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摘要：基于碘离子与二溴代烯烃的特异性脱溴反应，设计合成了对碘离子具有高选择性的反应型荧光探针。此探针在 pH =7. 4 的生理环境下, 有 I-的存在时，在680 nm处的荧光逐渐增强，检测的线性响应范围为0.05-300 μM, 检出限为8. 8 nM。相对于常见阴离子，探针对碘离子的检测具有良好的选择性，并且被成功应用于HepG2细胞内碘离子成像检测。
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A novel reaction-based fluorescent probe for detection of iodide
CHU Ranran1, QIN Bingyi2, XU Kehua1
(1. College of Chemistry, Chemical Engineering and Materials Science, Shandong Normal University, Jinan 250014;
2. Department of Resource and Environment, Shandong Water Polytechnic, Rizhao 276826)
Abstract: A new reaction-based fluorescent probe was synthesized via the mechanism that debromination of vicinal-dibromides selectively by the assistance of iodide. A gradual ﬂuorescence increase at 680 nm was observed after mixing iodide with probe solution in the physiological environment (pH = 7. 4). The linear response range was 0.05-300 μM, and the detection limit was 8.8 nM. This probe has a good selectivity to common anions and was successfully used for iodide ion imaging analysis in HepG2 cells.
Key words: Iodide; reaction-based; fluorescent probe; cell image
0 引言
碘离子对维持细胞内环境的稳定性，机体正常的生理功能具有非常重要的意义[1]。许多研究表明，碘对于维持机体能量代谢、维持甲状腺正常机能[2]、调控细胞代谢、神经性肌肉组织发展与成长等方面有重要的作用。不论高碘、低碘都会对机体造成伤害，引发甲状腺相关性疾病，比如甲状腺肿大，甲状腺功能减退，甲状腺机能亢进等。因此，对碘离子含量的变化进行定量检测，动态跟踪，可以为临床医学提供丰富的生理病理信息。
近年来，对于碘离子的检测，传统的原子吸收光谱法[3]，毛细管电泳[4]，离子选择性电极[5]，离子色谱法[6]，气相色谱-质谱法(GC-MS) [7]等方法大都较为复杂，成本较高，费时且难以实现在线实时监测。由于荧光法操作方便简单，响应迅速，灵敏度高，选择性好等优点，已在各个领域都得到广泛应用。尤其是近红外荧光分子探针，具有背景干扰低、样品穿透性好、对细胞损伤小等优点，常被用于检测生物体内各种小分子，结合激光共聚焦成像技术，可对生物体内的各种活性物质进行实时动态原位成像，做到细胞内活性小分子的“可视化”。已报道的碘离子荧光探针，根据其识别机制不同，大体分为两种类型：第一种是基于静电作用的碘离子探针[8-11]，由于碘离子的重原子效应，这种类型的探针都为荧光猝灭的，其检测过程容易受复杂样品中其它荧光猝灭剂干扰而造成假阳性，检测的信噪比较低。第二种是基于金属配位置换的碘离子探针[12-16]，主要基于碘离子与汞离子，银离子和亚铜离子的强络合作用。但是这种类型的探针，检测过程中有毒性大的重金属离子的引入，大大限制了其在生物体系中的应用。

本文基于碘离子与反式二溴代烯烃的特异性反应，设计合成了对碘离子具有高选择性、高灵敏度的荧光探针HCy-OMe-Br。并且将其成功应用于生物体系内碘离子检测，通过激光共聚焦显微成像技术实现对细胞内碘离子实时检测。

