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摘　要：基于ＤＮＡ双链电荷转移原理，利用胸腺嘧啶（ｔｈｙｍｉｎｅ）与Ｈｇ２＋的特异性识别和计时电量法构建了一
种高灵敏检测水溶液中Ｈｇ２＋的电化学生物传感器。该传感器将含有１个 ＴＴ碱基错配对的 ＤＮＡ互补双链
通过ＡｕＳ键自组装在金电极表面，运用计时电量法在含有亚甲基蓝的铁氰化钾溶液中进行测定。ＴＴ错配
阻断了ＤＮＡ双链内部电荷转移，而Ｈｇ２＋通过ＴＨｇ２＋Ｔ配位作用与双链ＤＮＡ特异性结合并形成ＤＮＡ双链内
部电荷转移通路，引起电极表面计时电量的变化。计时电量测定结果显示：在亚甲基蓝的还原峰电位（－３８０
ｍＶ）附近，计时电量随着溶液中的Ｈｇ２＋浓度的增大而增加，Ｈｇ２＋浓度在１．０ｎｍｏｌ／Ｌ～１０４ｎｍｏｌ／Ｌ范围内，计
时电量的变化量与Ｈｇ２＋浓度的对数呈良好的线性关系，线性相关系数（Ｒ２）为０．９９７，检测限为０．５ｎｍｏｌ／Ｌ
（Ｓ／Ｎ＝３）。干扰实验表明，该传感器对Ｈｇ２＋具有良好的特异性和选择性。
关键词：Ｈｇ２＋；生物传感器；ＤＮＡ；计时电量法；电化学阻抗谱
中图分类号：Ｏ６４６　　　文献标志码：Ａ

　　Ｈｇ２＋是一种有毒且难以生物降解的环境污
染物。Ｈｇ２＋污染主要来自氯碱、塑料、电池、电子
等工业排放的废水，而排向大气和土壤的Ｈｇ２＋也
将随着水循环回归入水体［１３］。水生生物摄入

Ｈｇ２＋将其转化为毒性更高的有机汞，并通过食物
链不断富集，危害人类健康［４８］。因此，建立简便

快速、高灵敏、高选择性的 Ｈｇ２＋检测方法对于汞
污染预防和治理具有重要的意义。

目前测定 Ｈｇ２＋的方法主要有冷原子吸收
法［９１１］、电感耦合等离子体质谱（ＩＣＰＭＳ）［１２１４］及
荧光探针法［１５１７］等。它们具有准确度高、选择性

好、干扰少等优点，但是一般需要复杂的样品前

处理和大型仪器，不适用于快速现场检测。电化

学生物传感器因其成本低、简单快速及便携等优

点，成为非常有应用前景的重金属检测方

法［１８１９］。

ＤＮＡ不仅是遗传信息的载体，也可以电荷转
移，呈现出导体的电学性质。２００４年，Ｏｎｅ小组
发现Ｈｇ２＋能与双链 ＤＮＡ中胸腺嘧啶（ＴＴ）错配
通过ＴＨｇ２＋Ｔ配位作用形成稳定的双螺旋结构，

并且ＴＴ碱基错配对 Ｈｇ２＋具有高度特异识别和
选择性［２０］。基于此种特异性识别，国内外学者利

用ＴＨｇ２＋Ｔ配位化学构建了一系列的 Ｈｇ２＋荧
光、比色及电化学生物传感器［２１２４］。２００７年，
ＪＯＳＥＰＨ等发现ＴＴ会阻断 ＤＮＡ双链电荷转移，
而ＴＨｇ２＋Ｔ配合物形成后恢复了ＤＮＡ双链电荷
转移功能［２５］。在此原理基础上，本文以含有胸腺

嘧啶的Ｈｇ２＋特异性 ＤＮＡ链为识别元件，以亚甲
基蓝和铁氰化钾催化体系为信号放大系统，结合

计时电量法，构建了一种高灵敏、高选择性和非

标记的Ｈｇ２＋电化学生物传感器。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
ＤＮＡ序列：５′ＨＳ（ＣＨ２）６ＡＣＴＡＣＡＧＴＣＡＴ

ＣＧＣＧ３′和 ５′ＣＧＣＧＡＴＧＴＣＴＧＴＡＣＴ３′由上海生
工生物技术有限公司合成与纯化。Ｈｇ２＋标准贮
液购自德国默克公司，亚甲基蓝（ＭｅｔｈｙｌｅｎｅＢｌｕｅ，
ＭＢ）、氯化钾、氯化钠、三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）、
三（２－甲酰乙基）膦（ＴＣＥＰ，纯度 ９９％）购自



