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基于５甲基胞嘧啶抗体的 ＤＮＡ甲基化电化学检测
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（１．贵州医科大学 医学检验学院，贵州 贵阳　５５０００４；２．贵州医科大学附院 临床检验中心，贵州 贵阳　５５０００４；３．陆军军医大学 药学与
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［摘　要］目的：构建一种基于５甲基胞嘧啶（５ｍＣ）抗体的电化学生物传感器，用于ＤＮＡ多甲基化位点的定
量分析。方法：采用纳米金修饰金电极（ＡｕＮＰｓ／Ａｕ），以自组装方式依次将单链ＤＮＡ（ｓｓＤＮＡ）、巯基己醇（ＭＣＨ）
和靶ＤＮＡ连接到ＡｕＮＰｓ／Ａｕ上制备ＤＮＡ电化学传感器，经过电化学表征检测电极修饰效果；再以５ｍＣ抗体特
异性识别靶ＤＮＡ中的甲基化位点，并以辣根过氧化物酶标记二抗（ＨＲＰＩｇＧ）为信号示踪物，优化杂交时间及抗
５ｍＣ抗体浓度；采用差分脉冲伏安法（ＤＰＶ）分别检测非甲基化与不同数量甲基化 ＤＮＡ的电化学信号，同时考
察该方法的重复性与稳定性。结果：电化学表征结果表明电极修饰成功，优化实验条件结果显示最优杂交时间

为９０ｍｉｎ、最佳抗体浓度为１０ｍｇ／Ｌ，在该条件下ＤＮＡ电化学传感器能有效区分甲基化与非甲基化 ＤＮＡ，并且
ＤＰＶ峰电流的大小与ＤＮＡ甲基化位点的数量呈线性关系，具有较好的重复性与稳定性。结论：制备的ＤＮＡ电
化学传感器能对多个位点的ＤＮＡ甲基化定量检测，有望成为临床ＤＮＡ甲基化位点定量检测的有效手段。

［关键词］ＤＮＡ甲基化；电化学传感器；５甲基胞嘧啶；抗体；定量分析
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　　ＤＮＡ甲基化是ＤＮＡ化学修饰的一种形式，在
细胞分化、基因表达调控及基因组稳定等方面起着

重要作用［１－３］。研究表明，异常 ＤＮＡ甲基化与癌
症等人类很多疾病相关，肺癌 ＣＤＫＮ２Ａ基因、肝癌
ＡＲＩＤ２基因、结肠癌 ＣＤＫＮ２Ａ基因及白血病
ＨＯＸＡ１０基因等甲基化可作为肿瘤标志物［４－１０］，因

此，ＤＮＡ甲基化检测对于肿瘤的预测、诊断和治疗
具有重要意义。传统的ＤＮＡ甲基化检测技术主要
有甲基化敏感限制性内切酶分析 （ＭＳＲＥ）［１１］、重
亚硫酸氢盐测序 （ＢｉｓｕｌｆｉｔｅＳｅｑ）［１２］和甲基化免疫
共沉淀（ＭｅＤＩＰ）［１３］，这些方法大多操作繁琐、耗
时，且需要昂贵的仪器设备［１４－１６］，而 ＤＮＡ电化学
传感器因操作简便、快速、灵敏，能选择性识别待分

析对象中的电化学活性物质，是理想的快速分析

ＤＮＡ甲基化的手段［１７－１９］。目前大多数应用电化

学传感器检测ＤＮＡ甲基化的研究主要是通过检测
ＤＮＡ甲基转移酶活性以间接反映 ＤＮＡ甲基化水
平，而不能精确测定ＤＮＡ中５甲基胞嘧啶（５ｍＣ）
的水平［２０－２３］；此外，ＤＮＡ甲基转移酶仅催化双链
ＤＮＡ中特定序列发生甲基化，不能定量检测多甲
基化位点的靶序列。本研究拟构建一种简单、直

接，能有效分析 ＤＮＡ序列中５ｍＣ数量的电化学
生物传感器，从而为临床 ＤＮＡ甲基化位点的定量
检测提供一种简便有效的方法。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　ＤＮＡ序列　实验所用探针及不同甲基化
数量的靶ＤＮＡ序列均由上海生工生物工程有限公
司合成，－２０℃保存备用，见表１。

