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摘 要

由于锌离子在生命过程中起着许多重要作用，分析和检测细胞中的锌离

子成为近年来的研究热点。但普通的分析方法，如紫外一可见光谱、核磁共振

光谱、电子顺磁共振光谱等都不能用于检测这种生物体系中特殊的金属离子。

荧光分子探针检测法不仅简便，而且灵敏度、选择性、时间分辨、实时原位

检测方亟均有突出优点。因此，应用荧光探针体系在一个比较宽的浓度范围

内定量检测和反映Zn2+的流量和水平，对进一步了解Zn2十在生物体系内的作

用具有重要意义。

基于碳酸酐酶(CA)．芳香磺酰胺抑制剂相互作用的原理，设计合成了3

个化合物Dl、D2和D3。其中，在生理条件下(pH 7．4)，D2与zn2+结合后，

九。。从540nm蓝移到520nm，荧光强度增大近4倍。表观解离常数(Kd)在纳

摩尔范围内，在生物应用中具有足够的敏感性。另外，多种生物体中重要的

金属离子(如Ca2+、M92+)等对D2的荧光没有影响。

基于PET原理，设计合成了以4一氨基．1，8-萘酰亚胺为荧光圈的化合物

N1、N2和N3。在tris．HCI中性缓冲溶液中，N2的最大吸收和发射波长都在

可见光区，加入Zn2+后，荧光强度增大5倍，翰为0．8nM，活细胞中的显微

成像表明，N2能够很好地进入细胞中并对zn2+表现出荧光增强。

设计合成了三个以酰胺N原子为反应位点的1，8．萘酰亚胺化合物N4、

N5和N6。水溶液中pH 7．4时，N4和N5的荧光量子产率均为0．004，加入饱

和zn2+后，m分别增大43和23倍；pH 5时，加入zn”后，m分别增大30和

10倍。这样，N4和N5相对H+，对zn2+表现出良好的选择性荧光增强。理论

计算表明，分子内氢键可抑制H+对荧光强度的影响，这为PET探针克服H+

的影响提供了一个全新的思路。

基于PET原理，设计合成了l，3，5，7一四甲基．8．苯基化硼为荧光基团、DPA

为识别基团的Zn2+荧光分子探针B1。中间体2分子模型的二吡咯甲基硼是平

面结构，而Bl的这部分结构表现弯曲的构型。加入Zn”前后的荧光量子产率

增大11倍，达到O．857。pK’。低至2．1，是目前发现pK’a最低的zn”荧光探

针。B1．Zn2+络合物的荧光强度在pH宽达3—10范围内不受H+的影响。活细

胞内荧光显微成像表明该探针能够穿透细胞并反映细胞内Zn”的分布状况。
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Abstract

Analysis and detection of Zn2+in cells is very significant as it has multiple and

important roles in living process．But many normal analysis techniques，for examples，

UV-Vis spectrum，NMR and EPR cannot be used to detect the special metal ions in

living things．The fluorescence method is not only simple but also excellent in real

space，real time，high sensitivity and selectivity．There is important significance to

understand the multiple roles of zinc with availability of fluorescent probe systems

permitting quantitative determination and imaging of zinc fluxes and levels over a

broad concentration range．

Based 011 carbonic anhydrase(CA)-sulfonamide inhibition，three fluorescent probes

D1，D2 and D3 were designed and synthesized，Under physiological conditions，the

emission maximum wavelength of D2 was blue shifted from 540nm to 520nm upon

addition of Zn”，and the fluorescence intensity enhanced nearly 4-fold．The apparent

dissociation constant(Kd)is in the sub—nM range，and its fluorescenee was not

induced by other biologically important cations such as Ca2+and M92+under

physiological conditions．

Three compounds N1，N2 and N3 based on 4-amino·1，8-Naphthalimide were

designed and synthesized．In tris-HCl neutral buffers，both the absorption and

emission maximum wavelength of N2 are in the visible range．Upon addition Zn”，

the fluorescence enhancement is 5-fold and Kd is 0．8nM．Using fluorescence

microscopy，the probe is shown to be capable of imaging intracellular Zn”changes

A series of fluorescent probes N4，N5 and N6 based on PET were designed and

synthesized with imide as reaction position of 1，8-Naphthalimide．In pH 7．4 aqueous

solution，both quantum yields of N4 and N5 are 0，004，Upon addition of saturating

Zn”，the quantum yields increased 43 and 23一fold，respectively．At pH 5，they are 30

and 1 0-fold，respectively．So，compared to H+，the fluorescence intensity can be

enhanced selectively by Zn”．Theoretical calculations show that intramolecular

hydrogen bonding can inhibit the fluorescence intensity，which provides a new idea to

avoid the affects of H+for PET fluorescent probes．

A PET fluorescence probe B1 for Zn2+that utilizes

1，3，5，7一tetramethyl一8一phertyl-boron dipyrromethene as a reporting group and

di(2一picolyl)amine as a chelater for Zn”was synthesized and characterized．

II
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Molecular model of intermediate 2 gives a planar COnformation of the boron

dipyrromethene moiety，while that of B1 exhibits a curved conformation．Upon

addition of saturating Zn”，the quantum yield of B1 increased 1 1一fold． and up to

O．857．With pK’a of 2．1，up to now，B1 has the lowest pKla in an the Zn”probes The

fluorescence intensity of B1一Zn2+complex is pH—independent in the range of pH 3-1 0

Using fluorescence microscopy，the probe is shown to be capable of penetrating into

living cells and imaging intracellular Zn”distribution．

Keywords： fluorescence， fluorescent probes， photoinduced electron transfer

(PET)，Zn“，bis(2．picolyl)amine，proton
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1。1概述

第一章前言

化学、生物学和材料科学中至关重要的识别事件往往发生在一个为人们

所不熟知的微观世界里。但这些识别事件的信号可以通过建立具有特殊目的

的分子器件以光的形式表达出来。所以，人们设计、合成了大量能够将分子

识别事件通过分子的荧光信号来有效表达的复杂荧光分子，这些分子也就是

所谓的荧光分子探针【11。

荧光分子探针(fluorescent molecular probe)、荧光分子开关(fluorescent

molecular switch)和荧光分子传感器(fluorescent molecular Sensor)是在荧光

分子识别(fluorescent molecular recognition)中经常使用的概念。荧光分子

探针是其中内涵最广的一个概念，一般说来，凡是在一定体系内，当某种物

质或体系的某一物理性质发生变化时，该分子的荧光信号能发生相应的改变，

这种分子就可称为某一物质或物理性质的荧光分子探针；荧光分子开关是指

在识别过程中荧光信号有明显强弱变化的荧光分子探针；荧光分予传感器是

指在识别过程中分子荧光信号能够快速、可逆响应的荧光分子探针。所谓分

子识别是指分子之间(主体与客体或称之为受体与底物)选择性地结合并产

生某种特定功能的过程。单纯的结合不是识别，识别是有目标的结合，它是

通过一系列结构确定的分子间相互作用而组成的模式识别过程。结合形成的

识剐体系的稳定性和选择性，是由形成过程中的能量和信息量来表征的胆一J。

荧光分子探针的设计在分析化学、I临床生物化学、医学以及环境科学等

众多学科中都占有重要的地位。很多化学和生物化学领域的被分析物都可以

用荧光方法测得，如阳离子(H+、Li+、Na+、 K+、Ca2+、M92+、Zn2+、Pb”、

A1”和Cd2+等)，阴离子(卤离子、柠檬酸根、羧酸根、磷酸根和ATP等)，

中性分子(糖类)和气体(02、C02，和NO等)[41。本论文主要研究的是阳离

子(过渡金属离子Zn2十、重金属离子以及氢离子)的荧光探针，所以本章主

要介绍荧光分子探针的作用原理以及近年来报道的过渡余属、重金属和zn”
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荧光分子探针取得的最新进展。

K，Ruraek对已有的过渡金属及重金属离子络合促进的荧光发射探针的原

理进行了如下描述”J：在过去的几年中，利用荧光分子传感器，实时、原位

分析过渡金属和重金属离子的研究受到了广泛的关注。由于这类盒属离子多

数都对有机染料分子的荧光具有内在的淬灭作用，最近的许多研究多致力于

设计具有金属络合诱导荧光增强的探针分子。这种探针在增强选择性和敏感

性方面被寄予厚望。然而，到目前为止，虽然在这个研究领域中利用了多种

多样的光物理和光化学机理以及传感器分子的化学结构，但很少有关于建立

理性分子探针设计基本观念的尝试。E．Kimura认为理想的传感器分子应具有

以下特征：荧光探针分子自身稳定，对某种金属离子高选择性、高敏感性、

快速可逆响应(实时)、微米水平上原位响应并易于操作[6，”。荧光分子探针

的主要应用领域是生物、医学和环境监测，所以在水溶液中的识别更具有潜

在的广泛应用价值。另外，许多探针分子的荧光性质会受质子的影响，在水

溶液中可通过缓冲溶液控制稳定的pH值，使识别研究的结果更可靠。但由于

水分子对金属离子较强的水合作用以及水分子和探针分子识别基团较强的结

合能力，使水溶液中的金属离子识别比有机溶剂中具有更大的难度[8】。

综上所述，通常评价荧光分子探针的性能应主要考虑其灵敏性、选择性、

实时性和原位检测性能等四方面因素。其中，影响灵敏性的因素有许多：首

先，探针分子与被检测物的结合强度是识别灵敏性的前提；其次，识别信息

的荧光信号转换效率同样影响识别灵敏性，荧光增强的探针一般会比荧光淬

灭的探针灵敏性高；另外，荧光团的发射波长、量子产率、斯托克斯位移、

背景荧光干扰等也会影响探针的检测灵敏性；灵敏性还与仪器·陛能有关。而

选择性则主要取决于探针与被检测物特异性的结合；有时某些被结合的客体

可直接影响荧光团的发射性能，这种情况下识别选择性还与被结合的客体性

质有关；专一选择性是最好的。实时性主要包括识别响应的速度和可逆性两

方面，如果可逆响应的速度快于或与被检测客体的变化速度相匹配，则可称

之为实时响应探针；原位检测性能主要取决于探针分子与被检测体系的相溶

性，探针能以独立的分子状态分散于被检测体系并发出识别信号；从目前的
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实际情况来看，水溶性探针比非水溶性探针好；在一定限度内，荧光探针检

测的空间分辨率取决于仪器t9]。

1．2荧光分子探针识别原理

1．2 1光诱导电子转移‘1，1 o，11 3(PET，photoinduced electron transfer)

U ¨腑十一 u
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—器溜品稚斌器晶 礼责蒜蕊熊
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图1—1 PET荧光分子探钟识别金属离子的理论示意蹦

在各种阳离子荧光分子探针中以PET为设计原理的荧光分子探针是人们

最为广泛研究的。如图卜1所示，典型的PET体系是由包含电子给体的受体

部分Receptor，通过间隔基Spacer(如一CH2．CH2．)和荧光团Fluorophore相连

而构成的。其中荧光团部分是光能吸收和荧光发射的场所，受体部分则结合

客体，这两部分被间隔基隔开，又靠间隔基相连而成一个分子，构成了一个

在选择性识别客体的同时又给出光信号变化的分子体系。PET荧光分子探针

中，荧光团与受体单元之间存在着光诱导电子转移，对荧光有非常强的淬灭

作用。因此在未结合客体之前，探针分子不发射荧光或荧光很弱。一旦受体

与客体相结合，光诱导电子转移作用受到抑制，甚至被完全阻断，荧光团就

会发射荧光。由于与客体结合前后的荧光强度差别很大，呈明显的“关”、“开”

状态，这类探针又被称作荧光分子开关．PET分子探针设计原理明确，特别

是对于碱金属、碱土金属和氢离子，、通常都可获得荧光增强效果。PET荧光
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分子探针的作用机制可由前线轨道能量来说明(图1—1)，具体工作过程如下：

激发荧光团，具有电子给予能力的识别基团能够将其处于最高能级的电子转

入激发态荧光团因电子激发而空出的电子轨道，使被光激发的电子无法直接

跃迁回原基态轨道，导致荧光团荧光淬灭。识别基团结合金属离子后，其氧

化还原电位升高致使相应的最高能级能量低于荧光团，也就降低了识别基团

的给电子能力，PET过程被减弱或不能发生，荧光团的荧光恢复。

很多研究小组包括Czarnik[1 2,1 3l，Fabbrizzi[1
4‘1
61，Tsienll

7，1
81，Kuhn[1 91：

Desvergne和Bouas．Laurent[2。，2¨，Shinkai[22,23】以及de Silvall，24。261等对PET荧

光探针的研究都作出了贡献。己报道的PET荧光开关分子中，多数是以脂肪

氨或氮杂冠醚作为受体单元。式1．1中所示的四个分子都是以蒽作为荧光母

体，亚甲基或酰胺键作为间隔基连接不同的受体所构成的PET荧光分子探针。

1在甲醇中和K+络合后，荧光量子产率从O．003增加至0．14[2"。化合物2能

和Cu2+及Ni2+络合，并把它们从二价氧化到三价，葸荧光的淬灭是由于一个

电子从还原态的二价金属转移到葸上【2 81。de Silva利用类似EDTA结构的氮

羧酸基设计的化合物3129】是一种螯合型的PET探针分子，识别基羧酸基团形

成的空穴可以有效地螫合碱土金属Ca”和Mg”。

1 2 3 4

式1-1 PET荧光探针

S ch eme 1—1 Four PET fl rio rCSCeBCt p robe s

大多数PET荧光探针分子的设计是基于受体与客体的结合，使光诱导电

4

}§
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子转移受到抑制，荧光团荧光恢复的原理设计的(图1．1)(“off．oil”开关)，

但对于过渡金属，其它的PET机理也可能起作用。由于过渡金属离子的3d

电子的氧化还原行为，可以发生从荧光团到键合的过渡金属的电子转移，或

者从过渡金属向荧光团的电子转移，因此可以通过无辐射能萤转移导致荧光

淬灭。化合物4t30l的受体为硫杂冠醚。虽然硫杂冠醚与Cu2+之间有很强的亲

和能力，该分子的设计也是基于PET过程，但不同的是，与Cu”配位后，产

生了从荧光团到金属离子的PET过程，导致荧光淬灭。这也是de Silva所介

绍的PET过程的另一种表现形式，“on．off”开关。值得注意的是，4与2在

和Cu2+络合后，都是发生荧光淬灭，它们淬灭的机理就是上述所描述的两种

反PET行为。

PET探针不仅可以识别阳离子，也越来越多地用来识别中性分子。Nagano

等设计了识别单线态氧及NO的PET荧光分子探针。DAMBO．P H【引1荧光量子

产率是O．002，这是由于光激发后，电子从氨基转移到毗咯环，荧光淬灭。当

DAMBO．P”和NO反应后，光诱导电子转移不能发生，荧光恢复，DAMBO．PH．T

的荧光量子产率达到0．74。

、扩 矽r奄将印旨螺一“
DAMBO．PH

almost 11011-fluorescent

DAMBO．．pH．．T

highly fluorescent

式1-2识别NO的PET荧光探针

schenle 1-2 PET fluo resccnt p robe for NO
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1．2．2分子内共轭电荷转移11，1 o，川(ICT，intramolecular charge transfer)

文献中将这一原理也称为光诱导电荷转移(PCT photoinduced charge

transfer)。典型的ICT荧光分子探针是由荧光团与识别基团直接相连构成。在

荧光团的两边分别连有吸电子基团(电子受体)与供电子基团(电子给体)，

并且供电子基或吸电子基本身又充当识别基团或识别基团的～部分。当荧光

团被光激发后，会进一步增加分子内从电子给体到电子受体的电荷转移。当

识别基团与客体结合后，会对荧光团的推．拉电子体系产生影响(增强或减弱

电荷转移)。随之发生的荧光团偶极距的变化，会导致荧光光谱的变化，主要

表现为荧光光谱红移或蓝移(如图1．2所示)。一般情况下，ICT荧光分子探

针对荧光强度的影响不如PET探针那么显著。

蝴tie
■hItit

州
●哪毛t

图1-2[CT荧光分子探针在金属离子与其电子给体或电子受体结台作削扁荧

光光谱移动方向

Figure 1-2 Spectra[displacements of PCT sensors resulting from interaction of a bound cation
with 8n

electron·donating or electron·withdrawing group

6
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5是典型的ICT荧光探针[321，氮杂冠醚既是推拉电子体系中的电子给体，

又是探针分子中的识别基团。当冠醚与碱土金属离子如Ca”络合时，由于会

属离子的拉电子效应，降低了氮杂冠醚中氮原子的供电子能力，因此发生荧

光蓝移，并且荧光增强。识别基团是电子受体的ICT荧光探针如化合物6【”】，

分子中二甲氨基与氮杂冠醚均为电子给体。当冠醚与碱土金属Ca2+结合后，

冠醚的拉电子能力增强，使整个体系成推一拉电子体系，因此荧光发生红移。

化合物7⋯】中的苯并冠醚与香豆素之间有氧桥相连，在乙腈中与ca”结合后吸

收光谱显著红移，荧光略有下降。这种现象可解释为由于桥基的长度，使键

合后的金属离子有可能以～种更接近予羰基氧的构型存在，促进了荧光团向

苯并冠醚的电荷转移。多数ICT荧光分子探针在结合金属离子后，荧光强度

的变化不如PET探针分子明显，但8p4]是一个特例，它与Li+络合后荧光强度

增大90倍，而与M92+络舍后荧光强度增大2250倍。

5 6 7 8

式1—3 ICT荧光探针

Scheme 1-3 ICT fluorescent probes

在ICT中，有一种情况被称为扭曲的分子内电荷转移(TICT，twisted

intramolecular charge transfer)。具有推一拉电子共轭体系的荧光分子中，如果

推电子基(如二甲亚胺)通过可旋转的单键与荧光团相连，当荧光团被光激

发时，由于强烈的分子内光诱导电荷转移，连接电子给体与荧光团的单键会
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发生扭转，使原来与芳环共平面的电子给体与芳环平面处于正交状态，原来

的共轭体系被破坏，部分电荷转移变为完全的电子转移，形成TICT激发念，

原有的ICT荧光则被淬灭。TICT态往往无荧光或者发射非常弱的长波长荧光，

少数情况下出现ICT与TICT双重荧光现象[35,36]。

CN

毒
式1-4 TICT荧光探针

Selaeme 1·4 TICT fl k101"eSCellt probes

CN

⑦
rfll

乙<．．．．／NH NH√HN

化合物9t36]是典型的能够发生双荧光的TICT荧光分子探针，以该化合物

为母体的衍生物被广泛地用于TICT双荧光现蒙的各种研究中【”l，多年来该

化合物一直倍受关注【381。化合物lO表现为单重荧光[391。化合物lll403表现为

双重荧光，短波发射带是局部激发态产生的，长波发射带来源于TICT态，与

阳离子结合后，由于氮杂冠醚与阳离子的相互作用，长波吸收带强度下降。

化台物12[4‘l表现出非常特殊的三重荧光。第三重荧光的产生取决于溶剂、pH

和键合阳离子的微扰作用。

1．2．3激基缔合物⋯·42l(excimer)

当两个相同的荧光团，如多环芳烃萘、蒽和芘等连接到一个受体分子的

合适位置时，其中一个被激发的荧光团(单体)会和另一个处于基态的荧光

团形成分子内激基缔台物，它的发射光谱不同于单体，表现为一个新的、强

而宽、长波、无精细结构的发射峰。由于形成这种激基缔合物需要激发态分

洲杰Y八
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子与基态分子达到“碰撞”距离～3．5A．因此荧光团问的距离是激基缔合物的

形成和被破坏的关键。所以可以利用各种分子闯作用力改变两个荧光团之间

的距离，如用结合客体前后单体／激基缔合物的荧光光谱变化表达客体被识别

的信息。萘、蒽等荧光团由于具有较长的激发单线态寿命，易形成激基缔合

物，常常被用于此类探针中。

13 14

式1-5基于激基缔合物原理的探针

s chem e1·5 The P rO bcs based on trionome r．excimet mechani sm

15

化合物13[4 31具有双芘荧光发色团．氮杂冠醚络合K+或Ba2+后，荧光强

度增大，同时单体／激基缔合物的荧光强度比发生变化。化合物14””，通过酰

胺连接了四个蔡分子，在乙腈中以质子化的形式存在_并表现出激基缔合物荧

光光谱。络台cd2+或Pb2+后．荧光强度降低。化合物15t45,46]是识别Ⅱ，∞链

状二铵离子的一个非常好的双识别配体设计。当向15的甲醇溶液中加入

H3N+(CH2)7N+H32C1‘后，单体荧光强度增强，激基缔合物发射消失。

1．2．4荧光共振能量转移[42,47,48] (FRET，fluorescence resonance energy

transfer)
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当能量给体荧光团D与能量受体荧光团A相隔的距离远大于D—A的碰撞

直径时，只要D与A的基态和第一激发态两者的能级问能量差相当，或者说

D的发射光谱与A的吸收光谱能有效重叠，就可能发生从D到A的非辐射能

量转移，又称为长距离能量转移(甚至相距远达70．IooA)。实际上D—A发生

能量转移时，两者除了光谱重叠外，还必须以适当的方式排列。A可以是荧

光团，也可以是荧光淬灭团。前一种情形，激发D时，由于能量转移，将观

察到A的荧光发射。而后一种情形，则只能观察到D的荧光变化，多用于核

酸的检测。

胁。．。，、。．。．。，、，、N
16

0

式1-6有两种香豆素构成的FRET荧光探针

Scheme l·6 A FRET fluoresgent probe with two kinds of c：ouma Fiil$

化合物16t49】由两种香要素分子通过醚链连接。香豆素基团测距离较远，

能量共振转移效率低。当用短波激发时，只能观察到D香豆素的荧光，加入

Pb2+时，Pb2+与开链聚醚形成络合物，拉近了D．A距离，FRET效率得以提高，

激发D时，能够观察到较强的A的荧光发射。

化合物17[50】由萘酰亚胺与蒽通过烷基链相连，二者间距离较远，FRET

效率低，当用长波激发时，只能观察到D萘酰亚胺在550rim发射的荧光。当

用短波激发时，可以同时观察到葸在400．450 nm和萘酰亚胺在550rim处两个

荧光发射峰。随着pH的增加，葸的发射峰强度急剧降低，而萘酰亚胺的荧光

强度变化很小，可以用于氢质子的识别。

舔
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17

NH2

式1—7由葸与蔡酰皿胺构成的FRET荧光探针

Sc heIll e 1·7 A FRET fluo reSCCnt probe with tWO kirids 0f fluotCSCCrl c g rou o s

