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香豆素－半花菁－苯硼酸对唾液酸的识别与光学传感
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摘要：以共轭连接的香豆素和半花菁为信号报告基团，以苯硼酸为识别基团，设计 合 成 了 一 种 对 唾 液 酸 具 有 选 择 性 识

别的比色型荧光传感分子，命名为ＣＨＢ，并采用吸收和荧光光谱方法研究其对唾液酸（Ｎ－乙酰神经氨酸）及其 他 糖 类 分

子（如葡萄糖、蔗糖和麦芽三糖等）的响应．结果表明，ＣＨＢ仅对Ｎ－乙酰神经氨酸表现出显著的吸收和荧光光谱响应，并

通过高分辨质谱研究证实二者以１∶１计量比通过共价作用结合形成复合物．Ｎ－乙酰神经氨酸与苯硼酸的共价作用和

静电作用共同影响了香豆素－半花菁共轭体 系 的 分 子 内 电 荷 转 移，从 而 引 起 显 著 的 溶 液 颜 色 变 化 和 高 选 择 性 的 光 谱 响

应，因此ＣＨＢ可用于Ｎ－乙酰神经氨酸的可视化检测．
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　　唾液酸是一类重要的九碳单糖衍生物的统称［１］，
至今在脊椎动物体内已发现超过５０种唾液酸衍生物．
其中唾液酸在大部分动物体内主要以 Ｎ－乙酰 神 经 氨

