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一种对犉犲（Ⅲ）进行裸眼识别和检测探针的荧光性质
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摘　要　设计合成了甲苯２，４二异氰酸酯桥联纳米Ｆｅ３Ｏ４和罗丹明６Ｇ的ＰＥＧ基荧光探针试剂。并用红外

光谱、热重分析、透射电镜方法进行了表征。该探针与Ｆｅ３＋结合显示红色，可以作为一种裸眼检测的试剂用

于溶液中Ｆｅ３＋的检测。该探针对Ｆｅ３＋具有很强的选择性和高的灵敏性，荧光滴定法研究表明，对Ｆｅ３＋的检

测的灵敏度达到ｌ．５×１０－９ｍｏｌ·Ｌ－１，即使溶液中在Ｆｅ２＋，Ｍｎ２＋，Ｎｉ２＋，Ｙ３＋，Ｅｕ３＋，Ｃｅ３＋，Ｌａ３＋，Ｐｒ３＋，

Ｃｄ２＋，Ｃｒ３＋，Ｓｍ３＋，Ｃｕ２＋和Ｚｎ２＋等共存的条件下，该荧光探针能够高选择的识别出Ｆｅ３＋，检测不受干扰。

而且该探针分子能够穿透ＨｅＬａ细胞检测细胞内的Ｆｅ３＋，对细胞有较好的标记功能。该荧光探针试剂有很

高的水溶性，且合成过程简单，易于操作。

关键词　Ｆｅ３＋；探针；四氧化三铁纳米粒子，罗丹明６Ｇ
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引　言

