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基于 NaYF4:Yb,Er 的上转换荧光复合材料的组装及 FRET 传

感研究 

摘 要 

上转换纳米材料(UCNPs)可通过多光子吸收过程将低能激发光

转化为高能发射光。UCNPs 具有独特的光学特性，包括反斯托克斯

位移大、在生物组织中的穿透力强、耐光漂白、背景荧光值小、化

学稳定性良好和毒性低等，因此受到广泛关注，为传感检测、生物

成像以及生物分析等领域中的分析检测提供了多种可能，推动了荧

光标记探针的发展。基于荧光共振能量转移(FRET)的荧光检测具有

灵敏度高、响应快、便携性好等优点，在分析中发挥着重要的作用。

因此，本文基于 FRET 机理设计并合成了三种荧光探针，分别用于

检测水果中残留的对氧磷(paraoxon)、人体血清中的胰岛素(Ins)以及

水中的盐酸环丙沙星(CIP)，其主要研究内容如下： 

(1) 本实验以热分解法制备了油酸包裹的上转换纳米材料(OA-

UCNPs)，利用配体交换法将 OA-UCNPs 改性为易溶于水的柠檬酸

钠修饰的上转换纳米材料(Cit-UCNPs)。5,10,15,20 四(4-吡啶基)卟啉

(TPyP)和 Cit-UCNPs 通过静电作用复合制备出荧光复合材料 Cit-

UCNPs@TPyP，该复合材料可以用于蔬菜表面 paraoxon 的检测。纳

米探针以 Cit-UCNPs 作为能量供体，TPyP 作为能量受体。TPyP 的

紫外-可见吸收光谱与 Cit-UCNPs 的荧光光谱有很好的重叠，因此

Cit-UCNPs 的荧光强度降低。由于 TPyP 具有芳香族结构，paraoxon
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具有磷-氧双键(P=O)和三个氧原子，它们之间的相互作用导致形成

Π 堆叠复合物，paraoxon 与 TPyP 内环上的氮原子之间还存在氢键相

互作用。因此，由于 TPyP 和 paraoxon 的缔合，FRET 效率随着

paraoxon 的加入而逐渐降低，Cit-UCNPs 的荧光强度不断增强。该

荧光复合材料可以在 0-8.6 μM 浓度范围内对 paraoxon 做定量分析，

检出限为 0.20 μM。该上转换荧光纳米探针已成功应用于检测蔬菜

表面残留的 paraoxon，显示了探针在实际应用中的潜力。 

(2) 利用配体交换法修饰 OA-UCNPs 得到 Cit-UCNPs，Cit-

UCNPs 和罗丹明 B(RhB)被阳离子柱[6]芳烃(CP6)包封形成复合材料

Cit-UCNPs@CP6@RhB，用于检测人血清中 Ins。在该复合材料中

Cit-UCNPs 作为能量供体，RhB 作为能量受体。供体 Cit-UCNPs 在

540 nm 处有很强的发射峰，受体 RhB 在 550 nm 左右有一个宽的紫

外吸收区，通过主客体相互作用有效地被 CP6 包封，从而缩短

UCNPs 与 RhB 之间的距离，促使能量从 Cit-UCNPs 向 RhB 转移，

导致 FRET 过程的发生，Cit-UCNPs 的荧光猝灭，RhB 荧光强度增

强。当将 Ins 分子加入到 UCNPs@CP6@RhB 复合物中时，RhB 被

Ins 置换，荧光恢复。UCNPs@CP6@RhB 可以在 0-10 μM 浓度范围

内对 Ins 进行定量检测，检出限低至 0.32 μM。更重要的是，该荧光

传感平台已成功应用于人血清中 Ins 的检测。 

(3) 利用环糊精修饰 OA-UCNPs 得到环糊精包裹的上转换纳米

材料(UCNPs@γ-CD)，通过搅拌荧光桃红 B(PB)可以进入 γ-环糊精

(γ-CD)的空腔内，形成复合材料 UCNPs@β-CD@PB，用于检测 CIP。
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其中 UCNPs 作为能量供体，PB 作为能量受体，PB 在 540 nm 左右

有一个宽的紫外吸收区，与 UCNPs 在 540 nm 处的荧光发射光谱有

重叠，γ-CD 作为连接体可以缩短 UCNPs 与 PB 之间的距离，使得

FRET 现象发生，促使能量从 UCNPs 转移到 PB，UCNPs 的荧光猝

灭。向体系中加入 CIP 后，CIP 可以通过与 PB 发生 n-Π 荷移络合生

成难溶于水的络合物来阻碍 FRET 效应，FRET 过程被中断，

UCNPs 的荧光恢复。该荧光复合材料在 0-45 μM 浓度范围内对 CIP

检测具有较高的灵敏度和选择性，检出限低至 0.23 μM。本文构建

的荧光传感平台，可以直接用于 CIP 的检测。 

关键词：上转换纳米材料，FRET，对氧磷，胰岛素，盐酸环丙沙星，

荧光传感，复合材料 
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Assembly and FRET sensing of NaYF4:Yb,Er upconversion 

fluorescence composite materials  

ABSTRACT 

Upconversion nanomaterials (UCNPs) can convert low-energy 

excitation light into high-energy emission light through a multi-photon 

absorption process. UCNPs has unique optical properties, including large 

anti-Stokes shift, strong penetration in biological tissues, photobleaching 

resistance, small background fluorescence value, good chemical stability 

and low toxicity, so it has attracted wide attention, providing a variety of 

possibilities for the analysis and detection in the fields of sensing 

detection, biological imaging and biological analysis, and promoting the 

development of fluorescentially labeled probes. Fluorescence detection 

based on fluorescence resonance energy transfer (FRET) has the 

advantages of high sensitivity, fast response and good portability, and 

plays an important role in analysis. Therefore, based on FRET 

mechanism, three kinds of fluorescent probes were designed and 

synthesized in this paper, which were respectively used to detect 

paraoxon in fruits, insulin (Ins) in human serum and Ciprofloxacin 

hydrochloride (CIP) in water. The main research contents are as follows:  

(1) This experiment prepared oleic acid-coated upconversion 
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nanoparticles (OA-UCNPs) by the thermolysis method and modified 

them into water-soluble sodium citrate-modified upconversion 

nanoparticles (Cit-UCNPs) using a ligand exchange method. 5,10,15,20-

Tetra(4-pyridyl)porphyrin (TPyP) and Cit-UCNPs form a fluorescent 

composite material, Cit-UCNPs@TPyP, through electrostatic interactions. 

This composite material can be used for detecting paraoxon on vegetable 

surfaces. The nanoprobes use Cit-UCNPs as the energy donor and TPyP 

as the energy acceptor. The UV-visible absorption spectrum of TPyP 

overlaps well with the fluorescence spectrum of Cit-UCNPs, leading to a 

decrease in the fluorescence intensity of Cit-UCNPs. Because TPyP has 

an aromatic structure, paraoxon has a phospho-oxygen double bond 

(P=O) and three oxygen atoms, and the interaction between them leads to 

the formation of a Π stacked complex, and there is also a hydrogen bond 

interaction between paraoxon and the nitrogen atoms on the inner ring of 

TPyP. Therefore, due to the association of TPyP and paraoxon, FRET 

efficiency gradually decreases with the addition of paraoxon, and the 

fluorescence intensity of Cit-UCNPs continues to increase. The 

fluorescence composite can be used for quantitative analysis of paraoxon 

in the concentration range of 0-8.6 μM, and the detection limit is 0.20 

μM. The upconversion fluorescence nanoprobe has been successfully 

applied to detect paraoxon residues on vegetable surfaces, demonstrating 

its potential for practical applications. 
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(2) Oleic acid-coated upconversion nanoparticles (OA-UCNPs) were 

modified into Cit-UCNPs using a ligand exchange method, and Cit-

UCNPs were encapsulated with rhodamine B (RhB) using cationic 

pillar[6]arene (CP6) to form a composite material, Cit-

UCNPs@CP6@RhB, for Ins detection in human serum. In the composite 

material, Cit-UCNPs act as the energy donor, while RhB serves as the 

energy acceptor. Cit-UCNPs have a strong emission peak at 540 nm, and 

RhB has a broad UV absorption around 550 nm. Through host-guest 

interactions, CP6 effectively encapsulates RhB, shortening the distance 

between UCNPs and RhB, thereby facilitating energy transfer from Cit-

UCNPs to RhB, which leads to the occurrence of FRET. This results in 

fluorescence quenching of Cit-UCNPs and fluorescence enhancement of 

RhB. When insulin molecules are added to the UCNPs@CP6@RhB 

composite, RhB is displaced by Ins, and the fluorescence recovers. 

UCNPs@CP6@RhB can quantitatively detect Ins in the 0-10 μM 

concentration range, with the detection limit as low as 0.32 μM. More 

importantly, this fluorescent sensing platform has been successfully 

applied for the detection of Ins in human serum. 

(3) Cyclodextrin-modified oleic acid-coated upconversion 

nanoparticles (OA-UCNPs) were used to obtain γ-cyclodextrin (γ-CD) 

encapsulated upconversion nanoparticles (UCNPs@γ-CD). By stirring, 

fluorescent pink B (PB) can enter the cavity of γ-CD, forming the 
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composite material UCNPs@β-CD@PB, which is used for detecting CIP. 

In this system, UCNPs act as the energy donor and PB as the energy 

acceptor. UCNPs have a strong emission peak at 540 nm, and PB has a 

broad UV absorption region around 540 nm, which overlaps with the 

fluorescence emission spectrum of UCNPs at 540 nm. γ-CD serves as a 

linker that shortens the distance between UCNPs and PB, leading to the 

occurrence of FRET. The energy is transferred from UCNPs to PB, 

resulting in the fluorescence quenching of UCNPs. When CIP is added to 

the system, CIP can hinder the FRET effect by forming an insoluble 

complex with PB through n-π charge transfer interactions, interrupting 

the FRET process and restoring the fluorescence of UCNPs. The 

fluorescence composite has high sensitivity and selectivity for CIP 

detection in the concentration range of 0-45 μM, and the detection limit is 

as low as 0.23 μM. The fluorescence sensing platform developed in this 

study can be directly applied for the detection of CIP. 

Author: Ruoqian Xu (Chemistry) 

Supervised by Yujie Ding 

KEY WORDS: upconversion nanoparices, FRET, paraoxon, insulin, 

ciprofloxacin hydrochloride, fluorescence sensing, composite materials 
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第 1 章 绪论 

1.1 上转换纳米材料概述 

上转换纳米材料(UCNPs)是一类具有独特光学特性的功能材料，其组成和

发光机制与常规发光材料存在本质区别。UCNPs 通常由无机基质材料(如 NaYF₄

等)和均匀掺杂其中的稀土离子(如 Yb³⁺,Er³⁺等)共同构成[1-3]，其最显著的特征是

能够通过多光子过程实现反斯托克斯发光(Stokes)
[4, 5]。具体而言，这类材料可

吸收低能量的近红外光(通常为 980 nm)，并通过连续的能量传递上转换过程，

最终发射出高能量的紫外-可见光(如 540 nm 绿光或 660 nm 红光)。斯托克斯定

律认为材料只能受到高能量的光激发，发射出低能量的光，而上转换发光则与

之相反，指的是材料受到低能量的光激发，发射出高能量的光。直到目前为止

自然界中并没有发现这种材料，只能经过人工合成的方法得到。 

1.2 上转换纳米材料的发光机理 

 

图 1-1 上转换纳米材料发光机理[6]
 

Fig. 1-1 Luminescence mechanism of upconversion nanomaterials  

UCNPs 发光过程本质上是一个反斯托克斯发光过程。在 20 世纪 50 年代开

始研究上转换发光现象[7]，直到 60 年代 Auzel 和 Wright 等人研究了上转换发光

的机制，并提出激发态吸收(ESA)、能量转移上转换(ETU)和协同敏化上转换

(CSU)的三种上转换发光机制[8, 9]。随着新材料的出现，上转换荧光纳米颗粒的

发光机理不断被完善，目前主要有如下五种发光机制：ESA、ETU、CSU、交

叉弛豫(CR)和光子雪崩(PA)，如图 1-1 所示。 

激发态吸收上转换是上转换发光的基本机制之一，是 Bloembergen 在 1959

年提出的[10]。其原理是单个或者单种离子通过两步或者多步的能量吸收使其从
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稳定的基态跃迁到极不稳定的异常活跃的高能激发态，然后以光能的形式产生

辐射跃迁回到基态。 

在 ETU 中，通常使用两种不同类型的稀土离子(敏化剂和发射体一同掺杂)

来产生上转换。首先，满足能量匹配的两种离子，一种负责能量的吸收获取，

然后通过能量共振转移的过程，无损耗的将能量传递给另外一种离子，从而触

发其发生能级跃迁引起高能量的发射完成上转换。 

因为 CSU 跃迁过程中涉及准虚能级对，所以 CSU 的效率通常低于 ESA 或

ETU，需借助高阶量子微扰理论解释。它虽然效率较低，但通过采用局域激发

的方式补偿其效率不足，可实现其他上转换机制无法达到的高分辨成像。 

CR 过程是一种非辐射过程，能量在相邻掺杂离子间重新分配是离子-离子

相互作用的基本结果。其效率与掺杂剂的浓度密切相关，它是导致发光“浓度

猝灭机制”的主要原因，但通过合理调控，CR 可被用于精细调节 UCNPs 的发

光颜色或者构建高效的光子雪崩机制。 

本质上，PA 是一个包含激发光 ESA 过程和产生反馈的高效 CR 过程的循环

机制。PA 具有在临界泵浦阈值以下透射率保持稳定发射、超过阈值后荧光强度

呈现数量级增长上升时间和需要秒量级的建立时间等显著特征。 

1.3 上转换纳米材料的制备方法 

UCNPs 种类丰富，其中以镧系离子掺杂的氟化物纳米晶体研究最为广泛，

这类材料因其较高的发光效率和良好的稳定性而备受关注。相比之下，稀土氧

化物基 UCNPs 通常表现出较低的发光效率；氧化物基质材料虽然易于合成，但

存在机械强度不足和化学稳定性较差的缺点；而镧系离子掺杂的氯化物则对水

分敏感，限制了其实际应用。得益于其独特的光物理化学性质，UCNPs 已在多

个领域展现出重要应用价值，包括但不限于光催化、太阳能电池、新能源开发、

生物医学及国防科技等。当前研究的关键挑战在于开发具有可控粒径和优异单

分散性的荧光纳米粒子，这对实现其性能优化和实际应用至关重要。目前合成

UCNPs 主要有高温固相合成法、溶胶-凝胶法、水热溶剂热法、热分解法、燃烧

法等。 



安徽工程大学硕士论文 

3 
 

1.3.1 高温固相合成法 

 

图 1-2 (a) BTO:Ho
3+

,Yb
3+样品 SEM 图；(b)-(d)对应的元素映射[11]

 

Fig. 1-2 (a) SEM graph of BTO:Ho
3+

,Yb
3+

sample; (b)-(d) The corresponding elemental mappings.  

高温固相法对原料的纯度和颗粒度有一定要求，需选择合适的原料并按比

例加入助溶剂，经过球磨成细颗粒并混合均匀。然后在保护气氛下，在 1000-

1600 ℃的高温下煅烧一定时间(是具体材料而定)，最后通过洗粉、筛选、真空

或鼓风干燥得到成品。该方法具有不使用溶剂、操作简单、成本低、产率高，

且结晶纯度高等优点，是制备固体材料的常用方法。 

2024 年 Fan
[11]通过高温固相法制备了一系列 BiTa7O19(BTO):Ho

3+
,Yb

3+荧光

粉，在 980 nm 激光激发下表现出出色的纯绿色上转换发光(UCL)。研究结果表

明 BTO 是一种优异的 UCL 宿主，BTO:Ho
3+

,Yb
3+可用于 UCL 显示和温度传感。

图 1-2 显示了高温固相法制备的荧光粉 BiTa7O19(BTO):Ho
3+

,Yb
3+的形貌。这为

未来的传感材料和传感器的研发提供了新的思路。 

1.3.2 溶胶-凝胶法 

溶胶-凝胶法是在一定温度下，稀土化合物溶液通过化学反应由溶胶转变为

凝胶，然后对半成品凝胶进行热干燥，得到无机或复合材料。这种方法属于湿

法化学中的一种，能有效避免传统高温合成法的高温处理，因此逐渐取代了高

温固相法。但溶胶-凝胶法原料具有价格昂贵、反应周期长、产品严重团聚、工

序繁琐、粒径不易控制等缺点，限制了其在生物医用领域的应用。 
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图 1-3 (a)和(b)为 Y1.828Yb0.16Ho0.002O3和 Y1.438Ga0.4Yb0.16Ho0.002O3荧光纳米晶 TEM 图[12]
 

Fig. 1-3 (a) and (b) are TEM images of Y1.828Yb0.16Ho0.002O3 and 

Y1.438Ga0.4Yb0.16Ho0.002O3fluorescent nanocrystals, respectively.  