酸（Ｎ－ａｃｅｔｙｌｎｅｕｒａｍｉｎｉｃ　ａｃｉｄ，Ｎｅｕ５Ａｃ）和 Ｎ－羟 乙 酰 神

经氨 酸 两 种 形 式 存 在，而 在 人 体 组 织 中 则 主 要 以

Ｎｅｕ５Ａｃ形 式 存 在（图 １）［２－４］，因 此 唾 液 酸 通 常 指

Ｎｅｕ５Ａｃ．唾液酸位于细胞表面聚糖（如糖脂和糖蛋白）
的非还原糖链末端［５］，有利于改变细 胞表面聚糖的结

构，从而调节包括发育和分化在内的不同类型的生理

和病理过程［６－１０］．唾液酸的表达水平与诸多疾病相关，

例如其在细 胞 表 面 的 过 度 表 达 可 导 致 多 种 癌 症 的 恶

化和转移［１１－１３］．此外，细胞中存在多种与唾液酸结构类

似的糖类物质，对其检测存在诸多干扰．因此探究高选

择性、便捷、有效的唾液酸检测方法具有重大意义．
目前报 道 检 测 唾 液 酸 的 方 法 主 要 分 为 两 种 类

型［１４－１７］：第一种 类 型 是 基 于 分 离 唾 液 酸 和 糖 复 合 物

的检测方法，例 如 高 效 液 相 色 谱 法［１８］和 毛 细 管 电 泳

法［１９］，由于分离唾液酸的过程复杂，检测操作繁琐 耗

时，仪器价格昂贵等，致使该类 型 检 测 方 法 的 应 用 受

到 限 制；第 二 种 类 型 是 无 需 分 离 出 唾 液 酸 的 检 测 方

法，主 要 为 光 谱 分 析 法［２０］，与 第 一 种 类 型 的 检 测 方

法 相 比，该 法 可 直 接 检 测 唾 液 酸，表 现 出 直 观 的 光

谱 响 应，且 具 有 操 作 简 便、设 备 便 宜、采 样 方 式 灵 活

等 优 势，而 且 在 检 测 人 体 内 唾 液 酸 方 面 已 有 所

应 用．
光谱分析法常见的有荧光光谱法和紫 外－可 见 吸

收光谱法，其关键在 于 传 感 分 子 的 设 计．传 感 分 子 一

般由信号报 告 基 团、连 接 臂、识 别 基 团 三 部 分 组 成，
也有传感分子只包含信 号 报 告 基 团 和 识 别 基 团 两 部

分．由于香豆 素－半 花 菁 共 轭 体 系 具 有 良 好 的 光 学 特

性，如光稳定性高和斯托 克 斯 位 移 大 等，共 轭 体 系 的

荧光发射波 长 位 于 近 红 外 区（６５０～９００ｎｍ）［２１］，并

且其 最 大 的 特 点 是 能 产 生 可 视 的 颜 色 变 化；而

Ｎｅｕ５Ａｃ的顺式－１，２－或１，３－二 羟 基 可 与 苯 硼 酸 基 团

通过共价作用 形 成 硼 酸 酯［３］，所 以 本 研 究 以 香 豆 素－
半花菁共轭 体 系 为 信 号 报 告 基 团，以 苯 硼 酸 基 为 识

别基团，设计了基于分子内电荷转移（ＩＣＴ）机 理 的 比

色型荧 光 传 感 分 子，命 名 为 ＣＨＢ（图１），并 通 过 质

谱、吸收光谱和荧光光谱等手段研究其对Ｎｅｕ５Ａｃ的

识别传 感，期 望 实 现 对 Ｎｅｕ５Ａｃ便 捷 的 可 视 化 监 测

目的．
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图１　Ｎｅｕ５Ａｃ和ＣＨＢ的分子结构

Ｆｉｇ．１ Ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ｏｆ　Ｎｅｕ５Ａｃ　ａｎｄ　ＣＨＢ

１　实验部分

图２　ＣＨＢ的合成路线

Ｆｉｇ．２ Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　ｒｏｕｔｅ　ｏｆ　ＣＨＢ

１．１　试剂与仪器

合成所用有 机 溶 剂 均 为 上 海 国 药 集 团 化 学 试 剂

有限公司 的 分 析 纯 试 剂；表 征 所 用 氘 代 二 甲 基 亚 砜

（ＤＭＳＯ－ｄ６）和甲醇均为Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司试剂；光

谱测试所用乙醇经分子筛干燥后重新蒸馏纯化，甲醇

为Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司 高 效 液 相 色 谱 试 剂，实 验 用 水

为纯净水．
Ｂｒｕｋｅｒ　ＡＶ　５００ＭＨｚ和Ｂｒｕｋｅｒ　ＡＶ　６００ＭＨｚ核

磁共振波谱（ＮＭＲ）仪（以四甲基硅烷为内标）；Ｂｒｕｋｅｒ
Ｅｎ　Ａｐｅｘ　ｕｌｔｒａ７．０ＦＴ－ＭＳ高 分 辨 质 谱（ＨＲＭＳ）仪；

Ｔｈｅｒｍｏ　Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ　３００紫外－可见吸收光谱仪；ＨＯＲＩＢＡ
Ｆｌｕｏｒｏｌｏｇ荧光光谱仪．

１．２　ＣＨＢ的合成与鉴定

ＣＨＢ的合成路线如图２所示．

１．２．１　化合物Ａ的合成

称取０．３３ｇ（２．０ｍｍｏｌ）３－（二 乙 胺 基）苯 酚 和

０．９３ｇ（２．０ｍｍｏｌ）双（２，４，６－三氯苯基）丙二酸酯溶于

１５ｍＬ无水甲苯中，加热回流反应２ｈ．反应完毕后将反

应液冷却至室温，析出棕灰色沉淀，抽滤除去甲苯溶剂

后，所得棕灰色固体依次用甲苯和石油醚多次洗涤，直
至得到浅灰色固体Ａ［２２］，产量０．３６ｇ，产率７７．３％．

１．２．２　化合物Ｂ的合成

冰浴条件下，恒压滴加３ｍＬ三氯氧磷至３ｍＬ无

水Ｎ，Ｎ－二甲基甲酰胺（ＤＭＦ）溶剂中，于５０℃下反应

０．５ｈ．称取０．３５ｇ（１．５ｍｍｏｌ）Ａ溶于１０ｍＬ　ＤＭＦ中，
并滴加入上述反应液中．升温至６０℃，搅拌反应１２ｈ．
待反应完 毕，将 反 应 液 冷 却 至 室 温 后 缓 慢 倒 入 冰 水

中，得到橙红色沉淀．过滤，所得橙 色 固 体 用 二 氯 甲 烷

萃取，用饱和食盐水洗涤２次，再 用 无 水 硫 酸 钠 干 燥．
旋转蒸发除去 溶 剂，得 到 橙 色 固 体 产 物Ｂ［２３］，产 量０．
３８ｇ，产率９０．６％．

