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摘要: 线粒体作为一种重要的细胞器ꎬ其功能包括能量供应、信号传导、细胞分化以及控制细胞生理周期和

细胞生长等ꎮ 线粒体的任何损伤及随后的功能障碍都可能导致一系列人类疾病ꎮ 其中线粒体 ｐＨ 直接影响

着其生化过程ꎬ正常的 ｐＨ 水平是线粒体功能正常运作的基础ꎮ 本文以 ７￣羟基香豆素为原料ꎬ合成了一种对

线粒体特异性标记的 ｐＨ 荧光探针(ＣＭＰＨ)ꎮ 并对该探针的光学性质、细胞毒性和线粒体靶向能力进行了研

究ꎮ 结果表明ꎬ探针 ＣＭＰＨ 具有较大的斯托克斯位移ꎬ能对 ｐＨ 特异性荧光响应ꎮ ｐＨ 在 ６. ５ ~ ８. ２ 范围内时ꎬ
探针的荧光强度和 ｐＨ 值具有良好的线性关系ꎮ 细胞毒性测试表明探针 ＣＭＰＨ 细胞毒性低ꎮ 共聚焦荧光成

像结果证明ꎬ该探针能有效靶向线粒体并能监测线粒体 ｐＨ 的变化ꎮ 我们的目的是为线粒体 ｐＨ 变化的监测

提供一种新的成像工具ꎮ
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１　 引　 　 言

线粒体是真核细胞母系遗传的细胞质细胞

器ꎬ是重要的生物能合成工厂[１]ꎮ 线粒体在细胞

新陈代谢、器官、组织以及整个生命体内包括

Ｃａ２ ＋ 平衡的调控[２]、清除多余或者破损的细胞器

和触发细胞死亡等方面都起着至关重要的作

用[３￣４]ꎮ 因此ꎬ细胞的存活需要维持正常的线粒

体水平ꎮ 线粒体缺陷或功能障碍与一些心血管和

神经性疾病等有关[５￣７]ꎮ 而且线粒体的微环境与

其功能关系紧密ꎬ尤其是 ｐＨ 值直接影响其生化

过程ꎮ 例如线粒体表现出一种略碱性基质ꎬ穿过

内膜的质子动力能驱动 ＡＴＰ 合成、离子及代谢物

吸收到基质中去[８]ꎮ 由此可见ꎬ线粒体动态变

化[９]和微环境[１０] 的检测对线粒体生物学及相关

疾病的研究具有重要意义ꎮ
到目前为止ꎬ已报道的 ｐＨ 测定方法包括核

磁共振法(ＮＭＲ) [１１]、吸收光谱法[１２￣１３]、表面增强

拉曼散射法(ＳＥＲＳ) [１４￣１５]、水凝胶[１６] 等ꎮ 而基于

ｐＨ 荧光探针的荧光成像方法因能排除其他信号

分子的干扰ꎬ对 ｐＨ 具有特异性响应、灵敏度高和

实时性等优点而备受关注[１７￣１８]ꎮ 开发具有线粒

体靶向能力的 ｐＨ 荧光探针将为细胞线粒体内

ｐＨ 波动的实时成像研究提供有力工具ꎮ
基于本课题组利用荧光探针可视化研究细胞微

环境方面的工作[１９￣２２]ꎬ本文以性能优异的香豆

素[２３￣２５]为荧光团设计并合成了一种靶向线粒体的

ｐＨ 荧光探针(ＣＭＰＨ)ꎮ 酚羟基是 ｐＨ 响应基团ꎬ在
ｐＨ <７ 的酸性条件下ꎬ羟基是较弱的电子供体ꎻ在
ｐＨ >７ 的碱性条件下ꎬ脱质子化的 Ｏ － 是较强的供电

