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0� 引言

DNA是重要的遗传物质, 在机体的生长过程中,它不可避免地受到各种因素的作用而产生损伤, 从而

直接影响 DNA的复制、转录和蛋白质的合成,进而影响细胞生长、发育、遗传、代谢和繁殖等生命基本过

程,还会造成细胞突变、癌变、老化甚至死亡.因此, 对 DNA损伤及其检测方法的研究不仅有助于更好地了

解生命体的基本过程,而且还可为疾病的临床诊断、治疗甚至新的基因治疗药物的发现提供理论基础.检

测 DNA损伤的方法主要有高效液相色谱法、酶联免疫法、气相色谱 ! 质谱法、毛细管电泳法以及电化学方

法等
[ 1�3]

. 利用色谱法 (包括 HPLC、GC)和毛细管电泳法检测 DNA损伤后的具体产物需对实际样品进行

复杂的预处理 (如一般需对样品进行衍生化后才能测量 ) ,费时很长,而且所需的检测仪器 (如质谱 )昂贵;

而 EL ISA法由于交叉反应的存在, 导致检测结果往往不准确,从而限制了这些方法的实际使用. DNA损伤

的电化学检测是由 Pa lacek等
[ 4]
最先提出的一种基于 DNA中鸟嘌呤和腺嘌呤电化学氧化的检测方法,它

具有快速、方便以及所需仪器价廉等优点. Pa lacek等
[ 4]
发现吸附在 Hg电极上有损伤的 DNA能产生比没

有损伤 DNA更大的伏安峰电流,从而可用于区别出 DNA是否有损伤.其不足之处是所用 Hg电极有毒,而

且所需的检测电位较高 (一般在 0�7~ 1�3V, vs. SCE ), 易被氧化物质所干扰.

本文报道一种新的 DNA嵌入试剂, 1! 苯基偶氮 ! 2! 萘酚 ( PN )与 DNA的相互作用及用于 DNA损

伤电化学检测的探针分子.本文方法的优点在于 PN的电化学反应可逆, 其式量电位 E∀0# 0�1V ( vs. SCE,

pH 5�5),能有效降低其它电活性物质的干扰.

1� 实验部分

1�1� 试剂与仪器
� � 小牛胸腺 ds! DNA、氧化苯乙烯 ( 97% , A ldrich)未经进一步处理直接使用; 单链 DNA ( ss! DNA )的获

得方法同 [ 5] . PDDA ( 20%水溶液, A ldrich)在使用前用水稀释至 5% (质量分数 ) ; 1! 苯基偶氮 ! 2! 萘酚

( PN, 97%, A ldrich)在使用前用水重结晶两次;单壁碳纳米管 ( CNT, 直径小于 2 nm, 纯度大于 90% , 深圳

市纳米港有限公司 )使用前在 HNO3 ( 3 mo l/L )中于 60∃ 回流 10 h.其它试剂均为分析纯试剂, 醋酸缓冲溶

液 ( 10 mmol /L,含 50mmo l /L N aC ,l pH 5�5)由 N aAc和 HA c按比例用二次蒸馏水配制而成.

紫外可见 ( UV! V is)和拉曼 ( Raman)光谱实验分别在 Cary 5000 UV! V IS! N IR光谱仪 ( V ar ian,

USA )和 Labram HR 800UV拉曼光谱仪 ( Jobin Yvon)上进行.循环伏安实验在 CH I 660B电化学工作站 (上
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海辰华 )上进行, 螺旋状铂丝作辅助电极, 饱和甘汞 ( SCE )电极为参比电极; 在进行电化学实验前, 溶液用

高纯氮除氧至少 30m in.所有电化学实验均在 ( 37 % 1) ∃ 下进行.

1�2� DNA在 CNT表面的固定及 DNA! PDDA! CNT /GC电极的制作

将 2mg CNT超声分散在 1mL 5% PDDA水溶液中, 12 h后离心分离, 室温晾干后得到 PDDA! CNT.

将 1mg PDDA! CNT分散到含 2mg /mL DNA的醋酸缓冲溶液中,于 4∃ 下搅拌 10 h,带负电荷的 DNA通

过与带正电荷的 PDDA之间的静电作用而固定到 CNT表面, 离心分离并用二次蒸馏水洗涤 3次, 得到

DNA! PDDA! CNT纳米复合体.

将 2mg DNA! PDDA ! CNT均匀地分散在 1mL醋酸缓冲溶液中, 将 2�L DNA ! PDDA! CNT的悬浊

液滴加到 GC电极表面,室温下待溶剂 (水 )挥发后,得到 DNA! PDDA! CNT /GC电极.

1�3� PN与 DNA的相互作用及氧化苯乙烯对 DNA的化学损伤

将 DNA! PDDA! CNT /GC电极浸入含 5mmol /L PN的醋酸缓冲溶液中约 5m in后, 即形成 PN!

DNA! PDDA! CNT /GC电极, 取出,用二次蒸馏水仔细淋洗,然后再放入不含 PN的醋酸缓冲溶液中 ( pH

5�5) ,用循环伏安法考察 PN与 DNA的作用.

将 DNA! PDDA! CNT /GC电极浸入含氧化苯乙烯 ( 20�L /mL)的醋酸缓冲溶液中一段时间, 使 DNA

产生损伤
[ 6]
, 取出并冲洗后, 再与 PN作用,通过 PN的电化学响应变化判断 DNA的损伤及损伤的程度.

