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摘要: 以氯化物为原料通过溶剂热法合成了尺寸均匀的 ＮａＹＦ４ ∶ Ｙｂ３ ＋ ꎬＴｍ３ ＋ 上转换纳米粒子(ＵＣＮＰｓ)ꎬ利用

聚丙烯酸(ＰＡＡ)取代 ＵＣＮＰｓ 表面的油酸配体ꎬ引入羧基和人 ＩｇＧ 的氨基共价结合(Ｈ 端)ꎬ再用蛋白 Ｇ(ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｇ)作“桥”将兔抗羊 ＩｇＧ(ｒ￣ａ￣ｇ ＩｇＧ)修饰在硅片表面(Ｒ 端)ꎬ以消除由于硅片“刚性”表面与 ｒ￣ａ￣ｇ ＩｇＧ 分子直

接偶联而导致其结构或构象的变化ꎬ从而实现硅片表面与 ｒ￣ａ￣ｇ ＩｇＧ 的“柔性”生物偶联ꎮ 利用抗原抗体的特

异性免疫反应ꎬ将 Ｈ 端和 Ｒ 端通过羊抗人 ＩｇＧ(ｇ￣ａ￣ｈ ＩｇＧ)结合ꎬ建立了简单高效和快速灵敏检测溶液中 ｇ￣ａ￣ｈ
ＩｇＧ 的新型免疫分析方法ꎮ 实验结果表明:ｇ￣ａ￣ｈ ＩｇＧ 在 ５ ~ ４００ ｎｍｏｌ / Ｌ 浓度范围内与上转换荧光强度具有良

好的线性关系ꎬ该传感器检测限为 １. ８２ ｎｍｏｌ / Ｌꎬ并表现出优秀的检测特异性ꎮ 本项研究为临床各种重大疾病

的免疫分析诊断提供了一种宽线性范围和高特异性的新型免疫方法和平台ꎮ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｕｐｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎꎻ ｓａｎｄｗｉｃｈ ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙꎻ ｂｉｏｓｅｎｓｏｒꎻ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ

１　 引　 　 言

血液免疫检测是医学临床疾病诊断的重要手

段[１]ꎮ 在各种血液免疫检测方法中ꎬ荧光标记物

为基础的光学免疫检测由于其检测方法相对简单

并且具有较高的灵敏度在临床疾病诊断及监测中

得到了广泛的应用[２￣３]ꎮ 目前普遍应用的荧光标

志物的激发光均为紫外或可见光ꎬ血液中检测时ꎬ
会激发血液产生荧光背景ꎬ湮灭探针的荧光信

号[４]ꎮ 因此ꎬ目前临床应用的光学检测技术ꎬ都
必须预先进行血清 /血浆分离ꎬ而多次的分离及清

洗过程不可避免地会对待测生物分子的结构或构

象造成破坏ꎬ从而对检测的准确性造成影响ꎬ导致

错误的治疗方案ꎬ后果极其严重ꎮ
基于此ꎬ找到一种可以克服上述缺点的新的

荧光标记材料显得尤为重要ꎮ 稀土元素掺杂的上

转换纳米粒子(ＵＣＮＰｓꎬ例如 ＮａＹＦ４ ∶ ＹｂꎬＥｒ / Ｔｍ)
能够吸收红外光(９８０ ｎｍ)替代以往的紫外和可

见光激发ꎬ通过多光子吸收过程将近红外光子上

转换到可见光 /近红外区域[５]ꎮ 由于生物分子本

身对近红外光吸收较弱ꎬ这种低能量的非入侵式

激发会将对生物样品的光损伤降到很小ꎬ同时也

意味着背景荧光和杂散光的信号极其微弱ꎮ 另

外ꎬ由于稀土离子(例如 Ｅｒ３ ＋ 、Ｔｍ３ ＋ 和 Ｙｂ３ ＋ )的 ４ｆ
电子受到最外层 ５ｓ 电子屏蔽作用ꎬ其发光性质受

环境变化的影响很小ꎬ具有发射谱线窄、光学性质

稳定、荧光寿命长、生物毒性低、光谱峰位随掺杂

稀土离子变化可调等特点[６￣１０]ꎬ在细胞及生物体

成像[１１]、核酸分子检测[１２] 以及光动力学治疗方

面[１３]都得到了广泛的应用ꎮ 尤其最近ꎬＵＣＮＰｓ 作

为一种新型的荧光标记材料已经成为研究的热

点ꎮ 如何发展基于 ＵＣＮＰｓ 的高特异性、高灵敏度

固相免疫载体成为科学研究及应用方面亟待解决

的问题ꎮ
在本文中ꎬ我们选择 ＮａＹＦ４ ∶ Ｙｂ３ ＋ ꎬＴｍ３ ＋ 上转

换发光纳米粒子作为标记物ꎬ其激发(９８０ ｎｍ)和
发射(８００ ｎｍ)波段均位于生物窗口内ꎬ可以有效

避免生物荧光背景的产生ꎮ 进一步ꎬ利用这种近

红外发光探针及生物功能化修饰的硅片构筑双抗

体发光免疫夹心检测体系ꎮ 首先ꎬ以共价偶联的

方式把 ｈｕｍａｎ ＩｇＧ 修饰到聚丙烯酸包覆的 ＵＣＮＰｓ
的表面ꎬ作为发光探针(Ｈ 端)ꎻ特别地ꎬ为了提高

ｒ￣ａ￣ｇ ＩｇＧ 分子活性以及控制其活性端的取向ꎬ我
们创新性地引入 ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 作“桥”将 ｒ￣ａ￣ｇ ＩｇＧ 修

饰在硅片表面(Ｒ 端)ꎮ 当把修饰好的硅片植入

含有 ｇ￣ａ￣ｈ ＩｇＧ 检测溶液中时ꎬ利用抗原抗体的特

异性结合反应ꎬ会将 ＵＣＮＰｓ 连接到硅片上ꎮ 通过

测量硅片上的上转换发光ꎬ从而实现 ｇ￣ａ￣ｈ ＩｇＧ 的

高特异性、高灵敏的检测ꎮ

２　 实　 　 验

２. １　 实验材料与仪器

实验中使用的试剂如下:ＹＣｌ３􀅰６Ｈ２Ｏ (９９. ９％)、
ＹｂＣｌ３􀅰６Ｈ２Ｏ (９９. ９９％)、ＴｍＣｌ３􀅰６Ｈ２Ｏ (９９. ９９％)、
油酸(９０％ )、１￣十八烯 (９０％ )、ＰＡＡ 等材料购

自 Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈꎮ 戊二醛、ｈｕｍａｎ ＩｇＧ、ｒ￣ａ￣ｇ ＩｇＧ、
ｇ￣ａ￣ｈ ＩｇＧ 和兔抗鼠 ＩｇＧ( ｒ￣ａ￣ｍ ＩｇＧ)购自北京鼎

国生物试剂公司ꎬ均为分析纯或化学纯级别ꎮ
实验中使用的仪器如下:台式离心机(型号

为 ＧＴ１０￣１)ꎻ９８０ ｎｍ 半导体二极管激光器ꎻＸ 射线

衍射仪(Ｂｒｕｋｅｒ Ｄ８￣ａｄｖａｎｃｅ)ꎻ纳米粒径电位分析

仪(Ｎａｎｏ￣ＺＳ Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ ＺＥＮ３６００)ꎻ原子力显微镜

(Ｂｒｕｋｅｒ Ｍｕｌｔｉｍｏｄｅ ８)ꎻ日立 Ｆ￣４５００ 荧光光谱仪ꎮ
２. ２　 ＮａＹＦ４ ∶ ２４. ７％Ｙｂ３ ＋ ꎬ０. ３％Ｔｍ３ ＋ 上转换纳

米粒子的合成
　 　 将 ０. ７５ ｍｍｏｌ 的 ＹＣｌ３、０. ２４７ ｍｍｏｌ 的 ＹｂＣｌ３、
０. ００３ ｍｍｏｌ 的 ＴｍＣｌ３ 粉末和 ６ ｍＬ 油酸、１５ ｍＬ 的

