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摘要

乙酰胆碱在生物体内起着重要生理作用，研究在生理条件下对乙酰胆碱及其

衍生物的识别有着特别重要的意义。由于杯芳烃类受体与乙酰胆碱类化合物没有

荧光性能，因此荧光竞争法是检测它们之间识别行为的一种有效方法。探索新的

可用于该方法中的荧光探针以及合成生理条件下高效特异选择性能的人工受体

都是当前的一个研究热点。

本论文的工作主要为两大部分，第一部分为新型荧光探针2-4的合成及其性

能的研究；第二部分为具有水溶性的多位点识别受体的合成探索。

第一章综述了作为第三代超分子主体化合物的杯芳烃功能化修饰的研究进

展，分析了杯芳烃在水溶性、光学信号化和手性识别的三大功能化发展方向。

第二章阐述了包括新型的芪吡啶盐探针2-4在内的三种荧光探针的合成以及

它们的荧光性能比较。核磁滴定法表明新型探针2-4与杯芳烃2-9形成1：l的包

结络合物；荧光淬灭光谱法显示新型探针2-4比其余两探针更适合在中性水溶液

下进行使用；荧光竞争光谱法表明新型探针2-4可在中性水溶液条件下进行杯芳

烃对胆碱的识别检测。

第三章探索了对乙酰胆碱具有多位点识别性能的水溶性杯芳烃一卢环糊精

受体的合成，完成了所有中间体的合成与结构鉴定，目标物的分离纯化及结构鉴

定待进一步完成。

关键词：芪，荧光探针，荧光竞争法，乙酰胆碱，分子识别，杯芳烃，人工受体
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ABSTRACT

It is important to study the recognition for acetylcholine and its derivatives in the

physiological condition,due to their biological importance．Competitive fluorescence

spectroscopic method is an effective nondestructive detection for the recognition of

artificial receptor calixarene with acetylcholine and its derivatives，both of the

receptor and guest has no fluorescence．Recent study in this area focus on developing

new efficient fluorescent probes，which might be used in neutral aqueous solution，as

well as developing artificial water-soluble receptors with high selectivity．

This thesis contains two parts：one is about the synthesis and performance of a

novel fluorescent probe 2-4，the other is about the synthesis of one water-soluble

artificial receptor with multiple—site recognition ability for acetylcholine．

The progress of fimctionalized calixarene is reviewed in chapter one．The

calixarene have been mainly functionalized to improve its water-solubility,or act as

optical signal，or possess chiral recognition．

In chapter two，the synthesis of three fluorescent probes(including the novel

stilbene—appended p”idinium ion 2-4)was illustrated and the comparison of their

fluorescent properties Was discussed．The 1H-NMR titration spectra suggested that

compound 2-4 forms a complex with resorcin[4]arene 2-9 in ratio of 1：1．The

fluorescence quenched spectra showed that probe 2-4 is better than the other two

probes when used in neutral aqueous condition．The competitive fluorescence spectra

revealed that compound 2-4 could be used as a probe in the detection of calixarene

towed choline cations iIl neutral aqueous condition．

In chapterthree，itisdiscussedthatthe synthesisofawater-soluble,a-cyclodextrin-

resorcin[4]arene，which has multiple—site recognition ability toward acetylcholine．All

the intermediates had been synthesized and characterized by 1H NMR,’3C NMR,IR

and MS spectra．How6ver the Separatioll，purification and structural determination of

the final product is under further investigation．

ⅡT
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第一章杯芳烃的功能化修饰研究进展

20世纪70年代末，杯芳烃这类“新型”的具有独特空穴结构的大环化合物

引起了化学家的广泛关注，成为继冠醚和环糊精之后的第三代超分子主体化合

物。

随着主客体化学从单点识别发展到多重识别或多点识别并向不对称性识别

方向发展，杯芳烃的合成也向着功能化方向发展。杯芳烃功能化修饰的目的就是

希望得到特定空穴结构或特定性能的衍生物。物理性能上主要是向着水溶性方向

发展；应用功能及性能上主要向着携带光学、电学信号发生体或手性识别体等方

向发展。

杯芳烃的功能化修饰主要是利用酚羟基的醚化、酯化等反应，在其酚羟基引

入特性基团，或通过对杯芳烃苯环氢的取代进行溴化、磺酸化、烷基化等反应引

入特性基团。

本章着重介绍近二十年来杯芳烃的水溶性、光性能以及手性识别功能化方面

的进展。

1．1杯芳烃的水溶性功能化

生物体内的季铵阳离子类化合物所处的环境为生理条件(类似中性水溶液)，

天然受体对这些客体分子的识别过程也是在生理条件下进行，所以，要模拟这些

天然受体对乙酰胆碱等季铵阳离子进行识别研究的首要条件就是人工合成的主

体化合物必须要有较好的水溶性。以杯芳烃为母体，对其进行功能化修饰得到生

理条件下的季铵阳离子受体，首先必须对其进行水溶性功能化。杯芳烃朝着水溶

性方向功能化的方法主要是引进具有带水溶性的功能团，如带电荷的磺酸基、羧

基和磷酸基以及不带电荷的羟基。引入带电荷的功能团也使杯芳烃具备电学信号

发生体，这样就可以通过调整体系的pH值来调整带电荷杯芳烃受体的静电作用，

从而调整其识别行为。

杯芳烃磺酸化是增强其水溶性的较为常用的方法。Shinkai研究纠I，2】在二十
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世纪八十年代率先开始了对杯芳烃磺酸化的研究，通过磺酸化分别取代杯芳烃上

缘的苯环氢和下缘羟基氢，合成了系列水溶性的磺酸化杯芳烃衍生物1-la~e和

1-2a,一e(图1,1)，并详细研究了其在水溶液中对中性有机分子如偶氮苯衍生物、

芘等的包结配位行为【2，”，以及对有机阳离子如苯叠氮盐、三甲基苯基铵、酚蓝

和乙酰胆碱等季铵阳离子【l’4“】的识别行为。在其基础上，关于磺酸化水溶性杯

芳烃的包结行为的应用研究阻¨1及新型磺酸化水溶性杯芳烃【坨1的合成也有报道。

糕H卫
l-1 aR=H

bR2CH3

cR2fCH2)sCH3
dR2 CcH2)IICH3
e R 2 CH2CH(CH3)CH2CH3

c心L
R 2(CH2)3S03H
1．2 a irl=4

bn=6

c n=8

图1,1磺酸化杯芳烃衍生物1-la--e和1-2a～c

羧基化也是增强杯芳烃水溶性的一种方法。

C02cs

l-3

1-4 a R=I．4-cycolohexy

b R=2,5·furan
c R=2，5-thk，ph∞e

1．6

图1．2羧基化环番类化合物1．3~7

o＼R／，舔嘈一
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在二十世纪八十年代，美国D．A．Dougherty[13~20】的研究小组设计和合成了羧

酸化环番类化合物1-3和1．4a---e(图1．2)。这些含羧基化合物在pH 7~9的范围内均

可溶于水，而且还发现环番化合物能识别包括乙酰胆碱在内的季铵离子。Lehn

等[21～231从1984年到1994年连续报道了三个带有羧基的环番化合物1．5、1-6和1-7

(图1．2)，这几个化合物不但在水中有较好的溶解性，而且对乙酰胆碱的识别能

力逐渐增强。

杯芳烃同样可以通过羧基化增强水溶性。Arene[241等合成并研究了两种水溶

性杯芳烃1．8和1．9(图1．3)在中性条件下与三甲基苯基铵(TMA)、苄基---EO基铵

fBTMA)和对硝基苯基三甲基铵(BTMAN)JjN离子的配位作用。

R2NH2 R=CH2C02Na

1．10 I-!i

图1．4深[：『袋型的人工受体1．10和1-11

除了通过磺酸化和羧基化来改善杯芳烃的水溶性，也有通过磷酸化改进杯芳
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烃水溶性的报道。Maxim A．127]等合成了在杯芳烃的羟基进行磷酸化的新型水溶

性杯芳烃l一12(图1．5)。这些化合物带有一个以上的磷酸，每个磷酸的p墨值为

2．85～3．10，所以它们在中性水溶液中可离解成负离子而溶解于水。

R

l-12 a R=H X=Et Y=H

bR2H X2P(O)(OH)2 Y2H

cR=Bu‘X=P(o)(OH)2 Y2H

dR=Bu‘X=Y=P(O)(OH)2

图1．5杯芳烃磷酸化衍生物1．12

A

Fib甜

B

图1．6杯芳烃一环糊精偶合体1．13及其自组装

在杯芳烃中接上具有大量亲水性的基团也可以增强其水溶性。如Reinhoudt

妒。眵。

移黟。臀e
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D．N．【28，291等人在杯芳烃的上缘通过胺化接上环糊精，获得了具有多点识别能力

和较好水溶性的偶合体1．13(图1．6)。该化合物具有两亲性，在水溶液中可形成

“泡囊”聚集体。带有丹酰基(图1．6中a)的桥联环糊精一杯芳烃衍生物1-13a

无论有没有客体分子存在，它在水溶液中都先进行自包结(A)，然后通过分子问

作用力形成双层泡囊(B)；与此相反，带有2一氨基萘基团的桥联环糊精一杯芳烃

衍生物1-13b则可以通过分子问的组装形成纤维状的主一客体配合物(C)(图

1．6)。这些结果不仅对于研究生物膜的结构和功能，而且对化学传感技术以及药

物分子的捕获与释放研究均具有重要意义。

1．2携带光学信号发生体的杯芳烃

杯芳烃携带上光学信号发生体后不但可用于光学检测法灵敏快捷地对杯芳

烃的性能与应用进行研究，还可望得到实用的光学分子器件，如荧光感应器等。

而且，这些光学信号发生体多为稠环基团，如萘基、芪基、蒽基以及较为常见的

芘基等，也是具有丰富的n电子的基团，不但可以扩大杯芳烃的空腔，还可以增

加体系的n电子，大大增强该类杯芳烃对季铵阳离子的阳离子呵键作用。

在杯芳烃上接上萘基或萘基衍生物(如喹啉、丹酰基)是使杯芳烃具有光学

信号的一种常见方式。Myroslav O．[30l等人(图1．6)合成了在杯芳烃下缘分别携

带有l至4个l，8．亚酰胺萘基的杯【4】芳烃1-14～17和通过二亚酰胺二萘嵌苯连接

起来的二杯【4】芳烃卜18(图1．7)。二萘嵌苯亚酰胺染料具有荧光性质，且能

够通过氧还反应成环、成枝状、多聚化、成液晶，所以能共价连接或自组装而应

用于半微量检测。从几何的角度，二萘嵌苯亚酰胺染料具有纳米大小的平面可使

功能化后的杯芳烃作为更好的自组装组块。因此，作者在杯芳烃下缘接上二酰胺

基萘和二萘嵌苯亚酰胺，不但使杯芳烃的空腔扩大，更使之成为具有光学性能的

感应器和作为更大的染料体组装块。作者还发现由于1-18a上的富电子的杯芳烃

是一个荧光淬灭剂，使1-18a因光诱导电子转移而使二萘嵌苯的荧光被淬灭。

1-18b上虽然也有富电子的杯芳烃，但其萘环上接有富电子的对苯叔丁基，故不

易产生光诱导电子转移，从而有强烈的荧光吸收。据此，作者认为化合物1-18a

和1-18b具有在荧光感应器方面的应用。
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3·R2H(AcO)20
b。R；OH————’

c．R=OAc———_一

1．17 1-]$a．R=H

1-15 n：1．Y=c5H1

l一16 11=2．Y=C一7

R R

1．18b，R=o《yfBu

图1．7Ⅱ酰胺禁基化的杯芳烃I-14--18

Leray I．⋯1等人分别通过单取代和全取代叔丁基杯【4】芳烃的羟基，接上带有

吸电子一羰基和供电子基一甲氧基的萘基，合成了单萘基叔丁基杯[4】芳烃I-19

和四萘基叔丁基杯【4】芳烃l·20(图1．8)。

M笋M箍。
1-19 Calix-AMNl 1-20 Callx_AMN4

图1．8单萘基叔丁基杯【4】芳烃1．19和四萘基叔丁基杯【4】芳烃1-20

萘基在两端的供电子基和吸电子基的共同作用下，通过光诱导电荷迁移

(Photoinduced charge transfer,PCD作用而具有荧光性质。当这两个功能化杯芳烃

分别结合阳离子后，由于光诱导电子迁移(Photoinduced electron transfer,PET)作

用使化合物的荧光大大增强而呈现荧光“开．关”现象。其中，四萘基杯【4】芳烃

1—20在乙醇一水溶液中对Na+、K+、Li+、Ca2+和M92+均有较高的选择识别性，

pL，一书，时＼

，

4

批～1．力沁一妙猫

挑泰磐钟愀塞吼R，√、√、，赡k心‰ m轻惝
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对Na+的识别选择性更是其余几种金属离子的400倍以上。

M6tivier R．【32I等人则分别通过对称双取代和全取代叔丁基杯【4】芳烃的羟基，

接上带有吸电子一磺酰基和供电子基一二甲胺基的萘基一丹磺酰基，合成了双丹

磺酰基叔丁基杯【4】芳烃1．2l和四丹磺酰基叔丁基杯【4】芳烃1-22(图1．9)。作者

发现，化合物1．2l对Fi92+具有比对Na+、C、Ca2+、Cu2+、zn2+、cd2+和pb2+

更高的选择性识别(检测限达10‘7mol／L)；而且与H92+所形成的1：l配合物可

使化合物1．2l的荧光被淬灭，原因在于具有较大体积的H92+处于两个丹磺酰基

所形成的“墙”的包围中，丹磺酰基的电子转移到金属离子中心而导致荧光淬灭。

化合物1．22则对pb2+具有更高的选择识别性，原因则是配合物中的Pb2+虽处于

四个丹磺酰基“墙”包围中，但其价电子层还有一对电子，缩短了pb2+与丹磺酰

基的Pb--N键长，提高了化合物1．22对pb2+的配位能力。

l_23 C．-dix-Quiaofiael

图1．10单喹啉基叔丁基杯[4】芳烃1—23和l-24
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化合物1．23和l-24均有较好的荧光性，相对其它碱金属离子和碱土金属离

