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基于三维刚性ＤＮＡ桥式纳米探针的ＤＮＡ甲基化光电化学传感器的制备和效果评价
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　　［摘要］　目的　构建一种基于三维刚性 ＤＮＡ桥式纳米探针（３ＤＴＰＮ）的光电化学（ｐｈｏｔｏｅｌｅｃｔｒｏ
ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＰＥＣ）传感器，用于ＤＮＡ甲基化位点分析研究。方法　将二氧化钛（ＴｉＯ２）悬浮液滴加到ＩＴＯ
电极表面，形成薄膜，通过电位溶出法在 ＴｉＯ２纳米膜表面沉积金纳米粒子（ＡｕＮＰｓ），进一步通过 ＡｕＳ
将三维刚性ＤＮＡ桥式探针固载到电极表面。制备５甲基胞嘧啶抗体和碲化镉量子点（ＡｂＣｄＴｅＱＤｓ）
偶联物。靶序列存在时，５甲基胞嘧啶与抗体特异性结合，使ＡｂＣｄＴｅＱＤｓ连接到电极表面，与ＡｕＮＰｓ／
ＴｉＯ２形成共敏化结构提高光电信号。在含Ｌ抗坏血酸（ＡＡ）的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）中检测该传感器的
光电化学信号响应。结果　成功制备了三维刚性ＤＮＡ桥式纳米探针。ＴｉＯ２悬浮液最佳浓度为４ｍｇ／ｍＬ，
５甲基胞嘧啶抗体最佳浓度为１０μｇ／ｍＬ。在最优实验条件下，平行检测同一条件制备的５支电极，其
相对标准差（ＲＳＤ）为１．８％；４周后光电流仍保持初始值的９２．５％；且该传感器对目标序列有良好的选
择性。ＤＮＡ甲基化位点数与光电响应值呈线性关系，回归方程为 ΔＩ＝－０．００４７＋４．０１１４×Ｎ，决定系数
Ｒ２为０．９９９７。结论　该光电化学传感器具有优异的稳定性和特异性，可用于多位点ＤＮＡ甲基化的定
量检测。
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　　ＤＮＡ甲基化是一种重要的表观遗传机制，在染色
质结构和基因表达调控中起重要作用［１］。现今，国内

外大量研究发现 ＤＮＡ甲基化与心血管疾病［２］、糖尿

病［３］、肺癌［４］、肝癌［５］和宫颈癌［６］等多种疾病相关。

因此，准确检测ＤＮＡ甲基化水平对甲基化修饰紊乱类
疾病的诊断和病理机制研究至关重要。光电化学

（ｐｈｏｔｏｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＰＥＣ）传感技术因背景噪声低、
成本低、操作简便和响应速度快等特点被广泛应用于

ＤＮＡ甲基化检测［７－８］，但是目前大多数生物传感器是

通过对 ＤＮＡ甲基转移酶活性的检测从而间接推算
ＤＮＡ甲基化水平［９－１０］，不是对 ＤＮＡ甲基化水平进行
直接检测。因此，建立一种准确、特异的 ＤＮＡ甲基化
位点分析方法已成为表观遗传疾病诊断的迫切需求。

　　有研究表明纳米传感器有限的界面面积限制了固
定化探针分子的有效杂交数量，从而降低了探针与靶

分子之间碰撞和结合的概率［１１］。为突破传感器界面

面积的限制，有研究者应用四面体ＤＮＡ框架纳米结构
控制螺旋 ｓｓＤＮＡ之间的横向距离，提高探针与靶分子
之间的结合率，以提高 ＤＮＡ杂交效率和杂交动力学，
从而提高传感器的灵敏度和特异性［１２］。基于上述理

论基础，本研究拟构建一种新型３ＤＴＰＮ，该探针以具
有三维立体结构的 ＤＮＡ三棱柱（ＴＰ）为纳米框架，连
接探针为纳米机械手柄，将ｓｓＤＮＡ生物探针拉伸并固
定在生物传感界面，以提高与靶序列的结合率、杂交效

