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摘要：本论文构建了基于近红外量子点ＩｎＰ／ＺｎＳ和 Ｃｙ７（Ｃ４５Ｈ４４Ｋ３Ｎ３Ｏ１６Ｓ４）的荧光共振能量转移（ＦＲＥＴ）体系，完成了不
同ｐＨ值和不同浓度下的ＦＲＥＴ体系转换效率的检测。检测结果显示：当量子点浓度保持不变时，随着染料浓度的增加，
体系转换效率也随之增加，当ＩｎＰ／ＺｎＳ量子点与Ｃｙ７浓度比为１∶２５０时，转换效率高达６８％。细胞测试结果表明，ＦＲＥＴ
体系对ｐＨ值有较高敏感度，对细胞微环境ｐＨ值的检测精度可达０１，该体系可以作为敏感型ＦＲＥＴ探针用于生物微环
境检测。
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１　引　言

　　荧光共振能量转移（ＦＲＥＴ）是一种通过荧光
物质间发生非辐射能量转移进行分析的光谱分析

法［１２］。自该理论提出以来，ＦＲＥＴ已被广泛应用
于农业、医药、司法鉴定和科学研究的各个领域

中［３８］。

近年来，ＦＲＥＴ技术在空间分辨率、敏感性方
面有很大的提高，根据 ＦＲＥＴ设计的传感器在生
物学研究领域得到广泛应用，如检测生物大分子

的构象变化、生物大分子之间的相互作用、生物分

子间纳米尺度的距离等［９１２］。研究表明能量供受

体的光学性质及传感器的组装方法对 ＦＲＥＴ传感
器的检测性能有至关重要的影响［１３］，然而传统的

能量供受体（如有机荧光染料、生物材料、镧系元

素等）由于荧光强度低、光稳定性弱、对环境敏

感、生物相容性较差，并且毒性较大，容易受到生

物体内自发荧光和杂散光干扰，导致出现荧光强

度下降、生物检测达不到预期目标等缺点，从而限

制了ＦＲＥＴ传感器的发展与应用［１４１９］。

目前，南京工业大学课题组［２０］将近红外

ＦＲＥＴ体系应用于光动力治疗方面进行研究，一
定程度上改善了可见 ＦＲＥＴ体系的缺点，达到了
更好的治疗效果，但目前近红外 ＦＲＥＴ体系作为
敏感型探针的研究依然比较缺乏。

本文构建了近红外区域的 ＦＲＥＴ体系，供体
为荧光发射峰在近红外的 ＩｎＰ／ＺｎＳ量子点，受体
为 吸 收 在 近 红 外 的 荧 光 染 料 Ｃｙ７
（Ｃ４５Ｈ４４Ｋ３Ｎ３Ｏ１６Ｓ４）。弥补了传统可见光量子点
在生物应用中的缺陷。同时对该体系进行浓度和

细胞微环境ｐＨ敏感性检测，结果表明ＦＲＥＴ体系
的荧光强度可直接反映细胞微环境的酸碱度变

化，对体系 ｐＨ值有较高的检测精度，本研究为
ＦＲＥＴ体系作为敏感型探针应用于癌症早期诊断
提供了理论和实验依据。

２　材料与方法

２．１　实验试剂与仪器
实验试剂：醋酸铟（Ｉｎ（Ａｃ）３），硬脂酸锌

（Ｚｎ（Ｓｔ）２），十二烷基硫醇（ＤＤＴ），购于 Ａｌｆａ公
司；肉豆蔻酸（ＭＡ），购于 ＴＣＩ公司；１十八烯
（ＯＤＥ），购自 Ｓｉｇｍａ公司；二硫代苏糖醇（ＤＴＴ），
磷化锌（Ｚｎ３Ｐ２）购买于国药上海试剂公司。氢氧
化钠，盐酸以上药品均购于国药试剂。荧光染料

