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８羟基脱氧鸟苷在壳聚糖／石墨烯修饰电极上的
电化学及 ＤＮＡ氧化损伤检测
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（ａ南京师范大学化学与材料科学学院；ｂ江苏省生物功能材料重点实验室；
ｃ江苏省新型动力电池重点实验室　南京 ２１００４６）

摘　要　采用循环伏安（ＣＶ）、线性扫描伏安（ＬＳＶ）和示差脉冲伏安（ＤＰＶ）等方法研究了８羟基脱氧鸟苷
（８ＯＨｄＧ）在壳聚糖（Ｃｈｉ）／石墨烯（ＧＲ）修饰的玻碳电极（ＧＣＥ）上的电化学行为，８ＯＨｄＧ在该修饰电极上氧
化峰电流与其浓度在３５×１０－７～１４×１０－４ｍｏｌ／Ｌ范围内呈良好的线性关系，检测限为６４×１０－８ｍｏｌ／Ｌ
（Ｓ／Ｎ＝３）。将Ｃｈｉ／ＧＲ／ＧＣＥ用于检测ＤＮＡ氧化损伤，８ＯＨｄＧ在修饰电极上的氧化峰电流与损伤的 ＤＮＡ质
量浓度在１０～３００ｍｇ／Ｌ范围内呈良好的线性关系，损伤ＤＮＡ检出限为００２６ｍｇ／Ｌ（Ｓ／Ｎ＝３）。
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衰老的自由基学说认为，衰老是自由基引起组织损伤的结果。自由基对生物体具有多种损伤作用，

其作用机制主要涉及ＤＮＡ的氧化损伤。８羟基脱氧鸟苷（８ＯＨｄＧ）是活性氧自由基，如羟基自由基、单
线态氧等氧化ＤＮＡ分子中的鸟嘌呤碱基第８位碳原子而产生的一种氧化性加合物［１２］，是ＤＮＡ氧化损
伤的主要产物，因此被认为是ＤＮＡ氧化损伤的生物标志物［３５］。８ＯＨｄＧ的产生被认为与基因突变、致
癌、衰老等密切相关，在人群和动物实验中发现，当接触氧化剂时其体内的８ＯＨｄＧ含量会增加［６］。已

有研究证明，人体内８ＯＨｄＧ的含量与人类肝癌、肺癌、子宫肌瘤和乳腺癌等发生有关［７１０］。８ＯＨｄＧ的
检测方法目前较为常用的有高效液相色谱电化学检测器分析法（ＨＰＬＣＥＣＤ）［１１１３］、气质联用分析法
（ＧＣＭＳ）［１４］、酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）［１５］、毛细管电泳电化学检测法（ＣＥＥＣＤ）［１６］以及电化学方
法［１７］等。电化学方法因其具有快速、方便及所需仪器廉价等优点具有独特的优势。

石墨烯（ＧＲ）是目前已知的导电性能最出色的材料［１８］，其优异的导电性能和宏观隧道效应使其成

为固定化生物分子和电极之间有效的电子传导体。此外，石墨烯具有良好的生物相容性和较大的比表

面积，有利于生物大分子活性的保持及生物敏感膜的固定，因此，其在生物传感领域有广阔的应用前

景［１８１９］。壳聚糖（Ｃｈｉ）是一种天然多糖，由于其良好的生物相容性、无毒和可生物降解等优点，被广泛应
用于药物制备［２０］、药物输送［２１］和基因传递［２２］等。壳聚糖结构中带有—ＮＨ２，可与８ＯＨｄＧ中的—ＯＨ形
成氢键，且壳聚糖具有一定的粘性，将其修饰于电极表面，可改善８ＯＨｄＧ在电极表面的固定效果。

目前，还未见用壳聚糖和石墨烯共同修饰玻碳电极检测８ＯＨｄＧ的文献报道，本文通过吸附法制备
了壳聚糖和石墨烯修饰的玻碳电极，研究了８ＯＨｄＧ在修饰电极上的电化学行为。此外，讨论了该修饰
电极对ＤＮＡ氧化损伤的检测，为电化学方法用于ＤＮＡ氧化损伤检测提供实验依据。