１．２．３　化合物Ｃ的合成

称取１．４３ｇ（１０．０ｍｍｏｌ）２，３，３－三甲基－３Ｈ－吲 哚

与０．６４ｇ（３．０ｍｍｏｌ）４－溴甲基 苯 硼 酸 于３０ｍＬ乙 腈

中，加热回流反应１２ｈ．旋转蒸发除去溶剂，粗产物采

用硅胶柱层析法提纯，洗脱剂为二氯甲 烷－甲 醇（体 积

比６０∶１），得到棕黄色固体产物Ｃ，产量０．７５ｇ，产率

８５．０％．

１．２．４　ＣＨＢ的合成

称取０．２８ｇ（１．０ｍｍｏｌ）Ｂ和０．３７ｇ（１．０ｍｍｏｌ）Ｃ
溶于２０ｍＬ无水 乙 醇 中，搅 拌 回 流 反 应１２ｈ．旋 转 蒸

发除去乙醇得到紫红色固体，采用硅胶柱层析法纯化

产物，洗脱剂为石油醚－乙酸乙酯（体积比６∶１），得到

深蓝 色 固 体 产 物，产 量０．３９ｇ，产 率６１．３％．产 物 经

·０２·
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１Ｈ－ＮＭＲ、１３Ｃ－ＮＭＲ和 ＨＲＭＳ（电喷雾（ＥＳＩ））表征，鉴

定为目标产物ＣＨＢ．１Ｈ－ＮＭＲ（５００ＭＨｚ，ＤＭＳＯ－ｄ６）：

δ８．４２（ｄ，Ｊ＝１５．４Ｈｚ，１Ｈ），８．１７（ｄ，Ｊ＝１５．４Ｈｚ，

１Ｈ），７．９４～７．８９（ｍ，１Ｈ），７．８３（ｄ，Ｊ＝９．４Ｈｚ，１Ｈ），

７．８０（ｄ，Ｊ＝８．０Ｈｚ，１Ｈ），７．７６（ｄ，Ｊ＝７．８Ｈｚ，１Ｈ），７．
６６（ｄ，Ｊ＝７．４Ｈｚ，１Ｈ），７．６３～７．５８（ｍ，１Ｈ），７．３８（ｄ，

Ｊ＝６．８Ｈｚ，１Ｈ），７．３３（ｄ，Ｊ＝８．０Ｈｚ，１Ｈ），７．２８（ｄ，Ｊ
＝７．４Ｈｚ，１Ｈ），７．０２（ｄｄ，Ｊ＝９．５，２．３Ｈｚ，１Ｈ），６．７４
（ｄ，Ｊ＝２．２Ｈｚ，１Ｈ），６．６０（ｓ，１Ｈ），６．３１（ｓ，１Ｈ），５．７７
（ｓ，１Ｈ），５．３３（ｓ，１Ｈ），３．６０（ｄｄ，Ｊ＝１３．９，６．８Ｈｚ，

２Ｈ），３．４６～３．３６（ｍ，２Ｈ），１．８３（ｓ，３Ｈ），１．７３（ｓ，

３Ｈ），１．１８（ｔ，Ｊ＝７．０Ｈｚ，３Ｈ），１．１２（ｔ，Ｊ＝７．０Ｈｚ，

３Ｈ）．１３Ｃ－ＮＭＲ （２１４ＭＨｚ，ＤＭＳＯ－ｄ６）：δ１６７．４０，１４１．
１７，１４０．７３，１３９．２８，１３６．６９，１３５．３９，１３５．１３，１３４．９１，１３２．２０，

１３２．１９，１３２．１８，１３１．９８，１３１．９３，１２９．１３，１２９．１０，１２８．９６，

１２７．２４，１２６．３９，１２６．２９，１２５．２７，１２３．５８，１２２．９３，１１５．
０１，１１１．６５，６７．８６，６７．０９，２９．１７，２８．８４，１９．３２，１８．６４，

１３．８４，１２．８３．ＨＲＭＳ （ＥＳＩ）：［Ｃ３２Ｈ３３ＢＣｌＮ２Ｏ４ ＋
ＭｅＯＨ－Ｈ２Ｏ］＋ ｍ／ｚ＝５６９．２３７　３（计算值），５６９．２３８　０
（测定值）．

