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摘要     利用自组装技术首次将含有偶氮苯单体的肽核酸寡聚体 (NH2-TNT4, 
N-PNAs)与DNA的杂交体(N-PNAs/DNA)固定在金电极表面. 以[Fe(CN)6]4−/3−氧化还

原电对为探针, 利用循环伏安法、示差脉冲伏安法和电化学阻抗谱初步研究了

N-PNAs修饰的金电极以及与DNA形成的杂交体在紫外光照射前后体系的电化学行

为. 结果表明, 伴随着紫外光照射时间的增加, 氧化还原电流减小, 电子在电极表面

的传输能力下降, 据此可以推断 PNAs/DNA 杂交体的构象发生了转变, 证明可以通

过紫外光的照射来调节 PNAs/DNA 杂交体的结构. 
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考虑到大规模的基因检测需要快速、准确、简便

和便宜的技术和设备, 而电化学方法正好可以满足

上述要求, 因此利用电化学方法检测DNA已经成为

一个非常具有吸引力的研究课题[1]. 在过去的几十年

里 , 对电化学DNA传感方式的研究主要是着眼于

DNA在电极表面的自组装 , 而近年来基于肽核酸 
(peptide nucleic acid, PNA)[2]在电极表面的组装也引

起了人们极大的兴趣. 这是因为PNA是DNA的类似

物, 它用N-(2-氨基乙基)甘氨酸骨架代替了DNA的糖

-磷酸酯骨架作为重复的结构单元(图 1), 它与互补核

酸之间的结合仍遵循碱基互补配对原则, 甚至比天

然核苷酸具有更高的亲和性. Zatsepin等人报道了将

PNA组装的电极通过石英微天平、表面等离子共振和

电化学等方式检测DNA[3]. 另外, Degefa等人[4]利用

电化学检测方法也研究了PNA修饰的电极借助多电

荷电活性物质作为杂交指示剂对目标DNA的分子识

别. 因此, 通过构建电化学生物传感器对DNA/PNAs
杂交相互作用进行控制已经成为当前研究的一大热

点. 

 

 
 
图 1  DNA 和 PNA 的结构 
 

偶氮苯是一类比较常用的光致发光分子[5], 它的

结构可以通过光照来调节. 对于偶氮苯在分子记忆

和光转换方面的应用, 近来引起了研究者们越来越
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多的关注. 业已发现, 在紫外光的照射下, 偶氮苯从

稳定的反式结构会转变为顺式, 然后在可见光的照

射下顺式偶氮苯又可发生可逆的变换. 根据这个原

理, 我们设想可以把含有偶氮苯的PNA单体插入到

肽核酸寡聚体中, 然后通过光照来改变PNAs的构象, 
依此来调节和控制PNAs/DNA杂交体的结构, 通过杂

交体构象的改变来研究电子在电极表面传输过程中

杂交体结构变化对电子传输的影响. 在本研究中, 我
们将本实验室首次合成的含有偶氮苯单体的肽核酸

寡聚体 (NH2-TNT4, N-PNAs)组装到了金电极表面 , 
然后利用电化学循环伏安法、电化学阻抗谱和示差脉

冲伏安法对N-PNAs自组装膜以及N-PNAs/DNA杂交

体在紫外光照射下的电化学行为进行了研究, 并且对

实验现象和结果进行了详细而深入的分析和讨论. 

1  实验部分 

1.1  仪器与试剂 

仪器: CHI660(上海辰华仪器公司), 电化学阻抗

仪 1260+273A(英国 Solartron 公司), 366 nm 紫外光源

利用紫外灯(160 W)透过 366 nm 的滤光片来获得. 
三电极系统: 金圆盘电极(Φ=2 mm)为工作电极, 

Ag | Ag+电极为参比电极, 铂丝为对电极. 
试剂: 浓硫酸(分析纯, 白银良友化学试剂有限

公司), H2O2 (化学纯, 三木集团), 1-(3-二甲氨基丙

基)-3-乙基碳二亚胺(EDC, 中国医药集团上海化学试

剂公司), N-羟基琥珀酰亚胺(NHS, 中国医药集团上

海化学试剂公司), N-PNAs由本实验室合成 1), DNA 

(A6): 5′-AAAAAA-3′(北京赛百盛基因技术有限公司), 
3-巯基丙酸(3-mercaptopropionic acid, MPA, Alfa Ae-
sar), PB 缓冲液 (pH=7.4) 根据文献 [6] 制备获得 , 
[Fe(CN)6]−4/−3 指示剂溶液的配制：在 0.2 mol⋅L−1 PB
缓冲液中加入相同摩尔数的K3Fe(CN)6 和K4Fe(CN)6, 
使其摩尔深度为 2.5 mol⋅L−1. 