１￣十八烯依次加入到 １００ ｍＬ 的三颈瓶中ꎬ通氩气

并搅拌ꎬ缓慢升温到 １６０ ℃ꎮ 稀土氯化物完全溶

解后ꎬ降温到 ３０ ℃ꎬ加入含 １００ ｍｇ ＮａＯＨ 和 １４８
ｍｇ ＮＨ４Ｆ 的甲醇溶液ꎮ 将体系升温到 ７０ ℃ꎬ保持

５０ ｍｉｎ 以完全除去溶液中的甲醇ꎮ 缓慢升温至

３００ ℃(１０ ℃ / ｍｉｎ)ꎬ反应 １. ５ ｈ 后降温至 ３０ ℃ꎬ
得到的溶液用丙酮进行沉化ꎬ离心 ３ 遍后分散在

８ ｍＬ 环己烷中备用ꎮ
２. ３　 上转换纳米粒子表面修饰 ｈｕｍａｎ ＩｇＧ

将上述制备的溶液 ８ ｍＬ(含有 １６０ ｍｇ ＵＣＮＰｓ)
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加入 ８ ｍＬ ＨＣｌ 溶液(０. １ ｍｏｌ / Ｌ)中ꎬ振荡 １２ ｈꎬ抽取

下层盐酸溶液离心 ２ 次(１１ ５００ ｒ / ｍｉｎ 离心２０ ｍｉｎ)ꎮ
然后加入 １ ｍＬ ＰＡＡ 溶液(质量分数 ２. ５％ꎬｐＨ 值用

５ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＮａＯＨ 调至 ９)ꎬ超声 ３ ｍｉｎ 溶解后室温振

荡过夜ꎬ离心后得到 ＰＡＡ 修饰的 ＵＣＮＰｓ(ＵＣＮＰｓ￣
ＰＡＡ)ꎬ在 ＰＢＳ 中具有良好的分散性ꎮ 将 ＥＤＣ
(４ ｍｍｏｌ / Ｌ)和 ＮＨＳ(１０ ｍｍｏｌ / Ｌ)加入 ２ ｍＬ ＰＢＳ 溶

液中(５ ｍｇ ＰＡＡ￣ＵＣＮＰｓ)活化羧基ꎬ再加入 ０. ５ ｍｇ
ｈｕｍａｎ ＩｇＧꎬ室温振荡 ２ ｈ 后离心ꎬ得到 ｈｕｍａｎ ＩｇＧ 修

饰的 ＵＣＮＰｓ(ＵＣＮＰｓ￣ＰＡＡ￣ｈ￣ＩｇＧ)ꎮ
２. ４　 固相载体表面修饰 ｒ￣ａ￣ｇ ＩｇＧ

依次用丙酮、三氯乙烯和乙醇等清洗硅片ꎬ加
入浓盐酸和甲醇混合液(Ｖ∶ Ｖ ＝１∶ １)ꎬ反应 ３０ ｍｉｎꎬ干
燥后加入过氧化氢和浓硫酸混合液(Ｖ ∶ Ｖ ＝ ３∶ ７)
进行羟基化ꎬ缓慢油浴升温至 ８０ ℃ꎬ反应 ２ ｈꎬ冲
洗烘干ꎮ 再分别用 １０％ 的 ＡＰＴＥＳ 乙醇溶液和

５％的戊二醛甲醇溶液(加入 ０. １％质量分数的氰

基硼氢化钠)进行氨基和醛基化修饰ꎬ清洗后置

入 ０. １ ｍｇ / ｍＬ 的 ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 溶液中ꎬ４ ℃过夜ꎮ 然