１．３　实验方法

１．３．１　溶液配制

称取１．３３７ｇ氯化铵固体溶于５００ｍＬ纯净水，用

ｐＨ　１０．０的氢氧化钠调节溶液的ｐＨ，制得０．０５ｍｏｌ／Ｌ
ｐＨ　８．０的氯化铵－氨水缓冲液．实验前将乙醇与该缓冲

液按照实验所需体积比混合即为光谱测试溶剂．
称取０．０２５ｇ传感分子ＣＨＢ，置于１０ｍＬ容量瓶

中，用色谱纯甲醇溶解并定容，配制成４．０ｍｍｏｌ／Ｌ的

ＣＨＢ储备液．
分别称取１．０ｍｍｏｌ　Ｎｅｕ５Ａｃ及其他糖类干扰物

（葡萄糖、果 糖、木 糖、甘 露 糖、半 乳 糖、海 藻 糖、蔗 糖、
乳糖、龙胆二糖、纤 维 二 糖 和 麦 芽 三 糖），溶 于１０ｍＬ
纯净水，配制成０．１ｍｏｌ／Ｌ的母液．

１．３．２　光谱测试方法

移取１０μＬ　ＣＨＢ储备 液 于 装 有２ｍＬ光 谱 测 试

溶剂的石英槽中，加入２～２０μＬ　Ｎｅｕ５Ａｃ母液，对其

进行吸收光 谱 和 荧 光 光 谱 测 试，其 中 荧 光 光 谱 的 激

发波 长 为５９７ｎｍ，激 发 和 发 射 的 狭 缝 宽 度 均 为

３ｎｍ．
向装有２ｍＬ光谱测试溶剂的石英槽加入１０μＬ

ＣＨＢ储备液，再加入２０μＬ其他糖类干扰物的母液，
最后加入２０μＬ　Ｎｅｕ５Ａｃ的 母 液，制 得 选 择 性 竞 争 实

验溶液，并进行吸收光谱和荧光光谱测试．

１．３．３　ＭＳ实验方法

往光谱测试溶剂中，加入ｎ（ＣＨＢ）∶ｎ（Ｎｅｕ５Ａｃ）＝
１∶１混合物，使用 ＨＲＭＳ仪检测混合物的 ＭＳ谱图．

２　结果与讨论

２．１　ＣＨＢ与Ｎｅｕ５Ａｃ的作用机理

ＩＣＴ与分子 结 构 中 电 子 给 体 和 受 体 的 得 失 电 子

能力有关．如图３所示，分子ＣＨＢ中存在电子给体和

受体，其 中 氯 原 子 作 为 拉 电 子 基 团，氮 原 子 则 具 有 给

电子能力，但由 于 分 子ＣＨＢ上 的 半 花 菁 端 氮 原 子 带

正电 荷，电 荷 密 度 减 小，削 弱 了 其 给 电 子 能 力，致 使

ＩＣＴ受限，溶液呈现浅黄色．当Ｎｅｕ５Ａｃ的顺式－１，２－或

１，３－二羟基与苯硼酸基团通过可逆共价相互作用结合

形成带负电荷的硼酸酯，并且 Ｎｅｕ５Ａｃ脱质子带负电

荷，与ＣＨＢ的氮正电荷之间存在静电作用，极大程度

地增加了半花菁端氮原子的电荷密度，提高了其给电

子能力，促进了ＩＣＴ，从而产生由浅黄色到蓝色的肉眼

可见的溶液 颜 色 变 化．通 过 ＨＲＭＳ（ＥＳＩ）测 得 二 者 复

合物的ｍ／ｚ＝８２８．３０９　４，与［Ｃ４３Ｈ４８ＢＣｌＮ３Ｏ１１］＋ 理论

值８２８．３０６　５相符，可知Ｎｅｕ５Ａｃ与ＣＨＢ的苯硼酸基

团按１∶１计量比结合形成复合物．

图３　ＣＨＢ与Ｎｅｕ５Ａｃ作用的化学结构示意图

Ｆｉｇ．３ Ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ｄｉａｇｒａｍ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ＣＨＢ　ｗｉｔｈ　Ｎｅｕ５Ａｃ

