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摘要　 采用 ＦｅＣｌ３ 氧化聚合制备了一种新型的水溶性聚噻吩衍生物： Ｎ，Ｎ，Ｎ⁃三甲基⁃２⁃（２⁃｛２⁃［２⁃（３⁃噻吩）乙
氧基］乙氧基｝乙氧基）乙铵溴化物与（４⁃｛［２⁃（２⁃｛２⁃［２⁃（３⁃噻吩）乙氧基］乙氧基｝乙氧基）乙基］氨基甲酰基｝
苯基）硼酸的无规共聚物（简称 ＰＴ⁃２）． 在水溶液中对其紫外 ／可见吸收光谱以及荧光发射光谱进行了表征，
其最大吸收波长为 ４１９ ｎｍ， 最大发射波长为 ５７９ ｎｍ， 摩尔吸光系数为 ４􀆰 ６×１０３ Ｌ ／ （ｍｏｌ·ｃｍ）， 荧光量子产率

为 １２％． 动态光散射实验表明其在水溶液中所形成的聚集体平均粒径为 ２３４ ｎｍ． ＰＴ⁃２ 在 １００ Ｗ 汞灯照射下

表现出较好的光稳定性． ３⁃（４，５⁃二甲基噻唑⁃２）⁃２，５⁃二苯基四氮唑溴盐（ＭＴＴ）实验证明， 其对人肺癌 Ａ５４９
细胞的毒性较低， 细胞成像及共定位分析结果表明 ＰＴ⁃２ 能够富集在溶酶体中， 因此， 在溶酶体特异性的细

胞成像方面具有潜在的应用价值．
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共轭聚合物（ＣＰｓ）是一类由大量的发光单元通过共轭组成的具有特殊光电性质的高分子材料． 离

域 π 电子共轭结构使其具有光捕获能力强及信号放大能力强的特点， 在有机太阳能电池［１～４］、 发光二

极管［５～７］和有机场效应晶体管［８～１０］等光电器件方面具有非常重要的使用价值． 通过在其侧链上修饰离

子型基团（羧基、 季胺基、 磺酸基等）可以得到水溶性共轭聚合物（ＷＳＣＰ） ［１１～１４］ ． 由于 ＷＳＣＰ 具有细胞

毒性低、 荧光强度高、 光稳定性好和能带可调的特性， 已经被广泛应用于细胞成像研究［１５～１７］ ． 其中，
水溶性聚噻吩衍生物 （ＷＳＰＴ） 细胞毒性较低， 容易修饰， 在活细胞成像领域具有极其重要的应

用价值［１８～２０］ ．
近年来， 人们发现苯硼酸能够可逆地与多糖中的 １，２⁃邻二醇结合形成五元环结构， 或者与 １，３⁃二

醇结合形成六元环结构［２１］ ． 而细胞表面有许多多糖结构， 具有九碳骨架的唾液酸通常存在于这些多糖

结构的末端［２２，２３］ ． Ｋａｔａｏｋａ 等［２１］发现苯硼酸结构在生理 ｐＨ 下可选择性地与细胞表面的唾液酸结合． 利

用该性质可以实现细胞膜表面唾液酸的检测以及细胞膜的靶向成像［２４，２５］ ． Ｄｕａｎ 等［２６］ 发现表面进行苯

硼酸修饰的量子点能够靶向在细胞表面， 然后被快速内吞进入细胞质体中． 即量子点表面的苯硼酸结

构可以介导细胞对量子点的内吞． 本文采用 ＦｅＣｌ３ 氧化聚合的方式合成了 １ 种末端带有苯硼酸基团的

水溶性聚噻吩衍生物 Ｎ，Ｎ，Ｎ⁃三甲基⁃２⁃（２⁃｛２⁃［２⁃（３⁃噻吩）乙氧基］乙氧基｝乙氧基）乙铵溴化物与

（４⁃｛［２⁃（２⁃｛２⁃［２⁃（３⁃噻吩）乙氧基］乙氧基｝乙氧基）乙基］氨基甲酰基｝苯基）硼酸的无规共聚物（简称

ＰＴ⁃２）． ＰＴ⁃２ 具有优良的光学性能， 能够形成聚集体分散在水溶液中， 并表现出较好的光稳定性． 与

Ａ５４９ 细胞共培养后， 其毒性较低， 有望用于溶酶体特异性的细胞成像研究．



１　 实验部分

１．１　 试剂与仪器

所用化学药品购自 Ａｒｃｏｓ， Ａｌｆａ Ａｅｓａｒ 或 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司， 溶剂均为分析纯， 购自国药集团化学

