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细菌代谢酶响应型荧光探针研究进展
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摘要: 荧光探针是潜在的荧光团, 可根据生物微环境变化、与被分析物相互作用或特定化学反应显示荧光信号。

细菌代谢酶在细菌生命活动中发挥着至关重要的作用, 对维持和调节细菌功能有重要影响。细菌代谢酶响应型荧

光探针以其他检测技术无法比拟的空间分辨率和灵敏度阐明了细菌体内的复杂动力学过程。本篇综述回顾了细菌

代谢酶响应型荧光探针的最新进展, 依据酶分类系统进行整理, 重点关注荧光团掩蔽策略、代谢酶响应模式以及相

关生物成像应用。
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Enzyme-responsive fluorescent probes for bacteria imaging
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Abstract: Fluorescent probes are potential fluorophores that display signals based on the changes in tissue

microenvironment, interactions with analytes or specific biochemical reactions. Metabolic enzymes are the most

important protein involved in bacteria activities. Complex dynamics of biological processes in bacteria are elucidated

by these metabolic enzymes-based fluorescent probes with high spatial resolution and sensitivity. Here, we review

recent advances in metabolic enzyme-responsive fluorescent probes for bacteria imaging. It was organized according

to enzyme classification systems, focused on fluorescence masking strategies, molecular mechanisms of enzyme

activation, and bio-related applications.
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新陈代谢是细胞内发生的各种化学反应的总称,

包括一系列极其复杂的生化反应过程。细菌的代谢通

路包括合成与分解两大类。细菌的分解代谢过程是从

细菌分泌胞外酶将多糖、蛋白质等大分子营养物质分

解为单糖、小肽或氨基酸开始, 然后吸收进入菌体, 再

经一系列氧化或胞内酶分解形成菌体可利用的成分。

细菌的合成代谢是指在合成代谢酶系的催化下, 利用

营养原料、分解代谢中的产物和能量合成菌体成分, 如

多糖、蛋白质、脂肪、核酸、细胞壁及各种辅酶等。此

外, 细菌还能合成很多在医学上具有重要意义的代谢

产物如热原质、毒素与侵袭性酶、色素、抗生素等。不

同的细菌具有各自独特的代谢酶系统, 即便是同种代

谢酶, 来源于不同的菌种, 其蛋白质序列和结构也有着

很大的差异, 对底物的识别能力、反应性、选择性各异。

细菌的分离培养是细菌感染诊断的金标准, 但在

实际工作中, 受到检出时间、细菌培养生长特性、非致

病菌污染以及取材不当等因素影响, 导致检测结果出

现假阴性或假阳性, 既延误治疗时间, 又浪费医疗资

源。目前实验室常用的检测感染的指标如外周血白细

胞计数、C反应蛋白、红细胞沉降率和降钙素原等均属

于非特异性指标, 对细菌感染诊断特异性不高, 不利于
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细菌感染的精确诊断和指导临床用药[1]。高效、便捷、

实用性强、可以早期快速鉴别细菌感染和其他病症的

检测方法, 将为临床治疗方案选择、疾病进展监测和预

后判断提供依据, 从而提高疾病治愈率, 同时减少抗菌

素滥用引起的耐药菌大量涌现。荧光成像技术作为一

种新兴的分子成像方法, 具有成像速度快、特异性强、

灵敏度高、成本低、无创、多尺度成像等优点, 被广泛应

用于生物医疗等诸多领域。小分子荧光探针因其具有

灵敏度高、选择性好、快速高通量筛选等特点在疾病标

志物检测和生物成像领域得到广泛应用。近年来, 以

细菌代谢酶为靶标发展了多种小分子荧光探针, 实现

了细菌代谢酶活性高灵敏度检测, 为鉴别细菌种类、阐

明细菌代谢过程和病原菌耐药机制提供了有力工具。

这些探针在自由状态下只呈现较低的本底荧光, 利用

代谢酶对荧光探针进行特异性催化来实现识别前后荧

光信号放大和代谢酶的高灵敏度检测, 可用于活菌细

胞代谢酶的高信噪比实时成像。此外, 还可根据不同

种类细菌中代谢酶对小分子探针响应差异性来鉴别细

菌的种类。根据细菌代谢酶的分类, 本文对现有细菌

代谢酶响应型小分子荧光探针及其生物学应用进行了

梳理和归纳。

1 探针设计

荧光探针是潜在的荧光团, 可根据生物微环境变

化、与被分析物相互作用或特定化学反应显示荧光信

号。由于其高灵敏度和选择性监测各种生物体内环境

变化的能力, 荧光探针已经成为化学生物学研究中的

重要组成部分。大部分细菌代谢酶响应型荧光探针设

计符合以下要求: ① 荧光基团和响应基团连接后具有

较好的化学稳定性; ② 具有较好的酶特异性; ③ 其

荧光可以被修饰基团完全掩蔽或阻断。基于细菌代谢

酶响应型荧光探针设计的 3 种主要方法归纳见图 1。

研究人员通常使用屏蔽基团来阻断荧光的产生 (图

1A, B), 另外, 还有一些荧光探针基于荧光共振能量转

移 (fluorescence resonance energy transfer, FRET) 或者

光诱导电子转移 (photoinduced electron transfer, PET)

