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离子液体修饰碳糊电极对碱基及其衍生物的电化学测定

摘要

核酸的组成物质中只有碱基部分具有电化学活性，核酸碱基的电化学氧化通

常发生在固体电极较正的电位窗口中。离子液体(ILs)具有稳定性好、离子导电率

高、挥发性小、电化学窗口宽等独特的理化性质，用离子液体制作化学修饰电极，

能有效地提高电活性物质的电子传递速率，降低生物分子的氧化过电位和增强电

化学信号。本论文开展了核酸碱基及其衍生物的电化学研究，实验内容总结如下：

1．分别用疏水性离子液体六氟磷酸正丁基吡啶(BPPF6)和六氟磷酸正己基吡

啶(HPPF6)与碳粉混合，制备了两种离子液体碳糊电极(CILE)。在这两种电极上分

别研究了鸟苷和腺苷的电化学氧化反应，与传统碳糊电极CPE)比较，鸟苷和腺苷

的氧化峰电位都发生负移，氧化峰电流都显著增加，表明离子液体既有粘合剂的

功效，又是良好的修饰剂和催化剂。分别计算了鸟苷和腺苷氧化反应的电化学参

数。在1．0x10击mol／L～1．0×104 mol／L浓度范围内，鸟苷的循环伏安氧化峰电流

与鸟苷浓度呈良好的线性关系，检测限为2．61×10。‘7 mol／L(3G)；在1．0×1酽mol／L

～1．4×104 mol／L浓度范围内，腺苷的微分脉冲伏安氧化峰电流与腺苷浓度呈良好

的线性关系，检测限为9．1x10‘17 mol／L(30)。以上两种电极都成功应用于尿样的检

测。

2．将碳粉、液体石蜡和1．乙基一3．甲基咪唑硫酸乙酯([EMIM][EtS04】)三者混

合，制备了一种离子液体修饰碳糊电极(IL．CPE)。在IL—CPE上用微分脉冲伏安法

对鸟苷和腺苷进行同时测定，建立鸟苷在1．O×10。6mOl／I厂1．6x10‘4 mol／L浓度范围

和腺苷在1．0x10‘6 mol／L～2．7x10‘4 mo儿浓度范围内同时测定的分析方法。共存

物质对鸟苷和腺苷的测定无影响，该方法成功应用于人体尿样中鸟苷和腺苷的检

测。制备了该离子液体修饰碳糊微电极(m．IL．CPE)，在m．IL．CPE上研究了脱氧

鸟苷三磷酸(dGTP)的电化学氧化，探讨了dGTP的在m．IL．CPE上的电化学反应

过程，在1．0xl旷mo儿～7．0xl矿mol／L浓度范围内dGTP的氧化峰电流与浓度

线性回归方程为logIpa(A)=O．771109C(mol／L)一4．082 0--9，7=0．999)，检测限为

1．O×10币mol／L(30)，共存物质对dGTP的测定无影响。

3．在CPE上详细研究了胞嘧啶的电化学氧化，在pH 5．0的缓冲溶液中，胞

嘧啶的氧化峰电位为1．412 V，计算出了胞嘧啶在CPE上电化学氧化的相关参数，

如转移电子数(n)，电子传递系数(叻和电极反应速率常数(蛐分别为2．14，0．15和

1．049x10-3 s一。在1．0x10～mol／L～1．OxlOo mol／L浓度范围内，胞嘧啶的氧化峰电
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流与浓度呈良好的线性关系，线性回归方程为Ip(}tA)=O．0519C(弘mol／L)+O．419

(n---9，fO．999)，检测限为1．9×10。6 mol／L(3a)。常见共存物质对胞嘧啶的测定无影

响。

关键词：碱基，离子液体，碳糊电极，直接电化学
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ELECTROCHEMICAL ANALYSIS OF BASES AND ITS

RELATED DERIVATIVES ON IONIC LIQUID MODIFIED

CARBON PASTE ELECTRODE

ABSTRACT

Among the constituents of nucleic acid，only bases can undergo reduction and／or

oxidation at the electrodes．Electrooxidation of nucleic acid bases often takes place at

highly positive potentials on the solid electrodes．In recent years ionic liquids(ILs)

have received great attention due to their specific characteristics such as good chemical

and thermal stability,hi曲ionic conductivity,negligible vapor pressure and。wide

electrochemical windows．ILs modified electrodes have been exhibited the

advangtages including the increase the electron transfer rate of electroactive

compounds，the decrease the overpotential for biomolecules and the enhancement of

the electrochemical signals．In this thesis the electrochemical investigation on nucleic

acid bases and its related derivatives were carried out with the results summarized as

follows：

1．Two kinds of carbon ionic liquid electrodes(CILE)were constructed by mixing

graphite powder、析th hydrophobic ionic liquids N—butylpyridinium hexafluoro—

phosphate(BPPF6)or N—hexylpyridinium hexafluorophosphate(HPPF6)．The

electrochemical behaviors of guanosine and adenosine were studied on the CILE，

respectively．Compared、Ⅳith that of CPE，both the oxidation peaks potentials were

shift to the negative direction and two oxidation peaks current increased on the CILE，

which indicated the presence of ionic liquid in the carbon paste not only as the binder

but also as the modifier and the promoter．刀聆electrochemical parameters of

guanosine and adenosine were calculated respectively．Under the optimal conditions，a

good linear relationship was established between the cyclic voltammetric current and

guanosine concentration in the range from 1．Ox l O西mol／L to 1．Ox l O-4 mol／L wim the

III



离子液体修饰碳糊电极对碱基及其衍生物的电化学测定

detection limit of 2．6 1 x l O叫mol／L(30)；the differential pulse voltammetric current

showed a good linear relationship with the adenosine concentration in the range from

1．0x10。6 mol／L to 1．4x104 mol／L with the detection limit of9．1xlO’7 mol／L f301．Both

the proposed method was applied to the human urine samples．detection with

satisfactory results．

2．An hydrophile ionic liquid 1-ethyl一3-methyrlimidazolium ethylsulfate

([EMIM][EtS04])modified carbon paste electrode Was prepared by mixing graphite

powder,liquid paraffin and IL tbgether．The fabricated ionic liquid carbon paste

electrode(IL—CPE)Was used for the simultaneous determination of guanosine and

adenosine by differential pulse voltammetry．Under the optimal conditions the linear

calibration curves were obtained over the concentration range from 1．0x l 0石mol／L to

1．6x 1 0‘4 mol／L for guanosine and from 1．0x l 0币mol／L to 2．7x 1 04 mol／L for adenosine

in pH 3．5 B—R buffer solution．Coexisting substances in the biological samples showed

no interference for guanosine and adenosine determination and the proposed method

Was successfully applied to the human urine sample detection without preliminary

pre—treatments．The ionic liquid modified carbon paste microelectrode(m-IL—CPE)

Was prepared by packing ionic liquid modified carbon paste at the end of a pipette tip

and contacting、忻m a copper wire．The electrochemical oxidation of

2'-deoxyguanosine一5’-triphosphate(dGTP)was investigated on the m-IL-CPE by

cyclic voltammetry．Then the electrochemical processes of dGTP on the m·-IL·-CPE

were recorded、Ⅳith the oxidation mechanism discussed．Under the optimal conditions

the differential pulse voltammetric response Was proportional to the dGTP

concentration in the range of 1．OxlO-6 mol／L to 7．0x10。4 mol／L with the linear

regression equation as logIpa(A)=0．77 1 logC(mol／L)-4．082(r1-9，丫=0．999)and the

detection limit as 1．0 x 1 0由mol／L(30)．The proposed method showed good selectivity

and stability without the interferences of coexisting substances．

3．Electrochemical oxidation of cytosine Was investigated on a carbon paste

electrode．In pH 5．0 Britton-Robinson(B—R)buffer solution a well—define irreversible

oxidation peak appeared at the potential of 1．4 1 2 V which indicated the oxidation of

cytosine on the electrode．．The electrochemical parameters such as the electron transfer

number(n)，the electron transfer coefficient(0【)，and the electrode reaction standard

rate constant㈣Was calculated with the results as 2．14，0．15 and 1．049x10-3 S吐

respectively．Under the selected condition the cytosine concentration showed a good

linear relationship、衍m the differential pulse voltammetric current in the range from
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1．0×1 0巧mol／L to 1．0×1 0。mol／L with the linear regression equation as Ip(pA)=

0．05 1 9C(pmol／L)+0．4 1 9(n--9，"f--O．999)and the detection limit as 1．9x l O石mol／L(30)．

Coexisting substances showed no inferences on the cytosine detection．

KEY WORDS：base，ionic liquids，carbon paste electrode，direct elelctrochemistry
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第一章文献综述弟一早义献琢尬

碱基是DNA和RNA中最小的结构单元，是构成遗传物质的基础组分。随着

基因生物学和医学的飞速发展，在分子水平上研究生命现象的本质成为生物学和

化学的发展趋势。衰老和疾病一直是困扰人类的难题，临床疾病的诊断研究中发

现，碱基的变异在疾病演变过程中发挥着重要的作用，因此对单个碱基及其衍生

物快速、准确的识别成为疾病研究的必要手段。

1．1碱基及其衍生物简介

1．1．1碱基

生物学上的碱基(base)是指一类含氮核碱基(nitrogenous nucleobase)，简称碱

基，是DNA和RNA中起配对作用的部分。碱基都是杂环化合物，其氮原子位于

环上或取代氨基上，其中一部分(取代氨基，以及嘌呤环的1位氮、嘧啶环的3位

氮)直接参与碱基配对。常见的核碱基共有5种：胞嘧啶(C)、鸟嘌呤(G)、腺嘌呤

(A)、胸腺嘧啶(T，通常为DNA专有)和尿嘧啶(U，通常为RNA专有)。腺嘌呤和

鸟嘌呤属于嘌呤族，它们具有双环结构。胞嘧啶、尿嘧啶、胸腺嘧啶属于嘧啶族，

它们的环是一个六元杂环。嘌呤族与嘧啶族的化学性质完全互补，腺嘌呤与胸腺

嘧啶有两个氢键，鸟嘌呤与胞嘧啶有三个氢键，嘧啶单环之间连接空间太大，嘌

呤双环之间连接空间不够，这样使A与T、G与C配对成为必然，这就是碱基互

补配对原则(the principle ofcomplementary base pairing)。除以上5种主要碱基外，

核酸中也有一些含量很少的稀有碱基。稀有碱基的结构多种多样，多半是在上述

主要碱基的不同部位甲基化(methylation)或进行其它的化学修饰而形成的衍生物。

tRNA往往含有较多的稀有碱基，有的tRNA含有的稀有碱基多达10％。

1．1．2核苷

核苷(nucleoside)是碱基通过糖苷键与核糖缩合而成的化合物，核糖与碱基一

般都是由糖的异头碳与嘧啶的N．1或嘌呤的N．9之间形成的D埘．糖苷键连接的，

所以糖与碱基之间的N．C连接键，一般称为N．糖苷键。核苷中的D．核糖及D．2．

脱氧核糖均为呋喃环结构，糖环中的C．1是不对称碳原子，所以有a．及p．两种构

型，但核酸分子中的糖苷键均为D．糖苷键，X射线衍射法已经证明核苷中的碱基

与糖环平面是互相垂直的。

RNA中还存在异构化的稀有碱基核苷。如在tRNA和rRNA中含有少量假尿
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嘧啶核苷，在它的结构中戊糖的C．1不是与尿嘧啶的N．1相连接，而是与尿嘧啶

C．5相连接。

1．1．3核苷酸

核苷与磷酸结合就形成核苷酸，磷酸基接在五碳糖的C．5上。根据糖的不同，

核苷酸分为核糖核苷酸及脱氧核苷酸两类。根据碱基的不同，又有腺嘌呤核苷酸

(腺苷酸，AMP)、鸟嘌呤核苷酸(鸟苷酸，GMP)、胞嘧啶核苷酸(胞苷酸，CMP)、

尿嘧啶核苷酸(尿苷酸，UMP)、胸腺嘧啶核苷酸(胸苷酸，TMP)及次黄嘌呤核

苷酸(肌苷酸，IMP)等。核苷酸中的磷酸有一分子、两分子及三分子三种形式，5’．

单核苷酸的磷酸基可进一步磷酸化生成二磷酸核苷及三磷酸核苷，其中磷酸之间

是以高能键相连，脱氧核苷酸的情况也是如此。此外，核苷酸分子内部还可脱水

缩合成为3’，5’．环核苷酸，即单核苷酸中磷酸部分与核糖中第三位和第五位碳原子

同时脱水缩合形成一个环状二酯，常见的有3’，5’一环腺苷酸(cAMP)和3’，5’一环鸟苷

酸(cGMP)。

核苷酸是核糖核酸及脱氧核糖核酸的基本组成单位，是体内合成核酸的前躯

体，核苷酸随着核酸分布于生物体内各器官、组织、细胞的核及胞质中，并作为

核酸的组成成分参与生物的遗传、发育、生长等基本生命活动。生物体内还有相

当数量以游离形式存在的核苷酸。这些核苷酸具有多种重要的生物学功能，例如

三磷酸腺苷(ATP)在细胞能量代谢中起着主要的作用，体内的能量释放及吸收主

要是以产生及消耗三磷酸腺苷来体现的；此外三磷酸尿苷(UTP)、三磷酸胞苷(CTP)

及三磷酸鸟苷(GTP)也是有些物质合成代谢中能量的来源。腺苷酸还是某些辅酶，

如辅酶I、II及辅酶A等的组成成分。某些核苷酸的类似物能干扰核苷酸代谢，

可作为抗癌药物。

1．2碱基及其衍生物的电化学研究

1．2．1研究意义

。人体尿液和血清中的碱基和核苷的含量常常用来指示一些疾病如癌症，获得

性免疫缺陷综合症(AIDS)幂I]RNA翻转症等等。Fujita[I】等人发现40例慢性肝炎病

人肝组织中8羟基脱氧鸟苷f8．OHdG)的含量与血清转氨酶的含量比健康人高，认

为8-OHdG可当做肝组织离子储量的指标，详细探讨了肝组织中DNA的氧化性

损伤和离子超负荷导致C型慢性肝炎的致病机理。Svobodal21等人用高效液相色谱

(HPLC)结合酶联免疫分析(ELtSA)分别对比了健康的老年人和青年人尿液中

2
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8-OHdG和蝶呤的含量，建立了同时评估DNA氧化损伤和免疫反应的尿样检测体

