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ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 蛋白标签技术与荧光分析法在
蛋白原位分析中的联合应用
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摘要：为将生物体内微观的蛋白行为可视化并以宏观信号呈现出来对蛋白进行实时、动态分析，借助 ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 蛋

白标签技术与有机小分子荧光染料，构建了一系列用于活细胞内实时监测目标蛋白的免洗荧光探针。 标签蛋白

ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 能够特异性识别探针中的苄基鸟嘌呤，从而使目标蛋白共价连接上荧光团（萘酰亚胺），携带上荧光信

使。 此外，由于萘酰亚胺从水环境中被牵引至 ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 蛋白的疏水空腔，其荧光信号呈现出 ２～ １３ 倍的增强。 通

过 ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 标签蛋白与目标蛋白的融合，该荧光探针实现了对活细胞内线粒体蛋白 ＣｏＸ８Ａ 及核内蛋白 Ｈ２Ｂ 特

异性识别，在免洗条件下完成了对目标蛋白的实时追踪及原位分析。
关键词：ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ；原位；有机小分子荧光染料；免洗荧光探针

中图分类号：Ｏ６５８　 　 　 文献标识码：Ａ　 　 　 文章编号：１０００⁃８７１３（２０１９）０８⁃０８７２⁃０６

Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｉｎ ｉｎ⁃ｓｉｔｕ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

ＱＩＡＯ Ｑｉｎｇｌｏｎｇ， ＺＨＯＵ Ｗｅｉ， ＣＨＥＮ Ｊｉｅ， ＬＩＵ Ｗｅｎｊｕａｎ， ＭＩＡＯ Ｌｕ，
ＹＩＮ Ｗｅｎｔｉｎｇ， ＸＵ Ｚｈａｏｃｈａｏ∗

（Ｄａｌｉａｎ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｐｈｙｓｉｃｓ， Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｄａｌｉａｎ １１６０２３， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｅ ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｃｏｓｍｉｃ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｖｉｖｏ ｉｓ ｔｈｅ ｋｅｙ ｔｏ ｒｅａｌ⁃
ｔｉｍｅ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ． Ａ ｓｅｒｉｅｓ ｏｆ ｗａｓｈ⁃ｆｒｅｅ ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ ｐｒｏｂｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ａｎｄ ｓｙｎｔｈｅ⁃
ｓｉｚｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ ａｎｄ ｓｍａｌｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｄｙｅｓ．
ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ， ｗｈｉｃｈ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄ Ｏ６⁃ｂｅｎｚｙｌｇｕａｎｉｎｅ， ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｌａｂｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｆｌｕｏｒｏｐｈｏｒｅ
（ｅ． ｇ．， １，８⁃ｎａｐｈｔｈａｌｉｍｉｄｅ） ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｖａｌｅｎｔ ｂｏｎｄｓ． Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ， ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ
ｆｒｏｍ ａ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｔｏ ｔｈｅ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ｃａｖｕｍ ｏｆ ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ ｒｅａｌｉｚｅｄ ａ ２ － １３⁃ｆｏｌｄ
ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｉｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ． Ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｆｕｓｉｏｎ ｏｆ ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ ａｎｄ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ， ｔｈｅ
ｐｒｏｂｅｓ ｃｏｕｌｄ ｒｅｃｏｇｎｉｚｅ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ （ ｅ． ｇ．， ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｏｘｉｄａｓｅ， Ｃｏｘ８Ａ） ａｎｄ
ｎｕｃｌｅａｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ （ｅ． ｇ．， Ｈ２Ｂ） ｉｎ ｌｉｖｉｎｇ ｃｅｌｌｓ． Ｂｅｓｉｄｅｓ， ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｂｅｓ ａｌｌｏｗｅｄ ｔｈｅ ｉｎ⁃ｓｉｔｕ
ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ｗａｓｈｉｎｇ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ； ｉｎ⁃ｓｉｔｕ； ｏｒｇａｎｉｃ ｓｍａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｄｙｅｓ； ｗａｓｈ⁃ｆｒｅｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
ｐｒｏｂｅｓ

