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具有荧光开关特性的喹啉衍生物用于高效选择性
标记细胞脂滴
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摘要  脂滴是一种重要的细胞器，与细胞中多种生理活动密切相关。为了观察脂滴并研究其多种多样的功能，共聚

焦荧光成像技术是最有力的工具之一。然而，细胞脂滴荧光成像所需的具有高荧光亮度和高标记选择性的脂滴荧

光探针却十分有限，这严重限制了脂滴的深入研究。研制了一种具有荧光开关特性的喹啉衍生物脂滴荧光探针

（Lipi-QL）。该探针因其敏感的极性淬灭荧光特性，展现出了很高的脂滴标记选择性。Lipi-QL 能靶向脂滴是因为

其脂溶性，进入脂滴后，荧光增强是脂滴内的较低极性引起的。给受体型分子结构还赋予了该探针高的荧光亮度以

及大的斯托克斯位移。将该探针用于细胞脂滴共聚焦荧光成像，在不同浓度下都实现了显著优于脂滴商用探针

BODIPY 493/503 的标记选择性。此外，使用该荧光探针实现了固定细胞的三维共聚焦成像和活细胞的四色共聚

焦成像。该荧光探针的研制一方面为脂滴生理功能的研究提供了强有力的工具，另一方面也为新型高标记选择性

荧光探针的设计提供了新的思路。
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1　引   言

脂滴是一种球形细胞器，广泛存在于绝大部分的

真核细胞中。其内部是由甘油三酯和胆固醇酯等构成

的中性脂质核，核外包覆的是附着各种蛋白的磷脂单

层膜［1-2］。脂滴从内质网的双层膜间以出芽的方式脱

落进入细胞质中，所形成的新生脂滴尺寸较小，它们会

在细胞质中多种酶的作用下逐渐成熟。在过去很长一

段时间内，脂滴都被认为只是细胞中储存过量脂质的

惰性脂肪颗粒。近年来研究发现，脂滴是细胞中一种

重要的细胞器，参与能量代谢、膜转运和炎症反应等多

种生理活动［3-5］，并且脂滴的功能失调与多种代谢类疾

病密切相关，如神经退行性疾病、肥胖症和癌症等  ［6-8］。

因此，脂滴研究成为了近年来细胞生物学领域最热门

的方向之一。

荧光成像［9-11］技术是观察脂滴并研究其生理功能

最有力的工具之一。其中，共聚焦成像是目前使用最

为广泛的荧光成像技术，相应地用于共聚焦成像具有

高荧光亮度的脂滴荧光探针研究也有不少报道［11-23］。

最为著名的当属已经商业化的 Nile Red 和 BODIPY 
493/503［13］。但这两种探针仍有一些缺点，例如两者的

染色选择性都不够高，除了染色脂滴外，这两种荧光探

针还会染色细胞中的其他结构。为了提升脂滴荧光

探针的标记选择性，一种有效的方法是通过调节荧

光探针的分子结构来改善其亲疏水性，从而显著提

高荧光探针的脂滴染色特异性。例如，Collot 等［12］报

道了一系列基于单苯环骨架的红光发射脂滴荧光探

针，通过调节分子结构中烷基链的长度和形状，改变

荧光分子的亲疏水性和细胞膜通透性，得到了油水

分配系数（CLogP）值在 6 左右的染色性能最佳的脂

滴荧光探针 Ph-Red。另外一种有效提升脂滴荧光探

针标记选择性的方法是通过合理地设计具有荧光开

关特性的荧光探针，实现低极性的脂滴内荧光点亮，

高极性环境中荧光淬灭，从而实现高的脂滴染色特

异性。例如，李晨梦等［9］开发了一系列具有荧光开关

特性的高亮度脂滴荧光探针，由于这些探针在细胞

质等极性环境下荧光会显著淬灭，从而在细胞和组

织中都实现了高信噪比的脂滴荧光成像。这些工作

显著地促进了脂滴的细胞生物学研究。但总体来

说，能够高亮度和高效选择性标记细胞脂滴的荧光

探针仍十分有限。

本文研制了一种极性敏感的具有荧光开关特性的

脂滴荧光探针（Lipi-QL）。该探针分子结构简单，合成

容易，具有给受体结构和显著的极性淬灭特性，还具有
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高的荧光亮度、高的脂滴染色选择性和低的细胞毒性。

