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·基础研究·

基于 ＭｅＣＰ２蛋白和双酶信号放大的 ＤＮＡ甲基化
电化学免疫分析
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检验医学系，重庆　４０００３８）

［摘　要］目的：探讨甲基化ＣｐＧ结合蛋白２（ＭｅＣＰ２）和双酶信号放大电化学免疫传感器用于ＤＮＡ甲基化定
量检测的效果。方法：固定在纳米金（ＡｕＮＰｓ）修饰电极表面的探针与靶 ＤＮＡ杂交后，将电极于 ３７℃下与

ＭｅＣＰ２蛋白溶液孵育，再与葡萄糖氧化酶 （ＧＯＤ）和辣根过氧化物酶 （ＨＲＰ）共同标记的 ＭｅＣＰ２Ｈｉｓ标签抗体

（ＧＯＤＨＲＰ／ａｎｔｉＨｉｓｔａｇ）反应；于含葡萄糖和对苯二酚的检测液中测试其电化学信号，建立电信号大小与 ＤＮＡ

甲基化浓度之间的关系，确定该传感器的检测限，考察实验所设计的双酶信号放大策略的放大效果。结果：在

１０×１０－１４～１０×１０－７ｍｏｌ／Ｌ范围内，电信号大小与ＤＮＡ甲基化浓度的对数呈线性关系，回归方程为Ｉ（峰电流

值，μＡ）＝１０３８ｌｇＣ（ＤＮＡ甲基化的浓度，ｍｏｌ／Ｌ）＋１６５９８，相关系数ｒ为０９９３，检出限为０１ｆｍｏｌ／Ｌ；双酶标记

体系的ＤＰＶ峰电流最高（９１０５μＡ），单独ＨＲＰ标记体系的ＤＰＶ峰电流为１９９μＡ，单独ＧＯＤ标记体系的电信

号极其微弱、仅为０９６９μＡ；重复性实验得ＲＳＤ为４６％；将传感器置于ｐＨ７４的ＰＢＳ中，４℃条件下放置２８ｄ

后，响应电流大小为最初的９３７％，表明该传感器具有较好的稳定性；与单酶标记体系相比，双酶标记体系产生

的电化学信号更强。结论：采用基于ＭｅＣＰ２和双酶信号放大电化学免疫传感器具有较高的灵敏度，能实现痕量

ＤＮＡ甲基化的检测。
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ｐｒｏｔｅｉｎ２；ｂｉｅｎｚｙｍｅｃａｔａｌｙｓｉｓ；ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ

　　ＤＮＡ甲基化一直是表观遗传领域研究的前沿
和热点，由于其在细胞分化、胚胎发育、遗传性疾病

和肿瘤发生等基因表达调控方面起着重要作用，

ＤＮＡ甲基化分析已成为表观遗传紊乱疾病和肿瘤
早期预警的新手段［１－５］。传统ＤＮＡ甲基化检测技
术存在一定的不足，如重亚硫酸氢测序存在测序深

度、转化效率和庞大数据分析等不足，甲基化限制

性酶切分析引物设计受酶识别序列的限制等，高效

液相色谱、质谱等操作繁琐且需要庞大的仪器设

备［６－１１］。电化学传感分析检测技术克服了以上缺

点，具有成本低、操作简便、响应快速、灵敏度高和

设备易于小型化等诸多优点［１２－１４］，国内外应用电

化学传感器检测 ＤＮＡ甲基化主要是通过检测
ＤＮＡ甲基转移酶的活性间接反映 ＤＮＡ甲基化的
水平，灵敏度、特异性仍有待提高［１５］。本研究利用

甲基化 ＣｐＧ结合蛋白 ２（ＭｅｔｈｙｌＣｐＧｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏ
ｔｅｉｎ２，ＭｅＣＰ２）特异性识别结合ＤＮＡ甲基化位点，
以葡萄糖氧化酶（ｇｌｕｃｏｓｅｏｘｉｄａｓｅ，ＧＯＤ）和辣根过
氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）双酶标记
的抗体作为信号放大体系，通过级联催化作用实现

