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摘要： 硫醇类化合物是生物体内稳态调控与环境监测中的关键目标分子，开发快速、高灵敏的硫醇检测方法

对疾病早期诊断与环境风险管控具有重要意义。荧光探针凭借高选择性、高灵敏度和非侵入性等特点，已成

为检测生物小分子、金属离子及阴离子的关键工具。本文以 IR806 敏化的上转换纳米粒子（IR806-UCNP）为核

心荧光探针体系，通过对 UCNP 表面进行聚乙烯亚胺（PEI）修饰，有效改善了探针的分散性与生物相容性，使

其在含水环境中具备良好的亲水性与稳定性。在此基础上，进一步利用硫醇类分子与 IR806 染料中特定活性

基团之间可发生的亲核取代反应，实现了探针荧光信号对硫醇分子的特异性响应。该 IR806-UCNP 上转换荧

光探针由近红外光激发，能够实现对硫醇化合物在复杂体系中的快速、高灵敏度检测，对生物体内典型的硫醇

分子谷胱甘肽（GSH）的检测限低至 0.1 μmol/L，为后续在生物分析或环境监测中的应用提供了可靠方法。
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Abstract： Thiol compounds are key molecules for homeostatic regulation and environmental monitoring within bio⁃
logical systems.  The development of rapid and highly sensitive thiol detection methods holds significant importance 
for early disease diagnosis and environmental risk management.  Fluorescent probes， owing to their high selectivity， 
high sensitivity， and non-invasive nature， have emerged as critical tools for detecting bio-small molecules， metal 
ions， and anions.  This study employs IR806-sensitized upconversion nanoparticles （IR806-UCNP） as the core fluo⁃
rescent probe system.  By modifying the UCNP surface with polyethyleneimine （PEI）， the probe’s dispersibility and 
biocompatibility were effectively enhanced， conferring good hydrophilicity and stability in aqueous environments.  
Building upon this， the specific nucleophilic substitution reaction between thiol molecules and particular active 
groups in the IR806 dye was utilized to achieve specific fluorescence signal response of the probe to thiol molecules.  
This IR806-UCNP upconversion fluorescent probe， excited by near-infrared light， enables rapid and highly sensitive 
detection of thiol compounds.  It exhibits a low detection limit of 0. 1 μmol/L for glutathione（GSH）， a typical thiol 
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molecule in biological systems， providing a reliable method for subsequent applications in bioanalysis or environmen⁃
tal monitoring.

