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脱氧核糖核酸在

汞膜电极上的电化学行为

吴金添 周剑章 黄 寅 罗 瑾 林仲华
’

(厦 门大学化学系
,

固体表面物理化学国家重点实验室
,

物理化学研究所
,

厦 门 361 田5 )

摘 要 首次在汞膜电极上利用循环伏安
、

微分脉冲和交流伏安法研究脱氧核糖核酸(DNA )

的电化学行为
。

结果表明汞膜电极作为一类固体电极可应用于负电位区 D NA 电化学行为的

研究
。

同时结合凝胶电泳和 U’V 光谱法
,

研究了用纯高氯酸处理的 D NA 的氧化还原特性
,

结

果表明纯高氯酸可引起 D NA 的变性和降解
。

纯高氯酸不适宜用于 D NA 的变性处理
。
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,
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1 引 言

D NA 的电化学行为具有重要的理论与实际意义
。

目前它的氧化是利用碳
、

金等固体电极

在比较正的电位进行
,

其还原是利用滴汞电极(D ME )或悬汞电极(H M D E )一类的液态汞电极在

相当负的电位进行〔’
一 6 〕。 作为 DNA 电化学传感器

,

均采用 的是固体电极以
s〕。 若要利用 D NA

还原作为电化学传感器的信号或在分子水平上研究其还原过程
,

那么较难采用液态汞电极
。

因此寻找一种合适的固体电极以便在负电位区研究 DN A 的还原行为仍是一个巫待解决的问

题
。

本文以银基汞膜电极(SB MFE )代替一般的滴汞电极 (D ME) 或悬汞电极 (H MD E )
,

研究 DNA
在负电位区的电化学行为以l0]

。

2 实验部分

2
.

1 仪器与试剂

电化学测试使用美国 EG &PAR C M27 3 恒电位仪和 Med el 27 0 电化学分析软件
。

IJV 光谱使

用 日本岛津 UV
~

24 0 分光光度计测量
。

电解池采用三电极体系
,

汞膜电极为工作电极
,

铂丝为

辅助电极
,

饱和甘汞电极(SCE )为参比电极
。

实验测得的电位均相对于饱和甘汞电极
。

所有

实验都在室温完成
。

实验时通 凡 除 q
。

小牛胸腺 DN A (A溯 /A , = 1
.

86) 为华美(H
u

~ )生物工程公司产品
,

使用时没有进一步纯

化
。

其他试剂均为分析纯
。

溶液用二次蒸馏水配制
。

用甲酸铁调节所使用的Mc IL vai n e
缓冲

液(5 5
.

4 g/ L N处川刃
月 + 4

.

7 9 留L 柠檬酸 + 3
.

5 9 留L N氏 F) pH = 6
.

8
。

2. 2 DN A 变性处理

DNA 按下列步骤进行热变性处理
:
先将 DNA 加热到 100 ℃约 巧 而 n ,

然后迅速地在冰浴中

冷却
。

D N A 按下列步骤用纯高氯酸处理〔”〕:
首先准确称取约 7

,

s mg 样品
,

用 l mL 高氯酸处理

巧 而
n ,

然后用 l mL 的 9 m o l/L 的 Nao H 溶液中和
,

溶液随后滴加 23 ml. 的适当的缓冲溶液至最

后体积为 25 mL
。

2
.

3 汞膜电极的制备

1卯7-07 一 收稿 ;1 卯8
一 ro 接受

。
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选用银丝(纯度 99
.

9 %
,

巾300 ~
,

the Briti sh D rU g H 6u

ses 产品)作为汞膜电极的基体
。

在

未加搅拌的 0
.

1 o UL 珑(N0 3
)

,
(pH

二
2) 溶液中

,

电位控制在 0
.

2 v 电沉积汞
。

为了改进它的

电化学性能
,

可将汞膜电极在 1
.

0 mo UL N a 0 H 溶液中控制电位在
一 2

.

5 V 下极化几秒钟进行

预处理
。

另外
,

我们发现在已老化的汞膜电极上电沉积汞
,

这样制备的汞膜电极具有较好的性

能
。

因此
,

在我们的实验中
,

使用的都是经过二次或者二次以上电沉积后的汞膜电极
。

汞膜电极存放在蒸馏水 中
,

在老化的汞膜电极上电沉积 1 脚 厚汞层的银基汞膜 电极

(SBMFE )
,

可持续使用 4 8 h
。

3 结果与讨论

3
.

1 汞膜电极上 D NA 在负电位区的电化学行为

天然 DNA 和热变性 D NA 的还原的微分脉冲伏安图示于图 1
。

由图可见
,

在实验扫描电位

范围内
,

天然 DNA 没有给出任何信号
,

热变性 D NA 在
一 1

’
.