信号放大，同时利用电极表面修饰的纳米金有效促

进电极表面的电子转移，两者相结合，探讨ＤＮＡ甲
基化的定量检测效果。

１　材料与方法

１１　主要仪器与试剂
ＣＨＩ６６０Ｄ电化学工作站购自上海辰华仪器公

司，电极为三电极体系，辅助电极为铂丝电极，参比

电极为 Ａｇ／ＡｇＣｌ电极，工作电极为金电极（直径为
２ｍｍ）。ｃｒｏｓｓｂｅａｍ３４０ｚｅｉｓｓ扫描电子显微镜
（Ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＳＥＭ）购自德国蔡司
公司，氯金酸（ＨＡｕＣｌ４）、牛血清白蛋白（Ｂｏｖｉｎｅｓｅｒ
ｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）及人重组 ＭｅＣＰ２购自上海近岸
科技有限公司，ＧＯＤ、ＨＲＰ和抗６×Ｈｉｓ鼠单克隆抗
体（ＡｎｔｉＨｉｓｔａｇａｎｔｉｂｏｄｙ）购自上海生物工程有限
公司，Ｋ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］、Ｋ４Ｆｅ（ＣＮ）６·３Ｈ２Ｏ、ＮａＣｌ和
ＭｇＣｌ２购自国药集团化学试剂有限公司，三羟甲基
氨基甲烷乙二胺四乙酸（ＴｒｉｓＥＤＴＡ，ＴＥ）缓冲液、
ＫＣｌ、磷酸盐（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）缓冲粉
剂和三（２羰基乙基）磷盐酸盐［Ｔｒｉｓ（２ｃａｒｂｏｘｙｅｔｈ
ｙｌ）ｐｈｏｓｐｈｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＴＣＥＰ］购自北京鼎国
昌盛生物技术有限责任公司，其他所用试剂均为分

析纯，实验用水均为超纯水（电阻率１８２ＭΩｃｍ）。
１２　ＤＮＡ序列

探针序列５′ＨＳ（ＣＨ２）６ＧＣＧＣＧＣＴＧＧＧＴＧ
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ＧＧＣｍＣＣＣＧＣＧＧＣＧＣＴ３′，甲基化序列 ５′ＡＣ
ＧＣＣＧＣＧＧＧＧＣｍＣＣＡＣＣＣＡＧＣＧＣＧＣ３′，非甲
基化序列 ５′ＡＧＣＧＣＣＧＣＧＧＣＧＣＣＣＡＣＣＣＡＧ
ＣＧＣＧＣ３′。
１３　方法
１３１　缓冲液的配制　缓冲液有３种：一是探针
固定缓冲液（５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、１０ｍｍｏｌ／ＬＴＣＥＰ
和 ｐＨ７４的 １×ＴＥ缓冲液），即准确称取 ＮａＣｌ
００２９ｇ、ＴＣＥＰ０００２８ｇ，用适量１×ＴＥ缓冲液溶解
并定容至１０ｍＬ所得；二是杂交缓冲液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ、１０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２和 ｐＨ７４的１×ＴＥ缓冲
液），准确称取ＮａＣｌ００２９ｇ、ＭｇＣｌ２００２０３ｇ，用适
量１×ＴＥ缓冲液溶解并定容至１０ｍＬ所得；三是
蛋白固定缓冲液，即量取５ｍＬ甘油，倒入容量瓶后
加入１×ＰＢＳ定容至１００ｍＬ所得。
１３２　双酶标记抗体的制备　ＨＲＰ和 ＧＯＤ标记
抗体分两个阶段完成，第一阶段是根据文献［１６］
标记ＧＯＤ，即１ｇ／Ｌ抗体逐滴加入溶有 ＧＯＤ２ｍｇ
的１２５％戊二醛溶液中，加入 １ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ９５
ＰＢＳ进行搅拌，继续加入２００ｍｍｏｌ／Ｌ赖氨酸混匀
后，４℃静置１ｈ，离心弃上清液，沉淀物即为ＧＯＤ／
ａｎｔｉＨｉｓｔａｇ；第二阶段是根据文献［１７］将 ＨＲＰ偶
联到ＧＯＤ／ａｎｔｉＨｉｓｔａｇ上，先用６０ｍｍｏｌ／Ｌ的过碘
酸钠和１６０ｍｍｏｌ／Ｌ的乙二醇混合液将ＨＲＰ活化，
将酶与ＧＯＤ标记后的抗Ｈｉｓｔａｇ抗体按１∶１比例进
行偶合。依次加入浓度为５ｇ／Ｌ的硼氢化钠溶液
和等体积的饱和硫酸铵溶液，再次离心、弃上清液，

