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荧光成像及手性特异性生物识别
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!

癌症是威胁人类健康的重大疾病之一!实现早查早治是降低癌症死亡率的重要手段"目前在癌症

的众多识别方式中!荧光检测凭借无创伤#检测快和可视化等优点受到了持续关注"文章对荧光探针靶向识

别肿瘤的研究新进展进行了综述*对赋予荧光探针靶向性的叶酸(

T:

)和叶酸受体(

TP

)介导研究进展进行了

介绍和深入分析"叶酸受体是癌细胞表面过量表达的特有物质!利用叶酸和叶酸受体特异性结合的特点!叶

酸对荧光探针分子进行修饰可赋予荧光探针识别癌细胞的靶向性"叶酸受体有
!

种亚型(

TP

(

!

TP

%

!

TP

)

和

TP

*

)!前两者
TP

(

和
TP

%

因分别在癌细胞和炎症巨噬细胞表面过量表达而备受关注!

TP

(

和
TP

%

约有

+/V

的同源性!两者均具有能与叶酸结合的特性!造成了荧光探针分子在生物识别过程中难以区分癌细胞

和炎症巨噬细胞的弱势*针对叶酸修饰荧光探针难以区分叶酸受体亚型造成癌细胞和炎症巨噬细胞混淆问

题的结构性缺陷!分析了两种叶酸受体亚型结构具有的手性区别特征%

TP

(

和
TP

%

主要区别位于三个末端

未翻译区!有三种不同手性特征的氨基酸形成一个用来包结叶酸分子的三角空腔!分别固定在氨基酸堆积

体节点上的三种氨基酸形成了不同手性特性的区域性.手性空间/"

TP

(

和
TP

%

本身的结构对不同的配体表

现出立体差异性"讨论了基于叶酸受体亚型存在的.手性空间/差异性!构建叶酸受体亚型荧光及手性识别

探针的可能性*有望借助光谱成像!通过手性荧光探针分子对氨基酸的识别区分叶酸受体两种亚型!实现可

视化区分肿瘤细胞和炎症巨噬细胞的识别难题!进而提高癌细胞识别的准确性*文章介绍了手性荧光探针

识别氨基酸原理及结构优化设计进展*近年来手性量子点对氨基酸不同对映体的研究备受关注"对无机手

性量子点手性产生的本质特征和氨基酸对映体的识别特性进行了总结分析"最后对荧光探针及手性识别领

域进行了展望"

关键词
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荧光探针生物识别技术凭借其可视性影像表达及无创伤

检测等优点!已成为重大疾病早期识别和组织成像研究的热

点问题"近年来荧光成像技术在癌症靶向识别研究方面取得

了长足进展"叶酸受体(

TP

)介导的生物荧光探针识别研究

持续受到关注"叶酸受体是癌细胞表面过量表达的标志物!

利用叶酸受体与叶酸的特异性结合关系!可介导叶酸及荧光

偶联物进入细胞内部且不被放入溶酶体被破坏*叶酸受体作

为靶向标志物在癌症识别研究中具有独特地位"癌症和炎症

巨噬细胞表面过量表达的两种叶酸受体亚型
T:

(

和
T:

%

具

有高度同源性!亚型的存在使得荧光探针识别癌症和炎症巨

噬细胞存在着结构性缺陷!

T:

(

和
T:

%

分别由
#,+

和
#,,

个

氨基酸组成!区别在于三个末端未翻译区!用来包结叶酸分

子的三角空腔的三种氨基酸不同"如图
"

所示!

T:

(

和
T:

%

存在的手性特性区别!两种叶酸受体亚型的三角空腔构成两

个不同手性特征的.手性空间/!为设计更加客观识别癌细胞

的.荧光
-

手性/靶向识别探针!实现癌症和炎症巨噬细胞的

区分提供了可能性+

"

,

"

"

!

生物荧光探针研究进展

$,$

!

有机荧光染料探针

有机荧光染料探针在生物标记过程中!具有荧光量子产

率高#稳定性好等优点"文献报道较多的主要有以下四类探

针!如表
"

所示"
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有机荧光探针分子修饰构效关系
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种类 发射波长!
!"

结构修饰 修饰后分子优势

香豆素类

"

#$%"&'(!

#

"

)**

+

$

)

位引入吸电子基团%

,

!

