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一种基于萘酰亚胺的检测细胞内 pH 值的荧光探针及其生物成像应用 

任江波 a    王蕾 b    郭锐 a    唐永和 a    周红梅 a    林伟英*,a,c 

(a广西大学 光功能材料与化学生物学研究院 化学化工学院  南宁 530004) 

(b南宁市食品药品检验所  南宁 530007) 

(c济南大学 光功能材料与成像研究院 化学化工学院 材料科学与工程学院  济南 250022) 

摘要  细胞内溶酶体的 pH 值对细胞自噬、吞噬、酶加工等各项生命活动有着重要影响. 细胞核是真核细胞中最大的细

胞器, 控制着生物体内的遗传和代谢过程, 参与代谢过程的酶对pH值的变化很敏感. 因此, 研究细胞体内的pH值变化

至关重要. 我们设计并以简单的两步反应合成了一种新型荧光探针 NpH-1. 该探针以萘酰亚胺作为荧光团, 以吗啉基

团作为对 pH 值响应的位点, 通过光诱导电子转移(PET)机制调控荧光, 能够对 pH 值变化响应. 我们在缓冲范围为 1.81

到 11.92 的 Britton-Robison 缓冲液中测定了 NpH-1 对 pH 值变化响应的光谱性质. 在 pH 值 3.0 道 10.0 的范围内, NpH-1
能够对pH值的变化产生快速可逆的响应, 其pKa值为5.41. 探针具有很高的光稳定性. NpH-1具有很低的细胞毒性, 能

够用于活细胞成像. 我们用氯喹刺激 HeLa 细胞, 使细胞的 pH 值发生变化, 并用探针 NpH-1 监测了这一过程中的 pH

值变化. 另外, 还对 NpH-1 进行了溶酶体、线粒体、高尔基体、内质网和细胞核的共定位实验, 结果表明, 探针主要分

布在溶酶体和细胞核中, 这意味着 NpH-1 可以用于检测复杂细胞环境中的 pH 值变化.  

关键词  溶酶体; 细胞核; pH; 萘酰亚胺; 荧光成像 

 

A Naphthalimide-Based Fluorescent Probe for  
Detecting Intracellular pH and Its Biological Imaging Application 
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Abstract  The pH of lysosome in cells has significant affect to various biological activities, including autophagy, phagocy-
tosis, enzyme processing and so on. The metastasis and apoptosis of cancer cells are closely related to change of the lysoso-
mal pH. The nucleus is the largest organelle in eukaryotic cells which control the most important genetic and metabolic pro-
cesses, and the enzymes involved in metabolic processes are sensitive to changes of pH. Therefore, it is very important to 
investigate the pH change in cells. Herein, we designed and synthesized a novel fluorescent probe NpH-1 via a simple 
two-step reaction. The probe uses naphthalimide as the fluorescent group and morpholine group as the pH responsive site, 
and regulates the fluorescence through the photoinduced electron transfer (PET) mechanism. The spectroscopic properties of 
NpH-1 response to pH changes were measured in the Britton-Robison buffers, whose buffering range was from 1.81 to 11.92. 
In the pH range from 3.0 to 10.0, NpH-1 exhibited a very rapid and reversible response to pH change. The pKa of NpH-1 
was 5.41. It showed a very high photostability. Moreover, the fluorescence emission of NpH-1 was not influenced by biolog-
ical species including metal ions, anions and amino acids. NpH-1 showed very low cytotoxicity, which indicated that it could 
be applied for cell imaging. Thus, we monitored the pH changes in HeLa cells via stimulating them by Chloroquine. The cell 
imaging results showed that NpH-1 could be utilized for detection of pH changes in living cells. Furthermore, the colocaliza-
tion experiments of the probe NpH-1 for various organelles including lysosome, mitochondria, Golgi, endoplasmic reticulum 
and cellular nucleus were carried out, and the results exhibited the probe NpH-1 mainly distributed in lysosome and nucleus, 
which implied that the probe could be applied for detection of pH change in complex intracellular environment. 
Keywords  Lysosome; Cell nucleus; pH; Fluorescent imaging; Naphthalimide 
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1  引言 

