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摘要       本文采用CdSe/CdxZn1−xS核/合金壳量子点(QDs)作为荧光共振能量转移体系(FRET)的供体,通过巯

基络合作用在其表面修饰一层L-半胱氨酸(Cys)分子,赋予QDs优异的水溶性能,再通过静电相互作用将罗丹

明B (RhB)构筑于QDs-Cys表面,获得了一类新型的水溶性FRET体系. 采用荧光光谱分析了pH以及供受体浓

度比对FRET能量转移效率的影响. 研究结果表明, 通过静电结合构筑的QDs-Cys-RhB荧光共振能量转移体

系对pH和供受体浓度具有敏感的荧光信号响应性能. 当pH从10降到7时, FRET体系的荧光共振能量转移效

率由49.39%增加到58.99%;当供受体浓度比为3:1时, FRET体系的能量转移效率高达61.09%. 由此可见,通过

表面络合与静电相互作用构筑的QDs-Cys-RhB荧光共振能量转移体系具有优异的光信号响应性, 可以作为

一类灵敏、精确的可调式比率型荧光探针,在生物检测、免疫分子等领域中具有广阔的应用前景.
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1   引言

荧光共振能量转移(fluorescence resonance energy
transfer, FRET)技术被称为“光学分子尺”,被广泛应用

于生物大分子结构、性质和反应机理研究[1,2]以及环

境、医学领域的痕量组分检测[3,4]. 目前常用的FRET
探针大多采用有机染料作为供、受体对,但是由于有

机染料易光漂白、吸收光谱窄、发射光谱较宽且伴

有拖尾,使得所构筑的FRET体系因具有光稳定性差、

假阳性信号高等问题,使其应用受到极大的限制[5~8].
半导体量子点(quantum dots, QDs)以其发射光谱

窄、吸收光谱宽、荧光波长随粒径变化连续可调、

性能稳定等诸多优点[9,10],可取代FRET体系的有机荧

光染料, 在可调式荧光探针[11,12]、基因检测[13]、痕量

分析[3,4]等领域具有十分广阔的应用前景. QDs既可作

为能量供体,也可作为能量受体[14~16]. 目前文献报道的

FRET供体量子点主要包括CdTe[5]、CdSe[17]、CdS[18]

以及CdTe/CdS[19]、CdSe/CdS[20]等. CdSe和CdTe表面

存在大量缺陷和不饱和悬键,荧光效率较低,虽然可以

通过表面包覆宽带隙的CdS或ZnS来降低表面缺陷、

提高荧光效率、改善荧光寿命,但由此使得晶格失配,
合成复杂、颜色调控困难以及光学稳定性较差,因此

基于这一类QDs所构筑的FRET体系在应用中受到了

很大的限制[21,22].
本文采用高温注射法制备了CdSe/CdxZn1−xS核/合

金壳量子点[23],相较于常见的核壳量子点,如CdSe/CdS
量子点, CdSe/CdxZn1−xS核/合金壳量子点具有制备工

艺简单、荧光性能优异、结构稳定、可通过调节组
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分来获得不同发射波长的QDs等优点[24~26]. 以其作为

FRET供体,可以确保所构筑的FRET体系的高效与稳

定. 采用Cys作为表面修饰剂,利用其优异的水溶性能

通过配体交换使Cys络合于QDs的表面, 再基于能量

匹配, 通过QDs-Cys表面带负电荷的羧酸根与罗丹明

B (Rhodamine B, RhB)上带正电的氮原子发生静电相

互作用, 构筑一类高效灵敏的QDs-Cys-RhB荧光共振

能量转移体系, 如图1所示.

2   实验部分

2.1   试剂与仪器

氧化镉(CdO, AR, 上海亭新化工试剂厂 , 中国),
硒粉(Se, 99.99%, Sigma-Aldrich公司 , 美国), 硫粉(S,
>99.5%, 国药集团化学试剂有限公司, 中国), 醋酸锌

(Zn(Ac)2, AR,国药集团化学试剂有限公司),三辛基膦

(TOP, 90%, Sigma-Aldrich公司), 油酸(OA, CP, 国药集

团化学试剂有限公司), 1-十八烯(ODE, 90%, Alfa Aesar
公司,美国), L-半胱氨酸(Cys, AR, Alfa Aesar公司),罗
丹明B (RhB, AR, Alfa Aesar公司), 氢氧化钠(NaOH,
AR,国药集团化学试剂有限公司). 其他有机溶剂如正

