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摘要基于应(Py)单体荧光光谱结构对微观环境变化的敏感性，以及介质粘度及岛分子间距对岛激基缔合物形

成的影响，以戊二隆交联壳聚糖(CS)水凝胶体系为例研究了 py 荧光探针法监测水凝胶形成过程及其溶胀性能的可

行性.结果表明，岛荧光光谱精细结构的变化(以 1311[ 为参量)或 py 激基缔合物荧光强度与单体荧光强度之比(hl

1M )的变化与 cs 水凝胶的形成及溶胀程度有很好的对应关系.此外， CS凝胶网状结构中包埋的聚 N- 异丙基丙烯

瞰胶(PNIPAM)的构象变化也可由探针光谱变化反映出来.利用这种荧光探针方法有助于从分子水平上探知凝胶形

成过程的微观本质.此外，这种方法也可作为光纤传导监测凝胶形成过程和溶胀的基础.
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Abstract Because of 由e sensitivity of the fine structure of the fluorescence emission Spectrum of the monomer 

of pyrene( Py) to its microenvironment and the dependence of the excimer formation on the visicosity of the 

medium and the distance between the probe molecules , p严-ene was employed as a fluorescence probe to monitor 

出e chitosan( CS) gel formation proc栅 and 出e gel swelling prop创ies. It was shown that the changes in 由e

fine structures(I3111) of its fluorescence spectrum andlor its excimer fo口nation efficiency (hl 1M ) was well 

related to the gelation PI配ess and the gel swelling degrees. 咀le COnfOIτnational change of 出e PNIP AM trapped 

in the CS gel could also be monito陀d by 出e probe technique. 咀le present results may be taken as the basis fì刨

出e design of an opticfibe method , which may be used to monitor gel formation and swelling processes. 

Keywonls fluorescence probe , pyrene , chitosan , poly( N - isopropylacrylamide) , hydrogel 

某些合成水凝胶的溶胀'性能对外部条件的变化

具有快速、可逆响应的特征.这一性能使得这类凝
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胶材料在未来生物产品的分离、纯化、药物控制释放

和化学机械系统制作等方面有可能获得重要应用.
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因此近年来，对这类材料的制备和性能研究呈日益

上升的趋势.

传统上对溶液-凝胶转化过程的跟踪多采用粘

度法[IJ 这种方法给出的信息仅限于宏观可感知部

分，不能反映凝胶形成过程的微观本质，而且也不能

反映所形成凝胶的内部结构及其随时间的变化.因

此有人将小角 X 射线衍射 (5皿S)[2] ，核磁共振

(NMR)[3] ，顺磁共振 (ESR)[4] ，和荧光探针[5 ， 6J等技

术先后引用来研究凝胶的形成过程及其内部结构.

其中以荧光探针技术用的最多，至今已用到过的探

针分子有 7- 偶氮呵|喋(7 - 8Zoindol) , 1 -荼酣 (1 -

naphthol) ，唔胶(p归田rine) ，花( pyrene , Py)，钉的联毗

院配合物 [Ru(bpy)l+ J 及一端或两端都连接有 py

分子的聚苯乙烯(Py- PS ,Py- PS - Py)探针.然而这

些方法所研究过的体系无一例外都是四乙氧基硅皖

(TEOS) I乙醇/水.这是一个典型的低温合成石英玻

璃体系，体系中固形物含量以TEOS)达 50% 以上.

而正常高分子水凝胶体系固形物仅含 1% -1. 5% , 

与前者差异很大.到目前为止，还未见将荧光探针法

直接用于高分子水凝胶形成过程及其'性质研究的报

道.

本工作首次将 py 探针法用于研究戊二醒交联

壳聚糖(C5)水凝胶的形成过程及水凝胶的溶胀和

温敏效应.该方法选用 py 作为探针是由于其单体荧

光光谱的精细结构(特别是 384nm 左右的峰 3 与

373nm 左右的峰 1 强度之比 13/[1' )对微环境的极
性特别敏感[7，剖，同时当 py 达一定浓度时，激基缔

合物的形成也与体系性质的改变(如粘度)关系很

大.因此，基于对 py 荧光光谱精细结构及激基缔合

物形成的测定，就有可能实现对凝胶形成过程及其

内部结构变化的监测.

1 实验

1. 1 试剂和仪器

实验所用 py 购自 ACROS(纯度 96%) ，粗品以

乙醇为溶剂，用索氏提取器反复抽提，抽提液中析出

的晶体为纯品岛，戊二醒，拧攘酸等均为分析纯，未

经纯化直接使用.实验用水均经离子交换再二次蒸

锢纯化.

Perkin - Elmer LS - 50B 荧光/磷光/发光仪，

Perkin - Elmer 24∞元素分析仪等实验室常规仪器

和设备.

