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摘要 活细胞中的亚细胞结构是维系细胞生命活动的核心功能单元, 其异质性与动态变化和生理病理进程密

切相关. 纳米电极电化学分析技术兼具高时空分辨率、高灵敏度与亚细胞结构尺寸适配等优势, 成为亚细胞水平

原位检测的重要工具之一. 本文系统综述了纳米电极电化学分析技术在活细胞内亚细胞分析领域的研究进展: 首
先, 阐述纳米毛细管电极和实心碳纤维/金属丝/铂化碳化硅纳米电极两大类纳米电极的可控制备及表面功能化修

饰策略; 进而, 探讨其在单囊泡、细胞器邻近微区和单个细胞器原位实时定量检测三个层面的应用; 最后, 展望了

该领域面临的挑战及未来发展方向.
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1 引言

细胞作为生命活动的基本功能单元, 其内部各类

亚细胞结构通过高度区室化精准分工与协同作用维系

着复杂的生命过程
[1~8]. 线粒体、溶酶体等细胞器, 以

及承担转运功能的囊泡, 共同构成生物分子合成、能

量代谢、信号传导及物质储存的核心功能区域. 各类

亚细胞结构的功能异质性与动态变化直接关联细胞增

殖、分化、凋亡等生命活动, 并与多种疾病的发生发

展密切相关
[9~11]. 然而, 传统基于群体平均值的分析方

法, 往往会丢失亚细胞层面的异质性信息与原位动态

特征 , 难以精准阐释亚细胞水平的分子调控机

制
[2,12~14]. 因此, 在活细胞内实现亚细胞水平原位、高

时空分辨的高灵敏检测, 已成为解析细胞生命活动规

律与阐明疾病病理机制的核心研究需求.

活细胞内亚细胞分析仍面临诸多技术挑战. 亚细

胞结构不仅尺寸仅为(亚)微米级别, 还存在内部成分

复杂、目标分子丰度低、动态过程瞬息多变等特征,
极大增加了原位定量检测的难度. 近年来, 荧光成像、

流式细胞术、质谱分析等技术, 为亚细胞层面的研究

提供了重要支撑, 但各类技术仍存在固有局限. 其中,
流式细胞术

[15~17]
与质谱分析

[18~21]
需要对细胞器进行

分离提取, 破坏了细胞器的原生微环境, 无法还原真实

的生理状态. 荧光成像技术依赖外源性探针标记, 在一

定程度上干扰细胞器的生理活性, 且时间分辨率仍有

待进一步提高
[22,23]. 超分辨荧光成像技术虽打破了光

学衍射极限的限制, 却难以实现生物分子的实时定量

检测与动态追踪
[24~29]. 相比之下, 纳米电极电化学分

析技术凭借高时空分辨率、高灵敏度及对细胞损伤小

等独特优势, 逐渐成为亚细胞原位分析领域的理想检
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测手段
[30~37].

本文系统梳理了纳米电极电化学分析技术在亚细

胞分析领域的研究进展, 并从技术基础与应用实践两

大维度展开论述. 其中, 技术基础章节围绕功能化纳

米电极的构建展开, 涵盖纳米毛细管电极和实心碳纤

维/金属丝/铂化碳化硅纳米电极的结构设计、制备工

艺与表面修饰策略等. 应用实践部分依次从单囊泡、

细胞器邻近微区、单个细胞器原位实时定量检测三个

研究层面展开阐述: (1) 活细胞内单囊泡电化学检测.
通过精细操控纳米电极穿透细胞膜, 检测囊泡与电极

碰撞释放儿茶酚胺、活性氧(reactive oxygen species,
ROS)与活性氮(reactive nitrogen species, RNS)等电活

性分子, 同时该方法还涵盖非电活性分子的酶催化转

化检测方法. (2) 活细胞内细胞器邻近微区电化学分

析. 实现目标细胞器邻近微区内还原型烟酰胺腺嘌呤

二核苷酸 (nicot inamide adenine dinucleot ide,
NADH)、ROS/RNS、核酸、氨基酸等生物分子的精

准识别与实时动态监测. (3) 活细胞内单细胞器电化学

分析. 完成单个线粒体、溶酶体等细胞器的靶向检测

与功能表征, 于亚细胞尺度揭示细胞器特征与细胞功

能调控的内在联系. 最后, 文中总结了该领域现存的

关键科学难题与技术瓶颈, 并对未来发展趋势进行展

望, 以期为亚细胞层面的生命机制研究及相关疾病诊

断工作提供参考.

2 纳米电极的制备

纳米电极电化学分析技术凭借其高灵敏度与高时

空分辨的显著优势, 已成为活细胞内亚细胞分析的核

心研究工具. 按材料类型可分为碳基纳米电极与金属

基纳米电极. 前者生物相容性优异且制备成本较低,
后者具备高电导率与优良的电化学响应. 按电极结构

不同, 可分为纳米毛细管电极和实心碳纤维/金属丝/
铂化碳化硅纳米电极等. 本节系统梳理了各类纳米电

极的制备策略, 为后续亚细胞层面的分析研究奠定理

论与技术基础.

2.1 纳米毛细管电极

纳米毛细管电极通常以非导电的石英或硼硅酸盐

毛细管作为基底, 借助激光微电极拉制仪可制备出不

同尖端孔径的纳米毛细管. 随后通过在管壁可控沉积

碳、金、铂等导电材料构建电化学传感界面. 在导电

层沉积工艺中, 物理气相沉积(physical vapor deposi-
tion, PVD)因成膜均匀性好、基底适用性广、工艺可

控性强等优势而成为目前最常用的制备技术, 主要包

括磁控溅射与电子束蒸镀两类
[38,39]. 我们课题组前

期采用磁控溅射技术在硼硅酸盐毛细管外壁沉积铂

层, 结合聚二甲基硅氧烷与绝缘蜡封装外壁, 仅在毛

细管尖端暴露约1 μm长的铂层作为电化学传感界面

(图1a)[40,41]. 通过调控溅射角度, 可在毛细管尖端内

壁构筑长度约5 μm的电化学传感界面, 高效采集管内

待测分子的电化学信号 , 显著提升其检测灵敏度 .
近期, 徐静娟课题组

[42]
采用磁控溅射技术, 于纳米毛

细管外壁依次沉积钛黏附层与银层, 并通过化学氧化

处理成功构筑银/氯化银(Ag/AgCl)纳米电极, 该电极

可同时兼具工作电极与参比电极双重功能. 此外, 为

进一步拓展毛细管壁功能层的应用维度, 可先通过电

子束蒸发在毛细管外壁制备钛黏附层, 再分区沉积铂

与镍功能层. 随后采用原子层沉积技术在管壁包覆氧

化铝绝缘层, 以提升电极稳定性与抗干扰能力. 最

后利用聚焦离子束对尖端进行精密切割, 即可制备

集ROS检测与温度传感于一体的双功能纳米电极

(图1b)[43].
上述基于PVD的制备策略多聚焦于在纳米毛细管

外壁修饰导电材料. 若需构筑内壁传感界面, 可通过刻

蚀去除外壁导电层, 或采用绝缘遮蔽手段封闭外壁导

电区域以抑制背景信号. 例如, 利用电子束蒸发在纳

米毛细管内外壁同时沉积金层后, 借助盐酸刻蚀去除

外壁金层, 即可制备仅内壁含金的纳米电极并应用于

后续检测. 然而, 此类操作不仅会增加制备工序复杂

度, 还易因工艺不稳定性降低电极制备的重复性. 为

简化制备流程、提高电极性能稳定性, 热解法与化学

气相沉积法(chemical vapor deposition, CVD)被广泛

用于纳米毛细管内壁导电层的可控构建. 热解法以甲

烷、乙炔等作为碳源, 在惰性气氛下对碳源进行高温

裂解, 使碳材料沉积于石英纳米毛细管内壁形成导电

碳层
[44~49]. 具体流程如下: 将拉制好的石英纳米毛细

管封装于大尺寸石英套管内部, 通入氩气维持惰性保

护氛围; 再从石英纳米毛细管后端通入甲烷与乙炔碳

源气体, 经高温煅烧使碳源在毛细管尖端内壁沉积,
最终形成导电碳层. 但是, 该方法仍存在管内碳层沉

积不均匀的现象.
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为此, Mirkin课题组
[50~53]

