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文章编号：１００６３４７１（２０１１）０２０１９５０４　　

石墨烯修饰玻碳电极用于急性早幼粒细胞

白血病 ＰＭＬ／ＲＡＲａ融合基因的检测
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摘要：　应用电化学还原法将固定在玻碳电极表面的氧化石墨还原为石墨烯，然后利用偶联活化剂将经过氨
基修饰的急性早幼粒细胞白血病（ＡＰＬ）ＰＭＬ／ＲＡＲα融合基因序列探针固定到石墨烯修饰电极表面，以亚甲基
蓝（ＭＢ）为电化学杂交指示剂，并由差分脉冲伏安法检测人工合成 ＡＰＬ的 ＰＭＬ／ＲＡＲα融合基因．结果表明，石
墨烯对ＭＢ的检测信号起到了很好的增敏作用，杂交前后ＭＢ还原峰电流差值与靶标链ＤＮＡ浓度在５×１０－１０～
２．５×１０－９ｍｏｌ／Ｌ范围内呈线性关系，检出限为８×１０－１１ｍｏｌ／Ｌ．该方法简单、特异性好，有望用于实际样品的检
测．

关键词：　石墨烯；电化学ＤＮＡ传感器；ＰＭＬ／ＲＡＲα融合基因
中图分类号：　Ｏ６５７．１　　　　 文献标识码：　Ａ　　　　　　　　　　　　　　

　　２０１０年，ＡｎｄｒｅＧｅｉｍ和 ＫｏｎｓｔａｎｔｉｎＮｏｖｏｓｅｌｏｖ
因石墨烯（ｇｒａｐｈｅｎｅ）的研究成果获得诺贝尔物理
学奖，使得石墨烯这种新型材料成为研究的热点．
石墨烯是由单层碳原子紧密堆积成二维蜂窝状晶

格结构的一种碳质新材料，具有大的机械强度，优

良的导热性以及特殊的电子性质［１］．特别是在室
温下，单体石墨烯的电子传递速率比已知的导体

都快，因此在生物传感器中得到应用［２３］．电化学
ＤＮＡ生物传感器是基因结构分析和检测的重要手
段，它可利用ＤＮＡ分子间的特异性互补配对规律
实现特定基因序列的快速识别和检测，已成为当

今生物传感器领域的前沿性课题．
急性早幼粒白血病（ＡＰＬ）是一种时常伴发严

重出血的急性白血病．ＰＭＬ／ＲＡＲα融合基因是
ＡＰＬ的标志性基因，在 ＡＰＬ早期诊断和预后监测
中具有重要意义［４］．目前 ＰＭＬ／ＲＡＲα融合基因检
测的方法主要有染色体分析［５］、实时定量 ＲＴ
ＰＣＲ［６］等，但这些方法均存在特异性不高、敏感性

低、操作繁琐、检测费用高等问题，限制了它在临

床中的应用［７］．本文依据石墨烯良好的导电性能，
构建了一种新型的电化学 ＤＮＡ传感器，借助电化
学还原氧化石墨烯（ＧｒａｐｈｅｎｅＯｘｉｄｅ，ＧＯ）［８］制备了
石墨烯修饰玻碳电极，以期能够快速，简便，高特

异性检测ＡＰＬ相关基因．

１　实验部分
１．１　仪器与试剂

ＣＨＩ６６０Ｃ电化学分析仪（上海辰华），三电极
体系：工作电极为玻碳电极，对电极为铂丝电极，

参比电极为Ａｇ／ＡｇＣｌ电极．ＫＱ２１８型超声波清洗
器，ｐＨＳ３Ｂ精密 ｐＨ计．５′端带有氨基标记的
ＤＮＡ探针：５′ＮＨ２（ＣＨ２）６ＧＧＴＣＴＣＡＡＴＧＧＣ
ＴＧＣＣＴＣＣＣＣＧ３′；互补链：５′ＣＧＧＧＧＡＧＧＣ
ＡＧＣＣＡＴＴＧＡＧＡＣＣ３′；单碱基错配链：５′ＣＧＧＧ
ＧＡＧＧＣＡＣＣＣＡＴＴＧＡＧＡＣＣ３′；ＰＭＬ：５′ＣＧＧ ＧＧＡ
ＧＧＣＡＧＡＧＧＡＡＣＧＣＧＴＴ３′；ＲＡＲα：５′ＡＴＣ
ＣＣＣＡＧＣＣＡＣＣＡＴＴＧＡＧＡＣＣ３′．ＤＮＡ储备液冷冻



