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摘要

铜是一种微量元素，在体内具有重要的生理功能。然而，过量的铜离子（Cu2+）可能会导致严重的健康问
题，如毛细胞凋亡，进而造成听力损失。因此，对Cu2+的测定具有重要意义。在本文中，我们将离子印迹
技术与结构色水凝胶微球相结合，制备了基于壳聚糖的离子印迹水凝胶微球（IIHBs），并将其作为低成
本、高特异性的Cu2+检测平台。这些 IIHBs具有内部贯穿的大孔微纳结构，宏观尺寸均匀、颜色明亮，同
时还具备磁响应性。将其孵育于Cu2+溶液中时，IIHB可以识别Cu2+并表现出反射峰变化，从而实现无标
记检测。此外，受益于离子印迹技术，IIHBs显示出良好的特异性和选择性，在Cu2+浓度为100 μmol∙L‒1

时印迹因子为19.14。这些特征表明，所开发的 IIHBs有望用于Cu2+检测，进而预防听力损失。
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1. 引言

听力损失是一种严重而又普遍存在的听力系统疾病，

全球超过15亿人受此影响，其中超过4亿人患有中度或重

度听力损失[1]。这种疾病不仅降低了患者的生活质量，

还会导致患者严重的心理负担。因此，预防和治疗听力损

失至关重要[2‒5]。在各种治疗方法中，减少铅、镉、铜

等重金属离子的摄入是一种可行的策略。目前，铜制剂广

泛应用于农业和工业[6‒10]。虽然铜是人体重要的微量元

素，但环境和食物中铜离子（Cu2+）的过量摄入往往会导

致严重的健康问题[11‒13]。例如，过量的Cu2+会产生羟

基自由基，诱导毛细胞（HCs）凋亡，进而导致听力损失

[14‒18]，因此有必要控制Cu2+的摄取。监测食物和饮用

水中的Cu2+水平是一种可能的方法，目前已有许多技术用

于Cu2+检测，包括荧光法[19‒21]、分光光度法[22]、电感

耦合等离子体-原子发射光谱法[23]、电感耦合等离子体质
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谱法[24]、原子吸收光谱法[25]和电化学方法等[26‒27]。

