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摘 要：蛋白激酶A （PKA）在各种生物学过程中发挥重要作用，可调控细胞信号、细胞增殖、分化和凋亡，

监测和抑制PKA活性在医学诊断和药物发现中具有重要意义。基于DNA条形码（DNA barcode）和滚环扩增

（RCA）信号放大策略构建电化学传感平台，以实现对PKA活性分析及其抑制剂筛选。以金纳米笼/二硫化钼

（AuNCs/MoS2）复合材料作为电极修饰材料，多肽底物链通过金-硫键自组装到修饰电极（AuNCs/MoS2/GCE）
表面。多肽底物链在 PKA诱导作用下末端发生磷酸化，进而与 DNA条形码标记金纳米粒子（DNA barcode-
AuNPs）高特异性结合。在 T4 DNA连接酶作用下，DNA barcode-AuNPs中DNA链与环形模板DNA链杂交形

成挂锁探针，加入 phi29 DNA 聚合酶和 dNTP 后诱导产生 RCA 反应。RCA 产物与血红素（hemin）形成具有

G-四链体-hemin催化活性模拟酶，实现电化学响应信号放大及PKA活性分析。该电化学传感平台对PKA活

性分析的线性响应范围为 5 mU/mL ~ 100 U/mL，检出限（LOD）为 1 mU/mL。该方法也可用于PKA抑制剂筛

选及人乳腺癌细胞（MCF-7）和肝癌细胞（HepG-2）裂解液中 PKA活性分析，为激酶活性分析提供一种新

的技术方法。
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Abstract：Protein kinase A （PKA）  plays an important role in various biological processes， regu⁃
lating cell signaling， proliferation， differentiation， and apoptosis.  Monitoring and inhibiting PKA 
activity is of great significance in medical diagnosis and drug discovery.  An electrochemical sensing 
platform was constructed based on DNA barcode and rolling circle amplification （RCA）  signal am⁃
plification strategy for detection of PKA activity and its inhibitor screening.  Gold nanocages/molybde⁃
num disulfide （AuNCs/MoS2）  composite was used as electrode modified material.  Peptide sub⁃
strate strand was self-assembled on surface of modified electrode （AuNCs/MoS2/GCE）  by gold-sul⁃
fur bonds.  Peptide substrate was phosphorylated at the terminal in the presence of PKA， which was 
further linked with DNA barcode-gold nanoparticles （DNA barcode-AuNPs）  through a high specif⁃
ic affinity.  The DNA of DNA barcode-AuNPs hybridized with circular template DNA to form a pad⁃
lock probe in the presence of T4 DNA ligase， initiating RCA reaction in presence phi29 DNA poly⁃
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merase and dNTP.  RCA product combined with hemin to form G-quadruplex-hemin structure with 
mimic enzyme activity， producing an enhanced electrochemical response signals and quantitative 
analysis of PKA activity.  The linear response range of this electrochemical sensing platform for PKA 
activity analysis is 5 mU/mL to100 U/mL， with a limit of detection （LOD）  of 1 mU/mL.  This 
method can also be used to screen PKA inhibitors and analyze PKA activity in the lysates of human 
breast cancer cells （MCF-7）  and liver cancer cells （HepG-2）， providing a new technical meth⁃
od for kinase activity analysis and kinase related drug screening.
Key words：DNA barcode；Rolling circle amplification；Protein kinase；Phosphorylation；Elec⁃
trochemical sensor
蛋白激酶（Protein Kinases， PK）通过催化各种蛋白质底物的磷酸化来控制细胞内信号网络，其

