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新型比色荧光双通道探针用于硫化氢的检测
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摘摇 要摇 以 7鄄硝基苯并呋咱(NBD)为荧光团,经一步有机合成,高产率制备比色荧光双通道探针, 用于检测

环境和体内硫化氢(H2S)的含量。 以无水 Na2S 为 H2S 供体,考察了探针的选择性、灵敏性等性能。 结果表

明,探针荧光强度与 H2S 浓度在 5 ~ 50 滋mol / L 浓度范围内呈良好的线性关系,检出限为 0. 125 滋mol / L,同时

反应溶液由无色变为紫色。 采用 MTT 法测试探针的细胞毒性,结果表明,在探针浓度低于50 滋mol / L条件下,
细胞存活率高于 90% 。 激光扫描共聚焦显微成像结果表明,探针可靶向细胞溶酶体,可对溶酶体内 H2S 进行

成像研究。
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1摇 引 言

硫化氢(H2S)是一种无色且具有臭鸡蛋气味的气体,一般由工业中含硫物质非完全燃烧产生,被认

为是一种有毒环境污染物。 近年的研究发现,H2S 是生命体内一种重要的内源性气体信号分子,参与多

种重要的生理过程[1 ~ 4],H2S 浓度异常与许多疾病有关,如阿尔茨海默氏症、唐氏综合症、糖尿病和肝硬

化等[5,6]。 但是,其在体内的潜在分子机制尚不明确[7,8]。 因此,基于 H2S 在环境和生命体内的重要作

用,开发灵敏有效的分析方法具有重要的意义[9]。
传统的 H2S 检测方法包括吸收光谱法、电化学法、气相色谱法和硫沉淀法等[10 ~ 13],而光学探针法

发展迅速。 其中,比色法可不借助昂贵的仪器设备,直接对目标物裸眼分析; 荧光探针法选择性好、灵
敏度高,可对生物样本(细胞、组织和活体等)内目标物进行实时荧光成像研究。 基于 H2S 的化学性质

(还原性、亲核性等),研究者发展了多种反应型 H2S 荧光探针[14 ~ 16],包括还原型(芳香叠氮 /硝基 /羟胺

还原为胺基) [17 ~ 20]、亲核型(亲核取代[21,22]、亲核加成 /双亲核加成[23,24] )、形成 CuS 沉淀型[25] 等。 近

年来,虽然已报道了大量 H2S 荧光探针,但是开发兼具制备简便、选择性好、灵敏度高等优点,并能够实

现比色和荧光双通道检测 H2S 的优良的探针分子,用于检测环境和生物样品中的 H2S,仍然是当前的研

究热点。
2013 年,本研究组[26]和 Pluth 研究组[27] 分别发现 7鄄硝基苯并呋咱(NBD)胺可与 H2S 发生亲核取

代反应,其产物 NBD鄄SH 可用于比色检测 H2S。 基于此,利用多种光物理扰动原理,构建了系列选择性

检测 H2S 的比色荧光双通道探针[28 ~ 30]。 进一步利用 NBD 优秀的荧光性质,本研究组[31] 和易龙研究

组[32]分别构建了以 7鄄羟基香豆素连 NBD 为骨架结构的比例计量型 H2S 荧光探针,实现了细胞线粒体

和溶酶体内 H2S 的比例成像研究。
考虑到上述探针分子需要多步有机合成进行制备,本研究以 NBD 为荧光团,吗啉为溶酶体靶向基

团,经一步有机反应,设计合成了新型比色荧光双通道 H2S 探针 NBD鄄M。 此探针本身具有荧光,与 H2S
反应后的产物 NBD鄄SH 在水溶液中荧光较弱,因此,可产生由开到关的荧光变化; 同时,利用产物 NBD鄄
SH 的颜色变化可比色检测溶液中 H2S。 考察了探针的溶酶体靶向的功能,并测试了探针检测细胞溶酶

体内 H2S 的能力。
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2摇 实验部分

2. 1摇 仪器与试剂

Brucker 600 核磁共振仪(美国 Brucker 公司,TMS 为内标); Varian 7. 0 T FTICR鄄MS 质谱仪、UV鄄
3600 型分光光度计(美国 Agilent 公司); F鄄7000 型荧光光谱仪(日本日立公司); PHS鄄3C 型精密 pH 计

