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方酸菁染料在生物检测中的研究进展
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摘要:方酸菁是一种新型的近红外有机染料,由于其特殊的 D-A-D结构,在可见-近红外区域有强烈的吸收和荧光

发射,因而越来越多地被应用在生物检测中。综述了近年来方酸菁染料在生物检测技术中的发展和应用,也介绍

了方酸菁探针的荧光成像技术在蛋白质标记和肿瘤标记与诊断中的应用,并展望了该领域的发展前景。
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Abstract:Squaryliumisanewnear-infraredorganicdye.DuetoitsspecialstructureDonor-Accept-Donor,

squarainedyesinthevisible-nearinfraredregionhaveastrongabsorptionandfluorescenceemission,

whichhave been usedincreasinglyin biologicalfluorescenceimaging.Thisarticle discussedthe
developmentandapplicationofsquarainedyesinbiologicalfluorescenceimaging.Thesquaryliumprobe
fluorescenceimagingasmarkersinproteinandtumoriswasalsointroduced,aswellasdiagnosisdrugsin
tumor.Moreover,thefurtherdevelopmentprospectinthisfieldisprospected.
Keywords:squarainedye;fluorescenceimaging;bioassay;medicaldiagnostics

近红外(Near-infrared)染料光学成像技术已被广泛地应用于基本生物学和临床前诊断,但是具有好的

生物相容性、低毒或无毒性和高荧光效率[1]的近红外荧光染料一直是近红外荧光成像研究的热点和难点。
近红外区域生物体的一些组分的吸收和散射较低(如血红蛋白,细胞色素,黑色素,水,固有组织发色团),红
外和近红外的荧光更容易透过生物组织,避开生物自荧光的干扰[2-3]。方酸菁染料在20世纪90年代开始被

广泛地研究,包括它的合成和物理,化学的机制。一般情况下,它的吸收和发射波长在可见和近红外区域内,
在荧光成像中,他们的波谱范围在生物基质自吸收和自荧光之外。由于其独特的D-π-A-π-D共轭结构,它
在可见光和近红外区(NIR)有高的光吸收(>105mol·L-1·cm-1)[4],尖锐和敏感的荧光[5]和高量子点[6],
通常被应用于生物成像和生物标记[7-10],pH敏感探头[11],金属离子探针[12]。

1 方酸菁染料的结构

它由一个缺电子的中心四元环和两端的给电子基团组成,容易形成刚性平面的稳定两性离子共振结构,
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图1 方酸菁染料的典型结构

图1所示就是方酸菁染料的典型结构[13]。方酸染料有4
个潜在的结合部位,即取代基引入到芳环上或杂环分子

的N原子上和中心四元环上的2个氧原子。这些配位点

属于π共轭体系的一部分,当一个氮原子配位后,紫外吸

收发生蓝移,而与中心四元环上氧原子配位后,吸收波长

向长波长移动。
方酸菁染料分为对称型方酸菁(部分结构见表1)和不对称型方酸菁(部分结构见表2)。Z1=Z2为对称

型的方酸菁染料,它的合成是一步反应,通常用正丁醇和甲苯以1∶1的体积比例作溶剂,在碱催化下,由一倍

当量的方酸和两倍当量的含富电子基团的物质,例如带有活性甲基的吲哚,取代吲哚的杂环季铵盐,酚类,吡
硌和芳胺,在共沸回流条件下反应得到。对称型方酸菁的溶解性相对较差。Z1≠Z2是不对称方酸菁染料,不
对称方酸菁染料通过方酸与等量的不同富电子基团缩合而成。其主要合成路径有两种,一种是方酸与等量

的含氮杂环鎓盐或者芳胺缩合,另一种是,首先由方酸与等摩尔当量的亲核试剂反应形成半方酸中间体,然
后与另一等摩尔当量的不同结构的季胺盐反应得到不对称方酸菁染料。摩尔吸收的系数与方酸菁染料结构

的共轭程度有关,共轭越大,摩尔吸收系数越小,最大吸收波长红移。

表1 部分对称型方酸菁的结构式[14]

染料 Z 染料 Z 染料 Z

1 4 7

2 5 8

3 6 9

表2 部分不对称方酸菁的结构式[14]

染料 Z1 Z2 染料 Z1 Z2

1 4

2 5

3 6

2 方酸菁染料在生物检测中的应用研究

2.1 方酸菁染料在蛋白质标记成像中的应用

分子成像方法已迅速成为生物学研究、药物开发和临床诊断的有力工具。其中荧光成像方法具有灵敏

度、选择性和易用性,并且可以用于可视化目标生物分子。然而,对于在体内的组织或细胞成像,荧光染料的

吸收和发射最大值在近红外(NIR)650~900nm区域是优选的,因为该波长区域生物分子干扰最小[15],自发
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荧光低[16],并且良好的组织穿透力[17],对细胞具有低光毒性。

