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丝素蛋白基离子选择性柔性神经电极的研究
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摘　要　为开发在体微量离子信号的监测电极，选用具有优异生物相容性和低模量特征的丝素蛋白(silk 

fibroin，SF)薄膜作为基底，选用导电高分子聚(3,4-乙烯二氧噻吩)-聚(苯乙烯磺酸盐) (PEDOT:PSS)作为柔

性导电材料，结合喷墨打印技术和热温辅助图案转移技术，在柔性SF膜基底上制备了高导电的PEDOT:

PSS电极通路 . 在PEDOT:PSS电极末端，按需集成了具有K+、Ca2+或Na+选择性的电极功能层，构筑了具

有单一离子信号监测功能的SF基离子选择性柔性神经电极 . 在此基础上，在SF膜上进一步集成了可同时

监测2种离子信号的多个通道，构筑了具有良好多重离子响应功能和细胞相容性的柔性神经电极 .
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大脑就像复杂机器中的中央处理器一样控制

着人体，来自大脑的各种信号通过中枢和外周神

经系统进行双向传递[1]. 在这个信号传输的过程

中，大脑通过控制各种神经化学物质的分泌或分

解，达到传递信号和控制生物体行为的目的 . 这

些神经化学物质包括离子(如 K+、Ca2+、Na+)、

神经化学递质(如多巴胺、去甲肾上腺素、乙酰

胆碱)等[2]. 其中，神经金属离子是神经信号传递

的重要物质，它们在神经元细胞膜内外的动态流

动可以调节膜电位，实现神经电信号的传递 . 神

经金属离子在细胞膜内外的异常分布可能会导致

神经信号的不稳定或异常传输，破坏系统的功

能，形成严重的神经系统疾病，如癫痫、阿尔茨

海默病和帕金森等[3]. 因此，持续稳定监测电生

理信号和/或各种神经化学离子的变化情况以协

助诊疗退行性神经疾病是当前医疗领域中的重要

需求 . 但是，现有的离子检测手段存在各种局

限，如微透析法检测效率低、所需成本高，荧光

光谱法的可检测离子种类有限等 . 因此，急需开

发出一种可以实时、简便、快速地检测多种神经

离子信号的方法 .

理想的脑机接口 (brain computer interface，

BCI)技术可以通过信号采集设备在脑与外界仪器

之间建立直接的连接，采集电生理信号或特征离

子信号，是一种操作简便、采集实时性强、信号

精度高的采集方式[4]. 在BCI技术中，最为关键

的部件是连接生物脑组织和外部设备的神经电极

(neural electrode，NE)，电极的共形性及其特征

信号响应和传输性能直接决定了神经信号的采集

质量[5]. 理想的皮层脑电图(electrocorticography，

ECoG)电极是一种高柔性的薄膜状电极，可以直

接附着在脑组织表面，与脑组织形成共形接触的
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界面，采集神经元簇产生的综合电生理信号[6,7]. 

然而，目前已报道的ECoG电极并不具备特征性

离子信号监测功能 .

为监测环境中的特征离子信号，开发出了

微透析法[8~10]、荧光光谱法[11~14]、离子选择性电

极法[15,16]等方法 . 其中离子选择性电极技术由于

其制备简单、成本低、尺寸小、时效性高等优

点，有望发展成为一种有效检测神经系统特征

离子信号的手段[17,18]. 例如，Zhao等[19]基于铜丝

构筑了离子选择性电极，采集癫痫状态下大鼠

脑组织深处离子信号 . 不过，该电极为针状插入

电极、侵入性较强，极可能对神经组织造成严

重伤害 . Yang等[20]基于PDMS柔性薄膜上的碳纳

米管电极阵列(carbon nanotube array，CNTA)构

筑了离子选择性电极 . 不过，由于 CNTA 在

PDMS上垂直排列，导致电子在CNTA中传递时

存在空间位阻，导电阵列的阻抗较大，影响其

信号采集效果 . 此外，此类材料基底为非可降解

材料，信号采集完毕后还面临二次手术取出等

不足 .

丝素蛋白(silk fibroin，SF)是一种从天然蚕

丝中提取出的蛋白质，具有优异的生物相容性、

生物可降解、易加工性和模量可调性[21]，将其作

为神经电极的基底有望最大程度地提升电极与脑

组织的共形性以及整个器件的生物相容性，尽可

能降低对活体脑组织的损伤[7]. 针对电极制备所

需的SF薄膜材料，已有部分前沿报道证实其具

有较好的可降解特性[7,22]，且在含有适量蛋白酶

的环境中其降解行为还可得到有效地加快与调

控[22]. 由此可见，SF同时具有可降解而避免二次

手术取出的潜力优势 . 本研究利用丝素蛋白材

料，结合神经电极和离子选择性电极技术，开发

了可同时监测2种神经特征性离子变化水平的多

通道集成式柔性离子选择性神经电极 . 相关研究

有望为开发微型化多重离子选择性柔性神经电极

提供新的思路和策略 .

