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香豆素席夫碱类肼荧光探针的合成及性能研究
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摘要:以 ３￣(４￣氨基苯基)￣７￣二乙氨基香豆素(ＡＤＰＣ)为荧光母体ꎬ碳氮双键为识别位点ꎬ构建了一种新型的席夫碱类肼

荧光探针 ＨＡＰＣꎮ 在 Ｖ(ＤＭＳＯ) ∶Ｖ(ＰＢＳ 缓冲液ꎬｐＨ ７􀆰 ４)＝ ９ ∶１的体系中ꎬ该探针自身荧光微弱ꎬ与肼反应后呈现强黄绿

色荧光ꎬ实现了对肼的 Ｔｕｒｎ￣ｏｎ 检测ꎮ 探针对肼具有良好的选择性与抗干扰能力、较大的斯托克斯位移ꎬ检出限低至

１􀆰 ９２×１０－７ ｍｏｌ / Ｌꎬ检测最适 ｐＨ 范围为 ３~８ꎮ 通过 ＨＰＬＣ 与高分辨质谱验证了 ＨＡＰＣ 与肼的反应机制ꎮ 结果表明 ＨＡＰＣ
与肼经加成￣水解￣消除反应生成了荧光母体 ＡＤＰＣ 与对羟基苯腙ꎮ 此外ꎬ探针 ＨＡＰＣ 能制作成便携式试纸ꎬ已成功用于

气态肼的检测ꎮ
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荧光探针的合成及性能研究[ Ｊ] .化学试剂ꎬ２０２４ꎬ４６(１０):
５２￣５７ꎮ

　 　 肼(Ｎ２Ｈ４)由于其强碱性、亲核性和高还原

性ꎬ具有重要的工业应用价值ꎬ被广泛应用于医

药、农药、材料、染料等领域[１￣３]ꎮ 同时ꎬＮ２Ｈ４ 的易

燃性和爆轰性能使其成为火箭和航天器的高能推

进剂[４]ꎮ 但 Ｎ２Ｈ４ 也是一种高毒性化学物质ꎬ其
很容易通过吸入和皮肤接触而被人体吸收ꎬ会对

肝脏、肺、肾脏和人体中枢神经系统造成严重的损

害[５￣７]ꎮ 另外ꎬＮ２Ｈ４ 的广泛使用会不可避免地导

致其释放到环境中ꎬ从而带来严重的环境污染问

题ꎮ 美国环境保护署(ＥＰＡ)已将 Ｎ２Ｈ４ 列为可能

的人类致癌物ꎬ并规定其在饮用水中的阈限值为

３􀆰 １×１０－７ ｍｏｌ / Ｌ[８]ꎮ 因此ꎬ开发一种可靠、实时、
灵敏的检测微量 Ｎ２Ｈ４ 的方法至关重要ꎮ

与色谱￣质谱联用法[９]、滴定法[１０] 和电化学

法[１１]等检测 Ｎ２Ｈ４ 的传统方法相比ꎬ基于荧光探

针的荧光检测法因具有操作简便、成本低、灵敏度

高、选择性好以及良好的生物相容性等优势ꎬ近些

年在环境和生物体内微量 Ｎ２Ｈ４ 的检测中备受关

注[１２ꎬ１３]ꎮ 迄今为止ꎬ 文献已报道了多种检测

Ｎ２Ｈ４ 的反应型荧光探针ꎬ反应机制主要包括酯或

酰亚胺的肼解[１４ꎬ１５]、成环与开环反应[１６ꎬ１７]、与芳

香醛缩合成腙[１８ꎬ１９]、与碳碳双键反应成腙[２０ꎬ２１]

等ꎬ但其中许多探针还存在选择性差、检出限高等

不足ꎬ限制了这些探针的应用ꎬ因此开发高性能的

新型肼荧光探针仍具有重要的意义ꎮ
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席夫碱类化合物因合成简便且易与金属配

