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稀土上转换发光纳米探针用于潜指纹中可卡因的检测

李志豪１，刘　建１，刘子恩１，２，袁　荃＊１
（１．武汉大学化学与分子科学学院，生物医学分析化学教育部重点实验室，湖北武汉４３００７２；

２．中国矿业大学化工学院，江苏徐州２２１００８）

摘　要：结合核酸适配体和稀土掺杂上转换纳米材料的优势，建立了一种潜指纹中外源性物
质检测的新方法。Ｚｅｔａ电位、紫外吸收光谱和发光光谱表明核酸适配体成功修饰到上转换
颗粒表面而且没有影响颗粒的发光性质。对含有不同量可卡因的指纹进行检测，在指纹中
可卡因含量为０．５μｇ时仍能呈现出较强的发光强度。该方法能够通过潜指纹成像提供光
学信号，实现潜指纹中外源性物质的检测，而且适用于不同人和不同基底上指纹的检测，具
有简便、检测灵敏度高、适用性广等优点，对身份认证、刑事侦查和医疗诊断有重要意义。
关键词：潜指纹；上转换纳米颗粒；核酸适配体；可卡因；刑事侦查
中图分类号：Ｏ６５７．３　　　文献标识码：Ａ　　　文章编号：１００６－６１４４（２０１４）０５－６９２－０５

指纹对于每个人来说都是独一无二且终生不变的［１］，它能够提供准确的身份信息，一直以来被广泛应
用于权限控制、法医鉴定和医疗诊断等［２］诸多方面。当手指被血液或颜料污染后，留下的指纹是肉眼可见
并易于鉴定的，但大多数指纹都是肉眼不可见的，被称为潜指纹［３］。潜指纹除了能提供身份信息之外，其
所包含的各种生物、化学物质，如分泌物、代谢物和一些外源化学物质等还蕴藏着更多重要的信息［３］，例如
其中的可卡因、海洛因和炸药残留物等外源性物质可以用于刑事侦查和犯罪证据收集［４－５］。Ｒｕｓｓｅｌｌ教授
将海洛因或可卡因代谢物的抗体与磁性纳米颗粒相结合，发展了一种以免疫测定方法为基础的潜指纹中可
卡因或海洛因代谢物鉴定的方法［６］。樊春海教授和合作者利用贵金属的等离子体光学性质，将纳米金颗粒
与可卡因适配体结合用于潜指纹中可卡因的检测［７］。这些方法对刑事侦查和犯罪证据收集都有重大意义。
稀土掺杂的上转换发光材料是一种新型的成像试剂［８－１０］，它具有许多独特的优势，如较深的激发光组

图１　指纹成像和指纹中外源性物质鉴定的原理图
Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｔｒａｔｅｇｙ　ｆｏｒ　ｔｈｅ
ｉｍａｇｉｎｇ　ｏｆ　ｌａｔｅｎｔ　ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ（ＬＦＰｓ）ａｎｄ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ
ｔｈｅ　ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ　ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ　ｉｎ　ｌａｔｅｎｔ　ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ

织穿透深度、无背景荧光干扰、光学稳定性好、生物毒性小
和荧光寿命长等［１１－１３］。这些特点使其在分析检测和生物
医学领域有着广泛的应用。核酸适配体是通过系统进化
指数富集法筛选得到的单链ＤＮＡ或ＲＮＡ序列，该序列
能够与各种靶标物，如金属离子、小分子、蛋白、细胞等高
效特异结合［１４－１５］。与传统的抗体相比，核酸适配体设计更
加灵活、易于化学合成和修饰、成本低廉而且生物化学稳
定性高，在分析检测、靶向成像和医疗诊断等领域有着广
泛的应用［１６－１９］。我们将两种材料的优势结合，将氨基修饰
的可卡因适配体（Ｃｏｃａｉｎｅ　Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ａｐｔａｍｅｒ，ＣＢＡ）连接到
上转换纳米颗粒（ＵＣＮＰｓ）表面，形成核酸适配体功能化
的稀土上转换纳米颗粒（ＵＣＮＰｓ－ＣＢＡ）。如图１所示，

ＵＣＮＰｓ－ＣＢＡ通过核酸适配体高效地与指纹中的可卡因

２９６



第５期 分 析 科 学 学 报 第３０卷

特异性结合并在近红外光的激发下发出可见光，指纹图像被清晰地呈现出来并被搭有微焦镜头的单反相
机记录。该方法通过潜指纹成像实现了指纹中外源性物质的检测，具有高效、便捷、灵敏等优点。另外，通
过对核酸适配体进行替换和调控，该方法还可能被应用于指纹中兴奋剂检测和疾病诊断等领域。

