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巯基修饰单链 ＤＮＡ在纳米金薄膜电极上自组装、
杂交和取向的电化学交流阻抗谱

魏　旭　郝青丽　陆路德　汪　信　杨绪杰
（南京理工大学材料化学实验室　南京 ２１００９４）

摘　要　利用电化学交流阻抗技术对ＳＨｓｓＤＮＡ在纳米金薄膜电极表面的自组装、杂交和取向进行了系统表
征。探讨了ＳＨｓｓＤＮＡ的组装时间、浓度和链长对其自组装的影响，自组装１５ｈ时电荷传递电阻 Ｒｃｔ最大，表
面覆盖率最高；研究了ＳＨｓｓＤＮＡ的浓度、链长以及与互补ＤＮＡ的杂交方式对杂交反应的影响。结果发现，随
着单链浓度的增加，杂交后 Ｒｃｔ的变化值逐渐降低，当 ＳＨｓｓＤＮＡ为５μｍｏｌ／Ｌ时 Ｒｃｔ值比杂交前增加了１６％。
通过对阻抗谱数据模拟和分析，表明ＳＨｓｓＤＮＡ以垂直竖立取向在金电极表面形成均匀致密单分子层，杂交
效率与ＳＨｓｓＤＮＡ的覆盖率密切相关。
关键词　交流阻抗谱，ＳＨｓｓＤＮＡ，自组装，杂交，取向
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经典的ＤＮＡ电化学生物传感器通常是由一个固定有已知序列ＤＮＡ片断的固体电极（ＤＮＡ探针）、
电活性杂交指示剂和电化学分析仪构成。通过电活性指示剂将探针ＤＮＡ与目标ＤＮＡ杂交反应信息转
化为可检测到电化学信号，确定目标 ＤＮＡ的存在。因而，已知序列 ＤＮＡ在固体电极上的固定是构建
ＤＮＡ电化学生物传感器的关键步骤之一，ＤＮＡ探针的制备质量（取向、构造及表面密度）与 ＤＮＡ电化
学生物传感器的灵敏性、选择性和稳定性具有密切的关系［１］。

ＤＮＡ在金电极表面的固定常见有２种方式［２］。一是采用含有特定官能团（—ＯＨ、—ＮＨ２等）的二硫
化物、硫化物和—ＳＨ化合物先行在金电极表面自组装成单分子层（ＳＡＭ），再在ＳＡＭ上共价键合或吸附
固定ＤＮＡ，制备ＤＮＡ探针；二是利用Ｓ—Ａｕ键将—ＳＨ修饰单链（ｓｓ）或双链（ｄｓ）ＤＮＡ直接组装在金电
极表面，随着—ＳＨ修饰ＤＮＡ的合成、分离和提纯技术的提高，现已成为制备 ＤＮＡ探针的常用方法之
一。通常用来表征ＤＮＡ在金电极表面固定、杂交的方法主要有循环伏安法（ＣＶ）、Ｘ射线光电子能谱
（ＸＰＳ）、电化学扫描隧道显微技术（ＥＣＳＴＭ）及表面增强拉曼光谱（ＳＥＲＳ）［３４］、椭圆光度法、３２Ｐ放射性
标记法和电化学计时库仑法（ＣＣ）［１，５］、石英晶体微天平（ＱＣＭ）、原子力显微镜（ＡＦＭ）和傅里叶变换红
外分光光度法（ＦＴＩＲ）［６８］等方法。用电化学交流阻抗法（ＥＩＳ）表征电极表面自组装单分子层及构建非
标记ＤＮＡ杂交传感器是目前流行的研究方向之一［９１１］，已广泛用于电极表面修饰层的表征［１０，１２］，但用

ＥＩＳ表征电极表面单分子层取向的研究未见报道。本文用电化学交流阻抗技术系统研究了 ＳＨｓｓＤＮＡ
在纳米金薄膜电极上的自组装性能、取向和杂交反应。

１　实验部分
１．１　试剂和仪器

实验用不同序列寡聚核苷酸购自上海生工生物工程技术服务有限公司，序列如下：（１）１４个碱基探
针ＤＮＡ：５′ＨＳ（ＣＨ２）６ＧＣＡＡＡＧＧＧＴＣＧＴＡＣ３′；互补目标ＤＮＡ：５′ＧＴＡＣＧＡＣＣＣＴＴＴＧＣ３′；（２）３６
个碱基探针ＤＮＡ：５′ＨＳ（ＣＨ２）６ＴＣＣＣＣＣＧＧＧＣＴＧＣＡＧＧＡＡＴＴＣＧＡＴＡＴＣＡＡＧＣＴＴＡＴＣ３′；互补目
标ＤＮＡ链：５′ＧＡＴＡＡＧＣＴＴＧＡＴＡＴＣＧＡＡＴＴＣＣＴＧＣＡＧＣＣＣＧＧＧＧＧＡ３′；（３）８０个碱基探针ＤＮＡ：
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５′ＨＳ（ＣＨ２）６ＧＣＡＡＡＧＧＧＴＣＧＴＡＣＧＧＧＧＧＧＴＴＴＴＴＴＧＧＧＧＧＧＴＴＴＴＴＴＧＧＧＧＴＴＴＴＧＧＣＣＡＴＡ
ＴＡＧＧＣＣＴＴＴＴＧＧＣＣＴＡＴＡＴＧＧＣＣＴＴＴＴ３′；互补目标 ＤＮＡ链：５′ＡＡＡＡＧＧＣＣＡＴＡＴＡＧＧＣＣＡ
ＡＡＡＧＧＣＣＴＡＴＡＴＧＧＣＣＡＡＡＡＣＣＣＣＡＡＡＡＡＡＣＣＣＣＣＣＡＡＡＡＡＡＣＣＣＣＣＣＧＴＡＣＧＡＣＣＣＴＴ
ＴＧＣ３′。铁氰化钾、亚铁氰化钾等化学试剂均为分析纯。实验用水为二次蒸馏水。

