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一种耐光漂白的碳菁型 pH 荧光探针的合成与细胞成像 
向德成 a    刘恒 a    孟庆华*,a    蓝闽波*,b    卫钢*,c  

(a上海交通大学化学化工学院  上海 200240) 
(b上海市功能性材料化学重点实验室  华东理工大学  上海 200237) 

(c联邦科学与工业研究组织  新南威尔士州 2070 澳大利亚) 

摘要  设计合成了一种引入多个氯原子取代的耐光漂白的碳菁型 pH 荧光探针(CyCl4), 在 500 nm 波长光的激发下, 该
探针具有 530 和 596 nm 两个波长的荧光峰, 其中的 596 nm 荧光峰在 pH 8.5 环境中具有最高的荧光信号值, 在 pH＜8.1
和＞9.8 的条件下则荧光很弱, 通过密度泛函方法计算这三种荧光状态分别对应的三种构象结构 A, B 和 C, 而结构 B
中的两个磺酸基构成分子内氢键而具有共面性几何构型, 共轭程度最好, 因而其荧光发射能力最强. 测量了该探针的

荧光量子产率、瞬态荧光光谱和耐光漂白性能, 其耐光漂白性能强于一般染料型荧光探针. 最后将该探针应用于前列

腺癌活细胞荧光成像, 并发现其在细胞膜表面的聚集现象.  
关键词  碳菁染料; 光漂白; pH 荧光探针; 细胞成像 

 

Synthesis of a Carbocyanine Type Anti-Photobleaching pH Fluorescence 
Probe and the Application in Cell Imaging  

Xiang, Dechenga    Liu, Henga    Meng, Qinghua*,a    Lan, Minbo*,b    Wei, Gang*,c  
(a School of Chemistry and Chemical Engineering, Shanghai Jiao Tong University, Shanghai 200240) 

(b Shanghai Key Laboratory of Functional Materials Chemistry, East China University of Science and Technology, Shanghai 
200237, China) 

(c CSIRO Materials Science and Engineering, P.O. Box 218, Lindfield, NSW 2070, Australia) 

Abstract  The pH-dependence fluorescence monitoring probes are of great significance and play many critical roles in 
studying of cells, enzymes, and tissue activities, including proliferation, apoptosis, multidrug resistance, ion transportation, 
endocytosis, and muscle contraction etc. Here a carbocyanine type anti-photobleaching pH fluorescence probe was synthe-
sized in which four chlorine atoms were substituted. The probe had two fluorescent peaks at the wavelengths of 530 nm and 
596 nm respectively under the irradiation at the excited wavelength of 500 nm. The fluorescent emission at 596 nm indicated 
a large stokes shift of 96 nm and the strongest value at the pH value of 8.5, and the fluorescent emission was very weak at the 
pH values of ＜8.1 or ＞9.8. Then three configurational structures as A, B and C were proposed accordingly, which were 
further confirmed through calculation by the density functional theory in the Gaussian 03 soft package. The coplanarity of the 
structure B was found which was contributed by the intramolecular hydrogen bond between two sulfonic acid groups. The 
coplanarity thus led to the higher conjugation system in the molecule structure and the stronger fluorescence emission. The 
fluorescence quantum yield was measured as 0.35 by the relative measuring method and the transient fluorescence spectra 
were determined as well. In the photobleaching test, the probe showed a good anti-photobleaching performance with the sta-
ble time of more than 70 min, which was much better than the traditional organic probes. The anti-photobleaching perform-
ance was good enough to ensure the wide application in biology imaging. The fluorescence images of PANC-1 cells stained 
by the probe (1 μmol/L) incubated in PBS buffer solution were obtained by the inverted fluorescence microscope. The probe 
was found aggregated onto the cell-membrane during cell differentiation and proliferation processes.  
Keywords  carbocyanine dyes; photobleaching; pH fluorescence probe; cell imaging 

