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基于 Ｓｃｈｉｆｆ 碱结构的香豆素类荧光探针的
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摘要: 以 ２￣氨基苯并咪唑和 ７￣羟基香豆素为基本原料制备了 Ｍｇ２ ＋ 荧光探针ꎬ采用核磁共振谱与质谱等手段

对产物的构成进行了详尽的表征ꎮ 然后通过荧光发射光谱的测试分析ꎬ了解了探针的各项性能ꎮ 结果显示ꎬ
在 ＭｅＯＨ∶ Ｈ２Ｏ ＝１∶ １(Ｖ∶ Ｖ) 混合溶液中探针对 Ｍｇ２ ＋ 具有良好的选择性而不受其他金属离子(Ｃａ２ ＋ 、Ｎａ ＋ 、Ｌｉ ＋ 、
Ｋ ＋ 、Ｃｕ２ ＋ 、Ｆｅ３ ＋ 、Ｚｎ２ ＋ 、Ｎｉ２ ＋ 、Ｍｎ２ ＋ 、Ｂａ２ ＋ 、Ｃｄ２ ＋ 、Ｃｒ３ ＋ 、Ａｇ ＋ 、Ａｌ３ ＋ 、Ｈｇ２ ＋ 、Ｃｏ２ ＋ 、Ｐｂ２ ＋ )的干扰ꎮ 探针对 Ｍｇ２ ＋ 具有

可逆性ꎬ其检测限为 ７. ３ × １０ － ８ ｍｏｌ / Ｌꎮ 通过对探针的性能研究可知该探针能够完成对 Ｍｇ２ ＋ 的检测ꎬ在生命

医学、环境科学及分析化学等领域具有潜在的应用价值ꎮ
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１　 引　 　 言

