
电致化学发光!

!"#

"是化学发光和电化学相

结合的产物#其通过在电极上施加一定的电压#使

电生物质之间或电生物质与体系中其他组分之间

产生电子转移形成激发态# 当其激发态返回到基

态即产生发光现象
$%

电致化学发光法的高灵敏度

使其在生物传感和免疫分析方面得到广泛应用#

并成为生命分析化学领域的主要研究手段之一&'()*

$+

传统的电致化学发光技术以三电极系统为基础#

分别用导线连接# 通过光电倍增管或者电荷耦合

元件!

"",

"检测工作电极表面
!"#

信号的变化以

实现定量或定性分析
$

随着微加工技术的发展#电

致化学发光装置发生了极大的变化
$%

双极电极作

为一种导体#一般置于溶液的微管道中
$%

当微管道

两端施加电压时# 溶液和双极电极之间电势的差

别#使其一端成阳极#另一端为阴极
$%

若外加电场

足够大# 电活性物质会分别在阳极和阴极发生氧

化和还原反应
$%

以钌联吡啶和三丙胺!

-./

"为例#

其阳极发生氧化并发出较强的
!"#

信号# 同时氧

气或其他电活性物质在阴极发生还原
$+

双极电极和

外加电源之间无需导线相连#故该检测装置的构建

更简便
$+

此外# 被分析物不需要参与阳极的
!"#

反

应#仅通过对双极电极的电流产生影响实现检测#

从而极大地拓宽了
!"#

的应用范围
$+

钌联吡啶有

较强的发光效率#其
!"#

信号能实现可视化#信号

读出更简便快捷
$+

同时#双极电极还易于阵列化#利

用
"",

捕获每一传感界面上的
!"#

信号以实现

多指标同时检测#可提高单次分析中所获得的信息

量
$+

双极电极信号放大较三电极系统更佳# 其阳极

和阴极的分别修饰可实现高灵敏的
!"#

检测
$

!

双极电极工作原理
!"!

开放式双极电极
开放式双极电极如图

'

所示#将微电极集成在

玻璃基底上#然后置于
.,01

芯片的微管道中
$+

当

在微管道两端施加一定的电压!

!

232

"时#就会沿着

管道的方向产生电场
$+

此时#处于其中的电极将成

为等势体 !图
'4

"

$+

图
'"

为双极电极
!

电致化学发

光装置的等效电路图
$+

微管道中总电流!

"

567889:

"可分

为溶液中离子的迁移引起的电流!

"

;

"及双极电极上

法拉第反应的电子流动电流!

"

<=9

"#其大小取决于溶

液电阻!

#

;

"和双极电极电阻!

$

9

"#关系式如下$

"

<=9

"

567889:

>'(

"

;

"

567889:

>

$

;

$

;

?$

9

当
$

9

%@@$

;

时#

"

<=9

%AA!"

567889:

# 溶液电场可视为均

匀电场
$%

此时# 双极电极
!

溶液界面的电势差如下

双极电极!电致化学发光技术在
生物分析中的应用

吴梅笙'BC

!徐静娟'D
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"

摘要! 在微管道两端施加一定的电压时# 置于这个电场中的金属或半导体带与溶液的界面电势差达到一定的数

值后#就会引起溶液电活性物质在其两端发生氧化还原反应#该金属或半导体带即称为双极电极!

4.!

"

$+4.!

与电

致化学发光!

!"#

"技术的完美结合有诸多优点#如浓度富集&灵敏度高&成本低&装置轻便且不需要外加光源等#极

适合生物分析检测
$+

本文综述了双极电极
"

电致化学发光技术在生物分析中的应用#并展望相关发展趋势
$

关键词! 双极电极%电致化学发光%钌联吡啶%阵列传感器
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式!
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其中"

!

*

和
!

%

分别代表溶液沿着电极方向位

于
& '&,

和
& '&$

()(*

处的电势"

#

,

代表微管道中的电

场强度
1&

对一给定的电场"电极长度越长"双极电

极上的电势差越大
1&

因电极表面溶液的电势连续

变化"故在
%

*

和
%

%

之间会有一点#

&'&

,

$的电势与

双极电极电势相同
1&

相应的电极可分为两部分!阴

极%

&2&

,

&和阳极%

&3&

,

&

1&

电极上任意一点与溶液

之间的电势差
!

