ,可用来有效地区分单链 DNA和双链 DNA。一般

地说 ,双链 DNA与指示剂的相互作用为静电作用和

内部疏水作用 ,而单链 DNA主要是静电作用[5 ]。目

前使用的非标记型杂交指示剂主要包括有机染料、

荧光素和药物小分子等。

有机染料和具有强荧光性质的有机化合物是常

见的一类电化学杂交指示剂。这类化合物一般都具

有较大的蒽式刚性平面 ,并带有 —OH、 O 、

NH 、 N 等电化学活性基团。目前常见的染

料类杂交指示剂有灿烂甲酚蓝、亚甲基蓝、麦尔多拉

蓝和吖啶酮衍生物等。Jiao 等[6 ]运用电化学方法研

究了灿烂甲酚蓝与 DNA的相互作用 ,DNA的加入使

得灿烂甲酚蓝原有的氧化还原峰电流降低 ,峰电位

负移 ,此为二者在试验条件下生成了一种非电化学

活性的超分子化合物所致。该方法可用于 DNA浓

度的检测 , 其线性范围为 810 ×10
- 7 —610 ×

10 - 5 molΠL。Ozsoz等[7 ]采用计时电位法和差示脉冲

伏安法对亚甲基蓝与固定在碳糊电极上的小牛胸腺

DNA的结合进行了研究 ,结果表明亚甲基蓝是一种

DNA生物传感器的有效电活性杂交指示剂。Lin

等[8 ]采用亚甲基蓝作为杂交指示剂 ,对与慢性脊髓
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性白血病相关的 182碱基 DNA (CML DNA)序列进行

了伏安测定 ,固定在玻碳电极表面的单链 DNA可以

选择性地与溶液中互补的 CML DNA结合 ,从而使得

作为杂交指示剂的亚甲基蓝的峰电流有了显著的增

大 ,并用于 DNA 浓度的测定 ,在 1125 ×10 - 7 —6175

×10
- 7

molΠL范围内呈线性关系 ,检测限为 519 ×

10
- 8

molΠL。
作为杂交指示剂的药物小分子大多属于蒽环霉

素家族的成员 ,典型的有道诺霉素和阿霉素等。这

类化合物由一个平坦的疏水四环素环和一个六碳氨

糖组成 ,二者之间通过糖苷键相连。在生理条件下 ,

这类化合物都带有正电 ,与 DNA作用时 ,分子碳环

部分通过嵌插模式作用于 DNA螺旋结构中的碱基

对 ,而氨糖部分与 DNA外围的磷酸骨架发生静电作

用[9 ]。Hashimoto等[10 ]利用这种杂交指示剂进行电

化学基因检测 ,发现可以通过电活性小分子道诺霉

素峰电位的移动 ,很好地区分双链和单链 DNA ,并

且其电流密度相当高 ,可检测到10
- 8

gΠml的靶基因

序列。Pariente 等[11 ]用 3 ,42DHS和 2 ,52DHS这两个

含有平面芳环的化合物作为杂交指示剂 ,相比较单

链 DNA ,它们能更有效地结合双链 DNA。光谱表征

了这两种化合物均可与双链 DNA的小沟结合 ;电化

学测试表明 3 ,42DHS 聚集在双链 DNA层。该法可

用来检测DNA浓度 ,在 819—2212μmolΠL范围内呈线
性关系 ,检测限为 813±014μmolΠL。
二茂铁是优良的电媒介体 ,我们以聚噻吩Π二茂
铁作为探针指示剂 ,将已知的带巯基的单链 PNA片

段固定于修饰电极上。因 PNA缺少磷酸骨架 ,不能

吸附带正电荷的聚噻吩Π二茂铁 ,但杂交后的 PNA2
DNA可以吸附聚噻吩Π二茂铁 ,产生很强的杂交信

号 ,可以很好地识别互补的单链 DNA
[12 ]。Won等[13 ]