　 　 蛋白是生命科学领域最重要的研究对象，参与

多种生命过程中所必需的信号转导，其功能通过与

小分子、 ＤＮＡ、 其他蛋白底物之间相互作用实

现［１，２］。 因此，对蛋白的原位分析，包括蛋白识别、

蛋白分布及实时动态追踪等，能够更真实地揭示蛋

白在生理过程中发挥的作用。 然而，紫外吸收法、圆
二色光谱法、电化学法、红外光谱法、核磁共振法等

均很难实现活细胞及活体内蛋白的原位分析［３］。
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　 　 基于有机小分子的荧光分析法能够在不破坏原

生环境下对蛋白进行监测。 相比于传统基于荧光蛋

白的分析法［４－６］，有机小分子具有分子结构简单、颜
色可选择多、易改造等优点，因此其在蛋白识别、标
记领域逐渐成为荧光蛋白的替代者［７－１０］。 然而，有
机小分子染料通常源于人工合成，无法像荧光蛋白

一样由细胞内源产生。 这就为小分子应用于蛋白原

位分析中带来了诸多问题：如有机小分子荧光染料

在细胞中分布不均匀，易产生非特异性标记，细胞毒

性大等。 其中，有机小分子的非特异性标记问题尤

为突出，科研工作者无法像荧光蛋白分析法一样控

制目标蛋白上连接有机小分子的数量及位置。 因

此，这引发化学家去开发新的生物正交方法，并基于

生物正交的方式将小分子染料定点、共价连接到目

标蛋白上，进一步通过荧光信息跟踪、研究目标蛋白

的位置和功能。 目前应用最广泛的生物正交方式是

基于酶促反应的蛋白标签技术，如 ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ、Ｈａｌｏ⁃
ｔａｇ、 ＰＹＰ （ Ｐｈｏｔｏａｃｔｉｖｅ ｙｅｌｌｏｗ ｐｒｏｔｅｉｎ ） ⁃ｔａｇ 等。
ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 标签蛋白是人源 ＤＮＡ 修复蛋白的 Ｏ６ ⁃烷
基 鸟 嘌 呤⁃ＤＮＡ⁃烷 基 转 移 酶 （ ｈＡＧＴ ） 的 突 变

体［１１，１２］，能够快速、特异性地与苄基鸟嘌呤（ＢＧ）或
苄基氯嘧啶（ＣＰ）的衍生物反应，进而使 ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ
蛋白与有机小分子之间形成稳定的硫醚键，融合有

ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 的目标蛋白能够特异性地连接一个探针

分子。
　 　 目前，基于 ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 技术与小分子荧光染料

已开发出多种商业的 ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 荧光探针，该类荧

光探针通常由环境不敏感的荧光团（如：罗丹明、花
菁染料、荧光素等）与苄基鸟嘌呤两部分构成。 虽

然，这类探针与 ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 标签蛋白能够达到很高

的反应速率，但是反应前后荧光信号变化通常较小

（增强 １～２ 倍）。 因此，这类探针在对细胞着色后存

在较高的荧光背景，需要多次洗涤以除去未反应或

非特异性标记的分子，才能达到高的信噪比。 细胞

的洗涤往往会造成时间分辨率的降低，对于蛋白动

力学分析带来不利。 因此，开发增强型的 ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ
荧光探针（即与 ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 标签蛋白结合后荧光信

号明显增强）显得尤为迫切。 环境敏感型染料能够

通过荧光信号的变化对分子周围环境微小改变进行

快速、灵敏的响应（通常水中荧光量子产率很低），
因此这类染料逐渐被应用于 ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 探针的设计

中。 通常这类探针由水环境中到 ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 较为疏

水的蛋白表面或空腔后，荧光信号会明显增强，从而

达到免洗的效果［１３－１５］。 Ｔａｎ 课题组［１６－１８］ 以环境敏

感型染料（４⁃磺酰胺基⁃７⁃氨基苯并恶二唑，ＳＢＤ）为
发光基团，设计合成了用于活细胞内免洗荧光成像

的 ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 探针 ＢＧＳＢＤ。 与 ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 结合后其

