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溶酶体靶向的pH响应型荧光探针的合成及性能研究
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摘要: 溶酶体是细胞内具有溶解或消化功能的细胞器, 内部含有多种酸依赖性酶, 这些酶负责细胞内物质的回

收和降解。溶酶体内 pH值的变化会导致多种酶活性下降, 从而妨碍细胞调节能力, 最终引发细胞凋亡或焦亡。因

此检测溶酶体 pH值有助于探究细胞生理病理过程的改变。本研究构建了一种溶酶体靶向的 pH响应型近红外荧光

探针, 称为哌嗪−克酮酸−哌嗪 (piperazine-croconic acid-piperazine, PCP)。该探针通过在克酮酸两端连接供电子基

团哌嗪形成 π共轭体系, 五元环结构的 π共轭体系赋予其良好的稳定性和抗光漂白能力, 而作为溶酶体靶向基团的

哌嗪, 其叔胺部分在不同 pH值条件下发生可逆的质子化/脱质子化过程, 从而展现 pH响应特性。合成的 PCP荧光

探针具有优异的近红外荧光性能, 适用于活细胞内溶酶体 pH值的荧光成像。通过溶液及细胞内实验验证, PCP荧

光探针具有较好的生物相容性及 pH响应特性。此外, PCP荧光探针的对称性结构及良好的分子刚度使其具有优异

的抗光漂白性能。本研究利用合成的PCP荧光探针检测溶酶体的 pH值, 为溶酶体功能异常引起的相关疾病提供新

的诊疗方法。
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Abstract: Lysosomes are intracellular organelles with lysosomal or digestive functions which contain various 

acid-dependent enzymes that are responsible for the recycling and degradation of intracellular substances. pH 

changes in lysosomes can reduce the activity of various enzymes, impairing the cell′s regulatory capacity and 

ultimately leading to apoptosis or pyroptosis. Therefore, monitoring lysosomal pH values is valuable for 

investigating alterations in intracellular physiological and pathological processes. This study developed a novel pH-

responsive near-infrared (NIR) fluorescent probe targeting lysosomes, named piperazine-croconic acid-piperazine 

(PCP). This probe was formed by connecting the electron-donating group piperazine to both ends of croconic acid. 

The π-conjugated system, featuring a five-membered ring structure, endowed the probe with excellent stability and 

resistance to photobleaching. The tertiary amine moiety of piperazine, serving as a lysosome-targeting group, 
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produced reversible protonation/deprotonation under varying pH conditions as result of exhibiting pH-responsive 

characteristics. The synthesized PCP demonstrated excellent NIR fluorescence performance, making it suitable for 

fluorescence imaging of lysosomal pH values in living cells. Both solution and intracellular experiments confirmed 

that PCP exhibited good biocompatibility and pH-responsive characteristics. Additionally, its symmetrical structure 

and molecular rigidity contributed to its excellent resistance to photobleaching. This study employed PCP probes to 

detect the pH values of the lysosomes, offering potential avenues for the treatment and prevention of diseases 

associated with lysosomal dysfunction.
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溶酶体在细胞的生理过程中发挥重要作用, 包括

