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Abstract 
AuNPs was immobilized on the glass carbon electrode via the film forming by Nafion. The devel-
oped AuNPs/Nafion/GCE electrode was a good platform of DNA immobilization and hybridization. 
Electrochemical impedance was applied to label-free detection of the target DNA according to the 
increase of the electron transfer resistance (Ret) of the electrode surface after the hybridization of 
the probe DNA with the target DNA. Under optimal conditions, the DNA biosensor showed a wide 
linear response to human immunodeficiency virus (HIV) gene in the range of 1.0 × 10−11~1.0 × 10−6 

mol/L, with a detection limit of 3.0 × 10−12 mol/L of complementary target. 
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摘  要 

将合成制备的纳米金粒子(AuNPs)，通过Nafion (全氟代磺酸醋)的成膜效应将纳米金固定在玻碳电极
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(GCE)表面，制得的AuNPs/Nafion/GCE修饰电极成为DNA固定和检测的良好平台。以电化学交流阻抗法

检测目标DNA，目标DNA的单链与固定于电极表面的单链DNA探针杂交后使电极表面的电子传递电阻增

大，以此作为检测信号可以高灵敏度地测定目标DNA。电化学阻抗法检测人类免疫缺陷病毒(HIV)基因

片段的线性范围为1.0 × 10−11~1.0 × 10−6 mol/L，检测限为3.0 × 10−12 mol/L。 
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1. 引言 

艾滋病(AIDS)，是由人类免疫缺陷病毒(HIV)感染所引起的一种严重的传染性免疫缺陷性疾病。而 HIV
感染的实验室诊断是艾滋病预防控制工作的重要组成部分，因此建立高灵敏度实用的检测方法用于监测、

诊断或血液筛查，对控制艾滋病的流行显得尤为重要[1]。目前临床上应用最为普遍的 HIV 血液筛查方法

是基于显色反应的 ELISA 法[2]，它主要针对血液中的检测蛋白(如：抗原或抗体)，由于显色反应的灵敏

度有限，其检测 HIV 感染窗口期较长，因此 ELISA 方法显然不能满足现阶段对艾滋病早期筛查的需要。 
病毒核酸是 HIV 感染后出现最早的检测指标。随着分子生物学技术的应用，核酸检测法已成为 HIV

感染早期检测的重要手段。目前常用的测定方法有逆转录 PCR 实验(RT-PCR)、核酸序列扩增实验

(NASBA)、分支 DNA 杂交实验等[3] [4]，但检测过程中仍有操作温度要求苛刻，操作复杂，扩增效率高

但易发生错配等缺点。电化学 DNA 生物传感器是进行 DNA 结构分析和检测的重要手段[5] [6]。它具有

较高的灵敏度，快速、操作简便、无污染的特点。因此构制高灵敏免标记型的 DNA 电化学生物传感器仍

是当前的研究热点。 
金纳米粒子(AuNPs)具有较高的电子密度、介电特性及与生物分子的良好结合性且不减小生物分子活

性的特点，因而被广泛应用于生物标记、医药开发等领域。纳米材料用于修饰电极材料具有促进电子传

递、强吸附性、催化某些物质等特性，在电化学传感方面具有独特的优势[7] [8]。本文通过室温固相法制

备纳米 AuNPs，通过 Nafion 的成膜效应将 AuNPs 固定在玻碳电极表面。利用固定在 Nafion-AuNPs 表面

的 DNA 序列作为探针，以电化学阻抗法对 HIV 基因片段进行了高灵敏检测。 

2. 实验部分 

2.1. 仪器与试剂 

CHI650D 电化学工作站(上海辰华仪器公司)；透射电子显微镜(TEM) (JEOL，JEM-2100，日本)；电

化学实验采用三电极体系，玻碳电极(GCE, Φ = 2 mm)及其修饰电极为工作电极，饱和甘汞电极(SCE)为
参比电极，铂丝电极为对电极。 

21 个碱基的探针 DNA 序列(ssDNA)：5′-ACTGCTAGAGATTTTCCACAT-3′；完全匹配的目标 DNA 序

列：5′-ATGTGGAAAATCTCTAGCAGT-3′；不匹配的目标 DNA 序列：5′-GCCGTTTGCGAATGTGGAAAA-3′；
基因片段由大连宝生物工程有限公司合成，PAGE 纯化。DNA 的固定液用 10 mmol/L 的 Tris-HCl 缓冲溶