Keywords： upconversion； fluorescent probe； near-infrared； thiol detection

1　引  言

硫醇类化合物是生物体内稳态调控与环境监

测中的关键目标分子，其中含巯基（S-H）的生物

硫醇（如半胱氨酸（Cys）、同型半胱氨酸（Hcy）、谷

胱甘肽（GSH）、硫化氢（H2S）等）是维持生命活动

的核心物质 [1-2]。半胱氨酸参与氧化还原平衡、蛋

白质构象调控及细胞信号传递，其浓度异常与生

长迟缓、肝损伤、皮肤病变等疾病密切相关 [3-4]；谷

胱甘肽作为细胞内主要抗氧化剂，承担氧化应激

缓解、解毒及肝功能维持功能，如果谷胱甘肽缺乏

易诱发免疫抑制、癌症等病症 [5-6]；同型半胱氨酸水

平升高则是心血管疾病与阿尔茨海默病的重要风

险标志物，且对败血症、高脂肪饮食引起的炎症和

结肠炎有治疗作用 [7-8]。此外，高毒性芳香硫醇（如

苯硫酚）广泛应用于工业生产，对人体健康和生态

环境危害显著，需精准监测其浓度 [9-10]。因此，开

发快速、高选择性、高灵敏的硫醇检测方法，对疾

病早期诊断与环境风险管控具有重要意义。然

而，现有的硫醇荧光检测方法大多依赖有机溶剂

体系，难以直接应用于生理环境；同时，常用的紫

外-可见光激发光源组织穿透能力有限，且易引起

背景荧光干扰和光损伤，限制了其在复杂生物样

本中的实际应用。

近年来，荧光探针凭借高选择性、高灵敏度和

非侵入性等特点，已成为检测生物小分子、金属离

子及阴离子的关键工具，在生物标记与成像领域

应用前景广阔 [11-12]。在各类荧光探针中，染料敏化

上转换纳米颗粒（UCNP）体系通过“有机 -无机杂

化”设计，引起了广泛关注。UCNP 作为一种无机

发光材料，具备优异的化学稳定性、良好的抗光漂

白性和独特的大反斯托克斯位移发光特性，使其

在复杂生物环境中能够有效避免背景荧光干扰，

适用于深层组织的高分辨率成像与检测 [13-15]。而

染料敏化技术通过引入具有高摩尔吸光系数的有

机染料作为光捕获天线，能够显著增强对激发光

的吸收，并将能量高效传递给 UCNP，从而有效克

服传统 UCNP 因吸收截面小导致的发光效率低的

问题 [16-17]。以 IR806 染料为例，该体系可由 808 nm

激光激发，该波长位于生物组织光学窗口，对血红

蛋白和水的吸收较低，因而兼具较强的组织穿透

能力和较低的光热损伤风险，有助于维持样本活

性并提升深层检测的灵敏度与信噪比 [18-19]。此外，

该体系的发光波长可通过调节掺杂离子或组合不

同染料进行精准调控，有利于实现多色标记与多

重检测。这些特点使其在深组织生物成像 [20-21]、高

灵敏度生物检测 [22-23]、长期细胞追踪 [24-25]及多模式

诊疗 [26-27]等领域具有重要应用价值，代表了高性能

光学探针的未来发展方向。

本研究构建了一种基于 IR806 染料修饰的上

转换纳米粒子荧光探针。该探针采用 808 nm 近

红外光作为激发光源，利用上转换发光技术将低

能光子转换为高能光子输出，有效避免了生物样

本的自发荧光干扰，显著提升了检测的信噪比。

首先通过引入聚乙烯亚胺（PEI）对纳米粒子表面

进行功能化修饰，显著提升了上转换纳米粒子在

水相中的稳定性，确保了其在水性环境下的稳定

应用。在此基础上，利用硫醇分子与 IR806 染料

上的特定活性基团间的亲核取代反应，成功建立

了探针荧光信号与硫醇浓度的特异性关联，实现

了对生物硫醇分子的低浓度检验，检测限低至

0. 1 μmol/L。该设计赋予了 IR806-UCNP 探针在

复杂基质中快速、高灵敏度检测硫醇化合物的能

力，在生物成像、检测以及疾病治疗等方面有巨大

的应用潜力。

2　实  验

2. 1　样品制备

2. 1. 1　UCNPs 核制备

将 7. 8 mL YCl3、2 mL YbCl3、0. 2 mL ErCl3（浓

度均为 0. 2 mol/L）与 8 mL 油酸（OA）、15 mL 1-十

八烯（ODE）混合，130 ℃下加热 60 min，冷却至室

温后，加入 5 mmol NaOH 和 8 mmol NH4F 的甲醇

溶液（10 mL），搅拌 30 min 后升温至 105 ℃保持

30 min 除尽甲醇，冷却并脱气 15 min。氮气保护

下加热至 280 ℃反应 90 min，冷却后经乙醇/环己

烷（2∶1）离心洗涤三次以去除未反应的离子及杂

质，最终分散于 10 mL 环己烷中备用 [28]。
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2. 1. 2　核壳结构 UCNPs 制备

将 10 mL YCl3（用于 NaYF4∶Yb3+,Er3+@NaYF4）
或 9 mL YCl3和 1 mL YbCl3（用于 NaYF4∶Yb3+ ,Er3+ @ 
NaYF4∶10%Yb3+）与 8 mL OA、16 mL ODE混合，130 ℃
加热后冷却。加入核纳米颗粒的环己烷溶液以及

