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摘摇 要摇 脑科学已经成为多学科交叉研究的前沿领域之一, 其中脑神经化学的研究由于能够揭示脑活动和

脑疾病过程中的物质基础, 在神经科学和化学等领域引起了高度关注。 电化学分析方法具有高灵敏度、高时

空分辨、电极 /溶液界面可设计等特点, 尤其适用于在活体动物层次开展脑神经化学的分析研究。 本文围绕

活体原位电化学分析方法的原理和特点, 综述了近年来电化学分析方法在脑神经化学研究中的应用, 并对

其未来的发展前景进行了展望。
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1摇 引 言

脑科学是目前国际前沿科技的热点研究领域之一, 对脑功能的研究有助于理解人类认知、情感等

复杂生理过程的本质, 以及神经系统疾病的形成和发展规律。 脑神经信号的传递以及代谢过程都离不

开化学物质的参与, 因此, 针对脑内神经递质、调质、能量代谢物质、自由基、离子等诸多神经化学物质

开展脑神经分析化学研究, 对于探索和认识神经生理、病理的分子机制, 都具有极其重要的意义。
脑神经化学物质的分析一般分为单囊泡、单细胞、脑片和活体等不同层次。 其中, 在单囊泡、单细

胞及脑片层次上进行化学物质检测脱离了活体生存的真实环境, 较难保持细胞之间固有的联系和相互

作用。 相比较而言, 活体层次对脑化学物质进行分析, 能够更加真实、直接地反映神经系统在各种生理、
病理过程中对外界刺激的响应, 因而能够为脑神经生理、病理过程物质基础的探索提供最为直接的信息。

电化学分析方法通常具有灵敏度高、选择性好、时空分辨率高等优点, 且检测电极易于微型化, 适

用于活体原位分析测定。 活体原位电化学分析方法可望应用于脑内不同化学物质基础水平及其在一系

列生理、病理过程中浓度变化的监测。 脑神经活体原位电化学分析可追溯到 20 世纪 50 年代, Clark
等[1]利用玻璃封装的铂丝作为研究电极, 首次通过电化学伏安法实现了脑内氧气浓度变化的实时监

测。 但是, 这一研究并没有引起研究者们的广泛关注。 更为人们熟知的是, 1973 年 Adams 等[2]首次将

微型碳糊电极植入大鼠脑中进行活体电化学研究, 其电极结构如图 1A 所示。 该研究得到了活体脑内

的第一张循环伏安图(图 1B),进一步验证了在脑内使用电化学方法实现生理活性物质检测的可行性,
引起了神经生理学家的高度关注, 标志着活体原位脑神经电化学分析的诞生。

近年来, 随着分析科学、化学、电子科学、神经科学等多学科的快速发展和交叉融合, 脑神经活体

原位电化学分析也不断发展完善, 为相关生理、病理过程研究提供了重要的实验方法, 进一步推动了

分析化学与脑神经科学的实质性交叉与融合。 本文着重介绍活体原位电分析化学方法的原理、特点及

其在脑神经化学研究中应用的进展, 并对其发展趋势进行展望。

2摇 活体原位电化学分析方法

目前,在神经科学领域, 利用电化学分析方法可实现多种生理活性物质的活体原位实时分析。
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图 1摇 (A)脑内原位电化学检测装置示意图; (B)使用碳糊电极记录麻醉鼠脑尾状核的循环伏安图[2]

Fig. 1摇 (A) Apparatus for voltammetric measurements in the brain; (B) Cyclic voltammogram at carbon pasts
electrode positioned in the caudate nucleus of an anesthetized rat[2]

表 1 列举了一些重要的生理活性物质及其活体原位电化学分析方法。
表 1摇 重要生理物质的原位电化学分析方法
Table 1摇 In vivo electrochemical monitoring of physiologically important species

分析物
Analytes

检测条件
Conditions

分析方法
Methods

文献
Ref.