位ꎬ常被用于设计检测各种金属离子的荧光探

针[２２￣２４]ꎮ 此外ꎬ席夫碱结构中的碳氮双键易受到

亲核试剂的进攻ꎬ因此基于 Ｎ２Ｈ４ 较强的亲核性ꎬ
席夫碱类化合物还能被用于开发检测 Ｎ２Ｈ４ 的反

应型荧光探针[２５ꎬ２６]ꎬ但目前该类探针报道不多ꎬ
还具有很大的研究空间ꎮ 香豆素类化合物因具有

优异的光物理活性、较低的毒性以及易于结构修

饰等优点ꎬ被广泛用于荧光探针的设计与开

发[２７ꎬ２８]ꎮ 本文以 ３￣(４￣氨基苯基)￣７￣二乙氨基香

豆素(ＡＤＰＣ)为荧光母体ꎬ碳氮双键为识别位点ꎬ
构建了一种用于检测 Ｎ２Ｈ４ 的新型香豆素席夫碱

类 Ｔｕｒｎ￣ｏｎ 型荧光探针 ＨＡＰＣꎮ 该探针对 Ｎ２Ｈ４ 具

有良好的选择性ꎬ较高的灵敏度ꎬ检出限低至

１􀆰 ９２×１０－７ ｍｏｌ / Ｌꎮ 此外ꎬ探针 ＨＡＰＣ 能被制作成

便携式试纸ꎬ实现了对气态 Ｎ２Ｈ４ 的定性检测ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １ 　 主要仪器与试剂

Ｂｒｕｋｅｒ Ａｖａｎｃｅ ＮＥＯ ４００ ＭＨｚ 型核磁共振波

谱仪(瑞士 Ｂｒｕｋｅｒ 公司)ꎻＰＨＳＪ￣４Ａ 型 ｐＨ 计(上
海仪电科学仪器股份有限公司)ꎻＡｇｉｌｅｎｔ ６５４０ Ｑ￣
ＴＯＦ 型质谱仪(美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司)ꎻＦ￣４６００ 型荧

光分光光度计(日本日立公司)ꎻＵＶ￣２４５０ 型紫外

分光光度计、Ｐｒｏｍｉｎｅｎｃｅ ＬＣ￣２０Ａ 型高效液相色谱

仪(日本岛津公司)ꎮ
对羟基苯甲醛、二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)、苯胺、

硫脲、半胱氨酸(Ｃｙｓ)、高半胱氨酸(Ｈｃｙ)、谷胱甘

肽(ＧＳＨ) (分析纯ꎬ上海萨恩化学技术有限公

司)ꎻ水合肼、尿素、氨水、羟胺、乙酸(分析纯ꎬ天
津希恩思生化科技有限公司)ꎻ各种金属盐(分析

纯ꎬ上海麦克林生化科技股份有限公司)ꎻ所用其

他溶剂均为分析纯ꎻ荧光母体 ＡＤＰＣ 参照文献

[２９]报道的方法制得ꎻ实验用水为二次蒸馏水ꎮ
１􀆰 ２ 　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １ 　 探针 ＨＡＰＣ 的合成

