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ＰＳ／ＳｉＯ２复合纳米荧光标记物的制备及其性能
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摘要：利用苯乙烯与３甲基丙烯酰氧基丙基三甲氧基硅烷（ＫＨ５７０）化学反应合成共聚前驱物，再采用凝胶
溶胶法，与四乙氧基硅烷在一定的条件下共同水解与缩合，合成了近红外染料［（环戊二烯）钴（Ⅰ）三（二乙
基亚磷酸基）］［５，１０，１５，２０四（ｐ甲氧基苯基）卟啉］合镱（Ⅲ）掺杂的聚苯乙烯／二氧化硅复合纳米粒子。
这种制备染料掺杂复合纳米粒子的方法既克服了传统物理包埋方法染料容易泄漏的问题，又不受到化学键

合方法对近红外染料分子性质的限制。用扫描电子显微镜表征该复合纳米粒子呈球形，大小均匀，直径约

１００ｎｍ。所制得的纳米粒子荧光性质稳定，受外界环境的影响小，具潜在生物亲和性，是一种新型的近红外荧
光标记物。
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１　引　　言
荧光检测技术在 ＤＮＡ杂交检测、免疫检测、

基因重组检测和肿瘤细胞早期诊断等方面的广泛

应用，极大地促进了近红外发光标记物的发展。

近红外发光标记物的发射光谱处于近红外区

（６５０～１２００ｎｍ），因此避开了很多物质都有吸收
的可见光区，近红外发光在生物组织中的穿透深

度较大，发光受生物组织本底的影响较少，所以

能够在深层组织产生信号，可避免背景干扰而获

得较高的分析灵敏度［１］。近年来发展迅速的各

种类型的近红外发光材料有有机染料荧光团［２］、

稀土配合物［３］、量子点［４～６］、金和银纳米粒子［７］、

荧光团连接的聚合体［８，９］和生物发光蛋白

质［１０］等。

纳米技术和生物技术的结合发展起来的核壳

型纳米粒子，尤其是掺杂近红外染料的发光纳米

粒子的制备，为生物医学领域的研究提供了新的

材料、技术和方法。与上述各种类型的近红外发

光材料相比，核壳型纳米粒子受外界环境影响小，

光稳定性好，制备过程简单，条件温和，试剂便

宜［１１］。而且它们的均一粒径、良好的分散性和生

物相容性使修饰变得容易。这些优点使得核壳
型荧光纳米粒子应用于多种科学研究和临床诊

断［１２］。Ｊｏｓｅｐｈ等［１３］利用正硅酸乙酯水解制备了

掺杂花菁染料的二氧化硅纳米粒子。这种直接将

荧光染料物理包埋于 ＳｉＯ２的方法存在着明显的
荧光染料泄漏问题。Ｈｅ等［１４］通过油包水的反向

微乳液法制备了五甲川菁染料羊抗人免疫球蛋
白（Ｃｙ５ＩｇＧ）掺杂的核壳荧光纳米粒子。这种化
学键合制备核壳荧光纳米粒子的方法能有效地防

止荧光染料泄漏，但是对染料分子的性质有要求，

特别是近红外荧光染料本身合成难度就很大，很

难得到具有用于化学键合的活性基团，因此该方

法在实际应用中受到限制。本文发展了一种使荧

光染料具有更高包埋效率的物理包埋新方法。在

本方法中，首先用硅烷偶联剂修饰聚苯乙烯纳米

粒子，使其羟基化。再用凝胶溶胶法制备了掺杂
［（环戊二烯）钴（Ⅰ）三（二乙基亚磷酸基）］［５，
１０，１５，２０四（ｐ甲氧基苯基）卟啉］合镱（Ⅲ）
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［Ｙｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）］的聚苯乙烯（ＰＳ）／二氧化硅复
合纳米粒子。结果表明，这种方法将使染料掺杂

后的泄漏很小。该方法操作简便，既克服了传统

物理包埋方法染料容易泄漏的问题，又不受到化

学键合方法对染料分子性质的限制，而且ＰＳ所提
供的局部疏水环境又显著提高了近红外发光染料

的发光效率。可望在近红外荧光纳米粒子的标记

研究中得到广泛应用。

２　实　　验
２．１　主要试剂及仪器

四乙氧基硅烷（ＴＥＯＳ）、３甲基丙烯酰氧基丙
基三甲氧基硅烷（ＫＨ５７０）、氨基丙基三乙氧基硅
烷（ＡＰＴＥＯＳ）购自 Ｓｉｇｍａ公司；Ｙｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）按
文献［１５］方法合成；其他试剂均为分析纯试剂；
所用水均为二次蒸馏水。近红外发光性能测试用

