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摘要       水作为所有细胞和组织的重要组成部分，其pH和诸多生理活动密切相关. 荧光分析具有可视化、

高分辨率等特点, 在生命体系的pH分析中得到广泛应用. 近年来, pH触发荧光成像技术在生物医学领域逐

渐得到应用. 本文简要介绍了一类酸度触发荧光、含分子内螺环的罗丹明衍生物的设计与功能化, 及其生

物成像应用.
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1   引言

水是生命存在的基础. pH和各种生命活动密切相

关,人体器官或组织的pH偏离正常值时会导致多种疾

病. 例如,血液pH的降低会影响细胞的功能,导致机体

产生炎症、免疫功能受损甚至死亡(acidosis)[1]. 此外,
细胞内呈现细胞器特异的pH分布: 细胞质接近中性

(pH 7.2),而溶酶体为酸性(pH 4.5~6.5). 溶酶体是一种

由单层膜包封的酸性细胞器,内含多种水解酶用以消

化各种细胞外源和内源物质, 是细胞的消化器官. 溶
酶体的pH在各种生命过程中呈现动态变化的特点,如
在细胞凋亡、癌细胞的转移、细胞成熟等过程中溶

酶体pH会降低,而在衰老及溶酶体贮积症等过程中pH
则会上升[2~4]. 溶酶体pH的动态变化与细胞自噬、死

亡、致病菌吞噬、神经性疾病等密切相关[5,6]. 线粒体

是一种棒状细胞器, 被喻作细胞的发电厂, 其内部呈

弱碱性(pH 8). 膜电位(ΔΨm)是线粒体的重要特征, 是
维持线粒体合成ATP的必要条件, 稳定的ΔΨm有利于

维持细胞的正常生理功能. 发展能够灵敏分析溶酶体

pH、线粒体膜电位的动态变化、生物体系兼容的成

像技术对溶酶体、线粒体等细胞器相关的信号传导

和病理研究具有重要的价值.
本课题组拓展、应用一类含分子内螺环结构的

罗丹明衍生物,作为信号触发探针用于分析相关细胞

信号传导(图1). 该类探针在溶酶体外没有荧光,进入

溶酶体后在酸性条件下会异构化为具有强烈荧光的

罗丹明. 我们通过结构改造, 得到一类含不同螺环结

构与生色团取代基的探针,使其具有不同酸响应灵敏

度与多种光学性能(绿、橙、红、近红外荧光,光声效

应与光热效应).  利用这些探针实现了:  (1)细胞应激
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图 1     一类信号触发多功能溶酶体探针及pH响应机制(网络版彩图)

过程溶酶体酸度变化的灵敏荧光成像分析; (2) 通过

糖缀合赋予该类探针对炎症、肿瘤组织的靶向性,由
此实现信号触发小鼠炎癌组织的活体成像; (3)比率荧

光成像跟踪溶酶体pH的变化及免疫细胞吞细菌过程;
(4) 能量代谢过程中线粒体的去极化分析. 本文旨在

介绍本课题组对溶酶体探针及其生物医学成像的研

究,以期为分析科学和生命科学的交叉发展提供助力.

