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摘要：苯并噻二唑类化合物因其优异的光物理性质和化学稳定性，在荧光探针、生物成像等领域具有重要应用价值。但现有

合成方法需使用昂贵膦配体、有毒溶剂，且普遍存在反应时间长、需要高温等严苛反应条件，严重制约其实际应用。针对上

述问题本研究开发了一种无配体、绿色高效的 Suzuki 偶联体系，以醋酸钯为催化剂、碳酸钾为碱，乙醇和水混合溶液为反

应介质，实现了 4,7-二溴-2,1,3-苯并噻二唑与不同取代芳基硼酸的偶联，成功合成 12 个苯并噻二唑类化合物，最高收率达

97%。光物理测试表明，12 个化合物多为极性响应型分子，随着溶剂极性增强，化合物的发射波长发生红移；其中 BTD-6 的

极性响应性能最佳，并且其荧光特性在复杂生物环境中保持稳定，不受 pH、粘度、温度等因素的干扰。MTT 细胞毒性实验

证明 BTD-6 具有良好的生物相容性，无明显细胞毒性。激光共聚焦成像结果显示，BTD-6 在 HeLa 细胞和 HT-1080 细胞中

均能特异性靶向脂滴，可实时检测细胞内脂滴含量的动态变化，为脂滴相关生物成像领域提供了性能优良的荧光探针。本研

究为苯并噻二唑类化合物的绿色合成提供了一种新策略，BTD-6 探针在脂滴靶向成像中展现出优异性能，为相关疾病诊断

与机制研究奠定了重要基础。 
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Efficient Synthesis of Benzothiadiazole Compounds and Their Application in Fluorescent Imaging of Lipid 
Droplets YANG Li, YAN Jia-yu, LI Jing-can, ZHANG Yi-rong, REN Chang-yue*, LI Xin-min* (College of Pharmacy, Zunyi Medical 

University, Zunyi 563000, China)  
Abstract: Owing to their outstanding photophysical properties, robust chemical stability, and facile structural modifications, 
benzothiadiazole derivatives have important applications in the fields of fluorescent probes, biological imaging, and related 
interdisciplinary research. However, the currently reported synthetic routes for these functional compounds are plagued by prominent 
limitations, such as the reliance on costly phosphine ligands, use of toxic volatile organic solvents, and harsh reaction conditions, 
including prolonged reaction duration and elevated temperatures, which greatly restrict their large-scale preparation and practical 
application. To overcome these limitations, we developed a highly efficient ligand-free and eco-friendly Suzuki coupling reaction. This 
system uses palladium acetate as the catalyst, potassium carbonate as the base, and an ethanol–water solution as the green reaction 
medium to realize efficient coupling between 4,7-dibromo-2,1,3-benzothiadiazole and arylboronic acids bearing diverse substituents. 
Using this optimized protocol, 12 benzothiadiazole compounds were synthesized in isolated product yields of up to 97%. Photophysical 
property tests demonstrated that nearly all 12 target compounds were polarity-responsive molecules whose emission wavelengths 
exhibited a significant redshift with increasing solvent polarity. Among them, BTD-6 displays optimal polarity-responsive performance, 
and its fluorescence characteristics remain highly stable in complex biological environments without interference from 
microenvironmental factors, such as pH, viscosity, or temperature. MTT assays confirmed that BTD-6 possesses favorable 
biocompatibility without obvious cytotoxicity. Laser confocal microscopy imaging demonstrated that BTD-6 has a specific lipid 
droplet–targeting capability in both HeLa and HT-1080 cells, enabling real-time detection of dynamic changes in intracellular lipid 
droplet content, thus serving as a high-performance fluorescent probe for lipid droplet–related biological imaging. This study provides 
a novel green synthetic strategy for benzothiadiazole-based compounds, and the developed BTD-6 probe shows excellent performance 
in lipid droplet–targeted imaging and dynamic monitoring, laying an important foundation for the diagnosis of related diseases and 
mechanistic research. 
Key words：benzothiadiazole; Suzuki reaction; ligand-free; green synthesis; lipid droplet; fluorescence imaging; polarity response 

 
脂滴作为一种细胞器主要负责细胞内脂质储

存和代谢，还参与调控膜转运、信号转导等生理过

程。 脂滴的功能异常与多种疾病的发生发展有关，

如肥胖、脂肪肝、心血管疾病等[1]。因此，有效识

别并监测体内的脂滴的一些行为对于了解细胞的

生理过程和一些疾病的早期筛查具有重要意义。荧

光成像技术可以在细胞水平上实现原位、实时、动

态的可视化监测的功能，已成为生物医学研究领域

的重要的工具之一[2]。而荧光探针分子是荧光成像

技术的核心组成部分，其合成与性能研究已成为当

前化学和生命科学领域的热门课题[3, 4]。苯并噻二

唑（BTD）是一类五元杂环与苯环稠合的杂环芳香

化合物，其衍生物具有良好的光热稳定性以及细胞

膜穿透性[5]。该分子单元具有刚性的 π-共轭结构，

其包含的杂环体系具有强吸电子能力且有利于分

子内电荷转移，因此常被应用于 Donor-Acceptor 共
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轭化合物中，通过供体与受体间的相互作用调节分