的荧光淬灭策略, 使初始荧光团处于淬灭状态, 其优点

是不仅可以提高信噪比, 而且在某些情况下还可以提

供比率型荧光成像, 见图1C。

在拥挤的细胞环境中成像, 对设计用于生物成像

的酶响应型探针提出了额外的挑战。要求优化探针和

酶的反应速率和特异性、增强探针的内化和定位、提高

探针稳定性和最小化探针的生物毒性。采用掩蔽或阻

断策略构建探针时 (图 1A, B), 共价连接的基团既可用

Figure 1 Fluorescence modulation methods in enzyme-responsive fluorogenic probes, with examples for each method, (A) enzymatic

cleavage of blocking groups, (B) enzymatic conversion of blocking groups into other functional groups, and (C) enzymatic release of FRET

or PET quenchers
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作酶响应部分, 也可用作荧光掩蔽基团。相比之下, 使

用淬灭策略构建探针时需要添加一个单独的酶响应基

团 (图1C)。

2 细菌代谢酶响应型荧光探针

在本综述中 , 根据 Kyoto Encyclopedia of Genes

and Genomes (KEGG) 建立的酶分类系统, 本文整理了

细菌代谢酶响应型荧光探针及其在酶原位成像的生物

应用。KEGG系统根据酶催化反应类型进行分类: 氧

化还原酶 (EC 1)、转移酶 (EC 2)、水解酶 (EC 3)、裂解

酶 (EC 4)、异构酶 (EC 5)、连接酶 (EC 6) 和转位酶

(EC 7)。大多数酶响应型荧光探针靶向EC 1～EC 3中

的酶, 靶向 EC 4～EC 6的探针较少, 部分归因于基于

这些酶催化反应的荧光调节探针不易设计。该综述每

个部分都包含对目标酶类或亚类、酶响应模式和探针

荧光团的描述。代谢酶、荧光探针和细菌成像应用种

类的总结见表1。

2.1 基于氧化还原酶 (EC 1) 型荧光探针

氧化还原酶是可以催化两个分子之间氧化还原作

用的酶的总称。氧化还原酶是一类高度多样化的酶,

可氧化或还原多种底物 , 通常与辅因子烟酰胺辅酶

NAD(P)H和黄素单核苷酸 (FMN) 一起作用。根据氧

化还原反应的性质和最终的电子受体, 氧化还原酶被

进一步分为氧化酶或脱氢酶。氧化酶将电子转移到作

为受体的分子氧上, 而脱氢酶以NAD+或黄素腺嘌呤

二核苷酸 (FAD) 依赖的方式从供体中去除氢。基于

EC 1型荧光探针整理见图2。

2.1.1 作用于 NADH或 NADPH (EC 1.6) EC 1.6中

最常见的酶是硝基还原酶 (NTRs)。NTRs属于黄素酶

的一员, 能够利用NAD(P)H的还原能力将芳香族硝基

化合物和硝基杂环化合物上的硝基还原为相应的羟胺

和氨基。根据对氧气是否敏感, NTRs可以分为两种类

型: 氧气不敏感型和氧气敏感型[2]。氧气不敏感型NTRs

(type I) 通过添加一对电子催化硝基的还原, 其活性不

依赖于氧的水平。氧气敏感型 NTRs (type II) 通过添

加一个电子来催化硝基的还原, 从而形成硝基阴离子

自由基, 该自由基可以被氧化成硝基。NTRs在大多数

人体非癌组织中基本不存在, 但在细菌中却非常普遍,

其中大肠杆菌和阴沟肠杆菌的硝基还原酶是研究的重

点。此外, NTRs在细菌介导的有机氮化合物毒性的生

物修复和降解中也发挥着重要作用。

近年来, 用于检测硝基还原酶的荧光分子探针已

经被不断研究开发 , 并开发出了一系列硝基还原酶

Turn-On 型荧光探针, 用于细菌以及缺氧细胞硝基还

原酶的检测。由于花菁染料具有高消光系数, 长吸收

和发射波长, 高荧光量子产率等生物学检测中的有利

特性 , 因此被广泛用作荧光报告基团。为了实现对

ESKAPE (取屎肠球菌、金葡菌、肺炎克雷伯菌、鲍氏不

动杆菌、绿脓假单胞菌、肠杆菌属英文单词首字母而

成) 病原菌的实时快速检测和鉴定, 2017年Xu等[3]将

2-硝基咪唑 (荧光淬灭基团和NTRs识别基团) 与近红

外荧光团Cy 5.5侧链偶联发展了一种具有选择性、快

速激活 NTRs细菌细胞膜穿透性的荧光探针 1。该探

针成功应用于活菌细胞 NTRs 成像 , 并首次观察到

ESKAPE 病原菌中 NTRs 水平的差异。2019 年 Ji等[4]