2� 结果与讨论

2�1� 谱学表征
� � 自由状态 DNA的 UV! V is特征吸收峰在 260 nm处 (未示出 ); DNA! PDDA! CNT的 UV! V is光谱

曲线上也出现了一个类似的吸收峰, 而且峰位置没有发生移动 ( 260 nm ), 只是峰强度有所降低,这是由于

DNA浓度不一致所致. PDDA! CNT的 UV ! V is光谱图则表现为一光滑的曲线.以上结果表明, DNA已在

CNT表面发生了吸附固定.

纯化的 CNT 的 R am an光谱图上在 1 566

cm
- 1
处出现一个对应于 CNT表面石墨化结构碳

的 Raman吸收峰 (图 1a), 而对应于无定型碳的

Raman吸收 (一般在 1 350 cm
- 1
附近 )

[ 7]
则没有出

现,说明纯化能有效地除去 CNT样品中无定型

碳.当表面修饰 PDDA和 DNA后, CNT的 Raman

吸收分别移至 1 576 (图 1b, PDDA! CNT )和

1 582 cm
- 1

(图 1c, DNA! PDDA! CNT ); 与修饰

前相比,分别向高波数移动了 10 cm
- 1
和 16 cm

- 1
;

而且, PDDA! CNT和 DNA! PDDA! CNT的谱图

上分别在 1 342 cm
- 1

(图 1b )和 1 345 cm
- 1

(图

1c)处出现了 Raman吸收峰. PDDA在 896、1 329、

1 448和 1 557 cm
- 1
等处出现了 R am an吸收峰 (图

1插图,曲线 d) ; DNA的 Raman光谱图上显示出

785、1 241、1 260、1 334、1 371、1 485、1 580和 1

670 cm
- 1
等吸收峰 (图 1插图,曲线 e). 因此图 1b和 1c上新的 R am an吸收峰可能是由于 PDDA、DNA和

CNT的 R aman吸收相互叠加所导致的;也可能是由于 PDDA和 DNA在 CNT表面吸附后,使 CNT表面产

生某些结构缺陷所致
[ 8 ]
. G峰的移动以及新峰的出现都说明有高分子化合物 ( PDDA和 DNA )在 CNT表面

发生了吸附.

2�2� PN用于 DNA损伤的电化学检测

PN! CNT /GC电极的循环伏安曲线显示一对良好的氧化还原峰 (图 2b), 而 CNT /GC电极在相同条件

下没有出现类似的伏安峰 (图 2a),只出现了很小的对应于 CNT表面含氧功能团氧化还原反应的伏安峰,

说明曲线 b中的氧化还原峰是由 PN发生电化学反应而产生的, 对应于 PN中 ! C! OH被氧化成 ! C= O
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的反应.在 50mV /s时,氧化还原峰电位分别为 Epa

= 195mV, Epc = - 10mV, 式量电位 E∀0 = 92�5mV.

扫速 ( v )增加,氧化还原峰电位几乎不移动,而峰电

流与 v有线性关系,与表面反应的理论要求一致.

PN! DNA! PDDA! CNT /GC电极的循环伏安

曲线上也表现出一对氧化还原峰 (图 2c) , 峰电位

分别为 Epa = 218mV, Ep c = 32 mV, 式量电位 E∀0 =

125mV;与 PN! CNT /GC电极相比, 氧化和还原峰

电位向正方向分别移动了 23和 42mV, E∀0值正移
了 32�5mV,说明 PN与 DNA之间的作用方式是嵌

入作用
[ 9]
.

将 DNA! PDDA! CNT /GC电极在氧化苯乙烯

溶液 ( 20�L /mL)中化学损伤 10m in后,再与 PN作

用,所形成电极的伏安峰电流大为减小 (图 2d) , 只

有曲线 c的一半, 表明 DNA损伤后与 PN的结合能

力下降,这一特性说明 PN的电化学响应可被用于

对 DNA化学损伤的检测. 如果将氧化苯乙烯换成

相同浓度的甲苯,重复上述实验,则 PN的伏安峰电流几乎没有变化 (未示出 ) , 说明氧化苯乙烯的类似物

甲苯对 DNA没有化学损伤作用.

当损伤时间固定, PN伏安峰电流随氧化苯乙烯浓

度的增加而急剧下降; 但当氧化苯乙烯浓度达到

20 �L /mL后, PN峰电流几乎不再下降. 当保持氧化苯

乙烯浓度为 20 �L /mL时, PN! DNA! PDDA! CNT /

GC电极的峰电流随损伤时间的增加而线性下降 (图

3a) ,说明 DNA的损伤程度随损伤时间的延长而增加.

以上结果表明,用 PN作探针分子, 不仅可以判断 DNA

有无损伤,而且还可检测 DNA的损伤程度. 如用甲苯

与 DNA作用, 则 PN的峰电流随作用时间几乎不变化

(图 3b ). 从图 3a可以得出直线的斜率为 - 0�024 2

�A /m in,该数据可用于判断氧化苯乙烯对 DNA化学损

伤的速率.

3� 结论

用伏安法研究了 PN与 DNA的相互作用, 其作用

方式是嵌入作用. PN可用于 DNA损伤电化学检测的

探针分子.本文电化学检测 DNA损伤的优点在于能有效降低其它电活性物质对检测的干扰.
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3� 结论

实验表明,我们建立的这套高压紫外在线分光光

度计可适用于超临界流体中反应动力学的研究.该装

置操作简单、拆卸方便, 可以灵活设定温度和压力且

可以在线检测, 相比其它间接方法优势明显. 该装置

还可以用于超临界流体内化合物溶解度的测定和超

临界微乳液中水池微结构的研究,为超临界萃取提供

试验数据.相关研究正在进行中.
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