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摘要    水凝胶微孔阵列是细胞培养的新型基板软材料, 其微孔形貌对细胞的行为产生

直接的影响. 但传统水凝胶微孔阵列形貌的表征手段缺乏在水溶液中原位和可逆表征的

能力. 本文以水溶液中的氧气为还原电对, 应用扫描电化学显微镜(SECM)对水溶液中的

聚乙二醇二甲基丙烯酸酯水凝胶微孔阵列的形貌进行了原位表征, 得到了水凝胶微孔阵

列表面的二维孔径和三维形貌信息, 开发出采用 SECM 对水凝胶微孔阵列形貌进行原位、

可逆、无损表征及提供三维形貌信息的新方法. 
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1  引言 

微孔阵列(microwell array)是用于培养和分析细

胞的新型基板材料[1]. 与传统的二维细胞培养基板相

比, 具有高密度三维微孔结构的微孔阵列更有利于

观察细胞的形态(如单细胞的分化形态和团聚体的状

态)[2]和高通量地捕获、筛选细胞[3]. 水凝胶[4~9]是一种

具有化学或物理交联结构、可吸收大量水分但不溶于

水的高分子软材料, 并具有以下特点: (1) 三维网络

结构与细胞外基质极为类似, 有利于细胞的增殖和

铺展; (2) 物理、化学性质易调控, 可满足细胞培养的

特殊要求; (3) 透明度高, 有利于细胞培养过程中观

察细胞. 基于微孔阵列和水凝胶的优点, 水凝胶微孔

阵列作为细胞培养的新型基板软材料受到广泛的关 

注, 在细胞培养方面显示出较为广阔的应用前景[10, 11]. 

光掩模法[12]和模板法[13]是制备水凝胶微孔阵列的两

种主要技术, 可制备不同形貌和孔径的水凝胶微孔

阵列, 并各有优缺点. 光掩膜法的制备工艺较简单, 

但由于受到光程的限制, 不适合制备较厚和孔较深

的水凝胶微孔阵列; 模板法可精确控制水凝胶微孔

阵列的孔径和孔深, 但由于需要定做模具, 制备工艺

较复杂.  

水凝胶微孔阵列的微孔形貌、孔径和孔深对其中

培养的细胞的行为产生直接的影响 [1,14~16]. 例如 , 

Khademhosseini 小组[14]的研究表明相对于圆柱形和

锥形的水凝胶微孔阵列, 半球形的水凝胶微孔阵列

更有利于形成球形的细胞团聚体; 水凝胶微孔阵列

中微孔的大小直接影响其中培养的胚胎干细胞的分

化能力[16], 如直径 450 m 的微孔有利于胚胎干细胞

向心肌细胞的分化, 而直径 150 m 的微孔有利于胚

胎干细胞向内皮细胞的分化; 孔深的不同也对细胞

的活性和行为产生不同程度的影响[1], 如孔深 50 m

的水凝胶微孔底部的剪切力小于孔深 20 m的, 而剪

切力的大小又影响细胞的分化行为. 因此, 对水凝胶
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微孔阵列中微孔形貌的表征是研究其用于细胞培养

的重要步骤. 表征水凝胶微孔阵列形貌的传统手段

主要为光学显微镜(如相差显微镜[1]和激光共聚焦显

微镜[10])和电子显微镜(如扫描电子显微镜[17]). 但这

些方法存在一些缺陷, 如都缺乏在水溶液中对水凝

胶微孔阵列进行原位、可逆表征的能力. 如相差显微

镜虽能给出水凝胶微孔阵列的形貌和孔径等信息 , 

但由于表征时水凝胶的水分会对光产生折射等作用, 

在水溶液环境中很难得到清晰的水凝胶微孔阵列的

立体图像; 激光共聚焦显微镜虽然可以较好地给出

水凝胶微孔阵列的三维信息, 但在表征前需要对水

凝胶进行染色前处理, 是一种不可逆的非原位表征

手段; 扫描电子显微镜虽然在三维表征和最小分辨

率方面优于前两种表征手段, 但表征水凝胶样品前, 

需对其进行冷冻、干燥、喷金等前处理, 不仅对水凝

胶样品产生破坏, 并且得到的是干燥后的水凝胶微

孔阵列的形貌, 不能真实反映水溶液中水凝胶微孔

阵列的自然形貌, 是一种有损伤且非原位的表征手

段. 因此, 需要一种可在水溶液中无损、可逆且原位

表征水凝胶微孔阵列形貌信息的新方法.  