图 １　 探针 ＨＡＰＣ 的合成

Ｆｉｇ.１　 Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｂｅ ＨＡＰＣ

将 ０􀆰 １６ ｇ ( ０􀆰 ５１ ｍｍｏｌ) 荧光母体 ＡＤＰＣ、
０􀆰 ０７５ ｇ (０􀆰 ６１ ｍｍｏｌ)４￣羟基苯甲醛以及 １５ ｍＬ 乙

醇置于 ５０ ｍＬ 圆底烧瓶中ꎬ加入 ２ 滴醋酸ꎬ油浴加

热 ９０ ℃反应ꎬ６ ｈ 后反应完全ꎮ 冷却后抽滤ꎬ用乙

醇洗涤ꎬ室温干燥后得 ０􀆰 １７ ｇ 橙色固体ꎬ收率为

６１％ꎮ １ＨＮＭＲ(ＤＭＳＯ￣ｄ６ꎬ４００ ＭＨｚ)ꎬδ:１０􀆰 １３( ｓꎬ
１Ｈ)ꎻ８􀆰 ５１(ｓꎬ１Ｈ)ꎻ８􀆰 ０９( ｓꎬ１Ｈ)ꎻ７􀆰 ７９(ｄꎬ２ＨꎬＪ ＝
５􀆰 ８ Ｈｚ)ꎻ７􀆰 ７５( ｄꎬ２ＨꎬＪ ＝ ５􀆰 ７ Ｈｚ)ꎻ７􀆰 ５１( ｄꎬ１Ｈꎬ
Ｊ＝ ６􀆰 ０ Ｈｚ)ꎻ７􀆰 ２６ ( ｄꎬ２Ｈꎬ Ｊ ＝ ５􀆰 ６ Ｈｚ)ꎻ６􀆰 ８９ ( ｄꎬ
２ＨꎬＪ＝ ５􀆰 ７ Ｈｚ)ꎻ６􀆰 ７３(ｄｄꎬ１ＨꎬＪ ＝ １􀆰 ６ꎬ５􀆰 ９ Ｈｚ)ꎻ
６􀆰 ５６( ｄꎬ １Ｈꎬ Ｊ ＝ １􀆰 ５ Ｈｚ)ꎻ ３􀆰 ４４ ( ｑꎬ ４Ｈꎬ Ｊ ＝ ４􀆰 ７
Ｈｚ)ꎻ１􀆰 １３( ｔꎬ６ＨꎬＪ ＝ ４􀆰 ６ Ｈｚ)ꎮ １３ＣＮＭＲ(ＤＭＳＯ￣
ｄ６ꎬ１００ ＭＨｚ)ꎬδ:１６０􀆰 ６６ꎬ１６０􀆰 ４９ꎬ１５９􀆰 ８３ꎬ１５５􀆰 ６８ꎬ
１５０􀆰 ９８ꎬ１５０􀆰 ３５ꎬ１４０􀆰 ５２ꎬ１３２􀆰 ６７ꎬ１３０􀆰 ７０ꎬ１２９􀆰 ５７ꎬ
１２８􀆰 ６８ꎬ１２７􀆰 ５１ꎬ１２０􀆰 ６９ꎬ１１８􀆰 ３６ꎬ１１５􀆰 ６４ꎬ１０９􀆰 １３ꎬ
１０８􀆰 ５０ꎬ ９６􀆰 ０９ꎬ ４４􀆰 ０７ꎬ １２􀆰 ３２ꎮ ＨＲＭＳ ( ＥＳＩ )ꎬ
Ｃ２６Ｈ２５Ｎ２Ｏ３[Ｍ＋Ｈ] ＋ꎬ 实 测 值 ( 计 算 值 )ꎬ ｍ / ｚ:
４１３􀆰 １８５ ６(４１３􀆰 １８６ ０)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ 　 光谱测试方法

探针 ＨＡＰＣ ( １０ ｍｍｏｌ / Ｌ ) 用 ＤＭＳＯ 配制ꎬ
Ｎ２Ｈ４ 和其他分析物(１０ ｍｍｏｌ / Ｌ)用二次蒸馏水

配制ꎬ备用ꎮ 在光谱测量中ꎬ移取 ３ μＬ ＨＡＰＣ 溶

液置于比色皿中ꎬ并加入一定浓度的 Ｎ２Ｈ４ 或其

他分析物ꎬ用 Ｖ(ＤＭＳＯ) ∶Ｖ(ＰＢＳ 缓冲液ꎬｐＨ ７􀆰 ４)
＝ ９ ∶１的混合溶液稀释ꎬ定容至 ３ ｍＬꎬ混匀室温放

置 ４０ ｍｉｎ 后测试其紫外吸收与荧光发射光谱ꎮ
以 ４１０ ｎｍ 为激发波长ꎬ记录溶液的荧光光谱ꎬ狭
缝宽度为 ５ ｎｍ / ２􀆰 ５ ｎｍꎬ波长采集范围为 ４５０~
６５０ ｎｍꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ 　 ＨＰＬＣ 的测试条件

