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基于氧化石墨烯的 ＡＩＥ 荧光探针
对肝素的检测
杨亚伟ꎬ马靖文ꎬ张凤宝∗ꎬ李　 阳∗

(天津大学化工学院ꎬ天津 ３００３５０)

摘要:合成了一种新的聚集诱导发光物质ꎬ将其负载于氧化石墨烯上制备成新型荧光探针对肝素进行检测ꎮ 通过改进的维

蒂希反应(Ｗｉｔｔｉｇ ｒｅａｃｔｉｏｎ)合成 ３ 种二苯乙烯类化合物ꎬ分别为含有羟基、卤素基团(溴)烷基链和氨基正离子侧链的有机物ꎬ并
进行核磁表征ꎬ结果表明ꎬ经过提纯后均得到了纯净的产品ꎮ 通过荧光发射光谱进行表征ꎬ确定了这 ３ 种化合物的聚集诱导发

光特性ꎮ 将其中含有氨基正离子侧链的化合物负载于氧化石墨烯ꎬ利用这种荧光探针对肝素进行检测ꎮ 结果表明ꎬ氧化石墨烯

具有荧光淬灭作用ꎬ与带有正电荷的聚集诱导发光物质通过静电作用复合ꎬ使其表面修饰正电ꎬ荧光淬灭ꎮ 当加入肝素钠后ꎬ由
于肝素钠电负性更强ꎬ使得两者脱离ꎬ荧光显著增强ꎬ从而可通过此方法对肝素进行检测ꎮ

关键词:肝素ꎻ氧化石墨烯ꎻ聚集诱导发光ꎻ荧光检测
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　 　 肝素是 １９１６ 年 Ｊａｙ Ｍｃｌｅａｎ 等从狗的肝脏组织

中分离出的一种具有凝血作用的天然产物ꎮ 肝素带

有很强的负电荷ꎬ具有复杂且广泛的生物学功能ꎬ在
手术或治疗中可以作为抗凝剂ꎬ还可以增加脂蛋白

酶的活性ꎬ有效防治动脉粥样硬化ꎮ 因此ꎬ在医药学

领域肝素具有不可替代的地位ꎮ
由于在临床应用中ꎬ 肝素的用量有明确规

定[１]ꎬ少量和过量均会造成不可逆转的后果[２]ꎬ因
此对药物和血液中的肝素进行准确的测定非常重

要ꎮ 传统的检测肝素的方法如分光光度法和毛细管

电泳法等均存在一定的缺陷ꎬ灵敏度差ꎬ耗时较长ꎬ
有一定毒性ꎬ操作复杂[３]ꎮ 近几年来ꎬ荧光分析法

因为其简单高效的优点而广受欢迎ꎬ但是传统的荧

光材料多具有聚集诱导淬灭(ＡＣＱ)现象[４]ꎬ给肝素

的检测带来一定的局限性ꎮ ２００１ 年ꎬＴａｎｇ 等[５－６] 报

导了一种新的荧光现象———聚集诱导发光(ＡＩＥ)现
象ꎬＡＩＥ 效应为新型发光材料的发展开辟了一条新

的途径[７－１０]ꎮ 然而在荧光检测中ꎬ有可能出现强的

背景信号[１１]ꎬ因而引入氧化石墨烯(ＧＯ)ꎬ利用氧化

石墨烯的荧光淬灭作用消除背景干扰[１２]ꎮ 笔者主
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要是合成新型二苯乙烯类化合物ꎬ将其中带有氨基

正离子侧链的化合物与氧化石墨烯进行复合ꎬ以此

作为 ＡＩＥ 荧光探针来对肝素进行检测ꎬ检测示意图

如图 １ 所示ꎮ

图 １　 氧化石墨烯负载 ＡＩＥ 化合物

荧光探针对肝素的检测示意图

１　 实验

１􀆰 １　 实验药品及实验仪器

４－溴苄基三苯基溴化磷、４－三甲基硅氧基苯甲

醛、三甲胺、１ꎬ５－二溴戊烷、绝干的四氢呋喃(ＴＨＦ)
和正丁基锂的正己烷溶液(２􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌ)ꎬ北京伊诺凯

科技有限公司生产ꎻ乙酸乙酯、二氯甲烷和正己烷等

有机溶剂ꎬ天津市元立化工有限公司生产ꎻ实验用水

为去离子水ꎮ
核磁共振仪(ＮＭＲ)ꎬＡＶＡＮＣＥ Ⅲ ４００ ＭＨｚ 型ꎬ

瑞士 Ｂｒｕｋｅｒ 公司生产ꎻ紫外可见分光光度计(ＵＶ－
Ｖｉｓ)ꎬＵＶ－２８０２Ｈ 型ꎬ北京桑翌科技有限公司生产ꎻ
荧光光度计(ＰＬ)ꎬＦ－２５００ 型ꎬ日本 Ｈｉｔａｃｈｉ 公司生

