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摘 要 超氧阴离子自由基( O·－
2 ) 是分子氧在生物体内氧化还原反应中产生的活性中间体，其动态变化可以

提供丰富的生理、病理信息。因此，实时、在体检测 O·－
2 自由基的分析方法越来越受到人们的关注。电化学

分析方法具有直观、简单、易微型化等优点，在 O·－
2 自由基检测中得到了广泛的应用。本文从溶液 /电极界面

的设计入手，利用酶的直接电子传递，结合 O·－
2 自由基的分析特性，简要评述了近几年电化学分析在细胞和

活体内 O·－
2 自由基检测方面的研究进展。
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1 引 言

作为新陈代谢的活性中间体，正常状态下 O·－
2 自由基在生物体中保持相对稳定的动态平衡。细胞

自身的细胞色素 c( Cytochrome c，Cyt． c) 、超氧化物歧化酶( Superoxide dismutase，SOD) 等具有抗氧化

能力，可以将 O·－
2 自由基转化为无害物质进行自我修复，这一系列的过程对细胞增殖、凋亡、损伤具有

重要的影响，并在细胞信号转导过程中起着十分重要的作用。当细胞受到外界刺激或发生病变过程中

会产生过量 O·－
2 自由基，使得细胞产生氧化应激，引起癌症、神经性疾病、帕金森病等生理病变［1～5］，从

而对细胞的生理和病理功能产生重要的影响。因此，检测生物体中 O·－
2 自由基的浓度具有十分重要的

现实意义。
然而，因为 O·－

2 自由基具有氧化活性高、体内浓度低、寿命短等特点，所以需要发展原位、实时、活
体的 O·－

2 自由基检测方法。电化学方法具有操作简单、易微型化、灵敏度高、易于原位、实时、在体检测

等优点而备受关注，其中，基于酶传感器的电化学分析方法最为引人注目［6～11］。

2 溶液 /电极界面的设计及酶的直接电子传递

2．1 溶液 /电极界面的设计

针对 O·－
2 自由基的电化学分析，对溶液 /电极界面进行设计以改善和提高电极的分析性能是一个

极其关键的问题［12～16］。酶自身体积较大，而活性中心通常都深埋在其内部，从而加大了活性中心到电

极表面的电子传递距离，不利于实现直接电子传递。第二代酶传感器采用氧化还原电子媒介体在酶的

氧化还原活性中心与电极之间传递电子，但存在媒介体的流失和干扰大的缺陷，给 O·－
2 自由基的准确

测定带来干扰，从而极大限制了其实际应用。第三代酶传感器的开发使这个领域向前迈进了一大步。
通过界面设计优化，利用酶的直接电子传递机理克服了原先的不足，能够实现细胞或生物体中 O·－

2 自

由基的直接检测。界面设计优化是人为地设计电极表面微结构和其界面反应，通过将酶固定在电极表

面上，使暴露的电活性中心更接近电极表面，实现酶与电极之间快速的电子传递，达到预期检测的目标。
2．1．1 分子设计 分子自组装是对固体表面进行修饰最为有效的手段之一。高度有序、结构可控、定
向密集的稳定分子层为保持酶蛋白质的天然结构和构象提供理想的微环境。同时，单分子作为加快电

子传递的促进剂，可以用于探索电极表面分子微结构和宏观电化学响应之间的关系。巯基化物在金属
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表面自组装是目前研究得最广泛、最深入的一类物质。其自组装膜有序性强，不易聚合，条件控制容易

等优点扩展其在传感方面研究和应用的范围。Tian 等［17］在金电极表面自组装一层巯基半胱氨酸单分

子膜来考察溶液中 SOD 的电化学活性，同时以裸金电极作为对比，实验结果证实 SOD 能够固定于分子

修饰电极的表面上，使得电极反应更容易实现，这可能由于半胱氨酸在界面自发形成的一种热力学稳定

分子层，更有利于实现 SOD“软着陆”。随后，他们又将 3 种 SOD( Cu，Zn-SOD，Fe-SOD 和 Mn-SOD) 分别

固定在巯基半胱氨酸修饰的金电极界面上，首次同时实现 3 种 SOD 的直接电子传递; 巯基半胱氨酸作

为促进剂加快电子的传递。通过分子设计在界面上自组装单分子体系考察电子转移过程，为更深层次

的分子设计和功能组装反馈信息［18］。
此外，作为一种常用的选择性结合组氨酸标记蛋白质的方式，次氮基三乙酸 /组氨酸( NTA /HT) 技

术成为组氨酸结合最成功的模版。其将蛋白质定向有序固定在电极表面上，并加快电子传递。Jolnson
等［19］利用该通用模版技术成功将蛋白质固定在金电极表面上，通过大环效应使 NTA 衍生物的三氮杂

