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合成新型荧光增强型探针用于巯基

蛋白质的检测
杨9玲!廖超强!曹9杰!张学俊!

!中北大学 理学院"山西 太原 (!((>)$

摘要!基于光致电子转移原理&U/*7*1-+52,+ G3,27%*- ;%$-6F,%#U,;'#建立了以 >@&A@马来酰亚胺基苯基'@)(#)>#'(@三&A@

甲基苯基'卟啉&#U;#UU'为荧光增强型探针#对巯基蛋白质特异性进行检测" 以吡咯$对硝基苯甲醛$对甲基苯甲醛等为主要

原料合成了目标化合物#U;#UU#并通过核磁$4X光谱等对#U;#UU进行表征%探究了#U;#UU作为荧光探针对含有巯基的牛

血清白蛋白&eK?'的特异性检测效果#该探针对 eK?检测的线性范围为 ( V'Z( k)(

@S

0*3Bb#线性方程为
-

Cl"SZ>SS j

!"Z>'A*eK?+&)(

@S

0*3Bb'#相关系数为 (Z::" :#检出限为 (Z(!Q -0*3Bb"
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99巯基蛋白是生物体内重要的组成部分#具有

一定的抗氧化能力#能保护细胞防止被氧化#起到

解毒#增强免疫力#延缓衰老及抗癌等功能*) @!+

#

另外#巯基蛋白质在临床上也是许多疾病的危险

指标*A+

#因此#巯基蛋白质的检测对生物体有着重

要的意义"

荧光探针具有灵敏度高#选择性好#体积小#受

生物体内活性小分子及金属离子干扰小等优点#近

年来发展十分迅速*>+

" 如今常用作荧光探针的化

合物有eẀ 4U]衍生物$香豆素$荧光素$苯并杂环

类化合物等*" @Q+

" 卟啉除了具有良好的光学性质#

荧光效率高等优点之外#还具有生物相溶性好#对细

胞的毒性小#这些特点使其可作为荧光探针用于生

物体内大分子的检测*S @:+

"

笔者以吡咯$对硝基苯甲醛$对甲基苯甲醛等为

主要原料#采用 ?+3,%@b*-E*合成法经过 ! 步反应

合成了荧光增强型探针 >@&A@马来酰亚胺基苯基'@

)(#)>#'(@三&A@甲基苯基'卟啉&#U;#UU'

*)( @))+

#

#U;#UU的合成路线如图 ) 所示" 在光激发下#卟

啉大环的激发态电子向马来酰亚胺转移#U,;过程

发生#使得卟啉荧光强度降低" 当马来酰亚胺基的

碳碳双键与巯基发生加成反应#U,;过程被打

断*)' @)!+

#+@U,;机理如图 ' 所示#体系的荧光强度

增强#荧光强度的变化与巯基的浓度成线性关系"

利用 #U;#UU作荧光探针能够对含有巯基的牛血

清白蛋白进行识别和定量检测"

,SQ),
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图 )9>@"A@马来酰亚胺基苯基#@)(!)>!'(@三"A@甲基苯基#卟啉的合成路线

图 '9+@U,;机理图

;<实验部分

;>;<主要仪器与试剂

Y4;?.Y4c@'>(( 荧光光度计#日本日立公司生

产%J-178@A((核磁共振仪#美国\$%1$- 4-*H$公司生

产%c4@;XAS((K红外光谱仪#日本岛津研究所生产%

U,%D1-@G30,%'A(( 元素分析仪#美国UG公司生产"

对硝基苯甲醛$对甲基苯甲醛$吡咯$顺丁烯二酸

酐$牛血清白蛋白#分析纯#上海晶纯生化科技股份有

限公司生产%硝基苯$丙酸$二氯化锡$浓盐酸$乙酸

酐$乙酸钠#分析纯#天津市大茂化学试剂厂生产"