汤玲丽等人[12]利用此方法成功合成了 Gd
3+、Ho

3+和 Yb
3+共掺的 Y2O3 纳米

晶，并研究不同掺杂离子浓度对纳米晶荧光性能的影响，如图 1-3 所示。

Bartha 等人[13]利用溶胶-凝胶法制备了 NaYF4:Yb,Er 上转换纳米材料以及其结晶

机理。 

1.3.3 溶解热法 

溶解热法是在高压反应条件下通过使用液态水或耐高温有机溶剂作为介质

对材料进行合成的方法。水热合成法是一项比较久远的研究，侧重于反应过程

的研究。 

 

图 1-4 β-NaYF4晶体在不同 pH 值下的 FE-SEM 图像：(A) pH = 3, (B) pH = 5, (C) pH = 7, (D) 

pH = 10
[14]

 

Fig. 1-4 FE-SEM images of the as-prepared β-NaYF4 crystals obtained at different pH values: (A) 

pH= 3, (B) pH= 5, (C) pH= 7, and (D) pH= 10. 
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在 20 世纪末，水热合成作为一种温和的合成路线逐渐应用于发光材料领域。

水热合成方法具有操作简便、所需反应温度低、产物的粒径形貌易于调控等特

点。例如，王传英等人[14]利用简便的水热法合成了具有可预测尺寸和形貌的六

方 β-NaYF4:20% Yb
3+

,1% Er
3+晶体，并研究了 UCNPs 发光特性以及不同 pH 值

的影响，该研究为合成具有可预测形态和尺寸以及可调节发光特性的 β-

NaYF4:Yb
3+

/Er
3+晶体提供了一种简便的方法，可适用于其他稀土氟化物化合物，

如图 1-4 所示。类似的工作，Li 及其课题组[15]通过水热法成功合成出具有单分

散性，高结晶度，高荧光性能，粒径为 10 nm 特征的上转换荧光纳米颗

CaF2:Yb
3+

,Er
3+。 

1.3.4 热分解法 

热分解法是制备单分散 UCNPs 的经典方法。该方法通常在无水无氧的惰性

气氛(如氩气或氮气)保护下进行，并以高沸点有机溶剂(如 1-十八烯、油酸、油

胺或其混合物)作为反应介质。其显著优势在于所合成的纳米颗粒具有高结晶度、

纯晶相、强上转换发光性能、形貌均一且单分散性优异等。然而，该方法所得

产物通常为油溶性，需通过后续表面修饰以实现水溶性和生物相容性。 

 

图 1-5 在 310 ℃，315 ℃和 320 ℃下制备的 NaGdF:Yb
3+

, Er
3+纳米颗粒的 TEM 图像[16]

 

Fig. 1-5 TEM images of NaGdF: Yb
3+

, Er
3+

 nanoparticles prepared at 310 ℃, 315 ℃, and 320 ℃. 

Nigoghossian 和同事们[16]利用热分解法采用油酸作为溶剂，在高温(> 

300 ℃)条件下分解稀土氟化物前驱体，成功制备了单分散性掺杂的

UCNPs(NaGdF4:Yb
3+

,Er
3+

)，并研究了不同温度下制备的 UCNPs 的晶相，发现

在 310 ℃，315 ℃获得立方体形式，在 320 ℃获得六方相的形式，如图 1-5 所示。

Wu 等人[17]采用简单的一锅热分解方法成功制备了 Yb
3+和 Er

3+共掺杂的单分散、

均匀、空心结构的六方氟化钇钠纳米颗粒(NaYF4:Yb
3+

,Er
3+

)，并利用 HCl 酸化
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处理得到的纳米颗粒均匀分散在水中。Ding 等人[18]利用热分解法制备了油酸包

裹的 NaYF4:Yb,Er 纳米颗粒对其改性，并应用于检测人体血清中的胆固醇。 

1.3.5 燃烧法 

燃烧法是将反应物按化学计量比混合并点燃，利用反应过程中产生的热量

维持高温直至反应完成，燃烧产物即为目标产物。该方法克服了高温固相法粒

径大、发光强度低的缺点，工艺简单且产品纯度高。 

 

图 1-6 NaYF4:7% Eu,10% Yb 荧光粉的 SEM 图(a)和 EDS 光谱图(b)
[19]

  

Fig. 1-6 (a) SEM image and (b) EDS spectrum of the NaYF4:7%Eu, 10%Yb phosphor.  

Pathak 等人[19]通过燃烧法合成了 Eu,Yb 共掺杂的 NaYF4荧光粉。该工作固

定了 Eu 掺杂，并研究了 Yb 掺杂浓度对结构、形态和发光性能的影响。如图 1-

6 所示。所制备的荧光纳米复合材料表面形态显示具有尖锐的六角形边缘的微

棒状结构，能量色散 X 射线光谱证实了所需材料的形成。此外，黄敏文等人[20]

也通过燃烧法合成了 Yb
3+

,Er
3+共掺杂氟化钇钠微粉，研究了发光性能。结果表

明，该方法合成的 UCNPs 具有较高的上转换效率，且荧光发射光谱峰较尖。 

1.4 上转换纳米材料的表面功能化 

UCNPs 的表面大部分含有丰富的油酸链，致使其难溶于水。必须对

UCNPs 的表面进行生物相容性的改性以适应生物体组织微环境的要求。迄今为

止，研究者开发出多种方法用于 UCNPs 的表面功能化，例如配体交换法、配体

氧化法、壳层包裹法、层层组装法以及配体吸附法等。 
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1.4.1 配体交换法 

 

图 1-7 OA-UCNPs(a)和 DMSA-UCNPs(b)的 TEM 图[21]
 

Fig. 1-7 TEM images of OA-UCNPs (a) and DMSA-UCNPs (b).  

配体交换法基于不同配体与 UCNPs 表面稀土离子的相互作用。常用的配体

交换试剂包括聚乙二醇(PEG)-磷酸酯、聚丙烯酸(PAA)、己二酸(HAD)、3-巯基

丙酸(3MA)、二巯基琥珀酸(DMSA)、柠檬酸盐和癸二羧酸(DDA)等，用以替代

原有的疏水性 OA 配体。Chen 等人[21]在搅拌下加入大量的 DMSA，DMSA 配体

通过其羧基键合作用在纳米晶体表面进行配位，得到 DMSA 修饰的

NaYF4:Yb,Er，从 TEM 图可以看出修饰后的复合材料在尺寸上保持单分散且无

明显的形状变化和聚集，如图 1-7 所示。 

1.4.2 配体氧化法 

 

图 1-8 NaYF4-阿霉素偶联物的合成示意图[22]
 

Fig. 1-8 A diagram showing the synthesis of NaYF4-doxorubicin conjugate.  

该方法利用强氧化剂将油酸或油胺氧化成亲水基团羧基。氧化后的 UCNPs

表面会产生大量的羧基，这不仅使纳米晶在水中具有良好的溶解度，而且其表
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面丰富的活性基团可以直接偶联生物分子进一步提高其生物相容性。Lin 等人

[22]将油酸包裹的上转换纳米材料通过 Lemieux-von Rudloff 试剂将油酸的双键氧

化成羧基，使得疏水性的 NaYF4:Yb,Tm 纳米颗粒呈水溶性，如图 1-8 所示。 

1.4.3 表面硅烷基化法 

 

图 1-9 OA-UCNPs 表面硅烷基化的合成示意图[23]
 

Fig. 1-9 Synthesis diagram of OA-UCNPs surface silanization.  

UCNPs 表面硅烷基化法的基本方法是硅氧烷单体水解和凝聚后，在

UCNPs 表面生长出无定形硅壳，可以使用反相微乳液或 Stöber 法来实现这一策

略。Wilhelm 等人[23]使用反相微乳液法对纳米材料进行二氧化硅涂层，随后使

用氨基反应性硅化试剂进行功能化，制备了溶于水单分散性良好的纳米颗粒，

制备过程如图 1-9 所示。 

1.5 上转换纳米材料的应用 

1.5.1 防伪安全 

近年来，科研人员提出了多种新的合成方法和策略，以优化上转换发光，

广泛应用于货币、药物、高档消费品的防伪及指纹、身份证、护照等身份识别

领域。将独特的上转换发光与多种形式的图形编码方法有机结合，可设计和构

建出各种独特的可视化光学图案[24]，有效实现大容量的信息加密，为革新防伪

策略提供了新思路[25, 26]。 
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图 1-10 丝网印刷图案用于人民币防伪应用[27]
 

Fig. 1-10 Screen printing patterns are applied for RMB anticounterfeiting application. 

通过上转换发光油墨印制荧光图案用于货币防伪也是当前防伪领域的研究

热点之一。武汉大学吴伟等[27]通过水热法大规模合成了均一的六方相

NaYF4:Yb
3+

,Tm
3+纳米晶作为荧光油墨原料，在 980 nm 照射下经丝网印刷的人

民币复印纸上数字“100”发出蓝色荧光，如图 1-10。此外，Kaboli 等人[28]将

UCNPs 和无掩模光刻技术结合制备了特殊的防伪光学活性表面。他们首先合成

了 NaYF4:Yb
3+

,Er
3+和 NaYF4:Yb

3+
,Tm

3+纳米粒子，将两者混合后采用负性光刻

技术制作了日光下不可见而 980 nm 光照下显示绿色荧光的二维码。 

1.5.2 癌症治疗和靶向运输 

癌症已成为全球主要死亡原因，因此，医学领域采用了多种生物材料来制

造药物或研究合适的材料，以解决药物相关问题。有一些方法可以克服癌症治

疗的副作用，最有效的方法之一是以微胶囊或纳米胶囊的形式制造生物材料。

在上转换方法中，可以制造核壳配合物以获得更好的产率。 
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图 1-11 KillerRed-UCNPs 组装的示意图及其在深穿透光动力治疗中的应用[29]
 

Fig. 1-11 A schematic illustration of KillerRed-UCNP assembly and its application in the 

centimetre-deep PDT 

Liang 等人[29]使用了一种新的生物光敏剂，它是一种被称为“KillerRed”的

荧光蛋白。它被认为是现有光敏剂的成功替代品，适用于 PDT。这种光敏剂的

缺点是，在可见光谱范围内的激发光下，它在目标组织中的穿透力有限。Liang

等人利用 UCNPs 克服了这一限制。这些 UCNPs 能够将穿透深度的近红外光转

化为绿光，从而局部激发 KillerRed 产生 ROS，消除组织深层部分的癌细胞，如

图 1-11 所示。 

1.5.3 食品安全检测 

 

图 1-12 UCNPs 荧光生物传感器检测大肠杆菌图[30]
 

Fig. 1-12 The UCNPs fluorescence biosensor for E.coli detection 

化学品在农业和粮食生产中的滥用增加了食品中的污染物，最终影响人类

健康。随着公众对食品安全的关注，急需快速、灵敏的检测技术。基于 UCNPs
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的传感器独特的生物物理特性，成为检测食品污染物的创新方法。 

Yao 等人[30]创造了一种“开启”荧光生物传感器，用于快速检测大肠杆菌。

在本研究中，所合成的 UCNPs 被用作供体，GO@Fe3O4被用作受体。在大肠杆

菌的存在下，将 UCNPs-Apt 纳米探针从 GO@Fe3O4上剥离，荧光信号强度与细

菌浓度呈正相关，如图 1-12 所示。 

1.5.4 生物传感和生物成像 

使用下移发光纳米材料的传统光学成像已经成为视觉监测细胞和组织相互

作用的常用方法[31-33]。尽管其具有高亮度等特性，但生物背景自荧光、穿透深

度不足、可见光或紫外光激发下对生物样品的损伤等缺点，仍限制了它们在生

物医学中的应用。所以具有优异的生物成像性能、高信噪比(S/N)和无光漂白等

特点的 UCNPs，可用于体外[34, 35]和体内[36, 37]的生物成像应用。 

 

图 1-13 不同 Cu
2+浓度下斑马鱼胚胎的 CLSM 图像[38]

 

Fig. 1-13 CLSM images of living zebra fish embryos with different concentrations of Cu
2+

 

Shi 和他的同事[38]开发了一种基于 UCNPs 的智能纳米探针，通过基于

FRET 的发光强度变化来检测 Cu
2+浓度和成像。在体内实验中，可以在斑马鱼

的大脑中清楚地观察到 UCNPs 的绿色和红色发光。此外，随着注入的 Cu
2+浓

度的增加，相应地观察到发光猝灭，如图 1-13 所示。因此，这项工作为我们提

供一种结合金属离子检测和多模态生物成像的新策略。 

1.5.5 光电探测器和光伏器件 

由于大多数当代近红外光电探测器集中在宽带检测，所以其面临着设计高

灵敏度窄带 NIR 光电探测器的挑战，其输出信号中的可见光噪声较低，用于特

定用途[39, 40]。通常，光电探测器仍在适应和修改来自新材料的输入，例如

UCNPs
[2, 41]。Yan 等人[41]用油酸封端的 NaYF4:Yb,Er 纳米颗粒作为种子，在油

胺的存在下，由硬脂酸镉和 Bu3PSe 前体生长 CdSe 量子点。带正电荷的胺配体

有利于在 NaYF4:Yb,Er 核上生长 CdSe。在该系统中，在 980 nm 激发下观察到



安徽工程大学硕士论文 

12 
 

红色发射，作为能量转移的结果从上转换的 Er
3+发射到 CdSe。该原理被应用于

开发显示亚带隙光电导的光电器件。 

为保护世界能源前景，太阳能电池的效率需要进一步提升到可持续和商业

化的水平。近年来，UCNPs 被认为是提高光伏器件效率的可行选择，因为它们

能够将入射光的低能量近红外上转换为高能量的可见或紫外发射范围，随后可

被光伏器件吸收[42-44]，具有良好的前景。 

1.5.6 基于 FRET 的荧光传感应用 

FRET 通过供体与受体长距离偶极-偶极作用实现非辐射能量转移。在光激

发过程中，供体激发态的能量可以转移到基态受体上。在供体与受体均为荧光

团的情况下，FRET 一般称为荧光共振能量转移[45]，如图 1-14 所示。 

 

图 1-14 FRET 机理示意图[45]
 

Fig. 1-14 Schematic diagram of FRET mechanism 

自 1948 年 Foster 提出 FRET 理论以来，科研界对其进行了深入研究和广泛

应用。FRET 体系包括能发出荧光的供体和能够猝灭荧光的受体材料。FRET 产

生需要满足如下的条件：(1) 能量供体与能量受体之间的距离必须接近；(2) 供

体与受体荧光团的排列方式应该满足 FRET 的要求；(3) 供体的荧光发射光谱与

受体的紫外吸收光谱必须有重叠[46]。当 FRET 系统或分子接触到特定的目标分

析物时，FRET 过程被触发或阻断，引起荧光信号的改变，从而达到检测被测

物质的目的。 
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1.5.6.1 在生物传感中的应用 

生物传感器是信号传感器和生物成分的融合，在医学领域的应用具有重要

意义，用于检测生物大分子[47]、小分子、微生物[48]、无机物[49]和肿瘤标志物，

监测酶活性，以及分析化学中的高通量筛选[50]。在生物传感器的发展中，

UCNPs 被认为是敏感的生化传感器[51, 52]。纳米结构金属离子基生物传感器被称

为纳米生物传感器，其固定化生物受体探针对目标分析物分子具有选择性，目

标分析物分子通常由含有生物识别元件的敏感组分组成，或者传感器与生物识

别元件共价连接。目标分析物和生物受体之间的相互耦合旨在产生纳米传感器

物理化学干扰，该干扰可转化为可观察的效应，如光学/荧光信号[51-53]。根据这

些程序，检测基于表面功能化单元的不同分析物。表面功能化分子提高了分析

物的检出限、灵敏度和线性范围。 

 

图 1-15 (a) 基于 PAA-UCNPs 和染料标记物之间的荧光能量共振转移实现对 Zn
2+的检测

[49]
 

Fig. 1-15 Schematic illustration showing the synthesis of chromophore-assembled UCNPs and 

their response to Zn
2+

 

生物系统中无机离子的浓度不是很高，但它们确实在新陈代谢中起着关键

作用。因此，非常需要有效地监控它们。Liu 等人[49]利用 FRET 的原理创建了一

种检测 Zn
2+的方法。该方法以聚丙烯酸修饰的上转换纳米材料(PAA-UCNPs)为

能量供体，Zn
2+响应的染料标记物 1 为能量受体。当染料标记物 1 附着于 PAA-

UCNPs 表面时，发生 FRET 效应，导致荧光猝灭。染料标记物 1 与 Zn
2+发生相

互作用，其吸收光谱产生蓝移现象，从而减弱供受体间的能量转移，最终消除

FRET 效应，实现 Zn
2+的高灵敏度检测，如图 1-15 所示。 
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图 1-16 UCNPs -氧化石墨烯荧光共振能量转移测定 HIV-1 病毒抗体的机理[54]
 

Fig. 1-16 UCNPs-Graphene oxide fluorescence resonance energy transfer assay of HIV-1 virus 

antibody mechanism.  

Chu 等人[54]构建了一个基于 UCNPs 作为能量供体，氧化石墨烯(GO)作为能

量受体进而监测人类血清中免疫缺陷病毒抗体的检测平台。实验通过自组装合

成肽功能化的 UCNPs，GO 与肽功能化的 UCNPs 混合时，GO 吸附在表面导致

荧光猝灭(发生 FRET)。加入待检测的抗体后，抗体与肽段形成 peptide-antibody

复合物，减弱肽功能化的 UCNPs 与 GO 的相互作用，使 GO 远离肽功能化的

UCNPs 表面使 UCNPs 荧光恢复。UCNPs 荧光强度变化与抗体浓度呈良好的线

性关系，从而实现抗体检测，如图 1-16 所示。 

 

图 1-17 Zn(DZ)3修饰 UCNPs 的合成及其在活细胞中次氯酸盐检测中的应用[55]
 

Fig. 1-17 Zn(DZ)3-modified UCNPs synthesis and their application in hypochlorite detection in 

living cells. 