系，对肿瘤和一些传染病的病理生理学研究具有重要意义。杨军【3J等人用HPLC

法测定了69个尿样和42个血清样本中的15种核苷，为人工仿真鉴别健康人和

癌症患者的检测系统提供了充分的数据支持，建立的测定体系对尿液和血清样品

中核苷的识别率高达95．8％和92．9％。Nakano[4]等人采用反相HPLC法用5’．脱

氧腺苷合成5’．脱氧黄苷，并用反相HPLC法同时测定5,6一尿苷和假尿苷，采集4

个肠胃癌病人的尿液，并对其中的5,6．尿苷和假尿苷的含量进行跟踪测定，在治

疗一段时间后其中3个病人尿液中的以上两种核苷的含量明显降低。Wang[5】等人

在碳糊电极上建立了用Co(phen)33+做指示剂，针对人类免疫病毒HIV-1中较短

DNA序列测定的电化学传感器。Chen[61等人利用无机盐导致纳米金团聚变色和

ATP与纳米金结合构型变化的原理，用比色法建立纳米金溶液测定尿液中ATP的

分析方法。Goyal[7】等人用C60修饰的玻碳电极同时测定肝癌病人血液和尿液中的

2’．脱氧腺苷和腺嘌呤，检测限达到0．8x10培mol／L和0．95x10一mol／L。

1．2．2研究进展 ．

1969年Dryhurst[8】提出黄嘌呤、鸟嘌呤、腺嘌呤、以及鸟苷和腺苷能在热解

石墨电极上发生氧化，从此开始了核酸类物质电化学领域的氧化研究，人们不断

地深入探讨碱基及其衍生物的氧化机制。1982年Goyal和Dryhurst[9】对鸟嘌呤和

8．氧鸟嘌呤的电化学氧化以及过氧化物酶催化氧化进行了对比，发现两种氧化途

径是一样的。鸟嘌呤是DNA电化学氧化中最容易氧化的碱基，鸟嘌呤的氧化产

物8．氧鸟嘌呤成为定量研究DNA氧化损伤比较稳定的考察依据。2000年

Oliveira．Brett[Io】等人详细地研究了8．氧鸟嘌呤在玻碳电极上的可逆电化学过程。

2004年Ferapontova[11】在金电极上对鸟嘌呤和8一氧鸟嘌呤的电化学氧化进行了对

比研究，提出了鸟嘌呤氧化的两步4e氧化反应过程以及8．氧鸟嘌呤的le准可逆

氧化还原反应。

早在1968年Dryhurst和Elving[12】就研究了腺嘌呤在热解石墨上的氧化机理，

提出了腺嘌呤的氧化过程共有6e参与，产生不稳定的二正碳离子中间体。

Diculeseu[13】等人运用循环伏安法，示差脉冲伏安法和方波伏安法研究了腺嘌呤氧

化产物2，8．二羟基腺嘌呤在玻碳电极上的准可逆氧化还原，除氧的条件下，2，8．

二羟基腺嘌呤在电极上发生可逆的氧化还原反应。

鸟嘌呤和腺嘌呤构成核酸碱基的嘌呤组分，在双链DNA中占有50％的比例

且能在较低电位下发生电化学氧化，随着化学修饰电极方法学的发展，涌现了诸

多用各种修饰电极同时测定鸟嘌呤和腺嘌呤的电化学研究。zen【Ml等人在聚氯化

钌／NailOn修饰玻碳电极上对变性DNA，RNA和合成寡核苷酸中的鸟嘌呤和腺嘌
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呤进行了同时测定研究，检测限达到5．9×10母mol／L和2．0xlO—mol／L。王怀生115】

等人在活化处理的玻碳电极上采用恒电位吸附溶出伏安法测定了酸变性DNA中

的鸟嘌呤和腺嘌呤的含量。王宗花【l 6】等人用B．环糊精包埋碳纳米管涂布在热解石

墨电极上，用该修饰电极研究了鸟嘌呤和腺嘌呤在这种复合电极界面微环境中的

电催化氧化机理，提出了一种能有效降低嘌呤碱基氧化电位的电化学测定方法。

刘红英【17】等人先把多壁碳纳米管和金纳米粒子沉积在玻碳电极上，之后电聚合一

层聚硫堇膜，研究了这种聚硫堇包埋的纳米复合膜修饰电极对鸟嘌呤和腺嘌呤的

电催化氧化，检测限能达到1×10。8 mol／L和8×10一mol／L。 ．．
．

核苷以及核苷酸中的核糖和磷酸基团是非电活性的，只在碱基基团上发

生氧化还原反应，近几年碱基类物质的电化学氧化研究逐渐关注于基团增大

的核苷及其核苷酸的研究，由于测定对象空间结构增大，氧化位点不容易曝

露出来，与碱基相比核营和核苷酸表现出氧化电位增高，电流信号降低，在

电极上的吸附性能减弱等电化学现象。Goyal课题组在碱基及其系列衍生物电

化学氧化研究方面的工作较为突出，主要以玻碳电极、热解石墨电极以及氧化铟

锡电极为基体电极，修饰纳米金，碳纳米管，富勒烯C60ll8l等纳米材料，对鸟苷，

腺苷，次黄苷【191，2，．脱氧腺苷【201，8一羟基鸟剖2¨，鸟苷单磷酸[227，腺苷单磷酸∞1，

鸟苷三磷酸【24’251，腺苷三磷酸【26】等多种物质进行了单独和同时测定的电化学研

究。

1997年Oliveira-Brett[27l首次提出胞嘧啶和胸腺嘧啶在玻碳电极上产生氧化

峰，在此之前嘧啶碱基的电化学研究大多集中在汞电极上的还原反应，人们曾一

度认为胞嘧啶和胸腺嘧啶不具有电化学氧化活性。Ivalldini【281等人用微波辅助等离

子化学气象沉积法制备了高效硼掺杂金刚石电极，并对比研究了未阴极化处理和

阴极化处理的硼掺杂金刚石电极对鸟嘌呤、腺嘌呤、胞嘧啶和胸腺嘧啶的电化学

响应。吴寿国【29】等人用电沉积和恒电位吸附法制备了B．环糊精／聚乙酰苯胺修饰

的玻碳电极，对胸腺嘧啶在该电极界面超分子微孔环境中的电化学氧化行为进行

了详细研究，检测限可达到6．26x10。6mol／L。王宗花【307等人用B．环糊精包埋碳纳

米管修饰的热解石墨电极研究了胸腺嘧啶的电催化氧化，B一环糊精和碳纳米管的

存在使胸腺嘧啶的氧化峰电位负移到O．87V，大大提高了它的氧化效率，检测限

达到5xlO币mol／L。Shent3l】等人用B一环糊精／多壁碳纳米管修饰的玻碳电极同时测

定鸟嘌呤、腺嘌呤和胸腺嘧啶，检测限分别达到3．37x10一、7．5x10do和6．77x10哼

mol／L。Oliveira-Brettt32】等人研究了DNA中四种碱基及其核苷酸在玻碳电极上的

电化学氧化，探讨了较小的电极面积能进一步提高嘧啶碱基的响应信号。

Stempkowskat33】等人用传统碳糊电极研究了DNA四种核苷酸的电化学氧化，并进

一步分析了合成的核苷酸链中各种核苷酸的信号强度与组分含量的关系。
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碱基类物质的电化学中还包括一些硫代碱基的研究，Shahrokhiant341等人

研究了钴希夫碱修饰的碳糊电极对硫胞嘧啶的电化学催化氧化。Salimit351等

人将多壁碳纳米管修饰的玻碳电极用于硫胞嘧啶，L．半胱氨酸和谷胱氨酸的

伏安检测。Wen[361等人研究了Gemini阳离子表面活性剂对银电极上2一硫尿

嘧啶电化学氧化行为的影响。

1．3碳糊电极

1．3．1传统碳糊电极

早在20世纪50年代末Adams[37】就提出了碳糊电极(CPE)的制备方法，将导

电性碳粉和不导电的粘合剂(如石蜡油、医用润滑油Nujol等)混合，碳粉与粘合剂

比例一般在59：2～3．5 mL范围内。与贵金属电极相比碳糊电极的特点是电位窗宽、

残余电流低、制备方法简单、表面更新容易、而且价格便宜。1964年Kuwana[38】

等发表了固定二茂铁和葸醌等电活性物质的原理性研究，逐渐兴起了在碳糊表面

固定修饰剂的化学修饰碳糊电极(CMCPE)。直至1981年Baldwinl39】等提出直接混

合的简单制备方法后，化学修饰碳糊电极才得到较快发展。碳糊电极对电活性物

质的富集主要依靠吸附和萃取[40l，如果电化学反应在裸电极上能够合理地、有选

择性地和容易地进行时，电极表面的修饰则没有必要和毫无价值，加入的修饰剂

必须能增强碳粉微粒的吸附作用或与粘合剂形成协同萃取作用等。化学修饰碳糊

电极的出现提高了碳糊电极的选择性和灵敏度，使分离、富集和选择性测定三者

合一。迄今为止，碳糊电极及化学修饰碳糊电极已在无机物分析【4l椰】、有机物分

析【4¨61及药物分析[47,48】、电化掣49引1和生物传感器[52,53】等研究中得到广泛应用。

1．3．2离子液体碳糊电极

1992年Zaworotk[54J等合成了以二烷基咪唑为阳离子、以BF4‘、N03",CH3COO‘

和S042"为阴离子的一系列亲水性离子液体，使离子液体发展成为具有广泛应用前

景的物质。Fuller[55《7】等在Zaworotk的工作基础上，合成了一系列阴离子体积更

大的离子液体，丰富了离子液体的种类，实现了离子液体的可设计性。随后

Bonhotel58】等在1996年报道了一系列疏水性离子液体，进一步拓宽了离子液体的

种类和用途。2001年出现了功能化离子液体【591，使离子液体的研究和应用得到巨

大的发展。离子液体在电分析化学领域的应用主要集中在制备电化学传感器、做

支持电解质和制备碳糊电极等方面，接下来简述近年来离子液体用于碳糊电极制

备中的研究进展。
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由于疏水性离子液体具有不溶于水、电导率高和粘性大等特性，因而可作为

粘合剂和修饰剂用于离子液体碳糊电极(CILE)或离子液体修饰碳糊电极(IL．．CPEl

的制备。而亲水性离子液体由于与水互溶，直接用其作粘合剂制备的碳糊电极在

水溶液中会发生溶胀现象，影响电极性能，因此需借助液体石蜡或其它粘合剂来

实现IL．CPE的制备。和传统碳糊电极相比，CILE和IL．．CPE具有良好的电化学

性能，并能显著地降低一些生物分子的过电位，改善电极反应的可逆性，有效地

提高一些电活性物质的电子转移速率和电流响应灵敏度。因此，将离子液体用于

碳糊电极的制备，极大的促进了传统碳糊电极和化学修饰碳糊电极的发展。

(1)疏水性咪唑类离子液体用于碳糊电极的制备

作为最早制备的一类疏水性离子液体碳糊电极，其研究工作己取得了一定的

进展。Liu【60j等制备了磷钼杂多酸盐掺杂的[BMIM】[PF6】离子液体碳糊电极，用于

亚硝酸盐的电催化还原研究。孙伟等制备了多种复合膜【6l埘】包埋Hb的

【BMIM][PF6】离子液体碳糊电极，用紫外可见光谱、红外光谱和电化学方法等手

段对包埋于膜内的I-Ib的性质进行了表征，并研究了Hb对H202【61．6．21和三氯乙酸

(YCA)[63,6q的电催化行为。王升富【65】等将血红素蛋白质(Mb、Hb、HRP)、

【BMIM][PF611、碳粉和液体石蜡按照一定的比例均匀混合，制备了含血红素蛋白

质的离子液体修饰碳糊电极，并用于H202的测定。Musameh['66】等采用

【BMIM][PF6]、[HMIM][PF6]、【OMIMI[PF6]、【HMIMI[PF3]、【HMIM][Imide]带1]备

了不同的离子液体修饰的碳糊微电极，研究了不同离子液体对微电极的背景电

流、信号响应、阻抗、电容和峰峰分离的影响，并应用于NADH、肼等物质的流

动注射分析。张亚【67】等表征了用[HMIM】[PF6】制备的CILE和IL．CPE的电极表面

形貌和性能，对比研究了对苯二酚在这两种电极上的电化学行为，并应用于医用

皮肤膏中对苯二酚含量的测定。郑建斌【68】等研究了多贝斯在用lIAMIM][PF,5伟0备

的CILE上的电化学行为，并测定了胶囊和尿液中多贝斯的含量。Franzoil691等将

漆酶、离子液体([BMIMI[PF6】或[BMIM][BF4])、石蜡油和石墨粉按一定比例均匀

混合，制备的生物传感器用于植物提取物迷迭香酸的测定。

(2)疏水性吡啶类离子液体用于碳糊电极的制备

与疏水性咪唑类离子液体碳糊电极相比较，疏水性吡啶类离子液体碳糊电极

能明显降低电催化反应过程中存在的背景电流。Maleki和Safavi课题组以

IIOPy][PF6]为粘合剂制备了吡啶类离子液体碳糊电极，研究了抗坏血酸(A蛐、多

巴胺(DA)、烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(NADH)等生物分子在CILE上的电化学行为，

发现它们的氧化还原电位明显降低[70l；良好的实现了从、DA和尿酸(UA)的同
时测定川；在此电极上沉积Pd纳米粒子，构建了Pd／CILE修饰电极，研究了对

溶解02、H2,02、DA、AAl。72】和肼【73】的电化学催化作用；研究了亚硫酸盐在CILE
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上的电催化氧化，并测定了矿泉水、葡萄汁和啤酒中亚硫酸盐的含量[741；对比研

究了L．半胱氨酸(CySH)在CILE、GCE上的电化学行为，探讨CySH的反应机理

并检测了豆奶中CySH的含量[751。孙伟等制备并表征了[BPy][PF6】离子液体碳糊

电极【761，在该电极上分别研究TJL茶酚【771、DAl781和硝基酚【79】的电化学行为；构

建了Nafion／nano．CaC03．Hb／CILE修饰电极，研究了其对n202、三氯乙酸(TCA)