子基团ꎮ 带正电荷的苯并噻唑盐既赋予探针良好的

水溶性[２６]ꎬ又可作为有效的线粒体的靶向基团ꎮ 通

过对光学性能和细胞毒性的测试ꎬ表明该探针具有

ｐＨ 特异性和较好的生物相容性ꎮ 本研究通过对细

胞共聚焦荧光成像的分析ꎬ评价了探针 ＣＭＰＨ 用于

活细胞线粒体 ｐＨ 特异性荧光成像的可行性ꎬ旨在为

线粒体微环境的可视化检测及相关疾病的研究提供

一种便捷的化学工具ꎮ

２　 实　 　 验

２. １　 化学试剂

７￣羟基香豆素(阿拉丁试剂有限公司)、吡啶(天
津博迪化工有限股份公司)、三氟乙酸(安耐吉化

学)、２￣甲基苯并噻唑(安耐吉化学)、乙酸乙酯、二甲

基亚砜(ＤＭＳＯ)及其他试剂均为市售分析纯级ꎮ
２. ２　 探针 ＣＭＰＨ 的合成

探针 ＣＭＰＨ 的合成路线如图 １ 所示ꎮ
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图 １　 探针 ＣＭＰＨ 的合成路线

Ｆｉｇ. １　 Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｒｏｕｔｅ ｏｆ ｐｒｏｂｅ ＣＭＰＨ

２. ２. １　 中间体的合成

根据文献[２７]合成 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ １(７￣乙酰氧基香豆

素)和 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ２(７￣羟基香豆素￣８￣醛)、文献[２８]合
成 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ３(３￣苄基￣２￣甲基苯并噻唑溴盐)ꎮ
２. ２. ２　 探针 ＣＭＰＨ 的合成

精准地称取一定量的 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ２(０. ５３ ｇꎬ２. ８
ｍｍｏｌ)和 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ３(０. ８９７ ｇꎬ２. ８ ｍｍｏｌ)加入史

莱克瓶中ꎬ在氮气保护下加入乙醇(１０ ｍＬ)和哌

啶(３ 滴)ꎬ７０ ℃下反应 ８ ｈꎬ反应完全后ꎬ冷却至

室温ꎬ抽滤ꎬ乙醚洗涤 ３ 次ꎬ收集得到墨绿色固体

ＣＭＰＨ １. １８ ｇꎬ收率为 ８６％ ꎮ １Ｈ ＮＭＲ(４００ ＭＨｚꎬ
ＣＤＣｌ３ ) δ １０. ５２ ( ｓꎬ１Ｈ) ８. ４１ ( ｄꎬ Ｊ ＝ １５. ３ Ｈｚꎬ
２Ｈ)ꎬ８. ３１(ｄꎬＪ ＝ １５. ０ Ｈｚꎬ２Ｈ)ꎬ７. ９２(ｄꎬＪ ＝ １０. ５
Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ７. ８１(ｔꎬＪ ＝ ７. ６ Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ７. ７３(ｔꎬＪ ＝ ７. ４
Ｈｚꎬ１Ｈ)ꎬ７. ５９(ｓꎬ１Ｈ)ꎬ７. ３９ ~ ７. ３３(ｍꎬ５Ｈ)ꎬ６. ７９
(ｓꎬ１Ｈ)ꎬ６. ２３ ( ｓꎬ１Ｈ)ꎬ６. ０２ ( ｓꎬ２Ｈ)ꎻ１３ Ｃ ＮＭＲ
(１００ ＭＨｚꎬＣＤＣｌ３) δ １７２. ４ꎬ１６０. ８ꎬ１５４. ９ꎬ１４９. ５ꎬ
１４３.５ꎬ１４１.０ꎬ１３４. ５ꎬ１３３. ４ꎬ１３２. ４ꎬ１３０. ７ꎬ１２９. ７ꎬ１２９. ０ꎬ
１２８. ６ꎬ１２６. ６ꎬ１２５. ７ꎬ１２２. ９ꎬ１１８. ２ꎬ１１５. ２ꎬ１１３. ４ꎬ
１１３. ２ꎬ１０８. １ꎬ５８. ５ꎮ ＥＳＩ￣ＭＳ:ｍ/ ｚ ４１２. ０９９ ９([Ｍ￣
Ｂｒ] ＋ ꎬｃａｌｃｄ ４１２. １００ ２)ꎮ
２. ３　 光谱测试