并用１０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ重悬，混合液在 ０１５ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ中透析，透析结束后将标记的抗体与等体积甘
油混合，标记产物记为 ＧＯＤＨＲＰ／ａｎｔｉＨｉｓｔａｇ，取
适量进行紫外可见分光光谱扫描鉴定，其余分装后

于－２０℃避光保存。
１３３　ＤＮＡ电化学生物传感器构建　（１）ＡｕＮＰｓ／
Ａｕ的制备：首先用００５μｍ的 Ａｌ２Ｏ３抛光粉将金
电极（Ａｕ）在麂皮上打磨光滑，接着依次用丙酮、乙
醇和超纯水各超声清洗５ｍｉｎ，清洗完成后将电极
置于新鲜配制的 Ｐｉｒａｎｈａ溶液（９８％硫酸溶液与
３０％过氧化氢按３∶１体积比混合）中活化１５ｍｉｎ，
完成活化过程；取出电极，用０５ｍｏｌ／Ｌ浓硫酸进
行电化学清洗，直到获得稳定重复的循环伏安曲

线，随后用超纯水将电极表面彻底淋洗干净；在

３ｍｍｏｌ／Ｌ氯金酸溶液（含０１ｍｏｌ／Ｌ硝酸钾）中于
－０２Ｖ电位下沉积１２０ｓ，再次充分淋洗电极，并
用氮气吹干，制备得纳米金（ＡｕＮＰｓ）修饰的电极，

标记为ＡｕＮＰｓ／Ａｕ，然后采用ＳＥＭ对电沉积纳米金
的表面形貌进行表征，观察纳米粒的大小及分布情

况，并推算出纳米金的直径大小。（２）探针固定与
杂交：在上述制备的 ＡｕＮＰｓ／Ａｕ电极上滴加１０μＬ
探针固定缓冲液（含 ０１μｍｏｌ／Ｌ巯基化探针
ＤＮＡ），４℃放置１２ｈ，得到探针ＤＮＡ修饰的电极，
杂交之前先用ＰＢＳ和超纯水充分淋洗干净以除去
多余吸附的ＤＮＡ探针，滴加１０μＬ杂交缓冲液（含
０１μｍｏｌ／Ｌ靶ＤＮＡ），于３７℃杂交１ｈ，电极取出
后再次用ＰＢＳ和超纯水淋洗干净。（３）ＤＮＡ电化
学生物传感器构建过程的电化学表征：电极每一步

