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摘要: 基于三磷酸腺苷(ＡＴＰ)适配体与 ＡＴＰ 分子作用后可以显著增强电化学发光信号的性能ꎬ研究了一种

用于 ＡＴＰ 含量检测的电化学发光适配体(ＥＣＬ￣ａｐｔａｍｅｒ)传感器ꎮ 通过电沉积方法获得纳米金电极ꎮ ３′端标记

联吡啶钌发光分子的探针 ＤＮＡ 通过 ５′端修饰的巯基自组装到纳米金电极表面ꎬ然后与 ５′端标记二茂铁分子

的 ＡＴＰ 核酸适配体互补杂交ꎬ形成刚性线形的双链 ＤＮＡꎬ由此构建的传感器产生较弱的电化学发光(ＥＣＬ)信
号ꎮ 该传感器在 ＡＴＰ 溶液中孵化后ꎬ由于 ＡＴＰ 分子与 ＡＴＰ 适配体强的特异性结合ꎬ使得适配体分子与探针

ＤＮＡ 分子解离ꎬ从电极表面脱落进入溶液ꎬ此时电极表面的探针 ＤＮＡ 在强电解质溶液中可以形成发卡型的

茎环结构ꎬ产生显著增强的 ＥＣＬ 信号ꎮ ＥＣＬ 信号强度与 ＡＴＰ 浓度的对数值呈线性关系ꎬ线性范围为 １０. ０ ~
１. ０ × １０５ ｐｍｏｌ / Ｌꎬ相关系数 ｒ ＝ ０. ９９５ ９ꎬ检测限为 ５. ０ ｐｍｏｌ / Ｌꎮ 该传感器的灵敏度与检测范围高于目前已报

道的结果ꎬ显示出了 ＡＴＰ 检测的应用潜力ꎮ
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１　 引　 　 言

电化学发光(ＥｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅꎬＥＣＬ)是
基于电极反应产物之间或电极反应产物与体系中组

分之间进行化学反应ꎬ使得发光信号分子产生激发

态ꎬ然后发光信号分子从激发态跃迁回基态而产生

的一种光辐射ꎬ是通过电化学反应直接或间接引发

的化学发光现象[１￣２]ꎮ 由于 ＥＣＬ 分析技术是电化学

分析和化学发光分析技术结合的产物ꎬ兼具二者的

特点和优势ꎬ因此得到了国内外众多学者的广泛关

注ꎬ相关研究和应用得到了长足的发展ꎬ特别是在检

测传感器研究方面得到了比较广泛的应用ꎮ
适配体(Ａｐｔａｍｅｒ)是通过体外筛选、指数富

集的系统进化技术(Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｇａｎｄｓ
ｂｙ ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔꎬＳＥＬＥＸ)获得ꎬ可以折叠

成特定三维结构ꎬ通过空间构型互补以及静电、氢键

等作用与靶分子特异性结合的一段单链寡核苷酸序

列(ＤＮＡ 或 ＲＮＡ)[３￣５]ꎮ 适配体与靶分子之间的分子

识别功能与抗体抗原相似ꎬ但适配体作用的靶分子

范围更广ꎬ且具有核酸自身稳定性强、变性复性快速

可逆、易功能化修饰与标记等诸多优点ꎬ已在生命、
医学、化学、环境等众多领域得到应用ꎮ

近年来ꎬ人们把适配体的分子识别功能和电

化学发光的信号指示功能结合起来ꎬ构建出一

系列功能各异、性能优越的电化学发光适配体型

(ＥＣＬ￣ａｐｔａｍｅｒ)传感器ꎮ 该类传感器已被广泛研究

应用于 ｍｉＲＮＡ[６]、蛋白[７￣１０]、酶[１１￣１３]、毒素[１４￣１６]、
肿瘤细胞[１７￣２０]、肿瘤坏死因子[２１]、金属离子[９ꎬ２２]

等的分析检测ꎮ 但该类型传感器应用于三磷酸腺

苷(ＡＴＰ)的含量检测少有报道[２３￣２４]ꎮ ＡＴＰ 适配体

寡核酸链可以显著增强溶液中[Ｒｕ(ｂｐｙ)２ｄｐｐｚ]２ ＋ 分

子的 ＥＣＬ 信号ꎮ 当 ＡＴＰ 分子与适配体作用后ꎬ
[Ｒｕ(ｂｐｙ) ２ｄｐｐｚ] ２ ＋ 分子的 ＥＣＬ 信号明显减弱ꎮ
Ｘｕ 研究组[２３]借助该现象建立了 ＡＴＰ 含量的检测

