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摘要"单一点击反应已广泛应用于细胞成像!但是利用多个正交反应对同一生物体系进行多重标记

仍然是一个挑战
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细胞的细胞器成像中!实现了同时显示细胞线粒体和细胞膜的状态
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实验结

果说明在同一细胞中同时运用两个#或者多个$点击反应标记多个细胞器是可行的
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引言

点击化学是一种高效和高选择性的化学方法!

具有反应易实现)原料易得)在氧气和水环境中稳定

等优点'

#

(

(

其较好的生物相容性更令其在生物体系

的研究中得到广泛应用!如细胞内的分子成像'
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于不同的反应机理!目前较受瞩目的点击反应包括
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环加成反应'

/0.

(

!它具有极快

的反应速率常数
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缩合反应则是另外一种

由极性亲核试剂参与的成环反应'
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!同样具有很快

的反应速率和很好的选择性
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点击反应在运用于细胞成像时!首先需要靶向

分子与点击反应的分子相连!能够到达需要成像的

位置%另外一个点击反应分子与报告基团相连!反应

后进行成像
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两种分子都需要较好的生物相容性'
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在使用单一点击反应已取得研究成果的情况下!生

物体系的研究需要同时跟踪一个系统下的多个因

子
(

这就需要多个正交反应同时使用!实现对多个目

标的同时标记'
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本研究使用基于两种点击反应的
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结构与点击反应正交关系示意图#
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$!研究了两种不同机理的点击反应的正交性
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随后分别将靶向线粒体的分子
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(与两种点击反应分子化合物
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同时运用于细胞成像中!显示了细胞膜和线粒体在

同一时间的状态
(

化合物
8

!

9

!

:

!

;

与
<

!

=

!

>

!

?

的结

构式如图
#

所示
(

231

中国科学技术大学学报 第
!"

卷



8

!

实验

8A8

!

仪器与试剂

实验所用仪器包括
G

A

8'>@-#*$$

高效液相色谱

仪 #

K8

A

U Z>B<&B67@,> Q8

^

=8? HUB&67-&

A

B7

L

U

;

!

KZQH

$%

IB=D>BG%

"

XI0!$$[KC

核磁共振波

谱仪%

4'-B<'>Y

#

[GQFS0J+]

&

J+]

质谱仪%

JU>B6&<89U>BH&B

L

&B7-8&@

电喷雾电离质谱#

5WS0

[W

$%

%7B87@H7B

;

.$4%

&

%89

光谱仪%

+Q[Z4W

S_1#

荧光显微镜
(

实验所用试剂购自
G?7679

公司或生工!均为

分析纯及以上%培养基
F='T>,,&̀9[&?8<8>?57

A

'>

[>?8=6

#

F[5[

$购自
JU>B6&]89U>BW,8>@<8-8,

!

胎牛血清#

]IW

$购自四季青%青霉素
0

链霉素溶液

#

#$$_

$购自碧云天#

I>

;

&-86>

$生物技术公司
(

8A9

!

化合物的合成

化合物
#

!

:

!

>

!

?

的合成参考文献'

#$0##

(

(

室温下将
/16

A

化合物
8

溶于
#a.6QF[]

#

)

!

)0

二甲基甲酰胺$中!再加入
2"6

A

JZZ0H++K

##

/0

羧丙基$三苯基溴化膦$!

.#6

A

K+I-

#

#0

羟基

苯并三唑$!

#/.6

A

KIJ4

#

+0

苯并三氮唑
0

四甲基

脲六氟磷酸盐$!

#/.

$

QFS5G

#

)

!

)0

二异丙基乙

胺$!搅拌反应
"U

!经
KZQH

纯化后得到化合物
<(

将
*.6

A

异硫氰根
0

罗丹明
I

溶于
*6QF[]

中!加入
#*6

A

乙二胺反应
#*U

!通过
KZQH

纯化

主产物%将主产物溶于
#a.6QF[]

中!再加入

..a*6

A

.0

降冰片烯
0*0

甲酸!

.!6

A

K+I-

!

#.*6

A

KIJ4

!