子前线轨道和光谱范围，以设计出具有不同光物理

性质的荧光分子探针[6]。目前以苯并噻二唑为母体

的衍生物已被用于细胞内多种物质的荧光成像分

析（图 1a ~ 1d）。例如，该类分子可用于溶酶体一

氧化氮的体内和体外荧光成像，为准确检测溶酶体

一氧化氮相关的病理和治疗过程开辟了新的途径

（图 1a、1b）[7, 8]；还可以用于细胞内脂滴运动变

化的实时监测，为研究其生理功能提供了重要工具

（图 1c）[9]。由于苯并噻二唑类荧光分子良好的光

学活性以及广泛应用范围，该类化合物的高效、简

便合成已成为化学及生物医学领域关注的热点。 
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1a Probe for Lysosmal nitric oxide imaging
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图 1  苯并噻二唑为母核的荧光探针 

Fig.1  Fluorescent probe with benzothiadiazole as the core 

molecule 

Suzuki-Miyaura偶联反应是指过渡金属钯催化

卤代芳烃与芳基硼化合物的交叉偶联反应，已成为

构筑碳-碳单键及联芳环化合物的最可靠方法之一
[10, 11]。目前，以 4,7-二溴-2,1,3-苯并噻二唑为底物

与芳基硼酸进行偶联反应是制备苯并噻二唑三联

芳类化合物的主要方法[6]。然而，已报道合成体系

存在显著局限，包括多数反应需额外加入膦配体

（如 PPh3、XPhos）以促进反应进行，或直接采用

含膦配体的钯催化剂前驱体（如 PdCl2(dppf)、
tBu3PPd），不仅增加了反应成本，还使反应操作流

程更为繁琐复杂[12]。虽然有少量无配体钯催化体系

的报道，其仍以毒性较高的 DMA 为反应溶剂，且

需在长时间高温（大多需 110 °C 以上）的苛刻条

件下才能实现反应转化，并且已报到无配体的体系，

产物收率偏低（多数低于 85%）[13, 14]。因此，现有

合成方法普遍面临反应条件严苛、所用试剂毒性较

大、操作繁琐且产品收率低等问题，难以满足绿色

合成与规模化应用的需求。基于以上问题，本文发

展了一个高效、绿色的 Suzuki 偶联反应体系，成功

实现了 4,7-二溴-2,1,3-苯并噻二唑与不同取代基芳

基硼酸的高效偶联反应。该体系以商业化易得的简

单钯盐——醋酸钯为催化剂，无需添加任何膦配体

即可高效催化反应。同时，以绿色环保的乙醇水溶

液作为反应介质，避免了高毒性有机溶剂的使用。

该体系不仅操作简便、底物适用范围广，可高效合

成一系列苯并噻二唑类三联芳化合物，产品收率最

高可达 97%，显著优于现有合成方法，为该类化合

物的绿色、低成本、规模化合成提供了新思路。本

文对合成产品的光物理性质开展了系统性分析，明

确了分子结构特征与光物理性质的关系；基于苯并

噻二唑荧光分子优良的光物理性能，我们进一步以

细胞模型进行 BTD-6 的特异性靶向研究，验证了

该分子的极性响应特性在特异性定位细胞内脂滴

中的应用潜力。 
 

1  实验部分 
1.1  主要仪器与试剂 

Bruker ADVANCEII 400 型核磁共振谱仪

（TMS 为内标，氘代氯仿为溶剂，瑞士布鲁克公

司）；ShimadzuUV-2600i 型紫外-可见分光光度计

（岛津仪器苏州有限公司）；Cary Eclipse 型荧光分

光光度计（美国 Agilent 公司）；OLYMPUS FV4000
型激光扫描显微镜（日本 OLYMPUS 公司）。 

钯催化剂、4,7-二溴-2,1,3-苯并噻二唑、芳基硼

酸（上海萨恩化学技术有限公司）；柱层析硅胶(试
剂级，200~300 目，青岛海洋化工有限公司）；油酸

（上海麦克林生化科技股份有限公司）；细胞级

PBS、胰蛋白酶-EDTA 消化液（北京索莱宝科技有

限公司）；细胞级 DMSO（合肥白鲨生物科技有限

公司）；DMEM 培养基（江苏凯基生物技术公司）；

胎牛血清（南京诺唯赞生物科技公司）；脂滴绿色

荧光染料（Lipid Droplet-Tracker Green，LDTG）、

溶酶体绿色荧光染料（Lyso-Tracker Green，LTG）、

线粒体绿色荧光染料（Mito-Tracker Green，MTG）

（上海碧云天生物技术公司）；其他试剂均为国产

分析纯试剂，未经进一步处理，直接使用。 
1.2  实验方法 
1.2.1  Suzuki 偶联反应的一般步骤 

空气中，依次将 0.5 mmol 4,7-二溴-2,1,3-苯并

噻二唑、1.1 mmol 芳基硼酸、5 mol%醋酸钯、2 mmol
无水碳酸钾、4 mL 50%乙醇水溶液，加入到 15 mL
单口耐压瓶中，80 ℃下搅拌。待反应结束后，加入

