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摘要:以典型聚集诱导发光(ＡＩＥ)性质的四苯乙烯基为荧光母体ꎬ通过酯基连接上水溶性佳的聚乙二醇基合成了具有 ＡＩＥ
特性的化合物 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥꎻ利用光谱法研究探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 的光学性能ꎬ结果表明ꎬ探针在 ＤＭＦ / Ｈ２Ｏ 混合溶液

中具有典型的 ＡＩＥ 性能ꎬ其溶液(探针溶液浓度为 １０ μｍｏｌ / ＬꎬＤＭＦ / Ｈ２Ｏ 体积比为 １ / ４ꎬ在 ＰＢＳ 缓冲溶液中 ｐＨ 值为 ７􀆰 ４)对

ＯＮＯＯ－表现出“ｔｕｒｎ－ｏｆｆ”特异性识别ꎬ猝灭比可达 ９７􀆰 ８６％ꎬ检出限为 １􀆰 ２６×１０－６ ｍｏｌ / Ｌꎬ具有较好的选择性、较高的灵敏度和较

大的 Ｓｔｏｋｅｓ 位移(１６４ ｎｍ)ꎮ 通过薄层色谱法和高分辨质谱法对探针识别 ＯＮＯＯ－的机制进行研究ꎬ结果表明ꎬ该探针通过酯基

水解生成 ＴＰＥ－ＣＯＯＨꎬ进而使荧光发生变化ꎬ实现对 ＯＮＯＯ－的特异性识别ꎮ
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　 　 活性氧 /氮(ＲＯＳ / ＲＮＳ)是生命系统中的重要物

质ꎬ在不同的生理病理过程中起着调节作用[１－２]ꎮ
ＯＮＯＯ－作为一种具有高氧化和亚硝化活性的活性

氧物种ꎬ在生物体内由一氧化氮(ＮＯ)和超氧阴离

子自由基(􀅰Ｏ－
２)快速结合产生[３]ꎬ在调节细胞内氧

化还原平衡和信号转导途径方面发挥关键作用ꎮ 但

浓度异常的 ＯＮＯＯ－会损伤核酸、脂质和过渡金属酶

中心等许多生物分子[４－５]ꎬ引发多种疾病[６－７]ꎬ包括

心血管疾病、炎症和癌症等ꎮ 因此ꎬ开发一种快速、
准确检测 ＯＮＯＯ－水平的分析方法对疾病研究具有

重要意义ꎮ
目前ꎬ报道的检测 ＯＮＯＯ－ 的方法有电化学法、

化学发光法和离子色谱法等[８－１０]ꎮ 虽然这些方法在

检测 ＯＮＯＯ－方面取得了很好的效果ꎬ但很难实时监

测生物体内 ＯＮＯＯ－水平的动态变化ꎮ 而荧光探针

法[１１－１２]因优越的实时可视化、快速响应和无损检测

等优势ꎬ被广泛用于细胞和生物体中的生物活性物

质的实时监测ꎮ 目前多数 ＯＮＯＯ－荧光探针均是基

于传统荧光染料为荧光母体ꎬ通过 Ｃ􀪅􀪅Ｃ / Ｃ􀪅􀪅Ｎ 键

氧化[１３－１４]、 硼 酸 酯 氧 化[１５]、 酰 胺 /酯 的 氧 化 水

解[１６－１７]、磷酸基氧化[１８] 和醚键氧化[１９] 等识别策略

实现对 ＯＮＯＯ－特异性识别ꎮ 例如 Ｆｅｎｇ 等[２０]以香豆

素为荧光母体、Ｃ􀪅􀪅Ｃ 键为识别位点设计合成了高

尔基体靶向型 ＯＮＯＯ－荧光探针ꎬ该探针具有低细胞

毒性和高灵敏度(ＬＯＤ＝ １３ ｎｍｏｌ / Ｌ)ꎮ Ｐｅｎｇ 等[２１] 以

罗丹明为荧光母体、硼酸酯为识别位点设计合成了

􀅰０３２􀅰
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ＯＮＯＯ－荧光探针ꎬ该探针具有优异的抗干扰性和敏