2   信号传导过程溶酶体成像与活体炎癌病
灶成像

2.1   溶酶体成像分析

溶酶体正常功能的维持依赖于其酸性pH,而溶酶

体pH的异常变化又与衰老、肿瘤迁移、溶酶体贮积

症等多种疾病密切关联. 随着研究的深入, 人们还发

现溶酶体在细胞代谢、免疫、激素分泌调节等生命活

动中发挥着重要的功能. 但是人们对在这些信号传导

过程中溶酶体酸度变化缺乏可靠的分析方法. 因此,溶
酶体pH的动态变化成像技术对于相关细胞应激的致

病机理研究具有重要意义. 溶酶体荧光成像是细胞生

物学常用分析方法,商业化溶酶体探针如LysoTracker
green[7]常含有一个荧光基团和弱碱性的胺基官能团,

其中弱碱性基团通过分子内光引发的电子转移(photo
induced electron transfer, PET)抑制探针的荧光,在溶酶

体酸性条件下胺基被质子化,抑制了PET,从而导致探

针的荧光增强. 但该类探针的缺点也十分明显, 抑制

PET不充分导致荧光信号弱; 易发生光漂白, 从而丧

失荧光性能; 在溶酶体保留时间短, 难用于长时间跟

踪、分析溶酶体.
1997年, Czarnik课题组[8]报道了含有分子内螺环

的罗丹明酰肼衍生物用于铜离子检测,环内酰胺结构

的存在,探针分子本身不具备荧光发光性质,当Cu2+存
在时会促使该化合物发生水解反应生成罗丹明B发出

强烈荧光,实现对Cu2+的选择性识别. 此后,罗丹明类染

料作为荧光载体被广泛应用于化学传感与分子识别[9].
2009年,唐波课题组[10]与Hamada课题组[11]分别报

道了利用含分子内螺环酰胺的罗丹明衍生物用于细

胞内酸性pH成像, 其响应机理如图2所示. 在此基础

上,我们通过结构修饰拓展了该类酸响应探针的结构,
调控其酸度响应范围、荧光性能和溶酶体靶向功能,
从而用于不同生物过程成像.

在以上研究基础上, 我们首先合成了罗丹明6G
(R6G)与乙二胺(EDA)的缩合产物R6G-EDA[12]. 探针

分子的内胺基在酸性条件下被质子化,从而提高探针
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图 2     (a)罗丹明螺环内酰胺衍生物用于Cu2+离子检测的机理[8]; (b)罗丹明螺环内酰胺衍生物用于酸性pH的荧光成像的机

理[10,11] (网络版彩图)

在溶酶体的富集能力. pH滴定发现, R6G-EDA在中性

至碱性条件下无荧光, 荧光强度随酸度增加而提高,
pH 4.0时的荧光强度比pH 7时强100倍. R6G-EDA孵

育的细胞内部呈现强烈的点状罗丹明荧光 , 该荧光

信号与商业化溶酶体探针(Lysotracker green:DND 26)
的荧光信号共定位[12], 说明了探针可有效富集于溶

酶体 . Bafilomycin A1 (BFA)是一种常用的ATPase抑
制剂[13], 用于抑制质子泵功能, 中和溶酶体酸度. 用

BFA处理细胞后, 溶酶体内探针的荧光信号消失, 证
明R6G-EDA对溶酶体酸度响应的专一性[12]. 这些实

验确立了R6G-EDA标记溶酶体的区域选择性与pH依
赖性, 由此实现不同类型细胞的溶酶体定位成像[12].
与商业化探针相比, R6G-EDA在溶酶体的保留时间长

(图3(b))、光稳定性高,实现了对TNF-α引发细胞死亡

期间溶酶体的24小时成像并观察到溶酶体增大破裂

(图3(c))[12],证实了文献中关于细胞死亡期溶酶体增大

的推测[14]. 这些经典细胞生物学实验结果表明, 含分

子内螺环的罗丹明衍生物适于细胞信号传导过程中

溶酶体的变化分析.
我们利用适于溶酶体分析的罗丹明衍生物的结构

特性,设计、合成了具有不同分子内螺环结构的探针,
以提高其溶酶体响应性能和荧光性能(图4(a)) . 研究

发现,含去氧分子内氮杂螺环的探针dRB-EDA具有更

灵敏的酸响应性能,其荧光强度比含内酰胺螺环罗丹

明RB-EDA高5~8倍[15]. dRB-EDA在细胞中呈现溶酶体

定位的强烈荧光,荧光信号在BFA孵育的细胞中消失,
证明该探针对溶酶体酸度响应的专一性[15]. dRB-EDA
缀合的高分子胶束通过尾静脉注射到荷瘤小鼠体内

后, 高效聚集于小鼠的肿瘤部位, 产生强烈罗丹明荧

光; 而正常脏器组织背景信号低. 这说明该类探针与

纳米技术的结合可实现溶酶体酸度响应的活体肿瘤

成像[15].
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图 3     R6G-EDA用于细胞溶酶体成像分析. (a) Lysotracker green和R6G-EDA的不同酸响应机制; (b) R6G-EDA长时间保留

在溶酶体(红色荧光), 而Lysotracker green易从溶酶体流失(绿色荧光); (c) R6G-EDA用于细胞死亡过程中溶酶体变化成像

(0~420 min), 溶酶体在该过程中逐渐增大[12] (网络版彩图)

