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摘　要　以２，６二甲基吡啶３，５二甲酸二乙酯为起始原料，经Ｎ溴代丁二酰亚胺（ＮＢＳ）溴代、亲电取代反应

合成了时间分辨荧光免疫分析双功能螯合剂２，６｛Ｎ，Ｎ′，Ｎ，Ｎ′［二（２，２′联吡啶６，６′二甲基）］二（氨甲

基）｝吡啶３，５二羧酸二乙酯。经差热分析仪（ＤＴＡ）、傅里叶变换红外光谱仪（ＦＴＩＲ）、核磁共振波谱仪
（１ＨＮＭＲ）、质谱仪（ＭＳ）等技术手段表征确认了化合物结构和性能。对该化合物与铕离子形成螯合物的荧光

性质研究表明：激发光谱波长范围较宽，激发峰值为 ３２２ｎｍ；荧光发射峰为 ５９７ｎｍ（５Ｄ０
７Ｆ１）、６１８ｎｍ

（５Ｄ０
７Ｆ２）；荧光寿命为９１８μｓ；量子产率Φ＝０２４９。
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时间分辨荧光免疫分析技术（ＴＲＦＩＡ，ＴｉｍｅＲｅｓｏｌｖｅｄＦｌｕｏｒｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）作为一项新型非放射性免
疫分析技术［１４］，利用稀土离子发射光谱窄、荧光寿命长、荧光强度高、斯道克斯位移大的特点，用稀土离

子标记抗原和抗体等生物样品，采用时间分辨技术，克服了荧光免疫分析生物样品自身的大分子的散射

等引起了高背景的缺点，极大地提高了分析灵敏度。

均相时间分辨荧光免疫分析（ＨＴＲＦ，ＨｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓＴｉｍｅＲｅｓｏｌｖｅｄＦｌｕｏｒｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）是对ＴＲＦＩＡ技
术的进一步发展，是 ＴＲＦＩＡ和荧光共振能量转移（ＦＲＥＴ，ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅＲｅｓｏｎａｎｃｅＥｎｅｒｇｙＴｒａｎｓｆｅｒ）的融
合，提供了更高的灵敏度和稳定性［５９］。ＨＴＲＦ系统除用于临床快速检测外，还可用于药物筛查、ＤＮＡ原
位杂交分析、生物传感器、生物学领域的荧光探针、流式细胞仪、液相层析、电泳及组织化学研究等领域。

对分子生物学、基础医学研究和临床诊断、生物制药、食品检验等行业发展具有重要价值。ＨＴＲＦ技术的
实验方法更灵活可靠，极大地拓展了ＴＲＦＩＡ的应用领域。

ＨＴＲＦ最重要的核心技术是制备高效、高荧光强度的稀土双功能螯合剂的稀土配合物。用于免疫分
析的稀土配合物与常规的稀土配合物不同，它必须存在可与生物物质连接的官能团，它不但要求高稀土

量子产率、发光强度和动力学稳定性，而且还要求其在水中有较好的溶解性，荧光淬灭尽可能小，在荧光

标记蛋白质时，不能使被标记物的免疫活性降低。因此，设计合成满足上述要求的稀土配合物，一直是

在免疫分析领域具有挑战性的课题［１０１４］。而用于能量转移要求的 ＨＴＲＦ系统，对稀土配合物提出了更
高要求，因此探索一直在进行中。

本研究在合成Ｎ，Ｎ′，Ｎ，Ｎ′［二（２，２′联吡啶６，６′二甲基）］二胺基础上，以２，６二甲基吡啶３，５
二甲酸二乙酯为原料经过甲基溴化、亲电取代等合成了化合物 ２，６｛Ｎ，Ｎ′，Ｎ，Ｎ′［二（２，２′联吡啶
６，６′二甲基）］二（氨甲基）｝吡啶３，５二羧酸乙酯。通过差热分析（ＤＴＡ）、红外光谱（ＦＴＩＲ）、核磁共振
（１ＨＮＭＲ）、质谱（ＭＳ）等确认其结构。对该化合物与铕离子结合水解后所形成的螯合物荧光性质进行
了研究。所设计螯合物的结构及合成路线如Ｓｃｈｅｍｅ１所示。
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Ｓｃｈｅｍｅ１　Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃｒｏｕｔｅｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｃｏｍｐｏｕｎｄ

１　实验部分
１．１　仪器和试剂

Ｕｎｉｔｙ４００Ｍ型核磁共振仪（美国Ｖａｒｉａｎ公司）；Ｖｅｒｔｅｘ７０型傅里叶变换红外光谱仪（德国 ＢＲＵＫＥＲ
公司）；７．０Ｔ型超导磁体型傅里叶变换离子回旋共振质谱仪（美国ＩｏｎＳｐｅｃ公司）；ＤＳＣ７型差热分析仪
（美国ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司）；ＦＬＳＰ９２０型研究级光谱仪（英国爱丁堡仪器公司）；Ｃ１００２７型光子多通道分
析仪（日本ＨＡＭＡＭＡＴＳＵ公司）；ＨｉｔａｃｈｉＦ７０００型荧光光谱仪（日本 ＨＡＭＡＭＡＴＳＵ公司）；荧光寿命测
量仪（课题组自主研制）。

三氯甲烷、三氟乙酸、甲醇、四氯化碳、正己烷、环己烷、叔丁醇、二甲基甲酰胺、二甲亚砜、乙腈、碳酸

锂、碳酸氢钠、氢氧化锂、无水硫酸钠、Ｎ溴代丁二酰亚胺、偶氮二异丁腈均为市售分析纯试剂；柱层析硅
胶（粒径５０～７５μｍ）、中性氧化铝（粒径７５～１００μｍ）购于国药试剂；Ｃ１８反相硅胶购于济南博纳生物技
术有限公司；２，６二甲基吡啶３，５二甲酸二乙酯购于上海迈瑞尔化学技术有限公司。Ｎ，Ｎ′，Ｎ，Ｎ′［二
（２，２′联吡啶６，６′二甲基）］二胺（本课题组自制），氧化铕（本单位制备）。实验用水为蒸馏水。
１．２　配体合成
１．２．１　２，６二（溴甲基）吡啶３，５二甲酸二乙酯（化合物２）的合成　将２，６二甲基吡啶３，５二甲酸二
乙酯（１００ｇ，４０ｍｍｏｌ）、Ｎ溴代丁二酰亚胺（１７８ｇ，１００ｍｍｏｌ）和８ｍｇ偶氮二异丁腈加入５０ｍＬ四氯
化碳中回流４０ｍｉｎ。将反应物过滤，滤液倒入碳酸氢钠饱和溶液中，用三氯甲烷（６０ｍＬ×３）萃取后水
洗，无水硫酸镁干燥过夜。滤液浓缩干燥，经 Ｖ（环己烷）∶Ｖ（二氯甲烷）＝８∶２硅胶柱层析，得到产物
０５０ｇ，产率３０７％，熔点６８８３℃。
１．２．２　２，６｛Ｎ，Ｎ′，Ｎ，Ｎ′［二（２，２′联吡啶６，６′二甲基）］二（氨甲基）｝吡啶３，５二羧酸二乙酯（化合
物４）的合成　将 Ｎ，Ｎ′，Ｎ，Ｎ′［二（２，２′联吡啶６，６′二甲基）］二胺（１１８ｍｇ，０３ｍｍｏｌ）和碳酸锂
（２２２ｍｇ，３０ｍｍｏｌ）加入２５０ｍＬ乙腈溶液中，Ｎ２气保护下回流４０ｍｉｎ，然后于２ｈ内滴加２，６二（溴甲
基）吡啶３，５二甲酸二乙酯的乙腈溶液（０６１ｇ／Ｌ）２００ｍＬ，继续回流２２ｈ。将反应物过滤，滤液浓缩干
燥，经Ｖ（二氯甲烷）∶Ｖ（甲醇）＝９∶１硅胶柱层析，得到６０ｍｇ２，６｛Ｎ，Ｎ′，Ｎ，Ｎ′［二（２，２′联吡啶６，６′
二甲基）］二（氨甲基）｝吡啶３，５二羧酸二乙酯Ｌｉ＋，产率３１％。
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１．３　螯合物制备
１．３．１　２，６｛Ｎ，Ｎ′，Ｎ，Ｎ′［二（２，２′联吡啶６，６′二甲基）］二（氨甲基）｝吡啶３，５二羧酸二乙酯Ｅｕ３＋

