
众所周知，不仅在生产实践中，而且在日常生

活和生命科学中，常常遇到表面活性剂与大分子相

互作用的问题.对工业生产（例如纺织染整、日用化
学品生产以及强化采油过程等）而言，表面活性剂

与大分子间的相互作用会显著影响体系的性质.例
如，某些表面活性剂与大分子形成聚集体，可使体

系的流变性发生显著变化[1鄄3]，因而产品的质量与表

面活性剂和大分子间的相互作用密切相关；对生物

体系而言，表面活性剂与蛋白质之间的相互作用将

直接影响生命过程.因此，表面活性剂与大分子之
间相互作用的研究一直是倍受关注的课题[4鄄7].
研究表面活性剂与大分子相互作用的方法很

多[8鄄15]，有表面张力、电导、粘度、光散射、冷冻透射电

镜（cryo鄄TEM）、核磁共振（NMR）、固态膜电极、染
料增溶法和计算机模拟等方法.就研究表面活性剂/
大分子聚集体的尺寸和微结构而言，稳态荧光法所

用仪器较之光散射技术等方法，具有简单、方便，且

对工作环境要求不苛刻等优点. 在荧光光谱研究
中，可以利用分子本身的内源荧光，也可以通过向

体系中加入微量荧光染料（荧光探针）或者通过荧

光染料标记大分子.通常，对于蛋白质之类的大分
子，可直接利用其分子的内源荧光；而对于分子本

身不发荧光的体系，则需加入荧光探针.染料标记
法得到的信息较多，但对水溶性大分子来说，染料

的结合相当于对大分子进行了疏水修饰，即改变了

原大分子的某些性质[16].

荧光探针法操作简单，对体系无特殊要求，探

针用量少，对体系的干扰小. 水介质中常用的疏水
性探针有芘（pyrene）及其衍生物.芘在水中的溶解
度很小（约为 10-7 mol·L-1），芘单体的荧光光谱显示

五个峰，其中，第一峰（373 nm）与第三峰（384 nm）
的荧光强度之比（I1/I3）强烈地依赖于芘分子所处环

境的极性.
稳态荧光技术在表面活性剂[17鄄21]和聚合物[22鄄25]

聚集行为研究中的应用已有大量报道.本文主要结
合本课题组近年来的系列研究，介绍稳态荧光光谱

技术在表面活性剂/大分子混合体系研究中的应用.

1 荧光探针技术研究表面活性剂/大分子混
合体系的临界聚集浓度
染料（探针）在单一表面活性剂胶束中的位置

已基本得到认定，不同极性的探针会增溶在胶束的

不同区域：淤进入胶束内核；于吸附于界面；盂插
入栅栏层[26].而探针在表面活性剂/大分子缔合体中
的位置还有待探讨.研究探针的光物理性质的变化,
将为研究表面活性剂/大分子缔合体的结构提供实
验依据[27鄄31].
由于疏水性探针在水中溶解度极小，体系的荧

光强度很低，但在疏水环境中溶解度会显著增大，

体系的荧光强度也相应得到提高.利用荧光探针的
此种性质，通过测定体系荧光强度的变化，验证疏

水微区的形成，即荧光强度增大表明溶液中形成聚
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图 1 芘分子的 I3/I1随 AOT浓度的变化规律[33]

Fig.1 The dependence of I3/I1 of pyrene molecule
on AOT concentration
PVP：poly(vinylpyrrolidone); AOT：sodium

bis(2鄄ethylhexyl)sulfosuccinate

集体，探针分子由水相进入到聚集体的疏水微区

中，所以，可以由此判断两亲分子的聚集行为.
Winnik 等 [32]以芘及其衍生物（bis(1鄄pyrenylmethyl)
ether, dipyme）为探针研究了表面活性剂与疏水修饰
聚鄄N鄄异丙基丙烯酰胺的相互作用. 发现可以通过
芘单体荧光光谱的第一和第三峰的强度之比 I1/I3

或者IE/IM (激基缔合物与单体荧光强度之比)与表面
活性剂浓度作图求得其临界胶束浓度（cmc），而且
发现，该共聚物与荷电的十二烷基硫酸钠（SDS）和
十六烷基三甲基氯化铵（HTAC）以非协同方式发生
缔合，而与中性的表面活性剂 OG(n鄄octyl鄄茁鄄D鄄
glucopyranoside) 和 OTG (n鄄octyl鄄茁鄄D鄄thioglucopy鄄
ranoside)之间的缔合在临界聚集浓度（cac）和 cmc
浓度范围内出现协同作用.