荧光增强约 ２８０ 倍，实现了活细胞内原位蛋白的荧

光成像，但是该探针的绝对亮度较低，不能满足超分

辨荧光成像需求。 针对以上问题，本研究基于传统

的环境敏感型荧光染料萘酰亚胺，结合 ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ
蛋白标记技术设计合成免洗的用于蛋白原位分析的

荧光探针［１９－２１］；同时，通过苄基鸟嘌呤的位置选择

提高探针信噪比、选择性及反应速率，以满足不同实

验方案及领域对识别与标记效果的要求。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 核磁共振氢谱（ １Ｈ ＮＭＲ）在 Ｂｒｕｋｅｒ （ＡＶＡＮＣＥ
ＩＩＩ ４００ ／ １０１ＭＨｚ）波谱仪上测试得到，其中以 ０􀆰 ０３％
（ｖ ／ ｖ）的四甲基硅烷作为基准物质。 紫外 ／可见吸

收光谱与荧光发射光谱分别在 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｃａｒｙ ６０ ＵＶ⁃
Ｖｉｓ 分光光度计及 Ａｇｉｌｅｎｔ ＣＡＲＹ Ｅｃｌｉｐｓｅ 荧光光谱

仪上测得。 溶剂 ｐＨ 在 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ ＰＢ⁃１０ 的 ｐＨ 计上

测得。 生物细胞成像则在 Ｏｌｙｍｐｕｓ ＦＶ１０００ 激光共

聚焦显微镜上测得，其中镜头选取 １００ 倍油镜（ＮＡ
＝ １􀆰 ４０）。
　 　 分子合成所使用试剂为国产（伊诺凯公司和百

灵威公司）或进口（Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）试剂，未经

特殊说明外，均为分析纯，直接使用。 商业化染料细

胞核染料 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 与线粒体商业染料 Ｍｉｔｏ⁃
Ｔｒａｃｋｅｒ Ｒｅｄ 均购自凯基生物公司。 柱色谱分离纯

化用硅胶粉型号为 ２００ ～ ３００ 目（伊诺凯公司）。 生

物测试用商业化亚细胞器标记染料 （美国 Ｌｉｆｅ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司）。 生物细胞培养所需的 ＤＭＥＭ
及 １６４０ 培养基、青链霉素（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司）；优
质胎牛血清（以色列 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ）。
１．２　 探针合成

１．２．１　 探针 ＢＧＡＮ⁃Ａｍｉｎｏ 的合成

　 　 依次称取 ４⁃氨基⁃Ｎ⁃（４⁃（Ｏ⁃２⁃氨基嘌呤）基甲

基）苄基⁃１，８⁃萘酰亚胺（ＡＮ⁃Ａｍｉｎｏ） （３０ ｍｇ， ０􀆰 ０９
ｍｍｏｌ）、２⁃氨基⁃６⁃（Ｎ⁃甲基）四氢吡咯氨基嘌呤氯盐

（ＢＧ＋） （８１ ｍｇ， ０􀆰 ２７ ｍｍｏｌ）和叔丁醇钾（７０ ｍｇ，
０􀆰 ５４ ｍｍｏｌ）溶于 ５ ｍＬ Ｎ，Ｎ⁃二甲基甲酰胺（ＤＭＦ）
中，在氮气氛围保护下室温搅拌 １０ ｈ 后停止反应

（见图 １）。 减压除去 ＤＭＦ，粗产物经硅胶柱分离纯

·３７８·
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化（洗脱剂为二氯甲烷⁃甲醇，１５ ∶１， ｖ ／ ｖ），通过薄层

色谱板监测产物流出，所得产物减压除去溶剂得黄

色粉末 ２６ ｍｇ，产率 ６２％。
１．２．２　 探针 ｍＢＧＡＮ⁃２Ｃ 的合成

　 　 依次称取 ４⁃乙氨基⁃Ｎ⁃（３⁃（Ｏ⁃２⁃氨基嘌呤）基甲

基）苄基⁃１，８⁃萘酰亚胺 （ｍＡＮ⁃２Ｃ） （ ５０ ｍｇ， ０􀆰 １４
ｍｍｏｌ）、ＢＧ＋（１０５ ｍｇ， ０􀆰 ４１ ｍｍｏｌ）和叔丁醇钾（９０
ｍｇ， ０􀆰 ８０ ｍｍｏｌ）溶于 ５ ｍＬ 干燥的 ＤＭＦ 中，在氮