子而言，对Na+具有最高的选择性；与镧系金属离子中的Nd3+、yb3+和Er3+形成

配合物时具有较好的发光性。

在杯芳烃接上比萘基体积更大，更富电子的葸类基团不但可以更大的扩大杯

芳烃的空腔和提高光学性能。吕鉴泉口4l等通过取代杯芳烃苯环氢接上四个蒽醌

偶氮基，合成了四个蒽醌偶氮基杯芳烃1．25(图1．11)。该化合物具有较好的荧

光性，通过荧光法检测其对碱金属离子的识别性能发现钠离子能淬灭其荧光。

Reinhoudt D．N．[35】等通过取代杯芳烃的羟基氢，接上羧基或酰胺基和带有类似蒽

基结构的荧光基团，合成了系列能与稀土金属离子Nd3+和Er3+配位的荧光性杯芳

烃l-26、l-27(图1．11)。这些化合物与Nd”形成的配合物使Nd”的电磁谱在

近红外区域的发光强度增加到7倍，而且在电磁谱的可见光区域有激发；而这些

化合物与Er3+形成的配合物仅是在激发状态时才观察到ErH的发光。

o

1-16 R=口．ax=6油x=3
l·27 R=NE0x；6

图1．1l葸类基团修饰的杯芳烃11—2．5．27

在杯芳烃接上芘基是一种很常见的功能化手段。韩国的Jong Seung Kim[3¨91

在这方面做了大量的研究工作。2002年，他们【36j合成了系列带有芘荧光基团的

杯芳烃冠醚衍生物1．28．-,30(图1．12)，并研究了三个化合物与不同金属离子的配

位所导致的荧光变化情况。金属离子可根据自身大小选择性的结合到这三个化合

物中杯上缘或下缘的冠醚环中。当结合到下缘的带芘基的冠醚环时，能使芘基的

荧光增强。结果显示，Cu2+。K+、pb2+和Rb+能使化合物1．28显示强烈的螯合致

荧光增强效应(chelation-erdaanced fluorescence effect，CHEF效应)，Ag+、C02+贝[J使

驴。硬釜。良
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之显示相对弱的CHEF效应；化合物1．29对Ag+、c02+、cu2+和Pb2+显示了相似的

CHEF效应，但对K十和Rb+却没有CHEF效应。这说明，化合物1．29上缘的冠醚环

对K+和Rb十更适合，而下缘的氮杂冠醚环对Cu”和pb2+更适合。化合物1-30在加

入Ag+后，CHEF效应使化合物1-30荧光增强，但再加入K+却不见荧光减弱，说明

化合物1-30的上缘冠醚环相对化合物1-29更大而与K+的结合强度弱于下缘冠醚

环与A一的结合强度，故不能竞争出结合在下缘冠醚环的Ag+。2003年，他们H
7j

在化合物1．29-与Ag+与的配合物q舯,--氟乙酸，发现带芘基的氮杂冠醚环上的
N原子可以质子化，形成季铵离子，使芘基荧光强度大大增强(图1．13)。

r√、、

l_29 l-30

图1．12杯芳烃冠醚衍生物1-28~30

No棚uorestmn!
l-29

Fluomscont

l-29·A．g+

High Fluorescence

l一29·A。矿．H+

图1．13季铵离子的形成和荧光增强过程

2003年，他，|f]137]又合成了一个在上缘带有蒽的冠醚环和下缘带有氮杂冠醚

的新杯芳烃1-31(图1．14)。通过加入金属离子后化合物的荧光变化情况和金属

离子竞争实验发现该化合物对Cs+、Rb+和K+有很强的CHEF效应。

，，移
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H一1}薹|^一鼎

m蟹静
囝一

；}蛰◇



2006年中山大学硕士学位论文：第一章杯芳烃的功能化修饰研究进展 曾少高

4 4 4

Non·Fluorescent ‘

Fluorescent Less．Fluorescent

1．31 1-31·Cs+ I-31-Cu2+

图1．14杯芳烃冠醚衍生物1-31及其金属离子竞争实验

0■>

燃寺
of／ m

图1．15新型荧光化学感应器1．32及其开关过程

2004年，在前面的工作的基础上他们‘弛1又报道了一种新型的荧光化学感应

器1-32(图1．15)的合成和检测。与前面的金属离子竞争实验一样，作者利用

pb2+与K+的竞争结合导致感应器的荧光淬灭和再生，说明了化合物1-32作为新

型荧光化学感应器的开关过程(图1．15)。

l_33

图1．16双功能化学感应器1-33
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， 2005年，他们p川又报道了一种既能结合阳离子也能结合阴离子的双功能化

学感应器1-33(图1．16)，使该类化合物的功能更加强大，应用更广。

1．3携带手性识别体的杯芳烃

携带了手性基团杯芳烃可实现其对手性客体的手性识别。手性功能化的位置

可在杯芳烃的酚羟基上，也可在亚甲基桥上。

1-3．1b R1=IRl·fx-methylbonzyt

弹=undecYI'R3=Me

1-35只1=(R)-It_methylDenzyl。

R2：undecyl．R3=Me

图1．17杯芳烃手性衍生物1-34年lI 1-35

Philip C．BulmanPagel40】等人在1999年首次报道了通过对映选择性合成在杯

芳烃上接上了手性基团，以较高产率获得具有手性识别功能的杯芳烃衍生物

1．34、1．35(图1．17)。Maxim A．Tairovl271等在2002年在叔丁基杯【4】芳烃的四

个羟基接上不同的基团而使整个杯芳烃l-36(图1．18)具备手性，该化合物空腔

口的基团排布(图1．18A)显示其为具有手性识别功能的杯芳烃。实验证明，该

杯芳烃能选择性识别与手性苄胺形成盐1-36·B(图1．18)。

l一36 R=q0)Ph A l一36·B R=C(O)eh

图1．18杯芳烃手性衍生物1-36及其盐 ，．

2002年，Bruno Boaa【411等在间苯二酚杯【4】芳烃的亚甲基桥上接上手性缬氨
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酸乙酯(上一valine)，合成了具有手性空腔的杯芳烃1-37(图1．19)。作者采用离

子交换法测定了手性杯芳烃1-37对不同氨基酸的识别能力。结果表明，对不同

的氨基酸，手性杯芳烃1-37对丙氨酸的两种对映异构体的选择性比色氨酸更高：

对构型同为D-型的氨基酸来说，1-37对月．氨基酸的识别能力高于．孓氨基酸；对

构型同为上一型的氨基酸来说，1-37对譬氨基酸的识别能力高于R．氨基酸：而对

D-、上-构型而言， 1-37对D．丙氨酸的识别能力高于J己．丙氨酸，但是色氨酸的

情况相反(表1．1)。手性杯芳烃1-37可望应用于气相手性识别及作为酶催化剂。

豳1．19手性杯芳烃1-37

表l’1手性杯芳烃1-37对两种氨基酸的选择性

f月卜(一)7．7(0．69)5．0(045)1．5士0．1 4 6(041)6 9lo 62)f)7土0．1
(∞“十)7I{063)5．910 53)1．2±O．1 3 8(0 34)7．6(0．681 0．5土0i

埘如 1．1土0．1 0．8士O．i l．2土0．1 0．9土0．1

1．4杯芳烃的其它功能化

除上述功能化修饰方式外，关于杯芳烃的其它功能修饰也有大量报道。如作

为第一代超分子主体化合物的冠醚或杂氮冠醚，由于其杂原子的富电子性和冠醚

环大小的易调整性，常与杯芳烃结合，能较好的识别不同半径和电荷的金属离子

和季铵离子[42--46l。为扩大杯芳烃的空腔和增加z电子，常常用磷酰氯或二氯喹

啉取代间苯二酚杯芳烃的邻位两羟基，形成具有宽口或“深凹”口袋型杯芳烃

1-38a、1-38b[4“圳(1．20)。还有用卤代酯取代杯芳烃羟基而合成具有内疏水边

缘亲水的“高颈”型杯芳烃1_39153,541(图1．20)。

意西哿
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n=(cH小。cH3

I-38a

I·39b-R．(n：12】：

H H

---⋯CH2CON。H-13：‘掣““VII“l·孵^·s1(=6) ．

1-39b-s．(n=惶)：

l瓤．s cH“吼koO--CH#ONH--IcH2刚H
L撇cH。㈨一目丫目

O

H

丫“
O

1．38b

图1．20其它功能化杯芳烃1-38币I 1—39

综上所述，作为第三代超分子化学主体化合物的杯芳烃由于其自身独特的结

构及丰富的可塑性显示了其在人工受体、超分子器件等方面巨大的潜在应用价

值。
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第二章新型荧光探针的合成及性能研究

2．1前言

2．1．1荧光竞争包结检测法与荧光探针

当客体与主体形成配合物时，我们常用该配合物的稳定常数，也就是主体分

子对客体分子的包结常数来表征主体对客体的识别能力大小。测定包结常数的方

法很多，经典方法包括了光谱法(如核磁共振法、紫外／可见光谱法、荧光光谱

法、圆二色光谱法和质谱法)、电化学方法(如电动势法、极谱法、电导法和离

子选择电极测定)、热力学法(如量热法、萃取法、离子交换法、溶解度测量和

分压测量)和一些特殊的方法(如反应动力学和包括光谱、电动势等的竞争法)

【lI。在这些方法中，光谱法由于操作简便、快捷和检测限低而较为常用。在早期

的杯芳烃类受体对季铵类离子的识别检测中，核磁共振法是用得最为频繁的一种

方法。第一章所叙述的杯芳烃类受体对季铵类离子的包结常数中，大部分都是通

过核磁滴定法所得。核磁共振法除能反映受体对客体的识别能力，还能给出所形

成的超分子复合物的结构信息。但是，该法也有其自身的缺点，就是只能检测小

于l04(mol／L)。1121的结合常数，而很多杯芳烃类受体对乙酰胆碱的包结常数常常

能达到105(mol／L)一，此时只能采用其他光谱法进行检测。

相对于其它波谱法，荧光光谱法有着独特的特点【3】：(1)灵敏度高，比紫#b／

可见光谱法高2~3个数量级，检测限达lffl2 10。119／mL；(2)选择性强，既能依据

特征发射谱又能利用激发光谱或依据特征吸收来鉴定物质；(3)取样容易，需要

样品量少；(4)能提供较多的物理参数信息，如激发谱、发射谱、荧光强度。总

荧光量、量子产率、荧光寿命、荧光偏振、谱带宽度和斯托克斯位移等。因此，

荧光光谱法有着较为引人的应用前景。

在一些主客体识别的研究中，由于主体和客体都没有荧光性，荧光光谱法常

与竞争法结合：在主体化合物(H)中加入荧光探针(P)形成超分子复合物(H·P)，然
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后再加入客体分子(G)，此时一部分探针(P)被客体分子顶出主体空腔，从而引起

光谱上的变化，此法称为荧光竞争包结法。

以间苯二酚杯【4】芳烃主体、乙酰胆碱客体和芘衍生物荧光探针体系为例。

当富电荷的主体化合物H包结了荧光探针P后，主体化合物H上的电子迁移到

处于激发态的荧光探针上，从而使得荧光探针P的荧光被淬灭(PET机理【4】)。

此时往包结物H．P中加入乙酰胆碱，部分的荧光探针P便会从主体化合物H中

解离出来到溶液中，此时便出现荧光再生的现象。通过研究加入的乙酰胆碱的量

与特定波长的荧光强度变化量之间的关系，可间接测量出主体化合物H对乙酰

胆碱客体G的识别能力(图2．1)。

Nofluorescent Nofluorescent Nofluorcscent Fluorescent

H H·P H．G P

图2．1荧光竞争法的原理

该法可实现对乙酰胆碱的非破坏性发光检测，关键在于找到合适的荧光探

针。早在上世纪90年代，lnouye[5】等和Shinkai[61等利用芘的衍生物2-1(图2．2)

作为荧光探针进行了对乙酰胆碱的非破坏性荧光检测，但在他们的测试条件中为

了抑制该探针的聚合，使用了与生理条件有所区别的甲醇为溶剂之一。该探针后

来虽也被继续使用，如我们课题组tT】,tj用该探针和荧光竞争法测量了四氰基杯【4】

芳烃在中性水溶液对乙酰胆碱的识别能力，但因其在水溶液中的溶解性不好、高

浓度下易发生自身／E-；E堆积的聚集、荧光重生效率低、荧光淬灭改变量小和对更

大的主体杯无法使用等缺点【8】，使之在无法获得较广泛的使用。2003年，T．Jin[91

等人采用丹酰氯衍生物(I)ANCh)2．2(图2．2)代替芘衍生物为荧光探针与磺酸化

杯【8】芳烃组成新的可在水溶液中进行的荧光检测体系。但该体系要求乙酰胆碱

的浓度要超过10。4moFL，大于生物体系中乙酰胆碱的浓度：而且不能区分胆碱

与乙酰胆碱。最近，Werner M．N跚隋肄人找到了一种新的荧光探针一四氢哒嗪衍

生物(DBo)2-3(图2．2)，与磺酸化杯【4】芳烃组成一个新的荧光检测体系。与以

气札
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往的荧光探针皆为有机阳离子不同的是，该探针是一个中性的有机分子。在酸性

和中性水溶液中，它都能与磺酸化杯芳烃形成盐而被包结到杯中，但在酸性条件

下包结更强些。该探针被杯芳烃l：l包结后，由于整个分子都处于杯芳烃的空腔

中(不象芘的衍生物等只有很小一部分在空腔中)，荧光被淬灭，强度大大降低

(约90％)，故很易观察到荧光变化情况；当该探针被客体分子置换时，也很容

易观察到荧光的再生情况。但是，该检测体系对乙酰胆碱的检测浓度为10。

moVL，远远高于生物体内乙酰胆碱的浓度。

^c H—N一(CH曲2一N(CHah

2-2 DANC]1 2-3 DBO

图2．2三种荧光探针2-1、2-2和2-3

综上所述，以往的荧光探针存在着非生理条件、荧光变化不明显和检测限高

等缺点，所以有必要开发新的能在生理条件(或中性水溶液)中使用，有较明显

的荧光变化现象和较低检测限(这也与主体化合物有关)的荧光探针。

2．1．2选题意义与立题思想

毗啶盐类化合物与季铵类阳离子有着相似的结构，而且对杯芳烃类化合物有

着相似的包结方式和相近的包结常数，其被包结到杯芳烃主体空腔中后易被乙酰

胆碱及其相似季铵离子顶出，故常被设计成荧光探针。带正电性的吡啶盐阳离子

以共轭形式接到具有较大离域共轭结构的基团上，可提高了化合物的分子超极化

率，使共轭链中的，r电子变得较为松弛，分子在外场中更易发生分子内的电荷转

移，从而具有较好的荧光性能【l⋯。

目前使用的芘的毗啶盐探针水溶性不好，且与杯芳烃结合后，荧光淬灭不明

型71，一方面与探针自身的荧光性能不够理想，且与杯芳烃的包结不够深入，不

能缀好的进行光诱导电子转移(PET)15]过程有关。此外，该探针中处于“杯13”

