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双色上转换纳米荧光探针在套细胞 
淋巴瘤细胞靶向成像中的应用 *
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（1. 牡丹江医学院，黑龙江 牡丹江 157011 ；2. 江苏省徐州市矿山医院，
江苏 徐州 221006）

摘要 ：目的  构建上转换纳米靶向探针，并探究其在特异性标记套细胞淋巴瘤细胞株中的应用价值，为

体内套细胞淋巴瘤的靶向诊断提供理论依据和指导。方法  采用 H2O2 对 NaYF4 ：Er3+ 和 NaYF4 ：Yb3+，Tm3+ 上

转换纳米粒子表面进行氧化处理，使该粒子由最初的疏水性转变为亲水性 ；在 NHS、EDC 的作用下，亲水性

的 NaYF4 ：Er3+ 上转换纳米粒子与 CD20 单克隆抗体共价结合，NaYF4 ：Yb3+，Tm3+ 上转换纳米粒子与 CD5 单

克隆抗体共价结合 ；CD20 抗体 -NaYF4 ：Er3+ 纳米粒子轭合物和 CD5 抗体 -NaYF4 ：Yb3+，Tm3+ 纳米粒子轭合

物的混合悬液与套细胞淋巴瘤细胞株室温下孵育 2 h ；CD20 抗体 -NaYF4 ：Er3+ 纳米粒子轭合物和 NaYF4 ：

Yb3+，Tm3+ 纳米粒子的混合悬液与套细胞淋巴瘤细胞株室温下孵育 2 h ；NaYF4 ：Er3+ 纳米粒子和 CD5 抗体

-NaYF4 ：Yb3+，Tm3+ 纳米粒子轭合物的混合悬液与套细胞淋巴瘤细胞株室温下孵育 2 h ；未偶联有任何抗体

的 NaYF4 ：Er3+ 和 NaYF4 ：Yb3+，Tm3+ 上转换纳米粒子的混合液与套细胞淋巴瘤细胞株室温下孵育 2 h ；使用配

备有 980 nm 近红外激光的尼康 Eclipse Ti-S 倒置荧光显微镜对各组细胞进行上转换成像，观察细胞表面上转

换荧光的强度。结果  实验组细胞表面释放出蓝、绿双色的上转换纳米荧光，但通过观察 3 组对照实验，细胞表

面却仅分别释放出单一的绿色荧光、蓝色荧光以及未见任何荧光。结论  上转换纳米粒子与 CD20 或 CD5 抗体

成功共价偶联，可以对套细胞淋巴瘤细胞株进行特异性标记、成像。
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Application of dual color upconversion nanofluorescence probes in 
cell targeted imaging of mantle cell lymphoma*

Guang Yang1, Ru-yi Zheng2, Cheng-ji Dong1, Meng-xi Chen1, Zai-shun Jin1

(1. Mudanjiang Medical University, Mudanjiang, Heilongjiang 157011, China; 2. The Mine Hospital of 
Xuzhou, Xuzhou, Jiangsu 221006, China)

Abstract:  Objective  To construct the upconversion targeted nanoprobes, and explore their application 
value in the specific labeling of mantle cell lymphoma cell lines, so as to provide theoretical basis and guidance 
for the targeted diagnosis of mantle cell lymphoma in vivo.  Methods  H2O2 was used to oxidize the surfaces of the 
NaYF4:Er3+, NaYF4:Yb3+ and Tm3+ upconversion nanoparticles and change their character from hydrophobicity to 
hydrophilicity. With the help of NHS and EDC, hydrophilic NaYF4:Er3+ upconversion nanoparticles were covalently 
combined with CD20 monoclonal antibody while NaYF4:Yb3+ and Tm3+ upconversion nanoparticles were covalently 
combined with CD5 monoclonal antibody respectively. The mixture containing CD20 antibody-NaYF4:Er3+ 
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upconversion nanoparticle conjugates and CD5 antibody-NaYF4:Yb3+ and Tm3+ upconversion nanoparticle conjugates 
was incubated with mantle cell lymphoma cell lines at room temperature for 2 h. The mixture containing CD20 
antibody-NaYF4:Er3+ upconversion nanoparticle conjugates and NaYF4:Yb3+ and Tm3+ upconversion nanoparticles 
was incubated with mantle cell lymphoma cell lines at room temperature for 2 h. The mixture including NaYF4:Er3+ 
upconversion nanoparticles and CD5 antibody-NaYF4:Yb3+ and Tm3+ upconversion nanoparticle conjugates was 
incubated with mantle cell lymphoma cell lines at room temperature for 2 h. The mixture including dual color 
upconversion nanoparticles without any antibody was incubated with mantle cell lymphoma cell lines at room 
temperature for 2 h. The cells in all the groups were imaged using a Nikon Eclipse Ti-S inverted fluorescence 
microscope equipped with 980 nm near infrared laser, and the intensity of fluorescence conversion on the surface 
of the cells was observed.  Results  On the surface of the cells in the experimental group, blue and green dual color 
upconversion fluorescence could be observed; however, through observation of the 3 control groups, only single green 
fluorescence, blue fluorescence and no fluorescence were released from the cells surface, respectively.  Conclusions  
Upconversion nanoparticles are covalently coupled with CD20 or CD5 antibody, which can be used for specific 
labeling and imaging of mantle cell lymphoma cell lines.

