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硒化镉量子点偶联羟基磷灰石荧光谱的温度特性
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摘要 为了探究羟基磷灰石(HAP)纳米颗粒与硒化镉量子点(CdSe
 

QD)的共轭物 HAP-QD作为生物纳米温度探针

的可能性,将CdSe
 

QD与HAP纳米颗粒进行化学偶联,得到 HAP-QD共轭物,并研究了 HAP-QD荧光谱的温度特

性。首先用硅烷偶联剂KH550对HAP表面进行氨基修饰;然后在偶联活化剂的作用下将表面修饰有羧基的CdSe
 

QD与表面修饰有氨基的HAP进行共价偶联,得到 HAP-QD共轭物;最后测量了298~318
 

K温度范围内CdSe
 

QD
和HAP-QD的荧光谱。实验结果表明,HAP-QD的荧光谱峰位随温度的升高会出现红移,且具有良好的线性关系。
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Abstract In
 

order
 

to
 

study
 

the
 

possibility
 

of
 

the
 

HAP-QD
 

conjugate
 

of
 

hydroxyapatite
 

 HAP 
 

nanoparticles
 

and
 

cadmium
 

selenide
 

quantum
 

dots
 

 CdSe
 

QD 
 

as
 

a
 

biological
 

nano-temperature
 

probe 
 

HAP
 

nanoparticles
 

are
 

chemically
 

coupled
 

with
 

CdSe
 

QD
 

to
 

obtain
 

HAP-QD
 

conjugate 
 

and
 

further
 

study
 

the
 

temperature
 

characteristics
 

of
 

HAP-QD
 

fluorescence
 

spectrum 
 

First 
 

the
 

surface
 

of
 

HAP
 

is
 

modified
 

by
 

silane
 

coupling
 

agent
 

KH550 
 

Then 
 

under
 

the
 

action
 

of
 

coupling
 

activator 
  

the
 

CdSe
 

QD
 

with
 

a
 

carboxyl
 

group
 

modified
 

on
 

the
 

surface
 

and
 

HAP
 

with
 

an
 

amino
 

group
 

modified
 

on
 

the
 

surface
 

are
 

covalently
 

coupled
 

to
 

obtain
 

a
 

HAP-QD
 

conjugate 
 

Finally 
 

the
 

fluorescence
 

spectra
 

of
 

CdSe
 

QD
 

and
 

HAP-QD
 

are
 

measured
 

at
 

the
 

temperature
 

range
 

of
 

298--318
 

K 
 

The
 

experimental
 

results
 

show
 

that
 

the
 

fluorescence
 

peak
 

position
 

of
 

HAP-QD
 

demonstrates
 

a
 

redshift
 

and
 

has
 

a
 

good
 

linear
 

relationship
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

temperature 
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1 引  言

温度是细胞内活动最重要和最基本的参数之

一,细胞内的温度可以提供细胞的健康状态信息。
研究表明,肿瘤组织比非肿瘤组织会表现出更高的

新陈代谢,从而产生更多的热量,因此,高代谢通常

被认为是癌细胞的标志之一[1]。通过微量量热法的

研究表明,肿瘤组织的恶性程度与产热量之间存在

很好的相关性[2]。其他人类疾病,如线粒体综合征,
也会表现出异常的代谢[3]。因此,对细胞温度的测
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量可以帮助诊断或分析细胞癌变的过程,具有重要

的研究意义。
量子点(QD)具有尺寸小、光稳定性显著等特

点,且其荧光谱具有温度依赖性[4-8],是一种重要的

细胞荧光测温探针[9-13]。处于细胞环境中的硒化镉

量子点(CdSe
 

QD)被氧化后会在细胞内释放出

Cd2+,而细胞中游离的Cd2+会与细胞内蛋白质上的

巯基相结合,对活细胞产生毒性[14]。为了降低 QD
的生物毒性,提高其生物相容性,将QD与生物纳米

材料羟基磷灰石(HAP)进行共价偶联,形成 HAP-
QD共轭物。HAP具有突出的离子交换能力,对
镉、铅等有毒离子具有很强的吸附性[15-18],从而减少

游离在细胞内的Cd2+,降低 QD的毒性。将 HAP
与QD偶联后还可以提高 QD的生物相容性[19-20],
原因是HAP具有很强的生物相容性。其次,HAP
具有疏松多孔的结构,可作为医学诊断和治疗的纳

