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具有较大Stokes位移的新型苯并噻二唑基

pH荧光探针的制备及性能研究
李　阳　张　辉　李　明∗

(长春工业大学化学与生命科学学院,长春１３００１２)

摘　要　合成了２种基于苯并噻二唑的荧光探针 C１和 C２,应用于极酸性条件下pH 检测.利用核磁共振氢谱

仪、紫外Ｇ可见分光光度计、荧光分光光度计等对合成的荧光探针分子结构及其性能进行表征.结果表明:２种荧光探

针均具有较大的斯洛克斯(Stokes)位移(＞１００nm),且 C２具有优良的专一性和光稳定性;pH 从０增加到３􀆰０４时,随

着pH 的升高,C２的荧光强度逐渐降低;C２探针的酸度系数为１􀆰５６,在极酸性条件下 C２作为pH 探针具有潜在的应

用前景.
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　　pH 不仅影响物质的理化性质,而且对生物体

正常活动起着至关重要的作用[１Ｇ２].生物体的pH
一旦超出固定范围,将对其体内细胞造成破坏,引起

一系列症状[３Ｇ４]:pH＞３􀆰６９时,容易导致身体痛楚;

pH＜３􀆰１５,则容易引发一系列慢性病,并会出现易

感冒或糖尿病、高血压及痛风等症状.因此,精确检

测pH 的变化,也能够得出一系列生理的病变区

域[５Ｇ６].pH 荧光探针具有选择性好、响应时间短、
灵敏度高等特点,因而在生命科学领域引起了广泛

关注[７Ｇ１１].
常用的荧光探针有荧光素类[１２Ｇ１３]、氟化硼络合

二吡咯甲川类(BODIPY)[１４Ｇ１６]、罗丹明类[１７Ｇ１８]、香豆

素[１９Ｇ２０]类等化合物.Sage等[２１]合成的荧光素类

pH 荧光探针酸度系数(pKa)为６􀆰９８,具有生物毒性

低、量子产率高等特点,但其斯洛克斯(Stokes)位移

小、细胞渗透性差.BODIPY 类pH 荧光探针检测

范围在７􀆰５~９􀆰３,具有光稳定性好、荧光量子产率

高等特点,但其母体难于功能化[２２].罗丹明类以及

甲川菁类pH 荧光探针,由于结构特殊仅在特定范

围具有响应,其中罗丹明类 pH 荧光探针 pKa 为

４􀆰８５,甲川菁类pH 荧光探针pKa 为４􀆰４０[２３Ｇ２４].虽

然强酸性条件不利于大多数生物生存,但幽门螺杆

菌、嗜酸菌(pH＝２~５)等微生物却只在强酸条件下

生长和繁殖,而且目前的pH 荧光探针主要用于中

性或弱酸性条件的检测,因此,研发用于强酸性环境

的pH 荧光探针具有重要意义[２５].Xu等[２６]合成了

３Ｇ(二(２Ｇ氨基Ｇ４,６Ｇ二甲氧基嘧啶Ｇ５Ｇ基)甲基)Ｇ７Ｇ(二
乙基氨基)Ｇ２HＧ色烯Ｇ２Ｇ酮小分子荧光探针(pKa＝
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２􀆰１),用于检测大肠杆菌pH.苯并噻二唑具有生

物相容性好、Stokes位移大,易功能化等特点,近年

来备受关注.Zhang等[２７]制备了pH 敏感的苯并噻

二唑基小分子荧光探针,该探针表现出稳定性高、易
于功能化、Stokes位移大等优点.Stokes是分子探

针的重要参数,较大的Stokes位移能够有效地避免

激发光对荧光发射信号的干扰,具有背景干扰低、对
生物样品的光损伤小、样品穿透性强、检测灵敏度高

等优点.研究证明,延长共轭桥长度是提高分子内

电荷转移的有效手段,分子内电荷转移效应的增强

有利于增大荧光探针的Stokes位移.
本研究以苯并噻二唑为原料,合成了具有较大

Stokes位移的强酸性pH 荧光探针 C１和 C２,并对

其结构、光谱性质以及pKa、选择性等进行了研究.