方法ꎬ检测限为 １００ ｎｍｏｌ / Ｌꎬ检测线性范围为 ０. ２ ~
１. ０ μｍｏｌ / Ｌꎮ Ｊｕ 小组[２４] 利用 ＡＴＰ 适配体互补

ＤＮＡ 和 Ｇ 四链体 ＤＮＡ 核酸酶双标记纳米金颗

粒ꎮ 当 ＡＴＰ 的量越多ꎬ能够通过与适配体杂交连

接到电极表面的纳米金颗粒数量就越少ꎬＤＮＡ 核

酸酶催化还原溶液中作为量子点 ＥＣＬ 共反应物

的溶解 Ｏ２ 也越少ꎬ则电极表面量子点的 ＥＣＬ 信

号越强ꎮ 据此建立的电化学发光适配体型传感器

用于 ＡＴＰ 含量检测ꎬ检测限为７. ６ ｎｍｏｌ / Ｌꎬ检测线

性范围为 ８ ~ ２ ０００ ｎｍｏｌ / Ｌꎮ
本文在前期工作[２５]的基础上ꎬ借助纳米金电

极增加探针 ＤＮＡ(ｐＤＮＡ)组装量和二茂铁分子猝

灭联吡啶钌 ＥＣＬ 信号ꎬ建立了一种灵敏度更高、
检测范围更宽的电化学发光适配体型 ＡＴＰ 检测

传感器ꎮ 两端含 ６ 个互补碱基的单链 ｐＤＮＡꎬ先
通过 ３′分子端修饰的氨基标记上电化学发光信号
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联吡啶钌ꎬ再利用 ５′端修饰的巯基自组装到纳米

金电极表面ꎮ 电极表面的 ｐＤＮＡ 与通过 ５′端修饰

的氨基标记二茂铁分子的 ＡＴＰ 适配体杂交形成

刚性线形的双链 ＤＮＡꎬ从而构建出电化学发光适

配体型 ＡＴＰ 检测传感器ꎮ 在 ＡＴＰ 分子与适配体

作用之前ꎬ传感器表面的 ｐＤＮＡ 与互补 ＡＴＰ 适配

体呈刚性线形的双螺旋结构ꎬ使得 ｐＤＮＡ ３′端的

联吡啶钌分子远离纳米金电极表面ꎬ导致 ＥＣＬ 信

号较弱ꎮ 同时ꎬ又由于适配体 ５′端标记的二茂铁

分子对联吡啶钌分子的电化学发光具有猝灭作

用ꎬ使得此时的 ＥＣＬ 信号更弱ꎮ 当 ＡＴＰ 与适配体

作用形成适配体￣ＡＴＰ 复合物离开电极表面ꎬ而后

电极表面的 ｐＤＮＡ 在高离子强度溶液中形成发夹

型的茎环构象ꎬ使得 ＥＣＬ 信号分子联吡啶钌与金

电极表面靠近ꎬ产生显著增强的 ＥＣＬ 信号ꎬ如示

意图(用于 ＡＴＰ 检测的电化学发光适配体传感器

原理图)(ａ)、(ｂ)所示ꎮ ＥＣＬ 信号的增强幅度与

ＡＴＰ 浓度的对数值具有良好的线性关系ꎬ从而可

以对 ＡＴＰ 的含量进行高灵敏度的检测ꎬ并获得更

宽的检测范围ꎮ 如示意图( ｃ)所示ꎬ形成颈环结

构的 ｐＤＮＡ 可以重新与 ＡＴＰ 适配体杂交形成刚

性线形的双链 ＤＮＡ 结构ꎬ使得该传感器具有再生

性能ꎮ

２　 实　 　 验

２. １　 试剂和仪器

三磷酸腺苷(ＡＴＰ)、三磷酸胞苷(ＣＴＰ)、ＡＴＰ
适配体以及与适配体互补的探针 ＤＮＡ(ｐＤＮＡ)均
购于上海生工生物工程技术和服务有限公司ꎮ ５′
端氨基修饰的 ＡＴＰ 核酸适配体碱基序列为 ５′￣
ＮＨ２ ￣(ＣＨ２) ６ ￣ＧＣＡ ＣＣＴ ＧＧＧ ＧＧＡ ＧＴＡ ＴＴＧ ＣＧＧ
ＡＧＧ ＡＡＧ ＧＴ￣３′ꎬ其互补的 ｐＤＮＡ 序列为 ５′￣ＨＳ￣
(ＣＨ２) ６ ￣ＧＣＡ ＣＣＴ ＴＣＣ ＴＣＣ ＧＣＡ ＡＴＡ ＣＴＣ ＣＣＣ
ＣＡＧ ＧＴＧ Ｃ￣(ＣＨ２) ６ ￣ＮＨ２ ￣３′ꎮ ｐＤＮＡ 序列的两端

为 ６ 个互补的碱基ꎬ以利于形成茎环结构的分子

构象ꎬ５′端是巯基修饰ꎬ用于 ｐＤＮＡ 在纳米金电极

上通过 Ａｕ—Ｓ 键进行自组装ꎮ 二￣( ２ꎬ２′￣联吡

啶)￣４′￣甲基￣４￣羧基联吡啶合钌(Ⅱ)琥珀酰胺酯￣
二￣六氟磷酸盐(Ｒｕ(ｂｐｙ) ２ (ｃｂｐｙ)ＮＨＳ)购于 Ｆｌｕ￣
ｋａ 化学试剂公司ꎬ三￣(２￣羧基乙基) 膦盐酸盐