１　实验部分
１．１　仪器和试剂

ＣＨＩ７６０Ｃ型电化学工作站（上海辰华仪器有限公司）；ＪＳＭ５６１０ＬＶ型扫描电子显微镜（日本电子公
司）；ＫＱ３２００ＤＢ型数控超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）。８ＯＨｄＧ标准品（美国Ｓｉｇｍａ公司）；
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小牛胸腺ＤＮＡ（美国Ｓｉｇｍａ公司）；氧化石墨烯分散液（０５ｇ／Ｌ，南京先锋纳米科技有限公司）；壳聚糖
（国药集团化学试剂有限公司）；实验中其它试剂均为分析纯，溶液均用二次水配制。

１．２　修饰电极的制备
ＧＣ电极依次用０３和００５μｍＡｌ２Ｏ３粉末抛光至呈镜面，用蒸馏水冲洗干净，再用乙醇和二次蒸馏

水依次超声５ｍｉｎ，将清洗好的电极置于空气中自然晾干备用。
ＧＲ通过水合肼还原氧化石墨烯的方法获得［２３］。取６μＬ０５ｇ／ＬＧＲ分散液滴于预处理好的ＧＣ电

极表面，自然晾干，然后在其上继续滴加５μＬ２５ｇ／ＬＣｈｉ，自然晾干，得到Ｃｈｉ／ＧＲ／ＧＣＥ修饰电极。
取６μＬ３５×１０－５ｍｏｌ／Ｌ８ＯＨｄＧ滴于修饰好的电极上，自然晾干，得到８ＯＨｄＧ／Ｃｈｉ／ＧＲ／ＧＣＥ电

极。为便于对比，用同样的方法制备了８ＯＨｄＧ／ＧＲ／ＧＣＥ电极。制备好的电极在使用前于４℃储存。
１．３　电化学测量

电化学实验采用传统的三电极体系，制备的修饰电极为工作电极，饱和甘汞电极（ＳＣＥ）为参比电
极，铂丝电极为对电极，文中所述的电位均相对于ＳＣＥ。进行循环伏安（ＣＶ）、线性扫描伏安（ＬＳＶ）和示
差脉冲伏安（ＤＰＶ）测量时，电解液为０１ｍｏｌ／ＬｐＨ＝７０磷酸缓冲液（ＰＢＳ）。实验前通入高纯 Ｎ２气
１５ｍｉｎ除氧，实验在Ｎ２气保护下进行。所有实验温度均为２５℃。
１．４　Ｆｅｎｔｏｎ试剂氧化损伤ＤＮＡ实验

取５０μＬ１ｇ／Ｌ的ＤＮＡ溶液置于１ｍＬ离心管中，向其中加入１２０μＬｐＨ＝５０的ＰＢＳ溶液，然后向
其中依次加入１０μＬ００１ｍｏｌ／ＬＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ和１０μＬ００５ｍｏｌ／Ｌ抗坏血酸（ＡＡ），混合２ｍｉｎ后，再加
入１０μＬ０５ｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２溶液，搅拌均匀，然后置于３７℃水浴中４０ｍｉｎ，即得到氧化损伤ＤＮＡ溶液（以
ＤＮＡｄ表示）。将此溶液置于－２０℃冰柜中保存备用。
１．５　氧化损伤ＤＮＡ中８ＯＨｄＧ的检测

取６μＬ氧化损伤ＤＮＡ溶液滴涂于修饰好的电极上，自然晾干，得到ＤＮＡｄ／Ｃｈｉ／ＧＲ／ＧＣＥ电极。同
样方法制备未氧化损伤ＤＮＡ修饰电极（ｕｎｄａｍａｇｅｄＤＮＡ／Ｃｈｉ／ＧＲ／ＧＣＥ），以进行对照实验。将修饰电极
置于０１ｍｏｌ／ＬｐＨ＝７０ＰＢＳ中，按照１．３节所述对氧化损伤ＤＮＡ中８ＯＨｄＧ进行检测。

