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多光子成像用上转换纳米粒子的单颗粒研究与应用进展
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摘要： 多光子成像具有零背景下可见光信号输出的优势，但传统多光子探针激发域值高、光稳定性差的问题

使其在生物应用中受到限制。基于稀土上转换的无机纳米粒子可在相对较低的激发光功率密度下实现稳定

的上转换发光，因而成为一种重要的多光子探针。随着成像技术的进步，对上转换纳米粒子的研究正在从聚

集体形式向单颗粒水平发展。单颗粒研究上转换发光不仅有利于排除环境因素的干扰，并且呈现出一系列与

聚集体研究不尽一致的理论成果。由于单颗粒研究平台更加接近于探针生物成像的工作环境，因此在这一水

平下对上转换纳米粒子进行材料优化与物理机制分析更贴近实际应用。本文从多光子发光机制与材料出发，

重点围绕着单颗粒水平下上转换纳米粒子近年来的研究成果与应用进展进行了综述，最后对其未来的研究方

向进行了展望。
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Abstract： Multiphoton imaging is an advanced imaging technique for its visible signal output with zero back⁃
ground.  However， the required high pump threshold and poor photostability of traditional multiphoton probes hinder 
their biological applications.  Rare earth doped upconverting nanoparticles become an important type of multiphoton 
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cal biological imaging platform， thus designing more efficient upconverting nanoparticles and understanding physical 
mechanism at single particle level are readily for practical applications.  Here， based on the multiphoton luminescent 
mechanism and materials， recent research achievements and application progress of single upconverting nanoparti⁃
cles are reviewed.  Finally， the future development and applications of single upconverting nanoparticles are prospected.
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1　引　　言

光学成像是生物活体研究中无可替代的关键

技术，旨在实现并提高从分子水平到宏观生物体

的生命过程时空可视化 [1-3]。1990 年，Denk 等首次

报道了双光子激光扫描显微镜及其在活细胞成像

中的应用 [4]，这一工作标志着多光子成像技术的

问世。多光子成像基于探针吸收多个光子后可发

射出一个具有更高能量光子的特点，能够有效避

免传统生物成像中自发荧光引起的信噪比较差的

问题，同时由于激发波长能量较低、波长较长，表

现出更加优异的深层组织成像能力 [5]。问世三十

年来，多光子成像技术得到迅速发展并在生物医

学研究中崭露头角，但受多光子过程物理机制的

限制，其发光效率低并且激发域值高，不仅增加了

成像难度和生物安全性隐患，还对成像激发源提

出了苛刻的要求 [6-7]。

稀土掺杂的上转换纳米粒子（Upconversion 
nanoparticles，UCNPs）作为一类新兴的多光子探

针，近年来吸引了大量研究人员的关注 [8-10]。由于

稀土离子具有亚稳态中间能级，相较于传统有机

多光子荧光团，上转换纳米粒子可以在激发光功

率密度更为温和的连续激光泵浦下实现多光子成

像 [11-12]。并且由于无机纳米粒子理化性质更加稳

定，上转换纳米粒子在多光子成像过程中表现出

无光闪烁、光漂白的优异特性 [13-14]。随着制备工艺

的发展，具有良好均一性的小尺寸 UCNPs 可被批

量制备；通过壳层包覆、掺杂调控、表面修饰等方

法，UCNPs 的上转换效率近年来得到了大幅提

升，同时生物特异性识别与标记等功能也取得了

重要进展 [15-16]。

传统成像技术以大量荧光探针标记为基础，

收集的是发光信号的集合信息，很难实现如药物

分子递送、神经递质传递等细胞、亚细胞甚至分子

水平的精细生命过程探测，因此单分子标记与示

踪技术亟待发展。标记技术的发展离不开成像探

针的不断优化，然而新型探针的设计受技术局限

最终落脚在聚集体性能的表征层面。 2009 年，

Wu 等首次实现了对单个上转换纳米粒子的多光

子成像，揭开了在单颗粒水平下研究与优化 UC⁃
NPs 成像性能的序幕 [13]。2017 年，Liu 等通过受激

发射损耗实现了单个 UCNP 的超分辨成像，具有

划时代意义 [17]。先进成像技术与探针的发展相辅

相成，正在朝着更高分辨率与灵敏度的方向发展。

基于目前 UCNPs 在设计与成像应用方面的

研究进展，本文将从多光子发光机制、多光子探

针、UCNPs 的优势与问题出发，着重对近年来 UC⁃
NPs 在单颗粒水平下的研究与应用进展进行综

述 ，最 后 对 单 颗 粒 UCNPs 未 来 发 展 前 景 提 出

展望。

2　多光子发光机制

多光子发光又称反斯托克斯发光，指长波长

泵浦光子在光学材料中转换为短波长发射光子的

非线性过程 [18]。按照光子能量转换物理机制，多

光子发光可以分为双光子吸收（Two-photon ab⁃
sorption, TPA）、二次谐波（Second-harmonic genera⁃
tion, SHG）和上转换（Upconversion, UC）[19]，如图 1。
TPA 不依赖真实的中间能级，借助寿命在飞秒量

级的虚能级连续吸收两个光子产生反斯托克斯发

射。SHG 又称倍频，基于超活性瑞利散射而非光

子跃迁，通过二阶非线性光学材料将具有两个相

同频率的光子合并成一个频率为其二倍的光

子 [20]。TPA 和 SHG 存在固有的局限性，即依赖能

够产生高激发光功率密度（106~109 W·cm-2）的昂

贵脉冲激光器作泵浦源 [15]，在应用中存在生物组

织光损伤隐患。
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图  1　多光子发光机制

Fig.1　Multi-photon luminescence mechanism
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上转换过程借助稀土离子的亚稳态中间能级

