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一种卟啉近红外荧光探针用于

亚硝酸盐的检测应用 !

杨?山!吴振威!成奋民!张培盛!曾荣今!

$湖南科技大学 化学化工学院!理论有机化学与功能分子教育部重点实验室!湖南 湘潭 "%%#$%%

摘'要#以卟啉为原料合成了一种检测亚硝酸盐的近红外荧光探针!利用核磁共振氢谱和质谱对化合物结构进行了表征(

研究了亚硝酸盐的浓度对探针荧光的影响!结果表明!随着亚硝酸盐浓度的增加!探针的荧光强度逐渐增强!且在 $($%% .a

$(!$$ $

.

K,C0g浓度范围内!相对荧光强度与亚硝酸盐浓度之间具有良好的线性关系!线性方程为 '0'

$
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n
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]

$(&&% &!有很高的灵敏度!检测限为 %%(. 3K,C0g&I0U

]

!'(选择性测试结果可知!探针与硝酸根离子反应后的

相对荧光强度值为 %(&%!而与其他 %6种干扰物质反应后的相对荧光强度值均低于 %(&%!探针与亚硝酸盐反应后的相对荧

光强度值为 5(!5!是探针与硝酸根离子反应后相对荧光强度值的 !(!倍(抗干扰性测试结果可知!探针与亚硝酸盐反应后的

相对荧光强度值为 5(#&!亚硝酸盐分别与其他 %/ 种干扰物质共同存在于溶液中时与探针反应后的相对荧光强度值在

.(&%a5("/变化!结果表明!探针对亚硝酸盐的检测具有良好的选择性和抗干扰能力(探针能成功地应用于不同规格的火腿

肠和酱菜中亚硝酸盐的含量的测定!具有应用于实际样品中亚硝酸盐检测的潜力(
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亚硝酸盐!广泛存在于土壤)水和食品中"%#

!是经常使用的颜色固定剂和食品防腐剂!已经被证明对

人体健康具有很大的威胁"##

(过量摄入亚硝酸盐会导致许多严重的疾病!包括癌症"!#

)婴儿高铁血红蛋白

血症""#

)中枢神经系统系统出生缺陷".#等(因此!对于亚硝酸盐的检测具有非常重要的意义(常见的检测方

法有色谱法)电化学分析)毛细管电泳法以及荧光探针法"5

*

/#等(荧光探针法由于其方法简单!选择性好!

灵敏度高而备受关注"&#

(但大多数检测亚硝酸盐的荧光探针的荧光发射波长较短!容易受到实际样品中短

波长背景荧光的干扰"%$

*

%"#

(基于此!我们合成了一种含邻二氨基苯基结构单元的卟啉荧光探针!该探针具

有近红外发射波长!可实现对亚硝酸盐的检测!且具有良好的选择性和抗干扰能力(探针能应用于食品中

亚硝酸盐含量的检测!具有潜在的应用前景(

=>工作准备

=(=>探针的合成

目标产物 .
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*二氨基苯基%

*

%$!%.!#$

*三苯基卟啉 $R

#
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;ee

*
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#

%的合成!参考文献"%.#的

部分合成方法!具体的合成步骤如下&第一步!参考已报道的文献"%5#合成 .

*

$"

*硝基苯基%

*

%$!%.!#$

*

三苯基卟啉 $;ee

*

Uk

#

%(将称取的 # :原料;ee

*

Uk

#

用 .$ Kg浓盐酸溶解!搅拌几分钟后将称取的 %# :

氯化亚锡加入上述溶液中!在 6. q下继续搅拌反应 & 8(反应之后!用氨水溶液$市售的分析纯溶液%调节

MR至 6a/!二氯甲烷萃取得到有机层并旋干!真空干燥 #" 8(通过柱层析法将粗产物进一步纯化!得到产

物 .
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*氨基苯基%

*
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*三苯基卟啉$;ee

*
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#

%$产量为 %(% :!产率为 .. %̂(第二步!将 % :的

;ee

*

UR

#

加入 #$ Kg冰醋酸中搅拌溶解!然后将 $(#"! :醋酸酐溶液加入上述溶液中!室温下继续搅拌反

应 . 8(反应之后!用氨水溶液$市售的分析纯溶液%调节 MR至 6a/!用二氯甲烷萃取得到有机层并旋干!

