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摘要: 过氧化氢（H2O2）是最重要的活性氧（ROS）之一，与各种病理和生理过程有关。此外，由于癌细胞比正

常细胞产生过量的 H2O2，H2O2 可以用作评估不同细胞中氧化应激能力差异和检测癌细胞的生物标志物。因此，

有效和准确地检测 H2O2 对于生物学研究至关重要。电化学发光检测具有灵敏度高，操作简单的优点。melem 作

为一种生物环保材料的同时，还具有一定的发光性能，在电化学发光检测领域具有一定的应用价值。本文采用热

聚合结合硝酸氧化技术制备了具有良好发光性能的氧化型密勒胺（melem-AT）。以 melem-AT 为发光体，过硫酸

钾为共反应剂，基于 H2O2对 melem-AT 的电化学发光（ECL）协同增强作用，构建了 H2O2 传感器。在最佳的实

验条件下，melem-AT 发光强度差值与 H2O2浓度呈现良好的线性关系，检测范围为 0.125 ~ 35 mol/L，检测限为

100 nmol/L。人体血清中 H2O2 的检测结果表明，ECL 传感器在临床检测中具有潜在的应用价值。与其他方法相

比，该传感器具有操作简单、成本低、检测速度快等优点，为 H2O2的检测提供了一种有前途的方法。 
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Abstract: Hydrogen peroxide (H2O2) is one of the most important reactive oxygen species (ROS), involved in various 

pathological and physiological processes. Additionally, since cancer cells produce an excess of H2O2 compared to normal 

cells, H2O2 can serve as a biomarker for assessing differences in oxidative stress capabilities among different cells and 

for detecting cancer cells. Therefore, effective and accurate detection of H2O2 is crucial for biological research. 

Electrochemiluminescence detection offers the advantages of high sensitivity and simple operation. Melem, as an 

eco-friendly biological material, also possesses certain luminescent properties, making it valuable for application in the 

field of electrochemiluminescence detection. In this paper, oxidized melamine (melem-AT) with good luminescent 

property was prepared by thermal polymerization combined with nitric acid oxidation. Based on the synergistic effect of 

H2O2 on electrochemiluminescence (ECL) of melem-AT, a H2O2 sensor was constructed using melem-AT as luminescent 

substance and potassium persulfate as co-reaction agent. Under the best experimental conditions, there is a good linear 

relationship between the luminous intensity of melem-AT and H2O2 concentration. The detection range is 0.125 ~ 35 

mol/L with detection limit of 100 nmol/L. The detection results of H2O2 in human serum show that ECL sensor has 
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potential application value in clinical detection. Compared to other methods, this sensor offers advantages such as simple 

operation, low cost, and fast detection speed, providing a promising approach for the detection of H2O2. 

Keywords: Electrochemiluminescence; Melem; Hydrogen Peroxide 

 

