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双波长荧光高分子材料的合成及性能研究 

摘 要 

双波长荧光材料因具有良好的结构设计性、高灵敏度、时空

双分辨率、实时监测能力强以及无创等显著优势而受到广泛关注。

发射波长可调的聚集诱导发光 (AIE)材料拥有较大的 Stokes 位移、

高亮度和优异的光稳定性，因而成为生物体内外光学成像的理想

材料。四苯乙烯(TPE)及其衍生物作为一类比较常见的聚集诱导

发光材料，因其具有优良的光学性能、易官能化、易于合成等优

点而被倍受青睐。近红外(NIR)发光的铱配合物是一种比较常用

的氧敏分子，具有发光效率高和发光寿命长等特性，可提供深层

组织穿透深度以及抗组织自身荧光干扰的能力。基于上述原因，

本文设计合成了一种基于四苯乙烯衍生物和铱配合物的高分子纳

米胶束，并研究了其结构与性能的关系，利用其透明质酸壳层获

得细胞特异亲和性，进一步考察了双波长荧光材料在生物成像领

域的应用潜能。 

本文的具体研究内容如下： 

1、以 3-丙烯酰胺基苯硼酸(APBA)和乙烯基吡咯烷酮(NVP)

单体为原料，通过可逆加成链转移(RAFT)聚合方法，构建分子

量可控的共聚物 PAPBA-b-PVP；进一步通过硼酸酯键与透明质

酸(HA)作用制备高分子纳米胶束。在黄原酸二硫酯(RAFT)介导

下，通过控制原料投料量可实现共聚物 PAPBA-b-PVP 的链长调
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控。通过调节共聚物嵌段比、共聚物和透明质酸的投料浓度能够实

现对纳米胶束尺寸的控制可实现纳米胶束的粒径在 73.3-163.9 nm

范围内调控。由于动态硼酸酯键的存在，通过 DLS 测试证实高

分子纳米胶束具有 pH、盐以及糖响应性。 

2、基于 1，2-二苯基-1，2-二(4-氨基苯基)乙烯(TPE-2AM)

为内核通过开环聚合(ROP)与 ε-己内酯作用制备 TPE-PCL，并以

酯化作用将 RAFT 试剂接入其端基，进一步经投料的控制将

APBA 和丙烯酸由活性聚合先后接入聚合物制得 TPE-PCL-

PAPBA-AA 共聚物，再将铱配合物由酯化作用链接于共聚物的

末端，最后利用硼酸酯键与透明质酸(HA)组装制备了双波长发

射的高分子纳米胶束 Ir-CP/HA。采用核磁共振氢谱仪(1H NMR)、

凝胶渗透色谱仪(GPC)、扫描电镜(SEM)、透射电镜(TEM) 、动态

光散射(DLS)、荧光分光光度计、稳态/瞬态荧光光谱分析等仪器对

胶束的结构和性能进行表征和测试，证实了其规则的球形形貌，拥

有粒径可控、良好分散性和稳定性。光学性能研究显示纳米胶束具

有 470 nm 和 721 nm 双波段的峰值发射，并且两个发射波段均展现

了优秀的光学寿命，尤其是近红外发射处呈现出较高的量子产率。 

3、以功能特征为导向，深入研究了双波长荧光纳米胶束的性

能及其生物应用可行性。通过粒径、zeta 电位、荧光分析，表明

Ir-CP/HA 胶束在 PBS(pH=6.5 和 7.4)和 FBS 溶液中具有良好的

稳定性。基于 Ir-CP/HA 在不同 pH、葡萄糖和氧分压环境下的水

合粒径和光学性能的探索，阐明了纳米胶束对环境的 pH 及糖浓
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度具有胶体敏感性，同时，其近红外光学发射体现了优异的乏氧

响应性。细胞实验表明胶束具有良好的生物相容性，能够被细胞

有效摄入，且透明质酸诱导其对表面受体差异表达的细胞拥有特

异选择性。此外，纳米胶束的两个波长光学发射赋予了其体内外

生物成像与标记功能，流式细胞分析证明该胶束用作荧光成像及

标记探针具有良好的靶向性和灵敏度，在癌细胞的早期检测或治

疗等方面拥有巨大的应用潜能。 

 

关键词：高分子纳米胶束，双波长发射，光学成像，透明质酸，

环境响应性 
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SYNTHESIS AND PROPERTIES OF DUAL-

WAVELENGTH FLUORESCENT POLYMER 

MATERIALS 

ABSTRACT 

Dual-wavelength fluorescent materials have attracted much 

attention due to their significant advantages such as good 

structural design, high sensitivity, spatial and temporal dual 

resolution, real-time monitoring capability, and non-invasiveness. 

Aggregation-induced luminescence (AIE) materials with tunable 

emission wavelengths have large Stokes shifts, high brightness, 

and excellent photostability, making them ideal for optical 

imaging in and out of organisms. Tetraphenylethylene (TPE) and 

its derivatives, as a common class of AIE materials, are favored 

for their excellent optical properties, easy functionalization and 

easy synthesis. Near-infrared (NIR)-luminescent iridium 

complexes are a type of conventional oxygen-sensitive molecules 

with high luminescence efficiency and long luminescence 

lifetime, which can provide deep tissue penetration depth and 

resistance to interference from the tissue autofluorescence. 

Based on the above reasons, this paper designed and synthesised 
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the polymeric nanomicelles based on tetrastyrene derivatives and 

iridium complexes, and investigated the relationship between its 

structure and properties. By ultilizing hyaluronic acid as shell 

layer to obtain cell-specific affinity, the potential application of 

dual wavelength fluorescent materials in the field of bioimaging 

was further investigated. 

The following is the specific research content of this article: 

1. The copolymer PAPBA-b-PVP with controllable 

molecular weight was constructed by reversible addition chain 

transfer (RAFT) polymerization using 3-

acrylamidophenylboronic acid (APBA) and vinylpyrrolidone 

(NVP) monomers as raw materials. The polymeric nanomicelles 

were further prepared through boronic ester bonding between 

copolymers and hyaluronic acid (HA). Under the mediation of 

Xanthic acid disulfide (RAFT), the chain length regulation of 

copolymer PAPBA-b-PVP could be achieved by controlling the 

feed amount of raw materials. By adjusting the block ratio of 

copolymer, the feeding concentration of copolymer and 

hyaluronic acid, the particle size of the nano micellar size could 

be controlled within the range of 73.3-163.9 nm. Due to the 

presence of dynamic borate bonds, the pH, salt and sugar 

responsiveness of the polymeric nanomicelles have been 
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confirmed to be by DLS. 

2． TPE-PCL was prepared by ring-opening polymerization 

(ROP) of ε-caprolactone using 1,2-diphenyl-1,2-bis(4-

aminophenyl)ethylene (TPE-2AM) as the core. The RAFT 

reagents were grafted to the end-groups of the copolymers by 

esterification. TPE-PCL-PAPBA-AA copolymer was further 

prepared by linking APBA and acrylic acid into polymer via 

active polymerization under the control of feeding.  Then, the 

iridium complex was linked to the end of the copolymer by 

esterification. Finally, the polymeric nanomicelles Ir-CP/HA 

with dual-wavelength-emitting were prepared by self-assembly 

of the copolymer and hyaluronic acid (HA) based on boronic 

acid ester bond. The structure and properties of the micelles were 

characterized and studied using instruments such as 1H NMR, 

GPC, SEM, TEM, DLS, fluorescence spectrophotometry, and 

steady-state/transient fluorescence spectroscopy. It has been 

confirmed that the nanomicelles possessed regular spherical 

morphology, controllable particle size, good dispersion and 

stability. The optical performance study have shown that the 

nanomicelles exhibited peak emissions at 470 nm and 721 nm 

and exhibited excellent optical lifetimes for both emission bands, 

especially with high quantum yield at the near-infrared (NIR) 
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emission. 

3. Guided by functional characteristics, we conducted in -

depth research on the performance and biological application 

feasibility of dual wavelength emitting nanomicelles. The 

particle size, zeta potential, and fluorescence analyses showed 

that Ir-CP/HA micelles have good stability in PBS (pH=6.5 and 

7.4) and FBS solutions. Based on the exploration of the hydrated 

particle size and optical properties of Ir-CP/HA in different pH, 

glucose and oxygen partial pressure environments, it was 

elucidated that the nanomicelles were colloidally sensitive to the 

pH and sugar concentration, while their near-infrared optical 

emission reflected the excellent hypoxic response. Cellular 

experiments demonstrated that the micelles had good 

biocompatible and could be effectively taken up by cells, and 

hyaluronic acid induced specific selectivity towards cells with 

differential expression of surface receptors. In addition, the two  

wavelength emission of the nanomicelles endowed them with in 

vitro and in vivo bioimaging and biolabeling functions. Flow 

cytometry analysis demonstrated that the micelles had good 

targeting and sensitivity as fluorescent imaging and labeling 

probes, which had great potential for applications in early 

detection or treatment of cancer cells.  



安徽工程大学硕士学位论文 

VIII 

 

Chaofan Liu (Materials and Chemicals Industry) 

Supervised by Ying Lin 

 

KEY WORDS: Polymeric nanomicelles, Dual-wavelength 

emission, Optical imaging, Hyaluronic acid, Environmental 

responsiveness 

  



安徽工程大学硕士学位论文 

IX 

 

目录 

第 1章 绪论 ....................................................... 1 

1.1 引言................................................................................................................... 1 

1.2 聚集诱导发光简介........................................................................................... 1 

1.2.1 聚集诱导发光 ......................................................................................... 1 

1.2.2 聚集诱导发光材料的特点..................................................................... 2 

1.3 发光金属配合物 ............................................................................................... 2 

1.3.1 发光金属配合物发光机理 ..................................................................... 2 

1.3.2 发光金属配合物的特征 ......................................................................... 3 

1.4 双波长荧光材料 ............................................................................................... 3 

1.4.1 荧光材料发展趋势 ................................................................................. 4 

1.4.2 双波长光学探针的发展 ....................................................................... 4 

1.5 高分子非共价自组装....................................................................................... 5 

1.6 发光纳米材料在生物领域应用....................................................................... 5 

1.6.1 酶荧光探针 ............................................................................................. 5 

1.6.2 小分子活性物质检测............................................................................. 7 

1.6.3 光动力治疗........................................................................................... 10 

1.6.4 生物成像............................................................................................... 11 

1.7、本文双波长荧光聚合物胶束所涉材料...................................................... 12 

1.7.1 四苯乙烯基衍生物(TPE) ..................................................................... 13 

1.7.2 含远/近红外 (FR/NIR) 的化合物 ........................................................ 13 

1.7.3 3-丙烯酰胺基苯硼酸(APBA) .............................................................. 14 

1.7.4 透明质酸(HA) ...................................................................................... 14 

1.8 课题研究的主要内容 ..................................................................................... 14 

1.8.1 传统有机荧光探针的不足之处 ........................................................... 14 

1.8.2 本文具体研究思路 ............................................................................... 15 

1.8.3 本研究的特色之处............................................................................... 16 

第 2章 响应性透明质酸胶束的合成与性质 ............................ 18 



安徽工程大学硕士学位论文 

X 

 

2.1 前言................................................................................................................. 18 

2.2  实验部分........................................................................................................ 19 

2.2.1 主要原料............................................................................................... 19 

2.2.2 主要设备和仪器 ................................................................................... 19 

2.2.3 样品制备 ............................................................................................... 19 

2.2.3.1 聚(3-丙烯酰胺基苯硼酸)(PAPBA)的合成 ...................................... 19 

2.2.3.2 PAPBA-b-PVP 共聚物的合成 .......................................................... 20 

2.2.3.3 PAPBA-b-PVP/HA 聚合物胶束的制备 ........................................... 20 

2.3 性能测试与结构表征..................................................................................... 21 

2.4  结果与讨论.................................................................................................... 21 

2.4.1 PAPBA 的合成与表征 ......................................................................... 21 

2.4.2  PAPBA-b-PVP 的合成与表征 ............................................................ 23 

2.4.3 聚合物纳米胶束的制备和表征 ........................................................... 24 

2.4.4 制备条件对纳米胶束性质的调控....................................................... 26 

2.4.5 纳米胶束的稳定性 ............................................................................... 28 

2.4.6 纳米胶束的 pH 敏感性 ........................................................................ 29 

2.4.7 纳米胶束的糖响应和盐响应性........................................................... 30 

2.5  结论................................................................................................................ 32 

第 3章 双波长荧光高分子材料的合成及表征 .......................... 33 

3.1 引言 ................................................................................................................. 33 

3.2  实验部分........................................................................................................ 34 

3.2.1 主要原料............................................................................................... 34 

3.2.2 实验仪器............................................................................................... 35 

3.2.3 样品制备............................................................................................... 35 

3.3 性能测试与结构表征..................................................................................... 40 

3.4 结果与讨论..................................................................................................... 40 

3.4.1 铱配合物氯桥二聚体的合成 ............................................................... 40 

3.4.2 小分子铱配合物(Ir-OH)的合成 .......................................................... 41 

3.4.3 TPE-PCL 的合成 .................................................................................. 42 



安徽工程大学硕士学位论文 

XI 

 

3.4.4  TPE-PCL-PAPBA 的合成 ................................................................... 42 

3.4.5  TPE-PCL-PAPBA-AA-ccIr 的合成 .................................................... 44 

3.4.6 TPE-PCL-PAPBA-AA-ccIr/HA 胶束(记作 Ir-CP/HA)的制备 ........... 46 

3.4.7 制备条件对纳米胶束性质的调控....................................................... 47 

3.4.8 探针的光学性质................................................................................... 49 

3.5 本章小结......................................................................................................... 51 

第 4章 双波长荧光高分子材料的性能及应用研究 ...................... 53 

4.1 引言................................................................................................................. 53 

4.2 实验部分 ......................................................................................................... 54 

4.2.1 实验仪器和试剂................................................................................... 54 

4.2.2 Ir-CP/HA 纳米胶束的荧光检测 .......................................................... 54 

4.2.3 Ir-CP/HA 纳米胶束的稳定性 .............................................................. 54 

4.2.4 pH 对 Ir-CP/HA 纳米胶束的影响 ....................................................... 55 

4.2.5 葡萄糖对 Ir-CP/HA 纳米胶束的影响 ................................................. 55 

4.2.6 荧光探针的光学乏氧敏感性............................................................... 55 

4.2.7 Ir-CP/HA 纳米胶束的细胞毒性 .......................................................... 55 

4.2.8 Ir-CP/HA 纳米胶束流式细胞实验 ...................................................... 56 

4.3 结果与讨论..................................................................................................... 56 

4.3.1 Ir-CP/HA 纳米胶束的稳定性 .............................................................. 56 

4.3.2 Ir-CP/HA 纳米胶束的 pH 敏感性 ....................................................... 58 

4.3.3 Ir-CP/HA 纳米胶束的糖敏感性 .......................................................... 60 

4.3.4 Ir-CP/HA 纳米胶束的光学乏氧响应性 .............................................. 61 

4.3.5 在模拟生理环境中 Ir-CP/HA 纳米胶束的稳定性 ............................. 63 

4.3.6 在模拟生理环境中 Ir-CP/HA 纳米胶束的光学乏氧响应性 ............. 65 

4.3.7 Ir-CP/HA 纳米胶束的细胞毒性 .......................................................... 66 

4.3.8 Ir-CP/HA 纳米胶束的流式细胞实验 .................................................. 67 

4.4 本章小结 ......................................................................................................... 68 

结论与展望 ....................................................... 69 

参考文献： ....................................................... 71 



安徽工程大学硕士学位论文 

XII 

 

附录 攻读硕士期间发表论文情况 .................................... 80 

致谢 ............................................................. 81 

 

 



安徽工程大学硕士学位论文 

1 

 

第 1 章 绪论 

1.1 引言 

癌症是全球范围内的主要致死因素之一，通常只有在癌症恶化至难以

控制的程度时才会被察觉。然而，随着医疗技术的日益进步，人们对与身

体健康相关的诊断和检测方法的关注与日俱增。由于对疾病准确诊断需求

的不断增长，亚细胞、细胞和组织成像技术也得到了广泛的研究。其中，

光学成像技术因其具备高分辨率和高检测灵敏度的特点，已经成为可视化

细胞和组织形态的强有力工具。可以检测和跟踪生命系统中的各种分子变

化，以便得到对早期诊断、易感性评估和转移预测至关重要的特征信息 [1]。

随着复杂生物体系中癌症相关分子事件的灵敏 [2]、动态和多参数 [3]检测面

临越来越多的挑战，新型稳健的生物探针是愈发受到人们的青睐。 

1.2 聚集诱导发光简介 

1.2.1 聚集诱导发光 

大多数用于生物医学应用的传统有机荧光发光材料都处于聚集状态，

由于分子间的相互作用，发生  π-π 堆积，导致了能量的转移和猝灭，从而

导致荧光猝灭现象(Aggregation-caused quenching，ACQ)，限制了它们在

生物成像应用 [4]。2001 年，唐本忠院士发现了一种具有聚集诱导发光增强

(Aggregation-induced emission，AIE)现象的新型发光材料，这类材料在

聚集状态下会形成一种特殊的结构，这种结构可以限制分子的运动，减少

能量的损失，发出更强的荧光，从而提高荧光效率。AIE 现象的发现为荧

光材料的发展提供了新的思路和方向。AIE 材料具有高亮度、高稳定性和

低毒性等优点，在生物成像、传感器等领域具有广泛的应用前景。  

目前，AIE 材料的研究已经取得了很大的进展，已经开发出了多种具

有 AIE 性质的分子，并对其发光机制和应用进行了深入的研究。目前最为

广泛应用的是分子内运动受限机制  (Restriction of intramolecular motion， 

RIM intra) [5] ，它包括分子内振动约束   (Restriction of intramolecular 

vibration ，RIV)[6]  和分子内旋转限制   (Restriction of intramolecular 
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rotation，RIR)[7]两种过程。后唐本忠院士团队又提出了分子间运动受限  