Mei 等人[55]报告了一种基于 FRET 的 UCNPs 传感器，用于敏感和选择性地

检测水溶液中的次氯酸盐。在此传感器中 UCNPs 充当能量供体，新型次氯酸盐
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响应配位络合物 Zn(DZ)3被用作能量受体。Zn(DZ)3 配合物诱导猝灭上转换发光，

在添加次氯酸盐后，通过 Zn(DZ)3配合物中的 Zn-S-C 键被选择性氧化断裂进而

检测次氯酸盐。这种新的配位复合物工程化的上转换传感器已成功应用于活

HeLa 细胞中不同数量的外源次氯酸盐的成像，如图 1-17 所示。 

1.5.6.2 在环境科学分析中的应用 

健康的水和纯净的空气是社会环境的基石，是人类的追求。由于 UCNPs 优

越的发光特性，促进了荧光检测的应用，逐渐发展出用于分析环境中有毒有害

物质的纳米荧光探针，可以用于分析环境中有机污染物残留[56, 57]、重金属离子

[58, 59]、无机酸离子[60]、空气污染物[61]等检测 

 

图 1-18 “off-on”型 FRET 探针的制备示意图及 Cu
2+ 的检测[58]

 

Fig. 1-18 The preparation of “off-on” typed FRET probe for the determination of Cu
2+

. 

Shao 等人[58]设计一种“off-on”的荧光纳米探针用于检测 Cu
2+，该研究成

果为开发高灵敏度和高选择性的“off-on”型超灵敏荧光探针奠定了理论与技术

基础，如图 1-18 所示。 

 

图 1-19.由 UCNPs 和 Au NPs 构建的用于 Pb
2+检测的传感测定示意图[62]

 

Fig. 1-19 Schematic diagram of a sensor for Pb²⁺ detection constructed with UCNPs and Au NPs. 
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Wang 等人[62]制备了一种基于 FRET 机理的荧光传感器用于检测环境中的

Pb
2+。首先，用盐酸处理 UCNPs 以去除疏水表面配体，并用适配体(DNA1)修饰。

AuNPs 用于互补 DNA(DNA2)功能化。其次，以 UCNPs 为供体，AuNPs 为受体

建立 FRET 系统。由于互补 DNA 杂交，UCNPs 和 AuNPs 之间的距离缩短到

<10 nm，导致 UCNPs 的猝灭荧光。由于适配体能够与金属离子结合，并在

Pb
2+存在下变成分子间 G-四链体。因此，解开 DNA 双链体并恢复上转换荧光

以确定 Pb
2+的浓度，如图 1-19 所示。 

 

图 1-20 由 UCNPs 和 Au NPs 构建的用于 UO2
2+检测的传感测定示意图[63]

 

Fig. 1-20 Schematic diagram of a sensor for UO2
2+

 detection constructed with UCNPs and Au NPs 

Zhang 等人[63]基于 FRET 原理，开发了一种上转换荧光传感平台，以

UCNPs 作为能量供体，AuNPs 作为能量受体。它们通过放大混合链式反应

(HCR)的信号来定量检测铀酰离子(UO2
2+

)。当引入 UO2
2+时，AuNPs 和 UCNPs

之间的 FRET 被打断，UCNPs 的荧光恢复，以此实现环境样品中 UO2
2+的检测，

如图 1-20 所示。 

1.5.6.3 在食品安全检测的应用 

食品安全是关系到人类健康的头等大事。随着科技的发展食品安全检测的

方法也在不断完善。UCNPs 独特的发光机制使其成为优越的生物标志物材料。

目前，UCNPs 在食品安全领域的研究主要集中在食品中微生物的检测[64, 65]、抗

生素和激素检测[66, 67]、食品添加剂[55]、农药残留[68-70]等方面。 
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图 1-21 用 SPD 法检测 AFB1 的适体传感器示意图[64]

 

Fig. 1-21 Schematic diagram of the aptasensor for AFB1 detection with the SPD method 

Wang
[64]构建了一种基于单颗粒检测(SPD)的灵敏适配体传感器。使用适配

体修饰的 UCNPs(UCNPs-适配体)和 AuNPs 之间的 FRET 对花生样品中的黄曲霉

毒素 B1(AFB1)进行分析，如图 1-21 所示，检测限远低于食品中的允许浓度，

有望为食品安全和公共卫生做出重要贡献。 

 

图 1-22 基于 FRET 原理定量检测抗生素的示意图[71]
 

Fig. 1-22 Schematic diagram for quantitative detection of antibiotics based on the FRET principle 

Shuai 等人[71]开发了一种基于 FRET 原理快速且灵敏检测抗生素的方法。使

用丝素蛋白(SF)包被的 UCNPs 成功构建了无适配体生物传感器，用于检测罗红

霉素(RXM)。通过利用茜素红和 RXM 复合物作为能量受体，UCNPs 作为能量

供体，并将超薄 SF 蛋白控制在 10 nm 内，实现了协同 FRET 效率。该研究是一

种低成本、高灵敏度的抗生素检测方法，在环境、医疗保健和食品相关领域具

有广泛的应用潜力，如图 1-22 所示。 
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图 1-23 基于 FRET 原理定量检测二嗪农示意图[72]
 

Fig. 1-23 Schematic diagram for quantitative detection of diazinon based on the FRET principle 

Rong 等人[72]开发了一种快速灵敏的 FRET 方法，用于食品中低浓度二嗪农

的检测。适体修饰的上转换纳米粒子(Apt-UCNPs)通过 Π-Π 相互作用与氧化石

墨烯(GO)共轭，因为 UCNPs 和 GO 之间的 FRET 过程，所以 UCNPs 荧光发生

了猝灭。加入待测物后，适配体优先与待测物结合，FRET 过程被打断导致

UCNPs 荧光信号增强。该方法成功地用于实际样品中二嗪农的测定，在食品安

全和质量控制方面具有很高的潜力，如图 1-23 所示。 

1.6 本论文选题思路及主要工作 

基于 FRET 的荧光检测具有灵敏度高、响应快、便携性好等优点，因此在

分析中发挥着重要的作用。本论文基于 FRET 机理设计了三种荧光纳米探针用

于荧光检测，具体内容如下： 

(1) 构建了 Cit-UCNPs@TPyP 复合探针用于有机磷农药 paraoxon 的检测，

该体系采用 Cit-UCNPs 作为能量供体，TPyP 作为能量受体，带负电荷的 Cit-

UCNPs 可以与带正电的 TPyP(H2SO4 酸化)通过静电相互作用结合，能量从 Cit-

UCNPs 向 TPyP 转移，导致 FRET 过程的发生，Cit-UCNPs 荧光猝灭。加入

paraoxon 后，FRET 过程被阻断，Cit-UCNPs 的荧光恢复。该荧光传感平台可以

应用于青菜中 paraoxon 的检测。 

(2) 构建了 Cit-UCNPs@CP6@RhB 探针用于人血清中 Ins 的检测，该探针采

用 Cit-UCNPs 作为能量供体，RhB 作为能量受体。当激发波长为 980 nm 时，

Cit-UCNPs 在 540 nm 处具有较强的荧光发射。带负电的 Cit-UCNPs 可以通过静

电相互作用与带 CP6 结合，RhB 可以通过主客体相互作用进入 CP6 的空腔内，
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从而缩短 Cit-UCNPs 与 RhB 之间的距离。能量从 Cit-UCNPs 向 RhB 转移，导

致 FRET 过程的发生，Cit-UCNPs 荧光猝灭，RhB 荧光强度不断增强。当将 Ins

分子加入到 Cit-UCNPs@CP6@RhB 复合物中时，RhB 被 Ins 置换，Cit-UCNPs

荧光恢复。因此该纳米探针可以作为人血清中 Ins 检测的有效荧光传感平台。 

(3) 构建了 UCNPs@γ-CD@PB 复合探针用于 CIP 的检测，该探针以 γ-CD

修饰的 UCNPs 作为能量供体，PB 作为能量受体，PB 可以通过主客体相互作用

有效的被 γ-CD 包封，能量从 UCNPs 转移到 PB，加入 CIP 后， CIP 可以通过与

PB 发生 n-Π 荷移络合生成难溶于水的络合物来阻碍 FRET 效应，FRET 过程被

中断，NaYF4:Yb,Er 的荧光恢复。本文构建的荧光传感平台，可以直接用于

CIP 的检测。 
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第 2 章 关于 Cit-UCNPs@TPyP 的比率式 off-on 探针对有机

磷农药的传感研究 

2.1 引言 

有机磷农药(OPs)因其能高效杀死害虫而被广泛应用于农业生产中，但因其

毒性、持久性和大量的滥用对人类健康安全和环境污染构成重大风险。因此，

开发对 OPs 有高灵敏度和良好选择性的检测方法，对食品安全和环境监测至关

重要[73]。常用的有机磷农药检测方法包括高效液相色谱法(HPLC)和气相色谱法

(GC)。传统荧光分析技术由于依赖有害溶剂、前处理复杂等缺点，其应用受限。

而基于 FRET 等新型荧光技术凭借高灵敏度、快速响应和便携性等优势，已成

为重要分析方法。目前，已经开发出几种用于传感的荧光物质，如金属有机骨

架[74]、量子点[3, 69, 75]、碳点[76, 77]和金属纳米团簇等。 

上转换纳米材料(UCNPs)因其独特的光学性能，如 Anti-Stokes 发射、低自

发荧光和多光子容量[78]，成为荧光探针的有力候选者。作为荧光传感器，

UCNPs 具有高灵敏度、快速响应和良好的生物相容性等优点。 

FRET 最初是由 Theodor Förster 在 1946 年提出的，是指能量从荧光供体到

荧光受体的近距离传输。由于能够检测 1-10 nm 范围内供体与受体偶极子之间

的距离，荧光团与传感区域常被结合在基于 FRET 的生物传感器中，广泛应用

于监测多种生物过程。为了获得更好的 FRET 效率和分析性能，可以通过主客

体相互作用[79]、层层组装[80]、静电吸附[81]等方式使受体与供体的距离足够接近。 

目前，基于 UCNPs 的 FRET 探针已经被开发用于检测金属离子[82]、生物分

子[83]、药物传递[84]等。Chen 等人[85]开发了一种组装有上转换核-壳纳米粒子和

发色团钌络合物(N719@UCNPs)的荧光纳米探针检测 Hg
2+反应。Guo 等人[86]组

装了氧化石墨烯(GO)和 UCNPs 建立了基于 FRET 的的荧光探针，用于快速检测

常用的杀虫剂吡虫啉。Liang 等人[87]基于 FRET 策略开发了一种用于碳水化合物

抗原 153(CA153)检测的高灵敏度和选择性生物传感器。然而，目前还没有基于

UCNPs 对有机磷农药对氧磷(paraoxon)选择性检测荧光探针的研究报道。 
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图 2-1 Paraoxon 传感器组装过程示意图 

Fig. 2-1 The Schematic illustration of the assembly process for the paraoxon sensor. 

为此，本研究构建了一种直接测定有机磷农药 paraoxon 的 FRET 纳米探针，

如图 2-1 所示。该探针基于 FRET 原理将 5,10,15,20 四(4-吡啶基)卟啉(TPyP)与

柠檬酸钠修饰的上转换纳米材料(Cit-UCNPs)结合，形成自组装纳米传感器。在

525-675 nm 处，TPyP(受体)有一个宽吸收峰，与 Cit-UCNPs(供体)的发射峰有大

面积重叠，两者通过静电相互作用结合，FRET 过程发生，导致能量从 Cit-

UCNPs 转移到 TPyP，Cit-UCNPs 的荧光发生猝灭。根据文献，卟啉和芳香配体

(例如嘌呤和嘧啶化合物)
[88]之间的结合相互作用是通过 Π-Π 堆积的非共价过程

发生的，这是 Π 堆积复合物形成的特征[89]。由于 TPyP 具有芳族结构，

paraoxon 具有磷-氧双键(P=O)和三个氧原子，它们之间的相互作用导致形成 Π

堆叠复合物[90]，paraoxon 与 TPyP 内环上的氮原子之间还存在氢键相互作用[91]。

因此，由于 TPyP 和 paraoxon 的缔合，FRET 效率随着 paraoxon 的加入而逐渐

降低。因此，一种直接检测 paraoxon 的传感平台被构建。 

2.2 实验部分 

2.2.1 实验试剂 

所有的原材料都是购买后直接使用的。主要试剂有醋酸铒(Er(CH3CO2)3，

99.9%)、乙酸镱(Yb(CH3CO2)3，99.9%)、醋酸钇(Y(CH3CO2)3，99.9%)、氟化铵

(NH4F，96%)、油酸钠(C18H33O2Na，CP)、油酸(OA，AR)、十八烯(C18H36，

90%)、对氧磷标准试剂(1000 μg mL
−1，丙酮溶液)均从阿拉丁试剂有限公司购买，

甲醇(CH3OH，99.9%)、环己烷(C6H12，AR)、氯仿(CHCl3，AR)、甲苯(C7H8，
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AR)由国药控股有限公司提供，柠檬酸三钠盐二水合物(C6H5Na3O7·2H2O，99%)、

二乙二醇(C4H10O3，98%)、5,10,15,20 四(4-吡啶基)卟啉(TPyP，97%)、硫酸镁

(MgSO4，98%)、硫酸锌(ZnSO4，98%)、六水合氯化钙(CaCl2·6H2O，98%)、氯

化钾(KCl，99.8%)、氯化钠(NaCl，99.8%)、葡萄糖(C6H12O6，99%)、2-硝基苯

酚(C6H5NO3，99%)均从泰坦科技探索平台直接购买。 

2.2.2 实验仪器 

用赛默飞世尔科技公司的 Talos F200S 的透射电镜(TEM)对其形态特征和

EDS 进行了表征，用岛津仪器技术公司的 XRD-6100 型衍射仪进行了 XRD 表征，

用 德 国 Bruker 公 司 的 红 外 光 谱 仪 进 行 了 红 外 表 征 ，DLS 测 试 在

ZETASIZER+PRO 型纳米粒度及电位分析仪上进行。采用上海精科 LS5 UV-Vis

光谱仪对样品进行了 UV-Vis 吸收谱的测定。采用爱丁堡公司提供的上转换荧光

仪进行荧光光谱测定。用爱丁堡 FLS1000 荧光光谱仪，以 980 nm 激光为激发

源，获得了时间分辨荧光衰减。 

2.2.3 复合材料的制备 

2.2.3.1 OA-UCNPs 的合成 

根据文献方法制备 OA-UCNPs
[92]。将 0.2075 g Y(CH3CO2)3、0.0844 g 

Yb(CH3CO2)3、0.0083 g Er(CH3CO2)3、7 mL OA 和 15 mL 十八烯置于 100 mL 烧

瓶中，将混合物在 N2氛围下加热到 150 ℃，并在此温度下搅拌 40 min，可以形

成透明的黄色溶液。冷却至 50 ℃后，加入 10 mL 含 0.1482 g NH4F 和 0.7611 g 

油酸钠的甲醇溶液，将混合物再搅拌 40 min，然后加热到 100 ℃，以除去低沸

点溶剂。随后，将溶液在 N2 下加热至 290 ℃反应 1.5 h，然后冷却至室温。将

得到的 NaYF4:Yb,Er 用乙醇沉淀，用乙醇洗涤两次，然后分散在 5 mL 的环己烷

中。 

2.2.3.2 Cit-UCNPs 的合成 

利用文献中的配体交换方法[93]将油酸包裹的上转换纳米颗粒(OA-UCNPs)

修饰为亲水的上转换纳米颗粒 Cit-UCNPs。简而言之，将 2 mmol 柠檬酸三钠溶

解在含有 1 mL 水和 15 mL 二乙二醇(DEG)的 50 mL 三颈烧瓶中，并将混合物在

氮气气氛下在剧烈搅拌下加热至 110 ℃持续 40 分钟。冷却至室温后，将分散在

3 mL 氯仿和 2 mL 甲苯溶液的混合物中的 10 mg OA-UCNPs 缓慢加入到体系中，
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然后加热至 130 ℃ 60 分钟以除去氯仿和甲苯。最后，将溶液加热至 180 ℃并在

该温度下保持 2 小时。将溶液冷却至室温后，通过离心(10000 rpm，20 min)收

集产物，并用乙醇和去离子水(v/v = 1：1)洗涤三次。将样品分散在 1 mL 去离子

水中。 

2.2.3.3 Cit-UCNPs@TPyP 的组装 

将 10 mg mL
-1的 Cit-UCNPs 加入到 3 mL 14.9 μM 的硫酸酸化过的 TPyP 溶

液中进行搅拌，搅拌 24 h。通过离心干燥得到了所需的复合材料 Cit-

UCNPs@TPyP。 

2.2.3.4 对氧磷的检测及选择性测试 

基于 FRET 原理来检测 paraoxon 的过程如下所示。将 100 μL 300 mg mL
-1

的 Cit-UCNPs@TPyP 溶液加入含有不同浓度 paraoxon 中，将混合物稀释至 3 

mL，在室温下孵育 5 min。然后，用 980 nm 激发记录荧光发射光谱。根据荧光

增强效率建立 paraoxon 的校准曲线，荧光增强效率由荧光复合材料在 515-534 

nm 处的面积(UCL515-534)和 534-683 nm 处的面积(UCL534-683)比值监测。 

将复合材料 Cit-UCNPs@TPyP 分别与干扰物(Mg
2+、Zn

2+、Ca
2+、K

+、Na
+、

C6H12O6、2-硝基苯酚)混合对 paraoxon 的选择性进行测试。所加入的 paraoxon

浓度为 8 μM，其它物质浓度为 160 μM (20 倍)，测定了它们的荧光发射光谱。 

2.2.3.5 青菜和水样品中对氧磷的测定 

对青菜和自来水中的 paraoxon 进行测定，以评估该方法在实际应用中进行

农药筛选的潜力。青菜由本地菜市场获得，并用去离子水洗涤，然后在青菜表

面喷洒已定浓度的 paraoxon 溶液。称取 5 g 青菜样品，研碎，用 5 mL 纯净水溶

解，超声 5 min，静置 3-5 min 后，收集上清液，分别加入等量 Cit-

UCNPs@TPyP 至上清液中，搅拌均匀，测定荧光发射光谱。同样，将已知量的

paraoxon 注射到去自来水中，分别加入等量 Cit-UCNPs@TPyP，搅拌均匀，测

定荧光发射光谱。 
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2.3 结果与讨论 

2.3.1 TEM 和 DLS 表征 

 

图 2-2 OA-UCNPs (a)、Cit-UCNPs (c)的 TEM 图；环己烷中 OA-UCNPs (b)、水中 Cit-

UCNPs (d)的动态光散射(DLS)分析粒径图 

Fig. 2-2 TEM images of OA-UCNPs (a), Cit-UCNPs (c); Dynamic light scattering (DLS) 

analysis of OA-UCNPs (b) in cyclohexane, Cit-UCNPs (d)in water. 

