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一种基于异硫氰酸荧光素的 ｐＨ 纳米传感器制备
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摘要: 无创且实时检测微观环境的 ｐＨ 变化在医疗等领域具有重要的研究价值ꎬ本文通过灵活简单的共沉淀

方法制备了一种基于 ｐＨ 敏感分子异硫氰酸荧光素(ＦＩＴＣ)的荧光 ｐＨ 纳米传感器ꎬＦＩＴＣ 的荧光强度随 ｐＨ 值

增加发生明显变化ꎬ当 ｐＨ 值从 ３ 变至 ９ 时ꎬ荧光强度增大约 ３８ 倍ꎬ基于 ＦＩＴＣ 荧光强度变化可实现对 ｐＨ 的

灵敏检测ꎬｐＫａ 值为 ６. ０７ꎮ 该荧光 ｐＨ 纳米传感器具有小粒径、高灵敏度、良好的可逆性和生物相容性ꎬ在细

胞等微环境 ｐＨ 检测方面将具有良好的应用前景ꎮ
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１　 引　 　 言

氢离子对生物体的生命活动起着重要的调控

作用ꎬ一些生命现象的发生常伴随着氢离子浓度

的变化ꎬ因此在细胞水平等微环境中实时检测 ｐＨ
变化具有重要的意义[１￣２]ꎮ 传统的宏观 ｐＨ 电化

学和光纤传感器无法精确监测细胞等微环境的

ｐＨ 变化ꎬ发展分子结构或纳米量级的 ｐＨ 传感器

可有效实现微环境检测[３￣５]ꎮ 在常用的 ｐＨ 检测

方法中ꎬ基于荧光信号变化的检测方法具有高的

灵敏度、良好的选择性和非侵入性等优点ꎬ受到研

究者的广泛关注[６￣８]ꎮ 异硫氰酸荧光素(ＦＩＴＣ)是
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一种常见的 ｐＨ 敏感荧光染料分子ꎬ对 ｐＨ 值的变