镁元素是生命过程中必不可少的生物离

子[１￣２]ꎬ在生命体中以二价离子的形式存在ꎬ广泛

分布在人体的各种细胞及身体器官中ꎮ 镁离子参

与了人体的多种生理活动[３]ꎬ比如细胞的增殖、
生物酶反应、构建转运蛋白、信号传导及 ＤＮＡ 结

构的稳定[４] 等ꎮ 镁离子在细胞功能中起着关键

作用ꎬ它的缺失将会导致细胞的死亡ꎮ 成年人每

日摄入镁的量应达到 ３００ ｍｇꎬ其来源主要为海鲜、
蔬菜、奶制品及全谷类[５]ꎮ 镁离子摄入量过多或缺

乏均会导致各种疾病[６￣７]ꎮ 当镁离子在人体内含量

超标时ꎬ会导致代谢紊乱并对骨骼、胃肠道、神经元

及肾脏造成危害[８]ꎮ 而镁离子在人体内长期以低

浓度存在时ꎬ往往导致糖尿病、心脏病、低钙血症、
骨质疏松症等疾病[９￣１０]ꎮ 此外ꎬ镁离子还是植物体

内叶绿素的重要组成部分ꎬ参与了植物所需的光合

作用ꎬ因而对于维持生物的正常生长具有非常重要

的作用ꎮ 因此ꎬ我们很有必要寻找一种快速有效地

检测生物系统和环境中的镁离子的方法ꎮ
检测镁离子常用的手段主要有 ＥＤＴＡ 滴定

法、同位素质谱法、原子吸收分光光度法、离子层

析法及镁试剂比色法等[１１]ꎮ 与这些传统的检测

方法相比较ꎬ荧光探针法具有选择性和灵敏度高、
可实时检测、操作简单、测试速度快及成本比较低

等优势ꎬ因而引起了研究人员的广泛关注[１２￣１３]ꎮ
近年来ꎬ镁离子荧光探针已有大量报道ꎬ然而大多

数报道的镁离子荧光探针难以区分镁离子和钙离

子ꎬ主要是由于镁离子与钙离子化学性质很相似ꎬ
造成不能高选择性地识别镁离子ꎮ

本文所合成的新型荧光探针具有能够高选择

性识别镁离子而不受钙离子影响的特点ꎬ采用常

规手段核磁谱及质谱表征了产物的结构和组成ꎬ
通过一系列分析测试方法研究了该探针的光谱性

质及反应机理ꎮ

２　 实　 　 验

２. １　 仪器与试剂

Ｈｉｔａｃｈｉ Ｆ￣７０００ 荧光光谱仪ꎬ日本日立公司ꎻ
Ｂｒｕｋｅｒ ４００ ＭＨｚ 核磁共振仪ꎬ瑞士布鲁克公司ꎻ
Ｂｒｕｋｅｒ Ｅｓｑｕｉｒｅ ６０００ 质谱仪ꎬ德国布鲁克公司ꎻ
ＸＴ４￣１００Ｘ 显微熔点测定仪ꎬ北京电光仪器厂ꎮ

７￣羟基香豆素、２￣氨基苯并咪唑、冰乙酸、六
次甲基四胺、无水甲醇(ＡＲꎬ国药基团化学试剂有

限公司)ꎻＮａＮＯ３、ＫＮＯ３、ＬｉＮＯ３、ＡｇＮＯ３、Ｐｂ(ＮＯ３ ) ２、
Ａｌ(ＮＯ３)３、Ｂａ(ＮＯ３)２、Ｈｇ(ＮＯ３)２􀅰Ｈ２Ｏ、Ｃｄ(ＮＯ３)２􀅰
４Ｈ２Ｏ、Ｃｏ(ＮＯ３)２􀅰６Ｈ２Ｏ、ＭｎＣｌ２􀅰４Ｈ２Ｏ、Ｃｕ(ＮＯ３)２􀅰
３Ｈ２Ｏ、Ｎｉ ( ＮＯ３ ) ２ 􀅰６Ｈ２Ｏ、 Ｚｎ ( ＮＯ３ ) ２ 􀅰６Ｈ２Ｏ、
Ｆｅ(ＮＯ３)３􀅰９Ｈ２Ｏ、Ｍｇ(ＮＯ３)２ 􀅰６Ｈ２Ｏ、Ｃｒ(ＮＯ３)３ 􀅰
９Ｈ２Ｏ、Ｃａ(ＮＯ３) ２􀅰４Ｈ２Ｏ(ＡＲꎬ上海阿拉丁试剂有

限公司)ꎮ
实验中所用其他试剂均为 ＡＲꎮ 实验所用蒸

馏水为二次蒸馏制得ꎮ 金属离子储备液均由金属

硝酸盐和水合金属硝酸盐制备得到ꎮ
２. ２　 探针的合成

图 １ 为探针 Ｌ 的合成路线ꎮ
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图 １　 探针 Ｌ 的合成路线

