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新型香豆素类氟离子荧光探针的合成及细胞成像研究 

王少静    李长伟    李锦    陈邦    郭媛* 

(西北大学化学与材料科学学院  合成与天然功能分子化学教育部重点实验室  西安 710127) 

摘要  设计合成了一类基于分子内电荷转移(Intramolecular Charge Transfer, ICT)的香豆素类 F－荧光探针 CS1, CS2 和

CS3, 经 1H NMR, 13C NMR, IR 和 HRMS 表征了相应探针的结构, 并解析了探针 CS3 的晶体结构. 通过核磁和质谱实

验验证了探针与 F－的作用机理是氟化物脱硅基. 光谱分析实验结果显示, CS1, CS2 和 CS3 均具有较好的选择性和灵敏

度, 且均能成功实现人乳腺癌细胞(MCF-7)中 F－的检测. 

关键词  香豆素; 氟离子; 荧光探针; 分子内电荷转移; 细胞成像 

 

Novel Coumarin-Based Fluorescent Probes for Detecting  
Fluoride Ions in Living Cells 

Wang, Shaojing    Li, Changwei    Li, Jin    Chen, Bang    Guo, Yuan* 
(Key Laboratory of Synthetic and Natural Functional Molecular Chemistry, Ministry of Education, College of Chemistry  

and Materials Science, Northwest University, Xi'an 710127) 

Abstract  Fluoride, the smallest anion, is one of the most important anions in the human body which is involved in many 
diseases and many life activities can be displayed by its situation. It is necessary to detect fluoride ions and determine its 
concentration in organism. Compared to the traditional detection methods, fluorescence probes exhibit high sensitivity, high 
selectivity and potential for real-time detection. Because coumarin derivatives have strong emission in the visible region, high 
quantum yield, high photostability and excellent bioactivity, we choose them as fluorophore to prepare new fluorescent 
probes. Based on the mechanism of intramolecular charge transfer (ICT), the fluorescent probes CS1, CS2 and CS3 that are 
coumarin-based derivatives were designed, synthesized and utilized in fluoride ions detection. Their structures were con-
firmed by 1H NMR, 13C NMR, IR and HRMS. Meanwhile, the crystals of CS3 were obtained by slow evaporation of an ether 
solution at room temperature over a period of a few days. The detection limits of CS1, CS2 and CS3 for fluoride ions were 
respectively determined as 21.77, 3.52 and 1.99 μmol/L, indicating that probes have a good sensitivity to the detection of 
fluoride. The selectivity experiment results demonstrated that the three probes were highly selective for fluoride ions over 
other competitive. The recognition mechanism of the fluorescent response to fluoride ions was verified by HRMS and NMR 
experiment in this work. A lot of detailed experiment results indicated that the fluorescent response of probes to fluoride ions 
attributed to the specific fluoride promoted Si—O cleavage. The study of the effect of probes on viability of cells were car-
ried out using the methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide (MTT) assay. The experimental results indicated that the 
three probes had low cytotoxicity. Then the three probes were successfully used to fluorescent detect and image fluoride ions 
in MCF-7 cells by fluorescence spectrum and confocal fluorescence microscopic imaging, respectively.  
Keywords  coumarin; fluoride ions; fluorescent probe; intramolecular charge transfer; cell imaging 

   
1  引言 

氟是与生命相关的重要元素, 也是人体所必需的微

量元素之一[1～6]. 人体缺氟容易导致牙齿松脆、骨质疏

松[7,8]等健康问题, 但是人体内氟离子(F－)浓度过高时会

导致氟斑牙、氟骨症、尿石症以及癌症[9～14]等疾病. 同

时, 人类在生产、生活中又不可避免地排放含氟废弃物, 

当今氟污染已相当严重. 因此, 对环境和细胞内 F－的准

确、快速检测显得极其重要.  