２　结果与讨论
２．１　修饰电极表面形貌表征

图１Ａ为ＧＲ薄膜的ＳＥＭ照片。由于ＧＲ层的不平整性，所形成的薄膜也出现高低不平的特征，呈
现出波浪起伏的皱褶形貌［２４］。这些皱褶可以形成很多纳米孔道和纳米空穴，从而使得 ＧＲ具有较大的
比表面积。图１Ｂ为Ｃｈｉ／ＧＲ复合薄膜的ＳＥＭ照片，由图可见，复合薄膜依然呈现出波浪起伏的皱褶形
貌，Ｃｈｉ的加入并没有改变电极表面ＧＲ的形貌。

图１　ＧＲ／ＧＣＥ电极（Ａ）和Ｃｈｉ／ＧＲ／ＧＣＥ电极（Ｂ）的ＳＥＭ照片
Ｆｉｇ．１　ＳＥＭｉｍａｇｅｓｏｆＧＲ／ＧＣＥ（Ａ）ａｎｄＣｈｉ／ＧＲ／ＧＣＥ（Ｂ）

２．２　８ＯＨｄＧ在修饰电极上的电化学行为
图２为不同修饰电极于０１ｍｏｌ／ＬｐＨ＝７０的ＰＢＳ中，在－０１～０６Ｖ电位范围内循环伏安实验

所得到的ＣＶ曲线。图中曲线ａ、ｂ分别为ＧＣＥ电极、Ｃｈｉ／ＧＲ／ＧＣＥ电极的 ＣＶ曲线，在扫描的电位范围
内均未出现氧化还原峰。曲线 ｃ、ｄ、ｅ分别为８ＯＨｄＧ／ＧＣＥ、８ＯＨｄＧ／ＧＲ／ＧＣＥ、８ＯＨｄＧ／Ｃｈｉ／ＧＲ／ＧＣＥ电
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极的ＣＶ曲线，均出现了一个明显的氧化峰，氧化峰电位为０３７Ｖ，与文献［１２］报道的８ＯＨｄＧ在 ＧＣ电
极上氧化峰电位基本一致，此氧化峰归属于８ＯＨｄＧ产生的电化学信号。氧化峰电流信号由大到小依次
为：ｅ＞ｄ＞ｃ，说明ＧＲ具有良好的导电性，而掺杂Ｃｈｉ后并不影响ＧＲ的导电性。由于Ｃｈｉ中含有—ＮＨ２
易与８ＯＨｄＧ中的—ＯＨ形成氢键，使８ＯＨｄＧ在电极上更好地固定，不易脱落，增强了电极的稳定性，因
此电流信号更好。

图２　不同修饰电极在ｐＨ＝７．０ＰＢＳ中的循环伏安图
Ｆｉｇ．２　ＣｙｃｌｉｃｖｏｌｔａｍｍｏｇｒａｍｓｏｆＧＣＥ（ａ），Ｃｈｉ／ＧＲ／
ＧＣＥ（ｂ），８ＯＨｄＧ／ＧＣＥ（ｃ），８ＯＨｄＧ／ＧＲ／ＧＣＥ（ｄ）
ａｎｄ８ＯＨｄＧ／Ｃｈｉ／ＧＲ／ＧＣＥ（ｅ）ｅｌｅｃｔｒｏｄｅｓｉｎ０．１ｍｏｌ／Ｌ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ（ｐＨ＝７．０）ａｔｔｈｅｓｃａｎｒａｔｅｏｆ
０．０５Ｖ／ｓ

图３　８ＯＨｄＧ／Ｃｈｉ／ＧＲ／ＧＣＥ电极在不同 ｐＨ值的
０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ中的线性扫描伏安图
Ｆｉｇ．３　Ｌｉｎｅａｒｓｗｅｅｐｖｏｌｔａｍｍｏｇｒａｍｓｏｆ８ＯＨｄＧ／Ｃｈｉ／
ＧＲ／ＧＣＥｅｌｅｃｔｒｏｄｅｉｎ０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳａｔ０．０５Ｖ／ｓｗｉｔｈ
ｖａｒｉｏｕｓｐＨｖａｌｕｅｓ（５．０～９．０）
Ｉｎｓｅｔ：ｐｌｏｔｓｏｆｏｘｉｄａｔｉｏｎｐｅａｋｐｏｔｅｎｔｉａｌｖｅｒｓｕｓｐＨｖａｌｕｅ

