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比率荧光纳米水凝胶的制备以及在 ｐＨ探测中的应用
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摘要：基于再沉淀方法制备了一种具有比率荧光发射的纳米水凝胶，适用于检测生理范围的ｐＨ值。通过在
聚氨酯水凝胶中引入ｐＨ值指示剂以及具有共振能量传递关系的荧光染料分子，赋予原本非 ｐＨ响应和非荧
光型的水凝胶以ｐＨ探测能力。随着ｐＨ值由酸性渐变为碱性，纳米水凝胶的绿色荧光强度逐渐增强，而红色
荧光逐渐减弱。所制备的纳米水凝胶由于具有灵敏度高、亲水性好、稳定性好、响应快以及ｐＨ值检测范围恰
好涵盖了生理ｐＨ值范围（ｐＨ值６～８）等优点，因此在细胞内ｐＨ值探测领域具有广阔应用前景。
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１　引　　言
ｐＨ值检测在生物、医学等许多领域都占有十

分重要的地位。在用于 ｐＨ值检测的多种材料
中，水凝胶由于具有很高的稳定性、生物亲和性以

及受激反应性（体积随外部刺激发生变化）而备

受关注。水凝胶是一种在水相中迅速膨胀的凝胶

体，主要由亲水性的有机聚合物通过共价或者非

共价作用交叉连接而成［１，２］。目前多种纳米水凝

胶已经被研制，并用于探测各种分析物。但是，由

于目前的纳米水凝胶的探测机制多是基于体积变

化，因此必须集成或依附于微型装置上以适应光

学［３，４］或者电学方法测量［５］，结果只能于宏观领

域中进行探测。最近，有研究报道了通过改变纳

米凝胶体积与荧光强度的关系而制备了荧光纳米

凝胶［６，７］，并利用此种纳米凝胶实现了细胞水平

上的探测［８］。我们知道，单一荧光强度的探测灵

敏性会因为探针的分布、浓度以及光电子系统的

随机漂移而受到消弱。基于荧光寿命的测量方法

虽然可以避开上述缺点，但对于较短的衰减寿命

（如纳秒量级），则对探测仪器的复杂性大大增

加，这为实际应用带来了不便。荧光比率测量技

术通过单一波长激发同时产生两个信号，然后根

据两个信号的比率来探测待分析物。这种内在校

正特点使得荧光比率测量技术的实际应用更稳

定、更方便。在本文中，我们制备了新型荧光纳米

水凝胶，以应用于生理范围的 ｐＨ探测。这种纳
米水凝胶由非响应性的聚合物组成制备，其 ｐＨ
敏感性只是来源于凝胶中所装载的有机分子。这

种纳米水溶胶具有恒定体积，在生物活体探测时

不会因扰乱细胞活动而产生人造信号。

２　实　　验
聚亚安脂水凝胶（ＰＵ）购自美国 Ｃａｒｄｉｏｔｅｃｈ

公司，溴百里酚兰（ＢＴＢ）、香豆素６（Ｃ６）和尼罗红
（ＮＲ）购自ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司。

称取一定质量的ＰＵ，在磁力搅拌条件下将其
溶解到Ｖ（Ｃ２Ｈ５ＯＨ）∶Ｖ（Ｈ２Ｏ）＝９∶１的混合溶液

中，配制成浓度为５００×１０－６的溶液。然后将 ｐＨ
探针分子 ＢＴＢ，０．５ｍｇ，Ｃ６，０．５ｍｇ和 ＮＲ，０．０５
ｍｇ共溶于２０ｇ上面所制备的ＰＵ溶液中，使ＰＵ、
ＢＴＢ、Ｃ６和ＮＲ在混合溶液中达到１∶０．０５∶０．０５∶
０．００５的比例 （质量比）。上述混合液在搅拌１ｈ
之后，在二次蒸馏水中进行透析２４ｈ，期间每隔４
ｈ换水一次。最后得到的水凝胶的悬浊液通过一
个孔径为０．２μｍ过滤膜进行过滤，以除掉较大
的团聚物。

吸收光谱和荧光光谱分别在 Ｌａｍｂｄａ１４ｐ
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ＵＶｖｉｓ分光光度计（美国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司）和
ＡｍｉｎｃｏＡＢ２型荧光分光光度计（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公
司）上测量。透射电镜和动态光散射分别在

