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基于硫磺素 T 的可视化检测汞离子的荧光探针 
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摘要  以邻氨基苯硫酚和铜试剂为原料, 合成了一种基于硫磺素 T 的荧光探针化合物, 研究发现该化合物对 Hg2＋具有

较高的选择性和灵敏度, 常见离子对它的干扰较小. 探针能够可视化检测 Hg2＋, 并在 Hela 活细胞中实现了 Hg2＋的成

像.  
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Thioflavin T-Based Fluorescent Probe for Visual Detection of Hg2＋ 

Zhang, Yong*,a,b    Wang, Qianga    Li, Weia    Zhang, Jingb    Xia, Minghuib 
Chen, Shimingc    Chen, Xuemeia,b 

(a School of Chemical and Materials Engineering, Hubei Polytechnic University, Huangshi 435003) 
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Abstract  A thioflavin T-based fluorescent probe was synthesized by using o-aminobenzenethiol and copper reagent as raw 
materials. The results showed that it exhibited relatively high sensitivity and selectivity to Hg2＋, and the common metal ions 
hardly interfered in the determination. The probe could be used for the visual detection of Hg2＋ and applied to image intracel-
luar Hg2＋ in living Hela cells. 
Keywords  thioflavin T; mercuric ion; fluorescent probe; fluorescence spectroscopy; visual detection 

 
Hg2＋是一种毒性较强的重金属离子 . 环境中的 

Hg2＋主要来自工业废水的排放等途径, 它在湖泊、海洋

中细菌的作用下, 可转化为毒性更大的甲基汞, 并不断

在鱼类等生物体内累积, 严重危害生态环境及人体健

康. Hg2＋还可与人体内蛋白质(如酶)中的某些基团(如巯

基)结合, 使细胞内许多代谢(如蛋白质和核酸的合成、

能量的生成等)受到影响 , 从而影响细胞的生长和功  
能[1,2]. 因此, 适时、灵敏地检测 Hg2＋对环境保护具有重

要的意义. 近年来, 利用荧光分子探针技术检测金属离

子成为人们研究的热点之一, 因其具有使用方便、灵敏

度高、选择性好、实时和原位检测等优点, 而被广泛应

用于生命科学、环境科学等领域[3～5]. 其中, 通过研究荧

光探针与 Hg2＋结合的可视化成像就是新型检测 Hg2＋的

手段之一[6～18]. 硫磺素 T (ThT)是含有苯并噻唑的杂环

化合物, 它是一种商品化的荧光染料, 可作为检测老年

痴呆症的致病蛋白(β-淀粉样蛋白)聚集体的探针. 二乙

基二硫代氨基甲酸钠(铜试剂)是一种含硫的螯合剂, 可
用作测定铜的灵敏试剂, 也可用于比色测定中少量重金

属的提取, 以及生理研究微量金属元素的检测. 基于此, 
本文以 ThT 的母体作为荧光团, 以铜试剂作为螯合基

团, 将二者有机地组合在一起, 设计合成了一种的用于

检测 Hg2＋的荧光探针化合物 ZY2, 如 Scheme 1 所示. 
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该探针分子对 Hg2＋有较好的选择性和灵敏度, 能够可

视化检测 Hg2＋, 并在 Hela 活细胞中实现了 Hg2＋的成像. 

1  结果与讨论 

1.1  晶体结构 

荧光探针 ZY2 通过卤代烃的亲核取代反应制备得

到(Scheme 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块状晶体. 探
针化合物ZY2分子式为C27H36N4S5, 分子量为576.90. X
射线单晶衍射测试表明该化合物属于单斜晶系, 空间群

为 P2(1)/n, 晶胞参数 a＝1.11837(8) nm, b＝0.83273(6) 
nm, c＝3.2334(2) nm, α＝90°, β＝94.448(2)°, γ＝90°, V＝
2.9786(4) nm3, Dc＝1.286 g•cm－3, Z＝4, F(000)＝1224, 
R1＝0.0743, wR2＝0.1580 [I＞2σ(I)]. 晶体结构数据存于

英国剑桥数据中心, CCDC 号为 950327. 
在荧光探针 ZY2 的晶体结构中(图 1), 苯并噻唑环

和与之相连的苯环之间的夹角为 5.17(2)°, 这构成了它

的荧光部分, 即荧光染料 ThT 的母体结构. 两个铜试剂

单元构成了探针螯合部分, 其中 C(16)—S(3)和 C(23)—
S(5)的键长分别为 1.657(4)和 1.654(4) nm, 而 C(16)—
S(2)和C(23)—S(4)的键长分别为1.775(4)和1.770(4) nm, 
以上键长的差别是因为硫羰基中硫的电负性大于碳硫