环与金属离子稳定反应，使得该体系具有更高的稳定性。Wang 等［20］首次利用 NTA /HT 技术将 SOD 修

饰到电极表面上，极大提高了电子传递速率，电子传递常数为( 24±1．1) s!1 ; 同时，实现了 SOD 的直接电

化学，并进一步应用于鼠脑在局部缺血和再灌注的过程中 O·－
2 自由基浓度变化的检测。

在简单的蛋白质-分子仿生体系中，分子设计在提高传感器检测底物的灵敏度、控制活性中心与电

极表面距离、加快长程电子转移等电分析化学的应用和理论方面发挥了重要作用。
2．1．2 纳米材料 利用酶的特异性检测 O·－

2 自由基时，往往受限于酶负载量过少或缺乏电子传递导体

从而致使电信号过小或者电子传递过慢，影响传感器的整体分析性能。纳米材料是材料学中最基础、最
活跃的组成部分。不同于体材料和单个分子，纳米材料具有小尺寸效应、表面效应和量子尺寸效应等独

特的物理化学性质，特别是良好的生物相容性和稳定性，可作为负载酶的良好基质，在传感领域获得广

泛的应用。
Brown 等［21］将直径 12 nm 单层金溶胶颗粒修饰二氧化锡电极，实现了溶液中 Cyt． c 的直接、可逆电

化学，且无需任何预处理步骤。金溶胶颗粒可看作是空间紧密而独立的微电极组合体。但随着纳米颗

粒的聚集，Cyt． c 的电化学变的准可逆或者不可逆，表明纳米金属尺寸和形貌在实现蛋白质的直接电子

传递中也起到极其关键的作用。Zhu 等［22］首次利用 1，5-戊二硫醇交替连接 Au、Ag 胶体制备多层 Au /Ag
膜，在温和条件下通过氯金酸溶液去除成孔物质纳米 Ag，通过层层自组装技术在氧化铟锡( ITO) 电极表面

制备了纳米多孔金膜。Cyt． c 保持其生物催化活性，电子转移速率为 3．9 s!1。同时，该第三代传感器具有

良好的选择性和稳定性，其检出限达到 6．3 × 10!6 mol /L，线性范围是 1．0 × 10!5 ～ 1．2 × 10!2 mol /L。
Bi 等［23］通过将多壁碳纳米管修饰玻碳电极上实现了 SOD 的固定。多壁碳纳米管表面的晶格缺陷

提供了较高的局部电子密度，有利于电子在酶蛋白和碳纳米管之间传递; 同时，特殊结构的碳纳米管可

以作为“分子导线”，加快电子传递到 SOD 的活性中心，以上两方面因素致使 SOD 在电极表面上实现直

接电子传递。
Deng 等［24］利用蒸汽方法直接在预处理 ITO 表面沉积上一层花状 ZnO 纳米材料，设计出新型纳米

材料界面，增大了基底的比表面积和导电性。同时，生物相容性保持了 SOD 的高生物催化活性，结合

ZnO 作为“纳米导线”加快电子的传递作用，实现了 SOD 的直接电子传递，构筑了第三代 O·－
2 生物传感

器，异相电子传递常数可达( 10．4 ± 1．8) s!1。Zhu 等［25］将 Cyt． c 固定在 SiO2 纳米材料修饰的玻碳电极

表面上，实现了 Cyt． c 的直接电化学。实验数据证实 Cyt． c 的直接电子传递及微环境的改变与 SiO2 双

功能结构的空间几何构象有关。该模型能够定性的解释纳米材料的尺寸和浓度对氧化还原蛋白的直接

电子传递的影响，同时也为广泛应用无机纳米材料来促进电子传递提供一种新思路。
随着纳米技术的不断发展和壮大，各种纳米材料在传感器领域的应用日趋广泛［26～30］。纳米材料所具