通过调控CVD工艺中甲

烷/氩气流量比与反应时间, 实现了碳纳米毛细管电极

均匀、可控且可批量的制备. 将拉制完成的石英纳米

毛细管置于管式炉中, 通入特定比例的甲烷与氩气混

合气氛, 在700~900 °C条件下恒温反应0.5~1 h, 随后

于氩气保护氛围中自然冷却. 碳层厚度与微观结构受

毛细管几何形貌、沉积温度、反应时长及气体流量比

共同调控
[54~56]. 缩短沉积时间并降低甲烷/氩气比例可

制备带有空腔的碳纳米毛细管电极, 而延长沉积时

间并提高气体比例, 则易形成开口式碳纳米毛细管电

极
[57~59]. 此类碳基纳米毛细管电极的尖端开口内径可

低至十余纳米, 且导电层整体处于等电位状态, 可最

大限度降低沿毛细管轴线的电压降. 管内壁碳层不仅

具有优异的电化学性能, 还可作为金、铂等导电材料

及酶反应体系的修饰基底
[50,52,60~62]. 同时, 其中空结构

特征可在电化学原位检测基础上, 实现单细胞内物质

图 1 (网络版彩图) (a) 磁控溅射法制备铂层修饰纳米毛细管电极的示意图及扫描电子显微镜(scanning electron microscope,
SEM)图像

[41]. 比例尺=200 nm. (b) 外壁分区沉积铂、镍层的双功能纳米电极制备示意图及氦离子显微镜表征图像
[43]. 比例尺

=400 nm. (c) 集成双分离传感器的双回路纳米毛细管电极的制备流程示意图及SEM图像
[68]. 比例尺=200 nm. (d) 集成Ca2+与

ROS传感器的θ型纳米毛细管制备示意图, 透射电子显微镜(TEM)图像和明场图像
[35]

Figure 1 (Color online) (a) Schematic diagram showing the fabrication of a Pt-coated nanopipette electrode via magnetron sputtering and scanning
electron microscope (SEM) image [41]. Scale bar=200 nm. (b) Schematic illustration of dual-functional nanoelectrode with regionally deposited Pt and
Ni layers on the outer wall, and helium ion microscopy characterization image [43]. Scale bar=400 nm. (c) Schematic illustration of the fabrication
procedure for dual-circuit nanopipette electrode integrated with two independent sensors, along with an SEM image [68]. Scale bar=200 nm.
(d) Schematic diagram showing the fabrication process of a θ-nanopipette integrated with a Ca2+ sensor and a ROS sensor, transmission electron
microscope (TEM) image, and bright-field image [35].
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输运、微量胞质抽取及单细胞器精准捕获等功能, 进

一步拓展电极的应用场景
[35,63~66].

此外, 基于纳米毛细管内外壁的复合修饰策略, 可
构筑具备双传感界面的纳米毛细管电极, 实现多靶

点、抗干扰的电化学传感. 黄卫华课题组
[67]

采用热解

法, 在毛细管内壁距管口5~10 μm处沉积碳层. 随后在

碳层表面通过电沉积铂纳米颗粒、共价交联固定葡萄

糖氧化酶等工艺, 构建特异性目标检测界面. 再通过磁

控溅射法在管口内壁及毛细管外壁沉积铂层, 并调控

溅射角度实现碳层与管内铂层的空间隔离. 其中, 管

内铂层可作为“电化学法拉第笼”, 有效屏蔽胞内电化

学活性干扰分子的响应信号. 碳层表面修饰的铂纳米

颗粒及共价交联固定葡萄糖氧化酶作为传感器, 可实

现活细胞内葡萄糖的原位精准检测. 我们课题组
[68]

通

过CVD工艺在纳米毛细管内壁沉积碳层作为内电路

检测单元, 同时在外壁溅射铂层构建外电路检测单元

(图1c). 利用聚焦离子束对毛细管尖端进行加工, 隔离

内壁碳层与外壁铂层并形成两套独立的电化学电路.
该结构可同步检测活细胞内单个线粒体与细胞质中的

ROS, 为解析线粒体与胞质间的亚细胞信号交流提供

技术支撑.
除在单通道纳米毛细管内外构筑双电化学检测电

路外, 还可以利用双通道θ型纳米毛细管设计出多组分

同步检测的双电化学传感界面
[35]. 如图1d所示, 密封

其中一个通道的末端, 对另一通道采用CVD技术沉积

导电碳层并修饰铂黑, 构建基于计时电流法的ROS检
测传感器. 再向密封通道内注入离子选择性膜, 制备

出基于电位法的Ca2+传感器. 该双通道传感器可同步

监测线粒体中Ca2+与ROS的动态变化, 阐明二者的相

互作用规律及其在线粒体、溶酶体与胞质等亚细胞区

域的信号调控机制.
此外，通过液相化学沉积或光化学还原等策略，

同样可实现纳米毛细管内壁的金属层修饰. 例如, 在紫

外光照射下, 填充于纳米毛细管内的氯金酸溶液可在

管壁发生缓慢还原反应, 形成2~4 nm厚的金膜, 再经

洗涤、干燥与退火处理后制备出超薄镀金纳米毛细

管
[69]. 还可通过在纳米毛细管内引入氯金酸与过氧化

氢反应体系, 原位合成厚度约2~5 nm的金膜
[70]. 此外,

通过在纳米毛细管内部填充氯金酸、氯铂酸等金属前

驱体溶液, 在管外引入硼氢化钠、盐酸羟胺等还原剂.
通过调控施加的偏压, 调控还原反应速率, 可实现金属

材料在毛细管尖端区域的可控沉积
[71~73].

