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基于上转换适配体荧光纳米材料特异性检测磺胺二甲氧嘧啶的方法研究
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上转换纳米粒子"

c@(U3

#因其具有强生物穿透性%大斯托克位移%良好的光稳定性和生物相容性

等优点而被广泛应用于生物医药分析领域$通过聚丙烯酸"

U88

#对油酸"

?8

#配体的上转换纳米粒子"

?8+

c@(U3

#进行表面改性得到亲水性纳米粒子
U88+c@(U3

!再通过酰胺化反应将适配体"

8

)

1

#共价偶联到

U88+c@(U3

表面得到
8

)

1+c@(U3

并将其作为能量供体!以黑洞猝灭剂"

O>V#

#作为能量受体!构建了一

种基于荧光共振能量转移特异性检测磺胺二甲氧嘧啶"

.TQ

#的方法$通过红外光谱"

ZRBA

#及扫描电镜

"

.PQ

#对
?8+c@(U3

%

U88

以及
U88+c@(U3

的结构和性能进行了表征$从红外光谱中可以看出!相比较

于
?8+c@(U3

!

U88+c@(U3

于
#=""0;

S#处出现了新峰!可能为
U88

的
.. ))

@ ?

伸缩振动峰!且在

*!--0;

S#附近存在的宽带可能归因于
U88

中
?

,

>

伸缩振动'从扫描电镜实验结果可以看出!

U88

修饰

前分散在环己烷中的
?8+c@(U3

尺寸约为
*#6;

!而
U88

修饰后分散在水溶液中的
c@(U3

直径约为
!,

6;

$分析认为长链的
U88

分子体积比油酸分子大!因此包覆在
c@(U3

表面会使其尺寸增加!以上结果均

表明
U88

可能已被修饰到
c@(U3

表面$通过紫外可见光谱对
8

)

1+c@(U3

%

8

)

1

及
U88+c@(U3

的结构进

行了表征$结果发现相对于
U88+c@(U3

!

8

)

1+c@(U3

的紫外吸收光谱在
"C-6;

处出现了较明显的
8

)

1

特

征吸收峰!这表明适配体可能已被修饰到
c@(U3

表面$对
8

)

1+c@(U3

用于检测
.TQ

的机理进行了初步探

讨!结果发现
8

)

1+c@(U3

在
D!-6;

的发射峰与
O>V#

的吸收峰发生重叠!表明
8

)

1+c@(U3

上的能量可通

过共振能量转移效应转移到
O>V#

使得
8

)

1+c@(U3

的荧光被猝灭$对猝灭剂
O>V#

的浓度进行了优化!结

果表明当
O>V#

浓度为
#D

%

;%&

*

N

S#时!荧光猝灭效率为
DDY

$在最佳实验条件下!相对荧光强度与
.TQ

浓度"

#D-

$

#---6

K

*

;N

S#

#之间具有良好的线性关系!选取与
.TQ

结构相似的磺胺吡啶和磺胺醋酰作对

照实验!发现尽管磺胺吡啶和磺胺醋酰的浓度达到了
D--6

K

*

;N

S#

!但其检测体系中相较于加入
.TQ

后

的荧光强度恢复程度仍然较低!这说明该检测方法可对
.TQ

有特异性识别作用$
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磺胺二甲氧嘧啶"

.TQ

#是一种常见的抗菌感染药物!在

世界各地广泛用于预防或治疗家禽疾病$由于过度使用!其

在环境中的残留可能会对人体造成危害$较为常用的检测磺

胺二甲氧嘧啶的方法有高效液相色谱"

>UN@

#

(

#

)

%高效毛细

管电泳"

@P

#

(

"

)和液相色谱
+

电喷雾电离
+

串联质谱"

N@+P.B+

Q.

#

(

*

)等!虽然现有方法具有一定的可靠性与准确性!但大

多具有仪器较昂贵%难操作%耗时久或样品预处理繁琐等缺

点!限制了在
.TQ

检测上的应用!因此有必要开发新的检

测方法克服现有检测技术上的不足$

近年来!荧光探针由于其低检测限%检测速度快%不依

赖复杂仪器而在检测领域受到广泛应用$

@J/6

(

!