率和检测特异性。

　　本研究利用三维刚性 ＤＮＡ桥式纳米探针联合
ＡｕＮＰｓ／ＴｉＯ２＠ＣｄＴｅＱＤｓ双信号放大体系，探索建立一
种能直接、准确分析ＤＮＡ甲基化丰度的光电化学传感
器，为ＤＮＡ甲基化的定量检测提供一种新方法。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要试剂　　Ｌ抗坏血酸（ＡＡ）、二氧化钛
（ＴｉＯ２）、氯化镉（ＣｄＣｌ２）、亚碲酸钠（ＮａＴｅＯ３）、巯基丙
酸（ＭＰＡ）购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司；四
氯金酸三水合物 （ＨＡｕＣｌ４· ３Ｈ２Ｏ）、硼氢化钠
（ＮａＢＨ４）购自西格玛奥德里奇贸易有限公司；５甲基
胞嘧啶（５ｍＣ）抗体购自美国 Ａｂｃａｍ公司。所有化学
试剂为分析纯，实验用水为超纯水（电阻率１８ＭΩ／ｃｍ）。
实验所用ＤＮＡ寡核苷酸序列，均由上海生工生物工程
技术服务有限公司合成并经过高效液相色谱法纯化

（表１）。
１．１．２　主要仪器　　ＣＨＩ６６０Ｄ电化学工作站（上海
辰华）；ＣｏｍｐａｃｔＳｔａｔＰｏｔｅｎｔｉｏｓｔａｔ光电化学工作站（荷兰
Ｉｖｉｕｍ）；Ｂｒｕｋｅｒ原子力显微镜（德国布鲁克公司）；
ＳｐｅｃｔｒａＳ透射电子显微镜（荷兰赛默飞）；Ｚｅｉｓｓ扫描电
子显微镜（德国蔡司）。

１．２　方法
１．２．１　３ＤＴＰＮ的制备　　各取 Ｃ１、Ｃ２和 Ｃ３序列
（１００μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ加入９７μＬＴｒｉｓＭｇ（ＯＡｃ）２缓冲液
［４０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１２．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ
（ＯＡｃ）２］，振荡混匀后于ＰＣＲ仪中按以下程序退火处
理：９５℃／５ｍｉｎ，４℃／３０ｓ，通过热变性法自组装成ＴＰ
结构。使用自动 ＰＣＲ热循环仪将连接序列和锚定序列
依次加载到ＴＰ上，退火程序如下：６０℃／３０ｍｉｎ，５０℃／
３０ｍｉｎ，３７℃／３０ｍｉｎ，４℃／６０ｍｉｎ。最后，将５００ｎｍｏｌ／Ｌ
的探针与上述产物混合于３７℃水浴中组装成三维刚性
桥式ＤＮＡ纳米探针，存于４℃备用，原理见图１。
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表１　实验所用核酸序列