以上电极制备方法是通过在毛细管内外壁构建电

化学传感界面, 利用分子的电化学氧化还原, 引起法拉

第电流的变化实现分子测量. 除此之外, 还可以利用流

经毛细管内外的离子电流变化实现分子测量. 1997年,
Bard课题组

[74]
发现纳米毛细管电极在0.1 mol L−1

氯化

钾电解质溶液中呈现非线性电流-电压响应特征, 即在

相同幅值的正负偏压条件下, 正向电流的绝对值显著

小于负向电流, 该现象被定义为离子电流整流效应

(ion current rectification, ICR). 纳米毛细管内壁自带

固有表面电荷, 会吸附溶液中的反离子并形成扩散双

电层(diffuse double layer, DDL), 这也是ICR效应产生

的根本原因
[75~77]. 在低浓度电解质溶液中, DDL厚度

与纳米毛细管孔径相当. 受内壁固有电荷的静电作用

影响, 离子在负偏压下更易穿过孔道, 而在正偏压下

则受到静电排斥, 最终产生ICR现象. DDL厚度主要受

孔道内径、表面电荷密度与电解质浓度共同调控. 基

于该机制, 在纳米毛细管内壁修饰功能性核酸或蛋白

质分子, 可精准调控内壁电荷分布与孔道内分子构象,
显著提升电极对ROS、三磷酸腺苷(adenosine tripho-
sphate, ATP)、RNA和氨基酸等目标分子的检测选择

性与灵敏度
[78~87].

2.2 实心碳纤维/金属丝/铂化碳化硅纳米电极

碳纤维微电极由碳纤维与毛细管组装而成, 制备

过程对操作精度要求极高
[88~91]. 需借助真空泵或镊子

将单根碳纤维插入空心纳米毛细管内部, 毛细管的尖

端内径需略大于碳纤维尺寸. 随后采用环氧树脂对电

极尖端进行绝缘封装, 以避免因管内填充物泄漏而引

发的背景信号波动. 最后, 回填电解质溶液或碳粉, 并
连接导电金属丝, 即可完成碳纤维微电极的制备. 该类

电极尺寸由碳纤维基材决定, 通常为数微米至数十微

米. 为了进一步缩小电极尺寸, Ewing课题组
[92,93]

采用

碳纤维火焰蚀刻改性工艺. 如图2a所示, 碳纤维嵌入毛

细管后经激光拉制, 获得内嵌碳纤维的纳米毛细管. 随
后, 用手术刀切割碳纤维端部, 使其暴露长度缩小至

100~150 μm. 再将电极置于丁烷火焰中旋转缓慢刻蚀,
通过精准调控火焰温度, 实现碳纤维尖端尺寸的可控

缩减与形貌调控.
为进一步缩短碳纤维暴露长度并优化检测信噪

比, 黄卫华课题组
[94,95]

对制备工艺进行了优化. 将火焰
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刻蚀处理后的碳纤维插入硼硅酸盐毛细管内部, 通过

加热熔融毛细管尖端玻璃实现绝缘封装(图2b). 该工

艺可将碳纤维的暴露长度控制在1 μm以内, 并且电极

尖端直径小于100 nm. 火焰蚀刻还能够激活碳纤维表

面活性位点, 显著提升对抗坏血酸、3,4-二羟苯乙酸

和血清素等电活性分子的检测灵敏度
[96]. 在此基础上,

通过化学或电化学沉积法在电极表面修饰金属纳米颗

粒, 可进一步增强电极的电催化性能
[97]. 通过在电极

表面共价交联酶反应体系, 可实现乙酰胆碱等非电活

性物质的特异性检测
[30]. 此外, 利用θ型双通道石英纳

米毛细管封装两根不同功能的碳纤维, 还可实现双组

分信号的同步检测
[98].

金、铂等贵金属具备优异的电化学活性, 常被用

于构筑纳米电极的电化学传感界面. 通过电化学刻

蚀、激光辅助拉制等工艺精准调控其微观形貌, 是实

现纳米电极尖端可控制备的主流技术路径. (1) 电化

学刻蚀法. 该方法操作简便、尺寸调控灵活, 被广泛

应用于金属基纳米电极的制备研究中. 邵元华课题

组
[99]

以直径20 μm的铂丝为基材, 将其插入硼硅酸盐

微米毛细管. 随后, 置于刻蚀液中并施加+2 V电压开

展电化学刻蚀, 再经聚酰亚胺绝缘处理, 获得针尖直

径约100 nm的铂纳米圆盘电极. 朱安伟课题组
[100]

则以

直径15 μm的钨丝为基材, 利用电化学刻蚀将其加工

为钨纳米探针, 再利用静电吸附作用在探针表面修饰

金纳米颗粒, 制备出针尖直径低至16 nm的复合纳米

电极. 此类研究均依托电化学刻蚀实现电极尖端纳米

化, 并通过后续表面修饰进一步优化电极界面性能,
以适配电化学传感检测需求.

(2) 激光辅助拉制法. 该工艺适配金、铂等高延展

性金属, 可实现金属针尖一体化成型制备. 如图2c所
示, Mirkin课题组

[101~103]
提出将金属丝插入玻璃毛细

管, 置于激光微电极拉制仪进行拉制的一体化制备方

案. 激光加热使毛细管熔融封装金属丝, 施加适当拉

力使金属丝断裂. 最后通过抛光或刻蚀暴露金属尖端

活性区域, 得到金属丝纳米电极. 李永新课题组
[104]

在

激光拉制法制备金纳米盘电极的基础上, 通过氢氟酸

刻蚀制得金纳米电极(图2d). 在此基础上, 通过欠电位

沉积法在金纳米电极表面沉积铜纳米颗粒, 再利用铜

图 2 (网络版彩图) (a) 锥形碳纤维纳米电极的制备示意图
[92]. (b) 锥形碳纤维纳米电极尖端的SEM图像

[94]. 比例尺=1 μm.
(c) 激光辅助拉伸法制备铂纳米电极的示意图

[101]. (d) 金纳米电极的TEM图像
[104]

Figure 2 (Color online) (a) Schematic diagram showing the fabrication of the conical carbon fiber nanoelectrode [92]. (b) SEM image of the tip of a
conical carbon fiber nanoelectrode [94]. Scale bar=1 μm. (c) Schematic illustration of the Pt nanoelectrode prepared by the laser-assisted pulling
method [101]. (d) TEM image of a single Au nanowire electrode [104].
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与氯铂酸的化学置换反应, 制备出负载铂纳米颗粒的

金纳米电极, 实现电极功能化改性. 然而, 这些工艺仍

存在明显应用局限, 后期抛光与刻蚀处理极易破坏电

极原生活性界面, 既削弱了纳米电极制备尺寸与结构

的可控性, 也会直接造成电极电化学传感性能衰减
[39].

总体而言, 电化学刻蚀与激光辅助拉制是当前贵金属

纳米电极尖端制备的两大核心手段, 前者适配基材范

围广、易实现复合改性, 后者更适合高延展性金属一

体化成型, 实际研究中可依据电极材质、目标尖端尺

寸与应用场景择优选用.
此外, 以纳米线、纳米管等一维导电纳米材料为

基底, 可通过微加工与组装工艺制备单根纳米线/纳米

管电极. 以碳化硅纳米线电极的制备为例, 如图3a所
示, 利用超声振荡将碳化硅纳米线均匀分散于乙醇溶

液中; 随后将悬浮液涂覆于载玻片表面, 待溶剂完全

蒸发后切割载玻片, 使纳米线随机裸露于切割边缘.
最后借助显微操纵仪拾取单根纳米线, 将其部分插入

预先填充液态金属并以石蜡密封的毛细管尖端, 纳米

线尖端的暴露长度可通过显微操控系统精准调控
[105].