组装后均在含 ０１ｍｏｌ／ＬＫＣｌ的３ｍｍｏｌ／Ｌ［Ｆｅ
（ＣＮ）６］

３－／４－溶液中采用电化学阻抗法（Ｅｌｅｃｔｒｏ
ｃｈｅｍｉｃａｌｉｍｐｅｄａｎｃｅｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，ＥＩＳ）扫描，ＥＩＳ参
数设置为初始电位０２４Ｖ，频率范围０１～１０５Ｈｚ，
扫描速度 ５０ｍＶ／ｓ。（４）ＭｅＣＰ２蛋白固定与免疫
反应：杂交完成后，电极用０５％ ＢＳＡ封闭３０ｍｉｎ，
接着滴加１０μＬ、２００ｍｇ／ＬＭｅＣＰ２置于３７℃水浴
箱孵育 １ｈ，ＰＢＳ淋洗 ３次，滴加１０ｍｇ／ＬＧＯＤ
ＨＲＰ／ａｎｔｉＨｉｓｔａｇ液１０μＬ、于３７℃完成免疫反
应，最后 ＰＢＳ淋洗 ３次待干。（５）电化学信号测
定：将电极浸入含 ０５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖１０ｍＬ和
０２５ｍｍｏｌ／Ｌ对苯二酚的ＰＢＳ溶液中，采用差分脉
冲伏安法（Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｕｌｓｅｖｏｌｔａｍｍｅｔｒｙ，ＤＰＶ）进
行扫描并记录峰电流大小，ＤＰＶ检测参数设置为
电压范围－０１～０６Ｖ，脉冲幅度００５ｓ，脉冲宽
度００５ｓ，脉冲周期０２ｓ，静置时间２ｓ。
１３４　可行性分析　按照１３３项下的方法制备
ＤＮＡ电化学生物传感器对 ０１μｍｏｌ／Ｌ非甲基化
ＤＮＡ与甲基化ＤＮＡ进行测定，通过比较各自的峰
电流大小，对该电化学检测方法的可行性进行

验证。

１３５　ＤＮＡ甲基化定量分析　将０１μｍｏｌ／Ｌ甲
基化ＤＮＡ按１０倍比稀释依次得到１０×１０－８、１０
×１０－９、１０×１０－１０、１０×１０－１１、１０×１０－１２、１０×
１０－１３、１０×１０－１４、１０×１０－１５及１０×１０－１６ｍｏｌ／Ｌ
的靶序列溶液，按照１３３项下的方法制备 ＤＮＡ
电化学生物传感器，用电化学方法测得该传感器的

最低检测限，通过所得电信号对靶标浓度作线性关

系曲线，计算回归方程和相关系数ｒ。
１３６　双酶信号放大策略的电化学表征　实验设
置３组实验体系，分为ＧＯＤ和ＨＲＰ双酶标记体系
（ＧＯＤＨＲＰ／ａｎｔｉＨｉｓｔａｇ）、单独 ＨＲＰ标记体系
（ＨＲＰ／ａｎｔｉＨｉｓｔａｇ）及单独 ＧＯＤ标记体系（ＧＯＤ／
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ａｎｔｉＨｉｓｔａｇ），在相同的条件下，将所制备的 ＤＮＡ
电化学生物传感器先后进行杂交、ＭｅＣＰ２蛋白固
定后，再与３组不同的酶标记抗体反应，通过比较
各自ＤＰＶ峰电流的大小，考察实验所设计的双酶
信号放大策略的放大效果。

１３７　传感器的重复性与稳定性研究　在相同条件
下，同时制备５支电化学免疫传感器，对０１μｍｏｌ／Ｌ
甲基化ＤＮＡ同时进行检测，比较结果之间的差距，
计算相对标准偏差（ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ，
ＲＳＤ），评价该电化学方法检测甲基化ＤＮＡ的重复
性；通过将制备好的电极浸入 ０１ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ７４
的ＰＢＳ溶液中，于４℃冰箱放置，每７天测定１次，
评估电化学生物传感器的稳定性。

２　结果

２１　双酶修饰抗体表征
将偶联物进行紫外扫描鉴定，ＨＲＰ的最大吸

收光谱分别为 ４０３ｎｍ，ＧＯＤ的最大吸收光谱为
２７５ｎｍ，双酶标记抗体后的最大吸收峰向 ＨＲＰ及
ＧＯＤ的最大吸收峰处偏移。见图１。

图１　ＨＲＰ、ＧＯＤ和ＧＯＤＨＲＰ／ａｎｔｉＨｉｓｔａｇ
ａｎｔｉｂｏｄｙ的紫外－可见光谱分析

Ｆｉｇ．１　ＵＶｖｉｓｉｂｌｅｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙｏｆＨＲＰ，ＧＯＤａｎｄ
ＧＯＤＨＲＰ／ａｎｔｉＨｉｓｔａｇａｎｔｉｂｏｄｙ