产ꎻ马尔文 Ｎａｎｏ ＺＳ 纳米粒度及 Ｚｅｔａ 电位仪ꎮ
１􀆰 ２　 实验过程

１􀆰 ２􀆰 １　 化合物 １ 的制备

化合物 １ 的制备过程如图 ２ 所示ꎮ 将 ５􀆰 １２ ｇ
４－溴苄基三苯基溴化磷、２３ ｍＬ 四氢呋喃(ＴＨＦ)和
４􀆰 ２ ｍＬ 正丁基锂(２􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌꎬ３２ ｍｍｏｌ)在 Ｎ２ 保护

下进行反应ꎮ 之后将该溶液置于室温下升温ꎬ加入

１􀆰 ９４ ｇ ４ －三甲基硅氧基苯甲醛ꎬ搅拌过夜ꎬ加入

６１ ｍＬ 冰水ꎬ终止反应ꎮ 依次用乙酸乙酯和水萃取ꎬ
通过旋转蒸发仪去除溶剂ꎬ得到粗产品ꎮ 利用硅胶

柱层析ꎬ以乙酸乙酯作为洗脱剂ꎬ进行分离提纯ꎬ得
到淡黄色粉末ꎮ 最后ꎬ用乙醇进行重结晶ꎬ得到 Ｅ
型异 构 体ꎮ 产 率 为 ５０％ꎮ １Ｈ－ＮＭＲ ( ４００ ＭＨｚꎬ
ＤＭＳＯ－ｄ６):δ( ｐｐｍ)ꎬ７􀆰 ４３ (３Ｈ)ꎬ７􀆰 １８ (２Ｈ)ꎬ７􀆰 ０２
(２Ｈ)ꎬ６􀆰 ７６(１Ｈ)ꎬ６􀆰 ６４(２Ｈ)ꎮ １３Ｃ－ＮＭＲ (７５ ＭＨｚꎬ
ＤＭＳＯ－ｄ６):δ(ｐｐｍ)ꎬ１５８􀆰 ０( ｓꎬ１Ｃ)ꎬ１３７􀆰 ４( ｓꎬ１Ｃ)ꎬ
１３１􀆰 ９(ｓꎬ２Ｃ)ꎬ１３０􀆰 ０( ｓꎬ２Ｃ)ꎬ１２８􀆰 ５( ｓꎬ２Ｃ)ꎬ１２４􀆰 ３

