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单分子荧光技术与聚合物单链物理性质的研究
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　　摘要:对以荧光关联光谱 、荧光光子计数直方图技术 、单分子荧光成像 、单分子荧光散焦成像等单分子荧光

技术为主要研究手段开展的关于聚合物单分子链物理化学性质的研究工作进行了总结与介绍, 重点介绍了本

实验室在聚电解质单链构象转变及抗衡离子分布 、表界面聚合物单链动态性质 、空间受限状态下聚合物单分子

链及单分子链段的平动扩散 、转动运动的研究工作。研究结果表明,单分子荧光技术在研究高分子单链物理化

学方面具有很大的潜力, 发展新的技术与方法能够大力促进我们对于高分子体系微观结构与性质的理解与

认识。
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引言

鉴于其链状分子的特征,高分子体系具有与常见的小分子体系截然不同的性质与特点,在小分子体

系中的物理与化学相互作用往往在高分子体系得以放大而体现的尤为突出, 而高分子体系中独特的构象

熵因素也是赋予其特殊性质的重要因素。因此,在高分子物理的研究中, 基本出发点就是以单根分子链

为基础的,人们关于分子链的理论模型的进步与完善大大地促进了关于高分子结构与性质的认识与理

解,推动了高分子体系在多个领域中的应用[ 1] 。

然而,人们关于高分子单链性质的研究仍然是很有限的,其主要成就来自与高分子链理论的发展与进

步,而从实验角度开展的关于高分子单链的研究却显得相对缺少。关于高分子单链的实验研究不仅仅能够

揭示高分子体系的微观性质与行为,更重要的是,这样的研究对于人们验证很多关于高分子的基本物理模

型具有十分重要的意义,同时为进一步提出 、发展与完善新的物理模型提供直接的实验依据。正是由于关

于单根高分子链实验研究具有众所周知的重要性,人们很早就开始探索相关的实验方法与技术 。

在以往的研究中, 人们采用散射方法研究单根聚合物分子链的尺度与结构,正是散射方法的成功应

用,人们完善了关于聚合物分子链的溶液理论模型[ 2] 。人们还采用单分子力谱技术探寻单根高分子链的

力学性质,探寻分子链熵弹性的特点[ 3] ;采用分子量很大的天然大分子(如 DNA)作为模型体系来研究单

根高分子链的动态性质 、界面结构与性质等
[ 4]
。

每一种研究手段均有其局限性,因而, 上述方法也仅能对于部分高分子单链的性质,或者是高分子的

一部分性质开展研究。发展新的研究方法与技术手段,深入地开展关于高分子单链物理与化学性质的研

究无疑是高分子科学研究的重要课题 。本论文介绍了以单分子荧光显微技术为手段的高分子物理研究

内容,重点总结了本实验室的研究进展,同时也对将来的研究方向与内容进行了展望。

1　荧光涨落光谱与溶液 、界面聚合物单链结构及动态性质的研究

近年来, 随着单分子探测技术的不断发展, 荧光涨落光谱( F luo rescence Fluctuation Spectro scopy ,

FFS)已经发展成为高分子物理研究中一项重要的研究手段。荧光涨落光谱是利用单个分子荧光信号的

涨落来获得研究对象的微观信息 。根据原始数据处理方法的不同, 荧光涨落光谱可以分为荧光关联光谱
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( F luorescence Cor relat ion Spect roscopy, FCS)和光子计数直方图( Pho ton Count ing H istog ram, PCH) 。

在荧光关联光谱中,利用快速数字时间相关仪记录荧光光强随时间的涨落,也即时间相关函数,可以得到

荧光的特征衰减时间τD , 进而求得扩散系数 D 和对应的流体力学半径R H ;在光子计数分布方法中, 通过

分析到达探测器的光子数目的概率分布函数,可以得到荧光分子的发光亮度ε和荧光分子的浓度 N 。在

使用过程中, 荧光关联光谱和光子计数直方图两种实验手段可以用来研究很多涉及到扩散运动 、流体力

学体积以及荧光分子发光亮度发生变化的物理过程, 例如溶液本体和表界面上的扩散运动 、化学反应动

力学 、高分子的构象行为 、分子聚集 、分子间的相互作用等等,借用这两种实验手段我们可以得到很多关

于高分子在溶液与表界面上有意义的微观信息 。在本节中,作者就荧光涨落光谱的发展简史 、基本原理 、

仪器设备以及荧光涨落光谱在高分子物理研究中的典型应用做一个介绍 。

1.1　发展简史

FFS最早是在1970年代由 Madge 、Elson和Webb发展起来的[ 5] ,在早期的实验中,观察区域内平均

有大约 10
4
个发光的分子。检测的荧光分子数多 、检测效率低以及杂质背景信号的干扰,使得在这些实

验中的信噪比很差 。由于技术条件的限制, FCS 在接下来的二十年间并没有得到大的发展。直到上世纪

90年代初特别是 Rigler 将共聚焦技术引用到 FCS中以来[ 5, 6] , 再加上数据采集卡的功能越来越强,可以

让我们进行实时相关计算, FCS 技术取得了重大的突破并且得到了越来越广泛的应用。采用共聚焦技

术,可以将激发空间的体积降低到 10-15 L 左右。使用高性能的滤光片可以将杂质的背景光降低到很低

的程度, 而且检测器的灵敏度也越来越高, 目前的 FCS 技术可以达到很高的信噪比,能够实现单分子层

次上的测量。

1.2　基本原理

荧光是指处于基态的分子吸收光后,从第一电子激发单重态回到基态而产生的辐射伴随的发光现

象 。当一束单色激光照射到荧光分子时,荧光基团会被激发而发出荧光, 探测器光子计数器探测共聚焦

激发体积内不同时刻的荧光光子数。对所测到的光子数的数据的处理, 有两种方法:第一, 通过计算光子

数的时间相关函数来得到荧光物质的瞬时动态性质, 这就是荧光关联光谱( FCS)的方法;第二,在一定的

时间内是对到达探测器的光子数进行概率分布的统计,来得到荧光分子的亮度及浓度, 即光子计数直方

图的方法( PCH) 。

1.2.1　荧光关联光谱[ 1 ～ 6] 　FCS 测到的荧光涨落的相关函数为

G(τ) =〈δF ( t)δF ( t +τ)〉
〈F( t)〉

2 (1 -1)

δF ( t) =F( t) -〈F( t)〉为 t时刻荧光的涨落值, δF( t+τ) =F( t+τ) -〈F( t+τ)〉为 t+τ时刻荧光的涨落

值, 〈F( t)〉 =
1
T∫

T

0
F( t) dt为 0到 T 时间内荧光的平均强度, W( r) 表示在观察区域内光强的分布,即

G(τ) =∫∫W( r)W( r′)〈δc( r, 0)δc( r′,τ)〉dVdV′
〈c〉∫W( r) dV

2 (1 -2)

　　我们考虑单光子激发的体系,即共聚焦技术形成的激发空间,其光强符Gaussian分布W( r) =e-2
x2+y2

r0
2 ·e-2

z 2

z0
2 ,

x 、y 、z 分别为在 r 处的三维坐标,激发空间为椭球形, r0 、 z 0 分别为椭球的长轴和短轴的长度 。

对于不同的动力学行为的体系,通过不同的对浓度相关的函数的计算, 就能得到相应的相关函数表

达式。

如果我们考察的是溶液中的三维扩散,根据中心极限定理,经过时间 τ,在 r′处对 r 处的关联为 r′-r

的高斯分布函数为

〈δc( r, 0)δc( r′,τ)〉 =〈c〉 1
(4πDτ)

-3/ 2e
-( r-r′)

2

4Dτ (1 -3)

　　将上式带入( 1-2) ,得到
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G(τ) =
1

〈c〉(4πDτ)
-3
2

  W(r)W(r′) ·e-
(r-r′)2

4Dτ dVdV′

(∫W(r)dV )2
=

1
Vef f〈c〉

1

1+τ
τD

1

1+(
r0

z0
2) ·

τ
τD

(1 -4)

式中, Vef f =∫e
-2x

2+y2

r0
2 ·e-2

z2

z0
2 dV

2

∫e-4
x2+y2

r0
2 ·e

-4 z
2

z0
2 dV

=π
3
2 r0

2
z0 ,表示激发空间的体积, τD =r

0
2

2D
表示荧光分子通过激发空间所

需的平均时间, D为荧光探针分子的扩散系数。G(0) = 1
Vef f〈c〉

= 1
N
为激发空间内荧光分子平均数目的倒数。

从 G(τ) 的表达式我们可以看到, G(τ) 有四个因变量:r0 , z 0 , c, D 。其中 r 0 、z 0 为仪器的参数, c、D

是被测物质的浓度和扩散系数。因此,我们可以通过测量已知浓度和扩散系数的样品, 进行 G(τ) 函数的

数值拟合而得到 r0 、z 0 。

在利用FCS测量体系中的扩散性质的实验中,通过对所测到的相关函数进行曲线拟合,就能得到样品的浓度

和扩散系数。根据Stokes-Einstein公式,我们就能得到表征被测物质大小的流体力学半径 Rh:Rh =
kBT
6πηD

。η为溶

剂的粘度。

1.2.2　光子计数直方图[ 7 ～ 10] 　在荧光涨落光谱的实验装置中, 我们用光子计数器测到了共聚焦激发体

积内不同时刻的荧光光子数。常用的光子检测器的基本元件是光电倍增管 ( PM T ) 和雪崩二极管

( APD) ,它们基本工作原理都是光电效应,即通过光子与基板的作用产生电子,然后再将微弱的电子信号

放大为可以探测到的电流。基板对光子的吸收从物理上来说是一个纯粹的量子过程,但是,通常对于常

见的 PMT 和 APD探测器,我们可以用一个半经典的理论处理光子的探测过程,即 Madel公式:

p( k, t , T) =∫
∞

0

(ηWW( t) )
k
e
-η
w
W( t)

k !
p(W( t) ) dW( t) (1 -5)

