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Abstract: Two new D-π-A dyes were synthesized by the condensation reaction between active methyl and 
aromatic aldehyde and its biothiol sensing properties in DMSO/water were investigated by UV-vis spectroscopy. 
Upon addition of Hg2+, the solution of D-π-A dyes showed color change and the absorption band shows a 
formation of a dye-Hg2+ coordination complex. These dyes exhibited high selectivity for Hg2+ as compared with 
other cations. The dye-Hg2+ could be recovered by adding glutathion(GSH). The absorption intensity of dye-Hg2+ 
increased only by the addition of glutathione(GSH). The competition experiments revealed that no obvious 
interference was observed by performing the titration with the mixture of glutathione(GSH) and other amino acids. 
The results indicated that these D-π-A dyes were highly selective for glutathione(GSH) detection. 
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1. 서   론 

최근 유기 기능성 색소재료가 광학 센서분야에 

많이 사용되고 있다1-3). 온도센서, 중금속 이온센서, 

혈당센서, 면역센서, 바이오센서, UV센서 등에 응용

되고 있으며 센서용 자극 응답성 광기능성색소의 

사용으로 감도의 향상, 즉 극미량의 화합물 등 정보

의 정밀한 감지가 가능하게 되었다. 특히 바이오센

서의 중요성이 커지고 있고 세포, 단백질 그리고 

DNA와 같은 생물학적 시료들을 광학적인 관찰 영

역에서 관찰하고, 그 생화학적, 병리학적 특성 등의 

생화학적 반응을 측정하기 위하여 다양한 종류의 

바이오센서들이 연구 되고 있다4-7). 이런 바이오센서

는 기하학적 형상에 따라 주변의 광원과 조합하여 저

렴하고 편리하게 효율적으로 사용되고 있다. 아미노산 

센서도 그 중 하나이다. 

아미노산 중에서도 유일하게 티올기(-SH)를 가지

는 아미노산을 biothiol이라고 한다. 

Biothiol은 인간대사 작용에 중요한 역할을 하고 

있고, 여러 가지 유해물질로부터 보호하며, 사람 몸

의 일부분을 구성하고 있다. 이러한 biothiol이 부족

한 경우 여러 가지 심각한 질병에 노출되기 때문에 

biothiol의 농도를 감지할 수 있는 바이오센서에 관

한 연구도 계속 되고 있다8-20). 전자 이동 형 색소

(Charge transfer dye, CT형 색소)는 주위 환경 변화

에 아주 민감하게 반응하는 특징을 가지고 있어, 

외부 자극을 인식하여 흡수, 발광의 변화를 유발시

키는 기능성 색소, 즉 광학 센서용 재료로 사용되

어지고 있다21).

본 연구에서는 강한 전자 받개(acceptor)인 2-(3-c 

yano-4,5,5-trimethylfuran-2(5H)-ylidene)malononitrile 

(TCF), 2-(2-methyl-4H-chromen-4-ylidene)malononitrile 

등이 도입된 D-π-A형 색소를 합성하고 이들 색소를 

이용한 biothiol 센서의 특성에 관해 연구했다. 주요 

biothiol(Cys, GSH, Hcy)의 구조는 Figure 1에 나타냈다.
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Figure 1. Structure of cysteine(Cys), glutathione(GSH) and homocysteine(Hcy).

2. 실   험

2.1 시약

아미노산류인 L-cysteine, L-homocysteine, L-glutathione, 

amino acid(Ala, Met, Val, Pro, Leu, Thr, Gln, Asp, 

Nor, Iie, Trp, Phe, Glu, Gly, Cystine, Homocystine, 

His, Arg, Lys) 및 각종시약, 용매류는 Aldrich Chemi-

cal의 시약을 사용 하였다.  

원소분석은 Carlo Elba Model 1106을 사용했으

며, 녹는점은 Electrothermal IA900을 이용하여 측정

하였다. 

