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摘要:充分利用四苯基乙烯化合物 ２－羟基－５－(１ꎬ２ꎬ２－三苯基乙烯基)苯甲醛(ＯＨＣ－ＴＰＥ－ＯＨ)中的活泼羟基和醛基ꎬ通过

缩合和亲核取代反应设计合成了基于碳氮双键和苯硼酸酯基为 ＯＮＯＯ－识别位点的荧光探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨꎬ并利用光谱法研

究探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 的光学性能ꎮ 结果表明ꎬ探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 的 ＤＭＳＯ / Ｈ２Ｏ(２５ μｍｏｌ / Ｌꎬ体积比 １ / ４ꎬＰＢＳꎬｐＨ＝ ７􀆰 ４)测试

体系中ꎬ当 ＯＮＯＯ－存在时ꎬ在 ５３０ ｎｍ 处引起了“ｔｕｒｎ－ｏｆｆ”荧光效应ꎬ荧光猝灭比为 ９８􀆰 １％ꎬ实现了对 ＯＮＯＯ－的特异选择性识别ꎬ
检出限为 ４􀆰 ３４×１０－７ ｍｏｌ / Ｌꎬ并且 Ｓｔｏｋｅｓ 位移高达 １９５ ｎｍꎮ 通过 １ＨＮＭＲ、ＥＳＩ－ＭＳ 探究了探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 对 ＯＮＯＯ－的识别

原理ꎬ探针在 ＯＮＯＯ－存在下ꎬ在引起 Ｃ􀪅􀪅Ｎ 键的氧化水解生成羧酸时苯硼酸基也发生了氧化水解ꎬ并通过电子转移失去醌酮得

氧负离子ꎮ
关键词:四苯乙烯ꎻ聚集诱导发光ꎻ过氧化亚硝酸负离子ꎻ荧光探针
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　 　 在正常的生理状况下ꎬ活性氧(ＲＯＳ) /活性氮

(ＲＮＳ)在细胞内的产生和消耗处于一个动态平衡的

状态[１－３]ꎬ但在一些外源性或者内源性刺激下动态

平衡被打破ꎬ引起 ＲＯＳ / ＲＮＳ 的快速增加ꎬ从而导致

一系列疾病[４－５]ꎬ如心脏疾病、血管疾病、局部炎症、
癌症、中风和神经退行性疾病[６]ꎬ因此检测活性氧

(ＲＯＳ) /活性氮(ＲＮＳ)的水平对疾病诊断和预防等

具有重要意义ꎮ 在过去的几年里ꎬ各种技术被应用

于检测 ＯＮＯＯ－ꎬ包括电子自旋共振[７]、电化学分

析[８]、ＵＶ / Ｖｉｓ 光谱[９]和光声纳米探针[１０]ꎬ但过氧亚

硝酸负离子(ＯＮＯＯ－)具有稳定性弱、含量低和寿命

短的特点ꎬ上述检测方法存在很大的局限ꎬ因此继续

开发具有选择性好、灵敏度高的 ＯＮＯＯ－检测方法至

关重要ꎮ
而荧光探针法具有实时、高灵敏度和无损检测

等优势ꎬ到目前为止ꎬ基于不同 ＯＮＯＯ－识别位点ꎬ人
们设计合成了大量的 ＯＮＯＯ－ 荧光探针[１１－１２]ꎬ对

ＯＮＯＯ－ 的识别均表现出良好的灵敏度和选择性ꎮ
这些荧光探针的识别原理主要包括:①硼酸酯基氧

化水解[１３]ꎻ②酰肼 /酰胺 /酯的氧化水解[１４－１５]ꎻ③磷

酸基氧化[１６]ꎻ④甲基(４－羟基苯基)氨基氧化[１７]ꎻ
⑤双键(Ｃ􀪅􀪅Ｃ、Ｃ􀪅􀪅Ｎ)氧化[１８]ꎻ⑥醚键氧化水解[１９]

等作用机制ꎮ 其中 Ｃ􀪅􀪅Ｎ 双键是目前比较常用的荧

光调控机理之一ꎬ具有合成方便、灵敏度高、专一性

􀅰１３２􀅰
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好等优点ꎮ 例如 Ｗａｎｇ 等[２０] 设计了以香豆素为母