探针 ＣＭＰＨ 母液配制:称取一定量的 ＣＭＰＨ
溶于 ＤＭＳＯꎬ配制成浓度为 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ 的备用储备

液ꎬ０ ℃保存ꎮ 移液枪精准移取 １５ μＬ 探针母液ꎬ
加入不同 ｐＨ 的 ＰＢＳ 缓冲溶液配成浓度为 １０
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μｍｏｌ / Ｌ 的测试液ꎬ测试探针的紫外和荧光光谱ꎮ
２. ４　 干扰性测试

在 ｐＨ ＝７. ４ 的条件下ꎬ向 ＣＭＰＨ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)
中加入各分析物(５０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎮ ３０ ｍｉｎ 后ꎬ激发波

长选择 ３８０ ｎｍꎬ测试加入各分析物后溶液荧光强

度的变化ꎮ
２. ５　 细胞共聚焦荧光成像

在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２的湿化气氛下ꎬ将人宫颈癌

细胞(ＨｅＬａ)培养于含有 １０％ 胎牛血清(ＦＢＳ)、
１％青霉素 (１００ μｇ / ｍＬ)、１％ 链霉素 (１００ μｇ /
ｍＬ)的 Ｄｕｌｂｅｃｃｏｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｅａｇｌｅ ｍｅｄｉｕｍ(ＤＭＥＭ)
培养基中ꎮ 将生长状态良好的细胞移至含有 １０
μｍｏｌ / Ｌ ＣＭＰＨ 和 ０. ５ μｍｏｌ / Ｌ 商业化染料(Ｍｉｔｏ￣
Ｔｒａｃｋｅｒ Ｇｒｅｅｎ)的 ＤＭＥＭ 培养基中孵育 ４５ ｍｉｎꎬ用
ＰＢＳ 缓冲液洗涤 ３ 次ꎮ 细胞荧光成像在共聚焦显

微镜(Ｌｅｉｃａ ＴＣＳ ＤＩＶＥ / ＳＰ８ ＤＩＶＥ)上进行ꎬ获得标

记细胞的荧光显微镜图像ꎮ 利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 进行图

像数据采集和处理ꎮ

３　 结果与讨论

３. １　 探针的光学性质

分别测试了在不同 ｐＨ(５. ０ꎬ６. ０ꎬ６. ５ꎬ６. ８ꎬ
７. ０ꎬ７. ５ꎬ７. ８ꎬ８. ０ꎬ９. ０ꎬ１０. ０)的 ＰＢＳ 缓冲溶液中

ＣＭＰＨ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)的紫外吸收光谱和荧光发射

光谱ꎮ 如图 ２(ａ)所示ꎬ探针在 ３８０ ｎｍ 处显示出

最大吸收峰ꎬ当 ｐＨ 值从 ５. ０ 增加到 １０. ０ 时ꎬ探
针 ＣＭＰＨ 最大吸收峰的峰值也伴随着 ｐＨ 的增大

而升高ꎮ 如图 ２(ｂ)所示ꎬ探针 ＣＭＰＨ 在 ３８０ ｎｍ
激发光的照射下ꎬ在 ４６０ ｎｍ 左右显现出最大发射

峰ꎬ探针的斯托克斯位移为 ８０ ｎｍ 左右ꎬ证明该探

针具有背景干扰低的优点ꎮ 随着 ｐＨ 值的增大ꎬ
探针的荧光强度呈现逐渐增大的趋势ꎮ 如图

２(ｃ)所示ꎬ我们对不同 ｐＨ 下探针的荧光强度进

行拟合ꎬ得出探针的 ｐＫａ ＝ ７. ７９ꎮ 如图 ２ ( ｄ)所

示ꎬ探针在 ｐＨ 值为 ６. ５ ~ ８. ２ 范围内的响应呈良

好的线性关系ꎬ线性相关系数为 Ｒ２ ＝ ０. ９９ꎮ
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图 ２　 探针在不同 ｐＨ 条件下的光学性质ꎮ (ａ)紫外吸收光谱ꎻ(ｂ)荧光发射光谱(λｅｘ ＝ ３８０ ｎｍ)ꎻ(ｃ)探针的荧光强度随

ｐＨ 波动的趋势图ꎻ(ｄ)探针的荧光强度与 ｐＨ 的线性关系ꎮ
Ｆｉｇ. ２　 Ｏｐｔｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｂｅ ｔｅｓｔｅｄ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐＨ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ. (ａ)Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ. (ｂ)Ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ(λｅｘ ＝

３８０ ｎｍ). (ｃ)Ｔｒｅｎｄ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｐｒｏｂｅ ｆｌｕｃｔｕａｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ｐＨ. (ｄ)Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｆｌｕｏ￣
ｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ＣＭＰＨ ａｎｄ ｐＨ.

