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摘要：针对高结构相似度同系物中特定化合物的检测分析流程复杂的问题，采用模块化组装的策略制备了一类嵌含光
学分子探针的超分子囊泡，并在此基础上建立了一种集分离与检测功能于一体的新型荧光传感模式．将生物硫醇的广

普性探针四氟对苯二甲腈嵌入由四（戊硫代）四硫富瓦烯与十二烷基－β－Ｄ－麦芽糖苷构成的超分子囊泡膜层后，囊泡对半

胱氨酸展现出高选择性、宽动态范围的荧光响应，实现了半胱氨酸的便捷、灵敏检测．由四烃基四硫富瓦烯和表面活性

剂共组装形成的空白囊泡制备简单，光谱可见光区背景吸收低，可作为构建此类荧光传感体系的通用模板，为这种新型

传感模式的推广提供有力的支撑．
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　　含巯基氨基酸／肽是一类重要的生理活性小分
子．其中，半胱氨酸（Ｃｙｓ）、高半胱氨酸（Ｈｃｙ）及谷胱甘
肽（ＧＳＨ）是生命体内典型的小分子硫醇，而青霉胺
（Ｐｅｎ）则是生理活性和药理作用广受关注的一种外源
性含巯基氨基酸．很多疾病的发生与人体内含巯基氨
基酸水平的异常有关，如Ｃｙｓ的异常会导致肝损伤和
生长缓慢等［１－２］，Ｈｃｙ的异常会导致阿尔兹海默症和
心血管疾病等［２－３］，而ＧＳＨ的异常则会导致溶血性贫
血和肝病等［４］，危害人体健康．荧光探针是探测生命
分子过程的重要工具，目前已有很多含巯基氨基酸的
荧光探针被报道［５－１４］；然而，由于含巯基氨基酸的分子
结构和反应活性的高相似性，不同化合物之间往往存
在严重的光谱串扰，设计针对某种含巯基氨基酸的特
效荧光探针仍面临较大的挑战．以Ｃｙｓ的荧光传感为
例，目前仅有少数基于丙烯酰基保护酚类荧光团的脱
保护反应［１５－１８］或Ｃｕ（Ⅱ）配合物的配位取代反应［１９］的
分子探针可较好地规避 Ｈｃｙ和ＧＳＨ 的干扰，而不受

Ｐｅｎ干扰的Ｃｙｓ光学分子探针则尚未见报道．本文中
提出了一种简单、普适的提高分子探针选择性的策
略：将探针嵌于囊泡膜层，利用囊泡膜层的分离功能
实现同系物中特定化合物的高选择性检测．为此，选

择了一种结构简单、已被证实对不同硫醇均有响应的
荧光分子探针———四氟对苯二甲腈（４Ｆ－２ＣＮ）［１４］，构
建了一种新型的探针内嵌超分子囊泡，以实现含巯基
氨基酸同系物中Ｃｙｓ的高选择性荧光传感．
含有染料夹层的超分子囊泡通常可由带有两亲

侧链的染料衍生物自组装而制得［２０－２２］．为了便于在囊
泡膜层中嵌入荧光探针，本文中采用“模块化”组装的
策略，通过四（戊硫代）四硫富瓦烯（ＴＰＴ－ＴＴＦ）、表面
活性剂和脂溶性光学分子探针的共组装制备嵌含探

针的超分子囊泡，其亚单元结构如图１所示．这种组
装方法无需复杂、繁琐的合成过程，且各亚单元的种
类和比例灵活可调，易于性能优化；更重要的是，它提
供了一种构建探针内嵌超分子囊泡的通用方法，即由

ＴＰＴ－ＴＴＦ和表面活性剂组装而得的超分子囊泡相当
于一个空白模板，可在其膜层中掺入不同种类、不同
浓度的光学分子探针而实现不同的传感目的．将探针
分子嵌于囊泡膜层中后，探针与待测化合物的反应动
力学得以改进，可望获得分析性能的革新：１）待测化
合物在浓度差驱动下由外水相向内水相定向扩散途

中被密集的识别基团所捕获，这种局部浓度极高的定
域反应可极大地提高反应效率，利于获得快速、灵敏
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的光谱响应；２）囊泡膜层的分离效应为提高光谱响应
的选择性和传感体系的抗干扰能力提供了极为有利

