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摘 　要 　在研究碳纳米管电极上二茂铁电化学性质的基础上 ,应用二茂铁修饰电极和 DNA 修饰电极研

究了二茂铁与小牛胸腺 DNA 的相互作用。结果表明 ,修饰电极上的二茂铁都呈现一对明显的氧化还原峰 ,二

茂铁修饰电极与 DNA 的作用表现为氧化还原峰电流减小 ,与溶液中的两者作用情况类似 ,而 DNA 修饰电极

与二茂铁的作用则表现为氧化还原峰电流增大。扫描电镜结果也证实了两种修饰电极上的二茂铁与 DNA 间

的作用。此外 ,还讨论了二茂铁与 DNA 间的作用模式。
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Abstract 　The interaction of ferrocene with calf thymus DNA has been investigated by using the ferrocene andΠor DNA

modified electrodes based on the electrochemical properties of ferroceneon on the carbon nanotube-modified electrode. The

results show that an obvious redox peak for ferrocene is exhibited on the modified electrode. There exists a decrease for the

redox peak currents on the electrode modified by ferrocene in the presence of DNA , which is similar to their interaction in

solution. However , when the electrode modified by DNA is used as the working electrode , the redox peak current appears

an increase compared with that by using the carbon nanotube-modified electrode. The interaction between ferrocene and DNA

is also proved by SEM. In addition , the interaction mode of ferrocene with DNA is discussed.
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小分子化合物与脱氧核糖核酸 (DNA)的相互作用已引起了研究者的广泛关注。目前 ,紫外-可见光

谱法[1～3 ] 、荧光光谱法[2～4 ] 、Raman 光谱法[5 ] 、X 射线晶体衍射法[6 ,9 ] 、NMR
[7 ,9 ] 、粘度法[2 ] 、凝胶电泳技

术[8 ,9 ] 、原子力显微镜 (AFM) [9 ]等技术已成功应用于该领域的研究。随着电化学技术的不断深入 ,使得

电化学方法可获得许多其它方法无法得到的信息 ,采用电化学方法研究电活性分子与 DNA 相互作用也

日益受到重视。Bard 等[10 ] 将电化学方法应用于研究溶液中 DNA 与电活性金属配合物之间的相互作

用 ,从而获得了扩散系数的变化及配合物与 DNA 的键合常数及键合位点等参数 ,但该方法 DNA 用量

大 ,因此 ,庞代文等[11 ]应用 DNA 修饰电极发展了表面电化学方法。

碳纳米管是 1991 年发现的一种具有奇特的电学性能、明显的量子效应、大比表面积、高稳定性和强

吸附性的材料。经王水氧化的碳纳米管末端大多数开管 ,表面被活化 ,极易引入羧基和羟基等基团 ,这

些基团有助于二茂铁和 DNA 的固定与稳定 ,因此本文在碳纳米管上制备了二茂铁修饰电极和 DNA 修

饰电极 ,并在旋转圆盘电极法研究溶液中二茂铁与 DNA 相互作用的基础上[12 ]
,进一步研究修饰电极上

的二茂铁或 DNA 与溶液中的 DNA 或二茂铁作用 ,获得了一些有意义的结果 ,希望能为 DNA 电化学传感
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器在特定序列 DNA 片断的识别和检测及 DNA 的损伤与修复等方面的应用研究提供依据。