尽管这些技术具有良好的准确性和特异性，但往往需要复

杂的样品预处理措施和昂贵的设备，其应用仍有一定的局

限性。因此，一种简便、低成本、高特异性的Cu2+检测平

台仍有待开发。

在本文中，我们开发了基于壳聚糖的反蛋白石结构

Cu2+印迹水凝胶微球（IIHBs）用于 Cu2+的非标记检测

（图1）。壳聚糖是一种天然衍生的聚合物，具有丰富的官

能团，可以与各种阳离子形成配位键，因此被广泛应用于

诸多领域[28‒36]。单纯壳聚糖材料也被开发用于结合和

去除重金属离子，但选择性很差，不适合用于重金属离子

的检测[37‒39]。相比之下，印迹聚合物是具有印迹位点

的材料，可以特异性地与印迹的分子和离子结合[40‒42]。

因此，离子印迹聚合物被广泛用于离子识别和去除[43‒

44]。反蛋白石是一种具有有序微纳孔洞结构的材料，通

常通过复制胶体晶体来制备[45‒53]，在传感、催化和组

织工程方面已显示出巨大的应用潜力[54‒61]。此外，反

蛋白石由于其独特的微观结构，还具有明亮的结构色。因

此，当其与响应性水凝胶结合时，水凝胶对刺激的响应可

能导致反蛋白石的颜色变化，这使得反蛋白石水凝胶成为

非标签检测的理想传感器。

我们将基于壳聚糖的离子印迹水凝胶与二氧化硅胶体

晶体微球（SCCBs）模板结合在一起，建立了一个非标记

Cu2+检测平台。壳聚糖、聚乙二醇二丙烯酸酯（PEGDA）

和Cu2+的混合物被用作预凝胶来复制SCCBs。通过预凝胶

聚合，去除Cu2+和 SCCBs模板，得到了具有反蛋白石结

构的 IIHBs。IIHBs具有良好的球形度和单分散性，结合

磁性纳米颗粒后，还具有良好的移动可控性。当 IIHBs浸

泡在含Cu2+的溶液中时，它们能够识别Cu2+并与之结合，

表现出与Cu2+浓度相关的反射峰偏移，并具有良好的特异

性和重复性。值得注意的是，我们证明了过量的Cu2+对

House Ear Institute-Organ of Corti 1 (HEI-OC1)细胞的活性

有明显的负面影响，揭示了Cu2+检测在听力损失预防中的

积极意义。随后，我们通过对自来水中Cu2+的测定证实了

IIHBs的实际应用潜力。这些结果表明，本文所提出的 II‐

HBs是一种简便、低成本、高特异性的Cu2+检测平台，有

望用于食品和饮用水中Cu2+的检测和听力损失的预防。

2. 实验部分

2.1. 材料

壳聚糖（脱乙酰度80%~95%，50~800 mPa·s）、乙二

胺四乙酸二钠（EDTA·2Na）、Cu(NO3)2、NaNO3、KNO3、

Pb(NO3)2、Mg(NO3)2、Zn(NO3)2、Ca(NO3)2 和 Al(NO3)3 购

自上海国药试剂公司。2-羟基-2-甲基苯丙酮（HMPP）和

PEGDA 购自 Sigma-Aldrich。戊二醛 （GA）、氢氟酸

（HF, 40%, V/V）、甲基硅油、二乙基二硫代氨基甲酸钠

（DDTC·Na）、乙酸购自上海麦克林试剂公司。其他试剂

均为分析纯或更高级别纯度，使用前未经任何处理。实验

中所用水均经过纯化，电阻率大于18 MΩ·cm。

2.2. SCCBs的制备

根据先前报道的方法制备 SCCBs。首先将二氧化硅

纳米颗粒分散在水中形成均匀溶液（20%, w/V）。然后将

溶液泵入单乳液微流控芯片，并用硅油切割成液滴。这些

液滴被收集在一个装有硅油的容器中，并放置在 75 ℃的

烘箱中过夜。随后用正己烷除去硅油。最后将烘干的微球

收集在坩埚中，在800 ℃的马弗炉中煅烧4 h。

2.3. 壳聚糖 IIHBs的制备

将约 200 个 SCCBs 加入到 20 μL 由壳聚糖（2%, w/

V）、Cu(NO3)2和 PEGDA (15%, w/V)组成的预凝胶溶液中

浸泡 6 h，然后在紫外线下聚合 10 s，GA处理 4 h，然后

将微球从水凝胶中分离出来，在EDTA·2Na溶液（2%, w/

V）中孵育 3 h。最后用HF (2%, w/V)处理 2 h。非印迹水

凝胶微球（NIHBs）制备方法与上述步骤相同，但不含

Cu(NO3)2。

2.4. IIHBs用于Cu2+检测

在用于检测前，首先测量 IIHBs 和 NIHBs 的反射光

图1. 制造过程示意图。（a）反应机制；（b）IIHBs的应用。EDTA 2Na：
乙二胺四乙酸二钠。
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谱，然后将其浸于 3 mL不同浓度的Cu(NO3)2溶液中（0, 