(ＴＣＥＰ)、ＮꎬＮ′￣二环己基碳二亚胺(ＤＣＣ)和 ２￣巯
基乙醇(ＭＥ)购于 Ａｌｆａ Ａｅｓａｒ 中国(天津)有限公

司ꎬ三丙基胺(ＴＰＡ)购于 ＡＣＲＯＳ 化学试剂公司ꎬ

Ｎ￣羟基琥珀酰亚胺(ＮＨＳ)购自百灵威化学试剂

公司ꎬ二茂铁甲酸(Ｆｃ￣ＣＯＯＨ)购于江苏威特化工

厂ꎮ 所有其他试剂均为分析纯ꎬ未纯化使用ꎮ
ＣＨＩ６６０ｃ 型电化学工作站(上海晨华仪器公

司)用于控制电极反应ꎬＢＰＣＬ￣２￣ＫＩＣ 型超微弱发

光分析仪(中科院北京生物物理研究所)用于电

化学发光信号采集ꎬ日立 Ｕ￣３０１０ 型紫外分光光度

计(ＨｉｔａｃｈｉꎬＪａｐａｎ)用于测定紫外￣可见光谱ꎮ
２. ２　 探针 ｐＤＮＡ￣Ｒｕ 和 ａｐｔａｍｅｒ￣Ｆｃ 的合成

按照文献[２６]方法合成联吡啶钌标记的探

针 ＤＮＡ ( ｐＤＮＡ￣Ｒｕ) 和二茂铁标记 的 适 配 体

(ａｐｔａｍｅｒ￣Ｆｃ)ꎬ合成产物用紫外￣可见光谱表征ꎮ
２. ３　 ＥＣＬ￣ａｐｔａｍｅｒ 传感器的构建

金电极用 α￣Ａｌ２Ｏ３ 粉抛光成镜面后ꎬ再分别

在高纯水、无水乙醇、高纯水中超声清洗ꎬ然后在

０. ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 Ｈ２ＳＯ４ 溶液中进行循环伏安扫

描ꎬ扫描电位为 － ０. ２ ~ １. ７ Ｖꎬ扫速为 ０. １ Ｖ / ｓꎬ直
到出现典型且稳定的金电极扫描特征曲线ꎮ 取出

金电极ꎬ用高纯水清洗干净ꎬ并用高纯氮气吹干ꎮ
该电极再在 ３. ０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＡｕＣｌ４ (０. １０ ｍｏｌ / Ｌ
ＫＮＯ３)溶液中ꎬ在 － ０. ２ Ｖ 电位下进行恒电位电

解 ６０ ｓꎬ得纳米金电极ꎮ 取出电极用高纯水冲洗

干净后ꎬ重新在 ０. ５０ ｍｏｌ / Ｌ 的 Ｈ２ＳＯ４ 溶液中以相

同电位范围和扫速进行循环伏安扫描ꎬ直到出现

典型且稳定的金电极扫描特征曲线ꎬ取出后用高

纯水清洗干净ꎬ并用高纯氮气吹干待用ꎮ
将处理干净并吹干的纳米金电极迅速插入

５００ μＬ １. ０ μｍｏｌ / Ｌ 的 ｐＤＮＡ￣Ｒｕ 溶液中ꎬ在室温

下浸泡 １２ ｈꎬｐＤＮＡ￣Ｒｕ 通过金硫键自组装上纳米

金电极表面ꎬ用 １０. ０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＰＢＳ(ｐＨ ＝ ７. ４)
淋洗电极表面ꎬ洗去没有键合的探针 ｐＤＮＡ￣Ｒｕꎮ
该电极再在 ２. ０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＥ(１０. ０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳꎬ
１. ０ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬｐＨ ＝ ７. ４)溶液中浸泡钝化 １ ｈꎬ
除去非特异性键合的 ｐＤＮＡ￣Ｒｕ 和封闭没有键合

上探针 ＤＮＡ 的纳米金电极表面位点ꎮ 该修饰电

极再浸入 ５００ μＬ ０. ５０ μｍｏｌ / Ｌ 的 ａｐｔａｍｅｒ￣Ｆｃ 溶液

(１０. ０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳꎬ０. １０ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ５. ０ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＭｇＣｌ２ꎬｐＨ ＝ ７. ４)中ꎬ于 ３７ ℃孵化 １ ｈꎬ探针 ｐＤ￣
ＮＡ￣Ｒｕ 与 ａｐｔａｍｅｒ￣Ｆｃ 杂交生成刚性线形的双螺旋

ＤＮＡ(ｄｓ￣ＤＮＡ￣Ｒｕ￣Ｆｃ)ꎮ 所得电极用１０. ０ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＰＢＳ(ｐＨ ＝ ７. ４)溶液淋洗后作为 ＥＣＬ￣ａｐｔａｍｅｒ 传

感器待用ꎬ并用循环伏安曲线和电化学阻抗谱对

其进行表征ꎮ
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２. ４　 电化学发光信号检测

ＥＣＬ￣ａｐｔａｍｅｒ 传感器在 ５００ μＬ 不同浓度的

ＡＴＰ 溶液(１０. ０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳꎬ０. １０ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ
ｐＨ ＝７. ４)中 ３７ ℃孵化 ４０ ｍｉｎ 后ꎬ经 １０. ０ ｍｍｏｌ /
Ｌ ＰＢＳ(ｐＨ ＝ ７. ４)缓冲溶液清洗ꎬ室温浸泡在 １. ０
ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ(１０. ０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳꎬ５. ０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２ꎬ
ｐＨ ＝７. ４)溶液 ３０ ｍｉｎꎮ 电极取出后用０. １０ ｍｏｌ / Ｌ
的 ＰＢＳ 缓冲溶液淋洗电极表面ꎬ再在 ２. ０ ｍＬ
０. １０ ｍｏｌ / Ｌ ＴＰＡ(０. １０ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳꎬｐＨ ＝ ７. ４ )
溶液中ꎬ于 ０ ~ ０. ７５ Ｖ 电位范围、１００ ｍＶ / ｓ 扫

