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(57)摘要

本发明公开了一种线粒体靶向的双信号

turn-on的甲醛荧光纳米探针的制备方法及应

用，是一种基于荧光能量共振转移以及自组装共

同作用下的甲醛荧光纳米探针。该纳米探针在水

中几乎没有荧光，与甲醛反应后得到两个自由的

荧光物质，从而实现双turn-on的效果，从而提高

了检测结果的准确性。纳米探针对甲醛具有很好

的专一性。共聚焦荧光显微镜成像实验很好地证

明了纳米探针能够渗透细胞膜进入细胞的线粒

体中，且能够在细胞中检测甲醛浓度的变化，为

研究甲醛在细胞线粒体的代谢机制提供了新的

工具，在生物领域具有很好的前景。
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1.一种荧光纳米探针，其特征在于，所述荧光纳米探针由化合物(I)在水中自组装而制

得：

所述化合物(I)结构式为：

2.一种如权利要求1所述的荧光纳米探针的制备方法，其特征在于所述制备方法为：

对羟基苯甲醛与3-溴丙炔在碱性条件下发生亲核取代反应，生成化合物(II)；化合物

(II)与氨甲醇溶液生成席夫碱化合物，随后与丙烯基硼酸邻二叔醇酯发生取代反应生成化

合物(III)；化合物(III)与化合物(IV)在酸性条件下，生成席夫碱中间产物，其碳氮双键被

还原剂三乙酰氧基硼氢化钠还原生成化合物(V)；化合物(VI)与3-叠氮丙胺发生酰胺反应

生成化合物(VII)；最后，将化合物(V)与化合物(VII)在一价铜的催化下，生成化合物(I)；

再将化合物(I)溶于DMSO作为母液，用超纯水或PBS缓冲液或细胞培养液稀释，超声数分钟，

然后剧烈震荡，化合物(I)自组装得到所述荧光纳米探针；

3.如权利要求2所述的荧光纳米探针的制备方法，其特征在于所述制备方法具体为：

(1)对羟基苯甲醛与3-溴丙炔按物质的量比1:2在碱性条件下反应，经后处理A制备得

化合物(II)；反应温度为60-70℃，反应时间为3小时，反应溶剂为丙酮；

(2)化合物(II)与氨甲醇溶液、丙烯基硼酸邻二叔醇酯在0℃下混合后转至25-35℃反

应，经后处理B制备得化合物(III)；反应时间为12小时，反应溶剂为甲醇；所述化合物(II)

与氨甲醇溶液中的氨、丙烯基硼酸邻二叔醇酯的物质的量比为1:10:1.5；
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(3)化合物(IV)与化合物(III)、三乙酰氧基硼氢化钠按物质的量比1:1.2:4在酸性条

