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摘要: 半胱氨酸(Cysteine,Cys)作为生物体内一种重要的含巯基氨基酸,与细胞代谢、氧化还原稳态密切相

关,然而过量的半胱氨酸可能会导致类风湿性关节炎、阿尔兹海默病等。 因此,开发一种能选择性识别半胱

氨酸的荧光探针具有重要的研究意义。 本文设计合成了一种以姜黄素-二氟硼为基本骨架,2-氯-5-硝基苯甲

酰基为识别位点的荧光探针分子 1,并将其用于半胱氨酸的识别。 结果表明,探针能高选择性识别 Cys,荧光

强度与 Cys 浓度在 10 ~ 70 μmol·L - 1范围内呈良好的线性关系,检出限为 2. 9 μmol·L - 1 。 同时,Cys 的加入

会引起探针溶液颜色肉眼可见的显著变化,由黄色变为无色。 此外,该探针能模拟检测水样中添加的半胱氨

酸,在自来水、河水样品中的半胱氨酸的回收率为 98% ~ 109% 。
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Abstract: As an important sulfhydryl amino acid in organism, cysteine(Cys) is closely related to
cell metabolism and redox homeostasis. However, excess amount of Cys is associated with diseases
including rheumatoid arthritis, Alzheimers disease. Thus, it is of great significance to develop a flu-
orescent probe for selective recognition of cysteine. In this paper, a fluorescence probe based on
curcumin-difluoride and modified with 2-chloro-5-nitrobenzoyl was synthesized for the determination
of cysteine. The results showed that the probe could selectively recognize Cys. A good linear rela-
tionship between the fluorescence intensity of the probe and Cys concentration in the range of 10 - 70
μmol·L - 1 was obtained, from which the detection limit was deduced to be 2. 9 μmol·L - 1 . Mean-
while, the addition of Cys could lead to an obvious colour transition from yellow to colourless, per-
mitting a rapid identification of Cys by the naked eye. Moreover, the probe can simulate the detec-
tion of Cys in water samples, and the recoveries of Cys in tap water and river samples ranged from
98% - 109% .
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1　 引　 　 言

半胱氨酸( Cysteine,Cys)是一种生物体内常

见的脂肪族含巯基的小分子氨基酸,它主要来源

于甲硫氨酸的脱甲基以及胱氨酸的还原 [1] 。 半

胱氨酸具有的独特的亲核性以及氧化还原特性,
使得它在各种生理过程中发挥了至关重要的作

用,例如细胞代谢、氧化还原稳态、蛋白质的合成

等 [2-5] 。 Cys 在生理浓度范围时(20 ~ 300 μmol·
L - 1),能起到保护细胞抗氧化防御、调节新陈代

谢等作用 [6] 。 一旦浓度异常,可能会引发一系列

的疾病,例如生长不良、肝损伤、神经毒性、造血功

能减退、炎症性肠病、慢性阻塞性肺疾病等 [7-11] 。
因此,建立一种快速定量检测 Cys 的方法至关

重要。
传统的半胱氨酸检测技术主要有高效液相色

谱法、碘量法、电化学分析法、气质联用技术等,但
大多缺点显著,如样品前处理复杂、测试结果不稳

定、步骤漫长、易被干扰、重现性不理想等 [12-16] 。
与之相比,荧光分析法具有操作简便、成本低廉、
灵敏度高、不易损害细胞等优势 [17-20] 。 荧光探针