;>=<实验方法

)Z'Z)9>@!A@硝基苯基$@)(")>"'(@三!A@甲基苯

基$卟啉!单体 )$的合成

将 A@硝基苯甲醛&)Z'(S E#S 00*3'和 A@甲基

苯甲醛&'ZSS E#'A 00*3'溶解在 )>( 0b丙酸和

)( 0b硝基苯的混合溶液中#搅拌#加热至回流" 然

后 )( 01-内#将&'Z)> E#!' 00*3'吡咯滴加到该溶

液中#滴加完毕后再搅拌 A> 01-#冷却到室温#向溶

液中加入 '(( 0b甲醇" 静置过夜#抽滤#用热水和

乙醇反复洗涤滤饼" 经 ;b.检测#V&二氯甲烷'�

V&石油醚' l>�)为洗脱剂#通过硅胶柱对粗产物进

行提纯#最后得到 (Z:A E紫色固体#产率为 )"ZS[#

熔点r!((i"

)Z'Z'9>@!A@氨基苯基$@)(")>"'(@三!A@甲基苯

基$卟啉!单体 '$的合成

在氮气保护下#将 (ZSS E&(Z'> 00*3' >@&A@氨

基苯基'@)(#)>#'(@三 &A@甲基苯基'卟啉溶于

"( 0b浓盐酸中#)( 01- 内滴加 '( 0b溶有二氯化

锡的浓盐酸#在 "Qi下反应 'Z> /" 冷却至室温#加

,:Q),



现代化工 第 !" 卷第 ! 期

入 '(( 0b蒸馏水#将 LY调至 S V: 之间抽滤#用蒸

馏水反复洗涤滤饼#真空干燥#用二氯甲烷作洗脱

剂#通过硅胶柱对粗产物进行提纯#得到亮紫色固体

(Z"! E#产率为 Q>["

)Z'Z!9>@!A@马来酰亚胺基苯基$@)(")>"'(@三

!A@甲基苯基$卟啉!#U;#UU$的合成

将 >@&A@氨基苯基'@)(#)>#'(@三&A@甲基苯

基' 卟啉 &(Z') E# (Z!) 00*3' 和顺丁烯二酸酐

&Q!Z" 0E#(ZQA 00*3'溶于 '( 0b硝基苯中#在恒定

速率下搅拌加热到 )((i#继续反应 '' /#该反应过

程避免与水接触" 反应结束后冷却至室温#加入

!( 0b正己烷#待沉淀析出后抽滤#用正己烷反复洗

涤滤饼#真空干燥" 称取干燥好的固体 &(Z)" E#

(Z') 00*3'溶于 )> 0b醋酸酐中#然后加入醋酸钠

&''ZA 0E#(Z'Q! 00*3'#将混合物加热到 )((i#反

应 !Z> /" 反应结束后#将反应液放入冰水浴中#待

有沉淀析出后#抽滤#将滤饼用蒸馏水反复洗涤#粗

产品先用V&二氯甲烷'�V&石油醚' l>�)的混合溶

液洗脱#然后依次用四氢呋喃和甲醇洗脱#最终得到

紫黑色固体 (Z)! E#产率为 SA["

)Z'ZA9荧光光谱的测定方法

准确称取 #U;#UU样品#用 #̀c配制成 ) k

)(

@>

0*3Bb的溶液备用" 牛血清白蛋白用二次蒸馏

水配置成 ) k)(

@"

0*3Bb的溶液#放置于 )i冰箱中

保存备用"

于 )( 0b比色管中依次加入 #̀c溶解的

#U;#UU溶液$磷酸盐缓冲溶液&LY为 QZA#浓度为

(Z) 0*3Bb'$ 不同浓度牛血清白蛋白水溶液

&) 0b'" 二次蒸馏水定容至 )( 0b#摇匀#室温反应

一定时间" 采用 Y4;?.Y4c@'>(( 荧光光度计检测

激发波长
%

,M

l!'Q -0和发射波长
%

,0

l">> -0处

的荧光强度"

=<结果与讨论

=>;<产物结构表征

'Z)Z)9红外光谱分析

单体 )!4X&fe%'#

(

#20

@)

!! >((&吡咯I/Y伸

缩振动'%! )((&苯环I/Y伸缩振动'%' :'($' S"(

&甲基的对称伸缩振动和反对称伸缩振动'%) >:>$

) A">&苯环特征吸收'%) A:S &./I伸缩振动'%

) !'($) >>(&硝基的对称伸缩振动和反对称伸缩振

动'%QS(&苯环的面外弯曲振动'"

