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摘要：本文使用富含胸腺嘧啶（T）的DNA，基于T-Hg2+-T结合的高特异性和辣根过氧化物酶（HRP）以及MoS2纳米片对伏安峰电流信号的催化放大作用，构建了用于检测Hg2 +的新型电化学DNA传感器。制备了Au-MoS2纳米复合物，并将其修饰到玻碳电极（GCE）表面，基于巯基在金表面的化学吸附作用，使巯基修饰的DNA探针1（DNA1）固定于GCE表面。以巯基修饰的DNA探针2（DNA2）、AuNPs和HRP制成HRP-Au-DNA2复合物，利用Hg2+可以与这两条DNA探针链的中胸腺嘧啶发生特性错配形成T-Hg2+-T复合物的特性，将辣根过氧化物酶（HRP）固定在玻碳电极上，用HRP催化对苯二酚和过氧化氢产生的方波伏安峰电流作为检测Hg2+离子的信号。结果表明，在优化的实验条件下，方波伏安峰电流在Hg2+的浓度为1.0 nmol/L至 1.0 µmol/L的范围内随 Hg2+浓度增大而线性增大，检测限为 0.1 nmol/L。本文也考察了该传感器的稳定性和选择性，并将此传感器用于实际水样中Hg2+离子的检测，结果满意。 
关键词：汞离子；辣根过氧化物酶；二硫化钼；DNA生物传感器 
中图分类号：X839.2 
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 The study on DNA biosensors for Hg2+ based on Au-MoS2 nanocomposites 
Du Xiaoli, Kang Tianfang
(College of Environmental and Energineering, Beijing University of Technology, Beijing, 100124)
Abstract: Thymine (T) rich DNA was used to fabricate a novel electrochemical DNA sensor for Hg2+ based on the high specificity of T-Hg2+-T combination and the amplification of current signal of voltammetric peak by horseradish peroxidase (HRP) and MoS2 nanosheets. Au-MoS2 nanocomposites were prepared. The composites were modified onto a glassy carbon electrode (GCE) and thiol-modified DNA probe 1 (DNA1) was also immobilized the GCE based on the chemisorption of thiols on the surface of AuNPs. Thiol-modified DNA probe 2 (DNA2), AuNPs and HRP were used to prepare HRP–Au–DNA2 composites. The specific mismatch of Hg2+ ions with thymines of the two probes of T-rich single-stranded DNA to produce double strand DNA (dsDNA) was used to immobilize HRP onto the GCE surface. The peak current of square wave voltammetry (SWV) produced by the redox reaction between hydroquinone (HQ) and hydrogen peroxide (H2O2) catalyzed by the immobilizing HRP and MoS2 nanosheets was used as signal of detecting Hg2+. The results showed that under the optimal experimental conditions the peak current of SWV increased linearly with the increase of the logarithmic values of Hg2+ concentration over the range of 1.0 nmol/L to 1.0 µmol/L Hg2+ with a detection limit of 0.1 nmol/L. The stability and selectivity of the sensor were also investigated. The sensor was applied in the determination of Hg2+in real water samples and satisfactory results were obtained.
Key words: mercury ions; horseradish peroxidase; molybdenum disulfide; DNA biosensors
0 引言
汞可通过食物链进入人体蓄积，造成慢性中毒[1-3]。因此，建立一种能准确快速测定痕量汞的方法具有重要的意义。传统的Hg2+检测方法有电感藕合等离子体质谱法[4]、原子吸收光谱法[5]、荧光光谱法[6, 7]等。这些方法虽然灵敏度比较高，但是一般也具有耗时长、仪器价格昂贵等缺点。Hg2+可以与胸腺嘧啶-胸腺嘧啶（T-T）错配碱基发生特异性结合，形成T- Hg2+-T复合结构[8]，其稳定性比腺嘌呤-胸腺嘧啶（A-T）碱基互补配对更加牢固[9]，因此，基于T-Hg2+-T结合原理的汞离子检测方法一般具有比较高的选择性。到目前为止，已有一些基于此原理检测汞离子的文献报道，例如荧光传感器[10-12]、纳米金比色传感器[13-15]和电化学传感器[16-21]等。 