(Restriction of intermolecular motion， RIM inter)  机理[8,9]，将 RIM intra 和 

RIM inter 统称为 分子运动受限机制(RIM)。 

1.2.2 聚集诱导发光材料的特点 

自从唐本忠教授课题组报道了 TPE 分子具有 AIE 特性后，近年来，基

于 TPE 结构的衍生物成为很多研究组的热门研究材料，TPE 衍生物分子在

荧光检测和生物成像领域 [10]也占据着越来越重要的地位。但随之而来的问

题是大多数报道的 AIE 荧光探针采用单光子激发，激发波长通常在可见光

区范围内，由于转子结构导致其具有较短的波长吸收和发射，而生物组织

对此类荧光强度会有影响 [11,12]。而远红/近红外（FR/NIR)荧光探针具有较

大的 Stokes 位移，这可以最小化激发和发射之间的干扰，同时减少发射光

谱与样品的自发荧光的重叠  [13]。此外，红光发射探针对组织或细胞具有

低光损伤、更深的组织穿透力以及强抗光漂白性 [14]，红色发射荧光可以深

入组织并提供低背景自发荧光，这使得远/近红外发射荧光探针成为体外和

体内生物成像的理想选择 [15-18]，在生物成像和疾病诊疗领域受到广范关注

和研究。因此，通过将 AIE 荧光探针和远红 /近红外(FR/NIR)荧光探针相

结合，制备成双波长荧光材料可以有效解决该类信号方面引起的问题，具

有极大的发展和研究前景。  

此外，红光发射探针对组织或细胞的光损伤较小，具有更深的组织穿

透力和更强的抗光漂白性。红色发射荧光可以深入组织并提供低背景自发

荧光，这使得远/近红外发射荧光探针成为体外和体内生物成像的理想选择。  

1.3 发光金属配合物 

1.3.1 发光金属配合物发光机理 

发光金属配合物是一类具有特殊光学性质的化合物，它们在受到光照或其

他刺激时会发出明亮的荧光或磷光。这种发光现象是由于金属离子与有机配体

之间的相互作用引起的，这种相互作用可以导致电子的激发和跃迁，从而产生

发光现象。 

发光材料按照电子跃迁方式的不同，可分为荧光型和磷光型两类。荧光材

料的电子在受到激发后跃迁至激发态(Sn)，然后通过内转换和振动弛豫回到激发
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单重态(S1)，最终跃迁回到基态(S0)。而磷光材料的电子则通过内转换和系间窜

越，从 Sn 态跃迁至激发三重态(T1)，然后再跃迁回到 S0态[19]。 

与荧光分子探针依靠单线态发光不同，三线态发光是过渡金属配合物分子

探针的主要发光形式。从自旋角度来说三线态磷光一般是禁阻的, 导致许多有机

磷光分子的磷光信号普遍较弱，通过引入铱、钌等过渡金属元素增强自旋轨道

作用，使得两者之间的系间窜越被允许，电子从 T1跃迁回到 S0，从而磷光信号

得到增强[20]。过渡金属配合物因为配体具有多样性，使得金属配合物本身也具

有多种激发态[21]。在常见的过渡金属配合物中，铱离子 d 轨道分裂大，具有强

自旋轨道耦合作用，提高了体系间的系间窜越能力，从而促进了 T1 的形成，有

助于配合物磷光量子产率增加[20] 。  

1.3.2 发光金属配合物的特征 

发光金属配合物具有独特的发光性能在光电子学和生物成像等领域都有广

泛应用。然而，发光金属配合物也存在一些缺陷，这些缺陷限制了它们的应用

范围和性能。发光金属配合物的缺陷如下： 

(1)金属配合物荧光探针的合成和纯化过程较为复杂，需要较高的技术和设

备要求。 

(2)金属配合物荧光探针的荧光量子产率和光稳定性可能受到配合物结构和

环境因素的影响，并且其特异性和灵敏度可能受到干扰物质的影响。 

(3)基于铈、铕等地球中储量更高且毒性更低的磷光配合物这些材料的三线

态激子寿命较短，转换荧光过程的效率较低，导致其发光效率不高。 

(4)钌、铂等重金属材料存在水溶性较差、具有细胞毒性、高成本和环境污

染等问题。 

金属铱配合物因结构易修饰、发光效率高和发光寿命长等特性，在光学材

料、生物成像等领域应用广泛[22]。金属铱配合物的光学性质会受配体影响，可

通过改变配体调控铱配合物的光学性能，提高其在生物成像方面的应用能力[23]。

此外，还可通过配体调控影响铱配合物的功能并使其具有靶向特定细胞的能力，

从而表现出独特的抗肿瘤活性，有望替代铂类抗癌药物，是金属配合物类抗癌

药物的研究热点[24]。 

1.4 双波长荧光材料 
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1.4.1 荧光材料发展趋势 

(1) 提高探针的灵敏度和分辨率：研究人员需要开发更高灵敏度和更高

分辨率的荧光探针，以便更准确地检测和成像生物分子和细胞。  

(2) 提高探针的选择性和特异性：探针的选择性和特异性对于生物医学

研究和临床应用非常重要，因此研究人员需要开发更具选择性和特异性的

探针。 

(3) 发展多模态成像技术：多模态成像技术可以结合不同的成像技术，

从而提高成像的准确性和可靠性。  

(4) 提高探针的稳定性和生物相容性：荧光探针需要在复杂的生物环境

中工作，因此需要具有良好的稳定性和生物相容性，研究人员需要开发更

具稳定性和生物相容性的探针。  

(5) 应用于临床诊疗：荧光探针可以用于癌症诊断和治疗等方面，未来

的研究需要更深入地探索荧光探针在临床诊疗中的应用。  

1.4.2 双波长光学探针的发展 

双波长荧光材料能够通过在两个不同的激发波长下检测荧光发射波长，

或在固定的激发波长上检测两个不同发射波长 [13]。具有双发射波长的荧光

探针是一种很有前途的传感工具，相比于单波长的荧光探针，这类探针使

用一个固有荧光信号作为自校准内部标准的双发射，实现在组织/细胞中双

色成像和比率检测 [15,25]，并基于近红外 (NIR)光子的双光子激发，可以抵

抗细胞损伤并适应各种成像深度，在成像过程中的样品背景信号干扰可通

过双波长通道的荧光强度比率进行校正 [26-30]，比单荧光信号荧光材料的成

像效果更好。  

双波长荧光材料可以分为两种设计思路: 

(1)利用具有双发射波长的单荧光染料构建双波长荧光探针，在它与识别

物作用前后会产生两种不同的发射波长 [31]。任俊宇 [32]等人将参考和传感单

元结合到一个单独的荧光团中，开发一种基于单荧光团的比率型荧光探针，

用于选择性地成像活细胞中溶酶体内的  HClO，以实现自参比测试效果。  

(2)在原有荧光染料结构中引入另一个发射波长不同的荧光染料构建比率

型荧光探针 [31]。Hanchen Shen [33]等人通过使用 TPE 作为供体构建 D−A 结
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构来获得具有超高量子产率的染料分子 NIR-II AIEgens(TPE-BBT)。该荧

光探针在小鼠血管和小鼠局部关节炎症处均表现出优异的光学成像。 

1.5 高分子非共价自组装 

高分子非共价自组装是一种新型的自组装技术，是指高分子通过分子间的

弱相互作用（如氢键、范德华力、静电作用等)自发地组织成有序结构的过程。

这些有序结构可以是一维的、二维的或三维的，并且可以表现出不同的形态，

如纤维、树枝状 [34]、囊状[35]、球形等。  

在高分子聚合物体系中由于非共价键的存在赋予了功能高分子聚合物诸多

优异性质(结构和形貌可逆调控、刺激响应性以及具有自修复性能等)[36,37]。由

于非共价键对外界刺激（如  pH 值、温度、光、压力和氧化还原剂等)的反

应非常敏感，系统可以根据这些刺激做出相应的响应。因此可以利用非共

价键相互作用的动态特性(通过改变外界条件可以有效地对功能高分子材料的

结构、形貌及功能进行可逆调控)来设计功能高分子材料 [38]。这些优点使得

通过非共价自组装的功能化高分子成为各种领域(光电、生物医药、环境保护

等领域)智能材料开发极具竞争力的候选材料。 

近年来，由于高分子非共价自组装可以用于制备各种功能性材料(如传感器、

催化剂、药物负载载体等)而受到了广泛关注。高分子非共价自组装虽然具有广

阔的应用前景，但也面临着一些挑战。例如：高分子非共价自组装过程往往受

到多种因素的影响，如何控制自组装过程，实现对有序结构的精确调控，是一

个亟待解决的问题；高分子非共价自组装过程往往需要较长的时间，如何提高

自组装效率，缩短自组装时间，是一个重要的研究方向。 

1.6 发光纳米材料在生物领域应用 

1.6.1 酶荧光探针 

酶作为生物体内最重要的标志物之一，它们能够加速生物化学反应的进行，

使生物体内的代谢过程更加高效和精准，在维持生物系统的稳态和正常生命活

动中起到了重要作用。同时，酶的异常表达与癌症及其他重大疾病的发生和发

展密切相关。传统酶激活的荧光探针在检测过程中往往存在背景干扰大，组织

穿透低等问题。因此，开展用于生物酶检测和成像的长波长荧光探针的研究工

作意义重大。 
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Dai[39]等人采用功能片段组装分子工程成功开发了一种 AIE 纳米颗粒材料

TTI，专门用于 “点亮”和长期监测细胞内脂滴的运动 (图 1-1)。与商业化的光敏

剂相比，TTI 的 ROS 生成能力更强。进一步的生物学实验表明，TTI 经过光照

后能有效抑制细胞增殖并诱导细胞凋亡过程，最终导致 HepG2 细胞死亡。该项

研究为细胞器靶向染色分子的构建提供了蓝图，并且加快了 AIEgens 作为潜在

PS 药物的临床应用速度。 

进一步的生物学实验表明，TTI 加光照射能有效抑制细胞增殖并诱导细胞

凋亡过程，最终导致 HepG2 细胞死亡。不仅为细胞器靶向染色分子工具的构建

提供了蓝图，而且加快了 AIEgens 作为潜在 PS 药物的临床应用速度。 

 

图 1-1 (A)MOTTI、MTTI 和 TTI 的化学结构和相应性质。(B)用于癌细胞光动力消

融的 TTI 纳米颗粒的照明。  

Figure 1-1 (A) Chemical structure and corresponding properties of MOTTI, MTTI 

and TTI. (B) Illumination of TTI nanoparticles for cancer cells photodynamic 

ablation. 

 

Wu[40]等人通过构建 D-π-A 架构设计并合成了一种近红外聚集诱导发射活性

多功能光敏剂(PS)，命名为 TBTCP (图 1-2)。其具有覆盖整个可见光谱的宽吸收

带和优异的活性氧 (ROS)生成效率。在光照射下对革兰氏阳性菌和革兰氏阴性

菌表现出良好的光动力抗菌性能。在可控条件下，TBTCP 还能通过 TBTCP 诱

导线粒体损伤激活凋亡信号通路，在光动力治疗中显示出癌细胞选择性。体内

实验证实，TBTCP 对耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(MRSA)具有有效的光动力抗
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菌性能。在癌症小鼠模型中，基于 TBTCP 的光动力疗法也有效，优于广泛使用

的光敏剂 (Ce6)。这项研究引入了一种有效且用途广泛的 PS，不仅推动了光动

力疗法的临床应用，还为下一代 PS 的开发提供了基础。 

 

图 1-2 AIE-PSs 的分子结构和相应性质 

Figure 1-2  Molecular structure and corresponding properties of AIE -PSs 

 

1.6.2 小分子活性物质检测 

活性物种是人体中重要的物质，常见的活性物质主要包括活性氮物质

(RNS)、活性氧物质 (ROS) [41]、活性硫物质(RSS)等，在能量代谢、信号

传导、免疫反应、基因转录等生理功能中起到重要作用 [42]。 

活性氮物质在生物体中具有多种重要的生理功能，如调节血管张力、

免疫反应、信号传导等。因此，对生物体中活性氮物质的研究具有重要的

科学意义和临床价值。Xie [43]等人采用 AIE 与 ESIPT 效应相结合的方法制

备了智能多功能水杨醛希夫碱(PBAS)(图 1-3(a))，在荧光分析中具有激波

位移大、双发射波长和对环境敏感等优异性能。通过强蓝色荧光的快速开

启证明了对 N2H4 的高度特异性和灵敏性，而探针的弱绿色荧光的快速关

闭证明了对 ClO−的高度特异性和灵敏性(图 1-4(b))。由于其优异的性质，

这种荧光分子为探测活细胞中的 N2H4 和 ClO−提供了有效的工具。 
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图 1-3 (a) 化合物 PBAS 的合成；(b) PBAS 对 N2H4 和 ClO−的检测机制 

Figure 1-3 (a) Synthesis of compound PBAS; (b) Detection mechanism of PBAS 

for N2H4 and ClO−  

 

Liang[44]等人设计了一种 AIE 荧光探针 TCPQ ，其显示以 680 nm 为

中心的明亮近红外(NIR)发射，以及对 ClO−的选择性响应。该探针具有出

色的比率计量方式，可以灵敏、选择性和准确测定 ClO−波动。为了提高探

针的生物相容性，使用 F-127 包覆探针分子配制成 NPs。所获得的 TCPQ 

NPs 不仅能在活细胞甚至斑马鱼体内成功感知  ClO−，还能通过比率测量模

式定量判别不同类型细胞中的  ClO−水平(图 1-4)。此外，TCPQ NPs 还证

实了 ClO−在酒精诱导肝细胞损伤模型和酒精诱导肝损伤小鼠模型中明显升

高，TCPQ NPs 随后被用于 ALD 诊断和 SILY 的药效学评价，这揭示了

ClO−/HClO 比率荧光成像作为生物标记物在 ALD 研究中的巨大潜力。  
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图 1-4 (A) 四种 ClO−特异性 AIE 探针的化学结构和相应的分子优化策略; (B) TCPQ 

NPs 的制备及其对 ClO−的响应具有明显的荧光变化。(C) TCPQ NPs 在体外和体内

应用示意图。 

Figure 1-4 (A) Chemical structures of four ClO --specific AIE probes and the 

corresponding molecular optimization strategy; (B) Preparation of TCPQ NPs and 

their response to ClO− with clear fluorescence changes; (C) Schematic illustration 

of the applications of TCPQ NPs in vitro and in vivo.  

Zhou [45]等人构建了一种新的双光子近红外荧光探针(TP-NIR- H2O2)，

用于活体细胞和组织中线粒体 H2O2 的检测(图 1-5)。通过选择性实验表明，

该探针能够以比其他 ROS 高的选择性检测 H2O2，TP-NIR- H2O2 显示出约

105 倍的荧光强度增强，此外，在双光子激发 (800nm)下，TP-NIR- H2O2

可用于大组织图像深度(50-170um)的小鼠肝组织 H2O2 成像。 
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图 1-5  荧光探针 TP-NIR-H2O2 的合成路线及其与 H2O2 的反应机理 

Figure 1-5 Synthetic route of fluorescent probe TP-NIR-H2O2 and its reaction 

mechanism with H2O2 

半胱氨酸(Cys)作为一种必需的生物硫醇，在调节细胞代谢、维持细胞

内氧化还原平衡和促进蛋白质合成方面起着关键作用。Zhang[46]等人合成

了一种 AIE 活性荧光探针 TCF-TPA，用于特异性检测 HeLa 细胞中的 Cys 

(图 1-6)。TCF-TPA 由三氰基呋喃(TCF)荧光团组成，用丙烯酸酯基团修饰，

以区分 Cys 与其他生物硫醇，并掺入供电子的三苯胺赋予探针 AIE 特性和

强大的分子内电荷转移效应，从而使探针具有近红外 (NIR)发射长度 (666 

nm)。同时，TCF-TPA 对 Cys 的检测限较低(73.0 nM)，并成功对 HeLa 细

胞中的 Cys 进行了生物成像。  

 

图 1-6  TCF-TPA 的传感机理 

Figure 1-6 Sensing mechanism of TCF-TPA 

1.6.3 光动力治疗 

近年来，光动力疗法 (PDT)已成为对抗癌症的有效方法。与传统治疗

方法相比， PDT 因其独特的可控性精确、低毒性、耐药小、选择性高等特

征，作为一种无创、安全的癌症治疗方法而备受关注 [47]。然而，现有的光

敏剂(PS)存在许多缺点，例如光稳定性差、溶解性差、单重态氧的作用半
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径有限等[48,49]，这将极大地限制 PDT 处理效率。因此，寻找高效 PS 来生

产活性氧正在迅速增长。 

Shah[50]等人利用二氢吡咯并 [3,2-b]吡咯 -3,6-二甲醛 (DPPC)发色团，

开发了一种近红外响应型有机纳米粒子作为  PS，用于有效的  PDT。DPPC 

PS 在光疗窗口内表现出双光子吸收，双光子吸收截面高达  102 GM，在双

光子激发下可产生大量 1O2。将 DPPC PS 制成了纳米颗粒，发现其可作为  

HeLa 细胞的成像剂。体外研究表明，纳米  DPPC PS 是一种有效的  PDT 

药剂，仅在光照射下就能杀死癌细胞(图 1-7)。 

 

图 1-7 (a) PS 生成 ROS 的工作机制;(b)基于 DPPC 纳米 AIEgen 的 PS 的单光子和双

光子激发 AIE、纳米配方和 1O2 生成示意图；以及  (c) 基于 NanoDPPC 的 PS 的细

胞内光刻疗法 

Figure 1-7 (a) Working Mechanism of ROS Generation by the PSs; (b) Schematic 

Representation of AIE, Nanoformulation, and 1O2 Generation by One- and Two-

Photon Excitation of DPPC Nano-AIEgen-Based PSs; and (c) Intracellular PDT of 

NanoDPPC-Based PSs 

1.6.4 生物成像 

传统的成像技术(计算机断层扫描(CT)、磁共振成像(MRI)、超声成像

(US)、正电子发射断层扫描(PET)等)具有非常强的穿透力，但也存在一定

的缺陷，比如其电离能源对患者和操作人员都有一定的危险性，  CT 的软

组织对比度差， US、MRI 和 PET 的时空分辨率有限，MRI 和 CT 采集时
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间长等缺点 [51-53]。相比之下，远 /近红外(NIR)荧光成像表现出了比 US、

CT 和 MRI 更高的优点，包括无害、快速反馈和更高灵敏度 [53,54]。因此，

NIR-II 荧光成像在高效肿瘤诊断中具有很大的前景。  

Yaqun Ma [55]等人合成了一种具有多结合位点的 7-(二乙胺)香豆素衍生

物荧光探针 , 用于检测肿瘤细胞内的生物硫醇。使用单层功能磷脂 (DSPE-

PEG)涂层和 TPE 改性来解决探针在水相中强猝灭的问题，使探针在水相

中具有良好的稳定性和生物相容性，从而使探针对肿瘤具有良好的成像效

果(如图 1-8 所示)。使用生物信息学方法来揭示 Met 和 VEGF 基因在头颈

部鳞癌 (HNSCC) 肿瘤组织和正常组织中的差异表达，证实该探针对

HNSCC 具有更强的靶向成像能力。  

 

图 1-8  DDT 的设计和生物鉴定(GSH/Cys 检测和肿瘤细胞成像) 

Figure 1-8 Design and biological characterization of DDT (GSH/Cys detection and 

tumor cell imaging) 

