
第  46 卷  第  10 期
2025 年  10 月

Vol. 46 No. 10
Oct. , 2025

发 光 学 报
CHINESE JOURNAL OF LUMINESCENCE

基于三线态-三线态湮灭的上转换纳米粒子制备及性能研究
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摘要： 为了解决传统三线态 -三线态湮灭（TTA）上转换体系的水分散性差、氧敏感性强及光稳定性不足等瓶

颈问题，开发了基于中空介孔二氧化硅纳米粒子（HMSNs）的固态上转换探针（TTA-UCNPs）。通过反相微乳液

法和选择性刻蚀技术制备了 HMSNs 载体，利用其空腔限域效应共负载铂八乙基卟啉（PtOEP）敏化剂与 9，10-

二联苯蒽（DPA）湮灭剂，并通过酰胺反应进行聚乙二醇-叶酸（PEG-FA）双功能化修饰以提升生物相容性与靶

向性。实验结果表明，HMSNs 的纳米限域效应显著抑制氧气猝灭（氧敏感性降至 6.4%，较有机相体系降低约

10.3 倍）；THF/H2O 混合溶剂洗涤优化分子排布后，441 nm 处峰值上转换荧光强度提升约 3.5 倍；体系在低激发

功率下（阈值~5 mW·cm−2）呈现非线性发光特性，且光稳定性优异；细胞实验证实其低毒性（250 µg·mL−1 时，

HepG2 细胞存活率>84%）及高效胞内靶向成像能力。本研究为构建高效稳定的低功率激发生物成像探针提

供了新策略。
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Abstract： This study aims to solve the bottleneck problems of the traditional triplet triplet annihilation （TTA） up⁃
conversion system， such as poor water dispersion， strong oxygen sensitivity and insufficient photostability， and devel⁃
op solid-state upconversion probes （TTA-UNCPs） based on hollow mesoporous silica nanoparticles （HMSNs）.  HM⁃
SNs carriers were prepared by reverse microemulsion method and selective etching technology.  Platinum octaethyl 
porphyrin （PtOEP） sensitizer and 9，10-diphenylanthracene （DPA） annihilator were co-loaded on the HMSNs carri⁃
ers using the cavity confinement effect， and polyethylene glycol folate （PEG-FA） bifunctional modification was car⁃
ried out by amide reaction to improve the biocompatibility and targeting.  The experimental results show that the nano 
confinement effect of HMSNs significantly inhibits oxygen quenching （oxygen sensitivity decreases to 6. 4%， which 
is about 10. 3 times lower than that of organic phase system）.  After washing the optimized molecular arrangement 
with THF/H2O mixed solvent， the peak upconversion fluorescence intensity at 441 nm increased by about 3. 5 times.  
At low excitation power （threshold ~5 MW·cm−2）， the system exhibits nonlinear luminescence characteristics and 
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excellent optical stability.  Cell experiments confirmed its low toxicity （HepG2 cell survival rate >84% at 250 µg·mL−1） 
and high-efficiency intracellular targeting imaging ability.  This study provides a new strategy for the construction of 
efficient and stable low-power excitation biological imaging probe.

Key words： upconversion nanoparticles； fluorescent probe； bioimaging； triplet-triplet annihilation； hollow mesopo⁃
rous silica nanoparticles

