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·短篇论著· 

BODIPY 型 NO 探针的制备及对巨噬细胞内一氧化氮检测的

初步观察 
李生富  袁小林  肖义  于海波  张春雷  李小欢  杨真  张青  崔益芬 

【摘要】  目的  对 BODIPY 型一氧化氮探针检测巨噬细胞内一氧化氮的效果进行初步验证。方法  采
用免疫荧光染色和共聚焦显微镜对小鼠腹腔渗出液中的巨噬细胞的含量进行测定；采用 BODIPY 型探针对

巨噬细胞内一氧化氮进行荧光染色，并激光扫描共聚焦显微镜对细胞内的荧光强度进行测定。结果  液状

石蜡诱生小鼠腹腔渗出细胞的 CD14 与 CD68 阳性细胞率分别为（32.33±7.27）%与（93.83±4.25）%，巨

噬细胞为优势细胞；LPS 刺激组与对照组细胞的荧光强度与面积比值分别为 57.23±18.65 和 24.57±10.25，
LPS 刺激巨噬细胞的荧光强度与面积比值明显高于对照组细胞（P＜0.01）。结论  BODIPY 型一氧化氮探

针可用于细胞一氧化氮荧光成像和巨噬细胞内一氧化氮检测。 
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巨噬细胞是机体重要的免疫细胞之一，具有吞噬、抗原提

呈和分泌多种细胞因子的功能，在机体免疫调节、适应性免疫

反应的诱发过程中起关键作用[1]。一氧化氮（nitric oxide，NO）

是巨噬细胞的主要效应成分之一，参与细菌与肿瘤细胞的非特

异性杀伤。同时，NO合成是巨噬细胞活化的重要标志[2]。由于

NO的半衰期短、反应活性高，在细胞内极不稳定，通常通过对

分泌于细胞外的NO水平测定来间接推断细胞内NO的合成情

况，细胞内NO的直接测定困难较大。本研究采用氟硼二吡咯

（Boron-dipyrromethene，BODPIY）荧光团与邻苯二胺制备了

BODIPY型NO荧光探针，并对巨噬细胞内NO进行了测定。结果

如下。   
一、材料与方法 
1. 实验动物：昆明小鼠：6～8 周龄，由大连大学实验动物

中心提供。 
2. 试剂与仪器：RPMI-1640 培基（Gibco，美国）；小鼠

淋巴细胞分离液（密度：1.092 ng/ml，天津灏洋生物科技公司）；

优级胎牛血清（天津灏洋生物科技公司）；羊抗小鼠CD68（m-20）
单克隆抗体（Santa Cruz，美国）；FITC 标记兔抗山羊 IgG（北

京中杉金桥生物技术有限公司进口分装）；PE 荧光素标记抗小

鼠 CD14（eBio-science，美国）；共聚焦显微镜（日本 Nikon）。 
3. BODIPY 型 NO 探针制备：BODIPY 型 NO 探针以

BODPIY 荧光团为母体结构，邻苯二胺作为受体设计合成。 
利用邻苯二胺可以与 NO 反应形成苯并三唑，可以专一识

别 NO。其检测原理主要是基于光致电子转移机制（photoinduced 
electron transfer，PET）[3]。与 NO 反应前邻苯二胺氮原子上的

孤对电子转移到荧光团上，荧光淬灭；与NO 反应时，BODPIY-NO
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转换 BODPIY-NO-T，抑制了 PET 作用，表现出强的荧光（图

