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也摘要页 目的 制备一种响应谷胱甘肽渊GSH冤的姜黄素荧光探针袁并将其应用于肝癌细胞成像袁考察其细胞毒性尧线粒体靶向性

及诱导活性氧渊ROS冤产生的能力遥方法 以姜黄素为荧光基团袁构建 GSH 响应的姜黄素荧光探针渊CPB冤袁采用液相色谱-质谱联用技

术及核磁共振表征其结构袁 利用紫外光谱分析其对GSH的响应及时间依赖性变化遥 通过MTT法及ROS检测评估CPB的细胞毒性和

ROS生成能力袁结合细胞成像和线粒体共定位实验袁探讨其靶向性遥结果 核磁共振碳谱和液相色谱-质谱结果表明袁CPB合成成功遥紫外

光谱显示袁CPB 自身的响应信号呈浓度依赖性且 CPB 对 GSH的响应信号具有时间依赖性遥 MTT实验表明袁CPB 在 20~30 滋mol/mL
浓度下显著抑制 HepG2 细胞增殖渊P约0.01冤袁40 滋mol/mL CPB 则抑制 BEL7402/DDP 细胞增殖渊P约0.05冤袁但对 AML-12 细胞几乎无

毒性袁表明其具有较低的细胞毒性遥 ROS检测结果显示袁CPB 能诱导HepG2和 BEL7402/DDP中 ROS 的产生袁且呈浓度依赖性遥 在

细胞成像实验中袁相较于 Control 组袁10~30 滋mol/L CPB 的荧光强度均有所增强渊P约0.01冤袁并与商品化线粒体探针的荧光信号基本

重叠遥 结论 本研究设计并合成了一种对 GSH响应的 CPB袁其具有良好的 GSH响应灵敏性尧低细胞毒性和线粒体靶向性等特点袁可

作为一种安全可靠的 GSH 检测探针应用于肿瘤细胞成像遥
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Construction and cell imaging of GSH-responsive curcumin probe
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To synthesize a glutathione (GSH)-responsive curcumin-based fluorescent probe (CPB) and apply it
for hepatocellular carcinoma cells imaging, investigating its cytotoxicity, mitochondria-targeting capability, and ability to induce
reactive oxygen species (ROS) generation. Methods A GSH-responsive fluorescent probe (CPB) was synthesized using curcumin as a
fluorescent moiety, and its structure was characterized by liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) and nuclear magnetic
resonance (NMR). Ultraviolet (UV) spectroscopy was used to analyze its response to GSH and time-dependent changes. The cytotoxicity
of CPB was assessed by MTT assay, and its targeting was explored in combination with cell imaging and mitochondrial co-localization
experiment. Results The results of NMR carbon spectra and LC-MS confirmed the successful synthesis of CPB. UV spectra
showed that the response signal of CPB itself was concentration-dependent, while that of CPB to GSH was time-dependent. MTT
assay showed that CPB of 20-30 滋mol/mL significantly inhibited the proliferation of HepG2 cells, and CPB of 40 滋mol/mL
inhibited the proliferation of BEL7402/DDP cells, while showing almost no toxicity to AML-12 cells, indicating low cytotoxicity.
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ROS assay showed that CPB induced ROS generation in HepG2 and BEL7402/DDP cells in a concentration-dependent manner.
Compared with the control group, the cell imaging experiment demonstrated that the fluorescence intensity of CPB enhanced at
concentrations of 10~30 滋mol/L and its fluorescence signals largely overlapped with those of commercial mitochondrial probes.
Conclusion In this paper, CPB, a GSH-responsive curcumin-based fluorescent probe, was designed and synthesized. It exhibits
good GSH response sensitivity, low cytotoxicity, and mitochondrial targeting, which can be applied as a safe and reliable GSH
detection probe for tumor cell imaging.