键中硫的电负性, 从而使得前者的键长比后者的短(表
1). 两个扭转角 N(2)—C(14)—C(15)—S(2)和 N(2)—
C(21) — C(22) — S(4) 的 大 小 分 别 为 175.88(3)°, 
171.03(2)°; C(14)—N(2)—C(21), C(11)—N(2)—C(14)和
C(11) — N(2) — C(21) 之间的夹角分别为 116.6(3)°, 
121.5(3)°和 121.4(3)°, 这使得ZY2的螯合部分呈现Y构

型.  

1.2  荧光探针 ZY2 的光谱性能研究 

荧光探针 ZY2 在乙醇中的最大激发波长(λex)为 350 
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图 1  荧光探针 ZY2 的晶体结构 

Figure 1  The crystal structure of fluorescent probe ZY2  
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表 1  ZY2 的部分键长(Å)和键角(°)数据 
Table 1  Selected bond lengths (Å) and bond angles (°) of ZY2 

C(1)—N(1) 1.385(5) 
C(2)—S(1) 1.727(4) 
C(7)—N(1) 1.291(5) 
C(16)—S(3) 1.657(4) 
C(16)—S(2) 1.775(4) 
C(23)—N(4) 1.335(5) 
C(23)—S(5) 1.654(4) 
C(23)—S(4) 1.770(4) 
C(2)—C(1)—N(1) 115.9(4) 
N(1)—C(1)—C(6) 124.6(4) 
C(7)—N(1)—C(1) 110.6(3) 
C(11)—N(2)—C(14) 121.5(3) 
C(11)—N(2)—C(21) 121.4(3) 
C(21)—N(2)—C(14) 116.6(3) 

nm, 发射波长(λem)为 421 nm. 为了确定 ZY2 对金属离

子的选择性, 选择各种常见的金属离子(K＋, Ca2＋, Na＋, 
Mg2＋, Mn2＋, Fe2＋, Fe3＋, Co2＋, Ni2＋, Cu2＋, Zn2＋, Cd2＋,  
Ag＋, Pb2＋, Hg2＋)作为识别对象, 在 0.01 mol/L Tris-HCl
缓冲溶液中(pH 7.4)进行荧光测定(图 2). 实验发现 , 
ZY2 与等物质的量的各种金属离子作用后, 仅 Cu2＋,  
Ag＋和 Pb2＋这三种过渡金属离子对 ZY2 的荧光稍微有

较大点的影响, 碱金属、碱土金属, 以及 Fe2＋, Zn2＋等部

分过渡金属离子对 ZY2 的荧光几乎没有什么影响, 而
Hg2＋却可使 ZY2 的荧光淬灭达到 85%左右, 这说明

ZY2 是一个较高选择性的荧光淬灭型 Hg2＋探针. 通过

探针 ZY2 检测 Hg2＋对其他金属离子的竞争性实验, 我
们发现当Hg2＋的浓度为 10 µmol/L, 加入 10倍量的各种

干扰离子后, 即使有各种金属离子与 Hg2＋共存, 但由于

Hg2＋能明显使 ZY2 的荧光淬灭, 它们几乎不会改变

ZY2 对 Hg2＋的较好选择性(图 3). 

 

图 2  ZY2 (10 µmol/L)对不同的金属离子(10 µmol/L)的荧光

响应 
Figure 2  The fluorescent response of ZY2 (10 µmol/L) to dif-
ferent metal ions (10 µmol/L) 

K
+

Ca
2+

Na
+

Mg
2+

Mn
2+

Fe
3+

Fe
2+

Co
2+

Ni2
+

Cu
2+

Zn
2+

Cd
2+

Pb
2+

Ag
+

on
ly 

Hg
2+

0

200

400

600

800

1000

1200

 

 competing ion
 competing ion and Hg2+

I/I
0

 

图 3  在各种金属离子(100 µmol/L)的存在下 Hg2＋对 ZY2 (10 
µmol/L)荧光的影响 
Figure 3  The effect of Hg2＋ on ZY2 (10 µmol/L) in the pres-
ence of different metal ions (100 µmol/L) 

当 ZY2 的浓度为 10 µmol/L, 随着 Hg2＋的浓度逐渐

增加, ZY2 的荧光强度逐渐减弱, 表明ZY2 与Hg2＋之间

存在着良好的络合作用(图 4). 当 Hg2＋浓度达到 30 
µmol/L 时, ZY2 的荧光几乎完全淬灭, 继续增大 Hg2＋浓

度, 它的荧光光谱不再发生明显变化. 在波长为 365 nm
的紫外灯照射下, 向 ZY2 (10 µmol/L)中加入等量的 
Hg2＋后, 发现其荧光由亮蓝色变成较微弱的暗蓝色, 这
种明显的颜色和荧光强度变化, 预示着 ZY2 对 Hg2＋有

较好的识别作用, 可以实现对 Hg2＋的可视化检测(图 4
插图). 