３. ２　 干扰性实验

众所周知ꎬ细胞内环境是由许多不同的生物

分子和离子组成的ꎮ 为了证实 ＣＭＰＨ 能够有效

地检测细胞内复杂环境中的 ｐＨ 值ꎬ在 ｐＨ ＝ ７. ４
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的 ＰＢＳ 缓冲液中测试了 ＣＭＰＨ 在一些阴阳离子

和生物信号分子存在下的荧光强度ꎮ 从图 ３ 可以

看出ꎬ探针在分别加入相应的离子和信号分子后ꎬ
几乎都没有观察到明显的荧光变化ꎬ说明 ＣＭＰＨ
对 ｐＨ 的检测具有较高的选择性ꎮ 此外ꎬ由于羟

基的质子化 /脱质子化的可逆性ꎬ我们分别在

ｐＨ ＝５. ０ 和 ｐＨ ＝ ８. ０ 的 ＰＢＳ 缓冲液中对探针进

行了循环 ８ 次的荧光测试ꎮ 如图 ４ 所示ꎬＣＭＰＨ
在 ＰＢＳ 缓冲溶液中表现出极好的可逆性ꎮ
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图 ３　 探针 ＣＭＰＨ 的干扰性测试(Ｆ:探针加入离子或生

物成分后的荧光强度ꎻＦ０:探针的荧光强度)
Ｆｉｇ. ３　 Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｔｅｓｔ ｏｆ ｐｒｏｂｅ ＣＭＰＨ(Ｆ: ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ￣

ｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｐｒｏｂｅ ｗｉｔｈ ａｄｄｉｎｇ ｉｏｎｓ ｏｒ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｐｅ￣
ｃｉｅｓꎬ Ｆ０: ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｐｒｏｂｅ)
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图 ４　 探针 ＣＭＰＨ 在 ｐＨ ＝ ５. ０ 和 ｐＨ ＝ ８. ０ 时的可逆性

测试

Ｆｉｇ. ４ 　 Ｒｅｖｅｒｓｉｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｐｒｏｂｅ ＣＭＰＨ ａｔ ｐＨ ＝ ５. ０ ａｎｄ
ｐＨ ＝ ８. ０

良好的水溶性和稳定性是探针进行生物应用

的前提ꎮ 在 ｐＨ ＝ ７. ４ 的 ＰＢＳ 缓冲液中测试了

ＣＭＰＨ 在不同时间段荧光强度的变化ꎬ如图 ５ 所

示ꎬ探针在 ２４ ｈ 内并无明显的荧光强度变化ꎮ 同

时ꎬ在测试过程中并没有发现明显的探针絮状沉

淀ꎬ表明该探针具有良好的水溶性和稳定性ꎮ
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图 ５　 不同时间段探针荧光强度的变化

Ｆｉｇ. ５ 　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｐｒｏｂｅｓ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｅｒｉｏｄｓ

３. ３　 细胞毒性

为了评价探针 ＣＭＰＨ 是否适合细胞成像ꎬ我
们用 ＭＴＴ 法[２９]测试了 ＣＭＰＨ 的细胞毒性ꎮ 即使

在使用了 ２０ μｍｏｌ / Ｌ 的 ＣＭＰＨ 处理 ＨｅＬａ 细胞 ２４
ｈ 的情况下ꎬ仍有 ８８％左右的细胞保持细胞活力ꎬ
如图 ６ 所示ꎮ 结果表明ꎬＣＭＰＨ 具有较低的细胞

