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摘 要: 阿尔兹海默症(Alzheimer’sdisease,AD)是一种进行性的神经退行性疾病,典型临床症状表现为认知能力下

降和行动障碍,常发生于老年阶段。事实上,AD患者出现症状前的更早时间,脑组织已经受到损伤。因此,针对 AD早

期诊断的研究对于该疾病的临床治疗至关重要。目前,具有深层组织穿透性、良好的血脑屏障穿透性和低光毒性特性的

小分子荧光探针取得重大进展并应用于临床研究。虽然,AD的具体致病机制尚未完全明确,但是目前的研究结果表明

活性物质如β-淀粉样蛋白、Tau蛋白和金属离子的含量水平异常在AD发生机制中发挥着重要作用。因此,本文主要综

述AD相关的活性物质包括β-淀粉样蛋白,Tau蛋白,金属离子(Zn2+、Cu2+、Al3+)的小分子荧光探针的设计策略、响应

机理、光学性能以及它们在诊断和治疗AD的应用潜能的最新进展。
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  1906年德国精神科医生、神经病理学家 Alois
Alzheimer首次报道了阿尔兹海默症(Alzheimer’s
disease,AD)。它是一种进行性的神经退行性疾病,典
型临床症状表现为记忆力减退、情绪变化、认知能力下

降、语言、认知、行动障碍[1]。AD早期症状通常是记

忆最近发生的事件或对话存在困难,而记忆问题和其

他症状会随着疾病的发展而恶化。事实上,大脑的损

伤在记忆和其他认知出现问题的前十年或更长时间开

始发展,尽管那时患者几乎没有表现出症状,然而大脑

中已经发生了毒性变化。因此,开发一种早期监测

AD的方法虽具挑战性但却有着重大意义。虽然,AD
的具体致病机制尚未完全明确,但是目前的研究结果

表明活性物质如β-淀粉样蛋白、Tau蛋白和金属离子

的含量水平异常在 AD 发生机制中发挥着重要作

用[2-3]。因此,准确地从分子机制上研究 AD的发生、
发展过程对于预防AD的发生、诊断和治疗AD患者

有着重要的临床意义。目前,具有深层组织穿透性、血
脑屏障穿透性、低光毒性的小分子荧光探针在诊断和

治疗疾病方面取得重要进展。因此,总结面向 AD的

小分子荧光探针的研究进展并探究 AD发生机制,对
于采取针对AD诊断和治疗的策略是十分重要的。

1 AD相关活性物质的发生机制

1.1 β-淀粉样蛋白异常沉积 β-淀粉样蛋白(β-amy-
loid,Aβ)是正常神经细胞分泌的代谢产物,其本身对

神经元细胞不产生毒副作用。正常生理条件下,Aβ的

生成与清除是一个动态平衡的过程,但当其清除异常,
在病理情况下则会发生在神经突形成以β-淀粉样蛋白

为核心的斑块,甚至会引发淀粉样变性脑血管病,该病

在AD病人中的发病率接近90%[2]。此外,β-淀粉样

蛋白质也被认为是老年斑的核心成分,与神经细胞的

异常氧化,突触功能障碍,细胞内钙离子失调及细胞凋

亡有关联[4]。
1.2 Tau蛋白过度磷酸化 Tau蛋白是一类可溶性

微管相关蛋白,在神经元中表达较高,主要分布在神经

元轴突,保证神经元胞体、树突以及轴突之前营养物质

的有效传递[5]。在正常生理情况下,Tau蛋白结构中

大部分位点不被磷酸化,被磷酸化位点的磷酸化速率

和去磷酸化速率处于动态平衡,不影响微管结构的稳

定性。但在病理情况下,Tau蛋白结构中位点高度且

持续被磷酸化,从而在微管中游离,丧失了稳定作用,
最终导致神经元病变和凋亡。这种过度磷酸化亦可以

在两个神经元之间传递,导致越来越多的神经元功能

—731—

第46卷 第1期          右江民族医学院学报           Vol.46No.1
2024年2月    JournalofYoujiangMedicalUniversityforNationalities    Feb.2024

基金项目:安徽省自然科学基金面上项目(2008085MH293);分子基材料省级实验室(省部共建重点培育)开放基金项目

(fzj22017);国家级大学生创新训练项目(202210370048)

  第一作者:张自伟,硕士,讲师,研究方向:脑部疾病相关的小分子荧光探针的设计和合成,E-mail:emilyzzw@163.com
  通讯作者:张自品,博士,教授,研究方向:脑化学活体原位电化学测量方法研究,E-mail:zpzhang@ahtcm.edu.cn