   
1  引言 

细胞环境的 pH 值是一项重要的生理参数[1], 它在

细胞、酶和很多人体组织活动中起到重要指示作用, 如
细胞增殖、细胞凋亡[2]、抗药性[3]、离子传输[4]、肌肉收

缩[5]等. 因此监测细胞环境的 pH 值的变化对于细胞行

为研究[6,7]和神经系统研究[8,9]具有重要意义. 一般情况

下, 细胞环境依细胞器的不同存在两种 pH 范围[10], 一
种是 pH 6.8～7.4, 如细胞质；另一种是 pH 4.5～6.0, 即
酸性的细胞器, 如溶酶体. 正常范围的细胞 pH 环境有
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利于细胞生长, 而细胞 pH 环境异常往往与癌症[11]、阿

尔茨海默病[12]等病症相关联. 因此, 对细胞环境的 pH
值的测量在生命科学领域具有十分重要的意义, 目前其

测试方法主要有光谱法、电极法和指示剂法等[13].  
荧光光谱法是一种基于光学信号建立的检测方法,

具有高灵敏性、高选择性、快速反应性以及可逆向进行

等优点 [14]. 近些年有许多新型的荧光分子探针被报  
道[15]. Westerlund 等[16]合成了具有拓展 π结构的新型荧

光素衍生物(H-TOTA), 将其作为检测生理范围 pH 值的

比率荧光探针使用. 也有一些BODIPY类荧光探针用作

细胞环境 pH 值测量[17]. 唐波等[10]分别以菁染料、三联

吡啶等为质子受体, 设计了可用于检测生理范围内 pH
值微小变化的近红外 pH 荧光探针, 该类型探针能够定

位到细胞质且细胞毒性低. 何卫江等[18]制备了基于光

致电荷传递机理的苯并噻唑型近红外 pH 细胞探针. 花
菁类探针结构中的咪唑 N 原子可以产生质子化-脱质子

的作用, 这种作用可以影响染料的共轭结构引起吸收光

谱和荧光光谱的变化而被用于检测 pH 值, 其激发和发

射波长在近红外区域, 此波段的光对细胞和组织的损害

小, 同时, 还可避免生物体自身荧光的干扰[19], 但其易

被光漂白是该类探针的一个缺憾.  
因此, 我们对该类细胞环境 pH 探针的设计着重于

水溶性、近生理中性的开关效应和耐光漂白这些性能的

提高. 有鉴于此, 本文设计合成了以咪碳菁染料为母体

的新型水溶性 pH 荧光探针(图式 1): 1,1'-二乙基-3,3'-二
磺丙基-5,5',6,6'-四氯咪碳菁钠盐(CyCl4), 并将其应用

于细胞 pH 荧光成像.  
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图式 1  探针(CyCl4)的合成 
Scheme 1  Synthesis of the probe (CyCl4) 

2  结果与讨论 

2.1  探针对不同 pH 环境的荧光响应 

探针(CyCl4)在 500 nm 光激发下, 可见光区域有两

个明显的荧光发射峰, 分别为 λem 530 nm 和 λem 596 nm, 
相应的斯托克斯位移分别为 30 与 100 nm. 图 1 插图所

示为 pH 8.5 时所对应的荧光光谱图. 随着 pH 的变化, 
探针的两个荧光发射峰强度有着明显的变化. λem 530 
nm的荧光峰强度在 pH＜5时几乎为零, 在 pH近中性时

有荧光但无明显最高值; 而 λem 596 nm 的荧光峰强度在

pH 8.5 时有明显最高值, 偏离该 pH 值时荧光强度迅速

明显降低(图 1). 因此, 我们以 λem 596 nm 作为该探针对

pH 响应的检测信号, 并且该荧光探针适合作为细胞环

境中弱碱性区域的检测应用.  

 

图 1  20 μmol/L 的探针(CyCl4)的荧光发射光谱及其峰值随 pH 的变

化(500 nm 光激发, -■- 530 nm 处的荧光强度强度变化；-●- 596 nm 处

的荧光强度变化) 
Figure 1  pH dependence of the fluorescence spectra of 20 μmol/L 
probe (Ex500 nm, -■- the changes of fluorescence intensity at 530 nm; 
-●- the changes of fluorescence intensity at 596 nm)  

由图 1 得到的荧光信息, 我们推断该探针在酸性、

弱碱性和强碱性条件下各自对应着一种互变结构状态, 
具有双 pKa值, 即:  

a1 a2p pA B CK K←⎯⎯→ ←⎯⎯⎯→  

唐波等[10]也曾研究了具有双 pKa 值的近红外荧光

pH 探针, 可通过下面公式计算其平衡常数[20]:  
pKa＝pH*lg[(I－Imin)/(Imax－I)] 

式中 I 为荧光强度(Fluorescence intensity), Imax, Imin分别

为最大荧光强度和最小荧光强度.  
由图 1 中数据代入该式可得: pKa1＝8.1, pKa2＝9.8.  