5 mmol NaOH和 8 mmol NH4F的甲醇溶液（10 mL），

后续制备流程同核纳米颗粒制备。

2. 1. 3　OA 去除

采用 NOBF4 去除 UCNPs 表面 OA 配体 [29]。将

1 mg/mL NOBF4的 DMF 溶液与 UCNPs环己烷溶液

等体积混合，涡旋反应 15 min 后静置 20 min，UC⁃
NPs由环己烷相转移至 DMF 相，移除上清液，加入

甲苯/环己烷（1∶1）混合溶剂，离心 15 min（10 000 r/
min），用乙醇洗涤离心三次，分散于DMF中备用。

2. 1. 4　PEI 修饰的 UCNPs
将 PEI 溶解于乙醇，配成 10 mg/mL 储备液。

将去除 OA 配体的 UCNPs 分散于 DMF 中，与 PEI
乙醇溶液按照不同质量比混合，超声处理使其均

匀，室温下磁力搅拌（400 r/min）反应过夜。反应

结束后，离心 10 min收集沉淀（10 000 r/min），用去

离子水洗涤三次，重新分散于水或缓冲液中备用。

2. 2　样品表征

使用 HT7820 透射电子显微镜（TEM）对所合

成 UCNPs 的形貌、平均尺寸和尺寸分布进行表

征；采用傅里叶变换红外光谱仪 Vertex70 对样品

基团进行分析；通过 PerkinElmer Lambda 950 分光

光度计测试吸收光谱；FLS 1000 荧光光谱仪（英国

爱丁堡仪器公司）测试发射光谱和荧光寿命；采用

808 nm 或 980 nm 脉冲激光（脉宽 90 μs）作为激发

源，由 PM-2 脉冲调制器控制。

3　结果与讨论

3. 1　核壳 UCNP合成和性能

将 UCNP 从有机相转移至水相，是其迈向生

物功能材料的关键一步，但这一过程常面临荧光

衰减的挑战。如补充文件图 S1（a）所示，UCNP 在

水中的荧光强度相较于在 DMF 中显著降低，这主

要归因于水分子高能 O—H 键的振动与稀土离子

激发态能级的共振耦合，导致了非辐射能量耗

散 [30-31]。因此，相较于 DMF 体系，UCNP 在水相中

位于 541 nm 处的荧光寿命从 139. 7 μs 明显缩短

至 102. 4 μs（图 S1（b）），证实了水分子振动确实

加速了激发态能量的耗散。

针对水分子与 UCNP 核相互作用导致的发光

猝灭问题，通过构建核壳结构以实现对核表面的

有效钝化，从而显著提升上转换发光强度。采用

高温溶剂热法，在已合成的 NaYF4∶Yb3+ ,Er3+核层

外生长两种不同类型的壳层：其一为纯 NaYF4 惰
性壳层，主要起物理隔绝与表面修饰作用；其二为

活性壳层，即在 NaYF4基质中进一步掺杂 Yb3+，旨

在增强壳层对近红外光子的捕获与能量传递效

率，进而协同提升整体发光性能。

如图 1（a）所示，所制备的核心粒子尺寸约

为 27. 6 nm，壳层均匀包覆后，最终得到尺寸约为

32. 6 nm 的 NaYF4∶Yb,Er@NaYF4与 30. 8 nm 的 NaYF4∶
Yb,Er@NaYF4∶10%Yb两类核壳结构纳米粒子。采

用 NOBF₄进行配体交换，以去除 UCNPs 表面的油

酸配体，通过红外光谱对配体交换前后 UCNPs 的
表面化学性质进行对比分析（图 S2）。结果显示，

OA-UCNPs在 1 465 cm−1和 1 568 cm−1处出现羧酸基

团的特征振动峰，2 854 cm−1和 2 926 cm−1处为 C—H
的伸缩振动，可归属于油酸基团长烷基链，并随着

