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电化学可卡因适体传感器的研制
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摘要:采用自组装法将带巯基的捕获 DNA探针固定到金电极表面，利用杂交反应将可卡因适体固定到电
极上制得可卡因适体传感器.以钌联吡啶为电活性指示剂，检测适体与目标分析物———可卡因特异性结合后，

电化学活性物质钌联吡啶的电信号的降低，实现对可卡因的定量检测.考察了缓冲液的 pH，扫描速度，DNA探
针及适体固定时间等条件对传感器测定可卡因信号响应的影响.结果表明在 pH 7. 4 时该传感器检测的范围为
2 × 10 －4 ～ 1. 0 × 10 －3 mol /L，检测下限为 6 × 10 －5 mol /L.该传感器稳定性好，抗干扰能力强.
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适体是一段由 25 ～ 80 个碱基组成的单链寡核
苷酸片段，可以是 DNA 也可以是 RNA［1］，也称为
核酸适体、适配体、适配子等. 通过 SELEX ( Sys-
tematic evolution of ligand by exponential enrich-
ment)［2 － 3］

技术筛选得到的适体不仅具有类似抗体

对目标分子高亲合力和高特异性，分子量小、结构
简单、易合成和可进行连接性修饰等优点，而且具
有反应速度快、可反复使用和长期保存等优点. 核
酸适体与配体间的亲合力(解离常数在皮摩和纳

摩之间)要强于抗原抗体之间的亲合力.核酸适体
所结合的靶分子包括酶、生长因子、抗体、基因调节
因子
［4 － 5］、细胞黏附分子、植物凝集素、完整的病毒
颗粒、病原菌等，作用范围非常广泛.
将适体作为分子识别元件固定在信号转换器

上可制成适体生物传感器. 它主要是由接受器
(Receptor)、换能器(Transducer)和电子线路(elec-
tronic control circuit)3 部分组成［6］. 按照检测方法
不同，适体生物传感器可分为:电化学适体传感器、
光学适体传感器和质量型适体传感器等.电化学适
体传感器与适体的高特异性、高选择性结合，具有

选择性好、灵敏度高、响应快、操作简便、价格低廉
等优点.
电化学适体生物传感器是将适体作为分子识

别物质固定在电极上，根据适体与目标分析物———
配体结合前后电化学信号的变化来进行检测的分

析器件.其过程一般包括以下 4 步:一是适体的固
定化;二是适体识别目标物，即适体与目标物的结

合;三是识别的指示，即如何将适体识别目标物信

息转换为可测定的电化学信号;四是电化学信号的

测量
［7］.电化学适体生物传感器根据是否需要对
适体进行标记，分为非标记型和标记型 2 种. 非标
记型指不需标记适体，直接根据适体识别前后所引

起电阻、电流或电位的变化进行检测的传感器. 这
类传感器的优点是无需标记、操作简单、实时检测
方便、假信号率低，对适体的活性没有损伤;缺点是
灵敏度较低.标记型是指对适体进行标记，根据识
别前后标记物电化学信号的变化进行检测

［8］. 标
记物分为 3 种:一是电活性物质，如:二茂铁［9］、亚
甲蓝等;二是酶，如:辣根过氧化物酶、葡萄糖脱氢
酶;三是纳米粒子，如:铂纳米粒子、量子点纳米粒
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子、金纳米粒子等.标记型的优点是灵敏度高，缺点
是识别物需要标记、操作步骤多、较繁琐.
可卡因是当今毒品滥用中最广泛的一种，它对

中枢神经系统产生的兴奋作用，是导致滥用的重要

原因.小剂量的可卡因可使心律缓慢.剂量增大后则
心律增快，呼吸急促，可出现呕吐、震颤、痉挛、惊厥
等现象.如果大剂量，则可导致死亡.一剂 70 mg 的
纯可卡因，可以使体重 70 kg 的人当场丧命.可卡因
对人体有如此大的威胁，因此，研究新型、灵敏的可
卡因检查方法对于禁毒、戒毒具有非常重要的意义.
目前已报道的可卡因检测方法有:化学分析