Ｃｙ７（Ｃ４５Ｈ４４Ｋ３Ｎ３Ｏ１６Ｓ４），购于武汉斯奈德生命科
技有限责任公司。实验所用溶剂如不作特殊说明

均用超纯水（ＨＰＬＣ），购于 Ａｌｆａ公司。ＤＭＥＭ高
糖培养液，其中含有 １０％的胎牛血清（ＦＢＳ，Ｈｙ
ｃｌｏｎｅ公司），１００μｇ／ｍＬ的盘尼西林和１００μｇ／ｍＬ
的链霉素，均购于Ｇｉｂｃｏ公司。

实验仪器：高精度电子天平 （Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ，
Ｑｕｉｎｔｉｘ２２４１ｃｎ），磁力搅拌器加热台（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉ
ｅｎｔｉｆｉｃ，Ｃｉｍａｒｅｃ），超声清洗器，恒温水浴箱，移液
器，紫外可见近红外分光光度计（Ａｇｉｌｅｎｔ，Ｃａｒｙ
５０００ＵＶＶｉｓＮＩＲ），荧光分光光度计（Ａｇｉｌｅｎｔ，
ＣａｒｙＥｃｌｉｐｓｅ），透射电子显微镜，ＦＬＳ９８０超快荧
光寿命光谱仪，荧光倒置显微镜（ＤＭＩ３０００，Ｌｅｉｃａ，
德国）。

２．２　实验方法
量子点的制备：将 ０２ｍｍｏｌ的醋酸铟，

０６ｍｍｏｌ的肉豆蔻酸和１５ｍＬ１十八烯在氮气保
护下保持 １１０℃加热 １ｈ，获得 Ｉｎ前驱液。将
３ｍＬ盐酸（４Ｍ）注入磷化锌，生成的磷化氢气体
通入到加热至２４０℃的Ｉｎ前驱液中，获得 ＩｎＰ量
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子点。将０６ｍｍｏｌ硬脂酸锌溶解于２ｍＬ１十八
烯中并加热至１２０℃后，将其注入 ＩｎＰ量子点溶
液中，形成 ＩｎＰ／ＺｎＳ复合物，最后，将加热至
２６０℃的十二烷基硫醇（０６ｍｍｏｌ）加入 ＩｎＰ／ＺｎＳ
复合物，反应１ｈ后获得ＩｎＰ／ＺｎＳ量子点。

上一步骤中制备了油性的 ＩｎＰ／ＺｎＳ量子点，
我们接下来对油性量子点进行了表面修饰，以便

其更好的生物应用，具体修饰方法如下：将１ｍＬ
甲醇，１ｍＬ氯仿，４ｍＬＭＰＡ和油性量子点混合搅
拌５ｍｉｎ，向搅拌后的混合溶液中加入 ３％的
ＮＨ４ＯＨ，继续搅拌５ｈ，获得水溶性 ＩｎＰ／ＺｎＳ量子
点。

ＦＲＥＴ体系的构建：将ＩｎＰ／ＺｎＳ量子点溶液和
Ｃｙ７荧光染料摩尔比例１∶０、１∶００１、１∶００２、
１∶００３、１∶００４和 １∶００５混合加入反应样品瓶
中，在常温、常压条件下搅拌５ｍｉｎ，对混合溶液进
行测定。

荧光光谱测定：在室温条件下，依次取１ｍＬ
的量子点与染料构建 ＦＲＥＴ体系溶液，以６００ｎｍ
为激发波长，激发和发射狭缝为 ５ｎｍ，记录
６２０ｎｍ到８５０ｎｍ波长范围内的发射光谱变化。

傅里叶红外光谱测定：５０℃下将 ＩｎＰ／ＺｎＳ量
子点，Ｃｙ７荧光染料和 ＦＲＥＴ体系烘干成粉末状
备用。分别将３种待测样品与溴化钾粉末以１∶１０
的比例混合后充分研磨，将混合后的粉末进行压