试剂北京有限公司． 化合物 ３ 和 ５ 参照文献［２７，２８］方法合成． ３⁃（４，５⁃二甲基噻唑⁃２）⁃２，５⁃二苯基四氮

唑溴盐（ＭＴＴ） 购自北京欣经科生物技术有限公司． 杜尔贝科改良的伊格尔培养基 （ＤＭＥＭ） 购自

ＨｙＣｌｏｎｅ ／ Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ． 胎牛血清 （ ＦＢＳ） 购自杭州四季青生物有限公司． Ｈａｎｋ’ ｓ 平衡盐溶液和含

２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ的胰蛋白酶消化液购自 ＧＩＢＣＯ 公司． 实验用水为经 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 过滤系统处理过的二次蒸馏水．
人肺癌 Ａ５４９ 细胞株购自中国医学科学院基础医学研究所细胞中心． 细胞培养相关的耗材购自 Ｎｕｎｃ 公

司． 细胞核染料 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 和蓝色的溶酶体染料 ＤＮＤ⁃２２ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司．
荧光量子产率（ＱＹ）以荧光素为基准（ＱＹ ＝ ０􀆰 ７９）进行测定． 核磁共振氢谱（ １Ｈ ＮＭＲ）和碳谱

（ １３Ｃ ＮＭＲ）由 Ｂｒｕｋｅｒ Ａｖａｎｃｅ ４００ ＭＨｚ 核磁共振谱仪测定． 质谱（ＨＲＭＳ）利用 ＬＣＭＳ⁃２０１０ 型液相色谱⁃质
谱联用仪测定． 紫外 ／可见吸收光谱由 ＪＡＳＣＯＶ⁃５５０ 型紫外 ／可见（ＵＶ⁃Ｖｉｓ）分光光度计测定． 荧光发射

光谱由装有氙灯光源的 Ｈｉｔａｃｈｉ Ｆ⁃４５００ 型荧光分光光度计测定． 原位细胞存活率利用美国 ＢＩＯ⁃ＴＥＫ
Ｓｙｎｅｒｇｙ ＨＴ 型酶标仪测定． 光稳定性利用配备１００ Ｗ汞灯的 Ｏｌｙｍｐｕｓ ＩＸ７１ 型荧光显微镜测定． 粒径采用

英国马尔文 Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ Ｎａｎｏ 系列粒度分析仪（Ｎａｎｏ⁃ＺＳ ／ ＺＥＮ⁃３６００）测量． 细胞成像利用奥林巴斯 ＦＶ１０００⁃
ＩＸ８１ 型激光共聚焦扫描显微镜完成．
１．２　 实验过程

水溶性聚噻吩衍生物 ＰＴ⁃２ 的合成路线如 Ｓｃｈｅｍｅ １ 所示．

Ｓｃｈｅｍｅ １　 Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｒｏｕｔｅｓ ｏｆ ＰＴ⁃２

１．２．１　 化合物 ４ 的合成 　 将化合物 １（０􀆰 ４２７ ｍｍｏｌ， ８８ ｍｇ）和 ４ ｍＬ 二氯亚砜加入单口瓶中， 加入

０􀆰 １ ｍＬ Ｎ，Ｎ⁃二甲基甲酰胺（ＤＭＦ）， 加热至 ８８ ℃回流过夜． 然后， 蒸馏除去二氯亚砜， 并用隔膜泵减

压蒸馏直至除尽， 得到化合物 ２． 将化合物 ３（０􀆰 １４３ ｍｍｏｌ， ３７ ｍｇ）溶于 ２ ｍＬ 无水四氢呋喃（ＴＨＦ）溶液，
并向其中加入无水三乙胺（０􀆰 ４９７ ｍｍｏｌ， ６９ μＬ）， 在冰浴条件下， 将化合物 ２ 用 １ ｍＬ 无水 ＴＨＦ 溶解后