感性( ＬＯＤ ＝ ３４ ｎｍｏｌ / Ｌ)ꎬ能够对肝缺血 /再灌注

(Ｉ / Ｒ)过程中的 ＯＮＯＯ－ 进行成像ꎮ Ｓｕ 等[２２] 基于

ＢＯＤＩＰＹ 荧光母体以磷酸酯为 ＯＮＯＯ－的特异性识别

位点设计并合成了荧光探针ꎬ该探针反应快、选择性

好、灵敏度高ꎮ 上述 ＯＮＯＯ－荧光探针均具有良好的

发光性能、选择性等优势ꎬ但依旧存在一些问题ꎬ比
如传统荧光探针在高浓度下容易聚集导致荧光猝

灭ꎬ在测定中易存在假阴性的影响ꎻ另外由于探针的

Ｓｔｏｋｅｓ 位移较小ꎬ会引起激发光谱与发射光谱之间

的串扰和自吸收干扰ꎮ 因此开发具有聚集诱导发光

(ＡＩＥ)特性和 Ｓｔｏｋｅｓ 位移大的 ＯＮＯＯ－ 荧光探针可

以很好地解决上述问题ꎮ
具有 ＡＩＥ 特性的荧光探针中ꎬ基于四苯乙烯

(ＴＰＥ)荧光母体的探针因结构简单、易于修饰、聚集

诱导荧光性能好、Ｓｔｏｋｅｓ 位移大等优势[２３]ꎬ引起人

们广泛关注ꎬ但用于检测 ＯＮＯＯ－的四苯乙烯类荧光

探针[２４－２５]研究较少ꎬ且多数探针更多利用 ＯＮＯＯ－

的氧化性进行设计ꎬ合成较为困难ꎮ 因此ꎬ本文中基

于四苯乙烯为荧光母体ꎬ用高水溶性的聚合物材

料—聚乙二醇 ２０００ 进行修饰ꎬ通过亲核取代反应

两步合成得到以酯基为识别位点的 ＯＮＯＯ－荧光探

针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００ －ＴＰＥꎮ 研究表明ꎬ该探针具有良

好的水溶性和较大的 Ｓｔｏｋｅｓ 位移(１６４ ｎｍ)ꎬ能够

特异性识别 ＯＮＯＯ－ꎬ具有较高的选择性和较好的

灵敏度ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 主要仪器与试剂

Ｕ－３３１０ 型紫外－可见分光光度计(日本日立公

司)ꎻＴＲＡＣＥ ＭＳ 型质谱仪(美国赛默飞世尔公司)ꎻ
Ｃａｒｙ Ｅｃｌｉｐｓｅ 型荧光分光光度计 (美国 Ｖａｒｉａｎ 公

司)ꎻＶａｒｉａｎ ４００－ＭＲ 型核磁共振波谱仪ꎮ
丁二酸酐、聚乙二醇 ２０００(ＰＥＧ２０００)、二环己基

碳二亚胺(ＤＣＣ)、４－二甲氨基吡啶(ＤＭＡＰ)、二甲

亚砜(ＤＭＳＯ)、无水乙醇(ＣＨ３ＣＨ２ＯＨ)、无水甲醇

(ＣＨ３ＯＨ)、ＮꎬＮ－二甲基甲酰胺(ＤＭＦ)ꎬ上述试剂均

为分析纯ꎮ
１􀆰 ２　 探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 的合成与表征

以四苯乙烯荧光母体 ４－(１－苯基－２ꎬ２－二对甲

苯基)苯胺(ＴＰＥ－ＮＨ２)为起始原料ꎬ先后与丁二酸

酐和聚乙二醇 ２０００(ＰＥＧ２０００)通过亲核取代合成得

到化合物 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００ －ＴＰＥꎬ总产率为 ７６％ꎬ合成

路线如图 １ 所示ꎮ

图 １　 探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 的合成路线

１􀆰 ２􀆰 １　 ＴＰＥ－ＣＯＯＨ 的合成与表征

首先称取 ３􀆰 ７４０ ９ ｇ ＴＰＥ －ＮＨ２ ( １０ ｍｍｏｌ) 和

１􀆰 ００１ ８ ｇ 丁二酸酐(１０ ｍｍｏｌ)在 １００ ｍＬ 的圆底烧

瓶中ꎬ用 ４０ ｍＬ ＣＨ２Ｃｌ２ 溶解ꎬ搅拌ꎬ体系由淡黄色澄清

溶液析出大量白色固体ꎬＴＬＣ 跟踪 １ ｈ 后ꎬ抽滤出固体ꎬ
用无水乙醇重结晶ꎬ最终得到白色固体 ４􀆰 ５１８ ９ ｇꎬ
产率为 ９５％ꎮ １ＨＮＭＲ(ＣＤＣｌ３ꎬ４００ ＭＨｚ):２􀆰 ２４(２ｓꎬ
６Ｈ)ꎬ２􀆰 ６１( ｔꎬＪ ＝ ８􀆰 ０ Ｈｚꎬ２Ｈ)ꎬ２􀆰 ７５( ｔꎬＪ ＝ ８􀆰 ０ Ｈｚꎬ
２Ｈ)ꎬ６􀆰 ８７~７􀆰 ３５(ｍꎬ１７Ｈ)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 的合成与表征

在 １００ ｍＬ 的干燥圆底烧瓶内加入 ０􀆰 ９４６ ４ ｇ
ＴＰＥ－ＣＯＯＨ(２􀆰 ０ ｍｍｏｌ)ꎬ０􀆰 ６１８ ２ ｇ ＤＣＣ(３􀆰 ０ ｍｍｏｌ)ꎬ
０􀆰 ０６１ ２ ｇ ＤＭＡＰ (０􀆰 ５ ｍｍｏｌ)ꎬ并用 ４０ ｍＬ ＣＨ２Ｃｌ２
溶解ꎬ 搅 拌ꎬ ３０ ｍｉｎ 后 加 入 ２􀆰 ００１ ５ ｇ ＰＥＧ２０００