片处理，获得待测样品。

ＭＣＦ７乳腺癌细胞荧光成像：用于荧光成像
的ＭＣＦ７乳腺癌细胞在使用前要分种在６孔培
养板中。实验前的细胞需培养 ２４ｈ，密度在
６０％～７０％即可。用于荧光成像的 ＦＲＥＴ体系样
品按照１０～２０μｇ／ｍＬ的浓度溶于 ＰＢＳ中（ｐＨ＝
７２）。向六孔板的每个孔中加入２０～４０μＬ的样
品，轻轻摇匀后，在３７℃，５％ＣＯ２环境下培养４ｈ
后，移去培养液，用 ＰＢＳ清洗３遍，在荧光倒置显
微镜下观察细胞形态并进行荧光成像研究。

３　结果与讨论

３．１　ＩｎＰ／ＺｎＳ量子点Ｃｙ７荧光染料ＦＲＥＴ体系
的构建

由图１可知，ＩｎＰ／ＺｎＳ量子点的发射光谱与

Ｃｙ７染料的吸收光谱有较大的重叠面积，图中的
阴影部分为重叠部分。而ＩｎＰ／ＺｎＳ量子点的发射
光谱与染料的发射光谱相距较远，最大发射峰值

相差６０ｎｍ，有效避免了供受体之间的荧光干扰。
所以 ＩｎＰ／ＺｎＳ量子点和 Ｃｙ７荧光染料符合构建
ＦＲＥＴ体系的基本条件［２１２２］，其中 ＩｎＰ／ＺｎＳ量子
点和 Ｃｙ７染料分别作为 ＦＲＥＴ体系的供体和受
体。

图１　ＩｎＰ／ＺｎＳ量子点和Ｃｙ７荧光染料的吸收和发射

光谱对比图

Ｆｉｇ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｂｓｏｒｐｔｉｏｎａｎｄｅｍｉｓｓｉｏｎｓｐｅｃｔｒａ

ｏｆＩｎＰ／ＺｎＳｑｕａｎｔｕｍｄｏｔｓａｎｄＣｙ７ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ

ｄｙｅｓ

根据实验室经验，供体 ＩｎＰ／ＺｎＳ量子点表面
游离的羧基（—ＣＯＯＨ）能与受体染料 Ｃｙ７表面游
离的氨基（—ＮＨ２）通过化学键和的方式相连接，
以拉近供受体之间的距离。为了验证该结论，我

们利用傅里叶红外光谱测试（ＦＴＩＲ）对 ＩｎＰ／ＺｎＳ
量子点与染料 Ｃｙ７之间化学键合的情况进行验
证。在图２中，ＩｎＰ／ＺｎＳ量子点溶液在１６５０ｃｍ－１

（ＣＯＯ—）处有振动峰的存在，Ｃｙ７染料在
３４３８ｃｍ－１（ＮＨ２）处有振动峰存在。供体 ＩｎＰ／
ＺｎＳ量子点与受体Ｃｙ７染料的结合是通过Ｃｙ７上
的—ＮＨ２和量子点表面的—ＣＯＯＨ（来自于量子点
的表面修饰剂 ＭＰＡ），脱水缩合形成的肽键
（—ＣＯ—ＮＨ—）。图２中曲线１代表了 ＩｎＰ／ＺｎＳ
量子点和 Ｃｙ７染料构建的 ＦＲＥＴ体系，ＩｎＰ／ＺｎＳ
Ｃｙ７染料在１５７６ｃｍ－１（—ＣＯ—ＮＨ—）处的振动
峰存在，确定了两种样品成功结合，这个