1　实验部分

1.1　实验材料

桑蚕丝，陕西安康西北桑蚕基地；溴化锂

(LiBr)，上海市中锂实业有限公司；聚(3,4-乙烯

二氧噻吩)-聚(苯乙烯磺酸盐) (PEDOT:PSS)，贺

利氏(中国)有限公司；无水乙醇(EtOH)、无水碳

酸氢钠、乙二醇、甘油、甲酸、氯化钾、氯化

钙、氯化钠、硫酸钠，国药集团化学试剂有限公

司；硅片，苏州晶硅科技；聚氯乙烯 (PVC)、

Ca2+载体Ⅱ、Na+载体X、四氢呋喃(THF)，美国

Sigma-Aldrich公司；四(3,5-二(三氟甲基)苯基)硼

酸钠(NaTFPB)，北京百灵威科技有限公司；癸

二酸二异辛酯(DOS)，上海阿拉丁生化科技股份

有限公司；缬氨霉素(VAN)，上海麦克林生化科

技股份有限公司；雪旺细胞，武汉普诺赛生命科

技有限公司；磷酸盐缓冲液(PBS)，美国Hyclone

公司；胎牛血清、青霉素-链霉素混合液、DMEM

培养基，美国Gibco公司；钙黄绿素、碘化丙啶，

上海翌圣生物科技有限公司；Cell counting kit-8

试剂、Assay Buffer缓冲液，美国MCE公司 .

1.2　SF水溶液的制备

将蚕茧在煮沸的 0.5 wt%的碳酸氢钠溶液中

脱胶2次，每次脱胶30 min，每次脱胶后用去离

子水清洗，以完全去除丝胶蛋白[23~25]. 将脱胶蚕

丝在60 ℃的烘箱中放置24 h，使其完全脱水 . 随

后，将干燥的脱胶丝在浓度为9.3 mol/L、温度为

40 ℃的 LiBr 溶液中溶解 2 h，之后对溶液进行

2次抽滤 . 对抽滤后的SF溶液进行10次以上的透

析，直至最后一次透析的去离子水的电导率低于

2 mS/cm. 最后，将 SF 水溶液在 4 ℃下浓缩至

17 wt%，于4 ℃下保存待用 .

1.3　SF 基单通道离子选择性神经电极的制备

1.3.1　SF基导电阵列的制备

采用氧等离子(苏州奥普斯等离子体科技有

限公司，DT-01)预处理硅片3 min，功率为500 W. 

采用纳米材料功能薄膜沉积系统(美国Microfab

公司，Jetlab 4)将单通道PEDOT:PSS导电阵列打

印至硅片，打印电压为 60~70 V，打印周期为

30~40 μs. 其中的打印周期指代的是压电式喷墨

打印设备完成一次完整的液滴生成与准备过程所

需的时间 . 导电层的方形接触位点边长为1 mm，

连接接触位点的导线宽度设计为0.33 mm，导线

长度设计为 30 mm. 之后，将硅片置于 150 ℃的

热台上退火 30 min. 采用流延法将质量分数为

17%的SF水溶液均匀浇筑于打印有导电阵列的硅

片，并在60 ℃热台上加热30 min，使SF溶液完

全固化为SF薄膜 . 将负载有SF薄膜的硅片放入由

无 水 乙 醇 (anhydrous ethanol， EtOH) 和 甘 油

(glycerol，Gly) (m(EtOH):m(Gly) = 1:1)组成的后

696



3期 黄启楣等：丝素蛋白基离子选择性柔性神经电极的研究

处理溶液中浸泡5 h. 再将其放入乙二醇(ethylene 

glycol，EG)溶液中浸泡2 h，充分去除导电阵列

中的PSS[7,22]. 随后，用去离子水清洗硅片，并揭

下SF基导电阵列(图1).

1.3.2　SF基离子选择性电极的制备

3种离子选择性敏感膜前驱体溶液的配置方

法如下所述[20].

K+选择性敏感膜前驱体溶液的配制：将

聚氯乙烯 (PVC，81.75 mg)、癸二酸二异辛酯

(DOS，177 μL)、四(3,5-二(三氟甲基)苯基)硼酸

钠(NaTFPB，1.25 mg)、缬氨霉素(VAN，5 mg)

溶解于2.5 mg 四氢呋喃(THF)中，以100 r/min的

转速搅拌1 h.