通过 TEM 表征确定了所制备纳米粒子的形貌和尺寸，如图 2-2(a)所示，制

备的球形 OA-UCNPs 在环己烷中分散良好。图 2-2(c)表明柠檬酸盐改性的纳米

颗粒的形状和粒度 Cit-UCNPs 与 OA-UCNPs 相比几乎没有变化。Cit-UCNPs 很

容易分散在水中，并对样品进行动态光散射(DLS)测量，如图 2-2(b)、2-2(d)所

示，OA-UCNP 和 Cit-UCNP 的平均流体动力学尺寸分别为 31.8 nm 和 39.8 nm，

不是绝对直径。 
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2.3.2 XRD 和红外光谱表征 

 

图 2-3 (a)为 OA-UCNPs 的 XRD 表征；(b)分别为 OA-UCNPs, Cit-UCNPs, Cit-

UCNPs@TPyP, TPyP 的 FT-IR 光谱 

Fig. 2-3 (a) XRD pattern of OA-UCNPs; (b) FT-IR spectra of OA-UCNPs, Cit-UCNPs, 

TPyP and Cit-UCNPs@TPyP 

用 XRD 对 NaYF4:Yb,Er 的晶体结构进行了研究，如图 2-3(a)所示，所有衍

射峰均与标准 β-NaYF4:Yb,Er 结构相同(JCPDS 28-1192)
[94]，没有立方相或其他

杂质的衍射峰，它表明 NaYF4 是纯六方相。各组装材料的红外光谱表征如图 2-

3(b)所示，对于 OA-UCNPs，在 2925 和 2852 cm
-1 处的宽吸收峰对应于油酸长

烷基链中的亚甲基(-CH2)不对称和对称伸缩振动。此外，在 1561 cm
-1 和 1461 

cm
-1 处的峰归因于油酸中羧基(-COOH)的不对称和对称伸缩振动[66]。柠檬酸三

钠(Cit)对油酸(OA)进行配体交换后，在 1600 cm
-1处出现一个新的吸收峰，同时

在 2925 cm
-1和 2852 cm

-1处的吸收峰消失，表明 Cit 成功地交换了 OA 配体[93]。

对于 Cit-UCNPs@TPyP，1591 cm
-1和 1350 cm

-1可以分别归因于 TPyP 中吡啶基

的伸缩振动和碳氮双键(C=N)的拉伸振动[95]，表明 TPyP 成功与 Cit-UCNPs 结合。 
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2.3.3 Zeta 电位表征 

 

图 2-4 Cit-UCNPs, TPyP, Cit-UCNPs@TPyP, paraoxon, Cit-UCNPs@TPyP+paraoxon 和

TPyP+ paraoxon 的 Zeta 电位表征 

Fig. 2-4 Zeta potential distributions of Cit-UCNPs, TPyP, Cit-UCNPs@TPyP, paraoxon, Cit-

UCNPs@TPyP + paraoxon, and TPyP + paraoxon. 

复合材料的组装过程中 Zeta 电位的变化，如图 2-4 所示。Cit-UCNPs 和

TPyP(硫酸酸化)的 Zeta 电位值分别为-30.5 mV、29.7 mV，与 Cit-UCNPs 的电位

相比，Cit-UCNPs@TPyP 的电位为-7.0 mV，这归因于 TPyP 带的正电荷，这表

明了 Cit-UCNPs 和 TPyP 是通过负电荷与正电荷之间的静电相互作用形成复合

材料。paraoxon 的 Zeta 电位值为-1.2 mV，向 Cit-UCNPs@TPyP 加入待测物

paraoxon 后，Cit-UCNPs@TPyP+ paraoxon 的 Zeta 电位值为-7.9 mV，这与在

TPyP 中加入 paraoxon 的 Zeta 变化规律一致，说明 paraoxon 可以与 Cit-

UCNPs@TPyP 中的 TPyP 发生缔合。 
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2.4 荧光检测 

2.4.1 FRET 机制 

 

图 2-5 (a) TPyP，Cit-UCNPs@TPyP+paraoxon 溶液的紫外吸收光谱和 Cit-UCNPs, Cit-

UCNPs@TPyP, Cit-UCNPs@TPyP+paraoxon 的荧光发射光谱；(b) 在 980 nm 激发下，Cit-

UCNPs 和 Cit-UCNPs@TPyP 在 654 nm 处的荧光寿命 

Fig. 2-5 (a) UV absorption spectrum of TPyP, Cit-UCNPs@TPyP+ paraoxon solution and 

the fluorescence emission spectrum of OA-UCNPs, Cit-UCNPs, Cit-UCNPs@TPyP, Cit-

UCNPs@TPyP+paraoxon; (b) Fluorescence decay spectra for Cit-UCNPs and Cit-UCNPs@TPyP 

at 654 nm emission wavelength, under 980nm excitation wavelength. 

OA-UCNPs、Cit-UCNPs、Cit-UCNPs@TPyP、Cit-UCNPs@TPyP+paraoxon

的荧光发射光谱和 TPyP、Cit-UCNPs@TPyP+paraoxon 溶液在 500-725 nm 之间

的吸收光谱如图 2-5(a)所示。结果表明，OA-UCNPs 在 525 nm、540 nm 和 654 

nm 处有较强的发光，水溶性的 Cit-UCNPs 的荧光强度发生少量猝灭。在 525-

675 nm 处，TPyP 有一个宽吸收峰，由于 Cit-UCNPs(供体)的发射光谱和

TPyP(受体)的吸收光谱之间的光谱重叠，满足 FRET 效应发生条件，Cit-UCNPs

的荧光发生猝灭。在 Cit-UCNPs@TPyP 复合材料中加入 paraoxon 后，复合材料

在 540 nm 和 654 nm 处的紫外吸收明显下降，525 nm 处的紫外吸收有所增强。

根据 FRET 理论，从供体到受体的能量传递与距离有关[96]，Cit-UCNPs 带负电

荷(由于表面上存在羧酸根基团)，TPyP 分子带正电荷(由于 H2SO4 的酸化)。因

此，带负电荷的 Cit-UCNPs 和带正电荷的 TPyP 分子由于静电相互作用而非常

接近，导致 Cit-UCNPs 的荧光猝灭。但由于 TPyP 和 paraoxon 之间的结合，
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FRET 效率随着 paraoxon 的加入而降低[91]，Cit-UCNPs 的荧光发生恢复。综合

以上分析可知，本探针可以实现 paraoxon 的传感。 

采用 980 nm 激光为激发源，在 654 nm 处测量了 Cit-UCNPs 和 Cit-

UCNPs@TPyP 溶液的荧光寿命，以进一步验证 Cit-UCNPs 与 TPyP 之间的

FRET 行为。如图 2-5(b)所示，Cit-UCNPs 呈现指数衰减过程，最长荧光寿命为

396.6 ns。而 Cit-UCNPs@TPyP 的荧光寿命下降到 367.52 ns，并有两次指数衰

减，进一步表明了从 Cit-UCNPs 到 TPyP 的 FRET 效应[97]。 

2.4.2 材料制备与传感环境的优化 

 

图 2-6 (a) 不同 pH 下 Cit-UCNPs 在 980 nm 激发波长下的相应荧光发射光谱的柱状图；

(b) TPyP 用量对 Cit-UCNPs 相对荧光猝灭程度的影响。(I0 是 Cit-UCNPs 的原始强度，I 是

具有相应量 TPyP 的材料的强度)(Cit-UCNPs: 10 mg mL
−1，TPyP: 14.9 μM) 

Fig.2-6 (a) Fluorescence emission spectra of the corresponding histogram of Cit-UCNPs with 

different pH at excitation wavelength of 980 nm; (b) The effect of the TPyP amount on the relative 

fluorescence quenching degree of Cit-UCNPs. (I0 is the original intensity of Cit-UCNPs, I is the 

intensity for the materials with the corresponding amount of TPyP) (Cit-UCNPs:10 mg mL
−1，

TPyP：14.9 μM). 

实验探究了 pH 对 10 mg mL
-1

 Cit-UCNPs 荧光强度的影响，不同 pH 下激发

波长为 980 nm 的 Cit-UCNPs 荧光强度柱状图，如图 2-6(a)所示。结果表明，当

pH 值为 7 时，Cit-UCNPs 的荧光强度最好。 

通过系统优化实验确定了加入 TPyP 的最佳用量。在 Cit-UCNPs@TPyP 的

制备过程中，保持其他物质的用量不变，改变 TPyP 的浓度，得到不同的 Cit-

UCNPs@TPyP 复合材料，如图 2-6(b)所示。结果表明，(I0-I)/I0 随着 TPyP 的浓
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度增加而增加，直至 TPyP 的浓度为 14.9 μM，(I0-I)/I0基本不变。这可能是由于

随着实验中添加的 TPyP 的增加，复合材料中 TPyP 的量也随之增加，这会导致

Cit-UCNPs 和 TPyP 之间 FRET 效应增强。当 TPyP 用量高于 14.9 μM 时，(I0-

I)/I0 变化不大，这是因为加入 TPyP 的最佳浓度为 14.9 μM，过量的 TPyP 通过

纯化被洗掉。因此，选择 TPyP 浓度为 14.9 μM 进行实验。 

2.4.3 传感过程 

 

图 2-7 (a) 紫外-可见吸收光谱 Cit-UCNPs@TPyP 加入 paraoxon；(b) 在 654 nm 处，紫

外吸收与 paraoxon 浓度之间的线性关系；(c) Cit-UCNPs@TPyP 添加 paraoxon 后的荧光发

射光谱；(d) Lg[UCL515-534/UCL534-683]与 paraoxon 浓度之间的线性关系(Cit-UCNPs@TPyP: 

10 mg mL
-1

) 

Fig. 2-7 (a) UV-vis absorption spectra of Cit-UCNPs@TPyP with the addition of paraoxon; 

(b) Linear relationship between UV-vis absorption and paraoxon concentration at 654 nm; (c) 

Fluorescence emission spectrum of Cit-UCNPs@TPyP with the addition of paraoxon; (d) Linear 

relationship between Lg[UCL515-534/UCL534-683] and paraoxon concentration. (Cit-UCNPs@TPyP: 

10 mg mL
-1

) 

采用紫外-可见吸收光谱法和荧光光谱法探究 Cit-UCNPs@TPyP 对

paraoxon 的传感能力。在 0-8.6 μM 范围内，随着 paraoxon 浓度的增加，Cit-
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UCNPs@TPyP 在 525 nm 处的紫外吸收强度有小幅增强，在 540 nm 处的紫外吸

收有小幅度的降低，在 654 nm 处的紫外吸收强度有明显的降低，如图 2-7(a)所

示。这是由于 TPyP 和 paraoxon 之间形成缔合体系使得 TPyP 的紫外吸收发生改

变，因此 Cit-UCNPs 在 540 和 564 nm 处的荧光发射光谱与 TPyP 的紫外吸收光

谱之间的重叠面积不断减小，两者之间的 FRET 效率不断降低。Cit-

UCNPs@TPyP 在 654 nm 处的吸收强度与 paraoxon 浓度具有一定的线性关系，

其线性方程为 A654=0.0970Cparaoxon +1.5922 (R
2
=0.9982)，如图 2-7(b)所示。 

如图 2-7(c)所示，在 0-8.6 μM 范围内，随着 paraoxon 浓度的增加，Cit-

UCNPs@TPyP 在 520 nm 处的紫外吸收有小幅的升高，540 nm 处的紫外吸收有

小幅度的降低，因此 520 nm 和 540 nm 处的荧光强度变化并不明显。Cit-

UCNPs@TPyP 在 654 nm 处的紫外吸收强度有明显的降低，所以 654 nm 处的荧

光强度有明显的增强，同时溶液颜色由绿色逐渐变成黄绿色。这是由于 TPyP

与 paraoxon 相互作用形成缔合体系使 TPyP 的紫外吸收发生改变，FRET 效率降

低，Cit-UCNPs 的荧光发生了恢复，结果表明 Cit-UCNPs@TPyP 可以被用来检

测 paraoxon 农药。 

图 2-7(d)描述了 Cit-UCNPs 荧光恢复程度 Lg[UCL515-534/UCL534-683]与

paraoxon 浓度之间的线性关系。由于越来越多的 paraoxon 与 TPyP 发生反应，

FRET 过程严重受到阻碍，所以 Cit-UCNPs 荧光恢复度呈线性增加，其线性方

程为 Lg[UCL515-534/UCL534-683]=0.0861Cparaoxon +0.8783 (R
2
=0.9832)。 

根据该复合材料的荧光光谱的荧光恢复趋势 Lg[UCL515-534/UCL534-683]，在

0-8.6 μM 浓度范围内加入 paraoxon 的情况下，用公式(LOD=K Sd/m)计算其检测

限(LOD)。其中 Sd 为空白样测量值的标准差；m 是荧光恢复度与 paraoxon 浓度

的斜率。K 是可信水平，通常设置为 3，根据上述方程计算出的 LOD 为 0.20 

μM。 
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2.4.4 干扰试验 

 

图 2-8 (a) 在 360 nm 激发下，将各种干扰物质添加到 Cit-UCNPs@TPyP 的荧光发射光

谱；(b) Lg(UCL515-534/UCL534-683)与 paraoxon 或其他干扰物质的荧光恢复柱状图[Lg(UCL515-

534/UCL534-683)0是 Cit-UCNPs@TPyP 的原始强度，Lg(UCL515-534/UCL534-683)是 paraoxon 或其

他 干 扰 物 质 的 强 度 △Lg(UCL515-534/UCL534-683)=Lg(UCL515-534/UCL534-683)- Lg(UCL515-

534/UCL534-683)0] (Cit-UCNPs@TPyP: 10 mg mL
-1

) 

Fig. 2-8 (a) Fluorescence emission spectra of various interfering substances were added to 

Cit-UCNPs@TPyP solution under 980nm excitation; (b) Histogram of fluorescence recovery of 

the nanoprobe at 654 nm with paraoxon or other interfering substances [Lg(UCL515-534/UCL534-

683)0 is the original intensity of Cit-UCNPs@TPyP, Lg(UCL515-534/UCL534-683) is the intensity with 

paraoxon or other interfering substances. △Lg(UCL515-534/UCL534-683)=Lg(UCL515-534/UCL534-683)- 

Lg(UCL515-534/UCL534-683)0 (Cit-UCNPs@TPyP: 10 mg mL
-1

)  

通过抗干扰实验评估了所构建的 FRET 荧光复合材料对 paraoxon 检测的选

择性。加入 160 μM (20 倍)干扰物质(Mg
2+、Zn

2+、Ca
2+、K

+、Na
+、葡萄糖、2-

硝基苯酚)及 8 μM paraoxon 进行干扰离子实验。从图 2-8 可以看出，加入

paraoxon 后复合材料的 Lg(UCL515-534/UCL534-683)明显增加，而加入其他常见的

干扰物质后复合材料的荧光强度基本上没有变化，说明这些干扰物质不会对

paraoxon 的检测造成干扰。结果证明该荧光复合材料对 paraoxon 有较好的选择

性。 
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2.5 实际样品检测 

2.5.1 复合材料对水和青菜中对氧磷的检测 

表 2-1 水和青菜样品中 paraoxon 的测定结果 

Table 2-1 Spiked recovery results for paraoxon sensing employing the assembly materials in water 

and bok choy. 

