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CdSe/CdS量子点及量子点/聚苯乙烯
荧光微球的制备
文凯1，亢宁1，周亚鸣1，陈敏1，林得志2，孙本强3*，任磊1*
（１.厦门大学材料学院，福建 厦门 361005；2．厦门信德科创生物科技有限公司，福建
厦门361028；3．厦门市口腔医院，福建厦门361008）
摘要：针对量子点在聚苯乙烯微球中的包载率不高问题，本文首先通过热循环单前驱体耦合法制备出高效发光的CdSe/CdS核壳量子点，之后采用配体交换及乳液聚合方法，将制备的CdSe/CdS核壳量子点包埋在聚苯乙烯微球中。实验结果表明：所制备的核壳量子点的量子产率超过90%；经过配体交换，不仅提高了核壳量子点的溶解度，而且聚苯乙烯微球对量子点的包载率提高至87%，表明该结果有利于提高量子点荧光微球在荧光免疫分析中的检测灵敏度。
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量子点是指在空间三个维度上都存在量子限域效应的半导体荧光材料，它具有许多独特的纳米量子效应。与传统有机荧光染料相比，量子点具有如下优势：1）具有较宽的激发光谱和较窄的发射光谱，可用于多色荧光标记，使其在蛋白分选和基因测序等生物医学领域具有潜在的应用价值；2）具有较宽的斯托克斯位移（Stokes）值，可有效地避免荧光发射光谱与激发光谱的重叠，利于荧光光谱信号的检测；3）荧光寿命长达数十纳秒，能够得到较高信噪比的荧光信号，在时间分辨的光谱分析检测领域具有重要的应用价值[1-4]。此外，量子点还被广泛应用于荧光探针、细胞成像、生物示踪和分子检测等领域[5-6]。如Wu[7]等将量子点表面修饰的羧基基团与链霉亲和素和免疫球蛋白IgG生物大分子偶联，应用于乳腺癌标志物HER2免疫荧光标记。Nie[8]等对荧光量子点进行功能化修饰，并用于肿瘤细胞内的药物传递研究。然而，量子点大多含有Cd和S等元素，如CdSe、CdTe、CdSe/ZnS、CdSe/CdS等，具有较大的生物毒性，特别是Cd2+在生物体内积聚於肝及肾，造成损伤，同时破坏中枢神经系统，对生物体造成伤害[9]。此外，在复杂的生理环境下，酸对量子点的荧光性能产生较大干扰，进而影响对生物分子的检测灵敏度。因而，如何降低量子点的生物毒性并且提高其发光稳定性具有较重要的科学意义[10]。
近年来，量子点荧光微球受到广泛关注，即通过聚合包载法、物理吸附法、溶胀法等方法将量子点吸附或包载在微球表面或者内部而形成的量子点/高分子微球。研究发现量子点荧光微球具有较好的生物相容性[11]。聚苯乙烯、聚甲基丙烯酸甲酯、聚丁二烯等均可作为量子点载体，其中，聚苯乙烯微球（PS）具有易合成、表面易修饰有机官能团及反应活性高等优点，是非常理想的荧光材料载体。量子点可以通过包埋、吸附或溶胀等方式载到PS表面或内部。其中，溶胀方法制备的荧光微球在较长时间保存时，量子点容易从溶胀孔隙中漏出[12]；而通过物理吸附方法制备的荧光微球由于量子点暴露在微球表面，容易受到外界环境如酸溶剂的干扰，导致量子点从微球表面脱落和荧光淬灭。相较于以上两种方法，包载法是通过乳液聚合方式将量子点包载在微球的内部形成稳定的量子点荧光微球，包载于微球内部的量子点能够避免在生理环境中泄露，并提高其抗光漂白性能。此外，微球表面易于修饰有机官能团，能与生物分子偶联，并可应用于成像、免疫等领域[13-14]。Théretz课题组[15]通过乳液聚合制备了PS包埋的量子点荧光微球。然而，该种方法制备的荧光微球的量子点包载率较低，导致荧光强度不高，从而限制了量子点荧光微球在生物领域的应用。Peng课题组[16]研究发现交换短链的烷基硫醇配体能够极大地提高量子点在有机溶剂中的溶解度。然而，Peng并没有对配体交换后的量子点乳液聚合制备量子点/聚苯乙烯微球进行研究，因而本文研究了配体交换后量子点/聚苯乙烯微球的制备。
本文中首先制备了高效发光的CdSe/CdS核壳量子点，并使用十二烷基硫醇（DDeT）对量子点表面的油胺（OAm）配体进行配体交换，得到CdSe/CdS-DDeT。根据乳液聚合原理，量子点在苯乙烯（St）单体中的溶解度可能是影响包载效率的重要因素。因此，本文首次尝试通过配体交换提高量子点在St单体中的溶解度，以此提高包载效果。最后，本文通过乳液聚合法将CdSe/CdS-DDeT包载在聚苯乙烯微球中，得到了新型的量子点/聚苯乙烯荧光微球。
1 实验部分
1.1 试剂
二水合醋酸镉（CdAc2•2H2O，99.99%）、四甲基氢氧化铵（98%）、硬脂酸（HSt，98%）、三水合二乙基二硫代氨基甲酸钠（NaDDTC•3H2O，99%）、正十二烷（98%）以及Se粉（99.99%）均购于麦克林试剂公司；1-十八烯（ODE，90%）购于上海阿拉丁试剂有限公司；聚乙烯吡咯烷酮（PVP，型号K12）、十二烷基硫醇（DDeT，≥97%）与OAm（纯度N/A）购自于百灵威科技有限公司；甲苯、丙酮、十二烷基硫酸钠（SDS）、碳酸氢钠（NaHCO3）、过硫酸钾（KPS）及St均购于国药集团试剂有限公司，分析纯试剂。其中St碱洗后减压蒸馏，4℃保存待用。实验用水为二次去离子水。其他化学试剂均直接使用，没有做进一步纯化或处理。