逐滴加至上述含化合物 ３ 的溶液中， 将反应混合液逐渐恢复至室温， 搅拌反应 ２４ ｈ． 加水淬灭反应， 减

压蒸馏除去溶剂， 然后用 ＣＨ２Ｃｌ２ ／ Ｈ２Ｏ 萃取 ２ 次． 合并萃取后的 ＣＨ２Ｃｌ２ 相， 减压浓缩得到粗产品． 利用

硅胶柱层析色谱对粗产品进行分离纯化， 洗脱剂为 ＣＨ２Ｃｌ２ ／ ＣＨ３ＯＨ（体积比为 ２２ ∶ １）， 纯化后得到 ３１
ｍｇ 化合物 ４， 产率为 ４８％． １Ｈ ＮＭＲ（４００ ＭＨｚ， ＣＤＣｌ３）， δ： ７􀆰 ７６（ｄ， ２Ｈ）， ７􀆰 ７４（ｄ， ２Ｈ）， ７􀆰 ２２（ｄｄ，
１Ｈ）， ７􀆰 ００（ｄ， １Ｈ）， ６􀆰 ９４（ｄ， １Ｈ）， ６􀆰 ８６（ｓ， １Ｈ）， ４􀆰 １６（ｔ， ４Ｈ）， ３􀆰 ５５～３􀆰 ７４（ｍ， １４Ｈ）， ２􀆰 ８８（ｔ， ２Ｈ），
２􀆰 ０６（ｍ， ２Ｈ）． １３Ｃ ＮＭＲ（４００ ＭＨｚ， ＣＤＣｌ３）， δ： １６７􀆰 ８８， １３９􀆰 ３２， １３６􀆰 ４８， １３４􀆰 ０１， １２８􀆰 ６９， １２６􀆰 ２７，
１２５􀆰 ３９， １２１􀆰 ３６， ７１􀆰 ７０， ７０􀆰 ７７， ７０􀆰 ５２， ７０􀆰 ４４， ７０􀆰 ０６， ６２􀆰 ２４， ３９􀆰 ９６， ３０􀆰 ８０， ２７􀆰 ５８． ＨＲＭＳ（ＥＳＩ）， ｍ ／ ｚ

５９５２　 Ｎｏ．１１ 　 王凤燕等： 水溶性聚噻吩衍生物的合成、 表征及细胞成像



［Ｍ＋Ｎａ］ ＋（计算值）： ４７０􀆰 １７８１（４７０􀆰 １７８３）．
１．２．２　 ＰＴ⁃２ 的合成　 在室温下， 将单体 ４（０􀆰 ０６４ ｍｍｏｌ， ２８􀆰 ７ ｍｇ）和化合物 ５（０􀆰 １５０ ｍｍｏｌ， ５７􀆰 ２ ｍｇ）溶
于 １０ ｍＬ 无水氯仿中， 不断搅拌并向反应体系中通氮气 １５ ｍｉｎ． 然后加入无水三氯化铁（０􀆰 ９６３ ｍｍｏｌ，
１５６ ｍｇ）， 继续通氮气 １５ ｍｉｎ， 将体系密封并避光反应 ４８ ｈ． 反应完毕后加入 １ ｍＬ 甲醇终止反应， 除去

上层清液后将体系中的固体用甲醇溶解， 得到聚合物的甲醇溶液， 将该溶液逐滴滴加至 ＮａＨＣＯ３ 饱和

溶液中以除去体系中的 Ｆｅ３＋ ． 离心， 收集上层清液， 减压蒸馏浓缩得到橙红色的粗产品． 向粗产品中加

入 １０ ｍＬ 水使其溶解， 并转移至透析袋（截留分子量 ３５００）中透析， 每隔 ２ ｈ 换 １ 次水， 共换 ８ 次． 透析

后的溶液经过冷冻干燥获得 ３０􀆰 １ ｍｇ 红色黏稠状固体， 即 Ｎ，Ｎ，Ｎ⁃三甲基⁃２⁃（２⁃｛２⁃［２⁃（３⁃噻吩）乙氧

基］乙氧基｝乙氧基）乙铵溴化物与（４⁃｛［２⁃（２⁃｛２⁃［２⁃（３⁃噻吩）乙氧基］乙氧基｝乙氧基）乙基］氨基甲酰

基｝苯基）硼酸⁃１，３⁃丙二醇环酯的无规共聚物， 简称 ＰＴ⁃１， 产率为 ３５％．
将聚合物 ＰＴ⁃１（０􀆰 ０１６ ｍｍｍｏｌ， ６􀆰 ４ ｍｇ）溶于 ２ ｍＬ ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 的盐酸中， 搅拌反应 ２ ｈ， 旋转蒸发除去

