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活体电化学生物传感的研究进展
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摘摇 要摇 化学物质参与脑内信息传递以及与脑神经相关的各种生理和病理过程,因此,脑神经化学的研究受

到了越来越广泛的关注。 电化学分析方法能够实现脑内重要神经分子的活体原位和活体在线分析,因而在脑

神经生理病理过程的研究中具有重要意义。 其中,利用酶、核酸适配体等生物识别元件,合理设计电极 /溶液

传感界面,进而研制出高选择性和高灵敏度的电化学生物传感器,将为脑化学的活体分析提供重要的途径。
本文对电化学生物传感器在脑化学活体分析中的应用进行了评述,并对其未来的发展趋势进行了展望。
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1摇 引 言

作为高级神经中枢,大脑是运动、感觉、情感等生命活动的中心。 因此,脑科学的研究对于理解和认

识各种神经生理和病理过程的本质具有极其重要的意义。 脑功能的神经信号传递绝大多数需要多种神

经化学物质的共同参与,包括神经递质(如儿茶酚胺、谷氨酸、酌鄄氨基丁酸、乙酰胆碱、神经肽等)、神经

调质(如抗坏血酸等)、能量物质(如葡萄糖、乳酸、ATP 等)、离子(如 H+、K+、Na+、Ca2+、Cl- 等)以及其它

重要的神经分子(如 H2O2、H2S、NO 等) [1,2]。 因此,建立和发展新的分析化学的原理和方法,在活体层

次实现脑化学的动态精准监测,将极大推动对脑功能和脑疾病分子机制的研究。
目前,用于活体层次的分析和成像技术主要包括电化学方法、荧光成像[3]、质谱成像(Imaging mass

spectrometry, IMS) [4]、磁共振成像(Magnetic resonance imaging, MRI) [5]、磁共振脑功能成像(Functional
magnetic resonance imaging, fMRI) [6]、磁共振波谱(Magnetic resonance spectroscopy, MRS) [7]、正电子发

射断层扫描 ( Positron emission tomography, PET) [8] 和单光子发射断层扫描 ( Single photon emission
computed tomography, SPECT) [9]等。 与电化学分析方法相比,这些成像技术具有无损的优势,但是它们

常需使用一些特殊的化学试剂作为探针,可分析的神经分子种类较少,且时空分辨率较低。 电化学分析

方法因其具有高时空分辨、可实现活体、原位、实时以及多组分同时分析等优点,在神经分析化学的研究

中备受关注[10 ~ 22],已被成功应用于脑内部分重要神经分子(如多巴胺、抗坏血酸等)的活体分析[23 ~ 33]。
生物传感器诞生于 1962 年,Clark 等[34] 率先提出了酶传感器的概念。 自第一支酶电极问世以来,

随着物理、化学原理及方法的不断引入,生物传感器的研究已发展成为一个多学科高度交叉与融合的前

沿领域之一[35]。 电化学生物传感器通过对电极表面进行功能化修饰的基础上,识别元件将待测分子转

化为电化学可检测的物质,从而实现物质浓度的选择性定量分析[36,37]。 按生物识别元件分类,电化学

生物传感器可分为酶传感器、免疫传感器、DNA 传感器、微生物传感器等。 由于其高的选择性和表界面

设计的多样性,生物电化学传感器在脑化学活体分析中展示出独特的优势,其中酶传感器由于特异性

高、响应时间短,特别适用于活体分析。 本文针对脑内电化学活性相对较差的分子,如能量物质(葡萄

糖、乳酸、ATP)、神经递质(多巴胺,谷氨酸、乙酰胆碱)等,按照不同的识别机理,分别对基于氧化酶、脱
氢酶、漆酶、谷氨酸合成酶、核酸适配体(Aptamer)及多酶协同的电化学生物传感器在活体分析中的应用

进行评述,并对其未来的发展趋势进行了展望。
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2摇 基于氧化酶电化学生物传感器的活体分析

2. 1摇 第一代氧化酶型生物传感器

第一代氧化酶型生物传感器是利用 O2 作为氧化酶的电子受体,通过检测酶催化反应过程中 H2O2

的生成量,进而实现被测物浓度及其变化的传感分析。 尽管目前大部分氧化酶型生物传感器是基于该

原理研制而成,但是该类生物传感器仍面临诸多问题[38]。 一方面,O2 作为酶催化反应的电子受体,其
浓度随环境的波动将会影响传感器信号的稳定性; 另一方面,H2O2 的电化学氧化通常具有较高的过电

位,而脑内共存的其它物种,如多巴胺及其代谢产物、抗坏血酸等,在此高电位下也能发生电化学氧化反

应,进而干扰测定; 虽然检测 H2O2 的还原电流能够避免以上物质氧化的干扰,但由溶解氧电化学还原

而产生的干扰仍是一个不可回避的问题[39]。
为了提高第一代氧化酶型生物传感器的选择性,研究人员曾在传感器的表面再覆盖一层离子交换

膜[40]或者电化学聚合膜[41],从而抑制电化学活性物质(如抗坏血酸)向电极表面的扩散和的电化学氧

化。 抗坏血酸对于传感器的干扰也可通过在电极表面或在线电化学传感器上游引入抗坏血酸氧化酶修

饰层或酶柱,预先氧化抗坏血酸进而消耗其含量实现[42]。 Baker 等[43]在铂微电极表面电聚合邻苯二胺

薄膜,并修饰以甲基丙烯酸甲酯、醋酸纤维素等作为稳定剂,结合生物识别元件(胆碱氧化酶)实现了大

鼠脑内胆碱的原位电化学分析。 Li 等[44]通过在葡萄糖氧化酶修饰的电极上电聚合一层邻苯二胺薄膜,
提高了对葡萄糖的选择性,并将该阵列电极成功用于大鼠扩散性抑制(Spreading depression,SD)过程中