障碍。刘超宇等[6]通过实验证明AD模型组中Tau蛋

白相对表达量明显高于正常组,提示 Tau蛋白和p-
Tau蛋白的相对平衡状态被打破,Tau蛋白在 AD大

鼠脑组织中出现过度磷酸化。
1.3 金属离子失衡 金属离子广泛参与生物体的物

质运输、能量转换、信息传递和代谢调节等过程[7],对
正常大脑功能的发育和维持起着中重要作用[8],然而,
生物体内金属稳态和有毒金属在大脑中的积累可导致

包括阿尔兹海默症等神经退行性疾病的发展[3]。铜、
锌和铝是人体内含量较高的金属元素,它们的浓度与

AD致病进程密切相关。下文具体阐述这3种金属离

子在AD致病机制中的作用。
1.3.1 铜离子(Cu2+) 大脑中游离的Cu2+会促进淀

粉样蛋白的沉积和Tau蛋白的聚集,从而诱导细胞产

生毒性剂量的活性氧,加剧了有毒的不溶性淀粉蛋白

的聚集并加速 AD的发病进程[9]。此外,研究结果也

表明Cu2+可以和NFTs缔合[10]。

1.3.2 锌离子(Zn2+) Zn2+ 不能自由通过细胞质

膜,它要由锌转运蛋白家族转运。锌转运蛋白在维持

锌稳态中发挥着重要的作用,主要包括金属硫蛋白

(metallothioneins,MTs)、ZIP转运蛋白(Zrt-Irtlike
proteins,ZIPs)、锌 转 运 蛋 白 (zinctransporters,
ZNTs)。Aβ沉积是AD典型病理改变,研究结果表明

Aβ沉积与锌离子有着密切的关系[11]。最新的研究结

果表明,锌离子与 Aβ结合后能够诱导 Aβ聚集,并形

成中间体寡聚物[11]。

1.3.3 铝离子(Al3+) 铝(Al)是地壳中丰富的金属。
人体过度接触 Al可导致多种神经性疾病,如帕金森

病、阿尔兹海默症等。由于Al3+对带负电荷的供氧配

体具有高亲和力,它与蛋白质的氨基酸协调,导致其寡

聚化。庞雅琴等[12]通过实验证实铝暴露可诱导大鼠

空间学习和记忆能力的下降,表明铝可能参与了 AD
的发生与发展。
2 AD活性物质的小分子荧光探针性质要求

2.1 小分子荧光探针的概念和类别

2.1.1 概念 小分子荧光探针具有灵敏度高、选择性

好、实时性等优点,且能结合成像技术,因而它可以用

于活细胞及活体中生物分子及生物过程的原位实时无

损监测并广泛应用于生命科学、医学等领域中疾病相

关物质的检测、成像、诊断中[13]。小分子荧光探针(又
称小分子探针)的响应原理是通过某种物质的物理或

化学作用判别某种未知物,称该物质为探针。荧光探

针是建立在光谱化学和光学波导与测量技术基础上,
选择性地将分析对象的化学信息连续转换为分析仪器

易测量的荧光信号的分子测量装置。荧光分子探针通

常由荧光基团、识别基团、连接基团组成[14]。荧光基

团负责将识别基团的响应行为转换为光谱信号,决定

了识别的灵敏度;识别基团负责识别待测物,决定了探

针分子的选择性和特异性;而连接基团将荧光基团和

识别基团连接,起到了分子识别桥梁的作用。

2.1.2 类别 小分子荧光探针按荧光团结构来分主

要有荧光素类、萘酰亚胺类、氟硼吡咯类(BODIPY)、
香豆素类、花菁类、罗丹明类等。

2.1.3 性质要求 面向AD活性物质的小分子荧光

探针设计应满足以下的条件:①荧光发射波长最好位

于近红外波段(650~900nm),这是因为生物组织中

很多活性物质在紫外-可见光区具有自体荧光,影响

结果的准确性,因而需要发展长波长发射的荧光探针;