溶剂后加入 １０ ｍＬ 水使其溶解， 用截留分子量为 ３５００ 的透析袋透析（每 ２ ｈ 换 １ 次水， 共换 ８ 次）， 将

透析后的溶液冷冻干燥得到 ５􀆰 ２ ｍｇ 红色黏稠状固体 ＰＴ⁃２， 产率为 ９９％． １Ｈ ＮＭＲ（４００ ＭＨｚ， ＣＤ３ＯＤ），
δ： ７􀆰 ７１～ ７􀆰 ８２ （ ｂｒ， １􀆰 ００Ｈ）， ７􀆰 ５１ ～ ７􀆰 ７１ （ ｂｒ， １􀆰 ８９Ｈ）， ７􀆰 ３５ ～ ７􀆰 ５１ （ ｂｒ， ２􀆰 ２０Ｈ）， ７􀆰 １６ ～ ７􀆰 ３５ （ ｂｒ，
３􀆰 ９９Ｈ）， ６􀆰 ７４ （ ｓ， １􀆰 ０１Ｈ）， ３􀆰 ８１ ～ ４􀆰 ００ （ ｂｒ， １０􀆰 ０６Ｈ）， ３􀆰 ７２ ～ ３􀆰 ８１ （ ｂｒ， ６􀆰 ９９Ｈ）， ３􀆰 ３８ ～ ３􀆰 ７２ （ ｂｒ，
７７􀆰 ６４Ｈ）， ３􀆰 ０３～３􀆰 ２４（ｂｒ， ４９􀆰 ６８Ｈ）， ２􀆰 ６１～２􀆰 ９２（ｂｒ， ４􀆰 ３２Ｈ）， ２􀆰 １０～２􀆰 ２９（ｂｒ， ０􀆰 ６４Ｈ）．
１．２．３　 粒径表征　 将 １ ｍＬ １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＰＴ⁃２ 的超纯水溶液加入测粒径专用池中， 于 ２５ ℃平衡 ２ ｍｉｎ 后

进行测定， 平行测定 ３ 次取平均值．
１．２．４　 光稳定性测定　 将 １０ μＬ ５００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＰＴ⁃２ 滴加到 Ｆｉｓｈｅｒ 载玻片上， 加盖， 将样品用 １００ Ｗ 的汞

灯经 ４５０ ｎｍ ／ ７０ ｎｍ 激发滤光片过滤后连续照射， 并测定荧光发射强度．
１．２．５　 荧光量子产率的测定 　 ＰＴ⁃２ 的荧光量子产率（ＱＹ）以荧光素为基准（ＱＹＲ ＝ ０􀆰 ７９）按照下式

计算：

ＱＹ ＝ ＱＹＲ
Ｉ
ＩＲ

ＯＤＲ

ＯＤ
ｎ２

ｎ２
Ｒ

（１）

式中： Ｉ 表示 ＰＴ⁃２ 的校正荧光发射光谱积分面积； ＯＤ 表示 ＰＴ⁃２ 的吸光度（ ＜０􀆰 ０５）； ｎ 表示溶液折射

率； Ｒ 代表基准物质荧光素．
１．２．６　 细胞培养和传代　 将 Ａ５４９ 细胞转移至细胞培养皿（６０ ｍｍ）中， 加入 ３ ｍＬ ＤＭＥＭ 培养液（含体

积分数为 １０％的 ＦＢＳ）， 置于恒温培养箱（３７ ℃， ５％ ＣＯ２）中培养． Ａ５４９ 细胞贴壁生长， 当培养皿底被

细胞占据 ８０％左右时， 用 １ ｍＬ ２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 胰蛋白酶液消化 ３ ｍｉｎ． 为了终止胰酶的消化作用， 可向其

