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新型叶酸受体靶向荧光探针的设计及结构优化
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  [摘要] 目的 筛选多种具有高亲和力的小分子叶酸类似物作为靶向配体以及多种不同的连接基团,总结叶

酸受体靶向荧光探针的合理分子设计,开发出一种优秀的新型叶酸受体靶向荧光探针。方法 通过多种化学合成

反应得到目标荧光探针。流式细胞术探究荧光探针对叶酸受体的选择性,荧光显微成像实验评价荧光探针对肿瘤

细胞的靶向成像能力。结果 得到了目标荧光探针产物8个,其中荧光探针GT-FITC-1能够特异性结合叶酸受体

并进入细胞实现荧光成像。引入谷氨酸侧链会降低细胞摄取的相对平均荧光强度,GT-FITC-2相较于GT-FITC-1
下降了约17%,GT-FITC-5相较于GT-FITC-4下降了约15%,含有刚性苯环连接基团的荧光探针GT-FITC-7和

GT-FITC-8相较于GT-FITC-4均增加了2~3倍,并且GT-FITC-8表现出最大的相对平均荧光强度。结论 本研

究设计合成的一系列荧光探针均表现出对叶酸受体的高度特异性,发现了对叶酸受体具有优异亲和力的荧光探针

GT-FITC-8。
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[Abstract] Objective Toscreenavarietyofhigh-affinitysmallmoleculefolateanalogsas
targetingligandsanddifferentlinkers,tosummarizetherationalmoleculardesignoffolate
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receptor-targetedfluorescentprobes,anddevelopanewtypeofexcellentfolatereceptor-targeted
fluorescentprobe.Methods Thetargetfluorescentprobewasobtainedthroughvariouschemical
synthesisreactions.Flowcytometrywasusedtoinvestigatetheselectivityoffluorescentprobes
forfolatereceptors,andfluorescencemicroscopywasconductedtoevaluatethetargetedimaging
abilityoffluorescentprobesontumorcells.Results Eighttargetedfluorescentprobeproducts
wereobtained,amongwhichthefluorescentprobeGT-FITC-1couldspecificallybindtofolate
receptorandentercellstoachievefluorescentimaging.Theintroductionofglutamicacidside
chainsreducedtherelativeaveragefluorescenceintensityofcelluptake.GT-FITC-2decreasedby
about17% compared with GT-FITC-1,and GT-FITC-5decreasedbyapproximately15%
comparedwithGT-FITC-4.ThefluorescenceintensityofthefluorescentprobesGT-FITC-7and
GT-FITC-8containingrigid benzeneringlinkersincreased by 2-3timescompared with
GT-FITC-4,and GT-FITC-8 showed thelargestrelative averagefluorescenceintensity.
Conclusion Aseriesoffluorescentprobesdesignedandsynthesizedinthisstudyallshowhigh
specificityforfolatereceptors,andthefluorescentprobeGT-FITC-8withexcellentaffinityfor
folatereceptorsisdiscovered.

