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ECL 金属-有机框架(MOF)生物传感平台 
用于肿瘤细胞分泌 H2O2的测定 

廖妮 a,b    钟霞 a    梁文斌 a    袁若 a    卓颖*,a 
(a西南大学化学化工学院  发光分析与分子传感教育部重点实验室  重庆 400715) 

(b攀枝花学院生物与化学工程学院  攀枝花 617000) 

摘要  本工作借助金属-有机框架(MOF)结构, 通过配位作用实现对电化学发光(ECL)分子的空间有序组装, 获得了高

性能ECL新材料, 发展了孔道限域效应和微纳空间ECL分子有序组装的协同增强ECL新策略. 具体而言, 以非共平面

ECL 分子 1,1,2,2-四(4-羧基苯)乙烯(H4TCPE)为配体采用一步水热法合成了具有优异 ECL 性能的新型 MOF 材料

(Zr-TCPE). Zr-TCPE 通过将发光配体 H4TCPE 固定在 MOF 多孔材料上, 一方面其多孔结构可以促进限域空间内物质和

电子的传递, 加快电化学反应的效率; 同时, MOF 结构的配位键合作用限制了发光基团的自由转动与振动以及分子间

的紧密堆积, 从而有效减少了非辐射弛豫和内滤效应. 和 H4TCPE 的微纳晶体相比, Zr-TCPE 的 ECL 强度提高了 3.46
倍, ECL效率提高了 17.44倍. 采用Zr-TCPE构建了ECL生物传感平台, 成功实现了在药物刺激下肿瘤细胞释放过氧化

氢(H2O2)的原位监测, 对临床检测肿瘤细胞具有指导意义.    
关键词  金属-有机框架材料; 1,1,2,2-四(4-羧基苯)乙烯; 电化学发光生物传感器; 肿瘤细胞; 过氧化氢 

 

Metal-organic Frameworks (MOF)-based Novel Electrochemiluminescence 
Biosensing Platform for Quantification of H2O2 Releasing from Tumor Cells 

Ni Liaoa,b    Xia Zhonga    Wen-Bin Lianga    Ruo Yuana    Ying Zhuo*,a 
(a Key Laboratory of Luminescence Analysis and Molecular Sensing (Southwest University), Ministry of Education,  

College of Chemistry and Chemical Engineering, Southwest University, Chongqing 400715, China) 
(b College of Biological and Chemical Engineering, Panzhihua University, Panzhihua 617000, China) 

Abstract  In this work, a kind of high-performance electrochemiluminescence (ECL) material was obtained with the assis-
tant of metal-organic framework (MOF) structure, which realized the highly ordered assembly of ECL molecules in MOF 
structure, developing a new strategy of synergistically enhanced ECL. Specifically, it combined the advantages of both the 
pore confinement effect and the highly ordered assembly of ECL molecules in micro/nano space to enhance the ECL intensity 
and reaction efficiency. The proposed MOF material (abbreviated as Zr-TCPE) with excellent ECL performance was synthe-
sized by a simple solvothermal synthesis technique employing the non-coplanar molecule 1,1,2,2-tetrachlorophenol- 
(4-carboxylic benzene)ethylene (H4TCPE) as ligand and Zr6 clusters through coordination interaction. Zr-TCPE with the 
porous structure can not only promote the mass transport and electron transfer in the confined micro/nano spaces, but also 
reduce the nonradiative relaxation and filtering effect as the H4TCPE ligands were fixed on the rigid metal frame, restricting 
the free vibration/rotation and tight packing. Compared with the H4TCPE micro/nano crystals prepared by reprecipitation 
method, the ECL intensity and efficiency of the Zr-TCPE increased by 3.46 times and 17.44 times with potential from 0 V to 
1.4 V at 300 mV/s in 2 mL of detection solution (containing 18 mmol/L triethylamine, pH 7.4), respectively. The ECL bio-
sensor was constructed according to the successive assembly of (i) the Zr-TCPE as ECL material, (ii) silver nanoparticles (Ag 
NPs) as immobilization matrix of concanavalin A (Con A) and (iii) the Con A as a cells trapping agent, which achieved the in 
situ monitoring of hydrogen peroxide (H2O2) released from the tumor cells under the stimulative effect of phorbol 
12-myristate 13-acetate (PMA). Furthermore, the ECL biosensor could rapidly distinguish cancer cells from normal cells. 
What is more, the ECL biosensor is also suitable for the detection of H2O2 released from the various tumor cells. The pre-
pared Zr-TCPE, as the combination of strong ECL emission, easy preparation and good biocompatibility, was expected to be 
a kind of popular luminophors for the clinical detection of tumor cells. 
Keywords  metal-organic framework material; 1,1,2,2-tetrachlorophenol(4-carboxylic benzene)ethylene; ECL biosensor; 
tumor cell; hydrogen peroxide 
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1  引言 

