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也摘要页 目的 制备谷胱甘肽渊glutathione, GSH冤响应的香豆素类荧光探针并应用于中药 GSH调节剂的筛选遥方法 以香豆素为

荧光团袁2-氯-5-硝基嘧啶为淬灭基团袁构建 GSH 响应的荧光探针渊HCN冤袁通过紫外尧高效液相色谱尧荧光光谱和核磁等表征手段确

定 HCN的结构及其对 GSH 响应的可行性尧特异性尧灵敏性袁以确定最佳响应条件遥 通过 MTT实验及细胞成像考察 HCN 的细胞毒

性及胞内荧光信号遥 以GSH商品化消耗剂渊NEM冤为阳性对照袁选取民族药血筒中 16种化合物为筛选对象袁通过HCN检测所选化合物

对GSH水平的调控能力袁并进一步采用分子对接手段验证筛选结果的可靠性遥 结果 核磁谱表明HCN合成成功袁能与GSH特异性响应

并呈线性关系袁且HCN的最佳反应温度和反应时间分别为 37 益和 100 min遥 MTT实验表明袁在HepG2细胞中袁与 0 滋mol/mL 相比袁
80 滋mol/mL和 100 滋mol/mL的HCN降低了细胞活力渊P约0.05冤袁说明HCN对HepG2细胞增殖有影响曰在HL-7702细胞中袁与 0 滋mol/mL
相比袁各浓度 HCN 对细胞活力影响微弱渊P>0.05冤袁说明HCN 对HL-7702 细胞增殖无影响遥 在细胞成像实验中袁与 0 滋mol/mL相比袁
各浓度 HCN 的荧光强度增强渊P约0.05冤遥 在药物筛选中袁与 control 相比袁血筒中的化合物五内酯 B尧南五内酯和异南内酯 A 下调了

GSH 的水平渊P约0.001袁P约0.05冤遥分子对接结果表明袁血筒中的化合物五内酯 B尧南五内酯和异南内酯 A 与 GSH形成了 2个及以上的

氢键袁结合能分别为-3.94尧-3.64尧-4.87 kal/mol遥 结论 本文设计合成了一种 GSH 响应的香豆素类探针 HCN袁HCN具有良好的 GSH
响应特异性尧灵敏性尧光稳定性及低细胞毒性等特点袁能应用于中药 GSH 调节剂的筛选袁该研究可为荧光探针技术服务与中药活性

成分筛选提供参考遥
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Preparation of GSH-responsive probe and its application in screening natural medicine

MAO Linxi, WANG Mengyun, YANG Haoyu, QIN Yan, WANG Wei*
College of Pharmacy, Hunan University of Chinese Medicine, Changsha, Hunan 410208, China

