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摘要# 本文采用银染增强金纳米粒子%

-./01

&为信号因子"构建了一种新型的灵敏检测羟基自由基%'

23

&的

4/-

电化学传感器
%&

首先" 巯基化的
4/-!

通过
-.

(

5

键自组装于金基底电极表面
%&

然后" 由
6789:8

反应产生

的'

23

可引起电极表面
4/-!

自组装层的氧化损伤裂解" 未损伤的
4/-!

可与功能化
-./01

上的
4/-#

杂交
%&

利用
-./01

对银离子的催化还原反应"将银原子沉积在
-./01

的周围"形成一层银外壳"再用差分脉冲伏安法

!

40;

&技术对沉积的银进行电化学检测"从而实现'

23

的定量分析
%&

研究结果表明
"&

在最优实验条件下"该传感器

检测'

23

的线性范围为
(%#&<&#((&!=:>

'

?

@!

"检测下限为
A(&8=:>

'

?

@!

%&

该传感器有较好的重复性)选择性"并在抗氧

化剂抗氧化能力评估方面具有潜在应用价值
%
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活性氧是生物有氧代谢过程的一副产品"主

要包括超氧阴离子!

2

#

!

&"过氧化氢
]3

#

2

#

F

和羟基自

由基 !'

23

&

%&

其中"'

23

是最活泼的活性氧物种"

能引起严重的
4/-

)蛋白质和体液氧化损伤)脂质

过氧化和细胞毒作用等 ^!"'_

%R

在正常生理情况下"体

内'

23

一般处于不断产生与清除的动态平衡之

中"维持在正常生理水平上
%R

但在疾病或某些外源

性药物的作用下"'

23

会快速地增加"导致氧化应

激和抗氧化防御之间的平衡失调" 从而在毒理学

和病理学上导致机体的衰老和疾病的产生 ^A#*_

%R

因

此" 跟踪和检测'

23

对病理研究和疾病预防有重

要意义
%

目前"'

23

检测方法主要包括荧光法)电子自

旋共振法及高效液相色谱法等 ^)$!(_

%R

然而这些方法

仪器昂贵)成本高"难以实现常规监测
%R

电化学方

法易于操作)响应速率快)价格低廉)能耗低"且易

于小型化 ^!!%!#_

%R

文献曾报道过'

23

引起的
4/-

损

伤分析及抗氧化剂评估等 ^!+&!A_

"但针对'

23

浓度的

检测研究甚少
%R

最近"作者课题组 ^!,_构建了一种生

物条形码放大的
4/-

电化学传感器"实现了'

23

的检测" 但检测灵敏度仍不高
%R

针对'

23

检测的

4/-

电化学传感器还有待深入研究
%R

此外"+金标

银染,放大技术由于具有操作简便)对响应信号放

大明显等特点"在电化学生物传感%如手性氨基酸

检测)电化学免疫分析和
4/-

分析$等方面得到

了较好的应用^!*'!B_

%R

+金标银染,放大技术的基本原

理为利用金纳米颗粒%

-./01

$对银离子的催化还

原反应"将银原子沉积在
-./01

的周围"形成一层

银外壳"再采用差分脉冲伏安法%

40;

$等电化学技

术对沉积的银进行检测" 从而实现目标物的灵敏

分析
%R

但应用+金标银染,放大技术进行'

23

的电

化学检测目前尚未见报道
%R

本文采用 +金标银染, 放大技术构建了用

于'

23

检测的电化学
4/-

传感器 %图
!

$

%R

通过

6789:8

反应产生的'

23

对电极表面的
4/-!

产生

氧化损伤" 没有损伤的
4/-!

可以通过碱基互补

配对与功能化金纳米颗粒上的
4/-#

杂交" 再通

过金纳米颗粒催化银染法放大响应信号"实现'

23

的高灵敏度检测
%

,

实 验
,6,

试剂与仪器



杨 妍等!"金标银染#放大技术的羟基自由基灵敏检测第
!

期

"

图
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"金标银染法$放大技术的羟基自由基检测示意图
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'
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'$%+,-=.61$()

&

&"=/<L0

%粒径约为

!F"3+

&溶液由柠檬酸盐还原氯金酸法制得 MGNO

'

PQ

2

A

冰箱中储存待用
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(

R?

由
S;E=

螯合的过渡金属
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GT

%

#*'R

P

&催化
?

G
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发生
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反应产生%
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GT

HS;E=B"?

G

R

G

"U"! "C

'

97"+2.*

& 以
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GT 浓度近似表

示(

R?