1）。BODIPY 型 NO 探针具有较高的摩尔消光系数和荧光量子

产率，荧光光谱半峰宽较窄。对硝普钠（NO 供体）选择性强，

灵敏高，不易受溶剂极性和 pH 值（pH＝4～11 不敏感）的影

响（图 2）。 
4. 小鼠腹腔巨噬细胞的收集与激活方法：取 8 周龄小鼠

腹腔注射 6 ml 液状石蜡，3 d 后脱颈处死，于 75%酒精中浸泡

5 min，无菌剖开小鼠腹腔，用预冷的无菌 PBS 液冲洗小鼠腹腔，

收集冲洗液于离心管中，1000 r/min×5 min 离心，弃上清，PBS
清洗两次，RPMI-1640 全基（含 10% FBS、100 U/ml 青霉素、

100 U/ml 链霉素）调整细胞浓度为 2×106/ml，分别加入到 96
孔板中，100 μl/孔。实验孔加入 LPS（终浓度 20 ng/ml），对照

组加入等体积的 RPMI-1640 全基，37 ℃、5% CO2条件下培养

24 h。 
5. CD14、CD68 免疫荧光染色方法：吸弃培养于 96 孔板的

细胞的培养上清，PBS 洗 2 次，10%甲醛固定 10 min，吸弃甲

醛液，PBS 洗两次，破膜剂（1∶10 稀释）作用 10 min，PBS
洗两次。PE 标记抗小鼠 CD14 单克隆抗体，37 ℃孵育 60 min，
PBS 洗 3 次，加入抗小鼠 CD68 单克隆抗体，37 ℃孵育 60 min，
PBS 洗 3 次。加入 FITC 标记二抗，37 ℃孵育 45 min，PBS 洗

3 次，加入 50 μl PBS，采用共聚焦显微镜测定巨噬细胞阳性率、

荧光强度（OD 值）、面积，计算荧光强度面积比值并拍摄照

片。 
6. 细胞内 NO 含量的检测方法：吸弃 96 孔板中培养细

胞上清液，加入 NO 探针终浓度为 5×10-5 mol/L，37 ℃孵育

30 min，激光扫描共聚焦显微镜下检测，用相应的 EZ-C1 软件

分析每个细胞单位面积的平均荧光强度，进行统计学分析。 
7. 统计学处理：计量资料采用方差分析，两组均值 t 检验，

P＜0.05 为差异有统计学意义；计数资料采用 χ2检验，P＜0.05
为差异有统计学意义。 

二、结果 
1. CD14/CD68 的免疫荧光染色结果（图 3）：液状石蜡诱
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生小鼠腹腔渗出细胞的免疫荧光染色结果显示，CD14 与 CD68
阳性细胞率分别为（32.33±7.27）%与（93.83±4.25）%，表

明液状石蜡诱生的腹腔渗出细胞以巨噬细胞为优势细胞。 
2. NO 探针检测结果（图 4，5）：NO 探针与细胞内的 NO

特异性结合，加入 NO 探针孵育 30 min 后进行激光扫描共聚焦

显微镜检查，结果显示对照组与 LPS 刺激组的荧光强度与面积

比值分别为 24.57±10.25 和 57.23±18.65，LPS 刺激细胞的荧

光强度与面积比值明显高于对照组细胞（P＜0.01）。 
三、讨论 
巨噬细胞是机体重要的免疫效应细胞，具有吞噬功能和抗

原递呈作用，能分泌 NO 及多种细胞因子的作用。活化的巨噬

细胞在细菌、病毒或内毒素、TNF-α、IFN-γ、IL-1 等细胞因子

的刺激下，巨噬细胞内 iNOS 表达显著增高，利用 L-精氨酸通

过 iNOS 途径合成并释放大量 NO[2,4]。NO 是生物体内一种分子

量小，结构简单但功能强大的自由基，能够快速在细胞和组织

中扩散并调节人体一系列的生理功能及病理过程，具有生物信

使分子和细胞毒分子的双重作用[5-6]，NO 是巨噬细胞杀灭病原

微生物和肿瘤细胞的主要效应分子[4,7]。NO 性质活泼、易扩散、

半衰期短、极易通透细胞生物膜扩散，目前还没有一种很成熟

的测定细胞内 NO 的方法。 
目前多采用分光光度法、化学发光法、电化学法、色谱法、

质谱法、顺磁法等[8]检测血液、组织和细胞培养液等细胞外的

NO，而细胞内的 NO 困难较大，如目前实验室检测最常用的方

法 Griss 法，通过测定释放于细胞外 NO 的氧化产物 NO2
－
来间

接反映 NO 的含量，此方法简便，应用范围广，但是特异性差，

受干扰因素多，不能准确测定 NO 的含量，其他方法也大多如
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此，只能间接反映一部分细胞释放于细胞外 NO 的整体水平，

