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摘要:醌氧化还原酶的检测对提高癌症的诊断效果和预测药物的使用情况都十分重要,通
过6步反应成功合成了一种用于醌氧化还原酶检测的荧光探针DBD-Q-1,探针由识别基团三

甲基对苯醌和荧光团组成,使用核磁共振和高分辨质谱进行表征确定了其结构.随着醌氧化

还原酶浓度的增大,荧光探针的荧光逐渐增强.在此过程中荧光探针DBD-Q-1结构中的三甲

基对苯醌部分脱去形成内酯结构,从而导致探针荧光增强.当向其中加入其他生命相关物质

时,荧光探针的荧光并没有明显改变,探针表现出对醌氧化还原酶良好的选择性.荧光探针

DBD-Q-1在细胞中展现出了对醌氧化还原酶良好的成像效果.
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0 引 言

醌氧化还原酶(NQO1)是一种胞质黄素酶,在
细胞内的主要作用是保护内源性醌,它通过同型二

聚体将醌与辅因子 NADH 或 NADPH 结合,在
NAD+或 NADP+ 释放后,活化的酶还原与活性

位点结合的醌底物,从而在双电子转移反应中还

原醌到氢醌,以前又称DT黄递酶[1-2].对苯二酚易

与谷胱甘肽或葡萄糖醛酸结合,然后从细胞中排

出,因此醌氧化还原酶在生物体中起着至关重要的

解毒作用.醌氧化还原酶也同时参与在压力下稳定

必需的调节蛋白、清除超氧化物和维持抗氧化活性

等其他生命过程[3].醌氧化还原酶主要存在于细胞

质中,在细胞核中表达水平较低,在哺乳动物的各

种组织器官中均有表达但表达较低,在大多数乳腺

癌、肺癌、胃癌、结肠癌和前列腺癌等实体瘤中以高

水平表达[4-8].醌氧化还原酶在人类实体瘤中的表

达水平大约是正常组织的50倍,其活性的升高与

肿瘤形成、发展、侵袭和预后等过程息息相关[9-10],
对醌氧化还原酶进行准确的检测对于提高诊断的

效果和预测药物的使用情况都十分重要[11].
迄今为止,免疫印迹、分光光度法、电化学和荧

光光谱法等许多检测方法被开发并应用于醌氧化

还原酶的检测[12-15].在众多的检测方法中荧光光谱

法以其操作简单、成本低、选择性高等优点受到人

们的普遍关注,尤其是其可以成为光学引导手术的

重要辅助工具,能最大限度地切除肿瘤块体[16-17].
近年来,研究者们开发了数十种检测醌氧化还原酶

的荧光探针[18-23],这些探针基于不同的荧光团,展
现出一定的优良性能.荧光探针是基于醌氧化还原

酶的氧化还原特性设计的,部分探针的荧光部分和

活性部分之间存在光诱导电子转移PET过程,从
而使得探针的初始荧光较弱,与醌氧化还原酶作用

后荧光探针的结构发生改变,荧光得以恢复[24-26].由
于PET过程取决于距离、激发态分子电场以及淬

灭剂和荧光团之间的扭转角,因此基于醌氧化还原

酶氧化还原特性的荧光探针的设计至关重要.
本研究设计一个荧光探针DBD-Q-1,探针由

识别基团三甲基对苯醌和荧光团组成,用于醌氧

化还原酶的检测.荧光探针DBD-Q-1通过6步反

应合成获得,通过核磁氢谱及高分辨质谱确定其

最终的结构.探针对醌氧化还原酶的识别及成像

效果由荧光及激光共聚焦检测得出,响应机制由



质谱及液相色谱得出.

1 实验部分

1.1 试剂与仪器

所有的试剂都是通过商业渠道购买没有进一

步纯化直接使用.核磁氢谱采用BrukerAVANCE

Ⅱ400MHz核磁共振波谱仪检测,荧光采用爱丁

堡FS920荧光光谱仪检测,激光共聚焦成像采用

日本Olympus公司的FV1000显微镜检测.
1.2 合成路线及步骤

以2,6-二氯苯胺为原料,经过6步反应获得

终产物DBD-Q-1,具体的合成路线如图1所示.