１　实验部分

１􀆰１　试剂与仪器

实验用试剂均为国产分析纯,无需纯化.
数字pH 计(pHSＧ３C型),上海雷磁;核磁共振

氢谱 仪 (１HＧNMR,４００MHz AVＧ４００ 型),德 国

Bruker公司;紫外Ｇ可见分光光度计(UVＧVis,２４５０
型),日本岛津公司;荧光分光光度计(LSＧ５５型),美
国珀金埃尔默公司.

１􀆰２　荧光探针的合成及表征

１􀆰２􀆰１　４,７Ｇ二(溴甲基)苯并[c][１,２,５]噻二唑的

合成及表征

将２,１,３Ｇ苯并噻二唑(５g,３６􀆰８mmol)、多聚甲

醛(１０g,１１１􀆰０mmol)、十四烷基三甲基溴化铵(１g,

３􀆰０mmol)溶于１００mL质量分数为４８％的氢溴酸

和６０mL冰乙酸中.在氮气保护下,加热至１３５℃
并回流２４h.将混合物倒入５００mL冷水中,过滤得

到浅白色固体产物７􀆰８g,产率为６６％,记作化合物１.
以氘代氯仿(CDCl３)为溶剂,对化合物１进行

１HＧNMR表征,表征结果如下:７􀆰６３(２H,s,BTD—

H);４􀆰９７(４H,s,BTD—CH２Br).

１􀆰２􀆰２　４,７Ｇ二(甲醇基)苯并[c][１,２,５]噻二唑的

合成及表征

将化合物１(２g,６􀆰２１mmol)溶于３０mL二氧六

环,加入碳酸钙(６􀆰２８g,６􀆰２８mmol)和３０mL水,加
热搅拌回流１２h,自然冷却至室温,过滤除去未反应

的碳酸钙,减压蒸馏旋干溶剂得到粗产物,用二氯甲

烷与乙酸乙酯体积比为５∶１的洗脱剂进行硅胶柱层

析分离提纯,得到白色固体０􀆰８５g,产率为７０％,记
作化合物２.

化合 物 ２ 的 １HＧNMR 表 征 结 果 如 下:７􀆰５５
(２H,s,BTD—H);５􀆰１６(４H,s,BTD—CH２).

１􀆰２􀆰３　苯并[c][１,２,５]噻二唑Ｇ４Ｇ甲醛和苯并[c]
[１,２,５]噻二唑Ｇ４,７Ｇ二甲醛的合成及表征

将化合物２(０􀆰６g,３􀆰０６mmol)溶于５０mL二氯

甲烷,加入氯铬酸吡啶嗡(PCC)(２􀆰１g,９􀆰７４mmol)
反应１２h,用石油醚与乙酸乙酯体积比为５∶１的洗脱

剂进行硅胶柱层析分离提纯,分别得到黄色固体

０􀆰２３g,产率为 ３８％(记作化合物 ３)和黄色固体

(０􀆰３６g,产率５６％),记作化合物４.
化合物 ３ 的 １HＧNMR 表征结果如下:１０􀆰１２

(１H,s,CHO);８􀆰３４(１H,s,BTD—H);８􀆰０５(１H,

s,BTD—H);７􀆰６５(１H,s,BTD—H).化合物４的
１HＧNMR表征结果如下:１０􀆰９３(２H,s,—CHO);

８􀆰３６(２H,s,Ar—H).

１􀆰２􀆰４　NＧ乙醇胺基苯基三苯基碘化膦的合成

将NＧ苯基乙醇胺(５g,３６􀆰４mmol)、三苯基膦

(９􀆰５４７g,３６􀆰４mmol)、 甲 醛 溶 液 (１􀆰０９４g,

３６􀆰４mmol)和碘化钾(６􀆰０５１g,３６􀆰４mmol)溶解在

３０mL三氯甲烷中,加入６􀆰６６mL乙酸,将混合液加

热回流１０h,自然冷却至室温,蒸馏脱除溶剂,将产

物在无水乙醚中重结晶得到白色固体１７􀆰６７g,产率

为９０％.