油酸基团的减少，其强度明显减小，羧酸基团在

1 500~1 200 cm−1区间的振动峰也明显降低。同时，

在 1 084 cm−1处出现 NOBF4 的 BF−
4 特征振动峰，并

在约 1 658 cm−1 处出现 DMF 分子中 C==    O 伸缩振

动所引起的新吸收峰。以上结果表明，NOBF4 成
功实现了与 UCNPs表面 OA 配体的交换。

荧光光谱测试进一步表明（图 1（b）），与纯核结

构相比，核壳结构表现出显著增强的发光性能。当

以 NaYF4为惰性壳层时，上转换强度提升了 5. 8倍，

尤其当壳层采用 NaYF4∶10% Yb 作为活性壳层

时，其上转换发光强度均得到进一步显著提升，提

升倍数为 15. 2 倍，说明该壳层在促进能量传递与

发光效率方面具有明确优势。

使用有机染料 IR806 作为光捕获天线，可克

服传统上转换纳米颗粒吸收截面小的局限，进一步

增强发光。如图 1（c）所示，IR806在 600~850 nm范

围内展现出宽吸收带，最大吸收峰位于 820 nm，

其荧光发射范围覆盖 900~1 000 nm，与 Yb3+离子

的吸收光谱高度重叠。这一光谱匹配确保了

IR806 与 UCNPs 之间能够实现高效的能量传递。

在 808 nm 激光激发下，IR806 被激发至单重态激

发态（S1），随后通过系间窜越（ISC）到达三重态

（T1），能量可从 S1 态和 T1 态有效转移至 UCNPs 中
的 Yb3+离子，Yb3+进一步将能量传递给 Er3+离子，

从而产生上转换发光（图 1（d））。然而，尽管采用

1092



第  6 期 邢 欢， 等： 水相中稳定上转换荧光纳米探针的构建及其对硫醇分子的检测

NaYF4∶Yb,Er@NaYF4 核壳结构可增强上转换发

射，但常规的惰性六方相 β-NaYF4 壳层却阻碍了

IR806向UCNP的能量转移[20]。当在壳层中引入Yb3+

后，染料敏化效果显著提升，提升倍数为 4. 1倍，表

明活性壳层在促进染料与纳米颗粒之间的能量传

递过程中发挥着关键作用（图 1（e））。因此，后续

选用 NaYF4∶Yb,Er@NaYF4∶10%Yb 核壳结构的上

转换纳米颗粒进行主要研究。

3. 2　PEI修饰的 UCNP表征及分析

当直接将上转换纳米颗粒转移至水环境中

时，颗粒会逐渐溶解，稀土离子从基质中流失，导

致其上转换发光强度减弱。同时，溶解过程中释

放的 F−、Ln3+和 Y3+等离子具有一定的生物毒性（尤

其是氟离子），从而带来潜在的安全风险 [32-33]。因

此，在 UCNP 表面构建稳定的“隔水保护层”，有效

抑制其在水性环境中的溶解，是推动该类纳米材

料在生物医学等领域实际应用的关键。

聚合物包覆是改善上转换纳米粒子水溶性和

生物相容性最常用且有效的方法之一。因此，相

较于裸无机壳层，在 UCNP 外进一步包覆 PEI（聚

乙烯亚胺）将实现材料体系从疏水到亲水、从单一

功能到多功能的根本转变。如图 S3 所示，PEI 通
过其链上大量带正电荷的胺基，不仅能通过静电

排斥作用使 UCNP 在水中稳定分散，更关键的是，

这种亲水性与后续的生物功能化（如连接靶向分

子、负载基因药物）直接兼容，使得 PEI 包覆在生

物医学应用上更具效率与集成性优势。

如图 2（a）所示，被 PEI 修饰的 NaYF4∶Yb,Er@ 
NaYF₄∶10%Yb核壳结构上转换纳米颗粒（PEI-UC⁃
NPs）与未修饰的颗粒（NOBF4-UCNPs）相比，样品