葡萄糖、O2 和电生理活动的同时测定。 他们发现,在 SD 过程中,脑内葡萄糖和氧分压会发生明显的变

化。 Chatard 等[45]利用气相沉积的方法在直径 7 滋m 的碳纤维表面镀铂,再电聚合一层间苯二胺薄膜,
较好地抑制了内源性电活性分子向电极表面的扩散。 通过使用葡萄糖氧化酶和乳酸氧化酶,他们研制

出了对脑组织创伤较小,但对于葡萄糖和乳酸具有良好响应的活体电化学生物传感器,成功用于脑神经

生理病理模型中葡萄糖和乳酸动态变化的研究。 他们还发现,在 SD 过程中,传统微电极和碳纤维微电

极对葡萄糖和乳酸的响应表现出较大差异。
除上述方法外,背景扣除的方法也能消除干扰。 Gerhardt 研究组[46 ~ 48]在阵列电极上设计自参照电

极,将其电流信号作为背景信号,在具体的分析测定中予以扣除,这种方法可消除在相同的极化电位下

其它物质对谷氨酸氧化酶修饰电极的干扰。 他们首先在电极表面修饰一层 Nafion,避免抗坏血酸的干

扰; 随后,利用戊二醛和牛血清白蛋白(Bovine serum albumin,BSA)交联法将谷氨酸氧化酶固定至阵列

电极表面,用于记录氧化电流的总和; 相邻的自参照位点仅修饰 BSA 和戊二醛,用于记录背景氧化电

流。 二者电流之差用于谷氨酸的定量分析(图 1A)。 他们利用局部注射谷氨酸的模型,成功地将该生

物传感器用于鼠脑谷氨酸活体原位的实时监测,并实现了自由活动大鼠在静息状态及应激压力下脑内

谷氨酸的长期监测(图 1B)。
在活体电化学分析中,除利用微电极技术而发展的活体原位电化学分析方法外,还有一类是基于微

透析取样技术的活体分析方法。 电化学生物传感器不仅可实现神经分子的活体原位传感分析,而且也

可作为高选择性的检测器,通过结合微透析取样技术,实现脑化学的活体在线分析。
微透析取样技术自 1972 年问世以来,已被广泛应用于神经科学、药学和分析化学等多学科的研究

中[49]。 作为活体取样技术,该技术一般需要结合样品分离和检测,方可实现与脑化学相关的研究。 电

化学生物传感器由于具有高选择性和传感界面设计多样性等优点,因此微透析技术和高选择性生物电

化学传感的有效结合,可形成活体在线电化学分析系统(Online electrochemical system,OECS),实现部分

神经分子(如葡萄糖、乳酸、谷氨酸等)的直接检测[50]。 相对于使用样品分离的离线分离分析,OECS 具

有时间分辨率高、样品保真、易与行为学研究相结合等优点[51]。 但是,无需样品分离的直接检测方法要

求在线电化学传感器应满足以下条件:(1)高选择性:应避免脑透析液中其它神经分子,如抗坏血酸、尿
酸、多巴胺及其代谢物的干扰; (2)高灵敏度:可有效检测脑透析液中的低浓度物质,如多巴胺、谷氨酸、
乙酰胆碱等; (3)良好的稳定性和重现性:可进行长时程的流动分析; (4)多组分同时分析:多个传感器

之间应无交叉干扰; (5)与生理学研究的兼容性:能够实现在复杂脑神经生理和病理条件下对于特定神
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图 1摇 (A)阵列电极的结构及其用于谷氨酸检测的原理示意图[46] ; (B)基于谷氨酸氧化酶修饰的阵列电极

用于连续监测自由活动大鼠脑内谷氨酸的示意图[46]

Fig. 1摇 (A) Configuration of the microelectrode tip and schematic diagram showing the function of various layers for
detection of glutamate on site[46] ; (B) Schematic of the assembled microelectrode array for continuous measurement
of glutamate in the brain of freely moving rat[46]

经分子的专一性连续检测[52]。
基于氧化酶构建的第一代电化学生物传感器已被用于构建活体在线分析系统。 Rogers 等[53] 通过

电聚合苯酚将葡萄糖氧化酶固定在微流控芯片的工作电极上,有效避免了抗坏血酸、多巴胺等内源性电

活性分子的干扰。 他们结合快速微透析取样技术,研究了 SD 过程中脑内葡萄糖的变化规律; 通过使用

地塞米松抗炎药物,实现了脑内葡萄糖浓度的长期监测[54]。 为了解决 H2O2 检测时的过电位问题,辣根

过氧化物酶(Horseradish peroxidase,HRP)作为 H2O2 还原的高效生物酶催化剂,常被用于构筑高选择性

的电化学生物传感器。 在该类传感体系中,通常需要外加电子媒介体实现 HRP 和电极之间的电子传

递。 Niwa 等[55]制备了固定有谷氨酸氧化酶的反应器,将锇的配合物与 HRP 复合而形成的凝胶(Os鄄gel鄄
HRP) 修 饰 在 玻 碳 电 极 上, 并 以 此 作 为 检 测 器, 发 展 了 谷 氨 酸 的 在 线 分 析 方 法, 灵 敏 度 高

