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摘要： 胱抑素 C（Cystatin C，Cys C）是评估与监测肾功能的重要生物标志物，也是肾脏疾病早期筛查与居家监

测的关键指标之一。免疫层析具有操作简便、检测快速等优势，适用于 Cys C 的定量检测；然而，传统信号标签

的亮度与稳定性受限，制约了检测性能的进一步提升。为此，本研究构建了一种具备优异水相稳定性的钙钛

矿量子点荧光生物探针用于 Cys C 的免疫层析检测。以介孔二氧化硅（Mesoporous silica nanoparticles，MSNs）
为载体，在孔道内原位生成 CsPbBr3量子点的同时构筑 SiO2封闭层，得到 CsPbBr3@MSNs@SiO2探针，其兼具较

高荧光量子产率（PLQY≈93%）与良好水相稳定性（>120 h）。基于该探针构建荧光免疫层析试纸条，实现了

Cys C 的快速定量检测，并表现出良好的特异性及浓度依赖的信号响应。本研究为肾功能相关标志物的居家

与现场快速检测提供了一种亮度高、稳定性好的荧光标记策略，同时为金属卤化物钙钛矿量子点在生物分析

与免疫层析检测中的应用拓展提供了新的思路与技术支撑。
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Abstract： Cystatin C（Cys C） is an important biomarker for evaluating and monitoring renal function and is widely 
used for early screening of kidney disease.  Fluorescent lateral flow immunoassay is a convenient approach for rapid and 
quantitative Cys C testing， yet its analytical performance is often constrained by the brightness and stability of conven⁃
tional signal labels.  Here， we report a water-stable perovskite quantum dot（PQD）-based fluorescent bioprobe for use in 
Cys C LFIA.  Mesoporous silica nanoparticles（MSNs） were employed as nanocarriers， enabling in situ formation of 
CsPbBr3 quantum dots within the mesopores while a SiO2 sealing layer was simultaneously constructed.  The resulting 
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CsPbBr3@MSNs@SiO2 probes exhibited high photoluminescence quantum yield（PLQY≈93%） and excellent water 
stability（>120 h）， providing robust signal output for LFIA readout.  Based on this bioprobe， a fluorescent LFIA strip 
was fabricated for quantitative Cys C detection， demonstrating good specificity and a clear concentration-dependent 
response.  This work offers a bright and water-stable labeling strategy for point-of-care testing of renal function-related 
biomarkers and expands the utility of metal halide PQDs in bioanalysis and LFIA-based diagnostics.

Keywords： perovskite quantum dots； Cystatin C； lateral flow immunoassay； fluorescence； point-of-care testing

1　引  言

胱抑素 C（Cystatin C，Cys C）是一种低分子量

的半胱氨酸蛋白酶抑制剂，主要由有核细胞以恒

定速率分泌，经肾小球自由滤过，在近曲小管几乎

被完全重吸收和分解 [1-2]。与传统肾功能标志物血

清肌酐相比，Cys C 不易受年龄、性别和肌肉量等

因素影响，被认为是更敏感、可靠的肾小球滤过率

评估指标，已在慢性肾病早期筛查、预后评估及用

药剂量调整等方面显示出重要临床价值 [3]。建立

一种快速、准确、经济的 Cys C 定量检测方法，对

于肾功能相关疾病的早期识别和疗效监控具有重

要意义。

免疫层析技术（Lateral flow immunoassay，LFIA）
因其成本低、操作简便、便携性强以及检测速度快

等优势，已在临床诊断、食品安全检测和环境监测

等领域得到广泛应用 [4-5]。传统胶体金 LFIA 主要

依赖肉眼观察显色变化，通常只能提供定性或半

定量结果，难以满足对低丰度生物标志物进行高

灵敏定量分析的需求 [6]。相比之下，荧光 LFIA
（Fluorescent LFIA，FLFIA）采用荧光材料作为信

号标记，具有更高的信号强度和更宽的线性范围，

可实现对目标分析物的灵敏定量检测，显著拓展

了免疫层析技术的应用场景与临床实用价值 [7]。

FLFIA 的检测性能（包括灵敏度、线性范围、

准确度与指标变异性等）在很大程度上取决于所

采用的荧光标记材料。长期以来，研究人员陆续

开发了多种荧光探针体系，如有机染料、上转换纳

米粒子、传统Ⅱ~Ⅵ族量子点以及聚集诱导发光

材料等，用以提升 LFIA 的分析性能 [7-12]。然而，这

些荧光材料在实际应用中仍存在不同程度的局

限：有机染料容易光漂白、信号易衰减；上转换纳

米粒子发光效率相对较低，且激发条件苛刻；传统

量子点存在潜在生物毒性或制备过程复杂等问

题；聚集诱导发光材料则在批次稳定性和标准化

方面仍有待改进。上述因素均在不同程度上限制

了 FLFIA 的进一步推广与临床转化。

近年来，卤化物钙钛矿（Halide perovskites，
HPs）因其极高的光致发光量子产率（Photolumi⁃
nescence quantum yield，PLQY）、高摩尔消光系数、

