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摘  要 

近年来，药物滥用、病毒感染及过度饮酒等致病因素的叠加，导致急性肝损伤的发病率持续攀升。当前

临床诊断主要依赖血清生化指标检测和影像学评估，但这些手段在早期阶段常因灵敏度不足、特异性有

限而导致漏诊，致使患者错过最佳干预时机。发展兼具时效性与精准度的早期诊断技术，已成为临床肝

病诊疗领域亟待突破的核心问题。本研究成功开发了一种基于碳氮双键(C=N)旋转机制的新型近红外

(NIR)荧光探针，用于超灵敏响应微环境粘度变化。该探针展现出优异的选择性、超高灵敏度、出色的光

稳定性及宽pH耐受性等特性。结果表明，它能有效监测由脂多糖(LPS)诱导的炎症模型中细胞粘度的升

高，并成功应用于对乙酰氨基酚(APAP)诱导的肝损伤模型中细胞内粘度的实时成像监测。该探针为研究

细胞粘度相关的生理病理过程，特别是为急性肝损伤的早期监测提供了有力手段。 
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Abstract 
In recent years, the incidence rate of acute liver injury has been continuously rising due to the com-
bination of pathogenic factors such as drug abuse, viral infection, and excessive alcohol consump-
tion. Current clinical diagnosis mainly relies on serum biochemical indicator testing and imaging 
assessments, but these methods often lead to missed diagnoses in the early stages due to insufficient 
sensitivity and limited specificity, resulting in patients missing the optimal intervention window. 
Developing early diagnostic techniques that are both timely and precise has become a core issue 
urgently requiring breakthroughs in the field of clinical liver disease diagnosis and treatment. This 
study successfully developed a novel near-infrared (NIR) fluorescent probe based on the rotation 
mechanism of carbon-nitrogen double bonds (C=N) for ultra-sensitive response to changes in mi-
croenvironment viscosity. The probe exhibits excellent selectivity, ultra-high sensitivity, outstand-
ing photostability, and wide pH tolerance. The results demonstrate that it can effectively monitor 
the increase in cell viscosity in an inflammation model induced by lipopolysaccharide (LPS) and has 
been successfully applied to real-time imaging monitoring of intracellular viscosity in a liver injury 
model induced by acetaminophen (APAP). This probe provides a powerful tool for studying physi-
ological and pathological processes related to cell viscosity, especially for the early monitoring of 
acute liver injury. 
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1. 引言 

肝脏是维持代谢稳态和解毒的核心器官，在异生物质清除、生物合成和代谢调节中发挥着至关重要

的作用[1] [2]。然而，在持续的伤害(如病毒感染、药物毒性和酒精滥用)下，全球肝病发病率持续上升，

构成了重大的公共卫生负担[3]。譬如急性肝损伤(ALI)，目前已成为临床常见的肝病之一，受到全世界范

围的广泛关注[4]-[8]，其导致肝细胞坏死、肝功能衰竭，并可能引发多器官功能障碍综合征。因此，急性

肝损伤的早期诊断与干预至关重要[9]。细胞内粘度作为关键微环境参数，对于多种依赖扩散的生物学过

程，包括电子传递、代谢废物运输以及细胞内乃至细胞间信号传导都十分重要[10]-[15]，其异常升高与急

性肝损伤密切相关：肝细胞代谢紊乱引发氧化应激和炎症因子累积，破坏内稳态并导致粘度显著增加[16] 
[17]。精准监测粘度变化对急性肝损伤早期识别与疗效评估具有重要价值[18] [19]。 

传统粘度检测技术(如流变学)操作复杂、灵敏度低，且难以实现细胞/组织水平的实时可视化监测。

因此，急性肝损伤的早期诊断的可靠性和快速性仍然具有挑战性[20]-[23]。近红外荧光探针因其高灵敏度、

操作简便、实时监测、良好的组织穿透性及低背景干扰等优势成为理想工具[24]-[28]，例如下表 1 所示。

虽有研究尝试将其用于急性肝损伤粘度检测，但现有探针仍然存在一些局限：首先，其中一些荧光探针

灵敏度不足，难以检测生理或病理范围内的细微粘度变化。其次，一些探针选择性欠佳，易受其他生物

活性分子干扰。第三，应用局限，缺乏面向急性肝损伤模型及药物干预条件下的粘度动态成像研究[21] 
[29]-[31]。因此，开发一种高灵敏度的粘度探针用于急性肝损伤成像的情势十分紧迫，具有重要意义。 
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Table 1. Near-infrared probes for viscosity 
表 1. 粘度的近红外探针 

Probe structure λem Detection range Biological applications Ref. 

