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  摘要:水溶性聚集诱导发光
 

(AIE)
 

聚合物纳米材料,作为一类新兴的智能材料,具有独特的光学性能、环境

刺激响应性和优良的生物相容性,已广泛应用于生物光学成像等领域。本研究首先合成具有AIE发光性质的原

子转移自由基聚合(ATRP)引发剂TPE-BMP,然后通过ATRP活性聚合方法,成功制备两亲性聚合物TPE-PAA,

再自组装构筑出粒径约为200nm具有AIE发光特性的pH响应性球形纳米粒子TPE-PAA
 

NP。研究结果表明:

TPE-PAA
 

NP具有优异的水溶性、良好的分散性、尺寸稳定性及优异的AIE发光特性,且其溶液荧光对环境pH
表现出快速敏感响应性能。同时,经TPE-PAA

 

NP染色后的细胞存活率保持在95%以上,表明该纳米粒子具有

低的细胞毒性,并能够有效示踪 HeLa细胞增殖至9代以上,有望作为一种活细胞荧光示踪探针材料。

  关键词:四苯乙烯;
 

聚丙烯酸;
 

聚集诱导发光;
 

纳米粒子;
 

细胞示踪

荧光生物成像技术由于具有快速有效、灵敏度高、易于实现多通道成像及经济快捷等优势,已在医学

及生物学等研究领域占据了重要的地位[1~3],而具有高量子产率、超高光稳定性和优异的生物兼容性的

各类荧光探针是荧光生物成像技术发展的关键。目前,应用最为广泛的生物荧光探针是共轭有机荧光小

分子探针和荧光量子点。然而,荧光小分子具有合成复杂、易光漂白、生物毒性高、生物降解性差等缺陷,
限制了其在生物医学中的应用。同样,含重金属的量子点由于毒性重金属离子Cd2+或Pb2+的释放会产

生毒性(如CdSe、CdTe等),在生物体内会降解并释放二价金属离子从而引发一系列毒副作用,这也成为

含镉类量子点临床应用的最大障碍。相比之下,聚合物纳米荧光探针具有小尺寸,高亮度,无毒,稳定等

优异荧光特性,展示出良好的生物应用前景[4,5]。但是,传统的聚合物纳米荧光材料往往在稀溶液中具有

较强荧光,但是在浓溶液或聚集状态下,其荧光量子产率会减小或荧光完全猝灭,即发生聚集荧光淬灭效

应(aggregation-caused
 

quenching,
 

ACQ)[6]。由于这种现象的存在,大部分聚合物荧光纳米粒子在高浓

度或者聚集状态下无法展现其优异的光学性能,从而影响其实际应用效果,并限制在更多生物领域的应

用。因此,为聚合物纳米荧光探针寻找和开发具有抗ACQ效应的新型荧光材料能有效解决上述问题。
幸运的是,2001年,唐本忠院士课题组意外发现硅杂环戊二烯的一系列衍生物的稀溶液几乎不发

光,但随着溶液浓度的不断增加,其溶液荧光强度呈现规律性增强。他们将这种与ACQ截然相反的发光

现象称为聚集诱导发光现象(aggregation-induced
 

emission,AIE)[7,8],该发现可以从根本上解决限制传

统荧光纳米粒子生物应用的ACQ问题。迄今为止,具有AIE发光性能的荧光探针因其在应用中的潜在

用途而备受关注,各种具有AIE发光性能的荧光分子陆续被合成出来。其中,四苯乙烯(TPE)有机小分

子及其衍生物由于具有优异的AIE发光性能、易于合成和修饰等优势,近年来引起了科学家越来越多的

关注[9],大量基于TPE衍生物的荧光探针被合成开发,在化学传感[10]、生物传感[11~13]和有机发光二极
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管[14,15]等领域取得了许多重要的应用成果。到目前为止,一些基于TPE的聚合物纳米荧光探针已被成

功合成,并成功应用于生物医学成像中[16~18]。
在已报道的文献中,基于TPE的AIE型聚合物纳米荧光材料主要通过两种方式制备:一种是通过

疏水或π-π 弱相互作用力,直接用生物相容性好的两亲性聚合物对TPE分子直接包覆,此法简称“物理

包覆法”[19];另一种是通过发生化学反应,采用共价键将TPE分子偶联到聚合物链段或单体上,再自组

装形成AIE型聚合物纳米粒子,此法简称“共价键合法”[20]。通过“物理包覆法”制备聚合物纳米粒子,虽
然具有操作简单便利的优势,但是会出现TPE分子泄漏、尺寸分布不均匀等缺陷,材料应用稳定性差,导
致完全或部分丧失其特有的功能和价值。相比之下,通过“共价键合法”,可以轻松地实现TPE分子在聚

