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用于荧光免疫检测的荧光纳米球制作方法研究
王　怡　廖天作　柯　鹏　孙红梅　郭惠玲　刘明星∗ 　孙宏浩∗

(湖北工业大学生物工程与食品学院,湖北省工业发酵协同创新中心,武汉４３００６８)

摘　要　分别采用Stöber溶胶Ｇ凝胶法、反相微乳聚合法和原位聚合法研究制得３种荧光纳米球:(１)羧基功能化

二氧化硅(SiO２)荧光纳米小球;(２)聚丙烯酰胺聚丙烯酸共聚物(PAAAM)荧光纳米小球;(３)SiO２ 为核,PAAAM 为

壳的核壳结构SiO２＠PAAAM 荧光纳米小球.以上３种纳米球具有较好的水分散性和稳定性.采用透过电镜、动态

光散射和红外光谱、荧光光谱等对样品进行了表征.荧光光谱分析结果表明,荧光分子偶联加入量为１％(wt,质量分

数)的３种纳米 球 均 具 有 最 大 荧 光 强 度.采 用 SNP＠PAAAM 纳 米 球 与 罗 丹 明 红 X(RhX)偶 联,制 得 的 SNP＠

PAAAM＠RhX既可以很好的从水中离心分离也具有良好的水分散性,电动电位为－２２􀆰７mV,平均粒径９０nm.所

制备的３种荧光纳米球,可应用于快速体外检测、疾病追踪等重要领域.

关键词　荧光纳米球,SiO２,聚丙烯酰胺纳米球,免疫荧光光检测

Preparationoffluorescentnanoparticlesforimmunofluorescenceassay
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Abstract　ThepreparationofthreetypesoffluorescentnanoparticleswerestudiedbyapplyingStöbermethod,

inversemicroemulsionpolymerizationandinＧsitupolymerization,respectively:(１)carboxylfunctionalSiO２fluorescent

nanoparticles,(２)polyacrylamideＧcoＧpolyacrylicacidpolymer (PAAAM)fluorescentnanoparticles,(３)coreshell

structureSNP＠PAAAMfluorescentnanoparticles．Allthesenanoparticleswerewelldispersedinwater．Transmission

electronmicroscope,infraredspectroscopy,fluorescencespectrophotometry,dynamiclightscatteringanalysisandzeta

potentialswereusedtocharacterizethenanoparticles．FluorescencespectroscopyshowedthatthreeNPswithRhX

１wt％ allhadhighestfluorescentintensity．SNP＠PAAAMnanoparticlesandrodamineredX(RhX)wereconjugatedto

obtainSNP＠PAAAM＠RhX,whichcanbewellseparatedfromthewaterandalsohadgoodwaterdispersion．Thezeta

potentialwas－２２􀆰７mV,andtheaverageparticlesizewas９０nm．Threepreparedfluorescencenanoparticlescanbe

widelyappliedinimportantrapidbiomarkerdiagnosisanddiseasetracking．
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　　免疫分析(IA)是利用抗原抗体特异性结合反

应检测各种物质的分析方法[１Ｇ３].而标记免疫分析

技术凭借其高灵敏度和特异性被广泛应用于基础医

学和临床各领域,是检测生物分子最主要的方法[４].
标记免疫分析主要包括酶免疫标记技术(EIA)、化

学发 光 免 疫 技 术 (CLIA)和 荧 光 免 疫 分 析 技 术

(FIA).其中,以固相载体吸附抗原/抗体为基础的

酶联免疫分析法(ELISA)凭借其高的灵敏度、良好

特异性以及较快检测速度,成为EIA中应用最广泛

的分析方法.但由于重复性较低、稳定性较差及存
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在交叉反应,阻碍了ELISA的进一步应用[５].化学