近年来，类石墨烯的二维层状纳米材料（如MoS2，WS2等）由于它们独特的物理、光学、电子学等性质而引起了人们的广泛关注[22]。由于片层二硫化钼具有较大的比表面积，良好的生物相容性等性质而被广泛应用于电化学传感器中。Wang等人[23]利用液相超声剥离及逐步离心法制备了单层二硫化钼，并发现了单层MoS2对过氧化氢的电化学催化还原作用。本文作者曾利用MoS2纳米片对H2O2的电化学还原的催化作用，研制了电化学适配体传感器，获得了高灵敏度的方波伏安响应[24]。

本文使用富含胸腺嘧啶的DNA探针，基于T-Hg2+ -T的高特异性结合和辣根过氧化物酶（HRP）高灵敏度的信号放大，构建了基于金纳米粒子（AuNPs）和二硫化钼纳米片复合物（Au-MoS2）修饰电极的高灵敏度检测Hg2 +的新型DNA物传感器。
1 实验部分
1.1 仪器与试剂
CHI 660e电化学分析仪（上海辰华仪器有限公司）；KQ218 型超声波清洗仪（昆山市超声仪器有限公司）；PHS-3C 型精密pH计（上海雷磁仪器厂）；高速离心机（艾本德中国有限公司）；UV-2450 紫外可见分光光度计（日本岛津公司）。电化学测试采用三电极系统：玻碳电极为工作电极，饱和甘汞电极（SCE）为参比电极，铂丝电极为对电极。

6-巯基己-1-醇(MCH）购于Sigma-Aldrich；辣根过氧化物酶（HRP）（活性: >200 U/mg）购于上海阿拉丁生化科技股份有限公司；MoS2购于南京先锋纳米材料科技有限公司；HAuCl4•H2O、NaBH4、Na2HPO4•12H2O、NaH2PO4•2H2O、KCl、HgCl2、FeCl3•6H2O、 FeCl2•4H2O、MnCl2•4H2O、CuCl2、NaCl、PbCl2、CrCl3、BaCl2、AgCl、CaCl2、H2O2、对苯二酚（HQ）购于北京化学试剂有限公司；所有的试剂均为分析纯。DNA溶液用5 mmol/L pH7.0的磷酸盐缓冲溶液 (PBS)配制，实验用水为超纯水（Milli-Q Advantage A10超纯水系统，法国Millipore公司）。

本实验所用的DNA为5'-巯基修饰的含18个碱基的寡核苷酸探针（DNA1）以及含19个碱基的寡核苷酸探针（DNA2），由上海生工合成纯化。序列如下[25, 26]：
DNA1：5'- SH-AAAATTTTGCTTTGGTTT-3'

DNA2：5'- SH-AAAAATTTCCTTTGCTTTT-3'