式中 p( k, t, T) 表示在时间积分时间为 T 范围内, 在时刻 t测到光子数为 k 的概率。W( t) =∫
t+T

t ∫A I ( r,
t) dAdt 表示照射到探测板表面的光强。

因此,当一束光强稳定的光到达探测器时, 探测器测到的光强的概率分布为:

p( k,〈k〉) =
(ηwW)

k
e
-η
w
w

k !
(1 -6)

所以对于稳定的光强, 探测器测到的光强符合 Possion分布。如果到达探测器之前的光强有涨落,实际

测到的光强分布会使 Possion变宽,称为“Super Possion”分布。这时测到的光子数 k 的分布概率为

p( k) =∫
∞

0

(ηII D )
k !

p( ID) dI D =∫
∞

0
Poi( k, ηI I D) p( ID ) dI D (1 -7)

在我们的实验中, 采用的是共聚焦探测系统,光强的空间分布为三维的高斯分布, 即

PSF 3DG ( x, y , z) = I( x, y , z)
I0

=exp[ -2( x2 +y 2
)

w 0
2 -2z 2

z 0
2 ] (1 -8)

因此,到达探测器的光强为 ID = I0 βPSF ( r 0) ,其中 β为光电转换的效率 。

测到光强为 ID 的概率为

p( ID ) =∫δ( I D -I0 βPSF ( r 0) ) p( r) dr (1 -9)

式中 p( r) =1/V 0 , r ∈ V 0 。

将上式代入( 1-7)得到亮度为ε的荧光染料,激发空间 V0 内测到 k 个光子的总的概率为

p( k;V 0,ε) =
1
V 0∫V0 Poi( k, εPSF ( r) ) dr =

1
V0

πw 0
2
z 0

k !∫
∞

0
γ( k,εe

-2x2
) dx ( 1-10)
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〈k〉 = ε
V0∫V0 PSF ( r) dr =ε

V PSF
V0

( 1-11)

在激发空间内的荧光分子数是存在涨落的 。因此测到 k 的光子数的概率是 N 个分子关于 Possion分布

的平均值,即

∏( k; NPSF ,ε) ≡ p( k;V0 ,  N ,ε) =〈p( N) ( k;V0 ,ε)〉N =∑
∞

N =0
p
( N)
( k;V0 ,ε) p#( N) ( 1-12)

式中〈k〉 =ε N PSF 。

因此,对我们实验测到的光子数的概率分布直方图, 用以上的公式进行曲线拟合, 即可得到表征体系

荧光强度及分布的两个参数值:激发空间内荧光分子的平均数目 N 及荧光分子的亮度ε(每秒每个分子

发出的光子数 CPSM) 。

图 1　典型的光子计数图

曲线用方程 1-12来拟合。点线为超 Possion 分布,实线为 Possion 分布。

Figure 1　Typica l Pho ton counting histog rams ( filled dots)

F it ting curves by equation ( 1-12) .Super Po ssion dist ribution ( dot ted line) and Po ssion distribution ( filled line)

1.3　仪器设备

图 2为本实验室自行搭建的荧光涨落光谱的示意图 。借助于激光的高亮度以及共聚焦检测手段的

高灵敏度和高信噪比, 可实现单分子水平的荧光涨落光谱的检测。

图 2　共聚焦 FCS 仪器设备以及激发空间示意图

F igure 2　Schema tic diag r am of confocal FCS setup and obse rva tion vo lume

1.4　荧光涨落光谱的应用

荧光的高灵敏性使得荧光涨落光谱可以测量极低浓度( 10
-9
～ 10

-12
M)溶液中的物理量。在此浓度范
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围内,高分子链间的距离要远远大于分子链尺寸,分子间作用可以忽略不计, 这样就可以实现真正意义上的

单分子测量。荧光涨落光谱的这一优点用于聚电解质体系的研究可以克服聚电解质研究中传统研究方法

(如黏度法 、光散射法等)的不足,研究单根链在不受其它分子作用时的构象信息和离子分布状态。此外, 荧

光涨落光谱的另一突出优点在于它可以研究界面(包括液-液界面和固-液界面)上分子的扩散运动。在

本节中,作者就荧光涨落光谱在聚电解质体系[ 11 ～ 13] 以及界面上扩散运动[ 14] 的研究作一个简单介绍 。

1.4.1　聚电解质在溶液中的构象及离子分布　理论预测与计算机模拟
[ 15 ～ 17]

的结果都表明, 聚电解质链

在溶液中的构象转变具有一级相变的规律 。但是从实验上来验证这一规律却非常困难,因为在聚合物单

链的构象从线团转变到坍缩小球的同时常常伴随着分子链间的聚集,从而对单链的研究产生干扰 。传统

的实验方法(如电位滴定 、浊度法 、粘度法等)通常测到的是多个分子的聚集体的信息, 并不能直接得到链

的构象信息。我们利用 FCS对聚电解质单链的构象转变进行了研究。

图 3( a) 显示的是被荧光标记的聚 2-乙烯基吡啶 ( P2VP, Mn =109800g mol-1 , Mw/Mn =1.03

polyme r source)分子在两种 pH 值差别很小( pH 值为 4.08和 4.10)的溶液中扩散的关联函数。关联函

数拟合结果得到 P2VP 在 pH 值为 4.08和 4.10 时的扩散系数分别为 11.6μm
2
/ s和 33.4μm

2
/ s 。通过

相关曲线上的 G(0)值可以看到,在激发空间内内平均有 2到 3个 P2VP 分子, 表明我们是从单分子层次

上对 P2VP 分子进行的观测 。图 1.3( b)显示的是 P2V P 分子的扩散系数随着 pH 值的变化关系 。很明

显,我们发现 P2VP 在溶液中的扩散系数在溶液 pH 值为 4.09时有一个突变, 当 pH 值小于 4.09时,扩

散系数约为 10μm
2
/ s,当 pH 值大于 4.09时, P2VP 的扩散系数约为 33μm

2
/ s。

图 3( a) 　聚 2-乙烯基吡啶在 pH 值为 4.08 和 4.10 的水溶液中扩散的归一化的自关联曲线。插图:

原始关联曲线;( b) 聚 2-乙烯基吡啶在水溶液中的扩散系数随 pH 值的变化关系。插图:

聚 2-乙烯基吡啶的流体力学半径随溶液 pH 的变化关系[ 11] 。

Figure 3 　( a) No rmalized autoco rrelation func tions of poly ( 2-viny lpy ridine) in aqueous solutions a t pH ' s

of 4.08 and 4.10. Inset:The o riginal auto cor rela tion functions;( b) Diffusion coefficient of poly

( 2-viny lpyridine) as a function of pH value o f the so lution.Inset:The hydrodynamic

radius of poly( 2-viny lpy ridine) as a function of pH value[ 11] .

　　P2VP 扩散系数的变化就对应着 P2VP 链流体力学半径的变化,根据 Stokes-Einstein 公式, 我们可

以计算不同 pH 值下 P2V P 的流体力学半径 Rh ,结果见插图 3( b) ,从图中可以发现 P2VP 的流体力学半

径在 pH 值为 4.09时也会发现一个突变, 流体力学半径可以反映链的构象, 流体力学半径的突变也反映

了 P2VP 链的构象在 pH 值为 4.09时发生了突变 。回顾一下理论计算和计算机模拟的结果, Raphael

等 、Uyave r等和 Yamaguchi等的研究都预测了疏水的聚电解质随带电分数变化的一级相变过程[ 15 ～ 17] 。

在我们的实验中, 流体力学半径的突变也预示了 P2V P 发生了一级构象转变过程, 即 P2VP 由低 pH 值

下的伸展的无规线团坍缩到高 pH 值下的紧密小球构象。

因为实验中是用低浓度的 HCl溶液而不是缓冲液来调节溶液的 pH 值的,因此可以最大限度地降低

离子的静电屏蔽效应。pH 为 3时的 Debye 长度大约为 9.5nm,升高溶液的 pH 会导致更低的离子浓度
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和更高的 Debye 长度 。Debye长度的尺寸都远远大于分子链的尺寸, 这就解释了为什么在转变点前后

P2VP 的扩散系数都几乎保持不变 。但是在 pH 为 2.0时扩散系数稍微偏高, 原因在于氢离子的静电屏

蔽效应。因为 pH 为 2.0时的 Debye长度约为 3.0nm,这和 P2VP 分子链的尺寸是相当的。

以上我们从实验上首次观察到了pH 值诱导的P2VP单链在溶液中的一级构象转变过程。我们知道,有别

于小分子的电解质,弱聚电解质一个重要的特征是其电离常数并不是一个固定值,聚电解质的解离常数与溶液

的 pH值 、浓度都有关。这是因为聚电解质溶液中离子的分布并不是均一的,只有链附近的氢离子或氢氧根离

子才能与聚电解质形成酸碱平衡。由于电场的存在,链附近的氢离子或氢氧根离子浓度与体相溶液中之间存

在很大的梯度。但是在实验上,从未有人测量过在聚电解质链附近的氢离子或氢氧根离子的浓度究竟是多少,

链附近与体相中的浓度梯度究竟有怎样的影响因素?因此我们期待从实验上来回答这些问题。

图 4　利用一种 pH 敏感的染料来探测链附近的 pH 值

插图:自由 Oregon G reen 488的发光亮度( ★)和被标记

在 P2VP 链末端的染料的发光亮度(◆)对溶液 pH 作图。

主图:链附近的 pH 值(定义为被标记染料的发光亮度

与自由染料发光亮度相同时的 pH 值)随溶液 pH 的

变化关系[ 12] 。

F igure 4　Using a pH-sensitive dye to infe r lo cal pH

Inset:brightness o f O regon G reen 488, measured from

pho ton counting histog ram s compiled w ithin the FCS

confocal v olume, plotted against solution pH fo r this

fluo rophor e dissolved freely in solution (★) or attached

to one end o f the po lyme r chain ( ◆).Main figure:the

lo ca l pH o f po lymer-attached fluo ropho re, defined as

the pH a t w hich the polyme r-attached fluo rophor e

displays the same brightness a s w hen not at tached,

is plo tted against bulk pH [ 11] .

