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一种基于苯并噁唑类的可视化检测汞离子的荧光探针 
张勇*,a,b    李伟 a    王强 a    张若璇 a 
熊启杰 a    沈祥 a    郭靖 a    陈雪梅 a,b 

(a湖北理工学院化学与材料工程学院  黄石 435003) 
(b矿区环境污染控制与修复湖北省重点实验室  黄石 435003) 

摘要  设计合成了一种用于检测 Hg2＋的苯并噁唑类荧光探针 4-(苯并[d]噁唑-2-基)-2-((二(2-(乙巯基)乙基)氨基)甲基)苯
酚(ZY1), 用质谱、核磁氢谱和 X 射线单晶衍射等方法对其进行了结构表征, 并考察了其光谱性能. 研究结果表明, ZY1
对 Hg2＋有较高的选择性和灵敏度, 它们之间的结合比为 1∶1, 共存离子及 pH 值(3.0～9.0)对其测定影响小. ZY1 能够

可视化检测 Hg2＋, 并在 HeLa 活细胞中实现了汞离子的成像, 这对检测生物体内的 Hg2＋将具有潜在的应用价值. 
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A Benzoxazole-Based Fluorescent Probe for Visual Detection of Hg2＋ 
Zhang, Yong*,a,b    Li, Weia    Wang, Qianga    Zhang, Ruoxuana 

Xiong, Qijiea    Shen, Xianga    Guo, Jinga    Chen, Xuemeia,b 
 (aSchool of Chemical and Materials Engineering, Hubei Polytechnic University, Huangshi 435003) 

(b Hubei Key Laboratory of Mine Environmental Pollution Control & Remediation, Huangshi 435003) 

Abstract  A benzoxazole-based fluorescent probe 4-(benzo[d]oxazol-2-yl)-2-((bis(2-(ethylthio)ethyl)amino)methyl)phenol 
(ZY1) was designed and synthesized, and characterized by mass spectrometry (MS), nuclear magnetic resonance (NMR) and 
X-ray single crystal diffraction, etc. ZY1 was prepared by Mannich reaction, and its pale yellow crystals suitable for X-ray 
diffraction studies were obtained by slow evaporation of an ethyl acetate solution at room temperature over a period of a few 
days. The results showed that ZY1 exhibited good sensitivity and selectivity to Hg2＋. The fluorescence of ZY1 was quenched 
dramatically in the presence of Hg2＋, and it remained nearly constant in the range of pH 3.0～9.0. Other metal ions, such as 
K＋, Ca2＋, Na＋, Mg2＋, Mn2＋, Fe2＋, Fe3＋, Co2＋, Ni2＋, Cu2＋, Zn2＋, Cd2＋, Pb2＋, induced negligible fluorescence quenching for 
ZY1 under the same conditions. When the concentration of Hg2＋ was increased from 0 to 30 µmol/L, the fluorescence of 
ZY1 (10 µmol/L) quenched gradually. Binding analysis using the method of continuous variations (Job’s plot) established 
that the stoichiometry of ZY1-Hg2＋ complex was estimated to be 1∶1. The fluorescence intensity varied almost linearly vs. 
the concentration of Hg2＋ (0.5～4.8 µmol/L), and the detection limit of Hg2＋ was estimated to be 0.08 µmol/L. Moreover, 
ZY1 was used for the visual detection of Hg2＋ and applied to image intracelluar Hg2＋ in living HeLa cells, indicating that it 
could be a useful tool in bioanalytical applications. 
Keywords  benzoxazole; mercuric ion; fluorescent probe; visual detection; fluorescent imaging 