１　实验部分

１．１　仪器与试剂

ＪＥＭ－２１００透射电子显微镜（日本，ＪＥＯＬ公司）；Ｄ８高级Ｘ射线衍射仪（德国，Ｂｒｕｋｅｒ公司）；ＵＶ－２５００
紫外－可见分光光度计（日本，Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司）；Ｆ－４６００荧光光谱仪（日本，Ｈｉｔａｃｈｉ公司）；纳米粒度、Ｚｅｔａ电位
和绝对分子量分析仪（英国，Ｍａｌｖｅｒｎ公司）；９８０ｎｍ红外激光器（陕西凯斯特电子科技有限公司）；Ｄ３０００单反
数码相机（日本，Ｎｉｋｏｎ公司）。

Ｅｒ２Ｏ３（９９．９９％）购自Ａｌａｄｄｉｎ（中国）；Ｙ２Ｏ３（９９．９９％），Ｙｂ２Ｏ３（９９．９９％），三氟乙酸钠（９８％），油酸（ＯＡ），
十八烯（ＯＤＥ），乙醇，环己烷，氯仿和二甘醇，均购自国药化学试剂有限公司；盐酸可卡因，聚丙乙烯酸，１－乙
基－（３－二甲基氨基丙基）碳酰二亚胺盐酸盐（ＥＤＣ），Ｎ－羟基丁二酰亚胺（ＮＨＳ），均购自Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ公司；可
卡因核酸适配体（ＣＢＡ）由ＡＢＩ　３４００ＤＮＡ／ＲＮＡ合成仪合成（美国Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司），并用高效液相
色谱仪纯化。

１．２　ＮａＹＦ４∶Ｙｂ３＋／Ｅｒ３＋的制备
向１００ｍＬ的三口烧瓶中一次加入０．３３３８ｇ　Ｙ（ＣＦ３ＣＯＯ）３，０．１０２４ｇ　Ｙｂ（ＣＦ３ＣＯＯ）３，０．０１０１ｇ

Ｅｒ（ＣＦ３ＣＯＯ）３，０．２７２０ｇ　ＮａＣＦ３ＣＯＯ，５．６５ｇ　ＯＡ和５．０５ｇ　１－辛烯（ＯＤＥ）。混合物在真空条件下搅拌并
加热至温度１２０～１４０℃ ，反应０．５ｈ。然后在氩气保护下加热到３４０℃ ，反应０．５ｈ。反应结束后冷却
至室温，乙醇和环己烷混合溶液（体积比１∶１）洗涤三次，离心分离。

１．３　聚丙烯酸－ＵＣＮＰｓ的制备
向三口烧瓶中加入３０ｍＬ二甘醇 （ＤＥＧ）和３００ｍｇ聚丙烯酸（ＰＡＡ－１８００），真空条件下加热至１１０℃

形成澄清透明的溶液。取上述反应产物１００ｍｇ，用甲苯和氯仿的混合溶液（体积比３∶１）分散，在氩气保
护下反应１ｈ，然后加热至２４０℃反应１．５ｈ。反应结束后冷却至室温，用乙醇和水溶液（体积比１∶１）洗涤
三次，离心分离，所得产品重新分散于１００ｍＬ水中。

１．４　ＰＡＡ－ＵＣＮＰｓ的活化
取１００μＬ　ＰＡＡ－ＵＣＮＰｓ溶液离心，将沉淀分散于２０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸氢二钠－磷酸三钠缓冲溶液（ＰＢＳ，

１００ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ，ｐＨ＝７．４）中，再加入４μＬ　１．０ｍｏｌ／Ｌ　ＮＨＳ和４μＬ　０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＣ，混合液室温下震
荡活化３０ｍｉｎ。

１．５　ＵＣＮＰｓ－ＣＢＡ的制备
向活化后的ＰＡＡ－ＵＣＮＰｓ溶液中加入１μＬ氨基修饰的可卡因适配体（ＣＢＡ－ＮＨ２）溶液，在摇床里震

荡反应１２ｈ。离心分离得到产物，用ＰＢＳ洗涤三次后，重新溶于ＰＢＳ中。

１．６　指纹采集
配制０．５、１．０、５．０和１０．０ｇ／Ｌ可卡因溶液。在志愿者的手指上分别涂上１０μＬ不同浓度的可卡因溶

液，风干后，在玻璃板上轻轻按下指纹。用５ｇ／Ｌ可卡因溶液涂于手指上，分别在玻璃板、硬币、塑料培养皿、
铝片上按下指纹。用类似方法收集不同志愿者的指纹。之后用疏水性笔将指纹圈出，室温下老化１２ｈ。