Ca2+选择性敏感膜前驱体溶液的配制：将

PVC (66 mg)、DOS (143.2 μL)、NaTFPB (1 mg)、

Ca2+载体(2 mg)溶解于2 mL THF中，以100 r/min

的转速搅拌1 h.

Na+选择性敏感膜前驱体溶液的配制：将

PVC (66 mg)、DOS (145 μL)、NaTFPB (1.1 mg)、

Na+载体(2 mg)溶解于2 mL THF中，以100 r/min

的转速搅拌1 h.

将上述配制好的离子选择性敏感膜前驱体溶

液滴涂于1.3.1节中PEDOT导电阵列末端的“正

方形”接触位点，滴涂浓度为1 μL/mm2. 连续滴

涂2次，每次间隔10 min，保证上一次滴涂的前

驱体溶液完全成膜，成型后该膜的边缘略超接触

位点 . 空气中静置24 h.

1.4　SF薄膜的β-折叠构象含量表征

参照 1.3.1节中的方法，在硅片上制备没有

电极图案的纯SF薄膜，以表征不同后处理条件

下SF薄膜的 β-折叠构象含量 . SF薄膜固化成形

后，小心将其从硅片上揭下 . 其中Original组是

未经过任何处理的薄膜；EtOH/Gly组在固化后

放入由无水乙醇和甘油组成的后处理溶液中浸泡

5 h；EtOH/Gly-water组在浸泡后，用去离子水清

洗表面残留的无水乙醇和甘油 . 使用Nicolet 6700

型傅里叶变换红外光谱分析仪(Fourier transform 

infrared spectroscopy，FTIR)表征 3 组 SF 薄膜的

红外光谱，扫描范围为 1800~1000 cm−1. 为进一

步分析无水乙醇和甘油混合溶液对SF薄膜 β-折

叠构象含量的影响，利用 Peakfit 软件对红外光

谱中 1600~1700 cm−1的吸收峰进行拟合分峰，β-

折叠构象含量是基于1616~1637 cm−1范围内的峰

面积与1600~1700 cm−1范围内的整体峰面积的比

值计算获得 . 

1.5　SF薄膜的力学性能表征

将SF溶液倒入培养皿中，在60 ℃热台上加

热 30~40 min，使其完全成膜 . 将薄膜在乙醇/甘

油溶液中后处理后(该SF薄膜的成型及后处理条

件与1.3.1节中一致)，将其从培养皿中揭下，裁

Fig. 1  Preparation process of SF-based single channel ion selective electrode.
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剪成0.5 cm × 2 cm的长方形薄膜 . 利用万能材料

试验机(英斯特朗(上海)试验设备贸易有限公司，

Instron 5565)测试SF薄膜的拉伸性能 . 用试验机

的夹具固定 SF 薄膜，夹具之间的初始距离为

1 cm，薄膜的初始应力和应变为0，设置拉伸速

度为 1 mm/min. 进一步根据胡克定律(式 1)[26]计

算薄膜在0.5%的应变范围内的杨氏模量：

E = 
σ
ε

(1)

式中，E(Pa)为弹性模量，σ(Pa)为 SF 薄膜的应

力，ε为SF薄膜的应变 .

1.6　导电层的电化学阻抗测试

用电化学工作站(瑞士万通中国有限公司，

PGSTAT201) 的电化学阻抗谱 (electrochemical 

impedance spectroscopy，EIS)程序测试所制备SF

基底表面导电层的阻抗，其中Ag/AgCl电极为参

比电极，铂电极为对电极 . 在浓度为0.01 mol/L的

PBS溶液中对工作电极施加0.01 V的交流电，测

试接触位点尺寸为 1 mm × 1 mm 的电极在 0.1~

1000 Hz频率下的阻抗 .

1.7　灵敏度测试

用电化学工作站的开路电压法(open circuit 

potential，OCP)测试 1.3节中所制备离子选择性

电极的灵敏度 . 采用两电极体系测试，将离子选

择性电极(工作电极)和商用Ag/AgCl电极(参比

电极)接入电化学工作站中，通入含有特定浓度

的待测目标离子(K+、Ca2+或 Na+)的电解液中 . 

其电解液分别由 KCl、CaCl2、NaCl 配制而成 . 

启用OCP程序记录离子选择性电极在该浓度下

的电势响应，1次记录 50 s. 记录离子选择性电

极在浓度梯度下的待测目标离子的电势响应情

况，并依据能斯特方程的原理计算其灵敏度

系数 .