儿茶酚胺
Catecholamine

通过在 FSCV 三角波前施加电势阶跃过程,实现实时扣除双电层充电电流。
检测 SD 大鼠扩散性抑制过程中尾状核脑区多巴胺浓度变化
In vivo analysis of dopamine release during a spreading depression event using
convolution based method

快速扫描伏安法
FSCV [3]

儿茶酚胺
Catecholamine

FSCV 结合主成分回归,实现多巴胺和 pH 同时测定
Assessing principal component regression prediction of dopamine and pH change
detected with fast scan cyclic voltammetry

快速扫描伏安法
FSCV [4]

5鄄羟色胺
5鄄Hydroxytryptamine

使用 Nafion 修饰碳纤维电极,实现大鼠额叶皮层和背侧中缝核 5鄄羟色胺浓度
测定
In vivo analysis of 5鄄HT in the frontal cortex and the dorsal raphe nucleus of rat
using Nafion鄄coated carbon fiber electrode

差分脉冲伏安法
DPV [5]

5鄄羟色胺
5鄄Hydroxytryptamine

单细胞囊泡释放过程 5鄄羟色胺和组胺共检测
FSCV measurement of concentration of histamine and 5鄄HT from mast cell

快速扫描伏安法
FSCV [6]

谷氨酸
Glutamic acid

GluOx / BSA / Nafion 修饰微阵列电极实现大鼠前额叶皮质谷氨酸浓度测定
In vivo analysis of L鄄glutamate in the medial prefrontal cortex of the rat brain using
GluOx / BSA / Nafion coated ceramic鄄based multisite microelectrode

安培法
Amperometry [7]

谷氨酸
Glutamic acid

使用谷氨酸氧化酶和铂纳米颗粒共修饰铂丝微电极,实现谷氨酸原位测定
Simultaneous determination of glutamate and Ca2+ using co鄄modified Pt鄄
microelectrode of GluOx and Pt NPs

安培法
Amperometry [8]

胆碱
Choline

ChOx / HRP / redox polymer / Nafion 修饰电极检测纹状体脑区胆碱变化
In vivo analysis of choline in the striatum of rat brain based on a microelectrode
modified with ChOx / HRP / redox polymer / Nafion film

安培法
Amperometry [9]

维生素 C
Ascorbic acid

多壁碳纳米管修饰碳纤维电极原位检测 SD 大鼠纹状体脑区维生素 C
In vivo measurement of AA in the striatum of rat brain using MWNT鄄modified
carbon fiber microelectrode

差分脉冲伏安法
DPV [10]

维生素 C
Ascorbic acid

通过电泳方法,制备单壁碳纳米管修饰碳纤维电极,检测 SD 大鼠在癫痫发作
过程中大脑皮层维生素 C 浓度变化
In vivo measurement of AA fluctuation in rat cortex during epilepsy using SWNT鄄
modified carbon fiber microelectrode prepared by electrophoretic deposition

安培法
Amperometry [11]

葡萄糖
Glucose

PVI鄄Os / rGOx 修饰金微电极用于 SD 大鼠皮下血糖检测
Subcutaneous glucose measurement of Sprague鄄Dawley rats using PVI鄄Os / rGOx
modified gold electrode

安培法
Amperometry [12]

乳酸
Lactic acid

Lox / BSA / polyurethane / Nafion 修饰微阵列电极,用于大鼠皮层脑区乳酸含量
检测
In vivo measurement of L鄄lactate in the cortex of rat using Lox / BSA / polyurethane /
Nafion modified ceramic鄄based multisite microelectrodes

安培法
Amperometry [13]

三磷酸腺苷
ATP

使用马鞍形 FSCV 波形区分腺苷、ATP 以及过氧化氢
Selective detection of adenosine, ATP and hydrogen peroxide using sawhorse
shaped waveform voltammetry

快速扫描伏安法
FSCV [14]
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续表 1(Continued to Table 1)
分析物
Analytes

检测条件
Conditions

分析方法
Methods

文献
Ref.

O2

通过设计 FSCV 波形,实现 SD 大鼠伏隔核脑区在扩散性抑制过程中氧气
浓度变化的检测
In vivo measurement of oxygen in the NAc during spreading depolarization using
oxygen sensitive FSCV waveform

快速扫描
伏安法
FSCV

[15]

O2

使用电化学沉积法,制备 Pt 纳米颗粒修饰阵列电极,实现对大鼠皮层脑区
在扩散性抑制过程中氧气浓度变化的原位检测
Invivo monitoring of oxygen fluctuation in the rat cortex during spreading
depression using Pt nanoparticles electrodeposited microelectrode arrays

安培法
Amperometry [16]

NO
使用 Pt 微电极原位检测鼠脑缺氧过程中 NO 和 O2 浓度变化
Simultaneous in vivo monitoring of NO and O2 during electrical stimulation鄄
induced cerebral hypoxia using Pt disk microelectrode

安培法
Amperometry [17]

H2O2
检测纹状体脑片 H2O2 浓度变化
H2O2 detection in brain striatal slice

快速扫描伏安法
FSCV [18]