1.7、本文双波长荧光聚合物胶束所涉材料 

通常生物的生理环境为水溶液，大多数有机荧光探针表现出疏水性，

因此设计开发在生理环境(水溶液)下具有最小背景荧光、长波长发射的两

亲性的双波长荧光高分子纳米胶束，并通过增强渗透性和保留 (EPR)效应

使其被动靶向肿瘤，从而实现生物体内癌症诊疗和细胞成像监测 [56]。 
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1.7.1 四苯乙烯基衍生物(TPE) 

在众多的具有 AIE 的荧光材料中，TPE 因其结构简单、易官能团化、

合成简单等优点被广泛关注。TPE 的合成方法众多，如 Mcmurry 偶联反应、

Witting 反应、醇脱水等。传统的 Mcmurry 偶联反应通常采用低价钛催化

羰基制备烯烃。Jiang [57]等人将 4-氨基二苯甲酮在 Zn/TiCl4 催化下合成

TPE-2NH2(如图 1-9(a))。由于钛催化剂的成本相对较高，Liu [58]等人通过

Sn/HCl 催化 4，4′-二氨基二苯甲酮制备 TPE-AM(如图 1-9(b))。因此，本

文也是通过以 Sn/HCl 为催化剂,催化 4-氨基二苯甲酮制备 TPE-2AM。 

 

图 1-9 Mcmurr 偶联反应的反应式 

Figure 1-9 Reaction formula of Mcmurr coupling reaction  

1.7.2 含远/近红外 (FR/NIR) 的化合物 

远 /近红外基团（Far/Near-Infrared，FR/NIR）是指在远红外（FIR）

和近红外（NIR）光谱范围内具有吸收或发射特性的化学基团。这些基团

通常由含有共轭双键、芳香环或杂环的有机化合物组成，  常见的近红外发

光团有：苯并芘、蒽、芘、吲哚、吡啶、喹啉、过渡金属配合物 [59] 等。

常见的 FR/NIR 荧光团一般都是斯托克斯位移大、光稳定性高和荧光量子

产率高等性能优良的荧光染料，并且该类荧光染料通常可以通过修饰结构

来调控自身的荧光性能。近红外(NIR)荧光探针因其对活细胞损伤小、组织

穿透性好、图像灵敏度高、背景自发荧光干扰小而引起了人们的广泛关注

[60]。用作乏氧成像的磷光探针分子通常为 Pt，Pd，Ru，Ir 等过渡金属的

配合物。因此，我们将金属铱配合物作为近红外荧光基团，赋予材料乏氧

敏感特性，有助于在肿瘤部位进行乏氧成像。  
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1.7.3 3-丙烯酰胺基苯硼酸(APBA) 

苯硼酸(PBA)是一种癌细胞靶向配体，因为 PBA 在水溶液中以不带电

的分子和带负电荷的离子两种相互平衡的形式存在，其中带电离子能形成

稳定的络合物，因此苯硼酸 (PBA)基材料与二醇、糖和糖蛋白具有特异性

和可逆性相互作用 [61]，在各种含 PBA 的材料中，3-丙烯酰胺基苯硼酸

(APBA)由于其 pKa 为 8.2(接近生理 pH 值)，并且由于其具有可进行聚合

反应的双键，因此为制备纳米颗粒提供了极好的构建块，  可以靶向大多数

癌细胞表面过表达的  SA 受体 [62,63]。SA 受体位于细胞糖蛋白侧链末累积

可以与 PBA 可逆结合形成硼酸酯结构。因此，可以将  PBA 引入纳米载体

赋予主动靶向肿瘤细胞的能力，以诱导细胞特异性识别和结合，有助于纳

米药物在肿瘤部位的累积和细胞摄取[64]。 

1.7.4 透明质酸(HA) 

为了在生理条件下刺激性响应并调节苯硼酸的细胞毒性，我们将亲水

性和生物相容性碳水化合物透明质酸 (HA)引入纳米胶束中。透明质酸是一

种水溶性酸性多糖，由于其生物相容性、生物降解性、易修饰性、低毒性

以及对肿瘤细胞表面过度表达的 CD44 和 RHAMM(HA 介导运动受体)受体

的特异性靶向性，常被用作聚集诱导支架和靶向单元 [65]。亲水性 HA 壳可

以特异性靶向 HA 受体癌细胞，并在细胞水平上实现对癌细胞的靶向荧光

成像，同时对癌细胞和正常细胞都没有细胞毒性，有望降低含 APBA 聚合

物的细胞毒性。  

综上所述，我们课题组将以 AIE 分子 TPE-2AM 为核心，先利用 ROP

和 RAFT 聚合分别接入疏水性的 PCL、PAPBA 和丙烯酸链段制备嵌段共聚物

后，接着对其修饰上一种近红外荧光基团(Ir-OH)，最后再与透明质酸通过硼酸

酯键作用制备双波长荧光纳米胶束。由此获得的纳米胶束显示出强大的荧光、

高水分散性和优异的生物相容性，使其在肿瘤检测和诊疗方面具有广阔的

前景。 

1.8 课题研究的主要内容 

1.8.1 传统有机荧光探针的不足之处 

传统有机荧光探针在应用过程中存在一些不足之处，主要包括以下几
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个方面： 

(1)光稳定性差：有机荧光探针的荧光发射波长通常在可见光区，但是组

织和血液等生物样本会散射和吸收这些波长的光，从而影响探针的检测灵

敏度和分辨率。  

(2)荧光强度不稳定：传统有机荧光探针的荧光强度会受到环境因素的影

响，导致发光强度较低，需要高浓度的探针才能获得足够的信号，这可能

会导致毒性或其他副作用。  

(3)深部组织成像受限：荧光成像对深部组织的成像受到限制，无法像

CT 或 MRI 那样深入肿瘤内部成像。  

(4)发光寿命较短：传统有机荧光探针在长时间的光照下容易发生光降解，

导致荧光信号的衰减和失真，从而降低探针的稳定性和可靠性。  

(5)选择性和特异性较低：往往不能区分不同的细胞或分子亚型，难以实

现高度特异性的检测，从而影响其在生物医学研究和临床应用中的准确性

和可靠性。荧光成像需要使用特定的分子标记物进行检测，因此其适用范

围受到标记物选择的局限性。  

(6)生物相容性不佳：传统有机荧光探针中常使用的某些化学物质可能对

生物体产生毒性或过敏反应，限制了其在生物体内的应用。  

(7)成像设备和技术的限制：荧光成像需要特定的成像设备和技术，成本

较高，操作难度较大。 

1.8.2 本文具体研究思路 

一、透明质酸因具有生物相容性、抗黏连性、非免疫原性及癌细胞靶

向性等优势，成为生物医药领域广泛应用的天然多糖。另一方面，利用特

殊功能基团构建微环境敏感的高分子纳米粒子，有利于病灶光学造影或药

物的递送，进而提升疾病的诊疗效果。因此，我们利用可逆加成-断裂链转

移(RAFT)聚合可控合成了 3-丙烯酰胺基苯硼酸与乙烯基吡咯烷酮的嵌段共

聚物，通过硼酸酯键与透明质酸自组装形成了纳米胶束。调节两种高分子

的投料浓度及优化共聚物的链长比例，能够实现对胶束水合粒径的调控，

并且该纳米粒子具有良好的 pH、糖和盐响应性，使其具有用作抗肿瘤活性

药物及探针载体的潜能。  
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二、同样基于硼酸酯键和透明质酸作用的特点和手段，通过引入光学

发射基团，赋予多重响应性纳米胶束光学性能。首先，以 1，2-二苯基-1，

2-二(4-氨基苯基)乙烯(TPE-2AM)分子为核心，利用 ROP 和 RAFT 协同聚

合方式在 TPE-2AM 的二氨基上接入疏水的聚己内酯、聚(3-丙烯酰胺基苯

硼酸)和聚丙烯酸链段。由于近红外基团可以提高荧光探针的光稳定性、灵

敏度、分辨率以及组织穿透性，在得到的共聚物通过酯化修饰上近红外荧

光基团(Ir-OH)，最后通过硼酸酯键和透明质酸作用形成双波长荧光高分子

纳米胶束。通过投料比及浓度来调控纳米胶束的粒径，制备粒径适应后续

研究的双波长发射纳米胶束，测试结果表明其拥有粒径可控、良好分散性

和稳定性、规则的球形形貌，并且表现出良好的光学性能，具有 470 nm

和 721 nm 双波段发射以及优秀的光学寿命，尤其是近红外发射呈现了较

高的量子产率。因此，该高分子纳米胶束具有多场景和高灵敏生物标记和

成像的潜在应用价值。 

三、深入研究了双波长荧光高分子纳米胶束的性能及应用功能。考察

了介质的 pH 和葡萄糖浓度对双波长荧光纳米胶束的光学及胶体性能的影

响，显示其具有 pH、葡萄糖胶体响应性，并且能够保持良好的光学性能。

环境含氧量探究表明该胶束的近红外发射对氧分压尤其敏感，低氧条件下，

氧浓度的微小变化将导致胶束近红外发射强度的急剧升高，胶束对氧的敏

感度远高于常规的商用细胞内探针。最后，对双波长荧光高分子纳米胶束

进行了细胞实验检测，证实其具有良好的生物相容性，能够被细胞有效摄

入、表现了良好的特异性细胞亲和性。双波长荧光纳米胶束表现出优异的

生物相容性、胶体稳定性和近红外光学响应性，预示其作为高效生物标记

和成像探针，在癌症高灵敏、多场景的诊断和治疗等方面具有巨大开发前

景。 

1.8.3 本研究的特色之处 

本文研究的特色之处有以下三个方面： 

一、选用 3-丙烯酰胺基苯硼酸(APBA)作为实验原料。APBA 是一种

癌细胞靶向配体，与二醇具有可逆性相互作用，可赋予材料主动靶向肿瘤

细胞与糖敏感特性的能力，有助于纳米药物在病灶处累积和细胞摄取。 
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二、选用透明质酸作为实验原料。一方面可调节苯硼酸的细胞毒性并

与 APBA 通过动态硼酸酯键形成两亲性胶束，实现材料的刺激响应性以及

结构调控性；另一方面也可以赋予材料特异性靶向 HA 受体癌细胞的能力。 

三、选择 TPE-2AM 和铱配合物作为发光材料。基于 AIE 效应和近红

外发射，使材料能够在场景不同(组织深度差异)的病变组织处聚集态下表

现出较强光学特性或组织乏氧诱导强化深层成像，可用于肿瘤诊断或辅助

治疗。 
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第 2 章 响应性透明质酸胶束的合成与性质
 

2.1 前言 

近年来，纳米药物设计与发展为癌症的诊疗及药物递送提供了有效的思路

与方法。两亲性聚合物组装的胶束具有高效的载药性与良好的稳定性，胶束拥

有的特殊核-壳构造将增强药物在肿瘤部位的渗透富集，能够使药物于病灶更有

效的发挥出作用[66,67]。苯硼酸(PBA)及其衍生物被广泛用于化学[68,69]和生物医

药[70,71]等学科领域。一方面，由于 PBA 在水溶液中以不带电的分子和带负电

荷的离子两种相互平衡的形式存在，带电离子能形成稳定的络合物，进而

苯硼酸基材料与二醇、糖和糖蛋白具有特异性和可逆性相互作用，可以用

来对含糖物质进行检测[72-74]。此外，苯硼酸能够选择性的促进葡萄糖穿透脂双

层，实现运输的功能，能被用作分子识别单元，构建了糖蛋白传感器[75]和糖类

传感器[76,77]。另一方面，苯硼酸是一种癌细胞靶向配体，进一步简单合成的

3-丙烯酰胺基苯硼酸(APBA)单体因 pKa 值接近生理 pH，成为纳米载体优

良的构建模块 [61,62,78]，有助于构造肿瘤靶向的活性物质纳米载体。  

为降低苯硼酸的生理副作用并获得病理微环境响应性，将生物可降解

且生物相容性的透明质酸(HA)引入组装胶束。透明质酸是一种水溶性多糖，

因其官能团易修饰性、无毒性及对肿瘤细胞具有特异亲和性，常被用作聚

集诱导支架 [79]和靶向单元[65,66]。亲水性 HA 壳可以特异性靶向 HA 受体过

量表达癌细胞，并在细胞水平上实现对癌细胞的主动靶向，同时对正常细

胞没有毒性，有望抑制含 APBA 聚合物的生物毒性 [80-82]。 

综上考虑，本工作先采用 3-丙烯酰胺基苯硼酸由 RAFT 聚合得到均聚物

PAPBA。进一步经 RAFT 聚合接入聚乙烯基吡咯烷酮(PVP)链段形成共聚物，

通过控制投料的比例合成了一系列共聚物 PAPBA-b-PVP。最后与透明质酸通过

动态硼酸酯键组装制备聚合纳米胶束。利用共聚物内链段比例及物料浓度调节

胶束粒径等性质，研究胶束制备的可控性，探究了 pH、盐浓度以及葡萄糖浓度

对胶束粒径的影响，为疾病诊疗用纳米载体材料的设计、功能化应用提供一种

思路。 
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2.2  实验部分 

2.2.1 主要原料 

表 2-1 实验试剂 

Table 2-1 Experimental materials 

材料 规格 生产厂家 

乙基黄原酸钾 分析纯 北京伊诺凯科技有限公司 

偶氮二异丁腈(AIBN) 分析纯 北京伊诺凯科技有限公司 

丙烯酰氯 分析纯 北京伊诺凯科技有限公司 

无水乙醚 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

N, N-二甲基甲酰胺(DMF) 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

葡萄糖 分析纯 上海泰坦科技股份有限公司 

3-氨基苯硼酸一水合物 分析纯 上海泰坦科技股份有限公司 

乙烯基吡咯烷酮(NVP) 分析纯 上海泰坦科技股份有限公司 

碳酸氢钠 分析纯 上海泰坦科技股份有限公司 

氯化钠 分析纯 上海泰坦科技股份有限公司 

透明质酸钠 分析纯 华熙福瑞达生物医药有限公司 

2-溴丙酸 分析纯 上海梯希爱化成工业发展有限公司 

2.2.2 主要设备和仪器 

表 2-2 实验仪器 

Table 2-2 Experimental instruments 

仪器 型号 生产厂家 

核磁共振波谱仪 AVANCE ONE 500 MHz 德国 Bruker 科技有限公司 

红外光谱仪 FT-IR-850 港东科技 

凝胶渗透色谱仪 Waters 2695 美国沃斯特公司 

纳米粒度电位分析仪 Zetasizer Advance 马尔文帕纳科公司 

扫描电子显微镜 S-4800 日本日立公司 

 

2.2.3 样品制备 

2.2.3.1 聚(3-丙烯酰胺基苯硼酸)(PAPBA)的合成 

首先合成 APBA 单体，根据文献由间氨基苯硼酸一水合物与丙烯酰氯反应

制得[83]。以黄原酸二硫酯(XA)为链转移试剂，APBA 经可逆加成-断裂链转移反

应合成 PAPBA。我们按照不同分子量需求投料(如：2 K, 4 K)合成 2 种链长的

PAPBA, 并以 4 K 分子量的合成为例，具体操作如下： 
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APBA( 0.5 g, 2.62 mmol)、黄原酸二硫酯 (0.0254 g, 0.131 mmol)和 AIBN(4.3 

mg, 0.0262 mmol)加入 5 mL 的 DMF-Water(VDMF:Vwater = 95:5)混合溶剂中, 氩气

换气三次。 70 oC 反应 24 h 后，开口放空气并快速冷却至室温后，除溶剂, 用 3 

mL 甲醇溶解固体，将产物甲醇液在冷乙醚中沉淀，收集产物，再重复上述洗涤

操作一次后，所得固体用 10 mL 丙酮洗涤，干燥得产物。 

2.2.3.2 PAPBA-b-PVP 共聚物的合成 

由含活性端基的 PAPBA 进一步与乙烯基吡咯烷酮(NVP)通过 RAFT 聚合制

备 PAPBA-b-PVP。改变 NVP 的投料量调控 PVP 的链段长度，分别为 1 K 和 2 

K，从而合成 3 种不同嵌段比的 PAPBA-b-PVP 共聚物[记作：PAPBA(4K)-b-

PVP(2K)、PAPBA(4K)-b-PVP(1K)、PAPBA(2K)-b-PVP(1K)]。以 PAPBA(4K)-b-

PVP(2K)的合成为例，具体操作如下： 

将的 PAPBA (0.38 g, 0.1 mmol)、NVP(214 uL, 2 mmol)和 AIBN (3.28 mg, 

0.02 mmol)加入 2 mL 干燥的 DMF 溶剂中，氩气换气三次，70 oC 反应 24 h，产

物快速冷却并开口放空气。用 3 mL 甲醇溶解产物，将产品溶液搅拌滴入 80 mL

冷乙醚，沉淀收集固体。再以甲醇溶解产物，在冷乙醚中沉淀，收集产物。 

2.2.3.3 PAPBA-b-PVP/HA 聚合物胶束的制备 

PAPBA-b-PVP/HA 制备过程及构造如图 2-1 所示，共聚物与透明质酸基于

硼酸酯键组装成聚合物纳米粒子。分别调控 PAPBA-b-PVP 链段比、共聚物浓

度(如：1.5、2.5、3.5、5、7.5、10、12.5、15 mg/mL)或透明质酸的浓度(如：

0.1、0.2、0.5、1、2、3、4、5 mg/mL)来制备理化性质不同的系列胶束溶液，

研究纳米胶束制备的可调控性。以 7.5 mg/mL PAPBA(4K)-b-PVP(2K)与 3 

mg/mL HA 为例说明胶束的制备过程：取 7.5 mg PAPBA(4K)-b-PVP(2K)溶于 1 

mL 甲醇，将 3 mg/mL 的透明质酸水溶液边搅拌边缓慢滴加至共聚物甲醇溶液

种，产生灰蓝色且稳定的纳米胶束液。 
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图 2-1 PAPBA-b-PVP/HA 胶束的制备路线  