扫描电化学显微镜 (scanning electrochemical 

microscopy, SECM)是一种应用微米级电极为探针 , 

通过记录电解质溶液中物质的氧化或还原电流得到

基底物质的表面形貌和化学信息的新型电化学表征

技术[18~25]. 由于具有可在水溶液中原位、可逆且无损

地表征样品, 并具有高空间分辨率和可提供样品三

维信息的特点, SECM 已被用于表征细胞培养的基板

材料中[18, 26~28]. 目前, SECM 用于表征水凝胶形貌的

研究还处于起始阶段, 只有近期发表的 2 篇相关报 

道[18, 29]. 2010 年, Jeerage 等[18]首次应用 SECM 对水溶

液中的聚乙二醇水凝胶的表面微孔形貌进行了无损

表征, 但实验中他们向水溶液中额外加入了甲醇二

茂铁作为电对, 该方法不适用于细胞培养体系中对

水凝胶基板材料进行原位表征. 2013 年, 我们课题 

组[29]基于氧气这种水溶液中的天然电对在 SECM 探

针附近的还原电流, 首次应用 SECM 原位跟踪了水

溶液中自愈合水凝胶形貌随时间变化的三维信息 . 

该方法的优势在于不需要在表征体系中加入任何其

他化学物质, 利用水溶液中的氧气便可实现对水凝

胶材料的原位表征, 为细胞培养体系中水凝胶基板

材料的原位表征奠定了基础. SECM 的以上优点和应

用实例预示着利用水溶液中氧气对水溶液中的水凝

胶微孔阵列进行表征应用的可行性.  

本文基于水溶液中氧气这种天然电对 , 应用

SECM 对水溶液中的聚乙二醇二甲基丙烯酸酯水凝

胶微孔阵列的形貌进行了原位表征, 得到了水凝胶

微孔阵列表面的二维孔径和三维形貌信息. 相比光

学显微镜和电子显微镜的常规表征手段, SECM 是可

在水溶液中对水凝胶微孔阵列形貌进行原位、可逆、

无损表征及提供三维形貌信息的新方法.  

2  实验部分 

2.1  试剂与仪器 

聚乙二醇二甲基丙烯酸酯 (polyethylene glycol 

dimethacrylate, PEGDMA, 相对分子量约为 1000    

g mol1, Polysciences 公司, 美国)为制备水凝胶的单

体 , 2-羟基-2-甲基苯丙酮(Tokyo Chemical Industry 

公司, 日本)为制备水凝胶的引发剂, 3-丙基甲基丙烯

酸酯 (3-(trimethoxysilyl) propylmethacrylate, TMSP- 

MA, 阿拉丁公司 , 中国)用于处理盖玻片 , 氯化钾 

(Sigma-Aldrich 公司, 美国), 氢氧化钠(国药集团, 中

国), 无水乙醇(天津致远化学试剂有限公司, 中国). 

以上试剂均为分析纯. 聚碳酸酯光掩模(深圳清溢光

电股份有限公司 , 中国 ), 聚二甲基硅氧烷模板

(SYLGARD 184, 道康宁公司, 美国). 制备水凝胶过

程中使用的盖玻片(江苏飞舟玻塑有限公司, 中国)分

为两种, 分别为厚度 150 m、尺寸 18 mm × 18 mm 

(种类一)和厚度 150 m、尺寸 24 mm × 50 mm(种类

二). 实验所用的水溶液由 Milli-Q Reference System

制备的超纯水(25℃时电阻 > 18.2 MΩ cm)配制.  