Ｆｉｇ. １　 Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｒｏｕｔｅｓ ｏｆ ｐｒｏｂｅ Ｌ

２. ２. １　 中间体 Ｉ 的合成

准备好 ２５０ ｍＬ 的单口圆底烧瓶ꎬ加入 ５ ｇ ７￣
羟基香豆素和 ５０ ｍＬ 冰乙酸ꎬ随后加入 １０ ｇ 六次

甲基四胺ꎬ放入磁子并搅拌均匀ꎬ设置加热温度为

９５ ℃ꎬ开始加热回流约 ６ ｈꎬ将反应物稍微冷却后

加入 ７５ ｍＬ 的 ２０％盐酸ꎬ重新调节温度为 ６０ ℃ꎬ
在该温度下加热回流 ３０ ｍｉｎꎮ 将反应产物自然冷

却后用乙醚进行萃取ꎬ将萃取后的澄清有机溶液

合并到锥形瓶中ꎬ加入适量的无水 Ｎａ２ＳＯ４ꎬ用玻

璃棒充分搅拌进行干燥ꎬ然后过滤ꎬ将滤液浓缩后



　 第 ７ 期 杨文生ꎬ 等: 基于 Ｓｃｈｉｆｆ 碱结构的香豆素类荧光探针的合成及对 Ｍｇ２ ＋ 的识别 ９４３　　

得到黄色的固体产物ꎬ再进行重结晶操作ꎬ真空干

燥后得到 １. ５６ ｇ 淡黄色固体ꎬ即为中间体 Ｉꎬ产率

２７％ ꎬ熔点 １８８. ３ ~ １８９. ４ ℃ꎮ
２. ２. ２　 探针 Ｌ 的合成

在干净的 ２５０ ｍＬ 的单口圆底烧瓶中ꎬ加入

０. ２７ ｇ ２￣氨基苯并咪唑与 ３５ ｍＬ 无水甲醇ꎬ在 ８０
℃加热回流ꎬ充分搅拌使其溶解ꎮ 取干净的小烧

杯ꎬ加入 ０. ３８ ｇ 中间体 Ｉ 与 ５０ ｍＬ 无水甲醇ꎬ用玻

璃棒搅拌使其溶解完全ꎮ 然后用滴管逐滴将小烧

杯中的溶液移入圆底烧瓶中ꎮ 加热回流不久ꎬ析
出大量沉淀ꎮ 继续回流 ２４ ｈꎬ将反应物自然冷却

后减压浓缩至最初的 ２０％ ꎬ然后过滤ꎬ用冷的无

水甲醇淋洗两次ꎬ真空干燥后得到 ０. ２７ ｇ 棕红色

固体粉末ꎬ即为探针 Ｌꎬ产率 ４４％ ꎬ熔点 ２９１. ３ ~
２９２. ５ ℃ꎮ １Ｈ ＮＭＲ(４００ ＭＨｚꎬ ＤＭＳＯ￣ｄ６) δ １３. ０２
(ｓꎬ １Ｈ)ꎬ １０. ３９(ｓꎬ １Ｈ)ꎬ ９. ９３(ｓꎬ ８Ｈ)ꎬ ８. ０５ ~
７. ９１(ｍꎬ ９Ｈ)ꎬ ７. ８０(ｄꎬ Ｊ ＝ ８. ７ Ｈｚꎬ ９Ｈ)ꎬ ７. ５７
(ｓꎬ １１Ｈ)ꎬ ７. ２７ ~ ７. １０(ｍꎬ １９Ｈ)ꎬ ７. ０２ ~ ６. ８８
(ｍꎬ １０Ｈ)ꎬ ６. ５５(ｓꎬ １Ｈ)ꎬ ６. ３７(ｄꎬ Ｊ ＝ ９. ５ Ｈｚꎬ
８Ｈ)ꎬ ３. ４６ (ｄꎬ Ｊ ＝ ７. ０ Ｈｚꎬ １Ｈ)ꎮ１３Ｃ ＮＭＲ (１０１
ＭＨｚꎬ ＤＭＳＯ￣ｄ６) δ １６４. ７４ꎬ１６０. ０２ꎬ１５５. ５０ꎬ１５２. ９２ꎬ
１４５. ０３ꎬ１３４. ９２ꎬ１２２. ９６ꎬ１２０. １５ꎬ１１４. ５３ꎬ１１２. ８３ꎬ
１１１. ９２ꎬ １１１. ４８ꎬ １０６. ８８ꎮ ＥＳＩ￣ＭＳ: ｍ / ｚ ３０６. ５
[Ｍ ＋ Ｈ] ＋ ꎮ 　
２. ３　 光谱测试

