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摘要:介绍了纳米电化学 DNA生物传感器的基本概念和分类, 并介绍了用于 DNA 标记的纳米粒子的六种类型及其三大检测

方法,在此基础上对纳米电化学 DNA生物传感器在基因检测、疾病诊断、DNA检测等方面的最新进展进行了综述与讨论。
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The applications of nanoparticles tagging DNA probe in electrochemical DNA biosensors
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ABSTRACT: Much attention has been drawn to nanoparticles in electrochemical deoxyribonucleic acid ( DNA) biosensors due to the advan-

tage of enhancing the sensitivity of the biosensors. Nanoparticle tagging DNA probe, which combines of nano- technology, gene project and DNA

detection, is the focus of recent research field. The principle and classification, labelled methods and principle of detection of nanoparticle tagging

DNA probe are introduced. The applications of nanoparticles tagging DNA probe in electrochemical DNA biosensors are reviewed.
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� � 脱氧核糖核酸( DNA)是遗传信息的承担者, 是生物遗传的

主要物质基础。生物机体的遗传信息以密码的形式编码在

DNA分子上, 表现为特定序列的核苷酸排列顺序,并通过 DNA

的复制由亲代传给子代。对 DNA 的研究在生命科学研究领域

中有极其重要的地位。随着分子生物学研究的不断深入, 人

们对 DNA 的检测手段变得越来越重要。有关 DNA 的研究技

术很多,主要有表面分析技术、凝胶电泳技术、微量热法、毛细

管电泳法、电化学分析技术和化学发光分析技术等。传统的

凝胶电泳法需经放射性标记、聚合酶链式反应( PCR)电泳等系

列操作, 耗时长、劳动强度大。面对 DNA 测序速度太慢的问

题,基于电化学原理构建的检测器或生物传感器孕育而生。

电化学 DNA 生物传感器因其具有灵敏、快速、简便、不破坏测

试样品、不受溶液颜色影响、便于微型化等优点, 已逐渐成为

分子生物学研究中直接进行 DNA 序列检测的方法之一[1, 2]。

纳米技术是被国际公认的最有前途并正在崛起的新技术。近

年来,纳米分析化学已取得许多创新性的研究成果, 已成为分

析化学的一个研究热点。由于纳米材料有很多优良的特性

如:表面效应、体积效应、量子尺寸效应、宏观量子隧道效应、

催化性质等。纳米技术与电化学 DNA 传感器的有机结合必将

发出前所未有的广阔前景。

1 � 纳米电化学 DNA 生物传感器

电化学 DNA 传感器是由一个支持 DNA 片段 (探针)的电

极和检测用的电活性杂交指示剂构成。DNA 探针是单链 DNA

( ssDNA)片段(或整链) , 长度从十几个到上千个核苷酸不等,

它与靶序列是互补的,一般多采用人工合成的短的寡聚脱氧

核苷酸作为 DNA探针。通常是将 ssDNA(探针分子 )修饰到电

极表面构成 DNA修饰电极。由于 ssDNA与其互补靶系列杂交

具有高度的序列选择性, 使得这种 ssDNA 修饰电极呈现极强

的分子识别功能。在适当的温度、pH、离子强度下, 电极表面

的 DNA 探针分子能与靶序列选择性地杂交, 形成双链 DNA

( dsDNA) , 从而导致电极表面结构的改变。这种杂交前后的结

构差异,可以通过具有电活性的杂交指示剂来识别, 这样便达

到了检测靶序列的目的。

纳米材料以其独特的光学、电化学及催化等方面的性能,

能够充分满足传感器多功能、微型化、高速化的要求。将纳米

技术与电化学分析技术相结合, 研制具有高灵敏度、高选择性

的基于纳米物质电化学 DNA生物传感器, 应用于对特定 DNA

片断的选择性测定和对 DNA链中的碱基尤其是单碱基突变的

快速、灵敏和准确的识别,为基因的快速分析测定提供了一种

简便、快捷、廉价的检测装置,纳米电化学 DNA 生物传感器已

成为新一代的 DNA检测方法[ 3- 5]。

2 � 用于 DNA标记的纳米粒子的类型

为提高电化学 DNA生物传感器的灵敏度,通常有纳米粒

子标记法和改进固定化方法两种途径。其中, 纳米粒子标记

法是最常用的一种解决方案。作为一种新兴的标记物, 纳米

粒子易于制备、表面积大、吸附量高、稳定性好且有较好的生

物相容性,能大幅度提高检测过程中信号物质的灵敏度。常

见的用于 DNA标记的纳米粒子主要有下述 6 种类型:

( 1)金属纳米粒子: 在单一金属纳米粒子中, 纳米金和纳

米银因其良好的电化学性能和良好的生物相容性, 在电化学
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DNA生物传感器的研究中受到人们广泛的关注[6- 8]。

( 2)半导体纳米粒子: 半导体纳米粒子, 也叫作半导体纳

米晶或量子点, 它是由半导体材料制成的稳定的、溶于水的、

尺寸在 2~ 20nm之间的纳米晶体, 常见的有 ZnS、CdS、PbS 等;

半导体纳米粒子在电化学 DNA 生物传感器的研究中也得到

应用。

( 3)复合金属纳米粒子:利用含有多种金属核壳结构的复

合纳米粒子可进一步提高DNA检测的灵敏度。Fang 等[9]研究

的金银复合纳米粒子在 DNA 检测中使灵敏度较一般的单个纳

米粒子标记的 DNA 探针提高了两个数量级, 检出限可达

50pmol. L- 1。有关金和铁复合纳米粒子[10] , 金和铜复合纳米

粒子
[11]
在电化学 DNA生物传感器中的研究也有报道。

( 4)功能化的纳米粒子: 利用电活性物质功能化纳米粒

子,即在纳米粒子上修饰电活性物质,得到具有电化学活性的

纳米粒子。因在一个纳米粒子上可以修饰多个电活性物质,

实现电化学检测信号的放大; 将功能化的纳米粒子作为标记

DNA的电活性物质, 可进一步提高检测 DNA 的灵敏度。

( 5)纳米粒子与磁性微粒的结合: 磁性纳米颗粒分离法是

将具有磁性的纳米颗粒固定在目标 DNA 上, 然后通过与标记

电活性纳米颗粒的探针 DNA杂交后进行电化学检测, 也可以

借助对单双链 DNA 具有不同键合嵌入作用的嵌入剂来检

测[12- 14]。磁性纳米颗粒的作用是使用磁性将杂交的 dsDNA

与 ssDNA 有效的分离,从而达到检测 dsDNA,消除 ssDNA 的存

在产生的影响。

( 6)纳米粒子与纳米管的结合: 碳纳米管的发现是世界科

学史上的里程碑。在纳米材料中, 碳纳米管被称为超级纳米

材料。Wang 等[ 15]成功地将 CdS 标记在碳纳米管增强的 DNA

探针上,研制成了检测限达到 pg 级的 DNA 传感器。我们成功

的制成基于银包覆碳纳米管标记的 DNA 探针的电化学 DNA

传感器检测限达到 10fmol/ L。

3 � DNA 在纳米粒子上的固定化方法

目前所使用的 DNA 探针大多为人工合成的短链 DNA, 一

般使用已被公认的可识别出靶序列所需的最短序列。制备好

的纳米粒子必须进行表面修饰后才能和 DNA 分子相联, DNA

在纳米粒子上的固定是纳米粒子 DNA探针的制备中的关键步

骤。常用的方法有共价键合法、生物素- 亲和素法、自组装法

等。

3. 1� 共价键合法:

目前共价键合法已普遍用于 DNA 传感器的研制, 即在纳

米粒子表面上引入活性基团, 也可对 DNA进行修饰, 在 DNA

末端引入活性基团,然后通过共价键合将 DNA固定到纳米粒

子上。这种方法是将纳米粒子的表面进行改性修饰引入易于

连接生物分子的官能团如羟基、胺基、羧基等后, 再与本身进

行修饰过的 DNA 如带上巯基或衍生上官能团的 DNA 相联。

3. 2� 生物素- 亲和素法:

生物素- 亲和素体系( BAS)是通过生物素- 亲和素的特

异性结合,在一定范围内敏感膜可制成有序的层次结构, 生物

素- 亲和素偶联固化 ssDNA,具有较高的识别灵敏度。BAS 的

固定化有多种形式:亲和素可直接不可逆地吸附到Au、Ag、CdS

等纳米粒子表面形成亲和素单分子层; 也可以吸附在纳米粒

子表面形成生物素分子固定层。

3. 3 � 自组装法:

基于分子的自组作用, DNA在纳米金、纳米银上的固定主

要利用 Au- S 键和 Ag- S 键: 一种是将 DNA 链端巯基化,在通

过- SH 在 Au/ Ag 表面的自组装作用制备纳米金/银 DNA 探

针;一种是在 Au 纳米粒子上形成特殊官能团的巯基自组装单

分子层( SAM ) , 再共价键合或吸附 DNA 制备纳米金/银 DNA

探针。

4 � 纳米粒子标记物的检测方法

电化学分析法是一种新的检测纳米粒子标记物的方法。

由于所用纳米粒子多为金属微粒或半导体纳米材料, 根据组

成纳米粒子的金属不同, 其相应的氧化还原电位也不相同, 可

以通过对纳米粒子标记物中的金属含量的测定, 达到对纳米

粒子标记物的测定的目的。常用的电化学手段有线性扫描伏

安法、溶出伏安法、脉冲伏安法等。

4. 1 � 线性扫描伏安法:

线性扫描伏安法是在电极上施加一个线性变化的电压,

即电极电位是随外加电压线性变化记录工作电极上的电解电

流的方法。

4. 2 � 溶出伏安法:

溶出伏安法是以表面不能更新的液体或固体电极 (如悬

汞电极或汞膜电极)作工作电极,使被测组分预先富集在工作

电极上,再逐步改变电极的电位(向反方向外加电压) ,使富集

在工作电极上的物质重新溶出,根据溶出时的伏安曲线的峰

高(或峰面积) 进行定量分析。Wang 等[6]报道了一种基于纳

米粒电化学检测 DNA杂交的方法。他们用抗生蛋白链霉素包

被的磁性纳米粒子, 固定上生物素修饰的 DNA 探针,与生物素

修饰的靶基因互补配对, 生物素再捕获包有抗生蛋白链霉素

的金纳米粒子, 经洗涤, 最后溶解这些被捕获的金粒, 用记时

电位分析法测出金的量, 从而算出杂交量。Authier 等[ 7]也报

道了用电化学方法定量检测 406- 碱基对人类细胞巨型病毒

DNA 序列( HCMV DNA - human cytomegalovirus DNA)。这种检

测方法基于:利用纳米金标记的寡核苷酸探针与 ssDNA 杂交

后,采用酸性条件下化学法溶出金, 再利用阳极溶出伏安法检

测金离子, 间接检测了 DNA 含量, 检测限可达 5pmol。Wang

等[ 8]将 DNA 的模板作用和 DNA的电化学检测相结合, DNA双

链上在线生成纳米银, 电化学溶出法检测银,从而检测 DNA序

列,检出限可达 100ng/ mL,进一步提高杂交时间或延长纳米粒

子的沉积时间, 有望进一步降低检出限。

4. 3 � 脉冲伏安法:

脉冲技术最初是从滴汞电极发展起来的, 目的是与汞滴

的生长同步,通过在汞滴寿命的末端进行电流取样, 以减小电

容对电流的贡献。加入脉冲电势后, 电容电流比法拉弟电流

衰减的快,在脉冲的末端测量电流。这种形式的取样法可以

增加灵敏度,能够更好的进行应用分析。Fang 等[ 9]在壳聚糖

修饰的电极上修饰 ssDNA,与金纳米粒子标记的寡核苷酸探针

杂交,加入银纳米的修饰剂, 在金表面在线沉积纳米银, 得到

银包裹的金纳米粒子, 利用高灵敏度的微分脉冲伏安法检测
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银,从而使检测 DNA的灵敏度提高了两个数量级, 检出限可达

50pmol/ L。我们研究室也在金电极表面修饰HS- DNA/ HT 混

合自组装膜,然后银纳米粒子包覆的碳纳米管 DNA 探针分子

与电极上修饰有巯基的待测 DNA 分子杂交利用在用高灵敏度

的微分脉冲伏安法检测银,极灵敏检测待测痕量 DNA 分子。

5 � 纳米粒子标记 DNA 探针的进展

由于纳米粒子具有优良特性, 使其在 DNA 标记分析中应

用广泛, 在基因检测、疾病诊断、DNA 检测等方面有着应用前

景。

Ozsoz等[ 6]以纳米金标记寡核苷酸作为探针, 与固定在笔

式电极上的互补 DNA 杂交, 制备了重现性和稳定性良好的电

化学 DNA 传感器,互补 DNA的检出限可达 0. 78fmol。Wang[ 16]

