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图4 106 施陶丁格连接反应机理图

Mao等人基于7 羟基香豆素设计合成出探针分子77,用于检测水溶液和

血清中的HNO[291]。探针分子本身基本没有荧光,与 HNO发生施陶丁格连

接反应,首先生成氮杂叶立德中间体,然后进一步水解生成具有很强荧光的7
羟基香豆素,荧光强度增大57倍,检出限为20nmol/L。该探针分子对 HNO
表现出很好的选择性,并且已成功用于胎牛血清中HNO的检测(图4 107)。

图4 107 探针77的施陶丁格连接反应机理

HidehikoNakagawa等人以罗丹明为母体设计出荧光探针78,用于检测

HNO[292]。该探针分子由酚酰化的甲氨基和酯与三苯基膦部分连接构成,本

身以关环(无荧光)形式存在。在 HNO存在的条件下,二者发生施陶丁格连

接反应,经过上述过程,探针分子螺内酯环被打开,分子以开环形式存在,探针

分子在526nm处出现荧光。该探针分子对 HNO表现出很好的选择性,可用

于检测活细胞中的HNO(图4 108)。

Zhang等人设计出一种双光子荧光探针79,用于检测 HNO[293]。探针分

子本身荧光很弱(Ф=0.001),与 HNO反应后,512nm处荧光明显增强。当
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图4 108 探针78的施陶丁格连接反应机理

Angeli盐(HNO供体)浓度增加到底物的15倍时,反应体系的荧光强度增大

了49倍,该反应检出限为5.9×10-7mol/L,这说明探针分子79对 HNO反

应很灵敏,并且能够在生理条件下进行,而且可以用于活细胞中的荧光成像,

也能够用双光子荧光显微镜对其进行活性组织中的荧光成像(图4 109)。

图4 109 探针79的施陶丁格连接反应机理

  4.16.12 基于Cu2+的还原反应机理检测HNO

Lippard等人将Cu2+桥接在BODIPY染料上设计出探针分子80,用于检

测HNO[231]。由于分子内BODIPY基团与Cu2+之间的PET过程使探针分子

本身的荧光很弱,与 HNO反应后,Cu2+被 HNO还原成Cu+,BODIPY的荧

光得以恢复,反应体系荧光强度增大了4.3倍,从而实现了对 HNO的检测。

该探针已成功应用于Hela细胞系中的荧光成像(图4 110)。

随后,该课题组又设计出苯并试卤灵荧光探针81,用于检测 HNO,由于
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图4 110 探针80和探针82的分子结构式

Cu2+的荧光淬灭作用使得整个分子没有荧光,与HNO反应后,Cu2+被还原成

Cu+,从而 恢 复 了 苯 并 试 卤 灵 基 团 的 荧 光。该 探 针 分 子 可 用 于 Hela和

Raw264.7细胞系中HNO的荧光成像。

图4 111 探针81对HNO的检测机理

然而,上述荧光探针存在灵敏度低、发射波长短等缺点,因此该课题组又

设计出用于检测HNO的具有高灵敏度的近红外荧光探针82,如图4 110所

示。由于Cu2+ 的荧光淬灭作用,探针分子本身在715nm 处荧光很弱,与

HNO反应后,荧光强度增大将近5倍。该探针对 HNO具有很好的选择性,

不受H2S和谷胱甘肽的影响,并且可用于组织中进行成像分析(图4 111)。

Zhou等人基于Cu2+ 的还原反应设计出荧光探针Cu2+ 香豆素整合物

83,用于检测HNO[294],由于分子内香豆素酯与Cu2+ 之间的PET过程,分子

本身没有荧光,与HNO反应后,Cu2+ 被还原成Cu2+,分子内PET过程被阻

断,香豆素的荧光得以恢复,该探针分子已成功用于A375细胞的荧光成像分

析。同样地,该课题组之后又设计出铜(Ⅱ)香豆素酯复合物84用于检测
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HNO。与化合物83相比,探针分子84由于结构上的酯基作用,使其具有更

好的细胞膜渗透性,并且该分子探针还用于活细胞中的荧光共聚焦成像,但化

合物84对Cys有少许响应,因此也存在一些缺点(图4 112)。

图4 112 化合物83和化合物84对HNO的反应机理

  4.16.13 基于其他反应机理检测HNO

P.Toscano等人设计出荧光探针85,用于检测 HNO[295],该探针分子由

于与N原子连接的氧负离子具有荧光淬灭作用,因此分子本身荧光很弱。在

HNO作用下,氧负离子结合一个质子成为羟基,使得探针分子的荧光得以恢

复。但NO本身没有质子,所以不能与化合物85发生反应,因此此方法可以

选择性地检测HNO而不受NO的干扰(图4 113)。

图4 113 探针85对HNO的检测机理
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KatrinaM.Miranda等人直接利用谷胱甘肽(GSH)检测 HNO[296]。

GSH与HNO反应后,一方面生成可特异性标记 HNO的GS(O)NH2,另一

方面可被氧化成GSSG。另外,GSH与HNO之间的反应很容易。重要的是,

GSH和GS(O)NH2 均包含氨基,因此可以设计成包含荧光团的化合物来检

测HNO,从而提高反应的灵敏度。之后该课题组用荧光团萘 2,3 二甲醛

(NDA)高灵敏度地检测GSH与 HNO反应后剩余的GSH,通过对比反应前

后GSH的变化,从而实现了对 HNO的检测,为 HNO检测方法的改进提供

了很大的参考价值(图4 114)。

图4 114 探针86对HNO的检测机理

4.17 —OH检测基团

—OH基团本身有很大的给电子能力,被夺去一个氢成为—O- 后,给电

子能力就更大了。Bañuelos组[297]报道了P2ArOH,P2ArOH 是多功能的系

统,除了其大的“赝”Stokes位移,终端—OH酚基团的出现诱导荧光性能对周

围环境的酸/碱性敏感。在碱介质中,酚—OH 基团被离子化,BODIPY部分

被激发后,光诱导电子转移过程被活化,淬灭BODIPY荧光发射,P2ArOH染

料可作为质子探针,同时伴随可逆的可见荧光的开关。

Saha组[298]合成了图4 115的化合物,Diphen OH在伯瑞坦 罗宾森缓

冲溶液(Britton-Robinsonbuffersolution)中25℃时是高选择性荧光pH 受

体,当pH从4.2到8.3时,荧光有250倍的增加,K+、Na+、Ca2+等生物相关

的离子和Cr3+、Mn2+、Fe3+等离子不影响荧光强度。

Diphen在伯瑞坦 罗宾森缓冲溶液中25℃时在440nm处激发,荧光最大
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图4 115 Diphen和Diphen OH的转换机理

强度在528nm处,在低pH值范围内,随着pH的增加,荧光强度很快增加同

时有红移,最后观察到最大峰在533nm处,pH在4.0~9.0范围内,这个增强

是由于高pH时Diphen(phenoxide)的形成。荧光强度变化的分析作为pH的

函数,得到的pKa 是6.63(±0.04),这个数值表明Diphen OH适合用于许

多生物器官的研究。在pH=6.63时,其选择性很好。

在pH=5.0~8.0范围内,Diphen OH 的吸收峰在350nm 处下降,

430nm处上升,350nm 处最大吸收归属于 Diphen OH 的氢键酚形式,

430nm处吸收为Diphen的酚盐形式,等吸收点在380nm处,这些现象说明

了从Diphen OH到Diphen的转换。

Diphen优势结构的HOMO密度和Diphen OH相似,DFT计算提供了

Diphen相对于Diphen OH的LUMO能级稳定性。Diphen OH去质子化

的Diphen的稳定电子密度和结构刚性能够产生红移。

BODIPY荧光pH探针的下列四个化合物从酚盐合成而来,这些化合物

的酚盐都呈弱荧光,是因为从酚盐电子给体到激发态的稠环烃部分发生了电

子转移,不同衍生物的pKa 值通过改变芳香取代基进行调节[299](图4 116)。

为了克服上述缺陷,2010年报道了突破性设计的染料BODIPY OH,它

有简单直接的酚/酚盐相互转换,波长可调,来源于生物发光的Stokes位移相

对较大。研究表明普通的生物荧光中心,存在氧化荧光素的酚/酚盐平衡,在

变化的荧光颜色上有重要作用。通过溶剂极性和在酚盐及抗衡阳离子之间相

互作用的性质的变化,发射颜色能在宽波长范围内(541~640nm)被调节,同

时,BODIPY在3,5,8位上有酚盐取代基。受这些现象启发,研究者设计合成

了简单直接的酚/酚盐相互转换的BODIPY OH。所有研究表明,去质子化
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图4 116 四个BODIPY分子结构式及其对应的pKa 值

决定荧光的原因是从酚盐到激发态BODIPY部分的电荷转移,可通过简单控

制酚/酚盐发色团的相互转换而实现。而且,BODIPY OH和BODIPY O-

(去质子状态)在溶剂中有高量子产率的发射。此外,在有机碱的存在下,荧光

光谱在溶剂中表现了相对大的Stokes位移,这个位移从激发态质子转移获

得,即从(BODIPY OH)*转换成(BODIPY O-)*,随后以离子形式发射。

在所设计的荧光探针分子中,以BODIPY 作为信号荧光团,Si—O 键

(TBDPS)作为识别位点,巧妙地合成了基于光致电子转移原理(PET)的探针

分子BODIPY OH,由BODIPY OH 与TBDPS反应形成BODIPY OSi
作为检测氟离子的探针,BODIPY OSi紫外吸收在545nm 处,荧光在

573nm处,当加入氟离子后发生去保护反应,TBDPS脱落,紫外移到644nm
处,荧光移到676nm处(图4 117)。

图4 117 F- 对BODIPY OSi的作用机理

荧光比率传感器50是符合ICT机理的两亲性探针,能够在缓冲水溶液中

和生物体内比例型检测氟离子(图3 52)。

661



第4章 荧光分子传感器检测基团

DCPOSi是在二吡喃腈化合物基础上合成的,有荧光增强比例响应、近红

外荧光、对氟离子高选择性等优点。引入苯环的DCPOSi系列染料在氟离子

作用下的发射波长红移了约140nm,DCPO 达到了700nm,落入近红外光区

域。符合分子内电荷转移(ICT)机理(图4 118)[300]。

图4 118 DCPOSi的分子结构式和它被F- 激发释放DCPO- 的反应机理

图4 119中是三个BODIPY衍生物氟离子探针64、65[151]和66[301]。

图4 119 化合物64~66的分子结构式及其传感机理

在氟离子与硅氧键的反应基础上,研究人员进一步研究了F- 触发Si与

其他元素形成的价键的断裂反应,其中之一就是Si—C键的断裂。人们发现:

Si—C键比Si—O键更容易断裂。图4 120展示的就是这一类氟离子传感器

的结构,包括:BODIPY衍生物67[302]和68[303],芘衍生物69[304]和萘酰亚胺衍
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生物70[305]。基于Si—C键断裂的探针常常导致荧光发射峰发生蓝移,从而构

建出比率型荧光探针。例如,将F-加入化合物67的丙酮溶液中,可以看到在

571nm处的荧光强度下降,而在554nm处的荧光强度增强,其发射峰蓝移了

17nm。

图4 120 化合物67~70的分子结构式及传感机理

除了上面介绍的两类氟离子化学传感器的反应机理之外,还有氟离子的

亲核加成反应机理、氟离子诱导的分子内成环反应机理、氟离子激发Si—O键

断裂后再成环的机理以及基于有机硼化物的氟离子荧光传感器。
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5.1 荧光分子传感器

荧光分子探针是众多分子器件中的一种。分子识别是荧光分子探针技术

应用之一,荧光分子探针的识别部位结合目标分子后,将分子结构中的自身信

息转换为可观测的荧光信号,随后通过解读荧光信号给出所检测目标分子的

信息。荧光分子探针技术具有高灵敏度和低检测限的优点,能达到单分子水

平上的检测和原位检测,能准确给出目标分子信息,可用于医学上碱基和蛋白

质的检测,所以在生物学、医学、环境学等许多领域有广泛应用。目前对荧光

分子探针技术的探索在不断进行中[9]。

识别过程通常可理解为探针分子与目标分子发生了某种联系,探针分子

结构发生不可逆的化学变化导致分子间共价键断裂或者探针分子与目标分子

以共价键相互结合,导致发射荧光,以达到检测分析的目的。

  5.1.1 探针的分子结构对传感的影响

紫外吸收光谱、荧光发射波长位置和荧光量子效率等受荧光探针分子的

分子结构所影响,例如探针分子的芳基部分被限制旋转将导致吸收和荧光在

长波长处更强烈,量子产率更高[48]。

Kolemen组合成图3 7中系列BODIPY染料10和染料11,在 meso位

上连接了电子接受/束缚基。化合物12的电荷转移的效率明显要低,是由于

束缚基团在不同的位置上,强迫电子流动到一个交替的位置,该实验证明激发

时电荷重定位在meso位碳原子上是有意义的。
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Qin组[306]设计了苯胺在BODIPY核3 位取代,这个不对称取代基破坏

