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博莱霉素与 DNA在镍离子注入修饰电极上的相互作用及其应用 

胡劲波 黄清泉 李启隆a’ 
( 北京师范大学化学系 北京 1(]0875) 

( 中国药品生物制品植定所 北京 100050) 

摘要 博莱霉素(BLM)在0．1 mol／L HOAc—NaOAc缓冲溶液(pH 4．62)中，在 N GcE离子注人修饰电极上有一灵敏 

的还原峰，峰电位为 一1．16 V(vs．SCE)，峰电流与 BLM浓度有关 用线性扫描和循环伏安法研究体系的行为表明，体 

系为具有加速作用的不可逆过程 是注人的 加速 BLM的还原．引人 DNA后，BLM的峰电位为一1．15 V(vs，SCE)，

与未加人 DNA前几乎完全一致；只使峰电流降低，形成一种非电活性的结合物．求得该结合物的结合 比为 BLM：

DNA：3：1，结合常数为 卢=3 16×101用线性扫描和循环伏安法，并辅以紫外可见光谱法等手段研究表明，电极过 

程仍为不可逆过程，与未加人 DNA时一样．加人 DNA后，fILM的峰电流降低，据此，可用于 DNA的测定，回收率在 

96．8～103．9％之间 ． 
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Study on the Interaction between Bleomycin and DNA at Ni／GCE 

Ion Implantation Modified Electrode and Its Application 
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Abstract With aNi／C,CEionimplantationm0diiiied electrodein0．1mol／LHOAc—NaOAc solution(DH 

4．62)，a sensitive reduction peak of bleomycin(BLM)w舾obtained by linear—sweep vohammetrv．The D朗k 

potential is一1．16 V(vs．SCE)．The peak c~nt iproportional to the COncentration of BLM．11le 

electrochemical behavior of the system was also studied by cyclic voltammea'v
． The experimental results depict 

that the electrede process at Ni／GCE is irreversible and the reduction of BLM is aeeeelemted obviously
． 

Measurements of A醛 show that Ni is surely implanted  into the surface of GCE．Af【er adding DNA to the 

solution containing BLM，山 peak potential is almost no change，but the pea uk c~ nt of BLM is decreased
． 

I' interaction between BLM and DNA at a Ni／GCE modified electrodeⅥas studied by linear sweeep and cyclic 

voltanunetry． An inactive complex of BLM with DNA WaS formed and resulted i11 a decrease of BLM 

concentration aswe1l ast u ohe reduction c~ nt Ⅲ1e c~ ition ofthe complexis estimated as BLM：DNA=3：

l andthe combination conslantis calculated as 3．16×10 ．Its electrechemicalt~lavioristhe saIne asfilatin 

the absence ofDNA．The decreaseinthe Deak currentis proportionaltoDNA concentration and can be usedto 

the determination ofthe concentration ofDNA． 
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离子注入是一种新的材料表面改性技术 ，是材 