样品 检测
paraoxon 

(μM) 

添加
paraoxon 

(μM) 

检测
paraoxon 

(μM) 

恢复率
(%) 

RSD (%, 

n=5) 

自来水 0 1.73 1.73 100 1.81 

 0 4.74 4.73 99 2.37 

 0 6.05 5.91 97 3.86 

青菜 0 1.73 1.72 99 3.53 

 0 4.74 4.78 101 1.90 

 0 6.05 5.92 98 2.76 

为了评价本方法的准确性、重复性和选择性，使用该探针对自来水和青菜

中 paraoxon 进行检测，结果见表 2-1。添加 paraoxon 的回收率为 97%～101%，

RSD 为 1.81%～3.86%。结果表明，所合成的探针可以用于水和青菜中

paraoxon 的检测。 

2.5.2 与其他文献的对比 

参考其他文献，对各探针的检测性能进行比较，对比结果如表 2-2 所示。 

表 2-2 与其他文献的对比 

Table 2-2 Comparison of the performance of different methods for paraoxon detection 

方法 检测限 线性范围 文献 

MC/CB 0.12 μM 0.2-8 μM Lee et al. (2010)
[98]

 

分光光度法 0.2 μM 0.5-150 μM Tang et al. (2014)
[99]

  

AChE/PB-CS/GCE 3 nM 0.01-5 μM Song et al. (2011)
[100]

 

ZnO+EDA/AChE 0.5 nM 0.0005-5 μM Fallatah et al. (2022)
[101]

 

比色法 4.52 nM 4.5-49.5 nM Sun et al. (2011)
[102]

  

Cit-UCNPs@TPyP 0.20 μM 0-8.6 μM 本文工作 
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此外，表 2-2 给出了该探针与在过去几年中其他探针检测 paraoxon 的对比。

从表中可以看出，所建立的方法与其他已报道的方法相比，具有合适的线性范

围和检测限。 

2.6 结论 

基于 FRET 机理，建立了一种高灵敏度、高选择性检测水和青菜中

paraoxon 的 FRET 探针。该纳米探针以 Cit-UCNPs 作为能量供体，TPyP 作为能

量受体。TPyP 的紫外-可见吸收光谱与 Cit-UCNPs 的荧光光谱有很好的重叠，

因此 Cit-UCNPs 的荧光强度降低。在 paraoxon 存在下，TPyP 和 paraoxon 之间

形成缔合体系使 TPyP 紫外吸收峰强度下降，FRET 效率降低，使得 Cit-UCNPs

的荧光恢复。Cit-UCNPs@TPyP 纳米探针可以作为水和蔬菜中 paraoxon 的有效

传感荧光平台。 
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第 3 章 关于 Cit-UCNPs@CP6@RhB 的比率式 off-on 探针对

胰岛素的传感研究  

3.1 引言 

随着营养过剩和饮食消费的增加，饮食相关的慢性疾病威胁日益突出。糖

尿病作为一种常见的慢性疾病，是一组以长期高血糖为特征的代谢紊乱，通常

由胰岛素(Ins)分泌不足或 Ins 作用丧失引起，进而导致葡萄糖和脂质代谢的异常。

Ins 可以通过促进葡萄糖从血液进入肝脏、脂肪和骨骼肌细胞，从而达到调节碳

水化合物、脂肪和蛋白质的代谢的作用[103, 104]。Ins 分泌异常可导致糖尿病和高

胰岛素血症，增加失明、肾衰竭、心肌梗死、心脏病、肥胖、中风和神经退行

性疾病等风险，成为重要的公共卫生问题[105-107]。众所周知，Ins 水平是诊断糖

尿病的重要指标。因此，Ins 的传感和检测不仅对于临床诊断至关重要，而且对

于药物质量管理也至关重要。在过去的几十年里，各种分析技术，包括酶联分

析[108]、放射免疫分析[109]、高效液相色谱[110]、毛细管电泳[111]、电化学分析[112]

和光电化学分析[113]已被开发用于 Ins 检测。虽然这些方法已经表现出优异的性

能，但它们中的大多数是耗时的、麻烦的、昂贵的或费力的。因此，设计一种

简单、有效、快速的 Ins 测定方法是十分必要的。 

在荧光传感器中，那些利用 Förster 共振能量转移(FRET)已经在生物系统中

发现了广泛的效用。基于 FRET 的荧光传感器由于其快速的细胞摄取、非侵入

性成像能力以及在不破坏其结构或功能的情况下原位检测生物分子的能力，在

生物学研究中被广泛首选[45, 114]。物理学家 Theodor Förster 将 FRET 描述为一种

非辐射，距离依赖的能量传递过程，通过供体和受体分子之间的远距离偶极子-

偶极子耦合。当供体和受体都是荧光团时，这个过程被称为“荧光共振能量转

移”[45, 115, 116]。 

上转换纳米材料(UCNPs)在过去十几年中得到了蓬勃的发展。UCNPs 被认

为是用作荧光标记的合适人选，因为它们具有卓越的光度特性，包括良好的光

化学稳定性、低自身荧光干扰、不褪色发射、反斯托克斯位移、不闪烁发射、

相对低毒性和对生物样品的深度渗透[117]。由于其近红外激发特性，UCNPs 具
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有较低的自身荧光干扰，从而大大增强了荧光分子的光度和灵敏度特性[118]。因

此，UCNPs 被认为是最有前途和最灵敏的 Ins 检测荧光材料。 

迄今为止，基于 UCNPs 的 FRET 探针已被制备用于癌症治疗、食品安全检

测、光电化学传感[119]和环境质量监控等。Ding 等人[120]建立了一种用于检测复

杂基质中恩诺沙星(ENR)的超灵敏和选择性生物传感器。该研究智能地融合了

核壳 UCNPs 的光谱特性和金属有机框架(MOFs)的优异吸附饱和能力。Chen 等

人[121]制备了由磁性 Fe3O4 修饰(MNPs)金纳米粒子(GNPs)和使用适体功能化的

UCNPs 组成的荧光纳米探针用于检测 Pb
2+。Li 等人[122]成功合成了 UCNPs 并与

玉米赤霉烯酮(ZEN)适体的寡核苷酸缀合后用作信号探针，用于检测玉米中

ZEN。 

 

图 3-1 使用 Cit-UCNPs@CP6 作为基于竞争性主客体识别的供体的 Ins 荧光传感 

Fig. 3-1 Fluorescence sensing for Ins using Cit-UCNPs@CP6 as a donor based on competitive 

host-guest recognition. 

基于此，本研究构建了一种基于 FRET 机理对 Ins 进行检测的纳米探针，如

图 3-1 所示。Cit-UCNPs 和 RhB 可以通过主客体相互作用有效地被阳离子柱[6]

芳烃(CP6)包封，从而缩短 Cit-UCNPs 与 RhB 之间的距离。能量从 Cit-UCNPs

向 RhB 转移，导致 FRET 过程的发生，Cit-UCNPs 荧光猝灭。当将 Ins 分子加

入到 UCNPs@CP6@RhB 复合物中时，CP6 通过腔的外部包合到 Ins 分子中，

Ins 中 B 链的 N-末端的第一个氨基酸是 Phe(含苯环的氨基酸)，其可被 CP6 包含，

使用 Phe 1 作为 CP6 的结合位点进行分子对接，并且获得类似于晶体结构的主-

客体结合模式，CP6 中三甲胺与氨基酸之间的静电相互作用也起到重要作用[123]，

RhB 被 Ins 置换，Cit-UCNPs 荧光恢复。因此，基于 FRET 效应构建了直接检测

Ins 的生物传感平台。 
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3.2 实验部分 

3.2.1 实验试剂 

所有的原材料都是购买后直接使用的。醋酸铒(Er(CH3CO2)3，99.9%)、乙

酸镱(Yb(CH3CO2)3，99.9%)、醋酸钇(Y(CH3CO2)3，99.9%)、氟化铵(NH4F，

96%)、油酸钠(C18H33O2Na)、油酸(OA，AR)、十八烯(C18H36，90%)均从阿拉丁

试剂有限公司购买，氯仿(CHCl3，AR)、甲苯(C7H8，AR)、甲醇(CH3OH，

99.9%)、环己烷(C6H12，AR)由国药控股有限公司提供。柠檬酸三钠盐二水合物

(Citrate，99%)、二乙二醇(C4H10O3，98%)、四溴化碳(CBr4，99%)、1,4-双(2-羟

基乙氧基)苯(C10H14O4，98%)、三苯基膦(C18H15P，99%)、无水乙腈(CH3CN，

99%)、多聚甲醛、三氟化硼(BF3·OEt2，48%)、氯化钠(NaCl，99.9%)、硫酸钠

(Na2SO4，99%)、三甲胺(C3H9N，RG)、硅胶、石油醚、二氯甲烷(CH2Cl2，

99.9%)、氘代氯仿(CDCl3，99.8%)、氘水(D2O，99.8%)、罗丹明 B(RhB，98%)、

胰岛素(Ins)、L-半胱氨酸(L-cysteine，99%)、甘氨酸(Glycine，99%)、谷胱甘肽

(GSH，98%)、尿素(Urea，99%)、葡萄糖(Glucose，99%)均由探索平台购买。

人血清由芜湖市第一人民医院提供。 

3.2.2 实验仪器 

用赛默飞世尔科技公司的 Talos F200S 的透射电镜(TEM)对其形态特征和

EDS 进行了表征，用 Escalab 250XI 光电子能谱仪进行了 XPS 表征，用岛津仪

器技术公司的 XRD-6100 型衍射仪(CuKα 辐射)进行 XRD 表征，用德国布鲁克

科技有限公司 AVANCE ONE 500 MHz 核磁共振波谱仪进行了核磁氢谱和核磁

碳谱表征，使用德国 Bruker 公司的红外光谱仪对其红外光谱进行表征，Zeta 电

位测试和 DLS 测试在 ZETASIZER+PRO 型纳米粒度及电位分析仪上进行，热重

测试在美国 TGAQ500 TA 热重分析仪上进行，用上海精科的 LS5 UV-Vis 光谱

仪进行 UV-Vis 光谱测试，采用爱丁堡公司提供的上转换荧光仪进行荧光光谱测

定，用爱丁堡 FLS1000 荧光光谱仪，以 980 nm 激光为激发源，获得了时间分

辨荧光衰减。 
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3.2.3 复合材料的制备 

3.2.3.1 Cit-UCNPs 的制备 

通过改进文献方法制备 OA-UCNPs
[92]。将 0.2075 g Y(CH3CO2)3、0.0844 g 

Yb(CH3CO2)3、0.0083 g Er(CH3CO2)3、7 mL OA 和 15 mL 十八烯置于 100 mL 烧

瓶中，将混合物在 N2氛围下加热到 150 ℃，保持 40 min。混合物冷却至 50 ℃

后，加入 10 mL 含 0.1482 g NH4F 和 0.7611 g 油酸钠的甲醇溶液，继续搅拌 40 

min，然后加热到 100 ℃，以除去低沸点溶剂。随后，将溶液在 N2 下加热至

290 ℃反应 1.5 h，然后冷却至室温。将得到的 NaYF4:Yb,Er 用乙醇沉淀，用乙

醇洗涤两次，然后分散在 5 mL 的环己烷中。 

利用文献中的配体交换法[124]将油酸包裹的疏水上转换纳米颗粒(OA-

UCNPs)修饰为亲水的柠檬酸钠修饰的上转换纳米颗粒(Cit-UCNPs)。简而言之，

将 2 mmol 柠檬酸三钠溶解在含有 1 mL 水和 15 mL 二乙二醇(DEG)的三颈烧瓶

中，并将混合物在 N2氛围下加热至 110 ℃，剧烈搅拌 40 min。然后将混合物冷

却，把分散在 3 mL 氯仿和 2 mL 甲苯溶液的混合物中的 10 mg OA-UCNPs 缓慢

加入到体系中，然后加热至 130 ℃ 60 min 以除去氯仿和甲苯。最后，将溶液加

热至 180 ℃并在该温度下保持 2 小时。将溶液冷却后，通过离心收集产物并用

乙醇和去离子水(v/v = 1：1)洗涤三次。将样品分散在 1 mL 去离子水中。 

3.2.3.2 CP6 的合成 

 

图 3-2 CP6 的合成 

Fig. 3-2 Synthesis of CP6 

通过文献方法[123]，合成了 CP6，合成路线如图 3-2 所示。 

化合物 1 (Compound 1) 的合成。将四溴化碳 (39.8 g，120 mmol) 分批加入

到 1,4-双(2-羟基乙氧基)苯 (10.0 g，50.4 mmol) 和三苯基膦 (31.5 g，120 mmol) 
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在无水乙腈 (0.25 L) 中的溶液中；在添加过程中，反应混合物保持在 0 ℃。然

后在氮气气氛下将所得混合物加热至 25 ℃ 4 小时。通过加入冷水 (0.2 L) 使产

物沉淀，过滤固体，用甲醇/水 (3:2，3×100 mL) 洗涤。将产物从甲醇中重结晶，

得到白色片状晶体的标题化合物 (10.1 g，65%)。 

化合物 2 (Compound 2) 的合成。向化合物 1 (5 g，15.4 mmol) 和多聚甲醛

(0.92 g，30.8 mmol) 的氯仿 (0.3 L) 溶液中加入 BF3·OEt2 (4.38 g，30.8 mol)。将

反应混合物在 N2气氛下在 25 ℃下保持 3 小时。用水 (2×100 mL) 和饱和食盐

水 (2×100 mL) 洗涤反应混合物，并用硫酸钠干燥。通过柱色谱法(硅胶; 石油

醚; 二氯甲烷)纯化产物，得到白色固体化合物 2 (0.71 g，14%)。 

CP6 的合成。将化合物 2 (1.0 g，0.59 mmol) 加入到三甲胺 (6.4 mL，24 

mmol) 的乙醇溶液中。然后在 N2气氛下将所得混合物加热至 90 ℃ 24 小时。

冷却至 25 ℃后，在真空下除去溶剂，将残余物溶解在水中 (20.0 mL)。过滤溶

液，蒸发除去溶剂。得到白色固体的 CP6 (1.16 g，86 %)。 

3.2.3.3 Cit-UCNPs@CP6@RhB 的合成及对胰岛素的检测 

将 Cit-UCNPs@CP6 与 RhB 在磷酸盐缓冲溶液中搅拌过夜，最后离心干燥

可得到最终产物。在 20 mg mL
-1 的探针溶液中加入不同浓度 Ins 溶液，搅拌，

然后对其进行了荧光发射光谱测试。 

3.2.3.4 胰岛素的选择性测试及对人血清中胰岛素进行检测 

将 20 mg mL
-1 的 Cit-UCNPs@CP6@RhB 探针分别与干扰物质混合(L-

cysteine、Glycine、GSH、NaCl、Urea、Citrate、Glucose)对 Ins 的选择性进行研

究。所加入的 Ins 浓度为 10 μM，干扰离子浓度为 200 μM (20 倍)，测定了它们

的荧光光谱。 

采用标准加入法进行定量分析。取人血清样本(正常人血清中 Ins 含量：29-

172 pmol L
-1

)用水稀释 40 倍[125]，封闭在离心管，取等量稀释后的血清，向其中

加入不同浓度的 Ins，搅拌均匀。将相同量的复合材料加入上述血清样品中孵育，

进行荧光发射光谱测定。 
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3.3 合成表征 

3.3.1 TEM 和 XRD 相关表征 

 

图 3-3 OA-UCNPs (a), Cit-UCNPs (c), Cit-UCNPs@CP6@RhB (e)的 TEM 图像；OA-

UCNPs (b)在环己烷中, Cit-UCNP (d), Cit-UCNPs@CP6@RhB (f)在水中的动态光散射(DLS)

分析图 

Fig. 3-3 TEM images of OA-UCNPs (a), Cit-UCNPs (c), Cit-UCNPs@CP6@RhB (e); 

Dynamic light scattering (DLS) analysis of UCNPs (b) in cyclohexane; Cit-UCNPs (d), Cit-

UCNPs@CP6@RhB (f) in water. 

采用 TEM 表征技术对所制备材料的形貌和尺寸进行了系统分析。如图 3-

3(a)所示，制备的球形 OA-UCNPs 在环己烷中分散良好，直径约为 31.85 nm。

图 3-3(c)表明柠檬酸盐改性的纳米颗粒的形状和粒度 Cit-UCNPs 与 OA-UCNPs

相比几乎没有变化，Cit-UCNPs 很容易分散在水中。从图 3-3(e)可以看出 Cit-

UCNPs@CP6@RhB 在水中分散均匀，较复合前有所增大。通过动态光散射

(DLS)测量进一步证实了粒度分布，如图 3-3(b)、3-3(d)、3-3(f)所示，OA-UCNP、
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Cit-UCNP 和 Cit-UCNPs@CP6@RhB 的平均流体动力学尺寸分别为 33.5 nm、

45.5 nm 和 96.0 nm。 

3.3.2 EDS、XPS 和 XRD 表征 

 

图 3-4 (a) OA-UCNPs 的能量色散 X 射线光谱(EDS)；(b) OA-UCNPs 的 XPS 光谱；OA-

UCNPs 的 Na 1s (c), Y 3d (d), Yb 4d (e)区域的 XPS 光谱；(f) OA-UCNPs, Cit-UCNPs 的

XRD 图 

Fig. 3-4 (a) Energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDS) of OA-UCNPs; (b) XPS spectra of  

OA-UCNPs; XPS spectra of the Na 1s (c), Y 3d (d), Yb 4d (e) region of the OA- UCNPs; (f) XRD 

pattern of OA-UCNPs, Cit-UCNPs. 

通过 EDS 分析确定了所合成 UCNPs 的元素组成，结果如图 3-4(a)所示。从

图中可以看出，该材料中含有 Na、Y、F、Yb、Er 元素，未检测到 O 元素[126]，

证实由 Y(CH3CO2)3:Yb,Er 完全转化为 NaYF4:Yb,Er。 

从图 3-4(b) NaYF4:Yb,Er 的全谱中可以看出在合成的材料中同时存在 Na、

Y、F、Yb、Er 元素，其中 F 的峰值位于 684.8 eV，Er 的峰值位于 172.78 eV。

如图 3-4(c)所示，Na 的峰值位于 1070.5 eV。Y 的峰值位于 159.8 eV，如图 3-
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4(d)所示。Yb 4d 的峰值在 186.8 eV，如图 3-4(e)所示。与文献中所显示的相一

致[127]，再次表明了 UCNPs 的成功合成。 

图 3-4(f)中为 Cit-UCNPs 和 OA-UCNPs 的 XRD 衍射图，从该图可以看出，

样品有八个特征峰，这些峰的位置与标准卡片 PDF:28-1192 相对应[56]，这表明

晶体形成了纯六方相，并且 Cit-UCNPs 并不改变晶体的形貌。 

3.3.3 核磁表征 

 

 

 

图 3-5 化合物 1 (a)，化合物 2 (c)，CP6 (e)的 1
H NMR 表征；化合物 1 (b)，化合物 2 (d)，

CP6 (f)的 13
C NMR 表征 

Fig. 3-5 
1
H NMR characterization of compound 1 (a), compound 2 (c), CP6 (e); 

13
C NMR 

characterization of compound 1 (b), compound 2 (d), CP6 (f). 