Fig 2-1 Schematic showing the preparation of PAPBA-b-PVP/HA micelles 

2.3 性能测试与结构表征 

核磁共振氢谱 (1H NMR)测试：以氘代 DMSO 或氘代甲醇为试剂溶解

10~15mg 样品，四甲基硅烷为内标物，进行测定。 

傅里叶红外光谱(FT-IR)测试：取适量样品，采用 KBr 压片法制样后测试，

波数范围 4000 ~ 500 cm-1。 

凝胶渗透色谱(GPC)测试，使用示差折光检测器，以四氢呋喃为流动相，

流速为 1.0 mL/min，检测温度为 35 oC。 

胶束粒径分布以及 Zeta 电位(DLS)测试，取 3 mL 胶束液在石英比色皿中进

行测试，循环测试 3 次，结果取平均值；将胶束溶液置于电极池中，循环测试

5 次，结果取平均值，测试温度为 25 oC。 

纳米胶束形貌测试：将胶束液进行适当稀释后，取 1~2 滴在洁净的硅片上

风干后，用扫描电子显微镜进行测试。 

2.4  结果与讨论 

2.4.1 PAPBA 的合成与表征 

间氨基苯硼酸一水合物与丙烯酰氯通过酰胺化反应合成 APBA[22]，采用

RAFT 聚合合成了 PAPBA。APBA 的核磁氢谱如图 2-2(a)，化学位移(δ) = 2.50 
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ppm 为 DMSO 的溶剂峰，APBA 的特征峰(δHc = 10.15 ppm, -NH-; δHh = 8.04 

ppm, -OH; δHg = 7.89 ppm, -Ph-H；δHe = 7.83 ppm, -Ph-H; δHd = 7.53 ppm, -Ph-H; 

δHf = 7.29 ppm, -Ph-H; δHb = 6.45 ppm, -CHCO-; δHa = 6.26 ppm, =CH2; δHa = 5.74 

ppm, =CH)，证实了单体 APBA 的结构。图 2-2(b)为 PAPBA 的核磁共振氢谱，

PAPBA 的特征峰(δHh = 7.98 ppm, -OH; δHd-g  = 7.71-7.15 ppm, -Ph-H; δHi = 

3.51ppm, -OCH2-; δHk = 2.87 ppm, -CHCOOH; δHb = 2.59 ppm, -CH-；δHa = 2.38 

ppm, -CH2-; δHj+l = 1.19 ppm, -CH3)，相比于 APBA 的核磁共振氢谱，发现

PAPBA 中 C=C 的质子峰消失，而新增了聚合物主链上的甲基与亚甲基特征峰，

同时保留了 APBA 中苯硼酸(7.15~7.98 ppm)的信号,表明了聚合物 PAPBA 的合

成。 

图 2-2(c)为 APBA 和 PAPBA 的红外光谱图，在 3200 ~ 3600 cm -1 范围内

有较宽的吸收带，是由化合物中羟基间氢键和酰胺基团的 N-H 伸缩振动所

致。由谱图可见 2932 cm-1 的吸收峰为烷基链上的甲基和亚甲基的伸缩振动

所致，酰胺 I 带的 C=O 伸缩振动产生了 1650cm-1的吸收带，1350 cm-1处的

吸收峰属于硼酸基的 B-O 的伸缩振动。相比于 APBA，PAPBA 中属于 C=C 伸

缩振动的 1630 cm-1特征峰的消失，进一步证明了 APBA 和 PAPBA 的结构。 

为了制备符合体内长循环及病灶渗透需求的纳米载体，有利于自组装中实

现胶束粒径的调控，合成了分子量不同的 2 种聚合物 PAPBA(2 K, 4 K)。图 2-

2(d)为不同分子量 PAPBA 的 GPC 曲线，结果显示 PAPBA 在谱图上均表现为一

个单峰，PAPBA(2 K)的数均分子量Mn = 2700，分子量分布指数 PDI = 1.78，

分子量分布较宽。PAPBA(4 K)的数均分子量Mn = 4000，分子量分布指数 PDI 

= 1.41，说明合成了目标聚合度的 PAPBA 产品。 
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图 2-2 (a) APBA 和(b) PAPBA 的核磁共振氢谱图；(c) APBA 与 PAPBA 的红外光谱图; (d) 

PAPBA 的 GPC 曲线 

Fig 2-2 1H NMR spectra of APBA (a) and PAPBA (b); (c) FT-IR spectra of APBA and PAPBA; (d) 

GPC curves of PAPBA 

2.4.2  PAPBA-b-PVP 的合成与表征 

在含活性端基的均聚物上继续利用 RAFT 聚合接入亲水的 PVP 链段，控制

PAPBA 与 NVP 单体的投料量，进而合成了两嵌段长不同的两亲性聚合物。由

PAPBA-b-PVP 的核磁氢谱(如图 2-3(a))，化学位移(δ) = 3.31 ppm 为 CD3OD 的溶

剂信号(δHh = 7.98 ppm, -OH; δHd-g = 7.71 -7.15 ppm, -Ph-H; δHj = 3.51 ppm, -

CONCH2-; δHa = 2.52 ppm, -CH2-; δHm = 2.37 ppm, -CH-；δHi = 2.17 ppm, -

NCOCH2-; δHk = 2.04 ppm, -NCOCH2CH2-; δHb = 1.86 ppm, -CH-; δHn = 1.49 ppm, 

-CH-)。与 PAPBA 的谱图相比，PAPBA-b-PVP 谱图在 PAPBA 信号峰的基础上，

出现了 PVP 链官能团的特征峰，证实了嵌段共聚物已被合成。图 2-3(b)为

PAPBA-b-PVP、NVP 与 PAPBA 的红外谱图，共聚物中仅在 1280 cm-1处新增了

NVP 中 C-N 的伸缩振动峰，而 NVP 乙烯基双键在 1631 cm-1处的吸收峰未出现，

1650cm-1 为酰胺 I 带(酰胺基团中 C=O 伸缩振动形成)，1550cm-1 也为酰胺
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I 带 (酰胺基团中 N-H 弯曲振动特征峰)，进一步表明成功获得了 PAPBA-b-

PVP。 

 

图 2-3 (a) PAPBA-b-PVP 的核磁共振氢谱图；(b) PAPBA-b-PVP、NVP 和 PAPBA 的红外谱

图 

Fig 2-3 (a) 1H NMR spectra of PAPBA-b-PVP; (b) FT-IR spectra of PAPBA-b-PVP, NVP and 

PAPBA 

图 2-4 为 PAPBA-b-PVP 的 GPC 曲线，结果显示 PAPBA(4K)-b-PVP(1K)的

数均分子量Mn = 4900，分子量分布指数  PDI = 1.67，分子量分布较宽。

PAPBA(4K)-b-PVP(2K)的数均分子量Mn = 6800，分子量分布指数 PDI = 1.77，

分子量分布较宽，结果基本接近设计的理论分子量。 

 

 

图 2-4 PAPBA-b-PVP 的 GPC 曲线  

Fig 2-4 GPC curves of PAPBA-b-PVP 

2.4.3 聚合物纳米胶束的制备和表征 

共聚物 PAPBA-b-PVP 配制成甲醇后，在搅拌下，将不同浓度的 HA 去离子
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水溶液缓慢滴入其中，得到透蓝光的乳液(如图 2-5(a))，表明已经组装成高分子

纳米胶束。将制备的胶束溶液经冷冻干燥，所得白色固体，进行红外分析，如

图 2-5(b)所示，与共聚物及 HA 相比，PAPBA-b-PVP/HA 中的-OH 和酰胺 N-H

特征峰发生了减弱且微移动，同时，硼酸基团的特征峰从 1350 cm-1 处移动至

1360 cm-1，说明共聚物与透明质酸通过苯硼酸与邻二羟基形成了可逆硼酸酯键，

进而证明了胶束的形成。 

  

图 2-5 (a)不同 HA 浓度调控的 PAPBA-b-PVP/HA 胶束照片； (b) HA、PAPBA-b-PVP 和

PAPBA-b-PVP/HA 的红外光谱图  

Fig 2-5 (a) Photo of PAPBA-b-PVP/HA micelles regulated by different HA concentrations; (b) 

FT-IR spectra of HA, PAPBA-b-PVP and PAPBA-b-PVP/HA 

  

图 2-6 是扫描电子显微镜(SEM)观察 PAPBA-b-PVP/HA 胶束表面形貌的结

果，其中 2-6(a)为 3 mg/mL HA 与 7.5mg/mL PAPBA(4K)-b-PVP(2K)共聚物组装

胶束的 SEM 图片，图 2-6(b)为同浓度 HA 与 10 mg/mL 共聚物组装胶束的 SEM

图片, 可以看到：纳米胶束展示了规则的球形表面和良好的分散性。两种纳米胶

束由动态光散射(DLS)检测所得粒径分别为 142 nm 和 156.2 nm，如图 2-6(c)及 

(d)所示。 
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图 2-6 (a) 粒径为 142 nm 与(b) 156.2 nm 胶束的 SEM 图； (c) 142 nm 与(d) 156.2 nm 胶束水

合粒径分布图 

Fig 2-6 Images of micelles with particle size of (a)142 nm and (b) 156.2 nm; Hydrodynamic 

diameter distribution of the micelles with different sizes: (c) 142 nm and (d) 156.2 nm 

 

2.4.4 制备条件对纳米胶束性质的调控 

根据纳米胶束形成机制，我们推测共聚物分子量、两嵌段比及胶束内两聚

合物投料量均会影响胶束的粒径等性质。因此，第一步，研究了苯硼酸链长及

嵌段比、透明质酸浓度对纳米胶束的尺寸调节作用。图 2-7 展示了 10 mg/mL(或

8.3 mg/mL) 不同嵌段长的共聚物 [PAPBA(4K)-b-PVP(1K) 、 PAPBA(4K)-b-

PVP(2K)、PAPBA(2K)-b-PVP(1K)]同各种浓度(0.1、0.2、0.5、1、2、3、4、5 

mg/mL)的透明质酸组装成胶束的粒径变化趋势。由图可知，随着透明质酸的浓

度的增加，胶束粒径总体趋势也随之增加；值得注意的是：HA 浓度低于 0.5 

mg/mL 时，胶束粒径变化趋势不一致，可能是由于透明质酸的浓度较低时，胶

束由硼酸酯键与共聚物疏水作用协同实现组装、且硼酸酯作用未占优势，导致

胶束粒径趋势无序。整体来看，共聚物分子量较大也会引起胶束粒径相应的增
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加；同时，等浓度的 PAPBA(2K)-b-PVP(1K)与 PAPBA(4K)-b-PVP(1K)相比，嵌

段分子量比为 4 的共聚物所得胶束粒径明显降低，主要是因为更长的苯硼酸链

增加了硼酸酯交联密度，驱使胶束内核更紧密收缩，使得其水合粒径减小。此

外，亲水链段在介质中所受限制较少，因而 PAPBA 链段等长而亲水 PVP 链更

长的共聚物与 HA 组装的胶束粒径更大。在实验中，发现共聚物 PAPBA(4K)-b-

PVP(2K)同 HA 组装成胶束的效果最佳，胶束液的光散射更为明显，因此，后

续的研究采用该嵌段比的共聚物进行相应的实验。 

 

图 2-7 共聚物嵌段比、投料浓度与 HA 浓度对胶束水合粒径的调控  

Fig2- 7 Hydrodynamic diameter changes of micelles with different block ratios and feed 

concentrations of the copolymer as a function of HA concentration 

图 2-8(a)显示了不同浓度共聚物(如：1.5、2.5、3.5、5.0、7.5、10.0、12.5

及 15 mg/mL)分别在 1、2 及 3 mg/mL 的透明质酸液中自组装所形成胶束的粒径

及相应趋势。随共聚物浓度的增加，胶束粒径先增加后减小直至趋于平缓，且

共聚物浓度为 5 mg/mL 时，粒径达到最大值分别为 140.2、151.4 及 163.9 nm。

可能是因为不高于 5 mg/mL 的浓度时，促进胶束内核收缩的硼酸酯键密度不足

以抵抗因共聚物增加而引起的膨胀，进一步提升共聚物浓度会持续增加硼酸酯

键密度并完善其疏水收缩功能。为了增加胶束用于生物负载的表面多功能性能

力，3 mg/mL HA 制备的胶束提供更多表面官能团显得较为有利，其粒径可控于

73.3 nm 与 163.9 nm 范围内。表面电势是纳米胶束应用及进一步功能化时的一

个重要参数，以电位分析仪研究了胶束的 zeta 电位，结果如图 2-8(b)所示。胶

束表面体现出了较大的负电性，随共聚物投料量的增加，其 zeta 电位从-41.2 
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mV 降低至-62.5 mV，足以保障其应用时的介质稳定性。 

基于上述分析，为满足潜在应用的需求，选择 7.5 mg/mL 共聚物

PAPBA(4K)-b-PVP (2K)与 3 mg/mL HA 所制备的 142 nm 胶束，进行后续的性能

研究。 

 

图 2-8 (a)共聚物和透明质酸的投料浓度对胶束粒径的影响；(b) 3 mg/mL HA 下，共聚物浓

度对胶束粒径与 zeta 电位的影响  

Fig 2-8 (a) Effect of concentrations of reactants on the size of micelles; (b) Effect of the 

copolymer concentrations on micelle particle size and zeta potential at 3 mg/mL HA 

 

2.4.5 纳米胶束的稳定性 

为证实纳米胶束的长期稳定性，随后利用 DLS 进行了胶束粒径随时间变化

的研究。如图 2-9 所示，跟踪纳米胶束不同时间下(0、2、4、8、24、48、60 h)

的粒径变化，可以看到胶束粒径从 139.4 nm 增长到 160 nm，呈现出略微增长后

趋于稳定的趋势。此外，通过图中经过时间变化后的胶束照片，我们可以看到

其最终依旧呈现出良好的稳定性。 
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图 2-9 胶束粒径随时间的变化 

Fig 2-9 Change of micelle size with time 

2.4.6 纳米胶束的 pH 敏感性 

众所周知，苯硼酸酯键的稳定性受 pH 值影响较大，苯硼酸酯在弱酸性

环境内将解离，而稳定于中性及碱性介质中，此特征有利于构建 pH 响应的载

体材料，为此随后研究了 pH 对纳米胶束性质的影响。  

对于上述 142 nm 的胶束溶液，利用动态光散射跟踪纳米胶束在不同 pH 值

下的水合粒径与表面电位，如图 2-10 所示。由图可见，当 pH < 6 时，苯硼酸酯

键的酸响应断裂，导致共聚物从胶束内释放出来，溶液中胶束发生解离团聚，

从而表现出不稳定性；纳米胶束在中性以上介质中十分稳定，pH 值从 7.4 增加

至 9 时，胶束粒径由 153.2 nm 增大到 195.7 nm。pH 值超过 8 后，苯硼酸酯将结

合 OH-形成负离子，溶解性得到增加令纳米胶束的内核变得亲水而使内核逐渐

膨胀，胶束粒径出现了一定幅度的增大。纳米胶束在整个稳定的 pH 范围内，

zeta 电位一直保持较大的负值，进一步表明其表面性质具有良好的稳定特性。

上述结果证明，PAPBA-b-PVP/HA 纳米胶束符合苯硼酸酯的 pH 响应性，在中

性及碱性环境下较稳定，具有较高的生物活性载体应用潜能。 
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图 2-10 pH 值对纳米胶束粒径及 Zeta 电位的影响  

Fig 2-10 The diameters and zeta potentials of nano micelles at different pH values 

2.4.7 纳米胶束的糖响应和盐响应性 

因苯硼酸赋予了胶束糖敏感特性，随后探索了 PAPBA-b-PVP/HA 纳米

胶束的糖响应性。将选定的胶束置于浓度从 1 至 10 mg/mL 的葡萄糖溶液中透

析, 一段时间后用 DLS 跟踪各糖溶液中胶束的粒径。如图 2-11(a)和(c)，胶束粒

径随着葡萄糖浓度的增加而逐渐增大，共聚物胶束中的 PAPBA 与 HA 的邻

二醇间硼酸酯键具有动态共价性，该特性允许其它含邻二醇物质经竞争同

苯硼酸结合而引起结构重配，高糖浓度使更多原硼酸酯键解离而导致了纳

米胶束的膨胀。因此，可以说动态苯硼酸酯键的竞争性交换反应诱导原键

解离触发了纳米胶束的糖响应性。  

生物体是一个含水、电解质及血糖等多种物质的复杂环境，为此有必要进

一步探索盐浓度对胶束的影响。分别配制 0.05、0.1、0.2、0.3、0.4、0.5 及 0.6 

mg/mL 的 NaCl 溶液, 将所选纳米胶束等量的分散于这些溶液中，通过 DLS 检测

各浓度盐溶液内的胶束粒径。从图 2-11(b)和(d)可以发现，胶束粒径随着盐浓

度增加而增大。该现象可能因为电荷屏蔽效应导致静电相互作用范围减小，

阴离子苯基硼酸基团的亲水性弱化，使其保护纳米胶束免遭进一步聚集的

效率下降。纳米胶束的亲水-疏水平衡表现出偏向于疏水特征，结果引起共

聚物交联的透明质酸胶束聚集增大。  
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图 2-11 (a)葡萄糖浓度对胶束粒径的影响；(b)NaCl 浓度对胶束粒径的影响；(c)葡萄糖对胶

束的作用机理；(d)NaCl 对胶束的作用机理 

Fig 2-11 (a) Effect of glucose concentrations on the size of micelles; (b) Effect of salt 

concentrations on the size of micelles；(c) Mechanism of action of glucose on micelles；(d) 

Mechanism of action of NaCl on micelles 
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2.5  结论 

利用 RAFT 聚合制备了 PAPBA-b-PVP 嵌段共聚物，基于动态硼酸酯键与

HA 组装制备了稳定的球形可控纳米胶束。通过调节共聚物嵌段比、共聚物和

透明质酸的投料浓度能够实现对纳米胶束尺寸的控制，随透明质酸或共聚物的

浓度的增加，胶束的粒径总体随之增加。优化共聚物结构，分子量达 6 K 且嵌

段分子量比为 2 时，在 3 mg/mL HA 液中，制备粒子的粒径可以在 73.3-163.9 

nm 调控，有利于体内长循环及病灶渗透。针对构建胶束所涉硼酸酯键的特征，

考察了所得纳米胶束在不同环境介质中的理化性质，证实了其拥有 pH、盐及糖

的环境敏感性，并且胶束颗粒尺寸随着盐及糖浓度的增大而增加。 

综上所述，纳米胶束因苯硼酸酯键而获得良好的 pH、糖及盐响应性，且表

面透明质酸提供了其生物相容性及癌细胞靶向功能，使得纳米胶束作为载体用

于生物标记和递药拥有巨大的潜能。 
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第 3 章 双波长荧光高分子材料的合成及表征 