1.2  金电极预处理 

金电极首先用 0.05 µm 氧化铝粉打磨平, 随后浸

入到 Piranha 溶液(V/V: 30% H2O2/98% H2SO4=1/3.注
意: Piranha 溶液具有强氧化性, 操作应十分小心)中
浸泡 1 min, 取出后分别用二次水、无水乙醇充分洗

涤, 氮气吹干后置于 0.1 mol⋅L−1 H2SO4 溶液中, 在电

势范围−0.3 V~1.5 V 下, 以 Ag/Ag+为参比电极, 扫速

100 mV⋅s−1, 进行电化学清洗, 清洗 30 min 直至得到

稳定的循环伏安曲线; 最后超声处理 5 min, 水和乙

醇充分洗涤后氮气吹干, 即可得到表面清洁的裸金 
电极[7]. 

1.3  N-PNAs 在金电极表面的组装及与 DNA 的 
杂交 

N-PNAs 在金电极表面的组装及同 DNA 的杂交

过程如图 2 所示: 首先将已处理好的裸金电极浸入到

新鲜制备的 20 mmol·L−1 巯基丙酸(MPA)溶液(V/V乙

醇/水＝75/25)中组装 10 min, 取出后利用二次水和无

水乙醇充分洗涤, 随后将组装了巯基丙酸的电极浸

入到含有 2 mmol·L−1 EDC 和 5 mmol·L−1 NHS 的 50 
mmol·L−1 的 PB 缓冲溶液中(pH=7.4)反应 1 h, 取出后 

1

                      

1) The singly charged signal ([M+H]+=1671.72) of the mass-tagged fullength N-PNAs was detected and the molecular structure of N-PNAs could be deduced 

as follows 
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图 2  N-PNAs 与 DNA 杂交体在修饰的金电极上的组装示意图 
 
用 50 mmol·L−1的 PB缓冲液充分洗涤, 接着将金电极

倒置; 然后将 20 µL 4 µmol·L−1 N-PNAs 的乙酸缓冲

溶液(0.2 mol·L−1, pH=4.8)置于金电极上组装 1 h, 在
这个过程中, 电极被置于一个密封的塑料管中以防

溶液挥发 ; 最后用 PB 缓冲溶液充分洗涤 , 得到

N-PNAs 修饰的金电极. 
N-PNAs/DNA 的杂交: 将 20 µL 4 µmol·L−1 DNA 

(A6)的 PB 缓冲溶液(20 mmol·L−1, pH=7.4)置于组装有

N-PNAs 的金电极上进行杂交反应, 2 h 后用 PB 缓冲

溶液冲洗电极, 得到 N-PNAs/DNA 杂交体修饰的金

电极. 

1.4  N-PNAs 与 DNA 杂交前后以及紫外光照射后
的电化学行为研究 

以组装有 N-PNAs/DNA 的金电极为工作电极, 
Ag/Ag+电极为参比电极 , 铂丝电极为辅助电极, 以
[Fe(CN)6]4−/3− (1︰1)氧化还原电对为探针, 使用 366 
nm的紫外光分别照射组装了 N-PNAs/DNA 的金电极

10, 15, 20, 25, 30, 35 min 后, 在 PB 缓冲溶液中分别

测量体系的循环伏安曲线、示差脉冲伏安曲线和电化

学阻抗谱. 

2  结果与讨论 
利用循环伏安方法对N-PNAs/DNA杂交体修饰

的金电极进行了表征, 实验结果如图 3 所示. 可以发

现, 一个准可逆的氧化还原反应出现了, 组装有偶氮

苯单体的PNAs寡聚体与单碱基错配的DNA(A6)杂交

之后, [Fe(CN)6]4−/3−指示剂探针的阳极峰电流和阴极

峰电流开始变小. 另外, 阳极峰电位相对于N-PNAs
修饰的金电极的阳极峰电位发生了正移, 而阴极峰

电位则相对于N-PNAs修饰的金电极的阴极峰电位发

生了负移, 峰间距离由最初的 140 mV逐渐加大, 我
们认为这可能是由于杂交后DNA骨架上的负电荷与

指示剂[Fe(CN)6]4−/3−上的负电荷产生相互排斥作用以

及空间位阻增大致使金电极表面自组装单层膜抑制

了溶液中的[Fe(CN)6]4−/3−向金电极表面的扩散 [4]. 随
后对组装N-PNAs/DNA杂交体的金电极用 366 nm的

紫外光进行了照射 ,  分析发现 :  伴随着照射时间 
 

 
 