为了回答上述问题,我们把两种 pH 敏感的染料

Oregon Green 488和 Fluorescein通过化学反应标记

在 P2VP 链的末端,利用 PCH 实验方法来探测染料

的发光亮度。图 4的插图比较了没有标记的自由染

料和标记在分子链末端的 Oregon Green染料的发光

亮度随着溶液 pH 的变化关系。我们发现,被标记在

P2VP链末端的染料发光曲线相比自由没标记染料

的发光曲线向低 pH 值方向发生了很明显的偏移。

为了更定量分析, 我们把被标记染料的发光亮度与

自由染料发光亮度相同时的 pH 值定义为聚电解质

链附近的局部 pH 值( Local pH ) 。如图 4 所示, 把

Local pH 对溶液本体的 pH 作图, 可以发现, P2VP

链附近的氢离子浓度要比溶液本体的氢离子浓度低

2-3个数量级,这主要是带正电的 P2VP 会排斥链

附近的氢离子所致。我们用 Boltzmann 分布函数

[ H+] 0 =[ H+] bulke-eφo/ kT 对数据进行曲线拟合以期望

得到 P2VP 的电位信息, Boltzmann分布函数对曲线

的拟合并不是很好(虚线部分为 Boltzmann 曲线, 电

位拟合的近似结果为0.08V) 。可能原因是随着溶液

中氢离子浓度的升高,静电屏蔽效应使得 P2VP 链的

尺寸发生改变。另外,由于熵的增加反离子的沉积

也更为严重,结果导致 P2VP 带电分数的下降,实验

得到的曲线在低的 pH下比线性拟合的结果要偏低。

　　我们发现 P2VP 链附近的 pH 值要比溶液本

体的 pH 高 2-3个 pH 单位,链附近的氢离子浓度

与溶液本体的氢离子浓度之间存在着一个浓度梯

度 。那么它与盐的浓度有怎样的关系呢 ?在前面

的实验中,我们测量了 P2VP-Oregon Green在不同 pH 值下的亮度。我们发现, 链附近的 pH 值要比溶

液中高 3以上 。但是, 在 P2VP 发生构象转变时, 链附近的 pH 值在 7 左右 。而在这一 pH 值区间内

Oregon Green已经处于完全电离状态,其亮度不再具有 pH 值的依赖性 。为此, 我们采用 pH 敏感区域

在 6到 8之间的荧光素来作为探针分子来测量发生构象转变时链附近的 pH 值。

在不同的盐浓度测得 P2VP-FITC 的亮度随溶液中 pH 的变化规律见图 5。我们增加 NaCl的浓度

时,在 P2VP 发生构象转变点溶液中的 pH 值会逐渐上升 。但是, 在构象转变点处P2VP 链附近的 pH 值

却保持不变(由虚线给出) 。这一结果说明:在不同盐浓度下发生构象转变时 P2VP 链的带电分数为一常
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图 5　P2VP-F ITC 在不同浓度的 NaCl盐溶液中的

发光亮度随溶液 pH 值的变化关系[ 12]

Figure 5　Brightness o f P2VP-FITC as a function

of bulk pH values at v arious NaCl concentrations[ 12]

数, P2VP 的静电排斥能并没有发生改变。在 FITC 的

亮度在 2700 至 3400的区域内, 即链附近的 pH 值在

7.05到 7.56之间, P2VP 链保持线团构象, 但此时链上

的吡啶基团并没有全部电离, 链的带电分数较小 。此

时,当我们增加 NaCl的浓度时,在图中我们可见, 荧光

素的亮度突然上升到 3400,表明 P2VP 的带电分数有一

突然的增加。这是因为,随着 NaCl浓度的增加, 体系的

熵对自由能的贡献增加导致 P2V P 的反离子沉积程度

增强。更多的氯离子沉积到 P2V P 的主链上, 与此同

时, P2V P链附近的氢离子浓度也有增加 。氢离子浓度

的增加使得 P2VP 链上未电离的吡啶基团产生电离, 从

而增加了 P2VP 的带电分数。尽管反离子沉积程度有

所增强, 但是由于更多的吡啶基团被电离, 其结果使得

P2VP 的有效带电分数增加。

以上我们讨论了一种弱聚电解质 P2VP 在水溶液

中随溶液 pH 值而发生的一级构象转变 。我们知道, 氢离子与 P2VP 主链上的吡啶基团之间存在着电离

平衡,改变氢离子的浓度会直接改变 P2VP 的带电量,从而影响弱聚电解质在溶液中的构象状态 。而对

于强聚电解质而言,改变溶液氢离子的浓度并不能显著改变其带电量,强聚电解质的带电量往往是通过

向溶液中加入盐来改变的,为了理解强聚电解质在盐溶液的构象状态并与弱聚电解质的性质进行比较,

我们研究了一种强聚电解质聚苯乙烯磺酸钠( PSS
-
Na

+
)在不同类型不同浓度的盐溶液的构象状态。

图 6显示的是单链 PSS-Na+分子分别在不同价态的盐溶液中的流体力学半径 R h 随盐浓度的变化

关系。

图 6　PSS -Na+单链的流体力学半径随盐浓度(上图)和相对应的 Debye 长度(下图)的变化关系。

盐的类型在图中标出[ 13]

F igure 6　Value of hydrodynamic radius of PSS -Na+ single chain as a function of salt concentration ( top panel)

and co r responding Debye leng th ( bo ttom panel) .The type of the sa lts is indicated in figures [13]

对于氯化铯 、氯化钙以及氯化镧的实验,我们观察到了盐浓度诱导的 PSS
-
Na

+
的分子尺寸链先塌缩

然后再度伸展的过程, 也即回归凝聚现象( reent rant condensation) 。对于三价的氯化镧, 得到的这个结
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果在意料之中, 因为以往对 PSS-Na+相图的研究[ 18] 已经证明了这一现象。在盐浓度 2 ×10-5M 到

