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摘要　稀土掺杂的上转换纳米发光材料(UCNP)可以将低频光子转化为高频光子,通常是近红外光激发,可见光发

射,这个独特的光学性质使其具有良好的生物学应用前景.近年来,UCNP已经在成像、传感等领域取得了重要进

展,本文对近年来UCNP的合成、表面修饰以及在生物检测等方面的应用进行综述,涵盖了生物检测方面的重要进

展,包括基于上转换荧光的温度、离子、小分子以及生物体内的重要蛋白与核酸等检测应用.
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１　引　　言

荧光检测法具有灵敏度高、操作简便、可原位检

测等优点.传统荧光探针的激发波长和检测波长通

常位于紫外Ｇ可见光区,因而用作生物成像探针时会

遇到自发荧光干扰、激发光组织穿透深度有限等问

题,在活体检测和成像方面受到严重限制[１Ｇ２].
稀土上转换纳米发光材料(UCNP)的激发光和

发射光波长均可以调节到“生物窗口”,有效地降低

了组织对光的吸收和散射[３],因此,具有高光热稳定

性[４]、高信噪比、组织穿透深度大、无背景噪声干扰

以及对生物组织几乎无损伤等优点[５Ｇ１２],在生物检
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测、治疗与成像方面有广泛的应用.上转换发光纳

米颗粒作为一种理想的检测材料,其多色发光性质

为高灵敏度探针设计提供了很好的基础.基于上述

上转换荧光性质,研究者们针对温度、离子、小分子、

DNA、酶、病毒等生物信息检测开展了许多研究,本
文通过回顾过去几年的研究工作,总结出上转换发

光材料在生物检测等方面的最新进展.

２　上转换发光机理

每个镧系元素离子都有一组独特的能级,产生

可区分光谱指纹的尖锐发射峰,用于制备多色上转

换纳米晶体的典型掺杂离子及相应的主要发光体和

能量跃迁见表１.已有的许多研究证明,从La到

Lu的大部分稀土(RE)离子都具有上转换发光特

性,包括Pr[１３Ｇ１４]、Nd[１５Ｇ１６]、Dy[１７Ｇ１８]、Ho[１９Ｇ２０]、Er[２１Ｇ２２]

和Tm[２３Ｇ２４].作为一种特殊的发光现象,上转换效应

是材料将吸收的低能级光子转换为高能发射光子,为
下转换发光的逆过程,遵循能量守恒定律,因此亦被

称为反斯托克斯(antiＧStokes)发光.总体而言,上转

换发光过程可归结为以下３种激发方式[２５].
表１　用于制备多色上转换纳米晶体的典型掺杂离子及相应的主要发光体和能量跃迁

Table１　Typicaldopantionsandthecorrespondingmajoremissionsandenergytransitionsfor
makingmulticoloredupconversionnanocrystals

Activator Majoremission/nm Energytransition Ref．

Pr３＋ ４８９,５２６,５４８,６１８,６５２,６７０,７３２,８６０
３P０→３H４,１I６→３H５,３P０→３H５,３P０→３H６,
３P０→３F２,３P１→３F３,３P０→３F４,１I６→１G４

[１３Ｇ１４]

Nd２＋ ４３０,４８２,５２５,５３５,５８０,６００,６６４,７６６
２P１/２→４I９/２,２P１/２→４I１１/２,２P１/２→４I１３/２,４G７/２→４I９/２,２P１/２→
４I１５/２,４G７/２→４I１１/２,２G７/２→４I９/２,４G７/２→４I１３/２,４G７/２→４I１５/２

[１５Ｇ１６]

Dy３＋ ５７０ ４F９/２→６H１３/２ [１７Ｇ１８]

Ho３＋ ５４２,６４５,６５８ ５S２→５I８,５F５→５I８ [１９Ｇ２０]

Er３＋ ４１１,５２３,５４２,６５６ ２H９/２→４I１５/２,２H１１/２→４I１５/２,４S３/２→４I１５/２,４F９/２→４I１５/２ [２１Ｇ２２]

Tm３＋ ２９４,３４５,３６８,４５０,４７５,６５０,７００,８００
１I６→３H６,１I６→３F４,１D２→３H６,１D２→３F４,
１G４→３H６,１G４→３F４,３F３→３H６,３H４→３H６

[２３Ｇ２４]

　　１)激发态吸收(ESA)上转换:同一个离子从基

态通过连续多光子吸收到达能量较高的激发态的过

程,这也是上转换发光的基本过程.

２)能量传递上转换(ETU):通过非辐射过程将

两个能量相近的激发态离子耦合,其中一个离子把

能量转移给另一个离子而回到低能态,另一个离子

接收能量而跃迁到更高的能态.

３)光子雪崩(PA)上转换:是指激发态吸收和

能量传递相结合的过程,但能量传输只发生在同种

离子之间.
关于上转换多色发射调谐的报道很多,主要集

中在９８０nm和８０８nm激光作用下,实现多色可见

光发射,最主要的离子包括Yb/Er、Yb/Ho和Yb/

Tm,常见的基质材料为 NaYF４、NaGdF４、BaYF５
等[２６Ｇ２７],其中Yb离子通常作为敏化离子发挥其功

能.Er的上转换绿光和红光以及Tm离子的上转

换蓝光是可见光部分应用最为广泛的波段,通过改

变Yb离子的掺杂浓度以及Er和Tm离子浓度,可
以实现可见光波段的可调谐发光.因为Tm离子的

发光还可以拓展到紫外区和近红外区,所以当利用

Er离子和Tm离子共掺杂时,可以通过调节Tm和

Er掺杂剂的离子浓度,将上转换发光发射从紫外区

(UV)调节到近红外区(NIR).图１中 Yb/Er和

Yb/Tm共掺杂的 NaYF４ 纳米颗粒具有黄色(图１
的A１)和蓝色(图１的 A４)发射光[２８],可以归因于

Er３＋ 的２H１１/２,４S３→４I１５/２(绿光)和４F９/２→４I１５/２(红
光)及Tm３＋的１D２→３F４、１G４→３H６(蓝光)跃迁.利

用近红外光的激发和可见光发射的性质设计基于近

红外光的能量传递系统,通过检测能量传递信号的

产生或者消失来实现生物量的传感.