图３为８ＯＨｄＧ／Ｃｈｉ／ＧＲ／ＧＣＥ电极在不同 ｐＨ值的０１ｍｏｌ／Ｌ的 ＰＢＳ中的线性扫描伏安（ＬＳＶ）曲
线。由图３可知，８ＯＨｄＧ的氧化峰电位随着缓冲溶液ｐＨ值的增加而负移，表明８ＯＨｄＧ的电化学反应

图４　溶液ｐＨ值与８ＯＨｄＧ氧化峰电流的关系曲线
Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｐＨａｎｄｏｘｉｄａｔｉｏｎｐｅａｋ
ｃｕｒｒｅｎｔｏｆ８ＯＨｄＧ

过程伴随质子的参与。由插图可知，８ＯＨｄＧ的氧化
峰电位与溶液的 ｐＨ值在５０～９０范围内呈良好
的线性关系，线性方程为 Ｅｐａ（Ｖ）＝０７７２２－
００５４１ｐＨ，其斜率为－５４１ｍＶ／ｐＨ。

图４为８ＯＨｄＧ的氧化峰电流与缓冲溶液 ｐＨ
值的关系曲线。由图４可见，当ＰＢＳ的ｐＨ值为７０
时，８ＯＨｄＧ的氧化峰电流相对较大，故在以下实验
中选择ｐＨ＝７０的０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ为支持电解质。

将８ＯＨｄＧ／Ｃｈｉ／ＧＲ／ＧＣＥ电极置于 ０１ｍｏｌ／Ｌ
ｐＨ＝７０的ＰＢＳ中，在－０１～０６范围内以不同的
扫速进行线性扫描伏安实验。由图５可知，８ＯＨｄＧ
在修饰电极上的氧化峰电流随着扫速的增加而增

大。插图是氧化峰电流与扫速的线性关系曲线，氧

化峰电流与扫速的一次方在５０～３５０ｍＶ／ｓ范围内呈良好的线性关系，符合典型的表面电化学过程，表
明该反应速率受电极的表面电化学过程控制。

图６为不同浓度的８ＯＨｄＧ在Ｃｈｉ／ＧＲ／ＧＣＥ电极上的示差脉冲伏安曲线。由图６可知，８ＯＨｄＧ的
氧化峰电流随其浓度增大而增大。插图为８ＯＨｄＧ的氧化峰电流随其浓度变化的关系曲线。８ＯＨｄＧ浓
度在 ３５×１０－７ ～１４×１０－４ ｍｏｌ／Ｌ范围内与其氧化峰电流具有良好的线性关系，检出限为
６４×１０－８ｍｏｌ／Ｌ（Ｓ／Ｎ＝３）。
２．３　ＤＮＡ氧化损伤产物的检测

图７为将不同修饰电极于０１ｍｏｌ／ＬｐＨ＝６０的ＰＢＳ中，在－０１～０６Ｖ电位范围内循环伏安实
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图５　８ＯＨｄＧ／Ｃｈｉ／ＧＲ／ＧＣＥ电极在 ｐＨ＝７．０ＰＢＳ
中不同扫速的线性扫描伏安图

Ｆｉｇ．５　Ｌｉｎｅａｒｓｗｅｅｐｖｏｌｔａｍｍｏｇｒａｍｓｏｆ８ＯＨｄＧ／Ｃｈｉ／
ＧＲ／ＧＣＥｅｌｅｃｔｒｏｄｅｉｎ０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ＝７．０）ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｃａｎｒａｔｅｓ
Ｆｒｏｍａｔｏｇ：５０，１００，１５０，２００，２５０，３００，３５０ｍＶ／ｓ；