②探针具有较高的亮度,脑组织是折射率不均一的高

度散射介质,要使深层荧光信号能够被有效探测,需要

发展高亮度的荧光探针;③荧光探针能够有效穿透血

脑屏障。为了使荧光探针能够穿透血脑屏障,分子设

计时要考虑两个方面,一是分子探针应具有合适的脂

水分配系数(一般介于2.0~5.0);另一方面,探针的

分子量一般应<500Da。一般满足这两个条件,荧光

分子才能较好地穿透血脑屏障。
3 AD活性物质的小分子荧光探针种类

3.1 AD中β-淀粉样蛋白(Aβ)的小分子荧光探针种

类 Aβ在体内主要包含40个和42个氨基酸残基的

Aβ40和Aβ42两个物种。Aβ42在正常细胞中含量

仅为10%,但是它更易聚集并具有更高的生物毒性。
Aβ聚集过程中形成的物种主要有 Aβ单体、Aβ二聚

体、Aβ寡聚体、Aβ原始纤维、Aβ聚集体。本文主要综

述靶向Aβ聚集体的小分子荧光探针。
3.1.1 β-二酮二氟化硼类 β-二酮二氟化硼类具有六

元环状结构,可通过π-π相互作用形成有序结构。该

类结构摩尔系数大,荧光量子产率高、结构易于修饰等

特点,已广泛应用于构建荧光探针。利用荧光探针对

Aβ聚集体进行无创成像已经成为一种强大且实用的

技术。利用该技术可以准确诊断和监测AD发展进程

并能评估候选治疗 AD药物的有效性。PARKYD
等[15]课题组设计合成了特异性响应Aβ斑块的近红外

荧光探针probe1,荧光发射波长为667nm。实验结

果证明probe1可以可视化AD鼠和正常鼠脑组织中

Aβ斑块。此外,体外荧光实验证实 AD鼠脑中的 Aβ
斑块含量高于正常鼠脑组织中的。因此,probe1有望

成为可视化Aβ斑块以及研究AD病理进展的有效工

具。WUJ等[16]以β-二酮二氟化硼为分子内转动供

体,喹啉作为功能化基团设计合成了一种响应 Aβ聚

集体的近红外荧光探针probe2,它在DMSO溶剂的

荧光发射波长为725nm。该探针具有良好的膜穿透

性,并且对 Aβ聚集体具有良好的结合力。分子对接

数据证实Aβ1-42疏水腔和probe2疏水部分之间有着

更强的作用力。此外,光谱数据验证了probe2不仅可
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以和体外的Aβ聚集体结合,更可以响应脑组织匀浆

