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摘要       本文基于萘并吡喃-吲哚盐共轭体系设计合成了能够检测亚硫酸氢根(HSO3
−)的新型近红外比率型

荧光探针. 该探针对HSO3
−识别显示出优异的选择性、较高的灵敏度和超快速的荧光响应. 加入HSO3

−后,探
针展现出21.6倍(I520/I653)的相对荧光强度的增强,并伴随着溶液颜色由紫色转变为无色. 此外,高分辨率质谱

和核磁氢谱滴定共同证实了该探针对HSO3
−的检测机制是HSO3

−与探针的不饱和碳碳双键发生了亲核加成

反应. 最后, 探针被成功地应用于活细胞和斑马鱼幼体中HSO3
−的原位示踪.

关键词       近红外, 比率型, 亚硫酸氢根, 荧光探针, 生物成像

1   引言

作为主要的大气污染物之一,二氧化硫(SO2)极易

溶于水并转变成亚硫酸盐和亚硫酸氢盐(HSO3
−),对人

体健康和生态环境造成严重影响[1~7]. 同时,亚硫酸氢

钠广泛应用于食品添加剂, 由于其潜在的细胞毒性,
因此对其添加量的控制必须要有严格的要求. 美国

食品药品监督管理局已经明确规定,食品标签上应注

明HSO3
−的含量, 且其含量不得超过10 µg/mL[8~11]. 因

此, 开发有效的方法用于监测HSO3
−具有极为重要的

意义. 荧光探针由于兼具高灵敏度、实时监测和操作

简便等优点,在环境和生物系统中检测待分析物时具

有明显的优势[12,13]. 已有很多能够专一性识别HSO3
−

的探针被设计并开发,其中还包括一些可以靶向定位

的[14~16]和可逆的[17]探针. 然而, 这些探针中绝大多数

都是属于荧光增强型(turn-on). 而与这种单一发射波

长变化的探针相比,比率型荧光探针由于具有双波长

发射特征、受环境因素影响小、响应范围宽、准确

度高且可以实现半定量分析等特性[18~22],而受到广泛

关注. 目前识别HSO3
−的比率型荧光探针比较少. 在

本文中,基于半花菁染料开发设计了具有较高选择性

和灵敏度,能够用于专一性检测溶液、细胞及活体中

HSO3
−的比率型荧光探针1 (图1).

2   实验部分

所有实验药品除非特别说明,均购自阿拉丁试剂

公司(美国),各种分析物包括Na2SO3和NaHSO3购自上
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图 1    探针1的合成路线

海实验试剂有限公司(中国). 所有检测实验均在室

温(25℃), 二甲基亚砜-磷酸盐缓冲溶液(DMSO-PBS)
(10.0 mM, pH 7.4, 1:1, v/v)中进行.

U-3900型紫外 -可见光分光光度计 (Hitachi公
司, 日本), F-7000型荧光光谱仪(Hitachi公司), Bruker
AVANCE-600 MHz超导核磁共振波谱仪 (德国 ), AB
SCIEX Triple TOF 5600plus高分辨飞行时间质谱仪

(美国), PO-120石英比色皿(上海华美实验仪器厂, 中
国), GL-9406型手提式紫外分析仪(郑州明天仪器有

限公司 , 中国), 梅特勒-托利多pH计(梅特勒 , 瑞士),
Olympus FV1200激光共聚焦扫描显微镜(日本).

