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基于亚甲基蓝的近红外荧光探针用于 ＨＯＣｌ 的特异性检测
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摘要: 次氯酸(ＨＯＣｌ)是一种由过氧化氢和氯离子在髓过氧化物酶(ＭＰＯ)催化作用下产生的活性氧ꎮ 由于其在机

体抵抗病原体的免疫防御中起着至关重要的作用ꎬ因此对 ＨＯＣｌ 的识别和检测具有非常重要的意义ꎮ 目前ꎬ检测

ＨＯＣｌ 的方法有电分析法、色谱法、化学发光法和荧光分析法ꎬ其中荧光检测法以其简单、快速、高选择性、高灵敏度

和实时检测等突出优点引起了许多研究者的兴趣ꎮ 本文以亚甲基蓝(Ｍｅｔｈｙｌｅｎｅ ｂｌｕｅꎬＭＢ)为荧光母核ꎬ设计合成了

一种近红外荧光探针ＭＢ￣１ 用于 ＨＯＣｌ 的特异性检测ꎮ 该探针可在体外特异性检测 ＨＯＣｌꎬ响应之后ꎬ荧光会有显著

的增强ꎬ同时伴有溶液颜色从无色到蓝色的明显变化ꎮ 该探针对 ＨＯＣｌ 具有较高的灵敏度ꎬ其检测限为 ８. ２ ｎｍｏｌ / Ｌꎮ
此外ꎬ该探针具有较好的抗干扰能力ꎬ为在生理水平上检测 ＨＯＣｌ 提供了可能ꎮ
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１　 引　 　 言