(１􀆰 ０ ｍｍｏｌ)ꎬ室温搅拌ꎬＴＬＣ 跟踪ꎬ２ ｈ 反应完全后ꎬ
将体系旋转蒸发去除溶剂ꎬ柱层析(二氯甲烷－甲

醇ꎬ２０ ∶１ꎬｖ / ｖ)分离得淡绿色固体 ２􀆰 ３４６ １ ｇꎬ产率为

８０％ꎮ １ＨＮＭＲ(ＣＤＣｌ３ꎬ４００ ＭＨｚ):２􀆰 ２４(２ｓꎬ１２Ｈ)ꎬ
２􀆰 ６３(ｔꎬＪ ＝ ８􀆰 ０ Ｈｚꎬ４Ｈ)ꎬ２􀆰 ７６( ｔꎬＪ ＝ ８􀆰 ０ Ｈｚꎬ４Ｈ)ꎬ
３􀆰 ６１~３􀆰 ６７(ｍꎬ１８０Ｈ)ꎬ６􀆰 ９２~７􀆰 ０９(ｍꎬ３０Ｈ)ꎬ７􀆰 ２９~
７􀆰 ３２(ｍꎬ４Ｈ)ꎮ
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􀆰 １０ ｍＬ 探针储备液(Ｃ０ ＝ ５×１０－４ ｍｏｌ / Ｌ)、
４􀆰 ９０ ｍＬ ＤＭＦ 和 ０ ｍＬ 不良溶剂－水到体积为 ５􀆰 ００ ｍＬ
的小瓶中ꎬ获得水体积分数为 ０％的纯 ＤＭＦ 待测液

(Ｃ ＝ １×１０－５ ｍｏｌ / Ｌ)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能

(λＥｘ ＝ ３２６ ｎｍ)ꎮ
探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 的 ＤＭＦ / Ｈ２Ｏ 测试溶液

􀅰１３２􀅰
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(１０ μｍｏｌ / Ｌꎬｖ / ｖꎬ１ / ４ꎬＰＢＳꎬｐＨ＝ ７􀆰 ４)配置和性能测

试方法:首先向体积为 ５􀆰 ００ ｍＬ 的小瓶中加入

０􀆰 １０ ｍＬ 探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００ －ＴＰＥ 储备液、０􀆰 ９０ ｍＬ
ＤＭＦ 和 ３􀆰 ９９ ｍＬ 的不良溶剂水ꎬ再加入 ０􀆰 ０１ ｍＬ
ＰＢＳ 溶液ꎬ得到 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ ＴＰＥ 的 ＤＭＦ / Ｈ２Ｏ 测

试溶液(１０ μｍｏｌ / Ｌꎬｖ / ｖꎬ１ / ４ꎬＰＢＳꎬｐＨ ＝ ７􀆰 ４)ꎮ 依照

此法ꎬ在上述测试溶液中加入 ０􀆰 ０３ ｍＬ ＯＮＯＯ－

(１１􀆰 ９ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ７ ｅｑｕｉｖ􀆰 )测定光谱性能ꎬ探究该探

针的选择性能(λＥｘ ＝ ３２６ ｎｍ)ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 探针 ＴＰＥ －ＰＥＧ２０００ －ＴＰＥ 的聚集诱导荧光

性能

以 ＤＭＦ 为良溶剂ꎬ水为不良溶剂ꎬ探讨了探针

ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 的 ＡＩＥ 特性ꎮ 由图 ２ 可知ꎬ探针

ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 的 ＤＭＦ 溶液在 ４４０ ｎｍ 处荧光强

度为 １０ꎻ在水体积分数为 ０％ ~ ７０％时ꎬ荧光强度上

下浮动不到 ３ꎮ 在水体积分数为 ８０％后荧光强度随

水体积分数增加而增强ꎬ当水体积分数为 ９０％时荧

光强度增强最大ꎬ在 ４９０ ｎｍ 处荧光强度达到 ７７３ꎬ
较纯 ＤＭＦ 溶液时增强了 ７７ 倍ꎬ证明其具有良好的

ＡＩＥ 特性ꎮ

水体积分数:１—０％ꎻ２—１０％ꎻ３—２０％ꎻ４—３０％ꎻ５—４０％ꎻ
６—５０％ꎻ７—６０％ꎻ８—７０％ꎻ９—８０％ꎻ１０—９０％

图 ２　 探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)
在不同含水量的 ＤＭＳＯ / Ｈ２Ｏ 混合溶液体系中

聚集诱导荧光光谱(内图为最大荧光强度

折线图ꎬλＥｘ ＝ ３２６ ｎｍ)

