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荧光增强型四嗪生物正交荧光探针的设计与合成
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摘要: 目前, 生物正交荧光探针正逐步发展为一种活细胞荧光成像的理想工具。在四嗪生物正交荧光增强型探

针中, 四嗪扮演着生物正交反应单元及荧光淬灭单元的双重角色, 该类探针荧光的“关闭”与“开启”主要通过逆电子

需求的Diels-Alder (IEDDA) 生物正交反应实现。因此, 为实现荧光成像的高信噪比及高特异性, 本文探索设计并

合成了一系列具有电子给体—π共轭—电子受体 (D-π-A) 结构的“开-关”型四嗪荧光探针, 该系列探针与亲二烯体

环辛炔发生 IEDDA生物正交反应, 原位生成的哒嗪结构可以充当电子受体, 从而产生新的具有D-π-A效应的荧光

染料, 开启分子内电荷转移 (intramolecular charge transfer, ICT) 效应。通过调节给电子基团类型及共轭程度, 实现

了 400～647 nm的荧光调控及高达 500倍的荧光开启。本文的研究成果为四嗪生物正交荧光探针的进一步优化及

其在分子影像和生物医学领域的应用奠定了基础。
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Abstract: Bioorthogonal fluorogenic probes are becoming an ideal tool for live-cell fluorescence imaging.

With the tetrazine bioorthogonal fluorogenic probe that displays fluorescence enhancement, the tetrazine plays

the dual-role of a bioorthogonal reaction unit and the fluorescence quenching unit. The "off" and "on" states of the

fluorescence probe are mainly controlled through inverse electron demand Diels-Alder (IEDDA) bioorthogonal

reaction. We designed a series of turn-on tetrazine fluorescent probes with Donor-π-Acceptor (D-π-A) structure to

achieve a high signal-to-noise ratio and specificity of fluorescence imaging. This series of probes reacted with the

dienophile bicyclononyne, and then generated pyridazine structure in-situ that acted as an electron acceptor, resulting

in a new D-π-A effect of fluorescent dyes, turning on the intramolecular charge transfer (ICT) effect. By adjusting

the electron-donating groups and the degree of conjugation, tunable fluorescence spectra between 400-647 nm

with fluorescence turn-on enhanced up to 500-fold have been achieved. This research lays the foundation for the

further optimization of tetrazine bioorthogonal fluorescent probes and their applications in molecular imaging and

biomedical fields.
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荧光探针因其具有灵敏度高、操作简便、实时监测

和无创性[1,2]等特点, 被广泛用于生物体的生物化学过

程的研究[3-5]、疾病标志物的诊断[6,7]、肿瘤可视化成

像[8]、引导术中手术切除[9]等领域。荧光探针通常由目

标分析物的识别基团和荧光团组成。传统的荧光探针

与分析靶标的识别方式, 主要是通过非共价的弱分子
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间作用 (如: 氢键、静电作用和范德华力等), 其光谱变

化范围窄且结合过程可逆, 而且在水介质中还存在竞

争性超分子相互作用[10]。与传统型荧光探针相比, 基

于反应活性的荧光探针有着更显著的光学信号变化,

更高的选择性和灵敏度[11], 在生物医学领域应用方面

有着更大的优势。

目前, 开发用于体内成像的反应型荧光探针的问题

在于, 如何实现智能传感器反应 (生理条件下选择性检

测目标分析物)、快速反应动力学 (实时检测生物过程)、

信号增强 (减少背景干扰和高灵敏度)、以及从环境敏

感的荧光信号中提取可靠的数据[10]。利用生物兼容性

好、选择性优越、反应快速的生物正交反应来构建的

“开-关”型荧光探针[11], 可以较好地解决上述问题[8]。其

中, 基于四嗪的逆电子需求Diels-Alder (inverse electron

demand Diels-Alder, IEDDA) 的生物正交反应, 具有反

应快速 (k2 = 1～106 L·mol-1·s-1) 且无需催化剂等优点,

能够理想地用于体内外荧光探针成像[12-14]、生物正交

前药的控释 (如多柔比星、氟尿苷)[15,16]和功能性生理

分子的激活[17]。

2010年, Devaraj等[18]首次报道了基于 IEDDA反应

实现四嗪荧光探针荧光开启的研究。他们基于Föster共

振能量转移 (Föster resonance energy transfer, FRET) 原

理, 将 3-(4-苄基氨基)-1,2,4,5-四嗪与荧光团BODIPY

FL (图1A) 通过非共轭烷基链连接, 构建了荧光淬灭的

四嗪探针, 其与亲二烯体反应后荧光增强15倍。但是由

于四嗪吸收光谱位于可见光区域 (小于 550 nm)[19,20],

并且摩尔吸光系数通常小于 1 000 L·mol-1·cm-1, 其作

为 FRET受体应用范围受到诸多限制。在这之后, 基

于跨键能量转移 (through bond energy transfer, TBET)