３　上转换材料表面改性

面向生物应用的上转换纳米材料需要具有尺寸

小、形貌均匀等特点,并且优异的发光性能也是生物

应用的重要前提.以油酸、油胺为溶剂的高温热解

法是目前上转换纳米晶的主要合成方法,具有尺寸

均一可控、发光效率高的优点.适用于生物领域的

上转换纳米材料需要具有良好的亲水性能,然而,以
高温热解法合成的上转换纳米材料表面往往会附着

油酸、油胺配体,材料表面具有疏水性,在应用前需

要将疏水性 UCNP转化为亲水颗粒.目前用于表

面改性的方法[２９]大致分为以下４种:１)表面疏水

(通常为油酸或油胺)配体的化学改性;２)采用两亲

分子或聚合物进行双层包覆;３)在UCNP顶部加入

０２０７０１７Ｇ２
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图１ 上转换发光图与机理示意图.(a)在９７５nm 激光作用下,上转换纳米晶的二甲基亚砜(DMSO)胶体溶液发光照

片[２８],其中A１为NaYF４∶２０％Yb３＋,２％Er３＋的总上转换荧光,A２、A３分别为通过红色和绿色滤色片显示的发光,

A４为NaYF４∶２０％Yb３＋,２％Tm３＋的总上转换荧光;(b)镧系元素掺杂晶体的主要能量上转换过程,其中红色短划

　　　　　　　　　　线、黑色短虚线、蓝色实线分别代表光子激发、能量转移和发射过程

Fig敭１Schematicillustrationofupconversionluminescenceand mechanism敭 a Photographsoftheupconversion
luminescencein１％ massfractioncolloidalsolutionsofnanocrystalsindimethylsulfoxide DMSO excitedat

１０２７０cm－１ ~９７５nm  ２８ 敭A１denotestotalupconversionluminescenceoftheNaYF４∶２０％Yb３＋ ２％Er３＋

sample A２ A３showthesameluminescencethroughredandgreencolorfilters respectively andA４denotestotal

upconversionluminescenceoftheNaYF４∶２０％Yb３＋ ２％Tm３＋sample  b ETUprincipalupconversionprocesses

forlanthanidedopedcrystals theredshortdashed blackshortdotted andbluesolidlinerepresentphoton
　　　　　　　　　　excitation energytransfer andemissionprocesses respectively

额外的层或壳;４)用另一种配体完全替换原生配体.
这些方法通常不限于 UCNP,也适用于其他类型的

纳米颗粒.

１)原始配体的改性:直接在颗粒表面上将疏水

配体改性为亲水配体.这种方法主要是对基于油酸

或油胺配体的材料进行C C的氧化,形成羧基基

团或环氧基团[３０],所得颗粒在水中的分散性显著增

强.该方法使用的氧化剂为LemieuxＧvonRudloff
试剂[３１]、臭氧[３２]和３Ｇ氯过氧苯甲酸等.此外,疏水

基团还可以与其他亲水物质偶联在颗粒表面形成共

价键,以便控制药物传递[３３]或者为聚乙二醇赋予生

物相容性,例如,抗癌药物多柔比星.

２)两亲性配体修饰:采用两亲性长烷基链分子

修饰UCNP表面,在范德瓦耳斯力的作用下,疏水

性油酸盐与配体之间形成稳定的双分子层.这类配

体具有很强的范德瓦耳斯力,能够使表面电荷发生

改变,并以多层交替电荷的形式进行逐层沉积———
层包层.用长链两亲性配体修饰表面为油酸盐的

UCNP,将它们的疏水尾部嵌入油酸链之间,而亲水

性头部向外.这种设计能够有效地改善 UCNP的

亲水性能.如图２所示,两亲性配体的疏水部分与

UCNP表面的疏水配体铰链结合,而亲水部分朝外

形成亲水的表面结构,增强了UCNP的水溶性和生

物应用性.

图２ 用两亲性配体修饰油酸包覆的UCNP,从而使

疏水离子转化为亲水离子的原理示意图

Fig敭２Principleofbilayerformation bycoatingthe
oleateＧcapped UCNP with an amphiphile

possessingahydrophilicorionicendgroup thus
converting the hydrophobic particles to
　　　　　　hydrophilicparticles

磷脂(PLs)是一种常用的表面改性分子.磷脂

修饰的颗粒(不仅是 UCNP)具有非免疫原性,容易

被细胞内化,并且在体内具有很长的功能寿命.各

种亲水头部的磷脂有马来酰亚胺(用于将颗粒与蛋

白质硫醇基团结合)、生物素(与链霉抗生物素蛋白

具有高亲和力)等,可通过商购获得.Zhao课题

组[３４]用洗涤剂TWEEN８０包覆 UCNP,获得可负

载多柔比星的颗粒,随后用二氧化硅进行表面改性.
Parak课题组[３５]使用两亲聚合物代替相对小的表面

活性剂,修饰金纳米粒子、量子点和氧化铁粒子的表

面.聚(马来酸酐ＧALTＧ１Ｇ十八烯)(PMAO)是一种

被广泛使用的两亲性聚合物[３６Ｇ３７],分子上的多个烷

０２０７０１７Ｇ３
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基链具有较弱的螯合作用,可使表面包覆层稳定以

防止配体分离.包覆有PMAO的颗粒在水性介质

中的稳定性良好,并可以通过酸酐基团与双(六亚甲

基)三胺(BHMT)反应来进一步提高其稳定性.采

用这种方法[３８]修饰的 UCNP可在pH 值为３~１３
的细胞培养基中稳定存在数周(图３).