ＣＨＩ６６０Ｂ型电化学工作站（上海辰华）；电化学实验采用传统的三电极体系：工作电极为自制纳米
金薄膜电极，参比电极为饱和甘汞电极（ＳＣＥ），对电极为螺旋状铂丝。
１．２　ＤＮＡ修饰纳米金薄膜电极的制备
１．２．１　纳米金薄膜电极的制备及处理　磁控溅射法自制纳米金薄膜电极［１３］。电极面积约０４ｍｍ２，
Ａｕ晶体具有（１１１）面取向优势，表面粗糙度小于１０ｎｍ。将制备好的纳米金薄膜电极依次用甲苯、丙
酮、Ｖ（氯仿）∶Ｖ（乙醇）＝１∶１的溶液浸泡５ｍｉｎ，再超声清洗５ｍｉｎ，挥发干燥，用Ｖ（Ｈ２Ｏ２）∶Ｖ（Ｈ２ＳＯ４）＝
１∶３溶液浸泡５ｍｉｎ，超声清洗２ｍｉｎ，然后用二次蒸馏水超声清洗２次，每次１０ｍｉｎ，Ｎ２气吹干备用。
１．２．２　ＳＨｓｓＤＮＡ修饰纳米金薄膜电极（ＳＨｓｓＤＮＡ／Ａｕ）的制备　将 ＳＨｓｓＤＮＡ用固定杂交溶液（含有
０００１ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ、００５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、００２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ水溶液，ｐＨ＝７０）稀释至所需浓度，取此探
针溶液０５μＬ滴加到备用金薄膜电极表面，高湿度、室温下自组装合适的时间，然后用大量的二次蒸馏
水清洗１５ｍｉｎ，除去未共价组装上的ＤＮＡ，自然干燥，即得到用ＳＨｓｓＤＮＡ修饰的探针金薄膜电极。
１．２．３　ｄｓＤＮＡ修饰纳米金薄膜电极的制备　１）将 ＳＨｓｓＤＮＡ修饰探针电极放置在１０×１０－１２ｍｏｌ／Ｌ
互补链ＤＮＡ缓冲溶液中，４０℃杂交反应６０ｍｉｎ；２）将ＳＨｓｓＤＮＡ与同浓度互补链ＤＮＡ在４０℃下杂交
反应６０ｍｉｎ，再滴加到电极表面自组装１５ｈ。电极用二次蒸馏水浸泡１０ｍｉｎ，再用大量二次蒸馏水冲洗
１５ｍｉｎ，除去未参与特异性杂交反应的残余 ＤＮＡ，得到巯基修饰的双链 ＤＮＡ（ＳＨｄｓＤＮＡ），自然晾干作
为电化学实验用电极。

１．３　电化学交流阻抗法（ＥＩＳ）
将 ＳＨｓｓＤＮＡ修饰的纳米金薄膜电极作为工作电极，在 Ｆｅ（ＣＮ）３－６ ／Ｆｅ（ＣＮ）

４－
６ 电解质溶液

（００１ｍｏｌ／ＬＫ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］／Ｋ４［Ｆｅ（ＣＮ）６］（摩尔比１∶１）＋００５ｍｏｌ／ＬＫＣｌ＋００２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ）中做
电化学测定，得到交流阻抗图谱。交流阻抗测量参数：初始电位０２Ｖ，频率范围１×１０５～５×１０－１Ｈｚ；
静止时间为５ｓ，用Ｚｖｉｅｗ２软件模拟分析阻抗数据。

２　结果与讨论
２．１　ＳＨｓｓＤＮＡ在纳米金薄膜电极上自组装过程的ＥＩＳ表征

电化学交流阻抗谱法（Ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌｉｍｐｅｄａｎｃｅｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，ＥＩＳ）是以小振幅正弦波电位为扰动
信号的电测量方法，同时又是一种频率域的测量方法［１４］。本实验用ＳＨｓｓＤＮＡ和杂交反应后ＳＨｄｓＤＮＡ
修饰的纳米金薄膜电极作为工作电极，在 Ｆｅ（ＣＮ）３－６ ／Ｆｅ（ＣＮ）

４－
６ 溶液体系下得到交流阻抗谱（Ｎｙｑｕｉｓｔ

图），并用经典Ｒａｎｄｌｅｓ等效电路Ｒ（Ｃ（ＲＷ））模拟整个电化学系统，包括电解质溶液电阻 ＲＳ，工作电极
表面电荷传递电阻Ｒｃｔ，Ｗａｒｂｕｒｇ阻抗ＺＷ，电极表面的双电层电容Ｃｄｌ等参数。Ｎｙｑｕｉｓｔ图谱由相连的圆弧
和斜线两部分构成，高频区测得圆弧部分由电子传递过程控制，其直径大小与Ｒｃｔ值相等

