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上转换 NaYF4 : Yb3+ Er3+ 发光纳米粒子

制备及其生物功能化
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摘 � 要: 采用水热法制备了上转换发光纳米材料, 并对其表面采用改良的 St�ber 法包覆二氧化
硅, 进一步采用硅烷化试剂进行氨基化修饰, 最后通过戊二醛交联将亲和素成功偶联到纳米粒子

表面,制备了亲和素生物功能化上转化发光纳米粒子。对制备的纳米粒子及其表面功能化处理过

程进行了荧光光谱、TEM , XRD, FT - IR 表征。结果表明, 功能化后的上转换发光纳米粒子与亲

和素成功结合,并保持了良好的上转换发光特性,可应用于生物标记。
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Preparation and Biofunctionalization of NaYF4: Yb
3+ Er3+

Upconversion Luminescent Nanoparticles
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Abstract: Upconversion nanophosphors were pr epared by a solvo thermal method. Then the

surface of the upconversion nanophosphors w as capped w ith silica by a modified St�ber method.
It w as further t reated w ith silane coupling agent to modify am ino g roups onto the surface of the

nanopho spho rs. F inally, avidin w as coupled onto the surface of the nanophosphors using

glutaraldehyde as cross- linker. So, a avidin - funct ionalized upconversion nanophosphor s w as

successfully prepared. The nanophosphor s tog ether with its funct ionalized pr ocess w er e

characterized by t ransmission elect ron m icroscopy ( TEM ) , X-ray dif fraction ( XRD) , four ier

t ransfo rm infr ar ed ( FT-IR ) spect roscopy, respect ively. The results suggested that the

funct ionalized nanophosphors have successfully conjugated with av idin and st ill keep its

upconver sion luminescence property.

Key words: upconversion lum inescence, nanopar ticles, biofunctionalization



� � 生物分子中某些成分核糖核酸( RNA )、脱氧核

糖核酸( DNA)、氨基酸、蛋白质等含量的测定在科

学研究中尤其重要, 但其可供分析的信号较弱, 要

获得高灵敏度的检测, 常常需借助外来的标记物获

得可测量的信号分析, 这样使生物标记已成为现代

化学和生命科学的研究热点之一。其中荧光分析

方法由于灵敏度高, 选择性好, 受外界因素影响较

小, 因此近年来从事荧光分析方法的研究较为深

入。荧光分析法利用各种荧光探针与待测组分相

连,以增大荧光量子产率, 提高检测的灵敏度。由

于生物体系的特殊性和复杂性, 为了能测定更多的

生物活性物质, 对选择生物荧光探针上有较高的要

求[ 1- 2]。首先,荧光探针应当具有较好的光稳定性,

不易被光解或漂白, 光谱特征突出, 有良好的激发

和荧光效率。其次, 对待测生物体本身功能的影响

要小, 对所测量的生物活性反应敏感且无毒副作

用。常用的荧光探针有荧光染料, 量子点, 稀土掺

杂纳米晶等等。

稀土掺杂的无机纳米材料能够通过多光子机

制把长波辐射(近红外光)转换成短波辐射, 发射出

比激发光波长短的上转换荧光。上转换荧光材料

具有高稳定性, 高灵敏性, 无自身荧光,弱的激发散

射光和等优点,应用生物标记中, 可以大大提高检

测灵敏度和线性范围 [ 3- 5]。

作者以简单的化学试剂通过水热法在 195 �

的反应条件下制备 45 ~ 55 nm 粒径的 NaYF 4 :

Yb
3+
Er

3+
纳米晶, 然后采用 St�ber 法修饰纳米晶

表面, 使其包覆硅和氨基, 并进一步通过戊二醛法

与亲和素交联, 实现所制备上转化发光纳米粒子的

表面生物功能化,更利于其在生物标记及分析检测

中的应用。

1 � 材料与方法

1� 1 � 仪器
DF-101S型集热式磁力加热搅拌器: 河南巩义

市予华仪器厂产品,用于纳米粒子合成; KJ-300 超

声波发生器: 无锡市科洁电子设备有限公司产品,

用于纳米材料的制备和分散处理; 5804R高速离心

机: 上海安亭科学仪器厂产品, 用于纳米粒子及生

物功能化纳米粒子离心分离; JEM 2100 透射电镜

( TEM ) :日本 JEOL 公司产品, 用于合成的纳米粒

子的形貌表征; D8 Advance 型 X-射线衍射仪: 德国

Bruker 公司产品, 用于荧光纳米粒子的形貌表征;