1　引  言

上转换发光是一种能够将低能量光子转换为

高能量光子发射的反斯托克斯过程 [1]，自 1966 年

Auzel 在稀土掺杂玻璃中发现以来 [2]，在生物医学

成像领域展现出独特价值 [3-5]。传统稀土掺杂上转

换纳米体系虽可实现近红外至可见光转换，但其

光子吸收截面小、量子产率低且依赖高功率相干

光源等缺陷限制了其临床应用 [6-8]。基于三线态 -

三线态湮灭（Triplet-triplet annihilation，TTA）机制

的新型上转换体系，凭借低激发功率需求、无需相

干光及波长可调谐等优势，成为突破现有技术瓶

颈的重要方向 [9-11]。

TTA 上转换过程依赖于敏化剂吸收光子形成

三线态（T1），通过三线态-三线态能量转移（Triplet-
triplet energy transfer，TTET）激发湮灭剂，两个湮灭

剂 T1态激子发生湮灭产生高能单线态激子（S1）并

发射短波长荧光[11]。该过程的高效进行需要满足

敏化剂 T1能级高于湮灭剂、分子间距离足够近（<
1 nm）以及有效抑制氧气猝灭等关键条件[9]。铂八

乙基卟啉（Platinum octaethyl porphyrin，PtOEP）与

9,10-二苯基蒽（Diphenylanthracene，DTA）的组合

是 TTA 体系中的经典配对，具有较高的能量传递

效率[12-13]。然而，传统 TTA 体系通常需溶解于有机

溶剂中，面临水相分散性差、分子在水环境中易聚

集导致效率衰减以及氧敏感性强等关键瓶颈[3, 14]，

极大地限制了其在生物医学领域的实际应用。

为应对这些挑战，近年来研究者致力于开发

基于纳米载体的固态或准固态 TTA 体系，利用纳

米限域效应优化分子排布、阻隔氧气并提升水分

散性，多种纳米平台已被探索用于构建 TTA 上转

换纳米粒子（TTA-upconversion nanoparticles，TTA-

UCNPs）[15-18]。例如，利用脂质体/纳米液滴将敏化

剂/湮灭剂对封装在脂质双分子层或油核中，提供

生物相容性环境并部分隔离氧气 [19-20]。然而，其长

期稳定性和对氧气的完全阻隔能力仍有待提高。

Monguzzi等利用聚合物基质（如 PLGA、PS）物理包

埋染料分子，通过优化 PtOEP/DPA 比例至 1∶50，
显著提升了湮灭效率（~23 倍）并降低了环境敏感

性，证实了分子空间排布与封装技术对性能优化

的关键作用 [21]。但聚合物载体的载药量控制、分

子聚集调控及光稳定性仍需优化 [22]。金属有机框

架（Metal-organic framework，MOFs）的高度有序孔

道结构为精确控制敏化剂与湮灭剂的分子间距和

排布提供了独特平台，展现出优异的限域效应和

潜在的高效能量传递 [23-25]。近期研究进一步探索

了 MOFs 在提高固态 TTA 效率和稳定性方面的

潜 力 [26]。 此 外 ，介 孔 二 氧 化 硅（Mesoporous silica 
nanoparticles，MSNs）凭借其高比表面积和可调孔隙

结构，成为解决 TTA上转换体系光漂白与氧猝灭问

题的理想固态载体[27-29]。将敏化剂与受体封装于

MSNs 孔道内，可有效限制分子扩散、抑制聚集猝

灭、隔离氧气并提高水分散性[30]。特别是，中空介

孔 二 氧 化 硅 纳 米 粒 子（Hollow mesoporous silica 
nanoparticles, HMSNs）融合了 MSNs 和微胶囊的优

点，具有更大的内部空腔容积、更高的比表面积和

载药能力、优异的生物相容性以及灵活的表面功

能化特性，作为药物载体在生物医药领域备受关

注 [31]。HMSNs的空腔结构为敏化剂和湮灭剂提供

了更充裕的限域空间，有望通过优化分子装载与

排布，构建更高效的固态 TTA 能量传递路径 [32]。

针对上述 TTA 体系面临的水分散性差、氧敏

感性强及光稳定性不足等核心瓶颈，本研究创新

性地将纳米限域效应与分子排布调控策略相结

合，构建了基于聚乙二醇-叶酸（PEG-FA）靶向修饰

的 HMSNs 固态 TTA 上转换纳米探针（图 1）。通过

反相微乳液法和选择性刻蚀技术制备具有精确介

孔结构的 HMSNs 载体，利用其空腔限域特性和高

比表面积，通过真空吸附法共负载 PtOEP 敏化剂

与 DPA 湮灭剂。进一步通过酰胺反应对 HMSNs
进行 PEG-FA 双功能化修饰，既实现肿瘤靶向识别

又提高其生物安全性。实验结果表明，该纳米限

域体系不仅能有效隔离氧气猝灭、抑制分子聚集

引起的效率衰减，还可通过溶剂极性调控实现敏
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化-湮灭分子的有序排布，显著提升三线态能量传

递效率。这种将无机纳米载体优势与有机分子光

物理特性相融合的设计策略，成功地解决了传统

TTA 体系水溶性差、光稳定性弱的关键难题，为构

建高效稳定的靶向生物成像探针提供了新思路。

2　实  验

2. 1　材料与试剂

9，10-二联苯蒽（DPA）、四氢呋喃（THF）、1-

（3- 二 甲 氨 基 丙 基）-3- 乙 基 碳 二 亚 胺 盐 酸 盐

（EDC）、N-羟基琥珀酰亚胺（NHS）购自北京伊诺

凯科技有限公司；三乙胺（TEA）、正硅酸四乙酯

（TEOS）和叶酸（FA）购自上海麦克林生化科技股

份有限公司；无水乙醇、二甲基亚砜（DMSO）、氢

氟酸（HF，40%（质量分数））、氨水（20%~28%（质

量分数））购自北京化学工业集团有限责任公司；

正己醇、环己烷、铂（Ⅱ）八乙基卟啉（PtOEP）、曲

拉 通 X-100 和 聚 乙 二 醇（NH2-PEG-COOH，MV=
5 000）分别购自 Across、Aladdin、Frontier Scientif⁃
ic、上海西陇化工有限公司和北京百灵威科技有

