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摘要  稀土上转换发光纳米材料是一类利用近红外光激发而短波长发射的荧光材料, 因其具

有发光性质稳定、无光漂白现象、弱的生物样品损伤和高荧光信噪比等优点, 在荧光成像中可

弥补传统荧光标记材料的不足而发挥重要作用. 本文重点介绍上转换发光纳米材料在生物成

像中应用的进展. 
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荧光成像技术是通过激发光激发荧光探针发光

进行成像, 因其具有高灵敏度、高空间分辨率、成本

低廉、简单、快速等优点而被广泛地应用于生物成像

中. 有机染料和荧光蛋白是最常用的荧光探针, 但存

在光学稳定性差、斯托克斯(Stokes)位移小、发射峰

宽等缺点 , 故在生物成像方面的应用受到了一定限

制. 半导体量子点具有光学稳定性好、发光效率高和

发射峰窄等优点而受到人们的亲睐 , 但由于其在体

内荧光成像时因厚而不透明的组织需要较高能量的

激发光, 这会引发较强的非特异性荧光, 从而干扰成

像效果 . 非特异性荧光是荧光成像中背景噪音的主

要来源 , 虽然当前采用不同的成像技术可分离背景

光, 但是很难完全消除背景噪音, 而这些背景噪音会

降低荧光成像的灵敏度. 因此, 如何避免生物样品的

背景干扰成为荧光成像领域的关键科学问题.  

稀土上转换发光纳米材料是一类利用近红外光(通

常用 980 nm)激发而短波长发射的荧光材料. 上转换发

光纳米材料能够克服下转换荧光材料成像时背景荧光

强的缺点而受到广泛的关注, 本文将近年来上转换发

光纳米材料在生物成像中应用的最新进展进行了综述.  

1  稀土上转换发光纳米材料 

上转换发光是指吸收两个或两个以上低能光子

而辐射一个高能光子的发光现象 , 即是一种在近红

外光激发下能发出可见或紫外光的发光材料 . 上转

换发光材料的最大特点是材料所吸收的光子能量低

于发射的光子能量, 所以称为上转换材料[1]. 上转换

发光材料的发光机理是基于双光子或多光子过程 . 

由于这种现象违背 Stokes 定律, 因而又称为反 Stokes

发光. 上转换发光机制的研究一直受到人们的重视, 

经过几十年的探索 , 人们对上转换发光机理已经有

了深入的了解. 其机制主要分为三大类, 即激发态吸

收(excited state absorption, ESA)、能量转移(energy 

transfer, ET)和 “光子雪崩 ”过程 (photon avalanche, 

PA)[2].  

稀土上转换发光材料通常由基质材料、激活剂和

敏化剂组成. 目前, 稀土离子上转换发光的无机基质

材料包括多晶粉末、单晶和非晶三大类材料. 稀土离

子 Ho3+, Nd3+, Tm3+, Er3+等具有很丰富的能级, 由于

受 4f 能级外层的电子屏蔽作用, 能级寿命较长, 因

此有很高的上转换发光效率 , 是当前研究较多的上

转换材料激活剂. 为提高其发光效率, 经常使用 Yb3+

离子进行共掺杂. 稀土离子 Yb3+的吸收光谱的最大

峰值在 980 nm, 与 Er3+第一激发态的吸收能量相一致, 

而且吸收截面远远大于 Er3+, 吸收能量后可传递给

Er3+, 因而是一种很有效的上转换敏化剂, 加入 Yb3+
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后 Er3+的上转换发光效率可提高 1~2 个数量级[3,4]. 21

世纪初, 随着纳米科技的迅猛发展, 具有较强上转换

发光效率的水溶性纳米颗粒(<30 nm)已能被合成出

来. 稀土上转换发光纳米材料的制备方法有很多, 目

前共沉淀法、水热法、溶胶-凝胶法、微乳液法、燃

烧法、喷雾热解法、气相沉积法等均被用于该类材料

的制备[5].  