色谱柱为 Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ Ｃ１８(２)柱(１５０ ｍｍ×４􀆰 ６
ｍｍ×５ μｍ)ꎮ 流动相为甲醇与水的混合溶液(体
积比为 ８５ ∶ １５)ꎬ流速为 １ ｍＬ / ｍｉｎꎬ检测波长为

４１０ ｎｍꎮ 探针 ＨＡＰＣ 和荧光母体 ＡＤＰＣ 的浓度均

为 １０ μｍｏｌ / Ｌꎬ进样量为 １０ μＬꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １ 　 探针 ＨＡＰＣ 的光谱响应

为了考察探针 ＨＡＰＣ 对 Ｎ２Ｈ４ 的光谱响应ꎬ
在 Ｖ(ＤＭＳＯ) ∶Ｖ(ＰＢＳ 缓冲液ꎬｐＨ ７􀆰 ４)＝ ９ ∶１的溶

液中ꎬ测定了探针 ＨＡＰＣ (１０ μｍｏｌ / Ｌ) 与 Ｎ２Ｈ４

(２００ μｍｏｌ / Ｌꎬ是指在体系中的终浓度ꎬ下同)反

应前后的紫外吸收和荧光发射光谱ꎮ
在紫外吸收谱图中(图 ２ａ)ꎬ探针 ＨＡＰＣ 在

４１０ ｎｍ 处有强的紫外吸收峰ꎮ 当加入 Ｎ２Ｈ４ 后ꎬ
其在 ４１０ ｎｍ 处的紫外吸收明显减弱ꎬ可能是由于

３５
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探针与 Ｎ２Ｈ４ 反应后破坏了探针分子内由 Ｃ􀪅􀪅Ｎ
形成的大共轭体系所致ꎮ 探针与 Ｎ２Ｈ４ 反应后的

紫外吸收峰强度与荧光母体 １０ μｍｏｌ / Ｌ ＡＰＤＣ 基

本一致ꎮ 由图 ２ｂ 可知ꎬ在 ４１０ ｎｍ 激发波长下ꎬ探
针 ＨＡＰＣ 在 ４５０ ~ ６５０ ｎｍ 范围内荧光强度微弱ꎬ
这是由于探针存在分子内 Ｃ􀪅􀪅Ｎ 顺反异构化的非

辐射跃迁ꎬ造成其荧光淬灭[３０]ꎻ与 Ｎ２Ｈ４ 反应后ꎬ
由于探针中的 Ｃ􀪅􀪅Ｎ 被破坏ꎬ其在 ５２４ ｎｍ 处荧光

强度显著增强ꎬ测试体系也由微弱荧光变为强黄

绿色荧光ꎮ ＨＡＰＣ 与 Ｎ２Ｈ４ 反应后的荧光发射光

谱与 ＡＰＤＣ 也基本吻合ꎮ 上述实验结果表明探针

ＨＡＰＣ 可用于 Ｎ２Ｈ４ 的荧光检测ꎮ 此外ꎬ探针

ＨＡＰＣ 具有较大的斯托克斯位移(１１４ ｎｍ)ꎬ使其

在荧光测试时能有效防止荧光自吸收效应ꎮ

图 ２　 ＨＡＰＣ、ＨＡＰＣ 加 Ｎ２Ｈ４ 以及 ＡＤＰＣ 的

紫外吸收光谱(ａ)和荧光发射光谱(ｂ)
Ｆｉｇ.２　 ＵＶ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ (ａ) ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ (ｂ)

ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＨＡＰＣꎬＨＡＰＣ＋Ｎ２Ｈ４ꎬａｎｄ ＡＤＰＣ

２􀆰 ２ 　 反应时间的影响

随后ꎬ考察了探针 ＨＡＰＣ 与 Ｎ２Ｈ４ 的最佳反

图 ３　 探针 ＨＡＰＣ 在加 Ｎ２Ｈ４ 后荧光强度

随反应时间的变化

Ｆｉｇ.３　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ ｏｆ ｐｒｏｂｅ ＨＡＰＣ
ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ Ｎ２Ｈ４ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ

应时间ꎮ 如图 ３ 所示ꎬ在 Ｖ(ＤＭＳＯ) ∶Ｖ(ＰＢＳ 缓冲

液ꎬｐＨ ７􀆰 ４) ＝ ９ ∶ １ 的体系中ꎬ加入 Ｎ２Ｈ４ ( ２００
μｍｏｌ / Ｌ)后ꎬＨＡＰＣ ( １０ μｍｏｌ / Ｌ) 的荧光强度在

２０ ｍｉｎ 内随反应时间增加迅速增大ꎬ随后增速减

慢并在 ４０ ｍｉｎ 后基本保持稳定ꎮ 由此可知ꎬ
ＨＡＰＣ 与 Ｎ２Ｈ４ 的最佳反应时间为 ４０ ｍｉｎꎮ
２􀆰 ３ 　 ｐＨ 的影响

ｐＨ 值是影响荧光探针实际应用的一个重要

因素ꎬ因此考察了不同 ｐＨ 对探针在 ５２４ ｎｍ 处荧

光强度影响ꎮ 如图 ４ 所示ꎬ在 Ｖ(ＤＭＳＯ) ∶Ｖ(ＰＢＳ
缓冲液) ＝ ９ ∶ １的体系中ꎬ当不加 Ｎ２Ｈ４ 时ꎬ探针

ＨＡＰＣ 的荧光强度在 ｐＨ ３~ １２ 之间基本不变ꎬ表
明探针自身在酸性或者碱性测试体系中都较为稳

定ꎮ 在 １０ μｍｏｌ / Ｌ 的探针溶液中加入 ２００ μｍｏｌ / Ｌ
Ｎ２Ｈ４ 后ꎬ探针的荧光强度在 ｐＨ ３~ ８ 的范围内保

持稳定ꎻ在 ｐＨ>８ 后ꎬ荧光强度随 ｐＨ 增大逐渐减

弱ꎮ 以上结果表明ꎬ探针 ＨＡＰＣ 更适合于在酸性

和中性条件下检测 Ｎ２Ｈ４ꎮ 本文选择 ｐＨ ７􀆰 ４ 的溶

液作为测试体系ꎮ

图 ４　 加 Ｎ２Ｈ４ 前后不同 ｐＨ 对探针 ＨＡＰＣ

荧光强度的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ
ｐｒｏｂｅ ＨＡＰＣ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ａｄｄｉｎｇ Ｎ２Ｈ４

２􀆰 ４ 　 探针 ＨＡＰＣ 的选择性和抗干扰性实验

为了评估探针 ＨＡＰＣ 对 Ｎ２Ｈ４ 的选择性ꎬ在
Ｖ(ＤＭＳＯ) ∶Ｖ(ＰＢＳ 缓冲液ꎬｐＨ ７􀆰 ４)＝ １ ∶９的体系

中ꎬ分别测试了 ＣＨ３ＣＯＯ
－、Ｉ－、Ｈ２ＰＯ

－
４、Ｆ

－、Ｎ－
３、Ｃｌ

－、
ＨＳＯ－

３、Ｂｒ
－、 ＳＯ２－

４ 、Ｋ＋、Ａｌ３＋、Ｃａ２＋、Ｎａ＋、Ｍｇ２＋、 Ｆｅ２＋、
Ｚｎ２＋、Ｈｃｙ、ＧＳＨ、Ｃｙｓ、尿素、氨水、硫脲、苯胺、羟胺

对 ＨＡＰＣ 的荧光响应ꎮ 由图 ５ 可知ꎬ在 １０ μｍｏｌ / Ｌ
的 ＨＡＰＣ 溶液中ꎬ分别加入 ２００ μｍｏｌ / Ｌ 的上述各

种分析物或 Ｎ２Ｈ４ 后ꎬ其他分析物并未对探针的

荧光强度产生明显的影响ꎬ而 Ｎ２Ｈ４ 则会使探针

在 ５２４ ｎｍ 处的荧光强度显著增强ꎮ 以上结果表

明ꎬ探针 ＨＡＰＣ 对 Ｎ２Ｈ４ 具有良好的选择性ꎬ可用

于 Ｎ２Ｈ４ 的识别与检测ꎮ

４５
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图 ５　 探针 ＨＡＰＣ 中加入 Ｎ２Ｈ４ 或其他分析物的