2.2  探针的 pH 响应结构变化机理 

探针(CyCl4)的荧光光谱随 pH 环境不同而变化, 其
紫外可见吸收光谱最大可见吸收峰(515 nm)处的吸光度

值亦显示出与 pH 滴定荧光谱较为类似的 pH 变化规律

(图 2). 这主要是由于探针分子结构在不同 pH 条件下的

质子化状态导致其产生不同的推拉电子能力, 引起共轭

体系电子云的变化, 从而导致光谱的变化. 如图式 2 所

示, 在弱碱性条件(pH＝8.1～9.8)下, 分子(B 结构)中一

个咪唑环上自身存在带正电荷的氮原子, 该侧磺酸基团

以负离子形式存在, 从而构成内盐, 而探针分子的另一

侧的磺酸基则与磺酸根负离子构成分子内氢键(可通过
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核磁活泼氢交换实验证实, 图 S4), 从整体几何构型上

大大增强了探针分子的共面性, 也即增强了探针分子左

右两侧部分的共轭程度, 从而增强该探针分子的荧光发

射能力. 而在酸性(pH＜8.1, A 结构)和强碱性(pH＞9.8, 
C 结构)条件下, 由于电荷的排斥效应, 两个丙磺酸基被

排斥于分子两侧, 难以形成分子内氢键, 探针分子整体

的几何构型平面性不好, 共轭程度很差, 该探针分子的

荧光发射能力则被大大削弱. 

 

图 2  20 μmol/L的探针(CyCl4)的紫外可见吸收光谱及其 515 nm处峰

值随 pH 的变化 
Figure 2  pH dependence of the absorbance values at 515 nm of 20 
μmol/L probe  

为了进一步验证上述机理推断, 我们通过计算软件

模拟分子模型, 对上述三种构象结构进行密度泛函方法

几何优化. 表 1 中得到的几何优化结果与我们的最初结

构假设(式2)是一致的. 然后, 我们通过计算探针分子左

右两侧的苯并咪唑环的平面夹角来衡量其共面程度, 计
算得到的两侧的苯并咪唑环的二面夹角如表 1 所示, 显
然, B 结构的共面性最好, 其苯并咪唑环之间的二面夹

角仅为 1.4°, 而 A, C 两种结构, 其分子共面性较差, 苯
并咪唑环之间的二面夹角分别为 27.6°和 16.4°, 导致分

子共轭效应减弱, 相应荧光减弱, 与实验结果吻合. 因
此, 从二面夹角的分析角度来看, 探针荧光强度的变化

可以理解为该分子共面(长波发射峰)与非共面(短波发

射)构象间的转换.  

2.3  荧光量子产率、瞬态荧光光谱和耐光漂白性能 

荧光量子产率是定量衡量荧光物质荧光发射能力

的尺度, 是指荧光物质吸光后所发射的荧光的光子数与

所吸收的激发光的光子数之比值. 这里对探针(CyCl4)
的荧光量子产率的测量采用相对测量法, 以罗丹明 B 为

荧光标准物, 在pH为8.5的水溶液中测定得到的荧光量

子产率为 0.35, 具有一定的荧光分析应用价值.  
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图式 2  探针(CyCl4)的 pH 荧光响应机理 
Scheme 2  The mechanism of probe (CyCl4)’s fluorescent response to 
pH 