1.8　离子选择性及抗蛋白质干扰性能测试

用电化学工作站的OCP法测试离子选择性

电极的选择性 . 首先测试电极对目标离子的灵敏

度，再测试电极对干扰离子的灵敏度(例如对于

Na+选择性电极，其干扰离子为Ca2+、K+，使用

CaCl2、KCl作为电解液). 此外，还依据文献策

略[27]测试了单通道离子选择性电极在部分模拟复

杂环境下的抗蛋白质干扰性能 . 分别将K+、Ca2+

和Na+离子选择性电极在质量浓度为1 mg/mL的

牛血清白蛋白(BSA)溶液中浸泡2 h，测试浸泡前

后 K+、Ca2+和 Na+离子选择性电极的灵敏度系

数，并分析了相关电极浸泡前后的变化情况 .

1.9　SF基多通道集成式离子选择性神经电极的

制备

1.9.1　SF基多通道导电阵列的制备

SF基多通道导电阵列的制备方法见1.3.1节，

不同之处在于将预设的单通道PEDOT:PSS导电

阵列图案改为双通道PEDOT:PSS导电阵列图案，

如图2所示 .

Fig. 2  Preparation process of SF-based multichannel ion selective electrode.
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1.9.2　SF 基多通道集成式离子选择性电极的

制备

将2种不同的离子选择性敏感膜前驱体溶液

分别滴涂于1.8.1节中所制备的双通道PEDOT导

电阵列末端的方形接触位点(见图 2)，滴涂工艺

及参数同1.3.2节 .

1.10　集成电极的响应性测试

利用电化学工作站测试 1.8 节中所制备的

3种两通道集成式电极中所对应2种目标离子通

道的响应性能 . 通道同时接入电化学工作站后，

每个离子通道分别连接一个Ag/AgCl参比电极，

浸泡在同一个电解池中，电解池中电解液体积为

500 mL. 从第0 s开始记录2种通道在去离子水中

的电势响应，之后，每间隔50 s依次向电解液中

加入 0.05 mmol 的 A+、0.05 mmol 的 B+、0.45 

mmol的A+、0.45 mmol的B+ (A+和B+分别代表

对应集成电极的2种目标离子)，使电解液中2种

目标离子的浓度依次交替达到 10−1 mmol/L和 1 

mmol/L，记录2个离子通道的电势响应情况 .

1.11　SF基电极的细胞相容性表征

1.11.1　细胞的培养与传代

将装有冻存细胞 (雪旺细胞)的冻存管从

−80 ℃冰箱中取出，在37 ℃水浴中解冻 . 细胞冻

存液溶解后，将其转移至T75培养瓶中，并在培

养瓶中加入10 mL细胞培养液(低糖DMEM培养

基:胎牛血清:青霉素−链霉素，V:V:V=100:10:1)，

随后放置在37 ℃、体积分数5% CO2的细胞培养

箱内培养 . 细胞复苏后的第 1天更换 1次新的培

养液，之后间隔2天更换新的细胞培养液，当细

胞达到80%汇合度后进行细胞传代扩增 .

1.11.2　细胞接种

将 SF 薄膜，SF-PEDOT 和 SF-PEDOT-PVC

电极样品切成直径为 9 mm的圆片 . 随后将样品

放置在 48孔板中，用不锈钢环将样品固定在孔

板底部 . 用 75 wt%乙醇浸泡样品和钢环 2 h进行

灭菌处理，随后用PBS溶液润洗2次 . 在每个样

品上接种约 3×104 个雪旺细胞，并将孔板放

入 37 ℃、体积分数 5% 的 CO2 的培养箱(德国

Heraeus公司，BB15)中培养，间隔2天更换1次

培养液 .

1.11.3　细胞增殖情况评估

使用细胞活力测量试剂(cell counting kit-8，

CCK-8)评估48孔板中各种样品表面雪旺细胞的

活力和生长趋势 . 将CCK-8试剂和细胞培养液以

体积比1:9混合，配制成CCK-8工作液，避光备

用 . 在对应的细胞培养时间节点(1、4、7天)将

48孔板中的细胞培养液吸出，更换为CCK-8工

作液(300 μL/孔)，并在培养箱中避光孵育2 h. 孵

育完成后，将CCK-8工作液转移至 96孔板中，

用酶标仪 (瑞士 Tecan 公司， Infinite 200)评估

450 nm波长处光密度(optical density，OD)值 .

1.11.4　细胞活/死染色监测

取适量10×Assay Buffer溶液解冻，用去离子

水稀释10倍得1×Assay Buffer溶液 . 在第1、7天

将 48 孔板中的细胞培养液吸出，用 1×Assay 

Buffer溶液清洗样品2次(300 μL/孔). 浸泡15 min

后，更换孔板内液体为细胞活/死染液 . 染液中，

V(钙黄绿素溶液 (2 mmol/L)):V(碘化丙啶溶液

(1.5 mmol/L)):V(1×Assay Buffer溶液) = 1:3:1000. 