[Keywords] molecularprobes;fluorescein;folatereceptor

  癌症一直是困扰人类的世纪性难题,虽然癌症

的治愈率很低,但如果早期诊断并及时治疗,可以显

著提高患者的生存率[1]。荧光探针具有非侵入性、
快速响应性、高度敏感和选择性等优点,逐渐引起人

们极大的兴趣,一直是近年来的研究热点,并已被广

泛用于科学研究以及癌症诊断的应用中[2-3]。叶酸

受体(folatereceptor,FR)是参与叶酸摄取的膜蛋

白,其有4种亚型,研究发现其中叶酸受体α(folate
receptor-α,FR-α)在许多人类癌症中上调,尤其是在

恶性肿瘤如卵巢癌和乳腺癌中,而在正常组织中不

表达[4-5]。因此,FR作为一个理想受体靶标,已经

被积极研究用于开发了多种用于癌症诊断的受体靶

向荧光探针[6-15]。然而,在以往针对FR开发的靶

向荧光探针中,研究人员通常采用相同的天然小分

子叶酸作为靶向配体,而针对靶向配体以及连接基

团的分子结构优化鲜有报道,仍需对其进行进一步

的研究。近年来,报道了一系列具有肿瘤靶向潜力

的6-取代吡咯并[2,3-d]嘧啶类叶酸拮抗剂[16-18],
能够 选 择 性 靶 向 FR 而 不 被 还 原 性 叶 酸 载 体

(reducedfolatecarrier,RFC)所转运,并且相对于叶

酸,对FR-α具有更高水平的靶向性,暗示了它们可

以作为靶向配体的潜力。荧光 素5-异硫氰酸酯

(fluoresceinisothiocyanate,FITC),具有高敏感度、
高吸 收 率、优 良 的 荧 光 量 子 产 率 和 经 济 性 等 优

点[19],并且分子中异硫氰酸酯基团具有高反应活

性,有利于其与其他分子进行共价连接,因此是体外

研究应用最为广泛的荧光基团之一[20]。基于此,本
研究以FITC作为荧光基团,进行一系列新型FR

靶向荧光探针的分子设计及结构优化。评估3种不

同的6-取代吡咯并[2,3-d]嘧啶类叶酸拮抗剂作为

靶向配体的潜力,并通过筛选不同的连接基团,鉴定

出能够最大程度保持配体亲和力的连接基团,研究

FR靶向荧光探针的靶向配体部分和连接基团的构

效关系,填补目前该领域的研究空白。

1 材 料 与 方 法

1.1 仪器与试剂 Rf+Lumen型快速制备色谱仪、

5600+TripleTOF型液质联用仪、600MHz核磁

共振仪、T9S紫外可见分光光度计、RF-6000荧光分

光光度计、FV1200MPE双光子激光扫描显微镜、

BDFACSVerse流式细胞仪。所有使用的化学试剂

均为分析纯(analyticalreagent,AR)试剂。2,4-二
氨基-6-羟基嘧啶、乙酸钠、4-氯乙酰乙酸乙酯、氢氧

化钠、1-羟基苯并三唑、1-乙基-(3-二甲基氨基丙基)
碳酰二亚胺盐酸盐、甘氨酸甲酯盐酸盐、三乙胺、1-
溴-5-己炔-2-酮、4-碘苯甲酸甲酯、5-碘噻吩-2-甲酸

甲酯、四(三苯基膦)钯、碘化亚铜、钯碳、2-(7-氮杂

苯并三氮唑)-N,N,N',N'-四甲基脲六氟磷酸酯、

N,N-二异丙基乙胺、三氟乙酸均购自安徽安耐吉

科技有限公司;N-叔丁氧羰基乙二胺、FITC、N-(6-
氨基己基)氨基甲酸叔丁酯、N-[4-(氨基甲基)苄
基]氨基甲酸叔丁酯、(苄氧羰基)-L-酪氨酸叔丁酯、

N-(2-溴乙基)氨基甲酸叔丁酯均购自上海毕得医

药科技有限公司;胎牛血清、青霉素-链霉素、RPMI-
1640培养基等相关细胞培养材料均购于武汉赛维

尔生物科技有限公司。
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1.2 靶向配体的合成方法 选用了3种不同的6-
取代吡咯并[2,3-d]嘧啶类叶酸拮抗剂,包括化合物

A、化合物B和化合物C作为靶向配体的合成参考

(图1),通过图2的合成路线得到靶向配体4b、8b
和9b。

1.2.1 靶向配体4b的合成 ①取500mL两口圆

底烧 瓶,将 2,4-二 氨 基-6-羟 基 嘧 啶 (6.93g,

55mmol)和乙酸钠(4.10g,50mmol)溶于150mL
水中,组装冷凝回流装置,加热至100℃,随后将

4-氯乙酰乙酸乙酯(7.41mL,55mmol)滴加到回流

的反应液中,反应1h出现大量白色沉淀物,将混合

物加热回流18h,冷却至室温,减压抽滤,滤饼用水

(2×50mL)和丙酮(2×50mL)洗涤,取滤饼真空

干燥得到化合物2,为类白色粉末状固体(7.01g,产
率54%)。②取250 mL 圆 底 烧 瓶,将 化 合 物2
(4.72g,20mmol)溶于100mL1mol/L氢氧化钠

溶液中,将所得溶液在室温下反应1.5h。将反应液

冷却至0℃,在0℃下,滴加3mol/L盐酸将反应的

pH调 至2~3,有 大 量 固 体 产 生,减 压 抽 滤,用

20mL水洗涤滤饼,取滤饼真空干燥得到化合物3,
为灰白色粉末状固体(3.37g,产率81%)。③取

100mL圆底烧瓶,将化合物3(1.04g,5mmol),

1-羟基苯并三唑(0.80g,6mmol),1-乙基-(3-二甲

基氨基丙基)碳酰二亚胺盐酸盐(1.20g,6mmol)和
甘氨酸甲酯盐酸盐(1.30g,10mmol)依次溶于

20mL无水DMF中,再将三乙胺(1.00g,10mmol)
加入至烧瓶中,于室温下搅拌反应5h,减压下蒸发

溶剂,向混合物中加入50mL碳酸钠溶液搅拌1h,
减压抽滤,取滤饼得到化合物4a,不经过柱纯化用

于下一步反应。④取250mL圆底烧瓶,将化合物

4a滤饼溶于100mL的1mol/L氢氧化钠溶液中,
将所得溶液在室温下反应1.5h。将反应液冷却至

0℃,在0℃下,滴加3mol/L盐酸将反应的pH调

至2~3,有大量固体产生,减压抽滤,用20mL水洗

涤滤饼,取滤饼真空干燥得到靶向配体4b,为灰色

粉末状固体(0.86g,产率65%)。

1.2.2 靶向配体8b、9b的合成 ①取100mL圆底

烧瓶,将1-溴-5-己炔-2-酮(1.50g,8.6mmol),2,

4-二氨基-6-羟基嘧啶(1.19g,9.5mmol),依次溶于

20mL无水DMF中,氮气保护,于室温反应72h。
将溶 剂 在 减 压 下 蒸 发 除 去,通 过 硅 胶 柱 色 谱 法

(DCM∶MeOH=30~10∶1)进行分离纯化得到化合

物5,为白色粉末状固体(1.25g,产率72%)。②取

250mL三口圆底烧瓶,将4-碘苯甲酸甲酯(1.96g,

7.5mmol),四(三苯基膦)钯(0.92g,0.8mmol),三
乙胺(5.05g,50mmol),依次溶于30mL无水DMF
中,避光,氮气保护,加 热 至60 ℃。将 化 合 物5
(1.00g,5mmol),碘化亚铜(152mg,0.8mmol)溶
于5mL无水DMF中,缓慢滴加至上述反应液中,
于60℃氮气保护避光反应12h。将溶剂在减压下