［１５］。比较裸金

薄膜电极、ＳＨｓｓＤＮＡ／Ａｕ和ＳＨｄｓＤＮＡ／Ａｕ表面电荷传递电阻Ｒｃｔ的变化，表征ＳＨｓｓＤＮＡ在纳米金薄膜
电极自组装和杂交反应过程。

２．１．１　组装时间对 ＳＨｓｓＤＮＡ／Ａｕ的 ＥＩＳ影响　按本文１．２．２节所述方法配制１μｍｏｌ／Ｌ１４个碱基
ＳＨｓｓＤＮＡ溶液，滴加在纳米金薄膜电极表面，分别自组装３、６、１０和１５ｈ。将ＳＨｓｓＤＮＡ修饰的金电极
作为工作电极，在Ｆｅ（ＣＮ）３－６ ／Ｆｅ（ＣＮ）

４－
６ 电解质溶液中测量电化学交流阻抗谱，并同裸金薄膜电极交流

阻抗谱比对，结果见图１。裸金薄膜电极阻抗谱只在高频区出现微小的圆弧，频率范围内基本是一条
４５°直线（图１曲线ａ），表明［Ｆｅ（ＣＮ）６］

３－／４－不受阻碍很容易直达电极表面发生氧化还原反应，此反应

是受扩散控制的过程。当带有负电荷磷酸骨架的ＳＨｓｓＤＮＡ通过Ｓ—Ａｕ键自组装在金电极表面后会引
起电极界面性质的变化。随着自组装时间的延长，ＳＨｓｓＤＮＡ组装在电极表面的数量越来越多，电极表
面的负电荷明显增多，同性相斥原理，阻碍了同为负电荷的电化学活性物质［Ｆｅ（ＣＮ）６］

３－／４－到达电极
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图１　裸金电极和不同组装时间的ＳＨｓｓＤＮＡ／Ａｕ在
０．０１ｍｏｌ／ＬＫ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］／Ｋ４［Ｆｅ（ＣＮ）６］的

０．０２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（含有０．０５ｍｏｌ／ＬＫＣｌ）溶液中的
交流阻抗Ｎｙｑｕｉｓｔ图

Ｆｉｇ．１　ＮｙｑｕｉｓｔｄｉａｇｒａｍｓｏｆＥＩＳｆｏｒｂａｒｅＡｕｅｌｅｃｔｒｏｄｅ（ａ）
ａｎｄＳＨｓｓＤＮＡ／Ａｕｅｌｅｃｔｒｏｄｅｓｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｓｓｅｍｂｌｉｎｇ
ｔｉｍｅｉｎ０．０２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ０．０１ｍｏｌ／Ｌ

Ｋ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］／Ｋ４［Ｆｅ（ＣＮ）６］ａｎｄ

０．０５ｍｏｌ／ＬＫＣｌｓｏｌｕｔｉｏｎ（ｂ．３ｈ，ｃ．６ｈ，ｄ．１０ｈ，ｅ．１５ｈ）

表面进行电荷传递的进程，导致电极表面电荷传递

电阻 Ｒｃｔ增加，Ｎｙｑｕｉｓｔ图中高频区圆弧直径随着自
组装时间的增加而增大（图１曲线ｂ～曲线ｅ）。ＳＨ
ｓｓＤＮＡ自组装１０ｈ与自组装６ｈ相比，Ｒｃｔ值的变化
有一明显突跃，表明 ＳＨｓｓＤＮＡ在自制纳米金薄膜
电极表面自组装密度增大，自组装时间不宜低于

１０ｈ，本实验条件下，自组装时间１５ｈ时Ｒｃｔ值最大，
电极表面 ＳＨｓｓＤＮＡ的量最多，故以下实验自组装
时间均为１５ｈ。
２．１．２　ＳＨｓｓＤＮＡ的浓度对 ＳＨｓｓＤＮＡ／Ａｕ的 ＥＩＳ
影响　分别配制０５、１、５和１０μｍｏｌ／Ｌ的１４个碱
基ＳＨｓｓＤＮＡ溶液，在纳米金薄膜电极表面自组装
１５ｈ，用００１ｍｏｌ／ＬＦｅ（ＣＮ）３－６ ／Ｆｅ（ＣＮ）

４－
６ 电解质

溶液测量其ＥＩＳ，结果如图２所示。
由图２可知，单位时间内随着自组装浓度的增

加，在金电极表面修饰的 ＳＨｓｓＤＮＡ数量就越多，电
极表面的负电性增大，阻碍了［Ｆｅ（ＣＮ）６］

３－／４－在电

极表面进行电子传递的进程，引起电极表面电荷传

递电阻Ｒｃｔ增加。与裸金电极阻抗谱相比较（图２曲
线ａ），Ｎｙｑｕｉｓｔ图中高频区圆弧直径随着自组装浓度的增加而增大（图２曲线 ｂ～曲线 ｅ），此结果可证
明，ＳＨｓｓＤＮＡ已成功组装在纳米金薄膜电极表面。

图２　裸金电极和不同浓度的ＳＨｓｓＤＮＡ／Ａｕ在
０．０１ｍｏｌ／ＬＫ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］／Ｋ４［Ｆｅ（ＣＮ）６］的

０．０２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（含有０．０５ｍｏｌ／ＬＫＣｌ）溶液中的
交流阻抗Ｎｙｑｕｉｓｔ图

