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基于金纳米团簇的比率型 pH 荧光探针制备及表征

许朝用　刘　琳　傅艺颖　白艳丽　梁建功　陈　璐

华中农业大学理学院,武汉４３００７０

摘要　在合成牛血清白蛋白(BSA)修饰的金纳米团簇(金簇)的基础上,将荧光素异硫氰酸酯(FITC)与金簇

偶联,构建一种新型比率型pH 荧光探针.当体系pH 值在４．０~１０．０之间变化时,FITC的荧光强度逐渐增加,

而金簇的荧光强度基本保持不变.在pH 为５．５~８．０之间,该探针对于pH 具有良好的线性关系,线性方程为

Y＝１．７２X－８．８,相对标准偏差为０．９９４,同时该探针在pH 为６．０~９．０之间还具有良好的可逆性.此外,将此

pH 荧光探针与PK１５细胞共培养,通过 MTT实验证明该比率型pH 荧光探针对细胞几乎没有毒性.
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　　金纳米团簇(AuNCs)是一种新型荧光纳米材

料,它是由几个到几十个金原子组成,尺寸小于

２nm的发光纳米材料[１].这种超小尺寸使金簇展

现出独特的量子尺寸效应和一些类分子的性能.与

传统的有机染料相比,光学稳定性好,斯托克斯位移

大,反聚合能力强;与量子点相比,金簇不含镉等有

毒的重金属,因此,金簇毒性小,具有很好的生物相

容性[２].由于这些优异的特性,金簇引起了研究者

的广 泛 关 注,有 望 取 代 量 子 点 并 在 金 属 离 子 检

测[３Ｇ６]、生物传感器[７]、生物成像[８Ｇ９]、活体成像[１０Ｇ１１]

等领域得到广泛应用.

pH 荧光探针是随pH 变化而荧光性质随之变

化的一类物质.通过pH 荧光探针在某特定pH 值

范围内荧光强度的增强或者减弱可以实现对pH 的

定性测量,如罗丹明类pH 荧光探针[１２]、荧光素类

pH 荧光探针[１３]、苯乙烯类pH 荧光探针[１４]、花菁

类pH 荧光探针[１５]、BODIPY 类pH 荧光探针[１６].
然而,这种测量可能受到许多因素,包括探针浓度、
光学路径长度、温度变化、激发强度的改变以及不同

的发射收集效率等的影响.因此,构建了比率型

pH 荧光探针,这类探针要求至少在２个激发(或发

射)波长对被分析物(如 H＋ )有不同的敏感度.例

如,对于某一特定的pH 荧光探针,一个选定的激发

(或发射)波长的荧光强度相对于另一个激发(或发

射)波长可增强或降低.这些信号之间的比例通过

校准可以指示pH 值.比率型pH 荧光探针的优点

在于其与光学路径长度、探针浓度、光漂白和探针从

细胞内流失等参数无关,因为这２个信号数据是从

完全相同的环境中得到的,所以能够更好地做到定

量检测和识别[１７].笔者将金簇与 FITC偶联制备

一种比率型pH 荧光探针,研究不同pH 条件下该

探针的荧光变化及可逆性,并对该探针的细胞毒性

进行探究.

1　材料与方法

1.1　主要仪器与试剂

１)仪器.RFＧ５３０１PC 型荧光光谱仪,ShimadＧ
zu,日本;Evolution３００型紫外Ｇ可见光谱仪,TherＧ
moNicole,美国;PHSＧ３C型pH 计,上海仪中科学

仪器服务有限公司;ZetasizerNanoZS９０型动态光

散射粒度仪,英国 Malvan公司;SynergyHT 型酶

标仪,美国 Biotek公司;MilliＧQ 型超纯水机,美国

Millipore公司.