了BODIPY荧光团的对称性,对BODIPY染料的荧光有很大的影响,将苯乙

烯基引入到BODIPY中扩展了π 离域系统,能够有极高的荧光量子和荧光光

谱延伸到近红外光谱范围。Kaloudi Chantzea组[307]的BODIPY染料的两个

sp3 杂化的氟原子被线性给体4 乙炔基吡啶取代,形成刚性的高对称(109.5°)

化合物,荧光团是垂直对齐着乙炔基吡啶给体形成的平面,这个结构和90°的

有机金属铂单元反应,在溶液中形成强荧光菱形空穴,结构中109°的角能成为

富有变化的稳定的3D纳米笼结构,这个纳米笼在壳外(例如立方八面体、金刚

烷、三角双锥体等)有强烈的荧光。

因为容易分解和转化,不对称硼化合物很少,合成的产率很低。Haefele
组报道了图3 8中荧光探针的氟原子被各种功能取代基取代,连接上选择性

识别基团后,该探针在手性环境中能够用作荧光手性识别。

  5.1.2 探针的氧化还原性对传感的应用

图5 1
BD3 的分子结构

荧光分子探针的氧化还原电势对探针分子的应用很重

要,Benniston组[308]报道了图5 1的BD3 分子中F—F的

相互作用阻止了相邻BODIPY单元π 轨道的面 面重叠。

两个BODIPY单元之间电子的相互作用扰乱了循环伏安

曲线,使因电荷离域而增加能级的二聚体的电子氧化半波

势连续下降。二聚体的还原态也有相似的效果。

Sartin组[309]报道了化合物B8amide,认为741nm 处

的第二强峰是电极上薄膜里的三线态发射,随着连续电势循环,第二荧光峰的

增长组成长波长的光致化学荧光。Lai组[310]的BODIPY化合物的2、6、8位

缺少推电子取代基而引起阳离子和阴离子自由基的稳定性下降,导致了不可

逆的电化学氧化和还原,使ECL(电致化学发光)效率下降。

图5 2中的BODIPY对称染料17和不对称染料18由Qin组[311]提出,

两种染料的氧化还原电势不同,染料17比染料18有更低的氧化势,这可能是

染料17的两个推电子苯胺基增加了共轭链上的电子云密度,因此促进了氧

化,而不对称染料18上的氯原子是拉电子基团。

Krumova组[312]的BODIPY染料有大范围的电势和多样化的电化学性

能。新染料能亲电和亲核偶联,C2和C6位的拉电子基团和推电子基团取代
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图5 2 BODIPY染料17和染料18的结构式

能调节氧化和还原电势,meso 乙酰羟甲基和 meso 羟甲基BODIPY染料分

别表明了可逆和不可逆的电化学还原。

  5.1.3 探针的聚合状态对传感的应用

图5 3 BODIPY染料19~
22的分子结构式

Vu组[313]报道了图5 3的BODIPY染料,

荧光团被制作在薄膜中,化合物19有 H 聚集态

的行为和差的荧光性能,化合物20~22在吸收和

发射上有红移,它们的荧光带比在溶液中的狭窄,

这是由荧光团聚集态从高能到低能的能量转移引

起的。随着链的长度增加,荧光量子产率增加,表

明固态荧光的BODIPY上取代基的数量和尺寸

的重要性。报道的BODIPY染料可以用于固态

光物理器件,如OLED的发展。

Camerel组[314]实验表明胶束的构成源于氢

键的结合和荧光团的相互作用,但是荧光团的聚

集是控制胶束结构的主要驱动力,通过聚集的程度可以控制荧光性能。Frein

组[315]的BODIPY染料通过酰胺键被接枝到聚芳基酯基树枝状氰基二苯基中

间体单元,聚合物在固体和溶液中都很稳定,加热到200℃时荧光没有下降。

第一代聚合物表现出液晶相,第二和第三代聚合物表现出近晶A相,染料在中

间态仍然是有荧光的。F BODIPY的聚集态在第一代聚合物中明显,第二

代、第三代聚合物有利于染料分散,阻止了聚集态的构成。J 聚集态有利于

700nm以上发射光的红移,F BODIPY的聚集趋势能通过聚合物代数的选
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择来调节(图5 4)。

图5 4 F BODIPY的分子式及凝胶测试中的聚集趋势

Camerel组[316]描述了图5 4中高荧光强度的介晶染料和凝胶,在固态时

展现了可逆的相转移,在28℃的跃迁过程中从中间相到晶体态,荧光从黄绿色

变为橘红色,聚集态的构成导致了荧光的红移,在F BODIPY骨架上通过荧

光发射观察到热致液晶的纹理。

  5.1.4 荧光分子探针的光致变色对分子传感的研究

Tomasulo组[317]的BODIPY荧光团能共轭连接螺吡喃光致变色构筑光

开关荧光器件,光致变色结构以单指数热力学恢复到原来结构,寿命为2.7×

102s,初始发射强度完全恢复。紫外线照射能够使发射强度在高低值之间重

复改变。荧光团 光致变色染料有轻微的疲劳抵抗,5次开关循环以后,发射强

度下降了24%。

Golovkova组[318]设计荧光激活的思路是建立在BODIPY染料的发射和

二噻吩乙烯光致变色部分关环异构体吸收的重叠上,重叠后发生能量转移,导

致强烈的荧光淬灭。

图5 5中的3个化合物在己烷中在503nm处为BODIPY染料特征吸收

峰,BODIPY共价连接光致变色染料二噻吩乙烯后,化合物的吸收峰没有位

移,这表明I BODIPY染料连接二噻吩乙烯部分后对光学性能的影响是微不

足道的。I BODIPY染料和光致变色二噻吩乙烯共轭连接,构成新的光开
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关,开环结构时有高的发射,关环结构时荧光淬灭。从染料到二噻吩乙烯的关

环形式的分子内能量转移,被认为是光致变色反应以后的荧光淬灭的机理。

荧光的激活是可逆的,能被重复多次,没有明显的荧光强度下降。

图5 5 BODIPY染料的分子结构

  5.1.5 探针的光电转换对传感的研究

研究表明,荧光分子探针的吸收在可见光谱范围内覆盖了宽的区域,在给

体发射和受体吸收之间有好的光谱重叠,从给体单元(在紫外光处激发)到受

体单元(在可见光处发射)的分子内能量转移过程,能在光伏太阳能电池用作

天线系统。

Mikroyannidis组[319]研究了图5 6中的对称二氮吡咯A和相应的BF2
氮吡咯络合物B,化合物B能用于固体异质结太阳能电池,但化合物B只在非

质子溶剂中稳定。化合物B的薄膜吸收光谱是宽的,并且表现出比化合物A

图5 6 化合物A和化合物B的结构式
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(1.54eV)更低的带宽(1.49eV)。化合物 A和化合物B的 HOMO能级和

LUMO能级适合于固体异质结光敏层。

5.2 荧光分子探针应用研究

  5.2.1 阴离子传感器

阴离子在各领域中有重要作用,阴离子配位化学已逐渐成为新的研究方

向。阴离子底物与阳离子底物相比有不同的结构形态:线型(OCN-、N-3
等),球型(卤化物),平面型(R—CO-

2 、NO-
3 等),四面体型(PO2-4 、ClO-

4 、

SO2-4 等),八面体型[M(CN)n-6 ]。另外,阴离子的几何尺寸要比阳离子的大。

例如图3 25中,CN- 引起氰根离子探针双重颜色和荧光变化。在

490nm的等吸收点说明化合物 Cou对 CN- 的反应产生了新的物种。在

484nm处荧光增加,而其他钾盐离子没有这个变化。产物Cou CN不可逆

转,加入Cu2+没有影响。

Fu组[302]报道了如图5 7所示的氟离子BODIPY比色计探针,它能在

5min内达到平衡,能在接近和低于 USEPA 的饮用水标准下检测氟离子

浓度。

图5 7 BODIPY染料25~27的结构式

BODIPY染料25、染料26、染料27的吸收波长分别是500nm、530nm、

555nm,在染料26中碘原子的拉电子性能和染料27中延伸的π 共轭减少了

HOMO LUMO能带,荧光分别在510nm、546nm、571nm,染料26的低量

子产率反映了碘原子增加旋轨耦合的重原子效应,染料27加入氟离子后有明

显变化,吸收在555nm处下降,在538nm处上升,荧光在571nm处下降,在

554nm处上升,荧光颜色由橘色变成绿色。

图5 8中的化合物28由 Huh组[320]报道,化合物28在THF中有两个
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主要的吸收峰,在330nm 和501nm,分别是硼烷中的π pπ(B)跃迁和

BODIPY部分的π π*跃迁。

图5 8 BODIPY衍生物28和[28 CN]- 的结构式及反应原理

化合物28中两个独立的吸收特征,表明化合物28是包含分子内能量转

移(给体)(受体)的分子,硼烷作为给体和BODIPY作为受体偶联产生新的硼

基氰根离子受体[28 CN]-。

1.阴离子不同设计原则

阴离子在化学和生物学领域内扮演了一个重要角色,人们设计了很多阴

离子非生物受体。

阴离子传感器设计的原则是至少两个基团的偶联,每一个基团都有精确

的功能:络合基和信号子单元。前者对某种阴离子有配位的功能,而后者在

阴离子配位后改变光谱特性(颜色和荧光)。络合基和信号单元能被共价联结

(络合基 信号子单元法)或者不能(取代法)。这个设计原则建立在阴离子配

位的基础上,因此阴离子的相互作用及颜色和荧光的变化原则上是可逆的。

事实上,配位是典型的可逆化学反应,配位方式根据阴离子浓度决定和改变。

除这个体系之外,使用荧光和颜色的阴离子信号也能通过不可逆反应观察到。

(1)络合基 信号子单元法

许多化学传感器是按照信号单元和络合基的共价联结的方法设计的,如

图5 9[321]所示。

图5 9 阴离子探针作用机理
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这个方法在阴离子化学传感器的发展过程中被广泛使用,在将来的研究

中是一个基本方法。信号分子单元的性能被改变的方法下的络合阴离子的配

位基在颜色或者荧光上发生了各种变化。

(2)阴离子络合基

当为某种阴离子选择接受器的时候,配位阴离子的形状、几何结构、随pH
值变化的电荷、疏水性需被考虑。一般来说,无机受体和生物受体对阴离子的

作用是相同的。基本上分为静电相互作用、氢键构成、金属离子相互作用。

(3)染料作为信号子单元

通过吸收在可见范围内(400~700nm)的电磁辐射,有机化合物变得有颜

色,化学结构和有机染料颜色之间的关系被广泛研究。许多染料包含共轭结

构,HOMO和LUMO之间的能量带对某种特定染料的颜色是有决定作用的。

许多共轭系统在可见光范围内,能量上 HOMO和LUMO之间有差别,已经

明确的是,共轭系统越大,基态和激发态之间的差别越小,结果是更少能量的

吸收带会有更多的红移。除了和共轭体系长度相关的基本共轭骨架,还有通

过对共轭体系连接给电子基团或受电子基团从而修饰吸收波长的化学方法。

在一个特定分子中当吸电子基团和给电子基团通过一个共轭系统连接时,能

观察到一个CT带。这符合一个CT转换,在光激发下,有一个重要的电子电

荷分数从给体到受体的转移。阴离子对给体和受体基团的相互作用能够导致

颜色上的变化。比如,一个阴离子和一个给体基团的相互作用会使给体基团

更多地将电子给共轭体系,提高共轭,诱导红移。大多数阴离子颜色化学传感

器基于络合基 信号子单元方法,含有阴离子络合基受体基团,例如硝基苯、蒽

醌、偶氮染料等,可以观察到在阴离子配位上往长波方向的移动。

在许多染料上一个重要的效果是溶剂化显色。一个有溶剂化显色的染料

在溶液中颜色改变是由于改变溶剂的极性。例如,这个溶剂化显色被扩展,用

作基态和激发态极性的指示剂。对于传感的目的,这个效果也有一些重要性,

它可用来选择某种设计探针的初始和最终颜色。

(4)络合基 信号子单元方法的后续

在荧光化学传感器方面,阴离子显色化学传感器最广泛应用的方法是络

合基 信号子单元法。在这方面,配位基的至少一个原子是共轭系统的一部

分,作为信号单元。在许多荧光化学传感器中,在络合基和信号单元之间有一

个间隔区spacer(在子单元之间阻碍任何电子离域),通常情况下,在发色化学
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传感器中,信号和络合基是一个整体(缺少间隔区spacer)。阴离子配位上,颜