3   结果与讨论

3.1   探针1的合成与表征

探针1的合成(图1). 取化合物2 (0.105 g, 0.5 mmol)
和1,2,3,3-四甲基-3H-吲哚鎓碘化物(0.21 g, 0.7 mmol)
溶于10 mL 无水乙醇中, 加入催化剂哌啶30 μL. 78℃
搅拌回流12 h,然后冷却至室温,过滤并用冰乙醇洗涤

得墨绿色固体,真空干燥. 产量为0.202 g,产率为82%.
核磁共振氢谱(1H NMR) (600 MHz, DMSO) δ 8.64 (s,
1H), 8.32 (d, J=16.1 Hz, 1H), 8.23 (d, J=8.5 Hz, 1H), 8.02
(d, J=8.9 Hz, 1H), 7.95 (d, J=8.1 Hz, 1H), 7.91~7.84 (m,
2H), 7.69 (t, J=7.6 Hz, 1H), 7.65~7.58 (m, 2H), 7.51 (t,
J=7.5 Hz, 1H), 7.25 (d, J=8.9 Hz, 1H), 6.97 (d, J=16.2 Hz,
1H), 5.43 (s, 2H), 4.09 (s, 3H), 1.81 (s, 6H). 核磁共振

碳谱(13C NMR) (151 MHz, DMSO) δ 180.10 (s), 154.73
(s), 149.52 (s), 142.79 (s), 141.30 (s), 135.50 (s), 133.71
(s), 129.62 (s), 128.49 (s), 127.99 (s), 127.63 (s), 124.30
(s), 122.24 (s), 120.94 (s), 116.86 (s), 114.90 (s), 114.30
(s), 110.74 (s), 63.45 (s), 51.17 (s), 33.51 (s), 24.86 (s).
ESI-MS: m/z Calcd 366.1862, Found 366.1858.

化合物2的合成. 将丙烯醛(0.5 mL, 7.5 mmol)和

2-羟基-1-萘甲醛(0.516 g, 3.0 mmol)溶解在含有碳酸

钾(1.035 g, 7.5 mmol)的1,4-二氧六环溶液中. 将混合

物在105℃加热反应72 h. 反应完成后, 冷却至室温,
倒入冰水中搅拌30 min. 混合物用乙酸乙酯萃取3次.
合并有机层并用饱和氯化钠洗涤两次 , 然后用无水

硫酸钠干燥, 减压旋转蒸发除去溶剂, 所得粗产物经

硅胶柱色谱分离纯化 , 洗脱剂为乙酸乙酯和石油醚

(v/v, 1:5)混合液,得到浅黄色固体2,质量为0.126 g,产
率为20%. 1H NMR (600 MHz, DMSO) δ 9.72 (s, 1H),
8.46 (s, 1H), 8.24 (d, J=8.4 Hz, 1H), 8.00 (d, J=8.9 Hz,
1H), 7.92 (d, J=8.1 Hz, 1H), 7.65 (t, J=7.6 Hz, 1H), 7.48
(t, J=7.5 Hz, 1H), 7.19 (d, J=8.9 Hz, 1H), 5.06 (s, 2H).
13C NMR (151 MHz, DMSO) δ 190.9 (s), 155.4 (s), 138.4
(s), 134.5 (s), 130.8 (s), 129.9 (s), 129.5 (s), 129.2 (s),
128.6 (s), 125.1 (s), 122.1 (s), 117.9 (s), 114.4 (s), 63.0
(s) . ESI-MS: m/z Calcd 211.0754, Found 211.0755.

3.2   光谱性能研究

3.2.1   探针1对HSO3
−的紫外、荧光光谱滴定研究

首先, 测试了探针1的紫外吸收和荧光发射光谱.
图2(a)显示当将HSO3

−溶液加入到含有探针1 (10 μM)
的DMSO:PBS缓冲液 (1:1, v/v, pH 7.4)中时, 对应紫外

吸收光谱的变化. 随着HSO3
−浓度(0~40 μM)的增加,探

针在520 nm处的吸收峰逐渐减小, 350 nm处的吸收峰

逐渐增强,并且在360 nm处形成了等吸收点. 这表明

HSO3
−的加入,使探针生成了新的化合物. 溶液颜色从

红色变为无色,表明探针1可以实现“裸眼”检测HSO3
−.