保存．０．１０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ８．０ＴＥ缓冲液由Ｔｒｉｓ、ＥＤＴＡ
和ＮａＣｌ配制．１０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ７．０ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液
由Ｔｒｉｓ和ＨＣｌ配制．ｐＨ７．４磷酸盐 （ＰＢＳ）缓冲液
由Ｎａ２ＨＰＯ４和ＮａＨ２ＰＯ４配制．偶联活化剂由１乙
基３（３二甲基氨基丙基）碳二亚胺（ＥＤＣ）和羟基
丁二酰亚胺（ＮＨＳ）的ｐＨ７．４磷酸盐（ＰＢＳ）缓冲液
配制．１０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ５．０磷酸钾缓冲液由 Ｋ２ＨＰＯ４
和ＫＨ２ＰＯ４配制．石墨粉（国药集团化学试剂有限
公司，光谱纯）；氧化石墨烯由 Ｈｕｍｍｅｒｓ法［９１０］氧

化合成，并配置浓度为０．５％（ｂｙｍａｓｓ）溶液．配置
亚甲基蓝（ＭＢ）溶液浓度２０μｍｏｌ／Ｌ溶液，避光保
存．以上试剂均为分析纯，实验用水为去离子水，
溶液均用二次蒸馏水配制．

１．２　方　法
１）探针修饰电极的制备
玻碳电极依次用金相砂纸、０．０５μｍ氧化铝粉

末和水的混合物抛光至镜面，再依次经 ＨＮＯ３、乙
醇和蒸馏水超声清洗，用氮气吹干预处理过的玻

碳电极，之后于表面滴加５μＬ氧化石墨，真空干燥
后，按文献［８］制备石墨烯／玻碳电极；另于修饰电
极表面滴加２０μＬ偶联活化剂，空气中干燥，再于
电极表面滴加１０μＬ探针ＤＮＡ溶液，空气中干燥，
即成探针／石墨烯／玻碳电极．
２）杂交前后电化学信号检测
将固定探针的石墨烯修饰玻碳电极浸入一定

浓度的ＭＢ，搅拌富集５ｍｉｎ后，记录差分脉冲伏安
（ＤＰＶ）曲线．扫描电位：－０．６～０．４Ｖ，振幅０．０１
Ｖ，脉冲宽度０．０５ｓ，采样宽度０．０１６７ｓ，脉冲周期
０．２ｓ．按上述步骤制备不同结构的探针修饰电极，
而后将修饰电极置于 １０ｍＬ不同浓度互补链的
ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液中，４５℃杂交反应６０ｍｉｎ，于 ＭＢ
溶液中搅拌富集５ｍｉｎ后记录ＤＰＶ曲线．

２　结果与讨论
２．１　ＤＮＡ在修饰石墨烯玻碳电极表面的

固定与杂交

图１示出玻碳电极及不同结构的探针修饰电
极与ＭＢ（２０ｍｍｏｌ／Ｌ）作用后在 ｐＨ＝７．０的 Ｔｒｉｓ
ＨＣ１缓冲液中的ＤＰＶ曲线．

如图可见，在玻碳电极表面修饰石墨烯的 ｓｓ
ＤＮＡ／石墨烯／ＧＣＥ上 ＭＢ的 ＤＰＶ还原电流（曲线
ａ）比未修饰石墨烯的ｓｓＤＮＡ／ＧＣＥ（曲线 ｃ）增大了
约１９倍．而在与互补 ｓｓＤＮＡ杂交后的 ｄｓＤＮＡ／石