的大体积的芘基对季铵离子客体与杯芳烃主体的竞争结合可能造成一定的空间

房％
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阻碍。

针对以上问题，我们在芘的衍生物探针的基础上，设计了具有线形结构的芪

的吡啶盐衍生物2-4(图2．3)作为新的荧光探针。相比于芘的衍生物探针，作为

荧光增白剂的芪通过反式双键与吡啶盐连接所得的线形结构化合物一芪的吡啶

盐衍生物，具有较大的石电子离域范围和共轭链中松弛的丌电子，可望有较好的

荧光性能。而且，由于杯芳烃对线形季铵离子有较好的包结能力，能较深入的包

结线形分子[hi，线形结构的芪衍生物探针，被包结杯芳烃主体空腔时，不会像芘

基那样在空腔口形成阻隔板，将利于季铵离子客体的竞争结合，故可望线形结构

的芪吡啶盐探针在荧光竞争实验中有较明显的荧光淬灭和重生情况。同时，为了

考察分子形状对竞争包结的影响等，我们还合成了空间阻碍适中的萘的毗啶盐探

针2-5，通过比较三种不同空间阻碍的探针(芘、芪和萘的吡啶盐衍生物探针2-1、

2-4和2-5)的水溶性、在荧光竞争实验中的荧光变化情况，可望得到关于荧光

竞争法和荧光探针方面的更多信息。

图2．3三种毗啶盐类探针

2．2三种吡啶盐类探针(2．4、2-5和2-1)的合成

2．2．1合成路线

GH3

2．S

目标化合物三种吡啶盐类探针2-1、2-4和2．5采用图2．4、2．5、2．6所示的

路线合成。其中母体碘化1，4---甲基吡啶盐2-6参考文献‘121方法，过量的碘甲烷

与4．甲基吡啶以甲醇为溶剂70。C回流2小时以上而得。而反．4．苯乙烯苯甲醛2-8

的合成参考文献方法【13】，以三苯基膦和苄基氯为原料，氯仿为溶液，先生成苄
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基三苯基氯化磷，再经wittig反应得到。三种醛(反-4-苯乙烯苯甲醛2-8、2-萘

甲醛、1．芘甲醛)均以六氢吡啶为催化剂，分别与碘化1，4-二甲基吡啶盐2-6，

经缩合反应生成目标物2-4、2-5和2-1。

闩 MeOH，=：、+ 一H3c—≮∥+川———}H3C—毡∥吒H3 I、。。一 Reflux、。。一

C=O
H 2-6．pioeddine

—------—-—--——--}

CH2C12，Reflux

图2．4芘吡啶盐探针2-1的合成

CHCl3PPh3+PhCH2CI—————斗
Reflux

n∥》
、=，

CH3 I

PhCH2P+Ph3c1_一Terephthalaldehyde．．
50％NaOH／H々o

2．7 CH2C12

r．t．

CH：O!：型竺：竺望
CH2C12／MeOH

r．t．

图2．5芪毗啶盐探针2-4的合成

c：o!兰：!型竺
H
EtOH，Reflux

图2．6萘吡啶盐探针2-5的合成

N—CH3 l

CH3 I

主体化合物间苯二酚杯【4】芳烃2-9的合成参考文献‘7】的做法，用间苯二酚于

正丙醛，在盐酸的催化下，通过缩合反应而得。
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帕D洲+ HCL EtOH

Reflux

图2．7间苯二酚杯【4】芳烃2-9的合成

2．2．2结果与讨论

2．2．2．1碘化1，4．二甲基吡啶盐2-6的合成

l，4一二甲基吡啶盐是合成其它吡啶盐的重要母体，在六氢吡啶的催化下，它

与醛通过缩合脱水生成最终需要的吡啶盐类衍生物‘12，14,”1。该母体的合成较为

简单，使用过量的高反应活性碘甲烷与4一甲基吡啶，在甲醇溶剂中通过充分的搅

拌回流，便可以得到几乎定量转化的目标物。过量的碘甲烷和溶剂可通过减压浓

缩除去，浓缩所得的固体化合物只需重结晶一次便可投入到下一步反应中。一般

采用异丙醇为重结晶溶剂[121。

为了使1，4．二甲基吡啶完全转化，我们用三倍以上的量的碘甲烷与4．甲基

吡啶反应，在回流的情况下反应三个小时以上，TLC跟踪反应发现三个小时后，

4．甲基吡啶反应几乎100％转化，反应液浓缩至干燥固体后，TLC(环己烷／乙酸

乙酯=2／1和正丙醇／乙酸乙酯／水，浓氨水=5／1／111)检测无4．甲基吡啶原料，且

只有一个新的产物点。由于该法比较成熟，且据TLC情况估计为目标产物，故

浓缩干燥后的浅黄色固体未作进一步的纯化和结构鉴定，直接用于下一步反应。

2．2．2．2 Wittig反应合成反一4．苯乙烯基苯甲醛2．8

反-4一苯乙烯苯甲醛2．8的合成方法很多，关键在于两个苯环如何用双键连接

起来。双键的构建在经典方法中有很多种方法，其中Wittig反应和偶联反应由于

有着较高的产率和立体选择性，较受青睐。随着更多更好的催化剂和更成熟的反

应方法(如微波法)的出现，偶联反应的发展变得更加的成熟和多样化，如
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Sonogashira、Heck、Suzuki、Still和Cyanation反应等。特别是用Heck反应结合

微波法合成反-4．苯乙烯苯甲醛的报道[16～181很多，且产率往往有90％以上，几乎

为反式结构。但是，该类反应都需要用到贵金属Pd或其配合物为催化剂，成本

较高；而且反应常常要求无水无氧，条件比较苛刻。该类反应目前仅是在实验室

小量制各使用，无法大量制备需求量较大的中间体。

相比于偶联反应，Wittig反应虽没有90％以上的产率和很专一的反式产物，

但其操作可在水相和有机相同时进行，较为简便；原料主要为三苯基膦，相对较

便宜；产率也常能达到80％以上和得到较好的专一产物I伸，201。所以，我们采用

了Wittig反应进行反一4．苯乙烯苯甲醛的合成。

参考文献‘¨1的操作，利用三苯基膦和氯化苄在氯仿溶剂中合成了Wittig反

应的中间体——苄基三苯基氯化磷盐2．7。在该化合物的质谱(ESI-MS)中，检

测到m／z=353的峰和m／z=354的峰，分别对应于苄基三苯基氯化磷盐脱去氯离

子后的阳离子峰及其同位素峰。然后参考文献【”1合成1,2．二苯乙烯的条件和操

作，将苄基三苯基氯化磷与对苯二甲醛在碱催化下室温反应。并在该反应中着重

考察了原料配比的影响。

由于对苯二甲醛上的两个醛基均可与苄基三苯基氯化磷，反应容易出现两个

醛基都参与反应的副产物，从而降低目标物的产率，并给分离造成困难。从这个

角度分析，似乎采用1：l的苄基三苯基氯化磷／对苯二甲醛的投料比比较合适。但

在实际采用l：l投料比的反应中采用TLC跟踪反应进程中，不仅观察到不可避

免地会形成两个醛基都反应的副产物，而且观察到有极性很大的物质点形成，分

析估计与醛在反应中的氧化有关，因此，我们提高了对苯二甲醛的投料比到1：2，

结果在加入碱液后室温下继续搅拌30分钟便可获得较理想产率(50％)的目标

物。

合成1,2．二苯乙烯时是采用乙醚进行萃取‘¨】，但本实验的目标物不同，当采

用乙醚萃取时，易在水与乙醚之间形成乳化层，不便于萃取分离，且干燥时需消

耗较多的干燥剂。经过实验发现目标产物在二氯甲烷中有较好的溶解性，且反应

溶剂亦为二氯甲烷，因此直接在反应液中加入二氯甲烷和水进行萃取，未出现乳

化层，萃取效果较好。

萃取所得有机相经干燥后，TLC发现出现四个新点(图2．8)。其中1、2点



2006年中山大学硕士学位论文：第二章新型荧光探针的合成及性能研究 曾少高

的量较少，3、4点的量相对较多，在254nm的紫外灯下观察，1、2、4点显荧

光，故据板上情况估计1、2点为对苯二甲醛的两个醛基均进行了Wittig反应的

产物，3点为顺式对芪甲醛产物，4点才为目标产物。参考文献【。3l的纯化方法，

用乙醇进行重结晶，未能获得纯目标产物，改为普通硅胶色谱柱分离，分别得到

1 8．O％的顺式和32．0％的反式4．苯乙烯苯甲醛。后来发现顺式产物在下一步反应

中可以转化为反式，得到所需要的目标产物。所以，以后的分离中只需要除去两

个醛基都反应的副产物即可。

图2．8 2^8的合成反应液TLC情况

化合物2．8的结构得到核磁共振氢谱的确认。在化合物2．8的1H NMR(附

图1．2)中，9．95处有一组积分为1的单峰，这对应于化合物2．8的甲醛基；7．11

和7．23处各出现一组积分为1的二重峰，且两组峰的偶合常数相同(均为16．2)，

这对应于连接两个苯环的反式双键；其余峰均与苯环氢一一对应。

2．2．2．3化合物2．4、2-5和2-1的合成

在六氢吡啶的催化下，醛容易与具有活泼氢的亚甲基缩合脱水成反式双键。

1，4-二甲基吡啶阳离子的4．甲基氢在正电中心吸电子诱导作用下，变得很活泼，

所以能与醛在六氢吡啶的催化下生成各种通过双键连接的吡啶盐类化合物。在该

类反应中，一般将醛溶解于四氢呋喃，而将碘化1，4-二甲基吡啶盐和六氢吡啶溶

解于醇类溶剂中，混合两种溶液，在室温下搅拌，产物由于一般不易溶于四氢呋

喃中常以沉淀析出。

参考文献嘲，化合物2-4的缩合合成反应采用四氢呋喃和甲醇为溶剂，TLC

跟踪反应过程中，发现反应液成分较为复杂。在254nm紫外灯观察除了原料点

外，还有不止一个以上的新点出现(荧光点只有一个)，这些点与荧光点非常靠近，

一般的萃取分离和重结晶都无法得到纯目标物：由于吡啶盐极性较大，亦难以用

硅胶色谱柱纯化。因此改用比四氢呋喃极性更小但对原料化合物2．8溶解性更好
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的二氯甲烷代替四氢呋喃为反应溶剂，结果反应产物单一，TLC只发现除原料

点外的一个新的荧光点，而且在室温下反应随着反应物的不断产生，反应液出现

大量沉淀，过滤并稍加洗涤即可得到较纯的产物，大大简化了后处理。

化合物2-5的缩合合成反应中，采用四氢呋喃和甲醇为溶剂同样发现上述副

产物较多的情况。后采用文献1211的方法，只用乙醇为溶剂，获得了目的化合物

2．5，产率(38．6％)比文献报道值(24％)高。

参考文献嘲的方法，化合物2-1的缩合合成反应采用四氢呋喃和甲醇为溶剂，

虽未出现类似上述副产物较多的情况，但后处理过程中四氢呋喃不易除去，产物

难以干燥，而且反应时间较长(8 h)、产率不高(38％)。后来改用了二氯甲烷／甲醇

体系为溶剂，反应3小时即可见大量沉淀产生，反应液用少量甲醇和二氯甲烷洗

涤可得纯目标物。该滤液在室温下放置过程中随着溶剂的挥发又出现大量结晶，

过滤并稍加洗涤后，TLC验证为目标产物，说明滤液中尚存大量目标物。因此

在后来的后处理中，先将反应液浓缩后再过滤洗涤，大大提高了产率(68．97％)。

三种吡啶盐探针2-4、2-5、2-1的结构均得到质谱和核磁共振氢谱的确认。

在质谱中，分别可看到化合物2-4的阳离子峰rn／z=298(附图1．4)、化合物2-S

的阳离子峰m／z=246(附图1．6)和化合物2-1的阳离子峰m／z=320(附图1．8)。

在核磁共振氢谱中，均可看到吡啶环的氮甲基单峰和相应的反式双键氢的峰等

(附图1．3、1．5和1．7)o

2．3新型芪吡啶盐探针2-4与间苯二酚杯【4l芳烃2-9的包结作用

与性能研究

2．3．1新型芪吡啶盐探针2-4与间苯二酚杯【4】芳烃2-9的包结方式

虽然1H NMR滴定法对测定主体化合物对客体化合物的包结常数存在着检

测限过高的缺点，无法准确测定高结合常数的主．客体复合物12l，但却能较好的

反映出主．客体复合物的结构信息。所以，通过比较芪吡啶盐探针2-4与杯芳烃

2-9不同比例混合前后的1H NMR图中质子化学位移变化情况，可以考查杯芳烃

2-9是否可以包结探针2-4及其包结方式。考虑到杯芳烃2-9与探针2-4的溶解性，

我们选用对两者均有较好溶解性、pH值约为中性的氘代DMSO为溶剂。
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通过比较芪吡啶盐探针2-4与杯芳烃2-9不同比例混合前后的1H NMR图，

发现探针2-4的氮甲基氢(N-CH3)峰(图2．9中4．246 ppm处的单峰a)，随着杯芳

烃比例的逐渐增大，慢慢出现两重不等面积的峰(图2．9~2．15中峰a和a，．三重

峰b为杯芳烃2-9的亚甲基叔碳氢的峰，下同)：其中，处于高场的峰积分面积

越来越大(图2．9．-2．14中峰a’)。由此可以推断：探针2-4是以N甲基一端插入

到杯芳烃2-9中。插入到杯芳烃2-9中的探针2．4的N甲基处于杯芳烃2-9苯环

上方，受到苯环上方的强屏蔽作用使其化学位移移向高场，从而出现两种N甲

基的峰。随着杯芳烃2-9的量的增加，插入到其中的探针2-4的量也增加，故高

场的N甲基的峰面积与低场的N甲基的峰面积比越来越大。但该线形探针的末

端苯环上氢的峰并没出现如上述高场移动的情况，所以可以肯定该探针的末端苯

环没有插入另一分子杯芳烃2-9的空腔。

A
口6

善

这说明该探针与杯主要以l：l络合比结
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i珊 |瑚

图2．9探针2-4的氮甲基氢(N-CH3)峰
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图2．12探针2-4与杯2-9的比例为1：6
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图2．14探针2-4与杯2-9的比例为1：10
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图2．13探针2-4与杯2-9的比例为1：8
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图2．15探针2．4与杯2-9的比例为1：10．5