中加入 ２ ｍＬ ＤＭＥＭ 培养液． 然后， 轻轻地用移液枪多次吹打消化后的细胞以使其充分分散， 将其转入

１５ ｍＬ 离心管中， 以 １０００ ｒ ／ ｍｉｎ 的转速离心 ５ ｍｉｎ， 弃掉上层清液， 加入新鲜的 ＤＭＥＭ 培养基， 吹打均

匀后以 １ ∶ ３的比例传代， 继续培养， 备用．
１．２．７　 原位细胞存活率计算　 将 Ａ５４９ 细胞消化后传代于 ９６ 孔板中（１×１０４ 个 ／孔）． 将其置于恒温培

养箱（３７ ℃， ５％ ＣＯ２）中培养 ２４ ｈ． 用移液枪移去培养基， 并向其中加入 １００ μＬ 含有不同浓度的 ＰＴ⁃２
的 ＤＭＥＭ 培养基， 继续培养 ２４ ｈ． 向每个孔中加入 １０ μＬ ５ ｍｇ ／ ｍＬ ＭＴＴ， 然后在恒温培养箱中继续培

养 ４ ｈ． 用移液枪将培养基移去， 向每个孔中加入二甲亚砜（１００ μＬ）以溶解生成的甲臜． 将 ９６ 孔板放入

酶标仪中振荡 ５ ｍｉｎ 使甲臜充分溶解， 然后测定所生成的紫色甲臜在 ４９０ ｎｍ 处的吸光度值． 根据下式

计算细胞活力（ＶＲ， ％）：

ＶＲ ＝ Ａ
Ａ０

× １００％ （２）

式中： Ａ 为实验组的吸光度值； Ａ０为不做任何处理的对照组的吸光度值．
１．２．８　 细胞成像及共定位分析　 向底部为玻璃的细胞培养皿中加入 ８×１０４ 个 Ａ５４９ 细胞， 于恒温培养

箱（３７ ℃， ５％ ＣＯ２）中培养 １２ ｈ． 然后将培养基换成含 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＰＴ⁃２ 的 ＤＭＥＭ 培养基， 继续培养

２４ ｈ． 弃去培养基， 将细胞用 ＰＢＳ 缓冲溶液（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ＝ ７􀆰 ４）洗涤 ３ 次， 加入 １ ｍＬ ＰＢＳ．
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细胞成像： 向培养皿中加入 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２（细胞核染料， 终浓度 １０ μｇ ／ ｍＬ）， 室温条件下染色

５ ｍｉｎ， 用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 加入 １ ｍＬ Ｈａｎｋ’ｓ 平衡盐溶液， 用激光共聚焦扫描显微镜成像， 聚合物激发

波长为 ４８８ ｎｍ， 收集波长为 ５３０～６３０ ｎｍ； 核染料激发波长 ４０５ ｎｍ， 收集波长为 ４２５～４７５ ｎｍ．
共定位实验： 向培养皿中加入蓝色溶酶体染料 ＤＮＤ⁃２２（终浓度为 ０􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ）， 在 ３７ ℃， ５％ＣＯ２

恒温培养箱中培养 ３０ ｍｉｎ， 用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 加入 １ ｍＬ Ｈａｎｋ＇ｓ 平衡盐溶液， 用激光共聚焦扫描显微镜

成像， 聚合物激发波长为４８８ ｎｍ， 收集波长为 ５３０～６３０ ｎｍ； 溶酶体染料激发波长为 ４０５ ｎｍ， 收集波长

为 ４１５～４６０ ｎｍ．

２　 结果与讨论

２．１　 聚合物 ＰＴ⁃２的合成

由 Ｓｃｈｅｍｅ １ 可见， 化合物 １ 在二氯亚砜的作用下酰化得到化合物 ２． 化合物 ３ 在碱性条件下与未

经分离纯化的化合物 ２ 反应得到化合物 ４， 这两步的总产率为 ４８％． 在氮气保护下， 化合物 ４ 和 ５ 经

ＦｅＣｌ３ 氧化聚合反应得到水溶性聚噻吩衍生物 ＰＴ⁃１， ＰＴ⁃１ 在２ ｍｏｌ ／ Ｌ盐酸的作用下脱保护， 得到侧链为

苯硼酸的聚合物 ＰＴ⁃２， 产率为 ３５％．
２．２　 聚合物 ＰＴ⁃２的光学性质

ＰＴ⁃２ 的侧链以季铵盐为主， 因此 ＰＴ⁃２ 在水溶液中具有良好的分散性． 图 １ 显示 ＰＴ⁃２ 在水溶液中

Ｆｉｇ．１　 Ｈｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ
１００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＰＴ⁃２ ｉｎ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