的荧光淬灭机制, Weissleder课题组[21]设计了一系列高

效的“开-关”型四嗪-BODIPY荧光探针 (图 1B), 与柔

性连接的四嗪-荧光团偶联物相比, 其与亲二烯体反应

后荧光增强 900倍。根据同样的淬灭机制, Weissleder

课题组[22]报道了四嗪-香豆素荧光探针, 反应后荧光增

强近千倍, 荧光光谱覆盖蓝色到绿色。虽然这些策略

可以有效提高荧光开启倍数, 但是并未报道这一策略

对发射波长大于 530 nm染料的荧光调控。与前面两

种机制不同, Park课题组[19]报道了另外一种暗态淬灭

Figure 1 Previous works for tetrazine bioorthogonal fluorogenic probes and this work for fluorophores in situ formation by tetrazine bioor‐

thogonal reaction. [a]Increase in fluorescence. [b]Emission wavelength
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机制。他们通过四嗪和 Seoul-Fluor (SF) 染料核之间

的强电子耦合实现较为有效的暗态荧光淬灭, 且探针

与亲二烯体反式环辛烯 (trans-cyclooctene, TCO) 发生

反应后, 实现了 67倍的荧光增强 (发射波长为 493 nm,

图 1C)。接着, Vrabel课题组[23]报道了发射波长的调控

范围为 480 nm 至 605 nm 的一系列荧光探针, 其荧光

增强91倍, 而最大发射波长为605 nm的荧光探针只能

实现 9倍的荧光强度增强。近期, 本课题组基于分子

内电荷转移 (intramolecular charge transfer, ICT) 机制,

开发了一类名叫“Huaxi-Fluors”的新型荧光增强型四

嗪生物正交荧光探针[24]。该探针以处于低能量的最低

未占用分子轨道 (lowest unoccupied molecular orbital,

LUMO) 的四嗪作为荧光淬灭基团和生物正交反应底

物, 其发生生物正交反应后形成的哒嗪产物荧光增强

可达数百倍, 发射波长可从 556 nm覆盖到 728 nm, 适

用于活细胞细胞器精细结构成像和小动物肿瘤成像,

具有较高的信噪比。

此外, 四嗪生物正交染料在生物医药领域还具有

诸多潜在的应用。例如, 四嗪淬灭的荧光探针与前药

乙烯基醚CPT分别包载于脂质体, 脂质体通过尾静脉

注射进入小鼠体内后, 发生 IEDDA反应实现前药靶向

释放和肿瘤荧光成像[25]。炔烃或烯烃修饰的非天然氨

基酸代谢标记细胞后 , 与四嗪功能化的荧光团进行

IEDDA环加成反应, 可对细胞内感兴趣蛋白 (POI) 进行

位点特异性荧光标记和成像[26]。叠氮和 TCO预定位

于特定的亚细胞位置, 随后与亲二烯体双环[6,1,0]壬炔

(bicyclononyne, BCN) 或四嗪修饰的荧光染料发生生物

正交反应, 能同时实现对不同靶标的多色标记成像[27,28]。

四嗪淬灭荧光探针与光诱导释放联用, 实现可见光与

生物正交反应双重控制的功能性生物分子释放[29]。

本文基于“Huaxi-Fluors”染料的前期研究[24], 继续

系统性地探索四嗪与不同给电子 π共轭基团相连获得

的荧光骨架的荧光性能, 以丰富全波段荧光发射 (可

见光到近红外区域) 且荧光增强倍数高 (大于100倍) 的

四嗪生物正交荧光探针, 完善该类四嗪生物正交染料

体系。基于已报道的研究策略, 先将四嗪与具有共轭结

构的电子供体相连, 构建了荧光淬灭的探针; 四嗪探针

与BCN发生 IEDDA反应后直接生成哒嗪。生成的哒

嗪[22,30]可以作为电子受体与电子供体一起构成D-π-A

原位荧光染料 (图 1), 实现荧光的“开启”。此外, 也将

通过调控染料的共轭程度和电子性质, 调控这种偶极

结构荧光染料的光学性质, 以期获得高光学性能的四

嗪生物正交荧光染料。

本研究以本课题组前期报道的硫醇催化合成的四

嗪磷酸酯[31]为底物, 通过与具有不同共轭程度的醛发

生纳尔-沃兹沃思-埃蒙斯反应 (Horner-Wadsworth-

Emmons, HWE), 构建具有不同潜在光学性质的四嗪

荧光探针。通过测量四嗪荧光探针与BCN反应前后

光学性质的改变, 探究染料结构中供电子基团种类、供

电子能力、π共轭基团种类与共轭长度对荧光探针光

学性能的影响 (图 2)。并且基于这一策略不断优化探

针的结构, 使荧光染料实现全波段荧光发射与高倍数

荧光增强等优异的性能, 为研究生物现象和疾病诊断

提供潜在的有效工具。

结果与讨论

1 四嗪生物正交探针的设计

选用最简单的稠环萘基作为探针的电子供体, 与四

嗪电子受体通过双键相连, 得到荧光探针1。高效液相

