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Полимерные микросферы находят широкое применение в научных исследованиях, медицине, биомеди-
цинских анализах, фармацевтических препаратах, нанотехнологиях и электронике, благодаря возможно-
сти формирования на их поверхности функционального молекулярного слоя, который может содержать, 
например, антитела, антигены, пептиды или нуклеиновые кислоты, а также гидрофобные красители 
и другие соединения. Простые полистирольные микросферы широко используются в различных диагно-
стических тестах и анализах. В данной работе были синтезированы полистирольные наносферы, запол-
ненные флуоресцентным красителем родамином G. Полученные флуоресцентные микросферы были ха-
рактеризуются средним размером около 50 нм по данным методов лазерной дифракции и атомно-силовой 
микроскопии и узким распределением частиц по размерам. Максимум флуоресценции наносфер при 555 нм 
соответствует флуоресценции родамина G. 

Ключевые слова: полистирол, наносферы, родамин G, атомно-силовая микроскопия, флуоресценция. 

PREPARATION OF POLYSTYRENE MICROSPHERES FILLED 
WITH RHODAMINE G
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Polymeric microspheres are widely used in scientific research, medicine, biomedical analyzes, pharmaceu-
ticals, nanotechnology and electronics due to the possibility of forming on their surface a functional molecular 
layer, which may contain, for example, antibodies, antigens, peptides or nucleic acids, as well as hydrophobic dyes 
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and other compounds. Simple polystyrene microspheres are widely used in various diagnostic tests and analyzes. 
In this work, polystyrene nanospheres filled with a fluorescent dye rhodamine G were synthesized. The obtained 
fluorescent microspheres were characterized by an average size of about 50 nm according to the methods of la-
ser diffraction and atomic force microscopy and a narrow particle size distribution. The maximum fluorescence 
of nanospheres at 555 nm corresponds to the fluorescence of rhodamine G.

Keywords: polystyrene nanospheres, rhodamine g, atomic force microscopy, fluorescence.

группами. Связь между поверхностью и белками 
должна быть достаточно прочной, чтобы предот-
вратить неспецифические реакции. Принцип рабо-
ты иммунохимических тестов основан на компле-
ментарности антигенов (Ag) и антител (Ab). При 
присоединении Ab к поверхности полимерной ча-
стицы, содержащей Ag, происходит изменение оп-
тических свойств раствора, содержащего моди-
фицированные сферы, как показано на рисунке 1, 
в частности к помутнению.

Полистирольные наносферы окрашенные флу-
оресцентным красителем, таким как родамин G, 
представляют интерес для создания иммунологи-
ческого теста, работа которого основана на измене-
нии интенсивности флуоресценции. 

В данной работе были синтезированы поли-
стирольные наносферы размером 50 нм, наполнен-
ные флуоресцентным красителем родамин G.

Рис. 1. Cинтез конъюгата и взаимодействие антитела 
с антигеном (Ag) при иммунохимическом анализе

A – микросфера; b – антитело; C – иммуномикросфера 

Материалы 

В работе использовались стирол и дивинил-
бензол (Sigma-Aldrich, США), предварительно 
очищенные от ингибитора вакуумной дистилля-
цией на вакуумном роторном испарителе; лаурил-
сульфат натрия (ЛСН) и персульфат калия (ПК)  

Введение 

Полимерные микро и наносферы находят ши-
рокое применение в научных исследованиях, ме-
дицине, биомедицинских анализах, фармацевтиче-
ских препаратах, нанотехнологиях и электронике, 
благодаря возможности формирования на их по-
верхности функционального молекулярного слоя. 
Простые полистирольные микросферы широко 
используются в различных диагностических те-
стах и анализах. Монодисперсные полимерные 
микросферы также находят широкое применение 
в качестве стандартов для калибровки и настройки  
приборов.

Микросферы, наполненные флуоресцентными 
молекулами или частицами, имеют широкое поле 
применений, включая визуализацию и диагности-
ку, а также могут использоваться для исследова-
ний механики жидкости, новых лекарств, флуорес-
центной микроскопии, фагоцитоза и др.

Бывают твердые и полые частицы, которые 
сильно различаются по плотности и, как следствие, 
различается их применение. Полые сферы обыч-
но используются в качестве добавок для сниже-
ния плотности материала. Твердые частицы име-
ют множество применений в зависимости от того, 
из какого материала они изготовлены и какой раз-
мер имеют.

Например, в медицине микросферы применя-
ют для локальной доставки лекарственных средств 
к органам и тканям. В этом случае они выступают 
в качестве матричных систем, в которых диспер-
гировано лекарственное вещество. Для этих целей 
используют как биоразлагаемые, так и синтетиче-
ские полимерные сферы [1].