当稀土上转换发光纳米材料应用到生物标记领

域时 , 会有许多优点 , 例如窄带发射 , 较大的反

Stokes 位移, 较深的组织穿透深度和空间分辨率, 对

生物组织无损伤, 生物组织不会受激发光(无背景荧

光), 较好的光稳定性等. 此外, 稀土上转换发光只需

要低功率密度的近红外连续激光器(典型的是 980 nm), 

相对于通过价格昂贵的高功率密度脉冲激光器激发

产生的双光子上转换发光, 更具有普适性. 所有这些

优点都表明 , 上转换发光纳米材料将在生物成像中

具有巨大的应用潜力.  

2  生物成像的应用 

2.1  体外细胞成像 

相对于传统的有机染料 , 稀土上转换发光纳米

材料具有很强的荧光效率、很好的光稳定性和抗漂白

性. 稀土上转换纳米材料是以近红外(通常是以 980 nm

的激光)为激发光源, 这使得稀土上转换发光纳米材

料成像具有很强的穿透能力 (能深入到组织内几厘

米)[6], 对组织的损伤较小且组织不会产生自发荧光, 

从而使稀土上转换发光纳米材料成为继量子点之后

又一类用于生物成像的优秀荧光探针.  

1999 年, Zijlmans 等人[7]首次将上转换荧光纳米

颗粒(200~400 nm)用于高性能生物细胞成像后, 人们

对上转换荧光纳米颗粒的研究兴趣迅速增加 , 一系

列的上转换荧光纳米颗粒被合成出来[7~12]. 最近几年, 

随着上转换发光纳米颗粒合成方法逐渐成熟 , 一系

列小尺寸上转换发光纳米颗粒被应用于各种细胞成

像研究 . 没有功能化的上转换发光纳米颗粒可通过

细胞的内吞作用标记不同类型的细胞, 使用 980 nm

的激光激发时细胞没有自发荧光产生 , 并且使用上

转换荧光纳米颗粒标记的组织和细胞在 4℃保存 6 个

月后强度都没有明显的减弱 , 这表明上转换发光纳

米材料可望作为细胞长时间标记的一种材料.  

使用稀土上转换发光纳米颗粒标记的生物成像

中不仅焦平面上的上转换发光纳米颗粒被激发 , 而

且非焦平面的上转换发光纳米颗粒也有可能被激发, 

这些来自样品中非焦平面的上转换发光会使焦面细

节模糊, 导致图像分辨率下降. Yu 等人[13]发展了一

种激光扫描上转换发光显微成像(laser scanning up- 

conversion luminescence microscopy, LSUCLM)技术, 

利用这一技术能避免非焦平面的上转换发光信号的

干扰, 显著提高上转换发光图像的分辨率. LSUCLM

具有三维分辨率, 光漂白很弱, 且能完全消除来自生

物体内源性荧光物质及其他外源性荧光的背景干扰, 

对所要成像的对象具有超高的选择性和灵敏度.  