２期 禹亚莉，等：基于ＤＮＡ双链电荷转移的Ｈｇ２＋电化学生物传感器的研究

ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ。乙醇、硫酸、氢氧化钠、亚铁氰化
钾、铁氰化钾、ＭｇＣｌ２购自上海国药集团化学试剂
有限公司，均为分析纯。实验用水为 ＭｉｌｌｉＱ超纯
水（比电阻为１８．２ＭΩ，美国密理博有限公司）。

ＣＨＩ８３２电化学工作站（上海辰华仪器有限
公司）；三电极系统：金盘电极（购自上海辰华仪

器有限公司，直径为２ｍｍ）为工作电极、Ａｇ／ＡｇＣｌ
（饱和 ＫＣｌ）电极为参比电极、铂丝电极为对电
极；ＱＣ５０型超声波清洗仪（上海必能信超声波有
限公司）；８５１Ａ磁力搅拌器（上海辰华仪器有限
公司）。

１．２　实验方法

１．２．１　电极预处理
将金电极用 Ｐｉｒａｈｎａ洗液（９８％ Ｈ２ＳＯ４与

３０％ Ｈ２Ｏ２的体积比７∶３）浸泡５ｍｉｎ，再依次使
用１．０、０．３、０．０５μｍＡｌ２Ｏ３粉末抛光，并用无水
乙醇和超纯水超声清洗各３ｍｉｎ，使金电极表面
呈光滑镜面。再将电极置于１．０ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶
液和０．５ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４溶液中分别进行电化学处
理，至金电极达到稳定的伏安图。超纯水冲洗，

高纯氮气吹干电极表面。

１．２．２　ＤＮＡ在金电极表面的自组装固定
巯基修饰的１００μｍｏｌ／ＬＤＮＡ与其同等浓度

的完全互补链在５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＡｃ（０．５ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ，ｐＨ８．２）缓冲液中，６０℃水浴杂交１０ｍｉｎ，
自然冷却至室温。然后预杂交的 ＤＮＡ双链与１０
μｍｏｌ／ＬＴＣＥＰ在５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＡｃ（０．５ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ，ｐＨ７．４）缓冲溶液中孵育３０ｍｉｎ，将双硫键
切断。将处理的金电极浸入上述溶液中，同时在

溶液中加入１００ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，使溶液中ＤＮＡ形
成更稳定的双链结构，于４℃冰箱中避光自组装
１６ｈ。分别用缓冲溶液和超纯水冲洗３次，以除
去非特异性吸附在电极表面的双链ＤＮＡ，氮气迅
速吹干电极表面备用。

１．２．３　Ｈｇ２＋的电化学测定
ＤＮＡ修饰电极与不同浓度的 Ｈｇ２＋溶液室温

孵育 １５ｍｉｎ，然后分别用 １０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＡｃ
（０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ７．４）和超纯水反复洗涤电
极表面，以除去未结合的 Ｈｇ２＋，然后用计时电量

法测定。计时电量法实验条件：ＤＮＡ修饰电极为
工作电极，ＡｇＡｇＣｌ为参比电极，铂丝为对电极；
扫描电位范围：０～３８０ｍＶ；电解质溶液为含有
２．０μｍｏｌ／ＬＭＢ的 ２ｍｍｏｌ／Ｌ［Ｆｅ（ＣＮ）６］

３－溶

液，支持电解质为０．１ｍｏｌ／ＬＫＣｌ溶液。

２　结果与讨论

２．１　ＤＮＡ双链修饰电极电化学表征
循环伏安法和电化学阻抗是表征生物分子

修饰电极界面结构的有力工具。我们以［Ｆｅ
（ＣＮ）６］

（３－／４－）为电化学探针，考察了金电极在

ＤＮＡ双链修饰前后的循环伏安行为和界面阻抗
性质。如图 １ａ所示，裸金电极（曲线 ａ）在
－０．２～０．６Ｖ范围内有一对稳定且可逆性良好
的氧化还原峰；将含有ＴＴ错配的双链ＤＮＡ修饰
在金电极，在金电极表面形成一层致密带负电荷

的ＤＮＡ组装层，在氧化还原过程中，ＤＮＡ探针磷
酸盐骨架的负电荷阻止［Ｆｅ（ＣＮ）６］

（３－／４－）接近电

极表面，导致其循环伏安曲线（曲线 ｂ）没有出现
氧化还原峰。图１ｂ为金电极在ＤＮＡ双链修饰前
后交流阻抗的 Ｎｙｑｕｉｓｔ图。裸金电极的阻抗值较
小（约４２０Ω，曲线 ａ），ＤＮＡ修饰后，电极界面阻
抗显著增加（约１２０００Ω，曲线ｂ），这与循环伏安
法的结果一致。以上结果表明，双链 ＤＮＡ成功
自组装在金电极表面。