1 nmol ∙ L‒1, 10 nmol ∙ L‒1, 102 nmol ∙ L‒1, 103 nmol ∙ L‒1, 

104 nmol∙L‒1, 105 nmol∙L‒1, 106 nmol∙L‒1）孵育2 h。最后，

将 IIHBs和NIHBs轻缓冲洗后，再次测量其反射光谱。每

组均测量5颗 IIHBs和NIHBs微球。

2.5. IIHBs的选择性

在用于检测前，首先测量 IIHBs的反射光谱，然后将

其浸于3 mL不同离子的溶液中（105 nmol∙L‒1）孵育2 h。

最后，将 IIHBs轻缓冲洗后再次测量其反射光谱。每种溶

液均测量5颗 IIHBs微球。

2.6. IIHBs的定量分析

将DDTC·Na溶液与不同浓度的Cu(NO3)2溶液混合反

应 10 min，检测溶液在 452 nm处的吸光度，得到Cu2+的

标准曲线。取 300 μL IIHBs和 300 μL NIHBs分别在 5 mL 

Cu(NO3)2（200 μmol∙L−1）溶液中孵育3 h。取50 μL上清

液加入到 50 μL DDTC·Na 溶液 （400 μmol ∙ L−1） 和

100 μL氨溶液（pH 9.0~9.2）的混合液中反应 10 min，在

452 nm处测定吸光度。每个实验均重复5次。

2.7. Cu2+对HEI-OC1细胞的生物毒性

将HEI-OC1细胞与含有0、20 μmol∙L−1、50 μmol∙L−1、

100 μmol∙L−1、200 μmol∙L−1和300 μmol∙L−1 Cu2+的培养基

在 12孔板上共培养。孵育 1 h和 6 h后，在培养液中加入

1 μL∙mL−1的钙黄绿素（Calcein-AM）和碘化丙啶（PI），

孵育 30 min。将HEI-OC1细胞加入 96孔板，分别在含有

0、20 μmol∙L−1、50 μmol∙L−1、100 μmol∙L−1、200 μmol∙
L−1和 300 μmol∙L−1 Cu2+的培养基中培养。孵育 1 h和 6 h