窄半峰宽以及可调发射波长等优异光学性质而备

受关注 [13-19]。然而，HPs 对环境极其敏感，易受水

分、氧气、热和极性溶剂等因素影响而发生降解，

导致荧光迅速猝灭，严重制约了其在水相体系和

生物检测中的应用。为解决上述问题，研究者提

出了多种稳定化策略，包括高分子有机物包覆、表

面配体工程以及构筑无机壳层进行物理隔离等，

以改善 HPs 的结构稳定性与光学稳定性，并已取

得显著进展 [20-21]。其中，利用二氧化硅构建核/壳
结构因其化学惰性好、生物相容性佳以及工艺可

控性强，成为提升 HPs 稳定性最广泛使用的策略

之一。

本研究以介孔二氧化硅纳米粒子（Mesopo⁃
rous silica nanoparticles，MSNs）为容纳模板，利用

其规则孔道引入 HPs 前驱体 CsBr 和 PbBr2，并通

过硅酸四甲酯水解生成的 SiO2 对孔道进行封闭，

在高温煅烧过程中于孔道内部原位生成 CsPbBr3
晶体并诱导 SiO2壳层收缩，从而构建出具有核/壳
结构的 CsPbBr3@MSNs@SiO2（PQD）。该策略同时

兼顾了钙钛矿量子点的高荧光亮度与二氧化硅壳

层的优异稳定性，使所得 PQD 具有显著提升的水

相稳定性以及高光致发光效率。进一步对 PQD
表面进行功能化改造，利用 NaOH 活化表面羟基，

引入 Silane-PEG-NHS 作为交联剂，与抗胱抑素 C
抗体实现共价偶联，制备得到具备靶向识别能力

的荧光免疫探针 PQD-Ab。
在此基础上，本研究构建了一种基于 PQD-Ab

的 Cys C 荧光免疫层析试纸（PQD-Cys C-LFIA），用

于 Cys C 的快速定量分析。考虑到该体系当前仍

处于概念验证阶段，本文以线性范围与特异性为

核心指标对其进行系统验证，以证明该策略在

Cys C 检测中的可行性。同时，我们提出后续将围
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绕信号输出、偶联效率与条带体系参数进一步优