目前氟离子检测方法主要有离子色谱法[15]、离子选

择电极法[16]、氟试剂比色法和荧光探针法[17～27]. 荧光探

针分析法[28～32]具有选择性好、灵敏度高、检测限低等优

点, 还可以进行生物荧光成像. 用荧光探针分析法来检

测 F－通常基于以下三种原理: 氢键类、氟硼络合物类和

氟化物脱硅基类. 由于氟离子是电负性最强、离子半径

最小的阴离子, 致使其具有强烈的水化作用, 这严重制
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约着氢键类荧光探针对水体系中 F－的检测[33,34]; 又由

于氟硼络合物自身的不稳定性及其较大的细胞毒性, 所

以近年来新发展的基于氟化物脱硅基原理的 F－荧光探

针倍受科研工作者的青睐. 此外, 香豆素类衍生物除具

有抗细菌、抗病毒、抗真菌、抗癌、抗衰老等多方面的

生物学和药学特性外, 其本身又具有荧光量子产率高、

Stokes位移大、光稳定性好等优良的光学特性. 因此, 近

年来香豆素类荧光探针逐渐成为国内外科研人员的关

注热点. 鉴于此, 以具有优良生物学特性和光学特性的

香豆素为母体, 本文设计合成了一类基于硅氧键断裂, 

可用于细胞成像的高选择性氟离子荧光探针.  

香豆素母环并没有显著的荧光特性, 通过在其 3 位

引入吸电子基团以及 7 位引入给电子基团可形成推-拉

电子体系, 基于分子内电荷转移机理(ICT)则能发出强

烈的荧光. 本文分别以 3-甲基-7-羟基香豆素, 3-乙酰 

基-7-羟基香豆素和 3-苯并噻唑基-7-羟基香豆素为母体, 

合成了 3-甲基-7-叔丁基二甲基硅氧基香豆素(探针

CS1), 3-乙酰基-7-叔丁基二甲基硅氧基香豆素(探针

CS2)和 3-苯并噻唑基-7-叔丁基二甲基硅氧基香豆素(探

针 CS3). 引入推拉电子体系的香豆素衍生物有很强的

荧光, 但是 7 位羟基被叔丁基二甲基硅烷基保护后荧光

强度减弱, 有时还会伴随着荧光波长的蓝移. 以硅氧键

为识别位点, 当探针与氟离子作用后, 硅氧键断裂产生

酚氧负离子, 从而产生 p-π 共轭使整个分子共轭面积增

大且富电子性增强, 光谱性质上表现为发射波长红移且

荧光强度增强, 因此可以利用这个性质来识别 F－. 探针

分子的合成路线如图式 1 所示.  

2  结果与讨论 

2.1  探针 CS3 的晶体结构分析 

通过溶剂挥发法得到适合 X 射线单晶测试的晶体. 

CS3 晶体的分子结构如图 1a 所示, 其主要晶体学参数

见表 S2, 该分子属于单斜晶系, 空间群为 P21/c. 探针

CS3 分子之间存在着较强的氢键作用, 其晶胞堆积图

(图 1b)表明 CS3 酯羰基上的 O 原子与另一分子 5 位的  

sodium propionate,
propionic anhydride

NEt3, reflux 6 h

O OO

O
H+

reflux 0.5 h

O O
HO OH

CHO

HO

TBSCl, imidazole

THF, r.t. 20 h

O OO
1 2

CS1

HO OH

CHO

piperidine,
ethyl acetoacetate

EtOH, reflux 24 h

TBSCl, imidazole

THF, r.t. 12 h

O OO

O3 CS2
O OO

O

1

NBS, AIBN

CCl4, reflux 12 h

NaAcO, AcOH

reflux 12 h

H+

reflux, 0.5 h

O OHO

CHO
4

NH2

SH

HCl, H2O2, 0 °C

O OHO

N

S TBSCl, imidazole

THF, r.t. 8 h

O OO

N

S

Si

Si

Si

5 CS3

O OHO

O

 

图式 1  探针 CS1, CS2 和 CS3 的合成路线 
Scheme 1  The synthetic route of probe CS1, CS2 and CS3 

 

图 1  (a)探针 CS3 晶体的分子结构图. (b)探针 CS3 的晶胞堆积图 
Figure 1  (a) Molecule structure of probe CS3 crystal. (b) Packing arrangement for probe CS3 
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氢原子之间形成了氢键, 从而形成了一个三维超分子. 