限公司。以上所有试剂购买后配成溶液直接使

用。实验过程中均用 18 MΩ 的去离子水。

2. 2　样品制备

双层二氧化硅（dSiO2）纳米颗粒的制备：利用

基于 Triton X-100 的反相微乳液的方法制备 SiO2
核 [33-34]。取 150 mL 平底烧瓶，向其中加入 5. 3 mL
曲拉通、5. 4 mL 正己醇和 22. 5 mL 环己烷并充分

搅拌 10 min 至混合均匀，加入 1 mL 去离子水后继

续搅拌 5 min。然后加入 750 µL 氨水，继续搅拌

30 min，加入 600 µL TEOS 和 APTES 的混合溶液

（体积比为 5∶1），室温（~25 ℃）反应 24 h 后，加入

过量的无水乙醇破乳，形成悬浊液，10 000 r·min−1

高速离心 10 min 去除上清液后，用乙醇洗涤 3 次，

获得 SiO2核。然后，利用 Stöber 法制备 dSiO2纳米

颗粒。将制得的 SiO2 核分散在 60 mL 乙醇溶液

中，超声分散均匀后转移至 150 mL 平底烧瓶，分

别加入 10 mL 水和 10 mL 氨水，快速搅拌 30 min
至混合均匀。然后逐滴（每滴 2~3 s）加入 10 mL
含 300 µL TEOS 的酒精溶液，继续反应 3 h 后，

10 000 r·min−1高速离心 10 min去除上清液后，用乙

醇和去离子水交替洗涤 5次，获得 dSiO2纳米颗粒。

中空介孔二氧化硅纳米颗粒（HMSNs）的制

备：利用选择性刻蚀法制备 HMSNs[33-34]。将上述

制得的 dSiO2纳米颗粒分散在 80 mL 去离子水中，

加入 2. 4 mL HF 水溶液并搅拌 6 min。反应结束

后，10 000 r·min−1高速离心 10 min 去除上清液后，

用去离子水交替洗涤 3 次，获得 HMSNs，冻干后

4 ℃储存备用。

HMSNs-PEG-FA 的制备：首先，利用碳二亚胺

介导的偶联反应制备 FA-PEG-COOH。将 110 mg 
FA、239 mg EDC、75 mg NHS 和 20 µL TEA 溶于

50 mL DMSO 中搅拌 1 h，活化 FA 上的羧基。剧烈

搅拌下，将所得黄色溶液滴加到含有 250 mg NH2-
PEG-COOH 的 40 mL DMSO 中。反应 16 h 后，将黄

色混合物在 PBS 缓冲液（pH 8. 5）中透析 24 h，再在

去离子水中透析 24 h，得到 FA-PEG-COOH 溶液。

然后，制备 HMSNs-PEG-FA。将 5 mL 制备好的 FA-

PEG-COOH 溶液、10 mg EDC 和 25 mg NHS 加入到

含有 HMSNs （200 mg·L−1）的 50 mL PBS 缓冲液（pH 
8. 5）中，连续搅拌 24 h，再在水中透析 24 h，即可得

到聚乙二醇-叶酸分子双修饰的 HMSNs-PEG-FA。

TTA-UCNPs 的制备：将上述 HMSNs-PEG-FA
离心后分散于 THF 溶液中，随后与含有 500 µg 铂

（Ⅱ）八乙基卟啉（PtOEP）和 2 mg 9，10-二联苯蒽

（DPA）的 THF 溶 液 。 超 声 10 min，使 PtOEP 和

DPA 进入 HMSNs 的空腔。然后抽真空去除低沸

点的 THF，得到携带 PtOEP 和 DPA 的颗粒粉末，

并用 THF/H2O（体积比为 1∶2）混合液离心洗涤

后，重新超声分散于水中，即得基于三线态湮灭的

上转换纳米粒子（TTA-UCNPs）。

图  1　（a）基于中空介孔二氧化硅球（HMSNs）的 TTA-UC⁃
NPs 结构及上转换发光示意图；（b）TTA-UCNP 中

PtOEP和 DPA之间三重态-三重态湮灭过程的能级图

Fig.1　（a）Schematic illustration of TTA-UCNPs structure and 
upconversion luminescence based on hollow mesopo⁃
rous silica spheres （HMSNs）. （b）Energy level diagram 
describing the sensitized triplet-triplet annihilation pro⁃
cess between PtOEP and DPA in the TTA-UCNP
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为了保证样品制备的可重复性及测试结果的