色谱-质谱 (HPLC-MS) 监测结果显示: 探针 1与BCN

反应后, 专一性的生成哒嗪产物 (图3A)。通过紫外-可

见分光光度计和荧光光谱仪, 对生成的荧光产物进行

了光学性质测定, 其激发波长为 324 nm, 发射波长为

400 nm, 并且反应前后荧光增强3.4倍 (图4A、4D)。

随后, 选取更为富电子的杂环芳香族化合物呋喃与

四嗪连接得到探针 2 (图 2)。探针 2在与BCN反应后,

其激发和发射波长分别为 371 nm和 434 nm (较探针 1

分别红移47 nm/34 nm), 但是反应前后荧光开启强度只

有2倍。推测相较于萘环, 由于呋喃的氧原子上的一个

孤对电子离域到芳香环体系中, 增大其电子云密度, 故供

电子能力更强, 导致光谱红移。之后, 选取苯并噻唑与四

嗪连接, 得到探针3。相较于探针1, 探针3与BCN反应

后, 发射波长 (412 nm) 略微红移。而相比于探针 2, 探

针3在反应后其激发和发射波长发生了蓝移。

为构建多种发射波长的荧光探针, 选取多个富电

子芳香环 2,2'-联噻吩与四嗪连接 , 得到探针 4, 其与

BCN反应后, 发射波长为 476 nm, 发出蓝色荧光, 反应

前后荧光开启倍数提高至 5.5倍 (图 4E)。推测这可能

由于噻吩的低离域能, 有利于激发态的电子离域, 从而

降低了基态与激发态的能级差。但是连接噻吩之间的

单键可转动使得荧光较弱, 因此进一步将 2,2'-联噻吩

替换为具有碳桥环的联噻吩得到探针 5。相较于探针

4, 探针 5与BCN反应后, 激发 (368 nm) 和发射波长均

蓝移 (442 nm), 但是反应前后荧光增强倍数却降低至

1.3倍 (图 4F)。这可能由于该稠环噻吩中季碳的存在,

导致平面一定程度的扭曲, 不利于染料的共轭所致, 而

且探针 5的斯托克斯位移相较于探针 4的 102 nm降低

至74 nm (图2)。总体来说, 上述探针的光谱分布范围、

反应前后荧光增强倍数等光学性质有待提升, 为此, 接下

来本文继续设计引入不同供电子基团, 以期获得大斯托
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克位移、高荧光开启倍数、高量子产率的四嗪荧光探针。

为进一步探究在染料体系中引入不同供电子基团

对探针光学性质的影响, 在探针 1的萘环上增加具有

强供电子能力的二甲氨基 , 得到探针 7。探针 7 与

BCN的反应产物, 其激发和发射波长均向红移, 最大

发射波长红移至 540 nm, 相较于探针 1红移了 140 nm

并发出绿色荧光, 反应前后荧光增强达 48倍, 且斯托

克斯位移达 163 nm, 量子产率为 5.5%。接着, 将探针 7

的稠环芳烃萘荧光骨架换成多环芳烃芴同时将二甲氨

基换成氮杂环丁基, 得到探针 8, 其与BCN反应后, 发

出橙色荧光, 最大发射波长进一步红移至585 nm, 相较

于探针7红移了45 nm, 荧光增强18倍 (图5D)。推测由

于多环芳烃引入使得共轭结构变长, 导致进一步红移。

为了验证这一猜想, 在探针 8的乙烯基与芴基之间引

Figure 3 (A) Characterization of the reaction between probe 1 and BCN; HPLC traces of bioorthogonal product (blue) and probe 1 (red) at

λ = 320 nm after 3 h at r.t. in EtOH. (B) Characterization of the reaction between probe 10 and BCN. HPLC traces of bioorthogonal product

(blue) and probe 10 (red) at λ = 440 nm after 3 h at r.t. in EtOH

Figure 2 Chemical structures of tetrazine bioorthogonal probes in this study (1-11) and their photophysical properties. All results were

obtained after complete reaction between probes and BCN in EtOH. [a]λex, Excitation wavelength; λem, Emission wavelength. [b]Increase in

fluorescence. [c]Quantum yield for the pyrazine fluorophore products
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入噻吩来进一步延长共轭, 得到探针 10。HPLC监测