每孔添加染液 300 μL，在培养箱中避光孵育 1 h

后，用1×Assay Buffer溶液(300 μL/孔)清洗样品，

最后吸出培养液，用倒置荧光显微镜(德国Leica

公司，DMi8)观察和拍摄荧光照片 .

2　结果与讨论

2.1　单通道离子选择性电极的综合性能

为使简单浇注成型的再生 SF膜不溶于水，

采用乙醇/甘油体系对其进行后处理 . 未经乙醇/

甘油处理的SF薄膜样品(original)、经过乙醇/甘

油处理的SF薄膜样品(EtOH/Gly)以及乙醇/甘油

处理并用去离子水清洗过的SF薄膜样品(EtOH/

Gly-water)中的 β-折叠构象含量及薄膜的杨氏模

量如图 3(a)和 3(b)所示 . Original、EtOH/Gly、

EtOH/Gly-water 3种SF膜中的β-折叠构象含量依

次为 16 mol%、23 mol%和 24 mol%，这说明乙

醇/甘油后处理明显提升了SF薄膜的结晶度，见

图3(a). 相关薄膜的水溶性结果表明，Original组

的SF薄膜有较高的水溶性，会在遇水后1 min内

溶解，而EtOH/Gly、EtOH/Gly-water组的 SF薄

膜可在水中长期存在 . Original、EtOH/Gly、EtOH/

Gly-water 3种SF薄膜的杨氏模量分别为26、50、

42 MPa (图 3(b))，表明后处理过程也提高了 SF

薄膜的力学性能 . 这可能是由于乙醇/甘油后处理

过程诱导 SF分子链形成了更多的 β-折叠结构，

增加了其水不溶性[28]；去离子水浸泡和清洗后，

SF薄膜表面的乙醇和甘油被洗去，乙醇无法继
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续通过脱水的方式诱导分子链发生有序折叠 . 同

时，水分进入薄膜内部，减少了分子间的相互作

用，起到增塑的作用，因此去离子水清洗后薄膜

的杨氏模量有一定程度的下降[29]. 真实环境下，

颅脑内存在大量脑脊液，因此EtOH/Gly-water组

SF薄膜的力学性能最接近实景中SF基电极的力

学性能，其杨氏模量较低，有望作为构筑神经电

极的高柔薄膜基底 .

本研究制备的SF基底表面PEDOT:PSS导电

层的阻抗如图3(c)所示 . 结果表明，在0.1~1000 Hz

的频率范围内，导电层的阻抗处于600~680 Ω之

间，优于现有的大多数生物基神经电极，具有良

好的导电性[30~32].

灵敏度系数是用于衡量电极对目标离子活度

(浓度)变化响应能力的关键参数 . 离子选择性电

极的工作原理是基于电解液中的离子吸附引起的

电极表面电势差[15]. 该电势差与电解液中的离子

浓度存在一定的定量关系，可用能斯特方程表

示(式2)[33]：

φ = φ0 + 
RT
z1 F

lna1 (2)

式中：φ(V)为工作电极的电势，φ0(V)为 a1=1时

的电极电位，即电极的标准电位，a1为待测离

子活度[33]. R 为气体常数，T(K)为绝对温度，

F(C/mol)为法拉第常数，z1为被测离子所带的电

荷数 .
RT
z1 F

 = 59.18 mV dec (3)

当被测离子所带电荷数为2时(式4)[33]，

RT
z1 F

 = 29.59 mV dec (4)

图4为3种离子选择性电极的灵敏度测试结

果，其中图 4(a)和 4(b)、图 4(c)和 4(d)、图 4(e)

和4(f)分别为钾离子选择性电极、钙离子选择性

电极、钠离子选择性电极的阶梯曲线和校准曲

线 . 在图4(a)、4(c)、4(e)中，每个阶梯所对应的

目标离子的浓度均分别为 10−2、10−1、1、10、

102 mmol/L. 根据电势随时间响应的曲线，计算

出电势随相应浓度的对数变化的曲线，即校准曲

线(分别为图 4(b)、4(d)、4(f)). 进一步的计算结

果表明，K+选择性电极的灵敏度为43.6 mV/dec，

Ca2+选择性电极的灵敏度为27.9 mV/dec，Na+选

择性电极的灵敏度为 52.1 mV/dec. 3种单通道电

极的检测区域均为 10−2~102 mmol/L，基本覆盖

了脑脊液中的特征离子浓度范围[34].