活性氧(Ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)是介导

多种生物过程的重要信号分子[１￣３]ꎮ 次氯酸

(ＨＯＣｌ) /次氯酸盐( － ＯＣｌ)是一种由过氧化氢和

氯离子在髓过氧化物酶(ＭＰＯ)催化作用下产生

的 ＲＯＳ[４]ꎮ ＨＯＣｌ 在机体抵抗病原体的免疫防御

中起着至关重要的作用[５]ꎮ 人们发现ꎬＨＯＣｌ 不
仅可以清除先天免疫系统中的病原体和微生物ꎬ
而且在调节细胞内氧化还原平衡中起着重要作

用ꎬ并参与多种信号传导过程[４]ꎮ 尽管如此ꎬ越
来越多的证据表明过量的 ＨＯＣｌ 会导致细胞和器

官的氧化应激ꎬ从而引发很多疾病ꎬ例如帕金森

病[６]、类风湿性关节炎[７]、肝损伤[８] 和癌症等[９]ꎮ
因此ꎬ开发一种可靠、精准以及能够在生理水平条

件下检测 ＨＯＣｌ 的分析方法至关重要ꎮ
内源性 ＨＯＣｌ 具有很高的活性ꎬ能与其他生物

分子和抗氧化剂迅速反应ꎬ给跟踪和分析其在生物

体内的生理功能带来了巨大挑战[２ꎬ１０]ꎮ 在过去的几

十年里ꎬ科学家们已经开发了一些检测 ＨＯＣｌ 的方

法ꎬ如电分析法、色谱法、化学发光法和荧光分析

法[１１￣１４]ꎮ 其中荧光探针以其简单、快速、高选择性、
高灵敏度和实时检测等突出优点ꎬ被证明是最有效

的非侵入性和原位识别 ＨＯＣｌ 的方法[１５￣２２]ꎮ

近年来已经有一些有机小分子荧光探针被广

泛应用于 ＨＯＣｌ 检测ꎬ按发光母核的不同大致可以

分为:ＢＯＤＩＰＹ[２３￣２６]、萘酰亚胺[２７￣２８]、罗丹明[２０ꎬ２９]、
香豆素[３０]等ꎮ 许多荧光探针能够在体外或在细

胞中检测 ＨＯＣｌꎬ但由于发射波长较短ꎬ使其在活

体中的检测受到了限制[３１￣３６]ꎮ 与可见光荧光探

针相比ꎬ近红外(ＮＩＲ)荧光探针具有一些显著的

优势ꎬ如较高的组织穿透深度和较低背景荧光

等[３７￣４１]ꎮ 因此ꎬ迫切需要开发出具有检测生物体

中 ＨＯＣｌ 的近红外荧光探针ꎬ而构建“ ｔｕｒｎ￣ｏｎ”荧

光探针是检测 ＨＯＣｌ 的一种重要策略ꎬ其具有高

的灵敏度和信噪比ꎮ
本文以亚甲基蓝(Ｍｅｔｈｙｌｅｎｅ ｂｌｕｅꎬＭＢ) [４２] 为

荧光母核ꎬ利用其还原形式(ＲＭＢ)和氧化形式

(ＬＭＢ)之间的荧光变化ꎬ设计合成了一种近红外

荧光探针 ＭＢ￣１ 用于 ＨＯＣｌ 的检测ꎮ 该探针可在

体外特异性检测 ＨＯＣｌꎬ伴随着显著的近红外荧光

强度的增强和颜色从无色到蓝色明显的变化ꎬ在
ＨＯＣｌ 的分析检测方面具有良好的应用潜力ꎮ

２　 实　 　 验

２. １　 试剂与仪器

实验过程中使用的所有试剂和溶剂均来自商

业供应商(表 １)ꎬ未经进一步纯化ꎮ
表 １　 药品和溶剂

Ｔａｂ. １　 Ｒｅａｇｅｎｔｓ ａｎｄ ｓｏｌｖｅｎｔｓ

试剂名称　 试剂纯度 生产厂家

ＴＢＨＰ － 上海萨恩化学技术有限公司

５％ＮａＯＣｌ － 上海萨恩化学技术有限公司

３０％Ｈ２Ｏ２ － 上海展云化工有限公司

硝基铁氰化钠(Ⅲ)二水合物 分析纯 上海萨恩化学技术有限公司

２ꎬ２′￣偶氮(２￣脒基丙烷)二盐酸盐 分析纯 上海阿拉丁科技有限公司

亚铁硫酸盐 分析纯 国药集团药业股份有限公司

二氯甲烷 分析纯 国药集团药业股份有限公司

碳酸钠 分析纯 国药集团药业股份有限公司

保险粉 分析纯 国药集团药业股份有限公司

三光气 分析纯 上海阿拉丁科技有限公司

对异丙基苯胺 分析纯 上海阿拉丁科技有限公司

对甲氧基苯胺 分析纯 上海阿拉丁科技有限公司

乙酸乙酯 分析纯 国药集团药业股份有限公司

石油醚 分析纯 国药集团药业股份有限公司

二甲亚砜 分析纯 国药集团药业股份有限公司

无水硫酸钠 分析纯 国药集团药业股份有限公司
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在乙腈或乙醇(ＨＰＬＣ 级)中制备探针 ＭＢ￣１
的储备溶液(１ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ并进一步用 ＰＢＳ(磷酸

钠缓冲液ꎬｐＨ ＝ ７. ４)稀释至最终浓度(１０ μｍｏｌ /
Ｌ)ꎮ 根据文献报道的方法合成活性物种[４３]ꎮ 所

用材料包括叔丁基过氧化氢(ＴＢＨＰ)、５％ ＮａＯＣｌ
溶液、３０％Ｈ２Ｏ２ 溶液、硝基铁氰化钠(Ⅲ)二水合

物(ＳＮＰ)、２ꎬ２′￣偶氮二(２￣脒基丙烷)二盐酸盐、
超氧化钾(ＫＯ２)、３￣吗啉代嘧啶盐酸盐和亚铁硫

酸盐ꎬ在超纯水或二甲基亚砜 (ＤＭＳＯ) 中制备

ＲＯＳ 或活性氮物质 ( ＲＮＳ)ꎮ 自由基 (ＯＨ 和

ＴＢＯ)由芬顿反应生成:在 Ｈ２Ｏ２ (１ ｅｑ)存在下

加入 ＦｅＳＯ４(５ ｅｑ)制备ＯＨꎬ在 ＴＢＨＰ(１ ｅｑ)存

在下加入 ＦｅＳＯ４(５ ｅｑ)制备 ＴＢＯꎮ 最后在 ＰＢＳ
缓冲溶液中稀释到设定的浓度进行测试ꎮ

在 Ｆ￣４６００ 荧光分光光度计上测量了探针在

ＨＯＣｌ 存在时荧光强度的变化ꎬ激发波长 λｅｘ ＝ ６２０
ｎｍꎮ 探针的吸收光谱在 ＵＨ ５３００ 紫外￣可见分光

光度计上进行测量ꎮ １Ｈ ＮＭＲ(４００ ＭＨｚ) 和１３ Ｃ
ＮＭＲ ( １００ ＭＨｚ) 在 Ｂｒｕｋｅｒ ＡＶ￣４００ 或 ＡＶ￣６００
ＮＭＲ 光谱仪上进行测量ꎮ 使用 ＴＯＦ ＭＳ 仪器进

行高分辨率质谱(ＨＲＭＳ)分析ꎮ
２. ２　 探针的合成步骤

ＭＢ￣１ 的合成(图 １):向ＭＢ(１. ００ ｇꎬ３. １３ ｍｍｏｌꎬ
１. ０ ｅｑ)的 １０ ｍＬ 水溶液中加入二氯甲烷(ＤＣＭꎬ５
ｍＬ)和 Ｎａ２ＣＯ３(１. ３３ ｇꎬ１２. ５２ ｍｍｏｌꎬ４. ０ ｅｑ)ꎮ 在氮