有的高比表面积、高活性、特殊物理性质及生物相容等特性使其成为应用于传感方面最有前途的材料之一。
2．2 基于酶直接电子传递的 O·－

2 传感器

直接电子传递是蛋白质分子与电极表面在没有任何媒介和试剂的情况下直接进行电荷交换，这样

有利于电子传递效率的提高，更能反映生物体系内的氧化还原系统，为揭示生物体内电子传递的机理奠
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定了基础。但是酶蛋白的活性中心通常是深埋在其内部，当其固定在裸电极表面时，没有合适的界面微

环境来实现其直接电子传递，致使阻碍其在活体检测方面的实际应用。通过界面设计使修饰电极可以

建立理想的接触界面，暴露酶的电活性中心，实现酶与电极之间快速的直接电子传递，并利用其对 O·－
2

自由基的选择性达到预期的检测目的，对于预防和治疗疾病以及抗氧化药物的研发都具有现实意义。
2．2．1 基于 Cyt． c 的 O·－

2 传感器 Cyt． c 是一种存在于线粒体内膜外侧的金属蛋白分子，是呼吸链中

一个重要的电子载体。通过血红素辅基中心铁离子价态的变化来传递电子，在细胞呼吸链中具有举足

轻重的作用。研究其在电极上的电子传递及与 O·－
2 自由基的生物作用，对于了解生命体内的能量转化

和物质代谢具有重要的意义。因此，探索实现 Cyt． c 与电极表面之间的直接电子传递成为电分析化学

研究的方向之一。
Cooper 等［31］将巯基半胱氨酸自组装到裸金电极表面，通过碳二亚胺缩合反应固定 Cyt． c，考察了

Cyt． c 与电极之间的电子传递情况，结果显示 Cyt． c 在电极表面实现直接电子传递; 其表观电位为2 mV
( vs． SCE) ，表明此 O·－

2 传感器具有潜在实际应用的可行性。Cooper 等［32］采用电化学分析方法检测黄

嘌呤 /黄嘌呤氧化酶体系酶化反应产生的 O·－
2 自由基，其原理如图 1 所示。酶化反应产生 O·－

2 自由基

还原 Cyt． c，自身被氧化成 O2 ; 同时还原态的 Cyt． c 在电极表面正电位下迅速被氧化为氧化态。基于此

反应机理，他们实现了嗜中性粒细胞中应激产生的 O·－
2 自由基的动态检测，且引起的电流响应速率与

图 1 O·－
2 电流传感器的作用机理示意图［32］

Fig．1 Mechanism of operation of amperometric O·－
2

sensor［32］

O·－
2 自由基的产生速率成线性关系。

O·－
2 传感器的灵敏度取决于负载活性酶的数量

以及酶与自由基的反应速率。Wegrich 等［33］利用定

点诱变技术在 Cyt． c 活性位点附近引进带正电荷的

赖氨酸，考察其在巯基分子修饰的金电极上的分析性

能。实验数据表明诱变重组的 Cyt． c 均具有氧化还原

电活性，能够实现直接电化学，并且与 O·－
2 自由基的

反应速率显著加快。基于诱变 Cyt． c 构筑的电化学生

物传感器在灵敏度和稳定性上都有不同程度的提高。
纳米材料的不断发展为电极界面设计提供了新的契机，其巨大的比表面积和良好的生物相容性，既

能增大酶的负载量，又能较好的保持酶蛋白的高催化活性，同时作为良好导体加快电子的传递。Ｒahimi
等［34］将多层碳纳米管 /室温离子液体的纳米复合材料与 Cyt． c 混匀后，直接滴涂到玻碳电极表面上，简