等人利用电化学方法检测纳米金标记的 DNA, 他们将抗生蛋

白链霉素固定于磁性纳米粒子上用来固定生物素修饰的 DNA

探针。当其与生物素修饰的靶基因互补配对后, 再利用生物

素与固定着抗生蛋白链霉素的纳米金相结合, 洗涤处理后, 形

成� 抗生素- 生物素- DNA- 生物素- 抗生素- 纳米金� 这样

的复合物,对复合物上的纳米金进行溶解后用计时电位法进

行分析,进而可以对待测 DNA 的量进行检测。Fang[ 17]等人以

纳米银标记寡核苷酸为探针, 建立了高灵敏的电化学检测

DNA的方法。他们将纳米银标记的寡核苷酸探针与靶基因序

列互补杂交后,将 DNA上的纳米银用浓硝酸溶解形成 Ag+ 离

子,然后通过阳极溶出伏安法测定 Ag+ 的含量, 以达到测定待

测 DNA 的目的。他们还建立了一种银增强纳米金标记电化学

检测 DNA 的新方法, 将待测 ssDNA 固定在玻碳电极表面, 然

后与标记有纳米金的互补序列 ssDNA杂交, 最后将银沉积到

纳米金的表面,通过示差脉冲伏安法测定银的含量达到测定

待测寡核苷酸的目的,互补序列 DNA的检测下限可达 50pmol/

L。Fang[ 11]等人还合成了一种新的 Cu/ Au 核壳型纳米粒子, 并

将其应用于大肠杆菌毒素基因分析中。他们用低温法制备了

一种以 Cu为核, Au 薄层为壳的核壳型纳米粒子, 使之易于和

ssDNA进行功能性聚合,这种核壳型 Cu/ Au 纳米粒子与有 5�

- 巯基修饰的 ssDNA偶联,制备成纳米标记的 DNA 探针,待测

ssDNA固定在玻碳电极表面, 当它与相对应的纳米 Cu/ Au 核

壳型纳米粒子标记 DNA 探针杂交后形成含有纳米标记物的

DNA杂交分子, 用酸将标记物中的纳米粒子溶解后使用高灵

敏的阳极溶出伏安法进行测定, 检测大肠肝菌毒素 DNA 的下

限为5. 0 pmol/ L。Wang[ 18]利用电化学译码技术( coding techno-l

ogy) ,结合 CdS、ZnS、PbS 三种纳米粒子的电化学溶出检测, 同

时测定多个 DNA 目标分子。磁性微粒上标记多个不同的单链

DNA序列, 与不同纳米粒子标记的探针杂交后, 酸性件下化学

法溶出金属离子, 利用阳极溶出伏安法在不同电位下 ( - 1.

12V( Zn) , - 0. 68V( Cd)和- 0. 53V ( Pb) )检测多个不同的 DNA

序列,为多种 DNA的序列检测提供了一个新思路。Fang等[ 19]

将联吡啶钴( Co( bpy) 33+ )涂布在 SiO2 纳米粒子上, 得到电活

性物质 Co( bpy) 33+ 功能化的纳米 SiO2粒子; 将该功能化的纳

米SiO2 粒子再利用硅烷化试剂三氨丙基二乙烯基三甲氧基硅

烷和戊二醛标记在寡核苷酸上,得到电化学物质 Co ( bpy) 33+

功能化的纳米 SiO2粒子标记的寡核苷酸探针; 该探针与电极

上固定的待测 csDNA 杂交,通过微分脉冲伏安法检测 Co( bpy )