-

位引入

推电子基团

发射波长移至
)-*!"

以上$量子产率达
*./0

$

12$345

位移

接近
6**!"

花菁类

"

#

7

&!(!48

7

4

#

9**

!

:**

改变次甲基链的长度
荧光波长发生红移$灵敏度高$生物相容性好$化学键合能

力强

氟硼类

"

;<=>?@

#

,**

/

$

0

位烷基取代修饰大的共轭
"

键结

构芳香环%增大分子共轭体系

发射波长可增至
,)*!"

以上$量子产率高$检测灵敏$吸

收峰锐利及荧光带窄及稳定性能高

罗丹明类

"

AB$8&"(!4;

#

,-*

通过螺环调控氧杂蔥共轭结构与荧光

特性

检出限低至
/

C

"$D

&

E

F6

$量子产率高$摩尔消光系数大$

水溶性好

!!

含有长波长荧光发色团的荧光分子具有对客体无损成

像$生物体内自发荧光且背景干扰低'

/

(等优点)

G$(84

等'

/

(

将罗丹明
;6*

位的氧原子用硅原子取代%杂原子的电负性

改变了杂环荧光染料分子中电子云密度分布%可使其荧光发

射波长红移到
0,*!"

以上%荧光量子产率为
*.+:

*将罗丹

明
;

的氧原子替换为砜基%产物的荧光发射波长可达
9**

!"

以上%量子产率高于
*.)

%对细胞具有良好的兼容性)

研究表明%近红外二区"

H>AI

#

%

6***

!

69**!"

#荧光

光谱成像可极大减弱生物组织对光的吸收$散射现象%可显

著提升光谱成像效果%在重大疾病诊断与治疗等领域表现出

优异的特性%具有潜在的临床应用价值)由供电子基团"

=

#

和受电子基团"

J

#构筑的
=IJI=

荧光分子结构%可大大的提

高染料分子量子产率)苯并双噻二唑"

;;K=

#作为一种强吸

电子基团具有高光稳定性和高荧光效率"荧光发射最高峰可

达
6***!"

以上#被广泛应用'

+

(

)引入电子屏蔽基团"

1

#设

计的
1I=IJI=I1

型荧光探针结构%可减少探针与其他分子的

相互作用$碰撞猝灭%使分子荧光增强%量子产率可达
*.+

以上)研究表明%处于高浓度或聚集状态的荧光分子也能够

发射强荧光)四苯基乙烯是典型的具有上述聚集诱导发光

"

J>L

#效应特性的荧光分子)

!67

!

无机量子点荧光探针

无机量子点"

M

%&!2%"8$25

%

N=5

#是另一类性能优异的

生物荧光探针%受光能激发产生荧光的生物标记剂)包括第

$

+

%

或
#

+

&

族元素组成的如
#8K4

%

#814

和
O!1

等无机

金属半导体量子点$碳量子点等)尺寸在
6

!

6*!"

之间'

)

(

%

与有机染料相比%量子点具有荧光量子产率高$激发光谱连

续%荧光发射光谱窄%峰型对称等优点'

)

(

)

/

!

生物荧光探针靶向修饰

!!

荧光探针对癌细胞的特异性作用是实现癌症细胞靶向识

别的客观要求)叶酸是维持细胞功能的基本物质之一%叶酸

凭借能与叶酸受体特异性结合的特点%在介导荧光探针靶向

识别肿瘤研究中具有独到的地位)

76!

!

叶酸受体介导的肿瘤识别探针分子改性研究

常见于通过叶酸分子活性位点与荧光探针分子进行偶

联%可赋予荧光分子的靶向性*叶酸和多糖"壳聚糖$环糊精

等#修饰荧光染料分子%可提高荧光靶向探针的生物相容性*

叶酸修饰量子点探针%检测灵敏$量子产率高*叶酸修饰荧

光纳米聚合物点%化学与热力学稳定性及生物相容性好)

癌症和炎症巨噬细胞表面过量表达的两种叶酸受体亚型

PJ

'

和
PJ

(

的高度同源性使得荧光染料探针在识别癌症和

炎症巨噬细胞的过程中存在着结构性缺陷)科学家重新审视

肿瘤细胞的精细结构指出%可依照叶酸受体的三维结构%研

究基于叶酸受体亚型介导的细胞靶向标记物的信息应答关

系%设计特异性识别探针%有望提升识别效率)

767

!