)等采用一种

基于适配体与量子点用于检测
.TQ

的荧光传感器!通过静

电作用!使适配体"

8

)

15;/2

#和聚二烯丙基二甲基氯化铵

"

UTT8

#形成双链!阻碍了
UTT8

对量子点荧光的猝灭!但

适配体与
.TQ

的特异性结合可能导致游离的
UTT8

释放!

导致荧光被淬灭!从而实现对水样和鱼类样品中残留
.TQ

的快速检测$然而现有用于检测
.TQ

的方法大部分使用有



机染料或量子点!通常具有光化学稳定性差和光漂白等缺

点!且在紫外可见光激发下还会受到生物样品基质的背景干

扰!限制了其在复杂样品基质中的使用$与传统的荧光团相

比!上转换纳米粒子"

c@(U3

#具有独特的优势!例如高的生

物穿透性%窄的发射峰%大的斯托克位移(

D

)等优点!因此具

有用作荧光探针的巨大潜力!进而被广泛用于各种物质的检

测!例如毒素(

C

)

%细菌(

=

)

%农药(

F

)及抗生素(

,

)等!但目前有

关于
c@(U3

用于
.TQ

检测的研究仅见
N9M

等(

#-

)利用沉积

在适配体功能化后的磁性纳米粒子的表面上的
c@(U3

与

.TQ

间的亲和性及磁性纳米粒子易于分离的优点!构建了

一种对
.TQ

的特异性且高灵敏度复合荧光探针!但该复合

探针的制备及检测过程较为繁琐!因此开发出简便易于操作

用于检测
.TQ

的上转换纳米材料探针仍是一项挑战$

针对现有检测
.TQ

的技术问题!合成了氯化镱%氯化

钇%氯化铒作为稀土原料!油酸"

?8

#作为配体的上转换纳

米粒子"

?8+c@(U3

#!对其进行表面羧基功能化后得到亲水

性上转换纳米粒子
U88+c@(U3

!再将其进行适配体功能化

得到偶联适配体的上转换纳米粒子"

8

)

1+c@(U3

#!构建了基

于
8

)

1+c@(U3

的检测体系!并针对共振能量转移效应

"

ZAPR

#与碱基互补配对原则对检测机理进行了探讨!验证

了检测方法的可行性'该检测体系克服了传统方法的不足!

具有操作简便%耗时少且不依赖昂贵仪器的优点!并对于磺

胺二甲氧嘧啶的检测具有特异性!实现了对
.TQ

的特异性

检测!为磺胺二甲氧嘧啶的检测提供了简便且有效的方法$
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聚丙烯酸改性的上转换纳米粒子#

*LL;N.)*5

$的合成

根据文献(

##

)合成了
U88+c@(U3

!并做了少量修改&

将
-'=F;;%&

的
@̀&

*

*

C>

"

?

%

-'";;%&

的
<̀@&

*

*

C>

"

?

和
-'-";;%&

的
P2@&

*

*

C>

"

?

加入至
#--;N

三口烧瓶中!

再加入
"#;N

的
?8

+

?TP

为
Ĉ #D

的溶液!通入氩气后在

磁力搅拌下缓慢升温至
##-\

除水
#-;96

!然后加热至
#C-

\

保温
*-;96

!直到稀土氯化盐完全溶解$冷却后加入
#-

;N

溶有
!;;%&(>

!

Z

和
"'D;;%&(5?>

的甲醇!于
D-\

保温
*-;96

!再升温至
F-\

除去甲醇溶液!然后将混合溶

液快速加热到
*--\

下保温
#'DJ

$加入乙醇沉降后!离心收

集得到
?8+c@(U3

纳米粒子$

在
#--;N

三口瓶中加入
"--;

K

的
U88

!再倒入
*-

;N

的
TP[

!将混合物加热至
##-\

!形成澄清溶液$缓慢

加入分散有
D-;

K

的
?8+c@(U3

纳米晶体的
";N

甲苯溶

液!并在氩气保护下将温度升高至
#*-\

保持
#-;96

除去甲

苯!然后将溶液升高至一定温度回流保温一段时间$反应完

后将所得溶液冷却至室温!并加入
-'";%&

*

N

S#的
(5@&

溶

液以使粒子沉淀$最后将粒子离心出来!得到
U88+c@(U3

$

'(A

!

L

?

6;N.)*5

的合成

将
"--

%

NPT@

"

-'";%&

*

N

S#

#和
!--

%

N3M&L%+(>.