FRET类型荧光分子探针还广泛地应用于生物大分子的动态分析中。生

物大分子不仅结构复杂，而且多变，用X．射线衍射法或-H．NMR法都不能满

足生物大分子的多样性和动态研究的要求。当生物功能大分子，比如酶，引

入D—A荧光团后，观察二者的能量转移可以间接检测功能激活前后的结构变

化f5”。

1．2．5基于其它原理的荧光分子探针

大多数金属离子荧光分子探针是基于上述几种原理设计合成，但有些分

子探针是按照其它原理设计，甚至是意外所得，但效果却常常很好。

化合物18的乙腈溶液中加入汞离子后荧光强度显著增强(34倍)并伴有光

谱红移，用质子检测发现生成了脱硫产物19。化合物18是对汞离子有选择性

的化学反应荧光分子探针，这类不可逆的化学计量型的识别分子也被称为化

学计量计(chcmdosimeter)152l。

毋。且辩弋警伊*～飞
18

式1-8一种反应性荧光探针

19
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化合物20在乙腈溶液中对铅离子具有选择性荧光增强识别效果。识别过程

中荧光增强40倍并伴有15rim的荧光光谱红移，这种识别现象是铅离子配位时

影响了探针分子的光诱导分子内电荷转移及分子的构象刚性的结果15 31。

20

式1．9酮氪基香豆素荧光探针

有些荧光分子开关是通过结合某些过渡金属离子的氧化或还原态(Nil|1

／Ni“，Cu“／Cu。)淬灭或恢复荧光分子的荧光。在配合物22中，三价镍离子通

过激发态丹磺酰胺荧光团向金属离子的电子转移将荧光淬灭；还原Ni3+后，

相应的二价配合物23则不与荧光团间发生电子转移，荧光处于“开”的状态。

铜等金属离子也广泛存在这种现象1541。

<=

22

ie产(——i’一L

式1．10基于过渡金属氧化．还原的荧光分子开关

金属离子特别是过渡金属离子荧光探针的设计原理纷繁复杂，在这里并

似妒
吣／一邯唇／

o

一

鹄
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弋N√

＼
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没有～一列举。还有许多基于其它设计原理的探针也具有良好的识别效果，

如光致异构荧光识别、分子自组装界面膜及两亲分子溶液中自聚集荧光识别

等[5,10．55,56】。近年来对于锌离子识别的还有其特有的一些作用原理，将在下文

中作以详细介绍。

1．3 zn“在生物体的重要作用及配位结构

1．3．1 Zn2+在生物体中的重要作用

锌离子是生物体中的一种二价金属，也是生物体中继铁之后第二富集的

过渡金属。例如，成年人体中共含有2．39锌，丽铜仅有250ragt”】。更有趣的

是，大量的锌(II)都集中在神经组织中，如在脑组织中的浓度是0．卜0．5raM【5 81。

尽管生物体中大部分的锌离子都与蛋自质紧紧结合15”，但在某些绍飚中仍然

存在着“游离锌池”。游离锌的浓度在各种哺乳细胞内低至纳摩尔级，在海马

(海马是大脑中负责情节记忆的脑神经结构)古老的神经末梢中高达300

gMt“1。迄今为止，人们已经认识到锌在生命过程中起着许多不同的作用(图

1．3)【6”。其中最重要也是最广为人知的作用就是在金属蛋白中作为一种构造

因子。在最初发现的转录因子IIIA(TFIIIA)中，Cys2His2和锌离子作用成为一

种核酸键联域，也称“锌指膜”【621。同时，zn2+通过金属调整蛋白直接参与

调整基因表达‘631。因为水合锌或氢氧化锌都是很好的亲核试剂，许多水解酶

在其活性位点上都含有锌离子。例如，人体中碳酸酐酶II(CAII)的催化中

心藏是锌离子和三个组氨酸残基及一个水分子配位∞引。事实上，生物体内外

的大量证据都说明锌在细胞凋亡中是一种重要的调整元素16“。另外，锌离子

存在于大部分的DNA和RNA聚合酶中【6引。Zn2+能够从突触囊中释放出来并

通过电位调控型Ca2+信道进入细胞，这表明游离锌离予还具有神经调节功能

167]。
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图1—3锌离子在生物体中的主要作剧

以蛋白质结会形式存在的Zn2+在生物体中的作用已广为报道，但“游离

锌”(未配位结合或弱键结合锌)的作用还有待解释1681。所以，需要发展一

种敏感并且非扩散性技术来完成这种实时局部成像。有别于其它过渡金属(如

Fe”、Mn2十、Cu2+)，由于最外层电子分布是3d104so，Zn2+不能表现出任何波

谱或磁信号。普通的分析方法，如紫外．可见光谱、核磁共振光谱和电子顺磁

共振光谱等都不能用于这种生物体系中特殊金属离子的检测。因此，应用荧

光探针体系在一个比较宽的浓度范围内定量检测和反映zn”的流量和水平对

进一步了解zn2+在生物体系内的作用具有重要意义[69】。荧光探针分子的设计

涉及各个学科的知识，如配位化学、光物理学、有机合成、分祈技术、细胞

生物学、组织学、神经生物学和临床威像等f7“。

1．3．2 Zn2+的配位结构

Zn2+是一个非常重要的络合物中心离子。金属蛋白中许多氨基酸残基上的

电子供体原子都是潜在的能与锌键合的基团。但在食锌酶中，通常与锌键合

的是组氨酸(His)、谷氨酸(Glu)和半胱氨酸。在简单化合物中，含硫的配

体对zn2+表现出特别高的亲和性。生物体中，组氨酸在含锌酶中的键合能力

是很突出的。这一方面是由于组氨酸残基上的眯哮环与金属离子配位有极大

的空间柔益性，同时能通过氮原子的孤对电子生成。键。另一方面，由于咪
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唑环上氮原子的p墨=6．5，因此在生理条件下，它是比巯基以及胺基强得多的

配位基团171】。Zn2+的空间立体化学结构也是一个重要因素。锌在生成简单络

舍物时，它的配位数可以是2、4、5、’6。但是，除了少数几个络合物外，通

常它的配位数为4，具有四面体的空间结构1721。事实上，几乎所有酶的锌活

性部位上，锌都是取四面体结构[73】。

1．4 Zn2+荧光分子探针的发展

可靠的Zn2+荧光分子探针应具有以下性质：化学．光稳定性、对zn2+荧光

选择性和敏感性、快速响应、信号快速传递、水溶性以及可操作性。为了在

生命体系中检测Zn”，还必须考虑其它方面的因素。例如，激发波长在可见

光区(_>400nm)，以避免紫外光对生命有机体的伤害。在生物体外和生物体内

有溶解性和细胞穿透性。另外，pH不敏感性也是需要考虑的一个重要因素[6—1。

Zn2+荧光分子探针的设计原理一般是基于光诱导电子转移(PET)或分子

内电荷转移(ICT)。另外，能量共振转移(FRET)以及激发态分子内质子转

移等也在近年来有所发展。本论文将按荧光团和配体分类，介绍基于不同设

计原理的zn”荧光分子探针。

1．4．1经典的Zn2+荧光分子探针

6．甲氧基．8．对甲苯磺酰胺喹啉(TSQ，24)[741是第一例用于大脑、心

脏及其它组织切片中zn2+浓度检测的荧光分子探针。TSQ虽然可用于在生理条

件下较高浓度的ca2+和M92+存在时zn2+的检测，但TSQ，zn2+络合物的结构和稳

定常数尚不清楚，TSQ／Zn2+可能以1：1或2：1的形式络合，并且荧光强度在不

同的介质中变化较大，所以用TSQ进行定量分柝Zn2÷还有待于迸一步研究。

Zalewskidx组在TSQ的6位上引入酯基后生成Zinquin酯(25)[75】。当25渗入到

细胞膜内后，在酶的作用下水解成羧酸根阴离子26，就可以长时间停留在细

胞内，从而考察Zn2+在细胞生长规律中的作用。2¨MZinquin自身的荧光非常

弱，当游离zn2+的浓度达到纳摩尔级后，荧光强度大大增强，当zn“达到饱和

浓度(1IxM)时，荧光强度增大20倍，并且生物体中其它的重要金属离子(如
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Ca“、Mg”、Cu2+、Fe2十、Fe3+、Mn2+、C02+等)都不会影响26．Zn2+络合物的

荧光强度。26能检测的zn2+浓度范围在100pM．10nM之间。但通过荧光计滴定

分析，26与Zn2+形成1：l或2：l的混合络含物，在pH 7．4时，键合常数分别是7 0

×106 M。1和11．7×106 M～。

Et02C．,,、
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式1-11早期的zn2+荧光探针

2．Me．TSO

27

为了进一步了解TSQ类荧光探针的化学结构，0’Hallorand、组研究了2·甲

基一TSQ(27)[761，结果表明，在中性DM$O．水(1：1)的混合溶液中，27．Zn2+

的2：1四面体络合物是主要存在形式。X．衍射晶体分析进一步确定了络合物的

结构，即脱质子的酰亚胺N‘及喹啉环上的N原子与zn2+配位。

1．4．2由碳酸酐酶发展的Zn2+荧光探针

1940年，Mann和Keilin报道了磺酰胺能够抑制畲有锌的碳酸酐酶(CA)

的活性17"。1967年，Chen和Kernohan提出牛血红细胞CA和等摩尔的丹磺酰胺

28能形成1：1的络合物，发出强烈的荧光【79】。在水中，28的发射波长为580 nm，

荧光量子产率仅为0．055，但结合了CA后，29的发射波长蓝移到468 rim，而量

子产率增大到0．84。荧光光谱的大幅度蓝移是由于丹磺酰胺的结合位点屏蔽性

好，疏水性强，并且磺酰胺在结合CA时失去一个质子(成为S02NH。)。所以

丹磺酰胺被认为是一种很好的碳酸酐酶荧光探针或者CA凋亡后游离zn”荧光
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探针。磺酰胺．荧光素结合物30【791和dapoxylf-漠酰胺3l[803是这一类型荧光探针

的进～步发展。30和含有Zn2+的CA络合(解离常数Kd=2．3nM)，荧光各相异

性和络合的Zn2+浓度在10-100nM范围内成比例。31络合CA后荧光强度增大90

倍，光谱从605nm蓝移到530nm(Ka=0．3／uM)。这样就可以通过计算化合物31

在535nm年1 685nm处的荧光强度实现对Zn2+的定量检测。

S02NH2

dansylamide

28

H2N

carbonic anhydrase
CA

pH 7．4

。NH

H婶袁蛩兮H卜NH、

29

H HN／＼八NYN
H g

№N∥。弋》s⋯，●N

O

式1．12三个碳酸酐酶荧光探针

Scheme 1-12 Th ree carbonic anhydras'e fluore scent probes

1．4．3毗啶衍生物为识别基团的Zn2+荧光探针

近年来，吡啶衍生物作为荧光分子探针的识别基团得到了广泛应用，特别

是双(2一吡啶甲基)氨(DPA)32被经常用于Zn2+的荧光分子探针中，提供三



二(2一吡啶甲基)脏为识别基团zn 2+荧光分子探针的研究

个氮原子，是明确的中性zn2+配体。众所周知，Ⅳ'MⅣW’一四(2-吡啶甲基)

乙二胺(TPEN)33是一种中性螯合剂，和zn2+有很好的亲和性(Kd=2．6X

10-1 6M)，但和ca2+的亲和性较弱(Kd=4．0×10‘5 M)[st,Bel。所以类似TPEN

的荧光分子探针相对ca2+而言，对zn2+有很好的选择性，DPA氨基上的氮原子

在PET和TCT探针中都是电子给体。

DPA-Zn2+

32

TPEN

33

式1-13 DPA带ITPEN示意圈

Scheme l—13 Schematic di'awing of DPA and TPEN groups

化合物34[83】是早期的选择DPA为zn2+识别基团的PET型质子和zn2+荧光分

子开关。在乙腈溶液中，加入Zn2+后，荧光量子产率增大77倍。但它对Zn“

的亲和力一般，并且没有对其它会属离子的选择性实验。由分子探针公司发

展的化合物35[84，851(NewportGreen)是第一个实用的以DPA为识别基团的Znn

荧光分子探针。在中性条件下，结合zn2+后，35的荧光强度增大3．3倍，并且

对Ca2+不敏感。此探针已经以醋酸盐的形式商品化，广泛用于探测通过电位或

谷氨酸门控进入神经元的锌。但35对Zn2+较弱的亲和性阻碍了对zn”的研究

[691。后来的化合物36[84,86】虽然比35对Zn2+的荧光增强倍数大，但对Zn“的亲

和性比35更差。通过以上讨论，化合物34-36由于只有三个可以和Zn”络合的

氮原子，导致对Zn2+不敏感，只能和Zn2+有微摩尔级的亲和性。所以，在配体

分子中额外引入能和Zn2+配位的给体，应该会加强对zn”的亲和性。

p崦烈∥
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式1．14三个DPA识别基zn2+荧光分子探针

Sehem e 1-14 Three Zn2+fluore scent probe s based on DPA

Lippard小组选择荧光素作为荧光团，DPA作为Zn”的识别基团研究zn2+

荧光探针并做了大量工作。从ZPI到ZPF3，都是在荧光素上连有两个DPA(和

以前一种在碱性环境中使用的ca2+荧光探针相似，但现已不常用)，并且在荧

光索上引入吸电子基团以减小pH对探针分子荧光强度的影响[87-92]。ZPl和

zn2+络合物的晶体数据表明，Zn2+和四个氮原子以及咕吨上的氧原子形成五配

位结构迫使DPA向荧光团靠近。这种结果导致ZPl与zn”有很好的亲和性。但

由于一个荧光团上存在两个识别基团，可能会存在探针与Zn2+1：l或1：2配位，

故而不能实现对Zn2+的定量检测。为了避免上述情况以及荧光探针本身的荧光

干扰，从zP4到ZP8，是在分子中引入了『2．双(2-毗嚏甲基)．胺甲基．N一甲基

苯胺1-苯酚(BPAMP)，这样zn2+与配体中的三个氮原子、酚羟基上的氧原子

以及一个水分子形成五配位络合物。新引入的苯胺上氮原子和DPA上的叔氮

原子共同担当PET过程中的电子给体，从而提高了PET效率，降低了荧光探针

的背景荧光，络舍Zn2+后提高了荧光增强倍数。总的说来，在分子设计过程中，

Lippard实验室试图采取两种方式减小氢质子对荧光强度的影响：1，在荧光素

上引入吸电子基团增加荧光团的缺电子性；2，用芳香环氮原子取代脂肪族氮

原子作为PET过程的开关，提高其效率。由于荧光索本身的荧光以及动力学复

O

]
舻杰Y



二二(2一吡啶甲基)胺为识别慕团zn2+荧光分子探针的1iJ{=宽

杂性， 这类探针对pH的敏感性仍然是需要解决的问题。

Y

ZPl：X=CI．Y=H

ZP2：X=H．Y=H
ZP3：X=F Y=F

ZPFl：X=CI Y=F

ZPCfl：X=CJ．Y=Ci

ZPBrl：X=CI Y=Br

ZPF3：X=F X=F

X

HN＼

Hoy☆---．7-,f。／吖v"Z
◇∞2H

ZP4：X=H，Y=H．Z=CI
ZP5：X=F Y=H．Z：CI

ZP6：X=CI．Y=H。Z=CI
ZP7：X=0Me．Y=H．Z=CI

ZP8：X=H．Y=F，Z=F

35

式1-15两类荧光索PETZn”荧光探针

Scheme 1-1 5 Two kinds of fluo rescent PET Zn2+probes based On fluo rcscein

与Lippardd、组相似，Nagano／b组也用5．或6．氨基荧光索作为荧光母体，结

合DPA合成另一系列Zn2+荧光探针36[93 94]。在36中有四个氮原予可以和Zn2+

配位。仲胺上氮原子也是电子转移的给体，在结合Zn2+看，ZnAF．1的荧光增

强10倍，ZnAF．2荧光增强15倍。但由于羧基的存在，金属离子半径的大小决

定了这两个化合物对Cd2+的选择性更好。另外，尽管ZnAF．1和ZnAF．2荧光在

中性条件下相对稳定，但酸性环境对探针荧光强度的影响较大。在分子中引

入F原子，可以降低共轭体系的电子云密度，从而降低探针分子的pKa，导致

ZnAF．1Fgl：lZnAF．2F本身以及Zn”络会物的荧光量子产率都有所降低。总之，

ZnAF．1F和ZnAF．2F在中性以及弱酸性条件下对zn2+的荧光性质都有所改善。

化合物37【951的荧光团是苯并呋喃，这种荧光团常常用在ca2+和M92+荧光

分子探针中，配体仍然是DPA。37是基于ICT原理设计的，分子体系中的推拉

电子作用在配体结合了zn2+之后减小，使分子探针的吸收光谱和激发光谱蓝移

力
厂_川Ⅵ1∥江毋
(
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(k。=365 rim，九’。。=335 am)。ZnAF．1R和ZnAF一2R相比较而言，ZnAF．R2

的水溶性及荧光性质好一些，更适合生物体系中zn2+的检测，但关于pH对这

两个分子的影响却没有报道。和PET类荧光分子探针不同的是，ICT类荧光分

子探针在结合Zn2+前后，荧光强度及量子产率变化不大，但吸收光谱和激发光

谱有较大的移动。

Y= ．H —F

5一 ZnAF-1 ZnAF一1F

6一 ZnAF一2 ZnAF-2F

H
／＼一N

ZoAF．R1

R
R

矿鼋
N、∥＼cooH

H

ZnAF-R2

37

式1-16 Nagano{iJf究组发展的以DPA奠J络合配体的Zn 2+荧光分子探针

Scheme 1．1 6 Two ki nd s of Zn2+fluorescent probes based on DPA developed by N agano s’g roup

1 4．4脂肪族胺或环状多胺为识别基团的Zn2+荧光分子探针

l厂、<
f@
l ／》uN一

式l—17三个以多胺为络合配体的zn2+荧光分子探针

Schem e 1．1 7 Three Zn2+fluorescent probes based otl polyamine

H

◇
]_＼、_＼忒掣(



二(2一吡啶甲基)胺为识别鞋团Zn 2+荧光分子探针的研究

因为多胺上的氮原予不仅与Zn2+表现出很好的亲和性，而且是很好的电子

给体，被广泛用于zn2+识别配体。关于多胺应用于Zn2+荧光分子探针的研究开

始于上世纪80年代。

Czarnik研究小组首次将两个烷基二胺连接在葱荧光团上，在乙腈中识

别zn2+。研究结果表明，由于烷基胺与zn2+的亲和性较低，化合物38[96l不适

合生物体系中反映Zn”。但这个PET类型荧光分子探针初步试验说明对某些金

属离子有特性的含氦配体可以用来通过简单的柔性链连接到荧光团上构成荧

光分子探针。化合物39[⋯7】是由丹磺酰基团和氨乙基环烯连接而成。x．衍射晶

体分析表明Zn2+和39配位后形成扭曲的四面锥体。在水溶液中其荧光强度对

pH不敏感。络合常数pH 7时为0．14nM，pH 7．8时低于皮摩尔级。为了引入可

见光激发的荧光团，化合物4019B】选用6一羟基．9．苯基荧光酮为荧光团，四取代

环烯为识别基团。作为典型的PET类型荧光探针，结合zn”后，荧光分别增大

14倍(ZnACF．1)和26倍(ZnACF．2)。但由于空间障碍，这两个探针与金属

离子结合的速度很慢，使他们不适合在生物体系中实时监测。

近年来，一些传统的荧光团，如2一溴．3．(1氢一哼l哚．3一顺丁烯二酰亚胺)

[9932，4．二氧四氢蝶啶和二甲(基)异咯嗪[i ool等也被用来和znH．环烯作用形成

叔环烯．zn2+络合物，从而引起荧光增强，并且对Zn”的选择性好于其它会属

离子。但由于氮环烯多胺对zⅡ2+的亲和性相对较弱，并且含有多个活性氢原子，

会导致复杂的氢质子解离平衡，化合物的荧光就会对pH敏感。所以，这类化

合物很少用于生物体系的研究。

1．4．5经典的ca2+和M92+荧光分子探针用于zn2+的识别

Zn2+和Ca2+、M92+的离子半径和配位数都有相似之处，所以对Ca“、M92+

有识别能力的基团通常对zn2+也有一定的亲和性。事实上，像TPENJe塞_样的螯

合剂对Zn2+表现出更好的亲和性。所以TPEN一般被用来屏蔽zn2+，从而避免

Zn2+所引起的荧光干扰is2】。

Ca2+和M92+作为硬酸对含氧原子的基团有很好的亲和性，例如羧基。乙烯
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基乙二醇-二(2-氨乙基醚)．ⅣJⅣ，Ⅳ’，Ⅳ’．四乙酸(EGTA)以及它的衍生物二(邻

氨基苯氧基)乙烷．MⅣ，Ⅳ’，Ⅳ’一四乙酸(BAPTA)广泛用于检测Ca2+【⋯]。

／c02R

NvC02R

R=CH2CHs．Na

43

式1—18三个以多羧酸络台配体的zn”荧光分子探针

Scheme 1-18 Three Zn2+fluo rescent probes based On ca rboxyl groups

化舍物41[1 021配体部分选用的离子载体类1以BAPTA但去掉了其中一个Ⅳ．

乙酸，荧光素上连接了吸电子基团F。这样，4l对Zn2+表现出较好的亲和性，

解离常数(拖)为1 5nM，在生理条件下对pH不敏感。同样，化合物42l103]也是用

这种离子载体，而荧光团是罗丹明，对Zn2+的鼠为65nM。化台物43[1041是一种

典型的PET类型的荧光分子探针。zn2+的加入使其荧光量子产率增大53倍，而

对Ca2+和M92+及其它许多金属离子不响应，但凰仅为80riM。由此看来，羧酸

类离子载体只能检测高浓度的游离锌，适合于大脑神经系统和胰腺。

1．4．6其它的Zn2+荧光分子探针

另外一类有代表性的Zn2+荧光分子探针是基于激发态分子内质子转移

(Excited．state Intramolecular Proton Transfer，ESIPT)U os]，示意图如式1．1 9

所示。这类探针由于在结合金属离子后发射波长蓝移，因丽可以做到定量检

测金属离子。最近报道的一系列分子[1 061可以在比较大的浓度范围内检测游离

痕量锌。但它们的缺点也很突出：对溶剂敏感，pH对其荧光强度的影响较大，

并且激发和发射波长都较短等。



二(2一吡啶甲基)胺为识别基团Zn2+荧光分子探针的研究

漪一
proton-transfer tautomer L。solvent

X=0 NH．NCoR or NTS

式1．19金属离子诱导的激发态质子转移互变异构体的抑制

schem e I一19 Metal-Cation—induced i nhibitio rl of excitcd—stated intram0[ccuIar P roton tran Sfe r