2.2  探针的光谱学性质 

本文中探针 CS1, CS2 和 CS3 的最大特点就是能准

确地检测水溶液体系中 F－浓度, 这比大部分只能在有

机相中检测以四丁基氟化铵为 F－源的荧光探针更具有

实用价值. 通过紫外光谱实验研究了探针对 F－的响应

情况(图 S1). 向含有探针 CS1 的乙醇-磷酸盐缓冲溶液

(4∶6, V/V, 20 mmol/L, pH 7.4)中加入 F－后, 体系在 396 

nm 处的荧光强度逐渐降低, 同时在 465 nm 处出现了新

峰并且逐渐增强, 并在 431 nm 处出现了等强度点(图

2a). 加入 F－后, 探针 CS1 的最大发射波长红移了 69 

nm, 而且其荧光强度比值(F465/F396)也是随着 F－浓度的

升高而增大的, 从空白时的 0.44 升至饱和后的 22.04, 

最终升高约 50 倍(见图 S2a). 如此大的 Stokes 位移和显

著的强度变化能使探针 CS1 作为比率型荧光探针检测 

F－. 向含有探针 CS2 的乙腈-磷酸盐缓冲溶液(7∶3, 

V/V, 20 mmol/L, pH 7.4)中逐渐加入 F－后, 体系在 460 

nm 处出现最大发射峰, 且荧光强度随着 F－浓度的增大

而增强(图 2b), 荧光强度从空白时的 600 左右增长到饱

和后的 2100 左右(见图 S2b), 如此明显的强度变化可作

为开关型荧光探针检测 F－. 向含有探针 CS3 的乙腈-磷

酸盐缓冲溶液(5∶5, V/V, 20 mmol/L, pH 7.4)中逐渐加

入 F－后, 体系在 450 nm 处的荧光强度逐渐降低, 同时

在 500 nm 处出现新峰并且逐渐增强, 并在 480 nm 处出

现了等强度点(图 2c). 与加入 F－前相比, 探针 CS3 的荧

光发射波长红移了 50 nm, 其荧光强度比值(F500/F450)也

随着 F－浓度的升高而增大, 并且有很好的线性关系, 从

空白时的 1.9 升到饱和后的 22.1, 最终升高约 12 倍(见

图 S2c), 所以该探针也可用作检测 F－的比率型荧光探

针. 

为了进一步研究探针CS1, CS2和CS3与 F－浓度的

线性关系, 我们又制作了其工作曲线(图 2 插图). 在 F－

浓度为 0～200 µmol/L 的范围内, 探针 CS1 荧光强度比

值(F465/F396)与 F－浓度呈良好的线性关系, 线性相关系

数为 0.9953. 根据这一良好的线性关系, 我们通过进一

步的作图、计算得到了探针 CS1 对 F－的最低检出限(S/N

＝3)为 21.77 µmol/L. 在 F－浓度为 0～20 µmol/L 的范围

内, 探针 CS2 在 460 nm 处的荧光强度与 F－浓度呈良好

的线性关系, 线性相关系数为 0.9978, 最低检出限(S/N

＝3)为 3.52 µmol/L. 在 F－浓度为 0～12 µmol/L 的范围

内, 探针 CS3 荧光强度比值(F500/F450)与 F－浓度有良好

的线性关系, 线性相关系数为 0.9957, 最低检出限(S/N

＝3)为 1.99 µmol/L. 通过以上实验数据可知, 与探针

CS1 相比, 探针 CS2 和 CS3 对 F－有更低的检出限, 且

探针 CS3 对 F－最为敏感.  