通过将亲脂性硝基芳香族取代物连接在 Cy 5荧光团

的核心结构上构建了探针 2。由于亲脂性硝基芳香族

分子的引入, 使原本不能渗透细胞的Cy 5既能渗透革

兰阳性菌膜, 也能渗透革兰阴性菌膜。一方面由于光

Table 1 Targeted enzymes and imaging applications of enzyme-activated probes. ESKAPE: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,

Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa and Enterobacter species

EC
1.6

1.7

2.3.1.5
2.3.1.122
2.7.13
3.1.1
3.1.3.1
3.1.3.48
3.1.6
3.2
3.4.11
3.4.21
3.4.22

3.5

Enzyme
Nitroreductases (NTRs)

Azoreductases (AzoR)

Arylamine N-acetyltransferases (NATs)
Mycolyltransferases
Histidine kinase (HK)
esterases
Alkaline phosphatase (ALP)
Protein tyrosine phosphatase (PTP)
Sulfatase
β-Galactosidase
β-Alanyl aminopeptidase (BAP)
Staphylococcal serine protease (SspA)
Sortase A

β-Lactamases

Species
ESKAPE, methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), Escherichia coli

(E. coli), Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis, Caulobacter crescentus
E. coli, Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), Staphylococcus aureus (S. aureus),

Enterococcus faecium
S. aureus, P. aeruginosa, Lactobacillus, Mycolicibacterium smegmatis (M. smegmatis)
M. smegmatis, Corynebacterium glutamicum
Thermotoga maritima
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), Clostridium botulinum
E. coli, S. aureus
Staphylococcus saprophyticus, S. aureus, Acinetobacter baumannii
M. tuberculosis
E. coli
P. aeruginosa, Serratia marcescens, Burkholderia cepacia
S. aureus
S. aureus, Streptococcus pneumoniae, Bacillus anthracis, Corynebacterium

diphtheriae
MRSA, E. coli, M. tuberculosis

Probe
1-21

22, 23

24
25
26

27-32
33

34, 35
36-38
39, 40
41-43
44, 45
46-49

50-61
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致电子转移 (photoinduced electron transfer, PET) 和聚

集导致淬灭 (aggregation caused quenching, ACQ) 效应

导致探针 2具有微弱的荧光; 另一方面NTRs在NADH

提供电子的作用下将探针 2的硝基还原为供电子的氨

基, 阻断了PET过程, 从而使探针 2的荧光恢复。该探

针已经成功应用于活菌细胞的鉴定和成像。同时 ,

Zhang 等[5]通过使用对硝基苄基作为电子供体 (猝灭

剂) 功能化Cy 5荧光团开发了基于 PET的NTRs探针

4。2020 年 Wu 等[6]开发了另一种近红外荧光探针 3,

该探针以花菁染料作为母体结构, 连接对硝基苯磺酸

酯作为荧光淬灭基团和 NTRs识别基团, 以及引入靶

向细菌 16S核糖体 RNA 的氨基糖苷类抗生素新霉素

为靶向基团, 可以实现特异性靶向细菌的目的, 用于对

NTRs的快速响应。值得一提的是, 该探针快速灵敏,

Figure 2 Structures of probes activated by oxidoreductase enzymes EC 1.6 and EC 1.7
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检测限低至 0.67 ng·mL-1, 能够在 30 min内无创识别细