准确性，以上所有实验都至少重复了三次。

2. 3　样品表征

利用日本电子 JEM-1200EX 透射电子显微镜

（TEM）表征纳米材料形貌，通过马尔文 Nano ZS90
的激光粒度仪（DLS）测试纳米材料的动态光散射

粒径及 zeta 电位，采用日本分光株式会社 V-750
分光光度计测试紫外-可见吸收光谱，利用日立 F-

4500 荧光分光光度计表征纳米材料的荧光光谱。

统计分析方法均采用统计学中的定量研究。

氧气敏感性测试：取 2 mL 含有 PtOEP 和 DPA
的 THF 溶液或含有 TTA-UCNPs 的水悬浊液置于

比色皿中，用 Parafilim 封口膜密封，然后利用穿刺

针插入封口的比色皿中分别将饱和氧（99. 6%）和

饱和氮（99. 6%）气体引入，通气鼓泡约 10 min，重
新封口并测试荧光光谱，每个样品测三次，若荧光

强度波动较大，则需要重新通气并测试，保证气氛

达到平衡。所有光谱测量均在室温下进行。

细胞培养及毒性评估：文中所采用的细胞株

为本实验室冻存的人肝癌（HepG2）细胞系。将

细胞培养于 6 cm 培养皿中，加入 4 mL 含 10% FBS
的 H-DMEM 培养基，在 37 ℃、5% CO2 环境中培

养。在细胞培养过程中，每 2 天更换一次新鲜培

养基。用 MTT 法测定 TTA-UCNPs 的细胞毒性。

即将 HepG2 细胞接种于 96 孔（每孔 5×103细胞）板

中，37 ℃ 培养 24 h，分别加入不同浓度（0，50，
100，150，200，250 µg·mL−1）的 TTA-UCNPs 水悬浊

液。 37 ℃培养 24 h 后，每孔加入 20 µL 3-（4，5-

二甲基噻唑 -2-基）-2，5-二苯基溴化四唑（MTT， 
5 mg·mL−1 in PBS， pH 7. 4）溶液。培养 4 h 后，倒

出 混 合 溶 液 ，加 入 每 孔 100 µL 的 二 甲 基 亚 砜

（DMSO）溶解甲瓒（MTT 代谢产物）。使用酶标仪

记录 490 nm 处的吸光度值（OD490），以上实验各重

复三次，利用所得 OD 值计算细胞存活率，计算公

式为细胞存活率 (%) = OD490样品 /OD490空白 ×100%。

细 胞 共 聚 焦 显 微 成 像 ：将 对 数 生 长 期 的

HepG2 细胞接种在 35 mm 共聚焦培养皿中培养

24 h 后，加入适量的 TTA-UCNPs，继续培养 12 h 至

TTA-UCNPs 被细胞摄取。用 PBS 冲洗三次，洗去

死细胞和未被吞噬的纳米颗粒，加入少量 DMEM，

防止细胞脱水，将共聚焦皿置于共聚焦显微镜上

观察细胞内荧光成像。

3　结果与讨论

3. 1　TTA-UCNPs的制备及表征

采用高分辨透射电子显微镜（HRTEM，JEM-

1200EX）对 TTA-UCNPs的形貌、尺寸和微观结构进

行表征，并利用 Image J1. 51J8 软件针对每个批次

样品随机选取并测量多个视野区域中至少 100 个

粒子（图 2（d）~（f）），并计算其平均粒径。由图

图 2　dSiO2（（a）、（d））、HMSNs（（b）、（e））和 TTA-UCNPs（（c）、（f））的 TEM 及其粒径分布图

Fig.2　TEM images and particle size distribution of dSiO2 （（a）， （d））， HMSNs （（b）， （e））， and TTA-UCNPs （（c）， （f））
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2（a）、（d）可知反向微乳液与 Stöber 法结合制备的