荧光光谱图

Ｆｉｇ.５　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｐｒｏｂｅ ＨＡＰＣ ａｆｔｅｒ
ａｄｄｉｎｇ Ｎ２Ｈ４ ｏｒ ｏｔｈｅｒ ａｎａｌｙｔｅｓ

在 Ｖ(ＤＭＳＯ) ∶Ｖ(ＰＢＳ 缓冲液ꎬｐＨ ７􀆰 ４)＝ ９ ∶１
的溶液中ꎬ进一步考察了探针 ＨＡＰＣ 的抗干扰能

力ꎮ 在 ＨＡＰＣ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)溶液中ꎬ先分别加入上

述各种分析物(２００ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ再加入 Ｎ２Ｈ４(２００
μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ测试反应体系的荧光光谱ꎮ 如图 ６ 所

示ꎬ绝大多数干扰物对探针荧光强度的影响不大ꎻ
只有个别含氨基的分析物如 Ｈｃｙ、Ｃｙｓ 会使探针的

荧光强度略有下降ꎬ但其荧光强度仍是不加 Ｎ２Ｈ４

时的 ７ 倍以上ꎬ并不影响探针对 Ｎ２Ｈ４ 的选择性

识别与检测ꎮ 由此可知ꎬＨＡＰＣ 的抗干扰能力较

强ꎬ能够用于复杂环境中 Ｎ２Ｈ４ 的检测ꎮ

１~２５ 分别代表:ＣＨ３ＣＯＯ－、Ｉ－、Ｈ２ＰＯ－
４ 、Ｆ－、Ｎ－

３ 、Ｃｌ－、ＨＳＯ－
３ 、

Ｂｒ－、ＳＯ２－
４ 、Ｋ＋、Ａｌ３＋、Ｃａ２＋、Ｎａ＋、Ｍｇ２＋、Ｆｅ２＋、Ｚｎ２＋、Ｈｃｙ、ＧＳＨ、

Ｃｙｓ、尿素、氨水、硫脲、苯胺、羟胺和空白

图 ６　 其他分析物与 Ｎ２Ｈ４ 共存时对探针 ＨＡＰＣ

荧光强度的影响

Ｆｉｇ.６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｅｘｉｓｔｅｎｃｅ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ａｎａｌｙｔｅｓ ｗｉｔｈ
Ｎ２Ｈ４ ｏｎ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｂｅ ＨＡＰＣ