气气氛下ꎬ将上述混合溶液于 ４０ ℃持续搅拌ꎮ 接

着ꎬ使用注射器将溶于水中的连二亚硫酸钠(１０. ８９
ｇꎬ１２. ５２ ｍｍｏｌꎬ４. ０ ｅｑ)直接注入混合溶液中ꎮ 然后ꎬ

在氮气气氛下ꎬ将反应溶液于 ４０ ℃持续搅拌 １ ｈꎬ直
到溶液变为黄色ꎮ 用冰水浴对溶液进行冷却ꎬ然后

向里面滴加溶于 ５ ｍＬ 二氯甲烷中的双(三氯甲基)
碳酸酯(０. ５６ ｇꎬ１. ８８ ｍｍｏｌꎬ０. ６ ｅｑ)ꎮ 添加完毕后ꎬ在
氮气气氛下ꎬ将混合物于室温下搅拌 ２ ｈꎮ 最后ꎬ将
反应溶液倒入 １００ ｍＬ 冰水中ꎬ并用 ＤＣＭ 进行萃取ꎮ
通过合并有机相ꎬ萃取物用无水硫酸钠干燥后在旋

转蒸发仪上蒸发除去溶剂ꎬ然后通过柱色谱法纯化

得到化合物 ＭＢ￣Ｃｌ(白色固体ꎬ产率为 ４８. ２％ꎻ乙酸

乙酯 /正己烷 ＝ １ / １０)ꎮ １Ｈ ＮＭＲ(６００ ＭＨｚꎬＣＤＣｌ３)
δ ＝７. ４２(ｓꎬ２Ｈ)ꎬ６. ７２(ｓꎬ２Ｈ)ꎬ６. ６５(ｄꎬＪ ＝ ８. ０ Ｈｚꎬ
２Ｈ)ꎬ２. ９８(ｓꎬ１２Ｈ)ꎮ

向 １００ ｍＬ 的 ｓｃｈｌｅｎｋ 管中加入化合物 ＭＢ￣Ｃｌ
(５０. ０ ｍｇꎬ０. １４４ ｍｍｏｌ)、Ｎａ２ＣＯ３(６１. ４ ｍｇꎬ０. ５７６
ｍｍｏｌ)、ＮꎬＮ￣二甲基苯胺(７８. ６ ｍｇꎬ０. ５７６ ｍｍｏｌ)ꎬ
加入溶剂二氯甲烷(５. ０ ｍＬ)ꎮ 在 ４０ ℃条件下ꎬ
对反应液进行薄层色谱跟踪直至反应完全ꎮ 反应

结束后ꎬ反应液冷却到室温ꎬ减压浓缩ꎬ柱层析分

离提纯得到化合物 ＭＢ￣１ (黑色固体ꎬ产率为

５８. ３％ ꎻ乙酸乙酯 /石油醚 ＝ １ / １)ꎮ １Ｈ ＮＭＲ(６００
ＭＨｚꎬＣＤＣｌ３) δ ＝ ７. ４３(ｄꎬＪ ＝ ８. ２ Ｈｚꎬ２Ｈ)ꎬ７. ２３
(ｄꎬＪ ＝ ７. ５ Ｈｚꎬ２Ｈ)ꎬ６. ７５( ｓꎬ１Ｈ)ꎬ６. ７１( ｓꎬ２Ｈ)ꎬ
６. ６５ ( ｓꎬ ４Ｈ)ꎬ ２. ９２ ( ｓꎬ １２Ｈ)ꎬ ２. ８６ ( ｓꎬ ６Ｈ)ꎮ
１３Ｃ ＮＭＲ(１００ ＭＨｚꎬ ＣＤＣｌ３ ) δ ＝ １５３. ７ꎬ１４９. ０ꎬ
１４７. ５ꎬ１３４. ３ꎬ１２８. ７ꎬ１２８. ２ꎬ１２７. ２ꎬ１２１. ６ꎬ１１３. ４ꎬ
１１１. ３ꎬ１１１. ０ꎬ４１. ２ꎬ４０. ７ꎮ ＨＲ￣ＭＳ ( ＥＳＩꎬｍ / ｚ):
ｃａｌｃｄ ｆｏｒ Ｃ２５Ｈ２９Ｎ５ＯＳ [Ｍ ＋ Ｈ] ＋ ꎬ４４８. ２１４ ３ꎬｆｏｕｎｄ
４４８. ２１２ ６ꎮ
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图 １　 ＭＢ￣１ 的合成路线