在细胞生理学和各种生物学途径中起着重要作用，有助于细胞增殖、分化和凋亡的正常进行［1］。此外，

作为一种翻译后修饰（如磷酸化、糖基化、甲基化、脂质化、泛素化、酰化和亚硝基化等），PK调节

的蛋白磷酸化是真核细胞中最常见的翻译后修饰之一，在调节蛋白质结合亲和力、活性和稳定性方面

发挥着重要作用［2］。蛋白激酶 A （Protein Kinase A， PKA）是最常见的一种激酶，作为一种癌症生物

标志物，PKA活性的过度表达常与癌症细胞增殖和肿瘤转化有关［3］。PKA也是调节广泛细胞过程的触

发器，包括发育、存活、凋亡、代谢控制、转录信号等。值得强调的是，不同的原发性免疫缺陷疾病

（PIDs）与PKA缺陷有关。因此，监测和抑制PKA活性在医学诊断和药物发现中尤为重要［4］。

传统的蛋白激酶检测方法主要是基于使用 32P 标记的三磷酸腺苷 （ATP）［5］，但由于放射性废物

和 32P 标记的 ATP 半衰期短等缺陷，研究者开发出了多种非放射性方法替代方案，如核磁共振

（NMR）［6］、质谱（MS）［7］、反相高效液相色谱（RP-HPLC）［8］、毛细管区带电泳（CZE）［9］等方法。虽

然这些仪器方法的准确度较高，但存在检测成本高，需要专业操作人员，耗时等不足。因此，人们又

发展出了多种高灵敏度的传感检测技术，如比色（CL）［10-11］、荧光（FL）［12-13］、光电化学（PEC）［14-15］、

电化学发光（ECL）［16-17］、电化学（EC）［18-21］等传感方法。其中，电化学传感器因其信号响应快、灵敏

度高、成本低、线性范围宽等优点，已成为研究PK磷酸化和检测其活性的经典分析方法［4，22-23］。

DNA条形码检测（DNA barcode assay）技术利用短寡核苷酸作为蛋白质和核酸检测中的靶识别链

和替代扩增单元，是一种用于蛋白质和核酸靶标的扩增和检测技术［24-27］。利用寡核苷酸修饰纳米颗粒

的特性，包括易于合成、结合能力强、稳定性好、优异的催化能力和光学特性，通过在纳米粒子表面

（如磁性粒子、金纳米粒子等）共价附着靶标的识别元件（如抗体、寡核苷酸、适配体等），形成DNA
条形码-纳米颗粒实现蛋白质、核酸和各种小分子的分析检测［28-31］。作为一种等温核酸扩增技术， 滚
环扩增（Rolling circle amplification， RCA）因其简单、高效和稳健的核酸扩增优势而受到关注，在临

床应用、食品安全检测和即时检测（POCT）等领域获得广泛应用［32-36］。本工作结合 DNA条形码修饰

金纳米粒子（DNA barcode-AuNPs）和RCA反应介导信号放大策略构建电化学传感平台，用于PKA活

性分析和抑制剂筛选。DNA barcode-AuNPs 中 DNA 链与环形模板 DNA 链杂交形成挂锁探针，利用

phi29 DNA聚合酶和 dNTP诱导产生RCA反应，RCA产物与血红素（hemin）形成具有G-四链体-hemin
催化活性模拟酶，实现电化学响应信号放大及PKA活性分析。

1 实验部分 
1. 1　仪器与试剂　

电化学分析仪 （Autolab PGSTAT302N，瑞士万通）；紫外-可见光度计 （UV-2600i，日本岛津）；

扫描电镜 SEM （Sigma 300，德国 Zeiss）；透射电镜 TEM （JEM-2100，日本 JEOL）；凝胶电泳仪

（DYCP-31BN，北京六一）；凝胶成像仪 （ChemiDoc XRS，美国 Bio-Rad）；高速离心机 （TGL-16G，

上海安亭）。

多肽链（peptide， Cys-Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly）和三磷酸腺苷（ATP）购自上海吉尔生化

有限公司；L-半胱氨酸、四水合氯金酸（HAuCl4·4H2O）、六亚甲基四胺（HMTA， C6H12N4）、牛血清

蛋白（BSA）、抗坏血酸（AA）、聚乙烯吡咯烷酮K30 （PVP）、T4 DNA连接酶、phi29 DNA聚合酶、三

磷酸脱氧核糖核苷酸（dNTP）均购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司；蛋白激酶A （PKA）购自广
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州 NEB 公司；磷酸丝氨酸抗体 （p-Ser） 由武汉亚科因生物技术有限公司提供；辣根过氧化物酶