Ｆｉｇ．２　ＮｙｑｕｉｓｔｄｉａｇｒａｍｓｏｆＥＩＳｆｏｒｂａｒｅＡｕｅｌｅｃｔｒｏｄｅ（ａ）
ａｎｄＳＨｓｓＤＮＡ／Ａｕｅｌｅｃｔｒｏｄｅｓａｓｓｅｍｂｌｅｉｎ０．５（ｂ），
１（ｃ），５（ｄ）ａｎｄ１０（ｅ）μｍｏｌ／Ｌ１４ｂａｓｅＤＮＡ
ａｎｄ０．０２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ０．０１ｍｏｌ／Ｌ

Ｋ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］／Ｋ４［Ｆｅ（ＣＮ）６］ａｎｄ

０．０５ｍｏｌ／ＬＫＣｌｓｏｌｕｔｉｏｎ

图３　裸金电极和不同链长的ＳＨｓｓＤＮＡ／Ａｕ在
０．０１ｍｏｌ／ＬＫ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］／Ｋ４［Ｆｅ（ＣＮ）６］的

０．０２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（含有０．０５ｍｏｌ／ＬＫＣｌ）溶液中的
交流阻抗Ｎｙｑｕｉｓｔ图

Ｆｉｇ．３　ＮｙｑｕｉｓｔｄｉａｇｒａｍｓｏｆＥＩＳｆｏｒｂａｒｅＡｕｅｌｅｃｔｒｏｄｅ（ａ）
ａｎｄＳＨｓｓＤＮＡ／Ａｕｅｌｅｃｔｒｏｄｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｎｇｔｈｓ
ｉｎ０．０２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ０．０１ｍｏｌ／Ｌ

Ｋ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］／Ｋ４［Ｆｅ（ＣＮ）６］ａｎｄ

０．０５ｍｏｌ／ＬＫＣｌｓｏｌｕｔｉｏｎ
（ｂ．１４ｂａｓｅＤＮＡ，ｃ．３６ｂａｓｅＤＮＡ，ｄ．８０ｂａｓｅＤＮＡ）

２．１．３　ＳＨｓｓＤＮＡ链长对 ＳＨｓｓＤＮＡ／Ａｕ的 ＥＩＳ影响　配制 １μｍｏｌ／Ｌ的 １４、３６和 ８０个碱基的 ＳＨ
ｓｓＤＮＡ溶液（不同链长），在纳米金薄膜电极表面自组装１５ｈ后测量ＥＩＳ。图３为不同链长的ＳＨｓｓＤＮＡ／
Ａｕ在Ｆｅ（ＣＮ）３－６ ／Ｆｅ（ＣＮ）

４－
６ 电解质溶液中得到的电化学交流阻抗谱。同浓度不同链长的ＳＨｓｓＤＮＡ修
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饰金电极，相当于电极表面的单分子层厚度不同，随着 ＳＨｓｓＤＮＡ链长的增加，单分子层厚度也随之增
加，负电性的电化学活性物质［Ｆｅ（ＣＮ）６］

３－／４－到达电极表面完成电子传递的路程也相应延长，与裸金

薄膜电极阻抗谱相比，Ｎｙｑｕｉｓｔ图中高频区圆弧直径随着 ＳＨｓｓＤＮＡ链长的增加而增大，也即 Ｒｃｔ值增大
（图３曲线ａ～曲线ｄ）。图中３６个碱基ＳＨｓｓＤＮＡ／Ａｕ的Ｒｃｔ值和１４个碱基ＳＨｓｓＤＮＡ／Ａｕ的Ｒｃｔ值相比
变化幅度较小，８０个碱基 ＳＨｓｓＤＮＡ／Ａｕ的 Ｒｃｔ值远大于１４和３６个碱基 ＳＨｓｓＤＮＡ／Ａｕ的 Ｒｃｔ值，证明
ＳＨｓｓＤＮＡ通过Ｓ—Ａｕ键自组装在金电极表面过程中链长（膜层厚度）的变化对界面结构的规律性影
响。

２．２　ＳＨｓｓＤＮＡ探针与互补目标ＤＮＡ杂交反应的ＥＩＳ表征
自组装在纳米金薄膜电极表面的ＳＨｓｓＤＮＡ探针能识别溶液中的互补ＤＮＡ链，并与之发生特异性

杂交反应，形成双螺旋结构的双链ＤＮＡ，使电极表面的负电荷数量成倍增加，静电排斥力增大；同时，电
极表面单分子层结构更加致密，［Ｆｅ（ＣＮ）６］

３－／４－更难以到达电极表面发生氧化还原反应，完成电子交

换传递过程，导致杂交前后电极表面电荷传递电阻 Ｒｃｔ的显著差异，用于表征 ＳＨｓｓＤＮＡ与互补目标
ＤＮＡ杂交反应。
２．２．１　ＳＨｓｓＤＮＡ探针浓度对杂交反应的影响　配制０５、１和５μｍｏｌ／Ｌ的１４个碱基ＳＨｓｓＤＮＡ溶液，
在纳米金薄膜电极表面自组装１５ｈ，制得系列 ＳＨｓｓＤＮＡ／Ａｕ探针；按照本文１．２．３节（１）所述方法与
１０×１０－１２ｍｏｌ／Ｌ互补ＤＮＡ发生杂交反应，得到不同浓度的 ＳＨｄｓＤＮＡ／Ａｕ（ＳＨｓｓＤＮＡ＋ｓｓＤＮＡ），再在
００１ｍｏｌ／ＬＦｅ（ＣＮ）３－６ ／Ｆｅ（ＣＮ）

