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鼠脑中维生素 C 活体电化学分析研究进展
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摘摇 要摇 维生素 C,又名抗坏血酸(Ascorbic acid, AA),是脑内重要的小分子化学物质,作为抗氧化剂和神经

调质,在脑神经生理与病理过程中发挥着重要作用,因此,中枢神经系统中 AA 的测定越来越受到关注。 传统

的检测 AA 的方法需要复杂的样品处理,时间分辨率不高,而 AA 在空气中易于氧化,在电极上的氧化具有大

的过电位。 因此,选择性高时空分辨率检测 AA 具有很大挑战。 本文首先介绍了 AA 的电化学性质,对通过

设计电极表面的性质,实现鼠脑和单细胞中 AA 的选择性、高时空分辨率、实时分析的研究进展进行了评述。
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1摇 引 言

维生素 C,又名抗坏血酸(Ascorbic acid, AA),是重要的水溶性维生素,具有防治坏血病的作用[1]。
豚鼠、蝙蝠、灵长类动物和人肝脏中由于缺少 L鄄古洛糖酸内酯氧化酶,所以无法自身合成,必须依赖食

物摄取补充体内所需的 AA[2]。 AA 在体内参与多种生理生化反应,研究发现,AA 可靶向抑制甘油醛鄄3鄄
磷酸脱氢酶,选择性地杀死 KRAS 和 BRAF 突变的结肠癌细胞[3],可调控 TET 蛋白影响造血干细胞功

能,抑制白血病的发生[4]。 最近发现,在莱茵衣藻鉴定到一种新型的 TET 同源蛋白,该蛋白可将 AA 的

碳基骨架转移到 DNA 上产生一种全新的 DNA 修饰[5]。
此外,虽然 AA 在全身组织中的分布具有很大的差异性,但是在大多数动物中,脑是 AA 含量最高的

组织器官之一,且在脑内具有重要的神经生理功能。 大量研究表明,AA 在脑内主要充当抗氧化剂和神经

调质的角色[6,7]。 首先,在生物体内,AA 作为一种强的还原剂,参与诸多的生理过程,通过其氧化反应消除

自由基,减少氧化应激的损伤,如研究发现 AA 可缓解癫痫、脑缺血、脑水肿等中枢神经系统疾病的症

状[8 ~ 10]。 其次,AA 被认为是脑内重要的神经调质之一,研究表明,AA 在脑内的分布与儿茶酚类和谷氨酸

等神经递质分布密切相关,并作为重要辅酶因子,对去甲肾上腺素和多种神经肽合成具有影响[1,11,12]。
Wang 等[13]发现,嗜铬细胞内 AA 通过囊泡释放,也说明其可能作为调质参与到神经传递过程。

脑内 AA 的分布具有一定区域性差异,胞内转运及细胞释放机制复杂。 AA 是极性小分子化学物

质,且不能自由进出细胞膜,所以不能通过单纯扩散的方式穿越细胞膜。 大鼠脑内 AA 的来源及浓度分

布同人类基本一样,AA 通过大脑的脉络丛从血液中进入中枢神经系统,然后扩散到细胞间液,细胞间

液中 AA 的浓度约为 200 ~ 400 滋mol / L,并且浓度可保持相对稳定[14]。 细胞间液的 AA 进一步被转运到

细胞内,神经元内 AA 浓度约为 10 mmol / L,神经胶质细胞内 AA 浓度约为 1 mmol / L[15]。 目前的研究表

明,AA 从细胞间液到细胞内的转运机制有两种:葡萄糖转运体控制的协同扩散脱氢抗坏血酸(AA 的氧

化产物)的形式进行转运; Na+依赖的 AA 转运体控制的主动转运[16,17]。 与神经递质不同,AA 从细胞内

释放的机制更加复杂,并不是单一的释放过程。 目前已报道的主要有 3 种:一种认为 AA 是通过体积敏

感阴离子通道实现释放[18]; 另一种认为 AA 可通过与谷氨酸异相交换机制来实现从细胞内释放至细胞

外[1,19,20]; 也有文献报道 AA 可与儿茶酚胺同时分泌到细胞外,而且 AA 的分泌与儿茶酚胺的分泌具有

依赖细胞外 Ca2+的一致性[21]。 总体而言,AA 释放机制涉及诸多生理病理过程,例如胞吐、缺氧去极化、

第 47 卷

2019 年 10 月
摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇

分析化学 (FENXI HUAXUE)摇 评述与进展

Chinese Journal of Analytical Chemistry
摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇

第 10 期

1559 ~ 1571



谷氨酸兴奋毒性、水肿等。 因此,可准确、实时、选择性检测不同脑区,不同层次 AA 的方法对于研究脑

AA 相关的神经生理及病理过程具有重要意义[22]。
目前,有多种方法可实现不同时间空间分辨率条件下脑内化学物质的分析,如磁共振成像、功能磁

共振脑成像、磁共振波谱、正电子发射断层扫描和单光子发射断层扫描、荧光成像等[23,24]。 电分析化学

方法具有仪器设备简单、灵敏度高、可实现原位实时分析和多组分同时测定等优点,在脑神经科学研究

中具有独特的优势,在活体研究中受到了越来越多的关注和应用[25 ~ 28]。 目前,脑神经电化学分析方法

主要可分为微电极活体伏安法、微透析活体取样鄄样品分离鄄电化学检测及微透析活体取样鄄在线电化学

检测 3 种方法。 其中活体伏安法和微透析活体取样鄄在线电化学检测,由于时间分辨率高,无需分离,在活

体分析中的需求最大。 但是,脑内物质繁多,不仅有小分子的物质,更有大分子的蛋白,如何实现 AA 的高

选择性、稳定的电化学分析具有很大的挑战。 本文简单介绍了 AA 的基础电化学性质,详细地对如何在

活的整体动物层次和细胞层次上,实现不同时空分辨率的 AA 的选择性分析的研究进展进行了评述。

2摇 抗坏血酸的电化学

如图 1 所示,AA 是有两个可电离质子的水溶性六元糖酸,pKa 分别为 4. 2 和 11. 8。 在生理条件下,
AA 是带负电荷的离子; 在中性条件下,AA 的电化学氧化为一质子、两电子过程,其电化学氧化产物进

一步水解,生成二酮古洛糖酸[29,30]。 虽然,AA 在电极表面氧化电位是 0. 05 V (vs NHE),但由于 AA 氧

化后的最终水解产物易吸附在电极表面,AA 在一般电极上的氧化都具有大的过电位,导致其氧化电位

和脑内共存的其它电化学活性神经化学物质 (如多巴胺 ( Dopamine, DA)、二羟基苯乙酸 (3,4鄄
Dihydroxyphenylacetic acid, DOPAC)、肾上腺素(Epinephrine, E)、去甲肾上腺素(Norepinephrine, NE)、
5鄄羟色胺(5鄄Hydroxytryptamine, 5鄄HT)等)的氧化电位无法分开,使得 AA 的选择性分析具有很大的挑战。
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图 1摇 中性条件下抗坏血酸(AA)的电化学氧化过程[30]

Fig. 1摇 Electrochemical oxidation process of ascorbic acid (AA) under neutral conditions[30]

在大多数碳电极表面,AA 是一种内壳层活性物质,在电极上的电化学行为与电极的表面化学性质

密切相关。 碳电极,如玻碳电极、高定向热解石墨电极(Highly oriented pyrolytic graphite, HOPG)和金刚

石电极,其结构与电化学活性之间的关系一般由以下一个或几个因素决定:电极表面微结构、表面洁净

程度、电子结构以及表面官能团等。 研究发现,预处理的碳电极可加快 AA 的电子转移速度[31,32]。
Guo 等[33]通过调控石墨炔的电子态和化学界面,发现 AA 在化学还原和电化学还原的石墨炔上的电子

转移速率比石墨炔和氧化的石墨炔电极上的快。 最近,Xiao 等[34]系统研究了不同碳纤维对 AA 电化学

氧化的影响(图 2)。 他们选取 3 种来源的碳纤维电极(Carbon fiber microelectrode, CFE,Type鄄1,Type鄄2
和 Type鄄3 CFEs),将 CFE 分别在酸溶液(0. 5 mol / L H2SO4)和碱溶液(1. 0 mol / L NaOH)中进行电化学

处理。 在硫酸和碱溶液中电化学处理的 Type鄄1 和 Type鄄3 CFE 可显著增加 AA 的电子转移速率(图 2A
和 2C),但经处理的 Type鄄2 CFE 对 AA 的氧化却无显著改变(图 2B)。 研究表明,由于电极表面的含氧

官能团、表面结构(如缺陷)及电子态密度与 CFE 来源和电化学预处理密切相关,因此,电极对于 AA 的

电化学氧化的催化活性与所采用的处理条件和碳纤维的来源有着密切的联系,且表现出较大差异。
摇 摇 用化学物质修饰电极表面,调控 AA 在电极表面的电化学过程是实现高选择性检测 AA 的有效策

略。 通常,在裸金电极表面,由于 AA 氧化产物在电极表面的吸附 AA 的氧化峰电位约为 0. 5 V。
Raj 等[35]将有机硫化合物,如 2,2鄄二硫代双乙胺和 6,6鄄二硫代双己胺,通过 Au S 键在金电极表面形