叶酸受体的手性特征

叶酸受体有
)

种不同的亚型"

PA

'

%

PA

(

%

PA

)

和
PA

*

#%

前两者因在癌细胞和巨噬细胞表面过量表达被密切关注)

PA

'

主要在约
:*Q

癌细胞中过量表达%与人类乳腺及口腔表

皮样癌细胞"

G;

#中的蛋白相同%分子量为
/-/,0

%由
/,9

个

氨基酸组成*

PA

(

主要在类风湿性关节炎炎症部位巨噬细胞

表面%胎盘和单核细胞中高表达%分子量为
/9)*6

%由
/,,

个氨基酸组成)叶酸受体亚型
PA

'

和
PA

(

约有
9*Q

的同源

性%主要区别位于三个末端未翻译区%有三种不同种类的氨

基酸形成一个用来包结叶酸分子的三角空腔*

PA

'

为丙氨酸

"

JD&!(!4

#$缬氨酸"

R&D(!4

#$谷氨酸"

SD%2&"&24

#*

PA

(

为亮

氨酸"

E4%T(!4

#$甘氨酸"

SD

7

T(!4

#$苯丙氨酸"

?B4!

7

D&D&I

!(!4

#*如图
6

所示,叶酸受体的结构性差异及结合叶酸的口

袋作用关系)

PA

'

和
PA

(

本身的结构对不同的配体表现出立

体特异性'

,

(

)叶酸受体亚型存在的-手性空间.差异性为设计

新型的基于亚型手性选择性表达识别探针提供结构基础)

768

!

手性荧光探针分子识别氨基酸

/.+.6

!

手性荧光探针分子识别氨基酸原理

现有氨基酸的识别法主要包括光谱法$电化学发光分

析$色谱法和手性识别传感器检测法等)光谱分析法因其利

用手性对映体本身不同旋光和圆二特征可快速识别手性化合

物得到广泛应用'

0

(

)其中最常用的对手性化合物的表征方法

是利用圆二色性"

#=

#%对氨基酸的
A

$

E

两种构型发生电子

跃迁过程中对圆偏振光吸收程度不同进行区分%可在溶液状

态下测定%较接近其生理状态'

0

(

)手性光谱识别法的原理是

基于手性对映异构体和外界手性环境"如环糊精和多糖#之间

发生氢键$疏水和静电等非共价相互作用%形成非对映异构

体%或者手性选择剂对手性对映体吸附效应不同%引起圆二

特征峰或荧光强度发生明显变化%进而实现手性识别)

/.+./

!

用于识别氨基酸的手性荧光探针分子设计

可用于手性识别氨基酸的分子有以下几类,基于联萘酚

不同位点进行修饰的环状分子%手性大环的特殊结构与氨基

+*-+
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图
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叶酸受体结构性差异及结合叶酸的口袋关系

"

&

#%"

U

#,叶酸受体正反两面示意图*"

T

#,包结叶酸的三角空腔*"

8

#,叶酸
'

%

(

亚型区别
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45

酸作用%通过荧光增强能很好的区分
'

I

氨基酸*方酰胺因其

独特的四元环刚性结构$较强的氢键给体属性和两个侧链易

于修饰的特点在手性识别领域成为研究热点之一)在其分子

上引入碱性的叔胺基团%可与氨基酸显酸性的羧基中和%羧

基上的质子转移到叔胺上形成盐%两个氢键位点被溶剂占据

或与过量的氨基酸结合形成双氢键而引起荧光强度的变化%

可实现对氨基酸的手性识别*在分子中同时引入两个方酰胺

片段%可构建一类具有
)

个氢键作用位点的口袋式探针分

子%通过与氨基酸作用引起荧光强度的改变从而达到识别的

效果'

9

(

)

近年来%由于手性量子点同时具有荧光和手性识别特性

并能为测试提供手性环境等优点受到广泛关注)

76=

!

手性无机量子点

量子点连接
EI

半胱氨酸等手性配体即成为手性量子点%

/**9

年%

S%!

/

3$

课题组合成了左旋!右旋
I

青霉胺稳定的并

具有镜像对称
#=

信号的
#81

量子点被正式提出'

-

(

%与未被

修饰的量子点相比%量子产率明显提升)手性有机分子与无

机纳米粒子的耦合实现了手性从分子尺度向纳米尺度的跨

越%此外%某些蛋白质和药物只对一个对映体有活性%而具

手性特性能为其标记$测试提供不可多得的手性环境%也是

目前纳米科学在生物医学领域研究的热点之一'

:

(

)

/.).6

!