癌症已成为导致人类死亡的主要威胁, 早期诊断是

提高癌症生存率的最有效手段[1-3]. 过氧化氢(H2O2)通常

由体内超氧阴离子的歧化反应产生, 并作为细胞信使参

与细胞传导、增殖、转换等生命过程. 研究表明, 肿瘤

细胞分泌的过氧化氢(H2O2)水平明显高于正常细胞, 被
认为是癌症诊断的生物标志物[4-5]. 因此, 对细胞分泌

H2O2 的定量检测不仅有助于了解细胞生理和病理的进

展机制, 而且对癌症的早期诊断和及时治疗具有重要意

义[6-8]. 电化学发光(ECL)分析具有灵敏度高、背景信号

低和检测速度快的优点, 是测定细胞分泌的 H2O2 的有

力工具. 研究指出经典的发光体联吡啶钌对细胞的毒性

较强[9], 将对细胞造成损伤从而降低细胞分析的准确性. 
因此, 寻找一种发光效率高和毒性低的 ECL 材料对构

建肿瘤细胞检测平台至关重要.  
常用的电化学发光体主要有三种类型, 无机分子

(如联吡啶钌及其衍生物)、有机分子(如鲁米诺及其衍生

物)和纳米材料(如CdS量子点). 与常用的电化学发光体

联吡啶钌及其衍生物不同, 多环芳烃类有机发光体, 如
苝及其衍生物[10-11]、9,10-二苯基蒽(DPA)[12], 因具有量

子产率高、便于批量生产且成本低等优点受到广泛关注. 
但是由于大多数多环芳烃有机发光体的水溶性差, 其
ECL 依赖非水介质(如乙腈), 限制了多环芳烃类发光体

在 ECL 生物分析领域的应用. 尽管 Bard 等[13]采用乳化

法制备了红荧烯和 DPA 的水包油乳状液滴, 实现了在

水相中的 ECL, 然而乳液体系的稳定性还需进一步提

高 . 在我们的前期研究中 , 采用再沉淀法合成了

DPA[14]、红荧烯[15]和四苯基乙烯[16]的微纳晶体极大地改

善了多环芳烃发光体在水相中的稳定性, 获得了显著增

强的 ECL 响应. 进一步的研究发现, 再沉淀法合成的微

纳晶体其尺寸、形貌容易受到合成条件(如表面活性剂

的种类、用量、反应过程中的温度和反应时间等)的影

响, 导致不同形貌的微纳晶体的 ECL 光谱相对于其单

体的光谱呈现红移和展宽[17-18]. 初步推测可能是多环芳

烃晶体结构中分子空间上的紧密堆积引起了分子间共

轭效应, 改变了激发态能级, 影响了 ECL 强度. 因此, 
制备形貌可控且在水相中具有良好 ECL 强度和稳定性

的多环芳烃有机发光材料仍然是一个挑战.  
金属-有机框架(MOF)材料由有机配体和金属离子

或团簇通过配位键自组装形成, 是一种具有高孔隙率、

结构多样性和功能可调控的多孔纳米材料. 鉴于其纳米

结构的独特性, MOF可以作为ECL分子的载体, 通过增

大发光体的固载量增强 ECL 响应强度. 如, Hu 等[19]合

成了 3D 介孔 MOFs (PCN-777)固载发光体 Ru(bpy)2- 
(mcpbpy)2＋用于构建 ECL生物传感器, 有效增强了 ECL
强度. 但是这种固载方式存在发光体易泄露, 稳定性较