后加入 ０. ２ ｍｇ / ｍＬ ｒ￣ａ￣ｇ ＩｇＧꎬ４ ℃下反应 １２ ｈ 后

加入 １％的 ＢＳＡ 封闭未结合位点ꎬ反应 ２ ｈꎬ得到

ｒ￣ａ￣ｇ ＩｇＧ 修饰的硅片ꎮ
２. ５　 缓冲液中 ｇ￣ａ￣ｈ ＩｇＧ 的定量免疫检测

将 ｇ￣ａ￣ｈ ＩｇＧ 加入ＵＣＮＰｓ￣ＰＡＡ￣ｈ￣ＩｇＧ 溶液ꎬ最终

浓度分别为 ５ꎬ１０ꎬ２０ꎬ５０ꎬ１００ꎬ２００ꎬ３００ꎬ４００ꎬ５００ꎬ６００
ｎｍｏｌ / Ｌꎮ 将 ｒ￣ａ￣ｇ ＩｇＧ 修饰的硅片插入 ４００ ｎｍｏｌ / Ｌ
的溶液中ꎬ每隔 １０ ｍｉｎ 测一次 ９８０ ｎｍ 激发下硅片的

上转换发光光谱(即 １０ꎬ２０ꎬ３０ꎬ４０ ｍｉｎ)ꎬ直到发光强

度饱和ꎬ以此确定最佳检测时间ꎮ 然后将功能化硅

片插入上述不同浓度的 ｇ￣ａ￣ｈ ＩｇＧ 溶液ꎬ充分反应后

测量硅片的上转换发光光谱ꎬ每个浓度均进行 ５ 次

独立实验以保证结果准确性ꎮ
２. ６　 免疫检测的特异性研究

按照上述方法分别配制 ２ ｍｇ / ｍＬ 的 ｒａｂｂｉｔ
ＩｇＧ 溶液、２ ｍｇ / ｍＬ 的 ｒ￣ａ￣ｍ ＩｇＧ 溶液和 ２０ ｍｇ / ｍＬ
的 ＢＳＡ 溶液ꎬ将功能化硅片分别插入ꎬ测量反应

后的上转换发光光谱ꎮ

３　 结果与讨论

３. １　 上转换纳米粒子的表征

本实验中ꎬ我们以氯化物为原料通过溶剂热

法合成了尺寸均匀的 ＮａＹＦ４ ∶ Ｙｂ３ ＋ ꎬＴｍ３ ＋ 上转换

纳米粒子ꎮ 图 １(ａ)给出了 ＵＣＮＰｓ 的扫描电镜图

像ꎬ其显示纳米粒子尺寸分布为(２３ ± １) ｎｍꎮ 由

此获得尺寸均匀的纳米颗粒为后续荧光标记免疫

检测的重复性和精确性奠定了良好的材料基础ꎮ
样品的 Ｘ 射线衍射(ＸＲＤ)图如图 １ ( ｂ)所

示ꎬ其 Ｘ 衍射峰位置与标准卡片 ＪＣＰＤＳ Ｎｏ. １６￣
０３３４ 相一致ꎬ表明合成的样品是纯六角相ꎬ由于

六角相 ＵＣＮＰｓ 的发光效率比立方相高近一个数

量级ꎬ这为后续的高灵敏检测提供了条件ꎮ
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图 １　 (ａ)ＮａＹＦ４ ∶ Ｙｂ３ ＋ ꎬＴｍ３ ＋ 上转换纳米粒子的扫描电镜