我们通过,在探针上引入分子内螺环苯并咪唑,以
降低金属阳离子干扰,提高pH选择性(图4(a))[16]. 含苯

并咪唑的罗丹明B衍生物(RB-IM)的最佳pH响应窗口

与溶酶体酸度区间重叠,可以有效地被溶酶体酸度质

子化,引发探针异构化. 该探针对质子选择性高,对生

命体内常见的阳离子(Fe3+、Mg2+、Zn2+等)没有响应.
我们利用该探针实现了斑马鱼的消化道酸度成像分

析[16].
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图 4     (a)具有不同分子内螺环结构的罗丹明衍生物的酸响应机理; (b) RST较RB-EDA有更灵敏的酸响应性能; (c) RST包埋

的高分子胶束实现小鼠肝脏小尺寸(0.1~10 mm)肿瘤的定位成像[17]. 标尺: 1 cm (网络版彩图)

我们将探针分子内的酰胺键替换为磺酰胺,合成

了罗丹明B内磺酰胺螺环化合物(RST).研究发现,在同

等条件下RST的荧光强度比RB-EDA高8~10倍(图4(a),
(b))[17]. 将RST连接至缀合半乳糖的高分子胶束内部后,
得到靶向活体肿瘤细胞表面半乳糖受体的、溶酶体酸

度响应的荧光纳米胶束. 经过静脉注射后, 胶束有效

集聚在扩散的小鼠肝癌病灶,产生强烈荧光(图4(c))[17].
鉴于其对微小尺寸(0.1~5 mm)的肝癌病灶的分辨能力,
对该类探针进行进一步优化,有望用于荧光辅助临床

手术切除实体肿瘤.
目前已经有多种罗丹明衍生物探针用于 pH

检测[18~33], 已报道的溶酶体酸度检测探针如图5所示,
有罗丹明B酰胺衍生物1~8[34~41]、酰肼衍生物9~12[42~45]

以及近红外特性的罗丹明衍生物13~15[46]和16[47], 这
为将来的生物成像研究提供了新选择.

2.2   糖缀合探针用于小鼠炎癌成像

2.2.1   活体肿瘤成像

生命进化产生了多种糖分选运输途径(sorting/traf-

ficking), 以将不同糖分子运输到细胞特定区域. 细胞

表面的Sialin蛋白[48]能够将外源唾液酸(SA)主动导入

溶酶体. 荧光分子在活体内常缺乏细胞与组织的选择

性. 为了靶向活体炎癌组织, 我们设计将酸响应近红

外探针与唾液酸缀合,用于靶向炎癌组织的Sialin. 糖
探针被Sialin导入溶酶体后,实现溶酶体酸度触发信号

的病灶成像.
生物体系在近红外区(650~900 nm)具有低光学吸

收、低自发荧光的特点. 近红外荧光与光声成像具

有较深的组织穿透性 , 在生物医学领域具有重要应

用. 我们对林伟英课题组[49]报道的近红外探针长沙

红进行衍生化 , 并与唾液酸缀合得到酸响应近红外

荧光探针SA-pNIR (near infrared profluorophore, pNIR)
(图6(b))[50]. SA-pNIR通过尾静脉注射到荷瘤小鼠体内

30 min内,小鼠体内没有明显荧光,说明探针在接近中

性(pH 7.2)的血液中处于信号沉默的分子内关环状态.
注射后48~114 h, 肿瘤组织逐渐呈现高信噪比的近红

外荧光,说明探针进入肿瘤被酸性溶酶体激活产生荧

光,却较少进入正常组织(图6(d)). 细胞分析证实探针
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图 5    用于溶酶体成像的罗丹明衍生物探针1~16[34~47]

图 6    基于糖缀合探针Sia-pNIR的肿瘤成像. (a)唾液酸分选通路介导的糖缀合探针靶向机制; (b) Sia-pNIR的酸度响应机理;
(c) Sia-pNIR有效富集于细胞溶酶体内,产生荧光; (d) Sia-pNIR有效靶向小鼠肿瘤,实现信号触发活体成像,葡萄糖缀合近红

外探针(Glu-pNIR)难以定位肿瘤溶酶体[50] (网络版彩图)
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富集在肿瘤细胞内部,并依赖肿瘤溶酶体酸度产生近红

外荧光(图6(c))[50]. 除了信号触发近红外荧光, Sia-pNIR
在溶酶体内展现信号触发的光声信号和光致热性能

(吸收光子产生热量)[5,50]. 由此实现了活体小鼠肿瘤

溶酶体响应的光声成像, 及光热处理杀死肿瘤细胞.
Sia-pNIR探针具有优异的体内代谢动力学性能、信号

触发的近红外荧光、光声效应及光热效应. 这说明了

含分子内螺环的罗丹明类衍生物在生物医学领域的

广泛应用潜力.