２)试剂.牛血清白蛋白、生物试剂,如吉生物科

技有限公司;四水合氯化金(HAuCl４􀅰４H２O),分
析纯,国药集团化学试剂有限公司;荧光素异硫氰酸
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酯(９５％),东京化成工业株式会社;醋酸、醋酸钠、十
二水合磷酸氢二钠、二水合磷酸二氢钠、氯化钠、氢
氧化钠、碳酸钠、碳酸氢钠、氯化钾、氯化钙、氯化镁、
氯化锌都是分析纯,国药集团化学试剂有限公司;１４
ku透析袋,武汉申试化工仪器有限公司.
1.2　金簇的合成及表征

１)金簇的合成及纯化.参考文献 [１８]合成

BSA修饰的金簇.在２５mL的单口瓶中加入５mL
质量浓度为５０mg/mL的 BSA 溶液,３７℃水浴锅

中剧烈搅拌,边搅拌边向单口瓶中加入５mL浓度

为１０mmol/L的 HAuCl４溶液.２min后,向搅拌

体系中加入０．５mL１mol/L的 NaOH 溶液,将混

合液３７℃反应４８h,当溶液的颜色从浅黄色变为浅

棕色最后变为深褐色则合成了 BSA 修饰的金簇.
得到的金簇用１４ku的透析袋在超纯水中透析２４h
(每８h换１次超纯水),除去多余的 BSA 残基,然
后将透析袋中的金簇收起,置于４℃的冰箱中保存

备用.

２)金簇的表征.金簇的粒径用高分辨透射电子

显微镜进行表征,将金簇用１０mmol/L的pH 为７．４
的磷酸盐缓冲液稀释２０倍进行制样后做 TEM 成

像.紫外吸收光谱是通过１．０cm×１．０cm 的双面

石英比色皿在紫外Ｇ可见光谱仪中测得,扫描范围

２００~７００nm.荧光发射光谱通过１．０cm×１．０cm
的四面石英比色皿在荧光光谱仪中测得,激发波长

４９４nm,采集５００~７００nm 范围的数据.
1.3　不同 pH 缓冲溶液的配制

配制pH 为４．０、５．０、６．０、７．０、７．４、７．５、８．０、９．２、

９．９的缓冲溶液,再用１mol/L的NaOH 和１mol/L
的 HCl调节pH,用 PHSＧ３C型pH 计对各缓冲溶

液的pH 进行校准.其中pH４．０~５．０为醋酸Ｇ醋酸

钠缓冲液,pH６．８~８．０为磷酸二氢钠Ｇ磷酸氢二钠

缓冲液,pH９．２和９．９为碳酸钠Ｇ碳酸氢钠缓冲液.
1.4　比率型 pH 荧光探针的制备及表征

１)pH 荧光探针的制备.取已纯化好的金簇原

液(３．６×１０－４ mol/L)５mL于１０mL的EP管中,
然后 加 入 体 积 为 ７５ μL 的 FITC(７．２×１０－５

mol/L),将 FITC与金簇混合３０min,使其通过化

学键偶联到一起.然后将混合液用１４ku的透析袋

在超纯水中透析至有大量絮状沉淀为止,约为４５h
(每８h 换 １ 次超纯水),然后 ３０００r/min 离心

５min使其分层.将沉淀用５ mL 的 NaOH 溶液

(５mol/L)重新溶解,置于４℃冰箱中备用.

２)比率型pH 荧光探针的表征.取１１个EP管

编号１~１１,在每个EP管中加入pH 荧光探针分散

液,然后向其中依次加入适当体积的 pH 分别为

４．０、５．０、６．０、６．５、７．０、７．５、８．０、８．５、９．２、９．５、１０．０的

缓冲溶液,最后用超纯水稀释到刻度,混合均匀,再
用１cm×１cm 的石英比色皿在荧光光谱仪上扫描

荧光(激发波长为４９４nm,５００~７００nm 范围扫

描),测 pH 荧光探针在不同 pH 条件下的 荧 光

光谱.
1.5　比率型 pH 荧光探针干扰条件的试验

１)比 率 型 pH 荧 光 探 针 的 可 逆 性 研 究.取

３mLpH 荧光探针分散液用pH 值分别为６和９的

缓冲溶液稀释至３００mL,用PHSＧ３C型pH 计校准

pH 值.取pH 分别为６和９的上述稀释液３mL,
用１cm×１cm 的石英比色皿在荧光光谱仪上测荧

光(激 发 波 长 为 ４９４nm,扫 描 范 围 为 ５００~７００
nm),观察pH 在６和９之间重复变化时pH 荧光探

针的荧光比例值(I５２０/I６０８)的变化.