蒸发除去,通过硅胶柱色谱法(DCM∶MeOH=40~
10∶1)进行分离纯化得到化合物6,为白色粉末状固

体(1.10g,产率66%)。采用相同的合成方法,将原

料4-碘苯甲酸甲酯替换为5-碘噻吩-2-甲酸甲酯得

到化合物7,为浅黄色粉末状固体(935mg,产率

55%)。③取1L氢化反应釜专用耐压反应瓶,将化

合物6(1.10g,3.3mmol)溶于200mLMeOH,加
入钯碳(10%)(1.06g,10mmol),于室温氢化摇摆

釜(40psi)加氢反应36h。将反应液通过硅藻土过

滤除去钯碳,滤液减压浓缩蒸去甲醇得到化合物

8a,为白色固体,未经纯化可直接用于下一步反应。
将得到的化合物8a置于100mL圆底烧瓶中,加入

10mLMeOH溶解,于0℃下加入10mL1mol/L
氢氧化钠溶液,转移至室温反应6h,减 压 蒸 除

MeOH,溶液于0℃下加入1mol/L盐酸溶液调节

pH至2~3,有大量白色固体析出,减压抽滤,取滤

饼,干燥,得到靶向配体8b,为浅粉色固体(686mg,
产率70%)。9b采用相同的合成方法,棕色固体

(540mg,产率59%)。

1.3 荧光探针终产物的通用合成方法 将合成得

到的靶向配体(1mmol),市售的Boc保护的Linker
化合物(1.5mmol),2-(7-氮杂苯并三氮唑)-N,N,

N',N'-四甲基脲六氟磷酸酯(1mmol),依次溶于

10mL无水DMF中,搅拌至溶解澄清后加入 N,

N-二异丙基乙胺(2mmol),于室温反应4h,将溶

剂在减压下蒸发除去,通过硅胶柱色谱法(DCM∶
MeOH=20~5∶1)进行分离纯化(产率70%~
85%)。再将所得产物于二氯甲烷∶三氟乙酸=1∶1
的体系中反应4h脱去Boc及叔丁基保护基,裸露

出氨基后,于二甲基亚砜中与FITC在 N,N-二异

丙基乙胺的作用下进行亲核加成反应得到荧光探针

终产物(产率25%~35%),见图3。所有探针的具

体结构见图4:GT-FITC-1(R=R1,Linker=L1),

GT-FITC-2(R=R1,Linker=L2),GT-FITC-3(R=
R2,Linker=L1),GT-FITC-4(R=R3,Linker=
L1),GT-FITC-5(R=R3,Linker=L2),GT-FITC-6
(R= R3,Linker=L3),GT-FITC-7(R= R3,

Linker=L4),GT-FITC-8(R=R3,Linker=L5)。

·1311·河 北 医 科 大 学 学 报  第45卷 第10期



图1 小分子叶酸拮抗剂结构示意图

Figure1 Schematicdiagramofthestructureofsmallmoleculeantifolates

图2 靶向配体的合成路线图

Figure2 Synthesisrouteoftargetingligands

图3 荧光探针终产物的通用合成路线

Figure3 Generalsynthesisrouteofthefinalproductoffluorescentprobes

·2311· 河 北 医 科 大 学 学 报  第45卷 第10期



图4 荧光探针终产物的化学结构

Figure4 Chemicalstructureofthefinalproductoffluorescentprobes

1.4 荧光探针吸收光谱和荧光光谱的测定 采用

T9S紫外可见分光光度计,以PBS为溶剂,在400~
600nm波长范围内测定荧光探针(10μmol/L)和

FITC(10μmol/L)的 吸 收 光 谱。将 荧 光 探 针

(1μmol/L)和FITC(1μmol/L)溶解在PBS溶剂

中,用 RF-6000 荧 光 分 光 光 度 计 (Shimadzu
Corporation,Japan)进行荧光光谱研究,激发和发射

的狭缝宽度为10nm。所有化合物的发射光谱都是

在其相应的最大激发波长处获得的。

1.5 细胞培养 KB细胞(HeLa/人宫颈癌细胞系

的衍生物)和A549细胞(人肺上皮细胞)购自中国

典型培养物保藏中心(上海)。KB和 A549细胞使

用含10%胎牛血清和1%青霉素-链霉素的无叶酸

或正常RPMI-1640培养基在37℃,5%CO2/95%
空气加湿环境中单层生长至少6代,然后用于试验。

1.6 体外荧光显微成像研究 将KB和A549细胞

(5×104 个细胞/孔,1mL)接种到微孔培养皿中

(BS-15-GJM,φ10mm),并在37℃(5%CO2)的培

养箱中孵育过夜。在存在(封闭)或不存在10倍过

量FA的情况下,用含有GT-FITC-1(500nmol/L)
的新鲜培养基替换用过的培养基,并将细胞在37℃
下孵育2h。然后除去培养基,用PBS洗涤细胞3
次,使用Olympus显微镜系统(FV1200MPE)获得

