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摘要       青霉素G酰化酶(PGA)是一种酰胺键水解酶,是半合成青霉素工业化生产中重要的催化剂. 基于PGA
能选择性水解苯乙酸衍生物的性质,设计合成了一种以氨基半菁为荧光母体、苯乙酰基为识别单元的新型

PGA近红外荧光探针. 该探针与PGA反应20 min后, 在705 nm处产生明显的荧光发射, 荧光强度较探针本身

增强了82倍. 该荧光响应还呈现出良好的线性范围和很低的检测限. 借助多功能活体成像系统,该探针已初

步用于小鼠中PGA的活性检测, 并在生物样品中PGA的检测方面具有很大的潜力.
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1   引言

青霉素G酰化酶(PGA, E.C. 3.5.1.11)是一种酰胺键

水解酶, 在工业上广泛用于水解青霉素G制备6-氨基

青霉烷酸,且在新一代抗细菌耐药性青霉素类抗生素

的合成中发挥着至关重要的作用[1~3]. 近期研究表明,
PGA可以特异性地水解含苯乙酰结构的酰胺和酯类化

合物, 从而能够催化胺、多肽和醇的生成反应[4,5]. 此
外, 由于PGA还能够分解β-内酰胺类抗生素的β-内酰

胺环,促使β-内酰胺抗生素失活,因此也被广泛用于环

境中残留青霉素的清除. 遗憾的是, 有不良商家却将

PGA的这种性能用于牛奶中青霉素的清除,从而对人

的健康造成了严重的隐患. 因此, 发展简便、快速、

灵敏的PGA检测方法,以及能够跟踪生物体内PGA的
成像分析方法,则十分必要且具有重要的实际意义.

荧光探针是指能与目标物质发生特异性反应并

引起荧光性质的变化,从而可对目标物质进行分析与

测定的一类特殊试剂[6,7]. 由于荧光分析方法具有选择

性好、时空分辨率高及操作简便等优点,一直以来都

备受关注[8~11]. 近红外荧光探针(分析波长大于650 nm)
具有组织穿透力强、生物背景低以及对生物样品的

光损伤小等优点 , 在生物样品分析中具有独特的优

势[12~17]. 因此,发展性能优良的PGA荧光探针,则是实

现PGA在生物体内检测的关键. 对此, 虽然人们做了

一些努力[18~21],但是到目前为止尚未见到PGA近红外

荧光探针的报道.
氨基半菁是一种性能优良的近红外荧光母体,其

结构特点是具有可修饰的活性氨基单元,重要的是,类
似于含羟基的荧光体(如resorufin等),其羟基取代可导

致荧光猝灭[6,22], 氨基半菁荧光体的氨基修饰(如酰胺
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键的形成)也可导致荧光猝灭, 调控其荧光性能[23~25].
本研究以氨基半菁为荧光母体,苯乙酰结构为识别单

元,构建了一个打开型的PGA近红外荧光探针(HCAP).
该探针本身荧光背景很低,与PGA反应后在705 nm处

产生明显的荧光打开信号, 荧光增强了82倍, 非常适

用于PGA的高灵敏检测. 进一步地借助多功能活体成

像系统,实现了小鼠体内PGA的实时成像.

2   实验部分

2.1   试剂与仪器

IR-780碘化物、PGA、丙氨酸氨肽酶(APN)、焦

谷氨酸氨肽酶(PGP-1)、亮氨酸氨肽酶(LAP)、γ-谷氨

酸转肽酶(GGT)购买于默克集团(德国). 3-硝基苯酚、

氯化亚硒、苯乙酰氯购于伊诺凯科技有限公司(中国).
磷酸盐缓冲溶液(PBS; 155 mmol/L NaCl, 2.97 mmol/L
Na2HPO4, 1.05 mmol/L KH2PO4; pH 7.4)购于赛默飞世

尔(美国). 实验中所用的溶剂和其他试剂都是国产的

分析纯试剂. 实验用水均为超纯水(18 MΩ·cm).
荧光光谱由日立F-4600荧光光谱仪(日本)记录.

紫外-可见光谱用TU-1900分光光度计(普析通用, 中
国)记录. 核磁共振谱(1H NMR和13C NMR)在布鲁克

DMX-300/400核磁仪(德国)上采集. 电喷雾质谱由岛

津LC-MS 2010A质谱仪(日本)测定. 高分辨电喷雾离

子化质谱由布鲁克APEX IV FTMS质谱仪(德国)测定.
活体荧光成像由柯达多功能活体成像系统采集(美国).
数据用Origin软件包处理.

