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电化学方法在生命科学研究中的应用

逄键涛 ,樊春海 ,李根喜 3

(南京大学生物化学系 ,医药生物技术国家重点实验室 ,江苏 南京 210093)

摘要 : 　本文简要介绍作者近两年来采用电化学方法并结合其他现代生物、化学技术 ,在生命科

学几个热点领域所开展的一些工作 ,主要包括 :蛋白质的功能转换、生物信号分子及其与蛋白质的

相互作用、生物分子的电子传递、基因检测、结构生物学、生化分析与第三代生物传感器等几个方

面.
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生命现象的许多过程皆伴随着电子传递反应 ,应用电化学方法研究生物体系的电子传递

及其相关过程 ,是揭示生命本质的较好途径 ,而生命科学的飞速发展也需要借助更多的研究手

段来实现 ,本文即就近两年来作者运用电化学方法研究生命科学中的一些热点问题 ,分几个方

面作简要详述.

1 　蛋白质的功能转换
基于分子生物学技术的基因工程和蛋白质工程是实现蛋白质功能转换的有效手段 ,但实

验中却常常遇到蛋白质的变性、复性等难题. 最近的一些研究表明 ,许多蛋白质通过与脂膜的

非共价相互作用可以发生特定的“功能转换”,而膜蛋白则可能通过在膜内形成一些特定的有

序分子结构来促进自身的电子传递过程 ,这意味着蛋白质的电子传递能力与其所处的环境有

关. SP 葡聚糖凝胶是蛋白质纯化的一种层析介质 ,其表面带有很多磺酸基 ,它与蛋白质的生物

相容性比较好. 作者将 SP 葡聚糖凝胶固定到热解石墨表面以形成一个膜环境 ,然后用电化学

方法、紫外 —可见光谱、傅立叶红外光谱和扫描电子显微镜对包埋在膜内的血红蛋白进行研

究[1 ] . 结果表明 ,血红蛋白在膜内的电子传递能力以及这种载氧蛋白的过氧化酶活性均有明

显提高 ,实验测量的表观米氏常数为 1. 9 mmol·L - 1 ,而此前报道的一种基于辣根过氧化物酶

的过氧化氢传感器的表观米氏常数为 4. 8 mmol·L - 1 ,说明经过功能转换的血红蛋白 ,其过氧

化物酶活性是很强的.

血红蛋白在其他膜上的酶活性也被发现. 作者将血红蛋白包埋于修饰在热解石墨电极上
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的蒙脱土膜内 ,研究发现 ,它不仅对双氧水具有酶样的催化活性 ,而且对三氯醋酸 (一种环境污

染物)也表现出类似于酶的催化性质[2 ] . 在裸电极上三氯醋酸的直接电化学还原电位约

- 1. 258 V (vs. N HE) ,而用血红蛋白-蒙脱土膜修饰的热解石墨电极在含有三氯醋酸的缓冲溶

液中进行循环伏安测试 ,则于 0. 027 V 处出现相应其催化峰 ,比三氯醋酸直接还原电位约移正

1. 3 V ,可见此时三氯醋酸电还原反应的活化能大大降低了.

另外血红蛋白在卵磷脂膜内 ,对一氧化氮的还原也具有类似酶的催化作用. 一氧化氮在裸

电极上的还原电位是 - 1. 1 V (vs. N HE) ,而在血红蛋白-卵磷脂膜上 ,还原电位为 - 0. 34 V ,表

观米氏常数 0. 255 mmol·L - 1 [3 ] .