肿瘤细胞表面存在一些特异性的受体 , 这些受

体会在肿瘤组织中过度表达 , 而在正常组织中不表

达或低表达. 借助这些受体介导的内吞作用, 利用配

体-受体的高度结合能力, 可将结合特异性配体的荧

光物靶向转运到特定的组织和细胞 , 以达到肿瘤组

织靶向分布和显像的目的 . 偶联生物分子的上转换

发光纳米颗粒已经运用于肿瘤跟踪等方面的靶向成

像 [14~17]. 叶酸能够被一些人体肿瘤如卵巢癌、乳腺

癌、宫颈癌、结肠癌、鼻咽癌等细胞表面过度表达的

叶酸受体摄入到真核细胞胞浆内 , 而叶酸受体在正

常组织的表达又高度保守 , 因此利用叶酸受体进行

肿瘤特异性显像和治疗备受人们的关注 . 将叶酸或

具有免疫性的抗体等分子被连接到上转换发光纳米

颗粒上用于生物成像的研究相继被报道 . Chatterjee

等人[15]报道应用 NaYF4:Yb3+/Er3+上转换发光纳米颗

粒偶联叶酸分子后加入到表面含有大量叶酸受体的

人腺癌细胞 HT29和人卵巢癌细胞 OVCAR3中, 结果

表明连接了叶酸的上转换发光纳米颗粒能够特异性

地进入到这些细胞内. Wang 等人[16]在 NaYF4:Yb3+/ 

Er3+和 NaYbF4:Er3+/Tm3+/Ho3+上转换发光纳米颗粒

表面连接兔抗 anti-CEA8 抗体, 形成抗体靶向的上转

换发光纳米颗粒 , 将这些表面连接了抗体的上转换

发光纳米颗粒孵育 HeLa 细胞, 结果表明这些颗粒能

够和 HeLa 细胞膜表面的人癌胚抗体(CEA)结合从而

使纳米颗粒标记在 HeLa 细胞的表面. 最近, Liu 等

人[17]合成一个 Ir(III)配合物包被的 NaYF4:Yb3+/Er3+/ 

Tm3+纳米晶体, 通过氰根阴离子(CN)来阻断上转换

发光纳米颗粒和表面包覆的 Ir(III)配合物发生荧光共

振能量转移(FRET), 可高选择性地检测 CN及对含

有 CN的活细胞进行成像. 这个探针对 CN具有较低

的检测限, 达到 0.18 mol/L.  
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最近 , 上转换发光纳米颗粒也被用于转运和监

测小干扰核糖核酸(siRNA)的研究[18~20]. Jiang 等人[18]

在上转换发光纳米颗粒上同时连接抗体和 siRNA, 

通过抗体和细胞上的抗原相互作用而达到转运

siRNA 的目的, 同时利用上转换发光纳米颗粒的荧

光可以监测转运过程. 例如, 他们将叶酸和 anti-Her2

抗体连接到 NaYF4:Yb3+/Er3+上转换发光纳米颗粒上

标记 HT-29 和 SK-BR-3 细胞, 将 siRNA 偶联到连接

了 anti-Her2 抗体的上转换发光纳米颗粒上, 通过颗

粒表面的 anti-Her2 抗体和 SK-BR-3 细胞上的 Her2

受体之间的免疫反应从而达到将 siRNA 转运到

SK-BR-3 细胞中的目的. 这种细胞内的转运过程和

siRNA 的基因沉默效果可以通过装有近红外激光的

共聚焦显微镜来监测.  

2.2  在体组织和小动物活体成像 

近年来 , 上转换发光纳米材料应用于活体成像

取得了较大的进展而引起了人们极大的兴趣 [21~28]. 

2006 年, Lim 等人[29]首次将 50~150 nm 的 Y2O3:Yb3+/ 

Er3+稀土上转换发光纳米材料用于线虫的培养, 并对

线虫的肠道作了成像分析, 用 980 nm 激光作为激发

光源, 可以清晰地看到纳米材料在线虫体内的分布. 

但是这些发光材料的尺寸比较大 , 导致它们并不适

合用于细胞和活体动物成像. 随后, Lim 等人[30]优化

了合成方法而得到了小于 10 nm 的 Y2O3:Yb3+/Er3+纳

米颗粒 , 这种小的颗粒能更好地对生物体系精细结

构标记 . 但是由于其表面没有修饰合适的官能团而

阻碍了其用于生物活体成像.  