照片ꎻ( ｂ) ＮａＹＦ４ ∶ Ｙｂ３ ＋ ꎬＴｍ３ ＋ 上转换纳米粒子的

ＸＲＤ 衍射图ꎮ
Ｆｉｇ. １　 ＳＥＭ ｉｍａｇｅ ( ａ) ａｎｄ ＸＲＤ ｐａｔｔｅｒｎ ( ｂ) ｏｆ ＮａＹＦ４ ∶

Ｙｂ３ ＋ ꎬＴｍ３ ＋ ＵＣＮＰｓ

３. ２ 　 上转换纳米粒子与 ｈｕｍａｎ ＩｇＧ 蛋白偶联

(Ｈ 端)
　 　 我们利用去配体法将 ＵＣＮＰｓ 从油相转移为

水相ꎬ并且通过 ＰＡＡ 引入了可以进一步生物功能

化修饰的活性基团———羧基ꎬ和 ｈｕｍａｎ ＩｇＧ 表面

的氨基进行偶联ꎮ
我们通过动态光散射技术(ＤＬＳ)对其进行表

征ꎬＤＬＳ 是通过测量散射颗粒产生的微小频移及

其角度依赖性来获取粒子的尺寸分布ꎬ广泛应用

于纳米粒子表面修饰的表征ꎮ 由于 ＤＬＳ 测得的

结果是流体动力学直径ꎬ并不是粒子的真实直径ꎬ
在粒子表面基团的作用下ꎬ测得的粒子尺寸比

ＳＥＭ 测得的要大ꎬ但是仍可以用来定性表征粒子

的尺寸变化[１４] ꎮ 图 ２ 是 ＵＣＮＰｓ￣ＰＡＡ 和 ＵＣＮＰｓ￣
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图 ２　 (ａ)ＰＡＡ 修饰的的 ＮａＹＦ４ ∶ Ｙｂ３ ＋ ꎬＴｍ３ ＋ 上转换纳米粒子

的 ＤＬＳ 粒径分布图ꎻ(ｂ)在 (ａ)基础上继续偶联 ｈｕ￣
ｍａｎ ＩｇＧ 的上转换纳米粒子的 ＤＬＳ 粒径分布图ꎮ

Ｆｉｇ. ２ 　 Ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｉｍａｇｅ ｏｆ ＵＣＮＰｓ￣ＰＡＡ( ａ)
ａｎｄ ＵＣＮＰｓ￣ＰＡＡ￣ｈ￣ＩｇＧ(ｂ) ｂｙ ＤＬＳ

ＰＡＡ￣ｈ￣ＩｇＧ 的 ＤＬＳ 粒径分布图ꎬ显示偶联 ｈｕｍａｎ
ＩｇＧ 后ꎬ粒子流体动力学直径由 ９０ ｎｍ 增大至 ２９０
ｎｍꎬ说明 ｈｕｍａｎ ＩｇＧ 已经成功偶联在 ＵＣＮＰｓ
表面[１５]ꎮ
３. ３　 硅片上修饰 ｒ￣ａ￣ｇ ＩｇＧ 蛋白(Ｒ 端)

同时ꎬ我们利用 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 作“桥”ꎬ将 ｒ￣ａ￣ｇ
ＩｇＧ 修饰在硅片表面ꎬ以此提高 ｒ￣ａ￣ｇ ＩｇＧ 分子活

性以及控制其活性端的取向ꎮ 由于原子力显微镜

(ＡＦＭ)具有原子级的高分辨率ꎬ我们利用 ＡＦＭ
对硅片表面抗体偶联进行了表征ꎮ 经过多步清洗

过程ꎬ我们排除了物理性吸附的分子对结果的影

响ꎮ 硅片表面平整度约为 １ ~ ２ ｎｍ(图 ３(ａ))ꎬ连
接 ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 后高度约为 ４ ~ ６ ｎｍ(图 ３(ｂ))ꎬ说明

在硅片上成功修饰上 ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇꎮ 在此基础上继续

修饰 ｒ￣ａ￣ｇ ＩｇＧꎬ高度约为 １５ ~１７ ｎｍ(图 ３(ｃ))ꎮ 考

虑 ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ、ｒ￣ａ￣ｇ ＩｇＧ 的高度分别约为 ３ ｎｍ 和 １４
ｎｍꎬ表征结果略小于该高度ꎬ这可能是由于测试

过程中探针针端的压力引起的ꎮ 由于 ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ
特异性结合抗体的 Ｆｃ 区域(Ｆａｂ 区域为抗体抗原

结合位点)ꎬ实现了硅片和抗体的“柔性偶联”ꎬ为
后续检测的高灵敏度提供了有力保障ꎮ
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图 ３　 (ａ)硅片表面的原子力显微镜成像图ꎻ(ｂ)硅片表

面修饰 ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 的原子力显微镜成像图ꎻ( ｃ)在

(ｂ)基础上继续修饰 ｒ￣ａ￣ｇ ＩｇＧ 的原子力显微镜成

像图ꎮ
Ｆｉｇ. ３　 ＡＦＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｌｉｃｏｎ ｗａｆｅｒ ｓｕｒｆａｃｅ(ａ)ꎬ ｓｉｌｉｃｏｎ

ｗａｆｅｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ ( ｂ)ꎻ ｓｉｌｉｃｏｎ
ｗａｆｅｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ ａｎｄ ｒ￣ａ￣ｇ ＩｇＧ
(ｃ)ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

３. ４　 检测物 ｇ￣ａ￣ｈ ＩｇＧ 的定量检测

我们对缓冲液中的 ｇ￣ａ￣ｈ ＩｇＧ 进行了定量检

测分析ꎬ游离 ｇ￣ａ￣ｈ ＩｇＧ 先和上转换表面的 ｈｕｍａｎ
ＩｇＧ(Ｈ 端)结合ꎬ将功能化硅片插入到 ｇ￣ａ￣ｈ ＩｇＧ
溶液中后ꎬ硅片表面的 ｒ￣ａ￣ｇ ＩｇＧ(Ｒ 端)通过 ｇ￣ａ￣ｈ
ＩｇＧ 和 Ｈ 端相结合ꎬ在 ９８０ ｎｍ 激光的激发下ꎬ可
以从硅片表面上测得 ＵＣＮＰｓ 的发光ꎬ最后通过

８００ ｎｍ 发光强度来定量计算检测物 ｇ￣ａ￣ｈ ＩｇＧ 蛋

白的浓度ꎬ结果如图 ４ 所示ꎮ 首先ꎬ我们讨论了不

同检测反应时间对检测结果的影响ꎮ 图 ４( ａ)及
(ｂ)给出了 ｇ￣ａ￣ｈ ＩｇＧ 浓度为 ４００ ｎｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ经过

不同反应时间后ꎬ硅片表面的上转换发光增强情
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况ꎮ 随着反应时间的延长ꎬ越来越多的上转换纳

米粒子被结合到硅片表面ꎬ引起上转换发光的持

续增强ꎬ当反应时间达到 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ上转换的发

光增强达到饱和ꎬ此后随着反应时间的延长ꎬ上转

换发光几乎不再变化ꎮ 因此我们采用 ３０ ｍｉｎ 作

为后续检测反应时间ꎮ
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图 ４　 (ａ)功能化硅片在 ｇ￣ａ￣ｈ ＩｇＧ 溶液中反应不同时间的上转换发光光谱(４００ ｎｍｏｌ / Ｌ)ꎻ(ｂ)功能化硅片在 ｇ￣ａ￣ｈ ＩｇＧ 溶

液中反应不同时间的发光强度变化(４００ ｎｍｏｌ / Ｌꎬ８００ ｎｍ)ꎻ(ｃ)不同浓度 ｇ￣ａ￣ｈ ＩｇＧ 检测的荧光光谱(３０ ｍｉｎ)ꎻ(ｄ)
荧光强度与 ｇ￣ａ￣ｈ ＩｇＧ 浓度的关系图(３０ ｍｉｎꎬ８００ ｎｍ)ꎮ

Ｆｉｇ. ４　 (ａ)Ｕｐｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏ￣ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｉｎ ｂｕｆｆｅｒ (４００ ｎｍｏｌ / Ｌ).
(ｂ)Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｇ￣ａ￣ｈ ＩｇＧ ｏｆ ４００ ｎｍｏｌ / Ｌ (ａｔ ８００ ｎｍ). (ｃ)Ｕｐｃｏｎ￣
ｖｅｒｓｉｏｎ ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏ￣ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｓｉｌｉｃｏｎ ｗａｆｅｒ ｗｉｔｈ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｇ￣ａ￣ｈ ＩｇＧ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ (３０ ｍｉｎ). (ｄ)
Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ａｔ ８００ ｎｍ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｇ￣ａ￣ｈ ＩｇＧ (３０ ｍｉｎ).