１５７６ｃｍ－１的振动峰在 ＩｎＰ／ＺｎＳ量子点和 Ｃｙ７单
独的红外光谱中均不存在。而且，伴随着

６７ 　　　　中国光学　　　 　　　 第１１卷　



１５７６ｃｍ－１（—ＣＯ—ＮＨ—）的出现 ＩｎＰ／ＺｎＳ量子
点上的１６５０ｃｍ－１（ＣＯＯ—）振动峰明显减弱，这
进一步确认了ＩｎＰ／ＺｎＳ量子点与Ｃｙ７染料之间的
化学键合过程的成功实现。

图２　ＩｎＰ／ＺｎＳ量子点，Ｃｙ７，ＦＲＥＴ体系的ＦＴＩＲ光谱

Ｆｉｇ．２　ＦＴＩＲｓｐｅｃｔｒａｏｆＩｎＰ／ＺｎＳｑｕａｎｔｕｍｄｏｔｓ，Ｃｙ７

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｄｙｅｓａｎｄＦＲＥＴｓｙｓｔｅｍ

３．２　ＩｎＰ／ＺｎＳ量子点和 Ｃｙ７染料浓度对 ＦＲＥＴ
体系的影响

不同浓度的ＩｎＰ／ＺｎＳ量子点与Ｃｙ７染料构建
ＦＲＥＴ体系。如图３（ａ）所示，当 Ｃｙ７染料浓度不
变时，随 着 量 子 点 浓 度 的 增 加 （０１ ～
０５μｍｏｌ／Ｌ），Ｃｙ７染料的荧光强度会明显增强，
可以看出量子点与染料之间发生了荧光共振能量

转移。随着供体 ＩｎＰ／ＺｎＳ量子点浓度的增加，
ＦＲＥＴ体系的荧光共振能量转移效率逐渐减小，
如图３（ｂ）所示，这是因为随着供体分子数量的增
多，围绕在单个供体附近的受体分子平均数目减

少，体系的荧光共振能量转移效率减少。本论文

转移效率是基于荧光强度计算的，Ｓｔｙｒｅｒ和
Ｈａｕｇｌａｎｄ给出［２３］，

Ｅ＝１－
ＩＤＡ
ＩＤ
， （１）

式中，ＩＤＡ、ＩＤ分别代表有受体和无受体时供体的
荧光强度。这样，通过测量供体的荧光强度可以

计算出荧光共振能量转移的效率Ｅ。

图３　改变ＩｎＰ／ＺｎＳ量子点浓度时的ＦＲＥＴ体系（ａ）荧光光谱图（ｂ）相应的ＦＲＥＴ转换效率

Ｆｉｇ．３　ＦＲＥＴｓｙｓｔｅｍｗｈｅｎｔｈｅＩｎＰ／ＺｎＳｑｕａｎｔｕｍｄｏｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｓｃｈａｎｇｅｄ．（ａ）Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａ（ｂ）ＦＲＥＴｃｏｎ

ｖｅｒｓｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

　　同理，保持量子点浓度不变，改变Ｃｙ７染料的
浓度，获得 ＦＲＥＴ体系的变化情况如图 ４所示。
从图４（ａ）中可以看出，随着 Ｃｙ７染料浓度的增
加，量子点的荧光强度随之减小。通过公式（１），
计算得到了改变Ｃｙ７染料后的荧光共振能量转移
效率，如图４（ｂ）所示。从图４（ｂ）中可以看出，随

着受体浓度的增加，ＦＲＥＴ体系能量转移效率逐
渐增大，但当 ＱＤｓ：Ｃｙ７小于１：２５０后，荧光共振
能量转移效率达到最大，因为当 Ｃｙ７染料浓度增
加到一定程度时，量子点周围围绕的受体染料分

子供数目达到饱和。
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图４　改变Ｃｙ７浓度时的ＦＲＥＴ体系（ａ）荧光光谱图（ｂ）相应的ＦＲＥＴ转换效率

Ｆｉｇ．４　ＦＲＥＴｓｙｓｔｅｍｗｈｅｎｔｈｅＣｙ７ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｓｃｈａｎｇｅｄ．（ａ）Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａ（ｂ）ＦＲＥＴｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