制备了聚苯胺修饰电极 ,其表面在发生 DNA杂交前

呈中性 ,杂交后带负电荷。这样带负电荷的杂交指

示剂二茂铁二羧酸在杂交前后在电极表面可引起电

流变化 ,由此可以进行 DNA的测定。

另外 ,一些过渡金属络合离子可以与 DNA的磷

酸骨架或碱基结合 ,常用来作为杂交指示剂。如[ Co

(phen) 3
3 + ]、[ Co (bpy) 3

3 + ]和 [ Ru ( bpy) 3
3 + ]等 ,它们

能与 DNA发生沟槽嵌入作用 ,并和磷酸骨架上的电

荷发生静电作用。通过它们与 DNA杂交前后产生

不同的电信号来指示 DNA 的杂交情况。Mikkelsen

等[14 ]利用二吡啶钴离子与带负电荷的 DNA骨架的

静电结合能力 ,通过伏安法实现了 DNA杂交检测。

他们将 DNA探针通过酰胺反应固定到碳糊电极表

面 ,在较低盐浓度的电解液中加入了100μmolΠL的钴
离子 ,发现当杂交反应发生后 ,钴离子的法拉第电流

和充电电流都增大且电位负移了约30mV。电位负

移是由于指示剂与双链 DNA特异性结合后被固定

在电极表面 DNA层中 ,电流的增大则是由于杂交后

电极表面 DNA的密度增大 ,静电吸附的钴离子的量

随之增加所致。Garcia等[15 ]制备了双功能的钌配合

物五氨基钌 [ 32(22苯蒽酮292乙烯基)2嘧啶 ] ( RuL) ,

配体中的芳环赋予配合物嵌插特征 ,使其对双链

DNA具有更有效的结合作用 ,金属氧化还原中心可

以作为杂交指示剂。在金电极表面固定螺旋菌中的

巯基捕获探针序列制备了生物传感器 ,用于螺旋菌

中的互补目标序列的检测 , 线性范围 106—

708pmolΠL。
212　标记型杂交指示剂作为识别元素

标记了电活性杂交指示剂的核苷酸与电极表面

的靶基因选择性地进行杂交反应 ,在电极表面形成

带有电活性官能团的杂交分子 ,通过测定其电信号

可以识别和检测 DNA分子。

Korri2Youssoufi等 [16 ]用带有二茂铁的吡咯和羧

酸的吡咯聚合 ,与二茂铁相连的吡咯有一个易离去

的酯基 ,用氨基标记探针代替这个酯基 ,通过检测二

茂铁的氧化还原信号来判断杂交的发生。Fang

等[17 ]将杂交指示剂氨基二茂铁和醛基二茂铁标记

在变性小牛胸腺 DNA 片段上制备成二茂铁标记

DNA探针。该探针在石墨电极上有良好的电化学

响应 ,重现性好 ,寿命长。Qu等[18 ]设计了一种灵敏

度高、特异性好的电化学分子信标杂交检测方法。

将一段一端修饰巯基另一端标记有一个亚甲基蓝分

子的捕获探针自组装到金电极表面 ,这段探针具有

类似于荧光分子信标的茎环结构。在未发生杂交反

应时 ,探针处于茎环构型 ,末端标记的亚甲基蓝分子

处于电极的远端 ;而当溶液中含有靶序列时 ,由于杂

交反应的发生使茎环结构打开 ,形成双链 DNA ,末

端标记的亚甲基蓝分子就会从电极的远端移动到近

端。这种距离的改变导致电子传递效率发生变化 ,

通过检测亚甲基蓝分子氧化还原电流的变化可以方

便快速地指示杂交反应的发生。这种方法将分子信

标引入到电极表面 ,而且不需要任何杂交后处理和

外加指示剂 ,可以方便、直接地指示杂交的进行。

Mao等[19 ]将两端互补的单链 DNA的末端分别标记

上二茂铁和巯基后 ,与相应的核酸适体 (ATP和凝血

酶结合的适配体)杂交形成双链 DNA ,再将其自组

装到金电极表面构建电化学适配体传感器。加入目
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标 DNA ,电极表面的核酸适体就从相应的双链 DNA