(24. 3 nA / (滋mol / L)),检出限低(7. 2 nmol / L),成功检测到 KCl 刺激单个神经元细胞及电刺激脑切片

引起的亚微摩尔及微摩尔水平的谷氨酸变化。 Osborone 等[56]制备了一种双半圆形的工作电极,分别在

两个半圆电极上修饰了 Os鄄gel鄄HRP /葡萄糖氧化酶和 Os鄄gel鄄HRP /乳酸氧化酶,在克服了电极间交叉干

扰的前提下,建立了脑内葡萄糖和乳酸浓度同时检测的活体在线电化学分析方法,实现了大鼠在清醒状
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图 2摇 物理约束下纹状体胞外乳酸和葡萄糖浓度变化图[56]

Fig. 2 摇 Effect of restraint ( boxed restraint) on the extracellular
striatal dialysate levels of lactate and glucose [56]

态下大脑纹状体中葡萄糖和乳酸的连续监测

(图 2)。
Mao 等[57] 将 Os鄄gel鄄HRP 和次黄嘌呤氧

化酶同时固定在电极上,建立了检测次黄嘌

呤的在线电化学分析方法,将检测电压置于

-200 mV, 避免了抗坏血酸等物质的干扰,也
提高了检测的灵敏度。 此外,他们将利用氧

化酶构建活体在线分析方法的传统思路拓

展,提出利用其它分子作为 HRP 电子传递媒

介体发展活体在线分析方法的新策略[58],通
过在电极表面电聚合麦尔多拉蓝(Meldola's
blue,MB),实现了 HRP 与电极之间的界面

电子转移,建立了葡萄糖和胆碱测定的在线

电化学分析方法。
虽然利用 HRP 可相对选择性地测定 H2O2,但易受到内源性抗坏血酸的干扰。 抗坏血酸干扰 H2O2

的测定可通过以下 4 个途径:(1)抗坏血酸在电极表面的直接电化学氧化; (2)抗坏血酸在金属离子
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(如 Fe3+或 Cu2+)的催化下与 H2O2 反应; (3)HRP 催化抗坏血酸与 H2O2 的化学反应; (4)抗坏血酸和

HRP 的部分媒介体(如 Os鄄gel鄄HRP)发生化学反应(图 3B)。 针对此问题,Mao 等[59] 利用环盘电极的结

构特点,在中心的盘状电极上修饰抗坏血酸氧化酶,实现了脑透析液中抗坏血酸的预氧化; 在环状电极

上,利用共沉积的方式修饰 HRP 和媒介体聚吡咯(polypyrrole,PPy),避免了抗坏血酸和媒介体之间的反

应,同时实现了 H2O2 的选择性检测。 此外,他们在 HRP / PPy 电极外层再修饰聚苯酚膜( polyphenol,
PPh),提高电极的选择性。 在进行活体在线分析时,为了抑制抗坏血酸和 H2O2 在以金属离子为催化剂

时可能发生的化学反应,他们在在线体系中引入含有 EDTA 的缓冲溶液,一方面稳定了检测系统的 pH
值和氧分压,另一方面 EDTA 螯合了金属离子,进而成功地实现了脑透析液中 H2O2 的活体在线电化学

分析,如图 3A 和 3C 所示。
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图 3摇 (A)基于环盘电极的活体在线电化学系统; (B)抗坏血酸在电极表面的电子转移过程及化学反

应; (C)在线检测脑透析液的电流变化[59]

Fig. 3 摇 (A) Schematic diagram of online electrochemical system (OECS) with enzyme鄄modified ring鄄disk
plastic carbon film electrode ( PCFE) for continuous measurement of H2O2; ( B) Schematic depiction of

electron鄄transfer process and chemical reactions of ascorbate at PCFE; (C) On鄄line current response recorded
for H2O2 in brain dialysate [59]

针对“天然酶冶HRP 不稳定性的问题,Lin 等[60]使用“人工模拟酶冶普鲁士蓝(PB)代替 HRP,实现了

对 H2O2 的选择性传感, 结合氧化酶,实现了葡萄糖和乳酸的活体在线电化学分析(图 4)。
2. 2摇 第二代氧化酶型生物传感器

为了克服第一代氧化酶型生物传感器受到氧分压波动和 H2O2 检测时高过电位的局限,第二代氧

化酶型生物传感器以电子传递媒介体替代 O2 作为酶催化反应过程中的电子受体,通过检测媒介体在电

极上的氧化还原电流,实现底物的传感分析。 与第一代氧化酶型生物传感器相比,该类传感器可在较低

的氧化过电位下实现待测物的检测,能够避免常见物质(如尿酸、多巴胺及其代谢产物等)的干扰。 目

前,二茂铁[61]、铁氰化钾[62]、醌类化合物[63]、过渡金属化合物[64]、具有氧化还原性质的高分子聚合

物[65]等已被用作氧化酶的电子转移媒介体。
吩噻嗪类染料分子是一类具有良好电化学活性的有机小分子,可逆的氧化还原电化学行为、较快的

电子转移速度及相对较低的氧化还原电位使其成为潜在的电子传递媒介体。 Zhang 等[66]将硫堇通过碳
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图 4摇 (A)基于葡萄糖氧化酶 / PB 和乳酸氧化酶 / PB 生物传感器的在线电化学分析系统用于自由活动