２􀆰 ２　 探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 对 ＯＮＯＯ－识别条件

优化

２􀆰 ２􀆰 １　 不同溶剂条件下探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 溶

液对 ＯＮＯＯ－选择性识别研究

为获得较优的 ＯＮＯＯ－选择性识别条件ꎬ考察了

不同溶剂条件下探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００ －ＴＰＥ 对 ＲＯＳ /
ＲＮＳ 的识别能力研究ꎮ 由表 １ 可知ꎬ探针 ＴＰＥ －

ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ(１０ μｍｏｌ / Ｌꎬｖ / ｖꎬ１ / ４)的 ＣＨ３ＣＨ２ＯＨ /
Ｈ２Ｏ、ＣＨ３ＯＨ / Ｈ２Ｏ、ＤＭＳＯ / Ｈ２Ｏ 溶液条件下虽能识

别 ＯＮＯＯ－ꎬ 猝 灭 比 分 别 为 ８７􀆰 ２０％、 ９７􀆰 ３０％、
９８􀆰 ４０％ꎬ但同时对 ＣｌＯ－ 也产生了响应识别ꎮ 只有
探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００ －ＴＰＥ 的 ＤＭＦ / Ｈ２Ｏ(１０ μｍｏｌ / Ｌꎬ
ｖ / ｖꎬ１ / ４)溶液实现了对 ＯＮＯＯ－专一性选择识别ꎬ在
４９０ ｎｍ 处荧光强度由 ５１３ 降到 １１ꎬ猝灭比达到

９７􀆰 ８６％ꎮ 实验结果表明ꎬ探针 ＴＰＥ －ＰＥＧ２０００ －ＴＰＥ
的 ＤＭＦ / Ｈ２Ｏ(１０ μｍｏｌ / Ｌꎬｖ / ｖꎬ１ / ４)溶液条件下对

ＯＮＯＯ－的识别能力最优ꎬ故以下测试选用 ＤＭＦ 溶剂

作为性能研究的良性溶剂ꎮ
表 １　 探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ(１０ μｍｏｌ / Ｌꎬｖ溶剂 / ｖ水ꎬ１ / ４)

在不同溶液中加入不同 ＲＯＳ / ＲＮＳ(７ ｅｑｕｉｖ)后
４９０ ｎｍ 处的荧光强度

溶剂 ＲＯＳ / ＲＮＳ 空白 １Ｏ２ ＴＢＯ－ ＣｌＯ－ ＴＢＨＰ ＮＯ－ Ｈ２Ｏ２ 􀅰ＯＨ ＯＮＯＯ－

ＣＨ３ＣＨ２ＯＨ/

　 Ｈ２Ｏ
７１９ ８４０ ６４９ ３２２ ６５０ ６６１ ７８４ ６１１ ９２

ＣＨ３ＯＨ/ Ｈ２Ｏ ４８０ ５０４ ４１０ １７８ ５４３ ５２７ ５４０ ４１１ １３
ＤＭＳＯ/ Ｈ２Ｏ ４３７ ４０４ ３３１ ９７ ４３４ ３９８ ３９０ ３１３ ７
ＤＭＦ / Ｈ２Ｏ ５１３ ４８４ ４４４ ４９９ ５０３ ４７０ ４９６ ４３４ １１

２􀆰 ２􀆰 ２　 探针 ＴＰＥ －ＰＥＧ２０００ －ＴＰＥ 对 ｐＨ 的响应性

研究

考察探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００ －ＴＰＥ 的稳定性和反应

活性ꎬ 加 入 不 同 体 积 的 ０􀆰 １０ ｍｏｌ / Ｌ 盐 酸 和

０􀆰 １０ ｍｏｌ / Ｌ 氢氧化钠调节溶液的 ｐＨꎬ使得溶液 ｐＨ
在 ３􀆰 ５~１０􀆰 ０ 之间ꎬ以荧光光谱法分别测定该探针

的 ＤＭＦ / Ｈ２Ｏ 溶液 ( １０ μｍｏｌ / Ｌꎬ ｖ / ｖꎬ １ / ４) 在加入

ＯＮＯＯ－ 前后的荧光变化ꎬ 由图 ３ 可知ꎬ 在加入
ＯＮＯＯ－之前ꎬ探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００ －ＴＰＥ 在 ｐＨ ３􀆰 ５ ~
１０􀆰 ０ 之间荧光强度趋于稳定ꎬ荧光强度在 ４９３ ~ ５３８
之间ꎮ 而在该探针中加入 ＯＮＯＯ－ 后ꎬ在 ｐＨ ３􀆰 ５ ~
１０􀆰 ０ 之间ꎬ４９０ ｎｍ 处均发生了荧光猝灭ꎮ 结果表明

该探针在 ｐＨ ３􀆰 ５ ~ １０􀆰 ０ 之间具有较优的反应活性

　 　 　 　 　 　 　

１—ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥꎻ２—ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ＋ＯＮＯＯ－

图 ３　 ｐＨ 对探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 的

ＤＭＦ / Ｈ２Ｏ 反应体系荧光强度的影响

(１０ μｍｏｌ / Ｌꎬｖ / ｖꎬ１ / ４ꎬλＥｘ ＝ ３２６ ｎｍ)

