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光敏掩蔽基团在化学生物学中的应用
朱洁平1　李　峰1　李宜明2*
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摘要      光敏掩蔽基团技术是通过运用一种由光子控制的光敏化合物, 在光子激发后, 被该化

合物掩蔽处于惰性状态的生物活性分子重新被激活、释放以调节生理功能的化学生物学研究方法, 
它对生命活动的控制具有实时、原位、精确、快速的优势。该文综述了不同光敏基团的结构与功

能, 包括硝基苄基类、香豆素类、喹啉类、吲哚类、硝基二苯并呋喃类等, 它们通过掩蔽神经递质、

钙离子、蛋白质、缩氨酸、核苷酸、遗传物质等重要的生理活性物质来高选择性地调控不同的生

物学过程。
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为了能够在较为精确的时间与空间位置调控

活细胞或组织中的生物学过程(包括小分子与生物

大分子间相互作用、生物大分子与生物大分子间相

互作用以及分子在细胞内及细胞表面的分布及运

动), 就需要发展一些能够使用物理方法来进行选择

性激活的掩蔽基团。这种基团是一种可将生物活性

分子掩蔽的光敏探针, 使其处于惰性状态, 通过选择

性的光子激活使这些惰性分子瞬时地转化到活性状

态, 随后处于活性状态的分子能够实时、原位地刺

激或抑制某一生理过程[1]。使用这种可调控探针技

术, 我们可以主动地在活体细胞或分子水平对有关

生物信号转导的研究获取较为直接和准确的可观测

信息, 并且有目的性地调控不同生命活动的过程。

近期, 这种使用物理手段选择性激活掩蔽生物

活性分子基团的技术已日趋成为化学生物学研究的

热点, 已有报道的基团包括硝基苄基类(NBB)[2]、香

豆素类 (coumarin)[3]、喹啉类 (quinoline)[4]、吲哚类

(MNI-X)[5]和硝基二苯并呋喃类(NDBF)[6]等几种。 而

对探针的激活主要依赖于传统的单光子激光和具有

深度穿透能力、生理兼容性以及精确原位控制的双

光子激光技术。目前, 较为重要的控制生命活动的生

物分子和第二信使主要包括钙离子、神经递质、核

苷酸、蛋白质、缩氨酸以及mRNA、DNA等, 除钙

离子外, 所有这些分子都是通过共价键的形式与掩

蔽基团相结合。随着掩蔽基团的日趋完善以及双光

子技术越来越广泛的应用, 这种化学生物学研究手

段已经被更多地运用到对生物学活动规律的解释中, 

本文主要对近年来应用较为广泛的光敏基团及运用

光子探针技术对生命活动规律的研究进行了综述。

1   光敏基团介绍
1.1  硝基苄基类光敏基团

Barltrop等[7]在1966年就报道了通过光解硝基

苄酯可以生成安息香酸。从那时开始, 硝基苄基

类掩蔽基团就被广泛应用于一系列的生物学研究

中, 并在研究中发现了一系列的硝基苯类光敏剂, 
包括ONB (邻硝基甲苯)类、NBB (2-硝基苄基溴)
类、CNB (α-羧基-2-硝基苄基)类、NPE (2-硝基苯

乙基)类、DANP (2-(二甲氨基)-5-硝基苯基)类等, 
见图1。这一类光敏基团在过去几十年中主要被用

于掩蔽Ca2+[8]、羧酸类神经传递素[9]、谷氨酸酯[1]、

cAMP[10]、cGMP[10]和β-丙氨酸[11]。但由于其光子截

面较小、量子产量不高、水溶性较差且具有一定的

生物毒性, 在很多方面限制了它们的应用。

1.2  香豆素类光敏基团

香豆素也是被广泛应用于生物学研究中的一

种光敏基团。其光解效率明显高于其它类光敏基

团, 在光解时, 对激光强度的要求较低。这就能在保

持高的时空分辨率的前提下, 减少对活性细胞的伤

害。目前主要的香豆素光敏基团包括HCM (7-羟基-4
甲基香豆素)类、ACM (7-乙酰基-4甲基香豆素)类、
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MCM (7-甲氧基-4甲基香豆素)类、DMCM (6,7-二
甲氧基-4-甲基香豆素)、Bhc (6-溴-7-4-甲基羟基香