菌感染部位, 已经成功应用于小动物体内成像。

氟硼二吡咯 (BODIPY) 荧光染料也是一类重要的

有机荧光团, 具有荧光量子效率高, 摩尔消光系数大等

优点。Xu等[7]以BODIPY衍生物为荧光母核, 以 5-硝

基呋喃作为特异性反应基团 , 设计合成了一种检测

NTRs的新型荧光探针 5。在 NADH 作为电子供体的

存在下 , 该探针与 NTRs 反应催化还原硝基呋喃部

分, 并通过 1,6-重排与消除反应释放出游离的 4-吡啶

取代的BODIPY荧光团, 导致荧光显著增强。该探针

可以定量测定大肠杆菌产生的硝基还原酶, 检测限为

9.6 ng·mL-1, 并且具有较好的生物兼容性, 有望用于疾

病相关的缺氧成像分析。

Cellier 等[8]设计、合成了一系列新型 2-(2-硝基苯

基) 苯并噻唑和 2-(2-硝基苯基) 苯并噁唑硝基还原酶

荧光探针 6～13, 用于革兰阴性菌和金葡菌中NTRs的

荧光成像。

Li 等[9,10]以 7-羟基-3H-吩恶嗪-3-酮 (resorufin) 为

荧光母体, 分别以 5-硝基呋喃和 5-硝基噻吩作为特异

性反应基团成功构建了两个硝基还原酶激活型智能荧

光探针 (探针 14、15)。当Resorufin荧光团的 7-羟基被

取代后引起荧光淬灭, 探针 14和 15几乎无荧光, 但在

NADH存在下, 探针与NTRs反应, 其硝基被还原为羟

胺或氨基 , 并发生 1,6-重排与消除反应 , 从而释放出

Resorufin 荧光母体, 导致荧光显著增强。据此, 获得

了选择性强、灵敏度高的激活型NTRs荧光分子探针,

并分别成功用于细胞缺氧以及大肠杆菌中硝基还原酶

活性检测的研究。类似地, Yoon 等[11]也报道了两个基

于Resorufin荧光团的荧光探针 16和 17。分别应用于

大肠杆菌和金葡菌中 NTRs介导的荧光成像, 具有高

选择性和灵敏度 , 表明其在病原菌检测中的应用可

能性。

Zhang等[12]以萘酰亚胺为荧光母体, 对硝基苄基作

为NTRs响应基团构建了探针 18。该探针吸收和发射

最大波长分别为 420和 491 nm, 检测限为 3.4 ng·mL-1。

该探针不仅能够选择性地成像大肠杆菌和金葡菌等细

菌 , 还能够选择性地成像 HepG2 和 MCF-7 等缺氧癌

细胞。

另外, Lee等[13]设计合成了探针 19～21, 在NADH

存在下, 探针分子中的硝基被还原, 产生具有高荧光亮

度的含氨基的二氰基亚甲基二氢呋喃 (dicyanomethyl‐

enedihydrofuran, DCDHF), 通过单分子成像定位于细

菌细胞膜。

2.1.2 作为供体作用于其他含氮化合物 (EC 1.7) 在

细菌中的氧化还原系统中, 偶氮还原酶 (azoreductases,

AzoR) 是一类重要的还原性酶, 能够还原裂解偶氮苯

化合物的氮氮双键 (-N=N-), 通过肼中间体生成苯胺。

AzoR催化机制涉及通过黄素单核苷酸 (FMN) 将 4个

电子从NAD(P)H顺序转移到底物[14,15], 还原过程一般

有两步: 首先在低含氧量的条件下偶氮键还原为肼的

结构, 然后在非酶促的作用下自身裂解为伯胺。第一

步为氧气含量决定步骤, 也就是偶氮键只有在低氧环

境下容易被还原, 因此偶氮苯还原可以为缺氧相关疾

病的诊断和治疗提供新思路[15]。

罗丹明常作为荧光探针和标记试剂, 具有较高的荧

光量子产率和好的光稳定性。Chevalier等[16]选择罗丹

明 110 (Rh 110) 作为荧光报告基团, 构建了基于AzoR

响应的双芳基重氮荧光探针 22。该探针将 Rh 110两

个苯胺基团转化成芳基重氮衍生物可以将荧光淬灭,

通过围绕N=N双键的旋转机制或反转机制, 两个偶氮

桥光化学异构化, 获得进一步的荧光淬灭作用。该探

针选择性地被 AzoR 还原 , 释放出 Rh 110, 荧光恢复 ,

可用于大肠杆菌、铜绿假单胞菌、金葡菌和粪肠球菌中

AzoR的荧光成像。此外, Tian等[17]设计并合成了一种

基于AzoR的半菁近红外荧光探针23。该探针对AzoR

的敏感性高, 荧光增强倍数为 17倍, 可被AzoR还原生

成含有氨基的半菁, 其荧光发射位于近红外区 735 nm

处, 可以实现大肠杆菌、金葡菌和铜绿假单胞菌可视化

成像, 并实现了基于AzoR的生物体内可视化成像。

2.2 基于转移酶 (EC 2) 型荧光探针

转移酶是一种催化除氢以外的各种化学官能团从

一种底物转移到另一种底物的酶类。例如酰基转移

酶、烷基转移酶、糖基转移酶、磷酸转移酶等。虽然转

移酶是参与生化代谢途径的关键酶, 但基于转移酶荧

光探针的报道要远少于检测氧化还原酶 (EC 1) 或水

解酶 (EC 3) 的荧光探针, 这或许是因为设计特异性区

分转移酶与水解酶或其他酶类的选择性掩蔽基团难度

较高[18]。基于EC 2型荧光探针整理见图3。

2.2.1 酰基转移酶(EC 2.3) 芳香胺N-乙酰基转移酶

(arylamine N-acetyltransferase, NATs) 是一种Ⅱ相药物

代谢酶, 在辅因子乙酰辅酶A存在下, 可介导芳香胺、

芳香肼、芳香酰肼和N-羟基芳胺乙酰受体底物乙酰化

的共轭酶[19-23]。到目前为止, 已经报道了两个编码N-

乙酰基转移酶的基因[23], 分别是 NAT1 和 NAT2, 它们

的氨基酸序列具有 87%的同源性[24], 但在底物特异性

上表现出明显的差异性[25]。一些治疗药物, 如抗菌药

物磺胺甲恶唑 (SMX) 和对氨基水杨酸 (PAS) 在体内

被NAT1乙酰化, 而NAT2在分枝杆菌细胞壁的合成中

起关键作用, 主要激活和失活芳香胺和肼类药物, 其中

包括一线抗结核药物异烟肼 (INH)[26,27]。Jin等[28]利用
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NAT2的催化性能开发了一种能够实时、特异性检测