Модифицированные сферы из полистирола 
и полиэтилена широко применяют в диагности-
ке. Они могут быть покрыты распознающими мо-
лекулами, такими как антитела, антигены, пепти-
ды и т.д. 

Частицы полимерного латекса используются 
в тестовых системах в качестве иммуноадсорбен-
тов. Для химического связывания полимерных ча-
стиц с иммунопротеинами они должны быть мо-
дифицированы по поверхности функциональными 



48

Материалы и их свойства

Рос. хим. ж. (Ж. Рос. хим. об-ва им. Д.И. Менделеева), 2020, т. LXIV, № 4

(РусХим, Россия); родамин G (Реахим, Россия); 
вода дистиллированная.

Синтез флуоресцентных 
полистирольных наносфер

Наносферы получали методом эмульсион-
ной полимеризации стирола. Реакцию проводили 
в трехгорлой колбе, снабженной обратным холо-
дильником, термометром и магнитной мешалкой. 
В колбу налили дистиллированную воду, в кото-
рой при перемешивании растворили эмульгатор – 
ЛСН, инициатор – ПК и флуоресцентный краси-
тель – родамин G. Смесь мономеров стирола и ди-
винилбензола приготовили отдельно, после чего 
в один прием при быстром перемешивании доба-
вили к водной фазе. 

Реакционную смесь постепенно нагревали 
до температуры полимеризации 80 ℃, предвари-
тельно продув колбу аргоном. Через 10–15 минут 
после начала полимеризации смесь начинала опа-
лесцировать вследствие образования полимерных 
частиц. Полимеризацию проводили в течении 5 ча-
сов. Рецептура полимеризации представлена в та-
блице 1. 

Таблица 1
Рецептура полимеризации

Наименование Навеска

Стирол 10 г

Дивинилбензол 0,7 г

ЛСН 0,125 г

ПК 0,125 г

Вода 110 мл

Родамин G 50 мг

По окончании синтеза частицы выделили из по-
лимеризационной смеси, упарив воду под вакуумом 
на роторном испарителе. Полимер тщательно про-
мыли этанолом и водой с целью удаления красите-
ля, оставшегося на поверхности частиц. 

Изучение размера частиц

Оценку геометрических размеров осущест-
вляли с помощью метода лазерной дифракции. 
Размеры полученных полистирольных сфер были 
определены с помощью лазерного анализатора 
размера частиц Zetatrack (Zetatrac Inc, США). Из-
мерение проводились со следующими параметра-
ми сканирования: длительность анализа 1 минута, 
растворитель – вода. Установлено, что синтезиро-

ванные частицы отличаются узким распределени-
ем по размерам, а средний размер частиц состав-
ляет 50 нм. 

Таким образом, результаты определения раз-
меров частиц позволяют утверждать, что данная 
методика синтеза полистирольных наносфер по-
зволяют получать частицы заданного размера с уз-
ким распределением частиц. 

Исследование частиц с помощью атомно-
силовой микроскопии Флуоресценция

Полученные частицы были исследованы с по-
мощью атомно-силового микроскопа Agilent AFM 
5420. Для этого на поверхности предварительно 
отмытых стеклянных подложек методом полива 
формировали пленки из раствора полученных ча-
стиц. Поверхность формируемых пленок измеря-
лась бесконтактным методом в осцилляционном 
режиме сканирования зонда.

В измерениях использовался зонд NSG01_DLC 
(НТ-МДТ, Россия) со следующими номинальными 
характеристиками:

– длина кантилевера: 130 мкм;
– ширина кантилевера: 35 мкм;
– толщина кантилевера: 1,7 ÷ 2,3 мкм;
– резонансная частота: 115 ÷ 190 кГц;
– силовая константа: 2,5 ÷ 10 Н/м.

Зонды имеют алмазоподобное покрытие (DLC) 
кончиков. Отражающая сторона покрыта золотом. 
Характерный радиус кончика составляет ≤ 5 нм. 
Данные характерные особенности обеспечивают 
прочность зонда и повышенную разрешающую 
способность сканирования.

Также, в измерительных исследованиях ис-
пользовался сканер с рабочими диапазонами в трех 
координатах 9х9х2 мкм3. Для процедуры сканиро-
вания были установлены следующие параметры:

– резонансная частота колебания кантилевера: 
193,3 КГц;

– смещение от пика резонанса 0,1 кГц;
– пиковая амплитуда свободных (зонд удален 

от объекта) колебаний: 2 В;
– поддерживаемая обратной связью амплиту-

да колебаний зонда при сканировании поверх-
ности – 70% от амплитуды свободных колеба-
ний;

– интегральная чувствительность (I Gain) ~50 %;
– скорость сканирования: 1 линия/с;
– разрешение сканирования по X и Y: 512 точек.