3.1 引言 

随着对 AIE 发光材料的不断深入研究，AIE 分子体系得到了很大程度的扩

展。然而，AIE 发光材料一般采用单光子激发，激发波长通常在可见光区范围

内，这会导致其在生物成像时容易受到生物系统自发荧光干扰、产生光漂白现

象，进而影响组织穿透深度[84]。有研究表明，采用双光子近红外光激发的双光

子荧光材料，在一定程度上，可降低生物系统荧光背景，减少瑞利散射和组织

损伤，可进行深层组织观察，延长观察时间。但已报道的双光子荧光材料通常

基于单个荧光发射峰进行设计，且发射波长通常在可见光区，因此存在荧光强

度较低、光稳定性较差、易受环境因素影响等缺陷[85]，而比率型荧光探针可在

一定程度上消除上述因素的影响。因此，设计和研制新型比率型荧光探针，对

于推动肿瘤的检测和治疗发展意义重大。 

在 1986 年 Matsumura 和 Maeda 提出了高渗透长滞留效应 (Enhanced 

Permeability and Retention, EPR)，用于解释肿瘤组织对于纳米粒子和大分子

药物的特殊吸收和积累现象。肿瘤细胞的快速增殖需要大量营养物质和氧

气，因此会产生新血管。这些血管结构和功能异常，导致血管壁通透性增

加，使纳米粒子和大分子药物更易渗透进入肿瘤组织。此外，肿瘤组织周

围的淋巴系统功能不完善，使药物更易在肿瘤组织中滞留，从而增加疗效

并降低对健康组织的毒性 [86]。EPR 效应的提出为肿瘤靶向治疗和药物输送领

域提供了重要的理论基础，许多纳米药物载体和靶向药物已经利用 EPR 效应来

实现对肿瘤组织的精准输送[87]。然而，近年来也有研究指出 EPR 效应在临床应

用中存在一些限制，如肿瘤异质性、EPR 效应的不稳定性等，因此，在一些新

型荧光探针的研究与开发也有必要考虑到其粒径尺度大小以及稳定性，优

化利用 EPR 效应来提高肿瘤治疗的效果。  

基于上述分析，本文以 1，2-二苯基-1，2-二(4-氨基苯基)乙烯(TPE-

2AM)分子为核心，利用 ROP 和 RAFT 协同聚合方式在 TPE-2AM 的二氨

基上接入疏水的聚己内酯、聚 (3-丙烯酰胺基苯硼酸)和聚丙烯酸链段，在
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得到的共聚物通过酯化修饰上近红外荧光配合物(Ir-OH)，最后基于硼酸酯

键与透明质酸组装形成双波长荧光高分子纳米胶束。一方面，通过近红外

基团来提高荧光探针的光稳定性、灵敏度以及组织穿透性，另一方面，透

明质酸因具有生物相容性、非免疫原性及癌细胞靶向性等优势，使得通过

硼酸酯键组装形成的荧光纳米胶束也有利于多场景、高灵敏的光学生物成

像或标记，进而提升疾病的诊疗效果。  

3.2  实验部分 

3.2.1 主要原料 

表 3-1 实验试剂 

Table 3-1 Experimental materials 

试剂名称 纯度 生产厂家 

4-氨基二苯甲酮 分析纯 北京伊诺凯科技有限公司 

辛酸亚锡 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

二水合磷酸二氢钠 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

十二水合磷酸氢二钠 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

二环己基碳二亚胺 分析纯 上海泰坦科技股份有限公司 

锡粉(Sn) 分析纯 上海泰坦科技股份有限公司 

丙烯酸 分析纯 上海阿达玛斯试剂有限公司 

ε-己内酯 分析纯 上海阿达玛斯试剂有限公司 

乙二醇乙醚 分析纯 上海阿达玛斯试剂有限公司 

四(三苯基膦)钯 分析纯 上海阿达玛斯试剂有限公司 

6-氯菲啶 分析纯 上海阿达玛斯试剂有限公司 

苯并[b]噻吩-2-硼酸 分析纯 上海阿达玛斯试剂有限公司 

三水合三氯化铱 分析纯 上海阿达玛斯试剂有限公司 

4’-甲氧基苯乙酮 分析纯 上海阿达玛斯试剂有限公司 

氢化钠 分析纯 上海阿达玛斯试剂有限公司 

γ-丁内酯 分析纯 上海阿达玛斯试剂有限公司 

4-二甲氨基吡啶 分析纯 上海梯希爱化成工业发展有限公司 

浓盐酸 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 
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3.2.2 实验仪器 

表 3-2 实验仪器 

Table 3-2 Experimental instruments 

仪器 型号 生产厂家 

透射电子显微镜 HT-7700 日本 Hitachi 公司 

荧光分光光度计 F-7100 日本日立公司 

紫外吸收光度计 UV-2700 日本岛津公司 

稳态瞬态荧光光谱分析 FLS-980 英国爱丁堡公司 

核磁共振波谱仪、红外光谱仪、凝胶渗透色谱仪、纳米粒度电位分析仪、扫描

电子显微镜同第 2 章 2.2.2。 

3.2.3 样品制备 

3.2.3.1 铱配合物主配体(btph)的合成 

四(三苯基膦)钯 (0.21 g, 0.18 mmol)，苯并[b]噻吩-2-硼酸(1.28 g，7.2 mol)，

6-氯菲啶(1.28 g，6 mmol)， 10 mL 甲苯，5 mL 乙醇，以及 2 mol/L 碳酸钠的水

溶液(10 mL)被加入到反应容器中，在 Ar 保护下回流 5 h 后，冷却至室温，将反

应混合物加入至 200 mL 水中，使用甲苯萃取(50 mL×3)，有机相水洗(50 mL×3)，

再使用无水硫酸镁干燥，过滤，通过旋蒸除去溶剂。所得粗产品经硅胶柱层析

提纯(展开剂为二氯甲烷/石油醚=1:1)，所得纯净产物为一种淡黄色的粉末(1.31 

g，收率 70%)。 

3.2.3.2 铱配合物氯桥二聚体的合成 

将所合成的主配体 btph(685 mg, 2.2 mmol)，三水合三氯化铱(390 mg，1.1 

mmol)，30 mL 乙二醇乙醚和 10 mL 水依次加入反应容器中，在 Ar 保护下回流

反应过夜，反应结束后冷却至室温，抽滤，所得粗产物依次使用水，甲醇和正

已烷洗涤，再在真空烘箱中干燥，得到产物为一种紫褐色粉末(890 mg，收率

94.9%)。 

3.2.3.3 羟基功能化配体(mho-OH)的合成 

在 0 oC 下将氢化钠(矿物油中，含量 60%，10 g)加入到 200 mL 乙醚中再加

入乙醇(0.2 mL)，γ-丁内酯(12.9 g，150 mmol)，逐滴加入 4’-甲氧基苯乙酮的乙

醚溶液(15 g，100 mmol 溶于 50 mL 乙醚)。滴加完毕后，室温下继续反应四天。

反应结束之后，向反应体系中加入 10 mL 乙醇来中和过量的氢化钠，再加入

NH4Cl 溶液(10 g 溶于  100 mL 水)。分离出有机相，用饱和氯化钠液液洗
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(100mL×3)，无水硫酸镁干燥，抽滤，旋蒸除溶剂，经硅胶柱层析提纯(展开剂

为石油醚/乙酸乙酯=1:1)，所得产物为一种白色固体(6.8 g，收率 28.8%)。 

3.2.3.4 小分子铱配合物(Ir-OH)合成 

Ir-OH 制备过程及构造如图 3-2 所示，将羟基功能化辅配体 mho-OH(47 

mg,0.2 mmol)，铱配合物氯桥二聚体(136 mg,0.08 mmol)和碳酸钠(85 mg,0.8 

mmol)依次加入乙二醇乙醚(10 mL)中，在 Ar 保护下回流过夜。反应结束后冷却

至室温,在乙醚中沉，抽滤，收集沉淀，真空干燥后，柱层析(氯仿为展开剂)分

离纯化，得到产物为一种黑色粉末(80 mg,收率 48%)。 

 

图 3-1 Ir-OH 的合成流程图 

Figure 3-1 Synthetic route of Ir-OH 

3.2.3.5 TPE-2AM 的合成 

4-氨基二苯甲酮(1.6 g，8 mmol)溶于 5 mL 的 THF 中，加入(5.5 g，0.045 

mol)锡粉后，缓慢滴加 60 mL 浓盐酸。75 oC 下加热回流 10 h 后，冷却至室温，

抽滤，用 1 mol/L 的 NaOH 洗涤，再用去离子水洗涤，真空干燥固体粉末，所
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得粗产物经硅胶柱层析提纯(展开剂为石油醚／乙酸乙酯＝3:5)，所得产物为一

种黄色固体(1.15 g，产率为 77%)。 

3.2.3.6 TPE-PCL 的合成 

将 TPE-2AM (0.146 g，0.4 mmol)和甲苯(15 mL)， 在 140 oC 下，加热搅拌

共沸至 2 mL，冷却至室温，依次加入 ε-己内酯(1.2 mL， 10.8 mmol)和辛酸亚锡

(9 uL)。在 Ar 保护及搅拌下，加热至 110 oC 反应 48 h 后，冷却至室温，用二氯

甲烷溶解，后在冷甲醇中进行沉淀，过滤，重复上述操作两次，所得固体用乙

醚洗涤，真空干燥。 

3.2.3.7  TPE-PCL-RAFT 的合成 

TPE-PCL (0.3 g, 0.05 mmol)溶于 15 mL 甲苯，在 140 oC 下，加热共沸至 2 

mL，冷却至室温。将 DMAP (24.4mg，0.2 mmol)和乙基黄原酸(0.097g，0.5 

mmol)溶于 5 mL 干燥的二氯甲烷，注入反应容器，Ar 保护下，将溶入 5 mL 二

氯甲烷的 DCC (0.1135 g，0.55 mmol)注入反应容器。室温搅拌 48 小时，过滤，

滤液浓缩至 3 mL，在冷甲醇中沉淀，过滤，用二氯甲烷溶解产物后在冷甲醇中

沉淀，重复上述操作两次，产品真空干燥。 

3.2.3.8   TPE-PCL-PAPBA 的合成 

取 0.3 g TPE-PCL-RAFT、APBA (0.286 g，1.5 mmol)和 AIBN(4.11 mg，

0.025 mmol)加入 2.5 mL 干燥的 DMF 溶剂中，Ar 换气三次，油浴锅中 70 oC 反

应 24h，期间搅拌速度较快。产物快速冷却并开口放氧气、至室温后，加 1.5 

mL 甲醇于反应体系，将 80 mL 冷乙醚置于冰水混合浴下，搅拌滴入产品溶液，

沉淀、抽滤；再以 2 mL DMF/1 mL 甲醇混合液溶解共聚产品，滴入 60 mL 冷乙

醚中沉淀，沉淀物离心出来。沉淀所得固体用 10 mL 丙酮洗涤一次，真空干燥。 

3.2.3.9  TPE-PCL-PAPBA-AA 的合成 

取 0.45 g 干燥 TPE-PCL-PAPBA-RAFT、丙烯酸单体(14 uL， 0.2 mmol)和

AIBN(4.11 mg，0.025 mmol)加入 3 mL 干燥的 DMF 溶剂中，Ar 换气三次，油

浴锅中 70 oC 反应 24h，期间搅拌速度较快。产物快速冷却并开口放氧气、至室

温后，加 1 mL 甲醇于反应体系，将 60 mL 冷乙醚置于冰水混合浴下，搅拌滴

入产品溶液，沉淀、抽滤；再以 3 mL 甲醇液溶解共聚产品，滴入 50 mL 冷乙

醚中沉淀，沉淀物离心沉淀。沉淀所得固体用 10 mL 乙醚洗涤一次，真空干燥。 
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3.2.3.10  TPE-PCL-PAPBA-AA-ccIr 的合成 

取干燥的 TPE-PCL-PAPBA-AA 产品(0.5 g ，0.05 mmol)与铱配合物 (0.147 

g ，0.14 mmol)和 15 mL 甲苯至反应容器，在 140 oC 下，加热共沸至 2 mL 左右，

冷却至室温。加 3 mL DMF/甲醇搅拌溶解混合物。将 DMAP (3.66 mg，0.03 

mmol)溶于 2 mL 干燥的二氯甲烷，注入体系，Ar 换气三次后，将 DCC (0.068g，

0.33 mmol)溶入 3 mL 二氯甲烷中，注入体系，室温反应 48 小时。搅拌下，将

产品溶液滴入 60 mL 冷乙醚，沉淀、抽滤；再以 3 mL 甲醇/DMF 溶液溶解共聚

产品，滴入 50 mL 冷乙醚中沉淀，离心收集沉淀物。所得固体用 10 mL 乙醚洗

涤一次，真空干燥。 

3.2.3.11 TPE-PCL-PAPBA-AA-ccIr/HA 胶束的合成 

TPE-PCL-PAPBA-AA-ccIr/HA 制备过程及构造如图 3-2 所示，共聚物与透

明质酸基于硼酸酯键组装成聚合物纳米粒子。分别调控共聚物浓度(如：1、3、

5、7.5、10、12.5、15 mg/mL)或透明质酸的浓度(如：4、5、6、7、8、9、10 

mg/mL)来制备理化性质不同的系列胶束溶液，研究纳米胶束制备的可调控性。

以 1 mg/mL TPE-PCL-PAPBA-AA-ccIr 与 5 mg/mL HA 为例说明胶束的制备过程：

取 1 mg TPE-PCL-PAPBA-AA-ccIr 溶于 1 mL 甲醇/DMF，将 5 mg/mL 的透明质

酸水溶液超声状态下缓慢滴加至共聚物甲醇/DMF 溶液中，产生橙红色且稳定

的纳米胶束溶液。进一步通过透析处理，将溶液中的甲醇和 DMF 溶剂除去，

将透析后的胶束溶液密封保存，用于后续的实验。 
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图 3-2 TPE-PCL-PAPBA-AA-ccIr/HA 胶束的合成流程图 

Figure 3-2 Synthesis route of TPE-PCL-PAPBA-AA-ccIr/HA micelles 
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3.3 性能测试与结构表征 

核磁共振波谱仪、红外光谱仪、凝胶渗透色谱仪、纳米粒度电位分析仪、

扫描电子显微镜测试方法同第 2 章 2.3 所述。 

透射电子显微镜(TEM)测试：将胶束溶液进行适当稀释后，取 1 ~ 2 滴在洁

净的铜网片上风干后，用透射电子显微镜进行测试。 

紫外吸收光度计： 取 3 mL 胶束溶液至两面透光石英比色皿中，测试波长

范围 200 ~ 800nm。 

荧光分光光度计：取 3 mL 胶束溶液至四面透光石英比色皿中，狭缝宽度

10 nm，电压 350 V，测试波长范围 360 ~ 900 nm。 

稳态瞬态荧光光谱分析测试：瞬态测量： ns 量级的荧光寿命使用 375 nm

单波长脉冲激光，μs 量级的荧光寿命使用微秒闪烁氙灯，激发波长 530nm。光

谱仪探测范围：200 ~ 1800 nm。 

3.4 结果与讨论 

3.4.1 铱配合物氯桥二聚体的合成 

我们通过两步进行合成铱配合物氯桥二聚体，首先将 6-氯菲啶与苯并[b]噻

吩-2-硼酸在四(三苯基膦)钯作用下通过催化偶联缩合反应合成配体 btph，后与

三水合三氯化铱通过自旋-轨道偶合效应形成铱配合物氯桥二聚体。btph 的核磁

氢谱表征如图 3-3(a)，1H NMR (500 MHz, CDCl3): δHm =8.72, 1-H 菲啶；

δHi=8.66, 7-H 菲啶; δHj=8.60, 4-H 菲啶; δHe=8.26,7-H 苯并[b]噻吩; δHf+k,a=7.97-

7.89, 3,10-H 菲啶, 4-H 苯并[b]噻吩; δHd=7.87, 3-H 苯并[b]噻吩; δHl+h+g =7.80-

7.67, 2, 8,9-H 菲啶; δHb+c=7.46-7.41, 5, 6-H 苯并[b]噻吩。 

铱配合物氯桥二聚体核磁谱结构表征如图 3-3(b)， 1H NMR(500MHz, 

CDCl3): δHl=8.96, 1-H 菲啶; δHi=8.44, 4-H 菲啶; δHd+h=7.97, 7-H 菲啶; δHj=7.92, 

3-H 菲啶; δHk=7.80, 2-H 菲啶; δHc=7.43, 7-H 苯并[b]噻吩; δHf=6.71, 9-H 菲啶; 

δHg=6.58, 8-H 菲啶; δHb=5.97, 6-H 苯并[b]噻吩; δHa=5.81, 5-H 苯并[b]噻吩; 

δHe=5.39，10-H 菲啶。 
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图 3-3 (a) btph 的核磁共振氢谱图;(b) 铱配合物氯桥二聚体的核磁共振氢谱图 

Figure 3-3 (a) 1H NMR spectrum of btph; (b) 1H NMR spectrum of iridium complex chloro-

bridged dimer 

3.4.2 小分子铱配合物(Ir-OH)的合成 

在合成小分子铱配合物(Ir-OH)前，我们先完成了羟基功能化辅配体( mho-

OH)的合成。首先，γ-丁内酯与 4’-甲氧基苯乙酮通过亲核加成反应制备 mho-

OH，后与上述制备的氯桥二聚体反应最终获得 Ir-OH。其中 mho-OH 的核磁谱

表征如图 3-4，1H NMR(500 MHz, CDCl3): δHc=7.90, 2,6-H PhCO-; δHb=6.92, 3,5-

H PhCO-; δHd=6.53, -COCH-; δHg=4.29, -CHOH; δHa=3.86, -OCH3; δHe=3.28, 

HOCCH-; δHf=2.15, -CHCHOH。 

 

图 3-4 mho-OH 的核磁共振氢谱图 

Figure 3-4 1H NMR spectrum of mho-OH 
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Ir-OH 的核磁氢谱表征如图 3-5(a)，1H NMR(500 MHz, DMSO): δHe=9.22, 1-

H 菲啶; δHh=8.94, 4-H 菲啶; δHg=8.65, 3-H 菲啶; δHo+b=8.07, 4-H 苯并[b]噻吩, 2, 

6-H PhCO; δHf=7.89, 2-H 菲啶; δHi=7.79, 7-H 菲啶; δHi=7.72, 7-H 菲啶; δHk=7.48, 

9-H 菲啶; δHd=7.40, 7-H 苯并[b]噻吩; δHn=7.30, 3,5-H PhCO; δHj=7.09, 8-H 菲啶; 

δHa=6.85, 9-H 菲啶; δHl=6.69, 10-H 菲啶; δHc=6.60, 6-H 苯并[b]噻吩; δHb=6.40, 

5-H 苯并 [b]噻吩 ; δHp=5.29, -COCH-; δHm=3.65, -OCH3; δHs=1.77, -CH2OH;  

δHq=1.04, -OCCH-; δHr=0.87, CHCHOH。 

图 3-5(b)为 Ir-OH 的红外谱图，在 3460 cm-1 的吸收峰为羟基的伸缩振

动所致 ,2932 cm-1 处特征峰为甲基和亚甲基的伸缩振动峰，1651cm-1 是由

C=O 伸缩振动形成，C=N 和 C=C 的伸缩振动形成 1591cm-1 特征峰，

1420~1480cm -1 为苯环的伸缩振动峰，1260 cm-1 主要是醚键伸缩振动引起的，

进一步表明成功获得 Ir-OH。 

 