大鼠脑内葡萄糖和乳酸检测的示意图; (B)H2O2 在 PB 修饰玻碳电极的循环伏安图; (C)活体在线电

化学系统对脑透析液中葡萄糖和乳酸的响应图[60]

Fig. 4摇 (A) Schematic diagram of OECS with glucose oxidase / PB and lactate oxidase / PB鄄based biosensors for
simultaneous and continuous monitoring of glucose and lactate in the brain of freely moving rats; (B) Typical
CVs obtained at the PB鄄modified GC electrode in the absence and presence of H2O2; (C) On鄄line current鄄time

responses of glucose and lactate in brain microdialysate [60]

纳米管固定在电极表面作为黄嘌呤氧化酶的介体,实现了在较低电位下次黄嘌呤的选择性分析,与次黄

嘌呤氧化酶结合,建立了次黄嘌呤的活体在线电化学分析方法。 此外,Suzuki 等[67]利用 Os 的氧化还原

聚合物作为一类电子传递媒介体,在较低电位下实现了葡萄糖的高选择性分析。 但是,一些电子媒介体

由于其氧化还原电位与部分干扰物质的氧化还原电位相近,或由于其能电化学催化部分干扰物的氧化

还原,因而很难用于脑神经化学的活体分析。 例如,铁氰化钾虽然具有快速的电子转移速率以及与氧化

酶活性位点高的反应活性,被广泛应用于第二代生物传感器的构筑,但其较高的氧化还原电位和良好的

水溶性,限制了基于此类媒介分子的传感器在活体电化学分析中的应用。 针对此问题,Zhuang 等[68] 合

成了一种基于咪唑的阳离子聚合物(Imidazolium鄄based polymer,Pim),通过 仔鄄cation 等相互作用,将 Pim
固定于多壁碳纳米管(Multi鄄walled carbon nanotubes,MWNTs)的表面。 Pim 表面带有大量正电荷,可通

过静电相互作用将 Fe(CN) 3-

6 固定于 MWNTs 的表面,形成了 MWNTs鄄Pim鄄Fe(CN) 3-

6 的纳米复合物,实
现了 Fe(CN) 3-

6 在电极表面的固定。 更重要的是,由于 Fe(CN) 3-

6 在电极表面的强吸附作用,Fe(CN) 3-

6 /
Fe(CN) 4-

6 的氧化还原电位从+0. 25 V 负移至+0. 17 V(vs. Ag / AgCl,图 5),较好地避免了脑内其它电化

学活性物质的干扰。 结合氧化酶生物识别元件(如葡萄糖氧化酶),即可实现一些神经分子的选择性分

析。 豚鼠脑内葡萄糖的活体分析实验结果表明,利用表面化学调控媒介体电化学行为的研究思路可为

活体在线电化学分析新方法的研究提供有效的策略。
近年来,氧化酶和电子媒介体在电极表面的共固定也得到了很好的发展。 2016 年,Wang 等[69] 采

用“一步法冶构筑生物多功能膜(Bioelectrochemically multifunctional film,BMF)。 他们将葡萄糖氧化酶、
电子传递媒介体(二茂铁)及氧化石墨烯均匀地分散在聚马来酸酐苯乙烯(Polymaleimidostyrene,PMS)
和聚苯乙烯(Polystyrene,PS)中,利用 PS 易成膜的特性,成功地将 BMF 固定于电极的表面,保持了酶的
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结构和活性,所研制的传感器对葡萄糖具有良好的

生物电催化性能,可与活体微透析技术联用,形成可

用于活体分析的在线电化学体系。
除了上述的两代氧化酶型生物传感器,第三代

氧化酶型生物传感器也在活体电化学分析中具有潜

在的应用前景。 但是,氧化酶的活性中心常深埋于

蛋白骨架内部,很难实现与电极之间的电子转移。
目前,基于第三代氧化酶型的生物传感器尚未用于

脑神经分子的活体分析。

3摇 基于脱氢酶电化学生物传感器的活
体分析

摇 摇 与氧化酶型生物传感器相比,脱氢酶型生物传

感器不依赖于 O2,且能够在较低的氧化电位下工作,
因此应具有良好的抗干扰能力。 由于大部分脱氢酶

自身并不包含辅酶因子,该类电化学生物传感器常

需外加辅酶因子(如 NAD+),协助完成酶对底物的催

化。 但是,辅酶的还原态(NADH)电化学氧化速率较

慢,所以实现 NADH 的高效电化学催化氧化是基于辅酶电化学传感器研究中的关键问题之一。
Lin 等[70]率先提出并建立了基于脱氢酶的活体在线电化学分析原理和方法。 他们使用有机染料分

子亚甲基绿(Methylene green,MG)作为 NADH 氧化的电催化剂。 MG 分子通过与碳纳米管间的相互作

用,稳定地固定在电极表面。 利用脱氢酶(如葡萄糖脱氢酶和乳酸脱氢酶),他们研制了第一套基于脱

氢酶的活体在线电化学分析系统,实现了 O2 和 pH 值不依赖的葡萄糖和乳酸的同时检测(图 6)。 他们

还将该系统与微流控芯片技术结合,实现了鼠脑内葡萄糖、乳酸和抗坏血酸的活体在线连续分析[71]。
在对底物进行识别和传感过程中,脱氢酶型生物传感器通常需使用外加辅酶和电化学催化剂。 将