2 　生物信号分子及其与蛋白质的相互作用
一氧化氮是研究得较多的一种生物信号分子 ,它参与许多生理过程 ,例如神经传导、血小

板凝聚、巨噬细胞功能和血管扩张等. 其中 ,一氧化氮与血红蛋白的相互作用尤为引人注目. 例

如 :细胞外血红蛋白消耗一氧化氮及由此引起的血管扩张很可能导致轻微高血压. 血红蛋白与

一氧化氮之间的相互作用虽然已有许多光谱、动力学方面的研究 ,但其相互作用机制至今尚未

清楚. 作者应用电化学手段研究这一相互作用 ,得到许多有意义结果[4 ,5 ] . 将 DNA-血红蛋白修

饰电极在含有一氧化氮的醋酸缓冲液中作电化学扫描 ,循环伏安图上除显示血红蛋白本身的

一对氧化还原峰外 ,还出现两个新峰 ,分别位于血红蛋白氧化还原峰的前后. 研究表明 ,一氧化

氮可使亚铁血红蛋白在结合氧的状态下氧化 ,并进入亚铁血红蛋白的血红素环部分 ,使铁卟啉

和氧之间的配位键断裂 ,从而产生了高铁血红蛋白. 这一化学反应与电极上血红蛋白电子传递

过程相偶联 ,从而产生了位于血红蛋白氧化还原峰之前的前峰 (0. 172 V (vs. N HE) ) . 进一步

研究证明 ,位于 - 0. 442 V 的后峰乃为一氧化氮的电催化还原峰. 随着一氧化氮浓度的增加 ,

血红蛋白氧化还原峰峰高减少 ,而前、后峰高度增加 ,表现出一种明显的电催化特征.

这一方法还可应用于蛋白质与其它一些信号分子、蛋白质与配体以及蛋白质之间相互作

用的研究.

3 　生物分子的电子传递
生物体内蛋白质电子传递能力的调控是其电子传递过程的关键课题 ,实验表明 ,血红蛋白

需要保持亚铁形式以维持其输氧生理功能. 因此 ,尽管血红蛋白包含着四个可作为电子传递中

心的血红素 ,但其电子传递活性在生理状态下是受抑制的. 而在某些情况下 ,机体又要求激活

其电子传递活性. 由此而言 ,生物体对于血红蛋白是否进行或在何时发生氧化还原反应有着精

确的调控机制. 对此 ,作者应用电化学方法进行了探索[6 ] . 通过“溶剂工程”得知 ,生物体对血

红蛋白电子传递能力的生理调节 (激活或抑制) ,一部分是通过改变血红蛋白周围环境的介电

常数来实现的. 比如当生物体内需要血红蛋白电子传递能力增大的时候 ,血红蛋白分子的周围

微环境在某种机制的调解下 ,介电常数增大 ,血红蛋白的三级结构发生轻微改变 ,从而促进了

蛋白质对电子的传递作用 ,发挥一定的生物学功能. 运用“溶剂工程”的理论 ,也可以进一步探

索蛋白质直接电化学方法 ,研究如何通过改变介电常数来达到增强蛋白质在电极表面电子传

递能力的目的.

4 　基因检测
基因检测技术广泛地应用于疾病诊断和治疗、药物筛选、基因多态性分析及基因组研究、
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给药个性化研究等等 ,它将为人类认识生命的起源、遗传、发育与进化 ,为人类疾病的诊断、治

疗和防治开辟全新的途径 ,为生物大分子的全新设计、药物开发中先导化合物的快速筛选和药

物基因组学研究提供技术支撑平台.

最常见的基因检测方法是 Southern Blotting ,但该法采用放射性元素32 P 或125 I ,带有潜在

的危险 ,虽可利用各种荧光标记探针解决这一问题 ,但标记过程单调 ,而且需要很高的分离技

巧. PCR 扩增检测技术是另外一种方法 ,它具有很高的灵敏度 ,但常会出现假阳性或假阴性反

应. 至于光学、石英晶体微天平、化学力显微镜等这些方法也都各有优缺点. 尽管目前电化学方

法在基因检测的应用还比较少 ,但它的快速、精确、价廉、容易小型化等优点必定会在这一领域

崭露头角.

电化学方法主要是依据所加电活性指示剂与 DNA 单、双链作用的不同进行识别. 它能快

速检测特定 DNA 序列及突变 ,成本低 ,易于集成化和自动化. 根据检测方式的不同 ,分为伏安

法、计时电位法及电致化学发光法. 作者尝试用电化学方法对 Cecropin CM4 基因进行检测[7 ] .

