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A B S T R A C T   

Biothiols such as cysteine (Cys), homocysteine (Hcy) and glutathione (GSH) play important roles in various 
physiological and pathological processes. However, it is still a great challenge to selectively detect Cys/Hcy and 
GSH in biological samples due to the similarity of structures and re-activities of these biothiols. In this paper, a 
new dual-channel near infrared-7-nitro-1,2,3-benzoxadiazole (NIR-NBD) fluorescent probe has been developed 
for the discriminative detection of Cys/Hcy and GSH. The probe is composed of two functional parts: a near- 
infrared dye of dicyanoisophorone, as fluorophore precursor, and NBD as both fluorophore precursor and 
sensing group. It was observed that NIR-NBD probe displayed two different fluorescent signals in response to 
biothiols, green-red for Cys/Hcy and red for GSH. It also showed a near infrared emission (756 nm), low 
detection limit, fast response, high stability, selectivity and sensitivity. Furthermore, NIR-NBD was effectively 
applied for the discriminative detection of Cys/Hcy and GSH in HeLa cells.   

1. Introduction 

Cysteine (Cys), homocysteine (Hcy) and glutathione (GSH), the three 
common biothiols in biosystems, play important roles in various phys-
iological and pathological processes [1,2]. Cys, a proteinogenic amino 
acid, is a precursor of GSH, and participates in many enzymatic reactions 
due to its highly reactive sulfhydryl group [3]. The abnormal concen-
tration of Cys can cause many diseases such as retarded growth, skin 
lesions, liver damage, edema and Parkinson’s diseases [4–6]. Hcy, a 
non-protein amino acid, is a precursor of Cys, and is biosynthesized by 
transsulfuration or methionine-conserving pathways. Therefore, over-
concentration of Hcy has been associated with many diseases, such as 
cardiovascular disease, neuropsychiatric illness, Alzheimer’s disease 
and cancer [7–9]. GSH, the most abundant intracellular thiols, is a vital 
endogenous antioxidant, which plays an important role in anti-oxidative 
stress, signal conduction and regulation of apoptosis [10,11]. Abnormal 
concentration of GSH has been associated with many diseases, such as 
leucocyte loss, liver damage, AIDS, Alzheimer’s disease and cancer 
[12–14]. 

The discriminative detection of different biothiols is of great interest 
in terms of early diagnostics and pathological analysis of some diseases 

[15]. Fluorescent probes have attracted great attention due to its 
fast-response, simple operation, non-invasion, good selectivity and high 
sensitivity characteristics [16–22]. In the past decade, many fluorescent 
probes have been developed for the detection of biothiols in living cells 
[23,24]. However, it is still a great challenge to achieve selective 
detection of Cys/Hcy and GSH in biological samples due to the similarity 
of structures and reactivities of these biothiols [25]. Recently, Tu et al. 
developed a fluorescent probe for the discriminative detection of 
Cys/Hcy and GSH based on blue-green emission channels from 
combining NBD (7-nitro-1,2,3-benzoxadiazole) with coumarin dye [26]. 
However, a disadvantage of the coumarin dye is its relatively short 
emission wavelength (about 460 nm), which can be exposed to multi-
factorial interference by other compounds in biological materials or 
samples. In order to achieve selective or discriminative detection of 
Cys/Hcy and GSH, it was of interest to find a near infrared dye with 
emission wavelength greater than 700 nm. 

In this study, we designed and synthesized a new dual-channel, 
fluorescent NIR-NBD probe for the discriminative detection of Cys/ 
Hcy and GSH in HeLa cells. The probe is composed of two functional 
parts, including near infrared dye of dicyanoisophorone as fluorophore 
precursor and NBD as both fluorophore precursor and sensing group 

* Corresponding author. 
** Corresponding author. 
*** Corresponding author. 

E-mail addresses: chxhwu@sina.com (X.H. Wu), boboo2558@163.com (B. Liu), junfengzhang78@126.com (J.F. Zhang).  