连续吸收两个或多个较低能量的泵浦光子实现高

能级布居，继而发射出一个具有较高能量的光

子 [21]。相对 TPA 和 SHG，稀土上转换对激发光功

率密度的要求较低，可在低能量密度的连续激光

器上实现多光子过程 [12]。常见的稀土上转换过程

包括激发态吸收（Excited state absorption，ESA）、

合作敏化上转换（Cooperative sensitization upcon⁃
version, CSU）、能量传递上转换（Energy transfer 
upconversion, ETU）和光子雪崩（Photo avalanche，
PA）等。以双光子过程为例，ESA 过程中位于基

态的稀土离子 4f 电子首先吸收一个光子跃迁至

亚稳态中间能级，吸收第二个光子后该电子继续

向更高能级跃迁，实现上转换。CSU 过程中两个

处于激发态能级的离子将能量传递给另一个 4f
电子处于基态的稀土离子，使之直接跃迁至高能

量发生能级。ETU 过程一般依靠敏化剂离子吸收

低能量光子，再通过能量传递依次使激活剂离子

的基态电子跃迁至中间态和高激发态能级，从而

释放高能量光子 [22]。PA 过程首先基于 ESA 使高

能级被布居，由于交叉弛豫的作用，激发态和基态

能级上的两个电子同时落在中间能级，再吸收两

个光子后，高能级上得到两个电子的布居，继而通

过交叉弛豫形成四个电子布居的中间能级……这

种类似“雪崩”的过程即为光子雪崩上转换。

3　多光子探针

3. 1　有机荧光团

氧杂蒽、苯并吡喃、氟硼二吡咯等具有大 π 共

轭结构的荧光染料是常见的有机多光子荧光

团 [23-24]，其光致多光子发光机制以双光子吸收为

主，即位于基态的电子借助虚能级连续吸收两个

光子跃迁至最低未占据分子轨道（Lowest unoccu⁃
pied molecular orbital, LUMO），继而辐射跃迁至最

高占据分子轨道（Highest occupied molecular orbit⁃
al,HOMO）[25]。基于有机荧光团的多光子过程主要

受其吸收截面 δ 决定，而 δ 主要取决于有机分子结

构。在给定的光学频率 ω 下，δ 与材料在受激感应

电场中的电极化强度三阶极化率的虚部 Im[γ（ω）]
成正比 [26]：

δ (ω) ∝ Im [ γ (ω) ] ， （1）
目前报道的有机多光子荧光团包括电子供体 -受

体（D-A）、供体-π 桥-受体（D-π-A）和供体-π 桥-受

体 -π 桥 -供体（D-π -A-π -D）型偶极、四极、八极分

子等 [27-28]。δ 的大小主要受 D、A 基团推、拉电子诱

发的分子极性决定，因此通过调控骨架共轭性、侧

链取代等增强分子内偶极矩的方式可以在一定范

围内增大其吸收截面，进而提高光子转换效率。

此外，通过引入刚性共轭环可提高有机荧光团的

光稳定性。

有机荧光团尺寸小，通过引入水溶性基团可

获得良好的水溶性，是一类重要的生物多光子探

针。然而，受能隙定律决定，在能够提高分子吸收

截面的复杂大 π 共轭结构中，内转换和隙间窜越

速率常数随着能隙的减小而增加，因此高亮度和

高信噪比的有机荧光团的开发依然面临很大的

挑战。

3. 2　半导体量子点

量子点是指三维空间尺度小于激子二倍波尔

半径的类原子小点。可实现多光子发光的无机半

导体量子点有 CdSe[29]、CdZnSe[30]、MoS2[31]、PbS[32]和

Ag2S[33]等，有机半导体量子点即有机半导体大分

子或聚合物折叠而成的尺寸达纳米以上的小点，

如 Qtracker、Beida、Texas Red、 SR101 以及石墨烯

量子点等 [34-35]。无论无机还是有机量子点，其多光

子吸收截面普遍高于有机荧光团 2~3 个数量级，

并且发光效率及稳定性均优于有机荧光团，因此

获得了非线性光学领域的广泛关注 [30-31,36]。

在量子点中，由于量子限域效应，电子能量直

接依赖于电子波函数的空间限制程度。随着量子

点尺寸减小，电子波函数态密度降低以产生离散

能级，其能隙随着晶体尺寸的减小而增加 [37-38]，因

此利用这一特点可以对量子点的能隙进行连续调

制，从而有效控制其吸收与发射等光学特性。量

子限域效应的一个重要结果是载流子间库仑相互

作用的增强，继而导致激子通过俄歇复合快速衰

变 ，因 此 双 激 子 和 高 阶 激 子 的 量 子 产 率 通 常

很低 [39]。

3. 3　稀土上转换纳米粒子

作为一类特殊的稀土发光材料，上转换纳米

粒子的研究在近十年得到了快速发展。相较于传

统有机荧光团和半导体量子点，上转换纳米粒子

作为生物多光子探针具有两大优势：一是上转换

纳米粒子的理化性质尤其是发光性质稳定，无光

闪烁、光漂白；二是稀土上转换过程得益于亚稳态

中间能级的辅助，其多光子激发域较有机荧光团
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和半导体量子点可降低三个数量级，不仅成像效

