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基于犇犖犃双链增强量子点自组装膜

能量转移的界面比率传感

孙艳凤，孙向英，杨传孝

（华侨大学 材料科学与工程学院，福建 厦门３６１０２１）

摘要：　分别以巯基乙酸（ＴＧＡ）和三聚磷酸钠（ＳＴＰＰ）为稳定剂，在水相条件下制备ＣｄＴｅ量子点和ＺｎＯ＠

ＣｄＳ量子点．基于ＤＮＡ双链增强自组装膜能量转移的原理，以ＺｎＯ＠ＣｄＳ量子点为能量供体，ＣｄＴｅ量子点

为能量受体，构筑Ｑｕａｒｔｚ／ＰＤＤＡ／ＣｄＴｅ／ＰＤＤＡ／Ｔ１?ＤＮＡ／ＰＤＤＡ／ＺｎＯ＠ＣｄＳＳＡＭｓ自组装膜，并实现对ＤＮＡ

的界面比率传感．随着匹配ＤＮＡ（Ｐ１?ＤＮＡ）的加入，ＺｎＯ＠ＣｄＳ量子点的荧光强度犉Ｄ 减小，相对荧光强度

犉Ａ／犉Ｄ 和Ｐ１?ＤＮＡ浓度的负对数呈线性关系，线性范围为８．６８６×１０
－９
～６．０８０×１０

－８ ｍｏｌ·Ｌ－１，检测限为

０．７０７ｎｍｏｌ·Ｌ－１．
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荧光共振能量转移（ＦＲＥＴ）技术因其高灵敏度、高分辨率和体内无损多色荧光成像等独特优点，被

广泛应用于分子间距离和分子结构的测定［１?３］．将ＤＮＡ杂交技术与ＦＲＥＴ相结合，可用于基因突变检

测、同源性分析和核酸定量分析等［４?５］．在荧光共振能量转移体系中，与传统荧光染料相比，量子点

（ＱＤｓ）因宽的吸收光谱和窄的发射光谱而成为非常理想的能量供受体材料．基于能量转移而构建的比

率荧光传感，不仅能有效降低依据单一荧光强度定量分析的误差，而且可极大提高荧光分析的灵敏度

和准确性．荧光自组装膜具有设计灵活、灵敏度高、操作简便等优点
［６］，为构建比率传感提供了极大地便

利．ＦＲＥＴ核酸杂交分析的原理很简单，即当分别带有Ｄ，Ａ标记物的核酸探针单链发生杂交时，给体、

受体之间的距离发生变化，就会引起荧光强度的变化，但对ＤＮＡ进行标记的过程很复杂．因此，利用

静电相互作用层层自组装多层膜，设计一个在膜上的荧光共振能量转移体系，避免了ＤＮＡ的标记，同

时达到检测ＤＮＡ的目的．利用ＤＮＡ杂交增强自组装膜能量转移，导致自组装膜中能量给体ＺｎＯ＠

ＣｄＳ的荧光强度降低，受体ＣｄＴｅ的荧光强度增大，从而建立起基于ＤＮＡ双链增强量子点自组装膜能

量转移的界面比率传感新方法．本文利用静电相互作用将供受体连接起来，形成双色荧光Ｑｕａｒｔｚ／ＰＤ

ＤＡ／ＣｄＴｅ／ＰＤＤＡ／Ｔ１?ＤＮＡ／ＰＤＤＡ／ＺｎＯ＠ＣｄＳＳＡＭｓ自组装膜，研究其能量转移的界面比率传感．

１　实验部分

１．１　仪器与试剂

ＶａｒｉａｎＣａｒｙＥｃｌｉｐｓｅ型荧光光谱仪（美国Ｖａｒｉａｎ公司），ＵＶ?２８００Ｈ型紫外分光光度计（上海Ｕｎｉｃｏ

公司）．ＣｄＣｌ２·２．５Ｈ２Ｏ，碲粉（纯度９９．９９９％），巯基乙酸（ＴＧＡ），过氧化氢，硼氢化钾，浓硫酸，ＮａＯＨ，

三聚磷酸钠（ＳＴＰＰ），乙酸锌（Ｚｎ（Ａｃ）２），硫脲（ＴＵ），除碲粉外均为分析纯试剂，上海国药集团化学试剂

有限公司；聚二甲基二烯丙基氯化铵（ＰＤＤＡ），北京百灵威化学技术有限公司；实验用水采用 Ｍｉｌｌｉ．Ｑ
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型超纯水系统（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）纯化．ＤＮＡ序列（购于广州英韦创津生物科技有限公司）：靶ＤＮＡ