(上海雷磁仪器厂); ZF鄄7 型三用紫外分析仪、X鄄4 显微熔点仪(上海精密仪器仪表有限公司)。 4鄄氯鄄7鄄
硝基苯并呋咱和吗啉(阿拉丁试剂有限公司); 其它试剂均购于天津光复试剂公司。 所用试剂均为市售

分析纯,实验用水为二次蒸馏水。
2. 2摇 探针 NBD鄄M 的合成

将 200 mg (1. 00 mmol) NBD鄄Cl 和 91 mg (1. 05 mmol)吗啉溶解于 10 mL 二氯甲烷,向其中加入

209 滋L (1. 50 mmol)三乙胺,室温反应 1 h 后,加入 10 mL 水,萃取,有机相加入无水 Na2SO4干燥,蒸除

溶剂,所得粗品用硅胶柱分离 (二氯甲烷鄄甲醇,100 颐 1, V / V) 得淡红色固体,产率 90% 。 熔点:
147. 2 ~ 148. 5益。 1H NMR (DMSO鄄d6, 600 MHz), 啄 (ppm): 8. 51 (d, J=9. 0 Hz, 1H), 6. 68 (d, J=
9. 0 Hz, 1H ), 4. 13 ~ 4. 12 (m, 4H), 3. 85 ~ 3. 83 (m, 4H)。 13C NMR ( DMSO鄄d6, 151 MHz ),
啄 (ppm): 145郾 39, 144郾 75, 144郾 73, 136郾 21, 121郾 36, 103郾 42, 65郾 67, 49郾 47。 MS ( ESI+ ) calcd for
[M+H+] 341. 1, found 341. 2。 探针 NBD鄄M 的合成路线见下式。

2. 3摇 光谱测试

配制 2 mmol / L 探针的 DMSO 溶液,在室温下、磷酸盐缓冲溶液(PBS, pH 7. 4, 0. 02 mol / L)中进行

光谱测试,探针浓度为 10 滋mol / L,激发波长为 490 nm,激发和发射狭缝宽度均为 5 nm。 选择性测试所

需各种潜在干扰物质均溶于纯 PBS,测试浓度为 200 滋mol / L。
2. 4摇 细胞成像

细胞培养实验方法和条件参见电子版文后支持信息。 HeLa 细胞接种于 35 mm 细胞成像专用玻底

培养皿,成像细胞密度为 2伊104。 加入 NBD鄄M (10 滋mol / L)和商品化溶酶体定位探针 Lyso鄄Tracker Red
(20 nmol / L)共孵育 30 min,用 PBS 洗涤 3 次后,进行共定位成像研究。 探针 NBD鄄M 荧光通道激发波长

为 488 nm,发射波长范围 500 ~ 550 nm; Lyso鄄Tracker Red 荧光通道激发波长为 546 nm,波长采集范围

590 ~ 640 nm。

3摇 结果与讨论

3. 1摇 探针的光谱性质

探针的荧光性质是探针荧光检测和成像的基础。 考察了不同溶剂对探针紫外吸收和荧光发射光谱

的影响。 随着溶剂极性增加,探针的最大紫外和荧光发射均发生红移(电子版文后支持信息表 S1)。 如

图 1 所示,在 PBS 中,探针的最大紫外吸收和荧光发射分别为 496 和 576 nm,斯托克斯位移高达 80 nm,
在实际应用中可有效避免激发光对检测光谱信号的干扰。
3. 2摇 探针对 H2S 的识别性能研究

在 PBS ( 0. 02 mol / L, pH 7. 4) 溶液中,探针的最大紫外吸收峰强度在探针浓度 0 ~ 4. 0 伊
10-4 mol / L范围内线性关系良好( r = 0. 9993),表明探针具有良好的水溶性(电子版文后支持信息

图 S2)。 如图 2 所示,将探针溶液( 10 滋mol / L)和新配 H2S 溶液(200 滋mol / L)混合,30 min 后反应体系

的荧光信号基本稳定。 计算所得探针与 H2S 反应的假一级反应动力学常数(kobs)约为 2. 1 伊 10-3 s-1,二
级反应动力学常数(k2)为 10. 5 L / (moL·s),与其它 NBD 基亲核取代型 H2S 荧光探针的常数的数量级
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相当[18,26],表明探针可作为一种快速检测 H2S 的荧光关闭型探针。
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图 1摇 探针 NBD鄄M 在 PBS 溶液中的紫外吸收和荧光