体、Ｃ􀪅􀪅Ｎ 双键为识别位点的荧光探针ꎬ该探针具有高

选择性并用于细胞成像ꎬ检出限低至 ０􀆰 １３５ μｍｏｌ / Ｌꎮ
此外苯硼酸酯基对 ＯＮＯＯ－也具有选择性好、合成方

便等优点ꎬＷｕ 等[２１] 设计的以苯硼酸酯为识别位点

的近红外荧光探针 ＤＣＭ－Ｂｐｉｎ 具有良好的生物相容

性和选择性ꎬ已用于外源性 ＯＮＯＯ－在 ＨｅＬａ 细胞的

荧光成像ꎮ Ｘｉａ 等[２２]合成了一种独特的荧光开启探

针 ＫＣ－ＯＮＯＯꎬ该探针具有较好的选择性和灵敏度ꎬ
检测限为 １􀆰 ５×１０－８ ｍｏｌ / Ｌꎬ此外ꎬＫＣ－ＯＮＯＯ 探针被

成功应用于活细胞和药物损伤的肝组织中 ＯＮＯＯ－

的示踪ꎬ细胞毒性较低ꎮ
但上述探针更多以传统荧光染料为荧光母体ꎬ

易发生聚集诱导荧光猝灭(ＡＣＱ)导致假阴性等问

题ꎬ同时存在 Ｓｔｏｋｅｓ 位移小(２０ ~ ７０ ｎｍ)、易致自淬

灭、背景激发光引起测量误差和检测的可信度低等

问题ꎮ 鉴于此ꎬ构建具有聚集诱导发光(ＡＩＥ)的大

Ｓｔｏｋｅｓ 位移、高灵敏的 ＯＮＯＯ－荧光探针具有重要意

义ꎮ 本文中以典型聚集诱导发光(ＡＩＥ)染料四苯乙

烯为荧光母体ꎬ通过结构上的醛基和羟基进行修饰ꎬ
合成得到以碳氮双键和硼酸酯为识别位点的

ＯＮＯＯ－荧光探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨꎬ以期提高探针的灵

敏度ꎬ克服假阴性和 Ｓｔｏｋｅｓ 位移小等问题ꎮ 研究表

明ꎬ探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 实现了对 ＯＮＯＯ－的专一性

识别ꎬ当 ＯＮＯＯ－存在时ꎬ在 ５３０ ｎｍ 处引起了“ ｔｕｒｎ－
ｏｆｆ”荧光效应ꎬ荧光猝灭比为 ９８􀆰 １％ꎬ检测限低至

４􀆰 ３４×１０－７ ｍｏｌ / Ｌꎬ并且探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 的 Ｓｔｏｋｅｓ
位移高达 １９５ ｎｍꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 主要仪器与试剂

乙醇、二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)、二氨基马来腈、２－
(４－(溴甲基)苯基)－４ꎬ４ꎬ５ꎬ５－四甲基－１ꎬ３ꎬ２－二氧

硼烷ꎬ所用试剂均为分析纯ꎮ
Ｃａｒｙ Ｅｃｌｉｐｓｅ 型荧光分光光度计、Ｖａｒｉａｎ ４００ －

ＭＲ 型核磁共振波谱仪、Ｕ－３３１０ 型紫外－可见分光

光度计、ＴＥＮＳＯＲ２７ 型红外光谱仪、ＴＲＡＣＥ ＭＳ 型质

谱仪ꎮ
１􀆰 ２　 探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 的合成与表征

探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 的合成方法[２３－２４] 见图 １ꎮ
首先称取 １􀆰 ００ ｇ(２􀆰 ６５ ｍｍｏｌ)化合物 ＯＨＣ－ＴＰＥ－
ＯＨꎬ １􀆰 ５７ ｇ ( ５􀆰 ３ ｍｍｏｌ ) 化 合 物 １ 和 ０􀆰 ７３ ｇ
(５􀆰 ３ ｍｍｏｌ) Ｋ２ＣＯ３ 加入 ５０ ｍＬ 瓶中ꎬ并用 ２０ ｍＬ

