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铝是地球上含量最多的金属元素，在生产生活

领域中有着广泛的应用，如水处理、食品添加剂、药

品、电化学、轻合金的生产等(!$)*。然而，过量的铝会

引起人体特定组织和细胞的损害，导致健康问题，

如低色小红细胞性贫血、铝相关性骨骼疾病

+,-./0、脑病、痴呆、肌肉病变、阿尔茨海默症和帕

金森病等(#$1*。另外，铝离子还会产生生物代谢性的

危害，如铝离子会影响体内的钙和硒的吸收代谢(2*。

此外，人们认为，世界上近 3%)的酸性土壤是由铝

毒污染的，这是妨碍植物（如农作物）在酸性土壤中

生长的关键因素("*。选择性识别和检测铝离子，对生

物学和临床医学等领域的相关研究具有十分重要

的意义。荧光探针分析法具有选择性好、灵敏度高

以及操作简单等优势，因此设计合成特异性识别铝

离子的荧光探针成为近年来的研究热点之一。虽然

目前已有的铝离子荧光化学传感器无论是选择性、

灵敏性，还是检测限、响应速度，普遍具有较好的理

化特性4 但是，该类化学传感器往往需要复杂的合

成过程，能够通过简单一步反应合成的报道较少。

一种用于细胞成像检测 ,5+!6的高选择性开关型
烟酰肼类荧光探针
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而且，大多数水溶性差，不易在水体系中进行荧光

检测，故难以开发细胞成像，不能实现相应荧光探

针在细胞层次或者组织层次上进行铝离子的生理、

生化行为的研究!"#$$%。基于上述发展状况，我们将烟

酰肼和羟基萘醛通过缩合反应合成一个席夫碱配体，

并研究其在溶液及细胞内的铝离子荧光检测能力。

! !"#$%

$&$ !"#$% 所用试剂均为分析纯，实验用水

由 '()*+,*+ -(./010+ 水系统制备，烟碱肼2阿拉丁

试剂3，4#羟基#5#萘甲醛2安耐吉化学6，硝酸铝7天津

市化学试剂六厂6，甲醇2天津市化学试剂六厂6，复方

氢氧化铝片 2山西云鹏制药有限公司6，89:#; 细胞

（美国 <=99 细胞库）

5>4 & ' ?: @ABC5 型 荧 光 分 光 光 度 计 ，

DE*+F/.BGC 傅立叶变换红外光谱仪，H0IJ/0 <K<D9L

MMM NCC 8OP 核磁共振波谱仪，'9Q 电喷雾质谱仪，

尼康 DEJ+, L9'M1RL =E 全自动倒置显微镜。

5&B ()*+

5&B&5 探针化合物 ' 的合成 参考相关文献!54%，化

学反应如图 5 所示。称取 4@羟基@5@萘甲醛 5&;4 S

25C TT+F6置于圆底烧瓶中，用 4C T' 无水乙醇溶解，

称取烟碱肼 5&B; S 25C TT+F6，用 4C T' 无水乙醇溶

解，置于恒压滴液漏斗中，缓慢滴入圆底烧瓶。设定

油浴温度为 5CC !，加热搅拌回流 A U，反应过程中

用 ='9 检测。反应结束后，抽滤，滤饼再用甲醇重结

晶 5 次，得黄色结晶 4&5B S，产率 ;B&54 V。5

O@D8?

（NCC 8OP，W8RX@Y

Z

）[ !（""#）54&ZC（\，5O，XO@<0）]

54>B;（\，5O，@DO@），">N; （\，5O，̂9O），;&4N_"&5A

（T，5CO，O<0）& M?（`H0 *T

@5）："
9 X̂

5 Z"4&B，"（R*UEaa@)(\/）9 D̂

5 A";&5。

5&B&4 探针化合物 ' 的荧光性质研究

5&B&4&5 灵敏性实验：将 A #' 5&C$5C

@N

T+Fb' 探针化

合物 ' 加入到 4 T' 甲醇，=0E\@O9F 缓冲溶液为 "%5

混合溶剂的样品池中（终浓度为 4&A$5C

@;

T+Fb'），然

后逐渐加入 5&C$5C

@A

T+Fb' 硝酸铝的甲醇溶液（每次

A $'），测试荧光光谱。

5&B&4&4 选择性实验：4&A$5C

@;