发光免疫分析技术是将化学发光测定技术和免疫反

应结合后建立的技术,具有高的灵敏度和特异性,但
是化学发光标记物稳定性差且标记技术落后使其应

用受到限制[６].免疫荧光微球可以直接和抗原/抗

体耦合,荧光强度不随时间变化,并且可以通过微球

上偶联大量荧光分子实现荧光增强,使其有望用于

免疫荧光微球检测技术.
二氧化硅(SiO２)纳米粒子(SNP)是荧光免疫分

析技术中被广泛应用的纳米材料之一[７Ｇ１０],其粒子

密度大,容易离心分离和表面修饰.但SNP在水中

分散性较差且容易团聚,离心处理后不易分散,从而

限制了其应用.聚丙烯酰胺是重要的水溶性聚合

物,将其修饰在SNP表面,能有效改善其在水中的

分散性与团聚现象[１１].因此,本研究制备了３种不

同结构的荧光纳米粒子:(１)SiO２ 荧光纳米粒子

[SNP＠罗丹明红X(RhX)];(２)聚丙烯酰胺聚丙烯

酸共聚物 (PAAAM)荧光纳米粒子 (PAAAM＠
RhX);(３)SiO２＠PAAAM 的荧光纳米粒子(SNP＠
PAAAM＠RhX).利用Stöber溶胶Ｇ凝胶法制备粒

径为５０~１００nm 的单分散SNP,将荧光染料分子与

氨基修饰的三乙氧基硅烷(APTES)反应后接到

SNP表面,最后对纳米球表面进行羧基改性,增加

SNP在水中的分散性.通过反相微乳聚合法制得

PAAAM 纳米小球[１２Ｇ１３],将丙烯酰胺单体的水溶液

借助油包水型(W/O)乳化剂分散在油的连续介质

中,然后引发聚合.由于反相微乳聚合在油相中容

易溶解大量的氧气,造成自由基淬灭,因此反相微乳

过程需要多次冷冻Ｇ真空Ｇ解冻的除氧过程,操作步

骤繁琐,且除氧不充分极易导致聚合失败.本研究

以SNP为核,在水相中加入丙烯酰胺和丙烯酸等单

体的方法,实现在水相中的原位聚合,形成SiO２ 包

埋PAAAM 的核壳结构(SiO２＠PAAAM)荧光纳

米小球,由于水相中氧含量少,因此不需要繁琐的除

氧步骤.PAAAM 的引入,使得SiO２＠PAAAM 纳

米球在水相具有更好的分散性和稳定性[１４Ｇ１６].

１　实验部分

１􀆰１　试剂与仪器

正硅酸四乙酯(TEOS)、顺丁烯二酸酐、二氯甲

烷、乙醇、正己醇、环己烷、过硫酸铵(APS)、四甲基

乙二胺(TEMED)、氯化钠、碳酸钠、碳酸氢钠、氨

水、NＧ羟基琥珀酰亚胺(NHS),均为分析纯,国药集

团化学试剂有限公司;RhX,德国布鲁克公司;氨丙

基三乙氧基硅烷(APTES)、３Ｇ(异丁烯酰氧)丙基三

甲氧基硅烷(MPS)、亚甲基双丙烯酰胺,均为分析

纯,阿拉丁试剂(上海)有限公司;丙烯酰胺、２Ｇ(NＧ
吗啉代)乙磺酸(MES),Biosharp公司;丙烯酸(分
析纯),天津博迪化工股份有限公司;TritonXＧ１００
(分析纯),上海玉博生物科技有限公司;(１Ｇ(３Ｇ二甲

氨基丙基)Ｇ３Ｇ乙基碳二亚胺盐酸盐)(EDC􀅰HCl,分
析纯),上海共价化学科技有限公司.

离心机(TGLＧ２０５型),长沙平凡仪器仪表有限

公司;动态光散射仪(ZetasizerＧNanoZS型),英国

马尔文仪器有限公司;傅里叶红外光谱仪(FTＧIR,

Nicolet６７００型),美国赛默飞公司;透射电子显微

镜(TEM,TecnaiG２SＧTWIN 型),美国FEI公司;
荧光分光光度计(XRF,LSＧ５５型),美国PE公司.