1 　实验部分

111 　仪器与试剂
双十六烷基磷酸 (DHP) ,Fluka ;碳纳米管 (CNT) 由华中师范大学纳米材料研究中心提供 ,按照文献

方法[13 ]进行纯化 ;三羟甲基氨基甲烷 (Tris , 含量 ≥99 %) ;二茂铁 ( Fc ,含量 > 98 %) ; Fc 先用二甲亚砜溶

解 ,再用 0110molΠL NaCl + 0102molΠL Tris (pH = 712)缓冲溶液以 1∶1 的体积比混合。小牛胸腺DNA(华美

公司) ,其浓度以核苷酸计 ,在 260nm 波长下测定[10 ]
,摩尔吸光系数取 6600L·mol

- 1·cm
- 1

;实验用水为二

次重蒸馏水 ;其它试剂均为分析纯。

Autolab PGSTAT-30 电化学综合测试仪 (荷兰) , PHS-3C精密 pH计 (上海雷磁仪器厂) 。实验采用常

规三室电解池 ,以 CNT修饰玻碳 ( GC)电极作为工作电极 , GC 电极的面积为 01126cm
2

,对电极为大面积

铂丝 ,参比电极为饱和甘汞电极 (SCE) 。

112 　实验条件
微分脉冲伏安测定的调制电压为 25mV ,阶跃电位为 5mV。实验在 27 ±2 ℃下进行。

113 　碳纳米管修饰电极( CNT- GC)的制备
取 3mg CNT和 5mg DHP ,加入 5mL 二次蒸馏水 ,超声分散 20min 得到均匀的浅黑色悬浮液。GC 电

极使用前先用 0125μm Al2O3 糊在配套的抛光垫上抛光 ,然后在二次重蒸水中超声波清洗 10min ,红外灯

下烘干 ;再用微量进样器取 10μL 上述 CNT分散液滴加到抛光的 GC电极表面 ,红外灯下挥发掉溶剂即可。

114 　二茂铁修饰电极( FcΠCNT- GC)的制备
采用微量进样器取 10μL 二茂铁乙腈饱和溶液滴加到碳纳米管修饰电极上 ,于冰箱中 4 ℃下放置

12h 取出 ,用 Tris 缓冲溶液浸泡 20min ,除去未吸附的二茂铁 ,用二次蒸馏水浸洗 ,即制得吸附固定的 FcΠ
CNT- GC电极。

115 　DNA 修饰电极( DNAΠCNT- GC)的制备
将 5mg DNA 与 50μL Tris 缓冲溶液混合 ,搅拌均匀 ,然后小心地涂覆到碳纳米管修饰电极上 ,于冰箱

中 4 ℃下放置 12h 取出 ,用 Tris 缓冲溶液浸泡 4h ,除去未溶解和未吸附的 DNA ,再用二次蒸馏水浸洗 ,即

制得 DNAΠCNT- GC电极。

2 　结果与讨论

211 　修饰电极上二茂铁的电化学行为
图 1 和图 2 分别为 CNT修饰电极在含二茂铁的溶液中和二茂铁修饰电极在缓冲溶液中的循环伏安

图。可以发现 ,图 1 和图 2 的氧化峰电流均随扫描速度的增大而增大 ,然而 ,图 1 的氧化峰电流 ( Ip ,a ) 与

扫速平方根 (υ1Π2 )呈线性 ,说明溶液中的二茂铁在 CNT修饰电极的反应主要由扩散控制 ,而图 2 中 Ip ,a

与υ呈线性 ,说明修饰电极的二茂铁在缓冲溶液中的反应主要由表面电化学过程控制 ,并由此计算可

以得出二茂铁在 CNT修饰电极上的吸附量为 919 ×10 - 11 molΠcm2 (见图 2 中的插图) 。

212 　修饰电极上二茂铁与 DNA 的相互作用
在研究 FcΠCNT- GC电极上二茂铁的伏安行为的基础上 ,进一步利用该修饰电极研究了修饰电极上

二茂铁与DNA 的相互作用。将已经稳定的 FcΠCNT- GC电极放到含 5μmolΠL DNA 缓冲溶液中 ,在 - 011～

014 V 电位范围连续扫描 20 次 ,与 FcΠCNT- GC电极在不含 DNA 缓冲溶液中的氧化峰电流 (图 3 曲线 1)

相比 ,FcΠCNT- GC电极在 DNA 缓冲溶液中的氧化峰电流减小了 (10 ±2) % ,峰电位不变 (图 3 曲线 2) 。

结合文献报道的 CD 光谱数据 ,二茂铁两个环戊二烯环的距离为 01336nm
[14 ]