毒性ꎬ对细胞损伤较小ꎬ可以进行细胞成像ꎮ
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图 ６　 细胞毒性测试

Ｆｉｇ. ６　 Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ

３. ４　 活细胞线粒体共定位荧光成像

为了评估探针能否用于活细胞线粒体 ｐＨ 变

化的特异性检测ꎬ对细胞进行了荧光共聚焦成像ꎮ
选取 ＨｅＬａ 细胞作为实验细胞进行线粒体共定位

实验ꎮ 用含有 ＣＭＰＨ(１０ μｍｏｌ / Ｌ) 和商业染料

Ｍｉｔｏ￣Ｔｒａｃｋｅｒ Ｇｒｅｅｎ(０. ５ μｍｏｌ / Ｌ)的培养基共同孵

育 ＨｅＬａ 细胞 ３０ ｍｉｎꎮ 如图 ７(ａ)所示ꎬ在蓝色通

道我们观察到强烈的蓝色荧光ꎬ并能清楚地看到

线粒体的分布ꎬ主要分布在细胞质中ꎬ且和商业染

料标记的线粒体的观察结果一致(图 ７(ｂ))ꎮ 图

７(ｃ)为细胞明场ꎮ 如图 ７(ｄ)所示ꎬ我们与商业

染料的线粒体定位效果进行对比发现ꎬ探针的细
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图 ７　 探针 ＣＭＰＨ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)和 Ｍｉｔｏ￣Ｔｒａｃｋｅｒ Ｇｒｅｅｎ(０. ５ μｍｏｌ / Ｌ)共同染色 ＨｅＬａ 细胞的线粒体共定位成像ꎮ (ａ)蓝色

通道:ＣＭＰＨ(λｅｘ ＝ ３８０ ｎｍꎬλｅｍ ＝ ４４０ ~ ４８０ ｎｍ)ꎻ(ｂ)绿色通道:Ｍｉｔｏ￣Ｔｒａｃｋｅｒ Ｇｒｅｅｎ(λｅｘ ＝ ４８８ ｎｍꎬλｅｍ ＝ ５００ ~ ５４０
ｎｍ)ꎻ(ｃ)明场ꎻ(ｄ)蓝色通道和绿色通道叠加图ꎻ(ｅ)探针 ＣＭＰＨ 和 Ｍｉｔｏ￣Ｔｒａｃｋｅｒ Ｇｒｅｅｎ 的荧光强度相关性分布图ꎻ
(ｆ)ＨｅＬａ 细胞的荧光强度剖面图ꎮ 比例尺:２０. ００ μｍꎮ

Ｆｉｇ. ７　 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｃｏ￣ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＣＭＰＨ(１０ μｍｏｌ / Ｌ) ａｎｄ Ｍｉｔｏ￣Ｔｒａｃｋｅｒ Ｇｒｅｅｎ (０. ５
μｍｏｌ / Ｌ). (ａ)Ｂｌｕｅ ｃｈａｎｎｅｌ: ＣＭＰＨ(λｅｘ ＝ ３８０ ｎｍꎬ λｅｍ ＝ ４４０ － ４８０ ｎｍ). (ｂ)Ｇｒｅｅｎ ｃｈａｎｎｅｌ: Ｍｉｔｏ￣Ｔｒａｃｋｅｒ Ｇｒｅｅｎ
(λｅｘ ＝ ４８８ ｎｍꎬ λｅｍ ＝ ５００ － ５４０ ｎｍ). (ｃ)Ｂｒｉｇｈｔ. (ｄ)Ｏｖｅｒｌａｙ ｏｆ ｂｌｕｅ ａｎｄ ｇｒｅｅｎ ｃｈａｎｎｅｌｓ. (ｅ)Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｍａｐ ｏｆ ｐｒｏｂｅ ＣＭＰＨ ａｎｄ Ｍｉｔｏ￣Ｔｒａｃｋｅｒ Ｇｒｅｅｎ. ( ｆ) Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ.
Ｓｃａｌｅ ｂａｒｓ: ２０. ００ μｍ.