合物中的均匀分散,并且两者间的界面粘合度较高,形成的纳米粒子致密,有效防止TPE分子的泄漏,材
料稳定性较好,是聚合物纳米材料制备的理想方式。显然,实现TPE荧光小分子共价键合于具有生物相

容性的聚合物中,并自组装形成尺寸很小的聚合物纳米结构,是制备优良AIE型聚合物纳米荧光材料的

关键。然而,目前所报道的基于TPE的AIE型荧光聚合物纳米材料的制备大多都采用“物理包覆法”,
有关通过“共价键合法”合成AIE型聚合物纳米荧光材料及生物应用报道相对较少[21]。

本研究首先设计合成含有原子转移自由基聚合(ATRP)引发剂的 AIE分子TPE-BMP,然后采用

ATRP活性聚合方法,实现生物相容性聚合物聚丙烯酸与AIE分子TPE的共价键合,形成具有AIE发

光性能的两亲性聚合物TPE-PAA,最后通过共沉淀法自组装形成具有pH响应性的AIE球形纳米粒子

TPE-PAA
 

NP,并研究了它的AIE发光性能、pH响应性能、细胞荧光成像及长效示踪能力。该聚合物纳

米粒子具有优异的AIE特性、荧光pH响应特性及低细胞毒性,在细胞中示踪9代后,仍然具有良好的荧

光成像性能,具有作为细胞显影或作为生物示踪剂的潜能。因此,本研究所合成的聚合物纳米粒子TPE-
PAA

 

NP成功地结合了刺激响应型聚合物优良性能和AIE特性,为此类智能型聚合物纳米材料的开发

提供思路和简单方法,有利于设计并合成新型的具有AIE发光现象的多功能材料,使其更好地应用于药

物释放、细胞显影、荧光传感器、光学器件、荧光生物探针等相关领域。

1 实验部分

1.1 原料

  4-羟基二苯甲酮(98%),锌粉(Zn,
 

AR),四氯化钛(TiCl4,
 

99%),二苯甲酮(BP,
 

98%),丙烯酸

(AA,
 

AR),四氢呋喃(THF,
 

AR),6-溴-1-己醇(99%),乙酸乙酯(ethyl
 

acetate,
 

AR),N,N-二乙基乙二

胺(N,N-diethylethylenediamine,
 

98%),溴化亚铜(CuBr,
 

99%),三(2-二甲氨基乙基)胺(Tris(2-
dimethylaminoethy)amine,

 

99%),石油醚(petroleun,
 

AR),碳酸钾(K2CO3,
 

99.5%),
 

2-溴-2-甲基丙酰

溴(BIBB,
 

98%),乙醇(EtOH,
 

AR),上述试剂均购买自萨恩化学技术(上海)有限公司,未经纯化直接使

用。溴化亚铜(CuBr,98%)在醋酸中回流6h除去杂质;四氢呋喃(THF,
 

AR,98%)经过钠除水、再蒸馏

的方法对其进行了纯化后加分子筛保存备用;本实验中使用的水均为去离子水。高糖培养基(DMEM)、
青霉素/链霉素、胎牛血清(FBS)和0.5%(w/v)胰蛋白酶:生化级,励合生物科技有限公司;HeLa 细胞:
甘肃中医药大学基础医学院提供。

1.2 测试与表征

  红外光谱(FT-IR)测试采用Nicolet
 

AVATAR
 

360红外光谱仪,
 

采用溴化钾压片法测得;核磁测试

采用VarianMercury(400Hz和600Hz,以四甲基硅烷(TMS)为内标)核磁共振仪,CDCl3 为溶剂;动态光

散射(DLS)采用美国Zetasizer
 

Nano
 

ZS在室温光源功率25mW,激光波长632.8nm下进行测定;质谱数

据由美国质谱联用仪(型号:HP5989B)测得;凝胶渗透色谱仪(型号:GPCV2000)(四氢呋喃THF为色谱

纯)作为流动相(流速1.0mL/min)测试温度为40℃;荧光光谱采用F97
 

Pro荧光分光光度计测得,激发

和发射光谱狭缝宽度分别为10nm和10nm,荧光增益为2;紫外(UV)采用日本岛津Shimadzu
 

Model
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3100紫外-可见分光光度计进行测定;扫描电镜(SEM)图片由扫描电子显微镜(型号:ZEISS
 