核壳结构的双层二氧化硅（dSiO2）形貌规则，呈

球形且分散良好，平均粒径约为 70. 6 nm。氢氟

酸（HF）选择性刻蚀得到中空介孔二氧化硅球

（Hollow mesoporous silica nanoparticles，HMSNs）
如图 2（b）、（e）所示，粒子平均直径约为 71. 1 nm，

忽略统计误差，刻蚀前后粒径无明显变化；而且

刻蚀后的 SiO2 球表面光滑、无明显刻蚀痕迹、内

部透明度显著增大，说明形成了空腔结构，统计

可知空腔平均直径约为 63. 5 nm，平均壳层厚度

为 7. 6 nm。这是由于有机硅氧烷中有机化学链

的引入改变了二氧化硅骨架结构。即硅酸四乙

酯（TEOS）与 3-氨丙基三乙氧基硅烷（APTES）在

溶液中发生水解时，共同缩聚形成较疏松的有机

无机杂化的硅氧烷骨架，更容易受到 HF 的腐蚀，

而 TEOS 单独水解缩聚形成的纯 SiO2 壳层较致

密，不易被 HF 腐蚀而被完整保留。同时，我们注

意到，通过真空吸附的方法负载铂（Ⅱ）八乙基卟

啉（PtOEP）和 9，10-二联苯蒽（DPA）后得到的基

于三线态湮灭的上转换纳米粒子（TTA-UCNPs）
的统计粒径平均尺寸大小约为 69. 6 nm，与吸附

之前的形貌也没有发生明显变化，如图 2（c）、（f）
所示。

由动态光散射（DLS）图谱（图 3（a））可知，粒子

分散性良好（PDI值均小于 0. 2），dSiO2和 HMSNs的
水动态粒径分别为 108 nm 和 125 nm，略大于干燥

状态下 TEM 统计数据，且刻蚀后水动态粒径略微

变大，这可能归功于分散在水中的纳米粒子表面的

羟基或氨基长链。另外，HMSNs表面修饰 FA-PEG-

COOH 分子后，水动态粒径进一步增大至 223 nm，

说明 FA-PEG-COOH 分子的成功修饰。最后，测得

负载 PtOEP 和 DPA 之后的上转换纳米粒子（TTA-

UCNPs）的流体力学直径为 258 nm，这可能是由于

PtOEP和 DPA分子本身的疏水性导致。

由图 3（b）可知，dSiO2 的电位为 −40. 8 mV，

说明其表面有丰富的硅羟基。氢氟酸（HF）刻蚀

过后，电位为 32. 9 mV，说明 SiO2 核并没有被完

全刻蚀溶解，而是变成了疏松的网状结构并保

留部分氨基链，而原本致密的 SiO2 壳层被刻蚀

为疏松的介孔结构，使核内部的氨基链与水分子

接触甚至延伸到介孔壳层外，使电位由负变为

正。这与图 2 中的 TEM 结果一致，也为后续 FA-

PEG-COOH 的修饰提供了丰富的反应位点，同时

为荧光探针的负载提供了可能。通过酰胺反应，修

饰聚乙二醇 -叶酸（FA-PEG-COOH）分子后的 HM⁃
SNs（HMSNs-PEG-FA）表面电势降为 14. 5 mV，证

明了 FA-PEG-COOH 的成功修饰。负载铂（Ⅱ）

八乙基卟啉（PtOEP）和 9，10-二联苯蒽（DPA）后

的 HMSNs（TTA-UCNPs）后表面电位进一步减小

为 10. 7 mV，这可能是由于 PtOEP 和 DPA 的疏

水性在一定程度上影响了氨基与水分子的相互

作用。

随后，为了验证铂（Ⅱ）八乙基卟啉（PtOEP）和

9，10-二联苯蒽（DPA）的有效负载，我们测定了

PtOEP、DPA 在四氢呋喃（THF）和 HMSNs中的紫外

可见吸收光谱，如图 4 所示。由图中可知，PtOEP
（质量分数 5%）和 DPA（质量分数 20%）共同负载后

的 HMSNs（TTA-UCNPs）吸收光谱与 DPA的吸收光

谱基本一致，且在 535 nm 处有明显的吸收峰，这与

PtOEP的吸收峰位置一致，说明 PtOEP和 DPA已成

功负载。但是，我们注意到 TTA-UCNPs 的吸收光

谱在 200~425 nm 范围内显著宽化，这可能是由于

图 3　dSiO2 、HMSNs、HMSNs-PEG-FA 和 TTA-UCNPs的水动态粒径（a）及电位表征（b）
Fig.3　DLS analysis （a） and zeta potential characterization （b） of dSiO2 ， HMSNs， HMSNs-PEG-FA and TTA-UCNPs
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DPA 分子在 HMSNs中聚集导致。