率高，同时生物光损伤风险能够被有效降低。因

此，稀土掺杂的上转换纳米粒子在多光子成像及

相关生物医学研究领域显现出较大优越性 [40-41]。

3. 3. 1　稀土离子的电子跃迁

稀土元素种类丰富，包含钪、钇及 15 个镧系

元素，在化合物中常见价态为+3。稀土离子具有

5d 外层全充满、4f 内层半充满的特殊电子结构。

处于 4f 基态的电子在光激励下可跃迁至 4f 激发

态或 4f N -15d 组态。 4f→5d 跃迁是电偶极允许跃

迁，其振子强度较大。而 f→f 电偶极跃迁宇称相

同导致矩阵元为零，为禁戒跃迁；当晶体结构中存

在反宇称成分时，在一定程度上能够使 4f 跃迁被

允许，但总体来讲 f→f跃迁效率较低 [42-44]。对于 5d
外壳层，由于易受晶体场环境影响，其位置与材料

导带底近似，因此 d→f 辐射跃迁一般为宽带发

射。而 f→f 辐射跃迁由于 4f 能级是分离的，因而

表现出锐线发射特征。4f 壳层轨道量子数（l）为

3，对应-3，-2，-1，0，1，2，3 这 7 个磁量子数（me），

最大可容纳电子数为 14，根据排布规则，4f 电子

层具有非常丰富的能级结构。受晶体场等作用，

这些能级在实际中还会发生劈裂。由此，稀土离

子 f→f跃迁通道数量非常可观 [44]。

3. 3. 2　上转换发光中心、敏化剂与基质

虽然稀土离子种类丰富、f→f 跃迁通道众多，

但能级结构能够满足光子上转换需求的并不多：

在具有能级差近似梯子状能级结构的同时能级差

需要足够大以减小无辐射弛豫的发生。常见的上

转换发光中心有铒（Er3+）、钬（Ho3+）、铥（Tm3+）离

子；同时镱（Yb3+）、钕（Nd3+）等稀土离子因在与发

光中心相应吸收位置具有更大的吸收截面，常用

作上转换过程的敏化剂 [45]，其电子结构如图 2。
稀土发光材料的基质众多，如无机盐、氧化

物、氟化物等，其中氟化物由于具有较低的声子能

量而被认为是更加合适的上转换基质 [46-47]。用于

上转换的氟化物基质包括 NaYF4、NaGdF4、LiYF4、
LaF3、KLu2F7等[12-14,48-53]。稀土离子非辐射弛豫跃迁

速率与基质材料声子能量的关系如公式（2）[42]所示：

        Knr ∝ exp ( - β
ΔE
ℏmax )， （2）

β 为基质相关常数，ΔE 为发光中心的能级差，ℏmax
为基质的声子能量。可见基质的声子能量越小，

非辐射弛豫速率越低。自 NaYF4∶Yb3+, Er3+被报道

以来，NaYF4因其声子能量相对较低（约 400 cm-1）

的特性被认为是最优的上转换基质 [47,54]。其中以

六方相（β 相）NaYF4为基质的 UCNPs，由于稀土占

据晶格格位的对称度较低，其上转换发光效率比

立方相（α 相）高约一个数量级 [54-55]。

3. 3. 3　UCNPs 优化设计

在生物光学成像中，探针密度、激发光能量密

度与组织代谢、损伤之间存在着平衡关系。提高

探针发光的量子效率是实现探针密度、激发光能

量密度降低的根本。以 UCNPs 聚集体为研究对

象的前期工作总结出大量通过材料优化设计实现

上转换增强的宝贵经验，如晶体场调控、壳层包

覆、掺杂浓度优化、局域等离子体场增强等均可有

效提高 UCNPs的上转换效率 [56]。

4　UCNPs 的单颗粒研究

4. 1　单颗粒光学性质测量的优势与基本操作

绝大多数对 UCNPs 的研究是在粒子的聚集

体上展开的，通常以粉末、纳米粒子的悬浮液或旋

涂的薄膜等为研究对象，利用荧光光谱仪对其测

试。在光学性质的测量过程中，聚集体的表征存

在一定程度的误差 [57]。如量子效率的表征中，粉

末压片或膜表面粗糙程度的差异、悬浮液中粒子

绝对浓度的差异等都是造成测量误差的因素。同

时，聚集体中粒子之间存在着可能的能量传递，尤

其是在薄膜和压片中，粒子之间间距落在 Dexter
或 Förster 能量传递发生的范围内，这些能量传递

进一步为光学性质的测量增加了不确定性 [58]。与

纳米粒子聚集体光学性质的表征不同，单颗粒表
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图  2　三价钕、钬、铒、铥、镱离子能级图。

Fig.2　Energy level diagram of Nd3+ ， Ho3+ ， Er3+ ， Tm3+ and 
Yb3+ ions.
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征是以高度分散的单个纳米粒子为测量对象，不