称取适量探针移入容量瓶中ꎬ用溶剂 ＤＭＦ 溶

解并定容ꎬ配制成浓度为 １. ０ × １０ － ３ ｍｏｌ / Ｌ 的探

针储备液待用ꎮ 称取适量金属硝酸盐或水合金属

硝酸盐移入容量瓶中用蒸馏水定容ꎬ配制浓度为

１. ０ × １０ － ３ ｍｏｌ / Ｌ 金属离子储备液待用ꎮ 在荧光

发射光谱测试中ꎬ向石英比色皿中加入 ２ ｍＬ 的

ＭｅＯＨ∶ Ｈ２Ｏ ＝１∶ １(Ｖ∶ Ｖ) 的混合溶液(ｐＨ ＝ ７. ２)ꎬ
接着用微量进样器加入 ２０ μＬ 的待用的探针储备

液(测定检测限加入 ５ μＬ 待用的探针储备液)ꎬ
最后加入待用的金属离子储备液ꎬ进行光谱测试ꎮ
其中荧光发射光谱的激发波长为 ３９５ ｎｍꎬ狭缝均

为 １０ ｎｍꎮ

３　 结果与讨论

３. １　 探针对金属离子的识别性能

研究了探针对常见金属离子的识别能力ꎬ结
果如图 ２ 所示ꎮ 发现大多数金属离子加入后的荧

光强度比较低ꎬ表明对探针没有响应或只有微弱

的响应ꎮ 而当加入 Ｍｇ２ ＋ 时ꎬ在 ４９８ ｎｍ 处出现一

个很强的荧光发射峰ꎬ测试溶液在 ３６５ ｎｍ 紫外光

下发出明亮的蓝绿色荧光ꎬ结果显示在图 ２ 中ꎮ
表明 Ｍｇ２ ＋ 对探针有积极的响应ꎬ即探针对 Ｍｇ２ ＋

有很好的选择性ꎮ 其原因主要是在加入 Ｍｇ２ ＋ 之

前ꎬ探针分子中的 Ｎ 原子上的孤对电子向香豆素

基团转移电子ꎬ此时探针分子的荧光非常微弱ꎻ当
加入 Ｍｇ２ ＋ 之后ꎬＮ 原子上的孤对电子与 Ｍｇ２ ＋ 形

成配位键ꎬ限制了孤对电子转移ꎬ使得光诱导电子

转移受阻ꎬ从而造成探针出现很强的荧光发射ꎮ
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图 ２　 不同金属离子存在下探针(１. ０ × １０ － ５ ｍｏｌ / Ｌ)的荧

光发射光谱

Ｆｉｇ. ２　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｐｒｏｂｅ(１. ０ × １０ － ５

ｍｏｌ / Ｌ)ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔａｌ ｉｏｎｓ

３. ２　 探针对 Ｍｇ２ ＋的荧光发射光谱

在 ＭｅＯＨ∶ Ｈ２Ｏ ＝１∶ １(Ｖ∶ Ｖ)的混合溶液中ꎬ加
入浓度为 １. ０ × １０ － ５ ｍｏｌ / Ｌ 探针溶液ꎬ然后逐渐

滴加 Ｍｇ２ ＋ 溶液ꎬ观察荧光发射光谱的荧光强度不

再增加为止ꎮ 如图 ３ 所示ꎬ可以发现随着 Ｍｇ２ ＋ 浓

度的增加荧光发射光谱逐渐增强ꎬ其荧光发射峰

出现在 ４９８ ｎｍ 处ꎮ 从起始到滴定终点的荧光强

度增加了约 ７ 倍ꎬ变化十分显著ꎮ 在图 ３ 的右上
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图 ３　 探针(１. ０ × １０ － ５ ｍｏｌ / Ｌ)随着 Ｍｇ２ ＋ 浓度增加的荧光

发射光谱

Ｆｉｇ. ３　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｐｒｏｂｅ(１. ０ × １０ － ５

ｍｏｌ / Ｌ)ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｍｇ２ ＋
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角小插图是滴定曲线图ꎬ可见随着 Ｍｇ２ ＋ 浓度的增