表１　实验所用ＤＮＡ序列
Ｔａｂ．１　ＴｈｅｂａｓｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＤＮＡｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｅｘｐｅｒｉｎｍｅｎｔ

名称 序列 （５′３′）
ｓｓＤＮＡ ＨＳ（ＣＨ２）６ＧＣＧＣＧＣＴＧＧＧＴＧＧＧＣＧＣＣＧＣＧＧＣＧＣＴ
ＤＮＡＳ０ ＡＧＣＧＣＣＧＣＧＧＣＧＣＣＣＡＣＣＣＡＧＣＧＣＧＣ
ＤＮＡＳ１ ＡＧＣＧＣＣＧＣＧＧＣＧ／ｉ５ｍｅｄＣ／ＣＣＡＣＣＣＡＧＣＧＣＧＣ
ＤＮＡＳ２ ＡＧ／ｉ５ｍｅｄＣ／ＧＣＣＧＣＧＧＣＧ／ｉ５ｍｅｄＣ／ＣＣＡＣＣＣＡＧＣＧＣＧＣ
ＤＮＡＳ３ ＡＧ／ｉ５ｍｅｄＣ／Ｇ／ｉ５ｍｅｄＣ／ＣＧＣＧＧＣＧ／ｉ５ｍｅｄＣ／ＣＣＡＣＣＣＡＧＣＧＣＧＣ
ＤＮＡＳ４ ＡＧ／ｉ５ｍｅｄＣ／Ｇ／ｉ５ｍｅｄＣ／ＣＧＣＧＧＣＧ／ｉ５ｍｅｄＣ／ＣＣＡＣＣＣＡＧＣＧ／ｉ５ｍｅｄＣ／ＧＣ
ＤＮＡＳ５ ＡＧ／ｉ５ｍｅｄＣ／Ｇ／ｉ５ｍｅｄＣ／ＣＧ／ｉ５ｍｅｄＣ／ＧＧＣ／ｉ５ｍｅｄＣ／ＣＣＡＣＣＣＡＧＣＧ／ｉ５ｍｅｄＣ／ＧＣ

注：“／ｉ５ｍｅｄＣ／”表示甲基化位点，ＤＮＡＳ０为非甲基化ＤＮＡ，ＤＮＡＳ１～Ｓ５分别为含有１、２、３、４、５个甲基化位点的靶ＤＮＡ。

１１２　主要试剂　铁氰化钾（Ｋ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］）、亚
铁氰化钾（Ｋ４Ｆｅ（ＣＮ）６·３Ｈ２Ｏ）、氯化钾（ＫＣｌ）、氯
金酸（ＨＡｕＣｌ４·３Ｈ２Ｏ）、三（２羧乙基）膦盐酸盐
（ＴＣＥＰ）、巯基己醇（ＭＣＨ）及牛血清白蛋白（ＢＳＡ）
均购自上海生工生物工程有限公司，５ｍＣ抗体及
ＨＲＰＩｇＧ购自Ａｂｃａｍ公司，氯化钠（ＮａＣｌ）、硝酸钾
（ＫＮＯ３）、氯化镁（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、对苯二酚、氯化钾（ＫＣｌ）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２ＭΩ·ｃｍ）。
１１３　仪器　超声波清洗仪、电子天平、ＣＨＩ６６０Ｄ
电化学工作站（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）。
１２　方法
１２１　纳米金修饰金电极（ＡｕＮＰｓ／Ａｕ）的制备　
将直径为２ｍｍ的金电极用００５μｍ的 Ａｌ２Ｏ３粉
打磨成镜面，然后分别在超纯水、无水乙醇、超纯水

中超声清洗５ｍｉｎ。室温晾干后，将电极放入现配
的Ｐｉｒａｎｈａ溶液（９８％ Ｈ２ＳＯ４与３０％ Ｈ２Ｏ２按３∶１
的体积混合）中活化１５ｍｉｎ以上，然后用超纯水彻
底清洗干净，氮气吹干。将上述处理好的金电极浸