除离子选择性电极可以识别的目标离子外，

样本中其他离子的存在也可能会使离子选择性电

极的电位产生一定程度的改变 . 为估计电极的选

择性，引入了选择性系数 . 选择性系数的定义

为：用离子选择性电极分别测试含有待测离子和

干扰离子的电解液，当浓度为αj的干扰离子和浓

度为αi的待测离子使同一个离子选择性电极产生
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Fig. 3  (a) The β-sheet content (mole fraction) and (b) the 

Young’s modulus of untreated SF film, EtOH/Gly post-

treated SF film and EtOH/Gly-water post-treated SF film; 

(c) Impedance of the SF-based electrode without ion 

sensitive film in the frequency range of 0.1~1000 Hz.
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相同的电位响应时，该待测离子的活度αi和干扰

离子的活度αj的比值即为该离子选择性电极的选

择性系数(Kij) (式(5))[35]：

Kij = 
αi

αj
(5)

图5为3种离子选择性电极的选择性测试结

果，其中图5(a)和5(b)、图5(c)和5(d)、图5(e)和

5(f)分别为钾离子选择性电极、钙离子选择性电

极、钠离子选择性电极响应不同离子的阶梯曲

线和校准曲线 . 图5(a)、5(c)、5(e)依次为K+选择

性电极、Ca2+选择性电极、Na+选择性电极对其

对应目标离子和干扰离子的开路电压响应曲线 . 

结合对应的电极的校准曲线 (图 5(b)、 5(d)、

5(f))，计算出K+选择性电极对Na+的选择性系数

为10−1.5，对Ca2+的选择性系数为10−2；Ca2+选择

性电极对K+的选择性系数为 10−2.8，对Na+的选

择性系数为 10−3；Na+选择性电极对K+和Ca2+的

选择性系数均为 10−3.5. 对选择性系数取对数

lg KK+Na+=−1.5，lg KK+Ca2+=−2，lg KCa2+K+=−2.8，

lg KCa2+Na+=−3；lg KNa+K+=−3.5，lg KNa+Ca2+=−3.5. 

在实际生物样品测试中，离子选择性电极的选择

性系数在−2.0以下即为高选择性电极[19]. 结果表
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Fig. 4  (a, b) The open-circuit potential responses of the SF-based K+ selective electrode to the indicated K+ solutions and the 

corresponding voltage fitting curve; (c, d) The open-circuit potential responses of the SF-based Ca2+ selective electrode to the 

indicated Ca2+ solutions and the corresponding voltage fitting curve; (e, f) The open-circuit potential responses of the SF-

based Na+ selective electrode to the indicated Na+ solutions and the corresponding voltage fitting curve.
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明，3种离子选择性电极均具有较好的特异选择

性，即所制备电极对目标离子的响应敏感度显著

高于其对干扰离子的响应 . 因而可达到干扰离子

的浓度几乎对目标离子的电势响应没有干扰的

效果 .

此外，体液中的蛋白质也可能影响电极的测

量精准度 . 为此，本研究将另一批离子选择性电

极在浓度为1 mg/mL的BSA溶液中浸泡2 h，比

较了浸泡前后电极的灵敏度，如图6所示 . 钾离

子选择性电极浸泡前后电极的灵敏度系数分别为

47.0、36.7 mV/dec，下降了约21.9%；钙离子选

择性电极浸泡前后电极的灵敏度系数分别为

34.9、32.1 mV/dec，下降了约 8.0%；钠离子选

择性电极，浸泡前后电极的灵敏度系数分别为

40.9、34.4 mV/dec，下降了约15.9%. 3种单通道

离子选择性电极在蛋白质溶液干扰后仍可保持约
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Fig. 5  (a, b) The open-circuit potential responses of the SF-based K+ selective electrode to the indicated K+, Ca2+ and Na+ 

solutions respectively and the corresponding voltage fitting curves; (c, d) The open-circuit potential responses of the SF-based 

Ca2+ selective electrode to the indicated K+, Ca2+ and Na+ solutions respectively and the corresponding voltage fitting curves; 

(e, f) The open-circuit potential responses of the SF-based Na+ selective electrode to the indicated K+, Ca2+ and Na+ solutions 

respectively and the corresponding voltage fitting curves.
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78%以上的灵敏度，同时均可显著性区分出对应

特征离子的不同浓度信号，表明其具有良好的抗

蛋白质干扰能力 .

综上所述，上述3种单功能离子选择性电极

展现出良好的柔性、导电性和对特征目标离子的

选择性，同时还具有良好的抗蛋白质干扰特性 . 

这些特性使其在实际应用中具有较高的可靠性和

准确性，为进一步构筑多通道集成式离子选择性

电极提供了可能 .