量子点手性产生的本质和发光原理

K&3%

7

&H&3&5B("&

课题组'

6*

(合成巯基封端的手性
#8K4

纳米晶体%通过对圆二谱图的分析%推测手性产生的本质)

#814

量子点未在第一激子跃迁带"

)**!"

以上#范围内出现

#=

信号%因此观测到的
#=

信号不能归因于核的第一激子

跃迁)他们推测手性来源于包括手性封端分子在内的表面壳

层%巯基通过
1

原子配位
#8

原子形成
#8I1

配体单层%手性

分子中硫醇电子直接跃迁到
#8

%改变原子表面电子跃迁引

起手性变化)

图
7

!

巯基封端
>/"&

纳米晶圆二谱图

90

3

67

!

:

5

&)-+(

3

+#.(1,*%1<

4

/+

4

%-&+.02#-&/
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4

,-#%,

!!

E(

等'

66

(通过研究手性半胱氨酸"

#

7

524(!4

%

#

7

5

#与
#8K4

量子点作用机制探究手性产生的本质%如图
+

所示%量子点

本身能产生圆二信号%当手性
#

7

5

与呈四面体排布的
#8K4

量子点结合时%

#

7

5

的巯基与
#8

原子成键产生手性中心%在

/-*

!

)**!"

产生明显的
#=

信号%不仅保留了半胱氨酸本

身的手性信号%还显示出手性分子诱导的
#8K4

核的手性

"

/,*

!

+,*!"

的宽峰#%因此类四面体可能是表现手性行为

的主要因素%且手性可能源于更容易被修饰或置换的纳米粒

子顶端原子的贡献)

!!

有研究发现金纳米粒子也可以被手性配体诱导产生手

性)

JDY&'4Z

等'

6/

(利用谷胱甘肽作为稳定剂制备了手性
J%/-

量子点%在可见光区显示出了配体诱导的手性信号)
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图
8

!

>/"&

量子点的圆二特征峰以及结构

90

3

68

!

>0+)*%#+/0)<(-(.(*,

5

&#;,#2/,-+*)-*+&,

(1>/"&

?

*#2-*./(-,

!!

本课题组通过研究
E

!

=IT

7

5I#8K4

量子点与半胱氨酸$

亮氨酸$谷氨酸对映体相互作用时%通过光学活性的变化探

究了手性产生的本质%并提出两种主要的观点,第一%手性

是由外壳层的结构手性变形引起%可能是由于表面原子的手

性变形或配体壳的手性排列引起)第二%手性配体和半导体

量子点间的电子相互作用"而不是物理畸变#反过来会导致圆

二发光'

66

(

*

N=I#=

光谱形状和诱导的
#=

带的大小取决于

许多因素%如材料本身的性质$合成过程中使用的手性配体

的浓度等)

理解
N=

与手性配体之间的关系%可为手性量子点手性

的起源提供另一种视角*手性量子点能为对映体识别提供不

可多得的手性环境%在借助光谱生物成像和医学诊疗方面具

有潜在的应用价值)

/.)./

!

手性量子点识别氨基酸对映体

一些对映体和手性量子点之间的相互作用会改变他们的

光物理和光化学特性%使其更具有辨识度)但目前只有少数

报道研究手性半导体量子点与其他手性部分"如氨基酸#之间

的相互作用)在量子点表面修饰手性配体"半胱氨酸$环糊

精$焦谷氨酸#%制备的手性量子点可用来手性识别氨基酸

对映体)环糊精""

#

7

TD$84[2'(!

%

#=

#是一种具有客体包合能

力的手性分子%适合手性化合物的对映体选择性分析%其空

腔能够和多种物质如有机分子$无机离子等通过分子间作用

力形成包合物%引起荧光强度不同程度的改变*焦谷氨酸是

一种廉价易得的手性原料%相对坚硬的五元内酰胺骨架和羧

酸基团可形成双氢键%提供了很强的捕捉目标分子的能力%

在氨基酸的识别上提供了一种新的手性对映体识别模块'

6+

(

)

\&31%!

W

]%!