化合物44{107】中，三个喹咛作为离子载体与叔胺一起提供四个氮原子和

Zn2+配位，表现出很高的亲和性。化合物45[∞8]属于ICT类型分子探针，它以

三联吡啶作为识别配体，对zn2+的选择性较好，遇zn2+荧光红移。另外，镧系

络合物作为发色体连接离子载体也用来识别zn”。化合物46[饨91是两个DPA基

团连接到核磁共振成像造影j钳Ln(III)．DTPA上，对zn”有很好的选择性，但仍

需要非常短的激发波长(九。。=260nm。九。。=545nm)。

叹N月
U

＼≥＼—≤／
芦》掣弋
45

式1．20其它配体的Zn2+荧光分子探针

Scheme 1．20 Zn2+fluo rescent probes based On othe r Iigands

如果我们把上丽所介绍的分子探针称为化学传感器，那么还有一类分子

可以被划分为生物传感器。这是因为它们利用了生物体中的蛋白质[78-801、缩

胺酸【110，1111、核酸⋯2。11 41等作为离子载体或连接基团。化台彩2J47[1’01中，Cys2His2

序列连接两个荧光团荧光索和丽丝胶。光谱研究表明，可见光激发分别在

@一
NH
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521nm$fl 596nm处有两个发射峰。加入zn2+后，596nm处发射峰基本不变，而

521nm处发射峰大大加强。作者把这种现象解释为FRET机理，其中荧光素是

能量给体，丽丝胶是能量受体。和化学传感器相比较而言，这类zn2+荧光分子

探针对Zn2+表现出更好的选择性以及亲和性(达到皮摩尔级)，但它们对氧特别

敏感，只能在氮气．氢气环境下操作。

综上所述，作为超分子化学的重要组成部分，荧光分子探针受到广大科

研工作者的广泛关注。从上世纪80年代末，人们对zn2+荧光分子探针的设计及

合成投入了大量的心血，也取得了很多进展，许多探针分子可以在某一浓度

范围内表现出对Zn2+很好的选择性和敏感性。

到目前为止，TSQ、Zinquin$ⅡNewport Green探针分子已经成功地应用于解

释生物体特别是中性体系里zn2+的作用。一般说来，小的化学传感嚣分子对

Zn2+的专一性和敏感性适中，而大分子的生物传感器经常表现出更好的选择

性。这些荧光分子探针的研究涉及到有机合成、配位化学、分析化学、光物

理和光化学等等多学科理论和知识的交叉学科，尽管关于探针设计有一些原

则性的理论指导n 5·11·¨5,11 61，但细微分子差异对探针性能的影响是难以预测

的，要靠实验来验证。

47

式1．21一种缩氨酸zn2+荧光探针

Scheille 1．2l A kind of Zn 2+fl uo reseent probes based On peptide



(2一吡啶甲撼)胺为识别基团Zn2+荧光分子探针的研究

1．5本研究工作的指导思想和主要内容

通过以上讨论可以看出，近年来发展了很多以不同设计机理设计的不同

荧光团和识别基团的zn2+荧光分子探针，其中有少数在生物体系中得到了应

用。但这些zn2+荧光分子探针都存在这样或那样的缺点，因此设计更多性能良

好的探针分子是很必要也很迫切的。

很多以DPA为识别基团的Zn”荧光分子探针对Zn”表现出更好的亲和性

和选择性，但由于氮原子的质子化过程，探针分子本身对pH有一定的敏感性。

另一方面，荧光分子探针对客体的识别能力不仅依赖于识别基团，并且与荧

光团自身的光物理性质和电化学性质有着非常重要的关系。目前大部分这类

zn2十荧光分子探针都选择荧光素作为荧光母体。而这类荧光团Stocks位移小，

对环境因素，如pH、温度等很敏感，特别是pH，不适合在中性和酸性条件下

使用。而且当它们与生物大分子结合后，荧光淬灭非常严重，达60．90％。

本论文的研究工作是根据荧光分子探针的基本作用原理，结合前人的工

作，主要进行水溶液中zn2+荧光分子探针的设计、合成及识别性能研究，为进

一步了解并解释zn2+在生物体中的重要作用提供更广泛的技术手段。分别选取

丹磺酰胺、l，8．蔡酰亚胺、BODIPY染料、2．苯基眯唑葸醌为荧光基团，主要

以DPA为Zn2+识别基团，设计合成了几个系列荧光分子探针，并试图通过改变

荧光团与识别基团的结合方式，调节识别基团的配位原子、配位原子间的距

离等手段改善识别性能，同时通过量子化学计算等辘助手段进一步解释实验

得到的结果。
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第二章丹磺酰胺类荧光分子探针

2．1分子设计思想

1940年，Mann和Keilin报道了磺酰胺能够抑制含有锌的碳酸酐酶(CA)

的活性11]，如式2．1所示。1967年，Chen和Kernohan提出牛血红细胞CA和

等摩尔的丹磺酰胺能形成1：I的络合物，发出强烈的荧光f2]，解离常数硒=

O．25“M。荧光光谱在结合Zn2+后的大幅度蓝移是由于丹磺酰胺的结合位点屏

蔽性好，疏水性强，并且磺酰胺在结合CA时失去一个质子(成为S02NH‘)。

所以丹磺酰胺被认为是一种很好的碳酸酐酶荧光探针或者CA凋亡后游离

Zn”荧光探针。

dansylamide

carbonic anhydrase

CA

pH 7 4

。NH

H兮毒早
／

图2．1丹磺酰胺和碳酸酐酶的结合

Figure 2-I The combination of dansytamide with carbonic anhydrase

Koike研究小组对丹磺酰胺乙基外挂大环四胺1，4，7，10．四环烯研究表明，

该分子和zn2+络合后形成扭曲的四面锥体，表现出一定的荧光增强P】。但由

于环状配位结构决定了探针分子与金属离子结合的速度很慢，使这种探针分

子不适合在生物体系中实时监测。此类探针分子对Zn2+的作用原理一般解释

为金属络合诱导荧光增强。

近年来，毗啶类衍生物作为荧光分子探针的识别基团得到了广泛应用，

特别是二(2-gLe啶甲基)氮(DPA)被经常用于Zn2+的荧光分子探针中，提供

三个氮原子，是明确的中性zn2+配体。众所周知，Ⅳ。Ⅳ。Ⅳ’，Ⅳ’一四(2-毗啶甲基)
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乙二胺(TPEN)是～种中性螯合剂，和Zn“有很好的亲和性(Kd=2．6×10叫6M)．

但和ca2+的亲和性较弱(Kd=4．0×10d M)14,5】。所以类似TPEN的荧光分子

探针相对Ca”而言，对Zn2+有很好的选择性，DPA氨基上的氮原子在PET和

ICT探针中都是电子给体。另外，DPA的这种链状敞开式结构使它能够快速

与金属离子络合。保证检测的实时性。所以，本文在分子设计上，选择丹磺

酰胺作为荧光母体，根据光诱导电子转移，通过乙撵基连接DPA作为识别基

团，进一步提高分子探针对Zn2+的选择性及灵敏性。主要分子结构如下：

副一
占N念t囝I⑧

2．2合成路线

厂=＼／N(CH3)2炯
蓼。。u

、

仰∽
＼≯N Nv∥

D2

图2-2荧光分子探针的结构

Figu re 2—2 The strugtures of fluorescent probes

2．2．1中闯体合成路线

N“毡

≯乡
N—_、

，=气
砌

如式2．1所示，以吡啶一2一甲醛和2一氨甲基毗啶为原料在室温下反应生成

西佛碱，硼氢化钠还原得到中间体二(2-毗啶甲基)胺MI(DPA)[6】；以邻苯

二甲酰亚胺为起始原料经溴乙烷化生成$．溴乙基邻苯二甲酰亚胺，和中问体

M1反应，水合肼脱去保护基，继而生成中间体Ⅳ，Ⅳ，二(2-吡啶甲基)乙二胺

M2[”。

2．2．2化合物D1和D2的合成路线

以丹磺酰氯为原料与中间体M1反应生成目标化合物D1：与乙二胺发生

取代反应生成5一二甲胺基一l一萘磺酰乙二胺，最后和2一氯甲基毗啶反应生成

目标化合物D2。

∞一
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qcH孝钆呲业轧≈月

M1

＼NI

KoH．EtOH

O

BrCH2CH2Br

·-‘____-———，——_—_·。_。。。_'_。_。。一
DMF．120℃

H2N、^

式2．1识别中间体的台成

Scheme 2-l Synthesis of the recognition inte rmedlares

S02CI

Ml

D1

H2N

NH2

--------—-—---·-·-·---—--------—--··一

＼N／

o

CH2CH2Br

S02NHCH2CH2NH2

轧c·一S02C12队。H
CH3)2

D2

式2-2荧光分子探针DI和D2的舍成

Stheme 2-2 Synthesis of fluorescent probe s D1 and D2

∞

一甜

必
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2．2．3化合物D3的合成

5一氨基一卜萘磺酸经重氮化反应后，与五氯化磷反应得到5一氯蔡磺酰氯

【81，与中间体M2反应得到目标化台物D3。

S03H

2．3实验部分

2．3．1原料与仪器

S03H

M2

式2-3荧光分子探针D3的合成
Stheme 2-3 Synthcsis of fluo rcscent probes D3

C

D3

丹磺酰氯，2．氨甲基毗啶、毗啶．2-甲醛购自Aldrich公司。其它合成原料

及溶剂均为市售化学品。柱色谱硅胶为青岛海洋化工厂产品(200—300mesh)。

HPll00 HPLC／MS质谱仪(美国HP公司)，Varian INOVA 400(400MHz)核

磁共振仪(美国Varian公司， TMS为内标)，elementar vario EL III元素分析

仪，x。6显微熔点测定仪(北京泰克仪器有限公司)，HP．8453紫外．可见分光

光度计，PTl00荧光分光光度计，BS一210S万分之一电子天平(德国Satorius

公司)，PB．20标准型pH计(德国Sartosius公司)，荧光量子产率的计算以硫

酸喹咛(O．55)在0．05 N硫酸中为标准。

2．3．2中间体的合成及结构表征

2．3．2．1 M1的合成及结构表征

qcH孝钆№坐 轧|=j∞
Ml

2．169(0．02m01)l拘2-氨甲基吡啶边搅拌边滴加到溶解在50m!，99％乙醇中的

9

b叫囝b
r№∞||I
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毗啶一2一甲醛2．149(0，02m01)的溶液中，随后分次加入1．59(0．04m01)N氢化钠，

室温下继续搅拌2．5h，过滤，冰冷却滤液。12mol／l盐酸酸化溶液到pH 4，加

入60ml，99％乙醇和100mI乙醚，静置，固体析出后用乙醇洗，得到MI的盐酸

盐。少量水溶解后，加入氢氧化钠调节pH 7，二氯甲烷萃取后，真空旋转蒸

千溶剂，得到黄色油状物MI，收率：40％(1．69)。

’H—NMR(CDCl3)6 8．46(d，J=7．5 Hz，2H)，7．07(m，4H)，6．62(m，2H)，

3．90(s，4H)，2．52(s，lH)．API—ES MS m／z(+)：200([M+H】+)．

2．3．2．2 M2的合成及结构表征

KOH．EtOH

O

邻苯二甲酰亚胺钾盐的合成：在装有直形冷凝管的500ml单口圆底烧瓶中，

加入160ml无水乙醇，搅拌，分次加入邻苯二甲酰亚胺209(0．1 36m01)；0口热回

流直至全溶。继续搅拌1h，加入8％氢氧化钾(7．6169，0．136m01)的甲醇溶液

120 ml后，立刻有乳白色絮状沉淀。继续搅拌3h。冷却后过滤，固体用乙醇

洗，干燥，得到自色片状晶体，产率：92％(23．4099)。

B忙H2CH2Br

DMF．120℃
2CH2Br

O．溴乙基邻苯二甲酰亚胺的合成：9．259(0．05t001)的邻苯二甲酰亚胺钾盐

和17．3ml(0．2m01)的l，2-二溴乙烷混合，加入邻苯二甲酰亚胺质量的3％的聚

乙二醇为相转移催化剂，丙酮为溶剂，加热回流3h。冷却届过滤，蒸出溶剂

后减压蒸馏出过量的1，2．二溴乙烷及聚乙二醇。剩余物加少量水，二氯甲烷

萃取。合并有机相，燕掉CH2C12，无水乙醇重结晶(活性炭脱色)。得到白色

溴乙基邻苯二甲酰亚胺。收率：63．1％(7，989)t

原文献中采用Ⅳ|Ⅳ．二甲基甲酰胺为溶剂，反应温度为120。C，反应9h。

40
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这样，不仅反应温度高，溶剂后处理也麻烦，最重要的是产率不高。本文对

文献方法进行了改进，采用聚乙二醇为相转移催化荆，丙酮作溶剂，降低了

反应温度，大大提高了产品牧率。

NCH2CH2Br

O

M1 ～N月
O

2-f2一(吡啶·2一黄甲基胺)乙基]邻苯二甲酰亚胺的合成；4．29(30．4ret001)

无水碳酸钾和0．1 59(O．01ret001)碘化钾溶解在精制的75ml乙腈中。中间体M1

29(10，1mm01)加入到上述溶液中，随后加入2．569(10．1ret001)的p一澳乙基邻苯

二甲酰亚胺，混合物加热回流24h，过滤，浓缩，得到红色油状物。将此红色

泊状物溶解在20ml CH2C12中，溶液用每次20ml的饱和NaOH溶液洗三次，

20ml的水洗两次，蒸出溶剂，得到黑红色油状物。加入2mol／1的盐酸溶液14ml，

溶液用每次10ml的CH2C12洗五次，再用无水碳酸钠仔细碱化至pH 8-9。棕

灰色固体沉淀下来，用每次l 5ml的二氯甲烷萃取4次，减压浓缩得到黑棕色

固体，用硅胶柱分离(展开剂：CH2C12tMeOH=20：1)，得到棕褐色固体。收

搴：74％(2．779)。

‘H-NMR(400MHZ，CDCl3)：6 8．45(d，2H，，=4-8)，7．84(dd，2H，／，=3 2，J2

=2．8)，7．75(dd，2H，J，=3．2，以；2．8)，7．44(td，2H，‘，尸2．0，以。1．6)，7．36(d，

2H，，=7．6)，7．08(t，2H，，=6．0)，3．86(m，6H)，2．87(t，2H，，=6．O)“C—NMR

(100MHz，CDCl3)：6 168．28，1 59．42，149．03，136．39，133．96，l 32．38，123．27，

123．1 5，】22．1，60．4，51．8，36．2．API—ES MS m／z(+)：373([M+H]+)，395([M+Na])’

o

沙N 削、鼻
移
M2

MⅣ_2．甲基毗啶一乙二胺(中间体M2)的合成：水含肼1．1tool(65rag)

溶解在精制乙醇中，加入到2一[2一(吡啶一2一黄甲基胺)乙基】邻苯二甲酰亚胺

甜

月均
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(O．29)的乙醇溶液中，再加6ml乙醇稀释，加热回流3小时(1小时后产生白

色沉淀)。蒸干溶剂后，加入2mol／l的盐酸溶液20ml，再加入12mol／l盐酸

lml。将悬浮液在50℃下搅拌2小时，再在室温下搅拌24小时，过滤，浓缩。

将浓缩物溶解在5ml水中。加入l 5％的氢氧化钠溶液直到溶液变成红色，得

到红色油状物，用每次10rot的二氯甲烷萃取3次。合并有机相，蒸干溶剂得

橙色油状物。收率：75．4％(1．1 369)。

。H-NMR(400MHz，CDCl3)：6 8．54(d，2H，J=5．2)，7．67(t，2H，J 2 8 0)，

7．48(d，2H，，=8．0)，7．17(t，2H，J=6．O)，3．85(s，4H)，2．84(t，2H，J=5，6)，2．71

(t，2H，J=5．6)．1 3C-NMR(100MHz，CDCl3)：6 160．55，149，36，1 35．78，122．89，

1 2 1．7 1，60．37，5 I．79，36．22．API．ES MS m／z(+)：243([M+H]+)，265([M+Na]+)，

2．3．3 D1的合成及结构表征

＼

＼N／

S0201

M1

lJl

丹磺酰氯(75mg，0．28mm01)和三乙胺(70mg)溶解在CH2C12(5m1)中，

缓慢滴加到中间体Ml(140mg，O．7mm01)i驹CH2C12(6m1)溶液中，室温下搅

拌反应10h。蒸千溶剂后，硅胶柱分离(展开剂：CH2C12／MeOH=50：1)得

到淡黄色固体D1。收率：60％(72．5mg)。熔点：89—90℃。

1H—NMR(400Hz，CDCl3)：6 8，50(d，1H，，2 8．4rtz)，8．40(2d，3H，Jl。

8．8Hz，厶=4．4Hz)，8．23(d，1H，J=7．6Hz)，7．54(t，1H，J
2 8．0Hz)，7．40—7．46(m，

3H)，7，17(m，3H)，7 04(m，2H)，4．74(s，4H)，2．87(s，6H)．～C-NMR(1 00Hz，

CDCll)：6 1 56．3，l 51．7，149．0，1 36．5，1 35．3，130．1，129．8，128．2，123．2，122．5，

122．3，119，6，11 5．3，53．4，45．6．API-ES MS m／z(+)：433([M+H]+)．Anal．Calcd for

C24H24N402S：C，66．48；H，5．54；N，12．93；S，7．39．Found：66．28；H，5．52；N，

42
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2．3．4 I)2的合成及结构表征

NN／

S02Cl

NH2

＼／
N

NHCH2CH2NH2

5．Ⅳ，Ⅳ．二甲基．胺乙基萘磺酰胺的合成：三口圆底烧瓶中，氮气保护，快速

搅拌下，将丹磺酰氯(29，7．4ret001)溶解在5ml CH2C12中，然后转移到恒压

滴液漏斗中，在1 5rain内滴加到溶解有乙二胺(33ml，494mm01)的50ml CH2C12

溶液中。反应液在室温下搅拌4h后，转移到分液漏斗中，水沈3次。其中第

二次洗涤时，用饱和食盐水除去已经形成的乳状液。CH2C12相用无水MgS04

干燥，蒸掉溶剂，真空干燥后得到黄绿色晶体5一二甲胺基一卜萘磺酰乙二胺，

收率：87％(2．069)，熔点：149一l 50℃。

NN／

2．氯甲基吡啶栽酸赫的合成：冰浴下，将2．羟甲基吡啶非常缓’慢地滴加

到五倍过量(摩尔比)的二氯亚砜中。滴加完毕后，加热回流3小时，冷却。

搅拌下，加入乙醚使产品析出，过滤，静置干燥，得到淡黄色固体，产率95％。

O．19(0．34ret001)5一二甲胺基一卜萘磺酰乙二胺溶解在5ml乙醇中，

0．1679(1．02mm01)2-氯甲基毗啶盐酸赫溶解在0．2ml水中。把两种溶液混合在

N、
№
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一起。搅拌10分钟后，缓慢滴加0．1 3ml(10M)氢氧化钠。混合物加热回流3

小时，蒸发掉溶剂。剩余物溶解于少量水中，20ml乙醚萃取3次。合并有机

相，无水Na2S04干燥后蒸发掉溶剂。硅胶柱提纯(展开剂：CH2C12／MeOH=

100／1—50／I，1％三乙胺)后得到浅绿色晶体D2，产率：40％(0．0649)。熔点：

129。l 30℃

1H—NMR(400MHz，CDCl3)：6 8．59(d，2H，J=4．4Hz)，8．5 1(m，2H)，8．25(d

1H，J=7．2Hz)，8．14(s，1H)，7．39·7．52(m，4H)，7．09—7．1 5(m，5H)，3．71(s，4H)，

3．02(s，2H)，2．85(s，6H)，2．77(t，2H，J 2 5．6Hz)；”C—NMR(100MHz，CDCI 3)：

6 1 58．9，1 51．9，149．1，136．8，1 35．6，1 30．1，129．4，127．9，123．4，123．1，122 3，

119．7，11 5．1，59．7，53．3，45．6，41．6．API-ES MS，m／z(+)：476[M+H]+．Anal．

Calcd for C26H29N502S：C，65．66；H，6．1 5；N，14．73；S，6．74．Found：C，65．53；H，

6．14；N，14．70；S，6．73．

2．3．5 D3的合成及结构表征

把5．氨基．萘磺酸(7．379，33mm01)溶解在浓盐酸中成悬浮液，置于冰浴中，

搅拌下滴加10％亚硝酸钠(22．9m1)溶液直至与KI-淀粉试纸不再变蓝为止。反

应6h，反应温度控制在O．5℃，将反应液与氯化亚铜(25ml，2mol／1)的浓盐

酸溶液混合，有大量气泡产生。室温下放置过夜，绿色固体悬浮析出，过滤

后取滤饼。晾干水后，110"C真空干燥得到浅绿色固体5一氯一萘磺酸，收率：

67．3％f5．3799)。

802CI

5．氯．萘磺酸加5．6倍质量的五氯化磷混合，搅匀(最好用烧杯反应)。逐

渐升温到80～90"C，固体变得潮湿、冒泡，呈稀糊状并有大量雾状气体逸出，

∞洲

∞
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搅动至呈粘稠状为止。降温至30℃左右，维持反应，放罱过夜。粗品涂在滤

纸上，室温下干燥。将滤纸与粗品放入索氏提取器，用200 ml 30～60℃石油

醚提取至无色(约8h)。浓缩，静置后得到黄色结晶。再用二氯甲烷重结晶。

可以得到淡黄色结晶5．氯．萘磺酰氯，收率：67．6％，熔点：91．92℃

S02CI

M2

取242mg胺乙基DPA，置于10ml圆底烧瓶，用5ml精制甲醇溶解，加

入260rag 5-氯．1．萘磺酰氯、少量无水硫酸钠，氩气保护，加热回流3小时。

过滤，滤去硫酸钠，滤液蒸干。得黄色油状物，用少量二氯甲烷溶解，避光

用硅胶柱分离(展开剂：CH2C12／MeOH=50：1)，得淡黄色油状物，真空干燥，

得到黄色固体粉末D3。收率：38％，熔点：129—130℃。

1H．NMR(400 MHz，CDCl3)：6 8．84(d，lH，J=8．8Hz)，8．59(d，3H，J 2 4．O)，

8．52(d，1H，‘，=8．8Hz)，8．34(d，1}{，J=4．0Hz)，7．65(m，2H)，7．51(m，2H)，7．41

(t，IH，J=8．0Hz)，7，16(m，2H)，7．05(d，2H，l，2 7。6Hz)．”C—NMR(100MHz，

CDCl3)：6 136．74，136．33，1 32．90，131_83，1 30．10，130．02，129．96，127．59，

127．27，125．52，124．61，123．OO，122．39，59．67，53．28，41．82，API—ES MSlm／z(+)：

467([M+H]+)，489．2(【M+Na】+)．AnaI．Calcd．for C24H23C|N402S：C，61．73；H，

4．96；CI，7．59；N，12．00；S，6．87．Found：61．9l；H，4．97；CI，7，6l；N，12．39．

2．3．6紫外及荧光光谱的测定

2．3．6．1不同溶剂中的光谱研究

准确称取待测化合物，将其移入5ml容量瓶中，用二氯甲烷定容，配制

成浓度1．0×104tool／1的溶液。分别移取O．5ml溶液于5ml容量瓶中，用氮气

吹干二氯甲烷，再分别用环己烷、甲苯、1，4-二氧六烷、四氢呋哺、乙酸乙酯、

丙酮、乙腈和乙醇定容，待样品完全溶懈后配制成浓度1．0×10巧mol／1的溶液，

45
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测定其紫外光谱。将利用不同溶剂中紫外光谱的最大吸收波长作为荧光光谱