己烷、三氯甲烷、丙酮、乙醇等均购自国药集团化

学试剂有限公司,分析纯;去离子水为实验室自制.
用场发射高分辨透射电子显微镜(HR-TEM, JEM-

2100, JEOL,日本)观察样品形貌. 用X射线衍射仪(XRD,
D8Advance,布鲁克AXS公司,德国)表征晶型. 用Nexus
智能型傅里叶变换红外光谱仪(FTIR, Nicolet6700, 美
国)和X射线光电子能谱仪(XPS, ESCALAB 250Xi, 赛

默飞世尔科技有限公司,美国)表征元素结构. 利用紫

外-可见分光光度计(UV-2500,岛津公司,日本)测定溶

液吸收光谱, 荧光分光光度计(RF-5301PC, 岛津公司,
日本)测定溶液荧光光谱,激发狭缝宽度均为3 nm,发
射狭缝宽度均为5 nm. PHS-3C型精密pH计(上海精密

科学仪器有限公司, 中国).

2.2   油溶性合金量子点的制备

基于文献方法[23], 通过高温注射, “一锅法”制备

具有高量子产率、高稳定的CdSe/CdxZn1−xS核/合金壳

量子点. 典型的制备方法如下: 称取0.04 mmol Se粉,
4 mmol S粉,分别溶解于TOP中,常温搅拌3 h,制得Se
和S的前驱体; 称取0.4 mmol CdO、4 mmol Zn(Ac)2和
一定量的ODE, 置于250 mL三口烧瓶中, 反复抽真空

和充氮气, 以使反应体系在无水无氧条件下进行, 缓
慢升温至体系温度达到150℃,保持20 min后继续升温

至310℃,迅速注入Se和S的前驱体,温度降至300℃,持
续反应 6 min. 反应结束后将体系降至室温,取出反应

物加入乙醇进行沉淀, 再用丙酮洗涤3次后得到油溶

性合金量子点,并溶解于三氯甲烷避光保存.

2.3   通过配体交换制备QDs-Cys水溶液

取一定量的Cys加入到NaOH水溶液中,通过剧烈

搅拌使其溶解并将溶液pH调至9~10;取1 mL制备好的

QDs三氯甲烷溶液和过量的Cys水溶液于反应管中进

行混合, 可清晰地看到分层现象. 用365 nm的紫外灯

照射, 下层QDs-三氯甲烷溶液呈现明亮的绿色荧光,
而上层水溶液无变化;将反应管于室温下抽真空,反复

图 1    QDs-Cys-RhB FRET体系示意图. (a) QDs与Cys配体交换机理和相转移图; (b)改性后QDs与RhB通过表面的静电相互

作用进行荧光共振能量转移(网络版彩图)
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脱气后,以200 W的功率超声10 min,剧烈搅拌1 h后以

8000 r/min的转速下超速离心10 min. 可以发现, 反应

管中的上层清液呈现了明亮的绿色荧光. 将上层清液

放置于截留率为8000的透析袋中在循环水中透析72 h
以上,除去过量的Cys,得到QDs-Cys水溶液.

2.4   QDs-Cys-RhB FRET体系的制备与参数计算

配制一定浓度的RhB乙醇溶液,向其中缓慢滴加

不同浓度的QDs-Cys水溶液, 如图1所示, 通过两者之

间的静电相互作用, 使得QDs与RhB之间的距离满足

荧光共振能量转移的条件,进而得到一系列不同浓度

比的FRET体系.
根据Förster能量转移理论, 荧光共振能量转移效

率(E)与能量供体、受体跃迁偶极的相对取向、能量

供体的荧光发射光谱与受体的紫外、可见吸收光谱

的重叠程度以及能量供体与受体之间的距离等密切

相关, 通过以下公式:

E F F nR nR r= 1 / = / ( + )DA D 0
6

0
6 6 (1)

J PL= ( ) ( ) d
0

AD D-corr
4 (2)

R k n J= 8.79 × 100
6 25 2

D
4

D AD (3)

r R n E E= [ (1 ) / ]0

1
6 (4)

对FRET体系荧光共振能量转移效率和QDs-RhB
之间的距离r[2,20]进行计算,其中E为荧光共振能量转移

效率, FDA为受体存在时供体的荧光强度, FD为受体不

存在时供体的荧光强度, R0为Förster半径, JAD为供体

(QDs)荧光光谱与受体(RhB)吸收光谱的重叠积分面

积,ΦD为供体的荧光量子产率(罗丹明6G为标准); k2为
偶极空间取向因子,一般取2/3; nD为介质的折射系数,
n表示与供体分子相互作用的受体分子的平均个数.