　　铁是生物系统中最重要的金属之一，特别是三价铁，是

构成蛋白、细胞色素和多种酶的基本元素，对细胞的新陈代

谢起着至关重要的作用。人体Ｆｅ３＋失衡会引起新陈代谢絮乱

导致贫血、肝损伤、肾衰竭等疾病［１，２］。尽管Ｆｅ３＋对生命体

很重要，但用于细胞Ｆｅ３＋的探针较少
［３８］，是因为Ｆｅ３＋的顺

磁性会引起荧光猝灭［９，１０］，这一特点限制了测量Ｆｅ３＋灵敏

度的提高，而且报道的Ｆｅ３＋探针大多是荧光猝灭型
［１１，１２］。

近年来对Ｆｅ３＋有高选择性、高灵敏性的荧光探针的研究

引起了广泛的关注［１３１５］。罗丹明类离子荧光探针由于光谱性

能优越、结构简单、灵敏度高，尤其是对其进行修饰后的衍

生物通常在共存离子存在下对特定离子较强的识别能力而备

受关注［１５］。Ｗａｎｇ等
［１６］报道了一个对Ｆｅ３＋有高度选择性的

离子探针，是利用罗丹明６Ｇ内酰胺嫁接到ＰＥＧ修饰的

Ｆｅ３Ｏ４纳米粒子上形成Ｆｅ
３＋荧光探针，该探针没有颜色也没

有荧光，一旦结合Ｆｅ３＋，闭合的螺环被打开，形成共轭结构

产生强烈的荧光。他们报道了在多种金属离子共存的溶液

中，该探针能选择性的识别Ｆｅ３＋，检测下限可达到２×１０－９

ｍｏｌ·Ｌ－１，该探针具有较好的水溶性，解决了已报道的罗丹

明类传感器由于水溶性差而限制了生物体系中应用的问题，

他们也测试了其他金属离子存在时该探针对Ｆｅ３＋的选择性，

当滴加大部分金属离子溶液时，并没有带来可测的荧光变

化，只有Ｃｒ３＋带来荧光干扰，尽管这种探针有很大的优势，

但是合成过程比较复杂，且Ｃｒ３＋存在一定的干扰。

用甲苯２，４二异氰酸酯作为桥梁连接纳米Ｆｅ３Ｏ４和罗丹

明６Ｇ水合肼，制备了一种对Ｆｅ３＋具有高度选择性的离子探

针，检测下限可达到１．５×１０－９ｍｏｌ·Ｌ－１，该探针不受其他

金属离子的干扰，合成方法简单，并且水溶性很好。

１　实验部分

１１　原料与仪器

纳米Ｆｅ３Ｏ４ 购于Ａｌｄｄｉｎ化学有限公司，甲苯２，４二异

氰酸酯（ＴＤＩ，国药集团化学试剂有限公司）；丙酮和二丁基

二月桂酸中国化学试剂一厂生产。聚乙二醇（ＭＷ＝２００），罗

丹明６Ｇ和水合肼购自ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ。

ＫＱ１００Ｍ超声波清洗器（东莞市科桥超声波设备有限公

司）；ＦＴＳ３０００红外光谱仪（ＫＢｒ压片，摄谱范围４０００～４００

ｃｍ－１）；ＤＧ／ＤＴＡ６３００热重分析仪（美国ＰＥ公司）；ＬＳ５５

荧光分光光度计（美国ＰＥ公司）；透射电镜应用ＰｈｉｌｉｐｓＥＭ

４２０（１２０ｋＶ）；细胞荧光成像应用ＯＬＹＭＰＵＳＢＸ５１（日本）

倒立萤光／反射激光扫描显微镜。

１２　合成过程

合成罗丹明水合肼衍生物（Ｒｈ６ＧＬＨ）：罗丹明６ＧＮ内

酰胺水合肼的合成根据文献［１７，１８］合成。

合成ＴＤＩＦｅ３Ｏ４：取纳米四氧化三铁３ｇ，无水丙酮５０



ｍＬ，加入到烧瓶，并在氮气保护下超声２ｈ，然后加入ＴＤＩ

１．５ｇ并少量加入几滴二丁基二月桂酸锡在８０℃条件下继续

超声反应５ｈ，将所得的化合物抽滤并用无水丙酮洗剂三次

得到固体，真空条件干控温８０℃干燥过夜，目标产物３．５８０

ｇ。

合成Ｆｅ３Ｏ４ＴＤＩＲｈ６ＧＬＨ（ＲＦＬＨ）：取Ｆｅ３Ｏ４ＴＤＩ２ｇ

分散在５０ｍＬ无水丙酮中，并在８０℃超声分散２ｈ，取２ｇ

Ｒｈ６ＧＬＨ加入到该体系中，在相同温度时并在氮气氛中超

声反应５ｈ，最后将化合物抽滤分离所的固体物质用二氯甲

烷／正己烷（１∶５，φ）洗剂三次，在８０℃ 真空干燥过夜。目

标产物３ｇ。

ＰＥＧ化的目标产物制备（ＰＲＦＬＨ）：取ＰＥＧ４００２５ｍＬ

加入到烧瓶中并加热到１３０℃，将０．２ｇ以上制得的Ｆｅ３Ｏ４

ＴＤＩＲｈ６ＧＬＨ慢慢加入到该烧瓶中，同时在该温度下快速

搅动３ｈ，将所得的液体室温存储。

２　结果与讨论