离子
Ions

检测 SD 大鼠高碳酸血症模型尾状核脑区 pH 变化
Characterization of local pH changes in the rat caudate鄄putamen during
hypercapnia

快速扫描伏安法
FSCV [19]

离子
Ions

使用离子选择性玻璃微电极,实现 pH 或 Ca2+的原位测定
In vivo monitoring of H+ or Ca2+ using ion鄄selective microelectrodes

电位法
Potentiometry [20]

离子
Ions

使用离子选择性玻璃微电极实现 Na+或 K+的原位测定
In vivo monitoring of Na+ or K2+ using ion鄄selective microelectrodes

电位法
Potentiometry [21]

FSCV: fast scan cyclic voltammetry; DPV: differential pulse voltammetry; ATP: adenosine triphosphate

2. 1摇 基于伏安法的活体原位电化学分析

伏安法是一类重要的电化学测量方法, 通过向电极施加调制的电压波形, 测量电化学体系的电流

响应, 从而获得电极过程的电位鄄电流关系。 通过对伏安曲线波形和峰高等参数进行分析, 可实现对于

具有不同电化学参数的电化学活性物质进行定性与定量分析。 伏安法选择性高, 可实现单一或多种物

质同时的选择性分析。 然而, 伏安法的时间分辨率通常会受到扫描速率的限制, 同时施加的调制电压

波形也会对分析体系产生一定影响。
根据伏安法检测过程中施加波形的不同又可将其分为脉冲伏安法和电势扫描伏安法。 其中, 脉冲

伏安法的特点是可有效抑制背景充电电流, 并降低扩散层变化的影响, 具有灵敏度高、选择性高、可同

时区分多种电化学活性物质等优势, 但时间分辨率比较低, 无法记录快速变化过程。 自 20 世纪 70 年

代以来, 以差分脉冲伏安法(Differential pulse voltammetry, DPV) 为代表, 并包括常规脉冲伏安法

(Normal pulse voltammetry, NPV)、 差分常规脉冲伏安法(Differential normal pulse voltammetry, DNPV)
及方波伏安法(Square wave voltammetry, SWV)等在内的脉冲伏安法逐渐被应用于脑内多种神经递质的

同时检测。 为了提高伏安法的时间分辨率, 实现短时间递质快速变化过程的实时分析, 以快速扫描循

环伏安法(Fast scan cyclic voltammetry, FSCV)为主的电势扫描伏安法在近几十年中得到了很好的发

展。 FSCV 方法可实现快速分析, 但背景电流大, 难以用于神经化学物质基础水平的检测和长时程记

录。 目前, 该方法主要应用于多巴胺刺激释放等电化学活性神经化学物质的快速变化过程研究。
2. 1. 1摇 DPV 方法摇 DPV 法是一种脉冲伏安测量技术。 检测过程中, 直流电压以一定频率和幅值进行

步进扫描, 并在每次步进时叠加固定幅值(10 ~ 100 mV)的方波脉冲, 记录脉冲结束前和脉冲开始前的

电流差值。 DPV 检测过程中采用的特殊脉冲波形、采样方法以及电流差减运算配合原位电化学检测使

用的微电极, 可有效排除双电层充电电流以及扩散层变化的影响, 显著提高分析方法灵敏度和选择

性。 对于氧化电位差大于 100 mV 的电活性物质, 使用 DPV 方法可有效排除氧化还原电流的相互干

扰, 实现不同物质的区分及定量分析。
DPV 方法在活体原位电化学分析领域的应用可追溯到 1976 年, Lane 等[22] 首次使用经 KI 溶液处

理过的铂微电极作为研究电极, 通过 DPV 方法实现了 Sprague鄄Dawley(SD)大鼠尾状核维生素 C 和儿

茶酚胺浓度的同时检测, 其电极结构如图 2A 所示。 随后, Gonon 等[23]使用 DPV 方法实现了麻醉大鼠
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纹状体脑区电化学活性神经化学物质的原位分析, 记录到的 DPV 曲线如图 2B 所示。 通过干预实验对

比, 最终将记录到的儿茶酚电流信号归属为 DOPAC。 此后, DPV 方法逐渐被应用于电活性神经化学物

质的多组分同时分析[24 ~ 26]。
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图 2摇 (A)脑活体原位 DPV 分析电极示意图[22] ; (B)体外实验和大鼠纹状体脑区原位记录的 DPV 图[23]

Fig. 2摇 (A) Three鄄electrode configuration employed for DPV [22] ; (B) DPVs from in vitro experiments and from the
neostriatum of anaesthetized rats ( in vivo) [23]

