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新型壳聚糖荧光纳米粒的制备及 pH敏感性能研究
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摘� 要 � 以合成的具有羧基官能团的萘酰亚胺类化合物为荧光团, 通过酰氯化法活化其中的羧基, 并选用生

物相容性较好的水溶性高分子聚合物 � � � 羧甲基壳聚糖( CMCS)为基质材料,以化学键合的方式将荧光团引

入到 CMCS 基体中,得到新型荧光材料萘酰亚胺修饰羧甲基壳聚糖 CM CS3N。通过红外光谱、紫外光谱及透

射电子显微镜对 CMCS3N 的结构和形态进行表征, 证明其具有纳米结构,粒径约 40 nm。荧光显微镜成像结

果表明: 在紫外光激发下, CM CS3N 发出黄绿色荧光。荧光光谱测试该荧光纳米粒的激发波长和发射波长

分别为 409 和 534 nm,在pH 5~ 8 范围内, 其荧光对 pH 值敏感, 且 1. 0� 10- 5 mo l/ L 常见金属离子对其荧光

无明显影响。此荧光纳米粒可望作为 pH 敏感荧光探针,用于生物体内 H+ 成像研究。
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1 � 引 � 言

H+ 浓度变化是衡量生物体生理变化的最重要指标 [ 1]。荧光分析法采用各种荧光参数的变化测定

pH 值,简便且灵敏度较好, 开发能够检测生物体内 H + 变化的 pH 荧光探针在生物医学研究方面具有

广阔的应用前景 [ 2, 3]。相对于普通小分子荧光探针, 纳米粒子因易于修饰、改善生物相容性及提高灵敏

度等优点具有明显优势, 因此被广泛用于食品检测,药物载体以及光动力学疗法等方面[ 4]。但采用包埋

方式获得的纳米荧光材料容易造成荧光染料分子的泄露, 光稳定性差 [ 5~ 7]。因此, 开发生物相容性好

且荧光稳定的 pH 纳米荧光探针具有重要意义。

羧甲基壳聚糖( CMCS)不仅具有良好的生物相容性和生物降解性能, 而且含丰富的羧基、氨基等活

性官能团, 易于标记荧光分子和偶联生物活性物质,是制备荧光纳米探针的良好材料 [ 8]。1, 8�萘酰亚胺
衍生物是一类非常重要的荧光材料, 具有斯托克斯位移大、荧光量子产率高、光稳定性好等优点

[ 9, 10]
。

4�位哌嗪萘酰亚胺具有对 pH 的敏感性,且具有大的荧光发射波长, 作为 pH 荧光探针在生化体系中可

有效避开生物自发荧光和生物内源性物质的干扰
[ 11, 12]

。本实验合成了萘酰亚胺衍生物 N�( 1�丁二酸单
酰胺)�4�( N�甲基哌嗪)�1, 8�萘酰亚胺(化合物 3) ,采用化学键合法将其联接在 CMCS上,合成了具有萘

酰亚胺荧光团的荧光材料,并对其纳米结构和形态进行了表征。由于荧光团是采用化学键合的方式联

接于 CMCS,有效防止了荧光小分子的泄露。荧光测试结果表明,此纳米粒荧光稳定性好,在 pH 5~ 8

范围内,对 pH 值有较好响应, 可望作为生物体内 pH 荧光探针,用于生物体内 H + 变化研究。

2 � 实验部分

2. 1 � 仪器与试剂
INOVA400型核磁共振仪(美国 Varian公司) ; 20DXB型红外光谱仪(美国 Nico let 公司) ; S7�UV�

1601型紫外分光光度计(北京普析通用仪器有限责任公司) ; 320�S 型 pH 计(梅特勒�托利多仪器有限
公司) ; LS55型荧光分光光度计(美国 Perkin Elmer 公司) ; JEM�100CXII型透射电镜(日本电子株式会

社) ; IX70型荧光倒置显微镜(奥林巴斯公司)。

4�溴�1, 8�萘酐( �98. 0% , 鞍山市惠丰化工有限责任公司) ;羧甲基壳聚糖(粘度 20, 脱乙酰度 90.