0.1M 之间, FCS 测不到荧光信号, 仔细检查样品池后发现样品沉淀到了样品池底部,当继续增加盐浓度

时,在 0.1M 又能测到荧光信号 。在盐浓度继续增大时, PSS
-
N a

+
分子链的流体力学半径随盐浓度的增

大而增大 。也就是说,氯化镧浓度在 2×10-5M 到 0.1M 之间时, PSS-Na+发生了相分离 。在我们研究

的体系中, PSS-N a+的浓度相当低, 约 10-4mg/mL, 这个浓度远小于交叠浓度。但在氯化镧的实验中,

我们仍然观察到了相分离的发生 。有两个原因:第一, PSS-Na+与 La3+的相互作用很强,使 PSS-Na+分

子链采取比较紧密的构象, 更由于在盐浓度比较高的情况下桥接作用不仅在分子内发生,在分子间也会

起作用, 因而容易形成聚集体;第二, PSS-Na+分子链的疏水性非常强, 当电荷被中和后在水中的稳定性

较差,也会促使相分离的发生 。在盐浓度继续增大时, PSS-Na+分子链的流体力学半径随盐浓度的增大

而增大。

在以往的实验中,没有发现二价盐(除钡离子)或者一价盐会使 PSS-Na+发生回归凝聚现象 。计算

模拟发现二价离子可能会使聚电解质链先塌缩然后再度伸展,只是变化的程度与三价以及四价离子相比

要小得多
[ 19]
。一个有趣的问题是, 为什么在我们的实验中 Mg

2+
或者 Sr

2+
没有观察到这一现象? 有两个

可能的影响因素:第一,离子的尺寸。Hsiao 等[ 20]发现,对于价态相同的抗衡离子, 尺寸与单体的尺寸越

接近,则观察到的回归凝聚现象( reent rant condensation)越明显;第二,离子与聚电解质链所带电荷的作

用力的强弱 。以溶解度为例,以每 100g 溶液中所含溶质的量为例, 在 25℃时, M gSO4 为 26.3g , CaSO4

为 0.205g , SrSO4 为 0.0135g[ 21] , Ca2+与 S r2+与磺酸根的结合能力要比 Mg 2+强得多, 因此会使聚电解质

链采取更紧密的构象。但这种作用又不能太强,否则, 即使电荷过度沉积,发生电荷反转,分子链也不会

重新张开 。

在一价的抗衡离子( Cs
+
)实验中观察到回归凝聚现象( reent rant condensation)确实令人意外。Volk

等[ 22] 的研究发现季铵化的聚 2-乙烯基吡啶在加入碘离子时观察到了溶液分相然后再溶解的过程 。他们

发现这一过程的出现与聚电解质的疏水性 、抗衡离子的尺寸以及聚电解质的带电量有关。他们用不同的

季铵化(或质子化)试剂和聚合物反应得到亲疏水性不同的产物,他们只在疏水性处于中间值, 用乙基季

铵化的样品, 在带电量较高,且抗衡离子尺寸较大的一价抗衡离子实验中, 观察到这一现象 。疏水性太

差,如用卤化氢质子化,得到的样品不会分相;疏水性太强, 得到的样品(如以丁基季铵化)分相以后继续

加盐不会再溶解。此外,带电量较低的样品在出现分相以后继续加盐不会再溶解;抗衡离子尺寸较小的

话也不会观察到这一现象。在以往的研究中,用计算模拟的方法都没有考虑主链疏水性的影响, 可能这

是在一价盐中没有观察到回归凝聚现象( reent rant condensation)的原因 。

除了研究强聚电解质 PSS
-
Na

+
单链分子在水溶液中的回归凝聚现象之外,我们还研究了 PSS

-
Na

+

分子链在纯水和不同浓度 NaCl盐溶液中的标度关系 。结果发现 PSS-Na+分子链在纯水中的构象随着

分子量呈现非均匀性。在分子量较小(聚合度小于 310)时, PSS-Na+分子链在纯水中呈现刚性的棒状结

构;而当 PSS-Na+聚合度大于 310时, PSS-Na+分子在纯水中呈现无归线团的构象。同时我们还利用

PCH 的实验手段研究了不同分子量的 PSS-Na+的链周围抗衡离子分布及电位,发现 PSS-Na+分子链

的末端电位随着分子量的增加而增大,而且相同分子量的 PSS-Na+ ,链末端的氢离子浓度要低于链中间

的氢离子浓度 。关于这部分的工作我们会继续完善并且陆续发表出来。

1.4.2　界面上的单分子动力学研究　由于工业界以及日常生活中对于高性能聚合物复合材料的强烈需

求,聚合物共混体系的研究一直都是高分子科学领域的重点与热点问题 。不相容聚合物间的微观结构及

性质对聚合物共混 、增塑及聚合物间粘结等方面具有非常重要的作用,因此, 针对于聚合物界面的研究具

有重要的现实意义 。但由于研究方法的限制,从微观角度或者单分子角度来理解和研究聚合物多相体系

中相界面的有关性质, 是一个重要且具难度的课题。

根据前人的理论研究,当聚合物的分子量足够高时,聚合物-聚合物界面的黏度将不随着分子量的

改变而变化, 但是这个预言始终没有得到实验上的验证。因此我们通过下面的实验开展这方面的研究,

我们改变构成 N, N-二甲基甲酰胺-聚异戊二烯( DM F-PI)界面的聚合物 PI 的分子量,通过荧光关联光谱
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来测量一种荧光标记的嵌段聚合物在 DMF-PI界面上的扩散系数,通过扩散系数的变化来反映界面黏度

的变化。

DMF 是聚苯乙烯( PS)的良溶剂,是 PI的非溶剂。DMF 作为 PI的非溶剂在与 PI接触时,尽管不能

在宏观上使 PI 发生溶胀或溶解,但是在界面上会形成和本体不同的微区,这些微区就是界面层。界面层

的性质是影响不相容共混聚合物性能的重要因素, 对于不相容体系来说, 它们之间性质不仅与聚合物种

类有关, 而且,与聚合物的分子量有着重要的联系,考虑到分子量对界面性质的影响, 可以通过改变 PI的

分子量来考察界面流变学性质的变化 。

实验中采用的 PI的分子量从 1.2×103g mo l-1增加到 138×103 g mol-1 , 跨越了 2个数量级;更为重

要的是,其本体粘度
[ 23]
从 0.8 Pa·s增加到9.77×10

4
Pa·s,跨越了 5个数量级。然而,与本体粘度的巨大

变化相比, P I-b-PS在界面上的扩散系数变化却很小,仅有轻微变化, 见图 7。这说明 PI/DMF 界面上存

在一个低粘度的界面层,而且这个界面层的粘度与构成界面的本体聚合物分子量仅存在很微弱的依赖

性 。这一实验结果很好地验证了前人的理论模型[ 24 ～ 26] 。

图 7　PS-b-PI 单链的表明扩散系数随本体 P I分子量的变化关系。插图:PS-b-PI 分子在界面上的示意图[14]

F igure 7　Inter facial diffusion coefficient of sing le PS-b-P I chain a s a func tion of the molecular w eight

of bulk PI.Inse t:illustra tion of the sample geome try[ 14]

　　我们的实验结果也存在与前人的理论预言不一致的地方 。de Gennes等
[ 24 ～ 26]

认为随着分子量的增

加,界面粘度会保持恒定,不再随分子量的增加而发生变化。然而, 从图 7可以看到,随着分子量的增加,

P I-b-PS 在界面的扩散系数随着 PI 分子量的增加而逐步减小,并且在分子量为 10 ～ 30×10
3
g mol

-1
区间

存在明显下降 。我们认为, 这是由于界面张力随分子量的增加而增加带来的效应 。前人的研究表明,聚

合物界面张力随着其分子量的增加而增加,而界面张力的增加一定会导致界面厚度减小
[ 27]
。在实验中,

我们使用的探针分子的分子量较大( P I 段分子量为 37.5×10
4
g mol

-1
) ,界面厚度的减小使得 PI-b-PS中

部分 PI 链段超越界面区域而进入 PI本体,从而感受到 PI 本体的高粘度。这使得探针分子感受到很大

的界面摩擦阻力而减慢界面扩散运动速率 。如果利用 Einstein方程 D=kT/ζ来计算 PI-b-PS 在界面运

动感受到的摩擦力,就可以发现随着 PI本体分子量的增加,界面摩擦力逐步增大。

2　单分子荧光成像技术与聚合物分子链的界面扩散运动

聚合物在受限状态下,聚合物链的很多性质与本体会有巨大的差异, 例如链构象 、单链动力学 、相分

离 、玻璃化转变等, 都表现出与本体不同的性质
[ 28]
。研究超薄膜中的聚合物链性质不仅对基础物理问题

的研究有重要意义,而且对于聚合物在涂料 、摩擦与润滑 、微电子材料 、纳米器件等方面的应用有重要的

意义。

聚合物超薄膜结晶是高分子物理领域的一个重要研究课题[ 30 ～ 33] 。当聚合物超薄膜的厚度降低到与

聚合物链的均方根旋转半径 R g 相当时,超薄膜中聚合物的结晶行为与本体聚合物表现出巨大的差别,一

是因为厚度很小的超薄膜对聚合物链产生了很强的空间受限效应;二是因为聚合物链与基底之间的相互
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作用。因此, 聚合物在超薄膜中表现出很多新的性质,如超薄膜中聚合物一次成核的能垒很高,聚合物能

在相当长时间保持过冷熔体状态;多次折叠链形成的单层片晶不稳定,能够在平衡熔点以下就发生增厚

现象等等 。

目前研究聚合物超薄膜结晶一般都使用原子力显微镜 、光学显微镜 、DSC 、红外 、核磁共振等手段 。

这些研究对我们了解聚合物的结晶过程有了很大的帮助, 但是我们也应该看到,由于这些手段没有单分

子水平的分辨能力,只能得到聚合物的聚集体表现出来的平均的信息。

与传统研究手段相比, 单分子荧光显微技术[ 33 ～ 36] 具有快速 、无损 、高灵敏度 、时间和空间分辨能力的

分析特点,使我们能够观察到单个大分子的位置信息和扩散运动轨迹。以揭示被系综研究所掩盖的微观

细节,反应大分子在异质微环境中的扩散 、构象等信息随时间变化的静态和动态的非均匀性 。

2.1　单分子荧光成像技术的建立

单分子的光学探测可由频率调制的吸收光谱和激光诱导荧光检测, 因其背景低 、信噪比高,激光诱导

荧光成为单分子检测最常用的方法。在最佳情况下, 1个分子大约能辐射出 105 ～ 106 个荧光光子 。利用

高效单光子计数雪崩光电二极管,目前能接收到约 5%的荧光光子 。因此, 可从一个荧光分子中观测到

5000到 50000个光子,这一数目不仅足以探测到单个分子, 而且足以进行光谱辨认和实时监测 。

全内反射荧光显微技术是当今世界上最具前途的新型生物光学显微技术之一,可以用来实现对单个

荧光分子的直接探测。它利用全内反射产生的衰逝波照明样品,使照明区域限定在样品表面的薄层范围

内,因此具有其它光学成像技术无法比拟的高的信噪比和对比度。全内反射是一种普遍存在的光学现

象 。我们考虑一束平面光波从玻璃表面进入到溶液中如图 8 所示 。入射光在玻璃表面上一部分发生反

射,另一部分则透射进溶液 。从几何光学的角度来看,当光发生全反射时,光会在玻璃界面上完全反射而

不进入溶液中 。实际上,由于波动效应,有一部分光的能量会穿过界面渗透到溶液中,平行于界面传播 。

这部分光场是所谓的衰逝场 。

图 8　全内反射荧光示意图

Figure 8　The sketch of to tal inte rnal reflection fluo rescence

由于发生全内反射时,在低折射率介质中衰逝波的典型穿透深度一般在 100nm 量级, 如果样品紧贴

界面放置,则衰逝波对样品的垂直照射深度也为约 100nm 。只有位于这个小范围内的荧光分子才会被激

发,而在这个范围以外的荧光分子则完全不受影响 。用衰逝波照明,再结合灵敏度非常高的高分辨冷却

型电荷耦合器件, 就可以得到信噪比非常高的单分子影像。到目前为止, 已有多种全内反射荧光显微成

像系统问世, 其中最为普遍的两种类型是棱镜型和物镜型 。

本组所用显微镜为物镜型全内反射成像装置,如图 9所示,固体激光器发出的激光通过衰减片得到合

适的光强,透过物镜以一定角度照射到样品上,在样品和空气界面发生全反射, 激发样品中的荧光分子, 荧

光分子发出的荧光再被物镜接收通过滤光片到达高分辨冷却型电荷耦合器件( CCD) , 而激光则被滤光片滤

掉而不能到达 CCD,从而在 CCD上得到清晰的单分子的荧光信号。这套装置由本实验室自行搭建而成,我

们采用的显微镜是奥林巴斯的倒置显微镜( Olympus IX-71) , 物镜为放大倍数为 100 、数值孔径为 1.45

的油浸物镜( Plan Apochromat, Olympus, Japan) 。激光器为 532nm 固体激光器(长春,中国) ,荧光信号

由滤光镜和二色镜( Chroma Tech, USA)过滤而降低背景噪声,然后用冷却型 CCD记录( A ndor DV887
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图 9　全内反射荧光显微镜示意图