化综合性能，并在性能提升后开展真实样品验证，

以评估其实际应用潜力。

2　实  验

2. 1　试剂与材料

溴化铯（CsBr，99. 5%）、溴化铅（PbBr2，99%）、

硅酸四乙酯（TEOS，98%）、十六烷基三甲基氯化

铵（CTAC，97%）、三乙醇胺（TEA，分析纯）、氢氧

化钠（NaOH，97%）、牛血清白蛋白（BSA，96%）、聚

乙烯吡咯烷酮（PVP，K30，MW 40 000）、蔗糖（96%）、

无水海藻糖（99%）、硅酸四甲酯（TMOS，98%）、吐

温 -20 均购自上海阿拉丁生化科技有限公司。磷

酸盐缓冲液（PBS，10 mmol/L，pH 7. 4）和 Tris-HCl
缓冲液（50 mmol/L，pH 8. 0）购自北京迈瑞达公

司。甲苯和无水乙醇购自广州化学试剂厂。Si⁃
lane-PEG-NHS（MW 2000）购自西安瑞禧生物科技

有限公司。抗 Cys C 捕获抗体（CSB-DA004AmN
①）、抗 Cys C 标记抗体（CSB-DA004AmN②）、重组

人 Cys C 蛋白以及山羊抗小鼠 IgG 购自武汉华美

生物公司。样品垫、结合垫、吸水垫、PVC 板及塑

料底板购自上海金标生物技术有限公司，硝酸纤

维素（NC）膜（CN140）购自赛多利斯公司。

除特别说明外，所有化学试剂均未经进一步

纯化直接使用，实验用水均为去离子水。

2. 2　MSNs制备

MSNs 参照文献方法略加改动制备 [22]。称取

5 g CTAC、0. 6 g TEA 倒入含有 200 mL 超纯水的单

颈烧瓶中；将烧瓶置于 95 ℃水浴锅中，以 200 r/min
的速度磁力搅拌 1 h；用注射泵将 15 mL TEOS 在

1 min 内滴加至烧瓶中，继续搅拌 1 h；加入 100 mL
无水乙醇终止反应，8 000 r/min 离心 10 min 收集

介孔硅；用无水乙醇清洗两次后，将沉淀置于

80 ℃烘箱中干燥过夜；收集白色沉淀，在玛瑙研

钵中研磨后置于马弗炉中 550 ℃煅烧 6 h（升温速

度 5 ℃/min），去除 CTAC 获得 MSNs。
2. 3　CsPbBr3@MSNs 和 CsPbBr3@MSNs@SiO2

的制备

称取 CsBr 0. 042 5 g 与 PbBr2 0. 073 4 g 溶解

于含 MSNs 0. 2 g 的 20 mL 去离子水中，在 80 ℃下

磁力搅拌 1 h。随后将所得混合物干燥，得到前驱

体 A。将前驱体 A 置于马弗炉中，于空气气氛下

在 570 ℃煅烧 30 min（升温速率 5 ℃/min），冷却后

再次研磨，得到 CsPbBr3@MSNs。

称取 50 mg 前驱体 A 分散于 40 mL 甲苯中，加

入 TMOS 1 mL，在 40 ℃下搅拌 8 h，反应结束后，离

心（8 000 r/min，5 min）收集沉淀，烘干并研磨后获

得前驱体 B。将前驱体 B 置于马弗炉中，于空气气

氛下在 570 ℃煅烧 30 min（升温速率 5 ℃/min），冷

却后再次研磨，得到 CsPbBr3@MSNs@SiO2（PQD）。

2. 4　表面功能化

取 10 mg PQD加入 10 mL NaOH溶液（10 mmol/
L），于室温下搅拌 6 h，离心收集羟基化 PQD，分散

于无水乙醇中；加入适量 Silane-PEG-NHS，在室温

下反应 2 h，PBS 洗涤加入抗 Cys C 标记抗体（CSB-

DA004AmN②），于室温孵育 2 h，离心后将沉淀重

悬于含 5% BSA 的 PBS 中封闭 30 min；最终洗涤并

重悬于保存液中，得到表面修饰的 PQD-Ab探针。

2. 5　表征设备

使用 X 射线衍射仪（X-ray diffraction，XRD，

Bruker D8）对获得的材料表征其成分组成以及结

构；使用稳态瞬态荧光光谱仪（FLS1000，Edin⁃
burgh Instruments）以 450 W 氙灯作为激发光源

表征激发与发射光谱和 PLQY；使用场发射扫描

电子显微镜（Scanning electron microscope，SEM，

SU8200，HITACHI）和透射电子显微镜（Transmis⁃
sion electron microscope，TEM，Talos F200S，FEI 
Thermo）对纳米粒子的微观尺寸和形态进行了表

征；使用马尔文粒径仪（ZETASIZER NANO ZS，
Malvern）表 征 材 料 的 水 合 粒 径 和 表 面 电 位 ；

Brunauer-Emmett-Teller（BET）比表面积测试采用

高性能比表面及微孔分析仪（BSD/3H-2000，贝士

德）完成。

2. 6　CsPbBr3@MSNs稳定测试

取 洁 净 干 燥 的 玻 璃 样 品 瓶（20 mL），加 入

CsPbBr3 或 CsPbBr3@MSNs 的环己烷分散液（5 mg/
mL），随后加入等体积去离子水。将样品瓶置于

磁力搅拌器上，于室温 300 r/min 持续搅拌。在预

设时间点暂停搅拌，待两相初步分层后，用移液器

从环己烷相取样 200 μL 置于微量比色皿中，使用

光谱仪表征其发射光谱。

2. 7　蛋白定量

采用碧云天 BCA 蛋白浓度测定试剂盒测定

样品蛋白浓度。

用标准蛋白配制浓度梯度蛋白标准品：0，
0. 025，0. 05，0. 1，0. 2，0. 3，0. 4，0. 5 mg/mL。每个

样品设置 3 个复孔，按照 20 μL/孔加入 96 孔板。
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配制 BCA 工作液，将试剂 A、B 按照 50∶1 体积比混