显示, 探针 10在与BCN反应后, 专一性的形成哒嗪产

物 (图 3B), 经过测试, 探针 10的生物正交产物的荧光

发射波长相较于探针 8的生物正交产物红移了 62 nm,

红移至 647 nm, 荧光强度增强 189倍 (图 5E)。明显的

红移现象也表明低离域能的富电子噻吩一定程度上有

利于染料的光学性质, 后续的染料骨架中均将引入噻

吩作为共轭 π桥中的辅助电子供体。另外在探针 3的

苯并噻唑环结构基础上增加弱给电子能力甲氧基, 得

到探针 6。探针 6在与BCN反应后, 其吸收带和发射

带也发生了红移, 最大发射波长红移至 442 nm, 红移

了 30 nm, 发出蓝色荧光, 斯托克位移为 77 nm, 但反应

前后荧光增强仅6倍。

最后, 将二甲氨基苯基通过双键直接与噻吩的 2-

位相连, 并在噻吩的 5-位通过金属催化四嗪合成的一

锅法[32]直接引入四嗪得到探针 9。探针 9与BCN反应

后, 发出黄绿色荧光, 荧光增强达到 89倍, 远大于探针

1～8, 这一策略为进一步设计具有更长荧光发射波长

并具有高荧光开启倍数的探针带来了启发。通常用环

丁氨基代替二甲氨基会有利于染料的光学性质[33], 因

此首先合成了具有杂氮环丁烷的噻吩醛化合物 (1j),

并通过HWE反应得到了比探针 9在噻吩与四嗪之间

多一个共轭双键的探针 11, 与BCN反应后荧光最大发

射峰移至红光区域 , 达到 647 nm, 荧光增强可达 479

倍 (图 5F), 并且斯托克斯位移高达 222 nm, 这可能来

源于哒嗪产物具有较长共轭的D-π-A结构, 氮杂环丁

基不仅可以提供强的给电子能力, 也可以一定程度上

限制分子内扭曲的电荷转移 (twisted intramolecular

charge transfer, TICT)。

2 四嗪生物正交探针的合成

四嗪生物正交探针的合成见合成路线1、2[34-37]。

3 目标化合物在生物分子标记中的适用性评价

为了检验四嗪生物正交荧光探针在生物分子标记

中的适用性, 首先合成了BCN-NHS (5), 接着用BCN-

NHS修饰牛血清白蛋白 (BSA) 上的氨基, 以创建用于

生物正交标记的BCN“提手”。将修饰的BSA与探针

11孵育 1 h。随后用十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶

电泳 (SDS-PAGE) 进行分析 , BCN-NHS 修饰的 BSA

与探针 11反应后具有荧光, 但BCN-NHS未修饰的对

照组无荧光 (图 6B、6C)。该实验表明, 四嗪探针 11具

有很好的稳定性并且在蛋白标记时具有很高的荧光增

强, 为后期的生物成像奠定了基础。

小结

本文合理设计和制备了具有新颖骨架的四嗪生物

正交荧光探针, 其中四嗪部分不仅可作为生物正交反

应基团和荧光淬灭基团, 还可以通过生物正交反应原

位形成哒嗪结构作为染料的电子受体, 产成具有高斯

托克斯位移和高量子产率的荧光团, 构成D-π-A荧光

染料, 实现荧光开启。改变共轭的长度和骨架的电子

Figure 4 Photophysical properties of representative probes. The absorption spectra of 10 μmol·L-1 probe (black) and probe + BCN (red) in

EtOH: probe 1 (A), probe 4 (B), and probe 5 (C). The fluorescence emission spectra of 4 μmol·L-1 probe (black) and probe + BCN (red) in

EtOH: probe 1 (D), probe 4 (E), and probe 5 (F)
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拉推能力, 可以调节探针的最大发射波长在 400 nm和

近红外波长之间。其中, 含噻吩的 π桥利于染料产生

高效的 ICT过程。总之, 生物正交反应前后的上百倍

荧光增强、大斯托克位移和高量子产率可以使探针在

细胞荧光成像时无需洗涤步骤, 同样能实现高对比度

的成像效果。此外, 部分探针荧光发射光谱可延长至

近红外区域 (650 nm), 因而具有更深的组织穿透性, 利

于区分靶标荧光信号与组织自身荧光, 为术中引导、肿

瘤成像等领域提供可靠的研究工具。将BCN与具有

生物靶向性的生物分子结合以靶向特定组织部位, 基

于不同的靶向生物分子可以实现对不同疾病或生物过

程的监测。总之, 本文的研究能够启发四嗪生物正交

荧光探针的进一步设计, 并为其在各种生物医药领域

的应用奠定了基础。

Figure 5 Photophysical properties of representative probes. The absorption spectra of 10 μmol·L-1 probe (black) and probe + BCN (red) in