"

-'";%&

*

N

S#

#添加到
"'D;N

含有
!;

K

U88+c@(U3

的

TQ.?

中$将
#-

%

N#--

%

;%&

*

N

S#的适配体加到该分散液

中!并在室温下搅拌
#FJ

$将分散液离心并用
TQ.?

洗涤两

次以去除未结合的适配体!然后分散在
!;N

的
R293

缓冲

液中$

'(B

!

2$)L;@!

\

'

对
L

?

6;N.)*5

的荧光猝灭

分别向浓度为
-'D;

K

*

;N

S#的
8

)

1+c@(U3

溶液中加

入不同浓度的
0T(8+O>V#

"

"'D

!

D

!

='D

!

#-

!

#D

%

;%&

*

N

S#

#!于
*-\

下孵育过夜!然后在
,F-6;

激发光下测试其

荧光强度$

'(D

!

N.)*5;@!

\

'

检测体系用于检测
#$M

分别向分散在
R293

缓冲液中的
8

)

1+c@(U3

加入不同浓

度的
.TQ

"

#D-

!

*--

!

C--

!

#---6

K

*

;N

S#

#!于
*-\

孵育
*

J

!然后分别加入
0T(8+O>V#

!继续孵育
*J

!并在
,F-6;

激发光下测试其荧光强度$为了考察
8

)

1+c@(U3

对
.TQ

的

特异性识别作用!在不改变其他实验条件的情况下!将
.TQ

替换成磺胺醋酰和磺胺吡啶!并在
,F-6;

激发光下测试其

荧光强度$

"

!

结果与讨论

"('

!

N.)*5

的表征

"'#'#

!

c@(U3

与
U88+c@(U3

的表征

对
U88

"图
#7

#%

?8+c@(U3

"图
#8

#与
U88+c@(U3

"图

#3

#进行了红外光谱分析$从图中可以看到!由于油酸的存

在!

","D

和
"FDC0;

S#处对应于油酸链,

@>

"

的对称和不

对称伸缩振动峰!在
#DC#

和
#!DC0;

S#出现的红外峰!被

确定为,

@??

,的对称和不对称伸缩振动(

#"

)

!而
###-

0;

S#处的峰则对应于羧基的
@

,

?

伸缩振动峰$在
U88

配

体交换后!

*!--0;

S#附近的宽带表征了
U88

中羧基的

?

,

>

强伸缩振动!

","D

和
"FDC0;

S#对应于油酸基团的峰

强度变小!且于
#=""0;

S#处出现了新的峰!属于
U88

的

-#!*

光谱学与光谱分析
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
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.. ))

@ ?

伸缩振动!并且
###-0;

S#对应于羧基
@

,

?

的峰

强度也随之增强$根据这些实验结果!推测可能已经完成了

U88

对
?8+c@(U3

的交换配体改性$

图
'

!

*LL

%

%L;N.)*5

和
*LL;N.)*5

的红外光谱图

7

&

U88

'

8

&

?8+c@(U3

'

3

&

U88+c@(U3

+,

-

('

!

+J&W5

?

026739:*LL

!

%L;N.)*53>=*LL;N.)*5

7

&

U88

'

8

&

?8+c@(U3

'

3

&

U88+c@(U3

!!

对
?8+c@(U3

(图
"

"

5

#)和
U88+c@(U3

(图
"

"

<

#)进行

了扫描电镜测试$从图中可以看出!

U88

修饰前分散在环己

烷中的
?8+c@(U3

尺寸约为
*#6;

!而
U88

修饰后分散在

水溶液中的
c@(U3

直径约为
!,6;

$这可能是由于长链的

U88

分子体积比油酸分子大!因此包覆在
c@(U3

表面会使

其尺寸增加!

U88

的修饰使得
c@(U3

具有较好的水分散

性!良好的水分散性及经过
U88

改性后
c@(U3

表面带有的

基团为后续的应用提供了条件$

图
"

!

%L;N.)*5

#

3

$和
*LL;N.)*5

#

<

$的扫描电镜图

+,

-

("

!

#OM,13

-

059:%L;N.)*5

"

3

#

3>=*LL;N.)*5

"

<

#

"'#'"

!