   
1  引言 

汞离子是一种极具生理毒性的化学物质, 它会给人

类健康和生态环境造成严重的危害. 汞被细菌吸收代谢

后, 从无机汞转化为毒性更大的甲基汞, 由于其具有亲

脂性、易吸收和难排泄的性能, 它易穿过血脑屏障, 在
大脑中累积, 导致大脑和其它器官严重的不可逆神经损

伤, 引发如前脑损伤、严重的认知或运动功能紊乱等疾

病[1,2]. 汞离子具有持久性、易迁移性和高度的生物富集

性, 这使其成为目前全球最引人关注的环境污染物之

一. 正是因为汞离子存在高毒性, 开发研制成本低、响

应快、能应用于自然环境和生物体系的新型汞离子检测

手段显得尤为重要. 相比于分光光度法、原子吸收光谱

法、电感耦合等离子体-质谱法和伏安法等各种传统方

法, 荧光分析法因其选择高、灵敏度好、只需简单仪器

和操作快速简便等优点而受到化学工作者的广泛关  
注[3,4]. 因此, 研究快速便捷、高选择性、高灵敏度和细

胞渗透性较好的检测汞离子的化学传感器成为人们日

益关注的研究课题[5～13]. 平面型的苯并噁唑类化合物大
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多具有强烈的荧光和较高的荧光量子产率等突出的光

物理和光化学性能, 因而常常被用作荧光增白、近紫外

波段的激光染料和感光乳剂中的增感染料等[14,15]. 基于

苯并噁唑类的用于检测 Zn2＋等金属离子的荧光探针目

前也有相关的报道, 但开发这类能可视化实时监测活体

细胞内的金属离子的探针仍然是一大挑战[16～22]. 本工

作以苯并噁唑作为荧光团, 设计合成了一种以含硫的螯

合剂作为受体单元的荧光探针 4-(苯并[d]噁唑-2-基)-2- 
((二(2-(乙巯基)乙基)氨基)甲基)苯酚(ZY1)(Eq. 1). 该探

针分子对汞离子有较好的选择性和灵敏度, 能够可视化

检测汞离子, 并在 HeLa 活细胞中实现了汞离子的成像.  
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2  结果与讨论 

2.1  晶体结构  

荧光探针 ZY1 通过 Mannich 反应制备得到(Eq. 1), 
将其在乙酸乙酯中溶解, 室温下静置几天后可得到适合

X射线单晶测试的浅黄色晶体. 在荧光探针ZY1的晶体

结构中(图 1), 苯并噁唑环和与之相连的苯环之间的夹

角为 11.68°, 这构成了它的荧光部分. N(2), S(2), S(3)是
探针螯合部分的配位点, 两个扭转角 N(2)-C(15)-C(16)- 
S(1)和 N(2)-C(19)-C(20)-S(2)的大小分别为 172.49°, 
170.17°, C(19)-N(2)-C(15)之间的夹角为 114.3(2)°, 这使

得螯合部分呈现 Y 构型(表 S1, 支持信息). 此外, 探针

分子间通过氢键 O—H…⋅N 使得整个分子形成了二维网

络结构(图 S1 和表 S2, 辅助材料). 

 
图 1  荧光探针 ZY1 的晶体结构 
Figure 1  Crystal structure of fluorescent probe ZY1 

2.2  光谱性质 

在室温和 pH 3.0～9.0的范围内, ZY1的荧光强度几

乎保持不变, 这使得在近生理的条件下它能够适应生命

体中某种生理刺激所引起的 pH 的变化(图 2). 为了考察

不同溶剂对探针 ZY1 荧光的影响, 我们分别配制了  
10－5 mol/L 的 ZY1 的 EtOH, MeOH, CH3COOCH2CH3, 
CH2Cl2 和 DMF 溶液, 测试其在不同溶剂中的最大激发

波长(λex)与发射波长(λem)的变化(图 S2 和表 S3, 辅助材

料). 结果表明在这五种溶剂中 ZY1 的 λex和 λem变化都

不大(λex在 352 nm 左右, λem在 430 nm 左右), 但荧光强

度有变化 , ZY1 在 EtOH 中的荧光强度最小 , 在
CH3COOCH2CH3中的荧光强度最大. 

