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摘要:以 ６－苯并－ｄ－噻唑－２－萘酚为荧光母体和二苯基膦苯甲酸酯为 ＨＮＯ 的特异性识别基团ꎬ设计合成了一种荧光增强

型探针(ＢＮＢ－ＨＮＯ)ꎬ该探针对 ＨＮＯ 具有较好的选择性、抗干扰性、高灵敏性(ＬＯＤ ＝ ５４􀆰 ６ ｎｍｏｌ / Ｌ)以及响应迅速(反应时间

<１０ ｍｉｎ)等优点ꎻ另外ꎬＢＮＢ－ＨＮＯ 可以直接用于血清样品中 ＨＮＯ 的定量检测和斑马鱼中外源性 ＨＮＯ 的成像研究ꎮ 证明

ＢＮＢ－ＨＮＯ 具有用于生物体系中 ＨＮＯ 检测的潜力ꎬ是生物系统中 ＨＮＯ 的理想“追踪器”ꎮ
关键词:ＨＮＯꎻ有机小分子探针ꎻ荧光检测ꎻ活体成像
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　 　 ＨＮＯ 是 ＮＯ 的还原态ꎬＨＮＯ 因独特的生物活性

和药理性质引起科研工作者的极大兴趣ꎮ 最近ꎬ研
究发现 ＨＮＯ 在癌症组织中具有独特的氧化还原活

性ꎬ可以作为一种潜在的生物标志物来设计合适的

肿瘤治疗策略[１]ꎮ 然而ꎬ探究微环境中内源性 ＨＮＯ
的产生仍是一个挑战ꎮ 研究受阻的原因主要有以下

３ 个方面ꎮ ①ＨＮＯ 与其他氮氧化物难以区别[２]ꎻ
②ＨＮＯ 极易自发二聚ꎬ生成 Ｎ２Ｏ 和 Ｈ２Ｏ 很难直接

检测ꎻ③ＨＮＯ 的高反应活性ꎬ必须在原位利用供体

化合物生成[３]ꎮ 因此开发一种可高灵敏且可特异

性识别 ＨＮＯ 的方法具有重要的意义ꎮ
传统检测 ＨＮＯ 的方法有电化学分析法[４]、气

液相色谱法[５]、质谱分析法[６] 等ꎮ 以上方法是基于

ＨＮＯ 自聚脱水后最终产物 Ｎ２Ｏ 来判断 ＨＮＯ 的水

平ꎬ所以测试数据极不稳定[７]ꎮ 而荧光探针具有高

灵敏性、响应迅速、特异性强、高分辨原位实时成像

以及无损检测等优点受到科研者的广泛关注[８－１３]ꎮ
现有用于 ＨＮＯ 检测的荧光探针主要基于以下 ２ 种

识别机理:一类 ＨＮＯ 探针主要是基于诱导 Ｃｕ(Ⅱ)
配合物还原至相应的 Ｃｕ(Ⅰ)类似物[１４－１５]ꎬ但极易

在微环境中受到大量生物还原剂如抗坏血酸(ＡＡ)
和谷胱甘肽(ＧＳＨ)等物质的干扰ꎮ 另一类探针是

以二苯基膦苯甲酸酯为识别基团ꎬＨＮＯ 作为一种特

殊的亲电试剂与芳基膦化合物发生反应生成氮杂叶

立德ꎬ氮杂叶立德进攻相邻的酯键ꎬ释放荧光[１６－１７]ꎮ
后者可以克服前者选择性差的缺陷ꎬ且响应迅速ꎬ速
率常数高至 ９×１０５ Ｍ－１􀅰Ｓ－１ꎮ 因此ꎬ第二种识别机理