,二茂铁较难通过插入方式

与 DNA 结合[15～17 ]
,可能与 DNA 分子通过堆积作用发生沟面结合[18 ]

,与溶液中的两者作用情况类似[12 ] 。

因此 ,氧化峰电流减小可能是由于电极上的二茂铁与 DNA 发生了沟面结合 ,DNA 包覆二茂铁 ,使得电极

表面的电化学活性点减少。
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图 1 　CNT修饰电极在含二茂铁溶液中的循环伏安图

Fig. 1 　Cyclic voltammograms of ferrocene on the

CNT- modified electrode

插图为氧化峰电流 ( Ip ,a)与扫速平方根 (υ1Π2)的关系图

图 2 　二茂铁修饰电极在缓冲溶液中的循环伏安图

Fig. 2 　Cyclic voltammograms of the ferrocene modified

electrode in buffer solution

插图为氧化峰电流 ( Ip ,a)与扫速 (υ)的关系图

图 3 　FcΠCNT- GC电极在 DNA缓冲溶液中前( 1)和后( 2)的微分脉冲图

Fig. 3 　Differential pulse voltammograms of Fc ΠCNT- GC electrode

in buffer solution in the absence ( 1) and presence ( 2) of DNA

　　进而研究了按图 3 曲线 2 获得的 Fc-

DNAΠCNT- GC电极在缓冲溶液中的电化学行

为 (图 4) 。从图可以发现 ,峰电流也随扫描

速度的增大而增加 ,且与扫描速度也呈线性

关系 ,这与 FcΠCNT- GC 电极在缓冲溶液中的

现象一样 ,说明修饰电极上的电活性物质在

缓冲溶液中的反应也主要由表面电化学过程

控制 ,电极上的二茂铁与 DNA 的相互作用不

影响它的表面电化学过程 ,且可以求得电活

性二茂铁的吸附量为 714 ×10
- 11

molΠcm
2

,比

不存在 DNA 时小 ,进一步说明二茂铁与 DNA

发生了沟面结合。

图 4 　Fc-DNAΠCNT- GC电极在缓冲溶液中的循环伏安图

Fig. 4 　Cyclic voltammograms of Fc-DNAΠCNT- GC electrode

in buffer solution

插图为 Ip ,a～υ关系图

图 5 　DNA修饰电极在 015mmolΠL Fc 溶液中的循环伏安图

Fig. 5 　Cyclic voltammograms of ferrocene on DNA

modified electrode

插图为 Ip ,a～υ关系图

213 　修饰电极上 DNA 与二茂铁的相互作用
为了更深入探讨电极上二茂铁与 DNA 之间的相互作用 ,改用 DNA 修饰电极来研究。图 5 给出了

DNAΠCNT- GC电极在 015mmolΠL 二茂铁溶液中的循环伏安图。从图可以发现 ,峰电流也随扫描速度的增

大而增加 ,且与扫描速度也呈线性关系 ,说明溶液中的二茂铁通过与修饰电极上的 DNA 作用而组装到

电极上 ,因此二茂铁在 DNA 修饰电极上的反应呈现出表面电化学过程控制的特征 ,通过计算得出二茂
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铁在 DNAΠCNT- GC电极上的固定量为 215 ×10
- 10

