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用于亚硒酸钠检测的近红外荧光探针的设计合成
及其应用研究 

张  迪 1, 李  漫 1, 郭  洁 1, 马志伟 1,2, 魏亮亮 1, 王铁良 1*, 刘继红 1 

(1. 河南省农业科学院, 农业质量标准与检测技术研究所, 郑州  450002; 2. 河南牧业经济学院理学部, 郑州  450046) 

摘  要: 目的  建立一种基于近红外荧光探针的亚硒酸钠检测方法。方法  基于荧光探针的构建方法, 在近

红外荧光团中引入乙酰丙氨酸基对荧光团结构中羟基进行保护并淬灭荧光, 设计并合成荧光增强型近红外探

针 SeP1, 通过核磁氢谱(1hydrogen-nuclear magnetic resonance, 1H NMR)、核磁碳谱(13carbon-nuclear magnetic 

resonance, 13C NMR)和高分辨质谱法(high resolution mass spectrometry, HRMS)的确证其化学结构, 通过荧光

光谱法研究探针 SeP1 对亚硒酸钠的识别效果。结果  在多种分析物中, 探针 SeP1 对亚硒酸钠具有高效专一

的荧光选择性, 其最大荧光发射在近红外区(657 nm), 能够克服基质中常见背景荧光干扰。在其他常见阴离子

存在的情况下, 具有较强的抗干扰能力并能够对亚硒酸钠实现裸眼识别。该探针对亚硒酸钠的最低检测限为

0.068 μmol/L。其原理是: 当亚硒酸根离子与探针结构中乙酰丙基基团发生特异性反应后, 使得探针结构中羟

基脱保护重新生成带有羟基的中间体 1, 释放出强烈的荧光, 通过高分辨质谱进一步确证了上述识别机制。 

结论  该探针对亚硒酸钠具有高效专一的识别能力, 并成功的应用于饮用水中亚硒酸钠加标回收检测, 具备

较强的实用性。 

关键词: 荧光探针; 亚硒酸钠; 乙酰丙酸基; 近红外 

Design, synthesis and application of a near infrared fluorescent probe for the 
detection of sodium selenite 
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ABSTRACT: Objective  To develop a method for the determination of Na2SeO3 based on fluorescent probe. 

Methods  Based on the construction method of fluorescent probe, a fluorescence enhanced near-infrared probe SeP1 

was designed by introducing levulinyl group into the near-infrared fluorophore to protect the hydroxyl and quench the 

fluorescence, and its chemical structure was confirmed by 1hydrogen-nuclear magnetic resonance (1H NMR), 
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13carbon-nuclear magnetic resonance (13C NMR) and high resolution mass spectrometry (HRMS), the recognition 

effect of probe SeP1 on Na2SeO3 was studied by fluorescence spectrometry. Results  In a variety of analytical 

species, the probe SeP1 had high efficiency and specific near-infrared fluorescence selectivity for Na2SeO3, and its 

maximum fluorescence emission was in the near infrared region (657 nm), which could overcome the common 

background fluorescence interference in the matrix. In the presence of other common anions, it had strong 

anti-interference ability, and could realize naked eye recognition for Na2SeO3. The detection limit of the probe for 

Na2SeO3 was 0.068 μmol/L. The recognition mechanism was: When the selenite ion reacted specifically with the 

acetyl group in the probe structure, the hydroxyl group in the probe structure was deprotected, and intermediate     

1 with hydroxyl structure was regenerated, releasing strong fluorescence, the above recognition mechanism was 

further confirmed by high-resolution mass spectrometry (HRMS). Conclusion  The probe showed high efficiency 

and specificity in detecting Na2SeO3, and it has been successfully applied to the detection of Na2SeO3 in drinking 

water with high practicability. 