Direct Mass는 direct probe EI방식을 사용한 

Shimadzu QP-1000 spectrometer를 사용했으며 70eV 

조건에서 측정하였다. 1H NMR spectra는 DMSO-d6, 

D2O, CDCl3용매에서 TMS를 기준물질로 한 Varin 

Inova 400MHz FT-NMR spectrometer를 사용하였고, 

UV-Vis 흡수 spectra는 Agilent 8453 spectrometer를 

이용하여 측정하였다. 형광 spectra는 Shimadzu RF- 

5301PC Fluorescence spectrometer를 이용하여 측정하

였다. 

2.2  합성

2.2.1 4-(Bis(2-(2-hydroxyethylthio)ethyl)amino)

      benzaldehyde (3)의 합성

아세톤 200mL에 K2CO3(3.93g, 28.43mmol)를 첨가

하고 1시간 질소기류 하에서 온도를 120℃까지 승

온시켜 교반시킨다. 

4-(Bis(2-chloroethyl)amino)benzaldehyde 1(2g, 8.125 

mmol)를 첨가 후 10분 정도 교반 후, 2-mercaptoethanol

2(1.71mL, 24.38mmol)을 첨가하고 24시간동안 환류 

하에서 교반하면서 반응을 진행하였다. 냉각 후 자

연필터하고 용매를 제거하면 갈색의 점성 있는 액

체 3 2.4g(89.8%)을 얻는다22).

2.2.2 (E)-2-(2-(4-(bis(2-(2-hydroxyethylthio)

      ethyl)amino)styryl)-4H-chromen-4-ylidene)

      malononitrile (Dye 5)의 합성   

2-(2-Methyl-H-chromen-4-ylidene)malononitrile 

4(0.47g, 2.25mmol)과 4-(bis(2-(2-hydroxyethylthio)ethyl) 

amino) benzaldehyde 3(1.37g, 4.0mmol)를 acetonitrile 

25mL에 첨가 후 piperidine 5방울을 첨가한 후 질

소기류 하에서 온도를 120℃까지 승온 시켜 교반 

시킨다. 24시간동안 환류 하에서 교반 하면서 반

응을 진행 하였다. 냉각 후 용매를 제거하고 컬럼

으로 불순물을 제거·분리하여 적색의 dye 5 0.5g

(수율: 42.5%)을 얻었다(용매: CH2Cl2/EtOH(10:1, 

v/v)).
1H NMR(400MHz, DMSO-d6) : δ 2.65(t, J=6.7, 

4H), 2.73(t, J=7.6, 4H), 4.87(s, 2H), 6.75(d, J=9.0, 

2H), 6.90(s, 1H), 7.16(d, J=15.8, 1H), 7.57~7.63(m, 

J=7.0, 3H), 7.67(d, J=15.9, 1H), 7.78(d, J=8.4, 1H), 

7.88(t, J=7.1, 1H), 8.71(d, J=9.6, 1H). EA : Anal. 

Calcd. for C28H29N3O3S2 : C, 64.71; H, 5.62; N, 

8.09; S, 12.31. Found : C, 64.80; H, 5.87; N, 7.88; 

S, 11.83%. M+ : 519.2.

2.2.3 (E)-2-(4-(4-(bis(2-(2-hydroxyethylthio)ethyl)-

amino)styryl)-3-cyano-5,5-dimethylfuran-

2(5H)-ylidene)malononitrile (Dye 7)의 합성

2-(3-Cyano-4,5,5-trimethylfuran-2(5H)-ylidene)malo-

nonitrile 6(0.5g, 2.5mmol)과 4-(bis(2-(2-hydroxyethy-

lthio)ethyl)amino)benzaldehyde 3(0.83g, 2.5mmol)를 

ethanol 25mL에 첨가 후 piperidine 5방울을 첨가

한 후 질소기류 하에서 온도를 120℃까지 승온 

시켜 교반 시킨다. 24시간동안 환류 하에서 교반 

하면서 반응을 진행하였다. 