  

图 4  ZY2 (10 µmol/L)随着 Hg2＋浓度增加(0～30 µmol/L)荧光

强度的变化 
Figure 4  The emission intensity of ZY2 (10 μmol/L) changes 
with increasing concentrations of Hg2＋ (0～30 µmol/L) 
The inset shows photograph of ZY2 (10 μmol/L) in the absence and 
presence of Hg2＋ under UV light (365 nm) 

为了进一步确定 Hg2＋与 ZY2 之间的配合比, 我们

采用了等物质的量连续变化(Job's Plot)法. 将 Hg2＋与

ZY2 的总浓度固定为 10 μmol/L, 改变 Hg2＋的摩尔分数
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(0.1～0.9), 反应体系的荧光强度在 λem为 421 nm处随着

ZY2 和 Hg2＋的物质的量比变化而变化(图 5). 当 Hg2＋的

摩尔分数为 0.5 时, ZY2 和 Hg2＋形成的络合物在 421 nm
处出现最大的荧光强度, 表明 ZY2 和 Hg2＋之间的配合

比为 1∶1. 
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图5  ZY2与Hg2＋的 Job’s plot图([ZY1]＋[Hg2＋]＝10 mmol/L) 
Figure 5  Job’s plot of ZY2 and Hg2＋ ([ZY1]＋[Hg2＋]＝10 
mmol/L) 

通过荧光滴定实验我们还发现, 1 µmol/L 的 Hg2＋

(0.1 倍 ZY2 浓度)就可导致 ZY2 荧光明显的猝灭, 这表

明 ZY2 对 Hg2＋响应的灵敏度较高. ZY2 的荧光强度与

Hg2＋的浓度在 0.8～7.8 µmol/L 范围内呈现出良好的线

性关系(线性相关系数: R2＝0.9899), 如图 6 所示. 这表

明 ZY2 可以用来定量检测 Hg2＋浓度. 根据文献的计算

方法[19], 测得 ZY2 对 Hg2＋的检出限为 0.18 µmol/L, 因
此, ZY2 可以作为一种检测痕量Hg2＋的较高灵敏度荧光

探针.  
ZY2 与 Hg2＋络合后荧光淬灭可能有两个方面的因

素. 一方面, ZY2 识别部分的取代氨基氮原子上的孤对

电子容易转移, 形成了推电子基, 而 ZY2 中的 2-芳基苯

并噻唑为非对称的刚性平面结构, 内含大的共轭体系, 
具有强吸电子能力, 故 ZY2 分子内存在电子转移, 可使

结构中电子给体与电子受体之间的相互作用大大增强, 
使得 ZY2 具有荧光. 当 Hg2＋和 ZY2 的识别基团的硫原 

子和氮原子配位时, 可能引发 2-芳基苯并噻唑基与识别

部分的芳氨基的 C—N 键发生扭转, 导致原有的共轭体

系被破坏, 从而引起荧光淬灭. 另一方面, ZY2 与 Hg2＋

络合形成配合物后, ZY2 的识别部分的芳胺氮原子可以

提供孤对电子, 而 Hg2＋具有空轨道, 它们形成配位键后

阻断了分子内电子的转移(ICT)过程 , 这也可能导致

ZY2 荧光的猝灭. 根据上述分析和荧光实验的结果, 并
参考文献[20, 21], 我们推测 ZY2 与 Hg2＋可能的络合机

理 Eq. 1 所示. 
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图 6  ZY2的荧光强度随Hg2＋浓度(0.8～7.8 µmol/L)变化的线

性关系图 
Figure 6  Fluorescence intensity of ZY2 as a function of con-
centration of Hg2＋ (0.8～7.8 µmol/L) 