KEY WORDS: fluorescent probe; sodium selenite; levulinyl group; near infrared 
 

 

0  引  言 

硒(Se)是人和动物生长发育过程中必需的微量元素, 

参与机体的多种重要的生化活动, 具有抗氧化、抗炎、增

强免疫功能和预防癌症等功效, 健康人体血液中硒的标准

值为 0.08 mg/kg[1‒3], 人体内缺乏硒会导致多种疾病, 适量

补充硒能够防止器官老化与病变、延缓衰老、增强免疫力、

缓解重金属中毒等[4]。硒主要以无机硒和有机硒两种形态

存在于自然界中。无机硒主要包括硒酸钠和亚硒酸钠, 毒

性较大, 生物有效性低, 容易导致环境污染; 有机硒主要

以硒蛋白、硒多糖、硒代氨基酸、硒多肽等形式存在, 参

与合成生物体内多种含硒酶和含硒蛋白, 具有高抗氧化

作用, 可清除体内自由基, 在延缓器官老化与病变、增强

机体免疫力方面发挥着重要的生理作用[5]。硒的化学形态

对于其毒性、营养、代谢归宿非常重要, 无机硒的毒性明

显大于有机硒。因此, 对不同化学形态的硒特别是无机硒

的实时快速检测具有重要意义。 

硒的分析技术有原子荧光光谱法、原子吸收光谱

法、电感耦合等离子体原子发射光谱法、电感耦合等离

子体质谱法等 , 高效液相色谱 -电感耦合等离子体质谱

法、X 射线荧光法、紫外-可见分光光度法、伏安法和气

相色谱法 [6‒7]。这些常规的检测方法存在仪器昂贵、操

作步骤复杂烦琐、检测时间较长等局限性, 并且对操作

人员的技术要求较高, 难以实现对无机硒的实时快速检

测。荧光探针技术因具有高选择性、高灵敏性、实时检

测等优点, 被广泛应用于各种金属离子和活性小分子的

检测 [8‒10]。因此 , 将荧光探针技术应用于无机硒的检测

具有重要的科学意义。为了获得高选择性的亚硒酸盐

(SeO3
2-)荧光探针, 在探针的设计过程中, 探针和亚硒酸

钠之间的相互作用必须具有高度的特异性。根据文献报

道 [11‒12], 基于化学反应的探针与亚硒酸钠的相互作用可

以满足高效专一的探针设计要求。 

目前已经报道了多例基于荧光探针的硒探针 , 但

是大多数荧光探针的荧光发射显示出较短的激发波长

(<600 nm), 导致探针在实际应用过程中容易受到检测物

质背景荧光干扰 , 从而影响检测结果的准确性。近红外

(650~900 nm)荧光探针与在可见光范围内(400~650 nm)发

射和吸收的探针相比, 具有光毒性低、穿透组织深、光散

射小、受生物体背景荧光影响小等优点, 可用于细胞的生

物成像和复杂基质中相关污染物的检测[13‒15]。本研究基于

经典的羟基保护和脱保护策略, 即在近红外荧光团中引入

乙酰丙氨酸基(一种常见的羟基保护基和亚硒酸钠的特异

部分)对羟基进行保护淬灭荧光设计出荧光探针[16]。探针能

够与亚硒酸盐(SeO3
2-)发生特异性反应, 从荧光探针中释

放乙酰丙酯基团, 并导致荧光信号的明显改变, 而其他活

性小分子物质不能导致探针的荧光信号发生变化, 从而实

现了对亚硒酸盐的专一性识别。 

基于以上荧光探针设计理念, 本研究拟设计合成一

种用于亚硒酸盐 (SeO3
2-)高效识别的近红外荧光探针

(SeP1), 通过荧光光谱测试考察探针对亚硒酸钠的选择性、

抗干扰性、最低检测限等识别性能, 并通过高分辨质谱验