8

)

1+c@(U3

的表征

为了验证适配体已经结合至
U88+c@(U3

表面!分别测

试了
U88+c@(U3

%

8

)

1+c@(U3

和
8

)

15;/2

在
""-

$

!--6;

范围内的紫外吸收光谱!结果如图
*

所示$从图
*

可以看出!

8

)

15;/2

在
"C-6;

附近有一个吸收峰!为适配体的特征吸

收$而
U88+c@(U3

的曲线在该范围内无明显吸收峰!与适

配体反应后所得的
8

)

1+c@(U3

于
"C-6;

处也出现了较明

显的吸收峰!这个峰可以归属于适配体的特征吸收!证明了

.TQ

适配体已偶联到
c@(U3

上$

"("

!

检测机理研究及猝灭条件的优化

8

)

1+c@(U3

用于检测
.TQ

的机理如图
!

所示$上转换

纳米粒子用作产生信号的能量供体!

O>V#

用作接收信号的

能量受体!适配体用作识别剂$在没有
.TQ

的情况下!

8

)

1+

c@(U3

表面的适配体链和带有猝灭荧光基团的互补
T(8

"

0T(8

#由于碱基互补配对原则互相结合!使
O>V#

与
8

)

1+

c@(U3

的距离很近(

#*

)

!从而进行荧光猝灭!而当环境中存

在
.TQ

时!适配体优先与其结合!导致
0T(8+O>V#

远离

8

)

1+c@(U3

!使得
8

)

1+c@(U3

的荧光恢复$根据
8

)

1+c@+

(U3

荧光的恢复程度可以用于定量检测
.TQ

的浓度$

图
A

!

L

?

63107

%

*LL;N.)*5

和
L

?

6;N.)*5

的紫外吸收光谱图

+,

-

(A

!

N[;[,53<597

?

6,9>5

?

026739:L

?

63107

!

*LL;N.)*53>=L

?

6;N.)*5

图
B

!

L

?

6;N.)*5

用于检测
#$M

的机理图

+,

-

(B

!

#2/0136,2=,3

-

7319:L

?

6;N.)*5850=69=06026#$M

!!

为了证实检测方案的可行性!考察了
.TQ

的检测机理!

由图
D

可知
8

)

1+c@(U3

在
D!-6;

处有明显发射峰!使其在

,F-6;

激发光下肉眼可见明显绿光!并且发射峰与
O>V#

的吸收峰重叠!这表示
8

)

1+c@(U3

上的能量通过共振能量

转移效应转移到
O>V#

上是具有可行性的(

#!

)

!而
8

)

1+c@+

(U3

位于
CC-6;

处的发射峰与
O>V#

的吸收峰几乎没有重

叠!所以
O>V#

对
CC-6;

处的荧光发射影响很小$

!!

为使检测条件达到最优!优化了检测体系中猝灭剂的浓

度$在相同浓度的
8

)

1+c@(U3

中加入不同浓度
0T(8+

O>V#

!孵育一段时间后!使用
,F-6;

的激发光分别检测其

荧光强度!并考察
0T(8+O>V#

浓度对
8

)

1+c@(U3

荧光猝

灭的影响$如图
C

"

5

#可知!随着
0T(8+O>V#

浓度的增大!

8

)

1+c@(U3

位于
D!-6;

处的发射峰强度不断减小!而
CC-

##!*
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图
D

!

L

?

6;N.)*5

的荧光光谱和
2$)L;@!

\

'

的吸收光谱

+,

-

(D

!

+48970520>205

?

026739:L

?

6;N.)*53>=

3<597

?

6,9>5

?

026739:2$)L;@!

\

'

图
F

!

不同
2$)L;@!

\

'

浓度下的
L

?

6;N.)*5

的

#

3

$荧光光谱和#

<

$猝灭效率

+,

-

(F

!

"

3

#

+48970520>205

?

026733>=

"

<

#

Y

80>2/,>

-

0::,2,0>2

V

9: L

?

6;N.)*5 36 =,::070>6 29>20>6736,9>5 9:

2$)L;@!

\

'

6;

处的峰变化不大'反之!

8

)

1+c@(U3

的荧光猝灭效率随

着
0T(8+O>V#

浓度的增加而增加(图
C

"

<

#)$当
0T(8+

O>V#

浓度达到
#D

%

;%&

*

N

S#时!荧光强度猝灭达
DDY

!此

时猝灭效率的趋势已经逐渐平缓!这可能是由于
c@(U3

表

面的适配体已基本与
0T(8+O>V#

结合!因此继续增加
0T+

(8+O>V#

的量对其荧光强度的猝灭效果减小$综合上述原

因!选用浓度为
#D

%

;%&

*

N

S#的
0T(8+O>V#

进行后续的

实验$

"(A

!