为ｓｓＤＮＡ（Ｔ１?ＤＮＡ），５′?ＡＡＴＧＴＡＡＣＴＧ?３′；完全配对 ＤＮＡ为ｃｔＤＮＡ （Ｐ１?ＤＮＡ），５′?ＣＡＧＴＴＡ

ＣＡＴＴ?３′；完全不配对ＤＮＡ为ｍｔＤＮＡ（Ｐ１０?ＤＮＡ），５′?ＴＣＡＧＧＣＴＧＣＣ?３′．

１．２　犜犌犃稳定的犆犱犜犲量子点的制备

水溶性的ＣｄＴｅ量子点参照文献［７?８］的方法合成．将２ｍｍｏｌ·Ｌ
－１的Ｔｅ粉和４ｍｍｏｌ·Ｌ－１的

ＫＢＨ４ 加入到５ｍＬ的二次水中，通高纯氮气１５ｍｉｎ，密封，于４℃冰箱中反应８ｈ，得到ＫＨＴｅ溶液；将

４ｍｍｏｌ·Ｌ－１的ＣｄＣｌ２·２．５Ｈ２Ｏ和１０ｍｍｏｌ·Ｌ
－１的ＴＧＡ溶于１００ｍＬ二次水中，用２ｍｏｌ·Ｌ－１的

ＮａＯＨ调节ｐＨ值至９～１０，在高纯氮气保护３０ｍｉｎ，剧烈搅拌下迅速加入新配制的 ＫＨＴｅ溶液，于

１００℃下加热回流，控制回流时间，即可得到不同发射波长的ＣｄＴｅ量子点溶液．

１．３　犣狀犗＠犆犱犛量子点的合成

ＺｎＯ＠ＣｄＳ量子点的制备方法参考文献［９］．将１．２ｍＬ，０．１ｍｏｌ·Ｌ
－１的ＣｄＣｌ２ 溶液和８ｍＬ，０．０１

ｍｏｌ·Ｌ－１三聚磷酸钠（ＳＴＰＰ）溶液加入到装有１８０ｍＬ二次水的２５０ｍＬ三口烧瓶中，用１．０ｍｏｌ·Ｌ－１

的ＮａＯＨ溶液调节溶液的ｐＨ至１２．０．同时，边搅拌边将０．６ｍＬ，０．１ｍｏｌ·Ｌ
－１硫脲（ＴＵ）溶液加入

到混合反应液中，然后加热回流．用１．０ｍｏｌ·Ｌ－１的ＮａＯＨ溶液调节９ｍＬ，０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１乙酸锌溶液