法、高效毛细管电泳法［10］、核磁共振光谱法［11］，电
化学发光法

［12］、比色法［13］等.这些方法操作复杂、
仪器昂贵、不利于现场检测.基于适体的高特异性、
高选择性以及电化学传感器的实时易操作性，可将

可卡因适体与传感器结合起来用电化学的方法检

测可卡因. Brian R. Baker 等人结合适体与电化学
检测方法设计了用于掺杂样品和生物液体检测可

卡因的非标记型生物传感器
［14］. Li Yan 等人设计

了用电化学方法检测可卡因的电化学发光适体传

感器
［15］.
钌联吡啶

［16］
是以对乙烯基苯撑齐聚体为桥的

双 2，2′:6′，2″—三联吡啶配体，经过分步配位，得
到双核三联吡啶钌(Ⅱ)配合物.
本文采用自组装法将带巯基的捕获 DNA探针

固定到金电极表面，利用杂交反应将可卡因适体固

定到电极上制得可卡因适体传感器.利用钌联吡啶
做为电化学指示剂，采用适体传感器测定适体与目

标分析物结合后双核三联吡啶钌(Ⅱ)配合物的氧
化电位下的电信号.此传感器可用于可卡因样品的
测定，具有较高的稳定性、灵敏度和实用性.

1 实 验

1. 1 试剂和仪器 CHI660C 电化学分析仪(中国
上海辰华仪器公司) . 使用三电极体系:修饰过可
卡因适体的金电极为工作电极，饱和 KCl甘汞电极
(SCE)为参比电极，铂电极为对电极.
文中所用寡核苷酸序列根据文献［17］设计，

由宝生物公司(中国，大连)合成. 2 种寡核苷酸序
列分别为:① DNA 捕获探针:3′ － SH － (CH2) 3 －
CCC TCT GTT CCT ATT －5′;② 可卡因适体:5′ －
GGG AGA CAA GGA TAA ATC CTT CAA TGA AGT

GGG TCT CCC －3′.可卡因购自北京公安部物证鉴
定中心，巯基乙酸(TGA，HSCH2COOH)购于天津
市天达净化材料精细化工厂，钌联吡啶［Ru
(bpy) 3］

2 +
购于 Sigma 公司，实验过程中使用的其

他试剂均为分析纯，所用水均为二次蒸馏水. 测定
可卡因时，使用的支持电解液为 0. 01 mol /L PBS
磷酸缓冲液 ( pH 7. 4 ) 由 Na2HPO4 · 12H2O，
NaH2PO4·2H2O和 NaCl配制.
1. 2 适体传感器的制备 将金电极( = 1 mm )
在均相砂纸上打磨，接着用 Al2O3 悬浊液将电极表

面抛光成镜面，电极再依次放入无水乙醇、二次蒸
馏水中各超声洗涤 5 min，用 0. 1 mol /L H2SO4 底液

在 + 1. 2 ～ － 1. 2 V扫描 7 ～ 8 次，晾干备用.
将 10 μL DNA 探针涂在预处理好的金电极

上，常温下培育 1 h.用 PBS 缓冲液清洗，晾干后将
10 μL巯基乙酸滴在电极上，培育 1 h 以封闭非特
异性位点. 用 PBS 缓冲液清洗后，最后滴加 10 μL
可卡因适体，于 37 ℃培育 1 h，制成可卡因适体传
感器
［18］.电极不用时，置于冰箱中 4 ℃保存.

1. 3 实验原理及流程 可卡因适体与电极表面固
定的捕获探针发生杂交反应后形成双链，在钌联吡

啶溶液中培育一段时间，即得到嵌入了电化学活性

物质的适体传感器. 将此传感器用于可卡因的检
测，可卡因与其适体特异性结合，适体从传感器上

脱落，导致传感界面上双链量减少，从而使电化学

活性物质钌联吡啶的量也随之减少，导致电信号的

降低，信号降低的程度与可卡因的浓度成正比，从

而实现对可卡因的定量检测.
实验流程如图 1 所示.