20 mL 饱和氯化钠、20 mL 二氯甲烷进行萃取，将



有机相将减压浓缩，粗产品经柱层析得目标产物，

洗脱剂为石油醚与乙酸乙酯。产物 BTD-1 ~ 12 经

过了核磁共振氢谱和碳谱等表征。 

产品核磁表征数据如下： 

4,7-双（苯基）苯并[c][1,2,5]噻二唑（BTD-1）：
黄色固体[15]。1HNMR（CDCl3，400 MHz），δ：8.01 
~ 7.93（m，4H）；7.80（s，2H）；7.61 ~ 7.52（m，

4H）；7.52 ~ 7.43（m，2H）。13CNMR（CDCl3，101 
MHz），δ：154.2，137.5，133.4，129.4，128.7，128.5，
128.2。 

4,7-双（苯基）苯并[c][1,2,5]噻二唑（BTD-2）：
黄色固体[16]。1HNMR（CDCl3，400 MHz），δ：7.86
（d，4H，J=8.0 Hz）；7.76（s，2H）；7.37（d，4H，

J=7.8 Hz）；2.46（s，6H）。13CNMR（CDCl3，101 
MHz），δ：154.3，138.3，134.7，133.1，129.4，129.2，
127.9，21.4。 

4,7-双（4-乙基苯基）苯并 [c][1,2,5]噻二唑

（BTD-3）：绿色固体。1HNMR（CDCl3，400 MHz），
δ：7.9 ~ 7.9（d，4H）；7.8（s，2H）；7.4（d，4H，

J=8.0 Hz）；2.8（q，4H，J=7.6 Hz）；1.3（t，6H，

J=7.6 Hz）。13CNMR（CDCl3，101 MHz），δ：154.3，
144.7，135.0，133.2，129.4，129.3，128.3，127.9，
28.8，15.7。 

4,7-双（4-（叔丁基）苯基）苯并[c][1,2,5]噻二

唑（BTD-4）：绿色固体[17]。1HNMR（CDCl3，400 
MHz），δ：7.96 ~ 7.90（d，4H）；7.78（s，2H，J=3.0 
Hz）；7.63 ~ 7.56（d，4H）；1.42（s，18H）。13CNMR
（CDCl3，101 MHz），δ：154.3，151.5，134.7，133.1，
129.0，128.0，125.8，34.9，31.5。 

4,7-双（4-甲氧基苯基）苯并[c][1,2,5]噻二唑

（BTD-5）：绿色固体[18]。1HNMR（CDCl3，400 
MHz），δ：7.97 ~ 7.88（m，4H）；7.72（s，2H）；

7.13 ~ 7.04（m，4H）；3.90（s，6H）。13CNMR（CDCl3，

101 MHz），δ：159.9，154.3，132.5，130.5，130.1，
127.5，114.2，55.5。 

4,4'-（苯并[c][1,2,5]噻二唑-4,7-二基）双（N,N-
二甲基苯胺）（BTD-6）：红色固体 [19]。1HNMR
（CDCl3，400 MHz），δ：7.96 ~ 7.88（m，4H）；

7.69（s，2H）；6.91（d，4H，J=8.5 Hz）；3.05（s，
12H）。13C NMR（CDCl3，101 MHz），δ：154.5，
150.4，132.1，130.0，126.7，125.9，112.6，40.7。 

4,7-二-对甲基苄基苯并[c][1,2,5]噻二唑（BTD-
7）：绿色油状物[20]。1HNMR（CDCl3，400 MHz），
δ：7.73（d，4H，J=7.1 Hz）；7.69（s，2H）；7.41
（t，2H，J=7.7 Hz）；7.24（d，2H）；2.46（s，6H）。
13CNMR（CDCl3，101 MHz），δ：154.1，138.1，
137.4，133.4，129.9，129.1，128.5，128.1，126.5，
21.7。 

4,7-双（3-甲氧基苯基）苯并[c][1,2,5]噻二唑

（BTD-8）：黄色固体[21]。1HNMR（CDCl3，400 
MHz），δ：7.79（s，2H，J=1.7 Hz）；7.61 ~ 7.51（d，
4H）；7.47（t，2H，J=7.6 Hz）；7.06 ~ 6.98（d，2H)；
3.91（s，6H，J=1.7 Hz）。13CNMR（CDCl3，101 MHz），
δ：159.8，154.2，138.8，133.4，129.7，128.2，121.8，
115.2，113.9，55.5。 

4,4'-（苯并[c][1,2,5]噻二唑-4,7-二基）二苯甲醛

（BTD-9）：黄色固体[22]。1HNMR（CDCl3，400 
MHz），δ：10.13（s，2H）；8.18（d，4H，J=8.0 Hz）；
8.08（d，4H，J=8.1 Hz）；7.91（s，2H）。13CNMR
（CDCl3，101 MHz），δ：191.9，153.9，143.1，136.2，
133.2，130.1，130.1，128.8。 

4,7-双（4-（三氟甲基）苯基）苯并[c][1,2,5]噻
二唑（BTD-10）：淡黄色固体[23]。1HNMR（CDCl3，

400 MHz），δ：8.10（d，4H，J=8.1 Hz）；7.86（s，
2H）；7.82（d，4H，J=8.2 Hz)。13CNMR（CDCl3，

101 MHz），δ：153.9，140.7，132.9，130.8，130.4，
129.7，128.6，125.8，125.8，125.7，125.7，125.6，
122.9。 

4,7-双（噻吩-2-基）苯并[c][1,2,5]噻二唑（BTD-
11）：红色固体[24]。1HNMR（CDCl3，400 MHz），
δ：8.10（d，2H，J=3.7 Hz）；7.84（s，2H）；7.45
（d，2H，J=5.1 Hz）；7.21（t，2H，J=5.2 Hz）。
13CNMR（CDCl3，101 MHz），δ：152.7，139.5，
128.1，127.6，126.9，126.1，125.9。 