Ｆｉｇ. １　 Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｒｏｕｔｅ ｏｆ ＭＢ￣１

２. ３　 检出限的测定

根据常用的荧光滴定法确定检测限(ＬＯＤ)ꎮ
通过收集 １１ 次探针(１０ μｍｏｌ / Ｌ)在 ＰＢＳ 缓冲液

中的发射光谱以确认其标准偏差(σ)ꎮ 然后ꎬ根
据 ＨＯＣｌ 在 ０. ０ ~ ４. ０ μｍｏｌ / Ｌ 范围内 ６８６ ｎｍ 处的

荧光滴定数值拟合线性回归曲线ꎬ并获得曲线的
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斜率(ｋ)ꎮ 最后ꎬ使用以下公式计算检出限:Ｄ ＝
３σ / ｋꎮ

３　 结果与讨论

３. １　 探针对 ＨＯＣｌ 的响应性

如图 ２ꎬ探针 ＭＢ￣１ 本身基本无荧光ꎬ但在

ＨＯＣｌ 存在条件下ꎬ缺电子的酰胺羰基处很容易受

到攻击从而断裂生成荧光团 ＭＢꎮ 基于此ꎬ我们

认为 ＭＢ￣１ 具有实时检测 ＨＯＣｌ 的潜在能力ꎮ 为

进一步研究探针对 ＨＯＣｌ 的响应特性ꎬ我们在室

温下的 ＰＢＳ 溶液中记录了相应的光谱信号ꎮ 如

图 ３(ｂ)所示ꎬ添加 ＨＯＣｌ 后ꎬ探针在 ６８６ ｎｍ 处显

示出显著的荧光发射增强ꎬ并且当添加 １０ μｍｏｌ / Ｌ
的 ＨＯＣｌ 时ꎬ探针ＭＢ￣１ 的荧光强度增强倍数达到最

大ꎬ为 １９８ 倍ꎮ 接着ꎬ使用荧光滴定法测试了探针

的检出限(ＨＯＣ１ 浓度范围为 ０. ０ ~ ４. ０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ

ＭＢ￣１ 的检测限低至 ８. ２ ｎｍｏｌ / Ｌ(图 ３(ｃ)、(ｄ))ꎮ
除此之外ꎬ我们还通过吸收滴定方法测得其检测

限为 ６２ ｎｍｏｌ / Ｌ(图 ３(ｅ)、(ｆ))ꎬ远大于 ８. ２ ｎｍｏｌ /
Ｌꎬ进一步说明荧光检测法比吸收光谱的灵敏度

高ꎮ 此外ꎬ与荧光强度变化同步发生的是溶液颜

MB鄄1

HOCl
NH

N

O

N S N

N

Methylene blue

N

N

NS Cl-

图 ２　 ＭＢ￣１ 与 ＨＯＣｌ 反应示意图ꎬ插图为探针与 ＨＯＣｌ 反
应前后溶液颜色变化ꎮ

Ｆｉｇ. ２　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＭＢ￣１ ａｎｄ
ＨＯＣｌ. Ｔｈｅ ｉｎｓｅｔ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｃｏｌｏｕｒ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｔｈｅ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ＨＯＣｌ.