·１２·
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２．２　乙醇－缓冲液中ＣＨＢ对Ｎｅｕ５Ａｃ的识别

传感

　　苯硼酸的ｐＫａ为８．６［２４］，与Ｎｅｕ５Ａｃ的顺式－１，２－或

１，３－二羟基在ｐＨ ＞８介 质 中 结 合 为 宜，与 Ｎｅｕ５Ａｃ
的α－羟基酸在ｐＨ 为２～８范 围 内 结 合 为 宜［３］．通 过

ｐＨ条件优化在弱碱性条件下苯硼酸与二醇的作用效

果较佳，故本文 中 选 择ｐＨ　８．０作 为ＣＨＢ与 Ｎｅｕ５Ａｃ
作用的优化ｐＨ条件．在该条件下，探讨了混合溶剂中

乙醇的体积分数对ＣＨＢ与Ｎｅｕ５Ａｃ作用的吸收与荧

光光谱的影 响．由 图４（ａ）和（ｂ）可 知，在 纯 水 介 质 中

ＣＨＢ与Ｎｅｕ５Ａｃ作用的光谱变化最小，随着乙醇体积

分数 增 加，其 光 谱 响 应 越 来 越 显 著，但 是 当 乙 醇 的 体

积分数达１００％时，光谱变化反而减小．并且发现当乙

醇的体 积 分 数 为７０％时，ＣＨＢ与 Ｎｅｕ５Ａｃ作 用 后 的

吸收和荧光光谱响应最佳．
图４（ｃ）所示为以不同体积分数的乙醇与氯化铵－

氨水缓冲液为 混 合 溶 剂 的ＣＨＢ溶 液 在 加 入 Ｎｅｕ５Ａｃ
前后 的 颜 色 变 化．发 现 在 纯 氯 化 铵－氨 水 缓 冲 液 中

ＣＨＢ显浅蓝色，在纯乙醇溶液中呈浅黄色；改 变 乙 醇

的体 积 分 数 时，ＣＨＢ自 身 的 颜 色 也 随 之 改 变．加 入

Ｎｅｕ５Ａｃ后溶液均 变 为 蓝 色 或 深 蓝 色，呈 现 显 著 的 颜

色变化，尤其在 乙 醇 体 积 分 数 为７０％的 混 合 溶 剂 中，

ｃ（ＣＨＢ）＝２０μｍｏｌ／Ｌ，溶剂为乙醇与０．０５ｍｏｌ／Ｌ

ｐＨ　８．０的氯化铵－氨水缓冲液的混合溶剂．

图４　ＣＨＢ的吸光度（ａ）和荧光强度（ｂ）随Ｎｅｕ５Ａｃ浓度的

变化关系曲线，以及加入Ｎｅｕ５Ａｃ前后的ＣＨＢ溶液颜色变化（ｃ）

Ｆｉｇ．４ Ｐｌｏｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ（ａ）ａｎｄ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ（ｂ）ｏｆ　ＣＨＢ　ｖｅｒｓｕｓ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｎｅｕ５Ａｃ，ａｎｄ