1 实验部分
1.1 试剂与仪器
3-(4，5-二甲基噻唑-2)-2，5-二苯基四氮唑溴盐 (MTT) 购自Sigma-Aldrich (北京，中国)；对苯二甲醛、2,3,3 -三甲基-3H-吲哚、溴乙烷购于阿拉丁试剂公司；分析过程中所用皆为二次蒸馏水(18.2 MΩ. cm)；其它试剂均为分析级，如无特殊说明，使用前均未进行特殊处理。
pH-3C数码型酸度计（PB-21, Sartorius, Göttingen, Germany）红外光谱仪 （FTIR, Vertex70, Bruker, Ettlingen, Germany）；MaXis超高分辨-四级杆-飞行时间质谱仪（Bruker Daltonic Inc.）Cary Eclipse型荧光分光光度计(Varian, Inc., USA)附有1 cm石英比色皿；Leica TCS SP5共聚焦激光扫描显微镜 (Leica Co., Ltd)，40倍物镜； Advance 300核磁共振仪 (Bruker)； Synergy 2多功能酶标仪 (Synergy2 Multi-Mode Microplate Reader, BioTek )； MCO-18AIC (UV) CO2培养箱（SANYO Electric Co., Ltd.）
探针HCy-OMe-Br的合成
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图1. 探针HCy-OMe-Br的合成
Fig 1. Synthesis of HCy-OMe-Br
吲哚溴盐的合成：于50 mL圆底烧瓶中将2,3,3-三甲基-3H-吲哚（7.96 g, 50 mmol）和溴乙烷（8.10 g, 75 mmol）溶于30 mL的乙腈溶液中，在氩气保护条件下，加热回流反应20h。反应混合物冷却后抽滤，用乙酸乙酯洗涤并重结晶，得粉红色粉末状固体12.01 g，产率90 %，ESI-MS：[M-Br] +(C13H18N): m/z Calcd 188.1434，Found 188.1447。
化合物A的合成：于100ml圆底烧瓶中，加入对苯二甲醛（2.68 g, 20.0 mmol），20 mL乙酸酐和0.47 g无水乙酸钠，然后用恒压低液漏斗缓慢滴加溶于20mL的乙酐吲哚溴盐(2.67 g, 10.0 mmol），滴加完全后，反应混合液在氩气保护条件下加热回流4小时，TLC检测反应完全。反应液冷却至室温后，倒入快速搅拌的300 mL冷却的乙醚中，有橘黄色固体晶体析出，抽滤得橘黄色粉末。粗产品于干燥箱中干燥后利用柱层析色谱进行分离纯化（100-200 mesh硅胶），洗脱剂为二氯甲烷:甲醇 = 15:1(v/v)，得到黄色固体A，产率75%。质谱分析ESI-MS：[M-Br] +（C21H22NO）: m/z Calcd 304.1696，Found 304.1716；IR: 1679, 1603, 1560, 813, 766 cm -1；1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 1.49 (t, J =6 Hz, 3H), 1.83 (s, 6H), 4.79 (d, J =6 Hz, 2H), 7.66-7.68 (m, 2H), 7.85 (d, J =18 Hz, 1H), 7.92-8.03 (m, 2H), 8.09 (d, J =9 Hz, 2H), 8.45 (d, J =6Hz, 2H), 8.42 (d, J =15 Hz, 1H), 10.12(s, 1H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3): 14.4, 21.5, 43.2, 53.1, 115.7, 116.1, 123.6, 129.7, 130.2, 130.4, 131.3, 138.8, 139.9, 140.8, 144.8, 152.0, 182.0, 193.2。