냉각 후 용매를 제거하고 컬럼으로 불순물을 

제거·분리하여 dye 7 0.45g(35.3%)을 얻는다(용매: 

CH2Cl2/EtOH(20:1, v/v)). 
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Scheme 3. Synthesis of (E)-2-(4-(4-(bis(2-(2-hydroxyethylthio)ethyl)amino)styryl)-3-cyano-5,5-dimethylfuran-2(5H)- 

ylidene)malononitrile (Dye 7)

1H NMR(400MHz, DMSO-d6) : δ 1.66(s, 6H), 2.59(t, 

J=6.6, 5H), 2.69(t, J=7.36, 5H), 3.61(t, J=7.2, 6H), 4.89(t, 

J=5.44, 2H), 6.82~6.74(m, J=7.6, 3H), 7.69(d, J=8.92, 

2H), 7.83(d, J=15.88, 1H). EA : Anal. Calcd. for 

C26H30N4O3S2 : C, 61.15; H, 5.92; N, 10.97. Found : C, 

60.68; H, 5.95; N, 10.33%. M+ : 510.2.

3. 결과 및 고찰 

 3.1 Dye 5의 biothiol 센싱

Dye 5는 전자 받개(acceptor) 4와 전자 주개(donor) 3

을 사용하여 합성하였다. 
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Figure 2. The absorbance response (A0-A)/A0 of dye 

5(20μM) towards metal ions(λ=513nm).

Dye 5에 양이온들을 첨가한 결과, Hg2+이온에

만 반응하여 UV-Vis 흡수 변화를 나타내고 다른 

양이온들과는 흡수 변화를 나타내지 않아 dye 5

는 Hg2+이온에 선택성을 가진다는 것을 알 수 있

었다(Figure 2). 

  Dye 5에  Hg2+이온을 첨가한 후의 광학적 변화

를 측정한 결과 흡수 스펙트럼이 513nm에서 규칙

적으로 감소하고 415nm에서는 증가 한다는 것을 

알 수 있었다(Figure 3).

Dye 5-Hg2+용액에 biothiol을 첨가 한 결과 UV- 

Vis 흡수 변화를 일으켰다. 

Biothiol과의 광학적 변화를  측정(Dye 5 용액 + 

Hg2+ 4당량 + Cys, Hcy, GSH을 측정) 한 결과, 흡

수 스펙트럼이 513nm에서 Cys, Hcy, GSH는 각각 

2, 2.5, 1.5당량까지 원상태의 dye 5의 흡광도까지 

증가 하였다(Figure 4).

Dye 5와 Hg2+이온의 혼합물에 biothiol을 첨가하

는 반응에서는 Benesi-Hildebrand method(식1)를 이

용하여 상수 k값을 계산하였으며 Cys, Hcy, GSH

는 각각 8.18x102M-1, 5.26x102M-1, 3.48x102M-1로 

나타났다.

  1/(A-A0) = 1/k(Amax-A0)[biothiol] + 1/(Amax-A0)..... (1)

  where, 

  A : the absorbance of dye 5

  A0 : the absorbance obtained with biothiols 

  Amax : the absorbance obtained with excess amount

       of biothiols

  따라서 반응속도는 GSH > Cys > Hcy 순으로 나

타낼 수 있고 dye 5와 GSH이 가장 반응성이 좋은 것
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Figure 3. Absorption spectra change of dye 5(20μM) 

upon addition of Hg2+(0~4 equiv.) in acetonitrile/water

(5:5, v/v).