三者稳定地固定于电极的表面,形成一体化的传感器,这是该领域研究的挑战之一。 通常情况下,电催

化剂可通过吸附或电化学聚合的方式固定在电极表面,脱氢酶亦可通过表面吸附或戊二醛交联的方式

固定在电极表面。 但将三者在电极表面进行有效的复合,形成有利于酶与辅酶、辅酶与电催化剂之间有

效电子传递的生物电化学表界面是其关键。 围绕这些问题,Yu 等[72]合成了 NAD+作为对离子的离子液

体,利用该离子液体和 MG 分子与单壁碳纳米管(Single鄄walled carbon nanotubes,SWNTs)之间的相互作

用,制备了以 MG 为电化学催化剂的凝胶。 由于 SWNTs 的存在,所制备的凝胶具有很好的导电性,有利

于 MG 的电子转移。 而且,该凝胶可通过研磨的方式固定于电极的表面,从而简化了制备方法骤,有效

降低了不同传感器之间的差异。 通过结合脱氢酶(如葡萄糖脱氢酶),即可制备基于脱氢酶的电化学生

物传感器。
Ma 等[73]以沸石咪唑酯框架(Zeolitic imidazolate frameworks,ZIFs)材料为载体,利用其多孔性、高比

表面积、结构和功能可调等特性,实现了电化学催化剂(MG)和葡萄糖脱氢酶的共固定,以及 NAD+在复

合层中的快速传输。 活体分析结果表明,利用 ZIFs 实现的 MG 和葡萄糖脱氢酶的共固定的研究思路,
不仅为脑神经电化学分析提供了新策略,也为新型传感器的设计和构筑提供了新途径[74]。 Huang 等[75]

利用辅酶 NAD+在室温下可与金属离子 Tb3+ 形成一种无限配位聚合物( Infinite coordination polymer,
ICP)的性质,在配位过程中引入生物识别单元(葡萄糖脱氢酶)和 MG,发展了“一锅法冶制备同时包含

所有传感元件(酶、辅酶因子、电催化剂)的纳米结构, 该纳米结构具有优良的生物电化学活性,可方便

地修饰于电极表面。 然而,ICP 纳米颗粒本身不具备导电能力,因此,所制备的电化学生物传感器灵敏

度较低。 针对此问题,Lu 等[76] 将这种 ICP 纳米颗粒与 SWNTs 进行复合,制备了均匀分散的 ICP /
SWNTs 复合物,可通过简单的滴涂法在电极表面形成三维导电网状结构,大大提高传感器的灵敏度和
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图 6摇 (A)基于脱氢酶的在线电化学分析系统示意图; (B)pH 值和氧分压对于活体在线电化学系统的

影响(蓝线:乳酸响应; 黑线:葡萄糖响应); (C)活体在线电化学系统对于脑缺血再灌注过程中脑透析

液中葡萄糖(黑线)和乳酸(蓝线)的响应图[70]

Fig. 6 摇 ( A) Schematic diagram of the OECS with dehydrogenase鄄based electrochemical biosensors for
continuous and simultaneous monitoring of striatum glucose and lactate following global cerebral ischemia /
reperfusion; (B) Current responses recorded toward the microdialysate in vitro with different concentration
levels of O2 and pH value (blue trace: lactate; black trace: glucose); (C) On鄄line current responses toward

glucose (black trace) and lactate (blue trace) in brain microdialysate[70]

稳定性。 该研究不仅为脑神经化学的活体分析提供了新方法,也为脱氢酶电化学传感器中传感元件在

电极表面一体化固定提供了新策略。

4摇 基于漆酶电化学生物传感器的活体分析

漆酶是一种蓝铜族氧化酶,可催化酚类物质的氧化和 O2 的还原[77]。 该酶含有的 4 个 Cu2+位于蛋

白的疏水空腔内,其中 T1 Cu2+距蛋白表面约 0. 6 nm,是催化过程中接收外来电子的第一站,而由 T2 和

T3 Cu2+形成的三核铜簇是 O2 的结合位点,经由蛋白内电子传递途径接收来自 T1 Cu2+的电子,从而将

O2 还原成 H2O。 目前,漆酶已被广泛应用于生物燃料电池、生物传感、废水处理等领域。 漆酶独特的性

质也为活体分析化学提供了新途径。 多巴胺是一种儿茶酚胺类递质,参与神经信号的传递,在奖赏、运
动、成瘾等过程中发挥无可替代的作用[78]。 多巴胺本身具有邻苯二酚的结构,也是漆酶的底物之一。
基于多巴胺在电极表面发生电化学鄄化学鄄电化学反应的机理,Xiang 等[79] 率先提出通过测定多巴胺氧

化产物 5,6鄄二羟基吲哚啉醌的还原电流,进而间接测定多巴胺的新思想。 他们利用漆酶催化多巴胺的

第一步氧化反应,继而驱动后续反应的发生; 其最终产物 5,6鄄二羟基吲哚啉醌具有较好的电化学活性,
在较低电位下可发生电化学还原。 同时,抗坏血酸和多巴胺代谢产物 3,4鄄二羟基苯乙酸也可被漆酶催

化氧化,生成非电化学活性的物质,从而实现了在不受抗坏血酸等氧化电流干扰的情况下对多巴胺的间

接测定。 随后,Lin 等[80]合成磁性颗粒,并通过共价作用将其表面进行漆酶功能化。 在磁场作用下,将
磁性颗粒填充于石英毛细管内壁,形成磁性漆酶微反应器,并将其置于在线电化学检测器上游,从而建

