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基于 AIE 效应的多重刺激响应性聚合物纳米微球的制备 

及其细胞示踪应用 

关晓琳*,a    王林 a    李志飞 a    刘美娜 a    王凯龙 a    林斌 a 

杨学琴 a    来守军 b    雷自强 a 
(a西北师范大学 生态环境相关高分子材料教育部重点实验室 甘肃省高分子材料重点实验室 化学化工学院 

兰州 730070) 

(b兰州文理学院化工学院  兰州 730000) 

摘要  基于 AIE 分子和智能响应性聚合物构筑的纳米材料，具有优良的 AIE 发光性能、环境刺激响应性和生物相容性，

已在生命科学领域展现出诱人的应用前景. 本研究通过ATRP活性聚合方法, 以合成的TPE-BIB为引发剂, 引发具有多

刺激响应特性的 N-[2-(二乙氨基)-乙基]丙烯酰胺单体聚合, 成功制备具有温度/pH/CO2 三重响应性的两亲性聚合物: 

TPE-g-PDEAEAM, 并自组装形成约 200 nm 的纳米微球. 研究表明: 这种聚合物纳米粒子具有优良的水溶性、单分散

性、稳定性及优异的 AIE 发光特性. 其相转变温度为 60 ℃, 溶液荧光对环境温度、pH 及 CO2均表现出快速敏感响应

性能. 同时, 该纳米粒子表现出低细胞毒性, 能够有效示踪 HeLa 细胞增殖至 11 代以上, 有望作为一种活细胞荧光示踪

探针材料. 

关键词  AIE; 多重敏感响应; 聚合物纳米微球; 细胞示踪; 荧光成像 

 

Preparation of Multi-stimulus Responsive Polymer Nanospheres Based on 
AIE Effect and Its Cell Tracing Application 
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Abstract  In recent years, fluorescent bioimaging technology has great advantages in the fields of life science research and 
medical diagnosis because of its advantages of fast and effective, high sensitivity, easy realization of multi-channel imaging 
and economic efficiency. Organic fluorescent dyes have been widely used as biological imaging reagents due to their excel-
lent photoelectric properties, functional modification, adjustable optical properties, and good biocompatibility. However, 
conventional organic fluorescent molecules cause aggregation-caused quenching (ACQ) due to π-π stacking in the aggregated 
state, limiting their bioimaging applications in aggregated or high concentrations. Since the discovery of the unique lumines-
cence phenomenon of aggregation-induced emission (AIE), the ACQ phenomenon of traditional fluorescent materials has 
been eliminated. Stimulating responsive polymer nanoparticles have been widely used in the life sciences due to their combi-
nation of nanoparticle and polymer advantages and their ability to respond intelligently with environmental changes. There-
fore, nanomaterials with excellent aggregation-induced emission (AIE) property, environmental stimuli responsiveness and 
biocompatibility based on AIE molecules and smart responsive polymers have shown attractive application prospects in the 
life sciences. A kind of multi-responsive AIE-active polymer nanospheres, which were composed of tetraphenylethylene 
(TPE) and stimuli-responsive poly[N]-2-(diethylamino)-ethyl]acrylamide (PDEAEAM), were constructed in this study. First-
ly, a multi-stimulation responsive monomer N-[2-(diethylamino)ethyl]acrylamide (DEAEAM) and TPE derivative tetra-
phenylethene-4-(12-hydroxydodecyl-2-methylpropionyl) (TPE-BIB) with propionyl bromide were synthesized, respectively, 
and a multi-stimuli-responsive amphiphilic polymer of tetraphenylethene-graft-poly[N-[2-(diethylamino)ethyl]acrylamide] 
(TPE-g-PDEAEAM) was then successfully synthesized by atom transfer radical polymerization (ATRP) using TPE-BIB as 
initiator. Lastly, polymer nanospheres TPE-g-PDEAEAM of approximately 200 nm were formed by a self-assembling pro-
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cess. The results of the performed experiments showed that the LCST of TPE-g-PDEAEAM in aqueous solution is about 
60 ℃. Meanwhile, the luminescence change of TPE-g-PDEAEAM at different temperatures from 20 to 66 ℃ was ob-
served. The fluorescence intensity of TPE-g-PDEAEAM firstly decreased with increasing temperature from 20 to 58 ℃, and 
the fluorescence intensity increased with increasing temperature from 58 to 66 ℃. The phase transfer of PDEAEAM in 
TPE-g-PDEAEAM may be the reason of luminescence change which may lead to the fluorescent temperature response. 
Moreover, the fluorescence intensity of TPE-g-PDEAEAM nanospheres in aqueous solution increased with increasing tem-
perature pH. Besides, the fluorescence intensity of TPE-g-PDEAEAM decreased dramatically when the volume of CO2 in-
creased from 0.0 to 1.2 mL. Therefore, TPE-g-PDEAEAM was a new temperature and pH/CO2 responsive materials and 
might be used as multi-functional smart fluorescent sensors. More importantly, the fluorescent signals were significantly 
strong in HeLa cells after cells were incubated with TPE-g-PDEAEAM for 24 h based on the characteristic of AIE fluores-
cence and low cytotoxicity. The resultant nanospheres were able to be internalized by the cancer cells and effectively track 
the HeLa cells for as long as 11 passages. So, the polymer nanomaterial is an ideal living cell fluorescent tracer probe, which 
is expected to be applied as biosensors, long-term cell traces and medical biomaterials. 
Keywords  AIE; multiple sensitive response; polymer nanospheres; cell tracing; fluorescence imaging 

   
1  引言 

近年来, 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, 在生

命科学研究和医疗诊断等领域前景巨大[1～6]. 有机荧光

染料具有良好光电特性、易于功能化修饰、光学性能可

调、生物相容性好等优点, 已被广泛用作生物成像试剂. 