对蛋白质等生物大分子的降解、细胞内受损或老化细

胞器的清除、细胞自噬及细胞信号传导的调节[1-3]。作

为细胞内的“消化器官”, 低 pH值的环境对于溶酶体内

部的稳态维持至关重要[4]。当 pH值出现异常时, 溶酶

体内酶的活性发生变化, 进而影响其消化功能, 诱发神

经退行性疾病、类风湿关节炎、肿瘤等疾病[5-7]。因此, 

细胞内溶酶体 pH值变化的检测对于细胞内相关生理

病理过程的观测、炎症、癌症等疾病的预防具有重要意

义。与传统的光谱法、电极法和指示剂法相比, 荧光探

针具备非侵入性、高灵敏度和原位成像等优势, 更适用

于细胞内 pH值的检测, 已在生物研究领域得到广泛应

用[8,9]。此外, 根据发射光谱的不同, 检测 pH值的荧光

探针又分为紫外或可见光荧光探针、近红外荧光探针、

远红外荧光探针等[10-12]。

现有的 pH值荧光探针大多属于紫外或可见光荧

光探针, 其发射光谱通常位于 400～700 nm内, 虽然这

些探针对 pH值的变化具有高度灵敏性, 但由于易发生

光漂白和干扰细胞代谢等问题 , 实际应用被限制[13]。

近红外荧光探针是一种发射光谱范围位于近红外 

(near-infrared, NIR) 区域的荧光探针 , 其范围通常是

650～900 nm, 具有强大的组织穿透能力和低自发荧光

背景, 不仅在组织深层成像中表现良好, 而且通过提高

信噪比能够更准确地监测 pH值的变化[14]。因此, 开发

靶向检测溶酶体内pH值的荧光探针是必要的[15]。

克酮酸菁是一种克酮酸类荧光染料, 通过克酮酸

与具有供电子能力基团之间的化学缩合反应合成[16]。

供电子基团的引入导致染料分子发生 π-π能级跃迁的

改变, 使得该染料吸收波长发生红移, 赋予其优异的近

红外成像能力[17,18]。此外, 克酮酸菁的分子结构包含 π

共轭体系使其具有对称性, 基于共轭延伸策略构建的

刚性平面骨架能够显著增强光稳定性并减少非特异性

结合, 因此相较于传统荧光染料 (如罗丹明类) 具有更

好的光稳定性[19]。凭借荧光性能和生物相容性, 克酮

酸类染料在光学转换和生物荧光检测等领域得到广泛

应用[20]。例如 , Wang 等[21]基于克酮酸原料合成克酮

酸/槲皮素/二氧化钙光热纳米平台, 该平台在乳腺癌

的治疗中表现出较强的近红外光吸收能力和光热转换

能力, 克酮酸/槲皮素/二氧化钙光热纳米材料在体内

外实验中被证实具有显著的光热治疗效果。

本研究通过在克酮酸两端连接供电子基团形成 π

共轭体系, 并将其与作为溶酶体靶向基团和 pH响应位

点的哌嗪结合, 合成一种靶向溶酶体的 pH响应型近红

外荧光探针, 称为哌嗪−克酮酸−哌嗪探针 (piperazine-

croconic acid-piperazine, PCP)。合成的 PCP 荧光探针

含有克酮酸类染料的稳定五元环共轭结构, 具备较好

的稳定性和抗光漂白能力; 哌嗪基团作为 pH 响应元

件, 在脱质子化时作为强供电子基团能够增强分子内

电荷转移, 反之抑制[22]; 同时, 质子化引发分子构象重

排, 通过空间位阻效应改变荧光基团与哌嗪基团间的

相互作用, 直接影响荧光量子产率[23]。以上两种机制

的协同作用使得哌嗪衍生类荧光探针能够响应 pH值

的变化。因此, 本文首先探究PCP荧光探针的 pH响应

性能和生物安全性, 分析其溶酶体靶向功能, 进一步通

过能量独立实验和地塞米松诱导的凋亡实验评估PCP

荧光探针检测活细胞内溶酶体pH值变化的能力。

材料与方法

材料与细胞 克酮酸 (croconic acid, 488-86-8)、

氘代氯仿 (chloroform-d, CDCl3, C109593)、地塞米松 

(dexamethasone, 50-02-2)、二氯甲烷 (dichloromethane, 

DCM, 75-09-2)、甲醇 (methanol, MeOH, 67-56-1)、二甲

基亚砜 (dimethyl sulfoxide, DMSO, 67-68-5) 均购自中

国阿拉丁试剂有限公司; 胎牛血清 (fetal bovine serum, 

FBS, 10091148) 购自美国Gibco Life Science公司; 培养

基 (dulbecco's modified eagle medium, DMEM, G4511-

500ML)、磷酸盐缓冲液 (phosphate buffer saline, PBS, 

G4202-500ML)、青链霉素混合液 (G4003-100ML)、

CCK-8 高灵敏快速检测试剂盒 (G1613-5ML)、DAPI

染色试剂 (G1012-10ML)、溶酶体绿色荧光探针 (Lyso‐

TrackerTM green DND-26, LTG, G1722-50UL)、玻璃底

共聚焦皿 (WG801001)、细胞培养皿 (CCD-35) 均购自
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中国赛维尔生物有限公司。外阴癌细胞CAL-39购自