待测体系的 pH 对探针的荧光强度有显著影响, 同

时也是衡量探针是否能应用于生物体系的重要指标. 为

此, 本文研究了体系 pH 对探针荧光强度的影响(见图 

 

图 2  (a) 探针 CS1 (10 μmol/L)加入 F－ (0～200 μmol/L)的荧光光谱

变化曲线, 插图: 工作曲线. (b)探针 CS2 (10 μmol/L)加入 F－ (0～200 
μmol/L)的荧光光谱变化曲线 , 插图: 工作曲线 . (c)探针 CS3 (10 
μmol/L)加入 F－ (0～150 μmol/L)的荧光光谱变化曲线, 插图: 工作曲

线 
Figure 2  (a) Fluorescence spectra of probe CS1 (10 μmol/L) in the 
presence of F－ (0～200 μmol/L). Inset: A plot of F465/F396 vs. the con-
centration of F－ in the range of 0～200 μmol/L. (b) Fluorescence spectra 
of probe CS2 (10 μmol/L) in the presence of F－ (0～200 μmol/L). Inset: 
A plot of F460 vs. the concentration of F－ in the range of 0～20 μmol/L. 
(c) Fluorescence spectra of probe CS3 (10 μmol/L) in the presence of F－ 
(0～150 μmol/L). Inset: A plot of F500/F450 vs. the concentration of F－ in 
the range of 0～12 μmol/L 

S3), 最终选择了 pH 7.4 作为实验条件. 本文对探针检

测 F－的响应时间也进行了研究, 发现探针 CS1、CS2、
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CS3 与 F－反应达到平衡分别需要 90 min、25 min、50 

min(见图 S4).  

采用常见的阴离子作为干扰物, 研究了探针 CS1, 

CS2 和 CS3 对 F－的选择性识别能力及抗干扰能力. 如

图 3 所示: 向含有探针 CS1 的乙醇-磷酸盐体系中加入

各种阴离子, 只有 F－能引起探针最大吸收峰的红移和

荧光强度的增强, 其它离子则无明显的荧光响应. 同样, 

向含有探针 CS2 的乙腈-磷酸盐体系中分别加入各种阴

离子, 只有 F－能使探针体系在 460 nm 处的荧光强度显

著增强. 对于探针 CS3, 仅有 F－能引起体系最大吸收峰

的红移和 500 nm 处荧光强度的显著增强, 其它离子则

没有此效果. 此外, 一些化学性质相似、极性相似以及

电性相近的离子之间往往会相互产生干扰, 所以本文在

其它阴离子存在的条件下分别对 F－进行了荧光测定(见

图 4). 干扰性实验表明, 其他离子几乎不对 F－产生干扰

作用, 探针能在其它离子存在的条件下很好地对 F－进

行识别. 以上实验表明, 探针 CS1, CS2 和 CS3 对 F－有

很好的选择性, 同时也具有很好的抗干扰性, 这些性质

为探针的实际应用提供了可能.  

2.3  探针的检测机理及结构 

以探针 CS3 为例, 推测其检测机理如图 5. 香豆素

衍生物 7 位上的酚氧原子连有烷基硅时, 其对香豆素母

环的供电子能力较弱, 使整个分子不能拥有很好的推-

拉电子效应, 因而探针分子不能表现出很好的荧光特

性. 当探针分子与 F－作用后, 氧硅键断裂, 形成的酚氧

负离子有很强的供电子特性, 并且增大了整个分子的共

轭体系(p-π 共轭), 于是探针分子便表现出荧光增强和

波长红移. 为进一步验证探针与 F－的反应机理, 本文对

探针 CS3 进行了 1H NMR 测定实验以及 HRMS 质谱测

定实验. 如图6所示: 探针CS3本来在δ 11.10处没有峰, 

但将探针 CS3 与 KF 反应后的产物提取, 再次进行核磁

测定时便在 δ 11.10 处出现了新峰, 此处的峰应归结为

羟基上的质子峰. 核磁实验表明, F－确实能使硅氧键断

裂, 新产生的酚氧负离子从体系中得到了一个质子生成

酚羟基. 为了进一步证明该实验事实, 我们又分别对探

针 CS3 在加 F－前后进行了 HRMS 质谱测定如图 7: 探

针 CS3 (C22H23O3NSSi[M ＋ H] ＋ : 410.1241, found 

410.1245) 加入KF后出现新峰296.0349, 该峰可归属于

化合物5 (C16H9O3NS[M＋H]＋: 296.0376). 因此, 高分辨

质谱实验进一步证明探针 CS3 可与 F－作用并生成了化

合物 5. 