３．３　ｐＨ值对ＦＲＥＴ体系的影响
如图５所示，将 Ｃｙ７染料和 ＩｎＰ／ＺｎＳ量子点

分别溶在ｐＨ值为４、７、１０、１２的去离子水中进行
荧光光谱的测试。从图５（ａ）中可以看出，随着溶
液ｐＨ值从４升至１２，溶液中染料的荧光强度没
有明显的改变，可以说明染料本身对 ｐＨ值不敏
感。但从图５（ｂ）可以明显看出，随着溶液 ｐＨ值

的改变，量子点的荧光强度有明显的变化，强酸性

条件下，量子点的荧光强度最弱，这是因为溶液中

较为丰富的 Ｈ＋抑制了量子点表面羧基的解离。
相反当溶液偏碱性时，其中会有含有丰富的

ＯＨ－，能够促进羧基的解离，但过高的 ｐＨ值同样
会降低量子点的荧光。

图５　Ｃｙ７（ａ）和ＩｎＰ／ＺｎＳ量子点（ｂ）在不同ｐＨ值溶液中的荧光光谱图

Ｆｉｇ．５　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＣｙ７（ａ）ａｎｄＩｎＰ／ＺｎＳｑｕａｎｔｕｍｄｏｔｓ（ｂ）ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｓｏｌｕｔｉｏｎｓ

　　测试了供受体对 ｐＨ值的响应之后，通过调
节ＦＲＥＴ体系（ＩｎＰ／ＺｎＳＣｙ７）的 ｐＨ值，验证该体
系的对ｐＨ值的敏感性。癌细胞形成初期表现是
ｐＨ值的微弱改变，因此，本文拟利用自行构建的
ＦＲＥＴ体系对ｐＨ值的敏感性实现对不同ｐＨ值缓
冲液的监测，最终应用于癌细胞微环境检测，实现

癌症早期诊断。如图５所示，验证了 ｐＨ值的微

弱改变（ｐＨ＝６７～９１）对体系的荧光强度的影
响。在一定范围内，ｐＨ值的降低，体系的荧光强
度逐渐减弱，呈现出明显趋势，实验结果表明该体

系可以作为ｐＨ值敏感型生物探针。
３．４　ＦＲＥＴ体系对生物微环境检测的应用

为了验证ＩｎＰ／ＺｎＳＣｙ７体系生物应用的可行
性，首先采用ＭＴＴ比色分析法对体系的细胞毒性
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图６　ＦＲＥＴ体系在不同ｐＨ值溶液中的荧光光谱图

Ｆｉｇ．６　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＦＲＥＴｓｙｓｔｅｍｉｎｄｉｆｆｅｒ

ｅｎｔｐＨｓｏｌｕｔｉｏｎｓ

进行测试，具体测试过程如下：

利用９６孔板培养 ＭＣＦ７乳腺癌细胞，ＦＲＥＴ
体系按照浓度梯度为４、２、１、０５和０２５ｎｍｏｌ／ｍＬ
溶解，向孔中分别加入不同浓度的待测样品，摇匀

后置于ＣＯ２培养箱（３７℃）中培养２４ｈ，确保样品
进入细胞并对细胞产生作用。２４ｈ后，取出含有
样品的 ９６孔板，向每个孔中加入 ５μｇ／ｍＬ的
ＭＴＴ溶液２０μＬ，摇匀后再培养４ｈ，活细胞的线
粒体中的琥珀酸脱氢酶能使 ＭＴＴ还原为水不溶
性的蓝紫色结晶甲瓒。抽取孔上层溶液后加入

１５０μＬ的二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，购于 Ｓｉｇｍａ），利用
酶标仪在４９５ｎｍ处对其进行扫描，得到细胞活性
数据。如图７所示，２４ｈ后，随着 ＩｎＰ／ＺｎＳＣｙ７体
系浓度的增加，细胞活性虽然有所降低，但总体细