２２　 ＡｕＮＰｓ／Ａｕ形貌表征
采用 ＳＥＭ表征纳米金修饰的金电极 ＡｕＮＰｓ／

Ａｕ形貌，ＡｕＮＰｓ呈球形、均匀地分布在电极表面，
其直径大小约为３５ｎｍ。见图２。
２３　传感器构建的电化学表征

用电化学阻抗法研究传感器制备过程中的电

化学特性，裸电极的电阻抗图可以观察到有一个很

小的半圆，表明电极表面电阻很小；当修饰上纳米

图２　纳米金修饰金电极ＳＥＭ
Ｆｉｇ．２　ＳＥＭｉｍａｇｅｏｆｅｌｅｃｔｒｏｄｅｃｏｖｅｒｅｄｗｉｔｈＡｕＮＰｓ
金后，几乎变为一条直线，电阻减小；当探针组装在

电极表面后，其负电荷的磷酸骨架排斥［Ｆｅ
（ＣＮ）６］

３－／４－，曲线半圆增大，电阻增大；同样，当

电极表面的探针 ＤＮＡ与互补序列杂交形成 ＤＮＡ
双链，电极表面的负电荷增多，电阻继续增大；当

ＭｅＣＰ２蛋白结合在甲基化的 ＣｐＧ上后，蛋白的分
子结构对电极表面的电子转移有一定的阻碍，电阻

进一步增大。见图３。

注：１为纳米金修饰金电极，２为裸Ａｕ，３为探针固定，
４为杂交，５为ＭｅＣＰ２蛋白固定。

图３　ＤＮＡ电化学生物传感器构建的电化学表征
Ｆｉｇ．３　ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆＥＩＳｏｆｔｈｅｓｅｌｆａｓｓｅｍｂｌｉｎｇ

ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌｂｉｏｓｅｎｓｏｒ
２４　可行性分析

非甲基化 ＤＮＡ出现较小的背景电流，约２６
μＡ；甲基化ＤＮＡ则出现显著的氧化电流信号，约
９１μＡ，是非甲基化 ＤＮＡ电信号的 ３５倍。见
图４。
２５　ＤＮＡ甲基化定量分析

在优化的实验条件下，随着甲基化靶序列

ＤＮＡ浓度的增加，ＤＰＶ峰电流逐渐增加；在１０－１４

～１０－７ｍｏｌ／Ｌ范围内，ＤＰＶ峰电流的大小与甲基化
的靶ＤＮＡ浓度对数呈线性关系，线性回归方程为
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图４　０．１μｍｏｌ／Ｌ甲基化ＤＮＡ与０．１μｍｏｌ／Ｌ
非甲基化ＤＮＡ的ＤＰＶ电信号检测

Ｆｉｇ．４　ＤＰＶｓｉｇｎａｌｓｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏ０．１μｍｏｌ／Ｌ
ｕｎｍｅｔｈｙｌａｔｅｄＤＮＡａｎｄｍｅｔｈｙｌａｔｅｄＤＮＡ

Ｉ（峰电流值，μＡ）＝１０３８ｌｇＣ（ＤＮＡ甲基化的浓
度，ｍｏｌ／Ｌ）＋１６５９８，相关系数 ｒ为０９９３，检测限
为０１ｆｍｏｌ／Ｌ。见图５。
２６　双酶信号放大的表征

双酶标记体系的ＤＰＶ峰电流最高，达９１０５μＡ，
单独ＨＲＰ标记体系的ＤＰＶ峰电流约为１９９μＡ，单
独ＧＯＤ标记体系的电信号极其微弱，仅为０９６９μＡ。
见图６。
２７　电化学免疫传感器的重复性与稳定性

通过同时制备５支电化学免疫传感器，在相同
条件下对０１μｍｏｌ／Ｌ浓度的靶甲基化 ＤＮＡ进行
电化学检测，ＲＳＤ为４６％；将传感器置于 ｐＨ７４
的ＰＢＳ中，响应电流非常稳定，２８ｄ后其电流大小
为最初电流的９３７％，提示所制得的传感器具有
良好的重复性和稳定性。