细胞内的酸碱平衡在许多细胞活动中具有重要作

用[1-3], 是细胞凋亡、增殖和酶活性等生物过程中非常关

键的因素[4-5]. 自噬是溶酶体降解清除功能异常或受损

的细胞器的过程[6-8], 溶酶体在这一过程中发挥了重要

作用[9-10], 这一过程中溶酶体内 pH 会发生变化; 另一方

面不正常的溶酶体 pH 会导致如休克, 癌症和类风湿性

关节炎密切相关的功能障碍疾病[11-13], 因此, 检测溶酶

体内 pH 值的变化, 对于理解细胞内的生理或病理过程

具有重要意义.  

细胞核是遗传信息的储存场所[14], 同时也是细胞

遗传和代谢的调控中心, 它直接或间接的参与了细胞遗

传和代谢活动密切相关的基因复制和转录等过程 [15]. 

细胞核具有弱碱性的微环境, 细胞核中有丝分裂的不同

时期细胞核具有不同的 pH 值. pH 值的变化则会影响到

细胞核内酶的活性以及细胞正常的生理过程. 所以准确

检测细胞核内的 pH 值变化对了解遗传物质的传递有重

要意义. 目前检测细胞核 pH 值的探针报道较少.  

传统的 pH 值检测方法包括酸碱指示剂滴定法和电

位滴定法和电化学测量法等[16]. 荧光成像具有高灵敏

度, 实时检测以及对生物样品破坏小等优点而成为一种

极具吸引力的检测生物分子的技术[17-21]. 因此, 检测溶

酶体内的 pH 值变化对于理解细胞内各种的生物过程具

有重要的意义.  

到目前为止, 有文献已经报道了一些检测细胞内

pH 变化的探针及其光学性质 [22-32], 2016 年上官棣华课

题组报告了一种花青染料具有红色荧光发射, 可同时探

测线粒体和自溶酶体, 成功应用于自噬的可视化[33]. 但

其复杂的合成工艺和容易变化的花菁光漂白染料可能

会限制其实际应用. 本文基于光致电子转移(PET)原理, 

设计了一种基于 1,8-萘酰亚胺染料的 pH 值探针 NpH-1, 

该探针以吗啉基团作为对 pH 响应的基团来调控探针在

不同pH值条件下的荧光(Scheme 1). 并尝将该探针应用

于用于检测细胞内的 pH 值变化.  

 

图式 1  探针 NpH-1 对 pH 值变化的响应机理 
Scheme 1  The mechanism of the probe NpH-1 response to pH 

2  结果与讨论 

2.1  探针 NpH-1 的合成 

如图 2所示, 探针NpH-1的合成经过了两步有机合

成, 详细实验过程与表征数据见实验部分.  

 

图式 2  探针 NpH-1 的合成路线 
Scheme 2  The synthesis of the probe NpH-1 

2.2  探针 NpH-1 的光谱性质 

2.2.1  探针 NpH-1 的紫外-可见吸收光谱 

首先, 测定探针NpH-1在 pH 3.0～10.0范围内的吸

收光谱. 如图 1 所示, 探针的吸收光谱在 450 nm左右有

一个吸收峰, 虽然随着 pH 值的不同峰值有所偏移, 但

整体来说偏移范围不大, 不影响后续发射光谱的测试. 

且由于在 pH 值为 7.4 时(人体内正常 pH 值), 其最大吸

收峰在 440 nm 处, 故选取 440 nm 作为后续探针荧光发

射检测的激发波长. 

 

图 1  探针 NpH-1 (10 μmol/L)在 B-R 缓冲液中的紫外-可见吸收光谱 
(pH 值范围 3.0～10.0) 
Figure 1  The UV-Vis absorption spectra of the probe NpH-1 (10 
μmol/L) in PBS buffers (pH range of 3.0～10.0). 