图 3-5 (a) Ir-OH 的核磁共振氢谱图；(b) Ir-OH 的红外光谱图 

Figure 3-5 (a) 1H NMR spectrum of Ir-OH; (b) FT-IR spectrum of Ir-OH 

3.4.3 TPE-PCL 的合成 

先将 4-氨基二苯甲酮通过 Mcmurry 偶联反应制备 AIE 发光体 TPE-2AM,

后通过 ROP 聚合与 ε-己内酯作用制备 TPE-PCL。TPE-2AM 的核磁谱表征

如图 3-6(a)，1H NMR (500 MHz, DMSO)：δHd=7.37, 2,6-H Ph； δHe=7.26 –7.11, 

3,5-H Ph；δHf=6.84, 4-H Ph, δHc=6.49, 3,5-H PhNH2; δHb=6.27, 2,6-H PhNH2; 

δHa= 5.25，-NH2。 
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TPE-PCL 的核磁谱表征如图 3-6(b)， 1H NMR (500 MHz, DMSO) : 

δHk=9.92, -NH-; δHb~f=7.67~7.10, H-Ph, H-PhNH-; δHg=3.98, -CH2OH, δHj=2.28, -

CH2COO-; δHh=1.53, -CH2CH2COO-; δHi=1.30, -CH2CH2CH2COO-。 

 

图 3-6 (a) TPE-2AM 的核磁共振氢谱图; (b) TPE-PCL 的核磁共振氢谱图 

Figure 3-6 (a) 1H NMR spectrum of TPE-2AM; (b) 1H NMR spectrum of TPE-PCL 

3.4.4  TPE-PCL-PAPBA 的合成 

我们先通过 TPE-PCL 与乙基黄原酸酯化合成 TPE-PCL-RAFT，后与 3-丙烯

酰胺基苯硼酸通过 RAFT 聚合制得 TPE-PCL-PAPBA。TPE-PCL-RAFT 核磁谱

表征如图 3-7，1H NMR (500 MHz, DMSO)： δHg=9.92, -NH-； δHA=7.80~7.15, 

H-Ph, H-PhNH-； δHf=4.35, -CHS-； δHa=3.98, -CH2O-； δHc=2.28, -CH2COO-； 

δHd= 1.53, -CH2CH2COO-； δHb=1.30, -CH2CH2CH2COO-； δHe=0.94, -CH3。 

 

图 3-7 TPE-PCL-RAFT 的核磁共振氢谱图 

Figure 3-7 1H NMR spectrum of TPE-PCL-RAFT 

TPE-PCL-PAPBA 的核磁谱表征如图 3-8(a)，1H NMR (500 MHz, DMSO) : 
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δHm+c=9.92, -OH,-NH-; δHd~h=7.92~7.13, -CONH-Ph-H,H-Ph, H-PhNH-; δHk=3.98, 

-CH2O-; δHa+j=2.28, -CH2COO-, CH2CONH-; δHi+b=1.53, -CH2CH2COO-,-

CH2CH2CONH-; δHl=1.30, -CH2CH2CH2COO-。 

图 3-8(b) 为 TPE-PCL-PAPBA、TPE 与 TPE-PCL 的红外谱图，都存在

1724~1726 cm-1 酯基的伸缩振动且由于 PAPBA 的引入导致峰值发生微偏移。此

外，仅在共聚物中 1350 cm-1 处新增了硼酸酯键的伸缩振动峰以及 1651cm-1 为

酰胺 I 带(酰胺基团中 C=O 伸缩振动形成)，1560cm-1也为酰胺 I 带 (酰胺基

团中 N-H 弯曲振动特征峰)，进一步表明成功获得了 TPE-PCL-PAPBA。 

 

图 3-8 (a) TPE-PCL-PAPBA 的核磁共振氢谱图；(b)TPE、TPE-PCL 和 TPE-PCL-PAPBA 的

红外光谱图 

Figure 3-8 (a) 1H NMR spectrum of TPE-PCL-PAPBA; (b) FT-IR spectra of TPE, TPE-PCL and 

TPE-PCL-PAPBA 

3.4.5  TPE-PCL-PAPBA-AA-ccIr 的合成 

为了合成双波长发射的聚合物，我们先通过 TPE-PCL-PAPBA 与丙烯酸通

过 RAFT 聚合制得 TPE-PCL-PAPBA-AA,后与近红外配体酯化合成 TPE-PCL-

PAPBA-AA-ccIr。 

TPE-PCL-PAPBA-AA 核磁谱表征如图 3-9(a), 1H NMR (500 MHz, DMSO) : 

δHh+i=9.92, -OH,-NH-; δHA+B=7.92~7.13, -CONH-Ph-H, H-Ph, H-PhNH-; δHc=3.98, 

-CH2O-; δHb+e=2.28, -CH2COO-, CH2CONH-; δHa+f=1.53, -CH2CH2COO-,-

CH2CH2CONH-; δHd=1.30, -CH2CH2CH2COO-。结合红外表征(图 3-9(c))，TPE-

PCL-PAPBA-AA 与 TPE-PCL-PAPBA 对比发现，由于丙烯酸的引入，在
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2500~3300 cm-1 出现了羧基 O-H 伸缩振动，进一步证实了 TPE-PCL-PAPBA-

AA 的合成。 

核磁谱表征如图 3-9(b), 1H NMR (500 MHz, DMSO) : δHA+B+C=9.92~6.35; 

δHc=3.98, -CH2O-; δHb+e=2.28, -CH2COO-, CH2CONH-; δHa+f=1.53, -

CH2CH2COO-,-CH2CH2CONH-; δHd=1.30, -CH2CH2CH2COO-。 

图 3-9(c) 为 TPE-PCL-PAPBA-AA-ccIr 、 TPE-PCL-PAPBA 与 TPE-PCL-

PAPBA-AA 的红外谱图，都存在 1726~1732 cm-1 酯基的伸缩振动，1651~1660 

cm-1 为酰胺 I 带(酰胺基团中 C=O 伸缩振动形成)，1560~1585 cm-1 也为酰

胺 I 带 (酰胺基团中 N-H 弯曲振动特征峰)，TPE-PCL-PAPBA-AA 与 TPE-

PCL-PAPBA 对比发现，由于丙烯酸的引入，在 2500~3300 cm-1 出现了羧基 O-

H 伸缩振动，而后其通过羧基与 Ir-OH 中的羟基作用后，羧基 O-H 伸缩振动峰

减弱，进一步表明成功获得了 TPE-PCL-PAPBA-AA-ccIr。 

图 3-10(d) 为 TPE-PCL-PAPBA-AA-ccIr 合成过程各组分的 GPC 曲线，结果

显示 TPE-PCL 的数均分子量Mn=5700，分子量分布指数 PDI=1.32，结果基本

接近设计的理论分子量。TPE-PCL-PAPBA 的数均分子量Mn=9200，分子量分

布指数 PDI=1.80，分子量分布较宽，TPE-PCL-PAPBA-AA 的数均分子量

Mn=10000，分子量分布指数 PDI=1.51，分子量分布较宽， TPE-PCL-PAPBA-

AA-ccIr 的数均分子量Mn=12400，分子量分布指数 PDI=1.30, 结果基本接近设

计的理论分子量。 
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图 3-9 (a) TPE-PCL-PAPBA-AA 的核磁共振氢谱图; (b)TPE-PCL-PAPBA-AA-ccIr 的核磁共

振氢谱图；(c)  TPE-PCL-PAPBA-AA-ccIr、TPE-PCL-PAPBA-AA、TPE-PCL-PAPBA 的红外

光谱图; (d) TPE-PCL-PAPBA-AA-ccIr 及其前驱体的 GPC 曲线 

Figure 3-9 (a) 1H NMR spectrum of TPE-PCL-PAPBA-AA;(b) 1H NMR spectrum of TPE-PCL-

PAPBA-AA-ccIr;(c) FT-IR spectra of TPE-PCL-PAPBA-AA-ccIr、TPE-PCL-PAPBA-AA、

TPE-PCL-PAPBA;(d) GPC curves of TPE-PCL-PAPBA-AA-ccIr and its precursor 

3.4.6 TPE-PCL-PAPBA-AA-ccIr/HA 胶束(记作 Ir-CP/HA)的制备 

共聚物 TPE-PCL-PAPBA-AA-ccIr 与甲醇/DMF 配制成溶液后，在超声状态

下，将一定浓度的 HA 去离子水溶液缓慢滴入其中，得到透红色光的乳液(如图

3-10(a))，表明已经组装成双波长荧光纳米胶束 Ir-CP/HA。将制备的胶束溶液通

过透析除去甲醇和 DMF 后，经冷冻干燥得到红色固体，进行红外分析，如图

3-10(b)所示，与共聚物及 HA 相比，Ir-CP/HA 中酰胺 N-H 和 C=O 的特征峰发

生了减弱且微移动，同时，硼酸基团的特征峰从 1350 cm-1 处移动至 1343 cm-1，

说明共聚物与透明质酸通过苯硼酸与邻二羟基形成了可逆硼酸酯键，进而证明

了胶束的形成。 



安徽工程大学硕士学位论文 

47 

 

 

图 3-10 (a)胶束形成图片；(b) 共聚物、HA 和 TPE-PCL-PAPBA-AA-ccIr/HA 胶束的红外光

谱图 

Figure 3-10 (a) Picture of micelle formation; (b) FT-IR spectra of copolymer, HA and TPE-PCL-

PAPBA-AA-ccIr/HA micelles 

3.4.7 制备条件对纳米胶束性质的调控 

根据纳米胶束形成机制，我们推测胶束形成原料的投料量均会影响胶束的

粒径等性质。因此，第一步，研究了共聚物浓度对纳米胶束的尺寸调节作用。

图 3-11 展示了不同浓度(1、3、5、7.5、10、12.5 和 15 mg/mL)的共聚物 TPE-

PCL-PAPBA-AA-ccIr 与同浓度(10 mg/mL)的 HA 溶液组装成胶束的粒径随浓度

的变化趋势。由图可知，随着共聚物的浓度的增加，胶束粒径也随之增加，粒

径在 210.5~277.3nm 之间变化，可能是因为，在相同条件下，随着聚合物浓度

的增加，一方面共聚物在形成胶束内核时会逐渐堆积占据一定体积，另一方面

胶束间的团聚作用也逐渐增强，从而使其水合粒径增加。在实验中，发现 1 

mg/mL 共聚物 TPE-PCL-PAPBA-AA-ccIr 同 HA 组装成胶束的粒径尺寸较为合适，

胶束液的光散射也比较明显，因此，后续的研究采用该浓度的共聚物进行相应

的实验探索。 
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图 3-11 不同浓度 TPE-PCL-PAPBA-AA-ccIr 对胶束的粒径影响 

Figure 3-11 Effect of different concentrations of TPE-PCL-PAPBA-AA-ccIr on the particle 

size of micelles 

图 3-12(a)  显示了不同浓度透明质酸 (如：4、4.5、5、6、7、8、9 及 10 

mg/mL)与 1 mg/mL TPE-PCL-PAPBA-AA-ccIr 在水液中自组装所形成胶束的粒

径及相应趋势。随透明质酸浓度的增加，胶束粒径呈先减小后增加的趋势，粒

径在 107~210.5 nm 之间变化。由于胶束内部以及胶束之间存在亲疏水作用，可

能是因为 HA 不高于 5 mg/mL 的浓度时，促进胶束内核收缩与分散作用的硼酸

酯键密度尚未达到饱和，随 HA 浓度增加硼酸酯键密度增加，在抵抗共聚物之

间的团聚作用上逐渐占据优势，导致其水合粒径的减小。而进一步提升透明质

酸浓度，由于硼酸酯键密度达到饱和，在其表面逐渐堆积，亲水作用增加并不

能很好的抵抗团聚作用，从而导致其水合粒径的增加。 

考虑到增加胶束用于生物负载的表面多功能性以及生物体内运输能力，因

此我们选择 1 mg/mL 共聚物与 5 mg/mL HA 制备的胶束。采用 DLS 测量水溶液

中 Ir-CP/HA 纳米胶束的尺寸为 107 nm(图 3-12 (b))。进一步通过 SEM 和 TEM

对 Ir-CP/HA 纳米胶束测试(图 3-12(c)和(d))，观察到其具有均匀的尺寸和良好分

散性的球形形貌，并对 Ir-CP/HA 胶束进行统计测量的尺寸为 81 nm，这主要是

由于胶束进行干燥后会导致其收缩，从而通过电镜观察其尺寸小于 DLS 测量值。 

基于上述分析，为满足潜在应用的需求，选择 1 mg/mL 共聚物 TPE-PCL-

PAPBA-AA-ccIr 与 5 mg/mL HA 所制备的胶束，进行后续的性能研究。 



安徽工程大学硕士学位论文 

49 

 

   

图 3-12 (a) TPE-PCL-PAPBA-AA-ccIr 与不同浓度的 HA 形成胶束的粒径变化; (b) 107nm 纳

米胶束的粒径分布曲线；(c)粒径为 107 nm 胶束的 SEM 图;(b) 粒径为 107 nm 胶束的 TEM

图 

Figure 3-12 (a) Particle size change of TPE-PCL-PAPBA-AA-ccIr micelles formed with different 

concentrations of HA; (b) Particle size distribution curve of 107nm nanoparticles; (c) SEM image 

of micelles with a diameter of 107nm; (b) TEM image of micelles with a diameter of 107nm 

3.4.8 探针的光学性质 

图 3-13(a)和(b)分别为 TPE-PCL-PAPBA-AA-ccIr 探针在水溶液中以及与 HA

作用形成胶束后的紫外吸收曲线以及荧光发射曲线图，从图中可以了解到，Ir- 

CP 的紫外吸收(UV-vis)在 350 ~ 450 nm 有一个宽的吸收峰，为 TPE 的紫外吸收

峰，TPE 基团最佳激发位置在 360 nm， 此外，在 500 ~ 600 nm 处有一个肩峰，

这与 Ir 配合物的紫外吸收峰一致，近红外基团最佳激发位置在 530 nm。值得注

意的是，在 360 nm 下进行激发会导致荧光光谱倍频峰的出现，并与 Ir 配合物

的发射峰位置存在重合情况，为避免此情况的发生，因此，后续实验采用 313 

nm 进行激发，Ir-CP 在 470 和 721 nm 处有最大的磷光发射峰。且 Ir-CP 在 750 ~ 
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850 nm 范围内有较宽的发射峰肩，在 800 nm 处有峰值。因此，所报道的纳米

探针可以覆盖 650 ~ 900 nm 的宽发射窗口，并在近红外深区(>800 nm)有一个尾

部，可用于多种波长的最佳信号检测和定量。 

通过使用相同浓度的 Ir-CP 探针与 HA 形成胶束与否(图 3-13(a)和图 3-13(b))

的对比，我们发现探针与 HA 形成胶束后，其紫外吸收和荧光发射光谱的强度

均高于未制备成胶束的光强。这可能是由于缺少 HA 外壳后，未形成胶束，而

聚合物分子 Ir-CP 均匀分布于溶液中导致其中的 TPE 分子内核无法产生聚集诱

导效应，从而未表现出荧光，并且磷光发射分散进而其强度有所下降。 

 

图 3-13 (a) Ir-CP 探针的紫外可见吸收光谱和发射光谱；(b) Ir-CP/HA 探针的紫外可见吸收

光谱和发射光谱 

Figure 3-13 (a) UV-vis absorption and emission spectra of Ir-CP/HA probe; (c) UV-vis absorption 

and emission spectra of Ir-CP probe 

我们又对其进行了相对量子产率的测定：对 Ir-CP/HA 胶束溶液以及标准物

(硫酸奎宁、亚甲基蓝)溶液进行 UV-vis 测试，分别确保配制的溶液紫外吸收值

低于 0.05 以下。通过硫酸奎宁和亚甲基蓝吸收曲线分别与样品胶束溶液的吸收

曲线交点确定其相应的激发波长分别为 364 nm 和 548nm，并分别在相应的激发

下扫描 Ir-CP/HA、硫酸奎宁、亚甲基蓝荧光光谱，将荧光峰的积分面积 F 代入

如下公式 3-1： 

Φx=Φs (
nx

ns

)

2

(
As

Ax

) (
Fx

Fs

) (3 − 1) 

Φ 为荧光量子效率， x 为测试样品，s 为标准物质，n 为溶剂的折光指数。

标准物选用硫酸奎宁(溶液为 0.1mol/L  H2SO4，荧光量子效率为 55％)[88]和亚甲
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基蓝(溶液为 DMF，荧光量子效率为 52％)[89]． 

最终通过测试计算出胶束探针在空气平衡的水溶液中 470nm 和 721nm 发射

波长的相对量子产率分别为 0.8%和 18.3%；探针在 Ar2 饱和的水溶液中 470nm

和 721nm 发射波长的相对量子产率分别为 0.8%和 19.9%。  

我们又对其进行了荧光寿命的测定，在空气平衡的水溶液中，测得其 TPE

荧光寿命为 1.82 μs (图 3-14(a))，近红外基团的磷光寿命为 5.01 μs (图 3-14(b)); 

在 Ar2饱和的水溶液中，近红外基团的磷光寿命为 5.08 μs (图 3-14(b))，进一步

说明该探针的荧光寿命不受含氧量变化的影响。 

 

图 3-14 (a) Ir-CP/HA 中 TPE-2AM 的荧光寿命 ；(b) Ir-CP/HA 中铱配合物近红外发射在不同

含氧量(0%和 21% O2)时的荧光寿命 

Figure 3-14 (a) Fluorescence lifetime of TPE-2AM in Ir-CP/HA; (b) Fluorescence lifetime of the 

near-infrared group of iridium complexes in Ir-CP/HA at different oxygen contents (0% and 21% 

O2) 

表明其能够长时间保持荧光信号，适用于长时间跟踪和监测。高荧光量子

产率意味着更多的激发能量被转化为荧光信号，从而提高了荧光强度和探测灵

敏度。高荧光量子产率和长荧光寿命的探针通常适用于高灵敏度的检测和长时

间跟踪，而低荧光量子产率和短荧光寿命的探针可能更适合于其他特定应用场

景。 

3.5 本章小结 

本文采用 ROP 和 RAFT 协同聚合的方式成功合成了共聚物 TPE-(PCL-

PAPBA-AA)，后对其通过酯化作用修饰上近红外配体 Ir-OH,最后共聚物与透明

质酸通过硼酸酯键作用自组装获得粒径各异的纳米胶束，并通过电镜证实形成
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的胶束具有规整的近球形形貌和良好的分散性。通过 DLS 探究嵌段共聚物浓度