575
姿 / nm

Ab
so
rb
an
ce

0.4

0.3

0.2

0.1

0
550 600 625 650 675 700 725 750

（a）

660
姿 / nm

No
rm

al
ize

d
FI

1.0

0.8

0.6

0.4

0
680 760

（b）

0.2

640 700 720 740 780 800

HOCl

10 滋mol/L

0 滋mol/L

0.5
HOCl / （滋mol·L-1）

No
rm

al
ize

d
FI

1.0

0.6

0.4
0.2

0
1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5

（d）

姿 / nm

Ab
so
rb
an
ce

1.0

0.8

0.6

0.4

0

（e）

0.2

550 625 650 725 750

HOCl

10 滋mol/L

0 滋mol/L

0.8 R2=0.99

0 4.0 575 600 675 700

660
姿 / nm

No
rm

al
ize

d
FI

1.0

0.8

0.6

0.4

0
680 760

（c）

0.2

640 700 720 740 780 800

HOCl

4.0 滋mol/L

0 滋mol/L

0
HOCl / （滋mol·L-1）

Ab
so
rb
an
ce

1.0

0.8

0.6

0.4

0
2 8

（f）

0.2

4 6 10

R2=0.99

图 ３　 (ａ)在 ＨＯＣｌ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)存在下ꎬＭＢ￣１(１０ μｍｏｌ / Ｌ)在 ＰＢＳ 中的紫外￣可见吸收光谱ꎻ(ｂ)在不同浓度的 ＨＯＣｌ(０ꎬ
２. ５ꎬ５. ０ꎬ７. ５ꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ)存在下ꎬＭＢ￣１(１０ μｍｏｌ / Ｌ)在 ＰＢＳ 中的荧光光谱ꎻ(ｃ)在 ＰＢＳ 缓冲液中用 ＨＯＣｌ(０. ０ ~ ４. ０
μｍｏｌ / Ｌ)进行连续滴定ꎬ探针 ＭＢ￣１(１０ μｍｏｌ / Ｌ)的发射光谱ꎻ(ｄ)根据 ＨＯＣｌ 从 ０. ０ ~ ４. ０ μｍｏｌ / Ｌ 范围内 ＭＢ￣１ 在

６８６ ｎｍ 处的荧光强度进行线性回归曲线拟合ꎻ(ｅ)在 ＰＢＳ 缓冲液中用 ＨＯＣｌ(０ ~ １０ μｍｏｌ / Ｌ)进行连续滴定ꎬ探针

ＭＢ￣１(１０ μｍｏｌ / Ｌ)的吸收光谱ꎻ(ｆ)根据 ＨＯＣｌ 从 ０ ~ １０ μｍｏｌ / Ｌ 范围内 ＭＢ￣１ 在 ６６５ ｎｍ 处的吸收值进行线性拟

合ꎮ ＰＢＳ(ｐＨ ＝ ７. ４)ꎬλｅｘ＝ ６２０ ｎｍꎬλｅｍ＝ ６８６ ｎｍꎮ
Ｆｉｇ. ３　 (ａ)Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ＭＢ￣１(１０ μｍｏｌ / Ｌ) ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ＨＯＣｌ(１０ μｍｏｌ / Ｌ) ｉｎ ＰＢＳ ｂｕｆｆｅｒ. (ｂ)Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＭＢ￣１(１０ μｍｏｌ / Ｌ) ｔｏｗａｒｄｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＨＯＣｌ (０ꎬ ２. ５ꎬ ５. ０ꎬ ７. ５ꎬ １０ μｍｏｌ / Ｌ) ｉｎ ＰＢＳ ｂｕｆｆ￣
ｅｒ. (ｃ)Ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＭＢ￣１(１０ μｍｏｌ / Ｌ) ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＨＯＣｌ(０. ０ － ４. ０ μｍｏｌ / Ｌ). (ｄ)Ｌｉｎｅａｒ
ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ ｏｆ ＭＢ￣１ ａｔ ６８６ ｎｍ ａｎｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＨＯＣｌ(０. ０ － ４. ０ μｍｏｌ / Ｌ). (ｅ)
Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｐｒｏｂｅ ＭＢ￣１(１０ μｍｏｌ / Ｌ) ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＨＯＣｌ(０ － １０ μｍｏｌ / Ｌ) ｉｎ ＰＢＳ ｂｕｆｆｅｒ.
(ｆ)Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ ｏｆ ＭＢ￣１ ａｔ ６６５ ｎｍ ｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＨＯＣｌ ｆｒｏｍ ０ ｔｏ １０ μｍｏｌ /
Ｌ. ＰＢＳ(ｐＨ ＝ ７. ４)ꎬ λｅｘ＝ ６２０ ｎｍꎬ λｅｍ＝ ６８６ ｎｍ.
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色变化ꎬ加入 ＨＯＣｌ 后ꎬ溶液由无色变为显著的蓝

色(图 ２)ꎮ 因此ꎬ该探针可以作为 ＨＯＣｌ 的“裸
眼”指示剂ꎮ 上述结果表明ꎬＭＢ￣１ 探针对溶液中

的 ＨＯＣｌ 具有较高的敏感性ꎮ
３. ２　 探针对 ＨＯＣｌ 的选择性

一种好的探针应具备对被分析物的良好选择

性ꎮ 因此ꎬ我们评估了与活性氧 /氮物种(Ｈ２Ｏ２、ＴＢ￣
ＨＰ、ＲＯＯ、Ｏ －

２ 、ＯＮＯＯ － 、ＯＨ、ＴＢＯ)、普通阴阳

离子 (ＣＨ３ＣＯＯ － 、 ＣＯ２ －
３ 、 ＳＯ２ －

４ 、 Ｃｌ － 、 Ｆ － 、 Ｉ － 、ＮＯ －
２ 、

Ｓ２Ｏ２ －
４ 、Ｆｅ３ ＋ 、Ｎｉ２ ＋ 、Ｍｇ２ ＋ 、Ｆｅ２ ＋ 、Ａｌ３ ＋ 、Ｃａ２ ＋ 、Ｋ ＋ 、Ｃｕ２ ＋ 、

ＮＨ ＋
４ )和常见氨基酸(Ｐｒｏ、Ｓｅｒ、Ａｌａ、Ｇｌｎ、Ｖａｌ、Ｔｈｒ、ｌｌｅ、

Ｇｌｙ、Ｔｙｒ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｐｈｅ、Ｃｙｓ、Ｇｌｕ、Ｌｙｓ)相比ꎬ探针对