ULTRA
 

PLUS)测得,加速电压15kV,工作距离10mm;细胞毒性通过酶标仪(BIOTEK 公司 ELX800型)在

490nm处测定;细胞成像通过荧光显微镜(蔡司 Axio
 

Scope.A1)拍摄在336nm 激发下,处于460~
490nm发射范围内的荧光图片。

1.3 ATRP引发剂TPE-BMP的合成

1.3.1 4-羟基四苯乙烯的合成 参照文献[20]合成4-羟基四苯乙烯:将Zn粉(20.0g,0.31mol),4-羟基

二苯甲酮(9.9g,0.05mol)和二苯甲酮(9.1g,0.05mol)溶解在200mL
 

THF中,在氩气保护条件下加入

TiCl4(30.0mL,0.27mol),然后回流反应24h。反应结束后将反应液冷却至室温,在剧烈搅拌下向其中

加入150mL
 

10%的K2CO3 水溶液,反应0.5h。然后使用砂芯漏斗对所得到的混合液进行过滤,滤液再

用乙酸乙酯萃取三次,合并有机相后通过旋转蒸发除去溶剂乙酸乙酯,最后利用柱层析分离法对粗产物

进行分离提纯(洗脱剂:
 

V乙酸乙 酯/V石油醚=1/10),最终得到6.1g白色固体产物4-羟基四苯乙烯,产率约为

35%。1H-NMR(400MHz,
 

CDCl3,
 

δ):
 

7.13~6.97
 

(m,
 

15H),
 

6.89
 

(d,
 

J=8.6Hz,
 

2H),
 

6.55
 

(d,
 

J=8.6Hz,
 

2H),
 

4.60
 

(s,
 

1H)。13C-NMR
 

(100MHz,
 

CDCl3,
 

δ):
 

153.96
 

(s),
 

144.28~143.62
 

(m),
 

140.29
 

(d,
 

J=33.3Hz),
 

136.37
 

(s),
 

132.71
 

(s),
 

131.52~131.16
 

(m),
 

127.63
 

(d,
 

J=15.1Hz),
 

126.24
 

(s),
 

114.57
 

(s)。ESI-MS:
 

M=348.48。

1.3.2 4-(6-羟基己烷基)四苯乙烯(TPE-OH)的合成 将4-羟基四苯乙烯(3.48g,0.01mol)、6-溴-1-己
烷醇(1.6mL,0.012mol)和K2CO3(1.66g,0.012mol)溶解在100mL无水乙腈中,在氩气保护下回流反

应24h。反应结束后将反应液冷却至室温,随后通过过滤除去固体杂质,滤液蒸发浓缩,最后利用柱层析

分离法对粗产物进行分离提纯(淋洗剂:
 

V乙酸乙酯/V石油醚=1/5),最终得到约2g淡黄色固体产物4-(6-羟
基己烷基)四苯乙烯,产率约为45%。1H-NMR(600MHz,

 

CDCl3,
 

δ):
 

7.16~7.05
 

(m,
 

15H),
 

6.98
 

(d,
 

J=8.8Hz,
 

2H),
 

6.67
 

(d,
 

J=8.8Hz,
 

2H),
 

3.92~3.85
 

(m,
 

2H),
 

3.65
 

(t,
 

J=6.7Hz,
 

2H),
 

3.45~
3.37

 

(m,
 

1H),
 

2.03~1.82
 

(m,
 

2H),
 

1.81~1.75
 

(m,
 

2H),
 

1.67~1.54
 

(m,
 

4H),
 

1.47
 

(dd,
 

J=
14.2,

 

9.0Hz,
 

4H),
 

1.35
 

(s,
 

8H)。13C-NMR
 

(151MHz,
 

CDCl3,
 

δ):
 

157.64
 

(s),
 

144.15~143.96
 

(m),
 

140.60
 

(s),
 

140.02
 

(s),
 

135.96
 

(s),
 

132.53
 

(s),
 

131.51~131.28
 

(m),
 

130.96
 

(s),
 

129.86
 

(s),
 

128.85
 

(d),
 

128.75~128.31
 

(m),
 

128.14
 

(d),
 

127.79~127.54
 

(m),
 

126.42~126.12
 

(m),
 

125.97
 

(s),
 

125.80
 

(s),
 

114.51
 

(s),
 

113.60
 

(s),
 

77.33
 

(s),
 

77.11
 

(s),
 

76.90
 

(s),
 

67.86
 

(s),
 

67.65
 

(s),
 

62.92~62.63
 

(m),
 

41.08
 

(s),
 

32.96~32.45
 

(m),
 

29.79~29.30
 

(m),
 

29.53~29.30
 

(m),
 

29.53~29.23
 

(m),
 

28.73
 

(d),
 

26.95
 

(s),
 

26.15~25.84
 

(m),
 

25.62
 

(d),
 

25.40
 

(d),
 

22.73
 

(s)。

1.3.3 ATRP引发剂TPE-BMP的合成 TPE-BMP的合成如图1所示。在250mL的三口烧瓶中将

TPE-OH
 

(4.48g,0.01mol)、三乙胺(1.75mL,0.0125mol)和2-溴-2-甲基丙酰溴(1.5mL,0.0125mol)溶
解在150mL无水THF中,室温搅拌反应24h。反应结束后通过过滤除去固体杂质,滤液蒸发浓缩,最后