名称 序列（５’→３’）

Ｃ１
ＴＣＧＣＴＧＡＧＴＡＴＴＴＴＧＣＣＴＧＧＣＣＴＴＧＧＴＣＣＡＴＴＴＧＴＴＴＴＧＣＡＡＧＴＧＴＧＧＧＣＡＣＧＣＡＣＡＣＴＴＴＴＣＧＣＡＣＣＧＣＧＡＣＴＧＣＧＡＧＧ

ＡＣＴＴＴＴＣＡＣＡＡＡＴＣＴＧ

Ｃ２
ＣＡＣＴＧＧＴＣＡＧＴＴＴＴＣＣＡＣＣＡＧＣＴＡＧＡＴＧＴＴＧＡＡＧＴＴＴＴＴＡＣＴＣＡＧＣＧＡＣＡＧＡＴＴＴＧＴＧＴＴＴＴＣＧＣＴＣＴＴＣＴＡＴＡＣＴＧＧＣＧＧ

ＡＴＴＴＴＧＧＴＴＴＧＣＴＧＡ

Ｃ３
ＣＣＡＣＡＣＴＴＧＣＴＴＴＴＧＴＧＣＣＴＧＧＣＣＴＴＣＣＡＧＴＴＴＧＴＴＴＴＣＴＧＡＣＣＡＧＴＧＴＣＡＧＣＡＡＡＣＣＴＴＴＴＧＣＧＡＣＣＧＣＧＡＧＧＡＣＧＴＣＣＴ

ＧＴＴＴＴＧＴＧＴＧＣＧＴＧＣＴＣＣ

ｌｉｎｋｅｒｓｔｒａｎｄ１（Ｌ１） ＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＣＡＡＡＴＧＧＡＣＣＡＡＧＧＣＣＡＧＧＣ
ｌｉｎｋｅｒｓｔｒａｎｄ２（Ｌ２） ＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＣＴＴＣＡＡＣＡＴＣＴＡＧＣＴＧＧＴＧＧ
ｌｉｎｋｅｒｓｔｒａｎｄ３（Ｌ３） ＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＣＡＡＡＣＴＧＧＡＡＧＧＣＣＡＧＧＣＡＣ
ａｎｃｈｏｒｓｔｒａｎｄ１（Ａ１） ＧＴＣＣＴＣＧＣＡＧＴＣＧＣＧＧＴＣＣＧ
ａｎｃｈｏｒｓｔｒａｎｄ２（Ａ２） ＴＣＣＧＣＣＡＧＴＡＴＡＧＡＡＧＡＧＡＧ
ａｎｃｈｏｒｓｔｒａｎｄ３（Ａ３） ＣＡＧＧＡＣＧＴＣＣＴＣＧＣＧＧＴＣＧＣ

ｐｒｏｂｅ
ＧＧＡＧＧＡＧＧＡＧＧＡＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＣＧＣＧＴＴＧＡＣＣＧＣＧＧＧＧＴＣＣＧＡＣＡＴＧＡＴＧＧＣＴＧＧＴＧＧＧＣＡＧＣＧＧＧＴＣＧＣＧＣＧＴＴＴＴＴＴ

ＴＴＴＴＧＧＡＧＧＡＧＧＡＧＧＡ

Ｔａｒｇｅｔ１ Ｃ／ｉ５ＭｅｄＣ／ＧＣＧＣＧＡＣＣＣＧＣＴＧＣＣＣＡＣＣＡＧＣＣＡＴＣＡＴＧＴＣＧＧＡＣＣＣＣＧＣＧＧＴＣＡＡＣＧＣＧ

Ｔａｒｇｅｔ２ Ｃ／ｉ５ＭｅｄＣ／ＧＣ／ｉ５ＭｅｄＣ／ＧＣＧＡＣＣＣＧＣＴＧＣＣＣＡＣＣＡＧＣＣＡＴＣＡＴＧＴＣＧＧＡＣＣＣＣＧＣＧＧＴＣＡＡＣＧＣＧ

Ｔａｒｇｅｔ３ Ｃ／ｉ５ＭｅｄＣ／ＧＣ／ｉ５ＭｅｄＣ／ＧＣ／ｉ５ＭｅｄＣ／ＧＡＣＣＣＧＣＴＧＣＣＣＡＣＣＡＧＣＣＡＴＣＡＴＧＴＣＧＧＡＣＣＣＣＧＣＧＧＴＣＡＡＣＧＣＧ

Ｔａｒｇｅｔ４ Ｃ／ｉ５ＭｅｄＣ／ＧＣ／ｉ５ＭｅｄＣ／ＧＣ／ｉ５ＭｅｄＣ／ＧＡＣＣＣ／ｉ５ＭｅｄＣ／ＧＣＴＧＣＣＣＡＣＣＡＧＣＣＡＴＣＡＴＧＴＣＧＧＡＣＣＣＣＧＣＧＧＴＣＡＡＣＧＣＧ

Ｔａｒｇｅｔ５
Ｃ／ｉ５ＭｅｄＣ／ＧＣ／ｉ５ＭｅｄＣ／ＧＣ／ｉ５ＭｅｄＣ／ＧＡＣＣＣ／ｉ５ＭｅｄＣ／ＧＣＴＧＣＣＣＡＣＣＡＧＣＣＡＴＣＡＴＧＴＣ／ｉ５ＭｅｄＣ／

ＧＧＡＣＣＣＣＧＣＧＧＴＣＡＡＣＧＣＧ

Ｔａｒｇｅｔ６
Ｃ／ｉ５ＭｅｄＣ／ＧＣ／ｉ５ＭｅｄＣ／ＧＣ／ｉ５ＭｅｄＣ／ＧＡＣＣＣ／ｉ５ＭｅｄＣ／ＧＣＴＧＣＣＣＡＣＣＡＧＣＣＡＴＣＡＴＧＴＣ／ｉ５ＭｅｄＣ／ＧＧＡＣＣＣＣ／ｉ５ＭｅｄＣ／