后，按照厂家说明书使用细胞计数试剂盒-8（CCK-8）处

理细胞，在450 nm处用微孔板读取吸光度。

2.8. 对自来水中Cu2+的检测

采用标准加样法测定自来水中的Cu2+浓度。在检测

前，首先测量 IIHBs的反射光谱。之后，将它们在 3 mL

含有不同浓度 Cu2+（分别为 1 µmol∙L−1、5 µmol∙L−1、

10 µmol∙L−1、50 µmol∙L−1和 100 µmol∙L−1）的溶液中孵

育2 h。最后，将 IIHBs轻缓冲洗后再次测量其反射光谱。

各浓度组均测量5颗 IIHBs微球。

3. 结果与讨论

在实验中，我们采用微流控技术制备模板 SCCBs 

[62‒69]。微流控技术是一种可靠的微流体操纵技术，可

以生成尺寸均匀的微粒和纤维[70‒72]。我们首先将二氧

化硅纳米颗粒分散在水中形成胶体溶液，作为单乳液微流

控芯片的内相，硅油作为外相。当微流控系统运行时，外

相将内相切割成液滴，收集在装有硅油的容器中。经过干

燥和煅烧后，纳米颗粒自组装成 SCCBs。由于微流体的

精确控制，SCCBs表现出良好的单分散性（见附录A中

的图 S1）。为了获得 IIHBs，我们使用含有 CS、Cu2+和

PEGDA的预凝胶溶液来复制SCCBs的微观结构。研究表

明，壳聚糖可以通过配位键和静电相互作用与Cu2+结合形

成复杂的结构，然后与GA交联形成壳聚糖水凝胶。然

而，纯壳聚糖水凝胶往往易碎，弹性差，并且所得的 IIH‐

Bs结构色不明显。因此，我们在预凝胶溶液中加入PEG‐

DA，聚合后形成柔软的水凝胶网络，改善了所得 IIHBs

的光学性能。将SCCBs置于预凝胶溶液中孵育时，溶液

填充微球的纳米空隙，聚合后得到SCCBs/水凝胶复合微

球。在 EDTA·2Na 和氢氟酸（HF）处理后，可以去除

Cu2+和二氧化硅模板，从而获得 IIHBs [73‒74]。

我们通过扫描电子显微镜（SEM）观察微球的微纳

结构，结果如图2所示。可以发现，二氧化硅纳米颗粒在

SCCBs表面紧密排列[图2（a）]，并一直延伸到微球内部

[图2（b）]。纳米颗粒之间形成的许多纳米空隙允许水凝

胶预聚物溶液灌注填充，聚合后形成二氧化硅/水凝胶复

合微球[见附录A中的图S2（a）]。IIHBs由复合微球去除

二氧化硅模板后得到。然而，由于壳聚糖水凝胶的机械强

度较差，往往会导致微观结构的崩溃[见附录A中的图S2

（b）]。因此，我们使用高浓度的交联剂作为替代形成反

蛋白石结构。如图 2（c）和 2（d）所示，反蛋白石微球

的表面和内部呈现有序贯穿的微孔结构，表明 IIHBs成功

复制并继承了SCCBs的微观结构。

微球独特的微纳结构可形成光子带隙，抑制特定频率

光的传播并将其反射以显示相应的结构色。一般情况下，

反射光谱的峰值位置λ可以用Bragg-Snell定律估计：

λ = 1.633dnaverage (1)
式中，d为相邻的纳米颗粒或纳米孔中心到中心的距离；

naverage为整个微球的平均折射率。因此通过改变d和naverage，

可以调整微球的结构色。在本研究中，由于微球的组成成

分和周围溶液环境的变化可以忽略不计，所以naverage相对

稳定，结构颜色主要依赖于 d。如图 3（a）、附录A中的

图S3和图S4所示，不同尺寸的二氧化硅纳米颗粒形成了

具有不同结构色的 SCCBs。此外，从 SCCBs衍生的复合

微球和 IIHBs 显示出与 SCCBs 相应的颜色 [图 3（b）、

（c）]。一般来说，复合微球与 SCCBs具有相同的 d，但

naverage略高，这导致颜色轻微的红移。相比之下，IIHBs的
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naverage较低，因此表现出明显的蓝移。

值得注意的是，IIHBs的密度与水接近。因此，为了

实现 IIHBs与溶液的快速分离，我们利用磁性纳米颗粒对

IIHBs进行功能化，以赋予 IIHBs磁控运动性能。如图4和

附录A中的视频S1所示，将磁功能化的 IIHBs放置在培养

皿的一侧，当从培养皿的另一侧施加磁场时，IIHBs表现

出出色的响应性，并沿磁场方向快速移动。该结果表明，

利用磁场可以快速富集和分离 IIHBs，从而节省收集 IIH‐

Bs的时间。

当 IIHBs孵育于含Cu2+的溶液中时，它们与Cu2+结合

并表现出反射光谱的变化。如图 5所示，在Cu2+溶液中，

IIHBs 呈现红移，且红移随 Cu2+浓度的增加而增大。此

外，与NIHBs相比，IIHBs的光谱位移十分明显，表明这

种位移是由印迹位点与Cu2+相互作用引起的。因此，只需

测量 IIHBs 在溶液中孵育前后的反射光谱，即可实现对

Cu2+浓度的非标记检测。值得注意的是，虽然Cu2+浓度越

高，IIHBs 的位移值越大，但 NIHBs 的位移值也相应增

大，说明发生了更多的非特异性吸附。为了保证检测的准

确性， IIHBs 应在 Cu2+浓度低于 1 mmol∙L−1 的溶液中

使用。

图2. SEM表征。SCCB的表面（a）和内部（b）；反蛋白石结构的表面

（c）和内部（d）。（a）和（c）中的比例尺为500 nm，（b）和（d）中的

比例尺为1 μm。

图4. 磁场调节的可动性。（a）IIHBs在初始位置；（b）~（f）IIHBs在磁

场触发下的运动。比例尺为500 μm。

图5. IIHBs的Cu2+检测能力。（a）IIHBs在不同浓度Cu2+溶液中的反射光谱；（b）IIHBs和NIHBs在不同浓度Cu2+溶液中的光谱偏移值。

图 3. 光学表征。红色 SCCB （a）、相应的复合微球（b）和 IIHBs
（c）的光学图像；（d）（a）~（c）中微球的相应反射波长。（a）~（c）
中的比例尺为200 μm。a.u.：任意单位。
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随后，我们通过定量分析进一步研究了 IIHBs和NIH‐