3. 2　TTA-UCNPs的性能优化及表征

上转换效率是影响上转换纳米颗粒（TTA-

UCNPs）发光性能的关键指标。为了获取最佳的

上转换效率，我们优化了 PtOEP 和 DPA 的负载比

例和负载量，并测试其荧光发射光谱。为了获取

最优的负载比例，我们首先测试了不同比例的

PtOEP 和 DPA 在有机试剂四氢呋喃（THF）中的荧

光光谱；然后直接读取荧光光谱的相对荧光强度

以间接表征 TTA-UCNPs 的上转换效率，确定最优

的 PtOEP 和 DPA 的 负 载 比 例 和 负 载 量 。 如 图

5（a）所示，固定 PtOEP 的质量，依次增加 DPA 的比

重至 1∶10。结果表明，在 535 nm 光源照射下，

PtOEP 和 DPA 的混合溶液有两个发射峰，分别在

430 nm 和 645 nm 左右。根据已报到文献及三线

态 -三线态能量转移（TTET）机理可知，645 nm 处

荧光来源于 535 nm 光源激发的 PtOEP，430 nm 处

荧光来源于 TTET 激发的 DPA，即基于三线态 -三

线态湮灭的上转换发光 [12]。我们注意到，645 nm
附近的荧光较弱，而 430 nm 处上转换荧光较强，

且随着 DPA 比例增加，430 nm 处荧光先增强再减

弱，PtOEP 和 DPA 的质量比为 1∶4 时，430 nm 处荧

光最强。说明激发态 PtOEP 可以通过 TTET 将能

量转移给邻近的 DPA 分子，且 PtOEP 和 DPA 的质

量比为 1∶4 时，能量转移效率最高。因此，确定质

量比 1∶4 为 PtOEP 和 DPA 的最优负载比例，后续

实验均采用该比例负载。随后，固定 HMSNs 的质

量，依次增加 PtOEP 和 DPA 的比重至 30%，探究

了 HMSNs 对 PtOEP 和 DPA 的负载比例对发光性

能的影响。图 5（b）显示，当 PtOEP 和 DPA 的混合

溶液与 HMSNs 的质量比为 25% 时，荧光强度最

强。因此，HMSNs 对 PtOEP 和 DPA 的负载量分别

为 5% 和 20% 时上转换发光效率最高。需要注意

的是，上转换荧光强度较弱时，如图 5（a）中黑线

（1∶1）和红线（1∶10），图 5（b）中黑线（10%）、红线

（15%）和蓝线（20%），发射峰处于 434 nm 附近；上

转换荧光强度较强时，如图 5（a）中蓝线（1∶2）、紫

线（1∶4）和绿线（1∶8），图 5（b）中紫线（30%）和绿

线（25%），其发射峰逐渐蓝移至 430 nm 附近。这

说明 THF 和 HMSNs 中的 PtOEP 和 DPA 分子浓度

不同，空间排布不同，进而影响其上转换发光性

能，这与已报道的研究结果一致 [35-36]。

由已报道文献可知，分子重排在三线态-三线

态湮灭上转换（Triplet-triplet annihilation upconver⁃
sion，TTA-UC）发光体系中具有关键作用[35-36]。例如，

优化能量传递路径，改变敏化剂/发射剂的聚集态

结构，减少非辐射能量损失，提升三线态能量转移

（Triplet energy transfer, TET）效率；抑制激子猝灭，

图 5　535 nm 激发下，PtOEP/DPA 在 THF（a）和 HMSNs（b）中的发射光谱

Fig.5　Emission spectra of PtOEP/DPA in THF （a） and HMSNs （b） under excitation at 535 nm

图 4　PtOEP 和 DPA 在 THF 及 TTA-UCNPs 在水中的吸收

光谱

Fig.4　Absorption spectra of PtOEP and DPA in THF and 
TTA-UCNPs in water
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减 少 分 子 间 碰 撞 引 起 的 系 间 窜 越（Intersystem 
crossing，ISC）反向过程，降低三线态激子非辐射