Figure 9　The sketch of tr ans-fluo rescence micro scopy

EMCCD) ,数据处理软件为 Ando r Ixon( A ndor, No rthern Ireland) 、MetaM orph和 Image J 。

2.2　PEO超薄膜结晶前后的单链扩散研究

Yeow 等
[ 37]
首次运用单分子追踪技术研究 PEO超薄膜的结晶过程。并发现大分子在结晶前通过扩

散并沉积到晶体生长面上具有不同的运动方式,例如布朗运动和直接运动 。通过 PEO 链在无定形层中

和耗散层中以不同的扩散速率进行布朗运动揭示了界面环境的异质性。

图 10　PEO 样品维持在 45℃ fo r ( a) 35h, ( b) 47h, and ( c) >65h 的荧光图像[ 37]

F igure 10　Fluo rescence images o f image s o f a PEO sample maintained at 45℃ for ( a) 35h, ( b) 47h, and ( c) >65h [ 37]

以下是我们组的工作[ 38] :聚乙二醇( PEO)超薄膜加热到 80℃后, 用原子力显微镜( AFM )观察超薄

膜融化以后的形貌 。如图 11显示, PEO 超薄膜熔融后在硅羟基表面形成平整的熔体膜, 没有发生去浸

润的现象 。并且把熔融的超薄膜降到室温 22℃以后,仍然能在很长时间( >4h)保持过冷的熔体状态而

不结晶。这是由于 PEO链在超薄膜中处于受限状态, 结晶成核的位垒很高,使得超薄膜难以均相成核,

因此过冷的超薄膜能保持熔体状态很长时间。为了得到超薄膜的厚度, 用椭圆偏振仪进行测量, 测得其

膜厚为 2.4nm,由于分子量为 5000·mo l-1的 PEO的均方根旋转半径( Rg )为 2.5nm, 因此认为超薄膜是

由单分子层的 PEO链形成的。

由于超薄膜在过冷状态下能保持熔体状态很长时间,因此可以利用单分子荧光显微镜对超薄膜过冷

溶体中的单链扩散进行研究 。把涂覆有 PEO 超薄膜的石英片置于热台中,分别在 50℃, 38℃和 22℃的

温度下用单分子荧光显微镜观察超薄膜中荧光标记 PEO 的扩散运动。单分子荧光显微镜曝光时间为

0.1s,每 0.1s拍摄 1幅照片,连续拍摄 200幅,得到单分子荧光图像如图 12所示。

从图 12的单分子荧光图像可以看到, 过冷的 PEO超薄膜中的荧光标记的分子链在膜内做无规扩散

运动 。由于在荧光显微镜下,只能看到样品荧光标记的 PEO, 而不能看到未标记的 PEO,因此用荧光标

记的 PEO的扩散行为来代表所有 PEO的扩散行为 。

通过对单分子荧光图像中的单个分子的位置进行荧光追踪,可以得到单个分子链的扩散轨迹 。对连
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图 11　原子力图像显示在 80℃熔融状态下 PEO 超薄膜平整的形貌

纵向的尺度是 30nm

Figure 11　AFM image showing the featureless morpholog y o f the PEO ultrathin film after melting

at the tempe rature of 80℃.The scale in z-direction is 30nm

图 12　结晶前过冷状态下 PEO 超薄膜的荧光图像

( a) 50℃ ( b) 38℃ ( c) 22℃

Figure 12　Fluo rescence image s o f the supe rcooled PEO ultrathin film at the tempera tur es o f ( a) 50℃

( b) 38℃ ( c) 22℃ befo re cry stallization

续拍摄的单分子荧光影像图进行单分子手工追踪,可以把单个分子的扩散运动的轨迹提取出来。其中一

个聚合物链在超薄膜内的二维扩散轨迹如图 13a 所示。图中每一步的间隔时间为 0.1s,连续追踪了 30

步 。为了得到分子链的二维扩散系数, 我们对分子链的扩散轨迹进行均方根位移统计如图 13b 所示,

PEO 链的扩散系数 D 可以由公式 <R
2
( t) >=4Dt 拟合得到 。

为了得到有代表性的 PEO 分子链的扩散系数, 我们对这 50个分子链的扩散系数的分布情况进行了

柱状图统计。从统计中得到,扩散系数的分布相对集中于一个值,并且呈高斯分布,对柱状图进行高斯分

布拟合, 可以得到平均的扩散系数为 3.1×10-14m2 s-1 。对于结晶前后自由分子链的扩散, 用单分子荧

光追踪的方法进行统计,对每个温度下的样品选择 50个独立的分子链进行追踪, 得到了单链的扩散系数

分布情况,如图 14所示 。用高斯拟合可以得到单链的平均扩散系数 。由于结晶后的扩散系数较慢, 我们

拍摄过程相邻两帧之间时间间隔为 1s,连续拍摄 200s 。

同一个样品中的 PEO 分子链的扩散系数分布比较宽,如图 15a 所示,这是由于基底表面的化学性质

和物理性质的不均匀性带来的。对结晶前 38℃和 22℃的样品分布别用同样的方法进行统计, 如图 15b

所示, PEO 超薄膜结晶前过冷状态下 50℃、38℃和 22℃的扩散系数并没有明显的变化。通过精确的对

比超薄膜结晶前后的扩散系数, 对扩散系数的统计平均值进行对比,结晶后的扩散系数确实比结晶前低

了一个数量级 。

2.3　PEO超薄膜结晶形貌变化的研究

超薄膜的温度降至室温 22℃放置 24h 以后,用 AFM 观察,发现超薄膜已经结晶, 并且形成了树枝状
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图 13　( a) PEO单分子在过冷单层膜中典型的扩散轨迹,每步时间间隔是 0.1s。 ( b)对扩散轨迹均

方位移 [ R2] 的统计结果

F igure 13　( a) T ypical diffusing trajecto ry of PEO molecule in supercoo led mono lay er at 50℃.T ime

interv al between adjacent steps=0.1s.( b) The tempo ral profile of mean square

displacement [ R2]

图 14　独立 PEO 链的扩散系数直方图, 左图是在过冷未结晶状态下的扩散数据而右图是结晶后链

的扩散数据[ 38] 。结晶前后样品在:( a, d) 50℃;( b, e) 38℃;( c, f) 22℃.实线是高斯拟

合的结果, 每个数据来源于 50 个独立的追踪样本。

F igure 14　Histog ram of diffusion coefficient o f individua l PEO chains [ 38] , in w hich the left panel show s data

fo r super-cooled sample befo re cry stallization and right panel show s the po st cr ystallization samples:

( a, d) 50℃;( b, e) 38℃;( c, f) 22℃.The so lid lines a re the results of Gaussian fit ting.

The data we re from tracking analy sis of 50 individual mo lecules.

的单层片晶结构, 如图 16所示。这种树枝状的片晶是由扩散控制结晶速度而形成的典型的晶体结构。

单层片晶的厚度为6nm, 因为 PEO形成的单层片晶总是其链长的整数分之一,厚度h=L/( n+1) ,其中n

为折叠次数, 实验中使用的 PEO 的链长为 31.6nm, 由此可知此片晶为 4次折叠片晶。

由于链折叠以后体系的自由能升高,折叠次数越多, 自由能越高,因此 4次折叠链片晶在热力学上是

亚稳态。我们对样品进行升温, 随着温度的升高,片晶发生了增厚现象, 片晶的厚度增加反映了链的折叠

次数在减小, 晶体在向相对稳定的另一个折叠次数较少的亚稳态转变 。当温度升高到 38℃,致密的片晶

结构破裂,原来的树枝状的片晶变成一个个孤立的岛状结构,如图 16所示。片晶的厚度也增加到 8nm ,

对应为 3次折叠链片晶 。当温度升高到 50℃,片晶进一步破裂, 厚度进一步增加到 11nm, 对应为 2 次折

叠链片晶 。用原子力显微镜可以很清楚的观察到片晶在升温过程中的增厚现象, 由于有些片晶在增厚的

过程中消失, 有些片晶在增厚过程中变大, 因此,这个增厚过程一定伴随着分子链的输运和转移, 即分子

链从一个片晶输运到另一个片晶,分子链要进行输运,那就必须在基底上形成一层熔融聚合物层, 分子链

通过这一层聚合物进行输运 。但是, 由于 AFM 不能识别单个分子链,片晶增厚过程中的分子链运动情

·176· 　　　　　　　高　　分　　子　　通　　报 2011 年 10 月　



图 15　( a) 50 个 PEO过冷超薄膜样本(膜厚:2.4nm)的在结晶前 50℃的均方位移;

( b) PEO 链在过冷薄膜中结晶前和结晶后在不同温度下的扩散系数[ 38] 。

Figure 15　( a) The temporal pro file o f mean square displacement of 50 individual PEO chains in the

supe r-coo led sample at 50℃ befor e cry stallization;( b) The value of diffusion coefficient

o f PEO chains in its super-cooled condition at different temperature and

po st-cr ystallization samples at different temperature[ 38] .

图 16　原位 AFM 高度图显示 PEO 单片层晶体随升温从( a):22℃;( b) :38℃;( c):50℃过程

中形貌的演变[ 38] 。 Z 轴的尺度是 30nm。

Figur e 16　In-situ AFM height images show ing the mo rpholo gy evo lution of PEO mono-lamellar crystals

under increasing temperatures ( a) :22℃;( b):38℃;( c) :50℃[ 38] .