存在纳米粒子之间的相互作用。到目前为止，单

颗粒水平下对 UCNPs 的研究揭示出许多不同于

聚集体纳米粒子的特殊光物理特性，详见 4. 2 节。

单颗粒光学表征通常以搭载有纳米步进压电

位移台的激光扫描共聚焦显微系统为平台，激发

源为与 UCNPs 吸收相对应的激光器，探测器为单

光子计数器。如图 3 所示 [59]。

测量时，首先以薄涂的 UCNPs 聚集体样本对

焦，再以单颗粒标准卡片校准光路，最后对测试样

品进行微区扫描得到单颗粒分散样图。定位单颗

粒后即可利用单光子计数器、光谱仪、时间相关单

光子计数器等对上转换稳定性、激发光功率密度

依赖特性曲线、光谱线型以及特定能级的荧光寿

命等进行测量 [60]。以氮化硅支持膜为衬底的单颗

粒样品，通过分散图样定位可实现与透射电子显

微镜的结合。电子显微技术的单颗粒表征可以提

供粒子尺寸、核壳结构、晶体结构、元素分布等信

息。通过光学与电镜相结合的方式，既能够研究

单个粒子结构与发光特性的内在关系，也能够对

不同粒子之间的特异性进行全面分析。需要指出

的是，由于聚集体测试是以大量的纳米粒子为对

象，因此在较低的激发光功率密度下（0. 1~100 W/
cm2）即可捕获上转换发射信号；而对于单个纳米

粒子，在目前探测器光子捕获灵敏度的条件下，一

般需要>100 W/cm2 的激发光功率密度。当然，单

颗粒 UCNPs 成像的激发阈直接取决于粒子的尺

寸，这是因为在掺杂浓度不变时，稀土离子的数量

与粒径的立方成正比，而成像的激发阈会随着稀

土离子数量的减少而升高。在生物应用中，尺寸

过大的纳米粒子应用范围受限，因此开发蛋白质

尺寸（4~35 nm）[61-62]的 UCNPs 成像探针是未来研

究的重点。

4. 2　单颗粒水平下 UCNPs的光学性质

单颗粒表征技术作为一种重要的纳米材料光

学性质表征方法，由于测试平台较为复杂、操作难

度较大，其研究进展远远落后于聚集体表征，遗留

下诸多研究盲区。2013 年，Zhao 等报道了激发光

功率密度在>106 W/cm2 范围内，Tm3+掺杂浓度 8%
的粒子发射强度超过掺杂浓度 0. 2%~4% 的样

品 [63]；2014 年，Gargas 等展示了以 3×105 W/cm2 激

发光功率密度为分界点，单个 Er3+掺杂浓度 20%
的 UCNPs 的 发 射 强 度 反 超 2% 的 UCNPs 的 现

象 [64]。这些研究成果向传统激发光功率密度 <
100 W/cm2范围内聚集体研究形成的浓度猝灭、激

发光功率密度饱和等结论发起了挑战。近年来单

颗粒水平下研究 UCNPs 的工作日益增多，总结

如表 1。
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图  3　单颗粒上转换成像与测试平台示意图［59］

Fig.3　Single UCNPs imaging and characterization platform［59］

表 1　单颗粒研究的 UCNPs汇总

Tab.1　UCNPs studied as singles
基质

β⁃NaYF4

α⁃NaYF4
α⁃NaGdF4
KLu2F7：

LiYF4
KGd3F10
BaYF5

NaYbF4
SrF2

掺杂离子

Yb3+， Er3+［13，64⁃79］；Er3+［80］

Er3+， Pr3+［81］

Yb3+， Tm3+［63，82⁃85］；

Yb3+， Er3+， Gd3+［12，86］；

Yb3+， Er3+， Lu3+［87⁃88］

Yb3+， Tm3+， Gd3+［89］；

Yb3+， Er3+， Mn3+［90］

Yb3+， Er3+， Ho3+， Tm3+［91］

Yb3+， Er3+［70］

Yb3+， Er3+［14］；

Yb3+， Er3+［53］

Yb3+， Er3+［92］；

Yb3+， Er3+［93］

Ln［94］

Er3+［95］

Yb3+， Er3+［96］

优点

高化学稳

定性和光

稳定性； 
大的反斯

托克位移

缺点

荧光量子

产率低；

信号收集

时间长；

高激发光

功率密度
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4. 2. 1　单颗粒上转换的稳定性

2009 年，Wu 等首次对单个 UCNPs 分别进行

了 4 000 s 和 1 s 内的光子监测，首次报道了 UC⁃
NPs 无光漂白、无光闪烁的稳定多光子发光特点

（图 4（a）[13]。随后，Park 等充分证明了 UCNPs（Na⁃
GaF4∶Yb3+ , Er3+）充当单分子探针的稳定性 [14]：41 
nm 的单个立方 NaGdF4∶Yb3+, Er3+纳米颗粒在激光

泵浦长达 4 h 后，上转换发射强度依然没有降低，

如图 4（b）。并且，上转换发射的出色光稳定性与

镧系元素离子的类型和纳米粒子尺寸无关，图      
4（c）直径<10 nm 的 Er3+掺杂的 UCNPs[69]和图 4（d）
直径 40 nm 的 Tm3+掺杂的 UCNPs[82]上转换发射的