（化合物５）的合成　将２，６｛Ｎ，Ｎ′，Ｎ，Ｎ′［二（２，２′联吡啶６，６′二甲基）］二（氨甲基）｝吡啶３，５二羧
酸二乙酯Ｌｉ＋（５０ｍｇ）加入到３０ｍＬ的乙腈中，Ｎ２气保护下加入ＥｕＣｌ３·６Ｈ２Ｏ（４０ｍｇ），回流４８ｈ。混合
物冷却过滤，滤液浓缩后得到Ｅｕ３＋螯合物５３ｍｇ（ｂｐｙ·ｂｐｙ·ｐｙ（ＣＯ２Ｅｔ）２ＥｕＣｌ３），产率８６％。
１．３．２　２，６｛Ｎ，Ｎ′，Ｎ，Ｎ′［二（２，２′联吡啶６，６′二甲基）］二（氨甲基）｝吡啶３，５二羧酸Ｅｕ３＋（化合
物６）的合成　将２，６｛Ｎ，Ｎ′，Ｎ，Ｎ′［二（２，２′联吡啶６，６′二甲基）］二（氨甲基）｝吡啶３，５二羧酸二
乙酯Ｅｕ３＋（２０ｍｇ）溶于３ｍＬ甲醇中，加入氢氧化锂水溶液（１ｍｏｌ／Ｌ）０１５ｍＬ，室温下搅拌３５ｈ，蒸干
溶剂。反相硅胶柱色谱分离粗产物，以粒径５０μｍＣ１８反相硅胶为固定相，Ｖ（乙腈）∶Ｖ（１％三氟乙酸水溶
液）＝７∶３为淋洗剂，得到８ｍｇ２，６｛Ｎ，Ｎ′，Ｎ，Ｎ′［二（２，２′联吡啶６，６′二甲基）］二（氨甲基）｝吡啶
３，５二羧酸Ｅｕ３＋（ｂｐｙ·ｂｐｙ·ｐｙ（ＣＯ２Ｈ）２ＥｕＣｌ３），产率４５％。
１．４　螯合物溶液的配制

取０４ｍｇ２，６｛Ｎ，Ｎ′，Ｎ，Ｎ′［二（２，２′联吡啶６，６′二甲基）］二（氨甲基）｝吡啶３，５二羧酸Ｅｕ３＋

于烧杯中，加入０１ｍＬ二甲基甲酰胺溶解，再将此溶液移至５ｍＬ容量瓶中，二次蒸馏水定容，得到浓度
为１７×１０－４ｍｏｌ／Ｌ的螯合物水溶液。

２　结果与讨论

２．１　穴状配位化合物结构
穴状化合物［６７，１０］是将稀土离子包含在配体构成的分子空穴中。吡啶二联吡啶的穴状结构作为吸

光和能量传递基团，可吸收紫外光，并以非辐射能量的方式进行传递。穴状结构中的多个Ｎ原子与稀土
离子形成高度配位，可以减小阳离子的协同作用，降低稀土离子自身因浓度效应而产生的荧光猝灭，减

少了Ｏ—Ｈ的振动而引起的能量损失，从而保持了稀土荧光配合物的光物理、光化学的活性。因此，具
有吡啶共轭结构的空穴状稀土配合物可以很好地保护空穴中的稀土离子，具有一般螯合物不能比拟的