图 3  N-PNAs/DNA 杂交体修饰的金电极在杂交前后和紫

外光照射不同时间下的循环伏安曲线 
(箭头代表紫外光照射时间增加的方向, 从 a→h) 
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的增加, [Fe(CN)6]4−/3−的阳极峰电流和阴极峰电流 
进一步减小, 而且电位分别继续发生正移和负移, 阴
极峰电位和阳极峰电位之间的距离也不断加大, 说
明紫外光的照射减小了电子在自组装膜修饰的金 
电极表面和溶液之间的传输能力 , 同时也证明了

N-PNAs/DNA 杂交体结构在紫外光的照射下构象发

生了部分的改变, 这是由于在紫外光的作用下, 原先

插入到碱基对之间的反式偶氮苯变为非平面的顺式

偶氮苯, 双链体结构被破坏, 从而阻碍了电子在碱基

对之间的传输, 最后导致金电极表面电子传输能力

的下降. 
更为丰富的有关电极阻挡电子传输的信息可以

通过电化学阻抗谱来获得. 在本工作中我们利用电

化学阻抗谱来重点研究N-PNAs同目标DNA的杂交传

感性和含有偶氮苯单体的自组装膜修饰的电极对电

子传输的影响 , 电化学阻抗谱的测量还是以 [Fe 
(CN)6]4−/3−为电活性指示剂来完成 . 图 4 展示了

N-PNAs/DNA杂交体修饰的金电极在杂交前后与紫

外光照之后的电化学阻抗谱(Nyquist plots, Z′ versus 
Z", 分别代表阻抗谱的实部和虚部). 图中每一个阻

抗谱图分别由在高频区的一个半圆弧和在低频区的

一条直线部分来构成, 它们分别代表着电子的传输

过程和分散过程. 这些图谱可以用Randles等效电路

来模拟, 其中在等效电路中含有溶液电阻(Rs)、电荷

转移电阻(Rct)、常相位角元件(CPE)和Warburg阻抗

(Zw)[8], 半圆弧的直径代表了电子在电极表面的Rct. 
从图 4 中我们看到N-PNAs同DNA杂交之后半圆弧的

直径(也就是代表电子在电极表面的转移电阻, Rct)在
变大, 这个变化应该归于电活性指示剂[Fe (CN)6]4−/3−

和电极表面的DNA的静电排斥作用和空间位阻作用

的共同影响, 上述影响阻挡了电子在电极表面的传

输. 在紫外光的照射下, 伴随着时间的增加, Rct在不

断的增加, 说明电极表面对电子的阻挡能力在增加, 
这与前面对循环伏安曲线的分析是一致的. 

另外, 我们也研究了体系在杂交前后和紫外光

照射后的示差脉冲伏安曲线(differential pulse volta- 
mmetry, DPV). 从图 5 中可以清楚地看出: 随着紫外

光照射时间的增加, DPV 的电流峰值在逐渐地降低, 
说明 N-PNAs/DNA 杂交体组装金电极的表面导电能

力在下降, 由此也可以间接证明金电极表面自组装

薄膜的构象发生了变化, 证实了用紫外光照射来调

节和控制含有偶氮苯单体的 PNAs/DNA 杂交体结构

是可以实现的, 这同时为我们用 DPV 来检测 PNAs/ 
DNA 杂交提供了理论依据. 
 

 
 

图 4  N-PNAs/DNA 杂交体修饰的金电极在杂交前后和紫

外光照射不同时间下的电化学阻抗谱 
(箭头代表紫外光照射时间增加的方向, 从 a→h) 

 

 
 
图 5  N-PNAs/DNA 杂交体修饰的金电极在杂交前后和紫

外光照射不同时间下的示差脉冲伏安曲线 
(箭头代表紫外光照射时间增加的方向, 从 a→h) 

 

3  结论 
首先利用自组装方法将含有偶氮苯单体的肽核

酸寡聚体通过与巯基丙酸反应吸附于金电极上, 然
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后使之与单碱基错配的 DNA 进行了杂交, 最后以

[Fe(CN)6]4−/3−为电活性指示剂, 利用循环伏安法、电

化学阻抗谱和示差脉冲伏安法对杂交前后以及紫外

光照射杂交体不同时间后体系的电化学行为进行了

研究. 结果发现: 在静电作用和空间位阻作用的共同

影响下, 杂交后电极表面电子的传输能力降低; 另 
外, 由于 PNAs 中含有可以发生顺反异构的偶氮苯, 

利用紫外光对杂交体系进行照射后发现偶氮苯由稳

定的反式构象转变为顺式构象, 以致 PNAs/DNA 杂

交双链体结构被部分破坏, 杂交双链体传输电子能

力降低, 使电极表面的位阻加大, 从而引起了电子在

溶液和电极表面的传输能力进一步降低, 证实了在

肽核酸寡聚体中插入偶氮苯单体确实可以通过紫外

光照射来控制与 DNA 的杂交行为. 
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