立了多巴胺的活体在线分析方法(图 7)。

2741摇 摇 分 析 化 学 第 47 卷



OH

OH
NH3

·

e
O2

1

2

4

O

O

NH3
+

H2O

O

NH2

N
H

O

O

N
H

OH

OH

3

O

O

H+

Potentiostat and computer

Sequential reactions for
conversion of DA into
5,6鄄Dihydroxyindoline quinone

Magnet Laccase鄄loaded beads GC

Laccase鄄lmmobilized magnetic microreactor and
conversion of DA into 5,6鄄dihydroxyindoline quinone

Pump 2
0.10 mol/L PBS (pH 5.0)

0.8 滋L/min NH3
·

OH

OH OH

OH

O

O

N
H

N
H

Pump 1
pure aCSF
1.2 滋L/min

T鄄Joint

Microdialysis probe

Thin鄄layer radial
electrochemical flow cell

Fused-sillca
capillary

图 7摇 基于磁性漆酶微反应器的多巴胺在线电化学分析系统的示意图[80]

Fig. 7摇 Schematic diagram of online measurement of dopamine with a laccase鄄based reactor [80]

从基础生物电化学的角度,当漆酶的疏水腔朝向电极表面时,T1 Cu2+易与电极之间实现有效的直

接电子转移,但是调控漆酶在电极表面的朝向一直是生物电化学研究领域最关注且富有挑战性的问题

之一[81]。 2006 年,Zheng 等[82]利用碳纳米管修饰电极实现了漆酶与电极之间的直接电子转移,该研究

为漆酶直接电化学的研究提供了新的策略。 为了提高生物电化学催化的电流密度,Wu 等[83] 通过在漆

酶溶液中加入 20%乙醇,有效地提高了漆酶与碳纳米管之间的相互作用,使得漆酶在碳纳米管上形成

了有利于直接电子转移的分子朝向,从而将 O2 的催化还原电流提高了 6 倍。 随后,Han 等[84]探究了不

同碳材料(碳纳米管、碳球、石墨烯)用于电极表面固定小漆酶(Small laccase, SLAC)时对于 O2 还原催

化效率的差异,发现 SWNTs鄄SLAC 修饰的电极对于 O2 还原的催化电流最大。 基于此,他们提出了纳米

碳材料表面曲度调控小漆酶直接电催化行为的模型,为基于纳米碳材料的生物电化学界面设计与构筑

提供了新的方法。
近期,Wu 等[85]利用漆酶能在相对高的电位下催化氧还原特性,使用漆酶修饰的碳纤维电极作为指

示阴极,并利用内充有弱酸性缓冲液的玻璃毛细管作为其工作环境,从而稳定指示电极电位; 同时,以
神经调质抗坏血酸为检测分子,使用碳纳米管修饰的碳纤维电极为阳极,构建了以氧化还原电势为信号

读出方式的电位测定方法(Galvanic redox potentiometry,GRP),如图 8 所示。 该原理的提出使得电化学

信号和电生理信号的同步记录成为可能,为研究脑神经活动中化学信号和神经电活动之间的关联提供

了新方法。

5摇 基于谷氨酸合成酶的生物传感

除了氧化酶和脱氢酶作为生物识别元件被广泛应用于电化学生物传感领域之外,自然界还存在着

种类繁多的其它酶类,如固氮酶、氢化酶等,它们被应用于能源转换、电催化以及电合成等领域。 针对目

前基于氧化酶和脱氢酶的电化学传感器面临的一系列问题,基于其它酶类的活体电化学生物传感原理

的设计和构筑显得尤为重要。 谷氨酸合成酶是固氮过程中实现氨同化反应的关键酶,仅存在于微生物

和高等植物部分组织中,并参与相应的氨基酸代谢和光转换等过程。 目前,谷氨酸合成酶的晶体结构已

被解析,但其在电催化领域的研究尚未被报道。 2018 年,Wu 等[86] 首次将蓝藻细菌中的铁氧化还原蛋

白和以铁氧化蛋白为电子供体的谷氨酸合成酶在大肠杆菌体内完成重组和表达。 该谷氨酸合成酶主要

由氨基转移酶中心、黄素单核苷酸(Flavin mononucleotide,FMN)和铁鄄硫结合中心组成。 他们利用具有

不同氧化还原电位的电子传递媒介体合理构筑电化学界面,实现了催化谷氨酸的正向合成和反向氧化
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酸检测的活体电化学生物传感器提供了新思路。
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图 9摇 铁氧化还原蛋白和谷氨酸合成酶的晶体结构(中间列)及不同电子传递媒介体介导的谷氨酸电催

化合成(左列)和电催化氧化(右列)的示意图[86]

Fig. 9摇 Crystallographic structures of ferredoxin (Fd) and ferredoxin鄄dependent glutamate synthase (Fd鄄GltS)
(middle panel) . Schematic illustration of different mediators鄄based bioelectrosynthesis ( left panel ) and
bioelectrooxidation (right panel) of glutamate [86]

6摇 基于核酸适配体(Aptamer)的生物传感

目前,Aptamer 已成为诊断和治疗的重要分子工具。 与天然受体(如抗体和酶)相比,Aptamer 作为

生物识别元件,在电化学生物传感领域具有很好的优势:(1)针对具体的靶标(从小分子到尺寸较大的

蛋白质甚至细胞),理论上都可通过体外筛选的方法,得到具有高特异性和亲和力的 Aptamer; (2)
Aptamer 具有化学稳定性; (3)Aptamer 在与靶标结合时常能发生显著的构象变化,该特点可为高灵敏