(ｓꎬ２Ｃ)ꎬ１２０􀆰 １(ｓꎬ１Ｃ)ꎬ１１６􀆰 １(ｓꎬ２Ｃ)ꎮ

图 ２　 化合物 １ 的合成

１􀆰 ２􀆰 ２　 化合物 ２ 的制备

化合物 ２ 的制备过程如图 ３ 所示ꎮ 将 ４１３ ｍｇ
产物 １ ( １􀆰 ５ ｍｍｏｌ)、２０ ｍＬ ＮꎬＮ －二甲基甲酰胺

(ＤＭＦ)、３ꎬ４４ ｇ １ꎬ５－二溴戊烷(１５ ｍｍｏｌ)和 １􀆰 ３８ ｇ
Ｋ２ＣＯ３(１０ ｍｍｏｌ)混合ꎬ室温下搅拌 ７２ ｈꎬ然后加入

８０ ｍＬ 去离子水ꎬ用二氯甲烷和水依次萃取ꎮ 通过

旋蒸除去溶剂ꎬ得到粗产品ꎮ 利用硅胶柱层析ꎬ以乙

酸乙酯和正己烷为洗脱剂ꎬ对上述粗产品进行分离

提纯ꎬ 得 到 白 色 固 体ꎬ 产 率 为 ７９％ꎮ １Ｈ－ＮＭＲ
(４００ ＭＨｚꎬＣＤＣｌ３):δ(ｐｐｍ)ꎬ７􀆰 ４７ ~ ７􀆰 ０４(８Ｈ)ꎬ６􀆰 ８９
(２Ｈ)ꎬ ４􀆰 ０２ ( ２Ｈ)ꎬ ３􀆰 ４７ ( ２Ｈ)ꎬ １􀆰 ９７ ( ２Ｈ)ꎬ １􀆰 ８３
(２Ｈ)ꎬ１􀆰 ６６ ( ２Ｈ)ꎮ １３Ｃ－ＮＭＲ (７５ ＭＨｚꎬＣＤＣｌ３ ): δ
(ｐｐｍ)ꎬ１５８􀆰 ９(ｓꎬ１Ｃ)ꎬ１３７􀆰 ７(ｓꎬ１Ｃ)ꎬ１３１􀆰 ７(ｓꎬ２Ｃ)ꎬ
１３０􀆰 １(ｓꎬ２Ｃ)ꎬ１２７􀆰 ８( ｓꎬ２Ｃ)ꎬ１２５􀆰 ３( ｓꎬ２Ｃ)ꎬ１２０􀆰 ８
(ｓꎬ１Ｃ)ꎬ１１４􀆰 ７(ｓꎬ２Ｃ)ꎮ

图 ３　 化合物 ２ 的合成

１􀆰 ２􀆰 ３　 化合物 ３ 的制备

化合物 ３ 的制备过程如图 ４ 所示ꎮ 称取 ０􀆰 ４２６ ｇ
产物 ２(１􀆰 ０ ｍｍｏｌ)、１０ ｍＬ 绝干四氢呋喃(ＴＨＦ)和

１􀆰 ０ ｍＬ 三甲胺(３３％ ｉｎ ｅｔｈａｎｏｌ)混合并进行反应ꎬ
在室温下搅拌过夜ꎬ之后通过旋蒸除去溶剂ꎬ得到粗

产品ꎮ 最后ꎬ将产物通过液相色谱分离提纯ꎬ得到纯

净的白色产物ꎬ产率为 ３１％ꎮ １Ｈ－ＮＭＲ (４００ ＭＨｚꎬ
ＣＤ３ＯＤ): δ ( ｐｐｍ)ꎬ６􀆰 ４８ ~ ６􀆰 ８２ ( ８Ｈ)ꎬ６􀆰 ５９ ~ ６􀆰 ４９
(２Ｈ)ꎬ４􀆰 ０２~３􀆰 １７(９Ｈ)ꎬ１􀆰 ９１~１􀆰 ３１(１０Ｈ)ꎮ

图 ４　 化合物 ３ 的合成
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１􀆰 ２􀆰 ４　 反应机理

合成上述 ３ 种二苯乙烯类化合物的基础是维蒂

希反应[１３]ꎬ这是 １９５４ 年由维蒂希(Ｗｉｔｔｉｇ)发明的由

醛、酮合成烯的新方法ꎬ其机理如图 ５ 所示ꎮ 利用

Ｗｉｔｔｉｇ 反应合成羟基化的二苯乙烯类化合物ꎬ需要

引入保护基团ꎮ 很多研究学者用叔丁基二甲基氯硅

烷作保护基团[１４]ꎬ形成的中间产物在质子溶剂中很

稳定ꎮ 然而ꎬ副产物不易分离ꎬ此外ꎬ用[ｎ－Ｂｕ４Ｎ
＋ꎬ

Ｆ－ ] 对酚醛基团去保护ꎬ效果也不令人满意[２５]ꎮ
２０１２ 年ꎬＭａｌｉｋ Ｃｈａｌａｌ 等[１６]用 ４－羟基苯甲醛和官能

化的苄基溴ꎬ引入 ４－羟基苯甲醛以保护酚醛基团ꎮ
两者的加入提高了反应的灵敏度ꎬ反应在严格的无

水和惰性气体环境下进行ꎬ这种改进取得了良好的

效果ꎮ

图 ５　 Ｗｉｔｔｉｇ 反应的反应机理示意图

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 氧化石墨烯的制备与表征

利用改进的 Ｈｕｍｍｅｒｓ 法制备氧化石墨烯ꎬ通过

ＳＥＭ 对制备得到的氧化石墨烯的形貌进行表征ꎬ结
果如图 ６ 所示ꎮ

图 ６　 氧化石墨烯的扫描电镜图像

由图 ６ 可以看出ꎬ氧化石墨烯层片呈褶皱状堆

叠ꎮ 此外ꎬ还用 ＡＦＭ 对氧化石墨烯进行观察ꎬ图像

以及对应的剖面线分析结果如图 ７ 所示ꎮ 由图 ７ 也

可看出ꎬ氧化石墨烯呈片层结构ꎬ厚度约为 ８ ｎｍꎮ
综上所述ꎬ制备得到的氧化石墨烯尺寸大小适宜ꎬ形
貌均匀ꎮ
２􀆰 ２　 ３ 种二苯乙烯类化合物的荧光发射光谱分析