２．２　检测原理
基于ＤＮＡ双链电荷转移的Ｈｇ２＋生物传感器

的工作原理（图２），含有１个ＴＴ错配的ＤＮＡ双
链探针致密的自组装在金电极表面。ＭＢ吸附在
ＤＮＡ双链层表面，在０～－３８０ｍＶ范围扫描，电
子从电极表面经 ＤＮＡ双链转移到 ＭＢ，ＭＢ被还
原为无色亚甲基蓝（ＬｅｕｃｏｍｅｔｈｙｌｅｎｅＢｌｕｅ，ＬＢ），
ＬＢ再被溶液中的［Ｆｅ（ＣＮ）６］

３－氧化为 ＭＢ，持续
循环还原氧化产生可检测的计时电量信号。ＴＴ
错配因阻碍 ＤＮＡ双链内部电子转移，使计时电
量信号较小；当溶液中存在 Ｈｇ２＋时，其与 ＴＴ错
配通过配位作用形成 ＴＨｇ２＋Ｔ配合物，恢复了
ＤＮＡ完全互补双链的碱基堆积状态，使得计时电
量信号显著增加。利用计时电量信号的改变即

可实现对Ｈｇ２＋的检测。
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图１　金电极（曲线 ａ）和ＤＮＡ修饰电极（曲线 ｂ）在２ｍｍｏｌ／Ｌ［Ｆｅ（ＣＮ）６］
（３－／４－）（０．１ｍｏｌ／ＬＫＣｌ，ｐＨ７．４）

溶液中的 循环伏安曲线 （ａ）和电化学交流阻抗图（ｂ）
Ｆｉｇ．１　（ａ）Ｃｙｃｌｉｃｖｏｌｔａｍｍｏｇｒａｍｓａｎｄ（ｂ）Ｎｙｑｕｉｓｔｐｌｏｔｓｏｆｂａｒｅｇｏｌｄｅｌｅｃｔｒｏｄｅ（ｃｕｒｖｅａ）ａｎｄＤＮＡｍｏｄｉｆｉｅｄ

ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ（ｃｕｒｖｅｂ）ｉｎ２ｍｍｏｌ／Ｌ［Ｆｅ（ＣＮ）６］
（３－／４－）（０．１ｍｏｌ／ＬＫＣｌ，ｐＨ７．４）

图２　基于ＤＮＡ电子传递的电化学生物

传感器检测Ｈｇ２＋的原理图
Ｆｉｇ．２　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｂａｓｅｄｏｎｃｈａｒｇｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｏｆＤＮＡｆｏｒ

ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＨｇ２＋

　　为验证上述 Ｈｇ２＋生物传感器的可行性（图
３），我们采用计时电量法来考察 ＤＮＡ修饰电极
与Ｈｇ２＋识别前后的计时电量。计时电量实验结
果如图３所示，曲线 ａ为金电极修饰了含有 ＴＴ
错配ＤＮＡ双链后的计时电量曲线；由曲线ｂ可以
看出，识别Ｈｇ２＋后计时电量信号明显增强，这是
由于 ＴＴ错配与 Ｈｇ２＋配位形成 ＴＨｇ２＋Ｔ配合
物，恢复 ＤＮＡ双链内部电子转移所致。实验结
果证明上述Ｈｇ２＋生物传感器的可行性。
２．３　Ｈｇ２＋的定量测定

将ＤＮＡ双链修饰电极与不同浓度的Ｈｇ２＋孵
育１５ｍｉｎ，充分洗涤后，检测修饰电极的计时电量

（５ｓ）变化，如图 ４所示。Ｈｇ２＋在 １．０ ～１０４

ｎｍｏｌ／Ｌ浓度范围内都有电化学信号的变化，计时
电量（５ｓ）随着Ｈｇ２＋浓度的增加相应地增大。以
计时电量的变化量 ΔＣ＝Ｃ－Ｃ０（Ｃ０为无 Ｈｇ

２＋时

的计时电量，而Ｃ为识别 Ｈｇ２＋后的计时电量）对
Ｈｇ２＋浓度对数作图，ΔＣ与 ｌｇｃＨｇ２＋在该浓度范围
内呈良好的线性关系（图 ４ｂ），线性相关系数为
０．９９７，线性相关方程为：ΔＣ＝１０．２３Ｘ－０．０４７（Ｘ
为Ｈｇ２＋浓度对数），该 Ｈｇ２＋生物传感器对 Ｈｇ２＋