利用柱层析分离法对粗产物进行分离提纯(洗脱剂:
 

V乙酸乙酯/V石油醚=1/10),最终得到3.0g淡黄色固体

产物TPE-BMP,产率约为50%。1H-NMR
 

(600MHz,
 

CDCl3,
 

δ):
 

7.20~7.06
 

(m,
 

15H),
 

6.98
 

(d,
 

J=8.8Hz,
 

2H),
 

6.67
 

(d,
 

J=8.8Hz,
 

2H),
 

3.90~3.84
 

(m,
 

2H),
 

3.67
 

(t,
 

J=6.7Hz,
 

2H),
 

3.45~
3.37

 

(m,
 

1H),
 

2.05~2.20
 

(s,
 

6H),
 

1.78~1.58
 

(m,
 

8H)。13C-NMR
 

(151MHz,
 

CDCl3,
 

δ):
 

172.3
(s),

 

157.64
 

(s),
 

144.15~143.96
 

(m),
 

140.60
 

(s),
 

140.02
 

(s),
 

135.96
 

(s),
 

132.53
 

(s),
 

131.51~
131.28

 

(m),
 

130.96
 

(s),
 

129.86
 

(s),
 

128.85
 

(d),
 

128.75~128.31
 

(m),
 

128.14
 

(d),
 

127.79~
127.54

 