受到了该领域科研工作者的注意ꎮ

􀅰５３２􀅰
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本研究选择具有较好的双光子吸收截面、较高

的量子产率以及易于合成修饰等优点的 ６－苯并－ｄ－
噻唑－２－萘酚为荧光报告基团[１８－２０]ꎬ选择二苯基膦

苯甲酸酯为识别基团ꎬ合成了一种高灵敏 ＨＮＯ 荧光

探针(ＢＮＢ－ＨＮＯ)ꎮ 研究了其光谱性质ꎬ实验结果

表明ꎬ在 ＤＭＦ ∶ ＰＢＳ ＝ １ ∶ ９９ ( ｖ / ｖꎬ１０ ｍｍｏｌ / ＬꎬｐＨ ＝
７􀆰 ４)缓冲体系中ꎬＢＮＢ－ＨＮＯ 在检测 ＨＮＯ 时具有较

好的选择性、抗干扰性、高灵敏性和响应迅速等优

点ꎮ ＨＮＯ 浓度梯度为 ０ ~ １０ μｍｏｌ / Ｌꎬ探针 ＢＮＢ －
ＨＮＯ 可定量检测 ＨＮＯꎬ检出限为 ５４􀆰 ６ ｎｍｏｌ / Ｌꎬ并且

该探针可以直接用于血清样品中 ＨＮＯ 的定量检测ꎬ
在浓度梯度为 ０ ~ ６０ μｍｏｌ / Ｌꎬ探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ 的荧

光信背比和 ＨＮＯ 浓度呈良好的线性关系ꎬ此外ꎬ成
功地将探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ 用于斑马鱼中外源性 ＨＮＯ
的实时无损检测ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 实验试剂和仪器

６－羟基－２－萘甲醛、２－氨基苯硫酚、对甲苯磺酸

一水化合物、２－(二苯基膦苯甲酸)、４－二甲氨基吡

啶(ＥＭＡＰ)、１－乙基－３－(３－二甲氨丙基)碳二亚胺

(ＥＤＣ)均直接购买于西格玛公司ꎻ胎牛血清(ＦＢＳ)
是 ｚａｔａ 品牌ꎻ实验所用水均为二次蒸馏水ꎮ

核磁共振光谱仪ꎬＢｒｕｋｅｒ ＤＲＸ － ５００ꎻ质谱仪ꎬ
ＬＣ－ＭＳꎻ荧光分光光度计ꎬＦ４５００ꎬＡｇｉｌｅｎｔꎬＵＳＡꎻｐＨ
计ꎬ梅特勒 －托利多 ＦＥ － ２８ꎻ小动物活体成像仪ꎬ
Ｐｈｏｔｏ ＩＭＡＧＥＲ ＲＴꎬＢｉｏｓｐａｃｅ ＬａｐꎬＦｒａｎｃｅꎮ
１􀆰 ２　 探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ 的合成

６－苯并－ｄ －噻唑 － ２ －萘酚:根据已有的文献

合成[１８－１９]ꎮ
探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ:如图 １ 所示ꎬ将 ６－苯并－ｄ－噻