Keywords:  upconversion fluorescence; nanoprobe; biological imaging; mantle cell lymphoma; immune 
labeling

套细胞淋巴瘤（mantle cell lymphoma, MCL）是非

霍奇金淋巴瘤（non-hodgkin lymphoma, NHL）中的一

种亚型，约占全部 NHL 的 6%[1]。免疫表型为成熟的 B

细胞表型，即细胞表面表达有大量的 CD20 和 CD5 抗

原 [2-3]。由于其恶性程度高、侵袭速度快 [4]，因此 MCL

的早期诊断及早期治疗成为延长生存期的关键。

上 转 换 纳 米 颗 粒（upconversion nanoparticles, 

UCNPs）作为一种新型的荧光标志物，具有上转换功

能强大、检测敏感性高 [5-7]、化学稳定性好以及细胞

毒性很低等 [8] 一系列优点，在 980 nm 近红外光（near 

infrared, NIR）激发下将释放出明亮的上转换荧光

（upconversion fluorescence, UCL）。基于抗原、抗体之

间的特异性免疫反应原理，本研究将采用 UCNPs 与

相应抗体偶联的方法，使该粒子具有靶向性，进而对

MCL 细胞株进行靶向成像。现将对 UCNPs 在 MCL 细

胞靶向成像中的应用进行探讨。

1  材料与方法

1.1    试剂与仪器

1.1.1     试 剂    NaYF4 ：Er3+ 和 NaYF4 ：Yb3+，Tm3+ 纳

米颗粒由牡丹江医学院电镜室提供，磷酸盐缓冲

液（phosphate buffered solution, PBS） 购 自 北 京 亚

太 恒 信 生 物 科 技 有 限 公 司，2- 吗 啉 乙 磺 酸（2- 

morpholinoethanesulfonic acid, MES, 99%）、1- 乙

基 -（3- 二 甲 基 氨 基 丙 基 ） 碳 酰 二 亚 胺 盐 酸 酸

[1-（3-dimethy laminopropyl）-3-ethylcarbodiimide 

hydrochloride, EDC·HCl, 98%]、N- 羟基硫代琥珀酰

亚胺（N-Hydroxysuccinimide, NHS, 98%）购自上海阿

拉丁试剂公司，RPMI 1640 培养基和胎牛血清（fetal 

bovine serum, FBS）购自美国 Gibco 公司，双氧水（H2O2，

30%）购自辽宁泉瑞试剂有限公司，CD20（Clone ：

2H7）和 CD5（Clone ：UCHT2）单克隆抗体购自美国

BD 生物科技公司，Jeko-1 细胞株购自中国科学院上

海生命科学研究院细胞资源中心。

1.1.2      仪器    Night OWL 小动物活体成像系统购自

德国 Berthold 公司，Eclipse Ti-S 倒置荧光显微镜购

自日本尼康公司，傅里叶转换红外光谱仪（fourier 

transform infrared spectroscopy, FT-IR） 购 自 美 国

Thermo Fisher Scientific 公司，WG1233B3-980 nm 半导

体激光系统购自北京艾纳捷光电科技有限公司，超声

波细胞破碎仪购自宁波新芝生物科技股份有限公司，

温控磁力搅拌器购自常州普天仪器制造有限公司，CO2

培养箱、离心机和微量移液枪均购自美国 Thermo 公

司，Statspin Cytofuge 12 细胞甩片机购自北京自然基因

科技有限公司。

1.2    纳米颗粒疏水性向亲水性的转化

双氧水作为一种强氧化剂，对纳米颗粒表面油酸

盐配体碳碳双键进行直接氧化。通过该方法可将有疏

水特性的纳米颗粒转变为亲水性。将 0.1 g 预先制备

好的 NaYF4 ：Yb3+，Tm3+ 纳米颗粒和 8 ml 的 H2O2 混匀，

在室温下磁力搅拌 1 h。氧化结束后，通过离心弃除

上清液。氧化后的沉淀加入去离子水在超声波细胞破

碎仪下充分粉碎洗涤，之后离心，最后将沉淀在 70℃

恒温箱中干燥 24 h。使用同样的方法 NaYF4 ：Er3+ 纳
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米粒子也由最初的亲水性转变为疏水性。