(m),
 

126.42~126.12
 

(m),
 

125.97
 

(s),
 

125.80
 

(s),
 

114.51
 

(s),
 

113.60
 

(s),
 

77.33
 

(s),
 

77.11
 

(s),
 

76.90
 

(s),
 

67.86
 

(s),
 

67.65
 

(s),
 

62.92~62.63
 

(m),
 

51.7
 

(s),
 

41.08
 

(s),
 

32.96~32.45
 

(m),
 

33.9(s),
 

29.79~29.30
 

(m),
 

29.53~29.30
 

(m),
 

29.53~29.23
 

(m),
 

28.73
 

(d),
 

26.95
 

(s),
 

26.15~25.84
 

(m),
 

25.62
 

(d),
 

25.40
 

(d),
 

22.73
 

(s)。

·05·        高  分  子  通  报 2022年7月 



10.14028/j.cnki.1003-3726.2022.07.006

图1 TPE-PAA
 

NP的合成路线,自组装及内吞入细胞的示意图

Figure
 

1 Preparation,
 

self-assembly
 

and
 

acting
 

on
 

cells
 

of
 

TPE-PAA
 

NP

1.4 聚合物TPE-PAA的合成

  将丙烯酸(AA)(3.00g,0.04mol)溶解在10mL水和5mL甲醇(V水/V甲醇=2/1)的混合溶剂中搅拌

20min后在氩气保护下用注射器缓慢滴加240μL三(2-二甲氨基乙基)胺(Me6TREN),搅拌10min后加

入CuBr
 

(0.0282g,0.1960mmol),再搅拌10min后加入引发剂TPE-BMP
 

(0.05g,0.05mmol),在室温

下聚合24h。聚合反应结束后,将反应液滴入沉淀剂乙醇中后出现大量白色絮状沉淀,离心分离(离心机

转速7000r/min)后,将所得沉淀用水溶解后再次用乙醇沉淀,再离心,如此循环两次,所得的产物用真空

烘箱干燥,最后得到1.1g的白色块状产物TPE-PAA,产率约为34%。

1.5 聚合物纳米粒子的制备

  通过纳米沉淀法来制备聚合物荧光纳米粒子TPE-PAA
 

NP。用无水四氢呋喃溶解TPE-PAA,制备

浓度为2mg/mL的溶液为原液。随后将其稀释至100μg/mL,在超声作用下取10.0mL注入到装有

20.0mL超纯水的50.0mL比色管中。继续超声5min,随后将比色管常温搅拌24h,去除有机溶剂后用

过滤头过滤得到TPE-PAA
 

NP。所得纳米粒子非常稳定,在常温下保存数周后仍保持澄清透明,并且没

有聚集现象发生,GPC:Mn=1.2×104,
 

Mw=1.8×104,PDI=1.5。

1.6 细胞毒性检测

  以子宫颈癌细胞系 HeLa 为细胞模型,采用四甲基偶氮唑盐比色法(MTT法)检测聚合物荧光纳米

粒子TPE-PAA
 

NP的细胞毒性。将 HeLa 细胞接种在96孔板内,其中200.0μL/孔,而96孔板的边缘

部分吸取PBS进行填充,随后摇晃孔板并置入37℃、5%
 

CO2 培养箱中孵育24h。孵育结束后弃置原始

培养基,将实验分成6组,其中第一个对照组加入180.0μL/孔DMEM,剩余的实验组分别加入浓度为

40、80、120、160、200μg/mL
 

TPE-PAA
 

NP的180.0μL/孔的培养基后进行 MTT实验。加样结束后摇晃

孔板并置于37℃、5%
 

CO2 培养箱中再孵育24h。随后再加入20.0μL/孔 MTT溶液(5mg/mL)放入培

养箱中继续孵育4h后将液体吸出,并向每孔中加入150.0μL
 

DMSO使反应终止,摇晃孔板至结晶物质

溶解即可。用酶标仪在490nm处测定每孔的吸光度OD值,进行3次平行实验。细胞存活率计算公式

如下:

Cell
 

survival%=ODr/ODc×100%(ODr为实验孔测定的吸光度,ODc为对照组测定的吸光度)

1.7 细胞成像实验

  选取生长较好的HeLa细胞进行消化离心后,用显微镜在计数板上计数,随后接种于12孔板,并加入含

有12%
 

FBS的DMEM培养液摇晃后放入37℃、5%
 

CO2 培养箱中孵育24h后向每孔打入200μg/mL的
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TPE-PAA
 

NP,再孵育24h。最后用PBS缓冲液洗涤取出的细胞爬片,并进行最后的成像观察实验。使用荧

光显微镜(蔡司Axio
 

Scope.A1)拍摄在336nm激发下处于460~490nm发射范围内的荧光图片。

2 结果与讨论

2.1 TPE-PAA结构表征

  聚合物TPE-PAA的分子结构可通过核磁氢谱(如图2a)进行确定。化学位移6.25ppm左右处出现

的特征信号峰为芳环上的质子峰,3.59和3.40ppm处分别为TPE-PAA上的亚甲基信号峰,3.06ppm
处为甲基的氢峰。上述特征峰的出现证明了聚合物TPE-PAA的分子结构。此外,在TPE-PAA的红外

谱图(图2b)中,在3417cm-1 处出现了羧酸上的—OH的特征吸收峰,同时在1718cm-1 处出现了羰基的

特征吸收峰,两个特征峰的出现证明合成产物PAA结构的存在,从而进一步证明TPE-PAA的结构。

图2 (a)
 

TPE-PAA的核磁氢谱图(600MHz,
 

D2O);(b)
 

TPE-PAA的红外谱图

Figure
 

2 (a)13H-NMR
 

(600MHz,
 

D2O)
 

spectrum
 

of
 

TPE-PAA;
 

(b)
 

IR
 

spectrum
 

of
 

TPE-PAA

2.2 TPE-PAA
 

NP的自组装行为研究

  本研究所制备的TPE-PAA为一种两亲性聚合物,其中疏水部分由TPE和己烷基链组成,亲水部分

由PAA组成,三者均易于在合适的溶液中自组装形成有序纳米结构。在此,我们选择四氢呋喃(THF)
为溶剂,超纯水为分散介质,采用纳米沉淀法制备TPE-PAA自组装体,得到外观均一稳定的聚合物纳米

粒子TPE-PAA
 

NP,该NP是以疏水的TPE和己烷基链为壳核,亲水的PAA为外壳的实心纳米微球。
图3为TPE-PAA

 

NP的SEM图和粒径分布图。从图3(b)的插图可以观察到TPE-PAA
 

NP的水溶液

(0.05mg/mL)具有良好透明性和明显丁达尔效应,表明TPE-PAA
 

NP在水溶液中能自组装形成纳米粒

子。由图3(a)可以观察到TPE-PAA
 

NP为规则小球状,具有较好的分散性。这主要是由于在水溶液中

两亲性聚合物链发生折叠和塌陷,导致聚合物链疏水部分收缩包覆于NP内部,聚合物链亲水部分暴露

于NP的外部,从而自组装成小球,使得NP均匀分散于水相中。此外,通过DLS方法测得的NP粒径

(图3b)在一定程度上比通过SEM照片获得的粒稍微偏大,这是因为聚合物TPE-PAA分散在水溶液中

时会发生轻微的膨胀,动态光散射结果显示这些纳米粒子的流体力学大小保持在200nm左右。

2.3 TPE-PAA的AIE特性

  由于TPE-PAA
 

NP中包含具有AIE发光性能的TPE荧光小分子,因此我们考察了TPE-PAA
 

NP
的AIE特性。为了研究TPE-PAA

 