2.2   HCAP的合成

氨基半菁荧光母体依照本课题组之前报道的文

献合成与提纯[25].
向氨基半菁(HCA, 42.2 mg, 0.1 mmol)的5 mL二氯

甲烷溶液中加入碳酸氢钠(84 mg, 1 mmol), 在冰浴中

反应10 min. 随后将苯乙酰氯(155 mg, 1 mmol)溶解于

2 mL二氯甲烷中,逐滴加入上述反应液,在室温下继续

搅拌反应2 h. 将溶剂旋转蒸干,所得残余固体采用柱

层析分离(淋洗剂为二氯甲烷:甲醇, 20:1)纯化得产品

HCAP约24 mg, 产率为45% (图1). 1H NMR (400 MHz,
298 K, CD3OD): δ 8.80~8.76 (d, 1H, J=14.8 Hz), 8.14
(s, 1H), 7.67~7.65 (d, 1H, J=7.2 Hz), 7.58~7.52 (m, 2H),
7.48~7.44 (m, 2H), 7.39~7.35 (m, 5H), 7.30~7.28 (d, 2H,
J=8.4 Hz),  6.58~6.54  (d, 2H,  J=15.2 Hz),  4.37~4.33 (t,

图 1    HCAP的合成路线

2H, J=7.2 Hz), 3.76 (s, 2H), 2.80~2.77 (t, 2H, J=6 Hz),
2.73~2.70 (t, 2H, J=6 Hz), 1.98~1.93 (m, 4H), 1.82 (s,
6H), 1.10~1.06 (t, 3H, J=7.2 Hz). 13C NMR (75 MHz,
298 K, CD3OD): δ 178.3, 171.4, 161.3, 153.3, 146.0,
142.3, 142.2, 141.6, 135.0, 132.8, 128.9, 128.6, 128.3,
127.9, 127.2, 126.7, 122.5, 118.0, 116.6, 114.3, 112.7,
105.6, 104.0, 50.8, 46.3, 43.4, 28.7, 26.9, 23.6, 20.9, 20.2,
10.1. HR-ESI-MS: m/z calcd. for HCAP (C36H37N2O2

+,
M+), 529.28495; found 529.28504.

2.3   HCAP光谱性质的测定

用二甲基亚砜(DMSO)配制1 mmol/L的HCAP探针

母液备用. 在5 mL的离心管中,加入4 mL PBS和25 μL
上述探针母液混匀. 加入PGA酶溶液后,用PBS定容至

5 mL.在摇床中37℃条件下孵育30 min后,对溶液进行

荧光光谱和吸收光谱的测定. 同时, 在相同条件下测

定不加PGA酶溶液样品的光谱作为对照组.

2.4   HCAP的细胞毒性实验

参照已报道的3-(4,5-二甲基噻唑-2)-2,5-二苯基四

氮唑溴盐(MTT)分析方法评价HCAP对于人肝癌细胞

(HepG2)的毒性[9].

2.5   HCAP用于小鼠中PGA的成像

本实验中使用的是BALB/c裸鼠(雌性, 5~6周大),
探针、PBS和PGA溶液均采用腹腔注射的方式给药,
具体部位为右侧腹腔. 在活体成像实验中, 使用的是

650 nm的激发滤光片和700 nm的发射滤光片,并考察

了小鼠在注射PGA和HCAP后分别反应0、30、45、
60 min的荧光成像行为. 本实验中所有动物操作都符

合动物福利机构伦理委员会法规和准则.

3   结果与讨论

3.1   探针HCAP对PGA的光学响应

通过比较HCAP与PGA反应前后的光谱变化, 我
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们研究了探针对PGA的光学响应. 从图2中可以看出,
探针HCAP的最大吸收峰在600 nm处, 并且溶液是没

有荧光的. 与PGA反应后, 溶液吸收光谱中的最大吸

收峰红移至670 nm处,同时在705 nm处产生了明显的

荧光峰. 这是由于对HCAP结构中氨基的修饰阻碍了

荧光分子内的电子转移过程, 从而导致荧光猝灭. 而
当酰胺键被水解后, 供电子的氨基基团被重新释放,
体系的荧光得以恢复,据此认为, PGA对HCAP的苯乙

酰基进行了识别及水解反应. 此外,在这一过程中,反
应体系的荧光强度增加了82倍,这非常有利于PGA的
高灵敏检测.

