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高序热解石墨与玻碳电极上
DNA 的氧化和吸附行为

①
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摘要 　在高序热解石墨 ( HOPG) 电极上 ,采用微分脉冲伏安法 (DPV) 和电化学原子力显微

镜法 ( ECAFM)探究小牛胸腺 DNA (CT DNA)在电极表面的吸附. 实验发现 ,控制电位下预极化对

双链 DNA 在 HOPG电极上的吸附有很大的影响 ,而对单链 DNA 影响不大. 实验表明 ,在 HOPG电

极上 ECAFM 是 DNA 研究领域十分有用的技术 ,根据 AFM 图象 ,结合文献上的 DNA 吸附模型提

出了 CT DNA 在 HOPG电极表面 DNA 吸附的模型. 本文还首次采用现场紫外可见反射光谱研究

DNA 的电化学行为 ,发现对研究 DNA 的吸附该技术具有比伏安法更高的灵敏度.

关键词 　DNA ,HOPG ,预极化 ,ECAFM , 紫外可见反射光谱

近年来 ,为了适应引起高度重视的 DNA 传感器 ,尤其是 DNA 固体集成传感器研制的需

要 ,越来越多的研究者采用了固体电极来研究 DNA 的电化学氧化还原及其在电极表面的吸

附行为[1～8 ] .

已有的研究发现 ,在碳电极上可以用伏安法检测到 DNA 发生的阳极氧化. 其中采用的碳

电极主要是热解石墨 ( PG)电极 ,还有玻碳 ( GC)电极[1 ,3 ,4 ,7 ] . 在 DPV 图中 ,石墨电极上的 DNA

阳极氧化给出两个峰信号 (中性体系中大约分别为 0. 9 V 和 1. 2 V , vs. SCE) . 较负电位 (0. 9

V)的峰对应 DNA 中 G 碱基的氧化峰 ,较正电位 (1. 2 V) 的峰对应 DNA 中 A 碱基的氧化

峰[1 ,4 ] .

HOPG是一种具有棱面和解离表面的单晶石墨电极. 由于具有平整的表面 ,HOPG常被用

作 SPM 实验的基底. 但是 ,HOPG很少用于 DNA 的电化学研究 ,到目前为止 ,文献上还没有

关于 HOPG上小牛胸腺 DNA 的氧化和吸附行为的报道. 本文采用 DPV 和 ECAFM 分别对小

牛胸腺双链 DNA 和单链 DNA 在 HOPG电极上的氧化和吸附行为进行了研究.

DNA 在电极上的现场紫外可见反射光谱的研究尚未见报道 ,本文采用玻碳电极探索了现

场紫外可见反射光谱应用于 DNA 电化学研究的可能性 ,并发现紫外可见反射光谱在检测
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DNA 吸附方面具有比伏安法更高的灵敏度.

1 　实　验
电化学测试使用美国 EG &G PARC M273 恒电位仪和 Model 270 电化学分析软件. 电解

池采用三电极体系 ,HOPG或 GC 电极为工作电极 ,铂丝为辅助电极 ,参比电极 Ag/ AgCl 和饱

和甘汞电极. HOPG电极为 Union Carbide Corporation 的产品 ,ZYH 级. 每次实验时用胶带纸

将 HOPG表面剥离 ,得到新鲜的电极表面. GC 电极 (纯度为 97. 999 %) 嵌在四聚氟乙烯棒中 ,

以铜棒与之连接 ,表观面积为 0. 085 5 cm2 .

ECAFM 实验在 NanoScope IIIa SPM 系统 (Digital Inst ruments , Inc. )上进行 ,成象模式采

用接触模式. 微悬臂为 Si3N4 ,长度 200μm ,力常数为 0. 12 N/ m. 紫外可见反射光谱实验采用

本研究组自行设计研制的紫外可见反射光谱仪[9 ] .