NP的聚集程度与荧光强度的影响关系,进而研究其AIE性能,我们

分别通过逐步增大TPE-PAA
 

NP水溶液浓度及加入不良溶剂后测试其溶液荧光强度变化的两种方法来

验证其AIE特性。首先,考察TPE-PAA
 

NP的浓度变化对荧光的影响,如图4所示,当TPE-PAA
 

NP
水溶液浓度由1.0mg·mL-1增大到20.0mg·mL-1时,其位于460nm处的蓝色荧光强度会随着聚合物浓

度的增大而增强。这主要是由于随着TPE-PAA
 

NP浓度的不断增大,PAA聚合物链的收缩及团聚会增
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强链端TPE分子的聚集程度,从而使得荧光强度显著增强,表现出 TPE分子明显的 AIE特性,证明

TPE-PAA
 

NP具有AIE特性。

图3 (a)TPE-PAA
 

NP的SEM谱图;(b)
 

浓度为1mg/mL的TPE-PAA水溶液流体动力学尺寸,

右上角插图为在激光照射下TPE-PAA
 

NP水溶液产生的丁铎尔效应数码照片

Figure
 

3 (a)
 

SEM
 

image
 

of
 

TPE-PAA
 

NP;
 

(b)
 

The
 

particle
 

size
 

distribution
 

histograms
 

of
 

TPE-PAA
 

NP
 

with
 

a
 

concentration
 

of
 

1mg/mL.
 

Inset:
 

Photograph
 

of
 

TPE-PAA
 

NP
 

in
 

water
 

under
 

irradiation
 

of
 

laser
 

point

图4 (a)不同浓度TPE-PAA
 

NP水溶液的荧光光谱(激发波长为360nm);(b)
 

TPE-PAA
 

NP水溶液位于

460nm处荧光强度随浓度的变化曲线图,插图为紫外灯照射下(365nm)的数码相片

Figure
 

4 (a)
 

Fluorescence
 

spectra
 

of
 

aqueous
 

solutions
 

of
 

TPE-PAA
 

NP
 

at
 

different
 

concentrations
 

(ex=360nm);
 

(b)
 

Relative
 

changes
 

in
 

fluorescence
 

intensity
 

at
 

460nm
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

NP
 

aqueous
 

solution
 

and
 

digital
 

photographs
 

under
 

UV
 

light
 

(365nm)

为了进一步验证TPE-PAA
 

NP的AIE性质,我们考察了不同比例不良溶剂的加入对TPE-PAA
 

NP
溶液荧光强度的影响。我们选用THF作为TPE-PAA

 

NP的良溶剂,CH2Cl2 作为不良溶剂,分别测试

了不同体积分数的THF/CH2Cl2 混合溶剂中TPE-PAA
 

NP的荧光变化情况。如图5所示,在向NP的

THF溶液中滴加不良溶剂CH2Cl2 的过程中,可以观察到随着CH2Cl2 体积分数的增大,TPE-PAA
 

NP
溶液的蓝色荧光强度均以非线性的方式逐渐增强,且当CH2Cl2 的体积分数增大至60%后,TPE-PAA

 

NP溶液的荧光强度显著增强,最高增强4.5倍之多。由此说明,体系中NP聚集程度的变化对蓝色荧光

具有显著影响。这主要是因为在良溶剂中,TPE-PAA
 

NP上的聚合物链呈现舒展状态,这给予链上的

TPE分子较大的运动空间,当其被激发后,可以通过四个苯环的振动,将大部分能量以热能的形式释放,
导致荧光发射减弱。而当在NP良溶液中加入其不良溶剂后,随着其溶解度的下降,聚合物链将发生卷

曲和紧缩,导致纳米微球核心位置的TPE发生聚集,分子之间靠近,使得分子运动空间变小,进而使TPE
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分子中苯环的振动转动等运动受限,分子无法释放热能,能量则以辐射跃迁的方式释放出去,增强了荧光

强度,并且荧光强度还会随着聚集程度的不断增加而呈现出一个持续增强的形式,这与文献中所报道的

TPE分子的AIE发光特性相一致[17],从而证明TPE-PAA
 

NP具有优异的AIE发光性能,这有利于其进

入细胞后在高浓度状态下或聚集状态下发出明亮的荧光,有望成为一种理想的生物荧光探针。

图5 (a)
 

在THF/CH2Cl2 混合溶剂中TPE-PAA
 

NP溶液的荧光光谱(激发波长为360nm);

(b)
 

TPE-PAA
 

NP在EtOH/CH2Cl2 混合溶剂中双色荧光强度的相对变化及其在紫外灯下(365nm)的数码相片

Figure
 

5 (a)
 

Fluorescence
 

spectra
 

of
 

TPE-PAA
 

NP
 

in
 

a
 

mixed
 

solvent
 

of
 

THF/CH2Cl2 (λex=360nm);
 

(b)
 