1.2仪器
[bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK6]荧光分光光度计，Fluoromax-4型，HORIBA 公司；紫外-可见分光光度计，TU-1810型，北京普析通用仪器有限责任公司；三用台式紫外灯，WFH-203型，上海精科实业有限公司；透射电子显微镜（TEM），JEM-1400型，日本电子株式会社；高分辨透射电子显微镜（HR-TEM），JEM-2100型，日本电子株式会社；傅立叶红外光谱仪（FT-IR），Avatar 360型，美国尼高力公司；扫描电子显微镜（SEM），SU-70型，日本日立高新公司。
1.3 CdSe/CdS量子点的合成
反应前驱体合成：硬脂酸镉（Cd(St)2）和二乙基二硫代氨基甲酸镉（Cd(DDTC)2）参考文献[17]合成：将Cd(DDTC)2（204.5 mg，0.5 mmol）溶解在正十二烷（3.75 mL）和OAm（1.25 mL）的混合溶液中，并配制成0.1 mol/L的溶液待用。
[bookmark: OLE_LINK9][bookmark: OLE_LINK10]参考文献[17]合成CdSe：将27.2 mg（0.4 mmol）的Cd(St)2和7 mLODE在真空、250℃下反应10 min，之后注入2 mL的Se-ODE（0.1 mol/L）悬浊液，反应12 min。在反应过程中通过紫外-可见吸收光谱监测CdSe生长。当量子点达到目标尺寸时，立即停止加热，待溶液降温至50℃，参考文献[18]进行原位提纯量子点，通过紫外-可见吸收光谱和消光系数计算体系中CdSe的浓度[19]。
CdSe/CdS核壳量子点的合成：提纯的CdSe溶液（含0.41 mol的CdSe）加入到4 mL正十二烷、6 mL油胺中。对于0.41 mol尺寸为3.0 nm的CdSe量子点，外延生长6层单分子层（ML）CdS，每层壳层生长需要加入的0.1 mol/L的Cd(DDTC)2单前驱体，体积分别为0.12，0.15，0.20，0.26，0.34和0.44 mL。在注入第1层壳层所需前驱体时，在80℃下搅拌10 min，之后升温至160℃反应20 min，最后降温至80℃。第2层至第6层壳层的生长方式同第1层类似，得到以OAm为配体的CdSe/CdS-OAm量子点核壳材料。
相对量子产率测试，计算公式：[image: ]，
其中，QYx--待测物的荧光量子产率；QYs--参比物的荧光量子产率；Fx--待测物的积分荧光强度；Fs--参比物的积分荧光强度；Ax--待测物的吸光度；As--参比物的吸光度。参比物：硫酸奎宁；参比物溶剂：0.05mol/L硫酸；激发波长：350nm；温度：25℃；参比物量子产率：0.55；溶剂折射率：稀硫酸1.3329、甲苯：1.4961。
1.4 CdSe/CdS量子点的配体交换
参考文献[20]报道的方法，利用DDeT对CdSe/CdS-OAm进行配体交换：将纯化后的200 mgCdSe/CdS-OAm核壳量子点溶于30 mL甲苯，加入2 mLDDeT，在75℃下反应5 h。之后，用丙酮洗涤沉淀，离心（5000 r/min，10 min，2次），即可获得CdSe/CdS-DDeT量子点。
1.5 CdSe/CdS量子点/聚苯乙烯荧光微球合成
荧光微球的合成：17 mg的SDS、5 mgNaHCO3和20 mgPVP，溶解于15 mL去离子水中得到水溶液A；40 mgCdSe/CdS-DDeT或CdSe/CdS-OAm量子点溶解在0.5 mL St中，得到油相溶液B；然后将溶液A和B在冰浴超声10 min，得到乳液。10 mgKPS加入到乳液C中并在氮气氛围下、75℃反应12 h。离心（12000 r/min，20 min）收集上清液即可得到量子点包载率：计算公式：[image: ]，其中，W--量子点的包载率，FS--包埋后上清液的荧光强度，FQ--量子点的荧光强度。
2 结果与讨论
2.1 CdSe和CdSe/CdS量子点的合成与表征
图1A、B、C、D的TEM结果（其中，2ML，4ML，6ML表示CdSe外延生长CdS壳层的单分子层数）表明随着每层前驱体的加入，量子点的颗粒尺寸不断增大；CdSe和CdSe/CdS（2ML，4ML，6ML）的平均尺寸分别为3.04，4.21，5.78和6.93 nm。通过HR-TEM分析量子点的原子层面的结构，CdSe/CdS 6 ML颗粒的晶面间距为0.33 nm（图1E），这与面心立方型CdS（111）峰的晶面间距相符。同时图1F的能谱分析中量子点同时含有Se，Cd和S元素，表明制备的核壳量子点由上述3种元素组成。总之，TEM、HR-TEM和能谱分析证明了CdS壳层成功外延生长，形成CdSe/CdS核壳量子点[21]。
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图1CdSe和CdSe/CdS的TEM和尺寸统计图（A、B、C和D）、CdSe/CdS（6 ML）的HR-TEM（E）和能谱分析（F）
Fig. 1TEM and size charts(A、B、C and D)of CdSe and CdSe / CdS, HR-TEM (E) and energy spectrum analysis of CdSe / CdS (F) 