差和发光体的利用率较低等问题 . 本工作提出

以 ECL 多环芳烃分子直接作为有机配体, 借助配位作

用实现对 ECL 分子的微纳空间有序组装, 合成高性能

电化学发光 MOF 材料的新思路. 通过以非共平面分子

1,1,2,2-四(4-羧基苯)乙烯(H4TCPE)发光体作为 MOF 材

料的有机配体和 Zr6 团簇配位合成了一种新型的具有

ECL 响应的 MOF (Zr-TCPE)材料. 和 H4TCPE 的微纳晶

体(TCPE crystals)相比, 该 Zr-TCPE 材料 ECL 响应显著

增强, 我们推测这是由于发光基团H4TCPE固定在MOF
刚性结构上, 限制了其分子的自由转动与振动以及分子

间的紧密堆积, 从而有效减少了非辐射弛豫和内滤效

应, 提高了 ECL 强度和反应效率. 传感器的构建过程如

图 1 所示, 首先将 Zr-TCPE 修饰在玻碳电极(GCE)上, 
然后静电吸附银纳米颗粒(Ag NPs)用于固载刀豆球蛋白

A (Con A), 再通过Con A与细胞表面凝集素的相互作用

捕获 Hela 细胞到传感器表面. 当用佛波醇 12-肉豆蔻酸

酯-13-乙酸酯(PMA)与传感器孵育反应时, PMA 可刺激

传感器表面捕获的Hela细胞释放H2O2
[20], 而H2O2猝灭

Zr-TCPE/三乙胺(TEA)的 ECL 信号, 从而实现了在药物

PMA 存在下 Hela 细胞分泌 H2O2的原位分析. 

2  结果与讨论 

2.1  Zr-TCPE 的结构表征 
选用扫描电子显微镜(SEM)、傅里叶红外光谱仪

(FT-IR)和X射线衍射仪技术(XRD)对Zr-TCPE的结构进

行了研究, 结果如图 2 所示. 图 2A 为 Zr-TCPE 的 SEM
图, 可以观察到 Zr-TCPE 为球形颗粒, 粒径约为 200～
300 nm. 采用扫描电子显微镜与X射线能量色散光谱仪

联用 (SEM-EDX)对 Zr-TCPE 进行了元素分析 . 从
Zr-TCPE的元素绘像图(图2B)可以看出Zr-TCPE球形纳

米颗粒中均匀地分布有 C、O 和 Zr 三种元素. 为了进一

步探究 Zr-TCPE 表面官能团, 采用 FT-IR 对 Zr-TCPE 进

行了表征. 结果如图 2C 所示, 曲线 a 为 H4TCPE 的

FT-IR光谱图, 在 1688 cm−1处观察到了羧基的特征吸收

峰. 而在 Zr-TCPE 中, 特征吸收峰从 1688 cm−1 移动到

了 1600 cm−1(曲线 b), 这是羰基的振动造成的. 这说明

Zr-TCPE 中含有羰基, 推测其源于 H4TCPE 与 Zr6 团簇

的配位作用. 此外, 选用了 XRD 表征 Zr-TCPE 的晶体

结构, 如图 2D 所示, 所制备的 Zr-TCPE 呈现强且尖锐

的衍射峰, 表明 Zr-TCPE 是高度结晶的结构.  

2.2  Zr-TCPE 的光学性质表征 
采用荧光(FL)和 ECL 光谱表征了 Zr-TCPE 的光学

性质. 如图 3A 所示, 在紫外灯照射下, Zr-TCPE 溶液展

示出较强的荧光, 并且随着 Zr-TCPE 溶液浓度的增加, 
荧光逐渐更强. Zr-TCPE 粉末和溶液在太阳光下为白色, 
而在紫外灯照射下呈现蓝色荧光(图 3B 和 3C). 如图 3D
所示, 将 H4TCPE 粉末溶于乙腈中得到其分散态单体, 
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图 1  Zr-TCPE 的合成示意图(A), 基于 Zr-TCPE 的 ECL 传感器构建(B)及传感器对 H2O2的响应机理(C)  
Figure 1  The schematic diagram of the preparation of Zr-TCPE (A), the fabrication procedure of Zr-TCPE based ECL biosensor (B) and the possible 
response mechanism of the biosensor for H2O2 (C) 

 
图 2  Zr-TCPE 的 SEM 图(A)及 Zr-TCPE 中 C, O 和 Zr 元素的 SEM-EDX 图(B). 配体 H4TCPE (a)和 Zr-TCPE (b)的 FT-IR 光谱(C)及 Zr-TCPE 的

XRD 谱(D)  
Figure 2  SEM image of Zr-TCPE (A) and the SEM-EDX elemental mapping of C, O and Zr in Zr-TCPE (B). FT-IR spectra of the H4TCPE ligands (a) 
and Zr-TCPE (b) (C), and XRD pattern of Zr-TCPE (D) 