色变化的产生是由于HOMO和LUMO轨道之间相关能量的变化。

2.氟离子探针

氟离子在有机溶剂中是强碱,被认为是容易传感的目标[37,322]。在非竞争

性的介质中,通过改变酸碱平衡和强的氢键作用,能产生许多不同的荧光信

号。然而,在水溶液中氟离子传感或产生信号是非常困难的,没有分子系统在

水溶液中能可逆地感知氟阴离子。每个系统都有复杂性,例如需要大的荧光

浓度、信号强度,或者受化合物平衡影响的三元系统。

迄今为止,对氟离子的特定识别及解读识别结果是研究的关键。目前已

有文献报道,荧光分子探针检测饮用水及环境中氟离子。文献中提到的检测

原理主要是基于氟离子与基团的氢原子之间的氢键作用或者与硼、硅原子之

间专一性的亲合作用。这种专一性识别能使探针分子光谱发生明显变化,从

而可以判断出检测结果。图4 4介绍了化合物46和化合物47作为氟离子响

应分子,建立在乙醇和酚基础上的脱硅保护基团的方法[151]。

Jiao组[323]发 展 了 3 位 卤 代 苯 融 合 的 BODIPY4 平 台,这 个 平 台 在

Sonogashira偶联和亲核取代的反应中的应用,产生了一系列的不对称的苯融

合的BODIPY染料,允许BODIPY单元有效地连接到各种取代基上,大多数

结果表明BODIPY染料有长波长吸收和荧光发射。

Chen组报道了图4 63的化合物3a,在550nm处有明显的荧光增强,符

合PCT过程,加入其他阴离子没有变化,所以化合物3a可以作为氟离子

探针。

文献报道,含吡咯基团的氟离子分子探针的机制是吡咯基团中的活泼氢

与氟离子形成氢键。但是,氢键的强弱及选择性受溶剂极性的影响。Kim等

人[228]将香豆素类衍生物制成半导体聚合物来检测氟离子。但是用于在细胞

内检测氟离子还是有相当的难度,因为聚合物探针对细胞膜渗透性比较差。

有关细胞内氟离子检测荧光成像的小分子荧光探针还没有报道。

GuoqingYang等[152]学者的文献报道了一种基于ICT效应的比率型荧光

探针,利用化学反应检测氟离子,加入氟离子使硅氧键断键,生成供电子的酚

羟基,溶液在紫外灯下由蓝色变为黄色,实现发射光谱的红移142nm,纯水

中的检测极限在0.1μmol/L左右,完全适用于饮用水中氟离子的检测(图

5 10)。
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图5 10 化学反应型荧光探针对于F- 的检测机理

三种新的二酮吡咯并吡咯(DPP)化合物被证明是比色和比率型红色荧光

传感器,用于识别氟化物阴离子,具有高灵敏度和选择性。识别机制为DPP
部分的内酰胺N位置上的氢原子与氟阴离子之间的分子间质子转移[324](图

5 11)。

图5 11 化学反应型荧光探针1~3的分子结构式及

化合物3对于F- 的检测机理

研究者已经开发了荧光探针2和探针3用于F-(CH3CN)的选择性和比

率估计。在咪唑鎓氮3中存在亲脂性十二烷基附加物,该物质已成功地选择

性测定质子(CHCl3 MeOH,体积比1∶1)溶剂中的 AcO- 离子[325](图

5 12)。
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图5 12 化学反应型荧光探针2和探针3的合成机理

阴离子的传感问题非常复杂,因为阴离子的尺寸、形状、电荷分布等是不

同的,且在极性或氢键给体溶剂中有强的溶解性。新的BODIPY荧光染料能

用于检测阴离子,图5 13中所设计的荧光探针分子以BODIPY OH 与

TBDPS反应形成BODIPY OSi作为检测氟离子的作用机理,BODIPY OH
基于光致电子转移原理,识别位点为Si—O键(TBDPS),BODIPY作为信号

荧光团,BODIPY OSi紫外吸收在545nm处,荧光在573nm处,当加入氟离

子后发生去保护反应,TBDPS脱落形成BODIPY O-,紫外吸收在644nm
处,荧光在676nm处。

图5 13 F- 对BODIPY OSi的作用机理

研究者设计合成一种新结构的化合物DCM基染料,尝试从不同的角度和

作用机理来探讨检测氟离子的方法。大量的有吸收或荧光变化的氟离子荧光

化学探针被构造[326],在可见范围内有吸收和发射波长。在650~900nm波长

范围的近红外探针得到了相当的注意是因为光损伤少,荧光背景小,光散
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射少。

3.其他类型阴离子荧光分子传感器

(1)CN-探针

氰化物作为一种危险的化学物质,能够对哺乳动物等产生致命的毒性。

通过形成分子内氢键,醛基上的羰基氧可以被邻位的酚羟基所活化。羰

基被活化后能够与氰离子发生亲核加成反应,氰离子攻击醛基上活化了的碳

氧双键,导致酚羟基上产生一个烷氧基负离子,产生的烷氧基负离子与酚羟基

依靠分子内氢键形式相互结合,进行质子转移后形成氰醇化合物,这一过程符

合“激发态质子转移(ESIPT)”机制,能观察到荧光光谱的明显变化。有大量

文献曾经报道过基于这一原理来设计氰离子探针。

(2)S2-探针

二价硫离子常常作为工业生产中的副产物出现,如果与环境中的质子结

合,将大大增加它的毒性和腐蚀性。在所有文献报道方法中,化学反应型荧光

探针对于S2-的检测越来越受到广泛关注。XiaoFengYang课题组设计并合

成了一种利用S2-亲核性进行化学反应的荧光探针(图4 6)。

(3)生物硫醇探针

细胞内硫醇在生理过程中扮演着许多重要的作用,生物样品中对含巯基

的分子的选择性检测和监测是很重要的。图3 75中的半胱氨酸是生物体中

非常重要的三种生物巯基小分子中的一种,是一种天然产生的氨基酸。迄今

为止,已获得了多种选择性硫醇荧光化学传感器。如图3 76所示,化学传感

器58对生物硫醇具有高选择性和灵敏度,可利用硫醇的亲核进攻诱导荧光素

螺内酰胺开环。

(4)亚硫酸盐探针

亚硫酸盐是一些食物和人体的共同的物质。亚硫酸盐也用作抗微生物添

加剂,广泛应用于食品、药品、涂料、生物样品和化妆品中,以抑制微生物的生

长或不良的化学变化。研究人员试图设计和使用这类具有高灵敏度、快速响

应和多波长输出信号的荧光传感器来检测食品添加剂。

研究者以三苯胺为核心,设计合成了一个新的具有聚集诱导发光效应的

比例型同步荧光探针DPTPA2。图5 14是对四种不同种类物质进行的选择

性研究,采用同步荧光光谱进行测试,结果表明DPTPA2对亚硫酸盐具有高

度的选择性。
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图5 14 DPTPA2及其亚硫酸盐的结构

(5)苯硫酚荧光探针

苯硫酚是一种毒性高的环境污染物,在毒理实验中发现,低剂量的液态或

者气态的苯硫酚都会对中枢神经系统及其他相关系统造成严重危害,如呼吸

困难、四肢无力、手脚麻痹、眩晕,更严重的甚至会死亡。另一方面,苯硫酚在

当今工业生产中占据着相当重要的角色,苯硫酚在一定程度上被视为一种既

稀罕又昂贵的化工原料。但苯硫酚的毒性是不可忽略的,检测环境中苯硫酚

的简单实用手段至关重要,进一步可对环境和生物细胞内苯硫酚进行定性和

定量的识别检测。

基于分子内电荷转移机制(ICT)的苯硫酚荧光探针12,在加入苯硫酚后

溶液的荧光强度有大于50倍的增强,可以用于区分苯硫酚和脂肪族硫醇,具

有高度选择性和高灵敏度[154]。

  5.2.2 阳离子传感器

通常,金属离子荧光传感器的制造可以通过将荧光团部分与离子载体部

分组合来实现,其中离子载体部分可以选择性地结合金属离子以形成金属离

子 荧光团复合物,并随后诱导荧光强度的波动。到目前为止,各种材料,如有

机荧光染料[327]、金纳米簇[328]、金属有机骨架(MOFs)[329]、还原氧化石墨烯
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(rGO)[330]等已被用作金属离子监测的荧光传感器。

1.分子内环化硫脲衍生物的鸟苷酸化

胍是有机合成中有用的碱催化剂[331]。作为与许多生物相关的化合物模

块,胍的合成受到了重视。由此氨的鸟苷酸化的许多方法被研究,包括通过运

用 Mukaiyama试剂的反应调节氨和硫脲衍生物,以及使用钛催化碳化二亚胺

的氢胺化反应。另外,Hg(Ⅱ)能催化硫脲分子间转化为胍,可以有效激发分

子内和分子间鸟苷酸化。但是这个潜在的荧光底物反应很少被注意到,因为

最多的硫脲衍生物有与胍类化合物同样的颜色或荧光。第一个报道基于 Hg
(Ⅱ)激发分子间环化鸟苷酸化的荧光化学比例计被报道(图3 21)。

2.各种阳离子探针

金属离子的响应性、激发范围、发射波长和量子产率[170,332]等参数对 Hg
(Ⅱ)化学比例计比较重要,弱的水溶性和灵敏性限制了在生物上的应用。解

决这类问题的相关工作一直在进行,NileBlue(Ⅱ)的新衍生物利用化学比例

性能在100%水溶液中检测 Hg(Ⅱ)[179]。选择性方面,室温下pH值在2~9
范围内,探针11对与硫元素有响应的Cu(Ⅱ)和Ag(Ⅰ)的荧光没有变化,而

对Hg(Ⅱ)有高效的比色和荧光比率检测效果,因此选择性非常好。

生物体的各种特征和表现来源于由无机离子、核苷酸及氨基酸等组成的

小分子和生物功能大分子。生物体内的某些蛋白质和酶就是含金属离子的生

物功能大分子,铜蓝蛋白含Cu,钙调蛋白含Ca,羧肽酶含Zn等,金属离子的作

用非常重要,大多数酶的活性通过金属离子来表现,生物分子的结构和功能可

通过金属离子来研究。

快速有效地检测金属离子的含量是必要的,荧光分子探针检测金属离子

的研究应运而生,Qi组[333]描述了BODIPY衍生物29和30分别对Cu2+ 和

Pb2+作为“关”“开”荧光化学传感器和化学计量型荧光探针(图5 15)。

图5 15中,化 合 物29中 加 入 Pb2+ 后,PET 过 程 被 禁 阻 出 现 大 的

CHEF,对Zn2+和Cu2+只有小的CHEF。化合物30通过选择性的乙酰基水

解有效识别Cu2+,加入5倍的Cu2+后,化合物30有最大荧光发射强度,随着

Cu2+浓度的增加,荧光强度逐渐下降,并红移约9nm。

Filatov组报道了系列芳香π 扩展二吡咯分子BDPs和 NDPs(图4

64),加入金属盐后,它们的荧光立刻提高,可通过改变金属配位的方式激活

荧光。
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图5 15 BODIPY衍生物29和30的分子结构式

图4 47中,BODIPY染料探针的二硫氮杂冠配体对 Hg2+的有很好的选

择性,而不同受体二甲基吡啶酰胺配体对Zn2+有高识别能力。

研究发现,因为顺磁性的Cu2+灵敏度不高,所以早期文献中有关Cu2+探

针大多数是荧光淬灭的。也有报道荧光增强型的,但是由于容易受Fe3+ 和

Hg2+的干扰,选择性不好。与传统的络合型Cu2+探针相比,反应型的Cu2+探

针开始走进研究者的视野,但是大多数Cu2+探针激发的反应都有限制:只在

纯溶剂中或含水的比例不能超过20%;需要高温或酸或碱条件;容易受干扰,

识别能力差。

Wang组报道了图4 60中的化合物31,化合物31的 NO双齿配体受

Cu2+作用发生胺的脱氢反应,形成席夫碱 Cu2+络合物的,导致荧光增强。加

入EDTA没有变化,说明化合物31和Cu2+反应不可逆转。

Harriman组设计了图4 65中的BODIPY衍生物,分子中的配位基是三

联吡啶(terpy),和Zn2+配位时,在330nm处有新吸收带,X 衍射数据表明新

的吸收带归属于Zn2+ 三联吡啶结构。

3.Hg2+探针

随着工业生产和城市现代化的不断进步,环境污染已经成为一个全球性的

问题。其中,金属污染占了很大的比例。常见的污染金属离子有Cr6+、Pb2+、

Cd2+、Hg2+等,由于其半衰期长,进入人体并累积到一定浓度后,便会对人的身

体健康产生严重的影响。因此,Hg2+的检测在环境保护及人体健康等方面有着

重要的意义。最近的几年里,有关Hg2+化学传感器的研究有了更多的报道[334]。

(1)冠醚类Hg2+传感器

Hg2+化学传感器的设计首先考虑使用适合结合阳离子的冠醚类化合物。
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有报道以硫原子代替冠醚中氧原子,发现其对Hg2+等亲硫的重金属离子有着