将该探针用于脂滴的共聚焦荧光成像，在不同的染色

浓度下实现了显著高于商用探针 BODIPY 493/503 的

成像信噪比。考虑到该探针不错的光稳定性，将该探

针用于三维共聚焦成像，获得了高质量的能直观展现

脂滴空间分布的三维图片。使用该探针搭配其他三种

商用染料，成功实现了活细胞的四色共聚焦成像。这

些应用突出了 Lipi-QL 高的成像信噪比，说明了该探

针在脂滴荧光成像上的实用性。另外，该探针的分子

设计为高效选择性标记细胞器的荧光探针研制提供了

新的思路。

2　结果与讨论

2.1　荧光探针分子设计及光物理性质

Lipi-QL 的分子结构是基于喹啉的分子骨架，在

一端引入两个三氟甲基增强其吸电子能力，在另一端

引入二苯胺给体。这样得到的给受体分子展现出了高

荧光亮度，同时还具有大的斯托克斯位移，如图 1（a）
所示，其中 f为振子强度。为了深入理解该荧光（FL）
分子的发光特性，我们对其进行了含时密度泛函理论

（TD-DFT）计算。最高能量占有分子轨道（HOMO）

分 布 在 整 个 π 骨 架 中 ，而 最 低 能 量 未 占 分 子 轨 道

（LUMO）则主要分布在双三氟甲基喹啉的受体部

分。这种 HOMO 和 LUMO 的显著分离会增大该荧

光分子在激发态的偶极矩，使其在激发态对极性环

境更加敏感，表现出显著的溶剂化效应。该荧光探针

的化学合成和表征数据展示在支撑材料图 1 中。

之后研究了 Lipi-QL 在不同极性有机溶剂中的

光物理性质［图 1（b）和支撑材料中的表 S1］。该荧

光探针的吸收对溶剂极性不敏感，在不同溶剂中的

最大吸收峰均位于 420 nm 左右，摩尔消光系数（ε）约

为 6000 L·mol-1·cm-1。该探针的发射表现出了与吸

收截然不同的极性依赖特性。随着溶剂极性的增加，

该探针的最大发射峰位从甲苯中的 534 nm 红移到了

乙腈中的 640 nm，相应的荧光量子产率（ΦF）从 0.5700
下降到了 0.0043，展现出了显著的极性淬灭的荧光特

性，有利于提升荧光成像中的信噪比。该探针在低极

性甲苯中的斯托克斯位移达到 111 nm，如此大的斯托

克斯位移对于荧光成像来说可以有效降低吸收和发射

之间的交叉串扰。

图 1　荧光探针的设计、合成与光物理性质。（a）Lipi-QL 的分子结构及其 TD-DFT 计算结果；（b）Lipi-QL 在不同极性有机溶剂中的

吸收发射光谱；（c）Lipi-QL 在不同二氧六环溶液中的荧光光谱及荧光照片；（d）BODIPY 493/503 在不同二氧六环溶液中的荧

光光谱及荧光照片

Fig. 1　Design, synthesis, and photophysical properties of fluorescent probes. (a) Molecular structure of Lipi-QL and its calculation 
results by TD-DFT; (b) absorption emission spectra of Lipi-QL in different polar organic solvents; (c) fluorescence spectra and 
fluorescence photographs of Lipi-QL in different dioxane solutions; (d) fluorescence spectra and fluorescence photographs of 