衰变；在固态基质（如聚合物、纳米颗粒）中形成稳

定的微区结构，阻隔氧气扩散，提升空气稳定性。

所以，敏化剂 PtOEP 和受体 DPA 的空间排布不仅

会影响上转换发光位置，还会极大地影响 TTA-

UCNPs 的上转换效率。然而，PtOEP 和 DPA 都是

平面型分子结构，HMSNs 内部为介孔结构，通过

真空吸附将 PtOEP 和 DPA 负载到 HMSNs 内部，可

能会导致两种分子在空腔内的排布处于混乱状

态，降低三线态 -三线态能量转移（TTET）效率。

因此，本文利用四氢呋喃（THF）和水的混合溶剂

（THF/H2O，体积比为 1∶2）对负载 PtOEP 和 DPA 的

HMSNs 进行洗涤，以期改变 PtOEP 和 DPA 的空间

排布，进一步提升该 TTA-UCNPs 的上转换效率。

如图 6（a）插图所示，洗涤前 TTA-UCNPs 水悬浊液

为暗粉色，洗涤后变为鲜艳的粉红色。对比图 4
和图 6（a）可知，洗涤后吸收光谱显著窄化，与图 4
中 PtOEP 和 DPA 的单分子吸收光谱吻合，说明

THF/H2O 混合溶剂洗涤改变了 DPA 分子在 HM⁃
SNs 的内部排列，降低了其聚集度。进一步分析

发射光谱（图 6（b））发现，所有测试条件保持一致

的情况下，THF/H2O 混合溶剂洗涤后的 TTA-UC⁃
NPs 上转换发光峰从原来的 430 nm 附近红移至

441 nm 附近，且荧光强度显著增强，约为原来的

4. 5 倍。因此，我们推测，在混合溶剂洗涤的影响

下，HMSNs 空腔内的 PtOEP 和 DPA 两种分子得以

重排，两分子的空间排布由混乱状态趋于有序状

态，三线态能量传递效率增加，上转换荧光强度也

随之增强。

图 7 为不同激光辐照功率密度下 TTA-UCNPs
的荧光光谱及 441 nm 峰值处荧光强度随激光辐照

功率密度的变化。由图 7（a）可知，不同激光辐照

功率激发 TTA-UCNPs 测得的发射光谱表明 TTA-

UCNPs的上转换荧光强度随着激光辐照功率密度

的增大不断增强。图 7（b）表明，在 0~60 mW·cm−2

范围内，441 nm 处的上转换荧光强度与入射激光

辐照功率密度的平方成正比。图 7（b）红线显示

了发射数据的最佳二次拟合（χ2），证实了该上转

换体系的非线性光学性质。这与目前已报道的

固态 TTA-UC 系统的阈值功率密度（~5 mW·cm−2）

相当 [37-38]，确保低功率激光激活体内成像，减少生

物体组织损伤 [39]。

3. 3　TTA-UCNPs的稳定性分析

众所周知，PtOEP 是一种常用的氧气传感探

针，因此为保证三线态湮灭（TTA）上转换体系的

能量转移效率，欲获取较高发光效率的 TTA-UC⁃
NPs，必须降低 PtOEP 对氧气的敏感性。因此，我

们测试了不同气氛下，PtOEP 和 DPA 分别在 THF
和 HMSNs 的发射光谱，研究了该 TTA-UCNPs 的

氧气敏感性。氧气敏感性可以用 TTA-UCNPs 上
转换发光对氧的总体猝灭响应 Q=（IN2−IO2）/IN2 来
表示 [40]，其中 IN2 和 IO2 分别表示在 100% 氮气和

100% 氧气氛围下溶液中 TTA-UCNPs 的上转换发

光强度。由图 8 可知，THF 和 HMSNs 中 Q 值分别

约为 72. 8% 和 6. 4%，说明 HMSNs 的包覆可有效

图 6　TTA-UCNPs 在 THF/H2O 混合溶剂洗涤前后的吸收光谱（a）和发射光谱（b）。图（a）中插图为日光下，洗涤前后的

TTA-UCNPs在水中的照片

Fig.6　Absorption spectra （a） and emission spectra （b） of TTA-UCNPs before and after washing with THF/H2O mixed solvent 
under excitation at 535 nm. The inset in figure （a） shows the pictures of TTA-UCNPs before （left） and after （right） wash⁃
ing in an aqueous suspension under room light
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降低氧气对 PtOEP/DPA 体系上转换发光性能的

影响。这可能是由于，图 8（a）中 PtOEP/DPA 在

THF 中较易受到氧气影响，在 N2气氛下荧光强度

最高，空气条件下次之，O2条件下最低。说明在有

机试剂中，PtOEP 易受氧气影响发生猝灭，PtOEP
和 DPA 之间的 TTET 效率降低，导致 430 nm 处的

上转换发光也明显减弱，降低为原来的 27. 2%。

图 8（b）中 ，将 负 载 了 PtOEP 和 DPA 的 HMSNs
（TTA-UCNPs）水悬浊液置于 N2、空气和 O2三种不

同气氛下，测得 TTA-UCNPs 在三种不同气氛中的

荧光强度仅略有不同，其中 440 nm 处上转换荧光

强度较强，而 645 nm 处 PtOEP 的发光非常微弱。

说明 PtOEP 和 DPA 之间发生了高效的能量传递，

使得 PtOEP 自身的荧光减弱而上转换荧光增强。

由此可见，该 TTA-UCNPs 具有很好的氧气稳定

性，具有良好的实际应用前景。需要指出的是，理

论上有机溶剂中 TTA 体系在含氧环境下易被完

全猝灭，而本文的 Q 值仅为 72. 8，这可能是由于

THF 本身易挥发，氧溶解度不高且通气时间较短

引起的，类似的现象已有相关文献报道 [36]。

纳米粒子的浓度和光稳定性是影响其发光性

能的另一重要指标，图 9是不同浓度 TTA-UCNPs在
光源激发下所得的荧光光谱。由图 9（a）可知，粒子

浓度在 250 µg·mL−1以下时，荧光强度随浓度的升

高而增强；在 250 µg·mL−1时，荧光强度达到最高；

浓度再次增加时则相对保持不变，推测是由于粒子

达到一个浓度过饱和状态部分沉降，使得发光仍保

持在 250 µg·mL−1时的强度。由图 9（b）可知，随着光

照时间的延长，未观察到纳米粒子上转换荧光强度

的显著变化，表明该体系具有良好的光稳定性能。

图 8　在 N2、O2和空气三种不同气氛下，PtOEP/DPA 分别在 THF（a）和 HMSNs（b）中的发射光谱，λex=535 nm
Fig.8　Emission spectra of PtOEP/DPA in THF （a） and HMSNs （b） under three different atmospheres of N2， O2 and air， λex=