１􀆰２􀆰５　(４Ｇ(NＧ乙醇胺基)苯乙烯基)苯并[c][１,２,

５]噻二唑的合成及表征

将化合物３(０􀆰１g,０􀆰６１mmol)溶于二氯甲烷

中,加入 NＧ乙醇胺基苯基三苯基碘化膦(０􀆰２８９g,

５􀆰３mmol)和叔丁醇钾(０􀆰５９３６g,５􀆰３mmol),将混合

物在室温下搅拌２h,得到红色固体.减压蒸馏旋干

溶剂,用石油与乙酸乙酯体积比为３∶１的洗脱剂进

行硅胶柱层析分离提纯,得到化合物C１１􀆰１８３g,产
率为７０％.

化合物 C１的 １HＧNMR 表征结果如下:７􀆰８６
(H,t,BTD—H);７􀆰６２(H,t,BTD—H);７􀆰５０(２H,

d,Ar—H);７􀆰４５(H,t,BTD—H);６􀆰７２(２H,d,

Ar—H);３􀆰９０(２H,t,CH２);３􀆰３９(２H,t,CH２).

１􀆰２􀆰６　(４Ｇ(NＧ乙醇胺基)苯乙烯基)苯并[c][１,２,

５]噻二唑Ｇ４Ｇ甲醛的合成及表征

将化合物３(０􀆰１g,５􀆰２mmol)溶于二氯甲烷中,
加入 NＧ乙 醇 胺 基 苯 基 三 苯 基 碘 化 膦 (０􀆰２８９g,

５􀆰３mmol)和叔丁醇钾(０􀆰５９３６g,５􀆰３mmol),将混合

物在室温下搅拌２h,得到红色固体.减压蒸馏旋干

溶剂,用石油与乙酸乙酯体积比为５∶１的洗脱剂进

行硅胶柱层析分离提纯,得到化合物C２１􀆰１８３g,产
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率为７０％.
化合物 C２的 １HＧNMR 表征结果如下:１０􀆰６７

(H,s,CHO);８􀆰１９(H,s,CH􀪅􀪅CH);８􀆰０８(H,d,

BTD—H);７􀆰７８(H,d,CH􀪅􀪅CH);７􀆰５９(２H,d,

Ar—H);７􀆰５７(H,d,BTD—H);６􀆰８２(２H,d,Ar—

H);３􀆰８９(２H,t,CH２);３􀆰６０(２H,t,CH２).

１􀆰３　荧光量子产率的计算

将光谱纯四氢呋喃(THF)和盐酸水溶液按体

积比１∶１９配成pH 不同的溶液.首先测定探针C１
和C２在不同溶剂中的荧光光谱和紫外吸收光谱,
然后以罗丹明 B作为参照物,测定 C２在不同溶剂

中的荧光量子产率.待测溶液浓度应使得紫外Ｇ可

见分光光度计在波长３６５nm 处的紫外吸收强度处

于０􀆰０４~０􀆰０６之间,在此吸收范围内测试结果真实

可信,然后把所测数据带入公式进行计算:

QY ＝QYref
η２

η２
ref

I
A

Aref

Iref
(１)

　　式中,QY 为荧光量子产率,％;η为溶液的折射

率;A 为波长３６５nm 处的吸光度;I 为化合物溶液

荧光发射光谱的积分面积;QYref为罗丹明B的荧光

量子产率,％;ηref为罗丹明B的折射率,Aref为波长

３６５nm 处罗丹明 B的吸光度,Iref为罗丹明 B溶液

荧光发射光谱的积分面积.

２　结果与讨论

２􀆰１　１HＧNMR表征

以苯并噻二唑为原料,经氯甲基化、水解合成带

有２个苄醇基的化合物,经PCC氧化成功合成２,１,

３Ｇ苯并噻二唑Ｇ４,７Ｇ二甲醛以及２,１,３Ｇ苯并噻二唑Ｇ
４Ｇ甲醛,生成的醛与NＧ羟乙基苯胺磷叶立德经过维

蒂希(Wittig)反应形成具有DＧπＧA结构的荧光探针

C１和C２.利用核磁共振氢谱仪对每步反应合成的

产物结构进行表征,结果表明成功制备带有pH 响

应基团的荧光探针C１和C２.

