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基于香豆酰肼的高选择性的铜离子荧光探针

赵秀文，张亚男，何广杰，周　硼

（大连理工大学化学系 精细化工国家重点实验室，辽宁 大连　１１６０１２）

摘要：设计合成了含有香豆酰肼官能团的铜离子荧光探针，Ｎ，Ｎ二乙基氨基香豆素３酰肼吡啶醛（ＸＢ），该探
针在水溶液中［Ｖ（ＣＨ３ＣＮ）∶Ｖ（Ｈ２Ｏ）＝１∶１］对铜离子识别和检测具有较高的灵敏度和选择性。碱金属和碱土金

属离子Ｋ＋、Ｎａ＋、Ｍｇ２＋、Ｃａ２＋以及过渡金属离子Ｃｒ３＋、Ｍｎ２＋、Ｆｅ３＋、Ｃｏ２＋、Ｎｉ２＋、Ｚｎ２＋、Ｃｄ２＋、Ｈｇ２＋和Ａｇ＋等对Ｃｕ２＋

离子的识别无显著影响。光谱滴定和ＥＳＩＭＳ谱表明Ｃｕ２＋离子与ＸＢ以１∶２的化学计量比形成配合物。
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１　引　　言

铜是生命体系中重要的微量元素，在细胞中

的含量仅次于锌和铁［１］，在从细菌到哺乳动物的

各种有机体的基本生理过程中均发挥着重要作

用，它以金属酶（如过氧化物歧化酶，细胞色素氧

化酶，酪胺酸酶等）形式参与了生命体系中电子

传递、氧化还原等一系列过程［２］。任何不正常的

铜的摄取都会导致生长代谢失调，甚至引起严重

的疾病和死亡。生物体摄入过量的铜会产生中毒

现象，但铜含量不足则可导致生长和代谢的紊乱，

人体血液中铜离子的正常含量为１００～１５０μｇ／
ｄＬ（１５．７～２３．６μｍｏｌ·Ｌ－１）［３］。铜在细胞中的

分布受到严格的控制，平均每个细胞的细胞液中

含有不超过一个游离铜离子［４］。铜在细胞中平

衡的改变会导致抑制神经性疾病，如Ｍｅｎｋｅｓ综合
征［５］、Ｗｉｌｓｏｎ病［６］、家族遗传性脊侧索硬化［７］、老

年痴呆病［８］和Ｐｒｉｏｎ病［９］等。

无机金属离子的识别与传感是生命科学和环

境科学中具有重要意义的课题，设计合成用于检

测环境生命体系中的重要金属离子的荧光探针已

得到广泛的关注［１０～１５］。荧光分析法具有灵敏度

高、可实时检测、对样品基本无损伤等优点而具有

广阔的应用前景。但目前的铜离子荧光探针由于

受到合成方法以及选择性、灵敏度和水溶性的限

制，无法在环境和生命体系中得到应用；另一方

面，荧光探针的激发波长在紫外区会损害细胞或

生物体，同时细胞内部成分如蛋白质的背景荧光

也可能对荧光分析引起干扰。因此，开发易于合

成的、可见光激发的荧光探针分子，用于环境生命

体系中铜离子的高选择性识别成为迫切和重要的

课题［１６～２０］。

香豆素分子具有较大的摩尔吸光系数和较高

的荧光量子产率，因此香豆素类染料常被用作为

发色基团合成高效的荧光探针。香豆素的激发波

长在可见区，而且又易于衍生和修饰，因此我们利

用简单的席夫碱反应将具有荧光特性的功能基团

香豆素的酰肼化合物与含有氮、氧配位点的识别

基团吡啶醛相结合，设计合成了一种新的高选择

性的 Ｃｕ２＋荧光探针分子———配体 ＸＢ，以期望提
高荧光探针的灵敏度、选择性和水溶性。本文还

利用紫外和荧光光谱滴定，核磁、质谱和单晶衍射

等分析方法，对识别过程和机理进行了探讨。
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图１　ＸＢ的合成路线

Ｆｉｇ．１　ＳｙｎｔｈｅｓｉｓｒｏｕｔｅｏｆＸＢ
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２　实　　验
２．１　仪器和试剂