1.3    氧化后的纳米颗粒与 CD20/CD5 抗体偶联

取氧化后的 NaYF4 ：Yb3+，Tm3+ 纳米颗粒 0.05 g，

向其中加入 MES 并将混合液在超声波细胞破碎仪

的作用下充分粉碎 5 min。超声降解粉碎机功率为

600 W。在转速 4 000 r/min 的条件下离心，弃除上清

液。然后向沉淀中加 14 ml MES、0.005 g EDC、0.015 g 

NHS 在室温下磁力搅拌 2 h。磁力搅拌结束后，将混

合液离心、去除上清液。再向沉淀中加入 PBS 在超

声波细胞粉碎机作用下充分粉碎洗涤 2 次，离心、去

上清液并向沉淀中加 5 ml PBS 和 50 μl CD5 单克隆

抗体（1 ∶ 100 稀释），将其放在摇床上振荡 2 h。最

后将加入抗体的混合液放在 4℃冰箱保存备用。即

连接有 CD5 抗体的 NaYF4 ：Yb3+，Tm3+ 纳米粒子成功

制备。使用同样的方法，偶联有 CD20 单克隆抗体的

NaYF4:Er3+ 纳米探针也成功制备。

1.4    UCNPs 上转换性能检测及傅里叶波谱分析

取适量偶联有相应抗体的 UCNPs 悬液，使用配

备 有 980 nm 近 红 外 激 光 的 Night OWL 小 动 物 活 体

成像系统对其进行成像。激发功率分别为 0、0.7 和

1.0 W，以此来验证 UCNPs 的发光性能。取仅仅氧化

后的，与 NHS、EDC 反应后的以及与相应抗体偶联后

的 UCNPs，使用 FT-IR 对其进行波谱分析，以此间接

验证该粒子最终是否已被成功的生物功能化以及是否

已与相应的抗体成功偶联。

1.5    UCNPs 细胞毒性检测

吸取 200 μl Jeko-1 细胞悬液（细胞数 ：6.3×105

个）接种到 24 孔培养板内，共接种 15 个孔。其中实

验组 12 个孔，对照组 3 个孔。然后向 15 个培养孔内

分别加 800 μl 含有 10% 胎牛血清的 RPMI 1640 培养

基。实验组中的 12 个培养孔每 4 个孔为一组，共分

为 3 组。每组分别滴加 20、40、80、160 μl UCNPs

悬液。将 24 孔培养板在 37℃、CO2 浓度为 5% 的条

件下分别培养 24、48 和 72 h。在不同的时间点使用

台盼蓝对细胞进行染色并利用血球计数板进行活细胞

计数。通过以下公式计算细胞活性进而评估 UCNPs

的细胞毒性 ：细胞活性（%）=（实验组活细胞数 / 对

照组活细胞数）×100%。

1.6    细胞培养和成像

细胞在含有 10% 胎牛血清的 RPMI 1640 培养基

中培养，培养箱温度为 37℃、CO2 浓度为 5%。取对数

生长的细胞用于该实验。为了使细胞均匀的分布于载

玻片上，吸取 Jeko-1 细胞悬液 100 μl（细胞数：1.5×105

个）加入细胞甩片机加样孔内，1 000 r/min 离心 5 min，

使 细 胞 均 匀 分 布 于 载 玻 片。丙酮固定细胞后，向

Jeko-1 细胞所在区域滴加 CD20 抗体 NaYF4 ：Er3+ 纳米

探针悬液和 CD5 抗体 NaYF4 ：Yb3+，Tm3+ 纳米探针悬

液的混合液 300 μl，室温下湿盒内孵育 2 h。在对照

实验中，向 Jeko-1 细胞所在区域滴加 NaYF4 ：Er3+ 纳

米探针悬液和 CD5 抗体 NaYF4 ：Yb3+，Tm3+ 纳米探针

悬液的混合液 300 μl ；向 Jeko-1 细胞所在区域滴加

CD20 抗体 NaYF4 ：Er3+ 纳米探针悬液和 NaYF4 ：Yb3+，

Tm3+ 纳米探针悬液的混合液 300 μl ；向 Jeko-1 细胞

