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应用于水基体系的罗丹明铜离子探针的合成
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摘要:设计合成了一种罗丹明 Ｂ 类衍生物 ＲｈＡꎬ并用荧光和紫外分析法检测其特性ꎮ ＲｈＡ 探针对 Ｃｕ２＋的识别具有唯一性ꎬ

在 ２×１０－５ ｍｏｌ / Ｌ ＨＥＰＥＳ－ＣＨ３ＣＮ(体积比 １ ∶１ꎬ含 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＮＯ３ꎬｐＨ＝ ７􀆰 ４)溶液中ꎬＲｈＡ 单独存在下是无颜色的ꎬ荧光强度较

低ꎻ滴入 Ｃｕ２＋后ꎬ溶液渐变为粉红色ꎬ而且荧光显著加强ꎬ却对其他常见金属离子基本无响应ꎮ 荧光光谱显示 ＲｈＡ 对较低浓度

Ｃｕ２＋的检测仍然呈良好的线性关系ꎮ 本探针对于真实水体环境中 Ｃｕ２＋的快速即时检测具有一定实用价值ꎮ
关键词:罗丹明 Ｂꎻ铜离子ꎻ荧光传感器ꎻ水相检测
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　 　 铜是一种广泛用于冶金、地质、化学行业、材料

学等科研生产的重要元素ꎬ也是人体参与生理和病

理事件的重要微量元素之一[１－２]ꎮ 人体中铜的缺乏

会影响酶的活性并抑制细胞的代谢ꎬ从而导致动脉

疾病ꎬ高胆固醇和冠心病ꎮ 此外ꎬ过量摄入铜会加重

肝脏负担ꎬ导致肝腹水、肝硬化和其他疾病ꎮ 基于目

前重金属的水污染问题逐渐成为一个全球性的问

题ꎬ不仅影响人体的代谢机能以及健康ꎬ甚至妨害自

然环境ꎬ造成巨额财产和物种多样性亏损[３]ꎮ 因

此ꎬ设计并研发一种具有高灵敏、高选择性检测

Ｃｕ２＋的方法具有重要的现实意义ꎮ 鉴于荧光探针技

术具有高灵低消耗、操作简单、高选择等诸多优良性

能ꎬ逐渐得到广泛的应用[４－６]ꎮ 近年来ꎬ国内外陆续

报告了一系列可用于 Ｃｕ２＋检测的探针[７－８]ꎮ 但设计

并合成一种适合复杂水体环境的 Ｃｕ２＋ 检测探针仍

面临严峻的挑战ꎮ 鉴于罗丹明类荧光染料独特的荧

光特性ꎬ比如摩尔吸光系数相对其他荧光染料而言

要大很多ꎬ波长也较长ꎬ而且荧光的量子产量也很

高ꎬ此外特殊的内酯环结构ꎬ会根据开闭而发出荧

光ꎬ让它成为合成荧光分子探针的明智选择ꎮ 本

实验根据其结构和过往经验ꎬ设计并合成了一个

新型荧光探针 ＲｈＡꎬ归属于罗丹明 Ｂ 类衍生物ꎬ在
２× １０－５ ｍｏｌ / Ｌ ＨＥＰＥＳ － ＣＨ３ＣＮ (体积比 １ ∶ １ꎬ含

０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＮＯ３ꎬｐＨ＝ ７􀆰 ４)溶液中可以专一性地

识别 Ｃｕ２＋ꎬ并且颜色变化和荧光变化明显ꎮ 对于

１×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ Ｃｕ２＋仍有明显的光谱变化ꎬ检测速度

快ꎬ体现其对 Ｃｕ２＋实时原位检测具有潜在的实用

价值ꎮ
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１　 实验部分

１􀆰 １　 仪器与试剂

平行合成仪(Ｒａｄｌｅｙｓꎬｃａｒｏｕｓｅｌ ６ ｐｌｕｓ)ꎬ精度 ｐＨ
计(上海雷磁ꎬＰＨＳ－３Ｃ 型)ꎻ荧光分光光度仪(日立

公司ꎬ Ｆ － ７０００ )ꎻ 旋转蒸发仪 ( 上海亚荣ꎬ ＲＥ －
２０００Ｂ)ꎻ核磁共振仪(ＶａｒｉａｎꎬＩＮＯＶＡ ４００ ＭＨｚ)ꎻ真
空干燥箱(泰斯特ꎬ３ＢＣＩＩ)ꎻ紫外－可见分光光度仪