解旋进入溶液 ,互补 DNA就可以通过两端互补序列

杂交形成发夹结构。这种核酸适体造成互补 DNA

构象的变化 ,使得互补 DNA上二茂铁引起电流的改

变 ,可用于核酸适体的识别和测定。

Xiao等[20 ]同样基于探针杂交前后构型的变化 ,

设计了一种靶取代后信号增强的杂交检测方法 ,将

一段与捕获探针部分互补并一端修饰亚甲基蓝的

“信号探针”与捕获探针先杂交 ,这时亚甲基蓝处于

电极的远端 ,当靶序列与捕获探针杂交后 ,被靶序列

“竞争取代”下来的亚甲基蓝端会游近电极表面产生

更快的电子传递反应。这种方法的检测限为 10
- 12

molΠL。Fang等[21 ]将电化学活性物质溴乙锭标记在

人工合成的含有 21 个碱基的寡聚 DNA片段上 ,制

备了溴乙锭标记 DNA探针 ,用电化学方法将待测样

品DNA片段固定在石墨电极表面后与溴乙锭标记

的DNA探针进行杂交反应 ,从而实现了对靶序列

DNA片段的识别和测定。Kim等[22 ]将末端修饰了

巯基的捕获 DNA共价键合在金电极表面 ,再与末端

修饰了二茂铁的信号 DNA进行杂交形成双链 DNA。

溶液中的目标 DNA 就会与捕获 DNA 竞争信号

DNA。完全匹配的目标 DNA取代捕获 DNA与信号

DNA杂交 ,而单个碱基错配的目标 DNA不能取代捕

获 DNA ,从而达到识别的目的。

3　纳米材料在电化学 DNA生物传感器中的

应用

　　在宏观领域和微观领域之间的介观领域———即

纳米尺度范围内进行研究的纳米科技成为近年来研

究的热点 ,开辟了人类科学研究的一个全新层次。

纳米材料的表面效应、体积效应、量子尺寸效应、宏

观量子隧道效应、催化性质[23 ]等 ,导致了既异于传

统的体相材料又异于分子、原子等微观物质的独特

性能。此外 ,纳米材料还具有制备简单、尺寸可控、

表面易于修饰、表征简便等优点 ,为电化学生物传感

器测定 DNA开辟了一条新的道路。将纳米材料引

入电化学 DNA 生物传感器中进行标记 ,可以根据

DNA杂交前后纳米材料本身引起的电化学信号变

化差异来实现对 DNA的识别和测定。

311　金属纳米粒子

金属纳米粒子由于制备简单 ,性能优良 ,在多个

领域得到了广泛的应用。其中 ,金和银纳米粒子由

于其良好的生物相容性和电化学性能 ,在电化学

DNA生物传感器中受到了广泛关注。

采用金或银纳米粒子来标记 DNA进行杂交反

应 ,酸溶纳米粒子 ,检测金或银离子的含量 ,达到识

别和测定 DNA 浓度的目的。3 种途径可用来直接

或间接测定 DNA ,如图 1 所示。Ozsoz 等[24 ]将目标

DNA修饰在石墨电极上 ,与溶液中标记有金胶的探

针 DNA 进行杂交 ,采用差示脉冲伏安法直接在

+ 1120V测定金的氧化峰 ,从而测定 DNA的浓度 (图

1A) 。而在第二种方法中 ,是采用阳极溶出伏安法

测定酸溶后得到的金属离子的含量。Limoges等[25 ]

用金纳米粒子标记了 4062碱基对的人细胞巨化病毒
的单链 DNA( HCMV DNA)进行杂交反应 ,采用阳极

溶出伏安法测定氢溴酸溶解得到的金离子 ,间接测

定了 DNA 含量 ,检测限可达 5 pmolΠL (图 1B ) 。

Tamiya等[26 ]将金纳米粒子修饰的单链 DNA与金标

记的大肠杆菌单链 DNA结合的蛋白进行杂交 ,通过

检测杂交在电极表面的结合蛋白上金的氧化信号来

测定目标 DNA。Fang等[27 ]利用银纳米粒子作为寡

核苷酸的标记物 ,将其与目标 DNA杂交后 ,通过阳

极溶出伏安法在碳纤维超微电极上测定标记探针释

放出的银离子的含量来检测 DNA的浓度。Li 等[28 ]

利用 Au2S作用将金胶标记的目标寡聚核苷酸键合

在表面修饰了半胱胺的金电极上 ,与银纳米粒子标

记的寡聚核苷酸探针杂交 ,再在碳纤维微电极上对

杂交定向的银纳米粒子进行阳极溶出伏安法测定。

Ribeiro等[29 ]利用石墨电极易处理的优点 ,发展了一

种改进的 DNA电化学传感测定方法。首先将氨基

连接的 DNA结合到银纳米粒子上 ,然后吸附到电极

表面。在优化的实验条件下 ,得到更灵敏和更具有

　　

