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基于胆红素荧光增强效应的锌离子探针特性研究

郑
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!
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华东师范大学精密光谱科学与技术国家重点实验室!上海
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摘
!

要
!

锌离子
f7

.W对胆红素
Z?

有着显著的荧光增强效应!基于该荧光特性!利用紫外可见光吸收和稳

态荧光光谱技术提出了一种
Z?

作为荧光探针用于
f7

.W浓度检测的新方法!特别是首次采用在波长
**#

和

*""7C

处的稳态荧光强度比值方法系统地研究了其与锌离子浓度在
"

#

A"

!

C%&

'

D

E=范围内变化的关系!

与常用的单波长荧光强度探测方法比较!有效地避免了探针浓度变化及激发光强度变化等非目标因素的影

响%实验研究结果发现
Z?

荧光探针对
f7

.W的识别行为在
"

#

."

!

C%&

'

D

E=范围内!探针
Z?

的荧光强度比

值
!

**#7C

+

!

*""7C

与
f7

.W的浓度之间具备线性增长关系!尤其是
"

#

="

!

C%&

'

D

E=有非常好的线性关系!线性

相关系数
HV"'AAAG-

!同时
f7

.W检测限为
"'=

!

C%&

'

D

E=

%在
."

#

A"

!

C%&

'

D

E=范围内!荧光强度比值

!

**#7C

+

!

*""7C

趋于饱和%研究发现对实时检测人体内的
f7

.W具有很好的应用前景%
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胆红素"

Z:&:3MX:7

!

Z?

#是一种黄色的线性四吡咯!是动

物胆汁的主要色素)

=

*

!可以直接从动物胆汁中提取%研究表

明!

Z?

能与金属离子形成络合物!且其络合物的光谱性质

与
Z?

本身存在显著的差异%金属离子对
Z?

荧光性质的影

响可以分为三种不同的情况(大多数金属离子!如
D:

W

!

Z6

.W

!

;7

.W

!

B0

#W

!

@%

.W

!

(:

.W

!

RX

.W

!

D6

#W

!

@0

#W和
f3

!W

等!对
Z?

的荧光性质无明显影响&一些金属离子!如
@M

.W

和
T

L

.W

!对
Z?

有着显著的荧光淬灭作用&而锌离子
f7

.W

和
@8

.W则对
Z?

有着显著的荧光增强作用)

.

*

!并且
Z?

对

f7

.W有着较好的选择性%

f7

.W在生命及生产活动中具有重要作用)

#,!

*

!因此对

f7

.W的检测目前已成为最受关注的研究之一%快速$高效$

准确地检测存在于人体和生活环境中的
f7

.W

!对保障人类

健康!以及医学和植物学应用上具有重要的应用价值%由于

f7

.W具有稳定的
#,

="电子构型)

+

*

!传统地检测方法例如(原

子吸收光谱法"

99/

#

)

*

*

$滴定法)

-

*

$电化学法)

G

*等并不适用

于高效检测
f7

.W

%随着科学技术的发展!利用分子荧光探针

技术检测
f7

.W已经获得大量成果%这些探针分子主要包括

喹啉衍生物)

A

*

$荧光素)

="

*

$香豆素衍生物)

==

*等!它们具有高

选择性和高灵敏度等优点)

=.

*

!但是!这些探针的分子量一般

较大!且合成步骤多%

Z?

作为荧光分子探针无需繁杂的合

成步骤!本文在
f7

.W对
Z?

的荧光增强效应的基础上!通过

分析
f7

.W与
Z?

混合后的紫外
,

可见光吸收和稳态荧光光谱

特征!结合双波长荧光比值法!构建了
Z?

作为
f7

.W荧光探

针的检测方法%其中!作者首次采用
Z?

在波长
**#

和
*""

7C

处稳态荧光强度比值的方法系统地研究了
Z?

与锌离子

浓度在
"

#

A"

!

C%&

'

D

E=范围内变化的关系%该方法与常用

的单波长荧光强度探测方法比较!有效地避免了探针
Z?

浓

度变化及激发光强度变化等非目标因素的影响!能够实现更

准确地对
f7.W

进行检测%

=

!

实验部分

$%$

!

仪器与试剂

稳态吸收光谱数据的采集是使用紫外可见分光光度计

"

OI=A"=

!北京普析通用仪器有限责任公司#%仪器可在

=A"

#

A""7C

波长范围内进行探测!波长准确度
e"'#7C

%

稳态荧光光谱采用的是
T%3:X6

公司生产的
B&M%3%;6J,

!

型荧光光谱仪%因为不同的波长光源的发射功率不一样!

且探测器在不同波长下的探测效率也不一样!所以我们在检

测样品的稳态荧光光谱时选用
/=1

+

?=1
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方法

用
Z?

粉末和无水乙酸锌粉末分别配制
.CC%&

'

D

E=的

Z?

储备液与
.CC%&

'

D

E=的
f7

.W 储备液!溶剂均为
Q;,

/F

%准确量取
Z?

溶液于不同的离心管中!分别在每一个不

同的离心管中依次滴加梯度浓度的
f7

.W溶液!混合均匀后!

使得探针
Z?

在离心管中的最终浓度为
="

!

C%&

'

D

E=

!

f7

.W

与探针
Z?