BODIPY 493/503 in different dioxane solutions

2.2　荧光开关特性

由于极性淬灭发光特性对于提升荧光成像的信噪

比具有重要意义，因此在这里详细地研究了 Lipi-QL
的荧光开光特性。细胞脂滴内的极性与甲苯或二氧六

环溶剂的极性相当［18-19］，因此 Lipi-QL 在细胞脂滴内的

发光特性与其在甲苯或二氧六环中的类似。通过改变

二氧六环溶液中水的含量来模拟脂滴以及其他细胞器

中的极性环境。如图 1（c）所示，当水的体积分数为 0
时，该探针具有高效的荧光发射，说明其在脂滴内也能

展现出高的荧光亮度。当水含量逐渐增加时，该探针

表现出了极其敏感的荧光淬灭特性：当水的体积分数

仅为 1.0% 时，该探针的大部分荧光发射被淬灭；当水

的体积分数增加至 20.0% 时，该探针的发射几乎被完

全淬灭，荧光信号消失。这说明该探针进入细胞后即

便有少部分染色到了除脂滴外的其他细胞器，其荧光

发射也会被所处的极性环境淬灭，从而表现出很高的

脂滴染色选择性。我们同样测试了脂滴商用染料

BODIPY 493/503 的荧光开关特性。如图 1（d）所示，

BODIPY 493/503 在水的体积分数为 40.0% 的二氧六

环溶液中的荧光淬灭现象不明显，这可能是其脂滴染

色选择性不佳的主要原因。

2.3　细胞脂滴染色共定位实验

通过 3-（4，5-二甲基噻唑 -2）-2，5-二苯基四氮唑

溴盐（MTT）测试研究了 Lipi-QL 的生物相容性。在

探针浓度为 10 μmol/L 的情况下孵育 24 h 后，没有观

察到细胞毒性（详见支撑材料图 2）。选用文献报道

的脂滴探针 Ph-Red［13］和该探针搭配进行共定位实

验，以确定 Lipi-QL 在细胞内染色的位置是否为脂滴。

活的 HeLa 细胞用 Ph-Red（探针浓度为 2 μmol/L）和

Lipi-QL（探针浓度为 500 nmol/L）染色 1 h 后进行共

聚焦荧光成像。如图 2 所示，在绿色荧光通道中，采

用 405 nm 激发光，在 480~520 nm 范围内收集 Lipi-
QL 的荧光信号。在红色通道中，采用 488 nm 激发

光，在 710~750 nm 范围内收集 Ph-Red 的荧光信号。

通过 Image J 软件分析处理后发现，绿色通道和红色

通道可以很好地重合到一起，皮尔逊相关系数（R）达

到 0.88，这 说 明 Lipi-QL 具 有 很 高 的 脂 滴 染 色 选

择性。

2.4　Lipi-QL和 BODIPY 493/503的染色选择性对比

之后对比了具有荧光开关特性的 Lipi-QL 与脂滴

荧光探针 BODIPY 493/503 在不同浓度下的染色选

择性。活的 HeLa 细胞分别用不同浓度（1 μmol/L 和

10 μmol/L）Lipi-QL 和 BODIPY 493/503 染色 0.5 h，
用 Hank's 平衡盐溶液（HBSS）洗去游离的荧光探针后

再进行共聚焦成像。如图 3 所示，Lipi-QL 在不同浓度

下均能高效染色细胞脂滴。相比之下，BODIPY 493/
503 的脂滴染色选择性要低很多，除了染色细胞脂滴

外，还染色了其他膜状的细胞结构，成像信噪比较低。

这组染色选择性对比突出了 Lipi-QL 的极性淬灭发

光 特 性 在 高 效 选 择 性 标 记 细 胞 脂 滴 方 面 的 显 著

优势。

2.5　固定细胞的三维共聚焦成像

三维共聚焦成像是观察亚细胞结构空间分布的一

种强有力工具。通常对样品进行多重成像扫描，通过

三维重构多张 z扫切片，从而得到三维图片，这些操作

会对荧光探针造成严重的光漂白。所以具有高亮度和

高光稳定性的荧光探针是三维成像迫切需求的。此

外，非特异性染色照片的堆叠会使三维共聚焦图片变

得模糊不清［18］，因此高的标记选择性对于三维共聚焦

成像也是格外重要的。而 Lipi-QL 刚好满足上述要求，

所以将其用于三维共聚焦成像。利用商用显微镜上配

备的 LAS X 软件对 z扫切片进行 3D 重构，得到 3D 共

聚焦图片。活细胞中脂滴的快速移动会显著降低三维

成像的分辨率，因此在本实验中，活 HeLa 细胞用浓度

为 2 μmol/L 的 Lipi-QL 染色 2 h 后，利用质量分数为

图 2　HeLa 细胞中 Lipi-QL 和 Ph-Red 的共定位实验（标尺为 10 μm）。（a）Lipi-QL 的绿色成像通道；（b）Ph-Red 的红色成像通道；

（c）两个荧光通道以及明场的叠加图片

Fig. 2　Co-localization experiments of Lipi-QL and Ph-Red in HeLa cells (scale bar is 10 μm). (a) Green imaging channel of Lipi-QL; 
(b) red imaging channel of Ph-Red; (c) superimposed images of two fluorescence channels and bright field
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2.2　荧光开关特性