上海ATCC细胞库。

仪器 Avance III 600MHz 型核磁共振仪 (德国

Bruker公司); Lambda 35紫外−可见分光光度计 (美国

PerkinElmer 公司); FluoroMax-4 荧光分光光度计 (日

本Horiba公司); Synergy Neo 2型多功能酶标仪 (美国

BioTek 公司); DMi8 倒置荧光显微镜 (德国 Leica 公

司); 二氧化碳培养箱 (美国Thermo Fisher公司)。

PCP荧光探针的合成与表征[24] 将1-甲基-4-(2-噻

吩)-哌嗪 (364 mg, 2 mmol) 和克酮酸 (142 mg, 1 mmol) 

溶解于 1∶1的无水甲苯/1-丁醇混合溶剂 (10 mL) 中。

将反应体系转移至氮气保护的三颈烧瓶中, 磁力搅拌

速率设置为 500 r·min-1, 加热至 120 ℃回流 8 h。全程

通氮气维持惰性氛围, 避免克酮酸氧化及不良反应发

生。反应结束后, 将混合物冷却至室温, 收集滤液并减

压旋蒸至干燥。粗产物通过硅胶柱色谱法纯化 (洗脱

剂 : DCM∶MeOH = 95∶5, v/v), 得到深绿色固体 PCP 

(102 mg, 22%), 即为目标产物 PCP荧光探针。将荧光

探针放置于4 ºC保存, 备用。

通过核磁共振波谱表征此 PCP荧光探针, 具体步

骤如下: 将 10 mg PCP荧光探针溶解于 1 mL CDCl3, 测

定其 1H NMR谱 (400 MHz); 将 50 mg PCP荧光探针溶

解于 1 mL CDCl3, 测定其 13C NMR 谱 (100 MHz)。使

用紫外−可见分光光度计测定 PCP荧光探针 (浓度为

30 μmol·L-1) 的紫外可见吸收光谱; 确定PCP荧光探针

的最大吸收峰后利用荧光分光光度计测定其荧光发射

光谱。测试均在氮气保护的比色皿中进行, 避免溶剂

挥发及光氧化干扰。

细胞培养条件及细胞毒性实验[25] 外阴癌细胞

CAL-39 使用含 10% 胎牛血清、1% 链霉素和 1% 青霉

素的 DMEM 培养基, 在 37 ℃、5% CO2培养箱中进行

培养。使用 CCK-8试剂盒对不同浓度的 PCP 荧光探

针进行细胞毒性试验。首先, 将 CAL-39 细胞接种于

96孔板中, 分别培养 12、24和 48 h。培养时间到达后

弃掉培养基, 加入含有不同浓度 (0、1.25、2.5、5、10和

20 μmol·L-1) PCP 荧光探针的新鲜 DMEM 培养基 , 继

续培养 24 h。最后, 每孔加入 10 μL CCK-8, 孵育 1.5 h

后, 通过酶标仪在450 nm下检测细胞存活率。

PCP 荧光探针的溶酶体共定位细胞成像 将

CAL-39细胞接种于玻璃底共聚焦皿中, 孵育 24 h。将

溶于DMSO溶液的浓度为 2 mmol·L-1 PCP荧光探针以

2 μmol·L-1的终浓度加入培养基中。随后将铺有CAL-

39细胞的玻璃底共聚焦皿内加入 PCP荧光探针, 孵育

30 min, 之后用 PBS 洗涤 3 次 , 加入 LTG 继续孵育

30 min。随后, PBS洗涤 3次后加入DAPI孵育 3 min。

最后, 用PBS洗涤3次后, 于荧光显微镜下进行观察。

PCP 荧光探针在活细胞中的 pH 响应性能检测 

为了评估 PCP 荧光探针对 CAL-39 细胞的 pH 响应能

力, 在共聚焦皿内接种CAL-39细胞并培养 24 h。将溶

于 DMSO 溶液的浓度为 2 mmol·L-1 PCP 荧光探针以

2 μmol·L-1的终浓度加入培养基中。将CAL-39细胞用

含有 PCP荧光探针的不同 pH值 PBS溶液处理 15 min, 

于荧光显微镜下观察。

PCP荧光探针的光漂白实验 将CAL-39细胞接

种于共聚焦皿中培养。24 h 后 , 将浓度为 2 mmol·L-1

的 PCP荧光探针溶于DMSO, 取一定体积加入培养基

中稀释至终浓度为 2 μmol·L-1。使用 PCP荧光探针和

LTG探针处理细胞, 使用徕卡激光器 (激光强度 50%) 