观察到其在 480 nm 处有强的 FL 发射(曲线 a), 而
Zr-TCPE 的 FL 特征发射(曲线 b)和单分散态 H4TCPE 的

FL 发射峰均在 480 nm. 该结果表明 Zr-TCPE 中的发光

分子 H4TCPE 以单分散态存在. 此外, 对 Zr-TCPE 的

ECL 光谱进行了分析, 图 3E 显示了 Zr-TCPE 在 500 nm

处有强的 ECL 发射. 图 3F是 Zr-TCPE的 ECL 光谱的热

图. 和 Zr-TCPE 的 FL 发射(480 nm)相比, Zr-TCPE 的

ECL 光谱红移了 20 nm, 这可能是由于收集光谱的两种

仪器之间的差异造成的. 以上实验结果表明, 发光体

H4TCPE 为配体合成 Zr-TCPE 后, 实现了其在微纳空间
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的有序组装获得了显著增强的 ECL 响应. 

2.3  Zr-TCPE 的 ECL 性能分析 
采用差分脉冲伏安法(DPV)研究了 Zr-TCPE 在电极

界面的电化学行为. 如图 4A 所示, 裸 GCE 在 0.1 mol/L 
PBS (pH 7.4)中未观察到氧化峰(曲线 a), 这是因为缺少

氧 化 还 原 电 对 . 而 当 Zr-TCPE 修 饰 的 GCE 
(Zr-TCPE/GCE)在此条件下则在 1.316 V 出现了一个明

显的氧化峰(曲线 b), 我们推测这可能是 Zr-TCPE 的电

化学氧化峰. 曲线 c 则是该修饰电极(Zr-TCPE/GCE)在
除氧条件下得到的 DPV 曲线, 和曲线 b 相比, 氧化峰具

有很好的一致性, 说明 TCPE 在 1.316 V 发生了氧化反

应且溶解氧不会影响 Zr-TCPE 的氧化峰位置. 图 4B 显

示了 Zr-TCPE/GCE 在含有 18 mmol/L TEA 的 PBS (pH 
7.4)溶液中不同的电位范围的 ECL 脉冲曲线. 在电位为

0 到 0.6 V 时几乎没有检测到 ECL 信号, 表明在该电位

范围内 Zr-TCPE 未被氧化. 而随着电位不断升高(0.8, 
1.0, 1.2, 1.4, 1.6 V), 可以观察到 ECL 响应随之增强, 并
且当电位增加到 1.4 V时ECL响应变化趋于稳定. 此后, 
再扫描至更正的电位时, ECL 响应便不再增加. 这是由

于当电位达到 1.4 V 时, 超过了 Zr-TCPE 的氧化电位

1.316 V. 在此条件下, Zr-TCPE 生成的氧化态物质浓度

达到饱和, 使得生成激发态物质达到峰值, 从而获得最

优的 ECL 强度和稳定性. 因此, 在本实验中选择的最优

电位范围为 0～1.4 V.  
在 0～1.4 V 电位范围下, 分别研究了 GCE 电极在

单分散态 H4TCPE 的乙腈溶液中(将 5.6 mg 的 H4TCPE
分散在 4 mL 0.1 mol/L 的四丁基氟硼酸铵((TBA)BF4)的
乙腈溶液中得到)、以及 10 μL H4TCPE 微纳晶体(由 5.6 
mg H4TCPE 的粉末分散于 4 mL 超纯水中得到)和 10 μL 
Zr-TCPE 修饰 GCE 的 ECL 响应性能. 由图 4C 可见, 在
含有 0.1 mol/L 的四丁基氟硼酸铵((TBA)BF4)的乙腈溶

液中, 单分散态的 H4TCPE 分子在其中几乎观察不到

ECL 响应(曲线 a). 与 H4TCPE 的 ECL 响应相比 , 
H4TCPE 微纳晶体的 ECL 信号明显增强(曲线 b, 3590 
a.u.). 而 Zr-TCPE 的 ECL 信号显著增强至 16003 a.u(曲
线 c), 和 H4TCPE 的微纳晶体相比, 其 ECL 强度提高了

3.46 倍. 这可能是因为 MOF 材料的多孔结构可以促进

限域空间的物质和电子传递, 加快电化学反应效率. 其
次, H4TCPE 分子通过配位键合作用固定在 MOF 框架结

构中限制了发光基团的自由转动/振动和紧密堆积, 从
而减少了非辐射弛豫和内滤效应, 使得Zr-TCPE的ECL
信号显著增强.  