所有的电化学实验在 CHI920C 扫描电化学显微

镜(上海辰华, 中国)上完成, 制备水凝胶所用的紫外

交联仪是 XLE-1000 A/F(Spectroline, 美国), 水凝胶

微孔阵列的光学表征使用奥林巴斯倒置相差显微镜

(IX 81, 日本).  

2.2  实验过程 

2.2.1  水凝胶微孔阵列的制备 

本研究中采用光掩模法和模板法分别制备含不

同孔径和孔深的 PEGDMA水凝胶微孔阵列. 制备水

凝胶前 , 需先配制水凝胶的前聚体溶液 . 另外 , 在

表征过程中, 为了使水凝胶更好地粘附在盖玻片上
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而不至脱落, 需对制备水凝胶的盖玻片进行前处理. 

具体过程如下.  

水凝胶前聚体溶液的配制[5]: 称取 0.5 g 水凝胶

单体 PEGDMA 和 25 L 引发剂 2-羟基-2-甲基苯丙酮

于离心管中, 加入 5 mL 去离子水混匀, 得到质量分

数为 10%的 PEGDMA 和体积分数为 0.5%的 2-羟基- 

2-甲基苯丙酮溶液.  

盖玻片的前处理[10]: 将盖玻片(种类一)完全浸泡

于浓度为 10%的 NaOH 溶液中 24 h 后, 分别用超纯水

和无水乙醇将盖玻片冲洗三遍, 置于烘箱中 80ºC干燥

1 h. 待盖玻片烘干后, 滴加 30 L TMSPMA 溶液于盖

玻片上, 30 min 后用铝箔包裹盖玻片, 在烘箱中 80℃

再干燥 24 h. 最后, 依次用超纯水和无水乙醇冲洗盖

玻片三遍并风干, 用铝箔包裹备用.  

(1) 光掩模法制备水凝胶微孔阵列: 本研究中使

用的光掩膜通过 AutoCAD 软件设计后在聚碳酸酯膜

上制备完成 . 根据以往文献报道中的常用微孔尺   

寸, 光掩膜上的孔径大小依次设定为 400 m, 300 和

200 m, 孔与孔的边沿间距为 200 m[14, 17]. 具体光

掩模法制备 PEGDMA 水凝胶微孔阵列的流程如图

1(a)所示, 首先取 30 L 配好的水凝胶前聚体溶液滴

加在培养皿上, 前聚体液滴的两边加一片盖玻片(种

类二)作为垫片调节水凝胶微孔阵列的厚度及孔深. 

然后, 从下到上依次盖上经 TMSPMA 处理过的盖玻

片和光掩模, 用功率为 80 mW cm2 的紫外交联仪在

光照间距 5 cm、365 nm 的紫外光下照射水凝胶前聚

体溶液 25 s, 即得到 PEGDMA 水凝胶微孔阵列(图

1(a)中所示的黑色圆圈区域为因紫外光未透过而未生

成水凝胶的部分). 最后, 取下光掩模和附着在盖玻

片表面的水凝胶, 用超纯水冲洗制得的水凝胶微孔

阵列后进行下一步实验.  

(2) 模板法制备水凝胶微孔阵列: 本研究中使用

的聚二甲基硅氧烷模板由软刻蚀技术加工而成 [30]. 

参照以往文献报道中的常用模板[31], 选取圆柱直径

800 m/高度 400 m和圆柱直径 400 m/高度 200 m

的两种模板制备水凝胶微孔阵列(模板中圆柱直径决

定水凝胶微孔阵列中微孔的孔径, 圆柱高度决定微

孔的深度). 图 1(b)为模板法制备 PEGDMA 水凝胶微

孔阵列的流程图: 首先移取 30 L 配好的水凝胶前聚

体溶液滴加在模板上, 然后盖上经 TMSPMA 处理过

的盖玻片, 用功率为 80 mW cm2 的紫外交联仪在光

照间距 5 cm、365 nm 的紫外光照射水凝胶前聚体溶

液 25 s后, 即得PEGDMA水凝胶微孔阵列. 然后, 取

下附着在盖玻片表面的水凝胶, 并用超纯水冲洗制

得的水凝胶微孔阵列后用于下一步实验. 需要注意, 

每次用模板法制备水凝胶后, 模板需用超纯水和无

水乙醇进行清洗以避免模板上粘有的残留水凝胶对

下次制备产生影响.  