加ꎬ曲线缓慢增加ꎬ当 Ｍｇ２ ＋ 的加入量为 １. ０ 当量

时ꎬ荧光强度达到最大值ꎮ 所以可以判断探针与

Ｍｇ２ ＋ 是按 １∶ １进行配位的ꎮ
３. ３　 共存金属离子的影响

设 Ｆ０ 为探针本身的荧光强度ꎬＦ 为不同金属

离子加入时的荧光强度ꎮ 如图 ４ 所示ꎬ可知在所

有共存金属离子中ꎬＭｇ２ ＋ 比其他金属离子具有更

强的竞争能力ꎬ通常对 Ｍｇ２ ＋ 形成严重干扰的

Ｃａ２ ＋ 在这里并没有对 Ｍｇ２ ＋ 构成影响ꎮ 虽然 Ｃｄ２ ＋

对荧光有一定的猝灭ꎬ但并不影响竞争结果ꎮ 因

此ꎬ探针在选择性识别 Ｍｇ２ ＋ 的同时ꎬ并不受到其

他共存离子的影响ꎬ具有很好的抗干扰能力ꎮ
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图 ４　 共存金属离子的竞争实验

Ｆｉｇ. ４　 Ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｏｆ ｃｏｅｘｉｓｔｉｎｇ ｍｅｔａｌ ｉｏｎｓ

３. ４　 可逆性实验

可逆性是具有实用价值的荧光探针应具备的

性质ꎮ 图 ５(ａ)表示浓度为 １. ０ × １０ － ５ ｍｏｌ / Ｌ 的探

针溶液的荧光强度ꎻ图 ５(ｂ)表示向浓度为 １. ０ ×
１０ － ５ ｍｏｌ / Ｌ 的探针溶液中加入 １. ０ 当量的 Ｍｇ２ ＋

溶液后的荧光强度ꎻ图 ５(ｃ)表示再向上述溶液中

加入 １. ０ 当量的 ＥＤＴＡ 后的荧光强度ꎮ 可见最初

探针的荧光很微弱ꎬ当加入 Ｍｇ２ ＋ 后ꎬ探针与 Ｍｇ２ ＋
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图 ５　 探针识别 Ｍｇ２ ＋ 的可逆性实验

Ｆｉｇ. ５　 Ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｏｆ ｐｒｏｂｅ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ Ｍｇ２ ＋

相互配位ꎬ从而发出强烈的蓝绿色荧光ꎮ 接着再

加入 ＥＤＴＡ 后溶液的强荧光重新恢复到微弱的状

态ꎬ这是由于具有更强配位能力的 ＥＤＴＡ 与 Ｍｇ２ ＋

结合形成新的配合物ꎬ并释放出探针ꎬ其变化过程

见图 ５ 的右上角示意图ꎮ 因此探针识别 Ｍｇ２ ＋ 的

过程是可逆的ꎮ
３. ５　 探针与 Ｍｇ２ ＋的配位比的确定

采用荧光光谱法确定探针与 Ｍｇ２ ＋ 的配位比ꎮ
具体在 Ｊｏｂ􀆳ｓ ｐｌｏｔ 实验中ꎬ改变探针与 Ｍｇ２ ＋ 的浓

度ꎬ但维持两者的总浓度恒定ꎬ通过 Ｊｏｂ􀆳ｓ ｐｌｏｔ 曲
线分析配位比ꎮ 结果如图 ６ 所示ꎬ发现荧光强度

最高点所对应的 [Ｍｇ２ ＋ ] / ([Ｍｇ２ ＋ ] ＋ [Ｌ] )的量

比为 ０. ５ꎬ这充分证明了探针与 Ｍｇ２ ＋ 的配位比为

１∶ １ꎮ 这一结论与滴定曲线的结果是一致的ꎮ
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图 ６　 探针与 Ｍｇ２ ＋ 的 Ｊｏｂ􀆳ｓ ｐｌｏｔ 曲线