件下0℃混合后转至20-30℃反应，经后处理C制备得化合物(V)；反应时间为12小时，反应溶

剂为四氢呋喃；

(4)化合物(VI)与3-叠氮丙胺按物质的量比1:1 .2反应，经后处理D制备得化合物

(VII)；反应温度为室温，反应时间为10小时，反应溶剂为二氯甲烷；

(5)将化合物(V)与化合物(VII)按物质的量比1:1在一价铜催化下反应，蒸干溶剂，粗

产物利用高效液相色谱纯化得到化合物(I)；反应温度为室温，反应时间为6小时，反应溶剂

为四氢呋喃和水；

(6)将化合物(I)溶于DMSO配制成浓度为0.1～2mM的探针母液，用超纯水或PBS缓冲液

或DMEM培养基稀释成原来母液体积的99倍，超声数分钟，然后剧烈震荡，化合物(I)自组装

得到所述荧光纳米探针。

4.如权利要求3所述的荧光纳米探针的制备方法，其特征在于：步骤(1)中所述碱性条

件采用碳酸钾实现。

5.如权利要求3所述的荧光纳米探针的制备方法，其特征在于：步骤(3)中所述酸性条

件采用乙酸实现。

6.如权利要求3所述的荧光纳米探针的制备方法，其特征在于：

所述后处理A为：反应液减压旋蒸除去溶剂后加入水，乙酸乙酯萃取，合并有机相，取有

机相用水以及饱和食盐水洗涤数次，无水硫酸钠干燥，过滤，旋干溶剂，经柱层析分离后得

到目标产物，洗脱剂为体积比1:10的乙酸乙酯和石油醚；

所述后处理B为：反应液减压旋蒸除去溶剂，粗产物进行层析柱分离后得到目标产物，

洗脱剂为体积比40:1的二氯甲烷和甲醇；

所述后处理C为：反应液减压旋蒸除去溶剂，粗产物进行层析柱分离后得到目标产物，

洗脱剂为体积比20:1的二氯甲烷和甲醇；

所述后处理D为：反应液采用薄层层析进行分离，展开剂为体积比20:1的二氯甲烷和甲

醇，得到目标化合物。

7.一种权利要求1所述的荧光纳米探针在检测甲醛浓度中的应用。

8.如权利要求7所述的应用，其特征在于：所述甲醛以水溶液形式存在，浓度为0～

5mmol/L。

9.如权利要求8所述的应用，其特征在于：所述甲醛为细胞内甲醛，浓度为0～1mmol/L。

10.如权利要求9所述的应用，其特征在于：所述细胞为人乳腺癌细胞MCF-7。
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一种线粒体靶向的双信号turn-on的甲醛荧光纳米探针及其

制备与应用

技术领域

[0001] 本发明涉及一种线粒体靶向的双信号turn-on的甲醛荧光纳米探针及其制备方法

与应用。

背景技术

[0002] 1、活性碳簇是一类具有一个或多个羰基的化合物，在人类生理过程起到关键的作

用。甲醛作为一种公认的致癌物质，是活性碳簇中最小的分子。一方面，甲醛可来源于工业

生产、建筑材料、皮革、燃料，甚至是食物。另一方面，甲醛来源于细胞内氧化酶和去甲基酶

产生的内源性代谢物，在正常的细胞的甲醛浓度就可达到0.4mM左右。体内过高的甲醛能够

引起神经退行性疾病、阿兹海默病和各种癌症等等。现阶段的甲醛检测方法大多不能实时

监测细胞内的甲醛浓度，因此，发展一种新的能够检测细胞内的甲醛是十分必要的。

[0003] 2、线粒体是一种由两层膜的存在于大多数细胞中细胞器，是细胞的供能中心。有

研究表明，线粒体中具有醛脱氢酶2——一种能够降解甲醛生成甲酸的酶。同时，过量的甲

醛会降低线粒体膜电势从而影响线粒体功能。目前，还没有相关文献研究线粒体的甲醛浓

度，因此，急需开发靶向细胞内线粒体的甲醛探针。

[0004] 3、荧光探针由于其高灵敏度、实时检测等优点而受到关注，但是现在的绝大部分

的探针在检测被分析物时只具备单信号turn-on输出的特征，然而单个信号容易受到外环

境的影响而不能准确的检测结果。本发明目的在于开发一个双信号turn-on输出的甲醛荧

光纳米探针，也就是，该探针被用于检测甲醛时，我们可以选择两个不同的激发光进行激发

从而得到两个对应的turn-on发射信号。

发明内容

[0005] 本发明目的是提供一种线粒体靶向的双信号turn-on的甲醛荧光纳米探针。

[0006] 本发明第二个目是提供一种线粒体靶向的双信号turn-on的甲醛荧光纳米探针制

备方法。

[0007] 本发明第三个目是提供一种线粒体靶向的双信号turn-on的甲醛荧光纳米探针的

应用。

[0008] 本发明为实现上述目的采用以下技术方案：

[0009] 一种荧光纳米探针，其特征在于，所述荧光纳米探针由化合物(I)

[0010] 在水中自组装而制得：

[0011] 所述化合物(I)结构式为：
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[0012]

[0013] 一种所述的荧光纳米探针的制备方法，所述制备方法为：

[0014] 对羟基苯甲醛与3-溴丙炔在碱性条件下发生亲核取代反应，生成化合物(II)；化

合物(II)与氨甲醇溶液生成席夫碱化合物，随后与丙烯基硼酸邻二叔醇酯发生取代反应生

成化合物(III)；化合物(III)与化合物(IV)在酸性条件下，生成席夫碱中间产物，其碳氮双

键被还原剂三乙酰氧基硼氢化钠还原生成化合物(V)；化合物(VI)与3-叠氮丙胺发生酰胺

反应生成化合物(VII)；最后，将化合物(V)与化合物(VII)在一价铜的催化下，生成化合物

(I)；再将化合物(I)溶于DMSO作为母液，用超纯水或PBS缓冲液或细胞培养液稀释，超声数

分钟，然后剧烈震荡，化合物(I)自组装得到所述荧光纳米探针；

[0015] 所述荧光纳米探针反应路线如下：

[0016]

[0017] 更进一步，本发明所述制备方法具体为：

[0018] (1)对羟基苯甲醛与3-溴丙炔按物质的量比1:2在碱性条件下反应，经后处理A制

备得化合物(II)；反应温度为60-70℃，反应时间为3小时，反应溶剂为丙酮；

[0019] (2)将化合物(II)与氨甲醇溶液、丙烯基硼酸邻二叔醇酯在0℃下混合后转至20-
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35℃反应，经后处理B制备得化合物(III)；反应时间为12小时，反应溶剂为甲醇；所述化合