动力学和热力学稳定性。

２．２　化合物２的表征
如图１Ａ所示为化合物２的１ＨＮＭＲ谱：δ１４５３处的三重峰对应酯中２个甲基的６个氢，δ４４６９处

的四重峰对应酯中２个亚甲基的４个氢，δ５００９处的单峰对应２个溴甲基的４个氢，δ８７９５处的单峰
对应吡啶环４位的单个氢。１ＨＮＭＲ谱图的各组峰的化学位移、氢原子积分数与化合物２分子结构吻
合。图１Ｂ所示为化合物２的质谱图，ＭＳ（７０ｅＶ）ｍ／ｚ［Ｍ＋Ｈ］＋＝４１０１，［Ｍ＋Ｎａ］＋＝４３２０，与其相对
分子质量理论值相符。其ＩＲ谱（图２）出现了１７１７ｃｍ－１酯基特征峰、６３１～５６７ｃｍ－１Ｃ—Ｂｒ键的伸缩振
动峰，证明甲基已被溴化。

图１　２，６二（溴甲基）吡啶３，５二甲酸二乙酯（２）的１ＨＮＭＲ谱图（Ａ）和质谱谱图（Ｂ）

Ｆｉｇ．１　１ＨＮＭＲｓｐｅｃｔｒｕｍ（Ａ）ａｎｄｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍ（Ｂ）ｏｆ２，６ｂｉｓ（ｂｒｏｍｏｍｅｔｈｙｌ）ｐｙｒｉｄｉｎｅ３，５ｄｉｅｔｈｙｌｄｉｅｓｔｅｒ（２）
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图２　２，６二（溴甲基）吡啶３，５二甲酸二乙酯（２）的红外谱图
Ｆｉｇ．２　Ｉｎｆｒａｒｅｄｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆ２，６ｂｉｓ（ｂｒｏｍｏｍｅｔｈｙｌ）ｐｙｒｉｄｉｎｅ３，５ｄｉｅｔｈｙｌｄｉｅｓｔｅｒ（２）

２．３　化合物４的表征
图３Ａ所示为化合物 ４的１ＨＮＭＲ谱：１４２９处的三重峰对应 ２个羧酸乙酯中甲基的 ６个氢，

图３　２，６｛Ｎ，Ｎ′，Ｎ，Ｎ′［二（２，２′联吡啶６，６′二甲基）］二（氨甲基）｝吡啶３，５二羧酸二乙酯（４）的
１ＨＮＭＲ谱图（Ａ）和质谱谱图（Ｂ）

Ｆｉｇ．３　１ＨＮＭＲｓｐｅｃｔｒｕｍ（Ａ）ａｎｄｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍ（Ｂ）ｏｆ２，６｛Ｎ，Ｎ′，Ｎ，Ｎ′［ｂｉｓ（２，２′ｂｉｐｙｒｉｄｉｎｅ６，６′ｄｉｍｅｔｈｙｌ）］
ｂｉｓ（ａｍｉｎｏｍｅｔｈｙｌ）｝ｐｙｒｉｄｉｎｅ３，５ｄｉｅｔｈｙｌｄｉｅｓｔｅｒ（４）

３９０２～４０６３处的峰对应酯基中２个亚甲基的４个氢和吡啶环２，２′位上亚甲基的４个氢，４４３６处的

图４　化合物４的红外谱图
Ｆｉｇ．４　Ｉｎｆｒａｒｅｄｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ４

单峰对应２个联吡啶环２，２′位上亚甲基的８个氢；
７３８７～７４０２和７８９２处的峰对应２个联吡啶环上
的１２个氢，８６１７处的单峰对应吡啶环４位的氢。
１ＨＮＭＲ谱图的各组峰的化学位移、氢原子积分数
与化合物４分子结构吻合。图３Ｂ为化合物４的质
谱图ＭＳ（７０ｅＶ）ｍ／ｚ：［Ｍ＋Ｎａ］＋＝６６４３，与理论值
相符。其ＩＲ谱（图４）中，６３１～５６７ｃｍ－１处Ｃ—Ｂｒ键
的特征峰消失，１７１９ｃｍ－１处酯基的特征峰仍然存
在，另外，１５７４、１４３５ｃｍ－１处吡啶环 Ｃ Ｎ、 Ｃ Ｃ的
特征峰增强，说明化合物２与化合物３发生了亲电
取代反应，生成了化合物４。
２．４　Ｅｕ３＋螯合物的光谱性质