从上述结果可以发现，加入杯芳烃2-9后的探针2-4的氮甲基氢的峰(不管

是峰a还是峰a，)均为单峰，可见插入杯芳烃2-9的氮甲基除了受杯芳烃2-9的

苯环的屏蔽作用外，未发现有其它影响，如不同核的质子问空间偶合作用。说明

很可能只有一个探针分子插到一个杯芳烃空腔中，即两者的包结计量比为1：l。

其实，要使两个或两个以上的探针的带正电荷端的氮甲基插到同一个杯芳烃空腔

中，必然会有电性排斥作用，所以这种情况也是不太可能的。

同时，比较同一比例的探针与杯的混合物在混合后的不同时间的1H NMR

(图2．16．．2．19)，发现氮甲基的两个峰面积比例有所变化。在1：4的探针与杯的

混合物中，刚混合后的1H NMR(图2．16)中没出现商场氮甲基峰a’；但该混合

物放置四天后，其1H NMR(图2．17)出现了高场氮甲基峰a’。在1：10．5的探针

与杯的混合物中，刚混合后的1HNMR(图2．18)中，低场的氮甲基峰a面积与

高场的氮甲基峰a’面积比为1：2．33；该混合物放置七天后的1HNMR(图2．19)

中，低场的氮甲基峰a面积与高场的氮甲基峰a’面积比变为l：2．57。这说明了探

针与杯混合后，两者的包结作用需要一段时间才能达到平衡。

一一
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圈2．16l：4的探针2-4与杯2-9刚混合后 图2．171．4的探针2-4与杯2-9混合四天后

i 吾 g

L f。

P二∥／＼～～}”一一二太／／V
u
L～

幽2．181：10．5的探针2-4与杯2-9刚混合后图2．191：10．5的探针2-4与杯2-9混合七天后

综上所述，新型芪吡啶盐探针2-4是以氮甲基端伸进问苯二酚杯【4】芳烃2-9

空腔的，两者的包结计量比为l：1；该包结过程并不马上完成，而是一个需要一

定时间的过程。

2．3．2化合物2-4的荧光性

为了考查新合成的芪毗啶盐2-4是否具有荧光性及比较其与另外两种吡啶盐

(2-5和2-1)的荧光性质，以这三个化合物相应的紫外虽大吸收波长为激发波

长(2—4：397nm,2-5：355nm,2-1：430nto)，测试了它们在碱性甲醇(O．Olmol／L

KOH／CH30H)中的两种浓度(1．0x10-4mol／L和2．0x106mol／L)时的荧光强度以及

在中性水溶液中(PH=7．00的磷酸钠盐缓冲液)低浓度(2．0xlo_7mol，L)时的荧光强

度(表2．1、图2．20、图2．21和图2．22)。

三种化合物的荧光光谱中，550nm附近的发射峰为探针2-4的特征峰，500nm

附近的反射峰为探针2．5的特征峰，570nm附近的反射峰为探针2-1的特征峰。

对比三种化合物的荧光光谱，可以发现，在碱性甲醇溶液中，三种探针的荧光光

谱均有较好的峰型。但在中性水溶液中，化合物2-4的荧光光谱峰更尖锐，这样
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的峰型更便于观察其在荧光淬灭和重生实验中的荧光变化情况。且在相同条件

下，中性水溶液中的化合物2．4比其余两化合物具有更强的荧光强度，说明化合

物2-4更适合于在中性水溶液中作为荧光探针使用。

表2．1三种毗啶盐在三种条件下的特征峰荧光强度

350 400 450 500 550 600 650 70(1 750 800

Wavelength Cnm)

图2．20三毗啶盐(1．Oxl04mol／L)在O．Olmol／LKOH／CH，OH中的荧光光谱

350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Wavelength【nm)

图2．21三毗啶盐(2．O×lo"SmoFL)在0．olmoYL KOH／CH30H中的荧光光谱

．3l一
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350 400 450 50D 550印0 650 7∞ 7∞∞O

图2．22三吡啶盐(2．Oxl04mol／L)在中性水溶液中的荧光光谱

223．3芪吡啶盐2-4对间苯二酚杯【4】芳烃2-9的解离常数肠

由于核磁滴定法无法检测结合稳定常数大于104(mol／L)。的包结作用，而杯

芳烃2-9对吡啶盐及季铵阳离子的包结常数往往大于104(mol／L)。【5】，所以不能

用核磁滴定法检测杯芳烃2-9对芪探针2-4的包结常数，或两者包结物的解离常

数肠。荧光检测法的灵敏度较高，可进行较低浓度的检测。作为吡啶盐的衍生

物，芪吡啶盐2-4具有较好的荧光性能，而且可望在碱性甲科5域中性水溶液【7】

中被杯芳烃2-9包结而淬灭，从而使之能作为荧光探针应用于具有灵敏度较高，

可进行较低浓度检测的荧光光谱检测法。据体系的荧光变化量，可以定量计算出

杯芳烃2-9与芪探针2．4的复合物的解离常数肠。

2．3．3．1荧光淬灭实验的理论公式和测试方法

根据文献‘刀可知杯芳烃与探针1：1结合所得复合物的解离常数尬与总浓度的

关系式如下：

㈧+并{(【乩+【P】。+髟H厕而再再丽)}2．-
式2．1就是对荧光淬灭实验的数据进行曲线拟合的公式。其中I为杯芳烃与

探针在一定浓度比时的荧光强度，而为纯探针的荧光强度，L为杯芳烃与探针1：1

尝∞c鲁一8c8∞m8ju
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结合所得包合物的荧光强度理论值，【P】o为探针的总浓度，【月】o为杯芳烃的总浓

度。

固定探针浓度的情况下加入不同浓度的杯芳烃2-9，测定相应的荧光淬灭光

谱。对荧光淬灭光谱的特征峰数据用公式2．1进行非线性拟合可得到而、厶和肠。

2．3．3．2两种条件下杯芳烃2-9对三种探针的荧光淬灭情况

根据上述测试方法和拟合公式【5一，利用荧光光谱法分别测试得到杯芳烃2-9

三种探针2-4、2-5和2-1在两种条件下的荧光淬灭光谱，并由荧光淬灭公式拟合

得到杯芳烃2-9对三种探针的解离常数。

第一种条件为O．01moUL KOH／CH30H溶液中，保持探针浓度为

1．O×10r4moUL的情况下，不断增加杯芳烃2-9的量以淬灭探针的荧光。

在探针2-4的荧光淬灭实验中，探针2-4特征发射峰(550nm附近)的荧光

强度随着杯芳烃2-9的不断增加而减少(图2．23)，表明体系中的探针2-4不断

被包结到杯芳烃空腔中。荧光淬灭光谱的特征峰(550nm处)的荧光强度随杯芳

烃浓度变化的变化值列于表2．2中，根据式2．1进行非线性拟合见图2．24。拟合

得到新合成的探针2-4与杯芳烃的离解常数Ka=(6．982士3．371)×10。6mogL，相关

系数R2=0．98945。

350柏O 450 5∞ 550 6∞ 咖 7∞ 750 ∞O

图2．23探针2-4(1．0x 104 mogL)的荧光被杯芳烃2-9淬灭光谱

磊c曾兰8cm8巴o)Z
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注：O．01mol／L KOH／MeOH溶剂，室温，狭缝宽度：EX：3．0nm／EM：3．0nm，激发波K：397nm。

-2 0 2 4 6 日 'O 12 14 16 18 20
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图2．24探针2-4的荧光被杯芳烃2-9淬灭的数据拟合图

其余两种探针2．5和2-1在该条件下被杯芳烃2-9包结识别的荧光淬灭实验

同样用上述方法研究，其荧光淬灭谱图及相应的数据拟合结果见附录二(附图

2．1和2．2，附表2．1和2．2)。所得三种探针在O．01mol／L KOH／MeOH溶液中，浓

度为1．0×10‘4mol／L条件下与杯芳烃2-9的解离常数对比见2．3．3．3节的表2．4。

第二种条件为pH值等于7的磷酸钠盐缓冲溶液中，保持探针的浓度为

2．0x104mol／L的情况下，不断增加杯芳烃2-9的量以淬灭探针的荧光。

在探针2-4的荧光淬灭实验中，探针2-4特征发射峰(550rim附近)的荧光

]IlI_]
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强度随着杯芳烃2-9的不断增加而减少(图2．25)，表明体系中的探针2-4不断

被包结到杯芳烃空腔中。荧光淬灭光谱的特征峰(550nm处)的荧光强度列于表

2．3中，根据拟合公式2．1进行非线性拟合见图2．26。拟合得到新合成的探针2-4

与杯芳烃的离解常数／G=(3．0756-士o．9849)x10一mol／L，相关系数R2=0．99146。

400 450 500 550 600 650 7∞ 750∞0

图2．25探针2-4的荧光被杯芳烃2-9淬灭光谱

表2．3探针2-4的荧光被杯芳烃2-9淬灭数据

注：pH=7．00磷酸钠缓冲液溶剂，室温，狭缝宽度：EX：10．0nm／EM：10．0nm，激发波长：397nm

寺ic磐c一8c8日o-o三‘
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日u a 1u⋯⋯∞
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图2．26探针2-4的荧光被杯芳烃2-9淬灭的数据拟合

其余两种探针2．5和2．1在该条件下被杯芳烃2-9包结识别的荧光淬灭实验

同样用上述方法研究，其荧光淬灭谱图及相应的数据拟合结果见附录二(附图

2．3和2．4，附表2．3和2．4)。所得三种探针在中性水溶液中，浓度为2．0×104 mol／L

条件下与杯芳烃2-9的解离常数见2．3．3．4节的表2．5。

对比三种探针在两种条件下的荧光淬灭效率曲线图(图2．27和图2．28)，可

以发现，三种探针的荧光在碱性甲醇溶液中均能被杯芳烃2-9较好的淬灭(几乎

都100％被淬灭)，性能上无明显差异(图2．27)。但是在中性水溶液中(图2．28)，

可以发现，当杯芳烃的量加至3．2×10。6mol／L时，探针2-4的荧光能较好的被杯

芳烃2-9淬灭，荧光变化量最大(淬灭量为61．96％)，而探针2-5被淬灭的荧光

变化量次之、(淬灭量为59．15％)，探针2-1被淬灭的荧光变化量最差(淬灭量为

36．90％)。由此可见，作为在中性水溶液中进行荧光检测法的荧光探针，芪吡啶

盐探针2-4具有更好的淬灭效率。

m¨0．2“∞¨1,D 12⋯1㈣
口-札i104moilL} l砜f 10‘r1101“

图2．27三探针的荧光淬灭曲线(碱性甲醇) 图2．28三探针的荧光淬灭曲线(中性水)
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2．3．3．3两种条件下杯芳烃2-9与三种探针的解离常数岛分析

三种探针在两种条件下与杯芳烃的解离常数／G列于表2．4中。

表2．4两种条件F三探针与杯芳烃2-9的解离常数

对比三种探针与杯芳烃2-9的解离常数(表2．4)，可以发现三种探针解离常

数有所不同，说明探针的芳香烃部分结构对于探针与杯芳烃的结合强度有一定影

响，但是无明显变化规律。

各探针在碱性甲醇溶液中以及在中性水溶液也不相同。相比较而言，在中性

水溶液中均具有更小的解离常数，这表明杯芳烃的杯口羟基的解离情况对吡啶靛

类探针与杯芳烃的包结情况有影响：碱性条件下，羟基部分解离，季铵的『F电荷

中心N+更靠近杯口，这种结合受到溶液极性和溶剂化作用的影响；而在中性条

件下，杯口羟基没有解离，这时毗啶盐类探针与杯芳烃主要依靠阳离子吼作用和

疏水作用，季铵的正电荷中心N十将更深入杯空腔，同时疏水作用使之与杯芳烃

主体具有更强的包结作用。

此外，探针2-1在碱性甲醇中与杯芳烃2-9的解离常数与文献用核磁共振方

法测得的值(4．35X10击tool／L)【5】接近，说明这两种方法是可比的。

2．3．4利用新型芪吡啶盐探针2-4的荧光竞争法研究问苯二酚杯【4】芳烃2-9

对氯化胆碱的识别能力

为了考查所合成的新化合物一芪毗啶盐2-4是否可作为荧光探针用于荧光竞

争法检测杯芳烃对季铵阳离子的识别能力，我们选择了杯芳烃2-9为主体，生物

体内大量存在的氯化胆碱(HOCH2CH2N+(CH3)3Cr)为客体，在碱性甲醇溶液和

中性水溶液两种条件下，进行检测。根据芪吡啶盐2-4的荧光再生情况，利用荧

光再生的理论公式，便可定量计算出杯芳烃2-9对氯化胆碱的包结常数亿。
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2．3．4．1荧光再生的理论公式与测试方法