（HRP）、T4多聚核苷酸激酶（T4 PNK）、溶菌酶（Lys）、碱性磷酸酶（ALP）均购自上海生工生物工程

股份有限公司；H-89 二盐酸盐 （C20H20BrN3O2S） 购于美国 EMD Biosciences 公司；钼酸钠 （Na2MoO4∙
2H2O）、亚铁氰化钾 （K4Fe （CN） 6 ∙3H2O）、铁氰化钾 （K3Fe （CN） 6）、柠檬酸三钠 （C6H5Na3O7 ∙
2H2O）、氯化血红素（hemin）和过氧化氢（H2O2）均购自天津市丰川科技有限公司。本实验所设计的

DNA碱基序列列于表 1，委托大连宝生物工程有限公司合成。实验所用试剂未经说明均为分析纯，采

用高纯灭菌水配制溶液。

1. 2　MoS2纳米片和AuNCs合成　
MoS2纳米片利用水热法合成［20，37］，具体制备过程如下：将Na2MoO4∙2H2O（2. 4 g）溶解于50 mL超

纯水，采用超声溶解分散，滴加HCl （0. 1 mol/L）调节溶液 pH 6. 5，添加 L-半胱氨酸（3. 6 g），超声

溶解后，将混合液转移至高压反应釜（100 mL），在 200 ℃下反应 48 h。冷却至室温，并通过离心进行

分离（8000 rmp离心 5 min），得到的沉淀物分别用无水乙醇和高纯水洗涤 3次，随后 60 ℃下真空干燥

过夜，从而获得MoS2纳米片。

金纳米笼（AuNCs）采用无模板和金种子一锅法制备［38-39］，HAuCl4溶液（0. 75 mmol/L， 5 mL）搅

拌下逐滴加入 5 mL HMTA 溶液（30 mmol/L），混合溶液颜色由亮黄变为澄清。然后，依次加入 5 mL 
PVP溶液（0. 30 mol/L）、200 μL AgNO3溶液（10 mmol/L）、100 μL AA溶液（80 mmol/L），混合液室温

下静置反应 12 h，离心分离（8000 rmp离心 10 min），产物分别用无水乙醇和高纯水洗涤 3次，60 ℃真

空干燥12 h，得到AuNCs。
1. 3　DNA barcode-AuNPs合成　

DNA 条形码修饰金纳米粒子（DNA barcode-AuNPs）参照文献报道方法改进后合成［40-41］。首先，

利用柠檬酸还原法制备AuNPs，HAuCl4溶液（1. 0 mmol/L， 20 mL）加热至沸腾后，快速加入还原剂柠

檬酸三钠溶液（40 mmol/L， 2 mL），保持沸腾 10 min，得到酒红色 AuNPs溶液，冷却至室温后，4 ℃
下储存。之后，利用制备的AuNPs进一步合成DNA barcode-AuNPs，详细过程如下：移取 30 μL AuNPs
溶液，依次加入 10 μL DNA S1 溶液 （TCEP 活化，70 μmol/L） 和 10 μL p-Ser 溶液 （TCEP 活化，1 
μmol/L），振荡反应 12 h，得到 DNA barcode-AuNPs。DNA barcode-AuNPs 在 NaCl 溶液 （0. 1 mol/L， 
50 mmol/L Tris-HCl）中老化处理 24 h，离心分离（12000 rmp离心 5 min），高纯水洗涤 3次，产物溶解

于Tris-HCl缓冲液（25 mmol/L， pH 7. 4），4 ℃储存。

1. 4　修饰电极制备　
玻碳电极（GCE，φ = 3 mm）用Al2O3粉末（粒径 0. 05 μm）在抛光布上进行打磨抛光，分别用高

纯水、乙醇、高纯水超声清洗 5 min，空气晾干。移取 8 μL MoS2溶液（1 mg mL-1）滴涂于 GCE 表面，

红外灯下干燥，再滴涂 8 μL AuNCs 溶液 （1 mg mL-1），干燥后得到 AuNCs/MoS2/GCE。之后，AuNCs/
MoS2/GCE表面滴涂 10 μL多肽溶液（500 μmol/L， 含 15 mmol/L TCEP），室温孵育 12 h。将修饰电极插