我们研究了探针芘的荧光光谱随二（2鄄乙基己
基）琥珀酸酯磺酸钠（AOT）浓度的变化规律 [33]. 发
现随着 AOT浓度增加，荧光强度逐渐增大，当AOT
浓度大于 3.0伊10-3 mol·L-1时,荧光强度随其浓度的
增大明显增强.此值与表面张力法测得的 cmc值[34]

基本一致.表明此时 AOT分子开始聚集成胶束,芘
分子由水相逐渐转移到胶束的疏水内核中,从而使
其荧光强度增大.

图 1给出了单一 AOT水溶液和 AOT/PVP/水
混合体系中，芘分子的第三峰（384 nm）与第一峰
（373 nm）的荧光强度之比（I3/I1）随 AOT浓度（cAOT）

的变化规律.显然,混合体系的 I3/I1-cAOT变化规律明

显不同于单一 AOT溶液.单一 AOT水溶液中 I3/I1

开始明显增大所对应的 AOT 浓度（约 2.5伊10 -3

mol·L-1）与表面张力法测得的 cmc值[34]基本一致，

说明 AOT浓度大于此值时体系中开始形成胶束.

芘分子增溶于胶束的疏水微区中，因而 I3/I1 值升

高；对于 AOT/PVP混合体系，当 AOT浓度很低时，
其 I3/I1 基本与单一 AOT体系的 I3/I1 基本相同，而

当 AOT浓度大于 9伊10-4 mol·L-1 后，AOT/PVP混
合体系的 I3/I1值开始缓慢增大，此浓度值与表面张

力法测得的 AOT与 PVP缔合的 cac[34]基本一致；随

着 AOT浓度增大, I3/I1值继续升高，但升高的幅度

较小，直到 AOT浓度达到 9伊10-3 mol·L-1后, I3/I1值

急剧升高. AOT/PVP混合体系的表面张力等温线的
第二个转折点对应的浓度值也在此浓度区域[33].由
此可以推断，AOT浓度很低时，无论体系中是否含
有 PVP，体系均没有形成可以增溶探针的聚集体.
对于单一 AOT溶液，只有其浓度达到 cmc时，体系
才开始形成胶束，探针分子在胶束内核中富集，从而

表现出荧光强度显著升高.对于 AOT/PVP混合体
系，当 AOT浓度增大至 cac时，AOT开始与 PVP
缔合，在大分子链上形成胶束状团簇，此团簇具有

增溶疏水探针的能力，因此，观察到荧光强度显著

升高，且探针由水环境转移到疏水环境，则 I3/I1值

升高. 但是，由于 AOT分子可以在大分子链上缔
合成多个小团簇，因而 I3/I1值升高缓慢，直到 AOT
浓度增大到一定值，AOT分子在大分子链上的缔
合达到饱和状态，体相中正常胶束形成，探针分子

增溶于胶束或 AOT/PVP缔合体的疏水微区中，I3/I1

值才急剧升高.由此可见，利用荧光探针技术可以
很方便地判断表面活性剂与大分子之间是否发生

缔合作用. 同时，根据单一表面活性剂溶液与表面
活性剂/大分子混合体系的 I3/I1 值的差异，还可以

推断不同体系所形成聚集体的疏水微区的极性大

小（详见 2节），这是表面张力方法所不能比拟的.

