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是一种常见的生物活性小分子%其在细胞增殖%炎症反应%细胞信号传输等过程中都起着重

要的作用&细胞粘度是一项重要的生理微环境参数%其为细胞是否正常运转的关键指标&研究还表明%一些

重大的生理疾病与细胞组织的粘度及过氧化氢浓度异常均有着密切的关联%如阿尔茨海默病.癌症&因此开

发能有效同时检测
Q

,

U

,

及粘度的分析方法对揭示相关生理病理机制及重大疾病的诊断有着重要的意义&

研制了一种能有效检测
Q

,

U
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与粘度的双响应型荧光探针"

'

$&由于存在扭曲分子内电荷转移"

8IB8

$的猝

灭效应%探针"

'

$几乎不具有荧光发射特性&而随着环境体系粘度的增高%

8IB8

效应被抑制%探针"

'

$呈现

出了强的荧光发射%且发射峰位于近红外波段处"

21*4$

$&随着粘度从
')002G

S

增至
1.')1G

S

%探针的荧光

强度增幅达到了
1.

倍&探针还能对
Q

,

U

,

产生灵敏的荧光响应%发射峰位置在
.0*4$

处&响应原理为

Q
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能与探针中的苯硼酸基团反应使探针脱除掉与吡啶氮原子相连的亚甲基苯硼酸%从而减弱了探针分子

中的
8IB8

效应以及分子内电荷转移"

IB8

$效应%因此探针溶液荧光发射显著增强且探针溶液的紫外光谱发

生了明显的蓝移"吸收峰从
./*4$

移至
/2*4$

$%对应溶液颜色从红色变为黄色&荧光光谱测试表明探针

"

'

$对
Q

,

U

,

的检测具有高的选择性与灵敏度%探针体系在
.0*4$

处的荧光强度与
Q

,

U

,

的浓度呈良好的线

性关系%线性范围为
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%根据
I5FEB

的
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%

法计算得出检测限为
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&此外细胞

荧光成像实验表明探针"

'

$具有较好的生物相容性及细胞膜通透性%且能实现细胞内
Q

,

U

,

的成像分析&
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过氧化氢"
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$是一种重要的生理活性含氧分子%而

且其他活性氧的产生与代谢过程也常需要
Q

,

U

,

的参与)

'

*
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研究表明过氧化氢的非正常水平与多种疾病相关%如炎症性

疾病.心血管疾病.神经组织退化疾病和癌症)

,O-
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&另一方

面%粘度作为细胞正常运转的重要指标参数%能反映细胞内

生物分子的信号传导%营养物质和代谢废物的运输况状&研

究发现细胞粘度的变化和过氧化氢的非正常水平也与许多疾

病有关)

/

*

&开发一种简单可靠的方法实现粘度及过氧化氢的

同时检测对相关疾病的诊断及病理机制的研究有着重要的意

义&

众所周知%荧光成像分析方法具有高灵敏度.无创检

测.实时分析.时空分辨率高等特点%已应用于多种物质的

检测)
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*

(能对多个检测对象具有不同光谱信号通道响应的

单一分子荧光探针体系有诸多优点%如分析程序简单.减少

光谱串扰.避免反应产物对另一个探针检测的影响)
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&而

能够同时检测粘度和过氧化氢水平的荧光探针分子还鲜有报

道)
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&

基于上述考虑%开发了一种基于苯并噻唑的具有长波长

至近红外发射特性的双响应性荧光探针"
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$%探针对
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的识别基团为苯硼酸结构单元)
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%探针对粘度的响应机制

为随着体系粘度的增高探针分子的扭曲分子内电荷转移

"
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$过程逐渐被抑制%从而探针分子的荧光发射增强&探

针"

'