也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To prepare the glutathione (GSH)-responsive coumarin fluorescent probe and apply it to screen GSH
regulators in Chinese medicine. Methods A GSH-responsive fluorescent probe (HCN) was constructed by coumarin as fluorophore
and 2-chloro-5-nitropyrimidine as quench group. The structure of HCN and the feasibility, specificity, and sensitivity of its
response to GSH were determined by ultraviolet-visible (UV-Vis), high performance liquid chromatography (HPLC), fluorescence
spectrum and nuclear magnetic resonance (NMR) spectrum, so as to ascertain the optimal response conditions. The cytotoxicity
and intracellular fluorescence signal of HCN were examined by MTT assay and cell imaging, respectively. Using GSH commercial
consumable (NEM) as the positive control, 16 compounds of Xuetong in the ethnic medicine were selected as screening objects.
The regulatory ability of the selected compounds on GSH level was checked by HCN, and the reliability of the screening
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results was further verified by molecular docking method. Results The NMR spectrum showed that HCN was synthesized
successfully and could respond to GSH in a linear relationship. The optional temperature and time of reaction of HCN were
37 益 and 100 min, respectively. MTT assay showed that, in HepG2 cells, HCN of 80 滋mol/mL and 100 滋mol/mL lowered
the cell viability compared with HCN of 0 滋mol/mL (P<0.05), which indicated the influence of HCN on HepG2 cell proliferation.
While in HL-7702 cells, HCN with various concentrations has mild effects on cell viability compared with HCN of 0 滋mol/mL
(P>0.05), which indicated that HCN had no effects on HL-7702 cell proliferation. Cell imaging experiment demonstrated that
HCN of various concentrations possessed higher fluorescence intensity compared with HCN of 0 滋mol/mL (P<0.05). Schisanlactone
B, kadsudilactone, and heteroclitalactone A of Xuetong down-regulated GSH level compared with control in drug screening (P<
0.001, P <0.05). Molecular docking results showed that two or more hydrogen bonds were formed by Schisanlactone B,
kadsudilactone, and heteroclitalactone A of Xuetong, and GSH, with the binding energies of -3.94, -3.64, and -4.87 kal/mol.
Conclusion In this paper, HCN, a GSH-responsive coumarin fluorescent probe, was designed and synthesized. It is featured
by good GSH response specificity, sensitivity, light stability and low cytotoxicity, which could help screen GSH regulators of
Chinese medicines. This study aimed to provide reference for fluorescence probe technology to screen active ingredients in
Chinese medicines.

也运藻赠憎燥则凿泽页 fluorescent probe; coumarin; glutathione; biological thiols; natural products; Xuetong
谷胱甘肽渊glutathione, GSH冤作为细胞中最丰

富的生物硫醇袁1~10 mmol/L 的含量在维持人体正

常生理活动方面发挥着重要作用遥 因此袁检测体内

GSH 具有重要意义[1-3]遥 现有分析方法如高效液相色

谱法[4-6]尧质谱法[7-9]尧荧光探针法[10-12]尧电化学法[13]和量

热法[14]已被广泛用于 GSH 水平检测遥 其中袁荧光探

针法具有操作方便尧成本低和灵敏可视等特点袁已成

为目前检测 GSH 的主要手段遥 GSH 是细胞内氧化

还原活动尧细胞内信号转导和基因调控的重要单

位 [15]袁常为疾病诊断和治疗的重要生物标志物遥 癌

症尧心脏病和肝损伤等疾病袁可能都是由 GSH 水平

异常引起的[16-17]遥因此袁开发定量检测 GSH 水平的荧

光探针方法具有重要的疾病诊断和治疗意义[18-19]遥
荧光探针主要由荧光团尧连接基团和识别基团

组成袁荧光团可用来发射荧光信号袁其结构多含有

共轭体系袁识别基团是荧光探针与分析物特异性识

别的位点袁连接基团的作用是将荧光团和识别基团

连接起来[20]遥荧光分子探针检测方法具有选择性高尧
灵敏度高尧肉眼可见尧操作简单和成本低等特点袁已
成为生物学分析尧有机合成与代谢和临床诊断的重

要手段之一[21]遥 香豆素的基本结构是苯并吡喃环袁为
一种内酯化合物袁具有荧光量子产率高尧斯托克斯位

移大和光学性能好等优点[22]遥 本实验以 7-羟基香豆

素为荧光基团尧2-氯-5-硝基嘧啶为荧光淬灭基团袁
合成具有 GSH 识别位点的香豆素型探针 HCN遥 研

究通过合成一种开关型荧光探针袁从而可视化地对

细胞内外 GSH 的水平变化进行定量检测袁并据此快

速地筛选具有 GSH 水平调控能力的中药活性成

分袁为 GSH 相关疾病的调控寻找新的候选中药活性

分子遥

1 材料与方法

1.1 实验试剂

GSH渊上海源叶生物科技有限公司 袁批号 院
Z17S10C97807冤曰7-羟基香豆素渊批号院I1818049冤尧
2-氯-5-硝基嘧啶渊批号院G2123334冤均购自上海阿