然而, 传统的有机荧光分子由于在聚集态下易发生 π-π

堆积而导致荧光淬灭 (aggregation-caused quenching, 

ACQ), 限制其在聚集态或高浓度下的生物成像应用[7,8]. 

2001 年唐本忠院士在五苯基噻咯衍生物中发现了聚集

诱导荧光增强(aggregation-induced emission, AIE)这一独

特的发光现象[9,10], 该类分子越聚集, 发光越强, 这从

根本上解决了传统荧光材料的 ACQ 现象, 在生物荧光

成像领域展现出诱人的应用前景[11～14]. 迄今为止, 大量

基于 AIE 特性的有机荧光分子已在生物探针、细胞成

像、化学传感、电致发光等领域得到了广泛应用[5,15～19]. 

例如, 唐本忠院士团队制备了一种基于四苯乙烯(TPE)

和壳聚糖的聚合物纳米粒子, 其表现出典型的 AIE 性

质, 能够有效进入 Hela 细胞, 并持续追踪细胞的时间可

长达 15 代[20]. 近期, 唐本忠院士团队[21]报道了第一例

含有季铵盐结构的具有水溶性、特异性成像和治疗功能

的 NIR-II 发光 AIE 分子(文献中被命名为 TTVP), 此分

子可在几秒钟特异性地靶向细胞膜. 2016 年, 吴水珠 

等 [22]设计并合成了一种近红外发射的 AIE 衍生物

DTPE, 再通过偶联反应得到 AIE 分子 DPTE-Tau, 该分

子具有优异的生物相容性, 可用于细胞活性氧的清除和

细胞荧光成像.  

具有纳米结构的智能材料一直是当今科学领域的

研究热点. 刺激响应性聚合物纳米粒子由于兼具纳米粒

子和聚合物的优势, 以及随环境变化做出智能响应的特

性, 已经被广泛应用于生命科学领域. 其中, 环境响应

型 AIE 荧光聚合物纳米材料是一类重要的可用于生物

光学传感和成像的新型功能材料 [23～27]. 例如, Zhang  

等[28]设计并制备了具有温敏响应特性的 AIE 聚合物

TPE-PNIPAM, 其在水溶液中能够自组装形成纳米颗粒, 

具有温敏性及低细胞毒性, 在 HeLa 细胞中示踪 7 代后

荧光成像效果仍然明显, 是一种良好的细胞示踪材料. 

Liu 等[29]在两亲性共聚物 PLL-g-PEG 侧链同时引入 AIE

基元 TPS、光敏剂 PheA 及 pH 响应基团 DPA, 制备了

多功能响应性 AIE 聚合物. 该聚合物在生理条件下会自

组装成 AIE 纳米粒子, 可有效示踪多功能聚合物材料对

被靶向细胞的杀伤效果, 实时反映“药物”在细胞内的

分布并监控了治疗过程. 经过十几年的发展, AIE 聚合

物纳米材料已在生物检测和成像等领域得到了应用, 但

相较于 AIE 小分子, 其研究报道尚显不足. 此外, 目前

所报道的响应性 AIE 聚合物多表现为对单一刺激信号

的响应, 而具有多响应能力的 AIE 聚合物纳米粒子却不

多见. 众所周知, 生物医学应用环境较为复杂, 单响应

材料已不能满足生物应用需求. 因此, 开发多响应性

AIE聚合物纳米材料在生物领域具有重要的研究意义和

应用价值.  

2016 年, 张望清课题组[30]报道了一种新型三重响

应性聚合物 : 聚 [N-[2-(二乙基氨基 )乙基 ]丙烯酰胺 ] 

(PDEAEAM), 该聚合物表现出优异的温度/pH/CO2 三

重响应特性, 可满足生物复杂环境下的多种刺激响应的

需求, 为复杂环境提供新的聚合物载体材料. 本研究结

合AIE和三重响应性聚合物PDEAEAM的各自优点, 设

计合成一种新型的具有优异 AIE 发光特性及温度 / 

pH/CO2 三 重 响 应 特 性 的 双 亲 性 聚 合 物 TPE-g- 

PDEAEAM, 再通过自组装制备一种多响应性 AIE 聚合

物纳米粒子. 研究了它的 AIE 发光性能、温度/pH/CO2

三重响应性能、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、荧光三重响应特性及

低细胞毒性, 在细胞中示踪 11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. 

2  结果与讨论 

2.1  多响应性 AIE 聚合物的设计及合成 

本研究采用长烷基链桥连四苯乙烯(TPE)与聚合物

响应性PDEAEAM的方式, 构建多响应性AIE聚合物纳

米材料 . 首先根据文献 [30]合成多刺激响应性单体 : 
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N-[2-(二乙基氨基)乙基]丙烯酰胺, 通过 1H NMR (Figure 

S1)确定其结构. 然后, 采用 ATRP 活性聚合方法, 以所

合成的含有TPE生色团及丙酰溴基的 4-(12-羟基十二烷

基-2-甲基丙酰溴基)四苯乙烯(TPE-BIB)为引发剂, 引发

单体聚合, 成功制备具有温度/pH/CO2 三重响应性的两

亲性聚合物 TPE-g-PDEAEAM, 并通过自组装形成纳米

微球 , 合成路线及组装示意图如图 1 所示 . TPE-g- 

PDEAEAM 的 1H NMR、IR 谱图及 GPC 数据分别见

Figure S5, Figure S6 和 Table S1. 