Перед началом измерения сканер был от-
калиброван с помощью тестовых образцов 
TGZ1 и TGZ2 (высоты ступенек 20,3 ± 1,5 нм 
и 102,3 ± 2 нм соответственно, шаг ступенек для обо-
их мер 3,00 ± 0,01 мкм)
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Обработка и анализ изображений производи-
лись с помощью программы инструмента визуали-
зации и анализа данных СЗМ Gwyddion 2.55 с ли-
цензией Open Source.

Исходное изображение подвергалось обработ-
ке, исключающей дефекты сканирования, которые 
обусловлены физическими недостатками пьезо-
приводов сканнера. Характерными дефектами изо-
бражений поверхности, формируемых сканерами 
подобного типа, являются, например, отклонение 
от фактической плоскостности поверхности изме-
ряемого образца или частички грязи вплоть до суб-
микронного размера, которые отрываясь, наруша-
ют стабильность контакта зонд-образец и про-
являются на изображении в виде амплитудных  
всплесков.

Итак, для анализа геометрических параметров 
полученных наносфер исходное изображение под-
верглось следующей обработке:

– выравнивание данных вычитанием средней 
плоскости;

– исправление нуля;

– исключение полиномиального фона (гори-
зонтальная и вертикальная степени полино- 
ма – 11). 
Также были выбраны предельные значения 

для максимального снижения отклонения от пло-
скостности среднего уровня поверхности.

Установлено, что среднее значение высо-
ты для исследуемых образцов составляет 54 нм, 
СКО – 16,7 нм. Результирующее изображение син-
тезированных наносфер и предварительно по-
лученное характерное 2D-изображение участ-
ка поверхности подложки, на которой получали 
пленку, содержащую синтезированные наносфе-
ры, представлены на рисунке 2. Трехмерная ре-
конструкция участка поверхности исследуемой 
пленки в сравнении с поверхностью подложки 
представлены на рисунке 3. Основными геоме-
трическими объектами 2D-изображения являют-
ся окружности разного размера и с некоторой де-
формацией формы. Деформирование формы наи-
более явно, в случае, когда эти объекты контакти-
руют друг с другом. Если посмотреть на профили  

Рис. 2. Изображение участка поверхности пленки, полученной из раствора синтезированных наносфер 
(слева), и поверхность подложки (справа)

Рис. 3. Трехмерная реконструкция участка поверхности исследуемого образца (слева) и поверхности 
подложки (справа)
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поверхности, представленные на рисунке 4, из-
влеченные по линиям 1 и 2 (обозначены на рисун-
ке 2), то видно, что геометрия линий, огибающих 
поверхность анализируемых объектов, имеют ша-
рообразную форму.

Рис. 4. Профили участков исследуемой поверхности

Оценка диаметра D производилась по 10 про-
извольным объектам различной яркости и с фор-
мами близкими к окружности. Таким образом, 
средний размер объектов составил 57,6 ± 10,9 нм. 
При этом среднее значение высоты подложки со-
ставило 7,5 нм, СКО – 3 нм.

Таким образом, полученные данные хорошо 
коррелируют с результатами, полученными с по-
мощью метода лазерной дифракции.

Исследование флуоресценции 
полученных частиц

Флуоресценцию полученных полистироль-
ных наносфер с родамином G исследовали с помо-
щью спектрофлуориметра RF-5301PC (Shimadzu, 
Япония). Для проведения измерения промытые 
сферы были диспергированы в воде в соотноше-
нии 1:1500 соответственно. Были заданы следу-
ющие параметры сканирования: ширина щели – 
5 нм, возбуждение флуоресценции при длине 
волны – 470 нм. На рисунке 5 представлен спектр 

флуоресценции синтезированных наносфер, на-
полненных родамином G. 

Рис. 5. Спектр флуоресценции синтезированных 
полистирольных наносфер с родамином G

Пик флуоресценции для родамина G достига-
ется при длине волны 555 нм, что соответствует 
флуоресценции наносфер с родамином. 

Также стоит отметить, что полистирольные 
частицы плохо смачиваются водой, это делает их 
пригодными для использования при работе с во-
дными растворами без риска вымывания красите-
ля из пор полимера.

Таким образом, в результате работы были син-
тезированы полистирольные наносферы со сред-
ним размером 50 нм и узким распределением ча-
стиц по размерам, что подтверждается методами ла-
зерной дифракции и атомно-силовой микроскопии. 

Наличие флуоресценции синтезированных 
наносфер на длине волны 555 нм, соответствую-
щей флуоресценции родамина G, свидетельствует 
об успешной модификации синтезированных сфер.

Микросферы, наполненные флуоресцентны-
ми молекулами или частицами, могут использо-
ваться для иммунохимического анализа, исследо-
ваний механики жидкости, новых лекарств, флуо-
ресцентной микроскопии, фагоцитоза и др.
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