2.2　多通道集成式离子选择性电极的综合性能

神经电信号的正常传递往往是神经系统中多

种神经离子共同作用的结果 . 前述构筑的单通道

离子选择性电极可分别精确地监测环境中的K+、

Ca2+和Na+，但其功能较为单一，无法实现多种

不同离子信号的同时监测 . 基于此，本研究在前

述单通道离子选择性电极的制备基础上，进一步
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Fig. 6  (a, b) The open-circuit potential responses of the SF-based K+ selective electrode to the indicated K+ solutions and the 

corresponding voltage fitting curves before and after been immersed in BSA solution; (c, d) The open-circuit potential 

responses of the SF-based Ca2+ selective electrode to the indicated Ca2+ solutions and the corresponding voltage fitting curves 

before and after been immersed in BSA solution; (e, f) The open-circuit potential responses of the SF-based Na+ selective 

electrode to the indicated Na+ solutions and the corresponding voltage fitting curves before and after been immersed in BSA 

solution.
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开发了可同时监测2种不同离子的微型化多通道

集成式神经电极，即可同时监测K+和Ca2+、同

时监测K+、Na+或同时监测Ca2+、Na+的3种集成

式离子选择性电极，并综合验证了集成电极中两

个离子识别通道的功能 . 将集成式离子选择性电

极的两个通道同时接入电化学工作站中，验证两

个通道对其对应2种目标离子的响应性 .

以K+、Ca2+集成式离子选择性电极为例(图

7(a))，第 0~50 s测试的初始电解液为去离子水 . 

之后，每间隔50 s向电解液中加入一定量的KCl

或CaCl2，使电解液中的K+或Ca2+浓度达到预设

值(见图7(a)标注). 结果表明，当加入Ca2+时，集

成电极中的Ca2+通道会产生升高的电势响应；而

此时的K+通道仅会产生极小幅度的电位变化 . 此

外，当进一步向体系中添加K+后，集成电极中

的Ca2+通道仅会产生极小幅度的电位变化；而此

时的K+通道会产生明显的电势升高响应 . 综合来

看，干扰离子引起的电位变化不足目标离子引起

的电位变化的10%，可以忽略不计 . 同时，K+选

择性通道和Ca2+选择性通道的电位增幅与 2.1节

中对应单通道电极灵敏度相符 . 由此可见，K+、

Ca2+双通道集成式离子选择性电极可同时有效检

测体系中2种离子的浓度变化 . Ca2+、Na+选择性

电极和 Na+、K+选择性电极的离子响应性能见

图 7(b)和 7(c)，综合结果呈现类似规律 . 综上所

述，3种集成电极的两个通道均可精准响应2种

目标离子，且通道之间无信号串扰 .

作为一种天然的高分子材料，SF具有良好

的细胞相容性，广泛应用于生物医用领域[36~39]. 

在PEDOT:PSS水溶液中，PEDOT和PSS由于静

电力相互吸引，呈现两相分布，PSS在其中起到

了分散和稳定PEDOT的作用[40]. 不过，PSS具有

强酸性(pH<2)，不利于细胞的生长和增殖，因此

通过EG后处理去除了导电通道中的PSS组分[7]. 

电极中的离子选择性敏感薄膜在成型过程中采用

了自然烘干法，该法可有效去除所使用的有机溶

剂，从而保障电极具有较好的细胞相容性 .

为综合考察相关电极基底及全电极器件的细

胞相容性，将无电极的SF薄膜基底命名为SF (对

照组)，SF 基常规神经电极命名为 SF-PEDOT，

SF 基离子选择性神经电极命名为 SF-PEDOT-

PVC，进一步对比验证这3种材料的细胞相容性 .

通过CCK-8试剂表征了雪旺细胞在3种样品

表面的活力随培养时间的变化情况(见图8(a)). 结

果表明，随着培养时间的增加，3种材料上的光

密度(OD)值均有所上升，细胞在3种薄膜上都表

现出良好的生长趋势，未出现明显的细胞生长抑

制或毒性反应 . 虽然SF-PEDOT-PVC组细胞总活

力的平均值略低，但其与SF和SF-PEDOT相比

在各个时间点并没有统计学意义上的显著性差异
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Fig. 7  (a) The open-circuit potential responses of the 

multichannel ion selective electrodes (K+ and Ca2+ ) to the 

mixed solutions contained with indicated concentrations of 

K+ and Ca2+; (b) The open-circuit potential responses of the 

multichannel ion selective electrodes (Ca2+ and Na+) to the 

mixed solutions contained with indicated concentrations of 

Ca2+ and Na+ ; (c) The open-circuit potential responses of 

the multichannel ion selective electrodes (Na+ and K+ ) to 

the mixed solutions contained with indicated concentrations 

of Na+ and K+.
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(p>0.05). 上述结果表明，离子选择性电极 SF-

PEDOT-PVC具有与纯SF薄膜基底相当的细胞相

容性，其中PEDOT和离子选择性薄膜(含PVC)

的引入并未对集成电极的细胞相容性带来明显的

不利影响 .