33+ 的电化学信号, 进行 csDNA 的分析检测, 目标分子 csDNA

的检出限可达 2. 0� 10- 10mol/ L。Wang 等[20]利用包埋法制备

的电活性物质醛基二茂铁功能化的聚苯乙烯微球, 标记目标

ssDNA ,与磁性微粒标记的 csDNA 杂交, 磁场分离杂交分子, 乙

腈溶出包埋的醛基二茂铁, 计时电位法检测醛基二茂铁的电

化学信号,进行 DNA序列的测定。因一个聚苯乙烯微球可修

饰 5� 1011个醛基二茂铁分子, 电化学信号得到极大的放大, 大

大提高检测的灵敏度, 降低检出限,检测的目标 DNA的检出限

可达 5. 1 � 10- 21mol( 31000 分子/ 20�L ) 。Palecek 等[ 21, 22] 在

DNA序列的检测中引入磁性微粒, 用磁性微粒标记寡核苷酸

作为探针, 与待测的 DNA 分子杂交后, 磁场分离杂交分子, 利

用阴极溶出法进行 DNA的检测,降低了检出限。Wang[ 23]等人

以纳米 CdS 为标记物检测 DNA的杂交反应。并且采用电化学

方法测定杂交复合物中的标记物。为了进一步提高检测的灵

敏度,他们采用磁场富集的方法将磁性纳米粒子/ DNA 复合

物/ CdS 标记物组装到薄层电极表面后, 采用电位溶出分析的

方法对溶解出的 Cd2+ 进行测定,由于它结合了磁场分离和高

灵敏的电化学检测, 使得检测限可达 100 fmol。Wang 等[ 15]成

功地将 CdS 标记在碳纳米管增强的 DNA 探针上, 用极灵敏的

溶出伏安法检测 Cd2+ ,研制成了检测限达到 pg 级的 DNA 传

感器。

6 � 展望

纳米技术在电化学 DNA 生物传感器研究中的应用, 将继

续是一个十分活跃的研究领域。今后合成新的高灵敏检测的

纳米粒子和新的探针固定化技术将是纳米粒子 DNA探针研究

的方向。随着研究的不断深入, DNA 生物传感器的开发必将

大大改进现有的 DNA测定方法, 并为快速、自动化检测基因奠

定基础。纳米粒子以其独特的性能在电化学 DNA生物传感器

中将发挥更重要的作用, 促进 DNA 生物传感器的进一步研究

开发。
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趋磁细菌及其应用于生物导航的研究进展
�

东南大学生物电子学国家重点实验室 � (南京 210096) � 何世颖

东南大学生物科学与医学工程系 � � � (南京 210096) � 顾 � 宁

摘要:趋磁性细菌是一种由于体内含有对磁场具有敏感性的磁小体,而能够沿着磁力线运动的特殊细菌 ,本文综述了趋磁细

菌的分布、分类、特性、磁小体研究以及趋磁细菌在生物导航方面的研究进展。

关键词:趋磁细菌; 生物导航;磁小体

Research on Magnetotactic Bacteria and the Application in Bio- navigation
HE Shi- ying , GU Ning

State Key Laboratory of Bioelectronics , Southeast University , Nanj ing 210096, China

Department of Biomedical Engineering, Southeast University , Nanjing 210096, China

ABSTRACT: Magnetotactic bacteria is a certain bacteria whose swimming direction could be manipulated by magnetic fields, due to the

discovery of unique intracellular structure of small magnetic particles known as magnetosomes. Their distribution, classification, characteristic, its

magnetosome, and the bio- navigation were introduced in this article.

Key words: magnetotactic bacteria; Bio- navigation; magnetosome

前言

生物磁现象的研究是目前高新技术活动中活跃的领域之

一,生物磁导航是国内外研究的热点。磁场充满了生物生存

的整个空间, 1975 年 Blakemore 发现了趋磁细菌[ 1] , 趋磁细菌

是有磁性的微生物,它们体内有一个或几个质点, 几乎完全是

由纯磁物质构成的立方形磁性小体, 使它们借助自身的鞭毛

沿着与地磁场平行的方向运动[ 2]。趋磁细菌沿地磁场磁力线

迁移的能力可作为一种模式来研究地磁场对生物系统的影

响,许多生物现象都与磁场有关, 科学家发现, 鸽子的头颅骨

和喙部,嵌有一些细微的天然磁铁,它们像指南针一样为鸽子

导航。海豚、金枪鱼、海龟、候鸟、蝴蝶甚至某些海藻体内, 都

有微小磁体,但这些生物对外加磁场的反应不如趋磁细菌明

显,了解趋磁细菌的趋磁行为可以为生物体内的类似的磁性

导向提供基础。

本文介绍了国内外趋磁细菌和磁小体的研究现状, 以推

动趋磁细菌的深入研究, 特别在生物导航方面的研究。

1 � 趋磁细菌的分类和运动特性

Blakemore将趋磁细菌作为单独的类群[ 3] , 将它们分为两

个属:趋磁水生螺菌属, 和双丛生球菌属, 目前发现的趋磁细
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