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摘要:以 ２－羟基－１－萘甲醛为原料合成了基于 ＦＲＥＴ 机制的 Ｈ２Ｓ 反应型荧光探针(Ｌ)ꎬ并经 ＮＭＲ、ＩＲ、ＥＳＩ－ＭＳ 和元素分析
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　 　 硫化氢(Ｈ２Ｓ)是一种具有特殊臭鸡蛋气味的有

毒气体ꎬ是继一氧化氮(ＮＯ)和一氧化碳(ＣＯ)之外

的第三种基本内源性信号分子[１－２]ꎮ 硫化氢在心血

管、神经、免疫和胃肠道系统等的生理过程中具有不

同的功能和调节作用[３－４]ꎮ 目前已有多种针对硫化

氢的检测方法被开发出来ꎬ比如比色法[５]、电化学

分析法[６]、气相色谱法[７] 和硫化物沉淀法[８] 等ꎮ 然

而ꎬ由于这些方法在检测过程中具有样品制备复杂、
对组织或细胞有破坏性[９－１０] 等缺陷ꎬ应用范围受到

了很大的限制ꎮ
荧光成像技术由于简单、高灵敏性、无侵袭性和

在生命系统中的实时监测ꎬ近年来逐渐引起了科研

人员的关注[１１－１２]ꎮ 到目前为止ꎬ已开发出一些性能

优异的 Ｈ２Ｓ 荧光探针ꎮ 例如ꎬＺｈａｏ 等[１３] 合成出了

一种含吸电子的半花菁结构的氟化硼二吡咯

(ＢＯＤＩＰＹ)荧光探针ꎬ该探针对硫化氢具有高选择

性和快速响应能力ꎮ Ｈｅ 等[１４]开发出了一种以叠氮

基为 Ｈ２Ｓ 识别基团的双反应双淬灭荧光探针ꎬ具有

良好的荧光淬灭效果ꎬ并成功应用于细胞成像ꎮ ７－

硝基－２ꎬ１ꎬ３－苯并氧杂二唑(ＮＢＤ)基团可以发生

分子内荧光共振能量转移效应(ＦＲＥＴ)ꎬ进而淬灭

荧光基团的荧光ꎮ 当与 Ｈ２Ｓ 发生芳香亲核取代反

应后ꎬ可以释放出荧光团ꎬ从而达到探针荧光增强的

效果ꎮ Ｃｈａｏ 等[１５]首次将 ＮＢＤ－胺裂解反应应用于

Ｈ２Ｓ 探针合成当中ꎮ 该探针以香豆素为荧光团ꎬ对
Ｈ２Ｓ 具有良好的选择性ꎬ可以用于检测 Ｈｅｌａ 细胞中

的 Ｈ２Ｓꎮ
本文中以 ２－羟基－１－萘甲醛为起始原料ꎬ通过

两步反应ꎬ合成出了以 ２－(苯并噻唑－２－基)萘酚为

荧光团ꎬ７－硝基－２ꎬ１ꎬ３－苯并氧杂二唑(ＮＢＤ)为
识别基团的新型荧光探针 Ｌꎮ 该探针可对 Ｈ２Ｓ 进行

专一性识别ꎬ具有原料便宜易得、合成方法简便、收
率高等优点ꎬ具有潜在的应用价值ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 试剂及仪器

４００ ＭＨｚ 核磁共振仪 (Ｍｅ４ Ｓｉ 作内标)ꎬ美国

Ａｇｉｌｅｎｔ 公司生产ꎻ ＦＩＮＮＩＧＡＮ － ＬＣＱ ＤＥＣＡ 型质谱
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仪ꎬ美国赛默飞公司生产ꎻＩＲ２００ 型傅里叶变换红外