EtOH: probe 8 (A), probe 10 (B), and probe 11 (C). The Fluorescence emission spectra of 4 μmol·L-1 probe (black) and probe + BCN (red)

in EtOH: probe 8 (D), probe 10 (E), and probe 11 (F)

Scheme 1 Synthesis of tetrazine bioorthogonal probes. R&C: Reagents and conditions; A: (CF3)2CHOLi, THF, -20 ℃ - -5 ℃; B: LDA,

-20 ℃

·· 1091



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2021, 56(4): 1086 −1095

实验部分
1H NMR 和 13C NMR 用 Bruker 核磁共振波谱仪

(美国) 测定 (1H, 400 MHz; 13C, 101 MHz), 四甲基硅烷

(TMS) 为内标 ; 高分辨率质谱 (HRMS), 用 Waters Q-

TOF Premier 四极杆串联飞行时间质谱 (美国) 测定 ;

日本 FluoroMax-4 荧光光度计 (Horiba Jobin Yvon) 测

定荧光光谱和绝对量子产率 ; Quawell Scientific

Q6000+微量分光光度计 (美国) 收集 UV-Vis 吸收数

据; 美国高效液相-质谱联用 (HPLC-MS, 安捷伦科技

有限公司) 监测生物正交反应 ; ChemiDoc™MP (Bio-

Rad Laboratories Inc., 美国) 对蛋白凝胶进行Alexa 488

荧光成像。监测反应所使用的薄层色谱硅胶板, 购自

烟台江友硅胶开发有限公司。硅胶柱色谱所用的硅胶

为 200～300目或 300～400目, 购自探索平台; 牛血清

白蛋白 (BSA) 购自Sigma-Aldrich公司 (产品目录编号

A-7906, 美国)。在目标化合物合成过程中, 若无特殊

说明, 所使用的试剂均为分析纯; 溶剂购自泰坦科技有

限公司; 化学试剂购自安耐吉化学有限公司、上海毕得

科技有限公司、梯希爱 (上海) 化成工业发展有限公司

和百灵威科技有限公司。

1 四嗪生物正交探针的合成

1.1 4b、4d、1j的合成

1.1.1 4b 在氩气保护下, 于反应瓶中加入二甲基亚砜

(DMSO) 3 mL、化合物4a (372.3 mg, 3 mmol)、氮杂环丁

烷 (171 mg, 3 mmol) 以及 K2CO3 (414.6 mg, 3 mmol),

100 ℃搅拌反应4 h。反应结束后, 加入水 (20 mL) 淬灭

反应 , 乙酸乙酯 (EA) 萃取 (20 mL×3), 饱和食盐水洗

(20 mL×1), 无水硫酸钠干燥。柱色谱分离得产物, 产

率40%。

1.1.2 4d 在氩气保护下, 于反应瓶中加入四氢呋喃

12 mL、t-BuOK (1.488 mL, 1.488 mmol), 0 ℃滴加化合

物 4c[26,38] (1.488 mmol, 348.6 mg), 搅拌 20 min后反应

呈棕色, 于 0 ℃滴加化合物 4b (200 mg, 1.24 mmol) 的

四氢呋喃溶液 5 mL, 滴毕后, 0 ℃反应 2.5 h。反应结

束后, 旋蒸除去溶剂, 柱色谱分离 (PE∶EA = 20∶1) 得

到产物146.74 mg, 产率50%。

1.1.3 1j 在氩气保护下, 于反应瓶中加入无水四氢呋

喃20 mL和化合物4d (603.375 mg, 2.5 mmol), 再逐滴加

入 2.3 mol·L-1 n-BuLi的己烷溶液 (1.5 mL, 3.7 mmol)。

-78 ℃搅拌 1 h后, 滴加无水N,N-二甲基甲酰胺 (DMF)

(0.23 mL, 3.0 mmol), 反应液搅拌 1 h。反应结束后, 升

温至室温, 水淬灭反应, 旋蒸去除四氢呋喃, 浓缩反应

液, 二氯甲烷 (DCM, 30 mL×3) 萃取, 有机层饱和食盐

水洗 (20 mL×1), 无水硫酸钠干燥。柱色谱分离 (PE∶

DCM = 1∶3) 得到产物129.41 mg, 收率19.21%。

1.2 探针1～3、5、6、8、10的合成

HWE反应方法A: 氩气保护下, 在圆底烧瓶中加

入四嗪磷酸酯 2a[31] (1.2 eq)、醛 (1 eq)、0.5 mol·L-1六氟

异丙醇锂 ((CF3)2CHOLi) (1.1 eq) 和无水四氢呋喃溶

液。-20 ℃搅拌 3 h, 薄层色谱法 (TLC) 监测显示反应

Scheme 2 Synthesis of probe 9 and 1j

Figure 6 In vitro labelling of bovine serum albumin (BSA) via BCN– tetrazine biorthogonal reaction. A: Coomassie blue-stained gel of