拉丁试剂公司曰N,N-二甲基甲酰胺渊上海麦克林生

化科技股份有限公司袁批号院C13331861冤曰吡啶渊批
号院20150930冤尧二氯甲烷渊批号院20220119冤尧石油醚

渊批号院20210914冤尧二甲基亚砜渊批号院20220218冤
均购自国药集团化学试剂有限公司曰胎牛血清

渊批号 院 SA220415 冤 尧DMEM 高糖培养基 渊批号院
WH0022D221冤尧青霉素-链霉素渊双抗袁100伊冤渊批号院
WH0622G181冤均购自武汉普诺赛生命科技有限公司曰
PBS渊批号院20221101冤尧胰蛋白酶渊批号院20220501冤
均购自北京赛文创新科技有限公司遥 天然产物来自

湖南中医药大学中医药名族医药国际联合实验室从

血筒叶中分离出来的化合物遥
1.2 实验仪器

荧光分光光度计渊日本 Hitachi 公司袁型号院F-
7000冤曰紫外分光光度计渊日本岛津公司袁型号院UV-
1800冤曰激光扫描共聚焦显微镜渊日本奥林巴斯公司袁
型号院FV1200冤曰 NMR光谱渊德国 Brucker公司袁型号院
Bruker 600MHz冤曰微孔板检测器渊美国 PerkinElmer
公司袁型号院Epire冤曰细胞 CO2 培养箱尧高速冷冻离心

机渊美国赛默飞公司袁型号院HERA CELL 150i尧ST 8R冤曰
双目倒置相差显微镜渊美国尼康公司袁型号院TS2R冤遥
1.3 HCN 的合成和表征

氮气保护下袁向 250 mL 圆底烧瓶中分别加入
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7-羟基香豆素渊10.5 mg冤尧2-氯-5-硝基嘧啶渊28.6 mg冤
和吡啶渊20 滋L冤袁加入 10 mL 无水 N,N-二甲基甲酰

胺中袁在 70 益下反应 7 h遥将混合物蒸发袁并通过二

氯甲烷和石油醚渊v/v袁10/1冤洗脱的硅胶色谱进一步

纯化残留物袁以获得HCN渊白色固体袁20.8 mg袁53.3%冤遥
HCN 的氢谱数据显示有 7 个氢袁分别为 啄H 9.47渊s袁
2H冤尧8.11渊1H袁d袁J=58 Hz冤尧7.85渊1H袁d袁J=8.45 Hz冤尧
7.49渊1H袁d袁J=2.23 Hz冤尧7.33渊1H袁dd袁J=8.46袁2.28 Hz冤尧
6.51渊1H袁d袁J=9.61 Hz冤遥碳谱数据显示有 13个碳袁分别

为 啄C 165.8尧159.7尧156.8尧154.5尧154.4尧143.8尧139.8尧129.8尧
118.3尧117.0尧115.7尧110.0尧59.8遥液质数据 LC-MS m/z
[C13H7N3O5+]为 286.3遥
1.4 HCN 的可行性和特异性实验