２􀆰２　UVＧVis分析

将荧光探针C１和C２(浓度均为１×１０－５mol/L)
分别溶于有机溶剂三氯甲烷、甲苯、THF、乙醇和二

氧六环中,利用紫外Ｇ可见分光光度计进行测试,荧
光探针C１和 C２的 UVＧVis谱图见图１.由图可

知:在不同的溶剂中,２种荧光探针最大吸收峰的位

置不同,C１在波长３３０nm 附近的吸收峰归因于苯

并噻二唑基团特有的共轭体系中πＧπ∗ 电子跃迁;而

C２在波长４５０nm 附近的吸收峰则是由分子内电荷

转移效应引起的,从侧面可以证明醛基的引入,导致

C２分子内电荷转移程度更大.

图１　荧光探针C１和C２在不同溶剂中的 UVＧVis谱图

[(a)C１;(b)C２]

将浓度为１×１０－５mol/L的荧光探针 C２分别

溶于甲苯、氯仿、二氯甲烷、THF和丙酮中,测定其

紫外吸收光谱,在波长３６５nm 处 C２紫外光谱的吸

收强度为０􀆰０５.以罗丹明B作为参照,测定 C２在

不同溶剂中的光物理性能参数(见表１).由表可

知:荧光探针C２在甲苯中的荧光量子产率最高,达
３６􀆰３％,其Stokes位移均大于１００nm,将C２应用于

造影剂应用潜力巨大[２８Ｇ３０].
表１　荧光探针C２在不同溶剂中的光物理性能参数

　溶剂 ε/(mol􀅰cm－１) τ/ns QY/％ Δλ/nm

甲苯 ０􀆰８７×１０－４ ２􀆰３２ ３６􀆰３ １０９

氯仿 ０􀆰８０×１０－４ ２􀆰２１ ３０􀆰７ １３７

二氯甲烷 ０􀆰９２×１０－４ １􀆰８９ １７􀆰９ １４８

THF ０􀆰９８×１０－４ ２􀆰１５ １３􀆰６ １５１

丙酮 ０􀆰７１×１０－４ １􀆰９８ １１􀆰２ １７３

　　注:ε为摩尔消光系数;τ为荧光寿命;QY 为荧光量子产率;Δλ
为Stokes位移.

２􀆰３　pH滴定实验

将光谱纯 THF和盐酸水溶液按体积比１∶１９
配成 pH＝０,０􀆰０８,０􀆰２３,０􀆰７３,０􀆰８８,１􀆰１７,１􀆰３６,

１􀆰４２,１􀆰５７,１􀆰６８,１􀆰７８,２􀆰１１,２􀆰３１,２􀆰５７,２􀆰７１,３􀆰０４
的溶液,在激发波长４２０nm、狭缝２􀆰５nm 的条件下

对荧光探针C１和C２进行pH 滴定实验.THF/盐

酸水溶液pH 不同时 C１和 C２的荧光光谱图见图

２.从图２(a)可以看出:pH 从０增加到３􀆰０４时,C１
的荧光强度未呈规律性变化.从图２(b)可以看出:
随着pH 的增加,C２的荧光强度呈下降趋势;当
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pH＝０时,C２在波长５１７nm 处的荧光强度最大,为
２６１􀆰８;随着pH 增大到３􀆰０４时,C２在波长５１７nm
处的荧光强度逐渐减弱到 ３􀆰８,荧光衰减倍数为

６８􀆰９倍,并且在整个滴定过程中,C２的发射光谱并

没有太大移动,这也从侧面说明 C２在 pH＝０~
３􀆰０４范围内,具有较好的响应性.将 C２ 在波长

５１７nm 处的最大荧光强度进行与pH 拟合,得到最

大荧光强度与pH 的拟合曲线图(见图３),通过计

算得到C２的pKa 等于１􀆰５６,相关系数R２＝０􀆰９９６.
由图可以看出,曲线拟合性较好,有利于监测极酸性

条件下生物体的pH.