成单分子自组装膜(Self鄄assembled monolayer, SAM),由于 SAM 末端的正电荷和带负电 AA 之间的静电

相互作用,AA 的氧化峰电位负移了约 0. 45 V,而在 SAM 组装电极上,DA 的氧化电位约为 0. 2 V,实现

了用微分脉冲伏安法 Differential pulse voltammetry, DPV)选择性分析 AA。
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图 2摇 不同来源的 CFEs(A)、(B)和(C)在不同处理条件下(0. 5 mol / L H2SO4 或 1. 0 mol / L NaOH)进行

电化学处理对 AA 的电化学响应[34]

Fig. 2摇 Typical cyclic voltammetry curves (CVs) obtained at carbon fiber microelectrode (CFEs) in artificial
cerebrospinal fluid ( aCSF, pH 7. 4 ) in the absence ( dashed curves) and presence ( solid curves) of
400 滋mol / L ascorbate. CFEs were prepared with CFs from different sources ( i. e. , Type鄄1 (A); Type鄄2
(B), and Type鄄3 (C)) and electrochemically pretreated in 1. 0 mol / L NaOH or 0. 5 mol / L H2SO4

[34]

利用材料提高 AA 电子转移速率从而实现 AA 的选择性分析是另外一种有效的策略。 碳纳米管

(Carbon nanotube, CNT)具有独特的电子、化学、光学和机械性能。 早期的研究表明,CNT 侧壁碳的性质

与 HOPG 电极的层状碳类似,其电化学性质不活泼。 相反地,CNT 的端口碳的性质类似于 HOPG 电极

的边缘碳,而具有很好的电化学活性。 Zhang 等[36] 利用硝酸和硫酸混酸切割的单壁碳纳米管(Single鄄
walled carbon nanotube,SWNT)表面带负电荷的性质,将其和具有正电荷性质的聚二烯丙基二甲基氯化

铵通过静电作用逐层组装在基底电极上,组装的 SWNT 电极对 AA 具有很好的催化性能。 他们进一步

系统研究了 AA 在裸玻碳电极、石墨、SWNT、真空高温处理的 SWNT 不同碳材料电极上的电化学行为。
从图 3K 可见,AA 在 SWNT 电极上的氧化电位比在玻碳电极和石墨修饰电极上的氧化电位负,说明

SWNT 电极降低了 AA 的过电位,加速了 AA 的电子转移动力学。 从 AA 在纯化的 SWNT 电极上的响应

(图 3)可见,含氧官能团的氧化还原峰并未发生变化,所以 SWNT 的含氧官能团没有影响 AA 的催化。
同时他们发现,AA 在未纯化的 SWNT 和酸纯化的 SWNT 电极上的电化学行为没有明显的区别,所以

SWNT 中所含的杂质不是引起 AA 电子转移加快的原因。 尽管 AA 在 SWNT 上电催化性能还需进一步

研究,但推测 AA 在 SWNT 电极上快的电子转移可能与 SWNT 碳结构有关。

3摇 活体原位电化学分析

活体伏安法是将微电极直接插入大脑特定部位,实现脑内生理活性物质的活体实时分析的电化学

分析方法[37]。 因其所用微电极尺寸小,可置入脑组织,分析时空分辨率高,活体伏安法在脑神经化学过

程的研究中备受关注[38 ~ 40]。 Adams 等[41] 于 1972 年第一次将碳糊电极(直径约 300 滋m)植入大鼠脑

内,并获得了脑内第一张循环伏安图,并猜测所获得的伏安信号为 AA 的氧化峰。 用同样的方法,
O'Neill 等[42]通过脑区微注射和腹腔注射 AA,增加了伏安信号,Brazell 等[43] 通过向脑区注射 AA 选择

性氧化酶(Ascorbate oxidase, AAOx),证实了获得的伏安信号为 AA,并用该方法测定了不同脑区和微注

射谷氨酸时 AA 的变化。 然而,碳糊电极直径太大,碳纤维电极(CFE,5 ~ 7 滋m)具有较高空间分辨率和

生物兼容性等性能,因此,越来越多研究开始关注 CFE,并发展了许多检测 AA 的方法[44 ~ 47]。
Gonon 等[48]第一次对 CFE 进行处理(图 4A),用 DPV 法实现了脑内 AA 的选择性分析。 Heien 等[49] 通

过快速扫描循环伏安法(Fast scan cyclic voltammetry, FSCV)和主成分回归分析对 FSCV 数据进行了多

组分分析,可同时测定 AA、5鄄HT、DA、DOPAC、pH 值的实时变化(图 4B)。
如前所述,对电极表面进行合理的功能化[50 ~ 53] ,是实现AA选择性分析的有效策略。Zhang等[36]
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图 3摇 AA 在(A)裸玻碳电极、(B)石墨、(C)SWNT 修饰电极和(D)真空高温 SWNT 修饰电极上的电化

学行为[36]