物(II)与氨甲醇溶液中的氨、丙烯基硼酸邻二叔醇酯的物质的量比为1:10:1.5；

[0020] (3)化合物(IV)与化合物(III)、三乙酰氧基硼氢化钠按理论物质的量比1:1.2:4

在酸性条件下0℃混合后转至20-30℃反应，经后处理C制备得化合物(V)；反应时间为12小

时，反应溶剂为四氢呋喃；

[0021] (4)化合物(VI)与3-叠氮丙胺按物质的量比1:1.2反应，经后处理D制备得化合物

(VII)；反应温度为室温，反应时间为10小时，反应溶剂为二氯甲烷；

[0022] (5)将化合物(V)与化合物(VII)按理论物质的量比1:1在一价铜催化下反应，蒸干

溶剂，粗产物利用高效液相色谱纯化得到化合物(I)；反应温度为室温，反应时间为6小时，

反应溶剂为四氢呋喃和水；

[0023] (6)将化合物(I)溶于DMSO配制成浓度为0.1～2mM的探针母液，用超纯水或PBS缓

冲液或DMEM培养基稀释成原来母液体积的99倍，超声数分钟，然后剧烈震荡，化合物(I)自

组装得到所述荧光纳米探针。

[0024] 本发明化合物(IV)为公开的化合物，其制备方法可参考文献[H .Park ,S .-

K.Chang,Signaling  of  water  content  in  organic  solvents  bysolvatochromism  of  a 

hydroxynaphthalimide-based  merocyanine  dye,DyesPigm.122(2015)324–330.]。

[0025] 进一步，步骤(1)中所述碱性条件采用缚酸剂碳酸钾实现，所述缚酸剂的物质的量

用量为对羟基苯甲醛的1.5倍当量。

[0026] 进一步，步骤(2)中所述氨甲醇溶液中的氨浓度为7mol/L。

[0027] 进一步，步骤(3)中所述酸性条件采用乙酸实现，乙酸与化合物(IV)的物质的量比

为8～20：1，优选10:1。

[0028] 进一步，本发明步骤(4)中可加入1-羟基苯并三氮唑、1-乙基-(3-二甲基氨基丙

基)碳二亚胺盐酸盐作为酰胺反应缩合剂,三乙胺作为缚酸剂，三者物质的量比推荐为3:3:

4。

[0029] 本发明所述后处理A为：反应液减压旋蒸除去溶剂后加入水，乙酸乙酯萃取，合并

有机相，取有机相用水以及饱和食盐水洗涤数次，无水硫酸钠干燥，过滤，旋干溶剂，经柱层

析分离后得到目标产物，洗脱剂为体积比1:10的乙酸乙酯和石油醚；

[0030] 本发明所述后处理B为：反应液减压旋蒸除去溶剂，粗产物进行层析柱分离后得到

目标产物，洗脱剂为体积比40:1的二氯甲烷和甲醇；

[0031] 本发明所述后处理C为：反应液减压旋蒸除去溶剂，粗产物进行层析柱分离后得到

目标产物，洗脱剂为体积比20:1的二氯甲烷和甲醇；

[0032] 本发明所述后处理D为：反应液采用薄层层析进行分离，展开剂为体积比20:1的二

氯甲烷和甲醇，得到目标化合物。

[0033] 本发明提供一种所述的荧光纳米探针在检测甲醛浓度中的应用。

[0034] 进一步，本发明所述甲醛以水溶液形式存在，浓度为0～5mmol/L，所述浓度为0的

含义为无限接近于0但不等于0。

[0035] 更进一步，本发明所述甲醛优选为细胞内甲醛，浓度为0～1mmol/L。

[0036] 再进一步，本发明所述细胞为人乳腺癌细胞MCF-7。

[0037] 本发明上述的荧光纳米探针即为线粒体靶向的双信号turn-on的甲醛荧光纳米探
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针nano-MTDF。

[0038] 本发明所述由化合物(I)自组装的可作为一种线粒体靶向的双信号turn-on的甲

醛荧光纳米探针，可应用于甲醛的荧光定量检测。所述的定量甲醛浓度的荧光检测原理为：

以纳米探针nano-MTDF作为荧光探针，与甲醛进行反应后，生成中间产物，随后2-氮杂-柯普

重排以及水解，生成荧光物质化合物VIII和化合物IX，测定在激发为440nm以及535nm下的

荧光强度变化，从而获得甲醛浓度。

[0039] 使用本发明的新型线粒体靶向的双信号turn-on的甲醛荧光探针检测水中甲醛浓

度的原理如下所示：

[0040]