的条件．此外，这种新型传感模式也可有效解决亲脂
性分子探针难以在水溶液中进行分析应用的问题．

ＤＤＭ为十二烷基－β－Ｄ－麦芽糖苷．

图１　构成应激响应囊泡的亚单元结构

Ｆｉｇ．１ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｕｂｕｎｉｔｓ　ｕｔｉｌｉｚｅｄ　ｔｏ

ａｓｓｅｍｂｌｅ　ｔｈｅ　ｓｅｎｓｏｒｙ　ｖｅｓｉｃｌｅｓ

１　实验部分

１．１　试剂和仪器

ＤＤＭ购自生工生物工程（上海）股份有限公司；

４Ｆ－２ＣＮ购自上海阿拉丁生化科技有限公司；ＴＰＴ－
ＴＴＦ、Ｄ－Ｃｙｓ、Ｌ－Ｃｙｓ、Ｈｃｙ、Ｄ－Ｐｅｎ、Ｌ－Ｐｅｎ、ＧＳＨ、十二
烷基磺酸钠（ＳＤＳ）等购自百灵威科技有限公司；碳酸
钠、碳酸氢钠、四氢呋喃等购自国药集团化学试剂有
限公司；除特殊说明外，试剂均为分析纯，使用前未经
特别处理；实验用水为娃哈哈纯净水．

Ｈｉｔａｃｈｉ　Ｕ－３９００紫外－可见分光光度计、Ｈｉｔａｃｈｉ
Ｆ－７０００荧光分光光度计、Ｍａｌｖｅｒｎ　Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ　Ｎａｎｏ－
ｚｓＭＰＴ－２动态光散射（ＤＬＳ）光谱仪、Ｔｅｃｎａｉ　Ｇ２Ｓｐｉｒｉｔ
ＢｉｏＴｗｉｎ透射电子显微镜（ＴＥＭ）．

１．２　囊泡的组装及其形貌、性能测试
将ＴＰＴ－ＴＴＦ与４Ｆ－２ＣＮ分别溶于四氢呋喃中，

将ＤＤＭ 或其他表面活性剂溶于水中，３种亚单元均
配制成浓度为１．００ｍｍｏｌ／Ｌ 的储备液，然后按照

１∶１∶４的摩尔比将三者混合，超声３ｍｉｎ后旋转蒸
发除去四氢呋喃，再于３０℃水浴中搅拌３６ｈ可得囊
泡水溶液．用水定容，配制成 ＴＰＴ－ＴＴＦ初始浓度为

５０μｍｏｌ／Ｌ的囊泡储备液备用，光谱测试时根据需要
将其稀释．如无特别说明，用于组装囊泡的表面活性
剂均为ＤＤＭ，与刺激物作用１５ｍｉｎ后进行荧光光谱
响应测试．
取１０μＬ上述囊泡储备液滴加到铜网上，自然风

干，再取适量２％（质量分数）磷钨酸溶液滴加到负载
囊泡样品的铜网上，用滤纸吸去多余溶液，反复３次，

晾干后进行ＴＥＭ成像．
取１ｍＬ上述囊泡储备液于５ｍＬ刻度试管中，根

据需要，加入０．５ｍＬ不同的ｐＨ缓冲溶液，用水定容
至５ｍＬ，常温静置３０ｍｉｎ后进行ＤＬＳ测试．

２　结果与讨论

２．１囊泡的形貌表征
当亚单元的浓度达到１０－５　ｍｏｌ／Ｌ水平时，在中性

或偏碱性的水溶液中可以形成性质较为稳定的囊泡．
以ＴＰＴ－ＴＴＦ、４Ｆ－２ＣＮ和ＤＤＭ 按摩尔比１∶１∶４共
组装的体系为例，在 ｐＨ　８．８ 的碳酸钠－碳酸氢钠
（２０ｍｍｏｌ／Ｌ）缓冲溶液中，ＤＬＳ实验测得其成囊的临
界浓度（以ＴＰＴ－ＴＴＦ初始浓度计）为０．３μｍｏｌ／Ｌ．与
纯表面活性剂形成的囊泡相比，其成囊的临界浓度显
著降低，这主要归功于ＴＰＴ－ＴＴＦ中ＴＴＦ的堆叠作用
对自组装过程的促进和对自组装体的稳定化．ｐＨ
８．８、ＴＰＴ－ＴＴＦ浓度１０μｍｏｌ／Ｌ时，ＤＬＳ实验测得囊
泡的平均粒径约为１２０ｎｍ，粒径分散度较小（图

