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还原响应荧光探针的研制
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摘　要　基于荧光共振能量转移（ＦＲＥＴ）原理和胞质中的还原环境，对载体在细胞胞质中的稳定性进行了表征。首次合
成了同时具有 ＦＲＥＴ效应和还原响应性的新型荧光探针偶联物：３羧酸７羟基香豆素硫硫异硫氰酸荧光素（ＣＨＣＳＳ
ＦＩＴＣ）。以脂质体为模型载体，制备了荷载荧光探针偶联物的脂质体，并评价了探针偶联物的荧光共振能量转移效应和还原
响应性。以巨噬细胞为模型细胞，通过激光共聚焦显微技术考察了载药纳米脂质体在巨噬细胞中稳定性。结果表明，本研究

设计的新型荧光探针偶联物ＣＨＣＳＳＦＩＴＣ，由于同时具备ＦＲＥＴ效应的高灵敏度和还原环境触发式响应的强抗干扰能力，克
服了传统表征手段的不足，为纳米载体在细胞胞质中的稳定性表征开辟了新的道路。
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　　载药纳米粒在细胞胞浆内的稳定性是影响药效
发挥的关键，常规表征纳米载体稳定性的方法由于

灵敏度低，抗干扰能力差，不适用于细胞水平表征。

近年来，随着荧光探针发展的日趋成熟，基于荧光

共振能量转移原理（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｒｅｓｏｎａｎｃｅｅｎｅｒｇｙ
ｔｒａｎｓｆｅｒ，ＦＲＥＴ）的应用受到了广泛关注［１－４］。荧光

能量共振转移是指在两个不同的荧光团中，一个荧

光团（供体，ｄｏｎｏｒ）的发射光谱和另一个荧光团（受

体，ａｃｃｅｐｔｏｒ）的吸收光谱有一定的重叠，当二者的
距离在１０～１００?时［５］，可以用供体的激发光激发

出受体的荧光。由于荧光共振能量转移具有超强

的分辨率和极高的灵敏度，因此可以用于表征纳米

载体的稳定性［６］。

基于荧光共振能量转移原理，本文首次合成了

同时具有 ＦＲＥＴ效应和还原响应性（ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ
ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｉｌｉｔｙ）的荧光探针偶联物：３羧酸７羟基

５３５
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香豆素硫硫异硫氰酸荧光素［（３ＣＯＯＨ７ＯＨ
ｃｏｕｍａｒｉｎ）（ｓｕｌｆｕｒｓｕｌｆｕｒ）（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａ
ｎａｔｅ），ＣＨＣＳＳＦＩＴＣ］［７］。该探针偶联物由一对荧
光探针３羧酸７羟基香豆素（３ＣＯＯＨ７ＯＨｃｏｕ
ｍａｒｉｎ，ＣＨＣ）（供体）和异硫氰酸荧光素（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ
ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＦＩＴＣ）（受体）通过二硫键共价结合。
当探针偶联物处于还原环境时，二硫键断裂，ＣＨＣ
与ＦＩＴＣ之间的距离增大，造成 ＦＲＥＴ信号减弱或
消失。

由于细胞胞质为具有高浓度谷胱甘肽的强还

原环境［８］，本研究将探针偶联物载入纳米载体中，

当载体保持稳定时，探针偶联物不会从载体中泄

露，体系的 ＦＲＥＴ信号最强（ＦＲＥＴＯＮ）；当载体解
体时，探针偶联物释放出来，在胞质中谷胱甘肽的

作用下，二硫键发生还原而断裂，两个荧光探针从

偶联物中断裂下来，距离增大，ＦＲＥＴ信号改变，因
此可以通过 ＦＲＥＴ信号的变化来观测纳米载体在
细胞胞质中的稳定性。

还原响应的 ＦＲＥＴ探针 ＣＨＣＳＳＦＩＴＣ灵敏度
高、抗干扰能力强，以此表征纳米载体在细胞胞

浆中稳定性的方法尚未见研究报道，对研究载药

纳米载体给药后在细胞中药效的发挥有一定指

导意义。

!