UV-2012 PCS 型紫外可见分光光度计: 尤尼科(上

海)有限公司产品, 用于测定纳米粒子吸收光谱; F-

7000荧光分光光度计(关闭内置光源, 通过光纤外

接一 980 nm 激光光源) ,日本 Hitachi公司产品,用

于发光纳米粒子的荧光光谱测定; Nicolet Nexus

470 傅里叶变换红外光谱仪,美国 Thermo Elect ron

Co� 产品,用于纳米材料表面功能化基团的表征。

1� 2 � 试剂
氧化钇, 氧化镱, 氧化铒 ( 99� 99%) : 均购自国

药集团化学试剂有限公司; 硝酸, 乙二胺四乙酸

( EDT A) ,氢氧化钠,氢氟酸,乙二醇,十六烷基三甲

基溴化胺( CTAB) , 磷酸二氢钠, 磷酸氢二钠, 异丙

醇, 氨水, 正硅酸四乙酯 ( TEOS) , 无水乙醇, 戊二

醛, 己二胺,无水醋酸钠, 氯化高铁:分析纯,购自国

药集团化学试剂有限公司; 3-氨丙基三乙氧基硅烷

( APTES) ,亲和素:购自 sigma公司; 双蒸水为实验

室自制。

1� 3 � 实验方法
1� 3� 1 � N aYF4 : Yb3+ Er3+ 纳米晶的制备 � 参照文
献[ 7]并稍作修改。

1)取 0� 5 g Y2 O3 , 0� 035 g Yb2O 3 , 0� 085 g

Er2O 3置于烧杯中,加入 5~ 7 mL 浓硝酸加热蒸干

多余水份,加入 1� 36 g EDT A, 5 mL 超纯水搅拌溶
解, 然后加入约 0� 5 g NaOH 至溶液澄清, 调节 PH

值至 8� 5,加水定容至 8 mL 备用。

2) 上述储备液在搅拌条件下加入 0� 4 g

CTAB, 25 mL 乙二醇, 再逐滴加入 3� 0 mLHF, 得

到白色乳状胶体。最后再加入 5� 5 mL 浓硝酸, 搅

拌均匀后,转移到 50 mL 带聚四氟乙烯内衬的反应

釜中, 195 � 反应 24 h。

3)反应结束后, 让其在空气中自然冷却至室

温, 弃上层液体,釜底的固体用热水冲洗到烧杯中,

超声 5 min, 然后静置数分钟, 待固体沉淀至底部

后, 将上层液体倒掉,再加热水超声, 重复 3 次。然

后加乙醇超声分散,并以 4 800 r / min的转速离心 2

min,所得固体置于 70 � 烘箱干燥 10 h, 固体粉末

即为 N aYF4 : Yb
3+
Er

3+
纳米晶。

1� 3� 2 � N aYF4 : Yb3+ Er3+ 表面功能化 � 采用改良

的 St�ber 法[ 8-9]
: 20 mg NaYF4 : Yb

3+
Er

3+
纳米晶在

60 mL 的异丙醇中超声 30 min, 完全分散后在 35

� 搅拌条件下加入 2� 5 mL 氨水和 20 mL 水。将

25 uL TEOS溶于 20 mL 异丙醇中, 逐滴加入上述

溶液,搅拌 4 h。再将 200 uL APT ES 溶于 30 mL

异丙醇中,逐滴加入,搅拌 1 h。离心分离沉淀, 用

无水乙醇清洗 3次,在 50 � 烘箱内干燥 12 h。

1� 3� 3 � 纳米粒子和亲和素的结合 � 利用戊二醛做
为交联剂将氨基化的纳米粒子与亲和素进行结合,
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制备了亲和素修饰的上转换发光纳米粒子 [ 10, 11]。