[bookmark: OLE_LINK1]随着CdSe表面CdS壳层的外延生长，CdSe和CdSe/CdS（1~6 ML）量子点紫外-可见吸收峰及对应荧光发射峰均出现相应的红移，如图2A和B所示。这是因为壳层增厚使得激子的动能减少，致使量子点的能隙变窄，光谱逐渐红移[22]。因此，可通过外延壳层生长对CdSe/CdS量子点的发射光谱进行调控。CdSe和CdSe/CdS量子点的荧光发射峰的半高宽和荧光相对量子产率如图2C和D所示，CdSe的相对量子产率较低，但随着CdS壳层的外延生长，量子产率提高，最终的量子产率超过90%。需要说明的是，单纯CdSe量子点的相对量子产率低，可能是由于CdSe经过原位提纯，洗掉了CdSe表面大部分配体，导致了其量子产率降低[23]。而外延生长CdS后，不仅重新结合了OAm配体，而且CdS的外延生长能够减少CdSe表面的悬键，使得CdSe/CdS的量子产率和稳定性得到提升。同时，CdSe/CdS荧光发射峰的半高宽为25~29 nm，较窄的半高宽说明了量子点的尺寸分布较集中。高的量子产率和窄的半高宽可以表明我们制备得到了高效发光的CdSe/CdS核壳量子点。
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图2CdSe和CdSe/CdS（1~6 ML）的UV-Vis光谱（A）、荧光发射光谱（B）、相对量子产率（C）和荧光发射峰的半高宽（D）
Fig.2 UV-Vis(A) and fluorescence emission spectrum (B)、relative quantum yield(C)andfull width at half(D) of CdSe and CdSe/CdS(1~6 ML)
2.2 CdSe/CdS量子点配体交换的表征
尽管CdSe/CdS核壳量子点具有较高的发光效率，但是以OAm为配体的CdSe/CdS-OAm核壳量子点溶解度低，CdSe/CdS-OAm核壳量子点（6 ML，约7.0 nm）室温下在St中溶解度约为8mg/mL，而交换配体后CdSe/CdS-DDeT量子点的溶解度大大提高为150mg/mL。如图3A是量子点配体交换前后CdSe/CdS-OAm（a）和CdSe/CdS-DDeT（b）的FT-IR图谱，ν=2921cm-1，2851cm-1为OAm和DDeT的-CH2伸缩振动特征峰，ν=1465cm-1为OAm和DDeT的-CH2弯曲振动特征峰。ν=3370cm-1为OAm分子中N-H的伸缩振动特征峰（较弱），ν=1027 cm-1为OAm分子C-N伸缩振动特征峰，ν=1598 cm-1为C-N弯曲振动特征峰。配体交换后OAm分子特征峰消失，取而代之的是ν=2564 cm-1为DDeT分子的S-H的伸缩振动特征峰（较弱），ν=1281 cm-1为C-S的弯曲振动特征峰，证实量子点成功交换了DDeT配体。如图3B所示，在配体交换前后，量子点的紫外-可见吸收光谱和荧光发射光谱都没有发生红移或者蓝移，量子点的荧光强度几乎不变，表明配体交换后的量子点的光学性质没有被改变。这是因为无机纳米晶体的配体碳链C-C之间的σ键旋转/弯曲熵影响无机纳米颗粒的溶解度，减少碳链长度能够最大化减少分子内熵效应，其指数地增强了络合物在溶剂中的溶解度，其将各种纳米晶体的溶解度提高几十到百倍而仍保留（或改善）其固有性质[20]。而DDeT相比较于OAm与量子点颗粒具有更强的配位结合力，因此溶液体系中DDeT能够成功交换了OAm配体。
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图3CdSe/CdS-OAm（a）和CdSe/CdS-DDeT（b）的FT-IR光谱（A）、配体交换前后UV-Vis和荧光发射光谱（B）
Fig. 3(A)FT-IR spectra of CdSe/CdS-OAm (a) and CdSe/CdS-DDeT (b) and an enlarged view of 3370 and 2564 cm-1 (C and D) and UV-Vis and fluorescence emission spectra before and after ligand exchange (B)
2.3量子点/聚苯乙烯荧光微球制备与表征
量子点荧光微球的制备原理如图4所示，首先量子点溶解在St相中，通过超声混合，形成均匀的油相混合溶液；SDS、PVP和NaHCO3溶解水中，形成乳化剂水溶液。将两者混合，混合液在超声下形成稳定St单体液滴胶束，且量子点溶解在胶束中，这些胶束表面吸附表面活性剂SDS，引发剂KPS引发聚合，最终形成PS包载量子点荧光微球。
[image: ]
图4量子点荧光微球乳液聚合的原理图
Fig. 4 Emulsion polymerization of Schematicofquantum dots fluorescent microsphere