光谱仪 (ＫＢｒ 压片)ꎬ美国赛默飞公司生产ꎻＶａｒｉｏ
ＭＩＣＲＯ 型自动元素分析仪ꎬ德国 Ｅｌｅｍｅｎｔａｒ 公司生

产ꎻＷＲＳ－１Ｂ 型数字熔点仪ꎬ温度计未经校正ꎬ上海

精密仪器仪表有限公司生产ꎻＴＵ－１９０１ 型双光束紫

外－可见光分光光度计ꎬ北京普析通用仪器公司生

产ꎻＤｕａｌ－ＦＬ 型快速荧光光谱仪ꎬ日本 ＨＯＲＩＢＡ 公司

生产ꎻＮＥＸ ＵＰ１０００ 型超纯水机ꎬ北京普析通用仪器

公司生产ꎻＰＨＳＪ－４Ｆ 型 ｐＨ 计ꎬ上海雷磁公司生产ꎮ
所用试剂均为市售分析纯级ꎮ 实验用水为去离

子水ꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 荧光分子的制备

以 ２－羟基－１－萘甲醛为起始原料ꎬ通过两步反

应ꎬ合成出了以 ２－(苯并噻唑－２－基)萘酚为荧光

团ꎬ７－硝基－２ꎬ１ꎬ３－苯并氧杂二唑(ＮＢＤ)为识别

基团的新型荧光探针 Ｌ(图 １)ꎮ

图 １　 目标探针 Ｌ 的合成路线

向圆底烧瓶中依次加入 ２ －羟基 － １ －萘甲醛

(１􀆰 ７２ ｇꎬ１０ ｍｍｏｌ)、２－氨基苯硫酚(１􀆰 ５ ｇꎬ１２ ｍｍｏｌ)
和焦亚硫酸钠(１􀆰 ５ ｇꎬ１０ ｍｍｏｌ)ꎬ用 ＮꎬＮ－二甲基甲

酰胺(５０ ｍＬ)溶解ꎬ然后加热至 １３０℃ꎬ搅拌 １２ ｈꎮ
将反应液冷却至室温ꎬ抽滤ꎬ滤饼用无水乙醇洗涤ꎬ
得到淡黄色中间体 ２(２􀆰 ５ ｇ)ꎮ 中间体 ２ 无需纯化ꎬ
直接用于下一步反应ꎮ

向中间体 ２ ( ５５０ ｍｇꎬ ２ ｍｍｏｌ) 的二氯甲烷

(５ ｍＬ)溶液中加入三乙胺(２４０ ｍｇꎬ２􀆰 ４ ｍｍｏｌ)ꎬ然
后将混合液置于冰水浴中搅拌 １０ ｍｉｎꎬ逐滴加入 ４－
氯－７ －硝基 － ２ꎬ１ꎬ３ －苯并氧杂二唑 ( ４８０ ｍｇꎬ
２􀆰 ４ ｍｍｏｌ) 的二氯甲烷 ( ５ ｍＬ) 溶液ꎬ 继续搅拌

２０ ｍｉｎ 后ꎬ将反应温度升至室温ꎬ继续搅拌 ２ ｈꎮ 待

中间体 ２ 基本消耗完毕ꎬ将反应液旋干ꎬ过柱纯化

(洗脱剂石油醚 ∶乙酸乙酯 ＝ １０ ∶１)ꎬ得到淡黄色探

针 Ｌ ( ６５０ ｍｇ )ꎮ 收 率 为 ７３􀆰 ９％ꎬ ｍ. ｐ. ２９２􀆰 ５ ~
２９４􀆰 １℃ꎮ ＩＲ(ＫＢｒ)ꎬ νꎬ ｃｍ－１:３ １０６、１ ６７９、１ ６４５、
１ ５４６、１ ４６０、１ ３８４、１ ３３９、１ ２６１、１ ２１５、１ ０９８、９９７、
９６９、８６５、７３０、６９９ꎮ １ＨＮＭＲ(ＤＭＳＯ－ｄ６ꎬ４００ ＭＨｚ)ꎬδ
８􀆰 ６１(ｄꎬＪ ＝ ８􀆰 ４ Ｈｚꎬ１Ｈ)、８􀆰 ３８(ｄꎬＪ ＝ ９􀆰 ０ Ｈｚꎬ１Ｈ)、
８􀆰 ２２ ~ ７􀆰 ９８ ( ｍꎬ ４Ｈ)、 ７􀆰 ７４ ( ｄꎬ Ｊ ＝ ９􀆰 ０ Ｈｚꎬ １Ｈ)、
７􀆰 ７２~７􀆰 ６４ (ｍꎬ２Ｈ)、７􀆰 ５８ ~ ７􀆰 ５１ (ｍꎬ１Ｈ)、７􀆰 ５１ ~
７􀆰 ４３(ｍꎬ１Ｈ)、６􀆰 ９６ ( ｄꎬ Ｊ ＝ ８􀆰 ４ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎮ １３ＣＮＭＲ
(ＤＭＳＯ－ｄ６ꎬ１００ ＭＨｚ)ꎬ δ １６０􀆰 ７３、１５３􀆰 １２、１５２􀆰 ８０、
１４９􀆰 ４６、 １４５􀆰 ５８、 １４４􀆰 ７５、 １３６􀆰 ０４、 １３５􀆰 ４８、 １３４􀆰 ０６、
１３２􀆰 ５２、 １３２􀆰 ０９、 １３１􀆰 ３６、 １２９􀆰 ０９、 １２９􀆰 ０３、 １２７􀆰 ４１、
１２６􀆰 ９８、 １２６􀆰 ３３、 １２５􀆰 ６７、 １２３􀆰 ７０、 １２２􀆰 ３４、 １２０􀆰 ４９、
１１１􀆰 ７２ꎮ ＥＳＩ－ＭＳꎬｍ / ｚ:４４１􀆰 ７９[Ｍ＋１] ＋ꎮ 元素分析ꎬ
Ｃ２３ Ｈ１２ Ｎ４Ｏ４Ｓꎬ 实 测 值 ( 计 算 值 )ꎬ％: Ｃ ６２􀆰 ９７
(６２􀆰 ７２)、Ｈ ２􀆰 ７４(２􀆰 ７５)、Ｎ １２􀆰 ６８(１２􀆰 ７２)、Ｓ ７􀆰 ３１
(７􀆰 ２８)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 溶液的配制