Fig. 3 摇 Typical CVs obtained at bare glass carbon ( GC) ( A), graphite鄄modified ( B), single walled
nanotubes ( SWNT)鄄modified ( C), and heat鄄treated SWNT鄄modified ( D) GC electrodes in 0. 10 mol / L
phosphate buffer (pH 7. 0) in the absence (dotted lines) and presence (solid lines) of 0. 5 mmol / L AA[36]
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图 4摇 (A)AA 在体内、体外的 DPV 选择性响应[48] ; (B)多种组分化学物质在 CFE 上的 FSCV 图[49]

Fig. 4 摇 (A) Differential pulse voltammetry (DPVs) curves from in vitro experiments and from the neostriatum of
anaesthetized rats ( in vivo ) [48]; ( B ) Background鄄subtracted fast scan cyclic voltammetry ( FSCV ) of five
neurochemicals: AA( i. e. ascorbate 100 滋mol / L), 5鄄hydroxytryptamine (5鄄HT, 1 滋mol / L), dopamine ( DA,
1 滋mol / L), 3, 4鄄dihydroxyphenylacetic acid ( DOPAC, 10 滋mol / L ), and an acidic change in pH
(0. 1 pH unit) [49]

第一次在电极表面修饰 CNT,实现了 AA 的活体检测。 AA 在 CNT 修饰的 CFE 上在 0. 0 V 左右达到稳

态电流,说明修饰在 CFE 上的 CNT 对 AA 具有很好的电化学催化作用。 此外,DA、尿酸和 5鄄HT 这些脑

内神经化学物质的氧化电位都比 AA 在 CNT 修饰的 CFE 氧化电位正,因此不干扰 AA 的电化学分析。
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他们通过多壁碳纳米管(Multiwalled carbon nanotube, MWNT)修饰的 CFE,用 DPV 的方法检测鼠脑细胞

间液中 AA 的浓度约为 (0. 20依0. 05) mmol / L。 他们通过向电极附近注入 AAOx,证明 MWNT 修饰的

CFE 电极对 AA 具有很好的选择性[54](见图 5)。
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图 5摇 (A)MCNT 修饰的 CFE 活体检测纹状体脑区 AA 示意图; (B)MCNT 修饰的 CFE 用 DPV 方法检测

微注射 AA 后电流响应(曲线 1)和注入 AAOx 时,MWNT 修饰的 CFE 上 AA 的电流响应(曲线 2) [54]

Fig. 5摇 (A) Schematic illustration of in vivo voltammetric recording of striatum AA by using themultiwalled
carbon nanotubes (MWNT)鄄modified CFE; (B) DPVs at the MWNT鄄modified CFEs in aCSF containing AA
(0. 3 mmol / L) (curve 1) and after (curve 2) exogenous infusion of AA oxide (AAOx) into the striatum[54]

由于 CNT 修饰 CFE 的技术在神经科研领域的研究较难,且电极制备的可重复性有待进一步提高,
Xiang 等[55]制备了阵列碳纳米管覆盖的碳纤维微电极(Vertically aligned carbon nanotube sheathed carbon
fiber, VACNT鄄CFE),大大简化了碳纳米管微电极的制备方法,避免了手工滴涂修饰 CNT 引起的电极性
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图 6摇 (A)CF、(B)VACNT鄄CFE 和在 NaOH 溶液电化学处理(C)前和(D)后的 VACNT鄄CFE 尖端扫描电

镜图(E); VACNT鄄CFE 活体实时电化学分析谷氨酸诱导 AA 释放 (曲线 1), aCSF 注射基线电流

(曲线 2)和 AAOx消除谷氨酸诱导 AA 释放(曲线 3) [55]

Fig. 6摇 Scanning electron microscopy (SEM) images of (A) CFE; (B) vertically aligned carbon nanotube
sheathed carbon fiber (VACNT鄄CFE), and the tips of VACNT鄄CFE (C) before and (D) after electrochemical
treatment in 1. 0 mol / L NaOH; ( E) Typical current鄄time responses in vivo recorded at the VACNT鄄CFEs
during local microinjection of glutamate (curve 1), aCSF (curve 2), and glutamate containing AAOx(curve 3)

into rat striatum[55]

能差异,以及繁杂修饰步骤。 图 6 为 CFE (A)和 VACNT鄄CFE (B)的扫描电镜图,CNT 均匀生长在 CFE
表面,在稀 H2SO4 溶液中电化学预处理,得到的 VACNT鄄CFE 对 AA 的响应与裸 CFE 相似,然而,
VACNT鄄CFE 在 NaOH 溶液中电化学活化后,表现出对 AA 良好的电催化性能,降低了 AA 氧化的过电

位,并增大了其电流响应,这些实验结果证明了 CNT 的端口碳对 AA 具有良好的催化性能。 VACNT鄄
CFE 对 AA 的分析呈现出良好的选择性和线性关系,并可观察到灌注谷氨酸所引起的 AA 释放,实时监