单有效地制备了 O·－
2 第三代生物传感器。首先，多层碳纳米管作为电子促进剂，加快 Cyt． c 和电极之间的

电子传递; 其次，室温离子液体保持了 Cyt． c 的空间构象结构和生物催化活性，二者协同提高了传感器的

灵敏度、响应时间、检测限等分析性能。
正如人们所期望的，基于 Cyt． c 的 O·－

2 传感器可避免抗坏血酸、尿酸的干扰，能够在低电位下检测

O·－
2 。然而，作为过氧化物酶的本质特点，Cyt． c 同样能够还原来自酶化反应产生和体内共存的 H2O2，

受其干扰。虽然 Gobi 等［35］报道可以通过设计电极来控制 Cyt． c 的过氧化酶活性，但 Cyt． c 不是 O·－
2 的

特异性酶，这极大限制了其在复杂生物体系中的选择性检测的作用。众所周知，SOD 可高活性和选择

性地将 O·－
2 歧化为 O2 和 H2O2

［36］，从而完成 O·－
2 高选择性测定。因此，采用 SOD 替代 Cyt． c 来构筑高

灵敏度和高选择性的 O·－
2 生物传感器越来越受到业内人士的普遍关注。

2．2．2 基于 SOD 与仿生 SOD 的 O·－
2 传感器 SOD 是广泛分布于生物体内重要的抗氧化酶，也是生物

体内清除自由基的首要物质。作为一种金属蛋白酶，常见的几种不同金属中心 SOD 是 Cu，Zn-SOD，

Mn-SOD，Fe-SOD 和 Ni-SOD［37～39］，它们都能将 O·－
2 自由基有效的歧化为 H2O2 和 O2 保护机体不受 O·－

2

毒性的侵害。但其电活性中心都包埋于蛋白质深处，致使 SOD 与电极表面的直接电子传递难以实现。
因此，实现 SOD 与电极之间的直接电子传递对第三代 O·－

2 生物传感器的构筑以及实际应用的发展具有

现实意义。
Ohsaka 等［40］首次将 Cu，Zn-SOD 修饰在半胱氨酸自组装修饰的金电极表面上构筑了第三代 O·－

2
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传感器。实验结果表明，自组装的半胱氨酸分子可作为 SOD 电极反应的促进剂。结合传感器高灵敏