这极大限制了研究 NO 具体的生物学机制的进展。为了实现对

细胞中产生的 NO 进行实时原位的检测，荧光探针检测法显现

出了独特优势[9]，由于荧光探针具有高灵敏度，实时监测、对

活细胞生理功能影响较小的优势，可通过与荧光显微镜结合对

NO 实现原位的检测[10]。目前对 NO 进行检测的荧光团主要有

荧光素类、罗明丹类、氟硼二吡咯类、菁类染料等，其中荧光

素类和罗丹明类是目前在生物医学领域内检测细胞 NO 应用最

广泛应用的荧光团。李连祥等[11]利用 NO 荧光探针 DAF-2/DA
联合激光共聚焦电镜成功观察到负载后的细胞内 NO 荧光强

度。孙爱珍等[12]借助 DAF．FMDA 荧光染料对 NO 分子进行特

异性识别，然后利用荧光探针分子成像及激光共聚焦扫描显微

镜技术在位、实时观察脂多糖诱导下原生质体产生 NO 的动态

过程。但它们存在着易产生光漂白，灵敏度较低以及对环境因

素如 pH 值、温度等很敏感，特别是 pH 值等缺点。与荧光素和

罗丹明荧光团相比 BODPIY 荧光团发展较晚，但性能优越。

BODIPY 荧光团的光谱一般不易受到溶剂极性和 pH 值的影响，

具有较高的摩尔消光系数和荧光量子产率，水溶液中也会保持

很高的量子产率，荧光光谱半峰宽较窄，有较高的检测灵敏度，

分子质量小且细胞毒性低，易于修饰等优点[13-14]，近年来受到

广泛的重视。 
本实验合成并使用的探针是以 BODPIY 荧光团 8 号位碳原

子与邻苯二胺的氨基结合而合成的一种新的检测细胞内 NO 荧

光探针，本探针在 pH 值为 4～11 范围内荧光信号非常稳定。

相比其他荧光探针 pH 值范围更大，水溶液中也会保持很高的

量子产率，容易进入细胞且在细胞滞留时间增长，反应产物能

快速排出细胞，减少背景荧光的产生，提高了探针的灵敏度而

且光稳定性好。邻苯二胺作为 NO 最普遍的识别基团，对 NO
有很强的捕捉能力的，同时也调节荧光团的荧光信号[15]。它的

检测主要是基于光致电子转移机制（PET）。与 NO 反应前，

邻苯二胺氮原子上的孤对电子转移到荧光团上，荧光淬灭；与

NO 反应时，形成苯并三唑结构，BODPIY-NO 转换 BODPIY- 
NO-T，抑制了 PET 作用，荧光得以恢复，此时化合物会释放强

的荧光。本实验用 LPS 能够诱导腹腔渗出细胞中的靶细胞分化

为巨噬细胞，同时使分化的巨噬细胞活化，分泌释放大量 NO。

然后用 NO 荧光探针氟硼吡咯染料混于细胞外液中，终浓度为

5×10-5 mol/L，在二氧化碳培养箱中孵育 30 min 后在激光扫描

共聚焦显微镜下观察细胞内的 NO 探针荧光强度，与对照组细

胞的 NO 荧光强度对比 LPS 诱导的分化细胞的 NO 荧光强度明

显增强。 
本项研究以 BODPIY 荧光团为母体结构、邻苯二胺作为受

体，设计合成检测细胞内 NO 的荧光探针，结果证实该探针能

够实现了巨噬细胞内 NO 测定。该探针可为巨噬细胞 NO 的合

成功能及活化状态的检测提供新的手段。 
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