[0041] 本发明线粒体靶向的双信号turn-on的甲醛荧光纳米探针在水中是几乎没有荧光

的，也就是探针中的两个荧光团1,8-萘酰亚胺和罗丹明B的荧光都是被淬灭的，其中的原理

是1,8-萘酰亚胺由于荧光共振能量转移导致荧光淬灭，同时1,8-萘酰亚胺的疏水性导致化

合物(I)在水中自主装成纳米颗粒，罗丹明B由于聚集诱导淬灭原理导致荧光淬灭。当纳米

探针nano-MTDF和甲醛反应后，释放出两个分离的荧光团，纳米探针自组装去除，1,8-萘酰

亚胺和罗丹明B的荧光同时恢复，从而实现了双信号turn-on的效果。其中罗丹明B结构中的

N+还具有靶向线粒体的作用。

[0042] 与现有技术相比，本发明有益效果主要体现在：本发明选用的1,8-萘酰亚胺和罗

丹明B荧光团在水中自组装成纳米级的荧光探针可以实现双信号turn-on的效果，双信号

turn-on纳米探针其优点在于和甲醛反应后能够通过对比两个不同的turn-on信号进行自

身对照从而提高探针检测的准确性。纳米探针nano-MTDF对甲醛水溶液具有很好的特异性，

在激发波长440nm的检测下限为3μM，在激发波长535nm的检测下限为8μM。同时，纳米探针

nano-MTDF实现了细胞中线粒体内甲醛的成像实验，这个研究是还没有相关文献报道的。综

上所述，新型线粒体靶向的双信号turn-on的甲醛荧光纳米探针nano-MTDF为研究细胞中甲

醛的生理作用提供一种有效的研究工具。

附图说明

[0043] 图1为本发明中实施例1制备的化合物(I)的核磁氢谱。

[0044] 图2为本发明中实施例1制备的化合物(I)的核磁碳谱。
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[0045] 图3为本发明中实施例1制备的纳米探针nano-MTDF(1μM)在DMSO/水(v/v＝1/99)

