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摘要 : 　应用旋转圆盘电极和电化学阻抗法研究了二茂铁在 Tris2NaCl(pH = 7. 2)缓冲溶液中于旋转玻碳电

极上的电化学阻抗行为及其与 DNA的相互作用. 结果表明 ,二茂铁于旋转电极的伏安曲线呈现明显的极限电

流平阶 ,而其交流阻抗谱则出现两个电容弧. 二茂铁与 DNA的作用 ,若受扩散过程控制则其极限扩散电流随

DNA浓度增大而减小 ,而在电化学控制过程中则表现为电化学反应电阻随 DNA浓度增大而增大 . 根据旋转

圆盘电极和电化学阻抗谱测试 ,表明由这两种方法数据拟合求得的二茂铁条件电位速率常数能够很好地相

互吻合 ,但如存在 DNA时 ,则其条件电位速率常数有一定程度的减小.
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关于小分子化合物与脱氧核糖核酸 (DNA ) 相

互作用的研究 ,目前 ,除紫外 2可见光谱 [ 123 ]、荧光光

谱 [ 224 ]、Raman 光谱 [ 5 ]、X 射线晶体衍射 [ 6, 9 ]、

NMR
[ 7, 9 ]、粘度法 [ 2 ]、凝胶电泳 [ 829 ]和原子力显微镜

(AFM ) [ 9 ]等技术外 ,随着电化学技术的不断发展 ,

循环伏安 [ 10～12 ]、微分脉冲伏安 [ 10, 12 ]、电致化学发

光 [ 13 ]以及交流阻抗等方法的应用也日益受到重

视 ,并已成为研究电极过程乃至表面现象的重要工

具 [ 14216 ]
.

近年来 ,以金属配合物作为指示剂的 DNA电

化学传感器研究已引起人们的广泛关注. 该类传感

器的指示剂是一类与 DNA以不同作用模式结合的

电活性化合物 ,该作用模式通常认为有 3种 ,即插

入作用、沟面结合和静电作用. 二茂铁具有 2个可

自由旋转的环戊二烯环 ,它能与 DNA碱基产生疏

水、堆积作用而发生沟面结合 [ 17 ]
,因此可用来作为

DNA电化学传感器的指示剂.

本文应用旋转圆盘电极和旋转电极交流阻抗

研究二茂铁与 DNA的相互作用 ,得到了一些很有

意义的结果 ,希望能为 DNA电化学传感器在特定

序列 DNA片断的识别和检测以及 DNA的损伤与

修复等方面之应用提供参考依据.

1　实验部分

1. 1　仪器与试剂

三羟甲基氨基甲烷 ( Tris, 含量 ≥99% ) ;二茂

铁 ( Fc,天津华北特种化学试剂开发中心 ,含量 >

98% ) ;二茂铁先用二甲亚砜溶剂溶解 ,再用 100

mmol·L - 1 NaCl + 20 mmol·L - 1 Tris (pH = 7. 2)

缓冲溶液以 1∶1的体积比混合 ,除特别说明 , Fc物

质的量浓度均为 1. 0 mmol·L
- 1

. 小牛胸腺 DNA

(华美 ) ,在 260 nm波长下测定其浓度 [ 18 ]
,并以核

苷酸计 ,其摩尔吸光系数取 6 600 L ·mol
- 1 ·

cm
- 1

;实验用水为二次重蒸馏水 ;其它试剂均为分

析纯.

主要仪器 : Autolab PGSTAT230电化学综合测



试仪 (荷兰 ) , PHS23C精密 pH计 (上海雷磁 ) , UV2
8500紫外可见分析仪 (上海天美 ). 常规三室电解

池 ,以玻碳 ( GC)电极作工作电极 ,电极面积 0. 126

cm2 ,对电极为大面积铂丝 ,参比电极为饱和甘汞

电极 ( SCE). 本文标示电位均相对于常规氢电极

(NHE).

1. 2　实验条件
玻碳盘电极使用前先用 1700

#金相砂纸打磨

到镜面光洁度 ,经二次重蒸水超声波清洗 5 m in,然

后用 0. 25μm A l2 O3糊于抛光垫上抛光 ,再用二次

重蒸水超声波清洗 10 m in,红外灯下烘干.

旋转玻碳盘电极实验扫描速率为 5 mV·s
- 1

,

交流阻抗测量范围为 10
5 ～10

- 2
Hz,交流振幅 10

mV. 全部实验在 (27 ±2) ℃下进行.