DNA1和DNA2可通过T-Hg2+-T特异性结合而生成双链DNA（dsDNA）。

1.2 纳米材料的制备
1.2.1 AuNPs的制备
参照文献方法制备金纳米粒子[27, 28]。首先将玻璃仪器用王水浸泡一夜，然后用水洗净，晾干。将 100 mL 0.01% 的氯金酸溶液转移至三口烧瓶中，机械搅拌，水浴加热至沸腾， 10 min后往其中迅速加入 4 mL 1% 的柠檬酸钠溶液，烧瓶中的溶液由浅黄色变成酒红色，继续加热搅拌 10 min，然后自然冷却至室温。最后放置在 4°C 冰箱中避光保存，备用。
1.2.2 MoS2 纳米片的制备
按照我们前文报道的方法[24]制备MoS2纳米片。配制5 mg/mL的MoS2，溶剂为异丙醇(IPA)。使用KQ-400KDE超声波仪(中国超声波仪器有限公司)在25℃下将本体混合物超声处理10 h。然后将获得的悬浊液以4000 rpm离心10 min，得到深绿色上清液。将上清液在12000 rpm下继续离心30 min，得到沉淀。用超纯水清洗沉淀3次，并再次分散在超纯水中形成呈黄色的悬浊液，悬浊液的最终浓度为0.03 mg/mL。
1.2.3 Au -MoS2纳米复合物制备
向10mL MoS2纳米片悬浊液中滴加 500 µL（质量分数为 17.2% ）的聚二烯丙基二甲基氯化铵（PDDA），超声2 h使悬浊液混合均匀，5000 rpm转速下离心，用蒸馏水洗涤沉淀数次后将其分散到 2.0 mL 水中，然后向其中缓慢滴加 1 mL 的 AuNPs 胶体溶液，继续超声 2 h，通过带正电荷的PDDA与带负电荷的AuNPs之间的静电作用将AuNPs吸附富集到片层的MoS2上，形成Au-MoS2复合物。离心洗涤三次后分散到 2 mL 水中，得到Au-MoS2悬浊液。 
1.2.4 HRP-Au -DNA2的制备
按照文献方法合成HRP-Au-DNA2复合物[29, 30]。1 mL AuNPs溶液与10 μL 100 μmol/L的DNA2混合，孵育24h，将该溶液在12000 rpm转速下离心分离20 min，去除含未结合DNA2的上层清液。用5 mmol/L PBS 清洗沉淀，并将其重新分散于1 mL的5 mmol/L PBS中，加入50 μL 1mg/mL 的HRP，孵育1 h，于12000 rpm离心分离，去除未结合的HRP，用5 mmol/L PBS清洗HRP-Au-DNA2复合物沉淀之后，将该沉淀重新分散在含有0.1% 牛血清白蛋白（BSA）的5 mmol/L PBS中，4°C保存，备用。
1.3 DNA生物传感器的制备及Hg2+离子的检测方法
玻碳电极使用前先用0.05 µm 的Al2O3悬浊液抛光至镜面，分别用超纯水、乙醇、超纯水超声处理5 min，N2气吹干。图1为Hg2+ DNA传感器的构建过程示意图。首先，在预处理的玻碳电极表面滴加 10 μL 的Au-MoS2复合物，在空气中自然晾干后得到Au-MoS2修饰的玻碳电极（Au-MoS2/GCE），向其表面滴加8 μL 10 μmol/L的汞离子探针DNA1，在湿润环境下孵育16~24h，使巯基修饰的DNA1通过Au-S键组装到玻碳电极表面，此电极记为DNA1/Au-MoS2/GCE。用0.05 mol/L PBS分清洗该电极后，用MCH封闭AuNPs上未结合的的活性位点，再用0.05 mol/L PBS充分清洗。
将该电极浸入在50 μL HRP-Au-DNA2复合物和50 μL不同浓度的汞离子溶液中，在湿润环境孵育50 min，利用Hg2+可以与DNA1和DNA2探针链的中胸腺嘧啶发生特性错配形成T-Hg2+-T复合物的特性，将辣根过氧化物酶（HRP）固定在玻碳电极上，用HRP催化对苯二酚和过氧化氢产生的方波伏安峰电流作为检测Hg2+离子的信号，此电极记为HRP-Au-DNA2（Hg2+）/DNA1/Au-MoS2/GCE。往电解池中加入25mL含有1.5 mmol/L HQ 和 0.375 mmol/L H2O2的0.01 mol/L PBS（pH7.5），以HRP-Au-DNA2（Hg2+）/DNA1/Au-MoS2/GCE为工作电极，在-0.4～0.2V (vs.SCE)的电位范围以15 Hz频率、0.025 V振幅进行方波伏安阴极电位扫描，记录伏安峰电流。