The
 

relative
 

change
 

in
 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

TPE-PAA
 

NP
 

in
 

a
 

THF/CH2Cl2 mixed
 

solvent
 

and
 

its
 

digital
 

photograph
 

under
 

UV
 

light
 

(365nm)

2.4 TPE-PAA
 

NP的pH响应特性

  近年来,具有pH敏感响应的的两亲性聚合物在肿瘤靶向给药方面具有潜在的应用前景。众所周

知,PAA是一种典型的具有pH响应特性的水溶性聚合物,其在酸性和碱性环境中分别表现出完全不同

的构象。因此,我们通过测试TPE-PAA
 

NP在不同pH水溶液中荧光强度的变化,研究了其荧光对pH
的响应性。如图6所示,当将20mg/mL的TPE-PAA

 

NP水溶液的pH从1.5调高至13.3时,其荧光强

度随着pH的升高呈非线性增强趋势。这主要是因为在酸性环境中PAA侧链上的—COOH质子化作

用促使其聚合物链发生收缩,而TPE-PAA
 

NP表面存在大量PAA链作为壳层,NP的亲水性外壳随着

酸度的增加而不断收缩,从而限制了位于NP内部的TPE分子间的聚集,导致在低pH下荧光强度降低。
与此相反,当pH值逐渐增加到碱性环境时,PAA侧链上的大部分—COOH脱质子并以—COO-阴离子

的形式存在。由于—COO-基团间的静电斥力使分子链伸展,导致TPE-PAA
 

NP的亲水性外壳处于膨

胀状态,从而使位于NP内部的TPE分子间被释放出来,在水相中实现聚合物链间TPE分子之间的聚

图6 (a)
 

TPE-PAA
 

NP溶液
 

(20mg/mL)在不同pH溶液中的荧光光谱;(b)
 

不同pH下

TPE-PAA
 

NP溶液中的荧光强度变化曲线

Figure
 

6 (a)
 

Fluorescent
 

spectra
 

of
 

the
 

TPE-PAA
 

NP
 

(20mg/mL)
 

in
 

different
 

pH
 

solutions;
 

(b)
 

Change
 

of
 

fluorescent
 

intensity
 

of
 

TPE-PAA
 

NP
 

in
 

aqueous
 

solution
 

under
 

different
 

pH
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  集,产生AIE效应,从而导致荧光强度随pH增加而增强的现象。上述结果表明,TPE-PAA
 

NP具有较

优异的pH荧光敏感特性。

2.5 TPE-PAA的细胞毒性及细胞成像研究

  具有荧光发射功能的TPE-PAA
 

NP的细胞毒性是决定其能否成功应用于细胞成像的前提条件。我

们首先选取宫颈癌细胞 HeLa 作为测试TPE-PAA
 

NP细胞毒性的样本,采用 MTT法对NP的细胞毒

性进行了测试,结果如图7所示。当将 HeLa 肿瘤细胞置于50~400μg/L的TPE-PAA
 

NP水溶液中培

养48h后,对所有培养浓度来说,HeLa 肿瘤细胞活性均在90%以上,这表明TPE-PAA
 

NP对肿瘤细胞

具有较低的细胞毒性,可以进一步应用于细胞成像实验。

图7 用不同浓度的TPE-PAA
 

NP处理48h后 HeLa细胞毒性测试

Figure
 

7 HeLa
 

cytotoxicity
 

test
 

after
 

48
 

h
 

treatment
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

TPE-PAA

图8 TPE-PAA
 

NP染色 HeLa细胞不同代数的共聚焦显微镜图像

Figure
 

8 Confocal
 

microscopy
 

images
 

of
 

HeLa
 

cells
 

TPE-PAA
 

NP
 

staining
 

(100μg/mL)
 

in
 

different
 

algebras
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  基于TPE-PAA
 

NP优异的AIE发光特性和低细胞毒性,对其进行细胞荧光示踪研究。在进行细胞

成像实验时,先在生理环境下将 HeLa 肿瘤细胞置于100μg/mL的TPE-PAA
 

NP水溶液中培养24h,然
后使用荧光显微镜拍摄蓝色激发光源照射下不同代数的荧光显微照片,如图8所示。通过荧光显微照

片,我们可以清楚地观察到:经由TPE-PAA
 

NP染色24h后的HeLa 细胞在蓝色通道的激发光照射下可

在细胞内接收到强烈的蓝色荧光信号。其中,细胞内荧光强度相对较弱的区域是细胞核的位置,表明该

纳米粒子选择性的染色HeLa 细胞的细胞质区域。我们继续将HeLa 细胞在TPE-PAA
 

NP中孵育一段

时间后,仍能检测到较强的荧光信号,这表明TPE-PAA
 

NP能较为稳定的存在与于细胞中。因此,接下

来我们进一步研究TPE-PAA
 

NP在细胞中的长期示踪能力和效果。以24h作为一个细胞传代周期,即
过24h传代染色的细胞被定义为第2代,在48h后为第3代,在72h后为第4代,以此类推至第9代,每
一代细胞均通过共聚焦显微镜检测每一代细胞内荧光强度情况。由图8可以观测到,经过长达10天时