Ｃ、Ｈ、Ｎ元素分析使用 ＥｌｅｍｅｎｔａｒｖａｒｉｏＥＬＩＩＩ
元素分析仪；红外光谱使用 ＮｉｃｏｌｅｔＮＥＸＵＳＦＴＩＲ
光谱仪测定；１ＨＮＭＲ使用ＶａｒｉａｎＩＮＯＶＡ４００ＭＨｚ
核磁共振仪测定；电喷雾质谱用ＨＰＬＣＱＴｏｆＭＳ型
质谱仪测定；紫外光谱测定使用 ＨＰ８４５３紫外可
见光谱仪；荧光光谱测定使用 ＪＡＳＣＯＦＰ６５００荧
光光谱仪。晶体结构测定用 Ｓｉｅｍｅｎｓ公司
ＳＭＡＲＴＣＣＤ衍射仪。

所用试剂均为分析纯，使用前未做进一步处

理。阳离子 Ｋ＋、Ｎａ＋、Ｍｇ２＋、Ｃａ２＋、Ｃｒ３＋、Ｍｎ２＋、
Ｆｅ３＋、Ｃｏ２＋、Ｎｉ２＋、Ｚｎ２＋、Ｃｄ２＋、Ｈｇ２＋、Ａｇ＋、Ｐｂ２＋和
Ｃｕ２＋配成２．０×１０－２ｍｏｌ·Ｌ－１贮备液，用前稀释。
配体 ＸＢ（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）配制成乙腈水溶液
［Ｖ（ＣＨ３ＣＮ）∶Ｖ（Ｈ２Ｏ）＝１∶１］。
２．２　配合物 ＸＢ的合成

ＸＢ的合成：将０．７６ｇ（２．７６ｍｍｏｌ）Ｎ，Ｎ二乙
基氨基香豆素３酰肼和０．５９ｇ（５．５１ｍｍｏｌ）２吡啶
甲醛溶解于２０ｍＬ甲醇溶剂中，回流搅拌６ｈ后将甲
醇溶剂减压蒸出，粗产物以 Ｖ（ＣＨ３ＣＯＯＣ２Ｈ５）∶
Ｖ（ＣＨ３ＯＨ）＝１５∶１溶液为展开剂，进行硅胶柱色
谱分离。得到 ０．４２ｇ（１．２ｍｍｏｌ）黄色粉末，产
率４２％。

元素分析（Ｃ２０Ｈ２０Ｎ４Ｏ３）计算值：Ｃ６５．９２；Ｈ
５．５３；Ｎ１５．３８。实测值：Ｃ６６．０１；Ｈ５．４９；
Ｎ１５．３６。

１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６）δ（×１０－６）
１１．５３０（１Ｈ，ｓ，ＮＨ），８．６５１（１Ｈ，ｓ），８．２３４
（１Ｈ，ｄ），８．０７８（１Ｈ，ｄ），８．００５（１Ｈ，ｍ），
７．４２９（１Ｈ，ｍ），７．４０７（１Ｈ，ｓ），６．７８５（１Ｈ，
ｄ），６．７６３（１Ｈ，ｄ），６．５６９（１Ｈ，ｓ），３．４３５（ｑ，
４Ｈ），１．１３７（ｔ，６Ｈ）。

ＡＰＩＭＳｍ／ｚ：３６５．２５（［ＸＢ＋Ｈ］＋）。
ＩＲ（ＫＢｒ压片，ｃｍ－１）：３８１４．１５（ｗ），

３４３７．６０（ｍ），２９７２．６６（ｗ），１６９０．３１（ｓ），
１６１５．５９（ｓ），１５７９．０１（ｓ），１５１１．２８（ｓ），
１４６９．４６（ｓ），１４１７．４０（ｓ），１３５３．６９（ｓ），
１３０６．８６（ｗ），１２６５．００（ｍ），１２００．１８（ｓ），
１１３２．９１（ｓ），１０７８．０３（ｍ），１００９．３０（ｗ），９９２．４７
（ｗ），９１２．２６（ｗ），８２７．４９（ｗ），８０３．９５（ｗ），
７８７．９７（ｍ），７７１．９０（ｍ），７４０．０４（ｗ），６９３．８０