2.4  细胞成像 

为了进一步研究探针分子在生物体内的应用潜质, 

本文测试了探针CS1, CS2和CS3对MCF-7细胞的毒性 

(见图 S6). 由实验结果可知, 在探针浓度为 10 μmol/L

时细胞的成活率都在 80%以上, 说明探针分子都具有较

低的细胞毒性, 可以实现在活细胞内的应用. 

 

图 3  (a)探针 CS1 (10 μmol/L), (b)探针 CS2 (10 μmol/L)和(c)探针 CS3 
(10 μmol/L)加入不同阴离子(100 μmol/L)的荧光光谱图 
Figure 3  The fluorescence spectra of (a) probe CS1 (10 μmol/L), (b) 
probe CS2 (10 μmol/L) and (c) probe CS3 (10 μmol/L) to various species 
(100 μmol/L for Cl－, Br－, I－, SO4

2－, NO3
－, NO2

－, SO3
2－, HSO3

－, S2
－, 

SCN－, ClO－, AcO－, S2O3
2－, CN－, CO3

2－ and F－) 

基于以上实验结果, 本文又进行了探针 CS1, CS2
和 CS3 在 MCF-7 细胞中的成像研究 (分别见图 S7、S8、

8所示). 结果表明, 三种探针均能很好的标记MCF-7细

胞. 在探针 CS3 的细胞成像中, 为了区别不同荧光接收

波段, 在仪器设置中将400～450 nm荧光信号赋予蓝色, 

将 475～525 nm的荧光信号赋予绿色. 由图 8 可以看出, 

当细胞内未加入 F－时, 探针 CS3 的荧光信号主要集中

在 400～450 nm 波段, 而 475～525 nm 的荧光信号相对

较弱; 当外部的 F－进入被探针标记的细胞以后, 探针 
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图 4  (a)探针 CS1 (10 μmol/L), (b)探针 CS2 (10 μmol/L)和(c)探针 CS3 
(10 μmol/L)在 F－ (100 μmol/L)存在下加入不同阴离子(100 μmol/L)的
荧光光谱图 
Figure 4  The fluorescence spectra of (a) probe CS1 (10 μmol/L), (b) 
probe CS2 (10 μmol/L) and (c) probe CS3 (10 μmol/L) to various species 
(100 μmol/L Cl－, Br－, I－, SO4

2－, NO3
－, NO2

－, SO3
2－, HSO3

－, S2
－,  

SCN－, ClO－, AcO－, S2O3
2－, CN－, CO3

2－) in the presence of F－ (100 
μmol/L) 

CS3 在 400～450 nm波段的荧光信号减弱, 而 475～525 

nm 波段的荧光信号增强, 说明探针加入 F－以后能引起

波长红移, 上述实验结果表明, 探针 CS3 可用于活细胞

内不同信号波段的比率型荧光成像. 

3  结论 

本文设计合成了一类基于香豆素的新型 F－荧光探

针 CS1, CS2 和 CS3, 该类探针基于氟化物脱硅基反应 

 

图 5  探针 CS3 和 F－
的作用机理 

Figure 5  A proposed mechanism of the reaction between probe CS3 
and F－ 

 

图 6  (a) 探针 CS3 的氢谱. (b) 探针 CS3 和 KF 反应产物的氢谱 
Figure 6  (a) 1H NMR spectrum of probe CS3. (b) 1H NMR spectrum of 
the isolated product of the probe CS3 reacted with KF 

 

图 7  (a)探针 CS3 的高分辨质谱图, (b)探针 CS3 加入 KF 后的高分辨

质谱图 
Figure 7  (a) HRMS of probe CS3, (b) HRMS of probe CS3 upon 
addition of KF 

        



 