也运藻赠憎燥则凿泽页 glutathione; fluorescent probe; curcumin; mitochondria; reactive oxygen; cell imaging

肝癌作为一种全球范围内常见且极具侵袭性的

疾病袁严重威胁着人类的生命健康[1-2]遥 对于大多数

肝癌患者而言袁早期诊断和手术治疗是最有效的治

疗方法袁能够显著提高生存率[3-4]遥 但由于常规肿瘤

切除的范围主要依赖于辅助设备的检查和外科医

生的经验袁外科医生在进行目视检查和触诊时袁往
往难以检测和准确切除转移性肿瘤袁对微小肿瘤的

识别也存在不足[5-6]遥 因此袁区分癌细胞/组织与正常

细胞/组织对肝癌的早期诊断和治疗具有重要意义遥
但当前仍缺乏能够精准区分正常组织和肿瘤组织边

界的有效方法遥
在正常细胞内袁氧化与抗氧化系统保持相对平

衡状态袁促氧化水平的升高或者抗氧化能力的减弱

都会导致体内活性氧渊reactive oxygen, ROS冤含量的

增加袁从而引发一系列生物学变化[7-8]遥 谷胱甘肽渊glu鄄
tathtione, GSH冤作为一种重要的抗氧化剂袁在正常

生理条件下参与多种细胞信号传导过程[9]遥 肿瘤细

胞内的 GSH 水平通常高于正常细胞袁这一特性使

GSH 成为肿瘤标志物袁有助于肿瘤的早期诊断和预

后评估[10]遥 然而袁在肿瘤细胞中袁由于代谢异常袁GSH的

产生和清除失衡袁导致其在肿瘤微环境中积累[9袁11-12]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检测GSH
的重要手段之一[13]遥 因此袁开发定量检测 GSH 水平

的荧光探针具有重要意义遥
姜黄渊Curcuma longa L.冤属于姜科姜黄属袁是一

种多年生草本植物遥其中袁姜黄素是其最具代表性的

活性成分之一袁具有抗氧化[14-15]尧护肝[16]及抗肿瘤[17-19]

等多种生物活性遥作为一种天然安全的荧光染料袁姜
黄素非常适用于生物医学领域中的荧光成像尧药物

控释等研究[20]遥 姜黄素可以用于细胞内环境的荧光

成像袁通过荧光信号的强度和位置信息袁研究细胞内

分子的运动和相互作用[21]遥 此外袁姜黄素还可以用于

药物控释系统袁通过监测荧光信号的变化来跟踪药

物的释放情况[22]遥 作为一种有机荧光团袁姜黄素在有

机溶剂中表现出较强的荧光峰渊460耀560 nm冤袁且在

紫外灯下呈现黄绿色荧光袁可用于构建荧光探针[23]遥
在本研究中袁利用姜黄素与频哪醇硼烷合成了一种

GSH 响应型的姜黄素类探针渊curcumin-based probe,
CPB冤袁在过氧化氢参与下袁CPB 结构裂解袁释放出姜

黄素荧光基团及频哪醇硼烷[24]遥 随后袁姜黄素荧光基

团与肿瘤组织/细胞内大量 GSH 发生迈克尔加成反

应渊GSH 作为最有效的生物亲核试剂之一袁对 琢,茁-
不饱和酮发生的加成反应冤袁形成 Cur-SG 加合物[25]袁
导致荧光信号减弱遥 CPB 导致肿瘤组织荧光信号发