合，混匀，现配现用。按照 200 μL/孔 BCA 工作液

加入 96 孔板中，轻轻摇晃混匀，于 37 ℃恒温箱中

孵育 30 min。在酶标仪中测定 560 nm 处的吸光

值。以梯度浓度蛋白标准品的吸光值为 X 轴、蛋

白浓度为 Y 轴绘制标准曲线；根据标准曲线，计算

样品蛋白浓度。

2. 8　LFIA试纸制备

对样品垫进行预处理：将样品垫浸泡于含

0. 5% BSA 和 0. 5% 吐温 -20 的 Tris-HCl 缓冲液中，

室温平衡后于 37 ℃干燥过夜备用。结合垫上预先

喷涂并干燥固定 PQD-Ab 探针。NC 膜上喷涂检测

线（T 线）和对照线（C 线）：T 线喷涂捕获抗 Cys C 抗

体（CSB-DA004AmN①）（2 mg/mL），C 线喷涂山羊

抗鼠 IgG（1 mg/mL），喷涂后于 37 ℃干燥 2 h。随

后，将 NC 膜、结合垫、样品垫和吸水垫依次粘附于

PVC 板上，确保各功能层之间适当重叠，组装完成

后裁切成宽度为（4±1） mm 的条状，并装入塑料底

板形成完整的 LFIA试纸条（PQD-Cys C-LFIA）。

2. 9　Cys C检测

检测时，将待测溶液 100 μL 加入 PQD-Cys C-

LFIA 试纸的样品孔中，于室温下静置反应一段时

间，使样品在毛细作用驱动下完成侧向流动和免

疫反应。随后，使用荧光定量分析仪分别测定 T
线和 C 线的荧光强度，并根据 T/C 比值进行定量

分析。

线性范围：用 PBS 缓冲液稀释重组人 Cys C
蛋白至一系列浓度：0，0. 01，0. 05，0. 1，0. 5，1，5，
10 μg/mL，作为 Cys C 标准品，将不同浓度的 Cys C
标准品滴加至样品孔中（100 μL/孔），静置 15 min
后，用荧光定量分析仪检测 C 线和 T 线荧光强度，

收集数据在电脑上用软件分析线性范围。

3　结果与讨论

3. 1　CsPbBr3@MSNs@SiO2（PQD）制备

如图 1（a）所示，本研究选用球形 MSNs 作为

CsPbBr3量子点的封装模板，主要基于其孔径均一

性、比表面积和热稳定性方面等综合优势。此外，

MSNs 的球形结构与良好分散性有利于探针在免

疫层析膜上实现均匀标记与稳定迁移，从而降低

因颗粒聚集或流动不均带来的的检测偏差。如

图 1（b）~（d）所示，所制备的 MSNs 为平均粒径约

80 nm 的均匀介孔球体，孔径约 3. 0 nm，比表面积

为 776. 41 m2/g。

随后将 MSNs 分散于金属盐前驱体溶液中

（CsBr 和 PbBr2），通过搅拌使前驱离子充分浸渍

进入 MSNs 孔道，烘干后得到前驱体 A（Precusor 
A）。将前驱体 A 置于马弗炉中升温至 570 ℃
（文献报道 CsPbBr3 的熔点约为 567 ℃）[23]，煅烧

