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摘 � 要: 利用循环伏安法( CV)、线性扫描伏安法( L SV )、方波伏安法( OSW V)等电化学技术研究了隐丹参酮在玻

碳电极( GCE)上的电化学氧化过程,并用计时电量法和恒电位库仑电解法等对其在电极表面的吸附行为及氧化还

原机理进行了探讨.此外利用自组装 DN A 修饰玻碳电极研究了隐丹参酮与 DN A 之间的相互作用.
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� � 隐丹参酮( cry ptotanshinone, CT )是中国传统

中药丹参的有效成分之一,属脂溶性菲醌类. 其分子

结构见图 1.

图 1� 隐丹参酮的结构式

Fig. 1 � Structural formula of cryptotanshinone

隐丹参酮具有抗菌消炎、活血化瘀和消除自由

基
[ 1]
等作用.近年来, 人们还发现隐丹参酮有显著的

抗肿瘤活性 [ 2] .但迄今为止,对隐丹参酮导致细胞的

分化与凋亡的作用方式尚不明确.

目前已有报道用高效液相色谱法[ 3] 、磷光法 [ 4]

等对隐丹参酮的研究, 张静
[ 5]
等人也利用电化学法

对隐丹参酮的测定方法进行了研究,另外还对其电

化学机理进行了初步探讨.

本实验采用各种电化学方法对隐丹参酮在玻碳

电极( GCE)上的电化学氧化过程及其吸附行为和

电化学动力学参数进行了较为详细的探讨,并利用

嵌有 DNA 的双层磷脂膜修饰玻碳电极, 直接检测

与 DN A作用的隐丹参酮的电化学响应, 其结果能

初步证实隐丹参酮与 DNA 的相互作用, 也为进一

步探讨隐丹参酮抗肿瘤作用提供了依据.

1 � 实验部分

1. 1 � 仪器与试剂

CH I660电化学工作站 (上海辰华仪器公司) :

采用三电极系统, 玻碳电极( S = 0. 0707 cm
2
)为工

作电极, Ag/ A gCl 为参比电极, 铂丝为辅助电极.

pH S�3C 型精密酸度计(上海大普仪器有限公司) .

M illi�Q 超纯水系统 ( M illipo re, Bedford, USA ) .

R200D型电子天平(德国 Sartorius公司) .

隐丹参酮 ( CT , 中国药检所) , 小牛胸腺 DNA

( CT�DNA,上海华美生物公司) , 双肉豆蔻磷脂酰胆

碱 ( 1, 2�dimyristoyl�sn�glycero�3�phosphatidylcholine,

DMPC, Sigma公司) ,其余均为分析纯.

准确称取 0. 001 48 g 的隐丹参酮溶于 5 m L 丙

酮溶液中,制得隐丹参酮母液( 1. 00 � 10- 3 m ol/ L ) .

将 2. 00 mg 的 DM PC溶于 1. 00 mL 氯仿中并摇匀
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定容,得到支撑磷脂膜溶液( 2. 00 m g/ mL) . 将 2. 50

mg CT�DNA, 用 pH 4. 50乙酸盐溶液溶解定容, 可

得到 dsDNA 溶液( 2. 50 mg/ mL) . 以上溶液均在 7

d内用完.实验过程中配制溶液与冲洗电极均使用

去离子水.实验均在室温约 25  下进行.

1. 2 � 实验方法

1. 2. 1 � 磷脂膜修饰电极的制备

参考文献[ 6]所述的磷脂膜修饰电极制备方法,

将 DM PC溶解于氯仿中使其浓度为 2. 00 mg / mL.

在制备支持磷脂膜以前, 在抛光布上用 �- Al2O 3

抛光粉将玻碳电极仔细抛光, 并在去离子水中超声

后,放入 0. 1 m ol/ L 的 KCl溶液中, 在 1500 m V 的

电位下极化电极 3 min.电极极化后, N 2 吹干表面,

然后将电极放入制膜液中浸泡 1 m in之后迅速将电

极浸入0. 1 mo l/ L 的 KCL 溶液中,磷脂膜便可在电

极表面自发形成从而制备出支撑磷脂膜. 将成膜电

极浸入2. 5 mg/ mL DNA 溶液 10 m in 中,则固定了

DNA 的支撑磷脂膜在电极表面形成.