１􀆰２　样品制备

１􀆰２􀆰１　羧基功能化荧光硅纳米小球

硅烷偶联剂 APTES的羧基改性:取１􀆰９６g马

来酸酐置于１０mL的乙醚中,在冰浴的条件下逐滴

加入３􀆰４mL的 APTES,搅拌４h,旋蒸除乙醚后,即
制得 APTESＧCOOH.

用 Stöber 法[１７] 制 备 SNP:取 １mL TEOS,

１􀆰２mL的氨水和１mL的超纯水加入到２５mL乙醇

中,室温搅拌１０h;１００００r/min离心１５min,用超纯

水和无水乙醇反复离心洗涤４次,分散于乙醇中,配
制成１０mg/mL溶液.

SNP＠RhX 的制备:(１)取１mgRhX 加入到

１mL乙醇中,混合均匀后加入１μL的 APTES,避光

搅拌２h,制得 APTESＧRhX;(２)取１０mL硅纳米球

溶液,加入０􀆰５mL的氨水和０􀆰１mL的超纯水,搅拌

均匀后加入 APTESＧRhX,避光搅拌２h;(３)加入

２５mgAPTESＧCOOH 和３０μL的 TEOS避光搅拌

７h;(４)１００００r/min离心１５min,再用超纯水和无水

乙醇洗涤６次,分散在超纯水中,配制成１０mg/mL
的SNP＠RhX分散液.

１􀆰２􀆰２　PAAAM 荧光纳米小球制备

制备PAAAM 纳米球[１８]:取１􀆰０３g丙烯酰胺,

０􀆰５g亚甲基双丙烯酰胺,１０μL的丙烯酸溶于３mL
的超纯水中,作为水相;取２５mL正己醇,８mLTXＧ
１００,１２０mL环己烷混匀作为油相;将水相逐滴加入

油相,搅拌１５min后,用液氮冷冻Ｇ真空Ｇ解冻反复４
次除氧;在通 N２ 保护的情况下,加入３０μL的３０％
(wt,质 量 分 数,下 同)的 过 硫 酸 铵 和 ２０μL 的

TEMED,室温搅拌４h;加入一定量的乙醇和氯化钠

饱和 溶 液,静 置 １２h;收 集 沉 淀,乙 醇 洗 涤 离 心
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(５０００r/min,１５min)４次,超声分散于超纯水中;透
析７２h,冷冻干燥后,用超纯水配成１０mg/mL的分

散液.
制备荧光PAAAM 纳米球:(１)取１mgRhX加

入１mL１０mmol(pH＝９􀆰０)的碳酸钠Ｇ碳酸氢钠缓

冲液中,加入０􀆰５μL的乙二胺,避光反应２h;(２)取

２mLPAAAM 纳 米 小 球 分 散 液 加 入 到 ２０mL
１０mmol(pH＝７􀆰４)的PB缓冲液,搅拌均匀后加入

１５０μL０􀆰１molEDC溶液和１００μL０􀆰２molNHS溶

液,室温活化３０min后加入前一步制得的氨基改性

的RhX,室温反应２h;(３)加入２００μL０􀆰１mol盐酸

羟胺溶液,搅拌 １h;(４)加入乙醇将制得的荧光

PAAAM 纳 米 小 球 沉 淀 出 来,用 乙 醇 洗 涤 离 心

(５０００r/min,１５min)４ 次,分散于超纯水中,透析

７２h,冷冻干燥后,用超纯水配成１０mg/mL的溶液.

１􀆰２􀆰３　荧光SNP＠PAAAM 纳米球的制备

制备SNP＠PAAAM 纳米球[１９]:取１０mLSNP
分散液加入１mL水、２０mL乙醇和０􀆰５mL氨水,室
温下搅拌均匀,加入８０μL的 MPS,回流搅拌３h,离
心分散在乙醇中;上述乙醇分散液中加入０􀆰１５g丙

烯酰胺,０􀆰０８g亚甲基双丙烯酰胺,２０μL丙烯酸,通
氮气保护,加入４０μL的３０％(体积质量百分数)的
过硫酸铵和３０μL的四甲基乙二胺,４０℃反应６h;离
心(１０００r/min,１５min)洗涤４次,分散在超纯水中,
配制成１０mg/mL的分散液.