(ＴｈｅｒｍｏꎬＥｖｏｌｕｔｉｏｎ ２０１)ꎮ 罗丹明 Ｂ (上海源叶公

司)ꎻ水合肼(凯米瑞公司)ꎻ４－羟基苯甲醛(天津大

茂试剂)ꎻ乙醇(天津富余公司)ꎮ
测试光谱过程用到的金属盐有 ＫＣｌ、 ＣａＣｌ２、

ＣｄＣｌ２、 ＨｇＣｌ２、 ＦｅＣｌ２、 ＦｅＣｌ３、 ＺｎＣｌ２、 ＭｇＣｌ２、 ＣｒＣｌ３、
ＰｂＳＯ４、ＣｕＳＯ４ꎮ
１􀆰 ２　 目标探针 ＲｈＡ 合成过程及表征

中间体 １ 参照文献[９]的方法制备ꎬ再将中间

体 １ 与对羟基苯甲醛反应即得目标产物ꎮ 制备反应

如图 １ꎮ

图 １　 探针 Ａ 的合成路线

中间体 １ 的合成:称取 １􀆰 ２ ｇ 罗丹明 Ｂꎬ量取

３０ ｍＬ 乙醇、３ ｍＬ 水合肼ꎮ 将它们移至 ２５０ ｍＬ 单

口圆底烧瓶中ꎬ内置一颗洁净的磁石ꎬ然后将烧瓶安

装到平行合成仪上ꎬ常温混合旋转 １０ ｍｉｎꎬ使药剂混

合均匀ꎮ 将平行合成仪温度设置为 ８０℃ꎬ转速为

２５０ ｒ / ｍｉｎꎬ回流搅拌反应 ２ ｈ 后取出圆底烧瓶静置

冷却至室温ꎮ 将 ５０ ｍＬ １ ｍｏｌ / Ｌ 的盐酸溶液加入烧

瓶内冲洗ꎬ完成后内液移置烧杯中ꎬ边搅拌边加入

１ ｍｏｌ / Ｌ 的氢氧化钠溶液ꎬ使液体 ｐＨ 到达 ９ ~ １２ꎮ
抽滤液体ꎬ放于真空干燥箱过夜ꎬ得到粉红色粉末中

间体 １(收率 ５５％)ꎮ
探针 ＲｈＡ 的合成:将 １􀆰 ６ ｇ(３􀆰 ３ ｍｍｏｌ)中间体 １

和 ０􀆰 ６ ｇ (４􀆰 ９５ ｍｍｏｌ) ４ －羟基苯甲醛加入到盛有

６０ ｍＬ 乙醇的 ２５０ ｍＬ 单口圆底烧瓶中ꎬ内置一颗洁

净的磁石ꎬ然后将烧瓶安装在平行合成仪上ꎬ常温混

合旋转 １０ ｍｉｎꎬ使药剂混合均匀ꎮ 将平行合成仪温

度设置为 ９０℃ꎬ转速为 ２５０ ｒ / ｍｉｎꎬ室温下搅拌反应

４ ｈꎬ旋转蒸发除去溶剂后ꎬ用二氯甲烷和甲醇按照

一定比例混合ꎬ作为洗脱液ꎬ进行过柱分离ꎬ得到粉

红色粉末 ＲｈＡ(收率 ４９％)ꎮ
１Ｈ－ＮＭＲ(ＣＤＣｌ３)ꎬ(１０

－６):１􀆰 ０８( ｔꎬ１２ＨꎬＣＨ３ꎬ
Ｊ＝ ７􀆰 １ Ｈｚ)ꎬ３􀆰 ３１(ｑꎬ８ＨꎬＣＨꎬＪ ＝ ７􀆰 １ Ｈｚ)ꎬ６􀆰 ３０(ｄꎬ
２ＨꎬＸａｎｔｈｅｎｅ－ＨꎬＪ＝ ８􀆰 ９ Ｈｚ)ꎬ６􀆰 ３８( ｓꎬ１ＨꎬＣ６Ｈ４ꎬＪ＝
８ Ｈｚ)ꎬ６􀆰 ４０(ｄꎬ２ＨꎬＸａｎｔｈｅｎｅ－ＨꎬＪ ＝ ８􀆰 ９ Ｈｚ)ꎬ６􀆰 ７０
( ｄꎬ ２Ｈꎬ Ｘａｎｔｈｅｎｅ － Ｈꎬ Ｊ ＝ ８􀆰 ９ Ｈｚ)ꎬ ７􀆰 ０６ ( ｓꎬ １Ｈꎬ
Ｃ６Ｈ４)ꎬ７􀆰 ２５ ( ｄꎬ ２Ｈꎬ Ｃ６Ｈ４ )ꎬ ７􀆰 ５７ ( ｍꎬ３Ｈꎬ Ｃ６Ｈ４ )ꎬ