相应的荧光光谱变化如图2(b)所示,探针1本身在

653 nm处显示近红外荧光发射. 随着HSO3
− (0~40 μM)

的加入,探针1在653 nm处的荧光强度逐渐降低,伴随

有520 nm处的荧光强度显著增强,表明探针的π共轭被

破坏. 此外, 如图2(c)所示, 520 nm处与653 nm处相对

荧光强度的比值 (I520/I653)与HSO3
−浓度(0~40 μM)呈现
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图 2    探针1 (10 µM)随HSO3
−(0~40 µM)浓度变化的紫外-可见吸收光谱图(a)和荧光发射光谱图(b); (c)探针1与HSO3

−作用后

相对荧光强度与浓度的线性关系, 激发波长为402 nm, 狭缝: 5 nm/10 nm (网络版彩图)

良好的线性相关(R2=0.9962). 利用国际纯粹和应用

化学联合会(IUPAC)给出的检出限计算公式 (CDL=
3Sb/m)[23~26]可知 , 探针1对HSO3

−的检测限为76 nM.
这明显低于目前已经报道的类似结构的荧光探针[27~29].

3.2.2   探针1对HSO3
−的选择性识别研究

探针的重要特征是对于一种分析物具有特异性

识别功能. 为了检测探针1对HSO3
−的特异性识别能

力, 考察了在DMSO:PBS (1:1, v/v, pH 7.4)缓冲液中加

入HSO3
− (40 μM)和其他分析物(400 μM)后荧光强度比

值的变化(图3). 我们发现,在402 nm的激发波长下,只
有SO3

2−和HSO3
−的加入引起了明显的相对荧光强度

(I520/I653)变化,而其他阴离子没有引起明显的荧光强度

比值变化. 该结果证明探针1对HSO3
−具有良好的选择

性识别能力.

图 3    探针1与各类分析物作用后的相对荧光强度比值

(I520/I653)变化(网络版彩图)

3.2.3   探针1识别HSO3
−的最适pH研究

我们对探针1在不同pH (2.0~9.0)条件下的识别性
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能做了进一步研究(图4). 结果表明, 探针1 (10 μM)本
身的荧光强度比值(I520/I653)在pH 2.0~9.0基本保持不

变. 在加入HSO3
− (40 μM)后,探针1在pH 5~9范围内的

荧光强度比值(I520/I653)明显增加. 并且在生理环境(pH
7.4)下具有良好的稳定性和识别效果. 因此,预测探针

1能够在生理条件下完成对HSO3
−的识别检测.

3.2.4   探针1对HSO3
−识别动力学研究

此外, 考察了探针1对HSO3
−的动力学响应过程,

如图5所示,在400 μM HSO3
−存在下,探针1与HSO3

−的

反应在20 s内基本完成,并且荧光强度在1 min内基本

保持稳定,表明探针1能够快速地对HSO3
−进行检测.

图 4    探针1与HSO3
−在不同pH条件下荧光强度比值(I520/I653)

的变化(网络版彩图)

图 5    探针1与HSO3
−作用的动力学研究(网络版彩图)

3.3   探针1对HSO3
−识别机理的研究

为了进一步证实探针 1对HSO3
−的响应机理

(图6(a)),选择核磁、质谱等分析手段进行研究. 当在

探针储备液(DMSO-d6)中加入HSO3
− (D2O)时 , 发现δ

8.62 (a1)、δ 5.42 (b1)和δ 4.09 (e1)处的H质子向高场

移动(a2、b2、e2分别在δ 7.08, δ 3.09和δ 3.03 ppm).
同时探针1碳碳双键的H质子(c1, 7.26, 7.24和d1, 6.98,
6.95 ppm)也分别转移到5.37, 5.35和5.30, 5.28 ppm, c2,
d2 (图6(b)). 此外, 从探针1与HSO3

−反应后的质谱结

果可以发现, 质谱中两个主要峰366.18和448.15分别

归于[M]+和[M+HSO3
−]+ (图6(c)). 由此表明, 探针1对

HSO3
−的响应机制是基于图6(a)所示的亲核加成反应.