速下进行循环伏安扫描ꎬ同时记录电化学发光

信号ꎮ

３　 结果与讨论

３. １　 ｐＤＮＡ￣Ｒｕ 和 ａｐｔａｍｅｒ￣Ｆｃ 的表征

合成的探针 ｐＤＮＡ￣Ｒｕ 用紫外￣可见光谱进行

表征ꎬ如图 １ 所示ꎮ 图 １ 中曲线 ａ、ｂ、ｃ 分别为探

针 ｐＤＮＡ、Ｒｕ(ｂｐｙ) ２(ｃｂｐｙ)ＮＨＳ 和 ｐＤＮＡ￣Ｒｕ 的紫

外￣可见吸收光谱ꎮ 插图是 ｐＤＮＡ￣Ｒｕ 在 ４００ ~ ５００
ｎｍ 范围吸收光谱曲线的放大ꎬ其中 ４４８ ｎｍ 的吸

收峰与 Ｒｕ(ｂｐｙ) ２(ｃｂｐｙ)ＮＨＳ 的 ４５２ ｎｍ 吸收峰对

应ꎬ是联吡啶钌金属离子到配体电子转移的特征

吸收带ꎬ说明联吡啶钌已经被标记到探针 ｐＤＮＡ
链上ꎮ

250 500
姿 / nm

Ab
so
rb
an
ce

258(0.371 6)

284(0.200 4)

242
(0.064 6)

c

b
258(0.152 8)

a

400 440 480
姿/nm

448(0.007)

Ab
so
rb
an
ce

452(0.035 3)

300 350 400 450 550

图 １　 ｐＤＮＡ( ａ)、Ｒｕ( ｂｐｙ) ２ ( ｃｂｐｙ) ＮＨＳ( ｂ)和 ｐＤＮＡ￣Ｒｕ
(ｃ) 的紫外￣可见吸收光谱ꎮ 插图: ｐＤＮＡ￣Ｒｕ 在

４００ ~ ５００ ｎｍ 范围吸收光谱曲线的放大ꎮ 注:“２５８
(０. ３７１ ６)”含义为吸收峰波长 ２５８ ｎｍꎬ相对于基线

的吸光度值 ０. ３７１ ６ꎮ
Ｆｉｇ. １　 ＵＶ￣Ｖｉｓ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｐＤＮＡ(ａ)ꎬ Ｒｕ(ｂｐｙ) ２ ￣

(ｃｂｐｙ)ＮＨＳ(ｂ) ａｎｄ ｐＤＮＡ￣Ｒ(ｃ). Ｉｎｓｅｔ: ａｍｐｌｉｆｉｃａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｐＤＮＡ￣Ｒｕ ｉｎ
ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ４００ － ５００ ｎｍ. Ｎｏｔｅ: “２５８ (０. ３７１ ６)”
ｍｅａｎｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｐｅａｋ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｉｓ ２５８
ｎｍꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｉｓ ０. ３７１ ６.

合成的 ａｐｔａｍｅｒ￣Ｆｃ 同样用紫外￣可见光谱进

行表征ꎬ结果如图 ２ 所示ꎮ 图 ２ 中曲线 ａ、ｂ、ｃ 分

别为 ａｐｔａｍｅｒ、Ｆｃ￣ＮＨＳ 和 ａｐｔａｍｅｒ￣Ｆｃ 的紫外￣可见

吸收光谱ꎮ 插图是 ａｐｔａｍｅｒ￣Ｆｃ 在 ４００ ~ ５００ ｎｍ 范

围吸收光谱曲线的放大ꎬ其中 ４５０ ｎｍ 的吸收峰与

二茂铁琥珀酰胺酯的 ４５０ ｎｍ 吸收峰对应ꎬ说明二

茂铁分子已经被标记到适配体分子上ꎮ
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图 ２　 ａｐｔａｍｅｒ(ａ)、Ｆｃ￣ＮＨＳ(ｂ)和 ａｐｔａｍｅｒ￣Ｆｃ(ｃ)的紫外￣可
见吸收光谱ꎮ 插图:ａｐｔａｍｅｒ￣Ｆｃ 在 ４００ ~ ５００ ｎｍ 范

围吸收光谱曲线的放大ꎮ 注:“２５８(０. ２６１ ４)”含

义为吸收峰波长 ２５８ ｎｍꎬ相对于基线的吸光度值

０. ２６１ ４ꎮ 　
Ｆｉｇ. ２　 ＵＶ￣Ｖｉｓ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ａｐｔａｍｅｒ( ａ)ꎬ Ｆｃ￣ＮＨＳ

(ｂ) ａｎｄ ａｐｔａｍｅｒ￣Ｆｃ(ｃ). Ｉｎｓｅｔ: ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ａｐｔａｍｅｒ￣Ｆｃ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ
ｏｆ ４００ － ５００ ｎｍ. Ｎｏｔｅ: “２５８(０. ２６１ ４)”ｍｅａｎｓ ｔｈａｔ
ｔｈｅ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｐｅａｋ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｉｓ ２５８ ｎｍꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｉｓ ０. ２６１ ４.