2.2  TPE-g-PDEAEAM 纳米粒径自组装与微观形貌 

本研究制备的聚合物 TPE-g-PDEAEAM 具有两亲

性质, 疏水链端由 TPE 和十二烷基链组成, 亲水链端由

PDEAEAM 聚合物链组成. 通过将水缓慢地加入到 
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图 1  聚合物 TPE-g-PDEAEAM 的合成路线 
Figure 1  Synthetic route of the polymer TPE-g-PDEAEAM 
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TPE-g-PDEAEAM 的四氢呋喃溶液中, 能够自组装形成

荧光聚合物纳米粒子. 其中, TPE 发光团和疏水链段十

二烷基链作为粒子的核分布在纳米粒子的内部 , 而

PDEAEAM 链段分布在纳米粒子的表面.  

在图 2a 中内插图中 , 我们可以观测到 TPE-g- 

PDEAEAM 水溶液在激光照射下具有明显的丁铎尔效

应, 表明 TPE-g-PDEAEAM 能够自组装成纳米粒子. 通

过聚合物纳米粒子的 SEM 图(图 2b), 我们可以观察到, 

TPE-g-PDEAEAM 纳米微粒具有规整的球形结构, 并且

具有较好的单分散状态. 图 2a 为 TPE-g- PDEAEAM 稀

溶液流体动力学尺寸统计图, 通过 DLS 方法测得的纳

米粒径大小为 200 nm 左右, 其与 SEM 图中的纳米微球

尺寸一致. 

 
图 2  (a)浓度为 2 mg/mL 的流体动力学尺寸(插图: 激光照射下

TPE-g-PDEAEAM水溶液的丁铎尔效应照片, (b) TPE-g-PDEAEAM的

SEM 图像 
Figure 2  (a) Hydrodynamic size with concentration of 2 mg/mL. Inset: 
Photograph of TPE-g-PDEAEAM solutions in water under irradiation of 
laser point. (b) SEM image of TPE-g-PDEAEAM polymer dots 

2.3  TPE-g-PDEAEAM 的 AIE 特性 

为了考察TPE-g-PDEAEAM的AIE性能, 我们分别

通过逐步增大 TPE-g-PDEAEAM 水溶液浓度及加入

TPE 不良溶剂后测试其溶液荧光强度变化的两种方法

来验证 TPE-g-PDEAEAM 的 AIE 特性.  

首先考察聚合物的浓度变化对荧光的影响, 如图 3

所示, 随着 TPE-g-PDEAEAM 水溶液浓度的增大, 其荧

光强度也随之明显增强. 这主要是由于聚合物浓度的不

断增大, TPE-g-PDEAEAM 分子会发生聚集, 进而使得

荧光强度显著增强, 证明其物质具有 AIE 特性.  

 

图 3  (a)不同浓度的 TPE-g-PDEAEAM 溶液的荧光光谱(激发波长为

337 nm). (b)不同浓度的 TPE-g-PDEAEAM 溶液的荧光强度的相对变

化及在紫外灯照射下(365 nm)的数码相片 
Figure 3  (a) Fluorescence spectra of aqueous solutions of 
TPE-g-PDEAEAM at different concentrations (ex＝337 nm). (b) Relative 
changes in fluorescence intensity of different concentrations of 
TPE-g-PDEAEAM aqueous solution and digital photographs under UV 
light (365 nm) 

为了进一步验证 TPE-g-PDEAEAM 分子的 AIE 性

质 , 我们测试了不同 H2O/THF 比例下 , TPE-g- 

PDEAEAM 聚集体的发射变化. 图 4 为不同水含量混合

溶液(H2O/THF)中 TPE-g-PDEAEAM 的荧光谱图及荧光

强度比率曲线图. 从图中可知, 随着 H2O 体积分数的不

断增加, TPE-g-PDEAEAM 溶液的荧光强度不断增强. 

当水含量增加到 80%以上时, 分子聚集体开始大量形

成, 荧光强度开始快速增大, 最终其荧光强度变为 THF

溶液中的 14 倍. 这主要是因为随着混合溶剂中水体积

分数的增大, 水能够使TPE-g-PDEAEAM中亲水的聚合

链呈舒展状态, 这更有利于处于分子链末端的疏水性

TPE 分子片段发生紧密聚集, 进而限制了四苯乙烯单元

中苯环的振动和扭曲, 荧光发射峰强度明显增强. 这与

四苯乙烯的聚集诱导荧光效应的现象一致[31]. 

2.4  TPE-g-PDEAEAM 的温度/pH/CO2 三重敏感响应

特性 

2.4.1  TPE-g-PDEAEAM 的温度敏感响应特性 

PDEAEAM 是一种温敏性聚合物, 其最低临界溶液 
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图 4  (a)在水/THF 混合溶剂中 TPE-g-PDEAEAM 溶液的荧光光谱(激
发波长为 337 nm). (b) TPE-g-PDEAEAM在水/THF 混合溶剂荧光强度

的相对变化及其在紫外灯下(365 nm)的数码相片 
Figure 4  (a) Fluorescence spectra of TPE-g-PDEAEAM in a mixed 
solvent of water and THF (λex＝337 nm). (b) The relative change in fluo-
rescence intensity of TPE-g-PDEAEAMTPE in a water/THF mixed sol-
vent and its digital photograph under UV light (365 nm) 