入３ｍｍｏｌ／ＬＨＡｕＣｌ４·３Ｈ２Ｏ（含０１ｍｏｌ／ＬＫＮＯ３）
溶液中，于－０２Ｖ电位下沉积１２０ｓ，最后用超纯
水充分淋洗干净，制得ＡｕＮＰｓ／Ａｕ。
１２２　ＤＮＡ电化学传感器的制备　向 ＡｕＮＰｓ／Ａｕ
电极表面滴加１０μＬ含有０１μｍｏｌ／Ｌ探针 ＤＮＡ、
５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ和１０ｍｍｏｌ／ＬＴＣＥＰ的１×ＴＥ缓
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冲液（ｐＨ７４），于４℃孵育过夜，使末端巯基化的
ＤＮＡ探针通过 ＡｕＳ键固定在电极表面。取出电
极，用ＰＢＳ充分淋洗去除多余吸附的ＤＮＡ，即制得
单链 ＤＮＡ（ｓｓＤＮＡ）修饰的 ＡｕＮＰｓ／Ａｕ（ｓｓＤＮＡ／
ＡｕＮＰｓ／Ａｕ）。然后滴加１ｍｍｏｌ／ＬＭＣＨ１０μＬ，室
温放置１ｈ，以封闭电极表面的空白位点，ＰＢＳ淋洗
电极后氮气吹干。继续滴加１０μＬ含０１μｍｏｌ／Ｌ
靶ＤＮＡ、５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ和１０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２的１
×ＴＥ缓冲液（ｐＨ７４），于３７℃水浴箱杂交９０ｍｉｎ。
杂交完成后，电极用 ＰＢＳ重复冲洗３次，得到双链
ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ）修饰的 ＡｕＮＰｓ／Ａｕ（ｄｓＤＮＡ／ＡｕＮＰｓ／
Ａｕ），即制得实验所用ＤＮＡ电化学传感器。
１２３　抗５ｍＣ和ＨＲＰＩｇＧ的固定　将上述制备
的电极用５％ ＢＳＡ室温封闭３０ｍｉｎ以防止后续加
入抗体的非特异性吸附。向电极表面滴加１０ｍｇ／
Ｌ抗５ｍＣ抗体１０μＬ，３７℃孵育１ｈ后，再次淋洗
电极；继续滴加８０ｍｇ／ＬＨＲＰＩｇＧ１０μＬ，于室温孵
育３０ｍｉｎ；以上两步反应每一步后均用 ＰＢＳ重复
淋洗３次后再进行下一步操作。
１２４　电化学测定　在含１ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２和１ｍｍｏｌ／Ｌ
对苯二酚的 ＰＢＳ溶液中，采用差分脉冲伏安法
（ＤＰＶ）进行电化学测定。测定参数：电位扫描范
围－０３～０１Ｖ、采样间隔００１６７ｓ、脉冲宽度
００５ｓ、脉冲周期０２ｓ、静止时间２ｓ。
１３　观察指标

（１）对电极进行电化学表征，裸金电极经过纳
米金修饰、探针固定、ＭＣＨ封闭及靶序列杂交的修
饰，每一步修饰后均在含０１ｍｏｌ／ＬＫＣｌ的１ｍｍｏｌ／
Ｌ［Ｆｅ（ＣＮ）６］

３－／４－溶液中采用循环伏安法（ＣＶ）进
行电化学表征；（２）ＤＮＡ甲基化电化学测定条件的
优化，包括杂交时间的优化及抗５ｍＣ抗体浓度的
优化；（３）可行性分析，对甲基化和非甲基化 ＤＮＡ
进行电化学测定，区分甲基化与非甲基化 ＤＮＡ；
（４）ＤＮＡ甲基化位点定量分析，分别对 ＤＮＡＳ１～
Ｓ５进行检测，观察ＤＰＶ峰电流与靶ＤＮＡ甲基化位
点数量的关系；（５）重复性及稳定性检测。