胞荧光图像与绿色通道的商业染料染色的细胞荧

光图像重叠率很高ꎬ重叠系数为 Ｒｒ ＝ ０. ９２ (图

７(ｅ))ꎮ 为了进一步说明探针能特异性靶向线粒

体ꎬ我们截取细胞荧光图像的一段区域进行荧光

变化分析ꎬ如图 ７( ｆ)所示ꎬ在同一位置探针和商

业染料的荧光变化几乎同步进行ꎬ更直观地揭示

了探针 ＣＭＰＨ 具有良好的线粒体靶向能力ꎮ
３. ５　 细胞 ｐＨ 荧光成像

为了验证探针 ＣＭＰＨ 检测线粒体 ｐＨ 变化的

能力ꎬ我们用共聚焦显微镜观察了不同 ｐＨ 环境

下线粒体的荧光强度ꎮ 使用不同 ｐＨ 的高 Ｋ ＋ 缓

冲液和尼日利亚菌素(１０ μｍｏｌ / Ｌ)培养 ＨｅＬａ 细

胞 ３０ ｍｉｎꎮ 如图 ８ 所示ꎬ我们发现在酸性环境下

(ｐＨ ＝５. ０)蓝色通道的荧光较弱ꎮ 随着 ｐＨ 值增

大到 ７. ０ 和 ９. ０ꎬ蓝色通道的荧光强度逐渐增强ꎬ
这与该探针的光学行为表现一致ꎮ 与其他香豆

素类ｐＨ 荧光探针[３０￣３４] 相比(表 １)ꎬ探针 ＣＭＰＨ
的 ｐＫａ ＝ ７. ７９ 正好对应线粒体弱碱性的 ｐＨ 范

围[３５]ꎬ表明 ＣＭＰＨ 可用于线粒体 ｐＨ 变化的特异

性响应ꎮ
pH=5.0 pH=7.0 pH=9.0

图 ８　 不同 ｐＨ 条件下的 ＨｅＬａ 细胞荧光成像ꎮ 蓝色通道:
ＣＭＰＨ(λｅｘ ＝ ３８０ ｎｍꎬλｅｍ ＝ ４４０ ~ ４８０ ｎｍ)ꎮ 比例

尺:２０. ００ μｍꎮ

Ｆｉｇ. ８ 　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｐＨ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ. Ｂｌｕｅ ｃｈａｎｎｅｌ: ＣＭＰＨ(λｅｘ ＝ ３８０ ｎｍꎬ
λｅｍ ＝ ４４０ － ４８０ ｎｍ). Ｓｃａｌｅ ｂａｒｓ: ２０. ００ μｍ.
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表 １　 香豆素类 ｐＨ 荧光探针

Ｔａｂ. １　 ｐＨ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｂｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｃｏｕｍａｒｉｎ

Ｐｒｏｂｅ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ λｅｘ / ｎｍ λｅｍ / ｎｍ Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ(ｐＨ)
Ｃｏ￣ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ
(ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ)

１

O ON
N NH2

CN

R

３６５ ５１５ １. ５９ ~ ３. ４０ Ｎｏ

２ O

O
OO O N（Ｅt）2

O

N

N（Ｅt）2O（Ｅt）2N
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４　 结　 　 论

本文以香豆素为荧光团、３￣苄基￣２￣甲基苯并

噻唑溴盐为线粒体定位基团ꎬ设计并合成了一种

线粒体靶向的 ｐＨ 荧光探针 ＣＭＰＨꎬ该探针对于

ｐＨ 具有较高的特异性和可逆性荧光响应ꎮ 在探

针浓度达 ２０ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ２４ ｈ 后细胞依然具有较

高的存活度ꎬ表明探针的生物兼容性高ꎮ 共聚焦

荧光成像结果表明ꎬＣＭＰＨ 被成功固定在线粒体

中ꎬ线粒体的分布清晰可见ꎬ并可通过荧光强度的

变化监测线粒体 ｐＨ 的波动ꎬ揭示了探针 ＣＭＰＨ
具有监测线粒体 ｐＨ 变化的能力ꎬ为线粒体分布

及微环境波动的实时监测提供了一种新的性能优

良的成像工具ꎮ
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