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双荧光自组装多层膜的构建及其性能

胡苹，孙向英，柯培林

（华侨大学 材料科学与工程学院，福建 泉州３６２０２１）

摘要：　以吖啶橙单体（ＡＯ）为荧光探针，ＣｄＴｅ量子点为参比物，利用层层组装技术构建ＡＯ和ＣｄＴｅ量子点

双荧光自组装多层膜，并考察其组装条件．研究结果表明，ＣｄＴｅ浓度为８．３３ｍｍｏｌ·Ｌ－１，壳聚糖质量浓度为

１．０ｇ·Ｌ
－１，ＡＯ组装液浓度为１０μｍｏｌ·Ｌ

－１的组装效果最佳．通过双荧光自组装多层膜的自动校准能力测

试，所构建的自组装膜双荧光强度比（ＡＯ和ＣｄＴｅ的荧光强度比）不随外界环境的变化而变化．
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在微环境中，探针分子信号会随时间的变化而衰减，而光漂白、仪器的误差也会对其产生影响［１?２］．

这就需要建立一种新的方法，在得到分析物的响应信号的同时，还需要另外一个信号来补偿其他环境因

素对荧光信号造成的干扰．量子点具有很宽的激发光波长范围和发光波长范围，其优异的发光性能可用

于构建双荧光传感器［３?４］．通过调节不同的尺寸
［５?６］，可以获得不同发射波长的量子点．自组装膜

（ＳＡＭｓ）是构膜分子通过分子间及其基体材料间的物理化学作用，自发形成的一种热力学稳定且排列

规则的单层分子膜．由于其具有结构简单、易控制，以及制备相对容易等特点，引起了人们极大的兴趣．

文献［７?８］基于自组装技术，所构建的界面荧光传感膜具有强的荧光信号，较之于纯溶液相分析，可将分

析的灵敏度提高数个数量级，为构建荧光内标提供了极大的方便．本文采用静电吸引的自组装技术，构

建了以ＣｄＴｅ量子点为内标、吖啶橙（ＡＯ）单体为荧光探针的双荧光自组装多层膜．

１　实验部分

１．１　仪器和试剂

（１）仪器．ＣａｒｙＥｃｌｉｐｓｅ荧光分光光度计（美国Ｖａｒｉａｎ公司），ＴＣＳＳＰ５型激光共聚焦荧光显微镜

（德国Ｌｅｃｉａ公司）．（２）试剂．ＣｄＣｌ２·２．５Ｈ２Ｏ，巯基乙酸（ＴＧＡ，中国医药（集团）化学试剂有限公司）；

吖啶橙，γ?氨基丙基三乙氧基硅烷（ＡＰＥＳ，中国医药上海化学试剂有限公司）；聚苯乙烯磺酸钠（ＰＳＳ，美

国ＡｃｒｏｓＯｒｇａｎｉｃｓ公司）；壳聚糖（ＣＳ，浙江玉环县化工厂）；ＮａＯＨ（广东汕头市西陇化工厂有限公司）．

实验用水由 Ｍｉｌｌｉ?Ｑ型超纯水系统（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）提供．

１．２　犆犱犜犲量子点的制备

将４ｍｍｏｌＫＢＨ４ 和２ｍｍｏｌＴｅ粉加入１０ｍＬ超纯水，反应８ｈ，静置１ｈ备用
［９］．量子点ＣｄＴｅ参

照文献［１０］的方法合成，将４ｍｍｏｌＣｄＣｌ２·２．５Ｈ２Ｏ和１０ｍｍｏｌ巯基乙酸溶于１００ｍＬ超纯水，用１

ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＯＨ调节其ｐＨ值至９～１０，在高纯Ｎ２ 气保护、剧烈搅拌下，向上述溶液迅速加入新配制