的激发波长，测定荧光光谱。

2．3．6．2荧光量子产率的测定

样品荧光量子产率的测定以硫酸奎宁为基准，在1N H2S04中辨=O．55。

在未加入金属离子时，于荧光探针分子溶液中加入过量的EDTA以屏蔽样品

溶液中金属离子对探针分子荧光强度的影响。通过改变浓度把基准物的吸光

度调整到和待测物激发波长处的吸光度相同(A<0．1)。结果取三次测量的平

均值，计算公式如下[91：

①；。出2①。tanaara×T．feimiis面s二ioinsample
式中：m。。。。】。和mstartd。。d分别表示被测样品和标准化合物的荧光量子

产率；Jomi ssioo和j。t。。d。，d分别表示在待测样品荧光强度积分范围内，待测样品

和标准化合物的荧光积分强度。

2．3．6．3不同pH的荧光光谱测定

1．0×10‘5 mol／1待测样品的水溶液，分别用不同浓度的盐酸或氢氧化钠调

节酸碱性(加入量小于待测液体积的1％)，测其不同pH时的荧光光谱。

2．3．6．4对金属离子的识别测定

在pH值荧光强度关系测定的基础上，选取荧光强度稳定的pH值进行金

属离子识别实验。在HEPES(N．2．羟乙基碾嗪一N'-2一乙磺酸)缓冲溶液中，探

针的浓度为1．0×10-smolll，分别加入5．0×10巧mol／l的NaCI、KCI、MgCl2、

CaCl2、CoCl2、NiCl2、CdCl2、CuCl2、MnCl2、FeCl2、CrCl3和ZnS04测定荧

光光谱的变化。

2．3 6．5 Zn2+浓度对荧光强度的测定
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准确称取待测化合物，将其分别移入10ml容量瓶中，用DMSO定容，配

鼍成浓度为1．0×10-4mol／1的溶液。分别移取0．1ml溶液于10ml容量瓶中，

用缓冲溶液定容后，配制成1．0×10。5mol／1的溶液。分别向待测化合物中不断

加入1M ZnSO。水溶液，测定不同浓度时探针分子的荧光强度。

2．3．6．6表观解离常数鼠的测定

准备100mM(HEPES)缓冲溶液(pH 7,4，I=0．1(NaCl))，其中包括10mM

NTA(氨三乙酸)。Zn2+一NTA的络合稳定常数【㈨为(20 6C，0 1M KN03)：pKaI

=9．73，pKa2=2．49，pKa3=1．89，logK(ZnL)=10．66。游离Zn2+的浓度计算如

下【¨】：

[Zn2+”焉诜 厅『_坠坚
口M口L

【L】h。。*[L】。。I-[Zn“j。。I

口L=1+10{PKrpH)+10(眯“+pK·。‘2pH)+10(衅·1+畔_1+pK扩3pH)

其中[Zn2+】f是游离Zn2+浓度，[Zn2+]tmI是Zn2+总浓度，aM是配位效应系

数，证L是酸效应系数，【L】fr。。是游离氨三乙酸浓度，[L】totaI氨三乙酸总浓度。

这里，【L】⋯。l设为10 mM，[Zn”]10l。I为0-9 mM。

将待测物溶解在上述缓冲溶液中配制成l×10-6mol／1的溶液10ml，每次加

入51．tl Zn2+水溶液，按上述公式计算得游离Zn2十的浓度分别为：0，O．25，0．52

0．826，1．17，1．56，2．OO，，2．52，3+12，3．83，4．68，、5．72，7．02，IO．92，1 8．72 nM，最后

使Zn2+浓度大大过量。溶液总体积增大不超过2％。所测得的数据经sigmoida

拟合得到表观解离常数凰。

2．4结果与讨论

2．4．1中闯体及目标化合物的合成和结构表征

中间体MI和M2是参考文献改进后合成得到。在合成M1时，本文实验

是将2．吡啶甲醛慢速滴加到2．胺甲基吡啶中，与文献的滴加顺序相反，但保
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证了产物收率与文献相符。

在合成p·溴乙基邻苯二甲酰亚胺时，对文献报道的实验方法进行了较大改

进。合成中加入聚乙二醇作为相转移催化剂，丙酮作溶剂，大大降低了反应

温度，不仅减少了反应时间，而且产率得到提高。

在进行目标化合物的合成时，利用的是芳磺酰基卤素的胺取代反应，反

应机理明确、简单易行，收率较高。分离提纯时，由于化合物本身带有一定

的碱性，容易在硅胶柱上吸附，故而在震开剂中加入少量的三乙胺中和硅胶

的酸性，使产物更容易洗脱。这样操作，使正相柱变成实际意义上的反相柱，

即极性大的产物先从硅胶柱上洗脱下来。

另外，由于荧光团和识别基团都具有较好的亲水性，有利于荧光探针分

子在水溶液中的应用。

本章合成的目标化合物经核磁氢谱、核磁碳谱、质谱及熔点表征，结构

正确。典型化合物D2的’H．NMR和13C．NMR谱图如下：

帆从 ～ 6 。 。l
O 1 O a ■口 ■口 r 0 ‘a S口4 O 3 0 2 0 1 O 口0

图2-3化合物D2的’H—NMR谱

Figure 2-3 The‘FI-NMR spectrum of compound D2
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图2．4化合物D2的”C．NMR谱

Flgu re 2-4 The
1
3C-NMR spect rum 0f compound D2

2．4．2 DI和D2的吸收及荧光光谱

表2．I D1和D2(IXl0。molll)在不同溶剂中的光谱数据
Table 2一I Spectra data of compound Dland D2(4xl 0-6moI／1)in different so|vent5

表2．1为DI和D2在不同溶剂中的最大吸收波长、最大发射波长和量子

产率。随着溶剂极性的增加，D1和D2的吸收光谱基本不变，而发射光谱有

较大的红移，这表明激发态分子有较大的偶极距，说明分子处于激发态时有

显著的分子内电荷转移。由于光诱导下存在从二甲氨基氮原子端经萘环到

DPA端的分子内电荷转移，D1和D2分子激发态的偶极矩大于基念时的偶极

矩。
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2．4．3缓冲溶液中DI、D2和D3对金属离子的识别

为了避免加入各种金属盐引起溶液pH的变化而导致探针的荧光强度发生

改变，识别实验在缓冲溶液中进行。在100mM的HEPES缓冲溶液中(DH=

7．4，DMSO：H20／l：9)，1×10。5 M的底物中，分别加入过量的常见金属离子(如：

Zn2+、K+、Na+、M92十、Ca2+、Fe2+、Mn“、Cu2+和c02+。其中，化合物D1

和D3对任何金属离子都没有明显的响应，而化合物D2对zn2+表现出特殊的

选择性识别。所以，这里以D2为例在表2—2中，列举了各种会属离子对D2

的荧光强度的影响。

表2-2不同金属离子(5×lO。5M)存在F D2(1×10’5M)的相对荧光强度。。
Table 2-2 Relative fluo re scent inten sitie s ofthe compound ofD2 fl xl 0’5M)with va riou s

biOtogically impo rtant metal catio rls

a：光谱数据在1 00mM HEPES缓冲溶液中测得(pH 7．4，I 2 0．1(NaCI))-

从表2—2中可以看出，生命细胞中存在的其它的金属离子，如：Ca”、

M92+、Na+和K+等在很高的浓度下都不会影响I)2的荧光强度，荧光光谱也没

有任何移动。造成这种结果的原因可能是碱土金属或碱金属与D2的亲和性相

对较弱，所以它们的存在不会影响zn”的荧光增强作用。过渡金属离子，如

Fe2+、C02+、Ni2+和Mn2+都对D2的荧光强度没有明显的增强作用。Cu”和Co”

的加入使1)2的荧光淬灭。原因可能是，D2能和这些过渡金属离子形成稳定

的络合物，在金属离子和荧光团之间的电子或无辐射能量转移削弱了荧光强
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度使荧光淬灭。

设计化合物DI的初衷是在分子中建立推拉电子体系，从而产生分子内的

电荷转移。但化合物D1，DPA直接连接在磺酰基上。由于磺酰基是一种强的

吸电子基团，DPA上的叔氮原子的孤对电子可能被牢牢固定在磺酰基上。所

以，分子中的推拉电子体系并不强烈。在接受外来物种时，与它们之间的作

用力也不强。化合物D3的两端都是吸电予基团，分子内的推拉电子作用以及

由此产生的电荷转移都非常弱。所以，D1和D3对任何金属离子都没有明显

的响应。

2．4．4 pH对D2荧光强度的影响

在生物体系或其它微环境中，都会有一个相对稳定的pH，但当这个环境

受到外因干扰时，pH可能会有不同程度的变化。所以，探针分子在某一pH

范围内荧光强度不受或少受其他因察的干扰是研究金属离子荧光分子探针荧

光性质的～个重要方面。因此，测定了D2一zn2+络会物的荧光强度与pH之间

的关系曲线，归一化后如图2—5所示。

图2．5 D2．zn 2+络合物的荧光响应和pH的关系曲线(在1：9，v：vl；I勺DMSO／H 20混合溶液

中)。

Figu re：Z-5 Fluorescence response of D2一Zn2+complex as a function of pH in 8 mixed sol uti o n o F

DMSO and wate r ft：9，v：v)
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如图2．5所示，在饱和Zn2+(1 x10‘5M)存在下，D2在pH 6—9之间发出

稳定的荧光。络合物的荧光在pH低于6时，荧光强度降低，pH小于3时基

本没有荧光。这说明，Zn“一D2络合物的荧光强度在近中性或微酸性条件下不

受pH的影响。这种对pH的不敏感性能够适应生命体中某种生理刺激所引起

的pH的变化。

2．4．5不同浓度的Zn2+对D2荧光光谱的影响

图2-6 2(1×10-5M)的荧光光谱随Zn2+浓度(O．5 X lO。M)的变化。光谱数据在l 00raM

HEPES(DMSO：H20=1：9，v／v，pH 7．4，I=0．1NaCI)缓冲溶液中捌得。激发波长是

334am。

Figure 2-6 mission spectra of I×1 0’5M D2 in the presence of various cono：mrations of Za：‘ranging fi、om 0 to l X

】0一M 1-hese spectra were measured at prl 7．4{100 mM】IEPES bu舵L l；0 1(NBCI))Excitation wavelength is 334 nm

在1 OOmM的HEPES缓冲溶液中(pH；7．4，DMSO／H20 z 1：9)，D2的最

大吸收波长k。。为334nm，最大发射波长k。为540nm，荧光量子产率是O．09。

加入饱和Zn2十后，九。。。只有微小的变化(蓝移1．2nm)，九。。蓝移到520nm，斯

托克位移达到20nm。荧光强度线性增大将近4倍(图2-6)，荧光量子产率增

大到0．1 8。Zn2+在0。I×10。5 M范围内，D2的荧光强度不断增大。当zn“浓

度与D2的浓度达到1：I以后，进一步增加Zn”浓度，溶液的荧光强度基本保

持不变。丹磺酰胺上仲胺的pKa=3．2【3】。pH 7．4时，萘环上的仲胺脱去一个
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质子形成N’，所以推测D2与zn2+的配位方式是：脱质予后的N’联合DPA上

的三个氮原子与Zn2+配位，形成Zn2+的四配位结构。

2．4．6表观解离常数凰

作为lewis酸碱加合物的配离子或配合物分子，在水溶液中常常存在着配

合物的解离反应和生成反应间的平衡，这种平衡称为配位平衡，配位平衡关

系到配合物的稳定性。常用解离常数或稳定常数来判断配合物的稳定性。解

离常数越小，配合物越稳定，即两种配离子的亲和性越强。为了测定D2与

Zn2+的亲和性，按照实验部分所述方法，对局值进行了测试，所得数据如图

2．7所示。

图2．7游离zn2+浓度和1 laMD2荧光强度的关系曲线。这些数据在25。C，pH 7．4

的100 mM(HEPES)缓冲溶液中测得，其中含有100 mM NaCl，10raM NTA和0一lO

mM ZnS04。

Figure 2-7 Fluorescence intensity of 1 uM D2∞a function ofthe concentration offree Zn2+in 100 mM HEPES buffer

(pH 7,4，l=0 1(NaCt”with 10mMNTAand 0-9mMZn“砒25‘C．

根据图2．7所得数据，经sigmoidal曲线拟合后，得到Kd=O．8nM。这表

明D2能够定量检测低于纳摩尔浓度范围的游离zn2+。其检测灵敏度要高于其

它以丹磺酰胺为荧光团的zn2+荧光分子探针。



二(2一毗睫甲基)胺为识别基团Zn2+荧光分子撵针的{j}}究

2．5本章小节

1．基于碳酸酐酶(CA)一芳香磺酰胺抑制剂相互作用的原理，本章设计合成

了丹磺酰胺为荧光母体的化合物DI、D2和D3。

2．D2在生理条件下(pH 7．4)，九。。=334nm，k。=540nm。加入zn2+后，x。。

基本不变，九。。蓝移到520rim，荧光强度增大将近4倍。多种生物体中重要

的金属离子对Ca2十、M92+等D2的荧光没有影响，。zn”．D2络合物的荧光强

度受pH变化的影响不大，特别是在pH 6-9之间影响很小。

3．表观解离常数Kd=O．8nM，其检测灵敏度要高于其它以丹磺酰胺为荧光团

的zn2+荧光分子探针。D2的光物理性质表明它是一种对Zn2+有特殊选择性并

有效的荧光分子探针。
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第三章4一(1，8一萘酰亚胺)胺类荧光分子探针

3。1分子设计思想

以光诱导电子转移(PET)为设计原理的荧光分子探针在各种阳离子荧光

分子探针中是人们最为广泛研究的小¨。典型的PET体系由包含电子给体的受

体部分Receptor，通过间隔基Spacer(如．CH2．CH2一)和荧光团Fluorophore相

连而构成。其中荧光团部分是光能吸收和荧光发射的场所，受体部分则结合

客体，这两部分被间隔基隔开，又靠间隔基相连而成一个分子，构成了一个

在选择性识别客体的同时又给出光信号变化的超分子体系。PET荧光分子探

针中，荧光团与受体单元之间存在着光诱导电子转移，对荧光有非常强的淬

灭作用。因此在未结合客体之前。探针分子不发射荧光或荧光很弱。一旦受

体与客体相结合，光诱导电子转移作用受到抑制，甚至被完全阻断．荧光团

就会发射荧光。由于与客体结合前后荧光强度差别很大，呈明显的“关”，“开”

状态，这类探针又被称作荧光分子开关。

通常在利用PET原理设计荧光分子探针时，主要考虑荧光团的性质、识

别基的结合性能以及荧光团与识别基团之间的连接基对识别事件的传导敏感

性等三方面因素。4一氨基一1，8一萘酰亚胺衍生物在染料、光电材料等领域得到

了广泛应用。作为荧光化合物，它光稳定性和化学稳定性好，荧光发射波长

在可见光区，荧光量子产率高并有大的斯托克位移。这些良好的性质使4一氨

基一1，8-萘酰亚胺荧光团经常被用于各种荧光分子探针中。在多年的探针分子

研究中，发现连接基团是亚甲基、乙撑基或丙撑基时对识别事件的传导敏感

性较好。因此本文中选择乙基为连接基，根据光诱导电子转移机理设计了单

荧光团和双荧光团荧光母体的荧光分子探针。双荧光团的设计使探针分子有

一个离子被结合时两个荧光团能同时发出信号，有利于提高荧光分子探针的

识别敏感性。主要分子的结构如下：
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Nl

3．2合成路线

图3．1荧光分子探针的结构

／"一NHl

郦邵

Fi g u re 3—1 The st ructtl res of flUO re$CCnt P robes

3．2．t亿合物N1和N2的合成

M1

cH3

NH2CH2CH2NH2

Nl

式3-1N1和N2的合成

SCheme 3—1 Synthc si s 0f N1 and N2

NHCH2CH2NH2

吼d

以4一溴一1，8-萘酐为原料先与伯胺反应生成4-溴一1，8-萘酰亚胺衍生物‘4

H
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与中间体MI反应生成目标化合物N1

成4一氨乙基～N一甲基一l，8一萘酰亚胺[5】

合物N2。

3．2．2化合物N3的合成

或与乙二胺反应取代4一位溴原子，生

最后和2一氧甲基毗啶反应生成目标化

—衢洲蒿一洲葛≮弦一长N薄～

n n
式3-2双荧光团荧光探针分子N3的合成

Scheme 3·2 Synthesfs ofthe tWO arm ftuorcsccnt p roee N3

4．溴．1，8．萘酐为起始原料和O．5倍量的二乙烯三胺反应得到双荧光团中

间体M3【引，接着以大大过量的N，N---乙基乙二胺取代4位溴原子得到最终产

品N3。

3．3实验部分

3．3 I原料与仪器

4．溴．1，8．萘酐和1，8一萘酐购自鞍山化工股份有限公司。其它合成原料及溶

荆均为市售化学品。柱色谱硅胶为青岛海洋化工厂产品(200—300 mesh)。

HPll 00 HPLC／MS质谱仪(美国HP公司)，Varian INOVA 400(400MHz)核

磁共振仅(美国Varian公司，TMS为内标)，elementar ratio ELⅢ型元素分

析仪(德国)，X．6显微熔点测定仪(北京泰克仪器有限公司)，HP．8453紫外

．可见分光光度计，PTl00荧光分光光度计，BS-210S万分之一电子天平(德

国Satorius公司)，PB．20标准型pH计(德国Sartosius公司)，Nikon TE 2000

荧光显微镜，荧光量子产率的计算以荧光素(0．85)在0，1 N氢氧化钠溶液中

为标准。

邵卧
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3，3．2化合物NI和N2的合成与结构表征

在250ml圆底烧瓶中，加入59(1 8ret001)4-溴一1，8一萘酐和54ml (浓度为

10％)的甲胺水溶液，以摩尔比l：10在室温下反应2．5h。过滤，滤饼用氯苯

重结晶后得到4．溴一M甲基．1，8-萘酰亚胺。收率：95％(59)。熔点：185—1 86

℃。

聃'

Nl

110mg(0．399mm01)4-溴一N一甲基一l，8-萘酰亚胺和83rag(0．417mm01)中间体

M1混合溶解在20ml除水吡啶中，加热回流24h，减压燕出溶剂，柱分离得

到淡黄色固体Nl。展开刹：CH2C12／McOH=100：1～50：1。收率：40％(65mg)。

熔点：123—123℃。

1H—NMR(400MHz，CDCl3)：6 8．91(d，1H，，2 8．0Hz)，8：62(2d，3H，‘，，2

6．0Hz，止=4．4Hz)，8．39(d，1H，，；8．4Hz)，7．74(t，1H，J
2 7．2Hz)，7．62(t，2H，J

2

7．6Hz)，7．36(d，2H，J=8．0Hz)，7．22(m，3H)，4．75(s，4H)，3．52(s，3H)．

”C-NMR(100MHz，CDCl3)：6 166．2，1 57．3，149．6，136．9，1 32．1，131．3，1 30．5，

l 30．1，126．0，123．3，122．6，122．5，117．7，60．0，27．1．API-ES MS m／z(+)：

409([M+H]+)。Anal．Calcd。for C25H20N402：C，73．51；H，4．94；N，1 3．72．Found：

C，73．29；H，4。93；N，13．68。

59

O]№事卧C，N)：I^翼v掣狡
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0H3

NH2CH2CH2NH2

CH3

NHCH2CH2NH2

N2

4一氨乙基一Ⅳ一甲基萘酰亚胺100rag(0．37mm01)、2一氧甲基吡啶

1 52mg(0．12mm01)和无水碳酸钾(1 53mg)；陧合溶解在lOml无水乙醇中，在氮气

保护下加热回流16h，减压蒸去滤液中的溶剂，剩余物用氧化铝柱分离，得到

黄色固体N2。展开剂：CH2C12／MeOH=100：l a收率：84，3mg(50％)。熔点：

163．1 640C．

1H—NMR(400MHz，CDCl3)：6 8．82(d，lH，，；8．4Hz)，8．64(d，1H，L，3

7．2Hz)，8．57(d，2H，‘，=4．8Hz)，8．43(d，1H，，2 8．4Hz)，7．82(s，1H)，7．72(t，lH，J

=8．0Hz)，7．58(t，2H，J一8．0Hz)，7．4l(d，2H，L，2 7．6Hz)，7．16(t，2H，J。5．6Hz)，

6．54(d，1H，‘，=8．4Hz)，4．03(s，4H)，3．54(s，3H)，3．42(s，2H)，3．09(s，2H)．

“C-NMR(100MHz，CDCl3)：6 165．2，164．6，l 56．7，148．8，137．4，l 34．7，131．2，

1 30．9，129．6，128．9，128．1，124．6，124．3，123．O，122．7，120．9，112，0，59．5，51．2，

40．7，27．1．API．Es MS m／z(+)：45l([M+H】+)．Anal．Calcd．for C27H25NsO 2：C，

71．82；H，5．58；N，l 5．51．Found：C，71．53；H，5．56；N，l 5，45．

仆邵
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3．3．3 N3的合成与结构表征

(NH2CH2cH2)2NH

Br

NH气

Br

M3

0-135ml(2．5ret001)二乙烯三胺加入到O．699(0．02m01)4．氯．1，8-萘酐的50ml

无水乙醇溶液中，加热回流30min。冷却到室温后，滤出固体沉淀M3，乙醚

洗，干燥后乙醇重结晶。收率：80％(1．249)。

N
，一NH

H

h辜
100rag(0．1mm01)M3和1．469(12．6mm01)ⅣJⅣ。二乙基乙二胺在1 00ml乙二

醇单甲醚中加热回流8h。将反应液倒入水中，与水形成黄色乳浊液。乙酸乙

酯萃取后，无水K2C03干燥。硅胶柱分离，展开剂：二氯甲烷／乙酸乙酯(20：1．

V：V)，得到黄色固体N3。收率：53％(36．6rag)，熔点：104。105℃。

1H-NMR(400MHz，CDCl3)：6 8．43(d，2H，J=7．2Hz)，8．35(d，2H，J=

8．4Hz)，8．14(d，2H，J 2 8．0Hz)，7．56(d，2H，J=8．0Hz)，6．60(d，2H，J=8．4Hz)，

6．32(s，2H)，4．34(t，4H，J=6．4Hz)，3．39(m，4H)，3．11(t，4H，J=6．4Hz)，2．47(s，

3H)，2．35(s，12H)，2．1 8(s，8H)．”C-NMR(100MHz，CDCl3)：6 164．2，163．5，

149．4，133．9，1 30，3，129．2，126．6，123．8，122．0，119．8，103．6，56．3，46．9，44．6，

39．3，38．9，30．4．API—ES MS m，z(+)：692(【M+H】+)．Anal．Calcd．for C40H49N704：

C，69．44；H，7．14；N，14．17．Found：C，69．30；H，7．13；N，14．13．

3．3．4紫外及荧光光谱的测定

6l

(＼邵邵叶
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3．3．4．1不同溶剂中的光谱研究

实验方法同2．3，6．1所述。

3．3．4．2荧光量子产率的测定

实验方法同2．3．6．2所述。

3．3．4．3不同pH的荧光光谱测定

用1．0×1 0‘5mol／l的待测样品的水溶液，分别用不同浓度的盐酸或氢氧化

钠调节酸碱性(加入量小于待测液体积的1％)。测其不同pH时的荧光光谱，

计算荧光强度。根据If-pH曲线，按下式求出pK’a值‘71。

Log[(IF。ax—If)／(If—IFmin)】2 pH—pK’a

式中：IF。。。、IF。⋯IF分别是荧光强度一pH曲线中的最大值、最小值和选默

的pH对应的荧光强度值。

3．3．4．4对金属离子的识别测定

实验方法同2．3．6．4所述。

3．3．4．5 Zn2+浓度对荧光强度的测定

实验方法同2．3．6．5所述。．

3．3．4．6表观解离常数Kd的测定

准备10mM三羟甲基氨基甲烷(tris)-HCI缓冲溶液(pH 7．4，I 2

0．1(NaCI))，其中包括10raMNTA(氨三乙酸)。Zn”．NTA的络合稳定常数‘8]