1 引言 

过氧化氢（H2O2）作为活性氧分子之一，通常具

有很强的氧化性[1-3]。在真核生物中，H2O2 通常作为

细胞内氧化反应过程的一种中间产物，与生命体的新

陈代谢和能量转换密切相关。正常生理浓度的 H2O2维

持着体内的氧化还原平衡，控制着细胞的生长、增殖、

分化和迁移，还可以协助清除体内病原体。但是当 H2O2

浓度异常升高时往往会引起氧化应激反应，造成生物

分子如 DNA、蛋白质、脂质体的氧化损伤，进而导致

生物体的多种功能障碍，引发多种疾病的发生，如癌

症、炎症和心血管疾病等[4]，对体内 H2O2的监测是非

常重要的。目前检测 H2O2的常用方法是高效液相色谱

法（HPLC）、分光光度法和荧光光度法[5]。尽管使用

HPLC 检测 H2O2具有灵敏度高的优点，但是仪器设备

昂贵，需要专业人员操作，样品的前期处理比较麻烦[6]。

分光光度法操作简单，成本低，但灵敏度欠佳，测试

结果不够稳定[7]。荧光光度法检测灵敏度高，选择性

好，但通常荧光转换效率比较低，受散射光的影响，

稳定性不够好[8-10]。因此，建立一种操作简单、灵敏

度高、选择性和稳定性好的方法对于 H2O2的临床检测

至关重要。 

电化学发光（Electrochemiluminescence, ECL）检

测是电化学和化学发光相结合的检测技术[11]。在电位

驱动下，电极表面的发光体与溶液中的共反应剂发生

氧化还原反应，形成的高能激发态返回基态时产生发

光现象。发光信号的高低与体系中参与反应的活性物

质的含量有关。ECL 检测通常具有灵敏度高、选择性

好、操作简单、快速的优点，被广泛应用于各种生物

活性物质的分析。常规的 ECL 检测 H2O2采用的是鲁米

诺（luminol）体系，H2O2 以共反应剂形式激发鲁米诺

发光。Shan [12]等以金属有机凝胶为基础，构建了

luminol-H2O2 的 ECL 传感器，实现了对 Hela 细胞中

H2O2 的检测，检测范围为 0.1 ~ 40 mol/L，检测限为

2.2 nmol/L。考虑到材料成本，以及阳极 ECL 信号不够

稳定，因此需要寻找一种更为廉价的材料构建阴极电

化学发光体系。相比于鲁米诺等发光材料，密勒胺

（melem）具有价格低廉、制备简单和生物相容性好的

特点，同时还具有优良的发光性能，在发光和检测领

域有一定的应用价值。基于此，本文以不同种类的

melem 为发光体，K2S2O8 为共反应剂，研究了不同

melem 的阴极电化学发光情况，对其 H2O2 的检测性能

进行了分析，对检测机理进行了探讨。 

2 实验内容 

2.1 原料及仪器 

实验所用试剂：三聚氰胺、磷酸氢二钠、磷酸二

氢钾（天津市光复精细化工研究所）；硝酸、氯化钠、

氯化钾、铁氰化钾、双氧水、无水乙醇（天津市永大

化学试剂有限公司）；过硫酸钾（天津市申泰化学试剂

有限公司）。所用化学试剂均为分析纯级，实验室去离

子水为自制。 

实验室所用仪器：超微弱发光测量（BPCL-1，广

州微光科技有限公司）；电化学工作站（CHI660E，上

海辰华仪器有限公司）；酸度计（PHS-3C，上海佑科仪

器仪表有限公司）；，电化学三电极体系：以铂片为对电

极，Ag/AgCl（3M KCl）作参比电极，玻碳电极作为

工作电极。 

2.2 密勒胺（Melem）和氧化型密勒胺

（Melem AT）的制备 

称取一定量三聚氰胺放到坩埚中，在马弗炉中，

以 3°C/min 的速率从室温升至 400°C，保温 2 h，降至

室温后得到米白色粉末Melem，研磨待用；将4 g Melem

分散在 200 mL 质量分数 40%硝酸溶液中，并在 90°C

下加热搅拌 20 min；待悬浮液冷却至室温后，以 11000 

rpm、5 min 离心水洗 5 次，在 50°C 的烘箱中干燥获得

melem AT 粉末。 
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2.3 电极的修饰和 ECL 测试 