气氛围保护下室温搅拌 ３ ｈ 后停止反应（见图 ２）。
减压除去 ＤＭＦ，粗产物经硅胶柱（２００ ～ ３００ 目）分

离纯化（洗脱剂为二氯甲烷⁃甲醇，２０ ∶１， ｖ ／ ｖ），通过

薄层色谱板监测产物流出，所得产物减压除去溶剂

得黄色粉末 ３３ ｍｇ，产率 ４８％。
１．２．３　 探针 ４ＢＧＡＮ⁃Ｂｕ 的合成

　 　 依次称取 ４⁃（４⁃（Ｏ⁃２⁃氨基嘌呤）基甲基）苄基⁃
Ｎ⁃丁基⁃１， ８⁃萘酰亚胺 （ ４ＡＮ⁃Ｂｕ） （ １００ ｍｇ， ０􀆰 ２６
ｍｍｏｌ ） 、ＢＧ＋ （ １９７ｍｇ ， ０􀆰 ７７ｍｍｏｌ ） 和叔丁醇钾

图 １　 探针 ＢＧＡＮ⁃Ａｍｉｎｏ 的合成
Ｆｉｇ． １　 Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ＢＧＡＮ⁃Ａｍｉｎｏ

　 ｔ⁃ＢｕＯＫ： ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｔｅｒｔ⁃ｂｕｔｏｘｉｄｅ； ＤＭＦ： Ｎ， Ｎ⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌ⁃
ｆｏｒｍａｍｉｄｅ．

图 ２　 探针 ｍＢＧＡＮ⁃２Ｃ 的合成
Ｆｉｇ． ２　 Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｍＢＧＡＮ⁃２Ｃ

（１７５ ｍｇ， １􀆰 ５６ ｍｍｏｌ）溶于 ５ ｍＬ 干燥的 ＤＭＦ 中，
在氮气氛围保护下室温搅拌 １０ ｈ 后停止反应（见图

３）。 减压除去 ＤＭＦ，粗产物经硅胶柱分离纯化（洗
脱剂为二氯甲烷⁃甲醇，１５ ∶１， ｖ ／ ｖ），通过薄层色谱

板监测产物流出，所得产物减压除去溶剂得到黄色

粉末 ２６ ｍｇ，产率 １９％。

图 ３　 探针 ４ＢＧＡＮ⁃Ｂｕ 的合成
Ｆｉｇ． ３　 Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ４ＢＧＡＮ⁃Ｂｕ

１．３　 探针的紫外吸收与荧光发射光谱测试

　 　 准确称取待测探针化合物溶于色谱纯二甲基亚

砜（ＤＭＳＯ）溶液中配制成 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 测试母液。 准

确量取一定体积的母液加入到测试体系中以配制成

所需测试浓度（１～１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）（其中 ＤＭＳＯ 所占体

积分数小于 ０􀆰 ５％ ） 进行吸收与荧光发射光谱的

测定。
　 　 分别取 ２􀆰 ５ μＬ 探针母液加入 １ ｍＬ 磷酸缓冲

液中（ＰＢＳ， ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ７􀆰 ４）配制为 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ
的测试液进行吸收及荧光发射光谱测试，ＤＭＳＯ 含

量为 ０􀆰 ２５％ （ｖ ／ ｖ）；而后向上述测试液中分别加入

２０ μＬ ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 蛋白溶液（２５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＰＢＳ 溶

液，２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ７􀆰 ４）并反应 ３０ ｍｉｎ 后进行吸

收及荧光发射光谱测试。 以上荧光光谱采集均选用

４４０ ｎｍ 激发，狭缝为 ５⁃５；控制测试温度为 ３７ ℃。
１．４　 细胞培养及其荧光成像

　 　 细胞选用 ＤＭＥＭ 培养基（其中加入青霉素或

者链霉素和 １０％ 胎牛血清（ＦＢＳ））进行培育。 对对

数期 ＨｅＬａ 细胞进行消化处理后接种于共聚焦专用

皿（ＭａｔＴｅｋ，半径 ２０ ｍｍ）中，于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 下

孵育 ２４～４８ ｈ。 而后将所需质粒与 Ｌｉｐ３０００ 分别加

入无血清培养基中，混合 ５ ～ １０ ｍｉｎ 后加入细胞培
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养皿，继续孵育 ２４ ～ ４８ ｈ 后，取适量待测化合物母