荷兰 ＡＶＡＮＴＥＳ公司的 ＡｖａＳｐｅｃ２０４８ＴＥＣＦＴ光
纤光谱仪进行；激发光源为波长４７３ｎｍ，功率５０
ｍＷ的蓝色半导体激光器；ＳＥＭ测量使用 ＬＥＯ
１５３０型扫描电子显微镜。
２．２　掺杂Ｙｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）的聚苯乙烯／二氧化硅

（ＰＳ／ＳｉＯ２）复合纳米标记物的制备
参照文献［１６］的方法制备了羟基化聚苯乙

烯，掺杂Ｙｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）的ＰＳ／ＳｉＯ２的制备采用凝
胶溶胶法：称取０．２ｇ羟基化聚苯乙烯，将其溶解
于２ｍＬ的甲苯中，加入０．２ｍＬＴＥＯＳ，３７０μＬ曲
拉通Ｘ１００，一定量的 Ｙｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ），反应０．５
ｈ。于另一１００ｍＬ的锥形瓶中，加入５０ｍＬ无水
乙醇，５ｍＬ２５％氨水，搅拌数分钟后，两锥形瓶溶
液混合，搅拌反应１２ｈ后，加入１００ｍＬＡＰＴＥＯＳ，
继续反应至２４ｈ。离心分离，多次水洗和醇洗，烘
干待用。

３　结果与讨论
３．１　掺杂Ｙｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）的 ＰＳ／ＳｉＯ２复合纳米

粒子的形貌观测

利用凝胶溶胶法制备纳米粒子的装置简单，
操作容易，无需高温、高压及其他苛刻的实验条

件，在室温下可制备出包覆ＳｉＯ２外壳的荧光纳米
粒子。图 １是所制备的掺杂 Ｙｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）的
ＰＳ／ＳｉＯ２复合纳米粒子的ＳＥＭ和ＴＥＭ照片，纳米
粒子呈球形且大小均一，粒径（１００±５）ｎｍ，分散
性很好。ＴＥＭ照片显示ＰＳ／ＳｉＯ２复合纳米粒子没
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图１　掺杂Ｙｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）ＰＳ／ＳｉＯ２纳米粒子 ＳＥＭ（ａ）和
ＴＥＭ（ｂ）图像

Ｆｉｇ．１　ＳＥＭ（ａ）ａｎｄＴＥＭ（ｂ）ｉｍａｇｅｓｏｆＰＳ／ＳｉＯ２ｎａｎｏｐａｒｔｉ
ｃｌｅｓｄｏｐｅｄｗｉｔｈＹｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）

有明显的不均匀现象，表明复合纳米粒子中ＰＳ基
团并没有聚集在一起，而是随机分布在二氧化硅

纳米粒子的各个部位。

３．２　ＰＳ／ＳｉＯ２核壳结构对 Ｙｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）染料
的包埋

取适量所制备的荧光复合纳米粒子，将其分

散于４ｍＬ蒸馏水中，超声振荡１０ｍｉｎ后，得一悬
浮液，检测该悬物液的荧光强度，然后再将悬物液

离心分离，沉降下来的纳米粒子又重新分散在４
ｍＬ水中，重复上述操作数次，通过荧光强度的变
化情况确定染料从纳米粒子中泄漏的程度。结果

如图２所示，洗涤８次后，纳米粒子的荧光强度仍
有原来的９０％以上，并不再随着洗涤次数的增加
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图２　掺杂Ｙｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）的 ＰＳ／ＳｉＯ２纳米粒子的水洗泄
漏情况

Ｆｉｇ．２　ＤｙｅｌｅａｋａｇｅｏｆＹｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）ｄｏｐｅｄＰＳ／ＳｉＯ２ｎａｎｏ
ｐａｒｔｉｃｌｅｓ
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而下降。可能的原因是复合纳米粒子是由 ＳｉＯ２
和ＰＳ两种材料复合而成，疏水性的Ｙｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）
染料靠疏水作用力结合在纳米粒子中的ＰＳ部位。
ＰＳ由于通过化学键与 ＳｉＯ２结合，不容易从复合
纳米粒子中泄露，而 ＰＳ的疏水性，保护了处于疏
水环境中的染料分子避免与溶剂水分子接近，因

而也避免了水分子对染料发光的猝灭；同时利用

ＳｉＯ２的亲水性，使得纳米粒子在水中很容易分
散。因此这种方法很好地解决了疏水性染料无法

在ＳｉＯ２中的掺杂的问题。可望在疏水性染料
ＳｉＯ２纳米粒子的制备中得到推广应用。
３．３　Ｙｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）掺杂量对发光强度的影响

为考察Ｙｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）掺杂量对所形成的复
合纳米粒子发光性能的影响，通过改变加入

Ｙｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）的量来改变荧光染料在纳米粒子
中的浓度。按Ｙｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）加入量为３０，５０，７０，
９０ｍｇ制备了系列掺杂量的荧光复合纳米粒子。
分别称取２ｍｇ，水洗２次后，将其分散于４ｍＬ蒸
馏水中，超声振荡１０ｍｉｎ后，得到纳米粒子的悬
浮液，悬物液的荧光强度对比如图３所示。随着
染料加入量的增加，荧光强度增强。图３同时对
比了Ｙｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）乙醇溶液的光谱，从图中可以
看出，两光谱形状基本一致，这说明Ｙｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）
掺入到纳米粒子中后，并未改变其荧光性质，

Ｙｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）是一稀土配合物，在水溶液中稳定
性并不高，但我们的结果表明这一制备方法即使

对这种并非十分稳定的配合物也可以很好地应

用，同时纳米粒子中配合物染料的荧光强度明显

增强，可能是由于纳米粒子中疏水性的染料处于
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 图３　ＰＳ／ＳｉＯ２纳米粒子的荧光强度随 Ｙｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）掺
杂量的变化

Ｆｉｇ．３　ＶａｒｉａｔｉｏｎｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓｏｆＰＳ／ＳｉＯ２ｎａｎｏ
ｐａｒｔｉｃｌｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔＹｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）ｄｏｓａｇｅ；Ａ：３０
ｍｇ，Ｂ：５０ｍｇ，Ｃ：７０ｍｇ，Ｄ：９０ｍｇ，Ｅ：ｅｔｈａｎｏｌｓｏｌｕ
ｔｉｏｎｏｆＹｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）．

ＰＳ所造成的疏水微环境，减少了近红外发光的猝
灭所致。

３．４　ｐＨ值对样品荧光性质的影响
为了考察ＰＳ／ＳｉＯ２的包合对掺杂染料发光性

质的影响，比较了纳米粒子和Ｙｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）乙醇
溶液的荧光性质随ｐＨ的变化情况。分别称取适
量的纳米粒子和 Ｙｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）溶于适量的乙醇
中，超声振荡数分钟，各取３ｍＬ于８只试管中，分
别用稀盐酸或氢氧化钠调节至一定ｐＨ，再测量样
品在各个ｐＨ值下的荧光性质。Ｙｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）乙
醇溶液的荧光强度受 ｐＨ影响变化较大，荧光强
度在 ｐＨ为 １０时最大，将近最小值的 ２倍。
Ｙｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）掺杂纳米粒子的荧光强度在ｐＨ值
３～１１之间的变化很小，最大值∶最小值 ＜１．１。
ｐＨ小于３和大于１１时荧光强度有所下降，可能
与此ｐＨ时ＰＳ／ＳｉＯ２纳米粒子不稳定有关。这说
明染料掺杂纳米粒子后其荧光性质受溶液条件的

影响会明显减小，核壳结构减少了荧光物质受外

界环境的影响。

３．５　掺杂 Ｙｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）纳米粒子的荧光稳
定性

取适量的纳米粒子和 Ｙｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）分散在
４ｍＬ乙醇中，超声振荡１０ｍｉｎ后，放在氘灯下照
射，每照射１０ｍｉｎ，测一次荧光强度，通过荧光强
度的变化来确定纳米粒子的荧光稳定性。６０ｍｉｎ
后（如图４），纳米粒子的荧光强度为初始荧光强
度的９２％，而 Ｙｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）乙醇溶液的荧光强
度只为初始荧光强度的４８％，这说明，二氧化硅
外壳的包合能屏蔽外界对壳内荧光物质的影响，

使Ｙｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）纳米粒子的稳定性得到提高。
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图４　纳米粒子和 Ｙｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）乙醇溶液荧光稳定性
比较

Ｆｉｇ．４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｎＰＳ／ＳｉＯ２
ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓａｎｄＹｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）ｅｔｈａｎｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ
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４　结　　论
采用凝胶溶胶法成功地制备出了掺杂

Ｙｂ（Ｐ４）（ＣｏＰ）染料的近红外发光 ＰＳ／ＳｉＯ２复合
纳米粒子。该方法操作简单，条件温和，所制备的

复合纳米粒子大小均一，分散性好，稳定性好。是

一种使近红外荧光染料有效掺杂的物理包埋新方

法。此物理包埋方法很好地解决了染料泄漏的问

题，又对本身合成难度很大，很难得到具有用于化

学键合的活性基团的近红外荧光染料性质没有严

格要求，而且ＰＳ所提供的局部疏水环境又显著提

高了近红外发光染料的发光效率。可望在近红外

荧光纳米粒子的标记研究中得到广泛应用。
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