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摘　要 : 通过羧基化的多壁碳纳米管 (MWNTs)电极表面的—COOH与 DNA末端的—NH2 , 在 N2羟基琥珀酰
亚胺 (NHS)和 12乙基 232(32二甲基氨丙基 )碳二亚胺盐酸盐 ( EDC)活化作用下 , 制备了 DNA共价修饰 MWNTs

电极。采用循环伏安法系统研究了固定在 MWNTs电极表面的 DNA与亚甲基蓝 (MB)之间的相互作用。实验

结果表明 : 在 20～200 mV·s- 1范围内 , MB在 DNA修饰 MWNTs电极上的氧化还原过程为表面控制过程 ; 在

pH 511～716范围内 , MB在 DNA修饰 MWNTs电极上的峰电位随 pH的增加向负方向移动。

关键词 : 多壁碳纳米管 ; 脱氧核糖核酸 (DNA) ; 修饰 ; 亚甲基蓝 ; 电化学

中图分类号 : O657115; Q523　　文献标识码 : A　　文章编号 : 1004 - 4957 (2008) 10 - 1035 - 04

DNA Modified Multi2walled Carbon Nanotubes Electrode for the

Study of Interaction between DNA and Methylene B lue

ZHANG Huai
1

, ZHANG Yun2huai
1

, L I J ing
1

, X IAO Peng
2

, Q IAO Lei
1

, L I Ze2quan
1

(1. College of Chem istry & Chem ical Engineering, Chongqing University, Chongqing　400030, China;

2. College ofMathematics & Physics, Chongqing University, Chongqing　400030, China)

Ab s trac t: A deoxyribonucleic acid (DNA ) modified multi2walled carbon nanotubes (MWNTs) elec2
trode was p repared by covalently binding carboxyl group s of the nanotubes and am ino group s at the

ends of DNA oligonucleotides through the activation of N2hydroxy2succinim ide (NHS) and 12ethyl232
(32dimethylam inop ropyl) carbodiim ide hydrochloride ( EDC). The interactions of DNA immobilized

on MWNTs electrode with methylene blue (MB ) were investigated by cyclic voltammetry (CV ). The

experimental results showed that the anodic and cathodic peak potentials were both shifted to negative

direction with increasing pH from 511 to 716. The redox currents ofMB at DNA modified MWNTs e2
lectrode had linear relationship under scan rate from 20 to 200 mV· s

- 1
, which indicated that the

redox reaction was a surface controlled p rocess.
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碳纳米管 (CNTs)自 1991年被 Iijima
[ 1 ]发现以来 , 因其独特的结构、电学、机械等性能 , 引起物

理、化学及材料等研究领域的极大关注。碳纳米管具有优良的导电性、大的比表面积和良好的生物亲

和性 , 是一种理想的电极材料。因此 , 将碳纳米管应用到修饰电极将为生物传感器的发展带来更大的

进步。近年来国内外主要利用酶 [ 2 ]、蛋白质 [ 3 - 4 ]、抗原 /抗体 [ 5 ]、DNA [ 6 - 7 ]等对碳纳米管修饰电极进行

研究。碳纳米管用作电极材料时 , 可将纳米材料本身的物理化学特性引入传感器 , 同时也能具有碳纳

米管比表面积大、表面活性高、催化效率高、表面带有较多的功能基团以及良好的生物亲和性等优异

性质 , 因而能固定较大量的生物活性分子 , 提高其固定效率、修饰电极的响应信号、灵敏度等性能。

近年来 , 小分子化合物与 DNA相互作用的研究是生命科学研究的热门话题 , 特别是一些药物和毒

物分子与 DNA的作用 [ 8 - 9 ]。DNA修饰电极的表面电化学方法具有简便、可靠、DNA用量少等优点 ,

并且还可获得许多相互作用的热力学及动力学参数。亚甲基蓝 (MB )是电化学中常用的用于 DNA杂交

研究的探针分子 , 陈洪渊 [ 10 ]利用 MB与β2环糊精形成包合物 , 以铂盘电极为工作电极研究了溶液中

MB与 DNA之间的相互作用 ; 鞠　先等 [ 11 ]利用巯基乙酸在金电极表面自组装 , 共价固定 DNA, 利用
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MB作为杂交指示剂 , 研究认为 MB的还原态比其氧化态更易与固定在电极上的 DNA形成氢键 ; 庞代