图３ 分散于不同pH值(３~１３)的水中以及补充血清细

胞生 长 培 养 基 中 的 核/壳 纳 米 颗 粒 (NaYF４∶

２０％Yb３＋,２％ Er３＋/NaYF４ＧPMAOＧBHMT)在

　　９８０nm激光的激发下的图像(底部)[３８]

Fig敭３Core shellnanoparticles NaYF４∶２０％Yb３＋ 

２％ Er３＋ NaYF４ＧPMAOＧBHMT dispersedin

wateratdifferentpHfrom３to１３andserumＧ
supplementedcellgrowthmediumandrespective

　imagesunder９８０nmexcitation bottom  ３８ 

本课题组利用两亲性硅烷修饰上转换纳米晶,
在获得良好水溶性的基础上,进一步在硅烷疏水链

与表面配体形成的疏水层中加入Eu的配合物,实
现近红外光和紫外光双模式激发下的细胞成像,以
及利用上转换荧光和Eu离子的下转换荧光实现温

度传感,如图４所示[３９].Yi等[４０]用长链烷基修饰

的聚丙烯酸与UCNP表面的油酸盐结合,引入带负

电荷的羧基,使纳米颗粒具有水溶性,羧基可进一步

与蛋白质偶联[４１].此外,UCNP表面修饰的相关

报道还有:将两亲性壳聚糖修饰的纳米颗粒用于光

动力疗法[４２];甲氧基Ｇ聚(乙二醇Ｇ嵌段Ｇ己内酯)包覆

的UCNP在生理条件下具有高度稳定性[４３],可用

于生物成像.表２给出了一系列应用于 UCNP表

面修饰的两亲分子.

３)无机材料表面修饰和改性:在 UCNP的疏

水表面沉积亲水壳层,从而实现水分散性,这是亲水

性修饰的常用方法之一.典型的壳材料包括氧化物

SiO２ 和TiO２,及贵金属金和银等,表３列出了目前

较为常用的修饰材料.本课题组率先使用银来修饰

上转换纳米晶,在实现亲水性的同时,还引入了光热

转换性能.在近红外光激发下,银壳层具有优良的

光热转换性能,既实现了上转换成像,又可以进行肿

瘤治疗,是多功能复合纳米材料设计的重要模型.

SiO２ 非常适合作为包覆层来提高纳米材料的亲水

性,这是因为无论 UCNP的表面是亲水还是疏水,
都可以使用Stöber方法或反向微乳液方法进行包

覆.包覆过程中通常加入氨作为催化剂,形成浓度

高于成核浓度的硅酸溶液,以保证二氧化硅壳的稳

定生长,如图５所示,所得二氧化硅包覆的颗粒

(UCNP＠SiO２)易分散在水中.被包覆的纳米材料

通常具有表面电荷,表现出低细胞毒性[４８].
表２　两亲分子及其修饰的UCNP的应用

Table２　ExamplesforamphiphilicmoleculesusedforcoatingofUCNPandselectedapplicationsof
theresultingwaterdispersiblenanoparticles

UCNPandnativeligand Amphiphilicmolecule Application Ref．

NaYF４∶Yb,Erand

NaYF４∶Yb,Tm＠oleate
Phospholipidswith
variousheadgroups

Opticalandmagnetic
resonanceimaging

[４４Ｇ４６]

NaYF４∶Yb,Er＠oleate TWEEN８０ Bioimaginganddrugdelivery [３４]

NaYF４∶Yb,Er＠oleate Surfactants Waterdispersibility [４７]

NaYF４∶Yb,Erand

NaYF４∶Yb,Tm＠oleate
Poly(maleic

anhydrideＧaltＧ１Ｇoctadecene)
Photodynamictherapy,

detectionofHg２＋ionsinwater
[３６Ｇ３７]

NaYF４∶Yb,Erand

NaYF４∶Yb,Tm＠oleate
Amphiphilicpoly(acrylicacid) Bioimaging,celltracking [４０Ｇ４１]

NaYF４∶Yb,Er＠oleate Amphiphilicchitosan Photodynamictherapy [４２]

NaYF４∶Yb,Er＠oleate Amphiphilicsilane Temperaturesensing,cellimaging [３９]
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图４ 硅烷修饰NaYF４∶Yb３＋,Er３＋的合成示意图及不同激发波长的上转换和下转换光谱[３９].(a)两亲性C１８硅烷内部载

有探针Eu(TTA)３(TPPO)２修饰NaYF４ 的合成图;(b)在９８０nm激发波长下实现的上转换和下转换光谱,插图显示

了在５２５nm和５４４nm处的上转换发光的温度相关强度比值;(c)在３５２nm激发波长下实现的上转换和下转换光

　　　　　　　　　　　　　　谱,插图显示了上转换发光寿命的温度依赖性变化

Fig敭４SchematicillustrationofthesynthesisofsilaneＧmodifiedNaYF４∶Yb３＋ Er３＋andinversionspectraunderdifferent

excitationwavelengths ３９ 敭 a SchematicillustrationofC１８silaneＧmodifiedNaYF４∶Yb３＋ Er３＋loadedwiththe

probeEu TTA ３ TPPO ２  b excitationspectraat９８０nm theinsetshowsthetemperatureＧdependentintensity
ratiovalueofthetwoupconversionluminescenceemissionsat５２５nmand５４４nm  c excitationspectraat３５２nm 
　　　　　　　　　theinsetshowsthetemperatureＧdependentlifetimeoftheupconversionluminescence

表３　无机材料修饰的NaYF４ 纳米颗粒及其应用

Table３　ExamplesforNaYF４nanoparticlesencapsulatedbyinorganicmaterialsandcorrespondingapplications

UCNPanditsnativeligand Shell Application Ref．

NaYF４∶Yb,Tm

NaYF４∶Yb,Er＠oleate
SiO２ Imaging,drugdelivery

[４９]
[５０]

NaYF４∶Yb,Tm＠oleate

NaYF４∶Yb,Er＠SiO２
TiO２ DyesensitizedsolarcellsPhotocatalysis

[５１]
[５２]

NaYF４∶Yb,Tm＠oleate Au Plasmonicmodulationofupconversionemission [５３Ｇ５４]

NaYF４∶Yb,Er＠oleylamine Ag Imaging,photothermaltherapy [５５]

图５ 在UCNP的油酸盐表面包覆二氧化硅壳示意图.

疏水性颗粒转化为亲水性颗粒后,ζ电位会发生很大变化

Fig敭５Schematicrepresentationofthesilicashellformed
on oleateＧcapped UCNP敭 After the initially
hydrophobicparticlesareconvertedtohydrophilic

particles theprocessisaccompaniedbylarge
　　　　changesintheζpotential

　　４)配体交换:配体交换是修饰UCNP表面的通

用策略.已知的方法主要有两种:一种是基于新的第

一配体的直接替代法;另一种是两步替代法,使用

NOBF４ 或HCl除去油酸盐或油胺,随后附着新包覆

层.该法在交换形成的配体层中引入小分子,在相转

移到含水溶剂中后UCNP的“亮度”会明显降低.