中的 Aβ聚 集 体。最 终 的 活 体 荧 光 成 像 实 验 证 实

probe2可以区分AD鼠和正常鼠中Aβ聚集体的不同

含量。因此,probe2有望提供有关神经退行性疾病研

究的全面信息,从而促进深入理解阿尔兹海默症病理

过程。

3.1.2 苯并噻唑类 苯并噻唑类结构中含有N和S
杂原子,因而在荧光探针设计合成中可作为荧光基团

和识别基团,负责荧光信号输出和提供结合位点的作

用。基于该荧光团的优异性能构建响应Aβ斑块的探

针逐渐成为AD荧光成像研究领域的焦点。DINGC
等[17]报道了一种可视化 Aβ40动态原位无标记荧光

探针probe3。由于probe3可以靶向Aβ的N末端部

分,因此探针对 Aβ的识别过程具有高的灵敏度和选

择性。荧光成像结果证实该探针可以用于监测Aβ聚

集过程,为探究Aβ聚集相关的AD发病机制和治疗提

供一个有前途的工具。KIM NH等[18]以苯并噻唑和

苯并[g]香豆素杂化结构合成了一种响应 Aβ斑块的

近红外荧光探针probe4,其中苯并噻唑是Aβ斑块的

主要结合位点。随后的荧光成像实验证明probe4可

以对AD鼠脑组织中的Aβ斑块成像。

3.2 AD中Tau聚集体的小分子荧光探针种类

3.2.1 喹啉类探针 Tau聚集体与Aβ斑块具有相同

的β片段结构和微疏水的环境。因此,选择性地识别

Tau聚集体具有挑战性,只有少数荧光团被用来构建

选择性识别Tau聚集体的小分子荧光探针。ELBA-
TRAWYAA等[19]基于喹啉构建了4种探针,通过光

学特性和对识别性能比较,筛选出对 Aβ聚集体识别

时表现出荧光开启和大斯托克斯位移的探针probe5。
此探针以富电子二甲基氨基苯基吡啶作为供体部分和

相对缺电子喹啉基团为受体部分,构成分子内“推-
拉”效应。因探针“D-π-A”产生分子内电荷转移。当

Tau聚集体存在时,探针在630nm处发出荧光和Kd
为16.6nM 的结合亲和力。荧光共定位实验表明探

针可以选择性识别AD患者脑组织中的磷酸化Tau蛋

白的原纤维和缠结体。该探针可用于 Tau特异性荧

光成像。

3.2.2 氟硼吡咯类(borondipyrromethane,BODI-
PY)探针 近红外荧光成像具有灵敏度高、空间分辨

率高、实时成像等优点,被视为是脑原位成像的有力工

具,在 可 视 化 大 脑 病 理 方 面 发 挥 着 重 要 作 用[20]。
BODIPY荧光团荧光性能好、可修饰性强被用于设计

合成近红外小分子荧光探针。BODIPY荧光团母体的

核心结构由中间硼氮六元杂环和两侧各一个吡咯环组

成,3个呈现高度刚性的共轭平面结构,2个氟原子分

别位于母核平面的两侧。它作为荧光母体的优势主要

有:第一,光稳定性良好;第二,荧光量子产率较高;第
三,结构灵活,具有极强的可修饰性和易功能化。因其

诸多优点,BODIPY类小分子荧光探针在荧光检测和

成像领域有着广泛的应用。LIYY等[21]在前期工作

基础上用N-羟乙基氨基取代N,N-二甲基氨基作为电

子供体基团以降低亲脂性并提高探针溶解度合成了一

系列 探 针 靶 向 Tau 聚 集 体。同 时 作 者 利 用 在

BODIPY荧光团结构中引入氟原子的策略,引入氟乙

基构建了一系列探针靶向Tau聚集体。通过比较探

针的光学性能和生物学特性,作者筛选出性能更加优

越的probe6和probe7探针。Probe6在DMSO溶

剂中的激发波长和发射波长分别为598nm 和774
nm,斯托克斯位移为176nm。Probe7在DMSO溶剂

中的激发波长和发射波长分别为560nm和716nm,
斯托克斯位移为156nm;他们对Tau聚集体的结合力

分别为(105±26)nM和(11.8±1.4)nM。因为他们

均能穿透血脑屏障和更快的脑清除率,作者进一步考

察了探针用于特异性识别AD脑中Tau蛋白的能力。
实验结果证明它们分别能特异性识别AD脑切片中的

Tau沉积和高对比度检测Tau病变的不同构象。这些

研究结果为开发针对AD中的Tau病理学的诊断和治

疗策略提供了方向。
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3.3 AD中金属离子的小分子荧光探针种类