1. 4 实验方法 将传感器浸入 10 mL含 40 μmol /L
钌联吡啶的 0. 01 mol /L PBS 溶液中，室温下搅拌
10 min.用 0. 01 mol /L PBS 缓冲液搅拌清洗 5 min
后，将 10 μL可卡因样品液滴加在传感器界面上，
于 37 ℃下培育 1 h［19］.
电化学实验在 CHI 660C 型电化学分析仪(中

国上海辰华仪器公司)上进行.本实验采用线性扫
描法( LSV)和循环伏安法(CV)测量电化学活性
物质钌联吡啶的氧化峰电流. 扫描参数为:扫描速
度 100 mV /s;扫描电压范围 0 ～ 1 500 mV .交流阻
抗谱( IMP)是不同修饰阶段的电极在含 5 mmol /L
K3Fe(CN) 6，5 mmol /L K4Fe(CN) 6，及 0. 1 mol /L
KCl底液中获得［20］.
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图 1 实验流程示意图
Fig. 1 Scheme of experimental procedure

2 结果与讨论

2. 1 有无可卡因对电极响应电流的影响 考察了
有无可卡因对电极响应电流的影响(见图 2) .结果
表明，有可卡因时，电流信号降低. 在可卡因存在
下，可卡因与适配体之间的特异性亲和反应会将适

配体探针从其与捕获探针的双链模式中置换下来，

导致传感界面上双链量的减少，从而使作用的钌联

吡啶量相应减少，最终表现为电化学信号的降低.验
证了可卡因与适体结合后电流信号为 signal off型.
2. 2 不同修饰电极界面的交流阻抗行为 电化学
交流阻抗常被用于电极修饰过程中界面变化的表

征
［21］.图 3 为传感器制备过程中各界面在含 5

mmol /L K3Fe (CN) 6，5 mmol /L K4Fe ( CN) 6，0. 1
mol /L KCl的溶液中的交流阻抗曲线. 曲线 a 为裸
金电极的阻抗图，表明电子传递到电极表面只受扩

a:磷酸盐缓冲溶液(pH 7. 4);
b:含有 0. 005 mol /L可卡因的磷酸盐缓冲液(pH 7. 4)
图 2 适体传感器在不同溶液中的循环伏安行为
Fig. 2 Cyclic voltammograms of the aptamer sensor at dif-

ferent solution ( a: in PBS ( pH 7. 4) without co-
caine;b:in PBS (pH 7. 4) containing cocaine scan
rate 100 mV/s)

图 3 不同修饰电极界面的交流阻抗图
Fig. 3 Impedance spectra (Zim vs Zre，Nyquist plot) by

using different modified electrodes(a:bare Au;
b:Au /captureprobe;c:Au /capture probe /TGA;
d:Au /capture probe /TGA /aptamer)
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散控制，电阻较小.曲线 b 为 Au /DNA 探针复合膜
修饰后的电极阻抗图，出现了较高的阻抗值(Ret =
2 500 Ω) .说明 DNA对电子传递有阻碍.曲线 c、曲
线 d 分别为 Au /DNA 探针 /巯基乙酸复合膜修饰
后的电极、Au /DNA 探针 /巯基乙酸 /适体( aptam-
er)复合膜修饰后的电极界面的阻抗图，由图可看
出阻抗值都剧增(Ret = 5 000 Ω，Ret = 11 000 Ω) .结
果表明 DNA探针和适体都得到了很好的固定.
2. 3 扫描速度对电极响应电流的影响 改变不同
的扫描速度，考查了传感器在与 40 μmol /L钌联吡
啶作用后在缓冲溶液中的循环伏安行为，结果见图

4，5(图 4 从内至外扫描速度分别为 20，40，60，80，
100 mV /s) .从图 5 中可以看出，氧化还原电流与扫
描速度的平方根( v1 /2)成线性关系，说明此电流为

扩散控制电流
［22］.