此外, 图 4D 显示了 H4TCPE 微纳晶体和 Zr-TCPE
的 ECL 光谱, 从图中可以看出 H4TCPE 微纳晶体在 616 
nm处显示出强的ECL发射(曲线 a), 而Zr-TCPE的最强

ECL 发射则蓝移至 500 nm(曲线 b). 参考文献[21-22]采用  

 
图 3  (A)不同浓度 Zr-TCPE 溶液的荧光照片, 从左往右 Zr-TCPE 的浓度依次为: 0 mg/mL, 10−4 mg/mL, 10−3 mg/mL, 10−2 mg/mL, 10−1 mg/mL, 1 
mg/mL. Zr-TCPE 在日光灯(B)和紫外灯(C)照射下的照片. (D) H4TCPE 单体(a)和 Zr-TCPE (b)的荧光发射谱. (E) Zr-TCPE 的 ECL 光谱图. (F) 
Zr-TCPE 的 ECL 光谱热图 
Figure 3  (A) FL photographs of the Zr-TCPE solution with different concentrations, the concentrations: 0 mg/mL, 10−4 mg/mL, 10−3 mg/mL, 10−2 
mg/mL, 10−1 mg/mL, 1 mg/mL (from left to right). The corresponding FL photographs of the Zr-TCPE under natural sunlight (B) and 365 nm UV lamp 
(C). (D) The FL spectra of H4TCPE monomer (a) and Zr-TCPE (b), respectively. The ECL spectra (E) and heat map (F) of the Zr-TCPE 
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图 4  (A)不同电极的 DPV 曲线. (a)裸 GCE 和(b) Zr-TCPE/GCE 在 PBS 中; (c) Zr-TCPE/GCE 在 N2饱和的 PBS 中. (B) Zr-TCPE/GCE 在不同电位范

围下的脉冲曲线, 检测底液为含有 18 mmol/L TEA的PBS. (C) H4TCPE在不同状态下的ECL响应曲线. (a) GCE在含有 2.75 mmol/L H4TCPE单体、

18 mmol/L TEA 和 0.1 mol/L 的(TBA)BF4的乙腈溶液中, (b) H4TCPE 微纳晶体/GCE 和(c) Zr-TCPE/GCE 在含有 18 mmol/L TEA 的 PBS 中. 扫描速

度: 300 mV/s. (D) H4TCPE 微纳晶体(a)和 Zr-TCPE (b)的 ECL 光谱图 
Figure 4  (A) The DPV curves of different electrodes. (a) Bare GCE and (b) Zr-TCPE/GCE in the PBS, (c) Zr-TCPE/GCE in N2-saturated PBS. (B) ECL 
transients of Zr-TCPE/GCE in PBS containing 18 mmol/L TEA under different potentials. (C) ECL response curves of H4TCPE under different states. (a) 
The bare GCE in acetonitrile solution containing 2.75 mmol/L H4TCPE, 18 mmol/L TEA and 0.1 mol/L (TBA)BF4, (b) TCPE crystals/GCE and (c) 
Zr-TCPE/GCE in PBS containing 18 mmol/L TEA. Scan rates: 300 mV/s. (D) The maximum ECL spectra of TCPE crystals (a) and Zr-TCPE (b)

公式(1)计算得出 Zr-TCPE 的 ECL 效率比 H4TCPE 微纳

晶体提高了 17.44 倍(其中, Φx是 Zr-TCPE 的 ECL 量子

效率, Φ0是 H4TCPE 微纳晶体的 ECL 量子效率. 其中 I
是 ECL 强度, i 是电流值). 该结果进一步表明, H4TCPE
以单分散态形式有序组装于 Zr-TCPE 中, 显著提高了

ECL 强度和 ECL 效率. 我们将 Zr-TCPE 材料显著增强

的 ECL 性能归因于孔道限域效应和微纳空间 ECL 分子

有序组装策略协同增强 ECL 响应机制. 
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0
0 0x 0
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2.4  Hela 细胞释放 H2O2的检测 
为了考察 Zr-TCPE 构建的传感器用于检测 Hela 细