７􀆰 ８８( ｄꎬ１ＨꎬＣ６Ｈ４)ꎬ８􀆰 ８０( ｓꎬ１ＨꎬＮ􀪅􀪅Ｃ—Ｈ)ꎬ９􀆰 ８９
(ｓꎬ１ＨꎬＯＨ)(图 ２)ꎮ

图 ２　 探针 Ａ 氢核磁共振图谱

１􀆰 ３　 探针光谱测试方法

使用去离子水配制浓度为 １×１０－５ ｍｏｌ / Ｌ 的各

种离子溶液和浓度 １×１０－３ ｍｏｌ / Ｌ 探针 ＲｈＡ 二甲基

亚砜(ＤＭＳＯ)母液ꎬ再制备 ２×１０－５ ｍｏｌ / Ｌ ＨＥＰＥＳ－
ＣＨ３ＣＮ(体积比 １ ∶１ꎬ含 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＮＯ３ꎬｐＨ＝ ７􀆰 ４)
测试溶液体系ꎮ 首先移取 ３０ μＬ 探针母液ꎬ移取前

后都需要适度清理微量注射器的针头ꎬ保证无其他

金属离子的污染ꎮ 针头置于液面下后缓慢推挤针

尾ꎬ使探针母液加入到含有 ３ ｍＬ 测试溶液的待测体

系内ꎬ体系可保存在荧光或紫外样品池ꎮ 待探针加

入完毕ꎬ使用针管匀速搅拌ꎬ即可配制成 ＲｈＡ 的测

试溶液ꎬ探针浓度为 １×１０－５ ｍｏｌ / Ｌꎮ ＲｈＡ 测试体系

溶液通过测试分析ꎬ可以得出探针的特有光谱图ꎬ从
而对其性质进行分析ꎮ 根据 ＲｈＡ 探针对各个金属

阳离子的响应效果ꎬ通过微量注射器加以控制金属

阳离子的量ꎬ从而控制阳离子在探针体系的浓度ꎬ保
证每滴加一次金属阳离子ꎬ观测一次 ＲｈＡ 探针的光

谱图ꎮ 滴加过程中ꎬ如果发现光谱数据变动过高时ꎬ
应降低金属阳离子的移入量ꎬ直至光谱显示饱和ꎬ另
外也要确保金属阳离子溶液加入的总体积不高于整

个测试体系体积的 ３％ꎮ
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２　 结果与讨论

２􀆰 １　 分子设计与合成

罗丹明类染料不仅具有摩尔吸光系数相对较

大、荧光量子的产率很高、波长较长的特点ꎬ而且特

殊的内酯环开闭结构可用以控制荧光特性ꎬ是设计

分子探针的极佳选择ꎮ ＲｈＡ 以工业品罗丹明 Ｂ 为

原料ꎬ通过两步简便的有机合成反应即可得到有效

产物ꎮ 分子的合成相对简便ꎬ收率也相对较好ꎬ光稳

定性佳ꎮ
２􀆰 ２　 ｐＨ 的影响

罗丹明是一种对 ｐＨ 较为敏感的探针ꎬ经过有

机改性合成试验后ꎬ最初开始研究 ｐＨ 变化对探针

ＲｈＡ 所产生的影响ꎮ 在 ２ × １０－５ ｍｏｌ / Ｌ 浓度的

ＨＥＰＥＳ－ＣＨ３ＣＮ(体积比 １ ∶１ꎬ含 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＮＯ３ꎬ
ｐＨ＝ ７􀆰 ４)溶液中ꎬ探针自身的吸收与荧光强度都很