最近几年 , 一些具有很强上转换荧光强度和很

好水溶性的小尺寸上转换发光纳米颗粒被合成出来

用于小动物的活体成像[31~39]. 例如, 2008 年, Parasad

等人 [32]利用近红外激发和近红外发射的 NaYF4: 

Tm3+/Yb3+稀土上转换发光纳米材料在 Balb-c 小鼠活

体中进行了成像研究 , 激发和发射都是近红外光范

围使其能对更深层的组织进行成像. Zhang 等人[33]开

发了一种生物相容性较好的用硅包被的 NaYF4:Er3+/ 

Tm3+稀土上转换发光纳米材料 , 并将其作为细胞示

踪成像试剂 , 将标记了上转换发光纳米颗粒的鼠

SkMS 细胞通过尾静脉注射到小鼠体内后, 共聚焦成

像观察到小鼠的耳朵血管中有稀土纳米颗粒的荧光

信号. Hilderbrand等人[34]报道了用生物相容性较好的

聚乙二醇修饰稀土上转换发光纳米颗粒 Y2O3:Yb3+/ 

Er3+, 用于裸鼠血管的活体成像, 包覆的聚乙二醇能

减少其和血管组织的非特异性结合 , 延长纳米颗粒

在血管中循环的周期. 2011 年, Liu 等人[35]设计并合

成了一种小于 10 nm 的 cit-Lu6-Tm 用于黑鼠的成像, 

这也是上转换发光纳米材料第一次用于黑鼠的活体

成像, 结果表明 cit-Lu6-Tm 标记的信噪比是 cit-Y1- 

Tm 的 12 倍, 在黑鼠 2 cm 的深度都能检测到上转换

纳米颗粒的信号, 表明 Lu6 具有较好的穿透能力.  

稀土上转换发光纳米颗粒不仅能用于小动物活

体成像, 而且有望在临床医学研究中发挥重要作用. 

连接生物分子的上转换发光纳米颗粒已经被广泛用

于肿瘤的靶向性活体成像或药物转运的研究 [36,37]. 

近年来 , 叶酸被偶联到上转换发光纳米颗粒上被广

泛用于叶酸受体过度表达的肿瘤靶向成像. Xiong 等

人 [38]通过水热微乳法一步合成得到氨基功能化且水

溶性的 NaYF4:Yb3+/Er3+/Tm3+上转换发光纳米颗粒, 

利用交联剂(EDC 和 sulfo-NHS)将叶酸共价偶联到氨

基修饰的上转换发光纳米颗粒的表面用于叶酸受体

过度表达的 HeLa 肿瘤的活体和组织成像, 在经静脉

注射偶联叶酸的上转换发光纳米颗粒探针 24 h 后, 

在肿瘤部位可观察到明显的上转换发光信号 , 而未

偶联叶酸的上转换发光纳米颗粒注射后在小鼠的

HeLa 肿瘤中几乎没有观察到上转换发光信号. 对小

鼠进行解剖后 , 考察小鼠组织的上转换发光成像发

现 , 注射偶联叶酸的上转换发光纳米颗粒的小鼠在

HeLa 肿瘤组织显示出明显的上转换发光信号; 相反, 

注射未偶联叶酸的上转换发光纳米颗粒的小鼠在

HeLa 肿瘤组织没有检测到上转换发光信号. 表明偶

联叶酸的上转换发光纳米颗粒可以用于叶酸受体过

度表达的 HeLa 肿瘤的活体和组织靶向成像, 且具有

超高的信噪比和光稳定性. RGD 肽是一类含有精氨

酸-甘氨酸-天冬氨酸(Arg-Gly-Asp)的短肽, 广泛存在

于生物体内 , 是细胞外多种配体蛋白与整合素结合

的位点. 其中, v3 是整合素家族中重要的一员, 整

合素v3 在多种肿瘤细胞表面和新生血管内皮细胞

上有高表达 , 但在成熟血管内皮细胞和绝大多数正

常器官系统中v3 不表达或者很少表达 , 表明整合

素v3 在肿瘤生长、侵袭和转移过程中起着关键作用. 