2.2.2   活体炎症成像

炎症是机体对于外界损伤因子的防御响应,是一

种重要的病理过程. 现有成像技术利用炎症组织的生

物标记物作为靶标, 或者采用荧光标记的纳米颗粒.
这些探针通常具有“always-on”信号特性,信噪比较低.
我们尝试靶向炎症组织的溶酶体,实现信号触发的炎

症成像(图7)[5]. 经尾静脉给药的Sia-pNIR有效聚集在

炎症模型小鼠的炎症部位,呈现高信噪比的近红外荧

光, 证实该探针能够用于炎症组织成像. 小鼠经过抗

生素治疗后,炎症组织内Sia-pNIR荧光逐渐消失[5]. 活
体炎症状态变化的跟踪成像技术有望用于活体评估

炎症药物的药效(图7(b)). 细胞分析还发现,经过细菌

脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)、大肠杆菌与金黄色

葡萄球菌刺激的细胞溶酶体pH明显酸化, 表明细胞

膜表面TLR-4、TLR-2介导的信号传导能够显著影响

细胞溶酶体的酸度(图7(c))[5]. 炎症细胞溶酶体酸度的

变化有望成为炎症反应分析的一种新型生物标记物

(biomarker).
基于唾液酸缀合探针的活体成像表明唾液酸糖

分选途径提供了一类有效的、尚无先例的活体病灶

溶酶体靶向的新策略. 与基于抗体的肿瘤靶向策略相

比,糖缀合探针具有分子结构明确可控、易于制备、

稳定性好的特点. 基于唾液酸代谢途径的抗炎癌药物

的靶向运输值得进一步探索.

2.3   比率荧光探针用于溶酶体pH变化分析

在生物样品分析中,单荧光发射的探针受样品内

图 7    基于Sia-pNIR的炎症成像与分析. (a) Sia-pNIR的化学结构及酸度响应机理; (b) Sia-pNIR用于抗生素治疗小鼠炎症过

程成像; (c) LPS与细菌处理的Raw 264.7细胞的溶酶体显著酸化[5] (网络版彩图)
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探针分布、样品厚度等因素干扰,难以实现待分析物

参数的定量分析. 比率荧光法可以有效排除这些干扰,
但是商业化比率探针具有明显缺点(如Lysosensor): 比
率信号变化小,影响测量pH微变化的准确性(pH 5.5降
到5.0, 比率增加30%)[51]; 发射峰波长之间间距小; 荧
光弱,背景信号高. 为了实现溶酶体pH的定量分析、

拓展探针的应用范围,我们在前文所述的酸响应荧光

探针基础上, 引入内标得到比率荧光探针. 此类探针

拥有两种发射波长, 且其荧光比率与酸度关联. 利用

这些比率荧光探针实现了溶酶体酸度变化的定量分

析、细菌内吞过程成像、跟踪线粒体去极化过程.

2.3.1   比率荧光小分子探针

小分子探针通过自由扩散的方式跨膜进入细胞内

部,便于表征细胞的溶酶体群体与个体变化. 我们采用

二亚乙基三胺(diethylenetriamine, DETA)将罗丹明6G

(R6G)和丹磺酰氯连接得到比率荧光探针Lyso-DR[52].
pH滴定表明,该探针在pH 3.5~6的范围内比率荧光信

号灵敏, 适于溶酶体酸度变化分析. 激光共聚焦实验

证实, Lyso-DR富集于溶酶体,实现了对群体溶酶体酸

度分布成像和细胞内群体溶酶体pH的测量.
绿色荧光蛋白(GFP)技术是一种经典的细胞生物

学研究手段[53]. GFP荧光发射波长为509 nm. 为了与

GFP技术协同 , 我们合成了连接接香豆素(coumarin,
CM, λem=475 nm)与罗丹明-X (ROX, λem=615 nm)、pH
响应灵敏的比率荧光探针(CM-ROX, 图8(a))[54]. 该探