具体方法如下:

1) 2 mg NaYF 4 : Yb
3+
Er

3+
纳米晶超声分散在

体积分数 5%戊二醛的 PBS 溶液中,至于摇床上室

温反应 4 h;

2)用 PBS( 10 mmo l/ L, PH 7� 4)离心分离清洗
3次,洗去多余戊二醛;

3)再将纳米晶分散在 PBS 中, 加入亲和素(亲

和素与原纳米晶之比为 0� 15 mg/ mg) ,反应 12 h;

4)用 PBS清洗 3次洗去未反应的亲和素,沉淀

的纳米晶分散在 1 mL PBS中。

1� 3� 4 � 纳米粒子的表征 � 采用透射电镜( TEM )

对合成的 NaYF4 : Yb
3+
Er

3+
纳米晶及二氧化硅包

覆的 NaYF 4 : Yb
3+
Er

3+
纳米晶的形貌和大小进行

表征;采用 D8 Advance 型 X-射线衍射仪对所制备

上转换发光纳米晶的组成及晶相进行表征;采用 F-

7000荧光分光光度计对所制备上转换发光纳米晶

的荧光光谱进行测定; 采用 UV-2012 PCS 型紫外

可见分光光度计测定所制备纳米粒子吸收光谱; 采

用红外光谱对所制备氨基化的二氧化硅包覆上转

换发光纳米晶构成进行表征; 采用 Nico let Nexus

470 傅里叶变换红外光谱仪对所制备纳米材料表面

功能化基团进行表征。

2 � 结果与讨论

2� 1 � NaYF4:Yb3+ Er3+ 纳米晶的表征
图 1 为所制备 NaYF4 : Yb3+ Er3+ 纳米晶的

TEM 图, 显示利用水热法制备的 NaYF4 : Yb3+

Er3+ 纳米晶呈球形,粒径约为( 40 � 5) nm。水热法

制备的纳米晶形态一致, 大小较为均匀, 具有良好

的分散性。

图 1� NaYF4 : Yb3+ Er3+ r纳米晶的 TEM图

Fig. 1 � TEM image of the prepared NaYF4 : Yb
3+ Er3+

upconversion nanocrystals

� � 图2(a)为所制备NaYF4 : Yb3+ Er3+ 纳米晶的XRD

图谱,结果显示所制备纳米晶中既有立方相结构(�型,

JCPDS卡号: 77-2042)也有六方相结构(�型, JCPDS卡

号: 16-0334) ,是两种形态混合的纳米晶。

� � 由图 2( b)可以看出, 所制备上转化 NaYF4 :

Yb
3+
Er

3+
发射了特征的可见绿色上转换荧光。3

个特征发射峰分别位于 528、544 和 657 nm 处, 分

别对应 Er3 + 离子的2 H 11/ 2 �4 I15/ 2 ( 528 nm )、
4S3/ 2 �4 I15/ 2 ( 544 nm )和4 F9/ 2 �4 I15/ 2 ( 657 nm ) 跃

迁[ 12]。

图 2 � 上转换 NaYF4 : Yb3+ Er3+ 纳米晶的 XRD 图及 �-

NaYF4 , �-NaYF4标准卡( a)和发光光谱(b)

Fig. 2 � XRD patterns of the NaYF4 : Yb3+ Er3+ upconversion

nanocrystals and the standard data for �-NaYF4 , �-

NaYF4 as a reference (a) , and the luminescence spec-

tra of NaYF4 : Yb3+ Er3+ upconversion nanocrystals

( b)

2� 2 � 表面功能化 NaYF4: Yb, Er的表征
尽管乙二醇体系中所合成的纳米晶具有亲水

性表面,但由于表面没有可同生物识别物质(如氨

基酸、多肽、抗原、抗体、核酸等)键合的活性官能

团, 生物分子将不能被偶联到纳米晶的表面, 因而

不能用于生物荧光标记, 因此, 必须对其表面进行
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功能化修饰。图 3是用 St�ber 法修饰后 SiO2包覆