２１　对犉犲（Ⅲ）的裸眼检测

该实验合成的 ＲＦＬＨ 探针可对Ｆｅ３＋ 进行裸眼检测，

ＰＲＦＬＨ溶液是浅灰色的，当有Ｆｅ３＋存在时，ＲＦＬＨ就会和

Ｆｅ３＋结合产生强烈的荧光，这是因为Ｆｅ３＋和该探针结合时，

探针分子开环，刚性增加，产生共轭效应，从而使其荧光增

强［１９］，荧光强度和Ｆｅ３＋浓度在１０－９ｍｏｌ·Ｌ－１水平呈线性关

系，最低检测度达到１．５×１０－９ｍｏｌ·Ｌ－１，这种从浅灰色到

粉红色的颜色变化可以裸眼检测水溶液中Ｆｅ３＋的存在，如图

１所示。

犉犻犵１　“犖犪犽犲犱犲狔犲”犱犲狋犲犮狋犻狅狀犮狅犾狅狉犮犺犪狀犵犲

２２　荧光法测定水溶液中犉犲３＋

为考察该荧光探针对Ｆｅ３＋的选择性，测试了Ｆｅ３＋对该

荧光探针分子的荧光光谱响应。配制５μｍｏｌ·ｍＬ
－１（相当于

Ｆｅ３Ｏ４ＴＤＩ罗丹明６Ｇ内酰胺的浓度）ＰＲＦＬＨ水溶液，在

ｐＨ接近中性时，进行荧光滴定。没有Ｆｅ３＋存在时，ＰＲＦＬＨ

的水溶液表现出很微弱的荧光强度，在５２５～６２５ｎｍ范围内

大约是０．７。一旦加入三氯化铁后，溶液马上变成粉红色，在

５５０ｎｍ处产生强烈的荧光，荧光强度随Ｆｅ３＋浓度的增加而

增大，当加入的Ｆｅ３＋浓度与该荧光探针的浓度相同时，混合

体系的荧光强度增加大约４９倍，如图２（ａ）所示。由于Ｆｅ３＋

和荧光分子骨架上的Ｎ原子和两个Ｏ原子结合，罗丹明６Ｇ

分子桥环被打开，导致分子产生共轭结构，荧光强度增

加［２０，２１］。

以１／犐对１／［Ｆｅ３＋］作图，［Ｆｅ３＋］在０～８μｍｏｌ·ｍＬ
－１之

间呈现出很好的线性关系，如图２（ｂ）所示。

犉犻犵２　（犪），（犫）犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲狉犲狊狆狅狀狊犲狅犳犘犚犉犔犎（５μ犿狅犾·

犿犔－１）狅犳狑犪狋犲狉狊狅犾狌狋犻狅狀狌狆狅狀犪犱犱犻狋犻狅狀狅犳犉犲
３＋

（ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎａｔ５００ｎｍ）．Ｓｌｉｔ：ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ／ｅｍｉｓｓｉｏｎ＝１０．０／１０．０

　　为了和罗丹明６Ｇ内酰胺进行比较，我们做了相同的实

验，罗丹明６Ｇ内酰胺水溶液开始荧光强度很弱，当相同浓

度的Ｆｅ３＋加入到罗丹明６Ｇ内酰胺的水溶液中，溶液变成浅

粉红色，但荧光强度仅仅增加了大约３倍。

为了进一步考察该探针对Ｆｅ３＋的选择性，在激发波长为

５００ｎｍ时，在１０μｍｏｌ·ｍＬ
－１的ＰＲＦＬＨ溶液中加入相同浓

度（１０μｍｏｌ·ｍＬ
－１）的其他金属离子包括 Ｍｎ２＋，Ｎｉ２＋，

Ｙ３＋，Ｅｕ３＋，Ｃｅ３＋，Ｌａ３＋，Ｐｒ３＋，Ｃｄ２＋，Ｃｒ３＋，Ｓｍ３＋，Ｆｅ２＋，

Ｃｕ２＋和Ｚｎ２＋，该体系产生强度很微弱的荧光，当向以上体系

滴加Ｆｅ３＋后，该混合物体系荧光强度显著增强，这种现象表

明探针ＲＦＬＨ对Ｆｅ３＋有很好的选择性和灵敏性，如图３（ａ）。

在激发波长为５００ｎｍ时，在２μｍｏｌ·ｍＬ
－１的ＰＲＦＬＨ溶液

中加入相同浓度的Ｆｅ３＋后，产生较强的荧光，然后向其中分

别依次加入其他金属离子（２μｍｏｌ·ｍＬ
－１）包括 Ｍｎ２＋，
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Ｎｉ２＋，Ｙ３＋，Ｅｕ３＋，Ｃｅ３＋，Ｌａ３＋，Ｐｒ３＋，Ｃｄ２＋，Ｃｒ３＋，Ｓｍ３＋，

Ｆｅ２＋，Ｃｕ２＋和Ｚｎ２＋时，并没有带来显著的干扰，如图３（ｂ）和

（ｃ），再次表明该探针对Ｆｅ３＋优于对其他金属离子的选择性。

犉犻犵３　（犪）犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲狊狆犲犮狋狉犪（犲狓犮犻狋犪狋犻狅狀犪狋５００狀犿）狅犳