图５为螯合物溶液在荧光光谱仪测得的激发光谱谱图，最大激发位于３２２ｎｍ处。其激发波长范围
２５０～３４０ｎｍ。

图６为螯合物６在氙灯激发下的荧光发射谱图（固定激发光波长３２２ｎｍ）。三组发射峰分别归属于
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图５　Ｅｕ３＋离子螯合物的激发光谱
Ｆｉｇ．５　ＥｘｃｉｔａｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｔｈｅＥｕ（Ⅲ）ｃｏｍｐｌｅｘ

５Ｄ０
７Ｆ０（５８３ｎｍ）、

５Ｄ０
７Ｆ１（５９７ｎｍ）、

５Ｄ０
７Ｆ２（６１８ｎｍ）

跃迁，其中最强发射波长为５９７和６１８ｎｍ。Ｅｕ３＋离
子发射光谱不同峰的相对强弱与其所处的环境有

关。根据ＪｕｄｄＯｆｅｌｔ理论，当 Ｅｕ３＋占据对称中心时，
将以５Ｄ０→

７Ｆ１允许的磁偶极跃迁为主。我们推测，
由于本文合成的化合物分子对称性较好，所以螯合

物６的发射光谱中５Ｄ０
７Ｆ１（５９７ｎｍ）的发射峰相对增

强了，表现为５Ｄ０
７Ｆ１（５９７ｎｍ）和

５Ｄ０
７Ｆ２（６１８ｎｍ）两

个发射峰的强度基本一样。从图６还能看出，螯合
物６的荧光发射强度高，发射峰尖锐。结合图５和
图６可以看出，该稀土离子螯合物的斯托克斯位移
大，荧光激发和发射最大波长之间相距２９０ｎｍ。

图６　Ｅｕ３＋离子螯合物的发射光谱
Ｆｉｇ．６　ＥｍｉｓｓｉｏｎｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｔｈｅＥｕ（Ⅲ）ｃｏｍｐｌｅｘ

图７　Ｅｕ３＋离子螯合物的荧光衰减曲线
Ｆｉｇ．７　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｄｅｃａｙｃｕｒｖｅｏｆｔｈｅＥｕ（Ⅲ）ｃｏｍｐｌｅｘ

图７为螯合物６在３２２ｎｍ波长光激发下的荧光衰减曲线，通过单指数拟合测得其荧光寿命为９１８μｓ。
量子产率Φ是表达所有处于激发态的 Ｅｕ３＋荧光化合物中经过辐射跃迁（荧光）返回基态的分子

个数与其总数的比值，这个比值越大物质的荧光发射强度越强，通常其介于０１～１荧光之间。化合物６
（Ｅｕ３＋浓度为１７×１０－４ｍｏｌ／Ｌ）的样品在３２２ｎｍ波长氙灯激发下的荧光量子产率为０２４９。

３　结　论
本实验在合成Ｎ，Ｎ′，Ｎ，Ｎ′［二（２，２′联吡啶６，６′二甲基）］二胺基础上，以２，６二甲基吡啶３，５

二甲酸二乙酯为初始原料，经 Ｎ溴代丁二酰亚胺自由基溴化、亲电取代、稀土离子螯合、酯基水解等反
应过程合成了螯合物２，６｛Ｎ，Ｎ′，Ｎ，Ｎ′［二（２，２′联吡啶６，６′二甲基）］二（氨甲基）｝吡啶３，５二羧
酸Ｅｕ３＋，并对产物结构进行了确认。２，６｛Ｎ，Ｎ′，Ｎ，Ｎ′［二（２，２′联吡啶６，６′二甲基）］二（氨甲基）｝
吡啶３，５二羧酸Ｅｕ３＋的激发光谱谱带宽，最强激发峰波长在３２２ｎｍ；发射光谱主要特征峰为５９７ｎｍ
（５Ｄ０

７Ｆ１）、６１８ｎｍ（
５Ｄ０

７Ｆ２）；荧光寿命９１８μｓ；较高的量子产率Φ＝０２４９。
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