ＨＯＣｌ 的选择性ꎮ 如图 ４ 所示ꎬ在对各种物种的检测

中ꎬ由 ＨＯＣｌ 引起的 ＭＢ￣１ 的荧光信号最为显著ꎬ阴
离子和氨基酸的加入不会引起 ＭＢ￣１ 荧光信号的显

著增加ꎬ而对于活性氧 /氮物种和阳离子ꎬ虽然其中

的ＯＨ(７３ 倍)、ＴＢＯ(４３ 倍)、Ｆｅ２ ＋ (１１ 倍)和

Ｃｕ２ ＋ (４４ 倍)也会使探针荧光信号增强ꎬ但其增强倍

数仍远小于 ＨＯＣｌ(１８９ 倍)ꎮ 综上所述ꎬ探针 ＭＢ￣１
对 ＨＯＣ１ 具有优异的选择性ꎮ
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图 ４　 在 ＰＢＳ 溶液(ｐＨ ＝ ７. ４)中存在各种分析物(１００ μｍｏｌ / Ｌ)下探针 ＭＢ￣１(１０ μｍｏｌ / Ｌ)在 ６８６ ｎｍ 处的荧光响应ꎮ (ａ)
添加不同的 ＲＯＳ / ＲＮＳ(从 Ａ 到 Ｇ:Ｈ２Ｏ２、ＴＢＨＰ、ＲＯＯ、Ｏ －

２ 、ＯＮＯＯ － 、ＯＨ、ＴＢＯ)和 Ｈ:ＨＯＣｌꎻ(ｂ)添加各种阴离

子(从 Ａ 到 Ｈ:ＣＨ３ＣＯＯ － 、ＣＯ２ － 、ＳＯ２ －
４ 、Ｃｌ － 、Ｆ － 、Ｉ － 、ＮＯ －

２ 、Ｓ２Ｏ２ －
４ )和 Ｉ:ＨＯＣｌꎻ(ｃ)添加各种阳离子(从 Ａ 到 Ｉ:Ｆｅ３ ＋ 、

Ｎｉ２ ＋ 、Ｍｇ２ ＋ 、Ｆｅ２ ＋ 、Ａｌ３ ＋ 、Ｃａ２ ＋ 、Ｋ ＋ 、Ｃｕ２ ＋ 、ＮＨ ＋
４ )和 Ｊ:ＨＯＣｌꎻ(ｄ)添加各种氨基酸(从 Ａ 到 Ｏ:Ｐｒｏ、Ｓｅｒ、Ａｌａ、Ｇｌｎ、Ｖａｌ、

Ｔｈｒ、ｌｌｅ、Ｇｌｙ、Ｔｙｒ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ、Ｐｈｅ、Ｃｙｓ、Ｇｌｕ、Ｌｙｓ)和 Ｐ:ＨＯＣｌꎮ 激发和发射波长(λｅｘ / λｅｍ)分别为 ６２０ / ６８６ ｎｍꎮ
Ｆｉｇ. ４　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ＭＢ￣１(１０ μｍｏｌ / Ｌ) ａｔ ６８６ ｎｍ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ａｎａｌｙｔｅｓ(１００ μｍｏｌ / Ｌ) ｉｎ ＰＢＳ(ｐＨ ＝

７. ４). (ａ)Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＲＯＳ / ＲＮＳ(ｆｒｏｍ Ａ ｔｏ Ｈ: Ｈ２Ｏ２ꎬ ＴＢＨＰꎬ ＲＯＯꎬ Ｏ －
２ ꎬ ＯＮＯＯ － ꎬ ＯＨꎬ ＴＢＯ ａｎｄ ＨＯＣｌ). (ｂ)

Ｖａｒｉｏｕｓ ａｎｉｏｎｓ(ｆｒｏｍ Ａ ｔｏ Ｉ: ＣＨ３ＣＯＯ － ꎬ ＣＯ２ －
３ ꎬ ＳＯ２ －

４ ꎬ Ｃｌ － ꎬ Ｆ － ꎬ Ｉ － ꎬ ＮＯ －
２ ꎬ Ｓ２Ｏ２ －

４ ａｎｄ ＨＯＣｌ). (ｃ)Ｖａｒｉｏｕｓ ｃａｔｉｏｎｓ

(ｆｒｏｍ Ａ ｔｏ Ｊ: Ｆｅ３ ＋ ꎬ Ｎｉ２ ＋ ꎬ Ｍｇ２ ＋ ꎬ Ｆｅ２ ＋ ꎬ Ａｌ３ ＋ ꎬ Ｃａ２ ＋ ꎬ Ｋ ＋ ꎬ Ｃｕ２ ＋ ꎬ ＮＨ ＋
４ ａｎｄ ＨＯＣｌ). (ｄ)Ｓｅｖｅｒａｌ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ(ｆｒｏｍ Ａ