入PKA （不同浓度）和ATP （250 μmol/L）溶液中磷酸化反应持续 2 h。然后，电极表面滴加 5 μL BSA
溶液（1%）和 5 μL DNA barcode-AuNPs，室温下孵育 1 h。最后，电极表面均匀滴加 5 μL T4 DNA溶液

（5 U/mL， 1 μmol/L DNA S2），室温孵育 1 h，再滴涂 5 μL RCA反应缓冲液（20 U/mL phi29 DNA， 200 
μmol/L dNTP， 0. 1 mg/mL BSA），室温孵育 80 min。修饰电极浸入 hemin溶液（2 mmol/L）反应 1 h，在

PBS缓冲液（10 mmol/L， pH 7. 4， 0. 2 mmol/L H2O2）中测量传感器电化学响应信号。

1. 5　电化学测量　
利用电化学阻抗谱（EIS）和循环伏安（CV）技术对电极修饰过程进行表征与分析，具体测试条

件如下：EIS测试频率范围 0. 1 Hz至 100 kHz，电位振幅 10 mV；电位扫描范围-0. 2至 0. 6 V，扫描速

表1　实验所用DNA碱基序列
Table 1　Base sequences of the used DNA

Abbreviation
DNA S1
DNA S2

Sequences （from 5' to 3'）
5'-GTT GGG TTC ACT AGA GAT ACT GAT TCG GGT TG-SH-3'

5'-PO4-CTC TAG TGA ACC CAA CCC GCC CTA CCC AAG ATG CAA CCC GCC CTA CCC AAC CCG AAT CAG TAT-3'
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率 100 mV/s。采用微分脉冲伏安（DPV）技术对 PKA活性进行定量检测，测试条件为：测试底液 PBS
缓冲液（10 mmol/L， pH 7. 4， 0. 2 mmol/L H2O2），电位扫描范围-0. 6 ~ -0. 1 V，调制和间隔时间分别

为0. 02 s和0. 5 s，振幅0. 05 V。本实验所有电化学测量均在25 ℃环境下进行。

实际样品的电化学检测，通过 DMEM 培养基 （10%胎牛血清，37 ℃，5% CO2） 对人乳腺癌细胞

（MCF-7）和肝癌细胞（HepG-2）进行孵育。2种细胞培养样品加入细胞裂解液，4 ℃反应0. 5 h，细胞

裂解后离心分离（12000 rmp离心 15 min），取上清液用PBS缓冲液稀释 10倍，进行DPV电化学测量和

加标回收实验。

2 结果与讨论 
2. 1　传感器制备和检测原理　

利用DNA条形码（DNA barcode）和滚环扩增（RCA）信号放大策略用于构建PKA电化学传感器，

其修饰过程及检测原理如图 1 所示。采用滴涂法依次将 MoS2纳米片和 AuNCs 粒子修饰在 GCE 表面

（AuNCs/MoS2/GCE），通过 AuNCs/MoS2 复合材料增强电极比表面积及其电催化活性。多肽底物链

（peptide） 通过金-硫键被固定于修饰电极表面 （peptide/AuNCs/MoS2/GCE）。peptide 在目标物 PKA 和

ATP作用下末端发生磷酸化（P-peptide），磷酸基团（-PO4
3-）与DNA barcode-AuNPs通过亲和力特异

性结合，将 DNA barcode-AuNPs 修饰到电极表面。在 T4 DNA 连接酶作用下，DNA barcode-AuNPs 中
DNA 链与环形模板 DNA S2 链杂交形成挂锁探针，加入 phi29 DNA 聚合酶和 dNTP 后诱导产生 RCA 反