8%, 青岛海普生物公司) ;其它试剂均为分析纯;实验用水为二次蒸馏水。

2. 2 � N�( 1�丁二酸单酰胺)�4�(N�甲基哌嗪)�1, 8�萘酰亚胺(化合物 3)的合成
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2. 2. 1 � 4�(N�甲基哌嗪)�1, 8�萘酐(化合物1)的合成 � 称取 8. 00 g 4�溴�1, 8�萘酐于250 mL 两口瓶中,

加入 70 mL 乙二醇甲醚作为溶剂,搅拌情况下加入 13 mL N�甲基哌嗪, 回流, 同时在 TLC 点板监测确

定反应完成。趁热过滤, 减压蒸去溶剂, 加入适量冰醋酸, 充分冷冻, 抽滤得黄色固体7. 93 g , 产率:

92% , m . p. 105~ 106 � ,与文献[ 13]报道一致。

2. 2. 2 � N�氨基�4�(N�甲基哌嗪)�1, 8�萘酰亚胺(化合物 2)的合成 � 称取 5. 00 g 化合物 1、6. 75 g 硫酸

肼, 10. 82 g N a2CO 3于 250 mL 三口瓶中, 加入 100 mL 无水乙醇作为溶剂,回流, TLC监测反应。待反

应结束后,将三口瓶放置稍冷,过滤,滤液静置过夜,过滤得黄色晶体; 再用乙醇重结晶, 得 3. 84 g 黄色

固体产品,产率 73%, m. p. 204~ 208 � 。
1
H NMR( 400 MHz, CDCl3 , ppm ) : 2. 46( s, 3H ) , 2. 78( br, 4H ) , 3. 34( br, 4H ) , 5. 52( s, 2H ) , 7. 21

~ 7. 26( t , 1H ) , 7� 68~ 7. 72( t, 1H ) , 8. 42~ 8. 44( d, 1H ) , 8. 53~ 8. 55( d, 1H ) , 8. 60~ 8. 62( d, 1H )。

IR ( KBr, cm
- 1
) : 3307, 3253, 2793~ 2930, 1691, 1636。

2. 2. 3 � 化合物 3的合成 � 在 100 mL 单口瓶中加入 0. 20 g ( 0. 002 moL)丁二酸酐和 0. 62 g ( 0. 002

moL)化合物 2, 20 mL 乙酸, 室温搅拌, TLC 监测至反应完全后, 减压蒸去大部分溶剂,加适量无水乙醇

后静置,过滤析出的固体,干燥,得黄色固体产品 0. 49 g,产率 60. 5%, m. p. 149~ 151 � 。
1H NMR( 400 MHz, DM SO�d6, ppm) : 1. 91( s, 3H ) , 2. 64( br, 2H ) , 2. 73( br, 2H ) , 3. 26( br, 4H ) ,

3. 43( br, 4H ) , 7. 43~ 7. 45( s, 1H ) , 7. 85~ 7. 87( d, 1H ) , 8. 44~ 8. 46( d, 1H ) , 8. 51~ 8. 53( d, 1H ) , 10.

70( s, 1H )。

IR( KBr, cm- 1 ) : 2850~ 3388 (宽峰) , 1723, 1678。

2. 3 � 含萘酰亚胺荧光团的羧甲基壳聚糖纳米粒( CMCS3N)的合成

称取 1. 03 g ( 2. 5 mmol) 化合物 3于两口瓶中,加入 15. 0 mL DMF, 搅拌溶解后缓慢滴加 1 mL 氯

化亚砜,快速搅拌反应 2. 5 h,加入 0. 2 g/ L 羧甲基壳聚糖的水溶液 5 mL,控制反应温度 40~ 50 � , 搅
拌 4. 5 h后停止反应。将反应液放入透析袋(截留分子量3500 Da) ,于 pH 3. 5的 HCl溶液中透析。至

透析液变无色透明时用荧光分光光度计测试透析液荧光强度(激发和发射波长分别为 409和 534 nm) ,

直到透析液荧光强度接近零, 停止透析,取出透析袋内液体,减压蒸发除去溶剂干燥得 CMCS3N。

2. 4 � CMCS3N中萘酰亚胺荧光团取代度的测定

分别配制一系列不同浓度的化合物 3的水溶液,在 405 nm 测定其吸光度,绘制标准曲线。用 1%

( V/ V )醋酸溶液配制 1. 0 g/ L CMCS3N储备液,用蒸馏水稀释成0. 1 g / L 的工作溶液,并在 405 nm 测

定其吸光度,代入标准曲线方程,得 CMCS3N中化合物 3的浓度 C1 ,按式( 1)计算取代度 n。

n( % ) =
C1 /M1

( C2- C1 ) /M2

式中, C1 为化合物 3的浓度( g/ L ) ; C2 为 CMCS3N 浓度( g/ L ) ;M1 为化合物 3的摩尔质量;M 2 为羧甲

基壳聚糖单元的摩尔质量。

2. 5 � CMCS3N的形态观察和荧光显微镜观察

用透射电镜观察 CMCS3N的胶束形态,将聚合物悬浊液滴在有 Formar 膜的铜网上,并进行负染,

数分钟后用滤纸吸去多余的溶剂, 自然干燥后进行透射电镜观察。

将 0. 1 g/ L CMCS3N 工作溶液置于荧光显微镜下观察, 拍照。
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2. 6 � 荧光性质的研究
2. 6. 1 � 工作溶液的配制 � 用 1% ( V/ V )醋酸溶液配制 1. 0 g / L 的 CMCS3N 和化合物 3的储备液,临