ＤＭＦ 溶解后加热至 ８０℃ꎬ反应结束冷却到室温ꎬ并
用乙酸乙酯萃取ꎬ干燥后旋转蒸发去除溶剂ꎬ混合

物重结晶得到白色固体化合物 ２(１􀆰 ２３ ｇꎬ７５％)ꎮ
然后称取 １􀆰 ００ ｇ(１􀆰 ６８ ｍｍｏｌ)化合物 ２ 和 ２􀆰 １８ ｇ
(２０􀆰 １６ ｍｍｏｌ)化合物 ３ 于 ５０ ｍＬ 瓶中ꎬ并用 ３０ ｍＬ
乙醇溶剂溶解后加热至回流ꎮ 待反应结束后冷却析

出固体ꎬ抽滤ꎬ所得固体多次用冷乙醇洗涤ꎬ最终得

到黄色固体 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ(０􀆰 ９０ ｇꎬ７７％)ꎮ 表征图

谱结果如下ꎬ１ＨＮＭＲ(ＣＤＣｌ３ꎬ４００ ＭＨｚ)ꎬδ:１􀆰 ３４( ｓꎬ
１２Ｈ)ꎬ４􀆰 ８５( ｓꎬ２Ｈ)ꎬ５􀆰 １２( ｓꎬ２Ｈ)ꎬ６􀆰 ６９( ｄꎬＪ ＝ ８􀆰 ０
Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ６􀆰 ９７~７􀆰 １２(ｍꎬ１６Ｈ)ꎬ７􀆰 ３６(ｄꎬＪ ＝ ８􀆰 ０ Ｈｚꎬ
２Ｈ)ꎬ７􀆰 ５９(ｄꎬＪ ＝ ４􀆰 ０ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ７􀆰 ８０(ｄꎬＪ ＝ ８􀆰 ０ Ｈｚꎬ
２Ｈ)ꎬ８􀆰 ７６ ( ｓꎬ１Ｈ)ꎻ １３ＣＮＭＲ(ＣＤＣｌ３ꎬ１００ ＭＨｚ)ꎬ δ:
２４􀆰 ９ꎬ ７０􀆰 ４ꎬ ８３􀆰 ９ꎬ １０９􀆰 ０ꎬ １１２􀆰 ２５ꎬ １１２􀆰 ３３ꎬ １１３􀆰 ６ꎬ
１２３􀆰 ０ꎬ １２３􀆰 ９ꎬ １２６􀆰 ２ꎬ １２６􀆰 ５ꎬ １２６􀆰 ６ꎬ １２７􀆰 ６ꎬ １２７􀆰 ８ꎬ
１２７􀆰 ８ꎬ １３１􀆰 ２ꎬ １３１􀆰 ２ꎬ １３１􀆰 ３ꎬ １３１􀆰 ３ꎬ １３５􀆰 １ꎬ １３６􀆰 ２ꎬ
１３６􀆰 ７ꎬ １３９􀆰 ２ꎬ １３９􀆰 ４ꎬ １４０􀆰 ９ꎬ １４３􀆰 ２ꎬ １４３􀆰 ５ꎬ １４３􀆰 ８ꎬ
１５５􀆰 ０ꎬ１５７􀆰 ４ꎻＭＳ(ｍ / ｚ):６８３􀆰 ３(Ｍ＋＋Ｈ)ꎮ

图 １　 探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 的合成方法

１􀆰 ３　 溶液配制和测试方法

聚集诱导荧光溶液配制和性能测试方法:首先分

别移取 ０􀆰 ２５ ｍＬ 探针储备液(Ｃ０ ＝ ５×１０－４ ｍｏｌ / Ｌ)、
４􀆰 ７５ ｍＬ ＤＭＳＯ 和 ０ ｍＬ 不良溶剂－水到 ５􀆰 ００ ｍＬ 的

小瓶中ꎬ获得水体积分数为 ０％待测液ꎬ按照此法ꎬ
分别配制水体积分数 １０％ ~ ９０％的待测液ꎬ并测定

聚集诱导发光性质(Ｅｘ ＝ ３３５ ｎｍꎬＥｍ ＝ ５３０ ｎｍ)ꎮ
探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ(ＤＭＳＯ / Ｈ２Ｏꎬ体积比 １ ∶４ꎬ