0. 5 h 后 得 到 产 物 CsPbBr3@MSNs。 所 得 CsPb⁃
Br3@MSNs 在紫外光激发下表现出明显的绿色荧

光（补充文件图 S1）。

采用 SEM 与 TEM 对 CsPbBr3@MSNs的形貌进

行表征。与MSNs相比，CsPbBr3@MSNs在 SEM图像

中整体形貌无明显变化（图 1（e））；在TEM图像中，可

在孔道内清晰观察到黑色晶体的形成（图 1（f）），表

明钙钛矿晶体成功限域于介孔结构内。

为评估CsPbBr3@MSNs的环境稳定性，将CsPb⁃
Br3@MSNs 与热注射法制备的 CsPbBr3量子点分别

分散于环己烷中，并与等体积去离子水混合，通过

荧光光谱仪监测其发光强度随时间的变化。如

图 1（g）所示，热注射法制备的 CsPbBr3在 30 s内荧

光强度迅速衰减至初始值的 15%，4 min 后荧光几

乎完全猝灭（<1%）。相比之下，CsPbBr3@MSNs 的
稳定性有所提高：在 30 min 内其荧光强度仍保留

约 85%，此后缓慢衰减，至 6 h 时仍保持约 52% 的

初始荧光强度。然而，TEM 图像（图 S2）显示，水

处理后 CsPbBr3@MSNs 孔道内的黑色晶体基本消

失。据此推测，MSNs 孔道为开放结构，难以有效

阻隔 CsPbBr3晶体与水和氧气等外界环境的接触；

MSNs 仅能在一定程度上延缓外部环境因素对

CsPbBr3晶体的侵蚀破坏，但不足以从根本上阻止

钙钛矿晶体的破坏，因此 CsPbBr3@MSNs 仍难以

获得理想的长期水相稳定性。

为进一步提高 CsPbBr3的环境稳定性，本研究

构建 SiO2 核/壳结构彻底封闭 MSNs 的开放孔道，

从结构上切断外界环境对钙钛矿晶体的影响。为

避免常规硅源水解会引入水分，可能对钙钛矿晶

体造成损伤并导致发光性能下降，本研究采用

TMOS 在非极性溶剂甲苯中缓慢水解生成 SiO2，实
现煅烧前对 MSNs 孔道的预封闭，并形成 SiO2 壳
层，从而阻隔水和其他极性溶剂对内部钙钛矿晶

体的侵蚀。具体而言，将前驱体 A 分散于甲苯中，

加入 TMOS 并搅拌一定时间，经离心、干燥得到前

驱体 B（Precusoe B）。随后，将其置于马弗炉中高

温煅烧，最终获得荧光强度和环境稳定性显著增

强的 CsPbBr3@MSNs@SiO2（PQD）（图 S3）。
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PQD 的 SEM 图像（图 2（a））显示其球形结构

保持完整，无明显形貌塌陷或破裂。 TEM 图像

（图 2（b））中 PQD 不再呈现典型的介孔特征，而是

以致密的纳米球形式存在，粒径主要分布在 40~
70 nm。与 MSNs 相比，PQD 粒径明显减小，说明

高温煅烧过程中 SiO2 壳层发生体积收缩：一方面

促进孔道有效封闭，另一方面导致整体粒径缩小，

从而有利于提高稳定性。小角 XRD 图谱（图 2（c））
进一步验证了孔道封闭过程：介孔结构的主要

衍射峰强度显著降低并整体向高角度偏移，表明

TMOS 水解生成的 SiO2 对孔道产生堵塞作用，原

有有序孔结构及连通性被削弱。BET 比表面积测

试结果（图 S4）显示，孔道封闭后，PQD 的比表面

积由 776. 41 m2/g 急剧下降至 173. 17 m2/g，进一步

证明 MSNs的开放孔道已被有效封闭。

前驱体 A 与 B 的 XRD 图谱（图 S5）表明，Cs、
Pb、Br以四方晶系 CsPb2Br5晶体形式存在，其衍射

峰位置与 CsPb2Br5 标准卡片（PDF#00-054-0753）

图 1　（a）CsPbBr3@MSNs 和 PQD 制备流程示意图；MSNs 的 SEM（b）和 TEM（c）图像；（d）MSNs 的 BET 结果；CsPbBr3@MSNs
的 SEM（e）和 TEM（f）图像；（g）CsPbBr3@MSNs的荧光稳定性测试结果

Fig.1　（a）Schematic illustration of the preparation routes of CsPbBr3@MSNs and PQD. （b）， （c）SEM and TEM images of MSNs. 
（d）BET characterization of MSNs. （e）， （f）SEM and TEM images of CsPbBr3@MSNs. （g）Fluorescence stability of CsPb⁃
Br3@MSNs
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在 11. 6°、29. 3°、33. 3°、37. 9°等处的特征峰一致，