２（ａ））；负染ＴＥＭ成像则表明囊泡的粒径达到３００～
５００ｎｍ（图２（ｂ）），明显大于ＤＬＳ的测算结果．其主要
原因如下：１）在ＴＥＭ下观测的是脱溶剂化的样品，而
溶剂是维持该类囊泡结构的重要条件，随着溶剂的蒸
发，囊泡逐渐塌陷，导致粒径明显变大；２）负染剂磷钨
酸的加入导致囊泡体系的ｐＨ减小，自组装体的结构变
得松散，粒径变大．本研究表明，将ＤＤＭ换成ＳＤＳ等其
他表面活性剂也可制得形貌相似的囊泡；需要注意的是，

两亲分子中的脂链长度对囊泡的稳定性有较大影响．

介质条件：ｐＨ　８．８的碳酸钠－碳酸氢钠（２０ｍｍｏｌ／Ｌ）缓冲

溶液；负染剂：２％（质量分数）磷钨酸（ｐＨ　６．５）．

图２　自组装体系的ＤＬＳ测试（ａ）和负染ＴＥＭ成像（ｂ）

Ｆｉｇ．２ ＤＬＳ　ｔｅｓｔ（ａ）ａｎｄ　ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ　ｓｔａｉｎｅｄ　ＴＥＭ

ｉｍａｇｅ（ｂ）ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｅｌｆ－ａｓｓｅｍｂｌｙ　ｓｙｓｔｅｍ
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２．２　囊泡的光谱性质
囊泡水溶液的吸收光谱和荧光光谱如图３所示．

４Ｆ－２ＣＮ的最低能量吸收带位于３７０ｎｍ附近；ＴＰＴ－
ＴＴＦ在可见光区无明显的吸收信号（图３（ａ）），预示
着由ＴＰＴ－ＴＴＦ和表面活性剂构成的超分子囊泡可作
为低光谱背景的空白模板，便于通过染料掺杂对其进
行针对性的光功能化．激发波长为３７０ｎｍ时，囊泡体
系于４４３ｎｍ处出现较强的４Ｆ－２ＣＮ荧光发射峰（图３
（ｂ））；在中性或偏碱性水溶液中，该囊泡体系均显示
出明显的荧光各向异性，说明脂溶性的４Ｆ－２ＣＮ分子
主要位于囊泡膜层中．上述现象体现的均为单体的光
谱性质，未观察到ＴＴＦ（电子给体）与４Ｆ－２ＣＮ（电子受
体）的电子给体－受体作用光谱信号，无法确认探针分
子是否被固定于由生色团堆叠形成的中间夹层．

４Ｆ－２ＣＮ浓度１０μｍｏｌ／Ｌ；介质条件：ｐＨ　８．８的碳酸钠－
碳酸氢钠（２０ｍｍｏｌ／Ｌ）缓冲溶液；激发波长３７０ｎｍ．

图３　囊泡的吸收光谱（ａ）和荧光光谱（ｂ）

Ｆｉｇ．３ Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ（ａ）ａｎｄ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ（ｂ）

ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｖｅｓｉｃｌｅｓ

２．３　囊泡对含巯基氨基酸的光谱响应
含巯基化合物均易与４Ｆ－２ＣＮ发生亲核取代反应

而产生荧光响应，且反应产物的光谱红移．嵌含４Ｆ－
２ＣＮ的囊泡对不同含巯基氨基酸的荧光光谱响应如
图４所示．可以看出加入Ｌ－Ｃｙｓ后，体系的荧光光谱
发生明显变化：３７０ｎｍ激发时，除４４３ｎｍ处的主发射
带外，５００ｎｍ处出现肩峰，说明有新的化合物生成（图

４（ａ））；反应产物的荧光最大激发波长和发射波长分
别为４２０和５００ｎｍ（图４（ｂ））．根据文献［１４］可知此
时生成的是巯基和氨基协同取代的产物．加入其他含
巯基氨基酸后，囊泡体系的荧光光谱形状并未发生变
化，ＧＳＨ、Ｈｃｙ或Ｌ－Ｐｅｎ的加入仅使４４３ｎｍ处的发射
信号略有增强，其原因可能是：这些氨基酸可与囊泡
的亲水基（糖）发生氢键作用而引起囊泡膜结构的微
调，导致４Ｆ－２ＣＮ的化学微环境发生变化．与之相符，

ＧＳＨ因分子体积最大、氢键活性位点最多而使信号增
幅最大．经过ＧＳＨ、Ｈｃｙ或Ｌ－Ｐｅｎ刺激后，均未发现有
新的荧光生成，说明它们均被囊泡膜层拦截而无法与
膜层中的４Ｆ－２ＣＮ发生反应．
本文中所构建的探针内嵌超分子囊泡为探针分