在 100 mW·cm-2下持续照射CAL-39细胞 30 s, 于荧光

显微镜下观察。

PCP 荧光探针在不同温度下的能量独立实验 

在共聚焦皿内接种CAL-39细胞并培养 24 h。将溶于

DMSO 溶液的浓度为 2 mmol·L-1 PCP 荧光探针以

2 μmol·L-1 的终浓度加入培养基中。随后为了研究

PCP荧光探针进入CAL-39细胞的机制, 加入含PCP荧

光探针的培养基, 分别在 37 ℃和 4 ℃下孵育 15 min, 

于荧光显微镜下进行观察。

PCP 荧光探针在 ATP 生成抑制下的能量独立实

验 在共聚焦皿内接种CAL-39细胞并培养 24 h。使

用 100 nmol·L-1 浓度的 ATP 抑制剂 (叠氮化钠) 处理

后, PBS缓冲液洗涤细胞3次, 随后将终浓度2 μmol·L-1

的 PCP 荧光探针加入细胞培养基中 , 培养箱中孵育

30 min, 于荧光显微镜下进行观察。

PCP荧光探针在活细胞内检测溶酶体 pH值的荧

光成像 在共聚焦皿内每毫升接种 5×104 个 CAL-39

细胞并培养 24 h 后 , 弃掉培养液清洗细胞。随后用

100 μmol·L-1地塞米松预处理CAL-39细胞 10～60 min, 

清洗细胞后按照终浓度 2 μmol·L-1添加溶于DMSO溶

液中的 PCP 荧光探针 (浓度为 2 mmol·L-1), 于荧光显

微镜下进行观察。

统计学方法 使用 SPSS 27.0统计软件进行数据

统计分析。所有结果均表示为均值 ± 标准差 (
-
x ± s). 

组间比较采用独立样本 t检验, 以P < 0.05为差异具有

统计学意义。

结果

1　PCP荧光探针的合成与表征

如图 1A所示, PCP荧光探针由 1-甲基-4-(2-噻吩)-

哌嗪和克酮酸通过缩合反应构建, 分子中具有大 π共

轭体系; 哌嗪可作为溶酶体的靶向基团, 并且其含有的
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叔胺部分能够在不同 pH值下发生可逆的质子化/脱质

子化过程, 从而影响整体分子的荧光性能, 表现出 pH

响应特性。

PCP荧光探针的 1H NMR表征如图 1B所示, 含有

5种不同化学氛围的氢原子, 其中 δH = 2.28的单重峰

为哌嗪的甲基峰 , δH = 8.82～8.50 和 6.49 处的峰为噻

吩中的次甲基峰 , δH = 3.75～3.47 和 2.51 处的多重峰

为哌嗪上的亚甲基峰; PCP荧光探针的 13C NMR表征

如图 1C所示, 共有 19种不同化学位移的核磁峰, 其分

别对应分子中 19种不同化学环境下的碳原子, 以上表

明PCP荧光探针构建成功。

PCP荧光探针的光物理性质通过紫外可见光吸收

光谱和荧光发射光谱表征, 如图 1D所示, 该探针的最

大吸收峰为 770 nm, 在此波长的激发下, 得到最大发

射波长为 790 nm的荧光发射峰 (图 1E), 具有典型的近

红外荧光成像性质。此外 , 实验检测该荧光探针在

pH = 3.5～7.5区间的荧光强度, 可见 PCP荧光探针的

荧光强度随 pH 值降低逐渐增强 , 当 pH 值为 4.5 时达

到最大荧光强度, 对比 pH值为 7.5处的荧光值提升约

1.5倍。由此可见, 本研究构建的PCP荧光探针具有较

好的pH响应能力。

2　PCP荧光探针对细胞活性的影响

将不同浓度 (0、1.25、2.5、5、10 和 20 μmol·L-1) 的

PCP 荧光探针与 CAL-39 细胞共同孵育 12、24、48 h, 

采用 CCK-8 试剂盒检测细胞存活率以评估其生物

安全性。结果如图 2 所示 , PCP 荧光探针浓度在 0 至

5 μmol·L-1 之间 , CAL-39 细胞活力均高于 95%; 提高

PCP荧光探针浓度至 10 μmol·L-1时, CAL-39细胞活力

高于 91%; 再提高 PCP荧光探针浓度至 20 μmol·L-1时, 

12和24 h的细胞存活率均高于90%, 48 h的CAL-39细

Figure 1　 Synthesis and characterization of piperazine-croconic acid-piperazine (PCP). A: Synthesis route; B: 1H NMR spectrum; C: 
13C NMR spectrum; D: UV-Vis absorption spectrum; E: Fluorescence emission spectrum
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胞存活率高于 85%。以上结果表明, 随着 PCP荧光探