ｃｏｌｏｒ　ｃｈａｎｇｅｓ（ｃ）ｏｆ　ＣＨＢ　ｉｎ　ｔｈｅ　ａｂｓｅｎｃｅ　ａｎｄ　ｐｒｅｓｅｎｃｅ　ｏｆ　Ｎｅｕ５Ａｃ

ＣＨＢ自身及其与 Ｎｅｕ５Ａｃ作 用 后 的 颜 色 变 化 最 为 显

著．因此，ＣＨＢ与 Ｎｅｕ５Ａｃ作 用 的 优 化 溶 剂 条 件 是 乙

醇与０．０５ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ　８．０的氯化铵－氨水缓冲液按体积

比７∶３混合．

２．３　ＣＨＢ与Ｎｅｕ５Ａｃ作用的光谱分析

在优 化 的 溶 剂 条 件 下，考 察 了 不 同 浓 度 Ｎｅｕ５Ａｃ
存在下ＣＨＢ的吸收光谱和荧光光谱（图５）．由于香豆

素和半花菁 之 间 的ＩＣＴ效 应，ＣＨＢ除 了 表 现 出２个

生色团，即香豆素（４３０ｎｍ）和半花菁（５０８ｎｍ）各自的

吸收峰外，在长波长处还具有典型的ＩＣＴ紫外吸收峰

（５９７ｎｍ）和荧光发射峰（６５８ｎｍ）．随Ｎｅｕ５Ａｃ浓度增

加，香豆素－半花菁共轭体系在５９７ｎｍ处ＩＣＴ吸收信

号逐渐增强，４３０ｎｍ处香豆素吸收峰信号逐渐减弱，

４６５ｎｍ处出现等吸收点，溶液颜色由浅黄色转变为蓝

色（图５（ａ）），说 明 Ｎｅｕ５Ａｃ与ＣＨＢ作 用 后 形 成 了 稳

定的复 合 物，且 增 强 了 香 豆 素－半 花 菁 共 轭 体 系 的

ｃ（ＣＨＢ）＝２０μｍｏｌ／Ｌ，ｃ（Ｎｅｕ５Ａｃ）＝０～１．０ｍｍｏｌ／Ｌ，

溶剂为乙醇与０．０５ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ　８．０的氯化铵－氨水

缓冲液按体积比７∶３混合，激发波长为５９７ｎｍ．

Ｎｅｕ５Ａｃ浓度随箭头方向依次增大．

图５　ＣＨＢ随Ｎｅｕ５Ａｃ浓度变化的吸收光谱（ａ）、吸光度

比值关系曲线（ｂ）、荧光光谱（ｃ）和荧光强度关系曲线（ｄ）

Ｆｉｇ．５ Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ　ｓｐｅｃｔｒａ（ａ），ｐｌｏｔ　ｏｆ　ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ

ｒａｔｉｏ（ｂ），ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｓｐｅｃｔｒａ（ｃ）ａｎｄ　ｐｌｏｔ　ｏｆ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ（ｄ）ｏｆ　ＣＨＢ　ｖｅｒｓｕｓ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｎｅｕ５Ａｃ

·２２·
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ＩＣＴ．此外，由 于ＣＨＢ上 的 苯 硼 酸 基 团 与 Ｎｅｕ５Ａｃ的

羟基通过共价键结合是一个动态可逆的过程，与金属

离子配位作用、化学断键反应等相比灵敏度欠佳，并且

受溶 剂、ｐＨ 等 因 素 的 影 响，所 以 需 要 较 高 浓 度 的

Ｎｅｕ５Ａｃ（０．４ｍｍｏｌ／Ｌ）使反应达到平衡（图５（ｂ））．另外，

ＣＨＢ与Ｎｅｕ５Ａｃ结合后，香豆素－半花菁共轭体系６５８
ｎｍ处ＩＣＴ荧光发射峰逐渐 增强（图５（ｃ）），直至加入

０．４ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｎｅｕ５Ａｃ时反应达到平衡（图５（ｄ））．吸收光

谱和荧光光谱实验结果进一步证实了传感分 子ＣＨＢ
可与 带 负 电 荷 的 Ｎｅｕ５Ａｃ通 过 共 价 作 用 和 静 电 作 用

结合形成稳定的复合物，有效提高了分子内的电荷密

度，促 进 了 共 轭 体 系 的 电 荷 转 移 过 程，因 而 在 长 波 长

处的吸收峰和荧光发射峰均显著增强．
此外，为 了 探 讨 ＣＨＢ对 Ｎｅｕ５Ａｃ的 定 量 检 测 情

况，考察了ＣＨＢ与Ｎｅｕ５Ａｃ作用的线性关系曲线，如图

６所 示，其 线 性 方 程 为Ａ＝０．０００　４４×ｃ（Ｎｅｕ５Ａｃ）＋
０．０９５．由此计算得ＣＨＢ的检测限为１８．８μｍｏｌ／Ｌ（３σ／

ｋ，ｎ＝１１），远低于人体中Ｎｅｕ５Ａｃ的正常浓度（１．５～
２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）［２５］，表明ＣＨＢ有望用于人体中Ｎｅｕ５Ａｃ
的检 测，为 定 量 检 测 Ｎｅｕ５Ａｃ提 供 了 一 种 新 的 设 计