DPV 方法不仅可实现具有电化学活性神经化学物质的直接分析, 也可利用非电化学活性物质与电

极修饰材料间的相互作用, 实现部分电化学活性较差的神经分子的间接检测。 Chai 等[27] 使用无铜衍

生的超氧化物歧化酶(E2Zn2SOD)作为生物识别元件, 利用其与 Cu2+的特异性相互作用, 构筑了用于

Cu2+检测的电极界面, 利用 DPV 法实现了活体原位 Cu2+的检测, 方法灵敏、可靠。 Zhao 等[28]合成了一

种二茂铁吡啶衍生物(N鄄(6鄄aminopyridin鄄2鄄yl)ferrocene, Fc鄄Py), 利用吡啶作为质子响应单元, 二茂铁

作为电化学响应单元, 通过 DPV 方法实现了 pH 值的活体原位分析。
2. 1. 2摇 FSCV摇 FSCV 是一种具有高时间分辨率的电势扫描伏安法。 以碳纤维微电极作为研究电极,
并以一定频率施加大于 100 V / s 扫速的三角波进行循环伏安分析, 可达到毫秒级的时间分辨率[29]。 在

FSCV 分析中, 随着电位扫描速度的增加, 电化学反应动力学较慢的物质将表现得更不可逆, 其氧化还

原峰偏移程度大于电化学反应速度较快的电活性物质, 从而实现对不同电极过程动力学的物质进行区

分。 FSCV 与常规扫速(1 ~ 500 mV / s)下的循环伏安法不同, 电位扫描过程中, 由于双电层充放电电流

与扫速成正比, 而法拉第电流与扫速的平方根成正比。 因此,高扫速下,循环伏安曲线中双电层充放电

所贡献的非法拉第电流会明显增大, 并成为能记录到的总电流的主要组成部分, 影响对目标分析物氧

化还原过程法拉第电流的提取。 通常,FSCV 的结果会以变化前某一特定周期的 FSCV 数据作为背景进

行扣除, 以便降低背景电流的影响[30]。 扣除背景后的 FSCV 结果可进行定性和定量分析。 但是,由于

背景扣除过程所扣除的一般是固定的循环伏安数据, 这将导致在长时间电化学分析中双电层结构变化

所造成的背景电流漂移不断积累, 对分析结果产生较大影响。 因此, 该方法持续分析时间通常约

1 min, 不宜进行长时间的连续分析。 此外, 背景扣除导致了 FSCV 法很难实现脑内神经化学物质的基

础水平测定[31]。
目前, FSCV 方法应用较为成熟的测定体系是对脑内儿茶酚胺类神经递质(尤其是多巴胺)快速变

化过程的原位实时分析[32]。 活体分析过程中, 在每个施加的三角波之间通常会将研究电极维持在负

电位(如-0. 4 V)下, 利于儿茶酚胺类物质在电极表面的富集, 从而提高检测的灵敏度[33]。 同时, 带负

电的物质不会得到富集,在一定程度上也提高了 FSCV 对儿茶酚胺类物质检测的选择性。 在高扫速下,
多巴胺等具有较快电子转移速率的电化学活性物质的氧化还原电流得到大幅提高; 另一方面也使得抗

坏血酸等电子转移速度相对较慢的干扰物质在电极上表现得更不可逆, 其氧化峰正移, 进而实现对多
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巴胺等物质的选择性检测[34,35]。
FSCV 方法虽然具有良好的选择性和灵敏度, 并能够实现高时间分辨, 但由于脑神经系统中多种

电化学活性生理物质具有相近的氧化电位, 导致产生的氧化还原电流相互交叠, 不容易区分与精准定

量。 因此, 早期的 FSCV 方法主要用作神经化学过程中电化学活性物质的定性和半定量研究。
Wightman 等[36]利用不同颜色代表不同电流值, 将一组 FSCV 数据拼合绘制成“电位鄄时间鄄电流冶二维