发射归一化光谱

Fig. 1 摇 Normalized ultraviolet鄄visible and fluorescence
spectra of probe NBD鄄M in phosphate buffer solution
(PBS)

摇 摇 为了测试探针对 H2S 的选择性, 向探针

(10 滋mol / L)的 PBS 溶液 (0. 02 mol / L, pH 7. 4)
中,加入200滋mol / L的各种潜在干扰物质( K+ 、
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图 2摇 在 PBS 溶液中,探针 NBD鄄M (10 滋mol / L)与

H2S (200 滋mol / L)的荧光响应曲线,插图为探针在

576 nm 波长处荧光强度随时间的拟合曲线

Fig. 2 摇 Time鄄dependent fluorescence spectra of probe
NBD鄄M ( 10 滋mol / L ) upon reaction with H2S

( 200 滋mol / L ) in PBS solution. Inset is emission
intensity at 576 nm versus reaction time
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2、HClO、Vc、KO2、SO2-

3 、H2O2、Hcy、Cys、
GSH、H2S),测试其荧光发射光谱(姿ex = 490 nm)。 如图 3 所示,H2S 可使探针的荧光显著降低,而其它

物质不会明显改变探针的荧光强度,表明探针 NBD鄄M 对 H2S 的荧光响应具有较高的选择性。
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图 3摇 在 PBS 溶液中,不同物质(200 滋mol / L)存在下探针 NBD鄄M (10 滋mol / L)在 576 nm 波长处的荧光响应

Fig. 3 摇 Fluorescent response of probe NBD鄄M (10 滋mol / L) at 576 nm in the presence of various species
(200 滋mol / L) in PBS solution

为了评估探针对 H2S 的检测灵敏性,进行了荧光滴定实验。 向探针溶液(10 滋mol / L)中依次加入

不同浓度(0 ~ 100 滋mol / L)的新配 H2S 溶液,孵育 15 min,探针与 576 nm 处的最大发射峰荧光强度逐

渐增强(图 4住)。 如图 4B 所示, 在 5 ~ 50 滋mol / L 浓度范围内,H2S 的浓度与探针的荧光强度呈现良好

的线性关系,其线性方程为 y=266. 13-3. 43x ( r = 0. 9942),检出限为 0. 125 滋mol / L (S / N = 3),与已报

道文献相当[26]。 上述结果表明,探针 NBD鄄M 可定量检测 H2S 的浓度,具有较高的灵敏度。
探针与 H2S 反应后,探针最大紫外吸收峰发生明显红移(电子版文后支持信息图 S3)。 文献报道,

探针与 H2S 反应后,产物 NBD鄄SH 具有明显的颜色[26,27]。 向探针溶液(10 滋mol / L)中加入 0、10、20、30、
40、50、75 和 100 滋mol / L 的新配 H2S 溶液,室温孵育 5 min 后,可明显观察到溶液由淡黄色变为紫色,并
且随着 H2S 加入量的增加,溶液紫色逐渐加深(图 5)。 基于探针溶液的颜色变化与不同 H2S 浓度之间

的相关性,可简便地半定量检测水样中 20 滋mol / L H2S。 因此,探针 NBD鄄M 可实现对 H2S 的比色和荧

光双通道检测。

7191第 12 期 王肖莉等: 新型比色荧光双通道探针用于硫化氢的检测 摇 摇



300

250

550
姿 （nm）

FL
in
te
ns
ity

（ a
.u
.）

600500

0
5
10
15
20
30
40
50
70
80
100

A

200

150

100

50

0
650 700

300

250

10
[H2S ] （μmol/L）

Fl
in
te
ns
ity

（ a
.u
.）

20

B

200

150

100

50
400 30 50

图 4摇 (A)探针 NBD鄄M (10 滋mol / L)与 H2S 的荧光滴定曲线; (B)荧光强度与 H2S 的浓度的线性关系

曲线

Fig. 4 摇 ( A) Fluorescence titration curve of probe NBD鄄M ( 10 滋mol / L) in the presence of different
concentrations of H2S in PBS solution; (B) Lnear relationship between the fluorescence intensity of probe and

the concentrations of H2S

0 滋mol/L 10 滋mol/L 20 滋mol/L 30 滋mol/L 40 滋mol/L 50 滋mol/L 75 滋mol/L 100 滋mol/L

图 5摇 探针 NBD鄄M (10 滋mol / L)溶液加入不同浓度 H2S (0 ~ 100 滋mol / L)后孵育 5 min 后的颜色变化

Fig. 5摇 Photographs of probe NBD鄄M in the presence of different concentrations of H2S after incubation for 5 min