ＰＢＳꎬｐＨ＝ ７􀆰 ４)测试溶液配制和荧光性能测试方法:
首先移取 ０􀆰 ２５ ｍＬ 探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 储备液(Ｃ０ ＝
５×１０－４ ｍｏｌ / Ｌ)ꎬ０􀆰 ７５ ｍＬ 二甲基亚砜 ( ＤＭＳＯ) 和

３􀆰 ９５ ｍＬ 的不良溶剂－水到 ５􀆰 ００ ｍＬ 的小瓶中ꎬ再用

􀅰２３２􀅰
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０􀆰 ０５ ｍＬ ＰＢＳ ( ｐＨ ＝ ６􀆰 １) 缓冲溶液调节 ｐＨ 获得

２５ μｍｏｌ / Ｌ 的探针 ＣＮ－ＴＰＥ－ＢＯＨ(ＤＭＳＯ / Ｈ２Ｏꎬ体
积比 １ ∶４ꎬＰＢＳꎬｐＨ ＝ ７􀆰 ４)测试溶液ꎮ 依照此法ꎬ在
上述探针溶液中分别加入 ５ ｅｑｕｉｖ 相应体积的不同

ＲＯＳ / ＲＮＳ 及金属离子ꎬ测定荧光性能ꎬ探究不同离

子对探针反应活性的影响 ( Ｅｘ ＝ ３３５ ｎｍꎬ Ｅｍ ＝
５３０ ｎｍ)ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 聚集诱导荧光性质研究

以二甲基亚砜为良溶剂ꎬ水为不良溶剂ꎬ研究了

ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 的聚集诱导发光性能ꎮ 结果如图 ２
所示ꎮ 探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ(２５ μｍｏｌ / Ｌ)的二甲基亚

砜溶液在 ５８０ ｎｍ 处的荧光强度为 ９６ꎬ当水体积分

数为 ７０％时ꎬ荧光增强至 １０７ꎬ并蓝移至 ５３０ ｎｍꎮ 当

水体积分数达到 ９０％时ꎬ在 ５３０ ｎｍ 处荧光强度增强

到 ２４０ꎬ与纯溶液相比增强了 ２􀆰 ５ 倍ꎬ表明探针 ＮＣ－
ＴＰＥ－ＢＯＨ 体现了良好的聚集诱导发光性能ꎮ 产生

原因可能是在不良溶剂中ꎬ探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 自

旋受阻ꎬ诱使激发态能量发生跃迁产生了明显的荧

光信号ꎮ

１—０ꎻ２—１０％ꎻ３—２０％ꎻ４—３０％ꎻ５—４０％ꎻ６—５０％ꎻ７—６０％ꎻ

８—７０％ꎻ９—８０％ꎻ１０—９０％

２５ μｍｏｌ / ＬꎬλＥｘ ＝ ３３５ ｎｍꎬλＥｍ ＝ ５３０ ｎｍ

图 ２　 探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 在不同含水量的

ＤＭＳＯ / Ｈ２Ｏ 混合溶液体系中聚集诱导的荧光光谱

２􀆰 ２　 探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 的 ｐＨ 荧光响应性研究

为探究探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 最佳选择性能的实

验条件ꎬ 在探针 ＮＣ － ＴＰＥ － ＢＯＨ 的 ＤＭＳＯ / Ｈ２Ｏ
(２５ μｍｏｌ / Ｌꎬ体积比 １ ∶４)溶液中分别加入不同体积

的 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ 盐酸和 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ 氢氧化钠溶液调节

ｐＨꎬ考察了不同 ｐＨ 对探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 溶液荧

光性能的影响ꎬ结果如图 ３ 所示ꎬ无 ＯＮＯＯ－时ꎬ探针

溶液在 ｐＨ ２􀆰 ２ ~ １１􀆰 ６ 范围下ꎬ荧光强度趋于稳定ꎬ
荧光强度介于 ２４５~２６０ꎮ 而探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 与