图 1　基于金或银纳米粒子电化学测定 DNA方法示意图

Fig. 1　Scheme of Au or Ag nanoparticle2based protocols for electrochemical detection of DNA
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选择性的银和鸟嘌呤信号。将该法与其他文献报道

的方法进行了分析比较 ,具有明显的优势。

为了进一步提高检测的灵敏度 ,可在作为标记

物的金或者银纳米粒子表面进一步沉积大量金或者

银 ,再采用溶出伏安法来测定金属离子的含量 ,一般

可将检测限降低 2—3个数量级 (图 1C) 。Fang等[30 ]

在玻碳电极表面修饰一层壳聚糖后 ,通过静电作用

吸附寡聚核苷酸 ,然后与标记了金纳米粒子的目标

ssDNA杂交 ,可以区分互补和错配的 DNA。再在金

纳米粒子表面电沉积银 ,采用差示脉冲伏安法来检

测沉积在杂交电极表面大量的银 ,从而使互补 DNA

的检测限降低为50pmolΠL。Hsing等[31 ]测定 DNA时

在标记的金纳米粒子表面沉积银 ,使其在金电极表

面进行信号增强 ,但是金电极对沉积的银非常敏感 ,

就会带来非特异性的电信号。为此 ,他们在 ITO电

极表面首先修饰了多层聚丙烯胺盐酸盐和聚磺酸苯

乙烯等聚电解质 ,减弱了电极表面的银离子的非特

异性信号 ,使得传感器对 DNA测定表现出更高的灵

敏度和更好的选择性。Murielle 等[32 ]在微阱的底部

吸附单链 DNA 后与金纳米粒子标记的互补单链

DNA进行杂交 ,然后采用阳极溶出伏安法在印刷电

极表面通过检测氧化的金来测定 DNA浓度。可在

金纳米粒子表面进一步沉积金 ,然后通过自身催化

还原表面的金来增强杂交信号 ,但是这种方法的非

特异性电流响应的重现性比较差。为了克服这个缺

点 ,他们在介质中加入了聚乙二醇和氯化钠作为催

化过程的聚集剂 ,使得放大的标记全部保持在微阱

的底部 ,目标 DNA的检测限低至600amolΠL。
采用金或银纳米粒子来标记 DNA进行杂交反

应 ,除了通过检测溶解后金或银离子的含量来测定

DNA ,还可在杂交过程中引入电活性小分子 ,通过对

小分子含量的检测来达到测定 DNA 的目的。Fan

等[33 ]将捕获DNA探针自组装到金电极表面 ,在金纳

米粒子表面结合受体 DNA ,通过互补的目标 DNA与

两者在侧面杂交 ,得到了三明治型的结构。因为每

个金纳米粒子可以结合几百个受体 DNA ,因此对目

标DNA的测定得到了很大的扩增 ,使检测限达到

fmolΠL。相反 ,如果没有目标 DNA参与杂交 ,那么在

电极表面仅仅只有未杂交的捕获 DNA ,这时加入电

活性物质[ Ru (NH3 ) 6 ]
3 +作为指示剂 ,它可以与 DNA

的阴离子磷酸盐骨架之间进行静电结合 ,可以直接

表征电极表面所结合的捕获 DNA的量 ,从而可以使

DNA电化学传感器达到重现性好、稳定性高、再生

能力强等优点[33 ]。类似地 ,Willner等[34 ]将金纳米粒