荧光图像。

1.7 体外受体结合测定 通过流式细胞术研究以

测量每种探针的结合亲和力。将KB细胞以5×105

每孔的密度接种在6孔板的2mL培养基中,并使

其黏附过夜。用2mL含有荧光探针(500nmol/L)
的新鲜培养基替换培养基,孵育1h。除去溶液,用
冰冷的 PBS洗涤细胞3次,然后将细胞重悬于

500μLPBS中,并进行流式细胞术分析。

1.8 统计学方法 应用GraphPadPrism8.0统计

软件分析数据。计量资料比较采用单因素方差分析

和SNK-q检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 荧光探针的光学性质 在PBS溶液中测量探

针的荧光光谱,图5A为激发光谱图,图5B为发射

光谱图。结果显示,不论是具有不同靶向配体的荧

光探针GT-FITC-1~4,还是具有不同Linker的探

针GT-FITC-5~8,它们相较于FITC,其最大激发

及发射波长均未发生明显改变,保持在可见光区

480nm左右。

2.2 叶酸受体选择性研究

2.2.1 体外荧光显微镜研究 通过荧光共聚焦显

微镜观察到的结果见图6,在KB细胞中(FR-α+)出
现了明亮荧光,而在 A549细胞(FR-α-)中未观察

到细胞对荧光探针的摄取。当以10倍量的叶酸共

孵育KB细胞来竞争性阻断FR-α时,发现KB细胞

(FR-α+)对荧光探针的摄取显著降低,在细胞中仅

存在微弱的荧光。以上实验结果,证明了设计得到

的荧光探针能够通过特异性结合FR-α并进入细胞

实现荧光成像。

2.2.2 荧光探针对FR-α亲和力评价

2.2.2.1 不同配体对FR-α的亲和力评价 通过流

式细胞仪测定荧光探针与 KB细胞的平均荧光强

度,比较不同探针对FR-α亲和力的大小(图7,8)。
首先测定了KB细摄取荧光探针GT-FITC-1~4后

的相对平均荧光强度。具有靶向配体9b的探针

GT-FITC-4表现出最高的荧光强度,表明其对FR-α
具有最大的相对亲和力;其次是具有靶向配体8b的

探针 GT-FITC-3,以及具有靶向配体4b的探针

GT-FITC-1。通过比较同样具有靶向配体4b的探

针GT-FITC-2和 GT-FITC-1,发现谷氨酸侧链的

出现使KB细胞摄取的荧光强度下降了约17%,对
靶向荧光探针的Linker部分进行筛选优化。
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图5 荧光探针GT-FITC-1~8的光谱图

A.激发光谱图;B.发射光谱图

Figure5 SpectraoffluorescentprobeGT-FITC-1-8

图6 荧光探针的体外细胞荧光成像图

Figure6 Invitrocellfluorescenceimagingoffluorescentprobes

图7 荧光探针GT-FITC-1~4流式数据图

Figure7 FlowcytometrydataoffluorescentprobeGT-FITC-
1-4

图8 荧光探针GT-FITC-4~8流式数据图

Figure8 FlowcytometrydataoffluorescentprobeGT-FITC-
4-8

·4311· 河 北 医 科 大 学 学 报  第45卷 第10期



2.2.2.2 不同连接基团对FR-α的亲和力评价 为

了筛选最优的连接基团,以具有最佳亲和力的配体

9b作为小分子配体,通过不同的连接基团连接

FITC,得到荧光探针 GT-FITC-5~8,包括柔性的

谷氨酸-乙二胺类似物(GT-FITC-5)和1,6-己二胺

(GT-FITC-6);刚性的苄胺类似物(GT-FITC-7)和
酪氨酸类似物(GT-FITC-8),通过流式细胞术研究

评价这些含有不同连接基团的化合物在体外对

FR-α的亲和力,并与GT-FITC-4进行比较(图8)。
引入谷氨酸侧链的探针 GT-FITC-5相较于 GT-
FITC-4,其相对平均荧光强度下降约15%。这一结

果与图7中探针GT-FITC-2和GT-FITC-1的结果

基本一致。同样是柔性Linker的探针GT-FITC-6
其荧光强度与GT-FITC-4相差并不大。含有刚性

苯环 连 接 基 团 的 荧 光 探 针 GT-FITC-7 和 GT-
FITC-8相较于GT-FITC-4均增加了2~3倍,并且

GT-FITC-8表现出最大的相对平均荧光强度。见

表1。
表1 不同荧光探针处理后KB细胞的相对平均荧光强度

Table1 RelativemeanfluorescenceintensityofKBcells

treatedwithdifferentfluorescentprobes
(n=3,x-±s)