证探针识别亚硒酸钠的识别机制, 为高效检测亚硒酸钠提

供了一种高效可靠的分析方法。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与设备 

DTX-400M 核磁共振谱仪(德国 Burke 公司), F-7000

荧光光谱仪 (激发和发射波长均设置为 5 nm, 日本

HITACHI 公 司 ); Q-Tof 质 谱 仪 ( 美 国 Thermo Fisher 

Scientific 公司)。 
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1.2  材料与试剂 

氘代氯仿、氯化铜、氯化钙、氯化钡、氯化锰、硫酸钠、

亚硫酸钠、碳酸钠、磷酸二氢钠、醋酸钠、碘化钠、氟化钠、

溴化钠、氯化钠、碳酸氢钠、亚硒酸钠、亚硝酸钠、硝酸钠(分

析纯, 上海阿达玛斯试剂有限公司); 乙酰丙酸、1-(3-二甲氨

基丙基 )-3-乙基碳二亚胺盐酸盐 [1-(3-dimethylaminopropyl)- 

3-ethylcarbodiimide hydrochloride, EDC]、4-二甲氨基吡啶 (4- 

dimethylaminopyridine, DMAP)、对羟基苯甲醛、(3,5,5-三甲基环

己-2-烯亚基)丙二腈(分析纯, 上海阿拉丁生化科技股份有限

公司); 二氯甲烷、乙酸乙酯、石油醚、乙醇(分析纯, 天津市

富宇化工有限公司)。 

1.3  探针 SeP1 的合成路线 

探针的具体合成路线如图 1 所示[18]。 

探针 SeP1 的具体合成方法: 50 mL 的单口烧瓶中, 将

乙酰丙酸(116.0 mg 1.0 mmol)、EDC (384 mg, 2 mmol)和 

DMAP (122 mg, 1 mmol)溶解于 15 mL 的无水二氯甲烷中, 

室温条件下搅拌活化反应 10 min。将含有中间体 1 (435 mg, 

1.5 mmol)的 15 mL 无水二氯甲烷溶液缓慢滴加入上述混

合溶液中, 滴加完毕后室温反应 24 h, 用薄层色谱法监测

反应。反应完全后, 将反应液用饱和食盐水洗涤(10 mL×3), 

收集有机相并用无水硫酸钠干燥, 过滤。旋转蒸发仪减压

去除溶剂得到粗产品, 粗产品经柱层析(乙酸乙酯和石油

醚为洗脱剂, 体积比为 1:15)分离提纯得到 302.6 mg 粉红

色固体即为探针 SeP1。 

1.4  测试条件 

探针 SeP1 通过有机合成的方法[18]得到, 其分子结构

经过核磁氢谱 (1hydrogen-nuclear magnetic resonance, 1H 

NMR)、核磁碳谱(13Carbon-nuclear magnetic resonance, 13C 

NMR)、高分辨质谱法(high resolution mass spectrometry, 

HRMS)的确证, 分析测试时将探针 SeP1 溶解于乙醇溶液

中配制成 1 mmol/L的储备液备用, 各种分析物溶解在高纯

水中配制 10 mmol/L 的溶液备用。室温(25 ℃)下, 通过荧

光光谱仪研究探针对亚硒酸钠的识别性能。参考相关文献
[18] 筛选出探针 SeP1 对亚硒酸钠的最佳识别体系为

CH3CH2OH-H2O (1:1, V:V)溶液体系。荧光光谱仪设定参数: 