测了 AA 和谷氨酸的异相交换行为(图 6E)。
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在 CFE 表面垂直生长 CNT 方法可用于脑内 AA 测定,虽然该电极制备方法可避免人工修饰引起的

一系列问题,但是该方法复杂,不利于大量制备电极。 为进一步简化 CNT 电极的制备,Xiao 等[34] 发展

了一种可控且重现性极高的电泳沉积 SWNT 修饰电极的方法,电泳的方法可非常简单地将酸化处理的

SWNT 沉积到 CFE 表面,该电极对 AA 的电化学氧化表现出良好的催化作用,重现性高(如图 7)。

300 nA
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E（V vs. Ag/AgCl）
-0.2 0.0 0.2 0.4

E（V vs. Ag/AgCl）

3 滋m

图 7摇 电泳沉积 SWNT 到 CFE 表面扫描电镜图及对 AA 的电化学氧化[34]

Fig. 7摇 SEM images of SWNT鄄sheathed CFEs and typical CVs obtained at ten SWNT鄄sheathed CFEs in the
absence (dashed curves) and presence (solid curves) of 400 滋mol / L AA[34]

重要的是,检测 AA 时,CNT 修饰的 CFE 比电化学处理的 CFE 具有更好的稳定性,因此有利于研究

脑科学与 AA 相关的生理或者病理过程中 AA 变化。 如扩散性抑制(Spreading depression, SD)是一种在

脑内神经细胞去极化,随后受到抑制并类似去极化波在神经及胶质细胞间进行传播的现象。 SD 发病过

程与偏头痛、癫痫发病过程非常相似[56]。 因此 SD 发病过程中机理的研究,对于相关疾病的发病机制的

研究和治疗都有重要的参考意义。 Xiao 等[57]用 SWNT 修饰的 CFE 测定了鼠脑皮层由电刺激引发的 SD
过程中 AA 的浓度动态变化。 如图 8A 和 8B 所示,利用给予局部注射 AAOx 和改变施加电位的方式,进
一步验证记录到的电流的变化是由 SD 导致胞外 AA 浓度变化引起的。 为进一步理解 SD 过程中 AA 释

放的机理,局部注射 NMDA 受体拮抗剂地佐环平(MK鄄801)阻断谷氨酸依赖的 SD 的传播,并可抑制 SD
过程中 AA 的释放(图 8C),进一步证明了 AA 的释放受 SD 过程中谷氨酸的调节。 为了探索 AA 的释放

是否是由于谷氨酸异相交换引起的,采用 D,L鄄苏式鄄茁鄄苄氧基天冬氨酸(D,L鄄TBOA)进行干预,大鼠给

予 D,L鄄TBOA 后,发现电刺激 AA 的释放并未被抑制(图 8D)。 因此,报道认为 SD 过程中 AA 释放并不

是谷氨酸的异相交换引起的,可能与 SD 过程中细胞水肿密切相关。
比率型电分析引入内参比氧化还原电对,使用待分析物和内参比的电流响应对分析物进行分析,可

克服复杂体系的基底效应。 Tian 研究组[58,59]首次提出比率型电分析策略,并将 CNT 纺成碳纤维丝,制
备得到 CNT 纤维(Carbon nanotube fiber, CNF),实现了活体内比率型 AA 的分析检测。 如图 9 所示,
AA 在 CNF 上的氧化电位为-50 mV,利用 DPV 技术,结合比率型电化学方法,对脑内的 AA 实现了选择

性分析,采用该方法观察到到老年痴呆症大鼠皮层、纹状体和海马 3 个脑区 AA 含量明显低于正常大

鼠。 Cheng 等[60]将硫瑾固定在炭黑修饰的 CFE 上,结合比率型电化学,用循环伏安法选择性检测听皮

层的 AA,并观察到水杨酸钠引起的耳鸣过程中 AA 的变化。
同时记录神经元的电活动信息以及脑内 AA 的动态变化可将神经细胞之间的信号传递与 AA 密切

相关的神经调节过程联系起来,从而深入理解脑生理和病理过程的信号转导机制[61]。 Cheng 等[62] 将

SWNT 修饰的 CFE 和毛细管玻璃微电极有效集成为双通道微电极(Integrated dual鄄mode microelectrode,
IDMME),用 CFE 选择性记录 AA,用玻璃管微电极记录电生理信号,该双通道微电极可独立记录化学和