针对碳化硅本征电导率偏低的问题, 组装前可通

过CVD工艺沉积碳层, 或采用电化学或化学方法修饰

铂纳米颗粒, 以此提升电极导电性能
[105~107]. 黄卫华课

题组
[105]

通过CVD法在碳化硅纳米线表面沉积导电碳

层, 制备得到碳层包覆碳化硅(carbon layer-coated sili-
con carbide, SiC@C)纳米线电极.该电极兼具优异的柔

韧性与机械稳定性, 多次弯曲后电化学性能仍可保持

稳定. 相较于后期表面修饰策略, 近年来发展的一锅

法合成策略可实现导电核壳纳米线电极的规模化制

备, 可选用的导电材料包括导电聚合物、铂纳米颗粒

及铱钌氧化物纳米颗粒等
[108~110]. 该方法可在非导电

纳米线表面原位生长致密导电层, 不仅简化了制备工

艺, 还拓展了电极基材的选择范围, 且电极的电化学

响应相对标准偏差低于3%, 具备高重现性、高稳定

性、优异电化学活性与功能化潜力. 在应用方面, 基

于铂纳米颗粒与生物酶的协同修饰, 该纳米线电极可

实现活细胞内亚细胞区中非电活性分子的特异性检测

图 3 (网络版彩图) (a) 铂化SiC@C纳米线电极的制备示意图及SEM图像
[105]. 比例尺=1 μm. 插图(下方: 500 nm; 上方:

500 nm). (b) 铂纳米颗粒与谷氨酸氧化酶共修饰SiC@C纳米线电极的制备示意图和SEM图像
[111]. 主图比例尺=1 μm; 放大图

比例尺=200 nm
Figure 3 (Color online) (a) Schematic of the fabrication of platinized SiC@C nanowire electrode and SEM image [105]. Scale bar=1 μm. Inset
(bottom: 500 nm; top: 500 nm). (b) Schematic description of the fabrication of SiC@C nanowire co-modified with Pt nanoparticles and glutamate
oxidase, and corresponding SEM image [111]. Scale bar=1 μm for the main image; scale bar=200 nm for the magnified inset.
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(图3b)[111,112]. 此外, 以θ型毛细管作为封装载体, 将两

种功能化修饰的纳米线或碳纤维分别嵌入双通道内

部, 通过物理隔离即可完成双组分信号的同步原位检

测
[113~115].

3 细胞内单囊泡电化学分析

神经递质在胞内合成后会特异性富集于囊泡中,
囊泡递质储存量、胞外释放水平与动态释放动力学,
对神经元活动及机体稳态调控具有关键作用

[116~119].
囊泡主要分为大致密核心囊泡(large dense-core vesi-
cles, LDCV)与小突触囊泡(small synaptic vesicles,
SSV)两类. LDCV直径为150~300 nm, 多分布于肾上

腺嗜铬细胞、胰腺β细胞等内分泌细胞中; SSV直径约

50 nm, 主要参与神经元突触传递
[120,121]. LDCV内部含

有致密核心, 可在微小腔体内富集海量化学信使分子

(可达数百万级别 ) , 并调控囊泡内部渗透压稳

态
[121,122]. 为实现活细胞内囊泡神经递质含量的原位

精准电化学分析, Ewing课题组
[92]

建立了细胞内囊泡

碰撞电化学计数法(intracellular vesicle impact electro-

chemical cytometry, IVIEC), 可原位定量检测单细胞内

单个囊泡的儿茶酚胺总量, 为囊泡递质电化学检测开

辟了新路径(图4a). 将纳米电极刺入大鼠嗜铬细胞瘤

细胞后 , 胞内囊泡可扩散并吸附至电极表面 . 在

+700 mV (vs. Ag/AgCl)极化电位下, 囊泡膜发生电化

学氧化裂解, 释放的电活性递质随即被氧化. 依据法拉

第定律可将电流信号换算为递质分子数量, 从而实现

亚毫秒级时间分辨的囊泡内容物定量分析.
为进一步解析胞吐动力学机制 , 研究人员将

IVIEC与单细胞安培法(single-cell amperometry, SCA)
联用, 分别定量检测胞吐前囊泡递质总储量与刺激后

的胞吐释放量 , 进而计算神经递质的释放比

例
[92,121,123]. 如图4b所示, 毛兰群课题组

[124]
采用碳纤维

纳米电极与微米圆盘电极分别开展胞内IVIEC检测与

胞外SCA检测, 探究帕金森病相关蛋白7缺失对儿茶酚

胺囊泡储存及胞吐行为的调控作用. 结果表明, 该蛋白

缺失不改变囊泡内儿茶酚胺储存总量, 但会促进α-突
触核蛋白聚集, 并显著上调完全胞吐的占比. 在此基

础上, 他们课题组
[31,33,125,126]

进一步探究了性别差异、

纳米塑料暴露等因素对囊泡递质储存与释放的调控规

图 4 (网络版彩图) (a) 基于锥形碳纤维纳米电极对单个囊泡内电活性神经递质进行电化学定量分析的示意图
[92]. (b) 基于纳

米尖端电极与圆盘电极定量检测囊泡内儿茶酚胺含量及胞外儿茶酚胺释放过程的示意图
[124]. (c) 基于双电极体系同步检测囊

泡内含物与胞吐释放过程的示意图
[127]. (d) 基于酶修饰SiC纳米线电极监测囊泡内谷氨酸含量的示意图

[111]

Figure 4 (Color online) (a) Schematic illustration of electrochemical quantification of electroactive neurotransmitters within individual vesicles
using a conical carbon fiber nanoelectrode [92]. (b) Schematic illustration for quantifying intravesicular catecholamine content and extracellular
catecholamine release using a nano-tip electrode and a disk electrode [124]. (c) Schematic illustration of the simultaneous detection of vesicular content
and exocytotic release via a two-electrode system [127]. (d) Schematic illustration of intravesicular glutamate monitoring based on enzyme-modified
SiC nanowire electrodes [111].
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律. 其中运动调控研究证实, 运动可显著提升单囊泡儿

茶酚胺储量、增大囊泡及致密核心体积, 促进递质释

放并加快囊泡融合孔的开合动力学进程
[32]. 机制研究

进一步表明, 运动可通过上调胞吐相关蛋白表达、促

进Ca2+内流, 进而增强囊泡分泌功能, 为阐明运动改善

神经功能的化学分子机制提供了实验依据.
为实现递质储存与胞吐释放的同步实时定量检

测, Ewing课题组
[127]

开发了双电极联用检测体系,整合

SCA与IVIEC两种电化学技术. 将两根碳纤维纳米电

极分别置于细胞膜表面与细胞质内部, 实现同一细胞

在100 mmol L−1 K+
刺激前后, 囊泡递质储存与胞吐释

放行为的同步监测(图4c). 研究发现, 化学刺激后囊泡

递质储量呈动态变化, 且总储量始终高于胞吐释放量,
提示囊泡之间以及囊泡与其他细胞器之间存在内容物

转运交流. 推动该技术更贴近在体生理环境的脑组织

研究, 李鲜婵课题组
[126]

构建单囊泡电化学检测平台并

应用于离体脑切片分析. 研究发现, 黑质致密部、腹侧

被盖区、背侧纹状体等不同脑区的神经元, 在神经递

质储存与释放特性上存在显著的脑区异质性.
谷氨酸与乙酰胆碱同样是囊泡内重要的神经递

质, 其囊泡储存与胞吐释放过程可直接调控中枢神经

系统的认知功能
[128]. 但是由于谷氨酸和乙酰胆碱均属

于非电活性物质, 无法在裸电极表面直接发生电化学

氧化还原反应, 因此需对电极进行功能化修饰, 以实

现间接电化学定量检测. 黄卫华课题组
[111,129]

