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摘 要：F=/95#GHI 作为一类高效的钙离子荧光探针，在动物细胞中已得到较成功的应用，但在微生物细胞分析方

面鲜见报道。该文系统研究了该探针的荧光光谱特征及其在大肠杆菌细胞内的负载行为，并考察了在大肠杆菌细

胞中钙离子与 F=/95# 的结合情况。为利用其研究大肠杆菌等微生物细胞内钙离子浓度及钙离子跨膜行为奠定了

基础。
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大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）是一种革兰氏阴性菌，因其结

构简单、易培养，具有优良的遗传信息复制和表达能力，是基

因工程研究中理想的模式细胞［%］。钙离子诱导的大肠杆菌

细胞感受态的建立及其水平基因的转移，是化学与生物学交

叉学科领域的重要课题［#］。从分子水平研究 K9# L 在此过程

中的作用方式和机理具有重要意义，目前国内外在该领域还

未有相关的研究方法报道。

F=/95#GHI 是一种荧光量子产率很高、性能优良的双波

长 K9# L 荧光探针［6］，是较为理想的研究细胞外源性钙离子或

稀土离子跨膜行为的手段［!］。用 F=/95#GHI 研究 K9# L 在动物

细胞中的行为并不鲜见［"］，但该方法如何用于测定微生物细

胞尤其是革兰氏阴性菌细胞内 K9# L 的浓度及胞外 K9# L 的跨

膜行为，特别是该探针分子在这类细胞内的负载情况，目前

尚不十分清楚，相关文献报道很少。F=,C9.,<./ 等曾报道了用

酯化 法 和 酸 休 克 技 术 将 F=/95# 分 子 引 入 +&),’)-’.(#/%&’01
(#-%" 细 胞 的 工 作［4］；09M98=/9 等 考 察 了 F=/95#GHI 对

2%*%-)1)-(" &01’-(-/’01 细胞的负载效率，通过添加 7N2H，溶

菌酶，OPH 等分子增加细胞膜透性，并改善 F=/95#GHI 分子在

孵育过程中的溶解性［1］。近两年本实验室围绕此课题进行

了初步的探索［3］。本文详细研究了 F=/95#GHI 负载于大肠杆

菌细胞前后的情况，以及后续 K9# L 检测过程中的光谱性质，

为其分析应用提供实验依据，并为进一步研究大肠杆菌细胞

内钙离子浓度及钙离子跨膜行为，揭示 K9# L 在细胞感受态建

立过程中的作用位点及作用方式奠定方法基础。

* 材料和方法

*+* 主要试剂和仪器

F=/95#GHI（P:Q89）；! ) #)*’ RO%$%（本室保存）；SP5"" 荧光

分光光度计（T./M:D7(8./）；2=5%A$$ 双光束紫外可见分光光度

计（北京普析通用仪器）；2US5%4U 高速冷冻离心机（上海安

亭）。

*+& !"#$%&’() 在大肠杆菌细胞中的负载

取活化一夜后的菌液以 %V量转接于含培养基的试管

中，61W振荡培养 6@"< 后离心弃上清液，用 -=XX./ H［$@#8’(GS
2/:C5RK(（YR 1@"）含 %88’(GS IQK(#，%$$88’(GS ZK(］洗两次，加

入 %8S $@%# 8’(GS 2/:C5RK( 缓 冲 溶 液（含 $@#88’(GS 7N2H，

YR 3@$），61W 温 和 振 荡 #8:D，立 即 加 入 终 浓 度 为 %88’(GS
IQK(# 溶液终止反应，离心弃上清液，以 -=XX./ H 洗两次。

将菌体悬浮于 $@#8S -=XX./ H 中，加入终浓度为 "!8’(GS
的 F=/95#GHI（%$$!Q F=/95#GHI 溶于 %$$!S 重蒸 NIP* 中，再