1.3  ZY2 在细胞中的显微成像 

Hg2＋是一种具有严重生理毒性的化学物质, 它可以

轻易的通过细胞膜, 从而严重破坏神经系统和内分泌系

统. 因此, 在光学显微镜分辨水平上对细胞等生物组织

对 Hg2＋进行成像分析将具有重要的应用前景. 我们在

实验中选用 HeLa 细胞来实现 ZY2 在细胞中对的 Hg2＋

显微成像. 将 2 μmol/L ZY2 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(图 7b), 这说明 ZY2能
跨过细胞膜而进入细胞. 再向上述含 ZY2 的细胞培养 
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图 7  ZY2 在 HeLa 细胞中的荧光成像图 
Figure 7  Fluorescence images of HeLa cells treated with ZY2 

(a) The bright-field images of HeLa cells; (b) HeLa cells incubated with 2 μmol/L ZY2 for 30 min at 37 ℃; (c) HeLa cells from (b) 30 min after treatment 
with 30 μmol/L Hg2＋ 

液中加入等体积的Hg2＋ (30 μmol/L)后, 然后再在 37 ℃
的条件下孵化 30 min, 发现细胞的荧光很微弱, 这说明

细胞中的 ZY2 可能结合了进入细胞中的 Hg2＋, 从而发

生了荧光的淬灭(图 7c). 因此, ZY2 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. 

2  结论 

本文合成和表征了一种基于硫磺素 T 的荧光淬灭

型探针ZY2. 研究发现, 它对Hg2＋具有较高的选择性和

灵敏度(检出限为 0.18 µmol/L), 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

检测生物体以及环境中的 Hg2＋将具有潜在的应用价值. 

3  实验部分 

3.1  主要仪器与试剂 

XT4-100X 显微熔点测定仪(上海申光仪器仪表有

限公司); Varian Mercury 400 MHz 核磁共振仪(TMS 作

内标, 美国 Varian 公司); Analytik jena Specord 210 型紫

外可见分光光度计(德国耶拿分析仪器公司); Applied 
Biosystems API 2000 LC/MS/MS 电喷雾质谱仪(美国应

用生物系统公司); Brucker AXS SMART 2000 CCD 单晶

衍射仪(德国Brucker公司); VARIAN-CARY荧光光谱仪

(美国 Varian 公司); Leica DMI 3000B 倒置荧光显微镜

(德国徕卡仪器有限公司); PHS-3C 型 pH 计(上海仪电科

学仪器股份有限公司). 中间体 1按照文献[22]方法合成, 
所有试剂均为国产市售分析纯.  

3.2  合成 

3.2.1  4-苯并噻唑-2-N,N-二(2-氯乙基)苯胺(2)的合成 

向 100 mL 的三口烧瓶中加入 2.50 g (20 mmol)邻氨

基苯硫酚、4.90 g (20 mmol)中间体 1 和 50 mL DMSO, 
然后通入 N2, 于 140 ℃反应 3 h. 将反应后的溶液倒入

盛有 500 mL 蒸馏水的烧杯中, 然后用 CH2Cl2萃取(200 
mL×3), 合并有机相, 用无水硫酸镁干燥, 旋蒸除去

CH2Cl2, 得到固体混合物经柱层析分离[V(乙酸乙酯)∶
V(石油醚)＝1∶6]得到黄色的晶状粉末 5.74 g, 产率

82%. m.p. 115.6～117.0 ℃; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) 
δ: 7.98 (d, J＝7.2 Hz, 1H), 7.82 (d, J＝7.6 Hz, 1H), 7.38～
7.20 (m, 4H), 7.04 (d, J＝7.8 Hz, 2H), 3.62 (t, J＝7.6 Hz, 
8H); ESI-MS m/z: 351.2 [M＋H] ＋ . Anal. calcd for 
C17H16N2SCl2: C 58.12, H 4.59, N 7.97; found C 58.48, H 
4.35, N 7.68. 
3.2.2  4-苯并噻唑-2-苯基亚氨基-二乙基二硫代氨基