BSA modified through IEDDA reaction between conjugate BCN-NHS and the probe 11 (20 μmol·L-1); B: Fluorescent image of the same gel

before coomassie blue staining; C: Fluorescence of reactions between BSA-BCN and probe 11, and control reactions contained BSA with

only the probe 11 (20 μmol·L-1)

·· 1092



粟敦妍等: 荧光增强型四嗪生物正交荧光探针的设计与合成

基本完全。反应结束后加入水 (20 mL) 稀释反应液,

乙酸乙酯萃取两次 (20 mL)。收集有机相, 饱和食盐

水洗一次 (20 mL), 用无水硫酸钠干燥, 抽滤, 浓缩, 经

柱色谱分离, 得到产物。

1.2.1 探针1 收率95%,温度-20℃,时间3 h。1H NMR

(400 MHz, CDCl3) δ 8.46 (d, J = 16.2 Hz, 1H), 8.05 (d,

J = 1.6 Hz, 1H), 7.94～7.82 (m, 4H), 7.61～7.50 (m, 3H),

3.06 (s, 3H); 13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 166.26,

164.83, 141.01, 134.20, 133.39, 132.62, 129.96, 128.85,

128.62, 127.83, 127.29, 126.79, 123.43, 120.72, 21.20;

ESI-HR-MS (m/z): 271.101 4 [M+Na]+。

1.2.2 探针2 收率59%,温度-5℃,时间12 h。1H NMR

(400 MHz, CDCl3) δ 8.00 (dd, J = 15.4, 11.4 Hz, 1H),

7.47 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 7.06～6.94 (m, 2H), 6.76 (d, J =

15.4 Hz, 1H), 6.52～6.45 (m, 2H), 3.02 (s, 3H); 13C NMR

(101 MHz, CDCl3) δ 165.78, 164.86, 152.35, 143.76,

140.71, 126.58, 125.70, 123.72, 112.25, 111.98, 77.22,

21.14; ESI-HR-MS (m/z): 215.110 0 [M+H]+。

1.2.3 探针3 收率58%,温度-20℃,时间1 h。1H NMR

(400 MHz, CDCl3) δ 8.51 (d, J = 16.1 Hz, 1H), 8.16～

8.09 (m, 1H), 7.95 (dd, J = 8.3, 1.3 Hz, 1H), 7.88 (d, J =

16.1 Hz, 1H), 7.55 (ddd, J = 8.2, 7.2, 1.3 Hz, 1H), 7.47

(ddd, J = 8.3, 7.2, 1.2 Hz, 1H), 3.11 (s, 3H); 13C NMR

(101 MHz, CDCl3) δ 166.90, 154.01, 135.31, 133.09,

128.43, 126.89, 126.54, 124.04, 121.81, 21.36; ESI-HR-

MS (m/z): 256.065 8 [M+H]+。

1.2.4 探针 5 收率 11.74%, 温度-20 ℃ , 时间 6 h。
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8.38 (d, J = 15.8 Hz, 1H),

7.29 (d, J = 4.9 Hz, 1H), 7.25 (s, 1H), 7.14 (d, J = 15.8 Hz,

1H), 7.02 (d, J = 4.9 Hz, 1H), 3.02 (s, 3H), 1.49 (s, 6H);
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 165.51, 164.99, 162.51,

161.20, 141.01, 134.93, 134.45, 127.66, 124.68, 120.99,

116.48, 77.22, 45.21, 25.05, 21.12; ESI-HR-MS (m/z):