用时以水稀释至所需浓度的工作溶液。

磷酸盐缓冲溶液的配制: 将0. 05 mol/ L Na2HPO 4 , 0. 2 mol/ L HCl或 0. 1 mo l/ L NaOH 以一定比

例混合,用 pH 计调节至所需 pH 值。

金属离子溶液的配制:分别配制 1. 0 mmol/ L 的常见金属阳离子的溶液。

2. 6. 2 � pH值对 CMCS3N和化合物 3荧光性质的影响 � 分别移取 0. 1 mL CMCS3N 和化合物 3的工

作溶液于 10 mL 比色管中,用水定容,荧光分光光度计测定其激发和发射光谱。

移取 CMCS3N 和化合物 3的工作溶液 0. 1 mL 于 10 mL 比色管中, 用不同 pH 值的缓冲溶液定

容,荧光分光光度计测定荧光激发与发射光谱。

2. 6. 3 � 金属离子对 CMCS3N荧光性质的影响 � 分别移取 0. 1 mL CMCS3N及不同金属离子的工作溶

液至 10 mL 比色管中,用水定容,荧光分光光度计测定荧光强度, 并与空白作对照。

3 � 结果与讨论

3. 1 � CMCS3N的结构与形态表征

化合物 3中的羧基经酰氯化后与羧甲基壳聚糖里的氨基反应,从而实现荧光小分子的高分子化,并

且保留了羧甲基壳聚糖里的亲水基团羧基,容易通过自组装得到荧光纳米材料。本研究采用红外光谱、

紫外光谱及透射电镜等方法, 对合成的 CMCS3N 结构及形态进行了表征。结果证明, 已得到预期的荧

光纳米材料。

3. 1. 1 � CMCS3N的结构表征和萘酰亚胺荧光团的取代度 � 红外光谱表明, CMCS 无芳环的骨架伸缩

振动峰,而 CMCS3N在 1647 cm - 1处有芳环特征吸收峰; CMCS 在紫外光谱仪的可检测区无明显的吸

收峰,而 CMCS3N 在 405 nm 处有明显吸收峰。这些结果证明, 化合物 3已接枝到 CMCS 上。

紫外光谱分析得到化合物 3的标准曲线方程: y = 26. 53x- 0. 008, R2 = 0. 9977( n= 6)。根据标准

曲线计算出 CMCS3N 中化合物 3的摩尔取代度为 2. 68%。

3. 1. 2 � CMCS3N的形态观察 � CMCS3N 中含有亲水性羧基,而萘酰亚胺部分具有疏水性。在透析的

过程中,由于分子内及分子间相互作用而自组装为纳米胶束。采用透射电镜观察其形态(如图 1)。结

果显示,此纳米胶束为规则球状颗粒,平均粒径约为 40 nm。

3. 2 � 荧光显微镜观察
荧光显微镜是利用一定波长的光激发被检样品产生荧光进行镜检的显微光学观测技术, 本实验利

用它显微观察 CMCS3N 的荧光。由于壳聚糖本身不发射荧光, 而从图 2 可见, 在紫外光激发下,

CMCS3N 发出黄绿色荧光,说明化合物 3在高分子化后仍具有发射荧光的特性。

� 图 1 � CMCS3N 纳米颗粒的透射电镜图

Fig. 1� T EM image o f napht halimide modified carboxy�
methyl chit osan( CMCS3N)

� 图 2� CMCS3N 的荧光显微镜图

F ig . 2 � Fluo rescence micro scope image of CMCS3N

3. 3 � pH值对化合物 3和 CMCS3N荧光性质的影响

化合物3与 CMCS3N的荧光激发和发射光谱如图3。由图 3可见,化合物3和 CMCS3N 的激发和

发射波长均分别为 409和 534 nm ,说明化合物 3连接到 CMCS后,荧光波长并未发生改变。

已有研究[ 14] 表明, 4�位含有哌嗪基团的萘酰亚胺类分子具有 pH 值敏感性。本实验合成的化合物
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3具有 4�哌嗪萘酰亚胺结构, CMCS3N 也以化合物 3 为荧光响应基团, 因此它也可能具有 pH 值敏感