4&5

能够反映电极上发生电化学氧化

还原的能力
1

!

6&5

'%

()(*

+%

6&5

'(

"

6&

"

+&5'

"%

()(*

$

()(*

6&

"

+&5

从公式可以看出"

!

6&5

不仅受外加电场调控"还

与双极电极的长度以及管道的长度有关
17

当外加

电压足够大时" 电活性物质就能分别在双极电极

的阳极和阴极发生氧化和还原
1&

!"#

闭合式双极电极
目前"闭合式双极电极的研究报道虽然较少"

却有着独特的优势
1&

图
!

是闭合式双极电极的示

意图%

8

&及等效电路图%

9

&"其双极电极是电路导

通的必经之路
1&

从图
#9

和
!9

可以看出"开放式体

系双极电极和溶液为并联%式
6#5

&"而闭合式体系

即为串联%式
6!5

&

1

%

-.-

'&)*

*/%00()
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#
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'7)*
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*/%00()
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%

!

&

并联电路的总电阻小于任何一个分电阻"在

相同的外加电压下" 闭合式体系的电流比开放式

体系的小" 使施加在溶液
!

双极电极界面上的电压

%

),

9<=

&较开放式体系的大
1

#

双极电极
!

电致化学发光传感器
双极电极与电致化学发光技术的完美结合使

其在生物分析中的应用得到了快速发展
17

目前"双

极电极
#

电致化学发光技术已经成功地用于检测生

物大分子%

?@8

ABC

'糖化血红蛋白A>,C

'前列腺抗原A>>C

&'

小分子#

D

!

E

!

'

F

G

H(4I@5

J

'多巴胺'葡萄糖&

A>!+>$C

'细

胞A>J+>BC以及催化剂的筛选A!"C等
1

#"!

双极电极
!

电致化学发光机理
施加在双极电极两端的电势差达到临界值

时"钌联吡啶和三丙胺在阳极发生氧化"同时溶解

氧在阴极还原
179%KL

课题组详细研究了钌联吡啶

及其共反应剂#三丙胺"

M<8

&之间的电致化学发光

机理 A!>C

"并提出了几种不同的反应模式
17

其常见反

应模式如下!

NO6PQR5

G

!:

&+&(&! NO6PQR5

G

G:

&6ESTL%-T.05

M<8&+&(&! M<8

:&

M<8

:&

&! M<8

:&

:&D

:

M<8

:&

&:&NO6PQR5

G

G:

&! ANO6PQR5

G

!:

C

U

&:&6<K.LO*-5

*

NO6PQR5

G

!:

+

U

&! NO6PQR5

G

!:

&:&-.

NO6PQR5

G

!: 在电极上被氧化成
NO6PQR5

G

G:

"同时

M<8

也氧化成
M<8

:&

" 并进一步发生脱质子反应
1&

此时
NO6PQR5

G

G: 和
M<8

之间发生氧化还原反应"产

生激发态的
NO6PQR5

G

!:U

"

NO6PQR5

G

!:U 返回基态时释

放出光子
1&

研究表明"电极表面的钌联吡啶还可不

&

图
>&&

开放式双极电极工作原理
81&

开放式双极电极示意图,

91&

等势体,

I1&

等效电路图
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!
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"

图
#""

闭合式双极电极工作原理
$%"

闭合式双极电极示意图"

&%"

等效电路图
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直接氧化#而通过下述过程产生发光!

@*$"A"0"! @*$

B"

@*$

B"

! @*$ "B"C

B

"

@*$

"

B"D<E5.8F

G

#B

"! D<E5.8F

G

B

""B"*+14<-7

@*$

B"

"B"D<E5.8F

G

B

"! @*$"B"HD<E5.8F

G

#B

I

J

HD<E5.8F

G

#B

I

J

"! D<E5.8F

G

#B

"B"!"

@*$

首先在电极表面发生氧化生成
@*$

B"

#随

之进一步脱质子生成
@*$

"

#

@*$

" 可与
D<E5.8F

G

#B

反应生成
D<E5.8F

G

B

#

D<E5.8F

G

B 再和
@*$

B" 反应生成

激发态的
D<E5.8F

G

#BJ

#其返回基态时释放出光子
%

!"!