生变化袁并同时起到 GSH 消耗作用遥此外袁该探针还

具有低细胞毒性和线粒体靶向性等特点袁有望开发

为一种安全可靠的 GSH 检测试剂袁应用于肿瘤细胞

成像遥
1 材料

1.1 细胞来源

人肝癌细胞 HepG2 细胞渊批号院FH0076冤购自

上海富衡生物科技有限公司遥 小鼠肝正常细胞

AML12 细胞渊批号院CL-0602冤购自武汉普诺赛生命

科技有限公司遥 人顺铂耐药肝癌细胞 BEL7402/DDP
细胞渊批号院2023K08冤购自上海美轩生物科技有限

公司遥
1.2 实验试剂

GSH渊美国 Sigma-Aldrich公司袁批号院LRAD3913冤曰
姜黄素渊山东科源生化有限公司袁批号院C16517579冤曰
频哪醇硼烷渊上海麦克林生化科技股份有限公司袁批
号院C16180837冤曰乙腈渊批号院20230119冤尧乙酸乙酯渊批
号院20230203冤尧二甲基亚砜渊批号院20230218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SA240815冤尧
DMEM 高糖培养基渊批号院WH0024D221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20231101冤尧
胰蛋白酶渊批号院20240501冤均购自北京赛文创新科

技有限公司遥
1.3 实验仪器

紫外分光光度计渊日本岛津公司袁型号院UV-1800冤曰
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NMR光谱渊德国Brucker公司袁型号院Bruker 600 MHz冤曰
微孔板检测仪渊美国 PerkinElmer 公司袁型号院Epire冤曰
倒置荧光显微镜渊德国卡尔蔡司公司院型号院Axio Vert.
A1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冤遥
2 方法

2.1 探针的合成和表征

氮气保护下袁在 15 mL 圆底烧瓶中将姜黄素

渊100 mg冤溶于乙腈渊3 mL冤中袁再加入 87 滋L 频哪

醇硼烷袁在 37 益下反应 16 h遥 将混合物蒸发袁然后

加入大量乙酸乙酯袁静置直到析出固体袁过滤袁最后

得到产物探针 CPB渊红色固体袁58 mg袁53.3%冤遥 为验证

CPB 是否成功合成袁 采用低分辨液相色谱-质谱及

核磁共振碳谱对分子量和结构进行测定遥
2.2 探针的可行性和特异性实验

为了验证 CPB 探针对 GSH 的响应性能袁在水

溶液中研究了 CPB 与 GSH 反应后的紫外光谱特

性遥 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 探针储备液用 DMSO/超
纯水渊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 用紫外

可见吸收分光光度计记录不同分析物的紫外吸收

光谱遥
2.3 MTT实验

HepG2 细胞尧BEL7402/DDP 细胞和 AML-12 细

胞渊1伊104 个/孔冤接种于 96 孔板中渊100 滋L DMEM
完全培养基冤培养过夜袁待细胞密度达到 80%~90%
时袁弃掉培养基袁将含不同浓度 CPB 的培养基渊10%
胎牛血清冤加入 96 孔板中进一步孵育 48 h遥 CPB 孵

育结束后弃去含药培养基袁将含稀释 10 倍的 MTT
溶液渊0.5 mg/mL冤的 100 滋L DMEM 完全培养基加

至每孔中袁置于培养箱中孵育 2~4 h遥 孵育结束后袁
弃掉含 MTT 溶液的培养基袁每孔加入 100 滋L DM鄄
SO袁并于黑暗中摇床上低速摇动 15 min 溶解底部

结晶袁在微孔板检测仪上检测 490 nm 处的吸光值遥
2.4 ROS 检测实验

HepG2 细胞和 BEL7402/DDP 细胞渊2伊105 个/孔冤
接种于铺有爬片的 12 孔板上袁用 1 mL 含 10%胎牛

血清的 DMEM 完全培养基培养过夜袁待细胞密度达

到 80%~90%后袁用恢复至室温的 PBS 洗一遍袁用不

同浓度的 CPB渊10尧20尧30 滋mol/mL冤孵育 6 h 后袁用
PBS 洗 3 遍袁每孔加入 1 mL 稀释过的 DCFH-DA
工作液渊不含胎牛血清的 DMEM 培养基稀释冤于培