将制备的 compound 1、compound 2 加入 CDCl3溶液中，CP6 加入 D2O 溶液

进行核磁氢谱和核磁碳谱表征，如图 3-5 所示。各峰的位置与文献中各组峰的

位置相一致，实验结果表明了 CP6 的成功合成[123]。图 3-5(a)和(b)分别为
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compound 1 的核磁氢谱和核磁碳谱：1
H NMR (400 MHz， CDCl3)： δ 6.828 (s， 

4H， Ph-H)，4.258 (t， 4H， J=6 Hz， -CH2-)，3.605 (t， 4H， J=6.4 Hz， -

CH2Br) ppm。13
C NMR (100MHz，CDCl3)： δ 152.83， 116.09， 68.71， 29.29 

ppm。 

图 3-5(c)和(d)分别为 compound 2 的核磁氢谱和核磁碳谱：1
H NMR (400 

MHz，CDCl3): δ 6.789 (s，12H，Ph-H)，4.161 (t，24H，J=6Hz，-CH2-)，3.878 

(s，12H，-CH2-)，3.550 (t，24H，J=5.6 Hz，-CH2Br) ppm。13
C NMR (100 

MHz，CDCl3： δ 150.20，128.54，115.86，77.30，77.05，76.79，68.98，30.66，

30.33 ppm。 

图 3-5(e)和(f)分别为 CP6 的核磁氢谱和核磁碳谱：1
H NMR (400 MHz，

D2O)： δ 6.889 (s，12H，Ph-H)，4.491 (s，24H，-CH2-)，3.931 (s，12H，-CH2-

)，3.735 (s，24H，-CH2-)，3.097 (s，108H，N-CH3) ppm。13
C NMR (100 MHz，

D2O)： δ 149.74， 129.01，116.14，65.04，63.30，53.97，30.04 ppm。 

3.3.4 红外光谱表征 

 

图 3-6 (a) OA-UCNPs, Cit-UCNPs, CP6, Cit-UCNPs@CP6 的红外光谱；(b) RhB, Cit-

UCNPs@CP6@RhB的红外光谱 

Fig. 3-6 (a) FT-IR spectra OA-UCNPs, Cit-UCNPs, CP6, Cit-UCNPs@CP6; (b) FT-IR 

spectra RhB, Cit-UCNPs@CP6@RhB.  

各组装材料的红外光谱如图 3-6 所示。对于 OA-UCNPs，在 1561 cm
-1 和

1417 cm
-1 归因于油酸中羧基(-COOH)的不对称和对称伸缩振动，此外，油酸长

烷基链中的亚甲基(-CH2)不对称和对称伸缩振动对应 2925 和 2852 cm
-1处的宽吸

收峰[128]。柠檬酸三钠(Cit)对 OA 进行配体交换后，在 1606 cm
-1 处出现一个新

的吸收峰，同时在 2925 cm
-1和 2852 cm

-1处的吸收峰消失，表明 Cit 成功地交换
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了油酸(OA)配体[129]。对于 CP6，2957 cm
-1和 2852 cm

-1为 CH2和 CH3的伸缩振

动，1630 cm
-1和 1403 cm

-1为苯基平面弯曲振动，在 1207 cm
-1为 C-O-C 拉伸振

动[130]，在 Cit-UCNPs@CP6 的红外光谱中也出现这些红外吸收峰，这意味着

Cit-UCNPs 和 CP6 的成功结合。1591 cm
-1的吸收峰为 RhB 中(苯环骨架 C=C)的

伸缩振动峰，Cit-UCNPs@CP6@RhB 中出现 RhB 的特征峰，表明 Cit-

UCNPs@CP6@RhB 的成功合成。 

3.3.5 Zeta 电位和热重表征 

 

图 3-7 (a) CP6, Cit-UCNPs, Cit-UCNPs@CP6 的 Zeta 电位图；(b) Cit-UCNPs, CP6, Cit-

UCNPs@CP6 的热重分析图 

Fig. 3-7 (a) Zeta potentials of CP6, Cit-UCNPs, and Cit-UCNPs@CP6; (b) TGA curves of 

Cit-UCNPs, CP6, and Cit-UCNPs@CP6. 

通过 Zeta 电位测试研究了 Cit-UCNPs 与 CP6 之间的结合特性。从图 3-7(a)

可以看出，CP6 和 Cit-UCNPs 的 Zeta 电位值分别为 87.2 mV、-32.1 mV，与 Cit-

UCNPs 的电位相比，Cit-UCNPs@CP6 的电位增加至 53.3 mV，这归因于 CP6

所带的正电荷，这表明了 Cit-UCNPs 和 CP6 是通过负电荷与正电荷之间的静电

相互作用结合在了一起。 

另一方面，通过热重分析研究了 Cit-UCNPs、CP6 和 Cit-UCNPs@CP6 的热

稳定性，结果如图 3-7(b)所示。对于 Cit-UCNPs，在约 600 ℃的温度下观察到

26%的质量损失，这是由于 Cit-UCNPs 中含氧官能团的热解。CP6 在 300 ℃时

突然出现大量失重，在 600 ℃时失重率达到 86%。Cit-UCNPs@CP6 复合材料在

300 ℃左右由于 CP6 的分解而发生了急剧的质量损失，在 600 ℃时质量损失达

到了 69%左右。因此，由 Cit-UCNPs 和 Cit-UCNPs@CP6 之间的重量损失之差
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计算出在 Cit-UCNPs 上负载的 CP6 为 43%。这一结果也表明 CP6 已被接枝到

Cit-UCNPs 上。 

3.4 荧光检测 

3.4.1 发生 FRET 的机理 

 

图 3-8 (a) RhB 水溶液的 UV-vis 吸收光谱以及 RhB, OA-UCNPs, Cit-UCNPs, Cit-

UCNPs@CP6 的荧光发射光谱；(b) 在 980 nm 激发下，Cit-UCNPs@CP6 和 Cit-

UCNPs@CP6@RhB在 540 nm 处的荧光寿命 

Fig. 3-8 (a) UV-vis absorption spectrum of RhB aqueous solution and the fluorescence 

emission spectrum of RhB, OA-UCNPs, Cit-UCNPs, Cit-UCNPs@CP6; (b) Fluorescence decay 

spectra for Cit-UCNPs@CP6 and Cit-UCNPs@CP6@RhB at 540 nm emission wavelength under 

excitation at 980 nm. 

RhB 的紫外吸收光谱和 OA-UCNPs、Cit-UCNPs、Cit-UCNPs@CP6、RhB

的荧光发射光谱，如图 3-8(a)所示。从图中可以看出，UCNPs 的荧光发射峰从

左到右分别依次归属于 Er
3+的 2

H11/2→
2
H15/2 (520 nm)、4

S3/2→
4
I15/2 (540 nm)、

4
F9/2→

4
I15/2 (660 nm)跃迁[131]。柠檬酸钠对 OA-UCNPs 改性后，水对 540 nm 处

的荧光具有强烈的猝灭作用[132]。在 CP6 复合之后，由于有机体的振动能对稀

土离子的荧光有一定的猝灭作用，所以 UCNPs 的荧光发射强度有所降低。RhB

作为能量受体在 550 nm 左右有一个宽的紫外吸收区，与 Cit-UCNPs 的荧光发射

光谱有重叠，此外由于 CP6 的存在，Cit-UCNPs 通过静电相互作用与 CP6 结合，

RhB 通过主客体相互作用可以进入 CP6 的空腔，Cit-UCNPs 和 RhB 的距离足够

接近，使得制备的荧光复合材料可以发生 FRET 过程。由于 FERT 发生，使得

Cit-UCNPs 在 540 nm 处的荧光猝灭，加入 Ins 后，Ins 与 RhB 发生竞争性识别，
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RhB 被置换，Cit-UCNPs 在 540 nm 处的荧光恢复。Cit-UCNPs 在 660 nm 处的

荧光强度几乎没有变化，这主要是由于 RhB 紫外吸收与 660 nm 处的荧光没有

重叠，没有产生 FRET。 

Cit-UCNPs 与 RhB 之间的 FRET 效应可以通过荧光寿命测试得到进一步验

证。在 980 nm 激发条件下，对比测试结果显示，Cit-UCNPs@CP6@RhB 在 540 

nm 处的荧光寿命较 Cit-UCNPs@CP6 明显缩短，这一现象证实了能量从 Cit-

UCNPs 向 RhB 的有效转移。如图 3-8(b)所示，在没有 RhB 存在时，Cit-

UCNPs@CP6 的荧光寿命荧光寿命为 123.8 μs。而当 RhB 存在时，Cit-

UCNPs@CP6@RhB 的荧光寿命下降到 63.5 μs，进一步证明了从 Cit-UCNPs 到

RhB 的 FRET 效应。 

3.4.2 实验条件的优化 

 

图 3-9 (a) CP6 质量对复合材料相对荧光猝灭程度(I0-I)/I0的影响 (I0为 Cit-UCNPs 初始

荧光强度，I 是加入相应 CP6 质量后的荧光强度)；(b) RhB 量对复合材料相对荧光猝灭程度

的影响 (I0 是 Cit-UCNPs@CP6 在 540 nm 的原始强度，I 是加入不同浓度 RhB 后的荧光强

度)；(c)复合材料在不同 pH 下 585 nm 与 540 nm处的荧光猝灭程度的影响 

Fig. 3-9 (a) The effect of the CP6 mass on the relative fluorescence quenching degree of the 

composites (I0 is the original intensity of Cit-UCNPs, I is the intensity for the materials with the 

corresponding amount of CP6); (b) The effect of the RhB amount on the relative fluorescence 

quenching degree of the composites (I0 is the original intensity of Cit-UCNPs@CP6, I is the 

intensity for the materials with the corresponding amount of RhB); (c) The effect of pH on the 

fluorescence quenching degree at 585 nm and 540 nm for composite materials. 

CP6 的用量是影响 FRET 效应的一个重要因素，因为只有 RhB 负载到 CP6

中才能诱导 FRET 过程。研究了 CP6 的用量对 FRET 过程的影响，如图 3-9(a)

所示。在 Cit-UCNPs@CP6@RhB 制备过程中，保持其他条件不变，改变 CP6
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的浓度，得到不同的 Cit-UCNPs@CP6@RhB，分别测试 540 nm 处的荧光强度

并计算荧光猝灭度(I0-I)/I0，从图中可以看出(I0-I)/I0 随着 CP6 用量的增加而增加，

最高到 22.5 mg mL
-1。 

以同样的方式，研究了加入 RhB 的最佳用量。在 Cit-UCNPs@CP6@RhB

的制备过程中，保持其他物质的用量不变，改变 RhB 的浓度，得到不同的 Cit-

UCNPs@CP6@RhB 复合材料，如图 3-9(b)所示。结果表明，(I0-I)/I0 随着 RhB

的浓度增加而增加，直至 20 μM。这可能是由于随着实验中添加的 RhB 的增加，

复合材料中 RhB 的量也随之增加，这会导致 UCNPs 和 RhB 之间 FRET 效应增

强。当 RhB 用量高于 20 μM 时，(I0-I)/I0变化不大，这是因为过量的 RhB 通过

纯化被洗掉。因此，选择 RhB 浓度为 20 μM 进行实验。 

实验确定了 Cit-UCNPs@CP6@RhB 复合材料在不同 pH 下的 FRET 传感效

率，对 Cit-UCNPs@CP6@RhB 样品进行了荧光测试，不同 pH 下激发波长为

980 nm 的 Cit-UCNPs@CP6@RhB 在 585 nm(RhB 的发射)与 540 nm(Cit-UCNPs

的发射)处荧光强度比值 I585/I540柱状图，如图 3-9(c)所示。结果表明，当 pH 值

为 7 时，585 nm 与 540 nm 处的比值最大，Cit-UCNPs@CP6@RhB 的 FRET 传

感效率最好。 

3.4.3 传感过程 

 

图 3-10 (a) Cit-UCNPs@CP6@RhB (20 mg mL
-1

)与不同浓度 Ins 孵育后的荧光发射光谱；

(b) I540/I660与 Ins 浓度的线性关系 

Fig. 3-10 (a) Fluorescence emission spectra of Cit-UCNPs@CP6@RhB ( 20 mg mL
-1

 ) after 

incubation with different oncentrations of Ins; (b) Linear relationship between fluorescence 

emission and Ins concentration at I540/I660. 

本研究通过考察 Ins 浓度对 Cit-UCNPs@CP6@RhB 荧光强度的影响，评估

了该荧光复合材料的检测灵敏度。在 0-10 μM 范围内，随着 Ins 浓度的增加，
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该荧光复合材料在 540 nm 处的荧光发射强度增强，如图 3-10(a)所示。这主要

是由于 Ins 与 CP6 的结合系数大于 RhB 与 CP6 的结合系数，Ins 可以取代 RhB，

打断了 FRET 过程[123]，Cit-UCNPs 的荧光发生恢复。Cit-UCNPs 在 540 nm 处的

荧光发射峰未发生位置偏移，表明 Cit-UCNPs@CP6@RhB 依旧分散均匀。如图

3-10(b)所示，Cit-UCNPs@CP6@RhB 在 540 nm 与 660 nm(荧光背景)处的荧光

强度比值 I540/I660(扣除荧光背景干扰)与 Ins 浓度具有一定的线性关系，其线性方

程为 I540/I660=0.0726 CIns+0.2273(R
2
=0.9892)。用公式 LOD=KSd/m 计算其检出限

(LOD)
[133]，其中 Sd 为空白测量值的标准差，m 是荧光恢复度与 Ins 浓度的斜率，

K 是可信水平，通常设置为 3，根据上述方程计算出的 LOD 为 0.32 μM。 

3.4.4 干扰试验 

 

图 3-11 (a) 在 20 mg mL
-1

 Cit-UCNPs@CP6@RhB 溶液中加入各种干扰物质的荧光发射

光谱；(b) Ins 或其他干扰物质作用下复合材料在 540 nm 处的荧光恢复直方图((I540/I660)0 为

原始强度 Cit-UCNPs@CP6@RhB，I540/I660为 10 μM Ins 或 200 μM 其他干扰物质作用下的

强度) 

Fig. 3-11 (a) Fluorescence emission spectra of various interfering substances were added to 

20 mg mL
-1

 Cit-UCNPs@CP6@RhB solution; (b) Histogram of fluorescence recovery of the 

nanoprobe with Ins or other interfering substances. ((I540/I660)0 is the original intensity of Cit-

UCNPs@CP6@RhB; I540/I660 is the intensity with 10 μM of Ins or 200 μM of other interfering 

substances) 

干扰化合物的影响是应用该荧光传感平台时需要考虑的一个重要方面。因

此，研究了所提出的方法用于 Ins 测定的选择性。在评价抗干扰性能时，Ins 浓

度为 10 μM，所有干扰离子(L-cysteine、Glycine、GSH、NaCl、Urea、Citrate、

Glucose)为 200 μM (20 倍)。如图 3-11(a)所示，加入 Ins 后 Cit-UCNPs 在 540 nm

处的荧光强度明显增强，而干扰物质对荧光复合材料的荧光强度的影响相对较
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小。加入干扰物后 Cit-UCNPs@CP6@RhB 复合物在 540 nm 处和 660 nm 处的荧

光比 I540/I660的变化，如图 3-12(b)所示。结果表明，该复合材料对 Ins 具有良好

的选择性，因此，Cit-UCNPs@CP6@RhB 纳米复合材料可以用于人血清中 Ins

的直接检测。 

3.5 实际样品检测 

3.5.1 复合材料对人体血清中胰岛素的检测 

表 3-1 复合材料对人体血清中 Ins 的检测结果 

Table 3-1 Detection of Ins in human serum samples by composite materials 

样本 添加 Ins  

(μM) 

检测 Ins 

(μM) 

恢复 

(%) 

RSD 

(%, n=5) 

血清 2.0 1.92 96 1.05 

 4.0 4.41 110 2.59 

 8.0 7.91 98.8 1.86 

采用该荧光探针对人血清中 Ins 含量进行测定(表 3-1)，系统评价了分析方

法的准确性、重复性和选择性等关键性能指标。添加 Ins 的回收率为 96%～

110%，检测结果的相对误差 RSD 为 1.05%～2.59%。结果表明，所合成的探针

可用于人血清中 Ins 的检测。 

3.5.2 与其他文献的对比 

参考其他文献，对各探针的检测性能进行比较，对比结果如表 3-2 所示。 

表 3-2 与其他文献的对比 

Table 3-2 A comparision of the proposed sensor with previous reference for Ins detection 

探针 线性范围 检测限 文献 

Ni(OH)2/Nafion-MWCNTs 1.5-40 μM 0.44 μM Martínez et al. (2016)
[134]

 

7CB-LC 25-500 μM 25 μM Satya et al. (2024)
[135]

  

5CB 0.1-1.0 nM  0.1 nM Chen et al. (2022)
[136]

  