4,4'-（苯并[c][1,2,5]噻二唑-4,7-二基）双（N,N-
二苯基苯胺）（BTD-12）：橙黄色固体[25]。1HNMR
（CDCl3，400 MHz），δ：7.93 ~ 7.84（m，4H）；

7.74（s，2H）；7.35 ~ 7.27（m，8H）；7.25 ~ 7.17
（m，12H）；7.12 ~ 7.03（m，4H）。13CNMR（CDCl3，

101 MHz），δ：154.2，148.1，147.6，132.2，131.1，
130.0，129.5，127.5，125.0，123.4，123.0。 

1.2.2  光物理性质测试 



分子储备液配制：准确称取一定量的 BTD-1 ~ 
12，分别溶解于 DMF 中，使分子的最终浓度为 1 
mmol/L 备用。 

BTD-1 ~ 12 光谱性质测试：分别取 30 μL 上述

储备溶液稀释至 2970 μL 正己烷、1,4-二氧六环、

四氢呋喃、二氯甲烷、乙腈、超纯水中，使待测液

总体积为 3 mL，药物最终浓度为 10 μmol/L；分别

测试上述待测液的紫外吸收光谱和荧光发射光谱。 
BTD-6 光谱性质测试： 
准确称取一定量的 BTD-6，溶解于 N,N-二甲

基甲酰胺中，使分子的最终浓度为1 mmol/L备用。 
极性响应测试：取 30 μL BTD-6 储备液稀释至

不同体积分数的水/1,4-二氧六环混合溶剂中（0% ~ 
100%），使待测液总体积为 3 mL，药物最终浓度为

10 μmol/L；分别测试上述待测液的紫外吸收光谱

和荧光发射光谱。 
pH 响应测试：取 30 μL BTD-6 储备液稀释至

不同 pH 值的 PB 缓冲液中（20 mmol/L），使待测

液总体积为 3 mL，药物最终浓度为 10 μmol/L；分

别测试上述待测液的紫外吸收光谱和荧光发射光

谱。 
黏度响应测试：取 30 μL BTD-6 储备液稀释至

不同体积分数的甘油 /甲醇混合溶剂中（0% ~ 
100%），使待测液总体积为 3 mL，药物最终浓度为

10 μmol/L；分别测试上述待测液的紫外吸收光谱

和荧光发射光谱。 
温度响应测试：取 30 μL BTD-6 储备液稀释至

PB 缓冲液中（20 mmol/L，pH 7.4），使待测液总体

积为 3 mL，药物最终浓度为 10 μmol/L；在不同温

度下测试上述待测液的紫外吸收光谱和荧光发射

光谱。 
1.2.3  BTD-6 细胞毒性实验 

取对数生长期的 HeLa 细胞接种于 96 孔板中

孵育 24 h，每孔接种 100 μL 细胞密度为 5×104 
cell/mL 的细胞悬浮液，随后加入 0、10、20 μmol/L、
30、40、50 μmol/L 的 BTD-6 孵育 24 h。孵育结束

后，将原有细胞培养液吸出，使用 PBS 清洗 3 遍

96孔板，然后向每孔中加入含 10% MTT的培养基，

继续孵育 4 h。最后吸出含 10% MTT 的培养液，加

入 100 μL 的 DMSO，使用酶标仪测量各孔在 490 
nm 处的吸光度值 
1.2.4  BTD-6 细胞共定位成像 

将 HeLa 细胞或 HT-1080 细胞在培养皿中培养

24 h 后，加入 10 μmol/L BTD-6 和商业共定位染料

（100 nmol/L 的 LDs-tracker、Lyso-tracker 或 Mito-
tracker）孵育 30 min，之后用无血清的培养基润洗

细胞，再加入 1 mL 培养基，最后用激光共聚焦显

微镜进行荧光成像。拍摄条件：商业脂滴绿色荧光

染料、溶酶体绿色荧光染料、线粒体绿色荧光染料

通道，λex=405 nm，λem=490 ~ 530 nm；BTD-6 通道，

λex=488 nm，λem=660 ~ 730 nm。扫描分辨率为

1024×1024，物镜为 60×油镜。 
1.2.5  油酸诱导实验  

取对数生长期的 HeLa 细胞接种于共聚焦培

养皿中孵育 24 h，每皿接种 1 mL 细胞密度为 1×104 
cell/mL 的细胞悬浮液。随后向共聚焦皿中分别加

入的 0、25、50、100 μmol/L 的油酸（OA）孵育 24 
h。孵育结束后，取出原有细胞培养液，加入 PBS
润洗，加入含 10 μmol/L BTD-6 和 100 nmol/L LDs-
tracker 的培养基共同孵育 30 min；孵育结束后加入

PBS 润洗，加入 1 mL 培养基进行共聚焦荧光成像。

拍摄条件：商业脂滴绿色荧光染料通道，λex=405 nm，

λem=490 ~ 530 nm；BTD-6 通道，λex=488 nm，λem=660 
~ 730 nm。扫描分辨率为 1024×1024，物镜为 60×
油镜。 