Oswald等人[18]合成的方酸菁染料与牛血清白蛋白结合后,最大吸收波长由原来在水中的635nm红移

到645nm。荧光强度增加了2.5倍。量子产率增加0.4左右,荧光寿命从0.43ns增加到2.26ns,相比较而

言,菁染料Cy5与蛋白质结合后,量子产率降低,荧光周期仅增加0.31ns。方酸菁染料明显的降低了血液中

蛋白质的检测限和延长了染料的周期。
尽管方酸菁染料具有许多的光学优点,但是作为发色团应用到生物成像研究中还是较少。这是因为方

酸菁染料在水溶液中荧光量子产率低,容易发生聚集,为了解决这个问题,介孔二氧化硅纳米粒子包装的方

酸染料得到发展,起到保护方酸菁染料和抑制聚集的作用。Zhang等人合成了噻唑方酸菁和吲哚方酸菁与

牛血清白蛋白(BSA)非共价结合表现出荧光增强[19]。一旦加入牛血清白蛋白,荧光强度增加了约10倍,荧
光寿命也延长了10倍。所得的BSA-SQ纳米粒表现出增强的近红外荧光,并减少了方酸菁部分的聚集。血

清蛋白能够加速纳米粒子进入细胞。根据文献报告BSA纳米粒子被细胞吸收进入溶酶体,在BSA-SQ纳米

粒子被用于细胞培养和生物成像研究中发现HCT116细胞与BSA-SQ纳米粒子共同孵育的时候,见图2,在
细胞的溶酶体部分显示出了大量的荧光颗粒,这为研究体内追踪蛋白质的近红外蛋白标记试剂提供了手段。

图2 HCT116细胞与BSA-SQ纳米粒子及LysoSensor绿荧光探针的共同孵育的共聚焦成像

图3 SQ-PEG-CBT的结构和与Hek293细胞加入SQ-PEG-CBT后的共聚焦成像[21]

对强亲核试剂化学性质稳定的方酸菁染料适用于监测配体受体的相互作用和用于跟踪受体被融入。

Karpenko等人合成的方酸菁染料SQ-COOH在非极性溶剂中的荧光强度是水中的6~21倍,然而菁染料

虽然荧光强度很大,但受环境影响的荧光强度变化不大,方酸菁的荧光亮度可达157000mol·L-1·cm-1,
达到了荧光亮度的最大限度。G蛋白偶联受体,属于膜的催产素受体(ORT)。Karpenko等人利用OTR肽

配体卡贝缩宫素(CBT)设计合成了一种选择性识别方酸菁衍生的G蛋白偶联受体的探针SQ-PEG-CBT。
该探针在染料和肽之间引入极性的聚乙二醇-8,以提高探针的溶解度,并降低与血清蛋白和脂质膜的非特异

性相互作用。对表达野生型OTR的HEK293细胞与SQ-PEG-CBT孵育5min后就能检测到在细胞膜上有

明显的荧光,见图3。荧光发射波长由635nm红移至642nm,在655nm出的荧光强度比在缓冲溶液中的增

加4倍。
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β-半乳糖苷酶是在酶联免疫吸附测定法,原位杂交和基因表达测定法中最广泛使用的标记酶,通过方酸

菁上的吲哚环上接有β-D半乳糖的基团合成探针6SqGal。将探针6SqGal应用到通过尾静脉注射靶向肝脏

的β-D半乳糖包埋的质粒中。24h后,将小鼠麻醉,并做了一个中间腹部切口暴露肝脏。然后将小鼠静脉注

射6SqGal,如图4中所示,在30min内β-半乳糖苷酶表达的动物的肝脏中随着时间的变化荧光强度大大

增加。

图4 6SqGal的结构和老鼠接种了6SqGal后肝脏内荧光强度的变化[22]

2.2 方酸菁染料在肿瘤标记诊断和治疗中的应用

在肿瘤病灶的荧光成像的检测中,可以将近红外荧光染料修饰到识别肿瘤细胞的特异性的受体的靶标

分子上。当应用于肿瘤的诊断和治疗时,修饰过的近红外探针进入体内会靶向性的选择肿瘤所在的组织或

者细胞。常见的靶向分子有抗体,叶酸和一些多肽分子等。凭借它的特异性,大大提高了荧光检测的灵

敏度。
叶酸(FA)在数种癌症(包括乳腺癌,肺癌,子宫颈癌,卵巢癌,结肠直肠癌,肾癌,和鼻咽癌)中过度表达,

然而在正常组织中表达很低,已经被证明可以用于核磁共振,核成像,和后期的临床试验中。Gao等人将

FA连接到方酸菁探针上面合成了SQ⊂BSA-FA化合物,靶向癌症细胞中过度表达的FA受体(FR),静脉

图5 方酸菁(SQ)染料的结构式[23]