ｔｏ Ｐ: Ｐｒｏꎬ Ｓｅｒꎬ Ａｌａꎬ Ｇｌｎꎬ Ｖａｌꎬ Ｔｈｒꎬ ｌｌｅꎬ Ｇｌｙꎬ Ｔｙｒꎬ Ｍｅｔꎬ Ｔｒｐꎬ Ｐｈｅꎬ Ｃｙｓꎬ Ｇｌｕꎬ Ｌｙｓꎬ ａｎｄ ＨＯＣｌ). Ｔｈｅ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ(λｅｘ / λｅｍ) ａｒｅ ６２０ / ６８６ ｎｍꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

３. ３　 探针的抗干扰能力

生物体内不只含有 ＨＯＣｌꎬ为验证该探针具有

应用于生物体的潜力ꎬ我们研究了加入其他还原

剂(包括 Ｎ￣乙酰半胱氨酸 ( ＮＡＣ)、 谷胱甘肽

(ＧＳＨ)、葡萄糖和醛)的情况下探针的抗干扰能

力ꎮ 如图 ５ꎬ高浓度的葡萄糖和醛(０. ５ ｍｍｏｌ / Ｌ)
不会干扰探针对 ＨＯＣｌ 的检测ꎬ而由于 ＮＡＣ 和

ＧＳＨ 能在一定程度上消耗 ＨＯＣｌꎬ随着它们浓度

的逐渐增加ꎬ探针的荧光发射强度有所降低ꎬ但即

使在分别存在 ２０ μｍｏｌ / Ｌ ＮＡＣ 和 ＧＳＨ 情况下ꎬ探
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图 ５　 几种细胞还原剂对 ＭＢ￣１(１０ μｍｏｌ / Ｌ)响应 ＨＯＣｌ 的干扰ꎮ (ａ)ＮＡＣꎻ(ｂ)ＧＳＨꎻ(ｃ)ＨＣＨＯꎻ(ｄ)葡萄糖ꎮ 激发和发射

波长(λｅｘ / λｅｍ)分别为 ６２０ / ６８６ ｎｍꎮ
Ｆｉｇ. ５　 Ａｎｔｉ￣ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ＭＢ￣１(１０ μｍｏｌ / Ｌ) ｔｏ ＨＯＣｌ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ｓｅｖｅｒａｌ ｃｅｌｌ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ. ( ａ)ＮＡＣ. (ｂ)

ＧＳＨ. (ｃ)ＨＣＨＯ. (ｄ)Ｇｌｕｃｏｓｅ. Ｔｈｅ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ(λｅｘ / λｅｍ) ａｒｅ ６２０ / ６８６ ｎｍꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

针的荧光强度仍比仅存在探针本身时增加了 １３
倍和 ６ 倍ꎮ 此外ꎬ不同 ｐＨ 值对探针检测 ＨＯＣｌ 的
影响也是我们要考虑的情况之一ꎮ 如图 ６ꎬ我们

检测了探针 ＭＢ￣１ 在 ｐＨ ＝２ ~１２ 的 ＰＢＳ 溶液中与
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图 ６　 在不存在和存在 ＨＯＣｌ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)情况下ꎬｐＨ 对

ＭＢ￣１(１０ μｍｏｌ / Ｌ)在 ６８６ ｎｍ 处荧光强度的影响ꎮ
激发和发射波长(λｅｘ / λｅｍ)分别为 ６２０ / ６８６ ｎｍꎮ

Ｆｉｇ. ６ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ＭＢ￣１
(１０ μｍｏｌ / Ｌ) ａｔ ６８６ ｎｍ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｓｅｎｃｅ ａｎｄ ｐｒｅｓ￣
ｅｎｃｅ ｏｆ ＨＯＣｌ ( １０ μｍｏｌ / Ｌ ). Ｔｈｅ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ( λｅｘ / λｅｍ ) ａｒｅ ６２０ / ６８６ ｎｍꎬ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. 　