[bookmark: OLE_LINK2][bookmark: OLE_LINK3]理论上任意尺寸的量子点都能包埋在PS中，但为了后续荧光免疫检测应用，本文中采用荧光发射峰为610 nm的CdSe/CdS（6ML）核壳量子点作为包载对象。图5A是量子点荧光微球的TEM图，表明量子点包载在PS中。图5B是在室内光和紫外灯下量子点荧光微球（分散在水中）的照片，荧光微球水溶液与三氯甲烷（CHCl3）混合后，静置后出现分层，表明油相量子点通过包载到PS内成功转移到水中。图5C是量子点荧光微球的面扫描图，微球中同时含有C、Cd、Se和S 4种元素，上述表征证明量子点成功包载到微球中。
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图5量子点荧光微球的TEM（A）、室内光和紫外灯下照片（B）、面扫描图（C）
Fig.5 TEM(A) and Fluorescent lamp and UV lamp under the photo (B) and surface scan (C)ofquantum dots fluorescent microspheres
根据上述乳液聚合原理，量子点在PS中的溶解度越大，乳液聚合时包载的量子点就越多。本文中所制备的CdSe/CdS-DDeT量子点具有较高的溶解度，因此量子点在PS中的包载率也相应大大提高。图6 A和B所示两种不同配体的量子点被包载PS中，可以看出PS能够包埋更多的CdSe/CdS-DDeT：相同条件下，CdSe/CdS-OAm在PS中的包载率仅有28%，而CdSe/CdS-DDeT的包载率则达到87%。而且，由于量子点被包埋后的物理结构并没有被改变，所以量子点被包埋后的荧光发射峰的位置不变（图6 C和D）。
[image: ]
图6配体交换前后的荧光微球TEM（A和B)、量子点包载前后与上清液的荧光发射光谱（C和D）
Fig.6 TEM of Fluorescent Microspheres before and after Ligand Exchange (A and B) and Quantum dot embedding before and afterandthe supernatant the fluorescence emission spectrum (C and D)
3结论
本文中制备了CdSe/CdS核壳结构量子点，并通过配体交换方法提高其在苯乙烯中的溶解度，最终采用乳液聚合方法制备量子点荧光微球，得到如下结论：
1) 通过热循环单前驱体耦合法成功制备高效发光CdSe/CdS-OAm核壳量子点，外延生长6层CdS壳层后平均粒径6.93 nm，相对量子产率超过90%；通过配体交换，得到CdSe/CdS-DDeT量子点，在苯乙烯中的溶解度高达150 mg/mL，并具有优异的发光性能。
2) 通过乳液聚合法，成功地将CdSe/CdS-DDeT量子点包埋在聚苯乙烯微球中，包载率高达87%。并且能保持荧光发射峰不变。
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[bookmark: OLE_LINK4]Abstract: In order to improve the encapsulation efficiency of quantum dots in polystyrene microspheres, CdSe/CdS core-shell quantum dots were firstly prepared by thermal cycling single precursor coupling method. The quantum dots/polystyrene fluorescent microspheres were then successfully obtained by embedding the CdSe/CdS core-shell quantum dots in polystyrene microspheres by using ligand exchange and emulsion polymerization. The results indicated that the quantum yield of the prepared core-shell quantum dots was more than 90%. By the method of ligand exchange, not only the solubility of the core-shell quantum dots was improved, but also the encapsulation efficiency of quantum dots in polystyrene microspheres was increased to 87%. This might be useful for improving the detection sensitivity of quantum dot fluorescent microspheres in immunofluorescence assay.
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摘要：