４－
６ 电解质溶液中检测杂交前后电极的ＥＩＳ，结果如图４所示。

图４　不同组装浓度ＳＨｓｓＤＮＡ与１．０×１０－１２ｍｏｌ／Ｌ互补ＤＮＡ杂交反应前后在０．０１ｍｏｌ／Ｌ
Ｋ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］／Ｋ４［Ｆｅ（ＣＮ）６］的０．０２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（含有０．０５ｍｏｌ／ＬＫＣｌ）溶液中的交流阻抗Ｎｙｑｕｉｓｔ图

Ｆｉｇ．４　ＮｙｑｕｉｓｔｄｉａｇｒａｍｓｏｆＥＩＳｆｏｒＳＨｓｓＤＮＡｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｂｅｆｏｒｅｏｒａｆｔｅｒｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ

ｗｉｔｈ１．０×１０－１２ｍｏｌ／ＬｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙＤＮＡｉｎ０．０２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ０．０１ｍｏｌ／Ｌ
Ｋ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］／Ｋ４［Ｆｅ（ＣＮ）６］ａｎｄ０．０５ｍｏｌ／ＬＫＣｌｓｏｌｕｔｉｏｎ

ｃ（ＳＨｓｓＤＮＡ）／（μｍｏｌ·Ｌ－１）：Ａ．０．５；Ｂ．１；Ｃ．５；ａ．ＳＨｓｓＤＮＡ／Ａｕ；ｂ．ＳＨｄｓＤＮＡ／Ａｕ

图４显示杂交前后电极表面电荷传递电阻 Ｒｃｔ值均随着 ＳＨｓｓＤＮＡ浓度的增加而增大，表明随着
ＳＨｓｓＤＮＡ浓度的增大，［Ｆｅ（ＣＮ）６］

３－／４－在ＳＨｄｓＤＮＡ和杂交后修饰电极上的传递性均变得更差，更难
以到达电极表面发生氧化还原反应，这种杂交前后Ｒｃｔ值的差异证明了ＳＨｓｓＤＮＡ和互补ＤＮＡ的特异性
杂交反应；但Ｒｃｔ值变化幅度随着ＳＨｓｓＤＮＡ浓度的增加反而减小，ＳＨｓｓＤＮＡ为０５μｍｏｌ／Ｌ时，杂交后
ＳＨｄｓＤＮＡ／Ａｕ的Ｒｃｔ值增加幅度是杂交前 ＳＨｓｓＤＮＡ／Ａｕ的１倍（图４Ａ），ＳＨｓｓＤＮＡ为１μｍｏｌ／Ｌ时 Ｒｃｔ
值比杂交前增加了３６％（图４Ｂ），ＳＨｓｓＤＮＡ为５μｍｏｌ／Ｌ时Ｒｃｔ值仅增加了１６％左右（图４Ｃ），说明杂交
效率与ＳＨｓｓＤＮＡ在金电极表面的覆盖率密切相关，并非覆盖率越高杂交效率越好，大浓度高密度有可
能阻碍ＳＨｓｓＤＮＡ与互补ＤＮＡ的杂交反应，本实验结果表明在较低的浓度（覆盖率）下，杂交前后Ｒｃｔ值
差异较大，灵敏度较高。

２．２．２　ＳＨｓｓＤＮＡ探针链长对杂交反应的影响　分别配制１μｍｏｌ／Ｌ的１４、３６和８０个碱基的ＳＨｓｓＤＮＡ
溶液（不同链长），在纳米金薄膜电极表面自组装１５ｈ，制得系列ＳＨｓｓＤＮＡ／Ａｕ探针；依照本文１．２．３节
（１）方法，分别与相同链长的１０×１０－１２ｍｏｌ／Ｌ互补链ＤＮＡ杂交，制备不同链长的ＳＨｄｓＤＮＡ／Ａｕ，然后
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在Ｆｅ（ＣＮ）３－６ ／Ｆｅ（ＣＮ）
４－
６ 电解质溶液中测量杂交前后电化学交流阻抗谱，结果见图５。

图５　不同长度１μｍｏｌ／ＬＳＨｓｓＤＮＡ／Ａｕ与互补ＤＮＡ杂交反应前后在０．０１ｍｏｌ／ＬＫ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］／Ｋ４［Ｆｅ（ＣＮ）６］

的０．０２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（含有０．０５ｍｏｌ／ＬＫＣｌ）溶液中的交流阻抗Ｎｙｑｕｉｓｔ图
Ｆｉｇ．５　ＮｙｑｕｉｓｔｄｉａｇｒａｍｓｏｆＥＩＳｆｏｒ１μｍｏｌ／ＬＳＨｓｓＤＮＡｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｎｇｔｈｓｂｅｆｏｒｅｏｒａｆｔｅｒ

ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｗｉｔｈ１．０×１０－１２ｍｏｌ／ＬｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙＤＮＡｉｎ０．０２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
０．０１ｍｏｌ／ＬＫ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］／Ｋ４［Ｆｅ（ＣＮ）６］ａｎｄ０．０５ｍｏｌ／ＬＫＣｌｓｏｌｕｔｉｏｎ