的ｐＨ至１２．５；当混合反应液的回流温度达到１００℃时，将ｐＨ为１２．５的乙酸锌溶液加入到上述回流

溶液中，同时剧烈搅拌．最终，在１００℃下回流时间持续３ｈ，所得产物即为ＺｎＯ＠ＣｄＳ量子点溶液．

１．４　石英基底的预处理

将石英玻片切割成１ｃｍ×１ｃｍ的方片，依次在铬酸洗液、二次水、无水乙醇中超声清洗１０ｍｉｎ；然

后，在Ｐｉｒａｎｈａ溶液（９８％Ｈ２ＳＯ４ 与３０％Ｈ２Ｏ２ 的体积比为７∶３）中于８０℃下超声清洗３０ｍｉｎ；最后用

二次水超声清洗１０ｍｉｎ，高纯氮气吹干．

１．５　犙狌犪狉狋狕／犘犇犇犃／犆犱犜犲／犘犇犇犃／犜１?犇犖犃／犘犇犇犃／犣狀犗＠犆犱犛犛犃犕狊的制备

以ＺｎＯ＠ＣｄＳ量子点为能量供体Ｄ，ＣｄＴｅ量子点为能量受体Ａ，ＰＤＤＡ和单链ＤＮＡ（Ｔ１?ＤＮＡ）做

桥梁，利用静电相互作用将供受体连接起来，形成双色荧光Ｑｕａｒｔｚ／ＰＤＤＡ／ＣｄＴｅ／ＰＤＤＡ／Ｔ１?ＤＮＡ／ＰＤ

ＤＡ／ＺｎＯ＠ＣｄＳＳＡＭｓ（简称Ｔ１?ＤＮＡＳＡＭｓ）自组装膜，如图１所示．

图１　ＤＮＡ影响量子点自组装膜荧光共振能量转移示意图

Ｆｉｇ．１　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＤＮＡ?ｉｎｄｕｃｅｄＦＲＥＴｏｆＱＤｓＳＡＭｓ

经预处理后的石英玻片在体积分数为１％的ＰＤＤＡ溶液组装２ｈ，并在ＣｄＴｅ量子点溶液中组装２

ｈ，接着组装ＰＤＤＡ．然后，置于Ｔ１?ＤＮＡ溶液中组装３ｈ，继续组装ＰＤＤＡ；最后，置于ＺｎＯ＠ＣｄＳ量子

点（０．５７４ｍｍｏｌ·Ｌ－１，按Ｃｄ２＋浓度计算）溶液中组装２ｈ，可得Ｔ１?ＤＮＡＳＡＭｓ自组装膜．每次组装完

成后，先用二次水淋洗，高纯氮气吹干后，再进行下一层组装．

１．６　荧光检测

在１０ｍＬ比色管中，加入１ｍＬ的ＣｄＴｅ量子点溶液，然后分别加入不同量的ＺｎＯ＠ＣｄＳ量子点，

用二次水定容至５．０ｍＬ，摇匀后，分别测定其荧光强度（犐），考察在不同ＺｎＯ＠ＣｄＳ浓度的ＣｄＴｅ量子

点的荧光变化．采用同样方法，考察在不同ＣｄＴｅ浓度的ＺｎＯ＠ＣｄＳ量子点的荧光变化．

将制备的Ｔ１?ＤＮＡＳＡＭｓ置于１ｍＬ，ｐＨ为８．０，１０ｍｍｏｌ·Ｌ
－１的Ｔｒｉｓ?ＨＣｌ缓冲溶液中，调整膜

的位置，使其表面与入射光夹角保持在５０°，ＰＭＴ电压为７００Ｖ，设定激发波长λｅｘ＝３４０ｎｍ，狭缝比为

５．０ｎｍ／５．０ｎｍ．用微量进样器加入微量Ｐ１?ＤＮＡ溶液，待稳定后，测定膜表面荧光强度（犐）．
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图２　ＺｎＯ＠ＣｄＳ量子点与