和亚硝酸盐的电催化作用【801。Musameh[81】等制备【Opy】[PF6】／石墨复合电极，考察

T[Opy][PF6]的用量对[OPy][PF6]／石墨电极的电容、阻抗、阴极电流和峰峰分离的

影响，然后将GOx加入[OPyI[PF6】石墨复合物中构建了葡萄糖传感器。丁彩凤等

暇】构建了HRP一海藻酸钠水凝胶膜修饰的[BPy][PF6]碳糊电极，研究了其对H202

的电催化活性。

(3)亲水性离子液体用于碳糊电极的制备

将亲水性离子液体与液体石蜡或其它的修饰剂混合制备的IL．CPE，进一步拓

宽了离子液体在碳糊电极中的应用范围，但存在背景电流较大的缺点。张亚等人

分别采用[AMIM]CI、[HMIM]Br、【AMIM]Br制备了IL—CPE，研究了黄岑苷【83l、

芦丁【84】、对氨基酚【85】的电化学行为并建立了它们的电化学分析方法；构建了

Nafion／[OMIM]Br／CPE修饰电极，研究了DA在该修饰电极上的电化学行为，实

现了AA、UA共存下DA的选择性测定【861。贾晓光【87】等通过【BMIM】【BF4】、甲基

硅油分别与石墨粉混合制备了碳糊电极，研究了对苯二酚在这两种电极上的电化

学行为，解释了[BMIMI[BF4】碳糊电极充电电流比甲基硅油碳糊电极大的原因可

能是由于[BMIM][BF4】、甲基硅油表面基团不同，导致了介电常数性质存在差异。

孙伟【88】等制备和表征了[EMIM][BF4】修饰碳糊电极，研究了米吐尔在该电极上的

电化学行为并建立了测定其含量的电化学分析方法。

1．3．3微碳糊电极

微电极是指相对于常规电极而言，一维尺寸为纳米级或微米级的一类电极。

上世纪60年代中期，当在旋转圆盘电极的电流一时间曲线测定中排除了对流的影

响时，人们才发现电极反应过程与旋转圆盘电极的半径有关。直到20世纪70年

代末期，英国南安普敦大学的Fukushima[89】才指出减小电极的尺寸对电极反应不

仅有量的影响，而且有着质的改变。

当电极的一维尺寸从toni级降至pm级时，表现出许多优良的电化学特性，

如高稳态电流密度、高信噪比、极小时间常数、低溶液电位降等。微电极上的极

化电流和欧姆压降小，在快速电极过程的研究、高阻抗电解质体系中的测量和生

命科学领域都得到了应用[90-921。常用的微电极材料包括铂[93^951、金[96-981和碳纤维

[991等，其中碳纤维微电极电势窗口较宽，因而能广泛应用于水介质中的电分析
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[100A01】。

在常规电极体系中，电化学反应中的物质扩散一般接近于半无限的平面扩

散，而微电极因为其特殊的尺寸，除了存在平常的轴向扩散之外还有平行于电极

表面的径向扩散，电解时电极表面能形成薄而稳定的半球形扩散层，边缘效应明

显f1021。因此微电极的电化学理论是建立在多维扩散基础上的【1031，具有许多常规

电极所不能比拟的电化学特性，如传质速率高，能迅速达到稳态电流，电流密度

大，具有低的欧姆降，时间常数小等等。

微电极上的扩散传质速率与其几何尺寸成反比，尺寸越小扩散传质速率越

快，随着电极半径越来越小，传质速率越来越高，以致许多在较小电极上可逆的

过程，在更小的电极上会变得不可逆，这就可以在无需借助暂态技术的情况下对

快速电极过程和伴随化学反应过程进行研究【l帷llo】，由于高的扩散传质速率，溶

液的流动对电流影响不大，微电极还可用于流动体系的研究[111,112】。

微电极的体积小，用它制作的仪器便于携带，十分灵活，可进行现场测量，

在此基础上发展起来的微电极定位技术和微电极测量技术在许多化学领域，特别

是生物化学和临床医学的应用上很有实际意义【113,114】。同时微电极也因为其面积

的限制，电流强度很小，有时这一缺点限制了它的应用，在这种情况下，人们将

多个微电极组合起来，成为一个组合式微电极加以使用，起到了很好的效果，既

具有微电极的一般特性，又提高了电流强度。

当电极尺寸进一步减小到纳米级时，微电极制作的难度显著加大，弱信号检

测的问题也更加突出。随着纳米线制备方法研究的发展以及实验仪器性能的提

高，近几年纳米微电极己逐渐引起电化学和电分析化学工作者的关注，并且在纳米

生物传感器【115,116]，单细胞分析【1171，微量、痕量检测【11引，电化学动力学研究【119,120]，

电催化反应电极材料【121】等众多领域显示出了巨大的潜在应用性。

常见碳材料微电极包括碳纤维微电极，玻碳微电极和碳糊微电极，其中因碳

纤维电极制作比较方便，研究报道比较多，在这里我们主要介绍碳糊微电极的一

些研究进展。陈洪渊【122】等人提出了一种新的用金微电极刻蚀后装入碳糊的碳糊微

电极制备方法，此方法能很好的控制碳糊微电极的一维尺度，制作较为方便。王

敌清【l冽等人采用碳基针孔微电极作为基体，把蒙脱土／碳糊修饰在针孔微电极中，

制成组合式修饰微电极，测试了该修饰碳糊微电极对铜离子的阳极溶出伏安特

性。邓培红等人用碳黑微电极研究了DA的可逆电化学行为，并且极大地提高了

DA测定的灵敏度【124】；将多壁碳纳米管用涂布法修饰在乙炔炭黑微电极表面，用

阳极溶出伏安法测定痕量Sn(IDtl25】；采用循环伏安法将氨基乙酸聚合在碳黑微电

极表面制得聚氨基乙酸修饰碳黑微电极，并研究了DA和AA在该电极上的电化学

行为【1261。Labuda[1271等人用金属氧化物粉末混合光谱纯石墨粉、医用凡士林制成
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碳糊，装在150 p,m的硅胶毛细管中，用铜线连接制成氧化物修饰碳糊微电极，

应用于毛细管电泳中研究氨基酸的电化学行为。Musamehtl28】等人为了克服离子液

体碳糊微电极较大的充电电容和提高检测灵敏度，研究了用不同种类离子液体制

备的碳糊微电极的性能，优化了离子液体碳糊微电极中的离子液体的比例。

Nigam[129】等人用四氢呋喃作溶剂研磨碳粉和锌希夫碱，待溶剂挥发后加入医用液

体石蜡，制成修饰碳糊微电极，用该电极研究了头孢噻肟酸的电化学行为。

1．4本论文的基本思路和目的

衰老和疾病一直是人们关注的话题，医学界认为氧活性物质(reactive oxygen

species，ROS)是造成DNA损伤的罪魁祸首，是衰老和疾病的根源。ROS能使核酸

在线粒体上氧化生成正常代谢的副产物，这些副产物很容易成为基因突变和DNA

复制中碱基错配的位点，8一O．dG就是最显著的例子。核酸碱基类物质的氧化研究

对于获得DNA中各级组分的反应动力学信息，了解一些人类疾病的病理学，建立

合理的疾病检测机制，开发有效的疾病治疗途径等均有重要意义。近年来，核酸

碱基的直接电化学氧化引起了越来越多研究者的兴趣。离子液体具有导电率高、

电化学窗口宽的特点，使其在电化学和电分析化学领域中具有明显的优点，而且

其挥发性小、溶解性好、酸碱性可调，使其在电化学领域有广泛的应用前景。因

此，本文使用不同种类的离子液体做粘合剂或修饰剂来改善碳糊电极的性能，试

图提高核酸碱基在离子液体碳糊电极上的直接电化学信号，从而实现碱基及其衍

生物的直接电化学氧化，进一步探讨它们的氧化机理，建立可靠的碱基及其衍生

物直接电化学氧化测定方法。
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第二章鸟苷在BPPF6离子液体碳糊电极上的

电化学行为和测定

摘要：本章研究了鸟苷在疏水性离子液体六氟磷酸正丁基吡啶(BPPF6)修饰碳糊电

极上的电化学行为，并且进一步用于鸟苷的测定。鸟苷在该电极上发生吸附性不

可逆氧化过程，在pH 4．5。的B．R支持电解质中，鸟苷的氧化峰出现在1．12V。与

传统碳糊电极相比，氧化峰电位出现较小的负移，氧化峰电流有增大较强，这主

要是由于电极中存在的离子液体使鸟苷更容易吸附在电极表面，提高的离子导电

率使鸟苷的电化学响应信号增强。求解了相关的电化学参数如电子传递系数a、

电极反应速率常数忍和电子转移数n。在优化的实验条件下，鸟苷的循环伏安氧

化峰电流与鸟苷浓度在1．0×10击mol／L～1．0×104 mol／L范围内呈现良好的线性关

系，检测限为2．61×10。1 mol／L。几种常见的共存物质对鸟苷的氧化峰电流的干扰

较小，在鸟嘌呤和鸟苷的混合溶液中离子液体电极对两种物质均表现出良好的电

化学响应。上述分析方法进一步运用于对尿样中鸟苷的测定，结果令人满意。

关键词：鸟苷，六氟磷酸正丁基吡啶，离子液体，循环伏安法

鸟苷是由鸟嘌呤与核糖组成的一种核苷，两者之间由D-N。糖苷键相连。若鸟

苷与脱氧核糖相连，则会产生脱氧鸟苷。鸟苷的用途十分广泛，是食品和医药产

品的重要中间体，可用于合成食品增鲜剂——5’．鸟苷酸二钠、呈味核苷酸二钠，

以及核苷类抗病毒药物如利巴韦林、阿昔洛韦等，也是用于制造无环鸟苷、三氮

唑核苷、鸟苷三磷酸钠等药物的主要原料。鸟苷在许多生命进程中有着重要作用，

例如调节RNA的组装，在大脑缺血时进行保护等。鸟苷经过磷酸化之后可变成

鸟苷单磷酸、环鸟苷单磷酸、鸟苷双磷酸或鸟苷三磷酸。尿液中鸟苷的含量是医

学上检测肾癌和肝病的衡量指标。因此建立灵敏的鸟苷测定方法有着十分重要的

研究意义，许多分析方法已经应用于检测鸟苷，如高效液相色谱法【l,21，毛细管电

泳法12J和薄层色谱法。由于鸟苷中的碱基具有电化学氧化性质，电化学工作者不

断构建选择性好、灵敏度高的化学修饰电极用于测定鸟苷。Goyal[4-51等人分别使

用纳米金修饰的氧化铟锡电极和富勒烯C60修饰的玻碳电极对鸟苷进行了研究。

Fortin[61等人在硼掺杂的金刚石电极上研究了鸟苷的直接电化学氧化。

本章在BPPF6离子液体碳糊电极上详细研究鸟苷的电化学行为，求解了相关

的电化学参数，与CPE相比，鸟苷的氧化电位降低了10 mV，氧化电流增加了
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42倍，离子液体碳糊电极上鸟苷氧化峰电流的信号显著增强。在最优实验条件下，

建立了一种BPPF6离子液体碳糊电极灵敏测定鸟苷的分析方法。

2．1实验部分

2．1．1仪器与试剂

CHI 1210A型电化学工作站(上海辰华仪器公司)，三电极系统：自制离子液

体碳糊电极(CILE)为工作电极；饱和甘汞电极(SCE)为参比电极；铂丝为辅助电极；

pH S．25C型酸度计(上海理达仪器厂)。

六氟磷酸正丁基吡啶(BPPF6，杭州科默化学有限公司，分子量281．18，熔点

60。C)；石墨粉(上海胶体化学厂，颗粒度<30 lxm)；鸟嘌呤，鸟苷(美国Sigma公

司)；尿酸，多巴胺，抗坏血酸，液体石蜡(天津巴斯夫化学试剂有限公司)；0．2 mol／L

Britton—Robinson(B．R)缓冲溶液的配制方法是将12．35 g H3804，13．55 mL浓

H3P04和11．80 mL CH3COOH混合用二次蒸馏水定容至1000 mL，然后再用O．5

mol／L NaOH调节，得到所需pH值的B。R缓冲溶液。所用其它试剂均为分析纯，

实验用水均为二次蒸馏水。

2．1．2实验方法

传统碳糊电极(CPE)的制备是将1．6 g石墨粉和O．5 mL液体石蜡置于研钵中研

磨均匀，填入内径4 mrN的玻璃管中压实，用铜导线连接，使用前将电极表面在

称量纸上打磨光滑。将石墨粉和离子液体BPPF6以3：1的质量比混合，在80。c放

置1小时后研磨均匀，将混合物填入玻璃管中，内插铜导线压实，并在称量纸上

打磨光滑即可得到CILE。

将三电极浸入B．R缓冲溶液为支持电解质的10 mL电化学池中进行电化学实

验。在含有一定量鸟苷的电化学池溶液中进行循环伏安扫描，对鸟苷测定的相应

实验参数和实验条件进行优化。最终选择0．6 V电压下开路富集300 s后，在0．5 V

～1．3 V的电位范围内进行循环伏安测定。

‘

2．2结果与讨论

2．2．1鸟苷在CILE上的电化学行为

用CPE和CILE分别研究了浓度为5．0x10巧mol／L的鸟苷在O．2 mol／L pH 4．5

2I
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的B．R缓冲溶液中的电化学行为，结果如图2．1所示，在两种电极上均出现了一

个不可逆的电化学氧化峰。在CPE上氧化峰电位位于1．13 V(曲线b)，电流为

6．644x10西A：在CILE上氧化峰电位为1．12 V(曲线d)，电流为2．780x104A。比

较上述数据得出CILE上氧化峰电位负移了10 mV，峰电流是CPE上电流值的42

倍，这表明CILE表面的离子液体对鸟苷的氧化反应有显著的催化能力。根据文

献【7'8】，CILE具有电导率高、电子传递速率快，固有的催化和吸附性能等优点。

因此在CILE表面能富集更多的鸟苷，离子液体作为高效催化剂促进了鸟苷氧化

·．的过程动力学反应．o同时背景电流增加，可能是由于高粘度离子液体的存在增加

了双电层电容的缘故。

A O．4

O．2

O

誓-0．2
2．0．4
×

穹-o-8

；：
．1．2

·1．4

1．∞1．如1．10 1．00 0．00 0．80 0．70 0．B0 0．50

E，V

1．30 1．20 1．10 1．∞O．00 0．80 0．70 0．60 0．50

E／V

图2．1在CPE(A)和CILE(B)上0．2 mol／L pH 4．5的B-R缓冲溶液

和5．0×10巧mol／L的鸟苷溶液的循环伏安曲线，扫速：100 mV／s
’