①直接(单步)替代法:在这种情况下,UCNP
的原有配体(几乎)被另一种配体完全置换,该配体

在水溶性上更具优势.理想情况下,它含有一个能

与UCNP表面配位的官能团,因此它可以很容易地

取代原有配体.ＧSH、ＧNH２、ＧCOOH、ＧPO３H 的配

位能力逐次增强,但还未进行不同结合强度的比较
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研究[５６].Voliani等[５７]使用一端具有硫醇基,另一

端具有胺或羧基的双功能PEG(将多齿配体与镧系

元素离子相结合)进行配体替代,既增加了纳米颗粒

的水稳定性,又起到了修饰的作用.

②强酸两步替代法:Bogdan等[５８]使用盐酸溶

液处理疏水性UCNP,从表面剥离原有配体以产生

无配体和水分散性颗粒,再用新配体包覆这些纳米

颗粒,如利用肝素进行配体修饰,可获得具有较高稳

定性的UCNP颗粒,如图６[５９]所示.然而,未被包

覆颗粒的稳定性和聚集倾向仍需进一步研究.

图６ 用肝素和碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)包覆UCNP的过程示意图[５９]

Fig敭６ IllustrationoftheprocedureforpreparingUCNPcoatedwithheparinandbasicfibroblastgrowthfactor bFGF  ５９ 

４　基于上转换荧光的检测应用

除温度外,上转换纳米材料与任何生理和生化

特性没有直接关系.所以在探针设计中,上转换纳

米探针需要与适当的识别实体相结合后才能显示出

高特异性,对检测目标进行快速响应,以提高其灵敏

度.被检测的物质包括离子(CN－、Hg２＋ 等)、气体

小分子(CO２、氨等)和生物分子(抗生物素蛋白、

DNA等).
大多数生物检测研究是基于发光共振能量转移

(LRET)机制.LRET是在能量供体和能量受体之

间发生的能量传递过程.UCNP本身只能通过掺

杂改变它们的发射波长,并且它们的表面没有任何

识别物,不大可能显示出有效的传感行为.所以,需
要在UCNP表面附加特殊识别基团,其中 UCNP
产生的光信号将受到LRET过程的影响.到目前

为止,一些材料(如有机染料、贵金属纳米粒子、氧化

石墨烯 和 量 子 点)已 被 证 明 是 高 效 的 能 量 受 体

(图７).当上转换纳米材料连接相应的识别基团

后,根据上转换荧光的位置选择相应的能量受体材

料,通过共振能量的产生或者消失来实现对生物物

质的高灵敏度检测.

图７ 具有不同能量受体的UCNP探针用于检测不同的无机离子、活性氧、气体分子、蛋白质和核酸

Fig敭７ UCNPＧbasedprobeswithdifferentenergyacceptorstodetectdifferentinorganicions 
reactiveoxygenspecies gasmolecules protein DNA andRNA

４．１　基于LRET的检测策略

LRET是研究纳米粒子之间相互作用的重要光

谱技术.上转换检测的核心是探针在与靶向物反应

前后具有不同的LRET效率.为了在检测中触发

LRET过程,能量受体应满足两个要求:受体的吸收

带应与 UCNP的发射带重叠;受体与 UCNP的距

离足够小.所以,可以通过调整UCNP和受体之间

的光谱重叠和距离来调节LRET的效率.
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１)调谐光谱重叠.为了控制LRET效率,受体

的吸收强度或波长应在与分析物反应后出现显著变

化.如图８的方案A所示,分析物将与识别基团反

应以阻断LRET过程,从而恢复UCNP的发射.需

要注意的是,这种检测策略在相反的方向上也是有

效的,即对于触发和阻止LRET过程都是有效的.
目前,已经有关于多种荧光探针[６０]通过吸收或荧光

的变化来检测离子和小分子的报道,通过将合适的

传感基团附着到 UCNP的表面来构建基于LRET
的探针是非常方便的方式.

图８ 基于LRET的主要检测策略

Fig敭８ LRETＧbaseddetectionstrategies

　　２)调整距离.调节LRET效率的另一个策略

是改变 UCNP和受体之间的距离(延长或缩短).
在图８的方案B中,识别组充当能量受体.分析物

的添加将切断UCNP和受体之间的连接,导致上转

换荧光恢复.在方案C、D中,分析物是能量受体,
它将与识别基团结合(图８的方案C)或被识别基团

替换(图８的方案 D),这些策略都是有效的检测

方法.

４．２　上转换纳米粒子作为纳米温度计

基于４f跃 迁 的 温 度 敏 感 性[６１],包 括 Er３＋、

Nd３＋、Eu３＋、Dy３＋等在内的多种镧系元素离子被广

泛用于非侵入式温度传感器.例如,Er３＋ 离子的

５２０nm(２H１１/２→４I１５/２)和５５０nm(４S３/２→４I１５/２)之
间的发光强度比对温度非常敏感.室温范围内的温

度变化会引起两个绿光分支比出现明显变化,通过

分支比可以解析出温度.因为是光谱解析,激发光

和发射光都可以在生物体外检测,所以对于体内的

温度测试具有重要意义.
以下将简要概述基于上转换纳米材料的温度传

感器的发展.

２０１０ 年,Vetrone 等[６２]首 次 使 用 NaYF４∶
Yb３＋,Er３＋作为荧光强度(FI)比纳米温度计对活

Hela细胞进行温度感测,基于Ln３＋ 的探针在活细

胞内通过上转换光谱可记录的温度变化范围为２５~
４５℃.而后,Okabe等[６３]设计了一种荧光聚合物

温度计,可用于检测细胞内２０~５０℃范围内的温度

变化.

与FI比纳米温度计相比,荧光聚合物温度计的

温度检测范围更大.２０１２年,Xiao等[６４]利用热响

应聚合物(聚NＧ异丁丙基丙烯酰胺)和上转换纳米

荧光粉(NaLuF４∶Mn２＋,Ln３＋)设计出一种稀土金

属配合物,可切换荧光共振能量转移(FRET)系统,
以增强温度传感.