以及透明质酸浓度对自组装成的纳米胶束的水合粒径的影响，研究结果发现，

通过调节共聚物和透明质酸的投料浓度能够实现对纳米胶束尺寸的控制，随透

明质酸或共聚物的浓度的增加，胶束的粒径总体随之增加。在 5 mg/mL HA 液

中，制备粒子的粒径可以在 107 ~ 210.5 nm 调控，有利于体内长循环及病灶渗

透。对其光学性能研究证实该双波长荧光胶束具有较好的灵敏度、稳定性、荧

光强度以及长荧光寿命，能够长时间保持荧光信号，适用于长时间跟踪和监测。

因此，双波长荧光胶束表现出优异的光学性质，且表面透明质酸提供了其生物

相容性及癌细胞靶向功能，使得纳米胶束作为探针用于生物标记和成像拥有巨

大的潜能。 
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第 4 章 双波长荧光高分子材料的性能及应用研究 

4.1 引言 

癌症仍然是全球公众健康的巨大威胁。恶性病变的早期和精确的发现仍然

是癌症诊断和治疗的一大挑战，有些癌症早期没有明显的症状，容易被忽视。

然而，临床上可用的医学影像诊断技术在用于捕获小的癌性病变的尺寸检测极

限约为 1 mm，仪器的灵敏度以及分辨率相对较低[90,91]。由于现有的大多数诊断

技术缺乏足够的灵敏度和分辨率，并且可用于早期癌症检测的强大生物标志物

也比较匮乏，大约 50%的癌症只能在晚期检测到。而光学成像具有高灵敏度、 

分辨率以及能够进行实时成像和低成本的独特优势引起研究学者的广泛关注，

并且在临床应用中潜在开发用于早期癌症检测。 

低氧是肿瘤微环境的重要特征之一，缺氧可作为早期发现原发和转移性酸

性病变的生物标志物，作为区分肿瘤组织与健康组织的辅助指标[92]。人们已经

开发了各种缺氧响应光学探针来检测缺氧，包括含偶氮、醌基和硝基的荧光团、

磷光过渡金属配合物和磷光有机化合物[93]。但其发射波长短、信号放大率低、

水溶性差或非特异性信号发射限制了它们在癌症检测中的敏感性和特异性。此

外，组织在低氧和缺氧环境下，会增加葡萄糖的代谢和酸性代谢物的产生，如

乳酸和碳酸导致质子(H+)在肿瘤组织中积累，形成酸性肿瘤微环境(pH 范围在

6.5 ~ 6.9)。另一方面，肿瘤微环境中的酸度升高和缺氧也可能会导致荧光探针

的荧光强度减弱或消失，因此，开发具有酸度稳定和缺氧响应性的荧光探针用

于肿瘤检测和治疗方面具有巨大发展前景。 

一般来说，癌症的治疗主要是通过破坏癌细胞的生长、分裂和扩散等机制，

从而达到治疗的目的。然而，传统的癌症治疗方式常常会对患者的身体造成一

定的损伤和影响，例如化疗会导致恶心、呕吐、脱发等不良反应。同时，给药

存在诸多局限性，如药物溶解度差、副作用大、被网状内皮系统(RES)快速清除、

耐药等[94]。如何将药物准确地递送到肿瘤部位是至关重要的。随着纳米技术的

快速发展，基于纳米材料的药物递送系统(DDS)为实现复杂的靶向策略和多功

能性提供了机会，有望放大药物对癌症治疗的治疗效果。当纳米材料的药物递
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送系统与生物标记物靶向或响应性成像探针结合时，光学成像将能够在癌症早

期进行高度敏感的分子成像检测、表征和治疗。 

综上所述，本章基于上一章设计合成的具有双波长发射的高分子纳米胶束，

对其稳定性，胶体 pH、葡萄糖敏感性，光学乏氧响应性进行研究。进一步考察

了胶束的生物相容性及细胞摄入能力，证实其能作为癌细胞检测的高灵敏生物

成像与标记探针，在肿瘤检测和辅助治疗方面具有巨大潜能。 

4.2 实验部分 

4.2.1 实验仪器和试剂 

表 4-1 实验试剂 

Table 4-1 Experimental materials 

材料 纯度 生产厂家 

胎牛血清(FBS) 分析纯 上海麦克林生化科技股份有限公司 

商用探针(盐酸吡莫地唑) 分析纯 上海陶素生化科技有限公司 

噻唑蓝(MTT) 分析纯 上海陶素生化科技有限公司 

二甲亚砜(DMSO) 分析纯 国药集团化学试剂有限公司 

葡萄糖 分析纯 上海泰坦科技股份有限公司 

 

表 4-2 实验仪器 

Table 4-2 Experimental intstruments 

仪器 型号 生产厂家 

纳米粒度电位分析仪 Zetasizer Advance 马尔文帕纳科公司 

荧光分光光度计 F-7100 日本日立公司 

酶标仪 Multiskan FC 赛默飞世尔科技有限公司 

流式细胞仪 CytoFLEX S 贝克曼库尔特 

 

4.2.2 Ir-CP/HA 纳米胶束的荧光检测 

使用日立荧光分光光度计 F-7100 对它们的荧光性能进行对比研究，激发和

发射狭缝都设为 10 nm，激发波长为 313 nm，波长范围为 360 ~ 900 nm。 

4.2.3 Ir-CP/HA 纳米胶束的稳定性 

为证实纳米胶束的长期稳定性，随后利用 DLS 和荧光光谱仪进行了胶束粒

径和荧光随时间变化的研究。跟踪纳米胶束在不同时间下(0、2、4、8、12、24、

48、60 、72、96、120 和 144 h)进行透析(截留分子量 12000-14000)后的粒径和
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荧光变化 。然后我们将纳米胶束加入到配制的 10% v/v 的 FBS 水溶液，跟踪纳

米胶束在不同时间下(0、2、4、8、12、24、48、60 、72、96、120 和 144 h)的

粒径和荧光变化，探究 FBS 对纳米胶束的影响 。 

4.2.4 pH 对 Ir-CP/HA 纳米胶束的影响 

如前所述配置 Ir-CP/HA 纳米胶束，向 7 个透析袋中各加入 5 mL 的 Ir-

CP/HA 纳米胶束，随后在 NaOH(1 mol/mL)或 HCl(1 mol/mL) 调配的不同 pH (5，

6，7，8，9，10，11)去离子水中透析，使用 DLS 和荧光光谱仪测定 pH 对双功

能胶束的粒径和荧光信号的影响。 

4.2.5 葡萄糖对 Ir-CP/HA 纳米胶束的影响 

如前所述配置 Ir-CP/HA 纳米胶束，向 8 支试管中各加 5 mL 的 Ir-CP/HA 纳

米胶束溶液，随后依次向试管中加入葡萄糖，配制葡萄糖浓度分别为 0、2、4、

6、8、10 、12.5 和 15 mg/mL 的溶液，静置 1 小时后，使用 DLS 和荧光光谱仪

检测葡萄糖浓度对胶束的粒径和荧光信号的影响。 

4.2.6 荧光探针的光学乏氧敏感性 

取所合成的 Ir-CP/HA 纳米胶束探针在石英荧光四面透光比色皿中。将氩气

和氧气经流量计调节成不同比例(0%、2.5%、5%、10%、21%、50%、100% O2)

后，向探针溶液底部鼓泡 1 h，再将比色皿密封，使用 DLS 和荧光光谱仪进行

测试不同氧分压对双功能胶束的粒径和荧光信号的影响。将商用探针配制成 1 

mg/mL 溶液进行乏氧测试，操作同上。 

4.2.7 Ir-CP/HA 纳米胶束的细胞毒性 

使用 MTT 法测 Ir-CP/HA 纳米胶束探针毒性，具体操作如下：在 96 孔板中

分别接种 NIH3T3(小鼠胚胎成纤维细胞)、A549(人肺癌细胞)和 H22 (小鼠肝癌

细胞)细胞株，将 96 孔板放在培养箱预培养(在 37 oC，5% CO2的条件下)。设空

白组、对照组、实验组，空白组每孔只加培养液，对照组每孔不加样只加含有

NIH3T3、A549 和 H22 细胞株的培养液，实验组每孔加入含有 NIH3T3、A549

和 H22 细胞株的培养液和 Ir-CP/HA 纳米胶束，每孔体积 200 μL,浓度分别为

12.5、25、 50、100 和 200 μg/mL (Ir-CP/HA 纳米胶束的实验组另外配置，浓度

参数都相同)。将加完样的 96 孔板置培养箱中于 37 oC，5% CO2 的条件下孵育

48h。 
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首先，向每孔各加入 20 μL 的 MTT 溶液(5 mg/mL)，继续培养 3 h。随后吸

出孔内培养液(上清液)，加入 DMSO 液(150 μL/孔)，将培养板置于微孔板振动

器 10 min 使结晶物溶解。最后，用酶标仪在 488 nm 波长处检测各孔的光密度

值(OD 值)，记录结果，绘制细胞生长存活图，细胞活性计算时假设空白的细胞

存活率为 100%，细胞存活率=(实验组 OD 值/对照组 OD 值)*100%。 

测光毒性试验, NIH3T3、A549 和 H22 细胞分别与纳米探针(200 μg·mL-1) 在

37 oC 共孵育 48 h,然后在 535 nm、0.32 W/cm-2功率灯下照射 10 min。共孵育后，

每孔加入 5 mg·mL-1的 MTT 溶液 20 μL。再孵育 4 h 后，将培养液从所有孔中取

出，每孔中加入 DMSO 100 μL。最后，通过酶标仪测定 488 nm 处的紫外吸收，

确定活细胞百分比。 

4.2.8 Ir-CP/HA 纳米胶束流式细胞实验 

首先将 NIH3T3、A549 和 H22 细胞种到培养皿中，密度为 1×105 细

胞/孔，并且在培养箱(在 37 °C，5% CO2 的条件下)中培养 24 h。用 PBS 

(pH=7.4)缓冲液洗三遍，加入新鲜的培养基后，加 Ir-CP/HA 纳米胶束，

继续培养  8 h，再次用 PBS(pH=7.4)缓冲液洗三遍，细胞样品在常氧条件

下重新悬浮于 PBS 溶液中，用 Beckman Coulter FC500 进行测量，激

发:488 nm, FL: 770 nm, PE-Cy7 通道。 

4.3 结果与讨论 

4.3.1 Ir-CP/HA 纳米胶束的稳定性 

为证实纳米胶束的长期稳定性，随后利用 DLS 进行了胶束粒径随时间变化

的研究。如图 4-1 所示，跟踪纳米胶束在 PBS(pH=6.5 和 7.4)不同透析时间下(0、

2、4、8、12、24、36、48、60、72、96、120 以及 144 h)的粒径变化，可以看

到在 PBS=6.5 时，胶束粒径从 107 nm 增长到 169.1 nm，呈现出略微增长的趋势；

在 PBS=7.4 时，胶束粒径从 107 nm 增长到 151.6 nm，呈现出略微增长的趋势，

我们可以发现其最终依旧呈现出良好的稳定性。 
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图 4-1  Ir-CP/HA 纳米胶束粒径随时间变化 

Figure 4-1 The size of Ir-CP/HA nanomicelle over time 

研究纳米胶束荧光性能的时长稳定性，如图 4-2(a)和(b) 所示，为了更为直

观的了解荧光的变化，对其不同时间下最佳发射峰(470、721 和 800 nm)进行归

一化处理。随着透析时间的增长，发现发射强度稍有降低。结合粒径随时间变

化规律，发现发射强度变化随粒径增大而降低，这主要是 Ir-CP/HA 纳米胶束粒

径增加，胶束团聚增加，溶液中平均胶束密度降低，并且实验过程中发现极少

量胶束沉降，从而导致荧光发射强度降低。 

 

图 4-2 (a) Ir-CP/HA 纳米胶束在 PBS(pH=7.4)溶液中最佳发射峰(470、721 和 800 nm)随时间

变化; (b) Ir-CP/HA 纳米胶束在 PBS(pH=6.5)溶液中最佳发射峰(470、721 和 800 nm)随时间

变化 

Figure 4-2 (a) Change of the optimal emission peak (470, 721 and 800 nm) of Ir-CP/HA 

nanomicelle in PBS (pH=7.4) solution over time; (b) Change of the optimal emission peak (470, 

721 and 800 nm) of Ir-CP/HA nanomicelle in PBS (pH=6.5) solution over time. 
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4.3.2 Ir-CP/HA 纳米胶束的 pH 敏感性 

众所周知，苯硼酸酯键的稳定性受 pH 值影响较大，苯硼酸酯在酸性环

境内将解离，而稳定于中性及碱性介质中，此特征有利于构建 pH 响应的载体

材料，为此随后研究了 pH 对纳米胶束性质的影响。所合成的探针 Ir-PVP/HA 

受酸性环境影响较大其发射光谱在相当大的 pH 值范围(5.0 ~ 11.0)内保持稳定，

因而它在弱酸性以及碱性环境下仍然适用。这一点在探针应用于肿瘤乏氧成像

是尤为重要，因为大多数实体肿瘤内的微环境是酸性的。  

对于上述 107 nm 的胶束溶液，利用动态光散射跟踪纳米胶束在不同

pH 值下的水合粒径与表面电位，如图 4-3(a)所示，当 pH<5 时，苯硼酸酯

键的酸响应断裂，导致共聚物从胶束内释放出来，溶液中胶束发生解离团

聚，从而表现出不稳定性；纳米胶束在弱酸性至碱性介质中十分稳定，pH

值从 7.4 增加至 11 时，胶束粒径由 100.1 nm 增大到 173.9 nm。pH＞8，

苯硼酸酯将结合 OH -形成负离子，溶解性得到增加，令纳米胶束的内核变

得亲水而使内核逐渐膨胀，胶束粒径出现了一定幅度的增大。纳米胶束在

整个稳定的 pH 范围内，zeta 电位一直保持较大的负值 (-24.52 ~ -38.73 

mV)，zeta 电位不仅能反映纳米粒子的表面电荷，还能反映分散体系的稳定性。

zeta 电位的绝对值越高，说明胶体体系越稳定。上述结果证明，Ir-CP/HA 纳

米胶束符合苯硼酸酯的 pH 响应性，在溶液中能够维持稳定状态，具有较

高生物活性分子负载的应用潜能。  
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图 4 -3 (a) Ir-CP/HA 纳米胶束在不同 pH 条件下的粒径与 zeta 电位的变化；(b)在不同 pH 条

件下纳米胶束的光散射强度的变化 

Figure 4-3 (a) Changes in the particle size and zeta potential of Ir-CP/HA nanomicelle under 

different pH conditions; (b) Changes in light scattering intensity of nanomicelle under different pH 

conditions 

通过图 4-3(b)所示，发现 Ir-CP/HA 纳米胶束的光散射强度随 pH 的变化而

变化， pH 从 5 增加到 11，光散射强度逐渐升高。这些行为可能与纳米胶束双

电层结构有关，在不同的 pH 介质中双电层结构有所不同(低离子强度介质内双

电层是扩展的，在高离子强度介质内双电层是压缩的)。随着 pH 增加亲水性增

强，水合粒径增大，从而光散射强度增强。测量纳米胶束荧光光谱的 pH 依赖

性变化，如图 4-4 所示，随着 pH 的改变，发现荧光发射强度变化与粒径变化呈

相反趋势，即先增强后降低，溶液 pH=7 ~ 9 时，胶束荧光强度保持相对较高水

平，几乎没有发生变化，而在酸性和碱性条件下，Ir-CP/HA 纳米胶束电负性降

低，粒径增加，胶束团聚现象加剧，溶液中平均胶束密度降低，并且实验过程

中发现极少量胶束沉降，从而导致荧光发射强度降低。 

综上所述， Ir-CP 纳米探针具有明显的 pH，可以实现磷光信号的信号放大。 
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图 4-4 不同 pH 介质中纳米胶束的荧光光谱 

Figure 4-4 Fluorescence spectra of nanomicelle in different pH media 

4.3.3 Ir-CP/HA 纳米胶束的糖敏感性 

因苯硼酸赋予了胶束糖敏感特性，随后探索了 Ir-CP/HA 纳米胶束的糖

响应性。向选定的胶束溶液中加入葡萄糖，使其浓度从 0 增加至 15 mg/mL，

静置一段时间后用 DLS 跟踪各糖溶液中胶束的粒径。如图 4-5(a)，胶束粒径随

着葡萄糖浓度的增加而逐渐增大，胶束粒径由 107 nm 增大到 281.2 nm。共

聚物胶束中的 PAPBA 与 HA 的邻二醇间硼酸酯键具有动态共价性，该特

性允许其它含邻二醇物质经竞争同苯硼酸结合而引起结构重配，高糖浓度

使更多原硼酸酯键解离而导致了纳米胶束的膨胀。因此，可以说动态苯硼

酸酯键的竞争性交换反应诱导原键解离触发了纳米胶束的糖响应性。  

另外，研究表明纳米胶束的动态光散射强度会随葡萄糖浓度的改变而

变化。如图 4-5(b)所示，随着葡萄糖浓度从 2 mg/mL 增加到 15 mg/mL，

光散射强度有所降低。可能是因为糖刺激引起纳米胶束的硼酸酯键响应，

进而触发少量胶束由膨胀至解离。另一方面，考察了纳米胶束荧光信号的

葡萄糖浓度依赖性，如图 4-6 所示。随着葡萄糖浓度的增加，发射强度降

低。该探针荧光强度随葡萄糖浓度的变化，表明了其具有对血糖浓度升高

的检测潜能。 



安徽工程大学硕士学位论文 

61 

 

 

图 4-5  (a)葡萄糖浓度对 Ir-CP/HA 纳米胶束粒径的影响；(b) 葡萄糖浓度对 Ir-CP/HA 纳米胶

束光散射强度的影响 

Figure 4-5 (a) Effect of glucose concentration on the particle size of Ir-CP/HA nanomicelle; (b) 

Effect of glucose concentration on the light scattering intensity of Ir-CP/HA nanomicelle 

 

图 4-6 葡萄糖浓度对纳米胶束的荧光发射的影响 

Figure 4-6 Effect of glucose concentration on the fluorescence emission spectra of nanomicelle  

4.3.4 Ir-CP/HA 纳米胶束的光学乏氧响应性 

如图 4-7(a)，在 313 nm 激发下，Ir-CP 探针 呈现出两个发射峰，分别位于

470 和 720 nm。其中 721 nm 发射峰来源于 Ir 配合物部分，它保持着对氧的高

度敏感性，而 470 nm 发射峰来源于 TPE 部分,它随着氧分压的变化相对保持恒

定。探针在水溶液中的近红外区荧光发射强度随着氧浓度的降低而非线性增强。

在无氧和氧饱和的水溶液中，探针近红外区发射峰的强度比值可达 1.68。此外，

当氧含量降低时，在 721 nm 处的 Ir-CP 纳米探针的磷光强度显著增加。当氧浓

度为 0%时，Ir-CP 的磷光强度比大气中氧浓度为 21%时增加了 1.38 倍。在低氧
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条件下(<10%)，Ir-CP 的磷光强度呈明显的氧浓度依赖性增加。 

图 4-7(b) 中探针强度随着氧浓度增加的衰减曲线显示，探针在低氧浓度下

对氧分压尤其敏感，低氧条件下，氧浓度的微小变化可以引起探针发射轻度的

急剧升高，例如氧浓度降低 2.5%，可导致探针强度升高 18%，这一性质使得探

针尤其适合用于生理条件下的乏氧成像。 

 

图 4-7 (a)探针在不同氧浓度下(0，2.5，5，10，21，50 和 100％)下的发射光谱，激发

313nm；(b) 探针发射峰的强度随氧浓度增加的哀减曲线。 

Figure 4-7 (a) Emission spectra of the probe at different oxygen concentrations (0, 2.5, 5, 10, 21, 

50 and 100%), excited at 313nm; (b) Decay curve of the intensity of the probe emission peak with 

the increase of oxygen concentration. 