AgNP@ONP 0-225 nM 0.2 nM Bhardwaj et al. (2022)
[137]

  

TPE-Z-IGA3@GO 1-100 pM 0.42 pM Zeng et al. (2023)
[138]

  

CC/TiO2 7-1000 pM 2.7 pM Ramya et al. (2024)
[139]

  

Cit-UCNPs@CP6@RhB 0-10 μΜ 0.32 μΜ 本文工作 
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此外，表 3-2 给出了该探针与在过去几年中其他探针检测 Ins 的对比。从表

中可以看出，所建立的方法与其他已报道的方法相比，具有合适的线性范围和

检测限。 

3.6 结论 

建立了一种基于 FRET 机理的荧光探针对 Ins 进行检测。该纳米探针以 Cit-

UCNPs 作为能量供体，RhB 作为能量受体，带负电的 Cit-UCNPs 可以通过静电

相互作用与带正电的 CP6 结合，RhB 可以通过主客体相互作用进入 CP6 的空腔

内，从而缩短 Cit-UCNPs 与 RhB 之间的距离。能量从 Cit-UCNPs 向 RhB 转移，

导致 FRET 过程的发生，Cit-UCNPs 荧光猝灭，RhB 荧光强度不断增强。当将

Ins 分子加入到 Cit-UCNPs@CP6@RhB 复合物中时，RhB 被 Ins 置换，Cit-

UCNPs 荧光恢复。因此该纳米探针可以作为人体血清中 Ins 检测的有效荧光传

感平台。 
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第 4 章 关于 UCNPs@γ-CD@PB 的比率式 off-on 探针对盐酸

环丙沙星的传感研究 

4.1 引言 

盐酸环丙沙星(CIP)是一种广泛应用于人畜医学的氟喹诺酮类抗生素，CIP

较多存在于废水、地表水和污水中[140, 141]。由于全球需求的增加和处理不当，

环丙沙星在自然水体中的存在已经变得普遍[142]。即使 CIP 在饮用水中浓度较低，

也会对健康造成不良影响，如头痛、恶心和呕吐，而浓度较高则可能导致严重

问题，如急性肾衰竭和血液疾病。这种日益严重的环境污染对灵敏可靠的检测

方法迫切需要。目前常用的 CIP 检测方法有电化学分析法(EA)
[143, 144]、高效液

相色谱法(HPLC)
[145]和毛细管电泳(CE)

[146]等。尽管这些方法检测 CIP 的重现性

和稳定性都很高，但仍存在成本高、耗时长、操作复杂等缺点，阻碍了其广泛

应用。上转换荧光检测技术因其具有灵敏度高、操作简便、背景信号低、检测

速度快等特点，受到研究者的广泛关注。 

Förster 共振能量转移(FRET)是两个光敏分子(通常称为“供体”和“受

体”)之间的距离依赖性能量转移过程。当供体荧光团被外部光源激发时，如果

供受体荧光团之间的距离在 1-10 nm 范围内，它可以将其能量非辐射性地转移

到受体荧光团上。FRET 的效率对供体荧光团和受体荧光团之间的距离高度敏

感，使其成为实时检测分子相互作用和构象变化的出色方法[147, 148]。 

上转换纳米材料(UCNPs)具有独特的光谱特性，通过吸收两个或更多低能

量近红外(NIR)光子，发射出一个高能量的紫外-可见(UV-vis)光子[149, 150]。这种

反斯托克斯位移过程，被称为上转换。UCNPs 具有高光子效率、长寿命发光、

多重发射波长等发光特性以及良好的生物相容性和化学稳定性[151, 152]。这些特

性使 UCNPs 在生物医学和分析应用中更有前景[153]。 

迄今为止，基于 UCNPs 的 FRET 探针已经被开发用于智能传感和成像[154]、

气体检测[155]和生物分析[156]等。Rong 等人[157]提出了一种以聚二甲基硅氧烷

(PDMS)为基质，以核壳 UCNPs(CS-UCNP)的 PDMS 作为指示剂的可操纵固态

发光传感器来检测丙烯酰胺(AM)。异硫氰酸酯异构体(FITC)通过 FRET 有效地
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猝灭了上转换发光。AM 的引入导致优先结合到适配体，导致猝灭基团和供体

分离，并导致发光恢复。Han 等人[158]设计了一种新的系统，以羟基氧化钴

(CoOOH)功能化的上 UCNPs 来检测抗坏血酸(AA)。Wu 等人[159]基于 UCNPs 和

金纳米粒子(AuNP)之间的 FRET，设计了一种能够检测胰蛋白酶及其抑制剂的

纳米传感器。 

 

图 4-1 UCNPs@γ-CD@PB 检测 CIP 的机理图 

Fig. 4-1 Mechanism diagram of the detection of CIP by UCNPs@γ-CD@PB 

基于此，本研究构建了一种直接检测 CIP 的 FRET 纳米探针，如图 4-1 所

示，在该系统中，γ-CD 修饰的 UCNPs 作为能量供体在 540 nm 处有一个很强的

荧光发射峰，荧光桃红 B(PB)作为能量受体在 540 nm 左右有紫外吸收峰，γ-

CD 作为连接体可以缩短 UCNPs 与 PB 之间的距离[160]。由于供体的荧光发射光

谱与受体的紫外吸收光谱之间存在良好的重叠关系，这使得 FRET 效应发生，

能量从 UCNPs 转移到 PB，UCNPs 的荧光猝灭。在体系中加入 CIP 后，CIP 可

以通过与 PB 发生 n-Π 荷移络合生成难溶于水的络合物来阻碍 FRET 效应[161]，

致使 FRET 减弱，UCNPs 荧光增强，从而实现对 CIP 的检测。将该方法应用于

水中 CIP 的检测，获得了可靠的结果。表明该方法具有较高的应用潜力。 

4.2 实验部分 

4.2.1 实验试剂 

所有的原材料都是购买后直接使用的。醋酸铒(Er(CH3CO2)3，99.9%)、乙

酸镱(Yb(CH3CO2)3，99.9%)、醋酸钇(Y(CH3CO2)3，99.9%)、氟化铵(NH4F，

96%)、油酸钠(C18H33O2Na)、油酸(OA，AR)、十八烯(C18H36，90%)、荧光桃红

B(PB，97%)、盐酸环丙沙星(CIP，97%)、氯化钙(CaCl2·6H2O，99%)、氯化镁

(MgCl2，99%)、氯化锰(MnCl2·4H2O，99%)均从阿拉丁试剂有限公司购买，甲

醇(CH3OH，99.9%)、环己烷(C6H12，AR)、过氧化氢(H2O2，AR)由国药控股有
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限公司提供，γ-环糊精(γ-CD，98%)、氯化铝(AlCl3，99.9%)、氯化钡(BaCl2，

99.9%)、十六烷基三甲基溴化铵(CTAB，99%)、聚乙烯亚胺(PEI，99.9%)均从

泰坦科技探索平台直接购买。 

4.2.2 实验仪器 

用赛默飞世尔科技公司的 Talos F200S 透射电镜(TEM)对其形态特征和 EDS

进行了表征，用岛津仪器技术公司的 XRD-6100 型衍射仪进行了 XRD 表征，

XPS 测试采用美国赛默飞世尔科技公司提供的 Escalab 250XI 光电子能谱仪，用

德国 Bruker 公司的红外光谱仪进行了红外光谱测试，由上海精科的 LS5 型的紫

外-可见光谱分析仪进行了紫外-可见吸收光谱测试，采用爱丁堡公司提供的上

转换荧光仪进行荧光光谱测定。 

4.2.3 荧光复合材料的制备 

4.2.3.1 OA-UCNPs 的制备 

根据文献提供的方法可以制备 OA-UCNPs
[92]。将 0.2075 g Y(CH3CO2)3、

0.0844 g Yb(CH3CO2)3、0.0083 g Er(CH3CO2)3、7 mL OA 和 15 mL 十八烯置于

100 mL 烧瓶中，将混合物在 N2 氛围下加热到 150 ℃，并在此温度下保持 40 

min，可以形成透明的黄色溶液。冷却至 50 ℃后，加入 10 mL 含 0.1482 g 

NH4F 和 0.7611 g 油酸钠的甲醇溶液，将混合物再搅拌 40 min，然后加热到

100 ℃，除去低沸点溶剂。之后将溶液在 N2下加热至 290 ℃反应 1.5 h，溶液冷

却至室温后，用乙醇洗涤两次，然后将得到的 NaYF4:Yb,Er 分散在 5 mL 的环己

烷溶液中并放置冰箱冷藏，以备后续使用。 

4.2.3.2 UCNPs@γ-CD 的制备 

UCNPs@γ-CD 由文献中的方法制备[162]。将 12 mL 20 mg·mL
-1的 γ-CD 水溶

液与等体积含 60 mg OA-UCNPs 的乙醇和水(2:1，v/v)的混合。将混合物剧烈搅

拌 20 h 后，收集溶液并离心，然后用去离子水和乙醇溶液交替洗涤三次。得到

的样品分散在去离子水或其他极性溶剂中。 

4.2.3.3 UCNPs@γ-CD@PB 的组装及对 CIP 的检测 

将 30 mg UCNPs@γ-CD 与 PB 在磷酸盐缓冲溶液中搅拌 24 h，经过离心、

洗涤、干燥等步骤得到 UCNPs@γ-CD@PB，在 10 mg·mL
-1 的复合材料溶液中
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加入不同浓度的 CIP 溶液，孵化 30 min，分别测量紫外吸收光谱和荧光发射光

谱，并进行分析表征。 

4.2.3.4 CIP 的抗干扰测试 

将复合材料 UCNPs@γ-CD@PB 分别与干扰物质(Ca
2+、Al

3+、Ba
2+、CTAB、

H2O2、Mg
2+、Mn

2+、SO4
2-、PEI)对 CIP 的选择性进行测试。所加入的 CIP 浓度

为 20 μM，干扰物质浓度为 600 μM (30 倍)，测定了它们的荧光光谱。 

4.2.3.5 对水中 CIP 的进行检测 

采用标准添加法测定实际样品中 CIP 的含量，取 10 mL 芜湖市居民楼使用

自来水[163]和芜湖市第五人民医院附近的河水[164]，用滤纸过滤后，分别加入已

知浓度的 CIP，将同等量的待测样样品加入 UCNPs@γ-CD@PB 溶液中，测定荧

光发射光谱。 

4.3 合成表征 

4.3.1 TEM 及 XRD 的相关表征 

 

图 4-2 NaYF4:Yb,Er 的 TEM 图(a)；NaYF4:Yb,Er 的粒径分布图(b)；NaYF4:Yb,Er 的

HR-TEM 图(c)；NaYF4:Yb,Er 和 NaYF4:Yb,Er@γ-CD 的 XRD 图，其中红线为 NaYF4:Yb,Er

的标准数据图(d) 

Fig. 4-2 TEM diagram of NaYF4:Yb,Er (a); Particle size distribution of NaYF4:Yb,Er (b); 

HR-TEM plot of NaYF4:Yb,Er (c), XRD plot of NaYF4:Yb,Er and NaYF4:Yb,Er@γ-CD, the red 

line is the standard data graph of NaYF4:Yb,Er (d). 
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通过 TEM 表征，系统分析了纳米粒子的形貌特征和尺寸分布。从图 4-2(a)

可以清楚地看出 OA-UCNPs(NaYF4:Yb,Er)表现出均匀的球形和高单分散性。从

图 4-2(b)可以看出，NaYF4:Yb,Er 的平均粒径为 23.66 nm。从图 4-2(c)的高分辨

率透射电子显微镜(HRTEM)图像可以看出，NaYF4:Yb,Er 的晶格间距为 0.52 nm，

这与 NaYF4:Yb,Er 的(100)晶面相对应。 

用 XRD 对 NaYF4:Yb,Er 的晶体结构进行了研究。图 4-2(d)为 NaYF4:Yb,Er

和 NaYF4:Yb,Er@γ-CD 的 XRD 图，从图中可以出材料的每个衍射峰都和标准卡

片(PDF 28-1192)相一致[165]，没有其他峰出现，说明了所制备的材料是纯的六方

相的。 

4.3.2 EDS 表征 

 

图 4-3 NaYF4:Yb,Er 的 EDS 表征  

Fig. 4-3 EDS characterization of NaYF4:Yb,Er. 

采用 EDS 对所制备的上转换纳米材料进行了元素组成分析，如图 4-3 所示。

从图中可以看出，该材料中含有 Na、Y、F、Yb、Er 元素，与文献相一致[166]，

再次表明了 NaYF4:Yb,Er 的成功合成。 



安徽工程大学硕士论文 

55 
 

4.3.3 XPS 的相关表征 

 

图 4-4 (a) NaYF4:Yb,Er 的 XPS 谱图，(b) Yb 4d、(c) F 1s、(d) Er 4d 元素的 XPS 谱图 

Fig. 4-4 (a) XPS spectra of (a) NaYF4:Yb,Er, (b) Yb 4d, (c) F 1s, (d) Na 1s elements. 

利用 XPS 技术，进一步研究了 NaYF4:Yb,Er 的元素组成，如图 4-4 所示。

从图 4-4(a) NaYF4:Yb,Er 的全谱中可以看出在合成的材料中同时存在 Na、Y、F、

Yb、Er 元素，其中，Er 的峰值位于 174.4 eV，Y 的峰值位于 159.2 eV。如图 4-

4(b)所示，Yb 4d 的峰值在 185.5 eV。F 的峰值位于 685.1 eV，如图 4-4(c)所示，

Na 的峰值位于 1071.8 eV，如图 4-4(d)所示。与文献中所显示的相一致[167]，表

明了 OA-UCNPs 的成功合成。 
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4.3.4 红外光谱表征 

 

图 4-5 OA-UCNPs、γ-CD、UCNPs@γ-CD、PB、UCNPs@γ-CD@PB的红外光谱 

Fig. 4-5 FT-IR spectra of OA-UCNPs, γ-CD, UCNPs@γ-CD, PB, and UCNPs@γ-CD@PB 

各组装材料的红外光谱如图 4-5 所示，在 OA-UCNPs 光谱中，2851 cm
-1和

2924 cm
-1 的分别归属于亚甲基的对称和不对称伸缩振动，在 1562 cm

-1 和 1460 

cm
-1 处的归属于羧基的不对称和对称伸缩振动[168]。在 γ-CD 的光谱中，1027 

cm
-1处的光谱峰为 C-O/C-C 的耦合拉伸振动，2929 cm

-1红外特征峰为-CH 的伸

缩振动[169]。在 UCNPs@γ-CD 的红外光谱中也出现了相同的特征峰，表明了 γ-

CD 成功的包裹到了 UCNPs 上。在 PB 的红外光谱中，1462 cm
-1和 1560 cm

-1为

钠-2,4,5,7-四溴-6-氧原酸盐基的弯曲振动，1241 cm
-1和 1353 cm

-1为钠-2,4,5,7-四

溴-6-氧原酸盐基中的 C-H 的伸缩振动[170]。在 UCNPs@γ-CD@PB 的红外光谱中

也出现了相同的特征峰，表明了 PB 已经成功和 UCNPs@γ-CD 结合形成

UCNPs@γ-CD@PB。 
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4.4 荧光检测 

4.4.1 发生 FRET 的机理 

 

图 4-6 (a) OA-UCNPs、UCNPs@γ-CD 的荧光发射光谱以及 PB 的紫外吸收光谱；(b) 

UCNPs@γ-CD@PB、UCNPs@γ-CD@PB+CIP 的荧光发射光谱以及紫外吸收光谱 

Fig. 4-6(a) Fluorescence emission spectra of OA-UCNPs, UCNPs@γ-CD, and UV 

absorption spectrum of PB; (b) UV absorption spectrum and Fluorescence emission spectra of 

UCNPs@γ-CD@PB, UCNPs@γ-CD@PB+CIP. 

PB 的紫外吸收光谱和 OA-UCNPs、UCNPs@γ-CD 的荧光发射光谱，如图

4-6(a)所示。从图中可以看出，OA-UCNPs 在 525 nm、540 nm 和 654 nm 处有发

射峰[171]。在 γ-CD 复合之后，由于有机体的振动能对稀土离子的荧光有一定的

猝灭作用，所以 UCNPs 的荧光发射强度有所降低。PB 在 540 nm 左右有一个宽

的紫外吸收峰，与 UCNPs 在 540 nm 处的荧光发射光谱有明显的重叠，γ-CD 作

为连接体，使 UCNPs 和 PB 的距离足够接近，因此 UCNPs@γ-CD@PB 满足发

生 FRET 发生的条件。 

UCNPs@γ-CD@PB 以及 UCNPs@γ-CD@PB+CIP 的荧光发射光谱和紫外吸

收光谱，如图 4-6(b)所示。由于发生 FRET 效应，UCNPs@γ-CD 与 PB 复合后，

UCNPs@γ-CD 在 540 nm 处荧光发生猝灭，565 nm 处出现新的 PB 发射峰，

UCNPs@γ-CD@PB 的紫外吸收峰在 555 nm 处，与 PB 的紫外吸收峰相比较

UCNPs@γ-CD@PB 的紫外吸收峰发生了少量偏移。当加入 CIP 后，CIP 可以通

过与 PB 发生 n-Π 荷移络合生成难溶于水的络合物来阻碍 FRET 效应，

UCNPs@γ-CD@PB+CIP 的紫外吸收减弱，致使 FRET 减弱，PB 的荧光降低，
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UCNPs 荧光增强，从而实现对 CIP 的检测。综合以上分析可知，本系统可以实

现对 CIP 的传感。 

4.4.2 实验条件的优化 

 

图 4-7 (a) 10 mg mL
-1

 UCNPs@γ-CD 在不同 pH 下 540 nm 处的荧光强度柱状图 ；(b) PB 

的浓度对 10 mg mL
-1

 UCNPs@γ-CD 复合材料在 540 nm 处荧光猝灭度 (I0-I)/I0 的影响，(I0

为初始荧光强度，I 为加入不同浓度的 PB 后的荧光强度)；(c) 10 mg mL
-1

 UCNPs@γ-

CD@PB 在不同 pH 下 565 nm 与 540 nm处的荧光强度比值柱状图 

Fig. 4-7 (a) Fluorescence intensity histogram of 10 mg mL
-1

 UCNPs@γ-CD at 540nm at 

different pH, (b) Effect of the concentration of PB on the fluorescence quenching (I0-I)/I0 of 10 mg 

mL
-1

 UCNPs@γ-CD@RhB composites at 540 nm (I0 is the UCNPs@γ-CD fluorescence intensity, 

I is the fluorescence intensity after adding different concentrations of PB), (c) 10 mg mL
-1

 

UCNPs@γ-CD@PB Histogram of fluorescence intensity ratio at 565 nm and 540 nm at different 

pH. 