(1) 材料的修饰：首先，将 melem、melem AT 超声

分散在无水乙醇中，配成 1 mg/mL 的悬浮液；

采用微量注射器吸取 5 L melem、melem AT 悬

浮液，将其滴在干净的玻碳电极表面，使其均

匀分布，干燥后待用。 

(2) ECL 电化学发光测试：将修饰好的电极浸入到

4 mL PBS（pH=7.2）和 1 mL K2S2O8（0.1 M）

的混合液中检测发光强度。参数设置：循环伏

安扫面电位为-1.5-0 V，扫速为 20 mV•s
-1，光

电倍增管电压为 1000 V。 

(3) H2O2的检测：配置不同浓度的 H2O2，然后取

3 mL PBS、1 mL K2S2O8、1 mL 不同浓度 H2O2

作为反应液体，将修饰有 melem AT 的电极浸

入其中进行电化学发光检测。 

(4) 抗干扰性能测试：分别配置浓度为 12.5 mol/L

的 H2O2溶液；100 mol/L 的不同金属离子溶

液（K
+、Ca

2+、Zn
2+、NH4

+、Li
+、Na

+、Co
3+、

Ni
2+、Fe

3+和 Fe
2+）；10 mol/L 的不同生物分

子（丝氨酸、赖氨酸、苏氨酸、丙氨酸、脯氨

酸、缬氨酸、天门冬氨酸、精氨酸、谷氨酸、

苯丙氨酸、组氨酸、半胱氨酸、抗坏血酸、还

原性谷胱甘肽和酪氨酸）。 

3 结果与讨论 

3.1 SEM 分析 

如图 1 所示，（a-c）为 melem 在不同放大倍数下

的 SEM 图像，直接高温煅烧得到的 melem 整体呈现一

种不规则块状堆积的结构。在经硝酸处理后，melem AT

表面变得更加蓬松，呈现一种片层堆叠形貌，整体尺

寸变小（图 1 d-f），这与 XRD 中的 melem AT 衍射峰结

晶度提高相对应。小粒径且尺寸均匀的 melem 有助于

测定稳定性和准确性的提升。 

 

图 1 melem (a-c)和 melem AT (d-f)的 SEM 图 

Figure 1 SEM images of Melem (a-c) and Melem AT (d-f) 

3.2 XRD 分析 

图 2 为 melem 和 melem AT 的 XRD 谱图。可以看

出，由图 2a 可知，melem 的谱图和文献报道一致[13]。

这意味着 melem 已成功制备。与 melem 相比，采用硝

酸处理后，melem AT（图 2b）的衍射峰发生了明显变

化，在 28°左右有一个强衍射峰。其与（002）晶面相

对应，主要是由于共轭芳环的堆积形成的[14]。图谱(b)

中的峰值更尖锐且强度更高，表明 melem AT 具有较高

的结晶度。  

图 2 melem (a)和 melem AT (b)的 XRD 衍射峰谱图 

Figure 2 XRD diffraction peak spectra of Melem (a) and Melem AT (b) 
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3.3 FT-IR 分析 

 

图 3 melem (a)和 melem AT (b)的 FTIR 谱图 

Figure 3 FTIR spectra of Melem (a) and Melem AT (b) 