1.2 壳聚糖制备

根据文献[ 1 ]方法，将虾壳经酸化，除杂，脱色等

处理得到甲壳素，放入 50饨的 NaOH 榕液中，在通

N2 条件下，电动搅拌，加热到 (1 10 - 120) "C，持续

4h，然后洗涤干燥得 CS，用 pH滴定法[9J测得脱乙航

度为 72.6% ，粘度法测得分子量为 7.9x lOS. 
1.3 聚 N- 异丙基丙烯酷肢倒也P灿的制备

N- 异丙基丙烯酷肢单体(NIPAM)经由丙烯酷

氯[IOJ和异丙肢按文献[11 J方法合成 .~HllNO (计算

值: C ， 63.71 币， 9.73 刑， 12.38. 实测值: C, 63.75; 

H ，1O .58 州， 12.37). 单体于二氧六环中经偶氮二异

丁晴(AIBN) 自由基引发聚合制得 PNIPAM，产品经

乙酿反复抽提纯化，测得粘均分子量为 2.4x lOS , 

PNIPAM 的最低临界榕解温度 (LC5T)约为 31 "C(温

度计未校准) . 

1.4 凝胶形成动态过程监测

C5凝胶的制备基本采用文献[ 1 J 的方法.具体

步骤是准确称取 0.10g CS，放入 10mL试管中，加入

5mL去离子水，1.∞mL拧橡酸(1 mol.dm-勺，充分振

荡至 CS 溶解完全，再加入 py 储备液 0.12mL(6.2 x 

1O- 3mol. dm - 3) ，摇匀，水泵抽除空气至溶液中气泡

完全消失，最后加人 0.80mL戊二醒溶液(0.025) ，混

匀.移取 3mL榕液至石英比色皿中，在 335nm 激发

波长下扫描不同时刻体系的荧光光谱.并以同样方

法制备包埋有 PNIPAM 的 CS 凝胶 [m (PNIPAM) : 

m(C5) =0.25:1J并用探针法跟踪凝胶化过程.

1. 5 温度对 cs 包埋 R哑剧结构的影响

将盛有 CS 和 CS/PNIPAM 凝胶的比色皿置于有

循环水装置的样品架中，以 335nm 为激发波长，分别

测定温度为 25 ， 27 ， 29 ， 30 ， 31 ， 32 ， 33 ， 34 ， 35 ， 37 ， 39 9C

时各凝肢体系中町的荧光光谱.

1. 6 溶胀比及醇水混合溶剂对凝胶内部结构的影

晌

将一系列上述方法所制备的凝胶放人纯水中，

控制时间得到具有不同榕胀比的凝胶，或将 C5 凝胶

置于不同比例乙醇水棍合溶剂中平衡过夜，得到一

系列在不同醇水比例混合溶剂中达到溶胀平衡的凝

胶.本实验中溶胀比用溶胀后凝胶样品质量 m 与榕

胀前凝胶样品质量 mo 之比表示.凝胶样品中 py 荧

光光谱的测定在固体样品架上进行.

2 结果和讨论

2.1 凝股形成动态过程

利用 py 探针法对 CS 及 C5/PNIPAM 体系凝胶

形成功态过程实施监测，结果发现，探针的荧光强
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度，光谱形状随溶液到凝胶的转化逐渐发生变化.图

1 给出了表征这种变化的参量之一 hll， 对时间的

关系.由图 1a 可以看出交联剂刚加入后， CS 体系中

岛光谱的 1311， 随时间呈线性上升，大约 1∞mm

后，这一变化趋于缓慢，到 2∞mm 后 ， /311， 趋于恒

定.图中 c 点实际上对应于体系的凝胶点.随凝胶内

部结构变化的逐步完成 ， hll， 缓慢增长到 d 点，此

后 1311， 趋于恒定，表明凝胶形成过程已经完成.类

似的结果也反映在岛激基缔合物荧光强度 (h ，

4ωnm)与单体荧光强度UM ， 373nm)之比 (/EIIM ) 随

时间的变化上. CS/PNIPAM 体系 1311， 随时间的变

化情况与 CS 体系很相似(图 1b) ，说明 PNIPAM 的引

人对 CS凝胶的形成过程没有显著影响.预示 CSI

PNIPAM 凝胶具有半互穿网络(Serni - IPN)型结构.
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a一壳聚糖体系 ;b一壳聚糖/PNIPAM 体系

畸…顿足

通常情况下 ， /311， 的大小与探针分子所处微观

环境极性大小密切相关，极性越大，比值越小，反之

亦然.显然随 CS凝胶的逐步形成，岛微环境极性逐

步减小，由开始时典型极性环境 (1311， = O. 8) 变到

凝胶形成后的非极性有机环境时( hll, > l. 1) .很

显然以岛为探针不但可以得到凝胶体系的凝胶点，

而且可以得到凝胶形成全过程体系的变化信息，这

要比粘度法等宏观方法仅能给出凝胶点要好的多.