养箱中孵育 20 min袁孵育结束后用 PBS 洗 3 遍袁充

分去除未进入细胞的 DCFH-DA袁最后用倒置荧光

显微镜观察细胞并进行荧光图像采集遥
2.5 细胞成像

HepG2 细胞和 BEL7402/DDP 细胞渊2伊105 个/孔冤
接种于铺有爬片的 12 孔板上袁用 1 mL 含 10%胎牛

血清的 DMEM 完全培养基培养过夜袁待细胞密度达

到 80%~90%后袁用恢复至室温的 PBS洗 1 遍袁按野2.3冶
中的分组方法培养 30 min 后袁用 PBS 洗 3 遍袁最后

用倒置荧光显微镜观察细胞并进行荧光图像采集遥
2.6 线粒体共定位实验

HepG2 细胞和 BEL7402/DDP 细胞渊2伊105 个/孔冤
接种于铺有爬片的 12 孔板上袁用 1 mL 含 10%胎

牛血清的 DMEM 完全培养基培养过夜袁待细胞密度

达到 80%~90%后袁用恢复至室温的 PBS 洗一遍袁用
不同浓度的 CPB渊10尧20尧30 滋mol/mL冤与Mito-Tracker
红色染料渊200 nmol/mL冤共同孵育 30 min 后袁最后

用倒置荧光显微镜观察细胞并进行荧光图像采集遥
2.7 统计学分析

数据用 GraphPad Prism 8.4.0 软件分析袁计量资

料以野曾依s冶表示袁均符合正态性及方差齐性袁多组间

差异比较采用 One-way ANOVA 分析袁以 P约0.05 为

差异有统计学意义遥
3 结果

3.1 CPB的表征

CPB 的 分 子 式 为 C33H42B2O10袁HPLC -MS院m/z
621.35[M+H]+渊理论值院621.31冤遥 同时袁采用核磁

共振碳谱进一步确证 CPB 的化学结构遥 13C NMR
渊150 MHz袁氘代甲醇冤核磁数据表明袁该探针含有

11个碳原子袁分别为 啄C 183.9尧149.6尧148.6尧123.6尧
121.8尧116.1尧111.0尧75.5尧56.3尧49.7尧24.8袁表明 CPB合成

成功遥
3.2 CPB对 GSH响应的可行性

CPB探针的紫外吸收峰在 435 nm 处达到峰值袁
且吸收光谱强度对 CPB 有浓度依赖性渊图 1A冤遥
CPB 与 1 mmol/mL 半胱氨酸[L (+)-cysteine, Cys]和
1 mmol/mL 同半胱氨酸渊homocysteine, Hcy冤反应后

的紫外吸收峰值变化不大袁而与 1 mmol/mL GSH反应

后吸收峰显著下降袁表明CPB对 GSH 响应具有特异

性渊图 1B冤遥 当探针的溶液中加入 20 滋mol/mL GSH时袁
混合溶液的紫外吸收峰和单独探针吸收峰位置相

同袁但吸收光谱强度显著降低袁而单独 GSH溶液几乎

没有紫外吸收渊图1C冤遥 探针溶液中加入 20 滋mol/mL
GSH 在 37 益孵育不同时间袁吸收光谱强度随着时
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图 2 CPB稳定性紫外光谱

Fig.2 UV spectra of CPB stability
注院A.在不同温度下 CPB 的紫外可见光谱图曰B.在不同 pH 环境下 CPB 的紫外可见光谱图曰C.在不同离子环

境下 CPB 的紫外可见光谱图遥

间的延长而下降袁说明CPB 对 GSH 的吸收光谱强

度具有时间依赖性渊图1D冤遥
3.3 CPB的稳定性

不同温度下袁CPB 吸收峰保持稳定渊图 2A冤遥 在

pH5.5~6.5 时 CPB 保持稳定袁而在 pH 7.4 时出现峰

型改变及强度降低袁其 pH 响应特性渊pH 6.5 响应强

度显著高于 7.4冤与肿瘤微环境渊pH 6.0~7.0冤相匹配

渊图 2B冤遥 在不同离子环境下袁CPB 吸收峰保持稳定

渊图 2C冤遥
3.4 CPB细胞毒性实验

三株细胞分别用不同浓度的 CPB 孵育 48 h
后遥 在 HepG2 细胞中渊图 3A冤袁与 Control 组相比袁
20 滋mol/mL 的 CPB 显著降低了细胞活力渊P约0.05冤袁
达到了半数抑制浓度渊IC50冤袁并具有浓度依赖性遥 如