电信号,两种信号之间没有交叉干扰,并成功地用于原位连续监测大鼠脑缺血 /再灌注过程中 AA 以及

神经元细胞电活动的动态变化。
生物大分子在电极表面的吸附是活体原位分析 AA 面临的另一个挑战,因为脑内环境较复杂,不仅

存在许多小分子干扰物质,还包含许多生物大分子(如脂质,蛋白质) [63]。 电极植入后脑内生物大分子
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图 8摇 (A ~ B)SWNT 修饰 CFE 在鼠脑皮层由电刺激引发的 SD 过程中 AA 选择性检测; (C)局域注射

MK鄄801 时,SD 过程中 AA 释放; (D)局域注射 D,L鄄TBOA 时,SD 过程中 AA 的释放[57]

Fig. 8摇 (A) Current signal by local electrical stimulation in the rat cortex recorded with the SWNT鄄CFE at
+30 mV, -120 mV, and +30 mV after local perfusion of AAOx (n=3 rats); (B) Current recordings with the
SWNT鄄CFE at a potential of + 30 mV upon electrical stimulation every 15 min ( n = 5 rats, 3 electrical
stimulations per rat); (C) Local electrical stimulation evoked ascorbate fluctuation before ( black) and after
(red) local injection of MK鄄801 in the rat cortex (n = 3 rats) . (D) Ascorbate fluctuation evoked by local
electrical stimulation in rat cortex before (black) and after ( red) local infusion of dl鄄threo鄄茁鄄methylaspartic
acid (D, L鄄TBOA) (n=5 rats) [57]

会在电极表面吸附,导致电极检测灵敏度下降,使得电极必须在活体检测后进行校正,才能对活体数据

进行分析。 Liu 等[64]发现,用牛血清蛋白(Bovine serum albumin, BSA)处理后的 CNT 修饰 CFE 电极的

活体检测前校准曲线和活体检测后校准曲线基本一致,从而巧妙地实现了活体前校准,克服了活体检测

过程中或者活体分析后微电极取出时电极断裂无法校准的问题。

4摇 活体微透析取样鄄在线电化学分析

微透析技术是一种从生物活体内进行动态微量生化采样的技术,最早由 Delgado 提出并申请了美

国专利, Ungerstedt 等[65]于 1982 年报道了采用微透析技术检测 DA 的实验结果,并于 1987 年申请了现

在应用最为广泛的同心型探针的专利。 微透析活体取样鄄色谱分离鄄电化学检测方法是将微透析液首先

经过高效液相色谱或毛细管电泳分离,然后进行电化学检测。 这种方法中对电极的选择性要求不苛刻,
方法简单,广泛地应用于脑神经化学过程中生理活性物质的检测以及生理和病理过程的研究[66]。 如

Lee 等[67]用微透析取样鄄色谱分离鄄电化学检测方法检测了脑内的 AA。 虽然微透析取样鄄色谱分离鄄电化

学检测方法的建立比较容易,但是这种分析方法必须首先收集微透析样品,然后用色谱 (或者电泳) 分

离,再进行电化学检测。 样品收集和色谱分离需要的时间都很长,因此方法的时空分辨率低,而且样品

在收集过程中 AA 容易被氧化而失真。 尽管 Qian 等[68] 设计了毛细管电泳分离鄄电化学检测 DA 的芯
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图 9摇 (A)活体内比率型 AA 的选择性分析示意图; (B)DPV 技术结合比率型电化学方法实现 AA 线性

响应; (C)比率峰值电流密度(Jp / Jp0)与 AA 浓度的关系图[58]

Fig. 9摇 (A) Schematic illustration of ratiometric method with electrochemically treated carbon nanotube fiber
(CNFs) for in vivo measurement of cerebral AA of living rats; (B) DPVs recorded with the electrochemically
treated CNFs in the aCSF containing various concentrations of AA; (C) Plot of ratiometric peak current density
(Jp / Jp0) versus concentration of AA[58]

片,将样品收集的时间缩短为 1 min,同时也缩短了分离的时间,但是,微透析活体取样鄄样品分离鄄电化

学检测方法仍然存在一些问题,需进一步完善。
微透析取样鄄电化学在线检测系统(Online electrochemical system, OECS)无需分离,样品保真程度

高,样品取出后直接电化学检测,可实现近似实时的分析。 Zhang 等[53] 第一次利用 CNT 修饰的玻碳电

极,结合微透析技术,提出并建立了 AA 的活体、在线电化学分析新技术和新方法。 该方法具有很好的

选择性、稳定性和重现性。 大鼠活体实验结果表明,正常状态下大鼠纹状体透析液中的 AA 浓度为

(5. 0依0. 5) 滋mol / L (n=5),将专一催化 AA 氧化的 AAOx 与 aCSF 混合作为灌流液,如图 10 所示,电流

值基本无变化,说明透析液中其它神经化学物质不干扰 AA 的测定。
基于 CNT 修饰电极所构建的在线电化学检测方法对于 AA 的响应在一定范围内不随脑内氧气和

pH 值的改变而变化,稳定性好,有利于连续监测 AA 在各种生理 /病理过程中的动态变化,探索 AA 的

神经化学机制[69]。 Liu 等[70]利用该系统研究了脑缺血过程中脑内 AA 的变化规律,发现了大鼠纹状体

脑区 AA 浓度在不同脑缺血 /再灌注过程中的变化差异,以及同样程度的 2鄄VO 全脑缺血所导致的 AA
在纹状体、皮层感觉运动区、背侧海马和腹侧海马 4 个脑区的空间变化差异[71]; 同时也发现了 2鄄VO 全