Fig．2．1(A)Cyclic voltammograms on CPE for 0．2 m01／L pH 4．5 B．R(a)and 5．0x 10"5 mol／L

guanosine in buffer solution(b)；(B)Cyclic voltammograms on CILE for 0．2 mol／L pH 4．5 B·R(c)

and 5．0x 10巧mollL guanosine in buffer solution(d)．Scan rate：100 mV／s

2．2．2缓冲溶液pH值的影响

在pH 3．O到6．0范围内改变缓冲溶液的pH值，对不同pH值下的鸟苷溶液进

行循环伏安扫描，实验结果如图2—2所示。随着缓冲溶液pH值的增加，鸟苷的

氧化峰电位负移，说明氢质子(呐参与鸟苷的电化学氧化反应。氧化峰电位与溶
液pH值存在如下线性关系：

Epa(V)竿一0．04 1 pH+1．257 (n_7，／---0．998)

据文献报道，鸟苷氧化需要两步过程，一共失去4个电子和4个质子，第一

步2电子2质子氧化反应是决速步反应。

缓冲溶液pH值对鸟苷氧化峰电流也有较大影响，当鸟苷溶液的pH值为4．5

时，峰电流响应最大，且峰形良好，故实验中选择0．2 mol／L pH 4．5的B．R缓冲
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溶液作为支持电解质。．

EⅣ

图2-2缓冲溶液pH值对鸟苷循环伏安响应的影响

(从a到g：3．0，3．5，4．0，4．5，5．0，5．5，6．0)扫速：100 mV／s

Fig．2—2 Influence ofbuffer pH(from a to g：3．0，3．5，4．0，4．5，5．0，5．5，6．0)011 the cyclic

voltammetric response ofguanosine at the scan rate of 1 00 mV／s

2．2．3扫描速率的影响

I．

《
'
o
一
×

穹
≤

．暑I

图2-3不同扫速下5．0xlo．5 mol／L的鸟苷溶液在CILE上的循环伏安图

(从a到m：20，30，40，50，60，80，100，120，140，160，180，200，220 mV／s)

Fig．2-3 Cyclic voltammograms of5．Oxlff5 mol／L guanosine in pH 4．5 B-R with different scan

rates(from ato m'-20，30，40，50，60，80，100，120，140，160，180，200，220 mY／s)



离子液体修饰碳糊电极对碱基及其衍生物的电化学测定

图2．3显示了不同扫速下5．0x10巧mol／L鸟苷在CILE上的循环伏安曲线。由

图可见，鸟苷在CILE上的氧化峰电流和峰电位都随着扫描速率的变化而变化。

随着扫速的增加，氧化峰电流逐渐增大，峰电位逐渐正移。在扫速为10～300 mV／s

的范围内，考察了峰电流与扫速的关系，其线性回归方程为：Ipa(衅)=9．311u

(V／s)+105．7(11=13，y---O．996)。由电流与扫速的线性关系表明鸟苷在CILE上的电极

反应过程为吸附控制，可认为本实验中鸟苷首先从溶液吸附到电极表面，然后发

生电化学氧化反应。

鸟苷在CILE上的表面吸附量，即最大表面浓度可以根据以下公式计算：

场：nFQk：一n2F2AFro．
。

4R丁 4R丁

公式(1)中n为电活性物质发生电极反应时的电子转移数，F(C／m01)为法拉第

常数，A(cm2)为CILE电极面积，F-r(mo№m2)为表面吸附量，Q(C)为发生电极反

应时消耗的电量，u(Ws)为循环伏安扫描速率。分别依据鸟苷氧化峰面积的积分

和峰电流与扫速的关系，计算出n和rT的值分别为1．9和5．02x10。9 mol／m2，所

得n值表明有两个电子参与氧化反应过程，与文献[9,10】结果一致。

通过考察鸟苷的氧化峰电位Epa与lnu的关系，计算出鸟苷氧化的电化学反

应参数。在扫速10～300 mV／s的范围内，线性回归方程为Epa(V)=O．0491nu(V／s)

+1．228(n=13，7=0．991)。

根据Laviron公式％

跏=酽’+而R面T m
(2)

l。gk,=s log(1训+(1训logs_log罴一譬学
式中Eo．为式电位，a为电子传递系数，恕为表观异相电子转移速率常数，代

入n=2，联立方程(2)(3)，求得a=0．74，铲1．26x104 s～。

根据相关文献[9,101，鸟苷电化学氧化机理可归纳为总体失去4个电子和4个质

子的两步连续反应，因此推导本实验中鸟苷在CILE上发生了如下电化学氧化反

应：
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．2e‘．2H+

+H20

图24乌苷电化学氧化反应机理

Fig．2-4 Electrochemical oxidation process ofguanosine

2．2．4富集条件的影响

由于鸟苷在CILE上发生的电化学氧化反应为吸附控制，本实验中详细考察

了富集条件对5．0x10。5 mol／L鸟苷电化学响应信号的影响。随着富集时间的延长，

鸟苷的氧化峰电流逐渐增强，300 S以后峰电流保持恒定不再增加，可以认为富集

300 S后CILE电极表面的鸟苷吸附达到饱和状态。同时在0．1 V～0．8 V的范围内

考察了富集电位对峰电流变化的影响，在0．6 V时得到最大电流值。因此选择鸟

苷测定的最佳富集条件为0．6 V下开路富集300 8。

2．2．5工作曲线

在优化的实验条件下，对一系列浓度的鸟苷溶液进行电化学循环伏安测量，

探讨鸟苷在CILE上电化学测定方法的可行性，并建立CILE钡J]定鸟苷的工作曲线。

在1．0×10‘6 mol／L～1．Oxl04 mol／L浓度范围内，鸟苷的氧化峰电流随着浓度的增

加而不断增加，分区间呈线性关系。在1．0×10击mol／L一1．0×10弓mol／L浓度区间，

线性方程为Ipa(pA)=12．66C(}tmOl／L)一5．2(n=10，y----0．990)；在1．0×10一mol／L～

1．0x104 mol／L浓度区间，线性方程为Ipa(pA)=2．58C(1．tmol／L)+117．1(n-1l，

丫=0．993)。7次平行测量1．5×10西mol／L的鸟苷溶液，求解出相对标准偏差(RSD)

为3．5％，计算出CILE测定鸟苷的检测限为2．61xlO。1 mol／L(S／N=3)。

2．2．6 CILE对鸟苷和鸟嘌呤的同时测量

本实验中CILE电极对鸟苷和鸟嘌呤都具有良好的电化学响应，进一步研究

了一定浓度的鸟嘌呤共存时，对鸟苷测定工作曲线的影响，探讨该测定方法在鸟

嘌呤存在时的适用性。在0．2 mol／L pH 4．5的B—R电解质溶液中，加入鸟嘌呤和
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鸟苷溶液，使鸟嘌呤浓度为1．5×10西mol／L，调节鸟苷的浓度使其在1．O×10。6 mol／L

～1．O×10。5 mol／L范围内变化，测定结果如图2．5所示，分别在1．14 V和0．84 V

出现两个明显的氧化峰，对应为鸟苷和鸟嘌呤的氧化峰，峰电位差值达300 mV，

因此很容易对两种物质进行同时测量。随着鸟苷浓度的增加，峰电流逐渐增大，

峰电位正移，与此同时鸟嘌呤的氧化峰电流和峰电位基本保持不变，可认为鸟嘌

呤和鸟苷在CILE上都具有稳定良好的电化学响应且相互独立互不影响，由此表

明CILE测定鸟苷的方法具有优良的适用性。

图2．5 1．OxlO巧mol／L鸟嘌呤共存时不同浓度鸟苷溶液的循环伏安图

(从a到m：0，10，20，30，40，50，80 pmol／L)扫速：100 mV／s

Fig．2·5 Cyclic voltammograms of different guanosine concentration

(from ato m：0，1 0，20，30，40，50，80“mol／L)in the presence of 1．Ox l O’5 mol／L guanine

in via 4．5 B—R buffer solution at the scan rate of 1 00 mV／s．

2．2．7干扰研究

研究了外源性物质对1．OxlO巧mol／L的鸟苷测定信号的影响。选择相当于鸟

苷浓度10倍的金属阳离子(例如舢3+，M矿，cu2+，zn2+)和相同浓度的生物小分子
(例如尿酸，抗坏血酸，多巴胺)，这些物质的存在均对1．OxlO。5 mol／L的鸟苷氧化

峰电流值无明显影响，测定的电流值偏差低于士5％，表明以上CILE测定鸟苷的

方法具有优良的选择性。
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2．2．8电极的稳定性和重现性

用CILE测定浓度为5．0x10。5 mol／L的鸟苷溶液，考察鸟苷氧化峰信

情况。CILE在常温密闭环境中放置2周后，峰电流值略有降低，最大RSD

表明本实验中的CILE具有良好的稳定性。用制作过程相同的四批电极

溶液，峰电流的RSD控制在士3．2％范围内，说明电极的重现性良好。

2．2．9分析应用
。 向0．2 mol／L pH 4．5的B．R缓冲溶液稀释的尿样中标准加入己知浓度的鸟苷

溶液，对此实际样品进行测定，测量值列于表2．1中。计算出加入鸟苷的回收率

在96．5％～104．6％之内，可认为两个尿样中均不存在鸟苷。

表2-1尿祥中鸟苷的回收率测量(n_3)
Table 2—1 Analytical recovery of guanosine added to urine samples(n=3)

2．3结论

本章采用疏水性六氟磷酸正丁基吡啶制备了CILE，与CPE相比由于六氟磷

酸正丁基吡啶的存在，CILE对测定物质表现出较强的吸附和氧化催化效能，优

良的信号增强功能。在CILE上详细研究了鸟苷的电化学氧化行为，探讨了鸟苷

在该电极上的氧化机理，求解了相关的电化学参数，建立了鸟苷电化学测定的新

方法，并成功应用于尿样中鸟苷的检测。

27
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第三章腺苷在HPPF6离子液体碳糊电极上的

电化学行为研究

摘要：用疏水性离子液体六氟磷酸正己基吡啶(HPPF6)N作的离子液体碳糊电极为

工作电极，采用循环伏安法为主要手段，研究了腺苷在该电极上的电化学行为。

与传统的碳糊电极相比，腺苷的氧化峰电位负移，氧化峰电流明显增加，这是由

于离子液体的存在对腺苷的电化学反应表现出良好的催化作用，使腺苷的电化学

信号有了显著的提高，计算了腺苷在该电极表面氧化的电子传递系数a为O．68，

电极反应速率常数忽为5．92x10巧S．1。利用微分脉冲伏安法对腺苷进行了浓度测

定，在1．0×10击mol／L～1．4x10‘4 mol／L范围内腺苷浓度与氧化峰电流呈良好的线

性关系，检出限为9．O×10刁mol／L(30)。

关键词：六氟磷酸正己基吡啶，腺苷，伏安法，碳糊电极

腺苷在人体和生物过程中有许多重要功能【l】。它能调节心脏和大脑的生理功

能，调节氧气在细胞内的供应压力，对调节肾功能也有作用【2'3】。腺苷在尿液和血

浆中的含量也可以用来标示一些疾病，如癌或肝脏疾病[41。因此，测定不同的体

液样品中腺苷的浓度具有实际意义。已报道过的测定腺苷的分析方法有很多种，

如光谱法【5，61，这种方法灵敏度较高，但需要复杂的预处理过程；还有毛细管电泳

分离与电化学测定相结合的方法。腺苷在常规工作电极上的电化学表现出较高的

氧化电位和有限的灵敏度，因此各种化学修饰电极常用于克服这些缺点并有效提

高灵敏度。例如，Chen['rl等人用铜电极作为毛细管电泳电化学检测的工作电极，

对嘌呤碱基、脱氧核糖核苷和脱氧核糖核苷酸进行同时测定。Goyalt8叫等人用富

勒烯C60修饰玻碳电极和纳米金修饰氧化铟锡电极分别研究了腺昔和鸟苷的电化

学行为。Yao[10】等人采用线性扫描伏安法在玻碳电极上同时测定嘌呤碱基及其核

苷。Fortintll】等人采用了硼掺杂金刚石电极研究了腺苷和鸟苷以及合成寡核苷酸

序列的直接电化学氧化过程。

本章用离子液体HPPF6作粘合剂，成功地制备了一种疏水性吡啶类离子液体

碳糊电极，采用循环伏安法为主要手段，研究了腺苷在该电极上的电化学氧化行

为，计算了腺苷氧化的相关电化学参数，建立了离子液体碳糊电极微分脉冲伏安

法测定腺苷的电化学分析新方法。
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3．1实验部分

3．1．1仪器与试剂

CHI 750B型电化学工作站(上海辰华仪器公司)，三电极系统：自制离子液体

碳糊电极(CILE)为工作电极(截面积为O．16 cm2)；饱和甘汞电极(SCE)为参比电极；

铂丝为对电极；pHS．25C型酸度计(上海理达仪器厂)；JSM．6700F型扫描电子显

微镜(日本电子公司)。

六氟磷酸正己基吡啶(N—hexylpyridinium hexafluorophosphate，HPPF6，合成级，

分子量309．32，熔点580C，杭州科默化学有限公司)；铁氰化钾(天津市瑞金特化

学品有限公司)；石墨粉(上海胶体化学厂，颗粒度≤30 run)；腺苷(99％，Sigma)，

0．2mol／L B．R系列缓冲溶液，实验中所用其它试剂均为分析纯，实验用水均为二

次蒸馏水。‘

3．1．2实验方法 ．

将石墨粉和离子液体HPPF6以质量比为2：1的比例混合，在60 oC加热约40

min后研磨均匀，将混合物填入玻璃管中压实，内插铜线作为导线，即可得到

CILE，使用前将电极表面在称量纸上打磨成镜面。传统碳糊电极(CPE)制备方法

同第二章2．1．2。

将三电极浸入10 mL含一定浓度腺苷的B．R缓冲溶液中进行电化学实验。循

环伏安扫描设定在0．95 V～1．65 V电位范围内，微分脉冲伏安扫描在0．8 V～1．6 V

范围内进行。

3．2结果与讨论

3．2．1 CILE的表征
‘

利用扫描电子显微镜(SEM)可以了解电极表面形貌的相关信息。用SEM观察

了不同碳糊电极的表面形貌，结果如图3．1所示。CPE表面为不连续的碳层(图片

a)，而CILE表面为连续光滑的界面(图片b)。这是由于HPPF6是粘度较大的有机

液体，且具有较好的溶解性，可以有效地将碳粉粘合在一起形成均一的界面。
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图3-1碳糊电极(a)和离子液体碳糊电极(b)的扫描电镜图