豆素)及其派生物DMACM、DEACM、BCMACM等, 
见图2。香豆素目前已被成功用于隐蔽磷酸盐类[12]、

羧基化合物[13]、硫酸盐类[14]、 磺酸盐类[14]、二醇[15] 
和羰基化合物等一系列生物活性物质。

1.3  喹啉类光敏基团

Dore等[16]于2002年报导了新一代喹啉型双光子

光敏基团BHQ, 见图3。该分子带有吡啶环, 因而自

身荧光较弱, 而水溶性较好, 中性条件的稳定性较理

想, 较适合用于生物学研究。2006年, Dore等[4]进一

步探讨了BHQ络合磷酸类、二醇类活性分子在生物

体内的应用。

1.4  吲哚类光敏基团

MNI-X类双光子光敏基团由Corrie等[17]于1999
年发现, 迄今已被成功用于掩蔽谷氨酸等神经递

质, 成为研究神经信号转导的有效工具。遗憾的是, 
第一代MNI-X分子的双光子截面非常差。2005年, 
Ellis-Davies等[5]在MNI-X上增加了一个硝基和甲氧

基, 发现其效果有了不少改进, 见图4。目前, 应用

MNI类光子探针对神经系统中信号传导的研究是最

为广泛和深入的。

图1　硝基苄基类光敏基团

Fig.1　The photosensitive compound of nitrobenzyl

图2　香豆素类光敏基团

Fig.2　The photosensitive compound of coumarin

图3　喹啉类光敏基团

Fig.3　The photosensitive compound of quinoline

图4　吲哚类光敏基团

Fig.4　The photosensitive compound of indole

1.5  硝基二苯并呋喃类光敏基团

Ellis-Davies等[18]于2006年报道了一类由硝基苯

衍生出来的光敏基团, 主要反应生成NDBF-EGTA, 
见图5。这是第一类用来掩蔽钙离子的双光子光敏

基团, 具有较高的量子产率、足够大的光子截面以

及较好的水溶性。NDBF-EGTA的合成方法也为其

它金属离子掩蔽基团的发展提供了一种可参考的模

式。
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2   光子探针在生物学中的应用
2.1  神经递质掩蔽探针