实验过程中发现ꎬ３ 种化合物在聚集态时均能

观察到荧光现象ꎬ而在良溶剂中ꎬ荧光微弱或者几乎

没有ꎮ 为了进一步研究其荧光性能ꎬ将 ３ 种有机物

　 　 　 　 　 　 　

(ａ)氧化石墨烯的 ＡＦＭ 图像 (ｂ)剖面线分析图

图 ７　 氧化石墨烯的 ＡＦＭ 图像

及其对应的剖面线分析图

配制成合适浓度的溶液进行荧光测定ꎮ 测试条件均

为:激发波长为 ３１０ ｎｍꎬ扫描范围是 ３３０~６００ ｎｍꎮ
化合物 １ 的荧光发射光谱如图 ８ 所示ꎮ 由图 ８

可以看出ꎬ化合物 １ 在乙酸乙酯中溶解性很好ꎬ而在

水中溶解度较低ꎮ 图 ８ 中曲线 １ 为化合物 １ 在水中

分散均匀后的荧光发射光谱数据ꎬ荧光发射峰位置

在 ３９０ ｎｍ 处ꎻ曲线 ２ 为等量化合物 １ 溶解在乙酸乙

酯中所测得的荧光数据ꎬ化合物 ２ 在乙酸乙酯溶液

中的荧光强度微弱ꎮ

１—Ｈ２Ｏꎻ２—乙酸乙酯

图 ８　 化合物 １ 的荧光发射光谱

化合物 ２ 的荧光发射光谱如图 ９ 所示ꎮ 化合物

２ 在二氯甲烷中溶解性很好ꎬ而在水中溶解度较低ꎮ
化合物 ２ 分散在水中ꎬ具有较强的荧光响应ꎬ荧光发

射峰位置在 ４００ ｎｍ 处ꎻ而当等量的化合物 ２ 分散在

二氯甲烷中时ꎬ荧光强度明显减弱ꎮ 由此可得出如

下结论:化合物 ２ 在良性溶剂中荧光微弱ꎬ当在不良

溶剂中时荧光强度明显提高ꎬ具有 ＡＩＥ 效应ꎮ

１—Ｈ２Ｏꎻ２—ＣＨ２Ｃｌ２

图 ９　 化合物 ２ 的荧光发射光谱

化合物 ３ 带有 １ 条含氨基正离子的侧链ꎬ官能
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团的不同使其具有与前 ２ 种化合物不同的性质ꎮ 其