如果主体化合物与客体分子、主体化合物与荧光探针均以1：l的比例包结，

据文献口1报道，主体化合物R、客体分子A和荧光探针P三者的浓度在荧光竞争

法过程中，与体系的荧光强度I、主体化合物与荧光探针的解离常数j％和主体化

合物对客体分子的包结常数局之间，有如下关系：‰』{蔫⋯唧】0-翰×等咽。×差)2 2
式2．2就是对荧光再生实验的数据进行曲线拟合的公式。其中fG】0为加入的

客体总浓度，【e]o为探针总浓度，陋】o为受体总浓度，lo为纯探针的荧光强度，，砷

为杯芳烃与探针l：l结合所得包合物的荧光强度理论值，，为体系总荧光强度，

杨为主体化合物与探针的解离常数，屹为主体化合物对客体分子的包结常数。

在固定探针与主体化合物比例和浓度的情况下加入客体的溶液，测试相应的

荧光再生光谱。对荧光再生光谱的特征峰数据用公式2．2进行非线性拟合可得到

lo、L和J匕。

2．3．4．2两种条件下氯化胆碱使杯芳烃一探针体系的荧光再生情况

参考文献15’7】报道，我们分别用化合物2．4、2-5和2-1作为荧光探针，测试

两种条件下氯化胆碱使杯芳烃2-9-探针体系的荧光再生情况，并通过对荧光再

生数据的拟合得到杯芳烃2-9对氯化胆碱的包结常数局。

第一种条件为0．01mol／LKOH／CH30H溶液中，保持探针浓度为1x10’4mogL、

杯芳烃2-9浓度为2．O×1 0‘4mol／L的情况下，配置一系列依次增加氯化胆碱量的

混合液进行荧光测试。在利用芪吡啶盐2-4作为荧光探针的荧光竞争实验中，探

针2-4特征发射峰(550nm附近)的荧光强度随着氯化胆碱量的不断增加而增强

(图2．29、表2．6)，表明体系中的探针2-4不断被氯化胆碱竞争置换出杯芳烃空

腔。荧光再生光谱的特征峰(550rim处)的荧光强度值列于表2．5，用式2．2进

行非线性拟合的曲线见图2．30。拟合得到该条件下杯芳烃2-9对氯化胆碱的包结

常数％=(3．35土0．89)×106(moVL)～，相关系数12=0．99034。
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350,100●轴 蛳 550 ⋯卯 7ⅡⅡ 7如 日00

图2．29化合物2-4的荧光再生光谱

表2．5探针2-4的荧光再生数据

注：0．01mol／L KOH／MeOH溶剂，室温，狭缝宽度：EX：3．0nm／EM：3．0rim，激发波长：397．Onm

[Cholble]o(10。4moL4-)

图2．30化台物2-4的荧光再生数据拟合
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其余两种化合物2．5和2-l作为荧光探针，用于在该条件下杯芳烃2-9对氯

化胆碱的荧光再生实验，同样用上述方法研究。其荧光再生谱图及相应的数据拟

合结果见附录二(附图2．5和2．6，附表2．5和2．6)。在0．01mol／L KOH，MeOH

溶液中，利用三种化合物(2-4、2．s和2．1)为探针所测得杯芳烃2-9对氯化胆碱的

包结常数见2．3．4．3节的表2．7。

第二种条件为pH值等于7的磷酸盐缓冲溶液中，保持探针浓度为

2×10～mol／L、杯芳烃2-9浓度为8．0×10"7mol／L的情况下，配置一系列依次增加

氯化胆碱量的混合液进行荧光测试。在利用芪吡啶盐2-4作为荧光探针的荧光竞

争实验中，探针2-4特征发射峰(550rim附近)的荧光强度随着氯化胆碱量的不

断增加而增强(图2．32、表2．6)，表明体系中的探针2．4不断被氯化胆碱竞争顶

出杯芳烃空腔。荧光再生光谱的特征峰(550rim处)的荧光强度值列于表2．6，

用式2．2进行非线性拟台的曲线见图2．33。拟合得到该条件下杯芳烃2-9对氯化

胆碱的包结常数筋=(8．13+4．27)×105(mol／L)～，相关系数Rz=O．99519。

㈩5∞ 550 啪 呦 7∞ 750 哪

Wacaleng廿lltimI

图2．32化合物2．4(2．0x104mol／L)的荧光再生图

表2．6探针2-4的荧光再生数据

注：pH=7．00磷酸钠缓冲液溶剂，室温，狭缝宽度：EX：10．0nm／EM：10．0rim，激发波长：397．0rim
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[Chonne|a(10。monl

幽2．33化合物2—4的荧光再生数据拟台

其余两种化合物2．5和2-1作为荧光探针，用于在该条件下杯芳烃2-9对氯

化胆碱的荧光再生实验，同样用上述方法研究。其荧光再生谱图及相应的数据拟

合结果见附录2(附图2．7和2．8，附表2．7和2．8)。在中性水溶液中，三种探针

f2-4、2-5和2-1)测得杯芳烃2-9对氯化胆碱的包结常数见2．3．4．3节的表2．9。

从这三种探针在所述两种条件下的荧光再生效率曲线图，我们发现：在这两

种条件下，当胆碱的量加至6．4x104mol／L时，探针的荧光均基本可完全恢复初

始值，探针2-4的再生效率略佳(图2．34、图2．35)。

习尸霉；刍严驾--．-2-1习∥ 二：j。5 驯厂
一拍

=]／ 。．j?

图2．34三探针的荧光再生效率曲线(碱性甲醇)图2．35三探针的荧光再生效率曲线(中性水)

在中性水溶液中，芪吡啶盐2-4相对其余两探针作为荧光探针显示出较尖锐

的荧光特征峰(图2．36)，说明其更适合在水溶液中使用，这对于与具有高选择

识别能力的人工受体结合，开发在模拟生理条件对季铵阳离子的快捷简便的荧光

检测体系有较好的参考价值。

jic{一8c§29C
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图2．36三探针在中性水溶液中的荧光再生光谱比较
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2．3．4．3三种探针检测的两种条件下杯芳烃2-9对胆碱的包结常数疋分析

在两种条件下用三种探针分别用于荧光竞争法检测所得的杯芳烃2．9对氯化

胆碱的包结常数屁列于表2．7中。

表2．7两种条件下杯芳烃2-9对氯化胆碱的包结常数乜(105(mollL)。1)

对比两种条件下测得的包结常数，发现对于在这两种溶液中都有较好水溶性

的氯化胆碱而言，碱性条件下的包结常数普遍比在中性条件下大。可见在碱性条

件下，部分酚羟基离解了的杯芳烃出于增强了它对胆碱阳离子的静电作用，比在

没有酚羟基离解的情况下对胆碱阳离子具有更强的包结能力。这与杯芳烃2-9对

吡啶盐探针在水溶液中比在碱性甲醇中具有更强的包结能力的规律相反。由此可

说明，对于有较好水溶性的氯化胆碱而言，疏水作用的影响并末体现在杯芳烃

2-9对其的包结作用中，而静电作用却有较明显的体现。

同种条件下使用三种探针测得的杯芳烃2-9对氯化胆碱的包结常数有一定的

差异。说明在这两种条件下，杯芳烃对胆碱的包结能力大小可能还受体系里其它

离子(如探针阳离子)的影响。从而导致在同一种溶液、同样的浓度等的同等条

件下，用不同的探针检测，得到同一杯芳烃对同样的氯化胆碱有不同的包结常数。

也可能由于胆碱对不同的探针的荧光强度有不同的影响，从而导致检测产生误

差，这说明荧光竞争法的使用条件有待进一步探讨和完善。

2．4实验部分

2．4．1仪器与试剂

核磁共振波谱仪：American Varian Mercury-Plus 300(300 M Hz)(氘代氯仿、

氘代二甲基亚砜作溶剂，TMS为内标)：

液相色谱·质谱联用仪：Japan Shimadzu ESI-LCMS·2010A；

荧光分光光度计：Japan Shimadzu RF一5301PC Spectrofluoro Photometer；

．43．
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用。

实验所用试剂，均为市售化学纯或分析纯，除特别说明外，未加处理直接使

2．4．2化合物2-4、2-5和2-1的合成

2．4．2．1碘化1,4．二甲基吡啶盐(2-6)02]

混合4-甲基吡啶(100¨L，1．0 mm01)、碘甲烷(186止，，3．0 ret001)和1．0 mL甲

醇，70。C下回流搅拌3小时以上。将反应液减压旋干可得淡黄色固体(过量的碘

甲烷和未反应的原料被浓缩除去，产物单一)化合物2-6(230 mg，97．9％)。

2．4．2．2碘化反-4-(1-芘乙烯)．1一甲基吡啶盐(2-1)

在1一芘甲醛(50 mg，0．2 mm01)的二氯甲烷溶液(O．2 n1L)中滴加入碘化1,4-二

甲基毗啶(50mg，0．2ret001)和六氢吡啶(100皿，1．0mm01)的甲醇溶液1．0mL，室

温下搅拌3小时以上可见大量橙红色沉淀。将沉淀过滤，依次用少量甲醇、二氯

甲烷洗涤，室温晾干得目标产物纯品。滤液敞口放置过夜，待其大量挥发可见有

大量橙红色结晶物，将其过滤，依次用甲醇、二氯甲烷洗涤，得目标产物纯品。

两者合并，晾干得化合物2-1(62 mg，68．97％)。

化合物2—1：1H NMR(DMSO—d6，300MHz)(附图1．1)d：4．293(S，3H；N，CH3)，

7．824(d，1H；CH=CH)，8．104～8．957(1TL 9H；Arn)，8．481(d，2H；pyridine)，8．903(d，

2H；pyridine)，9．079(d，1H；CH=CH)；Poskive ESI-MS(附图1．2)：m／z 320

(口讧．11+)；m．P．>300"12．

2．4．2．3苄基三苯基氯化磷(2．乃呻】

混合三苯基膦(258 mg，1．0 mm01)、苄基氯(126．5此，1．0 ret001)和1．0 mL氯

仿。反应混合物于70。C回流3小时。停止反应，冷却后加入6．5 mL乙醚使季鳞

盐沉淀完全，抽滤，并用少量乙醚洗涤，晾干，得化合物2-7(286 mg，75．0％)。

化合物2-7：PosRive ESI-MS(附图1．3)：rn／z 353(p江一cr】十)．

2．4．2．4反．4．苯乙烯苯甲醛(2．8)

混合苄基三苯基氯化磷(470mg，1．2mm01)、对苯二甲醛(327nag，2．4mm01)

和2．0 mL二氯甲烷，剧烈搅拌下慢慢滴加入2．0 mL50％氢氧化钠水溶液，然后

在室温下继续搅拌30分钟。反应液用二氯甲烷萃取(2．0 mLx3)，合并有机层，
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有机层用无水硫酸钠干燥后浓缩。以环己烷．乙酸乙酯05：1)为洗脱剂，用100-v200

目的硅胶进行柱层析分离，得化合物2—8(80 mg，32．0％)。

化合物2_8：’H NMR(CDCl3，300MHz,TMS hat)(附图1．4)J：7．11(d，1H；

CI{=CrI)，7．23(d，IH；CH=CH)，7．29(d,1H；ArH)，7．36(t，2H；Arrt)，7．510，2H；

Arn)，7．62(d,2H；ArH)，7．84(d,2H；Arn)，9．95(s，IH；ArCHO)；m P．=110—112℃．

2．4．2．4碘化反-4-(p-芪乙烯)一1一甲基吡啶盐(2-4)

在溶解了反一4一苯乙烯苯甲醛(63 m岛0．3 ret001)的二氯甲烷溶液(1．5 mL)中滴

加入溶解了碘化1,4一二甲基吡啶(71 mg，O．3 mm01)和六氢吡啶(150此，1．5 nml01)

的甲醇溶液1．0 mL，室温下搅拌5小时以上可见大量黄色沉淀。将反应液浓缩后，

先用少量甲醇洗涤，再用少量二氯甲烷沈涤、晾干得化合物2-4(46 mg，36．8％)。

化合物2-4：1H NMR(DMSO．d6，300MHz,TMS int)(附图1．5)占：4．245(s，3H；

N—CH3)，7．264～7．415(驰5H；Arn)，7．516(d，IH；cI-[=Cl{)，7．611(s，IH；CH2CH)，

7，636(s，IH；CH=CH)，7．717(d，2H；ArH)，7．757(d，2H；Arn)，7．997(d，1H；

CH=CH)，8．195(d，2H；pyridine)，8．840(d，2H；pyridine)；Positive ESI—MS(附图

1．6)：m／z 298(【M-I‘lb；m．P．>300℃．

2．4．2．5碘化反一4一(2-萘乙烯)．1一甲基吡啶盐(2-5)‘2”

混合2-萘甲醛(78 nag，O．5 ret001)和碘化l，4-二甲基吡啶026 mg，0．5 rnm01)，

加入1．5 mL乙醇为溶剂，滴加入六氢吡啶Oso止，1．5 ret001)的乙醇溶液1．0 mL，

室温下搅拌5小时以上可见大量淡黄色沉淀。将反应液蒸发大部分，沉淀增加，

再将反应液过滤。用少量乙醇洗涤，可得淡黄绿色目标物粗品。粗品用甲醇重结

晶，得浅绿黄色结晶物，过滤，再依次用乙醇、甲醇洗涤，晾干得化合物2-5(72

mg，38．6％)。

化合物2．s：1HNMI≈(DMSO．d6，300MHz，TMSint)(附图1．7)占：4．265(s，3H；

N—CH3)，7．564(t，IH；ArI-I)，7．595(t，1H；Arl_I)，7．656(d，1H；CH=CH)，7．936--8．029

(n 4H；Arn)，8．167@1H；CH=CH)，8．195(s，1H；ArH)，8．253(d’2H；pyridine)，

8．867(d，2H；pyridine)；Positive ESI—MS(附图1．8)：m／z 246(瞰-I]+)；m．p．

=279．280℃．

2．4．3 2,8，1420一四乙基．4，6，10，12，16，18，22，24-At褪[]9．3．1．13,7"19,13．115’19】环
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二十八碳-1(25),3，5，7(28)，9，ll，13(27)，15，17，19(26)，21，23．十二烯2-9(简称问苯二