ＯＮＯＯ－作用后ꎬ在 ｐＨ ２􀆰 ２ ~ １１􀆰 ６ 范围下 ５３０ ｎｍ 处

均实现了荧光猝灭ꎮ 由于生命体系 ｐＨ 接近中性ꎬ
因此后续实验选择 ｐＨ＝ ７􀆰 ４ꎮ

１—空白ꎻ２—加 ＯＮＯＯ－

ＤＭＳＯ / Ｈ２Ｏꎬ体积比 １ ∶４ꎬ２５ μｍｏｌ / Ｌ

图 ３　 ｐＨ 对探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 反应体系的

荧光强度的影响

２􀆰 ３　 探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 对 ＯＮＯＯ－的时间响应

研究

为了研究探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 对 ＯＮＯＯ－识别的

灵敏度ꎬ探究了探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 的 ＤＭＳＯ / Ｈ２Ｏ
(体积比 １ ∶４ꎬＰＢＳꎬｐＨ ＝ ７􀆰 ４)测试溶液对 ＯＮＯＯ－的

时间响应性能ꎬ如图 ４ 所示ꎬ向探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ
的 ＤＭＳＯ / Ｈ２Ｏ(２５ μｍｏｌ / Ｌꎬ体积比 １ ∶ ４ꎬＰＢＳꎬｐＨ ＝
７􀆰 ４)的溶液中加入 ＯＮＯＯ－(５ ｅｑｕｉｖ)１ ｍｉｎ 后探针溶

液荧光强度趋于稳定ꎬ表现出对 ＯＮＯＯ－ 高灵敏度ꎬ
因此后期荧光测试选择 １ ｍｉｎ 后进行测试ꎮ

２５ μｍｏｌ / Ｌꎬ体积比 １ ∶４ꎬＰＢＳꎬｐＨ＝ ７􀆰 ４

图 ４　 向探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 的 ＤＭＳＯ / Ｈ２Ｏ 中

加入 ＯＮＯＯ－后的时间响应光谱图

２􀆰 ４　 探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 对活性氧和金属离子的

选择性研究

在最佳测试条件下ꎬ通过荧光光谱法ꎬ探究了探

针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 对活性氧 /氮和金属离子选择性

能ꎬ结果如图 ５ 所示ꎮ 探针 ＮＣ － ＴＰＥ － ＢＯＨ 的

ＤＭＳＯ / Ｈ２Ｏ(２５ μｍｏｌ / Ｌꎬ体积比 １ ∶４ꎬＰＢＳꎬｐＨ＝ ７􀆰 ４)
溶液与 ＯＮＯＯ－作用时ꎬ在 ５３０ ｎｍ 处荧光强度由 ２２０
降为 ４ꎬ猝灭比 ９８􀆰 １％ꎬ而在其他活性氧和金属离子

存在下(Ｈ２Ｏ２ꎬＴＢＨＰꎬＯＨ􀅰ꎬＮＯ－ꎬＴＢＯ－ꎬＮａＣｌＯꎬ１Ｏ２ꎬ
Ｈｇ２＋ꎬＰｂ２＋ꎬＣｕ２＋ꎬＦｅ３＋ꎬＡｇ＋ꎬＡｌ３＋ꎬＣｒ３＋ꎬＬｉ＋ꎬＫ＋ꎬＭｇ２＋ꎬ
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Ｃａ２＋ꎬＮａ＋ꎬＣｄ２＋ꎬＮｉ２＋ꎬＭｎ２＋ꎬＺｎ２＋ꎬＢａ２＋ꎬＣｏ２＋)ꎬ除 Ｈｇ２＋

对探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ(２５ μｍｏｌ / Ｌ)有荧光影响外ꎬ
荧光强度降至 １６３ꎬ其他物种均未发生荧光猝灭现

象ꎮ 结果表明ꎬ探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 对 ＯＮＯＯ－表现

出特异的选择性和专一性ꎮ 此外ꎬ探针 ＮＣ－ＴＰＥ－
ＢＯＨ 与 ＯＮＯＯ－反应后ꎬ探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 溶液的

Ｓｔｏｋｅｓ 位移高达 １９５ ｎｍꎬ在荧光测试和实际应用中

可以有效避免自身荧光吸收和内滤效应ꎮ

(ａ)探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 与等量的 ＲＯＳ / ＲＮＳ 荧光光谱

(ｂ)探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 与等量的金属阳离子(５ ｅｑｕｉｖ)的

荧光光谱

λＥｘ
＝ ３３５ ｎｍꎬλＥｍ

＝ ５３０ ｎｍ

图 ５　 探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 的 ＤＭＳＯ / Ｈ２Ｏ
(２５ μｍｏｌ / Ｌꎬ体积比 １ ∶４ꎬＰＢＳꎬｐＨ＝ ７􀆰 ４)的