3. 3摇 探针对 H2S 的识别机制研究

为了研究探针与 H2S 的识别机制,向探针溶液中加入等摩尔数的 H2S,测试了探针与 H2S 反应前后

的核磁共振氢谱。 探针 1 位和 2 位芳香氢的化学位移分别为 6. 67 和 8. 51 ppm,与 H2S 反应后,此位置

芳香氢的化学位移分别 7. 00 ppm 和 8. 07 ppm 移动到 7. 42 ppm。 结合探针与 H2S 反应的紫外吸收光

谱和溶液颜色变化,推测探针与 H2S 发生如图 6 所示的亲核取代反应。

NBD鄄M

N O

NN
O

O2N
H2S

O2N

N N
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SH HN O

NBD鄄M NBD鄄SH

图 6摇 探针 NBD鄄M 探针对 H2S 的识别机制

Fig. 6摇 Recognition mechanism of probe NBD鄄M to H2S

3. 4摇 探针对细胞内 H2S 荧光成像研究

荧光关闭型荧光探针已被报道用于内源性 H2S 的成像研究[33 ~ 35]。 利用四唑盐(MTT)比色法,对
探针的细胞毒性进行评价,发现探针在浓度低于 50 滋mol / L 时,细胞存活率高于 90% ,可用于细胞实验

研究(电子版文后支持信息图 S4)。
一些小分子胺类基团(如吗啉、N,N鄄二甲基胺等)本身具有碱性,含有此类结构的荧光探针能够选

择性地积累在弱酸性细胞器,实现溶酶体定位功能。 利用商品化溶酶体定位探针(Lyso鄄Tracker Red)进
行细胞器共定位成像研究。 如图 7 所示,向 HeLa 细胞加入含有 20 nmol / L 共定位探针 Lyso鄄Tracker Red
和 10 滋mol / L 探针 NBD鄄M 的培养基,共孵育 15 min,可观察到两个探针光谱重叠良好,共定位皮尔森相

关系数为 0. 93[36],表明探针具有良好的溶酶体定位能力。
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图 7摇 探针 NBD鄄M 的溶酶体共定位成像:(A)商品化溶酶体共定位探针 Lyso鄄Tracker Red 的荧光场

图; (B)探针 NBD鄄M 荧光场图; (C)A 和 B 的叠加图

Fig. 7摇 Colocalization imaging of lysosomes in HeLa cells using probe NBD鄄M: (A) Fluorescence image of
Lyso鄄Tracker Red; (B) Fluorescence image of NBD鄄M; (C) Merged images of A and B

利用探针对细胞内 H2S 进行荧光成像研究。 如图 8 所示, HeLa 细胞在含有 10 滋mol / L 探针的培

养基中孵育 15 min,可观察到明显的黄色荧光(图 8A); 先孵育 100 滋mol / L H2S 30 min,再孵育探针

15 min,黄色荧光明显降低(图 8B); 先孵育 200 mol / L H2S 30 min, 再孵育探针15 min,黄色荧光基本

完全消失(图 8C)。 荧光成像实验表明,探针 NBD鄄M 能够用于 HeLa 细胞溶酶体内 H2S 的成像研究。

A B C

50 滋m 50 滋m 50 滋m

D E F

50 滋m 50 滋m 50 滋m

图 8 摇 探针 NBD鄄M 培养的 HeLa 细胞荧光共聚焦成像, A ~ C 为荧光场图, D ~ F 为叠加图:
(A,D) 10 滋mol / L探针; (B,E)先加入 100 滋mol / L H2S 孵育, 再加入 10 滋mol / L 探针; (C,F)先加入