的浓度&

M!CV"G!O

&"

银染溶液现配 MGNV"GGO

&"

实验用水

为超纯水
&"

其他试剂均为分析纯
&

由金电极 %

! U"G"++

&) 饱和甘汞参比电极

%

'AS

&和铂辅助电极组成传统的三电极体系'通过

饱和
W<R

F

溶液的盐桥'将参比电极与电解质溶液

隔开
&"

使用
A?XCCNY

电化学工作站 %上海辰华&测

试电极的循环伏安%

AZ

&曲线)电化学阻抗%

SX'

&谱

图和差分脉冲伏安%

;LZ

&曲线
&"SX'

频率范围
N&!"

?["\"!NN"]?[

' 振幅
N&NN>"Z

'

AZ

电位区间
.N&!N"\"
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' 扫速
N&N>"Z

(
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电解质溶液为
N&!Q+2.

(
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WA.QTQ>Q++2.
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QM#*HA<B

C
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F/`P0
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'

97Q:2./+*

&水溶

液
&Q

使用
aZ1G!NN

紫外
2

可见分光光度仪表征功能

化的金纳米颗粒
&Q

!"# $%&#

功能化金纳米粒子
先将

=/<L0

溶液%

GQ+_

&与
;<=G

%

GQR;

&混合'

然后向该混合液中缓慢加入一定量的
N&!Q+2.

(

_

^!

Q

<,A.

和
!NQ++2.

(

_

^!

QLY'

%

5?Qb&P

&溶液
&Q

室温下搅

拌
GPQ)

'

!PNNNQ1

(

+$3

^! 离心
FNQ+$3

' 即得
;<=G

功

能化金纳米粒子 %

;<=G3=/<L0

&

&Q

再将所得的

;<=G4=/<L0

样 品 转 移 于
GQ +_

缓 冲 溶 液 %
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(

_
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传感界面构建和羟基自由基电化学检测

=/

基底电极依次用
N&>Q5+

和
N&N>Q6+Q=.

G

R

F

粉抛光' 无水乙醇和超纯水超声清洗各
>Q+$3

'除

去金电极表面吸附的
=.

G

R

F

粉末
&Q

处理的
=/

基底

电极置于
N&>Q+2.

(

_

^!

Q?

G

'R

P

溶液中循环伏安扫描

%

7N&FQ\Q!&>QZ

'扫速
N&!QZ

(

0

^!

&'直至
=/

特征循环伏

安曲线稳定
&Q

而后超纯水冲洗干净'氮气吹干备用
&

将
!NQ8_Q>Q9+2.

(

_

^! 巯基化的
;<=!

溶液%

FNQ

++2.

(

_

^!

QLY'

'

5?Qb&P

& 滴涂于已处理的金基底电

极表面并室温下搁置
!CQ)

' 然后将该修饰电极置

于
!Q++2.

(

_

^!

QIA?

溶液中浸泡
!Q)

以封闭金基底

电极上未结合的活性位点'即得
IA?`;<=!`=/

电

极
&Q

该电极在
#*3-23

溶液%

#*

GT

HS;E=B"?

G

R

G

QUQ!"C

'

97Q

+2.*

& 中浸泡
FNQ+$3

' 使溶液中产生的(

R?

与

;<=!

完全反应
&Q

然后又滴涂
GNQ:_Q;<=G;=/<L0

溶液在(
R?

反应后的
IA?`;<=!`=/

电极上'室温下

搁置
GQQ)

' 即得
;<=G<=/<L0`IA?`;<=!`=/

电极
&Q

为放大检测信号'将
;<=G==/<L0`IA?`;<=!`=/

电

极避光浸泡于银染溶液中
!NQ+$3

' 然后用大量的

水冲洗电极'去除多余的银染溶液
&Q

传感器制备过

程中'每步操作之后均用
!NQ++2.

(

_

^!

QLY'

缓冲溶

液%

5?Qb&P

&冲洗电极'并用氮气吹干
&

将经银染放大处理的
;<=G >=/<L0`IA?`

;<=!`=/

电极在
N&!Q+2.

(

_

^! 的
W<R

F

溶液中测试

;LZ

曲线'电位扫描范围
?N&!Q\QN&FQZ

'振幅
N&N>QZVQ

GF

! !



电 化 学 !"#$

年

%

图
&%%

裸
'()*+

!

,-'./'(01+

!

234/,-'./'(05+

和
,-'!!'(-67/234/,-'#/'(08+

电极的电化学阻抗谱图
0'+

和循环伏安

曲线
09+

:;<=>:&::-?@(<7A:BCDA7:0'+:*E8:5?5C<5:FDCA*GGD=H*G7:)9+:DI:AJK:8<IIKHKEA:KCK5AHD8K7
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脉冲宽度
M>M$:7

" 脉冲周期
M>!:7

"

,6N

响应信号为

电极上银纳米颗粒的氧化电流
>%

所有实验均重复
&

次及以上"金基底电极的每一步修饰均使用
OPQ

和

3N

技术进行表征
>

!