应。最后，RCA反应产物与血红素（hemin）形成具有G-四链体-hemin催化活性模拟酶，实现电化学

响应的信号放大及PKA定量测定。

2. 2　材料形貌和结构表征分析　
MoS2和 AuNCs的形貌与结构通过透射电镜（TEM）、扫描电镜（SEM）及 X射线能谱分析（EDS）

进行了详细表征。图 2展示了MoS2和AuNCs的 SEM图像，合成得到的MoS2呈层状排列，具有类似石墨

烯的二维结构，其片层平均直径约 200 nm （图 2A），在高分辨TEM图中，可以观察到其类似石墨烯的

褶皱结构。合成得到的AuNCs粒子分散均匀，呈现边缘亮、中心暗的典型空心立方结构，平均粒径约

为50 nm（图2B）。图2B中插图展示了AuNCs高分辨TEM图像，也可以观察到其独特的中空笼状结构。

X 射线能谱分析测试表明，MoS2构成元素主要为钼（Mo）和硫（S）。以上结果说明，电极修饰材料

MoS2和AuNCs成功合成。

图1　电化学传感器的修饰过程及其检测PKA原理示意图
Fig.  1　Schematic illustration of modified process of electrochemical sensor and PKA detection principle
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2. 3　传感器可行性探究　
DNA条形码标记金纳米粒子（DNA barcode-AuNPs）通过表面修饰的磷酸丝氨酸抗体（p-Ser）与

磷酸化多肽链（P-peptide）特异性结合固定到电极表面（图1），DNA barcode-AuNPs的紫外-可见吸收

光谱和 AuNPs 的 TEM 测试表明，相较于 AuNPs 在 525 nm 处的表面等离子共振 （SPR） 特征吸收峰，

DNA barcode-AuNPs的 SPR特征吸收峰略微红移（528 nm），并在 257 nm处观察到DNA的紫外-可见特

征吸收峰。由TEM图可见，合成的AuNPs分散均匀，呈球形结构，其平均粒径约为14 nm。

为了探究所构建 PKA电化学传感器的可行性，采用DPV法分别测试了传感器对 0和 50 U/mL PKA
的电化学响应信号大小。如图3所示，当不存在分析物PKA时（0 U/mL PKA），传感器显示出较低的背

景电流（曲线 a）；当PKA浓度为 50 U/mL时，传感器呈现明显的DPV电流信号（曲线 b）。上述实验结

果说明，DNA barcode-AuNPs通过磷酸化多肽链固定到修饰电极表面，结合滚环扩增反应增强传感器

电化学响应信号，用于PKA活性的定量分析。

2. 4　修饰电极电化学表征　
修饰电极的制备过程，利用电化学阻抗谱（EIS）和循环伏安法（CV）进行了电化学表征，根据

EIS中半圆直径大小（电荷转移阻抗，Rct）和CV中峰电流曲线变化来考察传感器制备过程。由图4A可

见，工作电极GCE滴涂MoS2后，Rct值显著增大（曲线 a → b），修饰AuNCs后Rct值又明显减小（曲线

b → c），这是由于MoS2半导体性质，用来提供大比表面积，AuNCs具有优良导电性。进一步修饰底物

肽链（peptide）和肽链发生磷酸化（P-peptide），Rct值均增大（曲线 d和 e），可归因于多肽生物分子惰

图2　（A） MoS2和（B） AuNCs的扫描电镜图（插图为AuNCs透射电镜图）
Fig.  2　SEM images of （A）  MoS2 and （B）  AuNCs （Inset is TEM image of AuNCs）

图3　电化学传感器对PKA的DPV响应曲线（a： 0 U/mL PKA，b： 50 U/mL PKA）
Fig.  3　DPV response curves of electrochemical sensor for PKA （a： 0 U/mL PKA， b： 50 U/mL PKA）
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性本质和磷酸基团所带负电荷阻碍了电极表面电子传递。后续逐步修饰DNA barcode-AuNPs、DNA S2
和RCA反应后，由于引入生物惰性分子和生物分子负电荷与电活性分子的静电排斥作用，Rct值逐步增

大（曲线 f → h）。CV曲线中峰电流变化方向与Rct相反（图 4B），GCE表面修饰MoS2、AuNC后，CV峰

电流先减小后增大，后续依次修饰 peptide、peptide磷酸化、修饰DNA barcode-AuNPs、DNA S2及RCA
反应后，CV曲线峰电流依次逐渐减小。以上EIS和CV测试结果表明，PKA电化学传感器成功构建。