思路．

ｃ（ＣＨＢ）＝２０μｍｏｌ／Ｌ，ｃ（Ｎｅｕ５Ａｃ）＝０～２０μｍｏｌ／Ｌ，

溶剂为乙醇与０．０５ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ　８．０的

氯化铵－氨水缓冲液按体积比７∶３混合．

图６　ＣＨＢ随Ｎｅｕ５Ａｃ浓度的线性相关曲线

Ｆｉｇ．６ Ｐｌｏｔ　ｏｆ　ｌｉｎｅａｒ　ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ　ｏｆ　ＣＨＢ

ｖｅｒｓｕｓ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｎｅｕ５Ａｃ

２．４　选择性和竞争实验

Ｎｅｕ５Ａｃ为九碳单 糖 衍 生 物，其 顺 式－１，２－或１，３－
二羟基可与ＣＨＢ的苯硼酸基团共价可逆结合形成硼

酸酯．由于其 他 糖 类 也 具 有 顺 式－１，２－或１，３－二 羟 基，

因此进一步开展了选择性和竞争实验．
考 察 了 相 同 浓 度 和 介 质 条 件 下 ＣＨＢ 分 别 与

Ｎｅｕ５Ａｃ或其他糖 类 分 子 作 用 时 的 吸 收 光 谱、荧 光 光

谱和溶液颜色变化（图７）．结果发现除Ｎｅｕ５Ａｃ能够引

起显著的光谱 变 化 外，其 他 糖 类 分 子 与ＣＨＢ作 用 均

未能产生明显光谱响应（图７（ａ）和（ｂ）），且仅Ｎｅｕ５Ａｃ
存在时溶液颜色由浅黄色变为蓝色，其他糖类分子的

加入均未能引起溶液颜色变化（图７（ｃ））．这可能是由

于在该条件下，一方面其他糖类分子的顺式－１，２－或１，

３－二羟基 与ＣＨＢ的 苯 硼 酸 基 团 结 合 能 力 较 Ｎｅｕ５Ａｃ
弱，另一方面其他糖类分子不含负电荷，与ＣＨＢ之间

不存在静电作用，所以较之Ｎｅｕ５Ａｃ，其他糖类分子无

法调控ＣＨＢ分子内电子给体和供体的得失电子能力

及影响ＩＣＴ过程，从而 表 现 出ＣＨＢ仅 对 Ｎｅｕ５Ａｃ的

高选择性光谱响应和肉眼可见的颜色变化．
为进一步考 察 其 他 糖 类 分 子 对 Ｎｅｕ５Ａｃ与ＣＨＢ

的竞 争 结 合，向 上 述 溶 液 中 各 加 入 １．０ ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｎｅｕ５Ａｃ，记录其吸收及荧光光谱（图７（ａ）和（ｂ））．由图

可见，含糖溶液中加入Ｎｅｕ５Ａｃ后，吸收和荧光信号均

发生显著变化，且与客体分子仅 Ｎｅｕ５Ａｃ存在时的变

化一致，说明其他糖类分子的加入对ＣＨＢ与Ｎｅｕ５Ａｃ
作用的干扰较弱．这种现象归因于ＣＨＢ与Ｎｅｕ５Ａｃ之

间的共价作用和静电作用相互配合，使得其结合能力

远强于其他 糖 类 分 子，致 使 其 他 糖 类 分 子 与 Ｎｅｕ５Ａｃ
竞争ＣＨＢ的能力极弱．

葡萄糖 是 人 体 内 的 重 要 糖 类 分 子，正 常 浓 度 为

４．０～７．０ｍｍｏｌ／Ｌ［２６］，Ｎｅｕ５Ａｃ在 人 体 内 位 于 糖 蛋 白

的糖链末端，正常浓度为１．５～２．５ｍｍｏｌ／Ｌ［２５］．由此考

虑人体内的葡萄糖最有可能干扰传感分子对Ｎｅｕ５Ａｃ
的检测．为此，特 别 考 察 了 不 同 浓 度 的 葡 萄 糖 对ＣＨＢ
与低浓度Ｎｅｕ５Ａｃ作用的干扰情况．由图８可知，高浓