Sedlmeier等[６５]分析了一系列具有不同尺寸、
形貌和离子掺杂浓度的上转换纳米粒子,发现与

NaYF４∶Yb,Er纳米颗粒相比,NaYF４∶Yb,Er＠
NaYF４ 核壳纳米粒子的温度传感性能(分辨率小于

０．５℃)在２０~４５℃生理范围内更优,这是因为核Ｇ
壳上转换纳米颗粒的荧光增强作用有利于检测分辨

率的提升.

Brites等[６６]提出一种基于上转换纳米材料的

温度传感技术,用于测量悬浮在水溶剂和有机溶剂

中的布朗纳米晶体的瞬时速度.他们发现热平衡下

NaYF４∶Yb,Er纳米晶具有出色的热敏性(１．１５％
K１＠２９６K)和高空间分辨率(＜１１m).

２０１６年,Jaque研究团队[６７]证明通过非接触式

扫描单个纳米粒子可以在细胞内部进行热扫描.这

种新方法对等离子体介导的癌细胞光热治疗所产生

的热梯度监测具有很重要的意义.
此外,Jiang等[６８]报道了一种用于光学温度传

感的新型UCNPNaYF４∶Yb,Er＠NaYF４∶Yb,Nd,
激发波长可以从９８０nm转移到７９４nm.

李富 友 课 题 组[６９]合 成 了 六 方 相 的 UCNP
NaYF４∶Yb３＋,Er３＋ 和 NaYF４∶Yb３＋,Nd３＋,使用
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mesoＧ２,３Ｇ二巯基琥珀酸进行表面修饰后应用于细

胞温度传感及成像.在核Ｇ壳 UCNP中,Nd３＋ 作为

敏化剂,８０８nm激发光能量通过 Yb３＋ 离子传递给

Er３＋,改善了Er３＋的发光性能,并抑制了Nd３＋多能

级所引起的猝灭效应.在８０８nm和９８０nm激发

光作用下,纳米颗粒NaYF４∶Yb３＋,Er３＋＠NaYF４∶
Yb３＋,Nd３＋均表现出高效的绿色荧光(５２５nm 和

５４５nm,源于２H１１/２→４I１５/２和４S３/２→４I１５/２的跃迁).
他们证明这两个发射峰的强度比与NIHＧ３T３细胞

的内部或外部温度的倒数之间存在良好的对数关

系.通过加热Ｇ冷却循环的温度依赖性光谱证明了

探针材料具有良好的热稳定性.
光热疗法(PTT)为肿瘤的治疗提供了机遇[７０].

在PTT中精确的温度控制至关重要[７１].到目前为

止,虽然红外测温仪作为一种常用的温度传感器已

经应用于PTT的温度监测,但由于无法避免热源到

热传感器的热量损失,传感器探测温度远低于肿瘤

部位的真实温度[７２Ｇ７３].此外,不加控制的过热会通

过热传导造成治疗部位周围正常组织的严重损伤.
为了提高PTT的准确性和效率,满足临床精确治疗

的要求,UCNP以其敏感的温度依赖性上转换光谱

和物理化学性质成为重要的候选材料[７４Ｇ７８].２０１６
年,复旦大学的李富友团队[７９]制备了具有温度反馈

功能的上转换/光热纳米复合材料(NaLuF４∶Yb,

Er＠NaLuF４＠C),用于实时监测本征温度并评估

PTT的治疗效果(图９).这项研究实现了高空间分

辨率的光热消融肿瘤,降低了体内正常组织的热损

伤.此外,基于单束红外光激发的光热治疗、温度传

感策略是肿瘤诊断和治疗方面的重要研究方向.本

课题组[８０]用９８０nm单激发光同时实现了PTT治

疗和实时温度传感,降低了仪器结构和实际操作的

复杂性,为临床应用提供更方便的条件.本课题组

选择柠檬酸盐稳定的CuS(citＧCuS)作为PTT剂,
通过这种策略可以实现治疗效果的最大化,并通过

原位监测温度避免对正常组织造成不必要的损害.
目前,继细胞实验后,本课题组根据温度曲线将双模

式疗法进一步扩展到动物实验中.

４．３　无机离子的识别

尽管生物体系中无机离子的浓度不是很高,但
它们在新陈代谢等生理活动中起着关键作用.因

此,有效地监控离子浓度非常必要.

１)Ag＋传感器

在摄影成像和电气工业中,每年有数千吨Ag＋

作为工业废物被释放到环境中,这势必造成严重的

环境污染.因此,对于 Ag＋ 浓度的监测非常重要.

２０１７年,Yao课题组[８１]研制出一种新的基于UCNP
的 Ag＋ 传 感 器.他 们 发 现:当 在 水 溶 液 中 混 合

Ag＋、UCNP探针和邻苯二胺(OPD)时,Ag＋ 可以

氧化OPD形成oxOPD,有效地淬灭UCNP的发射

(图１０).Ag＋可以在０~０．５×１０－３mol/L的范围

内被定量检测,检测下限为３．３×１０－８mol/L.Zhu
课 题 组[８２]制 备 的 Ag＋ 传 感 器 的 检 测 下 限 为

６０pmol/L .他 们 用 氨 基 标 记 的 单 链 DNA 对

UCNP进行功能化,从而捕获Ag＋;同时,使用石墨

烯量子点(GQDs)作为能量受体.由于二者间的强

相互作用,探针的原始上转换发光(UCL)被石墨烯

量子点猝灭,根据荧光信号的变化实现离子检测.

２)Ca２＋传感器

Ca２＋是人类预防骨质疏松症,维持正常血压水

平,保证神经系统健康以及强壮骨骼和牙齿所需的

重要无机离子.它在体内的不足可能导致许多疾

病.因此,如何有效地、选择性地监测其在生物体中

的水平是非常必要和紧迫的.Liu课题组[８３]设计了

一种高效的上转换纳米探针用于Ca２＋ 的检测和生

物成像.该探针具有夹层结构,在核Ｇ内壳Ｇ外壳结

构的表面上修饰能量受体(图１１).该工作中发射

离子位于内壳,为了进一步缩短能量供体和受体之

间的距离,探针表面的油酸被去除.实验中,加入

Ca２＋后受体猝灭,稀土离子发光中心的发光性能逐

渐恢复,检测下限可达１５×１０－１２mol/L.这种策略

具有一定的普适性.