ＧＣＧＧＴＣＡＡＣＧＣＧ

Ｔａｒｇｅｔ７
Ｃ／ｉ５ＭｅｄＣ／ＧＣ／ｉ５ＭｅｄＣ／ＧＣ／ｉ５ＭｅｄＣ／ＧＡＣＣＣ／ｉ５ＭｅｄＣ／ＧＣＴＧＣＣＣＡＣＣＡＧＣＣＡＴＣＡＴＧＴＣ／ｉ５ＭｅｄＣ／ＧＧＡＣＣＣＣ／ｉ５ＭｅｄＣ／

ＧＣ／ｉ５ＭｅｄＣ／ＧＧＴＣＡＡＣＧＣＧ

Ｍ１ Ｃ／ｉ５ＭｅｄＣ／ＧＧＧＣＧＡＣＣＣＧＣＴＧＣＣＣＡＣＣＡＧＣＣＡＴＣＡＴＧＴＣＧＧＡＣＣＣＣＧＣＧＧＴＣＡＡＣＧＣＧ
Ｍ３ Ｃ／ｉ５ＭｅｄＣ／ＧＧＧＣＧＡＣＣＣＧＣＴＧＣＣＣＡＣＣＡＧＣＣＡＴＣＡＴＧＴＣＧＧＡＣＣＣＣＧＣＧＧＴＣＡＡＣＧＣＧ
Ｍ５ Ｃ／ｉ５ＭｅｄＣ／ＧＧＧＣＧＡＣＣＣＧＣＴＧＣＧＣＡＣＣＡＧＣＧＡＴＣＡＴＧＴＣＧＧＡＣＣＣＧＧＣＧＧＴＧＡＡＣＧＣＧ
Ｍｎ Ｃ／ｉ５ＭｅｄＣ／ＧＧＧＣＧＡＣＡＣＧＴＴＧＣＧＣＡＴＣＡＧＣＧＡＴＧＡＴＧＴＣＧＧＡＡＣＣＧＧＣＧＧＴＧＡＡＣＧＣＧ

图１　三维刚性桥式ＤＮＡ纳米探针构建原理

１．２．２　ＡｂＣｄＴｅＱＤｓ生物偶联物的制备　　根据文
献［１３］制备羧基化 ＣｄＴｅ量子点。取０．１１ｇＣｄＣｌ２和
８７μＬＭＰＡ溶于１２０ｍＬ超纯水，超声溶解，继续加入
１２０ｍｇＮａＢＨ４和１３．３ｍｇＮａＴｅＯ３，搅拌混匀，１００℃加
热回流６ｈ，离心洗涤得到ＣｄＴｅＱＤｓ。用含２０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＣ和４０ｍｍｏｌ／ＬＮＨＳ的混合液活化 ＣｄＴｅＱＤｓ，将
５甲基胞嘧啶抗体加入 ＣｄＴｅＱＤｓ溶液中，３７℃反应
１ｈ，离心弃上清，重悬于１０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ，标记产物为