脑缺血后早期静脉注射抗氧化剂(如 AA,谷胱甘肽)能有效抑制海马区的 AA 在缺血后的上升[9]。 这

些实验结果对于深刻理解脑缺血病理过程中与 AA 相关的神经化学机制具有重要意义。
活体多组分的检测对理解 AA 相关的生理病理分子机制具有重要作用,因为在这些生理病理的发

生与发展过程中,常伴随着多种物质的同时变化,如能量代谢物质(如葡萄糖,乳酸)和各种离子(如
Ca2+、Mg2+)等。 商品化的可用于在线电化学检测的电极形状固定限制了多组分检测[72]。 微流控芯片
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图 10摇 (A)OECS 活体检测脑内 AA 的示意图; (B)
OECS 实现活体脑内 AA 选择性检测[53]

Fig. 10摇 (A) Schematic illustration of CNT鄄based online
electrochemical system ( OECS) for in vivo real鄄time
measurement of cerebral AA in living rats; (B) Typical
current responses of AA from microdialysate continuously
sampled from striatum of living rats[53]

技术因其独特的优点(如流路的可设计性,样品量需

求少等[73,74])而广泛应用于生物分析。 Lin 等[75] 设

计了一个聚二甲基硅氧烷(Poly( dimethylsiloxane),
PDMS)微流控芯片,工作电极为 CNT 修饰的铟锡氧

化物( Indium鄄tin oxide, ITO)电极,Ag / AgCl 电极为

参比电极,Pt 丝电极为对电极,对微透析液中的 AA
实现了选择性连续分析。

连续检测脑内的 AA 和 Mg2+具有重要的生理病

理意义,因为脑内的很多生理病理活动中都伴随两

种物质的变化[76]。 Gao 等[77] 设计了可连续检测 AA
和 Mg2+的微透析取样鄄微流控在线电化学分析系统,
在同一个通道内内嵌两个电极,分别修饰 CNT 和聚

甲苯胺蓝,选择性检测 AA 和 Mg2+, 方法具有高的选

择性和稳定性。 测得脑透析液中 AA 和 Mg2+浓度分

别为 21. 9 和 139. 4 滋mol / L,全脑缺血后 AA 和 Mg2+

浓度分别下降了 20. 9%和 31. 3%
微流控芯片还可通过设计流路,实现两种以上

物质的检测。 Lin 等[78] 建立了可同时检测葡萄糖、
乳酸和 AA 的微透析取样鄄微流控在线分析系统。 通

过巧妙设计微透析的进样、辅酶和微透析液的混合、
电极的排列形式,避免 3 个电极之间的交叉干扰,设
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图 11摇 (A)微流控 OECS 结构示意图; (B)微流控 OECS 检测脑内葡萄糖、乳酸和 AA 的示意图; (C)
微流控 OECS 实时连续检测脑内葡萄糖、乳酸和 AA[78]

Fig. 11 摇 ( A) Structure of microfluidic chip鄄based electrochemical flow cell. The cell consists of two
independent substrates; (B) Schematic illustration of microfluidic chip鄄based OECS for continuous monitoring
of glucose, lactate and AA in rat brain; (C) Typical current鄄time responses recorded with microfluidic chip鄄
based OECS for the microdialysates continuously sampled from the rat striatum following the global cerebral
ischemia / reperfusion[78]

计了如图 11 所示的微流控芯片。 在流路的上游用

CNT 修饰的 ITO 电极检测 AA,在流路的下游用两个平行的电极分别修饰用亚甲基绿(Methylene green,
MG)吸附的 CNT 和脱氢酶,分别检测葡萄糖和乳酸,有效避免了 3 个电极之间的交叉干扰,并用该体系