Bs对Cu2+的不同结合能力。DDTC·Na是一种灵敏的铜检

测试剂。在 pH为 9.0 ~ 9.2的氨溶液中，可与Cu2+形成棕

黄色配合物，并在452 nm处有明显的吸收峰[附录A中的

图 S5（a）]，且其吸收峰强度与 Cu2+浓度呈线性关系

[附录A中的图 S5（b）]。基于此机理，我们将 IIHBs和

NIHBs在Cu2+溶液（100 μmol∙L−1）中孵育3 h，分析反应

后Cu2+残留浓度。如图 6（a）和附录A中的表 S1所示，

IIHBs和NIHBs对Cu2+表现出了明显的吸附差异，印迹因

子为19.14，表明所制备的 IIHBs具有良好的特异性。

此外，我们还研究了 IIHBs的选择性。为此，我们用

100 μmol∙L−1不同阳离子溶液处理 IIHBs。结果显示，II‐

HBs在Cu2+溶液中显示出较大的位移值（15.67 nm），而

在其他阳离子溶液中的位移值小于 4 nm。这一结果证实

了 IIHBs对Cu2+的选择性[图6（b）]。

先前的报道表明，过量的Cu2+会产生羟基自由基，诱

导毛细胞凋亡，从而导致听力损失。因此，监测饮用水中

的Cu2+水平以控制Cu2+的吸收具有重要意义。在实际应用

之前，我们先研究了Cu2+对HEI-OC1细胞的影响。如图7

（a）、（b）所示，HEI-OC1细胞在不含Cu2+的培养基中正

常生长。然而，当培养基中加入Cu2+时，细胞的生存能力

明显降低，且降低程度与加入Cu2+的浓度密切相关。细胞

图6. IIHBs的特异性与选择性。（a）IIHBs和NIHBs对Cu2+的吸附能力对比；（b）在不同阳离子溶液中IIHBs的位移值。各组离子浓度均为100 μmol∙L−1。

图7. Cu2+对HEI-OC1细胞的生物毒性。（a）HEI-OC1细胞在不同浓度Cu2+培养基中培养6 h后的活/死染色照片；（c）HEI-OC1细胞在不同Cu2+浓度培

养基中培养6 h后的细胞存活率（b）和细胞活性（c）。比例尺为500 μm。
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活力测定结果与活/死染色结果一致[图7（c）]。这些结果

说明Cu2+对HEI-OC1细胞具有明显的毒害作用，因此避

免高浓度Cu2+的摄入是预防听力损失的必要条件。为了实

现这一目标，我们使用开发的 IIHBs来监测食物和饮用水

中的Cu2+。在本研究中，我们用 IIHBs和标准加样法测定

自来水中的Cu2+。如表1和附录A中的图S6所示，溶液中

的 IIHBs的反射光谱随Cu2+的增加而变化，并表现出了可

接受的回收率，同时说明自来水中Cu2+含量很少。这些结

果表明，所制备的 IIHBs在实际样品中的Cu2+检测中具有

良好的应用前景。

4. 结论

总而言之，我们开发了一种新型的基于壳聚糖的球形

IIHBs，该微球尺寸均匀，具有磁控运动能力，可用于非

标记检测水中的Cu2+，从而预防过量的Cu2+摄取及其导致

的听力损失。壳聚糖组分可以与Cu2+结合形成印迹位点，

而 PEGDA则改善了水凝胶的力学性能。IIHBs可以特异

性结合Cu2+，并表现出反射光谱的红移，其检测范围可覆

盖能对HEI-OC1细胞造成损伤的浓度。我们还通过标准

加样法检测了自来水中 Cu2+的浓度以评价 IIHBs 的适用

性。这些结果表明，我们所提出的 IIHBs在检测水中Cu2+

方面具有可行性，有望用于食品和饮用水中Cu2+的检测，

进而预防听力损失。
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