２􀆰 ５ 　 探针 ＨＡＰＣ 的荧光滴定实验

在 Ｖ(ＤＭＳＯ) ∶Ｖ(ＰＢＳ 缓冲液ꎬｐＨ ７􀆰 ４)＝ ９ ∶１
的溶液中ꎬ记录了 １０ μｍｏｌ / Ｌ 探针与不同浓度

(０~４００ μｍｏｌ / Ｌ)的 Ｎ２Ｈ４ 反应后的荧光光谱ꎮ 如

图 ７ 所示ꎬＨＡＰＣ 在 ５２４ ｎｍ 处的荧光强度随着

Ｎ２Ｈ４ 浓度的增大而逐渐增强ꎬ并在 Ｎ２Ｈ４ 的浓度

大于 ２００ μｍｏｌ / Ｌ 后趋于稳定ꎮ 由图 ７ｂ 中插图可

知ꎬＨＡＰＣ 的 荧 光 强 度 与 Ｎ２Ｈ４ 浓 度 在 １ ~

８０ μｍｏｌ / Ｌ 范围内线性关系良好ꎬ回归方程为 ｙ ＝
４７􀆰 ２７６ｘ＋８１５􀆰 ４９ꎬＲ２ ＝ ０􀆰 ９９０ ６ꎮ ＨＡＰＣ 的检出限

(ＬＯＤ)通过公式 ＬＯＤ＝３σ/ Ｋ(其中ꎬσ 为空白样测量

值的标准偏差ꎬＫ 为线性拟合曲线的斜率)计算得

出ꎬ结果为 １􀆰 ９２×１０－７ ｍｏｌ / Ｌꎮ 以上结果表明 ＨＡＰＣ
可用于 Ｎ２Ｈ４ 的定量检测ꎬ并具有较高的灵敏度ꎮ

图 ７　 探针 ＨＡＰＣ 与不同浓度的 Ｎ２Ｈ４ 反应后的荧光

光谱(ａ)及荧光强度变化曲线(ｂ)(插图为 ＨＡＰＣ 的

荧光强度与 Ｎ２Ｈ４ 浓度之间的线性拟合曲线)

Ｆｉｇ.７　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒａ (ａ) ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｃｕｒｖｅ (ｂ) ｏｆ ｐｒｏｂｅ ＨＡＰＣ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ
Ｎ２Ｈ４ ｗｉｔｈ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ (Ｉｎｓｅｔ:Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ

ｌｉｎｅａｒ ｆｉｔｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ
ＨＡＰＣ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎ２Ｈ４)

２􀆰 ６ 　 探针 ＨＡＰＣ 对 Ｎ２Ｈ４ 的识别机制

由紫外吸收和荧光发射光谱的结果(图 ２)可
初步断定ꎬ探针 ＨＡＰＣ 与 Ｎ２Ｈ４ 反应后转化为荧

光母体 ＡＤＰＣꎮ 结合文献[２６]报道的机制ꎬ推测

探针 ＨＡＰＣ 与 Ｎ２Ｈ４ 可能的反应机制如图 ８ 所

示ꎮ Ｎ２Ｈ４ 作为亲核试剂进攻 ＨＡＰＣ 中的碳氮双

键ꎬ先发生加成反应生成中间产物ⅠꎬⅠ随后发生

水解与消除反应ꎬ释放出荧光母体 ＡＤＰＣ 并生成

对羟基苯腙ꎬ反应体系也由最初 ＨＡＰＣ 的微弱荧

光变为 ＡＤＰＣ 的强黄绿色荧光ꎮ 为进一步证实

ＨＡＰＣ 对 Ｎ２Ｈ４ 的识别机制ꎬ对二者反应后的溶液

进行了 ＨＰＬＣ(图 ９)和高分辨质谱(图 １０)分析ꎮ
如图 ９ 所示ꎬ探针 ＨＡＰＣ 自身的色谱峰出现在保

留时间为 ７􀆰 ４５ ｍｉｎ 时ꎻ当 ＨＡＰＣ 与 ５ 倍浓度的

Ｎ２Ｈ４ 反应后ꎬ在 ４􀆰 ０８ ｍｉｎ 处出现一个新峰ꎬ与荧

光母体 ＡＤＰＣ 的出峰时间吻合ꎻ当 ＨＡＰＣ 与 ２０ 倍

５５
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浓度的 Ｎ２Ｈ４ 反应后ꎬ得到的色谱图与 ＡＤＰＣ 一

致ꎬ说明此时 ＨＡＰＣ 已完全转化为 ＡＤＰＣꎮ 由图

１０ 可知ꎬ探针 ＨＡＰＣ 与 ２０ 倍浓度的 Ｎ２Ｈ４ 反应

后ꎬ在 ｍ / ｚ 为 １３７􀆰 ０７１ ５ 与 ３０９􀆰 １５９ ６ 处出现了两

个分子离子峰ꎬ分别与对羟基苯腙(１３７􀆰 ０７０ ９)和
荧光母体 ＡＤＰＣ(３０９􀆰 １５９ ８)质子化的相对分子

质量相对应ꎮ 以上结果证明ꎬ探针 ＨＡＰＣ 与 Ｎ２Ｈ４

反应后生成了荧光母体 ＡＤＰＣ 与对羟基苯腙ꎮ

图 ８　 探针 ＨＡＰＣ 对 Ｎ２Ｈ４ 可能的识别机制

Ｆｉｇ.８　 Ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｐｒｏｂｅ ＨＡＰＣ ｆｏｒ Ｎ２Ｈ４

图 ９　 ＡＤＰＣ、ＨＡＰＣ 及 ＨＡＰＣ 与 Ｎ２Ｈ４ 反应产物的

ＨＰＬＣ 谱图

Ｆｉｇ.９　 ＨＰＬＣ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＡＤＰＣꎬＨＡＰＣ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ
ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＨＡＰＣ ａｎｄ Ｎ２Ｈ４