低ꎮ 使用 １ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 或 ＮａＯＨ 溶液调节探针溶液

的 ｐＨꎬ根据荧光测试结果ꎬ探针 ＲｈＡ 的荧光强度随

ｐＨ 改变ꎬ得到滴定变化图(图 ３)ꎮ 由图可知ꎬＲｈＡ
在较宽的 ｐＨ 范围(５􀆰 ０ ~ ９􀆰 ５)内都不会受到 ｐＨ 的

影响ꎬ说明该探针可以常规复杂水体环境中实现对

离子检测而不受 ｐＨ 干扰ꎮ

图 ３　 荧光波长为 ５７０ ｎｍ 时探针 Ａ 的

ｐＨ 滴定曲线

２􀆰 ３　 ＲｈＡ 的 Ｃｕ２＋滴定

为探究探针对目标 Ｃｕ２＋的响应ꎬ首先对 ＲｈＡ 进

行铜离子滴定实验ꎮ 保持测试体系探针 ＲｈＡ 浓度

为 １×１０－５ ｍｏｌ / ＬꎬＣｕ２＋ 浓度变化范围为 １×１０－６ ~ １×
１０－４ ｍｏｌ / Ｌꎬ测定各个 Ｃｕ２＋ 浓度下探针的荧光和吸

收变化ꎬ拟合出工作曲线(图 ４)ꎮ 由图 ４(ｂ)可知ꎬ
随着不同浓度的 Ｃｕ２＋加入ꎬ５７０ ｎｍ 处的荧光强度逐

渐增强ꎬ至 Ｃｕ２＋ 加入一当量时ꎬ荧光强度可从 ９􀆰 ２
ａ􀆰 ｕ.增强至 １１３􀆰 ６ ａ􀆰 ｕꎬ增强 １２􀆰 ２８ 倍ꎮ 从图 ４(ａ)中
可以看出ꎬ随着 Ｃｕ２＋的加入ꎬ５５２ ｎｍ 处的紫外吸收

也逐渐增强ꎬ呈现肉眼可见的颜色变化ꎮ 同时从滴

定结果可知ꎬ无论是荧光还是紫外ꎬ在铜离子加入量

为 １０ μｍｏｌ / Ｌ 后ꎬ强度起伏就没那么大了ꎬ甚至不

变ꎬ原因可能是 ＲｈＡ 与 Ｃｕ２＋按照 １ ∶１比例进行络合ꎮ
ＲｈＡ 在相对较低浓度范围内ꎬ和 Ｃｕ２＋依然保持较稳

定的线性关系ꎮ

(ａ)吸收曲线光谱

(ｂ)荧光光谱

２×１０－５ ｍｏｌ / Ｌ ＨＥＰＥＳ－ＣＨ３ＣＮ(体积比 １ ∶１ꎬ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＮＯ３ꎬ
ｐＨ＝ ７􀆰 ４)ꎬλｅｘ ＝ ５２５ ｎｍꎬ２５℃

图 ４　 测试体系溶液中 ＲｈＡ(１×１０－５ ｍｏｌ / Ｌ)对
Ｃｕ２＋(１~１００ μｍｏｌ / Ｌ)滴定的吸收曲线光谱和

荧光光谱

２􀆰 ４　 选择性和干扰性

用去离子水分别配制 Ｃｕ２＋、 Ｃａ２＋、 Ｋ＋、 Ｍｇ２＋、
Ｚｎ２＋、Ｆｅ２＋、Ｆｅ３＋、Ｈｇ２＋、Ｃｒ３＋、Ｃｄ２＋ 及 Ｐｂ２＋ 的阳离子水

溶液ꎮ 在 ２ × １０－５ ｍｏｌ / Ｌ ＨＥＰＥＳ － ＣＨ３ＣＮ (体积比

１ ∶１ꎬ含 ０􀆰 １ ｍｏｌ / ＬＮａＮＯ３ꎬｐＨ ＝ ７􀆰 ４)测试溶液体系

中ꎬ考察探针 ＲｈＡ(１×１０－５ ｍｏｌ / Ｌ)对 Ｃｕ２＋的选择性

并作图(图 ５)ꎮ

Ｃ(Ｍ＋)＝ １×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ 的 ２×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ ＨＥＰＥＳ－ＣＨ３ＣＮ