2　结果与讨论

2. 1　旋转电极上二茂铁的电化学行为

1) 伏安扫描

图 1　二茂铁在旋转玻碳电极上的伏安曲线

Fig. 1 　Voltammetric curves of the ferrocene on GC

electrode with different rotation rate

rotation rate N / ( r·m in - 1 ) : 1 ) 300, 2 )

600, 3) 900, 4) 1200, 5) 1500

图 1给出了二茂铁于旋转玻碳电极上的伏安

曲线. 由图可知 ,当电位从 0. 2 V扫描至 0. 6 V时

出现明显的极限电流 ( I1 )平阶 ,并且 I1随转速的增

加而增大 ,以 I1对角速率的平方根 (ω1 /2 )作图呈现

很好的线性关系 ,表明二茂铁在玻碳电极上于电位

正于 0. 6 V时 ,其氧化反应主要由扩散过程控制.

然而 ,图 1同时表明 ,在上述的扩散控制区之前还

存在一个明显的混合控制区 ,据文献 [ 19 ]报道 ,该

混合控制区的电流 I与动力学极限电流 Ik 及伏安

图 2　由图 1获得的 I- 1 ～ω- 1 /2变化关系

Fig. 2　Plots of I
- 1 against with the data from Fig. 1

E /V: ■0. 43, ●0. 45, ▲0. 48, ∀ 0. 50, ◆0. 52

扫描极限电流 I1 存在如下关系 :

　　 1
I

=
1
Ik

+
1
I1

(1)

　　今知 Ik = nFAkC
3 (2)

　　　　I1 = nFAD
2 /3ω1 /2ν- 1 /6

C
3 (3)

于是 ,式 (1)变为

　　 1
I

=
1

nFA k C
3 +

1
0. 62nFAD

2 /3ω1 /2ν- 1 /6
C

3 (4)

式中 , n为转移电子数 ; F为法拉第常数 ; k为任意

电位下的速率常数 ; C
3 ,二茂铁的浓度 ; A ,圆盘电

极面积 ; D ,扩散系数 ;ω为角速率 ;ν为动力粘度.

以 I
- 1对ω- 1 /2作图 ,结果如图 2所示 ,从其直

线截距即可求得不同电位下的速率常数 k. 据电化

学动力学理论 [ 19 ]

k = k
0

exp
αa F ( E - E

0 )

R T
- exp

αc F ( E - E
0 )

RT

(5)

式中 , E
0 标准电极电位 ,αa、αc 分别为氧化反应和

还原反应的传递系数 , k
0 为标准电极电位下的速

率常数 ,即标准速率常数. 若以条件电位 ( E
0′)代替

标准电极电位 ( E
0 ) , k

0就相当于条件电位下的速

率常数 ( kE0′). 又因本实验测定时 ,溶液中仅含二

茂铁 ,而且是正向扫描 ,条件电位比较正 ,因此 kE0′

主要是二茂铁氧化反应的贡献 ,可忽视该氧化产物

之逆向还原 ,这样 ,方程式 (5)被简化为 :

k = kE0′exp
αa F ( E - E

0′)

R T
(6)

此处 E
0′通常由循环伏安曲线取其氧化峰电位和还

原峰电位之和的一半 [ 18 ]
,本实验 E

0′
= 0. 499 V. 据
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图 1和图 2数据拟合 ,即可求得二茂铁在条件电位

下的速率常数 kE0′(RDE) = 4. 14 ×10
- 3

cm·s
- 1

.

2) 电化学阻抗谱

图 3为二茂铁在不同电位 900 r·m in - 1转速

下的复数平面阻抗谱 ,图中出现两个电容弧 ,说明

二茂铁在电极上的反应应包括两个电子传递过程.

根据二茂铁的循环伏安扫描 ,只出现一对氧化还原

峰 ,而当圆盘电极以较大的转速旋转时 ,就会较大

图 3　二茂铁在不同电位下在旋转玻碳电极上的复数

平面阻抗谱及其等效电路图

Fig. 3　Nyquist p lots of ferrocene on the rotating GC elec2
trode at different potentials and its fitting results

( solid line)