一般包括识别基团、信号发射基团和连接基团,目
前,基于 Cys 的化学性质,已有许多反应型荧光探

针被报道,反应机理包括迈克尔加成反应、醛环化

反应、重排反应等 [21-26] 。
姜黄素 ( Curcumin,1,7-双 (4-羟基-3-甲氧基

苯基) -1,6-庚二烯-3,5-二酮)是一种从姜黄根中

提取出的 β-二酮化合物,已有研究证明,姜黄素

在抗肝癌、抗肿瘤、抗炎解毒等方面发挥了出色的

作用 [27-28] 。 同时,姜黄素是一个典型的对称性电

子共轭体系,这一优势使其具有独特的光学性质。
利用这一特点,研究者们设计了很多新颖的姜黄

素衍生物,但大多被用于识别金属离子,对生物巯

基化合物的检测报道较少 [29] 。 在前期研究中,我
们制备了三异丙基硅修饰的姜黄素类荧光探针,
其能在众多阴离子中高选择性、高灵敏性识别检

测氟离子,这是首例基于姜黄素骨架的阴离子反

应型荧光探针 [30] 。 基于前期的研究基础,本研究

设计合成了一种以姜黄素-二氟化硼为基本骨架、
2-氯-5-硝基苯甲酰基作结构修饰的 Cys 猝灭型探

针,利用 Cys 与探针发生取代缩合反应和加成反

应,破坏分子共轭结构使荧光猝灭,从而达到检测

的目的。

2　 实　 　 验

2. 1　 仪器与试剂

测试仪器:Brucker 600 核磁共振仪 (内标物

为 TMS,德国布鲁克公司),ISQ EC 单四极杆质谱

仪( Thermofisher 公司,美国),普析 TU-1901 型紫

外分光光度计 (北京普析通用仪器有限责任公

司),F97Pro18033 型荧光分光光度计 (上海棱光

技术有限公司),PHS-3CPH 计(上海仪电科学仪

器股份有限公司)。 除 2-氯-5-硝基苯甲酰氯购自

上海麦克林生化科技有限公司,其余试剂均购自

成都科隆化学品有限公司。
2. 2　 探针的合成

2. 2. 1　 化合物 2 的合成

根据文献合成了化合物 2 [30] ,将姜黄素(300
mg,0. 81 mmol) 和三氟化硼乙醚 (345 mg,2. 43
mmol)置于含 30 mL 无水二氯甲烷溶液的圆底烧

瓶中回流搅拌过夜,产物经水洗涤三次用无水硫

酸钠干燥,减压除去溶剂后经硅胶柱进一步纯化。
以二氯甲烷 ∶ 石油醚 = 2 ∶ 1(体积比)作洗脱剂,得
到黄色化合物 2 (146 mg,43% )。 1H NMR (600
MHz,DMSO-d6) δ 10. 09(s,2H),7. 92(d,J = 15. 5
Hz,2H),7. 47( d,J = 2. 0 Hz,2H),7. 34 ( dd,J =
8. 3,2. 0 Hz,2H),7. 02(d,J = 15. 6 Hz,2H),6. 87
(d,J = 8. 2 Hz,2H),6. 44(s,1H),3. 85(s,6H)。13C
NMR(150 MHz,DMSO-d6) δ 178. 73,151. 35,148. 18,
146. 98,126. 00,125. 28,117. 87,115. 96,112. 40,101. 11,
55. 77。
2. 2. 2　 探针 1 的合成

将 2-氯 -5 -硝 基 苯 甲 酰 氯 ( 66 mg, 0 . 3
mmol) 、4-二甲氨基吡啶(37 mg,0 . 3 mmol)和 1-
乙基 -( 3 -二 甲 基 氨 基 丙 基 ) 碳 二 亚 胺 盐 酸 盐

(173 mg,0 . 9 mmol)置于含 20 mL 无水二氯甲

烷溶液的圆底烧瓶中室温搅拌 10 min 后,加入

化合物 2(120 mg,0 . 3 mmol)继续搅拌 8 h,产物

经水洗涤三次干燥有机相并过滤,以二氯甲烷

作为洗脱剂经硅胶柱纯化得到橙色粉末化合物

1(141 mg,60% ) 。 m. p. 159 ~ 161 ℃ 。 1H NMR
(600 MHz, DMSO-d6 ) δ 8. 82(d,J = 2. 8 Hz,2H),
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8. 50(dd,J = 8. 8,2. 8 Hz,2H),8. 12 ( d, J = 15. 8
Hz,2H),8. 00(d,J = 8. 9 Hz,2H),7. 78(d,J = 1. 9
Hz,2H),7. 61(dd,J = 8. 3,1. 9 Hz,2H),7. 52( d,
J = 8. 2 Hz,2H),7. 36( d,J = 15. 7 Hz,2H),6. 69
(s,1H),3. 91( s,6H)。13C NMR(150 MHz,DMSO-
d6 ) δ 180 . 62,161 . 32,151 . 58,146 . 74,146 . 71,