温度(LCST)为 36 ℃, 在升温过程中, PDEAEAM 大分

子链构象发生变化, 由原来的无规线团开始形成蜷缩结

构, 接着由于链段与水分子间的氢键被破坏, 大分子链

进一步折叠, 导致伸展构象塌陷, 即“线团-塌缩球的转

变”, 从而使高分子链段间发生聚集[30,32]. 为了考察

TPE-g-PDEAEAM 的温度敏感响应特性, 我们先将

TPE-g-PDEAEAM 水溶液由室温慢慢加热至 80 ℃, 然

后再缓慢降温, 观察加热-降温循环过程中溶液的透明

度, 并测定不同温度下的透光度. 在室温下, TPE-g- 

PDEAEAM 的水溶液为澄清透明溶液, 随着温度的升

高, 溶液逐渐变浑浊, 当温度高至 60 ℃以上, 溶液呈

现白色乳浊状. 持续升温至 80 ℃后冷却至室温, 该白

色乳浊液再次变得澄清透明 .  这种现象证实了

TPE-g-PDEAEAM 相变的可逆性. 图 5 是浓度为 2 g/L

的 TPE-g-PDEAEAM 水溶液随温度变化的透光率曲线

图. 由图可得, TPE-g-PDEAEAM 水溶液的 LCST 约为

60 ℃, 比文献报道的PDEAEAM的LCST高很多. 我们

认为, 这可能是由于聚合物链末端 TPE 的存在, 影响

PDEAEAM 链构象变化导致的. TPE-g-PDEAEAM 链上 

 

图 5  TPE-g-PDEAEAM 在浓度为 2 g/L 的变温紫外 . 插图 : 
TPE-PDEAEAM 溶液在 25 ℃(左)和 66 ℃(右)下在可见光的照片 
Figure 5  TPE-g-PDEAEAM polymer quantum dots in a variable tem-
perature ultraviolet (UV) concentration of 2 g/L. Inset: Photograph of 
visible light in TPE-PDEAEAM solution at 25 ℃ (left) and 65 ℃ 
(right) 

疏水性 TPE 在水溶液中的聚集必然会抑制另一端

PDEAEAM 链的运动, 从而干扰分子内氢键的形成, 当

温度升高到 60 ℃以上, 聚合物链剧烈的热运动抵消了

这种干扰, 从而发生构象变化.  

此外, 我们通过测试 TPE-g-PDEAEAM 在 20～

66 ℃温度区间内荧光强度的变化, 进一步研究了温度

对其荧光性质的影响 , 如图 6a 所示 , 起初 TPE-g- 

PDEAEAM 水溶液的荧光强度随着温度的升高不断减

弱, 而升温至 58 ℃以后, 其荧光强度随着温度的升高

增强, 这主要是因为随着温度的升高, 分子运动和分子

内旋转必然会加快, 进而导致TPE-g-PDEAEAM荧光减

弱. 但是当温度接近 LCST 时, 由于大分子链折叠导致

塌陷结构, 引起聚合物链上 TPE 分子的聚集, 从而使荧

光增强. 由此可见, PDEAEAM 链的温敏性能够赋予

TPE-g-PDEAEAM 水溶液荧光的温度响应性, 充分证明

了 TPE-g-PDEAEAM 结合了 TPE 的 AIE 特性和

PDEAEAM的优良性质, 这为设计新型的功能AIE材料

提供了新的思路. 

2.4.2  TPE-g-PDEAEAM 的 pH 敏感响应特性 

我们通过测试 TPE-g-PDEAEAM 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 7 所示, 在酸性条件(pH 从 3.0～6.5)下, TPE-g- 

PDEAEAM 水溶液荧光强度随 pH 增大不断增强, 但与

中性条件下的相对荧光强度比均＜1. 在碱性条件(pH

从 7.5～13.5)下, 其荧光强度持续增强, 而相对荧光强

度比＞1. 导致 TPE-g-PDEAEAM水溶液荧光强度随 pH

增 大 而 增 强 的 主 要 原 因 是 :  在 酸 性 环 境 中 ,  

PDEAEAM 上叔胺基发生质子化后带有大量正电荷, 由

于正电荷之间的相互排斥作用使 PDEAEAM 链段成为

伸展构象致使其链端的TPE分子聚集受限, 导致荧光发

射较弱[33]. 而在中性和碱性环境中, 叔胺基上的正离子

随 pH 值的增大逐渐减少, PDEAEAM 链段溶解性逐渐 
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图 6  (a) TPE-g-PDEAEAM 在温度从 20 ℃升高到 66 ℃的水溶液中

的荧光光谱 . [TPE-g-PDEAEAM]＝ 2.0 g/L. λex＝ 337 nm. 插图 : 
TPE-g-PDEAEAM 溶液在 25 ℃(左)和 65 ℃(右)下在可见光和紫外灯

下的照片. (b)不同温度下 TPE-g-PDEAEAM 溶液中的相对荧光强度 
(I/I0)的变化 
Figure 6  (a) Fluorescent spectra of the TPE-g-PDEAEAM in aqueous 
solution with temperature increasing from 20 to 66 ℃ . [TPE-g- 
PDEAEAM]＝2.0 g/L. λex＝337 nm. Inset: Photo of TPE-g-PDEAEAM 
solution under 25 ℃ (left) and 65 ℃ (right) under visible and UV light. 
(b) Change of relative fluorescent intensity (I/I0) of TPE-g-PDEAEAM in 
aqueous solution under different temperature 

降低而引起自身链段收缩缠绕, 有利于链端分子TPE的

聚集, 从而发射较强荧光, 最终导致水溶液荧光强度随

pH 增大呈现增强的趋势. 因此, 我们可以通过荧光监

测来判断生物体内环境中的 pH 变化, 该聚合物具有作

为光学传感器、生物传感器的潜能. 

2.4.3  TPE-g-PDEAEAM 的 CO2敏感特性 

CO2 不仅是与生命活动息息相关的气体, 也是现代

化工业生产的重要原料和工业废气的主要成分之一, 对

其进行高灵敏度检测, 在环境、化学、生物等研究领域

都有着重要的意义. 因此, 具有二氧化碳响应性的纳米

材料具有广阔的应用前景. 