ＡｂＣｄＴｅＱＤｓ生物偶联物，放于４℃冰箱保存。
１．２．３　ＰＥＣ生物传感器的制备　　用丙酮、乙醇和去
离子水依次超声清洗 ＩＴＯ导电玻璃１０ｍｉｎ，氮气中干
燥，滴加１０μＬＴｉＯ２悬浮液（２ｍｇ／ｍＬ）于电极表面，晾
干，将电极置于马弗炉４５０℃煅烧３０ｍｉｎ，得到 ＴｉＯ２／
ＩＴＯ电极；再将电极浸入 ＨＡｕＣｌ４溶液（０．０２５ｍｏｌ／Ｌ）
进行电沉积（电位：－０．２Ｖ，时间：１２０ｓ），超纯水冲洗，
氮气吹干，制得 ＡｕＮＰｓ／ＴｉＯ２／ＩＴＯ电极；１０μＬ三维刚
性ＤＮＡ桥式纳米探针滴加到电极表面，置于４℃冰箱
过夜。超纯水充分冲洗，得到 ＴＰＮ／ＡｕＮＰｓ／ＴｉＯ２／ＩＴＯ
电极；滴加１０μＬ２ｍｍｏｌ／ＬＭＣＨ，室温放置１ｈ，以阻
断非特异性位点，超纯水清洗，标记为 ＭＣＨ／ＴＰＮ／
ＡｕＮＰｓ／ＴｉＯ２／ＩＴＯ，即制得实验所用传感器。
１．２．４　ＰＥＣ传感器检测原理　　取１０μＬ靶ＤＮＡ序
列滴加到制备好的电极表面，３７℃孵育２ｈ，去离子水
冲洗，１０μＬＡｂＣｄＴｅＱＤｓ偶联物（１０μｇ／ｍＬ）滴加到
电极表面，３７℃孵育１ｈ后冲洗。５甲基胞嘧啶抗体

７６６　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（７）



特异性识别５甲基胞嘧啶位点，将 ＡｂＣｄＴｅＱＤｓ偶联
物加载到靶序列上，ＣｄＴｅＱＤｓ对 ＡｕＮＰｓ／ＴｉＯ２的敏化
作用使得光电信号产生变化，从而实现对ＤＮＡ甲基化
的定量分析，检测原理如图２所示。

ａ：ＡｕＮＰｓ／ＴｉＯ２的光电流响应；ｂ：ＰＥＣ传感
器组装完成后的光电流响应

图２　基于三维刚性桥式纳米探针的ＤＮＡ甲基化光电化学
传感器构建原理图

１．２．５　光电化学检测　　ＰＥＣ检测采用标准三电极
体系，辅助电极为铂丝电极，参比电极为 Ａｇ／ＡｇＣｌ电
极，ＩＴＯ电极为工作电极；电解质溶液为 ０．１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ缓冲液（含１０ｍｍｏｌ／ＬＡＡ），测试光源为蓝色发光
二极管（１５ｍＷ／ｃｍ２），偏置电压为０Ｖ，开关光间隔时
间为１０ｓ。
１．２．６　观察指标　　①采用电化学阻抗谱（ＥＩＳ）对
该传感器的逐层组装过程进行表征；②ＰＥＣ生物传感
器实验条件优化，包括ＴｉＯ２悬浮液浓度和５甲基胞嘧
啶抗体浓度；③ＤＮＡ甲基化丰度分析：分别对 ＤＮＡ靶
序列Ｔａｒｇｅｔ１～Ｔａｒｇｅｔ７进行检测，观察ＰＥＣ光电响应与
ＤＮＡ甲基化位点数量的关系；④ＰＥＣ传感体系重复
性、稳定性和特异性检测。

２　结果

２．１　ＴＰ的电泳表征
　　图３Ａ示各单链、２条链组合和３条链组合通过一
步热变性法合成后，在１０％聚丙烯酰胺凝胶中的电泳
结果。从图中可以看出：条带的迁移速度随着ＤＮＡ碱
基数和结构复杂程度的增加而减慢，泳道８为ＤＮＡ三
棱柱结构，由于其分子量最大且为三维立体结构，因此

迁移速率最慢。图 ３Ｂ是连接序列和锚定探针在 ＴＰ
上逐步组装的聚丙烯酰胺凝胶电泳结果，泳道２至泳
道７迁移速率逐渐减慢，表明连接序列和锚定探针已
成功固定于 ＴＰ上。三维刚性桥式 ＤＮＡ纳米合成结
果用１％琼脂糖进行表征，如图３Ｃ所示：泳道４是３Ｄ
ＴＰＮ产物，由于它的碱基数目最多、三维结构最复杂，
导致其迁移速度最慢。电泳结果证明 ＴＰ和 ３ＤＴＰＮ
结构均组装成功。

２．２　３ＤＴＰＮ的原子力显微镜表征
　　采用原子力显微镜对３ＤＴＰＮ结构进行表征。如
图４所示：３ＤＴＰＮ具有桥式链接空间结构，表示桥式
ＤＮＡ纳米结构探针合成成功。