度、高选择性和快速响应的良好分析性能，实现对酶化反应产生 O·－
2 自由基的检测，这一工作是利用

SOD 直接电化学实现 O·－
2 自由基检测的一个巨大突破。Ohsaka 课题组［41］首次发现 O·－

2 自由基在 SOD
电极上能够同时氧化和还原，并进行对比实验证实了可以在氧化和还原电压双向检测 O·－

2 自由基，这

为实现溶液中 O·－
2 自由基的分析检测提供了第一手资料，同时为实现持久和可靠的检测生物体系里的

O·－
2 自由基奠定了基础。接着，Tian 等［18］首次在半胱氨酸膜修饰的电极上同时实现 3 种活性中心

SOD( Cu，Zn-SOD，Fe-SOD 和 Mn-SOD) 的直接电子传递。如图 2 所示，通过活性中心的氧化还原循环，

SODs 能够催化 O·－
2 还原成 H2O2 和氧化成 O2，使得阳极和阴极上的电流响应明显增大，这说明 SOD 对

O·－
2 具有双功能电催化活性。结合 SOD 快速电子传递的特性，该传感器为双向实现 O·－

2 电化学检测的

提供了一条可行性路线。
Ge 等［42］将 Cu，Zn-SOD 和 Fe-SOD 固定在巯基半胱氨酸修饰的裸金电极表面上，研究其动力学和

图 2 SOD 催化 O·－
2 歧化的机理示意图［18］

Fig． 2 Mechanism of O·－
2 dismutation catalyzed by

superoxide dismutase( SOD) ［18］

吸附过程，结果表明通过不同动能学过程均能结合

到电极表面上。
在实际应用检测中，高灵敏、高选择性的检测方

法越来越显示出其重要性。纳米技术的发展为高灵

敏电化学分析方法的发展提供了机遇。例如，纳米

材料在生物分析检测中得到了广泛应用，已有多种

信号放大方法用于高灵敏电化学分析方法的构建。
如图 3 所示，Tian 课题组［43］首次在锥状、棒状和球状

3 种不同形貌的纳米金表面上同时实现了 SOD 的直

接电化学。热力学和动力学分析表明 SOD 在不同界

面上的电子转移速度，与纳米金的形貌有关; 同时，

良好的生物相容性让纳米金表面的 SOD 保持了其自

身的生物催化活性，可用来构建既可在氧化电位又

可在还原电位下进行 O·－
2 自由基检测的生物传感器。此外，一步电沉积制备金纳米的方法简单、廉价，

图 3 生物传感器的工作机理示意图［43］

Fig．3 Mechanism of operation of biosensor［43］

无需其它步骤，结合良好的分析性能大大增加了其

应用于实现生物体内 O·－
2 测定的可行性。

综上所述，分析检测都是在体外分析体系中通

过外来不断加入 O·－
2 自由基进行电分析，与体内的

复杂生物环境截然不同。因此我们很有必要对体内

O·－
2 自由基进行准确的分析检测，以便更好的深入

理解 O·－
2 自由基在生理和病理上中所发挥的作用。

3 细胞释放 O·－
2 检测

在细胞水平上，当细胞受到外界刺激或者生理

病变过程中会产生过量 O·－
2 自由基，从而对细胞生

理功能产生重要影响，进而引起生理病变。因此，构

筑适于检测细胞内 O·－
2 自由基的传感器，原位、实时地检测 O·－

2 自由基浓度的变化，对疾病预防与治疗

的途径具有重要的生理及病理意义。
Tanaka 等［44］利用碳纤维修饰电极检测由免疫球蛋白 G 和卟啉醇肉豆蔻酸乙酸酯刺激单中性白细

胞产生 O·－
2 自由基的氧化电流。实验证明 O·－

2 自由基会在刺激 1 min 后产生，5 min 达到最大值，

20 min 后消失，这种方法获得的电流-时间关系与传统方法获得的结果一致。随后，Tanaka 课题组［45］

设计了一种检测由单个噬菌细胞释放 O·－
2 自由基的电流方法，其灵敏度高达到 fA 级。
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在实际样品检测时，天然酶的空间结构和构象变化容易致使其丧失催化活性，成为制约它们实际应

用瓶颈。为了避免这些缺陷，基于活性位点-铜、铁和锰设计的低分子量、具有 SOD 生物活性的仿生酶

研究已陆续报道［46～49］。Cabelli 等［50］研究了锰磷酸盐作为仿生 SOD 在有机活体内的抗氧化机理。为了

证明结果的可靠性，他们采用两种不同方法: 脉冲辐射法和 Co-60-γ 辐射法产生 O·－
2 自由基。实验证明

Mn2+与 O·－
2 自由基反应生成暂态的 MnO2+，然后 MnO2+快速歧化生成 O2 和 H2O2。

Tian 课题组［51］利用 Mn3( PO4 ) 2 具有仿生 SOD 的生物特性，在高导电纳米针状 TiO2 膜上构筑了一

个具有选择性高和稳定性好的第三代 O·－
2 生物传感器，提供了一种方便、快速原位直接检测贴壁生长

在修饰膜表面的正常人胚肾细胞 HEK 293T 和 CHO 癌细胞释放的 O·－
2 自由基的电化学分析新方法。

检测原理如图 4 所示，O·－
2 在 Mn3( PO4 ) 2 仿生酶的催化作用下发生歧化反应的过程中，将 O·－

2 分别转

化成 O2 和 H2O2( 如图 4A) 。此过程可看成是分别在两个电极上独立进行的两个反应。一方面，在阳极

反应中图( 4B) ，电解液中的 O·－
2 被 MnO2+的氧化生成 O2，同时 MnO2+被还原成 Mn2+。而生成的 Mn2+能

够在电极上失去电子，重新被氧化成 MnO2+。另一方面，在阴极反应中( 图 4C) ，O·－
2 氧化 Mn2+ 生成

MnO2+，而生成的 MnO2+在电极表面得到电子被还原成 Mn2+。因此，在 O·－
2 存在的情况下，通过 Mn2+修

饰电极上的氧化或还原电流检测 O·－
2 。因此，通过两极上氧化或还原电流信号的变化，即可实现对 O·－

2

的检测。电化学信号表明此生物传感器可以实现细胞应激反应产生 O·－
2 自由基的可逆响应，暗示 O·－

2

图 4 Mn2+ /MnO2+催化歧化 O·－
2 自由基示意图［51］

Fig．4 Schematic illustration of O·－
2 dismutation catalyzed

by Mn2+ /MnO2+［51］

自由基可作为一种癌症生物标记物，为生理和病理

方面的研究提供了基础。
基于 SOD 生物仿生酶-Mn3( PO4 ) 2，Zhou 等［52］

开发了一种可靠和持久原位实时检测 O·－
2 自由基的

方法。Mn2+通过离子交换作用进入 zeolite-ZSM-5 的

纳米结构中，进一步被聚二烯丙基二甲基氯铵化覆

盖固定到电极表面上。沸石的纳米微结构加快了

Mn2+的直接电子传递，其表观电位是 ( 561 ± 6 ) mV
( vs． Ag /AgCl) ，位于 O·－

2 /O2 和 O·－
2 /H2O2 动力学电

位内，可以将 O·－
2 歧化为 O2 和 H2O2。利用分子筛

较好的生物相容性和细胞黏附性，让细胞贴壁生长，

可靠、持久的原位实时测定了细胞释放出来的 O·－
2

自由基浓度，实现从理论到实践应用的转变。
作为细胞信号的传导分子，O·－

2 自由基与金属

离子密切关系，包括 Ca2+ 通道、K+ 通道、Na+ 通道等。
Tian 课题组［53］基于 Mn-TPAA( Mn-tris［2-( 2-pyridylmethyl) aminoethyl］amine) 仿生酶构筑了 O·－