3.2   反应条件的优化及线性范围

在对探针HCAP与PGA反应条件的考察中(图3)发
现,当温度在25~42℃、pH在4.0~9.1的范围内变化时,
探针本身的荧光信号都很弱,且在37℃下反应30 min

图 2    探针HCAP与PGA (20 U/L)反应前(a)、后(b)的吸收

(A)和荧光光谱图(B), λex=670 nm (网络版彩图)

图 3    反应条件研究与标准曲线. 在不同温度(a)和pH (b)条
件下HCAP与PGA反应前(■)及反应后(◆)的荧光变化; (c)在
37℃和pH 7.4条件下, HCAP与PGA反应的荧光强度-时间曲

线图; (d) 标准曲线. λex/em=670/705 nm

(图3(c))后溶液也没有明显的荧光增强现象, 这表明

HCAP具有很好的稳定性. 而且还发现, 在30~42℃、

pH 6.0~9.1的反应条件下, HCAP与PGA的反应液的荧

光强度没有明显差异(误差<10%),从而说明探针具有

很好的抗干扰能力,且能够用于生理条件下PGA的检

测. 此外, 从HCAP与PGA反应的时间曲线(图3(c))中
可以看出, 反应体系的荧光强度的增强在20 min后已

达到平台. 因此,最终选择生理条件(37℃、pH 7.4),反
应时间为20 min作为后续测试的反应条件.

在优化的反应条件下,我们也研究了HCAP对PGA
的线性响应范围. 从图3(d)中可以看出,在PGA浓度为

0.05~2 U/L时, 荧光强度与PGA的浓度之间呈现良好

的线性关系, 线性方程为F=691×C(U/L)+46(R=0.997).
并且, 对浓度为0.05 U/L的PGA, 重复测量3次的相对

标准偏差为2.3%,检测限低至0.01 U/L,适合PGA的高

灵敏检出.

3.3   反应机理的研究

当HCAP与PGA反应后, 反应液的吸收和荧光光

谱均与本课题组之前报道的HCA的光谱高度相似[25].
为了证明该反应的机理确实是PGA特异性识别、水

解HCAP的苯乙酰氨结构,并释放出荧光团HCA,我们

对反应液进行了质谱和高效液相色谱法(HPLC)的分

析. 在反应液的质谱表征中, 出现了HCA的特征质谱

峰(m/z=411.3),并且HPLC (图4(A))中反应液在12.1 min
处也出现了新的色谱峰,该色谱峰的保留时间与HCA
一致, 从而证明了反应液中HCA的生成. 进一步, 将
PGA的抑制剂(Fe3+)[26]加入到该反应体系中,此时可以

观察到明显的荧光猝灭效果, 并且高浓度的Fe3+能更

有效地猝灭体系的荧光(图4(B)).此外,还考察了不同

浓度的Fe3+对单独的HCAP或HCA溶液的荧光影响,结
果表明, 荧光均无显著改变(图4(C)). 因此, 说明反应

体系荧光增强现象确实是由PGA的活性导致的. 通过

测定,得到HCAP与PGA反应的米氏常数为22 μmol/L,
表明HCAP与PGA之间具有很高的结合力.

3.4   HCAP对PGA的选择性

考察与比较了生物体系中常见物质对探针的荧

光响应 , 包括无机盐(KCl、CaCl2、MgCl2、ZnCl2、
CuSO4)、生物分子(半胱氨酸、谷胱甘肽、丙氨酸、

葡萄糖、维生素C、肌酸酐、尿素 )、活性氧物种

(NaOCl、H2O2)和性质相近的不同氨基肽酶 (PGP-1、
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图 4    (A) 不同反应体系的HPLC图. (a) HCAP (50 μmol/L);
(b) HCA (50 μmol/L); (c) PGA (50 U/L); (d) HCAP
(50 μmol/L)+PGA (20 U/L); (e) PBS. (B) 不同反应体系的荧

光光谱图. (a) HCAP (5 μmol/L); (b) HCAP (5 μmol/L)+PGA
(2 U/L); (c) (b)+Fe3+ (10 μmol/L); (d) (b)+Fe3+ (100 μmol/L).
(C)不同浓度的Fe3+对HCAP与HCA荧光强度的影响 (pH 7.4
PBS介质). λex/em=670/705 nm

APN、LAP、GGT). 从图5中可以看出, 其他物质的

加入并不能引起反应体系荧光的变化,只有当PGA存
在时才会产生明显的荧光增强, 这说明探针HCAP对
PGA具有很高的选择性,且适合PGA的特异性检测.