张望清课题组在研究聚合物 PDEAEAM 的 CO2 响

应性时发现, 向温度超过 LCST 的 PDEAEAM 白色乳浊

液中通入 CO2 气体, 由于 CO2 可与 PDEAEAM 发生作 

 
图 7  (a) TPE-g-PDEAEAM 在不同 pH 溶液中的荧光光谱. (b) 不同

pH 下 TPE-g-PDEAEAM 溶液中的相对荧光强度 (I/I0)的变化 . 
[TPE-g-PDEAEAM]＝2.0 g/L  
Figure 7  (a) Fluorescent spectra of the TPE-g-PDEAEAM in different 
pH solution. (b) Change of relative fluorescent intensity (I/I0) of      
TPE-g-PDEAEAM in aqueous solution under different pH. 
[TPE-g-PDEAEAM]＝2.0 g/L 

用, 形成氨基甲酸酯盐, 大大增强聚合物 PDEAEAM 的

溶解能力, 从而导致浑浊液快速变成澄清透明溶液, 随

后向溶液中反向通入 N2 气后, 由于 CO2 被排除体系外, 

透明的溶液又恢复为白色乳浊液 [30,34]. 因此，由于

TPE-g-PDEAEAM 中聚合物片段 PDEAEAM 在 CO2水

溶液中溶解性的增强, 将会降低TPE-g-PDEAEAM聚合

物链的聚集程度, 致使其链端的 TPE 分子聚集受限, 从

而导致纳米粒子的荧光强度下降, 表现出对 CO2的荧光

响应性能.  

为了考察 TPE-g-PDEAEAM 水溶液荧光对 CO2 响

应特性, 向浓度为 2.0 mg/mL 的 50 mL 溶液中分别通入

不同体积的 CO2 气体 , 然后测定不同 CO2 含量下

TPE-g-PDEAEAM 水溶液的荧光发射. 如图 8 所示, 当

CO2的通入体积量由 0 mL 增加到 0.4 mL 时, 荧光强度

急剧减弱; 当CO2的体积由0.4 mL增加到5.0 mL时, 荧

光强度发生微小的减弱并降至最低点. 研究结果表明, 

TPE-g-PDEAEAM 具有较好的 CO2 敏感响应特性, 有

望作为 CO2的荧光传感器材料.  
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图 8  (a) TPE-g-PDEAEAM 在不同的 CO2 体积溶液的荧光光谱. 插
图: 通入二氧化碳前后在紫外灯下(365 nm) 2 mg/mL 的 TPE-g- 
PDEAEAM 水溶液的数码相片. (b) 相对荧光强度的线性(I/I0)与 CO2

体积的关系 
Figure 8  (a) Fluorescence spectra of TPE-g-PDEAEAM in different 
CO2 volume solutions. Inset: Digital photo of a 2 mg/mL TPE-g- 
PDEAEAM aqueous solution under UV light (365 nm) before and after 
carbon dioxide. (b) The relationship between the linearity of relative 
fluorescence intensity (I/I0) and the volume of CO2 

2.5  TPE-g-PDEAEAM 的细胞毒性及细胞成像研究 

细胞毒性的评估在细胞成像中至关重要. 为了研究

TPE-g-PDEAEAM 纳米微球的细胞毒性, 选取宫颈癌细

胞 Hela 细胞作为细胞模型 , 将其在不同浓度的

TPE-g-PDEAEAM 水溶液中孵育 48 h 后, 通过 MTT 实

验对探针的细胞毒性进行评价. 由图 9a 可见, 分别将

Hela 细胞在 50、100、200、300、400 μg/mL 五种浓度

的TPE-g-PDEAEAM水溶液中孵化后, 均有95%以上的

Hela细胞存活, 实验结果表明该聚合物纳米微球具有低

的细胞毒性, 可用于肿瘤细胞荧光成像. 

基于 TPE-g-PDEAEAM 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. 图 9b为在浓度

为 100 μg/mL 的 TPE-g-PDEAEAM 一次性染色 24 h 后, 

Hela 细胞不同代数共聚焦显微镜图像. 由图可知, Hela

细胞在 TPE-g-PDEAEAM 溶液中孵育 24 h (第一代)后, 

能检测到很强的荧光信号, 而细胞内荧光强度相对较弱 

 

图 9  (a)用不同浓度的 TPE-g-PDEAEAM 处理 48 h 后 HeLa 细胞毒性

测试; (b) TPE-g-PDEAEAM 染色 HeLa 细胞不同代数的共聚焦显微镜

图像, 比例尺是 25 μm 
Figure 9  (a) Cell viabilities of HeLa cells treated with different concen-
trations of TPE-g-PDEAEAM for 48 h by MTT assay. (b) Confocal mi-
croscopy images of HeLa cells TPE-g-PDEAEAM staining (100 μg/mL) 
in different algebras. The scale bar is 25 μm 

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 . 继续将 HeLa 细胞在

TPE-g-PDEAEAM中孵育 24 h后, 仍能检测到较强的荧

光信号. 为了进一步研究TPE-g-PDEAEAM是否可以作

为长期追踪细胞的示踪剂, 我们对上述的 Hela 细胞进

行传代, 由于 Hela 细胞的细胞周期约 24 h, 在染色 24 h

后, 观察到的细胞为第2代, 在48 h后为第3代, 在72 h

后为第 4 代, 以此类推至第 11 代. 每 24 h 重复一次, 可

通过共聚焦显微镜检测每一代细胞内荧光强度情况. 染

色后的 Hela 细胞在长达 12 天的时间内, 示踪至少 11 代

后, 依然具有良好的荧光成像效果. 这一实验结果表明

TPE-g-PDEAEAM 能够有效示踪 HeLa 细胞增殖至少 11

代以上, 有望作为一种活细胞荧光示踪探针材料.  