化 学 学 报 研究论文  

 
388   http://sioc-journal.cn © 2017 Shanghai Institute of Organic Chemistry, Chinese Academy of Sciences Acta Chim. Sinica 2017, 75, 383—390
 

 

 

图 8  探针 CS3 在 MCF-7 细胞中成像实验, (a～d)细胞经探针 CS3 (5 μmol/L)染色后的成像图, (e～h)细胞经探针 CS3 (5 μmol/L)染色后, 加入 F－ 
(50 μmol/L)培养后的成像图, 蓝色通道收集 400～450 nm 波段的信号, 绿色通道收集 475～525 nm 波段的信号, 比率成像图片通过绿色通道和蓝

色通道荧光强度的比值合成, 标尺是 30 μm 
Figure 8  Ratiometric imaging of F－ in MCF-7 cells. (a～d) cells were incubated with 5 μmol/L probe CS3 only; (e～h) cells were treated with 50 
μmol/L F－ after incubation with probe CS3 (5 μmol/L). Blue channel obtained from 400 to 450 nm, green channel obtained from 475 to 525 nm, and 
ratiometric images generated from green and blue channel. Scale bar is 30 μm 

可实现对 F－的识别. 由于与 F－反应后, 探针分子中香

豆素环的 7 位形成的氧负离子具有较强的供电子能力,

使得 ICT效应增强, 所以该类探针与F－反应后发射波长

红移(CS1 和 CS3) 且随 F－浓度增加荧光强度逐渐增强 

(CS1, CS2 和 CS3). 光谱分析实验结果显示, CS1, CS2
和CS3均具有较好的选择性和灵敏度, 且均能成功实现

人乳腺癌细胞(MCF-7)中 F－的检测.  

4  实验部分 

4.1  化合物的合成及表征 

4.1.1  3-甲基-7-叔丁基二甲基硅氧基香豆素(CS1)的合

成 

将 10.0 mmol (1.38 g) 2,4-二羟基苯甲醛以及 22.0 

mmol (2.10 g)丙酸钠溶于 29.0 mmol 丙酸酐中搅拌均匀, 

然后向体系滴加 2～3 滴三乙胺. 加料完成后回流 6 h, 

然后冷至室温, 接着把体系倾倒入 100.0 mL 的冷水中, 

过滤沉淀、并用冷水洗涤几次, 再把所得粗品用甲醇重

结晶, 便得到无色晶体1. 接着把所得晶体1投入到20.0 

mL 2.0 mol/L的盐酸中, 回流 4 h后得到白色沉淀, 把所

得沉淀过滤、洗涤、晾干再用乙醇重结晶, 得到纯白色

固体 2. 氩气保护下, 取 1.0 mmol 上述纯白色固体 2 和

1.5 mmol 咪唑溶于 20.0 mL 无水 THF 中, 室温下搅拌

0.5 h 后再向其加入 1.2 mmol 叔丁基二甲基氯硅烷, 在

室温下继续搅拌 20 h. 反应结束后将体系倒入 50.0 mL

冰水中, 过滤沉淀, 柱层析提纯(洗脱剂: 乙酸乙酯/石

油醚 10/1)后得到 0.18 g 白色晶体即探针 CS1, 产率

62.1%, m.p. 114～115 ℃, 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 
7.45 (s, 1H), 7.27 (d, J＝8.4 Hz, 1H), 6.78 (d, J＝8.4 Hz, 

1H), 6.75 (s, 1H), 2.17 (s, 3H), 0.99 (s, 9H), 0.24 (s, 6H); 
13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 162.55, 158.13, 154.56, 

139.33, 127.74, 122.40, 117.30, 113.88, 107.39, 25.58, 

18.26, 16.98, －4.41; IR (KBr) ν: 3276, 3075, 2881, 1691, 

1617, 1446, 1380, 1251, 1164, 1124, 916, 842, 744, 632 

cm－1; HRMS calcd for C16H22O3Si [M＋H]＋ 291.1411, 

found 291.1392. 