的ＫＨＴｅ溶液，回流２０ｈ，制得量子点ＣｄＴｅ，其最大荧光发射峰位于６０７ｎｍ，半峰宽为５０ｎｍ．

１．３　双荧光自组装多层膜的制备

将经预处理的石英基底放入体积分数为４％的ＡＰＥＳ水溶液中６ｈ，在基底表面修饰上末端为氨基
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的单层膜；然后，将硅烷化的石英片（Ｑｕａｒｔｚ／ＡＰＥＳ）浸泡于ＣｄＴｅ溶液中８ｈ，取出用二次水冲洗，氮气

吹干后，浸泡于ｐＨ值为３．８，１．０ｇ·Ｌ
－１的壳聚糖溶液中组装１２ｈ．将组装有量子点的自组装膜用二次

图１　双荧光自组装多层膜组装示意图

Ｆｉｇ．１　Ｄｉａｇｒａｍｍａｔｉｃｓｋｅｔｃｈｏｆｔｈｅｄｕａｌ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｅｌｆ?ａｓｓｅｍｂｌｅｄｍｕｌｔｉｌａｙｅｒｆｉｌｍ

水清洗后，依次置于１ｇ·Ｌ
－１的ＰＳＳ溶液６ｈ，１０μｍｏｌ·Ｌ

－１

ＡＯ溶液中１２ｈ，即得双荧光自组装多层膜（Ｑｕａｒｔｚ／ＡＰＥＳ／

ＣｄＴｅ／ＣＳ／ＰＳＳＡＯ自组装膜）．图１为双荧光自组装多层膜的

组装示意图．

１．４　荧光光谱和荧光显微镜表征

在激发光波长为４８０ｎｍ，激发光和反射光光栅均为５ｎｍ

时，调整所组装的双荧光自组装多层膜的位置，使其表面与入

射光夹角保持在５０°，测定膜的表面荧光光谱．将该膜置于荧

光显微镜上进行荧光显微表征，观察膜表面的组装效果．

２　结果与结论

２．１　双荧光自组装多层膜组装条件的选择

２．１．１　ＣｄＴｅ量子点　就纳米微粒表面所带电荷的性质来说，用巯基乙酸或巯基丙酸修饰的ＣｄＴｅ纳

米微粒属于聚阴离子．量子点通过与阳离子壳聚糖相结合，利用层状静电组装法可以形成纳米颗粒的自

组装膜［１１］．当ＣｄＴｅ组装浓度太稀，膜表面的荧光强度较低；当ＣｄＴｅ组装浓度太大时，组装分子堆积

在一起，不利于在膜表面的有序排列，导致膜表面荧光的猝灭．因此，选用的ＣｄＴｅ的浓度为８．３３ｍｍｏｌ

·Ｌ－１（按Ｃｄ２＋的浓度进行计算）．

将硅烷化的石英基底浸泡在ＣｄＴｅ溶液中并改变浸泡时间，结果显示浸泡８ｈ的组装效果最佳．

２．１．２　壳聚糖　壳聚糖（ＣＳ）是一种弱碱性高分子，也是迄今发现的惟一一种天然碱性多糖．它在一般

的溶剂中不易溶解，只能溶于某些稀酸溶液（如醋酸）．通过分子的自组装可以实现单分子有序排列，但

组装物质浓度的选择非常重要，并且已组装物质的效果很大程度上影响着下一层物质的组装．多次实验

显示，选择壳聚糖质量浓度为１．０ｇ·Ｌ
－１，浸泡１２ｈ左右的组装效果最佳．

组装液酸度或碱度太大，都会对已组装到膜表面的物质造成一定程度的破坏．壳聚糖是通过静电吸

引作用组装在带负电的ＣｄＴｅ量子点表面上的，故应将其ｐＨ值调至３．８左右，使其质子化带正电．

２．１．３　吖啶橙　如果吖啶橙（ＡＯ）的浓度过高，ＡＯ会团聚形成二聚体或多聚体等物质形式，导致荧光

猝灭；而若吖啶橙的浓度太低，会使所制备的膜荧光强度很弱，影响检测灵敏度．实验中选用吖啶橙的浓

度为１０μｍｏｌ·Ｌ
－１的ＡＯ组装液进行组装，所得的自组装膜具有较强的荧光信号．

将制备的双荧光自组装多层膜浸泡在荧光试剂ＡＯ溶液中并改变浸泡时间，结果显示浸泡１２ｈ的

组装效果最佳．在ｐＨ值为４的盐酸水溶液中，ＡＯ能质子化，带有正电荷，能通过静电吸引作用组装到

带负电荷的自组装膜表面上．

２．２　双荧光自组装多层膜的荧光光谱