2.2.2  相差显微镜表征 

在用相差显微镜对制备的 PEGDMA 水凝胶微孔

阵列的孔径和孔深进行表征前, 微孔阵列表面和周

围的水分用滤纸吸干. 在表征微孔阵列的孔深时, 将

制备的水凝胶沿微孔处直线侧切后, 垂直放置于相

差显微镜下方, 侧面观察得到孔深值.  

2.2.3  SECM 实验 

SECM 实验采用三电极体系: 直径 10 m 的 Pt

圆盘电极(RG(b/a) = 3~4, b为整个电极的半径, a 为 Pt

丝的半径)为工作电极和 SECM探头, Ag/AgCl电极为

参比电极, Pt 丝为对电极. 具体实验体系如图 1(c)所

示, 将 1 cm ×1 cm 的 PEGDMA 水凝胶微孔阵列样品

置于含 0.1 mol L1 KCl 水溶液的 SECM 电化学池底

部, SECM 探头浸于水溶液中并置于微孔阵列样品的

正上方. SECM 实验中探头的施加电位(0.7 V(vs. 

Ag/AgCl 参比电极))通过扫描氧气在水溶液中的线扫

伏安曲线得到(扫速: 20 mV s1). SECM扫描时起点处

探头-PEGDMA 水凝胶表面的距离通过记录探头到

水凝胶表面的渐进曲线(探头施加电位: 0.7 V(vs. 

Ag/AgCl 参比电极 ), 渐进速度 : 2 m s1)得到 . 

PEGDMA 水凝胶微孔阵列的 SECM 图像扫描应用恒

高度模式(探头-PEGDMA 水凝胶表面距离~10 m, 

探头电位0.7 V(vs. Ag/AgCl参比电极)). 所有 SECM

实验均在室温下进行. 为了避免 SECM 扫描过程中

水溶液中的水凝胶微孔阵列由于吸水产生的溶胀变

形导致水凝胶形貌产生变化, SECM 实验前将水凝胶

微孔阵列样品在 0.1 mol L1 KCl 水溶液中浸泡 2 h 使

其中的含水量达到饱和.  

3  结果与讨论 

3.1  水凝胶微孔阵列表面形貌的光学表征 

光掩膜法和模板法分别制备的 PEGDMA 水凝胶

微孔阵列形貌的相差显微镜的表征结果见图 2. 由图 
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图 1  (a) 采用光掩模法制备 PEGDMA 水凝胶微孔阵列的

实验流程图; (b) 采用模板法制备 PEGDMA 水凝胶微孔阵

列的实验流程图; (c) 应用 SECM 表征 PEGDMA 水凝胶微

孔阵列表面形貌的实验原理图 

 

图 2  (a) 光掩模法和(b, c) 模板法制备的 PEGDMA 水凝

胶微孔阵列的相差显微镜正视图.标尺: 400 m 

 
2(a)测得光掩模法制备的 PEGDMA 水凝胶微孔阵列

的微孔直径大小依次为 399.4 ± 0.5 m、301.0 ± 1.1 

m 和 201.6 ± 1.1 m, 与光掩膜设计的理论孔径大小

一致; 通过微孔阵列的侧切观察得到其孔深大致为

140.0 ± 2.5 m, 与水凝胶微孔阵列制备过程中使用

150 m 厚度的盖玻片作为垫片调节微孔深度的理论

预期基本一致. 由图 2(b)和图 2(c)得到模板法制备的

PEGDMA 水凝胶微孔阵列的微孔直径分别为 801.8 ± 

0.3 m(图 2(b))和 401.8 ± 0.6 m(图 2(c)), 与模板上

的圆柱直径值(800 m 和 400 m)基本一致; 通过微

孔阵列的侧切观察得到两个微孔阵列的孔深大致为

400.0 ± 2.5 m 和 200.0 ± 3.0 m, 与模板上圆柱高度

值 400 m 和 200 m 基本一致.  