用去离子水制备 GSH渊10 mmol/mL冤的储存溶

液袁并稀释至不同浓度遥 HCN 储备液用 DMSO/PBS
渊1/9袁v/v冤制备袁并将储备液用去离子水稀释至终浓

度为 20 滋mol/mL袁得到光谱测定溶液遥 用荧光分光

光度计或紫外可见吸收分光光度计记录不同分析物

的荧光或紫外吸收光谱遥
1.5 MTT 实验

HL-7702 和 HepG2 细胞渊1伊104 个/孔冤在含有

100 滋L DMEM培养基渊10%胎牛血清尧1%链霉素尧37 益袁
5% CO2冤的 96 孔板中培养 24 h袁待细胞密度达到

80%时袁弃掉培养基袁将含不同浓度 HCN 的培养基

渊1%胎牛血清冤加入 96孔板中进一步孵育 48 h遥HCN孵

育结束后去除培养基袁将含有 MTT 溶液渊0.5 mg/mL冤
的100 滋L 新鲜 DMEM 培养基加入每个孔中袁再孵

育 2~4 h遥 最后袁弃掉含有 MTT 溶液的培养基袁加入

DMSO渊100 滋L冤袁并在细胞活力测定前袁在黑暗中低

速摇动 15 min遥
1.6 细胞成像

将 HepG2 细胞渊4伊104 个/孔冤接种在铺有爬片的

12 孔板上袁用 1 mL DMEM渊10%胎牛血清尧1%链

霉素尧37 益和 5% CO2冤培养 24 h袁待细胞密度达到80%
后袁用 Mito-Tracker 红色染料渊200 滋L冤孵育 30 min遥
随后用恢复至室温的 PBS 洗 3遍袁用不同浓度的HCN
渊0尧40尧80尧100尧200尧300尧400 滋mol/mL冤孵育 30 min
后袁用 PBS 洗 3 遍袁最后用激光扫描共聚焦显微镜

进行荧光成像遥
1.7 GSH 中药调节剂的筛选

在含有 200 滋L PBS 的 EP 管中依次加入 16种
血筒化合物渊20 滋mol/mL冤和 GSH渊100 滋mol/mL冤袁
室温下反应 30 min遥 随后加入 HCN渊20 滋mol/mL冤袁
在 37 益下反应 30 min遥用荧光分光光度计测量荧光

强度遥 激发波长为 350 nm袁发射范围为 400~550 nm遥
1.8 分子对接

研究 HCN 和血筒化合物渊五内酯 B尧南五内酯尧
异南内酯 A冤与 GSH 之间的潜在结合模式袁使用 Le
Dock.win32 软件进行分子对接遥 通过Chem 3D 20.0
将 HCN 和血筒化合物结构的 2D模式转换为 3D 模

式袁将 HCN 和血筒化合物渊五内酯 B尧南五内酯尧异
南内酯 A冤结构能量质子化并最小化袁以获得稳定的

3D 结构袁并以野moe file冶形式保存遥 从 NCBI 数据库

中下载 GSH渊PDB 代码院1b4q冤的氨基酸序列遥 用 Le
Dock.win32 软件进行分子对接遥
2 结果

2.1 HCN 的检测原理

香豆素类化合物具有荧光强度高尧光稳定性强尧
荧光量子产率高等特点袁是一种优良的荧光基团遥同
时袁2-氯-5-硝基嘧啶作为一种经典的荧光淬灭剂袁
具有稳定可靠的荧光淬灭性能遥本实验以 7-羟基香

豆素为荧光团尧2-氯-5-硝基嘧啶为淬灭基团袁成功

合成了无荧光信号的 HCN遥 HCN 可特异性地与

GSH 反应袁释放出荧光基团 7-羟基香豆素袁实现了

荧光信号从无到有的转变遥 详见图 1遥

图 1 HCN的设计原理图
注院A.HCN 的合成路线图曰B.HCN 检测 GSH 的设计原理图遥
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2.2 HCN 的表征

为验证 HCN 是否成功合成袁采用质谱对其分子

量进行了分析遥 由图 2 可见袁HCN 的分子量为286.3袁
与计算所得分子量 286.2 相符遥 同时袁采用核磁技术

进一步确证了 HCN 的结构遥从氢谱中可以看出该探

针含有 7 个氢袁并且有 2 个氢化学位移相同袁说明这

2 个氢在嘧啶基团上空间位置相同袁且香豆素上的 7
位羟基与嘧啶上的 2 位氯发生取代反应遥 从碳谱可

以看出该探针含有 13 个碳袁故氢谱和碳谱数据表明

HCN 合成成功遥
2.3 HCN 的可行性和特异性

为了研究 HCN 对 GSH 的敏感性袁研究特定浓

度 HCN渊20 滋mol/mL冤和 GSH渊100 滋mol/mL冤的温

度和时间依赖性荧光响应遥温度依赖性实验表明在

37 益时其荧光强度最高袁故后续实验在 37 益下进

行渊见图 3A冤遥 时间依赖性实验中袁在刚开始的 10~

图 2 HCN的合成表征图

注院A. HCN 的 LC-MS 光谱图曰B. HCN 的 1H NMR 波谱图曰C. HCN 的 13C NMR 波谱图遥
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100 min袁可以发现其峰值发射强度迅速增加袁120 min
时达到平台期后开始下降袁因此袁100 min 为HCN 与