E /V: ■0. 45, ●0. 46, ▲0. 47, ∀ 0. 48, ◆0. 49

rotation rate = 900 r·m in - 1 , the inset is the

corresponding equivalent circuit

程度地消除了浓差极化的影响 ,且 0. 45 V ≤E≤

E
0′

,因此可认为图 3中高频下的小弧为电化学反

应过程 ,低频下的大弧为电化学吸脱附过程. 对此 ,

试以图中所示等效电路 ,并使用 Autolab配套软件

FRA Version 4. 8作数据拟合. 表 1列出该等效电

路各元件的拟合数值. 表中 R s 为溶液电阻 , Rct为

电化学反应电阻 , Rad为电化学吸脱附电阻 , Q1是双

电层电容 , Q2是吸脱附电容 , n1、n2分别为高频半圆

和低频半圆的弥散系数. 由表可见 ,随着电位的正

移 , R s基本不发生变化 ,而 Rct和 Rad则逐渐减小 , Q1

和 Q2逐渐增大 ,表明电位正移有利于二茂铁在玻

碳电极上的氧化.

法拉第阻抗 Zf 是影响物质传递动力学和电子

传递动力学因素的参数 ,并且 Zf 由电荷传递电阻

Zct、还原物质的浓差阻抗 ZR和氧化物质的浓差阻

抗 Z0等 3部分组成 [ 20 ] . 即 　Zf = Zct + ZR + Z0 (7)

因 　Zct =
5E
5I

(8)

　　ZR = -
5I

5cR (0, t)
5E
5I

Δ�cR (0, s)

Δ�I
(9)

　　Z0 = -
5I

5cR (0, t)
5E
5I

Δ�cO (0, s)

Δ�I
(10)

故有

　　Zf =
5E
5I

-
5I

5cR (0, t)
5E
5I

Δ�cR (0, s)

5�I

　　 -
5I

5cR (0, t)
5E
5I

Δ�cO (0, s)

5�I
(11)

借助 Bulter2Volmer方程 [ 19 ]可将式 (11)变为

表 1　从图 3数据拟合的等效电路各元件值

Tab. 1　Fitting values of the equivalent circuit elements based on the Fig. 3

E /V R s / kΩ Q1 /μF n1 Rct / kΩ Rad / kΩ Q2 /μF n2

0. 45 0. 85 0. 43 0. 82 5. 16 16. 61 8. 44 0. 96

0. 46 0. 88 0. 61 0. 82 4. 19 13. 25 10. 89 0. 95

0. 47 0. 81 0. 91 0. 82 3. 12 9. 96 15. 59 0. 96

0. 48 0. 90 1. 57 0. 84 2. 58 8. 42 19. 04 0. 97

0. 49 0. 89 2. 38 0. 86 2. 41 7. 90 22. 32 0. 97

　　R s: solution resistance, Rct: charge transfer resistance, Rad : electrochem ical absorp tion2desorp tion resistance, Q1 : double lay2
er capacitance, Q2: adsorp tion2desorp tion capacitance, n1 and n2 : dispersion coefficients.
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　　Zf = Rct 1 +
k

jfD
tanh jf

D
δ

　　× exp
αa nF

R T
( E - E°)

　　　　 + exp
-αc nF

R T
( E - E°) (12)

式中 , Rc t为电化学反应电阻 , k为任意电位下的速

率常数 , f为频率 , j
2 = - 1,δ为扩散层厚度 ,αa、αc

分别为氧化反应和还原反应的传递系数 , n为转移

电子数 , F为法拉第常数 , R为气体常数 , T为开氏

温度 , E为任意电极电位 , E°为标准电极电位.

设αa =αc =
1
2

, cosh ( z) = cos
e

z
+ e

- z

2
,则

Zf = Rct 1 +
2k

jfD
tanh jf

D
δ cosh

nF
2R T

( E - E°)

(13)

当频率 f→0时 , tanh jf
D
δ≈ jf

D
δ (14)

因此 ,低频率下的法拉第阻抗 ( Zf ) LF可表达为 :

( Zf ) LF = Rct 1 +
2kδ
D

cosh
nF

2R T
( E - E°) (15)

当 0. 45 V≤E≤E
°′时 ,有

　　2kδ
D

cosh
nF

2R T
( E - E°) > > 1 (16)

式 (15) 即可简化为

　　 ( Zf ) LF = Rct
2kδ
D

cosh
nF

2R T
( E - E°) (17)

δ= 1. 61D
1 /3ν1 /6ω- 1 /2 (18)

如以 log ( Zf ) LF ～ logω作图 ,便可求出不同电

位下的速率常数 k,再经式 (6)换算 ,又可得出 kE°′.

分别测定二茂铁在玻碳电极上于不同转速下的复

数平面阻抗谱 ,依照图 4数据 ,求得二茂铁在条件

电位下的速率常数 kE°′( E IS )为 1. 92 ×10 - 3 cm·s- 1.