ＣｄＴｅ量子点的荧光光谱

Ｆｉｇ．２　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆ

ＺｎＯ＠ＣｄＳＱＤｓａｎｄＣｄＴｅＱＤｓ

２　结果与讨论

２．１　液相中供受体的荧光光谱分析

ＺｎＯ＠ＣｄＳ量子点和ＣｄＴｅ量子点荧光光谱，如图

２所示．图２中：曲线ａ，ｂ分别为ＺｎＯ＠ＣｄＳ量子点和

ＣｄＴｅ量子点的荧光发射光谱；曲线ｃ为ＣｄＴｅ量子点

的吸收光谱．从图２可知：ＳＴＰＰ稳定的ＺｎＯ＠ＣｄＳ最

大发射波长在４８０ｎｍ，其荧光发射光谱（曲线ａ）与最大

发射波长在６００ｎｍ，ＴＧＡ稳定的ＣｄＴｅ吸收光谱（曲线

ｃ）有重叠，且各自的发射光谱分得更开，只有很少部分

发生重叠．荧光共振能量转移发生的首要条件，是能量

供体的发射光谱和能量受体的吸收光谱有重叠［１０?１１］．因

此，可以认为该波长的ＣｄＴｅ量子点可以和ＺｎＯ＠ＣｄＳ

量子点组成荧光共振能量转移体系中的供受体对．

２．２　犣狀犗＠犆犱犛量子点和犆犱犜犲量子点在液相的荧光共振能量转移

固定ＺｎＯ＠ＣｄＳ量子点的浓度，改变ＣｄＴｅ量子点的浓度，设置激发波长为３４０ｎｍ，其荧光光谱如

图３所示．从图３可知：随着ＣｄＴｅ量子点浓度的增加，ＺｎＯ＠ＣｄＳ量子点的荧光强度不断降低，而

ＣｄＴｅ量子点的荧光强度不断增强．由于ＺｎＯ＠ＣｄＳ量子点的浓度没有改变，但其荧光强度却降低了，

说明ＺｎＯ＠ＣｄＳ量子点的能量发生了转移．另一方面，激发波长３４０ｎｍ可以同时激发ＺｎＯ＠ＣｄＳ量子

点和ＣｄＴｅ量子点，所以随着ＣｄＴｅ量子点浓度的增大，其荧光强度也会增大，即图３中ＣｄＴｅ荧光强度

的变化包含了两部分：浓度增加带来的改变和能量转移带来的改变．

继续固定ＣｄＴｅ量子点的浓度，改变ＺｎＯ＠ＣｄＳ量子点的浓度，得到的荧光光谱如图４的所示．从

图４可知：随着ＺｎＯ＠ＣｄＳ浓度的增加，ＣｄＴｅ量子点的荧光强度不断增强，但ＣｄＴｅ量子点的浓度没有

发生改变．这充分说明了ＺｎＯ＠ＣｄＳ和ＣｄＴｅ量子点在液相状态下可以发生荧光共振能量转移，ＺｎＯ＠

ＣｄＳ量子点的能量转移给了ＣｄＴｅ量子点，所以ＣｄＴｅ量子点的荧光强度增强．

综上所述，液相中ＺｎＯ＠ＣｄＳ量子点和ＣｄＴｅ量子点之间发生了荧光共振能量转移．

图３　ＺｎＯ＠ＣｄＳ量子点在不同浓度　　　　　　　　　　图４　ＣｄＴｅ量子点在不同浓度

　　ＣｄＴｅ量子点中的荧光光谱　　　　　　　　　　　　ＺｎＯ＠ＣｄＳ量子点中的荧光光谱

　Ｆｉｇ．３　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＺｎＯ＠ＣｄＳＱＤｓ　　　　　　Ｆｉｇ．４　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＣｄＴｅＱＤｓ

　　　ｉｎｖａｒｉａｂｌｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＣｄＴｅＱＤｓ　　　　　　　　ｉｎｖａｒｉａｂｌｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＺｎＯ＠ＣｄＳＱＤｓ