对
#$M

检测的应用

"'*'#

!

检测体系用于
.TQ

的识别

考察了传感器检测
.TQ

的灵敏度!其结果如图
=

"

5

#所

示!在一定的浓度范围内"

#D-

$

#---6

K

*

;N

S#

#!

.TQ

的

浓度与
8

)

1+c@(U3

位于
D!-6;

处发射峰的强度为正相关$

根据
D!-6;

处
8

)

1+c@(U3

荧光强度的恢复程度!得到相对

荧光强度"

!S!

-

#+

!

-

与
.TQ

浓度的线性关系!其结果如图

=

"

<

#所示!其中
!

-

和
Z

分别代表不存在和存在
.TQ

情况下

8

)

1+c@(U3

的荧光强度$从图中可以看出!

.TQ

的浓度与

相对荧光强度在
#D-

$

#---6

K

*

;N

S#范围内具有较好的线

性关系!线性相关系数拟合结果为
(

"

m-',#="F

$

图
G

!

不同浓度
#$M

下
L

?

6;N.)*5

的#

3

$荧光光谱

和#

<

$标准曲线

+,

-

(G

!

"

3

#

+48970520>205

?

026733>=

"

<

#

563>=37=287T09:

L

?

6;N.)*5 8>=07 =,::070>6 29>20>6736,9>5 9:

#$M5

V

5601

"'*'"

!

特异性分析

选取了与
.TQ

结构相似的磺胺吡啶和磺胺醋酰作为对

照实验测试
8

)

1+c@(U3

的特异性识别功能!结果如图
F

所

示!尽管磺胺吡啶和磺胺醋酰的浓度达到了
D--6

K

*

;N

S#

!

体系中的荧光强度恢复仍然较少!分析认为
.TQ

适配体对

.TQ

的高度亲和力!能阻止
8

)

1+c@(U3

与
0T(8+O>V#

之

间
ZAPR

的发生!而对其他结构类似物!适配体的亲和力相

对较低!因此荧光强度变化较小!证明了
8

)

1+c@(U3

传感

"#!*

光谱学与光谱分析
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

第
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器对
.TQ

具有较高的特异性识别作用$

图
I

!

存在不同物质时
L

?

6;N.)*5

的荧光光谱

+,

-

(I

!

+48970520>205

?

026739:L

?

6;N.)*5,>6/0

?

7050>209:=,::070>658<563>205

*

!

结
!

论

!!

以适配体功能化上转换纳米粒子"

8

)

1+c@(U3

#作为能

量供体!以黑洞猝灭剂"

O>V#

#作为能量受体!构建了一种

基于荧光共振能量转移的特异性检测磺胺二甲氧嘧啶

"

.TQ

#的方法$通过
ZRBA

!和
.PQ

对
U88+c@(U3

和
8

)

1+

c@(U3

的结构和性能进行了表征'使用紫外分光光度计对

U88+c@(U3

!

8

)

1+c@(U3

和
8

)

15;/2

进行了表征$对猝灭

剂
O>V#

的浓度进行了优化!结果表明当
O>V#

浓度为
#D

%

;%&

*

N

S#时!荧光猝灭效率为
DDY

且基本达到平衡!且当

.TQ

浓度为
#D-

$

#---6

K

*

;N

S#时!

8

)

1+c@(U3

于
D!-

6;

处发射峰的相对荧光强度与
.TQ

浓度线性相关"

(

"

m

-',#="F

#$为了考察
8

)

1+c@(U3

对
.TQ

特异性识别作用!

选取与
.TQ

结构相似的磺胺吡啶和磺胺醋酰作为研究对象

做对照实验$结果发现!当磺胺吡啶和磺胺醋酰的浓度为

D--6

K

*

;N

S#时!体系中的荧光强度仍恢复较少!而当浓度

为
*--6

K

*

;N

S#

.TQ

加入到体系中时!

8

)

1+c@(U3

的荧

光信号增强更多!说明
8

)

1+c@(U3

检测体系对
.TQ

具有较

好的特异性识别作用$
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