2. 6　实验参数优化　
传感器的制备和测试条件直接影响其分析检测性能，为了提升并获得最佳分析性能，对其修饰过

程及测试参数（材料物料比，ATP 浓度，磷酸化反应时间，DNA barcode-AuNPs 孵育时间，phi29 浓

度，RCA时间，hemin和H2O2浓度）进行了系统优化。电极修饰材料MoS2和AuNCs物料比从 1：3至 3：
1范围，当物料比为 1：1时，传感器显示出最大响应峰值电流。ATP在 50至 300 μmol/L浓度范围内，

响应电流逐渐增大，当 ATP浓度为 250 μmol/L时趋于饱和。多肽底物磷酸化反应时间在 30至 150 min
范围，当磷酸化时间为 120 min 时，传感器响应电流达到饱和状态。P-peptide 与 DNA barcode-AuNPs
孵育时间在 20 至 100 min 范围，响应信号达到饱和时对应的孵育时间为 60 min。RCA 缓冲液中 phi29 
DNA浓度在 5至 30 U/mL范围，响应峰电流在 phi29 DNA浓度为 20 U/mL时达到最大。RCA反应时间在

20至 100 min范围，传感器响应电流在 RCA反应 80 min时达到稳定和最大值。对 hemin和 H2O2浓度优

化结果表明，随 hemin 和 H2O2浓度增加，响应峰电流逐渐增大，hemin 和 H2O2浓度分别为 2 mmol/L 和

0. 2 mmol/L时，传感器响应信号达到饱和状态。基于上述条件优化结果，选择MoS2和AuNCs物料比 1：
1，ATP浓度250 μmol/L，多肽底物磷酸化反应时间120 min，磷酸化多肽与DNA barcode-AuNPs孵育时

间 60 min，phi29 DNA 浓度 20 U/mL，RCA 反应时间 80 min，hemin 和 H2O2浓度分别为 2 mmol/L 和 0. 2 
mmol/L作为本实验最佳条件，传感器呈现最优的电化学响应信号。

2. 7　PKA分析性能　
优化实验条件下，采用微分脉冲伏安法（DPV）测试所构建电化学传感器对PKA不同浓度的DPV

电流信号。由图 5 可见，随着目标物 PKA 浓度增大（0. 005， 0. 05， 0. 5， 1， 5， 10， 50， 100 U/
mL），传感器DPV响应信号增大，这是由于随PKA浓度增大，电极表面多肽底物磷酸化增多，可结合

更多的DNA barcode-AuNPs，生成更多的RCA反应产物和获得更大的电化学响应信号。DPV电流信号

与 PKA 浓度对数值在 0. 005 ~ 100 U/mL 范围内成线性关系 （图 5B 插图），其线性回归方程为 I 
（μA）  = 0. 93lgC （U/mL）  + 2. 55，相关系数 （R2） 为 0. 9916，根据 3 倍信噪比计算得到检出限为

0. 001 U/mL （S/N = 3）。对比本工作与已报道的比色（CL）、荧光（FL）、光电化学（PEC）、电化学发

光（ECL）等不同传感方法检测PKA分析效能，所构建的电化学传感器呈现低检出限和宽线性范围的

图4　不同步骤修饰GCE的（A）电化学阻抗谱与（B）循环伏安图
Fig.  4　（A）  EIS and （B）  CVs curves of different modified GCE

a-GCE， b-MoS2/GCE， c-AuNCs/MoS2/GCE， d-peptide/AuNCs/MoS2/GCE， e-P-peptide/AuNCs/MoS2/GCE，f-DNA barcode-AuNPs/P-
peptide/AuNCs/MoS2/GCE， g-DNA S2/DNA barcode-AuNPs/P-peptide/AuNCs/MoS2/GCE，h-RCA/DNA barcode-AuNPs/P-peptide/AuNCs/

MoS2/GCE
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显著优势，为样品中PKA的灵敏和准确分析提供了一种新的检测方法。