谷氨酸盐(glutamine)是一种兴奋性的神经递

质, 在中枢神经系统内突触的兴奋性传递过程中起

重要作用, 谷氨酸掩蔽探针已经被生物学家广泛应

用到研究神经系统的过程中。1999年, 将被香豆素

掩蔽的谷氨酸(Bhc-glu)应用于小鼠的大脑皮层和海

马区神经元[3], 通过双光子激发, 经测定, 大脑皮层

出现明显的外向电流, 且电流强度与激发光强和作

用时间成正比, 说明释放的谷氨酸与皮层中的感受

器结合。同时, 对海马神经元的成像也表明光子探

针Bhc-glu具有精确定位、三维成像的特征。初步

证明了Bhc是一种具有一定效率的谷氨酸掩蔽基团。

同年, MNI-X类光敏基团也被合成用于掩蔽谷氨酸

类神经递质[17], 在与原代培养的大鼠小脑颗粒神经

元作用后, 经双光子激发, 使用膜片钳技术测得的内

向电流增高, 说明被掩蔽的谷氨酸得到释放并作用

于皮层感受器。

2001年, Ellis-Davies等[19]用MNI-X类光敏基团

来定位大脑树突棘的结构和功能的关系, 通过激发

被吲哚掩蔽的谷氨酸(MNI-glu), 可以在单一突触

水平确定谷氨酸受体的功能, 经分析海马CA1区锥

体神经元棘揭示AMPA型谷氨酸受体在蘑菇型棘

(mushroom spines)区较充足, 而在丝状伪足和细棘

(thin spines)区分布较为稀疏, 而后者对突触间的信

号传递起重要作用。同时, 功能性AMPA受体的分

布和棘的几何学形状有紧密的关系。可以推测, 树
突棘在脑部皮层的几何学分布是决定突触效率的关

键因素, 而且受体的活动被单一棘的水平所控制。

同年, 被硝基苯类化合物掩蔽的谷氨酸又被作用于

鱿鱼的脑部切片以确定大脑突触处神经递质的传递

效率。

2004年, Ellis-Davies等[20]第一次使用双光子技

术激发MNI-glu研究大脑中学习和记忆产生的机制。

双光子光敏基团的使用较好地提升了光子探针的效

率和应用范围, 尤其是在三维空间提高了探针定位

的精确性, 并使得生命活性物质在光子的长时间激

发下自身机能不会受到严重的损伤。众所周知, 大
脑皮层中锥体神经元的树突会经历活动依赖性的

结构重塑, 而这种结构的变化是学习和记忆的细胞

学基础[21]。将MNI-glu作用于已转染入EGFP的海马

CA1区锥体神经元棘, 经过910 nm双光子激发, 被刺

激的棘在形态学上出现快速的选择性放大, 而这种

变化在蘑菇型棘中比较短暂而在小棘(small spines)
处较为持久。同时发现棘的这种增大是与被刺激的

突触中AMDA受体调节的电流的增强相关的, 并依

赖于NMDA (N-甲基-D-天门冬氨酸)受体、钙调蛋

白和机动蛋白的聚合。这就说明单个神经元棘的活

动对学习和记忆的产生具有重要的意义, 其中小棘

是产生长期突触强化现象的主要位点, 而大棘(large 
spines)则是产生长期记忆的重要区域, 进一步证实

了之前的推测。同年Ellis-Davies等[5]又在MNI-X上

增加了一个硝基和甲氧基得到被修饰的吲哚类掩蔽

基团(MDNI-glu), 用来掩蔽谷胺酸类神经递质。将

MDNI-glu作用于小鼠脑部海马组织, 经激发活化星

状角质细胞内的代谢型谷氨酸感受器, 使组织内的

钙离子浓度升高, 以调节机体内钙离子的变化。

天冬氨酸(aspartate)是另一种重要的神经递质, 
其D型异构体可以被高亲合力的钠—钾依赖性谷氨

酸盐转运体有效的传输, 也是NMDA感受器的高效

率配体。为了分析这些蛋白的调控作用, 2005年, 
Huang等[27]将MDNI-aspartate作用于贝格曼神经角

质细胞和浦横野神经元, 结果显示MDNI-aspartate可
以用来监控、调节大脑不同区域内谷氨酸盐转运体

的作用效率。此外, MDNI-aspartate并未活化神经元

图5　硝基二苯并呋喃类光敏基团

Fig.5　The photosensitive compound of nitrodibenzofuran
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中的α-氨基羟甲基恶唑丙酸/红藻氨酸感受器和代谢