 
2  结果与讨论 
2.1  反应条件优化 

钯催化剂的种类、溶剂、碱、温度等条件对

Suzuki 反应均有较大的影响，因此以 4,7-二溴-
2,1,3-苯并噻二唑与苯硼酸的 Suzuki 反应为模板反

应，考察各项反应条件对偶联产品收率影响。当以

5 mol%醋酸钯为催化剂、碳酸钾为碱、乙醇水溶液

为溶剂，室温下反应 6 小时，没有偶联产品生成（表

1，序号 1）。当升温至 80 ℃时，偶联产品的分离收

率可达到 95%（表 1，序号 2）。当模板反应的溶剂

更换为甲醇水溶液或者异丙醇水溶液时，产品收率

下降到 80% ~ 85%（表 1，序号 3、4）。在模板反

应中，继续考察钯催化剂对反应的影响规律。结果

表明，当使用氯化钯作为催化剂时，反应收率下降

为 82%（表 1，序号 5）。当时使用零价钯催化剂钯

碳为催化剂时，产品收率为 76%（表 1，序号 6）。
以二氯化钯(II)二乙腈与三(二亚苄基丙酮)二钯为

催化剂，反应收率降低到 50%以下（表 1，序号 7 
~ 8）。随后，考察了不同的碱对反应的影响，当使



用碳酸钠作为碱时，相同时间内得到 80%的产品收

率（表 1，序号 9）。然而，当使用其他无机碱时，

偶联产品收率较低（表 1，序号 10 ~ 12）。经过以

上筛选，选择 5 mol% 醋酸钯作为催化剂，2 mmol
碳酸钾作为碱，乙醇水溶液为溶剂，80 ℃反应为最

佳反应条件进行后续研究。 
表 1  Suzuki 反应条件优化

注 

Tab.1  Optimization of the Suzuki reaction conditions 

序号 钯催化剂 碱 溶剂 
产率

1)/% 

1 Pd(OAc)2 K2CO3 EtOH/H2O Trace2) 

2 Pd(OAc)2 K2CO3 EtOH/H2O 95 

3 Pd(OAc)2 K2CO3 i-PrOH/H2O 85 

4 Pd(OAc)2 K2CO3 MeOH/H2O 80 

5 PdCl2 K2CO3 EtOH/H2O 82 

6 Pd/C K2CO3 EtOH/H2O 76 

7 PdCl2(CH3CN)2 K2CO3 EtOH/H2O 50 

8 Pd2(dba)3 K2CO3 EtOH/H2O 42 

9 Pd(OAc)2 Na2CO3 EtOH/H2O 80 

10 Pd(OAc)2 Cs2CO3 EtOH/H2O 56 

11 Pd(OAc)2 K3PO4 EtOH/H2O 61 

12 Pd(OAc)2 NaOH EtOH/H2O 12 

注：1）反应条件：0.5 mmol 4，7-二溴-2，1，3-苯并噻二唑、1.1 mmol

芳基硼酸、2 mmol 碱、V（乙醇）∶V（水）＝1∶1、80 oC 空气氛围中

反应 6 h，分离收率；2）25 oC 反应。 

2.2  底物普适性研究 
最优反应条件下，即 5 mol% 醋酸钯作为催化

剂，2 mmol 碳酸钾作为碱，乙醇水溶液为溶剂，

80 ℃反应，考察该体系的底物普适性，实验结果见

表 2。首先考察芳基硼酸的取代基电子效应对反应

的影响，结果表明含有供电子的甲基、乙基、叔丁

基、甲氧基以及 N,N-二甲基的苯硼酸均可与 4,7-二
溴-2,1,3-苯并噻二唑顺利进行反应，分离收率均较

高（表 2，序号 1 ~ 6）。然后考察间位还有甲基或

甲氧基的苯硼酸的反应情况，结果表明收率良好，

均在 85%以上（表 2，序号 7、8）。当以 4-甲酰基

苯硼酸位底物进行偶联，可得到 85%的分离收率

（表 2，序号 9）。然而含有吸电子基的 4-三氟苯硼

酸为底物时，产品收率下降至 76%（表 2，序号 10）。
当以含有杂原子的 2-噻吩硼酸为底物，产品收率可

以达到 91%（表 2，序号 11）。三苯胺基团是一类

重要的聚集诱导发光分子的结构单元，已被广泛用

于构建 AIE 分子，当以 4-硼酸三苯胺为底物进行

偶联反应，可以得到 82%的偶联产品收率（表 2，
序号 12）。虽然该方法对多种官能团具有较好的兼

容性，然而实验中也发现当含有羟基与氨基的苯硼

酸作为底物时，原料反应不完全以及副产物较多，

无法分离出产品（表 2，序号 13、14）。根据文献

报道与反应机理分析[26, 27]，推测可能原因是羟基与

氨基具有强配位能力，可与催化循环中的

Pd(II)/Pd(0)活性物种发生配位结合，占据催化剂的

活性位点，导致催化剂中毒失活，无法有效催化偶

联反应进行。另一方面，在本文所用的碱性水相反

应体系中，含有氨基、羟基的芳基硼酸易发生脱硼

质子化副反应，导致硼酸底物快速分解，无法与卤

代芳烃发生正常的 Suzuki 偶联，同时伴随大量副

产物生成，难以分离得到目标产物。当 4-溴苯硼酸

作为底物时，因 4-溴苯硼酸自身也可发生 Suzuki
偶联反应，导致反应体系副产物多，难以分离得到

苯并噻二唑与 4 溴苯硼酸的偶联产物。 

表 2  底物扩展
注 

Tab.2  Substrate expansion 

N
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注：反应条件：0.5 mmol 4，7-二溴-2，1，3-苯并噻二唑、1.1 mmol 芳基硼酸、2 mmol 无水碳酸钾、V（乙醇）∶V（水）＝1∶1、80 oC 空气氛围