图, 即可通过二维图中不同的图案直观地看出不同时间不同电化学活性物质浓度的变化过程, 为人们

研究复杂生理病理过程中物质的变化提供了可能。
采用 FSCV 方法进行定量分析时, 通常在目标分析物 FSCV 结果中选取氧化还原电流较大, 且无

其它物质干扰电位下的电流值, 以此绘制出电流随时间变化的曲线, 或根据线性关系换算为浓度鄄时间

曲线。 然而, 这种方法在多种物质变化的复杂体系中存在很大的局限性。 为了解决 FSCV 方法在复杂

体系中的定量问题, Heien 等[37]将主成分回归(Principal component regression, PCR)应用于多种物质变

化的复杂体系下 FSCV 结果的定量分析。 他们发现, 多巴胺的 FSCV 波形与不同 pH 值造成的 FSCV 波

形变化有明显差异, 如图 3A 和 3B 所示。 采用主成分回归方法可将 FSCV 波形中多巴胺的氧化还原波

形和 pH 值造成的波形变化进行有效地区分, 并逐渐发展出多巴胺和 pH 值双组分同时测定的方

法[4, 38]。 随后, Heien 等[39]利用该方法研究了可卡因对尾状核脑区多巴胺释放的调控, 以及该过程中

的 pH 值变化(图 3C)。

-0.4 0 1.3

DA(滋mol/L)
0.10
0.14
0.19
0.28
0.36

1 nA

A

Voltage (V vs. Ag/AgCl)
-0.4 0 1.3

驻pH
0.009
0.012
0.018
0.026
0.040

1 nA

B

Voltage (V vs. Ag/AgCl)

0 5-5 10

1.3 V

-0.4 V

-0.4 V

t（s）

C

-5.0 nA

0 nA

7.5 nA

0 5 10-5

0.
5
滋m

ol
/L Dopamine

pH 0.
1
pH

un
its

D

t（s）

图 3摇 FSCV 用于同时检测多巴胺和 pH 变化;(A)不同浓度多巴胺的 FSCV 波形;(B)不同 pH 条件引起

的 FSCV 波形变化[4] ;(C)SD 大鼠电刺激多巴胺释放过程 FSCV 二维图以及该过程中多巴胺和 pH 值的

变化结果[39] ; (D)使用主成分回归分析得到的多巴胺和 pH 的变化结果[39]

Fig. 3 摇 Simultaneous measurement of dopamine and pH changes using FSCV: ( A) FSCV of different
concentrations of dopamine (DA); (B) FSCV with pH change[4] ; (C) Color representation of voltammograms
obtained during electrical stimulation of dopaminergic neurons and the changes in DA concentration and pH
generated by principal component regression[39] ; (D) The changes in DA concentration and pH generated by
principal component regression[39]

在 FSCV 分析时, 主成分回归方法虽然可用于解决多种神经化学物质的区分和定量问题, 但由于

双电层变化导致的背景电流漂移却无法通过主成分回归消除。 为了使主成分回归算法计算结果真实有

效, FSCV 方法应用于活体分析的持续时间通常短于 90 s[4]。 很多研究组也通过优化 FSCV 分析中所使

用的电极和数据处理方法, 使其能够进行长时间的活体分析。 如 Clark 等[40] 将直径 7 滋m 的碳纤维封

装在直径 90 滋m 的熔融玻璃毛细管中, 发现电极尺寸的减小可明显降低其对脑组织的损伤, 并减少免
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疫反应, 从而使电极具有良好的生物兼容性。 利用此电极, 实现了对脑内多巴胺长达 10 ~ 16 周的活体

分析。 Schwerdt 等[41]进一步优化了长时间记录时 FSCV 的数据处理方法, 通过将持续记录的 FSCV 数

据分割成多个 50 s 时长, 分别进行主成分回归分析, 再将分析结果拼合即可得到较长时间的检测结

果, 最终实现了使用长期植入阵列电极进行非人灵长类动物脑内多巴胺变化的长时程监测。
2. 2摇 基于安培法的活体原位电化学分析

安培法(Amperometry)是一种通过向研究电极施加恒定电位, 从而实现对电化学活性物质定量分

析的电化学方法。 其特点在于, 测量过程中研究电极维持恒定电位, 从而降低双电层充电电流的影

响。 因此, 相对于 FSCV 方法, 安培法可进行长时间的持续分析检测。 但是, 安培法只能提供某一固定

电位下的电流信息, 因此, 分析方法的选择性完全取决于电极界面的反应和设定的电位。 近年来, 安培

法逐渐成为活体原位电化学分析中的主要方法之一。 通过合理构筑电极 /溶液界面, 调控物种的电极

反应动力学, 一些神经化学物质(如维生素 C、O2、H2O2、NO、H2S)都可通过安培法实现活体原位分析。
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图 4摇 (A)纹状体脑区维生素 C 原位检测示意图; (B)多壁碳纳米管修饰碳纤维电极在含有(实线)及
不含(虚线)0. 5 mmol / L 维生素 C 溶液中的循环伏安图(扫速 10 mV / s); (C)多壁碳纳米管修饰碳纤维