米载体被用于组织工程[21]、药物和基因递送[22-23]。
因此,结合CdSe

 

QD荧光谱具有温度依赖性的特

点,HAP-QD有望成为一种具有温度探测及药物递

送功能的生物探针。
本文利用化学共价偶联法,将CdSe

 

QD与纳米

HAP进行共价偶联得到 HAP-QD 共轭物,并对

HAP-QD荧光谱的温度特性进行研究,探究其作为

纳米温度探针的可能性。

2 实验装置

为了研究CdSe
 

QD和HAP-QD荧光谱的温度

特性,搭建了荧光谱温度标定实验装置,如图1所

示。该装置主要包括激发光源、用于保持温度的温

控加热板、用于检测温度的热电偶、用于将激发光聚

焦在样品上并收集样品荧光信号的物镜以及用于成

像的光谱仪和CCD。
在温度标定过程中,将样品放置在温控加热板

上,调节温控板的温度,使样品处于不同的温度环境

下,实际温度由热电偶直接测得。波长为532
 

nm
的激发光通过二向色镜后,由显微物镜聚焦并照射

在样品上,被激发的样品荧光信号经过显微物镜收

集,再通过二向色镜、反射镜被收集到光谱仪中,最
后通过计算机控制与分析系统绘制出相应的荧光谱

曲线。

图1 荧光谱温度标定实验系统

Fig 
 

1 Experimental
 

system
 

for
 

temperature
 

calibration
of

 

fluorescence
 

spectrum

3 实验结果与讨论

3.1 HAP-QD的制备

HAP的分子式为Ca10(PO4)6(OH)2,是一种

用途广泛的纳米生物材料,一般呈针状结晶,长度为

20~40
 

nm,厚度为1.5~3
 

nm。采用化学共价偶联

法制备HAP-QD共轭物的过程分为两步,第一步是

对纳米 HAP表面进行氨基修饰[24],第二步是使

HAP表面的氨基与CdSe
 

QD表面的羧基进行共价

偶联反应,形成HAP-QD共轭物。
纳米HAP表面的氨基由硅烷偶联剂KH550提

供,KH550的分子式为NH2(CH2)3Si(OC2H5)3,可
溶于有机溶剂和水,且在水中会发生水解,是一种具

有特殊结构的低分子有机硅化合物,通式为RSiX3。
其中,R为与聚合物分子有亲和力或反应能力的活性

官能团,如丙氨基,X为能水解的烷氧基。
使用KH550对 HAP进行氨基修饰时,主要涉

及KH550的水解反应以及水解形成的硅醇与HAP
的脱水反应,可表示为

NH2(CH2)3Si(OC2H5)3+3H2O=NH2(CH2)3Si(OH)3+3C2H5OH, (1)

2NH2(CH2)3Si(OH)3+3Ca10(PO4)6(OH)2=[Ca10(PO4)6]3[NH2(CH2)3Si(O)3]2+6H2O。 (2)

  KH550一端的烷氧基遇水发生水解形成硅醇,
硅醇与HAP颗粒表面上的羟基会发生脱水缩合反

应形成氢键,最终得到表面修饰有氨基的 HAP
(HAP—NH2),反应过程如图2所示。
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图2 KH550修饰 HAP的示意图

Fig 
 

2 Schematic
 

diagram
 

of
 

KH550
 

modified
 

HAP

  配置体积分数为90%的乙醇溶液,并加入硅烷

偶联剂KH550,静置水解30
 

min。然后,加入纳米

HAP并进行超声处理,使其均匀分散在溶液中,在
温度为60

 