组别 平均荧光强度

空白对照 950.0±70.7
FITC 1092.0±12.0
GT-FITC-1 1716.0±118.8*

GT-FITC-2 1424.0±33.9
GT-FITC-3 2297.0±146.4*

GT-FITC-4 3614.0±121.6*

GT-FITC-5 3060.0±84.1#

GT-FITC-6 3717.0±164.8
GT-FITC-7 8048.0±74.2#

GT-FITC-8 9126.0±178.2#

F 值 928.485
P 值 <0.001

*P 值<0.05与空白对照比较 #P 值<0.05与GT-FITC-4比较

(SNK-q检验)

2.3 荧 光 探 针 的 结 构 表 征  通 过1H-NMR、
13C-NMR和HRMS等方法对合成的8个目标荧光

探针行了结构表征。

GT-FITC-1:1H-NMR(600MHz,DMSO-d6):

δ=10.88(s,1H),9.02(s,2H),8.30(s,1H),8.12
(d,J=15.3Hz,2H),7.86-7.74(m,1H),7.15(d,

J=8.3Hz,1H),6.64(d,J=2.2Hz,2H),6.63(s,

1H),6.62(s,1H),6.55(d,J=2.4Hz,2H),6.54(d,

J=2.3Hz,2H),6.07(s,2H),6.00(s,1H),3.70(d,

J=5.5Hz,2H),3.58(s,2H),3.43(s,2H),3.30(q,

J=6.1 Hz,2H),3.17(s,1H);13C-NMR

(151MHz,DMSO-d6):δ=169.88,169.18,159.00,

152.80,152.59,151.69,142.01,129.66,125.18,

113.87,110.54,102.74,100.72,100.37,49.07,

46.12,43.84,42.77,38.33,35.42,31.74,22.80,

14.42,11.84;HRMS(ESI):CalcdforC33H29N8O8S
[M+H]+:697.1824,found697.1811。

GT-FITC-2:1H-NMR(600MHz,DMSO-d6):

δ=10.88(s,1H),9.91(s,1H),8.44(d,J=
11.2Hz,1H),8.29-8.20(m,1H),7.91(s,1H),

7.84-7.76(m,1H),7.70(dd,J=20.2,6.4Hz,1H),

7.10(d,J=8.4Hz,1H),6.63(s,1H),6.62(s,3H),

6.54(dd,J=8.5,2.3Hz,2H),6.21(s,2H),6.01(s,

1H),3.95(dt,J=19.1,6.1Hz,1H),3.73(t,J=
5.4Hz,1H),3.66-3.53(m,2H),3.44(s,1H),3.23
(ddt,J=26.0,13.8,7.1Hz,2H),2.14(q,J=7.7,

7.2Hz,2H),1.95(dq,J=18.9,9.8,8.2Hz,2H);
13C-NMR(151 MHz,DMSO-d6):δ=181.05,

175.59,173.74,172.69,169.96,169.38,168.21,

162.66,159.17,155.66,153.06,152.74,151.71,

142.97,129.71,125.20,117.19,114.23,110.73,

102.74,100.75,100.35,54.22,43.80,42.92,42.48,

40.88,38.28,35.38,32.22,28.16,22.94,22.84;

HRMS(ESI):CalcdforC38H35N9O11S[M+H]+:

826.2250,found826.2251。

GT-FITC-3:1H-NMR(600MHz,DMSO-d6):

δ=10.79(s,1H),8.55(t,J=5.4Hz,1H),8.33(s,

1H),8.23(s,1H),7.77(d,J=7.9Hz,2H),7.72(d,

J=9.6Hz,1H),7.24(d,J=7.8Hz,2H),7.13(d,

J=8.2Hz,1H),6.67-6.63(m,2H),6.62(d,J=
8.7Hz,2H),6.54(dd,J=8.7,2.4Hz,2H),5.96
(s,2H),5.84(s,1H),3.71(s,2H),3.49(q,J=
6.0Hz,2H),2.62(d,J=6.8Hz,2H),1.63-1.51
(m,4H);13C-NMR(151 MHz,DMSO-d6):δ=
167.11,158.93,152.31,151.54,146.21,132.33,

131.51,129.63,128.62,127.78,110.47,102.74,

100.12,98.30,44.13,39.00,35.15,30.74,28.79,

27.46;HRMS(ESI):CalcdforC40H36N7O7S[M+
H]+:758.2391,found758.2381。

GT-FITC-4:1H-NMR(600MHz,DMSO-d6):

δ=10.80(s,1H),10.15(s,2H),8.55(t,J=5.6Hz,

1H),8.23(s,2H),7.74(d,J=8.2Hz,1H),7.59(d,

J=3.7Hz,1H),7.15(d,J=8.3Hz,1H),6.84(d,

J=3.7Hz,1H),6.71-6.66(m,2H),6.61(s,1H),

6.60(s,1H),6.56(dd,J=8.7,2.3Hz,2H),5.98(s,

2H),5.86(s,1H),3.69(s,2H),3.46(d,J=6.1Hz,
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2H),2.80(d,J=6.5Hz,2H),1.61(q,J=4.1,