Xiong 等人[39]设计合成了具有绿光、红光和近红外光

发射的稀土上转换发光纳米材料 (NaYF4:Yb3+/Er3+/ 

Tm3+)作为荧光探针, 在上转换发光纳米颗粒上包裹

聚乙二醇来延长上转换发光纳米颗粒在活体内的血
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液循环时间 , 并提高材料的稳定性并降低非特异性

吸收, 还能偶联 RGD 肽. RGD 偶联的上转换发光纳

米颗粒能对整合素v3 过度表达的 U87MG 肿瘤进行

活体和组织成像, 在注射 4 h 后 U87MG 肿瘤中的上

转换发光信号仍然很强, 可持续 24 h; 肿瘤与背景的

荧光信噪比高达~24, 在组织深度 600 m 仍没有自

发荧光干扰.  

当前 , 上转换发光纳米颗粒用于活体成像体系

中最大的难题是没有现成的商业成像系统. 2008 年, 

马萨诸塞州总医院的分子成像研究中心最先搭建了

一套用于上转换发光纳米颗粒标记小动物活体成像

的系统 [40], 他们利用该系统进行活体成像和组织解

剖证实 , 通过尾静脉注射到小鼠体内的上转换发光

纳米颗粒主要聚集在肝脏中. 2009 年, 哈佛医学院的

Vinegoni 等人 [41]搭建了一套不同的系统, 通过该系

统对上转换发光纳米颗粒标记的小鼠活体成像实验

表明, 在成像的过程中几乎没有自发荧光的干扰. 最

近, Xiong 等人[39]也搭建了一套上转换发光纳米颗粒

用于小动物活体成像的系统 , 该系统能直接对具有

稳态激光泵浦上转换发光性质的材料进行实时、安全

的活体成像.  

上转换发光纳米颗粒如要进一步应用于生物科

学和生物医药领域 , 其在小动物活体中的毒性研究

显得非常重要 [42~45]. Xiong 等人 [43]合成了聚丙烯酸

(PAA)包覆的 NaYF4 稀土上转换发光纳米材料, 这种

颗粒粒径均一, 具有好的分散性、水溶性和血清稳定

性. 他们长时间研究了其在活体内的分布和毒性, 结

果表明 PAA 包覆的上转换发光纳米颗粒对小鼠的生

长发育、组织病理学及免疫系统的活性都没有产生明

显的影响, 表明可以安全地用于生物活体成像研究.  

2.3  多模式活体成像 

传统的医学影像技术如 MRI 和 CT 等具有组织

分辨率高、对成像深度没有限制等优点, 但价格昂贵

且无法获取分子信息 , 荧光分子成像技术具有成像

快速、价格低廉、无放射性以及具有分子水平的敏感

性 , 可对活体状态下的生物过程进行细胞和分子水

平的定性和定量研究 , 但其不足在于无法获取结构

信息. 因此将两种或多种成像技术融合, 可实现活体

内目标分子的高灵敏度实时、原位监测.  

最近几年 , 基于上转换发光纳米颗粒的多模式

成像用探针的研究成为分子影像技术研究的热点  

之一[46~55]. 例如, Liu 等人[52]发展了一种简单、快速、

高效的方法制备了含有 18F 和下转换荧光分子的稀土

上转换发光纳米晶体 . 该方法根据-杯芳香烃和上

转换发光纳米颗粒表面上的油酸分子通过主客体结

合, 将不同尺寸(100~400 nm)或不同合成方法(水热

法、共沉淀法和热分解法等)得到的表面为油酸分子

的憎水性颗粒转成水溶性的颗粒 , 之后在表面组装

一个憎水性的下转换荧光分子 Os(II)配合物, 又通过
18F和稀土纳米粒子表面上的 Y3+离子的特异性结合

将 18F 固定在上转换发光纳米颗粒表面上. 该颗粒通

过尾静脉注射到昆明小鼠体内 , 能对整个昆明小鼠

进行下转换荧光、上转换荧光和 PET 的三模式成像.  

Xia 等人 [53]通过在 NaYF4:Yb3+/Tm3+纳米颗粒

(20 nm)表面包被一层 FexOy(5 nm)作为壳而合成了一

类能同时用于 MRI 和上转换荧光双模式成像的核壳

式纳米颗粒. 这种核壳式纳米颗粒在 980 nm 激光的

激发下发射 800 nm 的近红外上转换荧光, 并且表现

出较好的顺磁效应(饱和磁化强度大约为 12 emu/g). 