为(20。C，0．1M KN03)：pKal=9．73，pKa2=2．49，pKa3 2 1．89，logK(ZnL)2

l 0．66。游离zn2+的浓度计算如下【9】：

陋21=最盖 口r：堕
aMaL
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[L】h。z【L]。l一[Zn 2+】。l

盘L=1+10佃。u1—9“)+10(‰+‰一29“)+10(pK．；+pK．2+pK,I-3pH

其中[Zn2+If是游离Zn2+浓度，[Zn2+]tolaI是Zn2+总浓度，aM是配位效应系

数，0tL是酸效应系数，fL]fr。。是游离氨三乙酸浓度，[L】fo川氨三乙酸总浓度。

这里，[L】tol。I设为10mM，[Zn2+】t。⋯为O-9mM。

将待测物溶解在上述缓冲溶液中配制成l×10-6mol／l的溶液10ml，每次加

入5txl Zn2+水溶液，按上述公式计算得游离Zn2+的浓度分别为：0、 0．246、

0．52、0．826、1．17、1．56、2．OO、2．52、3．12、3．83、4．68、5．72、7．02、10．92、

I 8．72nM，最后使zn2+浓度大大过量。溶液总体积增大不超过2％。所测得的

数据经sigmoidal拟合得到表观解离常数鼠。

3．3．5 N2在活细胞中的荧光影像

在DEME中培养PCI2细胞，10％FCS作为补充液。成像前一天，细胞予24

孔板继续培养24d,时。以1 O／aM N2对培券的PCI2细胞在37"C下染色1小时，

DEME淋洗后，加入含109M ZnS04的培养基，在激光共聚焦电子扫描显微镜

下扫描成像。激发波长范围是450．480hm，放大倍数1000倍。

3．4结果与讨论

3．4．1目标化合物的合成及核磁谱图

萘酰亚胺上有多个反应位点，其中在萘酰亚胺的氮原子上和4。氨基一1，8．

萘酰亚胺荧光团氨基上的取代反应都可以合成多种衍生物。N1、N2和N3的合

成就是利用不同位点的取代反应所得。本章合成的主要产物经核磁氢谱、核

磁碳谱和质谱鉴定，结构正确。代表产物N2核磁谱图如下：
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图3-4化合物N2的1H NMR谱

Figu re 3-4 The’H．NMR spectrum of compound N2

川11 I⋯}l。l 。 【l{J ，

3．4．2 N2的吸收和荧光光谱

测试中发现，本章合成的目的产物在不同的溶剂中它们的吸收和发射光谱

变化情况非常相似。以N2为例，在常用溶剂中的吸收和发射光谱如表3-1所

示。总的趋势是随着溶剂极性的增加，N2的吸收和发射波长不断红移。这是

在分子内存在推拉电子的发光分子中的常见现象。

。

№叫。谱刚¨愀一N吖

¨C

m

”

m¨的Ⅲ2印

¨N

R。麓¨化”⋯¨㈣¨图t：

。
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表3-1 N2(1×1 0-5molll)Z；E不同溶剂中的光谱数据
Tabl e 3—1 Spect ra data of compound N2(1×1 0-smol／I)in diffc rent soivent s

3．4．3 tri．HCl缓冲溶液中N2对金属离子的识别

为了避免加入各种金属盐引起溶液pH变化而导致探针的荧光强度发生变

化，识别实验在缓冲溶液中进行。本文对N1、N2和N3都进行了余属离子的

识别实验，但发现只有N2对zn”有选择性识别，而N1和N3对任何金属离

子都无识别。以N2为例，在10mM的三羟甲基甲烷(tris)．HCI中(pH=7 4，

DMSO／CH50H=l：9)对常见金属离子(如：Zn2+、K+、Na+、M92+、Ca2+、Ni2十、

cr3+、Fe2+、Mn2+、Cu2+和C02+的识别如图3．8所示。

；号i i l i毒譬％毽黾≮警芋譬譬
置^砖毒 ；；；；

手^置观

图3-8 N2(1×104M)的荧光强度对不同金属离子(5×10-5M)的响应。数据．往1 0 mM

tr；s．HCl buffer(pH 7．4，I=0．1(NaCI))中测得。

Figu re 3-8 The rel atire ft uo rescence inten sity Of N2(1×10-5M J in the presence 0f v arious metal

cation s f5×1 0。5M)These data we re wleasured in 1 0 mM tri s．HCl bUffe r(pH 7．4，I=0【(N aCll)
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Zn2+的加入使化合物N2的荧光强度增大5倍。而Cu2+和C02+使N2的荧

光淬灭，原因可能是金属离子和荧光团之间存在电子或能量转移引起的。生

物体系中重要的碱金属离子(K+、Na+)和碱土金属离子(Mg“、Ca2+)即使

在很高的浓度(5mM)下，对N2(1×10-6M)的荧光强度没有任何影响，其他

一些过渡金属离子(Cr3+、Fe"、Mn”、Ni2+)均有相似的结果。

3．4．4不同浓度的zn2+对N2荧光光谱的影响

Wavelength(nm)

图3-9 N2(1×l 0-sM)的发射光谱随zn2’浓度(0-5×10。M)的变化。实验数据＆pH

7．4f10 mM tris．HCl buffer，I=0．I(NaCI))中测得。插图姓在480·700nm之间不I司zn”

浓度r积分发射光谱得到的荧光强度，扣除基线光谱(无Zn”)后的变化曲线。

Figu re 3-9 Emi ssion spect ra(excitation at 45 3 riml of 1×1 0-sM N2 in the pre sence of variou s

COloeel_ltrations of Zn 2+ranging from 0 to 5 X I O-SM．These spect ra we re measu red at P¨7．4 f 1 0 mM

t ri s·HCl buffe r，I 2 0 1(N acid Inse rt：fluo rescence re sponse obtained by inte rg rat[ng tile eini ssion

spect ra between 48 0 and 700 nm．subtracting the baseli ne(no Zn2+)spect=a and oo rm alizi ng tO the

full scale re sponse(5×1 0-5M)

如图3-9所示，在0～lXl0’5 M浓度范围内N2对zn”的识别有较好的

线性关系。N2(1×10-5M)随着zn2+浓度的增大荧光强度线性增强，在zn2+与

N2等摩尔浓度时，荧光强度增加到最大。继续加入过量的Zn”，N2的荧光

强度没有明显的增大。插图表示N2的发射光谱荧光强度的积分值减去基线光
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谱的积分值归一化后与Zn”的浓度关系，也说明N2与Zn2+景l：1络合关系。

在束加入Zn”之前，N2的最大吸收波长九。。。是453nm，最大发射波长九。。是

549nm，荧光量子产率中。为0．04。耐加入饱和zn”后，九。。。蓝移到443nm，x。．。

蓝移到539nm，ON2增大到0．17。由4．氨基．1，8．萘酰亚胺这样分子内具有推拉

电子效应的荧光母体而构造的荧光分子探针，在与正离子结合时出现吸收或

荧光光谱的蓝移现象是比较常见的110】。当缺电子的zn2+与识别基团结合时，

减弱了分子内推拉电子效应，会导致光谱蓝移。

3．4．5 pH对N2和N3的荧光强度的影响。

荧光分子探针N2和N3的识别基团中都含有多个氮原子，它们能与氢质

子结合使荧光强度发生变化。因此，测定了N2和N3的荧光强度与pH之间

的关系曲线，如图3-10和图3—11所示。

Figure 3-10N2荧光强度与pH值之间的关系曲线(在1：9，v：vl拘DMSO／H20的混台溶液
中)。

Figu re 3-10 Effect of pH on fluo re scence intensity of N2 in a mixed solution of DM SO and wate r

(1：9，v：v)

67



双(2一吡啶甲基)胺为识别基固zn2+荧光分子探针的研究

Figure 3-11 N3荧光强度与pH值之间的关系曲线(在1：9，v：vff0DMSO／H 20的混台溶

液中)。

Figure 3-11 Efleet of pH on fl kloresce rice intensity of N3 in a mixed s01ution Of DMSO and wate r

(1：9，v：v)．

N2的荧光强度与pH之间的关系曲线如图3-10所示，按照文献计算方法，

可以计算出N2的pKa=6．4。当溶液的pH大于7后，溶液的荧光强度达到最

小值并保持稳定(7-10)。这个荧光稳定的pH区间是大多数生物样品的pH范

围，这使N2有广泛应用的可能性。

N3的荧光强度与pH之间的关系曲线如图3-11所示。可以看出，在pH 2．1l

之间，荧光强度不断减弱。在酸性条件下的荧光强度是碱性条件下的27倍，

说明N3是一个较好的大pH范围的氢质子荧光分子开关。

3．4．6表观解离常数‰

为了测定N2与zn2+的亲和性，根据图3．12游离Zn2+浓度和1×10‘6MN2

荧光强度的关系曲线数据，经sigmoidal曲线拟合后，得到KdN2=0．83nM。

这表明N2能够定量检测低于纳摩尔浓度范围的游离Zn2+。

3．4．7 N2在活细胞中对Zn2+的荧光显微成像
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鼍

8

iZn“i／nM

图3-12游离Zn2+浓度和l×10-eMN2荧光强度的关系曲线。这些数据在25。C，pH

7．4的10 mM(tris-HCI)缓冲溶液中测得．其中含有100 mM NaC|，lOmM NTA，and

D一10 mM ZnSOa。

Figure 3-12 FfHore#cence intensity of】×】O‘6M NT．世a function ofthe∞nceⅡtr8tion offree Zn2+in IO mM tris—HCt

buffer(pH 7,4卜01(NaCl))withlomMNTA and 0-9mMZn”at 25。C

N2是络合促进荧光增强的荧光分子探针，具有良好的水溶性、对zn2+有

很好的选择性和高敏感性，所有这些性质都显示它可能适合于zn2+的荧光细

矗 b

图3-13活PCI2细胞摄取ZnS04前后的荧光显微照片。PCI2细胞在10p-M的N2培养

液中培养1小时后，加入10¨M的ZnS04拍照。激发波长是WB 450-480nm。(a)加入

ZnS04前；(b)加入ZnS04后。

Figure 3-13 Fluorescence microphotographs of ZnS04 uptake by the living
PCI2 cells．The cells were

incubated in 10／aM N2 cultured solution．(a)Fluorescence images of PCI2 cells untreated with Zn9；

(协Fluorescence images ofthe PCI2 ceils loaded with 10pM Zn”．The excited light is WB 450—480 nm．
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胞成像检测。N2标记的PCI2细胞在其细胞质中(细胞核末标记)发出微弱

的荧光(如图3．1 3a所示)；加入Zn2+后，细胞质和细胞核中都发出强烈的荧

光(如图3-1 3b所示)。在活细胞中的显徽成像表明，N2能够很好地进入细胞

中并在活细胞中对zn2+表现出荧光增强。所以，N2在活细胞中能够用于检测

细胞内Zn2+浓度的变化，为进～步阐明zn2+在生命过程中的作用。

3．5本章小节

1．设计合成了以4．氨基-l，8．萘酰亚胺为荧光团的荧光分子探针N1、N2和

N3，三个化合物均未见文献报道。

2．以DPA为识别基团，氨乙基为连接基的荧光分子探针N2在tris。HCl的中性

缓冲溶液中能够高灵敏度、商选择性地络合促进荧光增强识别znn。络合zn2+

后，N2的荧光强度增大5倍，吸收光谱和荧光光谱都分别蓝移10nm。 Kd=

0．83nM，表明N2能够定量检测低于纳摩尔浓度范围的游离Zn”。在此基础上，

实现了该探针对活细胞中zn2+的荧光成像检测。

3．N3在酸性条件下的荧光强度是碱性条件下的27倍，说明N3是一个潜在

的大范围的氢质子荧光分子开关。
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第四章1，8一萘酰亚胺类荧光分子探针

4 1分子设计思想

l，8一萘酰亚胺由于具有光稳定性好、化学稳定性好、量子产率高并有大

的斯托克斯位移等优点，经常被用于各种荧光分子探针中。该荧光团在合成

过程中有两个不同性质的反应位点，为连接识别基提供了方便。一般来说，几

乎所有的荧光化合物都可以用作荧光分子探针的信号基团，但实际上不同荧

光化舍物之间的性质差别巨大，以一类荧光化合物为荧光团设计的有效识别

结构用于另一类荧光团未必有效。即使相同的识别基团和连接基团连接在4一

氮基一l，8一萘酰亚胺不同的位置上，其识别效果也可能截然不同，而且这种现

象并非偶然。

de Silva f1，2】和Samanta研究小组13-s]在1，8-荣酰亚胺的酰胺位置上，设计

了结构简单的“氨基一烷基一荧光团”光诱导电子转移(PET)类型荧光分子探

针。经研究表明，强缺电子的4一氯．1，8-萘酰亚胺衍生物在有机溶剂中，多种

过渡金属离子对其有荧光增强作用。在四氢呋喃中，分别加入水合高氯酸锌、

Ni2+和Cu2十，荧光增强329倍、227倍和283倍：另外，它还是很好的pH探

针，在甲醇／水溶液中，pH 8、06—10．65之间，荧光增大56倍。

但是，上述探针对金属离子没有特殊选择性，并且有文章认为，在有机溶

剂中，结构简单的荧光团．连接基．受体类型的荧光分子探针对过渡会属离子的

开关作用，可能不是过渡金属离子和荧光分子探针直接作用的结果，而是由

于有机溶剂中存在微量水，或过渡金属为水合盐，微量水的存在导致过渡令

属离子的水解，水解产生的质子与荧光分子探针之间的作用阻止了PET过程，

而导致荧光增强【6】。

为了使这类荧光分子探针有选择性地稳定结合金属离子，并且利用萘酰

亚胺处的羰基氧可能与其他原子之间形成氢键，抑制pH对探针分子荧光强度

的影响，在分子设计上，选择4．位不同取代基-l，8一萘酰亚胺作为荧光分子探

针的荧光信号发射基团，根掘光诱导电子转移机理在酰胺键上通过乙基连接
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DPA作为识别基团。主要分子的结构如下

R

N5：R=H

N6：R。NfcH3)2

图4．1荧光分子探针的结构

Figu re 4-1 The struetu res Of fluo re scent P robe s

4．2荧光分子探针的合成路线

以4一取代一l，8一萘酐为原料和中间体M2反应，生成目标化合物N4、N5
和N6。

R袋+州～g

4．3实验部分

4．3．I原料与仪器

R墅g
式4-1荧光分子探针的合成

Schem e 4-1 Synthesis of the fluorcscent probes

4．氯．I，8-萘酐和1，8．萘酐购自鞍山化工股份有限公司，2一氮甲基吡啶、吡

啶．2-甲醛购自Aldrich公司，其它合成原料及溶剂均为市售化学品。柱色谱硅

胶为青岛海洋化工厂产品(200-300 mesh)。

HPll00 HPLE／MS质谱仪(美国HP公司)，Varian INOVA 400(400MHz)核

磁共振仪(美国Varian公司，TMS为内标)，X-6显微熔点测定仪(北京泰克仪



一一一 三!!二咝堕!苎!坚塑望型量璺圣!：：茎娄坌王堡竺塑婴塞

器有限公司)，elementar vario EL III型元素分析仪(德国)，HP．8453紫外．

可见分光光度计，PTl00荧光分光光度计，Bs．210s万分之一电子天平(德国

Satorius公司)，PB·20标准型pH计(德国Sartosius公司)，荧光量子产率的

计算以硫酸奎宁(O．55)在0．05 N硫酸中为标准。

4．3．2荧光分子探针的合成及结构表征

4．3．2．1化合物N4的合成及结构表征

取125rag(0．52mrn01)中间体M2，置于10ml圆底烧瓶中，用5ml精制乙

醇溶解，加入100rag(0．43mm01)4一氯一1，8-萘酐，氩气保护，无水硫酸钠作为

除水剂。加热回流反应24小时。反应完毕后过滤，滤液蒸干，得黄色油状物

残留。残留物用少量二氯甲烷溶解，避光用硅胶桩分离。展开剂：CH2C12／MeOH

一25：】(v：v)。蒸干溶剂，得到暗黄色油状物，真空干燥，得到淡黄色固体粉

末N4。收率：35％(68．6mg)，熔点：116—117℃。

1H—NMR(400MHz，CDCl3)：6 8．63(dd，2H，J／=8．4Hz，J2=7．2Hz)，8．44

(dd，3H，J|=8．0Hz，J2=4．8Hz)，7．89(dd，2H，Ji=8．0Hz，J2=7 6Hz)，1．34 trll，

4H)，7．00(t，2H)，4．4l(t，2H，J=6．4Hz)，3．91(s，4H)，2．96(t，2H，J=6．0Hz)。

”C—NMR(1 00MHz，CDCl3)：6 163．64，163．40，1 59．76，149．00，1 39．09，1 36．21，

l 32．08，132．19，130．70，129．46，129．24，128．02，127．54，122．95，121．91，60．51，

51．76，38．29．API-Es Ms m／z(+)：457，459(【M+H]+)；479，48l((M+Na】十)．Anal．

Caled．for C26H21CIN402：C，68．34；H，4．63；Cl，7．76；N，12．26．Found：68．48；H，

4．64；C1，7．78；N，12．28．

4．3．2．2化合物N5的合成及结构表征

74
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N5

取145rag(0．6ret001)中间体M2，置于10ml圆底烧瓶中，用5ml精制乙醇

溶解，加入100rag(0．51mm01)1，8一萘酐，加入少量无水硫酸钠，氩气保护。

加热回流21小时。过滤，滤去硫酸钠，滤液蒸干，得黄色油状物残留。残留

物用少量二氯甲烷溶解，避光用硅胶柱分离，展开剂：CH2C12／MeOH=20：1

(V：V)。蒸干溶剂，得到淡黄色油状物，真空干燥，得到黄色固体粉末N5。收

率：32％(68．9rag)，熔点：122一123℃。

1H—NMR(400MHz，CDCl3)：8．56(d，2H，J一7．6Hz)，8．40(d，2H，J=4．4Hz)，

8．26(d，2H，J=8．0Hz)，7．80(t，2H，J=7．2Hz)，7．36(d，2H，J
2 7．6Hz)，7．27(t，

2H，J=4．1Hz)，7．00(t，2H，J=5．6Hz)，4．44(t，2H，J一6．0Hz)，3．92(s，4H)，2．96

(t，2H，J=6．4Hz)．”C-NMR(100MHz，CDCl3)：6 164．1 5，159．80，148．96，136．27，

1 34．Ol，l 31．74，1 31．32，127．13，122．95，121．92，60．52，51．91，38．1 5．API—ES MS

m／z(+)：423(【M+H】+)，445([M+Na】+)．Anal．Calcd．for C26H22N402：C，73．92；H，

5．25；N，l 3．26．Found：C，74．14；H，5．27；N，1 3．30．

4．3．2．3化合物N6的合成及结构表征

c．袋一jN袋。一M2了
N6

4．Ⅳ，N．二甲基．1，8-萘酐的合成：向25ml圆底烧瓶中加入O．5069 4-溴一1，8-

萘酐，再加入约1 5mlⅣJⅣ一二甲基甲酰胺(DMF)，其中DMF既作为反应原料，

又作为溶剂。加热回流4小时。反应完毕冷却至室温，将反应液倒入冰水中，

析出大量黄色固体，过滤，取滤饼，真空干燥。将干燥的固体溶于少量二氯

甲烷，用硅胶柱分离，展开剂：CH2C12／MeOH=50：1(v：v)。
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105rag(O．43mm01)中间体M2，置于10ml圆底烧瓶，用5ml精制乙醇溶