由于极性淬灭发光特性对于提升荧光成像的信噪

比具有重要意义，因此在这里详细地研究了 Lipi-QL
的荧光开光特性。细胞脂滴内的极性与甲苯或二氧六

环溶剂的极性相当［18-19］，因此 Lipi-QL 在细胞脂滴内的

发光特性与其在甲苯或二氧六环中的类似。通过改变

二氧六环溶液中水的含量来模拟脂滴以及其他细胞器

中的极性环境。如图 1（c）所示，当水的体积分数为 0
时，该探针具有高效的荧光发射，说明其在脂滴内也能

展现出高的荧光亮度。当水含量逐渐增加时，该探针

表现出了极其敏感的荧光淬灭特性：当水的体积分数

仅为 1.0% 时，该探针的大部分荧光发射被淬灭；当水

的体积分数增加至 20.0% 时，该探针的发射几乎被完

全淬灭，荧光信号消失。这说明该探针进入细胞后即

便有少部分染色到了除脂滴外的其他细胞器，其荧光

发射也会被所处的极性环境淬灭，从而表现出很高的

脂滴染色选择性。我们同样测试了脂滴商用染料

BODIPY 493/503 的荧光开关特性。如图 1（d）所示，

BODIPY 493/503 在水的体积分数为 40.0% 的二氧六

环溶液中的荧光淬灭现象不明显，这可能是其脂滴染

色选择性不佳的主要原因。

2.3　细胞脂滴染色共定位实验

通过 3-（4，5-二甲基噻唑 -2）-2，5-二苯基四氮唑

溴盐（MTT）测试研究了 Lipi-QL 的生物相容性。在

探针浓度为 10 μmol/L 的情况下孵育 24 h 后，没有观

察到细胞毒性（详见支撑材料图 2）。选用文献报道

的脂滴探针 Ph-Red［13］和该探针搭配进行共定位实

验，以确定 Lipi-QL 在细胞内染色的位置是否为脂滴。

活的 HeLa 细胞用 Ph-Red（探针浓度为 2 μmol/L）和

Lipi-QL（探针浓度为 500 nmol/L）染色 1 h 后进行共

聚焦荧光成像。如图 2 所示，在绿色荧光通道中，采

用 405 nm 激发光，在 480~520 nm 范围内收集 Lipi-
QL 的荧光信号。在红色通道中，采用 488 nm 激发

光，在 710~750 nm 范围内收集 Ph-Red 的荧光信号。

通过 Image J 软件分析处理后发现，绿色通道和红色

通道可以很好地重合到一起，皮尔逊相关系数（R）达

到 0.88，这 说 明 Lipi-QL 具 有 很 高 的 脂 滴 染 色 选

择性。

2.4　Lipi-QL和 BODIPY 493/503的染色选择性对比

之后对比了具有荧光开关特性的 Lipi-QL 与脂滴

荧光探针 BODIPY 493/503 在不同浓度下的染色选

择性。活的 HeLa 细胞分别用不同浓度（1 μmol/L 和

10 μmol/L）Lipi-QL 和 BODIPY 493/503 染色 0.5 h，
用 Hank's 平衡盐溶液（HBSS）洗去游离的荧光探针后

再进行共聚焦成像。如图 3 所示，Lipi-QL 在不同浓度

下均能高效染色细胞脂滴。相比之下，BODIPY 493/
503 的脂滴染色选择性要低很多，除了染色细胞脂滴

外，还染色了其他膜状的细胞结构，成像信噪比较低。

这组染色选择性对比突出了 Lipi-QL 的极性淬灭发

光 特 性 在 高 效 选 择 性 标 记 细 胞 脂 滴 方 面 的 显 著

优势。

2.5　固定细胞的三维共聚焦成像

三维共聚焦成像是观察亚细胞结构空间分布的一

种强有力工具。通常对样品进行多重成像扫描，通过

三维重构多张 z扫切片，从而得到三维图片，这些操作

会对荧光探针造成严重的光漂白。所以具有高亮度和

高光稳定性的荧光探针是三维成像迫切需求的。此

外，非特异性染色照片的堆叠会使三维共聚焦图片变

得模糊不清［18］，因此高的标记选择性对于三维共聚焦

成像也是格外重要的。而 Lipi-QL 刚好满足上述要求，

所以将其用于三维共聚焦成像。利用商用显微镜上配

备的 LAS X 软件对 z扫切片进行 3D 重构，得到 3D 共

聚焦图片。活细胞中脂滴的快速移动会显著降低三维

成像的分辨率，因此在本实验中，活 HeLa 细胞用浓度

为 2 μmol/L 的 Lipi-QL 染色 2 h 后，利用质量分数为

图 2　HeLa 细胞中 Lipi-QL 和 Ph-Red 的共定位实验（标尺为 10 μm）。（a）Lipi-QL 的绿色成像通道；（b）Ph-Red 的红色成像通道；