１．７　指纹检测
在每个指纹上滴加１２０μＬ　ＵＣＮＰｓ－ＣＢＡ溶液，确保被均匀覆盖。反应３０ｍｉｎ后，用ＰＢＳ冲洗三次。

将载有指纹的基质于暗室，用可调节功率的激光器照射，再用搭有微焦镜头的单反相机拍下指纹。

２　结果与讨论

２．１　上转换纳米颗粒ＵＣＮＰｓ的合成与表征
掺杂２０％Ｙｂ和２％Ｅｒ的ＮａＹＦ４上转换纳米颗粒（ＮａＹＦ４∶２０％Ｙｂ，２％Ｅｒ）是根据文献方法［２０］合成。图

２Ａ是上转换颗粒的透射电镜（ＴＥＭ）图。可以看出，制备的ＵＣＮＰｓ呈均匀的六角形，平均半径约为１３０ｎｍ
且具有良好的单分散性。图２Ｂ是ＵＣＮＰｓ的Ｘ射线能谱（ＥＤＳ），表明Ｙｂ和Ｅｒ的成功掺杂。
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图２　上转换纳米颗粒的透射电镜（ＴＥＭ）图（Ａ）和Ｘ射线能谱（ＥＤＳ）（Ｂ）图
Ｆｉｇ．２　ＴＥＭ　ｉｍａｇｅｓ（Ａ）ａｎｄ　Ｅｎｅｒｇｙ－ｄｉｓｐｅｒｓｉｖｅ　Ｘ－ｒａｙ（ＥＤＸ）ａｎａｌｙｓｉｓ（Ｂ）ｏｆ　ｕｐｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ　ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ（ＵＣＮＰｓ）

图３　ＵＣＮＰｓ－ＣＢＡ的制备过程示意图
Ｆｉｇ．３　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚａ－
ｔｉｏｎ　ｓｔｅｐｓ　ｔｏ　ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ　ｔｈｅ　ｃｏｃａｉｎｅ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ａｐｔａｍｅｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄ　ＵＣＮＰｓ　ｎａｎｏｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ（ｄｅｓｉｇｎａｔｅｄ　ａｓ
ＵＣＮＰｓ－ＣＢＡ）

２．２　ＵＣＮＰｓ－ＣＢＡ的制备
图３是ＵＣＮＰｓ－ＣＢＡ的制备过程示意图。包裹在上

转换颗粒（ＵＣＮＰｓ）表面的油酸（ＯＡ），不仅起到表面活性
剂的作用，而且能够通过配体交换过程［２１］将聚丙烯酸
（ＰＡＡ）连接到ＵＣＮＰｓ表面，得到的ＰＡＡ－ＵＣＮＰｓ可溶于
水相并能通过表面的羧基修饰上生物活性分子。然后氨
基修饰的可卡因适配体（ＣＢＡ－ＮＨ２）与ＰＡＡ－ＵＣＮＰｓ通过脱
水缩合反应得到有良好水溶性的 ＵＣＮＰｓ－ＣＢＡ。从图４可
以看出，合成后的 ＵＣＮＰｓ－ＣＢＡ在２６０ｎｍ 处有一个ＤＮＡ
分子的特征吸收峰，说明可卡因适配体成功连接到上转换

图４　ＯＡ－ＵＣＮＰｓ、ＰＡＡ－ＵＣＮＰｓ和 ＵＣＮＰｓ－ＣＢＡ的
紫外光谱

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　ＵＶ　ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ＯＡ－ＵＣＮＰｓ，
ＰＡＡ－ＵＣＮＰｓ　ａｎｄ　ＵＣＮＰｓ－ＣＢＡ

颗粒上。
为了进一步验证ＵＣＮＰｓ－ＣＢＡ的成功制备，分别测定

了ＰＡＡ－ＵＣＮＰｓ和ＵＣＮＰｓ－ＣＢＡ的Ｚｅｔａ电位，ＰＡＡ－ＵＣ－
ＮＰｓ的Ｚｅｔａ电位值为－１７．３ｍＶ，明显高于ＵＣＮＰｓ－ＣＢＡ
的电位值－３２．６ｍＶ。两者之间的差异表明可卡因核酸
适配体被成功连接到ＰＡＡ－ＵＣＮＰｓ上。