2. 4 实验条件的优化
2. 4. 1 pH值对电极响应的影响 实验考察了 pH
值从 6. 8 到 8. 0 范围内传感器的响应电流值，结果
表明在 pH 为 7. 4 时电极的响应最好，如图 6 所
示.所以本实验选用 pH为 7. 4 的 PBS 缓冲溶液作
为测试底液.
2. 4. 2 DNA 捕获探针固定时间对电极响应的影
响 实验考察了 DNA捕获探针固定时间对电极响
应电流的影响.从图 7 可以看出，当探针固定时间
小于 60 min，随着时间的增加，传感器的响应电流
逐渐增加，超过 60 min 后，响应电流逐渐减小，所
以 DNA探针固定的最佳固定时间为 60 min.

图 4 扫描速度对电极响应电流的影响(图中从内至
外分别是扫描速度为 20，40，60，80，100 mV/s的
循环伏安行为)

Fig. 4 The effect of scan rates on electrode response to
current ( from inner to outer curve:20，40，60，80，
100 mV/ s)

图 5 氧化还原电流与扫描速度的平方根( v1 /2 )的线
性曲线

Fig. 5 Linearity of peak current vs. v1 /2

图 6 pH对电极响应的影响
Fig. 6 Effect of pH on the response of aptamer sensor

图 7 DNA探针固定时间对电极响应的影响
Fig. 7 Effect of the immobilizing time of capture probe on

the aptamer sensor
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2. 4. 3 适体固定时间对电极响应的影响 实验考
察了适体固定时间对电极响应电流的影响.从图 8
可以看出，传感器响应电流在 0 ～ 60 min 之间有一
个最高点，随后电流随着时间的增加而缓慢减小，

结合 DNA 探针固定的最佳时间，适体固定的最佳
固定时间确定为 60 min.
2. 5 电极对可卡因的响应性能 我们在最优的实

验条件下，测得了传感器对不同浓度的可卡因响应

的校正曲线. 从图 9 中可以看出，传感器在
2 × 10 －4 ～ 1 × 10 －3 mol /L范围内具有良好的线性关
系.线性方程为 I /10 －7A = － 2. 357 log( c /(μmol·
L －1)) + 11. 40，相关系数为 0. 951 9.根据 3σ规则，
估计可卡因的检测下限为 6 × 10 －5 mol /L.

图 8 适体固定时间对电极响应的影响
Fig. 8 Effect of the immobilizing time of aptamer on the

aptamer sensor

图 9 传感器在不同浓度下的校正曲线
Fig. 9 The calibration curves of aptamer sensor in different

cocaine concentration

2. 6 抗干扰试验 为考察电极的特异性，选择了
人体中最可能的干扰物质来考察可卡因适体的抗

干扰情况.从图 10 中可看出 4 mmol /L的抗坏血酸
与没有结合可卡因的电信号相比，电流变化不大，

而与 600 μmol /L 可卡因相比电流相差较大，这说
明抗坏血酸基本上不干扰测定，传感器对可卡因具

有较高的选择性.

a:0 mmol /L可卡因;b:600 μmol /L可卡因;
c:4 mmol /L抗坏血酸

图 10 传感器的特异性
Fig. 10 Specificity of the aptamer sensor(a:0 mmol·L －1

cocaine;b:600 μmol·L －1 cocaine;c:4 mmol·
L －1 ascorbic acid

2. 7 传感器的重现性及稳定性 传感器对可卡因
的测定有很好的重现性，对 400 μmol /L 的可卡因
样品连续进行 5 次测定，相对标准偏差为 2. 6% .
此外，该传感器界面具有很好的稳定性，连续再生

10 次之后，仍能保持原来响应的 95. 8% .传感器不
用时保存在 4 ℃的缓冲溶液中.
2. 8 回收率测定 用传感器进行可卡因加标回收
率的测定，测定结果列于表 1.结果令人满意，说明
该传感器能用于可卡因的测定.