　材　料

１１　试　剂
ＣＨＣ（纯度９８％，百灵威科技有限公司）；ＦＩＴＣ

（纯度９８％，美国 Ｓｉｇｍａ公司）；Ｌ还原型谷胱甘肽
（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ，纯度９８％）、Ｎ羟基琥珀酰亚胺
（ＮＨＳ，纯度９８％）（上海阿拉丁试剂有限公司）；胱
胺二盐酸盐（ｃｙｓｔａｍｉｎｅｄｉｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＡＥＤ，纯度
９９％，上海萨恩化学技术有限公司）；二碳酸二叔
丁酯（（Ｂｏｃ）２Ｏ，纯度 ９８％，国药集团化学试剂有
限公司）；１（３二甲氨基丙基）３乙基碳二亚胺盐
酸盐（ＥＤＣＩ，纯度 ９８５％，吉尔生化上海有限公
司）；１，５十八醇Ｌ谷氨酸组氨酸（１，５ｏｃｔａｄｅ
ｃａｎｏｌＬｇｌｕｔａｍｉｎｅｈｉｓｔｉｄｉｎｅ，ＳＡ２ＧＨ，实 验 室 自

制［９］）、大豆磷脂（ｓｏｙｂｅａｎｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｓ，ＳＰＣ，上海
太伟药业有限公司），胆固醇（ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，Ｃｈｏｌ，上
海惠兴生化试剂有限公司），其他试剂均为分

析纯。

１２　仪　器
超声波细胞粉粹机（ＪＹ９２ＩＩＮ，宁波新芝生物

科技股份有限公司）；ＺｅｔａＰｌｕｓ电位粒径分析仪
（美 国 Ｂｒｏｏｋｈａｖｅｎ公 司）；荧 光 检 测 器 （ＲＦ
１０ＡＸＬ，日本 Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司）；激光共聚焦显微镜
（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）。
１３　细　胞

鼠腹腔巨噬细胞根据文献［１０］提取分离。

"

　方法与结果

２１　探针偶联物的合成
ＣＨＣＳＳＦＩＴＣ的合成路线如图１所示。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆ（３ＣＯＯＨ７ＯＨｃｏｕｍａｒｉｎ）（ｓｕｌｆｕｒｓｕｌｆｕｒ）（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ）（ＣＨＣＳＳＦＩＴＣ）

６３５



第５期 赵泽恺等：还原响应荧光探针的研制

　　１（叔丁氧羰基）胱胺（ＡＥＤ（Ｂｏｃ），２）的合成
　胱胺二盐酸盐（１，３０ｇ，１３３ｍｍｏｌ）溶于甲醇
１５０ｍＬ中，加入三乙胺（５７９ｍＬ，３９９ｍｍｏｌ）后，
室温下缓慢滴加二碳酸二叔丁酯（２９ｇ，１３３
ｍｍｏｌ）的 ＭｅＯＨ溶液，加完后室温搅拌５ｈ。反应
结束后，将反应液旋干，加入１ｍｏｌ／ＬＮａＨ２ＰＯ４水
溶液 ６０ｍＬ，用乙醚萃取（６０ｍＬ×２），水层用
１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ水溶液调节ｐＨ至９后，乙酸乙酯萃
取（４０ｍＬ×２），合并乙醚、乙酸乙酯层，用水洗涤
（６０ｍＬ×２），无水硫酸钠干燥，蒸除溶剂，得白色
油状物１５７ｇ，收率：４６８％。
３（４，５二硫１氮杂庚酰胺基）７羟基２氧

代２Ｈ苯并呋喃（ＣＨＣＡＥＤ，３）　将 ３羧酸７羟
基香豆素（８０ｍｇ，０３９ｍｍｏｌ），ＥＤＣＨＣｌ（９６７ｍｇ，
０５０ｍｍｏｌ）及 ＮＨＳ（７１５ｍｇ，０６２ｍｍｏｌ）溶于氯
仿１０ｍＬ，室温搅拌 ３ｈ；将化合物 ２（９７９ｍｇ，
０３９ｍｍｏｌ）溶于氯仿１０ｍＬ，加入三乙胺（１１７８ｍｇ，
１１６ｍｍｏｌ），室温搅拌１ｈ后加入上述混合溶液中，
室温继续搅拌１２ｈ。水洗３次，饱和食盐水洗２次，
有机层无水Ｎａ２ＳＯ４干燥后旋蒸，将所得白色油状物
溶于饱和 ＨＣｌ的乙酸乙酯溶液 ２０ｍＬ，５℃搅拌
１２ｈ。旋干溶剂得黄色固体１８２ｍｇ。