3   结果与讨论

3.1   QDs-Cys的结构与形貌分析

图2是QDs-Cys在不同分辨率下的高分辨率的透

射电子显微镜图(HRTEM). 从图中可以看出, 量子点

尺寸约为7 nm,呈现出粒径均一、尺寸规则、单分散

性较好等特点. 经过Cys修饰后, QDs仍可观察到清晰

的晶格条纹, 晶面间距为0.311 nm.

图3为CdSe/CdxZn1−xS合金量子点的XRD谱图. 从
图中可以看出, 2θ位于28.3°、47.2°、56.1°附近出现

了3个尖锐的衍射峰, 分别对应于CdxZn1−xS合金壳层

的(111)、(220)、(311)晶面[27], 其中HRTEM图中显示

0.311 nm的晶面间距对应于其(111)晶面,而在49.7°附
近出现的小衍射峰对应于CdSe核层的(311)晶面,说明

合成的合金量子点属于闪锌矿结构的晶体结构.
CdSe/CdxZn1−xS多元合金量子点表面与Cys的作

用方式可以通过对QDs-Cys与Cys的FTIR进行分析

(图4). 从图中可知 , Cys修饰在QDs表面后 , Cys中
2563 cm−1对应为S–H键伸缩振动峰 , 1223 cm−1对应

为–COOH中–OH的面内弯曲振动峰消失以及3408 cm−1

处出现–NH2伸缩振动峰,这表明Cys是通过巯基的硫原

子与QDs表面的金属离子发生了络合作用,而在1590
和1479 cm−1处出现了新的振动峰,而这两个新振动峰

分别对应为羧酸根(–COOM)中的反对称和对称振动,
所以表明Cys在其中是以羧酸盐的形式存在,表明Cys
通过硫原子与QDs发生配位反应,使Cys改性的QDs表

图 2     低分辨率(a)和高分辨率(b)下QDs-Cys的HRTEM图

(网络版彩图)

图 3    CdSe/CdxZn1−xS量子点的XRD谱图
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图 4    QDs-Cys (a)和Cys (b)的FTIR图(网络版彩图)

面披覆了大量的羧酸根离子.
图5(a)为CdSe/CdxZn1−xS量子点和QDs-Cys的XPS

的全谱图. 结果显示, QDs-Cys表面存在C、N、S、
Cd、Se、Zn等元素,这些都与文献值相符合[28]. 同时,
Cys修饰的QDs, S2p峰的相对强度明显增大, 并出现

了结合能为400.1 eV对应于N1s的特征峰,证明QDs表
面富含Cys. 图5(b)是QDs-Cys的S元素的分峰拟合曲

线,从图中可以看到, S2p1/2的峰位于163.2 eV,而S2p3/2
位于162.2 eV,这是由自旋-轨道相互作用裂解引起的,
这与已有文献中QDs中重金属离子与巯基分子形成的

化学键一致[29,30], 进一步表明, Cys通过硫原子与QDs
表面的重金属离子络合形成了Cd–S键或Zn–S键.

3.2   QDs-Cys-RhB FRET体系的构建与性能研究

荧光共振能量转移体系的构建需要满足3个条件:
(1)能量供体和受体的激发光谱足够分开; (2)能量供

体的发光光谱和能量受体的吸收光谱要重叠; (3) 能
量供、受体的发射光谱不能互相干扰, 同时, 当供受

体间的距离在1~10 nm时FRET现象最明显.
采用荧光发射波长在543 nm处的QDs作为能量供

体, 最大发射波长在574 nm处的RhB作为能量受体可

以构建荧光共振能量转移体系. 从图6的归一化曲线

可以看出,作为能量供体的量子点和作为能量受体的

RhB的发射光谱相互干扰不大,作为能量供体的量子

点的荧光发射峰在543 nm, 作为能量受体的RhB的最

大吸收峰在556 nm,两者的波谱分别在波长524、554
和580 nm处产生交点,重叠面积远大于整个激发荧光

面积的1/2,符合荧光共振能量转移能发生的必要条件,
即供体发光光谱与受体的吸收光谱重叠. 按式(2)计算

出QDs与RhB的光谱重叠积分为3.8×10−13 (cm3 L)/mol.
从图7中可以看出,在380 nm波长的激发下, QDs-

Cys的荧光强度下降了59.02%,而RhB的荧光强度显著

增强,增加了12.75%,该结果表明, QDs-Cys-RhB FRET

图 5     (a) QDs-Cys和QDs的XPS全谱图; (b) QDs-Cys的XPS
图谱S元素分峰拟合(网络版彩图)

图 6    (a) QDs-Cys的荧光光谱; (b) RhB的吸收光谱; (c) RhB
的荧光光谱(网络版彩图)
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图 7     QDs-Cys-RhB的荧光光谱图(网络版彩图)