解，加入1 00mg(O．41mm01)4-(N，N-二甲基)胺基．1，8-萘酐，加入少量无水

硫酸钠，氩气保护。加热回流6小时。过滤，滤液蒸干，得黄色油状物。用

少量二氯甲烷溶解，硅胶柱分离，展开剂：CH2C12／MeOH；50：1～30：1(v：v1。

将产物层的溶剂蒸千，得黄色油状物，真空干燥，得黄色固体粉末N6。收率：

40％(76mg)。熔点：106．0．106．2℃

1H—NMR(400MHz，CDCl3)：6 8．5 1(m，5H)，7．67(1TI，1H)，7．40(d，2H，J=

7．6Hz)，7．32(t，2H，J
2 7．6Hz)，7．1 5(d，1H，J 2 8．0Hz)，7．02(t，2H，J 2 5．6Hz)，

4．24(t，2H，J 2 6．0Hz)，3．93(s，4H)，3．13(s，6H)，2．95(t，2H，J 2 6．4Hz)．

”C-NMR(100MHz，CDCl3)：6 164．56，164．05，1 59．86，157，06，148．91，1 36．32，

132。73，131．25，131．12，130．42，125．49，125，08，122，99，121．89，115．33，113．52，

60．50，53．59，44．98，37．97．API—ES MS

Anal Calcd．for C28H27Ns02：C，72．24；

5．84；N，1 5．01．

4．3．3紫外及荧光光谱的测定

实验方法同第二章所述。

4．3．4量子化学计算方法

m／z(+)：466([M+H】+)，488([M+Na】+)

H，5．85；N，1 5．04．Found：C，72．10；H

化合物的几何构型进行优化，用极小能量法寻找过渡态，并用同样的方

法对其进行构型优化。为了能更准确地估计反应的能量， 在

B3LYP／6—31l+G(2d，p)【71水平上对所有优化的几何构型实行了单点能计算。全

部计算工作使用Gaussian 98[81程序中的B3LYP方法，在K7．600计算机上完

成。

4．4结果与讨论

4．4．1荧光分子探针的合成及核磁谱图
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N4、N5和N6的合成反应是用4位取代的1，8一萘酐和伯胺反应，其过程

只涉及到爨酰化反应，反应时有水生成。所以应该加入无水硫酸钠吸水，使

反应向正向进行。氩气保护有利于保证反应物在反应过程中自身没有变质。

本章合成的主要产物经核磁氢谱、碳谱、质谱表征，结构正确。典型产物

化合物N4的核磁谱图如下：

图4-2化合物N4的’H NMR谱

Figure 4-2 The’H NMR spectrum of compound N4

图4-3化合物N4的”C．NMR谱

Figure 4-3 The¨C-NMR spectrum of compound?44
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4．4．2溶剂对N4、N5和N6光谱的影响

表4-1为N4、N5和N6在不同溶剂中的最大吸收波长、最大发射波长和

相对荧光强度(1×1 0-sM)。

表4-1 N4、N5和N6(1×10-3mol／1)在不同溶剂中的光谱数据
Table 4-1 Spectra data of compound N4，NS and N6(1×1 0-stool／I)in different solvents

从表4．1中可以看出，随着溶剂极性的增加，化合物N4、N5和N6的最

大吸收波长都发生了红移，分别移动了20nm、50nm和25nm；发射波长也分

别红移25nm、24nm和67nm。吸光度总的呈增加趋势，荧光强度随着溶剂极

性的增加而降低。以上研究表明，N4、N5和N6对溶剂极性有一定的敏感性，

其荧光的最大发射波长随溶剂极性变化均有较灵敏的响应。

4．4．3 tri．HCl缓冲溶液中N4、N5和N6对金属离子的识别

为了避免加入各种金属盐引入溶液的pH的变化而导致探针的荧光强度

发生改变，识别实验在缓冲溶液中进行。化合物N4和N5在10ram的三羟甲

基甲烷(tris)．HCl中(pH=7．4，DMSO和水l：9)对常见金属离子(如：Zn”、

Cd2+、K+、Na+、Mg”、Ca”、Cr3+、Fe2+、Mn2+、Cu2+和C02+的识别如图4-4

和4．5所示。其中，化合物N4和N5都对zn2+表现出很好的选择性识别：另

外，它们对Cd2+也表现出一定的荧光增强，只是一般生命体中这种金属离子

的含量很低，不会对Zn2+的检测产生影响。而化合物N6对任何金属离子都无
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明显的识别作用，荧光强度没有明显的变化。

Metal Cations

图4．4不同金属离子(5X1 O’6M)存在’F N4(1×lO‘6M)荧光强度的变化。光谱数

据在l OmM trls·HCI缓冲溶液中测得(PH 7．4，l=0．1(N aCI))。

Figure 4-4 The reI ative fluo re scence intan sity of 1 X 1 0-6M N4 i n the p resallCe ot’varlo LIs metal

cations(5×i 0‘6M)．These data Were measu red in 10 mM tri s-HCl buffer(pH 7 4．1=0 1

(N aCI))

l
二一I__--_I 曩■重
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识别金属离予的作用原理之一光诱导电子转移(PET)原理已经在第一章

作过陈述。识别配体和荧光团之间的最高占有轨道(HOMO)的能量差为正

值，是光诱导电子转移能够发生的重要因素。因此，我们可以从PET机制的

前线轨道理论对上述实验结果作辅助解释。

化含物N4和N5的HOMO能级经量子化学计算后，根掘PET原理作图4-6。

从图中可以看出，DPA的最高占有轨道(HOMO)的能级(一5．01 eV)明显高于化合

物N4(一6．59ev)和N5(．6．48eV)。因此，在热力学上化合物N4和N5是可能发

生光诱导电子转移过程(PET)的；而结合了Zn”后，DPA的HOMO能级降低

到．14．45eV，远远小于荧光团的HOMO能级，PET过程被抑制住，荧光团的

荧光恢复。所以，N4和N5是典型的PET类型Zn”荧光分子探针。

R

R=H

R=C

LUMO

+。．／／尊矗mv多／j Ph。

翌‘—半-emV
T}-ess“

＼算州。。。
圈4-6化舍物N4和N5的HOMO能级和PET,过程。能置值用B3LYP／6—31 G+计算。

Figu re 4-6 HOMO ene rgy level and PET p rocess of N4和N5 These values we re obtai
ned from

B3LYP／6．3 l G’ealeulation

B0

月．b厨％
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如图4．7所示，对于化合物N6，4-MN一二甲基萘酰亚胺是推拉7【电子体系，

其中Ⅳ。N．二甲基作为电子给体，萘酰亚胺是电子受体。这导致了强烈的最低

激发单线态分子内电荷转移和相当大的偶极性质(正极是MⅣ一二甲基上)。激

R
／
＼

图4．7荧光团和外部电子给体(也是质子接受体)之间的ICT激发态电子转移示

意图

Figure 4-7 Sch emati c rep resentation of elect ron transfe r to an ICT e xcited state of a

f[uoropho re from 8n intramoiocutar but“exte rnal’’electron dono r(wkich is also a p roton

recepto r1

发态大的偶极距引起了强烈的光衍生电子云密度。这种电子云密度分维抑制

了N6内部的电子跃迁。所以，虽然化合物N6的PET过程在热力学上是可行

的，但是电子需要穿过相互排斥的酰胺键才能进入荧光团，使PET过程最终

圈4—8 N4(1xlO-SM)的荧光光谱随Zn2+浓度(O．5X10。M)的变化a光谱数据在0．01 M

t ris．HCI(DMSO：H 20=l：9，vtv，pH 7．4，l=0．1NaCI)tz噩冲溶液中测得。激发波k是

3 80nm。

Figure 4-8 Emission spectra of N4(1×10-2M)in the presence of various concentrations ofZn”ranging from
0 to 1

×l 0-2M These．spectra woFe aleasLtrcd af pH 7,4(10 mM tris-HCl buffer,I
2 O．1 ONaci))·Excitation waveIength is

320nm
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不能够发生，相应地，化合物N6在络合金属离子前后荧光强度没有明显变化

[91。

4，4．4不同浓度的Zn2+对N4和N5荧光光谱的影响

图4-9 NS(1 x 1 0-5M)的荧光光谱随Zn2+浓度(O．5×l 0。M)的变化。光谱数据在o．0I M

cris—HCl(DMSO：H20；l：9，v／v，p／-／7．4，I=0．1NaCI)))缓冲溶液中测得。激发波&是
348nm。

Figure 4-9 Emission spcetra,ofl Xl 0-5M N5inthe presence of various gonccngratbns oFZn”rangingfrom 0 co 1×

1 0一M．These spectra were measured at pH 7．4(10 mM tris-HCI buffer,1=0．I(NaCI))．Excitation wavelen酵hs are

348nm．

由图4-8和图4-9可见，在化合物N4或N5中加入Zn2+后，荧光大幅度

增强，发射光谱没有移动。在O．1X】0‘sM范围内，随着Zn2+浓度的增加，N4

和N5的荧光强度不断增大，并具有较好的线性关系。当zn2+浓度与N4或

N5的浓度达到1：1以后，进～步增加Zn2+浓度，溶液的荧光强度基本保持不

变。

4．4．5 pH对N4和N5荧光光谱的影响

DPA基团上有可质子化的位点，因此pH的变化会对荧光分子探针的荧光

强度产生影响。因此，测定了N4和N5的荧光强度与pl-I之间的关系曲线，

如图4．1 0所示。
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a b

图4-10 N4(a)}l：lNS(b)的荧光强度与pH值之间的关系曲线(在1：9．V：V的DMSO／H 20的

混合溶液中)。

FiguI't 4-10 Effect of pH Oil ftUO rescencc intaitsity of N4(a)and N5(b)in a mixed solUtiO B o

DMSO and wate r{l：9，v：v)．

R

一般来说，PET类型的金属离子荧光探针在水溶液中对H+和金属离子所表

现出来的荧光增强性质是相似的，也就是说探针分子对二者没有很好的选择

性。而从图4．10中可以看出，pH 6—12之间，化合物N4的荧光强度随pH的

减小而增大6倍，远远小于N4结合Zn2+后荧光增强的倍数(33倍)。原因可

能是，由于DPA结构上叔胺氮原子质子化后，和一个吡啶上的氮原子之闯形

成了氢键，连接吡啶上的C原子得到了一个五元环结构，分散了H+的『F电荷，

H’

_———一R

R

图4．1l质子化或加入Zn2+后N4和N5的PET过程的抑制

Figurz 4-11 PET inhibition of N4 and HS upon addition protons
or Zn2+
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致使质子化后的DPA的HOMO能级(一6．1 5eV)仍然微大于荧光团的HOMO能

级(一6．48eV和一6．59eV)(如图4-6所示)，于是N4分子内PET过程仍然能够缓

慢进行。所以，叔氮的质子化过程所引起的N4荧光强度的改变并不大；在

pH 4-6之间N4出现了荧光淬灭现象，

续质子化，破坏了与叔氮之间的氢键，

这是由于DPA上的一个吡啶氮原子继

叔氮转而与酰胺上的氧原子形成氢键，

与其它C原子连接得到了一个七元环结构(以上分子模型都经过Gaus sian结

构优化后得到)191。同理，对于N5也得到了相似的结果。根据N4和N5的

荧光强度与pH之间的关系酋线，按照文献方法可以计算出N4的pK’a=8．1 7，

N5的pK’。=6．93。这些过程的示意图如图4．11所示。

将加入Zn2+前后，pH对N4和N5荧光强度的影响对比作图4．12。可以看

出，在pH 4-9之间，pH的变化对Zn”的检测影响很小。pH 7．4时，N4和N5

有相同的荧光量子产率O．004，加入饱和Zn”后，m分别增大到0．17((1)N4／00=

43)和O．09(巾N5／①o=23)。pH 5时，加入Zn2+后，m’N4／Oo=30和0’NS／00=1 0。

因此，N4和N5是以DPA为识别配体，在一定pH范围内，对Zn”和H+选择

性荧光识别的zn2+荧光分子探针。

图4．12加入Zn 2+前后，pH．对-N4和N5荧光强度的影响：V，101aM N4；V，10}lM N4

+10 btM Zn”：O．1 OuM N5；●，lO¨M NS+10p．M Zn”。激发波K分别烂3 80nm}lt

3481"1m。

Figure 4-12 Effect of pH oll
the fluorescence intensity of N4 and N5：V，10．tlM N4；丫。1011M N4+101aM Zn2’；O

10fJMNS；●．10#MNS+10}tMZn”．Theexcitationwavelengths are380hmforN4 and 348nmN5．



太连理工大学博士学位论文

4．4．6表观解离常数凰

为了测定N4和N5与Zn”的亲和性，测定了游离Zn2+浓度和1×1 016M N4

或N5荧光强度的关系曲线。这些数据在25 oC，pH 7．4的10mM(tris．HCl)

缓冲溶液中测得，其中含有100mM NaCl，10mM NTA，and 0～10raM ZnS04。

根据图4—1 3所得数据，经sigmodal曲线拟合后，得到KdN4=O 63 nM，KdN5=

0．5 nM。这表明N4和N5能够定量检测低于纳摩尔浓度范围的游离Zn“。N4

和N5适合于哺乳类细胞内Zn”的检测与研究。

F峨zn2+comⅢh鲥on(哪

图4—13游离Zn2+浓度和l×10“M N4或N5荧光强度的关系曲线。这些数据在2 5。C，

pH 7．4的l 0raM(tri s．HCl)缓冲溶液中测得，其中含有1 00mM NaCI、10raM NTA，

和0-10mM ZnS04。

Figu re 4-1 3 F1UO resccnce i rlte rlsity Of 1 x 104M N4(square)or N5(rouridne s s)as a fuaction of th e

COileent ration of free Zn 2+．The sc data we re measured at 250C，pH 7．4(1 0mM t ri S-HCl)in

buffered Zn 2+sOlu rions containi ng 1 00raM NaCl，1 0mM NTA，and 0r1 0mM ZnSO日．

4．5本章小结

1．设计合成了三个以4位含不同取代基的1，8-萘酰亚胺为荧光母体，DPA

为识别基团的化合物N4、N5和N6，均未见文献报道。

2．pH 7．4时，N4和N5有相同的荧光量子产率0．004，加入饱和Zn2+后，m

分别增大到O．17(mN4／00=43)$n 0．09(ON 5，Oo=23)。pH 5时，加入Zn2+后
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0’N4佃o=30和O’N5／巾o=1 O。这样，N4和N5相对H+，对Zn”表现出良好的

选择性荧光增强。理论计算表明，分子内氢键可抑制H+对荧光强度的影响，

这为PET探针克服H+的影响提供了一个全新的思路。

3．N4和N5与Zn“的解离常数分别为KdN4=0．63 nM，KdN5=0．5 nM，表明

N4和N5能够定量检测低于纳摩尔浓度范围的游离Zn2+。因此，结合对其它

金属离予的选择性实验，N4和N5是高灵敏性和选择性识别zn”荧光分子探

针。
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二(2一吡啶甲基)胺为识别基团zn2+荧光分子探针的研究

第五章二吡咯甲基硼(BOD l PY)类荧光分子探针

5．1分子设计思想

能够在活细胞中检测Zn”的荧光分子探针成为近年来发展的一种趋势

[1-t o]，其中非常重要的两类荧光探针分别是喹啉类衍生物和荧光素类衍生物。

然而，喹啉类分子探针的激发波长在紫外光区(～350nm)，可能会对细胞本身

有损害；荧光素类分子探针在近中性条件(pH 6-8)下仍然对pH敏感。这种敏感

性是由荧光素荧光团本身的激发和发射光谱对pH敏感所引起的：随着pH的变

化，荧光素中存在中性分子、单价阴离子、二价阴离子及三者之间的平衡11”。

所以，生物体受到刺激后所引起的细胞内pH的变化会干扰探针分子对Zn”的

检测‘¨】。因此，设计新的zn2+荧光分子探针，进一步避免现有探针分子的缺

点是非常必要的。

二吡咯甲基硼(简称BODIPY)类荧光团是在二十世纪六十年代末首次合

成[1 3】，到九十年代中期才由分子探针公司推出的新型荧光染料¨”。BODIPY

类荧光化合物的特点是荧光量子效率高，随取代基变化其荧光可调范围大、

不易受环境pH$1]极性的影响。所以，这是一类非常有前途的荧光团，尽管进

入实际应用的时间较短，但是其性能已得到普遍公认，在荧光探针领域有很

大的影响力。它的不同衍生物可以跨越整个可见区，甚至进入近红外区。

现在，已经发展了一些以

BODIPY为荧光母体的荧光分子

探针或分子开关‘1 5枷】，其中也有

以分子内氧化型光诱导电子转移

荧光淬灭为设计机理的Zn2+荧光

分子开关⋯，1 9引】，只有一例是荧

光增强类型的Zn2+荧光分子探针

【221，但是它对pH的敏感性以及生

物应用并没有详细报道。本章仍然

N

图5-1荧光分子探针B1的结构

Figure 5-1 the structure of fl uo rescent p robe B1
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选择zn2+的有效络合配体DPA为识别基团，BODIPY染料为荧光母体，通过亚

甲基把两部分连接起来，构成一个典型的PET型的荧光分子探针B1，分子结构

如图5-1所示[2 31。

5．2合成路线

B1的合成是按照文献合成BODIPY衍生物相似的方法【241，具体路线如式

5—1所示。2，4-二甲基吡咯在氩气保护下加入到氯乙酰氯的二氯甲烷溶液中，

室温下搅拌反应5小时。然后加入三乙胺和BF3·OEt2，继续搅拌4小时，柱

分离后得到化合物2。2和中间体M2(DPA)在THF中加热回流8小时，柱分

离后得到目标化合物B1。

6H』CIP—CI

RN夕

5．3实验部分

5．3．1原料与仪器

B1 2

式5-1荧光分子探针Bl的合成

Seheme 5-1 Synthesis of fluoreseent probe B1

所有试剂和溶剂都是市售化学纯。所有反应都是在氩气保护下，新蒸馏

过的干燥溶剂中操作。中间体M1(DPA)按第二章所述方法合成。柱色谱硅

1●●，●●t



二(2一毗嚏甲基)胺为识别基团Zn2+荧光分子探针的研究

胶(200—300mesh)和中性氧化铝(100mesh)为青岛海洋化工厂产品。

核磁共振仪(美国Varian公司，TMS为内标)，elementar vario EL III型

元素分析仪(德国)，X．6显微熔点测定仪(北京泰克仪器有限公司)，HP．8453

紫外．可见分光光度计，PTl00荧光分光光度计，BS．210S万分之一电子天平

(德国Satorius公司)，PB．20标准型pH计(德国Sartosius公司)，Nikon TE 2000

荧光显微镜，荧光量子产率的计算以荧光素(0_85)在0．1 N氢氧化钠溶液中

为标准。

5．3．2目标化合物B1的合成

∥NH甘
dPc。
O

氯乙酰氯(217mg，1．94mm01)和1，4-二甲基吡咯(370mg，3．9mm01)氨气

保护下溶解在1 50ml CH2C12中。混合物在室温下搅拌5小时后，把得到的化合

物1的黑色溶液浓缩至50ml，加入4ml三乙胺和8ml的BF3·OEt2。混合物在

氩气保护下继续搅拌4小时。反应物用水洗后，无水K2C03干燥，过滤，蒸干

溶剂。粗产品用快速硅胶柱分离(展开剂：正己烷／乙酸乙酯=16：1)，得到红

色固体2。产率：3 5％(169mg)，熔点：176—1 78℃。

1H．NMR(400MHz，CDCl3)：6 6，08(S，2H，CH)，4．78(S，2H，CICH2C)，2．53

(s，12H，CH3)．1 3C-NMR(100MHz，CDCla)：6 1 56．83，141．31，136．14，131．57，

122．46，37．33，15．69，14．86．”F-NMR(400MHz，CDCl3，CFCl3)：5．146。73(q，J

；36 Hz)．Anal．Calcd．for BCl4CI F2HI 6N2：C，56．70；H，5．44；N，9．45．Found：C，

56．81；H，5．51；N，9．50．
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2
B1

化合物2(100mg，O．34mmot)、中间体M2(55rag，0．34mm01)、碘化钾(60mg，

O．36mm01)和无水碳酸钾(60rag，O．34ret001)溶解于50ml THF中，氩气保护

下回流8小时。混合物冷却到室温后，蒸掉溶剂THF。剩余物用20ml的2N

碳酸钠溶液稀释后，CH2C12萃取。有机相用盐水洗，碳酸钾干燥后，过滤，

蒸干溶剂。糨产品用快速氧化铝柱分离提纯(展开剂：CH2C12／MeOH=100：1)，

得到黄色固体Bl。产率：45％(62mg)，熔点：62．63℃。

1H—NMR(400MHz，CDCl3)：8 8．65(d，2H，J一4．4Hz，ArH)，7．74—7．81(m，

4H，ArH)，7．30(t，2H，‘，=6．0Hz，ArH)，6．72(s，1H，CH)，6．12(s，1H，CH)，

4．34(s，2H，CCH2N)，4．32(s，4H，PhCH2N)，2．58(S，3H，CH3)，2．51(S，3H，CH3)，

2．43(s，3H，CH3)，2，38(s，3H，CH3)．“C—NMR(100MHz，CDCl3)：6 l 59．69，

l 55．24，l 54．95，152．33，142．0l，140．55，138．85，l 33．32，l 32，57，122．76，122．09，

119-86，60．95，51．98，30．52，29．88，17．74，17．55，16．63，14．67．”F-NMR

(400MHz，CDCl3，CFCl3)6—144．92(q，J；36 Hz)．Anal．Calcd．for BC26 F2H28Ns

C，67．98；H，6．14；N，1 5．25．Found：C，68．12；H，6．22；N，1 5．34．

5．3．3紫外和荧光光谱的测定

所有实验方法同5．3．4所述。

5．3．4计算方法

化合物B1和中间体2基态的几何构型用MM2 force field进行简单优化，

然后再运行MOPAC(Chem3D Ultra 7．0)9 AMl(the Austin Model 1)哈密顿函

数对基态结构进行进一步优化。



二(2一吡啶甲基)胺为识别基团zn¨荧光分子探针的研究

5．3．4 B1在活细胞中的荧光影像

实验方法同5 3．5所述。

5．4结果与讨论

5．4．1 B1的1H．NMR和分子模型

在对比化合物B1和其中间体2的1H—NMR谱图时发现，在两个分子中

硼一二氢吡咯部分的1H．NMR有很大的差别，如图5—2所示。中间体2中的

四个甲基在2．53ppm处为单峰，而在Bl中分裂成4个峰；中间体2中的亚甲

基的化学位移在4．78ppm，相应的Bl中则向高场移动到4．34ppm处，这样就

与连接毗嚏环的亚甲基产生了交叠；中间体2中毗咯环上的H在6．08ppm处

的单峰，而在B1中却分裂成两个峰：6．12ppm和6．27ppm。以上现象表明DPA

结构的引入对B1中硼一二氢毗咯部分产生了一个巨大的不对称张力，使硼一

二氯吡咯不再对称。

、!。．L ml 1 K ．． 脓

7．0 6．5 6．0 5．5 5．0 4．5 4．0 3．5 3 0 2 5

ppm

图5-2化合物B1和中间体2的‘H．NMR对比图(a)CDCl3中中间体2的部分。F／·NMR谱图；(b)CDCIj

中化合物B1的部分。H．NMR谱图

Figure 5-2 The parallel‘H-NMR of compound B1 and intermediate 2(a)the partial 1H NMR spectrum of
intermediate 2 in