２)pH 荧光探针对胞内干扰离子的试验.取８
个EP管分别编号１~８.向每个EP管中均加入最

优条件的 pH 荧光探针分散液和适当体积的 ０．２
mol/L的缓冲溶液调节pH 为７．４,然后分别向２~８
号管中分别加入 BSA (１ mmol/L)、葡萄糖 (０．１
mol/L)、Na＋ (１０ mmol/L)、K＋ (３０ mmol/L)、

Ca２＋ (２ mmol/L)、Mg２＋ (２ mmol/L)、Zn２＋

(２mmol/L),然 后 用 超 纯 水 稀 释 至 刻 度,最 终

BSA、葡萄糖、Na＋ 、K＋ 、Ca２＋ 、Mg２＋ 、Zn２＋ 的浓度依

次为０．１、１０、１、１、０．１、０．１、０．１mmol/L,１号为空白

对照.将所有EP管中的溶液混合均匀,用１cm×
１cm的石英比色皿在荧光光谱仪上测荧光,取混合

液在５２０nm 和６０８nm 处的荧光比例(I５２０/I６０８)
作图.
1.6　比率型 pH 荧光探针细胞毒性分析

MTT法探究探针的细胞毒性,具体方法如下:
在长满单层PK１５细胞的９６孔板中加入不同浓度

的探针,浓度依次为５、１０、２０、５０、１００μmol/L,同时

设置空白对照试验.将９６孔板３７℃分别培养１２、

２４h,然后每孔加入２０μLMTT试剂,继续３７℃培

养４h,４h后弃去上清液,每孔均加入１５０μLDMＧ
SO,置于摇床上摇１０min,最后在酶标仪上测４９０
nm 处 的 吸 光 度.细 胞 的 存 活 率 VR ＝A/A０ ×
１００％,其中A 为实验组在４９０nm 的吸光度,A０为

对照组在４９０nm 的吸光度.

８７



　第３期 许朝用 等:基于金纳米团簇的比率型pH 荧光探针制备及表征 　

2　结果与分析

2.1　金簇的合成及表征

从图１紫外Ｇ可见吸收光谱可以看出,金簇的紫

外Ｇ可见吸收光谱在５２０nm 处没有明显的金纳米颗

粒的表面等离子体共振峰,说明合成的金簇中没有

大粒径的金纳米颗粒生成.而从图１荧光发射光谱

可以看出,金簇在６０８nm 处有明显的荧光发射峰,
并且发射光谱窄而对称,说明合成的金簇粒径比较

均一.通过高分辨透射电子显微镜对合成的金簇的

粒径进行表征(图２),合成金簇的粒径约为(８．０ ±

１．０)nm[１８Ｇ１９].

　a:紫外Ｇ可见吸收光谱 UVＧvisabsorptionspectrum;b:荧光发

射光谱 Fluorescenceemissionspectrum．

图１　金簇的紫外Ｇ可见吸收光谱和荧光发射光谱

(激发波长４９４nm)

Fig．１　UVＧvisabsorptionspectrumandfluorescence
emissionspectrum(λ＝４９４nm)oftheAuNCs

图２　金簇的高分辨透射电子显微镜成像

Fig．２　HRTEMofAuNCs

2.2　比率型 pH 荧光探针的合成及表征

１)金簇ＧFITC探针和金簇的红外光谱.由图３
显示,金簇在３４００cm－１左右的ＧNH２伸缩振动峰在

偶联前后急剧减少,在１７１０cm－１未见FITC的异

硫氰酸键伸缩振动峰,说明金簇中的氨基和 FITC
中的异硫氰酸键结合形成硫脲键,所以 FITC能够

很好地偶联到金簇表面,从而制备了一种比率型荧

光探针.