甲酸二乙酯(ZY2)的合成 

在 250 mL 圆底烧瓶中加入 3.50 g (10 mmol)的中间

体 2, 3.42 g (20 mmol)铜试剂(二乙基二硫代氨基甲酸

钠), 0.1 g催化量的KI和 150 mL无水乙醇, 反应回流 24 
h. 反应结束后减压蒸去乙醇, 然后向将所得残渣加入

200 mL 蒸馏水, 再用二氯甲烷萃取(200 mL×3), 合并

有机相, 用无水硫酸镁干燥, 旋蒸除去 CH2Cl2, 得到固

体混合物经柱层析分离[V(乙酸乙酯)∶V(石油醚)＝1∶
5]得到淡黄色的粉末 4.32 g, 产率 75%. m.p. 123.5～
125.0 ℃; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 8.02 (d, J＝7.2 
Hz, 1H), 7.86 (d, J＝8.0 Hz, 1H), 7.42～7.22 (m, 4H), 
7.08 (d, J＝7.8 Hz, 2H), 4.05 (t, J＝7.4 Hz, 4H), 3.85 (q,  
J＝8.2 Hz, 8H), 3.32 (t, J＝7.6 Hz, 4H), 1.25 (t, J＝7.2 
Hz, 12H); ESI-MS m/z: 376.2 [M＋H]＋. Anal. calcd for 
C27H36N4S5: C 56.21, H 6.29, N 9.71; found C 56.08, H 
6.36, N 9.86. 

3.3  晶体结构测定及解析 

选取大小为 0.25 mm×0.20 mm×0.20 mm 的浅黄

色方块状化合物 ZY2 置于 Bruker Smart-2000 CCD 型单

晶衍射仪上 , 采用石墨单色化的 Mo Kα 射线 (λ＝
0.071073 nm), 于 298(2) K, 以 ω/2θ 方式扫描 , 在  
2.03°＜θ＜25.01°范围内共收集到衍射点17301个, 其中

独立衍射点 5245 (Rint＝0.0467), I＞2σ(I)的可观测的衍

射点 3736 个, －11≤h≤13, －9≤k≤9, －38≤l≤33. 
全部强度数据经 Lp 校正和吸收校正, 结构由直接法通



   
有机化学 研究简报 

 
408      http://sioc-journal.cn/ © 2014 Chinese Chemical Society & SIOC, CAS Chin. J. Org. Chem. 2014, 34, 403～408 

过 SHELXTL 软件解出. 全部非氢原子坐标、各向异性

温度因子和氢原子坐标及各向同性温度因子经全矩阵

最小二乘法精修修正至收敛 . 所有相关计算均使用

SHELXL-97 程序包完成. 全部非氢原子经 Fourier 合成

及差值电子密度函数修正, 全部氢原子坐标从差值电子

密度函数并结合几何分析方法获得. 

3.4  荧光性能测试 

配制 0.1 mmol/L 的 ZY2 乙醇储备液和 20 mmol/L 
Tris-HCl 缓冲液(pH 7.4), 各种金属离子(K＋, Ca2＋, Na＋, 
Mg2＋, Mn2＋, Fe2＋, Fe3＋, Co2＋, Ni2＋, Cu2＋, Zn2＋, Cd2＋,  
Pb2＋, Hg2＋)储备液的浓度配制成 1 mmol/L. 

将 ZY2 的储备液和各种金属离子储备液用

Tris-HCl 缓冲液(pH 7.4)和二次蒸馏水稀释, 使得测试

的配体和金属离子的最终浓度均为 10 μmol/L, 混合均

匀后以 350 nm 为激发波长测定荧光光谱, 研究 ZY2 对

不同金属离子的选择性. 
在 1 cm 的荧光比色皿中加入不同体积的的 ZY2 和

Hg2＋的储备液, 再加入 10 倍于 ZY2 摩尔浓度的 K＋,  
Ca2＋, Na＋, Mg2＋, Mn2＋, Fe2＋, Fe3＋, Co2＋, Ni2＋, Cu2＋,  
Zn2＋, Cd2＋, Pb2＋溶液, 然后用 Tris-HCl 缓冲液(pH 7.4)
和二次蒸馏水稀释, 使得测试的 ZY2 和 Hg2＋的最终浓

度均为 10 μmol/L, 其它干扰离子的浓度为 100 μmol/L, 
混合均匀后测定荧光发射光谱(λex＝350 nm), 研究共存

离子对 ZY2 识别 Hg2＋的干扰. 

3.5  活细胞荧光成像 

将培养好的 HeLa 细胞首先用磷酸缓冲溶液清洗 3
次, 然后加入 ZY2 的乙醇溶液(2 μmol/L), 在 37 ℃恒温

孵育 30 min, 再用磷酸缓冲溶液洗 3 次, 将其放在倒置

荧光显微镜下 , 观察细胞的荧光成像 . 再加入

Hg(ClO4)2溶液(30 μmol/L), 37 ℃恒温孵育 30 min, 用磷

酸缓冲溶液清洗 3 次, 观察细胞的荧光成像. 相对于细

胞内的 ZY2 荧光强度, 每次都对细胞的明亮视野进行

了成像, 放大倍数为 400 倍. 
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