构建酶

修饰碳纤维电极, 完成了单个海马神经元囊泡内谷氨

酸储量的定量分析. 该生物传感器利用谷氨酸氧化酶

催化谷氨酸氧化生成电活性H2O2, 通过检测H2O2在电

极表面的氧化电流信号, 实现谷氨酸的精准定量检测

(图4d). 谷氨酸代谢紊乱与阿尔茨海默病的发生发展

密切相关, 但在单囊泡层面, β-淀粉样蛋白(amyloid
β-protein1–42, Aβ1–42)寡聚体对谷氨酸储存及胞吐过程

的调控机制尚未阐明. 黄卫华课题组
[130]

利用前期发展

的谷氨酸电化学传感器,定量监测可溶性Aβ1–42寡聚体

对神经元囊泡谷氨酸储存与释放的动态影响; 结合分

子生物学表征与动物模型验证, 系统揭示了阿尔茨海

默病不同病程中Aβ1–42寡聚体诱发胞吐功能紊乱的分

子机制. 在阿尔茨海默病发病早期, Aβ1–42寡聚体通过

上调I型囊泡谷氨酸转运蛋白(VGLUT1)的表达, 促进

囊泡对谷氨酸的装载过程, 提升单囊泡谷氨酸储量与

胞吐释放水平, 进而诱发神经元兴奋性损伤. 随着病

程进展, Aβ1–42寡聚体上调自发释放相关蛋白Vti1a的
表达 , 提高囊泡谷氨酸自发释放频率 . 同时伴随

VGLUT1蛋白表达下调, 最终造成疾病晚期囊泡谷氨

酸储量与释放量显著降低, 引发神经元功能衰退.
囊泡群体存在显著异质性, 其数量、尺寸分布、

内容物含量及释放频率均表现出明显群体差异. 传统

群体检测仅能获取平均化信号, 无法区分有效释放囊

泡与静默囊泡, 难以精准表征释放频率、转运规律及

内容物分布等关键生物学信息. 我们课题组
[50,52]

基

于碳纳米毛细管电极构建电化学电阻脉冲传感技术

(resistive-pulse sensing, RPS), 不仅可实现溶液中脂质

体的精准计数, 还能完成单个脂质体内电活性组分

的定性与定量分析. 在此基础上, 结合扫描电化学显

微成像技术, 以铂化碳纳米毛细管电极为扫描探针,
实现活细胞内单囊泡中ROS/RNS多组分的原位定量

检测
[50].如图5所示,基于常规电阻脉冲传感技术,可通

过识别囊泡穿过孔道时产生的瞬时离子电流阻塞信

号, 完成囊泡计数. 在此基础上, 该研究将氧化还原探

针装载于细胞内, 当铂化碳纳米毛细管电极逼近并刺

穿细胞膜时, 针尖法拉第电流发生特征变化, 可实时

监测电极刺入细胞质的全过程. 随后利用电化学电阻

脉冲技术原位采集胞内单个囊泡, 并对囊泡内四种

ROS/RNS活性组分开展同步定性与定量分析. 检测过

程中, 囊泡迁移进入毛细管孔道后会阻塞离子传导通

路, 引发法拉第电流下降并产生负向脉冲信号. 随后

孔道内囊泡与管壁发生接触破裂, 内部ROS/RNS组分

释放并在修饰电极表面发生电化学氧化反应, 进而诱

导法拉第电流升高并形成正向脉冲信号. 通过单实体

计数可获得囊泡数量、活动频率与尺寸分布特征, 结

合内容物定量结果建立“数量-含量-功能”的关联模型,
精准阐释囊泡分泌与细胞间通讯的核心规律, 为病理

状态评估及药物作用机制研究提供全面可靠的分析

依据.
为进一步探究囊泡尺寸与内容物储量、胞吐动力

学之间的内在关联, Ewing课题组
[64]

采用尖端半径

50~500 nm的碳纳米毛细管电极开展胞内IVIEC检测,
实现不同粒径囊泡群体的电化学分选与表征. IVIEC
结果证实, 经帕金森病临床药物左旋多巴干预后, 不

同尺寸囊泡的平均递质含量均显著上调, 证明左旋多

巴可有效提升单囊泡儿茶酚胺的储存能力. 近年来,
IVIEC技术已进一步拓展应用于神经元体外培养体系,
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可监测不同生长阶段胞内囊泡的神经递质储存水

平
[131]. 研究发现, 随着神经元发育成熟, 囊泡内神经递

质储量呈渐进式增长, 为神经网络体外发育机制研究

提供了精准的定量数据支撑.

4 细胞内细胞器邻近微区电化学分析

细胞器邻近微区的电化学分析, 可在亚细胞水平

实时监测NADH、ROS/RNS等小分子及核酸、蛋白

质等生物大分子的时空分布与动态变化, 为阐释细胞

凋亡、代谢调控等生理病理过程提供定量实验依

据
[132]. 黄卫华课题组

[106]
将构建的纳米电极精准定位

于活细胞的线粒体富集区域, 实现了紫杉醇诱导线粒

体释放ROS的原位动态监测(图6a). 通过对线粒体电

子传递链复合物I~IV, 进行选择性抑制, 研究证实紫杉

醇诱导线粒体产生活性氧的关键作用位点为线粒体复

合体IV, 为阐明化疗药物调控ROS生成的分子机制提

供了亚细胞层面的直接实验证据
[104]. 徐静娟课题

组
[133]

以G-四链体DNA酶为仿生识别元件, 结合纳米

毛细管的ICR传感特性, 实现了线粒体源性ROS的高

灵敏检测. 当体系中存在ROS时, 可显著促进DNA酶
介导的催化氧化反应, 进而改变纳米毛细管内壁的电

荷分布. 结合精准定位技术, 最终实现了线粒体邻近

微区ROS的高空间分辨率原位分析.
NADH在细胞有氧呼吸过程中发挥关键作用, 但

其氧化反应具有较高过电位, 且氧化产物NAD+
易吸

附于电极表面, 造成电极钝化污染. 为此, 龙亿涛课题

组
[39]

在不对称金纳米孔内壁修饰4-巯基儿茶酚, 构建

双极电化学纳米传感平台(图6b). 氧化态邻苯醌可电

催化NADH发生氧化反应, 并生成还原性儿茶酚. 该

反应过程产生的氢气泡能够诱发离子电流阻塞效应,
将传统法拉第电流信号转化为易检测的瞬时离子电流

电阻脉冲响应. 该设计使信号放大倍数提升3个数量级

以上, 实现了人乳腺癌MCF-7细胞线粒体邻近微区中

NADH的实时原位监测.
针对NADH检测过程中的高过电位与电极钝化问

题, 黄卫华课题组
[134]