图1 DBD-Q-1的合成路线

Fig.1 SyntheticrouteofDBD-Q-1

1.2.1 2,6-二氯亚硝基苯的合成 将2,6-二氯

苯胺(0.648g,0.004mol)置于50mL反应瓶中,
加入8mL冰醋酸、1mL浓H2SO4 和2mL30%
H2O2,室温下搅拌,混合溶液由紫色变为棕黄色,

10h后过滤,固体用水(40mL)洗涤3次,干燥得

到米黄色产物.1H NMR(400 MHz,CDCl3):δ
7.53~7.49(m,2H),7.48~7.45(m,1H).
1.2.2 4-氯苯并[c][1,2,5] 二唑的合成 将

2,6-二 氯 亚 硝 基 苯(0.35g,0.002mol)溶 于

10mLDMSO中,缓慢滴加至含有NaN3(0.2g,

0.003mol)的反应瓶中,室温下搅拌,2h后无气

泡产生,将温度升至120℃反应,溶液由棕色变为

黑色,反应1h后,将混合物倒入80mL冷水中,
用石 油 醚(80 mL)萃 取 3 次,用 饱 和 食 盐 水

(80mL)洗涤有机相,无水Na2SO4 干燥后减压蒸

馏 得 到 米 黄 色 产 物.1H NMR (400 MHz,

CDCl3):δ7.79(d,1H),7.47~7.43(m,1H),

7.41~7.37(m,1H).
1.2.3 7-氯苯并[c][1,2,5] 二唑-4-磺酰氯的

合成 将4-氯苯并[c][1,2,5] 二唑(0.6g,

0.004mol)置于50mL反应瓶中,向其中缓慢滴

入5mL氯磺酸,升温至120℃,搅拌6h,逐渐形

成黑色黏稠状液体.将液体加入80mL水中,用

80mL二氯甲烷萃取,无水Na2SO4 干燥,减压蒸

馏得到粗产物.将粗产物用2mL二氯甲烷溶解,
向其中加入50mL石油醚,冰箱冷藏得到白色晶

状固体.1HNMR(400MHz,CDCl3):δ8.17(d,

1H),7.66(d,1H).
1.2.4 7-氯-N,N-二甲基苯并[c][1,2,5] 二唑-
4-磺酰 胺 的 合 成 将 二 甲 胺 盐 酸 盐(0.24g,

0.003mol)溶解到20mL二氯甲烷中,向溶液中

加入800μL三乙胺.将7-氯苯并[c][1,2,5] 二

唑-4-磺酰氯(0.5g,0.002mol)溶解到20mL二

氯甲烷中,通过滴液漏斗缓慢滴入上述二甲胺盐

酸盐和三乙胺的二氯甲烷溶液中.室温搅拌1h,
减压蒸馏除去溶剂二氯甲烷,所得固体通过柱层

析纯化(V(石油醚)∶V(乙酸乙酯)=5∶1),得到

淡黄色产物.1HNMR(400MHz,CDCl3):δ7.98
(d,1H),7.56(d,1H),2.97(s,6H).
1.2.5 7-((2-氨基乙基)氨基)-N,N-二甲基苯并

[c][1,2,5] 二唑-4-磺酰胺的合成 将7-氯-N,

N-二甲 基 苯 并[c][1,2,5] 二 唑-4-磺 酰 胺

(0.26g,0.001mol)溶解于20mL乙腈中,加入

1.5mL乙二胺,在80℃下搅拌18h.减压蒸馏除

去溶剂,加入80mL水洗去杂质,抽滤得到黄色

产物.1H NMR(400 MHz,CDCl3):δ7.86(d,
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1H),6.30(s,1H),6.11(d,1H),3.44(d,2H),

3.17~3.12(m,2H),2.88(s,6H),1.25(s,2H).
1.2.6 探针DBD-Q-1的合成 在氮气环境下,
将7-((2-氨基乙基)氨基)-N,N-二甲基苯并[c]
[1,2,5] 二唑-4-磺酰胺(0.285g,0.001mol)、