图４　３ＤＴＰＮ的原子力显微镜表征图
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Ａ：ＤＮＡ三棱柱合成过程　Ｍ：５００ｂｐＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：Ｃ１；２：Ｃ２；３：Ｃ３；４：Ｃ１＋Ｃ２；５：Ｃ２＋Ｃ３；６：Ｃ１＋Ｃ３；７：Ｃ１＋Ｃ２＋Ｃ３；８：Ｃ１＋
Ｃ２＋Ｃ３（热循环）；Ｂ：ＤＮＡ纳米框架探针机械臂组装过程　Ｍ：５００ｂｐＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：ＴＰ；２：ＴＰ＋Ｌ１；３：ＴＰ＋Ｌ１＋Ｌ２；４：ＴＰ＋
Ｌ１＋Ｌ２＋Ｌ３；５：ＴＰ＋Ｌ１＋Ｌ２＋Ｌ３＋Ａ１；６：ＴＰ＋Ｌ１＋Ｌ２＋Ｌ３＋Ａ１＋Ａ２；７：ＴＰ＋Ｌ１＋Ｌ２＋Ｌ３＋Ａ１＋Ａ２＋Ａ３；Ｃ：三维刚性 ＤＮＡ桥式纳米探
针组装过程　Ｍ：２０００ｂｐＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：ＴＰ；２：ＴＰ＋Ｌ１＋Ｌ２＋Ｌ３；３：ＴＰ＋Ｌ１＋Ｌ２＋Ｌ３＋Ａ１＋Ａ２＋Ａ３；４：３ＤＴＰＮ

图３　３ＤＴＰＮ合成的电泳表征图
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２．３　ＣｄＴｅ纳米微粒的表征
　　采用透射电镜对 ＣｄＴｅＱＤｓ进行表征，如图 ５所
示：ＣｄＴｅＱＤｓ为颗粒状，形态清晰，尺寸约为４ｎｍ。

图５　ＣｄＴｅＱＤｓ的透射电镜表征图

２．４　ＡｕＮＰｓ／ＴｉＯ２／ＩＴＯ电极的表征
　　采用扫描电镜对 ＡｕＮＰｓ／ＴｉＯ２修饰的 ＩＴＯ电极进
行形貌表征，如图６Ａ所示：ＴｉＯ２微粒较小，在 ＩＴＯ电
极表面分布均匀；由图６Ｂ可见：覆盖于ＴｉＯ２／ＩＴＯ电极
表面的金纳米粒子均匀分布，粒径较大，表明 ＡｕＮＰｓ
和ＴｉＯ２均已成功修饰到ＩＴＯ电极表面。
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Ａ：ＴｉＯ２修饰ＩＴＯ电极；Ｂ：ＡｕＮＰ修饰ＴｉＯ２／ＩＴＯ电极

图６　ＡｕＮＰｓ／ＴｉＯ２修饰ＩＴＯ电极的扫描电镜表征图

２．５　传感器组装的电化学表征
　　采用 ＥＩＳ在含有 ５ｍｍｏｌ／Ｌ［Ｆｅ（ＣＮ）６］

３－／４－的

０．１ｍｏｌ／ＬＫＣｌ电解液中对电极逐层组装过程进行表

征。结果如图 ７所示：与裸 ＩＴＯ电极（曲线 ａ）相比，
ＴｉＯ２纳米膜覆盖后电极（曲线 ｂ）阻抗值增大，这是由
于ＴｉＯ２阻碍了电子转移；沉积ＡｕＮＰｓ后电极（曲线ｃ）
的阻抗值减小，是因为ＡｕＮＰｓ可以加快电子的传递速
率；ＴＰＮ修饰后的电极（曲线ｄ）所产生的阻抗值增大；
表明 ＴＰＮ已成功固定到电极表面，随后依次进行
ＭＣＨ的封闭、靶序列的杂交和ＡｂＣｄＴｅＱＤｓ复合物的
组装，电极产生的阻抗值逐渐增大，是由于这些生物分

子修饰在电极表面后导致空间位阻逐渐增大，影响了电

荷在电解液和电极表面之间的转移和扩散。ＥＩＳ表征
结果表明，光电化学传感器的每一步组装均是成功的。
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ＡｕＮＰｓ／ＴｉＯ２／ＩＴＯ