Contents lists available at ScienceDirect 

Dyes and Pigments 

journal homepage: http://www.elsevier.com/locate/dyepig 

https://doi.org/10.1016/j.dyepig.2020.109015 
Received 11 August 2020; Received in revised form 12 November 2020; Accepted 17 November 2020   

mailto:chxhwu@sina.com
mailto:boboo2558@163.com
mailto:junfengzhang78@126.com
www.sciencedirect.com/science/journal/01437208
https://http://www.elsevier.com/locate/dyepig
https://doi.org/10.1016/j.dyepig.2020.109015
https://doi.org/10.1016/j.dyepig.2020.109015
https://doi.org/10.1016/j.dyepig.2020.109015


Dyes and Pigments, Corrected proof, 109015. doi:10.1016/j.dyepig.2020.109015

Sed dignissim placerat enim et aliquet. Aenean consectetur interdum massa at cursus. Maecenas aliquam, tortor a eleifend 

aliquam, tellus orci fringilla arcu, id dictum lacus risus id nunc. Curabitur quis dolor a ex cursus iaculis. Nulla bibendum 

hendrerit orci, nec aliquam ipsum mollis nec. Vestibulum aliquet, urna nec ullamcorper gravida, tortor est porta leo, ut 

aliquet mi enim non turpis. Vestibulum ante ipsum primis in faucibus orci luctus

Cras metus lectus, pellentesque ullamcorper bibendum a, interdum non ligula. In ultrices sodales iaculis. Ut ipsum felis, 

eleifend non nunc ut, pharetra molestie ex. In volutpat ante ex. Suspendisse bibendum tortor a lectus consectetur 

scelerisque. Ut ut lacus dui. Ut non molestie velit. Sed efficitur enim in venenatis tristique. Mauris pulvinar libero quis 

faucibus consectetur.

Sed dignissim placerat enim et aliquet. Aenean consectetur interdum massa at cursus. Maecenas aliquam, tortor a eleifend 

aliquam, tellus orci fringilla arcu, id dictum lacus risus id nunc. Curabitur quis dolor a ex cursus iaculis. Nulla bibendum 

hendrerit orci, nec aliquam ipsum mollis nec. Vestibulum aliquet, urna nec ullamcorper gravida, tortor est porta leo, ut 

aliquet mi enim non turpis. Vestibulum ante ipsum primis in faucibus orci luctus

Pellentesque rhoncus tempor nisl, at porttitor ipsum suscipit quis. Proin mattis, urna id ultricies volutpat, augue dui 

scelerisque purus, et tristique libero justo sed quam. Class aptent taciti sociosqu ad litora torquent per conubia nostra, per 

inceptos himenaeos. Pellentesque habitant morbi tristique senectus et netus et malesuada fames ac turpis egestas. 

Vestibulum ipsum arcu, cursus nec commodo eget, egestas vel dui. Donec vulputate nec orci

Sed nunc nisi, egestas sit amet commodo ac, scelerisque at justo. Curabitur ultricies ligula nec massa tempus, vitae 

placerat ante hendrerit. Duis orci augue, rutrum eget libero nec, porta feugiat libero. In lacinia venenatis finibus. Nunc 

eleifend nisi faucibus dui maximus, id sagittis lacus laoreet. Aliquam imperdiet arcu id turpis molestie tempor. Phasellus 

orci urna, vestibulum non mattis vitae, cursus at velit. Mauris consequat tellus ac mi volutpat laoreet.
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Sed nunc nisi, egestas sit amet commodo ac, scelerisque at justo. Curabitur ultricies ligula nec massa tempus, vitae 

placerat ante hendrerit. Duis orci augue, rutrum eget libero nec, porta feugiat libero. In lacinia venenatis finibus. Nunc 

eleifend nisi faucibus dui maximus, id sagittis lacus laoreet. Aliquam imperdiet arcu id turpis molestie tempor. Phasellus 

orci urna, vestibulum non mattis vitae, cursus at velit. Mauris consequat tellus ac mi volutpat laoreet.

Aliquam faucibus maximus augue vitae molestie. Vivamus a odio ullamcorper, hendrerit nisi a, condimentum lectus. 

