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基于 luciferin-luciferase体系的肼生物发光探针的

合成、体外评价及活体成像
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摘要: 本文设计合成了一个用于可视化分析检测肼 (N2H4) 的生物发光探针 (bioluminescent probe for hydrazine,

BPH), 并完成对其光学响应性能和活体成像的评价。本文所描述的肼生物发光探针 (BPH) 是通过在光学报告基团

萤火虫荧光素 (firefly luciferin) 的适当修饰位点合理设计引入肼的特异性识别基团 (乙酰基) 以达到检测肼的目的,

并且该探针以高选择性和高灵敏度等显著优点成功应用于活体水平对肼的可视化分析。实验结果表明, 无论是在

复杂的自然环境中还是在动物体内, 本研究所发展的生物发光探针BPH是一种具有高创新性和广泛应用价值的检

测肼的方法。
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Abstract: A highly sensitive and selective bioluminescent probe for hydrazine (BPH) was designed, synthe‐

sized and evaluated for detection of hydrazine in vitro and in vivo. BPH was designed to include a specific recogni‐

tion group (acetyl) of hydrazine at an appropriate modification site of the optical reporter hydroxyluciferin (D-

luciferin), which showed excellent performance both in selectivity and sensitivity to hydrazine. The results showed

that the bioluminescent probe BPH developed in this study is an innovative and widely applicable tool for detecting

hydrazine in complex natural environment or in animals.
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肼 (N2H4) 是一种强极性化合物, 在医药及工业等

领域应用广泛, 但对皮肤、眼睛和肝脏都有损害作用。

作为一类强碱性和强还原性的化合物, 肼也常被应用

于制药原料、显影剂、乳化剂、腐蚀抑制剂和纺织染料

等[1]。然而, 当肼通过口服、皮肤及吸入途径进入人体

后则会因为其剧毒性对不同的脏器甚至生命造成严重

危害[2], 长期的动物实验表明, 肼还具有强致突变和致

癌性[3], 肼在肝内代谢生成自由基, 肼自由基与生物大

分子如DNA、蛋白质等结合, 产生细胞毒性、致突变性

和致癌性; 肼基还可以和氧反应生成氧自由基, 氧自由

基通过脂质过氧化作用造成肝损伤。近年来, 生物发光

已经发展成为一个灵敏度高、可靠、简易的成像方法,

广泛应用于食品[4]、肿瘤[5]、重金属[6,7]、各种离子[8,9]、

酶[10,11]和有害气体[12]检测等多个领域。传统的肼的分
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析方法有很多, 例如液相色谱、气相色谱、电化学检测