的检测限为０．５ｎｍｏｌ／Ｌ（Ｓ／Ｎ＝３）。

图３　ＤＮＡ双链修饰电极与１０μｍｏｌ／ＬＨｇ２＋识别
前（曲线 ａ）和后（曲线 ｂ）的计时电量曲线

Ｆｉｇ．３　Ｃｈｒｏｎｏｃｏｕｌｏｍｅｔｒｙａｔ－３８０ｍＶｏｆ２．０ｍｍｏｌ／Ｌ

［Ｆｅ（ＣＮ）６］
３－ｐｌｕｓ２μｍｏｌ／ＬＭＢ（ｐＨ７）ａｔ

ａｇｏｌｄｅｌｅｃｔｒｏｄｅｍｏｄｉｆｉｅｄｗｉｔｈＤＮＡｄｕｐｌｅｘｓ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＴＴｍｉｓｍａｔｃｈｅｓｂｅｆｏｒｅ（ｃｕｒｖｅａ）ａｎｄ

ａｆｔｅｒｔｈｅｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｗｉｔｈ１０μｍｏｌ／ＬＨｇ２＋（ｃｕｒｖｅｂ）
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图４　Ｈｇ２＋生物传感器对不同浓度Ｈｇ２＋的测定（ａ）计时电量曲线；（ｂ）计时电量变化量与

Ｈｇ２＋浓度对数之间的线性关系图

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＨｇ２＋（ａ）Ｃｈｒｏｎｏｌｏｕｌｏｍｅｔｒｉｃｃｕｒｖｅｓ；（ｂ）Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ

ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｏｆＨｇ２＋ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓａｎｄΔＣ

２．４　Ｈｇ２＋生物传感器的选择性
为考察该传感器对Ｈｇ２＋的特异性，分别选取

Ｃｕ２＋、Ｐｂ２＋、Ｍｇ２＋、Ｃｒ３＋、Ｍｎ２＋、Ｚｎ２＋、Ｃｏ２＋和
Ｎｉ２＋作为干扰离子在同等条件下进行计时电量测
定。由图５可见，各种干扰离子计时电量变化量
远小于Ｈｇ２＋，说明电极表面修饰 ＤＮＡ中 ＴＴ与
Ｈｇ２＋的结合具有较高的特异性。即使这些金属
离子与Ｈｇ２＋共存时，对 Ｈｇ２＋的检测几乎没有影
响，因此，该生物传感器对 Ｈｇ２＋具有很好的选择
性。

２．５　实际样品的检测
本文研究的 Ｈｇ２＋生物传感器希望应用到多

种领域，然而当今的食品污染存在多种问题，因

此我们做了鱼样中贡离子含量检测。将样品鱼预

处理后，通过湿消解法得到样品液，采用加标回

收法，用本实验方法检测 Ｈｇ２＋浓度，结果如表１
所示。

图５　电化学生物传感器检测Ｈｇ２＋的特异性和选择性
Ｆｉｇ．５　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙａｎｄｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙｏｆｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ

ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＨｇ２＋

表１　生物传感器对实际样品中Ｈｇ２＋的检测
Ｔａｂ．１　ＴｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＨｇ２＋ｉｏｎｓｉｎｒｅａｌｓａｍｐｌｅｓｂｙｕｓｉｎｇｔｈｅｐｒｏｐｏｓｅｄｍｅｔｈｏｄ

鱼类样品

Ｓａｍｐｌｅ
浓度　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

加入Ｈｇ２＋的量／（ｎｍｏｌ／Ｌ） 检测出Ｈｇ２＋的量／（ｎｍｏｌ／Ｌ）
ＲＳＤ

回收率

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

草鱼

Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌｕｓ

１０ ９．９ １．３ ９９
１００ ９８ ０．４３ ９８
１０００ １００５ ０．６１ １０１

罗非鱼

Ｔｉｌａｐｉａ

５０ ５２　　 １．４ １０２
５００ ４９０　　 １．４２ ９８
５０００ ４９９０　　 ０．２７ ９９．８

３　结论

本文基于ＴＴ与Ｈｇ２＋的特异性识别，结合亚

甲基蓝和铁氰化钾的催化放大检测信号，构建了

灵敏度高、选择性好的可用于检测Ｈｇ２＋的电化学
生物传感器，该生物传感器简单快速、检测线性

７１３
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范围宽，有望应用于食品、水体中 Ｈｇ２＋的快速检
测。
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