化合物B的合成：分别称取催化量的BPO (过氧苯甲酰），0.17 g对甲基苯甲醚0.61 g（5 mmol），NBS (N-溴代丁二酰亚胺)1.3349 g和20 mL干燥的CCl4，加至于50 mL圆底烧瓶中, Ar保护下78℃回流反应。TLC追踪，反应完全后，将混合物冷却至室温，过滤，并用四氯化碳洗涤，收集滤液和洗液并浓缩，得淡黄色固体。
称取以上淡黄色粗产物1.0 g（3.62 mmol）溶于20 mL 干燥的三氯甲烷中，再加入三苯基膦1.14 g（4.34 mmol），Ar保护下加热回流1.5h。反应结束后，浓缩，柱层析进行分离纯化（100 - 200 mesh硅胶），洗脱剂为石油醚:甲醇 = 5:1 (v/v)，得到纯品化合物B，产率: 52%。ESI-MS：m/z [M-Br]+ (C26H24OP）：Calcd 383.1559，Found 383.1585；IR: 1504, 1436, 1244, 1108 cm -1；1H NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 3.68(s, 3H), 5.12(d, J =15Hz, 2H), 6.79(d, J =9 Hz, 2H), 6.89(d, J =6 Hz, 2H), 7.55-7.92(m, 15H). 13C NMR(75 MHz, DMSO-d6): δ 55.2, 114.2, 117.3, 118.4, 128.8, 129.0, 130.2, 132.4, 132.6, 134.4, 134.9, 159.6。
探针HCy-OMe-Br的合成：称取化合物A (3.83 g，10 mmol)与化合物B (4.62 g，10 mmol)溶于干燥的二氯甲烷中，少量多次加入叔丁醇钾至溶液颜色略变浅黄，在氩气保护条件下，60 ℃反应1h。反应液冷却至室温后，浓缩，得到粗产物黄色固体。粗产品用乙醚洗涤后，利用柱层析色谱进行分离纯化 (100-200 mesh硅胶)，洗脱剂为二氯甲烷:甲醇=15:1 (v/v)，得到红色固体C，产率60%。ESI-MS：[M-Br] +（C29H30NO）: m/z Calcd 408.2322，Found 408.2313；1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 1.63 (s, 3H), 1.84 (s, 6H), 3.84 (s, 3H), 5.15 (s, 2H), 6.90-6.99 (m, 3H), 7.17-7.27 (m, 2H), 7.47-7.65 (m, 8H), 8.08-8.31 (m, 4H)；13C NMR(75 MHz, CDCl3): 14.2, 26.9, 29.6, 43.4, 52.2, 55.2, 111.8, 112.2, 113.9, 114.6, 122.6, 125.2, 126.5, 127.5, 128.4, 128.9, 129.6, 130.2, 131.4, 132.4, 132.8, 133.0, 140.3, 143.4, 144.2, 154.9, 160.1, 181.1。
称取上一步产物0.48 g (1 mmol)溶于40ml干燥的三氯甲烷，冰水浴，剧烈搅拌条件下，缓慢滴加溶于20ml三氯甲烷的液溴0.16 g (1 mmol)，滴加完毕，反应液逐渐变黄，继续反应1h并用TLC追踪。反应完全后，旋蒸除去溶剂。干燥后将粗产品利用柱层析色谱进行分离纯化（100 - 200 mesh硅胶），洗脱剂为二氯甲烷:甲醇 = 15:1(v/v)，得到黄色固体0.52 g，产率80%。ESI-MS：[M-Br] +（C29H30Br2NO）: m/z Calcd 568.0670，found 568.0691。1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 1.68 (s, 3H), 1.89 (s, 6H), 3.83 (s, 3H), 4.89(s, 2H), 5.41(m, 2H), 6.94（d, J =6 Hz, 2H),7.40 -7.48(m, 2H), 7.62-7.70(m, 8H), 8.18(s, 2H)。
2 结果与讨论