[image: image1]
图1 DNA传感器的构建过程及检测机理示意图

Fig.1  Diagram of fabrication process and detection mechanisms of the DNA sensor
2 结果与讨论
2.1 AuNPs、MoS2和Au-MoS2的表征
AuNPs的紫外-可见吸收光谱图中有一个强吸收峰（图2A），最大吸收波长λmax= 520 nm，根据文献报道的公式[31]，λmax= 507.1+8.68×ln[0.2×size(AuNPs)(nm )]，计算得金纳米粒子的粒径大约为22 nm。本文用透射电镜对所制备的AuNPs进行了表征，如图2B所示，金纳米粒子的粒径范围在18~23 nm之间，与用经验公式计算出的粒径值基本一致。
由MoS2的透射电镜图可见（图2C），MoS2具有良好的片状薄层结构，而从Au-MoS2的透射电镜图（图2D）中可以看到有颗粒附着在片状结构表面，说明AuNPs已经负载到MoS2上。
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图2  (A) AuNPs的紫外-可见吸收光谱图；（B）AuNPs，（C）MoS2和（D）Au-MoS2的透射电镜图透射电镜图
Fig.2 (A) UV-vis spectra of AuNPs; TEM images of (B) AuNPs (C) MoS2 and (D) Au-MoS2
2.2 DNA传感器的电化学行为
利用Hg2+可以与DNA1和DNA2中胸腺嘧啶（T）发生错配形成T-Hg2+-T复合物的特性进行Hg2+的检测。汞离子的浓度与结合到电极上HRP-Au-ssDNA2复合物的浓度在一定浓度范围内呈正比关系。HRP可以催化H2O2与HQ的氧化还原反应，因此当 H2O2 和 HQ 浓度一定时，通过测定 HRP 催化底物所产生的响应电流的大小，就能实现汞离子的定量检测。
DNA传感器在0.01 mol/L 磷酸盐缓冲溶液（PBS）中的循环伏安曲线（图3A曲线a）没有明显的氧化还原电流峰，在仅含有1.5 mmol/L HQ的0.01 mol/L的PBS中的循环伏安曲线（图3A 曲线b）则出现了一对明显的氧化还原峰，而在含有0.375 mmol/L H2O2和1.5 mmol/L HQ的0.01 mol/L的PBS中，循环伏安扫描曲线（图3A曲线c）的氧化还原峰电流明显增大，这与HRP对H2O2和HQ的电催化作用有关，结合到电极上的HRP通过以下氧化还原反应放大了电化学信号：
HRP(red) + H2O2 → HRP(ox) + H2O                                     (1)

HRP(ox) + HQ → HRP(red) + Q                                         (2)

Q + 2e → HQ                                                      (3)

HRP一般处于它的还原状态，即HRP(red)，它被H2O2氧化为其氧化态HRP(ox)，HRP(ox)与HQ反应生成HRP(red)和苯醌(Q)，Q则在电极表面被电还原为HQ，产生还原峰电流。图3B中的方波伏安扫描曲线也显示出与图3A中循环伏安曲线相对应的关系。
图3C(a)和图3C(b)分别为为裸GCE和MoS2-Au/GCE在1.5 mmol/L HQ中的循环伏安曲线，这两条循环伏安曲线均产生了一对HQ的氧化还原峰。与HQ在裸玻碳电极上的循环伏安图相比(图3C(a))，HQ在MoS2-Au/GCE上的氧化还原峰电流没有明显的变化(图3C(b))。图3C(c)为MoS2-Au/GCE在含0.375 mmol/L H2O2和1.5 mmol/L HQ的0.01 mol/L的PBS中的循环伏安图，可以看出峰电流的显著增大，这也表明修饰在电极表面的MoS2纳米片对电极反应产生了明显的催化作用[23] ，图3C(d)为HRP-Au-DNA2/DNA1/Au-MoS2/GCE修饰电极在0.375 mmol/L H2O2和1.5 mmol/L HQ的0.01 mol/L的PBS中的循环伏安图，从图3C(d)中可以看出峰电流有了明显的增加，说明了MoS2纳米片可以与HRP协同催化H2O2与HQ的反应而放大电流信号。
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图3 DNA传感器在不同溶液中的（A）循环伏安图和（B）方波伏安图(a) 0.01 mol/L PBS；(b) 1.5 mmol/L HQ - 0.01 mol/L PBS; (c) 1.5 mmol/L HQ - 0.375 mmol/LH2O2 - 0.01 mol/L PBS以及(C)不同电极的循环伏安图

(a) GCE, 1.5 mmol/L HQ - 0.01 mol/L PBS; (b) MoS2-Au/GCE, 1.5 mmol/L HQ - 0.01 mol/L PBS;（c）MoS2-Au/GCE, 1.5 mmol/L HQ - 0.375 mmol/L H2O2 - 0.01 mol/L PBS; (d) HRP-Au-DNA2/DNA1/Au-MoS2/GCE, 1.5 mmol/L HQ - 0.375 mmol/LH2O2 - 0.01 mol/L PBS
Fig.3（A) Cyclic voltammograms and（B）square-wave voltammograms of DNA sensor in different solutions