􀅰２３２􀅰
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和稳定性ꎬ为进一步考察在生物体系中的实用性ꎬ故
以下性质研究在缓冲溶液 ｐＨ ７􀆰 ４ 中进行ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ３　 探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 的时间响应性研究

为考察探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００ －ＴＰＥ 达到最优识别

效果的时间及探针的灵敏度ꎬ对探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－
ＴＰＥ 进行时间的响应性研究ꎮ 在探针的 ＤＭＦ / Ｈ２Ｏ
溶液(１０ μｍｏｌ / Ｌꎬｖ / ｖꎬ１ / ４ꎬＰＢＳꎬｐＨ ＝ ７􀆰 ４)中加入

７ ｅｑｕｉｖ 的 ＯＮＯＯ－ꎬ以荧光光谱法测试了探针溶液在

不同时间点的荧光强度ꎬ结果如图 ４ 所示ꎮ 探针

ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 与 ＯＮＯＯ－作用后ꎬ随时间的延长

荧光强度逐渐降低ꎬ约 ４ ｍｉｎ 后荧光强度趋于稳定ꎬ
结果表明探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００ －ＴＰＥ 对 ＯＮＯＯ－的响应

时间短ꎬ灵敏度好ꎬ因此后期实验均采用 ４ ｍｉｎ 后进

行测试ꎮ

图 ４　 探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 的 ＤＭＦ / Ｈ２Ｏ
(１０ μｍｏｌ / Ｌꎬｖ / ｖꎬ１ / ４ꎬＰＢＳꎬｐＨ＝７􀆰 ４)溶液中加入

ＯＮＯＯ－后的时间响应荧光光谱(λＥｘ ＝３２６ ｎｍ)

２􀆰 ３　 探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 的光谱性能研究

２􀆰 ３􀆰 １　 探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 对活性氧 / 氮、金属

离子的选择性识别研究

(１)用紫外－可见吸收光谱法考察探针 ＴＰＥ－
ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 的选择性识别性能

基于探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００ －ＴＰＥ 聚集诱导测试结

果及条件筛选结果ꎬ分别配制加入不同 ＲＯＳ / ＲＮＳ、
金属离子(７ ｅｑｕｉｖ) 的探针 ＴＰＥ －ＰＥＧ２０００ －ＴＰＥ 的

ＤＭＦ / Ｈ２Ｏ 溶液 ( １０ μｍｏｌ / Ｌꎬ ｖ / ｖꎬ １ / ４ꎬ ＰＢＳꎬ ｐＨ ＝
７􀆰 ４)ꎬ以紫外－可见吸收光谱法研究了选择性能ꎬ结
果如图 ５ 所示ꎮ 空白探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００ －ＴＰＥ 溶液

的最大吸收波长在 ３２５ ｎｍꎬ可能是由于探针结构中

存在 π－π∗跃迁产生 Ｋ 带和 Ｒ 带ꎻ而当加入 ＯＮＯＯ－

后探针溶液最大吸收波长从 ３２５ ｎｍ 蓝移到了

３１５ ｎｍ 处ꎬ吸收强度由 ０􀆰 ２１８ 下降至 ０􀆰 １９６ꎮ 在其

他活性氧 /氮、金属离子存在下ꎬ探针溶液均没有发

生上述变化ꎬ产生这一变化的原因可能是 ＯＮＯＯ－促

使探针中的助色团聚乙二醇链发生断裂ꎬ引起最大

吸收波长发生部分蓝移ꎮ 结果表明该探针可以实现

对 ＯＮＯＯ－的专一性识别ꎮ

１—空白ꎻ２—１Ｏ２ꎻ３—ＴＢＯ－ꎻ４—ＣｌＯ－ꎻ５—ＴＢＨＰꎻ６—ＮＯ－ꎻ

７—Ｈ２Ｏ２ꎻ８—􀅰ＯＨꎻ９—ＯＮＯＯ－

(ａ)探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 与等量的 ＲＯＳ / ＲＮＳ(７ ｅｑｕｉｖ)

紫外－可见吸收光谱

１—Ｌｉ＋ꎻ２—Ａｇ＋ꎻ３—Ｋ＋ꎻ４—Ｎａ＋ꎻ５—Ｈｇ２＋ꎻ６—Ｍｇ２＋ꎻ７—Ｃｄ２＋ꎻ

８—Ｐｄ２＋ꎻ９—Ｍｎ２＋ꎻ１０—Ｎｉ２＋ꎻ１１—Ｃｏ２＋ꎻ１２—Ｂａ２＋ꎻ１３—Ｃａ２＋ꎻ

１４—Ｃｕ２＋ꎻ１５—Ｚｎ２＋ꎻ１６—Ｃｒ３＋ꎻ１７—Ａｌ３＋ꎻ１８—Ｆｅ３＋

(ｂ)探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 与等量的金属离子(７ ｅｑｕｉｖ)