针的蓝色荧光强度随酸度升高而降低 , 而红色荧光

随酸度升高而急剧升高. CM-ROX的荧光比率在pH
4.5~6.0区间的变化高达70倍[54]. 细胞分析发现,探针的

蓝色、红色荧光与溶酶体膜特异蛋白(GFP-LAMP2)的
绿色信号共定位,证实探针专一富集在溶酶体(图8(b)).
我们利用该探针有效区分了不同应激状态下溶酶体

图 8     比率探针CM-ROX用于溶酶体成像. (a) CM-ROX的酸响应机理; (b) CM-ROX在细胞应激条件下的分布; (c) 基于

CM-ROX的流式细胞仪对应激条件下溶酶体酸度变化的分析; (d)基于流式细胞仪的、细胞应激条件下溶酶体酸度变化的

定量分析结果[54] (网络版彩图)
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酸度的动态变化(如自噬、凋亡、病毒感染). 该探针

的荧光性能与流式细胞仪兼容,由此实现简便快捷分

析溶酶体酸度的细微变化(图8(c), (d))[54].
在过去几年,相继涌现出了基于罗丹明衍生物的

多种比率荧光小分子探针17~25 (图9)[55-63]. 这些具有

不同荧光特性与pH响应性的探针为探索不同信号传

导过程溶酶体pH的变化提供了无限机遇.

2.3.2   比率荧光纳米探针

蛋白、纳米颗粒和细菌等常通过内吞(endocytosis)
过程导入细胞内部,与溶酶体融合被消化降解. 溶酶体

酸度对于自噬、内吞等生理过程至关重要. 我们将荧

光素(FITC)与R6G-EDA装载至介孔硅材料制备得到

了比率荧光纳米探针. 该探针通过细胞内吞作用跨膜

运输至细胞内溶酶体[64]. 探针的FITC荧光随pH降低而

降低, 而R6G荧光随pH降低而增加, 通过FITC与R6G
荧光比率实现了溶酶体酸度变化的灵敏检测. 通过流

式细胞仪实验发现, L929细胞溶酶体酸度在细胞凋亡

过程中较正常状态显著降低. 该研究证明了纳米探针

用于溶酶体相关的生物医学研究的可行性. 利用基于

内吞作用的溶酶体靶向策略,随后Georgiev等[65]和Kim
等人[66]发展了高分子载体比率荧光探针.

2.3.3   比率荧光细菌探针

免疫细胞通过胞吞(phagocytosis)吞噬致病菌形成

胞吞体. 胞吞体随后和溶酶体融合, 降解内含物. 胞
吞作用构成了免疫防御机制的重要部分,其成像研究

对于相关疾病病理研究具有重要意义[67]. 现有胞吞过

程检测主要依赖于荧光标记微粒和GFP标记的大肠杆

菌. 其缺点是“always-on”的荧光信号导致难以区分被

胞吞的细菌与细胞外黏附的细菌[68]. 另外, 该方法难

以拓展到生物医学相关致病菌, 如金黄色葡萄球菌.
Kuru等[69]报道了D构型氨基酸可以被细菌的转肽酶

有效识别并整合于细菌细胞壁的肽聚糖. 据此将酸响

应比率荧光成像的概念进行延伸,我们把荧光素标记

的D构型赖氨酸(FITC-d-lysine)与ROX标记的D构型赖

氨酸(ROX-lactam-d-lysine)通过代谢途径,引入细菌胞

壁, 得到比率荧光标记的活细菌, 用于细胞吞噬细菌

的实时动态成像分析[70]. 细菌在细胞外呈现FITC的绿

色荧光, 被免疫细胞吞入溶酶体过程中, ROX被溶酶

体酸度激活产生红色荧光,实现全程跟踪细菌被胞吞

的过程(图10)[70]. 该策略解决了传统细菌胞吞分析低

选择性和高背景信号的局限,并可用于不同种类活细

菌的分析(均具有细胞壁). 该方法保留了细菌外膜的

天然结构,这对于致病菌的机理研究有重要意义.