1. 2. 2 � 隐丹参酮电化学性质的研究
以 GCE 电极作工作电极,采用三电极体系, 循

环伏安法( CV )、方波伏安法( OSWV)、线性扫描伏

安法( LSV)、计时库仑法( CC)、电解法、计时电流法

( CA )、常规脉冲伏安法 ( N PV )对隐丹参酮进行

实验.

1. 2. 3 � 隐丹参酮与 DNA 相互作用的研究

用 GCE 及 BLM�DN A�GCE 电极, OSWV 法

(扫速 100 mV / s, 振幅 25 mV, 频率 15 H z, 灵敏

度 5 � 10- 6 A/ V. )进行实验.

2 � 结果与讨论

2. 1 � 隐丹参酮的电化学性质

2. 1. 1 � 隐丹参酮的循环伏安实验

pH 4. 50时隐丹参酮溶液为橙黄色. 循环伏安

法研究发现(图 2) , 隐丹参酮在不同 pH 条件下,均

图 2 � 隐丹参酮的循环伏安图

Fig. 2� CV response of cryptotanshinone

扫速 100 mV/ s, 静止时间 2 s, 扫描次数 5, [隐丹参酮] = 1. 00� 10- 4 mol/ L, pH分别为 4. 00、7. 00、9. 00、11. 00

在玻碳电极上有电化学响应, 在酸性条件下 ( pH

2� 00)表现为一对可逆的氧化还原峰,峰电流响应大

且峰形尖锐. 随着 pH 的增大, 氧化峰逐渐变小而

还原峰逐渐变大, 这可能是由于 pH 影响了其结构

上醌与氢醌的转化.在低 pH 条件下,主要是以醌的

形式存在,随着 pH 的逐渐增加,醌向氢醌形式转变.
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2. 1. 2 � 酸度对隐丹参酮氧化峰电流的影响

隐丹参酮( 6. 00 � 10- 5 m ol/ L )在 BR 缓冲介质

中的方波伏安( OSWV)实验表明, pH 由 2. 00增加

至 12. 00,隐丹参酮均出现氧化峰响应, 峰电流在酸

性条件下变化不大, 其中以酸度在 pH 为 5. 00左右

时响应最好,而在碱性条件下响应则逐渐降低(见图

3) ,这可能是由于隐丹参酮对碱敏感,结构发生了变

化[ 7, 8] .

2. 1. 3 � 线性扫描伏安法与隐丹参酮在电极上的吸附

线性扫描伏安法( LSV)实验发现隐丹参酮峰电

流 Ip与电位扫速二次方根 v
1/ 2不成直线而与电位

扫速 v 之间具有较好的简单线性关系(图 4) , 说明

� � �

图 3� 隐丹参酮峰电流与酸度的关系

Fig. 3� Relationship of Ip with pH

OSWV 法, BR 介质,

扫速 100 mV/ s,静止 2 s, [隐丹参酮] = 6. 00� 10- 5 mol/ L

图 4 � 隐丹参酮氧化峰 Ip与 v1/2关系

Fig. 4� Relationship of Ip with v1/ 2

LSV,扫速( 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 mV/ s)

[隐丹参酮] = 6. 00� 10- 5 mol/ L, pH= 4. 50乙酸盐溶液

了隐丹参酮的电化学氧化反应的电极过程主要是受

吸附控制.

多次连续循环伏安扫描发现隐丹参酮 ( pH

7� 00时)的第一次扫描在约- 0. 30 V 处出现一对

明显的氧化还原峰, 连续环扫第 2周峰电流明显降

低,到第 3周时峰电流基本稳定,表明其氧化还原产

物在电极表面有一定的吸附性并在第 3周时达到吸

附饱和(见图 2) .

隐丹参酮的循环伏安图出现一对氧化还原峰,

但在线性扫描中发现 E p随 v 移动, 这说明隐丹参

酮的氧化还原反应为准可逆反应.