不同阴离子溶液采用相应的钾盐、钠盐或铵盐ꎬ
配制成浓度为 １×１０－３ ｍｏｌ / Ｌ 的去离子水溶液ꎮ 探

针 Ｌ 用 ＤＭＳＯ 溶解ꎬＤＭＳＯ / Ｔｒｉｓ(体积比 １ / １０)溶液

定容得到浓度为 １×１０－３ ｍｏｌ / Ｌ 的探针 Ｌ 储备液ꎮ
测定条件:激发光 ４０１ ｎｍꎬ狭缝宽 ２ ｎｍꎬ扫描范围

２５０~８３０ ｎｍꎮ
由于 Ｈ２Ｓ 在水溶液中主要以 ＨＳ－形式存在ꎬ本

实验采用硫氢化钠作为 Ｈ２Ｓ 源ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 荧光探针识别 Ｈ２Ｓ 的紫外－可见吸收光谱

由含探针 Ｌ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)的 ＤＭＳＯ / Ｔｒｉｓ(体积比

１ / １０)溶液的紫外－可见光谱(图 ２)可知ꎬ探针 Ｌ 在

５４８ ｎｍ 处有较强吸收峰ꎮ 当向溶液中加入 Ｈ２Ｓ
(１ ０００ μｍｏｌ / Ｌ)后ꎬ随着反应时间的延长ꎬ该处吸收

峰逐渐增强ꎬ并在反应 ２０ ｍｉｎ 后ꎬ吸收峰强度趋于

稳定ꎬ不再增强ꎮ 这表明 Ｈ２Ｓ 加入后ꎬ与探针分子 Ｌ
　 　 　 　 　 　 　

图 ２　 探针 Ｌ 的紫外－可见光光谱
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间发生了相互作用ꎬ改变了荧光探针分子的能级差ꎬ
导致吸收峰强度发生了明显变化ꎮ
２􀆰 ２　 荧光探针识别 Ｈ２Ｓ 的选择性

在探针 Ｌ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)的 ＤＭＳＯ / Ｔｒｉｓ (体积比

１ / １０)溶液中ꎬ分别加入不同种类的阴离子或生物

硫醇溶液(１ ０００ μｍｏｌ / Ｌ)定容至 １０ ｍＬꎬ测定相应

的荧光发射强度ꎮ 由图 ３ 可知ꎬ探针 Ｌ 本身几乎没

有荧光ꎬ当加入 Ｈ２Ｓ (１ ０００ μｍｏｌ / Ｌ) 溶液并搅拌

２０ ｍｉｎ 后ꎬ在 ４６９ ｎｍ 处出现了很强的荧光发射峰ꎮ
在紫外灯下ꎬ探针 Ｌ－Ｈ２Ｓ 发出显著的蓝色荧光ꎮ 而

当加入其他阴离子 ( Ｆ－、 Ｃｌ－、 Ｂｒ－、 Ｉ－、ＡｃＯ－、 ＣｌＯ－
４、

ＳＣＮ－、ＣＮ－、ＮＯ－
２、ＳＯ２－

３ 、ＨＳＯ－
３、Ｎ

－
３)溶液后ꎬ荧光强度

并没有发生明显变化ꎮ 特别地ꎬ当加入不同生物硫

醇(ＧＳＨ、Ｃｙｓ、Ｈｃｙ)溶液后ꎬ探针的荧光强度同样没

有发生变化ꎮ 这些结果表明ꎬ探针 Ｌ 是一种高选择

性的 Ｈ２Ｓ 荧光探针ꎬ并可达到裸眼识别的效果ꎮ

图 ３　 探针 Ｌ 加入不同阴离子或生物硫醇

(１ ０００ μｍｏｌ / Ｌ)的荧光光谱(λｅｘ ＝ ４０１ ｎｍ)