 
图 2  不同 pH 值对 ZY1 的影响 
Figure 2  Effect of different pH values on ZY1 

配制两份 10 µmol/L 的 ZY1 的乙醇溶液, 其中一份

加入等量的高氯酸汞溶液, 并搅拌摇匀, 让其充分反应

而形成汞配合物, 然后测试它们的紫外光谱(图3). 由图

3 可以看出 ZY1 的最大紫外吸收(λmax)在 355 nm, 而它

的汞配合物的最大紫外吸收却蓝移了将近 50 nm. 在相

同的浓度下, 相对于 ZY1, 其汞配合物在最大吸收波长

处的吸收强度有所下降. 而在相同条件下, ZY1 及其汞

配合物的 λem 几乎没有变化, 但后者的荧光强度比前者

小很多(图 S3, 辅助材料). 

2.3  ZY1 对 Hg2＋的识别 

在 10 mmol/L Tris-HCl缓冲体系中将ZY1的乙醇储

备液配制成浓度为 10 µmol/L 的溶液(pH＝7.4, H2O/ 
EtOH, V∶V＝4∶1), 将相同浓度(10 µmol/L)的各种常

见的金属离子溶液(K＋, Ca2＋, Na＋, Mg2＋, Mn2＋,  Fe2＋, 
Fe3＋, Co2＋, Ni2＋, Cu2＋, Zn2＋, Cd2＋, Pb2＋, Hg2＋)与其作用, 
发现 Cu2＋对 ZY1 的荧光稍微有点影响, Hg2＋使 ZY1 的

荧光淬灭却达到 90%以上, 而其它各种金属离子对 ZY1
的荧光几乎没有什么影响, 这说明 ZY1 对 Hg2＋的荧光

响应具有较好的选择性(图 4). 共存离子干扰实验也进

一步证实了 ZY1 对 Hg2＋的良好选择性(图 5). 当 
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图 3  ZY1 与 Hg2＋作用前后的紫外光谱变化 
Figure 3  Change in UV spectra of ZY1 upon interaction with Hg2＋ 

 

图 4  在 10 mmol/L Tris-HCl缓冲溶液中(pH＝7.4, H2O/EtOH, V∶V＝
4∶1), ZY1 (10 µmol/L)对不同的金属离子(10 µmol/L)的荧光响应 
Figure 4  The fluorescent response of ZY1 (10 µmol/L) to different 
metal ions (10 µmol/L) in 10 mmol/L Tris-HCl buffer (pH＝7.4, 
H2O/EtOH, V∶V＝4∶1) 

 
图 5  在各种金属离子(100 µmol/L)的存在下 Hg2＋对 ZY1 (10 µmol/L)
荧光的影响 
Figure 5  Effect of Hg2＋ on ZY1 (10 µmol/L) in the presence of differ-
ent metal ions (100 µmol/L) 

Hg2＋的浓度为 10 µmol/L, 加入 10 倍量的各种干扰离子

后, 各种金属离子的存在几乎没有改变 ZY1 的荧光.  
当 ZY1 的浓度为 10 µmol/L, 向其中不断地加入

Hg2＋, 随着 Hg2＋的浓度逐渐增加(0～30 µmol/L), ZY1
的荧光强度逐渐减弱, 直至几乎完全消失(图6). 通过荧

光滴定实验我们还发现, 1 µmol/L 的 Hg2＋ (0.1 倍 ZY1
浓度)就可导致 ZY1 荧光明显的猝灭, 这表明 ZY1 对

Hg2＋响应的灵敏度较高. ZY1 的荧光强度与 Hg2＋的浓度

在 0.5～4.8 µmol/L 范围内呈现出良好的线性关系(图 6
插图), 根据文献的计算方法[23], 测得 ZY1 对 Hg2＋的检

出限为 0.08 µmol/L, 因此, ZY1 可以作为一种检测痕量

Hg2＋的较高灵敏度荧光探针. 