3.6Hz,4H);13C-NMR(151MHz,DMSO-d6):δ=
168.98,162.11,160.00,158.94,152.37,152.32,

151.57,150.67,131.39,129.52,128.77,125.80,

113.08,110.19,102.72,100.12,98.36,44.01,38.79,

31.00,29.71,28.51,27.29;HRMS(ESI):Calcdfor
C38 H34 N7O7S2 [M + H]+:764.1956,found
764.1932。

GT-FITC-5:1H-NMR(600MHz,DMSO-d6):

δ=11.60(s,1H),10.80(s,1H),9.59(s,2H),8.47
(s,1H),8.03-7.93(m,1H),7.93-7.83(m,2H),7.58
(s,1H),7.10(d,J=8.2Hz,1H),6.82(s,1H),6.67
(s,2H),6.60(d,J=8.7 Hz,2H),6.56(d,J=
9.1Hz,2H),6.01(s,2H),5.86(s,1H),4.14(d,J=
7.5Hz,1H),3.63(d,J=11.4Hz,2H),3.23(s,

2H),3.17(s,1H),2.78(s,2H),2.28-2.12(m,2H),

2.08(d,J=13.0Hz,2H),1.60(s,4H);13C-NMR
(151 MHz,DMSO-d6):δ =181.05,175.50,

172.74,169.24,160.74,160.11,159.00,152.45,

152.35,151.61,150.31,142.91,137.74,131.43,

129.56,128.50,126.88,125.75,124.14,116.35,

113.15,110.42,102.68,100.12,98.36,54.25,49.07,

43.68,38.23,32.29,31.02,29.71,29.49,29.05,

28.58,27.80,27.33,21.75;HRMS(ESI):Calcdfor
C43H39N8O10S2[M-H]-:891.2236,found891.2246。

GT-FITC-6:1H-NMR(600MHz,DMSO-d6):

δ=10.81(s,1H),10.12(s,2H),8.34(t,J=5.8Hz,

1H),8.31(s,1H),8.26(s,1H),7.74(d,J=8.3Hz,

1H),7.55(d,J=3.7Hz,1H),7.15(d,J=8.2Hz,

1H),6.83(d,J=3.7Hz,1H),6.65(s,2H),6.63(s,

1H),6.56(d,J=8.8Hz,2H),5.98(s,2H),5.87(s,
1H),3.51-3.47(m,2H),3.21(q,J=6.8Hz,2H),

3.18(s,1H),2.79(d,J=6.9Hz,2H),1.62(d,J=
4.4Hz,4H),1.54(dt,J=28.2,6.9Hz,4H),1.34
(s,4H);13C-NMR(151 MHz,DMSO-d6):δ=
180.82,169.18,161.52,158.96,152.82,152.32,

151.57,150.26,141.89,137.93,131.40,129.67,

128.24,125.68,110.62,102.76,100.13,98.36,

49.07,44.26,31.01,29.71,29.68,28.77,28.53,

27.31,26.70,26.68;HRMS(ESI):CalcdforC42H42
N7O7S2[M-H]-:818.2436,found818.2443。

GT-FITC-7:1H-NMR(600MHz,DMSO-d6):

δ=10.79(s,1H),10.14(s,2H),8.90(t,J=6.0Hz,

1H),8.58(s,1H),8.26(s,1H),7.75(d,J=8.3Hz,

1H),7.60(d,J=3.7Hz,1H),7.32(d,J=8.0Hz,

2H),7.28(d,J=7.9Hz,2H),7.17(d,J=8.2Hz,

1H),6.86(d,J=3.7Hz,1H),6.64(s,1H),6.62(d,

J=8.8Hz,2H),6.57-6.52(m,2H),5.96(s,2H),

5.85(d,J=2.2Hz,1H),4.80-4.72(m,2H),4.41
(d,J=6.0Hz,2H),2.80(d,J=7.1Hz,2H),1.65-
1.58(m,4H);13C-NMR(151MHz,DMSO-d6):δ=
161.60,158.92,152.32,151.56,150.68,138.83,

137.53,131.35,129.62,128.62,127.93,127.76,

125.83,102.74,100.13,98.36,42.68,31.01,29.72,

28.52,27.30,22.98,22.56,14.43;HRMS(ESI):

CalcdforC44H36N7O7S2[M-H]-:838.2123,found
838.2122。

GT-FITC-8:1H-NMR(600MHz,DMSO-d6):