W

课题组'

6)

(用谷胱甘肽稳定
#814

!

O!1

量

子点%利用双功能偶联剂%将包含罗丹明
;

的
(

I

环糊精连接

到量子点上制备荧光共振能量转移探针成功识别不同构型的

苯丙氨酸)量子点作为能量的给与者%罗丹明
;

作为能量的

接受者%与苯丙氨酸作用后%苯丙氨酸替换罗丹明
;

%由于

不同构型的苯丙氨酸与环糊精缔合常数不同%荧光共振能量

转移现象被不同程度的破坏%凭借荧光强度的变化区分对映

体)类似的原理还有以
(

I

环糊精为稳定剂%制备的
#814

!

O!1

核壳结构量子点%成功实现了对酪氨酸对映体的手性识别)

OB$% %̂

等制得
(

I

环糊精修饰的银量子点并成功区分色氨酸

对映体)

OB%

等'

6+

(利用巯基片段修饰焦谷氨酸制备手性配体%连

接到
#814

!

O!1

量子点表面%如图
)

所示%焦谷氨酸内酰胺

部分具有卓越的氢键和立体控制能力易于捕获目标分子)对

映体与手性识别模块可构成的氢键容量不同%结果表明%该

手性量子点对
=

!

EI

组氨酸"

\(52(8(!4

#$

=

!

EI

谷氨酸"

SD%2&I

"&24

#对映体具有良好的手性选择性)

图
=

!

焦谷氨酸修饰的
>/:&

!

@2:

量子点

90

3

6=

!

A

4

+(

3

%*-#.0)#)0/.(/010&/>/:&

!

@2:

?

*#2-*./(-,

!!

韩翠平等'

6,

(用环糊精修饰制得的手性量子点和巯基乙

酸修饰制备的非手性量子点与氨基酸作用%发现非手性量子

点无法区分氨基酸对映体%由此他们推测手性量子点的对映

选择效应是由于手性配体与氨基酸的相互作用)氨基酸与环

糊精作用%原子的嵌入!连接引起核外配体结构变化%限制

分子构象%诱导环糊精均匀排列%这种有序取向!增强的构

象刚性会抑制猝灭路径%增强了发光强度)

图
B

!

叶酸受体亚型
9C

!

和
9C

"

的手性空间与

手性量子点作用关系

90

3

6B

!

><0+#%,

5

#)&(11(%#-&+&)&

5

-(+,*$-

45

&,9C

!

#2/9C

"

#2/-<&0+02-&+#)-0(2D0-<)<0+#%

?

*#2-*./(-,

!!

因此手性识别模块的构建是实现特异性识别的关键)通

过手性量子点对不同氨基酸的特异性识别%有望区分叶酸的

两种不同亚型%进而区分肿瘤细胞和炎症巨噬细胞"如图
,

所示#)手性纳米结构是一类具有独特性质和潜在应用价值
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的材料%将分子的手性传递到纳米尺度并挖掘其生物应用具

有非常重要的意义%但是将手性量子点真正运用于人体肿瘤

诊断还需要进行大量的实验%同时也面临着许多挑战%如探

针的重金属离子溶出和生物相容性等问题*值得关注的是%

肿瘤细胞与炎症巨噬细胞表面过量表达的叶酸受体%其亚型

存在的不同手性特征%为构建实现区分癌症和炎症的生物手

性荧光探针提供了结构基础)

+

!

结
!

论

!!

手性探针的特异性可被用于设计构建叶酸受体亚型水平

识别探针%进而探讨对癌细胞进行精准靶向识别的科学性与

可行性%具有潜在的应用前景和不可替代的优势*值得关注

的是%叶酸受体亚型的三角空腔是由三种不同的氨基酸构成

的%与单一氨基酸识别的不同之处%三角空腔中三种氨基酸

是以一定的空间位置构成的-手性空间.)-手性空间.中如此

近的氨基酸质点之间的电子扰动行为和能量作用关系%是否

存在-手性能量转移.现象是值得关注的重要问题)随着对手

性物质本质规律的进一步理解%对疾病本质的进一步认识%

手性质点之间的作用关系将会对癌细胞精准识别提供新的

依据)

相信随着分子生物学的进一步发展%-肿瘤标记物学.这

一新兴学科会取得更长足的发展$为早期反映体内肿瘤变化

状态提供更充足的依据)
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