℃时搅拌3
 

h使其充分反应。最后,经过

反复过滤、清洗、干燥处理得到HAP—NH2。
为了验证氨基是否成功修饰到纳米 HAP表

面,分别对 HAP、HAP—NH2 和KH550样品进行

拉曼光谱分析,检测结果如图3所示。可以发现,在

HAP的拉曼光谱中主要有五个特征拉曼峰,其中,

432
 

cm-1 和593
 

cm-1 特征峰归属于PO43-的弯曲振

动,964
 

cm-1 和1049
 

cm-1 特征峰归属于PO43-的伸

缩振动,3573
 

cm-1 特征峰归属于OH-的伸缩振动。
相比HAP的拉曼光谱,HAP—NH2 的拉曼光谱在

2930
 

cm-1 附近明显多出一个拉曼峰位,该峰位可对

应KH550在2888,2931,2978
 

cm-1 处的多个烷基,
这表明反应后KH550与HAP共价缩合在一起。

图3 HAP、HAP—NH2、KH550的拉曼光谱

Fig 
 

3 Raman
 

spectra
 

of
 

HAP、HAP—NH2、KH550

  除了检测拉曼光谱外,还对 HAP—NH2 样品进

行了X射线光电子能谱(XPS)元素分析,检测结果如

图4所示。可以发现,HAP—NH2 样品中除了HAP
本身含有的Ca、P和O元素外,还出现了微量的Si元

素和N元素,这表明 HAP与KH550共价缩合反应

成功,形成了[Ca10(PO4)6]3[NH2(CH2)3Si(O)3]2,
即HAP表面有氨基修饰的HAP—NH2。

成功制备 HAP—NH2 后,可经偶联活化剂EDC
和NHS的活化作用,将HAP—NH2 与表面修饰有羧

基的CdSe
 

QD进行共价偶联反应,以制备HAP-QD共

轭物。实验使用的CdSe
 

QD为Life
 

Technologies公司

生产的Qtracker􀅹655,该产品被广泛应用于细胞内

图4 HAP—NH2 的XPS谱

Fig 
 

4 XPS
 

spectrum
 

of
 

HAP—NH2

的荧光成像研究。CdSe
 

QD呈直径为3~6
 

nm的椭
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球状,且表面修饰有一种定制的靶向肽(包含大量羧

基),可直接将其与表面修饰有氨基的HAP进行偶联

反应。CdSe
 

QD 的 荧 光 激 发 波 段 范 围 为405~
615

 

nm,荧光发射波长在655
 

nm附近,该荧光波段可

以很好地避免生物体内自发荧光的干扰。
首先,配置pH=7.4的磷酸盐缓冲液,并加入

CdSe
 

QD。然 后,向 缓 冲 液 中 加 入 偶 联 活 化 剂

EDC/NHS,对CdSe
 

QD表面的羧基进行20
 

min的

活化处理。最后,加入过量 的 HAP—NH2 反 应

12
 

h。反应完成后,对最终的反应产物进行清洗过

滤,以去除可溶反应产物。通过超声处理将过量而

未偶联的CdSe
 

QD、HAP—NH2 以及偶联成功的

HAP-QD分散在缓冲液中,然后通过合适转速的离

心处理将 HAP—NH2 与 HAP-QD 分离,以获得

HAP-QD共轭物。整个反应过程如图5所示,在羧

基与氨基的偶联反应中,EDC与羧基反应形成可以

与氨基反应的中间体,加入 NHS后可以稳定中间

体,从而提高EDC介导的偶联反应效率。

图5 HAP与QD的偶联反应示意图

Fig 
 

5 Schematic
 

diagram
 

of
 

the
 

coupling
 

reaction
 

of
 

HAP
 

and
 

QD

3.2 HAP-QD和CdSe
 

QD荧光谱的温度特性

制备出HAP-QD样品后,通过图1所示的温度

标定装置,分别对CdSe
 

QD和 HAP-QD样品荧光

谱的温度特性进行分析研究。用微量移液枪移取微

量CdSe
 

QD到载玻片上,通过温控加热板加热载玻

片,在温度为298~318
 

K范围内,经波长为532
 

nm
的激光激发,可获得CdSe

 

QD的荧光谱。在温度分

别为298.05,302.65,306.85,310.95,315.35
 

K时

测得的CdSe
 

QD荧光谱如图6(a)所示,可以发现,
荧光谱的峰位随温度的升高发生了红移,且其峰位

强度不断下降。
为了更全面地反映CdSe

 

QD荧光谱与温度的

关系,从不同温度下的荧光谱中提取峰位波长、荧光

峰值强度以及荧光谱的半峰全宽(FWHM),并将其

与对应的温度进行拟合,得到荧光谱峰位波长、荧光

峰 值 强 度 及 荧 光 谱 FWHM 与 温 度 的 关 系,如
图6(b)~图6(d)所示。可以发现,在温度为298~
318

 

K范围内,随着温度的升高,CdSe
 

QD荧光谱的

整体变化趋势为荧光峰位红移、荧光峰值强度下降、
荧光谱FWHM出现展宽。选择与温度线性关系最

好且受激发光强度影响最小的荧光峰位进行温度标

定,标定结果可表示为

w=612.36+0.14T,298
 

K<T <318
 

K,
(3)