T+Fb' 探针 ' 溶液，

分别加入 `

c、9(4c、D(c、8S

4c、:/Bc、9+4c、DE4c、9I4c、

d,

4c、9Y4c、8,

4c、OS4c、<FBc溶液（`

c、9(4c、D(c、OS4c的浓

度是 ' 浓度的 AC 倍，9Y4c、8,

4c的浓度是 ' 浓度的

5C 倍，8S

4c、:/Bc、9+4c、DE4c、9I4c、d,4c的浓度是 ' 浓度

的 A 倍，<FBc的浓度是 ' 浓度的 5 倍），待金属与 '

充分反应后，测试荧光光谱。

5>B>4>B e+)’\@1F+. 方法确定 ' 与 <5

Bc结合的配位

比：保持配体 ' 与 <F

Bc的总浓度不变（终浓度为 A$

5C

@;

T+Fb'），改变配体 ' 与 <F

Bc摩尔比测定其荧光强

度值。

5>B>B 细胞成像实验 乳腺癌细胞（89:@;）培养

借鉴于美国标准菌库 <=99OH@GCZA，通过含体积

分数 5CV胎牛血清（:HR）的完全培养基进行传代培

养。使用倒置荧光显微镜拍摄加入铝离子前后的细

胞荧光成像。

" &'

4>5 ,- ' ./01234

4>5>5 灵敏性 在甲醇[ =0E\@O9F 缓冲溶液为 "[5

的混合溶剂中，配体 ' 与加入的不同浓度的硝酸铝

溶液充分反应后，在波长为 NC" ,T 的光激发下进

行荧光光谱测试。从图 4 可以看出，随着 <F

Bc的加

入，' 可产生显著的荧光增强趋势，并随着铝离子的

浓度增大而增强，最大发射峰位于 NAG ,T 和 NGC

,T 处。此外，铝离子浓度在 C&C>B $T+Fb' 范围内与

荧光强度保持了良好的线性关系。以 MbM

C!5

对!<F

Bc

%

作图，根据 Mf1<9 对于检测限的定义，根据公式

W' ^ `$R)5bR（` 取 B，R)5 为空白溶液的标准偏

差，R 为校准曲线的斜率）计算，能得到配体检测金

属离子的最低浓度，即配体 ' 对金属离子的检测限

为 4&B$5C

@"

T+Fb'。

4&5&4 选择性 配体 ' 与加入的不同金属离子充

分反应后，进行荧光性质考察。以波长 NC" ,T 光源

( ! )*+, #-./

$%& ! '()*+,-%- ./ 01.2, #

右上角小图为 <F

Bc

C_C&B $T+Fb' 范围内荧光滴定线性拟合图（%

/g

^

NC" ,T）

( " )*+, #012341%-56783.456-98

:;

789:;(

$%& " $8<.1,-=,)=, ,>%--%.) =+?)&,- ./ # %) >,*+?).8341%- 5678

-.8<*%.) <0.) *+, ?@@%*%.) ./ %)=1,?-%)& ?>.<)* ./ 98
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为激发光，测得荧光强度变化情况如图 ! 所示。可

以看出，配体探针 " 加入不同金属离子的荧光强度

变化不同，虽然其它各种金属离子在溶液中浓度显

著高于配体探针 "（#

$、%&'$、(&$、)*'+的浓度是 "浓

度的 ,- 倍，%./+、01

/+的浓度是 " 浓度的 23 倍，

0*

/+、4567、%8/+、(9/+、%:/+、;1/+的浓度是 "浓度的 ,倍，

<=

6+的浓度是 " 浓度的 2 倍），加入其它常见金属离

子充分反应后，配体 " 荧光强度没有较大改变；加

入 >=

67时，配体 " 响应非常明显，由此确定荧光探针

" 对铝离子具有较好的选择性。

/?/ " ! >2

6+

"#$%&'() 了解金属离子

与有机配体间的配位比例，可以为确定配合物的结

构及阐明荧光增强的机理提供重要信息。保持配体 "

与>=

6+的总浓度不变（,!2-

@A

B8=C"），<=6+的浓度占总

浓度的比例在 -D2 之间变化，通过绘制荧光强度与

相应 >=

6+所占浓度比值的线性曲线，拟合得到 " 与

>=

6+络合的配位比，得到如图 E 所示的结果。由 F8G’