针浓度的增加, 细胞未出现明显的死亡现象, 表明构建

的PCP荧光探针具有较好的生物安全性。

3　PCP荧光探针在活细胞中的溶酶体靶向能力

将 5 μmol·L-1 PCP 荧光探针与 CAL-39 细胞共孵

育 30 min后, 于倒置荧光显微镜下进行观察。如图 3A

所示, CAL-39细胞内的PCP荧光探针呈现明显的红色

荧光, LTG孵育处理的CAL-39细胞内的溶酶体呈现显

著的绿色荧光; 经DAPI染色的CAL-39细胞核呈现蓝

色荧光。3种荧光的融合图如图 3B所示, 黄色荧光显

示PCP荧光探针与LTG探针发生共定位现象。Pearson

系数和 Mander 系数分别为 0.93 和 0.89, 进一步证实

PCP荧光探针与溶酶体的共定位效果。进一步对共定

位结果进行分析, 在CAL-39细胞中, PCP荧光探针与

LTG的染色部位具有较高的重合率。以上实验结果说

明, PCP荧光探针具备良好的溶酶体靶向性。

4　PCP 荧光探针在活细胞内对溶酶体 pH 值的响应

特性

在验证PCP荧光探针能够靶向肿瘤细胞的溶酶体

并荧光成像后, 进一步探讨 PCP荧光探针对活细胞溶

酶体内不同 pH值的响应特性。将含有 PCP荧光探针

的不同 pH值 PBS溶液 (pH值分别为 4.0、4.5、5.0、5.5、

6.0和 6.5) 与CAL-39细胞共孵育 30 min后进行荧光成

像 (图 4A)。随着 pH值的增加, PCP荧光探针在CAL-

39细胞中的荧光强度逐渐减弱。pH值为 4时, PCP荧

光探针在CAL-39细胞中的荧光强度最强, 而 pH值为

6.5时, 其荧光强度最弱。随后, 对不同 pH值实验组中

的PCP荧光探针的荧光强度进行定量分析 (图 4B), 结

果显示随着 pH值升高, PCP荧光探针的荧光强度逐渐

减弱。表明 PCP荧光探针对溶酶体生理 pH范围内的

检测具有较高的灵敏度。

5　PCP荧光探针在活细胞中的光稳定性

在证明PCP荧光探针具有良好的 pH响应特性后, 

进一步通过光漂白实验探究 PCP 荧光探针的光稳定

性。实验结果如图 5A 所示, 对照组 LTG 在激光持续

照射 4 s后其荧光强度显著降低, 并在 12～24 s内产生

明显的光漂白效应; 而 PCP荧光探针实验组荧光强度

在激光持续照射 28 s后仍未显著下降, 说明 PCP荧光

探针的光稳定性良好。图 5B、C分别为LTG与PCP荧

光探针在激光持续照射 28 s内的荧光强度定量分析, 

图 5B显示LTG对照组在激光持续照射 4 s后的荧光强

度相比 0 s时下降 46.0%; 照射 12 s比照射 0 s时的荧光

强度下降 59.8%; 照射 28 s相较于照射 0 s时的荧光强

度降低 80%。图 5C显示 PCP荧光探针实验组在照射

4 s时的荧光强度相比于照射 0 s时仅下降 2.8%, 在照

射 12 s时的荧光强度相比于照射 0 s时下降 9.9%, 而照

射 28 s后相较于照射 0 s时 PCP荧光探针的荧光强度

仅降低 18%。以上结果表明, PCP荧光探针具有优异

的抗光漂白能力。

6　PCP荧光探针进入活细胞的能量依赖性

目前, 根据文献[26,27]报道大多数的荧光探针依赖于

细胞内能量穿越细胞膜。为探究PCP荧光探针是否需

要依赖能量进入活细胞, 分别在37 ℃和4 ℃下共同孵育

PCP与CAL-39细胞进行能量独立实验 (图6)。在37 ℃

和 4 ℃条件下, PCP荧光探针均呈现显著的红色荧光, 

表明在不同温度下, PCP荧光探针均能顺利进入细胞

内部 (图6A)。进一步对不同温度条件下的荧光图像进

行定量分析, 37 ℃时PCP荧光探针的荧光强度与4 ℃时

相比差异无统计学意义 (P > 0.05), 表明PCP荧光探针

在不同温度条件下均能够通过非温度依赖的内吞方式

顺利进入活细胞, 其进入过程与能量无关 (图6B)。

随后使用 ATP 抑制剂 (叠氮化钠) 探究 PCP 荧光

探针的能量独立性, 叠氮化钠处理组和空白对照组均观

察到明显的红色荧光 (图6C), 说明能量代谢抑制未影响

PCP荧光探针进入细胞溶酶体。进一步对荧光图像进

行了定量分析, 结果表明叠氮化钠处理组的荧光强度与

空白对照组相比差异无统计学意义 (P > 0.05, 图 6D), 

证明PCP荧光探针的摄取效率不受ATP水平影响。

Figure 2　Effects on cellular viability of PCP. CAL-39 cell survival rates after different time of incubation at varying PCP concentrations. 

A: 12 h; B: 24 h; C: 48 h. n = 5, 