液加入培养基中（根据需要选择合适终浓度）置于

共聚焦荧光显微镜下观察（镜头选用 １００ 倍油镜）。
激光为 ４０５ ｎｍ，荧光采集为 ４２０ ～ ４７０ ｎｍ；激光为

４８８ ｎｍ，荧光采集为 ５００～５５０ ｎｍ；激光为 ５６１ ｎｍ，
荧光采集为 ５８０～６５３ ｎｍ。

２　 结果与讨论

２．１　 探针的核磁共振表征

　 　 探针 ＢＧＡＮ⁃Ａｍｉｎｏ 核磁氢谱数据为：１Ｈ ＮＭＲ
（４００ ＭＨｚ， ＤＭＳＯ⁃ｄ６） δ １２􀆰 ４１ （ｓ， １Ｈ）， ８􀆰 ６４ （ｄ，
Ｊ＝ ８􀆰 ３ Ｈｚ， １Ｈ）， ８􀆰 ４５ （ｄ， Ｊ ＝ ６􀆰 ８ Ｈｚ， ｄｅ １Ｈ），
８􀆰 ２２ （ｄ， Ｊ＝ ８􀆰 ４ Ｈｚ， １Ｈ）， ７􀆰 ７９ （ｓ， １Ｈ）， ７􀆰 ７０ ～
７􀆰 ６１ （ｍ， １Ｈ）， ７􀆰 ５１ （ ｓ， ２Ｈ）， ７􀆰 ４３ （ｄ， Ｊ ＝ ８􀆰 １
Ｈｚ， ２Ｈ）， ７􀆰 ３４ （ｄ， Ｊ＝ ８􀆰 １ Ｈｚ， ２Ｈ）， ６􀆰 ８６ （ｄ， Ｊ＝
８􀆰 ４ Ｈｚ， １Ｈ）， ６􀆰 ２７ （ｓ， ２Ｈ）， ５􀆰 ４３ （ｓ， ２Ｈ）， ５􀆰 ２３
（ｓ， ２Ｈ）。
　 　 探针 ｍＢＧＡＮ⁃２Ｃ 核磁氢谱数据为：１Ｈ ＮＭＲ
（４００ ＭＨｚ， ＤＭＳＯ⁃ｄ６） δ １２􀆰 ４２ （ｓ， １Ｈ）， ８􀆰 ６９ （ ｔ，
Ｊ＝ １５􀆰 ８ Ｈｚ， １Ｈ）， ８􀆰 ４４ （ｄ， Ｊ＝ ７􀆰 ２ Ｈｚ， １Ｈ）， ８􀆰 ２５
（ｄｄ， Ｊ ＝ ２８􀆰 ３， ８􀆰 ６ Ｈｚ， １Ｈ）， ７􀆰 ７８ （ ｔ， Ｊ ＝ １６􀆰 ４
Ｈｚ， ２Ｈ）， ７􀆰 ６６ （ｄｄ， Ｊ＝ １７􀆰 ９， ９􀆰 ８ Ｈｚ， １Ｈ）， ７􀆰 ４５
（ｄ， Ｊ ＝ ２７􀆰 ３ Ｈｚ， １Ｈ）， ７􀆰 ３２ （ｄｔ， Ｊ ＝ １６􀆰 ０， ７􀆰 ８
Ｈｚ， ２Ｈ）， ６􀆰 ７７ （ ｄ， Ｊ ＝ ８􀆰 ７ Ｈｚ， １Ｈ）， ６􀆰 ２８ （ ｓ，
２Ｈ）， ５􀆰 ４４ （ｓ， ２Ｈ）， ５􀆰 ２４ （ｓ， ２Ｈ）， ３􀆰 ４３ （ｄｄ， Ｊ＝
１１􀆰 ６， ５􀆰 ９ Ｈｚ， ２Ｈ）， １􀆰 ３９～１􀆰 ２１ （ｍ， ３Ｈ）。
　 　 探针 ４ＢＧＡＮ⁃Ｂｕ 核磁氢谱数据为：１Ｈ ＮＭＲ
（４００ ＭＨｚ， ＤＭＳＯ⁃ｄ６） δ １２􀆰 ４２ （ｓ， １Ｈ）， ８􀆰 ７８ （ｄ，
Ｊ＝ ８􀆰 ３ Ｈｚ， １Ｈ）， ８􀆰 ５２～ ８􀆰 ４６ （ｍ， １Ｈ）， ８􀆰 ４６ （ｄ，
Ｊ＝ ７􀆰 ２ Ｈｚ， １Ｈ）， ８􀆰 １８ （ｄ， Ｊ ＝ ８􀆰 ５ Ｈｚ， １Ｈ）， ７􀆰 ８３
（ｓ， １Ｈ）， ７􀆰 ７６～ ７􀆰 ６７ （ｍ， １Ｈ）， ７􀆰 ４９ （ｄ， Ｊ ＝ ８􀆰 ２
Ｈｚ， ２Ｈ）， ７􀆰 ４３ （ｄ， Ｊ＝ ８􀆰 １ Ｈｚ， ２Ｈ）， ６􀆰 ６７ （ｄ， Ｊ＝
８􀆰 ６ Ｈｚ， １Ｈ）， ６􀆰 ２７ （ｓ， ２Ｈ）， ５􀆰 ４５ （ｓ， ２Ｈ）， ４􀆰 ６８
（ｄ， Ｊ＝ ５􀆰 ８ Ｈｚ， ２Ｈ）， ４􀆰 ０５ ～ ３􀆰 ９６ （ｍ， ２Ｈ）， １􀆰 ５７
（ｄｔ， Ｊ ＝ １４􀆰 ８， ７􀆰 ５ Ｈｚ， ２Ｈ）， １􀆰 ３５ ～ １􀆰 ２７ （ｍ，
２Ｈ）， ０􀆰 ９１ （ ｔ， Ｊ＝ ７􀆰 ３ Ｈｚ， ３Ｈ）。
　 　 经检测，以上核磁数据与各探针结构相符，探针