信号放大
双极电极上

KLM

信号不仅与阳极的
KLM

反

应有关#还受阴极还原反应的调控
%"

目前#利用阴

极的还原反应进行
KLM

调控分成两种主要方式!

一是可引入对氧气还原反应具有催化能力的物

质HNO!PO!QO#RI

#另者是加入比氧气或
C

B 更易还原的电活

性物质 H!RO!#O!SI

%TL+11U3

课题组将铂纳米粒子修饰的

VW$

组装至阴极 #增强
KLM

信号 #这主要归因

于铂纳米粒子对氧气的还原反应的催化作用 HNI

%"

随之#

L:(

课题组在双极电极阴极组装铂纳米粒

子# 据此原理发展了一种简便的筛选催化剂的方

法H#RI

%"

作者课题组将
$<

纳米膜电沉积于
X@Y

阴极

上得
$<ZX@Y

杂化电极 H!QI

#其阴极电极面积增大%

氧气过电位降低# 催化氧气的还原反应
%"

结果表

明# 钌联吡啶在
$<ZX@Y

杂化电极上的
KLM

信号

较
X@Y

杂化电极提高了
[

倍
%

L+11U3

课 题 组 将 双 极 电 极 浸 入 苄 基 紫 精

&

&\

#B

'和
D<E5.8F

G

#B 的混合溶液中#虽然这两者之

间并没有发生化学反应#但是
D<E5.8F

G

#B 的
KLM

发

生了明显的变化
%"

这归因于
&\

#B 还原电位较
C

B

低#因此#其在较小的驱动电压下就可在阴极发生

还原反应#促进阳极表面
D<E5.8F

G

#B 的氧化反应H!#I

%"

他们后续又设计了双管道微芯片# 分别将双极电

极的阳极和阴极置于不同的管道# 用盐桥将这两

根管道相连# 将双极电极的阴极浸入铁氰化钾溶

液#阳极浸入
D<E5.8F

G

#B

#此时铁氰化钾可取代氧气

在阴极发生还原反应# 使驱动钌联吡啶反应的电

压降低H!RI

%"

作者课题组将标记了二茂铁&

'-

'的适配

体组装至电极表面#

'-]'-

B 还原电位低于氧气的还

原电位# 故双极电极两端发生氧化还原反应所需

的外加驱动电压降低H!SI

%

!"#

生物分析
对双极电极的电化学性质已经有了详尽研究#

而双极电极
"

电致化学发光作为一种新兴的技术#在

生物分析方面的应用仍较少HNO!RO![O!QO##I

%"#RR!

年#

^6,_

课题组首先建立了双极电极
#

电致化学发光在生物

分析方面应用的雏形H#GI

#并将
`

型的
*7

电极置于

微管道中#然后在微管道两端施加一定的电压#当

溶液有
M$

缬氨酸#

M%

天&门'冬氨酸和
M&

丙氨酸时#

钌联吡啶的
KLM

信号发生不同程度的下降# 随后

双极电极的理论和实验研究有了较大的突破H!#I

%T

但

直到
#RRa

年#

L+11U3

课题组才构建了第一支双极

电极
'

电致化学发光传感器# 并用
*7TW*3

标记的

VW$

对氧气还原反应的催化作用以增强阳极的

KLM

信号HNI

#但该研究并未进行
VW$

的定量检测
%T

#R!!

年# 作者课题组利用叶酸对钌联吡啶的信号

有很强的猝灭作用# 首次实现了细胞表面受体的

定量检测 H!aI

%T

当叶酸
!

钌联吡啶混合溶液和肿瘤细

胞共存时# 溶液中的叶酸会与细胞表面受体高特

异性结合#并被胞吞进入细胞#使得溶液中钌联吡

啶的
KLM

恢复#进而估算
CMZSR

细胞表面叶酸受

体为&

a%RP!R%QP

'

"!R

Z!a

T;1/

$

-0//

Z!

#且肿瘤细胞表面

的叶酸受体含量明显高于正常细胞#同时该方案还

可用于研究细胞对叶酸的胞吞和胞吐现象
%T

为将生

物分子特异性地捕获在电极表面#作者课题组还在

双极电极的阳极构建了传感界面#并实现了细胞内

G

! !
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年

%&'(

的检测)*+,

-.

为提高
/01

信号!将钌联吡啶包裹

在硅球内部并修饰在硅球表面 "

&2345&26789:

;

!<

#!