3  结论 

综上所述, 通过 ATRP 活性聚合反应合成了一种新

型的多刺激响应型 AIE 聚合物纳米微球 TPE-g- 

PDEAEAM. 由于该聚合物链构象或分子结构可随环境

温度, pH 和 CO2含量的改变而变化, 因而引起链端 TPE

分子聚集程度的改变, 从而使荧光强度产生规律性变
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化. 实验结果表明, TPE-g-PDEAEAM 水溶液的 LCST

约为 60 ℃, 在 LCST 之前, 其荧光强度随着温度的升

高减弱, 当升温至接近 LCST 后, 其荧光强度随着温度

的升高增强, 这是由大分子链折叠导致塌陷结构, 引起

聚 合 物 链 上 TPE 分 子 的 聚 集 导 致 的 . 此 外 ,  

TPE-g-PDEAEAM水溶液荧光强度随 pH 增大不断增强. 

同时, 当 CO2的通入体积量由 0 mL 增加到 5.0 mL 时, 

TPE-g-PDEAEAM 水溶液荧光强度急剧减弱并降至最

低点. 因此, TPE-g-PDEAEAM具有温度/pH/CO2三重敏

感响应特性, 有望作为多响应智能荧光传感器材料.  

与此同时, 基于TPE-g-PDEAEAM优异的AIE发光

特性和低细胞毒性, Hela 细胞在 TPE-g-PDEAEAM 溶液

中孵育 24 h(第一代)后, 可检测到强荧光信号, 而染色

后的 Hela 细胞在长达 12 天的时间内, 示踪至少 11 代以

上, 依然展现出良好的荧光成像效果. 因此, 该聚合物

纳米材料是一种理想的活细胞荧光示踪探针, 有望应用

于生物传感器、细胞长期示踪及医用生物材料等相关领

域.  

4  实验部分 

4.1  单体 N-[2-(二乙基氨基)乙基]丙烯酰胺的合成 

根据文献[30]合成单体 N-[2-(二乙基氨基)乙基]丙烯

酰胺, 具体操作如下: 在磁力搅拌下将 N,N-二乙基乙二

胺(8.72 g, 75 mmol)和 75 mL CHCl3加入 250 mL 的单口

圆底烧瓶中, 在冰水浴中缓慢滴加 50 mL 溶有丙烯酰氯

(7.2 mL, 90 mmol)的 CHCl3. 滴加完后在室温搅拌下继

续反应 1 h. 反应结束后反应液分别用 100 mL 1 mol/L

的NaOH溶液和 100 mL水洗涤, 并加入CHCl3萃取, 有

机相用MgSO4干燥后, 通过旋转蒸发除去有机溶剂, 最

后用柱层析法对其进行分离提纯, 以乙酸乙酯为淋洗

剂, 得到约 23.3 g 棕色液体产物, 产率: 91%. 1H NMR 

(600 MHz, CDCl3) δ: 6.31～6.22 (m, 2H), 1H), 3.37 (dd,  

J＝11.5, 5.5 Hz, 2H), 2.59～2.50 (m, 6H), 1.01 (t, J＝7.1 

Hz, 6H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ: 165.44, 131.11, 

125.82, 51.28, 46.63, 36.84, 11.63. 单体的 1H NMR 见

Figure S1.  

4.2  4-羟基四苯乙烯(TPE-OH)的合成 

将Zn粉(20 g, 0.31 mol), 4-羟基二苯甲酮(9.9 g, 0.05 

mol)和二苯甲酮(9.1 g, 0.05 mol)溶于 200 mL THF 中, 

在氩气保护下加入 TiCl4 (30.0 mL, 0.27 mol)回流 24 h, 

反应结束后冷却至室温, 然后向其中加入 150 mL 10%

的 K2CO3水溶液, 搅拌 0.5 h. 然后过滤, 滤液用乙酸乙

酯进行萃取, 并通过旋转蒸发除去有机溶剂, 最后用柱

层析分离法对其进行分离提纯(洗脱剂: V 乙酸乙酯∶V 石油醚

＝1∶10), 最终得到 6.1 g 白色固体产物 TPE-OH, 产率

约为 35 %. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 7.13～6.97 (m, 

15H), 6.89 (d, J＝8.6 Hz, 2H), 6.55 (d, J＝8.6 Hz, 2H), 

4.60 (s, 1H); 13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ: 153.96, 

144.28, 140.29, 136.37, 132.7, 131.52, 127.63, 126.24, 

114.57. ESI-MS: M＝348.48. TPE-OH 的 1H NMR 见

Figure S2.  

4.3  4-(12-羟基十二烷基)四苯乙烯(TPE-C12-OH)的合

成 

将 TPE-OH (3.48 g, 0.01 mol)、12-溴-1-十二烷醇(2.8 

mL, 0.012 mol)和 K2CO3 (1.66 g, 0.012 mol)溶解于 100 

mL 无水乙腈中, 在氩气保护回流反应 24 h. 反应结束

后, 将反应液冷却至室温, 然后过滤, 滤饼用乙腈洗涤

2～3 次, 所得滤液通过旋转蒸发除去有机溶剂, 最后用

柱层析分离法对其进行分离提纯(淋洗剂: V 乙酸乙酯∶    

V 石 油 醚＝1∶5), 最终得到 2.6 g 淡黄色固体产物

TPE-C12-OH, 产率约为 48.8%. 1H NMR (600 MHz, 

CDCl3) δ: 7.16～7.05 (m, 15H), 6.98 (d, J＝8.8 Hz, 2H), 

6.67 (d, J＝8.8 Hz, 2H), 3.92～3.85 (m, 2H), 3.65 (t, J＝

6.7 Hz, 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, 9.0 Hz, 4H), 1.35 (s, 8H); 13C NMR (151 MHz, 

CDCl3) δ: 153.96, 144.28, 140.29, 136.37, 132.71, 131.52, 

127.63, 126.24, 114.57. TPE-C12-OH的 1H NMR见 Figure 

S3.  