细菌中NAT2的荧光探针 24, 该荧光探针可成功用于

检测金葡菌、铜绿假单胞菌、乳酸杆菌、分枝杆菌中

NAT2活性, 并为抗结核药物的发现提供了一种有效

的高通量筛选方法。

基于EC 2.3亚类构建荧光探针的另一个靶标是分

枝菌酸转移酶 (EC 2.3.1.122), 一种组装分枝菌酸膜的

酶。分枝菌酸膜 (mycolic acid membrane) 是细胞与外界

环境的分界面, 能够作为抗生素的渗透屏障。已知能产

生分枝菌酸膜的细菌都能产生多种分枝菌酸转移酶,

其中结核分枝杆菌有 3种, 结核分枝杆菌Ag85 A-C[29]。

Hodges等[30]开发了一种检测分枝菌酸转移酶抗原Ag85

活性的荧光探针, 通过将荧光团BODIPY衍生物、海藻

糖单甲酸酯 (TMM) 及其荧光淬灭基团DABCYL相结

合构建了TMM的荧光类似物 (探针 25)。该探针经过

丝氨酸残基亲核攻击的催化作用, 释放出淬灭剂-6'-海

藻糖使荧光恢复。该探针可以选择性地检测分枝杆

菌, 能够实时监测分枝菌酸膜的生物合成, 可作为选择

性检测混合菌群中分枝杆菌的诊断工具。此外, 该探

针还可成为一种强有力的筛选工具, 用于筛选分枝菌

酸转移酶抑制剂, 发现基于阻断Ag85活性的新型抗结

核药物。

2.2.2 转移含磷基团 (EC 2.7) 激酶是信号通路的重

要组成部分 , 可将 ATP 上的磷酸基团转移到底物特

定氨基酸上 , 具有底物多样化的特点。组氨酸激酶

(histidine kinase, HK, EC 2.7.13) 被细胞外信号激活, 导

致保守的组氨酸被ATP磷酸化。细菌双组分信号转导

系统 (two-component signal transduction systems, TCS)

主要是由两种不同的蛋白质组成的信号通路: 组氨酸

激酶和反应调节蛋白(response regular, RR)。在外界环

境刺激下, HK自磷酸化组氨酸保守残基, 再将磷酸化

基团转移到RR的天冬氨酸上, 引发适应性反应, 通常

是上调或下调基因表达。TCS是细菌体内最重要的信

号转导系统, 调控细菌的许多功能, 包括生长、繁殖、毒

性和抗生素耐药性等, 是理想的新型抗菌药物靶点。

为了直接检测 HK活性, Wilke等[31]构建了基于 HK激

酶活性检测的探针 26。该探针将 BODIPY 荧光团衍

生物与硫代磷酸基化的ATP 类似物相连, 赋予 P-N键

更高的稳定性。该探针可以标记活性HK蛋白, 与ATP

竞争结合位点, 并且荧光团也可以进一步转移到 RR

蛋白上。这种基于TCS活性的荧光探针为细菌HK激

酶活性以及RR蛋白磷酸化转移信号传导过程提供了

一种新的可视化策略, 将进一步促进 HK激酶功能研

究和新型HK抑制剂的发现。

2.3 基于水解酶 (EC 3) 型荧光探针

水解酶是一类催化水解反应酶的总称, 或者可以

称它们是一类特殊的转移酶, 使用水作为转移基团的

受体。蛋白水解酶能催化一系列化学键的水解断裂,

是响应型荧光探针设计的一类重要靶标。

2.3.1 酯酶 (EC 3.1.1) 基于EC 3.1型荧光探针整理

见图 4。酯酶是一类丝氨酸蛋白酶, 在生物体内起着

重要的生理调节功能, 与许多病理过程相关, 基于酯酶

检测荧光探针的开发具有重要的意义。最简单的酯酶

荧光探针是被乙酸酯掩蔽的荧光团 [例如, 二乙酸荧

光素 (fluorescein diacetate, FDA)], 但由于其自水解的

性质, 这些荧光团可能会受到高背景荧光的影响[32-34]。

因此, 研究人员发展了多种掩蔽策略来构建更稳定的

荧光探针, 其中最常见的是乙酰氧基甲基醚作为掩蔽

基团, 可以酯裂解产生羟甲基醚, 产生游离荧光团 (探

针 27～29)[35], 这些荧光基团主要有香豆素、荧光素、罗

丹明和试卤灵等。

基于酯酶激活的荧光探针 30[36]和 31[37]能够可视

Figure 3 Structures of probes activated by bacterial transferase enzymes EC 2
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化 A 型肉毒杆菌毒素和结核分枝杆菌的酯酶和脂肪