$具有如下优点'对目标物均为长波长的增强型荧光响



应%有利于减低背景荧光的干扰%对
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的响应荧光波长

在
.0*4$

附近%对粘度的响应波长为
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(探针体系具

有较大的斯托克斯位移值有利于消除激发光的干扰%对
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与粘度响应的斯托克斯位移值分别为'
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与
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探针具有良好的生物相容性可用于细胞成像分析&
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光谱测试
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选择
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体系%在配置的反应液中探针浓度为
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$
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所占比例为
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%溶液
S

Q

为
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%

磷酸缓冲溶液的浓度为
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%选择
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体

积比为
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的溶液作为参比溶液&
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荧光光谱测试

用
=67U

溶解探针配置成母液待用%测试体系中探针

浓度为
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母液用去离子水稀释配置%通

过移取不同体积的
Q

,
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母液配置成一系列浓度梯度的待测

液%在激发波长为
/.*4$

下检测其荧光发射强度%

Q

,
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和

粘度荧光检测的激发及发射狭缝宽度分别为
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和
.4$

&探

针与
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的反应时间为
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细胞实验

将培养的
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$溶液中

孵育&培育时间均为
-N

&培育后用
F!7

缓冲液冲洗所培育

的细胞
-

次以除去多余探针分子及金属离子&细胞用共聚焦

荧光显微镜进行成像"红色通道$&
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$的合成

探针"
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$的合成流程如图
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所示%其中苯并噻唑
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及其

醛基化衍生物
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的合成参见文献)
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$的合成路线图
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$对粘度及
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响应的机理

探针"

'

$结构中在吡啶结构单元氮原子上连有体积较大

的
/O

亚甲基苯硼酸基团%从而促进了整体分子的
8IB8

效

应%因此探针"

'

$在溶液中不具有荧光发射特性&而在粘度

较大的溶液中%

8IB8

效应能有效被抑制%且分子内保留了

从苯并噻唑单元至正离子吡啶环强烈的
IB8

效应%因此探针

"

'

$能呈现出较强的荧光发射%且发射波长位于较长的近红

外波段处"

21*4$

$&在有
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,

存在条件下%

Q

,
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,

能与探

针"

'

$中的苯硼酸识别单元反应使其氧化成酚羟基%进一步

经
'

%

/O

消除反应可脱除亚甲基苯硼酸基团%得到的产物呈现

出强的橙色荧光&基于上述不同的响应过程%探针"

'

$能实

现对粘度及
Q

,

U

,

的双波长通道的同时响应"图
,
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探针#

!

$对粘度荧光响应

首先测试了探针"

'

$在不同比例丙三醇
O=67U

体系中荧

光光谱随粘度变化的曲线&如图
-

"

9

$所示%探针"

'

$在所考

察的波长处几乎无荧光发射&而随着溶液体系粘度的增高%

探针在
21*4$

处的荧光逐渐增强%粘度从
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S
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$变 化 至
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'*( =67U

%
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丙 三 醇$%

荧光强度增加了
1.

倍&且荧光强度的对数与粘度的对数在

2++'
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$对粘度及
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响应的原理图
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溶液体系中#比例依箭头方向依次为!

WX!W

%

!XY

%

3XZ

%

LXQ

%

NXP

%

<X<

%

PXN

%

QXL

%

ZX3

%

YX!

$的

荧光发射光谱图'插图为探针在低粘度及高粘度溶液

中的荧光照片图%激发光源为手持式紫外灯#
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$体系荧光强度对数与粘度对数的线性拟合
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$对
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响应的紫外光谱测试

首先考察了探针"

'

$在磷酸缓冲溶液!
=67U

混合溶剂

体系"

'*$$;R
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$中对
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的紫外

光谱响应&如图
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所示%探针"
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$在
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和
./*4$

处有吸收%

溶液呈紫红色.红色"图
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$&随着
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的加入%体系在
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和
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处吸收逐渐减弱%在
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应后%脱除了亚甲基苯硼酸基团%
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取代吡啶正离子结构随

之消失%从而削弱了分子的
IB8
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