（c）两个荧光通道以及明场的叠加图片

Fig. 2　Co-localization experiments of Lipi-QL and Ph-Red in HeLa cells (scale bar is 10 μm). (a) Green imaging channel of Lipi-QL; 
(b) red imaging channel of Ph-Red; (c) superimposed images of two fluorescence channels and bright field
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4% 的多聚甲醛在室温下固定 15 min。用磷酸盐缓冲液

（PBS）洗去游离探针后，进行三维共聚焦成像。该实验

是在高的 xy平面点分辨率以及小的 z扫步幅（200 nm）

下完成的，因此获得了高质量的三维共聚焦照片（图 4）。

可以清晰直观地观察到细胞内脂滴的空间分布情况，

显示出该探针在三维共聚焦成像方面的实用性。

2.6　活细胞多色共聚焦成像

多色共聚焦成像能够在一张图片上揭示不同

的细胞活动过程，因此能够提供重要的生物学信

息。基于 Lipi-QL 优异的性能，将其用于多色共聚

焦成像。在本实验中 ，活 HeLa 细胞的细胞核、脂

滴 、溶 酶 体 和 线 粒 体 分 别 用 细 胞 核 商 用 染 料

Hoechst 33342、脂滴荧光探针 Lipi-QL、溶酶体商用染

料 Lyso Tracker Red 和线粒体商用染料 Mito Tracker 

Deep Red 染色。之后进行共聚焦荧光成像，条件如

下：Hoechst 33342 的激发光波长为 λex=405 nm，检测

区间为 λ em=415~445 nm；Lipi-QL 的激发光波长为

λ ex=458 nm，检 测 区 间 为 λem=470~550 nm；Lyso 
Tracker Red 的激发光波长为 λex=570 nm，检测区间为

λem=580~610 nm；Mito Tracker Deep Red 的激发光波

长 为 λ ex=640 nm ，检 测 区 间 为 λ em=650~750 nm 。

基于这四种荧光探针吸收和发射光谱的不同，通

图 3　不同浓度下 Lipi-QL 与 BODIPY 493/503 在 HeLa 细胞中的染色选择性对比（标尺为 10 μm）

Fig. 3　Comparison of staining selectivity between Lipi-QL and BODIPY 493/503 in HeLa cells under different concentrations (scale 
bar is 10 μm)

图 4　使用 Lipi-QL 染色的 HeLa 细胞的三维共聚焦成像

Fig. 4　3D confocal imaging of HeLa cells stained with Lipi-QL

过线线逐序扫描的方式进行成像，有效避免了各

个荧光通道之间串色的发生。因此，成功得到了

高 质 量 的 活 细 胞 四 色 共 聚 焦 成 像 图 片 ，如 图 5
所示。

3　结   论

研制了一种先进的具有荧光开关特性的脂滴荧

光探针 Lipi-QL。该探针极性淬灭的发光特性使得其

可以高效选择性地标记细胞脂滴。该探针还具有高

的荧光亮度、大的斯托克斯位移和良好的生物相容

性。基于这些优异的性能，使用该探针成功实现了高

质量的固定细胞三维共聚焦成像和活细胞四色共聚

焦成像，突出了该探针在脂滴荧光成像中的实用性。

该探针的研制为脂滴的细胞生物学研究提供了有效

工具，为高标记选择性荧光探针的设计合成提供了新

的思路。

备注：本文支撑材料可扫下方二维码获得。
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过线线逐序扫描的方式进行成像，有效避免了各

个荧光通道之间串色的发生。因此，成功得到了

高 质 量 的 活 细 胞 四 色 共 聚 焦 成 像 图 片 ，如 图 5
所示。

3　结   论

研制了一种先进的具有荧光开关特性的脂滴荧

光探针 Lipi-QL。该探针极性淬灭的发光特性使得其

可以高效选择性地标记细胞脂滴。该探针还具有高

的荧光亮度、大的斯托克斯位移和良好的生物相容

性。基于这些优异的性能，使用该探针成功实现了高

质量的固定细胞三维共聚焦成像和活细胞四色共聚

焦成像，突出了该探针在脂滴荧光成像中的实用性。

该探针的研制为脂滴的细胞生物学研究提供了有效

工具，为高标记选择性荧光探针的设计合成提供了新

的思路。
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Abstract

Objective　 Lipid droplets are important organelles closely associated with various cellular physiological activities.  Confocal 
fluorescence imaging is a powerful tool for observing lipid droplets and studying their diverse functions.  However, lipid droplet 
fluorescent probes with the high fluorescence intensity and labeling selectivity required for cellular lipid droplet fluorescence imaging 
are limited, severely limiting the in-depth study of lipid droplets.  In this study, we develop Lipi-QL, a quinoline-derivative lipid 
droplet fluorescent probe with fluorescence-switching properties.