图３　金簇ＧFITC探针和金簇的红外光谱

Fig．３　FTＧIRofAuNCsＧFITCandAuNCs

　　２)比率型 pH 荧光探针的荧光光谱及线性.
图４为该pH 荧光探针在不同pH 值的缓冲溶液中

的荧光发射光谱(激发光波长为４９４nm).其中,金
簇在６０８nm 处的荧光随着pH 改变没有明显的变

化,FITC作为一种常用的pH 敏感的荧光染料,如
图４所示,其荧光刚开始随pH 的增大而增大,当

pH＞８．５时不再随pH 的增大而改变,使得利用金

簇和 FITC 偶联构建pH 荧光探针的可能付诸实

现.一般的荧光探针往往会受到光强度和光路的影

响,但是这种比率型荧光探针却能够避免这些不足,
当适量的FITC与金簇偶联以后,当入射光改变时,
两者的荧光会同时发生改变,但是其比值不会发生

变化,同时这种比率型荧光探针受光路影响也很小,
该探针的主要影响因素就是金簇与FITC的结合量

的比值.因此,这种比率型pH 荧光探针不仅具有

时间和空间上的优越性,同时还能避免光路、浓度等

条件的干扰,是一种比较理想的荧光探针.

图４　不同pH条件下pH荧光探针的荧光光谱

Fig．４　Fluorescenceemissionspectraof

pHprobewithincreasingpH

９７
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　　图５A为pH 探针在pH４．０、５．０、６．０、６．５、７．０、

７．５、８．０、８．５、９．２、９．５、１０．０条件下测其在５２０nm 和

６０８nm 处的峰值的比值图谱,其中每组探针均是３
组平行试验的结果(激发波长为４９４nm,扫描范围

为５００~７００nm).从图５B中可以看出,该探针的

敏感范围在pH 为５．５~８．５之间.从５．５变到８．０
时,探针的荧光比值具有良好的线性关系,线性方程

为Y＝１．７２X－８．８,根据荧光比值拟合出来的标准

曲线的相对标准偏差为０．９９４,这使得该探针的pH
检测成为可能.

图５　不同缓冲液中pH探针的荧光强度比值(A)及其标准曲线(B),激发波长为４９４nm
Fig．５　TheratiooffluorescenceintensityforversuspHvalues(A)andthepH

calibrationcurve(B)ofpHprobe,λ＝４９４nm

　　３)比率型pH 荧光探针可逆性研究.从图６可

知,当pH 在６和９之间来回改变时,探针在５２０
nm 和６０８nm 处的荧光比值基本保持不变,说明合

成的pH 荧光探针有良好的可逆性.BSAＧAuNCs
在pH 为３~１２之间变化时,其荧光没有明显的改

变[１８].FITC在不同的 pH 条件下有着不同的解

离形式,不同的解离形式的荧光强度不一样,因

此,不同的pH 会导致 FITC荧光强度不一样.结

果导致pH 在６．０到９．０之间不断变化时,FITC与

BSAＧAuNCs的比 值 不 一 样,并 且 具 有 很 好 的 可

逆性.

图６　探针在pH为６．０和９．０之间的可逆性

Fig．６　pHreversibilitystudyofprobe
betweenpH６．０and９．０

　　４)胞内物质对比率型pH 荧光探针的影响.从

图 ７ 可 知,当 Ca２＋ 、Mg２＋ 、BSA 浓 度 为 １００

μmol/L,Na＋ 、K＋ 浓度为１mmol/L以及葡萄糖的

浓度达１０mmol/L时,pH 探针在５２０nm 和６０８

nm 处的荧光比值基本保持不变,这说明这些胞内

物质对pH 荧光探针没有明显的影响.同时还发

现,当Zn２＋ 浓度高达１００μmol/L时,探针的荧光比

例有一定的下降,这说明高浓度的Zn２＋ 对探针有一

定的影响[２０].