#!/

$

QFS5G

反应
"U

!通过
KZQH

纯化主

产物得到化合物
=(

合成的化合物的化学结构由高分辨基质辅助激
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下反应
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析
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方法为
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(
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结果与讨论
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反应正交性验证

如图
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反应后出现了新的

化合物
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细胞成像实验

线粒体在红色通道中成像!细胞膜在绿色通道

中成像
(

图
.

#

7

$中显示出了线粒体在细胞中的分布

位置以及单个线粒体的颗粒形状
(

在图
.
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$中!细

#$2

第
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期 正交点击反应对应用于标记细胞器



胞膜整体呈绿色!而在细胞边缘位置则因为投影厚

度的原因呈现更明亮的绿色
(

二者重叠的图像则显

示了细胞膜和线粒体在同一时间的状态
(

:
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结论

本文通过对化合物
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相互反应的
KZQH

分析!验证了 '

!E*

(

F0G

环加成反应与
HIJ0H

;

9

缩合反应的正交性
(

利用这样的点击反应!通过连接

靶向分子与荧光基团!可以实现在同一个细胞中对

线粒体和细胞膜的同时标记
(

通过体外和细胞内的

实验!得到了同时标记线粒体和细胞膜的荧光成像!

对细胞状态的呈现快速而准确
(

由
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(环加成反应和
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缩合反

应构成的正交反应对可以用于细胞中多个细胞器的

同时成像
(

参考文献#

Y$D$+$')$,

$

'

#

(

ZGJJ5\W+)F[

!

)GgG\+%GQG

!

Z\5WHK5\

PG(]8@?8@

A

-U>B8

A

U-

#

T8&&B-U&

A

&@7'

$

,U>689-B

;

'

P

(

(

GHWHU>68,7'I8&'&

A;

!

*$#!

!

3

#

/

$"

.3*0"$.(

'

*

(

W+)MX

!

XG)MR

!

N4P

!

>-7'(G

L

U&-&8@?=,8T'>

#

!

/0?8

L

&'7B,

;

,'&7??8-8&@B>7,-8&@<&BB7

L

8?

!

9>'>,-8V>

6&?8<8,7-8&@ &<->-B7C&'>0,&@-78@8@

A L

B&->8@9

'

P

(

(

G@

A

>:7@?-> HU>68> S@->B@7-8&@7' 5?8-8&@

!

*$$2

!

!1

#

#.

$"

*2/*0*2/.(

'

/

(

P5X5JJPH

!

WQ5JJ5) 5 [

!

I5\J+ggSH \(

\7

L

8?H=0<B>>,'8,D,U>689-B

;

:8-UB>7?8'

;

9

;

@-U>98C>?

T87B

;

'7C7,

;

,'&&,-

;

@&@>9

'

P

(

(P&=B@7'&<-U>G6>B8,7@

HU>68,7'W&,8>-

;

!

*$#$

!

#/*

#

##

$"

/"220/"3$(

'

!

(

F5%G\GP)h

!

X5SWWQ5F5\\

!

KSQF5\I\G)F

W G(J>-B7C8@>0T79>?,

;

,'&7??8-8&@9

"

G

LL

'8,7-8&@-&

L

B>-7B

A

>->? '8V> ,>'' 867

A

8@

A

'

P

(

(I8&,&@

O

=

A

7->

HU>689-B

;

!

*$$2

!

#3

#

#*

$"

**310**33(

'

.

(

F5%G\GP ) h

!

X5SWWQ5F5\ \( I8&6>?8,7'

7

LL

'8,7-8&@9&<->-B7C8@>,

;

,'&7??8-8&@9

'

P

(

(G,,&=@-9&<

HU>68,7'\>9>7B,U

!

*$##

!

!!

#

3

$"

2#"02*1(

'

"

(

QSG)MMQ

!

\5)KP

!

\G+PK(GT8&,&6

L

7-8T'>

,&@?>@97-8&@ B>7,-8&@ <&B ,&@-B&''>? 799>6T'

;

&<

@7@&9-B=,-=B>98@'8V8@

A

,>''9

'

P

(

()7-=B>HU>689-B

;

!