Phasellus elementum, mauris id consequat fermentum, lorem lectus vehicula elit, in tempor nunc libero et nisl. Interdum et 

malesuada fames ac ante ipsum primis in faucibus. Praesent ac nibh libero. Nunc tristique ac erat vitae scelerisque. Donec 

ultricies suscipit enim, molestie convallis dui iaculis sed.

Vestibulum metus tellus, lobortis non dictum ac, dignissim at mauris. Ut ornare, diam quis fermentum finibus, eros lacus 

tristique orci, ut molestie lectus justo ut odio. Vivamus egestas enim turpis. Aenean tempor malesuada odio non ornare. 

Suspendisse scelerisque leo urna, convallis tristique ligula commodo vel. Quisque lectus augue, interdum at viverra vitae, 

bibendum nec leo. Duis id rhoncus felis

Lorem ipsum dolor sit amet, consectetur adipiscing elit. Aliquam tempor aliquet risus, nec auctor ante ultrices vel. Nam 

rutrum justo quis magna ornare, non lobortis purus faucibus. In hac habitasse platea dictumst. Vivamus imperdiet est vel 

massa fringilla fringilla. Curabitur eros nulla, ornare quis sollicitudin ac, accumsan in tellus. Mauris tempus efficitur mi et 

scelerisque. Duis diam arcu, facilisis vel eleifend vitae, congue eu nulla

Nullam quis elementum velit. Proin mollis ornare mi id tempus. Nam faucibus mauris sapien, vitae scelerisque erat 

lobortis sed. Vestibulum vel lectus a diam pharetra egestas. Etiam pulvinar ut metus vitae pretium. Etiam eu nisi sed urna 

sollicitudin porta at eu enim. Nullam eu facilisis ligula. Cras magna ligula, porttitor in tellus at, gravida commodo est. 

Nullam non odio sed mauris vestibulum rutrum in in nulla. 



Dyes and Pigments, Corrected proof, 109015. doi:10.1016/j.dyepig.2020.109015

Sed luctus aliquet ligula. Sed gravida fringilla quam ac fermentum. Duis molestie maximus ultrices. Ut non sodales orci. 

Morbi facilisis mattis ex, sollicitudin feugiat augue malesuada sit amet. Praesent ornare ligula ut est mollis, sit amet 

sagittis urna faucibus. Vestibulum ante ipsum primis in faucibus orci luctus et ultrices posuere cubilia curae; Donec laoreet,

 massa sit amet condimentum volutpat, odio lorem tempus dui, sit amet aliquet felis sem id lectus. 

Curabitur varius est id magna facilisis, in suscipit tellus auctor. Donec suscipit sed ligula id condimentum. Cras ultrices 

nisl non nisl interdum, at tincidunt ante tempor. Sed vitae elit quam. Mauris eget vehicula ligula, id sollicitudin ante. 

Nullam semper venenatis sollicitudin. Etiam sem enim, rhoncus at lobortis vel, mattis et mauris. Ut posuere nisi ac lacus 

pulvinar mollis.

Vestibulum metus tellus, lobortis non dictum ac, dignissim at mauris. Ut ornare, diam quis fermentum finibus, eros lacus 

tristique orci, ut molestie lectus justo ut odio. Vivamus egestas enim turpis. Aenean tempor malesuada odio non ornare. 

Suspendisse scelerisque leo urna, convallis tristique ligula commodo vel. Quisque lectus augue, interdum at viverra vitae, 

bibendum nec leo. Duis id rhoncus felis

Maecenas sodales semper euismod. Nam non suscipit enim. Donec id lorem at est suscipit posuere. Etiam tincidunt nisi 

eget leo faucibus porta. Sed congue magna in dignissim tristique. Morbi sodales, enim quis scelerisque congue, risus nisi 

venenatis dolor, ut finibus magna augue vel elit. Integer nec mauris nec ligula elementum dictum. Nullam semper luctus 

justo, eget tincidunt metus eleifend id. Nunc semper non leo et eleifend

Nullam quis elementum velit. Proin mollis ornare mi id tempus. Nam faucibus mauris sapien, vitae scelerisque erat 

lobortis sed. Vestibulum vel lectus a diam pharetra egestas. Etiam pulvinar ut metus vitae pretium. Etiam eu nisi sed urna 

sollicitudin porta at eu enim. Nullam eu facilisis ligula. Cras magna ligula, porttitor in tellus at, gravida commodo est. 