子和电活性小分子亚甲基蓝的作用相结合 ,Franzen

等[35 ]将金纳米粒子和 FeCl2 的作用相结合 , Fang

等[36 ]通过修饰在电极表面的金纳米粒子来固定含

巯基的单链 DNA ,并提高固定的量 ,通过电极表面

单链 DNA与溶液中标记有二茂铁的互补 DNA的相

互作用 ,实现对 DNA浓度的测定。

312　半导体纳米粒子和氧化物纳米粒子

半导体纳米粒子因其独特的电子可调节性能使

其在光化学领域中有了长足的发展。近年来 ,半导

体纳米粒子也被应用到电化学 DNA生物传感器上 ,

主要为 CdS、ZnS和 PbS。Jiao 等[37 ]将目标 DNA (胭

脂仙人掌合酶 (NOS)终止基因序列)通过巯基乙醇

自组装到金电极表面 ,再与标记有巯基乙酸修饰的

CdS的单链 DNA探针进行杂交。硝酸溶解结合的

CdS ,采用灵敏的阳极溶出伏安法测定 Cd
2 + 来检测

DNA浓度。该法具有很高的灵敏度和很好的选择

性 ,线性范围为 810 ×10
- 12 —410 ×10

- 9
molΠL ,检测

限为 2175 ×10
- 12

molΠL。Travas2Sejdic 等[38] 将目标

DNA寡核苷酸 (ODN)通过电聚合吡咯固定到电极表

面后与探针 DNA杂交 ,再在探针上结合 CdS纳米粒

子 ,通过交流阻抗进行杂交的表征 ,灵敏度明显增强。

线性范围为 317—370nmolΠL ,检测限为～1nmolΠL。同
样的方法可以拓展到 ZnS和 PbS。这些半导体材料

的使用 ,不仅可以测定单一的 DNA ,还可以采用电

化学译码技术 ,根据 Cd
2 + 、Zn

2 +和 Pb
2 + 溶出电位的

差异 ,实现 3类 DNA目标分子的同时测定。Gothelf

等[39 ]在同一金电极表面结合三种捕获 DNA ,分别与

CdS、ZnS、PbS纳米粒子标记的分别连结有不同受体

DNA进行杂交 ,利用 3 种金属离子溶出电位的不

同 ,将 3种纳米粒子溶解后 ,采用阳极溶出伏安法测

定 3种离子的含量 ,实现了 3种单链 DNA的同时测

定。如果电极表面只有一个捕获 DNA ,则只会出现

一种金属离子的溶出峰。在同一金电极表面固定两

种捕获 DNA后 ,与标记有 CdS、PbS的受体 DNA 进

行杂交 ,溶出伏安法测定得到 Cd2 + 和 Pb2 + 的溶出

峰。若在杂交时 ,加入一个目标 DNA与标记有 PbS

的受体DNA进行竞争 ,溶出伏安的结果是只有 Cd
2 +

一个溶出峰 ,表明目标 DNA 与标记有 PbS的受体

DNA优先进行杂交 ,而使得标记有 PbS的受体 DNA

不能与金电极上固定的捕获 DNA进行杂交 ,因此在

溶出时就不会有 Pb2 + 的溶出峰 ,表现出显著的选

择性。

除了半导体纳米粒子在电化学 DNA生物传感

器中得到了广泛的应用 ,最近也有文献报道了氧化
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物纳米粒子在电化学 DNA生物传感器的应用。Xia