图７　pH为７．４条件下不同浓度的

胞内物质对pH探针影响

Fig．７　TheimpactofpHprobeintheabsence
andpresenceofdifferentconcentrations
ofintracellularsubstancesatpH７．４

　　５)比率型pH 荧光探针的细胞毒性分析.分别

对不同浓度的探针与 PK１５细胞共培养,分别取

１２、２４h２个时间点进行 MTT 实验(图８),从图８
可以看出,探针的浓度增大至１００μmol/L时,细胞

的存活率仍然没有明显的改变,说明合成的探针具

有极小的细胞毒性和良好的生物相容性.因此,合
成的pH 荧光探针可以用于胞内pH 的检测.

０８
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　每组为８次试验的平均值 Theresultsarethemean±standＧ
arddeviationofeightseparatemeasurements．

图８　不同浓度pH荧光探针对PK１５细胞

存活率的影响

Fig．８　EffectsofpHprobeatdifferentconcentrations
ontheviabilityofPK１５cells

3　讨　论

以BSA作为保护剂和还原剂合成了一种发射

红光的金簇,根据Xie等[１８]报道,TEM 表征显示这

种BSAＧAuNCs的核粒径约为０．８nm,而 Poderys
等[１９]的研究表明,BSA 的粒径约为８．７nm.结果

显示,本研究合成的金簇粒径为(８．０±１．０)nm,与
文献报道一致.我们将金簇与 FITC混合,采用紫

外可见光谱、荧光光谱、pH 值、红外光谱等检测手

段对探针进行表征,对探针的物料比进行了优化,选
取最优物料比的探针进行进一步研究.同时进行胞

内物质的干扰实验和细胞毒性实验,发现低浓度的

胞内物质对比率型探针没有明显的影响,在碱性条

件下 OH－ 能够稳定地结合到金簇表面的 Au＋ 上,
当有Zn２＋ 存在时,金簇表面的 OH－ 能够与Zn２＋ 形

成Zn(OH)２,Zn(OH)２的形成能够大大提高金簇

的荧光强度,从而使I５２０/I６０８的比值有所减小.并

且当探针的浓度增大至１００μmol/L时,细胞的存

活率仍没有明显改变,这说明该探针的细胞毒性很

小.我们用金簇和荧光素异硫氰酸酯偶联构建了一

种比率型pH 光探针,较一般的单信号荧光探针来

说,比率型pH 荧光探针不容易受到环境(如温度、

pH 值和粘度)、样品本身(如浓度)、设备(如光漂白

和背景光)和其他因素的影响,有利于获得准确的结

果,而且该探针的细胞毒性很低,为下一步进行细胞

内等复杂体系中pH 的检测奠定了基础.
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Preparationandcharacterizationofaratiometric
fluorescentpHprobebasedongoldnanoclusters

XUChaoyong　LIULin　FUYiying　BAIYanli　LIANGJiangong　CHENLu

CollegeofScience,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　AredＧemittinggoldnanoclusterswaspreparedbyusingthebovineserumalbumin(BSA)

andaratiometricfluorescentpHprobewaspreparedbyusingtheBSAＧcappedAuNCsandFITC．Results
showedthatthefluorescenceintensityofFITCwasgraduallyenhancedwithpHchangingfromacidto
alkalicondition,whilethefluorescenceintensityofAuNCswasconstant．Theprobedisplayedafinelinear
relationshiptowardspH,withthecorrespondinglinearregressionequationofY＝１．７２X－８．８andthe
relativestandarddeviationof０．９９４whenthepHchangedfrom５．５to８．０．TheprobehadgoodreversibiliＧ
tywhenthepH wasbetween６．０and９．０．Inaddition,thePK１５cellswerecultivatedwiththepHprobe．
ResultofMTTassayshowedthatthepHprobewasalmostnotoxicitytocells．

Keywords　Aunanoclusters;fluoresceinisothiocyanate;ratiometricpHprobe;MTTassay
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