当荧光物质被光激发后, 该物质分子从基态跃迁到

激发态上, 再以辐射跃迁的形式发出荧光回到基态. 当
激发停止后, 分子的荧光强度降到激发时最大强度的

1/e 所需的时间称为瞬态荧光寿命. 瞬态荧光寿命又称

激发态寿命. 通过瞬态荧光光谱来测定荧光分子的荧光

寿命可以用来研究激发态时发生的分子内或分子间作

用以及作用发生的快慢. 我们将 100 μmol/L 的探针

(CyCl4)在 pH 环境为 8.5 时进行了瞬态荧光光谱测量,
在波长 500 nm 的脉冲激光激发后, 测量 596 nm 波长的

荧光发射峰的荧光强度衰减曲线(图 3), 所得结果为典

型的荧光衰减(未发现磷光衰减). 我们按照 Lakowicz 的
方法[21], 以单指数衰减方程拟合其荧光强度衰减曲线, 
并以荧光强度衰减到初始强度的 1/e 时所需要的时间作

为其荧光寿命, 测得该荧光探针的荧光寿命为 0.48 ns. 
该数值与其它经典碳菁染料的荧光寿命(0.4～0.91 ns)基
本接近[22], 说明多个氯原子的取代并未影响碳菁共轭

结构的基本电子跃迁模式.  
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表 1  A, B, C 三种结构的几何优化结果分析 
Table 1  Geometry optimization of A, B, C structures and the analysis 

结

构 
几何优化结果 

苯并咪唑环之间的

二面夹角/(°) 

A 27.6 

B 

 

1.4 

C 

 

16.4 

a 几何优化结果图中各原子显示颜色: H(灰白), C(灰), O(红), S(黄), Cl(绿), 
N(蓝). 

 

图 3  100 μmol/L 探针(CyCl4)在 pH 为 8.5 时的瞬态荧光光谱  
Figure 3  The time-resolved fluorescence spectrum of 100 μmol/L probe 
(CyCl4) at pH 8.5, ■: experimental data, — simulation line, λex 500 nm, 
λem 596 nm. 

光漂白是在光的持续照射下荧光物质所激发出来

的荧光强度随着时间推移逐步减弱乃至消失的现象. 荧
光成像的质量很大程度上依赖于荧光信号强度, 当激发

光的强度超过一定限度时, 光吸收就趋于饱和, 且不可

逆地破坏激发态分子(光降解), 使其无法继续发出荧光

信号. 一般有机荧光染料的光漂白生命期为几秒至数分

钟, 而量子点则往往在 1000 分钟以上[23]. 可以借助控

制光的强度以及照射时间来控制光漂白的现象, 或是使

用光稳定性较强的荧光母体结构来减少光漂白. 本研究

在碳菁染料母体结构上引入了四个氯原子用于提高其

耐光漂白性能, 图 4 所示为探针(CyCl4)在紫外辐射下

的耐光漂白性能, 可以看出, 探针的 530 和 596 nm的两

个荧光发射波长在几十分钟的时间跨度内未见明显光

漂白现象, 虽未达到量子点的耐漂白性能, 但比一般的

染料型荧光探针, 特别是比没有氯元素取代的菁染料的

10～30 min 的耐漂白时间[23]已有很大的提高.  

 

图 4  20 μmol/L 的探针耐光漂白测试  
Figure 4  The photobleaching tests of the probe (pH＝8.5, UV source 
power 16 W, -■- the changes of fluorescence intensity at 530 nm; -●- the 
changes of fluorescence intensity at 596 nm)  

2.4  细胞成像 

将培养后的前列腺癌细胞 (PANC-1)在含有 1 
μmol/L 浓度探针(CyCl4)的 PBS 缓冲溶液(pH 为 8.3)中
孵育, 然后置于倒置荧光显微镜中进行细胞成像. 成像

结果如图 5 所示, 探针分子在生理弱碱性条件下发光明

显, 而且在白光透射背景下亦显示出很强的发光强度

(图 5b), 可适应多种观察条件. 然而必须指出的是, 细
胞成像图中未见探针跨膜进入活细胞内, 而是在细胞膜

上聚集. 从探针(CyCl4)的分子结构上来看, 其具有两

个磺酸基, 为高度水溶型, 因此其对细胞膜的通透性较

差, 但与细胞膜的亲和性较强(未见其游离分散于溶液

中), 则其在生物细胞膜的研究中有一定的应用价值. 
该探针在细胞成像过程中未见光漂白现象.  