结果与讨论
!"# $%&'(

的紫外
!

可见光谱表征
使用紫外

#

可见光谱表征
'(-67

和
,-'!$

'(-67

样品"如图
!

所示
>%

粒径约
#&%EG

的
'(-67

在
$!M%EG

处有一特征紫外吸收峰"

,-'!%'(-67

的吸收峰则在
$!!%EG

附近
>%

该紫外吸收峰位置的

微小变化说明" 在
'(-67

上修饰
,-'

虽影响了

'(-67

的分布"但并未改变
'(-67

的固有特性
>

!"!

传感界面的电化学表征
不同电极在

$%GGDC

#

R

S.

%T;K03-+

U

V

&&/W'

0#X#+%Y%M>.%

GDC

$

R

S.

%Z3C

溶液中的交流阻抗谱图和循环伏安曲

线如图
&

所示
>%

在法拉第阻抗谱图低频区的线性

部分对应着电极的扩散控制过程" 高频区的半圆

部分对应着电子转移控制过程
>%

如果电荷转移速

率比较快" 阻抗谱图中可能只存在线性部分
>%

相

反" 比较慢的电荷转移过程的阻抗谱图中则出现

一个较大的半圆" 半圆的直径等于电极上电子转

移电阻%

!

KA

&

>%

从图
&'

中可以看到"裸金电极半圆

直径很小%

!

KA

%[%#!W%!

"曲线
*

&"表明其有比较好

的电子转移能力
>%,-'#

通过
'(

'

Q

键自组装得

到
,-'#/'(

电极"带负电的
,-'#

能有效地阻碍

T;K03-+

U

V

&(/W)探针与电极之间的电子传递"使电子转

移阻力增加%

!

KA

%[%!UM#%!

"曲线
1

&

>%

为消除电极表

面未结合位点的非特异性吸附效应"采用
234

封

闭
,-'#/'(

电极" 即得
234/,-'#/'(

电极"其

!

KA

值进一步增加 %

!

KA

%[%U!!U%!

" 曲线
5

&

>%

而后

234/,-'#/'(

电极的
,-'#

与功能化
'(-67

上的

,-'!

进行杂交"可得
,-'!*'(-67/234/,-'#/'(

电极"其
!

KA

有显著的增加%

!

KA

%[%#M$#\%!

"曲线
8

&

>%

,-'!

与
,-'#

的杂交使电极表面连接了更多带

负电荷的
,-'

" 且
,-'!+'(-67

的空间位阻较

大"进一步阻碍了电极与
T;K03-+

U

V

&,/W-之间的电子转

移
>%

这表明 " 通过图
#

所示步骤已成功构建了

,-'!.'(-67/234/,-'#/'(

电极
>

不同传感电极的循环伏安曲线如图
&9

所示
>%

裸
'(

电极的循环伏安曲线呈现出
T;K03-+

U

V

&//W0的

准可逆氧化还原峰 " 电极依次修饰了
,-'#

!

234

!

,-'!1'(-67

后"循环伏安曲线的氧化还原

峰电位差%

""

B

&逐增"而氧化还原峰电流趋减
>%

这

表明随着自组装步骤的进行" 电极表面的电子转

%

图
!%%'(-670*+

和
,-'!2'(-6701+

的紫外
3

可见光谱图

;<=>%!%%]N4F<7<1CK%7BK5AH*%DI%'(-67% 0*+%*E8%,-'!5I(E5S
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银染时间$

$

%和&

%&

与
'(&)*+$!)$,

电极反应时间$

-

%对
*+$.!$,+/01'(&1*+$!1$,

电极
*/2

响应信号的

影响$

!

&
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&

7
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%
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&
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"3"#"!456

&

7
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I

"

图
Q""'(&1*+$!1$,

电极与
#"!456

&

7

P!

"

&

%&

反应前
MGI

和后
MKI

经
*+$.#$,+/0

杂交并银染放大后的
*/2

响应信号

9:;<"Q""*/2"E?0N5A0?0"5B"'(&1*+$!1$,"?6?CFE5J?"K?B5E?"
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&

7
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"

&

%&"GAJ"

F>?A" B,EF>?E" 45J:B:?J" L:F>" 0:6D?E$?A>GAC?J" *+$.%

$,+/0

移速率越来越慢
<

!"#

实验可行性
如图

Q

所示'未与&

%&

反应的
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