2. 1. 4 � 双阶跃计时库仑法( CC)

对空白 pH 4. 50 乙酸盐缓冲液及含有浓度从

1. 25 � 10- 5 mol/ L 到 1. 0 � 10- 4 mo l/ L 的隐丹参

酮溶液进行 CC测量, 阶跃电位从- 0. 4 V !- 0. 1

V,脉冲宽度 250 ms,静止时间 2 s, 结果见图 5. 实

验发现隐丹参酮浓度增大,正反方向阶跃的截距均

随之增加,而斜率比空白溶液的有所增加.这说明该

反应的反应物及产物在电极表面均有吸附,且其吸

附量也随着增加. 而斜率在[隐丹参酮]从 0. 0~ 7. 5

� 10- 5 mo l/ L 的范围内逐渐增加, 之后则增加不

多,说明电极表面的吸附量在隐丹参酮浓度在 7. 5

� 10
- 5

mo l/ L 时达到饱和.

� � �

图 5� 双阶跃计时库仑法 Q~ t1/ 2关系图

Fig. 5 � Chronocoulometry of CT

pH= 4. 5乙酸盐缓冲液,隐丹参酮溶液浓度分别为:

( a) 0; ( b) 1. 25� 10- 5 mol/ L; ( c) 2. 50� 10- 5 mol/ L;

(d) 3. 75� 10- 5 mol/ L; ( e) 5. 00� 10- 5 mol/ L;

( f) 7. 50� 10- 5 mol/ L; ( g) 1. 00� 10- 4 mol/ L.

2. 1. 5 � 电子转移数 n的测定

电子转移数是电极反应的重要参数之一,本实

验分别用恒电位电解法和常规脉冲伏安法测定隐丹

参酮在石墨电极上的电子转移数 n.

在隐丹参酮的峰电位- 0. 25 V 附近的电位处,

对 100 mL 含 2. 0 � 10- 6 m ol/ L 的隐丹参酮溶液和
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100 mL 的空白底液做恒电位电解.根据法拉第定律

可求得电子转移数 n= 1. 82∀2.

此外,利用常规脉冲伏安法对 6. 00 � 10- 5 m ol/

L 的隐丹参酮溶液做常规脉冲伏安分析, 在曲线的

直线部分取点, 做对数分析曲线.根据文献[ 9] ,由其

斜率求得电子转移数 n= 2. 28 ∀ 2,由其截距求得半

波电位 E1/ 2= - 0. 1608 V.

2. 1. 6 � 参与电极反应的质子数

利用方波伏安法( OSWV ) , 根据能斯特方程做

Ep~ pH 关系曲线,由斜率求得 / n 值, 从而求得参

加电极反应的质子数.

测定隐丹参酮的氧化峰峰电位 Ep 随酸度 pH

值变化的影响. 发现隐丹参酮的氧化峰电位随着

pH 的增大向负方向移动(图 6) , 而且峰电位与 pH

存在着线性关系:

E p= - 0. 0558pH + 0. 0964( V) ( 1)

( R 2= 0. 9993)

其斜率为负值,表明了隐丹参酮在玻碳电极上

的电化学过程为是一个失质子的过程, 曲线斜率为

0. 0558,表明了隐丹参酮的电化学氧化过程中,质子

的转移数与电子的转移数相同均为 2.

� � �

图 6� 隐丹参酮氧化峰 Ep与 pH的关系

Fig. 6� Relationship of Ep with pH

OSWV法,扫速 100 mV/ s,

BR 介质,静止时间 2 s, [隐丹参酮] = 6. 00� 10- 5 mol/ L.

2. 1. 7 � 隐丹参酮在电极表面的扩散系数 D

分别用计时电流法( CA)和计时电量法( CC)考

察了隐丹参酮在玻碳电极过程的扩散系数 (图 7) ,

施加一阶跃电位( CA 法为- 0. 45~ - 0. 15 V, 药物

浓度 C= 6 � 10- 5 mol/ L ; CC 法为- 0. 4~ - 0. 1 V,

药物浓度 C= 6 � 10
- 5

m ol/ L )于电极上,分别做 i~

t
- 1/ 2
和 Q ~ t

1/ 2
关系曲线, 求得其曲线斜率, 由

Co nt t rell(柯泰尔)方程 [ 10] :

( a) CA曲线

( b) CC曲线

( c) i~ t- 1/ 2关系曲线

(d) Q~ t1/ 2关系曲线

图 7� 隐丹参酮的扩散系数

Fig. 7 � Dif fusion coefficient of CT

Q( t) =
2nFA D

1/ 2
Ct

1/ 2

�1/ 2 (2)

i( t)=
nFA D

1/ 2
C

(�t ) 1/ 2 ( 3)

分别 求得 隐丹 参 酮的 扩散 系 数 D 为:

249



分析测试技术与仪器 第 13 卷

4. 47 � 10- 10 cm2 / s和 4. 52 � 10- 10 cm2 / s ,两者非常

接近,其平均值为 4. 50 � 10
- 10

cm
2
/ s.