化能够迅速响应ꎬ且具有高的灵敏度[９￣１１]ꎮ 但是

荧光分子探针存在光漂白及细胞毒副作用等缺

陷ꎬ影响检测结果的准确性ꎮ 相比于单个荧光染

料分子ꎬ通过纳米颗粒负载荧光染料可提高探针

的稳定性和发光强度[１２￣１４]ꎮ 在荧光生物分析中ꎬ
荧光纳米颗粒正逐渐代替荧光探针分子ꎬ在生物

标记、成像示踪和传感检测中发挥着重要的

作用[１５￣１７]ꎮ
本文利用共沉淀法制备了封装 ｐＨ 敏感染料

ＦＩＴＣ 的纳米颗粒(ＦＩＴＣ￣ＮＰｓ)ꎬ在纳米颗粒中ꎬ选
择聚苯乙烯 ( ＰＳ) 和十二烷基三甲氧基硅烷

(ＤＴＳ)为基质材料ꎬＦＩＴＣ 被封装于颗粒内部ꎬ颗
粒外表面则包覆多聚赖氨酸壳层(ＰＬＬ)ꎮ 异硫氰

酸荧光素的荧光强度随 ｐＨ 增加而逐渐增强ꎬ基
于纳米传感器的荧光信号变化能够快速地对 ｐＨ
值的变化作出响应ꎬ多聚赖氨酸的表面修饰可提

高纳米传感器的生物相容性和细胞吞噬效率ꎬ将
促进纳米传感器在细胞内 ｐＨ 值检测方面的

应用ꎮ

２　 实　 　 验

２. １　 试剂与仪器

试剂:异硫氰酸荧光素(ＦＩＴＣ)、多聚赖氨酸

(ＰＬＬ)和聚苯乙烯(ＰＳ)购自 Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈꎬ十二

烷基三甲氧基硅烷(ＤＴＳ)购于玛雅试剂ꎬ四氢呋

喃(ＴＨＦ)购自国药集团化学试剂有限公司ꎬ实验

过程中均使用去离子水ꎮ
荧光 ｐＨ 纳米传感器的激发和发射光谱由日

立公司生产的 Ｆ￣４６００ 荧光分光光度计测得ꎻ纳米

颗粒的形貌由日立 ＪＥＭ １４００ＥＸ 透射电子显微镜

进行表征ꎻ利用马尔文 Ｎａｎｏ ＺＳ９０ 粒度仪分析纳

米颗粒的动态光散射粒径(ＤＬＳ)ꎻ利用日本分光

株式会社 Ｖ￣５５０ 分光光度计测试紫外￣可见吸收

光谱ꎻ通过日本尼康公司生产的 Ａ１Ｒｓｉ 共聚焦激

光扫描显微镜进行细胞荧光成像ꎮ
２. ２　 样品的制备方法与步骤

荧光 ｐＨ 纳米传感器采用共沉淀法进行制

备ꎮ 首先ꎬ配置 ＦＩＴＣ(２ × １０ － ４)、ＰＳ(２ × １０ － ３)和
ＤＴＳ(２ × １０ － ３)的四氢呋喃(ＴＨＦ)溶液ꎬ待其溶解

后ꎬ按照质量比为 １０∶ ４５∶ ４５ 进行混合ꎬ通过添加

ＴＨＦ 使最终样品浓度为 ５ × １０ － ４ꎻ然后ꎬ在超声振

荡的条件下ꎬ将混合溶液注入到含有 ０. ０２ ｍｇ / ｍＬ

ＰＬＬ 的去离子水溶液(ｐＨ ＝ ９)中ꎬ随后避光静置

２ ｈ后ꎬ再于去离子水中透析 １２ ｈ 以去除有机溶

剂ꎬ即可得到荧光 ｐＨ 纳米传感颗粒ꎮ

３　 结果与讨论

３. １　 荧光 ｐＨ 纳米传感器的制备与表征

利用 共 沉 淀 法 制 备 荧 光 ｐＨ 纳 米 传 感

器[１８￣１９]ꎮ 将异硫氰酸荧光素(ＦＩＴＣ)、十二烷基三

甲氧基硅烷(ＤＴＳ)和聚苯乙烯(ＰＳ)的混合溶液

在超声环境中注入到含有多聚赖氨酸(ＰＬＬ)的水

溶液中ꎬ疏水性物质缩聚形成纳米颗粒ꎮ 纳米颗

粒的结构如图 １( ａ)所示ꎬＦＩＴＣ 随机分散于纳米

颗粒核心部位ꎬ硅氧烷水解缩聚在纳米颗粒表面

形成二氧化硅壳层ꎬ吸附带正电的多聚赖氨酸分

子形成 ＰＬＬ 包覆的纳米颗粒(ＦＩＴＣ￣ＮＰｓ)ꎮ 纳米

颗粒的形貌通过透射电子显微镜(ＴＥＭ)进行表

征ꎬ如图 １(ｂ)所示ꎬ颗粒呈球状ꎬ具有良好的分散

性ꎮ 通过分析该纳米颗粒溶液的动态光散射粒径

分布(图 １(ｃ))ꎬ发现纳米颗粒的水合粒径平均

值在 １５０ ｎｍ 左右ꎮ 为了分析荧光 ｐＨ 纳米传感

器的发光特性ꎬ我们对其进行吸收和发射光谱表

征ꎮ 从图 ２ 中可以看出ꎬＦＩＴＣ 的吸收峰在 ４９５ ｎｍ
左右ꎬ发射峰位于 ５２０ ｎｍ 左右ꎬ对于 ＦＩＴＣ￣ＮＰｓꎬ
其在 ４８０ ｎｍ 光激发下产生位于 ５２０ ｎｍ 处对应于

ＦＩＴＣ 的发射峰(图 ３(ａ))ꎬ证明 ＦＩＴＣ 成功掺杂于

纳米颗粒中ꎬ形成荧光 ｐＨ 纳米传感器ꎮ
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图 １　 (ａ)ｐＨ 纳米传感器的结构示意图ꎻ(ｂ)纳米传感器

的 ＴＥＭ 图像ꎻ( ｃ)纳米传感器的动态光散射粒径

分布ꎮ
Ｆｉｇ. １ 　 ( ａ) Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＦＩＴＣ￣ＮＰｓ. ( ｂ) ＴＥＭ

ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｐＨ ｎａｎｏｓｅｎｓｏｒｓ. (ｃ)Ｈｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃ ｄｉａｍ￣
ｅｔｅｒ ｏｆ ｎａｎｏｓｅｎｓｏｒｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＤＬＳ.
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图 ２　 ＦＩＴＣ 的吸收和发射光谱

Ｆｉｇ. ２　 Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＦＩＴＣ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｉｎ
ＴＨＦ ａｑｕｅｏｕｓ

