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利用扫描电化学显微镜研究过氧化氢检测中电化学消除抗坏血酸
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摘要 利用扫描电化学显微镜（/5*.）将微探针定位于宏观金盘基底电极的扩散层内 4通过向基底电极施加适当电位以氧
化消除电活性干扰物质（如抗坏血酸），提高探针电极检测过氧化氢的选择性 4基于此方法，系统研究了探针 6金基底电极
间距和电极电位对铂微探针检测过氧化氢选择性的影响 4结果表明，当探针 6基底电极间距为 !!4$!7，金基底电极和铂探
针电极电位分别为 "8# 1和 "89 1时，探针电极检测过氧化氢不受抗坏血酸（"8"9 7723·:6 %）的干扰 4此时，过氧化氢检测的
线性范围为：# ; %"6 9 ( % ; %"6 & 723·:6 % 4基于实验结果，提出了在微型化电化学器件制备过程中设计互相靠近的双工作电
极，利用电化学法消除电活性干扰物以提高检测选择性的新方法 4
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021%&+$% )A G3GHIJ2HKG7DH@3 7GIK2L M2J LGIGHID2A 2M KNLJ2BGA OGJ2PDLG K@Q RGGA @LS2H@IGL SD@ QG3GHIDSG G3D7DA@ID2A
2M DAIGJMGJGAHGQ（ . C $ 4，@QH2JRDH @HDL）4 -A IKDQ 7GIK2L，IKG G3D7DA@ID2A 2M IKG DAIGJMGJGAHGQ T@Q @HKDGSGL RN
O2QDID2ADAB @ IDO G3GHIJ2LG 2M QH@AADAB G3GHIJ2HKG7DH@3 7DHJ2QH2ON（/5*.）DA IKG LDMMCQD2A 3@NGJ 2M @A )C G3GHIJ2LG
@AL 7G@ATKD3G @OO3NDAB @ QCDI@R3G O2IGAID@3 2A IKG QCRQIJ@IG 4 -AM3CGAHG 2M IKG IDOFQCRQIJ@IG LDQI@AHG @AL IKG O2IGAID@3Q
2M IDOF @AL QCRQIJ@IGFG3GHIJ2LG 2A IKG QG3GHIDSDIN @AL QGAQDIDSDIN 2M KNLJ2BGA OGJ2PDLG LGIGHID2A T@Q QNQIG7@IDH@33N
DASGQIDB@IGL 4 UGQC3IQ QK2TGL IK@I KDBK3N QG3GHIDSG @AL QGAQDIDSG LGIGHID2A 2M KNLJ2BGA OGJ2PDLG MJGG MJ27 DAIGJMGJGAHG 2M
@QH2JRDH @HDL（"8"9 7723·:6 %）H2C3L RG 2RI@DAGL TKGA IKG IDOFQCRQIJ@IG LDQI@AHG T@Q !!89!7 @AL IKG IDO @AL
QCRQIJ@IG O2IGAID@3Q TGJG "89 @AL "8# 1，JGQOGHIDSG3N 4 +KG 3DAG@J J@ABG M2J KNLJ2BGA OGJ2PDLG LGIGHID2A DQ # ; %"6 9 (
% ; %"6 & 723·:6 % 4 VDA@33N，O2IGAID@3 @OO3DH@ID2A 2M IKG OJGQGAI 7GIK2L DA M@RJDH@ID2A 2M 7DHJ2FG3GHIJ2HKG7DH@3 QGAQDAB
LGSDHGQ K@Q RGGA LDQHCQQGL4
?#5@’&31 /5*.，G3GHIJ2HKG7DH@3 LGO3GID2A 2M DAIGJMGJGAHG，LDMMCQD2A 3@NGJ，@QH2JRDH @HDL，KNLJ2BGA OGJ2PDLG，
G3GHIJ2HKG7DH@3 QGAQDAB 7DHJ2 LGSDHG

过氧化氢（,!<!）是生物体系中的一种重要化学物质，严

重影响细胞功能和新陈代谢，高浓度的 ,!<! 甚至会引起细

胞死亡［% ( &］；在许多酶促反应、蛋白质积聚和抗原 6抗体识
别过程中也伴随着 ,!<! 的生成或消耗

［# ( $］4电化学分析具
有快速、灵敏、仪器简单、易于微型化等优点，已广泛应用于

,!<!检测和基于检测 ,!<! 的生物样品分析中 4但是，生物
样品中常含有抗坏血酸（)QH2JRDH @HDL，))）、尿酸等电活性
还原剂，它们在检测 ,!<! 的过程中产生相应的氧化电流将