2.2.2  探针 NpH-1 的荧光光谱 

接下来, 测试了探针 NpH-1 在 3.0～10.0 的 pH 值

的范围内的荧光光谱, 如图2所示, 随着pH值的逐渐增

加, 探针在540 nm处的荧光强度逐渐下降. 这是因为在

酸性条件下, 探针吗啉基团上的 N 原子被质子化, 因此

探针从吗啉基团到1.8-萘酰亚胺染料的PET过程受到抑

制, 探针荧光增强; 而随着pH值的逐渐升高, 在碱性条

件下, 探针吗啉基团上的 N 原子去质子化, 发生从 N 原  
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(a)  

 

(b)  

 

图 2  (a) 探针 NpH-1(10 μmol/L)在 3.0～10.0 的 pH 值范围内的荧光

发射光谱; (b)探针NpH-1(10 μmol/L) 在 3.0～10.0的 pH值范围内 540 
nm 处荧光强度(λex=440 nm) 
Figure 2  (a) The emission spectra of the probe NpH-1 at 540 nm in pH 
range of 3.0～10.0; (b) the pH titration of the probe NpH-1. (λex=440 nm) 

子上的孤对电子到 1,8-萘酰亚胺染料上的 PET 过程, 因

此, 探针 NpH-1 的荧光逐渐减弱. pH 值越高, PET 效应

越强. 通过对不同 pH 值的缓冲体系进行荧光滴定, 得

到探针的pKa值为5.41. 因此, 探针NpH-1能够监测pH

值的变化. 

为了验证探针是否在不同 pH 值下是否稳定, 我们

分别测定了 pH 值分别为 4.0, 7.4 和 9.0 时探针的光稳定

性. 如图 3 所示, 探针 NpH-1 在同一 pH 值条件下, 有

光照和无光照探针 NpH-1 的荧光发射强度没有太大差

别, 这证明探针 NpH-1 具有良好的光稳定性.  

由于细胞内环境的而复杂性, 细胞内 pH 值的变化

处于动态的平衡状态, 探针的可逆性对于实时监测细胞

内 pH 值的变化非常重要. 探针 NpH-1 能够通过吗啉基

团上 N 原子的质子化和去质子化来调控探针的 PET 过

程, 从而调控探针的荧光变化, 因此, 探针NpH-1对PH

值变化的响应应该是可逆的. 为了验证这一点, 我们利

用 pH 值为 4.0 和 8.0 的体系对探针进行了滴定实验, 如

图 4 所示, 当 pH 值为 4.0 时, 探针 NpH-1 显示出很强

的黄色荧光, 当pH值变为8.0时, 探针的荧光发射减弱,  

 

 

图 3  探针 NpH-1(10 μmol/L)在 pH 值为 4.0, 7.4 和 9.0 时有无光照条

件下的荧光强度随时间的变化曲线(λex＝440 nm, λem＝540 nm) 
Figure 3  The curve of fluorescent emission intensity variation with time 
of the probe NpH-1(10 μmol/L) at pH 4.0, 7.4 and 9.0. (λex＝440 nm, λem

＝540 nm) 

 

图 4  探针 NpH-1(10 μmol/L)在 pH 为 4.0 和 8.0 之间的可逆循环(λex

＝440 nm, λem＝540 nm) 
Figure 4  The reversible cycle of the fluorescent emission of the probe 
the probe NpH-1(10 μmol/L) between pH 4.0 and 8.0. 

而当 pH 值恢复到 4.0 时, 探针 NpH-1 的黄色荧光也得

到恢复, 循环 6 次之后, 从图中可以看探针的荧光仍然

能够恢复. 以上结果表明探针 NpH-1 对 pH 值变化的响

应具有很好的可逆性. 