注射到 异 种 接 种 人 口 腔 表 皮 样 癌 细 胞(KB)的 雌 性

BALB/c裸鼠内,4h之后,SQ⊂BSA-FA在肿瘤的和肿

瘤的外周积累。6h注射后才出现荧光信号减弱的情况,
见图5。因此SQ⊂BSA-FA用于最佳成像和光热治疗窗

口的时间是6个h,可以选择性结合人类癌症中过度表达

的FR。
溶血磷脂酸(LPA)为早期卵巢癌的有效的生物标志物[24-27]。LPA是一种脂质介体,诱导细胞增殖,迁

移和存活,广泛分布于癌细胞和组织中[28]。LPA选择性探针的发展是早期临床诊断的关键。Yao等人合成

了一种靶向LPA的方酸菁的探针G4RGDSq2,它是基于极性敏感的方酸菁染料,在水溶液中发生构象限

制,分子内4个鸟漂呤形成分子内氢键,导致荧光的淬灭,一旦与LPA结合后,结构展开,破坏了氢键,恢复

近红外荧光。将探针注射到含有人卵巢癌细胞(SKOV-3)的异种移植的老鼠中,体内近红外荧光成像中显

示在0~24h内720nm处探针逐渐累积到肿瘤部位,见图6。这种“智能”生物探针对未来肿瘤的诊断提供

了的巨大潜力。
如果能够在癌症的早期就可以检测出癌细胞,将是非常有利于治疗。然而能够从正常细胞中辨识出癌

细胞并有选择地杀死癌细胞,仍然是目前科学技术发展的主要目标[29]。一些方酸菁染料已被证实可以作

为PDT(PhotodynamicTherapy)的光敏剂[30]。PDT是利用光动力效应进行疾病诊断和治疗的一种新技

术。基本原理是在一个敏化剂的激发下产生毒性物质和活性氧的产生。其过程是,在特定波长的激发光的

照射下使组织吸收的光敏剂受到激发,而光敏剂又把能量传递给周围的氧,生成活性很强的单态氧,单态氧

和相邻的生物大分子发生氧化反应,产生细胞毒性作用,从而破坏细胞的正常功能并引起细胞死亡。方酸染

料作为光敏剂有如下的优点[31]:①增加吸收的性质;②改良敏化剂三重激发态的量子产率和单线态氧的产

生;③方酸菁染料可以表现出双光子吸收[32];④方酸菁提高细胞药代动力学。方酸菁染料的光动力窗(600
~850nm)具有强的吸收,使这些染料非常适合致敏剂。方酸在生物上面的应用的主要限制是亲核试剂攻击

四圆环会使其方酸的光物理特性损失[33]。在水性环境中方酸染料的聚合也是一个严重的问题。这些问题

·73·



常州大学学报(自然科学版) 2017年

可以通过使用合适的基于载体的药物递送系统,其不仅提高了敏化剂的生物利用度,也提供了必要的保护。
在2008年,方酸菁染料作为光敏剂被用在老鼠模型中用于治疗皮肤癌。Rekha等人利用取代的方酸菁染料

充当PDT一种新型的光敏剂[34]。雄性瑞士白化小鼠使用7,12-二甲基苯并[ɑ]蒽(DMBA)诱导皮肤癌,

PDT治疗后的2周内小鼠显示肿瘤体积明显减少,见图7。

图6 G4RGDSq2的结构及其在正常小鼠和异种移植肿瘤小鼠体内的荧光成像

图7 1C的结构和I组至IV组2周PDT治疗后的动物的状态图及其90dPDT治疗后的V组状态图[35]

3 总结与展望

理想的近红外生物荧光成像,所用荧光染料应该具有近红外的吸收和发射峰,大的斯托克斯位移,稳定

的光性能,在生理条件下稳定,良好的水溶性,低的生物毒性,并具有一定的反应性官能团便于进一步高性能

和多功能的修饰。方酸菁染料大的共轭体系可以产生近红外荧光,刚性平面的芳烃提高了染料的量子效率

和稳定性。不对称方酸菁染料具有更大的空间修饰,例如引入羧基,磺酸基,羟基,氨基等亲水性基团能改善

其水溶性,而且这些基团也可以作为反应性基团与生物分子相连,改善方酸菁的生物相容性和靶向性。基于

方酸菁良好的吸收和发射性质,以及结构容易修饰等优点,在生物体内检测有广泛的应用前景,如蛋白质特

异性的识别,肿瘤的早期诊断和作为光敏剂应用到肿瘤微创治疗等方面。但是肿瘤是一个低氧细胞微环境,
这可能会严重损害PDT效能,所以方酸菁在肿瘤标记检测的应用研究中将会涉及到对肿瘤部位提供并存储

活性的氧。因此研究开发新的具有低背景、良好的光稳定性、与生物分子结合后荧光量子产率高的方酸菁染

料,解决在生物活体内应用中的问题,将会有力地促进生物分析技术的发展。
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