此值与旋转圆盘电极实验结果相当吻合.

2. 2　扩散控制和电化学控制下

　　二茂铁与 DNA间的相互作用
　　 (1)二茂铁与 DNA的相互作用

图 5示出 ( Fc +DNA )体系在旋转玻碳电极上

的伏安曲线. 由图可见 ,该电极的伏安变化仍出现

类似于图 1的极限扩散电流 ( Il )平阶 ,但 Il随 DNA

浓度之增加而减小.

图 6示出 ,当 [ DNA ] / [ Fc ] = 5时 ,其伏安曲

线随转速而变化. 如以极限扩散电流对转速的方根

图 4　log( Zf ) LF对 logω关系图

Fig. 4　Plots of log( Zf ) LF against logω

E /V: ■0. 45, ●0. 46, ▲0. 47, ∀ 0. 48,

◆0. 49

图 5　二茂铁在含有 DNA溶液中于旋转玻碳电极上的伏

安曲线

Fig. 5　Voltammetric curves of 0. 2 mmol·L - 1 ferrocene on

the rotating GC electrode as a function of DNA　R =

[DNA ] / [ Fc ]: 1) 0, 2) 0. 05, 3) 0. 5, 4) 1, 5)

2, 6) 5, 7) 10, 8) 12

rotation rate: 900 r·m in - 1 , [ Fc ] = 1 mmol·L - 1

作图也呈现较好的线性关系 (见图 7) ,此表明在玻

碳电极上二茂铁与 DNA发生了明显的相互作用 ,

并且反应也主要由扩散控制 ,作用产物比较稳定 ,

其扩散系数为 8. 76 ×10
- 6

cm
2 · s

- 1
,小于文献报

道 [ 18 ]的 ,这可能是由于 DNA 与二茂铁相互作用

时 ,伴随反应物活性分子的分子量和粘度增大 ,从

而导致扩散系数相应减小 [ 15 ]
.

　　 (2) 电化学控制下二茂铁与 DNA的相互作用

根据前面 (2. 1)的理论分析 ,同理 ,可从图 6、

图 7求得二茂铁与 DNA作用产物于不同电位下反
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图 6　二茂铁和 DNA的作用产物在旋转玻碳电极上

的伏安曲线

Fig. 6　Voltammetric curves of the reaction p roduct on

the GC electrode with different rotation rate

[DNA ] / [ Fc ] = 5, N / ( r·m in - 1 ) : 1) 300, 2)

600, 3) 900, 4) 1200, 5) 1500

图 7　由图 6获得的 I
- 1对ω- 1 /2关系图

Fig. 7　Plots of I- 1 againstω- 1 /2 with the data from

Fig. 6, 　[DNA ] / [ Fc ] = 5, E /V: ■0. 48, ●

0. 50, ▲0. 52, ∀ 0. 54, ◆0. 56

图 8　log( Zf ) LF对 logω关系图

Fig. 8　Plots of log( Zf ) LF against logω

E /V: ■0. 45, ●0. 46, ▲0. 47, ∀ 0. 48,

◆0. 49; [DNA ] / [ Fc ] = 5

图 9　二茂铁在不同 DNA浓度下的复数平面阻抗谱

Fig. 9　Nyquist p lots of 0. 2 mmol·L - 1 ferrocene as a

function of DNA concentration and its fitting re2
sults ( solid line) 　 R = [DNA ] / [ Fc ]: ■0, ●

0. 05, ▲0. 5, ∀ 1, ◆5　 rotation rate: 900 r·

m in - 1 , E = 0. 45 V ( vs. NHE)

表 2 从图 9拟合所得的等效电路各元件的数值

Tab. 2　Fitting values of the equivalent circuit elements based on the Fig. 9

R = [DNA ] / [ Fc ] R s / kΩ Q1 /μF n1 Rct / kΩ Rad / kΩ Q2 /μF n2

0 0. 45 0. 29 0. 70 60. 80 24. 50 4. 18 1. 00

5·10 - 2 0. 34 0. 02 0. 69 74. 80 23. 54 4. 40 1. 00

5·10 - 1 0. 35 0. 01 0. 67 89. 10 16. 23 6. 10 1. 00

1 0. 35 0. 01 0. 67 100. 70 10. 55 6. 38 1. 00

5 0. 20 0. 01 0. 67 110. 00 17. 00 7. 84 1. 00

　　R s: solution resistance, Rct: charge transfer resistance, Rad : electrochem ical absorp tion2desorp tion resistance, Q1 : double lay2
er capacitance, Q2: adsorp tion2desorp tion capacitance, n1 and n2 : dispersion coefficients.
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应的速率常数 ,然后再应用 式 (6)作数据拟合 ,又可