图 3B 所示袁在 BEL7402/DDP 细胞中袁与 Control 组
相比袁30 滋mol/mL 和 40 滋mol/mL 的 CPB 显著降低

了细胞活力渊P约0.05袁P约0.01冤袁对 BEL7402/DDP 细

胞增殖有一定抑制作用遥 此外袁在 AML-12 细胞中

渊图 3C冤袁CPB 仅在 60 滋mol/mL 时表现出轻度细胞

毒性渊P约0.05冤遥
3.5 ROS 生成能力检测

HepG2 细胞中袁与 Control组相比袁各浓度 CPB均

促进 ROS 的生成袁30 滋mol/mL 的 CPB 显著促进

ROS 的生成渊P<0.01冤遥 在 BEL7402/DDP 细胞中袁与
Control 组相比袁各浓度 CPB均促进了ROS的生成渊P<
0.05冤遥 30 滋mol/mL CPB 在 BEL7402/DDP 细胞中生

成的 ROS 比 HepG2 细胞少遥 详见图 4遥
3.6 CPB细胞成像

与 Control 组相比袁不同细胞各浓度 CPB 绿色荧

光强度增强渊P<0.01冤袁10 滋mol/mL CPB 绿色荧光较

弱袁随着 CPB 浓度提高袁绿色荧光强度逐渐增强遥
详见图 5遥
3.7 线粒体共定位实验

Control 组仅有红色荧光袁排除非特异性信号干

扰渊图 6A冤曰在 CPB 组中袁CPB 绿色荧光与 Mito-
Tracker Red 红色荧光几乎完全重叠袁而线粒体共定

位定量分析也印证了这一点渊图 6B冤袁CPB 荧光强度

峰型与 Mito-tracker Red 完全相同袁表明 CPB 可以

靶向至线粒体遥
4 讨论

癌症是一种高发病率和死亡率的复杂疾病袁严
重威胁人类生命安全[26]遥 肝癌是癌症相关死亡的主

要原因袁具有起病隐匿尧早期诊断率低尧转移率和复

图 1 CPB特异性响应 GSH
Fig.1 CPB responds specifically to GSH

注院A. 不同浓度 CPB 的紫外可见光谱图曰B.CPB 与不同硫醇反应后的紫外可见光谱图曰C.CPB尧CPB/GSH 和 GSH 的紫外可见

光谱图曰D.CPB 与 GSH 反应不同时间后的紫外可见光谱图遥
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图 3 CPB对不同细胞的细胞毒性

Fig.3 The cytotoxicity of CPB in different cells
注院A.HepG2 细胞经不同浓度 CPB 处理 48 h 后的细胞存活率曰B.BEL7402/DDP 细胞经不同浓度 CPB 处理 48 h 后

的细胞存活率曰C.AML-12 细胞经不同浓度 CPB处理 48 h 后的细胞存活率曰D.不同细胞经不同浓度的 CPB 处理 48 h
后的图像遥 与 Control 组相比袁*P约0.05袁**P约0.01遥