(a) 0.01 mol/L PBS；(b) 1.5 mmol/L HQ - 0.01 mol/L PBS; (c) 1.5 mmol/L HQ - 0.375 mmol/LH2O2 - 0.01 mol/L PBS and (C) Cyclic voltammograms of (a) GCE, 1.5 mmol/L HQ - 0.01 mol/L PBS; (b) MoS2-Au/GCE, 1.5 mmol/L HQ - 0.01 mol/L PBS; (c) MoS2-Au/GCE, 1.5 mmol/L HQ - 0.375 mmol/LH2O2 - 0.01 mol/L PBS; (d) HRP-Au-DNA2/DNA1/Au-MoS2/GCE, 1.5 mmol/L HQ - 0.375 mmol/L H2O2 - 0.01 mol/L PBS

2.3 DNA 生物传感器的表征
图4为不同电极在5 mmol/L K3Fe(CN)6/K4Fe(CN)6 - 0.1 mol/L KCl 溶液中的电化学阻抗（EIS）图。从图4可见，MoS2-Au/GCE的阻抗(b)比裸GCE的阻抗(a)大，这与MoS2的导电性较弱有关。当在电极上修饰了DNA1之后，阻抗增大(c)，DNA的磷酸骨架携带的负电荷对[Fe(CN)6]3-/4- 有静电排斥作用，从而增大了电极表面的阻抗。用MCH封闭活性位点后阻抗继续增大(d)。当复合物HRP-Au-DNA2中的DNA2与电极表面的DNA1杂交之后，DNA2通过T-Hg2+-T错配与DNA1形成双螺旋结构，使阻抗进一步增大(e)。
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图4 不同修饰电极的EIS图
（a）裸GCE; （b）MoS2-Au/GCE; (c) DNA1/ MoS2-Au/GCE; (d) MCH/ DNA1/ MoS2-Au/GCE; 

(e) Hg2+/DNA2/ MCH/DNA1/ MoS2-Au/GCE

Fig.4 Electrochemical impedance spectra of different modified electrodes
 (a) bare Au; (b) MoS2-Au/GCE; (c) DNA1/ MoS2-Au/GCE; (d)MCH/DNA1/MoS2-Au/GCE;

 (e) Hg2+/DNA2/MCH/DNA1/MoS2-Au/GCE

2.4 实验条件的优化
传感器的灵敏度会受到底液中H2O2和HQ浓度的影响，为了达到最佳的方波伏安信号，本文考察了H2O2的浓度对峰电流的影响，配制一系列含不同浓度H2O2的1.5 mmol/L HQ - 0.01 mol/L PBS溶液，分别进行方波伏安扫描，如图5（A）所示，当H2O2浓度达到0.375 mmol/L时，峰电流强度达到最大值，故本文选用H2O2浓度为0.375 mmol/L。

本文对DNA1的浓度进行了优化，分别配制了一系列DNA1浓度不同的溶液，每种溶液都取8 μL，分别制备修饰电极。图5（B）是用不同浓度DNA1溶液制备的传感器在5 mmol/L K3Fe(CN)6/K4Fe(CN)6 - 0.1 mol/L KCl 的方波伏安峰电流对DNA1溶液浓度的关系曲线，响应电流随着DNA1浓度的增加而减小，这是由于ssDNA的磷酸骨架阻碍了[Fe(CN)6]3-/4-到达电极表面，当DNA1浓度达到10.0 µmol/L时，再进一步增加DNA1浓度，响应电流不再变化。故本文选择的DNA1的浓度为 10.0 µmol/L。
修饰在电极上的DNA1与HRP-DNA2-AuNPs和Hg2+的结合需要一定的时间，反应时间的不同，结合HRP的量以及响应电流也不同。本文用方波伏安法考察了不同反应时间对修饰电极在1.5 mmol/L HQ - 0.375 mmol/L H2O2 - 0.01 mol/L PBS溶液中峰电流的影响，如图5（C）所示，随着反应时间的增加，响应电流逐渐增大，当反应时间为50 min时，再增加反应时间，响应电流不再变化，故本实验选择反应时间为50 min。
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图5 不同实验条件对方波伏安峰电流的影响