３. ２　 纳米传感器的 ｐＨ 响应特性

为了研究纳米传感器的 ｐＨ 响应特性ꎬ我们

分析了不同 ｐＨ 条件下纳米传感器发光强度的变

化ꎮ 如图 ３(ａ)所示ꎬ随着 ｐＨ 值的升高ꎬ纳米传感

器在 ５２０ ｎｍ 处的发射峰强度也逐渐增强ꎬ这是由

于 ＦＩＴＣ 对 ｐＨ 具有高的敏感性ꎮ 为进一步分析

纳米传感器的 ｐＨ 敏感性ꎬ利用 ＦＩＴＣ￣ＮＰｓ 在 ５２０
ｎｍ 处荧光发射强度与不同 ｐＨ 的 Ｓｉｇｍｏｉｄａｌ 拟合
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图 ３　 (ａ)纳米传感器在不同 ｐＨ 环境中的发射光谱ꎻ(ｂ)
荧光强度在不同 ｐＨ 环境中的响应拟合曲线ꎮ

Ｆｉｇ. ３ 　 ( ａ) Ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｎａｎｏｓｅｎｓｏｒｓ ａｔ ｖａｒｉｏｕｓ ｐＨ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ. (ｂ) Ｓｉｇｍｏｉｄａｌ ｆｉｔｔｉｎｇ ｐｌｏｔ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓ￣
ｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ. Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｄａｔａ ｗｅｒｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ
ｆｒｏｍ Ｆｉｇ. ３(ａ).

曲线(图 ３(ｂ))ꎬ计算得到 ｐＫａ 值为 ６. ０７[２０]ꎮ 当

ｐＨ 值由 ３ 增加到 ５ 时ꎬ纳米传感器荧光强度增长

较为缓慢ꎻｐＨ 值由 ５ 上升到 ７ 时ꎬ荧光强度迅速

增加ꎻ而 ｐＨ 值大于 ７ 以后ꎬ荧光强度增长趋于缓

慢ꎮ 当 ｐＨ 从 ３ 变到 ９ 时ꎬ荧光强度增大约 ３８ 倍ꎬ
表明该纳米传感器对 ｐＨ 具有良好的灵敏度ꎮ

荧光 ｐＨ 纳米传感器的光稳定性对检测精确

度具有重要影响ꎬ为分析 ＦＩＴＣ￣ＮＰｓ 的光稳定性ꎬ
本文对比研究 ＦＩＴＣ 溶于 ＴＨＦ 溶液中和掺杂于纳

米颗粒内的光泄漏情况(图 ４)ꎮ 在 ４８０ ｎｍ 光持

续辐照条件下ꎬ通过光谱仪表征纳米颗粒随光照

时间变化的荧光响应ꎮ 在相同辐照条件下ꎬ对比

于四氢呋喃溶液中的 ＦＩＴＣ 发光强度ꎬ纳米颗粒

中 ＦＩＴＣ 的发光强度下降较少ꎬ表明掺杂 ＦＩＴＣ 的

纳米传感器有较好的光稳定性ꎮ
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图 ４　 ＦＩＴＣ 在 ＴＨＦ 溶液中和纳米颗粒中的光稳定性

Ｆｉｇ. ４　 Ｐｈｏｔｏｂｌｅａｃｈｉｎｇ ｏｆ ＦＩＴＣ ｉｎ ＴＨＦ ａｎｄ ＮＰｓ

为了研究荧光 ｐＨ 纳米传感器的可逆性ꎬ将
纳米传感器交替置于 ｐＨ 为 ３ 和 ９ 的环境中ꎬ然
后对其发射光谱变化情况进行表征ꎮ 如图 ５ 所

示ꎬ当缓冲液的 ｐＨ 于 ３ 和 ９ 之间交替变化时ꎬ纳
米传感器的荧光强度可以随着 ｐＨ 值的改变而迅
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图 ５　 纳米传感器荧光强度对 ｐＨ 响应的可逆性

Ｆｉｇ. ５　 Ｒｅｖｅｒｓｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ ｏｆ ｎａｎｏｓｅｎｓｏｒ ｔｏ￣
ｗａｒｄｓ ｐＨ
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速恢复到原有水平ꎮ 实验结果表明该荧光 ｐＨ 纳

米传感器具有良好的可逆性ꎮ
３. ３　 荧光 ｐＨ 纳米传感器的生物相容性

细胞代谢过程受细胞内 ｐＨ 的调控ꎬ细胞内

ｐＨ 的检测可为研究单个细胞的生理和病理过程

提供重要信息ꎬｐＨ 纳米传感器的生物相容性及细

胞吞噬效率是影响细胞内 ｐＨ 检测的重要因素ꎮ
为验证 ＦＩＴＣ￣ＮＰｓ 的生物相容性ꎬ我们通过 ＭＴＴ
毒性检测方法分析了 ＦＩＴＣ￣ＮＰｓ 对细胞存活率的

影响(图 ６)ꎮ 首先在 ９６ 孔板中ꎬ将 ＨｅｐＧ２ 细胞

以每孔 ８ ０００ 个细胞的密度进行接种ꎻ培养 ２４ ｈ
后ꎬ加入不同浓度的 ＦＩＴＣ￣ＮＰｓ 分散液(５ꎬ１０ꎬ１５ꎬ
２０ꎬ２５ ｍｇ / Ｌ)ꎻ孵育 ２４ ｈ 后ꎬ每孔加入 ０. ０２ ｍＬ 的