分散性较差ꎬ在二甲基亚砜和甲醇中溶解性稍好ꎬ在
水中几乎不溶ꎮ 配制相同浓度的化合物 ３ 的甲醇溶

液和水溶液ꎬ其荧光发射光谱数据如图 １０ 所示ꎮ 化

合物 ３ 在水中的荧光发射峰位置在 ３９０ ｎｍ 处ꎬ而化

合物 ３ 在甲醇中时ꎬ荧光发射峰位置从原来的

３９０ ｎｍ 移动到 ３９５ ｎｍꎬ荧光强度较低ꎮ 原因是化合

物 ３ 在甲醇中依然有极少部分未溶解ꎬ处于聚集状

态ꎬ从而产生较弱的荧光ꎮ 上述结果同样证明化合

物 ３ 具有 ＡＩＥ 性能ꎮ

１—Ｈ２Ｏꎻ２—ＣＨ３ＯＨ２

图 １０　 化合物 ３ 的荧光发射光谱

２􀆰 ３　 化合物 ３ 和氧化石墨烯的复合

化合物 ３、氧化石墨烯和两者复合的 Ｚｅｔａ 电位

如图 １１ 所示ꎮ ＧＯ 表面由于羧基、羟基和环氧基等

含氧官能团存在而带负电荷ꎬ其 Ｚｅｔａ 电位表征如图

１１ 中曲线 １ 所示ꎬ为－２０􀆰 １ ｍＶꎮ 化合物 ３ 由于侧链

带有氨基正离子而显正电ꎬＺｅｔａ 电位为 ５１􀆰 ２ ｍＶ(如
图 １１ 中曲线 ３ 所示)ꎮ 将化合物 ３ 加入到氧化石墨

烯溶液中ꎬ所测 Ｚｅｔａ 电位明显升高ꎬ由负值变为正

值 １８􀆰 ３ ｍＶꎬ如图 １１ 中曲线 ２ 所示ꎮ 上述结果说

明ꎬ化合物 ３ 和 ＧＯ 通过静电作用复合ꎬ使 ＧＯ 表面

修饰大量正电荷ꎬ从而使混合溶液的电位由负值变

为正值ꎮ

１—ＧＯꎻ２—ＧＯ－化合物 ３ꎻ３—化合物 ３

图 １１　 化合物 ３、氧化石墨烯和两者复合的

Ｚｅｔａ 电位

在波长 ２００~５００ ｎｍ 范围内ꎬ化合物 ３ 和 ＧＯ 负

载前后的紫外可见光谱的对比如图 １２ 所示ꎮ 化合

物 ３ 在紫外可见光谱图中有 ２ 个特征吸收峰ꎬＧＯ 在

低波长区域出现 １ 个峰ꎬ这与 ＧＯ 表面的共轭结构

有关ꎬ同文献[１７]中的报道一致ꎮ 两者复合结果如

图 １２ 中曲线 ２ 所示ꎬ由峰位置的差异可看出ꎬＧＯ 和

化合物 ３ 之间形成了复杂的相互作用ꎬ基于氧化石

墨烯的 ＡＩＥ 荧光探针制备成功ꎮ

１—ＧＯꎻ２—ＧＯ－化合物 ３ꎻ３—化合物 ３

图 １２　 化合物 ３、氧化石墨烯和两者复合的

紫外可见吸收光谱

２􀆰 ４　 荧光探针对肝素钠的检测

首先用荧光发射光谱对 ＧＯ 进行荧光表征ꎬ测
定 ＧＯ 水溶液(１００ ｍｇ / Ｌ)的荧光ꎬ测试时激发波长

为 ３１０ ｎｍꎬ记录 ３３０~ ６００ ｎｍ 范围内的荧光强度数

据ꎬ结果如图 １３ 中曲线 １ 所示ꎬＧＯ 几乎没有荧光产

生ꎬ相比检测过程中其他物质的荧光强度ꎬＧＯ 的荧

光干扰可以忽略不计ꎮ 因此ꎬ后续实验将 ＧＯ 作为

基底材料时ꎬ不会对检测过程中的荧光现象产生

干扰ꎮ
通过荧光发射光谱记录对肝素钠的检测过程ꎬ

结果如图 １３ 所示ꎮ 图 １３ 中曲线 ４ 为化合物 ３ 在

ｐＨ＝ ７􀆰 ４ 的 ＰＢＳ 中的荧光数据ꎬ其荧光发射峰位置

在 ３９０ ｎｍ 处ꎬ而当化合物 ３ 和 ＧＯ 复合后ꎬ荧光强

度明显降低(图 １３ 中曲线 ２ 所示)ꎬ峰位置未发生

偏移ꎮ 然后ꎬ向其中加入适量肝素钠溶液进行检测ꎬ
发现混合溶液的荧光强度显著增强(图 １３ 中曲线 ３
所示)ꎬ这是由于肝素钠具有强电负性ꎬ加入后会对

ＡＩＥ 物质有更强的吸引作用ꎬ使其与 ＧＯ 分离ꎬ而脱

离后的 ＡＩＥ 化合物与肝素钠结合ꎬ在溶液中发生聚

集ꎬ使荧光恢复ꎮ 值得注意的是ꎬ加入肝素钠后的荧

　 　 　 　 　 　 　

１—ＧＯꎻ２—ＧＯ－化合物 ３ꎻ３—ＧＯ－化合物 ３＋ｈｅｐꎻ４—化合物 ３

图 １３　 对肝素钠检测的荧光发射光谱
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光强度未恢复到初始数值ꎬ说明仍有一部分 ＡＩＥ 物

质被吸附在 ＧＯ 表面ꎬ因此相比最初的荧光强度

较弱ꎮ

３　 结论

通过参考改进的维蒂希反应ꎬ首次合成了一种

带有氨基正离子侧链的新的二苯乙烯类化合物ꎬ具
有 ＡＩＥ 效应ꎬ聚集状态下发出紫色荧光ꎮ 通过静电

作用将其负载于 ＧＯꎬ制备出基于氧化石墨烯的 ＡＩＥ
荧光探针检测肝素ꎬＧＯ 的荧光淬灭作用消除了检

测过程中的部分背景干扰ꎬ从而可以较为准确的对

肝素进行测定ꎮ
近年来ꎬ对石墨烯材料的研究日益深入且应

用日益广泛ꎬ而氧化石墨烯在荧光方面的特殊性

质使其被越来越多的应用到医学、生物等领域的

分析检测中ꎮ ＡＩＥ 现象的发现弥补了传统荧光材

料在检测过程中产生的很多弊端ꎬ为荧光检测提

供了新思路ꎮ 二者结合可丰富荧光材料的种类ꎬ
并将进一步提升荧光检测手段的性能ꎬ预期具有

广阔的应用前景ꎮ
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