1-乙基-(3-二甲基氨基丙基)碳酰二亚胺(EDC)
(0.13g,0.002mol)和4-二甲氨基吡啶(DMAP)
(0.125g,0.003mol)溶解于5mLDMF中,搅拌

30min.将3-甲基-3-(2,4,5-三甲基-3,6-二氧环

己-1,4-二烯-1-基)丁酸(0.097g,0.001mol)加入

上述混合液,在室温下搅拌14h.加入100mL二

氯甲烷和100mL水萃取,收集有机相,减压蒸

馏,所得固体通过柱层析纯化(V(石油醚)∶V(乙
酸 乙 酯)=1∶1),得 到 黄 色 产 物.1H NMR
(400MHz,DMSO-d6):δ8.22(s,1H),8.08(s,
1H),7.81(d,1H),6.29(d,1H),3.37(s,2H),

3.30(s,2H),2.70(s,6H),2.66(s,2H),1.96(s,

3H),1.85(s,6H),1.27(s,6H).

2 结果与讨论

2.1 荧光探针的制备及结构表征

设计了荧光探针DBD-Q-1,用于醌氧化还原

酶的检测.通过6步反应合成得到所设计的荧光

探针DBD-Q-1,结构中的苯醌部分与醌氧化还原

酶作用之后被还原,从而使得探针的荧光信号发

生改变.通过核磁氢谱和质谱信息确定其结构,在
核磁氢谱(图2)中含有11组峰,与产物DBD-Q-1
的出峰位移吻合.在质谱(图3)中,以甲醇做流动

相,在518.2066的峰归属为[DBD-Q-1+H]+,
在540.1884的峰归属为[DBD-Q-1+Na]+,同
样确定所得的结构为目标结构.

图2 DBD-Q-1的核磁氢谱

Fig.2 1HNMRofDBD-Q-1

图3 DBD-Q-1的质谱

Fig.3 MassspectrometryofDBD-Q-1

2.2 光谱性质

图4为荧光探针DBD-Q-1对醌氧化还原酶

的响应光谱.为探究荧光探针DBD-Q-1对NQO1
的识别作用,将10μL的1.0mmol/L的DBD-Q-1
     

  (a)荧光光谱图

  (b)荧光强度变化

图4 加入不同浓度NQO1的DBD-Q-1荧光

光谱图和荧光强度随浓度变化

Fig.4 Fluorescencespectra of DBD-Q-1 with

addition of different concentrations of

NQO1andfluorescenceintensitychanges

withconcentration
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加入2mL的10mmol/LPBS溶液(pH=7.4)中
配制成5μmol/L的溶液,在430nm的激发波长

下,扫描荧光光谱.如图4(a)所示,在600nm处显

示一较 低 荧 光 强 度 的 发 射 峰,加 入20μmol/L
NADH 后,荧 光 强 度 基 本 不 变,向 其 中 加 入

NQO1后,荧光强度逐渐增强,加入40ng/mL
NQO1后,荧光强度不再增强.相比初始荧光,荧光

强度增长了约3倍,且在0~20ng/mL的浓度下

醌氧化还原酶 NQO1的浓度与探针荧光强度呈

线性关系(见图4(b)),这证实了荧光探针DBD-
Q-1可被 NQO1还原,使其荧光发生变化.当向

相同条件的溶液中加入生命体系中可能含有的干

扰物质(图5),如CaCl2、KCl、MgCl2、NaCl、半胱

氨酸(Cys)、谷胱甘肽(GSH)、H2O2、Na2SO3、葡
萄糖(Glu),荧光探针DBD-Q-1的荧光强度变化

很小.当向其中加入 NQO1时荧光明显增强,荧
光探针DBD-Q-1展现出对醌氧化还原酶良好的

选择性.