2. 1. 8 � 电子传递系数�的测定

转移系数是电极反应能量势垒的量度, 是动力

学参数之一,对于准可逆反应有关系式:

Ep = k+
RT
�nF

lnv ( 4)

作 Ep~ lnv 关系曲线(见图 8) , 得到曲线斜率

为 1. 72 � 10
- 2

,求得 �= 0. 74.

图 8� Ep~ lnv关系图

Fig. 8� Relationship of Ep with lnv

LSV,扫速( 100, 200, 300,400, 500, 600, 700, 800, 900 mV/ s)

pH 4. 50乙酸盐溶液, [隐丹参酮]= 6. 00� 10- 5 mol/ L.

2. 1. 9 � 表观速率常数 K b 的计算

对准可逆电极反应,作单电位阶跃, 当 t ! 0, 且

电位阶跃前不存在氧化剂 Ox ,在平板电极上满足关

系式[ 11] :

i ( t )= nFA K bC
*
Rd 1-

2H t

�
( 5)

此式表明,在 t! 0的情况下, i ( t )与 t有线性关

系,由线性部分的截距和斜率可以求出速率常数 K b .

以 6 � 10
- 5

mo l/ L 的隐丹参酮做 CA 图, 并作

i( t)~ t
1/ 2关系曲线(见图 9) , 由得到的曲线斜率为

1. 66 � 10- 4 ,从而计算得 K b= 4. 06 � 10- 4s- 1 .

2. 1. 10 � 隐丹参酮在玻碳电极上的反应机理

根据以上实验可以推断出隐丹参酮在 pH 4. 50

的乙酸盐缓冲液中的发生的是准可逆受吸附控制有

两电子两质子参与的准可逆电化学反应, 由此可推

测其机理如图 10所示.

2. 2 � 隐丹参酮与 DNA 的相互作用

2. 2. 1 � 循环伏安曲线

在pH 4. 50的乙酸盐缓冲液条件下, 分别用

BLM�GCE电极, 和 BLM�DNA�GCE电极对 6 � 10- 5

mol/ L 的隐丹参酮进行循环伏安扫描,见图 11.

� � �

图 9 � i( t)~ t1/ 2关系曲线

Fig. 9 � Relationship of i( t)~ t1/2

阶跃电位: - 0. 45~ - 0. 15 V,

[ CT] = 6� 10- 5 mol/ L, pH 4. 50乙酸盐溶液.

图 10� 隐丹参酮在玻碳电极上的反应机理

Fig. 10 � Reaction mechanism of CT on GCE

图 11� 循环伏安对比图

Fig. 11� Comparison of CV

[隐丹参酮] = 6. 00� 10- 5 mol/ L,扫速 100 mV/ s,静止时间 2 s.
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从图 11中可以看到, 使用 BLM�DNA 修饰的

玻碳电极所测得的隐丹参酮两氧化还原峰的可逆性

变差, 氧化峰峰电位往正方向偏移, 说明隐丹参酮

与 DNA 形成了一种新的配合物. 这一配合物需要

更正的电位才能被氧化, 氧化还原峰电流降低则说

明该配合物显示相对较弱的电流响应.

2. 2. 2 � 方波伏安法

以 GCE、BLM�GCE、BLM�DNA�GCE 电极分

别做 6 � 10
- 5

mol/ L 隐丹参酮的方波伏安曲线(见

图 12) ,发现 3种电极所测得的隐丹参酮峰电流值

依次减小,且电位不断正移.这说明 BLM 膜阻碍了

隐丹参酮的电子传递, 并且隐丹参酮与 DNA 之间

的相互作用导致隐丹参酮氧化峰电流的减小和峰电

位的正移.

图 12 � 方波伏安对比图

Fig. 12� Comparison of OSWV

( 1) GCE电极; ( 2) BLM�GCE电极;

( 3) BLM�DNA�GCE电极,静止时间 2 s,扫描电位- 0. 4~ 0. 2 V,

[隐丹参酮] = 6. 00� 10- 5 mol/ L,扫速 100 mV/ s.