２􀆰 ３　 ｐＨ 对荧光探针识别 Ｈ２Ｓ 的影响

研究了探针 Ｌ 在不同 ｐＨ 环境中对 Ｈ２Ｓ 进行检

测的适用性 (图 ４)ꎮ 通过分别滴加上述浓度的

０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ 和 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 溶液ꎬ将 ＤＭＳＯ /
Ｔｒｉｓ(体积比 １ / １０)溶液的 ｐＨ 依次调为 ３􀆰 ９２、４􀆰 ８７、
６􀆰 ０５、 ７􀆰 ０５、 ８􀆰 １８、 ９􀆰 ０２、 ９􀆰 ９６ꎮ 检 测 探 针 Ｌ
(１０ μｍｏｌ / Ｌ)的 ＤＭＳＯ /水(体积比 １ / １０)溶液、探针

Ｌ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)与 Ｈ２Ｓ(１ ０００ μｍｏｌ / Ｌ)的 ＤＭＳＯ / Ｔｒｉｓ
(体积比 １ / １０)混合溶液的荧光强度ꎮ 由图 ４ 可知ꎬ
在 ｐＨ 为 ３􀆰 ９２~９􀆰 ９６ꎬ向探针 Ｌ 溶液中加入 Ｈ２Ｓ 后ꎬ
混合溶液的荧光强度均有不同程度的增强ꎮ 其中ꎬ
当 ｐＨ 为 ７􀆰 ０５ 时ꎬ荧光强度达到最大值ꎮ 而当 ｐＨ<
４􀆰 ８７ 或 ｐＨ>９􀆰 ０２ 时ꎬ混合溶液的荧光强度明显降

低ꎮ 这可能是由于在强酸性条件下ꎬ溶液中大量 Ｈ＋

的存在抑制了 Ｈ２Ｓ 在水溶液中的电离平衡ꎬ减弱了

Ｈ２Ｓ 发生芳香族亲核取代速率ꎻ而强碱性的环境使

得溶液中 Ｈ２Ｓ 浓度明显降低ꎮ 这些结果表明ꎬ探针

Ｌ 在相对较宽的 ｐＨ 范围(６􀆰 ０５ ~ ８􀆰 １８)内对 Ｈ２Ｓ 高

度识别ꎮ

１—Ｌ＋Ｈ２Ｓꎻ２—Ｌ

图 ４　 不同 ｐＨ 对探针 Ｌ 的影响(λｅｍ ＝ ４６９ ｎｍ)

２􀆰 ４　 荧光滴定及检测限

为研究探针 Ｌ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)对 Ｈ２Ｓ 检测的灵敏

度ꎬ测定了其荧光滴定曲线(图 ５)ꎮ 随着 Ｈ２Ｓ 浓度

的增加(５０、１００、１５０、２００、２５０、３００、３５０、４００、４５０、
５００、５５０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ探针 Ｌ 在 ４６９ ｎｍ 处的荧光强度

显著增强ꎬ并在 Ｈ２Ｓ 浓度增加到 ５００ μｍｏｌ / Ｌ 后逐渐

趋于平稳ꎮ 由图 ６ 可知ꎬ当添加 ０ ~ ５０ 当量的 Ｈ２Ｓ
时ꎬＬ 的荧光强度与 Ｈ２Ｓ 的浓度之间具有良好的线

性关系(Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ０８)ꎮ 根据 ３σ 方法(ＬＯＤ ＝ ３σ /
Ｋꎬσ 代表空白溶液的标准偏差ꎬＫ 代表图中标准曲

线的斜率)ꎬ可计算得到探针 Ｌ 对 Ｈ２Ｓ 的检出限

　 　 　 　 　 　 　

图 ５　 不同 Ｈ２Ｓ 浓度时 Ｌ 的荧光光谱及

线性拟合(λｅｍ ＝ ４６９ ｎｍ)

ｙ＝ １􀆰 ６５０ ０５×１０－７ｘ－２􀆰 ４７０ ０４×１０－４ꎬＲ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ０８

图 ６　 探针 Ｌ 与不同浓度 Ｈ２Ｓ 的 Ｂｅｎｓｉ－

Ｈｉｌｄｅｂｒａｎｄ 曲线(λｅｍ ＝ ４６９ ｎｍ)