SNP＠PAAAM 纳米球与 RhX的偶联:(１)取

１０mLSNP＠PAAAM 纳米球溶液离心(１００００r/m,

１５min)后,分散于１０mL１０mmol(pH＝７􀆰４)的 PB
缓冲液,加入 １５０μL０􀆰１molEDC 溶液和 １００μL
０􀆰２molNHS溶液,室温活化３０min后加入氨基改

性的RhX,室温反应２h;(２)加入２００μL０􀆰１mol盐

酸羟胺溶液,搅拌１h;(３)离心(１０００r/min,１５min)
洗涤５次后,分散在超纯水中,配制成１０mg/mL的

溶液.

２　结果与讨论

２􀆰１　纳米球水合粒径分析

各种纳米球的水合粒径图见图１.从图可以看

出,SNP的水合粒径为９９nm,制得的 SNP＠RhX
纳米球的水合粒径为１０５nm,这是偶联RhX后又包

覆了一层硅的结果;SNP制备成SNP＠PAAAM＠
RhX纳米球后,其水合粒径为 １４３nm,比 SNP＠
RhX纳米球的粒径增大３８nm,这是因为 PAAAM
具有良好的亲水性,从而导致整体水合粒径增大;

PAAAM＠RhX采用反相微乳法制备,纳米球的水

合粒径为６０nm.

图１　各种纳米球的水合粒径图

[(a)SNP;(b)SNP＠RhX;(c)PAAAM＠RhX;

(d)SNP＠PAAAM＠RhX]

２􀆰２　电动电位分析

纳米球的电动电位见图 ２.从图可以看出,

SNP的电动电位为－２３􀆰１mV,因为SNP表面存在

大量的 Si—OH,其在纯水中以 SiO－ 形式存在;

SNP＠RhX 的电动电位为－４３􀆰１mV,是由于在硅

表面引入了羧基,COO－ 的存在降低了纳米球的整

体电 动 电 位;PAAAM ＠RhX 的 电 动 电 位 为 －
２４􀆰６mV,由于丙烯酰胺几乎不带电,PAAAM＠
RhX中的负电荷是由丙烯酸中的羧基带来的,表明

PAAAM＠RhX 表面已经羧基化;SNP＠PAAAM
＠RhX电动电位为－２２􀆰７mV,因PAAAM 中羧基

的存在导致纳米球表现出负电动电位.

图２　纳米球的电动电位图

２􀆰３　TEM 分析

３种荧光纳米球的 TEM 图见图３.从图３(a)
可以看出,SNP＠RhX 表面光滑,呈球形单分布状

态,粒径分布较为均一,粒径约８５nm.从图３(b)可
以看出,PAAAM＠RhX 近似球形但是不规则,平
均粒径４０nm.从图３(c)可以看出,SNP＠PAAAM
＠RhX平均粒径９０nm,纳米球表面包覆着一层深

色的PAAAM 层.
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图３　３种荧光纳米球的 TEM 图

[(a)SNP＠RhX;(b)PAAAM＠RhX;(c)SNP＠PAAAM＠RhX]

２􀆰４　FTＧIR分析

纳米球的FTＧIR谱图见图４.从图可以看出,
２３６０cm－１、１８７０cm－１和１４００cm－１分别为羧基的伸

缩振动吸收峰,羧基中 C􀪅􀪅O 的伸缩振动吸收峰和

C—H 的弯曲振动吸收峰,表明 SNPＧCOOH 纳米

球 羧 基 改 性 成 功;２９２５cm－１ 和 １４５４cm－１ 为

PAAAM 的 特 征 吸 收 峰,进 一 步 证 明 SNP＠
PAAAM 纳米球上被PAAAM 成功包覆.