较好的选择性[203]。以此为基础,设计了一系列Hg2+的化学传感器。

最初的冠醚类Hg2+传感器由冠醚和哒嗪荧光团相结合[335],加入Hg2+后

传感器的荧光强度有所增加,发射波长位置没有变化,有好的选择性和高的灵

敏度,最低检出限为5×10-7mol/L。随后的报道又将类似的冠醚结构与另一

种荧光基团(硼化二吡咯甲基)相连得到化合物作为 Hg2+的化学传感器,硼化

二吡咯甲基基团有好的光稳定性、高的荧光量子产率(Φ>0.5),以及能在较长

波长下(约500nm)激发等优点[199]。

除了含S原子的冠醚外,在Hg2+化学传感器的设计中,含N原子的冠醚

也经常用到。Porter等人[205]设计并合成了化合物6和化合物7作为 Hg2+的

选择性探针,探针在和Hg2+配位后,吸收光谱发生红移。

纯冠醚结构对Hg2+配合能力差,但是开链多醚对 Hg2+的结合较好。研

究表明,开链醚的链长对Hg2+的结合能力有很大影响[208]。

(2)多胺类Hg2+传感器

研究发现,过渡金属和重金属与多胺配体有着很好的结合性,因而多胺配

体在离子传感器的设计中有着重要价值。然而,由于多胺配体有着较强的结

合能力,其选择性往往较低,这是多胺配体在化学传感器设计中的一个难点。

以大环多胺为识别基团的荧光化学传感器也是一个研究热点[214]。Hg2+

络合到大环多胺后,增加了环内张力,破坏了激基缔合物的结构,荧光强度随

着Hg2+浓度的增加而下降,直至完全被淬灭。钱旭红等人[215]合成了PET型

传感器。朱为宏等人[216]以DCM染料作为荧光团,二胺甲基吡啶作为识别基团,

合成的化合物是一个对 Hg2+和Cu2+具有选择性的荧光化学传感器,这种次序

依赖性的荧光响应使得化合物可以作为具有记忆功能的分子逻辑门器件。

(3)杯芳烃类Hg2+传感器

杯芳烃类在化学传感器的设计中有着非常重要的位置,灵敏度、选择性及

配位的效率都是杯芳烃类化合物的独特的优点。而杯芳烃的大小、电子给体

的类型及取代基的位置对于离子的选择性有很大的影响,使得杯芳烃在设计

时有着较大的灵活性,特别是对以杯[4]芳烃作为金属离子选择性载体的研究

文献报道最多。

(4)其他类型Hg2+传感器

很多人试图利用强荧光的过渡金属络合物来设计 Hg2+ 的化学传感器。
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Soto等人[336]报道了Ru2+的三吡啶络合物19,可用作 Hg2+的荧光化学传感

器。使用含有N和O的大环作为识别基团,确保了传感器对 Hg2+的选择性。

在pH=5~9之间,Hg2+ 的加入使得该传感器的荧光增加60%,其他离子则

没有较大影响。值得指出的是,该传感器荧光的增加可能是由于传感器的识

别基团同Hg2+配合以后,N原子的孤对电子不再能够参与光致电子转移过

程,从而使荧光增强(图5 16)。

图5 16 化合物19和化合物20的分子结构式

(5)反应型Hg2+化学传感器

Hg2+可以与许多含硫化合物发生作用,是一种嗜硫的重金属离子。例如

汞促进氨基硫脲转化为1,3,4 噁二唑的反应,诱导硫脲衍生物脱硫化氢成胍

反应[165],以及与硫羰基化合物发生脱硫反应生成相应的羰基化合物[166]。基

于这些化学反应,反应型Hg2+化学传感器通过巧妙设计的分子结构,把反应

活性基团与荧光团或发色团结合起来,利用反应前后传感器光物理性质的不

同,来对Hg2+进行检测,反应后 Hg2+一般以硫化汞的形式存在。另外,水溶

液中Hg2+可以与炔烃或烯烃发生羟汞化反应,也可以作为反应型化学传感器

分子设计的基础。

由于某些反应很灵敏,使得相应的荧光传感器也具备很高的灵敏度,同时

反应型传感器也可以实现在细胞内的汞离子成像。以下是一些反应型的

Hg2+传感器。

化合物31[337]是基于开环反应的Hg2+荧光传感器。在DMF∶H2O的体

积比为1∶1的溶液中,与 Hg2+作用后,化合物31与 Hg2+以2∶1的比例络

合,溶液变为粉红色。化合物31的响应时间小于1min,适应的pH 范围为
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3~9,并且能够在RSC96细胞中对Hg2+成像(图5 17)。

图5 17 开环反应型Hg2+ 荧光传感器31的分子结构式及反应机理

化合物32[338]是基于脱硫成环反应 Hg2+ 的荧光传感器。在 DMF∶

HEPES体积比为4∶6的溶液中,化合物32没有罗丹明B的特征吸收和荧光

发射,加入Hg2+之后,发生了脱硫成环的反应,导致罗丹明螺环打开,产生了

罗丹明B的特征吸收和发射,从而完成了对 Hg2+的比色检测和荧光检测(图

5 18)。

图5 18 脱硫成环反应型Hg2+ 荧光传感器32的分子结构式及反应机理

魏国华等课题组[339]制备出一种对于 Hg2+ 有响应的荧光探针。如图5

19所示,荧光探针由一个荧光团和一个残糖基团组成,引入的残糖基团提升了

探针的水溶性和生物兼容性,甚至能够以100%的水作为媒介进行检测,探针

末端所连的两个羟基在检测 Hg2+时发挥了很重要的作用。该荧光探针主要

是通过Ferriercarbocyclization反应来达到检测目的,首先 Hg2+与双键配位

形成 离子,水分子进攻亲电中心形成 H+,水解使得荧光团与残糖基团脱离。

实验证明这是一种水溶性好、快速高效简便、可以应用于细胞检测的荧光探针。
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图5 19 化学反应型荧光探针1对于Hg2+ 的检测反应机理

InjaeShinke等学者[176]文献报道了以荧光素为荧光团的检测 Hg2+ 的荧

光探针。如图5 20所示,由于荧光素中的乙烯基保护了酚羟基,从而使得荧

光探针的量子产率降低。加入 Hg2+之后,羟基脱保护,荧光探针形成了高荧

光量子产率的氧负离子结构,从而使荧光强度变强,检测限为1nmol/L。

图5 20 化学反应型荧光探针对于Hg2+ 的检测反应机理

图3 13中,由于具有高灵敏度,选择性荧光化学传感器得到了很大的开

发,特别是金属离子的比色传感器,利用宿主 客体识别相关的不可逆性,来比

率测定分析物浓度。脱硫反应通常需要使用升高的温度或过量的 Hg2+。其

他金属离子,例如Ag+和Pb2+,尽管比 Hg2+具有更低的亲硫性,也可以促进

脱硫反应。因此,Hg2+的最佳比率式血液透析仪必须具有环境温度下的快速

响应时间和选择性,以及化学计量检测Hg2+的能力。剂量计应该在水性介质

中操作并且能达到检测十亿分之几水平的 Hg2+ 的灵敏性。只有少数荧光化

学传感器用于重金属离子,利用5螺内酰胺(非荧光)来开环罗丹明衍生物的

酰胺(荧光)平衡,因此设想将该过程与化学计量和不可逆的 Hg2+促进反应联

系起来。氨基硫脲形成1,3,4 噁二唑7作为新型 Hg2+ 化学计量仪的基础。

罗丹明衍生物1是这种应用的理想选择,当硫代氨基脲部分被 Hg2+ 释放时,

它将经历噁二唑的形成,促进了螺环基团的开环。开发基于衍生物1的比色

和荧光化学计量系统的研究结果表明,该系统对水溶液中的汞离子具有高灵

敏度和选择性。罗丹明衍生物1由罗丹明6G以高产率通过两步法制备(1,

NH2NH2H2O,MeOH,95%;2,PhNCS,DMF,90%)。该物质形成无色的

水 甲醇(80)(pH=7)的溶液,表明它主要以螺环形式存在。向衍生物1的溶
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液中加入汞离子会引起粉红色的瞬间发展和强烈的黄色荧光。该观察结果表

明,汞诱导的开环反应在室温下快速发生。使用pH=7的1μmol/L水 甲醇

(体积比为80∶20)溶液进行Hg2+的荧光滴定。加入1当量的 Hg2+后,溶液

1的荧光强度经历约1小时,增加26倍,发射最大值从553nm变为557nm。

这些变化在测量的时间范围内(<1min)很好地完成。观察到的荧光强度几

乎与Hg2+浓度成比例。加入1当量 Hg2+后荧光强度的饱和行为表明 Hg2+

化学计量仪具有1∶1的化学计量。该化学计量的进一步证据来自在室温下

使用1当量的Hg(ClO4)2 的乙腈(产率98%)从化合物1独立合成化合物4。

化合物4具有大的摩尔吸光系数(log4.67)和高荧光量子产率(Φ=0.52)。当

使用不同的汞盐如HgCl2 和 Hg(ClO4)2 时,得到类似的结果。此外,各种钠

盐,包括NaCN、NaI、NaF和NaOAc,在用于 Hg2+滴定的相同条件下不会促

进任何荧光变化。

(6)汞促进脱硫和脱硫醇反应

化合物24是第一个用于检测 Hg2+ 的探针[169]。硫代酰胺基团是分子内

荧光淬灭基团,通过光诱导电子转移过程可以淬灭传感器24中蒽荧光团的荧

光,当加入 Hg2+后,传感器24发生脱硫反应,生成羰基产物25,导致PET
过程被打断,从而使体系荧光增强了56倍。在水溶液中检测时响应较快,

加入 Hg2+10min后可以达到87%的饱和荧光强度。然而,传感器24也可

以与Ag+发生反应,并产生较明显的荧光增强,这使得它的选择性受到限制

(图5 21)。

图5 21 化合物24与Hg2+ 的反应机理

(7)Hg2+促进硫脲衍生物脱硫化氢分子内成环反应

荧光增强和淬灭型化学传感器只涉及在单一波长上发光强度的变化,比

率荧光检测则包含了在两个不同波长处荧光强度的对比。比率检测能够消除

诸如样品浓度、周围环境及仪器条件的微小变化,在化学和生物学检测方面有

着独特的优势。
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(8)Hg2+荧光传感器的研究现状

近年来,多种金属离子荧光传感器已经被设计合成。过渡金属和重金属

离子的荧光传感器更是研究的重点,其中基于PET、ICT、FRET等机理所设

计的Hg2+、Cd2+、Pb2+等荧光传感器研究较为广泛。

Hg2+荧光传感器的研究进展按识别机理分类如下:

① 基于PET机理的Hg2+荧光传感器的研究现状

PET在设计荧光传感器时应用广泛。此类传感器的荧光团多为BODIPY
类、萘酰亚胺类和荧光素类等。PET型的Hg2+荧光传感器化合物26[190],在甲

醇中化合物26与Hg2+以1∶1的络合比作用后,在520nm波长处BODIPY荧

光团的荧光明显增强,能够在Hela细胞中对Hg2+成像(图5 22)。

图5 22 基于PET机理的Hg2+ 荧光传感器26的分子结构式及反应机理

化合物27也是基于PET的Hg2+荧光传感器,其识别机理是一个具有氧

化特性的PET过程(图4 41)。

② 基于ICT机理的Hg2+荧光传感器的研究现状

在分子结构中,基于ICT机理的荧光传感器通常是将含N原子的识别基

团直接连接到荧光团上,这样N原子对荧光团和金属离子都起到了电子供体

的作用。例如Hg2+荧光传感器化合物28[192],它的分子是由两个萘基团构成

的席夫碱结构。在DMSO溶液中,未加入 Hg2+ 时,化合物28因为TICT的

作用,两个萘分子不在同一平面上,故而以356nm激发,化合物28本身没有

荧光发射。化合物28与 Hg2+以2∶1的络合比络合后,在413nm波长处发
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射出蓝色荧光,观察到溶液颜色由黄色褪为无色,能裸眼识别,响应时间为