4.1.2  3-乙酰基-7-叔丁基二甲基硅氧基香豆素 (CS2) 

的合成 

将 10.0 mmol (1.38 g) 2,4-二羟基苯甲醛和 11.0 

mmol (14.0 mL)乙酰乙酸乙酯溶于 10.0 mL 无水乙醇中, 

并向其滴加 0.1 mL 哌啶, 然后加热回流 24 h. 回流结束

后冷至室温, 过滤出沉淀并用少量乙醇洗涤, 再经乙醇

重结晶后得到棕色晶体 3. 氩气保护下, 取 1.0 mmol 上

述棕色晶体 3 和 1.5 mmol 咪唑溶于 30.0 mL 无水 THF

中, 室温下搅拌 0.5 h 后再向其加入 1.2 mmol 叔丁基二

甲基氯硅烷, 在室温下继续搅拌 12 h. 反应结束后将体

系倒入 50.0 mL 冰水中, 过滤沉淀, 晾干后进行柱层析

提纯 (洗脱剂: 二氯甲烷/甲醇 40/1), 得到 0.16 g 黄色

片状结晶 CS2, 产率 50.3%, m.p. 126～127 ℃, 1H NMR 

(400 MHz, CDCl3) δ: 8.49 (s, 1H), 7.52 (d, J＝8.5 Hz, 
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1H), 7.27 (s, 1H), 6.82 (d, J＝8.5Hz, 1H), 2.71 (s, 3H), 

0.94 (s, 9H), 0.27 (s, 6H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 
195.54, 162.12, 159.73, 157.38, 147.75, 131.59, 120.90, 

118.45, 112.62, 107.16, 30.60, 25.50, 18.28, －4.36; IR 

(KBr) ν: 3394, 3276, 2925, 1693, 1613, 1556, 1442, 1317, 

1214, 1130, 950, 84 750 cm － 1; HRMS calcd for 

C17H22O4Si [M＋H]＋319.1321, found 319.1319. 

4.1.3  3-苯并噻唑基-7-叔丁基二甲基硅氧基香豆素

(CS3)的合成 

将 10.0 mmol (2.32 g)化合物 1 和 25.0 mmol (4.45 g) 