注：Ａ为电流响应曲线，Ｂ为回归曲线。

图５　电化学生物传感器对不同浓度甲基化ＤＮＡ的电流响应曲线及其回归曲线
Ｆｉｇ．５　ＴｈｅＤＰＶｃｕｒｖｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｍｅｔｈｙｌａｔｅｄＤＮＡａｎｄｔｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆ

ｐｅａｋｃｕｒｒｅｎｔａｎｄＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

图６　双酶标记体系的电化学表征
Ｆｉｇ．６　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｎｚｙｍｅｌａｂｅｌｅｄ
ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｏｎＤＰＶｒｅｓｐｏｎｓｅｃｕｒｒｅｎｔｓ

３　讨论

到目前为止，ＤＮＡ甲基化的检测方法已经开
发出很多种，每种方法都有各自的优势与劣势，对

ＤＮＡ甲基化检测技术特异性、灵敏度以及高效性
要求更高，生物传感分析无疑成为 ＤＮＡ甲基化检
测新方法研究的趋势，其在 ＤＮＡ甲基化的检测方
面显示出了研究人员期待的优点：快速、相对廉价、

灵敏度高、能进行多样本分析、易于小型化、特别适

合床旁检测。因此，生物传感技术也成为当前

ＤＮＡ甲基化研究领域的热点。本研究提出了一种
简单而灵敏的 ＤＮＡ电化学免疫传感检测方法，首
先，采用纳米金修饰金电极，其作用有三：一是提高
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电极比表面积，增大探针固载量；二是纳米金和探

针之间通过ＡｕＳ键结合，使得探针牢牢固定在电
极表面；三是促进电子转移［１８－２１］。因此，纳米金在

本研究中具有重要的作用。扫描电镜观察到采用

电沉积制备的纳米金呈球形，均匀地分布在电极表

面，表明电极的比表面积扩大；ＥＩＳ表征纳米金修
饰电极后电阻较裸金电极减小，可明显提高检测的

灵敏度，具有信号放大作用。传感器构建过程的

ＥＩＳ表征证明各成分均成功组装在电极上，传感器
构建成功。其次，本研究利用 ＭｅＣＰ２特异性结合
双链ＤＮＡ甲基化位点能力，有效保证检测结果的
可靠性，这一结论通过对传感器的可行性分析得以

证实。第三，在本次设计的３种标记体系中，采用
ＧＯＤ和 ＨＲＰ联合标记的双酶体系比单独标记
ＨＲＰ的体系提高约４６倍。通常的电化学免疫传
感器都是单独采用某种酶进行标记，与之不同的

是，双酶联合催化信号放大的机制在于 ＧＯＤ和
ＨＲＰ的联合催化作用，即 ＧＯＤ催化葡萄糖氧化在
电极表面原位产生 Ｈ２Ｏ２，后者会立即被 ＨＲＰ利
用，将对苯二酚氧化生成苯醌，从而检测电子转移，

加上电极表面修饰的ＡｕＮＰｓ有效促进了电子转移，
从而实现双重信号放大，通过该方法最终获得甲基

化ＤＮＡ浓度低至０１ｆｍｏｌ／Ｌ的检测限，线性范围为
１０－１４～１０－７ｍｏｌ／Ｌ，重复性实验ＲＳＤ为４６％，比以
往研究结果低［２１－２３］，具有较好的重复性。但传统

方法如比色法、高效液相色谱、重亚硫酸氢盐转化、

毛细管电泳法等，这些方法大多存在样本用量大、

检测时间长、处理复杂等缺点，相比而言，本实验设

计的电化学免疫传感器是一种相对简单、快速、灵

敏的检测方法，更适用于临床分析。

综上所述，本研究采用双酶标记信号放大技术

制备的电化学免疫传感器具有超高的灵敏度，能实

现痕量ＤＮＡ甲基化的检测，有望成为肿瘤和其他
甲基化相关疾病早期诊断有用的分析工具。
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