严重干扰 ,!<!的测定 4目前常采用在电极表面覆盖阴离子

""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

膜、离子选择性膜或预氧化膜的方法，利用它们所具有的静
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电排斥、空间位阻或化学氧化功能实现干扰消除［! " #］$然而，
在微型电化学器件加工过程中很难控制膜的厚度和膜的均

一性，从而使它们的检测灵敏度降低，器件个体差异较大 $
扫描电化学显微镜（%&’(()(* +,+&-./&0+1)&’, 1)&./2&/34，

%567）是一种基于检测法拉第电流以表征表面化学性质的
扫描探针分析技术 $通过三维定位系统和电流反馈回路可以
将探针（8)3）电极精确定位于基底（%9:）上方（通常为几个微
米）［;<，;;］$由于 %567探针电极上所测得的法拉第电流与样
品表面的化学、电化学性质密切相关，它已广泛应用于样品

表面微区性质及电荷转移等方面的研究中［;= " ;>］$ %567通
常有两种检测模式：反馈型与产生 ?收集型 $在反馈型工作模
式中，氧化还原媒介体与 %9:发生电子交换而再生使探针电
流升高产生“正反馈”（%9:为导体或反应性基底）；或氧化还
原媒介体的扩散受到 %9: 抑制使电流减小产生“负反馈”
（%9:为非导体或非反应性基底）$产生 ?收集型工作模式是
通过 8)3（或 %9:）检测由 %9:（或 8)3）产生被检测物质的方式
研究相关电化学动力学机制 $
本文利用 %567技术将探针精确定位于宏观金盘电极

表面的扩散层内，在探针电极检测 @=A= 的同时向 %9:施加
适当的氧化电位，以消除 BB在探针电极上氧化所引起的干
扰（如图 ; 所示）$其原理与产生 ?收集型相似，不同之处在
于：在测量时，由于 BB在基底电极上所发生的不可逆的氧
化反应受扩散动力学控制，其在 %9:表面浓度可近似为零 $
基于以上认识，我们研究了电极间距、电极电位等因素对探

针电极检测 @=A=选择性的影响，并提出了微型电化学器件

中选择性检测 @=A=的新模式 $

图 ! 过氧化氢检测中电化学消除抗坏血酸干扰的原理图
"#$%&’ ! %&0+1’-)& .+3.+2+(-’-)/( /C +,+&-./&0+1)&’, D+3,+-)/( /C
-0+ )(-+.C+.+(&+ C./1 ’2&/.:)& ’&)D )( -0+ +,+&-./&0+1)&’, D+-+&-)/( /C
04D./*+( 3+./E)D+

! 实验部分

! $! 仪器与试剂
抗坏血酸（华康公司），过氧化氢（F<G水溶液），磷酸二

氢钾，氢氧化钠（南京化学试剂厂），H9（I@F）J6,F（B,D.)&0公
司）均为分析纯 $配制 3@为 !KL的磷酸盐缓冲水溶液（MN%），
用于所有测定 $实验用水为二次水 $

6@O #<<扫描电化学显微镜（6@公司）用于将 M-微电极

（ !8 P ;=K>!1，绝缘外壁半径 Q M-电极半径 P ;< Q ;）定位于半
径为 ; 11 的金盘电极上方 $电化学研究中以 B* ? B*6,（F
1/,·RS ; T6,）电极为参比电极，M-丝为对电极 $
! $( 实验方法
; $= $; 定位 %567针尖电极
实验进行前将铂探针、金基底电极用 <K<>!1 B,=AF 浆

抛光，在二次水中超声清洗，晾干 $ 在 ; 11/,·RS ;

H9（I@F）J6,F水溶液中，分别将 8)3 和 %9: 电极电位控制在

S <KF U和 <K< U，以 =K>!1? 2速度将 8)3向 %9:逼近，当 8)3
电流增大至其在本体溶液中电流的 ;=>G时停止进针 $在此
基础上，通过调节 8)3上下移动可精确控制 8)3V%9:间距至
所需距离 $
; $= $= @=A=检测及 BB的消除
在 8)3V%9:间距确定后，吸去电解池中溶液，用二次水清