 
680 nm 1.2 cP to 430 cP Cell/Mice [32] 

 

626 nm 3 cP to 647 cP Cell/Mice [33] 

 

676 nm 1.5 cP to 1099.5 cP Cell/Zebrafish [34] 

 
667 nm 1.29 cP to 937 cP Cell/Mice [35] 

 

650 nm 1.05 cP to 945 cP Cell [36] 

 

700 nm 1.05 cP to 695.4 cP Cell/Mice [37] 

 

650 nm 0.59 cP to 945 cP Cell This work 

 
针对上述瓶颈，本研究设计了一种基于碳氮双键旋转的超灵敏近红外荧光探针，如图 1。该探针在高

粘度环境中通过分子内运动受限机制，荧光强度显著增强[29] [38]。本研究旨在合成一种具有高灵敏度、

高选择性、优异光稳定性、宽 pH 耐受性及较低的生物毒性的荧光探针，对急性肝损伤细胞模型中粘度变

化的精准、实时监测，为急性肝损伤的精准诊疗提供一种新的分子工具。 

2. 实验仪器、材料与方法 

本实验所用化学试剂购自阿拉丁(中国上海)，使用前无需进一步纯化。实验细胞购自中国典型培养物

保藏中心(中国武汉)，并用含有 10%胎牛血清(Grand Island, Gibco BRL, NY，美国)、1%链霉素(100 U/mL)
和 1%青霉素(100 ug/mL)的 DMEM 培养液培养并传代。实验用水采用超纯水(18.25 MΩ∙cm)。反应产物采

用薄层色谱法进行监测，并用硅胶(200~300 目)进行柱层析纯化。荧光光谱采用日立 F-7100 分光光度计

(Hitachi Ltd.，日本)进行分析，使用 10 mm 标准石英比色皿(PMT 电压，650 V；扫描速度：1200 nm/min；
延时，0 s；响应，2 s)。以四甲基硅烷(TMS)为内标，在 BRUKER AVANCE-500 光谱仪上获得 1H NMR
和 13C NMR 谱。采用荧光共聚焦显微镜系统(Leica SP8，德国)进行细胞成像实验。 
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Figure 1. Design of the probe 
图 1. 探针的设计 

2.1. 探针的合成及表征 

合成：将 900 mg 3-羟基-3-甲基-丁酮、1.2 g 丙二腈和 71.41 mg 乙醇钠混合加入 100 mL 的圆底烧瓶

中，加入 10 mL 乙醇溶解，常温搅拌 0.5 h，升温到 50℃下反应过夜，过滤，旋干后与 122 mg 对–二甲

氨基苯甲醛混合，加入 8 mL 乙醇溶解，在 95℃下恒温反应过夜，旋干，柱层析纯化后与 50 mg 的对–

二甲氨基苯甲醛混合，再加入 10 mL 乙醇溶解并搅拌，在 60℃下搅拌恒温反应过夜，通过柱层析纯化，

旋干得到探针 1 (如图 2)，进行核磁表征。 
 

 
Figure 2. Synthesis route of fluorescent probe 1 
图 2. 荧光探针 1 的合成路线 

2.2. 探针的荧光性能实验 

探针 1 的标准溶液(1 mM)采用二甲基亚砜(DMSO)配制。实验用到的活性氧、活性硫、氨基酸、金属

盐离子等的标准溶液(10 mM)均用去离子水配制。这些标准溶液随后被稀释至所需的测量浓度。测试溶液

的制备方法如下：将 20 μL 探针 1 溶液(1 μM)和适量的分析物溶液加入到一个试管中，然后使用不同的

溶液将其稀释至 2 mL。在室温下、指定时间内，记录荧光光谱。 
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2.3. 细胞培养 

HepG2 在 37℃和含 5%的 CO2 的恒温培养箱中，使用含有 10%胎牛血清(Grand Island, Gibco BRL, 
NY，美国)、1%链霉素(100 U/mL)和 1%青霉素(100 ug/mL)的 DMEM 培养液培养人肝癌细胞(HepG2)，隔