酶。探针 31基于试卤灵骨架构建, 是一种具有尾部可

变脂质的远红外探针, 可用于细菌酯酶和脂肪酶的活

性检测。通过使用一组含有不同脂质的探针测试样

品, 可以使用特征酯酶指纹来区分结核分枝杆菌和相

似的细菌菌株, 其中含有 4C和 8C脂质的荧光探针稳

定性高于 2C脂质探针。随后, Tallman等[38]基于荧光

素骨架和结核分枝杆菌酯酶底物开发了探针 32, 与其

他探针相比, 该探针能检测出更多种类的脂酶, 从而揭

示感染、休眠和重新激活状态下结核杆菌的酯酶活性。

2.3.2 磷酸单酯水解酶 (EC 3.1.3) 磷酸单酯水解酶

能够催化磷酸单酯化合物中磷酸单酯键切断而使磷酸

Figure 4 Structures of probes activated by hydrolases enzymes EC 3.1-3.2
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基游离, 可以细分为碱性磷酸酶和酪氨酸磷酸酶等, 在

细胞生理过程中起着关键作用。

碱性磷酸酶 (alkaline phosphatase, ALP, EC 3.1.3.1)

广泛存在于各种哺乳动物组织中, 其活性水平异常与

各种疾病相关, 经常被用作生物标记物和疾病诊断指

标。迄今为止, 研究人员已经设计并开发出多种ALP

荧光探针。然而, 在复杂和动态的环境中开发用于检

测活细胞ALP 荧光探针, 特别是用于检测细菌ALP荧

光探针仍然具有挑战性。探针 33[39]具有聚集诱导发

射 (aggregation-induced emission, AIE) 效应的荧光特

性。该探针含有磷酸化的酪氨酸, 经ALP的催化发生

去磷酸化。探针 33去磷酸化后亲水性降低, 在细菌表

面自组装形成纤维状结构, 并产生AIE荧光效应。该

探针对ALP表现出较高的选择性和灵敏度, 检出限为

6.6×10-3 U·mL-1, 可用于大肠杆菌中 ALP 的活性检测

以及细菌 ALP活性的原位成像。该方法不需要繁琐

的洗涤步骤, 大约需要 1 h, 比商业化的ALP检测试剂

盒更具优势。

酪氨酸磷酸酶 (protein tyrosine phosphatase, PTP,

EC 3.1.3.48) 的活性测定基于酶水解底物的芳基磷酸

酯部分, 产生荧光活性产物。许多荧光底物可用于PTP

的活性测定, 其中对硝基苯磷酸盐 (pNPP)、荧光素二

磷酸酯四铵盐 (FDP) 和 6,8-二氟-4-甲基伞形酮磷酸

酯 (DiFMUP) 是最常用的荧光底物[40,41]。其中, pNPP

不产生荧光, 需要用比色法进行不连续测定; MUP和

DiFMUP 激发波长为 360 nm, 发射波长为 450 nm, 具

有细胞渗透性; FDP 激发波长为 495 nm, 具有热不稳

定性, 其发射光谱与细胞自发荧光重叠, 而且不能自由

渗透细胞。探针 34[42]是基于试卤灵为骨架构建的检

测PTP活性的荧光探针, 该探针可以在酸性和中性 pH

值下测定 , 激发波长为 560～570 nm, 具有细胞渗透

性, 可用于细胞内酪氨酸磷酸酶荧光成像分析。探针

35[43]作为双光子荧光探针, 具有更深的组织穿透深度,

组织穿透深度大于100 μm。

2.3.3 硫酸酯酶 (EC 3.1.6) 硫酸酯酶 (EC 3.1.6) 是一

类能催化裂解硫酸酯键的酶, 它在细胞中的过表达与

多种疾病密切相关, 并参与细菌的致病机制[44,45]。因此,

硫酸酯酶抑制剂的设计引起了广泛关注, 无论是用于

研究硫酸酯酶功能的影响还是用于治疗干预。最有前

景的硫酸酯酶抑制剂是氨基磺酸酯, 例如 EMATE[46]、

COUMATE[47]和 667COUMATE[48]。目前 , 报道有 3 种

类型的荧光团用于硫酸酯酶活性检测, 包括香豆素衍

生物 [例如, 4-甲基伞形酮硫酸盐 (4-MUS)]、荧光素衍