中反应 6 h，分离收率。

2.3  光物理性质研究 
通过底物普适性研究，得到表 2 中的 12 个苯

并噻二唑类荧光分子 BTD-1 ~ 12（表 2，序号 1 ~ 
12），并通过紫外-可见分光光度计与荧光分光光度

计分别考察其在不同极性溶剂中的紫外吸收、荧光

发射等光学性质。BTD-1 ~ 12 的最大吸收波长、最

大发射波长、斯托克斯位移、摩尔吸光系数等数据

总结于表 3。苯并噻二唑母核为强吸电子单元（A），

两端取代芳基为供电子单元（D），分子形成典型 D-
A-D 共轭结构，其光物理性质由分子内电荷转移

（ICT）效应主导。测试结果表明，所有化合物均

为极性响应型分子，随溶剂极性增强，最大发射波

长均红移，其中 BTD-6 红移最显著、对极性响应

最灵敏。这主要归因于极性溶剂可稳定 ICT 激发

态，且 ICT 效应越强，极性响应越灵敏。取代基类

型直接调控 ICT 效应及光谱性质，当芳基连甲基、

甲氧基等供电子基团时，供电子能力越强，D-A 推

拉效应与 ICT 效应越强，HOMO-LUMO 能级差越

小，吸收和发射波长红移（表 3，序号 2 ~ 8、11、
12）；BTD-6（N,N-二甲氨基）与 BTD-12（三苯胺）

为强供电子单元，红移最显著（BTD-6 吸收红移约

90 nm、发射红移超 120 nm，BTD-12 吸收红移约

70 nm、发射红移超 100 nm）。芳基连醛基、三氟甲

基等吸电子基团时，削弱 D-A 推拉效应、抑制 ICT
过程，能级差增大，光谱较 BTD-1 蓝移（表 3，序

号 9、10）。斯托克斯位移是评价荧光性能的核心指

标，含供电子基团的化合物在多数溶剂中斯托克斯

位移超 100 nm，可降低检测干扰；其中 BTD-6 达

160 nm 以上，能有效规避干扰、降低背景噪音，在

荧光成像领域应用潜力巨大。 
表 3  苯并噻二唑类荧光分子基本光学性质 

Tab.3  Basic optical properties of benzothiadiazole-based fluorescent molecules 

序号 产品结构 溶剂 λmax
Abs  /nm λmax

FL em /nm 
Stokes shift 

/nm 
ε/(L·(mol·cm)⁻¹) 

1 

N
S

N

 
BTD-1 

Hexane 378 469 91 9200 

1,4-Dioxane 378 481 103 9300 

THF 381 484 103 9000 

DCM 379 485 106 9600 

CH3CN 374 488 114 8800 

H2O 399 483 84 6300 

2 

N
S

N

 
BTD-2 

Hexane 392 485 93 11700 

1,4-Dioxane 390 500 110 11000 

THF 393 502 109 11500 

DCM 390 507 117 10800 

CH3CN 387 511 124 11300 

H2O 450 506 54 10600 

3 

N
S

N

 
BTD-3 

Hexane 392 484 92 10900 

1,4-Dioxane 390 498 108 11000 

THF 394 501 107 10700 

DCM 390 506 116 10700 

CH3CN 387 511 124 10400 

H2O 432 512 80 11800 

4 

N
S

N

 
BTD-4 

Hexane 393 483 90 13300 

1,4-Dioxane 390 497 107 12900 

THF 394 498 104 12000 

DCM 390 508 118 12700 

CH3CN 385 508 123 12600 

H2O 429 503 74 13900 

5 Hexane 410 512 102 9300 

1,4-Dioxane 411 534 123 6000 



N
S

N

H3CO OCH

 

THF 417 535 118 7400 

DCM 409 544 135 7300 

CH3CN 402 551 149 8800 

H2O 392 524 132 3300 

6 

N
S

N

N N
 

BTD-6 

Hexane 463 598 135 15700 

1,4-Dioxane 467 636 169 15300 

THF 476 642 166 14900 

DCM 471 660 189 14800 

CH3CN 467 699 232 14100 

H2O 527 672 145 7900 

7 

N
S

N

 

BTD-7 

Hexane 384 474 90 11900 

1,4-Dioxane 382 486 104 11400 

THF 384 487 103 11300 

DCM 382 493 111 11200 

CH3CN 379 496 117 11200 

H2O 406 498 92 12600 

8 

N
S

NH3CO OCH3

 