荧光光谱

图 ５　 探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 的 ＤＭＦ / Ｈ２Ｏ
溶液(１０ μｍｏｌ / Ｌꎬｖ / ｖꎬ１ / ４ꎬＰＢＳꎬｐＨ＝ ７􀆰 ４)的

紫外－可见吸收光谱

(２)用荧光光谱法考察探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ
的选择性识别性能

在探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００ －ＴＰＥ 的 ＤＭＦ / Ｈ２Ｏ 溶液

(１０ μｍｏｌ / Ｌꎬｖ / ｖꎬ１ / ４ꎬＰＢＳꎬｐＨ ＝ ７􀆰 ４)中分别加入

７ ｅｑｕｉｖ 的 ＲＯＳ / ＲＮＳ 或金属离子(ＴＢＨＰ、ＮＯ－、１Ｏ２、
􀅰ＯＨ、ＴＢＯ－、Ｈ２Ｏ２、ＣｌＯ

－、ＯＮＯＯ－、Ａｌ３＋、Ｌｉ＋、Ａｇ＋、Ｋ＋、
Ｎａ＋、Ｃｒ３＋、 Ｈｇ２＋、 Ｍｇ２＋、 Ｆｅ３＋、 Ｃｄ２＋、 Ｐｄ２＋、 Ｎｉ２＋、 Ｃｏ２＋、
Ｂａ２＋、Ｃａ２＋、Ｃｕ２＋、Ｍｎ２＋、Ｚｎ２＋)ꎬ探究探针的选择性识
别能力ꎮ 结果如图 ６ 所示ꎬ只有 ＯＮＯＯ－的加入能使

　 　 　 　 　 　 　

１—空白ꎻ２—ＴＢＨＰꎻ３—ＮａＣｌＯꎻ４—Ｈ２Ｏ２ꎻ５—１Ｏ２ꎻ６—ＮＯ－ꎻ

７—ＴＢＯ－ꎻ８—􀅰ＯＨꎻ９—ＯＮＯＯ－

(ａ)探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 与等量的 ＲＯＳ / ＲＮＳ(７ ｅｑｕｉｖ)

荧光光谱
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１—Ｌｉ＋ꎻ２—Ａｇ＋ꎻ３—Ｋ＋ꎻ４—Ｎａ＋ꎻ５—Ｈｇ２＋ꎻ６—Ｍｇ２＋ꎻ７—Ｃｄ２＋ꎻ

８—Ｐｄ２＋ꎻ９—Ｍｎ２＋ꎻ１０—Ｎｉ２＋ꎻ１１—Ｃｏ２＋ꎻ１２—Ｂａ２＋ꎻ１３—Ｃａ２＋ꎻ

１４—Ｃｕ２＋ꎻ１５—Ｚｎ２＋、１６—Ｃｒ３＋ꎻ１７—Ａｌ３＋ꎻ１８—Ｆｅ３＋

(ｂ)探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 与等量的金属离子(７ ｅｑｕｉｖ)

荧光光谱

图 ６　 探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 的 ＤＭＦ / Ｈ２Ｏ
溶液(１０ μｍｏｌ / Ｌꎬｖ / ｖꎬ１ / ４ꎬＰＢＳꎬｐＨ＝ ７􀆰 ４)的

荧光光谱(λＥｘ ＝ ３２６ ｎｍ)

得探针在 ４９０ ｎｍ 处荧光发生猝灭ꎬ荧光强度由 ５１３
降至 １１ꎬ猝灭比为 ９７􀆰 ８６％ꎬ而其他离子的加入则无

明显变化ꎮ 结果表明探针 ＴＰＥ － ＰＥＧ２０００ － ＴＰＥ 对

ＯＮＯＯ－具有特异选择性ꎬ此外ꎬ该探针还具有较大

的 Ｓｔｏｋｅｓ 位移(１６４ ｎｍ)ꎬ可有效避免检测中的荧光

背景干扰和内滤效应ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ２　 探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 的抗干扰能力研究

为了验证探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 的选择性ꎬ用
７ ｅｑｕｉｖ 的 ＲＯＳ / ＲＮＳ 或金属离子与 ＯＮＯＯ－共存时进

行了抗干扰实验ꎮ 在探针 ＴＰＥ － ＰＥＧ２０００ － ＴＰＥ 的

ＤＭＦ / Ｈ２Ｏ 体系 ( １０ μｍｏｌ / Ｌꎬ ｖ / ｖꎬ １ / ４ꎬ ＰＢＳꎬ ｐＨ ＝
７􀆰 ４)中分别加入 ７ ｅｑｕｉｖ 的 ＲＯＳ / ＲＮＳ 或金属离子

的溶液ꎬ然后再分别加入 ７ ｅｑｕｉｖ 的 ＯＮＯＯ－溶液ꎬ以
荧光光谱法进行抗干扰性能测试ꎮ 结果如图 ７ 所

示ꎬ当探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 与除 ＯＮＯＯ－溶液外的

不同离子共存时ꎬ与空白相比这些离子不会使探针

　 　 　 　 　 　 　