所在区域滴加 NaYF4 ：Er3+ 纳米探针悬液和 NaYF4 ：

Yb3+，Tm3+ 纳米探针悬液的混合液 300 μl，在同样的

条件下进行孵育。孵育结束后用 PBS 充分洗涤 3 次，

彻底去除多余的、没有和细胞结合的纳米探针，使用

配备有 980 nm 近红外激光的尼康 Eclipse Ti-S 倒置荧

光显微镜进行细胞成像。

2    结果

2.1    UCNPs 细胞毒性及上转换性能

为了探究 UCNPs 的细胞毒性，使用台盼蓝对

Jeko-1 细胞染色的方法来确定不同量的 UCNPs 与细

胞培养不同时间后其对细胞生长所产生的影响。设定

UCNPs 探针悬液体积梯度，即 20、40、80 和 160 μl，

在同样的生理条件下分别与 Jeko-1 细胞培养 24、48

和 72 h，然后进行台盼蓝染色、活细胞计数，并计算

细胞活性。由图 1A 可见，随着 UCNPs 探针悬液体积

的增加以及 UCNPs 探针与细胞孵育时间的延长，各组

细胞的细胞活性几乎均处于 90% 以上，并未发生明显

的降低。同时，将台盼蓝溶液与细胞悬液按 1 ∶ 1 的

比例混匀，然后将混合液加入血球计数板内，通过倒

置显微镜直观的观察活细胞的比例。由于已经死亡的

细胞可以被台盼蓝染为深蓝色，见图 1B 可见，可以看

出血球计数板内死细胞数是非常的少，而透亮的活细

胞则占较高比例。此外，为进一步明确 UCNPs 的上转

换性能的高效性，吸取少量偶联有相应抗体的 UCNPs

悬液，通过使用小动物活体成像系统对粒子探针的上

转换发光性能进行检测。由图 2 可见，在未给予近红

外光激发的情况下，UCNPs 并未产生 UCL。然而当近

红外光的激发功率达到 0.7 W 时，UCNPs 探针悬液却

释放出明亮的 UCL。并且通过肉眼观察发现，随着近



· 22 ·

                                                                                                         中国现代医学杂志                                                                                            第 28 卷

			   A							       B

A：Jeko-1 细胞与不等量的 UCNPs 在 37℃、CO2 浓度为 5% 条件下分别培养 24、48 和 72 h 后的细胞活性；B：160 μl UCNPs 悬液与

Jeko-1 细胞培养 72 h 后的活细胞图像

图 1    UCNPs 细胞毒性检测结果

UCNPs 悬液体积

24 h

48 h

72 h

细
胞

活
性

/%

		          A           			                B                   			                 C

A：未给予近红外激光激发；B：近红外激光激发功率为 0.7 W；C：近红外激光激发功率为 1.0 W

图 2    UCNPs 悬液的上转换成像

a：UCNPs 被 H2O2 氧化后的 FT-IR 波谱；b：UCNPs 与 NHS、

EDC 反应后的 FT-IR 波谱；c：UCNPs 与抗体反应后的 FT-IR 波

谱

图 3    UCNPs 的 FT-IR 波谱分析结果
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红外光激发功率的增加（P=1 W），该探针所产生的