Figure 4. Changes of UV-Vis absorption for ensemble 

dye 5-Hg2+(20μM dye 5 and 80μM Hg2+) upon addition

of (a) Cys, (b) Hcy, (c) GSH in acetonitrile/water(5:5, v/v).
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Figure 5. Equivalent dependant absorption intensity 

change of ensemble dye 5-Hg2+(20μM dye 5 and 80μ

M Hg2+) in the presence of Cys, Hcy, GSH at 513nm in 

a mixture of acetonitrile and water(5:5, v/v).
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Figure 6. Absorption spectra of ensemble dye 5-Hg2+

(20μM dye 5 and 80μM Hg2+) upon addition of 1.5 

equiv. of various amino acids. 

을 알 수 있다(Figure 5). Dye 5와 Hg2+이온의 혼합

물과 GSH의 선택성을 위해 biothiol과 다양한 아미

노산(Ala, Met, Val, Pro, Leu, Thr, Gln, Asp, Nor, Iie, 

Trp, Phe, Glu, Gly, Cystine, Homocystine, His, Arg, 

Lys)을 동일한 조건에서 측정 하였다. 그 결과 Cys, 

Hcy, GSH외 다른 아미노산들의 첨가는 biothiol의 

센싱에 관여 하지 않음을 알 수 있었다(Figure 6). 

Figure 8. Photos of ensemble dye 5-Hg2+ in the presence of amino acids.
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Figure 7. A/A0 513nm change profile of dye 5(20μM) 

to various amino acids(1.5 equiv.). Gray bars represent 

the addition of 1.5 equiv. of various amino acids to a 

20μM solution of dye 5. Black bars represent the 

addition of 1.5 equiv. of GSH to the above solution, 

respectively. 1, Cys; 2, Hcy; 3, GSH; 4, Ala; 5, Met; 6, 

Val; 7, Pro; 8, Leu; 9, Thr; 10, Gln; 11, Asp; 12, Nor; 

13, Ile; 14, Trp; 15, Phe; 16, Glu; 17, Gly; 18, Cystine; 

19, Homocystine; 20, His; 21, Arg; 22, Lys.

     

  Biothiol을 제외한 아미노산이 dye 5와 Hg2+이온

의 혼합물에 직접적으로 반응이 일어나지 않지만 GSH

이 첨가 된 상태에 영향을 미칠수 있기 때문에 dye 

5와 Hg2+이온의 혼합물에 GSH를 첨가 하였을 때 

biothiol외 다른 아미노산들이 영향을 미치는지 알

아보기 위해 경쟁반응을 조사한 결과 무시해도 좋

을 정도의 변화가 관찰 되었으므로 다른 아미노

산들이 GSH 첨가 된 상태에 영향을 미치지 않는

다는 것을 알 수 있다(Figure 7).  

Dye 5와 Hg2+이온의 혼합물이 GSH에 선택적으

로 작용함에 따라 육안으로도 쉽게 확인 가능할 정

도로 색상 변화가 뚜렷한 반면, 다른 아미노산들

은 색상 변화를 일으키지 않았다(Figure 8).

Dye 5는 형광성을 가지고 있고 형광 센서로 이

용할 수 있기 때문에 형광강도 변화를 관찰해 보

았다. Dye 5에 Hg2+이온을 첨가함에 따라 dye 5

의 형광강도가 감소했다(Figure 9). 
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Figure 9. Fluorescent spectra change of dye 5 20μM) 

upon addition of Hg2+(0~6 equiv.) in acetonitrile/water

(5:5, v/v).

Figure 10. Changes of UV-Vis fluorescent intensity for 

ensemble dye 5-Hg2+(20μM dye 5 and 8μM Hg2+) upon

addition of (a) Cys, (b) Hcy, (c) GSH in acetonitrile 

/water(5:5, v/v).

Dye 5와 Hg2+이온의 혼합물에 biothiol을 첨가

한 후 형광강도의 변화를 측정했다. 

그 결과 Hg2+이온 때문에 감소하였던 dye 5의 

형광강도가 biothiol을 첨가 후 원상태 dye 5의 형

광강도까지 증가하였다(Figure 10). 