电极在麻醉大鼠纹状体脑区局部注射维生素 C 氧化酶前后 DPV 曲线[10]

Fig. 4摇 (A) Schematic illustration of experimental setup for in vivo voltammetric measurement of striatum AA;
(B) Typical cyclic voltammograms (CVs) at multiwalled carbon nanotube (MWNT)鄄modified carbon fiber
electrodes (CFEs) in artificial cerebrospinal fluid ( aCSF) ( pH 7. 4) in the absence ( dotted lines) and
presence (solid lines) of 0. 50 mmol / L AA. Scan rate, 10 mV / s; (C) DPVs at MWNT鄄modified CFE in the
striatum of the anesthetized rat before ( black) and after ( red) exogenous infusion of ascorbic acid oxidase
(AAOx, 39. 3 U / mL) into the striatum[10]

2. 2. 1摇 维生素 C 的活体原位电化学分析摇 维生素 C(Vitamin C or ascorbic acid, AA)是神经系统中的

一种重要神经化学物质, 具有较强的还原性, 在许多生理病理过程中发挥着重要的作用。 在多数碳电

极表面, 维生素 C 的电化学过程表现为内壳层反应, 极易受到电极表面物理化学性质的影响。 同时,
维生素 C 的电化学氧化会产生具有非电化学活性、易吸附于电极表面的水解产物, 导致电极灵敏度下

降。 因此, 维生素 C 在常规的碳纤维电极上表现出较慢的电子转移速率、高的过电位和较差的稳定

性[42, 43]。 Zhang 等[10, 44]首先发现在碳纳米管修饰电极上维生素 C 具有较低的氧化过电位, 可用于维

生素 C 的原位检测(图 4A)。 他们使用多壁碳纳米管修饰碳纤维电极在维生素 C 溶液中进行循环伏安

分析, 实验结果表明, 维生素 C 的氧化电流在 0. 0 V(相比于标准 Ag / AgCl 电极) 就达到了稳态

(图 4B)。 该电位下不会发生多巴胺、5鄄羟色胺、DOPAC 等其它脑内常见神经化学物质的氧化, 说明多
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壁碳纳米管修饰碳纤维电极可实现维生素 C 的高选择性分析(图 4C)。 此外, 他们发现碳纳米管电极

还可提高维生素 C 连续测定的稳定性。 基于这些性能, 成功建立了鼠脑内维生素 C 的活体原位电化学

分析新方法。
摇 摇 随后, Xiang 等[45] 制备了阵列碳纳米管包覆的碳纤维电极, 将电极植入鼠脑纹状体, 并施加

+0. 05 V(vs. Ag / AgCl)的极化电压, 利用安培法实现了脑内维生素 C 的活体原位分析。 基于该方法高

的时空分辨率, 通过在微电极附近灌注谷氨酸溶液, 他们在活体层次观察到了脑神经系统内抗坏血酸鄄
谷氨酸的“异相交换冶过程。

Xiao 等[11,46]利用电泳的方法将单壁碳纳米管沉积于碳纤维电极的表面, 并通过高温和电化学处

理, 得到了对维生素 C 具有高选择性和高稳定性的碳纳米管电极。 该方法制备的电极具有高度的一致

性, 解决了碳纳米管在碳纤维电极表面制备重现性差的问题。 他们将制备的电极植入鼠脑皮层, 在

+0. 05 V极化电位下, 首次在活体动物层次观测到了癫痫模型和扩散性抑制过程中脑内维生素 C 浓度

升高的现象(图 5A 和 5B), 为进一步研究这些病理过程中的分子机制提供了直接的实验基础。

6

4

2

0.3

0

-0.3

+30 mV

-120 mV

+30 mV

AAOx injection

4
2

0 0 100 200

A

I
(n
A)

SWNT鄄CFE Stimulation
electrode

50 s10
0
滋m

ol
/L

B

t (s)

图 5摇 (A)使用单壁碳纳米管修饰碳纤维电极, 检测鼠脑皮层电刺激诱发传播性抑制(SD)过程的电流

变化; (B)SD 过程中脑内维生素 C 的浓度随时间的变化图[46]

Fig. 5摇 (A) Current recordings by local electrical stimulation in rat cortex with SWNT鄄CFE; (B) AA release
evoked by electrical stimulations[46]