真空干燥 #" 8!得到亮紫色的产物 .

*对乙酰氨基苯基*

%$!%.!#$

*三苯基卟啉$;ee

*

URPkPR

!

%$产量为

$(/" :!产率为 /" %̂(第三步!将 $(5 :的;ee

*

URPkPR

!

在冰浴条件下溶解于 %. Kg二氯甲烷中!温度控

制在 $a. q!加入 $(6%" Kg硝酸溶液!继续搅拌反应 !$ K-3(反应之后!用氨水溶液$市售的分析纯溶液%

调节 MR至 6a/!二氯甲烷萃取得到有机层并旋干!得到硝化的粗产物!真空干燥 #" 8(用柱层析法进一步

纯化粗产物!得到第一个色带并旋干!得到产物 .
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% $ 产 量 为 $(%# :! 产 率 为 #$ %̂(第 四 步! 移 取 !$ Kg盐 酸 溶 液

$浓盐酸&水]

%

!

%&. A+A%将 $(%# :上述产物k

#

U

*

;ee

*

URPkPR

!

溶解!%#$ q下搅拌回流 %5 8!然后将

/ :氯化亚锡加入上述反应液中!在 6. q下继续搅拌反应 %# 8(反应之后!将上述反应液冷却至室温!用氨

水溶液$市售的分析纯溶液%调节 MR至 6a/!二氯甲烷萃取有机层并旋干!真空干燥过夜!进一步纯化得

到目标产物.
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% $产量为 $($. :!产率为 "%(

6 %̂(具体的合成路线如图 %所示(原料及中间产物的结构通过质谱和核磁共振氢谱进行了确认!目标产

物的结构表征如图 #所示(

./
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图 %'探针的合成路线

图 #'R

#

U

*

;ee

*
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#

的结构表征

=(?>R

?

U

C

;ee

C

UR

?

的结构表征

=(@>测试方法及样品的前处理

测试方法&移取 %$$

.

g%($ KK,C0g的探针母液于 . Kg容量瓶中!加入 %($ Kg浓度为 #($ K,C0g的

RPC溶液!加入不同浓度的亚硝酸钠溶液!用二次蒸馏水稀释至 . Kg!混合均匀!在 !6 q下反应 "$ K-3(然

后!加入 .#$

.

g浓度为 # K,C0g的氢氧化钠溶液!用乙腈溶液稀释至 %$ Kg(移取 ! Kg于比色皿中!测试

其荧光光谱图!选择激发波长为 "!5 3K!激发和发射波长的狭缝宽度分别为 . 3K和 %$ 3K(

样品前处理&称量 . :火腿肠和酱菜! 加入 .$ Kg.$ q的二次蒸馏水!捣碎!浸泡 #$ K-3! 用氯仿萃

取除去油脂!过滤水层!移入 %$$ Kg容量瓶中定容(准确移取 %($ Kg上述溶液于容量瓶中!稀释至 %$ Kg

备用(

?>结果与讨论

?(=>探针对亚硝酸盐的检测

为了考察探针对亚硝酸盐的响应性能!实验中!采用不同浓度的亚硝酸盐与探针反应!测试其荧光光谱!

结果如图 !9所示(由图 !可知&在未加入亚硝酸盐之前!探针自身的荧光因eL;效应被淬灭而显示很弱的荧

光!当加入亚硝酸盐之后!探针与亚硝酸盐反应形成苯并三氮唑单元!eL;效应被抑制!荧光恢复而发出红色

5/
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荧光(随着亚硝酸盐浓度的增加!荧光强度不断增强(进一步考察了最大发射波长为 5.5 3K处相对荧光强度

$'0'

$

$注&m表示在最大发射波长为 5.5 3K处的荧光强度值!'

$

表示与'值相对应的空白溶液在最大发

射波长为 5.5 3K处的荧光强度值%%随亚硝酸盐浓度变化的关系!如图 !Y 所示(由图 ! 可知&硝酸盐的浓

度在$($%% .a$(!$$ $

.