-
x ± s
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7　PCP 荧光探针追踪活细胞内溶酶体 pH 值变化的

能力

在细胞凋亡过程中, 溶酶体释放质子导致质子渗

透, 从而使溶酶体的 pH值显著升高。因此, 作者选择

使用促进细胞凋亡的药物地塞米松, 模拟细胞凋亡下

溶酶体 pH值变化的情况, 在地塞米松孵育CAL-39细

胞 10和 60 min后, 分别对其进行了荧光成像。结果如

图 7所示, 地塞米松诱导的凋亡组中, 相较于对照组中

的 PCP荧光探针的荧光强度在 10 min处急剧下降; 而

在 60 min 处的荧光强度仅剩微弱的荧光信号。表明

地塞米松诱导细胞凋亡后, PCP的荧光强度在一定时

Figure 3　 Lysosome targeting performance of PCP. A: Fluores‐

cence images of CAL-39 cells stained with PCP (5 μmol·L-1), LTG 

(5 μmol·L-1), and DAPI (5 μmol·L-1), scale bar: 20 μm; B: Overlay 

images of the three channels from Figure 3A; showing the intensity 

distribution of PCP and LTG along the yellow line marked in the 

overlay; the fluorescence intensity correlation of PCP and LTG is 

also provided along this line, scale bar: 20 μm. LTG: LysoTracker 

green DND-26

Figure 4　pH responsive fluorescence images of PCP. A: Fluores‐

cence images of CAL-39 cells stained with PCP (5 μmol·L-1) in 

PBS at varying pH values, scale bar: 50 μm; B: Relative fluores‐

cence intensity of PCP in CAL-39 cells across different pH values 

in PBS. n = 3, 
-
x ± s. **P < 0.01, ***P < 0.001. n.s. P > 0.05

Figure 5　 Photostability of PCP. A: Fluorescence images of 

CAL-39 cells stained with LTG (5 μmol·L-1) and PCP (5 μmol·L-1) 

under continuous laser irradiation, scale bar: 50 μm; B, C: Relative 

fluorescence intensity of LTG (B) and PCP (C) under continuous 

irradiation

Figure 6　Energy dependence of PCP entry into CAL-39 Cells. A: 

Fluorescence images of CAL-39 cells incubated with PCP 

(5 μmol·L-1) at various temperature conditions, scale bar: 50 μm; B: 

Quantitative analysis of fluorescence intensity in images obtained at 

different temperature conditions. n = 3, 
-
x ± s. n.s. P > 0.05; C: Fluo‐

rescence images of CAL-39 cells incubated with PCP (5 μmol·L-1) 

under different treatment, scale bar: 50 μm; D: Quantitative analy‐

sis of fluorescence intensity in images under different treatment. 

n = 3, 
-
x ± s. n.s. P > 0.05
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间内呈现时间依赖性的降低 , 实验结果与之前的文