2. 2. 2摇 氧气的原位电化学检测摇 氧气在生命体中发挥着重要的作用。 氧气供给不足会造成神经系统

能量代谢困难, 增加氧化应激压力, 甚至造成细胞损伤。 因此, 对脑内氧气浓度的原位检测将直接反

映神经系统的活动功能。 利用安培法进行氧气活体原位分析的关键问题在于, 在以金和碳等材料为基

底的电极表面, 氧气电化学还原过程通常以两步两电子还原为主, 生成过氧化氢中间产物[47]。 而在铂

基电极材料表面, 氧气电化学还原过程以四电子还原为主, 最终生成水[48]。 在活体原位分析中, 考虑

到氧气两电子电化学还原过程生成的过氧化氢中间产物可能会对神经系统造成损伤[49], 所以铂基电

极能够较好适用于脑内氧气的活体电化学分析[50, 51]。 Xiang 等[52] 使用电沉积的方法, 在垂直生长碳

纳米管的碳纤维电极(图 6A)上通过循环伏安法电化学沉积铂, 最终得到表面均匀覆盖铂纳米颗粒的

修饰电极(图 6B)。 在-0. 5 V 的电位下, 该电极对氧气检测表现出较高的灵敏度和选择性, 其它脑内

常见的生理活性物质均不会对氧气检测产生干扰(图 6C)。 为了进一步降低电极表面蛋白污染, 提高

电极对氧气检测的稳定性, 他们用 Nafion 膜修饰电极, 最终实现了氧气的四电子电化学还原和选择性

测定, 以及大鼠海马脑区在全脑缺血鄄再灌注时氧气浓度变化的活体原位分析(图 6D)。
2. 2. 3摇 基于离子传输的原位电化学分析摇 神经生理物质中的非电化学活性分子, 一般可采用生物传

感器进行检测。 然而酶等生物识别元件有限, 限制了该方法在活体原位电化学分析中的发展。 近年

来, 基于离子传输构建的电化学分析方法逐渐成为活体分析新的发展方向[53]。 He 等[54]首次报道了聚

电解质刷修饰后玻璃微米管的整流行为。 在此基础上, Zhang 等[55]通过在玻璃微米管内壁共修饰聚电

解质刷以及 Aptamer 实现了 ATP 的选择性检测。 Colombo 等[56, 57]通过在玻璃纳米孔中构建液鄄液界面,
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图 6摇 垂直生长碳纳米管的碳纤维经铂纳米颗粒修饰前(A)后(B)的电镜图; (C)铂修饰的阵列碳纳米

管覆盖的碳纤维电极在人工脑脊液中对维生素 C、多巴胺、DOPAC、尿酸、5鄄羟色胺以及氧气的电流响

应; (D)使用该电极在麻醉大鼠缺血 /再灌注过程中记录的海马脑区氧气浓度变化图[52]

Fig. 6摇 SEM images of (A) vertically aligned carbon nanotube鄄sheathed carbon fibers (VACNT鄄CF) and (B)
platinized VACNT鄄CF (Pt / VACNT鄄CF); (C) Typical amperometric response of AA, DA, 3,4鄄dihydroxyphe鄄
nylacetic acid (DOPAC), uric acid (UA), 5鄄HT, and O2 at the Pt / VACNT鄄CF electrode; (D) Amperometric

response for hippocampus O2 recorded in anesthetized rats during global ischemia / reperfusion[52]