表 1 可卡因回收率的测定
Tab. 1 Recovery determination of cocaine

加入浓度 /

(μmol·L －1)

回收浓度 /

(μmol·L －1)

回收率 /
%
平均回收率 /

%

700 652. 3 93. 2

500 447. 2 89. 4 91. 2

200 182. 1 91. 0

3 结 论

可卡因适体与电极表面固定的捕获探针发生

杂交反应后形成双链，在钌联吡啶溶液中培育一段
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时间，即得到嵌入了电化学活性物质的适体传感

器.将此传感器用于可卡因的检测，可卡因与其适
体特异性结合，适体从传感器上脱落，导致传感界

面上双链量减少，从而使电化学活性物质钌联吡啶

的量也跟着减少，导致电信号的降低，信号降低的

程度与可卡因的浓度成正比，从而实现对可卡因的

定量检测. 实验考察了缓冲液的 pH，扫描速度，
DNA探针及适体固定时间等条件对传感器测定可
卡因的信号响应的影响.此传感器用于样品中可卡
因的测定，灵敏度高，抗干扰能力强，该传感器制作

简单，所需成本低，使用寿命长.
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Hsp90 inhibitor，17 － AAG，abrogates breast cancer cells growth
through EGFR and IGFR －1 pathway

FENG Wei-yang1，ZHAO Xi-long2，HUANG You-guang1，3，LI Shu-de1，LI Yi-jin1

( 1. Faculty of Basic Medicine Science，Kunming Medical University Kunming 650032，China;
2. Kunming General Hospital of PLA，Kunming 650032，China;

3. Graduate School of the Chinese Academy of Sciences，Beijing 100039，China)

Abstract:17 － (demethoxy)，17 － allylamino geldanamycin(17 － AAG) suppresses growth in some cancers
by inhibiting Heat shock protein 90 (Hsp90) . We examined in vitro the effects of 17 － AAG mediated Hsp90 in-
hibition on human breast cancer cell lines，MDA － MB －231 and BT474. Cell viabilities were determined by SRB
method to account IC50; EGFR，IGFR －1 and G2 /M cell cycle checkpoint proteins cdc2 were examined by West-
ern blotting to determine the pathway of the roles of 17 － AAG in breast cancers. We found that MDA － MB －231
and BT474 treated with 17 － AAG versus untreated controls showed decreased cell viability. Cells treated with 17
－ AAG also showed a decrease in EGFR，IGFR －1. The results suggest that 17 － AAG could obviously abrogate
MDA － MB －231 and BT474 cell growth and facilitate the two cell lines apoptosis through EGFR and IGFR － 1
pathway.

Key words:breast cancer;Hsp90;17 － AAG
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The preparation of electrochemical cocaine aptamer sensor

HUA Mei，XU Feng，XU Quan-qing，TAN Lin，YANG Guang-ming，TAO Mang-lan，YANG Yun-hui
(Chemistry and Chemical Engineering College，Yunnan Normal University，Kunming 650092，China)

Abstract:In this paper，capture DNA probe with mercapto － group was immobilized on a surface of gold e-
lectrode via self － assembly. Then，cocaine aptamer biosensor was constructed by immobilization of cocaine aptam-
er on the electrode through hybridization. Using tris (2. 2′ － bippridyl)dichlororuthenium (Ⅱ) hexahydrate as
electroactive indicator，the quantitative determination of cocaine was carried out，based on the decrease of electri-
cal signal of tris(2. 2′ － bippridyl) dichlororuthenium (Ⅱ) hexahydrate after the combination of aptamer with
target cocaine. The effects of scan rates pH，the immobilizing time of capture probe and aptamer on the signal
were investigated. The results showed that the biosensor exhibits linear response to cocaine in the range of 2 ×
10 －4—1. 0 × 10 －3 mol /L with a detection limit of 6 × 10 －5 mol /L. The biosensor has some advantages，such as
high stability and specificity. This sensor has been used to determine cocaine in a real serum sample.

Key words:electrochemistry;cocaine;aptamersensor;Tris(2，2′ － bipyridyl)dichlororuthenium(Ⅱ)hexahy-
drate
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