酚杯【4】芳烃2．9)的合成f7】

将问苯二酚(4．40 g，40 mm01)和丙醛(1．86 mL，40mm01)溶解于乙醇(45

mE)中，在0"C下加入浓盐酸(1．0 mL)，然后加热回流反应20 h。冷却至室温，

反应混合物经浓缩至粘稠状后，在不断搅拌中加入到200 mL水中，此时有大量

的沉淀析出。过滤，沉淀用大量的热水洗涤，经真空干燥得到间苯二酚杯【4】芳

烃2-9(3．96 g，66．7％)。

化合物2-9：‘H NMR(DMSO·d6，300MHz)(附图1．9)6：O．796(111，12H；．CH3)，

2．109(I珥8H；一CH2-)，4．088(t，4H；一CH一)，6．141(s，4H；ArH)，7．224(S，4H；ArH)，

8．917(s，8H；一oH)；Positive ESI-MS(附图1．10)：m／z 599([M-l功一)．

2．4．4核磁滴定法检测碘化芪吡啶盐2-4与杯芳烃2-9的包结方式

室温下，称取碘化芪吡啶盐2-4(2．1 mg，0．005 mm01)于核磁管中，加入

O．50mL氘代DMSO溶解，得浓度为10mmol／L的测试液。称取问苯二酚杯【4]芳

烃2-9(33mg，0．055mm01)于核磁管中，加入O．55mL氘代DMSO溶解，得浓度为

100mmol／的测试液。室温下，先分别测试碘化芪吡啶盐2-4和问苯二酚杯[4】芳

烃2-9的1H NMR，然后在碘化芪吡啶盐2-4的氘代DMSO溶液(浓度为

10mmol／L)中滴加问苯=酚杯【4】芳烃2-9的氘代DMSO溶液(浓度为

100mmoI／L)，使两者的摩尔比依次为：2-4／2．9=1／2、1／4、1／6、1／8、1／10和1／10．5，

每次配好后摇匀，作其混合物的1H NMR。

其中，配置2-4／2．9=1／4的混合物溶液并作了1HNMR后，该混合物溶液放

置4天后再作其1HNMR；配置2-4／2．9=1／10．5的混合物溶液并作了‘HNMR后，

该混合物溶液放置7天后再作其1H NMR。

2．4．5三化合物(2-4、2-5和2-1)在三种条件下的荧光光谱检测

室温下，分别配制浓度为1．0x104moI／L和2．0×10。6 M的三化合物f2．4、2-5

和2-1)的0．01mol／L KOH／CH30H溶液，和浓度为2．0x10‘7mol／L的三化合物(2．4、

2-5和2-1)的PH=7．00的磷酸钠盐缓冲水溶液。三化合物以不同的激发波长(2．4：

397 nn'l、2-5：355 iun、2-1：430 rim)，不同浓度下采用不同的狭缝宽度
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(1．Ox 104mol／L： Ex／Em=3nm／3nm、 2．Ox l O击mol／L： Ex／Em=5nm／5nm、

2．Oxl01mol／L：Ex／Em=lOnm／lOnm)，测定其荧光光谱。荧光光谱见本章图

2．2mo．22。

2．4．6碱性甲醇溶液中杯芳烃2-9对三种探针(2-4、2-5和2．1)的识别

室温下，化合物2-9和三种探针(2．4、2-5和2．1)分别用相同的O．Olmol／L

KOH／CH30H溶液溶解。化合物2-9与探针2-4和2．5均以浓度比为0、l：l、2：1、

4：l、8：l、12：1和18：1的比例混合，与探针2．1以浓度比为O、O．5：l、1：l、2：l、

4：l、8：1、12：1和18：1的比例混合。所有测试液中荧光探针的浓度均为

1．OxlO。4mol／L。含不同探针的测试液分别以相应的激发波长(2．4：397nm、2-5：

355nm、2-l：430nm)，狭缝宽度Ex／Em=3nm／3nm，测定其荧光光谱。谱图参见

本章图2．23和附图2．1和2．2。

2．4．7中性水溶液中杯芳烃2-9对三种探针(2．4、2-5和2．1)的识别

室温下，化合物2-9和三种探针(2．4、2-5和2．1)分别用相同的PH=7．00的

磷酸钠盐缓冲水溶液溶解。化合物2-9与探针2-4和2-1均以浓度比为0、0．5：1、

1：1、2：l、4：1、8：l、12：l和16：1的比例混合，与探针2．5以浓度比为0、1：l、

2：1、4：1、8：l、12：1和18：l的比例混合。所有测试液中荧光探针的浓度均为

2．OxlO’’moFL。含不同探针的测试液分别以相应的激发波长(2．4：397 llnl、2-5：

355 nlTl、2-l：430 nm)，狭缝宽度Ex／Em=lOnm／lOnm，测定其荧光光谱。谱图

参见本章图2．25和附图．2．3和2．4。

2．4．8碱性甲醇溶液中应用三种探针(2．4、2-5和2-1)检测杯芳烃2-9对氯化

胆碱的识别能力

室温下，化合物2-9、三种探针(2．4、2-5和2．1)和氯化胆碱分别用相同的

O．OlmoFL KOH／CH30H溶液溶解，并分别以浓度比为2：1的比例混合后，加入不

同量氯化胆碱的O．01mol／L KOH／CH30H溶液，配制系列杯芳烃浓度固定为

2．OxlO’4mol／L、荧光探针浓度为1．OxlO‘4moFL和不同氯化胆碱浓度的测试液。

含不同探针的测试液分别以相应的激发波长(2-4：397nm、2-5：355nm、2·l：
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430rim)，狭缝宽度Ex／Em=3nm／3nm，测定其荧光光谱。谱图参见本章图2．29和

附图2．5和2．6。

2．4．9中性水溶液中应用三种探针(2．4、2-5和2．1)检测杯芳烃2-9对氯化胆

碱的识别能力

室温下，化合物2-9、三种探针(2．4、2-5和2．1)和氯化胆碱分别用相同的

PH=7．00的磷酸钠盐缓冲水溶液溶解，并分别以浓度比为4：1的比例混合后，加

入不同量氯化胆碱溶液，配制系列杯芳烃浓度固定为8．0×10"7mol／L、荧光探针浓

度为2．0x10Tmol／L和不同氯化胆碱浓度的测试液。含不同探针的测试液分别以

相应的激发波长(2．4：397nm、2．s：355nm、2-l：430nm)，狭缝宽度Ex／Em

=10nm／10nm，测定其荧光光谱。谱图参见本章图2．32和附图2．7和2．8。

2．5本章小结

1．用碘甲烷和4．甲基吡啶以几乎100％的产率合成了三种探针的母体碘化

1,4．二甲基毗啶盐2-6，然后分别与通过Win远反应合成的4．苯乙烯苯甲醛(顺

式或反式)、2-萘甲醛和1．芘甲醛，在六氢吡啶的催化下，通过缩合脱水得到三

种吡啶盐类荧光化合物2-1、2-4和2．5。化合物2-4的总产率为12．3％，化合物

2-5和2．1的产率分别37．8％和67．5％。已知物的产率相对于文献报道值均有所提

高。三个探针及其合成中间体的结构均得到波谱数据证实。

2．用核磁滴定法研究了杯芳烃2．9对新合成的化合物2．4的包结方式：以吡

啶盐的正离子进入杯空腔的阳离子一7／"作用结合，且确定了包结计量比为1：l；还

用荧光光谱法比较了三种探针的荧光性能及其被杯芳烃2．9在两种不同的条件下

的荧光淬灭情况，可以认为新型探针2-4具有比正在使用的芘探针2-1更好的荧

光性能和荧光淬灭量。

3．将这三种化合物分别作为荧光探针应用于两种条件下杯芳烃2-9对氯化

胆碱的荧光竞争检测中。结果显示，化合物2-4相对于荧光化合物2．5和己报道

的荧光探针2-1，具有更好的水溶性，更适合作为生理条件下的荧光探针应用于
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人工受体对生物体系内的季铵阳离子的识别检测。这些结果对于开发生理条件下

的荧光检测手段和荧光分子器件均有很好的参考价值。
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第三章伊环糊精一间苯二酚杯【4l芳烃连接体的合成初探

3．1前言

3．1．1乙酰胆碱受体的研究进展

人们从酶与核酸的研究认识到生化系统巧妙的特异性，开始设计和合成一些

比较简单的分子来模拟天然化合物的性质。碱金属离子和季铵离子在生命体系中

的信息传递等方面有着非常重要的生理作用。如乙酰胆碱(Acetylcholine，ACh)就

是生物体内神经细胞中最丰富的神经传质之一，通过与其相应受体的结合或解离

使受体通道处于开放或关闭状态而达到信号传导的目的【”。研究表明乙酰胆碱参

与认知、睡眠和觉醒、痛与镇痛等许多生理功能的调节，老年痴呆症、有机磷农

药中毒症、肌无力综合症、帕金森氏症等多种疾病均与体内的乙酰胆碱代谢异常

有关。因此，合成在生理条件下具有高选择识别性能的乙酰胆碱类化合物的人工

受体，不仅有助于阐明生物体内对乙酰胆碱的识别机制和发展乙酰胆碱的有效检

测技术，而且可以为乙酰胆碱配体所调控的人工乙酰胆碱受体通道的构筑提供新

的模型，并有助于开发高性能的乙酰胆碱生物传感器。

早在上世纪80年代，就开始了季铵离子，特别是乙酰胆碱人工受体的合成

和应用研究。美国的D．A．Doughertyl2删的研究小组和法国的Jt．M．LehnllomJ的

研究小组研究了环番类大环化合物3-l巧(图3．1)对包括乙酰胆碱在内的季铵离

子的识别行为，发现在识别过程中，芳香环与客体分子之间的阳离子一．rf作用担

当着重要作用，而环番结构中带负电荷的羧基仅起次要作用。但这些环番化合物

对乙酰胆碱的识别能力和选择性不高，反而对具有较大空间体积的季铵离子如四

丙基铵、四丁基铵、四戊基铵和金丹Ⅱ烷三甲基铵等的识别能力更强。
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圈3．1环番类大环化合物3·1~s

受体结构的尺寸对识别季铵离子的能力也有关系。A．CoHet等【I3】发现人工受

体3．6a(图3．2)虽能区别胆碱并特异性识别乙酰胆碱，但对乙酰胆碱的识别能

力却不高；而空间更大的人工受体3．6b(图3．2)比空间稍小的人工受体3．6a虽

然可以更好地识别具有长“尾巴”的乙酰胆碱，但该化合物对胆碱的识别能力却

与乙酰胆碱相近，无法特异性选择识别乙酰胆碱(表3．1)。

Rlc№OO一

3．‘a：n=3

b：n=5

图3．2人工受体3．6a和3-6b

表3．1人：r受体3．6对两种客体的包结自由能

包结自由靛|△G 人工受体

(kcahn01)
3—6a 3—6b

客 乙酰胆碱 一1．6 —5。2

体 胆碱 一3．5 —53

2003年，韩国的Stmggoo Yun等人‘141利用计算机模拟设计并合成了苯环为

．52．
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母体的“三脚”型乙酰胆碱受体3．7(图3．3)，通过离子选择性电极法(Ion-selective

electrode ISE)研究，发现该受体对乙酰胆碱的识别能力是铵离子的24倍。在氯

仿溶液中，该受体对氯化乙酰胆碱的包结自由能(一△G)为3．65 kcal／mol(届=472

(mol／L)。1，故他们预测若在非氯离子存在水溶液中，受体对乙酰胆碱的包结自由

能可达6 kcal／mol。同时，作者指出，在没有负电荷基团和氢键作用的存在下受

体能有如此识能力，说明阳离子一n作用在对乙酰胆碱类季铵离子的识别过程中

起主要作用。但是，该受体对乙酰胆碱的识别能力仍然无法与天然乙酰胆碱受体

相媲美(亲和常数在nmoFL级范围)，且难以实现在生理条件下进行测试。

仃．．．一Q．p
＼<=』亍⑨
／⋯、0

R剐e．H

Gr．NHnMe 4．n+，ACh

3’7 a：L=mudazolc：b：L—p)下azolc；

c：L=mdole：d：L=psal'ole

图3．3“三脚”型乙酰胆碱受体3-7

要实现乙酰胆碱受体能在生理条件下检测，人工受体的条件之一必须是在水

溶液中有较好的溶解性。为改善人工受体的水溶性，很多研究者采用了以杯芳烃

为母体进行磺酸化的改造。日本著名的有机合成家ShinKai[”也1及其研究小组很

早就进行了大量杯芳烃磺酸化以及对乙酰胆碱等季铵离子进行生理条件下识别

行为的研究。研究发现，在中性水溶液(水．甲醇)条件下进行的非破坏性发光

检测结果中，磺酸化杯【4】芳烃3．8a(图3．4)对乙酰胆碱的识别能力比磺酸化杯

【6】芳烃3．8b(图3．4)强，但其识别能力仍然不高(K=1175(mol／L)’1)。同时为抑

制荧光探针的聚合，其检测溶液中使用了甲醇作为溶剂之一，与生理条件有所区

别。另外，J．m口31利用磺酸化杯【8】芳烃3-8e(图3．4)和丹酰氯衍生物荧光探针

3-9(图3．4)的检测体系进行乙酰胆碱的识别研究。发现该受体能以1：2的比例

包结季铵离子，但仍然不能区分胆碱与乙酰胆碱，而在生物体系中由于乙酰胆碱

会被乙酰胆碱酶迅速水解为胆碱，两者是大量共存的。

汛一。l一飘一。I～◇l～∞I～
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0H

3-8a：n=4

b：n=6

c：n=8

r2 +

HN——(CH2)2一N(cH3b

图3．4磺酸化杯芳烃受体3-8和丹酰氯衍生物荧光探针3—9

间苯二酚类杯芳烃(Resorcinarenes)3-10(图3．5)也是一种能识别季铵阳离子

的环番化合物。由于间苯二酚类杯芳烃两个相邻酚羟基闻能形成氢键，疏水链能

稳定地处于直立构象，而使整个分子形成名副其实的杯状，从而有着比单酚类杯

芳烃(Calixarenes)更具刚性的疏水空腔。ShinkaiEl6】和Uagaro[24】}旨出，这种刚性结

构可提高对阳离子的选择性。在强碱性条件下(0．01 mol／LNaOH／H20)，间苯二酚

类杯【4】芳烃脱去四个酚羟基上的质子，得到带四个负电荷的富电子环状结构化

合物3．104‘(图3．5)12q。该化合物虽可通过静电作用和阳离子呵作用对包括胆

碱在内的季铵离子有较强的识别能力(四甲基铵：局=3．O×104(mol／L)～、三甲

基丙基铵：托=4．0×10a(mol／L)～、胆碱：％=5．0×104(tool／L)。)1251，但该识别

过程是在强碱性条件下进行，不但与生理条件有所差异，而且在该条件下乙酰胆

碱会因较易水解而使对其检测带来困难‘"】。虽然如此，间苯二酚类杯芳烃却己

显示了作为乙酰胆碱人工受体的改造母体的巨大的潜在应用前景。
14

3-10 孓l旷

图3．5间苯二尊类杯【4】芳烃3-10和-310*

2000年，Hong[261等人报道了一个对吡啶盐和季铵离子(表3．2)有识别作用
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的水溶性间苯二酚类杯【4】芳烃3-lla(图3．6)。该化合物对在苯基间位或对位带