为了检测生物体内的离子、氨基酸、活性氧等生物

体内的各类离子和分子是否会影响探针NpH-1对 pH值

变化的响应, 我们进行了干扰实验. 在 pH 值为 4.0 和

7.4 的溶液中, 分别加入 200 μmol/L 的干扰离子或各类

离子或分子, 测定探针NpH-1的荧光发射. 如图 5所示, 

加入各类干扰离子或分子后探针 NpH-1 在 pH 值 4.0 和

7.0 时的荧光发射几乎不变, 因此, 探针NpH-1 对 pH 值

变化的响应不受其他离子或分子的干扰, 能够检测生物

体内的 pH 值变化.  

2.3  探针 NpH-1 的细胞成像实验 

2.3.1  细胞毒性实验 

探针的细胞毒性会影响探针在生物体系内的应用. 

因此, 我们首先进行了细胞毒性测试. 利用甲基噻唑  
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图 5  探针 NpH-1(10 μmol/L)在各种离子和分子(200 μmol/L)在 pH 为

4.0 和 7.4 的溶液中在 540 nm 处的荧光发射强度. 1. α-D-葡萄糖, 2. L-
苯丙氨酸, 3. L-丙氨酸, 4. L-蛋氨酸, 5. L-精氨酸, 6. L-抗坏血酸, 7. L-
亮氨酸, 8. L-脯氨酸, 9. L-色氨酸, 10. L-丝氨酸, 11. L-天冬氨酸, 12. L-
缬氨酸, 13. L-异亮氨酸, 14.L-组氨酸, 15. 丙酮醛, 16. 醋酸钠, 17. 二
氯化钴, 18. 氟化钠, 19. 甘氨酸, 20. 硫氰化钠, 21. 硫酸钠, 22. 氯化

钾, 23. 二氯化锰, 24. 氯化钠, 25. 碳酸钠, 26. 碳酸氢钠, 27. 无水氯

化镁, 28. 五水合硫代硫酸钠, 29. 五水合硫酸铜, 30. 亚硫酸钠, 31. 
亚硝酸钠.  
Figure 5  Fluorescence intensity of NpH-1(10 μmol/L) at λem＝540 nm 
in solution at pH 4.0 and 7.4 with various species (200 mmol/L). 1. 
α-D-glucose; 2. L-phenylalanine; 3. L-alanine; 4. L-Methionine; 5. 
L-arginine; 6. L-ascorbic acid; 7. L-leucine; 8. L-proline; 9. L-tryptophan; 
10. L-serine; 11. L-aspartic acid; 12. L-valine; 13. L-isoleucine; 14. 
L-histidine; 15. Methylglyoxal; 16. NaOAc; 17. CoCl2; 18. NaF; 19. 
glycine; 20. NaCNS; 21. Na2SO4; 22. KCl; 23. MnCl2; 24. NaCl; 25. 
Na2CO3; 26. NaHCO3; 27. MgCl2; 28. Na2S2O3•5H2O; 29. Cu2SO4•5H2O; 
30. Na2SO3; 31. NaNO2. 

基四唑(MTT)法测定了 NpH-1 浓度分别为 1 μmol/L, 2 

μmol/L, 5 μmol/L, 10 μmol/L, 20 μmol/L 和 30 μmol/L 时

的细胞毒性. 经过 24 h, 仍然有超过 80%的细胞存活, 

这说明探针 NpH-1 的细胞毒性很小, 能够用于细胞成

像实验(图 S1). 

氯喹是一种抗疟疾药物, 能够引起溶酶体 pH 值的

改变[34]. 我们利用氯喹来刺激 HeLa 细胞, 来观测探针

NpH-1 对 pH 值变化的响应情况. 如图 6 所示, 只用探

针 NpH-1 处理后的 HeLa 细胞几乎没有荧光; 而用氯喹

刺激细胞后再加探针NpH-1, 能够观测到很强的绿色荧

光. 以上结果表明, 探针 NpH-1 能够用于检测细胞内的

pH 值变化.  