150min(图5 23)。

图5 23 基于ICT机理的Hg2+ 荧光传感器28的分子结构式及反应机理

同样在365nm激发下,化合物29a和29b均能识别Hg2+和F-,与Hg2+

作用后,化合物29a由深蓝色变为黑色,化合物29b由黄色变为黑色。在

THF溶液中,化合物29a和化合物29b的检测限分别是3.0×10-8mol/L和

4.9×10-8mol/L,符合ICT机理传感[193](图4 43)。

③ 基于FRET机理的Hg2+荧光传感器的研究现状

基于FRET机理的Hg2+荧光传感器的设计虽然受到很多条件的限制,但

它们的性能都是十分优异的。

化合物33[340]是以1,8 萘酰亚胺为能量给体,罗丹明B为能量受体的

FRET型荧光传感器。在CH3OH∶H2O体积比为2∶1的溶液中,以400nm

波长激发,只有在540nm处出现1,8 萘酰亚胺的发射峰;加入 Hg2+ 后,以

400nm波长激发,出现了585nm处罗丹明B的发射峰,能量由1,8 萘酰亚

胺传递到罗丹明B,FRET过程产生。其适宜pH范围为5.7~11.0,能量转

移效率为86.3%(图5 24)。

化合物34[341]是以喹啉为能量给体,罗丹明B为能量受体的FRET型荧

光传感器。在HEPES缓冲液(pH=7.4,2% C2H5OH)中,未加入 Hg2+时,

以330nm波长激发,只有在440nm处出现喹啉的发射峰;加入 Hg2+ 后,以

330nm波长激发,出现了575nm处罗丹明B的发射峰,能量由喹啉传递到罗

丹明B,FRET过程产生。30min后,溶液变为粉红色。并且,化合物34能够

在Hela细胞中对Hg2+成像(图5 25)。
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图5 24 基于FRET机理的Hg2+ 荧光传感器33的分子结构式及反应机理

图5 25 基于FRET机理的Hg2+ 荧光传感器34的分子结构式及反应机理

(9)激基缔合物型Hg2+荧光传感器的研究现状

萘、蒽、芘等荧光团具备较长的激发单线态寿命,容易形成激基缔合物,常

被用于激基缔合物型荧光传感器的设计。除前文所述化合物20外,化合物30

也是此类型的Hg2+荧光传感器。化合物30与 Hg2+能形成“T—Hg—T”键,

激基缔合物的峰随着Hg2+的不断加入而逐步增强(图4 44)。

4.铜离子探针

一些过渡金属元素是生物体中必需的微量营养素,而在这些过渡金属元

素中,二价铜离子在细胞过程中起着催化各种金属酶的作用,其中包括络氨酸
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酶、细胞色素C氧化酶和超氧化物歧化酶。铜元素的匮乏会导致一些疾病,例

如贫血、脑组织萎缩、精神发育受阻、形成脑血栓和动脉硬化等[342]。同样如

果铜的浓度超过人体所需的浓度,也会引起例如家族性肌萎缩侧索硬化症、

威尔逊氏症、阿尔茨海默病、帕金森病和门克斯病等病症。由于Cu2+的这些

重要的生物作用,近几年来开展了对Cu2+荧光探针的研究,由此可见,铜离

图5 26 化学反应型荧

光探 针 IC 的

分子结构式

子在化学、医学、环境学和生命科学中具有非常重

要的作用。合理设计的基于香豆素的荧光传感器

亚氨基香豆素(IC)对水溶液中各种竞争金属离子

中的Cu2+ 具有高选择性,荧光显著增加。DFT/

TDDFT计算支持IC的荧光“开”,源于其在与

Cu2+络合时阻断氮孤对的电子转移。IC成功应用

显微成像技术检测LLC MK2细胞体外和体内

的Cu2+[343](图5 26)。

Coppersensor 1(CS1,4)是一种新型水溶性开启式荧光传感器,对于

Cu+具有高选择性和灵敏度(图4 45)。共聚焦显微镜实验进一步证实CS1
是膜可渗透的,并且可用于监测活细胞内的细胞内Cu+水平。检测Cu+的难

度超过Cu2+,因为生物环境中有效Cu+传感器所需的性质包括对丰富的细胞

金属离子的选择性、与生物样品的相容性、水溶性和膜渗透性、长波激发和发

射曲线以最小化样品损伤和天然细胞自发荧光,以及开启或比率荧光响应以

获得卓越的空间分辨率。良好光学性和生物相容性的BODIPY荧光团与CS1
富含硫醚的受体结合,能够选择性和稳定地结合水中的软Cu+。已有报道相

关的苯基桥联BODIPY与硫醚大环化合物用于检测乙腈溶液中的Cu2+。在

模拟生理条件(20mmol/LHEPES,缓冲液pH=7)下评估CS1。探针显示

BODIPY发色团的光学特征,apo探针在可见区域显示两个吸收峰在510nm
处和540nm处,相应的发射峰最大值在566nm处。由于azatetrathia受体的

PET淬灭,CS1以其apo形式(Φ=0.016)显示弱荧光。Cu+结合的CS1的吸

收光谱在540nm处显示单个主要可见吸收带,肩部在530nm处[344]。

5.锌离子探针

一种简单的用于Zn2+的PET荧光传感器(BDA),其利用1,3,5,7 四甲

基 硼二吡咯甲烷作为报告基团,二(2 吡啶甲基)胺作为Zn2+ 的螯合剂已被

合成和表征。BDA 在可见光范围内具有激发波长(491nm)和发射波长
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(509nm)。BDA的无锌和锌结合态的荧光量子产率分别为0.077和0.857。

pKa 低至2.1±0.1,与基于荧光素的Zn2+传感器相比,BDA具有对pH敏感

性较低的优点,并且锌结合的荧光发射在pH=3~10的范围内变化程度与

pH无关。在生理条件下,Na+、K+、Ca2+、Mg2+、Mn2+ 和Fe2+ 等金属离子几

乎没有干扰。表观解离常数(Kd)为(1.0±0.1)nmol/L。使用荧光显微镜,传

感器显示能够成像细胞内的Zn2+变化[345](图5 27)。

图5 27 BDA的合成机理

锌离子是人体内含量第二的过渡金属,仅次于钙离子,Zn2+在人体内扮演

了一个重要角色,能影响DNA的合成、基因表达和神经传递等等。锌离子的

浓度大小涉及很多生理疾病,例如阿尔茨海默病、家族性肌萎缩侧索硬化症

等,而且,锌离子在细胞内的浓度也要严格控制。然而,对锌离子的检测有一

定的难度,原因是它的内部轨道是d10 电子结构,不具有通常过渡金属的d d

电子跃迁,也不具有可见光谱特性,另外,锌离子只有成对电子,所以没有磁信

号。尽管在生物学上有一些锌离子的检测方法,但是荧光方法可能是检测锌

离子最有效的方法,到目前为止已经有文献报道[346]。

在图3 54中,在紫外光谱上,化合物L和锌离子有271nm和336nm两

个等吸收点,代表相应的配体和锌离子的络合。文献指出络合过程中同时有

PCT和PET机理存在。Tang组报道了新的近红外探针DPA Cy(图3

55),在乙腈的缓冲溶液中,加入锌离子后立即反应,荧光量子产率比没有加锌
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离子的高20倍,选择性非常好。Komatsu组介绍了用于锌离子比例荧光成像

技术的荧光探针ZnIC(图3 56),在生理条件下加入锌离子后探针的荧光光

谱由543nm红移到558nm,探针和锌离子的络合过程符合ICT机理。荧光

比率型BODIPY连氮杂冠醚化学传感器53(图4 53)对K+有高的选择性,能

在可见光波长范围内激发。

席夫碱(亚胺)被认为是配位各种金属离子和它们的金属化合物的好的π
共轭部分。通常,染料包含无环C􀪅􀪅N双键几乎没有荧光,原因是C􀪅􀪅N双键

在激发态的异构化,然而带有环C􀪅􀪅N双键的染料有高的荧光。亚胺氮原子

作为金属离子好的电子给体,通过金属离子和亚胺之间的配位键提高了结构

刚性。因此在和适当的金属离子络合的基础上,C􀪅􀪅N双键异构化能被禁阻,

荧光分子能被获得。所以,席夫碱衍生物合并荧光部分可能作为金属离子光

学探针的骨架。

图5 28中,BODIPY衍生物带水杨醛苯腙作为金属离子螯合剂,通过引

入强的胺包含三齿螯合基进入BODIPY单元,得到针对Zn2+的荧光“开”分子

探针1 OH。滴加Zn2+实验表明探针1 OH荧光增强,其原因可能是Zn2+

配位到席夫碱配体上,使酚去质子化和禁阻C􀪅􀪅N双键。负电荷在酚的氧原

子上,在BODIPY单元上的6 羟基吲哚表现出近红外发射。1 OH/Zn2+的

复合物在近红外区发射(680nm),这一点使1 OH作为Zn2+探针具有优势。

Zn2+荧光探针的发展是一个活跃的研究领域,然而只有一些比例计的Zn2+荧

光探针被报道。该近红外Zn2+ 荧光探针能导致最小的荧光背景和最少光损

伤,以及能深入组织,具有很高的应用前景[347]。

对1 OH进行了锌离子光谱滴定实验,研究发现探针作为金属离子螯合

剂与Zn2+配位使荧光在近红外区增加(680nm,Φf 增加32倍),job-plot工作

曲线研究表明在乙腈溶液中1 OH/Zn2+的络合比为2∶1。

分子前线轨道和HOMO LUMO轨道计算表明锌离子用6个轨道配位

比较合理,发光原理符合CHEF机制,1 OH与Zn2+络合后,荧光光谱红移

到近红外。荧光分子探针1 OH与Zn2+的络合有很高的选择性,有令人满

意的检测限(9.7×10-7mol/L)和络合常数[3.5×106(mol/L)-2],其他离子

与1 OH的络合作用不明显,特别是Cd2+和Pb2+与1 OH没有络合作用,

对锌离子的络合没有干扰。

荧光分子探针1 OH 在近红外的荧光光谱的性能被用于在活体细胞
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MCF 7内检测Zn2+,通过共聚焦显微镜观察到的荧光图像表明,在细胞MCF

7内Zn2+的检测效果令人满意,1 OH有潜在应用于生物体系的可能。

图5 28 1 OH与Zn2+ 络合的配位结构

6.铁离子探针

铁元素是人体中非常丰富的过渡金属元素,在人体中的生物功能包括参

与氧的吸收、氧的代谢、电子的转移等。但是Fe3+浓度过多或者过少都会引发

帕金森症,阿尔茨海默病甚至癌症。因此,Fe3+在生理环境中的检测对于人类

来说具有非常重要的意义。陈林鑫课题组制备出了一种基于BODIPY荧光团

的荧光探针,主要用于检测Fe3+,同时也做了在Hela细胞内的荧光成像实验。

如图4 32所示荧光探针主要由两部分组成,BODIPY荧光团和羟胺基

团,Fe3+能将羟胺基团氧化为甲基,而甲基不能供电子,所以PET效应消失,

导致荧光强度增强。此荧光探针对于Fe3+有很好的选择性,同时在pH=6~8
范围内比较稳定。

7.镉离子探针

金属镉作为一种重要重金属,广泛应用于工业和农业生产中,如金属电

镀,制作染色剂、制作可充电镉镍电池、制作磷酸肥等。在金属冶炼和精炼、石

化燃料燃烧、垃圾污染物焚化等过程中也会产生镉,造成人为的污染。镉离子

是一种重金属离子毒害物,对环境和人体都会造成危害。

基于ICT机制的细胞内发射荧光Cd2+ 传感器1被开发。由于光谱漂移

和定量检测的优点,ICT机制已被广泛用于离子传感、分子转换和荧光标记。

当荧光团含有与荧光团结合的给电子基团(通常是氨基)时,它在光激发下经

历从供体到荧光团的ICT,这提供了红移发射。与离子配位,氨基失去其捐赠

能力。因此,ICT受到抑制,发射蓝移。荧光量子产率在过程中发生变化。在
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传感器1中,选择硼烷噻吩(BODIPY)作为荧光团,因为它在可见光区吸收和