３. ２　 ＥＣＬ￣ａｐｔａｍｅｒ 传感器的表征

用电化学探针 Ｆｅ ( ＣＮ) ４ － / ３ －
６ 的循环伏安

(ＣＶ)行为和电化学阻抗谱(ＥＩＳ)对 ｐＤＮＡ￣Ｒｕ 与

ａｐｔａｍｅｒ￣Ｆｃ 的杂交过程和适配体与 ＡＴＰ 分子作用

结合过程进行表征ꎮ 图 ３(ａ)是纳米金电极在不

同阶段 Ｆｅ(ＣＮ) ４ － / ３ －
６ 的循环伏安曲线ꎮ 可以看

出ꎬ和裸纳米金电极相比ꎬ探针 ｐＤＮＡ￣Ｒｕ 修饰纳

米金电极ꎬ并在 ＭＥ 溶液(１０. ０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳꎬ１. ０
ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬｐＨ ＝７. ４)中钝化后ꎬＦｅ(ＣＮ) ４ － / ３ －

６ 探

针的氧化还原峰电流减小ꎬ峰电位差增大 (图

３(ａ)ꎬ ａ 和 ｂ)ꎮ 这是由于 ｐＤＮＡ￣Ｒｕ 固定到电极

表面后ꎬ因探针 ＤＮＡ 链带负电荷的磷酸骨架与带

负电荷的 Ｆｅ(ＣＮ) ４ － / ３ －
６ 离子之间存在静电排斥作

用ꎬ减少了 Ｆｅ(ＣＮ) ４ － / ３ －
６ 探针与电极表面的电荷

传递ꎮ 当该修饰电极浸泡在 ０. ５０ μｍｏｌ / Ｌ 的

ａｐｔａｍｅｒ￣Ｆｃ 溶液中 ３７ ℃ 孵化 １ ｈ 后ꎬｐＤＮＡ￣Ｒｕ 和
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图 ３　 不同阶段的纳米金电极在 Ｆｅ(ＣＮ) ４ － / ３ －
６ 溶液中的

循环伏安图(ａ)和电化学阻抗图(ｂ)ꎮ ａ:裸纳米金

电极ꎬｂ:ｐＤＮＡ￣Ｒｕ 修饰的纳米金电极ꎬｃ:ｄｓ￣ＤＮＡ￣
Ｒｕ￣Ｆｃ 修饰的纳米金电极ꎬｄ:ｄｓ￣ＤＮＡ￣Ｒｕ￣Ｆｃ 与 ＡＴＰ
作用后的纳米金电极ꎮ

Ｆｉｇ. ３　 ＣＶ(ａ) ａｎｄ ＥＩＳ(ｂ) ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ ａｔ ｄｉｆ￣
ｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｉｎ Ｆｅ(ＣＮ) ４ － / ３ －

６ ｓｏｌｕｔｉｏｎ. ａ: ｂａｒｅ ｎａｎｏ￣
Ａｕ ｅｌｅｃｔｒｏｄｅꎬ ｂ: ｐＤＮＡ￣Ｒｕ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｎａｎｏ￣Ａｕ ｅｌｅｃ￣
ｔｒｏｄｅꎬ ｃ: ｄｓ￣ＤＮＡ￣Ｒｕ￣Ｆｃ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｎａｎｏ￣Ａｕ ｅｌｅｃｔｒｏｄｅꎬ
ｄ: ｄｓ￣ＤＮＡ￣Ｒｕ￣Ｆｃ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｎａｎｏ￣Ａｕ ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ ａｆｔｅｒ
ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｉｎ ａｎ ＡＴＰ ｓｏｌｕｔｉｏｎ.

ａｐｔａｍｅｒ￣Ｆｃ 杂交生成形成刚性线形的双螺旋 ＤＮＡ
链(ｄｓ￣ＤＮＡ￣Ｒｕ￣Ｆｃ)ꎬ此时由于纳米金电极表面的

负电荷进一步增多ꎬ阻碍了 Ｆｅ(ＣＮ) ４ － / ３ －
６ 探针的

电化学反应ꎬ导致 Ｆｅ(ＣＮ) ４ － / ３ －
６ 峰电流的进一步

减小和峰电位差的进一步增大(图 ３(ａ)ꎬｃ)ꎮ 当

该电极浸泡在 １０. ０ ｎｍｏｌ / Ｌ ＡＴＰ 溶液 ( １０. ０
ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳꎬ０. １０ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬｐＨ ＝ ７. ４) 中 ３７
℃孵化 ４０ ｍｉｎꎬ并在 １. ０ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ(１０. ０ ｍｍｏｌ /
Ｌ ＰＢＳꎬ５. ０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２ꎬｐＨ ＝ ７. ４)溶液中作用