4.4  ATRP 引发剂 4-(12-羟基十二烷基-2-甲基丙酰基)

四苯乙烯(TPE-BIB)的合成 

将 TPE-OH (5.33 g, 0.01 mol)、三乙胺(1.75 mL, 

0.0125 mol)和 2-溴-2-甲基丙酰溴(1.5 mL, 0.0125 mol)溶

于150 mL无水乙腈中, 在室温下搅拌反应24 h, 反应结

束后, 抽滤, 所得滤液通过旋转蒸发除去有机溶剂, 最

后用柱层析分离法对其进行分离提纯(淋洗剂: V 乙酸乙酯∶

V 石油醚＝1∶10). 最终得到 4.4 g 淡黄色的固体产物, 产

率约为 65%. 1H NMR (600 MHz, CDCl3) δ: 8.89～7.06 

(m, 15H), 7.06～6.92 (m, 2H), 6.85～6.49 (m, 2H), 4.39～

4.16 (m, 2H), 3.93～3.70 (m, 2H), 2.14～1.91 (m, 7H), 

1.93～0.80 (m, 24H). TPE-BIB 的 1H NMR 见 Figure S4.  

4.5  TPE-g-PDEAEAM 的合成 

将单体 N [2-(二乙基氨基)乙基]丙烯酰胺(3.0 g)溶

解在 15 mL 甲醇和水混合溶剂(V 甲醇∶V 水＝1∶2)中, 搅

拌 20 min 后在氩气保护下用注射器缓慢滴加 160 μL 三

(2-二甲氨基乙基)胺 Me6TREN, 搅拌 10 min 后加入

CuBr2 (0.0282 g, 0.1960 mmol) , 再搅拌10 min后加入引

发剂 TPE-BIB (0.05 g, 0.05 mmol), 室温聚合 24 h. 聚合

反应结束后, 产物用透析袋(MWCO＝5000)透析两天, 

冷冻干燥后得淡黄色固体粉末 2.3 g, 产率为 75%. TPE- 

g-PDEAEAM 的 1H NMR, IR 谱图见 Figure S5, Figure 

S6, GPC 数据见表 Table S1.  

4.6  MTT 法研究 TPE-g-PDEAEAM 的细胞毒性 

将 HeLa 细胞以 10000 个细胞/孔的密度接种在 96

孔培养板中 . 培养箱培养 24 h 后 , 用不同浓度的
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TPE-g-PDEAEAM 孵育细胞. 随后用配好的 PBS 洗涤

Hela 细胞, 并将 5 mg/mL 的 MTT 溶液(10 μL)和 Hela

细胞的培养基(90 μL)加入到每个孔中的细胞中去. 将

96 孔培养板在 37 ℃的 CO2培养箱(含 5% CO2)中温育 4 

h. 清除含有 MTT 的培养基 , 然后加入二甲亚砜

(DMSO, 100 μL)溶解甲瓒晶体. 最后, 使用 RT-6100 酶

标仪在 492 nm 处测量 96 孔培养板的吸光度.  

4.7  TPE-g-PDEAEAM 的细胞成像 

先将 Hela 细胞预先接种在 12 孔培养板细胞片上. 

加入培养基(含有 1%链霉素和 10%胎牛血清)后将 12 孔

板置于温度为 37 ℃、CO2 浓度为 5%的潮湿培养箱中

24 h. 随后用 100 μg/mL 的 TPE-g-PDEAEAM 孵化 Hela

细胞, 24 h 后取出细胞片, 用磷酸盐缓冲溶液冲洗三次. 

本实验所有细胞成像图片均使用 Olympus FV1000 共聚

焦显微镜(Olympus Tokyo Japan)拍摄, 选用 332 nm光源

激发, 发射光区间位于 460～490 nm. 

References 

[1] Xia, Z. Q.; Shao, A. D.; Li, Q.; Zhu, S. Q.; Zhu, W. H. Acta Chim. 
Sinica 2016, 74, 351. (夏志清, 邵安东, 李强, 朱世琴, 朱为宏, 
化学学报, 2016, 74, 351.) 

[2] Guo, S.; Zheng, F.; Zeng, F.; Wu, S. Z. Chinese J. Polym. Sci. 2016, 
34, 830.  

[3] Chen, Y.; Qiu, T.; Zhao, W.; Fan, L. Polym. Chem. 2015, 6, 1576.  
[4] Yu, C.; Li, X.; Zeng, F.; Zheng, F.; Wu, S. Z. Chem. Commun. 2013, 

49, 403.   
[5] Sun, J. B.; Zhang, G. H.; Jia, X. Y.; Xue, P. C.; Jia, J. H.; Lu, R. Acta 

Chim. Sinica 2016, 74, 165. (孙静波, 张恭贺, 贾小宇, 薛鹏冲, 
贾俊辉, 卢然, 化学学报, 2016, 74, 165.)  

[6] Xu, S. Y.; Sun, X.; Ge, H.; Arrowsmith, R. L.; Fossey, J. S.; Pascu, 
S. I.; Jiang, Y. B.; James, T. D. Org. Biomol. Chem. 2015, 13, 4143.  

[7] Mei, J.; Leung, N. L.; Kwok, R. T.; Lam, J. W.; Tang, B. Z. Chem. 
Rev. 2015, 115, 11718.  