3  结论 

合成了一种具有多个氯原子取代的耐光漂白的碳

菁型 pH探针(CyCl4), 在 500 nm波长光的激发下, 该探

针具有 530 和 596 nm 两个波长的荧光峰, 斯托克斯位 
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图 5  探针(CyCl4)(1 μmol/L)与人前列腺癌细胞(PANC-1)在 PBS缓冲

溶液(pH 8.3)中共孵育后的细胞成像, (a) 500 nm 波长激发荧光成像, 
(b)白光投射成像 
Figure 5  The fluorescence images of PANC-1 cells stained by probe 
(CyCl4) (1 μmol/L) incubated in PBS buffer solution (pH 8.3), (a) the 
fluorescence image of cells excited by 500 nm light, (b) the bright-field 
transmission image of cells 

移分别达到了30与100 nm, 其中的596 nm荧光峰在pH 
8.5 环境中具有最高的荧光信号值, 在 pH＜8.1 和＞9.8
的条件下则荧光很弱, 通过计算证明这三种荧光状态分

别对应的三种构象异构体A, B和C, 而异构体B中的两

个磺酸基因构成分子内氢键而具有共面性几何构型, 共
轭程度最好, 因而该异构体其荧光发射能力最强. 测量

了该探针的荧光量子产率为 0.35, 耐光漂白性能表征也

表明其较一般染料型探针有了较大的提高. 将该探针应

用于生理弱碱性条件下的前列腺癌活细胞荧光成像, 发
现其富集于细胞膜上, 并不跨膜进入细胞内部.  

4  实验部分 

4.1  探针的合成 

所用试剂均为化学纯或分析纯, 红外光谱分析采用

Nicolet 6700 (ThermoFisher), 核磁共振分析采用 Avance 
III 400 (Bruker), 高分辨质谱分析采用 ACQUITYTM 
UPLC & Q-TOF MS Premier (Waters).  

探针的合成步骤参考一般菁染料的通用合成方  
法[24]. 

在装有搅拌器、冷凝管、温度计的 50 mL 三口梨

形烧瓶中, 放入 15 mL 甲苯, 加入 4.58 g (0.02 mol) 1-乙
基-2-甲基-5,6-二氯苯并咪唑, 2.44 g (0.02 mol)丙磺酸内

酯, 搅拌并加热回流反应 2.5 h. 冷却后, 将烧瓶内混合

物倒入研钵中, 加入 20 mL 丙酮研磨, 过滤, 用丙酮洗

涤. 经干燥得到白色粉末(1-乙基-2-甲基-3-磺丙基-5,6-
二氯苯并咪唑内铵盐), 产率约为85%, 不经进一步纯化

用于下一步反应. 
在装有搅拌子、冷凝管、温度计的 100 mL 三口烧

瓶中, 放入 50 mL 乙醇, 加入小块 0.58 g 金属钠, 待钠

完全溶解后, 加入 3.51 g (0.01 mol) 1-乙基-2-甲基-3-磺
丙基-5,6-二氯苯并咪唑内铵盐和 0.74 g (0.005 mol)三氯

乙醛, 搅拌并加热回流反应 1 h. 然后冷却至室温, 过
滤, 用乙醇洗涤, 真空干燥, 得粗品. 硅胶柱层析纯化

可得到紫红色晶体, 即探针(CyCl4): 1,1'-二乙基-3,3'-二
磺丙基-5,5',6,6'-四氯咪碳菁钠盐, 产率 41%. m.p. 290～
292 ℃. 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 9.90 (s, 1H), 
8.60 (s, 1H), 8.56 (s, 1H), 8.04 (s, 1H), 7.97 (s, 1H), 7.84 
(t, J＝13.2 Hz, 1H), 5.96 (s, 1H), 5.92 (s, 1H), 4.59 (t, J＝
8.0 Hz, 2H), 4.46 (t, J＝8.0 Hz, 2H), 4.39～4.30 (m, 8H), 
2.21～2.14 (m, 2H), 2.08～2.00 (m, 2H), 1.49 (t, J＝7.2 
Hz, 3H), 1.37 (t, J＝6.8 Hz, 3H); 13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6) δ: 167.1, 149.3, 145.1, 131.5, 126.5, 116.3, 
86.8, 48.2, 46.8, 43.2, 25.9, 14.8; IR (KBr) ν: 3400, 1510, 
1480, 1230 cm－1. HRMS (ESI＋): 711.0445 (calcd for 
C27H31Cl4N4O6S2, [M＋H]: 711.0434). 