（ｍ），６１７．５４（ｍ），５２１．２０（ｗ），４９２．２０（ｗ），
４７３．７５（ｍ）。
２．３　晶体结构

ＸＢ的晶体采用ＣＨ２Ｃｌ２自然挥发法培养。晶
体结构测定用 ＳＭＡＲＴＣＣＤ衍射仪（ＭｏＫα射线
波长为 λ＝０．０７１０７３ｎｍ），通过 ＳＭＡＲＴ和
ＳＡＩＮＴ程序收集衍射数据［２１］。结构用 ＳＨＥＬＸＴＬ
５．１［２２］直接法解出，对Ｆ２用全矩阵最小二乘法精
修。ＸＢ的晶体结构如图２所示。分子式：Ｃ２０Ｈ２０
Ｎ４Ｏ３，分子量：３６４．４０，温度：２９３（２）Ｋ，晶系：单
斜，空间群：Ｐ２（１）／ｎ，晶胞：ａ＝１．４６５７２（１９）
ｎｍ，ｂ＝０．６３１２６（８）ｎｍ，ｃ＝１．９７２９（３）ｎｍ，β＝
９５．５３６（１０）°，Ｖ＝１．８１６９（４）ｎｍ３，Ｒｉｎｔ＝０．０３１３，
Ｒ１［Ｉ＞２σ（Ｉ）］＝０．０６９３，ｗＲ２（ａｌｌｄａｔａ）＝０．２３７７，
ＧＯＯＦ＝１．０５４。
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图２　ＸＢ的分子结构
Ｆｉｇ．２　ＭｏｌｅｃｕｌａｒｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＸＢ

２．４　荧光光谱滴定
向石英比色皿中加入２ｍＬ１０μｍｏｌ／Ｌ的ＸＢ

乙腈水溶液［Ｖ（ＣＨ３ＣＮ）∶Ｖ（Ｈ２Ｏ）＝１∶１］，用
Ｃｕ（ＣｌＯ４）２乙腈溶液（１×１０

－３ｍｏｌ·Ｌ－１）滴定。
在４４１ｎｍ波长光激发下，测定生成配合物在４００～
８００ｎｍ的发射光谱。

３　结果与讨论
３．１　探针的光谱性质

如图３所示，在乙腈水溶液中配体 ＸＢ（１０
μｍｏｌ·Ｌ－１）在３０７ｎｍ和４４１ｎｍ处显示出较强
的紫外吸收峰，向此溶液中逐滴加入 Ｃｕ２＋离子
（１×１０－３ｍｏｌ·Ｌ－１）后，紫外吸收峰强度逐渐减
弱，并在３５５ｎｍ和４６５ｎｍ处各出现了新的吸收
峰。即配体与铜离子配位后紫外吸收峰分别红移

了４５ｎｍ和２４ｎｍ，猝灭过程中伴有裸眼可见的
从黄绿色到橙黄色的颜色变化过程。紫外光谱的

红移变化可能是由于配体与 Ｃｕ２＋离子的配位使
两个配体之间距离减小，体系的共轭程度增大造

成的。由摩尔比率的方法可以计算出 Ｃｕ２＋与配
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体的配位比为 １∶２，经最小二乘法线性拟合计
算［２３］，所生成配合物的稳定常数Ｋ值为（１．４１±
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图３　Ｃｕ２＋与配体ＸＢ的紫外滴定曲线；插图为４４１ｎｍ吸
吸收的稳定常数计算线性拟合图。Ａ０是 ＸＢ配体

的吸收强度，Ａ加入 Ｃｕ２＋后的 ＸＢ吸收强度，Ａｌｉｍ是

加入过量 Ｃｕ２＋后的 ＸＢ饱和吸收强度，Ｒ相关
参数。

Ｆｉｇ．３　ＵＶｖｉｓａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆＸＢ（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）
ｗｉｔｈａｄｄｉｔｉｏｎｏｆａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＣｕ２＋ ｉｎ
ａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎＶ（ＣＨ３ＣＮ）∶Ｖ（Ｈ２Ｏ）＝１∶１．Ｆｉｔ
ｌｉｎｅｉｓｂａｓｅｄｏｎＵＶｖｉｓａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ（ａｔ４４１ｎｍ）．Ａ０
ｉｓｔｈｅａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｆｒｅｅｌｉｇａｎｄ（ＸＢ），Ａｉｓ
ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＸＢａｆｔｅｒａｄｄｉｔｉｏｎｏｆａｇｉｖｅｎ
ａｍｏｕｎｔｏｆＣｕ２＋．Ａｌｉｍ ｉｓａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｔｈｅ

ｓａｔｕａｒｔｅｄｖａｌｕｅｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｅｘｃｅｓｓＣｕ２＋ ｉｏｎ．
Ｒ：ｒｅｌａｔｅｄｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ．
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图４　ＸＢ在水溶液中随Ｃｕ２＋浓度变化的荧光强度曲线；

插图为相对荧光强度随加入铜离子含量的关系，Ｉ０
自由配体ＸＢ的相对发光强度，激发波长４４１ｎｍ，

监测峰值４８４ｎｍ，Ｒ修改参数。

Ｆｉｇ．４　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆＸＢｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎ

ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＣｕ２＋ ｉｎａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎＶ（ＣＨ３ＣＮ）∶

Ｖ（Ｈ２Ｏ）＝１∶１．Ｉｎｓｅｔ：ｒｅｌａｔｉｖｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｆｌｕｏｒｅｓ

ｃｅｎｃｅｖｅｒｓｕｓｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＣｕ２＋．Ｉ０ｉｓｔｈｅｆｌｕｏ

ｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｆｒｅｅｌｉｇａｎｄ（ＸＢ）．Ｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓ

ｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄａｔ４８４ｎｍ，ｅｘｃｉｔａｅｄ

ｂｙ４４１ｎｍ．Ｒ：ｒｅｌａｔｅｄｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ．

００５）×１０９（ｍｏｌ·Ｌ－１）－２。
图４为乙腈水溶液中Ｃｕ２＋离子与配体ＸＢ的

荧光滴定曲线。在４４１ｎｍ波长光的激发下，配体
ＸＢ（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）在４８４ｎｍ处显示出较强的
荧光，向此溶液中逐步加入２μｍｏｌ·Ｌ－１的 Ｃｕ２＋

离子溶液（１×１０－３ｍｏｌ·Ｌ－１），ＸＢ的荧光强度迅
速减弱，当加入的 Ｃｕ２＋离子达到 １０μｍｏｌ·Ｌ－１

后，荧光强度减弱趋于平缓，并伴有少量的红移

（图４）。为了考察 ＸＢ对铜离子的检测灵敏度，
我们又做了低限测试。当配体浓度为１μｍｏｌ·
Ｌ－１时，相对荧光强度与 Ｃｕ２＋离子浓度（ｃＣｕ２＋）具
有良好的线性关系（图 ４中插图），Ｃｕ２＋离子的
ＥＣ５０＝６μｍｏｌ·Ｌ

－１（０．４×１０－６），因此在该实验
条件下ＸＢ可检测到水溶液中１０－６量级的 Ｃｕ２＋

离子，该值小于美国环保局规定的饮用水中铜离

子含量的最高值（２０μｍｏｌ·Ｌ－１）［２４］。
３．２　探针的选择性和竞争实验

为了考察生物体系中常见的金属离子对铜离

子识别的干扰情况，我们在自由配体 ＸＢ的溶液
中，加入了不同的金属离子并分别测得它们在

４８４ｎｍ的荧光强度（图５中灰色线）。从图中可
以明显看出向ＸＢ配体溶液（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）中加
入生物体系中大量存在的碱金属和碱土金属或其

他金属离子 Ｎａ＋Ｋ＋，Ｍｇ２＋和 Ｃａ２＋后，荧光强度
没有明显变化；加入过渡金属离子如Ｃｒ３＋，Ｍｎ２＋，
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图５　配体ＸＢＬ在水溶液中对各种金属离子（Ｍｓ）荧光响应
Ｆｉｇ．５　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓｏｆｐｒｏｂｅＸＢ（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）

ｔｏｖａｒｉｏｕｓｃａｔｉｏｎｓ（Ｍｓ） ｉｎ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
Ｖ（ＣＨ３ＣＮ）∶Ｖ（Ｈ２Ｏ）＝１∶１．Ｔｈｅｇｒａｙｂａｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔ
ｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓｏｆＸＢｕｐｏｎａｄｄｉｔｉｏｎｏｆ
ｖａｒｉｏｕｓｃａｔｉｏｎｓ（１００μｍｏｌ·Ｌ－１）；ｔｈｅｂｌａｃｋｂａｒｓ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｕｃｃｅｅｄｉｎｇａｄｄｉｔｉｏｎｏｆＣｕ２＋（２０μｍｏｌ·
Ｌ－１）ｔｏｔｈｅａｂｏｖｅｍｅｎｔｉｏｎｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
Ｔｈｅｅｍｉｓｓｉｏｎｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓｗｅｒｅｉｎｔｅｇｒａｔｅｄａｔ４８４ｎｍ，
ｅｘｃｉｔｅｄｂｙ４４１ｎｍ．
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Ｆｅ３＋，Ｃｏ２＋，Ｎｉ２＋，Ｚｎ２＋，Ｃｄ２＋，Ｈｇ２＋，Ａｇ＋，以
及ⅣＡ族的 Ｐｂ２＋离子对配体的荧光强度都没有
显著影响，但加入 Ｃｕ２＋离子时，荧光信号发生明
显猝灭。这表明Ｃｕ２＋离子会与配体 ＸＢ配位，配
体 ＸＢ结合 Ｃｕ２＋后荧光的猝灭及红移可能归因
于氨基向香豆素基团的 ＰＣＴ过程（ｐｈｏｔｏｉｎｄｕｃｅｄ
ｃｈａｒｇｅｔｒａｎｓｆｅｒ）［２５］。影响 ＸＢ对 Ｃｕ２＋独特的选
择性还存在其他因素，比如酰肼基团及吡啶上