犘犚犉犔犎（１０μ犿狅犾·犿犔
－１）狑犻狋犺犉犲３＋犻狅狀（１０μ犿狅犾·

犿犔－１）狋犻狋狉犪狋犲犱犫狔１犲狇狌犻狏狅犳犕狀
２＋，犖犻２＋，犢３＋，

犈狌３＋，犆犲３＋，犔犪３＋，犘狉３＋，犆犱２＋，犆狉３＋，犛犿３＋，犉犲２＋，

犆狌２＋犪狀犱犣狀２＋犻狅狀狊犻狀狑犪狋犲狉犪狋狆犎７犛犾犻狋：犲狓犮犻狋犪狋犻狅狀／

犲犿犻狊狊犻狅狀＝１００狀犿／１００狀犿 （犫），（犮）犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲

狊狆犲犮狋狉犪（犲狓犮犻狋犪狋犻狅狀犪狋５００狀犿）狅犳犘犚犉犔犎（２μ犿狅犾·

犿犔－１）狑犻狋犺１犲狇狌犻狏狅犳犕狀
２＋，犖犻２＋，犢３＋，犈狌３＋，

犆犲３＋，犔犪３＋，犘狉３＋，犆犱２＋，犆狉３＋，犛犿３＋，犉犲２＋，犆狌２＋

犪狀犱犣狀２＋犻狅狀狊狋犻狋狉犪狋犲犱犫狔犉犲（Ⅲ）（２μ犿狅犾·犿犔
－１）犻狀

狑犪狋犲狉犪狋狆犎７犛犾犻狋：犲狓犮犻狋犪狋犻狅狀／犲犿犻狊狊犻狅狀＝１００狀犿／

１００狀犿

２３　细胞成像

探针ＲＦＬＨ能否用于生物体内Ｆｅ３＋检测呢？为此，我们

对ＲＦＬＨ在活细胞中检测Ｆｅ３＋的性质也进行了实验观察。

把一组ＨｅＬａ细胞先用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ，ｐＨ７．４）冲洗三

次，然后用１０μｍｏｌ·ｍＬ
－１的ＰＲＦＬＨ浸泡３０ｍｉｎ，再用

ＰＢＳ反复清洗三次，之后进行荧光成像，发现仅有很微弱的

荧光现象，如图４（ａ）。另一组 ＨｅＬａ先用５×１０－５ｍｏｌ·

ｍＬ－１的Ｆｅ３＋溶液浸泡５ｈ，而后用ＰＢＳ缓冲液反复清洗３

次，然后进一步将其在１０μｍｏｌ·ｍＬ
－１的ＰＲＦＬＨ培养３０

ｍｉｎ，最后荧光成像，如图４（ｂ），荧光现象表明试剂ＲＦＬＨ

能够检测细胞内Ｆｅ３＋的存在。这个实验研究说明ＲＦＬＨ能

够穿透细胞膜进入到细胞内部从而与细胞内Ｆｅ３＋结合。这样

一种高灵敏性又能对其他金属离子有较强的抗干扰能力的荧

光试剂，对研究细胞内Ｆｅ３＋的行为是有重要意义的。

犉犻犵４　犉犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲犻犿犪犵犲狅犳犎犲犔犪犮犲犾犾狊犪犳狋犲狉犻狀犮狌犫犪狋犻狅狀狑犻狋犺

（犪）狅狀犾狔１犱（犚犉犔犎５μ犿狅犾·犿犔
－１）犳狅狉３０犿犻狀，犪狀犱
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犻狀犮狌犫犪狋犲犱狑犻狋犺１犱（犚犉犔犎１０μ犿狅犾·犿犔
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犿犻狀犜犺犲犻犿犪犵犲狑犪狊狋犪犽犲狀狅狀犪狀犻狀狏犲狉狋犲犱犲狆犻犳犾狌狅狉犲狊