4.2  荧光光谱及荧光量子产率的测量  

在 100 mL 容量瓶中配制 20 μmol/L的探针(CyCl4)
水溶液, 在 LS 50B 荧光分光光度计(Perkin Elmer)上测

量其荧光光谱. 荧光量子产率的测量采用相对测量法, 
以20 μmol/L罗丹明B乙醇溶液为荧光标准物(量子产率

为 0.89[25]), 按如下式所示文献公式[26]计算得到:  
 

U S
U S

S U

F AΦ Φ
F A

＝ × ×

 

式中, Φ为荧光量子产率, F为发射光谱曲线的积分值, A
为在激发波长处的吸光度, 下标 S 和 U 分别代表标准染

料(罗丹明 B)和被测探针.  

4.3  瞬态荧光光谱  

配制 100 μmol/L 探针水溶液, 在 pH 为 8.5 时采用

美国PTI公司QM/TM/NIR瞬态/稳态荧光分析系统进行

瞬态荧光光谱的测量, 激发波长 500 nm, 发射波长 596 
nm.  

4.4  耐光漂白性能测试 

用 ZF-20D 型暗箱式紫外分析仪对探针水溶液(20 
μmol/L)进行光漂白测试, 辐射光波长为 254 nm (功率

16 W), 每隔 5 min 取样进行荧光发射强度测量, 对所得

数据进行记录, 得到光漂白曲线. 

4.5  量子化学计算 

首先运用 HyperChem 软件输入 A, B, C 三种理论模

型的分子结构, 用半经验分子轨道 PM3 进行预优化计

算. 为了获得精确结果, 以 PM3 优化结构为基础, 用
Gaussian 03 程序包中的 DFT-B3L YP 方法, 在 6-31G 基

组水平下进行全优化, 获得其分子几何构型. 全部计算

均在 Core i5(TM)-2500K 微机上完成.  

4.6  细胞培养与荧光成像 

人前列腺癌细胞(PANC-1 细胞)来自上海市肿瘤研

究所. 细胞培养在底部面积为 25 cm2的培养瓶中, 培养

液为含 10% (V/V)胎牛血清(Fetal Bovine Serum, FBS)的
高糖 DMEM. 培养箱中 CO2浓度保持在 5%, 温度保持

在 37 ℃. 当细胞长满一层后, 用含 0.25%胰酶(Trypsin)
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和 0.02% EDTA(分析纯)的消化液消化、传代. 在本实验

中, 1 mL 大约含有 8000 个细胞的溶液(高糖 DMEM, 
10% FBS)种进经过紫外消毒的自制培养皿, 该培养皿

底部为进口盖玻片. 细胞在培养箱中培养 24 h后用 PBS 
(pH 8.3)浸洗 3遍, 再重新加入PBS溶液. 然后将培养皿

置于浸油物镜上进行成像. 向该培养皿中加入探针溶液

0.5 h 后观察探针分子在细胞上的附着行为.  
细胞的荧光成像实验采用 Olympus 公司 IX71 倒置

荧光显微镜, 激发光源为 100 W 的汞灯, 激发滤光片为

530DF50(美国 Omega Optical 公司). 荧光成像装置所用

物镜为60倍油镜(NA 1.45, 日本Olympus公司), 样品产

生的荧光经物镜收集后穿过二色镜(DRLP570, 美国

Omega Optical 公司 )和发射滤光片 (605DF50, 美国

Omega Optical公司), 最后经透镜聚焦进入冷却的16-bit 
CCD 相机(Cascade 650, Photometrics). 后续的图像采集

与处理使用 MetaMorph 图像软件(Universal Imaging 公

司).  
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