激发波长为 550 nm, 发射波长为 657 nm, 狭缝宽度设定为

5 nm。 

测试体系配制方法: 用乙醇(CH3CH2OH)和水(H2O)配制

成 CH3CH2OH-H2O (1:1, V:V)混合溶液。在 5 mL 测试小瓶中, 

加入 2.5 mL 的 CH3CH2OH-H2O (1:1, V:V)混合溶液, 加入相应

体积的测试样品溶液, 混合均匀后, 加入30 μL的1 mmol 探针

SeP1 溶液, 最后滴加 CH3CH2OH-H2O (1:1, V:V)混合溶液, 使

总体系保持为 3 mL 的 CH3CH2OH-H2O (1:1, V:V)的溶液测试

体系。 

选择性实验设计: 将探针溶液与各种分析物溶液分别

混合于 CH3CH2OH-H2O (1:1, V:V)溶液中, 采用荧光光谱仪分

别测试荧光发射光谱图。 

抗干扰性实验设计: 首先测试探针溶液与各种分析物

溶液在 CH3CH2OH-H2O (1:1, V:V)溶液中的荧光发射光谱图, 

其次将亚硒酸钠溶液分别加入上述探针与各种分析物的混合

溶液中, 运用荧光光谱仪测试相应的荧光发射光谱图。 

检出限实验设计: 在 CH3CH2OH-H2O (1:1, V:V)溶液中, 

固定探针浓度, 分别加入连续浓度的亚硒酸钠溶液, 测试荧

光发射光谱图, 取最大发射波长处的荧光发射值, 构建亚硒

酸钠浓度与荧光发射值间的线性关系图。 

1.5  数据分析 

采用 F-7500 荧光光谱仪记录相关测试溶液体系

570~750 nm 之间的荧光发射光谱, 每组分析测试实验均平行

测试3次取平均值, 相关数据采用origin 8.5版进行分析处理。

合成步骤中探针的产率采用实际得到的样品质量（302.6 mg）

除去理论产量(388.2 mg)所得。 

2  结果与分析 

2.1  探针的结构表征 

探针 SeP1 产率为 78%。 

采用 1H NMR、13C NMR 和 HRMS 对该探针的化学

结构进行了确证, 结果见图 2 和图 3。具体数据如下: 1H 

NMR (CDCl3, 400 MHz) δ 1.10 (s, 6 H), 2.25 (s, 3 H), 2.48 (s, 
2 H), 2.62 (s, 2 H), 2.88 (m, 4 H), 6.86 (s, 1 H), 7.00 (q, 
J=18.2 Hz, 2 H), 7.15 (d, J=8.4 Hz, 2 H), 7.53 (d, J=8.4 Hz,  
2 H); 13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δ 206.4, 171.3, 169.3, 
153.6, 151.7, 135.9, 133.4, 129.3, 128.6, 123.7, 122.2, 113.5, 

112.7, 78.9, 43.0, 39.2 37.9, 32.1, 29.9, 29.7, 28.2, 28.0。高分

辨质谱数据计算值: C24H23N2O3: 387.1709(负离子), 测试

值 387.1729 负离子模式。核磁氢谱和碳谱数据、高分辨

质谱数据确证了该探针的化学结构。 

2.2  荧光选择性测试 

专一的选择性是衡量荧光探针是否优异的首要标准。

本研究采用荧光光谱仪考察探针 SeP1 对亚硒酸钠的选择

性能力。如图 4 所示, 单独他探针 SeP1 在溶液体系中几乎

没有荧光发射, 当加入其他金属离子(Cu2+、Ca2+、Ba2+、

Mn2+)和常见的阴离子(SO4
2-、SO3

2-、CO3
2-、H2PO4

2-、AcO-、

I-、F-、Br-、Cl-、HCO3
-、NO2

-、NO3
-)后, 溶液体系荧光

发射几乎没有变化, 相应的溶液颜色也没有明显变化; 只

有加入 SeO3
2-后, 体系荧光发射在 657 nm 处有明显增强。

该探针识别 SeO3
2-后最大荧光发射在近红外区, 表明该探

针对 SeO3
2-的识别可以克服常见背景荧光干扰。当探针与

亚硒酸钠作用后, 其溶液颜色从淡黄色变为淡红色, 能够

实现裸眼识别, 具有较好的应用价值。 



第 22 期 张  迪, 等: 用于亚硒酸钠检测的近红外荧光探针的设计合成及其应用研究 8793 
 
 
 
 
 

 
 