说明 SiO2包覆处理并未引起 CsPb2Br5晶体结构的

明显变化。此外，在约 23°处可见一上升肩峰，可

归因于 SiO2 的无定形相。相比之下，PQD 的 XRD
图谱（图 2（d））中则出现了正交相 CsPbBr3晶体的

特征衍射峰，与标准卡片 PDF#01-072-7929 相匹

配；同时，CsPb2Br5 的特征峰在煅烧后消失，表明

CsPb2Br5 晶体经高温熔融退火过程转变为 CsPb⁃
Br3 晶体。该晶相转变也为前驱体 A、前驱体 B 与

PQD 之间的荧光强度差异提供了结构依据：煅烧

后形成的正交相 CsPbBr3 通常具有更优的光学性

质和稳定性。元素映射结果（图 S6）进一步证实

Cs、Pb、Br元素均匀分布于颗粒内部区域。

值得注意的是，PQD 在孔道封闭后表现出显

著增强的环境稳定性（图 2（e））：在水中分散 120 h
后，其相对荧光强度仍可保持在初始值的 80% 以

上。稳定性提升的关键在于高温处理过程中形成

的“孔道封闭 +致密 SiO2 屏障”结构。与 CsPb⁃
Br3@MSNs 相比，PQD 的 TEM 图像不再呈现典型

介孔特征且整体粒径减小（图 2（b）），说明煅烧过

程中 SiO2 壳层发生体积收缩并促使孔道趋于封

闭；另一方面，小角 XRD 中介孔衍射峰强度显著

降低并向高角度偏移（图 2（c）），且 BET 比表面积

降至 173. 17 m2/g（图 S4），共同证明开放孔道已被

有效封闭。孔道由“开放”转为“封闭”后，外界水/
氧更难进入孔道内部，从结构上降低了钙钛矿晶

体受侵蚀与分解的可能性。

通过系统调节 CsBr+PbBr2 浓度及煅烧温度，

图 2　PQD 的 SEM 图像（a）、TEM 图像（b）、小角 XRD 图谱（c）、XRD 图谱（d）、荧光稳定性测试结果（e）、荧光强度与温度关

系曲线（f）、荧光强度与前驱体浓度关系曲线（g）、发射光谱（h）及粒径分布图（i）
Fig.2　SEM image（a） and TEM image（b） of PQD. Small-angle XRD pattern（c） and XRD pattern（d）， fluorescence stability

（e）， fluorescence intensity as a function of temperature（f） and ion concentration（g）， emission spectrum（h）， and parti⁃
cle size distribution（i） of PQD
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最终确定最佳制备条件为 570 ℃、CsBr+PbBr2 浓
度 4 mmol/L（图 2（f）、（g））。在该条件下获得的 PQD
在 517 nm 处呈现强而窄的发射峰，半峰宽仅 23 nm，

PLQY高达 93%（图 2（h））。动态光散射结果（图 2（i））
显示，PQD 在水中的水合粒径主要集中在 100 nm
附近，且其在水溶液中具有良好的分散性和尺寸

稳定性，未发生明显聚集或大颗粒团聚。

3. 2　PQD表面修饰

尽管 PQD 具有优异的光学性能，但其本身缺

乏生物靶向性，难以与特定生物分子选择性结合。

为赋予 PQD 对目标蛋白的特异性识别能力，本研

究对 PQD 表面进行生物功能化修饰，使其具备特

异性结合靶标蛋白的能力，整体流程如图 3（a）
所示。

在高温煅烧过程中，SiO2骨架会发生收缩并导

致表面羟基（—OH）大量减少，从而使后续表面修

饰可用位点不足[24]。因此，在偶联反应前需对 PQD
表面羟基进行再活化。具体而言，将 PQD 浸泡于

NaOH 溶液中以激活其表面—OH 基团，随后离心

洗涤得到表面富含羟基的 PQD-OH。基于此，选用

Silane-PEG-NHS 作为交联剂，其中 Silane 基团可

与—OH 缩合，将 PEG 接枝到 PQD 表面；PEG 链端

能够提高 PQD 的亲水性与分散性，有利于其在水

相中稳定分散；末端 NHS活性酯则可与抗体分子上

的游离氨基发生酰胺化反应，形成稳定的共价键，

从而制得抗体修饰的钙钛矿量子点探针 PQD-Ab。

图 3　（a）PQD 表面修饰示意图；（b）PQD、PQD-NHS 和 PQD-Ab 的考马斯亮蓝染色结果；（c）BCA 法测定 PQD-Ab 的偶联效

率；（d）上清液中 Anti-Fab 荧光强度的变化；（e）不同抗体投料量免疫层析试纸照片及其对应荧光强度；（f）PQD、

PQD-NHS 和 PQD-Ab 的发射光谱；（g）PQD-NHS 和 PQD-Ab 的粒径分布图

Fig.3　（a）Schematic illustration of the surface modification of PQD. （b）Coomassie brilliant blue staining of PQD， PQD-NHS， 
and PQD-Ab. （c）Coupling efficiency of PQD-Ab determined by the BCA assay. （d）Changes in fluorescence intensity of 
Anti-Fab in the supernatant. （e）Images of immunochromatographic strips prepared with different antibody feeding 
amounts and their corresponding fluorescence intensities. （f）Emission spectrum of PQD， PQD-NHS， and PQD-Ab. （g）
Particle size distribution of PQD-Ab and PQD-NHS
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为验证抗体是否成功偶联，采用考马斯亮蓝