ＬＥＯ９１２ＡＢ型电镜（德国 Ｚｅｉｓｓ公司）和 Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ
３０００（德国 Ｍａｌｖｅｒｎ公司）仪器上进行。纳米水
凝胶ｐＨ荧光响应性的理论推导：

ＢＴＢ的离解平衡式可以表示为
幑幐ＨＡ Ｈ＋＋Ａ－，

由上面的平衡式可相应得到如下表达式：

Ｋａ ＝
［Ｈ＋］［Ａ－］
［ＨＡ］ ， （１）

这里Ｋａ为ＢＴＢ的解离常数，［ＨＡ］和［Ａ
－］分别

为达到平衡时酸性和碱性 ＢＴＢ的浓度，［Ｈ＋］是
溶液中的Ｈ＋浓度。假定纳米水凝胶中荧光分子
的荧光强度服从ＢｅｅｒＬａｍｂｅｒｔ定律

Ｉ＝Ｉ０１０
－εｌｃ，

这里Ｉ０为凝胶中ＢＴＢ分子不存在时的荧光强度，
ｌ为纳米凝胶的半径，ε和 ｃ分别是酸性（或碱
性）ＢＴＢ分子的摩尔吸收率和浓度。这样纳米水
凝胶的荧光强度比率ＮＲ（６２０ｎｍ）／Ｃ６（５００ｎｍ）
可以写为

ＩＮＲ
ＩＣ６
＝
Ｉ０ＮＲ１０

－εＡ－ｌｃＡ－

Ｉ０Ｃ６１０
－εＨＡｌｃＨＡ

＝
Ｉ０Ｎｒ
Ｉ０Ｃ６
１０ｌ（ＣＨＡ＋ＣＡ－）

εＨＡ
１＋ＣＡ－／ＣＨＡ

－
εＡ－

１＋ＣＨＡ／ＣＡ
( )－，

通过设定

ｋ１ ＝Ｉ０ＮＲ／Ｉ０Ｃ６，ｋ２ ＝ｌεＨＡ（ｃＨＡ＋ｃＡ－），

ｋ３ ＝ｌεＡ－（ｃＨＡ＋ｃＡ－），
ｃＡ－／ｃＨＡ ＝Ｋａ／１０

－ｐＨ，ｃＨＡ／ｃＡ－ ＝１０
－ｐＨ／Ｋａ，

上述表达式可以简化如下式

ＩＮＲ
ＩＣ６
＝ｋ１１０

ｋ２
１＋Ｋａ／１０

－ｐＨ－
ｋ３

１＋１０－ｐＨ／Ｋ( )
ａ， （２）

３　结果与讨论
荧光纳米水凝胶是通过一种改进的再沉淀方

法制备得到［９］。在 Ｖ（Ｃ２Ｈ５ＯＨ）∶Ｖ（Ｈ２Ｏ）＝９∶１
的混合溶液中，ＰＵ、ＢＴＢ、Ｃ６以及 ＮＲ是以自由分
子的状态存在。在透析过程中，随着乙醇分子逐

渐渗出透析膜，有机分子周围局域环境的极性逐

渐增强。在疏水作用下，ＰＵ聚合物的长链会发生
交叉连接和坍塌而形成一种三维稳定的纳米结

构［１０，１１］。同时，ＢＴＢ、Ｃ６和ＮＲ这些疏水性分子也
被固定于纳米颗粒内部。水凝胶中有机分子的掺

杂比例是考虑以下两方面因素，根据经验优化而

得到：（１）掺杂量不宜过多而损害了聚合物长链
的交叉连接和坍塌，以至于影响纳米水凝胶的形

成；（２）ＢＴＢ、Ｃ６和 ＮＲ三者间的比例以产生适宜
的发射强度比为最佳。图１是荧光纳米水凝胶中
相应成分的化学结构式。在荧光纳米水凝胶中，

具有非刺激响应性的 ＰＵ被用作基质，ｐＨ探针分
子ＢＴＢ、荧光分子Ｃ６和ＮＲ随机分散于纳米水凝
胶中。
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图１　构成纳米水凝胶各成分的化学结构式
Ｆｉｇ．１　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓｉｎｎａｎｏｇｅｌ

　　首先利用透射电镜对失水状态下的纳米水凝
胶进行了表征，如图２所示。从图中可以清晰看
出，它们多为较规则的球形结构，直径在２０～３０
ｎｍ之间。由于水凝胶具有高度亲水性，纳米水凝
胶在水溶液流体动力学尺寸远远大于其干燥状态

下的粒径。根据动态光散射分析，水溶液中的纳

米水凝胶直径在１３０～１４０ｎｍ之间［图３（ａ）］。
这些纳米水凝胶在水相中相当稳定，样品在保存

一个月之后其尺寸基本不发生改变［图３（ｂ）］。
荧光纳米水凝胶的ｐＨ探测能力源于以下两

个特点。第一，ｐＨ探针分子 ＢＴＢ的吸收光谱与
荧光分子Ｃ６和ＮＲ的发射光谱均有交叠，如图４
所示。从图中可以看出，ＢＴＢ的吸收光谱随 ｐＨ
的变化而变化。在酸性条件下（ｐＨ＜７），ＢＴＢ的
吸收峰与 Ｃ６的发射峰有交叠；而在碱性环境下
（ｐＨ＞７），其吸收峰值又与ＮＲ的发射峰交叠。第
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图２　荧光纳米水凝胶在失水状态下的透射电镜照片
Ｆｉｇ．２　ＴＥＭｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｏｆｔｈｅｄｒｉｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｎａｎｏｇｅｌ
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图３　新制备样品（ａ）和搁置一个月（ｂ）的纳米水凝胶在
水溶液中的粒径分布（室温下测量）

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｈｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃｓｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｆｒｅｓｈｐｒｅｐａｒｅｄ
（ａ）ａｎｄｓｔａｌｅ（ｂ）ｎａｎｏｇｅｌ

二，在荧光分子Ｃ６与ＮＲ之间可以发生有效的共
振能量传递（ＦＲＥＴ）。由图４可以看到，Ｃ６的发
射峰与 ＮＲ的吸收峰存在很好的交叠。在溶液
时，二者由于处于自由状态，达不到临界距离

（＜１０ｎｍ）而不会发生 ＦＲＥＴ。但在纳米水溶胶
中，大量Ｃ６和ＮＲ分子被固定于颗粒中。因为纳
米水凝胶的直径在１４０ｎｍ左右，这足以保证大部
分 Ｃ６和 ＮＲ可满足临界距离的条件而发生
ＦＲＥＴ。下面依据图４来具体阐述荧光水凝胶的
ｐＨ探测机理。纳米水凝胶的 ｐＨ敏感性由其中
的ＢＴＢ分子赋予。在４５０ｎｍ光激发下，纳米水

凝胶中的荧光分子Ｃ６发出绿色荧光（峰值在５２０
ｎｍ），其中的一部分能量通过ＦＲＥＴ传递给ＮＲ分
子发出６２０ｎｍ红光。在酸性条件下（ｐＨ＜６），纳
米水凝胶中Ｃ６未进行能量传递的绿色荧光大部
分被ＢＴＢ吸收，而ＮＲ的红色荧光得以保留，从而
主要发出红色荧光。在碱性条件下（ｐＨ＞８），水
凝胶中ＮＲ的大部分红色荧光被ＢＴＢ吸收，而Ｃ６
的绿色荧光得以保留，这时纳米水凝胶主要发出

绿色荧光。

!"#

$%!

! & '(

)
*
+
(
,
-
.
/
0
1

.
'
2
0
'
3
.
2
4

5"!

!"6

!"$

!"%

!

76

)8

9:;

9:<

=:;

>;! $?! ;6! 6>! <!! <<!

图４　ＢＴＢ在不同ｐＨ值（ｐＨ５、７和９）水溶液中的吸收光
谱（灰色阴影所示），以及 Ｃ６和 ＮＲ在乙醇溶液中
各自的吸收（虚线）和发射（实线）光谱。

Ｆｉｇ．４　（ａ）ｐＨｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｏｆＢｒｏｍｏｔｈｙｍｏｌＢｌｕｅ
（ＢＴＢ）ｉｎａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆｐＨ５．０，７．０，ａｎｄ
９．０（ｇｒｅｙ），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄａｂｓｏｒｐｔｉｏｎａｎｄｅｍｉｓ
ｓｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｃｏｕｍａｒｉｎ６（Ｃ６）ａｎｄＮｉｌｅＲｅｄ
（ＮＲ）ｉｎｅｔｈａｎｏｌ．