141. 98, 139. 97, 134. 26, 133. 47, 129. 63, 128. 96,
127. 01,124. 08,123. 37,122. 60,114. 07,102. 84,
56. 83。 ESI-HRMS(m / z) calcd for C35 H23 BCl2F2 -

N2O12 [M + Na] + 805. 058 7, found [ M + Na ] +

805. 059 7。
探针 1 的合成过程如图 1 所示。

图 1　 探针 1 的合成路线

Fig. 1　 Synthetic route of probe 1

2. 3　 光谱测试

配制 3 mmol·L - 1探针的 DMSO 溶液作为母

液,用去离子水配制 300 mmol·L - 1 的 K + 、Ca2 + 、
Fe3 + 、Gly、Leu、Thr、Glu、Ser、Val、Gln、Met,以及 15
mmol·L - 1的 Cys、Hcy、GSH。 所有的光学测试均

在 HEPES 缓冲溶液(10 mmol·L - 1,含 75% DM-
SO,pH = 7. 4)中进行。 激发波长为 470 nm,荧光

测试的激发和发射狭缝宽度均设置为 10 nm,测
试时间为 30 min。

3　 结果与讨论

3. 1　 探针对 Cys 响应的光谱研究

3. 1. 1　 探针与 Cys 反应的紫外吸收光谱和荧光

发射光谱

在 HEPES 缓冲溶液(10 mmol·L - 1,含 75%
DMSO)的中测试了探针 1(10 μmol·L - 1 )对 Cys
(100 μmol·L - 1 ) 的紫外吸收和荧光发射光谱。
如图 2(a)所示,探针 1 在 443 nm 和 468 nm 处有

最大吸收,加入 10 当量的 Cys 后,在 443 nm 和

468 nm 的最大吸收峰减小并伴随着 387 nm 处出

现一个新的吸收峰,且探针溶液颜色由黄色变成

无色。 如图 2(b)所示,探针 1 的最大发射波长为

526 nm,加入 10 当量 Cys 后,在 526 nm 处的荧光

几乎完全被猝灭,猝灭率为 95% ,荧光颜色由黄

色变为无色。

图 2　 探针 1(10 μmol·L - 1 )与 Cys(100 μmol·L - 1 )作

用的紫外吸收光谱( a)与荧光发射光谱(b)

Fig. 2　 UV absorption(a) and fluorescence emission(b) spectra

of probe 1(10 μmol·L - 1) in the presence of Cys(100

μmol·L - 1)
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3. 1. 2　 探针对 Cys 响应时间的研究