文 [ 12 ]先将巯基化的 dsDNA修饰到金电极 , 再将该修饰电极在 MB溶液中冲洗后 , 在相应的不含 MB的

高离子强度的空白溶液中扫描 , 研究 DNA与 MB的相互作用。

本文利用羧基化的 MWNTs电极与 DNA末端的—NH2 , 在缩合剂 N2羟基琥珀酰亚胺 (NHS)和 12乙
基 232(32二甲基氨丙基 )碳二亚胺盐酸盐 ( EDC)活化作用下 , 制备 DNA修饰 MWNTs电极 , 利用该电极

研究 DNA与 MB之间的相互作用 , 并考察了扫描速率、pH对 MB在 DNA修饰碳纳米管电极电化学行

为的影响。

1　实验部分

111　试剂与仪器

SWNTs(美国 ) , 5π2NH2 2GACAAACTCCAACGAGACATGCTAC23πdsDNA (上海生物工程技术服务有限

公司 ) , N2羟基琥珀酰亚胺 (NHS)、12乙基 232(32二甲基氨丙基 )碳二亚胺盐酸盐 ( EDC) (上海延长生化

科技发展有限公司 ) , 亚甲基蓝 (MB) (上海第三化工厂 ) ; 所用试剂均为分析纯 , 所有溶液均用二次石

英蒸馏水配制。

CH I660C电化学工作站 (上海辰华仪器公司 ) , 三电极系统 : 化学修饰电极为工作电极 , 银 -氯化

银 (Ag/AgCl)为参比电极 , 铂丝为对电极 ; KQ250B超声波清洗器 (昆山市超声仪器有限公司 ) , DZF2
150型真空干燥箱 (郑州长城科工贸有限公司 ) , pHS23C型酸度计 (上海大普仪器有限公司 )。

112　DNA修饰碳纳米管电极的制备

称取 50 mg MWNTs与 60 mL浓酸 [V (HNO3 ) ∶V (H2 SO4 ) = 3 ∶1 ] 混合 , 于室温下超声 4 h, 洗涤

并干燥后得到羧基化的 MWNTs。

玻碳 ( GC)电极为基体电极 , 在抛光布上分别用 310μm和 013μm的 A l2 O3打磨 , 打磨好的电极取

出洗净后分别在硝酸溶液 (体积比 1 ∶1)、丙酮、二次水中各超声 5 m in。把处理好的玻碳电极放入 015

mol/L的 H2 SO4中于 - 112～210 V活化至电极稳定。取制备好的适量 MWNTs分散液滴加到处理过的玻

碳电极表面 , 红外灯烘干即制得 MWNTs修饰电极。

将制备的 MWNTs修饰电极在 EDC与 NHS溶液中浸泡活化 30 m in后浸入含有 DNA的缓冲溶液中 2

h, 再用同样的缓冲溶液冲洗掉吸附的未反应 DNA和其它杂质 , 在红外灯下干燥 , 即制得 DNA修饰

MWNTs电极。

2　结果与讨论

图 1　MB在裸 GC电极 ( a) , MWNTs电极 ( b)和
DNA修饰 MWNTs电极 ( c)的循环伏安图
Fig11　Cyclic voltammogram s ofMB on bare