535 nm

图 7　（a）不同激发功率密度下 TTA-UCNPs 的荧光光谱，λex=535 nm；（b）（a）图中 430 nm 处荧光强度随激光辐照功率密度

的变化，红实线为发射数据的最佳二次拟合曲线（χ2）

Fig.7　（a）Change of fluorescence intensity of TTA-UCNPs under different excited power （λex=535 nm）. （b）Fluorescence inten⁃
sity at 430 nm versus excitation power. The red line is the quadratic fitting curve of fluorescence data（χ2）
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3. 4　TTA-UCNPs的生物成像分析

为了研究 TTA-UCNPs 的生物成像性能，我们

首先探究了 TTA-UCNPs 的暗毒性。将不同浓度

的 TTA-UCNPs 与人源肝癌（HepG2）细胞共培养

24 h 后，利用 MTT 比色法检测不同浓度的 TTA-

UCNPs对 HepG2细胞活性的影响，结果如图 10（a）
所示。与对照组（未吞噬 TTA-UCNPs 的 HepG2 细

胞）相比，TTA-UCNPs 浓度为 50 µg·mL−1 时，细胞

活性几乎不受影响；TTA-UCNPs 浓度逐渐增至

250 µg·mL−1 时，细胞存活率呈下降趋势，但均在

84. 2%（250）以上。说明 50~200 µg·mL−1浓度范围

内 TTA-UCNPs 有一定的细胞毒性，但是对细胞的

增殖作用影响较小，没有明显的抑制作用。然后，

利用共聚焦荧光成像系统评估 HepG2细胞对 TTA-

UCNPs 的吞噬情况，并在 532 nm 激发下观察到细

胞中强烈的蓝色荧光（图 10（b））。亮场图像和发光

图像叠加证实 TTA-UCNPs 主要位于细胞质内，没

有明显的核摄取。证明 TTA-UCNPs可以被 HepG2
细胞吞噬，具有很好的生物兼容性，可以用于生物

成像，是非常有前途的上转换荧光生物标志物。

4　结  论

本研究成功构建了基于 HMSNs 限域空间的

固态 TTA 上转换纳米探针（TTA-UCNPs）。 HM⁃
SNs载体通过空腔结构有效隔离氧气猝灭（Q 值仅

6. 4%）并抑制分子聚集，结合 PEG-FA 修饰显著提

升生物相容性与肿瘤靶向能力。创新性地利用

THF/H2O 混合溶剂洗涤调控 PtOEP/DPA 分子空

间排布，使三线态能量传递效率大幅提高，上转换

荧光强度增强 4. 5 倍。该体系兼具低功率激发依

赖性（I∝P2，阈值~5 mW·cm−2）、优异光稳定性及低

细胞毒性，共聚焦成像验证了其高效胞质递送与蓝

色荧光发射能力。这一融合无机载体优势与有机

图 9　（a）不同浓度 TTA-UCNPs 的荧光光谱；（b）浓度为 250 µg·mL−1的 TTA-UCNPs 在 430 nm 处的荧光强度随光照时间变

化（激光功率密度为 35 mW·cm−2）。λex=535 nm
Fig.9　（a）Emission spectra of TTA-UCNPs at different concentrations. （b）Fluorescence intensity of TTA-UCNPs at a concentra⁃

tion of 250 µg·mL−1 at 430 nm over irradiation time （laser power density of 35 mW·cm−2）. λex=535 nm

图 10　（a）不同浓度的 TTA-UCNPs 对 HepG2 细胞活性的影响；（b）与 TTA-UCNPs 共培养后的 HepG2 细胞明场（左）、荧光

（中）和叠加（右）图像，蓝色荧光激发波长为 532 nm，采集范围为 420~480 nm，标尺：20 µm
Fig.10　（a）Viability of HepG2 cells incubated with different concentrations of TTA-UCNPs. （b）Bright field （left）， fluorescence 

（middle）， and overlay （right） images of HepG2 cells cultured with TTA-UCNPs. The blue fluorescence was collected at 
420-480 nm under a 532 nm excitation， scale bar： 20 µm
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分子特性的设计策略，为开发高效、低毒性的靶向

生物成像探针提供了新思路，有望推动上转换技

术在肿瘤精准诊断与治疗领域的应用拓展。遗憾

的是，该研究尚缺少绝对上转换量子产率，且

THF/H2O 混合溶剂洗涤后的分子重排机制尚需进

一步完善。

本文专家审稿意见及作者回复内容的下载地址：
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