[8] Gao, M.; Hu, Q.; Feng, G.; Tang, B. Z.; Liu, B. J. Mater. Chem. B 
2014, 2, 3438.  

[9] Liu, Z.; Xue, W.; Cai, Z.; Zhang, G.; Zhang, D. J. Mater. Chem. 
2011, 21, 14487.  

[10] Tang, X.; Bai, Q.; Peng, Q.; Gao, Y.; Li, J.; Liu, Y.; Yao, L.; Lu, P.; 
Yang, B.; Ma, Y. Chem. Mater. 2015, 27, 7050.  

[11] Zhang, Y.; Kong, L.; Shi, J.; Tong, B.; Zhi, J.; Feng, X.; Dong, Y. 
Chin. J. Chem. 2015, 33, 701.  

[12] Hu, F.; Zhang, G.; Zhan, C.; Zhang, W.; Yan, Y.; Zhao, Y.; Fu, H.; 
Zhang, D. Small 2015, 11, 1335.  

[13] Hu, R.; Xin, D. H.; Qin, A. J.; Tang, B. Z. Acta Polymerica Sinica 
2018, 2, 132. (胡蓉, 辛德华, 秦安军, 唐本忠, 高分子学报, 2018, 
2, 132.) 

[14] Jiang, M. J.; Guo, Z. J.; Tang, B. Z. Sci. Technol. Rev. 2018, 36, 27. 
(江美娟, 郭子健, 唐本忠, 科技导报, 2018, 36, 27.) 

[15] Gao, Y.; Qu, Y.; Jiang, T.; Zhang, H.; He, N.; Li, B.; Wu, J.; Hua, J. 
J. Mater. Chem. C 2014, 2, 6353.  

[16] Li, S.; Langenegger, S. M.; Häner, R. Chem. Commun. 2013, 49, 
5835.  

[17] Singh, A.; Lim, C. K.; Lee, Y. D.; Maeng, J. H.; Lee, S.; Koh, J.; 
Kim, S. ACS Appl. Mater. Interfaces 2013, 5, 8881.  

[18] Ma, S. Q.; Ma, L.; Han, W. K.; Jiang, S.; Xu, B.; Tian, W. J. Sci. 
China Chem. 2018, 48, 683. (马愫倩, 马莲, 韩文坤, 姜姗, 徐斌, 
田文晶, 中国科学, 化学, 2018, 48, 683.) 

[19] Wang, Z. L.; Yang, J. L.; Yang, Y. Q.; Xu, X.; Li, M. X.; Zhang, Y.; 
Fang, H.; Xu, H. J.; Wang, S. F. Chin. J. Org. Chem. 2018, 38, 1401. 
(王忠龙, 杨金来, 杨益琴, 徐徐, 李明新, 张燕, 方华, 徐海军, 
王石发, 有机化学, 2018, 38, 1401.) 

[20] Wang, Z.; Chen, S.; Lam, J. W. Y. J. Am. Chem. Soc. 2013, 135, 
8238.  

[21] Wang, D.; Su, H. F.; Tang, B. Z. Chem. Sci. 2018, 9, 3685.  
[22] Wang, J.; Wu, Y. L.; Sun, L. H.; Zeng, F.; Wu, S. Z. Acta Chim. 

Sinica 2016, 74, 910. (王俊, 武英龙, 孙立和, 曾钫, 吴水珠, 化
学学报, 2016, 74, 910.) 

[23] Chen, S.; Jiang, F. J.; Cao, Z. Q.; Wang, G. J.; Dang, Z. M. Chem. 
Commun. 2015, 51, 12633.  

[24] Guo, J.; Wang, N. J.; Peng, L.; Wu, J. J.; Ye, Q. Q.; Yuan, J. Y. J. 
Mater. Chem. B 2016, 4, 4009.  

[25] Yuan, T. T.; Dong, J.; Hana, G. X.; Wang, G. J. RSC Adv. 2016, 6, 
10904.  

[26] Karimi, M.; Ghasemi, A.; Zangabad, P. S.; Rahighi, R.; Beyzavi, J. 
A.; Vaseghi, K. A.; Haghani, M. L.; Bahramia, N. S.; Hamblin, M. 
R. Chem. Soc. Rev. 2016, 45, 1457.  

[27] Guan, X. L; Meng, L.; Jin, Q. J.; Lu, B. C.; Chen, Y. B.; Li, Z. F.; 
Wang, L.; Lai, S. J.; Lei, Z. Q. Macromol. Mater. Eng. 2018, 303, 
1700553.  

[28] Wang, Z.; Yong, T. Y.; Wan, J.; Li, Z. H.; Zhao, H.; Zhao, Y.; Gan, 
L.; Yang, X. L.; Xu, H. B.; Zhang, C. ACS Appl. Mater. Interfaces 
2015, 7, 3420.   

[29] Yuan, Y.; Kwok, R. T. K.; Tang, B. Z.; Liu, B. Small 2015, 11, 4682.  
[30] Song, Z.; Wang, K.; Gao, C.; Wang, S.; Zhang, W. Q. Macromole-

cules 2016, 49, 162.  
[31] Jiang, X.; Feng, C.; Lu, G.; Huang, X. ACS Macro Lett. 2014, 3, 

1121.  
[32] Zhang, G. Z.; Jiang, M.; Wu, Q. Chin. Polym. Bull. 2005, 4, 82. (张

广照, 江明, 吴奇, 高分子通报, 2005, 4, 82.) 
[33] Anirudhan, T. S.; Nair, A. S. J. Mater. Chem. B 2018, 6, 428.  
[34] Zhang, Y. F.; Wu, T.; Liu, S. Y. Macromol. Chem. Phys. 2007, 208, 

2492. 

(Cheng, B.; Fan, Y.) 

  



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