体系可以发生高效的荧光共振能量转移. 这是由于

QDs表面披覆的带负电的羧酸根与RhB分子上带正电

的氮原子的静电相互作用, 缩短了QDs-Cys (供体)和
RhB (受体)之间的距离,并利用式(1)、(3)和(4)计算出

E=58.99%, R0=2.99 nm, r=3.17 nm, 表明该体系具有优

异的荧光共振能量转移效率[20].
图8是在不同pH时 , QDs-Cys-RhB FRET体系荧

光共振能量转移效率变化关系图. 从图中可以看出,
FRET体系的转移效率随着pH的减小而增大, 当供受

体浓度比一定时,根据荧光共振能量转移效率的公式

计算, FRET体系的荧光共振能量转移效率从49.39%
(pH 10)增加至52.84% (pH 9), 当溶液的pH下降到8.0
时, QDs-Cys-RhB FRET体系的能量转移效率增加到

55.70%, 而在pH为7的环境下, QDs-Cys-RhB FRET体
系的转移效率进一步增大, 可达58.99%. 由于QDs在
酸性条件下不稳定, 所以选择碱性环境, 并且QDs和
罗丹明B (供体和受体)的荧光强度随pH的变化而变

化,从而引起受体与供体的相对荧光强度之比的变化,
最终使能量转移效率随pH增大而减小. 由此可以看

出, 基于正负电荷结合所构筑的QDs-Cys-RhB FRET
体系, 其光学性质对pH具有明显的响应性, 因此基于

CdSe/CdxZn1−xS多元合金量子点构筑的QDs-Cys-RhB
FRET体系可以作为一类高效的、对pH具有响应性的

比率型荧光探针, 可用于检测环境pH的变化, 实现对

微环境调控的实时监测.
QDs-Cys-RhB FRET体系荧光共振能量转移效率

随供受体浓度比的变化曲线如图9所示. 由图中可以看

图 8     pH 10 (a), pH 9.0 (b), pH 8.0 (c), pH 7.0 (d)对QDs-Cys-RhB体系能量转移效率的影响(网络版彩图)
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图 9    供受体浓度比对FRET体系能量转移效率的影响(网
络版彩图)

出,随着供受体浓度比的增加, QDs-Cys-RhB体系的荧

光共振能量转移效率也相应增大,当供受体浓度为3:1
时, QDs-Cys-RhB体系的FRET转移效率可达61.09%,
这可能是由于供体浓度增加,使得供体转移给受体的

能量增大, 转移效率增大[15]. 由此可见, QDs-Cys-RhB

FRET体系是一类高效、灵敏的比率型荧光探针, 具
有优异的荧光共振能量转移效率以及极其敏感的光

信号响应性.

4   结论

本文基于稳定的CdSe/CdxZn1−xS多元合金量子点,
采用Cys进行表面修饰,得到QDs-Cys水溶液,并通过静

电相互作用构筑了QDs-Cys-RhB FRET体系. QDs-Cys
和RhB之间发生了高效的荧光共振能量转移,并对pH
和供受体浓度比具有敏感的信号响应性. 当体系的pH
在7~10范围变化时, FRET体系的转移效率随pH降低

而增加. 当体系的pH为7时, FRET体系的转移效率为

58.99%;调节供受体浓度比,可以调控FRET体系的能

量转移效率,当供受体浓度为3:1时, FRET的转移效率

可达61.09%. 由此可见, QDs-Cys-RhB FRET体系可以

应用于水性环境,并具有非常灵敏的pH和浓度响应能

力,可以用作一类pH和浓度变化敏感的比率型荧光探

针,在体内生物检测、高精度痕量分析等分析技术中

具有广阔的应用前景.
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Preparation and properties of QDs and RhB ratiometric fluorescent
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Abstract: Due to the unique quantum size effect, surface effect and macro quantum tunnel effect, QDs have attracted
much attention in the past decade as a new class of biological nanoprobe. In this article, the multicomponent alloyed
quantum dots were modified by L-cysteine to form aqueous QDs which showed good fluorescence properties. The FRET
system was built by linking the energy donor QDs with Rhodamine B as acceptor. Their photoluminescence ability was
further characterized. The result indicated that the energy transfer efficiency increased with pH 10 to 7. Besides, The
FRET efficiency increased with the donor/acceptor concentration ratio within a certain scope, can be as high as 61.09%
when the ratio was 3:1. Therefore, the as-constructed FRET system via positive and negative ions reaction exhibited a
well-resolved response at pH values and donor/acceptor concentration ratio. Such QDs-Cys-RhB FRET system has a
great potential as an efficient and sensitive ratiometric fluorescence nanoprobe in biological application.
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