试剂进行定性检测。考马斯亮蓝是一种常用的生

物化学染料，游离状态下呈红棕色，与蛋白质结合

后呈蓝色，且颜色深浅与蛋白质含量成正比。如

图 3（b）所示，将考马斯亮蓝试剂分别与 PQD、

PQD-NHS 和 PQD-Ab 混合反应后，经反复离心洗

涤，PQD 与 PQD-NHS 沉淀呈原本的绿色，而 PQD-

Ab 沉淀则呈现明显蓝色，说明其表面抗体可与

考马斯亮蓝结合，表明抗体已成功偶联至 PQD
表面。

为进一步验证 PQD-Ab 探针的制备效果，进

行了激光共聚焦扫描显微实验（图 S7）。其中，绿

色荧光来自 PQD，红色荧光信号源于 cy3 标记的

羊抗鼠 IgG；在合并图中出现明显黄色信号，表明

绿色与红色荧光发生共定位，即 PQD-Ab 与 cy3-羊

抗鼠 IgG 分布于相同区域，从侧面证明 PQD 与抗

体成功偶联。此外，在 PQD-Ab 的元素映射图中

可以观察到来自抗体的 N 元素和 C 元素均匀分布

于 PQD-Ab 表面，进一步支持了上述结论（图 S8）。

为考察抗体投料量对偶联效率的影响，实验

设置不同的抗体投料量。偶联反应结束后收集上

清液，采用 BCA 微量蛋白定量试剂盒测定未结合

抗体的含量，从而计算偶联效率。结果表明，随着

抗体投料量的增加，结合到 PQD 表面的抗体量增

加，偶联效率相应提高（图 3（c））。然而，抗体分

子空间尺寸约为 14. 5 nm × 8. 5 nm × 4. 0 nm，当

表面抗体覆盖过于密集时，可能发生相互遮挡并

产生空间位阻，导致部分抗原结合位点（Fab）被遮

蔽，从而影响其与抗原的结合能力。

为评估 PQD-Ab 表面 Fab 片段的有效暴露情

况，选用针对 Fab 区域的羊抗鼠 IgG Fab 抗体（An⁃
ti-Fab）作为探针，通过测定上清液中游离 Anti-
Fab 的含量变化，间接表征 PQD-Ab 表面可用 Fab
位点的数量。如图 3（d）所示，随着 Ab 投料量增