３０ ｍｉｎ 后ꎬ这时 Ｆｅ(ＣＮ) ４ － / ３ －
６ 的峰电流显著增大ꎬ

峰电位差显著减小ꎮ 这表示在 ＡＴＰ 分子存在时ꎬ
适配体与 ＡＴＰ 作用生成适配体￣ＡＴＰ 复合物ꎬ从
电极表面解离(图 ３(ａ)ꎬｄ)ꎮ

图 ３(ｂ)是纳米金电极在不同阶段的电化学

阻抗曲线ꎮ 纳米金电极组装探针 ｐＤＮＡ￣Ｒｕ 并在

ＭＥ 溶液中钝化后ꎬ电荷转移电阻增加(图 ３(ｂ)ꎬ
ａ 和 ｂ)ꎮ 当电极表面的 ｐＤＮＡ￣Ｒｕ 和 ａｐｔａｍｅｒ￣Ｆｃ
杂交后ꎬ电荷转移电阻进一步增大(图 ３(ｂ)ꎬｃ)ꎮ
当电极在 ＡＴＰ 溶液中孵化后ꎬ电荷转移电阻减小

(图 ３(ｂ)ꎬｄ)ꎮ 电荷转移电阻的变化规律和循环

伏安曲线的结果一致ꎬ进一步证明了 ｐＤＮＡ￣Ｒｕ 在

纳米金电极表面的组装、ｐＤＮＡ￣Ｒｕ 和 ａｐｔａｍｅｒ￣Ｆｃ
的杂交、适配体从电极表面的解离等过程ꎮ
３. ３　 ＥＣＬ￣ａｐｔａｍｅｒ 传感器的电化学发光行为

图 ４ 是 ＥＣＬ￣ａｐｔａｍｅｒ 传感器与 ＡＴＰ 分子作用

前后 ＥＣＬ 信号的变化过程ꎮ 曲线 ａ 表明裸纳米

金电极没有 ＥＣＬ 信号产生ꎬ组装了 ｐＤＮＡ￣Ｒｕ 并

在 ＭＥ 溶液中钝化后ꎬｐＤＮＡ￣Ｒｕ 形成发夹型的茎

环结构ꎬ使得联吡啶钌分子靠近电极表面ꎬ产生很

强的 ＥＣＬ 信号 (图 ４ꎬｂ)ꎮ 该修饰电极在 ０. ５０
μｍｏｌ / Ｌ ａｐｔａｍｅｒ￣Ｆｃ 溶液中 ３７ ℃孵化 １ ｈꎬｐＤＮＡ￣
Ｒｕ 和 ａｐｔａｍｅｒ￣Ｆｃ 杂交形成刚性线形的双螺旋

ＤＮＡ 链(ｄｓ￣ＤＮＡ￣Ｒｕ￣Ｆｃ)ꎬ由于 ｐＤＮＡ ３′端标记的

联吡啶钌分子远离纳米金电极表面ꎬ且适配体 ５′
端标记的二茂铁分子靠近联吡啶钌分子ꎬ对联吡

啶钌的 ＥＣＬ 信号具有猝灭作用ꎬ导致 ＥＣＬ 信号显

著降低(图 ４ꎬｃ)ꎮ 当 ＥＣＬ￣ａｐｔａｍｅｒ 传感器浸泡在

１００. ０ ｎｍｏｌ / Ｌ ＡＴＰ 溶液中ꎬ由于 ＡＴＰ 分子与适配

体分子存在更强的相互作用ꎬ生成适配体￣ＡＴＰ 复
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图 ４　 ＥＣＬ￣ａｐｔａｍｅｒ 传感器在不同阶段的 ＥＣＬ 发光曲线ꎮ
ａ:裸纳米金电极ꎬｂ:ｐＤＮＡ￣Ｒｕ 修饰的纳米金电极ꎬ
ｃ:ｄｓ￣ＤＮＡ￣Ｒｕ￣Ｆｃ 修饰的纳米金电极ꎬｄ:ｄｓ￣ＤＮＡ￣Ｒｕ￣
Ｆｃ 与 ＡＴＰ 作用后的纳米金电极ꎬｅ:在 １. ０ ｍｏｌ / Ｌ 氯

化钠溶液中孵化后的纳米金电极ꎮ
Ｆｉｇ. ４　 ＥＣＬ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ＥＣＬ￣ａｐｔａｍｅｒ ｂｉｏｓｅｎｓｏｒ ａｔ ｄｉｆｆｅｒ￣

ｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ. ａ: ｂａｒｅ ｎａｎｏ￣Ａｕ ｅｌｅｃｔｒｏｄｅꎬ ｂ: ｐＤＮＡ￣Ｒｕ
ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｅｌｅｃｔｒｏｄｅꎬ ｃ: ｄｓ￣ＤＮＡ￣Ｒｕ￣Ｆｃ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｅｌｅｃ￣
ｔｒｏｄｅꎻ ｄ: ｄｓ￣ＤＮＡ￣Ｒｕ￣Ｆｃ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ ａｆｔｅｒ ｉｎｃｕ￣
ｂａｔｉｏｎ ｉｎ ａｎ ＡＴＰ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬ ｅ: ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ ｉｎｃｕ￣
ｂａｔｅｄ ｉｎ １. ０ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ.
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合物ꎬａｐｔａｍｅｒ￣Ｆｃ 从电极表面脱落ꎬ消除了二茂铁

分子对联吡啶钌 ＥＣＬ 信号的猝灭作用ꎬ导致 ＥＣＬ
信号增强(图 ４ꎬｄ)ꎮ 此时的 ＥＣＬ￣ａｐｔａｍｅｒ 传感器

再在高离子强度溶液 ( １. ０ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ １０. ０
ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳꎬ５. ０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２ꎬｐＨ ＝ ７. ４)中作