ＨＯＣｌ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)反应后的荧光强度ꎮ 结果表

明ꎬ在 １０ μｍｏｌ / Ｌ 的 ＨＯＣｌ 存在下ꎬ探针的荧光发

射强度在 ５ ~ １１ 的 ｐＨ 范围内均显示出显著的荧

光发射增强ꎮ 综上所述ꎬ探针 ＭＢ￣１ 在复杂的溶

液环境中具有出色的抗干扰能力ꎬ表明它具有能

够在生理水平上进行 ＨＯＣｌ 检测的可能ꎮ

４　 结　 　 论

本文基于亚甲基蓝的结构ꎬ设计合成了探针

分子 ＭＢ￣１ 用于 ＨＯＣｌ 的检测ꎮ ＭＢ￣１ 对 ＨＯＣｌ 具
有良好的特异性、较低的检测限和较好的抗干扰

能力ꎬ可以实现微量 ＨＯＣｌ 的特异性检测ꎮ 另一

方面ꎬ本文还提供了一种设计思路:通过调整苯胺

对位官能团的取代基可以设计合成一系列对

ＨＯＣｌ 响应的探针分子ꎮ 该类探针可为检测病变

组织部位的 ＨＯＣｌ 提供可能ꎮ 该探针也存在一些

不足ꎬ如只能在 ＨＯＣｌ 浓度范围比较窄的区间内

进行定量测定以及探针对 ＨＯＣｌ 的响应时间相对

较长等ꎮ 这些都是我们今后需要改进和完善的

问题ꎮ
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姚书帆(１９９８ － )ꎬ女ꎬ浙江绍兴人ꎬ
在读本科生ꎬ主要从事有机荧光探

针分子的合成及其在疾病检测中应

用的研究ꎮ
Ｅ￣ｍａｉｌ: ｙａｏｓｈｕｆａｎ＠ ｚｊｎｕ. ｅｄｕ. ｃｎ

李春霞(１９７７ － )ꎬ女ꎬ山东德州人ꎬ博
士ꎬ教授ꎬ硕士研究生导师 /博士研究

生导师ꎬ２００８ 年于中国科学院长春应

用化学研究所获得博士学位ꎬ主要从

事功能纳米材料在荧光检测和肿瘤诊

疗中的研究ꎮ
Ｅ￣ｍａｉｌ: ｃｘｌｉ＠ ｚｊｎｕ. ｅｄｕ. ｃｎ

吕光磊(１９８６ － )ꎬ男ꎬ山东泰安人ꎬ
博士ꎬ讲师ꎬ２０１７ 年于复旦大学获

得博士学位ꎬ主要从事有机无机杂

化材料的设计合成及其在疾病诊疗

中应用的研究ꎮ
Ｅ￣ｍａｉｌ: ｇｕａｎｇｌｅｉ＠ ｚｊｎｕ. ｅｄｕ. ｃｎ
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李春霞ꎬ«发光学报»第一届青年编委ꎬ博士ꎬ教授ꎬ博士研究生导师ꎬ国家优秀青年基金获得者ꎮ ２００８ 年于中国

科学院长春应用化学研究所获得理学博士学位ꎮ 毕业后留所工作ꎬ２０１６—２０１９ 年在浙江师范大学工作ꎬ２０２０ 年调

至山东大学工作ꎮ 近年来在稀土发光材料的可控合成、表面修饰及肿瘤诊疗领域从事研究ꎬ重点探索如何设计、合
成基于刺激￣响应型的稀土上转换多功能纳米诊疗平台ꎬ研究其药物传递和肿瘤治疗中的应用ꎬ从而解决传统化疗

药物存在的诸如药物利用率低、毒副作用大、治疗效果低、靶向性差等问题ꎬ为恶性肿瘤的诊疗一体化提供了新思

路ꎮ ２００７ 年以来共发表 ＳＣＩ 学术论文 １５０ 余篇ꎬ包括 Ｃｈｅｍ. Ｓｏｃ. Ｒｅｖ. ꎬＡｄｖ. Ｍａｔｅｒ. ꎬＡｎｇｅｗ. Ｃｈｅｍ. Ｉｎｔ. Ｅｄ. ꎬＡＣＳ
Ｎａｎｏꎬ Ａｄｖ. Ｆｕｎｃｔ. Ｍａｔｅｒ. ꎬＣｈｅｍ. Ｍａｔｅｒ. 等国际权威刊物ꎮ 工作引起国内外同行的广泛关注和反响ꎬ他引 １７ ０００ 余

次ꎬＨ 指数 ７６ꎬ单篇最高他引 ６７０ 次ꎬ１２ 篇论文入选 ＥＳＩ 高被引论文ꎮ 主持多项国家级及省重点等项目ꎮ ２０１４—
２０１６ 年、 ２０１８ 年四次入选全球材料领域“高被引科学家”ꎮ