和荧光检测法等, 与生物发光检测法相比, 这些方法存

在耗时长、设备昂贵、操作繁琐、响应慢、灵敏度低等不

足[13,14]。生物发光 (bioluminescence) 是指生物体内的

化学物质在酶的作用下产生可见光的现象, 该过程不

依赖于机体对光的吸收 , 是将生物能转化为光能[15]。

由于这一独特的发光原理, 生物发光的灵敏度是一般

荧光的 100甚至 1 000倍[16,17], 并且可以有效地避免荧

光成像中由于外源性激发光所带来的自身荧光干扰等

缺点。由于生物发光技术能够实现在活体水平以高灵

敏度对底物进行检测分析, 使得其在生物研究领域越

来越受重视, 已成为首选的检测手段和研究工具。

本研究以萤火虫荧光素为光学报告基团, 通过在

合适的修饰位点引入肼的响应识别基团乙酰基, 首次

设计并合成了用于活体可视化分析检测肼的生物发光

探针BPH。合成探针的路线以乙酰溴、羟基苯并噻唑

和D-半胱氨酸作为起始原料, 通过缩合和环合两步反

应以较高收率 (38%) 完成了小分子生物发光探针BPH

的合成 (合成路线1)。

萤火虫荧光素在被乙酰基修饰后形成生物发光探

针BPH, 荧光素酶便无法对该分子进行特异性识别后

的催化氧化, 从而阻断了生物发光现象的发生。然而

当BPH与检测底物肼充分反应后, 通过酶促水解反应

特异性裂解分子中的酯键, 释放出游离的萤火虫荧光

素, 而萤火虫荧光素则在ATP、O2、Mg2+等辅助因子的

存在下, 被萤火虫荧光素酶催化氧化, 将生物能转化为

可检测的生物发光信号 (图1)。

结果与讨论

1 探针BPH对肼的可视化识别

图 2b结果表明, 与未加入肼溶液的对照组相比,

探针BPH与肼共孵育的低浓度组有较强的生物发光

强度增加, 高浓度组则表现出更强的生物发光强度。

由此可见, 探针BPH不仅可以实现对N2H4的可视化识

别, 而且还能根据发光强度的变化对N2H4的浓度进行

分析检测; 图 2a也表明, 探针BPH与底物肼反应后在

波长 560 nm即萤火虫荧光素发射波长处具有明显的

生物发光强度, 这说明探针BPH与底物肼反应后可以

释放出萤火虫荧光素。

2 最佳探针浓度的确定

如图3所示, 在相同的水合肼浓度 (0.33 mmol·L-1)

下孵育同等时间, 肼探针浓度为 1.5 μmol ·L-1时, 生物

发光强度处于最大值且随探针浓度的增加而趋于稳态,

因此确定肼探针BPH的最佳响应浓度为1.5 μmol·L-1。

3 探针BPH对肼识别的线性范围

如图 4所示, 肼的浓度在 5～400 μmol ·L-1区间与

生物发光强度具有良好的线性关系, 线性回归方程为

y = 29 105x+2.87×106, 线性相关系数R2 = 0.999 6, 检测

Figure 1 Response mechanism of probe BPH towards N2H4

Scheme 1 The synthesis route of bioluminescent probe for hydrazine (BPH)
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限为2.17 μmol·L-1。

4 反应时间对生物发光强度的影响

如图 5 所示 , 肼探针 BPH (1.5 μmol · L-1)与 N2H4

(0.3 mmol·L-1) 在反应时间 0～120 min内, 体系的生物

发光强度随反应时间延长而增加, 并在 120 min时生

物发光强度达到最大。

5 探针BPH的选择性考察

为了验证除肼以外的干扰物对探针 BPH 检测

结果是否会产生影响, 本研究测定了探针对Na+、K+、

Mg2+、Ca2+、Cu2+、Li+、Mn2+、Zn2+、Co3+、Fe3+、Pb2+多种

阳离子和尿素 (urea)、硫脲 (thiourea)、谷氨酸 (Glu)、

苯胺 (aniline)、半胱氨酸 (Cys)、NADPH、维生素 C、

维生素E、谷胱甘肽 (GSH) 几种中性分子以及 S2O3
2-、

SO4
2-、NO3

-、NO2
-、HCO3

-和 Cl-几种阴离子的响应情

况。结果如图 6所示, 探针BPH与肼反应后的生物发

光强度是阳离子类干扰物质的 50～300倍, 几乎可以

忽略; 是阴离子类物质的 20～40倍; 是中性分子类物

质的 10～35倍。这一结果表明探针BPH能够高灵敏

度、高选择性地识别N2H4。

6 探针BPH在体内的生物发光成像

实验结果如图 7所示, 即使在没有肼存在的条件

下对照组也会产生生物发光信号, 这可能是由于小鼠

体内的羧酸酯酶通过水解酯键来释放荧光素底物产生

生物发光现象, 即使在这种情况下, 与对照组相比, 实

验组仍显示出明显增强的生物发光信号。随着时间的

Figure 4 The liner relationship between bioluminescent intensity

and N2H4 at different concentrations incubated with BPH

(1.5 μmol·L-1) for 1 h

Figure 5 The relationship of bioluminescent intensity changes

and the reaction time of BPH (1.5 μmol · L-1) toward N2H4 solu‐

tions (0.3 mmol·L-1)