发射,具有高量子产率、大的消光系数和良好的光稳定性,和N,N 双(吡啶

2 基甲基)苯胺作为Cd2+受体(和ICT供体)。受体和BODIPY荧光团之间

的乙烯基可以在吸收和荧光光谱中诱导更长的波长。在逐渐添加Cd2+ 时,

597nm处的发射强度和强度比R(F597/F697)增加,可通过正常荧光和比率

荧光方法检测Cd2+。用各种金属离子荧光滴定传感器1显示出对Cd2+的优

异选择性[348](图5 29)。

图5 29 传感器1检测Cd2+ 的反应机理

8.银离子探针

银元素属于贵重金属元素,在人体中微量可以起到杀菌的作用,但是过量

的银元素也会对人体产生危害。AmritaChatterjee等学者[184]以罗丹明为荧

光团,利用Ag+与I-反应生成AgI沉淀设计出检测荧光探针,通过化学键的

断裂与重排,形成一个五元杂环,用于 Ag+ 的检测(图4 33)。在可见光和

365nm紫外灯下,观察到颜色发生了明显的变化。该探针可以用来检测溶液

中的Ag+,但易受溶液中纳米银粒子的干扰。由两个荧光团和一个选择性配

体组成的模块化的化学传感器,允许硼烷噻吩荧光团的易附着和衍生化,用于

有效的能量转移和发射信号的调节。通过对苯二甲酰氯与3 乙基 2,4 二

甲基吡咯的反应合成化合物3。该化合物的能量最小化(MM+,HyperChem

v.7.5)结构显示两个共面的硼烷噻吩并且具有几乎垂直的1,4 亚苯基环作

为间隔基。吡咯单元上的甲基确保垂直取向。吸收光谱3与两个非相互作用

的发色团很好地相关。与BF2 桥相邻的甲基是微酸性的,并且在化合物4和
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化合物5的合成中利用了这种性质。化合物3和相应的醛之间的缩合反应在

甲苯中进行,共沸除去水。化合物4和化合物5的吸收光谱显示出在500nm
和600nm附近居中的两个不同的峰。较短的波长吸收对应于未修饰的硼二

嗪并二烯单元,而另一个对应于在同一分子内的扩展的缀合ICT发色团的吸

收。将化合物1~5(图5 30)的发射光谱与化合物1和化合物3~5的激发波

长(480nm)下的相等吸光度值进行比较。对于化合物2,由于在该区域中没有

吸收峰,因此使用相当浓度的染料(1.4μmol/L)。二聚体染料3和单体参比

化合物1显示出相当的量子产率(分别为0.73和0.76),在化合物3的发射光

谱中略微红移。在480nm的染料2,4和5的激发下,化合物2仅在680nm
附近显示非常弱且宽的发射峰。这是由于该染料在激发波长下的吸收非常

弱。然而,作为激发能量转移的结果,从红色发光染料中分别获得以700nm
和680nm为中心的强发射峰。来自绿色发光的硼二嗪并二苯并芘染料的大

幅度减少的发射,清楚地证明了从该染料到发红光的扩展共轭硼二嗪衍生物

的能量转移效率(接近100%)。

图5 30 化合物1~5的探针分子结构式

9.钴离子探针

钴元素对于人体和微生物都是很重要的营养元素。但开采不当会导致环

境污染,这些污染严重地损害我们身体,从而引发多种疾病包括哮喘、间歇性
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肺病、接触性皮炎、甲状腺肿等。如图4 67所示,是可以识别Co2+的化学反

应型荧光探针,该探针可在生物体中检测Co2+,并应用于细胞显影实验。

10.钯离子探针

钯元素是稀有的过渡金属元素,生活上可以用于汽车尾气处理的催化剂,

在化学过程中可以作为有机反应催化剂。比较好的检测方法是只需要通过探

针的光谱对比就能高效快速地检测。KazunoriKoide等学者提出了通过化学

反应来检测Pd0 的荧光探针,探针荧光团上的烯丙基容易与Pd0 发生加成反

应,在亲核试剂的进攻下,烯丙基部分发生脱落,观察到荧光探针吸收和荧光

发射在反应前后发生明显变化(图4 34)。

11.铝离子探针

铝元素主要以三价的形式存在,即Al3+,铝元素及它的离子态Al3+ 广泛

分布于空气、水和土壤中,人类可以通过吃食物、饮水、呼吸空气等途径吸收一

定量的Al3+。当Al3+在人体中的含量积累到一定程度时,它就会对人体产生

毒性。由于铝离子属于比较硬的酸,根据软硬酸碱理论,铝离子一般会与含有

N素或O元素配体的硬碱发生配位作用,而席夫碱一般都是含有N元素或O
元素的富电子配体。因此,席夫碱配体类的荧光探针有很大一部分都是铝离

子的荧光探针。虽然铝离子荧光探针的设计是一个重大的挑战,但是近些年

来,还是取得了一定的成效,也有不少关于铝离子荧光探针文献的报道。

5.3 温 度 探 针

共聚物聚(NIPAM co BODIPY)由 N 异丙基丙烯胺(NIPAM)和

BODIPY单元组成,可作为荧光温度探针在水溶液中使用[242]。聚合物在<

23℃时表现出弱荧光,在温度上升到35℃时强度增加,能够灵敏地指示在

23~35℃的溶液温度。研究表明在不考虑热或冷过程的情况下,该温度探针

有可逆的荧光增加或淬灭,有重复使用的能力。通过研究机制发现,聚合物微

黏度的增加可以使聚合物有从混乱到小球状态的相变化,在小球状态的聚合

物内部形成相应的黏度区域,阻止了激发态BODIPY单元的 meso 吡啶鎓基

团的旋转,驱动热诱导荧光增加。

由N 异丙基丙烯酰胺(NIPAM)和硼杂噻吩(BODIPY)单元组成的简单
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共聚物聚(NIPAM co BODIPY)表现为水中的荧光温度计。该共聚物在<

23℃下显示出弱的荧光,但强度随着温度升高到35℃而增加,使得能够在

23~35℃准确地指示溶液温度。热诱导的荧光增强是由聚合物微黏度的增加

驱动的,这与聚合物从线圈到小球状态的相变相关。在小球状聚合物内部形

成的黏性区域抑制激发态BODIPY单元的内消旋 吡啶鎓基团的旋转,导致热

诱导的荧光增强。无论加热或冷却,聚合物都显示出可逆的荧光增强或猝灭,

并且通过简单地回收过程显示出强的可重复使用性(图5 31)。

图5 31 聚合物探针的合成和测试

环境敏感荧光探针的荧光发射性质会随环境变化而改变。溶剂的温度、

黏度等外部因素的改变,会引起荧光信号的变化。对微环境敏感荧光探针的

研究,对环境学、生物学和细胞学等都有着非常重要的意义。

5.4 pH 探 针

萤火虫萤光素酶对pH敏感,因为它们的生物发光光谱pH值在酸性处,

在较高温度和重金属阳离子存在下显示典型的红移,而其他甲虫萤光素酶则

不然,因此其他甲虫萤光素酶被称为对pH不敏感。尽管对萤火虫萤光素酶

进行了许多研究,但pH敏感性的起源还远未被了解。鉴于最近的结果,对该

主题进行了修订。已经鉴定了一些影响萤火虫萤光素酶中pH敏感性的氨基

酸残基取代。序列比较,定点诱变和模拟研究已经显示了一组在pH 敏感和
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pH不敏感的萤光素酶之间不同的残基,它们影响生物发光颜色。在两组萤光

素酶中显著影响生物发光颜色的一些取代聚集在残基223~235(Photinus

pyralis序列)之间的环中。发现涉及残基N229 S284 E311 R337的氢键

和盐桥网络对于影响生物发光颜色很重要。这表明这些结构元素可能影响生

物发光颜色的荧光素结合位点的苯并噻唑基侧。实验证据表明,对pH 敏感

的萤光素酶的残余红光发射可能在一些萤火虫物种中具有生物学重要性。此

外,pH敏感性对细胞内生物传感有潜在应用[349](图5 32)。

图5 32 pH值探针的反应机理

图5 33描述了pH响应近红外荧光成像探针1和2的合成和光物理特

性。关键特征是通过炔 叠氮化物环加成反应共轭探针的能力及其在生理pH
范围内的荧光强度的可逆响应[350]。

图5 33 pH响应近红外荧光成像探针1和2的分子结构式

5.5 细胞和生物探针

荧光分子技术在环境检测、生物成像领域的应用已受到广泛的关注与认
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可,并有大量的文献报道。2008年发展的绿色荧光蛋白(图5 34)及大量的

各种颜色的荧光蛋白体系标记技术,让研究者能够对多种蛋白和细胞进行标

记,可实现同时对多个生物学过程进行研究。在临床医学中,已有在肿瘤切除的

模拟手术中对肿瘤和包裹在肿瘤中的神经末端进行了双色标记的成功案例。

图5 34 绿色荧光蛋白及其分子结构式

研究荧光分子探针技术所依托的设备超高分辨率荧光显微镜由三位科学

家EricBetzig、StefanW.Hell和 WilliamE.Moerner(2014年,诺贝尔化学

奖)提出。超高分辨率荧光显微镜的诞生超越了普通光学显微镜的物理识别

极限。哈佛大学的庄小威教授与前面的几位科学家同时开展了利用超高分辨

率荧光显微镜的研究工作,提出了使用成本低、结构简单、尺寸较小的有机小

分子发光材料作为大分子荧光蛋白的替代品。图2 3中为化合物1和化合

物2的形成及结构,在紫外光照射下,化合物2发生解离,恢复成荧光染料1

的状态,过程是可逆的。

Kim等人利用荧光团7 氨基香豆素,合成α,β 不饱和酮作为中间体,通

过 Michael亲核加成反应合成得到了荧光探针12(图2 22)。该探针是一个

迅速的反应比例型荧光探针,用于谷胱甘肽的检测。

氨基酸是生物功能大分子蛋白质的基本组成单位,是构成动物营养所需

蛋白质的基本物质,在人类的身体中起着非常重要的作用。其中半胱氨酸是

生物体中非常重要的三种巯基氨基酸中的一种氨基酸,它对人类的健康有很

大影响,如减缓儿童身高的增长、导致头发色素脱失、水肿、嗜睡、肝损伤、肌肉

和脂肪的损失、皮肤损害等[351]。

研究者设计合成了一个新的具有氰基乙烯基为识别基团的近红外化学传
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感器PHS。PHS对Cys具有特定的标记功能,其化合物的分子结构式和设计

路线如图5 38所示。羰基被NHS活化后可以与乙烯基发生加成反应,形成

多元硫杂环内酰胺,使荧光发生变化,从而实现对Cys的识别。PHS可以选

择性地对Cys有响应,且输出信号(图5 35)。

图5 35 PHS和其加成产物PHS Cys的分子结构式

5.6 气 体 探 针

荧光分析法是用于医学分析、环境监测和生物体内气体分子检测的重要

方法。对环境或者生物体系中气体分子的检测,主要包括空气质量的检测,挥

发性有机化合物的检测,临床气体的诊断,有毒试剂的检测,还有来源于工业

和汽车引擎中释放的化石燃料燃烧气的监测等[352]。8 (3,4 二氨基苯基)

2,6 双(2 羧乙基)4,4 二氟 1,3,5,7 四甲基 4 硼 3a,4 二氮杂 s 并

二苯乙烯(DAMBO PH),基于BODIPY发色团,是一种一氧化氮的高灵敏

度荧光探针。DAMBO PH的低值为0.002,而其DAMBO PH与NO反应

图5 36 BODIPY荧光探针DAMBO的

分子结构式及其检测NO机理

的产物三唑衍生物(DAMBOPH T)