图７　ＰＥＣ传感器的电化学阻抗谱表征

２．６　ＴｉＯ２悬浮液浓度的优化
　　ＴｉＯ２悬浮液的浓度直接影响 ＰＥＣ传感体系的检
测性能，为达到最佳检测效果，对ＴｉＯ２悬浮液浓度（１、
２、３、４、５ｍｇ／ｍＬ）进行优化（图 ８Ａ）。由图所示：ＴｉＯ２
溶液在低浓度时，光电信号较低，在浓度为 ４ｍｇ／ｍＬ
时，响应电流值达到最大，继续增大ＴｉＯ２溶液浓度，光
电响应变小。因此，选择４ｍｇ／ｍＬ作为ＴｉＯ２悬浮液的
最佳浓度。

２．７　５甲基胞嘧啶抗体的优化
　　本研究中 ＡｂＣｄＴｅＱＤｓ偶联物作为信号放大单
元，抗体浓度直接影响光电流信号的产生，通过控制

５甲基胞嘧啶抗体浓度这一单一变量研究其对传感器
响应的影响。如图 ８Ｂ所示：当抗体浓度从 ３μｇ／ｍＬ
增加到１０μｇ／ｍＬ，光电流响应值逐渐增大，在１０μｇ／ｍＬ
达到峰值，但抗体浓度大于１０μｇ／ｍＬ，光电流响应逐
渐下降，说明抗体浓度已达到饱和，故１０μｇ／ｍＬ为本
研究中５甲基胞嘧啶抗体最佳浓度。
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Ａ：ＴｉＯ２悬浮液浓度对 ＰＥＣ电流响应值的影响；Ｂ：５甲
基胞嘧啶浓度对ＰＥＣ电流响应值的影响

图８　不同实验因素对ＰＥＣ电流响应值的影响

２．８　ＰＥＣ生物传感器对ＤＮＡ甲基化位点的定量分析
　　在最适实验条件下，利用该 ＰＥＣ传感器分别对
１００ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｔａｒｇｅｔ１～Ｔａｒｇｅｔ７进行检测，ＰＥＣ信号响
应随着 ＤＮＡ甲基化位点数量的增加而增大，在 １～
７个甲基化位点，ＰＥＣ信号响应值与ＤＮＡ甲基化位点
数量呈线性关系，并计算得回归方程 ΔＩ＝－０．００４７＋
４．０１１４×Ｎ，决定系数Ｒ２为０．９９９７，见图９。
２．９　ＰＥＣ传感器的重复性、稳定性和特异性研究
　　在相同实验条件下，同时制备 ５支电极对
１００ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｔａｒｇｅｔ４目标序列进行光电信号检测，每
根电极重复测量３次，结果如图１０Ａ所示：计算所得光
电信号相对标准差为１．８％，证明该传感器具有良好的
重复性。将制备好的电极置于４℃冰箱保存，每周重新
检测其光电信号响应值，如图１０Ｂ所示：４周后光电流
仍保持初始值的９２．５％，该传感器稳定性较佳。
　　为评估该传感器的特异性，将ＴＰＮ修饰后的工作
电极分别与浓度为 １００ｍｍｏｌ／Ｌ的一碱基错配序列
（Ｍ１）、三碱基错配序列（Ｍ３）、五碱基错配序列（Ｍ５）
和非互补序列（Ｍｎ）杂交，检测其光电流信号。从图
１０Ｃ可见：目标序列Ｔａｒｇｅｔ４的光电流响应值远高于其
他干扰ＤＮＡ序列，结果表明该传感器对目标序列的检
测有较高的特异性。
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图９　ＰＥＣ生物传感器的检测性能
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Ａ：重复性检测；Ｂ：稳定性分析；Ｃ：特异性研究　ｂｌａｎｋ：未加互补序列；Ｍ１：一碱基错配序列；Ｍ３：三碱基错配序
列；Ｍ５：五碱基错配序列；Ｍｎ：非互补序列；Ｔａｒｇｅｔ：Ｔａｒｇｅｔ４