2 荧光探针技术研究表面活性剂/大分子缔
合体的微极性
芘分子荧光光谱中的 I1/I3 与芘分子所处环境

的微极性 着M（micropolarity）存在如下线性关系[35]:
着M = 86.2 (I1/I3) - 87.8

因此，可以通过测定探针的 I1/I3判断有序组合体的

微区极性[32, 35鄄37]. Winnik 等[32]和 Zana 等[36]利用 I1/I3

研究了 SDS、十二烷基三甲基氯化铵（DTAC）和
HTAC与一系列共聚物的相互作用. 有时也用 I3/I1

表示微环境的极性[38鄄39]，例如，在十二烷、异丙醚、甲

苯、异丙醇、乙醇、醋酸中 I3/I1 值分别为 1.61、1.08、
0.96、0.93、0.87、0.72,而在水中为 0.53，即 I3/I1值越
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大，芘分子所处微环境的非极性越强，因而也称 I3/I1

或 I1/I3为疏水因子.体系的 I1/I3 值降低与介电常数

的降低是一致的，例如十六烷基三甲基溴化铵

（CTAB）胶束的 I1/I3 值一般在 1.30耀1.60之间，其介
电常数约为 35，而 CTAB(c= 5伊10-3耀50伊10-3 mol·L-1)
在含有分子量为 425 和 1000的 PPG（聚丙二醇）
时，其 I1/I3 值分别为 1.10耀1.12 和 1.06耀1.08，介电
常数约为 17和 13[40]. 表明大分子与表面活性剂的
相互作用导致芘分子在胶束中的位置向内核迁移.
我们研究了几种不同表面活性剂/大分子混合

体系的疏水因子的变化规律[41鄄44].图 2给出了十二烷
基甜菜碱（C12BE）两性表面活性剂、月桂基羧酸钠
（C11COONa）和十二烷基聚氧乙烯聚氧丙烯（LS鄄54）
非离子表面活性剂（表面活性剂浓度均为 1.0伊10-2

mol·L-1）水溶液的 I3/I1 随 PVP和黄原胶 (XC)浓度
的变化规律. 可以看出，C12BE 和 C11COONa 胶束
内核的微极性相近，而 LS鄄54胶束内的极性最小.
PVP 的加入导致 C12BE 和 C11COONa 胶束内核的
微极性明显降低，却未对 LS鄄54 胶束的 I3/I1 值产

生明显影响. 含有 XC 时，C12BE体系的 I3/I1值变

大，说明胶束的极性降低，而 C11COONa 和 LS鄄54
胶束的 I3/I1 值变化甚微，说明不同结构大分子与

这三种表面活性剂之间的相互作用机理不同:荷负
电的 C11COONa可与带微弱正电荷的 PVP分子通
过静电引力发生缔合，而不能与荷负电的 XC分子
缔合；分子较大的 LS鄄54既不与 PVP发生缔合也
不与 XC作用，在混合体系中基本上是各自聚集在
一起；而 C12BE与 PVP和 XC均发生了相互作用，
但两体系中的 I3/I1 值基本一样，说明以内盐形式

存在的 C12BE与 PVP和 XC 之间均是通过疏水力
而缔合.

3 荧光探针技术研究表面活性剂/大分子聚
集体的聚集数
稳态荧光猝灭法是测定表面活性剂胶束平均聚

集数（N）的可靠技术之一[37,40, 45鄄47]. 在含有已知量表
面活性剂和少量荧光探针(F)的溶液中加入猝灭剂
(Q), F和 Q对胶束有很高的选择性亲合力. N可由
下式计算:

ln（I0/I）= n =[Q] N / [M] （1）
其中，n为猝灭剂的平均占据数，I与 I0分别为含有

和不含有猝灭剂时的荧光强度，[M]为胶束化的表
面活性剂的浓度（即[M] = ct - cmc，ct 为表面活性

剂的总浓度)，[Q]为猝灭剂的浓度.对于表面活性
剂/大分子混合体系可用 cac代替 cmc. Witte等[46]以

(Ru(bipy)3)2 + [i.e. tris (2,2忆 鄄bipyridyl)鄄ruthenium (域 )
chloride hexahydrate] 为探针，以 9鄄甲基蒽为猝灭
剂，研究了 SDS/PPO、CTAB/PPO以及 SDS/PEO和
CTAB/PEO 在纯水和 NaBr 水溶液中胶束平均聚
集数 N 的变化规律. 发现表面活性剂与聚合物的
相互作用导致 N降低，且阴离子表面活性剂与非
荷电水溶性聚合物之间的相互作用强于阳离子表