3.3.1 AD中的Cu2+小分子荧光探针

3.3.1.1 二氰基异氟尔酮类 由于二氰基异氟尔酮

基团具有较大的π共轭体系和较大的斯托克斯位移被

广泛应用于近红外发射的小分子荧光探针的设计。
ZHOUZL等[22]以该荧光团为母体设计合成了靶向

阿尔兹海默症中Cu2+的近红外小分子荧光探针probe
8。此探针以二氰基异氟尔酮为荧光基团,以2-羰基吡

啶为识别基团和荧光猝灭基团。当Cu2+ 和探针作用

时,由于2-羰基吡啶可以特异性地被Cu2+ 消除,探针

荧光恢复。通过使用探针DDP-Cu,作者证明了AD小

鼠大脑中Cu2+ 的含量比正常小鼠增强了近3.5倍。
更重要的是,运用此探针对AD发病机制进行了探究。
结果显示,Cu2+含量升高导致AD相关因素变化,具体

表现有活性氧(reactiveoxygenspecies,ROS)的增加、
Aβ的聚集和神经细胞毒性。这些研究结果可以帮助

深入理解Cu2+在AD发病机制中的作用。

3.3.1.2 罗丹明类 罗丹明类荧光团具有优越的光

学性能,如高的摩尔吸收系数和荧光量子产率、光稳定

性好、可修饰性强等优点,是目前应用最为广泛的荧光

团之一。CHAUHANBS等[23]课题组报道了一种基

于罗丹明的螯合剂探针probe9用于Cu2+ 和 Aβ捕

获。Probe9由罗丹明分子和苯并噻唑构成,其中,罗
丹明部分作为荧光基团,苯并噻唑部分作为 Aβ的识

别Aβ基团。该探针不仅能够在小鼠血浆中稳定存在

而且可以穿透BBB。Probe9可以作为Cu2+ 螯合剂,
可以从Aβ-Cu2+ 复合物中螯合Cu2+ 并抑制 Aβ自组

装。研究结果表明,Probe9与 Aβ肽相互作用,能够

减少金属诱导的ROS生成,并抑制Aβ-Cu2+诱导的细

胞毒性。随后PRADHANK等[24]课题组基于罗丹明

荧光团设计合成了一种特异性识别探针Cu2+ 的探针

probe10,该探针可以用于检测溶液和生物体系中的

Cu2+,并证实Cu2+在细胞外Aβ42多肽聚集中起着关

键作用。研究结果表明probe10可以作为AD的治疗

剂,以减轻Cu2+诱导的Aβ42介导的神经元细胞损伤。

3.3.2 AD中Zn2+的小分子荧光探针 联吡啶基团

(bipyridine)联吡啶分子具有强大共轭特性,利于形成

π-π堆积。其中,每一个吡啶基团均含有一个N原子,
N原子具有很强的配位能力,能够与金属原子形成稳

定的配位键。LIWY等[25]以联吡啶为荧光团设计合

成了一种对Zn2+ 有特异性识别的双光子比例荧光探

针probe11。该探针与Zn2+ 结合后的双光子截面为

(958±144)GM。在465nm 激发下,随着Zn2+ 的加

入,probe11在550nm处的新峰荧光强度逐渐增加,
800nm处的荧光强度逐渐降低,从而实现比例荧光响

应probe11。此外,该探针具有良好的细胞通透性和

低细胞毒性,可用于细胞和脑组织成像。研究结果表

明AD小鼠海马组织中的Zn2+高于正常小鼠,此探针

为研究与Zn相关的AD的发病机制提供了一种可靠

且灵敏的方法。

3.3.3 AD中Al3+的小分子荧光探针

3.3.3.1 蒽类 基于蒽基团构建的小分子荧光探针

对环境因素如pH、温度、黏度等具有很强的耐受力而

受到广泛关注。Al3+属硬酸,和硬碱性供体位点O和

N原子具有很好的结合能力。希夫碱基含有供体 O
和N原子,并且易于合成,结构可调,被证明是金属识

别的优秀配体。KUMARG等[26]课题组基于蒽的席

夫碱设计合成了探针probe12,用于选择性识别Al3+。
探针本身无光,当和不同浓度 Al3+ 作用时,发射波长

在405nm 和428nm处的荧光增强。探针在不同pH
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下的检测体系中表现出很高的稳定性,荧光发射强度

并没有显著变化。更为重要的是,AD果蝇体内实验

结果表明该探针可以作为治疗剂,通过金属螯合疗法

以改善Al3+诱导Tau介导的神经毒性。

3.3.3.2 查尔酮类 查尔酮是一种天然化合物,属于

类黄酮家族,它的化学名称是1,3-二苯基-2-丙烯酮。
近年来,查尔酮被用作荧光探针,用于蛋白质和细胞等

领域的研究。KAMECKIF等[27]以微波辅助法合成

了一种查尔酮衍生物探针probe13,即2’-羟基-4’,5’-
二甲基氨基查尔酮。探针本身无光,当和 Al3+ 作用

时,565nm处的荧光增强。实验进一步证明它和Al3+

形成具有2∶1化学计量的可逆复合物,并能够对

HEK293T和SH-SY5Y细胞中外源性的Al3+荧光成

像。此外,probe13还能作为自由基清除剂并抑制AD
鼠乙酰胆碱酯酶活性和 Aβ蛋白聚集。总之,该探针

不仅是研究Al在细胞中生物分布的有力工具,也是有

望治疗AD的多功能配体。

3.3.3.3 萘酚类 KOUXD等[28]基于萘酚合成了

一种荧光探针probe14,分子中包含金属离子Al3+结

合位点羟基,亚胺基和羰基。当probe14和不同浓度

Al3+作用时,468nm处的荧光发射强度增大。同时,
该识别过程具有反应速度快,特异性强。由于probe
14具有良好的血脑穿透性、低的细胞毒性和活性氧清

除能力,作者评估了该探针作为抗 AD的治疗诊断剂

的潜能。结果表明,该探针和金属离子有更强的结合

能力。此外,它对Cu2+ 诱导的 Aβ1-42积累的调节效果

优于姜黄素,并且能够更好地消除ROS。该项研究结

果对于阐明AD发病机制、寻找预防策略具有重要意

义。
4 总结与展望

AD是一种中枢神经型退行性疾病,也是老年期

最常见的慢性疾病。临床症状主要表现为记忆障碍,
语言能力下降,行为改变等,正在成为一种威胁人类生

命健康的重大疾病。此外,AD患者给家庭经济带来

了负担,也给社会经济可持续发展带来了挑战。因此,

对AD病理机制和治疗方案开展研究是十分迫切的。
小分子荧光探针具有灵敏度高,生物相容性好等特性,
在疾病相关的生物分子检测领域显示出巨大潜力。现

阶段报道的小分子荧光探针主要是靶向Aβ-淀粉样蛋

白,Tau蛋白和金属离子(Zn2+、Cu2+、Al3+),并利用

荧光探针探究了它们在 AD发生机制中的作用。同

时,具有近红外波长发射和深层组织穿透的小分子荧

光探针是需要迫切发展的。需要指出的是,AD的病

理机制是多种活性物质相互、共同作用的结果,因而针

对AD其他活性物质的小分子荧光探针是未来研究的

重点。
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