在 3 438 cm−1处出现明显增强的宽化吸收谱带，这

归属于 PEI中 N—H 键的伸缩振动，表明氨基基团

已被成功引入纳米颗粒表面。此外，在 2 958 cm−1和

2 846 cm−1处出现的两个特征吸收峰，可分别指认为

亚甲基（—CH2—）的不对称和对称伸缩振动，进一

步证实了 PEI链段的存在。同时，在 1 110 cm−1附近

观察到一处清晰的尖锐吸收带，该信号来源于 C—N
键的伸缩振动，为 PEI 与 UCNPs 表面之间的化学

图 1　（a）核、两种核壳 UCNPs 的 TEM 图像及粒径分布图；（b）980 nm 激发下，核与两种核壳结构的 UCNPs 在水中的荧光

强度对比；（c）IR806、Yb3+的吸收和发射光谱；（d）IR806 染料与 UCNPs 间的能量传递示意图；（e）808 nm 激发下，

IR806 染料敏化核与两种核壳结构的 UCNPs在水中的荧光强度对比

Fig.1　（a）TEM images and particle size distribution of core and core-shell UCNPs. （b）Fluorescence intensity comparison of 
core and core-shell structures in water under 980 nm excitation. （c）Absorption and emission spectra of IR806 and Yb3+ . 
（d）Energy transfer between IR806 dye and UCNP. （e）Fluorescence intensity comparison of IR806 dye-sensitized core 
and core-shell structures in water under 808 nm excitation
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连接提供了直接证据。接下来，对不同浓度 PEI
修饰的 UCNP 的荧光性能进行了研究。如图 2（b）
所示，荧光光谱测试结果表明，随着 PEI 浓度的增