墨烯／ＧＣＥ上，其ＤＰＶ还原电流（曲线 ｂ）也比 ｄｓ
ＤＮＡ／ＧＣＥ的（曲线ｄ）显著增加．更为重要的是电
极修饰石墨烯后，同时增大了ＭＢ杂交前后电化学
检测信号的差值．实验表明 ＭＢ在 ｓｓＤＮＡ（ｄｓＤ
ＮＡ）／ＧＯ／ＧＣＥ两电极上还原峰的信号差（ΔＩ＝Ｉａ
－Ｉｂ）比在 ｓｓＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ）／ＧＣＥ两电极上的（ΔＩ
＝Ｉｃ－Ｉｄ）增加了近１２５倍．显然，把石墨烯组装到
玻碳电极表面，即可大大提高对互补 ｓｓＤＮＡ的检
测灵敏度．

图１　４种修饰电极在 ｐＨ＝７．０的 ＴｒｉｓＨＣ１缓冲液中的
ＤＰＶ曲线（插图为局部放大）

Ｆｉｇ．１　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｕｌｓｅｖｏｌｔａｍｍｏｇｒａｍｓｏｆｆｏｕｒｅｌｅｃｔｒｏｄｅｓｉｎ
ｐＨ＝７．０ＴｒｉｓＨＣ１ｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎｓ，ｔｈｅｉｎｓｅｔｓｈｏｗｓ
ｔｈｅｅｎｌａｒｇｅｄｒｅｇｉｏｎｉｎ－０．３～０Ｖ．
ａ．ｓｓＤＮＡ／ｇｒａｐｈｅｎｅ／ＧＣＥ；ｂ．ｄｓＤＮＡ／ｇｒａｐｈｅｎｅ／ＧＣＥ；
ｃ．ｓｓＤＮＡ／ＧＣＥ；ｄ．ｄｓＤＮＡ／ＧＣＥ

２．２　石墨烯修饰电化学 ＤＮＡ传感器之特
异性测定

以ＭＢ作杂交指示剂，由 ＤＰＶ测定石墨烯修
饰的电化学 ＤＮＡ生物传感器的特异性．Ｅｒｅｄｍ
Ａ［１１］认为当石墨烯／ＧＣＥ固定探针后，探针 ＤＮＡ
的磷酸骨架因带负电荷而对 ＭＢ的阳离子具有更
好的静电吸附作用．同时，由于探针在电极上固定
之后，呈自由伸展状态，并使自由碱基 Ｇ充分暴露
在外，碱基Ｇ与ＭＢ有很强的亲和力，从而更有助
于ＭＢ在电极表面富集［１１］，因此产生了更大的电

化学响应．即如图２所示，在本实验条件下，该石墨
烯修饰传感器能够较好地区分探针序列和互补链

序列．对比曲线ａ和ｅ，后者电流强度明显下降，说
明电极表面发生了杂交反应．图中同时给出 ｓｓＤ
ＮＡ／石墨烯／ＧＣＥ对单碱基错配序列（ｄ）、ＰＭＬ序

·６９１· 电　化　学　　　　　　　　　　 　　　　　　　　　２０１１年



列（ｂ）和 ＲＡＲα序列（ｃ）的识别，其中 ａ、ｂ和 ｃ三
者的峰电流都没有明显差异，ｄ示明对含有一个碱
基错配的寡核苷酸片段，其电流信号相对于互补

链的电流信号均有所下降，意味着该探针与单碱

基错配的序列之间没有发生完全杂交．图２对比了
ａ～ｅ各条曲线峰电流的变化（见插图）．由此说明，
利用石墨烯修饰玻碳电极制备的电化学 ＤＮＡ生
物传感器具有良好的特异性，在一定浓度范围内，