料科学中颇有生命力的研究领域．我们研究小组首 

次将这种技术引入分析化学，并制成具有特殊功能 

的修饰电极，用于研究药物的电化学行为及测定，取 

得了可喜的成绩⋯．这类电极具有以下特点：(1)可 

按人们的意愿和需要，将不同的离子注入到不同的 

基体电极表面，而且离子注入不受相律和化学平衡 

的限制，注入的浓度和深度又可精确控制，可制成多 

种多样的具有不同功能的修饰电极．(2)用特殊的离 

子注入机将金属离子注入到基体表面的内部，其深 

度一般为 100～1000 13in，所得的表层牢固均匀，耐磨 

耐蚀，因而这类电极比一般的化学修饰电极具有较 

高的稳定性和重现性．其使用寿命可达数月，甚至数 

年．(3)被注入的表面造成缺陷、偏析和位错等微观 

结构的变化，形成众多的活性中心，因而它的催化活 

性不仅比未注入的基体电极高，也比纯的被注金属 

电极高．(4)选择性较好．测定试样往往不必事先分 

离，经稀释后，可直接进行测定．(5)操作简单，保存 

方便．每次做完实验后，只要用清水冲洗，用滤纸轻 

轻拭干，就能反复多次使用．用了一段时间后，可将 

电极放在乙醇中浸泡 5～10 min，就可除去吸附物，

保持电极的活性．电极用后保存于常温的容器中，不 

必置于冰箱或特殊设备里．博莱霉素(BLM)属多肽 

类抗癌药物，主要抑制胸腺嘧啶脱氧核苷掺 入 

DNA．与 DNA结合，使之破坏，也能使 DNA单链断 

裂，放出部分游离棱碱，破坏 DNA模板，阻止 DNA 

复制 ．BLM在汞电极上的伏安行为和电极反应机 

理[3,4 及其颡j定l555，已有报道 但BLM在离子注入修 

饰电极上的电化学行为及其与 DNA相互作用尚未 

见报道．本文的创新性在于用离子注入技术研制一 

种新的修饰电极，并用于研究 BLM与 DNA相互作 

用的电化学行为及其应用．这种电极稳定性和重现 

性比一般的化学修饰 电极优越得多；而灵敏度也比 

较高 ．BLM在0．1 mol／LHOAc—NaOAc溶 液(pH 

4．62)中，在Ni／GCE离子注入修饰电极上的还原，属 

具有加速作用的不可逆过程，是注入的M加速 BLM 

的还原．引入 DNA恬，BLM的峰电位几乎不变化，只 

使峰电流降低，形成一种非电活性的结合物．求得该 

结合物的结合比和结合常数．电极过程仍为不可逆 

过程，与未加入 DNA时一样．加入 DNA后，BLM的 

峰电流降低，据此，可用于 pNA的测定，得到满意的 

结果 

1 实验部分 

1．1 主要试剂与仪器 

1．0×10 mol／L BLM溶液：准确称取 7．2 I豫 

BuⅥ(中国医学科学院药物研究所)用三次水溶解后 

转入 50 rnI_容量瓶中定容，摇匀，用黑纸包好置于冰 

箱保存 ．使用时再用蒸馏水稀释至所需浓度．1．0 

mol／L HOAc—NaOAc溶液(DH 4．62)．率实验所用试 

剂均为分析纯．水为二次去离子水再经蒸馏的纯水．

高纯氮除氧．

CHI660电化学 工作站 (CH Instrtmlents U．S 

A )，通过 586 IBM兼容微机应用CHI电化学软件进 

行各种电化学测量．三电极体系，参比电极为饱和甘 

汞电极(SCE)，辅助电极为铂电极，工作电极为离子 

注入修饰电极 Ni／GCE和玻碳电极 GCE．8OO型离心 

机(上海手术器械厂)．uv一250紫外可见分光光度 

计(日本岛津公司)，PHI610型扫描俄歇微探针能谱 

仪(AES)(美国 Perkin—Elmer公司)，807型数字 pH／ 

离子计(广州登峰分析仪器厂)．

1．2 离子注入修饰电极 N'CGCE(5×1 离子／ 

E

n

cm2)制备 

选择面积为 1．0 cm2玻碳为基体材料，因为它 

具有低渗透性、氧化时高稳定性和强抗腐蚀性等良 

好的性能．将其依次用丙酮，1 mol／L NaOH，HNO3和 

蒸馏 水 清洗 3～5 min．晾干后 用 金属 蒸气 弧 

(M ~WA)源离子注入机进行离子注入，能量为 40 

keV。注入 Ni离子纯度高于99．9％，注入剂量为 5× 

10”离子／cm2，注入束流量为 1 ~,／c．m2．用一般方法 

引出导线制成电极．

2 结果与讨论 

2．1 博莱霉素在镍离子注入修饰电极上的电化学 

行为 

2．1．1 Ni／GCE与 GCE性能的比较 如图 1所示，

在0．1 mol／LHOAc—NaOAc缓冲溶液(pH 4．62)中，

记录Ni／GCE离子注入修饰电极的伏安曲线，得一 

灵敏的BLM还原峰(曲线 C)．峰电位为一1．16v(vs．
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SCE)．BLM在玻碳电极上不发生可察觉的电化学过 