３（（３，４二硫１（３（３′，６′二羟基３氧代３Ｈ
螺［异苯并呋喃１，９′氧杂蒽］５基）硫脲基））己
酰胺基）７羟基２氧代２Ｈ苯并呋喃（ＣＨＣＳＳ
ＦＩＴＣ，４）　将化合物３（４２ｍｇ，０１１ｍｍｏｌ），对二甲
氨基吡啶（１０９ｍｇ，００９ｍｍｏｌ）及ＦＩＴＣ（４３４ｍｇ，
０１１ｍｍｏｌ）溶于无水ＤＭＦ８ｍＬ中，Ｎ２保护下室温
搅拌１２ｈ。加入水４０ｍＬ，用１ｍｏｌ／Ｌ盐酸水溶液调
节ｐＨ至２～３，再用乙酸乙酯萃取（２０ｍＬ×３），合并
有机层，用水洗涤（３０ｍＬ×２），无水硫酸钠干燥，蒸
除溶剂，再经制备型薄层色谱纯化得黄色固体

１１ｍｇ。１ＨＮＭＲ（３００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３＋ＣＤ３ＯＤ）δ：８７６
（１Ｈ，ｓ，ＡｒＨ），８１２（１Ｈ，ｓ，ＮＨ），７５７（１Ｈ，ｍ，ＡｒＨ），
７１８（１Ｈ，ｍ，ＡｒＨ），６８９（１Ｈ，ｍ，ＡｒＨ），６７３（４Ｈ，ｍ，
ＡｒＨ），６７０（３Ｈ，ｍ，ＡｒＨ），６５５（２Ｈ，ｍ，ＡｒＨ），４０３
（２Ｈ，ｔ，Ｊ＝５９Ｈｚ，ＮＨＣＨ２），３８２（２Ｈ，ｔ，Ｊ＝５９Ｈｚ，
ＮＨＣＨ２），３４０（４Ｈ，ｍ，ＣＨ２ＳＳＣＨ２）。ＥＳＩ

＋ＭＳ（ｍ／
ｚ）：Ｃａｌｃｄ．ｆｏｒＣ３５Ｈ２８Ｎ３Ｏ９Ｓ３（Ｍ ＋Ｈ）

＋，７３００；
Ｆｏｕｎｄ，７３００。
２２　荷载探针偶联物的脂质体的制备

采用薄膜分散法制备荷载探针偶联物的纳米

脂质体［（ＣＨＣＳＳＦＩＴＣ）ＳＡ２ＧＨ／Ｌ］。精密称取大
豆磷脂１２０ｍｇ、阳离子脂质材料 ＳＡ２ＧＨ３０ｍｇ、胆
固醇１５ｍｇ，加入氯仿４ｍＬ和甲醇２ｍＬ，３７℃水
浴超声１ｍｉｎ使溶解，再加入 ＣＨＣＳＳＦＩＴＣ３５μｇ，
充分混合均匀，加入５００ｍＬ茄形瓶中，于４０℃水
浴真空条件下抽去有机溶剂，再真空干燥过夜，所

得薄膜用纯净水５６ｍＬ于３７℃水浴中充分水合，
探头超声后，定容至５ｍＬ，依次过０４５μｍ滤膜和
０２２μｍ滤膜，即得（ＣＨＣＳＳＦＩＴＣ）ＳＡ２ＧＨ／Ｌ。

所得脂质体粒径分布均一（１５０ｎｍ），表面带正
电（＋３０ｍＶ），ＣＨＣＳＳＦＩＴＣ的包封率大于９０％。
２３　探针偶联物的ＦＲＥＴ效应和还原响应性
２３１　ＣＨＣＳＳＦＩＴＣ的 ＦＲＥＴ效应　精密称取
ＣＨＣＳＳＦＩＴＣ７ｍｇ于 １００ｍＬ棕色量瓶中，即得
７０μｇ／ｍＬＣＨＣＳＳＦＩＴＣ储备液。移取储备液
３００μＬ与纯净水２７ｍＬ充分混匀后，用荧光分
光光度计，在激发波长４０５ｎｍ，发射波长４４７ｎｍ
下，分别扫描并记录 ＣＨＣＳＳＦＩＴＣ的荧光激发光
谱和发射光谱，结果如图２所示。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＣＨＣＳＳＦＩＴＣ

　　由图２可见，当用激发波长为４０５ｎｍ的激发
光激发ＣＨＣＳＳＦＩＴＣ时，能够同时产生两种荧光：
供体ＣＨＣ的蓝色荧光（Ｅｍ＝４４７ｎｍ）和受体 ＦＩＴＣ
（Ｅｍ＝５１９ｎｍ）的绿色荧光，这是由于供体 ＣＨＣ和
受体ＦＩＴＣ之间的距离很近（小于１００?），并且供
体ＣＨＣ的发射光谱与受体 ＦＩＴＣ的激发光谱有一
定的重叠，使得 ＣＨＣ荧光的能量一部分用来激发
ＦＩＴＣ，出现ＦＩＴＣ的绿色荧光。结果表明，ＣＨＣＳＳ
ＦＩＴＣ具有ＦＲＥＴ效应。
２３２　ＣＨＣＳＳＦＩＴＣ的还原响应性

谷胱甘肽浓度对 ＣＨＣＳＳＦＩＴＣ荧光的影响　
取ＣＨＣＳＳＦＩＴＣ储备液３００μＬ，分别配制含不同

７３５
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浓度（０，０００３，００３，０３，３ｍｇ／ｍＬ）谷胱甘肽的纯
净水３ｍＬ，３７℃孵育１２０ｍｉｎ后用荧光分光光度
计扫描并记录荧光发射光谱，结果如图３所示。

由图３可见，在１２０ｍｉｎ内，随着谷胱甘肽浓
度的增加（０～３ｍｇ／ｍＬ），ＣＨＣ的蓝色荧光（Ｅｍ＝
４４７ｎｍ）逐渐增强，而 ＦＩＴＣ的绿色荧光（Ｅｍ＝５１９
ｎｍ）逐渐减弱，这是因为二硫键的断裂，使 ＣＨＣ与
ＦＩＴＣ之间的距离增大，超过能够发生 ＦＲＥＴ的最
远距离（大于１００?），造成 ＦＲＥＴ信号减弱（ＦＲＥＴ
ＯＦＦ），并且，当谷胱甘肽浓度增大至 ３００μｇ／ｍＬ
后，ＦＲＥＴ信号已基本保持不变，结果表明，ＣＨＣ
ＳＳＦＩＴＣ的ＦＲＥＴ信号具有谷胱甘肽浓度依赖性；
在１２０ｍｉｎ内，谷胱甘肽（３００μｇ／ｍＬ）足够使ＣＨＣ
ＳＳＦＩＴＣ还原。

Ｆｉｇｕｒｅ３ ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＣＨＣＳＳＦＩＴＣｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ（ＧＳＨ）

时间对 ＣＨＣＳＳＦＩＴＣ荧光的影响　取 ＣＨＣ
ＳＳＦＩＴＣ储备液３００μＬ，置于含谷胱甘肽终浓度为
３００μｇ／ｍＬ的纯净水３ｍＬ中，在不同时间点（１５，
３０，４５，６０，１２０ｍｉｎ）用荧光分光光度计扫描并记录
荧光发射光谱，结果如图４所示。

由图４可见，在相同谷胱甘肽质量浓度（３００
μｇ／ｍＬ）下，随着时间的延长，ＦＲＥＴ现象逐渐消
失，并且在６０ｍｉｎ时荧光光谱达到稳定。结果表
明，ＣＨＣＳＳＦＩＴＣ的 ＦＲＥＴ信号具有时间依赖性；
当谷胱甘肽质量浓度为３００μｇ／ｍＬ时，６０ｍｉｎ能
够使ＣＨＣＳＳＦＩＴＣ完全还原。
２４　荷载探针偶联物的脂质体在巨噬细胞中的稳
定性

以巨噬细胞为模型细胞［８］，通过激光共聚焦

显微技术，考察（ＣＨＣＳＳＦＩＴＣ）ＳＡ２ＧＨ／Ｌ在细胞

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＣＨＣＳＳＦＩＴＣｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｄｉｆ
ｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＧＳＨ

内的ＦＲＥＴ信号随时间的变化。
将新鲜提取的巨噬细胞用含血清的 ＤＭＥＭ培

养基稀释后，接种于激光共聚焦小皿中（每皿１×
１０５个细胞，１５ｍＬ），在孵箱内３７℃培养２４ｈ，弃
去培养基，用预冷的 ＰＢＳ清洗（１ｍＬ×２），加入用
不含血清的培养基稀释成 ＣＨＣＳＳＦＩＴＣ浓度为
１４０ｎｇ／ｍＬ的探针偶联物脂质体（１ｍＬ），在孵箱内
３７℃孵育９０ｍｉｎ，弃掉含药培养基，用预冷的 ＰＢＳ
清洗（１ｍＬ×２），加入空白 ＤＭＥＭ，于不同时间点
（０，２４，４８ｈ）用激光共聚焦显微镜下观察并拍照，
结果如图５所示。