图４　纳米球的FTＧIR谱图

２􀆰５　荧光光谱分析

为了探究３种荧光纳米球RhX的最佳偶联量,
荧光染料加入量分别为０􀆰１０％(wt,相对荧光球的

质量分数,下同)、０􀆰２５％、０􀆰５０％、１􀆰００％、２􀆰００％
(反应后渗透提纯过程无荧光分子泄露,因此认为荧

光分子的偶联效率近似为１００％).

３种荧光纳米球偶联不同量 RhX 后的荧光光

谱图见图 ５.从图可以看出,３ 种荧光纳米球上

RhX的偶联量从０􀆰１０％升高到１􀆰００％的过程中,
它们的荧光强度随偶联量的增加而增强,当 RhX的

偶联量从１􀆰００％增加到２􀆰００％时,荧光强度明显下

降,这是由于纳米球偶联过多的荧光分子,荧光分子

之间的距离过近导致荧光淬灭;对比３种荧光纳米

球,发现PAAAM 纳米球的荧光淬灭最为明显,这

是因为其粒径小(４０nm),在偶联等量的条件下,其
荧光分子之间的距离最近,研究结果表明,３种荧光

纳米球的最佳偶联量均为１􀆰００％.

图５　３种荧光纳米球偶联不同量 RhX的荧光光谱图

[(a)SNP＠RhX;(b)PAAAM＠RhX;

(c)SNP＠PAAAM＠RhX]

３　结论

由于荧光免疫分析检测中针对不同的病原体和

层析条件,单一荧光纳米微粒很难满足所有检测要

求.成功制得的３种不同材质的纳米荧光粒子以适

应不同检测需求.这３种荧光纳米球制备工艺以及

性能各有特点:(１)SNP＠RhX的制备方法简单,尺
寸可控易于离心分离,但较难分散,需要引入大量的

羧基来提高纳米球的分散性;(２)PAAAM＠RhX
粒径较小,具有很好的水分散性能和长期稳定性,但
是制备方法复杂,需要用冷冻Ｇ真空Ｇ解冻多次循环

除氧;(３)SNP＠PAAAM＠RhX既可以很好的从水

中离心分离也具有良好的水分散性,电动电位为－
２２􀆰７mV,平均粒径９０nm.以上３种纳米球均具有

较好的水分散性和稳定性,可应用于快速体外检测、
疾病追踪等领域.
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深圳先进院研发出基于 MoS２/C纳米复合材料的钠型双离子电池

　　近日,中国科学院深圳先进技术研究院集成所功能薄

膜材料研究中心研究员唐永炳及其研究团队,成功研发出

一种基于 MoS２/C纳米复合负极材料的钠型双离子电池.

锂离子电池已广泛应用于便携式电子设备、电动汽

车、储能设备等领域.但由于锂离子电池的大规模应用

加之锂资源的匮乏和分布不均,使锂离子电池成本日益

攀升,难以满足未来能源存储的低成本、长循环寿命、安

全可靠等要求.钠与锂有相似的物理化学性质,且储量

丰富、成本较低,使得基于钠离子的二次电池体系的研究

近年来受到广泛关注.然而钠离子半径较大,导致 Na＋

在电极材料中扩散缓慢,从而影响电池的倍率性能和循

环性能.

为改善钠离子电池的倍率性能和循环性能,唐永炳研

究团队成员朱海莉、张帆等成功研发出一种基于 MoS２/C

纳米复合负极材料的钠型双离子电池.该电池采用膨胀

石墨作为正极材料,具有分级结构的 MoS２/C纳米复合材

料作为负极材料.由于这种具有分级结构的 MoS２/C具

有更宽的晶体片层间距,有利于提高 Na＋ 在其中的离子

扩散速率,且碳层的引入提高了材料的电导率,使基于该

MoS２/C纳米复合材料的钠型双离子电池具有良好的倍

率性能和循环性能.结果表明,该电池在１􀆰０~４􀆰０V 的

电压区间,２C的电流密度下循环２００圈后容量保持率为

８５％.这种新型钠离子电池在清洁能源、智能电网等具有

潜在的应用前景. (新型)
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