稳定性同样优越。这种优越的光稳定性使得 UC⁃
NPs成为一种理想的多光子示踪探针。

4. 2. 2　单颗粒上转换的依赖性

Schietinger 等在关于 UCNPs 单颗粒发光的尺

寸依赖性的研究中表明，单个 UCNPs 的发光强度

和其尺寸明显相关，且纳米粒子的大小对绿色和

红色发射分支比（GRR）影响显著 [65]，如图 5（a）
所示。

Zhao 等首次报道了高激发光功率密度下高

激 活 剂 掺 杂 浓 度 能 够 实 现 上 转 换 增 强 ，见 图       
5（b）[63]。 Gargas 等在单个 UCNPs 的研究中首先

揭示了粒子之间的各向异性，即对于一组尺寸

相同的纳米粒子，其绿光上转换精细光谱表现

出不同的跃迁强度分支比，这可能是稀土离子

掺杂、表面缺陷等原因导致的，如图 5（c）。此

外 ，随 着 粒 子 尺 寸 的 减 小 ，UCNPs 发 射 能 级

（如 4S3/2）的寿命也相应变短；有趣的是，激发光

密度对发射寿命的影响也随着粒子尺寸的减小

而减小。这是因为在上转换过程中，被激发到

激发态上的电子在不同尺寸的粒子中，由于激

活剂离子的绝对数量不同而导致的能量传递、

再吸收和无辐射弛豫等过程的相对速率不同 [64]。
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图  4　（a）单个 Yb3+、Er3+共掺的 UCNPs在 980 nm 连续激光激发 1 h 以上的发射强度时间轨迹（上图）及其 1 s内放大的时间

轨迹和发射强度直方图（下图）［13］ ；（b）单个 NaGdF4∶Yb3+，Er3+纳米粒子在连续激光激发 4 h 的上转换时间轨迹及

像［14］；（c）9 nm 核壳 UCNPs 在连续激光激发下的上转换发射时间轨迹［69］；（d）40 nm Yb3+、Tm3+共掺的 UCNPs 在连续

激光激发 4 h 的像［82］。

Fig.4　（a）Top： temporal trajectory of single Yb3+， Er3+ codoped UCNPs emission under continuous 980 nm irradiation for more 
than 1 h. Bottom： an amplified time trajectory within 1 s and the corresponding emission intensity histogram［13］. （b）Tem⁃
poral trajectory and images of single NaGdF4∶Yb3+，Er3+ UCNPs upconversion emission under continuous excitation for 4 
h［14］. （c）Upconversion emission temporal trajectory of 9 nm core-shell UCNPs irradiated by continuous laser［69］. （d）Up⁃
conversion images of 40 nm Yb3+， Tm3+ codoped UCNPs irradiated by continuous laser for 4 h［82］.
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Liu 等通过单颗粒实验揭示了高激发光功率密

度与低激发光功率密度下核壳结构 UCNPs 单颗

粒上转换发光的差异（见图 5（d）），提出上转换

发射强度受掺杂与激发光功率密度共同决定 [67]。

Tian 等在单颗粒研究中发现，当激发光功率密度

大于 400 W/cm2时，Er3+掺杂浓度提高能够对饱和

的敏化剂激发态能级产生去饱和作用，见图 5（e），

从而发光强度更高 [12] 。Gao 等通过对比不同尺

寸、长径比的单个 NaYF4∶Yb3+,Ho3+（Er3+，Tm3+）微

米棒，揭示了激发光入射角、激光功率密度对上

转换发光强度与光谱特征的影响 [79,91]。Frenzel 等
在单颗粒上转换研究中发现，高激发光功率密

度会使 Er3+ 高能级的布居增加，导致出现 400~
500 nm 之间的发射 [68]。此外，Kim 等研究表明，

单个 UCNPs 的发射强度对粒子中激活剂浓度的

依赖性大于对敏化剂浓度的依赖性 [83]。综上，单

颗粒上转换辐射能级的布居与去布居速率对粒

子尺寸、激活剂与敏化剂浓度、激发功率等存在

着关键的依赖特性。在不同应用领域，设计上转换

探针时需考虑这些内在依赖特性。

4. 2. 3　单颗粒下核壳结构对上转换的影响

惰性壳层的引入和多层活性壳的结构设计可

以有效增强单颗粒 UCNPs 的发光强度和稳定性，

但是基于聚集体测量的结果不能直接应用到单颗

粒的增强方案中 [64]。

Park 等对比了立方相和六方相 NaYF4∶Er3+ ,
Yb3+壳层包覆前后的单颗粒发光特性，证明了相

同尺寸的纳米粒子在包覆惰性壳后发光强度显著

提高 [70]。激活剂与敏化剂离子的分布会对核壳结

构中的能量传递和发光强度产生重要影响，如图

6（a），Siefe等在NaYbF4@NaY0. 8-xErxGd0. 2F4@NaY0. 8-
Gd0. 2F4 上转换纳米粒子中，通过将核内 Yb3+浓度

最大化来吸收近红外光，通过调节中间壳层 Er3+

浓度实现高效的能量传递；同时，当较高浓度 Er3+

占据中间壳层时，由激活剂离子向表面染料分子

共振能量传递的效率提高 [86]。
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图 5　单颗粒上转换依赖特性：（a）尺寸依赖特性 [65]；（b）激活剂掺杂浓度依赖特性 [63];（c）上转换寿命尺寸依赖特性及各向

异性 [64] ；（d）核壳结构对增强上转换的功率依赖特性 [67]；（e）Er3+最优掺杂浓度对激发密度依赖的物理机制 [12]。

Fig. 5　Dependency features of single UCNPs.  （a）Size dependent feature[65].  （b）Activator doping concentration dependent fea⁃
ture[63].  （c）Upconverting luminescence lifetime dependent feature and heterogeneity[64].  （d）Power dependent feature of 
core/shell structure for enhanced upconversion intensity[67].  （e）Physical mechanism for power dependent Er3+ optimal 
doping concentration[12].
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Liu 等在单颗粒水平下对 UCNPs 的核壳结构