型谷氨酸感受器, 但可以选择性地瞬间活化小鼠海

马锥体神经元的NMDA感受器。同时, 在NMDA感

受器被活化的过程中可以产生持久的电流, 但缺乏

顺势清晰度, 并会产生神经元脱敏现象, 说明掩蔽基

团的一些特性还有待改进。

近期, Nikolenko等[22]使用相似的激发探针对单

个细胞间的突触连接进行三维高清晰度的研究, 通
过谷胺酸盐在机体神经元细胞中的释放, 观察到了

大脑皮层中单细胞间兴奋性的连接过程, 确定了准

确的释放部位, 建立了一种研究神经通路活动中单

个神经元细胞功能的新思路, 可以从三维空间高清

晰度地研究神经递质的释放、传递过程。双光子释

放技术成为了一种独特的阐述神经元和细胞运动的

分子动力学工具[23]。

2.2  核苷酸掩蔽探针

核苷酸是一种重要的第二信使, 可以控制细

胞的生长、分化、运动以及基因表达。同时, 在调

节各项机体功能的过程中起关键的作用。cAMP、
cNMP是细胞内的生物活性物质, 对细胞许多代谢过

程有重要的调节作用, 被认为是研究核苷酸循环时

间、空间动力学的重要工具[24]。核苷掩蔽探针最早

被应用于生物学过程是在1996年, Furuta等[25]使用基

团ACM、MCM掩蔽cAMP, 将其作用于鱼类的载黑

素细胞, 在光子激发下释放cAMP驱散黑素细胞, 调
节细胞内的活动。2002年, Fedoryak等[16]合成了效

率较高的掩蔽基团BHQ (8-溴基-偏苯三酚), BHQ可

以较好地掩蔽调节生理活动的生物活性信使, 瞬时

控制组织和细胞中的生物活性信使的释放以及检验

两者之间亲和力的变化。

2003年, Hagen等[26]合成了双光子激发的掩蔽

基团DEACM。同年, 将DEACM用于掩蔽调节生理

代谢的重要活性物质8-溴-环磷酸鸟苷(8-Br-cGMP), 
将DEACM-8-Br-cGMP作用于HEK-293细胞, 经双光

子激发后细胞内钙离子浓度升高。同时, 使用膜片

钳技术测得8-Br-cGMP具有高效的光释放率。2005
年, DEACM又被用于掩蔽cNMP以研究核苷酸循环

过程时－空动力学, 在对卵母细胞和HEK-293细胞

的研究中发现, 经双光子激发后, 细胞膜电压显著升

高[27], 说明被掩蔽的cNMP迅速释放能促进钙离子分

泌以升高膜电压。掩蔽基团DEACM显示出较高的

光敏感性和较好的水溶性, 保证了其调节体内生理

功能的可靠性和稳定性。

ATP作为细胞内能量传递的“分子通货”, 负责

储存和传递化学能。众所周知, ATP在核酸合成中

也具有重要作用, 参与体内脂肪、蛋白质、糖、核

酸及核苷酸的代谢, 同时又是体内能量的主要来源。

因此, 实时、原位地调节机体内ATP的变化对研究

一些生理活动的规律具有积极的意义。2000年, Sven 
Geibel等[28]用光敏基团PHP (P3-[2-(4-hydroxyphenyl)-
2-oxo])掩蔽ATP去研究钠, 钾-ATP酶的电荷迁移动力

学。在光学激发后, 原先失活的ATP得以活化释放, 
使得钠, 钾-ATP酶活化进而产生瞬间的电流, 动力学

参数与使用平行截流实验获得的结果相似, 说明在

正常生理学条件或轻微的偏酸或偏碱的条件下, 分
子探针PHP-ATP是一种快速、有效且具有生物相容

性的研究ATP驱动的生物学系统的工具。2003年, 适
合双光子激发的掩蔽基团DMACM被用来掩蔽ATP、
ADP分子[29], DMACM-ATP、ADP作用于星型角质

细胞后, 经双光子激发, 细胞内的钙离子浓度迅速升

高, 提示了ATP的大量释放。说明该分子探针具有较

好的释放效率, 能用于时间、空间的范围去研究依

赖于ATP、ADP的细胞动力学过程。

2.3  钙离子掩蔽探针

钙离子广泛存在于细胞内、外液, 是重要的生

理活性物质。作为第二信使, 钙离子在调节细胞信

号传导、肌肉收缩、神经突触传递的过程中起重要

作用。由于钙离子无法和光敏基团通过共价键结

合, 一些对钙离子具有高度亲和力螯合剂BAPTA、

EDTA、EGTA等被使用, 这些基团在光子激发下会

迅速将螯合的钙离子释放。1997年, Adams等[6]使用

基团Azid-1对钙离子进行掩蔽, 将其与浦横野细胞

作用后, 通过光子激发使得钙离子释放, 用来取代正

常通过去极化诱导的钙离子释放, 以研究小脑神经

突触可塑性的机制及长期抑制效应, 而这种效应是

学习和记忆产生的神经元基础。结果显示Azid-1可
以作为一种有效的工具在空间和时间层面上去控制

钙离子浓度的变化。1999年, 钙离子掩蔽探针也被

用来研究细胞质中的ATP在胰腺B细胞中胰岛素胞

外分泌的作用[30]。这种钙离子掩蔽探针的应用为研

究一些钙依赖性生物活动提供了新思路。

2006年, 新型双光子控制的钙离子释放探针
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NBDF-EGTA[31]的出现加快了对钙离子掩蔽基团在