 

将 470 nm 发射峰用作内标，表征探针浓度的变化，721 nm 与 470 nm 处峰

值强度的比例(r)仅与氧分压有关，不受探针浓度的影响，从而实现细胞中乏氧

的定量测试。强度比例 r 随着氧分压的减小而增大，如图 4-8，用 r0表示 0% O2

条下的强度的比例，则 r0/r 与氧分压之间存在着线性关系。这样，我们可以利

用所合成的探针对体外细胞中的乏氧情况进行定量的测量。 

结合前面所述， Ir-CP 纳米探针具有明显的 pH 和氧特异性反应，可以实现

磷光信号的两步信号放大。 
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图 4-8 Ir-CP/HA 探针 r0/r 与氧分压之间的线性关系 

Figure 4-8 The linear relationship between r0/r of Ir-CP/HA probe and oxygen partial pressure 

 

如图  4-9(a)和(b) 所示，同样我们对商用乏氧细胞内探针( pimonldazole 

hydrochloride)也进行了氧含量的敏感性测定，结果表明我们所合成的纳米探针 

Ir-CP/HA 对氧的灵敏度远高于广泛使用的商用细胞内探针。 

 

图 4-9 (a) 商用细胞内探针在不同氧浓度下(0，2.5，5，10，21，50 和 100％)下的发射光谱；

(b) Ir-CP/HA 纳米探针与商用探针氧敏感度比较 

Figure 4-9 (a) Emission spectra of commercial intracellular probes at different oxygen 

concentrations (0, 2.5, 5, 10, 21, 50 and 100%); (b) Comparison of oxygen sensitivity between Ir-

CP/HA nanoprobe and commercial probes 

 

4.3.5 在模拟生理环境中 Ir-CP/HA 纳米胶束的稳定性 

FBS 蛋白与纳米颗粒具有潜在的相互作用，可有效修饰纳米颗粒表面，提
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高其在生理环境中的稳定性[95]。此外，由于血清中存在的蛋白质可能会破坏人

体血管循环过程中的胶束结构，因此有必要研究血清或血浆中胶束的稳定性。

在这里，我们使用 10% v/v 的胎牛血清来模拟血液循环条件。我们通过将荧光

探针 Ir-CP/HA 加入到 FBS 溶液中，追踪其粒径与光学性能随时间的变化， 探

究该探针在血液环境中的稳定性情况。 

我们分别对 Ir-CP/HA 在 FBS 溶液中进行正常氧和缺氧条件下 6 天的透析处

理并利用 DLS 对其跟踪测试，根据图 4-10(a) 和(b)  ，我们可以看到，在正常氧

的状态下，胶束粒径随时间从最初的 123.7 nm 增加到 198.9 nm; 在缺氧的状态

下，胶束粒径随时间从最初的 124.6 nm 增加到 200.2 nm，在这两种条件下，胶

束粒径变化趋于一致，都有一定程度的增大，并且从最初与最后胶束溶液图片

上我们也可以看出 Ir-CP/HA 胶束在 FBS 溶液中均保持良好的稳定性。图 4-10(c)  

和 (d)，我们分别对 Ir-CP/HA 在 FBS 溶液中进行正常氧和缺氧条件下 6 天的透

析处理后的探针进行荧光性能的测试，为了更为直观观察荧光强度的变化，对

其最佳发射峰(470、721 和 800 nm)随时间变化进行处理，发现在缺氧和正常氧

的状态下，胶束 470 nm 荧光强度基本保持不变，而 721 nm 处的磷光强度随时

间的延长呈现降低的趋势，且下降的趋势几乎一致。进一步说明该探针在在缺

氧和正常氧的状态下光学性能随时间衰减程度接近一致。这种现象可能是因为

荧光探针在与 FBS 中的其他分子结合后发生一定程度的荧光增强，但随着时间

的推移，可能会发生光漂白现象，导致荧光强度有一定程度降低。  
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图 4-10  含 10%FBS 的 Ir-CP/HA 探针溶液在正常含氧量(a)与无氧(b)条件下的粒径随

时间变化; Ir-CP/HA 探针在正常含氧量(c)与无氧(d)条件下最佳发射峰(470、721 和 800 

nm)随时间变化 

Figure 4-10 The change of particle size of Ir-CP/HA probe with time in 10% FBS solution under 

normal oxygen content (a) and anaerobic conditions (b); The change of the optimal emission peak 

(470, 721 and 800 nm) of Ir-CP/HA probe with time in normal oxygen content (c) and anaerobic 

conditions (d). 

4.3.6 在模拟生理环境中 Ir-CP/HA 纳米胶束的光学乏氧响应性 

我们通过将荧光探针 Ir-CP/HA 加入到 10%v/v FBS 溶液中，追踪其 Zeta 电

位与光学性能随时间的变化， 探究该探针在血液环境中的乏氧性情况。 

Ir-CP/HA 纳米探针在含或不含 10%胎牛血清(FBS)的中性 PBS 溶液中是稳

定的(图 4-11(a) )。然而，当 Ir-CP/HA 胶束在含血清或蛋白质的水溶液(如 FBS)

中，所报道的纳米探针在 721 nm 处的发射强度比未加 FBS 的水溶液的发射强

度略微增强增加了 1.05 倍以上，值得注意的是，在 Ar2饱和的 FBS 溶液中，探

针的发射强度增强了 1.17 倍。此外，在 750 ~ 850 nm 范围内的信号强度也显著
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提高。而在有血清和无血清的 PBS 水溶液中，470 nm 处其信号强度无明显变化。

同样，我们也观察到含血清溶液中 Ir-CP/HA 的信号随着氧浓度的降低而增加。 

zeta 电位不仅能反映纳米粒子的表面电荷，还能反映分散体系的稳定性。ζ

电位的绝对值越高，说明胶体体系越稳定。从图 4-11(b)，我可以看到 Ir-CP/HA

胶束在加入 FBS 前后，其 zeta 电位从-38.73 mV 降低到-24.39 mV，可能是由于

FBS 中含有大量的蛋白质，这些蛋白质在溶液中存在时会吸附到荧光探针的表

面，改变其表面电荷密度，蛋白质的吸附可能导致表面电荷的中和或屏蔽，使

zeta 电位降低。另一方面，FBS 中含有各种离子，这些离子的存在也可能改变

溶液的离子强度，影响荧光探针表面的电荷分布，进而影响 Zeta 电位的测量结

果。 Ir-CP/HA 在 FBS 溶液中的 zeta 电位依旧保持在较大的数值，表明 Ir-

CP/HA 之间的排斥力可以抵抗纳米颗粒的团聚，在 FBS 溶液中表现出单分散性。

此外，FBS 中含有大量亲水蛋白，可使进一步增强纳米颗粒在 PBS 溶液中的分

散稳定性。 

以上结果证明， Ir-CP/HA 在模拟生理环境中具有长期生理稳定性，并且在

短时间内 FBS 对荧光探针的光学性能起到一定程度的增强。 

 

图 4-11  (a) Ir-CP/HA 在 PBS 、PBS + 10%FBS、PBS + 10%FBS 和无氧条件下的荧光光谱；

(b) Ir-CP/HA 在加入 FBS 前后的 zeta 电位变化 

Figure 4-11 (a) Fluorescence spectra of Ir-CP/HA in PBS, PBS + 10%FBS, PBS + 10%FBS and 

anaerobic conditions; (b) Zeta potential of Ir-CP/HA before and after addition of FBS 

4.3.7 Ir-CP/HA 纳米胶束的细胞毒性 

图 4-12 是 MTT 法研究 Ir-CP/HA 胶束细胞存活率的柱状图，实验结果可知

在实验设定的各个条件下 NIH3T3、A549 和 H22 细胞的存活率都在 95%以上。
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结果表明: Ir-CP/HA 纳米胶束对细胞存活基本没有影响，具有非常优秀的生物

相容性，这也保证了双功能性胶束在生物成像中作为长时间荧光标记的可行性。 

 

图 4-12 细胞(NIH3T3、A549 和 H22)与不同浓度的 Ir-CP/HA 共同孵育 48 h，在有/无

光照条件下照射 10 min，MTT 法检测细胞毒性 

Figure 4-12 Cells (NIH3T3, A549 and H22) were incubated with different concentrations of Ir-

CP/HA for 48 h and irradiated for 10 min in the presence/absence of light, and cytotoxicity was 

detected by MTT assay 

4.3.8 Ir-CP/HA 纳米胶束的流式细胞实验 

HA 还与肿瘤细胞表面过度表达的 CD44 和 RHAMM(HA 介导运动受体)受

体的特异性靶向性。正常细胞通常具有低水平的 RHAMM 和 CD44 表达，但癌

细胞通常具有高水平的表达，这使得 HA 成为靶向药物递送至癌组织的有用工

具[96]。 

有相关研究表明，RHAMM 在  H22 细胞中过表达，在  A549 细胞和 

NIH3T3 细胞中低表达，而 CD44 仅在 A549 细胞中过表达，在 H22 细胞和 

NIH3T3 细胞中低表达[97]。因此，我们利用流式细胞术测量 NIH3T3、A549 和

H22 细胞对 Ir-CP/HA 的摄取情况，根据图 4-13(a)，我们可以明显注意到 H22

和 A549 细胞对 Ir-CP/HA 纳米胶束探针的细胞摄取明显高于 NIH3T3 细胞。如

图 4-13(b)所示，H22 和 A549 细胞的荧光强度分别比 NIH3T3 细胞高约

2.07 倍和 1.64 倍。这意味着 Ir-CP/HA 纳米胶束的细胞内化与细胞中过表达

的 RHAMM 与 CD44 受体有关。  

综上所述，通过流式细胞仪定量检测 Ir-CP/HA 探针的细胞摄取 ,表明

该荧光探针在肿瘤监测与诊疗方面拥有巨大应用潜能。 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/cd44
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/targeted-drug-delivery
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cd44
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图 4-13 (a)培养基中不同细胞(NIH3T3、A549 和 H22)摄取的流式细胞术分析;(b)流式细

胞术分析细胞(NIH3T3、A549 和 H22)中 Ir-CP/HA 的积累情况 

Figure 4-13 (a) Flow cytometry analysis of the uptake of cells (NIH3T3, A549 and H22) in 

culture medium; (b) Flow cytometry analysis of the accumulation of Ir-CP/HA in cells (NIH3T3, 

A549 and H22) 

4.4 本章小结 

对双波长荧光纳米胶束组装体的性能及应用进行了研究。研究了 pH 值和

葡萄糖浓度对双波长荧光纳米胶束的光学及胶体性能的影响，随着 pH 值和葡

萄糖浓度的增加，胶束粒径呈增加的趋势，而其荧光强度呈略微下降的趋势，

表明其在弱酸至碱性范围能够保持良好的光学稳定性，同时胶束具有 pH 和糖

双重胶体响应性。相比于商用乏氧探针，氧浓度对光学发射影响研究阐明了胶

束具有优异的近红外区乏氧响应性。此外，双波长荧光强度比例与氧分压之间

存在线性关系，可以实现探针对体外细胞中乏氧情况的定量测量。模拟生理环

境研究，证实胶束同样拥有良好的胶体稳定性和乏氧响应性。最后，细胞毒性

和摄入分析，展现了双波长荧光纳米胶束良好的生物相容性，且能够被细胞有

区分度的特异性摄入。因此，双波长发射胶束可用作癌细胞检测的高灵敏生物

探针，在多场景的早期肿瘤检测与辅助治疗疗领域拥有较大的应用潜能。 
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结论与展望 

1. 结论 

本论文通过非共价自组装的方式，利用亲疏水作用和动态共价键作用，合

成了两种聚合物纳米胶束，一种是利用 RAFT 聚合的方式制备具有疏水性聚(3-

丙烯酰胺基苯硼酸)链段和亲水性聚乙烯吡咯烷酮链段的两亲性 PAPBA-b-PVP

共聚物，利用硼酸酯动态键与透明质酸(HA)作用自组装成了功能高分子纳米胶

束 PAPBA-b-PVP/HA；另一种是利用 ROP 和 RAFT 协同聚合方式在 TPE-2AM 

的两条臂上引入疏水性的聚己内酯、聚(3-丙烯酰胺基苯硼酸)和聚丙烯酸链段，

再通过酯化作用修饰上近红外配合物(Ir-OH),最后利用硼酸酯动态键与透明质酸

作用自组装成了双波长荧光高分子纳米胶束 TPE-PCL-PAPBA-AA-ccIr/HA(记作

Ir-CP/HA)。合成的功能高分子纳米胶束因动态共价键的存在表现出优良的刺激

响应性，但同时也存在着不足。 

具有硼酸酯动态键的两亲性 PAPBA-b-PVP/HA 纳米胶束可通过亲疏水嵌段

比、共聚物和透明质酸的投料浓度能够实现对纳米胶束尺寸的控制。同时，

PAPBA-b-PVP/HA 纳米胶束由于硼酸酯动态键存在被赋予了良好的 pH、盐、糖

响应性以及稳定性。此外，该功能高分子纳米胶束的外壳由透明质酸包裹，也

赋予了其良好的生物相容性和癌细胞靶向性，使得纳米胶束作为载体用于生物

标记和递药拥有巨大的潜能。 

具有 AIE 性能和近红外发射的双波长荧光材料 TPE-PCL-PAPBA-AA-ccIr 

与 HA 溶液通过硼酸酯可逆动态键作用自组装成双波长荧光纳米胶束 Ir-CP/HA。

通过共聚物和透明质酸的投料浓度能够实现对纳米胶束尺寸的控制。由于硼酸

酯动态键存在赋予该探针良好的胶体环境敏感性(pH、糖响应性)以及稳定性。

在溶液含氧量从 100%降至 0%时，470nm 处的 AIE 荧光强度基本保持不变，而

720nm 处的近红外磷光表现出乏氧敏感性，在无氧和氧饱和的水溶液中，探针

近红外区发射峰的强度比值可达 1.68，且以 470nm 波段的荧光为内标，可进行

含氧量的定量检测。光学性能测试结果表明该探针具有优秀的荧光寿命和较高

量子产率的近红外发射；通过细胞实验证实该探针具有良好的生物相容性和癌

细胞靶向性，具有作为探针用于生物标记、肿瘤检测及辅助治疗的巨大的潜能。 

2. 展望 
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具有 AIE 效应和近红外发射的双波长荧光高分子材料同时赋予材料良好的

药物负载、光学性能以及更深程度的组织穿透能力，在生物成像、化学传感和

肿瘤诊疗等诸多领域均表现出了巨大的应用价值。荧光探针后续可进行的研

究方向：(1)开发具有更高灵敏度、分辨率、选择性和特异性的探针； (2)可

与多模态成像技术相结合的荧光探针；(3)可以同时检测多种生物标志物的探

针，实现多通道检测和成像的探针，以便更准确地检测和成像生物分子和细

胞。未来的研究也有必要更深入地探索荧光探针在临床诊疗中的应用。此

外，近红外金属有机配合物磷光材料还存在很多问题尚待解决，例如合成和纯

化过程较为复杂、荧光量子产率和光稳定性可能受到配合物结构和环境因素的

影响、具有细胞毒性、高成本和环境污染、长期存在于体内是否会产生毒性等，

这些问题都是未来研究工作的重点。 
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致谢 

文末搁笔，思绪万千，写到“致谢”环节，也意味着我的学生生涯即将结

束，从此不再拥有学生身份。研究生三载时光，转瞬即逝，再回首，无数回忆

涌上心头，我始终记得认真准备复试的日子，也清晰地记得查询到录取结果的

喜悦，更清晰地记得与同窗们共同学习的乐趣，这都是人生中最珍贵的和不可

替代的重要时刻。虽有万般不舍，既已到此，就借此文聊表谢枕。 

风月一庭为良友，读书半塌是严师。由衷感谢我的导师林英教授在这三年

时光里给予我的指导和帮助，从开题到论文的最终完成，中间有过不少的错误，

给我悉心指导，帮助我攻克难关，老师的谆谆教诲让我受益匪浅。同时，感谢

我的校外导师郑伟利老师在我实践期间对我的指导，让我获取许多工作经验，

更加确定未来职业生涯的方向。我心里很感激，得遇良师，何其有幸。 

时光易逝，终有别时。感谢课题组的宋红、刘安、仲舒颖、廖盛龙、宋琪、

刘智博琦、朱严谨等师兄弟姐妹们在我实验期间的支持和帮助。还要感谢专业

同学对我的帮助，同窗三载，相聚甚少，但也弥足珍贵，一起并肩作战的日子

始终铭记，感谢大家互相之间的帮助和鼓励，我们来自不同的地方，我们也将

去往不同的地方，愿我们始终保待热爱，前程似锦，顶峰再见，山水一程，三

生有幸。 

春晖寸草，山高海深。感谢我的父母和家人们对我学业上一如既往的支持，

是父母和家人始终给我经济和精神上的支持，为我遮风挡雨，帮我排忧解难，

给我勇往直前的力量，让我无后顾之忧，我才得以顺利地完成学业。无以为报，

唯有万般努力才能成为你们的骄傲。 

鲜衣怒马少年时，不负韶华行且知。感谢一直在追梦的自己，感谢一直在

努力成长的自己，感谢不甘平庸的自己。我生来平淡，但感慨宇宙山河皆是浪

漫，我深知自己所学所阅不广，但道阻且长，行则将至，我将满怀热爱，奔赴

山海，文有所长，而感激之意无尽矣。 

山水相逢，终有一别。愿我们前路漫漫亦灿烂！ 

                                                                刘超凡 

                                                              2024 年 4 月 
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