加，上清液中游离 Anti-Fab 含量逐渐降低，说明更

多 Anti-Fab 与 PQD-Ab 表面 Fab 位点发生结合。

当 Ab 投料量为 100~150 μg 时，PQD-Ab 表面有效

Fab 暴露量达到峰值，表明此时其潜在抗原识别

能力最强；当 Ab 投料量继续增加时，尽管总偶联

量仍可能上升，但有效 Fab 暴露量不再增加甚至

下降，提示过高的表面覆盖度可能引发位阻效应。

随后，进一步采用免疫层析试纸对上述结论

进行验证。在相同 Cys C 抗原浓度条件下，当 Ab

投料量为 100 μg 时，试纸条 T 线荧光信号最强

（图 3（e）），说明该投料量下 PQD-Ab 与 Cys C 的结

合效率最高，从而产生最强荧光输出。该结果与

图 3（d）及图 S9 的趋势一致，进一步确定了抗体的

最佳投料量范围。

从图 3（f）可以看到，PQD-Ab 的发射峰位置与

未修饰 PQD 及 PQD-NHS 相比无明显位移，仍位于

517 nm 处，说明表面修饰过程并未影响 PQD 的发

光中心。同时，PQD-Ab 的水合粒径与 PQD-NHS
相比，略微增大至 128 nm（图 3（g）），体系在水相

中仍保持良好的分散性和胶体稳定性。

3. 3　基于 PQD 的胱抑素 C 免疫层析（PQD-Cys 
C-LFIA）

在完成 PQD-Ab的制备和表征后，将其应用于

Cys C 的 LFIA，制备基于 PQD 的胱抑素 C 免疫层析

（PQD-Cys C-LFIA）。如图 4（a）、（b）所示，LFIA 从

上到下依次由样品垫、结合垫、硝酸纤维素膜（NC
膜）、吸水垫以及 PVC 背板构成。NC 膜上喷涂两

条平行检测线，检测线（T 线）包被抗 Cys C 捕获抗

体，用于捕获结合目标抗原的 PQD-Ab；质控线（C
线）包被羊抗鼠 IgG 用于捕获未与抗原结合的剩余

PQD-Ab，以验证层析过程是否正常。

通过对免疫层析体系的关键参数进行系统优

化（包括加样体积与反应时间等），我们确定了

PQD-Cys C-LFIA 的最佳检测条件。在该条件下，

加样体积为 100 μL，层析反应 15 min 即可完成读

数（图 S9）。该优化条件可保证样品充分润湿与

稳定迁移，同时在较短时间内获得清晰、可重复的

荧光信号输出，满足快速检测需求。随后，采用不

同浓度的 Cys C 标准溶液对 PQD-Cys C-LFIA 的定

量性能进行评价。结果表明，在 0. 01~10 μg/mL
范围内，T/C 比值与 Cys C 浓度呈良好线性关系，

其线性回归方程为：

y = 0.64x + 0.14， （1）
决定系数 R2=0. 996（图 4（c））。

检测限（Limit of detection，LOD）D 采用 3σ/斜
率法计算：

D = 3σ
s

， （2）
其中，σ 为空白样本的 T/C 比值标准差，s 为以 T/C
比值（y）对 Cys C 浓度（x）拟合得到的校准曲线斜

率。据此计算得到本方法的 LOD 为 20. 42 ng/mL
（即 0. 020 42 μg/mL）。与此前报道的 Cys C 检测

方法相比（表 S1），本研究提出基于钙钛矿量子点
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检测 Cys C 的免疫层析方法具有相对较好的灵敏

度，同时该方法具备高效的检测效率（<15 min），

能够适配快速检测需求。

特异性评价中，选取了血液中常见的潜在干

扰物质，如 C 反应蛋白（CRP）和降钙素原（PCT），

在生理相关浓度下考察其对检测结果的影响。结

果显示，加入上述干扰物后 T 线荧光信号未出现

显著交叉反应或假阳性输出（图 4（d）），表明该方

法具有良好的特异性。

需要指出的是，本研究目前主要完成检测策

略的概念验证，现阶段重点评估了线性关系与特

异性，以证明体系具备目标物识别基础上的可检

测性。受限于体系仍处于原型优化阶段，其综合

分析性能仍有进一步提升空间。后续工作将在此

基础上进一步进行真实样品验证，以更全面评估

其实际应用潜力。

综上，本研究基于高稳定性、高亮度的钙钛矿

量子点荧光探针，构建了一种用于 Cys C 快速定

量检测的荧光免疫层析体系。该体系制备简便、

检测时间短（15 min），并表现出良好的线性响应

与特异性，为肾功能相关生物标志物的现场快速

筛查提供了一种可行的新策略。

4　结  论

本研究基于 MSNs 载体构建了一种水相稳定

的钙钛矿量子点，通过金属盐浸渍、TMOS 水解封

闭与高温煅烧的方法在 MSNs 孔道内原位生成

CsPbBr3量子点，有效解决了 HPs 点在水相环境中

易降解、易猝灭的问题。所得 PQD 具有高 PLQY、

窄发射峰以及在水中分散 120 h 仍保持超过 80%
初始荧光强度的优异稳定性，为钙钛矿量子点在

生物检测中的应用提供了可靠载体与结构设计思

路。在此基础上，本文通过表面活化及共价偶联

构建了针对 Cys C 的 PQD-Ab 探针，并将其作为信

号标签用于制备 Cys C 荧光免疫层析试纸（PQD-

Cys C-LFIA）。实验结果表明，该试纸可在 15 min内

实现对Cys C的快速定量检测，在 0. 01~10 μg/mL范

围内呈良好线性关系，并具有良好特异性。综上

图 4　（a）LFIA 结构示意图；（b）PQD-Cys C-LFIA 的实物照片；（c）PQD-Cys C-LFIA 的线性范围测定结果；（d）PQD-Cys C-

LFIA 的特异性评价结果

Fig.4　（a）Schematic illustration of the structure of the immunochromatographic strip. （b）Photograph of the PQD-CysC-LFIA 
strip. （c）Linear range of the PQD-CysC-LFIA. （d）Specificity evaluation of the PQD-CysC-LFIA

397



第  47 卷发 光 学 报

所述，本研究提出的水相稳定钙钛矿量子点生物

探针及其在胱抑素 C 免疫层析中的应用，为肾功

能相关标志物的居家与床旁检测提供了一种稳定

高亮的荧光标记与信号增强平台，并为 HPs 在生

物分析和免疫层析检测领域的拓展应用提供了新

的思路和技术支撑。
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