为了研究探针 NpH-1 在细胞中的分布情况, 我们

分别用线粒体定位染料(MitoTrackerTM Deep Red)、溶酶

体定位染料(LysoTrackerTM Deep Red)、细胞核定位染

料(Hoechst 33342)、高尔基体定位染料(Golgi-Tracker 

Red)和内质网蓝色定位染料(ER-Tracker Blue)来与探针

进行共定位实验, 实验结果表明, 探针在细胞内主要分

布在溶酶体和细胞核中(图 7 和表 S1). 因此, 探针可以

用于检测溶酶体和细胞核内的 pH 值变化.  
 

 

图 6  (a～c) HeLa 细胞用探针 NpH-1 (10 μmol/L)处理后的细胞成像

图; (d～f) HeLa细胞用氯喹(10 μmol/L)处理 30 min后加入探针NpH-1 
(10 μmol/L)的细胞成像图 
Figure 6  (a～c) The imaging photograph of HeLa cell treated with the 
probe NpH-1 (10 μmol/L); (d～f) the imaging photograph of HeLa cell 
treated with chloroquine (10 μmol/L) for 30 min then addition of the 
probe NpH-1 (10 μmol/L). 

 

图 7  (a1)～(a4) 探针 NpH-1(10 μmol/L) 与 Hoechst 33342(10 μmol/L)
的 共 定 位 成 像 图 ; (b1) ～ (b4) 探 针 NpH-1(10 μmol/L) 与

MitoTrackerTM Deep Red(10 μmol/L)的共定位成像图; (c1)～(c4) 探针

NpH-1(10 μmol/L) 与 LysoTrackerTM Deep Red (10 μmol/L)的共定位

成像图; (d1)～(d4) 探针 NpH-1 (10 μmol/L) 与 Golgi-Tracker Red (10 
μmol/L)的共定位成像图 ; (e1)～(e4) 探针 NpH-1 (10 μmol/L) 与
ER-Tracker Blue (10 μmol/L)的共定位成像图. 
Figure 7  (a1)～(a4) The colocalization photograph of the probe NpH-1 
(10 μmol/L) with Hoechst 33342(10 μmol/L); (b1)～(b4) The colocaliza-
tion photograph of the probe NpH-1(10 μmol/L) with MitoTrackerTM 
Deep Red (10 μmol/L); (c1)～(c4) The colocalization photograph of the 
probe NpH-1 (10 μmol/L) with LysoTrackerTM Deep Red; (d1)～(d4) 
The colocalization photograph of the probe NpH-1(10 μmol/L) with 
Golgi-Tracker Red; (e1)～(e4) The colocalization photograph of the 
probe NpH-1 (10 μmol/L) with ER-Tracker Blue. 

3  结论 

本文设计并合成了主要分布在溶酶体和细胞核的

pH 值探针 NpH-1. 该探针具有很高的灵敏度和光稳定
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性, 对 pH 值的变化具有快速可逆的响应, 具有很低的

细胞毒性. 当 pH从 10.0降低到 3.0时, 探针荧光发射明

显增强. 该探针的 pKa 为 5.41, 对于研究酸性细胞器的

内环境有很大的意义. 探针 NpH-1 的细胞成像和共定

位实验显示, 探针进入细胞后主要分布在溶酶体和细胞

核, 这对于研究各种生理病理过程在溶酶体和细胞核内

的 pH 值变化具有潜在的应用价值.  

4  实验部分 

4.1  仪器与试剂 

本研究中所有化学试剂与生物试剂均为市售产品, 

属化学纯或分析纯, 除特别说明外, 无需进一步纯化即

可使用. 实验中使用的蒸馏水是已购仪器自己产生, 未

被污染可放心使用. 薄层色谱(TLC)分析在硅胶板上进

行, 组层析使用硅胶(筛网 200～300 目). 使用 Bruker 

APEX IV-FTMS 7.0 T 质谱仪获得了探针的高分辨率质

谱(HRMS). 使用四甲基硅烷(TMS)作为内部参考, 使用

500 MHz及600 MHz核磁共振仪作 1H NMR和 13C NMR

数据图. 使用 pH计进行pH值的测量. 用岛津UV-2700

分光光度计测量紫外-可见吸收光谱.  用日立 F-4700荧

光分光光度计记录荧光发射光谱. 数据表示为三个独立

测量的平均标准偏差(SD). 细胞活力测定在多功能酶标

仪(Thermo Fisher, MA, USA)上进行. 细胞荧光图像在

徕卡 TCS-SP8 DIVE 共聚焦显微镜上获得.  