δ=10.78(s,1H),8.69(s,1H),8.29(s,1H),8.16(s,

1H),7.77(d,J=8.2Hz,1H),7.52(d,J=3.6Hz,

1H),7.17(d,J=8.3Hz,1H),7.14(d,J=8.1Hz,

3H),6.83(s,2H),6.82(d,J=4.6Hz,2H),6.68-
6.65(m,3H),5.97(s,2H),5.85(s,1H),4.37(p,

J=10.6,7.1Hz,1H),4.08(tt,J=10.2,5.0Hz,

2H),3.85(s,2H),3.09(dd,J=13.7,4.6Hz,1H),

2.96(dd,J=13.8,8.5Hz,1H),2.78(d,J=6.3Hz,

2H),1.61(d,J= 6.0 Hz,4H);13 C-NMR
(151MHz,DMSO-d6):δ=181.26,174.78,174.46,

169.04,161.16,160.09,158.97,157.20,152.40,

152.35,151.60,150.51,142.00,137.48,131.38,

131.28,130.69,130.13,129.50,128.66,127.05,

125.76,124.48,117.02,114.54,113.13,110.21,

102.71,100.12,98.36,65.94,55.58,43.77,36.49,

35.60,31.76,31.02,29.71,29.56,29.50,29.45,

29.34,29.30,29.21,29.17,29.05,28.58,27.33,

27.03,25.59,22.57,21.65,14.42;HRMS(ESI):

CalcdforC47H42N7O10S2[M+H]+:928.2429,

found928.2420。

3 讨  论

当非靶向性的荧光染料与配体小分子连接后,
通常会对荧光染料的光学性质造成影响,特别是最

大发射波长。因此,首先测量了所有探针的荧光光

谱。结果显示,与染料FITC相比,所有探针的最大

发射波长均未发生明显改变,同时荧光强度的变化

也不大。上述结果表明,这些具有吡咯并[2,3-d]嘧
啶核心结构的靶向配体和Linker基本不会对染料

的光学性能造成显著影响,支持了这些荧光探针之

后的检测。
体外细胞成像是靶向荧光探针评价的重要指标
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之一。为了初步评估荧光探针与活细胞表面FR-α
的特异性结合以及荧光成像的能力,利用高表达

FR-α的 KB细胞和FR-α阴性的 A549细胞,对首

先合成的代表性荧光探针GT-FITC-1进行了基于

细胞的荧光显微镜研究。实验结果表明,设计得到

的荧光探针能够通过特异性结合FR-α并进入细胞

实现荧光成像,验证了实验设想,为其他荧光探针的

合成及优化提供了坚实的实验基础。
受体选择性是靶向荧光探针必须具备的核心性

质,而大基团荧光染料通常会削弱配体分子的受体

选择性。为了比较不同探针对FR-α的相对结合亲

和力,将KB细胞与不同的探针共孵育,通过流式细

胞术测量它们的相对平均荧光强度,以此来筛选合

适的靶向配体和Linker。首先对具有不同靶向配

体的探针GT-FITC-1~4进行了评价,发现不同配

体之间的相对亲和力确实存在差异。其中,以吡咯

并[2,3-d]嘧啶侧链上带噻吩结构的叶酸类似物作

为靶向配体的探针GT-FITC-4对叶酸受体具有最

佳的结合亲和力。虽然以另外2种小分子叶酸类似

物作为配体的探针GT-FITC-1和GT-FITC-3亲和

力相对较弱,但也证明了其能够选择性靶向叶酸受

体。同时,这一实验结果提示了靶向配体9b对

FR-α具有最高的亲和力,其次是靶向配体8b,而靶

向配体4b最差。这一结论与本课题组之前的研究

结果 保 持 了 一 致[21]。此 外,尽 管 GT-FITC-1与

GT-FITC-2都具有相同的靶向配体4b,但是由于谷

氨酸侧链的存在,它们的相对亲和力出现了明显差

异,这提示了Linker部分在靶向荧光探针的受体选

择性中同样发挥着关键作用。
因此,随后以具有噻吩结构的小分子叶酸类似

物作为靶向配体,筛选了多种不同的连接基团对探

针整体亲和力的影响,包括柔性和刚性等Linker。
研究发现,增加连接基团柔性碳链的长度并不能使

荧光探针对FR-α的亲和力增加,甚至引入谷氨酸

的荧光探针对FR-α的亲和力发生了降低。探针

GT-FITC-6的结果也同样说明了这一点。相反,在
引入了含有刚性苯环的连接基团后,荧光探针对

FR-α的亲和力表现出显著提高,这可能是因为连接

基团中的刚性苯环具有较为固定的构象,从而更有

利于配体和叶酸受体结合口袋的相互作用。连接基

团为酪氨酸类似物的探针 GT-FITC-8对FR-α的

亲和力最高,可能是由于GT-FITC-8的连接基团中

的α-羧基基团与结合口袋发生了相互作用,相较于

连接基团中没有羧基的GT-FITC-7,其对FR-α的

亲和力得到了提高。

综上所述,本研究发现刚性苯环更适用于叶酸

受体靶向荧光探针的连接基团设计,其中使用酪氨

酸作为连接基团的荧光探针具有对叶酸受体最高的

亲和力,即GT-FITC-8。更重要的是首次对叶酸受

体靶向荧光探针的靶向配体以及连接基团进行了结

构筛选及构效关系研究,证实了一系列6-取代的吡

咯并[2,3-d]嘧啶类叶酸拮抗剂可以替代叶酸作为

靶向配体,为开发肿瘤靶向诊断和治疗药物的开发

提供了新的研究思路。

[参考文献]

[1] EntenbergD,OktayMH,CondeelisJS.Intravitalimagingto

studycancerprogressionandmetastasis[J].NatRevCancer,

2023,23(1):25-42.
[2] WangK,LiuC,Zhu H,etal.Recentadvancesinsmall-

moleculefluorescentprobesfordiagnosisofcancercells/

tissues[J].CoordChemRev,2023,477:214946.
[3] TianM,WuR,XiangC,etal.Recentadvancesinfluorescent

probesforcancerbiomarkerdetection[J].Molecules,2024,29
(5):1168.