图 １０　 探针 ＨＡＰＣ 与 Ｎ２Ｈ４ 反应后溶液的

高分辨质谱

Ｆｉｇ.１０　 Ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｏｆ ｐｒｏｂｅ
ＨＡＰＣ ａｆｔｅｒ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｎ２Ｈ４

２􀆰 ７ 　 探针 ＨＡＰＣ 对气态 Ｎ２Ｈ４ 的检测

由于 Ｎ２Ｈ４ 易挥发且气态 Ｎ２Ｈ４ 会严重危害

人体健康ꎬ因此考察了探针对气态 Ｎ２Ｈ４ 的检测

性能ꎮ 将试纸条置于探针 ＨＡＰＣ(１００ μｍｏｌ / Ｌ)的
甲醇溶液中浸泡 １０ ｍｉｎ 后取出并自然风干ꎮ 将

负载探针的试纸条分别置于装有 ０􀆰 １％、１％、５％、
１０％、１５％、２０％ Ｎ２Ｈ４ 溶液的试剂瓶的顶部ꎬ密封

放置 ３０ ｍｉｎ 后取出ꎬ在 ３６５ ｎｍ 紫外灯下观察其

颜色变化ꎮ 如图 １１ 所示ꎬ没有 Ｎ２Ｈ４ 存在时ꎬ试

纸为浅绿色ꎻ随着 Ｎ２Ｈ４ 的浓度升高ꎬ试纸颜色变

化明显ꎬ逐渐由深绿色变为黄绿色ꎮ 以上结果表

明探针 ＨＡＰＣ 可以制成便携式试纸用于气态

Ｎ２Ｈ４ 的检测ꎮ

图 １１　 负载探针 ＨＡＰＣ 的试纸对气态 Ｎ２Ｈ４ 的检测

Ｆｉｇ.１１　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇａｓｅｏｕｓ Ｎ２Ｈ４ ｂｙ ｔｅｓｔ ｐａｐｅｒ ｌｏａｄｅｄ

ｗｉｔｈ ｐｒｏｂｅ ＨＡＰＣ

３　 结论

本文设计合成了一种新型的香豆素席夫碱类

Ｔｕｒｎ￣ｏｎ 型肼荧光探针 ＨＡＰＣꎬ其结构经核磁氢

谱、核磁碳谱和高分辨质谱确证ꎮ 在 Ｖ(ＤＭＳＯ) ∶
Ｖ(ＰＢＳ 缓冲液ꎬｐＨ ７􀆰 ４) ＝ ９ ∶１的测试体系中ꎬ探
针与 Ｎ２Ｈ４ 反应前后ꎬ测试体系由微弱荧光变为

强黄绿色荧光ꎮ 在 １~ ８０ μｍｏｌ / Ｌ 的范围内ꎬ探针

荧光强度与 Ｎ２Ｈ４ 浓度线性关系良好 ( Ｒ２ ＝
０􀆰 ９９０ ６)ꎬ检出限为 １􀆰 ９２×１０－７ ｍｏｌ / Ｌꎮ 该探针在

ｐＨ ３~８ 内对 Ｎ２Ｈ４ 荧光响应稳定ꎬ并具有良好的

选择性和抗干扰能力ꎮ 通过对紫外吸收光谱、荧
光发射光谱、ＨＰＬＣ 以及高分辨质谱的分析ꎬ证实

了探针对 Ｎ２Ｈ４ 的识别机制ꎮ 此外ꎬ探针 ＨＡＰＣ
还能被制作成便携式试纸用于气态 Ｎ２Ｈ４ 的检

测ꎬ具有较好的应用前景ꎮ
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