2.1 探针HCy-OMe-Br的荧光光谱

[image: image3.jpg]Fluorescence Intensity / a.u.

300

250

200

150 1

100

50

0
250

' I
300

I
350

' I ' I ' I
400 450 500

Wavelength / nm

I
550

' I
600

' I
650





图2  探针HCy-OMe-Br的荧光光谱图。

Fig.2 The ﬂuorescence spectra of HCy-OMe-Br 

由于探针HCy-OMe-Br结构中的双键中被溴加成，分子的共轭程度降低，其最大激发和发射波长分别为350 nm 和500 nm。并且由于溴的重原子效应，HCy-OMe-Br的荧光强度仅为270 (如图2)，探针具有很低荧光背景。
2.2 探针HCy-OMe-Br对 I-的识别研究
为了研究探针与碘离子的荧光响应，首先通过探针浓度优化实验，确定探针最佳检测浓度为10 μM。不同浓度碘离子与探针的荧光响应如图3a所示，在乙腈/水=6:4 (v/v), pH为7.4的HEPES缓冲溶液中随着碘离子浓度的增大，探针在680 nm处的荧光逐渐增强；且探针的荧光变化与碘离子的浓度之间存在良好的线性关系(如图3b)，线性范围从0.05到300 μM，线性方程为：ΔF = 914.03 + 38.91 [I-] (μM)，线性相关系数为0.9934，检测限为8.87 nM。这也说明探针可以在一定范围内定量检测碘离子。
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图3  探针HCy-OMe-Br与I-的荧光响应。 (a) 探针HCy-OMe-Br（10 μM）与不同浓度I-（0，0.05，0.5，5，10，20，60，80，100，120，160，180，200，250，300 μM)的荧光响应 。(b) 探针与I-浓度之间的线性关系。
Fig. 3  The ﬂuorescence response of HCy-OMe-Br to I-. (a) The ﬂuorescence spectra of HCy-OMe-Br (10 μM) toward various concentrations of I− (0，0.05，0.5，5，10，20，60，80，100，120，160，180，200，250，300 μM). (b) The linear relationship between ﬂuorescence and I− concentrations. 
2.3 探针的选择性评价
由于细胞内环境复杂，含有各种阴离子、金属离子、氨基酸等其它活性物质。因此，为了验证探针能否应用于复杂生物体系中碘离子特异性检测，需对探针识别的选择性做出评价。我们分别对细胞内常见的阴离子、含巯基氨基酸和金属离子对探针的干扰进行了检测，结果如图3所示，探针浓度为10 μM，不同干扰物质允许存在的倍数(与探针的物质量比)分别为：F-，Cl-，Br-，SO42-，H2PO4-，HPO42-（50倍）；AcO-，NO3-（40倍）; CO32-（15倍）；GSH、Cys、N-乙酰半胱氨酸（NAC）、高半胱氨酸（Hcy）(40倍)；K+， Ca2+，Mg2+（30倍），Al3+，Ni2+，Zn2+（40倍），Co2+（50倍）。结果表明，上述物种对于探针检测碘离子均不产生干扰。因此，该探针可以用于复杂生物体系中碘离子的分析。
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图4  荧光探针(HCy-OMe-Br)的选择性实验。(a) 探针对常见阴离子及氨基酸的选择性。(b) 探针对金属离子的选择性。黑色柱表示探针(10 μM)加入不同干扰物的荧光强度，红色柱表示探针加入干扰物后再加入300 μM 碘离子后的荧光强度。
Fig. 4  Selectivity assay of the probe (HCy-OMe-Br). (a) The selectivity of HCy-OMe-Br to common anions and amino acids. (b) The selectivity of HCy-OMe-Br to metal ions. Black bars represent the fluorescence intensity upon the addition of an excess of reactive species. Red bars represent the subsequent addition of 300 μM I− to the solution.
2.4 探针HCy-OMe-Br的细胞毒性评价
本实验选用HepG2肝癌细胞，通过MTT细胞毒性实验来评价探针HCy-OMe-Br的细胞毒性。探针在不同浓度梯度条件下，检测细胞的存活率。通过酶标仪检测MTT结晶产物甲瓒溶解于DMSO时在490 nm处的光吸收值，根据改良寇式法计算细胞IC50值。该实验以未加入探针的细胞为空白标准，其细胞存活率为100%。逐步增大探针浓度，当探针浓度为100 μM时，细胞存活率仍达到80%（如图5）。通过计算，该探针的细胞半抑制浓度为200 μM。MTT实验表明探针对细胞具有低毒性。实验条件下，探针浓度为10 μM，细胞存活率仍达到80%以上，因此该探针可以用于生物体系分析。
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图4  不同浓度探针对HepG2细胞的MTT实验
Fig. 5  MTT assay of HepG2 cells in the presence of different concentrations of the probe
2.5 探针对细胞内碘离子的成像分析
利用激光共聚焦成像方法研究了探针在HepG2细胞中对碘离子的检测能力。如图6所示，(a)、(b)、(c)分别为HepG2细胞只加探针10 μM孵育15 min后的荧光图、明场图及叠加图，从图中可以看出，探针荧光背景很低，细胞内的复杂环境不会对探针的检测产生影响；(d)、(e)、(f)分别为细胞加10 μM 的探针后又加300 μM碘离子孵育15 min后的荧光共聚焦成像图，细胞内荧光明显增强，说明该探针能够很好地检测细胞内碘离子。另外，从两组图中也可以看出，加入探针孵育后细胞形态良好，也说明探针对细胞具有低毒性。
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图6  HepG2细胞的荧光及明场图。 (a). HepG2细胞加10 μM探针孵育15 min后的荧光图; (b). (a)的明场图；(c). (a)和(b)叠加图; (d). HepG2细胞加10 μM探针及300 μM I-孵育15 min的荧光图; (e). (d)的明场图；(f). (d)和(e)的叠加图
Fig. 6  Fuorescence and bright field images of living HepG2 cells. (a) Fuorescence image of HepG2 cells incubated with 10 μM HCy-OMe-Br for 15 min; (b) Bright field images of (a); (c) The merged images of (a) and (b); (d) Fluorescence image of HepG2 cells incubated with 10 μM HCy-OMe-Br and 300 μM I- for 15min.(e) Bright field images of (d); (f) The merged images of (d) and (e). 
3 结论
本文设计合成了一种特异性检测碘离子的反应型的荧光探针HCy-OMe-Br。探针结构中含有双溴原子，由于重原子效应的存在，使其具有低的背景荧光；当探针与碘离子作用后，双溴发生反式消除，分子结构中被溴加成切断的π共轭体系重新恢复，形成双键桥连的D-π-A分子，共轭链扩展，致使荧光显著增强。实验结果表明，探针能够快速对碘离子进行高灵敏度、高选择性的检测。探针的发射波长为680 nm，处于近红外区域，激光共聚焦成像分析证明该探针可以对HepG2细胞内碘离子进行实时成像。相比于传统的基于重金属络合的碘离子荧光探针，HCy-OMe-Br具有更好的生物兼容性及细胞低毒性等优点，更适用于细胞内碘离子的成像研究，为生物体内碘离子的检测提供了新的研究手段。
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