200 滋mol / L H2S 孵育, 再加入 10 滋mol / L 探针

Fig. 8摇 Confocal fluorescence imaging of H2S in HeLa cells using probe NBD鄄M (A-C: fluorescence images,

D-F: merged images) : (A, D) Incubation by 10 滋mol / L probe; (B, E) Incubation by 100 滋mol / L H2S

firstly, then by 10 滋mol / L probe; (C, F) Incubation by 200 滋mol / L H2S firstly, then by 10 滋mol / L probe

4摇 结 论

合成了一种新型比色鄄荧光双通道探针 NBD鄄M,能够高选择性和高灵敏识别 H2S。 探针与 H2S 反应
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后,溶液颜色由无色逐渐变为紫色,能够裸眼检测含 20 滋mol / L H2S 的水样,具有一定的应用前景。 此

探针能够靶向 HeLa 细胞溶酶体,可用于细胞内 H2S 的成像研究。
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A Novel Colorimetric and Fluorescent Probe for Detection
of Hydrogen Sulfide

WANG Xiao鄄Li1, YAO Meng1,2, LI Yin1, WEI Chao1, WANG Mei*1,2

1(College of Chemistry and Environmental Science, Hebei University, Baoding 071002, China)
2(The Flame Retardant Material and Processing Technology Engineering Research Center

of Hebei Province, Baoding 071002, China)

Abstract摇 To detect the level of hydrogen sulfide (H2S) in the environment and living beings, a colorimetric
and fluorescent turn鄄off probe based on selective thiolyling of NBD (7鄄nitro鄄1,2,3鄄benzoxadiazole) amino was
prepared through one鄄step organic synthesis. The selectivity and sensitivity of the probe were investigated by
using sodium sulfide as an H2S donor in PBS buffer. The fluorescent intensity of the probe exhibited good
linear relationship with concentration of H2S in the concentration range of 5-50 滋mol / L, and the detection
limit was estimated to be 0. 125 滋mol / L. The color of the solution changed from light yellow to light violet.
The cell survival rate was higher than 90% when the concentration of the probe was below 50 滋mol / L. The
results of cell imaging experiments showed that the probe could be used for imaging H2S in the lysosomes of the
cells.
Keywords摇 Hydrogen sulfide; Colorimetric detection; Fluorescent probe; Cell imaging
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六、国际论文被引用次数排名世界第 2,保持不变

2009 年至 2019 年(截至 2019 年 10 月)中国科技人员共发表国际论文 260. 64 万篇,继续排在世界第 2 位,数量比 2018 年统计时增

加了 14. 7% ;论文共被引用 2845. 23 万次,增加了 25. 2% ,排在世界第 2 位。 美国仍然保持在世界第一位。
七、材料科学等三个学科领域论文被引用次数世界第 1

中国有 6 个学科产出论文的比例超过世界该学科论文的 20% ,分别是:材料科学、化学、工程技术、计算机科学、物理学和数学。 材

料科学、化学和工程技术论文的被引用次数排名世界第 1 位,其中,化学和工程技术均为首次排名第一。
八、国际合著论文继续增加,参与国际大科学合作论文增多

2018 年中国发表的国际论文中,国际合著论文为 11. 08 万篇,比 2017 年增加了 1. 34 万篇,增长了 13. 8% 。 国际合著论文占中国发

表论文总数的 26. 5% 。
九、进入世界本学科前列的中国科技期刊数量增加

据 2019《中国科技期刊引证报告》,中国科技核心期刊的影响因子平均值为 0. 689,2001 年以来年均增长率为 5. 8% ,期刊的总被引

频次均值为 1410 次,2001 年以来年均增长率为 11. 6% 。 2018 年,SCI 数据库收录中国科技期刊 187 种,比 2017 年增加了 14 种;Ei 数据

库收录中国科技期刊 223 种;Medline 收录中国科技期刊 128 种。
十、中文优秀论文和中国作者通过 F5000 平台走向世界

F5000 平台(f5000. istic. ac. cn),自上线以来,已获得 641. 4 万次检索。 吸引了来自美国、加拿大、英国、俄罗斯、日本、德国等 50 个国

家的国际用户访问,其中来自美国的访问量超过 10 万次。 同时,F5000 也越来越受到广大科研人员的认可,成为一种新型的基于高质量

导向的代表作评价工具。
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