Nullam non odio sed mauris vestibulum rutrum in in nulla. 
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Ut id mauris at velit placerat dignissim vel eu tellus. Donec erat ligula, blandit sed mauris in, laoreet lacinia felis. Ut et 

risus purus. Praesent eget gravida nunc. Nunc id nisl commodo mauris maximus ultricies. Etiam congue aliquam elit, a 

sollicitudin velit tincidunt sed. Integer consequat erat at turpis fringilla elementum. Phasellus scelerisque dui nec molestie 

scelerisque. Phasellus ut mattis metus. Duis lectus ipsum, 

Sed dignissim placerat enim et aliquet. Aenean consectetur interdum massa at cursus. Maecenas aliquam, tortor a eleifend 

aliquam, tellus orci fringilla arcu, id dictum lacus risus id nunc. Curabitur quis dolor a ex cursus iaculis. Nulla bibendum 

hendrerit orci, nec aliquam ipsum mollis nec. Vestibulum aliquet, urna nec ullamcorper gravida, tortor est porta leo, ut 

aliquet mi enim non turpis. Vestibulum ante ipsum primis in faucibus orci luctus

Donec pretium egestas tellus ac rutrum. Vivamus cursus malesuada ipsum. Proin ornare eleifend eros at ornare. Duis 

semper convallis nunc ut dignissim. Praesent nec nulla sit amet libero dignissim elementum at id velit. Vestibulum tempor 

mollis porttitor. Cras viverra quam a ex efficitur, ac laoreet libero pulvinar. Etiam condimentum suscipit odio sed laoreet. 

Lorem ipsum dolor sit amet, consectetur adipiscing elit. Phasellus ac tellus tempus, 

Nullam quis elementum velit. Proin mollis ornare mi id tempus. Nam faucibus mauris sapien, vitae scelerisque erat 

lobortis sed. Vestibulum vel lectus a diam pharetra egestas. Etiam pulvinar ut metus vitae pretium. Etiam eu nisi sed urna 

sollicitudin porta at eu enim. Nullam eu facilisis ligula. Cras magna ligula, porttitor in tellus at, gravida commodo est. 

Nullam non odio sed mauris vestibulum rutrum in in nulla. 

Aliquam faucibus maximus augue vitae molestie. Vivamus a odio ullamcorper, hendrerit nisi a, condimentum lectus. 

Phasellus elementum, mauris id consequat fermentum, lorem lectus vehicula elit, in tempor nunc libero et nisl. Interdum et 

malesuada fames ac ante ipsum primis in faucibus. Praesent ac nibh libero. Nunc tristique ac erat vitae scelerisque. Donec 

ultricies suscipit enim, molestie convallis dui iaculis sed.
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Cras metus lectus, pellentesque ullamcorper bibendum a, interdum non ligula. In ultrices sodales iaculis. Ut ipsum felis, 

eleifend non nunc ut, pharetra molestie ex. In volutpat ante ex. Suspendisse bibendum tortor a lectus consectetur 

scelerisque. Ut ut lacus dui. Ut non molestie velit. Sed efficitur enim in venenatis tristique. Mauris pulvinar libero quis 

faucibus consectetur.

Curabitur varius est id magna facilisis, in suscipit tellus auctor. Donec suscipit sed ligula id condimentum. Cras ultrices 

nisl non nisl interdum, at tincidunt ante tempor. Sed vitae elit quam. Mauris eget vehicula ligula, id sollicitudin ante. 

Nullam semper venenatis sollicitudin. Etiam sem enim, rhoncus at lobortis vel, mattis et mauris. Ut posuere nisi ac lacus 

pulvinar mollis.

Morbi ac scelerisque magna. Integer imperdiet ligula sit amet est vestibulum dapibus. Sed facilisis et tellus sed dictum. 