况不能用 AFM 观察到,用单分子荧光显微镜来观察增厚过程的分子链运动情况 。

运用单分子荧光显微镜,我们同样观察到室温下 22℃放置 24h的 PEO 超薄膜结晶形成了树枝状的

晶体结构,如图 17所示 。这个结果和 AFM 的观察结果是相同的。我们通常认为当 AFM 扫描到的片晶

形貌不再发生变化时,结晶就已经结束了, 但是用单分子荧光显微镜我们却发现结晶结束以后仍然能够

在树枝状片晶的外面发现扩散运动的单链,这说明树枝状片晶之间的基底上仍然残留着很多的 PEO 链

没有结晶,它们以熔体的形式存在,能够自由扩散运动,而 AFM 是无法观察到它们的存在的 。超薄膜的

结晶很难真正结束,因为片晶之间残留的自由分子链能够不停的扩散,能够继续参与结晶, 只是这些分子

结晶引起的形貌变化不能被 AFM 发现。

我们把样品的温度升高到 38℃,与 AFM 观察结果相同,原来致密的树枝状的荧光图像破裂, 形成孤

立岛状结构。同时,我们发现片晶外自由扩散的分子更多, 而且扩散系数变快, 当样品温度升高到 50℃

时,片晶外面扩散的分子进一步增多, 扩散系数也变得更快。这些片晶外扩散的分子链说明基底上存在

一层非晶态的聚合物熔体层 。

前人的研究提出, 在片晶增厚的过程中,基底表面存在一层单分子层的非晶态聚合物链, 片晶之间通

过这一层非晶态链进行物质输运,从而使得有些片晶消失,有些片晶增厚 。但他们由于实验手段的限制,

不能观察到这层非晶态链, 更不能得到层内单链扩散的信息。而我们的实验可以非常清楚的观察到这层

非晶态链的存在, 并且还能进一步得到层内的单链扩散信息。我们通过观察单分子荧光录像发现了分子
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图 17　PEO 片层晶体在不同温度下( a):22℃;( b) :38℃;( c):50℃的荧光显微图[ 38]

Figure 17　Fluore scence micr oscope images of PEO mono-lamellar c rystals under increasing temperatures

( a) :22℃;( b):38℃;( c) :50℃[ 38]

进入晶区和从晶区出来的现象, 这就直接证明了增厚过程中的物质输运现象的存在。

2.4　PEO超薄膜中影响扩散系数的机理

结晶前后的厚度不同会影响扩散系数是因为分子链在硅羟基表面的构象随厚度变化带来的[ 39] 。在

不同的厚度情况下, 分子链在基底表面形成不同的构象。在结晶后的非晶区, PEO 分子链形成更加扁平

的构象, 分子链与硅羟基表面的相互作用力更强,从而使得其扩散系数慢了一个数量级 。

由于界面上吸附的聚合物链构象随着吸附浓度而改变,聚合物链在界面的侧向扩散系数同样也会随

着吸附浓度而改变 。这是因为聚合物链与固体界面的作用主要由轨链的链段比例决定,环链和尾链由于

没有直接与固体界面吸附, 不会对聚合物链的扩散起阻碍作用
[ 40]
。一根聚合物链中轨链的链段比例越

高,聚合物链与固体界面的作用就越强,聚合物侧向扩散运动受到的阻力就越大, 从而扩散系数越小 。这

就是链的吸附浓度会影响链侧向扩散运动的原因, 而链的吸附浓度在实验中表现为超薄膜的厚度,超薄

膜的厚度也就能影响链的扩散系数。

PEO 链与硅羟基界面由于氢键的作用而发生强烈吸附,结晶前的界面吸附浓度(可以用超薄膜厚度

来表征)很高,聚合物链之间的拥挤作用使得聚合物链形成蓬松的构象, 环链和尾链比例较高, 轨链比例

较低。但是结晶以后, 由于大量的聚合物链参与了结晶, 非晶区的聚合物链大量减少, 界面的吸附浓度减

少,从而使得聚合物链在硅羟基表面的轨链比例增加, 轨链的增加使得聚合物链与固体界面的作用力大

大增加, 从而使得扩散系数降低 。

我们做了不同厚度的过冷态超薄膜在结晶前的扩散系数与膜厚的关系, 聚合物链的表面吸附浓度用

膜的厚度来表示, 膜的厚度越大,则表面吸附浓度越大,如图 18所示, 最左边的数据点表示膜厚为零,这

是一个表面吸附浓度极低的情况,表面上的 PEO分子链彼此之间的距离足够远, 以至完全不能“感受到”

对方的存在。

图 18　聚合物链的构象随着吸附在固体界面上浓度的变化

Figure 18　Confo rmation of a polymer chains on an a ttractive so lid surface with

diffe rent surface concentrations

在超薄膜结晶前, 温度从 50℃降低到 22℃,但是扩散系数并没有发生明显变化, 这是因为超薄膜在

此时未结晶, 膜的厚度没有发生变化, 也就是链的吸附浓度没有发生变化,从而聚合物链的构象没有发生
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变化,扩散系数也就没有明显变化。而对于结晶后的情况则不同, 我们可以看到结晶后, 随着温度的升

高,非晶区分子的扩散系数有逐渐增高的趋势, 这是由于结晶后,随着温度的升高,晶区逐渐融化, 越来越

多的分子链从晶区进入非晶区,从而使得非晶区的表面吸附浓度增加, 从而使得链的扩散系数增加 。如

图 19所示,结晶后的扩散系数随着温度升高而逐渐增高并不是由于温度带来的影响, 这可以从结晶前的

扩散系数没有受到温度影响而得到证明。

图 19　PEO 单链的在 50℃过冷超薄膜内扩散系数随膜厚的变化[38]

Figure 19　Diffusion coefficient ( D) o f sing le PEO chains in its super-coo led monolay er s

at 50℃ as a function o f the film thickness[ 38]

3　单分子荧光散焦成像与聚合物分子链段运动

聚合物超薄膜的链段松弛和玻璃化转变是本组的研究课题之一。研究手段主要是单分子荧光散焦成像技术。

聚合物超薄膜一般是指其厚度小于 100nm 的聚合物膜 。在现代工业的很多领域如光伏器件 、纳米

刻蚀 、粘接 、涂覆和封装等聚合物薄膜材料都有重要应用 。聚合物超薄膜体系往往具有不同于本体的物

理性质[ 41] ,玻璃化转变温度( T g ) [ 42] 便是其一。目前, 对于聚合物薄膜玻璃化过程的研究大都是基于对

聚合物体系宏观性质的测量,如膜厚[ 42] 、热容[ 43] 、粘度[ 44] 、模量[ 45] 等。聚合物玻璃化转变的微观本质是

聚合物链段由运动到冻结的转变,因此在单分子链段层次上进行的研究是十分必要的 。单分子荧光散焦

成像技术具有单分子级别的灵敏度,并且可以获得单个荧光分子的三维空间取向信息和转动信息[ 6] ,为

链段层次的直接研究提供了可能 。

3.1　单分子荧光散焦成像技术的原理和应用

所谓散焦成像就是偏离焦点的成像。一般情况下,成像多采用正焦成像以追求图像的高清晰度 。本

研究采用散焦成像是为了获得荧光分子的三维空间取向信息 。

3.1.1　单分子荧光散焦成像技术原理简介　对于尺寸小于可见光半波长的物体, 由于受到衍射效应的

限制,用光学方法不可能看到其细微结构。对于该尺寸下的物体,在正焦理想成像的情况下, 只能得到一

个尺寸在半波长附近的衍射光斑,就是所谓的“艾利斑”( A vry spo t) 。在散焦成像的情况下, 如果这个物

体是荧光分子的聚集体,其所发出的荧光在散焦成像的情况下,会是中间一个亮点,周围有一个瑞利散射

环( Rayleigh sca ttering ci rcle) 。然而对于单个荧光分子, 即发光体只是一个单偶极矩的分子时, 情况会

有所不同 。

Robert Dickson研究组首先对此进行了研究[ 47] 。他们采用单分子荧光成像中的垂直光路全内反射

模式 。实验发现, 单个荧光分子在散焦成像的情况下 CCD上所接受到的光强分布出现了一个图案, 如图

20所示。

　　过焦时如图 20b所示,原来在正焦时只是一个衍射极限点的荧光分子的发光强度散焦时在 CCD上

出现了一个图案, 即单个荧光分子所发射光光强的分布。而这个强度分布在电磁学上来说,是与单个荧
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图 20　( a)正焦图案;( b)散焦图案

Figure 20　( a) In-focused image;( b) Defocused image

光分子偶极矩的取向一一对应的 。Dickson认为可以把散焦当作是一种非理想成像的情况来进行考虑 。

利用 Kirchof f积分方程来描述散焦时的衍射情形:

I( x, y , z) = I 0(θ, φ)
z
2 ∫

1

0
J 0( kaρ) x

2 +y 2

z
exp(-ikopd (ρ) )ρdρ

2

(2.1)

　　式中

opd (ρ) =-n1 t1 1 -
NA
n1
ρ

2

+n2 t2 1 -
NA
n2
ρ

2

(2.2)

　　Opd(ρ)代表非理想成像情况下的光程差, ρ是归一化的显微镜物镜的孔径, n1和 n2 代表光路中不同

介质的折射率, t 1和 t2 则代表相应介质层的厚度。N A 是数值孔径。

I( x, y , z)式中 I0 (θ, φ)是指在笛卡尔坐标中的偶极矩发光强度的分布,它依赖于偶极矩在三维空间

的取向角度θ和φ, 如图 21所示。 x, y , z 代表在 CCD成像芯片上的不同坐标 。k 是波矢, k=2π/λ。

图 21　发光偶极矩的空间取向可以用极化角φ和方位角θ表示

Figure 21　Schematic o f an emission dipo le o riented in space show ing the convention used here fo r

the po lar ( φ) and azimuthal (θ) ang les

这样就可以把实验得到的图案与通过上述公式计算拟合所得的图案进行对比,进而就可以得到荧光

分子偶极矩在三维空间的取向信息,即得到具体的取向角度θ和φ,如图 22所示。通过对单个荧光分子

的三维空间取向角度变化的实时动态追踪,就可以在单分子的层面上来研究其动力学行为 。

Enderlein等进一步完善了关于这个现象的理论[ 48] 。他们理论的出发点就是把单个荧光分子的发光

偶极矩视为一个电矢量, 这样就可以从电磁学的角度来推导其发射光强的分布与其空间取向角度

的关系。
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图 22　模拟图案(右)和实验图案(左)的比对