子与待测物分子的相互作用提供了一种特殊的动力

学环境：向传感体系中加入刺激物时，由于内、外水相
的浓度差，存在刺激物从外水相向内水相的定向扩散
趋势，但由于不同化合物的穿膜扩散能力存在差异，
它们将在与探针作用前得以分离．因此，这种基于探
针内嵌超分子囊泡的传感体系兼具分离与光学检测

的功能，为高结构相似度化合物的选择性检测提供了
新的解决方案．在本文中，原本对含巯基氨基酸均有
响应的广普性分子探针４Ｆ－２ＣＮ可从含巯基氨基酸同
系物中高选择性地识别Ｃｙｓ，有力地证明了这一点．

４Ｆ－２ＣＮ浓度１０μｍｏｌ／Ｌ，含巯基氨基酸浓度４０μｍｏｌ／Ｌ；

介质条件：ｐＨ　８．８的碳酸钠－碳酸氢钠（２０ｍｍｏｌ／Ｌ）缓冲溶液；

激发波长：（ａ）３７０ｎｍ；（ｂ）４２０ｎｍ．

图４　囊泡对不同含巯基氨基酸的荧光光谱响应

Ｆｉｇ．４ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｖｅｓｉｃｌｅｓ　ｔｏｗａｒｄｓ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｕｌｆｈｙｄｒｙｌ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄｓ

２．４　ｐＨ对囊泡光谱响应性能的影响
不同ｐＨ条件下囊泡对Ｌ－Ｃｙｓ的荧光响应如图

５（ａ）所示：在酸性或近中性（ｐＨ 低于８．０）的水溶液
中，Ｌ－Ｃｙｓ的加入并未引起明显的光谱变化；而在碱性
条件下则可以观察到明显的光谱响应．含巯基氨基酸
分子中含有３个质子活性基团，其穿膜扩散能力和亲
核取代反应活性均与ｐＨ 有关；从Ｌ－Ｃｙｓ光谱响应的

ｐＨ效应分析，只有巯基去质子化后Ｌ－Ｃｙｓ才能与囊
泡膜层中的４Ｆ－２ＣＮ反应．ｐＨ为５．４，６．４或７．４时，

Ｌ－Ｃｙｓ以电中性的型体存在，其穿膜扩散能力最强，却
未能引起光谱响应，这可能是因为：１）酸性及中性条
件下囊泡膜结构更为紧密，Ｌ－Ｃｙｓ难以进入膜层与

４Ｆ－２ＣＮ反应；２）酸性及中性条件下Ｌ－Ｃｙｓ的反应活

·９３６·
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性较低．为此，进一步考察了ｐＨ对囊泡形貌的影响，
如图５（ｂ）所示：酸性条件下囊泡的粒径较大，结构更
为松散；而ｐＨ　７．４时，囊泡的粒径虽与碱性条件下无
明显差异，却未对Ｌ－Ｃｙｓ产生光谱响应．由此可见，碱
性条件下Ｌ－Ｃｙｓ对４Ｆ－２ＣＮ的亲核反应活性较强才是
光谱响应随ｐＨ 变化的主要原因．一般条件下，Ｌ－Ｃｙｓ
巯基的ｐＫａ为８．２～８．４［２３］，这也与该解释相符．综合
考虑囊泡的稳定性和反应性能，选择在ｐＨ　８．８条件
下进行囊泡的传感性能测试．

４Ｆ－２ＣＮ浓度１０μｍｏｌ／Ｌ，Ｌ－Ｃｙｓ浓度１００μｍｏｌ／Ｌ；

介质条件：ｐＨ　５．４～７．４，３，３－二甲基戊二酸－
氢氧化钠（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）缓冲溶液；ｐＨ　８．８～１０．６，碳酸钠－
碳酸氢钠（２０ｍｍｏｌ／Ｌ）缓冲溶液；激发波长３７０ｎｍ．Ｆ５００ｎｍ和

Ｆ４４３ｎｍ分别表示在５００和４４３ｎｍ的荧光强度．

图５　ｐＨ对囊泡的应激响应（ａ）和粒径分布（ｂ）的影响

Ｆｉｇ．５ Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｐＨ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｓｅｎｓｉｎｇ　ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ（ａ）ａｎｄ