　 　 我们进一步研究了这种方法的线性检测范

围ꎮ 图 ４(ｃ)和(ｄ)给出了不同浓度 ｇ￣ａ￣ｈ ＩｇＧ 下ꎬ
功能化硅片的上转换发光增强情况ꎮ 随着溶液中

ｇ￣ａ￣ｈ ＩｇＧ 浓度的增加ꎬ硅片表面连接的上转换纳

米粒子增多ꎬ荧光强度越来越大ꎬ当 ｇ￣ａ￣ｈ ＩｇＧ 浓

度达到 ４００ ｎｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ发光达到饱和ꎬ此后 ｇ￣ａ￣ｈ
ＩｇＧ 浓度增加ꎬ上转换光强几乎不再发生变化ꎮ
在 ５ ~ ４００ ｎｍｏｌ / Ｌ 的浓度范围内ꎬ上转换发光强

度和 ＩｇＧ 浓度呈现出良好的线性关系ꎬ相关系数

达 ０. ９９３ꎮ 根据 ３σ ＩＵＰＡＣ 标准计算得出该检测

系统的检测限为 １. ８２ ｎｍｏｌ / Ｌꎮ
３. ５　 固相生物传感器的特异性研究

为了评价构建的固相生物传感器检测蛋白的

特异性ꎬ我们用上述方法对 ｇ￣ａ￣ｈ ＩｇＧ(０. １ ｍｇ /
ｍＬ)、ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ(２ ｍｇ / ｍＬ)、ｒ￣ａ￣ｍ ＩｇＧ(２ ｍｇ / ｍＬ)
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图 ５　 固相生物传感器用于不同分析物检测的上转换荧光强

度ꎬ由左至右依次为 ｇ￣ａ￣ｈ ＩｇＧ(０. １ ｍｇ / ｍＬ)、ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ
(２ ｍｇ / ｍＬ)、ｒ￣ａ￣ｍ ＩｇＧ(２ ｍｇ / ｍＬ)和 ＢＳＡ(２０ ｍｇ / ｍＬ)ꎮ

Ｆｉｇ. ５　 Ｕｐｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏ￣ｆｕｎｃ￣
ｔｉｏｎａｌ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎａｌｙｔｅｓ.
Ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ: ｇ￣ａ￣ｈ ＩｇＧ(０. １ ｍｇ / ｍＬ)ꎬ ｒａｂｂｉｔ
ＩｇＧ(２ ｍｇ / ｍＬ)ꎬ ｒ￣ａ￣ｍ ＩｇＧ(２ ｍｇ / ｍＬ)ꎬ ａｎｄ ＢＳＡ
(２０ ｍｇ / ｍＬ)ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.
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和 ＢＳＡ 蛋白(２０ ｍｇ / ｍＬ)溶液分别进行检测ꎬ反
应 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ将硅片用 ＰＢＳ 缓冲液冲洗 ３ 次ꎬ检
测上转换发光ꎬ结果如图 ５ 所示ꎮ 在 ９８０ ｎｍ 激光

的激发下ꎬ对于有特异性结合 ｇ￣ａ￣ｈ ＩｇＧ 蛋白的检

测ꎬ硅片上可以看到有明显的上转换发光ꎬ而其他

３ 个硅片上几乎没有发光ꎮ 上述结果表明这种夹

心结构的生物传感器具有良好的特异性ꎮ

４　 结　 　 论

采用溶剂热法合成了尺寸均匀的 ＮａＹＦ４ ∶

Ｙｂ３ ＋ ꎬＴｍ３ ＋ 上转换纳米粒子ꎬ基于这种激发和发

射均位于近红外区域的发光探针构建了固相生物

传感器ꎬ通过双抗体夹心免疫反应ꎬ实现了对溶液

中 ＩｇＧ 的检测ꎮ 该系统检测限为 １. ８２ ｎｍｏｌ / Ｌꎬ并
实现了 ５ ~ ４００ ｎｍｏｌ / Ｌ 的宽范围检测ꎬ同时表现

出了优秀的检测特异性ꎮ 这一工作有望用于多种

抗原抗体和 ＤＮＡꎬ为血液中疾病相关生物分子的

快速灵敏检测提供了一个具有广阔前景的方法和

平台ꎮ
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