3.2  水凝胶微孔阵列形貌的扫描电化学显微镜  
表征 

本研究应用 SECM对 PEGDMA水凝胶微孔阵列

的形貌表征中, 选取的电对为水溶液中存在的天然

物质—氧气. 通过记录水溶液中 PEGDMA 水凝胶

微孔阵列表面的 O2 在 SECM 探针附近还原电流的分

布图, 可间接得到水凝胶微孔阵列表面的形貌图. 由

于O2还原是一个比较复杂的反应(O2可能发生 2电子

还原生成 H2O2 或发生 4 电子还原反应生成 OH)[19], 

在应用 SECM 对 PEGDMA 水凝胶微孔阵列表面进行

扫描前, 首先需要确定本研究中发生的具体 O2 还原

反应以及 O2 还原反应发生的电位, 进而确定 SECM

实验中的探头施加电位.  

图 3(a)为 10 m直径的 Pt探头上记录的O2在 0.1 

mol L1 KCl 本体水溶液中的线扫伏安曲线. 由图可

知本体溶液中 O2 还原反应的稳态电流值(iT,∞ = 3.4 

nA), 根据 iT,∞与O2还原反应转移的电子数(n)存在的

如下关系(公式(1)),   

 
2

*
T, O4i naFDC   (1) 

式中 F 为法拉第常数, D 为 O2 在水溶液中的扩散系

数(2.0×105 cm2 s1[19]), 
2

*
OC 为 O2 在本体水溶液中的

浓度(2.5×104 mol L1 [19]), 计算得到 n ≈ 4, 即本实验

中 Pt 探头上 O2 发生 4 电子还原反应生成 OH(反应

式(2)), 这与之前的报道一致[15].  

 O2 + 2H2O + 4e = 4OH (2) 

另外, 由图 3(a)得到O2在Pt探针上的还原电位区

间为0.6 ~0.8 V(vs. Ag/AgCl RE), 由此设定 SECM

实验中 Pt 探头的施加电位为0.7 V(vs. Ag/AgCl RE). 

SECM 扫描起点处的探头-PEGDMA 水凝胶表面的距

离可通过记录 Z 方向上探头逼近水凝胶表面时的 O2

还原反应的渐进曲线确定. 图 3(b)中虚线为记录的 Pt

探针到 PEGDMA 水凝胶表面的渐近曲线. 图中纵坐

标为归一化的探头电流(iT/iT,∞, 即渐近时探头记录的

O2 还原电流值 iT 除以本体溶液中 O2 还原的稳态电流

值 iT,∞), 横坐标为归一化的距离(L = d/a, 即渐近时探

头到 PEGDMA 水凝胶表面的距离 d 除以探头铂丝的

半径 a). 如图所示, 得到的实验渐进曲线为负反馈曲

线, 这主要由于类似绝缘基底的水凝胶表面阻碍了
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水溶液中的 O2 向探针表面的扩散. 当探头十分接近

水凝胶表面时(如 L < 4 时), 实验渐近曲线的 iT/iT,∞比

探头接近玻璃纯绝缘基底的理论渐近曲线(图 3(b)中

实线部分)的电流值高, 并且实验渐近曲线末端存在

一个拐点, 这与之前的研究发现一致[18]. 这主要由于

水凝胶微孔内水溶液中以及水凝胶本身的孔状结构

中含有O2, 当探针十分接近水凝胶表面时, O2在探针

表面发生的还原反应导致 O2 浓度降低, 诱导了微孔

内水溶液中以及水凝胶本身所含 O2 向探针表面的扩

散, 用以补充探头上消耗的 O2, 从而使水凝胶表面

的O2浓度值高于无孔的玻璃绝缘基底表面的O2浓度

值, 造成水凝胶表面渐近曲线的 O2 还原电流值高于

玻璃绝缘基底的 O2 还原电流值. 造成渐进曲线末端

存在拐点的原因是探针接触软弹性的水凝胶表面时

造成的渐近曲线的变形. 在由渐近曲线确定探针到

水凝胶表面的绝对零点距离后, 考虑到水凝胶的软

材料特性和其表面的非绝对平整, SECM 扫描前将探

针上提 10 m, 即 SECM 扫描起点处的探针 - 

PEGDMA 水凝胶表面的距离 d 设定为 10 m.  