２．３　ＵＣＮＰｓ－ＣＢＡ的光学性质检测
为证明实验设计的可行性，进一步检测 ＵＣＮＰｓ－ＣＢＡ

的光学性质，测定了其在９８０ｎｍ激光照射下的发光光谱。
图５Ａ为 ＵＣＮＰｓ－ＣＢＡ 的上转换发光光谱，可以看出与

ＯＡ－ＵＣＮＰｓ、ＰＡＡ－ＵＣＮＰｓ的基本一致（图５Ｂ）。这说明

ＵＣＮＰｓ表面修饰上ＰＡＡ和ＣＢＡ不会改变 ＵＣＮＰｓ原有的发光性质，在９８０ｎｍ红外光的照射下，ＵＣ－
ＮＰｓ仍以发绿光为主。

图５　（Ａ）ＵＣＮＰｓ－ＣＢＡ的上转换发光光谱；（Ｂ）ＯＡ－ＵＣＮＰｓ、ＰＡＡ－ＵＣＮＰｓ、ＵＣＮＰｓ－ＣＢＡ的上转换发光光谱
Ｆｉｇ．５　（Ａ）Ｕｐｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ　ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ＵＣＮＰｓ－ＣＢＡ；（Ｂ）Ｕｐｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ　ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ
ＯＡ－ＵＣＮＰｓ，ＰＡＡ－ＵＣＮＰｓ　ａｎｄ　ＵＣＮＰｓ－ＣＢＡ

２．４　不同可卡因含量的潜指纹检测
如图６所示，含有０、０．５、１．０、５．０和１０．０μｇ可卡因的指纹在载玻片上所得到的发光图像。图６Ａ中
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没有任何光点，而图６Ｂ到６Ｅ中都能看到清晰的指纹图像，这表明了该方法是通过ＵＣＮＰｓ－ＣＢＡ对指纹中
可卡因的选择性识别而实现指纹成像的。从６Ｂ到６Ｅ，图像亮度随可卡因含量的增加而加强，含有１０．０μｇ
可卡因的指纹图像亮度最强，表明连接上去的 ＵＣＮＰｓ－ＣＢＡ量最多，这与其可卡因含量最高的事实相吻
合。含有０．５μｇ可卡因的指纹的图像亮度仍然较强，说明该鉴定方法具有较高的灵敏度。

图６　不同可卡因含量的潜指纹图像
Ｆｉｇ．６　Ｉｍａｇｅｓ　ｏｆ　ｌａｔｅｎｔ　ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ（ＬＦＰｓ）ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｏａｄｉｎｇｓ　ｏｆ　ｃｏｃａｉｎｅ
Ａ：０μｇ；Ｂ：０．５μｇ；Ｃ：１．０μｇ；Ｄ：５．０μｇ；Ｅ：１０．０μｇ．

２．５　不同人和不同基底上的潜指纹检测
我们在玻璃板上采集了６位志愿者的指纹，每个指纹中可卡因含量为５．０μｇ，在近红外光的照射下所

得到的指纹图像如图７Ａ－７Ｆ所示。所有图像均呈现出了较强的发光亮度。这表明该方法对于不同人指
纹的适用性。图８为不同基底上的指纹图像（图８Ａ－８Ｄ）及相应的实物图（图８Ｅ－８Ｈ），每个指纹上的可卡
因含量均为５．０μｇ。图８Ａ－８Ｄ四个指纹图像均呈现出了很强的发光信号，表明了对指纹中可卡因的成功
检测。结果再一次很好地证明了该鉴定方法的高适用性。

图７　不同人的指纹图像
Ｆｉｇ．７　Ｉｍａｇｅｓ　ｏｆ　ＬＦＰｓ　ｏｂｔａｉｎｅｄ　ｆｒｏｍ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｐｅｏｐｌｅ

图８　不同基底上的实物图及潜指纹图像
Ｆｉｇ．８　Ｉｍａｇｅｓ（Ａ－Ｄ）ｏｆ　ＬＦＰｓ　ｏｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｕｒｆａｃｅｓ
ａｎｄ　ｐｈｏｔｏｓ（Ｅ－Ｈ）ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ
Ａ　ａｎｄ　Ｅ：ｇｌａｓｓ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ　ｓｌｉｄｅｓ；Ｂ　ａｎｄ　Ｆ：ｐｌａｓｔｉｃ　Ｐｅｔｒｉ　ｄｉ－
ｓｈｅｓ；Ｃ　ａｎｄ　Ｇ：ｐａｔｔｅｒｎｅｄ　ｃｏｉｎｓ；Ｄ　ａｎｄ　Ｈ：ａｌｕｍｉｎｕｍ　ｓｈｅｅｔｓ．

３　结论

本实验通过用核酸适配体功能化稀土上转换纳米颗粒，制备出一种全新的、用于潜指纹中外源性物质
检测的探针，具有简便、高效、成本效益高的特点。该方法的可卡因含量检测限度可达０．５μｇ，灵敏度较
高。不同人和不同基底的检测结果说明了该方法的普遍适用性，对于今后的刑事侦查、医疗诊断、兴奋剂
检测等工作有重要的意义。
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