图５（ａ）是纳米水凝胶在不同ｐＨ值下的荧光
发射光谱，其中５００ｎｍ和６２０ｎｍ的发射峰可分
别归属到Ｃ６和 ＮＲ荧光分子。从图中可清晰看
出，纳米水凝胶的双重发射强度随 ｐＨ值的变化
呈现出不同的趋势。随着 ｐＨ值的增加，Ｃ６的荧
光强度逐渐增强，而 ＮＲ的荧光却逐渐减弱。荧
光纳米水凝胶所展现出的这种 ｐＨ依赖特性与设
计思想完全一致。这样通过测量不同 ｐＨ值纳米
水凝胶的双重发射强度，即可建立荧光强度比率

与ｐＨ值的关系。图５（ｂ）是纳米水凝胶 ＮＲ和
Ｃ６的发射强度比率（ＩＦ（６２０）／ＩＦ（５００））与 ｐＨ值的关
系。在ｐＨ值５～９范围内，纳米水凝胶的荧光比
率变化接近９倍（由３．５减小到０．４）。考虑到荧
光分子的发射与ＢＴＢ吸收光谱的重叠，可以假设
ＩＦ（６２０）和ＩＦ（５００）分别依赖于酸性 ＢＴＢ和碱性 ＢＴＢ
的浓度，从而得到纳米水凝胶荧光比率与 ｐＨ值
的理论表达式（实验部分方程２）。通过与实验数
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图５　（ａ）４５０ｎｍ激发下，荧光纳米水凝胶在不同 ｐＨ值（４．９２，５．２９，５．９１，６．２４，６．４７，６．６４，６．８１，６．９８，７．３８，
７．７３，８．０４，８．３４，８．６７，９．１８）下的荧光发射光谱；（ｂ）比率荧光纳米水凝胶的ｐＨ校正曲线。实验数据由６２０ｎｍ
和５００ｎｍ处的荧光强度比计算得到，拟合曲线通过方程２得到。

Ｆｉｇ．５　（ａ）ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｈｅｒａｔｉｏｍｅｔｒｉｃｐＨｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎａｎｏｇｅｌｓａｔ４５０ｎｍｅｘｃｉｔａｔｉｏｎａｔｐＨｖａｌｕｅｓｏｆ４．９２，５．２９，
５．９１，６．２４，６．４７，６．６４，６．８１，６．９８，７．３８，７．７３，８．０４，８．３４，８．６７，ａｎｄ９．１８，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；（ｂ）ｐＨｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ
ｐｌｏｔｏｆｔｈｅｒａｔｉｏｍｅｔｒｉｃｎａｎｏｇｅｌｓ．Ｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄａｔａｗｅｒｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｒａｔｉｏｏｆｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓａｔ６２０
ｎｍａｎｄ５００ｎｍ．ＴｈｅｌｉｎｅｉｓａｆｉｔｏｆｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎｇｉｖｅｎｉｎＥｑ．２．

据的拟合，得到纳米水凝胶中ＢＴＢ的ｐＫａ为７．６４。
显然，所制备的荧光纳米水凝胶非常适宜探测人

体的生理范围的 ｐＨ值。另外，由于具有小尺寸
和高度的亲水性，纳米水凝胶的 ｐＨ响应时间为
数秒钟。

４　结　　论
提出了一种用于ｐＨ值传感的比率荧光纳米

水凝胶，该纳米水凝胶是用一种改进的再沉淀法

制备得到的。随着 ｐＨ值指示剂以及 ＦＲＥＴ关联
的荧光染料分子的引入，原本非 ｐＨ响应和非荧
光型的聚氨酯水凝胶被赋予了依赖于 ｐＨ值的比
例型荧光。该方法也可以应用于构造其他的比率

荧光纳米水凝胶以取代以往的染料。由于具有灵

敏度高、亲水性好、稳定性好、响应速度快，且 ｐＨ
值检测范围涵盖了生理 ｐＨ值范围（ｐＨ值６～８）
等优点，该荧光纳米水凝胶有望在细胞内 ｐＨ检
测方面得到应用。
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