荧光光谱

２􀆰 ５　 探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 对 ＯＮＯＯ－和金属离子

的抗干扰性质研究

为了研究探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 的抗干扰能力ꎬ
首 先 在 探 针 ＮＣ － ＴＰＥ － ＢＯＨ 的 ＤＭＳＯ / Ｈ２Ｏ
(２５ μｍｏｌ / Ｌꎬ体积比 １ ∶ ４ꎬＰＢＳꎬｐＨ ＝ ７􀆰 ４)体系中分

别加入 ５ ｅｑｕｉｖ 的 ＲＯＳ / ＲＮＳ 或金属离子ꎬ然后再分

别加入 ５ ｅｑｕｉｖ ＯＮＯＯ－ꎬ通过荧光光谱法研究探针

ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 的抗干扰能力ꎮ 结果如图 ６ 所示ꎬ当
加入 ＲＯＳ / ＲＮＳ 或金属离子时ꎬ与空白相比ꎬ这些物

种均没有引起探针溶液明显的荧光猝灭ꎬ荧光强度

在 １６５ ~ ２７３ꎬ但当其他 ＲＯＳ / ＲＮＳ 或金属离子与

ＯＮＯＯ－共存时ꎬ探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 溶液在 ５３０ ｎｍ
处引起荧光猝灭ꎬ这表明探针 ＮＣ －ＴＰＥ －ＢＯＨ 的

ＤＭＳＯ / Ｈ２Ｏ(２５ μｍｏｌ / Ｌꎬ体积比 １ ∶４ꎬＰＢＳꎬｐＨ＝ ７􀆰 ４)

体系具有良好的抗干扰性ꎮ

１—未加 ＯＮＯＯ－的活性氧ꎻ２—加入 ＯＮＯＯ－的活性氧

(ａ)不同活性氧

１—未加 ＯＮＯＯ－的各种离子ꎻ２—加入 ＯＮＯＯ－的离子

(ｂ)不同金属离子

图 ６　 不同情况下探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 的

荧光强度对比

２􀆰 ６　 探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 与不同浓度 ＯＮＯＯ－的

相互作用荧光响应性能研究

为了进一步探究探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 与 ＯＮＯＯ－

作用情况ꎬ以探针 ＮＣ － ＴＰＥ － ＢＯＨ 的 ＤＭＳＯ / Ｈ２Ｏ
(２５ μｍｏｌ / Ｌꎬ体积比 １ ∶ ４ꎬＰＢＳꎬｐＨ ＝ ７􀆰 ４)作为测试

体系ꎬ研究探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 对不同浓度 ＯＮＯＯ－

的荧光响应性能ꎬ如图 ７(ａ)所示ꎬ发现随着 ＯＮＯＯ－

浓度增加ꎬ在 ５３０ ｎｍ 处荧光强度随着 ＯＮＯＯ－ 浓度
增大而逐渐降低ꎬ且 ＯＮＯＯ－浓度在 ０ ~ ６７􀆰 ５ μｍｏｌ / Ｌ
时ꎬ探针荧光强度与 ＯＮＯＯ－ 浓度有较好的线性关

系ꎬ经过拟合得线性回归方程 ｙ ＝ －５２􀆰 ０３ｘ＋２４６􀆰 ６２ꎬ
Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９５ ４ꎬ并通过检测限公式 Ｄ＝ ３Ｓｄ / ρ(ρ 是荧光

强度与 ＯＮＯＯ－的斜率ꎬＳｄ 是空白标准偏差)得出检

出限 ４􀆰 ３４ × １０－７ ｍｏｌ / Ｌꎬ表明探针具有很高的灵

敏度ꎮ

(ａ)荧光光谱图(内图为荧光强度与 ＯＮＯＯ－浓度的线性关系ꎬ

Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９５ ４)