有烷基、苯基或烷氧基的三甲基苯基铵客体(如I和J)的包结常数大于不带任

何取代基的三甲基苯基铵客体(如H)的包结常数，揭示了主．客体识别过程中

疏水作用的重要性。同时，比较对客体F和G的包结常数，还发现一个适当长

度的烷基体系在非极性空腔中表现出有效的疏水作用。此外，作者在该化合物的

单体3-lib(图3．6)中加入客体分子J后，没有发现有识别作用，说明没有疏水

空腔的单体的羧基的静电作用在识别过程中不起主要作用。虽然，该化合物对乙

酰胆碱的包结常数并不高，但揭示了一个具有刚性杯状的适度大小的疏水结构空

腔在识别客体分子时起主要作用。

+Na o‘Na+

6舯
^

+Na+

图3．6间苯二酚类杯【4】芳烃3-lla及其单体3-11b

o‘Na+

表3．2间苯二酚类杯【4】芳烃3-lla对不同客体的包结常数

Binding conslants f‘~1’J of Ihe I’I h坼卜g嘴sI complexes in D』P

6．∞ 尚
1300 V Z000

∥k、。

Jr与 净
Y咖、1200

由 §
。L ■
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counlerions=mef‘CountcxionBNa‘．‘Nodelectabk compZexatioa．induced’HNMR slli矗changeswz_-eobscved

2002年，美国的J．1Rebek．Jr[2刀等人也报道了一个类似的具有苯环疏水空腔
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的“深凹”型间苯二酚类杯【4】芳烃3．12(图3．7)。该受体借助阳离子．Ⅱ作用、

疏水空腔形状与客体分子的匹配以及受体上沿的氨基与客体的羟基间的氢键作

用，对胆碱有较强的识别能力(局=12000(mol／L)1)，但对乙酰胆碱的识别能力

却不强(恐=400(mol／L)。)。2003年，他们【28l在此基础上，将苯环取代基改为带

羧基的苯并咪唑基，设计了一个更深的“口袋”型水溶性间苯二酚类杯【4】芳烃

受体3．”(图3．7)。但该受体对乙酰胆碱的识别能力提高了很多

(K。=14600(mol／L)。)，但是对胆碱仍然保持了更强的识别能力

(K,=25900(mol／L)‘1)。
R R

3-1z 3—15

图3．7“口袋”型间苯二酚类杯【4】芳烃受体3-12和3-13

2004年，我们课题组[29a]报道了一个具有四个氰基取代的问苯二酚类杯【4】

芳烃3．14(图3．8)。四个直立的氰基扩展了杯的疏水空腔，更利于包结客体分子。

同时，四个氰基的吸电子作用使酚羟基在中性水溶液中易于离解，使其有较好的

水溶性和丰富的负电荷。在中性水溶液中进行的对乙酰胆碱的非破坏性光学检测

中，发现其对乙酰胆碱的包结常数达105(moFL)～。而且，随着溶液pH值的增加，

识别能力越强。但该化合物对四甲基铵离子和胆碱的识别能力与对乙酰胆碱相差

不大眇bl。

图3．8四氰基间苯二酚类杯[4】芳烃3-14
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由上可见，目前所报道的乙酰胆碱人工受体存在识别能力低下、非生理条件

以及选择性差等缺点，为了更好的理解乙酰胆碱等的生物识别机制与功能，同时

考虑到将人工受体做成易于进行光学检测的分子器件，很有必要开发生理(或中

性水溶液)条件下对乙酰胆碱分子有高特异选择性识别能力的且能利用光学手段

进行检测的新型人工受体。

3．1．2选题意义与立题思路

季铵阳离子特别是乙酰胆碱在生命体系中的信号传导方面起着重要的作用，

因此设计合成生理条件下的高性能季铵阳离子特别是乙酰胆碱的人工受体对于

阐明生物体内这些阳离子的识别机制和进一步丌发高特异选择识别性能的分子

器件有着重要的意义。

通过前面的阐述，可以看出：问苯二酚类杯【4】芳烃是一个很好的乙酰胆碱

受体，但需要在强碱性条件下才能较好的识别乙酰胆碱，限制了其在临床医学上

的应用。为此，我们阻间苯二酚杯【4】芳烃为母体，尝试通过一个短的两个基本

点碳的连接臂将环糊精与杯连接上，从而改善杯的水溶性，并希望连接到杯上的

具有内疏水空腔的环糊精“帽子”能与杯协同作用，帮助提高该受体对乙酰胆碱

与胆碱的识别选择性。图3．9是伊环糊精．间苯二酚杯【4】芳烃的连接体3·15作为

新的乙酰胆碱人工受体模型。

图3．9 p-环糊精·问苯二酚杯【4】芳烃连接体3-15

．57．
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3．2伊环糊精-间苯二酚杯【4l芳烃连接体3．15的合成初探

3．2．1合成路线

目标物3一15是杯芳烃衍生物与伊环糊精的连接体，根据杯芳烃2-9和肛环

糊精的结构特点，我们设计通过酰胺键连接两者。先将廖环糊精用对甲苯磺酰氯

磺酰化成活性酯，再用浓氨水衍生化成较为常见的中间体一氨基环糊精3．17。同

时将杯芳烃2-9的羟基与溴代乙酸乙酯，生成八酯杯3．18，再将八酯杯在强碱水

溶液中水解全部酯基。水解后的八酸杯3．19便可通过控制投料比与化合物3．17

反应，在DCC的脱水作用下，生成酰胺键。

／oT3 ／“”2

婴CH螋3CN,r．t竺．。B等巳B＼ ／ ＼ ／

化合物3．17的合成

RO、，一、，OR ROTOR
．8≯F售×8竺Q旦．!旦2Q．8≥～乒《◇7
．t R广电e)=弋R 耻伽1 R厂逛此户弋。

RO‘+。^OR ROTOR
3-18：R=CH2COOCH2CH3 3-19：R=CH2COOH

3-17，DCC，NHS，DMF’0℃

Lt．

图3．1l化合物3-15的合成

邑～蔫谚强

蕊基～

。帕≮吣。
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3．2．2结果与讨论

3．2．2．1．争环糊精的6位羟基单磺酰化方法的选择

化合物3．16是重要的伊环糊精衍生化的中问体，多采用伊环糊精与对甲苯

磺酰氯反应而得。采用不同的溶剂条件和操作方法，有不同的效果。较为传统的

方法【30，31堤采用严格干燥的毗啶为溶剂，室温下搅拌过夜即可获得相对较高产

率的化合物3．16(30~50％)。该法重复性好、产物单一、收率高，但要求试剂严

格干燥，且吡啶有毒，不适合大量生产。后也有报道132l采用碱性水溶液法合成

了化合物3．16，并经过改进，产率可提高到28％1”J。也有报道‘34t采用四氢呋喃

代替吡啶，使对肛环糊精的磺酰衍生化在不用严格干燥试剂及低毒的情况下获得

37％的产率。还有报道‘”1用对甲苯磺酸酐代替对甲苯磺酰氯，在碱性水溶液中反

应，获得较高产率(6l％)的化合物3一16。

我们尝试了对甲苯磺酸酐05】的方法，，但未能获得如文献报道的高产率，且

往往有较多的副产物生成，不利于纯化；而且对甲苯磺酸酐的生成产率也不高，

结果总产率比用对甲苯磺酰氯在碱性水溶液中反应的产率更低。当尝试采用四氢

呋喃p41的方法时，没有发现目标物生成。最终采用肛环糊精与对甲苯磺酰氯在

碱性水溶液中反应，并保持整个反应过程的pH值不小于12，合成了目标物3·16。

产率(16．5％)未能达到文献‘331报道值，但能获得较为单一的目标物。该反应过

程认为是非包结反应机理【33】：强碱性条件下，伊环糊精的2，3位的仲羟基和6位

的伯羟基均离解，对甲苯磺酰氯不易被包结到伊环糊精的空腔中，故对甲苯磺酰

氯不易与2，3位的仲羟基氧接触，于是更易选择性的与具有较小空间位阻的6

位伯羟基氧反应。该反应采用将对甲苯磺酰氯的溶液慢慢滴加入伊环糊精的溶液

中的加料顺序，保证整个过程伊环糊精的量远远大于对甲苯磺酰氯，从而能获得

单一取代的产物。目标物与已有的标准物经TLC对比后，直接作为下一步的原

料，未作进一步的结构认证。

3．2．2．2化合物3．16的胺化

对化合物3．16进行胺化有两种方浏301，一是将化合物3．16进行叠氮化后还

原；另一个方法是化合物3-16与浓氨水在高压釜下反应。前者在叠氮化时使用
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到叠氮化钠，反应过程不够安全：且在还原时采用贵金属钯，成本较高及难以进

行大量合成。后者采用DMF为溶剂，高压下反应，后处理用丙酮洗涤及离子交

换树脂分离纯化，反应过程虽相对前者简便，但后处理用到离子交换树脂较为麻

烦。

我们参考第二种方法，并对其加以改进，不但简化了反应条件(不用高压)

和后处理过程，而且大大提高产率。具体做法是：直接将化合物3．16在浓氨水

中封闭反应器反应，开始化合物3．16没有全部溶解，随着反应的不断进行，化

合物3·16不断转化成有较好水溶性的化合物3．17。反应完全后，由于反应液中

主要为化合物3-17，故只需要将反应液浓缩后，然后采用多次丙酮沉淀．水溶解

方法进行纯化，TLC跟踪纯化情况，确定纯化程度。可以获得较高产率(85．7％)

的纯化合物3-17。化合物的结构得到核磁共振氢谱和碳谱确证(见附图3．1、3．2)。

3．2．2．3化合物2-9的羧基甲基醚(11IUk羧杯3-19)的合成

为了顺利将氨基环糊精连接在杯芳烃的杯口上，首先需要对杯芳烃2-9的羟

基进行衍生化，我们选择了与溴代乙酸酯反应引入乙氧酰基甲基后再水解的方

法， 杯芳烃与溴代乙酸酯反应的文献方法i36q91如下j一般以碳酸钾作碱在丙酮

溶剂中脱去杯芳烃的酚羟基上的氢，然后与溴代乙酸酯进行亲核取代反应。为了

让杯芳烃2-9上所有的酚羟基全部被取代及防止碳酸钾先与溴代乙酸乙酯反应，

我们采用在回流的情况下先让过量的碳酸钾与杯芳烃2-9充分反应，待冷却后再

在室温下加入过量的溴代乙酸乙酯进行取代。结果显示，反应产物单一；而且，

未反应的杯芳烃酚羟基盐不易溶于二氯甲烷中，而全酯取代的杯芳烃3．18在二

氯甲烷等溶剂中的溶解性能很好，故只要将反应液浓缩后用二氯甲烷溶解并过

滤，滤液浓缩后即得目标物3．18。化合物3-18结构经核磁共振氢谱和碳谱得以

确证(附图3．3、3．4)。

酯水解常用的方法137q鲫是将酯用有机溶剂溶解后在强碱性水溶液中搅拌或

回流即可。不过在化合物3-18的所有酯基水解的反应中，我们没有用有机溶剂

溶解全酯取代的3．18，而是采用在100。C的条件下与强碱性的饱和氢氧化钾水溶

液回流24小时以上，分离纯化所得的化合物3．19经初步的结构确证显示，所有

的酯基都被水解成酸(附图3．5和3．6)。
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3．2．2．3化合物3．15的合成初探

连接化合物3．17与化合物3．19的反应是杯芳烃3．19的乙酸基与环糊精衍生

物3．17的氨基生成酰胺键的反应。酰胺键的生成一般是采用羧基活化和偶联剂

的使用两种方法。羧基活化的方法一般有用二氯亚砜或三氯化磷等将羧基变成酰

氯、用酰氯将羧基变成酸酐、将羧基变成叠氮酰基和将羧基变成活性酯等。偶联

剂一般为碳二亚胺类化合物如卡特试剂(BOP)、1-羟基苯并三唑(HOBt)和N'N’．

二环己基二亚胺(DCC)等，也有Woodward试剂。在实际应用中往往两种方法同

时使用。在我们的合成中，为使杯芳烃3．19的羧基变成活性酯，采用N-羟基丁

二酰亚胺(NHS)，同时使用了较为常用的N，N’一二环己基二亚胺(DCC)为偶联剂。

我们设想，当环糊精衍生物3．17接到杯芳烃3．19上后，由于空间阻碍作用，已

接上环糊精3．17的杯芳烃是不容易再接上环糊精衍生物3．17的。当所用的原料、

活性剂及偶联剂的配比均为1：l时，可以防止多取代副产物生成。

反应以DMF为溶剂，0"C下慢慢加入活性剂与偶联剂后，继续在室温下搅

拌，并TLC跟踪反应情况。反应l天后，TLC(展开剂：正丙醇／乙酸乙酯／水／

浓氨水=5／1／1／1)发现在两原料点问出现了一个可在紫外灯下显色的点b，但该

点在碘中并不显色。由于原料化合物3．19是能在紫外灯下显色的，而原料化合

物3．17只能在碘中显色，故认为出现的新点不是目标物3．15。反应5天后，TLC

(展开剂：正丙醇／乙酸乙酯／水／浓氨水=5／1／1／1)发现，两原料点间除了出现仅

在紫外灯下显色的点b外，还出现一个既能在紫外下显色也能在碘中显色的新点

c(图3．12)。反应9天后，TLC(展开剂：正丙醇／乙酸乙酯／水／浓氨水=5／1／1／1)

发现，点b消失，而点c的量大大增加，原料点a和d的相对量大大减少(图

3．12)，说明点c很可能为目标化合物3-15。该化合物有待分离纯化，并进行进

一步的结构确证。

(A2584nmc) A(Blz)c( )

、—————、r———---，

5天后

A B C A B c

(254nm) (1z)、——————√———J
9天后

图3．12反应的TLC情况

展开剂；
5／1／1／1=正丙醇，乙酸乙酯／水，浓氨水

A：化台物3—19

B：反应液

C：化音物3．117
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3．3实验部分

3．3．1仪器与试剂

核磁共振波谱仪：American Varian Mercury-Plus 300(300 M nz)(氘代氯仿、

氘代二甲基亚砜、重水、氘代丙酮、氘代甲醇作溶剂，TMS为内标)：

液相色谱质谱联用仪：Japan Shimadzu ESI-LCMS-2010A；

实验所用试剂，均为市售化学纯或分析纯，除特别说明外，未加处理直接使

用。

3．3．2化合物3-15--19的合成

3．3．2．1化合物3．16(简称6-OTs-fl-CD)