结构正确。
２．２　 探针对 ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 标签蛋白的荧光响应

　 　 基于环境敏感的萘酰亚胺荧光团，在萘酰亚胺

母体不同位置引入苄基鸟嘌呤基团，有望得到与

ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 结合效果不同的荧光探针。 通过萘酰亚

胺内酰胺引入苄基鸟嘌呤基团，并调节嘌呤在苯环

的取代位置得到 ＢＧＡＮ⁃Ａｍｉｎｏ 与 ｍＢＧＡＮ⁃２Ｃ；在
萘酰亚胺 ４⁃位引入苄基鸟嘌呤基团得到探针

４ＢＧＡＮ⁃Ｂｕ。 终浓度为 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＢＧＡＮ⁃Ａｍｉｎｏ、
ｍＢＧＡＮ⁃２Ｃ、４ＢＧＡＮ⁃Ｂｕ 分别与 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＮＡＰ⁃
ｔａｇ 蛋白结合后荧光信号均得到了增强，但增强倍

图 ４　 不同 ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 探针与蛋白结合前后的荧光谱图
Ｆｉｇ． ４　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｂｅｓ ｉｎ

ｔｈｅ ａｂｓｅｎｃｅ ａｎｄ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ

数不一（见图 ４）。 ＢＧＡＮ⁃Ａｍｉｎｏ 与 ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 结合

后荧光强度增强约 ９ 倍，而 ｍＢＧＡＮ⁃２Ｃ、４ＢＧＡＮ⁃Ｂｕ
分别只有 ２ 倍与 ３ 倍。 探针荧光强度的增加主要来

源于 ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 标签蛋白表面的疏水作用与荧光淬

灭基团鸟嘌呤的离去；荧光波长的变化源于探针由

水环境（２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ， ｐＨ ７􀆰 ４）到 ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 标