条件下用动态光衍射测试粒子粒径，以及通过透射电子显微镜(标准尺1μm)进行纳米颗粒

成像。

[0046] 图4为本发明中实施例1制备的纳米探针nano-MTDF(1μM)在不同DMSO/水比例的荧

光发射光谱图。图a为荧光发射光谱图，激发波长440mm。图b为荧光发射光谱图，激发波长

535nm。

[0047] 图5为本发明中实施例1制备的纳米探针nano-MTDF(1μM)在DMSO/PBS缓冲液(pH＝

7.4，v/v＝1/99)条件下加入不同当量甲醛下的荧光发射光谱图。图a为荧光发射光谱图，激

发波长440mm。图b为荧光发射光谱图，激发波长535mm。

[0048] 图6为本发明中实施例1制备的纳米探针nano-MTDF(1μM)在DMSO/PBS缓冲液(pH＝

7 .4，v/v＝1/99)条件下与甲醛(1mM)作用过程中的随时间变化的荧光图。图a激发波长

440nm，发射波长540nm。图b激发波长535nm，发射波长585nm。

[0049] 图7为本发明中实施例1制备的纳米探针nano-MTDF(1μM)在DMSO/PBS缓冲液(pH＝

7.4，v/v＝1/99)条件下选择性结果的荧光图。1-17分别为PBS、甲醛、乙醛、丙酮醛、苯甲醛、

对硝基苯甲醛、对羟基苯甲醛、丙酮、甲酸、丙酮酸钠、葡萄糖、谷胱甘肽、同型半胱氨酸、半

胱氨酸、硫酸氢钠、双氧水、叔丁基过氧化氢。图a激发波长440nm，发射波长540nm。图b激发

波长535nm，发射波长585nm。

[0050] 图8为本发明中实施例1制备的纳米探针nano-MTDF(1μM)在DMSO/不同pH缓冲液

(v/v＝1/99)条件下与甲醛反应前后的荧光图。图a激发波长440nm，发射波长540nm。图b激

发波长535nm，发射波长585nm。

[0051] 图9为本发明中实施例1制备的纳米探针nano-MTDF在DMSO/PBS缓冲液(pH＝7.4，

v/v＝1/99)条件下加入甲醛前后的的高效液相色谱图以及质谱图。

[0052] 图10为本发明中实施例1制备的纳米探针nano-MTDF对细胞中甲醛荧光成像。

具体实施方式

[0053] 下面结合具体实施例对本发明进行进一步描述，但本发明的保护范围并不仅限于

此。

[0054] 实施例1(1)化合物(II)的制备

[0055] 将1.22g对羟基苯甲醛(10mmol)溶于50mL丙酮溶液中，随后加入2.07g碳酸钾

(15mmol)，60-70℃下反应半小时后，再加入2.37g3-溴丙炔(20mmol)，60-70℃下反应2小时

后停止，减压蒸出溶剂。向混合物中加入水，乙酸乙酯萃取，合并有机相，水以及饱和食盐水

洗涤数次，无水硫酸钠干燥，过滤，旋干溶剂，柱层析分离(乙酸乙酯：石油醚＝1:10为洗脱

剂)，得到白色固体化合物(II)(1 .53g，95％收率)。1H  NMR(500MHz ,CDCl3)δ9.88(s ,1H) ,

7.95–7.75(m ,2H) ,7.18–6.98(m ,2H) ,4.77(d ,J＝2.4Hz,2H) ,2.58(t,J＝2.4Hz,1H) .13C 

NMR(126MHz ,CDCl3)δ190.69,162.30 ,131 .81 ,130.51 ,115.11 ,77 .51 ,76.35 ,55.87 .ESI 

calcd.for  C10H8O2[M+H]+161.05,found  161.18。

[0056] (2)化合物(III)的制备

[0057] 将0.64g化合物(II)(4mmol)溶于40mL甲醇中，冰浴至0℃，加入6mL氨甲醇溶液

(7mol/L，42mmol)，0℃下反应半小时，随后加入1g丙烯基硼酸邻二叔醇酯(6mmol)，反应转
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至25-35℃且反应过夜。减压旋蒸除去溶剂，粗产物进行层析柱分离(二氯甲烷：甲醇＝40:1

为洗脱剂)，得到无色油状液体化合物(III)(0.613g，76％产率)。1H  NMR(500MHz,CDCl3)δ

7.32–7 .25(m ,2H) ,6.99–6.91(m ,2H) ,5.79–5.71(m ,1H) ,5.16–5.05(m ,2H) ,4.69(d ,J＝

2.4Hz,2H) ,3.98–3.95(m ,1H) ,2.53(t,J＝2.4Hz,1H) ,2.49–2.41(m ,1H) ,2.40–2.29(m ,

1H) .13C  NMR(126MHz ,CDCl3)δ156.51 ,138.87 ,135 .46 ,127 .35 ,117 .56 ,114 .75 ,78.65 ,

75.42,55.82,54.71,44.17.ESI  calcd.for  C13H15NO[M+H]+202.12,found  202.29。

[0058] (3)化合物(V)的制备

[0059] 将0.15g化合物(IV)(0.5mmol)加入15mL无水四氢呋喃中，冷却至0℃，随后依次加

入0.18g化合物(III)(0.6mmol)、0.3g乙酸(5mmol)和0.42g三乙酰氧基硼氢化钠(2mmol)。

反应转至20-30℃且反应过夜。减压旋蒸除去溶剂，粗产物进行层析柱分离(二氯甲烷：甲醇

＝20:1)，得到橘色固体化合物(V)(0.14g，59％产率)。1H  NMR(500MHz,CDCl3)δ8.38(t,J＝

7.2Hz,2H) ,7.93(s,1H) ,7.53(t,J＝7.8Hz,1H) ,7.30(d,J＝8.6Hz,2H) ,7.03(d,J＝8.6Hz,

2H) ,5.81-5.73(m,1H) ,5.22–5.13(m,2H) ,4.71(d ,J＝2.4Hz,2H) ,4.13–4.05(m,2H) ,4.02

(d ,J＝14.2Hz,1H) ,3.91(d ,J＝14.2Hz,1H) ,3.81(t,J＝7.0Hz,1H) ,2.70–2.59(m ,2H) ,

2.56(t,J＝2.3Hz,1H) ,1 .70–1 .64(m ,2H) ,1 .49–1 .37(m ,2H) ,0.97(q ,J＝7.8Hz,3H) .13C 

NMR(126MHz ,CDCl3)δ164.60 ,163.76 ,162.42,157 .39,133.86 ,132.93 ,132.48,131 .08,

128.81 ,128.29,124.93,123.02,121 .68,118.77 ,115.34 ,111 .71 ,78.39,75.74 ,61 .41 ,

55.85,49.83,41.43,39.98,30.21,24.81,20.39,13.85.ESI  calcd .For  C30H30N2O4[M–H]-