加，UCNP 在水中的荧光强度逐渐增强。这是因

为 PEI通过配体交换使 UCNP 由疏水转为亲水，同

时其携带的正电荷在颗粒间产生静电排斥，提高

了纳米颗粒的分散性，从而有效抑制了聚集诱导

的荧光猝灭；另一方面，PEI 包覆能在一定程度上

隔离水分子与 UCNP 表面的直接接触，削弱了水

分子高频振动对激发态能量的猝灭作用 [34-35]。

然而，高浓度 PEI形成的较厚的包覆层在增强

UCNP在水中的荧光强度同时，也会对染料敏化上转

换纳米粒子的发光效果产生不利影响（图 S4）。随着

PEI 修饰质量的上升，染料敏化上转换荧光强度

逐渐下降。这是由于 PEI 作为高分子聚合物层，

在空间上显著阻隔了染料分子与 UCNP 核心中镧

系离子的接近，增大了供体 -受体之间的物理距

离，而能量转移效率对距离高度敏感，从而导致能

量转移效率下降；此外，PEI 富含氨基，其表面携

带的高密度正电荷虽有利于初始静电吸附，但过

量时会导致染料分子发生过度、非特异性的静电

吸附，使染料在 UCNP 表面密集堆积、分子间距过

小，引发浓度猝灭效应 [36-37]。

进一步考察了裸露 UCNP 及不同比例 PEI 修
饰的 UCNP 在水中的稳定性。结果表明，裸露 UC⁃
NP 在水中的稳定性显著低于经 PEI 修饰的样品。

未经修饰的 UCNP 在水中分散 12 h 后，其荧光强

度下降至初始值的 32. 5%；而经 PEI 修饰（PEI 与
UCNP 质量比分别为 1∶5、1∶2、1∶1、2∶1 和 5∶1）的

样品在相同条件下荧光强度保持为初始强度的

48. 5%、56. 1%、68. 6%、81. 5% 和 87. 3%（图 2（c））。

综合考虑稳定性及其在染料敏化上转换中的表

现，后续实验选用 PEI 与 UCNP 质量比为 2∶1 的上

转换纳米颗粒进行研究。

3. 3　硫醇的检测

检测生物体内硫醇化合物有助于评估细胞的

氧化还原状态，因为它们作为关键的抗氧化剂，能

清除自由基并维持细胞内环境的稳定。此外，硫

醇水平的异常变化是多种疾病（如癌症、心血管疾

病和神经退行性疾病）的重要生物标志物，对其进

行检测可为疾病诊断、病程监控及药物研发提供

关键依据。β-巯基乙醇（β-ME）凭借其高效还原

蛋白质二硫键的能力、良好的水溶性以及较低的

成本，已成为生物化学领域应用最广泛、最具代表

性的经典硫醇试剂之一 [38-39]。

为探究上转换荧光探针体系对硫醇是否具有

响应特性，本研究首先检测了 β-ME在 250~900 nm
波长范围内的紫外-可见吸收光谱，结果如图 3（a）
所示。β-ME 仅在 260 nm 附近有一特征吸收峰，

而在 500~900 nm 的可见至近红外区间无明显吸

收，表明在该波长范围内不存在由 β -ME 引起的

重吸收干扰。将不同浓度的 β-ME 直接加入 PEI
修饰的 UCNP 溶液中，并在 980 nm 激发下测试其

荧光光谱，结果如图 3（b）、图 S5 所示。β -ME 对

PEI 修饰的 UCNP 的发光性能无明显影响，以 UC⁃
NP 在 541 nm 处的特征峰为例，在相同激发条件

下，加入不同浓度 β-ME 后，其荧光强度始终维持

在约 9×104 左右，表明 β -ME 不会干扰 PEI-UCNP
的发光性质。

接着对不同浓度 β-ME 对 IR806 吸光度的影

响进行了系统研究。如图 3（c）所示，随着 β -ME
浓度的增加，IR806 在特征吸收波长处的吸光度

图 2　（a）NOBF4-UCNPs 和 PEI-UCNPs 的傅里叶红外光谱；（b）不同质量比 PEI 修饰的 UCNP 在水中的荧光光谱；（c）不同

浓度 PEI修饰的 UCNP 在水中的稳定性

Fig.2　（a）Fourier infrared spectroscopy of NOBF4-UCNPs and PEI-UCNPs. （b）Fluorescence spectra of UCNP modified with 
PEI at different ratios in water. （c）Stability of UCNP modified with PEI at different concentrations in water