唑－２－萘酚(２７８ ｍｇꎬ１ ｍｍｏｌ)、２－(二苯基膦)苯甲

酸(３０６􀆰 ０ ｍｇꎬ１ ｍｍｏｌ)、４－二甲氨基吡啶(６􀆰 １ ｍｇꎬ
０􀆰 ０５ ｍｍｏｌ)、１－乙基－３－(３－二甲氨丙基)碳二亚胺

(１９１􀆰 ７ ｍｇꎬ１􀆰 ０ ｍｍｏｌ)溶于 ３５ ｍＬ 无水 ＣＨ２Ｃｌ２ 中ꎮ
将混合溶液置于 ４５℃搅拌 ４ ｈꎬ反应结束后ꎬ旋转蒸

发除去溶剂ꎮ 所得残渣用硅胶柱层析纯化(硅胶 ∶
石油醚 /乙酸乙酯 ＝ １５ ∶１作为洗脱剂)ꎬ旋干后得到

白色固体ꎬ即探针 ＢＮＢ － ＨＮＯ ( ３９５􀆰 ５９ ｍｇꎬ产率

７０％)ꎮ 通过红外(探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ 上的—Ｃ􀪅􀪅Ｏ 在

１ ７１０ ｃｍ－１ꎻ—Ｃ—Ｏ 在 １ ２５０ ｃｍ－１ 处出峰ꎻ—Ｃ—Ｐ
在 １ １１０ ｃｍ－１处出峰)、核磁共振波谱以及质谱对探

针的结构进行表征ꎮ １ＨＮＭＲ(４００ ＭＨｚꎬＤＭＳＯ)ꎬδ:
８􀆰 ７４(ｓꎬ１Ｈ)ꎬ８􀆰 ２６(ｄꎬＪ ＝ ８􀆰 ４ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ８􀆰 ２０(ｄꎬＪ ＝

４􀆰 ２ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ８􀆰 １１(ｄꎬＪ ＝ ８􀆰 １ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ８􀆰 ０６(ｄꎬＪ ＝
８􀆰 ６ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ７􀆰 ７５ ~ ７􀆰 ４８ (ｍꎬ９Ｈ)ꎬ７􀆰 ４２ ( ｓꎬ６Ｈ)ꎬ
７􀆰 ２５(ｓꎬ３Ｈ)ꎬ６􀆰 ９６(ｓꎬ１Ｈ)􀆰 ＭＳ(ＥＩ)ꎬｍ / ｚꎬ５８３􀆰 １３５ ９
[Ｍ＋ＮＨ４]

＋ꎮ

图 １　 探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ 的合成

１􀆰 ３　 溶液的配置和光谱的测定

１􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ 探针溶液的配置:将 ＢＮＢ －ＨＮＯ
(５􀆰 ６７ ｍｇꎬ０􀆰 ０１ ｍｍｏｌ / Ｌ)溶于 ＤＭＦ(１０ ｍＬ)中ꎬ得到

１􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ 储备液ꎬ４℃保存ꎮ
１􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＮＯ 溶 液 的 配 置: 将 购 买 的

Ａｎｇｅｌｉ􀆳ｓ ｓａｌｔ(Ｎａ２Ｎ２Ｏ３ꎬ简称 ＡＳꎬＨＮＯ 供体)用 ０􀆰 ０１
ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ 溶液稀释ꎬ置于－２０℃ 下保存备用ꎬ使
用前ꎬ在 ２４８ ｎｍ 处的吸光度验证了 ＡＳ 的浓度(ε ＝
８􀆰 ３×１０３ Ｍ / ｃｍ)ꎮ

其他选择性和竞争性生物分子均溶解于二次蒸

馏水中ꎬ配置成所需浓度ꎬ供一般使用ꎮ
除非特别说明ꎬ测定条件始终维持激发波长为

３６５ ｎｍꎬ发射波长范围为 ４５０ ~ ６００ ｎｍꎬ激发光和发

射光夹缝均为 １０􀆰 ０ ｎｍꎬ测试体系为 ＤＭＦ ∶ ＰＢＳ ＝
１ ∶９９(ｖ / ｖꎬ１０ ｍｍｏｌ / ＬꎬｐＨ ＝ ７􀆰 ４)ꎬ其他光学性实验

类似ꎮ
１􀆰 ４　 胎牛血清中 ＨＮＯ 的检测

为了验证该探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ 可直接用于实际样

品中 ＨＮＯ 的检测ꎬ本实验首先用 ＰＢＳ(１０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ
ｐＨ＝ ７􀆰 ４)缓冲溶液将胎牛血清溶液稀释至 ５ 倍ꎬ再
分别加入 ＢＮＢ－ＨＮＯ(１０ μｍｏｌ / Ｌꎬ１０ μＬ)和不同浓