通过在SiC@C纳米线表面复合修

饰导电聚合物与碳纳米管材料, 有效降低NADH氧化

过电位并显著提升电极抗污染稳定性, 进而实现活细

胞线粒体释放至邻近微区中NADH的动态监测(图6c).
为进一步实现胞内ROS与NADH的同步检测, 该研究

团队研制双通道纳米线电极, 集成两根功能化导电纳

米线, 其中一根修饰铂纳米颗粒用于ROS检测, 另一

根修饰导电聚合物复合材料用于NADH检测
[115]. 基于

该电极体系, 研究成功实现了在白藜芦醇刺激下MCF-7
细胞线粒体释放ROS与NADH的同步追踪; 结果证实

ROS的释放时间较NADH提前数十毫秒, 为阐明白藜

芦醇调控下二者氧化还原通路的时序作用机制提供了

重要技术支撑.
传统固相修饰策略能负载的识别元件种类与数量

图 5 (网络版彩图)基于铂化碳纳米毛细管电极对单个囊泡进行取样, 并同步完成囊泡内ROS/RNS定性与定量分析的示意
图

[50]

Figure 5 (Color online) Schematic illustration of single vesicle sampling and simultaneous qualitative and quantitative analysis of intravesicular
ROS/RNS based on platinized carbon nanopipette electrode [50].
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有限, 限制了电化学可检测的分子类型与分析灵敏度.
基于此, 我们课题组

[41]
提出“液态酶试剂盒”策略, 通过

将试剂盒组分封装于毛细管内部, 实现了单细胞内葡

萄糖含量的同步定量检测. 该体系可维持识别组分的

液态微环境, 有效保留其天然生物活性. 同时, 仅需更

换试剂盒内对应的待测目标组分, 即可拓展多种生物

分子的检测模式, 大幅提升纳米电极对非电活性物质

的分析能力. 我们课题组
[62]

借助铂化碳纳米腔电极尖

端的表面张力, 将液态试剂盒组分限域固定于纳米空

腔内. 该策略利用尖端液态修饰层, 成功建立空间分

辨率高达70 nm的单细胞原位分析方法, 实现了鞘磷

脂酶活性的精准定量检测(图7a).
为突破光电化学技术难以应用于胞内原位分析的

局限, 我们课题组
[38]

构建硒化镉量子点修饰的纳米毛

细管电极, 实现了单细胞内碱性磷酸酶活性的原位光

电化学检测. 将抗坏血酸磷酸酯预装载于纳米毛细管

中, 借助电化学泵将底物推送至胞内; 胞内碱性磷酸

酶催化底物生成抗坏血酸, 可为硒化镉量子点提供高

效电子供体, 从而建立光电流信号与酶活性的定量关

联. 进一步利用光电化学反应的零背景优势, 徐静娟

课题组
[135]

结合杂交链式反应扩增策略, 以[Ru(bpy)2-
(dppz)]2+金属嵌入剂作为信号报告分子, 实现单细胞

内微小RNA的近零背景高灵敏检测(图7b). 基于该检

测体系发现, 细胞核邻近微区的微小RNA浓度显著低

于细胞质主体区域, 同时可有效区分正常乳腺细胞与

癌细胞的微小RNA表达差异.
针对亚细胞水平氨基酸的精准定量难题, 徐静娟

课题组
[136]

制备DNA酶功能化的纳米毛细管电极, 通

过识别L-组氨酸(L-histidine, L-His)诱导DNA链切割所

产生的ICR信号响应, 实现胞质内L-His的高选择性定

量分析. 通过对细胞质边缘、中心及核周区域的L-His
的分布进行电化学定量分析, 系统揭示了其亚细胞时

空分布特征, 为活细胞内氨基酸相关生理过程研究提

供可靠分析方法. 基于电极表面ATP适配体的构象转

变调控, 可实现ATP的高灵敏、高选择性电化学检测.
借助偶氮苯修饰的ATP特异性DNA适配体, 通过紫外-
可见光交替辐照诱导适配体光异构构象切换, 建立单

细胞ATP梯度的可逆检测方法, 同时可完成亚细胞水

平ATP生成与消耗过程的循环监测
[137]. 夏帆与黄福建

课题组
[138]

构建光学-电化学双功能探针, 实现线粒

体、细胞质与细胞核等亚细胞区域内细胞色素C (cy-
tochrome C, Cyt C)的定量分析(图7c). 该探针经光响

应硝基苯磷酸酯笼状Cyt C适配体功能化修饰后, 可在

单细胞亚结构内通过光照激活识别位点. 依托细胞凋

亡不同阶段Cyt C与适配体的结合差异, 实现Cyt C动
态分布的时空追踪, 为阐明细胞凋亡调控机制及癌症

靶向治疗研究提供了高灵敏分析工具.

5 细胞内单细胞器电化学分析

单细胞器水平的动态分析, 是精细解析细胞生命

活动机制的重要研究手段. 传统采用细胞破碎裂解、

细胞器分离提纯的研究策略, 往往会丢失细胞器个体

异质性与原位空间分布信息
[12]. 正因如此, 活细胞内

图 6 (网络版彩图) (a) 基于纳米线电极检测线粒体释放ROS的示意图
[106]. (b) 基于非对称纳米孔电极原位检测线粒体释放

NADH的示意图
[39]. (c) 基于纳米线电极检测线粒体释放NADH的示意图

[134]

Figure 6 (Color online) (a) Schematic showing a nanowire electrode for detecting ROS released from mitochondria [106]. (b) Schematic diagram of
an asymmetric nanopore electrode for intracellular detection of mitochondrial NADH release [39]. (c) Schematic diagram of a nanowire electrode for
monitoring NADH released from mitochondria [134].
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图 7 (网络版彩图) (a) 基于液相修饰铂化碳纳米腔电极的活细胞内亚细胞区室生物分子分析示意图
[62]. (b) 基于光电化学纳

米反应器检测细胞内微小RNA的示意图及相应显微图像
[135]. (c) 基于核酸修饰纳米电极监测亚细胞区室内Cyt C的示意图

[138]

Figure 7 (Color online) (a) Schematic illustration of biomolecular analysis in subcellular compartments of living cells based on a liquid-phase
modified platinized carbon nanocavity electrode [62]. (b) Schematic diagram of a photoelectrochemical nanoreactor for the detection of intracellular
microRNA and the corresponding microscopic image [135]. (c) Schematic illustration of nucleic acid-modified nanoelectrodes for monitoring Cyt C in
subcellular compartments [138].
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单细胞器的精准原位测量, 仍是分析化学领域的关键