481.22,found  481.27。

[0060] (4)化合物(VII)的制备

[0061] 将0.06g化合物(VI)(0.1mmol)溶于5mL二氯甲烷中,随后依次加入1-羟基苯并三

氮唑(0 .02g，0 .15mmol)、0 .03g  1-乙基- (3-二甲基氨基丙基)碳二亚胺盐酸盐

(0.15mmol)) ,0.02g三乙胺(0.2mmol)和0.01g  3-叠氮-丙胺(0.12mmol)，室温下反应过夜，

待反应结束后，粗产物用制备薄层层析(二氯甲烷：甲醇＝20:1)进行分离，得到暗红色固体

化合物(VII)(0.057g，82％产率)。1H  NMR(400MHz,DMSO)δ7.89(s,1H) ,7.83–7.66(m,3H) ,

7 .54(s ,1H) ,7 .13(dt ,J＝9.7 ,5 .6Hz ,4H) ,6 .95(d ,J＝1 .7Hz ,2H) ,3 .66(dd ,J＝13 .6 ,

6.5Hz,8H) ,3.56–3.16(m,10H) ,3.08(dd,J＝12.2,6.2Hz,2H) ,2.50(d,J＝1.5Hz,3H) ,2.29

(s,2H) ,1.73–1.49(m,2H) ,1.21(t,J＝6.9Hz,12H) .13C  NMR(75MHz,DMSO)δ171.70,170.45,

166.94,159.23,158.77,158.30,157.83,157.44,155.95,155.51,135.64,132.13,131.05,

130 .76 ,130 .14 ,127 .87 ,118 .34 ,114 .63 ,113 .41 ,96 .29 ,48 .73 ,47 .13 ,45 .75 ,44 .63 ,

41 .44 ,36.12,30.59,28.80,28.07 ,12.76.ESI  calcd .for  C39H49N8O4[M]+693.39,found 

693.48。

[0062] (5)化合物(I)的制备

[0063] 将0.027g化合物(VII)(0.04mmol)和化合物(V)(0.04mmol)溶于3mL四氢呋喃中，

将0.004g维生素C(0.02mmol)和0.003g五水硫酸铜(0.02mmol)的水溶液(3mL)加入上述的

混合液中，常温反应6小时。蒸干溶剂，粗产物利用制备高效液相色谱纯化得到暗红色古化

合物(I)(0.03g，65％产率)。此处维生素C起到将二价铜还原成一价铜的作用。

[0064] 1H  NMR(300MHz,DMSO)δ8.43(d ,J＝7.9Hz,1H) ,8.26(t,J＝3.5Hz,2H) ,7.98(s ,

2H) ,7.72(ddd ,J＝13.2,7.3,4.6Hz,3H) ,7.46(ddd ,J＝28.1,12.0,6.5Hz,4H) ,7.18–7.01

说　明　书 6/9 页

9

CN 107501245 B

9



(m,6H) ,6.91(d ,J＝11.8Hz,2H) ,5.56(td ,J＝17.0,6.8Hz,1H) ,5.16(s,2H) ,5.04(t,J＝

12.8Hz ,2H) ,4 .38(t ,J＝6.8Hz ,2H) ,4 .24(dd ,J＝9.2 ,5 .5Hz ,2H) ,3 .96(dd ,J＝20 .2 ,

13.1Hz,6H) ,3.63(d ,J＝6.9Hz,18H) ,3.25(dd ,J＝33.1,17.3Hz,10H) ,3.04(d ,J＝5.9Hz,

3H) ,2.94–2.58(m,3H) ,2.30(s,2H) ,1.93(dd,J＝11.2,4.5Hz,2H) ,1.63–1.43(m,2H) ,1.30