Fig．3-1 SEM images of(a)CPE and Co)CILE．

以铁氰化钾为电化学探针对电极进行了表征，结果如图3．2所示。

图3．2A为电化学阻抗法考察不同电极在5．0x 10"4mol／L[Fe(CN)6】3捧和0．5

mol／L KCl混合溶液中产生的电化学交流阻抗谱图。从图中可以看出，两种电极

的电化学阻抗谱有明显的不同。曲线a为CPE的交流阻抗谱图，其高频部分出现

明显的半圆(该半圆的直径代表电荷转移电阻)，说明电极表面存在阻碍电子转移

的物质，这是由于不导电的液体石蜡的存在降低了碳糊的导电率，因此存在着较

大的电子转移电阻。曲线b是CILE的交流阻抗谱图，该阻抗谱在高频部分出现

的半圆半径明显比曲线a的小且近似为一条直线，表明此时电极上电荷转移电阻

较小，铁氰化钾较容易到达电极表面发生氧化还原反应，这与离子液体高导电率

的本质相一致。

图3．2B中曲线a和曲线b分别为CILE和CPE在5．0x10‘4mol／L K3[Fe(CN)6】

和0．5 mol／LKCI混合溶液中的循环伏安曲线。从图中可以看出在CILE上氧化还

原峰电流明显增加，电化学数据分别为：Ipc=4．85x10～A，Ipa=4．32x10～A，

Epc=0．189 V，Epa=0．242 V，AE=53 mV，与理论值59 mV非常接近；而在CPE

上，Ipc=1．52x10～A，Ipa=1．29x10～A，Epc=0．120 V，Epa=0．320 V，AE=200 mV。

说明HPPF6的存在能够有效地提高电极的导电效率，加快电子转移速率，促进了

电化学氧化还原过程，峰电流的响应值增加3．2倍。

连续循环伏安扫描20圈后，K3[Fe(CN)6]在电极上产生的氧化还原峰基本不

变，表明电极具有较好的重现性和稳定性。

x、豢嚣一攀懑糍曩．：0乏o‘群溪菠瓢黪移搿曩臻澎≮簿≤慧爨黧鬻o，纛霪鬻德溱攀嚣
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图3．2(A)CPE(a)和CILE(b)在5．0x 10‘4 mol／L K3[Fe(CN)6】3批+O．5 mol／L KCI溶液

中的阻抗图；(B)5．0×10r4 mot／L K3[Fe(CN)6】+0．5 mol／L KCI在CPE(a)和CILE(b)

上的循环伏安图，扫速：100 mV／s

Fig．3-2(A)Electrochemical impedance spectra for CPE(a)and CILE(b)in a mixture

solution of 5．Ox 104 mol／L K3[Fe(CN)6】3-／4-and 0．5 mol／L KCl with the frequencies swept

from 1 04 to O．1 Hz；(B)Cyclic voltammograms of CPE(a)and CILE(b)in solution of

5．0x 1 04 mol／L K3[Fe(CN)6】+0．5 mol／L KCl at ascan rate of 1 00 mV／s．

3．2．2腺苷在CILE上的电化学行为

图3—3显示了1．0x104 mol／L的腺苷分别在CPE和CILE上的循环伏安响应。

腺苷在两种电极上均出现一个氧化峰，表明腺苷的电化学反应是一个不可逆反

应。在CPE上腺苷氧化峰电位为1．416 V，氧化峰电流为7．49x10击A(图3-3A)；

而在CILE上腺苷氧化峰电位为1．403 V，氧化峰电流为1．906x10‘4 A(图3-3B)。

结果表明，在CILE上腺苷氧化峰电流增大25倍，峰电位发生负移，表明CILE

表面的HPPF6对腺苷的氧化反应具有良好的电催化作用，极大地提高了腺苷检测

的灵敏度。
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E／V
’

E／V

图3-3在CPE(A)和CILE 03)上0．2 mol／L pH 4．0的B-R缓冲溶液

和1．0x lo mol／L腺苷溶液的循环伏安图，扫速：100 mV／s

Fig．3．3(A)Cyclic voltammograms on CPE for 0．2 mol／L pH 4．0 B-R(a)and 1．0x 10 mol／L

adenosine in buffer solution(b)；(B)Cyclic voltammograms on CILE for 0．2 mol／L pH 4．0 B-R(c)

and 1．0×1 04 mol／L adenosine in buffer solution(d)．Scan rate：1 00 mV／s．

3．2．3缓冲溶液pH值的影响

本实验中使用0．2 mol／L的B．R缓冲溶液作支持电解质，考察了腺苷在2．0～

7．0的pH值范围内的电化学行为(pn大于7．0时氧化峰电流急剧变小，峰形变差，

故不再讨论1，结果如图3．4所示。

从图3-4中可以看出，在2．0～7．0的范围内，pH值对腺苷氧化峰电流和峰电

位具有较大的影响，当pH为4．0时得到腺苷的最大氧化峰电流，因此实验中选

用0．2 mol／LpH 4．0的B—R缓冲溶液作支持电解质。 ．

考察了pH值对氧化峰电位的影响，随着缓冲溶液pH值的增加，腺苷的氧化

峰电位发生负移。说明氢质子(H+)参与鸟苷的电化学氧化反应。氧化峰电位与溶

液pH值的线性回归方程为Ep州)一0．040 pH+1．558(n--ll，丫=0．998)。
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图3-4不同pH值下腺苷的循环伏安图

F适．34 Cyclic voltammograms ofdifferent pH from 2．0—6．0

(a^e：2．0，3．0，4．0，5．0，6．O)

3．2．4扫描速率的影响
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图3．5不同扫速下1．0x10-4 mol／L的腺苷溶液在CILE上的循环伏安图

(a-j：50，100，150，200，250，300，350，400，450，500 mV／s)

Fig．3．5 Cyclic voltammograms of 1．0x 104 mol／L adenosine in pH 4．0 B-R buffer with

different scan rates(from ato j：50，1 00，150，200，250，300，350，400，450，500 mY／s)．

．q

c-o—xo．一、磊dI

，



青岛科技大学研究生学位论文

在10～500 mV／s的范围内，考察了循环伏安扫速对腺苷电化学氧化信号的影

响，结果如图3—5所示。随着扫速的增加，氧化峰电流逐渐增大，峰电位正向移

动。在10～500 mV／s的扫速范围内，氧化峰电流与1)抛成线性关系，线性方程为

Ipa(mA)=4．0130“2(V／s)+O．516(n_10，7=0．989)。说明腺苷在CILE表面的电极反应

为扩散控制反应。考察了Epa和ln．的关系，得出线性回归方程为Epa(V)=O．040 lnu

(V／s)+1．446(n--10，7---0．989)，根据Laviron公式：

Epa翘。+蒜钫m ．．
(1)．

109k，=s log(1训+(1训妇g—log罴一譬学 (2)

式中Q为电子传递系数，1)为扫描速率，11为电活性物质发生电极反应时的

电子转移数，屯为电极反应速率常数，Epa为氧化峰电位，F为法拉第常数，由

式(1)可以计算出a为0．68：代入式(2)中可以计算出电极反应速率常数岛为

5．92×】0-5 s．1。

OH OH OH OH

图3-6腺苷的电化学氧化机理

Fig．3—6 Electrochemical oxidation process ofadenosine

3．2．5腺苷测定工作曲线

考察了CILE对不同浓度腺苷的测定，微分脉冲伏安曲线如图3．7所示。分

析实验数据可得，氧化峰电流与腺苷浓度分段成线性关系。在1．0xl矿mol／L～
5．0x10-5 mol／L范围内线性方程为：Ip“I．tA)=251．06C+1．23(n_18，7=0．992)；在

5．0x 1 0一mol／L～1．4×l 04 mol／L范围内线性方程为：Ipa(¨A)=88．55C+8．85(n--9，

fO．975)。通过以上工作曲线，建立腺苷在1．0x10由mol／L～1．4x10‘4mol／L浓度范

围内的电化学检测方法，计算出检测限(30)为9．1x10。7 mol／L。

本实验中CILE对腺苷测定的检测限与其他修饰电极测定腺苷的结果对比列

在表3．1中，CILE测定腺苷的检测限明显低于在单壁碳纳米管修饰的玻碳电极【ll】

和碳纤维超微电极【l 5】上的结果，与这些化学修饰电极相比，CILE成本较低制备
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方法简单，重现性良好并且灵敏度较高，有广泛的实际应用前景。
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． 图3．7不同浓度的腺苷溶液的微分脉冲伏安图

．(a~g：5．0x10石，1．0x10～，3．0x10～，7．0x10巧，9．0x10一，1．1x104，1．4x104 mol／L)

Fig．3-7 Differential pulse voltammograms of different adenosine concentration(from a to g：

5．0×10石，1．0x10。5，3．0x1015，7．0x10～，9．0x10～，1．1x10．4，1．4x10-4 mol／L)in pH 4．0 B-R buffer．

表3．1不同修饰电极测定腺苷的结果对比

Table 3-1 Comparison of different modified electrodes for adenosine determination

GCE：glassy carbon electrode；SWCNT：single walled carbon nanotube；

PGE：pyrolytic graphite electrode；CFE：carbon fiber ultramicroelectrodes；

NG／ITO：nanogold modified indium tin oxide electrode；DPV：differential pulse voltammetry；

OSWV：osteryoung square wave voltammetry；FS"fast scan voltamrnetry
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3．2．6干扰研究

考察了常见金属离子和有机小分子等共存物质对2．0xlO巧mol／L腺苷测

影响，结果见表3．2所示。可以看出浓度为1．0x10‘4 mol／L的共存物质几乎不

腺苷的测定，说明本实验中的CILE对腺苷测定具有良好的选择性。

表3．2常见干扰物质对2．0x10-5 mol／L腺苷的影响

Table 3-2 Influence of interferences on the determination of 2．Ox l O—mol／L adenosine

3．2．7分析应用
，

用0．2 mol／L pH 4．0的B—R缓冲溶液稀释50倍的正常人尿样，采用标准加入

法对尿样中腺苷的浓度和回收率进行测定，结果如表3．3所示，腺苷的回收率在

97．35％～104．30％范围内，说明尿样中的共存物质对腺苷的测定没有影响，本章

实验建立的微分脉冲伏安法测定腺苷的分析方法具有实际应用的可行性。
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表3-3尿样中腺苷回收率的测定(n=3)

Table 3-3 Analytical recovery of adenosine added to urine samples(n=3)

3．3结论

本章采用疏水性六氟磷酸正己基吡啶制备了CILE，与CPE相比腺苷在CILE

上的电化学响应和测定灵敏度显著提高。详细研究了腺苷在CILE上的电化学行

为，求解了相关的电化学参数。建立了微分脉冲伏安法测定腺苷的新方法，工作

曲线的范围为1．0x10缶mo儿～1．4×10‘4mol／L，并成功应用于实际样品的检测，结

果令人满意。
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第四章鸟苷和腺苷在[EMIM][EtOS03】离子液体修饰

碳糊电极上的同时检测

摘要：将石墨粉、液体石蜡和离子液体l一乙基．3．甲基咪唑硫酸乙酯

([EMIM][EtOS03])---者混合，制备了相应的离子液体修饰碳糊电极。在该电极上

对鸟苷和腺苷的电化学行为进行了详细的研究，并利用微分脉冲伏安法建立了同

时测定鸟苷和腺苷的新方法。与传统CPE相比，鸟苷和腺苷的电流信号增强，氧

化电位负移。在pH 3．5的B．R缓冲溶液中鸟苷和腺苷的工作曲线范围分别为

1．0x10‘6 moFL～1．6x10珥mol／L和1．0x10。6 mol／L～2．7x10‘4 moFL，常见的神经递

质类共存物对鸟苷和腺苷的测定没有太大的影响。本方法成功应用于实际样品的

检测。

关键词：鸟苷，腺苷，微分脉冲伏安法，1．乙基．3．甲基咪唑硫酸乙酯

嘌呤核苷与人体的新陈代谢密切相关，体液中的鸟苷和腺苷的浓度变化与一

些癌症和肝脏疾病有关【l】，所以核苷的灵敏检测在生化分析中具有重要的研究意

义，已有很多单独或同时测定鸟苷和腺苷的报道。Linl2]等人在铜电极上测定经毛

细管电泳分离后的核苷，检测灵敏度较高。Yanf3】等人制作了3,4，5．三甲氧基．苯甲

酰甲醛作为信号识别探针的化学发光传感器用于腺苷分析，当腺苷与碱基链上的

鸟嘌呤键合时探针信号会发生变化。Chenl4】等人用银包覆金胶体的表面增强拉曼

散射传感平台检测腺苷。基于电化学氧化的测定方法已经用于嘌呤类化合物的检

测。Y，a0【5j等人采用线性扫描伏安法在玻碳电极上同时测定嘌呤及其核苷。

OliVeira-Brett【6’7j等人使用微分脉冲伏安法和电化学阻抗，在玻碳微电极和玻碳电

极上研究了鸟嘌呤和腺嘌呤电化学氧化的机制。由于碱基的氧化电位较高、测定

灵敏性较差，因此出现了不少化学修饰电极检测嘌呤及其核苷的研究。Fortin[8】

等人采用硼掺杂金刚石电极研究了鸟苷和腺苷的直接电化学氧化。Goyal等人用

富勒烯C60修饰的玻碳电极【9】和纳米金修饰的氧化铟锡电极【10】分别检测腺苷和鸟

苷。Sun[1l,12]等人在BPPF6修饰的离子液体碳糊电极上研究了鸟苷的电化学行为，

并用该电极同时检测腺嘌呤和鸟嘌呤。

本章使J唾J[EMIM][EtOS03】修饰碳糊电极，研究鸟苷和腺苷在该电极上的电化

学行为，建立了微分脉冲伏安同时测定鸟苷和腺苷的电化学分析方法，并进一步

应用于模拟样品的检测，结果令人满意。
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4．1实验部分

4．1．1仪器与试剂

：
CHI 1210A电化学工作站(上海辰华仪器公司)，三电极系统：自制IL．CPE(或

CPE)为工作电极，饱和甘汞电极(SCE)为参比电极，铂丝为辅助电极。

腺苷，鸟苷(美国Sigma公司)；l一乙基．3一甲基咪唑硫酸乙酯([EMIM][EtOS03]，

杭州科默化学有限公司)：石墨粉(上海胶体化学厂，颗粒度S30“m)；0．2mol／L B．R

系列缓冲溶液，实验中所用其它试剂均为分析纯，实验用水均为二次蒸馏水。

4．1．2实验方法

将1．6 g石墨粉和O．5 mL石蜡混合研磨均匀制成CPE。用O．1 mL的

[EMIM][EtOS03]取代相同体积的液体石蜡，加入1．6 g石墨粉和O．4 mL石蜡的混

合物中，研磨均匀，填入玻璃管中压实，用铜线做导线，制成IL—CPE，使用前将

电极表面在称重纸上打磨光滑。

将三电极浸入10 mL含有适当样品的电化学池溶液中，O．2 mol／L的B—R缓

冲溶液为支持电解质。电化学扫描在O．90 V～1．60 V的电位范围内进行，微分脉

冲伏安扫描参数如下： 脉冲幅度100 mV，脉冲宽度50 ms，电位增量5 mV，周

期0．2 S。

4．2结果与讨论

4．2．1鸟苷和腺苷在IL—CPE上的电化学行为

图4—1为在O．2 mol／LpH 3．5的B．R支持电解质中，CPE和IL．CPE对1．0x104

mol／L的鸟苷和腺苷混合溶液扫描的循环伏安图。在CPE上(曲线曲鸟苷和腺苷的

氧化峰分别出现在1．147 V和1．414V，峰电流分别为8．19x10’6A和1．27x10一A，

对应鸟苷氧化为8．氧鸟苷和腺苷氧化为2，8一羟基腺苷的电化学反应，均为双电子／

双质子不可逆氧化进程。在IL．CPE上(曲线b)，氧化峰电流为2．28x10-5 A和

2．75x10巧A，分别是CPE上氧化峰电流的2．8倍和2．2倍，氧化峰负移到1．091 V

和1．387 V。由于离子液体的存在，IL．CPE具有导电率高、电子传递速率快、电

极抗污染性能良好等优点。上述结果表明IL．CPE对鸟苷和腺苷的电化学氧化具

有良好的催化能力，降低了氧化反应过电位、有效地提高了鸟苷和腺苷的氧化电

流信号。
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E／V■：；：

图4．1在CPE(a)和IL．CPE(b)上扫描1．0x10‘4 mol／L的腺苷和1．0x10'