3.2 Dye 7의 biothiol 센싱

Dye 7는 전자 받개 6과 전자 주개 3을 사용하여 

합성하였다. Dye 7에 양이온들을 첨가한 결과 Hg2+

이온에 가장 큰 UV-Vis 흡수 변화를, Ag+이온에는 

작은 흡수 변화를 일으키고 다른 양이온들과는 흡

광도 변화를 일으키지 않았다(Figure 11). 

Dye 7과 Hg2+이온과의 광학적인 변화 반응으로부

터  흡수 스펙트럼이 588nm에서 규칙적으로 감소하

고 430nm에서 증가함을 알 수 있었다(Figure 12).
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Figure 11. The absorbance response(A0-A)/A0 of dye 7 

(20μM) towards metal ions(λ=588nm). 
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Figure 12. Absorption spectra change of dye 7(20μM) 

upon addition of Hg2+(0~20 equiv.) in DMSO/water 

(7:3, v/v).
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  Dye 7이 Hg2+이온에 선택적으로 작용함에 따라

육안으로도 쉽게 확인 가능할 정도로 Hg2+이온에 

색상 변화가 뚜렷하게 나타나고 Ag+이온에서는 

작은 변화를 나타내는 반면, 다른 양이온들에서는 

색상 변화가 나타나지 않았다(Figure 13).

Dye 7은 형광성을 가지고 있고 형광 센서로 이

용할 수 있기 때문에 형광강도 변화를 관찰해 보

았다. Dye 7에 Hg2+이온을 첨가함에 따라 dye 7의 

형광강도가 감소했다(Figure 14).

 Dye 7과 Hg2+이온의 혼합물에 biothiol을 첨가 

한 결과 UV-Vis 흡수파장에 변화가 나타났으며 bio-

thiol과의 광학적 변화는 흡수 스펙트럼이 588nm

에서 biothiol 15당량까지 원상태 dye 7의 흡광도

까지 증가 하였다(Figure 15). 

Dye 7와 Hg2+이온의 혼합물과 biothiol의 반응에

서 Benesi-Hildebrand method(식1)를 이용하여 상수 

k값을 계산한 결과 Cys, Hcy, GSH은 각각 1.07 

x102M-1, 6.5x102M-1, 1.47x102M-1로 나타났다. 

따라서 반응속도는 GSH > Cys > Hcy 순으로 

나타낼 수 있고, dye 7과 GSH 반응성이 가장 좋

은 것을 알 수 있다(Figure 16). 
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Figure 14. Fluorescent spectra change of dye 7(20μM) 

upon addition of Hg2+ in DMSO/water(7:3, v/v).

Figure 13. Photos of dye 7 in the presence of different metal ion.

Figure 15. Changes of UV-Vis absorption for ensemble 

dye 7-Hg2+(20μM dye 7 and 80μM Hg2+) upon addition

of (a) Cys, (b) Hcy, (c) GSH.
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Figure 16. Equivalent dependant absorption intensity 

change of ensemble dye 7-Hg2+(20μM dye 7 and 80 

μM Hg2+) in the presence of Cys, Hcy, GSH at 588nm 

in a mixture of DMSO and water(7:3, v/v).

4. 결   론

본 연구에서는 신규 D-π-A형 색소를 합성한 후  

biothiol(Cys, Hcy, GSH)의 센싱에 따른 흡수, 형광 

스펙트라의 변화와 같은 광학적 성질들을 연구하였

다. Dye 5와 7은 양이온과의 반응에서 Hg2+이온에 

선택적으로 반응하고, Hg2+이온과 앙상블인 biothiol

과의 반응에서는 GSH에 선택성을 가진다. 또한 biothiol

을 제외한 다른 아미노산에는 영향을 받지 않았다. 

이들 색소는 흡수 스펙트럼뿐만 아니라 형광 스펙

트럼에서 동일한 변화를 나타냈다.  
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