单体 '!4X&fe%'#

(

#20

@)

!! 'Q>&吡咯I/Y伸

缩振动'%! (:(&苯环./Y伸缩振动'%' :(>$' S)(

&甲基的对称伸缩振动和反对称伸缩振动'%) >S($

) A>>&苯环特征吸收'%) !S>&./I伸缩振动'%QQ>

&苯环的面外弯曲振动'"

#U;#UU!4X&fe%'#

(

#20

@)

!! !A(&吡咯 I/Y

伸缩振动'%! (:( &苯环 ./Y伸缩振动'%' :)($

' S!(&甲基的对称伸缩振动和反对称伸缩振动'%

) Q)(&羰基伸缩振动'%) >(($) A>> &苯环特征吸

收'%) !">&./I伸缩振动'%QQ(&苯环的面外弯曲

振动'"

'Z)Z'9产物)

YI#X分析

单体 )!

)

YI#X&A(( #YO# #̀KW# LL0'!SZQS

&0#SY#

&

@L8%%*3,'#SZAS&+#AY'#SZ)!&+#"Y#A@

U/'#QZ": & +#"Y#;@U/'#'Z>! &6#:Y##,@Y'#

@'Z:)&6#'Y#IY'"

单体 '!

)

YI#X&A(( #YO# #̀KW# LL0'!SZ">

&0#SY#

&

@L8%%*3,'#SZ))&+#"Y#A@U/'#QZ"S & +#

"Y#;@U/'#QZ"! & +#AY'#AZ() &6#'Y#IY

'

'#'Z>)

&6#:Y##,@Y'# @'Z:A&6#'Y#IY'"

#U;#UU!

)

YI#X&A(( #YO# #̀KW#LL0'!SZS>

&+#'Y#/

%%

. ./'#SZ"Q &0#SY#

&

@L%%*3,'#SZ>(

&+#AY'#SZ)(&+#"Y#A@U/'#QZ"A&+#"Y#;@U/'#

'ZAS&6#:Y##,@Y'# @'Z:>&6#'Y#IY'"

'Z)Z!9产物元素分析

单体 )!.

AQ

Y

!>

I

>

W

'

#实际值 &计算值'#[!.

S(Z!"&S(ZA!'%Y>Z(S&>Z(!'%I)(Z('&:Z:S'"

单体 '!.

AQ

Y

!Q

I

>

#实际值&计算值'#[!.S!Z:>

&SAZ(''%Y>Z>S&>Z>>'%I)(ZAQ&)(ZA''"

#U;#UU!.

>)

Y

!Q

I

'

W

>

#实际值&计算值'#[!.

S)ZA'&S)ZAQ'%Y>Z()&AZ:"'%I:Z':&:Z!)'"

=>=<FT$FTT荧光探针法检测US8的条件优化

'Z'Z)9反应时间和温度的影响

考察了反应时间和温度对 #U;#UU与 eK?结

合的影响#结果发现#反应速度较快#在室温下反应

)( 01-就能达到平衡#这时体系荧光强度达到最大$

最稳定"

'Z'Z'9LY对eK?检测的影响

eK?一般在生理状态下&LYlQZA'存在#过酸

或过碱都有可能对eK?的结构造成破坏" 因此#考

察了 LY为 QZA 时#U;#UU探针对eK?的检测"

'Z'Z!9#U;#UU探针浓度的影响

在eK?的浓度为 (ZQ> k)(

@S

0*3Bb#缓冲溶液

LYlQZA 的条件下#考察了 #U;#UU探针的浓度对

#U;#UU探针@eK?体系荧光强度的影响#如图 ! 所

示" 从图 ! 中可以看出#随着 #U;#UU探针浓度的

,(S),
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增加#体系荧光强度呈现先增大后降低的趋势#当

#U;#UU探针的浓度为 )ZA k)(

@>

0*3Bb时#体系荧

光强度最大" 因此#考察了 #U;#UU探针浓度为

)ZA k)(

@>

0*3Bb时对eK?的检测"