8．0 mL氢氧化钠(300 mg，7．5ret001)水溶液中加入伊环糊精(1．7＆1．5 mmob，

在搅拌中将用最少量乙腈溶解的对甲苯磺酰氯(285mg。1．5 mmoO慢慢滴加到p-

环糊精的溶液中。室温下搅拌2小时后，用稀盐酸调整PH值至6。将反应液过

滤，滤液于4。C下放置过夜。次日将所得白色沉淀过滤后，依次用冷水和丙酮洗

涤滤渣至TLC检测无原料。沉淀烘干后得白色固体化合物3．16(320mg，16．5％)。

3．3．2．2化合物3-17(简称6-NH2-p-CD)

将化合物3·16(2．00 g，1．55mmoD溶解于浓氨水(100mL)中，室温下搅拌

48 h以上。停止反应后，反应混合物浓缩后加入到大量丙酮(300m1)中，此时

有大量的白色絮状沉淀析出。过滤后，滤渣用少量浓氨水溶解后再滴加到大量丙

酮(300m1)60。重复该过程，所获得的滤渣经干燥后得化合物3-17(1．51 g，85．7％)。

化合物3—17：1H NMR(I)20，Acetone—d6，CD30D，300MHz,TMS int)(附图

3．1)占：2．926(dd，1H；H6A)，3．169(d，1H；H6’A)，3．490(t，IH；H4’A)，3．459-3．686(Ill，

13H；H2，n4)，3．849～3．932(m,19H；H5，H6)，3．9630，7H；Ha)，5．086(s，7H；HI)；”C

NMR((D20，Acetone-d6，CD30D，500MHz’TMS int)，(附图3．2)占：42．105(C6A)，

61．207(C6)，72．547(C5A)，72．778(C5)，73．002(C2A)，73．964(C2)，74．021(C3“)，

81．849(ca)，82．051(c4A)，83．742(C4)，102．519(C1A)，102．722(C1)．

3⋯323化合物3．18
．62．
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间苯二酚杯f4】芳烃2-9(300 mg，O．50 mm01)溶解于丙酮(15 n1L)中，加入无水

碳酸钾(700 mg，5．00 mm01)。混合物在60。C力II热回流30分钟，冷却后在室温和

氮气保护下慢慢滴加入溴代乙酸乙酯(0．56 mL，5．00 mm01)。滴加完毕后在室温和

氮气保护下搅拌过夜。将反应液浓缩后用二氯甲烷(15 mE)充分溶解，将不溶物

过滤除去。滤液减压旋干，加入30mL饱和碳酸钾水溶液，依次用5×10 mL二

氯甲烷萃取，合并有机层。有机层再用5 X 10 mL饱和碳酸钾水溶液萃取洗涤，

有机层用无水硫酸钠干燥过夜。干燥后将溶液过滤，滤液减压旋干得黄色糖浆状

固体为化合物3·18(490 mg，76．7％)。

化合物3．18：1H NMR(DMSO-d6，300MHz，TMS int)(附图3．3)d：O．960(t，

12H；CHCH2CH3)，1．270(t，24H；OCH2CH3)，1．909(n 8H；CHCH2)，4．201(q，16H；

OCH2)，4．263(s，16H；OCH2C=O)，4．533(t，4H；CH)，6．21 8(s，4H；ArH)，6．632(t，

4H；ArH)；¨C NMR(DMSO．d6，300MHz，TMS int)(附图3．4)d：12．2(=

CHCH2C___H3)，13．8(-OCH2￡H3)，27．1(=CHCH2CHD，36．9(=CHCH2CH3)，

60．5(一OCH2CH3)，66．7(一OCH2c(o)-)，100．1(Ar，c2)，125．8(A‘C4，6)，127．7 (Ar,

c5)，154．0(A‘C1，3)，168．7(《(o)-)．

3．3．2．4化合物3-19

化合物3-18(322 mg，O．25 mⅡ101)中加入50 mL氢氧化钾的饱和水溶液后，100

℃下回流24 h以上，停止反应后加入浓盐酸调至pH值小于l，此时出现大量淡

红色沉淀，将沉淀离心过滤后，加入约20％的盐酸浸泡洗涤并离心过滤，重复五

次以上，沉淀烘干后得淡红色固体化合物3-19(240 mg，90．3脚。

化合物3-19：1H NMR(DMSO．d6，300MHz,TMS int)(附图3．5)d：O．870(t，

12H；CHCH2CH3)，1．826(IIl，8H；CHCH2)，4．306,-4．509(m,20H；CH、OCH2C。0)，

4．533(t，4H；)，6．373(t，4H；Ara)，6．592(t，4H；ArH)；”C NMR(DMSO·d6，300MHz，

TMS int)(附图3．6)d：12．52(=CHCH2蝉3)，27．90(=CHCH2CH3)，36．54(=

CHCH2CH3)，51．66(-OcH2coo)，65．84(-O￡H2COOH)，99．84(Af，C2)，125．25(缸

C4，6)，126．28(AL c5)，153．76(Ar，C1，3)，169．30(-C_．OOH)，170．25(-c003．

3．3．2．5化合物3-15(简称：间苯二酚杯[4】芳烃毋环糊精连接体3-15)
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将化合物3-17(28 mg，O．025 ret001)和化合物3-19(26 mg，O．025 mmoi)溶解于

1．0mL预先用氢化钙干燥过的N’N．二甲基甲酰胺(DMF)中，在0"C下慢慢滴加

入1．0 mL N,N’．二环己基碳二亚胺(DCC)(5．0 mg，0．025 mm01)和N-羟基丁二酰

亚胺(NHS)(3．0 mg，O．025 mm01)的N,N．二甲基甲酰胺(DMF)溶液。室温下

搅拌9天后，TLC检测无化合物3．19及少量化合物3．17，出现一在紫外灯下及

碘中均显色的点。(注：后处理及结构认证目前未完成)

3．4本章小结

本章探讨了新型的具有水溶性和多位点识别的乙酰胆碱受体的合成探索过

程，虽目前尚未获得目标化合物3．15，但很好的合成了系列中间体，并对一些已

知中间体的合成加以改进。
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附录一第二章所合成化合物的波谱图
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图1．1化合物2-1的1HNMR(DMSO．d6)

图1．2化合物2-1的ESI质谱
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图1．1化合物2—7的ESt质谱
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图1．4化合物2-8的1HNMR(CDCl3)
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图1．5化合物2-4的1H NMR(DMSO．d6)

图1．6化合物2-4的ESI质谱
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图1．7化合物2-5的1H NMR(DMSO—d6)

图1．8化合物2-5的ESI质谱
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图1．9化合物2-9的1H NMR(DMSO．d6)

图1．10化合物2-9的ESI质谱
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附录二第二章的荧光测试光谱图及荧光数据

⋯⋯∞7∞
wau日kmnⅢ IZ-Ok“10。咐tU-I

附图2．1探针2-5在甲醇碱性条件下荧光被杯芳烃2-9淬灭光谱及数据拟合

附表2．1探针2-5在甲醇碱性条什‘r荧光被杯芳烃2-9淬灭数据

【2-9]o(mmol／L) 【2-910，【2-S]o I(500nm)

O．O

0．05

0．1

0．2

0．4

O．8

1．2

0

0．5

1．0

2．0

4．0

8．O

12．0

276．116

111．589

42．804

9．77l

0．777

0．000

0．000

1．8 18．0 0．000

注：0．01mol／LKOH／MeOH溶剂，室温，狭缝宽度：EX：3．Onm／EM：3．Onm，激发波长：355nm

Iz4n．,o,1口|'H

附图2．2探针2-1在甲醇碱性条件下荧光被杯芳烃2-9淬灭光谱及数据拟合
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附表2．2探针2-1在甲醇碱性条件下荧光被杯芳烃2-9淬灭数据

【2—9]o(mmol／L) 【2-9]o“2—1]o 1(570nm)

0．0 0，0 341．962

O．05

O．1

O．2

0．4

0．8

1．2

O．5

1．O

2．O

4．0

8．O

12．0

218．402

128．673

54．739

14．63l

3．490

1．493

1．8 18．0 0．691

注：O．01mol／L KOH／MeOH溶剂，宝温，狭缝宽度：EX：3．0nm／EM：3．0nm，激发波K=：430nm

口砘ClrⅢ札’

附图2．3探针2-5在中性水溶液条件下荧光被杯芳烃2-9淬灭光谱及数据拟合

附表2．3探针2-5在中性水溶液条件下荧光被杯芳烃2-9淬灭数据

【2—9】o(p．mol／L) 【2-9】o，【2·5]o l(500nm)

0．0 0 517．035

0．1

0．2

O．4

O．8

1．6

O．5

1．0

2．0

4．0

8．0

447．375

447．375

297．823

247．071

231．932

2．4 12．0 215，302

3．2 16．0 211．204

注：pH=7．oo磷酸钠缓冲液溶剂，室温，狭缝宽度：EX：10．0nm／EM：10．0nm，激发波长：355nm
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m(10"mom_)

附图2．4探针2-1在中性水溶液条件下荧光被杯芳烃2-9淬灭光谱及数据拟合

附表2．4探针2"1在中性水溶液条件下荧光被杯芳烃2-9淬灭数据

注；pH=7．00磷酸钠缓冲液溶剂，室温，狭缝宽度：EX：IO．Onm／EM：lO．Ohm·激发波长：430nm

瞄曲_k004m㈣

附图2．5化合物2．5在甲醇碱性条件下荧光再生光谱及数据拟合
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附表2．5探针2-5在甲醇碱性条件下荧光再生数据

[氯化胆碱】o(mmol／L) 1(500nm) 【氯化胆碱】o(mmol／L)l(500nm)

0．00

O．0l

0．02

0．04

O．08

lO．118

13．64l

16_302

25．94l

68．119

0．20

O-32

0．64

1．28

2．56

138．719

167．847

188．524

200．263

202．10l

0．16 123．108 5．12 204．354

注：O．01mol／LKOH／MeOH溶剂，室温，狭缝宽度：EX：3．Onm／EM：3．Ohm，激发波长：355nm

【口m嘶叱11一哪哪

附图2．6化合物2-1在甲醇碱性条件下荧光再生光谱及数据拟台

附表2．6探针2-1在甲醇碱性条件F荧光再生数据

【氯化胆碱】o(mmoⅣL)l(570nm) 【氯化胆碉o(mmoFL)t(ST0nm)

O．00

0．Ol

O．02

0．04

0．08

56．926

57．117

67．660

90．692

144．935

0．20

Ot32

0．64

1．28

2．56

204．368

242．133

253．493

254．556

255．98

0．16 182．862 5．12 256．464

注：O．Olmol／LKOH／MeOH溶剂，室温，狭缝宽度：EX：3．0nm／EM：3．0nm，激发波长：430rim

-76．

雪瓣瓣瓣瓣r孽黼黼JI三二二二～邃r麾一
女口jj

86S{



!竺!兰±些查兰堡主兰竺丝塞：堕墨三塑三兰堕茎堂型蔓堂堂望墨茎鲞墼墨 塑尘查

$¨Ih咄oo"r加Ⅲ

附图2．7化台物2．5在中性水溶液条件下荧光再生光谱及数据拟合

附表2．7探针2-5在中性水溶液条件下荧光再生数据

【氯化胆碱】0(mmollL) I(500nm) 【氯化胆碱】“mmoI，L) 1(500hm)

0．00

O．02

0．04

237．233

255．788

297．049

0．16

0．30

0．40

346．640

362．696

378．192

0．08 332．621 0．80 387．286

注：pH=7．00磷酸钠缓冲液溶剂．室温，狭缝宽度：EX：10．0nm／EM：10．0nm，激发波K：355nm
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附图2．8化合物2-1在中性水溶液条件下荧光再生光谱及拟合数据

附表2．8探针2-1在中性水溶液条件下荧光再生数据

『氯化胆碱]o(nunobq．) I(570nm) [氯化胆购o(mmoFL) I(570rim)
————————-_————_——————P————————————————————————————————H——————————+_—————————————————————__——————————H—————————————————————————一一

0．00 51．132 0．16 118．527

0．02 73．057 O_30 130．958

0．04 89．725 0．40 132．044

0．08 103．524 0．80 136．892

注：pH=7．00磷酸钠缓冲液溶剂，室温，狭缝宽度：EX：10．Onm／EM：lO．0nm，激发波长：430nto
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附录三第三章所合成化合物的波谱图
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附图3．1化合物3—17的1HNMR(D20)
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附图3．2化合物3-17的”C NMR(D20+CD30D+Acetone=d6)
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附图3．3化台物3．18的‘H NMR(CDCl3)
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附图3．4化合物3．18的13C NMR(CDCl3)
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附图3．5化合物3．19的1H NMR(DMSO—d6)
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致谢

本论文是在导师汪波副教授的悉心指导下完成的。汪老师一丝不苟的工作精

神和严谨的治学态度使我身受感染。工作上，她对学生的严格要求和认真负责，

使我的专业知识和动手能力在两年的硕士研究生学习期间有了显著的提高；生活

上，她对学生无微不至的关心让我的论文得以顺利完成。在此，表示衷心的感谢

和深深的敬意!

同时，在论文完成期间，还得到了远在美国的陈文华老师、分析所马志玲老

师和有机所庞冀燕老师、彭爱云老师、段桂嫦老师等诸位师长的帮助和指导，得

到了本院中心测试室多位老师的帮助和指导。在此一一表示衷心的感谢!

感谢实验室魏影师姐、刘艳师姐、龙玉华师姐、黄绍智、蒋廷如、杨勋等同

学和师弟妹的指导和帮助!

感谢父母和亲戚在学习和生活上的支持和鼓励!

感谢室友、球友在学习和生活上的支持和鼓励!

本研究课题得到广东自然科学资金资助，特此鸣谢!

曾少高

2006年5月于中山大学



2006年中山大学硕士学位论文：原刨性声明 曾少高

原创性声明

本人郑重声明：所呈交的学位论文，是本人在导师

的指导下，独立进行研究工作所取得的成果。除文中已

经注明引用的内容外，本论文不包含任何其他个人或集

体已经发表或撰写过的作品成果。对本文的研究作出重

要贡献的个人和集体，均已在文中以明确方式标明。本

人完全意识到本声明的法律结果由本人承担。

学位论文作者签名：嚅少南
日期：加。6年6月6日


	封面
	文摘
	英文文摘
	第一章杯芳烃的功能化修饰研究进展
	第二章新型荧光探针的合成及性能研究
	第三章β-环糊精-间苯二酚杯［4］芳烃连接体的合成初探
	附录
	致谢
	原创性声明及知识产权保护声明