２．３　自组装膜测试介质的选择

鉴于ＺｎＯ＠ＣｄＳ量子点和ＣｄＴｅ量子点可以在液相中发生能量转移，因此可以利用层层自组装技

术，以ＰＤＤＡ和ＤＮＡ为中间桥梁，将两种量子点组装成 Ｑｕａｒｔｚ／ＰＤＤＡ／ＣｄＴｅ／ＰＤＤＡ／Ｔ１?ＤＮＡ／ＰＤ

ＤＡ／ＺｎＯ＠ＣｄＳ自组装膜，基于ＤＮＡ配对导致供受体间能量转移效率的改变来检测ＤＮＡ．测试需要在

缓冲溶液环境中进行．由于检测ＤＮＡ一般都在Ｔｒｉｓ?ＨＣｌ缓冲溶液中，且体系在Ｔｒｉｓ?ＨＣｌ缓冲溶液中

荧光强度很稳定，所以选择Ｔｒｉｓ?ＨＣｌ缓冲溶液．

１３５第５期　　　　　　　孙艳凤，等：基于ＤＮＡ双链增强量子点自组装膜能量转移的界面比率传感



测试体系 Ｑｕａｒｔｚ／ＰＤＤＡ／ＣｄＴｅ／ＰＤＤＡ／Ｔ１?ＤＮＡ／ＰＤＤＡ／ＺｎＯ＠ＣｄＳ中的 ＤＮＡ 和ＺｎＯ＠ＣｄＳ，

ＣｄＴｅ量子点均受ｐＨ值的影响，且ＤＮＡ配制在ｐＨ为８．０的Ｔｒｉｓ?ＨＣｌ缓冲溶液中最好保存，ＺｎＯ＠

ＣｄＳ／ＣｄＴｅ在碱性环境中更稳定．所以，选择ｐＨ为８．０的Ｔｒｉｓ?ＨＣｌ缓冲溶液作为测试时的液相环境．

２．４　犜１?犇犖犃犛犃犕狊对犇犖犃界面比率传感

按照实验方法，在Ｔ１?ＤＮＡＳＡＭｓ体系中加入完全配对ＤＮＡ（Ｐ１?ＤＮＡ）溶液，其荧光光谱如图５

所示．图５中：内插图表示ＣｄＴｅ量子点的荧光强度（犉Ａ）与ＺｎＯ＠ＣｄＳ量子点的荧光强度（犉Ｄ）的比值

与Ｐ１?ＤＮＡ浓度的负对数变化曲线．从图５可知：随着Ｐ１?ＤＮＡ浓度的增加，ＺｎＯ＠ＣｄＳ量子点的荧光

强度犉Ｄ 逐渐降低，ＣｄＴｅ量子点的荧光强度犉Ａ 逐渐增大，且变动趋势越来越缓．究其原因，可能是由于

随着Ｐ１?ＤＮＡ的加入，Ｔ１?ＤＡＮ与Ｐ１?ＤＮＡ进行杂交，形成双螺旋结构，供受体间距离缩短，增强能量转

移效率［１２?１３］，使供体荧光强度降低，受体荧光强度升高．

从图５的插图可知：犉Ａ／犉Ｄ 与Ｐ１?ＤＮＡ浓度的负对数呈线性关系，线性响应范围为８．６８６×１０
－９
～

６．０８０×１０－８ｍｏｌ·Ｌ－１，相关系数为０．９９０３２，方法检出限为０．７０７ｎｍｏｌ·Ｌ－１．

相反，如果加入完全不配对的ＤＮＡ（Ｐ１０?ＤＮＡ），则供受体荧光基本不变，其荧光光谱如图６所示．

从图６可知：随着Ｐ１０?ＤＮＡ的加入，体系Ｔ１?ＤＮＡＳＡＭｓ的荧光不变．说明由于ＤＮＡ不匹配，不能发

生碱基配对反应，无法改变供受体间的距离，因此荧光转移效率不变，则荧光强度不变．

图５　不同浓度Ｐ１?ＤＮＡ溶液中　　　　　　　　　图６　不同浓度Ｐ１０?ＤＮＡ溶液中

Ｔ１?ＤＮＡＳＡＭｓ的荧光光谱　　　　　　　　　　Ｔ１?ＤＮＡＳＡＭｓ的荧光光谱

Ｆｉｇ．５　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＴ１?ＤＮＡＳＡＭｓ　　　　Ｆｉｇ．６　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＴ１?ＤＮＡＳＡＭｓ

ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＰ１?ＤＮＡ　　　　　　　ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＰ１０?ＤＮＡ

３　结束语

以ＺｎＯ＠ＣｄＳ量子点为能量供体，ＣｄＴｅ量子点为能量受体，构筑了Ｑｕａｒｔｚ／ＰＤＤＡ／ＣｄＴｅ／ＰＤＤＡ／

Ｔ１?ＤＮＡ／ＰＤＤＡ／ＺｎＯ＠ＣｄＳＳＡＭｓ自组装膜，并基于荧光共振能量转移对ＤＮＡ进行界面比率传感．实

验结果表明：基于能量转移而构建的比率荧光传感不仅能有效降低依据单一荧光强度定量分析的误差，

而且可极大提高荧光分析的灵敏度和准确度．
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