99注!磷酸盐缓冲溶液浓度为 (Z) 0*3Bb&LYlQZA'#eK?的

浓度为 (ZQ> k)(

@S

0*3Bb#检测波长为 ">> -0"

图 !9#U;#UU探针的浓度对荧光强度的影响

'Z'ZA9#U;#UU探针与eK?响应的线性关系

在 LYlQZA&磷酸盐缓冲溶液浓度为 (Z) 0*3Bb'#

#U;#UU探针浓度为 )ZA k)(

@>

0*3Bb的条件下#测

试了#U;#UU探针对不同浓度的 eK?的响应以及

#U;#UU空白探针的荧光强度#如图 A 所示"

99注!探针浓度为 )ZA k)(

@>

0*3Bb#磷酸盐缓冲溶液浓度为

(Z) 0*3Bb&LYlQZA'#曲线 )$'$!$A$>$" 分别表示 eK?浓度为

($(Z'> k)(

@S

$(Z> k)(

@S

$(ZQ> k)(

@S

$)Z( k)(

@S

$'Z( k

)(

@S

0*3Bb#检测波长为 ">> -0时#体系的荧光强度"

图 A9#U;#UU探针对不同浓度的eK?的响应

从图 A 中可以看出#随着 eK?浓度的增加#在

">> -0处的荧光强度逐渐增大" 当 eK?浓度从

( V'Z( k)(

@S

0*3Bb变化时#探针在 ">> -0处的荧

9999999

99注!探针浓度为 )ZA k)(

@>

0*3Bb#磷酸盐缓冲溶液浓度为

(Z) 0*3Bb&LYlQZA'#eK?浓度为 ( V'Z( k)(

@S

0*3Bb#检测波

长为 ">> -0"

图 >9荧光强度和eK?浓度的线性关系

光强度和eK?的浓度之间有良好的线性关系#如图

> 所示" 线性方程
-

Cl(Z>>> j'!ZA(" *eK?+

&)(

@S

0*3Bb' &

-

ClC@C

(

#C

(

为空白探针的荧光

强度#C为探针与eK?作用后的荧光强度'#相关系

数Xl(Z::" :#检出限为 (Z(!Q -0*3Bb" 说明探针

在 LYlQZA 的条件下可以对 eK?的微弱变化进行

检测"

'Z'Z>9干扰离子的影响

在利用该探针检测细胞内的巯基蛋白质时#由

于细胞内环境很复杂#因此要考察细胞内金属离子

以及小分子化合物对 #U;#UU探针的潜在影响"

实验选择 #U;#UU探针浓度为 )ZA k)(

@>

0*3Bb#

eK?浓度为 )Z( k)(

@S

0*3Bb#测定了生物体内重金

属离子及小分子对 #U;#UU探针的影响#结果如表

) 所示" 测定结果允许相对误差不超过 |)([" 从

表 ) 中可以看出#当有金属离子或小分子化合物存

在时#不会影响#U;#UU探针对巯基蛋白质的检测"

表 ;<生物体内重金属离子及小分子对FT$FTT

探针的影响

干扰物质 对照
I$

j

.$

' j

Y

'

W

'

f

j

\2

相对荧光强度 ) (Z:S! (Z:"S (Z:!Q (Z:(Q (ZSS"

干扰物质
#E

' j

-̂

' j

c,

' j

I$.3W

c,

! j

相对荧光强度 (ZS>> (ZS!' (ZS(' (ZQS> (ZQ"Q

表 ) 对照组为 LYlQZA 时#)ZA k)(

@>

0*3Bb的

#U;#UU探针与 )Z( k)(

@S

0*3Bb的eK?溶液常温

下作用 )( 01- 后的荧光强度" 其他组代表在对照

组的基础上分别加入不同浓度的干扰物质后的荧光

强度#其中 I$

j

&)Z( k)(

@>

0*3Bb'%I$W.3&SZ( k

)(

@"

0*3Bb'% -̂

' j

$ f

j

$ #E

' j

$ .$

' j

$ Y

'

W

'

& > k

)(

@"