GSH 的最佳反应时间渊见图 3B冤遥在紫外可见吸收光

谱实验中袁当 HCN 的溶液中含有 GSH 时袁其紫外吸

收峰和荧光团 7-羟基香豆素吸收峰位置相同袁而不

含 GSH的溶液几乎没有紫外吸收袁 说明HCN与GSH
反应后释放的荧光物质为 7-羟基香豆素袁这与预期

结果相符渊见图 3C冤遥 在离子选择性实验中袁HCN 与

各组分析物反应后袁HCN 与 GSH 响应最强袁说明

HCN 可以特异性地响应 GSH 而不受其他干扰因素

的影响渊见图 3D冤遥 HCN 对 GSH 的浓度依赖性实验

中袁在不含 GSH时袁几乎没有荧光发射峰袁然而袁随着

GSH渊0~200 滋mol/mL冤浓度的增加袁各发射光谱曲线

在 450 nm处的发射条带逐渐增强袁并与0~200 滋mol/mL

图 3 HCN特异性检测 GSH光谱图

注院A. HCN 在不同温度下与 GSH 反应的荧光强度图曰B. HCN 在不同浓度下与 GSH 反应的荧光

强度图曰C. HCN渊黑色冤尧HCN/GSH渊红色冤和 7-羟基香豆素渊绿色冤的紫外可见光谱图曰D. HCN 与

不同离子反应的荧光光谱图曰E. HCN对GSH的浓度依赖性荧光发射光谱图渊GSH院0~200 滋mol/mL冤曰
F. HCN 的荧光强度随 GSH 浓度变化的曲线图遥

图 4 HCN 与 GSH 分子对接的模拟图

注院A. 3D 图曰B. 2D 图遥
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范围内的 GSH 浓度具有线性相关性渊R2=0.9897冤
渊见图 3E尧3F冤遥 分子对接结果表明袁HCN 和 GSH 通

过氢键与 GLN-65尧ASN-66 和 ALA-67 结合袁形成

了 3 个稳定的氢键袁其结合能为-6.09 kcal/mol袁说
明 HCN 与 GSH 可以稳定地结合渊见图 4冤遥
2.4 HCN 细胞毒性和成像

两株细胞分别用不同浓度的 HCN 孵育 48 h
后袁在HepG2细胞中袁与 0 滋mol/mL相比袁80 滋mol/mL
和 100 滋mol/mL 的 HCN 降低了细胞活力渊P<0.05冤袁
对 HepG2 细胞增殖有影响遥 在 HL-7702 细胞中袁与
0 滋mol/mL 相比袁各浓度的 HCN 对细胞活力影响微

弱渊P>0.05冤袁对细胞增殖无影响遥 细胞成像实验中袁
与 0 滋mol/mL 相比袁各浓度 HCN 蓝色荧光强度增

强渊P约0.05冤袁直到浓度达到 400 滋mol/mL 时袁荧光强

度趋于稳定遥 详见图 5要6遥
2.5 GSH 中药调节剂的筛选及其分子对接

与 control 相比袁化合物五内酯 B尧南五内酯和

异南内酯 A 的 GSH 水平下调渊P约0.05冤袁而其他化合

物对 GSH 水平变化的影响微弱渊P>0.05冤遥 分子对接

结果表明袁五内酯 B 通过氢键与 LYS-A:19 和 GLN-
A:57 结合袁而南五内酯通过氢键与 VAL-A:29尧
TYR-A:24尧CYS-A:22 和 LYS-A:19 连接袁异南内