响应时间是衡量一个反应型探针重要的参数

图 3　 探针 1(10 μmol·L - 1 )在 10 当量 Cys 存在下不同

时间的荧光强度(526 nm)变化

Fig. 3 　 Time-dependent fluorescence intensity ( 526 nm) of

probe 1 ( 10 μmol · L - 1 ) in the presence of 10

equiv. of Cys

之一,所以测试了探针 ( 10 μmol· L - 1 ) 与 Cys
(100 μmol·L - 1)随时间变化的荧光光谱。 如图

3 所示,在加入 10 当量的 Cys 后,526 nm 处的荧

光强度在 30 min 基本完全猝灭,表明探针 1 可以

稳定且快速地检测 Cys。
3. 1. 3　 荧光滴定

为了进一步研究 Cys 浓度对荧光光谱的影响,
进行了荧光滴定实验。 向 10 μmol·L - 1 的探针溶

液中依次加入不同浓度的 Cys,结果如图4(a)所

示。 在仅有探针的溶液中,荧光强度在 526 nm 处

达到最高值,随着 Cys 浓度的增大,荧光强度逐渐

降低;当 Cys 浓度增大到 10 当量时,526 nm 处的荧

光完全猝灭。 如图 4(b)所示,在 10 ~ 70 μmol·
L - 1的浓度范围内,Cys 的浓度与荧光强度呈良好

的线性关系,其线性方程为 y = - 0. 0146x + 1. 1055
(R2 = 0. 997 5),检出限为 2. 9 μmol·L - 1。 上述结

果证明探针对 Cys 响应的灵敏度较高。

图 4　 ( a)探针 1(10 μmol·L - 1 )与不同浓度的 Cys(0,10,15,20,25,30,35,40,45,50,55,60,65,70,80,90,100 μmol·

L - 1 )荧光滴定曲线,插图为加入不同当量 Cys 的探针溶液在 526 nm 处的荧光强度;(b)Cys 的浓度与 526 nm 处荧

光强度的线性关系。

Fig. 4　 ( a)Fluorescence spectral changes at 526 nm of probe 1(10 μmol·L - 1 ) upon addition of Cys(0, 10, 15, 20, 25, 30,

35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 80, 90, 100 μmol·L - 1 ) . Inset: fluorescence intensity at 526 nm as a function of

Cys concentration. ( b)Linear relationship between emission intensity of 1 at 526 nm and the concentration of Cys.

3. 2　 探针的选择性研究

为了测试探针对 Cys 的选择性,向探针 1(10
μmol· L - 1 ) 中 加 入 1 mmol · L - 1 不 同 分 析 物

(K + 、Ca2 + 、Fe3 + 、Gly、Leu、Thr、Glu、Ser、Val、Gln、
Met),以及 100 μmol·L - 1的 Cys、Hcy、GSH,测定

其紫外吸收光谱。 如图 5( a)所示,加入 Cys 后,
探针在 443 nm 和 468 nm 处的最大紫外吸收明显

下降,其他干扰物对探针的紫外吸收无明显影响,
只有 Hcy 和 GSH 显示出轻微的干扰。 为了进一

步评估探针检测 Cys 的抗干扰能力,在不同分析

物的探针溶液中加入 100 μmol·L - 1的 Cys,测定

其荧光发射光谱。 如图 5(b)所示,结果显示的变

化与紫外吸收一致,Cys 可以使探针在 526 nm 处

的荧光完全猝灭,即使在过量的其他干扰物的存

在下也不会发生变化。 Hcy 和 GSH 的荧光强度

虽略有降低,但与 Cys 相比降低程度不明显,猝灭

率分别为 21% 和 30% 。 这表明探针对 Cys 的响

应具有较高的选择性。
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图 5　 ( a)探针 1(10 μmol·L - 1 )与不同分析物作用的紫外吸收光谱;( b)在不同分析物的存在下,探针 1(10 μmol·

L - 1 )与 10 当量的 Cys 作用的荧光强度(526 nm)变化(1. Cys, 2. Fe3 + , 3. Ca2 + , 4. K + , 5. Gly, 6. Leu, 7. Thr, 8.

Glu, 9. Ser, 10. Val, 11. Gln, 12. Met, 13. Hcy, 14. GSH)。

Fig. 5　 ( a)Absorption spectra of probe 1(10 μmol·L - 1 ) in the presence of various analytes. ( b)Fluorescence intensity chan-

ges at 526 nm of probe 1(10 μmol·L - 1 ) upon the addition other analytes and 10 equiv. of Cys(1. Cys, 2. Fe3 + , 3.

Ca2 + , 4. K + , 5. Gly, 6. Leu, 7. Thr, 8. Glu, 9. Ser, 10. Val, 11. Gln, 12. Met, 13. Hcy, 14. GSH) .