发出强烈荧光(Φ=0.74)。发现荧光

强 度 的 变 化 受 PET 机 制 控 制。

DAMBO PH的开发策略如下:为了

设计高灵敏度的NO探针,使用4,5
二氨基荧光素(DAF 2)检测邻苯二

胺衍生物作为NO反应性部分的反应

性[353](图5 36)。
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5.7 逻 辑 门

不对称核心延伸的硼 二吡咯甲烷(BDP)染料配备了两个具有不同金属

离子偏好的电子金属大环结合单元,作为离子驱动的分子捕获门。将 Na+

响应性四氧杂 氮杂冠醚(R2)整合到BDP发色团的扩展p系统中以引发强

分子内电荷转移(ICT2)荧光并保证阳离子诱导的吸收光谱变化。响应Ag+

的二硫杂 氮杂冠(R1)以电子解耦的方式附着在BDP的内消旋位置,从而

独立地控制淬灭性质的第二ICT1过程。双功能分子的设计使得在没有

两种输入的情况下,ICT1不与ICT2竞争,并且获得强荧光输出(InA=

InB=0!,Out=1)。因此,仅在 R1处的 Ag+(InA=1,InB=0)以及两种

受体的络合(InA=InB=1)的结合也产生 Out=1。仅在 Na+ 与 R2结合

且R1处于自由状态的情况下才发生淬灭,这是逻辑门IMPLICATION所

需的InA=0和InB=1!,Out=0状 态 的 区 别 特 征。布 尔 运 算,如IF

THEN或 NOT。

研究者报告了一个单分子系统,作为半减法器的组合逻辑电路。发射

特性可以通过化学输入调制,并且当在两个不同波长处跟随时,获得两个

功能集成的逻辑门XOR和INHIBIT。两个逻辑门在发射模式下起作用,

并且信号强度 的 差 异 非 常 大,能 够 明 确 地 分 配 逻 辑0和 逻 辑1[354](图

5 37)。

图5 37 逻辑门
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5.8 光 动 力

与SWNT 非共价连接的芘基官能化二苯乙烯基 Bodipy敏化剂在

660nm激发时,用红色LED阵列显示产生单线态氧;这项工作强调了SWNT
作为生物活性剂的可行替代载体的潜力,包括作为光动力疗法敏化剂。

光动力疗法是用于治疗恶性肿瘤和年龄相关性黄斑变性的非侵入性方

法。还具备在心血管疾病治疗领域的潜力,治疗通常涉及光敏剂的全身给

药。由于所谓的增强的渗透和保留(EPR),敏化剂在肿瘤组织中滞留更长

时间。然后,用优选红光照射肿瘤组织(由于其较高的组织渗透性)激发敏

化剂,敏化剂应该在激发溶解的基态氧之前经历系统间交叉以产生高反应

性和细胞毒性单线态氧。虽然卟啉是最常用的PDT敏化剂,但是有许多潜

在的候选物具有这种作用,大多数具有令人印象深刻的特性,例如红色对

近红外光的强吸收,单线态氧的有效产生,高化学稳定性和纯度,单一异

构体状态。最近报道的PDT敏化剂中的两类染料是 Bodipy4衍生物和

perylenediimides。Bodipy衍生物以其发色团很容 易 衍 生 化,适 应 许 多 应

用,而受到广泛关注。

5.9 单 线 态 氧

研究者合成了各种荧光素衍生物,并检测了它们的荧光特性,以及与通过

半经验PM3计算得到的苯甲酸部分的最高占据分子轨道(HOMO)水平之间

的关系。结论是荧光素衍生物的荧光性质是通过从苯甲酸部分到环的PET
过程来控制的,并且荧光开关转换的阈值对于HOMO水平为-8.9eV左右。

9 [2 (3 羧基 9,10 二甲基)蒽基]6 羟基 3H 黄嘌呤 3 酮(DMAX)

作为单线态氧探针,并确认它是目前已知的1O2 最敏感的探针。这种新型荧

光探针的9,10 二甲基蒽部分作为1O2 的极快化学陷阱。正如PM3计算所预

期的那样,DMAX几乎不发荧光,而DMAX内过氧化物(DMAX EP)是强荧

光的。DMAX可用于检测各种生物系统中的1O2[355](图5 38)。
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图5 38 DMAX和1O2 的反应机理

5.10 荧 光 开 关

研究者系统地研究了溶剂极性依赖性的机理BODIPY(硼二吡咯甲烷)荧

光团的荧光开关阈值和PET。在一系列具有各种取代苯的BODIPY衍生物

中在8位的部分,苯部分的氧化电位变得更正和随着溶剂极性降低,BODIPY

荧光团的还原电位变得更负。因此,来自苯部分的PET的自由能变化在更非

极性中变得更大环境。利用这一发现,设计并合成了一个探针库,其中包含阈

值荧光开关切换对应于不同水平的溶剂极性。这些环境敏感探针用于检测牛

血清白蛋白(BSA)和活细胞。极性在白蛋白表面与丙酮相似,而内膜的极性

相似Hela细胞与二氯甲烷相似[45](图5 39)。

图5 39 环境敏感探针的荧光性能和电化学性能
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功能化的萘有机凝胶剂通过协同氢键和π π堆积相互作用设计和合成。

该胶凝剂在各种溶剂中表现出优异的胶凝能力,并且可以进行凝胶状态下的

可切换荧光。这些化合物的荧光发射很大程度上取决于荧光团的聚集,对温

度和化学刺激非常敏感。与原始溶液相比,一个更强大和红移在凝胶状态下

发现了发射。系统的凝胶 溶胶转变,如荧光发射,可通过温度变化或替代添

加来可逆地控制氟阴离子和质子。结果是氟阴离子对荧光和凝胶溶胶过程的

影响通过氟化物阴离子与凝胶剂的脲基团的键合来解析分子间氢键。加入三

氟乙酸后,再次将所得溶胶转变为凝胶状态。此外,极化光学显微镜和小角X
射线散射表明,胶凝剂具有液晶性质显示列阶段[356](图5 40)。

图5 40 化合物1a,化合物1b和化合物1c的化学结构式和合成路线

5.11 双响应作用探针

Lou组[64]的探针在铜离子和抗坏血酸钠存在的缓冲溶液中颜色保持无色

(探针以螺旋内酰胺形式存在),加入次氯酸盐后,溶液颜色变成品红,能定量检

测次氯酸盐的浓度,检测限可以达到8.1×10-7mol/L,能在实际环境中使用。

图4 66中的BODIPY传感器,在加入1eq的CuCl2 后,因为从BODIPY

单线激发态到束缚了Cu2+态的PET过程,荧光强度下降为1/12,寿命下降为
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1/30。在 缓 冲 溶 液 中 用 过 量 的 Angeli􀆳ssalt(小 于 50μmol/L)处 理

Cu2+[BOT1],能产生等摩尔比率的硝酰(HNO)和亚硝酸盐,可以对 HNO进

行快速检测,能观察到荧光发射增加了4.3倍。

BODIPY探针由Lu组[357]报道,加入20倍的 Hg2+后,在513nm发射带

的强度增加了32倍,表明电子转移被抑制在稳定的络合物中,干扰离子对荧

光强度没有影响,加入Al3+有轻微提高。Rochat组[358]的BAPTA在中性pH
溶液中与Ca2+形成稳定的1∶1络合物,荧光被Ca2+的络合淬灭,在氟离子出

现后,Ca2+被部分沉淀成CaF2,底物的荧光增加。

5.12 近红外荧光分子探针

Buyukcakir组[359]合成了图5 41的近红外染料四面体苯乙烯基染料42
和43,二者在氯仿中最大吸收波长在800nm,最大发射波长在835nm,半峰宽

小于50nm。

图5 41 化合物42和化合物43的结构式

Deniz组[360]报道了BODIPY染料44和45(图5 42),二者在氯仿中形成

绿色溶液,荧光团吸收峰在700nm,吡啶基衍生物45的吸收峰在620nm。

染料44和染料45都表现出ICT染料的特点,在比氯仿极性大的溶剂中

吸收光谱表现出与聚集态相关的峰。在氯仿中酸的激发能力被研究,一定量

的TFA被加到染料44的氯仿溶液中,双倍质子物种(44 2H+)的光谱被获

得,两个不同质子状态(±TFA)产生两个不同状态的吸收和荧光光谱,染料
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图5 42 化合物44和化合物45的结构式

44和染料44 2H+的相应的发射峰分别是753nm和630nm。

随着荧光传感器在生物学、医学领域越来越多地研究,光学穿透深度越来

越多地受到研究人员的关注。相对于发射波长较短、光谱位于紫外 可见光区

的荧光基团,近红外荧光探针的发射波长位于650nm以后的近红外光区,长

波长的近红外光具有信噪比较高、组织穿透力较强、光毒性低及对机体损伤小

等优点,因此,受到了广泛的关注。随着化学合成技术的不断发展,许多新型

近红外荧光染料不断被设计和合成出来,且广泛应用于不同领域。

例如,吩嗪类染料是一种常见的生物代谢物和金属配合物配体,其吸收与

发射都在近紫外区域。2013年,花建丽教授课题组通过在吩嗪N对位引入吸

电子的醛基与丙二腈,构建了一个ICT型的吩嗪近红外染料体系3和4,都是

用于检测CN-的具有高选择性和高灵敏度的探针(图3 16)。探针5和6对

氰根离子具有高灵敏度,通过引入吲哚单元实现了光谱的大幅红移,是另一系

列吩嗪类近红外荧光探针(图3 17)。

如图2 23所示的1,8 萘二甲酰亚胺是一类具有强ICT性质的小分子

荧光团,在其4位引入给电子单元而衍生出来的新的氮杂冠醚,可以选择性识

别钙离子[35]。

5.13 AIE型荧光探针

2001年,唐本忠教授发现,一类有机小分子只有当它们聚集在一起的时候

802



第5章 荧光分子传感器

才会发出荧光[361]。这些分子的形状像螺旋桨或风车,当它们堆积在一起时就

会发出荧光,因为聚集在一起时,旋转受到了抑制,共平面性质得到了一定的

改善,这就使得它们因旋转产生的非辐射跃迁降低,而共轭增加则产生了长波

的荧光发射。唐本忠教授称这种现象为聚集诱导发光(AIE),并且定义这些

分子为AIE gens。

在接下来的几年里,唐教授和他的学生对侧链进行了修饰,引入了氮、氧

等元素,现在AIE gens的发光光谱已经覆盖了从紫外光区到近红外光区的

整个光谱区域。

AIE点已被用于给各种组织进行染色,从血管到癌症细胞,再到细胞内的

细胞器,如线粒体。2015年,唐教授等报道了一个AIE点,在一种称为光激活

的光疗中起到了有益的作用[362]。这个AIE点的表面有两个分子:其中一个

进入癌细胞,另一个黏到线粒体上。一旦受到外部光源的激发,这个AIE点会

发出红光,在线粒体附近会产生氧自由基并杀死癌细胞。图3 30中的化合

物TPETPEFN形成的AIE点比量子点发出的光要亮40倍。

聚集荧光淬灭(ACQ)现象是有机小分子荧光团常见的现象,由于聚集造

成的堆积、碰撞淬灭、分子扭曲等行为都会提高染料激发态的非辐射跃迁概

率,因此,如何避免聚集荧光淬灭现象一直是有机光功能材料研究领域的重要

课题。聚集荧光淬灭效应也被用于荧光探针的研究领域中,如麻省理工学院

的T.Swager教授、陕西师范大学的房喻教授都在共轭聚合物超淬灭荧光传

感器方面取得了重要的研究成果。2001年,一个与普通荧光染料聚集荧光淬

灭现象相反的发光现象被唐本忠教授的课题组揭示,带六个苯基的Silole化

合物HPS在溶液中没有发光的现象,而当它在硅胶板上干燥后,发出了强烈

的荧光(图3 31)。

到目前为止报道的四苯乙烯(TPE)及化合物17~21等都是具有AIE效

应的简单荧光分子结构(图3 32)。TPE结构简单、容易合成、荧光稳定性

好,且具有良好的AIE效应等优点,受到了研究者们高度关注。

如图3 33所示,在具有AIE特性的四苯乙烯上连接具有可以特异性结

合银离子与汞离子的腺嘌呤基团和胸腺嘧啶基团,可以检测银离子与汞离子。

聚集诱导发光材料的显著特性就是在分散相中没有荧光,聚集后能够发

出荧光。可以利用这一特性来检测环境中某些挥发性溶剂及其蒸汽(VOC)的

存在,这在环境监测中能够起着很大的作用。
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具有AIE效应的化合物在生物探针方面有很好的应用。在具有聚集诱导

发光效应的材料上连接羟基、氨基、磺酸基等亲水性功能团,能够使化合物的

水溶性增强,在缓冲液中就会产生荧光淬灭现象,但当其与某些目标分子结合

之后就会重新产生荧光,达到检测的作用。图3 34中TPE的磺酸盐衍生物

28具有AIE特性,对天然牛血清蛋白具有高效的识别作用。

5.14 活性氧(ROS)