以 NIP* 稀释成 "!8’(GS），61W孵育 #<。孵育好的菌液用

-=XX./ H 洗两次，调节至相同的 344$$，测荧光。

*+& 大肠杆菌的破膜处理

取培养好的大肠杆菌以 -=XX./ H 洗两次，悬浮于 -=XX./ H
中调节至相同的 344$$，用超声波破碎细胞，离心后取上清液

测荧光。

& 结果和讨论

&+* !"#$%&’() 的荧光光谱特征

F=/95# 具亲水性，不能或很难直接进入细胞内部，需要使

用它的乙酰羟甲基酯形式（H+.,’[E8.,<E( .C,./，即 F=/95#GHI
的形式）［6］，从而成为不带电荷的亲脂性分子，才能通过细胞

膜进入细胞。在细胞内，分子上的酯基很快被酯酶水解掉成

为游离的 F=/95#，继而与 K9# L 快速结合，且结合后的配合物

不能透出细胞膜，能够有效地发挥作用。F=/95#GHI 探针在

发挥作用的过程中，实际上经历了 6 种不同的存在形式，即

F=/95#GHI 酯化分子，游离的 F=/95# 以及 F=/95#5K9# L 的结合

产物。为了准确地作出定性的判断，有必要知悉其具体的荧

光光谱特征。如图 %5H 所示，在弱极性溶剂 NIP* 中，F=/95#G



!" 的发射峰位于 #$%&’ 处，激发峰位于 ()%&’ 附近。且在

*"+, 中，-./0123!" 分子很稳定，(45孵育 67 后基本上不发

生变化。但是在极性的水溶液中，-./0123!" 并不稳定，会缓

慢发生水解。如图 $18 所示，水解后生成的游离 -./012 分子，

其荧光发射峰在 9)%&’，而其激发峰则位于 (6%&’ 附近（曲线

0%）。随着游离 -./012 不断地与溶液中的钙离子结合，激发

峰最后紫移到 (9%&’ 处（曲线 0$109）。以上实验现象表明，

-./0123!" 在极性的水溶液中并不稳定，自身会缓慢水解，因

此其储备液必须溶在 *"+, 这样的弱极性或非极性溶剂中。

图 ! "#$%&’()* 在 +*,-（)）和 .%./’（0）中的荧光光

谱特征
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’1’ "#$%&’()* 在大肠杆菌细胞内的负载

’1’1! -./0123!" 对大肠杆菌的跨膜及胞内酯酶的水解能

力：能否跨膜进入细胞并在胞内水解，是判断 -./0123!" 能否

作为钙离子荧光探针应用于大肠杆菌的先决条件。分别采

用胞内孵育和胞外处理两种方法，考察了 -./0123!" 的跨膜

能力以及大肠杆菌对 -./0123!" 的水解能力（图 2）。将培养

好的大肠杆菌洗涤后以 I.DD?/ ! 悬浮，取两份进行处理，一份

直接对细胞进行冰浴超声处理，使之破碎，离心分离，取内容

物，向其中加入 -./0123!" 至终浓度为 #!’>=3N，立即测定荧

光（曲线 I）。另一份则向细胞悬液中加入 -./0123!"，使其终

浓度为 #!’>=3N，孵育两小时后以 I.DD?/ ! 充分洗涤菌体，以

洗掉胞外溶液中的探针分子，再将细胞破碎，测定其细胞内

容物的荧光（曲线 A）。图中曲线 0 为空白（即大肠杆菌细胞

内容物的荧光基底），曲线 I 表明大肠杆菌胞内含有酯酶，能

迅速催化水解 -./0123!" 使其转变为游离的 -./012，且游离

-./012 分子的激发峰确实在 (6%&’ 处。虽然 -./0123!" 在水

中不稳定会缓慢水解，但因本实验是在加入 -./0123!" 后立

即测定，所以其水解应是胞内所含的酯酶催化的结果。曲线

A 则清晰地显示 -./0123!" 能够成功地负载于大肠杆菌，即

跨膜进入大肠杆菌细胞并在胞内水解，且经过 27 的孵育后

-./012 已 部 分 与 胞 内 含 有 的 F02 O 结 合（激 发 峰 已 紫 移 至

(9%&’ 处）。

图 ’ "#$%&’()* 的负载情况

-:;<2 N>0E >D -./0123!" :& ! < "#$% F?==@

0：F?== :&A=.@:>&（I=0&P）；I：F?== :&A=.@:>& O #!’>=3N -./0123!"；A：

F?==@ :&A.I0C?E C>;?C7?/ K:C7 #!’>=3N -./0123! D>/ 27<

’1’1’ 大肠杆菌胞外 F02 O 的跨膜行为：确定 -./0123!" 能在

大肠杆菌细胞内负载后，进一步考察了胞外钙离子的跨膜行

为。在 -./0123!" 与细胞共同孵育、负载的过程中加入 F0F=2
（终浓度 %Q$’>=3N）溶液，考察胞外 F02 O 跨越细胞膜的情况。

细胞孵育后用 I.DD?/ ! 充分洗涤菌体，以除掉溶液中的探针

分子，然后对细胞破膜，取内容物测荧光。图 ( 中曲线 0 是

无外加钙离子的情况，其 (9%&’ 处的荧光激发峰表明 -./0123
!" 负载后与胞内本身存在的 F02 O 结合；曲线 I 中，(9%&’ 处

荧光强度显著升高，说明有胞外的 F02 O 跨膜进入细胞并与游

离的 -./012 结合（两组细胞调节至相同的 &’6%%值）。

以上实验结论进一步证实，-./0123!" 可被引入有细胞

壁的大肠杆菌细胞中，并且在细胞内酯酶催化作用下迅速水

解而与钙离子结合，因此其有望作为适宜的钙荧光探针应用

于大肠杆菌这样的微生物细胞，研究胞内 F02 O 浓度以及胞外

F02 O 的细胞跨膜行为。
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图 ! 大肠杆菌胞外 "#$% 跨膜行为

!"#$% &’()*+,+-’(), -,.(/"0’* 01 ,23’(4,5565(’ 7(8 9 30 ! $ "#$% 4,55*

(：:"3.063 ,23’(4,5565(’ 7(8 9 ；-：:"3. ;<=+05>? ,23’(4,5565(’ 7(8 9 ，

!6’(@8>AB：C!+05>?$
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