等[40 ]在金电极表面修饰半胱氨酸后自组装上表面

氨基修饰的硅纳米球。因为二氧化硅纳米粒子的特

殊性能和大的表面积 ,使得结合单链 DNA 的量为

116×10 - 8 molΠcm2 ,再将其进行杂交 ,来测定互补

DNA。Tsang等在 ITO电极表面首先通过电沉积一

层致密的约 200—500nm厚度的氧化镨 ,阻抗表征比

原有的 ITO表面的电传导性能更好。表面硅烷化再

接一层氨基用以固定巯基单链 DNA ,再与溶液中的

单链 DNA进行杂交。结果表明 ,与互补 DNA 杂交

后由于表面电子云密度减少 ,使得阻抗明显降低 ,而

与错配 DNA杂交后阻抗降低很少 ,由此可以达到对

DNA的测定[41 ]。

313　磁性微球

磁性微球具有特殊的磁导向性 ,其表面可以连

接生化活性功能基团 ,使其在核酸分离、临床诊断、

靶向药物、细胞分离和酶的固定化等领域已经有了

广泛的应用研究。而将磁性微球和纳米材料相结合

应用到电化学 DNA生物传感器中 ,必将显著提高传

感器的灵敏度 ,简化操作步骤 ,缩短检测时间 ,提高

检测的通量。

Piskinb等[42 ]将含有四氧化三铁的磁性聚合物

表面通过羧基修饰上抗生蛋白链菌素 ,将生物素肌

苷修饰的探针 DNA固定到磁性纳米粒子的表面 ,与

目标 DNA进行杂交。通过鸟嘌呤的氧化信号来测

定杂交 DNA的序列和选择性。如果是互补杂交 ,鸟

嘌呤的氧化电流为 71nA ,错配的为 14nA ,完全不互

补的为 9nA。该法的检测限为43111pmolΠml。Wang

等在磁性纳米粒子表面结合单链 DNA 后与目标

DNA进行杂交 ,再在目标 DNA上连接金纳米粒子 ,

然后将这些粒子用磁场吸附到厚膜碳电极表面 ,用

电化学方法测定金离子还原电流。电流信号还可以

通过沉积银到纳米粒子表面进行扩增[43 ]
,区分互补

的、3个碱基错配的、非互补的 DNA。线性范围为

20—150ngΠml ,检测限为 150pgΠml [44 ]。Merkoci 等[45 ]

设计了两种测定 DNA的磁性传感器。一种是先将

单链 DNA固定在顺磁性磁球表面 ,再与标记有金纳

米粒子的单链 DNA杂交 ;另一种是三明治结构。连

接有磁球的单链 DNA 与目标 DNA杂交 ,目标 DNA

再与有金纳米粒子标记的单链 DNA杂交。将这两种

杂交后的DNA吸附到磁性石墨环氧树脂复合电极表

面 ,对金进行直接检测来测定 DNA。Merkoci 等[46]将

目标DNA固定在磁球的表面 ,再与标记有 1∶1的金

量子点的DNA进行杂交 ;或者与标记有 1∶4的金量

子点的DNA进行杂交。再将杂交后的DNA通过磁性

吸附到磁性石墨环氧树脂复合电极表面 ,对金量子点

进行伏安测定来检测DNA浓度。该法优点是不需要

溶解 ,直接伏安法测定金量子点 ,而且金量子点2DNA

与磁性粒子2DNA的结合不会产生相通的三维网状的

金2DNA双磁球 ,降低了检测限 ,如图 2所示。

图 2　固态磁感应电化学测定 DNA杂交示意图 [46 ]

Fig. 2　Schematic of the magnetically induced solid2state electrochemical detection of DNA hybridization[46 ]

314　其它纳米材料

除了以上提及的纳米材料之外 ,一维纳米材料 ,

或者将其它纳米材料与纳米粒子或电活性小分子相

结合来进行 DNA测定 ,同样也可以提高检测的灵敏

度 ,降低检测限。报道的材料有碳纳米管、聚苯胺纳

米管阵列、聚苯乙烯球和硅纳米球等。我们制备的

聚硫堇Π纳米金Π多壁碳管修饰电极实现了对单链
DNA中 G与 A 的识别和同时测定[47 ]。Wang等[48 ]

将 CdS通过疏水作用结合在丙酮活化的碳纳米管

上 ,采用三明治结构的 DNA 杂交方式 ,通过溶解
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CdS来测定 DNA。扫描电子显微镜表征每个碳纳米

管上结合约 500个 CdS ,因此 DNA的检测限降低了

500倍。溶液中存在 250倍的非互补 DNA时对检测

基本没有影响。Yang等[49 ]将 ZrO2 纳米粒子结合在

多壁碳管上 ,通过壳聚糖修饰在玻碳电极表面 ,结合

寡聚核苷酸后再进行杂交 ,采用道诺霉素为指示剂 ,

差示脉冲伏安法测定电流变化。与单独将寡聚核苷

酸结合到电极表面相比 ,该法表现出很高的灵敏度。

线性范围为 1149×10
- 10 —9132×10

- 8
molΠL ,检测限

为 715×10 - 11 molΠL。He 等[50 ]将铂纳米粒子和多壁

碳管结合起来构建了一个很灵敏的 DNA电化学生

物传感器。将铂纳米粒子和多壁碳管分散在 Nafion

溶液中滴涂到玻碳电极的表面。寡聚核苷酸上的氨

基与多壁碳管上羧基之间的相互作用将单链 DNA

固定在电极表面 ,然后与溶液中的 DNA进行杂交 ,

再用差示脉冲伏安法来测定嵌插到杂交后得到的双

链 DNA中的道诺霉素。一方面由于多壁碳管可以

促进电子的传递 ,另一方面铂纳米粒子对化学反应

具有很高的催化活性 ,使制备的电化学 DNA生物传

感器的灵敏度得到了显著的提高 ,其检测限为 110

×10
- 11

molΠL。Fang等[51 ]制备了掺杂了 [ Co (bpy) 3 +
3 ]