３)Fe３＋传感器

Fe３＋是人体中最丰富的痕量金属离子,与许多

生理过程密切相关.Shi课题组[８４]报道了一种新的

Gd３＋掺杂的 UCNP探针,用于检测活细胞中的

Fe３＋.他们将新的尼罗红衍生物修饰到连有PEG
的UCNP的表面上,加入Fe３＋后,UCNP的上转换

荧光被染料ＧFe３＋ 络合物猝灭.并且,UCNP中的

Gd３＋使得探针的T１信号有效增强,使其具有磁共

振成像(MRI)造影剂的功能.
在水和土壤污染样本中,用带有 N,NＧ二乙基

对苯二胺(EPA)作为受体的 UCNP纳米探针可检

测铁离子(Fe３＋).在该研究中使用的NaYF４∶Yb,

Gd,Ho在９８０nm激发光作用下,发射峰位于５４６,

６５７,７５８,８１２nm.加入Fe３＋后,EPA被氧化,生成

具有５５２nm紫 外 吸 收 峰 的EPA氧 化 物.经 过 等
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图９ 上转换材料应用于光热治疗示意图[７９].(a)NaLuF４∶Yb,Er＠NaLuF４＠C在易感温度下的精确光热治疗示意图;

(b)正常脂肪组织中肿瘤(Tu)和脂肪细胞(Ad)边界的苏木精和曙红(H&E)组织切片.光热处理(中)后,肿瘤区域

变得松散脆弱,而正常脂肪组织中的脂肪细胞完整,损伤最小.然而,７３０nm激光的高功率照射(０．８Wcm－２)使Tu
　　　　　　　　　　　　　　　　　　和Ad都遭受了极大的伤害(右)

Fig敭９Schematicillustrationofupconversionmaterialsusedinphotothermaltherapy ７９ 敭 a Schematicillustrationsof
NaLuF４∶Yb Er＠NaLuF４＠CforaccuratePTTatfaciletemperature  b hematoxylinandeosin H&E histologic

sectionoftheborderoftumor Tu andtheadipocytes Ad innormalfattissue敭Afterphotothermaltreatment

 middle  thetumorregionbecamelooseandfragile whiletheadipocytesinnormalfattissueareintactwith
minimaldamage敭However bothTuandAdsufferedextremedamage right  followedbyhighＧpowerirradiation

　　　　　　　　　　　　　　　　　withthe７３０Ｇnmlaser ０敭８Wcm－２ 

图１０ Ag＋检测示意图[８１]

Fig敭１０ SchematicillustrationfordetectionofAg＋ ８１ 

电聚焦电泳(IFE),UCNP在５４６nm处的发射峰值

降低,而其他峰值保持不变(图１２).在此基础上,
当检测限(LOD)为０．２５μmol/L时,通过比例测量

５４６nm和７５８nm峰的荧光,可定量检测Fe３＋的离

子浓度[８５].

４)Zn２＋传感器

开发 有 效 的 Zn２＋ 检 测 系 统 是 非 常 重 要 的.

Chang课题组[８６]报道了一种Zn２＋ 检测方案,他们
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图１１ Ca２＋检测示意图[８３]

Fig敭１１ SchematicillustrationfordetectionofCa２＋ ８３ 

图１２ 基于等电聚焦电泳,用带有N,NＧ二乙基对苯二胺(EPA)受体的UCNP纳米探针定量检测废水样品中的Fe３＋[８５]

Fig敭１２ IFEＧbaseddetectionofFe３＋inwastewatersamplesbyUCNPwith

N NＧdiethylＧpＧphenylenediamine EPA acceptor ８５ 

图１３ Zn２＋检测示意图[８６]

Fig敭１３ SchematicillustrationfordetectionofZn２＋ ８６ 

发现UCL在通过 UCNP表面的染料时被淬灭,并
且在添加Zn２＋后恢复(图１３).该纳米系统被应用

于患有斑马鱼阿尔茨海默病的小鼠脑切片中.

５)Cu２＋传感器

Cu２＋是人体中第三种丰富的痕量金属离子,已

有多种关于Cu２＋ 检测的研究报道.Cai课题组[８７]

通过将染料组装到SiO２ 包覆层,并进一步结合上转

换纳米棒,构建出一种新型的Cu２＋ 探针,他们发现

Cu２＋可以与染料结合并淬灭上转换发光.Shi课题

组[８８]采用类似的策略在活细胞中检测 Cu２＋.Bu
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课题组[８９]在阿尔茨海默病小鼠中应用相同的办法

实现了Cu２＋检测,他们发现βＧ淀粉样蛋白(Aβ)的
聚集与阿尔茨海默病高度相关,而Cu２＋可能会强烈

促进这种聚合.此外,他们还发现UCNP表面的螯

合剂可以从复合物中捕获Cu２＋(图１４).因此,该
探针不仅可用于Cu２＋和Aβ的检测及成像,还可用

于抑制Cu２＋诱导的聚集.Xian课题组[９０]开发出一

种更复杂的系统,用于顺序检测Cu２＋、焦磷酸(PPi)
和碱性磷酸酶(ALP),由于 UCNP表面上Cu２＋ 和

聚乙烯亚胺之间的配位,上转换荧光被猝灭.而如

果添加更强的螯合剂PPi,则Cu２＋将从UCNP中释

放,荧光发射得到恢复.

图１４ 检测阿尔茨海默病小鼠模型中Cu２＋的示意图[８９]

Fig敭１４ SchematicillustrationfordetectionofCu２＋inmicemodelwithAlzheimer′sdisease ８９ 

４．４　气体分子的检测

对O２、CO２ 和NH３ 分子的检测研究进展非常

快,因为这种检测在生物分析化学、临床医学诊断和

生物 监 测 中 发 挥 着 重 要 作 用[３].Wolfbeis课 题

组[９１]首先报道了使用基于 UCNP的铱络合物探针

来检测O２ 的含量.Zhao课题组[９２]研究出一种含

有磷光铱络合物的纳米探针,可以同步利用下转换

和上转换荧光来监测 O２ 浓度[图１５(a)、(b)].在

该体系中,他们还引入了时间分辨成像技术,这在

O２ 分布不均匀的组织中进行 O２ 的分子浓度检测

中具有重要意义.