UCL 的强度也随之增强。

2.2    UCNPs 的表面氧化及生物功能化

由于最初的 UCNPs 表面被油酸所包覆，因而其

表现为疏水特性。为了使其具有水溶性，使用 H2O2 对

粒子表面油酸配体上的碳碳双键（R-HC=CH-R’）进

行氧化，以此形成带有更多羧基（-COOH）的壬二

酸。为了确定 UCNPs 是否已与单克隆抗体成功偶联，

采用一种间接的检测方法对其进行验证，即使用傅里

叶转换红外光谱仪（FT-IR）对粒子进行波谱分析检

测。见图 3，a、b、c 分别代表仅仅氧化后 UCNPs、

与 NHS、EDC 反 应 的 UCNPs 和 与 单 克 隆 抗 体 反 应

后的 UCNPs 的波谱。可以看出波数在 2 849 cm-1 和

2 926 cm-1 处，a、b、c 所代表的 3 种经过不同处理的

粒子的吸收峰强度逐渐下降。
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2.3    细胞免疫标志和成像

在这项研究中，由于细胞表面的抗原与 UCNPs

上偶联的单克隆抗体之间发生特异性的免疫反应，

Jeko-1 细胞得以被特异性的识别标志。抗体的羧基

基团和纳米粒子表面的氨基基团在 NHS 和 EDC 的辅

助下将发生冷凝反应 [9]，进而 UCNPs 与单克隆抗体

发生共价交联，见图 4。因此根据以上原理，氧化后

的 NaYF4 ：Yb3+，Tm3+ 纳米颗粒与 CD5 抗体发生交联进

而牢固连接形成 CD5 抗体 -UCNPs 轭合物，同样 CD20

抗体通过该方法与 NaYF4 ：Er3+ 纳米粒子共价结合形成

CD20 抗体 -UCNPs 轭合物。基于 Jeko-1 细胞表面表

达大量 CD20 和 CD5 抗原，以及细胞表面的抗原与纳

米颗粒上的抗体之间发生的特异性免疫反应，Jeko-1

细胞能够被 NaYF4 ：Yb3+，Tm3+ UCNPs 和 NaYF4 ：Er3+ 

UCNPs 特异性标志。

为了通过细胞实验来证实功能化后的 UCNPs 可

以 对 Jeko-1 细 胞 进 行 免 疫 标 志， 将 Jeko-1 细 胞 与

UCNPs-CD20 抗体轭合物和 UCNPs-CD5 抗体轭合物

的混合液室温孵育 2 h，再使用 PBS 对细胞充分清洗

以除去未与细胞结合的残存粒子。然后使用配备有

980 nm 近红外激光的共聚焦显微镜对细胞进行上转换

成像，激发功率为 1.5 W，曝光时间为 2 s。由图 5 可见，

将明场像和暗场像进行重叠，细胞的形状和位置并未

发生任何改变。在 ×20 物镜下发现该细胞表面释放

明亮的蓝、绿双色 UCL，且释放双色荧光的 UCNPs 在

细胞表面分布的部分区域并未发生重叠，同时在细胞

图 4    细胞的免疫标志

		                D                  			                E                  		   	           F

A：明场像；B：绿光通道暗场像；C：蓝光通道暗场像；D：A 与 B 的重叠像；E：A 与 C 的重叠像；F：D 与 E 的重叠像

图 5    Jeko-1 细胞与 NaYF4：Er3+-CD20 抗体和 NaYF4：Yb3+，Tm3+-CD5 抗体共同孵育后上转换荧光图像  （20 μm）

		               A                 		    	             B                  		   	          C

表面功能化的 NaYF4 ：Yb3+，Tm3+

Antibody

Antigen
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	              A 				    B			          C			            D