的纳米硅球 ,将其表面共价结合了单链 DNA ,再与

修饰在玻碳电极表面的互补单链 DNA 进行杂交。

采用差示脉冲伏安法检测 [ Co (bpy) 3 +
3 ]的电流变化

来测定 DNA。因为硅纳米球内掺杂了许多 [ Co

(bpy) 3 +
3 ] ,因此电流信号得到了增强 ,DNA的检测限

减低 ,为 210×10 - 10 molΠL。Wang等[52 ]在标记有单链

DNA的聚苯乙烯球表面固载金纳米粒子后 ,与结合

在磁性微球表面的 DNA进行杂交 ,采用阳极溶出伏

安法测定溶解的金离子 ,检测限可达 5ngΠml ;若在金

纳米粒子上沉积大量的金进行扩增 ,则结果可以增

大 100倍。Chang等[53 ]将 21个碱基对长度的寡核苷

酸探针固定在高度有序聚苯胺纳米管阵列的石墨电

极上 ,构建了超灵敏的电化学生物传感器。测定的

检测限为110fmolΠL ,在37159fmolΠL的浓度条件下在 1

个碱基对错配的 DNA中识别完全互补的 DNA ,可用

于单核苷多形态分析和单突变检测。

其实 ,无论是采用电活性小分子作为杂交指示

剂 ,还是将具有诸多优势的纳米材料引入或是电活

性小分子和纳米材料配合使用到 DNA的识别和测

定中 ,电化学 DNA生物传感器的研究目标始终是提

高检测的灵敏度 ,改善识别的选择性 ,将对设计

DNA序列的测定发展到生物实体 (如病源基因)的

测定。近年来电化学工作者们也正是在朝着这些方

向努力。在提高灵敏度方面 ,采用提取杂交前后电

流、电势、阻抗等信号变化 ,或与电化学 DNA生物传

感器与酶联催化作用相结合使得检测的灵敏度有了

明显的提高[13 ,54 ,55 ]。在改善选择性方面 ,在传感器

表面采用三明治结构进行 DNA的杂交也是提高识

别选择性的一个有效途径[15 ,45 ,56 ,57 ]。在病源基因的

测定方面 ,目前已经采用电化学 DNA生物传感器研

究的有急性呼吸病病毒 (SARS) [58 ]、急性前髓细胞白

血病 (APL)的 PML2RARα融合基因[59 ]、大肠杆菌[60 ]、

乳癌基因[13 ,45 ]和囊肿性纤维化基因[45 ]等 ,均取得了

较好的研究结果。

4　展望

电化学 DNA生物传感器作为一种新型的生物

传感器 ,尽管研究时间不长 ,但已受到国内外专家的

广泛关注 ,开辟了电化学与分子生物学交叉学科的

新领域。尤其是将新兴发展的纳米材料与电化学

DNA生物传感器相结合 ,实现了高灵敏度、高选择

性、多目标 DNA同时检测 ,更是为电化学 DNA生物

传感器的研究提供了无穷的发展空间。今后电化学

DNA生物传感器的研究应用将主要集中在以下几

个方面 : (1)不断开发新的杂交指示剂 ,或与电催化

联用来制备形式多样的电化学 DNA 生物传感器 ;

(2)将其他分析技术应用到电化学 DNA生物传感器

中 ,扩大电化学 DNA生物传感器的应用领域 ; (3)设

计更简单的制备方法来构建电化学 DNA生物传感

器 ,能够很好地检测实际样品 ; (4)致力于电化学

DNA生物传感器的微型化和自动化研究 ,实现高

效、快速、低耗、便携的检测特定基因。

总之 ,电活性的杂交指示剂 ,尤其是与纳米材料

的结合 ,为电化学 DNA生物传感器的发展带来了新

的机遇与挑战 ,其与生命科学的有机结合将为生命

科学的发展带来更多的惊喜。
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