洗后滴入样品溶液 $以 8)3恒电位检测 @=A=，取 F< 2处的 8)3
电流作为稳态响应电流 $分别改变 8)3V%9:间距、%9:电极电
位，研究不同电极间距、电极电位对 @=A=检测及干扰消除能

力的影响 $最后，在优化条件下，恒电位测定 @=A= W BB混合
溶液中 @=A=的含量，将结果与相同浓度的 @=A=所测数据进

行比较 $

( 结果与讨论

( )! *(+(和 ,,的电化学响应
图 = 为 M- 微电极（B）和金盘电极（N）分别在 MN%，;

11/,·RS ; @=A=和 ; 11/,·RS ; BB三种溶液中的线性扫描伏

图 ( M-探针电极（B）和金盘电极（N）在样品中的线性扫描伏
安曲线
MN%（3@ P !$ L，实线），; 11/,·RS ; BB（点线），; 11/,·RS ; @=A=（虚

线），扫描速度：> 1U ? 2
"#$%&’ ( R)(+’. 2X++3 Y/,-’11/*.’12 /C ’ -)3 M- +,+&-./D+（B）
’(D ’ */,D D)2Z +,+&-./D+（N）)( MN%（3@ P !KL，2/,)D &9.Y+2）’- ’
2&’( .’-+ /C > 1U ? 2$ [/--+D &9.Y+2：; 11/,·RS ; BB，D’20+D
&9.Y+2：; 11/,·RS ; @=A=
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安曲线 !由图 "#可知，在 $%微电极上，##在电位为 &’& (时
即被电极氧化，而 )"*" 在 &’"+ (以上才产生氧化电流 !因
此当 ##存在时，即使将 ,-.检测电位降低至 &’& (，##仍
严重干扰 )"*"的测定 !在金盘电极上（图 "/），##的氧化比
其在 $%微电极上更为明显，氧化电流从 &’& (开始，其在约
&’0 (处达到最大值；)"*"则在 &’+ (才出现比较明显的氧
化电流 !显然，金盘电极能催化 ##的电化学氧化 !若以金盘
电极检测 )"*"含量，##将产生非常严重的干扰 !然而，我们
可以利用金盘电极对 ##的电催化氧化特性，使金盘电极选
择性地氧化 ##而不消耗 )"*" !此时，##在金盘电极扩散层
中的浓度将因其在金电极上的氧化而急剧降低，将 $%微电
极深入到金盘电极表面的扩散层中检测 )"*"可获得良好的

选择性 !
! "! #$%&’()电极间距对消除 **干扰的影响
铂探针在 1 2234·56 1 78（9)0）:;40水溶液中逼近 <8=电

极表面时，探针还原产生的 78（9)0）
" >
: 被 <8=电极表面氧化

成 78（9)0）
0 >
: ，氧化产物再扩散回探针电极表面，形成正反

馈，使电流增大 !实验结果如图 0所示，实验数据（空心圆）与
理论值（实线）相一致 !代入文献［1:］中相应的公式：

! " &#?@@AA0" $ &#?+B"A@0 % & $ &#"0+0&@"CD.（’ 1#:B0&B? % &）
（1）

式中，! 为 ,-.电流 (,与 ,-.电极在本体溶液中的稳态电流
(,，E的比值（ ! F (, G (,，E），& 为 ,-.与 <8=电极间的距离 ) 和

,-.半径 *,的比值（ & F ) G *,）!在实验条件下，! 为 1’"+，*,
为 1"’+!2，因此 & F 1’B&B，) F ""’:!2!以此距离为基础，
调节 <H;I定位系统使 ,-.上下移动，可精确控制 ,-.J<8=电
极间距至所需值 !

图 + 探针电流 ,距离曲线
1 2234·56 1 78（9)0）:;40中的实验值（空心圆），理论计算值（实线），
探针逼近速度：" !+!2G K
-$.(/0 + 93L2M4-NCO P8LLCQ%JO-K%MQPC P8LRCK LCP3LOCO S-%T M $%
UIH（ *, F 1"! + !2） -Q M $/< -QP48O-QV 1 2234·56 1 78J
（9)0）:;40（*.CQ P-LP4CK）
<34-O P8LRC OCQ3%CK %TC %TC3LC%-PM44W PM4P84M%CO P8LLCQ%JO-K%MQPC =CTMR-3L X3L M
P3QO8P%-RC K8=K%LM%C