针对量子点在

聚苯乙烯微球中的

包载率

不高问题，本文

首先

通过

热循环

单前驱体

耦合

法

制备

出

高效发光的

CdSe/CdS

核壳量子点

，

之后

采用

配体交换及乳液聚合

方法

，将

制备

的

CdSe/CdS

核壳量子点包埋在聚苯乙烯微球中。实验结果表明：

所

制备的核壳量子点

的

量子

产率超过

90%

；经过配体交换

，

不仅

提高了核壳量子点的溶解度，

而且

聚苯乙烯微球对量

子点的包载率提高至

87%

，

表明该

结果

有利于

提高

量子点荧光

微球在

荧光

免疫分析中的检

测灵敏度

。
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量子点是指在空间三个维度上都存在量子限域效应的半导体荧光材料，它具有许多独特

的纳米量子效应。

与传统有机荧光染料相比，

量子点

具有如下优势

：

1

）

具有较宽的激发光

谱和较窄的发射

光

谱，可用于多色荧光标记，使其在蛋白分选和基因测序等生物医学领域具

有潜在的应用价值；

2

）

具有较宽的斯托克斯位移（

Stokes

）值，可有效地避免荧光发射光

谱与激发光谱的重叠，利于荧光光谱信号的检测；

3

）

荧光寿命长达

数十纳秒，能够得到较

高信噪比的荧光信号，

在时间分辨的光谱分析检测领域具有重要的应用价值
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