4.2  探针合成 

4.2.1  化合物 2 的合成 

在 100 mL 圆底烧瓶中将 4-溴-1,8-萘二甲酸酐

(0.554 g, 2 mmol)与 4-二甲基氨甲基苯胺(300 mg, 2 

mmol)混合, 再向其中加入 20 mL乙醇, 加热回流搅拌 5 

h, 反应液冷却至室温后抽滤并使用乙醇润洗干净, 干

燥后通过柱层析纯化(Ｖ二氯甲烷/Ｖ甲醇=5/1), 得到淡黄色固

体(585 mg, 产率 70%). 1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ 
8.62 (dd, J＝8.5, 1.1 Hz, 1H), 8.59 (dd, J＝7.3, 1.1 Hz, 

1H), 8.35 (d, J＝7.8 Hz, 1H), 8.27 (d, J＝7.9 Hz, 1H), 8.05 

(dd, J＝8.5, 7.3 Hz, 1H), 7.46～7.41 (m, 2H), 7.36～7.31 

(m, 2H), 3.51 (s, 2H), 2.23 (s, 6H).  

4.2.2  探针 NpH-1 的合成 

将化合物2(0.408 g, 1 mmol)溶于10 mL乙二醇单甲

醚中, 置于 125 ℃回流, 待化合物 2 完全溶解后, 然后

向其中滴加 2-(乙二氨基)吗啉(0.130 g, 1 mmol)搅拌回

流 12 h. 反应液冷却至室温后, 减压蒸馏除去溶剂, 使

用柱层析纯化 (Ｖ二氯甲烷 /Ｖ甲醇＝20/1), 得到黄体固体

NpH-1(0.320 g, 产率 51.8%). 1H NMR (500 MHz, 

DMSO-d6) δ 8.70 (d, J＝8.4 Hz, 1H), 8.43 (d, J＝7.1 Hz, 

1H), 8.26 (d, J＝8.5 Hz, 1H), 7.72 (s, 1H), 7.41 (d, J＝8.1 

Hz, 2H), 7.29～7.21 (m, 2H), 6.85 (d, J＝8.6 Hz, 1H), 

3.61 (t, J＝4.6 Hz, 5H), 3.51 (s, 2H), 2.68 (t, J＝6.8 Hz, 

2H), 2.51 (dq, J＝6.5, 4.5, 3.2 Hz, 7H), 2.24 (s, 7H); 13C 

NMR (126 MHz, DMSO) δ 164.46, 163.61, 151.08, 

138.63, 135.69, 134.73, 131.25, 130.32, 129.47, 129.40, 

129.09, 124.83, 122.77, 120.68, 108.44, 104.40, 66.69, 

63.29, 56.64, 53.85, 45.37; HRMS(ESI) [M+H] + cald for 

C27H30N4O3 459.2391, found 459.2388. 