Figure 22　Fits of simula ted images ( right panel) to experimental emission patterns ( left panel)

3.1.2　单分子荧光散焦成像技术的应用　由于具有荧光分子三维空间取向的分辨能力,单分子荧光散焦

技术在化学 、生物 、高分子科学等领域都有重要应用。这里主要介绍该技术在高分子物理领域的研究工作。

Robert Dickson组测量了掺杂于聚甲基丙烯酸甲酯( PMMA)中的荧光分子 DiIC18在其处于远低于

本体 T g 的温度时的玻璃态的转动弛豫过程[ 46] 。他们追踪了单个荧光分子的三维空间取向过程, 即转动

过程,然后利用其转动弛豫的自相关函数耦合得到转动弛豫时间。作者认为他们所检测到的转动的荧光

分子的弛豫过程反映的是周围聚合物链在深玻璃态的 α松弛的过程, 并且使用这个方法可以测量聚合物

玻璃态的动态非均匀性 。

Johan Ho fkens组测量了掺杂于聚丙烯酸甲酯中的荧光染料 TPDI 在 T g 附近的转动弛豫过程[ 9] 。

由于这个荧光分子共轭结构较大,耐漂白, 适合做长时间的转动追踪分析。他们选用了三维空间的转动

扩散方程对转动弛豫过程进行了分析 。通过对 40 个荧光分子转动弛豫过程的取向追踪和分析, 可以得

到自相关函数与时间的关系,用双指数函数拟合自相关函数, 可以得到两个弛豫时间 。这可能与聚合物

体系玻璃态时的动态非均匀性有关。

Sato shi Habuchi组用多束激光激发探针分子,用荧光散焦技术研究了聚合物薄膜内探针分子的取

向及分布
[ 50]
。统计发现探针分子的取向有膜厚及 T g 的依赖性 。用取向分布可以反映薄膜局部的各向

非均匀性 。

如上所述,单分子荧光散焦成像技术已经在聚合物领域获得了很好的应用,可以获得一些直接的 、传

统研究手段无法获得的信息 。

3.2　聚合物超薄膜链段松弛和玻璃化转变

3.2.1　聚合物超薄膜链段松弛和玻璃化转变的研究现状　类似于聚合物本体玻璃化转变的研究,可以

用聚合物薄膜的性质与温度的关系来定义聚合物薄膜的玻璃化转变 。首先是基于聚合物薄膜膜厚测量

的研究手段。测量膜厚与温度之间的依赖关系,从而就可以得到聚合物薄膜在不同状态的膨胀系数,膨

胀系数发生改变的温度就是 T g 。这个思路的研究手段有:椭圆偏振法
[ 42]
、中子反射法

[ 51]
和 X-射线反射

法[ 52] 。这个思路的研究开展的很早,得到的实验数据也很丰富。尽管不同报道之间的相符性不好甚至

差别很大,但总的趋势是:聚合物超薄膜与基底的相互作用会影响超薄膜的 T g 。如果超薄膜与基底之间

是吸引相互作用, 则聚合物超薄膜的 T g 比本体偏高;反之, 较本体偏低。
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上述手段都是直接测量升温过程中样品的密度变化。 Torkelson组用荧光强度法间接测量聚合物薄

膜在不同温度下的密度变化来研究其玻璃化转变现象
[ 53]
。他们利用掺杂或者标记在聚合物链上的荧光

分子作为探针,该探针是密度敏感的, 通过其发光强度与温度依赖性反映聚合物的玻璃化转变。他们把

这种方法与聚合物多层膜的制备技术结合起来,可以选择荧光分子处于不同的位置, 进而可以测量聚合

物薄膜从表层到界面不同位置的玻璃化转变。通过这个方法可以得到聚合物薄膜中的 T g 的分布情况 。

Edige r组利用光学漂白技术直接测量了探针分子在聚合物自支持膜中的转动行为[ 54] 。他们先在聚

合物溶液中掺杂适量浓度的探针分子,旋凃成膜。用高强度线性偏振光漂白薄膜样品, 形成膜内荧光分

子各向异性的状态 。然后用较弱的圆偏振光激发样品, 测量各向异性参数的衰减。在玻璃化转变温度

下,链段运动是冻结的,各向异性参数能长时间维持 。当温度升高, 链段开始松弛,探针分子就开始转动,

各向异性参数就会衰减 。这种方法和散焦成像技术测量的都是探针分子的转动。不同的是这种方法得

到的是统计平均的信息,而散焦成像技术得到的是局部的 、单个荧光分子的信息。

除此之外,还有一些别的方法或技术也被应用到聚合物超薄膜玻璃化转变及链段动力学的研究中,

如示差扫描纳热法[ 43] 、二次谐波共振技术[ 55] 、介电松弛法[ 56] 、石英晶体微天平[ 57] 等。

众多的研究小组用不同的方法对聚合物超薄膜的玻璃化转变行为进行了系统的研究, 但迄今为止仍

未得到一致的结论 。聚合物超薄膜的表征仍然存在很多未知的因素 。

我们采用自行搭建的单分子荧光散焦成像装置研究了聚苯乙烯链末端标记的荧光探针 Alexa 532

的转动行为, 并取得了初步的成果
[ 58]
。

3.2.2　单分子荧光散焦成像装置　本实验室所用显微镜为物镜型宽场成像( epi-fluorescence)装置,如

图 23所示,激光通过物镜照射到样品上激发样品中的荧光分子,荧光分子发出的荧光再被物镜接受,这

套装置由本实验室自行搭建而成 。我们采用的显微镜是奥林巴斯的倒置显微镜( Olympus IX-71) ,物镜

为放大倍数为 100 、数值孔径为 1.45的油镜( Plan Apochromat, Olympus, Japan) 。激光器为 532nm 固

体激光器(长春,中国) ,荧光信号由滤光镜和二色镜( Chroma Tech, USA)过滤而降低背景噪声,然后用

冷却型 CCD记录 ( A ndor DV887 EMCCD) , 数据处理软件为 Ando r Ixon( Ando r, N orthern Ireland) 、

Matlab和 Image J。为保证样品中所有取向态的荧光分子都能够被有效激发, 激光在进入物镜之前通过

起偏棱镜和 1/4玻片调成圆偏振光。

图 23　荧光显微装置示意图

Figur e 23　The sketch of epi-fluo rescence micro scopy

我们使用 Jorg Enderlein 研究组网站 ( ht tp://www .joerg-enderlein.de/ ? 292) 上所提供的基于

Matlab的软件,结合我们仪器自身的参数, 对散焦的荧光分子的图案进行了模拟和计算, 得到不同角度

的散焦图案。通过实验图案和模拟图案的比对可以确定荧光分子在三维空间的取向。

3.2.3　聚苯乙烯超薄膜的单分子散焦成像研究　使用氨基封端的聚苯乙烯( po lysty rene-NH2 , Mw =

355, 000g ·mol-1 , PDI =1.18, Polymer Source, Canada) 与带有琥珀酰亚胺酯官能团的荧光染料
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Alexa532( Alexa Fluo r 532 carboxy lic acid succinimidy l ester, Invit rogen, USA )反应得到链末端标记的

聚苯乙烯( PS-Alexa532) 。标记后的样品需要过聚苯乙烯凝胶色谱柱以除去未反应的自由染料。配制聚

苯乙烯( po ly sty rene, PS, M w =392, 000g·mol-1 , PDI =1.18, Polyme r Source, Canada)的 1-氯代戊烷

( A ldrich, USA)溶液,并合理调控其中掺杂的分子量相近的探针分子( PS-Alexa532) 。PS 超薄膜样品采

用旋涂法( spin coating)制备, 通过调节溶液浓度和转速来控制薄膜厚度 。制得的样品在真空烘箱中

( 100 ℃)退火 24h,然后在真空状态下自然放置并降温至室温以供实验使用 。超薄膜厚度是散焦实验完

毕后用原子力显微镜( Nano scope IIIA , Vecco, USA)划痕法测得 。

图 24　典型的荧光散焦图像(膜厚 11.5nm,温度 40℃) 。大部分图案都呈对称的哑铃状,说明大部分荧光分子

都是平行于基底取向的[ 58] 。小箭头 A 标注了非面内取向的一个例子。图像尺寸 50.6μm×50.6μm。

左下角是 Alexa532 标记的 PS 的化学结构,白色双箭头表示发光偶极矩的方向。

Figure 24　A typical fluor escence de-focus image o f PS film ( thickne ss:11.5 nm) a t 40℃.Most o f the mo lecules

show orientation parallel to the substra te' s sur face, demonstra ted by the symmetrical dumbbell-shaped

patterns [58] .A small po rtion ha s noticeable out-o f-plane orienta tion, deno ted by A rrow A as an example.

The size of the image is 50.6μm×50.6μm.The inse t show s a magnified section of the o rig inal

image.The chemical structure o f fluo rophore ( A lexa532) labeled po lyme r is also shown.The

double ar row in w hite denotes the direction o f emission dipo le moment of the fluo ropho re.