ｐａｒｔｉｃｌｅｓ　ｓｉｚｅｓ（ｂ）ｏｆ　ｔｈｅ　ｖｅｓｉｃｌｅｓ

２．５　Ｃｙｓ响应曲线
不同浓度Ｌ－Ｃｙｓ引发的荧光响应如图６所示：随

着Ｌ－Ｃｙｓ浓度的增大，５００ｎｍ处的荧光发射强度逐渐
增强；当４Ｆ－２ＣＮ浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ时，荧光响应信号
与Ｌ－Ｃｙｓ浓度在２．０～１００μｍｏｌ／Ｌ范围内呈现良好
的线性相关．与游离的分子探针相比，囊泡中的４Ｆ－
２ＣＮ以有序分子集合体的形式存在，其荧光响应的动
态范围更宽、线性范围更大．将４Ｆ－２ＣＮ的掺杂浓度降
低一半，其他反应条件与图６相同，则１０－７　ｍｏｌ／Ｌ水
平的Ｌ－Ｃｙｓ即可引起有效的荧光响应，荧光响应信号
与Ｌ－Ｃｙｓ浓度在０．１～９．０μｍｏｌ／Ｌ范围内呈现良好的
线性相关．

４Ｆ－２ＣＮ浓度１０μｍｏｌ／Ｌ；介质条件：ｐＨ　８．８的碳酸钠－
碳酸氢钠（２０ｍｍｏｌ／Ｌ）缓冲溶液；激发波长４２０ｎｍ．

图６　囊泡对不同浓度Ｌ－Ｃｙｓ的荧光响应

Ｆｉｇ．６ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｖｅｓｉｃｌｅｓ　ｕｐｏｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｌ－Ｃｙｓ

２．６　Ｃｙｓ的响应动力学
为了进一步了解囊泡的应激响应机制，比较了Ｄ－

Ｃｙｓ和Ｌ－Ｃｙｓ荧光响应的衍化进程．由于囊泡的亲水
端基（麦芽糖苷）具有手性，如果膜层的分离效应确实
存在，Ｄ－Ｃｙｓ与Ｌ－Ｃｙｓ的初始响应信号应该会有差
异．如图７（ａ）所示，在加入刺激物的瞬间，Ｌ－Ｃｙｓ便可
引起４４３ｎｍ处荧光强度的明显增强，而Ｄ－Ｃｙｓ并未
诱发荧光响应．由于４Ｆ－２ＣＮ与含巯基化合物的反应
速度较慢，所以反应初始阶段４４３ｎｍ处的荧光信号
主要体现的是膜层中４Ｆ－２ＣＮ化学微环境的变化，表
明Ｌ－Ｃｙｓ进入膜层的速度比Ｄ－Ｃｙｓ快．从反应产物的
角度看（图７（ｂ）），Ｌ－Ｃｙｓ在５００ｎｍ处的荧光响应信

４Ｆ－２ＣＮ浓度１０μｍｏｌ／Ｌ，Ｃｙｓ浓度４０μｍｏｌ／Ｌ；

介质条件：ｐＨ　８．８的碳酸钠－碳酸氢钠（２０ｍｍｏｌ／Ｌ）

缓冲溶液；激发波长：（ａ）３７０ｎｍ；（ｂ）４２０ｎｍ．

图７　囊泡对Ｄ－Ｃｙｓ与Ｌ－Ｃｙｓ的光谱响应进程比较

Ｆｉｇ．７ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｔｉｍｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｂｙ　Ｄ－Ｃｙｓ　ａｎｄ　Ｌ－Ｃｙｓ

·０４６·
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号也比相同浓度下的Ｄ－Ｃｙｓ略强，说明前者的总体反
应效率更高．由于本文中合成的超分子囊泡的膜结构
是动态的，表面活性剂在其中具有一定的流动性，且
其膜表面上只有单重的手性位点，所以荧光响应的对
映体选择性并不高，但上述实验结果证实了囊泡膜层
的分离效应．

３　结　论

本文中通过模块化组装的策略制备了一类嵌含

荧光分子探针的超分子囊泡，以此建立了一种新的荧
光传感模式，并成功应用于 Ｃｙｓ的高选择性荧光传
感．作为这种荧光传感新策略的支撑，由ＴＰＴ－ＴＴＦ和
表面活性剂构建了一种低光谱背景的空白囊泡作为

模板，通过简单的染料掺杂即可对其进行目的性的光
功能化．在传感应用中，由于囊泡膜层的分离功能，采
用简单的广普性探针即可实现结构相似同系物中特

定化合物的高选择性检测，所建立的荧光检测方法的
动态范围宽，有利于实际的分析应用．这种集分离与
检测功能于一体的新型荧光传感体系的构建方法简

单，传感性能优良，有望在同系物光谱分辨、裸眼手性
识别等疑难分析领域推广应用．
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