Methods　The probe exhibits high selectivity for lipid droplet labeling owing to its sensitive polar quenching fluorescence properties.  
The donor-type molecular structure also confers high fluorescence intensity and large Stokes shifts on the probe.  When using this 
probe for confocal fluorescence imaging of cellular lipid droplets, significantly better labeling selectivity is achieved at varying 
concentrations than when using the commercial BODIPY 493/503 lipid droplet probe.  Additionally, three-dimensional confocal 
imaging of fixed cells and four-color confocal imaging of live cells are performed using this fluorescent probe.  The development of this 
probe provides a powerful tool for studying the physiological functions of lipid droplets and provides a new idea for the design of new 
highly labeled selective fluorescent probes.

Results and Discussions　As shown in Fig. 1(c), the probe exhibits highly efficient fluorescence emission when the water volume 
fraction is 0, indicating that it can exhibit high fluorescence intensity within lipid droplets.  When the water volume fraction gradually 
increases, the probe exhibits extremely sensitive fluorescence quenching properties: quenching most of the fluorescence emission 
when the water volume fraction is only 1%.  When the water volume fraction increases to 20%, the probe s emission is almost 
completely quenched, and the fluorescence signal disappears.  This indicates that even if a small portion of the probe enters the cell 
and stains organelles other than lipid droplets, the fluorescence emission is quenched by the polar environment in which it is placed, 
thus showing a high selectivity for lipid droplet staining.  We also test the fluorescence switching characteristics of the commercial lipid 
droplet dye, BODIPY 493/503.  As shown in Fig. 1(d), the fluorescence quenching of BODIPY 493/503 in the dioxane solution with 
40% water volume fraction is not apparent, which may be the main reason for its poor lipid droplet staining selectivity.  Figure 3 
shows that the Lipi-QL fluorescent probe efficiently stains cellular lipid droplets at different concentrations.  In contrast, BODIPY 
493/503 stains lipid droplets much less selectively, staining other membrane-like cellular structures in addition to cellular lipid 
droplets with a lower imaging signal-to-noise ratio.  This staining selectivity comparison highlights the significant advantage of the 
polar quenching luminescence property of the Lipi-QL fluorescent probe for the efficient and selective labeling of cellular lipid 
droplets.  After washing the free probe with phosphate buffered saline (PBS), three-dimensional confocal imaging is performed.  The 
experiment is performed at a high xy-plane point resolution with a small z-sweep step (200 nm) to obtain high-quality 3D confocal 
photographs (Fig. 4).  The spatial distribution of intracellular lipid droplets can be seen clearly in this photograph, demonstrating the 
usefulness of the probe for 3D confocal imaging.  The Lipi-QL fluorescent probe is also used for multicolor confocal imaging because 
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of its excellent performance.  The nuclei, lipid droplets, lysosomes, and mitochondria of live HeLa cells are stained with the Hoechst 
33342 commercial dye for nuclei, Lipi-QL commercial dye for lipid droplets, LysoTracker Deep Red commercial dye for lysosomes, 
and MitoTracker Deep Red commercial dye for mitochondria, respectively.  High-quality four-color confocal images of living cells are 
successfully obtained by performing confocal fluorescence.  Based on the different absorption and emission spectra of these four 
fluorescent probes, imaging is performed through line-by-line scanning, effectively avoiding the occurrence of crosstalk between 
individual fluorescent channels.

Conclusions　 In conclusion, an advanced lipid droplet fluorescent probe with fluorescence switching properties, Lipi-QL, is 
developed in this study, which allows for the efficient and selective labeling of cellular lipid droplets.  The probe also has high 
fluorescence brightness, a large Stokes shift, and good biocompatibility.  Based on these excellent properties, high-quality three-

dimensional confocal imaging of fixed cells and four-color confocal imaging of live cells are successfully achieved using this probe, 
highlighting its utility in lipid droplet fluorescence imaging.  The development of this probe provides an effective tool for cell biology 
studies of lipid droplets and a new approach for the design and synthesis of highly labeled selective fluorescent probes.

Key words medical optics; fluorescence switching properties; fluorescence imaging; fluorescent probes; lipid droplets
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