327.073 5 [M+Na]+。

1.2.5 探针6 收率81%,温度-20℃,时间2 h。1H NMR

(400 MHz, CDCl3) δ 8.47 (d, J = 16.1 Hz, 1H), 7.99 (d,

J = 9.0 Hz, 1H), 7.76 (d, J = 16.1 Hz, 1H), 7.36 (d, J =

2.6 Hz, 1H), 7.14 (dd, J = 9.0, 2.6 Hz, 1H), 3.92 (s, 3H),

3.09 (s, 3H); 13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 166.74,

164.19, 161.51, 158.88, 148.65, 136.98, 133.25, 127.22,

124.64, 116.74, 103.83, 77.22, 55.86, 21.32; ESI-HR-

MS (m/z): 286.076 4 [M+H]+。

1.2.6 探针8 收率12%,温度-20℃,时间6 h。1H NMR

(400 MHz, CDCl3) δ 8.37 (d, J = 16.2 Hz, 1H), 7.69 (s,

1H), 7.65～7.55 (m, 3H), 7.44 (d, J = 16.2 Hz, 1H), 6.51～

6.39 (m, 2H), 3.98 (t, J = 7.2 Hz, 4H), 3.04 (s, 3H), 2.42

(p, J = 7.2 Hz, 2H), 1.58 (s, 5H), 1.50 (s, 6H); 13C NMR

(101 MHz, CDCl3) δ 165.87, 165.11, 156.10, 153.44,

152.52, 141.77, 132.17, 128.19, 127.82, 121.54, 121.27,

118.87, 118.30, 110.29, 105.01, 77.22, 52.43, 46.66, 27.39,

21.15, 16.88; ESI-HR-MS (m/z): 370.203 1 [M+H]+。

1.2.7 探针 10 收率 32%, 温度-20 ℃ , 时间 15 h。
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8.38 (d, J = 15.8 Hz, 1H),

7.63～7.55 (m, 4H), 7.33 (s, 2H), 7.21 (d, J = 15.8 Hz,

1H), 6.49 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 6.43 (dd, J = 8.1, 1.9 Hz,

1H), 3.97 (t, J = 7.2 Hz, 4H), 3.03 (s, 3H), 2.47～2.36 (m,

2H), 1.51 (s, 6H); 13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 165.79,

164.93, 155.67, 153.61, 152.32, 148.98, 140.73, 138.95,

133.70, 132.50, 130.55, 128.02, 125.18, 123.36, 120.91,

119.93, 118.99, 118.42, 110.28, 105.13, 52.50, 46.79,

27.44, 21.15, 16.91; ESI-HR-MS (m/z): 452.190 6 [M+H]+。

1.3 探针4、7、11的合成

HWE反应方法 B: 氩气保护下, 在圆底烧瓶中加

入四嗪磷酸酯 2a 或 2b[31] (1.3 eq)、醛 (1 eq)、2 mol·L-1

二异丙基氨基锂 (LDA) (1.5 eq) 和无水四氢呋喃溶液。

-20 ℃环境下搅拌3 h, TLC监测显示反应基本完全。反

应结束后加入水 (20 mL) 稀释反应液, 乙酸乙酯萃取

(20 mL×2)。收集有机相, 饱和食盐水洗 (20 mL×1), 用无

水硫酸钠干燥, 抽滤, 浓缩, 柱色谱分离得到所需产物。

1.3.1 探针4 收率30%,温度-20℃,时间3 h。1H NMR

(400 MHz, CDCl3) δ 8.35 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 7.29

(ddd, J = 8.2, 4.5, 1.9 Hz, 3H), 7.19 (d, J = 9.2 Hz, 1H),

7.16 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 7.06 (dd, J = 5.1, 3.6 Hz, 1H),

5.05 (s, 1H), 3.75 (q, J = 6.2 Hz, 2H), 3.50 (t, J = 6.2 Hz,

2H), 1.40 (s, 10H), 1.25 (s, 1H); 13C NMR (101 MHz,

CDCl3) δ 165.04, 140.76, 139.19, 133.59, 132.23, 128.16,

125.76, 124.90, 124.54, 118.92, 79.58, 77.23, 38.37,

35.47, 28.35; ESI-HR-MS (m/z): 438.104 0 [M+Na]+。

1.3.2 探针7 收率54%,温度-20℃,时间3 h。1H NMR

(400 MHz, CDCl3) δ 8.41 (d, J = 16.2 Hz, 1H), 7.90 (s, 1H),

7.76 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.68 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.45 (d,

J = 16.2 Hz, 1H), 7.18 (d, J = 9.5 Hz, 1H), 6.94 (s, 1H),

3.11 (s, 6H), 3.04 (s, 3H); 13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ

165.82, 165.18, 152.34, 141.68, 136.14, 130.21, 129.75,

128.76, 126.98, 126.18, 123.95, 118.06, 116.40, 105.98,

40.62, 21.16; ESI-HR-MS (m/z): 292.155 8 [M+H]+。

1.3.3 探针 11 收率 73%; 温度-20 ℃ , 时间 1.5 h。
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8.32 (d, J = 15.8 Hz, 1H),

7.36 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.21 (d, J = 3.8 Hz, 1H), 7.13

(d, J = 15.8 Hz, 1H), 7.05～6.90 (m, 3H), 6.42 (d, J =
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8.6 Hz, 2H), 3.93 (t, J = 7.2 Hz, 4H), 3.02 (s, 3H), 2.46～