开展了一系列研究工作，其一表明了低激发光功

率密度下惰性壳层更有利于上转换亮度增强而高

激发光功率密度下 Yb3+高掺的活性壳层能够实现

更强的上转换发射，如图 6（b）[87]；另一项工作分别

对比了 outside-in、inside-out 和 local 三种激活剂、

敏化剂分布情况不同的粒子，见图 6（c），实验结

果表明激活剂在核中、敏化剂在中间壳层、外壳层

包覆惰性壳层的结构最有利于上转换，通过蒙特

卡罗模拟推断这是由于在这种结构中敏化剂向激

活剂离子迁移距离最短导致的 [88]。虽然目前粒子

设计方案不尽一致，但这些研究结果都表明结构

优化是实现上转换增强的有效方案。除此之外，

通过配合其他材料能够实现单颗粒上转换发光的

进一步增强。

4. 2. 4　单颗粒下表面等离子体共振局域场增强

上转换

贵金属的表面等离子体共振局域场（LSPR）
是增强 UCNPs 上转换量子效率的常见方法，这主

要归因于表面等离子体共振产生的局部磁场具有

强吸光性，并且可调的吸收特性使其很容易与上

转换吸收位置耦合 [97]。

2010 年 ，Aichele 等 首 次 报 道 了 单 颗 粒 下

LSPR 增强上转换的工作，如图 7（a），利用 AFM 操

控单个金纳米球与单个上转换纳米粒子之间的距

离，实现了上转换 2. 7~4. 8 倍的发光增强，同时证

明了随着距离的变化 LSPR 的增强效果也会随之

变化 [66]。2014 年，Greybush 等利用光刻技术一比

一组装了金纳米棒和上转换纳米粒子，在不同方

向的偏振光与激发光功率密度下对比了上转换发
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图 6　（a）通过核壳结构分离 Yb3+和 Er3+增强上转换及 Er3+向表面染料分子的能量传递效率 [86]；（b）不同功率密度下壳层

Yb3+含量对上转换发射强度的影响 [87]；（c）不同核壳结构在 21. 7 kW/cm2（上）和 126 W/cm2（下）的上转换强度 [88]。

Fig. 6　（a）Yb3+ and Er3+ dopant separation realized by core/shell structure for enhanced upconversion efficiency and faster ener⁃
gy transfer toward dye molecules on the surface[86].  （b）Upconversion intensity of UCNPs with different Yb3+ content in 
the shell at different power densities[87].  （c）Upconversion intensities of different core-shell structures at 21. 7 kW/cm2

（top） and 126 W/cm2（bottom）[88].
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光的增强系数 [72]。

2017 年，Xue 等利用 AFM 探针推动单个 UC⁃
NPs 向金纳米棒的轴向移动，讨论了金纳米棒对

上转换的极化增强效应 [90]。以生物成像应用为目

标的等离子增强的上转换对纳米结构的一体性存

在基本要求，Lim 等设计了在包覆有 SiO2 堕性壳

层的 NaYF4∶Yb3+, Er3+外部增添 Au 外壳层的结构，

通过调控金壳厚度将 LSPR 共振峰调谐到近红外

区域，单颗粒测试证明了该结构可以实现上转换

发光增强 [71] ，如图 7（c）。Clarke 等构造了表面修

饰有金纳米粒子的核壳结构 UCNPs，在单颗粒测

试下增强了上转换发射强度 5. 5 倍，且最优的惰

性壳层厚度即金纳米粒子与稀土离子间间距为

10 nm[78]，如图 7（d）。目前，在贵金属与上转换的

集成构型下，等离子体局域场增强上转换的效率

较低，因此，实现高效的 Au-UCNP 多光子探针优

化的组装方案是未来研究的关键。

4. 2. 5　单颗粒上转换纳米粒子的极化发光

不仅金纳米棒对上转换发光具有极化增强效

应，对于非中心对称的上转换颗粒本身，其发光也

具有偏振各向异性，即在特定的线偏振光激发下

发射光谱线形随之变化。这种上转换发光的各向

异性有利于创建偏振敏感的纳米级光电探测器，

可用于集成光子电路、光学开关和互连、近场成像

和高分辨率探测器等 [98]。

对上转换偏振的研究主要集中在线偏振激发

光对上转换发射的极化作用。2013 年，Zhou 等在

单颗粒水平下报道了 β -NaYF4∶Yb3+ , Tm3+上转换

发光的极化效应。如图 8（a），通过对比不同长径

比的纳米棒、纳米盘的不同激发态跃迁在线偏振

光激发下的偏振角-发射强度极坐标图，发现它们

的偏振特性基本一致；但在掺杂 30% 的 Gd3+后，其

极坐标图发生了明显变化，说明相比于外部形貌，

晶格对称性是影响上转换发射极化性质的主要
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图 7　（a）AFM 操控单个金纳米球增强单个纳米粒子上转换 [66]；（b）单个金纳米棒在不同角度偏振光下对上转换的增      
强 [72]；（c）单颗粒下金包覆的 UCNPs上转换增强 [71]；（d）金纳米粒子负载增强单颗粒上转换 [78]。

Fig.7　（a）AFM manipulated single gold nanoparticle for enhanced upconversion from single UCNP[66]. （b）Enhancement effect of 
single gold nanorod ⁃ UCNP under different angle of polarized excitation[72]. （c）Upconversion enhancement of gold layer 
coated single UCNP[71]. （d）Enhanced upconversion realized by gold nanoparticle loading[78].
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因素 [84]。