Ｉｎｓｅｔ：ｐｌｏｔｓｏｆｏｘｉｄａｔｉｏｎｐｅａｋｃｕｒｒｅｎｔｖｅｒｓｕｓｓｃａｎｒａｔｅ

图６　不同浓度８ＯＨｄＧ在 Ｃｈｉ／ＧＲ／ＧＣＥ电极上的
示差脉冲伏安图

Ｆｉｇ．６　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｕｌｓｅｖｏｌｔａｍｍｏｇｒａｍｓｏｆ０．３５（ａ），
０７（ｂ），３．５（ｃ），１４（ｄ），３５（ｅ），７０（ｆ），１００（ｇ），
１２０（ｈ）ａｎｄ１４０μｍｏｌ／Ｌ（ｉ）８ＯＨｄＧａｔＣｈｉ／ＧＲ／ＧＣＥ
ｅｌｅｃｔｒｏｄｅｉｎ０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ＝７．０）

Ｉｎｓｅｔ：ｔｈｅｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｃｕｒｖｅ

验所得到的ＣＶ曲线。采用ｐＨ＝６０（而不是前文的ｐＨ＝７０）的ＰＢＳ，是由于Ｆｅｎｔｏｎ试剂对ＤＮＡ氧化

图７　不同修饰电极在ｐＨ＝６．０ＰＢＳ中的循环伏安图
Ｆｉｇ．７　ＣｙｃｌｉｃｖｏｌｔａｍｍｏｇｒａｍｓｏｆＦｅｎｔｏｎｒｅａｇｅｎｔｓ／Ｃｈｉ／
ＧＲ／ＧＣＥ（ａ），ｕｎｄａｍａｇｅｄＤＮＡ／Ｃｈｉ／ＧＲ／ＧＣＥ（ｂ）
ａｎｄＤＮＡｄ／Ｃｈｉ／ＧＲ／ＧＣＥ（ｃ）ｅｌｅｃｔｒｏｄｅｓｉｎ０．１ｍｏｌ／Ｌ

ＰＢＳ（ｐＨ＝６．０）ａｔｔｈｅｓｃａｎｒａｔｅｏｆ０．０５Ｖ／ｓ

损伤反应也与 ｐＨ值有关（数据未列出），实验结果
表明，在酸性条件下更有利于 Ｆｅｎｔｏｎ试剂对 ＤＮＡ
的氧化损伤反应。通过比较８ＯＨｄＧ在ｐＨ值为６０
和７０时的电化学行为，其电化学信号比较接近，因
此，综合考虑氧化损伤ＤＮＡ反应及８ＯＨｄＧ检测条
件，采用了ｐＨ＝６０的缓冲溶液。图中曲线 ａ、ｂ分
别为Ｆｅｎｔｏｎ试剂、未损伤的 ＤＮＡ在修饰电极 Ｃｈｉ／
ＧＲ／ＧＣＥ上的 ＣＶ曲线，在扫描的电位范围内均未
出现氧化峰。曲线ｃ为Ｆｅｎｔｏｎ试剂氧化损伤的 ＤＮＡ
在修饰电极 Ｃｈｉ／ＧＲ／ＧＣＥ上的 ＣＶ曲线，在０４２Ｖ
附近出现氧化峰，与图 ３中 ８ＯＨｄＧ／Ｃｈｉ／ＧＲ／ＧＣＥ
在ｐＨ＝６０的ＰＢＳ中出现的氧化峰位置吻合，说明
Ｆｅｎｔｏｎ试剂氧化损伤ＤＮＡ的产物为８ＯＨｄＧ。