发率高的特点[27-28]袁其中袁早期诊断困难是导致其死

亡率不断升高的重要原因[29]遥 GSH 是一种有效的内

源性抗氧化剂袁其异常水平与多种潜在疾病密切相

关袁研究表明袁在多种肿瘤组织中袁GSH 的水平显著

升高袁可通过消除 ROS[30]尧解毒药物 [31]或参与 DNA
修复过程[32]等机制促进肿瘤细胞耐药遥 姜黄素具有

图 4 不同浓度 CPB处理各细胞后 ROS 的生成渊伊20冤
Fig.4 Generation of ROS of each cell after treatment with different concentrations of CPB (伊20)
注院A.HepG2 细胞经不同浓度 CPB 处理 6 h 后的 ROS 荧光强度曰B.HepG2 细胞 ROS 荧光定量图曰C.BEL7402/
DDP 细胞经不同浓度 CPB 处理 6 h 后的 ROS 荧光强度曰D.BEL7402/DDP 细胞 ROS 荧光定量图遥与 Control 组
相比袁*P约0.05袁**P约0.01遥
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良好的荧光性质袁在紫外光照射下能够吸收紫外线

并转变为激发态袁随后通过荧光发射的方式释放能

量袁其中激发波长范围 400~500 nm袁具有较高的荧

光量子产率遥 姜黄素的荧光发射机制主要与其分子

结构密切相关遥 姜黄素分子中含有苯环及琢,茁 不饱

和酮结构所形成的共轭结构能有效地促进分子的荧

光发射[33]遥本实验以姜黄素为荧光团袁设计了一种基

于姜黄素类荧光探针袁利用姜黄素分子结构双侧末

端反应性功能化位点袁以芳基硼酸酯作为连接基

团袁构建了 GSH 响应的 CPB 探针遥 CPB 结构中含有

硼酸酯和 琢袁茁-不饱和酮两种特殊结构袁可对 GSH
产生特异性响应袁并验证了该探针在肝癌细胞成像

中的有效性及对 GSH 的响应性遥本研究通过液相色

谱-质谱联用及核磁共振碳谱表征确认 CPB 合成成

功遥 紫外-可见光谱分析证实其对 GSH 的特异性响

应及消耗能力袁并显示良好的生理稳定性遥细胞毒性

实验表明袁CPB 显著抑制肝癌细胞及顺铂耐药细胞

的增殖袁而对正常肝细胞无显著毒性袁提示其良好的

生物安全性遥 活细胞荧光成像及线粒体共定位证实

CPB 可高选择性成像肝癌细胞并靶向线粒体遥 这些

结果表明袁CPB 作为一种 GSH 响应型探针袁兼具生

物相容性与成像性能袁在肝癌诊疗及耐药性研究中

具有潜在应用价值遥 但本研究仅在细胞水平进行探

讨袁尚未在动物模型中验证其 GSH 响应性尧成像效

果及靶向性遥 因此袁为验证GSH响应型探针的体内

性能袁今后工作将深入体内研究袁以荷瘤裸鼠为模

型袁探索该探针在体内生物分布和成像情况遥此外袁
拓展研究至其他 GSH 高表达的肿瘤类型袁如肺癌尧
乳腺癌和胰腺癌等袁探讨其靶向特异性和适用范围袁
为探针的广泛应用提供重要依据遥

综上所述袁CPB 作为一种安全可靠的 GSH 响应

型探针袁有望作为一种通用型 GSH 特异性识别探针

应用于肿瘤微环境中 GSH 水平的有效监测遥

图 5 不同浓度 CPB处理各细胞后的荧光强度渊伊20冤
Fig.5 Fluorescence intensity of each cell after treatment with different concentrations of CPB (伊20)
注院A.HepG2 细胞经不同浓度 CPB 处理 30 min 后的荧光成像图曰B.HepG2 细胞荧光强度定量曰C.BEL7402/DDP
细胞经不同浓度 CPB 处理 30 min 后的荧光成像图曰D.BEL7402/DDP 细胞荧光强度定量遥 与 Control 组相比袁*P约
0.05袁**P约0.01遥

图 6 线粒体共定位实验渊伊20冤
Fig.6 Mitochondrial co-localization experiment

注院A.BEL7402/DDP 细胞经 CPB 与 200 nmol/mL 的线粒体红色探针

共同孵育 30 min 后的荧光成像图曰B.线粒体荧光共定位分析遥
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