3.4   细胞成像和斑马鱼成像研究

为了检测探针1的细胞通透性和选择性识别细胞内

HSO3
−的能力,探针1被用于活细胞成像研究. 如图7所

示,将探针1 (10 μM)与人乳腺癌细胞(MCF-7)在37℃下

孵育30 min,此时在红色通道中显示红色荧光,而绿色

通道只有很微弱的荧光信号. 由此表明,探针1具有良

好的细胞通透性. 此外, 在对照实验中, 将HSO3
−与探

针1预处理过的MCF-7细胞再温育30 min后, MCF-7细
胞显示较强的绿色荧光,同时红色通道的荧光基本消

失. 结果表明,探针能够检测活细胞中外源性的HSO3
−.

为了进一步研究探针1检测活体内HSO3
−的浓度

变化,将探针1进行了活体成像实验. 选用斑马鱼作为

实验对象,如图8所示,当斑马鱼与探针1 (10 μM)孵育

30 min时,发现红色通道中显示出的明亮红色荧光,而
在绿色通道中基本上没有荧光. 相比之下, 当用探针

1预处理过的斑马鱼再与HSO3
−一起孵育30 min后,之

前红色通道中的红色荧光显著的减少,绿色通道表现

出强烈的绿色荧光. 结果表明,探针1可以用于检测斑

马鱼幼体体内的HSO3
−.

4   结论

综上所述,设计并合成了一种新型比率型荧光探

针用于识别HSO3
−. 该探针具有较好的选择性、较高的

灵敏度以及较宽的 pH响应范围. 此外,活细胞成像和

斑马鱼幼体成像表明,探针1具有较好的细胞穿透性,并
且可以用于检测生物体内HSO3

−浓度的变化. 研究结果

为设计其他生物分子的检测和成像提供了有益的参考.
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图 6    (a) 探针1对HSO3
−的荧光响应机理示意图; (b) 探针1与HSO3

−加成产物质谱图; (c) 探针1与HSO3
−加成产物质谱图(网

络版彩图)
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图 7    激光共聚焦细胞成像. (a1~d1) 探针1本身; (a2~d2) 探针1加入HSO3
−后. (绿色通道: 激发波长405 nm, 收集发射信号

520±20 nm. 红色通道: 激发波长488 nm, 收集发射信号650±20 nm) (网络版彩图)

图 8    激光共聚焦斑马鱼成像. (a1~d1)探针1本身; (a2~d2)探针1加入HSO3
−后. (绿色通道: 激发波长405 nm,收集发射信号

520±20 nm. 红色通道: 激发波长488 nm, 收集发射信号650±20 nm) (网络版彩图)
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A ratiometric fluorescent probe for sensing bisulphate and its
application in living cells and zebrafish
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Abstract: A novel near-infrared fluorescent probe for detection of bisulfite was designed and developed based on
a conjugated naphthopyran-indolium system. The sensor showed excellent selectivity, high sensitivity and a rapid
response toward bisulfite in aqueous solution. Upon the addition of HSO3

−, the sensor displayed 21.6-fold (I520/I653)
fluorescence intensity enhancement, accompanied with an apparent color change from violet to colorless, suggesting
that the sensor can be used to detect HSO3

− with “naked-eye”. The lowest detection limit for the above measurement
was found to be 76 nM, and it was sensitive enough for the detection of endogenously produced bisulfite in biological
system. Furthermore, the sensing mechanism was confirmed by high-resolution mass spectroscopy analysis and 1H
NMR spectrometry analysis, which was based on the strong nucleophilic addition reaction of bisulfite towards the
sensor. Moreover, as a biocompatible molecule, the probe was successfully used for fluorescence imaging of bisulfite
in MCF-7 cells and zebrafish, demonstrating that the probe is a novel ratiometric fluorescent probe to image SO2

derivatives in biosystem.
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