2. 2. 3 � pH 对 BLM 膜及隐丹参酮与 DNA 相互作

用的影响

� � 在 pH 2. 00~ 12. 00范围内的 BR缓冲液中分

别使用 GCE 电极, BLM�GCE 电极和 BLM�DNA�
GCE 电极对 6. 00 � 10

- 5
mo l/ L 的隐丹参酮进行

OSWV 实验,以研究 pH 对 BLM 膜及隐丹参酮与

DNA 相互作用的影响(见图 13,图 14) .

pH 对自组装膜及隐丹参酮与 DNA 的相互作

用都有较大影响. 由图 14可知,在不同 pH 条件下

GCE 电极、BLM�GCE 电极及 BLM�GCE�DNA 电

极所测得的隐丹参酮的峰电位均依次正移. 其中,

低 pH 对 3 种电极电位影响不大, 而高 pH 条件对

峰电位的影响明显.从图 5 可以看到, GCE 上隐丹

参酮在酸性条件( 2. 00~ 7. 00)时能稳定存在,在碱

性条件下则响应逐渐降低, 这已有文献[ 10, 11]报

道, 这可能是隐丹参酮发生了分解. 隐丹参酮 BLM

膜电极上的响应与在 GCE 电极上相类似. 而在

DNA 存在时,由于 pH 在中性的条件下, DNA 最稳

定且最容易与隐丹参酮发生相互作用, 因此在 pH

值为 7. 00时隐丹参酮的电化学响应最小.

图 13 � 3 种电极所测隐丹参酮 pH~ Ep关系图

Fig. 13 � Relationship of Ep with pH of CT

(1) GCE电极; ( 2) BLM�GCE电极; ( 3) BLM�DNA�GCE电极,

OSWV法, 扫描电位- 0. 7~ 0. 4 V,

[隐丹参酮] = 6. 00� 10- 5 mol/ L, 扫速 100 mV/ s.

图 14 � 3 种电极所测隐丹参酮 Ip~ pH关系图

Fig. 14 � Relationship of Ip with pH of CT

(1) GCE电极; ( 2) BLM�GCE电极; ( 3) BLM�DNA�GCE电极,

OSWV法扫描电位- 0. 7~ 0. 4 V,

[隐丹参酮] = 6. 00� 10- 5 mol/ L, 扫速 100 mV/ s.

3 � 结论

本实验利用各种现代电化学技术对隐丹参酮在

玻碳电极( GCE)上的吸附行为及氧化还原机理进

行了较为详细的探讨. 隐丹参酮在 pH 4. 50 的乙酸

盐缓冲液中发生的是受吸附控制的、有两电子两质

子参与的准可逆电化学反应,并对其一系列动力学

参数进行了测定. 此外,还利用嵌有 DNA 的双层磷
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脂膜修饰玻碳电极, 作为传感器直接检测与 DNA

作用的隐丹参酮的电化学响应,并探讨了 pH 对自

组装膜及隐丹参酮与 DNA 相互作用的影响.
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The Study on the Electrochemical Behaviors of Cryptotanshinone

and Its Interaction with DNA

LIU Wei
1, 2

, WU Xiao�ping
1
, ZH ENG Guo�sen

3
, ZH ANG Lan

1
,

CH EN H ong�qing
2
, CH EN Guo�nan

1

( 1. Key Laboratory of A nalysis and Detect io n Tecchno logy for

Fo od Safety , M inist ry of Educat ion, Fuzho u university, Fuzhou 350002, China;

2. Insturmental and Analysis Research Center , Fuzhou university, Fuzho u 350002, China;

3. SGS�CST C Standar ds T echnical Serv ices CO. , Xiamen, 361000, China)

Abstract: T he elect rochemical behavior of cryptotanshinone w as investig ated on glassy carbon elect ro de

( GCE) in detail, and its adso rpt ive behav io r and redox mechanism w as also discussed. T he preparation and

character izat ion of self- assem bled DNA mo dified elect ro de w as pr elim inary discussed. Furtherm ore, this

electr ode has been used to inv est ig ate the interaction o f cry ptotanshinone w ith DNA.
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