献[28]报道一致。以上实验结果表明, PCP荧光探针具

有追踪活细胞内溶酶体pH值变化的能力。

讨论

溶酶体作为细胞内的“消化器官”, 在细胞的生理

过程中发挥重要作用, 包括细胞内受损或老化细胞器

的降解、参与细胞自噬及细胞信号传导等环节[29,30]。

溶酶体内部稳态依赖于溶酶体内低 pH值环境。因此, 

监测细胞内溶酶体 pH值的变化对于观察细胞生理和

病理过程, 以及预防炎症和癌症等疾病至关重要。近

年来, 与传统的荧光探针如罗丹明类探针相比, 近红外

荧光探针因其强大的组织穿透能力和较低的自发荧光

背景而受到广泛关注[31]。本文合成的PCP荧光探针与

其他近红外探针 (花菁类) 相比具有以下优势: PCP荧

光探针的共轭体系使其在近红外 I区 (700～1 000 nm) 

具有优势的发射波长, 更适用于深层组织的成像和肿

瘤的长期追踪; 在生物相容性方面, PCP荧光探针由于

其对称结构具有低细胞毒性, 相较花菁类更适合于体

内肿瘤检测; 此外PCP荧光探针能够通过pH响应机制

实现溶酶体成像。因此, 开发新型近红外荧光探针逐

渐成为研究者们探索的重要方向。

本文构建了一种靶向溶酶体的 pH响应型近红外

荧光探针 PCP。该探针的 π共轭体系赋予其优异的近

红外荧光特性, 同时作为溶酶体靶向基团和 pH响应位

点的哌嗪, 使其具备 pH响应特性。与外阴癌细胞共孵

育后, 观察到PCP荧光探针成功靶向溶酶体, 细胞内共

定位分析的结果进一步证实PCP荧光探针具备良好的

溶酶体靶向性。此外, 在含有PCP荧光探针的不同 pH

值 PBS溶液孵育处理外阴癌细胞后, 经检测证明 PCP

荧光探针具有 pH响应特性, 可见其在生理 pH值范围

内的变化检测具有高灵敏度。光漂白实验的结果验证

PCP荧光探针具有良好的光稳定性。能量独立实验证

实 PCP 荧光探针在低温和 ATP 生成抑制时仍能顺利

进入细胞内具有非能量依赖性。地塞米松通过干扰溶

酶体膜上的V-ATP酶功能抑制水解酶导致溶酶体膜通

透性增加, 释放到胞质的组织蛋白酶激活天冬氨酸特

异性的半胱氨酸蛋白水解酶级联反应发生凋亡, 使用

地塞米松处理活细胞的实验结果证明PCP荧光探针具

备较好的监测活细胞内溶酶体pH值的能力。

本研究合成的PCP荧光探针在肿瘤酸性微环境的

监测中具备以下应用潜力: ① 监测肿瘤细胞溶酶体的

pH 值: PCP荧光探针能够反映肿瘤细胞内溶酶体 pH

值的动态变化, 为研究代谢异常和溶酶体功能失调提

供重要信息; ② 指导个性化治疗: 鉴于肿瘤酸性微环

境与化疗耐药性的相关性, 利用PCP荧光探针监测 pH

值的变化能够评估肿瘤治疗效果 , 指导个体化策略; 

③ 开发 pH响应型药物递送系统: 可基于 PCP荧光探

针设计靶向释放的纳米药物系统, 提高疗效并减少不

良反应[32,33]。本研究为生物医学领域中基于克酮酸制

备的有机分子荧光探针的开发提供了新方法。

在后续的研究中, 本课题组将通过多种细胞株来

验证 PCP荧光探针的性能, 验证 PCP荧光探针适用于

监测普遍细胞的生理和病理过程中溶酶体 pH值的动

态变化, 并且还将进一步研究细胞内溶酶体 pH值变化

在耐药相关信号通路的潜在机制。因此, 本研究为实

现细胞内溶酶体 pH值检测的可视化提供初步实验依

据, 并为近红外荧光探针在生物医学领域的应用奠定

了重要基础。
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Figure 7　 Ability of PCP to monitor pH changes in CAL-39 lysosomes. Fluorescence images of CAL-39 cells incubated with PCP 

(5 μmol·L-1) after 10 and 60 min of apoptosis induced by dexamethasone (100 μmol·L-1), scale bar: 50 μm
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