应用 SECM 对光掩膜法制备的孔深较浅(140.0 ± 

2.5 m)和不同孔径的PEGDMA水凝胶微孔阵列表面

的 X-Y 方向(即水平方向)的扫描结果见图 4. 由图 

 

图 3  (a) 直径 10 m 的 Pt 圆盘电极上记录的 0.1 mol L1 KCl 水溶液中 O2还原的线扫伏安曲线(扫描速度: 20 mV s1); (b) 

SECM 渐近曲线(虚线为探头逼近 PEGDMA 水凝胶表面的实验渐近曲线, 实线为探头逼近玻璃表面的理论渐近曲线, 探头电

位: 0.7 V (vs Ag/AgCl), 渐近速率为 2 m s1) 

 

图 4  光掩模法制备的含孔深 140.0 ± 2.5 m和不同孔径的 PEGDMA水凝胶微孔阵列表面的 SECM (a~c) 二维扫描图和(d~f) 

三维形貌图(探头电位: 0.7 V (vs. Ag/AgCl RE), 探头-PEGDMA 水凝胶表面距离: ~10 m, 扫描速率: 250 m s1, 图中标尺: 

200m). 微孔直径依次为: (a) 400.8 ± 0.5m; (b) 301.6 ± 1.2 m; (c) 301.6 ± 1.2 m 和 201.8 ± 0.8 m  
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4(a~c)的 X-Y 二维扫描图可得到清晰的 PEGDMA 水

凝胶微孔阵列表面的形貌图(电流较高的黄色圆形部

分对应微孔, 周围电流较低的绿色部分对应微孔周

围的水凝胶表面). 造成 O2 还原电流值在微孔表面比

在周围水凝胶表面高的原因可能是: (1) SECM 探头

的电流值与探头-样品表面的距离有关[20]. 探头距离

类似绝缘基底的水凝胶表面越近, 越阻碍溶液中的

O2 向探针表面的扩散, 使检测到的水凝胶表面的 O2

还原电流值越小; (2) 当探针经过水凝胶表面和微孔

表面时, O2 在探针表面的还原反应导致 O2 浓度降低, 

诱导了微孔内水溶液或水凝胶本身所含 O2 向探针表

面的扩散[19, 32]. 由于微孔内水溶液中含有的 O2 浓度

比水凝胶本身所含的 O2 浓度高, 由微孔中水溶液补

充的 O2 量比水凝胶补充的 O2 量多, 由此造成微孔表

面的 O2 浓度值高于水凝胶表面的 O2 浓度值. 因此, 

微孔表面的 O2 还原电流值要高于水凝胶表面的 O2

还原电流值. 另外, 由图 4(a~c)可测得微孔的孔径依

次约为 400.8 ± 0.5 m, 301.6 ± 1.2 m 和 201.8 ± 0.8 

m, 这与光掩膜上设计的微孔直径以及相差显微镜

的表征结果(399.4 ± 0.5 m、301.0 ± 1.1 m 和 201.6 ± 

1.1 m)基本一致. 由此证明了 SECM 可在水溶液中

原位表征水凝胶微孔阵列表面形貌的实验设想. 另

外, SECM 扫描还可提供 PEGDMA 微孔阵列的三维

形貌图(如图 4(d, e)). 相比二维图像, 三维图像可提

供微孔(如微孔的内部形貌)及微孔周围水凝胶表面

的细节信息(如平整度), 由此证实 SECM 在水凝胶微

孔阵列形貌表征中可提供微孔三维信息的优点. 上

述的 SECM扫描结果表明, 经过 2 h的水溶液浸泡后, 

由于 PEGDMA 水凝胶微孔阵列的厚度较薄, 并且牢

固地固定于盖玻片表面, 水凝胶微孔阵列的形貌在

SECM 扫描过程中几乎没有受到水凝胶在水溶液中

溶胀的影响.  