A：明场像；B：绿光通道暗场像；C：蓝光通道暗场像；D：A、B 和 C 的重叠像

图 6    Jeko-1 细胞与 NaYF4：Er3+ 和 NaYF4：Yb3+，Tm3+-CD5 抗体共同孵育后上转换成像

	              A 				    B			          C			            D

A：明场像；B：绿光通道暗场像；C：蓝光通道暗场像；D：A、B 和 C 的重叠像

图 7    Jeko-1 细胞与 NaYF4：Er3+-CD20 抗体和 NaYF4：Yb3+，Tm3+ 共同孵育后上转换成像

	              A 				    B			          C			            D

A：明场像；B：绿光通道暗场像；C：蓝光通道暗场像；D：A、B 和 C 的重叠像

图 8    Jeko-1 细胞与 NaYF4：Er3+ 和 NaYF4：Yb3+，Tm3+ 共同孵育后上转换成像    （20μm）

3    讨论

UCNPs 在一定量的范围内无毒性，对细胞的生

长并未产生抑制作用，同时也不会导致细胞死亡。该

粒子具有强大的上转换性能，即使激光的功率非常

低依然能够高效的将低能量的近红外光转变为高能

量的可见光，在将来极有可能成为一种非常理想的

生物探针应用于生物医学成像。通过 FT-IR 波谱分

析，在波数 2 849 cm-1 和 2 926 cm-1 处 a、b、c 波谱

外区域也未见残存的发光粒子，这意味着 UCNPs 的确

仅仅分布于细胞上。

进一步验证是否细胞与 UCNPs 之间的连接是基于

抗原 / 抗体介导的特异性免疫反应。在同样的孵育条件

下，将 Jeko-1 细胞与 NaYF4 ：Er3+ 纳米探针悬液和 CD5

抗体 NaYF4 ：Yb3+，Tm3+ 纳米探针悬液的混合液共同孵

育。在 UCNPs 未与 CD20 抗体偶联的情况下与 Jeko-1

细胞共同孵育后，细胞表面仅可见 NaYF4 ：Yb3+，Tm3+

释放明亮的蓝色 UCL，而未见 NaYF4 ：Er3+ 所释放的绿

色荧光（见图 6）。此外，将 Jeko-1 细胞与 CD20 抗体

NaYF4 ：Er3+ 纳米探针悬液和 NaYF4 ：Yb3+，Tm3+ 纳米

探针悬液的混合液共同孵育，一定时间后进行 UCL 成

像。UCNPs 在未与 CD5 抗体偶联的情况下与 Jeko-1 细

胞共同孵育后，细胞表面仅可见 NaYF4 ：Er3+ 释放的明

亮的绿色 UCL，而未见 NaYF4 ：Yb3+，Tm3+ 释放的蓝色

UCL（见图 7）。最后将 Jeko-1 细胞与未偶联任何抗体

的 NaYF4 ：Er3+ 纳米探针悬液和 NaYF4 ∶ Yb3+，Tm3+ 纳

米探针悬液的混合液共同孵育，然后进行上转换成像。

由于 UCNPs 悬液中未添加任何抗体，Jeko-1 细胞表面

并未释放出蓝、绿双色 UCL（见图 8）。
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显示 UCNPs 的吸收峰强度逐渐降低，间接证明氧化后