CDCll；{blthe口aniallHNMR spectrumofBDA证CDCh

为了验证在核磁波谱中观察到的现象，通过半经验计算分别对化合物B1

和中间体2的构象进行了研究。图5．3表示优化后的几何构型e从中间体2的
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侧视图可以看出，硼一二氢吡咯部分是对称的平面构型。化合物B1中的硼一

二氢毗咯部分却是不对称的非平面构型，这是由于DPA结构的加入导致了明

显的原子之间的空间排斥，相关的几何参数列于表5．1中。数据表明，2有

一个。一对称结构，而对于B1，末端最接近的甲基键长和二面角都不同。相对

于c19-C6键，硼一二氢吡咯上的两个氢质子呈现外向及内向构型，所以Bl

中的硼一二氢吡咯上的质子化学环境就不再相同了，表现为产生不同的化学

位移。

2 B1

图5-3化合物2和Bl的结构模拟。上图和下图分别是2和B1的侧视图和仰视图。侧视图说明2
的平面性和B1的弯曲性。
Figure 5-3 Simulated structuresof2 andBl．Thetop and bottommthe side-viewand bottom-View ofthe geometries of2
and BI respectively Side—view illustrates planeness of2

and curvature ofthe BI
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表5-1 2和Bl结构中的部分计算数据
Table 5-2 Selected calculated structural data for 2 and B1

参数 2 Bl

r(C18-C7，rim)0．1463 0．1464

r(C 7-C9，rim)0．1463 O．1475

r(C16-Cm．rim) 0．1475 O．1476

r(C15·C12，rim)0．1475 0．1463

r(C19一C6，rim)0．1463 0．1487

r(H-C8，rim)0．1084 0．1084

rfH—C11，rim)0．1084 0．1084

+(H—C8，H—C1j)0 5．2

m(Cl 8-C7，Cl5一CIz)0 15．8

4I(C17-C9，C16-Czo)0 7．9

+(C1 8一C7，C19一CO 7．5 -9．1

十(弛5一C8，C9·C16) 5．1 —17．0

±(蔓≥§：曼1 2：曼2：曼!盘 ：!：! 12：1

5．4．2 tris—HCI缓冲溶液中B1的吸收和荧光光谱

舶
。
一

wavelength

图5-4缓冲溶液中不同zn2+浓度下BI(1×10-SM)的紫外一吸收光谱。Zn2+的浓度分别是0，0．1
0．2，O．3，0．5，0,6，0．7，0．9，1．1，2．0，3．5，5．0倍B1的浓度。
Fi鲫re 5。4 Absorption spectraofBl in buffered solution by titra'fion with Zn2+The concentratlor’s ofZn2+are O，0

1

0 2，0 3，0 5 0,6．0 7，0 9，i I，2 0，3 5，5．0 equiv(I equiv=1．0xl 0。M)．
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在tris—HCl缓冲溶液(pH 7．4)中加入EDTA以避免其它金属离子的影响，

B1的最大吸收波长九。。。=49lnm，最大发射波长九。。=509rim，荧光量子产率

西=O。079。自由探针分子B1的低荧光置子产率是DPA中氮原子的孤对电子

向激发态的硼一二氢吡咯部分的光诱导电子转移引起的。有别于其它以

BODIPY为荧光母体的分子内氧化型光诱导电子转移的Zn”荧光分子探针，

这是一种分子内还原型光诱导电子转移过程【¨,20,211。加入zn2+后，由于zn2+

与DPA的配位，这种光诱导电子转移过程被阻断，于是B1发出强烈的绿色

荧光。Zn2十．BI络合物的九。。红移到511nm，荧光量子产率0增大到0．857(增

大将近11倍)。

图5-4表示中性缓冲溶液中，Bl(I．o×10dM)的紫外一吸收光谱随zn2+浓

度的变化情况。当zn2+的浓度大于等摩尔量的B1时，B1的吸光度才有微弱

的减小，但吸收光谱没有任何移动。稳定的最大吸收波长也表明此探钟的作

用机理是PET机理。

5．4．3 tris．HCl缓冲溶液中金属离子对zn2+选择性检测的干扰

图5—5表示不同金属离子对B1荧光强度的影响以及Bl对zn”的选择性

实验。从图中可以看出，加入Zn2+后B1荧光光谱的积分值增大7倍。生理条

件下高浓度存在的金属离子，如Na+、K+、Ca2+和M92+等，对Bl的荧光

强度并没有影响。过渡金属离子，Fe“、Mn2+、Cr3+和c02+仅仅对zn2+的

荧光增强作用有微小的干扰，而cu2+和Ni2+使Bl的荧光强度降低，这是一

种金属离子和荧光团之间的电子或能量转移引起的荧光淬灭机理【2”。类似于

其它DPA类型的zn2+荧光分子探针，cd2+也能引起B1荧光强度的增强，并

且干扰对Zn2+的选择性检测。但是。因为在一般的生命体系中，这些会属离

子的浓度很小【2酣，cd2+以及其它可能干扰zn2+检测的金属离子在生物体中对

Zn”的检测影响可忽略不计。
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图5-5不同金属离子对B1荧光强度的影响以及B1对Zn”的选择性。无色条代表B1
在5倍等量的金属离子溶液中的荧光积分：黑色条代表在前面溶液中再加入5倍等量
的zn”扁，Bl荧光光谱的积分。激发波长491nin，荧光积分范荫497．600rim。
FiRii re 5．5 The fluoreSeenee respoese of B1 to various cations and its seIectivitY for Znp The

colou rless ba rs rep resent the integrated em[ssion of B1 in the presence of 5 equiv of the cations interest；

the dark bars rep resent the changes in integrated emission that OCCUr upon subsequent addition of 5

eauiv of Zn 2+to soIutions containing B1 and the cations of interest．The responsc was normalized with

respect to the integrated emission intensity of free dye(10)；excitation was preyided at 49 I nm and
em[ssion WaS integrated frolll 497 to 600 om．

5．4．4 pH对B1荧光强度的影响

在第四章中讨论到PET类荧光分子探针会受到氢质子的干扰，如DPA上

叔氮原子的质子化同样会抑制PET过程，从而使探针分子的荧光增强。更有

一些荧光团本身，如荧光素等，其自身的荧光光谱就表现出pH敏感性。本章

也对荧光探针分子B1在水溶液中的pH的敏感性进行了研究(NaCl溶液用来

保持离子强度)，如图5-6所示。在Bl的酸性溶液中(pH～1．1)用稀NaOH溶液

滴定，荧光强度不断降低，并且这种荧光开关是完全可逆的一这也证明了是

一种典型的PET荧光开关作用。

图5-6所得结果经sigmoidal曲线拟合后得到pK’。=2．1。pK’。大大低于其

它以DPA为识别配体的荧光分子探针，这可能由于BODIPY荧光团的缺电子

性减小了DPA叔氮原子的碱性所造成的【2¨。另一个原因可能是5．4．1中讨论

的B1的扭曲结构：叔氮原子质子化后，会导致这种结构的扭曲进～步加剧，

使叔氮原子与氢质子的亲和性变得更加困难，B1的pK’。也就小于其它体系。

Zn2+存在时。BDA—Zn2+络合物的荧光强度在pH 3．0．10．0之间几乎不受氢质子
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的影响(图5-6中插图)。荧光探针分子Bl对pH的不敏感性，可避免生物体

受到外界刺激后引起的pH变化，非常适合在活细胞中的应用。

×

￡
=

图5-6 B1荧光光谱的积分归一化后与pH的关系曲线。插图：BI．Zn2+络台物荧光光谱的积分归一化后
与pH的关系曲线。激发波长491rim．
Figure S撕The normalized integrated emission intensity of Bl vel_sns pH．Insert：The normalized integrated emission intensity

ofBI-Zn”complex versus pH Excitation was provided毗491nm．

5．4．5表观解离常数确

对B1的Zn2+滴定荧光光谱如图5-7a所示。Zn2+与B1的配位数通过下式

作图得到的Hill·plot获得。

，《嚣)=logK,+10私，
其中，F。⋯F。。。分别表示B1在加入饱和Zn2+前后的荧光强度。K。表

示B1．Zn2+络合物的稳定常数。【M】表示游离Zn2+的浓度。从图5-7b插图中

可以看出，荧光响应符合Hill系数为1，这说明B1与Zn2+形成的是l：1的

B1一znz+络合物。取荧光光谱的积分值与[Zn2+】『rc。做图， 经sigmoidal曲线拟

合后(图5-7b)得到Kd为1．0riM，说明Bl能够定量检测纳摩尔范围的Zn2+

97’



一一一 一．三!!=坠堕!苎!些垄望型苎里!!：：茎垄坌王鲨塑塑型塑

浓度。

a wavelength(nm)

b Zn2、M)

图5-7(a)游离zn”浓度录I 1×1 0“M BI荧光强度的关系曲线。这些数据在25。C，口H 7．4
的10 mM(tris-HCl)缓冲溶液中测得，其中含有100 mM NaCI、10raM NTA和0。10 mM

zns04。(b)归一化后B1的荧光强度积分值与游离zn”浓度的关系。插图：B1．zn
2+

络合HilI-plot图。
Figure 5-7(a)Fluorescence emission spectra of BI in buffered Zn2+solutions with free Zo”concentration(b、The
normalized integrated emission intensity versgs the p[Zn2+1 free．Insert：the Hill plot ofBl complexation with Zn2+

5．4．6 B1在活细胞中对Zn2+的荧光显微成像

荧光探针分子Bl在水溶液中对Zn2+很好的选择性和高敏感性荧光增强，

络合Zn2+前后荧光有显著的变化，并且在较大pH范围内对氢质子不敏感，所

有这些性质都显示它非常适合于zn2+的荧光细胞成像检测，本章选择两种细

铲铲铲铲铲旷铲舻旷铲铲O

例例刚刚州刚刚删训捌例

一uILuL-x们E二1)／(uIE叶巴
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胞分别成像都得到了良好的效果。

a

C

b

d

图5-8(a)活TCA细胞摄取ZnS04的荧光显微照片。TCA细胞在IO¨M的B1培养液中

37℃下培养5分钟，用磷酸盐缓冲溶液(pH 7．4)淋洗3次后拍照；(b)加入50¨M的
ZnS04，半小时后拍照：(c)不加Zn”的PCI2细胞；(d)加入zn”后的PCI2细胞。激发

波长是WB 450—480am。
Figure 5·8(a)Fluorescence imams ofTCA cells loaded with BI．The cells"re incubated with 10 p．M BI for 5 min，37。C，
under 5％C02 Then the cells were washed with phosphate buffered saline(PBS，pH 7．4)for 3 times；(b)Ftuorescence image
ofBI stained cellsioadedwith 501JM Zn“for 30min；(c)PCI2 cells untreated withZn2+；(d)the PCI2 cells preloadedwith
Zn”．The excited light is WB 450·480 rim

首先，在培养好的TCA细胞中加入B1保持5分钟，使B1有足够的时间

进入细胞。荧光显微成像发现在TCA活细胞中B1只能发出微弱的荧光(圈

5．8a)，而在上述培养液中加入饱和Zn2+，30分钟后成像，TCA细胞的荧光迅

速显著增强(图5-8b)。在PCI2活细胞中做进一步研究。Bl标记的PCI2细胞

在其细胞质中(细胞核末标记)发出微弱的荧光(图5．8c)；加入zn”后，细
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胞质和细胞核中都发出强烈的荧光(图5．8d)。活细胞中的显微成像表明，N2

能够很好地进入细胞中并在活细胞中，对Zn2+表现出荧光增强。所以，N2在

活细胞中能够用于检测细胞内Zn2+浓度的变化，为进一步阐明Zn2+在生命过

程中的作用提供了一个有效的研究手段。

5．5本章小结

1．设计合成了以BODIPY为荧光母体，DPA为识别基团的荧光分子探针

B1，该分子未见文献报道。

2．在tris．HCl缓冲溶液(pH 7．4)中，Bl的最大吸收波长九。。、=491nm，

最大发射波长九。。=509nm，荧光量子产率0=O．079。加入zn”后，zn”-Bl

络合物的九。。红移到511nm，荧光量子产率m增大到0．857(增大将近1l倍)。

在口H 3．10之间，B1及B1．Zn2+络合物的荧光强度受质子的影响很小，p置’。=

2．1。p芷’。大大低于其它以DPA为识别配体的荧光分子探针，克服了荧光素类

zn2+荧光分子探针的主要缺点。另外，Bl的低毒性和细胞可渗透性使它成为

一个新的生物应用Zn”荧光分子探针。
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第六章2一苯基咪唑蒽醌类荧光分子探针

6．1分子设计思想

应用光诱导电子转移原理(PET)设计的荧光分子探针称之为PET荧光分

子探针。很多种荧光团，如：蒽、芘及其衍生物等都可以通过荧光团．连接基

团．接受体构造PET类型的荧光分子探针：香豆素、荧光素和4．氨基．1，8．蔡酰

亚胺等的紫外吸收光谱和荧光发射光谱都在可见光区，为生物应用提供了有

价值的选择。而这些分子探针对客体的识别能力不仅依赖于识别基团，并且

与荧光团自身的光物理性质和电化学性质有着非常重要的关系。所以，新荧

光团的研究对进～步发展PET类型荧光分子探针是非常必要的。

在前面几章中我们尝试了用常见的荧光团来设计PET类型荧光分子探

针，不同荧光团连接同样的识别基团所构成的荧光分子探针表现出的性质却

大相径庭。2一苯基咪唑蒽醌(PIAQ)在可见光区(九。。=515rim)发出强烈的荧

光川。作为发色圜，PIAQ是有效的电子受体，因此可望PIAQ用来构造新的

PET荧光分子探针。所以，本章合成并研究了以PIAQ为荧光母体，DPA为

识别基团，亚甲基或氨乙基作为连接基团所构成的荧光分子探针A1和A2的

荧光性能。主要分子结构如下：

O

6．2合成路线

Al

图6-1荧光分子探针的结构

Figu re 6—1 The st ructures of fluo re scent p robes

N～
H月均

N
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6．2．I中间体M4的合成

1，2-二氨基葸醌和p一氯甲基苯甲酸反应⋯分别生成p一位和a．，13-双酰胺化

产物4和5。这两个取代产物都可以在碱的作用下发生加成反应，脱去一分子

水生成中间体M4，合成路线如式6—1所示。

,CH2Ct

@!丛

NaOH．95％ethano

3

NH2
3，THF，K2C03

re竹ux

0

4

M4

式6-1中间体M4的合成路线

Scheme 6．I The$ynthCsi s route of immcdiate M4

6．2．2目标化合物Al和A2的合成

吼c1]

第二章中合成的中间体MI和M2，与含有氯化物反应活性的中间体M4

通过氨基氮原子的烷基化反应得到化合物A1和A2。反应中以碳酸盐等无机

碱为缚酸剂，以四氢呋哺为溶剂。

6．3实验部分

6．3．1原料和仪器

厂IIIIl／、llIIJL

惑一一
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O

式6-2荧光分子探针AI和A2的合成

Seheme 6-2 The syn时Iesis route s of fl UorcScc rtt probes A1 and A2．

中间体M1和M2按第二章中方法合成。1，2．二氮基蒽醌购自Aldrich，其

它原料均为市售化学品。柱色谱硅胶为青岛海洋化工厂产品(200．300 mesh)。

HP“00 HPLC／MS质谱仪(荚国HP公司)，Varian INOVA 400(400MHz)

核磁共振仪(美国Varian公司，TMS为内标)，elementar vario EL III型元

素分析仪(德国)，X．6显微熔点测定仪(北京泰克仪器有限公司)，HP．9453

紫外，可见分光光度计，PTl00荧光分光光度计，BS一210s万分之一电子天平

(德国Satorius公司)，PB．20标准型pH计(德国Sartosius公司)。

6．3．2中间体M4的合成及结构表征

2 3

在50ml的圆底烧瓶中加入对氯甲基苯甲酸2(29)，再加入二氯亚砜(6．989，

4．2m1)，放鬣5—6h。装上回流冷凝管，水吸收装置，加热回流6h。蒸出过量

节渊
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的二氯亚砜。冷却后得到无色针状晶体对氯甲基苯甲酰氯3。收率

92．7％(2．059)。

O

1

N№3,VHV。K2c03

reflux

／≮ycH2cl

。叶。婶心@岫
ll
O

4

l，太l／cH2cI

趣珈吼c
|J
0 5

将3(0．799，4．2mm01)溶解在30ml的THF中，缓慢滴加到1，2-二氨基

蒽醌1(19，4．2mm01)、三乙胺(0．439，4．2mm01)的THF(1 80m1)混合溶液中。

加热回流过夜，蒸出溶剂。干燥后，硅胶柱分离(展开剂：二氯甲烷／乙酸乙

酯=3：1)，分别得到暗红色固体4和黄色固体5。收率分别是：4，20％(25．2

rag)， 熔点：256·257"12； 5，40％(O．91 g)，熔点：232-233℃。

4：1H．NMR(DMSO，400MHz)：612．18(s，1H)，8．28—8 34(m，4H)，8．21(d，

1H，J=8．4Hz)，8．11(d，1H，J=8．4Hz)，7．84(t，2H，J。4．0Hz)，7．61(d，2H，J2

8．4Hz)，7．46(s，，2H)，4．69(s，2H)．API-ES MS m／z(+)：391【M+H】+．

5：‘H．NMR(DMSO，400MHz)：810．81(s，1H)，10．18(s，1H)，7．57·8．46(m，

14H)，4．88(s，2H)，4．82(s，2H)．”C-NMR(DMSO，IOOMHz)：6 171．4，162。9，

1 54．2，143．0，t41．5，1 37．1，1 34．5，1 33．6，1 33．0，1 32．1，1 31．6，129．8，128．9，127-9

126．9，56．1．API．ES Ms(+)m／z：543[M+H】十．

106
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4．5
NaOH，95％ethan01

reflux

CH2CI

M4

化合物4或5和等摩尔量的氢氧化钠溶解在95％的乙醇中，加热回流1．5h，

冷却到室温后，用盐酸溶液中和到pH 7。蒸干溶剂，剩余物用水洗，干燥。

硅胶柱分离(二氯甲烷／乙酸乙酯=5：1)，得到黄色固体M4。总收率：49．3％，

熔点：1 51．1 52℃。

’H·NMR(CDCl3，400MHz)：611．32(8，1H)，8．37(d，lH，，=6．4Hz)，8．31(rid，

2H，，=7．2Hz，L，=8．4Hz)，8．19(m，3H)，7．84(t，2H，，=3．2Hz)，7．63(d，2H，，=

8．0Hz)，4．69(S，2H)．”C—NMR(CDCl3，100MHz)：6 1 56．0，149．5，140．9，l 34．6，

1 33．9，133．4，129．6，128．9，127．8，127．6，126．6，125．9，122．2，11 8．3，53．6．APCI

MS m／z(+)：373(【M+H】十)．

6．3．3目标化和物A1和A2的合成及结构表征

O

M4

N

中间体Ml(100mg，0．5mm01)、M4(186rag，O．5mm01)，三乙胺数滴混合溶

解在精制的100ml THF中，加热回流反应24h。蒸干溶剂盾，用水溶解，二

氯甲烷萃取。合并有机相后，无水硫酸镁干燥。硅胶柱分离，展丌剂：二氯

甲烷／7,酸乙酯=20：1，得到黄色固体Al。收率：50％(1 33．8mg)，熔点：

232．233℃。

月均
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‘H-NMR(400MHz，CDCl3)6 11．31(s，1H)，8．57(d，2H，J=4．0Hz)，8．36(t，

1H，J 2 6．0Hz)，8．30(t，1H，，=6．0Hz)，8．26(d，1H，J=8．0Hz)，8．14(d，3H，L，=

8 0Hz)，7．83(t，2H，J=4．0Hz)，7．73(t，2H，，=7．6Hz)，7．66(d，2H，，；8．4Hz)，

7．60(d，2H，，。7．6Hz)，7，20(t，2H J；6．0Hz)，3．9I(s，4H)，3．85(s，2H)．

”C—NMR(100MHz，CDCl3)：6 1 87．0，1 58．6，149．4，141．5，141，3，1 39．4，1 39．2，

1 36．3，135．9，135．0，133．8，t 3t．9，129．8，129．5，126．7，126．3，124．2，123．0，120．6

1 1 8．8，58．9．API—ES MS m／z(+)：536[M+H】十．Anal．Calcd．for C 34H25N502：C，

76．24；t-／，4．70；N，1 3．08．Found：C，79．53；H，4．68；N，1 3．03．

N～N
H

中间体M2(242mg，O．5mm01)，M4(186mg，0．5mm01)，三乙胺数滴混合溶

解在精制的100ml THF中，加热回流反应24h。蒸干溶剂后．用水溶解，二

氯甲烷萃取。合并有机相后，无水硫酸镁干燥。硅胶柱分离。展开剂：二氯

甲烷，乙酸乙酯=20：1。得到暗红色固体A2。收率：30％(87mg)，熔点：193-194

℃。

‘H—NMR(400MHz，CDCl3)：6 8．53(d，2H，J一3．6Hz)，8．34(d，1H，J=

5．6Hz)，8，26(m，2H)，8。1 1(t，2H，J
2 6，4Hz)，7．80(s，2H)，7．66(t，2H，J=

7．6Hz)，7．5 1(m，4H)，7．34(d，1H，，2 7．6Hz)，7．18(t，3H，J。6，0Hz)，3．86(s，

4H)，3．77(s，2H)，2．83(s，4H)，1．25(s，1H)．”C—NMR(100MHz，CDCl3)：182．7，

1 59．5，156．7，149．5，149．1，136．5，1 34．5，1 34．0，1 33．8，1 33．3，129．8，128．0，128．6，

127．6，127．I，126．5，125．6，123．1，122．0，11 8．0，60．7，53．9，53．2，46．7．API—ES

MS m／z(+)：579[M+H]+，601(M+Na]+．Anal．Caled．for C36H 30N602：C，74．72；H，
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5．23；N，14．52．Found：C，74．42；H，5．21；N，14．46