(dd ,J＝14.8,7.4Hz,2H) ,1.19(dd ,J＝12.5,5.8Hz,12H) ,0.90(t,J＝7.3Hz,3H) .13C  NMR

(75MHz,DMSO)δ175.28,171.87,170.47,166.91,164.51,163.03,158.72,157.38,155.91,

155.46,142.82,135.74,135.61,133.43,132.07,131.86,131.05,130.88,130.77,130.67,

130.18,130.08,130.03,128.28,127.86,126.90,125.00,122.23,121.37,119.09,115.27,

114.60,114.28,113.37,100.35,96.26,61.61,60.13,48.00,47.57,47.05,45.75,41.46,

38.96,37.95,36.03,30.59,30.35,30.29,29.33,28.79,28.10,20.20,14.13,12.78.HRMS

(ESI)calcd.for  C69H79N10O8[M]+1175.6082,found1175.6067。

[0065] (6)纳米探针nano-MTDF的制备

[0066] 将化合物(I)溶于DMSO作为母液，母液加入到超纯水、PBS缓冲液或细胞培养液，超

声数分钟，然后剧烈震荡，得到纳米探针nano-MTDF。

[0067] 实施例2纳米探针nano-MTDF在DMSO/水缓冲液(pH＝7.4，v/v＝1/99)条件下用动

态光衍射测试粒子粒径以及通过透射电子显微镜进行纳米颗粒成像。

[0068] 准确称取一定量实施例1制备的化合物(I)，用DMSO配制成浓度为0.1mM的探针母

液，移液枪吸取0.02mL加入到1.98mL水中，超声数分钟，然后剧烈震荡，得到纳米探针nano-

MTDF，然后用nano-zs90particle  analyzer测定nano-MTDF在水中的粒径大小，同时取以上

的混合液滴在铜网上，37℃烘干进行投射电子显微镜成像，结果见图3。

[0069] 参看图3(a)可以发现，动态光衍射测试得到的结果为粒子的平均粒径为161.9nm，

多分散系数PDI指数为0.262。参看图3(b)，从透射电子显微镜(标准尺：1μm)得到的纳米粒

径与动态光衍射得到的数据基本一致，从而证明化合物(I)在水中形成了纳米材料。

[0070] 实施例3纳米探针nano-MTDF(1μM)在不同DMSO/水比例下的荧光光谱检测。

[0071] 准确称取一定量实施例1制备的化合物(I)，用二甲基亚砜配制成浓度为0.1mM的

探针母液，移液枪吸取0.02mL加入到1.98mL不同的DMSO/水比例(DMSO为1％、5％、10％、

20％、40％、60％、70％、80％、90％)，超声数分钟，然后剧烈震荡，然后测定化合物(I)的荧

光光谱。

[0072] 实验结果表明，随着DMSO的比例的提高，化合物(I)的荧光增强，从而证明在随着

DMSO比例的降低，化合物(I)的聚集效果增强，不同激发波长下的荧光都减弱，表明罗丹明B

的荧光是由于聚集导致淬灭。同时也可以观察到无论DMSO比例高低，在激发波长为440nm下

探针只有一个发射峰，说明萘酰亚胺的荧光确实是通过荧光共振能量转移被罗丹明B淬灭。

荧光图谱见图4。

[0073] 实施例4本发明中纳米探针nano-MTDF(1μM)在DMSO/PBS缓冲液(pH＝7.4，v/v＝1/

99)条件下加入不同当量甲醛下的荧光光谱检测。

[0074] 准确称取一定量实施例1制备的探针(I)，用二甲基亚砜配制成浓度为0.1mM的母

液，移液枪吸取0.02mL加入到1.96mL  PBS缓冲液中，超声数分钟，然后剧烈震荡，得到纳米

探针nano-MTDF，每次吸取396μL纳米探针nano-MTDF溶液，分别加入4μL不同当量甲醛溶液

(最终甲醛在水中的浓度分别为0、0.0025、0.0075、0.01、0.025、0.04、0.05、0.06、0.075、
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0.1、0.15、0.25、0.4、0.5、0.6、0.75、1、2、5mM)，37℃下反应3h后，测定其荧光值。激发波长