􀅰２４２􀅰



２０２１ 年 ３ 月 丁娜等:基于 ＦＲＥＴ 机制的硫化氢荧光探针的合成及其性能研究

(ＬＯＤ)为 ０􀆰 ５０３ μｍｏｌ / Ｌꎮ 该实验结果表明ꎬ探针 Ｌ
可以潜在地用于对痕量 Ｈ２Ｓ 的检测ꎮ
２􀆰 ５　 荧光探针识别 Ｈ２Ｓ 的抗干扰性

为探究 Ｌ 对 Ｈ２Ｓ 的识别反应是否会受到其他

共存离子的影响ꎬ进行了离子抗干扰实验ꎮ 在添加

Ｈ２Ｓ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)的同时分别加入其他阴离子或生

物硫醇(５００ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ测试其荧光发射光谱ꎮ 以

４６９ ｎｍ 处荧光峰强度为基准记录作图ꎮ 由图 ７ 可

知ꎬ当环境中存在其他不同共存离子时ꎬ探针 Ｌ－Ｈ２Ｓ
体系的荧光强度没有发生明显变化ꎮ 这说明ꎬ探针

Ｌ 对 Ｈ２Ｓ 的识别作用具有优异的抗干扰能力ꎬ是一

种能够在复杂环境中具有潜在应用价值的 Ｈ２Ｓ 荧

光探针ꎮ

１—Ｌ＋其他离子ꎻ２—Ｌ＋其他离子＋Ｈ２Ｓ

图 ７　 共存离子的影响

２􀆰 ６　 探针 Ｌ 与 Ｈ２Ｓ 反应机理的探究

为了探究 Ｌ 与 Ｈ２Ｓ 反应机理ꎬ对探针 Ｌ－Ｈ２Ｓ 体

系进行了薄层色谱分析和质谱分析(图 ８)ꎮ 当在无

　 　 　 　 　 　 　

(ａ)

(ｂ)

图 ８　 探针 Ｌ 和 Ｌ－Ｈ２Ｓ 的质谱谱图

荧光的探针 Ｌ 溶液中加入大大过量的 Ｈ２Ｓꎬ溶液出

现了很强的蓝色荧光ꎬ这与中间体 ２ 的荧光现象基

本相同ꎮ 通过薄层色谱的初步分析发现ꎬＬ－Ｈ２Ｓ 体

系中有新点生成ꎬ且其 Ｒ ｆ 值与中间体 ２ 完全一致ꎮ
进一步的质谱分析表明ꎬ在探针 Ｌ－Ｈ２Ｓ 体系

中ꎬ探 针 Ｌ 的 质 谱 信 号 减 弱ꎬ 有 新 的 质 谱 峰

(２７８􀆰 ７５ꎬＭ＋１)出现ꎮ 这些结果说明ꎬＨ２Ｓ 与 Ｌ 发生

反应后ꎬＮＢＤ－胺被硫解ꎬ生成相应的 ＮＢＤ－ＳＨ 和萘

酚ꎮ 基于以上结果ꎬ提出了一种 ＮＢＤ－胺裂解反应

的机理(图 ９)ꎮ 由于极度缺电子ꎬ７－硝基－２ꎬ１ꎬ３－
苯并氧杂二唑(ＮＢＤ)基团可以发生分子内荧光

共振能量转移效应(ＦＲＥＴ)ꎬ进而淬灭荧光基团的

荧光ꎮ 在硫化氢存在下ꎬＮＢＤ 可以与 Ｈ２Ｓ 发生芳香

亲核取代从而进行硫解ꎬ释放出荧光供体本身所具

有的荧光ꎬ使得探针的荧光增强ꎮ

图 ９　 探针 Ｌ 与 Ｈ２Ｓ 的反应机理

３　 结论

以官能化的萘酚为母体ꎬ设计合成了一种含 ７－
硝基－２ꎬ１ꎬ３－苯并氧杂二唑(ＮＢＤ)为识别基团的

反应型 Ｈ２Ｓ 荧光探针(Ｌ)ꎮ 在 ｐＨ 为 ６􀆰 ０５~ ８􀆰 １８ 的

范围内ꎬ探针 Ｌ 对 Ｈ２Ｓ 表现出高选择性、高灵敏度

和抗干扰性ꎬ检出限最低为 ５􀆰 ０３×１０－７ ｍｏｌ / Ｌꎬ有望

进一步用于环境和食品中低浓度 Ｈ２Ｓ 的检测ꎮ
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