１—未加入 ＯＮＯＯ－的活性氧ꎻ２—加入 ＯＮＯＯ－的活性氧

图 ７　 探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 的 ＤＭＦ / Ｈ２Ｏ
溶液(１０ μｍｏｌ / Ｌꎬｖ / ｖꎬ１ / ４ꎬＰＢＳꎬｐＨ＝ ７􀆰 ４)中

ＯＮＯＯ－(７ ｅｑｕｉｖ)与其他离子共存时的荧光强度

对比图(λＥｘ ＝ ３２６ ｎｍ)

发生荧光猝灭ꎬ荧光强度在 ４３３ ~ ５４１ 之间ꎬ而加入

ＯＮＯＯ－溶液后ꎬ探针溶液在 ４９０ ｎｍ 处均发生了荧光

猝灭ꎬ表明该探针具有很强的抗干扰能力ꎬ有望适用

于复杂的生物环境中ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ３　 探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 的浓度响应性探究

为进一步评价探针 ＴＰＥ － ＰＥＧ２０００ － ＴＰＥ 对

ＯＮＯＯ－的选择识别的实用性ꎬ进行了浓度响应性实

验研究ꎮ 在探针 ＴＰＥ －ＰＥＧ２０００ －ＴＰＥ 的 ＤＭＦ / Ｈ２Ｏ
(１０ μｍｏｌ / Ｌꎬｖ / ｖꎬ１ / ４ꎬＰＢＳꎬｐＨ＝ ７􀆰 ４)溶液中分别加

入不同浓度的 ＯＮＯＯ－溶液(０ ~ ９０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ以荧光

光谱法进行探针溶液的浓度响应性能探究ꎮ 由图 ８
可知ꎬ探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００ －ＴＰＥ 溶液与不同浓度的

ＯＮＯＯ－溶液(０ ~ ９０ μｍｏｌ / Ｌ)处理后ꎬ荧光强度随加

入 ＯＮＯＯ－物质的量增大而减小ꎬ最大发射波长由

４９０ ｎｍ 蓝移至 ４７０ ｎｍꎬＯＮＯＯ－浓度在 １０~４５ μｍｏｌ / Ｌ
范围内与荧光强度有良好的线性关系ꎬ线性方程 ｙ＝
－９􀆰 ６０６ ８×１０６ｘ＋４８９􀆰 ０５８ ８ꎬＲ２ 为 ０􀆰 ９９３ ０ꎬ并通过检

出限公式 ＤＯＬ＝ ３Ｓ / ｋꎬ其中 ｋ 是荧光强度与 ＯＮＯＯ－

浓度的斜率ꎬ Ｓ 是空白标准偏差ꎬ得出检出限为

１􀆰 ２６×１０－６ ｍｏｌ / Ｌꎮ 结果表明ꎬ探针 ＴＰＥ －ＰＥＧ２０００ －
ＴＰＥ 能够灵敏响应 ＯＮＯＯ－ꎬ在线性范围内ꎬ该探针

对 ＯＮＯＯ－可进行定量分析ꎮ

图 ８　 探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 的 ＤＭＦ / Ｈ２Ｏ
溶液(１０ μｍｏｌ / Ｌꎬｖ / ｖꎬ１ / ４ꎬＰＢＳꎬｐＨ＝ ７􀆰 ４)与
不同浓度 ＯＮＯＯ－(０~９０ μｍｏｌ / Ｌ)作用后的

荧光光谱(内图为荧光强度与 ＯＮＯＯ－浓度的

线性关系ꎬＲ２ ＝ ０􀆰 ９９３ ０)

２􀆰 ３􀆰 ４　 探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 识别 ＯＮＯＯ－可能机

制的推断

首先通过薄层色谱法初步探究探针 ＴＰＥ －
ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 对 ＯＮＯＯ－ 的识别机制ꎬ将探针溶于

ＣＨ３ＣＨ２ＯＨ / Ｈ２Ｏ 溶 液 ( ｖ / ｖꎬ １ / ４ ) 中ꎬ 加 入 过 量

ＯＮＯＯ－ꎬ室温下反应 １０ ｍｉｎꎮ 将探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－
ＴＰＥ 与 ＯＮＯＯ－ 反应后的混合物与荧光母体 ＴＰＥ－
ＮＨ２、四苯乙烯衍生物 ＴＰＥ－ＣＯＯＨ 以及探针 ＴＰＥ－

􀅰４３２􀅰
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ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 的薄层色谱板进行对比发现(图 ９):
探针 ＴＰＥ －ＰＥＧ２０００ －ＴＰＥ 和 ＯＮＯＯ－ 的混合体系与

ＴＰＥ－ＣＯＯＨ 在同一高度ꎬ极性相似ꎮ 初步判断该探

针与 ＯＮＯＯ－响应的机制为探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００ －ＴＰＥ
在 ＯＮＯＯ－的作用下ꎬ促进酯键水解引起断裂脱除聚