注: 中间体 1[17]是 2-[3-(4-羟基苯乙烯基)-5,5-二甲基-环己-2-烯-1-亚基]丙二腈, Pyridine 为吡啶, AcOH 为乙酸, EtOH 为乙醇,  

Reflux 为回流。 

图 1  探针 SeP1 的合成路线 

Fig.1  Synthesis route of probe SeP1 

 

 
 

注: 溶剂为氘代氯仿。 

图 2  探针 SeP1 的核磁氢谱图(A)和碳谱图(B) 

Fig.2  1H NMR (A) and 13C NMR (B) spectrums of probe SeP1 

 

 
 

注: 负离子模式, 溶剂为甲醇。 

图 3  探针 SeP1 的高分辨质谱图 

Fig.3  HRMS spectrum of probe SeP1 
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注: 插图为探针和各种分析物作用后在可见光下的颜色变化图; 其他: Cu2+、Ca2+、Ba2+、Mn2+、SO4
2-、SO3

2-、CO3
2-、H2PO4

2-、AcO-、

I-、F-、Br-、Cl-、HCO3
-、NO2

-、NO3
-; 荧光最大激发波长 λex=550 nm。 

图 4  探针 SeP1 (16.7 μmol/L)对常见金属离子和阴离子(167 μmol/L)的荧光选择性光谱图 

Fig.4  Fluorescence selective spectrogram of probe SeP1 (16.7 μmol/L) with common metal ions and anions (167 μmol/L) 
 

本研究通过荧光干扰性实验进一步探讨探针 SeP1 对

SeO3
2-在复杂体系中的识别效果, 结果如图 5 所示, 在其他

干扰离子存在的条件下, 探针对 SeO3
2-的识别效果不受影

响。以上结果表明探针 SeP1 对 SeO3
2-具有专一的荧光选择

性, 不易受其他离子的干扰。 
 

 
 

注: 实验在 10 当量的其他分析物存在的条件下, 荧光最大激发波

长 λex=550 nm; 荧光最大发射波长 λem=657 nm; 最后两个柱状图

分别是单独探针的最大荧光发射值(λem=657 nm)和探针加上

SeO3
2-的最大荧光发射值(λem=657 nm)。 

图 5  探针 SeP1 (16.7 μmol/L)对 SeO3
2- (167 μmol/L)识别的荧光

发射强度图(n=3) 

Fig.5  Fluorescence emission intensity diagram of the recognition of 
SeO3

2- (167 μmol/L) by probe SeP1 (16.7 μmol/L) (n=3) 
 