Figure 3 The bioluminescent intensity changes of 0.33 mmol·L-1

N2H4 incubated with BPH at different concentrations for 1 h

Figure 2 The capability of probe BPH (1.5 μmol·L-1) for tracking

N2H4

·· 888



徐 峰等: 基于 luciferin-luciferase体系的肼生物发光探针的合成、体外评价及活体成像

推移, 生物发光强度在 15 min时达到最大值, 是对照

组的 2倍左右, 这进一步证明了探针BPH可以检测活

体动物水平中肼的存在。

讨论

本研究基于萤火虫荧光素-荧光素酶体系设计、合

成了一种高选择性、高灵敏度的生物发光探针 BPH,

其纯度经液相色谱−紫外检测仪分析达到 98% 以上 ,

结构经高分辨质谱及核磁鉴定。BPH通过特异性识

别化合物肼, 释放出萤火虫荧光素, 进而被催化氧化释

放出生物发光信号。BPH对底物肼表现出了出色的

选择性, 是对其他干扰物质响应能力的 20～300倍; 同

时当探针浓度处于 1.5 μmol ·L-1的低水平时也能对底

物表征出良好的响应能力, 验证BPH的高灵敏度; 并

且生物发光强度与底物肼浓度之间具有范围较广的线

性关系 (y = 29 105x+2.87×106, R2 = 0.999 6)。除此之

外, 该BPH不仅可以在溶液中定量和高选择性地检测

痕量的肼, 还可以在活体水平对外源性摄入的肼进行

可视化分析检测。因此BPH可发展应用于定性和定

量分析肼在活体水平的情况, 这对研究与肼相关疾病

的病理生理过程提供了强有力的辅助工具。

实验部分

核磁共振仪 (Bruker-AC-E20 or Varian-Unity INO‐

VA-400); 高分辨质谱 (Waters Q-TOF-Premier); 超灵敏

多功能成像仪 (Amersham imager 600); 高效液相分析

仪 (岛津制作所); 小动物活体成像系统 (SPECTRAL

LagoX Spectrum); 分析天平 (赛多利斯科学仪器 (北

京) 有限公司); 恒温培养摇床 (上海智城分析仪器制

造有限公司); 荧光光谱仪 (HORIBA Instrument Inc.);

EYELA A-1100 旋转蒸发仪 ; DF-101S 加热磁力搅拌

器; ZKXF真空干燥箱; 循环水式多用真空水泵; 移液

枪 (北京卓信伟业科技有限公司); 96孔板 (上海卧宏

生物科技有限公司); EP 管 (成都永旺晨科技有限公

司); 2-氰基-6-羟基苯并噻唑 (上海药明康德有限公

司); D-半胱氨酸盐酸盐 (D-Cys·HCl, 天津希恩思生化

科技有限公司); 盐酸 (成都永旺晨科技有限公司); 三

羟甲基氨基甲烷 (成都贝斯特试剂有限公司); 二甲基

Figure 7 The application of probe BPH (10 mmol·L-1) for detecting N2H4 (10 mmol·L-1) in vivo

Figure 6 The selectivity of BPH (1.5 μmol ·L-1) incubated with different kinds of cations (a) neutral molecules and ions (b) at the concen‐

tration of 0.3 mmol·L-1 for 1 h
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亚砜、无水亚硫酸钠、硫酸氢钠、无水硫酸钠、硝酸