K,C0g的范围内!相对荧光强度与硝酸盐浓度之间具有很好的线性关系!线性方程

为'0'

$

]

.(&%. "$

n

%($/$ #!4

#

]

$(&&% &!具有很高的灵敏度!检测限为 %%(. 3K,C0g$I0U

]

!%(

注&$Y% 中插入图为相对荧光强度 $ '0'

$

%与亚硝酸盐浓度的线性关系

图 !'探针对亚硝酸盐的响应性能

?(?>探针对亚硝酸盐的选择性和抗干扰性检测

良好的选择性和竞争性是探针具备的必要条件(考虑到实际样品中其他离子和氨基酸等的干扰!将不

同的可能干扰物种分别与探针反应!考察其对荧光强度的影响!结果如图 "9所示(由图可知!探针与亚硝

酸盐反应有显著的荧光增强响应!而当加入 %$倍当量的其他氨基酸或阴离子等相关干扰物!荧光强度几

乎没有发生变化(由此可见!探针对亚硝酸盐的检测具有良好的选择性(将不同的可能干扰物种和亚硝酸

盐一起与探针反应!考察其对荧光强度的影响!结果如图 "Y所示(由图 "可知!在干扰物种共存的情况下!

不会显著影响探针与亚硝酸盐反应后的荧光强度的变化!说明探针对亚硝酸盐的检测具有良好的抗干扰

能力(

图 "'探针对亚硝酸盐的选择性和抗干扰性

?(@>实际样品中亚硝酸盐的检测

鉴于探针有良好的实验室检测性能!进一步考察了探针对实际样品的检测能力!我们检测了 #种不同

6/
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规格火腿肠中亚硝酸盐的含量(所有的样品均按相同的方法和条件平行测定 ! 次! 测定结果如表 % 所示(

样品分析的加标回收率在&/(&^a%$%("^以及 &&(5^a%$$(6 !̂=IV在 #(#^a#(&^及 #(%^a#(/^(同理!

我们检测了 # 种不同规格酱菜中亚硝酸盐的含量!测定结果如表 # 所示!样品分析的加标回收率在

&/(5^a%$!(5^以及 &/(5^a%$" !̂ =IV在 %(%^a#(/^及 %($^a#(5^之间! 方法具有较好的重现性(

表 %'#种不同规格火腿肠中亚硝酸盐的检测

样品编号0火腿肠 添加量 0$K:04:% 测得量 0$K:04:% =IV0$6

]

!! %̂ 回收率 0̂

%

$($ 6"(. #(#

*

5(& /%(. #(! %$%("

%!(/ //(" #(5 %$$(6

#6(5 %$%(/ #(& &/(&

#

$($ 6#(. #(%

*

5(& 6&(# #(! &6(%

%!(/ /5(" #(5 %$$(6

#6(5 %$$($ #(/ &&(6

表 #'#种不同规格酱菜中亚硝酸盐的检测

样品编号0火腿肠 添加量 0$K:04:% 测得量 0$K:04:% =IV0$6

]

!! %̂ 回收率 0̂

%

$($ .!(" %(%

*

5(& 5$(. %(/ %$#(&

%!(/ 56($ #(" &/(5

#6(5 /#($ #(/ %$!(5

#

$($ .%($ %($

*

5(& ./($ %(" %$%("

%!(/ 5"(5 %(& &/(5

#6(5 6&(6 #(5 %$"($

@>结论

%% 以卟啉为原料! 合成了一种在近红外区检测亚硝酸盐的荧光探针(由于光诱导电子转移$eL;%机

理!探针自身的荧光被淬灭!亚硝酸盐在酸性介质中与探针发生反应!生成苯并三氮唑类卟啉化合物!使得

荧光恢复!实现对亚硝酸盐的检测(

#% 探针对亚硝酸盐的检测具有良好的选择性!荧光性能稳定!抗干扰能力强!在选定的测试条件下!

具有良好的线性关系!检测限为 %%(. 3K,C0g(探针成功应用于不同规格火腿肠和酱菜中亚硝酸盐含量的

测定(
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