Quisque non maximus augue. Etiam euismod semper diam, interdum ultrices velit. Vivamus nulla enim, convallis vel leo 

sit amet, efficitur maximus est. Nullam eu lacinia metus, a hendrerit mauris. Sed eu pulvinar lorem. Sed augue leo, facilisis 

at eros quis, convallis sagittis ex. Donec ut tempor lectus, eu cursus est. Vivamus

Morbi ac scelerisque magna. Integer imperdiet ligula sit amet est vestibulum dapibus. Sed facilisis et tellus sed dictum. 

Quisque non maximus augue. Etiam euismod semper diam, interdum ultrices velit. Vivamus nulla enim, convallis vel leo 

sit amet, efficitur maximus est. Nullam eu lacinia metus, a hendrerit mauris. Sed eu pulvinar lorem. Sed augue leo, facilisis 

at eros quis, convallis sagittis ex. Donec ut tempor lectus, eu cursus est. Vivamus

Sed luctus aliquet ligula. Sed gravida fringilla quam ac fermentum. Duis molestie maximus ultrices. Ut non sodales orci. 

Morbi facilisis mattis ex, sollicitudin feugiat augue malesuada sit amet. Praesent ornare ligula ut est mollis, sit amet 

sagittis urna faucibus. Vestibulum ante ipsum primis in faucibus orci luctus et ultrices posuere cubilia curae; Donec laoreet,

 massa sit amet condimentum volutpat, odio lorem tempus dui, sit amet aliquet felis sem id lectus. 
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Sed ut perspiciatis unde omnis iste natus error sit voluptatem accusantium doloremque laudantium, totam rem aperiam, 

eaque ipsa quae ab illo inventore veritatis et quasi architecto beatae vitae dicta sunt explicabo. Nemo enim ipsam 

voluptatem quia voluptas sit aspernatur aut odit aut fugit, sed quia consequuntur magni dolores eos qui ratione voluptatem 

sequi nesciunt. Neque porro quisquam est, qui dolorem ipsum quia dolor sit amet, consectetur

Etiam dapibus tincidunt pulvinar. Cras lorem felis, mattis sodales congue sed, semper eu lorem. Lorem ipsum dolor sit 

amet, consectetur adipiscing elit. Proin faucibus est dictum, pulvinar dui vitae, elementum leo. Maecenas elementum 

consequat nisl ut feugiat. Morbi dignissim ex vitae malesuada imperdiet. In blandit, arcu at finibus egestas, neque nisi 

egestas diam, et fringilla orci est ut ligula. Pellentesque habitant morbi tristique senectus et

Sed luctus aliquet ligula. Sed gravida fringilla quam ac fermentum. Duis molestie maximus ultrices. Ut non sodales orci. 

Morbi facilisis mattis ex, sollicitudin feugiat augue malesuada sit amet. Praesent ornare ligula ut est mollis, sit amet 

sagittis urna faucibus. Vestibulum ante ipsum primis in faucibus orci luctus et ultrices posuere cubilia curae; Donec laoreet,

 massa sit amet condimentum volutpat, odio lorem tempus dui, sit amet aliquet felis sem id lectus. 

Lorem ipsum dolor sit amet, consectetur adipiscing elit, sed do eiusmod tempor incididunt ut labore et dolore magna 

aliqua. Ut enim ad minim veniam, quis nostrud exercitation ullamco laboris nisi ut aliquip ex ea commodo consequat. Duis 

aute irure dolor in reprehenderit in voluptate velit esse cillum dolore eu fugiat nulla pariatur. Excepteur sint occaecat 

cupidatat non proident, sunt in culpa qui officia deserunt mollit anim id est laborum.

Aliquam faucibus maximus augue vitae molestie. Vivamus a odio ullamcorper, hendrerit nisi a, condimentum lectus. 

Phasellus elementum, mauris id consequat fermentum, lorem lectus vehicula elit, in tempor nunc libero et nisl. Interdum et 

malesuada fames ac ante ipsum primis in faucibus. Praesent ac nibh libero. Nunc tristique ac erat vitae scelerisque. Donec 

ultricies suscipit enim, molestie convallis dui iaculis sed.