度的 ＨＮＯ(０、１０、２０、４０、５０、６０、１００、１５０、２００、３００
μｍｏｌ / Ｌ)在室温下反应 １０ ｍｉｎ 后转移至荧光比色皿

中进行荧光测定ꎮ
１􀆰 ５　 活体成像

出生第五天的野生斑马鱼由湖南师范大学生命科

学学院捐赠ꎮ 对照组仅用 ＢＮＢ－ＨＮＯ(５ μｍｏｌ / Ｌ)孵
育 ３０ ｍｉｎꎬ再用 ＰＢＳ 缓冲液冲洗 ３ 次后成像ꎮ 实验

组斑马鱼尾部先静脉注射 ＢＮＢ－ＨＮＯ(５ μｍｏｌ / Ｌ)再
注射 ＨＮＯ ( １００ μｍｏｌ / Ｌ ) 分 别 孵 育 １０、 ２０、 ３０、
６０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 缓冲液冲洗 ３ 次后成像ꎮ 激发波长为
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４２０ ｎｍꎬ发射波长为 ４５０~６００ ｎｍꎮ

２　 结果和讨论

２􀆰 １　 探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ 检测 ＨＮＯ 的动力学测试

对探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ 检测 ＨＮＯ 的反应进行动力

学测试ꎮ 在含有探针 ＢＮＢ －ＨＮＯ(１０ μｍｏｌ / Ｌ) 的

ＤＭＦ ∶ＰＢＳ＝ １ ∶９９(ｖ / ｖꎬ１０ ｍｍｏｌ / ＬꎬｐＨ ＝ ７􀆰 ４)溶液体

系中加入 ６０ μｍｏｌ / Ｌ ＨＮＯꎬ测定激发波长为 ３６５ ｎｍ
条件下的荧光光谱情况ꎮ 如图 ２(ａ)所示ꎬ随着时间

延长体系中荧光强度逐渐增加ꎻ通过读取最大荧光

发射波长 ５１０ ｎｍ 处荧光强度ꎬ如图 ２(ｂ)所示ꎬ反应

达到 １０ ｍｉｎ 时ꎬ５１０ ｎｍ 处荧光强度达到最大值ꎬ且
延长时间至 ２０ ｍｉｎ 荧光强度基本保持不变ꎬ结果表

明该探针具有较好的稳定性和灵敏性ꎮ

(ａ)荧光发射光谱

１—探针＋ＡＳꎻ２—探针

(ｂ)动力学曲线

图 ２　 探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ 对 ＨＮＯ 的时间响应曲线

２􀆰 ２　 探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ 对 ＨＮＯ 的光谱响应

考察探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ 对不同浓度的 ＨＮＯ 的光

谱响应情况ꎮ 如图 ３( ａ)所示ꎬ在 ＤＭＦ ∶ ＰＢＳ ＝ １ ∶９９
(ｖ / ｖꎬ１０ ｍｍｏｌ / ＬꎬｐＨ ＝ ７􀆰 ４)缓冲溶液体系中ꎬ在只

含有探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)的溶液基本无荧

光ꎬ随着体系中加入不同浓度的 ＨＮＯ(０~６０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ
５１０ ｎｍ 处荧光强度相应增加ꎬ 当 ＨＮＯ 浓度为