程(曲线 b)．表明注M 的玻碳电极对 BLM的电还原 

有加速作用．

圈 1 线性扫描伏安曲线 

F ．1 Linear saz*p 咖n0 ams 

f_0 1 mol／LHOAc—l~'aOAc atthe Ni／CCE：

㈣ ．1 mol／L HOAe—NaOAc+5 0×10—6mol／LBLM mGCE； 

r—a+5．0×10‘ mo[／L BLM 100mV／g 

2．1．2 循环伏安法 如图 2所示 ．在 O V一一1．4 v 

内扫描，正扫，有一阴极峰；反扫，没有峰．所以可以 

认为，BLM在镍离子注入修饰电极上还原过程为不 

可逆过 程．

圈2 循环伏安图 

Fig．2 Cydic voltammogmm 

0 1mol／LHOAc—NaOAe；5 0×10‘‘mol／L BLM； =100mV／s 

2．1．3 扫速的影响 峰电流与扫速平方根成正比，

而与扫速一次方的关系是一条向下弯曲的曲线．表 

明该体系的峰电流主要受扩散控制．

2．1．4 静止时间的影响 当静止时间在 2 120 s 

之间变化时，峰电流基本不变，表明峰电流主要受扩 

散速率控制．

2．2 表面分析 

图3是 Ni／GCE修饰电极表面元素深度分布 

图．如图所示，镍元素的深度分布出现一个峰，成高 

斯分布．最高原子百分含量为45％．可以认为，由于 

Ni离子的注入，改变了玻碳基体的性质，加速了 

BLM在Ni／C,CE修饰电极表面的还原 

o a

圈3 Ni／GCE修饰电极表面元素深度分布图 

F ．3 l'ne如 distriimfi~of eJ~tlnerttts in Ni／GCE 

图4和图5是玻碳电极和镍离子注入修饰电极 

的AES图．对比这两张图，表明，玻碳电极表面仅含 

有 C，O两种元素，而镍离子注入表面除了 C，O之 

外，还有 M元素，且镍元素的含量小于碳元素，与理 

论判断一致．表明镍确实被注入到玻碳电极表面上．

圈4 玻碟电极的 AES图 

g．4 AES ofGCE 

厂1 

o0 o0 
e 

o0 。o o0 

圈 5 Ni／GCE的 AES图 

Fig．5 AES Ni／GCE 

综上所述，BLM在 0．1 mol／L HOAc—NaOAc溶 

液(pH 4．62)中，在 Ni／GCE上有一还原峰，是 BLM 

分子中嘧啶环得 2个电子的还原：．表面分析证实，

Ni的确被注入到玻碳电极的表面，加速了BLM的还 

原．电极过程为不可逆过程．

∞ 鲫 ∞如帅 如加 0 
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2．3 BLM 与DNA相互作用的研究 

在O．1 nml／LHOAc—NaOAc溶液(pH 4．62)中，

在Ni／GCE上，BLM有电活性，而 DNA为非电活性．

实验表明，在 BLM溶液中引人 DNA，在37℃恒温2 h 

后，BLM与 DNA发生相互作用，使得 BLM的峰电流 

下降(见图6)．

~

图6 线性扫描伏安图 

Fig．6 15near sv,eep voltammgvams 

_0 1 m ／LHOAc—NaOAc．1．2 x10一 mot／L BLM 

h— a+5 3 x10一 mDl儿 D A 

2．3．1 BLM与 DNA作用的光谱证据 如图 7所 

示，在 0．1mo1／LHOAc—NaOAc溶液(pH 4．62)条件 

下，BLM在 287 I31TI处有一最大吸收峰；DNA的最大 

吸收峰位于 257 Bn3．．BLM中引人 DNA后 ，在 250 Bn3．

处出现一新的吸收峰．表明 BLM与 DNA发生结合 

作用 ．

图7 吸收光谱图 

Fig．7 ,M：sotption spectra 

a一5 O x10 mol／L BLM：h—_2 65×10一 mol／L DN
．

A 

c— a+b：0 1 md／LHAc—l~Aa ~ 

2．3．2 BLM与 DNA的相互作用条件的选择 加热 

时间的影响：在固定 37℃水温中，作加热时间的影 

响实验，结果如图 8所示．由图可见，随着时间的增 

加，BLM的峰电流降低，而趋于一稳定值．表明 BLM 

与DNA的作用，随着时间的增加而加强，BLM的游 

离态不断的减少，因而峰电流不断降低．而 2 h后达 

到作用完全 

A

图8 时间的影响 

F ．8 Efffect oftime 

0 I mol／L HOAC—NaO ~；5 0 x10一 r∞ L BLM 

5．3×10—6m0L DNA 

温度的影响：恒温时间为 2 h，作加热温度的影 

响实验，结果如图 9所示．由图可见，随着加热温度 

的升高，BLM的峰电流降低，而趋于一稳定值．表明 

BLM与 DNA的作用，随着温度的升高而增加，因而 

使峰电流不断降低，33℃后达到作用完全．

图9 温度的影响 

(条件同图8) 

F ．9 Efffect oftemperature 

tc∞ 【 ḦⅡBin Fig 8) 

2．3．3 BLM与 DNA结合数及结合常数的测定 对 

于 BLM与 DNA形成的结合物，可以求算出 BLM与 

DNA结合数及结合常数L．DNA浓度在 5．3×10—5 

tool／L时，改变 BLM浓度所得的还原峰电流的变化，

如图 10所示．直线 a为未加人 DNA前，峰电流 ， 与 

BLM浓度 CBLM的关系图；曲线 b为加人 DNA后，，。 

与 c毗_M的关系曲线；曲线 c则为曲线 a和 b的峰电 

流差值 △，。与 CBLM的关系曲线．由图中曲线 c可见，

当 BLM的浓度高于 5．25×10“mol／L时，曲线 c趋 

于稳定值，表明溶液中几乎无游离的DNA．

假定 BLM与 DNA只形成一种简单的化合物 

DNA—mBLM．即 

DNA+mBLM § DNA—m BT_M 

结合常数可表示为 
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DNA—mBLMl

一[BLM] DNA] 