UCNPs 与 NHS、EDC 成功连接以及与单克隆抗体成

功偶联。双氧水对 UCNPs 表面的氧化处理以及 NHS、

EDC 与 UCNPs 的成功结合为 UCNPs 与单克隆抗体的

成功偶联奠定基础，最终 UCNPs 与单克隆抗体共价结

合，具有靶向性的 UCNPs 得以被成功制备。在 UCNPs

偶联有 CD20 和 CD5 单克隆抗体的情况下，UCNPs 与

Jeko-1 细胞孵育一定时间后进行上转换成像，细胞表

面释放出明亮的双色 UCL，这说明细胞表面已标记有

大量的上转换纳米粒子，CD5 抗体 -UCNPs 轭合物和

CD20 抗体 -UCNPs 轭合物能够和 Jeko-1 细胞表面相

结合。而 UCNPs 未与某种抗体偶联直接与 Jeko-1 细

胞孵育，细胞表面则并未释放出相应的 UCL，这意味

着细胞与 UCNPs 的成功结合与 UCNPs 是否与相应的

抗体成功偶联有着必然的联系，细胞之所以被 UCNPs

所标记是由于细胞表面的抗原和 UCNPs 上已偶联的

抗体之间发生的特异性免疫反应所致，偶联有相应抗

体的 UCNPs 能够对 MCL 细胞株进行靶向标记。

目前，用于淋巴瘤细胞株靶向成像的方式主要有

细胞免疫荧光技术、量子点靶向标志技术、纳米粒子

靶向标志技术、放射免疫示踪法等。细胞免疫荧光技

术是最为常用且较为成熟的一种细胞靶向标志技术，

同样是根据抗原 / 抗体之间的特异性免疫反应，细胞

被特定的荧光素所标志。然而，由于荧光素具有较高

的光漂白性 [10]，易发生荧光淬灭，因此该技术对实验

条件要求较为苛刻，自加荧光二抗起所有的步骤必须

在避光、黑暗的环境中进行，实验结束后需尽快在荧

光显微镜下观察，以防荧光淬灭影响观察效果。量子

点虽然已经成功的克服以上缺点，但是其固有毒性和

化学不稳定性却引起人们的广泛关注 [11]。放射免疫示

踪法也已被研究应用于细胞的靶向标志，其具有检测

敏感性高、特异性强、简便易行等优点 [12]，然而该方

法所使用的标志物为同位素示踪物，该示踪物具有一

定的放射性，长时间接触会对实验人员的身体健康造

成一定的辐射损伤 [13]。

而 UCNPs 则具有独特的光学性能，其检测敏感

性高且不具有光漂白性 [14]，同时细胞对 980 nm 近红

外光的吸收非常低，将导致来自细胞的自体荧光强度

较低，进而增加了图像信噪比，极大地改善了图像的

质量 [15]。基于以上优点，在医学基础研究和临床应用

方面，UCNPs 有潜力替代传统的荧光探针应用于生物

分子标志、细胞靶向成像和动物活体成像 [16-17]。最近，

有研究人员 [9，18-19] 已报道，上转换纳米探针在体内和

体外生物成像中的应用进展。在以上的生物成像研究

中，经常选择宫颈癌细胞、卵巢癌细胞、结直肠癌细胞、

人口腔表皮样癌细胞等贴壁细胞作为靶细胞进行实验

且均取得理想的实验结果。证实在生物成像应用中，

基于上转换纳米材料的荧光探针可以被应用于肿瘤细

胞的靶向生物标志。然而关于 MCL 细胞株甚至其他

悬浮细胞的相关报道却并未多见。UCNPs 在 MCL 细

胞靶向成像中的应用，为其将来应用于小鼠体内以及

临床病人体内 MCL 病灶的靶向检测奠定基础。同时，

CD20 单克隆抗体又被称之为美罗华，是一种高效的

临床化疗药物用于治疗 B 细胞来源的淋巴瘤 [20]。因此，

UCNPs 与 CD20 抗体的结合不仅仅有助于 MCL 的靶

向检测，同时对肿瘤病灶也起到精准治疗的效果，减

少对正常细胞、组织造成不必要的损伤。受此启发，

UCNPs 还具有巨大的潜力应用于其他恶性肿瘤的早期

检测、靶向定位和精准治疗，对未来医学事业的发展

具有重要的指导意义。

综上所述，本研究发明一种新颖的上转换纳米

粒子的氧化方法，仅仅使用双氧水对粒子表面进行氧

化。与勒米厄—冯鲁德洛夫试剂相比，该氧化方法步

骤更加简便、耗时更少。且该方法并未对纳米粒子的

形态大小、结构、组成、上转换发光性能产生不利

的影响。通过体外实验，在 MCL 细胞表面看到强烈、

明亮的上转换荧光信号。同时在 980 nm 近红外光的

激发下，并未看到肿瘤细胞产生的自体荧光。表面

修饰功能化后的 UCNPs 在 NHS、EDC 的作用下与抗

CD20/CD5 抗体结合形成 UCNPs-CD20/CD5 抗体耦合

物。UCNPs-CD20/CD5 抗体耦合物作为一种高效的荧

光标志物应用于 Jeko-1 细胞的免疫标志和成像。通

过对照实验，本研究发现，UCNPs-CD20/CD5 抗体耦

合物具有靶向性，能够对 MCL 细胞进行特异性标志，

为以后活体内 MCL 病灶的靶向检测奠定基础，同时

也为以后对其他恶性肿瘤的早期诊断、靶向定位、精

准治疗提供理论基础和实验依据。
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