活性氧和活性氮在人类体内必不可少,它们在人类的许多生物过程和生

命过程中,起着至关重要的作用。人体内由于氧的存在会产生许多的活性物

质,然而,过多或者过少产生活性氧,却可能引起不同症状的人类疾病[363]。

活性氧有很多种类,包括H2O2、ClO-、NO、过氧亚硝基阴离子、超氧阴离

子、单线态氧等,并且研究者已经设计并合成出许多对活性氧具有选择性的荧

光探针。活性氧(ROS)在人体内的疾病产生和健康防护中,有着非常重要的

地位,研究活性氧有着非常重要的意义。

  5.14.1 次氯酸根荧光探针

文献报道的无荧光的双通道荧光探针化合物31,可应用于中性、酸性及碱

性溶液中,并且成功在活体动物的黏膜中对次氯酸进行了检测[129]。该部分内

容可参见第3章。

ChangYoung Tae课题组设计并合成了第一个用于 HClO检测的双光

子荧光探针33及其衍生物34~37[130],这些探针不仅能揭露细胞中次氯酸的

分布,而且在细胞和组织系统中,能够作为开发次氯酸潜在功能的优秀工具。

如图4 61所示,以BODIPY为母体的荧光探针38,与次氯酸反应后生

成的化合物能发出绿色的荧光,可以用来显示巨噬细胞和次氯酸选择性结合

的成像,在缓冲液和含酶系统中对次氯酸具有高灵敏度和选择性[225]。

  5.14.2 双氧水荧光探针

图3 68中化合物43与苯硼酸发生氧化反应,之后发生水解,接着与醌

甲基化物发生1,6 消除反应生成化合物44,产生荧光。
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图3 69中磺酸盐化学传感器45,对过氧化氢表现出的高选择性高于其

他活性氧,基于双氧水作介质水解后有荧光增强。

  5.14.3 其他ROS/RNS荧光探针

活性氧(ROS)在多种生命过程中起着不可缺少的作用[364]。例如,通过致

癌性转化过程,在癌细胞内会产生高水平的活性氧[365]。

作为高度反应性的分子,分子氧的激发态单线态氧(1O2)对生物系统存在

潜在的破坏性。单线态氧可以氧化的各种生物分子如DNA,蛋白质和脂质,

主要机制是基于内过氧化物的形成和蒽环组成的1O2 诱导1,4 环加成反应。

如图3 70所示,唐教授和合作者报道了一个利用1O2 诱导1,4 环加成反应

机理合成的花菁染料46,与1O2 反应后,咪唑基团被氧化,PET作用被抑制,

花菁荧光团的荧光恢复,并且其可应用于检测活细胞中1O2 浓度的变化。

超氧阴离子(O2-)是分子氧的一价电子还原产物,具有较短的半衰期,参

与如肌肉疲劳、缺血和炎症等生物体的各种生理过程。因此,在生理条件下对

O2-实行实时监控变得越来越重要。如图3 71所示,化合物47在细胞内与

O2-发生氧化反应生成荧光化合物48。

在生物学上,NO作为内皮衍生的松弛因子可以促进血管平滑肌松弛和

在循环系统调节血管扩张,并且使大脑中的长时程增强。但是,作为一个双原

子自由基,微量NO可以触发活性氮物种的形成,导致神经变性疾病和癌变。

因此,设计实时检测NO的化学传感器的选择性和敏感性是非常重要的。如

图3 72所示,化合物49是一个NO选择性的化学传感器,产生的荧光增强

700倍。

生物体内的一氧化氮和超氧负离子可以形成过氧亚硝酰(ONOO-)。有

文献报道,通过芳基醚键与二氯荧光素基连接的酮单元化合物50,可以与

ONOO-反应得到强荧光产物51(图3 73)。
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由于在设计的可行性、合成方便及可控性,有机小分子荧光染料在生物传

感方面的应用得以快速的发展。荧光技术已被广泛用于开发、检测分析和理

解体内外复杂生物过程的非侵入性方法。研究者已经探索了多种荧光探针,

有机发色团,荧光蛋白和最近开发的基于有机半导体分子或共轭聚合物的有

机点,以完成具有期望的具有挑战性的检测和成像应用。

6.1 荧光技术在生物成像技术上的应用

生物成像技术在生命科学,以及医学研究领域和临床诊断过程中有着非

常重要的作用。生物成像技术研究的主要是成像对象、空间分辨率、组织成像

深度、成像的灵敏度和应用领域,一般分为体外成像和体内成像。但光学成像

的使用因为光在组织中穿透深度有限、生物体系自发荧光干扰等因素而受到

局限。生物成像主要有两个方向:首先是在微观细胞上和其他组织中的追踪

成像,其次就是在活体动物以及人体层次上的分子影像成像技术。

在不同的成像技术中,荧光成像具有高灵敏度、良好的时间分辨率、大的

体外和体内通量,以及灵活的成像仪器等优点。然而荧光显微成像技术是需

要具有荧光效率高、光稳定性好、Stokes位移大的荧光生色团。在之前的研究

中经常用到的荧光探针主要有传统荧光染料、无机半导体量子点、硅基探针、

共轭有机半导体探针等。然而这些常用的荧光染料都有一些缺点,如疏水性、

易聚集淬灭、光漂白、自身毒性,还有些容易受到源背景荧光干扰、信噪比低、

易受环境的影响等。而在固态时常规有机染料分子通常具有浓度聚集荧光淬
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灭的效应,开发具有独特的光致发光特性,以及聚集诱导荧光增强的效应,可

以避免这些问题。在有机光电子的纳米和微米结构中π 共轭有机分子染料

则提供了有吸引力的平台。通过简单的自组装过程制备纳米结构,可以实现

在生物学成像或其他光学研究中的应用。

6.2 荧光技术偶联生物缀合技术的应用

荧光探针偶联生物缀合技术已广泛用于化学和生命科学中的高级荧光检

测,如荧光显微镜、流式细胞术、多功能生物测定和生物传感器。在众多的生

物成像技术中,荧光技术的生物相容性较好,价格便宜且容易获得成像试剂,

以及有更多可操作的仪器方面具有优势,这些仪器可以在细胞水平提供更高

分辨率的图像。为了以非侵入性和实时方式有效追踪活细胞,研究人员已经

投入大量精力开发新的荧光探针。为阐明荧光探针或药物的生物学功能,重

要的是要获得细胞内分布(局部浓度)的详细图片以及它们随时间演变的情

况。目前已经研发出各种成像方法,包括荧光、拉曼散射、磁共振、光声、光热、

光动力、超声、X射线及正电子发射断层成像,其中,荧光成像方法由于其简

单、无创性、高灵敏度和高时空分辨率等优点而被广泛应用。

荧光成像已成为监测生物分子在细胞水平上的数量,定位和运动的强大

技术。小分子荧光探针在化学、生物学、临床诊断和药物发现等多个领域得到

广泛应用。目前广泛使用的荧光显微镜主要有宽场荧光显微镜、单光子及双

光子激光扫描共聚焦显微镜和全内反射荧光显微镜。单光子的扫描共聚焦显

微镜的使用是通过它与荧光能量共振转移(FRET)、荧光漂白的修复、荧光活

化、荧光寿命的成像等实验方法相结合完成的,为生物医学研究提供了重要的

方法。不过,单光子扫描共聚焦显微镜会有细胞的光损伤较大、自身背景荧

光、荧光染料容易产生光漂白,以及成像深度有限等这些缺点。为避免以上缺

点,在实验探索中需要提高成像深度,同时还要解决短波长的光散射、光漂白

等问题,结合双光子激光技术和激光扫描共聚焦显微镜,就是实验室所用到的

双光子荧光共聚焦显微镜,该技术渐渐成为新的生物学成像研究对象。双光

子成像是在较高光子密度的情况下激发的,分子同时吸收吸收两个较长波长

的光子,然后经过一个短的激发态寿命激发之后,能够快速发射出一个较短波
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长的光子。双光子成像技术是具有长波长发射的近红外光的光,而且长波长

的光对体外细胞或者活体的毒性更小,因此比单光子激光共聚焦显微镜能更

适宜观察较厚的标本、体外细胞及活体的成像。

生物成像在应用上有非常重要的意义,生物荧光探针的标记在生物传感

技术中有非常重要的应用,荧光生物探针标记容易受到生物体系内背景荧光

的干扰、灵敏度相对较低,并且信号也容易受到环境的影响。荧光成像技术是

生物分析和生物医学成像中最常用的方法之一,因为它们具有可比较的易用

性、高灵敏度和高信息含量,同时能够检测多种分析物特异性的量,即使在复

杂的生物系统中也是如此。荧光成像可以在环境条件下探测标本的更深层,

并且还可以用光谱诊断化学敏感性,作为一种非侵入性技术提供了高时空分

辨率。所有基于荧光的方法都是荧光标记或报告基因,例如作为靶标探针或

传感器分子中的信号传导单元,它们可以用普通的商业仪器激发和检测。选

择合适荧光团的重要特征是高亮度、优异的长期稳定性、可忽略的毒性,以及

与复杂生物基质的最小非特异性相互作用。此外,人们对荧光团的兴趣越来

越浓厚,它可以同时多重检测或传感和成像应用中的多种分析物或靶标。通

常情况下,生物测定和生物成像信息含量的增加可以通过利用可在相同波长

激发并通过其不同发射光谱区分的染料来实现,或者,可以使用供体 受体染

料的组合,荧光成像受到深组织自体荧光的普遍限制。将背景自发荧光与目

标荧光信号分开的一种策略是开发和使用具有近红外(NIR)波长的发射的荧

光团。然而,常见的有机近红外 NIR染料通常表现出较小的位移,重新吸收

发射的光子,导致有较弱的发射和背景干扰发生。采用FRET策略来解决这

个问题。虽然这些探测系统有效,但结构更复杂,需要更多的合成工作。

荧光探针结合生物技术已广泛用于化学和生命科学中的高级荧光检测,

如荧光共聚焦显微镜、流式细胞术、多功能生物检测和生物传感器。由于常规

有机染料显示出有限的亮度和较差的光稳定性,因此需要开发一些更明亮、稳

定性更强的荧光探针。荧光方法的核心是荧光标记或信号分子,例如作为靶

向探针或传感器分子中的信号传导单元,可以用普通的商业仪器激发和检测。

合适的荧光团的重要特征是荧光量子产率高、性能稳定、毒性小,以及复杂生

物基质的最小非特异性相互作用。探针中的荧光团承担了重要角色,要满足

能够同时实现多重检测中或传感和成像应用中的多种分析物或靶标的检测。

生物检测和生物成像中信息含量的增加是通过利用可激发的染料在相同的波
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长上,不同的发射光谱来区分的,或者可以使用供体 受体染料组合。

荧光光谱法和显微镜的最新发展加上荧光标记技术的生物偶联技术的发

展,促使化学和生命科学的领域的高级荧光技术的快速发展。特别是基于荧

光的探测单分子水平上的生物分子相互作用的方法已经在对各种生物化学过

程的理解方面取得了重大进展。荧光成像技术最关键的因素是荧光材料,已

知在文献中报道过的应用于生物成像的荧光探针材料主要包括无机量子点、

金属(铱)配合物、荧光蛋白、有机荧光染料,以及稀土上转换荧光纳米材料等。

因此,有机染料由于具有较好的光稳定性、较低的细胞或活体毒性、较高发光

效率的较好的发光材料成为生物成像探针领域研究的最主要目标。一般来

说,即使是最先进的超分辨率显微镜,如果没有设计良好的荧光标签探针,也

无法提供对亚细胞基质的生物学检测。

生物学发展日益受到化学发展的推动,其中一个突出的例子是小型化。

分子荧光探针不仅可以进行细胞水平成像,还可以进行亚细胞成像。大部分

化学生物学事件发生在细胞器内,研究人员利用荧光技术可以将注意力转向

这些子结构。

有机染料在生物成像中的应用中受到限制,主要是因为它们具有比较差

的耐光性及弱的水溶性等问题。近几年来,广泛应用在生物成像领域中的无

机量子点荧光探针尽管具有较高亮度、较好的光稳定性以及良好水溶性的优

势,但它们对体外细胞和生物活体则有较大的毒性,从而影响了它们在生物学

上的进一步应用。因此,结合目前的研究进展,对有机小分子的荧光团,通过

对有机小分子的表面进行改性,优化它们的配体,或者将有机荧光分子通过其

他方法制备成水溶性纳米材料,同时可以避免各种缺陷,又可以优化在生物成

像中的广泛应用。将有机荧光染料制备成纳米材料,既结合了有机荧光染料

的优良特性,又结合了无机量子点的性质,通过一定的方法制备,使之具有优

良的光学特性、良好的生物相容性、比较低的体内外的细胞毒性和较好的化学

惰性。作为有广泛研究特性的有机小分子荧光染料,它们能更好地应用在生

物成像中的有机小分子荧光染料的研究进展中。

本书总结了化学生物学事件的现有荧光探针,在描述和强调已有策略的

基础上,旨在激发新一代荧光探针的设计,展望化学生物学进一步发展的未来

前景。
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