2~3 天进行传代。 

2.4. 细胞毒性实验 

细胞毒性通过 MTT (3-(4,5-二甲基-2-噻唑基)-2,5-二苯基四唑溴盐)测定法进行评估。HepG2 细胞在

96 孔板中培养，直至达到 60%~70%的细胞融合度，然后用不同浓度的探针 1 (0~10 μM)孵育 24 h。随后

加入 200 µL MTT (0.5 mg/mL)，在 37℃下孵育 4 h，用多通道微孔板读数仪(SpectraMax i3，美国)在 590 
nm 处测量吸光度。 

2.5. 细胞荧光成像实验 

探究不同温度对细胞质粘度的影响，以及探针的检测效果：HepG2 细胞在不同温度(4℃、25℃、37℃)
下与 5 μM 探针孵育 30 min 后成像。 

利用脂多糖(LPS)诱导细胞炎症，探究炎症发生时细胞质的粘度变化：对照组：细胞与 5 μM 探针孵

育 30 min；LPS 组：用 LPS 预处理细胞 30 min，然后用探针孵育 30 min。LPS + NAC (N-乙酰半胱氨酸，

缓解细胞内炎症反应)组：用 LPS + NAC 预处理细胞 30 min，用探针孵育 30 min，随后进行荧光成像。 
利用对乙酰氨基酚(APAP)建立肝损伤损失模型，评估探针用于急性肝损伤模型的实时监测能力：对

照组：用探针处理细胞 30 min；APAP 组：细胞与不同浓度的 APAP (200/500/1000 μM)共孵育 8 h，然后

用探针处理 30 min；NAC 组：用 NAC (200 μM)预处理 1 h 的细胞，然后与 APAP (1000 μM)共孵育 8 h，
随后进行荧光成像。 

3. 结果与分析 

3.1. 探针的核磁表征 

为了确保探针的正确合成，我们对探针进行了核磁表征，得到的数据如图 3。可以看出探针的正确合

成，以及纯化后的探针纯度较高，可以用于后续的分析实验。 
 

 
(a) 
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(b) 

Figure 3. (a) 1H NMR spectrum of probe 1; (b) 13C NMR spectrum of probe 1 
图 3. (a) 探针 1 的氢核磁谱；(b) 探针 1 的碳核磁谱 

3.2. 探针的荧光性能 

首先，为验证该探针对粘度的响应，我们在室温下于甘油与 PBS (pH = 7.4, 10 mM, v:v = 5:5)体系中

研究其荧光特性。如图 4(a)所示，在激发波长 600 nm 下，探针处于高粘度甘油中时在 652 nm 处出现明

显的“荧光开启”效应；而在 PBS 中几乎无荧光信号。与 PBS 相比，甘油体系中荧光强度增强 625 倍，

表明该探针可实现高信噪比的粘度检测。接下来，为了进一步验证探针在不同溶剂下的光学特性，我们

对探针在不同溶剂中的荧光进行了分析。如图 4(b)所示，当探针处于不同溶剂中时，探针激发的荧光强

度不同；而只当探针处于甘油中时，其激发的荧光强度显著增强，表明该探针荧光强度与其处介质极性

无关，只对粘度具有较强的选择性，能够有效响应粘度变化并实现检测。更进一步地，我们对探针在不

同 pH 条件下于 PBS 和甘油中的稳定性进行了分析。由图 4(c)所示，当探针处于 PBS 中，在不同 pH 条

件下探针激发的荧光强度相对稳定且较低；当探针处于甘油中时，在不同 pH 条件下探针激发的荧光强

度均较高，说明探针本身在不同 pH 条件下荧光强度较稳定，能够有效检测粘度变化。为了精确评估探针

荧光强度和粘度的线性关系，通过逐步向甲醇–甘油体系中增加甘油比例来增加粘度，并在不同粘度下

记录了探针的荧光光谱。随着粘度从 0.59 cP 逐渐增到 945 cP，该峰值逐渐增大，进一步的线性回归分析

如图 4(d)显示，荧光强度与粘度之间存在高度线性相关性。粘度体系在 0.59~945 cP 范围内遵循方程 y = 
249.52455x+ 3.03032 (R2 = 0.9911)，表明该荧光探针对粘度展现了极好的灵敏度。接下来，我们对探针进

行了光稳定性考察，如图 4(e)所示，在 650 nm 处，当该探针处于 PBS 中时，荧光强度在 0 至 1800 s 的
时间范围内保持稳定且显示出较低的荧光强度；当该探针处于甘油中时，初始时刻荧光强度显著增强，