酯 A 通过氢键与 SER-A:83尧GLN-A:57 和 ARG-A:
67 连接袁各自形成了 2 个及以上稳定的氢键袁其结

合能分别为-3.94尧-3.64尧-4.87 kal/mol遥 详见表 1尧
图 7遥

3 讨论

土家族药物血筒 [Kadsura heteroclita (Roxb.)
Craib]为五味子科 渊Schisandraceae冤南五味子属

渊Kadsura冤袁是一种常绿攀缘型木质藤本袁主要药用

部位是茎和果实遥目前袁已经有较多的文献报道了中

药血筒中化学成分的研究袁从中药血筒茎中分离并

鉴定的化合物主要有木脂素类尧三萜类尧倍半萜类尧
黄酮类尧甾体类等化学成分[23-26]遥 药理学研究也表

明袁中药血筒中分离得到的单体化合物具有抗类风

湿关节炎尧抗炎尧镇痛尧保肝尧抗 HBV尧抗 HIV 和抗癌

等药理活性[27]遥 本实验中筛选的化合物主要是从血

筒叶中分离提取得到袁除了传统的抗炎和抗癌等药理

作用外袁血筒化合物五内酯 B尧南五内酯和异南内酯

A 3 个三萜化合物可以下调 GSH 的表达水平遥
GSH 是含量最多的一种生物硫醇袁在维持氧化

还原稳态尧抵御自由基和毒素方面起着重要作用遥本

图 5 各组细胞活力图

注院A. HCN 对 HepG2 细胞的影响曰B. HCN 对 HL-7702 细胞的影

响遥 与 0 滋mol/mL 比较袁*P约0.05遥

图 6 HepG2 细胞的共聚焦成像图

注院A. HCN 在 HepG2 细胞中的荧光成像图曰B. GSH 荧光强度定量分析图遥 与 0 滋mol/mL 比较袁*P约0.05遥
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表 1 16 种血筒化合物的化学结构和名称

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

化学名称

五内酯 B渊schisanlactone B冤

南五内酯渊kadsudilactone冤

异南内酯 A渊heteroclitalactone A冤

五味子酸渊schizandronic acid冤

异南内酯 F渊heteroclitalactone F冤

菲律宾南五味子内酯 B渊kadsuphilactone B冤

五内酯 E渊schisanlactone E冤

长南酸渊changnanic acid冤

南五味子内酯 B渊lancilactone B冤

环木菠萝烯酮渊cycloartenone冤

化学结构
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图 7 GSH体外中药调节剂筛选图

注院A尧B 为血筒不同化合物对 GSH 表达水平的影响图遥与 control 相比袁*P约0.05袁***P约0.001遥 C.不同化合

物与 GSH 的分子对接模拟图遥

化学名称

开环-绯红南五味子酸 F渊seco-coccinic acid F冤

未命名渊masticadienoic acid冤

高粱醇渊sorghumol冤

未命名渊xuetonpene冤

未命名渊kadsuracoccinic acid B冤

未命名渊litseachromolaevane A冤

编号

11

12

13

14

15

16

化学结构

续表 1 16 种血筒化合物的化学结构和名称
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研究成功合成了 GSH 响应型 HCN袁其具有高选择

性尧低细胞毒性和高灵敏度等特点遥通过紫外尧液相尧
荧光光谱和细胞成像等实验发现 HCN 可以灵敏地

检测细胞内外 GSH 表达水平的变化袁并通过HCN 成

功地从血筒化合物中筛选了中药 GSH 调节剂五内

酯 B尧南五内酯和异南内酯 A遥综上所述袁本文主要以

HCN为筛选工具袁GSH 为筛选靶标袁成功获取了能

下调 GSH水平的中药 GSH 调节剂袁该研究为快速

发现中药活性成分提供了新思路遥
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