7651第 10 期 纪文亮等: 鼠脑中维生素 C 活体电化学分析研究进展 摇 摇



观察了大鼠脑缺血 /再灌注过程中脑内 AA、葡糖糖和乳酸的变化规律,深刻理解了脑缺血病理过程中

相关的神经化学机制[79,80]。

5摇 单细胞安培法

单细胞安培法是一种具有高时空分辨率的电化学方法,可记录到单细胞水平神经递质,如儿茶酚胺

类[81 ~ 83]。 Wang 等[13]发现用碱性条件处理的 CFE 对 AA 具有很好的选择性,并首次观察到 AA 类似囊

泡释放的释放行为。 如图 12 所示,给予细胞 10 s 的高钾溶液刺激后,单细胞安培法明显记录到了大量

分泌信号,且该信号与普通碳纤维记录到的儿茶酚胺通过囊泡释放的现象具有一致性。 为进一步验证

获取的信号为分泌的 AA,用高浓度 AAOx 孵育细胞,发现未孵育的细胞裂解液中的氧化电流消失,说明

该电极检测到的是 AA 的释放。 为了进一步验证 AA 是囊泡释放,他们利用囊泡的释放依赖于细胞外

液中 Ca2+浓度的经典理论,将标准细胞外液替换为不含有 Ca2+的细胞外液后,再次给予细胞相同的高钾

刺激后,观察不到分泌信号。 以上结果证明了 AA 可通过囊泡的形式进行胞吐释放。 同时,为进一步确

认信号是由 AA 引起的,而非噪声,他们将钳制电压由 0 V 变为-0. 2 V,发现类似囊泡释放样的信号消

失。 这进一步证明 AA 胞吐现象不是噪声引起。 该研究为 AA 的囊泡释放提供了最直接的证据,有利

于深入探讨 AA 的释放机制,为神经科学的发展提供了方法。

A
B

CCell lysates

Cell lysates+AAOx

15 s

60
pA

Extracellular solution
containing 2 mmol/L Ca2+

Working potential: 0.00 V

K+鄄stimulating solution Ca2+鄄free K+鄄stimulating solution

50
pA

10 s

Extracellular solution
without Ca2+

50
pA

5 s

K+鄄stimulating solutionK+鄄stimulating solution

Working potential: -0.20 V

图 12摇 (A)单细胞安培法 AA 选择性检测; (B)单细胞安培发记录 AA 分泌信号依赖于细胞外液中的钙

离子; (C)单细胞安培发记录 AA 分泌信号依赖于 0 V 钳制电压[13]

Fig. 12摇 (A) Amperometric response of CFE toward a 10 s puffer application of cell lysate ( top) and cell
lysate+AAOx (bottom); (B) (Left) Amperometric spikes recorded with the pretreated CFE closely attached to
a single rat adrenal chromaffin cell that is cultured in the standard extracellular solution and stimulated by K+ 鄄
stimulating solution, (Right) Current鄄time trace recorded with the pretreated CFE closely attaches to a single
rat adrenal chromaffin cell that is cultured in the Ca2+ 鄄free extracellular solution and stimulated by Ca2+ 鄄free K+ 鄄
stimulating solution; ( C) High K+ evoked amperometric spikes recorded with the pretreated CFE closely
attaches to a single rat adrenal chromaffin cell cultured in the standard extracellular solution at different holding
potentials of 0. 0 V (left) and -0. 20 V (right) [13]

6摇 结论与展望

本文对近期 AA 的高时空分辨率的电化学方法和技术进行了评述,这些方法将为 AA 相关的生理

和病理的研究提供有力的方法学保证,如 CFE 选择性分析 AA 促使首次利用 CFE 发现 AA 的胞吐行为,
推动了与 AA 相关的生理和病理的研究。 本文所述方法可实现 AA 的选择性分析, 随着其它学科的发
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展,如材料科学、微加工技术、电子信息技术等, 这些方法将会得到进一步发展。 另外,电化学方法与生

理学技术(如光遗传、电生理和成像等)联用,进而实现多种方法和技术的高度集成,也将是 AA 方法学

未来发展的主要方向之一。
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Recent Advances on in Vivo Electrochemical
Analysis of Vitamin C In Rat Brain
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2(Beijing National Laboratory for Molecular Science, Key Laboratory of Analytical Chemistry for Living Biosystems,

Institute of Chemistry, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100190, China)
3(University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China)

Abstract摇 Vitamin C, also known as ascorbic acid, is an important neurochemicals in the brain. It serves as
one of most important small鄄molecular鄄weight antioxidants for neuro鄄protection and neuromodulator to modulate
neurological functions through glutamatergic, dopaminergic and neurotransmission. It is also a cofactor of
enzymes involved in biosynthetic reactions such as the synthesis of catecholamines. Therefore, increasing
interest has attracted in the measurement of AA in the brain. The high鄄potential oxidation of AA essentially
renders difficulties in exploring the electrochemical property of AA to constitute an electrochemical protocol for
its selective detection of AA with high spatial and temporal resolution in the brain. This review mainly focuses
on recent updates on detection of AA by modulating the electron transfer of AA to achieve the high temporal,
spatial resolution and selectivity for its detection in the rat brain and single鄄cell.
Keywords摇 Vitamin C; In vivo; Electrochemical analysis; Selectivity; Review
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