面活性剂，聚合物的疏水性愈强，与表面活性剂的

相互作用愈强. Sierra等[40]以芘为荧光探针、十六烷

基氯化吡啶为猝灭剂研究了 CTAB/PPG混合体系
的胶束聚集数，得到了与Witte等[46]相似的规律.
我们分别以芘和苯乙酮为探针和猝灭剂研究

了 C11COONa和 C12BE（浓度均为 1.0伊10-2 mol·L-1）

的胶束平均聚集数 N 随 PVP 和 XC 浓度的变化 .
结果表明，不同的表面活性剂，其 N 值随大分子
浓度的变化规律不同（见图 3）；相同浓度范围内
PVP降低 C11COONa 的 N值的能力大于 C12BE，例
如，1% PVP 的加入可使 C11COONa 的 N 值降低

图 2 PVP(a)和 XC(b)对胶束内核极性的影响[44]

Fig.2 Effects of PVP (a) and XC (b) on the polarity of micelle core
XC: xanthan; LS鄄54:dodecy poly(oxythylene)5(prolyleneoxide)4 ether; C11COONa:sodium dodecyl acetate; C12BE:dodecylbetaine

wPVP (%) wXC (%)
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图 4 Tween鄄20浓度对 BSA荧光光谱的影响[53]

Fig.4 The fluorescence spectra of the mixed
system of BSA and Tween鄄20
cBSA=1.5伊10-5 mol·L-1; BSA:bovine serum album

1.20 1.46依0.11 48依1 3.29依0.26

1.25 3.42依0.27 60依2 1.75依0.15

1.30 5.71依0.42 67依4 1.17依0.11

1.35 8.47依0.12 84依1 0.99依0.02

1.40 14.01依0.27 90依2 0.64依0.02

F0 / F
104 [Tween鄄20]f

nb

10-5 Kb

mol·L-1 L·mol-1

表 1 F0/F一定时不同 Tween鄄20自由浓度下
Tween鄄20与 BSA的结合参数[53]

Table 1 [Tween鄄20]f and binding parameters of Tween鄄20
on BSA at given F0/F

图 3 PVP（a）和 XC（b）浓度对胶束聚集数的影响[44]

Fig.3 Effects of PVP（a）and XC（b）on N of the micelles formed by different surfactants

27，而只能使 C12BE的 N值降低 20；XC的加入使
C12BE的 N值显著降低，却对 C11COONa的 N值无
明显影响.显然，通过表面活性剂/大分子混合体系
的 N值变化也可以反映两者的相互作用.

4 内源荧光法研究表面活性剂与大分子之
间的弱相互作用
非离子表面活性剂和水溶性大分子之间的相互

作用较弱，用一般传统的方法（如表面张力法）难以

测定二者之间的相互作用，但若大分子本身含有荧

光发射基团，则可利用其内源荧光光谱研究其与表

面活性剂之间的相互作用[48-52].我们利用牛血清白蛋
白（BSA）分子上色氨酸基团的内源荧光研究了其与
非离子表面活性剂 Tween鄄20之间的缔合作用.图 4
为 BSA在不同浓度 Tween鄄20中的荧光光谱[53].可以
看出，在 295 nm激发波长下，BSA的最大发射波
长为 342 nm，而 Tween鄄20在此范围内不发射荧光.
随着 Tween鄄20浓度增大，BSA 的荧光强度降低，
而且最大发射波长发生蓝移，表明 Tween鄄20 与
BSA之间发生了缔合作用. 此缔合作用可以用虚拟
结合常数 K b来度量[49].

K b越cb /{ cf [BSA]} （1）
定义平均结合数 nb = ct /[BSA]. cb是结合到 BSA分
子上的表面活性剂的浓度, cf是溶液中自由表面活

性剂的浓度, ct是表面活性剂总浓度, [BSA]是同一
相对荧光强度比(F0/F)下 BSA的浓度.显然，nb即为

每摩尔 BSA分子结合表面活性剂的平均分子数.
则 K b越nb / cf （2）
另由质量平衡关系可得：

ct = cf + nb [BSA] （3）
显然，以 ct对[BSA]绘图得一直线，由直线的斜率和
截距可得表面活性剂的自由浓度和表面活性剂与蛋

白质的平均结合数 nb，从而可得虚拟结合平衡常数

Kb.首先测定不同浓度 BSA与 Tween鄄20混合体系
的相对荧光强度与 Tween鄄20浓度的关系[54]，取 F0/F
分别为 1.20、1.25、1.30 、1.35 和 1.40 时所对应的
BSA的浓度，然后对 Tween鄄20的浓度作图即可求
出在不同 F0/F 下的 Tween鄄20 的自由浓度[Tween鄄
20]f、nb及 Kb（见表 1）.
表 1中数据表明，随 F0/F增大，Tween鄄20自由