２　结果

２１　电极的电化学表征
采用 ＣＶ法进行电极的电化学表征，结果显

示，裸金电极在０２～０３Ｖ出现一对明显的氧化
还原峰，电势差小于０１Ｖ，提示［Ｆｅ（ＣＮ）６］

３－／４－

在电极表面转移速度快；当电沉积纳米金后，由于

电极表面的 ＡｕＮＰｓ有效提高电极比表面积，促进
电子转移，所以氧化还原峰电流增高；当电极表面

修饰上探针后，由于其带负电荷的磷酸骨架排斥溶

液中同样带负电荷的离子扩散至电极表面，所以氧

化还原峰电流减小，氧化峰与还原峰之间的电位差

增大。同样，当 ＭＣＨ成功修饰上电极后，排斥溶
液中同样负电荷的［Ｆｅ（ＣＮ）６］

３／４－，峰电流进一步

减小；当与靶序列杂交后，由于电极表面的负电荷

增多，峰电流继续减小，氧化还原峰之间的电位差

进一步增大。电化学表征结果表明各成分均成功

修饰到电极上，电极组装成功。见图１。

注：ａ为裸金电极，ｂ为纳米金修饰金电极，ｃ为探针固定，
ｄ为ＭＣＨ封闭，ｅ为靶序列杂交。

图１　ＤＮＡ电化学传感器自组装ＣＶ表征
Ｆｉｇ．１　ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆＣＶｏｂｔａｉｎｅｄｆｏｒ

ｔｈｅｓｅｌｆａｓｓｅｍｂｌｉｎｇｂｉｏｓｅｎｓｏｒ
２２　ＤＮＡ甲基化电化学测定条件的优化
２２１　杂交时间的优化　杂交时间是影响传感器性
能的重要因素，随着杂交时间从０延长到１８０ｍｉｎ，
ＤＰＶ峰电流一开始迅速增大，杂交９０ｍｉｎ后变化
不大，为了节约时间，提高传感器分析效率，最终选

择９０ｍｉｎ为最优杂交时间。见图２。
２２２　抗５ｍＣ抗体浓度的优化　抗体浓度直接
影响其与５ｍＣ的结合，因此，需要对抗５ｍＣ抗体
浓度进行优化。随着抗体浓度增加，峰电流迅速升

高，但当抗体浓度超过１０ｍｇ／Ｌ，电流趋于平缓，说
明反应达到饱和，因此，选择１０ｍｇ／Ｌ浓度为最佳
浓度。见图３。
２３　ＤＮＡ甲基化电化学检测的可行性分析

由于甲基化 ＤＮＡ能特异性结合抗 ５ｍＣ抗
体，与抗体结合的ＨＲＰＩｇＧ能催化Ｈ２Ｏ２还原产生
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图２　杂交时间对ＤＰＶ峰电流的影响
Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎ

ＤＰＶｐｅａｋｃｕｒｒｅｎｔ

图３　抗５ｍＣ抗体浓度对ＤＰＶ峰电流的影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｎｔｉ５ｍＣｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｎＤＰＶｐｅａｋｃｕｒｒｅｎｔ

电流，通过测定电流的大小可区分甲基化和非甲基

化ＤＮＡ。实验结果表明，非甲基化ＤＮＡ的ＤＰＶ峰
电流极其微弱，可能是由于部分抗５ｍＣ抗体非特
异性吸附在电极表面而形成；而甲基化 ＤＮＡ则出
现较强的峰电流，约５２μＡ，说明该方法可以有效
区分甲基化与非甲基化ＤＮＡ。见图４。

注：ａ为甲基化ＤＮＡ，ｂ为非甲基化ＤＮＡ。

图４　甲基化与非甲基化ＤＮＡ的ＤＰＶ检测信号
Ｆｉｇ．４　ＤＰＶｓｉｇｎａｌｏｆｍｅｔｈｙｌａｔｅｄａｎｄ

ｕｎｍｅｔｈｙｌａｔｅｄＤＮＡ
２４　ＤＮＡ甲基化位点定量分析

分别对 ０１μｍｏｌ／Ｌ的 ＤＮＡＳ１～Ｓ５进行检
测，随着 ＤＮＡ甲基化位点数量的增加，ＤＰＶ峰电
流随之增高，以甲基化位点数量和 ＤＰＶ峰电流值
分别为横纵坐标作图，并计算得回归方程 Ｉ（μＡ）
＝１５９８Ｎ＋３３０９，ｒ＝０９９１，在１～５个甲基化位
点范围内，ＤＰＶ峰电流与靶 ＤＮＡ甲基化位点的数
量呈线性关系。见图５。