基于离子传输原理实现了对多巴胺、乙酰胆碱、5鄄羟色胺的检测。 由于这一电化学分析新方法的原理是

对微 /纳孔道内离子流进行检测, 不需要待测物在电极表面发生电化学氧化还原反应, 预期该方法在

电化学惰性物质的活体电化学分析中具有很高的应用潜力。
2. 3摇 基于电位法的活体原位电化学分析

电位法(Potentiometry)是一种在开路状态下, 直接记录研究电极相对于参比电极的电位来分析电

极表面目标物浓度的分析方法。 相对于伏安法和安培法, 电位法的优势在于, 测量回路中电流几乎为

零, 排除了因测量而产生的电流对脑神经的影响。 根据能斯特方程, 在平衡状态下, 电极开路电位

(Open鄄circuit potential, OCP)的变化是由电极溶液界面各种化学物质的活度决定的。 通过设计选择性

识别单元, 可显著提高开路电位对特定物质浓度变化响应的灵敏度, 并降低其它物质的干扰, 从而实

现定量分析。
电位法通常用于离子等非电化学活性物质测定, 例如, 在微电极表面修饰离子选择性膜作为识别

单元, 构建全固态离子选择性电极, 可实现脑内 H+、K+、Ca2+等活体原位分析。 Hao 等[58] 将质子选择

性膜修饰于碳纤维电极上, 制备了对 H+具有选择性好和抗污染性能强的全固态 pH 选择性电极, 电极

灵敏度达到 58. 4 mV / pH, 接近 Nernst 方程的理论值。 利用该电极, 他们原位检测了大鼠吸入 CO2 后

恐慌过程中脑内 pH 值变化。
除了对离子进行检测, 近年出现了一种基于原电池原理的电位测定方法 ( Galvanic redox

potentiometry, GRP), 利用阳极作为指示电极测定分析物电化学氧化电位, 阴极作为参比电极, 通常设

计为氧还原过程。 使用具有高电阻的电位计将阴极、阳极连成回路(图 7A)。 由于回路具有高阻抗, 因

此回路中电流很小, 电极过程近似处于热力学平衡态。 当阴极还原电位高于阳极氧化电位时, 整个回
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路中的电化学过程可自发进行, 其输出的电压值可作为定量物质浓度的指标[59], 最终实现电化学活性

物质的检测分析。 Wu 等[60]利用漆酶修饰的碳纤维电极插入到毛细管内指示溶液中氧气还原电位, 提

高了该 GRP 体系中作为参比的阴极氧气的还原电位。 检测过程中毛细管内溶液氧气浓度保持恒定,
提高了体系的灵敏度和稳定性。 蛋白吸附污染并不会影响 GRP 体系的灵敏度(图 7B), 说明该方法具

有较高的抗污染干扰能力。 他们将碳纳米管修饰的碳纤维电极阳极与漆酶修饰的碳纤维电极阴极植入

大鼠的大脑皮层, 实现了大鼠全脑缺血 /再灌注过程中脑内抗坏血酸的活体原位测定(图 7C)。
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图 7摇 (A)基于 GRP 原理的活体原位维生素 C 传感器设计示意图; (B)GRP 传感器在牛血清蛋白吸附前后

校正曲线; (C)使用 GRP 传感器在大鼠缺血、再灌注过程中对大脑皮层 AA 浓度变化的实时监测结果[60]

Fig. 7摇 (A) Schematic illustration of Galvanic redox potentiometry (GRP) sensor for in vivo measurement of AA;
(B) Calibration curves of GRP sensor before and after BSA adsorption; (C) Real鄄time recording of cortical AA level
by GRP sensor during global cerebral ischemia (red arrow) and reperfusion (blue arrow) [60]

3摇 总结与展望

脑神经活体原位电化学分析是活体分析研究的重要手段之一, 不同电化学方法根据其特点和优势

可用于不同的活体原位分析。 目前, 通过选择合适的电化学方法, 设计合理的电极界面, 可实现多种

神经生理物质的原位分析, 对于脑科学的研究起到了较好的推动作用。 然而, 目前仍然还有很多重要

神经生理物质, 尤其是非电化学活性物质, 仍然难以通过现有的电化学分析方法进行活体原位检测。
而许多已有的活体原位电化学分析方法, 仍然面临着问题和挑战。 例如, 利用微电极进行活体原位分

析检测时, 普遍存在电极在活体环境中的稳定性和抗污染问题, 活体检测环境与体外校正环境存在差

异等。 对于活体原位电化学分析研究而言, 其最终目标是, 在最大程度减少对实验动物损伤影响的条

件下, 精准地记录生理和病理过程中神经分子的变化。 因此, 电极 /脑界面的设计和调控[61,62]、电极表面

抗污染[63, 64], 电极进一步微型化[65,66]、柔性化[67]、记录设备小型化、无线化[68 ~ 70]等, 都应为未来的重点

研究内容。 此外, 利用所发展的活体原位电化学分析方法, 实现与脑神经科学家的实质性合作, 在活

体层次发现并描述脑神经生理和病理过程的分子事件, 也将是活体电化学分析领域的研究核心之一。
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Progress of in Vivo Electrochemical Analysis
of Brain Neurochemistry
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Abstract摇 Brain science has become one of the most advanced interdisciplinary research topics. Analysis of
brain neurochemistry has attracted great attention in both neuroscience and chemistry, because it provides a
powerful tool to understand the physiological and pathological progresses of the brain at a molecular level. For
neurochemical monitoring, electrochemical methods come to prominence with high selectivity, sensitivity,
spatiotemporal resolution and designable electrode / solution interface to match the pursuit for in vivo analysis of
brain neurochemistry. This review summarizes the development of electrochemical approaches toward brain
neurochemistry research from both principal and practical perspectives. In addition, future trends of in vivo
electrochemical analysis are prospected.
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