胞释放 H2O2 的可行性, 首先考察了 Zr-TCPE 修饰电极

(Zr-TCPE/GCE)对 H2O2的响应. 如图 5A 所示, 裸 GCE
在 2 mL 0.1 mol/L PBS (pH 7.4)几乎没有 ECL 响应(曲线

a). 而当 Zr-TCPE/GCE 在 2 mL 含有 18 mmol/L 的 TEA
的 PBS (pH 7.4)时, 观察到显著增强的 ECL 信号(16003 
a.u.; 曲线 b). 这是因为发光材料 Zr-TCPE 在共反应试

剂 TEA 存在的条件下具有良好的 ECL 性能. 当往检测

底液中加入 20 μL 100 μg/mL PMA时, 其ECL响应和曲

线 b 相 比 无 明 显 变 化 , 说 明 PMA 不 会 影 响

Zr-TCPE/TEA体系的 ECL信号. 当往检测底液中加入 5 
μmol/L H2O2时, 观察到 ECL 强度降低为 4113 a.u.(曲线

d), 这是因为 H2O2参与了 Zr-TCPE/TEA 体系的 ECL 反

应过程并猝灭了 ECL 信号. 以上结果证明了在 PMA 存

在下, Zr-TCPE/GCE 用于 H2O2的检测具有良好可行性.  

进一步研究了当 Zr-TCPE 构建的生物传感器(Con 
A/Ag NPs/Zr-TCPE/GCE)捕获 Hela 细胞后, 在 PMA 的

刺激下对细胞分泌 H2O2 的原位分析性能. 首先, 将
Zr-TCPE 构建的生物传感器对 H2O2 标准样品进行了测

试, 并得出了传感器对 H2O2标准样品的 ECL 响应曲线

(见 Supporting Information 中图 S1). 然后将所构建的生

物传感器对不同浓度的 Hela 细胞进行了测试. 结果如

图 5B所示, 观察到 ECL信号变化值随着Hela细胞浓度

的增加而显著增加(ΔIECL, ECL 0I I IΔ ＝ － , 其中 I 为构建

的生物传感器对孵育不同浓度 Hela 细胞在 1 μg/mL 
PMA存在刺激后的ECL响应, I0为构建的生物传感器对

孵育不同浓度 Hela 细胞在 1 μg/mL PMA 刺激前的 ECL
响应). 这说明了 Con A/Ag NPs/Zr-TCPE/GCE 可特异性

地捕获 Hela 细胞, 且对 Hela 细胞分泌的 H2O2具有灵敏

的 ECL 响应性能. 结合传感器对 H2O2标准样品的 ECL
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响应曲线可以估算出 Hela 细胞释放 H2O2的量.  

 
图 5  (A)不同修饰电极在不同的检测底液中的 ECL 响应曲线. (a)裸
GCE在PBS中, (b) Zr-TCPE/GCE在含有18 mmol/L TEA的PBS中, (c) 
Zr-TCPE/GCE 在含有 18 mmol/L 的 TEA 和 1 μg/mL PMA 的 PBS 中, 
(d) Zr-TCPE/GCE在含有 18 mmol/L的TEA, 1 μg/mL PMA和 5 μmol/L 
H2O2的 PBS 中. (B)构建的生物传感器(Con A/Ag NPs/Zr-TCPE/GCE)
孵育不同浓度 Hela 细胞的 ECL 响应 
Figure 5  (A) ECL-time curves of the different modified electrodes in 
different detection solution. (a) Bare GCE in PBS, (b) Zr-TCPE/GCE in 
PBS containing 18 mmol/L TEA, (c) Zr-TCPE/GCE in PBS containing 
18 mmol/L TEA and 1 μg/mL PMA, (d) Zr-TCPE/GCE in PBS contain-
ing 18 mmol/L TEA, 1 μg/mL PMA and 5 μmol/L H2O2. (B) ECL re-
sponses of the proposed biosensor (Con A/Ag NPs/Zr-TCPE/GCE) to 
Hela cells at different concentrations 

为了进一步考察该生物传感器是否适用于多种肿

瘤细胞分泌 H2O2 的测定, 分别选择了人乳腺癌细胞系

中 MCF-7 细胞和 MDA-MB-231 细胞、人非小细胞肺癌

细胞 A549、前列腺癌细胞 22Rv1 作为模型进行测试. 当
所制备的传感器分别与浓度为 106 cells•μL−1 的 MCF-7
细胞、MDA-MB-231 细胞、A549 细胞、22Rv1 细胞孵

育后, 在 1 μg/mL PMA 刺激下都观察到了不同程度的

ECL 信号降低(见 Supporting Information 中图 S2), 说明

了上述肿瘤细胞释放的 H2O2会猝灭 Zr-TCPE/TEA 体系

的 ECL 信号, 所构建的传感器可适用于多种肿瘤细胞

分泌 H2O2的测定.  