2.3  荧光滴定和最低检出限测试 

在探针的实际应用过程中, 良好的最低检出限是衡量探

针是否具有应用价值的重要指标之一。本研究采用荧光滴定

方法测试探针 SeP1 对 SeO3
2-的最低检出限。在 CH3CH2OH- 

H2O (1:1, V:V)溶液中, 固定探针 SeP1 浓度为 16.7 μmol/L, 

滴加入不同浓度的 SeO3
2-, 分别测定其荧光发射光谱。结果如

图 6A 所示, 随着 SeO3
2-的增加, 溶液体系荧光发射强度不断

增强, 表明探针对 SeO3
2-的识别是荧光增强型。进一步分析荧

光发射强度(657 nm)和 SeO3
2-的浓度发现, 荧光发射强度在

SeO3
2-的浓度为 0~2.5 当量(0~41.75 μmol/L)间呈线性(r2= 

0.986)(图 6B), 根据国际理论和应用化学联合会(International 

Union of Pure and Applied Chemistry, IUPAC)规则, 经理论计

算(3sd/k)[20-21]得出探针 SeP1 对 SeO3
2-的理论最低检出限为

0.068 μmol/L。以上实验结果表明探针对亚硒酸根的识别具有

潜在的实际应用价值。 

2.4  识别机制 

以上荧光光谱研究结果表明探针 SeP1 对 SeO3
2-具有

专一高效的识别效果, 本研究同时对探针识别亚硒酸根

的实验机理进行考察。本探针的设计是基于丙二腈异佛

尔酮类结构中羟基裸露时释放出强烈的荧光, 而羟基被

乙酰丙酸基保护后基本上没有荧光释放的原理。根据文

献报道 [22‒23], 亚硒酸根离子能够与乙酰丙酸基发生特异

性反应, 从而导致乙酰丙酸基离去使得探针结构中的羟

基再次裸露 , 释放出强烈的荧光; 其他金属离子或者常

见阴离子并不能与乙酰丙酸基发生反应从而无法释放出

荧光。本研究采用 HRMS 进一步验证上述机制, 结果表

明荧光探针 SeP1 识别亚硒酸根后生成了新的分子离子峰

为 289.1347 ([M-H+]-, 负离子模式, 图 7), 根据化学结构

画图软件 chemdraw 模拟计算探针识别亚硒酸钠后形成的

中间体 1 的负离子理论计算值为 289.1341。上述实验结

果进一步证明了图 8 所示的识别机制。 
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2.5  方法学验证 

为了进一步研究探针的实用性 , 本研究在饮用水

中进行了探针识别亚硒酸钠的加标回收实验, 每个实验

均平行测试 3 次取平均值。在饮用水中加入不同浓度

(20.04、25.02、30.06 μmol/L)的亚硒酸钠溶液 , 测试相

应的荧光发射强度, 并根据标准工作曲线测算加标样结

果, 对应的回收率分别为 116.39%、107.86%、97.24%, 结

果符合《实验室质量控制规范 食品理化检测》的要求。

综上 , 该探针可以用于检测饮用水中亚硒酸钠 , 具有较

强的实用性。 

 

 
 

图 6  (A)探针 SeP1 (16.7 μmol/L)识别 SeO3
2-(0~167 μmol/L)的荧光滴定图(λex=550 nm); (B)探针 SeP1 (16.7μmol/L)识别 SeO3

2-荧光发射强

度与 SeO3
2-浓度的线性关系图(λex=550 nm, λem=657 nm) 

Fig.6  (A) Fluorescence titration diagram of the recognition of SeO3
2- (0~167 μmol/L) by probe SeP1 (16.7 μmol/L) (λex=550 nm); (B) Linear 

relationship between fluorescence emission intensity of the recognition of SeO3
2- by probe SeP1 (16.7 μmol/L) and the concentration of SeO3

2- 
(λex=550 nm, λem=657 nm) 

 

 
 

注: 负离子模式, 溶剂为甲醇。 

图 7  探针 SeP1 识别亚硒酸钠的高分辨机理验证图 

Fig.7  HRMS spectrum of probe SeP1 recognizing NaSeO3 
 

 
 

图 8  探针 SeP1 识别亚硒酸跟的机制图 

Fig.8  Proposed mechanism of SeO3
2- recognition by the probe SeP1 
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3  结  论 

本研究基于荧光探针设计中官能团的保护-脱保护策略, 

设计合成了用于亚硒酸钠检测的荧光探针 SeP1, 其化学结构

经过核磁氢谱、核磁碳谱和高分辨质谱法的验证。通过荧光

光谱法对其识别亚硒酸钠能力进行了研究, 探针对亚硒酸钠

具有高效专一的选择性, 并能实现裸眼识别, 能够克服常见

金属离子和阴离子的干扰, 其对亚硒酸钠的最低检出限为

0.068 μmol/L。相对于已经报道过的亚硒酸钠荧光探针, 本研

究报道的荧光探针识别亚硒酸钠后最大荧光发射在近红外区, 

可以克服复杂基质中背景荧光干扰从而实现对亚硒酸钠的专

一性识别。通过高分辨质谱法进一步验证了探针识别亚硒酸

钠的作用机制, 并成功地应用于饮用水中检测亚硒酸钠的加

标回收实验, 表明该探针具有较强的实用性。 
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