6．3．4紫外及荧光光谱的测定

6．3．4．1不同溶剂中的光谱研究

准确称取待测化合物，将其移入5ml容量瓶中，用二氯甲烷定容，配制

成浓度1．0×10-4mol／1的溶液。分别移取O．5ml溶液于5ml容量瓶中。用氮气

吹干溶剂二氯甲烷，用甲苯、乙醚、四氢呋喃、乙酸乙酯、丙酮、乙腈、乙

醇、二甲基亚砜等定容，待样品完全溶解后配制成浓度1．0×1旷5tool／1的溶液，

测定其紫外一可见吸收光谱。利用不同溶剂中紫外一可见光谱的最大吸收波

长，作为荧光光谱的激发波长，测定荧光光谱。

6．3．4．2不同pH的荧光光谱测定

1．0×10。5 tool／1待测样品的水溶液，分别用不同浓度的盐酸或氢氧化钠调

节酸碱性(加入量小于待测液体积的l％)。测其不同pH时的荧光光谱。

6．3．4．3荧光量子产率的测定

实验方法同第三章所述。

6．3．4．4对金属离子的识别测定

6．3．4．4．1甲醇溶液中A1和A2对金属离子的识别

选取AgN03、COCl2、NiCl2、CdCl2、CuCl2、MnCl2、FeCl3、CrCl3和ZnS04，

在甲醇一四甲基氢氧化铵(10％a．q．)(98：1，v：v)混合溶液中测定A1和A2的紫外

和荧光光谱。金属离子浓度为5×10一mol／1，探针分子的浓度是1×10～mol／l。

通过以上测试，筛选出被识别的金属离子Ag+，进行浓度梯度实验。准确

称取待测化合物A1，将其移入10ml容量瓶中，用DMSO定容，配置成浓度

为浓度1．0×10-4molll的溶液。移取0．1ml上述溶液于lOml容量瓶中，甲醇-

四甲基氢氧化铵(10％a．q．)(98：1，v：v)混合溶液定容后配制成1．0×10。5mol／1的
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溶液。向此溶液中不断加入lMAgN03水溶液，测定不同Ag+浓度时探针分子

A1的荧光强度。

6．3．4．4．2缓冲溶液中A1和A2对金属离子的识别

在pH·荧光强度关系测定的基础上，选取荧光强度稳定的pH值进行金属

离子识别实验。在缓冲溶液中，探针的浓度为1．0×10-5mol／l，分别加入5．O

×104mol／1的NaCI、KCI、MgCl2、CaCl2、AgN03、CoCl2、NiCl2、CdCl2、

CuCl2、MnCl2、FeCl3、CrCl3和ZnS04测定荧光光谱的变化。

通过以上测试，筛选出被识别的金属离子zn”，进行浓度梯度试验。准

确称取化合物A1，将其移入10ml容量瓶中，用DMSO定容，配置成浓度为

浓度1．0×10-4mol／1的溶液。移取0．1ml溶液于10ml容量瓶中，缓冲溶液定

容后配制成1．0×104mol／1的溶液。向此溶液中不断加入1M ZnS04水溶液，

测定不同zn2+浓度时探针分子A1的荧光强度。

6．3．4．5量子化学计算方法

本章采用Gaussian 98中RHF方法在STO一3G水平上计算分子稳态存在的

最低能量以及分子内各原子的电荷分布。

6．4结果与讨论

6．4．1中间体M4的合成

胺类化合物的酰化是发生在氨基氮原子上的亲电取代反应。N-酰化反应的

难易与胺类氮原子的电子云密度和酰化剂的反应活性，以及空间效应都有密

切关系。氨基上的电子云密度越大，空间阻碍越小，则反应活性越强。l，2一

二氨基蒽醌的酰胺化反应，其主要产物应该是在p一上的单酰胺化。而在实验

中却发现c【一，13-双酰胺化产物5较p．上的单酰胺化产物4更多。原因可能是

6．上的单酰胺化后，c【．位上氨基的电子云密度相对增大，从而增大了嘎-位氨

基的反应活性。
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M4的合成是酰胺上的羰基与伯胺加成后再脱去一分子水所生成的缩台

物。反应机理如下12]：

R，>=。+刚刚一
R

"X) R。／C--=---N
R／

式6-3中间体rvi4的合成反应机理
Sch em e 6-3 Th e synthesis machantsm Of immediate M4

因此，由化合物4在氢氧化钠溶液的作用下自身的酰胺与邻位伯胺加成后

脱水生成的是中间体M4就容易解释。而用

化合物5进行的成咪唑环反应中，也只得到

了一种产物M4，却没有得到它的同分异构体

M5，其结构式如图6。2所示。原因可能是化

合物5在碱性溶液中先水解掉a．位的酰胺化

产物，继而再发生以上反应得到中间体M4。
F

另外，不考虑分子内氢键的存在，根据
‘

Gaussian 98中RHF方法在STO．3G水平上计

o

CH2C

图6—2化台物Y15的结构式

gU re 6-2 The structure of

compound M5

算所得，MS能够稳定存在的最低能量要比M4高出17．34 kJ／tool，所以，在

热力学上能够稳定存在的产物也应该是中间体M4。实验所得到的化合物构型

能够用理论计算加以解释。

中间体M4的1H．NMR谱图如图6．3所示。从图中可以看出，一NH峰在低

场611．324处出现，这是因为．NH出现在与羰基氧位蜃较近的地方，与氧原子

之间形成的分子内氢键所致，这一点还可以从化合物Al的核磁谱图中看到，

如图6．4所示。

晕IfHI眦
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图6-3中间体M4的‘HNMR谱图

FigUre 6-3 The 1 HNMR spectrum of immedlate M4

图6-4化合物A1的1H．NMR谱图

Figure 6-4 The 1H-NMK spcctrura of compound A1

6．4．2溶剂对A1和A2光谱的影响

在测试中发现，本章合成的目标化合物Al和A2在不同的溶剂中它们的

吸收和发射光谱变化情况非常相似。以Al为例，在常用溶剂中的吸收和发射

光谱如表6—1所示。
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表6-1 Al(1 Xi 0-smol／1)在不同溶剂中的光谱数据

Table 6-l Spectra data of compound A1(1×1 0-smol／I)in dlffercnt SOIvents

和前面几章中所述的荧光分子探针不同的是，随着溶剂极性的增大，AI

的吸收光谱不断蓝移，荧光光谱不断红移。一般说来，对于吸收光谱是由兀一丌+

跃迁和r1．冗·跃迁产生的化合物，溶剂极性对这两类跃迁产生的影响是不同的。

当溶剂的极性增加时，使兀．7c+跃迁产生的谱带移向长波方向；与此相反，使

用溶剂的极性越强，则由n，兀·跃迁产生的谱带越向短波方向移动，即发生蓝

移¨l。

6．4．3 pH对A1和A2荧光强度的影响

化合物Al的荧光强度与pH在2-9之间的关系曲线如图6-5所示。最大

激发波长丸。。是400nm，最大发射波长k。是560nm。从该图可以看出，随着

pH的增大，Al的荧光强度不断降低，在pH 6-8之间有一稳定值。而后A1

的荧光强度继续下降，k。从400nm红移到424nm，k。从560nm蓝移到525nm。

在pH达到i1以后，出现了新的激发光谱和荧光光谱。以pHl2为例，如图

6-6所示。以九。。=424nm激发可以看到在分别在x。。=525nm和617nm处的

荧光峰。而用丸。、=466nm激发时，主要表现出九。。=617nrn处的荧光光谱和

微弱的525nm荧光峰。

近年来，在阴离予分子探针的设计中，经常用到分子间激发态质子转移

的作用原理【4·51，举例说明如式6．4所示。在非质子型溶剂乙睛中，3一羟基．2一

萘甲酰苯胺在329nm处发出微弱的荧光，当溶液中加入呈碱性的醋酸根负离

子时，羟基脱掉的质子转而与AcO。结合，即发生了分子间的质子转移。此化
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合物在51 5nm处出现了新的发射峰，并表现出强荧光。

丁觚O‘

N国
392nm 515nm

weaklv fluorescent highly fluorescent

式6-4分子闻激发态质子转移作用原理举例
Scheme 6-4 Example of Inte rmolccuIar excited P reton transfef

也正是因为在碱性条件下，A1和溶液中OH一之间发生了激发态的分子间

质子转移，咪唑环脱掉H+，从而形成N’。这样，k。=6l?nm处荧光光谱的

形成有两种渠道：脱质子(分子间质子转移)后的基态激发(九。。=466nm)

和未脱质子的基态(九。。=424nm)伴随脱质子的激发态。

Figure 6-5 Al荧光强度与pH值之间的关系曲线(在l：9，V：V的DMSO／H20的混合溶

液中)。

Figu re 6—5 Effect of口H on fluo re scence intensity of A1 in a mixed solution of DMSO and wate r

(1：9，v。v)

化合物A2的荧光光谱随pH的变化曲线与化合物A1有着相类似的性质

这里就不再详述。



大连理工大学博士学位论文

图6-6 pH 12时At(I×1 0-5mol／I)的荧光光谱

Figu re 6-6 The fluore scence spectrum of A1fl×1 0-srfloi／i)at pH 1 2

6．4．4甲醇．碱体系中Al对不同金属离子的识别研究

为了避免过渡金属离子水解产生的质子对PET原理的荧光探针识别的影

响，此类探针一般在缓冲溶液中【6，7】或者在有机溶剂中加入四甲基氢氧化铵水

溶液[8，9】进行，以消除质子的影响。

6．4．4 1对不同金属离子的识别研究

既然在碱性条件下，可以得到长波长的荧光光谱以及发射光谱和激发光

谱之间大的Stokes位移。那么我们可以避免H+对A1本身性质的影响，在甲

醇．四甲基氢氧化铵体系中观察A1对金属离子的识别。

表6-2为A1在甲醇．四甲基氢氧化铵(10％a．q．)(98：1)溶液中加入金属离子

后的紫外吸收和荧光光谱的变化情况。

表6-2甲醇．四甲基氢氧化铵(10％a．q．)(98：1)溶液中金属离子对AI(1×1 0-5mol／I)l圾收光

谱和荧光光谱的影响

Table 6-2 Absorption and nuoresecnce spectrum data of compound A1(I×1 0。5mol／I)with different

metal ions
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空白 Zn2+ Cu2+ Cd2+ C02+ Cr
3+
Fe3+ Ag+ Ni

2+

X。462 464 460 460 460 460 462 438 460

Abs 0．1 007 0．1149 0．1 3 57 0．1054 0．1 517 0．1 01 8 0．1235 0．1 572 0．1 01 8

九em

If／Io

616

1．0

616

0．96

6ll

O。75

6ll

0．96

61 5

0．87

61 6

0．96

61 6

O，85

608

0。2l

61 6

0．94

由表6-2中数据可以看出，Zn“、Cd2+、cr3+、Ni”、C02十、Fe3+、Cu2+

和Ag+依次对Al的荧光淬灭作用增强。但这些离子与空白实验相比，对荧光

的影响都较小。只有Ag+与上述离子形成了鲜明对比：加入Ag+后，A1的吸

光度增大，最大吸收光谱蓝移24nm，；荧光淬灭80％，荧光光谱蓝移8rim，

而且溶液颜色由深黄色变成浅绿色。

Wavelength(nln)

图6-7甲醇．曙甲基氢氧化铵溶液中Ag+浓度对A1(i×10。molll)荧光光谱的影响

Figute 6-7 F[uo re scent spect ra 0f compound A1(1 X 1 0-smol／I)with the different concent ration of

Ag+(nom top to bottom C^B+：1×1 0-5mol／I．4×1 0-smol／I)

6．4．4．2 Ag+浓度对Al荧光强度的影响

在筛选试验的基础上，进一步研究了Ag+浓度对A1荧光光谱的影响。在

甲醇．四甲基氢氧化铵体系中，加入不同浓度的Ag+水溶液，测定荧光光谱。
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由图6—7可以看出，随着Ag+浓度增加，荧光光谱不断蓝移，荧光淬灭。

在实验中，当加入的Ag+的浓度超过探针4倍时，荧光光谱才不再变化。可能

在强碱性条件，能与探针结合的自由Ag+浓度较低，当Ag+表观浓度过量很多

时，才能和探针完全结合。我们推测Ag+是和脱质子后的N’离子配位，具体

配位方式和配位数有待培养单晶做进一步解释。

6．4．5 tri—HCl缓冲溶液中A1和A2对金属离子的识别

6．4．5．1 Al和A2对不同金属离子的识别

在甲醇的碱性溶液中，A1表现出对Ag+的特殊选择性，为了验证在中性条

件下，Ag+是否还对hl有荧光淬灭作用及推测其配位位点，本节在tri．HCI

缓冲溶液中对Al和A2做了对金属离子的识别实验，如图5．8和5-9所示。

图6-8不同金属离子(5x l 0。M)存在AI(】×10。M)的荧光强度的变化。光谱数据
在l 0mMtris—HCl缓冲溶液中测得(pH 7．4，卜0．1(NaCI))。金属离子有：NaCl、KCl、
MgCl2、CaCl2、AgN03、CoCl2、NiCl 2、CdCl 2、CuCl 2、MnCl 2、FeCI 3、CrCl3和ZnSO 4

Figu re 6-8}he rel ati ve rlilOl'est!ence intcnsity o r 1 x 1 0一M A1 i n th e D re se nce(1 r v a riou s meta J

cation s l 5 x 1 0’、M)The se data were nleaSu red in 1 0 mM tris-HCI buffer(PH 7 4．I=0，1(NaC|J)

The metal cations：N aCl，KCl，MgCl2，CaCl2，AgNO 3，CoCl 2，NiCI 2，CdCl 2，CuCl 2，MnCl 2，FeCll、

CrCll 8nd ZnS04

从图6-8可以看出，A1对zn2+表现出很好的选择性荧光增强识别，加入

过量的Zn2+使A1的荧光强度增大5倍，而对Ag+看不出明显的荧光增强或淬

灭作用。虽然Cd2+在很多微环境中的含量很少甚至是0，但cd2+是经常能够
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干扰Zn2+检测的过渡金属离子。令人兴奋的是，cd2+对A1无明显的荧光增强

作用。其它金属离子如碱金属和碱土金属离子Na+、K+、M92十和Ca2+等无任

何识别，对cd2+、Cu2十、Mn2+和Cr3+也有类似的结果，只是Ni2+和C02+对其

荧光有微弱的淬灭作用。所以，A1是在中性介质中对zn2+有着特殊选择性识

别的荧光分子探针。

图6-9不同金属离子(5×1 0"SM)存在A2(1×1 0。M)的荧光强度晌变化。光潜

数据在1 0raM tri s-HCl缓冲溶液中测得(pH 7．4，l=0．1(NaCl))。金属离’f有：

NaCl、KCl、MgCl2、CaCl 2、AgN03、CoCl2、NiCI2、CdCl2、CuCl2、MnCI 2、

FeCll、CrCI3和ZnSO 4

Figure 6-9 The rclativc fiuo／'e$CCflCC inteasity of t×1 0-5M A2 in the prcsencc of variotis

metal cation s(5×l 0-5M)7Fhcse data wcrc mcasurad in 10 mM trls．}ICI buffer(pH 7 4．I=0 l

(N aCl))Th e metal cati011 s：N aCl，KCI，MgCl 2，C aCl2，AgNO，，CoCl 2，NiCI 2，CdCl 2，CaCl 2，

MnCl，，FcCI]、C rCl 3 and ZnSO q

另外，Al对Ag+没有识别作用，正可以说明推测的正确性。酸性至中性

介质中，在咪唑环上的氮原子没有脱掉H+之前，Ag+和A1之间并没有任何作

用。光激发荧光团发生的是分子内的光诱导电子转移过程，所以加入zn2十后

所表现出来的荧光变化是抑制了这种光诱导电子转移过程得到的结果；而在

强碱性介质中，咪唑环上的．NH与溶液中的OH’发生分子渊质子转移，脱掉

H+之后，整个分子的负电荷集中在N。上，从而与Ag+进行配位络合，导致荧

光淬灭。
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图6-9是化合物A2在不同金属离子中的荧光变化情况。从图6-9中看出，

Zn2+对化合物A2的荧光增强作用与其它金属离子无明显区别。究其原因，可

能是DPA通过氨乙基连接苯亚甲基这样一个很长的连接基团，使PET过程不

能够顺利地发生。那么，我们所观察到的络合促进的荧光增强作用也就不明

显了。

6．4．5．2不同浓度的zn2+对A1荧光光谱的影响

图6-10 Al(1x 10—5 M)的荧光光谱(400nm处激发)随Zn2+浓度(0．】×1 0’5 M)的变

化。实验数据桎pH 7．4(10 mM tris—HCI buffer，I=0．1(NaCI))中测得。
Figu re 6·1 0 FI uo re$cence spcct ra【cxcjtatioll at 400 nm)Of 1 0“M A1 i rl the p rcsc ncc 0f v afio LI S

concc rtt ration$o F Zn：’ranging from 0 to 1×10’。M These spect ra we re meas【j red at pH 7．4(1 0

raM【ri s·HCI bu r他r．I=0 l(NaCI))

由图6一10所示，在0—1×10寸M浓度范围内，Al对Zn2+的识别有较好的

线性关系。Al(1×10‘5 M)随着zn2+浓度的增大荧光强度线性增强，在zn2+浓

度达到lXl0‘5 M时，荧光强度增加到最大。继续加入过量的Zn2十，A1的荧

光强度没有明显的增大，说明Al与Zn2+呈1：1络合关系。最大吸收波长九。。、

；400rim和最大发射波长九。。=560nm在加入zn2+前后都没有明显的移动，荧

光量子产率从0．007增大到0．028。

∞拍如钙柏"如巧柏¨m，0
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6．5本章小节

1．设计合成了2一苯基咪唑蒽醌为荧光母体的化合物A1和A2，均未见文献

报道。对中间体M4的合成过程进行了实验和理论讨论，解释了由化合物4、

5和伯胺加成反应后脱去一分子水都会生成中间体M4，而不会生成它的同分

异构体MS。

2．化合物A1在甲醇一四甲基氢氧化铵溶液和tri-HCl中性缓冲溶液中分别

对Ag+和zn2+有很好的选择性识别。在甲醇溶液中，加入A矿使A1的荧光淬

灭80％，最大吸收光谱蓝移8am，并且溶液颜色出深黄色变成淡绿色；在

tri．HCl缓冲溶液(pH 7．4)中加入Zn2+后，荧光强度增大5倍，而对Ag+没

有识别作用。在pH 6-8之间，A1的荧光强度受pH的影响不大。
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第七章结论

基于碳酐酶(CA)．芳香磺酰胺抑制剂相互作用的原理，设计合成了丹磺

酰胺荧光分子探针D1、D2和D3。其中，化合物D2在生理条件下(DH 7．4)，

九。。=334nm，九。。；540nm。加入zn”后，九。。基本不变，九。。．蓝移到520nm，

荧光强度增大近4倍。表观解离常数(Kd)在纳摩尔范围内，在生物体系

应用中具有足够的敏感性。另外，多种生物体中重要的金属离子对I)2的

荧光没有影响，如Ca“、M92+等。Zn2+一D2络合物的荧光强度受pH变化

的影响不大，特别是在pH 6-9之间影响很小。1)2的光物理性质表明它是

一种对Zn2+有特殊选择性的荧光探针。

2．设计合成了三个以4一氨基．1，8．萘酰亚胺为荧光团的化合物Nl、N2和N3。

以DPA为识别基团，氨乙基为连接基的荧光分子探针N2在tris—HCl的中

性缓冲溶液中能够高灵敏度性和高选择性地络合促进荧光增强识别Zn”。

在此基础上，实现了该探针对活细胞中zn”的荧光成像检测。探针分子

N3在酸性条件下的荧光强度是碱性条件下的27倍，说明N3是一个潜在

的大范围的氢质子荧光分子开关。

3．设计合成了三个4位不同取代基l，8．萘酰亚胺为荧光母体，DPA为识别

基团的化合物N4、N5和N6。其中N4和N5是高灵敏性和高选择性识别

Zn2+荧光分子探针，并利用分子内氢键进一步解决了光诱导电子转移类

zn2+荧光分子探针对pH敏感的问题。通过量子化学计算提出，由于DPA

上N原子的质子化和吡啶环上的N原子形成氢键后连接其它邻近C原子

所构成的五元环结构分散了H+的正电荷，使识别基团与荧光团之间的PET

过程在pH<pK'。时仍然能够缓慢发生，从而使荧光团荧光恢复的程度大大

减小。DPA上的吡啶氮原子继续质子化，破坏了与叔氮之间的氢键，叔氮

转而与酰胺上的氧原子形成氢键，与其它c原子连接得到了一个七元环结

构，由于ICT，使荧光团出现了淬灭现象。水溶液中，N4和N5相对H+，

对zn2+表现出良好的选择性荧光增强，此类PET荧光分子探针尚未见文

献报道。理论计算表明，分子内氢键可抑制H+对荧光强度的影响，这为

PET探针克服H+的影响提供了一个全新的思路。
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4．设计合成了以BODIPY为荧光母体，DPA为识别基团的荧光分子探针B1。

Bl能够在水溶液中对Zn2+表现出特殊选择性和纳摩尔级敏感性。pK’。低

至2．1，是目前所发现p世’a最低的Zn2+荧光探针，BI．Zn2+络合物的荧光

强度在pH宽达3-10范围内不受H+的影响。活细胞内荧光显微成像表明

该探针能够穿透细胞并反映细胞内Zn2+的分布状况。

5．设计合成了2．苯基咪唑葸醌为荧光母体的化合物A1和A2。化合物A1在

甲醇一四甲基氢氧化铵溶液和tri．HCl缓冲溶液中分别对Ag+和zn”有很

好的选择性识别。在甲醇一四甲基氢氧化铵溶液中，加入Ag+使A1的荧

光淬灭80％，最大吸收光谱蓝移8nm，并且溶液颜色由深黄色变成淡绿色；

在tri．HCl缓冲溶液(pH 7．4)中加入zn”后，荧光强度增大5倍，而对

Ag+没有识别作用。在pH 6-8之间．A1的荧光强度受pH的影响不大。
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创新点摘要

1．设计合成了不同荧光母体、二(2-毗啶甲基)氨(DPA)为主要识别基团

的化合物D1．D3、N1-N6、A1、A2和B1，均未见文献报道。其中，N2和

B1是在tris．HCl的中性缓冲溶液中能够高灵敏度地、选择性络合促进荧光

增强识别Zn2+的荧光分子探针。在此基础上，实现了这两个探针对活细胞

中Zn2+的荧光成像。pK。低至2．1，是目前所发现pKa最低的Zn2+荧光探针。

2．水溶液中，N4和N5相对H+，对Zn2+表现出良好的选择性荧光增强，此

类PET荧光分子探针尚未见文献报道。理论计算表明，分子内氢键可抑制

H+对荧光强度的影响，这为PET探针克服H+的影响提供了一个全新的思

路。
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