3.5   HCAP的细胞毒性

采用MTT分析方法,考察了HCAP对HepG2细胞的

毒性. 由图6可以看出,当探针HCAP浓度不多于10 μM
时,细胞的成活率均高于85%. 这说明HCAP具有较低

的细胞毒性与良好的生物相容性.

3.6   小鼠中PGA的成像

利用所发展的近红外荧光探针HCAP,以5~6周的

BALB/c裸鼠作为模型,开展了小鼠中PGA的活体成像

图 5    探针HCAP (5 μmol/L)在不同物质存在时的荧光

强度对比图 : (1) control; (2) KCl (150 mmol/L); (3) CaCl2
(2.5 mmol/L); (4) MgCl2 (2.5 mmol/L); (5) ZnCl2 (100 μmol/L);
(6) CuSO4 (100 μmol/L); (7) 半胱氨酸(cysteine) (1 mmol/L);
(8) 谷胱甘肽 (glutathione) (1 mmol/L); (9) 丙氨酸 (alanine)
(100 μmol/L); (10) 葡萄糖(glucose) (10 mmol/L); (11) 维生素

C (vitamin C) (1 mmol/L); (12)肌(氨)酸(creatine) (10 mmol/L);
(13) urea (20 mmol/L); (14) NaOCl (100 μmol/L); (15) H2O2

(100 μmol/L); (16) PGP-1 (1 μg/L); (17) APN (1 μg/L); (18)
LAP (1 μg/L); (19) GGT (10 U/L); (20) PGA (2 U/L). λex/em =
670/705 nm

图 6    不同浓度的HCAP对HepG2细胞存活率的影响
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图 7    小鼠荧光成像图. 小鼠腹腔注射50 μL PBS或PGA溶
液(100 U/L), 15 min后采集图像(blank);然后腹腔注射50 μL
HCAP溶液(50 μmol/L),不同时间(0、30、45、60 min)后再

次采集这些小鼠的图像. 标尺: 1 cm (网络版彩图)

研究. 由图7可以看出,在裸鼠腹腔注射了PBS或PGA
酶溶液后, 并没有观察到明显的荧光信号. 而在进一

步注射了HCAP探针溶液后, 裸鼠腹腔部位随着时间

的增加逐渐产生了明显的荧光信号,并且预先注射了

PGA酶溶液的裸鼠腹腔部位的荧光信号明显强于相

同条件下对照组中注射PBS的荧光信号, 从而初步说

明探针HCAP可以用于活体中PGA及其变化的检测.

4   结论

利用PGA对苯乙酰结构的特异性水解反应,设计

合成了一种新的PGA近红外荧光探针HCAP,该探针对

PGA表现出很高的选择性和灵敏度,能够用于PGA的
荧光分析. 而且,借助活体成像系统,该探针还初步用

于小鼠中PGA活性变化的荧光成像检测. 该探针具有

制备简单,同时兼具近红外荧光发射的特点. 因此,这
对用于不同体系,包括活体生物中PGA的荧光成像分

析,以及进一步理解PGA的生物功能具有重要的意义.
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In vivo imaging of penicillin G acylase in mice via a near-infrared
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Abstract: Penicillin G acylase (PGA) is a hydrolytic enzyme, which is also industrially employed in the preparation of
semisynthetic penicillin. Abuse of PGA might occur in milk products to decompose the possible excessive antibiotics.
Detection of PGA, including in vivo imaging of PGA, is necessary to understand the potential function of this enzyme
in living biosystems; however, a near-infrared (NIR) fluorescent probe for PGA is still lacking. On the basis of amino
hemicyanine as well as the ability of PGA to hydrolyze phenylacetamide, in this work we have developed a new selective
and sensitive NIR fluorescent probe for such a purpose. Combined with in vivo fluorescence imaging system, the probe
has been preliminarily used to image the change of the PGA activity in mice. In addition, the NIR feature of our probe
makes it of potential use in studying the function of PGA in vivo.
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