Ｆｉｇ. ６　 Ｊｏｂ􀆳ｓ ｐｌｏｔ ｏｆ ｐｒｏｂｅ ａｎｄ Ｍｇ２ ＋

３. ６　 检测限的测定

检测限反映了探针识别金属离子的灵敏度ꎬ
是考察探针优劣的重要指标ꎮ 在实验中ꎬ先向石

英比色皿中加入 ２ ｍＬ 的 ＭｅＯＨ∶ Ｈ２Ｏ ＝１∶ １(Ｖ∶ Ｖ)
溶液ꎬ再加入 ５ μＬ 探针储备液ꎬ然后每次加入 ０. ４
μＬ 的浓度为 １. ０ × １０ － ３ ｍｏｌ / Ｌ 的 Ｍｇ２ ＋ 储备液ꎬ记
录下每次测试的荧光强度ꎬ并拟合曲线ꎮ 如图 ７
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图 ７　 探针对 Ｍｇ２ ＋ 的检测限

Ｆｉｇ. ７　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｐｒｏｂｅ ｔｏ Ｍｇ２ ＋
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所示ꎬ拟合线性方程为 ｙ ＝ ６９. ５７８６ ｘ ＋ ５９. ４１２５ꎬ
线性相关系数为 Ｒ２ ＝ ０. ９９６ ７ꎮ 检测限可由公式

Ｄ ＝ ３σ / ｋ 得到ꎬ其中 σ 表示经几次测量的探针空

白溶液的荧光强度的标准偏差ꎬｋ 则为拟合线性

曲线的斜率ꎮ 经计算得出检测限为 ７. ３ × １０ － ８

ｍｏｌ / Ｌꎬ即探针检测到 Ｍｇ２ ＋ 的最低浓度为 ７. ３ ×
１０ － ８ ｍｏｌ / Ｌꎮ
３. ７　 反应机理的探讨

该探针以香豆素为荧光团ꎬ探针分子中的杂

原子 Ｎ、Ｏ 参与了与 Ｍｇ２ ＋ 的配位作用ꎬＪｏｂ􀆳ｓ ｐｌｏｔ
和荧光滴定实验证明了探针与 Ｍｇ２ ＋ 是按 １ ∶ １配
位的ꎮ 反应机理如图 ８ 所示ꎬ在未加入 Ｍｇ２ ＋ 之

前ꎬ探针分子中 Ｓｃｈｉｆｆ 碱的 Ｎ 原子上的孤对电子

向香豆素基团转移电子ꎬ因而在激发态的探针分

子只有微弱的荧光ꎻ当探针与 Ｍｇ２ ＋ 结合以后ꎬ由
于 Ｎ 原子参与了配位作用ꎬＮ 原子上的孤对电子

不再发生转移ꎬ此时激发态的探针分子与 Ｍｇ２ ＋ 配

位后就会发出很强的荧光ꎮ
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图 ８　 探针与 Ｍｇ２ ＋ 的反应机理

Ｆｉｇ. ８　 Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｐｒｏｂｅ ａｎｄ Ｍｇ２ ＋

４　 结　 　 论

本文设计合成了一种新型的基于 Ｓｃｈｉｆｆ 碱结

构的香豆素类 Ｍｇ２ ＋ 荧光探针ꎬ该探针经光谱实验

表明在识别 Ｍｇ２ ＋ 的过程中ꎬ具有很好的离子选择

性和抗干扰性ꎬ探针与 Ｍｇ２ ＋ 是依据 １∶ １的比例配

位而形成配合物的ꎬ探针检测 Ｍｇ２ ＋ 的检测限为

７. ３ × １０ － ８ ｍｏｌ / Ｌꎬ因而具有良好的灵敏度ꎮ 探针

识别 Ｍｇ２ ＋ 的过程是具有可逆性的ꎮ 反应机理反

映了探针与 Ｍｇ２ ＋ 配位后发出强荧光是由于 Ｎ 原

子配位后不能够向香豆素基团转移电子造成的ꎮ
以上实验结果说明合成的新型 Ｍｇ２ ＋ 荧光探针性

能良好ꎬ为生命科学等领域实时监测 Ｍｇ２ ＋ 的情况

提供了可靠的实验保证ꎮ
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