（Ａ．１４ｂａｓｅＤＮＡ；Ｂ．３６ｂａｓｅＤＮＡ；Ｃ．８０ｂａｓｅＤＮＡ；ａ．ＳＨｓｓＤＮＡ／Ａｕ；ｂ．ＳＨｄｓＤＮＡ／Ａｕ）

随着ＳＨｓｓＤＮＡ链长的增加，杂交前后电极表面电荷传递电阻 Ｒｃｔ值均有显著增加（图 ５），表明
［Ｆｅ（ＣＮ）６］

３－／４－随着单分子层厚度的增加，在 ＤＮＡ磷酸骨架负电荷排斥力增大和传递距离增加的共
同影响下，很难到达电极表面发生氧化还原反应，可利用这种杂交前后 Ｒｃｔ值的差异表征 ＳＨｓｓＤＮＡ和
互补ＤＮＡ的特异性杂交反应；同时，杂交前后 Ｒｃｔ值变化幅度随着 ＳＨｓｓＤＮＡ链长的增加反而减小，
ＳＨｓｓＤＮＡ链长为１４个碱基时，杂交后ＳＨｄｓＤＮＡ／Ａｕ的Ｒｃｔ值增加幅度最大（图５Ａ），ＳＨｓｓＤＮＡ为３６个
碱基时Ｒｃｔ值增加幅度次之（图 ５Ｂ），ＳＨｓｓＤＮＡ为 ８０个碱基时 Ｒｃｔ值增加幅度最小（图 ５Ｃ）。短链
ＳＨｓｓＤＮＡ（１４个碱基），类似于ＤＮＡ覆盖率较低的情况，杂交前后 Ｒｃｔ值差异较大，灵敏度较高。长链
ＳＨｓｓＤＮＡ（８０个碱基）与高覆盖率情况相似，同性电荷相斥与空间位阻影响了杂交效率，杂交前后 Ｒｃｔ
值差异最小，杂交反应检测灵敏度也随之降低。ＳＨｄｓＤＮＡ的这种阻碍氧化还原反应进行的特点，可以
用来表征已组装了ＨＳｓｓＤＮＡ的探针电极是否与溶液中的互补链结合，从而达到测序的目的。
２．２．３　杂交方式对杂交反应的影响 　图６和图７分别考察了ＳＨｓｓＤＮＡ探针电极与互补ＤＮＡ的２种
杂交方式对杂交反应的影响。图６为不同浓度的ＳＨｓｓＤＮＡ探针电极与１０×１０－１２ｍｏｌ／Ｌ互补ＤＮＡ采
用本文１．２．３节（１）所述的杂交方式得到的ＳＨｄｓＤＮＡ／Ａｕ在００１ｍｏｌ／ＬＦｅ（ＣＮ）３－６ ／Ｆｅ（ＣＮ）

４－
６ 电解质

溶液中的ＥＩＳ图（图４中所有曲线ｂ）。结果显示，随着 ＳＨｓｓＤＮＡ浓度的增加，ＳＨｄｓＤＮＡ／Ａｕ的电极表
面电荷传递电阻Ｒｃｔ值也明显增大（图６曲线 ａ、曲线 ｂ），表明 ＳＨｓｓＤＮＡ修饰金电极表面疏密度（表面
覆盖率）还能保证杂交反应的正常进行；当ＳＨｓｓＤＮＡ浓度增加至５μｍｏｌ／Ｌ时，ＳＨｄｓＤＮＡ／Ａｕ的电极表
面电荷传递电阻Ｒｃｔ值与１μｍｏｌ／Ｌ时相差很小（图６曲线ｃ），说明此时ＳＨｓｓＤＮＡ组装在金电极表面的
密度（表面覆盖率）已影响到探针ＤＮＡ与目标ＤＮＡ的杂交效率。

按本文１．２．３节（２）所述条件，将不同浓度 ＳＨｓｓＤＮＡ（０５、１、５μｍｏｌ／Ｌ）分别与相同浓度的互补
ＤＮＡ杂交后得到相应浓度的 ＳＨｄｓＤＮＡ，再将其固定组装成 ＳＨｄｓＤＮＡ／Ａｕ电极，在 ００１ｍｏｌ／Ｌ
Ｆｅ（ＣＮ）３－６ ／Ｆｅ（ＣＮ）

４－
６ 电解质溶液中测试其交流阻抗谱图，结果如图７所示。结果显示，随着ＳＨｓｓＤＮＡ

浓度的增加，ＳＨｄｓＤＮＡ／Ａｕ的电极表面电荷传递电阻 Ｒｃｔ值依次降低（图７曲线 ａ、ｂ、ｃ），这一结果与
图６的相反。这可能是由于随着杂交得到的 ＳＨｄｓＤＮＡ浓度增大，双链 ＤＮＡ分子间同性电荷排斥力增
大，同时空间位阻也增大，使得ＳＨｄｓＤＮＡ分子的巯基端到达电极表面的机会减小，从而导致组装在金
电极表面修饰上的双链ＤＮＡ分子层覆盖率降低，电极表面电荷传递电阻Ｒｃｔ值就越小（图７曲线ｃ）；相
反，ＳＨｄｓＤＮＡ浓度越低，越容易在电极表面形成单分子层，表面电荷传递电阻 Ｒｃｔ值就越大（图７曲线
ａ、ｂ）。
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图６　不同浓度ＳＨｓｓＤＮＡ探针与１．０×１０－１２ｍｏｌ／Ｌ
互补ＤＮＡ杂交后在０．０１ｍｏｌ／Ｌ

Ｋ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］／Ｋ４［Ｆｅ（ＣＮ）６］的０．０２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ

（含有０．０５ｍｏｌ／ＬＫＣｌ）溶液中的交流阻抗Ｎｙｑｕｉｓｔ图
Ｆｉｇ．６　ＮｙｑｕｉｓｔｄｉａｇｒａｍｓｏｆＳＨｄｓＤＮＡ／Ａｕｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｈｙｂｒｉｄｉｚｅｄｗｉｔｈ１．０×１０－１２ｍｏｌ／Ｌ
ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙＤＮＡｉｎ０．０２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
０．０１ｍｏｌ／ＬＫ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］／Ｋ４［Ｆｅ（ＣＮ）６］ａｎｄ

０．０５ｍｏｌ／ＬＫＣｌｓｏｌｕｔｉｏｎ
ｃ（ＳＨｓｓＤＮＡ）／（μｍｏｌ·Ｌ－１）：ａ．０．５；ｂ．１；ｃ．５

图７　由不同浓度的ＳＨｄｓＤＮＡ固定所得的
修饰电极在０．０２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ

（含有０．０１ｍｏｌ／ＬＫ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］／Ｋ４［Ｆｅ（ＣＮ）６］

和０．０５ｍｏｌ／ＬＫＣｌ）溶液中的交流阻抗Ｎｙｑｕｉｓｔ图
Ｆｉｇ．７　Ｎｙｑｕｉｓｔｄｉａｇｒａｍｓｏｆｅｌｅｃｔｒｏｄｅｓｍｏｄｉｆｉｅｄｗｉｔｈ
ＳＨｄｓＤＮＡｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｉｎ０．０２ｍｏｌ／Ｌ

ＴｒｉｓＨＣｌｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ０．０１ｍｏｌ／Ｌ
Ｋ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］／Ｋ４［Ｆｅ（ＣＮ）６］ａｎｄ

０．０５ｍｏｌ／ＬＫＣｌｓｏｌｕｔｉｏｎ
ｃ（ＳＨｄｓＤＮＡ）／（μｍｏｌ·Ｌ－１）：ａ．０．５；ｂ．１；ｃ．５

２．３　ＳＨｓｓＤＮＡ在纳米金薄膜电极表面自组装取向交流阻抗谱表征
杨秀荣［９］实验小组利用拟合阻抗谱得到的膜层电学参数表征了金电极表面自组装多层膜，基本原

理如下：

在含有氧化还原电对的电解质体系下所测量的双电层电容（Ｃｄｌ）是由裸金电极状态的电容（Ｃｂａｒｅ）
和电极表面修饰层电容（Ｃａｄｓ）串联在一起构成的，可以用方程式（１）表示三者之间的关系：

１／Ｃｄｌ＝１／Ｃｂａｒｅ＋１／Ｃａｄｓ （１）
　　在一定电位范围内可以认为裸金状态的电容值是恒定的，那么双电层电容值的大小就仅与修饰层
的性质有关；对一定厚度的膜层而言，可以认为是一平板电容器模型，其电容Ｃａｄｓ可用下式表示：

Ｃａｄｓ＝εε０／ｄ （２）
式中，ε为修饰层的介电常数，ε０为真空介电常数，ｄ为修饰层的厚度。从式（２）看出，随着膜层厚度ｄ的
增加，必然会导致修饰层电容Ｃａｄｓ的减小，根据式（１），相应的就会引起双电层电容Ｃｄｌ的减小，也即随着
组装层数的增加，拟合参数呈现规律性变化。本文则利用此原理表征了ＳＨｓｓＤＮＡ在自制纳米金薄膜电
极上的自组装单分子层取向。

对于ＳＨｓｓＤＮＡ，在金薄膜电极上的自组装单分子层主要应该有３种取向：一是 ＳＨｓｓＤＮＡ链与金
电极表面非特异性吸附而倒伏在电极表面；二是通过ＳＡｕ键垂直竖立在金电极表面（或随着链长的增
加具有一定的角度）；三是以上２种方式的混合形式。为便于比对，按本文１．２．２节所述方法制备了
１μｍｏｌ／Ｌ１４、３６和８０个碱基的不含有 ＳＨ—的 ｓｓＤＮＡ（互补 ＤＮＡ）修饰的纳米金薄膜电极（自组装
１５ｈ），在００１ｍｏｌ／ＬＦｅ（ＣＮ）３－６ ／Ｆｅ（ＣＮ）

４－
６ 电解质溶液中测量交流阻抗，用 Ｚｖｉｅｗ２软件拟合 Ｒａｎｄｌｅｓ

等效电路，得到各实验条件下的电学参数（表１）。
首先，假设自组装在金电极表面的ＳＨｓｓＤＮＡ为倒伏取向，则自组装分子层结构排列应是杂乱无序

的，代表膜层厚度变化的参数双电层电容值Ｃｄｌ和表面电荷传递电阻 Ｒｃｔ值应随自组装浓度的增加而变
化无常。但表１实验数据显示，相同链长不同浓度ＳＨｓｓＤＮＡ／Ａｕ的Ｃｄｌ未呈现规律性变化，Ｒｃｔ值却随浓
度的增加而增加。说明随着ＳＨｓｓＤＮＡ自组装浓度的增加，膜层厚度未发生规律性变化，但金电极表面
单位面积上的ＳＨｓｓＤＮＡ覆盖率增加了，膜层的致密性提高，从而使离子／电子的通透性下降，氧化还原
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表１　不同ＳＡＭ修饰纳米金薄膜电极的交流阻抗谱拟合数据
Ｔａｂｌｅ１　ＥｌｅｃｔｒｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｎａｎｏＡｕｔｈｉｎｆｉｌｍｅｌｅｃｔｒｏｄｅ
ｍｏｄｉｆｉｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔＳＡＭ ｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｆｉｔｔｉｎｇＥＩＳｄａｔａ