1094



第  6 期 邢 欢， 等： 水相中稳定上转换荧光纳米探针的构建及其对硫醇分子的检测

呈现逐渐下降的趋势。为探究该现象是否源于 β- 
ME诱导的 IR806分子聚集状态改变，进一步设置了

不同初始浓度的 IR806 溶液（包括低浓度 1 μmol/L
与较高浓度 3 μmol/L，图 S6）进行对比验证。结果

表明，在不同 IR806 浓度下，β-ME 引起的吸光度

下降趋势均保持一致，且未观察到聚集相关光谱

特征的显著变化。因此，可排除 β -ME 通过影响

IR806 分子聚集程度而导致吸光度变化的可能

性，提示其作用机制更可能与分子间的化学相互

作用或电子结构变化有关。

β -ME 及 IR806 结构显示（图 4（a）），β -ME 分

子中含有典型的—SH 键（巯基），该基团表现出显

著的亲核特性：硫原子富含电子，易于作为亲核试

剂进攻染料发色团（如聚甲炔链）中带有部分正电

荷的碳原子 [40-41]。这一亲核加成反应不可逆地形

成碳 -硫共价键，直接断裂原有的 π 双键结构，导

致染料 π 电子共轭体系遭到破坏。随着共轭结构

的中断，电子离域范围显著缩小，分子能级差也随

之改变，从而使染料在特征波长处的吸光能力丧

失，并伴随荧光猝灭现象。

因此，如图 4（b）所示，基于 IR806 染料分子与

β-ME 之间可发生高效亲核加成反应的特性，研究

设计并构建了一种新型功能化上转换纳米探针

IR806-PEI-UCNP。该探针以 PEI修饰的上转换纳

米颗粒为载体，IR806 染料通过其两个磺酸侧链

锚定于颗粒表面，在 808 nm 近红外激光激发下，

该探针发射出可见光范围内的荧光信号；而当体

系中加入 β-ME 时，IR806 染料与之发生亲核反应

导致其结构破坏，丧失对激发能量的敏化能力，使

得上转换发光强度显著减弱。基于上述荧光猝灭

效应，该体系实现了对 β-ME 的高灵敏度、快速响

应检测。

为模拟实际生物检测环境，将所制备的 IR806-

PEI-UCNP 纳米探针分散在 pH=7. 4 的 Tris 缓冲液

体系中，用于准确检测β-ME。通过上转换荧光光谱

可系统研究该探针对 β-ME的响应能力。实验中采

用的 PEI-UCNPs浓度为 1 mg/mL，IR806浓度为 2 μmol/
L，因为该浓度条件下敏化效果最佳（图 S7）。

引入不同浓度 β -ME 后，IR806-PEI-UCNP 纳

米探针体系的上转换发光强度呈现逐渐降低的趋

势（图 5（a））。基于该现象，建立了如图 5（b）所示

的定量检测工作曲线。选择 541 nm 处的上转换

发光信号作为检测指标，β-ME 的浓度与其所引起

的发光猝灭强度之间表现出良好的线性关系。在

0. 2~1. 4 μmol/L 浓度范围内，线性相关系数 R2=
0. 987 2，线性回归方程为 I0−I=287. 38+1408. 35C

（其中 I0 和 I 分别代表未添加与添加 β-ME 时体系

的发光强度，C为待测物的浓度），在 pH=7. 4的 Tris
缓冲液环境中，该纳米探针检测限为 0. 17 μmol/L。

图 3　（a）β -ME 的结构式及吸收光谱；（b）980 nm 激发下，不同浓度 β -ME 对 PEI-UCNP 荧光强度的影响；（c）β -ME 对

IR806 染料（2 μmol/L）吸收光谱的影响

Fig.3　（a）The structural formula and absorption spectrum of β-ME. （b）The effect of different concentrations of β-ME on the flu⁃
orescence intensity of PEI-UCNP under 980 nm excitation. （c）The effect of β-ME on the absorption spectra of IR806 dye 
（2 μmol/L）

图 4　（a）β-ME 及 IR806 之间的作用机制；（b）IR806-PEI-
UCNP 检测 β-ME 示意图

Fig.4　（a）The interaction between β -ME and IR806. （b）
Schematic diagram of IR806-PEI-UCNP for detecting 
β-ME
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在实际检测过程中，体系常面临多种共存离