浓度和平均结合数增大，而虚拟结合常数 Kb减小，

说明 Tween鄄20 与 BSA 的缔合作用具有饱和的趋

F0/F：the relative fluorescence intensity; nb：the average
binding constant; kb：the pseudo binding constant

wPVP (%) wXC (%)
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势，即 BSA分子只能与一定数量的 Tween鄄20结合.
碘离子（I-）仅能猝灭蛋白质表面的色氨酸（Trp）

残基的荧光，而不能进入蛋白质分子的内部猝灭荧

光[55]，而且，I-对 Trp的猝灭反应符合 Stern鄄Volmer
公式：

F0/F=1+KSV[Q] （4）
F0/驻F =1/(f0Ksv[Q])+1/f0 （5）

式中，KSV 为可被猝灭剂 Q 所接近的发射基团的
Stern鄄Volmer 常数，驻F 为加入猝灭剂前后荧光强
度的差值，f0为可被猝灭剂所接近的发色基团占总

的荧光发射基团的百分比. 因此可以通过测定加入
猝灭剂前后荧光强度的变化，确定位于蛋白质表面

的 Trp残基的变化，进而探讨表面活性剂与蛋白质
的相互作用机理.
为了考察 Tween鄄20在 BSA上的结合部位，测

定了 I-对 BSA溶液和 Tween鄄20 /BSA混合体系的
荧光猝灭反应.由（5）式可知，F0/驻F与 1/[Q]呈直线
关系. 将 BSA和 Tween鄄20/BSA混合体系的 F0/驻F
对 1/[Q]作图，得到加入 Tween鄄20前后 Trp在表面
所占的比例 f0 分别为 51.0%和 59.9%. Trp 在表面
所占的比例增大可能有两种原因，一是表面的 Trp
的数目增加；二是内部的色氨酸的数目减少. 从
BSA的分子结构看，在 BSA分子中存在一个疏水
空腔，其分子中的极性残基分布于蛋白质分子表

面，而非极性的氨基酸残基多分布于疏水空腔内部.
Tween鄄20分子本身不带电，不可能与表面的极性残
基结合，而只能与疏水空腔内的非极性残基通过疏

水力相结合，从而使内部的残基数减少，其结果是

表面的残基的相对比例增大. 由此推断，Tween鄄20
的结合位在 BSA分子的疏水空腔中[53].

通过以上的讨论可知，通过稳态荧光光谱不仅

可以测量表面活性剂体系的 cmc、表面活性剂形成
微区的极性大小和胶束的聚集数，而且可以研究表

面活性剂与大分子上的结合浓度以及它们之间的

相互作用机理等. 另外，利用荧光探针技术研究两
亲分子有序组合体的微粘度[56鄄57]以及表面活性剂与

大分子相互作用对能量转移的影响 [58]也逐渐引起

人们的重视. 可以相信，稳态荧光技术在表面活性
剂/大分子以及药物/蛋白质等混合体系的研究中必
将得到愈来愈广泛的应用.
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Study on Surfactant/Macromolecule Interaction by Static Fluorescence Technology*

XU, Gui鄄Ying1 LUAN, Yu鄄Xia1,2 LIU, Jing1 YU, Li1

(1Key Laboratory of Colloid & Interface Chemistry, Ministry of Education, Shandong University, Jinan 250100; 2Institute of
Pharmaceutics, School of Pharmaceutical Science, Shandong University, Jinan 250012)

Abstract Static fluorescence technique has been proved to be an important method for studying surfactant
systems. It is very sensitive to the phase transition in aqueous solution. The methods and principles of the
fluorescence technique in studying the interaction between surfactants and macromolecules are systematically
summarized combining with our work.
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