BTD-8 

Hexane 385 478 93 12900 

1,4-Dioxane 384 491 107 10400 

THF 386 493 107 10500 

DCM 384 495 111 12200 

CH3CN 380 499 119 11900 

H2O 472 505 33 6000 

9 

N
S

N

OHC C
 

BTD-9 

Hexane 378 460 82 17600 

1,4-Dioxane 378 468 90 18300 

THF 379 470 91 18600 

DCM 377 467 90 20700 

CH3CN 372 469 97 19400 

H2O 393 514 121 3200 

10 

N
S

N

F3C CF
 

BTD-10 

Hexane 369 453 84 11900 

1,4-Dioxane 368 460 92 10800 

THF 368 463 95 11800 

DCM 367 462 95 11300 

CH3CN 364 465 101 10400 

H2O 411 468 57 8000 

11 

N
S

N
S S

 

BTD-11 

Hexane 446 535 89 14100 

1,4-Dioxane 444 560 116 13200 

THF 449 562 113 12500 

DCM 445 568 123 12900 

CH3CN 441 577 136 12800 

H2O 396 552 156 3100 

12 

N
S

N

N N

BTD-12 

Hexane 455 570 115 20000 
1,4-Dioxane 455 604 149 19500 

THF 459 609 150 18600 

DCM 459 632 173 19000 

CH3CN 449 649 200 18400 

H2O 507 604 97 12600 

2.4  BTD-6 极性响应性质研究 
选用水/1,4-二氧六环混合溶剂体系，通过改变

水/1,4-二氧六环体积比例获得不同的极性环境，以

研究BTD-6光学性质随环境极性变化的响应性能。

由响应测试结果可知，当水/1,4-二氧六环混合溶剂

的极性范围为 0 ~ 5%时，BTD-6 荧光强度呈明显

下降趋势，当水/1,4-二氧六环混合溶剂极性范围增

加至 6% ~ 100% 时，BTD-6 荧光强度降低趋势减



弱（图 2a），该结果表明 BTD-6 对极性的变化具有

灵敏响应效果。同时研究 BTD-6 在其他微环境（pH、

黏度、温度等）中的响应性能（图 2b ~ 2d）。根据

pH 响应测试结果可知，在生理相关的 pH 范围内

（pH 4.0 ~ 8.0），BTD-6 的荧光强度无明显变化，

说明其荧光性能不受生理 pH 波动的干扰，可满足

细胞成像的生理环境要求（图 2b）。而在非生理的

强碱性条件下（pH 9.0 ~ 11.0），BTD-6 的荧光强度

随 pH 值升高而增强，该现象可能源于强碱性环境

下分子的质子化状态发生改变，该变化仅发生在强

碱性非生理环境中，不会对生理条件下的细胞成像

实验产生干扰。由黏度响应测试结果可知，在甘油

/甲醇混合溶剂体积分数为 0% ~ 70% 范围内时，

BTD-6 的荧光强度随着黏度的增加无明显变化，当

甘油/甲醇混合溶剂体积分数为 80% ~ 100% 时，

BTD-6 的荧光强度随着黏度的增加而呈现增强趋

势（图 2c）；温度响应测试结果表明，随着温度的

升高，BTD-6 的荧光强度无变化（图 2d）。基于不

同微环境响应性测试结果分析可知，BTD-6 在不同

pH 值、黏度及温度条件下的荧光强度变化趋势，

相较于其在不同极性环境中的荧光强度变化趋势

而言，差异并不显著。该结果表明，BTD-6 所具备

的优异极性响应性能，不受 pH 值、黏度、温度等

微环境因素的干扰与影响。 

 

a. 使用不同体积比例的水/1,4-二氧六环将储备液稀释为 10 μmol/L 待

测液在室温下进行测试；b. 使用不同 pH 值的 PB 缓冲液将储备液稀

释为 10 μmol/L 待测液在室温下进行测试；c. 使用不同体积比例的甘

油/甲醇将储备液稀释为 10 μmol/L 待测液在室温下进行测试；d. 使用

pH 7.4 的 PB 缓冲液将储备液稀释为 10 μmol/L 待测液，在不同温度

下进行测试。 

图 2  极性及不同微环境响应测试结果 

Fig.2  Polarity response test results and response to different 

2.5  BTD-6 细胞毒性实验 
探针 BTD-6 在前期光物理性质测试中表现出

良好的光学性能，为进一步拓展其在细胞水平的应

用潜力，采用 MTT 法评价其细胞毒性。在 HeLa 细

胞中，即使将探针 BTD-6 的浓度梯度升高至 40 
μmol/L，细胞的相对存活率依然维持在 80%以上

（图 3）。这一结果表明，BTD-6 在测试浓度范围

内对 HeLa 细胞的增殖和代谢活性未产生显著的抑

制作用。该实验结果充分证实了 BTD-6 具有优异

的生物安全性，为后续 BTD-6 作为荧光探针在活

细胞成像的应用提供了重要的实验依据。 
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图 3  不同浓度的 BTD-6 对 HeLa 细胞的细胞毒性 