度的葡萄糖也 未 使ＣＨＢ产 生 明 显 的 光 谱 响 应，而 且

对ＣＨＢ与Ｎｅｕ５Ａｃ作 用 的 干 扰 较 小，说 明 人 体 内 正

常浓度的葡萄糖不会影响本方法对 Ｎｅｕ５Ａｃ的 检 测．
综上实验结果表明，ＣＨＢ对Ｎｅｕ５Ａｃ有高选择性且二

者的 作 用 不 受 其 他 糖 类 分 子 的 干 扰，在 不 分 离

Ｎｅｕ５Ａｃ和糖复合物的条件下，也能够实现对Ｎｅｕ５Ａｃ
的便捷检测．

３　结　论

以共轭的香豆素和半花菁为荧光基团，苯硼酸基

团作为识别位点，设计合成了基于ＩＣＴ机理的比色型

荧 光 传 感 分 子 ＣＨＢ．ＨＲＭＳ 结 果 证 明 ＣＨＢ 与

Ｎｅｕ５Ａｃ按１∶１计量比通过共价作用形成复合物，加

之二者间的静电作用共同影响了分子内的电荷密度，
有利于香豆素－半花菁共轭体系的ＩＣＴ，使共轭体系的

·３２·
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１．葡萄糖；２．果糖；３．木糖；４．甘露糖；５．半乳糖；６．海藻糖；７．蔗糖；８．乳糖；９．龙胆二糖；１０．纤维二糖；１１．麦芽三糖．

ｃ（ＣＨＢ）＝２０μｍｏｌ／Ｌ，ｃ（Ｎｅｕ５Ａｃ）＝１．０ｍｍｏｌ／Ｌ，溶剂为乙醇与０．０５ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ　８．０的氯化铵－氨水缓冲液按体积比７∶３混合．

图７　ＣＨＢ与其他糖类分子作用及加入Ｎｅｕ５Ａｃ前后的吸光度（ａ）、荧光强度（ｂ）和溶液颜色变化（ｃ）

Ｆｉｇ．７ Ｔｈｅ　ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ（ａ）ａｎｄ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ（ｂ）ａｎｄ　ｃｏｌｏｒ　ｃｈａｎｇｅｓ（ｃ）ｏｆ

ＣＨＢ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｒｅｓｅｎｃｅ　ｏｆ　ｏｔｈｅｒ　ｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ　ｗｉｔｈ　ｏｒ　ｗｉｔｈｏｕｔ　Ｎｅｕ５Ａｃ

ｃ（ＣＨＢ）＝２０μｍｏｌ／Ｌ，ｃ（Ｎｅｕ５Ａｃ）＝０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ，ｃ（ｇｌｕｃｏｓｅ）＝０～７．０ｍｍｏｌ／Ｌ，

溶剂为乙醇与０．０５ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ　８．０的氯化铵－氨水缓冲液按体积比７∶３混合．

图８　ＣＨＢ与不同浓度葡萄糖作用及加入Ｎｅｕ５Ａｃ前后的吸光度（ａ）和荧光强度（ｂ）

Ｆｉｇ．８ Ｔｈｅ　ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ（ａ）ａｎｄ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ（ｂ）ｏｆ　ＣＨＢ　ｖｅｒｓｕｓ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｇｌｕｃｏｓｅ　ｗｉｔｈ　ｏｒ　ｗｉｔｈｏｕｔ　Ｎｅｕ５Ａｃ
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吸收及荧光强度显著增强，溶液由浅黄色变为蓝色，实
现了对Ｎｅｕ５Ａｃ的可视化检测．ＣＨＢ对Ｎｅｕ５Ａｃ的检测

限为１８．８μｍｏｌ／Ｌ，远低于人体内Ｎｅｕ５Ａｃ的正常浓度，
且选择性和竞争实验均表明ＣＨＢ对Ｎｅｕ５Ａｃ的作用具

有高选择性和强抗干扰能力，因此ＣＨＢ在检测人体内

Ｎｅｕ５Ａｃ方面具有 优 势．本 研 究 结 果 为 设 计 唾 液 酸 的

高选择性的新型荧光传感分子提供了新的思路．
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