子的干扰问题。为全面评估所开发探针的选择性

与抗干扰能力，在已确定的最佳实验条件下，向检

测体系中分别引入一系列常见干扰离子（包括

Mn2+、Li⁺、Cu2+、K⁺、Na⁺、Ca2+、Fe3+、Sn2+），各离子浓

度均控制在 20 μmol/L。利用荧光光谱仪采集相

应体系的荧光发射数据，并通过对比发光强度值

的变化来评估干扰效应。根据实验所得荧光强度

结果绘制柱状图（图 5（c））。由图中可知，在加入

上述不同干扰离子后，体系的荧光发射强度均未

发生显著改变，其数值与空白对照组基本保持一

致。该结果表明，在实验所设浓度条件下，这些常

见干扰离子对探针的识别性能及荧光信号输出均

未产生明显影响，进一步证实了该探针在复杂环

境中具有良好的抗干扰性与检测可靠性。

为了评估 IR806-PEI-UCNP 探针在复杂生物

样本中的分析灵敏度，考虑到肿瘤微环境通常呈

酸性（细胞外 pH 约 6. 5~7. 2），而其他生理或病理

环境（如肠道）可能呈碱性 [42-43]，因此系统考察了

pH 值对探针发光性能的影响。实验在 pH=4~10

的 Tris 缓冲液体系中测量了该探针在 541 nm 处

的上转换发光强度，结果如图 5（d）所示。在该宽

pH 范围内，发光信号相对稳定，未出现显著波动，

表明探针在酸性和碱性条件下均具有良好的发光

稳定性。

为验证所设计纳米探针的实际适用性，进一

步选取人体内两种重要的内源性硫醇化合物——

GSH 与 Cys 作为分析对象，进行了系统的性能测

试。实验过程中，使用 Tris-盐酸缓冲液对样品进

行适当稀释，确保硫醇浓度处于检测线性区间内。

实验结果证实，如图 5（e）、（f）所示，当谷胱甘肽或

半胱氨酸浓度在 0. 2~1. 4 μmol/L 范围内逐步增加

时，纳米探针的响应信号均呈现良好的线性变化

趋势，谷胱甘肽检测限为 0. 10 μmol/L，半胱氨酸

检测限为 0. 12 μmol/L，与前期使用 β-ME 作为模

型硫醇的测试结果一致，说明其在实际生物硫醇

体系中具备可靠的适用性。与之前的研究相比

（表 S1），本研究所开发的探针不仅检测限更低且

可在水相中工作，更具创新性的是其采用近红外

光激发的设计。这一设计带来了多重优势：通过

图 5　（a）在 pH=7.4 的 Tris 缓冲液中，不同含量 β-ME 对应 PEI-IR806-UCNP 体系的荧光光谱；（b）荧光探针用于检测 β- 
ME 的工作曲线；（c）PEI-IR806-UCNP 的抗离子干扰性能；（d）PEI-IR806-UCNP 在不同 pH Tris 缓冲液下的荧光强

度；（e）探针用于检测 GSH 的工作曲线；（f）探针用于检测 Cys的工作曲线

Fig.5　（a）Fluorescence spectra of the PEI-IR806-UCNP system with different β-ME contents in Tris buffer at pH 7.4. （b）Work⁃
ing curve of the fluorescent probe for β -ME detection. （c）Anti-interference performance of PEI-IR806-UCNP against 
ions. （d）Fluorescence intensity of PEI-IR806-UCNP in Tris buffers at different pH values. （e）Working curve of the 
probe for GSH detection. （f）Working curve of the probe for Cys detection
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有效规避生物样本的自发荧光干扰，显著提升了

检测的灵敏度与准确性；同时，近红外光更强的组

织穿透能力也为活体深层组织的成像分析提供了

关键技术手段，展现出优异的生物医学应用前景。

4　结  论

本研究通过构建核壳结构并引入两亲性分子

PEI 进行表面修饰，显著提升了上转换纳米颗粒

在水相中的发光性能及长期稳定性。当 PEI 与
UCNP 的质量比为 5∶1 时，修饰后的 UCNP 在 12 h
后仍能保持初始发光强度的 87. 3%。进一步将近

红外染料 IR806 与 PEI-UCNP 复合，利用其高效的

能量转移特性，成功构建了染料敏化上转换纳米

探针。该探针基于 IR806 与硫醇之间的特异性亲

核反应，采用近红外光激发，实现了对生物体内硫

醇化合物高灵敏检测，检测限低至 0. 1 μmol/L。
本工作为高性能纳米探针的设计与构建提供了新

思路，不仅在分子识别与传感领域展现出方法学

上的普适性，更在生物医学成像与疾病早期诊断

中展现出广阔的跨学科应用前景。值得注意的

是，目前该探针的研究主要集中于体外检测，未来

将进一步探索其在活体复杂生理环境中的动态监

测能力，并致力于开发多模态成像功能，以满足精

准医学对多元化信息获取的更高需求。

本文补充文件和专家审稿意见及作者回复内容的
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