Fig.3  Cytotoxicity of different concentrations of BTD-6 on 

HeLa cells 

2.6  BTD-6 细胞共定位研究 
脂滴是细胞内储存中性脂的特殊细胞器，几乎

存在于所有细胞中，由非极性脂质和单层磷脂外膜

组成，脂滴与细胞质形成显著的极性差异；极性敏

感的荧光探针对环境极性变化会产生特异性的光

学响应，以此可实现对脂滴的定位。基于 BTD-6 已

展现出的优异极性响应结果，通过激光共聚焦显微

镜技术，进一步探究 BTD-6 对 HeLa 细胞模型和

HT-1080 细胞模型中脂滴的靶向定位作用（图 4、
图 5）。细胞成像实验结果表明，荧光探针 BTD-6
对脂滴具有特异性靶向能力，在两种细胞中均与脂

滴呈现显著的荧光共定位特征。其中，在 HeLa 细

胞中，BTD-6 与脂滴的 Pearson 相关系数达 0.76，
而与溶酶体、线粒体的 Pearson 相关系数仅为 0.05
和 0.12；在 HT-1080 细胞中，BTD-6 与脂滴的

Pearson 相关系数同样为 0.76，与溶酶体、线粒体

的 Pearson 相关系数则分别为 0.31 和 0.41。上述两

种细胞模型的定位分析结果证实，BTD-6 可与脂滴

产生明显的荧光共定位信号，而与细胞内溶酶体、

线粒体等细胞器之间未检测到显著的荧光共定位

信号，表明其对脂滴具有高度的选择性结合作用。



Pearson 相关系数也进一步验证了 BTD-6 与脂滴的

共定位系数高于溶酶体、线粒体靶向染料的共定位

系数，排除了非特异性结合的可能性。BTD-6 对于

脂滴的优异靶向性可能由于其典型的D-A-D结构，

以及由此结构产生的 ICT 效应密切相关，ICT 效应

使 BTD-6 对环境极性高度敏感。脂滴内部为低极

性的中性脂环境，BTD-6 在其中荧光显著增强；而

细胞质、溶酶体、线粒体等细胞器为高极性水环境，

BTD-6 在其中荧光大幅淬灭，从而实现对脂滴的特

异性点亮型成像。 
2.7  油酸诱导实验 

在明确探针 BTD-6 可靶向脂滴的基础上，进

一步探究其对细胞内脂滴含量变化的检测能力。油

酸（OA）作为典型的脂滴诱导剂，可有效诱导细胞

内脂滴的形成与积累，常被用于构建细胞脂质沉积

模型，以模拟细胞内脂滴含量升高的生理病理状态。

本研究选用油酸（OA）作为诱导剂，探究探针 BTD-
6 对细胞内脂滴相关生物学变化的响应性能。为验

证探针BTD-6对脂滴含量变化的识别与检测能力，

分别采用不同浓度的 OA 处理 HeLa 细胞 24 h，诱

导脂滴生成后，加入探针 BTD-6 孵育 30 min，随

后进行共聚焦荧光成像。如图 6 所示，未加入 OA
诱导的对照组细胞内，脂滴数量较少，探针荧光信

号弱；随着 OA 诱导浓度的升高，细胞内脂滴生成

量显著增加，探针 BTD-6 对应的荧光信号也随之

增强。上述结果表明，探针 BTD-6 可有效捕捉细

胞内脂滴的生成过程及含量变化，具备良好的脂滴

含量响应能力。 

 

1. 商业染料通道，λex=405 nm，λem=490 ~ 530 nm；2. BTD-6 通道，

λex=488 nm，λem=660 ~ 730 nm；3. 图像 1 和图像 2 的合并图像；4. 

BTD-6 与商业染料的强度相关图 

图 4  BTD-6（10 μmol/L）和商业细胞器染料（100 

nmol/L）在 HeLa 细胞中的共定位成像 

Fig.4  Co-localization imaging of compound BTD-6 (at 10 

μmol/L) and commercial organelle dye (at 100 nmol/L) in 

HeLa cells 

 
1. 商业染料通道，λex=405 nm，λem=490 ~ 530 nm；2. BTD-6 通道，

λex=488 nm，λem=660 ~ 730 nm；3. 图像 1 和图像 2 的合并图像；4. 

BTD-6 与商业染料的强度相关图 

图 5  BTD-6（10 μmol/L）和商业细胞器染料（100 

nmol/L）在 HT-1080 细胞中的共定位成像 

Fig.5  Co-localization imaging of BTD-6 (at 10 μmol/L) and 

commercial organelle dye (at 100 nmol/L) in HT-1080 cells 

 



 
a.1. 脂滴商业染料通道，λex=405 nm，λem=490 ~ 530 nm；2. 

BTD-6 通道，λex=488 nm，λem=660 ~ 730 nm；3. 图像 1 和图

像 2 的合并图像；b.不同通道的荧光强度图 

图 6  不同浓度 OA 诱导 HeLa 细胞脂滴变化的成

像图 

Fig.6  Confocal imaging of lipid droplet changes in 

HeLa cells induced by different concentrations of OA 

 
3  结论 

本文发展了一个无配体钯催化 4,7-二溴

-2,1,3-苯并噻二唑与芳基硼酸的Suzuki偶联

高效反应体系。可高效合成含有多种官能团

的苯并噻二唑类化合物。利用该方法成功合

成 12 个苯并噻二唑荧光分子，并对该类分

子的光物理性质进行了充分研究，其中

BTD-6 表现出最优异的极性响应性能，且不

受其他微环境干扰。此外，BTD-6 无明显细

胞毒性，并对细胞内脂滴具有特异性靶向作

用，通过激光共聚焦显微镜成像验证了其对

脂滴的特异性定位能力。 
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