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基于 !"#聚合酶 $的新型电化学传感器
及其胰腺癌 %!&'(基因点突变检测
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摘要! 本文构建
&'(

聚合酶
)

的新型
&'(

电化学传感器"将捕获探针通过
(*

$

+

键固定于
(*

基底表面"与互补

靶序列杂交至点突变前一个碱基"通过
&'(

聚合酶
,

将
-./01234536

连接在目标
&'(

的检测位点"再与
783-3619:0

反应"而后测定在
/;<

溶液中的电化学特性
=>

结果表明"
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电化学传感电极的检测电流值与
?1@7A

突变型基因

浓度!
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#对数呈良好的线性关系"且灵敏度高"特异性较佳
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(临床表现隐匿"

发病迅速"预后不良dBe
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据报道胰腺癌患者的
?!@7A

突变发生率可达
MCf>D>BCCg

dKe

"野生型
?"@7A

基因

的第
BK

个密码子为
hh/

" 可突变为
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h//

)

h]/
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hh/

"其中
h(/

为常见的突变类型
=>

该
?#@7A

突变型基因可作为胰腺癌存在的标志
=>

胰腺癌的

?$@7A

突变基因处于
076F'=B

一级!早期阶段(

d"e

"因

此"

?%@7A

突变基因进行分子水平检测有助于早期

胰腺癌的筛查
=>

目前" 临床上常用
0]:

技术检测

?&@7A

突变基因"该技术检测周期长)定量分析成本

高及特异性差
=>

研发灵敏)快速和准确的基因检测

技术"检测胰腺癌患者血液中低拷贝基因"有助于

胰腺癌早期诊断
=

&'(

电化学传感电极是基因结构分析和检测

的重要手段"可利用
&'(

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d%'Je

=>

高选择性对电化学
&'(

生物传感电极极为重要
=>

&'(

聚合酶
i

的专一性较好 dL(Se

"只有当新进入的

脱氧核苷酸与模板
&'(

配对时才起催化作用"以

促进
"j)I9

与
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%

结合生成磷酸二酯键"若是错

误的核苷酸进入结合位点"则不能与模板配对"无

法生成磷酸二酯键
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以精确地测定
?1@7A

基因点突变
=Q

该传感器制作过

程和工作原理如图
B

所示
=

1

实 验
189

仪器与试剂
(*54F72Q0h+/(/"CK\

系统电化学分析仪 !荷

兰
VZ4Q]XOE3O

("

o9+2"<

型精密
o9

计"

?p3KBS

型

超声波清洗器"三电极体系由
(*

基底修饰工作电

极)铂丝对电极和
(qa(q]F

参比电极组成
=

捕获探针
&'(

'

#j4R+9]JU(((((((hh](]

/]//h]]/(]h]](5"j

& 野 生 型 目 标
&'(

'

#j6

]//h/hh/(h//hh(h]/hh/hh]h(hh]((

h(h/h]]/7"j

&突变型目标
&'(

'

#j8]//h/hh/

(h//hh(h]/h(/hh]h/(hh]((h(h/h]]

/9"j=Q&'(

聚合酶
)

!大连宝生物工程 ("

-./0:

234536

!德国
:4ZXOQ-37q64A53ZAQhE29U

"

783-36;9:0



林丽清等!基于
!"#

聚合酶
$

的新型电化学传感器及其胰腺癌
%&'()

基因点突变检测第
*

期

+

图
,++!"#

电化学传感器
%!'()

点突变测定的工作原理图

-./0+,++12345(6.278.(/'(5+9:+!"#+4;426'92345.2(;+<.9)4=)9'+:9'+%"'()+>9.=675?6(6.9=7846426.9=

"北京博奥森#

0

@A

缓冲液! 由
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和
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配制&用
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调节
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捕获探针溶液! 将分装的
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储备液离心
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5.=
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'&加入
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缓冲液& 混匀& 配制成
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$

C

F* 的溶液&

M7

9

G

保

存
E7!"#

储备液!将装有
!"#

的离心管进行离心

*B75.=

"

KBBB7'

$

5.=

F*

'&据说明书加入
>H7IEB

的
@A

缓冲液配制成
BE*7559;

$

C

F* 的储备液&为避免反复

冻融&储备液分装&冷冻保存
E7

目标
!"#

溶液!将

分装
J7!C

储备液离心
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'缓冲液&混匀&

以
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缓冲液稀释至不同浓度&
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9

G

保存
E7

实验用

水均为去离子水
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金基底预处理与捕获探针
将
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基底用
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J
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K

粉末打磨
K75.=

&

依次用
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"
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'的硝酸溶液%无水乙醇%去

离子水超声清洗
W75.=E7

再用
PEPW7!57#;

J

S

K

粉末打

磨
K75.=

&硝酸溶液%无水乙醇%去离子水超声清洗

W75.=

& 氮气吹干
E7

将金基底置于
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$

C

F,

7H

J

1S

M

溶液循环扫描直至曲线稳定&二次蒸馏水清洗&氮

气吹干即可
E

将捕获探针溶液
J7!C

滴于预处理过的
#?

基

底表面&室温搁置
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&

NO1

"

>H7REM

'缓冲液冲洗
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)

&氮气吹干&接着将固定捕获探针的
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'水溶液中封闭
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用
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'缓冲液冲洗
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&氮气吹干&即得
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电极
E7YGH

可将电极表面未固定

捕获探针的空白位点封闭& 减少电极界面的目标
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的非特异性吸附%降低背景信号
E
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目标
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杂交 !
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聚合及
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溶液中反应
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&
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>H7REM

'缓冲

液冲洗
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& 氮气吹干& 即得
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电

极
E7

又将
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和
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聚合酶
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混合

溶液滴加于上述修饰电极表面&
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9
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反应
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&

NO1
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'缓冲液冲洗
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E7

将该电极浸泡于
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"
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液冲洗
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"
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'
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&
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"
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REM
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^
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将
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$

)
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"#高频
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#

低频
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!

结果与讨论
!"# $%

基底修饰过程的电化学阻抗
图

!

示出
./

$

0012.3./

$

0012.345*3./

$
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12.345*3./
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689:36012.345*3./

和
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电极在
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!

(K(

#含
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7( 的
@5>

"溶液的交

流阻抗谱图
,)

从图可知#阻抗谱图由低频半圆部分

和高频直线部分组成#半圆直径为
!

DL

值
,)./

电极

的阻抗谱图几乎成一条直线!曲线
M

"#电子在
./

电极表面传递速率快#电解质溶液扩散为控制步

骤
,)./

基底表面固定捕获探针后其
!

DL

值迅速增

大 !

0012.3./

#曲线
N

"#这是因为固定于
./

基

底表面的捕获探针的磷酸骨架带负电荷#可排斥

BCDJ52F

G

H

A!3I"到达电极表面发生氧化还原反应#从而

阻碍电极表面的电子传递
,O45*

封闭
0012.3./

电极后#
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DL

值略微增大!
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#曲线
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占据电极表面的空位点进一步阻碍了电

极表面的电子传递
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当
0012.345*3./

电极与
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突变型目标
12.

杂交#其
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值明显增大
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G
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与
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!
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微增加 !
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# 曲线
D
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值再次增大!

;'.3689:3607

12.345*3./

# 曲线
U

"

,)

上述实验结果表明
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基

底的修饰过程已逐步顺利构筑
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聚合酶
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的
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所示
,)
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