　图 1 　单链 DNA 的微分脉冲伏安图

　Fig. 1 　Differential pulse voltammogram of ssDNA

( 278 mg/ dm3 ) , 0. 1 mmol/ L NaAC

buffer , p H 7. 6. Pulse amplitude 20 mV ,

pulse width 60 ms

支持电解质为 0. 1 mol/ L 的 NaAC (p H

7. 6) 1 ×SSC 缓冲液 (p H 7. 0) . 小牛胸腺 DNA

为华美 ( Huame) 生物工程公司的产品 (A260/

A280 = 1. 86) ,使用时没有进一步纯化. 其他试

剂均为分析纯. 溶液用三次蒸馏水配制. DNA

的热变性是把 DNA 加热到 100 ℃约 15 min ,

然后迅速地在冰浴中冷却. 实验时通 N2 除

O2 .

2 　结果与讨论

2 . 1 　HOP G电极上 DNA 的伏安法
在 DPV 实验中很难得到双链 DNA 在

HOPG电极上氧化的信号. 而与此不同的是 ,

单链 DNA 能够给出明显的阳极氧化伏安峰 (图 1) . 在 DNA 的四种碱基中 ,只有鸟嘌呤 ( G) 碱

基和腺嘌呤 (A)碱基在石墨电极上能发生氧化 ,给出相应的伏安峰[1 ] . 其阳极氧化相对以下反

应 :

鸟嘌呤碱基氧化反应途径
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　　腺嘌呤碱基氧化反应途径

A 碱基和 G碱基的主要氧化位点不参与构成 DNA 双螺旋结构的氢键且靠近 DNA 分子的表

面 ,原则上 ,无论是双链 DNA 还是单链 DNA ,这些氧化位点均可发生反应. 两者的区别主要是

在于 ,两种 DNA 的柔韧性不同 ,以及它们同电极表面的接触程度不同. 因为我们所采用的

HOPG电极为平整的单晶表面 ,比起普通的石墨电极 ,HOPG电极表面与 DNA 分子应该有更

多的接触. 但是 ,DNA 分子的柔韧性对于其在电极表面的吸附仍然起着主要作用. 相对比较刚

性的双链 DNA ,其 G、A 碱基在电极表面的浓度很小 ,以至于不能给出明显的阳极氧化的伏安

信号 ,而比较柔性的单链 DNA ,其 G、A 碱基可以在电极表面吸附到足够高的浓度 ,给出明显

的阳极氧化伏安信号.

图 2 　双链 DNA 的微分脉冲伏安图
Fig. 2 　Differential pulse voltammogrma of dsDNA

a) pre-polarized at 0. 4 V for 15 min 　b) no
polarization , other conditions as Fig. 1

图 3 　单链 DNA 的微分脉冲伏安图
Fig. 3 　Differential pulse voltammogram of ssDNA

a) no pre-polarization b) pre-polarized at 0. 4
v for 15 min , other conditions as Fig. 1
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经过一定预极化处理 (例如在 0. 3 V vs. Ag/ AgCl 下预极化 15 min)的双链 DNA 在 DPV

图上可以给出阳极氧化峰 (图 2) . 而单链 DNA 经过预极化和未预极化处理 ,两者差别不大 (图

3) . 这个现象可能是由于两种 DNA 在电极表面的吸附形式不同所至. 双链 DNA 是通过磷酸

- 核糖骨架与 HOPG电极表面作用 ,主要通过静电力吸附 ,在正电位下极化有利于吸附. 而单

链 DNA 上的暴露出来的碱基也可以同电极表面发生作用 ,吸附可以通过化学键合、静电力等

多种作用 ,因此单链 DNA 本来就具有较强的吸附 ,因而电场对其吸附影响不明显.

双链 DNA 的伏安峰 (经预极化处理)仅在第一循环时出现 ,第二循环后峰迅速降低 ,直至

消失. 而单链 DNA 的伏安峰则可以多次重复的出现. 可见双链 DNA 的氧化产物在电极表面

的吸附较强 ,阻止了溶液中的 DNA 分子继续往电极表面吸附.