（A）H2O2的浓度；（B）DNA1的浓度；（C）反应时间

Fig.5 Effects of different experimental conditions on peak current of SWV
（A）concentration of H2O2 ;（B）concentration of DNA1（C）reaction time
2.5 工作曲线
当Hg2+存在于溶液中时，Hg2+可与DNA1和DNA2错配碱基发生特异性结合，杂交形成的dsDNA中含有T-Hg2+-T 的稳定结构，结合到电极上的MoS2和HRP协同催化底物产生还原电流，图6是DNA传感器在不同浓度Hg2+离子溶液中的方波伏安图，小插图是峰电流对Hg2+离子浓度的线性回归直线。由图6可见，峰电流与Hg2+浓度的对数在1.0～1000 nmol/L 浓度范围内呈现良好的线性关系，并且随Hg2+浓度的增大而增大，线性回归方程为I(μA）=14.76 + 3.77logc(mol/L)，相关系数为γ = 0.9930，根据信噪比为3:1确定检出限为0.1 nmol/L。[image: image13.png]Current/puA
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图6 DNA传感器在不同浓度Hg2+溶液中的方波伏安图
(a), 0; (b), 0.1; (c), 1; (d), 5; (e), 10; (f), 50; (g), 100; (h), 500; (i), 1000 nmol/L
Fig.6 The SWV curves of the DNA sensor in different concentrations of Hg2+ solutions

(a), 0; (b), 0.1; (c), 1; (d), 5; (e), 10; (f), 50; (g), 100; (h), 500; (i), 1000 nmol/L
2.6 电极的重现性、稳定性及选择性
本文分别用5支传感器，对1.00 nmol/L的Hg2+离子溶液进行测定， 5支传感器的方波伏安峰电流的相对标准偏差（RSD）为3.44 %。用同一支传感器HRP-Au-DNA2（Hg2+）/DNA1/Au-MoS2/GCE在含有1.5 mmol/L HQ 和 0.375 mmol/L H2O2的0.01 mol/L PBS（pH7.5）溶液中进行方波伏安阴极电位扫描，每次扫描完成之后用5 mmol/L PBS溶液冲洗，如此重复扫描5次，所得方波伏安峰电流的RSD为2.31%。电极在在4 ℃的冰箱里存放21天后，响应电流无明显变化。这表明用本文建立的方法制备的传感器具有良好的重现性和稳定性。用该感器分别做了Co2+，Cr2+，Cu2+，Fe3+，K+，Mn2+，Pb2+，Ag+等离子共存时的干扰实验，干扰离子浓度均为50 μmol/L，对 0.05 μmol/L 的Hg2+溶液的测试结果表明，在干扰物存在的情况下，峰电流值(I)没有明显变化，说明本文研制的传感器具有良好的选择性（图7）。
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图7 不同金属离子共存下Hg2+的方波伏安峰电流

Fig. 7  SWV peak current of Hg2+ under the coexistence of different metal ions
2.7 实际样品的检测
本文制备的DNA传感器可用于实际水样中Hg2+的检测，水样采自北京市通惠河。在测定前水样用0.45 µm的滤膜过滤。将HRP-DNA2-AuNPs/DNA1/Au-MoS2/GCE电极分别浸泡在原水样和加标水样（加标量分别为2.00 nmol/L和5.00 nmol/L HgCl2）中50 min，测定方波伏安峰电流，每组测定5个平行样，分别计算标准偏差和回收率。从表1中可以看出，水样加标前后所得的实验结果与标准曲线所得结果基本一致，回收率较高。
表1 用本文研制的DNA传感器测定通惠河水中的Hg2+
Table1 1  Determination of Hg2+ in Tong-hui River using the prepared DNA sensor
	样品
	Hg2+加入量

（nmol/L）
	Hg2+ 浓度

（mean ± SD）(nmol/L)
	回收率

（%）

	通惠河水
	0
	1.50±0.26
	——

	
	2.00
	3.55±0.46
	102.5

	
	5.00
	6.31±0.19
	96.19


3 结论

本文制备了用于检测Hg2 +的新型DNA电化学传感器。该传感器利用Hg2+可以与富含T的DNA探针中的T发生错配的特性形成T-Hg2+-T复合物，将HRP固定在电极上，基于T-Hg2+-T特异性结合的高选择性和辣根过氧化物酶（HRP）以及MoS2纳米片对伏安峰电流信号的催化放大作用显著提高了检测水中的Hg2+离子的选择性和灵敏度，并且用于实际水样中Hg2+的检测。
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