以恒电位法研究了不同 ,-.J<8= 间距下我们所提出的
)"*"检测系统对消除 ##干扰的能力（图 @）!以在干扰消除
条件下所测得的探针电流 (,（,-.：&’? (；<8=：&’+ (）与无
干扰消除条件下所测得的探针电流 (,，&（,-.：&’? (；<8=：
开路电位）的比值（ (, G (,，&）表示体系对 ##干扰消除的程度 !
在 1 2234·56 1 ##溶液中，随着 ,-.J<8=间距的减小，(, G (,，&
也逐渐减小 !这说明系统检测 )"*" 的选择性随距离变小而

增强，当 & 小于 1’B&B时，(,，&测量值波动增大，导致 (, G (,，&
比值稍有上升 !考虑到检测的稳定性，选择 & F 1’B&B（ ) F
""’:!2）时进行测定 !

图 1 1 2234·56 1 ##中 ,-.电流与 ,-.J<8=距离的关系
,-.：&’? (，干扰消除效率以在 <8=上施加电位（<8=：&’+ (）时所测得
的电流 (,与 <8=为开路电位时测得的电流（ (,，&）之比表示

-$.(/0 1 YC.CQOCQPC 3X %TC Q3L2M4-NCO LCK.3QKC P8LLCQ% 3Q %TC
Q3L2M4-NCO ,-.J<8= O-K%MQPC -Q M K348%-3Q 3X 1 2234·56 1 ##
,TC LM%-3 3X %-. P8LLCQ%K M% ,-.：&’? ( S-%T（ (,，<8=：&’+ (）MQO S-%T38%

M..4W-QV K8=K%LM%C .3%CQ%-M4（ (,，&）SMK OCQ3%CO MK %TC -Q%CLXCLCQPC C4-2-QM%-3Q

CXX-P-CQPW

我们还研究了同次进针情况下，探针电流多次测定结果

的波动情况 !试验结果表明，在设定相同参数的前提下，同次
进针多次测量的相对标准偏差 7<Y F 0’1Z（ + F +）!这一结
果表明，利用所提出的电化学检测方法进行测量具有较好的

重现性 !
! "+ #$%&’()电位对 2!3!检测选择性的影响

探针电极和 #8盘电极的电位影响着该系统的灵敏度
和选择性 !虽然较高的 <8=电极电位可以提高系统消除 ##
的能力，但同时也会消耗 )"*"，导致探针电极的检测灵敏度

降低；相反，以较高的 ,-.电极检测电位虽可提高 )"*" 检测

灵敏度，但同时也将加速 ##在 ,-.上的氧化，降低系统检测
)"*"的选择性 !因此，我们考察了不同 <8=电极电位下探针
电极检测 )"*"的灵敏度和消除 ##的能力 !利用在消除干
扰条件下所测得的探针电流 (,与未消除干扰条件下所测得
的探针电流 (,，&（<8=：开路电位）的比值（ (, G (,，&）表示检测
)"*"的灵敏度（1 2234·56 1 )"*" 溶液）和消除 ##的能力（1
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!!"#·$% & ’’溶液）(如图 )所示，在 ’’溶液中（*，+），随着
,-+电位增加，!. / !.，0比值减小 (显然，较高的 ,-+电位有利
于消除 ’’干扰 (在 ,-+电位为 012 3时，’’的干扰信号已
降低到未消除前的 &04 (然而，更高的 ,-+ 电位将会引起
,-+电极对 5676的消耗 (当 ,-+电位为 018 3时，5676中（9，
:）所测得的 !. / !.，0值明显降低，这说明有部分 5676 已经在

,-+电极上发生了氧化 (因此，选择 ,-+电位为 012 3以消除
’’的干扰 (在此 ,-+电位条件下，.;<电位为 01) 3（*）时在
’’溶液中所测得的 !. / !.，0比值小于 .;<电位为 01= 3（+）时
的比值，说明此时该检测系统对 ’’的消除能力最强 (这是
由于在较低的 .;<检测电位下，’’在 .;<电极上氧化速度减
慢，使得更多的 ’’被 ,-+ 电极氧化 (因此选择 .;< 电位为
01) 3检测 5676 (

图 ! 探针电流与基底电极电位的关系
*：& !!"#·$% & ’’中，.;<：01) 3；+：& !!"#·$% & ’’中，.;<：01= 3；

9：& !!"#·$% & 5676 中，.;<：01= 3；:：& !!"#·$% & 5676 中，.;<：

01) 3

"#$%&’ ! >?<?@:?@9? "A BC? @"D!*#;E?: B;< 9-DD?@BF "@ BC?
F-+FBD*B? <"B?@B;*#
*：;@ & !!"#·$% & ’’，B;<：01) 3；+：;@ & !!"#·$% & ’’，B;<：01= 3；9：