用来组装的液相ＡＯ，ＣｄＴｅ量子点溶液，以及双荧光自组装多层膜的荧光光谱，如图２所示．由图２

表明，双荧光自组装多层膜表面可发射出ＡＯ单体和ＣｄＴｅ特性的荧光光谱，ＡＯ发射波长在５２８ｎｍ

处，相比ＡＯ液相中５３１ｎｍ处，其波长稍微出现蓝移变化．ＣｄＴｅ量子点荧光峰在５９７ｎｍ处，相比于溶

液相中６０７ｎｍ处，亦出现了蓝移，这可能是由于荧光物质所处微环境不同所致．

２．３　双荧光自组装多层膜的荧光显微性质

将所制备的双荧光自组装多层膜在共聚焦荧光显微镜下观察，结果如图３所示．从图３可以发现，

膜的表面呈橙黄色，并有大量分布较均匀的红色荧光亮点．橙黄色荧光是因为ＡＯ绿色荧光与ＣｄＴｅ强

烈的橙红色荧光叠加所产生的，而红色荧光亮点是ＣｄＴｅ量子点发光．这表明，ＣｄＴｅ与ＡＯ已依次组装

到石英基底表面，成功制备了双荧光自组装多层膜．

２．４　双荧光自组装多层膜的自动校准能力

荧光探针的最大特点是，能够将微观的识别事件或微环境的变化转变成荧光信号为外界所感知．因

此，所设计的传感器通过加入内标，使其具有自动校准功能，以削弱外部因素的干扰，提高荧光信号的性
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　　　（ａ）ＡＯ和ＣｄＴｅ量子点　　　　　　　　　　　（ｂ）双荧光自组装多层膜

图２　双荧光自组装多层膜的荧光光谱
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图３　双荧光自组装多层膜

的共聚焦荧光显微图谱
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能，增强检测的准确性［１２?１３］．

２．４．１　自组装膜位置　

将双荧光自组装多层膜置于比色皿中，测定其双荧光强度；然

后，在保证自组装膜有正常荧光信号的前提下，调整玻片的位置，再

次测量自组装膜的荧光，重复４次，观察膜位置变化对膜上双荧光强

度犐１／犐２ 的影响，如图４所示．图４中：犐１ 与犐２ 分别为自组装膜上

ＡＯ与ＣｄＴｅ量子点的荧光强度．

从图４可知，虽然膜位置移动了４次，但其膜的双荧光强度比

（犐１／犐２）基本没有变化．表明，此双荧光传感器能够极大地削弱由于

玻片位置改变带来的干扰，提高测量的准确性．

２．４．２　激发电压　

将双荧光自组装多层膜置于比色皿中，分别在不同激发电压下

测定自组装膜的荧光强度，观察激发电压的改变对膜双荧光强度犐１／

犐２ 的影响，如图５所示．

从图５可知，随着激发电压的增加，膜上两个荧光峰的强度都大幅度的增加，但其强度比却基本没

有变化．这一现象表明，激发电压的变化对犐１／犐２ 基本没有影响，也证明此双荧光传感器能够减少实验

过程中因电源、仪器不稳定等因素对实验结果的影响．

图４　膜位置对双荧光自组装多层膜荧光强度的影响　　图５　激发电压对双荧光自组装多层膜荧光强度的影响
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３　结束语

双荧光强度比值与实验条件波动无关，有效地消除了荧光分析中传感器位置移动和生物环境因素
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干扰等引起的测定误差，可极大提高荧光定量分析的准确度．双荧光自组装多层膜的构建，为荧光分析

提供了一类准确度高和灵敏度好的新型传感方法．
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