性。本实验考察了 pH 值对 CMCS3N 及化合物 3的荧光性质影响。在不同 pH 值的磷酸盐缓冲溶液

中, CMCS3N 与化合物 3的最大激发波长和最大发射波长均未发生位移, 但其荧光强度发生了变化,结

果见图 4。从图 4可见,化合物 3和 CMCS3N 的荧光强度随 pH 值发生变化的趋势基本一致。在酸性

条件下,荧光较强。在碱性条件下,荧光较弱,且荧光强度在 pH 5~ 8范围内急剧减小。这是由于在碱

性条件下,化合物 3中 4位的哌嗪基团作为强电子给体, 向萘酰亚胺进行光致电子转移( PET ) , 从而猝

灭萘酰亚胺的荧光。酸性条件下, 哌嗪基上的碱性氮原子质子化后, PET 过程中断, 荧光恢复。虽然壳

聚糖分子链具有较多的羧基和氨基,但并未对萘酰亚胺 4�位上哌嗪基对氢离子的识别能力造成明显影
响。在 pH 5~ 8范围内, CMCS3N 可以作为 pH 敏感荧光探针。

� 图 3 � CMCS3N 与化合物 3 的荧光激发 ( a) 和发射

光谱( b)

Fig. 3� Excitation spect ra ( a ) and emission spectr a( b)

of com pound 3 and CMCS3N

1. CM CS3N; 2. Compound 3

� 图 4 � CMCS3N 与化合物 3 在不同 pH 值的磷酸盐缓

冲液中的荧光强度

F ig . 4 � Effect o f pH on fluor escence intensity of com�
pound 3 and CMCS3N

3. 4 � 金属离子对 CMCS3N荧光性质的影响

考虑到 CMCS3N 具有较多的杂原子, 可能会与金属离子发生反应。本实验考察了常见金属离子
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2 +
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2+
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2+
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3+
, Hg

2+
, Pb

2+
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2+
, L i

+
, Cu

2+
对 CMCS3N 荧光强度

的影响。实验表明, 10 mmo l/ L 金属离子存在时, 对 CMCS3N 荧光强度的影响均小于 3. 7%。

结果表明,此纳米粒具有较长的荧光发射波长,在 pH 5~ 8范围内,其荧光对pH 值敏感, 10 mmo l/

L 常见金属离子对其荧光无影响。此荧光纳米粒可望用于检测活细胞内的 pH 值动态变化。
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Synthesis and Properties of New pH Sensitive Chitosan

Fluorescent Nanoparticles

YU H ui1 , L IANG Shu� Cai* 2 , ZH ONG Hai�Di2 , FU T ing 1, YAN Guo� Ping* 1

1 ( S chool of Mater ials S cience and Engineer ing , Wuhan Ins titute of T echnology , Wuhan 430074)

2 ( Colleg e of Pharmacy , Wuhan Univ er s ity , Wuhan 430072)

Abstract � A new naphthalim ide kind of carboxyl�containing fluorophore w as synthesized, and then the
fluorescent polymer naphthalim ide�modified carboxymethy l chitosan( CMCS3N) w as developed by the

w ay of chem ical bonding of the synthesized naphthalimide f luo rophor e into carboxymethyl chitosan

( CMCS) , a w ater�soluble polymer w ith good bio compat ibility. T he st ructur es and morpholog y of

CMCS3N have been characterized by the methods of inf rared spectro scopy , ult raviolet�v isible spec�
t ro scopy and transm ission elect ron microscopy. T he results show ed that the f luorescent polymer has

nanost ructure w ith diameters of about 40 nm . The f luorescence microscopy images illust rated

CMCS3N could g iv e yellow�green f luor escence under U V�lig ht. T he excitat ion and emission w ave�
lengths of the nanopar ticles have been obtained by f luo rescent spect roscopy w ith 409 nm and 534 nm,

respectively . The f luo rescence of CMCS3N was sensit ive to pH in the range f rom pH 5 to 8 and 1. 0 �
10

- 5
mo l/ L of common metal cations had no obvious ef fect on the f luor escence intensity. The results

indicated CMCS3N could be used as pH sensit ive f luorescent probes in v iv o imag ing .

Keywords � Naphthalimide; Carboxymethyl chito san; F luo rescent nanopart icles; pH sensit iv e
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