0*3Bb'%c,

' j

& > k)(

@"

0*3Bb'%\2& )Z> k

)(

@"

0*3Bb'%c,

! j

&)Z( k)(

@"

0*3Bb'"

?<结论

采用?+3,%@b*-E*法合成了#U;#UU探针" 通

过)

YI#X$4X光谱等验证了单体和 #U;#UU探针

的结构与预期的一样%通过荧光探针证明了

#U;#UU探针能够对牛血清白蛋白&eK?'的微小变

化作出高灵敏的检测" #U;#UU探针对 eK?的检

测范围为 ( V'Z( k)(

@S

0*3Bb#线性方程为
-

Cl

"SZ>SS j!"Z>'A*eK?+ &)(

@S

0*3Bb'#相关系数为

(Z::" :#检出限为 (Z(!Q -0*3Bb" 该荧光探针法简

单$快速$灵敏度高#而且#马来酰亚胺卟啉类化合物

作为荧光探针检测巯基蛋白质具有广阔的应用前景"
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'()" 年 ! 月 张毅民等!基于近红外光谱建立UG#UU和UG;的识别分类模型

识别分类提供理论依据"

;<实验部分

;>;<材料与仪器

塑料样本主要来源于生活中常见的各种塑料制

品以及废旧家电$机电及电子产品拆解后得到的各

种塑料#包括 UG$UU和 UG;" 总共收集到 !") 个塑

料样本#包括 UG样本 )'! 个#UU样本 )!' 个#UG;

样本 )(" 个" 其中#样本集 '>" 个#用于建立识别模

型#包括UG样本 SS 个#UU样本 :' 个#UG;样本 Q"

个%预测集 )(> 个#用于检验模型#包括 UG样本 !>

个#UU样本 A( 个#UG;样本 !( 个"

由于黑色样本的吸收率较强#而透明样本的反

射率太强#采集的光谱数据起伏太大#不适合数据分

析#因此#在本次实验中#以白色的塑料样本为主"

仪器选用芬兰 KUG.4#公司生产的 Ka4X成像

光谱仪#型号为I)QG#光谱范围 :(( V) Q(( -0#光

谱分辨率为 > -0#图像分辨率为 !'( k'>" L1M,3#光

谱仪帧数为 )(( FL6#光源使用 ' 个 '(( a 的卤

钨灯"

;>=<光谱数据的校正与提取

采样时#曝光时间设定为 !( 06#帧数设定为

!( FL6#平台移动速度为 ' 20B6#镜头距离样本的垂

直距离为 !A 20"

关闭光源并用不透明的盖子完全盖住相机的镜

头获得全黑图像#以消除相机..̀ 传感器暗电流的

影响%在采集光谱数据的同时设置标准白板#获得同

等条件下的白板光谱图像以消除光线的影响"

计算黑白校正图像的相对反射率X!

X=*&X

(

RG'U&BRG'+ k)(([ &)'

其中!X为黑白校正图像的相对反射率%X

(

为原始

高光谱图像%B为标准白板高光谱图像&反射率为

::['%G为全黑图像&反射率为 (['

*>+

"

使用GI\4AZQ 软件提取黑白校正过的高光谱

图像的光谱反射率数据" 选择塑料样本上的感兴趣

区域&%,E1*- *F1-7,%,67#XW4'内的光谱数据#即所选

区域内所有像素点的平均反射率光谱" 尽量选取能

代表塑料样本特征的 XW4#实验中#选取 !( k!( 个

像素点*"+

"

实验发现#在 :(( V) ((( -0范围光谱起伏较

大#存在噪声干扰#因此提取 ) ((( V) Q(( -0波段

的光谱数据#共 '(: 个波段的高光谱数据"

;>?<TQ"TT和TQ$的光谱特征

典型UG$UU与UG;样本在近红外波段 ) ((( V

) Q(( -0范围的光谱特征如图 ) 所示" 由图 ) 可

知#! 种样本在 ) )'> V) ''>$) !Q> V) A'>$) >'> V

) >Q>$) "'> V) "Q> -0范围内的反射率光谱图像

有着各自明显的特征*Q+

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

"
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