式中,w 为荧光峰位波长,单位为nm,T 为温度,单

位为K,可用最终标定结果的斜率表示该CdSe
 

QD
的热灵敏度系数。可以发现,CdSe

 

QD的温度灵敏

度为0.14
 

nm/K,可作为一种纳米尺度的热学传感

器用于纳米区域的温度测量。

QD荧 光 谱 的 温 度 特 性 已 经 得 到 了 广 泛 研

究[25-27],QD荧光峰位的移动与其带隙变化密切相

关,Varshni公式可以反映半导体带隙随温度变化

的规律,可表示为

Eg(T)=Eg0-
αT2

T+β
, (4)

式中,Eg(T)为半导体的带隙,Eg0 为半导体在温度

为0
 

K时的带隙,系数α 为半导体带隙随温度变化

的线性位移,β 的值接近材料的德拜温度。根据

图6(a)中CdSe
 

QD荧光谱的测量数据,经数值拟

合优化求解,得到α=(4.1±0.3)×10-4
 

eV/K,β=
(155±37)

 

K。将系数α,β带入Varshni公式就能

确定CdSe
 

QD的带隙随温度的变化情况,结果如

图7所示。可以发现,拟合结果与实验数据基本吻

合,CdSe
 

QD的带隙随温度的升高呈线性下降趋

势,其斜率为-0.3764
 

meV/K。相比CdSe体块材

料(α=3.7×10-4
 

eV/K,β=150
 

K)[25]以及Cheng
等[26]在温度为300~373

 

K 范围内研究的 CdSe/

ZnS
 

QD[α=(2.0±0.3)×10-4
 

eV/K,β=(200±
30)

 

K],实验中CdSe
 

QD的α 偏大,而β 与CdSe
体 块材料相近,这表明实验中的CdSe

 

QD热敏性较

1006002-4



中   国   激   光

图6 CdSe
 

QD荧光谱与温度的关系。(a)不同温度下的CdSe
 

QD荧光谱;(b)荧光谱峰位与温度的关系;
(c)荧光谱峰值强度与温度的关系;(d)荧光谱FWHM与温度的关系

Fig 
 

6Relationship
 

between
 

CdSe
 

QD
 

fluorescence
 

spectrum
 

and
 

temperature 
 

 a 
 

Fluorescence
 

spectra
 

of
 

CdSe
 

QD
 

at
 

different
 

temperatures 
 

 b 
 

relationship
 

between
 

peak
 

position
 

of
 

fluorescence
 

spectrum
 

and
 

temperature 
 

 c 
 

relationship
 

between
 

peak
 

intensity
 

of
 

fluorescence
 

spectrum
 

and
 

temperature 
 

 d 
 

relationship
 

between
 

the
            

 

FWHM
 

of
 

fluorescence
 

spectrum
 

and
 

temperature

图7 CdSe
 

QD的带隙随温度变化的关系

Fig 
 

7 Relationship
 

between
 

the
 

band
 

gap
 

of
CdSe

 

QD
 

and
 

temperature

强,适合作为纳米温度探针。实际中,造成 CdSe
 

QD热敏性测定结果不同的原因包括CdSe
 

QD的

尺寸、外层包覆结构以及对CdSe
 

QD进行温度特性

研究时的温度范围不同。在固定较窄的温度范围

内,QD的荧光峰位会随温度的升高呈线性且明显

的红移,不断扩大温度范围,QD的荧光峰位与温度

可能失去线性关系,从而影响QD的总体温度灵敏

度。此外,CdSe
 

QD的团簇也会影响其荧光的温度

特性。Li等[9]研究了单个CdSe
 

QD荧光谱的温度

特性,发现在298~318
 

K的温度范围内,其温度灵

敏度为0.105
 

nm/K,且荧光峰位与温度具有良好

的线性关系。Biju等[27]的研究表明,CdSe
 

QD形成

平均直径约为27
 

nm的团簇后,在298~353
 

K的

温度范围内产生可逆且稳定的荧光峰位变化约为

10
 

nm,温度灵敏度约为0.18
 

nm/K,原因是单个团

簇内激发态下 QD之间的偶极-偶极相互作用具有

可逆性。
用微量移液枪将HAP-QD样品移到载玻片上,

在 温 度 为 298.55,303.35,307.65,311.55,

316.25
 

K时,经波长为532
 

nm的激光激发,测得的

荧光谱如图8(a)所示。可以发现,与CdSe
 

QD相

比,HAP-QD的荧光谱谱型发生了明显变化,不再

是标准的高斯谱。随着温度的升高,仍存在荧光谱

峰位的红移以及荧光谱峰值强度下降的现象。相比

CdSe
 

QD,HAP-QD的荧光峰值强度下降更明显,
原因是除了由温度升高引起的荧光强度下降外,疏
松多孔的 HAP在周围温度上升后会发生热膨胀,
导致整个HAP-QD样品越来越远离激发光的聚焦