经推导，可得l。g ，n=A=I△，=l。 +mlog[BLM] 

和 = 7===1 +瓦1 1 ，式中△，～表示引入 

DNA前后 BLM峰电流的差值．

围 加 ，。和 瓯M，AI。和 Ⅲ 的关系图 

Fjg·l0 The 0I】s n，P and Ⅻ tAIP and CBLM 

^=0；b一  ^=5 3×10 5l【_I【／L；

．广 一 一 

若 BLM与 DNA只形成一种简单的化合物，则 

作 7=A I ～l。g BIJM]图应是一条直线，可以 

根据该直线的斜率和截距分别求得结合数 m和结 

合常数口．

围儿 og ，坩 AI 且I1d og[BLM]的关系固 

ng．11 The relafiomhip b r 

AI 
and log[BLM] 

在曲线 c上读取多点 △，，再从曲线 b，a上找出 

各个点相应的 BLM 的平衡浓度 [BLM]，计算 

和log[BLM]，并作 一 

log[BIJM]的关系图(图II)． ·

图 II为一直线，由斜率求得结合数 m=3，由截 

距求得结合常数 口=3．16 x 10 ．初步表明 BLM 

DNA形成3：1型化合物．

假定 肌=l，2，3，分别作 曲线 一 1
，如 

n

果计算出的△，一接近实验值5．2 ，则有理由认为 

假定的 m值是正确的．表 I列出了计算结果．

表 1 结台常数的测定 

Table1 Determination of co~inaCion c叽 tanb 

显然 △，一 =5．4 最接近实验值，因此 m 

确定为3，结合常数口=5．23×10 也接近于实验值 

3．16×10 ，所以 BLM与 DNA形成一种 DNA一3BLM 

的结合物，也就是说平均每摩尔 DNA碱基对结合了 

3摩尔Bl 分子．

2．3．4 电化学行为的研究 连续循环伏安图：如 

图12所示 ，引入 DNA后 ，仅 出现 一 阴极峰 ，￡ ： 

一 I．15 V．与未加入 DNA时完全一致 ，仍为不可逆 

过程 ．

扫速的影响：在0．1 molZL HOAc—NaOAc的缓 

冲溶液 中，加入5．0×10‘6mol／LBLM和2．65×10一 

mol／L DNA，在 37℃恒温 2 h后，作扫速对峰电流的 

影响试验，当扫速在5—150 mV／s时，峰电流与扫速 

平方根成正比：峰电流与扫速一次方的关系是一条 

向下弯曲的曲线．表明峰电流主要受扩散控制．

o

~

围 l2 循环伏安图 

F ．12 Cydic vohamm ~am 

0 1 mol／LHOAc—NaOAc；5．0 x10 6m ／L BLM 

2 65 x10一 nx ZLDNA：

= 100mV／s； =5 s 

静止时间的影响：在 0．1mol／L HOAc—NaOAc 

的缓冲溶液中，加入 5．0×10 mol／L BLM和 2．65 

×10一mol／L DNA，在 37℃恒温 2 h后，作静止时间 

对峰电流的影响试验．当静止时间在 2 120 s之问 
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变化时，峰电流基本不变，表明峰电流主要受扩散速 

率控制．

综上所述，在含有 BLM的体系中，引入 DNA并 

在 37℃恒温 2 h后 ，峰电位几乎没有变化．只是峰电 

流降低．v光谱、线性扫描和循环伏安法等实验表 

明，DNA与 BLM发生了反应，形成了一种非电活性 

的结合物．加入DNA后，体系的性质没有改变，电极 

过程仍是不可逆过程．

2．3．5 分析应用 在 0．1mol／L HOAc—NaOAc缓 

冲溶液(pH 4．26)中，加入 DNA后使 BLM的峰电 

流降低 ，可用于检测DNA的浓度 ．当BLM的浓度为 

5．1×10 mol／L时，还原峰电流的降低值 △， 与 

DNA的浓度在 1．06×10 —2．21×10 moL／L范 

围内成线性关系．线性方程为△， =130．3×IIY'c一 

43．13(△， ，I,A；c，tool／L)，线性相关系数为R= 

0．9913．测定结果和回收率试验示于表 2，3和4．由 

表可见，相对标准偏差为0．52％～1．03％．测得结果 

与分光度法一致．回收率在96．8％ 一103．9％之间．

表明该法用于 DNA的测定是可行的．

表 2 样品的测定结果 

Tattle．2 R~ults of sample detenrfimfions 

表 3 回收率的试验 

Table3 Results of reoreery experiments 

表 4 UV—s和本法测定结果的比较 

Table4 C0nlm 9Dn of results by[IV—S ar．dthis method 
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