利用示差脉冲伏安技术 ,结果表明 ,当 ssDNA/ cysteine/ Hoechst33258 修饰电极检测到Cecropin

CM4 基因后 ,电化学响应的峰电流可增加 46 nA ,清楚地显示了对该基因的检测 ,是一种具有

潜在应用价值的基因检测方法. 另一方面 ,因为检测基因时 ,无需在检测样品中再加入其他试

剂 ,真正做到电化学方法的简单、快速及灵敏.

5 　结构生物学
结构生物学是生命科学的前沿领域之一 ,其研究手段主要是 X- ray 衍射和 NMR. 鉴于这

一领域的重要性 ,其发展极为迅速并吸引了越来越多研究者的注意 ,各种新手段被尝试应用到

这一领域.

本小组用电化学方法 ,结合现代生物化学技术 ,对来源于好氧革兰式阴性菌透明颤菌中的

血红素类蛋白的结构与功能进行探索 ,取得了初步结果. 此蛋白含有两个亚基 ,每个亚基带有

一个血红素环. 在不修饰的热解石墨上 ,可以得到蛋白质的一对氧化还原峰. 这对于蛋白质电

子传递机理和第三代生物传感器的研究研制具有潜在意义. 另一方面 ,蛋白质折叠机制是远未

解决的生物学重大课题. 作者采用电化学方法 ,对血红蛋白、细胞色素 C 的去折叠过程进行研

究 ,得到一些有价值的信息. 并获得了有关蛋白质变性、变构以及电子传递能力、氧化还原性质

与表面活性剂、各种变性剂之间关系的许多实验结果.

6 　生化分析与第三代生物传感器
继第一、二代电化学生物传感器的飞速发展以后 ,生物大分子的直接电分析以及第三代生

物传感器的研制早已引起广泛兴趣.

血红蛋白在铂电极上的吸附行为不利于蛋白质电化学及其结构、功能研究. 但通过对循环

伏安曲线积分 ,可得出表面电荷密度与蛋白质浓度之间的良好线性关系 ,从而实现了血红蛋白

痕量测定的直接电化学分析[8 ] ,这对于临床诊断具有重要意义. 作者在银电极上观察到 DNA

的直接电化学响应 ,可用于检测 DNA、RNA 的含量 ,方法直接、简便、快速[9 ] . 本小组还制作了

几种基于蛋白质- SDS、蛋白质-DNA、蛋白质-硅藻土、蛋白质-蒙脱土、蛋白质-葡聚糖凝胶、蛋

白质-卵磷脂膜等无媒介体型 NO、H2O2 传感器[10～13 ] . 这些传感器制作简便、生物相容性好、
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检测范围和检测下限都较为满意. 比如 ,基于血红蛋白-蒙脱土膜制作的 H2O2 传感器 ,H2O2 的

检测下限达到 1 ×10 - 7 mol·L - 1 ,测量范围从 5. 0 ×10 - 6 mol·L - 1直到 1. 6 ×10 - 4 mol·L - 1 . 在

血红蛋白 —卵磷脂膜上 ,一氧化氮的检测下限为 1 ×10 - 7 mol·L - 1 ,经过换算 ,它完全可用于

单个细胞内的一氧化氮浓度的检测.

总之 ,电化学方法已应用在生命科学的研究领域. 随着生命科学在 21 世纪的迅速发展以

及生物学、医学、纳米技术、表面科学、超分子体系与电化学的交叉融合 ,电化学将在生命科学

研究中发挥更加积极的作用[14～17 ] .
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Abstract : The research work of our group in the last two years is briefly reviewed in this pa2
per . By using electrochemical method , and combining some other chemical and biological tech2
niques , lots of achievements have been obtained. And these researches are towards some hot top2
ics in life science , such as function conversion , interaction between signal molecules and proteins ,

electron- t ransfer of biomolecules , gene detection , st ructural biology , biochemical analysis and the

third generation biosensors.
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