用 ３０ ｍｉｎꎬ单链 ｐＤＮＡ￣Ｒｕ 再次形成茎环结构ꎬ
ＥＣＬ 信号基本恢复至与 ａｐｔａｍｅｒ￣Ｆｃ 杂交之前的强

度水平(图 ４ꎬｅ)ꎮ
３. ４　 实验条件优化

实验研究了探针 ｐＤＮＡ￣Ｒｕ 自组装时间对

ＥＣＬ 信号的影响ꎬ结果如图 ５ 所示ꎮ 随着自组装

时间的延长ꎬＥＣＬ 信号逐渐增强ꎮ 当自组装时间

为 １２ ｈ 时达到最大ꎬ而组装时间过长ꎬ反而使

ＥＣＬ 信号明显减弱ꎮ 故实验选用 １２ ｈ 作为自组

装时间ꎮ
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图 ５　 ｐＤＮＡ￣Ｒｕ 自组装时间对 ＥＣＬ 强度的影响

Ｆｉｇ. ５　 Ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ＥＣＬ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｌｆ￣ａｓｓｅｍｂｌｙ
ｔｉｍｅ ｏｆ ｐＤＮＡ￣Ｒｕ
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图 ６　 电解电位范围对 ＥＣＬ 强度和重复性的影响

Ｆｉｇ. ６　 Ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ＥＣＬ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ
ｏｎ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｅｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ

实验考察了不同电解电位范围对 ＥＣＬ 信号

强度和重复性的影响ꎬ结果如图 ６ 所示ꎮ 电位范

围在 ０ ~ ０. ７５ Ｖ 时ꎬ产生的信号较强ꎬ连续测定 ３
次ꎬ信号强度稳定ꎮ 故实验选用 ０ ~ ０. ７５ Ｖ 的循

环伏安电解电位范围ꎮ
实验也考察了 ＥＣＬ￣ａｐｔａｍｅｒ 传感器与 ＡＴＰ 的

相互作用时间对传感器电化学发光信号的影响ꎬ
结果如图 ７ 所示ꎮ 随着相互作用时间从 １０ ｍｉｎ
增加到 ３０ ｍｉｎꎬ发光信号逐渐增大ꎮ 作用时间达

到 ４０ ｍｉｎ 后ꎬ发光信号基本保持稳定ꎮ 故实验选

用 ４０ ｍｉｎ 作为相互作用时间ꎮ
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图 ７　 ＥＣＬ￣ａｐｔａｍｅｒ 传感器与 ＡＴＰ 的作用时间对传感器电

化学发光信号的影响

Ｆｉｇ. ７　 Ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ＥＣＬ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ＥＣＬ￣
ａｐｔａｍｅｒ ｓｅｎｓｏｒ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｗｉｔｈ ＡＴＰ

３. ５　 ＡＴＰ 的电化学发光检测

在优化实验条件下ꎬ与不同浓度的 ＡＴＰ 相互

作用后ꎬＥＣＬ￣ａｐｔａｍｅｒ 传感器会产生不同强度的电

化学发光信号ꎮ 如图 ８ 所示ꎬ电化学发光信号强

度随 ＡＴＰ 浓度的增大而增加ꎬ且与 ＡＴＰ 浓度的对
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图 ８　 ＥＣＬ￣ａｐｔａｍｅｒ 传感器在不同浓度 ＡＴＰ 溶液孵化后的

ＥＣＬ 曲线ꎮ ＡＴＰ 溶液浓度为:ａ ~ ｆ:０ꎬ０. ０１ꎬ０. １０ꎬ
１. ０ꎬ１０. ０ꎬ１００. ０ ｎｍｏｌ / Ｌꎮ 插图:ＥＣＬ 信号强度与

ＡＴＰ 浓度对数值之间的线性曲线ꎮ
Ｆｉｇ. ８　 ＥＣＬ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ＥＣＬ￣ａｐｔａｍｅｒ ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｃｕ￣

ｂａｔｅｄ ｉｎ ＡＴＰ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ.
Ｉｎｓｅｔ: ｔｈｅ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ ｏｆ ＥＣＬ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｎ ｔｈｅ ｌｏｇａｒｉｔｈｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ＡＴＰ. Ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＡＴＰ ｗｅｒｅ(ｆｒｏｍ ａ ｔｏ ｆ) ０ꎬ
０. ０１ꎬ ０. １０ꎬ １. ０ꎬ １０. ０ꎬ １００. ０ ｎｍｏｌ / Ｌ.
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数值在 １０. ０ ｐｍｏｌ / Ｌ ~ １００. ０ ｎｍｏｌ / Ｌ 范围内呈现

良好的线性关系ꎬ线性回归方程为 ＩＥＣＬ ＝ ２０１ ＋
６７２. ８ ｌｇＣ(Ｃ 单位为 ｐｍｏｌ / Ｌ)ꎬ相关系数为 ０. ９９５ ９ꎬ
检测限达到 ５. ０ ｐｍｏｌ / Ｌꎮ 在最佳实验条件下ꎬ可
以检测到 ５００ μＬ 溶液中 ５. ０ ｆｍｏｌ 的 ＡＴＰꎮ