的摩尔比为
=

#

A

倍%

将每个离心管中的混合样品分别移取至各个石英比色皿

中!使用紫外可见分光光度计!以空气为参比!进行稳态吸

收光谱数据的采集&采用稳态荧光光谱仪!分别测量样品的

稳态荧光光谱!激发波长为
#++7C

!狭缝宽度设为
#7C

+

#7C

%

.

!

结果与讨论

?%$

!

c1

?h对
M<

的紫外
=

可见吸收光谱特性的影响

室温下!

Z?

"

="

!

C%&

'

D

E=

#在
Q;/F

溶液中随着
f7

.W

浓度增加的紫外
,

可见吸收变化曲线如图
=

所示%实验数据

表明!探针
Z?

在
!++7C

处有一个吸收峰!随着
f7

.W浓度

的升高!在
!++7C

处的吸收峰强度逐渐减弱!而在
+.+7C

出现新的吸收峰!并且其强度逐渐增强!证实探针
Z?

与

f7

.W不断结合!形成了新的金属配合物)

=#

*

%在
#++

和
!-+

7C

处明显的等吸收点也充分证明了探针
Z?

与
f7

.W已经形

成稳定的配合物%

图
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=

可见吸收光谱变化图
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!

c1

?h对
M<

的稳态荧光光谱特性的影响

室温下!将
Z?

的浓度控制为
="

!

C%&

'

D

E=

!向其中逐

渐加入
f7

.W

!从
Z?

的荧光发射光谱图"图
.

#中可以看出!

当激发波长为
#++7C

时!探针
Z?

本身在
+.+7C

处的荧光

强度较弱%随着
f7

.W浓度的逐渐增加"

"

#

A"

!

C%&

'

D

E=

#!

+.+7C

处荧光强度逐渐减弱%在
**#7C

处产生新的发射

峰!发射峰值波长红移了
=#G7C

!并且其强度随着
f7

.W的

加入逐渐增强%探针
Z?

荧光增强的可能原因是在光诱导下!

探针
Z?

与
f7

.W之间发生了电荷转移作用)

=!

*

%

图
.

是探针
Z?

的稳态荧光强度随着锌离子浓度的变化

关系!实验发现探针
Z?

与
f7

.W的混合物在
*""7C

处没有

吸收!如图
=

所示!而且在
*""7C

处的荧光基底强度随着加

入的锌离子浓度增加只是有微小的变化%因此!我们使用比

率型荧光探测方法!选择探针
Z?

在发射波长
**#

和
*""7C

处稳态荧光强度比值
!

**#7C

+

!

*""7C

!其随
f7

.W浓度变化曲线

图如图
#

所示%从图中可以看出!在
"

#

."

!

C%&

'

D

E=范围

内!

!

**#7C

+

!

*""7C

值随
f7

.W浓度变化逐渐增大!其线性相关

系数为
HV"'A!"G-

%进一步增加
f7

.W浓度!其荧光强度比

值趋于饱和不再有明显变化!表明此时溶液中探针
Z?

与

f7

.W的结合达到了平衡状态%另外!

f7

.W的加入可以使探针

图
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和
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处荧光强度比随
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$浓度变化图
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Z?

的溶液颜色由黄色变为粉红色!用肉眼即可直接观察识

别过程!这种明显的颜色和荧光强度的变化!表明
Z?

对

f7

.W有良好的识别作用!可以实现对
f7

.W的可视化检测%

?%C

!

探针
M<

对
c1

?h的检测限

如图
!

和图
+

所示!

f7

.W在
"

#

="

!

C%&

'

D

E=浓度范围

内!探针
Z?

在发射波长
**#

和
*""7C

处发射荧光强度比值

!

**#7C

+

!

*""7C

与
f7

.W的浓度之间存在非常好的线性相关%图

+

中的线性回归方程
(

V"'G.A.#'W"'+-#-A

!相关系数
HV

"'AAAG-

!以
="

次空白样品的发射荧光强度比值
!

**#7C

+

!

*""7C

作为标准差!以
#

倍标准差计算)

=+

*得到探针
Z?

对

f7

.W的检测限为
"'=

!

C%&

'

D

E=

%这表明
Z?

可以用来定量

检测
f7

.W浓度%

图
L

!
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#
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!

9.;

*

J
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$荧光曲线对

c1

?h浓度的响应关系图
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+
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图
P

!

M<

在
QQC

和
QUU19

处的荧光强度与

c1

?h浓度线性拟合图
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+
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!
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#

!

结
!

论

!!

我们发现在探针
Z?

的
Q;/F

溶液中加入
f7

.W后荧光

强度显著增强!最大荧光发射波长红移了
=#G7C

!从
+.+

7C

移动到
**#7C

%探针
Z?

对
f7

.W 的检测范围
"

#

="

!

C%&

'

D

E=

!检测限达到
"'=

!

C%&

'

D

E=

!探针
Z?

用双波长

荧光比值法可以被用来检测环境中的
f7

.W浓度!即已知
Z?

浓度便可测定出
f7

.W浓度%同时!探针
Z?

是动物体中的一

种胆汁色素!没有复杂的合成步骤!且其与
f7

.W结合后的荧

光发射峰位于生物组织的透明窗口)

=*

*

!因此其对生物活体

成像也具有潜在的应用前景%
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