2 生物传

感器，具有高的稳定性和良好的重现性。以 Hela 细胞为模型，他们进一步研究了细胞释放 O·－
2 自由基

与细胞内 Ca2+之间的依存关系。如图 5 所示，在无抑制剂时，加入 Ang Ⅱ后荧光强度明显增强，说明
Ang Ⅱ刺激细胞产生的 O·－

2 促使细胞内 Ca2+的释放，Ca2+与 Fluo 4-AM 结合，从而使荧光增强。然而，

在实验前先用 NADPH 氧化酶抑制剂 Apo 或阴离子通道阻滞剂 DIDS 处理 10 min，再进行的相同实验

时，Ang Ⅱ刺激细胞前后荧光强度没有明显变化。这说明 Apo 抑制细胞外 O·－
2 的产生而影响荧光强度

的增加，DIDS 阻止细胞外 O·－
2 进入细胞而抑制细胞 Ca2+ 浓度的增大。这一研究对认识自由基信号的

传导与其它生理和病理的关系提供了一种新思路。

4 活体 O·－
2 电化学分析

电化学分析方法虽具有高灵敏性、原位、实时在线检测等优点，适于活体内 O·－
2 自由基的分析和检

测，但目前这方面鲜有文献报道。
对于植物体内 O·－

2 自由基的检测，Deng 等［54］基于半导体 ZnO 纳米材料成功构筑了第三代生物传
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图 5 细胞外 O·－
2 产生与细胞内 Ca2+浓度的关系［53］

Fig．5 Ｒelationship between generation of extracellular O·－
2 and intracellular Ca2+ concentration［53］

图 6 豆芽体内 O·－
2 自由基检测的装置示意图［54］

Fig．6 Schematic illustration of setup for in vivo detection

of O·－
2 in a bean sprout［54］

感器，实现了豆芽体内 O·－
2 的检测。如图 6 所示，活

体实验采用双电极体系，ZnO /SOD 微电极作为工作

电极，铂丝作为对电极。ZnO /SOD 微电极的制备步

骤如下: 首先，ITO 导电玻璃切割成刺状; 然后，将

ZnO 纳米材料电沉积到导电玻璃表面上，并进一步

负载 Cu，Zn-SOD。结果表明，通过一步、无模版的电

沉积得到新型六角形 ZnO 纳米材料，可实现了 SOD
的直接电子传递; 再结合 SOD 对 O·－

2 自由基的催化

歧化，实现了豆芽体内 O·－
2 自由基的在线检测。该

项研究不仅为酶蛋白在纳米结构半导体膜上构筑第

三代生物传感器建立了一个模型，也为研究生物体

内 O·－
2 作用机理开启了一扇窗口，可以更深入的理

解 O·－
2 自由基在生理学和病理学中的作用。
利用 TTCA( 5，2: 5，2-terthiophene-3-carboxylic acid) 聚合物膜依次共价键固定 DGPD( 1，2-Dipalmi-

toylsn-glycero-3-phosphoethanolamine-n-dodecanylamine) 和 Cyt． c，Ｒahman 等［55］制备了一种高稳定、高灵