本研究通过系统测试不同 pH 条件下 10 mg mL
-1

 UCNPs@γ-CD 的荧光发射

特性，深入探究了 pH 值对其荧光强度的影响规律。不同 pH 下激发波长为 980 

nm 的 UCNPs@γ-CD 荧光强度柱状图如图 4-7(a)所示。结果表明，当 pH 值为 7

时，UCNPs@γ-CD 的荧光强度最好。 

以同样的方式，研究了加入 PB 的最佳用量。在 UCNPs@γ-CD@PB 的制备

过程中，保持其他物质的用量不变，改变 PB 的浓度，得到不同的 UCNPs@γ-

CD@PB 复合材料，如图 4-7(b)所示。结果表明，(I0-I)/I0 随着 PB 的浓度增加而

增加，直至 16 μM。这可能是由于随着实验中添加的 PB 的增加，复合材料中

PB 的量也随之增加，这会导致 UCNPs 和 PB 之间 FRET 效应增强。当 PB 用量
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高于 16 μM 时，(I0-I)/I0变化不大，这是因为加入 PB 的最佳浓度为 16 μM，过

量的 PB 通过纯化被洗掉。因此，选择 PB 浓度为 16 μM 进行实验。 

UCNPs@γ-CD@PB 复合材料的 FRET 传感性能通过 980 nm 激发光下的荧

光光谱测试进行了系统研究。图 4-7(c)展示了 565 nm 与 540 nm 处荧光发射峰

强度比值随 pH 变化的规律，该比值变化直观反映了不同 pH 条件下材料的

FRET 效率差异。结果表明，当 pH 值为 7 时，565 nm 与 540 nm 处的比值最大，

UCNPs@γ-CD@PB 的 FRET 传感效率最好。 

4.4.3 传感过程 

 

图 4-8 (a) 在加入 0-45 μM CIP 后 10 mg mL
−1

 UCNPs@γ-CD@PB水溶液的紫外吸收光

谱；(b) 在 555 nm 处的紫外吸收与 CIP 浓度的线性关系图；(c) 10 mg mL
−1的 UCNPs@γ-

CD@PB 水溶液在加入 0-45 μM CIP 后的荧光光谱；(d)荧光比值 I540/I660与 CIP 浓度的线性

关系图 

Fig. 4-8 (a) UV absorption spectra of 10 mg mL
−1

 UCNPs@γ-CD@RhB aqueous solution 

with the addition of 0-45 μM CIP; (b) Linear relationship between ultraviolet absorption and CIP 

concentration at 555 nm; (c) Fluorescence spectra of 10 mg mL
−1

 UCNPs@γ-CD@PB in water 

with the addition of 0-45 μM CIP; (d) The linear relationship between the fluorescence ratio 

I540/I660 and CIP concentration  
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本研究通过实验探究了 CIP 浓度对 UCNPs@γ-CD@PB 紫外吸收强度和荧

光强度的影响，以此来探究荧光复合材料的灵敏度。如图 4-8(a)所示，在 0-45 

μM 范围内，随着 CIP 的增加，体系在 555 nm 左右的紫外吸收强度逐渐降低，

这是由于随着 CIP 浓度的增加，越来越多的 PB 与 CIP 发生络合，生成难溶于

水的紫红色沉淀。如图 4-8(b)所示，UCNPs@γ-CD@PB 在 555 nm 左右的紫外

吸收(A555)与 CIP 浓度存在一定的线性关系，其线性方程为 A555=0.1239-0.0023 

CCIP (R
2
=0.9928)。 

如图 4-8(c)所示，在 0-45 μM 范围内，当 CIP 浓度不断增大时，该荧光探

针在 540 nm 处的荧光发射强度逐渐增强，这主要是由于 CIP 可以通过与 PB 发

生 n-Π 荷移络合，生成难溶于水的络合物来阻碍 FRET 效应，致使 FRET 减弱，

UCNPs 荧光发生恢复。而 660 nm 处的荧光发射基本没有变化，主要是由于 PB

的紫外吸收光谱与 660 nm 处的荧光发射没有重叠，没有发生 FRET 过程。在

540 nm 处荧光峰位置未发生显著改变，表明在不同浓度的 CIP 作用下，UCNPs

保持了单分散和均匀的性质。这表明 γ-CD 的存在避免 UCNPs 聚集方面起着重

要作用。这些结果表明，UCNPs@γ-CD@PB 可作为检测 CIP 的灵敏性传感器。 

为了实现 CIP 的定量检测，图 4-8(d)描述了 UCNPs@γ-CD@PB 在 540 nm

与 660 nm 处的荧光强度比值 I540/I660与 CIP 浓度之间的线性关系。随着越来越

多的 PB 与 CIP 发生络合，FRET 过程被打断，在 0-45 μM 范围内，荧光强度比

值 I540/I660 和 CIP 的浓度存在线性关系，其线性方程为 I540/I660=0.6079+0.0207 

CCIP (R
2
=0.9927)。根据该探针荧光光谱在 540 nm 处的荧光恢复和 660 nm 处荧

光恢复比值趋势，在添加不同浓度 CIP 的情况下，用公式 LOD=KSd/m(其中 Sd

为标准差，m 是强度比值 I540/I660与 CIP 浓度的斜率，K 是可信水平，通常设置

为 3)计算其检出限(LOD)
[172]，计算出的 LOD 为 0.23 μM。 
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4.4.5 盐酸环丙沙星的干扰检测 

 

图 4-9 (a) 10 mg mL
-1

 UCNPs@γ-CD@PB 溶液中加入 20 μM 的 CIP 以及 600 μM 各种干

扰物质 (Al
3+、Ba

2+、Ca
2+、CTAB、H2O2、Mg

2+、Mn
2+、SO4

2-、PEI)后在 555 nm 处的紫外

吸收光谱；(b) 加入 CIP 前后或其他干扰物质的紫外吸收变化柱状图；(c) 在 980 nm激发下， 

10 mg mL
-1

 UCNPs@γ-CD@PB 溶液中加入 20 μM 的 CIP 以及 600 μM 各种干扰物质 (Al
3+、

Ba
2+、Ca

2+、CTAB、H2O2、Mg
2+、Mn

2+、SO4
2-、PEI)的荧光发射光谱；(d) 加入 CIP 或其

他干扰物质的荧光发射变化柱状图(I540/I660)-(I540/I660)0，((I540/I660)0 为原始强度 UCNPs@γ-

CD@PB，I540/I660为 20 μM CIP 或 600 μM 其他干扰物质作用下的强度) 

Fig. 4-9 (a) UV absorption spectra of a 10 mg mL⁻¹ UCNPs@γ-CD@PB solution with the 

addition of 20 μM CIP and 600 μM various interfering substances (Al
3+

, Ba
2+

, Ca
2+

, CTAB, H2O2, 

Mg
2+

, Mn
2+

, SO4
2-

, PEI); (b) Histogram of UV absorption changes before and after the addition of 

CIP or other interfering substances. (c) Fluorescence emission spectra of 20 μM CIP and 600 μM 

various interfering substances (Al
3+

, Ba
2+

, Ca
2+

, CTAB, H2O2, Mg
2+

, Mn
2+

, SO4
2-

, PEI) added to 

10 mg mL
-1

 UCNPs@γ-CD@PB solution at 980 nm excitation; (d) Histogram of fluorescence 

emission changes upon addition of CIP or other interfering substances (I540/I660)-(I540/I660)0. 

((I540/I660)0 is the original strength of UCNPs@γ -CD@PB, and I540/I660 is the strength under the 

action of 20 μM CIP or 600 μM other interfering substances). 
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为评估所构建的 FRET 体系对 CIP 检测的选择性。本研究进行干扰物质测

试，CIP 浓度为 20 μM，所有干扰物质(Ca
2+、Al

3+、Ba
2+、CTAB、H2O2、Mg

2+、

Mn
2+、SO4

2-、PEI)为 600 μM (30 倍)。从图 4-9(a)和(b)可以看出，加入 CIP 后

UCNPs@γ-CD@PB 在 555 nm 处的紫外吸收明显降低，其他常见干扰物质对荧

光复合材料的紫外吸收没有明显的影响。如图 4-9(c)和(d)所示，加入 CIP 后

UCNPs@γ-CD@PB 在 540 nm 处的荧光强度明显增加，(I540/I660)-(I540/I660)0 也随

之明显增强，而其他常见干扰物质对该复合材料的荧光强度几乎没有影响。结

果表明，该荧光复合材料对 CIP 具有较好的选择性。因此，UCNPs@γ-CD@PB

纳米探针可用于水中 CIP 的直接检测。 

4.5 实际样品检测 

4.5.1 复合材料对实际样品中盐酸环丙沙星的检测 

表 4-1 加标水中 CIP 的荧光检测 

Table 4-1 Fluorescence detection of CIP in spiked water 

样本 检测 CIP 

(μM) 

添加 CIP  

(μM) 

检测 CIP  

(μM) 

恢复 

(%) 

RSD 

(%, n=5) 

自来水 0 5 4.89 97.8 1.85 

 0 10 10.2 102 3.31 

 0 15 14.9 99.3 2.73 

河水 0 5 4.92 98.4 3.39 

 0 10 10.1 101 3.15 

 0 15 14.9 99.3 1.98 

本研究通过所开发的荧光探针对水环境中 CIP 进行定量检测，系统评估了

该方法的三个关键分析性能指标：准确性、重复性和选择性。添加 CIP 的回收

率为 97.8%～102%，检测结果的相对误差 RSD 为 1.85%～3.39%。所得的结果

表明，所合成的探针可用于水中 CIP 的检测。 

4.5.2 与其他文献的对比 

参考其他文献，对各探针的检测性能进行比较，对比结果如表 4-2 所示。 
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表 4-2 与其他文献的对比 

Table 4-2 A comparision of the proposed sensor with previous reference for CIP detection 

探针 线性范围 检测限 文献 

比色法 50-200 μM 0.029 μM Li et al. (2024)
[173]

 

SF-CQDs/CuAgNCs 5-200 μM 3.3 μM Kang et al. (2024)
[174]

 

GO-SPCE 1-8 nM 0.3 μM Pan et al. (2021)
[175]

 

ZnS-PANI 0.75-50 μM 0.5 μM Ali et al. (2023)
[176]

 

CD 10-100 μM 0.56 μM Chaudhary et al. (2023)
[177]

 

CD/riboflavin 0.5-200 μM 0.13 μM Lu et al. (2019)
[163]

 

UCNPs@γ-CD@PB 0-45 μM 0.23 μM 本文工作 

此外，表 4-2 给出了该探针与在过去几年中其他探针检测 CIP 的对比。从

表中可以看出，所建立的方法与其他已报道的方法相比，具有合适的线性范围

和检测限。 

4.6 结论 

本研究设计并构建了一种用来检测 CIP 的 FRET 荧光传感器。在该探针中，

γ-CD 修饰的 UCNPs 用作能量供体，PB 作为一种能量受体，可以通过主客体相

互作用被 γ-CD 有效包裹，从而缩短 UCNPs 和 PB 之间的距离，能量从 UCNPs

转移到 PB，导致了 UCNPs 的荧光发生猝灭。在体系中加入 CIP 后，CIP 可以

通过与 PB 发生 n-Π 荷移络合生成难溶于水的络合物来阻碍 FRET 效应，FRET

过程被中断，UCNPs 的荧光恢复。本文构建的荧光传感平台，可以直接用于

CIP 的检测。 
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第 5 章 全文总结与展望 

5.1 全文总结 

本文以 FRET 机理为基础，设计了三种不同的荧光纳米探针，并研究了它

们的传感特性。 

1、将 TPyP 与 Cit-UCNPs 结合，形成自组装纳米传感器，并在 Cit-UCNPs

与 TPyP 之间发生 FRET 反应。该部分 Cit-UCNPs 充当能量供体，TPyP 充当能

量受体，TPyP 可以通过静电相互作用与 Cit-UCNPs 结合，使 Cit-UCNPs 与

TPyP 之间的距离足够近，FRET 过程发生，导致能量从 Cit-UCNPs 转移到 TPyP，

Cit-UCNPs 的荧光发生猝灭。然而，由于 TPyP 和 paraoxon 的结合，FRET 过程

随着 paraoxon 的加入而减弱。Cit-UCNPs 的荧光发生恢复。该传感器对

paraoxon 具有较高的灵敏度和选择性，线性响应范围为 0-8.6 μM，检出限为

0.20 μM。该上转换荧光纳米探针已成功应用于检测青菜表面残留的 paraoxon，

显示了探针在实际应用中的潜力。 

2、Cit-UCNPs 作为能量供体，RhB 作为能量受体，Cit-UCNPs 在 540 nm

处有很强的发射峰，RhB 在 550 nm 左右有一个宽的紫外吸收区，通过主客体相

互作用有效地被 CP6 包封，从而缩短 Cit-UCNPs 与 RhB 之间的距离，能量从

Cit-UCNPs 向 RhB 转移，导致 FRET 过程的发生，Cit-UCNPs 荧光猝灭，RhB

荧光强度增强。当将 Ins 分子加入到 Cit-UCNPs@CP6@RhB 复合物中时，RhB

被 Ins 置换，荧光恢复。因此，构建了一种直接检测 Ins 的生物传感平台。该荧

光复合材料在 0-10 μM 范围内对 Ins 具有良好的选择性和灵敏度，检出限低至

0.32 μM。 

3、UCNPs 作为能量供体，PB 作为能量受体，UCNPs 在 540 nm 处有较强

的发射峰，PB 在 540 nm 左右有一个宽的紫外吸收区，与 UCNPs 的荧光发射光

谱有重叠，γ-环糊精(γ-CD)作为连接体可以缩短 UCNPs 与 PB 之间的距离，导

致 FRET 过程发生，能量从 UCNPs 转移到 PB，UCNPs 的荧光猝灭。在体系中

加入 CIP 后，CIP 可以通过与 PB 发生 n-Π 荷移络合生成难溶于水的络合物来阻

碍 FRET 效应，FRET 过程被中断，UCNPs 的荧光恢复。该传感器对 CIP 具有
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较高的灵敏度和选择性，线性响应范围为 0-45 μM，检出限低至 0.23 μM。本文

构建的荧光传感平台，可以直接用于污水中 CIP 的检测。 

5.2 展望 

近年来，UCNPs 因其独特的光学和化学特性，吸引了越来越多的研究者关

注。这些特性包括良好的光稳定性和化学稳定性、深层穿透能力、较低的自发

荧光、最小的光漂白效应以及低毒性，特别是在活细胞和小动物实验中表现优

异。至今，UCNPs 已被广泛应用于传感器、医学影像、多模态成像、药物释放、

光热治疗、光动力治疗等领域，特别是在癌症治疗中的放射治疗上取得了显著

进展。 

值得一提的是，UCNPs 本身可以充当多模态成像的成像剂，避免了依赖其

他造影剂的需求，这对于提高诊断的准确性和治疗的有效性具有重要意义。更

进一步，UCNPs 可以根据具体的生物应用需求进行设计和定制，拓展了其在医

学领域的应用潜力。随着相关技术的持续进步，预计这一领域将迎来新的突破，

为精准医学和癌症治疗带来更多创新解决方案。 

由于 FRET 荧光检测技术具有灵敏度高、响应快、便携性好等优势，该方

法在生物医学检测中应用广泛。它不仅提升了诊断准确性，还优化了治疗效果，

从而促进了生物医药产业的发展。 

基于 FRET 的 UCNPs 技术有着广泛的应用潜力，特别是在生物医学领域。

例如，在靶向分子检测中，利用 UCNPs 的高穿透性，能够在不干扰生物组织的

情况下，精确定位目标分子。此外，该技术也能应用于细胞成像、癌症早期诊

断、环境污染监测以及食品安全等多个领域。随着技术的不断发展，上转换

FRET 有可能成为多领域诊断和监测的重要工具。 

本文以 FRET 机理为基础，设计了三种不同的 UCNPs 荧光纳米探针，所合

成的 UCNPs 虽然已成功地对待测物进行了检测，但仍然存在一些局限性，例如

量子产率低、水溶性差、表面化学复杂和材料难以宏量制备等。因此，未来研

究需要集中在提高 UCNPs 的发光效率、增强 FRET 过程的效率、降低制备成本

等方面。同时，如何有效地将上转换 FRET 技术与其他检测技术(如质谱、色谱

等)结合，构建多维度、高通量的检测平台，也是未来发展中的一个重要方向。 
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