mol／L的鸟苷混合溶液的循环伏安图，扫速100 mV／s

Fig．4．1 Cyelie voltammograms on CPE(a)and IL．CPE Co)for 1．0x 10‘4

mol／L adenosine+1．0×10．4 mol／L guanosine in 0．2 mo儿pH 3．5 B—R

buffer solution，SCan rate：100 mV／s．

为了提高电化学响应的灵敏度，用微分脉冲伏安法记录了1．0x104 mol／L鸟

苷和腺苷溶液在IL．CPE上的电化学响应。图4．2是鸟苷和腺苷测定的DPV图，

氧化峰电位分别为1．000 V和1．300 V，氧化峰电流分别为14．41衅和’21．67衅，
峰电位差为300 mV，因此利用IL．CPE很容易实现鸟苷和腺苷的同时检测。
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． 图4-2 1．0x10‘4 mol／L腺苷和1．0x104 mol／L鸟苷溶液的微分脉冲伏安图

Fig．4-2 Differential pulse voltammograms for 1．0x l 0。4 mol／L adenosine and guanosine
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4．2．2缓冲溶液pH值的影晌

在pH 2．0～6．0的0．2 mol／L B。R缓冲溶液中记录1．0×10‘4 mol／L的嘌呤核苷的

循环伏安图，研究缓冲溶液pH值对核苷电化学氧化的影响。图4．3显示了鸟苷

和腺苷氧化峰电流和峰电位与缓冲溶液pH值之间的关系。鸟苷和腺苷的氧化峰

电位都随pH值的增加而逐渐减小，线性回归方程分别为EpaGO=．0，025pH+1．110

(n=9，T=0．998)和Epa(V)一0．029pH+1．434(n---9，y=0．995)，这表明氢质子参与了电

极反应。在所研究的pH范围内，B，R缓冲溶液pH值为3．5时，鸟苷和腺苷的氧

化峰电流都达到最大值，因此伏安检测时选择缓冲溶液pH值为。3．5。

；／～、．A
；—／＼～一懈

2 3 4 5 6

。—————～．．A
‘ ’’’●●+_￡U

2 3 4 5 6 j

图4-3缓冲溶液pH值对腺苷和鸟苷氧化峰电流和峰电位的影响

Fig．4-3 Influence of pH on the responses of 1．0xl 0‘4 mol／L adenosine and guanosine

4．2．3扫描速率的影响

为了研究嘌呤核苷在IL．CPE上的氧化反应机理，考察扫描速度对1．0x10。4

mol／L的嘌呤核苷混合溶液中鸟苷和腺苷氧化峰的影响。

随着扫描速度的增加，氧化峰电流逐渐增大，峰电位逐渐正移，表现出典型

的不可逆电化学反应的特征。氧化峰电流与扫速呈良好的线性关系，在扫速0—

500 mV／s的范围内，鸟苷和腺苷的线性回归方程分别为Ip(pA)=50．81)(V／s)+8．5

(n=10，y---0．986)和Ip(pA)=58．4．(V／s)+15．3(n=10，f0．973)，结果表明电极反应过

程均为吸附控制。 ．

根据以下公式计算鸟苷和腺苷在IL-CPE上的表面吸附量：
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， ．FQk n2F2AF，D
It9=————=二一=——————————JL一
1

4尺丁 4R丁

式中n为电子转移数，F(C／m01)为法拉第常数，A(cm2)为电极面积，FT(mol／cm2)

为表面吸附量，Q(C)为电量，t,(V／s)为循环伏安扫描速率。分别依据核苷氧化峰

面积的积分和峰电流与扫速的关系，计算出鸟营和腺苷的n分别为1．94和3．94，

与文献【9，101结果一致；rT分别为3．04x10‘6 mol／em2和2．53×10刁mol／cm2。

氧化峰电位与lnv呈线性关系，其回归方程式分别为Epa(V)=0．01581nv+1．130

(n=10，T--0．996)和Epa(V)=0．01611nv+1．417(n=10，丫：O．995)，表明电极过程是一个

EC反应进程，在失去电子后伴随着化学反应发生。

4．2．4工作曲线

进一步用微分脉冲伏安法检测鸟苷和腺苷，在IL．CPE上单独与同时测定鸟

苷和腺苷，分析数据列于表4．1中。

表4．1在IL．CPE上鸟苷和腺苷的分析数据

Table 4一l Analytical parameters determined on the IL-CPE

AThe individual determination value of analytes in the Fig．3A．

B
The individual determination value ofanalytcs in the Fig．3B．

c
The simultaneous determination value ofanalytes in the Fig．3C．

在IL．CPE上对不同浓度的鸟苷溶液进行DPV测定，如图4．4所示。随着鸟

苷浓度增大，峰电流逐渐增大且峰形变宽，当浓度较大时在1．185 V处出现一个

小的氧化峰，原因可能是在鸟苷氧化的过程中，部分鸟苷失去一个电子后生成的
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鸟苷二聚体也在电极上发生氧化所致【61。

司
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图4-4不同浓度鸟苷溶液的微分脉冲伏安图

Fig．4-4 Differential pulse voltammograms of different guanosine concentration

(from a to i：2．0x 10。5，3．0x 10"5，4．0x 10‘5，5．0x 10‘5，6．0x 10巧，7．0x lO‘5，

8．0x10～，9．0xlO～，1．0x10‘4 tool／L)in pH 3．5 B-R buffer

在IL．CPE上对不同浓度的腺苷溶液进行DPV测定，如图4．5所示。随着腺

苷浓度的增大，峰电流逐渐增大，峰形变宽。
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图4-5不同浓度腺苷溶液的微分脉冲伏安图

Fig．4-5 Differential pulse voltammograms of different adenosine concentration

(from atoj：2．0xlO～，3．0x10‘5，4．0x10巧，6．0x10～，8．0x10‘5，1．0x104，

1．2x104，1．4x104，1．6x104，1．8x10。4 tool／L)in pH 3．5 B-Rbuffer
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图4．5不同浓度的腺苷和鸟苷混合溶液的微分脉冲伏安图

Fig．4-5 Differential pulse voltammograms of different mixture concentration

(from ato m：1．0x10’5，2．0x10’5；3．0x10‘5，4．0x10"5，5．0x10‘5，6．0x10巧，7．0x10。5，8．0x10。5，

9．0x1045，1．1xlO。，1．3x104，1．5x104，1．6x104 tool／L)in pH 3．5 B-R buffer

在IL．CPE上对鸟苷和腺苷的混合溶液进行DPV测定，如图4．6所示。与鸟

苷和腺苷在IL—CPE上的单独测定比较，同浓度混合溶液测定使鸟苷和腺苷在

IL．CPE上的电化学灵敏度增加，测定线性范围变大。同时由于鸟苷和腺苷在电极

上的竞争吸附氧化，使1．185 V处鸟苷氧化过程中出现的不明肩峰的干扰减小。

鸟苷和腺苷单独测定与同时测定的检测限差别不大，说明IL．CPE电极对鸟

苷和腺苷的电化学响应比较稳定。表4．2总结了不同修饰电极对鸟苷和腺苷测定

的结果。在本章实验中鸟苷的检测限低于硼掺杂金刚石电极18】和玻碳电极【15】上的

结果，腺苷的检测限低于富勒烯C60修饰的玻碳电极【13】和碳纤维超微电极【14l上的

结果，充分体现了该分析方法的优点。
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表4—2不同电极上测定鸟苷和腺苷的结果对比

Table 4-2 Comparison of different electrodes for guanosine and adenosine determination

BDDE：Boron doped diamond electrode；C60]GCE：fullerene··C60·-modified glassy carbon electrode；

NG／ITO：nanogold modified indium tin oxide electrode；CFE：carbon fiber ultramicroelectrodes；

FSV：fast scan voltammetry；OSWV：osteryoung square wave voltammetry．

4．2．5干扰研究

对鸟苷和腺苷的电化学氧化测定的干扰主要来自于生物体液中的共存物质，

可能导致新的氧化峰出现或与现有核苷氧化峰发生重叠，从而影响鸟苷和腺苷在

IL．CPE上的电化学响应信号。分别检测了1．O×10‘4 mol／L的肾上腺素，多巴胺，

尿酸和抗坏血酸对2．0x 10。5 mol／L鸟苷和2．0x 10巧mol／L腺苷混合溶液的氧化信号

的影响，结果见图4．6和表4．3。除肾上腺素与腺苷的氧化峰出现重叠外，其他干

扰物在5倍于分析物浓度时对鸟苷和腺苷的峰电位和峰电流没有太大的影响，这

表明本章实验所提出的测定方法具有良好的选择性。
j
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图4-6共存物质对鸟苷乖腺苷同时测定的影响

Fig．4-6 Influence ofinterferences on the voltammogram of2．0x10—5 mol／L

guanosine and 2．0x 1 0-5 mol／L adenosine on IL．CPE

表4。3常见干扰物质对2．0x 10_5 mol／L鸟苷和腺苷的影响

Table 4．3 Influence ofinterferences on the determination of2．Oxl0-5 mol／L

guanosine and adenosine

4．2．6电极的稳定性和重现性

考察IL．CPE的稳定性，1周后对2．0x10弓mol／L鸟苷和腺苷测定，电流值稍

有下降，相对标准偏差分别为3．3％和4．8％，表明IL．CPE具有良好的稳定性。

任选一个IL．CPE电极对2．0x10。5 mol／L的混合溶液进行8次平行测定，相对标准

偏差为3．0％和4．1％，表明该电极具有较好的重现性。分别在五个IL．CPE上检
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测2．0×10巧mol／L的鸟苷和腺苷混合溶液的DPV氧化信号，相对标准偏差分别为

3．6％和4．7％，表明电极制备的重现性良好。

4．2．7分析应用

采用标准加入法对正常人尿样中鸟苷和腺苷的浓度进行测量，用O．2 mol／L

pH 3．5的B—R缓冲溶液将尿样稀释50倍后进行检测，测定结果列于表4—4中，

鸟苷和腺苷的回收率范围分别为95．2％～103．3％和95．3％～102．4％，结果表明

本章建立的分析测定方法可在实际分析中应用。

表4—4尿样中乌苷和腺苷的回收率测定(n_3)

Table 4-4 Analytical recovery of adenosine and guanosine added to urine samples(n=3)

4．3结论

本章用离子液体[EMIM][EtOS03]作修饰剂，与石墨粉和液体石蜡混合制备了

IL．CPE，用于检测鸟苷和腺苷的混合溶液，建立了IL．CPE测定等量鸟苷和腺苷

的电化学分析方法，比较了在IL．CPE上鸟苷和腺苷单独测定与同量测定的优缺

点，并将该方法成功地应用于人体尿样中腺苷和鸟苷的检测，具有良好的回收率。
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第五章dGTP在[EMIM][EtOS03】离子液体修饰