敏的体内检测 O·－
2 的第三代传感器。他们通过持续不断的往鼠脑注入可卡因溶液刺激产生 O·－

2 ，并利

用该传感器对细胞外的 O·－
2 进行检测。如图 7 所示，该传感器在盐水、急性和重复注射可卡因不同实

验条件下产生了不同程度的电流响应，其中重复注射可卡因操作下传感器的灵敏度最高。!0．31 V 的

低电位结合聚合物膜的屏蔽可使传感器在测定 O·－
2 自由基时避免抗坏血酸、尿酸、过氧化氢、氧气等干

扰，从而保证此微型传感器植入鼠脑成功测定体内 O·－
2 自由基的浓度，并且能够实现动态检测体内

O·－
2 自由基浓度随可卡因不断急性注入的变化。该微型生物传感器可以作为监测兴奋剂药物暴露引起

细胞外 O·－
2 自由基浓度变化的一种有效工具。

近来，Tian 等［56］提出了一种植入型微碳纤维电极直接实现活体内 O·－
2 自由基检测的新思路。此

碳纤维基底上固定的 SOD 在测定 O·－
2 上拥有显著的高选择性和良好的稳定性; 同时背景电流的减小使

得碳纤维微电极在高灵敏测定生物体内 O·－
2 自由基占有优势。随后，Tian 课题组［20］首次利用 NTA /HT

技术实现了 SOD 在 NTA 修饰电极上的直接电化学，极大提高了电子传递。整个传感器的制备过程如

图 8( A 和 B) 所示。结合传感器的高灵敏度、高稳定性的分析性能以及碳纤维电极生物相容性和可微

型化特点，该课题组成功实现鼠脑在缺血再灌注过程中 O·－
2 自由基浓度的变化检测( 图 8C) 。该研究

为体内活性氧的进一步研究提供了一种新思路，同时也为理解其在氧化应激和生理病理过程中的作用

提供了独特的视角。
建立基于纳米材料与功能分子设计界面的 O·－

2 自由基检测新方法和适于活体检测的超微电极技
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图 7 传感器的感应机理及稳定性示意图［55］

Fig．7 Schematic illustration of mechanism and stability of sensor［55］

图 8 ( A) NTA 和 SOD 修饰电极过程示意图; ( B 和 C) 碳纤维电极制备过程以及利用碳纤维电极检测鼠脑

内 O·－
2 过程示意图［20］

Fig．8 ( A) Schematic illustration of a modification process of nitrilotriacetic acid ( NTA) and SOD; ( B) and ( C)

schematic diagram of an electroanalytical system for in vivo monitoring of O·－
2 in a rat brain containing carbon fiber

microelectrode and reference electrodes［20］

术，将为研究 O·－
2 等活性氧在细胞信号转导中的作用，进而解析 O·－

2 自由基等活性氧在生命活动中的作

用机理，治疗和预防与氧化应激等有关疾病，以及抗氧化物新药的研制与开发等提供一种新的研究思路。

5 总结与展望

综上所述，基于 SOD 的 O·－
2 自由基电化学分析方法具有灵敏性高、选择性好、易于实时、在体检测

等优点。同时，蛋白质在电极界面的电化学行为与其在生物体内环境的电子传递行为有类似之处，可以

利用具有仿生界面特点的传感器来研究生物体系的电子传递情况。虽然目前 O·－
2 自由基的电分析方

法取得了长足的进步，但实际生理条件下 O·－
2 自由基产生、消亡的动力学研究尚欠缺，意味着对 O·－

2 自

由基在生命活动中的作用和机理仍处于探索研究阶段，还需进一步与生命科学和医学紧密结合，在生命

体系中进行深入的探索。此外，通过设计制备新型纳米材料和合成新颖分子，可构筑生物相容性更佳、
灵敏度更高、稳定性更好的 O·－

2 自由基传感器; 在实际样品的测定中，通过将电极微型化、阵列化，可实

现细胞内 O·－
2 自由基的定性、定量以及原位实时、在线、高通量的检测; 将设备商品化，以及与计算机联
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用，实现连续、自动化分析检测，更适合临床和现场的检测分析，这预示电化学分析将在 O·－
2 传感器的

未来进程中发挥着前所未有的作用。
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Progress on Electrochemical Determination of Superoxide Anion

WANG Zhen，ZHANG Li-Min，TIAN Yang*

( Department of Chemistry，Tongji University，Shanghai 200092，China)

Abstract Superoxide anion ( O·－
2 ) is the primary species of the reactive oxygen species ( ＲOS) ，resulting

from the metabolism of O2 in the living organisms． Its dynamic changes can provide broad implications in
physiological and pathological conditions． Therefore，the analytical methods that can determine O·－

2 real-time
and in vivo are receiving more and more attention． In light of these requirements，electrochemical approaches
are the most promising candidate technologies in analysis of O·－

2 due to their simplicity，direct measurements，
and ease of miniaturation． This review summarizes the recent progress on electrochemical analysis of O·－

2

taking into consideration toward the key issues: design of the electrolyte /electrode interface，direct electron
transfer of enzymes，and applications in live cells and animals．
Keywords Superoxide anion; In vivo; Electrochemical analysis; Direct electron transfer; Enzymes; Ｒeveiw
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