GC electrode ( a) , MWNTs electrode ( b) and

DNA modified MWNTs electrode ( c)
scan rate: 50 mV / s

211　MB在不同电极上的电化学行为

分别对裸玻碳电极 ( a)、MWNTs电极 ( b)、DNA

修饰 MWNTs电极 ( c)在含有 MB的缓冲溶液中的循

环伏安行为进行了研究。由图 1可知 , 在裸玻碳电极

( a)上 , MB有 1对很好的氧化还原峰 , 说明 MB在

裸玻碳电极上是一个准可逆电极过程。在 MWNTs修

饰电极 ( b)上 MB的氧化还原峰电流与裸玻碳电极相

比明显升高 , 这是由于碳纳米管的多孔性 , 使得

MWNTs电极具有较大的表面积和表面活性 , 能明显

提高 MB在 MWNTs电极上的吸附量 , 且 MWNTs具

有能提高电极表面电子的转移速率等特性 , 使得 MB

的氧化还原峰电流明显提高。而在 DNA修饰 MWNTs

电极 ( c)上发现 , MB的氧化还原峰电流又有提高 ,

这是由于 DNA修饰碳纳米管后 , 碳纳米管电极表面

的 DNA带有的大量负电荷磷酸骨架对 MB阳离子具

有静电吸引作用 , 强烈的静电作用使溶液中更多的
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MB分子被吸附到电极表面发生反应 , 同时 , DNA修饰在 MWNTs电极上后 , DNA上的自由碱基 G更

多的暴露在外 , 自由碱基 G与 MB具有很强的亲和力从而使更多的 MB富集在电极表面 [ 13 - 14 ] , 因而

DNA修饰 MWNTs电极氧化还原电流比 MWNTs修饰电极的氧化还原电流又有提高。这些电化学信号也

表明 DNA分子确已被修饰到 MWNTs电极表面 , 多次扫描后 , 循环伏安图基本不发生变化 , 说明电极

具有良好的稳定性。

212　扫描速率对 MB在 DNA修饰 MWN Ts

电极上峰电流的影响
20～350 mV· s

- 1范围内 , MB 在 DNA修饰

MWNTs电极上的氧化还原峰电流随扫描速率变化

的循环伏安曲线如图 2所示 , 随着扫描速率的增

加 , 阴极峰、阳极峰电流逐渐增加。

实验结果表明 , MB的氧化还原峰电流与扫描

速率平方根的关系曲线呈弯曲状 , 而与扫描速率

呈良好的线性关系 (如图 2插图所示 ) , 线性回归

方程分别为 Ipc = 11152 88 + 151548 99 v ( r = 01994 7)

和 Ipa =- 01761 14 - 181378 14 v ( r =01996 4)。该实验

结果说明 MB在 DNA修饰 MWNTs电极上的氧化

还原过程为表面控制。文献 [ 15 ]也得到了同样的

结论。

213　pH对 MB在 DNA修饰碳纳米管电极

上氧化还原峰的影响
当扫描速率不变 , PBS的 pH值在 511～716

范围内变化时 , MB在 DNA修饰电极上随 pH变化

的循环伏安曲线如图 3所示。在此 pH范围内 , 阳

极峰电位 (Vpa )和阴极峰电位 (Vpc )皆随 pH的增加

向负电位方向线性移动 , 线性回归方程分别为 Vpa

(mV) = - 01011 36 - 01034 4 pH ( r =01987 5)和 Vpc

(mV) = - 01074 78 - 01037 03 pH ( r =01990 2)。说明

该反应在电子转移之前先发生了质子的还原反应 ,

同时在氧化时脱去 1个质子 , 从图中可以发现随

着 pH的增加 , 阴极峰与阳极峰也有下降的趋势 ,

这是由于氢离子在电化学反应中不仅作为反应物

还作为膜中电子的抗衡离子 , 随着溶液中反应物

离子浓度的降低 , 即溶液中氢离子浓度的降低 ,

而必将引起反应中离子电导下降 , 峰的强度与电

量也会随之降低。因此 MB在 DNA修饰 MWNTs

电极上的氧化还原过程不仅有电子参与 , 还有质

子参与。

根据能斯特方程计算 MB的氧化还原过程的

质子转移数发现 , MB在 - 011～017 V范围内的氧

化还原反应为 2电子与 1质子的转移过程 [ 16 ]
, 其

具体氧化还原过程如图 4所示。
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