3. 3　 探针对 Cys 检测 pH 范围的研究

为了研究探针在生理条件下对 Cys 是否有良

好的检测性能,研究了 pH 对纯探针(10 μmol·
L - 1 )以及加入 100 μmol·L - 1 Cys 后的探针的

荧光强度的影响。 如图 6 所示,在 pH 值 5 . 0 ~
8 . 0 范围内,纯探针溶液的荧光强度基本保持

不变; 加入 100 μmol·L - 1 的 Cys 后,在 pH 值

6 . 5 ~ 8 . 0 范围内,探针溶液的荧光强度发生了

显著的变化。 在 pH 值为 7 . 4 时,加 入 的 Cys
能使探针的荧光基本完全猝灭。 上述研究表

明探针能在生理条件下实现对 Cys 的较好选择

性识别。

图 6　 探针 1(10 μmol·L - 1 )与加入 Cys(100 μmol·L - 1 )的探针溶液在 pH = 5 ~ 8 的影响下 526 nm 处荧光强度的变化

Fig. 6　 Plot of fluorescence intensities at 526 nm of 1(10 μmol·L - 1 ) and in the presence of Cys(100 μmol·L - 1 ) solution ver-

sus pH value

3. 4　 探针对 Cys 的识别机理研究

为了研究探针对半胱氨酸识别机理,对加入

10 当量的半胱氨酸的探针溶液进行高分辨质谱

检测,如图 7 所示,在 m / z = 207. 050 84 处的峰可

以合理地归属于[2-2H + ]2 - (理论值为 207. 054 3)。
推测探针与 Cys 发生如图 8 所示的反应,可能存

在两种反应途径:一是探针分子加入 Cys 后,巯基

与苯环上的氯原子发生亲核取代反应 (图 8 中

Route 1),氨基进攻羰基碳发生分子内缩合生成苯并

七元环 3(在 m / z =267. 008 24 处的峰可以归属于化

合物 3,理论值为 267. 007 6);二是化合物 2 骨架双

键与 Cys 发生加成反应 (图 8 中 Route 2 ) ,导致

共轭结构被破坏,荧光猝灭(在 m / z = 560 . 132 0
处的峰可以归属于化合物[4 + Na] + ,理论值为
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图 7　 探针 1 与 10 当量 Cys 反应质谱图

Fig. 7　 HR-MS spectrum of the reaction product of probe 1 with Cys(10 equiv. )

图 8　 探针 1 对 Cys 的可能识别机理

Fig. 8　 Possible recognition mechanism of probe 1 to Cys

560. 133 8)。 这两种途径也可能同时进行。
3. 5　 水样检测

为了研究探针1 在环境监测中的应用,对成

都中医药大学的自来水、河水中不同浓度的半胱

氨酸进行了检测。 直接过滤水样,调节 pH 至

7. 4,向含探针的水样中添加不同浓度的半胱氨酸

(20,40,60 μmol·L - 1 )。 如表 1 所示,计算了自

来水和河水中半胱氨酸的回收率,回收率范围为

98% ~ 109% 。 结果表明,探针 1 在实际水样半胱

氨酸的定量检测中有潜在的应用价值。
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表 1　 水样中 Cys 的检测结果

Tab. 1　 Determination of Cys in different water samples

Sample
Cys spiked /

(μmol·L - 1 )

Cys recovered /

(μmol·L - 1 )
Recovery / %

Tap water

0

20

40

60

0

21. 85

40. 87

61. 75

—

109

102

103

River

0

20

40

60

0

19. 64

40. 94

63. 50

—

98

102

106

4　 结　 　 论

本文合成了一种以姜黄素 -二氟化硼作为基

本骨架的新型猝灭型探针。 该探针在生理条件下

对 Cys 表现出高灵敏度、高选择性以及快速响应,
其检测限为 2. 9 μmol· L - 1。 识别机理推测为

Cys 与姜黄素中 2-氯-5 硝基甲酰基基团发生亲核

取代关环反应和 Cys 与姜黄素骨架双键发生加成

反应,使分子的共轭结构被破坏,导致探针荧光猝

灭。 响应时间为 30 min,溶液颜色由黄色变为无

色。 此外,该探针能成功应用于水样模拟检测。
本研究为构建新的天然姜黄素衍生物荧光探针提

供了思路。

本文专家审稿意见及作者回复内容的下载地址:
http: / / cjl. lightpublishing. cn / thesisDetails #10.37188 /
CJL.20210211.
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