为分别为440nm或者535nm，荧光谱图见图5。

[0075] 实验结果表明，随着甲醛当量的增加，纳米探针nano-MTDF产生的两个自由荧光团

增多，两个的荧光团的荧光强度分别增加。

[0076] 实施例5本发明中纳米探针nano-MTDF(1μM)在DMSO/PBS缓冲液(pH＝7.4，v/v＝1/

99)条件下与甲醛(1mM)作用过程中的随时间变化的荧光图。

[0077] 准确称取一定量的探针(I)，用二甲基亚砜配制成浓度为0.1mM的母液，移液枪吸

取0.02mL加入到1.96mL  PBS缓冲液中，超声数分钟，然后剧烈震荡，得到纳米探针nano-

MTDF，每次吸取396μL纳米探针nano-MTDF溶液，加入4μL甲醛水溶液(最终甲醛在水中的浓

度为1mM)，37℃下反应，在不同时间点(分别为0、0.5、1、1.5、2、2.5、3、4h)测定其荧光值。荧

光谱图6(a)：激发波长为440nm，发射波长为540nm，荧光谱图见图6(b)：激发波长为535nm，

发射波长为585nm。

[0078] 实验证明，随着时间的增加，两个荧光团的荧光强度也能随之增强，符合探针检测

甲醛的效果。

[0079] 实施例6本发明中纳米探针nano-MTDF(1μM)在DMSO/PBS缓冲液(pH＝7.4，v/v＝1/

99)条件下选择性结果的荧光光谱检测。

[0080] 准确称取一定量的探针(I)，用二甲基亚砜配制成浓度为0.1mM的母液，移液枪吸

取0.02mL加入到1.96mL  PBS缓冲液中，超声数分钟，然后剧烈震荡，得到纳米探针nano-

MTDF，每次吸取396μL纳米探针nano-MTDF溶液，分别加入4μL甲醛水溶液(最终甲醛在水中

的浓度均1mM)和生物相关活性小分子水溶液(乙醛、丙酮醛、丙酮、甲酸、4-羟基苯甲醛、4-

硝基苯甲醛、苯甲醛、双氧水、叔丁基过氧化氢、硫氢化钠、谷胱甘肽、半胱氨酸、高半胱氨

酸、丙酮酸钠、葡萄糖，最终浓度均为1mM)，37℃下反应3h，测定其荧光值。荧光谱图7(a)：激

发波长为440nm，发射波长540nm，荧光谱图见图7(b)：激发波长为535nm，发射波长为585nm。

[0081] 实验结果表明，除了甲醛，纳米探针nano-MTDF在其它相关生物活性分子存在下荧

光强度基本没有变化，表明其抗干扰能力十分好，即对甲醛的专一性比较好。

[0082] 实施例7本发明中纳米探针nano-MTDF(1μM)在DMSO/不同pH缓冲液(v/v＝1/99)条

件下与甲醛反应前后的荧光光谱检测。

[0083] 准确称取一定量的探针(I)，用二甲基亚砜配制成浓度为0.1mM的母液，移液枪吸

取0.02mL加入到1.96mL不同pH缓冲液(pH分别为3.5、4、4.5、5、5.5、6、6.5、7、7.5、8、8.5、9、

9.5、10、10.5)中，超声数分钟，然后剧烈震荡，得到纳米探针nano-MTDF，每次吸取396μL纳

米探针nano-MTDF溶液，分别加入4μL甲醛水溶液(最终甲醛在水中的浓度为0和1mM)，37℃

下反应3h，测定其荧光值。荧光谱图8(a)：激发波长为440nm，发射波长为540nm，荧光谱图见

图8(b)：激发波长为535nm，发射波长为585nm。

[0084] 实验证明，在pH从5到7.5范围内，pH的变化对nano-MTDF的影响不大，即nano-MTDF

适合在生物体内检测甲醛的浓度。

[0085] 实施例8本发明中纳米探针nano-MTDF(1μM)在DMSO/PBS缓冲液(pH＝7.4，v/v＝1/

99)条件下加入甲醛反应后的机理证明。

[0086] 准确称取一定量的探针(I)，用二甲基亚砜配制成浓度为2mM的母液，移液枪吸取

0.02mL加入到1.96mL  PBS缓冲液中，超声数分钟，然后剧烈震荡，得到纳米探针nano-MTDF，
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吸取0.99mL纳米探针nano-MTDF溶液，分别加入10μL甲醛水溶液，反应过夜，然后利用高效

液相色谱分析。高效液相谱图见图9。

[0087] 实验证明，我们描述的纳米探针nano-MTDF与甲醛反应的机理是正确的。nano-

MTDF与甲醛生成两个自由的荧光物质化合物VIII和化合物IX，从而实验双信号turn-on效

果。

[0088] 实施例9本发明中纳米探针nano-MTDF在癌细胞中的甲醛成像分析

[0089] 准确称取一定量的探针(I)，用二甲基亚砜配制成浓度为0.5mM的母液，移液枪吸

取0.02mL加入到1.98mL  DMEM培养基中，超声数分钟，然后剧烈震荡，得到纳米探针nano-

MTDF。取1mL含有纳米探针nano-MTDF的培养液加入到MCF-7细胞中,37℃下孵化0.5h，用新

鲜DMEM培养基洗涤两次，然后用不同甲醛浓度(最终甲醛浓度分别为0、1)孵化3小时，新鲜

DMEM培养基洗涤两次，加入商品化的 Deep  Red  FM其中，37℃孵化20min，

PBS洗涤两次，最终用PerkinElmer  UltraView  Vox  Spinning  Disk  confocal  microscope

荧光成像。图10为细胞共聚焦荧光成像效果图。(a1、a2、a3)：甲醛(0mM) ,(a1、a2、a3):甲醛

(1mM)。Na-channel(a1 ,b1):λex＝440nm ,λem＝455–515nm；Rho-channel(a2 ,b2):λex＝

514nm,λem＝524.5–649.5nm；Deep  red-channel(a3,b3):λex＝640nm,λem＝660–750nm。c1:

b1和b3的重合；c2:Na-channel和Deep  red-channel的重合系数；c3:b2and  b3的重合；c4:

Rho-channel  and  Deep  red-channel的重合系数.基准尺,20μm.

[0090] 实验结果表明，在甲醛浓度提高的情况下，我们能够看到细胞中的荧光信号也在

变强，说明我们的物质能够检测细胞内的甲醛。同时，通过与商品化的 Deep 

Red  FM的成像比较，获得皮尔逊相关系数分别为0.81(λex＝440nm)和0.85(λex＝514nm)，这

结果证明nano-MTDF能够检测细胞内线粒体中的甲醛。
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图2
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图4

图5

图6
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图7

图8
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图9
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图10
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