随后随着时间推移先逐渐减弱后趋于稳定。结果表明，探针在粘度中，随着时间的推移，仍具有较高的

荧光强度，充分证实了该探针具备优异的光稳定性。最后，为了评估探针在复杂环境中对粘度变化的选

择性响应能力，我们研究了各种干扰物质对其荧光光谱的影响，包括活性氧、活性硫、金属离子和氨基

酸等多种物质，如图 4(f)所示，当探针处于粘度较大的溶液中时可诱导明显的荧光开启反应，而在与其他

分析物接触则没有表现出明显的荧光变化，这表明探针检测粘度时，具有良好的选择性，在存在干扰物

质的情况下，探针仍能够准确检测复杂系统中的粘度。 
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Figure 4. (a) Fluorescence spectra of the probe in glycerol and in PBS; (b) Fluorescence intensity of the probe in different solvents; 
(c) Effect of pH on the fluorescence intensity of the probe; (d) Linear relationship between log(fluorescence intensity) and log(vis-
cosity); (e) Photostability experiment of the probe under continuous laser irradiation for 30 minutes at different viscosities; (f) 
Fluorescence intensity of the probe towards the analyte (λex = 600 nm) 
图 4. (a) 探针在甘油和探针在 PBS 中的荧光光谱；(b) 探针在不同溶剂中的荧光强度；(c) pH 值对探针荧光强度的影

响；(d) log(荧光强度)与 log(粘度)的线性关系；(e) 探针在不同粘度下连续激光照射 30 min 的光稳定性实验；(f) 探
针对分析物的荧光强度(λex = 600 nm) 

3.3. 细胞毒性 

基于该探针对粘度检测具有优异的光学特性，我们进一步通过共聚焦荧光成像评估其监测细胞内粘

度变化的潜在应用。首先采用 MTT 法评估探针的细胞毒性。结果表明，在≤10 μM 条件下细胞存活率均

高于 90%，说明探针对活细胞无显著细胞毒性，可用于后续生物实验(图 5)。后续实验中，我们选择 5 μM
探针用于细胞成像。 
 

 
Figure 5. Cell survival rate under different concentrations 
(2, 4, 6, 8, 10 µM) of probe 
图 5. 不同探针浓度(2, 4, 6, 8, 10 µM)下的细胞存活率 
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3.4. 细胞荧光成像 

为研究细胞质粘度的动态变化，将 HepG2 细胞在不同温度下与探针孵育 30 min 后成像。如图 6(a)所
示，随着温度的降低，分子运动受限、细胞内环境粘度增加，荧光信号逐渐增强，说明探针可灵敏地响

应细胞粘度变化。随后，我们用 LPS 诱导构建炎症模型，与对照组相比，LPS 刺激后细胞荧光信号增强；

再加入 NAC 干预后，荧光强度减弱，说明炎症过程可引起细胞内粘度升高且 NAC 可部分逆转(图 6(b))。
进一步地，为评估探针用于急性肝损伤模型的实时监测能力，我们建立了 APAP 诱导的 HepG2 细胞损伤

模型。细胞用不同浓度的 APAP 处理后，再用探针检测荧光信号。结果显示(图 6(c))，荧光信号随 APAP
浓度升高而增强；在 NAC 预处理条件下，APAP 诱导的荧光增强被显著削弱，表明探针可直观检测细胞

损伤模型中粘度的动态变化。综上，该探针可作为敏感的分子工具用于细胞粘度成像，以区分不同程度

的肝损伤，并为相关疾病的分子成像诊断提供有效手段。 
 

 
Figure 6. (a) Change in probe fluorescence intensity with temperature in cells at different temperatures; (b) Fluorescence imaging 
maps of viscosity in a cell inflammation model induced by lipopolysaccharide; (c) Fluorescence imaging maps of viscosity in 
a cell inflammation model induced by APAP 
图 6. (a) 细胞在不同温度下，探针荧光强度随温度的变化；(b) 脂多糖诱导的细胞炎症模型中粘度的荧光成像图；(c) 
APAP 诱导的细胞炎症模型中粘度的荧光成像图 

4. 总结 

本研究开发了一种基于碳氮双键的超灵敏近红外粘度监测荧光探针，结果表明其具有优异的光学特

性、良好的灵敏度和选择性，以及优异的光稳定性和 pH 耐受性，可实现对粘度的动态、准确检测。在肝

损伤细胞模型中，该探针以良好的时间和空间分辨率监测了肝损伤过程中粘度的变化，表明粘度与肝损

伤的严重程度密切相关。该探针为研究细胞粘度相关生理病理过程，特别是为急性肝损伤的早期监测提

供了有力手段。 
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