签蛋白疏水空腔的变化。 相比于 ＢＧＡＮ⁃Ａｍｉｎｏ，
ｍＢＧＡＮ⁃２Ｃ 与 ４ＢＧＡＮ⁃Ｂｕ 荧光增强倍数少的原因

为二者在 ＰＢＳ（磷酸缓冲液，２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ７􀆰 ４）
中荧光强度高，即荧光背景强。 以上数据说明本论
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文中的探针与 ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 标签蛋白结合后，蛋白空

腔或表面的疏水作用给萘酰亚胺母体带来了较好的

荧光增强效果，其能够作为免洗的 ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 探针

用于生物原位成像及蛋白的原位分析中。 ４ＢＧＡＮ⁃
Ｂｕ 探针具有较好的细胞相容性及染色速度，因此该

探针被进一步用于活细胞内蛋白的原位分析及荧光

成像。
２．３ 　 探针 ４ＢＧＡＮ⁃Ｂｕ 在活细胞内对细胞核内

Ｈ２Ｂ 蛋白的原位监测

　 　 在体外 ４ＢＧＡＮ⁃Ｂｕ 能够对 ＳＮＡＰ⁃ｒａｇ 蛋白进行

特异性识别，且荧光得到明显增强，但其能否应对复

杂生物环境中特异标记目标蛋白仍需进一步考究。
首先，对 ＨｅＬａ 细胞进行瞬时转染以表达融合有

ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 的核内蛋白 Ｈ２Ｂ。 终浓度 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 的

４ＢＧＡＮ⁃Ｂｕ 细胞培养液在 ３７ ℃孵育 ＨｅＬａ 细胞 ３０
ｍｉｎ 后通过共聚焦荧光显微镜对目标蛋白进行荧光

分析。 图 ５ａ 表明 ４ＢＧＡＮ⁃Ｂｕ 能对细胞核内融合有

ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 的 Ｈ２Ｂ 蛋白进行染色，细胞核轮廓清晰，
无需洗涤细胞。 ４ＢＧＡＮ⁃Ｂｕ 标记的 Ｈ２Ｂ 蛋白与商

品化 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 标记的 ＤＮＡ 结构能够很好重

合（见图 ５ｂ、５ｃ），这间接证明了 Ｈ２Ｂ 蛋白存在染色

体内并与 ＤＮＡ 双链有较强结合。 此外，图 ５ｄ 中对

细胞内荧光强度分析表明，４ＢＧＡＮ⁃Ｂｕ 对 Ｈ２Ｂ 染色

的信噪比较高，具有很好的免洗荧光成像效果。
２．４ 　 探针 ４ＢＧＡＮ⁃Ｂｕ 在活细胞内对线粒体中

Ｃｏｘ８Ａ（细胞色素 Ｃ 氧化酶）的原位监测

　 　 细胞色素 Ｃ 氧化酶是线粒体内电子传递链中

的末端酶，其动态分布、功能的行使与细胞的代谢密

切相关。 然而，由于时间分辨与空间分辨率的限制，
质谱、圆二色光谱等分析手段在原位监测细胞色素

Ｃ 氧化酶的动态行为上存在较大困难。 而通过转染

融合有 ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 蛋白的 Ｃｏｘ８Ａ，可以借助探针

４ＢＧＡＮ⁃Ｂｕ 达到对 Ｃｏｘ８Ａ 的实时跟踪。 图 ６ａ 中标

记有 ４ＢＧＡＮ⁃Ｂｕ 的 Ｃｏｘ８Ａ 在线粒体中分布均匀，
线粒体清晰可见且呈线条型（见图 ６ｂ）。 图 ６ｃ－ｅ 表

明，４ＢＧＡＮ⁃Ｂｕ 与商业线粒体染料能够实现共定位，
且 ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 结合后有较高信噪比。 ４ＢＧＡＮ⁃Ｂｕ 能

够在染色后直接用于对 Ｃｏｘ８Ａ 的原位监测，避免反

复洗涤细胞过程中对细胞的细微损伤。

图 ５　 ＨｅＬａ 细胞的共聚焦成像图
Ｆｉｇ． ５　 Ｃｏｎｆｏｃａｌ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ

　 ａ． Ｌｉｖｅ ｃｅｌｌ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｕｎｗａｓｈｅｄ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｌａｂｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ４ＢＧＡＮ⁃Ｂｕ； ｂ． Ｌｉｖｅ ｃｅｌｌ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｕｎｗａｓｈｅｄ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｌａｂｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｍ⁃
ｍｅｒｃｉａｌ ｄｙｅ Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２； ｃ． Ｌｉｖｅ ｃｅｌｌ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｕｎｗａｓｈｅｄ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｌａｂｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ４ＢＧＡＮ⁃Ｂｕ ａｎｄ Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２； ｄ． Ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｐｒｏｆｉｌｅ
ｏｆ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ （ＲＯＩ） ａｃｒｏｓｓ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ．

图 ６　 ＨｅＬａ 细胞的共聚焦成像图
Ｆｉｇ． ６　 Ｃｏｎｆｏｃａｌ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ

　 ａ， ｂ． ｌｉｖｅ ｃｅｌｌ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｕｎｗａｓｈｅｄ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｌａｂｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ４ＢＧＡＮ⁃Ｂｕ； ｃ． ｌｉｖｅ ｃｅｌｌ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｕｎｗａｓｈｅｄ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｌａｂｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｍ⁃
ｍｅｒｃｉａｌ ｄｙｅ ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ Ｒｅｄ； ｄ． ｌｉｖｅ ｃｅｌｌ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｕｎｗａｓｈｅｄ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｌａｂｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ４ＢＧＡＮ⁃Ｂｕ ａｎｄ ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ Ｒｅｄ； ｅ． ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ （ＲＯＩ） ａｃｒｏｓｓ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ．
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２． ５ 　 线粒体损伤过程中探针 ４ＢＧＡＮ⁃Ｂｕ 对

Ｃｏｘ８Ａ（细胞色素 Ｃ 氧化酶）的原位监测

　 　 借助探针 ４ＢＧＡＮ⁃Ｂｕ 的免洗及高特异性，进一

步考察了线粒体受到损伤后线粒体形态变化及

Ｃｏｘ８Ａ 分布变化（见图 ７ａ）。 高强度激光照射后，

线粒体逐渐由线型（见图 ６ｂ）变为棒状或圆形（见
图 ７ｂ），而 Ｃｏｘ８Ａ 仍然精准定位线粒体内。 实验表

明，借助有机小分子探针 ４ＢＧＡＮ⁃Ｂｕ 与 ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ
融合蛋白可以实现对活细胞内不同状态下的细胞色

素 Ｃ 氧化酶 Ｃｏｘ８Ａ 的实时监测。

图 ７　 损伤的 ＨｅＬａ 细胞的共聚焦成像图
Ｆｉｇ． ７　 Ｃｏｎｆｏｃａｌ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｉｎｊｕｒｅｄ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ

　 ａ， ｂ． ｌｉｖｅ ｃｅｌｌ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｕｎｗａｓｈｅｄ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｌａｂｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ４ＢＧＡＮ⁃Ｂｕ； ｃ． ｌｉｖｅ ｃｅｌｌ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｕｎｗａｓｈｅｄ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｌａｂｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｍ⁃
ｍｅｒｃｉａｌ ｄｙｅ ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ Ｒｅｄ； ｄ． ｌｉｖｅ ｃｅｌｌ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｕｎｗａｓｈｅｄ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｌａｂｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ４ＢＧＡＮ⁃Ｂｕ ａｎｄ ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ Ｒｅｄ．

３　 结论

　 　 本研究通过对苄基鸟嘌呤基团连接位置的改造

设计了一系列基于萘酰亚胺的 ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 探针，达
到了对 ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 不同的识别效果。 该系列探针对

融合有 ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 的目标蛋白进行了特异性识别，
其中 ＢＧＡＮ⁃Ａｍｉｎｏ 与 ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 结合后荧光增强了

９ 倍，４ＢＧＡＮ⁃Ｂｕ 具有较高反应速率。 此外，此系列

ＳＮＡＰ⁃ｔａｇ 探针能够针对目标蛋白实现活细胞内的

免洗荧光成像，对原位分析目标蛋白的动态变化及

功能的行使具有重要意义。
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