然后将该
/01

纳米颗粒组装于
='(

链的末端!

与单分子标记"

&26789:

;

!<

>'?3

$相比!其信号增强

了
!@

倍! 该传感器对于
='(

的检测限低于
*"

>*A.

.

%BC

%

1

>*

-.

再以
0D3E5FG3.H=I

为载体将双链
='(

转染进入细胞! 并进行细胞内
J>K9J.&'(

含量的

定量检测
-.

检测结果显示!肿瘤细胞中的
J>K9J

水

平明显高于正常细胞
-.

为提高
/01

检测的灵敏度!

还制备了
(2>LMN

杂化电极"图
;

$!以
(2

阴极促

进氧气的还原!同时在阳极构建生物功能界面!通

过二茂铁"标记于
='(

末端$和钌联吡啶在阳极

的竞争氧化反应以实现高灵敏的细胞表面蛋白检

测)*O,

-P

上述两种方法均通过在阳极构建传感界面实

现生物分子的定量检测
-.

随后又在双极电极的阴

极构建传感界面"

QJ

标记的适配体$!利用
QJ

< 的

还原电位较氧气低! 实现了细胞内
(MR

的检测)*A,

-.

在阴极表面构建传感界面的方法可以有效避免阳

极反应和阴极反应的化学干扰
-.

此外! 在阴极表面

的传感反应较阳极更加简便!只需要电活性物质在

阴极发生还原反应即可!并不需要参与阳极的
/01

过程
-

钌联吡啶具有较强的发光效率!容易实现可视

化检测
-.

作者课题组利用双极电极构建了电子开

关!并用于前列腺抗原"

R3(

$的高灵敏成像检测)!@,

-.

两根
LMN

双极电极间隔
!"".!%

!在双极电极表面

修饰
R3(

抗体! 当溶液有
R3(

及
(2.'RI>R3(

二

抗复合物存在时! 就会在这两根电极及其间隔处

形成夹心型结构!再通过
(2.'RI

的催化沉积作用

使银纳米粒子沉积于两根电极的间隔处! 那么两

支电极之间就会形成电子通路并成为一支完整的

电极! 这将使得双极电极的有效长度和导电性增

加!驱动钌联吡啶
/01

的外加电压大幅下降!而只

有一个
/01

发光点!这与没有
R3(

的情况完全不

同"两个发光点!钌联吡啶
/01

信号分别在这两根

双极电极的阳极产生$

-.

尤其在新的驱动电压下!无

目标分子存在时! 钌联吡啶就没有
/01

信号
-.

因

此! 可采用高浓度的钌联吡啶以提高
/01

成像信

号!这种强发光信号可用裸眼观测"图
@

$

-.3STGGBG

课题组据二茂铁对钌联吡啶电致化学发光信号的

猝灭作用!实现了二茂铁的可视化检测)!$,

-

此外! 可视化的双极电极
"

电致化学发光检测

技术为传感器阵列的发展提供新契机
-.

将灵敏度

高& 能可视化检测的光学传感原理与阵列传感模

式相结合! 用成像技术对每一个双极电极进行可

视化分析实现多信息的同时获取! 极大地提高了

分析效率和检测通量
-.0UBBVI

课题组曾用成像技

术研究外加电压与双极电极长度& 钌联吡啶的发

光面积之间的关系 )*!,

-.

随后构建了
*W""

个双极电

极阵列! 图像分析表明所有的双极电极上的
/01

.

图
;..(2>LMN

杂化双极电极的细胞表面蛋白检测示意图)*O,

.Q4X-.;..3JSE%TY4J.UE8UEIEGYTY4BG.BZ.(2>LMN.S97U4D.[R/.ZBU.JECC.I2UZTJE.8UBYE4G.DEYEJY4BG

)*O,

.

图
@..