所形成聚集体的平均粒径为 ２３４ ｎｍ． 图 ２ 给出了水

溶液中 ＰＴ⁃２ 的吸收光谱和荧光发射光谱．
可以看出， 其最大吸收波长是 ４１９ ｎｍ， 对应于

聚噻吩骨架的 π⁃π∗跃迁， 最大发射波长 ５７９ ｎｍ，
Ｓｔｏｋｅｓ 位移１５６ ｎｍ， 摩尔吸光系数为 ４􀆰 ６ × １０３ Ｌ ／
（ｍｏｌ·ｃｍ）． 以荧光素为基准测得 ＰＴ⁃２ 的荧光量子

产率为 １２％． 用 １００ Ｗ 的汞灯经 ４５０ ｎｍ ／ ７０ ｎｍ 激

发滤光片过滤后连续照射 ＰＴ⁃２ 样品（５００ μｍｏｌ ／ Ｌ，
按重复单元计算）１００ ｓ 后， 其荧光强度只降低 ５０％
（图 ３）． 表明 ＰＴ⁃２ 具有较好的荧光量子产率和光稳

定性．

Ｆｉｇ．２　 Ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ＵＶ⁃Ｖｉｓ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ（ａ） ａｎｄ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ（ｂ） ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ４０
μｍｏｌ ／ Ｌ ＰＴ⁃２ ｉｎ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
ｅｘｃｉｔｅｄ ａｔ ４６０ ｎｍ

Ｆｉｇ．３　 Ｐｈｏｔｏｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ５００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＰＴ⁃２ ｉｎ
ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｔ １００ Ｗ ｍｅｒｃｕｒｙ
ｌａｍｐ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ（４５０ ｎｍ ／ ７０ ｎｍ
ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ｆｉｌｔｅｒ）

２．３　 聚合物 ＰＴ⁃２的细胞成像

ＭＴＴ 法是测定细胞存活率的一种标准方法， 其作用机制为活细胞线粒体中含有的琥珀酸脱氢酶能

够使ＭＴＴ 转化为甲臜（蓝紫色）， 但在死细胞中无此作用． 将 Ａ５４９ 细胞与不同浓度（１􀆰 ２５， ２􀆰 ５， ５， １０，
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Ｆｉｇ．４　 Ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｄａｔａ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＰＴ⁃２

２０， ４０， ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ）的 ＰＴ⁃２ 在恒温细胞培养箱中共

培养， 然后用 ＭＴＴ 法测定其毒性， 结果如图 ４
所示． 在 ＰＴ⁃２ 作用下， Ａ５４９ 细胞的存活率达到

７５％以上， 表明 ＰＴ⁃２ 具有较低的细胞毒性． 对 ＰＴ⁃２
进行原位细胞成像和共定位分析． 首先， 将 Ａ５４９ 细

胞用含有 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＰＴ⁃２ （按重复单元计算） 的

ＤＭＥＭ 培养基中培养 ２４ ｈ， 用 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ （１０
μｇ ／ ｍＬ）对细胞核进行染色， 对照组不加 ＰＴ⁃２ 只用

Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２（１０ μｇ ／ ｍＬ）对细胞核进行染色， 所得

荧光图像如图 ５ 所示． 从图 ５ 可以看出， ＰＴ⁃２ 的荧

光与细胞核染料 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 的荧光不发生重叠．

Ｆｉｇ．５　 Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＴ⁃２ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ
（Ａ—Ｄ） Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＰＴ⁃２ ａｎｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｄｙｅ Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２； （Ａ′—Ｄ′） ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ Ａ５４９
ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２； （Ａ， Ａ′） ｐｈａｓｅ ｃｏｎｔｒａｓｔ； （Ｂ， Ｂ′） Ｈｏｅｃｈｓｔ ｃｈａｎｎｅｌ； （Ｃ， Ｃ′） ＰＴ⁃２ ｃｈａｎｎｅｌ； （Ｄ， Ｄ′）
ｍｅｒｇｅｄ． ＰＴ⁃２（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ｉｎ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｕｎｉｔｓ； ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ： ４８８ ｎｍ； ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ： ５３０—６３０ ｎｍ； ｆａｌｓｅ ｃｏｌｏｒ： ｏｒａｎｇｅ）， Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３３４２（ｎｕｃｌｅｉ ｓｔａｉｎ； １０ μｇ ／ ｍＬ； ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ： ４０５ ｎｍ； ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ： ４２５—４７５ ｎｍ； ｆａｌｓｅ ｃｏｌｏｒ： ｂｌｕｅ） ．

Ｆｉｇ．６　 Ｃｏ⁃ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＴ⁃２ ａｎｄ Ｌｙｓｏ Ｔｒａｃｋｅｒ Ｂｌｕｅ ＤＮＤ⁃２２ ｉｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ
（Ａ） Ｐｈａｓｅ ｃｏｎｔｒａｓｔ； （Ｂ） ＤＮＤ⁃２２； （Ｃ） ＰＴ⁃２； （Ｄ） ｏｖｅｒｌａｐｐｅｄ ｉｍａｇｅ ｏｆ （Ｂ） ａｎｄ （Ｃ）． ＰＴ⁃２（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ｉｎ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｕｎｉｔｓ；
ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ： ４８８ ｎｍ； ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ： ５３０—６３０ ｎｍ； ｆａｌｓｅ ｃｏｌｏｒ： ｏｒａｎｇｅ） ．

因此， ＰＴ⁃２ 不能够进入 Ａ５４９ 细胞的细胞核中， 而是分布在其细胞质中． 为了进一步确定 ＰＴ⁃２ 在细胞

中的确切位置， 我们用蓝色的溶酶体染料 ＤＮＤ⁃２２ 对 ＰＴ⁃２ 在 Ａ５４９ 细胞中的具体分布进行了共定位分

析， 实验结果如图 ６ 所示． 可以看出， ＰＴ⁃２ 和 ＤＮＤ⁃２２ 的荧光图像能够重叠． 进一步对图像的共定位效
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果进行统计分析（图 ７）发现， ＰＴ⁃２ 和 ＤＮＤ⁃２２ 之间的皮尔森系数为 ０􀆰 ６８， 表明 ＰＴ⁃２ 能够富集在 Ａ５４９
细胞的溶酶体中． 因此， ＰＴ⁃２ 有望用于溶酶体特异性的细胞成像．

Ｆｉｇ．７　 Ｃｏｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｍａｇｅ（Ａ） ａｎｄ ｌｉｎｅ ｓｅｒｉｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＴ⁃２（ａ） ａｎｄ Ｌｙｓｏ Ｔｒａｃｋｅｒ Ｂｌｕｅ ＤＮＤ⁃２２（ｂ）（Ｂ）

３　 结　 　 论

利用 ＦｅＣｌ３ 氧化聚合的方式制备了新型的水溶性聚噻吩衍生物 ＰＴ⁃２． 在水溶液中测定了 ＰＴ⁃２ 的紫

外 ／可见吸收光谱和荧光发射光谱， 结果表明其最大吸收和发射波长分别为 ４１９ 和 ５７９ ｎｍ， 摩尔吸光

系数为 ４􀆰 ６×１０３ Ｌ ／ （ｍｏｌ·ｃｍ）， 荧光量子产率为 １２％． 在水溶液中所形成的聚集体平均粒径为２３４ ｎｍ．
ＰＴ⁃２ 的光稳定性较好． 对人肺癌（Ａ５４９）细胞的毒性较低． ＰＴ⁃２ 主要分布在 Ａ５４９ 细胞的细胞质内， 而

且 ＰＴ⁃２ 能够在溶酶体中富集． 因此， ＰＴ⁃２ 在溶酶体特异性的细胞成像方面具有潜在的应用价值．
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