(体积比 １ ∶１ꎬ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＮＯ３ꎬｐＨ＝ ７􀆰 ４)ꎬλｅｘ ＝ ５２５ ｎｍꎬ２５℃

图 ５　 含有不同金属离子测试体系溶液中 ＲｈＡ
(１×１０－５ ｍｏｌ / Ｌ)对各个金属离子的

荧光光谱

根据罗丹明衍生物的开闭环机理ꎬ通过图 ６ 可

􀅰０４２􀅰
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看出ꎬ未加入金属离子时探针本身几乎没有荧光ꎮ
在加入 １×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ Ｃｕ２＋后ꎬＣｕ２＋与探针分子 ＲｈＡ
由于络合作用ꎬ而使 ＲｈＡ 内部螺环打开ꎬ结果让整

个测试体系荧光强度发生改变ꎬ颜色从无色转变为

粉红色ꎬ在波长为 ５７０ ｎｍ 处ꎬ产生了一个全新的峰ꎮ
可是在测试体系中ꎬ加入当量的其他离子ꎬ没有产生

颜色和荧光变化ꎬ同时通过后续检测可知ꎬ即便与其

他金属阳离子共存ꎬ探针 ＲｈＡ 仍然能专一地鉴别

Ｃｕ２＋而不受其他离子的影响ꎮ
２􀆰 ５　 机理研究

探针 ＲｈＡ 在水－乙腈体系中是没有荧光的ꎬ利
用高斯计算的前线轨道模型ꎬ进一步验证了上述的

结论ꎮ 对探针分子中所有原子选取 Ｂ３ｌｙｐ 方法ꎬ使
用 ６－３１１＋ｇ(２ｄꎬｐ)基组进行了密度泛函 /含时密度

泛函的高斯计算ꎮ 有关探针分子的前线轨道

(ＨＯＭＯꎬＬＵＭＯ)可视化计算结果及相关热力学参

数和过程如图 ６ 所示ꎮ 分子激发态和基态之间存在

一个扭曲的电荷迁移跃迁 ( ＴＩＣＴ)ꎬ通常情况下ꎬ
ＴＩＣＴ 是跃迁禁阻的ꎬ所以分子呈现无荧光状态ꎮ 而

与铜离子络合后ꎬ螺环打开ꎬ罗丹明共轭体系恢复ꎬ
因此又发射出荧光ꎮ

图 ６　 探针 Ａ 分子的基态(左)与激发态(右)

为了进一步研究探针分子与金属离子的络合机

理ꎬ运用 Ｇａｕｓｓｉａｎ０９ 优化了荧光探针的结构ꎮ 对于

分子 ＲｈＡ 来说ꎬ配体芳环与罗丹明母体呈现互相垂

直的构型ꎮ 其中 Ｏ２ 原子处的电子云密度是最大的ꎬ

这可能是由于 Ｏ１ 带来的供电子效应ꎮ 参与金属络

合的几个原子的密力肯电荷(Ｍｕｌｌｉｋｅｎｃｈａｒｇｅ)分布

数值分别为:Ｎ１ꎬ－０􀆰 ３２０ꎻＮ１ꎬ－０􀆰 ３４５ꎻＯ２ꎬ－０􀆰 ５７１ꎮ

３　 结论

设计并通过有机合成实验ꎬ有效合成了一种基

于罗丹明结构的金属阳离子荧光探针 ＲｈＡꎬ通过光

谱分析得知ꎬＲｈＡ 对 Ｃｕ２＋ 不仅具有较佳的选择性ꎬ
能够专一性识别ꎬ而且其高度的灵敏性得以实现迅

速检测ꎮ 在 ＲｈＡ 的水相测试体系中ꎬ加入极少量

Ｃｕ２＋ꎬ溶液就可以在短时间内由无色转为粉红色ꎬ荧
光强度同时也增强很多倍ꎮ ＲｈＡ 可实现在测试体

系中ꎬ即便 Ｃｕ２＋含量较低ꎬ也能够迅速检测(１×１０－６

ｍｏｌ / Ｌ)ꎬ同时探针可在较宽的环境 ｐＨ 范围内应用

而不受干扰ꎬ这也就使 ＲｈＡ 在复杂的水环境下对

Ｃｕ２＋即时检测成为可能ꎬ具有潜在的实际使用价值ꎮ
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