ＳＡＭ Ｒｓ／Ω Ｃｄｌ／μＦ Ｒｃｔ／ｋΩ

ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＳＨｓｓＤＮＡ／（μｍｏｌ·Ｌ－１）
０．５ ５６３．９ ２．２８×１０－２ ４．２５
１ ６０３．９ ３．１６×１０－２ １５．６３
５ ６６７．３ ２．６５×１０－２ ２０．２２
１０ ５８９．０ ３．０５×１０－２ ３３．４６

ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＳＨｓｓＤＮＡ＋ｓｓＤＮＡ／（μｍｏｌ·Ｌ－１）
０．５ ５６４．０ ２．２６×１０－２ ９．０２
１ ６０３．１ ３．２１×１０－２ ２１．２６
５ ５６８．８ ３．５３×１０－２ ２３．５７

ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＳＨｄｓＤＮＡ／（μｍｏｌ·Ｌ－１）
０．５ ８３５．５ ２．７３×１０－２ ９．２９
１ ６６８．２ ３．２１×１０－２ ５．４５
５ ６０２．８ １．１７×１０－２ ２．２７

ＬｅｎｇｔｈｏｆｓｓＤＮＡ
ＢａｒｅＡｕｅｌｅｃｔｒｏｄｅ ４６０．１ ２．８１×１０－２ ０．５９

１４ ４０９．７ ３．１８×１０－２ ０．６９
３６ ３２４．２ １．７６×１０－２ ０．２３
８０ ３７９．３ ２．３５×１０－２ １．５９

ＬｅｎｇｔｈｏｆＳＨｓｓＤＮＡ
１４ ５３５．４ １．８１×１０－２ １０．０３
３６ ５６３．５ １．７７×１０－２ １１．８７
８０ ５７８．９ １．５７×１０－２ ２９．７０

ＬｅｎｇｔｈｏｆＳＨｓｓＤＮＡ＋ｓｓＤＮＡ
１４ ５６４．３ １．５８×１０－２ １８．４５
３６ ５６８．４ １．５４×１０－２ １７．７３
８０ ５９９．３ １．４７×１０－２ ４０．９７

反应的阻碍变大，Ｒｃｔ值随浓度的增加而增加，呈现规律性变化；同样，２种不同方式杂交反应后的
ＳＨｄｓＤＮＡ修饰金电极的Ｃｄｌ也未随自组装浓度的增加而减少，而 Ｒｃｔ值呈现出规律性变化，表明杂交反
应也未使膜层厚度发生变化，据此推测，在实验浓度范围内的 ＳＨｓｓＤＮＡ自组装膜应是垂直取向，为排
列有序的单分子层，链长不变的情况下厚度为一定值。

其次，表１中相同浓度不同链长非巯基标记ｓｓＤＮＡ实验数据Ｃｄｌ和Ｒｃｔ值不随链长的增加（膜层厚度
增加）而减小或增加，均未发生规律性变化，同裸金薄膜电极数据相比变化不大。说明不含有 ＳＨ—的
ｓｓＤＮＡ只能依靠非特异性吸附作用杂乱无序地平卧在电极表面，且极易清洗，不易在金薄膜电极表面残
留，进一步排除了ＳＨｓｓＤＮＡ在金薄膜电极表面倒伏取向趋势。

最后，只有ＳＨｓｓＤＮＡ以垂直取向在电极表面形成均匀致密单分子层，随着膜层厚度 ｄ的增加（链
长增加），其对应的Ｃａｄｓ才会减小，从而使修饰电极的双电层电容Ｃｄｌ减小。表１的模拟实验数据显示，随
着ＳＨｓｓＤＮＡ链长的增加，杂交前后的Ｃｄｌ和Ｒｃｔ数据均呈现规律性变化，Ｃｄｌ值越来越小，Ｒｃｔ值越来越大。
实验数据和理论推测相吻合，证明ＳＨｓｓＤＮＡ通过Ｓ—Ａｕ键以垂直取向在金薄膜电极表面形成均匀致
密单分子层。

本文用电化学交流阻抗法系统研究了 ＳＨｓｓＤＮＡ在自制纳米金薄膜电极表面自组装过程、单分子
层取向及探针 ＤＮＡ与目标 ＤＮＡ的杂交反应。分析了不同组装时间、不同组装浓度、不同链长
ＳＨｓｓＤＮＡ／Ａｕ在Ｆｅ（ＣＮ）３－６ ／Ｆｅ（ＣＮ）

４－
６ 的 ＴｒｉｓＨＣｌ溶液中杂交前后交流阻抗谱图和模拟数据，表明

ＳＨｓｓＤＮＡ通过Ｓ—Ａｕ键以垂直竖立取向在纳米金薄膜电极表面形成均匀致密单分子层；随着组装时间
的延长、组装浓度的提高，ＳＨｓｓＤＮＡ在金电极表面的表面密度（覆盖率）增大；但杂交效率并非随着覆
盖率的增加而提高。相反，随着分子间同性电荷排斥力增大及空间位阻的增加，杂交反应效率还有降低

的趋势。
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