６０ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ体系中荧光强度达到最大值ꎮ 通过

绘制探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ 对 ＨＮＯ 响应的荧光信背比和

ＨＮＯ 浓度的校正曲线ꎬ从图 ３(ｂ)插图可知ꎬ５１０ ｎｍ
处荧光信背比和 ＨＮＯ 浓度(０ ~ １０ μｍｏｌ / Ｌ)呈良好

的线性关系ꎬ通过检出限计算公式 ＬＯＤ ＝ ３δ / ｋ 计

算ꎬ(δ 表示只存在探针溶液的标准方差 ＳＤꎬｋ 表示

线性拟合方程的斜率)ꎬ探针对 ＨＮＯ 的检出限为

５４􀆰 ６ ｎｍｏｌ / Ｌꎬ以上实验结果证明ꎬＢＮＢ－ＨＮＯ 具有定

性定量分析检测低浓度 ＨＮＯ 的潜力ꎮ

(ａ)荧光响应曲线

(ｂ)线性拟合

图 ３　 探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ 与不同浓度 ＨＮＯ 的

荧光响应曲线及线性拟合

２􀆰 ３　 ｐＨ 影响

考察 ｐＨ＝ ５~ １２ꎬ探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ 和 ＨＮＯ 反应

前后荧光强度变化情况ꎬ如图 ４ 所示ꎬＢＮＢ－ＨＮＯ 自

身的荧光值基本不随 ｐＨ 的改变而变动ꎻＢＮＢ－ＨＮＯ
和 ＨＮＯ 反应后ꎬ在 ｐＨ ＝ ５~ ９ꎬ体系中的荧光强度随

着 ｐＨ 增加荧光强度不断增加ꎬ分析原因ꎬ主要是酸

性条件下反应受到抑制ꎻ弱碱性条件下ꎬ反应后释放

的荧光团去质子化程度越高ꎬ荧光增强ꎮ 而强碱性

条件下ꎬＡＳ 分解产生 ＨＮＯ 速度降低ꎬ荧光减弱ꎮ 对

于在生物系统ꎬｐＨ ＝ ７􀆰 ４ꎬ探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ 已经具有

良好的信背比优势ꎮ 因此ꎬＢＮＢ－ＨＮＯ 具有用于生

物样品中检测 ＨＮＯ 的潜力ꎮ

１—探针＋ＡＳꎻ２—探针

图 ４　 ｐＨ 对于探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ 及其产物的影响
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２􀆰 ４　 探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ 检测 ＨＮＯ 的选择性

测试多种常见的金属盐以及生物硫醇等干扰性

物质与探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ 的荧光响应情况ꎮ 从图 ５ 可

知ꎬ当分别存在 ( １􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ) ＫＣｌ、 ＮａＣｌ、 ＣａＣｌ２、
ＦｅＣｌ３、Ｎａ２Ｓ、ＺｎＣｌ２、ＭｇＣｌ２、ＮａＮＯ３、ＮａＮＯ２、Ｈｃｙ、ＧＳＨ
时ꎬ体系的荧光强度和仅仅只含有探针的荧光强度

基本无异ꎬ只有加入 ６０ μｍｏｌ / Ｌ ＨＮＯ 时ꎬ探针的荧

光信背比才明显增加至 ２５ 倍ꎬ实验结果证明了探针

ＢＮＢ－ＨＮＯ 对 ＨＮＯ 的识别具有专一性ꎮ

(ａ)

(ｂ)

图 ５　 探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)对
ＨＮＯ(６０ μｍｏｌ / Ｌ)和其他物质(１ ｍｍｏｌ / Ｌ)的

荧光响应

２􀆰 ５　 探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ 检测 ＨＮＯ 的抗干扰性

在微环境中检测 ＨＮＯꎬ不仅要考察探针的选择

性ꎬ探针的抗干扰能力也十分重要ꎮ 如图 ６ 所示ꎬ分
别向 (１􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ) ＫＣｌ、ＮａＣｌ、ＣａＣｌ２、ＦｅＣｌ３、Ｎａ２Ｓ、
ＺｎＣｌ２、ＭｇＣｌ２、ＮａＮＯ３、ＮａＮＯ２、Ｈｃｙ、ＧＳＨ 干扰体系中

继续加入(６０ μｍｏｌ / Ｌ)ＨＮＯꎬ体系中仍然可以产生

　 　 　 　 　 　 　

１—探针＋干扰物＋ＡＳꎻ２—探针＋干扰物

图 ６　 干扰物存在时 ＢＮＢ－ＨＮＯ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)对
ＨＮＯ(６０ μｍｏｌ / Ｌ)的荧光响应