molΠcm
2 。该值与 FcΠCNT- GC 电极相比 ,电活性二茂铁

在电极上的固定量增加了 215 倍 ,进一步表明溶液中的二茂铁与电极上的 DNA 可能发生了沟面结合作

用 ,使得二茂铁富集到电极表面。

图 6 　DNA- FCΠCNT- GC 电极在缓冲溶液中的循环伏安图

Fig. 6 　Cyclic voltammograms of DNA- FcΠCNT- GC

electrode in buffer solution

插图为 Ip ,a～υ图

同样 ,继续测定了由图 5 获得的稳定的 DNA-

FcΠCNT- GC电极在缓冲溶液中的循环伏安图。从图

6 可见 ,峰电流仍随扫描速度的增大而增加 ,以 Ip ,a

对υ作图 ,发现两者呈很好的线性关系 ,由此可以

求出这时电活性二茂铁 DNAΠCNT- GC电极上的固定

量为 611 ×10
- 11

molΠcm
2 。与图 5 中 DNAΠCNT- GC 在

二茂铁溶液中的固定量相比 ,DNA- Fc ΠCNT- GC 电极

在缓冲溶液中的吸附量减小了约 4 倍 ,这可能是由

于二茂铁与 DNA 的沟面结合不是很强 ,外层的二茂

铁不稳定 ,容易发生脱附所致。

214 　扫描电镜( SEM)
为了确定修饰电极的二茂铁或 DNA 与溶液中

的 DNA 或二茂铁作用前后的表面形貌 ,进行了 SEM 研究。图 7a 是石墨电极的 SEM 图 ,从图可见 ,石墨

表面呈层状分布 ,当石墨修饰了 CNT 后 ,可以清晰地看到管状的 CNT(图 7b) ,当再在其上修饰二茂铁

后 ,从图 7c 可以看到二茂铁分子吸附在羧化开管的 CNT上 ,再与 DNA 作用后 ,可以看到该电极表面被

DNA 所覆盖 (图 7d) ,表明二茂铁与 DNA 发生了作用 ,吸附于电极表面 ,使得电极表面形态发生了变化 ,

同时验证了前面 DNA 包覆二茂铁从而使得电极表面的电化学活性点减少的结论。

图 7 　不同修饰电极的扫描电镜图

Fig. 7 　SEM of the modified electrodes

(a) 石墨电极 ; (b) CNT- GC 电极 ; (c) FcΠCNT- GC 电极 ; (d) Fc-DNAΠCNT- GC 电极 ; (e) DNAΠCNT- GC 电极 ; (f) DNA- FcΠCNT- GC 电极

　　另外 ,将 DNAΠCNT- GC电极放到电镜下观察 ,可以看出 DNA 大分子在电极表面涂布得比较均匀 (图

7e) ,它与二茂铁作用后 ,由图 7f 给出的 DNA- FcΠCNT- GC电极的 SEM 图可知 ,电极表面形态发生了明显

变化 ,二茂铁能通过与 DNA 间的作用 ,富集于电极表面。图中黑白对比清晰 ,可能是二茂铁成团状富集

的结果[19 ] 。

3 　结论

采用电化学方法研究电活性分子与 DNA 相互作用可以获得许多其它方法无法得到的信息。本文

在研究碳纳米管电极上二茂铁电化学性质的基础上 ,应用二茂铁修饰电极和 DNA 修饰电极研究了二茂
(下转第 590 页)
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3 　结论

本文采用 XPS 分析技术对微胶囊表面化学组成进行了分析。结果表明 ,ACA 微胶囊表面带负电荷

的含 C基团与带正电荷的含 N 基团的相对百分含量分别为 3016 %与 6014 % ,而海藻酸钠-聚赖氨酸-海

藻酸钠 (APA)微胶囊分别为 4213 %与 3010 %。因此 ACA 微胶囊表面比 APA 带更多的正电荷 ,更有利于

蛋白质吸附与细胞粘附。
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铁与小牛胸腺 DNA 的相互作用 ,然后采用扫描电镜进行电极表面的表征 ,发现修饰在碳纳米管电极上

的二茂铁呈现一对明显的表面电化学过程控制的氧化还原峰。二茂铁修饰电极与 DNA 的作用表现为

氧化还原峰电流减小 ,与溶液中的两者作用情况类似 ,而 DNA 修饰电极与二茂铁的作用则表现为氧化

还原峰电流增大。两种修饰电极上二茂铁与 DNA 可能以较弱的沟面模式作用。扫描电镜结果显示 ,二

茂铁修饰电极和 DNA 修饰电极与溶液中的 DNA 或二茂铁作用后 ,电极表面形貌发生了明显的改变。
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