应用 SECM 对模板法制备的孔深较深和孔径较

大的 PEGDMA 水凝胶微孔阵列表面形貌的扫描结果

见图 5. 由图 5(a, b)可得到清晰的PEGDMA水凝胶微

孔阵列的表面形貌图, 并准确测得微孔直径分别为

801.6 ± 0.2 m 和 402.0 ± 0.6 m, 该结果与相差显微

镜的表征结果(801.8 ± 0.3 m 和 401.8 ± 0.6 m)基本

一致. 但得到的两种孔深(400.0 ± 2.5 m(图 5(a))和

200.0 ± 3.0 m(图 5(b))的水凝胶微孔阵列的微孔表面 
 

 
图 5  模板法制备的 PEGDMA 水凝胶微孔阵列表面的 SECM (a, b) 二维扫描图; (c, d) 三维形貌图(探头电位: 0.7 V (vs. 

Ag/AgCl RE), 探头-PEGDMA 水凝胶表面距离: ~10 m, 扫描速率: 500 m s1, 图中标尺: 400 m). (a) 微孔直径: 801.6 ± 0.2 

m, 微孔深度: 400.0 ± 2.5 m; (b) 微孔直径: 402.0 ± 0.6 m, 微孔深度: 200.0 ± 3.0 m 
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的 O2 还原电流比周围水凝胶表面低, 这一现象与图

4(a~c)相反. 造成这一现象的原因可能是探头检测到

的O2还原电流除了受探头-水凝胶表面的距离以及由

探头表面O2消耗诱导的溶液中O2向探头表面扩散的

影响外, O2从微孔内水溶液中向 SECM探头表面的扩

散还与微孔深度有关. 微孔越深, O2 从孔内到达探头

表面的扩散距离越长, 扩散所需的时间越久, 因此不

能立即补充探头表面由于还原所消耗的 O2, 从而导

致 400.0 ± 2.5 m 和 200.0 ± 3.0 m 两种孔深的微孔

表面测得的 O2 还原电流值较周围水凝胶表面低. 同

上, SECM 扫描也可提供模板法制备的 PEGDMA 水

凝胶微孔阵列表面的三维形貌图(图 5(c, d)).  

4  结论 

本文基于氧气这种水溶液中的天然电对在

SECM探针附近的还原电流, 应用 SECM对水溶液中

的 PEGDMA 水凝胶微孔阵列的形貌进行了原位扫 

描, 同时得到水凝胶微孔阵列表面二维孔径和三维

形貌信息. 相比于常规的光学显微镜和电子显微镜

的表征方法, SECM 具有能在水溶液中对样品进行原

位、可逆且无损表征并给出三维形貌信息的优点. 该

SECM 测试方法为水凝胶材料的形貌表征提供了  

新的方法和思路, 将来可进一步拓展用于研究水凝

胶材料的性质以及水凝胶的微环境对细胞行为的  

影响. 
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charac-terization of hydrogel microwell arrays 
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Abstract: Hydrogel microwell arrays are new soft substrates for cell cultivation. The microwell morphology has direct 
influence on the behavior of cells cultured within microwells. But the conventional morphology characterization 
techniques of hydrogel microwell arrays can not in situ characterize hydrogel microwell arrays in aqueous solution and 
also not in a reversible way. Using the oxygen dissolved in water as the redox mediator, scanning electrochemical 
microscopy (SECM) was applied to in situ characterize the morphology of microwell array made of polyethylene glycol 
dimethacrylate (PEGDMA) hydrogel in aqueous solution. Both the two-dimensional and three-dimensional surface 
morphology images of PEGDMA microwell arrays were obtained. This work demonstrates that SECM is a new method 
of in situ characterization of hydrogel microwell arrays in a non-destructive and reversible way with providing 
three-dimensional surface morphology information. 

Keywords: scanning electrochemical microscopy (SECM), hydrogel microwell array, photomask method, template 
method 

 