生物和试卤灵衍生物 (DDAO-硫酸盐)[49,50]。4-MUS和

DDAO-硫酸盐的水解产物分别为 4-MU (λex = 360 nm,

λem = 450 nm), DDAO (λex = 600 nm, λem = 660 nm)。探针

36[51]和硫酸酯酶反应后, 发射波长发生红移, 量子产率

增加 14倍 (Φ = 0.4)。探针 37[52]是荧光素衍生物, 与硫

酸酯酶反应后从无荧光的探针水解为有荧光的产物

(λex = 472 nm, λem = 510 nm, Φ = 0.4)。探针 38[52]经过硫

酸酯酶水解后生成试卤灵 (λex = 574 nm, λem = 581 nm,

Φ = 0.74), 与探针36相比发生红移, 具有较高的荧光量

子产率。这些荧光探针均适用于各种细菌硫酸脂酶的

活性测定, 尤其对分枝杆菌硫酸酯酶具有更高的选择

性, 并为构建新型硫酸酯酶探针奠定了基础。

2.3.4 糖基化酶 (3.2) 基于 EC 3.2 型荧光探针整理

见图 4。β-半乳糖苷酶 (EC.3.2.1.23) 是一种糖苷水解

酶, 其主要生理功能是催化 β-半乳糖苷水解成单糖, 由

β-半乳糖苷酶基因编码, 4个亚基组成的四聚体, 是糖

链结构分析中的重要工具酶。β-半乳糖苷酶广泛存在

于动物、植物、微生物和培养细胞中, 作用的底物包括

神经节苷脂GM1、乳糖苷、乳糖、各种糖蛋白。荷兰生

物学家 Beijerincek 于 1889 年首次报道了 β-半乳糖苷

酶可水解乳糖[53]。目前, 针对人类疾病相关的 β-半乳

糖苷酶荧光检测探针研究广泛, 但针对细菌中 β-半乳

糖苷酶荧光探针研究还很少。

为了降低背景干扰、增加透膜率, 探针 39[54]将荧

光素糖基化衍生物与大分子蛋白质结合, 当探针被大

肠杆菌中的 β-半乳糖苷酶识别水解后, 恢复为发光的

荧光素衍生物。相对于探针 39的绿光发射, 探针 40[55]

与酶发生水解反应后能够触发自身水解, 最终水解产

物具有深红光发射 (λex = 630 nm, λem = 650～730 nm)。

2.3.5 作用于肽键 (肽酶, EC 3.4) 基于 EC 3.4型荧

光探针整理见图 5。β-丙氨酰氨肽酶 (β-alanyl amino‐

peptidase, BAP, EC 3.4.11) 由铜绿假单胞菌、伯克霍尔

德菌和黏质沙雷菌特异性表达 , 因此可以通过构建

BAP 荧光探针来检测特定的菌株。探针 41[56]通过自

降解的 linker 将特异性酶底物和香豆素衍生物偶联 ,

能在 6 h内特异性检测铜绿假单胞菌。但是这类荧光

探针大部分都是 off-on类型的蓝色荧光探针, 会受到

细菌自身荧光的干扰, 因此, 研究人员研发了长波长荧

光探针分子 , 其中包括基于 BAP 酶响应的荧光探针

42[57]和波长转移型探针 43[58]。探针 43[59]被酶识别后

结构转化, 能够发生激发态分子内质子转移 (excited-

state intramolecular proton transfer, ESIPT) 以及发射波

长改变, 不仅可以区分死菌和活菌, 还可以进一步鉴定

产生β-丙氨酰氨肽酶的细菌。

来自金葡菌的丝氨酸蛋白酶 (staphylococcal serine

protease, SspA, EC 3.4.21.19), 也称为V8蛋白酶, 在细

菌逃避宿主免疫防御机制中起重要作用, 是金葡菌V8
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Figure 5 Structures of probes activated by bacterial hydrolases enzymes EC 3.4
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菌株 (GluV8) 谷氨酰内肽酶 I 家族的成员[60]。它能够