图２　THF/盐酸水溶液pH 不同时荧光探针

C１和C２的荧光光谱图

[(a)C１;(b)C２]

图３　荧光探针C２的最大荧光强度与pH的拟合曲线图

２􀆰４　荧光探针C２的紫外吸收性能分析

将光谱纯 THF和盐酸水溶液按体积比１∶１９
配成pH 不同的溶液,考察pH 不同条件下荧光探

针C２的紫外吸收性能,其 UVＧVis谱图见图４.由

图４(a)可知:pH＝０~２􀆰５７时,C２的紫外Ｇ可见吸

收峰逐渐减弱;而pH＝２􀆰５７~３􀆰０４时,C２在波长

４０３nm 处的吸收峰逐渐消失;C２在波长４８９nm 处

形成的新吸收峰[图４(b)]也随着pH 的增加而减

弱.出现这种现象的原因可能是在pH 不同条件

下,C２分子中不同的响应基团被质子化,使C２分子

电荷转移程度发生变化.

图４　pH 不同时荧光探针C２的 UVＧVis谱图

[(a)pH＝０~２􀆰５７;(b)pH＝２􀆰５７~３􀆰０４]

实验过程中发现:pH＝０时 THF/盐酸水溶液

为淡黄色;pH＝２􀆰３７时溶液为紫褐色;pH＝２􀆰５７
时溶液为深褐色,与紫外吸收光谱呈现对应关系.

pH＞２􀆰５７的样品,其颜色基本上没有明显变化,说
明在波长４０３nm 处的吸收峰不再是强度最大的吸

收峰.C２的 UVＧVis谱图分析也证明,pH 在０~
２􀆰５７范围内其质子化作用趋于稳定.

２􀆰５　荧光探针C２对金属离子的响应研究

将光谱纯THF和盐酸水溶液按体积比１∶１９配

成pH＝１􀆰０的溶液,在C２浓度为５×１０－５mol/L,金
属离子 Hg２＋ ,Zn２＋ ,Mg２＋ ,Fe２＋ ,Ca２＋ ,Ni２＋ ,Cu２＋ ,
K＋ ,Na＋ ,Mn２＋ ,Co２＋ ,Ag＋ ,Fe３＋ ,Cd２＋ 和 Pb２＋ 浓

度均为１００μmol/L条件下,考察金属离子对荧光探

针C２荧光强度的影响(见图５).由图可以看出:金
属离子对 C２的荧光强度没有显著影响.由此可

知,合成的荧光探针C２具有出色的抗干扰能力,在

pH 检测方面专一性强.

图５　金属离子对荧光探针C２荧光强度的影响

２􀆰６　荧光探针C２的稳定性研究

将光谱纯 THF和盐酸水溶液按体积比１∶１９
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配成pH＝１􀆰０的溶液,在荧光探针 C２浓度为５×
１０－５mol/L条件下,通过紫外灯照射考察 C２的稳

定性,每隔５min左右测一次荧光强度,连续照射

７０min.在波长５１７nm 处C２荧光强度随照射时间

的变 化 曲 线 图 见 图 ６.由 图 看 出,紫 外 灯 照 射

７０min后,C２的荧光强度变化不大,说明合成的荧

光探针C２在酸性体系中光稳定性较高,在生物体

检测或者体外检测pH 方面有巨大的应用潜力.

图６　C２荧光强度随照射时间的变化曲线图

３　结论

采用简单的合成方法,成功设计合成了NＧ羟乙

基苯胺为推电子基团、苯并噻二唑为吸电子基团的

具有推拉共轭结构的荧光探针C１和C２.苯并噻二

唑基荧光探针 C２的 pKa 为１􀆰５６,其具有较大的

Stokes位移(＞１００nm)以及专一性强、光稳定性高

的特点且对金属离子的抗干扰能力强,对于极酸性

条件下生物体的pH 检测具有超敏感性,同时在生

物造影方面也具有潜在的应用前景.
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