图 24是一张典型的单分子荧光散焦图像[ 58] 。在适度过焦( 0.6μm)的情况下,荧光分子的的图案清

晰可见。图像的曝光时间是 1s,所用聚苯乙烯超薄膜样品的厚度是 11.5nm,温度是 40℃。图中的化合

物结构就是标记在聚苯乙烯链末端的 Alexa 532 。白色的箭头代表其偶极矩的方向 。图中的双翼图案就

是链接在聚苯乙烯链末端的 A lexa 532的过焦图案 。通过和模拟图像的比对可知, 这个双翼图案代表偶

极矩的取向与物镜中轴垂直,即与聚合物超薄膜的表面相平行 。如果偶极矩取向与物镜中轴平行,则在

散焦成像的情况下是一个中空的光环 。介于二个取向角度之间的图案就是弧形的结构, 如图 24 中单箭

头所指的图案就代表一个处于垂直与平行中间状态的情形 。由该图像可以看出,探针分子 PS-Alexa 532

在聚苯乙烯超薄膜中均匀分散,并没有聚集现象发生。以 0.5Hz的频率拍摄 200帧的录像, 分析录像没

有发现荧光分子的平动扩散 。以 10°为参考标准,该温度下大部分荧光分子都没有转动 。

可以发现整个图像中几乎所有的荧光分子的过焦图案都是双翼结构,这表明绝大多数荧光分子的偶

极矩取向都平行于基底和膜表面,只有少数呈现出非双翼的弧形结构(如图 24中 A 箭头所示) 。统计发

现,如图 25所示, θ角的分布 95%以上都是 90°,只有少量的低于 90°,ψ角的分布没有特定的选择性 。该

超薄膜膜厚是 11.5nm, 小于所用聚苯乙烯的 Rg ( 16.5nm ) 。垂直方向上的受限使得聚合物分子链沿平

行于膜表面的方向排列,这样荧光分子的排布就受到聚合物链排列的影响, 其取向与聚合物分子链排列

方向平行,即平行于膜表面的方向。
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图 25　图 24 中荧光分子三维取向角的分布

F igure 25　Distribution of 3-D orienta tion ang le o f fluo rescence mo lecule in Figure 24

　　当再进一步升高温度到 44℃时,减少曝光时间到 0.5s以减弱荧光分子的漂白。其它条件不变,拍摄

散焦录像 。分析录像发现:与 40℃时不同, 大部分的荧光分子都开始转动其来 。在此还有另外一个现

象,就是发生转动的荧光分子更容易光漂白,这也许与自由体积增加所形成的氧气的氛围有关。选此温

度的录像中的一个荧光分子做转动追踪分析。如图 26所示,左侧的原始图可以发现荧光分子很短的时

间范围内就已经发生了剧烈的转动行为。如图 26右侧,在 14.5s到 16.5s这2.0s的时间范围内,荧光分

子的空间取向角度 ψ的改变高于 90°,而该过程中θ角基本没有大的改变 。

图 26　左图:特定荧光分子不同时刻的荧光散焦图案[ 38] 。右图:该荧光分子在不同时刻的

面内取向角。 PS 超薄膜膜厚 11.5nm,温度 44℃。

Figure 26　Left panel:A series o f typical de-focus fluor escence images of one specific fluo ropho re a t differ ent time

o f obse rvation[ 38] .Right panel:The in-plane dipo le o rientation angle (ψ) of this fluo ropho re as a

function of observa tion time.The sample is 11.5nm thick PS film and the tempe rature is 44℃.

在 44℃时拍摄的录像中荧光分子的空间取向趋势与 40℃时一样,荧光分子的散焦图案都是双翼结

构,事实上在实验所测量的从 31℃到 48℃的温度范围内, 荧光分子不管有无转动发生, 几乎其散焦图案

都是双翼结构,即其偶极矩取向是平行于聚合物膜表面的 。

在整个升温的过程中, 最明显的变化就是荧光分子出现的由冻结到转动的转变。定义荧光分子转动

分数( Rotation f raction, f R ) :

荧光分子转动分数=录像中转动的荧光分子数/荧光分子总数

录像中转动的荧光分子是指在录像所对应的时间范围内转动角度大于 10°的荧光分子。之所以选用

10°作为一个量化标准,是因为低于 10°的转动很不容易分辨清晰。荧光分子总数是指在整个录像拍摄过

程中所有出现的荧光分子的总和,包括始终发光的荧光分子 、中途发光的荧光分子 、被漂白和发生淬灭的

荧光分子 。
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针对这个膜厚不同温度的转动录像,我们统计了荧光分子转动分数与温度之间的关系, 如图 27所

示 。随着温度的升高, 在 40℃之前荧光分子转动分数并没有大的改变发生, 均小于 5%。但当温度升高

到 44℃时,转动分数急剧增加, 95%以上的荧光分子都发生了转动。将转动分数发生剧烈增加时所对应

的温度定义为 Tc ( cri tical temperature or changing temperature of ro tation f raction) , 以此可以考察 Tc

的膜厚依赖性 、分子量的依赖性等,进而研究超薄膜玻璃化转变过程中自用表面效应 、基底界面效应 、受

限作用等因素的作用。相关工作已经开展 。

图 27　荧光分子转动分数( f R )和温度的关系。 PS 超薄膜膜厚 11.5nm。

Figure 27　The value of faction o f ro tating mo lecules ( f R ) as a function of tem pera tur e in 11.5nm PS film.

关于 T c的膜厚依赖性, 初步的结果是 11.5nm 的聚苯乙烯超薄膜的 Tc 为 42℃(取 40℃和 44℃的中

间值) , 20.2nm 厚的超薄膜的 T c为 54℃, 36.5nm 厚的超薄膜在 65℃之前没有看到荧光分子有不转到转

动的转变 。为保护油镜物镜,没有做更高温度的散焦实验 。在该聚合物超薄膜体系中, PS 与硅片基底的

亲和性不好。所以基底界面效应和自由表面效应一样, 都是促进链段运动的因素 。超薄膜厚度增加,这

两部分的贡献减弱,链段运动能力逐渐向本体回归, Tc 逐渐增大。

标记在聚合物链末端的荧光分子的转动反映的是什么层次上的松弛运动 ?对于本体聚合物体系,掺

杂或标记在聚合物链上的荧光分子的转动与玻璃化转变或α松弛运动直接相关的
[ 59]
。类似的介电实

验[ 56] 也说明探针分子的介电响应与体系α松弛偶合 。实验中的时间尺度是 400s, 聚合物在玻璃化转变

温度时的α松弛时间也是这个数量级 。所以,我们认为实验中看到的荧光分子由冻结到转动的转变与α

松弛过程相关
[ 56]
。对比超薄膜的 T c 数据和文献中的椭偏 T g 数据

[ 42]
,首先两者都都低于本体玻璃化转

变温度 Tg ,DSC 。硅片表层的二氧化硅层与PS 链的亲和性不好, 上述结果是可以预见的。然而,还发现 Tc

数据比报道的椭偏 T g 数据还要低 20 ～ 30℃。如此低的转变温度反映的是α松弛的前期过程,β 松弛过

程还是其它松弛过程? 对于 T c 转变的物理意义还有待进一步探究, 这也是下一步我们工作的重点 。聚

合物玻璃化转变是高分子物理中的经典难题。对于此问题的探究我们需要不断发展的新思路 、新手段 。

单分子荧光散焦成像技术具有单分子级别的灵敏度,能对单个链段运动进行直接的观察。基于链段运动

的直接信息对理解玻璃化转变过程是很有意义的。我们成功将单分子荧光散焦技术引入聚合物超薄膜

链段松弛的研究中,观察到了探针分子由冻结到转动的转变过程。后续的工作如探针分子转动的膜厚依

赖性 、分子量依赖性 、外场激励下的运动等将持续开展。

4　结论与展望

采用单分子荧光显微与光谱方法开展关于高分子单链的研究,能够成功地做到无扰动测量, 能够最

大限度地展现单分子链的本征性质与特点,因此,其在高分子物理的研究中具有很大的潜力, 特别是针对

于那些常规方法难以涉及的科学问题 。在我们的研究中,荧光关联光谱成功地观察到了聚电解质单分子

链的构象随电荷密度以及盐浓度的变化,揭示了其分子链周围的抗衡离子的分布规律 。荧光关联光谱还

有效地研究了液体聚合物界面处单分子链的横向运动规律,验证了 de Genne s关于不相容聚合物的界面

流变学分子模型。单分子荧光显微成像技术不仅仅让我们观察并追踪了单个分子链的运动, 还使得我们
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成功地跟踪了聚合物分子链的链段运动,为我们理解聚合物相变过程(结晶 、玻璃化转变)的动态性质提

供了新的实验数据 。

我们的研究还表明,发展更新的 、更加有效的单分子研究的新方法对于高分子单链的研究无疑是至

关重要的,将单分子实验方法与传统的研究方法相结合, 揭示高分子体系众多性质的微观实质,对于我们

更加深入认识高分子物理的基本规律与原理具有非常重要的意义。
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The Studies on the Physics of Polymer Single Chain by Single Molecule

Fluorescence Techniques

WANG Sheng-qin, JIA Peng-xiang, CHEN Rui, ZHENG Zhong-li, LUO Shuang-jiang,

LU Xi , LI De-sheng, ZHAO Jiang ＊

( I nstitute of Chemistry , Chinese Academy of S ciences, Beij ing 100190, China)

Abstract:This article summarizes recent studies on the phy sics of sing le polymer chains by the

applicat ion of sing le mo lecule fluorescence techniques, especially the recent researches f rom our

laboratory.By applying single mo lecules microscopy and spectro scopy, such as f luo rescence co rrelation

spectro scopy, photon count histog ram , single mo lecule f luo rescence imag ing , and single molecule

f luo rescence de-focus imaging , w e have studied confo rmational t ransit ion and counte rion distribution of

polyelectro ly te s, sing le chain dynamics of po lymers at interfaces, single chain dif fusion and segmental

mo tion of po lymers under confinements.The results indicate the g reat po tential of sing le molecule

f luo rescence techniques in the study of po lymer phy sics.

Key words:Sing le molecule fluorescence;Single chain of polymer;Po ly elect roly tes;Polymer

crystallizat ion;Glass transition
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