该传感器能够较好地区分互补链序列，单碱基错

配序列，ＰＭＬ序列，ＲＡＲα序列和探针序列．

图２　不同 ＤＮＡ序列杂交后的差示脉冲伏安曲线及其脉
冲伏安响应峰电流变化对比直方图（插图）

ａ．空白；ｂ．ＰＭＬ补序；ｃ．ＲＡＲα补序；ｄ．单碱基错配
补序；ｅ．完全互补序

Ｆｉｇ．２　ＤＰＶｒｅｓｐｏｎｓｅｓｏｆｔｈｅｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｅ
ｑｕｅｎｃｅｓＤＮＡ，ｔｈｅｉｎｓｅｔｉｓｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆｐａｃｋｃｕｒｒｅｎｔ
ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｅｑｕｅｎｃｅｓａ．ｂｌａｎｋ；ｂ．ＰＭＬｓｅｑｕｅｎｃｅ；ｃ．
ＲＡＲαｓｅｑｕｅｎｃｅ；ｄ．ｏｎｅｂａｓｅｍｉｓｍａｔｃｈｓｅｑｕｅｎｃｅ；ｅ．
ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙｓｅｑｕｅｎｃｅ

２．３　不同浓度的靶标ＤＮＡ序列检测
在选定的最佳条件下，测定 ｓｓＤＮＡ／石墨烯／

ＧＣＥ电化学 ＤＮＡ传感器在不同互补链浓度下的峰
电流变化．图３表明，其 ＤＰＶ还原峰电流随着完全
互补链浓度的增加而下降，且在５×１０－１０～２．５×
１０－９ｍｏｌ／Ｌ范围内，电流（Ｉ）与探针浓度（Ｃ）呈良好
的线性关系，回归方程 Ｉ（μＡ）＝－０．０５６５ＣｄｓＤＮＡ
（１０－１２ｍｏｌ／Ｌ）＋１９．４８７３，相关系数 Ｒ＝－０．９９０８，
检测限（Ｓ／Ｎ＝３）为８×１０－１１ｍｏｌ／Ｌ．由此可知，石
墨烯修饰的玻碳电极与 ＭＢ指示剂构成的 ｓｓＤＮＡ／
石墨烯／ＧＣＥ电化学 ＤＮＡ传感器具有较高的灵敏
度．本课题组曾报道过使用ＥＤＣ／ＮＨＳ固定方法固

图３　ｓｓＤＮＡ／石墨烯／ＧＣＥ与不同浓度ＤＮＡ杂交后的差示
脉冲伏安曲线和杂交前后指示剂峰电流差随互补链

ＤＮＡ浓度的的变化关系（插图）
Ｆｉｇ．３　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｕｌｓｅｖｏｌｔａｍｍｏｇｒａｍｓｏｆｔｈｅｓｓＤＮＡ／ＰＡＭ
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定直链探针检测 ＣＭＬ相关融合基因片断的方
法［１２］，在最佳条件下其检测限为５．９×１０－８ｍｏｌ／
Ｌ．就本文而言，之所以能明显提高其检测限和灵
敏度，原因即在经石墨烯修饰的电极能有效提高

探针ＤＮＡ在电极表面的固定量及其稳定性，而且
该修饰电极对ＭＢ同时也具有明显的电催化作用．

２．４　石墨烯修饰ＤＮＡ传感器的稳定性
制备 ｓｓＤＮＡ／石墨烯／玻碳电极和 ｄｓＤＮＡ／石

墨烯／玻碳电极各５支，作平行实验．放在２０ｍｍｏｌ／
ＬＭＢ杂交指示剂溶液中富集５ｍｉｎ后，按上述实
验方法（１．２）测定其电化学响应的相对标准偏差
（ＲＳＤ），分别为３．８％和４．２％，即该石墨烯修饰
ＤＮＡ传感器具有较好的稳定性．

３　结　论
利用石墨烯纳米材料构建的新型电化学 ＤＮＡ

传感器，以亚甲基蓝做杂交指示剂，对 ｓｓＤＮＡ探针
电信号检测表现出很明显的增敏作用，该传感器

具有良好的特异性和较高的灵敏度．随着本研究
的继续深入，有望在 ＡＰＬ基因检测方面展现广阔
的应用前景．
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