􀅰４３２􀅰
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(ｂ)线性关系曲线图(Ｅｘ ＝ ３３５ ｎｍꎬＥｍ ＝ ５３０ ｎｍ)

图 ７　 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 的二甲基亚砜 / 水溶液中

逐渐加入不同浓度的 ＯＮＯＯ－后的结果

２􀆰 ７　 探针 ＮＣ－ＴＰＥ －ＢＯＨ 识别 ＯＮＯＯ－ 的机理

探究

为探究 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 与 ＯＮＯＯ－之间的识别机

理ꎬ对探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ－ＯＮＯＯ－ 混合物进行了
１ＨＮＭＲ、ＥＳＩ－ＭＳ 分析ꎬ结果表明ꎬ与 ＣＮ－ＴＰＥ－ＢＯＨ
的 １ＨＮＭＲ 图相比较ꎬ探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ－ＯＮＯＯ－

混合物的 １ＨＮＭＲ 图中 δ＝ ５􀆰 １２×１０－６(—ＣＨ２)和 δ ＝

８􀆰 ７６× １０－６(—ＣＨ􀪅􀪅Ｎ) 处峰消失ꎬ说明探针 ＮＣ －
ＴＰＥ－ＢＯＨ 在 ＯＮＯＯ－作用下可能发生了—Ｃ􀪅􀪅Ｎ 键

的氧化水解以及苯硼酸酯基的氧化分解ꎮ 同时对探

针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ－ＯＮＯＯ－混合物的 ＥＳＩ－ＭＳ 分析也

得到相同结论ꎬ其中 ｍ / ｚ＝ ３９１􀆰 １ 处的峰可归因于探

针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 的氧化水解—Ｃ􀪅􀪅Ｎ 双键和苯硼

酸酯基的氧化分解产物－Ｏ－ＴＰＥ－ＣＯＯＨ 的分子离子

峰ꎮ 根据上述结果ꎬ提出了如图 ８ 中描述的识别机

制:一是 ＯＮＯＯ－作为亲核试剂与 Ｃ􀪅􀪅Ｎ 键发生亲

核加成水解反应为胺和醛类化合物而醛类化合物

在过氧化亚硝酸盐作用下继续被氧化成羧酸ꎮ 同

时具有亲核性 ＯＮＯＯ－还会进攻缺电子的硼原子发

生苯硼酸基的水解得到 ＴＰＥ－Ｐｈ－Ｏ－产物ꎬ再通过

电子转移失去醌酮ꎬ得到水解产物 ＴＰＥ－Ｏ－ꎬ实现

探针 ＮＣ － ＴＰＥ － ＢＯＨ 的氧化水解获得产物－ Ｏ －
ＴＰＥ－ＣＯＯＨꎬ该化合物在溶液的溶解度增大ꎬ引起

了荧光猝灭ꎮ

图 ８　 探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 识别 ＯＮＯＯ－的可能机理

３　 结论

构建了一种基于四苯乙烯的双识别位点型

“ｔｕｒｎ－ｏｆｆ” ＯＮＯＯ－ 荧光探针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨꎮ 探针

ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 具有良好的聚集诱导效应ꎬ且探针的

ＤＭＳＯ / Ｈ２Ｏ(２５ μｍｏｌ / Ｌꎬ体积比 １ ∶４ꎬＰＢＳꎬｐＨ＝ ７􀆰 ４)
溶液与 ＯＮＯＯ－作用后ꎬ荧光猝灭比为 ９８􀆰 ２％ꎬ实现

了对 ＯＮＯＯ－ 的特异选择性识别ꎬ检出限为 ４􀆰 ３４ ×
１０－７ ｍｏｌ / ＬꎬＳｔｏｋｅｓ 位移为 １９５ ｎｍꎬ表现出较好的选

择性和较高灵敏度ꎮ 并通过核磁、质谱手段ꎬ证明探

针 ＮＣ－ＴＰＥ－ＢＯＨ 的识别机制是由—Ｃ􀪅􀪅Ｎ 双键氧

化水解生成—ＣＯＯＨꎬ以及苯硼酸基氧化水解后ꎬ再
通过电子转移失去醌酮生成氧负离子生成物质－Ｏ－
ＴＰＥ－ＣＯＯＨꎬ导致荧光淬灭ꎮ
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