图 3 为 melem 和 melem AT 的 FT-IR 光谱图。从图

中可以看出，melem和melem AT的FT-IR光谱均在800、

1500 和 3000 cm
-1处左右出现特征峰。801 cm

-1附近的尖

吸收峰对应三嗪单元的吸收谱带。在 1483 cm
-1和 1620 

cm
-1 左右的吸收峰为芳香族 CN 杂环的特征谱带 [15]。

3120 cm
-1宽吸收带和 3431 cm

-1、3489 cm
-1左右的吸收

峰的形成主要是由于-NH 和-NH2 基团的拉伸振动或它

们的分子间氢键相互作用引起的。melem AT 在 3431 

cm
-1和 3489 cm

-1附近的峰减弱甚至消失，这是因为硝酸

处理后，melem 中的部分-NH2被硝基和羧基取代造成的。 

3.4 不同 melem 材料的电化学发光性能 

图 4 为不同 melem-K2S2O8 电化学发光体系的 ECL

测定曲线和材料的阻抗（EIS）曲线。如图 4a 所示，

当给予一定的电压后，针对 melem-K2S2O8 电化学发光

体系可以捕获到一定的 ECL 信号，这是由于 K2S2O8

和 melem 在电极上参与氧化还原过程形成激发态

melem*。其中，melem-K2S2O8 电化学发光体系，melem 

AT-K2S2O8 电化学发光体系的 ECL 强度分别为 2470，

9630。melem AT-K2S2O8 电化学发光体系具有最高的电

化学发光强度，大约是改性前 melem 的 4 倍。 

针对不同材料的ECL变化规律，进行了EIS测试。

实验结果如图 4b 所示，这两种材料的 EIS 半圆直径大

小和 ECL 曲线同样存在相似的变化规律。相比于

melem，melem AT 的 EIS 半圆明显减小。EIS 半圆直径

越小代表材料的电导率越大，电子转移电阻越小，说

明其表现了最有效的电子转移，具有最高的电化学活

性。这是因为经过硝酸改性后，melem AT 粒径变小，

比表面积变大，在电化学反应过程中，具有较高的活

性表面积和更多的活性位点[16]。 

  

图 4 melem 和 melem AT 的 ECL (a)和 EIS (b)曲线 

Figure 4 ECL (a) and EIS (b) curves of Melem and Melem AT 

图 5 为 melem AT-K2S2O8 电化学发光体系 ECL 稳

定性测试图。对 melem AT 的样品进行了 12 圈电化学

发光强度重复测定，测定强度分别为 9516、9630、9638、

9835、9682、9848、9633、9472、9369、9413、9541

和 9676。结果表明，melem AT-K2S2O8 体系电化学发光

强度均稳定在 9600 左右，经计算相对误差在 0.27% ~ 

2.54%之间，这说明 melem AT-K2S2O8 电化学发光体系

ECL 具有较好的稳定性。 



 材料研究与发展 2024, 3(5): 71-78 75 

 

http://www.materialsrd.com 

 

图 5 melem AT 电化学发光稳定性测试结果 

Figure 5 ECL stability test results of Melem AT 

3.5 传感器的 H2O2检测性能 

图 6(a)展示了不同 H2O2 浓度下（从 a-h 的浓度分

别为 0.25、1、2.5、4.5、7.5、12、20 和 35 μmol/L）

melem AT-K2S2O8 体系的 ECL 强度。可以看出，随着

H2O2 浓度的提升，体系的 ECL 强度呈现逐步上升的趋

势。以不同 H2O2浓度下测得的 ECL 强度差（I-I0）为

纵坐标，H2O2 浓度（CH）为横坐标作图，进行线性拟

合，如图 7(b)所示。拟合方程为： 

I-I0=280.4787CH+670.4233 (0.25~35 mol/L) 

式中： 

I-I0—加入不同浓度的 H2O2 后电化学发光强度的

变化量； 

CH—H2O2 的浓度，mol/L 

  

图 6 不同浓度 H2O2 下的 ECL 强度(a)和 ECL 强度与浓度的线性曲线(b) 

Figure 6 ECL intensity at different concentrations of H2O2 (a) and the linear curve of ECL intensity versus concentration (b) 

通过计算可知，此方法的检测限为 100 nmol/L，检测范围为 0.125~35 mol/L，线性相关度 R²=0.987，通过

与表 1 列举的其他检测 H2O2的方法相比，该传感器在灵敏度和检测范围方面均表现出了优势。 

表 1 电化学体系检测 H2O2 性能对比 

Table 1 Performance comparison of electrochemical systems for H2O2 detection 

材料 方法 检测限/(nmol∙L-1) 检测范围/(mol∙L-1) 参考文献 

CFdisk-Auring Electrochemical 400 1~29 [17] 

AuNPs-PB-GO Electrochemical 1300 3.8~5400 [18] 

Cu-S/FeOOH Electrochemical 600 0.002~9 [19] 

CeO2 NP/rGO Electrochemical 1670 0.5~7500 [20] 

melem AT ECL 100 0.125~35 本工作 

 

3.6 传感器的抗干扰性能 

图 7 为 melem AT-K2S2O8电化学发光体系在 H2O2

检测过程中的抗干扰性能测试结果。可以看出，加入

一定浓度的 H2O2 后，melem AT-K2S2O8 电化学发光体

系发光强度明显升高。K
+、Ca

2+、Zn
2+等离子和丝氨酸、

赖氨酸、苏氨酸、丙氨酸等生物分子，并没有对 melem 

AT-K2S2O8 电化学发光体系和 melem AT-K2S2O8/H2O2

电化学发光体系的发光强度产生明显影响，说明该检

测体系对各种离子和生物分子具有优良的抗干扰性能，

对于 H2O2 的检测具有很好的选择性。 
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图 7 金属离子(a)和生物分子(b)对传感器的干扰分析 