近红外的发射避免了 FexOy 壳的吸收, 因此可得到较

高的信噪比并能够使成像达到更深层的组织 , 这种

复合颗粒能应用于裸鼠活体的淋巴系统进行 T2 增强

的 MRI 和荧光上转换的双模式成像. 毒性实验表明, 

该颗粒对小鼠没有明显的毒性影响.  

Gd3+具有 7 个未成对的电子, 能轻易与周围环境

中的氢离子结合, 表现出很高的顺磁弛豫, 含有 Gd3+

的材料通常被应用到 MRI 的 T1 正向显影剂中. 2011

年, Zhou 等人[54]合成了一种含 18F 和掺杂有 Gd3+的稀

土上转换发光纳米颗粒 NaYF4:Gd3+/Yb3+/Er3+, 该复

合颗粒同时具有放射性、磁性和上转换特性, 可用于

活体 T1 加权的 MRI, PET 和上转换荧光的三模式成

像: 通过掺杂 Yb3+和 Er3+来提高在可见光区的上转

换荧光强度, 通过掺杂 60%的 Gd3+来提供 MRI 的顺

磁磁豫, 通过标记 18F 应用于 PET 成像.  

CT 具有高分辨率, 可使三维器官和结构清楚显

影呈现出病变部位. Xing 等人[55]合成了一种能用于

CT/MRI/上转换荧光的三模式成像的纳米颗粒. 通过

调节包被在上转换发光纳米颗粒(-NaY/GdF4:Yb3+/ 

Er3+/Tm3+)表面上二氧化硅的厚度, 吸附在二氧化硅

表面的金纳米颗粒能使上转换发光纳米颗粒的荧光

强度增加 3~4 倍.  

光热治疗是利用光能产生热量而热消融癌细胞

的一种治疗方式[56~59]. 最近, Cheng 等人[60,61]用逐层
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自组装的方法合成了一类集上转换荧光和 MRI 双模

式活体成像与光热治疗于一体的稀土上转换发光纳

米颗粒. 通过金作为壳将 NaYF4:Yb3+/Er3+稀土上转

换发光纳米颗粒和磁性 Fe3O4纳米颗粒同时包被形成

一个复合颗粒 , NaYF4:Yb3+/Er3+提供上转换荧光 , 

Fe3O4 提供 MRI 成像, 表面包被的金吸收近红外光而

产生热量用于光热治疗 . 该复合颗粒通过磁场的作

用在肿瘤周围聚集程度非常高 , 用于小鼠乳腺癌的

光热治疗能获得 100%肿瘤清除效果.  

3  前景与展望 

光学成像是研究细胞、组织和活体结构和功能的

一种非常有效的手段 . 上转换发光纳米材料是一种

低毒、稳定、发光寿命长的新型荧光探针, 其采用近

红外连续激光作为激发光源 , 具有较深的光穿透深 

度、对生物组织几乎无损伤、无生物背景荧光干扰等

显著优势 . 上转换发光纳米材料的研究和应用近几

年取得了突飞猛进的发展 , 特别是很容易将不同的

成像方式所需要的探针集合在一种上转换发光纳米

颗粒上而实现多模式的成像 . 随着上转换发光纳米

材料在生物成像中的广泛应用 , 如何采用更加简便

绿色的方法合成出超小、高量子产率、水溶性的上转

换发光纳米颗粒 , 如何对上转换发光纳米颗粒表面

改性使之兼具高生物相容性和发光量子效率 , 将是

今后的研究重点. 另外, 颗粒的尺寸、组成等都会影

响其在生物体系中的毒性水平、生物分布和代谢途径, 

所以系统地研究颗粒的性质和其生物学行为之间的

关系将是另一个研究重点 . 伴随着探测技术及成像

设备的改进 , 上转换纳米发光颗粒在生物成像中将

有广阔的应用前景.  
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