间染色后的 Hela 细胞,示踪至少9代后,依然具有良好的荧光成像效果。这一实验结果表明TPE-PAA
 

NP能够有效示踪 HeLa 细胞增殖至少9代以上,有望作为一种活细胞荧光示踪探针材料。

3 结论

  本研究首先通过ATRP活性聚合方法,成功合成一种新型的pH 敏感响应型两亲性聚合物TPE-
PAA,然后通过在水中的自组装制备 AIE型纳米微球 TPE-PAA

 

NP。该纳米粒子平均粒径约为

200nm,具有优异的水溶性和 AIE发光特性。此外,TPE-PAA
 

NP水溶液荧光强度随pH 增大不断增

强。因此,TPE-PAA
 

NP有望作为多响应智能荧光传感器材料。基于TPE-PAA
 

NP优异的AIE发光

特性和低细胞毒性,HeLa 细胞在TPE-PAA
 

NP染色后可检测到强荧光信号,并且在有效示踪 HeLa 细

胞增殖至9代以上时,依然展现出良好的荧光成像效果。因此,TPE-PAA
 

NP是一种良好的活细胞荧光

示踪探针,
 

在荧光传感、生物成像及临床生物医学材料研究等领域具有较大的应用前景。
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Preparation
 

of
 

the
 

Polymer
 

Nanoparticles
 

with
 

Aggregation-Induced
 

Emission
 

(AIE)
 

and
 

Its
 

Cell
 

Tracing
 

Application

LAI
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LI
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Polymer
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Province,
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and
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Engineering,
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Lanzhou
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China)

Abstract:
 

In
 

recent
 

years,
 

water-soluble
 

aggregation-induced
 

emission
 

(AIE)
 

polymer
 

nanomaterials,
 

as
 

a
 

new
 

kind
 

of
 

intelligent
 

materials,
 

have
 

great
 

advantages
 

in
 

the
 

fields
 

of
 

life
 

science
 

research
 

because
 

of
 

their
 

unique
 

optical
 

properties,
 

environmental
 

stimulus
 

response
 

and
 

excellent
 

biocompatibility.
 

In
 

this
 

study,
 

a
 

new
 

atom
 

transfer
 

radical
 

polymerization
 

(ATRP)
 

initiator
 

(TPE-BMP)
 

with
 

aggregation
 

induced
 

luminescence
 

(AIE)
 

properties
 

was
 

synthesized,
 

and
 

then
 

the
 

amphiphilic
 

polymer
 

TPE-PAA
 

was
 

successfully
 

prepared
 

by
 

a
 

method
 

of
 

ATRP
 

active
 

polymerization.
 

Then,
 

the
 

pH
 

responsive
 

and
 

AIE-active
 

spherical
 

nanoparticles
 

TPE-PAA
 

NP
 

with
 

a
 

particle
 

size
 

of
 

about
 

200nm
 

were
 

formed
 

by
 

a
 

self-
assembling

 

process.
 

The
 

results
 

show
 

that
 

TPE-PAA
 

NP
 

possesses
 

excellent
 

water
 

solubility,
 

good
 

dispersion,
 

dimensional
 

stability
 

and
 

excellent
 

AIE
 

luminescence
 

characteristics,
 

and
 

its
 

solution
 

fluorescence
 

shows
 

rapid
 

sensitivity
 

to
 

environmental
 

pH.
 

More
 

importantly,
 

the
 

fluorescent
 

signals
 

were
 

significantly
 

strong
 

in
 

HeLa
 

cells
 

after
 

cells
 

were
 

incubated
 

with
 

TPE-PAA
 

for
 

24h
 

based
 

on
 

the
 

characteristic
 

of
 

AIE
 

fluorescence
 

and
 

low
 

cytotoxicity.
 

TPE-PAA
 

NP
 

could
 

be
 

internalized
 

by
 

the
 

cancer
 

cells
 

and
 

effectively
 

track
 

the
 

HeLa
 

cells
 

for
 

as
 

long
 

as
 

9
 

passages.
 

So
 

TPE-PAA
 

NP
 

was
 

expected
 

to
 

be
 

used
 

as
 

a
 

fluorescent
 

tracer
 

probe
 

material
 

for
 

living
 

cells.
Key

 

words:Tetraphenylethylene;
 

Poly(acrylic
 

acid);
 

Aggregation-induced
 

emission;
 

Nanoparticles;
 

Cell
 

tracing

·75· 第7期       高  分  子  通  报