为了进一步证明 ＤＮＡ氧化损伤的产物是
８ＯＨｄＧ，在 ＤＮＡ 损 伤 溶 液 中 加 入 浓 度 为

３５×１０－６ｍｏｌ／Ｌ８ＯＨｄＧ标准溶液。实验结果如图８，曲线ａ、ｂ分别为在ＤＮＡ损伤溶液中加入８ＯＨｄＧ
标准溶液前后的ＣＶ曲线。由图可知，ＤＮＡ损伤产物的氧化峰与８ＯＨｄＧ标准溶液的氧化峰完全一致，
说明Ｆｅｎｔｏｎ试剂氧化损伤ＤＮＡ的产物为８ＯＨｄＧ，由此也说明了制备的Ｃｈｉ／ＧＲ／ＧＣＥ修饰电极可以用
于ＤＮＡ氧化损伤标记物８ＯＨｄＧ的检测。

图９为ＤＮＡ损伤产物８ＯＨｄＧ氧化峰电流与损伤 ＤＮＡ浓度的关系曲线。由图９可知，随着损伤
ＤＮＡ浓度的增加，８ＯＨｄＧ氧化峰电流也相应增加。８ＯＨｄＧ氧化峰电流与损伤的 ＤＮＡ浓度在１０～
３００ｍｇ／Ｌ范围内呈良好的线性关系，线性方程为 Ｉｐａ（μＡ）＝０００４５６ρ（ｍｇ／Ｌ）－００４３９５，检测限为
００２６ｍｇ／Ｌ。通过检测８ＯＨｄＧ的电化学信号，可获得ＤＮＡ氧化损伤程度的信息。
２．４　修饰电极的稳定性与重现性

将８ＯＨｄＧ／Ｃｈｉ／ＧＲ／ＧＣＥ电极置于０１ｍｏｌ／ＬｐＨ＝７０的ＰＢＳ溶液中，以００５Ｖ／ｓ连续循环扫描
２０圈，由于８ＯＨｄＧ在修饰电极上发生不可逆氧化反应，其氧化峰电流信号随扫描次数增加而逐渐减
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图８　修饰电极在ｐＨ＝６．０ＰＢＳ中的循环伏安图
Ｆｉｇ．８　ＣｙｃｌｉｃｖｏｌｔａｍｍｏｇｒａｍｓｏｆＤＮＡｄｂｅｆｏｒｅ（ａ）ａｎｄ

ａｆｔｅｒ（ｂ）ａｄｄｉｔｉｏｎｏｆ８ＯＨｄＧｏｂｔａｉｎｅｄａｔＣｈｉ／ＧＲ／ＧＣＥ
ｅｌｅｃｔｒｏｄｅｉｎ０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ＝６．０）ａｔｔｈｅｓｃａｎ
ｒａｔｅｏｆ０．０５Ｖ／ｓ

图９　８ＯＨｄＧ氧化峰电流与损伤 ＤＮＡ浓度的关系
曲线

Ｆｉｇ．９　 Ｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｏｘｉｄａｔｉｏｎｐｅａｋ
ｃｕｒｒｅｎｔｏｆ８ＯＨｄＧａｎｄＤＮＡｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

小，但在连续循环扫描２０圈时仍检测到较好的８ＯＨｄＧ电流响应。将电极于４℃下保存２周，其电流信
号仍保持最初的８０％。用同法制备的８个８ＯＨｄＧ／Ｃｈｉ／ＧＲ／ＧＣＥ电极在０１ｍｏｌ／ＬｐＨ＝７０的ＰＢＳ溶液
中做平行测定实验，其相对标准偏差为７７％。以上结果表明，该修饰电极具有较好的稳定性和重现性。

３　结　论
制备的Ｃｈｉ和ＧＲ形成的复合膜修饰玻碳电极Ｃｈｉ／ＧＲ／ＧＣＥ，具有较好的生物相容性和导电性，修

饰电极对８ＯＨｄＧ有良好的电流响应，其在修饰电极表面的电化学过程为伴随单质子的单电子转移反
应。通过８ＯＨｄＧ在修饰电极上的氧化峰电流与损伤的 ＤＮＡ浓度的线性关系曲线可知，Ｃｈｉ／ＧＲ／ＧＣＥ
修饰电极可以用于ＤＮＡ氧化损伤的检测，且具有较好的稳定性和重现性，为电化学方法用于ＤＮＡ氧化
损伤检测提供了新的途径。
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