碳糊微电极上的电化学行为研究

摘要：本章使用制备的1．乙基．3．甲基咪唑硫酸乙酯离子液体修饰碳糊微电极，通

过循环伏安法研究了2’．脱氧鸟苷一5’．三磷酸(dGTP)的电化学氧化机理，求解了电

子传递系数扒反应速率常数缸和电子转移数13．等相关的电化学参数。在优化的

实验条件下，建立了离子液体修饰碳糊微电极测定dGTP的工作曲线，在1．0x10击

mol／L～1．0x10。3mol／L范围内，微分脉冲伏安氧化峰电流Ipa的对数与dGTP浓度

的对数成良好的线性关系，线性方程为loglpa(A)=0．771 109C(mol／L)一4．0823(n_9，

T-'-0．999)，检测限为1．0x10-6 mol／L(30)，考察了电极的稳定性和重现性以及共存

物质的影响。

关键词：2’．脱氧鸟苷．5’．三磷酸，离子液体，微电极，微分脉冲伏安

2’一脱氧鸟苷．5’．三磷酸(dGTP)是一种主要存在于细胞核中的脱氧核苷三磷

酸，在细胞质和细胞液中的含量较少。由于dGTP是染色体复制的主要原材料，且

鸟嘌呤基团很容易发生氧化损伤，常作为_些药物的受体，用于一些病变机理的

研究。戴宇飞【l】等人采用高效液相色谱．质谱联机技术及紫外分光光度法，通过体

外试管反应，对苯在体内的代谢终产物——苯醌(BQ)与dGTP形成的加合物的结构

及化学特性进行了初步研究，以探讨体内苯．DNA力n合物的形成过程，揭示肿瘤

发生的化学本质。季文萱【2】等人应用多种质谱技术鉴定了体外合成的马兜铃酸

(aristolochie acid，AA)．dGTP加合物，多项研究认为具有特异性的马兜铃酸一DNA

加合物是马兜铃酸导致肿瘤发生的重要原因，同时可能参与了马兜铃酸肾病(AA

nephropathy,AAN)的发病过程。Kaczmarek[3】等人用电位测定法和电子吸收光谱法

研究了镍螯合物、组氨酸与dGTP的三元复合体系的结合常数，在H202存在下，体

系中的dGTP降解生成的8．O．dGTP，提供了基因突变和碱基错配的位点，是干扰

DNA合成和癌变的诱因。Goyal课题组分别用热解石墨电极【4】和纳米金修饰氧化铟

锡【5】电极研究了G，rP的电化学行为，详细探讨了GTP的多途径氧化机理。本章制

备了亲水性离子液体[EMIM][EtOS03】修饰碳糊微电极，在微电极上详细研究了

dGTP的电化学行为，求解了相关的电化学参数，如电子传递系数眠电极反应速

率常数‰、电子转移数n等，建立了一种离子液体碳糊微电极灵敏测定dGTP的新

分析方法。
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5．1实验部分

5．1．1仪器与试剂

CHI 1210A型电化学工作站(上海辰华仪器公司)，三电极系统：自制离子液

体修饰碳糊微电极(m．IL．CPE)为工作电极；Ag／AgCl为参比电极；铂丝为辅助电

极；pHS．25C型酸度计(上海理达仪器厂)。

1．乙基．3．甲基咪唑硫酸乙酯盐([EMIM][EtOS03】，杭州科默化学有限公司，

分子量236．29，熔点<．65 oq；石墨粉(上海胶体化学厂，颗粒度<30 gin)；dGTP(100

mmol／L水溶液，上海闪晶生物科技公司)；0．2 mol／L B．R缓冲溶液，用0．5 mol／L

NaOH调节成所需pH；其它试剂均为分析纯，实验用水均为二次蒸馏水。

5．1．2实验方法

将40 pL【EMIM][EtOS03]，100 mg石蜡和500 mg石墨混合于研钵中，研磨

成糊状，取少量装入直径约300 pm的取样器塑料枪头尖端，压实并用铜导线连

接，所制得电极就是m—IL．CPE。用作对比的m．CPE电极制作方法相似，电极使

用前在称量纸上打磨光滑。

将m．IL．CPE和m．CPE作为工作电极分别置于1．0x10弓mol／L K3[Fe(CN)6】

+0．5 mol／L KCl溶液的三电极电解池中进行循环伏安表征。在电化学工作站使用

1．0x10。mol／L[Fe(CN)6】3以．+0．5 mol／LKCl的电化学探针溶液，进行电极的交流阻

抗测量。

dGTP的电化学研究中使用O．2 mol／LB．R缓冲溶液作支持电解质，将三电极

浸入含有一定浓度dGTP的B．R缓冲溶液中，选择恰当的实验参数，进行电化学

伏安扫描。

5．2结果与讨论

5．2．1微电极表征

以铁氰化钾为电化学探针对微电极进行电化学表征，结果如图5．1所示。

图5一lA是m．CPE(曲线a)和m．IL．CPE(Iilj线b)在1．0x10弓mol／L[Fe(CN)6]纠如

和0．5 mol／LKCt探针溶液中的交流阻抗曲线。从图中可以看出j两电极的阻抗曲

线差异明显。曲线a在高频部分出现明显的半圆弧，半圆弧的直径代表电荷转移

电阻，说明电极表面存在阻碍电子转移的物质，这是由于不导电的石蜡降低了碳

糊的导电率，因此存在着较大的电荷转移电阻[61。曲线b在所有频率范围内近似
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图5．1(A)m-CPE(a)和m—IL-CPE(b)在1．0x l 0。mol／L K3[Fe(CN)6】3粕一-卜o．5

． mo儿KCI溶液中的阻抗图；(B)m．CPE(a)和m．IL．CPE(b)在1．0x10-3 mol／L

143[Fe(CN)6]+0．5 mol／L KCI溶液中的循环伏安图，扫速：100 mV／s

Fig．5-l(A)Electrochemical impedance spectra for m-CPE(a)and m—IL—CPE(b)in a

mixture solution of 1．0x l0。mol／L K3[Fe(Cb06]3-／4"and 0．5 mol／L KCl with the

frequencies swept from 1 04 to O．1 Hz；(B)Cyclic voRammograms of m—CPE(a)and

m-IL—CPE(b)in s01．ion of 1．0x l 0。mo此K3[Fe(CY)6】+0．5 mol／L KCI

ata scan rate ofl00mV／s．

图5．1B是扫速500 mV／s时，m．CPE(I曲线a)和m—IL—CPE(Iiij线b)在1．O×10刁

mol／L K3[Fe(CN)6】和0．5 mol／L KCI溶液中的循环伏安曲线。曲线a的氧化还原电

位差(AEp)为579 mV，m—CPE上电极反应为准可逆电子传递过程；在曲线b上△Ep

为124 mV，因此m．IL．CPE上电极反应的可逆性增强，在m．IL．CPE上的峰电流

是m-CPE的2．23倍。以上实验数据充分说明了加入的少量离子液体，使m．IL．CPE

较m-CPE可逆性增强和灵敏度提高。

10 mV／s～500 mV／s的扫速范围内，在m．IL．CPE和m．CPE上K3[Fe(fN)6】

的氧化还原峰电流均随着扫速的增加而不断增大，分别得出如下线性回归方程：

Ipc(m-tt,．cPE)0．tA)=6．229u“oO．2147(n=ll，7=0．998)

IpC(m-CPE)(I．tA)=2．0421)“z+0．6735(n--8，丫=0．987)

表明K3[Fe(CN)6]在两电极表面的电化学过程均为扩散反应控制。根据

Randles．Sevcik方程【71 ip=2．69x105n3陀A01尼Cv抛，式中n为电极反应电子数，A是
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电极面积(in cm2)，C是电极反应物浓度(in mol／cm3)，D是反应物扩散系数(in

em2／s)，1)是扫描速率(iIl V／s)。参考文献【8l／桃-F[Fe(CN)6】3’的扩散系数值为
6．5x10"6 c。m2／s，计算出m．IL．CPE和m．CPE的有效电极面积分别为0．908舢n2和

0．298彻n2。

5．2．2 dGTP在m—IL．CPE上的电化学行为

E 7V E／V

图5．2 5．0x 1 04 mol／L的dGTP在m．CPE(A)和m．IL—CPE(B)上

的循环伏安图，扫速200mV／s

Fig．5-2 Cyclic voltammograms on m-CPE(A)and m-IL-CPE(B)for

5．0x 10‘4 mol／L dGTP in pH 4．0 B-R buffer solution，scan rate：200 mV／s．

分别在m．CPE和m．IL．CPE上，用循环伏安法研究了5．0x10。4mol／L的dGTP

在O．2 mol／L pH 4．0的B．R缓冲溶液中，扫速为200 mV／s时的循环伏安电化学行

为。

第一圈循环伏安正向扫描从0．2 V一1．6 V，两电极上均出现了一个电化学氧

化峰Ia，氧化峰Ia分别位于1．305 V(图A)和1．218 V(图B)；氧化峰Ia的电流分

别为383．8 nA和734．6 nA。．

根据文献报道【9l，离子液体的存在使m．IL．CPE具有电导率高，电子传递速

率快，固有的催化和吸附性能等优点。使更多的dGTP富集在m．IL—CPE表面发

生氧化，峰电流值提高到1．9倍；同时离子液体作为高效催化剂，促进了电化学

过程的动力学反应，使氧化电位降低了87 mV；背景电流增加，是由于离子液体

增加电容的缘故【211。

继续循环伏安反向扫描从1．6 V～0．2 V，两电极上先后均出现两个还原峰Ic

和IIc。在m-CPE上，还原峰Ic峰电位为0．969 V，峰电流为120．6 nA，还原峰
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，IIc峰电位为0．782 V，峰电流为56．3 nA：在m．IL-CPE上，还原峰Ic峰电位为

0．943 V，峰电流为170．2 nA，还原峰IIc峰电位为0．756 V，峰电流为81．7 nA。

在m—IL—CPE上两个还原峰电位均负移26 mV，电流值均有增大。

第二圈循环伏安正向扫描从0．2 V到1．6 V，在电位较低的区域出现一个新的

氧化峰IIa，根据文献(10】，是由于还原产物吸附在电极上进一步发生氧化反应所

致。在m—IL．CPE上IIa位于0．835 V，电流值为222．5 nA；在m．CPE上IIa位于

0．879 V，电流值为1 70．5 nA。

在两电极上均可以看到氧化峰Ia的再次出现，较第一圈扫描Ia的峰高减小

峰形变钝，这是由于第一圈循环伏安扫描时dGTP在电极表面发生氧化还原反应，

部分产物吸附在电极表面，阻碍了溶液中的dGTP在电极上的继续氧化，致使

dGTP氧化峰Ia信号变差。

在0．2V～0．6V电位扫描范围内，m—CPE上出现_对准可逆的氧化还原峰Ilia

和IIIc，分别位于0．447 V和0．535 V，电流值为28．7 nA和30．5 nA；而在m．IL—CPE

上对应位置没有出现。rn．CPE在空白缓冲溶液中的循环伏安扫描不存在Ilia和

IIIc，表明这一对峰是循环伏安扫描dGTP产生的。

根据文献【10】我们认为dGTP的氧化机理与GMP相似，选择氧化峰Ia作为定

量研究dGTP的对象。

5．2．3缓冲溶液pH值的影晌

图5-3缓冲溶液pH值对dGTP循环伏安信号的影响，扫速：50 mV／s

Fig．5-3 Effect ofbuffer prI on the cyclic voltammogram at the scan rate of 50 mV／s

在50 mV／s扫速下pH 2．0～7．O范围内考察了不同pH的O．2 mol／L B—R缓冲

57



离子液体修饰碳糊电极对碱基及其衍生物的电化学测定

溶液对5．0×104mol／L dGTP的氧化还原峰电位和峰电流的影响，结果如图5．3所

示。氧化还原峰电位随着pH的增大不断负移，表明有氢质子参与电极反应。在

2．0～7．0的pH范围内，得到氧化峰Ia和IIa随着pH变化的趋势；还原峰Ic在

pH大于3．0时才会出现；还原峰IIc只在pH 2．0～4．0的范围内出现。各个峰的

Ep与pH的线性方程列在表5一l中。

表5-I缓冲溶液pH对dGTP氧化还原峰的影响

Fig．5-1 Influence ofpH on dGTP’s redox peaks

以上线性方程的斜率在40～78 mV／pH区间，这与理论值59 mV／pH接近，

这说明在dGTP电化学氧化还原过程中各步反应均为等电子等质子反应。

考虑在pH 3．0-4．0范围内，两个氧化峰和两个还原峰全部能出现，而且在pH

4．0时氧化峰Ia的电流信号明显，所以最终选择pH，4．0的条件进行之后的实验，

并选定氧化峰Ia作为dGTP定量研究的对象。

5．2．4扫描速率的影响

∥：：o◆曩i：：：：o—E，V：o j：‘j■：：：：量：；。
．’j：!：；：；：：：：：：j：：≯‘：：：j：j：：；!． ，：：：：j：：=‘!¨：．¨??：j

图5_4不同扫速下dGTP在m．IL-CPE上的循环伏安图

(从a到t 50，100，150，200，300，400mVS)

Fig．5-4 Cyclic voltammograms of dGTP on m-II_ACPE iIl pH 4．0 B-R w．m differem scail rates

．(from a to e 50，100，150，200，300，400mV／s)
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以pH 4．0的O．2 mol／L B—R缓冲溶液作支持电解质，在10～400 mV／s扫速范

围内，详细考察了扫速对5．0×104 mol／L dGTP的氧化峰电位和电流的影响，结果

如图5_4所示，随着扫速的增加，氧化峰电位不断正移，峰电流逐渐增大；还原

峰电位不断负移，峰电流也逐渐增大。各个峰的线性回归方程及电极反应参数列

在表5-2中：

表5-2在m．IL-CPE上dGTP的分析数据

Table 5-2 Analytical parameters of dGTP Oil the m·-IL··CPE

总结上表数据，电流与扫速在10～400 mV／s范围内均呈良好的线性关系，因

此各步电极反应过程均为吸附控制，表明dGTP在电极上发生了吸附控制的连续

多步电化学氧化还原反应。

根据Laviron公式t11】：

Epa=n南h1。7 (1)

l。gk,=J log(1训+(1’删唧乩g蓑一譬紫
， nFQk r12F2棚r，D
ID=—————；—一=———————————‘一7

4RT 4RZ

(2)

(3)

分别计算出各步反应的电子传递系数0c，电子转移数n和电子转移速率常数

毛，进一步讨论dGTP的氧化机理。我们可以认为Ia的氧化过程是由1e和4e两

个氧化反应同时进行，Ic和IIc分别为以上两个氧化反应产物的还原峰，还原反

应主要生成氧化产生IIa的物质。

5．2．5分析应用

在最优实验条件下，氧化峰Ia的电流值随dGTP浓度的增大而不断增大。在

1．0×10石mol／L～7．0×104 mol／L的范围内，氧化峰电流Ipa的对数与dGTP浓度的
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对数成良好的线性关系，线性方程为loglpa(A)-=0．771 109C(mol／L)一4．0823(n=9，

y---0．999)，检测限为1．0x10《mol／L(3a)。

蠢
0

o
P一

×

宅
一
＼

嚣

暑

图5-5不同浓度dGTP的DPV图

’

Fig．5-5 DPV curve ofdifferent concentration dGTP(from a to m：0，

4．0x10-6，7．0x10-6，1．Oxl0一，4．0x10-s,7．0x10．5，1．Oxl0．4，4．0xlO-4，

7．0x 104 mot／L)in pH 4．0 B．R buffer

5．2．6电极的重现性和稳定性

用m．IL—CPE对4．0x10-4 mol／L dGTP平行测定5次，求出相对标准／t|扁差(RSD)

为q-3．2％，说明了m-IL．CPE具有良好的重现性。m。IL．CPE能够在常温下保存一

周而不会使其灵敏度发生明显变化，显示了其良好的稳定性。选三根电极分别测

定4．0x 10-4 mol／L dGTP，DPV氧化信号的RSD值为士4．8％，表明电极重复性良

好。

5．2．7干扰研究

考察了外源性神经递质类物质对2．0x10 mol／L dGTP测定信号的影响，如图

5．6所示。选择适量的肾上腺素，多巴胺，抗坏血酸和尿酸加入dGTP溶液中，

使干扰物质的浓度与dGTP浓度相同，均为2．0x10_4 mol／L。多巴胺，抗坏血酸，

尿酸对dGTP氧化峰Ia的电流值无明显影响，RSD低于士5％；2．0x10-4 mol／L的

肾上腺素在m．IL．CPE上于1．20 V处产生一个显著地氧化峰，极大地影响了dGTP

的测定，RSD达．19．1％。dGTP在m—IL．CPE上的氧化峰电位也有一定变化，多
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巴胺和肾上腺素的存在对dGTP的电位无影响，抗坏血酸和尿酸的存在使dGTP