[4] ScarantiM,CojocaruE,BanerjeeS,etal.Exploitingthefolate

receptorαinoncology[J].NatRevClinOncol,2020,17(6):

349-359.
[1] MüllerC.Folate-basedradiotracersforPETimaging--update

andperspectives[J].Molecules,2013,18(5):5005-5031.
[6] ZhangY,LiS,Zhang H,etal.Designandapplicationof

receptor-targetedfluorescentprobesbasedonsmallmolecular

fluorescentdyes[J].BioconjugChem,2021,32(1):4-24.
[7] Srinivasarao M,Galliford CV,Low PS.Principlesinthe

designofligand-targetedcancertherapeuticsandimaging

agents[J].NatRevDrugDiscov,2015,14(3):203-219.
[8] EkizKanikF,AgD,SeleciM,etal.AnovelDADtypeand

folicacidconjugatedfluorescent monomerasatargeting

probeforimagingoffolatereceptoroverexpressedcells[J].

BiotechnolProg,2014,30(4):952-959.
[9] NumasawaK,HanaokaK,SaitoN,etal.Afluorescentprobe

for rapid,high-contrast visualization of folate-receptor-

expressingtumorsinvivo[J].AngewChemIntEdEngl,

2020,59(15):6015-6020.
[10] SanoK,SuzunoN,BaoL,etal.Developmentofapoly(2-

ethyl-2-oxazoline)-basedfluorescenceimagingprobetargeting

thefolatereceptorintumortissues[J].ACSApplPolym

Mater,2021,3(10):4889-4895.
[11] KaranS,Cho MY,LeeH,etal.Near-infraredfluorescent

probeactivatedbynitroreductaseforinvitroandinvivo

hypoxictumordetection[J].JMedChem,2021,64(6):2971-

2981.
[12] JoG,Kim EJ,Park MH,etal.Tumortargeting with

methotrexate-conjugated zwitterionic near-infrared

fluorophoreforprecisephotothermaltherapy[J].IntJMol

Sci,2022,23(22):14127.

·7311·河 北 医 科 大 学 学 报  第45卷 第10期



[13] Wang Y,Chen L.Smartfluorescentprobestrategyfor

precisiontargetinghypoxictumor[J].JMedChem,2021,64
(6):2967-2970.

[14] LiX,LiuC,ZhuH,etal.Recentadvancesinsmall-molecule

fluorescentprobes withthefunction oftargetingcancer

receptors[J].AnalMethods,2023,15(44):5947-5977.
[15] ShiX,XuP,CaoC,etal.PET/NIR-IIfluorescenceimaging

andimage-guidedsurgeryofglioblastomausingafolate

receptorα-targeteddual-modalnanoprobe[J].EurJNucl

MedMolImaging,2022,49(13):4325-4337.
[16] DengY,WangY,CherianC,etal.Synthesisanddiscoveryof

high affinity folate receptor-specific glycinamide

ribonucleotideformyltransferaseinhibitors withantitumor

activity[J].JMedChem,2008,51(16):5052-5063.
[17] WangL,Cherian C,DesmoulinSK,etal.Synthesisand

antitumoractivityofanovelseriesof6-substitutedpyrrolo
[2,3-d]pyrimidinethienoylantifolateinhibitorsofpurine

biosynthesiswithselectivityforhighaffinityfolatereceptors

andtheproton-coupledfolatetransporteroverthereduced

folatecarrierforcellularentry[J].JMedChem,2010,53(3):

1306-1318.
[18] XingR,ZhangH,YuanJ,etal.Novel6-substitutedbenzoyl

andnon-benzoylstraightchainpyrrolo[2,3-d]pyrimidinesas

potentialantitumoragentswith multitargetedinhibitionof

TS,GARFTaseandAICARFTase[J].EurJMedChem,

2017,139:531-541.
[19] Gonçalves MS.Fluorescentlabelingofbiomolecules with

organicprobes[J].ChemRev,2009,109(1):190-212.
[20] ZhouY,WangX,ZhangW,etal.Recentadvancesinsmall

moleculefluorescentprobesforsimultaneousimagingoftwo

bioactivemoleculesinlivecellsandinvivo[J].FrontChem

SciEng,2022,16(1):4-33.
[21] ZhangY,LuoZ,GuoL,etal.Discoveryofnoveltumor-

targetednear-infraredprobeswith6-substitutedpyrrolo[2,3-

d]pyrimidinesastargetingligands[J].EurJMedChem,

2023,262:115914.

(本文编辑:赵丽洁)

·8311· 张一宁等 新型叶酸受体靶向荧光探针的设计及结构优化