实验中 ,除了两个正常的氧化峰外 (分别对应于 DNA 上 G、A 碱基的氧化) ,在较负的电位

也出现了一个氧化峰 ,峰的位置表明可能是溶液中自由 G碱基所给出的氧化峰[4 ,10 ] .

Brabec 等 PG电极上所得到的 DNA 中 G、A 碱基的氧化峰电位与 Yao , Brett 等在 GC 电

极上所得到的峰电位有所不同 ,他们认为这是由于 DNA 溶液存在不同程度的降解所导致

的[4 ,7 ] . 我们在实验中所得到的氧化峰电位与他们得到的电位也存在一定差别. 我们认为除了

降解的因素外 ,还可能与不同类型碳电极的表面结构和性质有关.

图 4 　双链 DNA 的 ECAFM 图
Fig. 4 　ECAFM images of dsDNA at a concentration

of 0. 3 g/ dm3 , SSC buffer , p H7. 0
NanoScope EC Contact AFM 　　
Scan size 4. 000μm 　　
Setpoint - 1. 975 V 　　
Scan rate 3. 052 Hz 　　
Number of samples 256 　　
Data type Height 　
Z range 19. 51 mn 　

图 5 　双链 DNA 的 ECAFM 图
Fig. 5 　ECAFM images of dsDNA , several min. later

than Fig. 4
NanoScope EC Contact AFM 　　
Scan size 4. 000μm 　　
Setpoint - 1. 975 V 　　
Scan rate 3. 052 Hz 　　
Number of samples 256 　　
Data type Height 　
Z range 19. 51 nm 　

2 . 2 　HOP G电极上 DNA 的 ECAFM
HOPG电极与 AFM 和 STM 等 SPM 技术相结合[11 ,12 ]有助于将 DNA 的电化学研究进一

步扩展到分子原子水平. 在本工作中选用 ECAFM 技术 ,因为 AFM 中针尖不会产生局部电
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　图 6 　双链 DNA 的 ECAFM 图 (稀释十倍后)
　Fig. 6 　ECAFM images of dsDNA at a concentration of

0. 03 g/ dm3 , SSC buffer , p H7. 0
NanoScope EC Contact AFM 　　
Scan size 6. 000μm 　　
Setpoint - 2. 950 V 　　
Scan rate 3. 014 Hz 　　
Number of samples 256 　　
Data type Height 　

Z range 23. 55 nm 　

场 ,比 STM 更适合于研究电场作用对于

DNA 构形构象的影响.

已有文献[13 ] 认为 ,大分子量的 DNA

分子难以平躺地吸附在电极表面. 吸附在

HOPG电极上的双链 CT DNA 的 ECAFM

图象 (图 4) 表明 ,双链 DNA 分子的部分片

段吸附于电极表面 ,未直接吸附于电极表

面的 DNA 分子链片段形成了图中所见到

的 DNA“岛”. 由于针尖的作用 ,经过一段时

间的扫描后 ,DNA“岛”的分布将发生变化

(图 5) . DNA“岛”侧面的阴影为扫描过突

出的“岛”状结构后针尖突然下降所形成

的. 实验中 ,在 + 0. 4～ - 0. 6 V ( vs. Ag/

AgCl) 的电位区间内进行电位扫描 , E2
CAFM 的图象没有发生变化 ,说明在此电

位区间内 ,ECAFM 观测不到双链 CT DNA

的解链行为 , 或许在这电位区间内 CT

DNA 尚未发生解链. 将 DNA 溶液稀释十

倍后 ,可以观测到基底的石墨结构 (图 6) 表

明此时吸附的 DNA 分子在电极表面没有

铺满.