;@ & !!"#·$% & 5676，B;<：01= 3；:：;@ & !!"#·$% & 5676，B;<：01) 3

( )* ++存在下 ,#-检测 .(/(

在上述消除 ’’的条件下，测定了极化时间与针尖电流
关系（图 8）(图中曲线 *，+，9分别为在 GH,，01& !!"#·$% &

5676溶液，01& !!"#·$% & 5676 I 010) !!"#·$% & ’’混合液中
所测得的结果，曲线 :为在未消除干扰条件下（,-+：开路电
位）在 01& !!"#·$% & 5676 I 010) !!"#·$% & ’’混合液中所测
得的结果 (考虑到高浓度的 5676 与 ’’混合液会发生均相
化学反应而影响标准溶液的准确配制，我们采用较低的 ’’
浓度 (比较曲线 +和曲线 :可知，在未消除干扰的情况下，
010) !!"#·$% & ’’严重干扰 .;<检测 5676 (施加 012 3于 ,-+
电极所测得曲线 9与曲线 +在 J0 F后基本重合，表明此时
’’已完全被 ,-+电极氧化，所以 ’’不影响 5676的测定 (在
图 8内插图中，我们将在 5676 和 5676K’’（010) !!"#·$% &）

混合液中测得的校准曲线相对比，可以看出：在优化的实验

条件下，溶液中存在 010) !!"#·$% & ’’对 5676 检测不产生

干扰 (此时，两种条件下所得的校准曲线基本重合 ( 5676 浓

度在 2 L &0 % ) I & L &0 % J !!"#·$% &范围内，’’可完全被消
除，.;<电流与 5676浓度呈很好的线性关系（" M 01NNO0）(利
用该体系分别在尿酸（& !!"#·$% &）和对 % 乙酰氨基酚（&
!!"#·$% &）中进行测定，干扰电流分别降低到未消除前的

)N4和 &84（检测条件未经优化）(此结果表明，该体系对其
他电活性干扰也具有较好的消除作用 (

图 0 消除 ’’前后时间 1电流曲线的对比
*：GH,中；+：01& !!"#·$% & 5676中；9，:：01& !!"#·$% & 5676 P 010)

!!"#·$% & ’’中 1 *，+，9：.;<：01) 3，,-+：012 3；:：.;<：01) 3，

,-+：开路电位 ( 内插图：响应电流与 5676含量的关系，空心圆：5676，

实心圆：5676中含有 010) !!"#·$% & ’’

"#$%&’ 0 ’!<?D"!?BD;9 :Q@*!;9 D?F<"@F? "A BC? B;< ?#?9BD":? R;BC
*@: R;BC"-B *<<#Q;@S * <"F;B;T? <"B?@B;*# B" BC? ,-+ ?#?9BD":?
*：;@ GH,；+：;@ 01& !!"#·$% & 5676；9 *@: :：01& !!"#·$% & 5676 P

010) !!"#·$% & ’’( *，+，9：B;< <"B?@B;*#：01) 3，,-+ <"B?@B;*#：012 3；

:：B;< <"B?@B;*#：01) 3，,-+ <"B?@B;*#：*B "<?@ 9;D9-;B ( U@F?B：B;< 9-DD?@B *F *
A-@9B;"@ "A CQ:D"S?@ <?D"V;:? 9"@9?@BD*B;"@( 7<?@ 9;D9#?F：5676； A;##?:

9;D9#?F：5676 P 010) !!"#·$% & ’’

2 结论

本文以在 ’’存在下测定溶液中 5676 为例，证明了利

用 GB微电极在宏观金盘电极扩散层中进行检测的新模式可
显著提高检测系统的选择性 (实验结果表明，.;<K,-+间距和
针尖、基底电极的电位是影响干扰消除作用的主要因素 (
,WXY作为精确控制 .;<K,-+间距和测量信号电流的工具，为
本研究提供了方便 (在电分析器件微型化、集成化过程中可
采用本文提出的思路设计器件结构以提高检测的选择性，如

通过印制电极、微加工技术等可以制作出具有固定间距的电

化学器件，从而可使制作成本大大降低 (本研究组正在进行
有关该方法器件化和生物样品分析方面的研究 (
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