Shi课题组[９３]对基于 UCNP的氧气探针进行

了深入研究,实现了体外和体内可逆检测氧水平的

目标[图１５(c)、(d)].在此体系中,使用钌络合物

作为氧指示剂可以选择性地与氧气反应.Lannutti
课题组[９４]研制出一种具有核Ｇ壳纤维结构和以相同

钌络合物作为能量受体的O２ 探针.本课题组[９５]使

用铂络合物作为能量受体来构建 O２ 探针,该探针

的外部利用硅烷作为修饰层,在超薄的疏水层中载

有铂络合物,这种设计可以在超薄修饰层内设计多

功能复合材料.作为信号分子之一,NO在几个重

要的生物过程中起着重要作用.Li课题组[９６Ｇ９７]报

告了一种基于UCNP的NO探针,可用于检测生物

液体、活细胞和组织中的 NO.探针由 UCNP核、

mSiO２ 壳和罗丹明B衍生物组成.当添加NO后,
可改变发色团的吸收并淬灭UCNP的发射光.

活性氧(ROS)和活性氮(RNS)在许多生物过

程中起重要作用.对生物样品中ROS和RNS的高

灵敏、特异性检测在生物化学领域中有一定的研究

价值.羟基自由基(OH)是反应性最强的 ROS
之一,对生物大分子具有很强的破坏性.Zhang研

究小组[９８]报道了选择性检测羟基自由基的设计,该
设计使用 NaYF４＠NaYF４∶Yb,Tm＠NaYF４纳米

粒子作为能量供体、偶氮染料(mOG)作为能量受体
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图１５ O２ 浓度监测示意图.(a)(b)用磷光铱络合物修饰的纳米探针,引入时间分辨成像技术,同步利用下转换及上转换

荧光监测O２ 浓度示意图[９２];(c)(d)使用钌络合物作为氧指示剂,可逆地监测O２ 浓度的示意图[９３]

Fig敭１５O２ concentration monitoringdiagram敭 a  b SchematicillustrationsofoxygenＧsensitive mechanism with

downconversion channel and upconversion channel and synthesis of coreＧshell UCNP ＠ mSiO２ＧIr ９２  

　　 c  d reversiblemonitoringofO２concentrationusingarutheniumcomplexasanoxygenindicator ９３ 

和OH识别探针,当 mOG与OH 反应时被氧

化和分解,导致光吸收改变(图１６),纳米探针的上

转换发光发生改变而实现高灵敏度检测,检测下限

为１．２fmol/L.此外,过氧化氢(H２O２)也是生物体

中重要的ROS之一,在各种生理过程的调节中起着

关键作用.Zhang的研究团队[９９]报道了一种用花青

染料修饰的NaYF４＠Yb,Er,Tm 纳米探针,用于选择

性检测H２O２,检测限为０．０８lmol/L.该纳米探针在

检测活细胞和动物体内产生的内源性 H２O２ 具有比

率上转换发光成像作用,具有较高的潜在应用价值.

Peng课题组[１００]研制出一种新型“开启”上转换纳米

探针,用于在体外和体内快速检测ONOO－(图１７).
该探针将PEI和花青(Cy７)包覆的多层NaYF４∶Yb,
Tm＠NaYF４ 纳米颗粒作为能量供体,以RNS响应的

近红外吸收发色团Cy７作为能量受体.在RNS存在

的情况下,Cy７发色团被分裂成两部分,无法吸收

UCNP在８００nm处的发射光,从而抑制LRET过程.
该体系的检测下限达到０．０８lmol/L(信噪比为３dB),
体外分析响应时间小于１s.此外,由于过量的对乙

酰氨基酚(APAP)可以诱导RNS的产生,因此该纳米
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图１６ 上转换纳米探针检测羟基自由基的原理[９８]

Fig敭１６ Principleofupconversionnanoprobeforthedetectionofhydroxylradical ９８ 

图１７ 基于上转换荧光的ONNOＧ检测机理[１００].(a)发色团组装的UCNP体内检测亚硝胺肝毒性的设计;(b)在ONOO－

存在与不存在的情况下发色团的UV/Vis光谱以及UCNP的上转换发射光谱;(c)能量受体Cy７(用绿色星标记)在

　　　　　　被ONOO－或ClO－氧化后降解后,发光被开启;(d)APAP诱导的肝毒性的反应机制

Fig敭１７ONNOＧdetectionmechanismbasedonupconversionfluorescence １００ 敭 a ThedesignofchromophoreＧassembled
UCNPfornitrosativehepatotoxicityinvivodetection  b UV Visspectraofchromophoremeasuredwithand
withoutthepresenceofONOO－andtheupconversionemissionspectrumofUCNP  c proposedreactionturnＧon

luminescencebywhichtheenergyacceptorCy７ markedwithgreenstar degradesafteroxidationbyONOO－or

　　　　　　　　　ClO－  d reactionmechanismofAPAPＧinducedhepatotoxicity

探针能够在具有 APAP诱导的肝毒性活体动物模

型中检测体内的RNS物质.
４．５　检测pH值

Vinogradov课题组[１０１]将NaYF４∶Yb,Er纳米
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颗粒与卟啉衍生物(PＧGlu４)结合设计了比率型pH
纳米探针.通过检测红/绿上转换分支比的变化值

成功监测pH值的变化.２０１７年,Schäferling研究

小组[１０２]用PEI包覆的NaYF４∶Yb,Er纳米颗粒和

pH敏感染料,研制出一种基于LRET的比率型pH
纳米探针,用于研究不同细胞内pH 值的变化.通

过测量来自约５９０nm的红色罗丹明染料的pH依

赖性荧光和作为参考信号的５５０nm的上转换绿色

发射光来实现比率pH测定.支链PEI包覆层为传

感器提供了良好的胶体稳定性.