*$#$

!

*

#

/

$"

*/3(

'

1

(

QSG)M R

!

[GHh5R PQ

!

Q+Z5g W G

!

>-7'(

H&@-B&' 7@? ?>98

A

@ &< 6=-=7' &B-U&

A

&@7'8-

;

8@

T8&&B-U&

A

&@7',

;

,'&7??8-8&@9

'

P

(

(P&=B@7' &< -U>

G6>B8,7@HU>68,7'W&,8>-

;

!

*$#*

!

#/!

#

!/

$"

#13$!0

#13$1(

'

2

(

hG\%5\[ \

!

X5SWWQ5F5\\

!

KSQF5\I\G)F

WG(I8&&B-U&

A

&@7'B>7,-8&@

L

78B9>@7T'>986='-7@>&=9

!

9>'>,-8V>

!

6='-80-7B

A

>- 867

A

8@

A

'

P

(

( G@

A

>:7@?->

HU>68>S@->B@7-8&@7'5?8-8&@

!

*$#*

!

.#

#

!

$"

3*$03**(

'

3

(

XSQQ5[WQS

!

QS)

!

]Q+\5GIS

!

>-7'(JB8

L

'>

T8&&B-U&

A

&@7' '8

A

7-8&@ 9-B7->

A;

<&B 986='-7@>&=9

'7T>'8@

A

&< 6='-8

L

'> >@C

;

67-8, 7,-8V8-8>9

'

P

(

(

G@

A

>:7@?-> HU>68> S@->B@7-8&@7' 5?8-8&@

!

*$#*

!

.#

#

#2

$"

!!/#0!!/!(

'

#$

(

RG)MP

!

hG\%5\ [ \

!

QSX Q

!

>-7'([>-7'0

,7-7'

;

C>?&@>0

L

&-9

;

@-U>989&<->-B7C8@>9?8B>,-'

;

<B&6

7'8

L

U7-8, @8-B8'>9 7@? U

;

?B7C8@>

'

P

(

( G@

A

>:7@?->

HU>68> S@->B@7-8&@7' 5?8-8&@

!

*$#*

!

.#

#

*#

$"

.***0.**.(

'

##

(

R4G)R

!

XG)M_P

!

[5SI

!

>-7'(Q7T>'8@

A

-U8&'9

&@

L

B&->8@9

!

'8V8@

A

,>''9

!

7@?-899=>9:8-U>@U7@,>?

>68998&@8@?=,>?T

;

]\5J

'

P

(

(W,8>@-8<8,\>

L

&B-9

!

*$#/

!

/

"

/.*/(

'

#*

(

R4G)R

!

QSF

!

gKG)MP

!

>-7'(IB8?

A

8@

A

,>''9&<

-UB>>,&'&B9:8-U-:&T8&0&B-U&

A

&@7','8,DB>7,-8&@9

'

P

(

(

HU>68,7'W,8>@,>

!

*$#.

!

"

#

##

$"

"!*.0"!/#(

'

#/

(

HKGh\GI+\JR G

!

PG)G ) \( F>98

A

@ 7@?

9

;

@-U>989 &< -B8

L

U>@

;

'

L

U&9

L

U&@8=6 <=@,-8&@7'8C>?

@7@&

L

7B-8,'>

L

B&T><&B 68-&,U&@?B87 -7B

A

>-8@

A

7@?

867

A

8@

A

'

P

(

(P&=B@7'&<ZU

;

98,7'HU>689-B

;

H

!

*$#.

!

##3

#

.

$"

*2220*23.(

'

#!

(

hG\%5\[\

!

X5SWWQ5F5\\

!

KSQF5\I\G)F

WG(W

;

@-U>9897@?>V7'=7-8&@&<79>B8>9&<#

!

*

!

!

!

.0

->-B7C8@>9 <&B T8&&B-U&

A

&@7' ,&@

O

=

A

7-8&@

'

P

(

(

I8&,&@

O

=

A

7->HU>689-B

;

!

*$##

!

**

#

##

$"

**"/0**1$(

*$2

中国科学技术大学学报 第
!"

卷