H I=8J 曲线可以看出，当K>=

67

LMK>=

6+

+"L的比值在 -N66

左右，即 >=

6O与 " 的配比为 2P/ 时荧光强度达到最

高点，因此可以推测出，铝离子结合两个配体形成

配合物。为了进一步确定 <2

6+与 " 的结合方式，采

用 QRS@0R 谱对 >=

6+

@" 形成的复合物进行了表征。

质谱中出现的强峰（BCT U-AN/），其对应的结构为K>=

（"）
/

L

+（V&=V. BMT U3AW/）。

/N6 *+,-./ 给药配体设置为 2- !B8=C"，

溶液为 XYR 缓冲溶液，给药 2 Z 后显微镜下观察拍

照。拍照完成后，再往配体组加入 2, !B8=C" 的 >=

（([

6

）
6

，给药 2 Z 后观察拍照。由图 , 可以看出，在

细胞中外加 >=（([

6

）
6

后，可以观察到非常明显的

荧光现象，表明探针分子可进入细胞检测过量的铝

离子。

/NE 0123 用 \&:HH9&1 -] 程序包 K26L，采用密

度泛函理论（^4_），在 `6"aX 水平用 Ub62+c（I，.）

基组，对探针分子 " 和形成的 /#2 配合物进行构型

优化。优化的分子结构见图 U，可以看到萘环上羟基

的氢原子和 de( 双键上氮原子的距离为 2Nf'f$，

[g)…( 角度为 2E/N,%，形成分子内氢键，符合激发

态分子内质子转移（QRSX_）机制。" 及其铝配合物的

前线分子轨道图见图 A，最高占据轨道 )[0[ 的能

量分别为 @,Nf]] 5h 和 @ANA2] 5h，最低空轨道

"i0[ 的能量分别为@/N6A/ 5h 和@,N6]f 5h，说明

配合物具有更好的热稳定性。" 和配合物的 )[0[

电子云主要集中在羟基取代的萘环上，而 "i0[ 的

电子云分布在整个分子，符合分子内电荷转移

（S%_）机制。

! ! "#$% "&'(#$%&'()*+)*+,-./012345%

6789: ,!-. / 012 345

6&7 ! 6+89%-':-3:- ';-:<%= 9> ;%9?- " &3 <@- ;%-'-3:- 9> A=%&98'

4-<=+ &93' &3 4-<@=39+#$%&'()*+ '9+8<&93 ,!-. / 012 34B

! 0 "#;% "< C+

!D

=79 E9?F' ;+9<>? G!-. / 012 34B

6&7 0 E9? ;+9< 9> ;%9?- " H&<@ C+

!D

?='-I 93 >+89%-':-3:- ';-:<%=

>N加入 >=j([

6

k

6

之前；̀ W加入 >=j([

6

l

6

之后
! J "#@% "&ABCDEFK*6(LG-6DEHI!

6&7 J 6+89%-':-3< &4=7&37 9> ;%9?- " &3 K*6(L :-++'
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本文合成了一种烟酰肼席夫碱荧光探针，其合

成原料便宜，制备简便，结构通过红外谱图和核磁

谱图得以确认。光谱研究显示，探针 ! 在甲醇"水缓

冲溶液中对 #$

%&具有良好的选择性，其检测限可达

到纳摩尔级别，通过质谱和 '()’* +$(, 曲线可确定

探针分子 ! 与 #$

%&形成 -!. 的稳定络合物。该探针

对 /$

%&的响应可以归于 01234 机制5.67和 284 机制5.97，

并通过量化计算证明。探针分子羟基的氢原子和 8:

; 双键上氮原子形成分子内氢键，存在激发态分子

内质子转移<01234=现象，加入铝离子后，发生去质

子化作用，抑制了探针分子的 01234 进程，因而荧

光增强。分子具有较大的极性和明显的分子内电荷

转移<284=效应，与铝离子结合后对荧光团的推>拉

电子作用产生影响，从而导致荧光光谱的变化。由

于探针分子在水体系下也可以发射出很强的荧光，

因此可用于检测药物及生命体系的铝离子含量。本

实验制备的新型探针 ! 是一种灵敏度极高并具有

很强选择能力的 /$

%&荧光探针，有望应用于生物医

药领域。
#$%&'

5.7 !? !@ AB C D@ !? E D@ F, G$H 1IJ,KF*?* (L G$BM?JBM>*B)*,?,B,FN

,()FOM(O?,F GJN ,KF G++$?PG,?(J (J ,KF 3K(*+K(OB* OFM(QG$ LO(M

RG*,F RG,FO5'7H SF*G$?JG, AG,FO 4OFG, @ -T.6@ 9- ：--
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