以H-89二盐酸盐作为蛋白激酶A抑制剂，考察其对 PKA活性抑制筛选与分析性能，在DPV测试

底液加入不同浓度H-89，测试传感器对PKA的DPV信号。随着抑制剂H-89浓度升高，电极表面多肽

底物磷酸化过程受到抑制（PKA活性减弱），传感器的DPV响应信号逐渐减弱（图 6）。根据抑制实验

计算得到 H-89 对 PKA 的半数抑制浓度 （IC50） 为 83 nmol/L，该值与文献中报道的结果相符合［20-21］。

H-89抑制实验结果说明，构建的传感器可应用于筛选蛋白激酶抑制剂，从而推动与激酶相关药物的发

现和分析。

2. 8　传感器抗干扰性能和稳定性　
传感器的抗干扰能力、重现性和稳定性等性

能是其实际应用的一项重要评价指标。首先，考

察了电化学传感器对可能存在于实际样品中的其

它种类激酶和蛋白的电化学行为。传感器仅对目

标物 PKA （20 U/mL） 表现出显著的 DPV 响应信

号，而对于过量的其它干扰物，如辣根过氧化物

酶（HRP， 1 mg/mL）、牛血清蛋白（BSA， 1 mg/
mL）、 T4 多聚合核苷酸激酶 （T4 PNK， 40 U/
mL）、溶菌酶（Lysozyme， 5 mg/mL）和碱性磷酸

酯酶 （ALP， 2 mg/mL），传感器未显示出明显的

电化学响应信号 （图 7A），表明制备的 PKA 传感

器具有较好的抗干扰能力和良好的选择性。通过

相同的制备步骤分别构建了五支传感器，并测试

其对相同浓度 PKA （20 U/mL） 的 DPV 响应信号

（如图 7B所示），5支传感器的电化学响应信号相接近，其相对标准偏差值（RSDs） < 4. 2%，表明传感

器良好的重现性。此外，考察了 PKA传感器的时间稳定性，制备好的修饰电极于冰箱中 4℃存储不同

时间，测试其对相同 PKA的DPV响应信号，实验结果显示，传感器存储 15天后，其DPV响应信号仍

能保持其初始响应信号的91%以上，说明传感器具有好的稳定性。

2. 10　细胞样品测定　
以细胞裂解液作为实际样品考察传感器对PKA检测的实用性，肝癌细胞（HepG2）和人乳腺癌细

胞（MCF7）在 DMEM 中培养后，加入细胞裂解液，离心收集上清液，PBS缓冲液稀释 10倍，采用标

图5　（A）电化学传感器对PKA不同浓度的DPV响应曲线和（B） DPV峰电流与PKA浓度的关系曲线（插图为DPV峰
电流与PKA浓度对数关系）

Fig.  5　（A）  DPV curves of electrochemical sensor to PKA at different concentrations and （B）  relationship between DPV cur⁃
rent and PKA concentrations （Inset is the plot of DPV current vs.  logarithm of PKA concentrations）

图6　H-89对PKA活性的抑制实验
Fig.  6　Inhibition experiment of H-89 on PKA activity
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准加入法进行回收实验。HepG2和 MCF7裂解液中分别加入 1，50和 100 U/mL PKA，测定结果列于表

2，传感器DPV响应信号的相对标准偏差值（RSDs）为 2. 8% ~ 4. 1%，回收率为 95. 07% ~ 100. 86%，测

定结果表明，所制备的电化学传感器在实际样品细胞裂解液中对PKA的检测是可行的。

3 结 论 
本文基于 DNA 条形码（DNA barcode）和滚环扩增（RCA）介导的信号放大策略构建了一种电化

学传感平台，实现对蛋白激酶A （PKA）活性分析及其抑制剂筛选。高导电性和大比表面积的金纳米

笼/二硫化钼（AuNCs/MoS2）作为电极修饰功能材料，多肽底物链通过金-硫键自组装到修饰电极表

面。多肽底物链末端被 PKA 诱导磷酸化后，进而与 DNA 条形码标记金纳米粒子 （DNA barcode-
AuNPs）高特异性结合，T4 DNA连接酶作用下，DNA barcode-AuNPs中DNA链与环形模板DNA链杂交

形成挂锁探针，phi29 DNA聚合酶和 dNTP诱导产生RCA反应。RCA产物与血红素（hemin）形成G-四
链体-hemin催化活性模拟酶，实现电化学响应信号放大及PKA活性定量分析。构建的电化学传感平台

具有良好的传感分析性能，成功用于细胞裂解液中PKA活性分析，为激酶活性分析及其抑制剂筛选提

供一种新的分析检测方法。
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