挑战之一. 近年来, 纳米电极制备及原位检测技术飞

速发展, 为单细胞器水平的精细化研究提供了坚实的

技术支撑.
我们课题组

[40]
开发了一种集单细胞器提取与电

化学检测功能于一体的纳米毛细管电极, 实现了活细

胞内单个溶酶体的精准提取及内部酶活性的定量分析

(图8a). 该方法首先在纳米毛细管尖端内部构建铂层

电化学传感界面, 并在管内预装载含β-D-吡喃葡萄糖

苷、辅酶葡萄糖氧化酶及破膜剂曲拉通X-100的试剂

盒反应组分. 借助荧光成像技术精准定位单个目标溶

酶体, 通过电渗流作用将该溶酶体定向输运至毛细管

内部. 进入管内的溶酶体破裂后释放的β-葡萄糖苷酶,
与管内预装载的试剂盒组分反应生成葡萄糖, 再经葡

萄糖氧化酶转化产生H2O2. 最终, 产生的H2O2可被毛

细管内壁的铂电化学界面检测, 进而实现活细胞内单

个溶酶体中β-葡萄糖苷酶活性的定量分析. 进一步施

加正向电压, 可将管口处的反应残留物推出管外, 从

而实现同一电极对细胞内多个溶酶体的连续提取与分

析. 研究发现, 同一细胞内不同溶酶体中的β-葡萄糖苷

酶活性具有高度一致性, 而不同细胞的溶酶体内酶活

性存在显著异质性, 为亚细胞水平酶功能机制研究提

供了可靠的技术手段. 该技术成功实现了“单细胞器定

向输运与限域检测”的一体化, 将单细胞电化学分析的

空间分辨率提升至细胞器水平.
传统单细胞电化学检测常将工作电极置入胞内、

参比电极置于胞外, 电压施加过程中易产生跨膜电势

差, 干扰细胞生理活动和电化学测量. 精准检测细胞

核内生物分子对于阐释细胞生理与病理调控机制同样

具有重要研究意义
[139]. 我们课题组

[140]
提出将参比电

极集成于纳米毛细管内部, 与电极尖端外侧的铂环工

作电极形成闭合回路, 由此构建出自参比纳米电极体

系. 该结构可将施加电势限定于毛细管腔体内部, 削

弱了跨膜电势差引发的检测干扰(图8b). 细胞核内

图 8 (网络版彩图) (a) 基于铂化碳纳米腔电极的单个溶酶体提取及溶酶体内葡萄糖苷酶活性定量分析示意图
[40]. (b) 基于自

参比纳米电极的单个活细胞细胞核分析示意图
[140]. (c) 基于铂化碳纳米电极的单个吞噬溶酶体内ROS/RNS分子产生速率检测

示意图
[141]

Figure 8 (Color online) (a) Schematic illustration of single lysosome extraction and quantitative analysis of intralysosomal glucosidase activity using
platinized carbon nanocavity electrodes [40]. (b) Schematic illustration of a self-referenced nanoelectrode for the analysis of a nucleus in a single living
cell [140]. (c) Schematic illustration of ROS/RNS production rate detection inside a single phagolysosome with platinized carbon nanoelectrodes
[141].
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H2O2原位电化学定量检测结果表明, 核内H2O2水平显

著低于胞质区域, 证明氧化应激相关活性分子存在显

著的亚细胞分布异质性.
为实现单细胞器水平ROS/RNS的精准检测高时

空分辨率精准检测, Mirkin和Amatore课题组
[141]

通过γ-
干扰素联合脂多糖刺激小鼠巨噬细胞RAW264.7, 模拟

巨噬细胞的体内活化生理状态. 该处理可促使细胞内

溶酶体膨胀至微米级尺度, 解决了常规亚细胞结构尺

寸过小、难以原位检测的技术难题(图8c). 研究以铂

化碳纳米电极作为扫描电化学显微镜探针, 成功实现

单个膨大吞噬溶酶体内四种关键ROS/RNS分子的动

态追踪与信号采集. 单个吞噬溶酶体内部ROS/RNS生
成速率具有显著个体异质性, 为解析巨噬细胞吞噬过

程的复杂动态动力学规律, 提供了直接的单细胞器实

验依据. 为进一步深入探究吞噬溶酶体内ROS/RNS的
氧化还原调控机制, 黄卫华课题组

[34]
基于IVIEC技术,

建立了吞噬溶酶体内ROS/RNS的精准定量检测方法,
完成了亚细胞尺度微量活性分子的高效量化分析. 统

计分析表明, 单个吞噬溶酶体中ROS/RNS分子含量呈

对数正态分布, 反映了吞噬溶酶体成熟过程的异质

性
[105]. 该电极结构为亚细胞生理过程的原位实时定量

监测提供了新型工具. 后续研究进一步提升检测时间

分辨率, 以亚毫秒级精度动态追踪吞噬溶酶体内ROS/
RNS的瞬时释放规律. 相关结果直接证实, 吞噬溶酶体

内存在完善且灵敏的氧化还原稳态调控体系, 可通过

动态平衡ROS/RNS的生成与清除速率, 维持细胞器微

环境的稳定状态
[107].

为最大程度保持细胞器的生理环境, 利用纳米

毛细管尖修饰的二苯并环辛炔(dibenzocyclooctyne,
DBCO)基团与线粒体中富集的叠氮基三苯基膦

(triphenylphosphine-N3, TPP-N3)发生快速点击化学反应,
实现了活细胞内单个线粒体的原位精准捕获(图9a)[63].
通过在纳米毛细管内构建电化学传感界面, 借助线粒

体膜的封闭效应, 实现对单个线粒体ROS释放过程的

动态追踪, 在单细胞器水平清晰观测到ROS诱导ROS
释放(ROS-induced ROS release, RIRR)过程

[142]. 近年

来, 细胞铁死亡机制研究逐渐成为亚细胞分析领域的

研究热点, 其中关于线粒体中的谷胱甘肽过氧化物酶4
(glutathione peroxidase 4, GPX4)是否直接参与细胞铁

死亡过程尚存争议. 这是因为GPX4同时存在于细胞质

和线粒体中, 常规技术难以对二者进行区分分析. 为

此, 我们课题组基于已构建的单线粒体原位分析技术

展开直接探究, 为线粒体中GPX4不直接参与细胞铁

死亡过程提供了直接实验证据, 也为在活单细胞内深

入探索细胞器功能机制提供了技术支撑.
在此基础上, 我们课题组进一步开发了基于θ型双

通道纳米毛细管的电化学检测体系, 通过在毛细管两

个通道内分别嵌入Ca2+选择性传感膜和ROS电化学传

感器, 实现单个线粒体释放的Ca2+与ROS动态变化的

同步定量监测
[35]. 如图9b所示, 自噬过程中溶酶体释

放的Ca2+可通过RIRR机制直接触发线粒体ROS爆发,
而线粒体ROS则反过来激活溶酶体上的瞬时受体电位

黏脂蛋白1 (transient receptor potential mucolipin 1,
TRPML1)通道, 驱动次级Ca2+波产生并加速ROS清除.
该电化学装置实现了单细胞器水平多种分子的同步电

化学分析, 为深入解析溶酶体-线粒体-细胞质间的细

胞器信号通信提供了强有力的分析工具, 对深入理解

细胞内稳态调控机制具有重要意义.
细胞器与胞质间的通讯机制对维持细胞稳态至关

重要. 为此, 我们课题组
[68]

构建了基于双电路纳米毛

细管电极的高时空分辨电化学测量体系, 利用纳米毛

细管内外独立的电化学测量电路, 可在同一活细胞内

同步追踪单个线粒体及其相邻胞质中ROS的动态变化

(图9c). 同步定量分析结果表明, 线粒体是细胞内ROS
的主要来源 , 其生成量约占细胞总ROS生成量的

83.62%. 通过长时间高时空分辨动态监测, 揭示了线

粒体ROS可通过正反馈放大胞质ROS生成, 又能够触

发自噬形成负反馈机制, 提升ROS清除效率. 该技术

为揭示细胞器与胞质间亚细胞通讯的复杂分子机制提

供了有力的实验研究平台.

6 总结与展望

纳米电极电化学分析技术突破了传统细胞分析的

固有局限, 为亚细胞生命活动机制研究建立了全新的

研究范式. 近年来, 该领域围绕单囊泡分析、细胞器

邻近微区检测及单细胞器原位定量测量三大方向, 取

得了一系列标志性研究成果. 但是, 在应用中仍然存

在诸多问题.