Figure 7 Interference analysis of the sensor by metal ions (a) and biomolecules (b) 

3.7 真实样品检测性能 

为了评价该传感器的临床实用价值，将不同浓度

的 H2O2加入人体血清中进行了加标回收实验。表 2 为

melem AT-K2S2O8 电化学发光体系对实际样本中 H2O2

的定量检测结果。由表 2 可以看出，实际检测含量与

加入量基本接近，回收率为 96.0% ~ 101.0%，表明

melem AT-K2S2O8 电化学发光传感器可以实现人体血

清中 H2O2 的定量检测。 

表 2 melem AT 对人血液中 H2O2 的检测 

Table 2 Detection of H2O2 in human blood by Melem AT 

样品 加标量/(mol∙L-1) 回收量/(mol∙L-1) 回收率/% 

 血清 1   

1 1.00 0.96±0.06 96.0±6.0 

2 4.00 4.04±0.08 101.0±2.0 

3 7.00 6.95±0.11 99.3±1.6 

 血清 2   

4 1.00 0.94±0.03 94.0±3.0 

5 4.00 3.97±0.06 99.3±1.5 

6 7.00 6.92±0.14 98.9±2.0 

3.8 检测机理分析 

图 8(a)为不同组分电化学发光体系的 ECL 图。从

图中可以看出，当 melem AT 和 K2S2O8单独存在时，

体系均没有 ECL 信号产生。共同存在时，可以观察到

明显的 ECL 信号峰。由此可知，melem AT- K2S2O8 电

化学发光体系的ECL信号产生主要是归因于melem AT

和 K2S2O8 发生氧化还原反应，产生发光。 

该传感器对 H2O2的检测机理如图 8(b)所示。当电

化学工作站的扫描电压从 0 V 扫描至-1.5 V 的过程中，

共反应剂 S2O8
2-得电子还原为 SO4

2-和 SO4
•-，同时

melem AT 也得电子被还原为 melem AT
•-，之后 melem 

AT
•-与强氧化剂 SO4

•-发生反应，melem AT
•-被氧化为激

发态的 melem*，而激发态的 melem*是极不稳定的，

会很快回到基态同时释放能量，形成 ECL 发射。当体

系中加入 H2O2后会在阴极还原生成 OH·，OH·会促进

K2S2O8 的还原生成更多的 SO4·
-，继而生成更多发光体

的高能态，增强 ECL 信号。 

  

图 8 不同组分电化学发光体系的 ECL 曲线(a)和检测机理图(b) 

Figure 8 ECL curves of different components in the ECL system (a) and the detection mechanism diagram (b) 
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4 结论 

采用热聚合结合硝酸氧化技术制备了具有优良

ECL 性能的氧化型 melem-AT，硝酸氧化处理使

melem-AT 暴露出更多的活性位点，电子传输性能得到

明显提升，获得了高强度、高稳定性的 ECL 信号。基

于 H2O2对 melem AT-K2S2O8电化学发光体系的协同增

强作用构建了 H2O2 传感器。H2O2 在阴极还原生成的

OH·促进了 K2S2O8 的还原，生成更多的 SO4·
-，继而生

成更多激发态发光体，产生增强的 ECL 信号。相比于

其他传感器，对 H2O2具有更佳的灵敏度和选择性：检

测限达到了 100 nmol/L，检测范围达到了 0.125 ~ 35 

mol/L，对常见金属离子和生物分子表现出了良好的

抗干扰性。成功应用于人体血液中 H2O2 的定量检测，

回收率达到了 96.0% ~ 101.0%，表现出了良好的临床

应用前景。 
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