图 7 　玻碳电极空白体系的紫外反射光谱 ;以下 UV
实验图的 DNA 浓度均为 300 mg/ L , p H 7. 4 ,
0. 1 mol/ L NaAC 缓冲溶液

Fig. 7 　UV/ Vis reflection spectroscopy of supporting
electrolyte on GCE

图 8 　玻碳电极上双链 DNA 的紫外可见反射光谱

Fig. 8 　UV/ Vis reflection spectroscopy of dsDNA on

GCE

2 . 3 　DNA 在玻碳电极上的 现场紫外可见反射光谱
　　先将处理好的玻碳电极浸入 DNA 溶液中大约 12 h ,然后进行光谱实验 ,测量相对反射率
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图 9 　玻碳电极上单链 DNA 的紫外可见反射光谱

Fig. 9 　UV/ Vis reflection spectroscopy of ssDNA on

GCE

图 10 　玻碳电极上 dsDNA 的ΔR/ R～ E 关系图

λ= 350 nm

Fig. 10 　Relative reflectance change curve as the

function of potential for dsDNA

变化 ( ΔR/ R = ( R ( Ew ) - R ( E0) ) / R ( E0) ) ,其负值 ( - ΔR/ R) 表示吸附 DNA 的对光的吸

收 ,参考电位 E0 为 0. 3 V (vs. SCE) ,实验电位 Ew 分别为 0. 7 V 和 1. 1 V (vs. SCE) ,在 200～

300 nm 处因光源信号较弱 ,信噪比较差. 图 7 ,8 ,9 分别是不含 DNA 的空白体系 ,含双链 DNA

的体系和含单链 DNA 的体系的紫外可见反射光谱 ,图 10 ,11 分别是相对反射率变化与电位

的关系图.

图 11 　玻碳电极上 ssDNA 的ΔR/ R～ E 关系图

λ= 350 mm

Fig. 11 　Relative reflectance change curve as the func2
tion of potential for ssDNA

单链 DNA 在玻碳电极的紫外可见反射

光谱图 (图 9)表明 ,DNA 及氧化产物可以吸附

在电极上 ,吸收峰在约 325 nm 处 ;相对反射率

在大约 0. 5 V 和 0. 9 V (vs. SCE) 处明显下降

(图 11) ,这同伏安图上氧化峰电位一致.

在伏安图中难以给出双链 DNA 的阳极氧

化峰. 但是 ,从双链 DNA 在玻碳电极上的谱图

(图 8)和相对反射率对电位的依赖性 (图 10)

可见 ,除了吸收的强度不如单链 DNA 以外 ,在

玻碳电极上双链 DNA 具有和单链 DNA 类似

的性质 ,可以吸附在电极表面并发生氧化反

应.

实验测得的吸收峰在 325 nm 处 ,比在溶

液中的 DNA 吸收峰 260 nm 红移约 65 nm ,红

移的原因可能是由于 DNA 氧化引起的.

3 　结　论
实验说明 ,HOPG电极不仅适合于 DNA 的伏安法研究 ,也可以用于在原子分子水平对
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DNA 在电极表面的吸附和构向进一步研究. 在电极表面上双链 DNA 的吸附很大程度上取决

于控电位预极化 ,而单链 DNA 的吸附则与预极化关系不大. HOPG电极上的 ECAFM 方法在

DNA 研究方面有很宽阔的应用前景. 紫外可见反射光谱在研究 DNA 的吸附时具有比伏安法

更高的灵敏度.
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Ordered Pyrolytic Graphite and Glass Carbon Electrode
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Abstract 　It is shown that calf thymus DNA (CT DNA) can be adsorbed at highly or2
dered pyrolytic graphite ( HOPG) electrode and detected by differential pulse voltammetry (DPV)

and electrochemical atomic force microscopy ( ECAFM) . It is found that controlled potential pre -

polarization influences largely the adsorption of dsDNA while it has little influence on ssDNA. It

is demonstrated that ECAFM is useful to exploit adsorption of DNA at HOPGE. The pattern of

adsorption of DNA at HOPG electrode that fits best with the experimental data is proposed. The

results aslo shows that UV/ Vis reflection spectroscopy , which has not been used in studying elec2
t rochemical behavior of DNA , is more sensitive than voltammetry in the investigation of DNA ad2
sorption.

Key words 　DNA , HOPG , Pre-polarization , Oxidation , ECAFM , UV/ Vis reflec2
tion spectroscopy
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