犮犲狀犮犲／狉犲犳犾犲犮狋犪狀犮犲犾犪狊犲狉狊犮犪狀狀犻狀犵犿犻犮狉狅狊犮狅狆犲（狊犮犪犾犲犫犪狉

＝５０μ犿）

２４　荧光探针的表征

２．４．１　红外光谱

红外光谱充分说明了罗丹明６Ｇ酰肼成功地嫁接到纳米

Ｆｅ３Ｏ４的表面。在Ｆｅ３Ｏ４ＴＤＩ的红外光谱中，１６２９和３４１４

ｃｍ－１出现强烈的振动吸收，表明纳米四氧化三铁表面有大量

的羟基存在［２２］，２２７５和１６４５ｃｍ－１显示出氨基甲酸脂的信

号，在１６０５和１５４３ｃｍ－１出现苯环的信号，这些信息表明

ＴＤＩ接枝到纳米四氧化三铁的表面，说明Ｆｅ３Ｏ４ＴＤＩ被成功

合成了。然而在２２７５ｃｍ－１处任然有—ＮＣＯ的特征吸收峰，

表明Ｆｅ３Ｏ４ＴＤＩ有部分—ＮＣＯ保留下来，这是由于甲基的

影响而使邻位—ＮＣＯ保留下来，可以进一步和罗丹明６Ｇ内

酰胺进行反应。在Ｆｅ３Ｏ４ＴＤＩ罗丹明６Ｇ内酰胺的红外光谱

图中，２２７５ｃｍ－１处的—ＮＣＯ峰信号消失，而苯环信号增

加，这是因为罗丹明６Ｇ内酰胺中苯环的贡献。从以上这些

信息可以看出罗丹明６Ｇ内酰胺成功地嫁接到ＴＤＩ修饰的纳

米四氧化三铁表面。

２．４．２　热重分析

热重实验进一步说明了罗丹明６Ｇ酰肼成功地嫁接到纳

米Ｆｅ３Ｏ４的表面，对于Ｆｅ３Ｏ４ＴＤＩ，在２５～２２０℃温度范围

内失重５Ｗｔ％左右，是失去的自然吸附水造成的。第二阶段

在２３０～４５０℃温度范围内，失重１６．４％，这是失去的嫁接

在纳米四氧化三铁表面的ＴＤＩ所致。然而对于Ｆｅ３Ｏ４ＴＤＩ

罗丹明内酰胺，在第一阶段２５～２２０℃失重５％的自然吸附
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水，而在２５０～６８０℃急剧失重约５８．２％，这部分是因为失

去了嫁接在四氧化三铁纳米粒子表面的ＴＤＩ和罗丹明６Ｇ内

酰胺的骨架，接枝的罗丹明６Ｇ内酰胺大约占３８％。所有这

些信息充分说明Ｆｅ３Ｏ４ＴＤＩ罗丹明内酰胺被成功地合成了。

２．４．３　电镜分析

从透射电镜图可以明显看出纳米四氧化三铁粒子是球形

分布。当纳米四氧化三铁粒子通过ＴＤＩ嫁接到罗丹明６Ｇ内

酰胺上后，由于分子结构变大导致粒径增大，粒子更加分

散，表明成功地合成了Ｆｅ３Ｏ４ＴＤＩ罗丹明６Ｇ内酰胺，当把

其分散到ＰＥＧ４００中后，ＰＥＧ包覆在纳米粒子表明，致使纳

米四氧化三铁更加稳定地分散开来。

３　结　论

　　设计合成了有很高水溶性的Ｆｅ３Ｏ４ＴＤＩＲｈ６ＧＬＨ的

ＰＥＧ基荧光探针试剂，该探针对Ｆｅ３＋具有很强的选择性和

灵敏性，荧光滴定法研究表明，对Ｆｅ３＋的检测的灵敏度达到

ｌ．５×１０－９ｍｏｌ·Ｌ－１，探针与Ｆｅ３＋结合显示红色，可以作为

一种裸眼检测的试剂用于溶液中Ｆｅ３＋的检测。通过荧光光谱

证实，该荧光探针能够高选择的识别出Ｆｅ３＋，即使溶液中在

Ｆｅ２＋，Ｍｎ２＋，Ｎｉ２＋，Ｙ３＋，Ｅｕ３＋，Ｃｅ３＋，Ｌａ３＋，Ｐｒ３＋，Ｃｄ２＋，

Ｃｒ３＋，Ｓｍ３＋，Ｃｕ２＋和Ｚｎ２＋等共存的条件下，检测也不受干

扰。而且，能够穿透ＨｅＬａ细胞检测Ｆｅ３＋，对细胞有较好的

标记功能，因此，这种离子探针能够应用于生物体中Ｆｅ３＋的

监测及Ｆｅ３＋跟踪方面。
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