特异性地切割Glu (谷氨酸) 残基和Asp (天冬氨酸) 残

基的羧基端肽键, 其中 Glu 残基水解速率大约是 Asp

残基水解速率的 100～1 000 倍。因此 , Wang 等[61]将

SspA 特异性底物作为连接肽 , 两端分别引入能发生

FRET效应的花菁类染料, 构建了比率型荧光探针 44、

45。其中探针 45连接了疏水脂质链, 进一步增加了细

菌膜的靶向性, 已经成功应用于金葡菌SspA酶活性的

实时成像。

分选酶A (EC 3.4.22) 是革兰阳性菌将表面蛋白锚

定到细胞壁上的关键酶, 可催化蛋白质-蛋白质和蛋白

质-小分子之间形成酰胺键[62]。分选酶A可裂解靶蛋

白中分选酶识别序列的保守C端LPXTG序列 (X = 任

何氨基酸) 的Thr和Gly之间的酰胺键, 形成酰基中间

体, 然后该中间体被甘氨酸亲核攻击以产生新的连接

产物。探针 46[63]通过分选酶介导可以对金葡菌细胞

壁进行标记。将细菌与含有小分子标签的多肽共孵

育 , 探针分子在穿透细胞壁后 , 被分选酶 A 识别 , 在

C端的苏氨酸和甘氨酸残基之间切割, 并将剩余的 N

端部分共价连接到能形成细胞壁的脂质上。由于分选

酶 A 的成键特性 , 因此提出分选酶介导的连接技术

(sortase-mediated ligation, SML) 进行蛋白工程的构

建。探针 47和 48[64]通过将荧光素或罗丹明荧光团连

接在氨基酸序列 GGG的一端, 在分选酶 A的作用下,

可视化H-2Kb 蛋白 (该蛋白的C末端标记了LPETG序

列)。同样, 探针 49[65]是针对破骨细胞分化因子设计的

荧光探针。该探针通过将荧光团与GGG短肽相连, 在

分选酶A介导的转肽酶作用下可实现活细胞表面位点

特异性荧光标记, 该标记反应可以在含或不含血清的

培养基或 PBS 中进行, 并且在孵育 5 min后就能检测

到标记产物。值得一提的是, 不仅小分子探针, 还有大

的重组蛋白可以成功连接到LPXTG序列, 为蛋白质工

程提供了新的机会[66-69]。

2.3.6 β-内酰胺酶 (EC 3.5.2) 基于 EC 3.5型荧光探

针整理见图 6。细菌对抗生素耐药的最常见机制是细

菌产生内源性 β-内酰胺酶, 使 β-内酰胺类抗生素水解

而灭活。它是由细菌产生, 可以在青霉素和头孢菌素

衍生物靶向细胞壁并抑制细菌生长之前有效地水解这

些抗生素。根据不同的表达模式和催化机制, β-内酰

胺酶可以分为A、B、C和D四个类型, 每类都具有其独

特的氨基酸序列, 赋予细菌内在的抗生素耐药性[70, 71]。

因此, 针对 β-内酰胺酶的研究受到广泛关注, 许多有机

小分子荧光探针被相继开发和报道[72-82]: ① 基于FRET

机制构建比率型探针。探针 50[75]应用FRET策略发展

了钌 (II) 头孢菌素荧光探针, 该探针将 [Ru(bpy)3]
2+发

光团和淬灭基团BHQ3与头孢菌素相结合, 可被内源

性 β-内酰胺酶选择性水解, 从而为耐药菌提供高特异

性和敏感性细胞内荧光成像方法。探针51[76]利用β-内

酰胺酶选择性底物 C-2 和两个荧光团构建了比率型

荧光探针, 其中供体激发波长为 440 nm, 发射波长为

520 nm, 受体发射波长为 590 nm, 该探针能够定量检

测不同菌种 β-内酰胺酶活性。探针 52[77] 将具有FRET

效应的供体 FITC和受体Dabcyl通过共价交联连接到

头孢菌素上, 并且在头孢菌素 7′位引入DBCO疏水基

团, 可实现耐药Amp C β-内酰胺酶 (头孢菌素水解酶)

特异性检测 (荧光信号增强 67倍), 为活体条件下耐药

菌感染可视化提供了策略。② Turn on型荧光探针的

构建。探针 53、54[78]被 β-内酰胺酶激活时荧光发射增

强 100～200 倍 , 并且对于结核分枝杆菌 β-内酰胺酶

BlaC 与 TEM-1 型 β-内酰胺酶的选择性高达 1 000 倍,

能够在 10 min内成功检测活病原体, 为结核分枝杆菌

早期诊断提供了快速、准确的检测方法。探针 55[79]以

Cy 5.5为荧光团, 通过酶底物连接一个淬灭基团, 被 β-

内酰胺酶激活后发射波长为 690 nm, 显示出超高的灵

敏度, 实现了非入侵性肺部感染活体动物结核分枝杆

菌的检测。探针 56、57[72]在被 β-内酰胺酶激活时荧光

打开, 同时能与目标酶或附近的蛋白质产生共价键, 增

强实用性。探针 58[73]具有两个 β-内酰胺酶活性位点,

增强特异性。探针59[74]被β-内酰胺酶激活时荧光发射

增强 214倍, 可以特异性地检测BlaC β-内酰胺酶。探

针 60[81]是一种具有AIE性质的 β-内酰胺酶激活探针。

该探针在被 β-内酰胺酶激活时荧光打开, 同时切割的

TPE-OH 部分充当光敏剂, 通过在光照射下产生活性

氧 (ROS) 来破坏细菌。通过将头孢菌素作为 β-内酰

胺酶反应部分, 海藻糖作为Ag85s靶向基团构建了探

针61[82], 可以提高对结核分枝杆菌的特异性识别。

3 总结和展望

细菌代谢酶响应型荧光探针是用于细菌成像的高

灵敏度工具。探针设计和应用的多样化丰富了酶活性

检测工具包, 并搭建了在活细菌和体内细菌感染模型

系统可视化的通用方法。尽管已经开发了许多用于细

菌检测和相关应用的荧光探针, 但仍需要进一步的改

进。未来的研究重点可能会集中在两个主要领域, 增

强酶激活的特异性和改进探针的化学结构。

荧光成像获得的空间信息和病理生理变化与酶特

异性程度直接相关。针对某一代谢酶家族里特定分型

构建探针 (例如探针 52), 将为识别特定细菌种类或酶

的分泌和作用位置提供更高分辨率的信息。此外, 运

用FRET策略构建比率型荧光探针 (例如探针44、45和

51), 可用于细胞代谢机制研究, 同时最大限度地降低
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Figure 6 Structures of probes activated by bacterial hydrolases enzymes EC 3.5
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了内源性的噪音干扰。希望本篇综述将有助于推进实

时监测细菌感染荧光探针的开发和生物验证模型的

设计。
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