2.32 (m, 2H); 13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 165.68,

164.94, 151.93, 147.69, 138.06, 133.61, 132.36, 131.36,

127.76, 125.82, 125.47, 118.25, 117.12, 111.28, 52.20,

21.14, 16.82; ESI-HR-MS (m/z): 362.143 8 [M+H]+。

1.4 探针9的合成

1.4.1 3c 在氩气保护下, 于 50 mL圆底烧瓶中, 先后

加入化合物 3a[39] (201.2 mg, 1.1 mmol)、5-甲酰基噻吩-

2-腈 (93.9 mg, 1 mmol)、四氢呋喃 (2 mL)。降温至0 ℃,

滴加叔丁醇钾KOt-Bu (145.6 mg, 1.3 mmol) 在四氢呋

喃溶液 (4 mL), 0 ℃搅拌反应 1.5 h, TLC (PE∶DCM =

1∶2) 监测反应进程。反应结束后加入水 (20 mL) 稀释

反应, 加入 EA (20 mL×3) 萃取。收集有机相, 用饱和

氯化钠 (20 mL) 洗涤一次, 无水硫酸钠干燥并真空浓

缩, 经硅胶板纯化分离 (PE∶DCM = 1∶1), 减压浓缩, 得

到红色油状物45.43 mg, 收率17.89%。

1.4.2 探针9 在氩气保护下, 于50 mL圆底烧瓶中先

后加入化合物 3c (25.4 mg, 0.1 mmol)、乙腈 (80 µL,

1 mmol)、Zn(OTf)2 (4.6 mg, 0.01 mmol)、1,4-二氧六环

(200 µL), 最后滴加无水肼 (150 µL, 3 mmol), 70 ℃加

热搅拌反应20 h。反应结束后冰水冷却, 加入亚硝酸钠

(1.04 g, 1.5 mmol), 再加入 1 mol·L-1盐酸调节 pH值为

3～4。TLC (PE∶DCM = 1∶2) 监测反应进程, 待反应完

全后, 加入DCM (20 mL×3) 萃取。收集有机相, 用饱

和氯化钠 (20 mL) 洗涤一次, 无水硫酸钠干燥并真空

浓缩, 经硅胶板纯化分离 (PE∶DCM = 1∶2), 减压浓缩,

得到红色油状物9.2 mg, 收率11%。1H NMR (400 MHz,

CDCl3) δ 8.14 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 7.44～7.38 (m, 2H),

7.11 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 7.07 (d, J = 3.6 Hz, 2H), 6.74～

6.68 (m, 2H), 3.02 (d, J = 3.7 Hz, 9H); 13C NMR (101 MHz,

CDCl3) δ 165.94, 162.09, 151.36, 132.19, 132.01, 128.08,

125.93, 124.32, 116.58, 112.26, 40.32, 21.13; ESI-HR-

MS (m/z): 324.128 4 [M+H]+。

2 光学性能测试

进行测试实验前 , 所有化合物经过 PTLC 纯化。

四嗪探针 (200 µmol·L-1) 与 BCN (3 mmol·L-1, 15倍当

量) 反应, 获得生物正交产物母液。采用HPLC-MS监

测反应情况, 时间从 0 h至 3 h, 选取反应未开始以及反

应结束时间点作图呈现 (图 3)。UV-Vis测量, EtOH直

接稀释母液至最终浓度为 10 µmol·L-1的测试溶液 (图

4、5)。荧光光谱测定 , 将母液直接稀释至终浓度为

4 µmol·L-1的EtOH测试溶液。从反应产物与四嗪探针

的峰值发射强度减去溶剂本底后的比值计算荧光增强

倍数 (图 4、5)。量子产率测定: 储备母液直接稀释至

终浓度为 4 µmol·L-1的EtOH测试溶液, 用积分球测量

绝对量子产率, 测试3次, 取平均值 (图2)。

3 蛋白标记

3.1 体外蛋白修饰

将 BCN-NHS (2 μL, 50 mmol) 与 BSA 的水溶液

(2 μL, 2.5 mmol) 在含有 DMF (7.2 μL) 的 NaHCO3 缓

冲液 (28.8 μL, pH 8.3) 中混合。在室温下反应 1 h, 然

后使用 Zeba 脱盐旋转柱 (0.5 mL) 除去过量的 BCN-

NHS。获得的 BSA-BCN 用 Quawell Q6000 + UV-Vis

在280 nm处测定浓度。

3.2 蛋白质标记

将以下 3组样品在含 40% DMF的缓冲溶液中于

37 ℃下孵育 1 h: ① 阳性组为探针 11和BSA-BCN的

混合溶液 (最终染料浓度为 20 μmol); ② 阴性组为探

针 11和 BSA 的混合溶液 (最终染料浓度为 20 μmol);

③ 空白组为BSA溶液。孵育 1 h后, 在 365 nm紫外灯

下拍照 (图 6C), 取适量样品经 SDS-PAGE凝胶分离。

使用 ChemiDoc™MP 成像系统 (Bio-Rad) 对凝胶进行

荧光成像 (图6B), 然后用考马斯蓝染色 (图6A)。
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