乙二醇基ꎬ生成了 ＴＰＥ－ＣＯＯＨꎬ从而引起荧光变化ꎬ
达到识别的效果ꎮ 然后进一步对探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－
ＴＰＥ－ＯＮＯＯ－混合物进行了高分辨质谱法分析ꎬ其中

ｍ / ｚ＝ ４７４􀆰 ２１ 处的峰可归因于 ＴＰＥ－ＣＯＯＨ 的分子

离子峰(Ｍ＝７５􀆰 ２１ ｍｏｌ－１)ꎬ验证了探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－
ＴＰＥ 在 ＯＮＯＯ－ 作用下通过酯基水解反应生成了

ＴＰＥ－ＣＯＯＨ 的反应机制ꎮ

图 ９　 探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 与 ＯＮＯＯ－反应的

在 ２５４ ｎｍ 紫外灯下薄层色谱图(ａ:荧光母体

ＴＰＥ－ＮＨ２ꎻｂ:四苯乙烯衍生物 ＴＰＥ－ＣＯＯＨꎻ
ｃ:探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥꎻｄ:探针 ＴＰＥ－

ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 和 ＯＮＯＯ－反应ꎻ展开剂为

二氯甲烷 ∶甲醇＝ １０ ∶１)

通过薄层色谱法和高分辨质谱法的实验结果ꎬ
推测该探针与 ＯＮＯＯ－ 反应过程如图 １０ 所示ꎬ在
ＯＮＯＯ－作用下ꎬ促使探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 水解发

生酯键断裂ꎬ从而产生 ＴＰＥ －ＣＯＯＨꎮ 由于 ＴＰＥ －
　 　 　 　 　 　 　

图 １０　 探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 与 ＯＮＯＯ－

反应的可能过程

ＣＯＯＨ 水溶性大ꎬ在水溶液中易于分散ꎬ故而导致荧

光猝灭ꎬ从而达到识别 ＯＮＯＯ－的目的ꎮ

３　 结论

通过亲核取代反应以聚乙二醇 ２０００ 修饰四苯

乙烯ꎬ得到了探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥꎮ 该探针具有

良好的聚集诱导特性和水溶性ꎬ并且探针 ＴＰＥ －
ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 的 ＤＭＦ / Ｈ２Ｏ 溶液 (１０ μｍｏｌ / Ｌꎬ ｖ / ｖꎬ
１ / ４ꎬＰＢＳꎬｐＨ＝ ７􀆰 ４)随 ７ ｅｑｕｉｖ 的 ＯＮＯＯ－加入ꎬ猝灭

比可达 ９７􀆰 ８６％ꎬ实现了对 ＯＮＯＯ－ 的特异性“ ｔｕｒｎ－
ｏｆｆ”识别ꎬ检出限为 １􀆰 ２６×１０－６ ｍｏｌ / Ｌꎬ具有较大的

Ｓｔｏｋｅｓ 位移(１６４ ｎｍ)、良好的选择性和抗干扰性ꎮ
还通过薄层色谱法和高分辨质谱法研究了探针

ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 的识别机制ꎬ探针与 ＯＮＯＯ－发生

酯基水解ꎬ生成 ＴＰＥ－ＣＯＯＨꎬ从而发生荧光变化ꎮ
总之ꎬ探针 ＴＰＥ－ＰＥＧ２０００－ＴＰＥ 可作为一种具有高灵

敏性和专一选择性的 ＯＮＯＯ－荧光探针ꎬ并有望在生

物体系或环境中发挥应用价值ꎮ
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􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜􀤜
　 　 (上接第 ２２９ 页)
进行测定ꎬ滴定剂为 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ 硝酸银标准溶液ꎮ
测定范围为质量分数 ０􀆰 ６０％ ~ １􀆰 ８０％ꎬ方法重复性

为 ０􀆰 ０３％ꎬ再现性为 ０􀆰 １５％ꎮ
通过干扰考察发现ꎬ重整催化剂上存在的碳和

硫元素对测定没有明显干扰ꎬ如果存在其他卤素ꎬ则
Ｆ－对测定没有明显干扰ꎬ但 Ｂｒ－ 和 Ｉ－ 对测定有明显

干扰ꎮ 采用加标回收实验、标准样品检测实验及方

法间比对实验证明该方法准确、可靠ꎬ与现行炼油企

业常用标准检测结果无显著性差异ꎮ
采用碱溶－电位滴定法测定重整催化剂中的氯

含量ꎬ价格低、稳定性好、检测下限低ꎬ可在炼厂推广

应用ꎮ 建立了标准 ＮＢ / ＳＨ / Ｔ ６０６０—２０２２«重整催

化剂中氯含量的测定 电位滴定法»ꎬ该方法已实施ꎬ
建议相关单位可根据该标准及本文中建立相应分析

方法ꎬ完善重整催化剂中氯含量的测定ꎮ
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