2.5  Zr-TCPE 的细胞毒性及 ECL 响应机制 
为了评估Zr-TCPE在实验中的细胞毒性, 选择Hela

细胞为模型, 采用标准 3-(4,5-二甲基噻唑-2)-2,5-二苯基

四氮唑溴盐比色法(MTT 比色法)评价了 Zr-TCPE 的细

胞毒性. 将 Hela 细胞与不同浓度的 Zr-TCPE 样品(10, 
50, 100 和 500 μg/mL)孵育 48 h. 结果如图 6A 所示, 可
见 Hela 细胞生存能力随着 Zr-TCPE 样品浓度的增加而

略微降低. 当 Hela 细胞与浓度为 100 μg/mL 的 Zr-TCPE
样品孵育 48 h 后, 发现仍有 82%以上的 Hela 细胞是存

活的, 说明了 Zr-TCPE 对 Hela 细胞的毒性较低. 
实验发现 H2O2可以有效猝灭 Zr-TCPE/TEA 体系的

ECL 信号, 这可能是因为在电化学过程中 H2O2 产生的

活性氧自由基(如 O2
•－, OH•和 O2

1)与 Zr-TCPE/TEA 体系

ECL 反应产生的活性中间体相互作用从而猝灭 ECL 信

号. 为了进一步探究 Zr-TCPE 的发光机理, 测定了

Zr-TCPE/GCE 在不同的检测溶液中的 ECL 响应, 实验

结果如图 6B 所示. Zr-TCPE/GCE 在 N2饱和的 PBS (pH 
7.4, 含有 18 mmol/L TEA)中的 ECL 强度为 17484 
a.u.(曲线 a), 而该修饰电极在饱和空气的相同溶液中的

ECL 响应为 15574 a.u.(曲线 b), 说明检测底液中溶解的  

 
图 6  (A) Hela 细胞与不同浓度的 Zr-TCPE 孵育 48 h 后的存活率. (B) Zr-TCPE/GCE 在检测底液(含有 18 mmol/L 的 TEA 的 PBS)含有不同物质条

件下的 ECL-电位曲线. (a)检测底液在 N2饱和的条件下, (b)检测底液在空气饱和的条件下, (c)检测底液含有 5 μmol/L H2O2, (d)检测底液含有 0.5%
二甲基亚砜和 5 μmol/L H2O2, (e)检测底液含有 4.3 mmol/L 对苯醌和 5 μmol/L H2O2  
Figure 6  (A) The viability of the Hela cells after incubated with Zr-TCPE with different concentrations for 48 h. (B) The ECL-potential curves of 
Zr-TCPE/GCE in detection solution (PBS containing 18 mmol/L TEA) containing different substances. (a) N2-saturated detection solution, (b) air-saturated 
detection solution, (c) detection solution containing 5 μmol/L H2O2, (d) detection solution containing 0.5% DMSO and 5 μmol/L H2O2, (e) detection solu-
tion containing 4.3 mmol/L p-benzoquinone and 5 μmol/L H2O2  
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少许 O2 降低了 ECL 的响应. 而当检测溶液中含有 5 
μmol/L 的 H2O2时候, ECL 强度降低到了 4113 a.u. (曲线

c). 说明了加入的 H2O2 可以有效猝灭 Zr-TCPE/TEA 体

系的 ECL 信号. 而往检测溶液中加入 0.5%二甲基亚砜

(DMSO)去除 OH•时[23], 其 ECL 强度和曲线 c 无明显差

异, 其响应值大约为 3627 a.u.(曲线 d). 当检测溶液中加

入 4.3 mmol/L 对苯醌除去溶液中的 H2O2 产生的 O2
•－  

时[24], ECL 强度增加到了 13794 a.u.(曲线 e), 该结果证

明了 H2O2 在电化学过程中产生的 O2
•－可以优先与

Zr-TCPE/TEA 体系 ECL 过程产生的活性中间体反应, 
从而有效猝灭了其 ECL 信号. 其可能的机理如图 1C 所

示. 