注：ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ分别为１、２、３、４、５个甲基化位点。

图５　不同数量甲基化位点的ＤＰＶ曲线及回归曲线
Ｆｉｇ．５　ＴｈｅＤＰＶｃｕｒｖｅｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍｍｅｔｈｙｌａｔｅｄＤＮＡｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｎｕｍｂｅｒｓ

ｏｆｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅｓａｎｄｔｈｅｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｃｕｒｖｅ
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２５　重复性及稳定性
在相同条件下，对含一个甲基化位点的靶

ＤＮＡ重复测定５次，得到相对标准差（ＲＳＤ）约为
６４９％，证明该方法重复性在可接受范围内。此
外，将制备的传感器于０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ溶液中４℃
放置 ２８ｄ，结果峰电流仍维持在最初峰电流的
９２６％，表明所制备的传感器具有较好的稳定性。

３　讨论

电化学传感分析是通过将分析体系中识别分

子与靶分子的相互作用转化为电响应信号而实施

的一类具有响应快速、灵敏度高、操作方便、成本低

等优点的新型分析技术，在临床疾病的快速诊断、

疗效观察等方面具有广阔的应用前景［２４－２６］。

电极的组装是ＤＮＡ甲基化分析的关键技术之
一，本实验通过电沉积的方式将 ＡｕＮＰｓ修饰到电
极表面后，末端巯基化的 ＤＮＡ探针与 ＡｕＮＰｓ之间
形成ＡｕＳ键使得探针牢牢固定在电极表面，利用
ＭＣＨ封闭电极表面的空白位点，防止ＤＮＡ非特异
性吸附，靶ＤＮＡ与探针之间则通过碱基互补配对
的作用杂交形成双链 ＤＮＡ，从而将靶 ＤＮＡ连接到
电极表面。对电化学生物传感器的每一步修饰效

果用ＣＶ进行表征，最先当电极表面修饰上 ＡｕＮＰｓ
后，氧化还原峰电流增高，说明电沉积制备的

ＡｕＮＰｓ有效促进了电子转移，从而提高传感器的灵
敏度。当在电极表面依次组装上探针 ＤＮＡ、ＭＣＨ
和靶ＤＮＡ后，由于其带负电荷的磷酸骨架排斥溶
液中同样带负电荷的粒子扩散至电极表面，所以氧

化还原峰电流逐渐减小，氧化峰与还原峰之间的电

位差增大。这些结果表明，各成分均成功修饰到电

极上，电极组装成功。

为了提高传感器的性能，研究中对杂交时间和

５ｍＣ抗体浓度两个重要条件进行了优化，实验结
果表明，杂交时间为９０ｍｉｎ可获得最佳杂交效果，
５ｍＣ抗体浓度为１０ｍｇ／Ｌ为最佳孵育条件。在此
优化的条件下，本实验分析了含１、２、３、４、５个甲基
化位点的靶 ＤＮＡ，以 ５ｍＣ抗体为捕获抗体，以
ＨＲＰ标记的抗５ｍＣ抗体 ＩｇＧ作为电化学信号示
踪物，结果表明，ＤＰＶ峰电流的大小是与靶 ＤＮＡ
中甲基化的数量成正比的，所以该方法可用于

ＤＮＡ甲基化位点的定量分析。由于大多数报道主
要通过甲基转移酶催化产生的单个甲基化位点进

行检测，不能分析多个甲基化位点的ＤＮＡ靶序列，

并且由于不同个体内环境差异可能对酶活性产生

影响，因而，通过检测甲基转移酶的活性来反映甲

基化水平并不是最可靠的分析手段。在本研究中，

随着甲基化位点数量的增多，结合到电极表面的

ＨＲＰＩｇＧ就越多，因此获得的电流信号就越高，通
过ＤＰＶ峰电流大小与 ＤＮＡ甲基化位点的数量关
系，实现了ＤＮＡ甲基化位点的定量检测，线性方程
为Ｉ（μＡ）＝１５９８Ｎ＋３３０９，相关系数为０９９１。

综上所述，本研究成功构建用于 ＤＮＡ多甲基
化位点定量分析的电化学生物传感器，方法简单、

直接、特异性好，无需重亚硫酸氢盐转化和 ＰＣＲ扩
增等繁琐的步骤，有望应用于癌症和其他相关疾病

的临床诊断及发病风险的评估。
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