4.3  计算方法 

荧 光 量 子 产 率 计 算 方 法 如 下 : 量 子 产 率

Φx=Φs(nx/ns)
2(As/Ax)(Fx/Fs)或 Φx=Φs(As/Ax)(Fx/Fs)式中 Φ

为荧光量子效率; x 表示测试样品; s 表示标准物质; n 表

示溶剂的折射率(一般溶剂之间的折射率相差较少, 可

省去); A 该激发波长的入射光的吸光度(A=εbc); F 表示

荧光强度或者发射光谱的积分面积. 运用此公式时一般

要求吸光度 A 低于 0.05. 参比标准样最好选择其激发波

长值相同或相近的荧光物质. 有分析应用价值的荧光化

合物的 Φ一般常在 0.1～1 之间.  

pKa 计算方法如下: 计算公式是 lg[HA]/[A－]=pKa

－pH, 根据化合物浓度与荧光强度的关系, 则有: pH－

pKa＝log(Fmax－F)/(F－Fmin). 式中Fmax和Fmin分别为在

一系列pH值体系中测得的荧光强度的最大值(滴定达饱

和时的荧光强度)和最小值(背景荧光强度).  

4.4  光谱分析 

探针母液的配制: 称取取一定量的纯品探针, 溶于

4 mL DMSO 中, 配制成 1 mmol/L 探针母液. 然后每次

取相应体积的探针母液, 配成 10 μmol/L 的探针测试液

即可.  

B-R 缓冲液的配制: 将 0.04 mol/L 硼酸、磷酸(85%)

以及醋酸混合而成, 使用时利用 0.2 mol/L 氢氧化钠溶

液加入不同体积调节到所需 pH 值即可.  

紫外-可见吸收光谱测试方法是先取不同pH的溶液, 

向其中加入相应的DMSO, 形成和探针测试液相同浓度

的空白组, 然后使用空白组扫完基线后, 再将探针测试

液换上进行测试, 最终得到紫外-可见吸收光谱图.  

荧光光谱测试方法是按照不同谱图所需要的溶液

情况, 配制相应的测试液, 具体细节已在光谱测试前的

说明中提出, 这里不再赘述. 测试条件是电压为 500 V, 

狭缝宽度为 5 nm, 入射波长 440 nm, 最大发射波长是

540 nm. 

4.5  细胞培养和 MTT 分析 

HeLa 细胞购自 Key Gen Biotech (Nanjing, China). 

细胞培养于添加了 10%胎牛血清、80 U/mL 青霉素和

0.08 mg/mL 链霉素的 Minimum Essential Medium (MEM)

中, 在 φ(CO2)＝5%的培养箱中, 37 ℃下培养 24 h.  

pH 探针的细胞毒性测定采用 MTT 法. 选用细胞密

度在 90%以上的细胞培养基, 先吸走原培养液, 加入磷

酸缓冲盐溶液(PBS)清洗一次, 再加入 500 μL 0.25%的

胰酶, 培养 1～2 min 使细胞酶解, 加入 1 mL Dulbecco's 
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Modified Eagle Medium(DMEM)吹散, 使用离心仪器离

心 3 min 将细胞沉降在离心管底部, 吸走上层清液, 加

入7 mL DMEM吹散均匀, 然后按要求加入到96孔板中, 

外围孔板加入 100 μL PBS, 其余的加入 100 μL 上述液

体, 在 φ(CO2)＝5%培养箱中, 37 ℃下培养过夜. 将不

同浓度的 pH 探针(1, 2, 5, 10, 20, 30 μmol/L )加入到细胞

中继续培养 24 h, 小心吸走培养液, 然后将 MTT 使用

PBS 溶解形成相应浓度后, 每孔取 10 μL 加入含 90 μL

新培养液的培养基继续孵育 4 h. 小心地去除培养液, 

再每孔加入 100 μL 二甲基亚砜并摇 10 min 以完全溶

解. 最后用多功能酶标仪(Thermo Fisher, MA, USA)测

定 492 nm 处的吸光值, 处理数据计算得到细胞存活率.  

4.6  成像实验 

将 HeLa 细胞孵育 24 h, 同时将探针配制形成 1 

mmol/L 的母液, 向不同的细胞培养皿中加入实验所需

的量, 形成相应的探针浓度, 进行实验(实验需求见结

果与讨论中的成像测试), 成像前若无特别要求, 加入

探针孵育后需要先使用PBS清洗两到三次, 再使用共聚

焦荧光显微镜进行成像.  
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