图１０　ＰＥＣ传感器分析体系的性能
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３　讨论

　　ＴｉＯ２具有良好的载流子传输性能、高稳定性和低

毒性等优点，被广泛应用于光电化学生物传感，但其带

隙较宽（３．２ｅＶ），仅在３８７．５ｎｍ下有紫外活性，导致
光转换率低［１４］。金纳米粒子是一种常见的贵金属，可

产生表面等离子体共振效应从而提高 ＴｉＯ２的光电转

换效率［１５］。为扩大吸收范围，引入 ＡｕＮＰｓ对 ＴｉＯ２进
行修饰，可有效抑制电子空穴对的复合，提高光电转
换效率，从而产生强而稳定的光电流信号［１６］。同时，

本研究采用共敏化放大策略来增强实验中的光电流信

号。ＣｄＴｅＱＤｓ具有优异的光物理特性，可充分利用光
能，能有效促进载流子分离 ［１７］。由于 ＣｄＴｅＱＤｓ带隙
比ＡｕＮＰｓ／ＴｉＯ２窄，ＣｄＴｅＱＤ对 ＡｕＮＰｓ／ＴｉＯ２有敏化作
用，可增强传感器的光电流信号响应。

　　与细胞内 ＤＮＡ杂交不同，体外 ＤＮＡ检测中，
ｓｓＤＮＡ的无序构象限制ＤＮＡ的杂交过程，导致杂交动
力学低、结合效率低和特异性低［１８］。近年来，纳米机

械力的应用促进了体外ＤＮＡ分析设计的发展，如生物
传感器和生物芯片可灵敏地检测生物分子，被广泛用

于精准医学、生物研究和诊断［１９］。本研究采用 ＤＮＡ
三棱柱框架作为纳米机械手臂拉伸捕获探针，形成三

维刚性ＤＮＡ桥式纳米探针，可极大地提高生物传感器
检测的准确性和特异性，为体外ＤＮＡ甲基化丰度检测
提供一种新方法。

　　目前检测ＤＮＡ甲基化的经典方法是亚硫酸盐转
化法和甲基化敏感的限制性内切酶消化（ＭＳＲＥ）法。
亚硫酸氢盐测序法检测结果较为准确，但易出现假阳

性结果，且目前无法统一认证检测结果。ＭＳＲＥｓ可识
别和切割ＤＮＡ甲基化特异性序列，但目前只有少数
ＭＳＲＥ（例如 ＨｐａＩＩ和 ＤｐｎＩ）可用，仅能检测特定的
ＤＮＡ甲基序列［２０］。并且，目前大多数生物传感器是

基于 ＤＮＡ甲基转移酶活性间接推算 ＤＮＡ甲基化水
平，不能直接、准确地量化 ＤＮＡ甲基化水平。本研究
采用三维刚性桥式 ＤＮＡ纳米探针为捕获探针，
ＡｕＮＰｓ／ＴｉＯ２联合ＣｄＴｅＱＤｓ为光活性材料构建光电化
学传感器并用于 ＤＮＡ甲基化的定量检测。当靶序列
存在时，三维刚性桥式ＤＮＡ纳米探针通过碱基互补配
对将其固定在电极表面，ＡｂＣｄＴｅＱＤｓ偶联物通过 ５
甲基胞嘧啶抗体特异性识别 ５甲基胞嘧啶连接到电
极表面，ＣｄＴｅＱＤｓ共敏化 ＡｕＮＰｓ／ＴｉＯ２复合材料可促
进电子从抗坏血酸电解质向电极表面转移，提高

ＡｕＮＰｓ／ＴｉＯ２的光电流响应。在最佳实验条件下，随着
甲基化位点数目的增多，结合到电极表面的 ＡｂＣｄＴｅ
ＱＤｓ偶联物也增多，光电信号响应值随之增高，且变化
值与ＤＮＡ甲基化位点数量成正比，可对 ＤＮＡ甲基化
位点数量进行检测分析，更换捕获探针序列后可检测

其他未知的甲基化位点。所构建的光电化学传感器可

对多甲基化位点进行分析，且具备准确性高、稳定性好

和检测时间短等优点，有望应用于表观遗传类疾病和

相关肿瘤的早期临床诊断。
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