NBS 加在 300 mL 四氯化碳中, 再向其加入痕量的

AIBN, 然后加热回流 12 h. 冷至室温, 旋干溶剂后得到

白色固体, 接着向其加入 4.4 g 醋酸钠和 160 mL 乙酸, 

继续回流 12 h. 回流结束后得到米黄色澄清透明体系, 

随后向此体系中加入 160 mL 2.0 mol/L 盐酸, 接着回流

0.5 h. 冷至室温, 并在室温下搅拌过夜. 反应结束后得

到棕色沉淀, 抽滤反应体系, 所得固体经水和甲醇洗涤, 

最后得到棕色固体 4. 取2.0 mmol (0.38 g)上述棕色固体

4 溶于 20.0 mL 无水乙醇中, 室温条件下向其加入 2.0 

mmol 邻氨基苯硫酚, 然后再向其加入 6.0 mmol 盐酸和

12.0 mmol 过氧化氢. 室温下搅拌 2.0 h 后将体系倒入

20.0 mL冰水中, 过滤沉淀, 并用甲醇重结晶, 得到黄色

固体 5. 氩气保护下, 将 1.0 mmol 上述黄色固体 5 和 1.5 

mmol 咪唑溶于 30.0 mL 无水 THF 中, 室温下搅拌 0.5 h

后再向其加入 1.2 mmol 叔丁基二甲基氯硅烷, 室温下

继续搅拌 8 h. 反应结束后向体系中加入 50.0 mL 冰水, 

用 CH2Cl2 萃取三次, 有机相经水洗后再用无水硫酸钠

干燥, 过滤体系后旋干溶剂. 把所得粗品进行柱层析提

纯 (洗脱剂: 乙酸乙酯/石油醚 15/1), 得到 0.21 g黄绿色

晶状固体 CS3, 产率 51.3%, m.p. 159～160 ℃, 1H NMR 

(400 MHz, CDCl3) δ: 9.06 (s, 1H), 8.08 (d, J＝8.0 Hz, 

1H), 7.98 (d, J＝8.0 Hz, 1H), 7.60 (d, J＝9.1 Hz, 1H), 7.53 

(t, J＝8.2 Hz, 1H), 7.42 (t, J＝7.6 Hz, 1H), 6.89 (s, 1H), 

6.87 (d, J＝8.6 Hz, 1H), 1.01 (s, 9H), 0.30 (s, 6H); 13C 

NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 161.01, 160.48, 160.20, 

155.66, 152.37, 141.69, 136.58, 130.55, 126.39, 125.10, 

122.63, 121.72, 118.59, 116.97, 113.31, 107.42, 25.54, 

18.30, －4.33; IR (KBr) ν: 3415, 2971, 2859, 2696, 1722, 

1598, 1515, 1438, 1346, 1255, 1126, 910, 746, 634 cm－1; 

HRMS calcd for C22H23O3NSSi [M＋H] ＋  410.1241, 

found 410.1245. 

4.2  荧光探针在活体细胞中的成像研究 

细胞毒性实验: 选用融合度 90%以上的 MCF-7 细

胞, 使用 0.25%的胰蛋白酶酶解, 转移酶解后的细胞到

96 孔板中, 在 5% CO2、37 ℃环境中培养过夜. 接着分

别向 96 孔板中加入不同浓度的探针 CS1, CS2 和 CS3, 

同样的条件下再培养 24 h. 然后, 再向每一孔板滴加 10 

μL MTT, 并继续培养 4 h. 培养结束后使用 PBS 缓冲液

冲洗细胞两次, 并向其中加入 1 mL DMSO 进行溶解, 

最后使用酶标仪在 490 nm 光照下测定其吸收, 处理数

据, 分析实验结果.  

细胞成像实验: 将MCF-7细胞经 0.25%的胰蛋白酶

消化 5 min 后置于培养皿中, 加入含 10%胎牛血清的

RPMI 1640 培养基, 在 5% CO2、37 ℃的培养箱中过夜

培养 . 随后 , 将细胞接种到激光共聚焦皿中 , 在 5% 

CO2、37 ℃条件下培养 12 h, 待其贴壁后方可进行实验. 

另外分别配制探针 CS1, CS2 和 CS3 的溶液, 并用培养

基稀释至 5 μmol/L. 将贴壁后的细胞分别用所配探针溶

液培养 30 min, 接着用 PBS 缓冲液洗涤细胞三次, 再用

Olympus FV1000 共聚焦荧光成像显微镜进行观察和实

验. 接着将上述细胞分别用 F－ (50 μmol/L)培养 30 min, 

PBS 缓冲液洗涤后再次成像.  

4.3  探针 CS3 的单晶培养与测定 

本实验以乙醚为溶剂, 通过自然挥发法得到探针

CS3 的单晶. 从中挑选出尺寸适合的单晶, 将其放置于

Bruker Smart ApexIICCD X-ray单晶衍射仪上, 在296(2) 

K 温度下, 用被石墨单色器单色化处理的 Mo Kα射线(λ
＝0.71073 Å)收集衍射数据, 选用 I＞2σ(I)的衍射点进行

单晶结构分析 . 晶体结构解析用 SHELXS-97 和

SHELXL-97程序进行. 晶体初始模型中, 非氢原子可用

差值 Fourier 合成找出, 再通过 F2的全矩阵最小二乘法

对原子的坐标及各向异性参数进行精修, 氢原子坐标通

过理论加氢或电子密度函数找到, 并采用精修的命令结

合其它原子同时来分析得到最终结果 . 这些数据在

CCDC 中的存储标号为 1525667. 探针 CS3 的晶体数据

和结构精修参数列于表 S2, 其相应的键长, 键角数据及

非氢原子坐标和各项同性热参数分别见表 S3、表 S4 和

表 S5.  

支持信息(Supporting Information) 

实验中使用的试剂及仪器、部分光谱谱图、中间体

及探针的结构表征及单晶数据等信息详见“支持信息”

(Supporting Information)中.  
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