随 后 ，如 图 8（b），Chen 等 在 Er3+ 掺 杂 的

NaYF4 单个纳米盘中对比了偏振光入射方向对

上转换极化发光的影响，提出当入射光方向垂

直于纳米盘时才能产生明显的极化作用，而当

入射光方向平行于纳米盘时极化作用并不明

显 [80]。 Yang 等在 β -NaYF4∶Yb3+ , Pr3+六棱柱状微

米晶中进一步研究了线偏振光对上转换的极化

作用原理，结合 DFT 模拟揭示了垂直于激发光

的电子云密度的对称性是影响偏振效应的关键

因素，如图 8（c）[81]。Panov 等合成了 LiYF4∶Yb3+, 
Er3+正八面体微米晶，通过光学陷阱实现对单个

微米晶的空间方向进行调控，如图 8（d）。研究

发现，当正八面体空间方向与入射光轴夹角分

别 为 56° 和 90° 时 ，极 化 率 常 数 分 别 为 0. 58 ± 
0. 03 和 0. 71 ± 0. 02，再一次证明了单颗粒上转

换发光的激发角度依赖特性 [92]。

5　UCNPs 的单颗粒应用

近年来，越来越多的单颗粒 UCNPs 在温度传

感、生物检测、成像与示踪等领域的优秀研究成果被

报道，说明单颗粒UCNPs拥有广阔的应用前景。

5. 1　温度测量

由于 Er3+的 2H11/2 和 4S3/2 能级距离较近，位于

较低的 4S3/2 能级的电子可被热布居至 2H11/2 能级，

因此 2H11/2→4I15/2 和 4S3/2→4I15/2 两个绿光辐射跃迁

的发射分支比与环境温度存在特定的依赖关系。

基于这一原理，如图 9（a），2016 年，Kilbane 等首

次报道了单颗粒 Er3+掺杂的 UCNPs 在远场温度传

感中的应用 [73]。在此基础上，Pickel等进一步研究

了单个 NaYF4∶Yb3+, Er3+上转换纳米粒子中绿光发

射分支比与激发光功率密度的关系，指出在高激

发光功率密度下，Er3+ 的高能级布居增加，因此会

影响 4S3/2 和 2H11/2 到 4I15/2 能级辐射跃迁强度分支

比，进而得出建立该分支比与环境温度的依赖关
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图 8　（a）Tm3+掺杂的单个亚微米柱状上转换晶体的跃迁偏振角⁃发射强度极坐标图 [84]；（b）单个柱状亚微米晶在不同入射

方向下的上转换极坐标图 [80]；（c）单个柱状亚微米晶在不同入射方向下的上转换激发极化效应机理 [81];（d）正八面体

上转换微米晶在不同激发角度下的极坐标图 [92].
Fig.8　（a）Polar plots of Tm3+ doped single sub⁃microrod crystal[84]. （b）Polar plots of single sub⁃microrod under different incident 

light directions[53]. （c）Mechanism for different polar plot profiles of single sub⁃microrod under different incident light di⁃
rections[81]. （d）Polar plots of single sub⁃micro octahedra under different incident light directions[92].
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系需以特定的激发光功率密度为前提的结论 [74]。

但由于水的吸收峰与 980 nm 激发光位置重合，因

此 980 nm 激发光会导致水升温，这会严重影响

NaYF4∶Yb3+, Er3+单颗粒活体温度探测的准确性。

可用于生物介质内温度传感的单颗粒 UCNPs 需
基于其他具有热布居能级的上转换体系进行设计

开发 [73]。

5. 2　生物检测、成像与示踪

生物检测方面，2018 年，Li 等利用抗原特异

性结合原理，在抗原 PSA 存在时能够实现 UCNP-

PSA-金纳米粒子的结构、使游离的 UCNPs 与金纳

米粒子相结合，由于 UCNPs 与金纳米粒子距离满

足 FRET 共振能量传递距离，且金纳米粒子吸收

与 UCNPs 的绿光发射位置相重合，因此该结构中

上转换发光能够被猝灭，如图 9（b）。在微流控通

道中视野内通过单颗粒计数法，实现了对低浓度

PSA 的检测，检出限低至 1. 0 pmol·L-1，检测浓度

区 间 为 0~500 pmol·L-1[75]。 利 用 类 似 的 原 理 ， 
Wang 等设计了用于 Cu2+检测的 Yb3+、Er3+掺杂 UC⁃
NPs-BHQ1 探针，利用单颗粒测试技术，实现了亚