钠、亚硝酸钠、硫氰酸钾、硫代硫酸钠 (天津市瑞金特

试剂有限公司); 氯化镁、氟化钠、溴化钠、氯化钠、碘化

钾 (天津市致远化学试剂有限公司); 碳酸氢钠、碳酸

钠、磷酸二氢钠 (成都市科龙化工试剂厂); 三磷酸腺

(Adamas Reagent Co.,Ltd.); 荧光素酶 (北京华越洋生

物科技有限公司)。

1 肼生物发光探针BPH的合成

将乙酰溴 (100 mg, 0.57 mmol) 溶于 10 mL二氯甲

烷中, 氩气保护下缓慢滴加三乙胺 (115 mg, 1.14 mmol)

和羟基苯并噻唑 (139 mg, 1.14 mmol), 室温反应 2 h。

反应结束后, 减压浓缩得到黄色粗品, 经硅胶柱色谱法

纯化 (环己烷∶乙酸乙酯 = 94∶6, V/V), 得到 97 mg白色

固体中间体3,产率78.5%, mp 122.1～123.0 ℃。1H NMR

(400 MHz, CDCl3): δ 2.38 (s, 3H), 7.40 (dd, J = 2.4,

9.0 Hz, 1H), 7.78 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 8.21 (d, J = 9.2 Hz,

1H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 21.2, 112.8, 114.5,

122.9, 125.9, 136.1, 136.7, 150.0, 150.8, 169.0。

将化合物 3 (214 mg, 1.75 mmol) 溶于甲醇和二氯

甲烷 (10 mL, V/V = 1∶1) 的混合溶剂中, 氩气保护下滴

加甲醇和水 (10 mL, V/V = 1∶1) 溶解的D-半胱氨酸盐酸

盐 (308 mg, 1.75 mmol) 和K2CO3 (242 mg, 1.75 mmol),

室温反应 1 h。反应结束后 , 减压浓缩有机溶剂 , 用

1 mol·L-1盐酸调节 pH = 2, 析出乳黄色固体, 抽滤。粗

品经硅胶柱色谱法纯化 (二氯甲烷∶甲醇 = 94∶6, V/V),

得 272 mg 白色固体 BPH, 产率 48.3%, mp 158.5～

160.2 ℃。 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 2.33 (s, 3H),

3.71 (m, 1H), 3.81 (m, 1H), 5.46 (m, 1H), 7.41 (dd, J =

2.0,8.2 Hz, 1H), 8.04 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 8.20 (d, J =

8.8 Hz, 1H), 13.25 (s, 1H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3):

δ 20.8, 34.8, 78.1, 115.8, 122.1, 124.6, 136.0, 149.3,

150.4, 161.0, 164.4, 169.2, 171.0。HR-MS: m/z [M+H]+

Calcd. for C13H11N2O4S2
+ 323.015 5, Found 323.015 8。

2 肼生物发光探针BPH的体外动力学研究

本实验所用的浓储液均为 10 mmol · L-1, 所有

溶液除特殊说明外均使用含 10 mmol · L-1 镁离子的

50 mmol · L-1 Tris-HCl (pH 7.2～7.4) 缓冲液配制 ; 探

针 BPH均使用 DMSO溶解, 用含 10 mmol · L-1镁离子

的 50 mmol · L-1 Tris-HCl (pH 7.2～7.4) 缓冲液稀释 ;