液(含有 1 mmol/L EDTA，pH = 8.0)配制；DNA 杂交液用 10 mmol/L 的 Tris-HCl 缓冲溶液(含有 1 mmol/L 
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EDTA，0.1 mol/L NaCl，pH = 8.0)配制。Nafion(全氟代磺酸醋)，氯金酸和柠檬酸钠购自 Sigma 公司。磷

酸盐缓冲溶液(PBS)，用磷酸二氢钾和磷酸氢二钠配制；其它试剂均为分析纯，实验用水为二次蒸馏水。 

2.2. 实验方法 

2.2.1. 金纳米粒子的合成 
根据文献[9] [10]合成金纳米粒子。取 50 mL 0.04%的氯金酸溶液加热，沸腾后立即加入 5.6 mL 1%的

柠檬酸三钠溶液，溶液的颜色由淡黄色变为紫红色，最终变为红色，继续加热和搅拌 12 min，观察到溶

液颜色纯正且浓时，停止加热后，继续搅拌溶液 15 min 后至溶液呈室温。最后，将该溶液转入棕色试剂

瓶中于 4℃保存备用。 

2.2.2. AuNPs/Nafion/GCE 修饰电极的制备 
将玻碳电极在 0.03 μm Al2O3 磨粉中研磨抛光打磨并超声清洗并用氮气吹干待用。取 100 μL 0.5% 

Nafion 与 200 μL 粒径约为 10 nm 的 AuNPs 混合，超声 30 min。取 5 μL AuNPs/Nafion 混合后的溶液均匀

滴到处理好的玻碳电极表面，待电极表面形成一层均匀的薄膜后，即得 AuNPs/Nafion/GCE 修饰电极。 

2.2.3. ssDNA 在电极表面的固定 
5 μL 的探针 DNA 溶液(2.0 × 10−6 mol/L)滴加至 AuNPs/Nafion/GCE 修饰电极的表面，冰箱中放置 12

小时，取出后置于 pH7.0 的 PBS 中清洗 3 min，再用水清洗以除去未固定的 ssDNA，即得 ssDNA 修饰电

极，记为 ssDNA/AuNPs/Nafion/GCE。 

2.2.4. ssDNA 电极杂交 
将 5 μL 完全匹配的目标 DNA 的杂交液滴加至 ssDNA/AuNPs/Nafion/GCE 修饰电极的表面，35℃下

杂交50 min，之后电极用pH7.0的PBS清洗以除去未杂交的DNA，即得杂交修饰电极，记为dsDNA/AuNPs/ 
Nafion/GCE。 

2.2.5. 电化学检测 

在含 0.1 mol/L KCl 的 5.0 mmol/L ( ) ( )3 4
6 6Fe CN Fe CN− −

溶液中，用电化学工作站记录各修饰玻碳电

极的循环伏安和电化学阻抗谱。交流阻抗记录的外加电压为 0.24 V，频率变化范围为 100 kHz~0.1 Hz。 

3. 结果与讨论 

3.1. 金纳米粒子的 TEM 分析 

图 1 是对制备好的金纳米粒子进行的 TEM 谱图。从图中可以看出得到的样品是纳米级的，形状为圆

球状，表面较光滑，粒径约为 10 nm。 

3.2. 电化学生物传感器的可行性检测 

电化学交流阻抗技术是在频率变化过程中测量电极表面阻抗值的变化。从图 2 中曲线 a、b、c 的交

流阻抗图可以看到，曲线 a、b、c 的交流阻抗图中的半圆弧部分依次增大，也就是所对应的表面电子传

递电阻(Ret)增大。这是因为，当匹配目标 HIV-DNA 的浓度增大时，其电极表面的阻抗值增大，交流阻

抗图中的半圆弧部分也就增大。由此可以很容易地用电化学工作站检测出不同浓度目标 HIV-DNA 的阻

抗值。因此，本实验是可行的。 

3.3. 杂交条件的优化 

本文对 DNA 杂交时间和杂交温度进行了优化。在适当的条件下，ssDNA/AuNPs/Nafion/GCE 修饰电 
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Figure 1. TEM of gold nanoparticles 
图 1. 金纳米粒子的 TEM 图 

 

 
a：0 mol/L；b：1.0 × 10−10 mol/L；c：1.0 × 10−8 mol/L 

Figure 2. Nyquist diagrams for different concentrations of the 
DNA sequence 
图 2. 不同目标物浓度的生物传感器的交流阻抗图谱 

 