纳摩尔-微摩尔超过三个数量级的检测范围，检出

限相对于集成检测降低了 7 个数量级，低至 220 

pmol·L-1[76]。Xu 等利用磁性筛选的原理构造了检

测 CEA 的 UCNPs 探针，如图 9（c），通过互补的

DNA 链将 UCNPs 与磁性小球进行组装，CEA 的介

入能够打开 DNA 双链使二者分离，因此在磁场作

用下游离的 UCNPs 的数量与 CEA 浓度成反比例

关系；利用单颗粒计数的方法，CEA 的检测范围

为 0. 1~30 pmol·L-1，检出限为 65 fmol·L-1[77]。 Liu
等设计了 UCNPs-IR-798 探针，在全内反射显微镜

下通过单颗粒计数法测定 NO2-浓度，并测试了该

探针在 Hela 细胞内检测 NO2-浓度的可行性 [89]。由

于单个 UCNPs 依赖于高度聚焦的激光（光斑直径

<1 μm）、通过激光扫描进行成像，这一技术需要

样品空间位置固定；目前大多数体外单颗粒检测

可以实现，而要实现对尺寸在微米及以上的细胞、

组织甚至器官等活体内运动的单颗粒进行实时追

踪，其难度较高。Wang 等通过透镜调制激发光斑

直径至约 5 μm 水平，成功实现了在 A549 活细胞

中对单个直径约 40 nm 的 Tm3+掺杂 UCNPs 的实时

追踪，如图 9（d）；通过对单颗粒迁移速度、扩散系

数等数据的分析，进一步解析了颗粒所在的亚细

胞结构 [85]。这一成果证实了单颗粒活体示踪的可

行性。未来，基于 UCNPs 探针发展单颗粒水平下

UCNPs were
released

Sample for imagingUCNPs were released
CEA

1. Supernatant
removal

cDNA⁃UCNPs

Incubation 2. Incubationwith target protein Emissionsignal
CEA

Excitation light

Supernatantfor imaging

DNA⁃MBs cDNA⁃UCNPs

Greenfluorescence
980 nm laser

Single particalcounting
Interferingmolecules

Targetprotein

Single particalcounting
Quenchedfluorescence

0.30
0.35

0.25
0.20
0.15

UCNPs GNPs Ab1 Ab2 PSA Interfering molecules

y
x

z

Non⁃single partical Single partical

y
x

z0.016 Speed（μm·s-1） 4.119
10 μm

2
3 41

7
6
5

（a） （c）

（b）

（d）

Ban
d in

ten
sity

 rat
io R

300 320 340 360 380 400
T/K

2.6 2.8 3.0 3.2 3.4
T-1/K-1 1e⁃3

-1.0
-1.2-1.4-1.6
-1.8
-2.0-2.2

lnR

P1
P2
P3
P4
P5

5 μmEye vision

Processed data
Non⁃single partical

235 46
z=4 μm

z=2μm
7

1
z=1μm10 μm

图 9　（a）单颗粒测温 [73]；（b）单颗粒计数用于 PSA 浓度检测 [75]；（c）利用磁性小球修饰的上转换探针及其通过单颗粒计数

法对 CEA 浓度的测定 [77]；（d）活细胞内长时间三维单颗粒 UCNPs追踪 [85]。

Fig.9　（a）Single UCNPs for temperature measurement[73]. （b）Single particle counting for PSA concentration detection[75]. （c）
Magnetic beads decorated UCNPs for CEA concentration detection using single particle counting technique[77]. （d）In vivo 

long⁃term three⁃dimensional tracking of single UCNPs[85].
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的活体特异性检测将为更高分辨率下乃至单分子

水平生物医学研究提供有力的技术支撑。

6　结论与展望

光学成像作为活体研究的重要手段存在着生

物自发荧光背景干扰等问题，多光子成像由于特殊

的发光物理过程，能够有效避免背景噪声的干扰；

也正是由于多个光子的吸收实现一个光子的发射

这一特殊物理过程，决定了多光子发光面临量子效

率低的关键问题，因此开发高效的多光子探针是发

展多光子成像亟待解决的问题。能够产生多光子

发光的材料主要为部分能产生双光子吸收或二次

谐波的非线性光学材料，但是传统有机荧光团和半

导体量子点在双光子吸收或二次谐波所依赖的高

激发光功率密度下化学稳定性、光稳定性较差，容

易发生光漂白、光闪烁。上转换纳米粒子由于光、

化学性质稳定且稀土离子具有亚稳态中间能级等

特点，成为一种实现二阶或高阶非线性光学的理想

材料。对 UCNPs 的研究一般以粒子聚集体为对

象，测试与研究条件与实际成像平台在激发光功率

密度等方面存在一定差别，而单颗粒成像平台更接

近于实际成像平台。近年来对单颗粒研究的一系

列成果表明，在这一研究水平下 UCNPs 所表现出

的光物理性质与传统聚集体测试所得出的一些结

论不尽一致，因此在单颗粒水平下研究上转换发光

的激发光功率密度依赖、温度依赖等特性，通过稀

土离子掺杂浓度、核壳结构、表面等离子局域场等

提高上转换量子效率，对实现高效上转换多光子探

针具有重要的理论意义。

目前，设计生物成像用上转换纳米探针仍对

小尺寸下的高量子效率有着基本要求。这是因为

提高上转换量子效率是解决因其效率低而衍生出

来的一系列问题的钥匙，比如因发射信号弱导致

的探测器成本高的问题，因激发阈高导致的生物

组织光损伤的问题，因聚焦激光光斑小导致的成

像时间长、无法实现宽场成像的问题等。根据

UCNPs 聚集体研究中积累的丰富经验，通过核壳

结构设计、杂原子或空位引入、集成型等离子体增

强、吸收天线引入等方法实现对能量传递、晶体

场、局域场、激发光吸收等的有效调控，将为推动

单颗粒下 UCNPs 实现更高的量子效率奠定基础。

单颗粒 UCNPs 在生物成像实际应用中，虽然目前

大部分工作主要局限于体外检测，但是活体成像

工作在调制的激发光斑下已经实现。结合前期聚

集体 UCNPs 在成像、示踪、药物递送、光热治疗等

生物医学领域的应用成果，设计开发具有多功能

的异质复合单颗粒 UCNPs 将会助力其在生物应

用领域的飞速发展。

本文专家审稿意见及作者回复内容的下载地址：

http://cjl. lightpublishing. cn/thesisDetails#10. 37188/
CJL. 20230126.
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