含ATP的荧光素酶溶液的配制: 将荧光素酶分装成每

管 60 μg, 用前加入Tris-HCl缓冲液 3 mL, 得到质量浓

度为 20 μg ·mL-1的荧光素酶溶液, 再加入ATP (腺苷-

5'-三磷酸二钠盐水合物, 98%, MW = 605.2) 3 mg, 得

到含ATP (2 mmol·L-1) 的荧光素酶 (20 μg·mL-1) 溶液,

现配现用。

2.1 探针BPH对肼的可视化识别 将肼探针浓储液

稀释成终浓度为 1.5 μmol·L-1的工作液, 肼配制成终浓

度为 167 μmol·L-1和 333 μmol·L-1两个浓度的工作液。

先后将探针溶液和肼溶液 50 μL加入到黑色的 96孔板

中 (每个浓度做 3个复孔), 37 ℃摇床反应 1 h后, 加入

荧光素酶溶液 50 μL, 立即用Amersham imager 600测

定生物发光强度, 曝光时间为3 min。

2.2 最佳探针浓度的确定 以Tris-HCl (含10 mmol·L-1

的Mg2+) 缓冲液将肼探针的浓储液稀释, 使反应体系

里的终浓度分别为 0、0.33、1.5、3.33、6.67、13.33、16.67

和 33.33 μmol · L-1, 再将肼浓储液稀释至终浓度为

0.33 mmol·L-1的工作液。分别取探针 50 μL和不同浓

度的肼溶液加入到黑色 96 孔板中 , 每个浓度设 3 个

复孔, 37 ℃摇床孵育 1 h后, 加入含ATP的荧光素酶溶

液 50 μL, 随即用Amersham imager 600测定生物发光

强度, 曝光时间为3 min。

2.3 探针 BPH 对肼识别的线性范围 将肼浓储液

稀释成不同的浓度梯度 5、10、20、50、100、200 和

400 μmol ·L-1加入到黑色 96孔板中, 随后每孔加入探

针溶液 (1.5 μmol · L-1) 50 μL, 37 ℃恒温摇床孵育

60 min, 加入含ATP的荧光素酶溶液 50 μL (每个浓度

做 3个复孔), 立即用Amersham imager 600测定生物发

光强度, 曝光时间为3 min。

2.4 反应时间对生物发光强度的影响 将探针BPH

和肼分别稀释成终浓度为 1.5 μmol·L-1和 0.3 mmol·L-1

的工作液, 先加入探针 50 μL至黑色 96孔板中, 每隔一

个时间间隔加入肼溶液 50 μL (每个时间做 3个复孔),

37 ℃恒温摇床反应, 以探究不同反应时间下的生物发

光强度, 最后每孔加入含ATP的荧光素酶溶液 50 μL,

用Amersham imager 600测定生物发光强度, 曝光时间

为3 min。

2.5 探针 BPH 的选择性考察 为了验证除肼以外

的干扰物对探针 BPH 对检测结果是否会产生影响 ,

本研究测定了探针对 Na+、K+、Mg2+、Ca2+、Cu2+、Li+、

Mn2+、Zn2+、Co3+、Fe3+、Pb2+多种阳离子和尿素 (urea)、硫

脲 (thiourea)、谷氨酸 (Glu)、苯胺 (aniline)、半胱氨酸

(Cys)、NADPH、vitamin C、vitamin E、谷胱甘肽 (GSH)

几种中性分子以及 S2O3
2-、SO4

2-、NO3
-、NO2

-、HCO3
-、

Cl-几种阴离子的响应情况。将探针溶液 50 μL

(1.5 μmol · L-1) 和干扰物质溶液 50 μL (0.3 mmol · L-1)

加入到黑色 96 孔板中 (每种物质做 3 个复孔), 37 ℃

恒温摇床反应 60 min, 然后加入含ATP的荧光素酶溶

液 50 μL, 立即用Amersham imager 600测定生物发光

强度, 曝光时间为3 min。
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3 探针BPH在体内的生物发光成像

将探针 BPH 用生理盐水和 DMSO (9∶1) 配制成

浓度为 10 mmol · L-1的溶液 , 用生理盐水将肼配制成

10 mmol ·L-1的溶液。取体重相近的成年转基因雄性

小鼠 (FVB-luc+) 随机分为两组, 其中实验组尾静脉注

射肼溶液 200 μL, 空白对照组尾静脉注射生理盐水

200 μL, 体内孵育 30 min后, 两组小鼠同时腹腔注射探

针BPH 200 μL, 用小动物活体成像系统在 30 min内每

隔 1 min进行拍摄, 曝光时间为 1 s, 取小鼠除尾部以外

的所有部分作为ROI值, 计算各个时间点的光子数。
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