得到该作用产物在条件电位下的速率常数 ,经计算 ,

R = 5时 , kE0′(RDE) = 3. 11 ×10
- 3

cm· s
- 1

. 诚然 ,

如果分别测定 ( Fc + DNA )体系在玻碳电极上于不

同转速下的交流阻抗谱 ,再根据式 (7)作关系图 (见

图 8) ,也同样可求出该体系作用产物在条件电位下

的速率常数 ,得 R = 5时 , kE0′( E IS) = 1. 69 ×10
- 3

cm

·s
- 1

,较之前者略小.

图 9为 ( Fc +DNA )体系在 900 r·m in
- 1转速下

的复数平面阻抗谱. 如图可见 ,该阻抗谱的半圆随

DNA浓度的增加而增大 ,仍以图 3等效电路对图 9

谱线作数据拟合 ,结果如表 2所列. 表中示明 ,随着

DNA含量的增加 , Q1减小 ,而 Rct增大 ,对此 ,作者的

解释是 :二茂铁与 DNA可能发生了沟面结合 ,形成

的作用产物须要通过 DNA远程电子传递才能完成

二茂铁与电极表面的电子交换过程 ,导致这样的氧

化反应必须克服更大的能垒和阻力 [ 15 ] ,从而使 Q1

减小 , Rc t增大. 此外 , Rad随着 DNA浓度的增大出现

先减小而后又有所增大的趋势 , Q2则逐渐增大 ,这

可能与 DNA吸附在玻碳电极上 ,进而起到富集二茂

铁的作用有关.

3　结　论
　　1)二茂铁与小牛胸腺 DNA的电化学过程存在

一定程度的相互作用.

　　2)二茂铁及其与 DNA的作用产物在玻碳电极

上的电极过程均由扩散步骤控制. 加入 DNA后 ,峰

电位正移 ,峰电流和扩散系数都明显减小.

　　3)二茂铁及其与 DNA的作用产物在消除浓差

极化后的复数平面阻抗谱均呈现两个电容弧 ,并且

其电化学反应电阻随 DNA浓度的增大而增大.

　　4)旋转圆盘电极实验和交流阻抗法两种方法

分别计算二茂铁条件电位下的速度常数 ,发现加入

DNA后 ,条件电位下的速度常数也发生一定程度的

减小.
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Electrochem ical Impedance Spectrum of Ferrocene at
a Rotating D isk Glassy Carbon Electrode and Its Interaction with DNA

CHEN Can2hui1 , L I Hong 3 1 , ZHOU J ian2zhang2 , L IN Zhong2hua2 ,

ZHU W ei3 , ZHANG Quan2xin3

(1. School of Chem istry and Environm en t, S ou th China N orm al U niversity, Guangzhou 510006, Guangdong, Ch ina,

2. S ta te Key L abora tory for Physica l Chem istry of the Solid Su rface, D epartm en t of Chem istry,

Institu te of Physica l Chem istry, X iam en U niversity, X iam en 361005, Fu jian, Ch ina,

3. U n it of M olecu lar Toxicology, Cen ter for D isease Con trol and P reven tion, Guangzhou 510080, Guangdong, Ch ina)

Ab s trac t: The electrochem ical impedance spectrum ( E IS) of ferrocene ( Fc) at a rotating glassy carbon

( GC) electrode and its interaction with calf thymus DNA in Tris2NaCl buffer solution (pH = 7. 2) have been in2
vestigated by using electrochem ical techniques such as rotating disk electrode (RDE) , E IS and its data fitting.

A p lateau of the lim iting current for the voltammetric curve and two capacitance arches obtained at the rotating

GC electrode are exhibited. The interaction of Fc with DNA is rep resented by the decrease of lim iting diffusion

current and the increase of electrochem ical reaction resistances with the increase of DNA concentration, respec2
tively. On the other hand, based on the theoretical analysis and data fitting of RDE and E IS, values of the rate

constant at the formal potential obtained by RDE are consistent with those by E IS on the rotating GC electrode.

A t the same time, the rate constant at the formal potential decreases in the p resence of DNA.

Key wo rds: Ferrocene, DNA , Rotating disk electrode, Electrochem ical impedance spectrum
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