极和 1.0 × 10−6 mol/L 的目标 DNA 在不同的温度(如 15℃、25℃、35℃、45℃、)杂交不同的时间(如 20， 

30，40，50 或 60 min)，记录在 5.0 mmol/L ( ) 3 4

6Fe CN
− −

   溶液中 ssDNA/AuNPs/Nafion/GCE 修饰电极杂 

交前后的交流阻抗图，计算杂交前后表面电子传递电阻变化值(ΔRet)。表面电子传递电阻变化越大，杂

交反应越好。实验结果表明，杂交在 35℃和 40 min 时进行，ΔRet 最大。因此，优化的杂交温度为 35℃，

杂交时间为 40 min。 

3.4. DNA 生物传感器的选择性 

通过用探针 DNA/ZnO/CHIT/GC 修饰电极与完全匹配的目标 DNA 和多个碱基不匹配的目标 DNA 杂

交来研究 DNA 电化学生物传感器的选择性。ssDNA/AuNPs/Nafion/GCE 修饰电极与完全匹配的目标 DNA
杂交后的 ΔRet (杂交前后电子传递电阻的变化值)为 1500 Ω，与多个碱基不匹配的目标 DNA 序列杂交后

的反应信号仅仅为它的 18% (ΔRet 为 270 Ω)。结果表明，DNA 生物传感器有很好的选择性，具有能识别

完全匹配的目标 DNA 序列和不匹配的目标 DNA 序列的能力。 

3.5. 电化学生物传感器性能测定 

DNA 杂交反应会使电极界面的负电荷增加，由于电荷的排斥阻碍了 ( ) 3 4

6Fe CN
− −

   扩散到电极表面， 
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导致阻抗谱图发生变化，因此可以通过阻抗方法构建免标记型的电化学 DNA 生物传感器。因为电化学阻

抗技术对电极界面性质的变化非常敏感，所以其在DNA杂交检测方面的应用越来越受到人们的重视[8] [9]。
图 3 显示了用 ssDNA/AuNPs/Nafion/GCE 传感器以电化学交流阻抗方法检测 HIV 基因片段的结果。曲线 a-g
为 DNA 探针电极与不同浓度的目标 DNA 杂交后，所测得的电化学交流阻抗图，随着浓度的增大，高频部

分半圆弧所对应的表面电子传递电阻 Ret 值也逐渐增大。以与目标 DNA 杂交得 dsDNA/AuNPs/Nafion/GCE
电极的电化学交流阻抗图的 Ret (ssDNA/AuNPs/Nafion/GCE 修饰电极与目标 DNA 杂交前后阻抗的差值)的
增加作为检测信号对 HIV 基因片段进行检测。以三次平行测量的 Ret 的差值 ΔRet 的平均值对 HIV 的浓度

的负对数作图，如图 4 所示，ΔRet 平均值与 HIV 基因片段的浓度的对数值在 1.0 × 10−11 mol/L 到 1.0 × 10−6 

mol/L 浓度范围内呈较好的线性关系，相关系数 r = 0.9905，检出限为 3.0 × 10−12 mol/L。 

3.6. 传感器的重现性和稳定性 

作者通过研究 7 支按相同方法制备的探针修饰电极与目标 DNA (1.0 nmol/L)杂交前后表面电子传递 
 

 
a-g: 0.0, 1.0 × 10−11, 1.0 × 10−10, 1.0 × 10−9, 1.0 × 10−8, 1.0 × 10−7, 1.0 
× 10−6 (mol/L) 

Figure 3. Nyquist diagrams for ssDNA/AuNPs/Nafion/GCE 
before and after hybridization with different concentrations of 
the DNA sequence 
图3. ssDNA/AuNPs/Nafion/GCE与不同浓度目标DNA杂交

的交流阻抗图 
 

 
Figure 4. The plot of ΔRet vs. the negative 
logarithm of the DNA concentration 
图 4. ΔRet 和 DNA 浓度负对数的线性关系图 
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电阻的变化值(ΔRet)考察 DNA 传感器的重复性，5 次测定结果的 RSD 为 4.9%。说明所构制的 DNA 传感

器有良好的重现性。构制的 DNA 生物传感器冰箱中 4℃下储存，20 天后检测信号没有太大变化，表明传

感器有很好的稳定性。 

4. 结论 

本文利用 Nafion 的成膜作用和金纳米粒子的信号放大作用，构建了稳定、灵敏的电化学传感分析新

方法。制得的 DNA 生物传感器，完成了 HIV 基因的快速检测。该传感器具有选择性好、灵敏度高、稳

定性好等优点，而且该传感器制备方法简单，且无需标记，有望为检测人类免疫缺陷病毒(HIV)基因片段

提供有益的借鉴。 
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