的氧化电位略有降低，具体原因有待进一步研究。．

E／V

图5-6 dGTP的干扰测定图

Fig．5-6 Influence of interferences on the determination

of 2．0x 1 0-4 m01／L dGTP on m．IL．CPE

表5．3干扰物质对dGTP氧化峰的影响

Table 5．3 Influence of interferences on the determination of 2．0×1 0-4 mol／LdGTP

5．3结论

本章制作了一种离子液体修饰碳糊微电极，在该微电极上研究了dGTP的电

化学氧化还原反应，考察了缓冲溶液pH值和循环伏安扫速等因素对各个峰的影

响，计算了dGTP各个峰对应的电化学反应参数，选择氧化峰Ia作为dGTP电化

学测定的考察对象，建立了微分脉冲伏安氧化法测定dGTP的新分析方法。
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第六章胞嘧啶在碳糊电极上的电化学氧化研究和测定

摘要：本章研究了胞嘧啶在碳糊电极上的电化学氧化行为，分别考察了缓冲溶液

pH和循环伏安扫描速率对胞嘧啶氧化信号的影响，求解了胞嘧啶在碳糊电极上

电化学氧化的相关参数如电子传递系数眠电极反应速率常数忽、电子转移数n

等。在pH 5．0的B．R缓冲溶液中胞嘧啶的循环伏安氧化峰出现在1．480 V。胞嘧

啶的微分脉冲伏安氧化峰电流与浓度在1．0x10一mol／L～1．0×100 mol／L范围内呈

良好的线性关系，检测限为1．9x10。6 mol／L(30)。考察了四种DNA碱基的混合溶

液中胞嘧啶的测定和几种常见干扰物质对胞嘧啶氧化峰的影响。

关键词：胞嘧啶，碳糊电极，电化学氧化

胞嘧啶是核酸中嘧啶型碱基之一，存在于DNA和RNA中。在植物DNA

中，除胞嘧啶外，还有少量的5．甲基胞嘧啶。在DNA的双螺旋链中，·条

链上的胞嘧啶与另一条链上的鸟嘌呤配对，分子间形成三个氢键。这种碱基

互补对之间的氢键是DNA双螺旋结构稳定性的重要作用力之一【11。胞嘧啶

是精细化工、农药和医药的重要中间体，特别在医药领域，主要用于合成抗

艾滋病药物及抗乙肝药物拉米夫定，抗癌药物吉西他宾、依诺他宾以及5．

氟胞嘧啶等，应用非常广泛。胞嘧啶的电化学研究中，主要集中在胞嘧啶在汞

电极上的还原。胞嘧啶得到3个电子发生还原，快速脱氨后生成激发态二聚体㈨
或者与汞电极结合后阳极溶出生成可溶性化合物，检出浓度可达到10五～lO。3

}tmoFL 15-71。由于胞嘧啶的氧化电位在碳电极电化学窗口极正的位置，氧化峰经

常被背景电流掩盖，比较难观察到，曾经一致认为胞嘧啶在石墨和碳材料电极上

没有电化学活性。直到1997年Brett等人报道了较大浓度的胞嘧啶在超声辅助的

玻碳电极上的氧化【8'9】。最近Ivandini等人【IoJ报道了用酸性反相高效液相色谱分离

出DNA中降解的鸟嘌呤，腺嘌呤，胞嘧啶，胸腺嘧啶和5．甲基胞嘧啶，并在高

效硼掺杂金刚石电极上实现五种碱基的同时测定。 ‘．

本章中详细研究了胞嘧啶在碳糊电极上的电化学氧化行为，求解了胞嘧啶氧

化的电化学参数，如电子传递系数0【、电极反应速率常数忽、电子转移数n等，

提出了胞嘧啶在碳糊电极上的氧化机理。在最优实验条件下，建立了碳糊电极测

定胞嘧啶的分析新方法。
’
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6．1实验部分

6．1．1仪器与试剂

CHI 1210A型电化学工作站(上海辰华仪器公司)，三电极系统：碳糊电极

(CPE)为工作电极；饱和甘汞电极(SCE)为参比电极；铂丝为辅助电极：pH S．25C

型酸度计(上海理达仪器厂)。

胞嘧啶，胸腺嘧啶，鸟嘌呤，腺嘌呤(美国Sigma公司)；石墨粉(上海胶

体化学厂，颗粒度<30岬)；液体石蜡(天津巴斯夫化学试剂有限公司)；用二次
蒸馏水配制10 mmol／L的以上碱基水溶液各25 mL；0．2 mol／L B．R缓冲溶液的配

制方法为12．35 g H3804，13．55 mL浓H3P04和11．80 mL CH3COOH混合用二次

蒸馏水定容至1000 mL，然后再用0．5 mol／LNaOH调节。其它试剂均为分析纯，

实验用水均为二次蒸馏水。

6．1．2实验方法

准确称取石墨粉1．6 g和液体石蜡0．5 mL，在研钵中研磨均匀，将混合物填

入内径4 Im的玻璃管中压实，用铜导线连接，即可制得CPE，使用前将电极表
面在称量纸上打磨光滑。

将三电极系统放入含有待测物质的B．R缓冲溶液中，选择富集电位为O．8 V，

富集时间为60 S，进行循环伏安扫描，记录循环伏安曲线。

6．2结果与讨论

6．2．1胞嘧啶在CPE上的电化学行为

CPE作为工作电极，对2．0xlo-3 mol／L的胞嘧啶溶液进行循环伏安扫描，在

1．480 V出现一个不可逆的氧化峰，结果如图6．1所示。连续扫描氧化峰信号逐渐

降低，与文献嘲所述一致，是由于氧化产物吸附在电极表面的缘故。
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图6．1 2．0x lO_3 mol／L胞嘧啶溶液的多扫循环伏安图

F毽6-1 Multi，yclic voltammograms of2．Ox lO一3 mol／L cytosine

in pH 5．0 B-R buffer solution,scan rate：1 00 mV／s

6．2．2缓冲溶液pH值的影响
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图6-2不同pH值下胞嘧啶的循环伏安图

(从a-h：3．0，4．0，5．0，6．0，8．0，10．0，11．0，12．O)

Fig．6-2 Cyclic voltammograms ofdifferentpH from 3．0～12．0

(a，m：3．0，4．0，5．0，6．0，8．0，10．0，11．0，12．0)$call rate：100 mV／s

在2．0～12．0范围内考察了2．0x10-3mol／L胞嘧啶在不同pH值B-R缓冲液中
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的电化学行为，结果如图6．2所示。随着缓冲溶液pH值的增加，胞嘧啶的氧化

峰电位负移，说明有质子参与胞嘧啶的电化学氧化反应。氧化峰电位与溶液pH

值存在如下线性关系：Epa(V)=．0．069pH+1．849衅11，丫=O．995)，斜率值69
mV／pH表明参与反应的质子数与电子数相等。缓冲溶液pH值对胞嘧啶氧化峰电

流也有较大影响，当胞嘧啶溶液的pH值为5．0时，峰电流响应最大且峰形良好，

另外在pH 11．0时胞嘧啶氧化峰电流也存在一个峰值，结果与文献报道大体一致

¨¨，主要是由于胞嘧啶存在两个pK值的缘故。故实验中选择0．2 mol／LpH 5．0的

B—R缓冲溶液作为支持电解质。
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图6-3胞嘧啶氧化峰电流和氧化峰电位与pH的关系

Fig．6-3 The relationship of cytosine oxidation peak current

and peak potential against pH

6．2．3扫描速率的影响

不同扫速下1．0x10‘3 mol／L的胞嘧啶在CPE上的循环伏安曲线如图6．4所示。

由图可见，胞嘧啶在CPE上的氧化峰电流和峰电位都随着扫描速率的变化而变

化。随着扫速的增加，氧化蜂电流逐渐增大，峰电位逐渐正移，表明电极反应为

不可逆反应。在扫速为10～300 mV／s的范围内，考察了峰电流与扫速的关系，其

线性回归方程为Ipa(㈣=367．081)(V／s)+8．34(n=10，f 0．998)。线性关系表明胞

嘧啶在CPE上的电极反应过程为吸附控制，可认为溶液中的胞嘧啶首先经过富集

过程吸附在电极表面，然后发生电化学氧化反应。
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图6—4不同扫速下1．0x10。3 mol／L胞嘧啶在pH 5．0 B．R缓冲溶液中的循环伏安图

． (a~i：10，20，40，60，80，100，150，200，250，300 mV／s)

Fig．6—4 Cyclic voltammograms of 1．0x 10。3 mogL cytosine in pH 5．0 B．R buffer with different

scan rates(ao：10，20，40，60，80，100，150，200，250，300 mV／s)

胞嘧啶的氧化峰电位Epa与lnu的呈良好的线性关系，线性回归方程为

Epa(V)=0．01421nu+1．505(n=10，丫=0．999)。根据Laviron公式：

Epa=E0‘+·生lnu
(1一s)时。

logk,=s l090训+(1训妇g—log罴一竽学
分别计算出胞嘧啶在CPE上氧化反应的电化学参数电极反应电子数n等于

2．14，电子传递系数0【为O．15，电子转移速率常数忽为1．049x10-3 s一。

’根据参考文献f12】，胞嘧啶在CPE上的电化学氧化过程中有2个电子2个质子

参与电极反应过程，氧化反应方程式如图6．5所示。

H H

图6．5胞嘧啶的电化学氧化机理

Fig．6-5 Electrochemical oxidation mechanism of cytosine
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6．2．4富集条件的影响

由于胞嘧啶在CPE上发生的电化学氧化反应为吸附控制，详细考察了富集条

件对3．0x10-4 1110儿胞嘧啶电化学响应信号的影响。在0～1．0 V的范围内考察了

富集电位对峰电流变化的影响，在0．8 V时得到最大电流值；同时在0～120 s范

围内考察了富集时间对胞嘧啶氧化峰电流的影响，在60 s时得到最大值。胞嘧啶

测定的最佳富集条件设定为0．8 V下富集60 s。

6．2．5工作曲线
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图6-6不同浓度胞嘧啶溶液的DPV测定曲线(a吨O；4．0xlO一，7．0x10一，

2．5x10。4，4．0x104，5．5xl矿，7．0x104，8．5x10‘4，1．0x10‘3 tool／L)

Fig．6-6 DPV curve ofdifferent concentration cytosine(aNi：0，4．0×10。5，

7．0x10’5，2．5x10-4，4．0x104，5．5xlo-'，7．0×10_4，8．5x10-4，1．0x10-3 mol／L)

利用DPV方法考察胞嘧啶浓度与其氧化峰电流之间的关系，结果如图6-6

所示。可以看出，随着胞嘧啶浓度的增大，氧化峰电流不断增大。

在1．0×10弓mol／L～1．0x10d mol／L范围内，胞嘧啶的氧化峰电流与浓度呈良

好的线性关系，线性回归方程为Ipa(肛A)=0．0519C(t上mol／L)+O．419(f 0．999，

n；8)，检测限为1．9x10石mol／L(30)。7次平行测量3．0x10巧mol／L的胞嘧啶溶液，

相对标准偏差为4．7％。

6．2．6干扰研究

考察T．彦l-源性神经递质类物质对5．0x10-4 mol／L胞嘧啶测定信号的影响。选
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择适量的肾上腺素，多巴胺，抗坏血酸和尿酸，加入胞嘧啶溶液中使干扰物质的

浓度为5．0x10-4 mol／L，测定的结果见图6—7和表6．1。多巴胺，抗坏血酸，尿酸

均对1．0x10巧mol／L胞嘧啶的氧化峰电流值无明显影响，偏差低于士5％；而5．0x10-4

mol／L肾上腺素在1．24 V产生一个信号显著的氧化峰，极大地影响了胞嘧啶的氧

化测定。
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图6．7 5．0x 104 mol／L胞嘧啶和共存物质在pH 5．0 B—R缓冲溶液中的DPV图

Fig．6．7 DPV of 5．Ox 104 mol／L cytosine and different interferences in pH 5．0 B-R buffer

表6—1干扰物质对胞嘧啶氧化峰电流影响

Table 6-1 Influence ofinterferences on the determination of5．0x10‘4 mol／L cytosine

6．2．7分析应用

CPE对DNA碱基混合溶液中的四种碱基表现出优良的电化学识别性能。图
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6—8是四种碱基混合溶液的同时测定曲线，固定鸟嘌呤和腺嘌呤的浓度为4．0xlO-4

mol／L，胸腺嘧啶的浓度为2．0×10～mol／L，胞嘧啶的浓度从零增大到2．0xlO-3

mol／L。电化学扫描发现四个明显的氧化峰依次出现在0．768 V，1．040 V，1．226 V

和1．412 V处，分别对应鸟嘌呤，腺嘌呤，胸腺嘧啶和胞嘧啶四种碱基的氧化。

相邻两峰之间电位差约200 mV，可以进行四种碱基的同时测定。胞嘧啶浓度在O

～2．0x10-3 mol／L范围内变化时，得到电流与浓度的线性回归方程为Ipa(I-tA)=

0．0388C(pmol／L)+0．20(n=9，丫=0．998)。

图6-8鸟嘌呤j腺嘌呤，胸腺嘧啶与不同浓度胞嘧啶共存时的DPV图

Fig．6-8 DPV of cytosine on different concentration(from 0 to 2．0x l O≈mot／L)in the presence of

4．0×lOq mo儿g啪ine，4．0×1 04 mo儿adeIline and 2．0×1 0_mol／L thymine
岛

6．3结论 j

本章研究了胞嘧啶在CPE上的电化学行为，在循环伏安扫描中只有一个氧化

峰，表明胞嘧啶在CPE上发生不可逆氧化反应，求解了电化学参数，电子传递系

数仅为0．15，电极反应速率常数‰为1．049xlff3 s～。在1．0×10～mol／L～1．OxlO。

mol／L范围内氧化峰电流与胞嘧啶浓度呈线性关系，检测限为1．9x10曲mol／L(3a)。

考察了常见的神经递质类物质对胞嘧啶测定的干扰以及四种碱基的电化学同时

测定，结果令人满意。

《了。一×o．T、露clH
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