强烈荧光ꎬ探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ 对 ＨＮＯ 响应后的荧光强

度基本不受干扰物质的干扰ꎬ以上抗干扰性实验结

果证明 ＢＮＢ－ＨＮＯ 具有较好的抗干扰能力ꎬ可以用

于生物环境中 ＨＮＯ 的特异性检测ꎮ
２􀆰 ６　 探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ 识别 ＨＮＯ 的反应机理

通过 ＨＰＬＣ 法验证该反应机理ꎮ 图 ７ 表明ꎬ探
针与 ＨＮＯ 反应后ꎬ探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ 自身的信号峰消

失ꎬ６－苯并－ｄ－噻唑－２－萘酚信号峰明显增强ꎬ表明

ＢＮＢ－ＨＮＯ 与 ＨＮＯ 反应机理是基于 ＨＮＯ 作为一种

特殊的亲电试剂与探针上芳基膦酸酯键发生特异性

反应使其断裂ꎬ释放 ６－苯并－ｄ－噻唑－２－萘酚ꎬ产生

荧光ꎮ

从上到下依次 １—６－苯并－ｄ－噻唑－２－萘酚(１ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎻ
２—探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)和 ＨＮＯ(６０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎻ

３—探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ(１ ｍｍｏｌ / Ｌ)

图 ７　 不同反应体系的色谱图

２􀆰 ７　 胎牛血清中 ＨＮＯ 的检测

为了考察探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ 在血清中特异性识别

ＨＮＯ 的能力ꎬ从图 ８ 可知ꎬ随着血清体系中 ＨＮＯ 浓

　 　 　 　 　 　 　

(ａ)荧光发射光谱

(ｂ)线性拟合

图 ８　 探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ 在血清体系中与不同浓度

ＨＮＯ 的荧光发射光谱及线性拟合
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度(０~３００ μｍｏｌ / Ｌ)的增加ꎬ探针的荧光强度不断增

加ꎬ荧光信背比可达 １１ 倍ꎬ值得注意的是ꎬ如图 ８
(ｂ)插图所示ꎬ在血清体系中ꎬ探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ 的荧

光信背比和 ＨＮＯ 浓度在 ０~ ６０ μｍｏｌ / Ｌ 呈良好的线

性关系ꎬ表明该探针具有在血清溶液中定性定量检

测 ＨＮＯ 的能力ꎮ
２􀆰 ８　 斑马鱼成像

进一步考察探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ 在斑马鱼中外源性

ＨＮＯ 的成像应用ꎮ 从图 ９(斑马鱼尾部的代表性荧

光图像)可知ꎬ与只注射 ＢＮＢ－ＨＮＯ 的斑马鱼相比

注射 ＡＳ 的斑马鱼表现出明显的荧光强度ꎬ且荧光

强度随时间的延长不断增加ꎬ实验表明ꎬ探针 ＢＮＢ－
ＨＮＯ 可以用于斑马鱼外源性 ＨＮＯ 的成像ꎮ

图 ９　 注射 ＡＳ 不同时间后ꎬ探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ
在斑马鱼尾部的代表性荧光图像(伪彩色)

３　 结论

基于 ＩＣＴ 响应机理设计合成了一种荧光增强型

探针ꎬ成功用于 ＨＮＯ 的定性定量检测ꎮ 反应机理为

ＨＮＯ 作为一种特殊的亲电试剂与探针上芳基膦酸

酯键发生特异性反应使其断裂ꎬ释放荧光团ꎮ 该探

针 ＢＮＢ－ＨＮＯ 在对 ＨＮＯ 识别上具有灵敏性高、选择

性好、抗干扰能力强以及稳定性好等优点ꎮ 此外ꎬ该
探针 ＢＮＢ－ＨＮＯ 还可直接用于血清样品 ＨＮＯ 的定

量分析ꎬ并成功实现了活体斑马鱼中外源性 ＨＮＯ 的

实时无损追踪ꎮ
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