度和高选择性活体电化学生物传感原理的设计和构筑提供可能[87]。 2018 年,Nakatsuka 等[88] 在超薄金

属氧化物场效应晶体管阵列上修饰能够特异性结合靶标的 Aptamer,在生理条件下,实现了 5鄄羟色胺、
多巴胺、葡萄糖、1鄄磷酸神经鞘氨醇的选择性检测,如图 10 所示。 靶标分子和 Aptamer 结合诱导后者带

负电的磷酸二酯骨架发生构象变化,引起栅极调控半导体通道导电能力的改变,进而实现了待测靶标的

高灵敏检测。
基于 Aptamer 的 ATP 生物传感器多见报道,然而,目前广泛使用的 Aptamer 亦可与 ADP 和 AMP 结

合,对于 ATP 的识别专一性较差,因此限制了该类传感器在复杂体系(如活体)分析中的应用。 为了提

高对 ATP 检测的选择性,Yu 等[89]报道了一种具有双识别单元的高灵敏、高选择的 ATP 传感器。 该传

感器巧妙地结合了 Aptamer 对 A 碱基的识别能力和基于咪唑的阳离子聚合物 Pim 对三磷酸根的强结合
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图 10摇 (A)场效应晶体管表面化学修饰的示意图; (B)场效应晶体管多层组成的示意图(左列)及其显

微镜图像(右列上)和实验装置图(右列下) [88]

Fig. 10摇 (A) Schematic of field鄄effect transistor surface chemistry; (B) Layer鄄by鄄layer composition of field鄄
effect transistor (left panel) as well as its microscopic image (right panel top) and photograph of experimental
setup (right panel bottom) [88]

能力,有效提高了对 ATP 识别的专一性,实现了脑透析液中 ATP 的高选择性活体分析。

7摇 多酶协同电化学生物传感器的活体分析

神经系统中存在着一类重要化学物质,如乙酰胆碱[90]、ATP[91]、酌鄄氨基丁酸[92]等,既没有电化学活

性,也缺少相对应的氧化酶或脱氢酶识别元件,利用一般的电化学生物传感原理很难实现其直接检测。
因此,多酶串联反应的电化学生物传感器应运而生。 如乙酰胆碱的传感分析可同时利用乙酰胆碱酯酶

(Acetylcholine oxidase, AChE)和胆碱氧化酶(Choline, ChOx),通过检测酶促反应过程中 H2O2 的生成

量实现乙酰胆碱的传感分析。 但是,在中枢神经系统中,除抗坏血酸、尿酸等具有电化学活性的物质外,
细胞间液中胆碱的浓度比乙酰胆碱的浓度一般高 1000 倍左右,这些物质都会干扰乙酰胆碱的测定。 因

此,消除胆碱和抗坏血酸的干扰是乙酰胆碱活体分析的关键。 Niwa 等[93] 在微透析取样鄄在线电化学检

测系统研制的过程中,在乙酰胆碱电化学传感器的上游引入固定有胆碱氧化酶和过氧化氢酶(Catalase)
的微柱,先将胆碱及其氧化产生的 H2O2 消耗掉,从而避免胆碱对乙酰胆碱的干扰。 为了降低抗坏血酸

的干扰,他们在 AChE鄄ChOx / Os鄄gel鄄HRP 修饰层上修饰了 Nafion 膜,阻止带负电荷的抗坏血酸向电极表

面扩散。 基于此,他们建立了乙酰胆碱的高选择在线电化学分析方法,在大鼠海马脑切片上,成功检测

到电刺激诱导的胞外乙酰胆碱浓度的升高。
Burmeister 等[94]设计了一种多位点的微电极阵列,实现了脑内胆碱和乙酰胆碱的同时原位测定。

为了排除抗坏血酸和多巴胺的干扰,首先在铂电极表面电聚合一层间苯二胺膜。 两个铂记录位点只修

饰胆碱氧化酶,用于获取胆碱的浓度信息; 另两个位点同时修饰乙酰胆碱酯酶和胆碱氧化酶,其电流信

号与前者的差值即可用于乙酰胆碱的定量分析。
除此之外,针对中枢神经系统中部分有相对应氧化酶或脱氢酶识别元件,但生理浓度较低的神经化

学分子(如谷氨酸[95]),为了满足活体检测的需求,该类电化学生物传感器的设计常采取多酶信号放大

的策略,以实现底物的循环,提高检测灵敏度。 Zhang 等[96]利用谷氨酸脱氢酶为识别元件,谷丙转氨酶

实现谷氨酸的循环,在进行活体在线分析时,在在线体系中加入丙氨酸启动谷丙转氨酶的酶促反应,实
现谷氨酸测定信号的循环放大,进而成功实现了脑透析液中谷氨酸的活体在线电化学分析(图 11)。

多酶协同联用的电化学生物传感器也被拓展用于腺苷和 ATP 的活体分析。 腺苷是一种能够调节

心率、睡眠和呼吸的神经调质; ATP 则是生物体内最直接的能量来源,同时也参与多种信号的转导。
Llaudet 等[97]在铂微电极上修饰黄嘌呤氧化酶、嘌呤核苷磷酸化酶和腺苷脱氨酶三种酶,通过酶促反应