3  结论 

本工作采用简单的一步水热法 , 将发光分子

H4TCPE 直接作为配体合成 Zr-TCPE 的 MOF 材料, 获
得了显著增强的ECL响应强度和稳定性. 与H4TCPE微

纳晶体相比, 其 ECL 强度提高了 3.46 倍, ECL 效率提高

了 17.44倍. 这是由于一方面MOF的多孔结构有利于延

长电化学过程产生的活性自由基寿命, 增加碰撞几率, 
从而提高了 ECL 反应效率 ; 另一方面 , 发光分子

H4TCPE 作为 MOF 的有机配体在微纳空间实现了有序

排列, 这就限制了其自由转动和振动以及紧密堆积, 有
效降低了非辐射弛豫与内滤效应 . 在此 , 我们将

Zr-TCPE 材料显著增强的 ECL 性能归因于孔道限域效

应和微纳空间 ECL 分子有序组装策略协同增强 ECL 响

应机制. 利用 Zr-TCPE 构建的 ECL 生物传感平台可实

现在药物刺激下对 Hela 细胞分泌 H2O2的原位检测. 本
工作不仅为设计新型高效的发光体提供了新的思路, 而
且为原位监测肿瘤细胞分泌 H2O2提供了新的方法.  

4  实验部分 

4.1  Zr-TCPE 的合成 
Zr-TCPE 采用水热法[25]合成, 其具体合成步骤如

下: 将 5.2 mg ZrCl4, 5.6 mg H4TCPE, 15 mg 苯甲酸和 20 
μL 冰醋酸加入到 5 mL 的 N,N-二甲基甲酰胺(DMF)中, 
在室温条件下搅拌 2 h. 将上述混合溶液转移至 15 mL
的高压反应釜中, 使反应釜在 120 ℃氛围下保持 24 h. 
冷却到室温后, 将反应得到的白色反应产物用 DMF 和

乙醇交替离心洗涤数次, 最后将离心洗涤后的沉淀分散

到 4 mL 超纯水中置于 4 ℃的条件下, 待用.  

4.2  银纳米颗粒(Ag NPs)的制备 
取 0.5 mL 1 mol/L 的 AgNO3溶液和 2.5 mL 1 mol/L

的聚乙烯基吡咯烷酮(PVP)水溶液加入到 25 mL 聚乙二

醇 600 (PEG 600)中, 充分搅拌使之混合均匀, 然后转移

到烧瓶中. 其中, PVP为表面活性剂, PEG 600为还原剂. 
将烧瓶在 100 ℃条件下反应 8 h 后, 将溶液冷却至室温. 

采用超纯水对反应生成的 Ag NPs 进行离心洗涤, 以去

除多余的 PEG 和 PVP, 将离心得到的 Ag NPs 分散至 10 
mL 超纯水中, 待用.  

4.3  检测细胞释放的 H2O2 
首先, 准备含有 10%的胎牛血清、链霉素和青霉素

(100 U/mL)的培养基, 将Hela细胞置于37 ℃且含有5% 
CO2 的湿润气氛下进行培养. 然后, 将 10 μL Zr-TCPE
修饰在干净的玻碳电极上(Zr-TCPE/GCE), 自然条件下

晾干. 将 10 μL Ag NPs 通过静电作用修饰在 Zr-TCPE/ 
GCE 上, 得到了 Ag NPs/Zr-TCPE/GCE. 取 10 μL 1 
mg/mL Con A 修饰在上述电极上并孵育 2 h, 得到了生

物传感器Con A/Ag NPs/Zr-TCPE/GCE. 取20 μL不同浓

度的 Hela 细胞滴加到上述修饰电极上孵育 30 min (Hela 
cells/Con A/Ag NPs/Zr-TCPE/GCE). 在进行测量前, 用
超纯水冲洗物理吸附的 Hela 细胞. 检测底液为 2 mL 含

有 18 mmol/L 的 TEA 的 PBS (pH 7.4)溶液. 为了刺激

Hela 细胞释放 H2O2, 在检测底液中加入了 20 μL 100 
μg/mL 的 PMA. 将修饰好的电极(Hela cells/Con A/Ag 
NPs/Zr-TCPE/GCE)置于含有 PMA 的检测底液中进行

ECL 测试, 电位范围是 0～1.4 V, 扫描速度为 300 mV/s, 
记录 ECL 响应数据.  
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