的 Ｎ，Ｏ螯合配体对 Ｃｕ２＋的高热力学亲和能
力［２６］。　　

为了进一步研究在其它金属离子共存时对荧

光探针ＸＢ选择性的影响，我们考察了碱金属、碱
土金属以及部分第一过渡系金属离子与铜离子的

竞争实验（图５中黑色线）。从图５可以看出，在
１００μｍｏｌ·Ｌ－１其它金属离子存在的条件下，再加
入２０μｍｏｌ·Ｌ－１的 Ｃｕ２＋离子也会引起荧光强烈
猝灭。这表明环境生命体系中相关的金属离子的

存在不会影响Ｃｕ２＋的检测和识别。
３．３　反应机理探讨

为了进一步研究配体与 Ｃｕ２＋离子的结合模
式，我们做了Ｃｕ２＋离子与ＸＢ结合产物的ＥＳＩＭＳ
谱（如图６所示）。从图６可以看出，在 ＸＢ的溶
液中加入Ｃｕ２＋后，可以清晰地观察到ｍ／ｚ＝３９５．７２，
ｍ／ｚ＝７９０．４５和 ｍ／ｚ＝８９０．４２三个峰，分别归属
为［Ｃｕ（ＸＢ）２］

２＋二价峰，［Ｃｕ（ＸＢ）２Ｈ］
＋与

［Ｃｕ（ＸＢ）２＋ＣｌＯ４］
＋一价峰。这些峰与通过 ＩｓｏＰｒｏ

３．０程序拟合的峰符合（插图为ｍ／ｚ＝８９０．４２）。

!""

#"" !#""

!"#

$
%
&
'
(
)
*
%
'
+
,
-
.
'
-
/
%
0
1

2"" 3"" 4"" !""" !2""

"

5637!!4 5

56373!4 5

5687!!4 5

56873!4 5

56973!4 5

46"72## 3

46#7!49 #

46!7!49 #

4657!49 #

4627!49 #

4697!49 #

:;%<=%()/'&

56978!3 6

56378#5 5

5637#5" 8

5687#58 4

568785! !

46"72## 3

46#72!2"

46!72!4 "

465722# 8

46272#5 4

4697258 3

563 568 564

46" 46! 46# 465 462 469 463

86"7228 4

46"72## 3

>?@%=)A%-('&

56978!3 6

图６　ＸＢＣｕ２＋的电喷雾质谱
Ｆｉｇ．６　ＥＳＩＭＳｓｐｅｃｔｒａｏｆＸＢｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＣｕ（ＣｌＯ４）２

这给出在溶液中Ｃｕ２＋离子与ＸＢ形成了化学计量
数为１∶２配合物的另一有力证据。

４　结　　论
通过简便的方法设计并合成了一种新的基于

香豆酰肼的荧光探针ＸＢ，该探针对Ｃｕ２＋离子具有
较好的识别和选择性作用。Ｃｕ２＋离子以１∶２的化
学计量比与ＸＢ配位，生成的配合物的稳定常数Ｋ
为（１．４１±０．０５）×１０９（ｍｏｌ·Ｌ－１）－２。该探针在水
溶液中［Ｖ（ＣＨ３ＣＮ）∶Ｖ（Ｈ２Ｏ）＝１∶１］对Ｃｕ

２＋离子识

别的灵敏度较高，检测低限为０．４×１０－６（６μｍｏｌ·
Ｌ－１）。生物体系中大量存在的Ｋ＋，Ｎａ＋，Ｃａ２＋和
Ｍｇ２＋离子不会影响Ｃｕ２＋的测定，Ｃｒ３＋、Ｍｎ２＋、Ｆｅ３＋、
Ｃｏ２＋、Ｎｉ２＋、Ｚｎ２＋、Ｃｄ２＋、Ｈｇ２＋、Ａｇ＋和 Ｐｂ２＋等对
Ｃｕ２＋离子的检测也没有显著影响。荧光探针 ＸＢ
有望用于生命和环境体系中铜离子的检测。
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