图5 加入不同物质的DBD-Q-1荧光强度

Fig.5 FluorescenceintensityofDBD-Q-1with

additionofdifferentsubstances

2.3 反应机理

根据荧光测试的结果,推测探针DBD-Q-1对

醌氧化还原酶的响应机理如图6所示.探针自身

荧光淬灭,当与醌氧化还原酶作用后,结构中的三

甲基对苯醌部分脱去形成内酯结构,从而导致探

针荧光增强.通过高分辨质谱和液相色谱实验来

确认反应机理,DBD-Q-1在质荷比518.2066处

有明显的峰,加入醌氧化还原酶之后,在286.0968
处出现了明显的峰(图7),证明生成了图6中的

产物a,与推测的机理一致.如图8所示,DBD-Q-1
在11.35min出峰,加入醌氧化还原酶之后在

6.93min出峰,与图6中化合物a的保留时间相

同.高分辨质谱和液相色谱实验结果与推断的结

     

图6 荧光响应机理图

Fig.6 Mechanismdiagramoffluorescenceresponse

图7 DBD-Q-1加入NQO1后的高分辨质谱

Fig.7 HRMSofDBD-Q-1afteraddingNQO1

图8 DBD-Q-1、a及DBD-Q-1+NQO1的液相色谱

Fig.8 LiquidchromatographyofDBD-Q-1,a

andDBD-Q-1+NQO1

果一致,证明了可能的反应机理.
2.4 细胞成像

验证探针DBD-Q-1在实际样品中的检测情

况,如图9所示.人非小细胞肺癌细胞A549中含

有一定的醌氧化还原酶,在激光共聚焦显微镜下,
细胞自身并没有明显的荧光成像信号(图9(a)),
当 向 细 胞 中 加 入 DBD-Q-1 孵 化 1h 后 观 察

(图9(b)),加入探针DBD-Q-1的细胞呈现明显

的细胞成像效果,探针DBD-Q-1实现了在细胞中

对醌氧化还原酶的检测.

221 大 连 理 工 大 学 学 报 第63卷 



(a)A549
  

(b)A549+DBD-Q-1

图9 激光共聚焦成像

Fig.9 Confocallaserimaging

3 结 语

本研究以DBD为荧光团,三甲基对苯醌为识

别基团,通过6步反应成功合成了一种用于醌氧

化还原酶检测的荧光探针DBD-Q-1,通过核磁共

振和高分辨质谱确定了其结构.荧光探针DBD-
Q-1自身呈现微弱的荧光,当向其中加入醌氧化

还原酶时,荧光探针的荧光随着醌氧化还原酶浓

度的增大而增强.荧光探针DBD-Q-1识别醌氧化

还原酶的机理为探针中的三甲基对苯醌部分脱去

形成内酯结构,从而导致探针荧光增强.探针

DBD-Q-1展现出对醌氧化还原酶良好的选择性,
实现了细胞中醌氧化还原酶的检测,为实现肿瘤

的诊断提供了可能.
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Preparationandpropertiesoffluorescentprobefor
detectingquinoneoxidoreductase1

GAO Xu1, JIAO Yang2, DUAN Chunying*1

(1.ZhangDayuSchoolofChemistry,DalianUniversityofTechnology,Dalian116024,China;
2.SchoolofChemicalEngineering,DalianUniversityofTechnology,Dalian116024,China)

Abstract:Thedetectionofquinoneoxidoreductase1isveryimportanttoimprovethediagnostic
effectofcancerandpredicttheuseofdrugs.AfluorescentprobeDBD-Q-1forthedetectionofquinone
oxidoreductase1issuccessfullysynthesizedthroughasix-stepreaction.Theprobeconsistsofthe
recognitiongrouptrimethylp-benzoquinoneandafluorophore,anditsstructureischaracterizedby
nuclearmagneticresonanceandhigh-resolutionmassspectrometrytoconfirm.Withtheincreaseofthe
concentrationofquinoneoxidoreductase1,thefluorescenceofthefluorescentprobegradually
increases.Intheprocess,thetrimethylp-benzoquinoneinthestructureofthefluorescentprobeDBD-
Q-1isremovedtoformlactone,resultinginenhancedfluorescenceofprobe.Whenotherlife-related
substancesareadded,thefluorescenceoftheprobedoesnotchangesignificantly,andtheprobeshows
goodselectivityforquinoneoxidoreductase1.ThefluorescentprobeDBD-Q-1showsgoodcell
imagingforquinoneoxidoreductase1.

Keywords:quinoneoxidoreductase1;fluorescentprobe;preparation;properties
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