2.2 CS/PNIP.灿f 凝肢的温敏性

如同在水溶液中一样， PNIPAM 在 CS 凝胶中仍

表现出很好的温敏性.实验表明，在凝胶温度低于

30"C时，整个凝胶晶莹透明，当温度上升到 32"C以

上时，凝胶瞬间变得不透明，且这一过程完全可逆.

利用 py 光谱对这一过程监测，所得结果以 hllM 对

温度作图(图 2) ，发现 hllM 在 31 "c前后从 0.6 突

降到 0.2.说明 PNIPAM 的构象变化引起卧在体系

中分布或微环境的变化.这预示着 py探针不仅可以

监测凝胶由榕液至凝胶的转化过程，还可以对其内

部某些结构的变化进行监测，尽管这种结构的变化

并不影响凝胶自身的状态.图 2 还给出了对 CS 凝胶

进行同样实验的结果，可以看出 IEIIM 随温度上升
缓慢减小，但并无突降发生.进一步说明凝胶温敏实

验中 hllM 的特异性变化确实是由 CS 凝胶中

PNIPAM 的构象突变引起的.已有的研究已经表明

在溶液温度低于 PNIPAM 的最低临界溶解温度

(LCST)时， PNIPAM 主要采取开放线团构象，而在溶

液温度高于 PNIPAM 的 LCST 时， PNIPAM 取压缩线

团构象，分子中有疏水微区形成['2.'3J 因此，在

PNIPAM 的 LCST 之下，Py均匀分布于榕液中，而在

此温度之上，由于探针分子的疏水性 py选择性分布

在疏水微区中.不难理解处于不同疏水微区中的探

针分子相互碰撞形成激基缔合物的可能性较之榕液

中探针自由扩散形成激基缔合物的可能性要小得

多，因此在包含 PNIPAM的水凝胶或水溶液中，较高

温度时 IEIIM 比低温时 hllM 要小.在实验温度范

围内，卧在不包含 PNIPAM 的 CS 凝胶体系中始终处

于自由扩散态，因此体系的 h/IM 一直比较高，也没

有突降现象发生.
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2.3 CS 凝胶的溶胀性

测定一系列具有不同榕胀度 ( m/mo) 的 CS 凝

胶中岛的荧光光谱(见图 3) ，从图 3 可以看出，在

1M 不变的情况下，随溶胀比的增大 IE 显著减小.这
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可能是因为榕胀使凝胶体积变大，增大了探针分子

之间的距离，因而使激发态 py怜与基态町r 结合机会

减少，从而导致了 lEllM 下降.

600 

2 
_'" 400 
h叫

图 3 不同溶胀度时 py 探针的荧光光谱

1一溶涨度1.∞;2 溶涨度 3.54;

3 溶涨度 4.78;4一溶涨度 9.80

各光谱强度在 373run 处统一调整为 3∞

2.4 CS 凝胶在不同比例醇/水混合溶剂中的溶胀

行为

当一系列 cs 凝胶在不同比例醇水海合溶剂中

浸泡一定时间后，可得不同溶胀比的凝胶，以 mlmo

对醇的体积分数作图(图的，可以看出， CS凝胶的溶

胀比对混合溶剂的组成有显著的依赖性，而且这种
16 
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中乙醇含量的变化

j-Py探针 (x lO);2-溶涨度

AU 
AV 

关系不是简单的线性关系.在醇体积分数小于 0.2

时， CS 凝胶溶胀度几乎不随醇含量的增加而变化，

但在 0.2 之后到 0.4，洛胀比随醇含量的增加急剧下

降，醇含量达0.4日才凝胶已完全塌陷， 0.4及以后的

榕胀比变化很小.与之对应的探针光谱的 1311] 也

有类似变化过程(图 4) .这可能是因为醇含量在 0.2

以下时，凝胶中几乎包含的都是水，岛的微环境相

似，因此 hll] 随搭剂组成的变化不大.当潜剂中醇

含量达 0.4 时，凝胶因塌陷收缩，内环境几乎全为

醇，因而 13/h 明显增大，且不随溶剂组成的变化而

变化.

由上述实验可知，荧光探针法是一种从微观上

对凝胶形成过程及其性质进行监测的有效方法.相

对于粘度法等非光谱方法，荧光探针法不仅仅可以

探知凝胶形成前榕液-凝胶转化过程，而且可以跟

踪凝胶点之后凝胶内部结构的进一步变化.此外，荧

光探针技术还可有效监测具有半互穿网络结构的杂

化凝胶中包埋成分的结构变化.可以预期荧光探针

法的引人为实现对凝胶形成过程及其性质的在线监

测提供了可能.
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