4 V 附近较易在 SBMFE 上还原
。

热

变性 D NA经第一个循环还原后
,

从第二个循环开始没有给出伏安信号
,

说明强吸附在电极表

面的变性 DNA 还原产物抑制了 DNA 的进一步还原
。

DNA 的 4 种核昔的微分脉冲伏安图示于

图 2
。

很明显
,

热变性 DNA 的还原峰对应于腺嗦吟(A )和胞喃吮 (C) 残基的还原
,

这与利用
DME 和 HM

D E 测得的结果是一致的〔‘
一“〕。

交流实验(交流伏安和交流阻抗)没

有给出 DNA (天然和变性 )在电极表面上吸

附的迹象
。

D NA 在汞膜电极上难于吸附
,

这

一行为与滴汞电极上的吸附大为不同
,

文献

上报道〔’.2. 5,6 〕
,

只要将 HM
D E 插人含有 D NA

的溶液中
,

DN A 便吸附在 H MD E 表面
,

这反

映液汞电极和汞膜 电极之间的差别
。

DM E

或 HMD E 表面较易变形
,

而作为固态电极的

SBMFE 的表面汞层比较刚性
,

因此在液汞电

极上的 DNA 链与电极表面会有比较多的接

触
,

有利于 DNA 分子在液汞电极表面的吸

附
。

3
.

2 用纯高氮酸处理 D NA

有许多方法可 以引起 D NA 的变性
,

例

如
:
热变性

,

酸变性等
。

Bre tt等使用了高氯

酸变性 DNA 并研究了其在玻碳电极上的氧

化行为〔‘,〕。 他们和我们的实验结果表明
,

除

了用高氯酸处理的 D NA 氧化时电流比较大

外
,

两者的氧化行为差别不大
。

这里
,

我们比较详细地研究了用纯高氯

乏
”

·
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c
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)
。

酸处理的 D NA 的性质
,

发现了一些不寻常的现象
。

3
.

2
.

1 非电化学方法 当 DNA 用高氯酸处理到足够长的时间
,

产生一种褐色的沉淀物
。

用

高氯酸处理胸昔时发现同样颜色的沉淀物
,

腺昔
、

胞昔和鸟昔没有这一现象
。

用凝胶电泳检测

DNA 的分子量
,

发现热变性 DNA 和天然 D NA 有一窄的泳带
。

在 260 nm 波长
,

U’V 光谱吸收顺
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:

脱氧核糖核酸在汞膜电极上的电化学行为 8 2 1

序如下
:
用高氯酸处理的 DN A > 热变性 DNA

> 天

然的 D NA
。

这些结果表明 DNA 链被高氯酸降解

成小分子
,

D NA 中的碱基对间的氢键遭到比热变

性 DNA 更多的破坏
,

导致电泳实验澳乙锭(EB) 无

法显示和 IJV 吸收光谱的增色效应
。

3
.

2
.

2 电化学方法 用纯高氯酸处理的 DNA 的

循环伏安图示 于 图 3
。

与热变性 D NA 和天然

DN A 不同
,

伏安图上 A
、

C 还原峰消失了
,

而在电

位
一 o

.

S V 和
一 l

.

l v 附近出现二对附加的氧化

还原峰 (实验 已证实它不是高氯酸的氧化还原

峰)
。

这可能因 DNA 中 A
、

C残基被高氯酸破坏的

产物给出伏安峰
,

并且该氧化还原反应具有某种

程度的可逆性
。

更有趣的是我们发现用高氯酸处

理的 DNA 很容易吸附在电极表面上
,

仅仅把电

极插人含有高氯酸处理的 DN A 溶液中吸附便发

生了
,

这 一特 征 易用 吸 附转 移 溶 出伏 安 法

(A山rs v )检测到t51
。

我们还发现用高氯酸处理的

D N A 能影响氢在 SBMFE 上的析出反应
,

大量氢析
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图 2 DN A 的 4 种核昔的微分伏安图
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出之前在
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.

S V 附近出现了一个相当大的电流峰(图 4 )
。

因为电流如此大
,

不可能是 DN A
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图 3 在银基汞膜电极上用纯高氯酸处理的 DNA

的循环伏安图
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图 4 用纯高氯酸处理的 DNA 的循环伏安图(析

氢)
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降解产物本身的反应峰
,

我们认为它也是析氢峰
。

该析氢机理可能是吸附的 DNA 降解产物中

的碱基与 H
十

形成加合物
,

该加合物中的 H
十

较易还原成氢分子
。

这二个结果进一步表明
,

高

氯酸使 DNA 发生降解等变化
,

处理后产物分子比较小
,

比 DNA 分子容易在 sB M几上吸附〔‘2〕
。
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4 结 论

实验结果表明
:
(l) 汞膜电极作为一类固体电极可应用于负电位区 DN A 电化学行为的研

究 ; (2) DNA 在汞膜电极上的阴极还原行为与液态汞电极相同
,

但
一

D NA 难于在汞膜电极上吸

附 ; (3) 尽管在碳电极上经纯高氯酸变性和热变性的 DNA 有类似的阳极氧化行为
,

但在汞膜电

极上
,

经纯高氛酸变性的 DN A 的 A
、

C还原峰消失
,

而在比 A
、

C还原峰较正的电位出现二对氧

化还原峰
,

说明纯高氯酸处理引起 D NA 变性
、

降解
,

且 A
、

C 残基被破坏成其他小分子
,

DNA 降

解产物易吸附在汞膜电极上
,

并对析氢有催化作用
。

致 谢 本课题电泳实验在厦门大学生物系细胞生物学研究室完成
,

并承蒙陈元霖副教授和桂慕兰实

验师的亲切指导和大力协作
,

谨此表示诚挚的谢意
。
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