的纳米晶,可以看到硅层厚度约为 10 nm 左右, 纳

米粒子大小为( 50 � 5) nm ,证实 SiO 2已经均匀地包

覆在纳米粒子外层。包覆后的纳米颗粒具有更好

的水溶性,在水溶液中分散良好。

图 3 � 表面氨基化 SiO2包覆的 NaYF4 : Yb3+ Er3+ 上转

换发光纳米晶 TEM图

Fig. 3 � TEM image of SiO2 capped NaYF4 : Yb3+ Er3+ up-

conversion nanocrystals functionalized with-NH2

group

� � 图 4 ( a ) 是表面氨基功能化的 SiO2 包覆

NaYF 4 : Yb3+ Er3+ 的红外图谱。结果显示,在 1 045

cm
-1
出现的强吸收谱带属于 S-i O-Si的反对称伸缩

振动吸收, 781 cm-1也是 SiO 2的特征峰。3 415 cm-1

和 1 660 cm-1的吸收峰是氨基中 N-H 键的伸缩振

动和弯曲振动, 2 933 cm-1是 APT ES中的亚甲基的

伸缩振动。证实了纳米晶在包覆 SiO 2时同时也连

接了氨基。

实验进一步对氨基化 SiO 2包覆 NaYF4 : Yb3+

Er3+ 上转换发光纳米晶的发光光谱进行了考察。

(图 4( b) )显示, 相对于 NaYF 4 : Yb
3+
Er

3+
上转换发

光纳米晶而言, 氨基化 SiO2包覆 NaYF4 : Yb
3+
Er

3+

上转换发光纳米晶的特征上转化发光特性未发生

改变,其 3 个特征发射峰仍分别位于 528、544 和

657 nm处,表现为绿色荧光。

图 4 � 表面氨基功能化的 SiO2包覆 NaYF4: Yb
3+ Er3+

纳米晶的红外图谱( a)和发光光谱( b)

Fig. 4 � FT-IR spectra ( a) and luminescence spectrum of

SiO2 capped NaYF4 : Yb3+ Er3+ upconversion

nanocrystals functionalized with- NH2 group

2� 3 � NaYF4: Yb3+ Er3+ 上转换发光纳米晶与亲和
素的偶联

氨基化 SiO2包覆 NaYF4 : Yb3+ Er3+ 上转换发

光纳米晶与亲和素的偶联是其进一步与生物素或

生物素化生物分子结合的一个必要条件。按照实

验部分所述步骤将亲和素与氨基化 SiO2 包覆

NaYF 4 : Yb
3+
Er

3+
上转换发光纳米晶表面的-NH 2

进行偶联,由于亲和素在 280 nm 有吸收, 而上转换

纳米晶在紫外光区无特征吸收,所以可以用紫外分

光光度法对上转换纳米晶与亲和素结合情况进行

表征。如图 5所示,图 5 中 a 为亲和素原液的紫外

吸收谱图, b为上转换纳米晶与亲和素反应完成离

心后的上清液。可以看到,上转换纳米晶的上清液

中亲和素的量显著减少, 表明亲和素与上转换纳米

晶表面的-NH 2连接成功。

图 5 � 亲和素原液 ( a)以及亲和素和氨基化的 NaYF4:

Yb3+ Er3+ 结合后离心所得上清液 ( b)的紫外可

见吸收图谱

Fig. 5 � Absorption spectra of initial avidin solution (a) and

supernatant afteravidin conjugated amino-functiona-l

ized NaYF4 :Yb3+ Er3+ nanoparticles (b)
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3 � 结 � 语

采用水热溶剂法, 制备了 NaYF 4 : Yb3+ Er3+ 上

转换发光纳米材料,随后通过 St�ber 法表面SiO2包

覆、氨基修饰, 使其通过戊二醛交联与亲和素分子

结合,实现了所制备 NaYF4 : Yb
3+
Er

3+
上转换发光

纳米材料的表面生物功能化。T EM、XRD、荧光光

谱、FT-IR、UV-v is 图谱表征结果显示 NaYF 4 :

Yb
3+
Er

3+
上转换发光纳米材料及其表面生物功能

化均告成功,为其后续应用于生物标记和分析检测

奠定了基础。
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