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｒｅｓｏｎａｎｃｅｅｎｅｒｇｙｔｒａｎｓｆｅｒ（ＦＲＥＴ）ｓｉｇｎａｌ
ｃｈａｎｇｅｉｎｍａｃｒｏｐｈａｇｅ（ＭΦ）ｆｏｒ４８ｈｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｃｏｎｆｏ
ｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

当巨噬细胞与探针偶联物脂质体共孵育

９０ｍｉｎ后，洗去含药培养基，加入空白培养基并开
始计时。由图５可见，０ｈ时，细胞呈现出强烈绿色
荧光，而蓝色荧光微弱，表明脂质体被巨噬细胞摄

取后依然保持稳定，其中的探针偶联物不释放

（ＦＲＥＴＯＮ）；２４ｈ时，与０ｈ相比绿色荧光略有减
弱，说明此时脂质体稳定性有所降低，但大部分仍
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然保持稳定；４８ｈ时，绿色荧光大幅度减弱，蓝色
荧光相应增强，这是因为此时脂质体大部分已经解

体，从脂质体中释放出来的 ＣＨＣＳＳＦＩＴＣ响应胞
浆内的谷胱甘肽而降解成两个荧光探针 ＣＨＣ和
ＦＩＴＣ，呈现出从ＦＲＥＴＯＮ到ＦＲＥＴＯＦＦ的转变。

#

　讨　论

ＦＲＥＴ原理已被广泛应用于表征载体的稳定
性，而这种表征稳定性的方法主要依靠以下两种

方式：①将两个荧光探针直接共包载于载体中；
②将一个荧光探针标记在载体上，另一个荧光探针
则直接包载在载体中。虽然这两种方式都能够在

一定程度上表征载体的稳定性，但也存在一定的问

题，其中最主要的问题是极易受到载体粒径变化的

干扰：在生理条件下，粒径会逐渐变大，此时即使载

体还是稳定的，但两个荧光探针之间的距离也会随

着载体粒径的增大而增大，从而使 ＦＲＥＴ现象减
弱，造成一种载体已经部分解体的假象。

为了解决上述问题，本文首次合成了一种同时

具有ＦＲＥＴ效应和还原响应性的新型探针偶联
物———ＣＨＣＳＳＦＩＴＣ。当荷载荧光探针偶联物的
纳米载体稳定存在于细胞胞质时，其中的探针偶联

物ＣＨＣＳＳＦＩＴＣ是不会释放出来，因此ＦＲＥＴ效率
也不会受到载体粒径因素的影响。当载体部分解

体时，ＣＨＣＳＳＦＩＴＣ释放出来，探针偶联物中的二
硫键被胞质中的谷胱甘肽还原成一对荧光探针

（ＦＩＴＣ和ＣＨＣ），导致探针分子间距离增大，最终
造成ＦＲＥＴ信号的减弱或消失。因此，还原响应的
ＦＲＥＴ探针 ＣＨＣＳＳＦＩＴＣ灵敏度高，抗干扰能力
强，可以用来表征纳米载体在细胞胞质中的稳

定性。
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ｔａｒｇｅｔｓｆｏｒｍｅｄｉｃａｌｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＪＡｍｉｎｏＡｃｉｄｓ，２０１２，

２０１２：７３６８３７

［９］　ＭｏＲ，ＳｕｎＱ，ＸｕｅＪ，ｅｔａｌ．ＭｕｌｔｉｓｔａｇｅｐＨｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｌｉｐｏｓｏｍｅｓ

ｆｏｒｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｔａｒｇｅｔｅｄａｎｔｉｃａｎｃｅｒｄｒｕｇｄｅｌｉｖｅｒｙ［Ｊ］．Ａｄｖ

Ｍａｔｅｒ，２０１２，２４（２７）：３６５９－３６６５

［１０］ＹｅＳＳ，ＺｅｎｇＹＹ，ＹｉｎＬＬＥｆｆｅｃｔｓｏｆｓａｌｉｄｒｏｓｉｄｅｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，

ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓ，ＲＯＳａｎｄＮＯｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｍｕｒｉｎｅｐｅｒｉ

ｔｏｎｅａｌｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｉｎｖｉｔｒｏ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＣｅｌｌＭｏｌＩｍｍｕｎｏｌ（细胞

与分子免疫学杂志），２０１１，２７（３）：２３７－２４１

９３５