 

图 6  在 10 mmol/L Tris-HCl缓冲溶液中(pH＝7.4, H2O/EtOH, V∶V＝
4∶1), ZY1 (10 µmol/L)随着 Hg2＋浓度增加(0～30 µmol/L)荧光强度的

变化(插图显示的是 Hg2＋浓度(0.5～4.8 µmol/L)与 ZY1 荧光强度之间

的线性关系) 
Figure 6   The emission intensity of ZY1 (10 μmol/L) changes with 
increasing concentrations of Hg2 ＋  (0～ 30 μmol/L) in 10 mmol/L 
Tris-HCl buffer (pH＝7.4, H2O/EtOH, V∶V＝4∶1) [the inset shows the 
linear relationship between the emission intensity of ZY1 and concentra-
tions of Hg2＋ (0.5～4.8 µmol/L)] 

为了研究 Hg2＋与 ZY1 之间的可能配比, 我们采用

了 Job’s Plot 法. 从图 7 可以清楚地看出交点处为 0.5, 
表明 ZY1 与 Hg2＋之间的配比为 1∶1. 在波长为 365 nm
的紫外灯照射下, 向 ZY1 (10 µmol/L)中加入等量的  
Hg2＋后, 发现其荧光由亮蓝色变成极其微弱的暗蓝色, 
这种明显的颜色和荧光强度变化, 表明 ZY1 对 Hg2＋有

良好的识别作用, 可以实现对 Hg2＋的可视化检测(图 
8).  

2.4  ZY1 在细胞中的成像 

将 2 μmol/L ZY1 的乙醇溶液加入到培养好的 HeLa
细胞中, 在培养基中于 37 ℃培养 30 min, 发现此时的

活细胞有较强的蓝色荧光, 这说明 ZY1 能跨过细胞膜

而进入细胞(图 9A). 再向上述含 B1 的细胞培养液中加

入等体积的 Hg2＋ (20 μmol/L)后, 然后在 37 ℃的条件 
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图 7  在 10 mmol/L Tris-HCl 缓冲溶液中(pH=7.4, H2O/EtOH, V∶V＝
4∶1), ZY1 与 Hg2＋的 Job’s plot 图([ZY1]＋[Hg2＋]＝10 mmol/L)  
Figure 7  Job’s plot of ZY1 and Hg2＋ ([ZY1]＋[Hg2＋]＝10 mmol/L) in 
Tris-HCl buffer (pH=7.4, H2O/EtOH, V∶V＝4∶1) 

 

图 8  在紫外灯下(365 nm) ZY1 (10 μmol/L)加入汞离子前后的比色图 
Figure 8  Photograph of ZY1 (10 μmol/L) in the absence and presence 
of Hg2＋ under UV light (365 nm)  

 
图 9  在 10 mmol/L Tris-HCl 缓冲溶液中(pH 7.4, H2O/EtOH, V∶V＝
4∶1), ZY1 (2 μmol/L)在加入 Hg2＋ (20 μmol/L)前(A)后(B)的 HeLa 细

胞中成像图 
Figure 9  Images of HeLa cells treated with ZY1 (2 μmol/L) before (A) 
and after (B) incubation with Hg2＋ (20 μmol/L) in Tris-HCl buffer (pH 
7.4, H2O/EtOH, V∶V＝4∶1) 
Left: the bright-field images of HeLa cells. Right: the fluorescence images of 
HeLa cells before and after incubation with Hg2＋ 

下孵化 30 min, 发现细胞的荧光几乎完全消失, 这说明

了荧光的淬灭(图 9B). 因此, ZY1 可实现在 Hela 活细胞

中汞离子的成像, 这对检测生物体内汞离子的分布等方

面可能有潜在的应用. 

3  结论 

设计合成了一种苯并噁唑类荧光淬灭型的探针

ZY1, 它对 Hg2＋具有较高的选择性和灵敏度, 可以实现

对 Hg2＋的可视化检测, 并在 Hela 活细胞中实现了汞离

子的成像, 这对检测实际环境中生物样品中的 Hg2＋具

有潜在的应用价值. 
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