ＭＴＴ 溶液ꎻ４ ｈ 后清除孔内废液ꎬ每孔加入 ０. １５
ｍＬ ＤＭＳＯꎬ利用酶标仪测定样品在 ４９０ ｎｍ 波长

处的光吸收值ꎬ进而来评估细胞的相对成活数量ꎮ
从图中可以看出ꎬ未吞噬纳米颗粒的 ＨｅｐＧ２ 细胞

的存活率为 １００％ ꎬ当纳米颗粒的浓度从 ５ ｍｇ / Ｌ
逐渐增加至 ２０ ｍｇ / Ｌ 时ꎬ均未对细胞活性产生明

显抑制作用ꎬ实验结果表明荧光 ｐＨ 纳米传感器

具有良好的生物相容性ꎮ
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图 ６　 利用 ＭＴＴ 法检测 ＦＩＴＣ￣ＮＰｓ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞的毒性

Ｆｉｇ. ６　 Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｌｏａｄｅｄ ｗｉｔｈ ＦＩＴＣ￣ＮＰｓ ａｔ ｖａ￣
ｒｉｏｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＭＴＴ ａｓｓａｙ

细胞对纳米传感器的吞噬效率是细胞内 ｐＨ
检测的关键ꎬ通过共聚焦显微镜成像观察 ＦＩＴＣ￣
ＮＰｓ 在 ＨｅｐＧ２ 细胞中的分布情况ꎮ 首先将 ＨｅｐＧ２

细胞接种于共聚焦培养皿中孵育过夜ꎬ加入含有

ＦＩＴＣ￣ＮＰｓ(２０ ｍｇ / Ｌ)的培养液培养 ２４ ｈꎻ然后进

行激光共聚焦荧光成像ꎬ激发波长选择 ４８８ ｎｍꎬ
发射光收集波段选择 ５２０ ~ ５８０ ｎｍꎮ 如图 ７ 所

示ꎬＨｅｐＧ２ 细胞中可以检测到 ＦＩＴＣ￣ＮＰｓ 的绿色荧

光信号ꎬ纳米颗粒主要分布于细胞质中ꎬ并未进入

细胞核内ꎻ纳米颗粒的吞噬过程主要是基于细胞

的内吞作用ꎬ位于细胞质中的纳米颗粒发光分布

不均匀ꎬ可能是因为颗粒产生积聚ꎮ 共聚焦成像

结果表明荧光 ｐＨ 纳米传感器具有良好的生物相

容性ꎬ能够被细胞有效吞噬ꎬ有利于细胞内 ｐＨ 的

检测应用ꎮ

50 滋m 50 滋m 50 滋m

（a） （b） （c）

图 ７　 负载 ＦＩＴＣ￣ＮＰｓ 的 ＨｅｐＧ２ 细胞的明场成像(ａ)、共聚

焦成像(ｂ)和叠加图(ｃ)ꎮ
Ｆｉｇ. ７　 ＤＩＣ(ａ)ꎬ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｅｓ(ｂ) ａｎｄ ｏｖｅｒ￣

ｌａｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｅ ( ｃ) ｏｆ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｌｏａｄｅｄ
ｗｉｔｈ ＦＩＴＣ￣ＮＰｓ.

４　 结　 　 论

本文利用共沉淀法制备了一种新型的荧光

ｐＨ 纳米传感器ꎮ 该纳米传感器采用异硫氰酸荧

光素作为 ｐＨ 敏感染料分子ꎬ异硫氰酸荧光素荧

光强度随 ｐＨ 增加而上升ꎬ当 ｐＨ 值从 ３ 变至 ９
时ꎬ荧光强度增大约 ３８ 倍ꎬｐＫａ 值为 ６. ０７ꎬ纳米

传感器荧光信号具有良好的 ｐＨ 响应灵敏度ꎮ 该

荧光 ｐＨ 纳米传感器具有小粒径、高灵敏度、较好

的光稳定性、良好的可逆性和生物相容性ꎮ 通过

激光共聚焦成像表明该传感器具有较高的细胞吞

噬效率ꎬ在细胞内 ｐＨ 值的实时动态监测方面具

有广阔的应用前景ꎮ
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