6.1 总结

在电极制备技术层面, 已构建出纳米毛细管电极
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图 9 (网络版彩图) (a) 基于点击化学反应原位捕获单个线粒体, 并检测其ROS释放过程的示意图
[63]. (b) 基于θ型纳米毛细管

电极同步分析单个线粒体释放Ca2+与ROS的示意图
[35]. (c) 基于双通路纳米毛细管电极同时分析单个线粒体及相邻胞质ROS

释放过程的示意图
[68]

Figure 9 (Color online) (a) Schematic diagram of capture and dynamic detection of ROS released from a single mitochondrion via click reaction
[63]. (b) Schematic diagram of simultaneous analysis of Ca2+ and ROS released from a single mitochondrion with a θ-type nanopipette electrode [35].
(c) Schematic illustration of a dual-circuit nanopipette for simultaneous analysis of ROS release from a single mitochondrion and the adjacent cytosol [68].
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和实心纳米电极两大类基础电极结构. 通过优化并完

善气相沉积、激光辅助拉制、电化学刻蚀等制备工

艺, 实现了电极由微米至纳米尺寸的精准调控. 在此基

础上, 通过高活性纳米颗粒修饰, 实现活性分子的高灵

敏测量; 进一步结合酶分子的固相/液相修饰策略, 实

现了各类非电活性功能分子的特异性识别;此外,基于

点击化学反应等功能化改性策略, 为单细胞器原位、

靶向分析筑牢了技术根基. 整体而言, 当前电极制备

已形成精细化基础工艺体系. 尽管如此, 在目前的制

备工艺中, 纳米电极的稳定性、选择性和重复性仍存

在一定的短板, 功能化纳米电极的批量、可控制备技

术尚未成熟, 是限制规模化应用的核心工艺瓶颈. 希

望未来微纳米加工技术的进一步发展, 能够解决这些

问题.
在应用层面, 纳米电极电化学分析技术在单囊

泡、细胞器邻近微区及单细胞器原位实时定量检测方

面均取得重要进展. (1)依托IVIEC技术,实现了单囊泡

内神经递质的原位定量检测; 联用SCA技术, 证实了

“部分释放”是细胞胞吐的主流模式, 阐明神经退行性

疾病进程中囊泡功能的调控规律. (2) 实现了细胞器

邻近微区中NADH、ROS/RNS等关键活性分子的高

时空分辨率动态监测;进一步通过多通道电极设计,完
成多组分分析, 揭示生物分子在亚细胞区域的分布异

质性. (3) 突破活细胞内单细胞器原位分析瓶颈, 完成

线粒体等细胞器的靶向功能解析, 阐明细胞器间信号

交流机制与功能异质性, 为亚细胞尺度生命活动研究

提供重要技术支撑. 虽然纳米电化学分析技术在单细

胞分析领域已取得显著性成果, 但是现阶段研究多聚

焦于单一场景、单一维度的机制研究, 多细胞器联动

分析、长时程动态追踪能力不足, 难以适配复杂细胞

生理、病理动态过程的系统性研究需求.

6.2 展望

随着分析化学与细胞生物学、分子医学等学科的

深度交叉融合, 纳米电极电化学分析技术在亚细胞分

析领域迎来了广阔的发展前景. 特别地, 在精细解析

活细胞内细胞器与细胞质、细胞器与细胞器之间的动

态相互作用, 揭示生命基本规律, 实现重大疾病早期诊

断等方面具有重要意义.
然而, 纳米电化学分析技术在亚细胞分析领域应

用中仍存在一些问题:

(1) 活细胞亚细胞原位精准测量的前提是测量过

程仍能够维持细胞原生生理稳态, 避免检测操作诱发

的细胞应激、代谢重编程及功能异常. 然而, 当前主

流纳米电极电化学分析技术在检测过程中往往会消耗

胞内内源性活性分子、产生外源性干扰产物, 使得测

量过程不仅会对细胞微环境及生理状态造成不可逆的

微弱扰动, 还会导致检测数据出现偏差, 无法真实反映

细胞原生状态. 因此, 未来需要构建近无痕的纳米电极

电化学测量方法, 尽可能降低对细胞生理活动的干扰,
获取准确信息.

(2) 细胞器的动态互作是细胞生命活动的基础, 也
是当前细胞生物学研究的重点, 而实现细胞器靶向干

预与传感检测的时空协同, 是解析细胞器功能异质性

与互作机制的突破口. 目前, 亚细胞功能调控技术普

遍存在递送可控性差、非特异性泄漏、靶向空间精度

不足等问题. 其次, 受限于调控技术与电化学检测技术

在时间和空间维度上的不匹配, 无法实现单一目标细

胞器的原位精准调控及分析一体化, 进而难以厘清复

杂的细胞器通信网络与功能调控机制. 因此, 未来需

重点攻关单细胞器原位调控及传感一体化技术. 通过

优化调控单细胞器的递送策略, 实现活细胞内单细胞

器的精准干预、实时追踪与定量分析, 为解析细胞器

功能异质性、阐明细胞器互作分子机制提供技术

支撑.
(3) 单一纳米电极电化学分析仅能获取分子浓度

动态变化的一维定量信息, 存在空间可视化不足、分

子分析种类不足、测量通量低等局限, 难以全面解读

胞内复杂的亚细胞信号通信. 因此, 推进多技术深度

融合与多维度数据整合, 是未来研究的发展趋势. 例

如, 通过与超分辨荧光成像技术联用, 可实现“高空间

分辨可视化与高时间分辨动态测量”. 此外, 还可以进

一步融合扫描电化学显微镜、膜片钳、单细胞组学、

人工智能数据分析等前沿技术. 通过多技术联用, 可整

合分子定量数据、微观结构形貌、细胞膜电生理特

征、全景组学分子图谱等多维度信息, 实现从单点动

态信号检测到全局分子调控网络、从静态结构观测到

动态功能演化的全链条解析. 结合人工智能算法, 实现

海量数据的智能分析与机制挖掘, 大幅提升在亚细胞

层面解析疾病病理机制的能力, 进而推动纳米电极电

化学分析技术从基础机制研究向临床疾病诊断、药物

研发等实际应用场景落地转化.
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Abstract: Subcellular compartments in living cells are the core units responsible for the execution of cellular functions,
and their heterogeneity as well as dynamic variations are closely associated with physiological and pathological
processes. Nanoelectrode-based electroanalytical techniques, which take advantage of high spatiotemporal resolution,
excellent sensitivity, and dimensional compatibility with subcellular compartments, have emerged as one of the most
important tools for in situ detection at the subcellular level. This review systematically summarizes recent advances in
the application of nanoelectrode-based electrochemical analysis for subcellular analysis in living cells: first, it elaborates
the controllable fabrication and surface functionalization strategies of nanopipette-based nanoelectrode, as well as solid-
state nanoelectrode based on platinum, gold, carbon fibers, and other materials; subsequently, it discusses their
applications in electrochemical detection of individual vesicles, analysis of the organelle-adjacent microdomain, and
in situ real-time quantitative monitoring of single organelles; finally, the existing challenges and future development
directions in this field are discussed.

Keywords: nanoelectrode, high-spatiotemporal-resolution analysis, single organelle, organelle-adjacent microdomain,
individual vesicles
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