胞活性均保持在６０％以上，具有良好的生物兼容
性，可以进行相关的生物研究和应用。

为了证明该体系可以作为荧光探针对生物微

环境进行检测，便于未来应用于癌症的早期诊断

研究中。我们应用所构建的近红外荧光探针对不

同的细胞微环境进行了检测，分别采用高糖培养

基（ＤＭＥＭ）、５０％密度的巨噬细胞（ＲＡＷ２６４７）
培养４８ｈ后的含有代谢产物的细胞外液、５０％密
度的ＭＣＦ７乳腺癌细胞培养４８ｈ后的含有代谢
产物的细胞外液作为检测溶液，测试所获的荧光

光谱如图８所示。可以明显看到，探针的荧光随
着细胞外液酸碱度的变化而产生明显变化，通过

与精确ｐＨ试纸（ＭＮ，ＭＡＣＨＥＲＥＹＮＡＧＥＬ，德国）

图７　ＦＲＥＴ体系的细胞毒性测试

Ｆｉｇ．７　ＲｅｌａｔｉｖｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＭＣＦ７ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ

ｃｅｌｌｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＦＲＥＴｓｙｓｔｅｍ

比对，该ＦＲＥＴ体系对细胞微环境ｐＨ值检测精度
可达到０１，在乳腺癌细胞外液中的ＦＲＥＴ体系的
荧光强度最弱。

图８　ＦＲＥＴ体系对不同细胞微环境的检测

Ｆｉｇ．８　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｅｌｌｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎ

ｍｅｎｔｂｙＦＲＥＴｓｙｓｔｅｍ

量子点良好的荧光信号决定了所构建的

ＦＲＥＴ体系除了能够实现癌细胞的 ｐＨ值敏感度
检测外，还能够实现癌细胞的荧光标记。图９显
示了 ＦＲＥＴ体系对 ＭＣＦ７乳腺癌细胞的成像实
验。从明场图像可以看出对照组和实验组细胞生

长状态良好，细胞形态正常，呈不规则多边形，没

有发现细胞形态的变化，或细胞壁破损的情况，说

明该ＦＲＥＴ体系毒性较低。通过暗场荧光图可以
看出，相比对照组，实验组的细胞内具有来自于

ＦＲＥＴ体系的明显荧光信号，证明该ＦＲＥＴ体系可
作为荧光探针对乳腺癌进行荧光标记。
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图９　ＦＲＥＴ体系对ＭＣＦ７乳腺癌细胞的荧光标记
Ｆｉｇ．９　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｌｙｌａｂｅｌｉｎＭＣＦ７ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｂｙＦＲＥＴｓｙｓｔｅｍ

４　结　论

　　本文采用近红外 ＩｎＰ／ＺｎＳ量子点与近红外
Ｃｙ７染料构建 ＦＲＥＴ体系，通过改变体系中量子
点和Ｃｙ７染料的浓度对ＦＲＥＴ体系转移效率的影
响进行了讨论分析。最后，研究了不同 ｐＨ值溶
液对 ＦＲＥＴ体系的影响，结果显示 Ｃｙ７染料本身
对ｐＨ值并不敏感，ＦＲＥＴ体系对 ｐＨ值的敏感性

主要源于量子点对ｐＨ值的敏感性，当溶液ｐＨ值
处在７～１０时，ＦＲＥＴ体系具有较高的ＦＲＥＴ转移
效率。细胞测试结果表明，ＦＲＥＴ探针的荧光信
号随着细胞外液酸碱度的变化而产生明显变化，

可用于生物微环境中对癌细胞的检测。同时，乳

腺癌细胞外液中的ＦＲＥＴ体系的明显荧光信号可
以应用于癌细胞成像，实现了 ＦＲＥＴ体系的双重
功能。
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