2.3.4   双细胞器响应比率荧光探针

线粒体膜电位(ΔΨm)是线粒体的一个核心特征,是
维持线粒体合成ATP的必要条件, 并和多种生命活动

密切相关. ΔΨm降低是细胞凋亡的重要前兆. ΔΨm降低

图 9     基于罗丹明衍生物的酸响应比率荧光探针17~25[55-63]
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图 10    基于比率荧光策略的胞吞细菌过程成像. (a)巨噬细胞胞吞荧光标记细菌过程信号变化示意图; (b) FITC-d-lysine与
ROX-lactam-d-lysine的化学结构; (c)通过代谢标记在细胞壁肽聚糖ROX-lactam的酸响应机理; (d)比率荧光跟踪免疫细胞胞

吞细菌过程成像, 细菌被吞噬到巨噬细胞溶酶体, 导致溶酶体激活红色ROX荧光[70] (网络版彩图)

还经常伴随着线粒体形态和功能的变化,导致活性氧

产生乃至细胞死亡[71]. 灵敏动态监测ΔΨm变化对研究

线粒体功能具有重要意义[72].
鉴于膜电位对于细胞稳态维持和代谢过程的重要

作用,我们发展了双细胞器响应比率荧光探针RC-TPP
(图11). 该探针含有用以靶向线粒体的三苯基季

(TPP)官能团作为内标荧光团的香豆素结构域、以及

酸度响应的ROX结构域. RC-TPP的比率荧光信号在

不同pH下变化明显, 可与绿色荧光蛋白(GFP)同时使

用,实现三色(蓝、绿、红)细胞成像分析(图9(a))[73]. 细
胞分析发现, RC-TPP有效集聚在线粒体内发出蓝色荧

光. 当外界条件刺激下线粒体膜电位丧失时, 探针进

入溶酶体并被溶酶体酸度激活发出红色荧光. 我们利

用该探针阐明了细胞在凋亡或坏死过程线粒体膜电

位丧失和溶酶体膜通透性变化的动态关联: 凋亡过程

中线粒体去极化先于溶酶体去极化发生,细胞坏死过

程中线粒体去极化晚于溶酶体去极化发生 (图11(c),
(d)) [73]. RC-TPP可有效监测线粒体膜电位丧失, 并区

分细胞坏死与凋亡. 该探针为研究线粒体功能以及线

粒体与溶酶体的功能互动提供了一种双细胞器响应

的分析方法.

3   结论与展望

细胞器是细胞的结构与功能单元. 细胞器异常与
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图 11    比率荧光探针RC-TPP分析线粒体ΔΨm变化. (a) RC-TPP分析ΔΨ变化的原理; (b) RC-TPP的酸响应机理; (c) lamp2-GFP
标记人宫颈癌细胞系(HeLa)在不同应激条件下RC-TPP的荧光比率变化; (d) RC-TPP用于分析凋亡和坏死过程线粒体膜电位

丧失与溶酶体膜通透性变化的动态关联[73] (网络版彩图)

炎癌、帕金森病等多种重大疾病密切关联. 生命科学

与医学急需用于细胞应激或疾病状态下细胞器变化

的灵敏跟踪与分析方法. 我们通过对一类含分子内螺

环的罗丹明衍生物进行结构改造与功能化,得到了一

系列信号触发、具有不同荧光性能的溶酶体酸度成

像探针. 利用这些探针实现了应激过程溶酶体酸度与

线粒体膜电位变化的分析、免疫吞噬细菌过程跟踪

及炎癌病灶的多模式活体成像. 我们认为对理想生物

分析探针的探索没有止境,化学小分子探针不仅为相

关生物医学动态细胞器分析提供新的研究手段与工

具, 也将用于细胞器的功能调控. 文中所述的信号触

发探针无疑将在该研究领域占有一席之地.
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Bio-imaging with a group of acid-responsive fluorescence-on probes
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Abstract: pH is critical for diverse physiological activities. Disruption of pH homeostasis is pertinent to myriad
pathological events. Particularly, the organelle-specific pH within mammalian cells is elaborately controlled and yet
succumbs to pathological stress. Lysosomes are the major intracellular acidic compartments, and the lysosomal acidity
is critical for diverse biological events. Aberrant lysosomal pH is manifested a broad spectrum of diseases ranging
from inflammation to cancer metastasis, and to lysosomal storage diseases. As such, defining pH changes in specific
pathological settings would be of use for biomedical investigations. Rhodamine-lactams, a group of nonfluorescent
rhodamine derivatives featuring intramolecular spirolactam, are poised to proton triggered opening of the lactams to
give fluorescent rhodamines, and has been widely used for lysosomal imaging in cell models. Herein we review the use
of structurally modified rhodamine-lactams as acidity-reporting entities for bioimaging of distinct biological events,
including host-pathogen interaction, cell death, autophagy, and mitochondrial depolarization in cells, and inflammation
and tumors in mice models.
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