电子开关的可视化免疫分析示意图)!@,

. Q4X-. @..3JSE%TY4J. 4CC2IYUTY4BG.BZ. YSE.ECEJYU4JTC. I\4YJS. ZT7U4>

JTYED.79.ITGD\4JS.4%%2GE.JB%8CE].4G.IEGI4GX.JSTG>

GEC.ZBU.D4UEJY.B8Y4JTC.UETDB2Y.4G.UE8BUY4GX.JSTGGEC

)!@,

@
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"

图
#""

纸基双极电极
"

电致化学发光用于葡萄糖检测示意图$%%&

"'()*+#"",-./012-3/4+2(.56-07/6/89054/:;<=+390-9/)>7?507)6@853/74/9/89(5A

$%%&

信号都有着较好的一致性$%#&

B7

后续又初步研究了糖

化血红蛋白"

C2D!8

#模型的可视化传感器阵列 $!E&

B7

首 先 将 生 物 识 别 分 子 组 装 于 阴 极 表 面 $ 当

C2D!8

被阴极捕获时$ 它会阻碍铁氰化钾在阴极

的还原反应$从而导致
;<=

信号发生明显的变化
B7

该研究证明了双极电极阵列在可视化生物分析方

面应用的可行性
B7F-A)

课题组利用闭合的双极电

极发展了可视化阵列芯片%图
G

&$用于抗坏血酸'

过氧化氢'葡萄糖以及三丙胺的检测$!G&

*7H@

课题组

同样根据闭合的双极电极原理$ 在双极电极阴极

修饰辣根过氧化物酶$实现了过氧化氢快速'灵敏

的成像检测$%I&

*

随着双极电极
#

电致化学发光技术的进一步发

展$其玻璃基底进一步拓展至纸基芯片上$纸基传

感器在检测方面具有很大的优势())纤维质的材

料
*7

该传感器是通过毛细现象实现流体运输$因而

无需外界驱动力
*7

最近$作者课题组将双极电极和

驱动电极印刷在纸基表面$ 然后在双极电极阴极

表面修饰壳聚糖和多壁碳纳米管%图
#

#$当葡萄糖

存在时$ 组装的葡萄糖氧化酶就会催化葡萄糖产

生过氧化氢$增强阳极的
;<=

发光$%%&

*7

!

展 望
近年发展起来的双极电极

$

电化学发光技术$

其微型化器件的构建有着独特的优势$ 已越发得

到关注
*7

下述展望双极电极
%

电致化学发光今后可

能的发展趋势!

!

#高效信号放大技术!提高
;<=

传感器的灵

敏度对生物分子的高灵敏检测至关重要$ 其最有

效的方法即采用信号放大策略
*7

随着生物技术和

纳米材料技术的迅速发展$利用纳米材料'生物及

7

图
G77

多管道闭合双极电极
&

电致化学发光成像分析示意

图$!G&

7'()*7G77;6/89058J/K(6@K(A/38/A8/ 7 3/A3(A) 7 .6-9?50K7 2-3/4 7

5A79J/7K@69(8J-AA/678653/472(.56-073>39/K

$!G&

G

! !



电 化 学 !"#$

年

电化学等多种技术放大检测信号! 将成为双极电

极
!

电致化学发光传感器的重要研发方向
%

!

"新型高效发光试剂#钌联吡啶有较强的发

光效率! 但随着
&'(

生物分析技术应用的日益广

泛及纳米科学的发展! 溶液相钌联吡啶电致化学

发光已经不能满足需求
%)

近年!高效
&'(

纳米材料

已引发广泛关注
%)

纳米材料的
&'(

性能取决于其

形貌以及结构组成!形貌可控$无毒$具有
&'(

活

性良好的纳米材料合成将成为双极电极
!

电致化学

发光技术发展的当务之急
%

*

"可视化传感器阵列#双极电极易于阵列化!

双极电极
!

电致化学发光技术已用于可视化分析!

但其主要用于单一组分的检测
%)

可视化传感器阵

列的关键在于在一块芯片上构建不同传感机理单

元以提高其传感性能! 在此基础上可提升检测的

准确性! 有效降低现有单一检测中假阳性与假阴

性率过高的缺陷问题
%)

此外!据可视化图像处理技

术的传感器阵列数据直观$灵敏度高$通量高
%)

开

发新技术$新材料和微加工工艺!促进可视化传感

器阵列的集成化$微型化以及高度自动化!这将对

生物研究起着极大的推动作用
%

+

"纸基传感器#纸基分析技术价格低廉$可一

次性使用!装置便携$易于大规模生产!并且纸基

生物传感器对变化的颜色更敏感
%)

可将纸基分析

技术和双极电极
!

电致化学技术相结合并用于可视

化生物分析
%
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