位置,在一定程度上阻碍了激发光照射到 QD上。
提取不同温度下HAP-QD荧光谱的峰位波长、荧光

强度以及FWHM,并将与其对应的温度进行数学

拟合,得到的结果如图8(b)~图8(d)所示。可以发
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现,在温度为298~318
 

K范围内,随着温度的升高,

HAP-QD的荧光峰位出现红移、荧光峰值强度出现

下降、荧光谱的FWHM 出现展宽,这与CdSe
 

QD
荧光谱表现出的温度特性在整体趋势上是一致的。
选择荧光峰位与温度进行标定,标定结果可表示为

w=620.93+0.09T,298
 

K<T <318
 

K。(5)

  综上所述,HAP-QD荧光谱峰位随温度变化的

斜率为0.09
 

nm/K,与CdSe
 

QD相比有所减小,这
表明CdSe

 

QD与HAP共价偶联后,HAP-QD共轭

物的温度灵敏度会下降。

图8 HAP-QD荧光谱与温度的关系。(a)不同温度下的 HAP-QD荧光谱;(b)荧光谱峰位与温度的关系;
(c)荧光谱峰值强度与温度的关系;(d)荧光谱FWHM与温度的关系

Fig 
 

8Relationship
 

between
 

HAP-QD
 

fluorescence
 

spectrum
 

and
 

temperature 
 

 a 
 

Fluorescence
 

spectra
 

of
 

HAP-QD
 

at
 

different
 

temperatures 
 

 b 
 

relationship
 

between
 

peak
 

position
 

of
 

fluorescence
 

spectrum
 

and
 

temperature 
 

 c 
 

relationship
 

between
 

peak
 

intensity
 

of
 

fluorescence
 

spectrum
 

and
 

temperature 
 

 d 
 

relationship
 

between
 

the
              FWHM

 

of
 

fluorescence
 

spectrum
 

and
 

temperature

图9 HAP-QD的带隙随温度变化的关系

Fig 
 

9 Relationship
 

between
 

the
 

bandgap
 

of
 

HAP-QD
and

 

temperature

  按照相同的方式经数值拟合得到 HAP-QD在

Varshni公式中的α=(3.4±0.3)×10-4
 

eV/K,

β=(149±27)
 

K,代入Varshni公式,得到的结果如

图9所示。可以发现,实验数据与拟合结果基本吻

合,HAP-QD的带隙随温度的升高呈线性下降趋

势,其斜率为-0.3107
 

meV/K。相比未偶联 HAP

的CdSe
 

QD,HAP-QD的α 有所减小,这表明温度

对HAP-QD导带底部和价带顶部之间能量差的影

响减弱,导致其热敏性降低,与实验得出的结果一

致。造成其热敏性降低的主要原因是 HAP材料具

有较强的隔热性能[28-29]。总体来看,HAP-QD共轭

物可作为一种具有生物相容性的纳米温度探针。

4 结  论

采用化学共价偶联法,将CdSe
 

QD与纳米 HAP
进行共价偶联,制备了 HAP-QD共轭物。通过搭建

的温度标定实验系统,在细胞正常生理温度范围内

(298~318
 

K)分别测得CdSe
 

QD和HAP-QD共轭物

的荧光谱。实验结果表明,随着温度的升高,两者均

出现荧光峰位红移、荧光峰值强度下降以及荧光谱的

FWHM展宽现象。以荧光峰位与温度进行标定,得
到CdSe

 

QD的温度灵敏度为0.14
 

nm/K,HAP-QD
的温度灵敏度为0.09

 

nm/K。虽然相比CdSe
 

QD,
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HAP-QD的温度灵敏度有所下降,但相比其他种类

的纳米温度探针,HAP-QD仍具有突出的灵敏度。
此外,结合HAP的生物相容性以及疏松多孔的结构,

HAP-QD有望成为一种具有温度探测及药物载体双

重功能的生物纳米探针。
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