４．６　免疫测定

免疫测定具有高度敏 感 性 和 特 异 性.基 于

LRET的免疫测定通常涉及能量受体的使用,例如

有机染料或 Au纳米颗粒.Kuningas等[１０３]使用

１７βＧ雌二 醇 特 异 性 重 组 抗 体 Fab 片 段 包 覆 的

La２O２S∶Yb,Er作为能量供体,１７βＧ雌二醇结合的

OysterＧ５５６染料作为能量受体检测血清中的１７βＧ雌
二醇,在 缓 冲 液 和 血 清 中 检 出 的 极 限 值 分 别 为

０．４nmol/L和０．９nmol/L.Wang等[１０４]利用 Au
纳米粒子作为能量受体制作了一种基于LRET的

上转换免疫分析仪器,用于检测山羊抗人免疫球蛋

白G(IgG),其检测下限低至０．８８μg/mL.在Jiang
等[１０５]构建的LRET方案中,将PAA包覆的NaYF４∶
Yb,Er纳米颗粒作为能量供体,碳纳米颗粒作为能量

受体用于检测免疫球蛋白E(IgE).该传感器可在

０．５~８０ng/mL范围内检测缓冲溶液和人血清中IgE
的质量浓度.２０１６年,Kim的研究小组[１０６]报道了一

种基于LRET的均相免疫传感器,通过NaYF４∶Yb,

Er纳米颗粒(供体)发光信号的淬灭来检测糖化血红

蛋白(HbA１c,受体)的平均水平.这种方法不需要猝

灭剂(即量子点、染料和金纳米颗粒)就可以成功实现

对真实血液样品的检测(图１８).

图１８ 基于LRET的上转换免疫传感器示意图[１０６]

Fig敭１８ SchematicillustrationofLRETＧbasedupconversionimmunosensor １０６ 

４．７　检测DNA/RNA
许多学者已对关于UCNP的DNA传感器进行

研究.例如,Li课题组[３１]设计了用于检测DNA的

上转换纳米探针,以捕获与DNA偶联的能量供体

NaYF４∶Yb,Er纳米颗粒和DNA标记的能量受体

N,N,N′,N′Ｇ四甲基Ｇ６Ｇ羧基罗丹明(TAMRA)荧光

团.该方法的检测下限达到了nmolL－１的水平.

Krull课题组[１０７]设计的上转换传感器使用探针分

子寡核苷酸修饰 NaYF４∶Yb,Tm＠NaYF４ 纳米颗

粒作为能量供体,结合寡核苷酸的QD作为能量受

体.靶向寡核苷酸用于连接探针寡核苷酸和检测寡

核苷酸,调节供体Ｇ受体的距离.这种基于 LRET
的核酸杂交分析显示,在９０％血清 样 品 中 测 定

HPRT１靶标具有良好的性能,检测限值为２４fmol.

Wang 课 题 组[１０８] 设 计 了 NaYbF４∶Nd＠
NaGdF４∶Yb/Er＠NaGdF４核Ｇ壳Ｇ壳纳米结构,在

８０８nm激发光的作用下,在远红外(６６０nm)光谱

区域显示出主要的发射.他们采用夹心型杂交形

式,将 Cy５ 作 为 能 量 供 体 检 测 DNA,实 现 了

５．４nmol/L的检测下限.由于生物样品中水和血红

蛋白使激发光和发射光的吸收达到最小化,探针可

以在组织包裹的情况下灵敏地检测癌细胞.２０１６
年,Kuang课题组[１０９]报道了采用由金和上转换纳

米粒子自组装的手性等离子纳米锥体在活细胞中进

行 microRNA超敏感定量的双模策略.如果存在

microRNA,它将与 DNA 框架每侧的识别序列互

补,导致 DNA 框架完全解离.随后,金字塔中的

AuNPs和UCNP彼此分离,UCNP的上转换发光
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性能恢复.该纳米探针的良好性能将有助于开发用

于生物应用的先进手性纳米材料.Zhao等[１１０]设计

了一个DNA合成纳米设备,它可以以上转换发光

激活的方式检测活细胞中的腺嘌呤核苷三磷酸

(ATP).纳米器件由可以被紫外光激活的适配体探

针和掺杂Tm 元素的上转换纳米颗粒组成,如图１９
(a)所示,证明了UCNP不仅能够使配体探针有效地

递送到活细胞中,而且还可以在体外和体内情况下通

过NIR光照射对 ATP 的荧光传感活性进行调控.
他们选择代谢中心不可缺少的ATP分子[１１１]作为靶

标生物分子[图１９(b)],证明了该设计的可行性.随

着体外选择的各种适配体的可用性,利用DNA纳米

平台,在NIR触发下可以实现对各种靶标生物分子

的感应以及对生命系统中生物功能的调节.

图１９ 基于核酸适配体的上转换荧光检测示意图.(a)探针在紫外激活ATP的敏化机制[１１０];(b)基于适配体的子探针与

上转换纳米材料设计的DNA纳米器件,用于NIR激活的细胞内ATP传感[１１１]

Fig敭１９SchematicillustrationofaptamerＧbasedupconversionfluorescencedetection敭 a UVlightＧactivatableATPsensing
mechanismoftheaptamerＧbasedprobe １１０   b designofDNAnanodevicesbasedontheintegrationoftheaptamer

　　　　　probewithupconversionnanotransducerforNIRＧactivatedintracellularATPsensing １１１ 

５　结　　语

本文对稀土上转换纳米材料发光机理、表面改

性以及在生物检测方面的应用进行了简单的分析介

绍.UCNP具有优异的光学性能,适用于多种生物

检测应用;而通过表面改性,可提高 UCNP生物应

用范围,使其更好地满足生物应用需求.就目前来

看,稀土上转换纳米材料在生物检测领域,诸如离

子、小气体分子、蛋白、核酸等方面已经取得了一定

进展,有良好的应用前景,但同时也面临诸多挑战:

UCNP探针灵敏度尚不能满足临床医学诊断要求,
利用离子掺杂、核壳结构设计以及物理效应来提升

上转换发光强度是实现进一步应用的关键;此外,具
有协同诊断和治疗作用的多模式纳米探针系统是上

转换纳米材料研究的主要方向,而多功能设计的合

理性和生物稳定性仍然是此类研究中面临的巨大挑

战,相信随着生物技术的不断革新,这些挑战将会被

逐一克服.
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