此外，用活/死荧光染色法评估了雪旺细胞

在上述3种材料表面的细胞相容性(见图8(b)). 结

果表明，在接种第 1 天，SF、SF-PEDOT、SF-

PEDOT-PVC3种材料上的活细胞量相当，均无

死亡细胞 . 培养7天后，3种材料上细胞数量与第

1 天相比均有明显增多，表明细胞均有明显增

殖 . 同时每个组别中也都只有少量死亡细胞(红

色)，但活细胞总量也相差不大(绿色). 相关结果

进一步证实离子选择性电极中PEDOT和离子选

择性薄膜(含PVC)的引入并未对集成电极的细胞

相容性带来明显不利影响 .

综合来看，现有的柔性神经电极绝大部分均

是依赖PDMS或其他不可降解的柔性高分子作为

柔性基底[41,42]. 此类电极整体不可降解，信号采

集后面临二次手术取出等不足 . 就可降解的非瞬

态SF基柔性神经电极而言，目前前沿报道已开

发的电极仅具有电信号响应特性，并不具有特征

离子信号响应特性[7]. 本研究开发的可降解SF基

柔性神经电极展现出低模量、高离子选择性和优

秀的细胞相容性等综合优势，因而有望用于体内

神经组织微环境中电信号和特征离子信号的同时

监测 .

3　结论

开发了柔韧SF薄膜制备技术、导电高分子

电极图案的喷墨打印技术、热温辅助图案转移

技术和特征离子响应层构筑技术，构建了多通

道集成式SF基离子选择性柔性神经电极 . 该电极

具有高柔性(杨氏模量为 42 MPa)、低阻抗(0.1~

1000 Hz 下阻抗为 600~680 Ω)、高灵敏度 (K+、

Ca2+、Na+选择性电极的灵敏度系数分别可达

43.6、27.9、52.1 mV/dec)、高选择性、细胞相容

性佳的特点 . 该电极还可同时有效实现2种特征

离子的信号检测，信号传输不受电路串扰的影

响，有望用于体内神经组织微环境中多种微量特

征性离子信号的监测 . 相关研究为开发具有多重

离子响应选择性的在体柔性神经电极提供了新的

思路 .
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Research Article

Study on Silk Fibroin-based Flexible Ion-selective Neural Electrodes

Qi-mei Huang, Zhan-ao Hu, Jing-jing Geng, Xiang Yao*, Yao-peng Zhang*

(College of Materials Science and Engineering, State Key Laboratory for Advanced Fiber Materials, 

Donghua University, Shanghai 201620)

Abstract  Studies indicate that abnormal electrical/chemical signals transmitted between the brain and the 

peripheral nervous system is the direct cause of degenerative neurological diseases. Consequently, real-time and 

accurate detection of interstitial ion concentration changes during their neurological disease onset is crucial for 

understanding pathogenesis and developing treatment strategies. Solid-contact ion-selective electrodes (SC-ISEs), 

with their advantages such as simple structure, low cost, and high sensitivity, have shown promise as effective 

tools for in vivo detection. However, conventional metal-based SC-ISEs possess a higher elastic modulus 

compared with flexible alternatives, posing a risk of tissue damage during in vivo use. Moreover, they have 

drawbacks such as the need for secondary surgery to remove the device after signal acquisition. Therefore, 

developing low-modulus, degradable, miniaturized, flexible ion-selective neural electrodes holds significant value 

for the real-time and accurate detection of neural ion signals. This study utilizes silk fibroin (SF), which is chosen 

for its excellent biocompatibility and low elastic modulus, as the substrate layer. Conductive polymer poly(3,4-

ethylenedioxythiophene):poly(styrene sulfonate) (PEDOT:PSS) serves as the flexible electrode layer. Combining 

ink-jet printing and the thermo-assisted pattern transfer technology, we fabricated a flexible SF-based electrode 

integrating both good flexibility and conductivity. By incorporating K⁺, Ca²⁺, or Na⁺ selective electrode functional 

layers at the electrode tip contact sites, single-channel SF-based ion-selective flexible neural electrodes were 

prepared. To achieve simultaneous monitoring of multiple ions, a multi-channel integrated SF-based ion-selective 

electrodes capable of detecting dual-ion signals were further developed. The electrodes exhibit excellent multi-ion 

response capabilities and good cell compatibility. This study provides significant references for developing 

practical degradable and miniaturized multi-ion selective flexible neural electrodes, offering new strategies for 

monitoring trace ion signals in vivo.

Keywords  Silk fibroin; Ion signal detection; Ion selective electrode; Flexible electrode; Conductive polymer
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