实验结果表明ꎬ与相关文献结果比较ꎬ该

ＥＣＬ￣ａｐｔａｍｅｒ 传感器具有更高的灵敏度和更宽的

线性范围ꎬ如表 １ 所示ꎮ
表 １　 不同检测方法的线性范围和检测限

Ｔａｂ. １　 Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅｓ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｔｅｃ￣
ｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

检测方法 线性范围 检测限 文献

荧光 ２ ~ １８ ｍｍｏｌ / Ｌ ７. ０ μｍｏｌ / Ｌ [２７]

荧光 ５０ ｐｍｏｌ / Ｌ ~ １. ０ ｎｍｏｌ / Ｌ ２６ ｐｍｏｌ / Ｌ [２８]

电化学 １ ~ ２００ ｎｍｏｌ / Ｌ ０. ６ ｎｍｏｌ / Ｌ [２９]

电化学 １０ ｎｍｏｌ / Ｌ ~ １００ μｍｏｌ / Ｌ １. ９ ｎｍｏｌ / Ｌ [３０]

电化学发光 １０ ｎｍｏｌ / Ｌ ~ ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ５. ３ ｎｍｏｌ / Ｌ [３１]

电化学发光 ０. ２ ~ １. ０ μｍｏｌ / Ｌ １００ ｎｍｏｌ / Ｌ [２３]

电化学发光 ８ ~ ２ ０００ ｎｍｏｌ / Ｌ ７. ６ ｎｍｏｌ / Ｌ [２４]

电化学发光 １０. ０ ~ １. ０ × １０５ ｐｍｏｌ / Ｌ ５. ０ ｐｍｏｌ / Ｌ 本文

３. ６　 ＥＣＬ￣ａｐｔａｍｅｒ 传感器的选择性和再生性

为考察该 ＥＣＬ￣ａｐｔａｍｅｒ 传感器对 ＡＴＰ 的选择

性响应ꎬ进行了传感器对 ＣＴＰ(ＡＴＰ 的类似物)的
响应实验ꎮ 同样条件下ꎬ该传感器分别在空白溶

液、０. １０ ｎｍｏｌ / Ｌ ＡＴＰ、０. １０ ｎｍｏｌ / Ｌ ＣＴＰ 和 ０. １０
ｎｍｏｌ / Ｌ 混合溶液(ＡＴＰ / ＣＴＰ)中的孵化ꎬ并测量

ＥＣＬ 信号ꎮ 从图 ９ 结果中可以看出ꎬ只有 ＡＴＰ 组

分使得 ＥＣＬ￣ａｐｔａｍｅｒ 传感器产生了明显的电化学

发光信号增强ꎬ说明该传感器对 ＡＴＰ 具有良好的

选择性ꎮ
实验也考察了传感器再生使用的性能ꎮ 传感

器用于检测 １００. ０ ｎｍｏｌ / Ｌ ＡＴＰ 溶液后ꎬ用 １０. ０
ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＰＢＳ(ｐＨ ＝７. ４)淋洗电极表面ꎬ再浸入
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图 ９　 ＥＣＬ￣ａｐｔａｍｅｒ 传感器分别在空白溶液、ＣＴＰ 溶液、
ＡＴＰ 溶液和混合溶液(ＣＴＰ / ＡＴＰ)中孵化后的 ＥＣＬ
信号强度比较ꎮ

Ｆｉｇ. ９　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＥＣＬ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ＥＣＬ￣ａｐｔａｍｅｒ
ｂｉｏｓｅｎｓｏｒ ｗｈｅｎ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋꎬ ＣＴＰꎬ ＡＴＰ ａｎｄ
ｍｉｘｅｄ￣ｓａｍｐｌｅ(ＣＴＰ / ＡＴＰ).

５００ μＬ ０. ５０ μｍｏｌ / Ｌ 的 ａｐｔａｍｅｒ￣Ｆｃ 溶液 (１０. ０
ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳꎬ ０. １０ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ ５. ０ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＭｇＣｌ２ꎬｐＨ ＝７. ４)中ꎬ于 ３７ ℃孵化 １ ｈꎮ 所得电极

又重新用于 １００. ０ ｎｍｏｌ / Ｌ ＡＴＰ 溶液的检测ꎬＥＣＬ
信号可以恢复到原来的 ９０％ ꎮ 区别于其他类型

的传感器ꎬ该传感器的再生不需要高温过程ꎮ 实

验结果表明ꎬ该传感器具有较好的再生性能ꎮ

４　 结　 　 论

本文基于 ＡＴＰ 适配体与 ＡＴＰ 分子作用后可

以显著增强传感器 ＥＣＬ 信号的性能ꎬ利用与 ＡＴＰ
适配体完全互补且标记联吡啶钌的 ＤＮＡ 作为传

感探针ꎬ适配体作为识别元件ꎬ构建了一种电化学

发光适配体型传感器ꎮ 该传感器用于 ＡＴＰ 含量

的检测ꎬ检测限为 ５. ０ ｐｍｏｌ / Ｌꎬ检测线性范围为

１０. ０ ~ １. ０ × １０５ ｐｍｏｌ / Ｌꎬ与已报道结果相比具有

更低的检测限和更宽的检测范围ꎮ 该传感器构建

方法为其他基于适配体的电化学发光传感器构建
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