将腺苷转化为电化学可检测的 H2O2。 基于这种设计模式,他们发展了一种尺寸小(25 ~ 100 滋m)、响应

快((2依0. 23) s)、灵敏度高(100 ~ 222 mA / (mol / L cm2))的腺苷电化学生物传感器,并将其应用于缺

氧状态下海马体切片腺苷释放的活体分析。 他们还通过在铂微电极表面修饰含有甘油激酶和甘油鄄3鄄
磷酸氧化酶的薄层,发展了一种针对 ATP 检测的多酶型电化学生物传感器[98]。 该传感器响应时间短

5741第 10 期 魏 欢等: 活体电化学生物传感的研究进展 摇 摇



A

0.10 M PBs(pH 7.0
0.5 mmol/L EDTA

Syringe pump 1

Switch 1

Ringer+H2O2

Ringer

Ringer pump 2
MD probe

Switch 2 Outlet, counter electrode

AOx鄄modified disc electrode

HRP/PPy/PPh 鄄coated
ring electrode

DA鄄5 interface

PC

LC鄄4C
detector

Ag/AgCl electrode

T鄄joint

6 nA

H2O2
Dialysate
+H2O2

Dialysate

C

PC

DAA

Med.(red)

Med.(ox)

DAA AA

DAA AA

（Ⅰ）

（Ⅲ）

（Ⅱ）

AA

H2O

H2O2

AADAA

Ferric鄄HRP
（Ⅳ）

Pump 1
aCSF,1 滋L/min

Pump 2
NAD++ala in Tris

1 滋L/min

T鄄Joint

Potentiostat and
computer

Pyruvate
琢-Ｋetoglutarate

Glutamate AlanineNAD+

GDH GPT

NADHTBO(Ox)

TBO(Red)

Electrochemical
detector

图 11摇 基于多酶信号放大策略的谷氨酸在线电化学系统的示意图[96]

Fig. 11摇 Schematic illustration of OECS for continuous measurement of glutamate based on principle of signal
amplification [96]

(10% ~90%电流响应时间<10 s),灵敏度高( ~ 250 mA / (mol / L cm2))。 他们利用该电化学生物传感

器,首次发现了 ATP 在中枢神经系统化学感应转导过程中的重要作用[99]。

8摇 总结与展望

目前,基于电化学生物传感器的活体分析已经成为分析化学、神经科学、物理和材料科学等多学科

交叉研究领域的热点之一,对于推动脑神经生理和病理分子机制的研究具有重要意义。 本文综述了多

种电极 /溶液界面的设计策略,旨在建立和发展可用于活体脑化学分析的生物电化学传感器。 然而,在
活体层次上准确地破译化学信号和大脑机能之间的关系仍然面临着巨大的挑战,生命体系的复杂性,以
及分子间相互作用的多样性,对神经化学物质的活体测定提出了更高的要求。 创新发展生物传感的原

理,并研制新型活体可用的传感器,进而开展全新的神经化学研究,将是未来活体生物传感器研究的核

心内容之一。 首先,随着电化学原理和方法的发展,发展新的传感原理,如基于 GRP[85]、离子传输[100]、
有机电化学晶体管[101]等原理的电化学生物传感器,将为神经化学分析研究提供新的思路。 其次,随着

新型材料的不断涌入,如石墨炔[102]、单原子催化剂[103]、钙钛矿[104]等,电化学生物传感器的研究将迎来

新的机遇。 另外,具有良好导电性和生物兼容性的柔性材料的出现,将为柔性微型传感器的设计提供可

能。 利用柔性电极,结合无线传输技术,实现对清醒动物神经化学的长期监测,无疑将推动脑神经生理

和病理的深入研究和探索; 再次,随着科学技术的不断进步,脑科学的发展正在迈入新的纪元,其与各

领域的界线逐渐模糊。 最后,有效利用新型生物电化学传感器探索脑神经活动的化学基础将是人类研

究脑、认识脑的关键。 总之,虽然利用电化学生物传感器在活体层次精准获取化学信号研究充满了挑

战,但相信生物电化学传感器在脑神经分析化学研究领域仍具有良好的发展前景。
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Advances in Electrochemical Biosensors for in Vivo Analysis

WEI Huan1,2, WU Fei1,2, YU Ping1,2, MAO Lan鄄Qun*1,2

1(Beijing National Laboratory for Molecular Science, Key Laboratory of Analytical Chemistry for Living Biosystems,
Institute of Chemistry, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100190, China)

2(University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China)

Abstract摇 As the chemical species build the essential basis for mediating and modulating neurotransmission
that determines various physiological and pathological states of the central nervous system ( CNS), the
fundamental research on neurochemistry, especially the investigation of the correlation between neurochemical
dynamics and activities of vesicles, single cells, neural circuits and the entire brain, has attracted increasing
attention due to its significance in understanding the brain function. Electrochemical analytical methods have
made tremendous achievements for in vivo and online continuous monitoring of neurotransmitters and
neuromodulators. Among them, the methods utilizing enzymes or aptamers as the biorecognition elements and
rationally designing electrode surfaces / interfaces to construct the electrochemical biosensors with high
selectivity and high sensitivity undoubtedly provide attractive approaches to quantitative monitoring of brain
chemistry. This review mainly focuses on the recent advances in electrochemical biosensors for in vivo
analysis.
Keywords摇 Electrochemical biosensors; In vivo analysis; Online electrochemical analysis; Brain chemistry;
Review
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