生命活动中调控作用的研究, 该探针与以往的依靠

单光子激发探针相比具有高消光系数、较高的量子

产率、较大的光子截面、较快的钙离子释放速度等

优势。在生物活体实验中将NBDF-EGTA与豚鼠的

贲门肌细胞作用, 在使用双光子激发前加入咖啡因, 
使得肌浆网中原有的钙离子释放, 此后, 运用双光子

激发含有NBDF-EGTA的心肌组织, 在钙离子指示剂

的作用下发现荧光明显增强, 且与光子激发的时间

和强度成比例, 说明NBDF-EGTA中掩蔽的钙离子

得到释放。同时, 对钙离子释放引起的肌紧张度变

化进行了测定, 通过与单光子探针NP-EGTA的比较, 
说明在相同的光子能量作用下, 前者引起的肌紧张

度约为后者的一倍, 说明探针NBDF-EGTA在生物体

内同样具有较好的钙离子释放效率, 适合于将其进

一步应用于调节心肌细胞功能的研究中。

2.4  DNA、mRNA掩蔽探针

实时控制基因的表达对于在整个有机体内研

究蛋白质功能是非常有意义的, 这也就使得DNA、

mRNA掩蔽基团的使用显得非常必要, 它们可以有

效地控制DNA、mRNA的表达情况。

1999年, 光敏基团DMNPE被Monroe等[32]合成用

以掩蔽遗传物质。在活体试验中将含有DMNPE掩
蔽的编码荧光素酶的质粒转染进入大鼠的皮肤, 在正

常情况下荧光素酶不能表达, 在经光子激发后出现荧

光, 显示质粒被释放。同样的情况也出现在转染了

DMNPE-质粒的HeLa细胞中, 提示: DNA的表达在转

录水平被抑制是因为质粒中的mRNA被DMNPE所掩

蔽, 只有在光激活的情况下被掩蔽的DNA才能恢复

功能。

2001年 , Ando等[12]将基团Bhc-diazo用于掩蔽

mRNA。他们将被Bhc掩蔽的GFP mRNA通过显微

注射的方式注入斑马鱼胚胎内翻译表达, 用以在三

维空间中瞬时、高清晰度地研究基因在胚胎中的表

达情况。在测试mRNA体外翻译为蛋白质的实验中, 
与正常mRNA可以翻译为蛋白质相比, 被Bhc掩蔽的

mRNA未显示翻译后的蛋白质条带, 说明其不能在

体外正常翻译。而经光子激发后开始出现蛋白质条

带, 且条带的亮度与光子作用时间成正比关系。说

明光子可以实时控制mRNA的体外翻译。在体内试

验中, 将经Bhc掩蔽的GFP mRNA通过显微注射的方

式进入斑马鱼的胚胎细胞后, 编码GFP的mRNA不

能正常表达为绿色荧光蛋白。同样经光子激发后, 
细胞显示出荧光信号, 表示GFP mRNA已经部分正

常翻译。同样, Bhc-diazo也可被用以掩蔽DNA的功

能。以上结果说明使用Bhc掩蔽遗传物质的策略可

以实时、原位地控制其功能。

在初步了验证了Bhc-diazo的掩蔽效率后, 探针

被用于掩蔽Engrailed-2a (Eng2a)基因[33]以控制斑马

鱼胚胎细胞的发育。Eng2a主要表达在围绕中脑和

后脑的三角区域, 过量的Eng2a在胚胎中的表达会损

害眼部的发育, 含有Bhc-Eng2a mRNA的胚胎细胞在

经光激发后, 胚胎眼部的发育受到影响, 与正常胚胎

相比眼部形状明显缩小, 同时诱导了间脑异位顶盖

的形成, 说明Eng2a的释放影响了胚胎脑部的发育。

同时, 经Bhc掩蔽的mRNA也提高了自身在体内的稳

定性。这一系列研究说明DNA、mRNA掩蔽探针是

一种简单、快速、有效地调节机体生理活动的工具。

2.5  蛋白质、缩氨酸掩蔽探针

蛋白质和缩氨酸是构成生物体的最基本单位, 
其结构、功能的变化直接影响着一系列重要的生命

活动。肌动蛋白是最早被用来掩蔽的蛋白分子, 运
用相似的掩蔽方法, 蛋白激酶A和丝切蛋白也已被

用于调节生物学活动。

1999年, Walker等[34]使用氟石胺酸掩蔽缩氨酸

来研究其调节细胞内活动的功能。在光激活作用下, 
释放的缩氨酸可以阻碍肌浆球蛋白轻链聚合酶和

钙–钙调素的活动, 由于这两个因素对细胞的功能起

决定性作用, 他们可以控制平滑肌的收缩、调节纤

维原细胞的运动。因此, 缩氨酸的释放效率可以用

光激发前后对蛋白轻链聚合酶和钙–钙调素的作用

效果来判断。将掩蔽的缩氨酸注射进入极化的嗜曙

红细胞, 光激活后就会阻碍细胞的运动, 说明细胞中

的肌浆球蛋白轻链聚合酶和钙–钙调素的活动较好

地被缩氨酸所抑制。

为了进一步探讨细胞的运动规律, 2004年, 另
一种光敏基团BNPA被Ghosh等[35]用来掩蔽一种变

异的丝切蛋白S3C。将BNPA-S3C通过显微注射的

方式注入细胞内并使其保持活性, 用来研究丝动蛋

白在指导细胞运动性方面的功能。在光子激发作用

下, 被掩蔽的丝动蛋白恢复活性进而与肌动蛋白结

合, 这种结合改变了细胞的极性, 决定了细胞运动的
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方向, 说明S3C是指导细胞动力学的一种重要工具。

这种掩蔽蛋白的技术提供了一种新颖的方法在时–
空范围内评定蛋白在完整细胞内的多种功能。

2.6  国内研究动态

近期, 中国科学技术大学的郭庆祥研究小组[37-38]

基于香豆素和喹啉类掩蔽基团设计合成了一系列光

敏掩蔽化合物, 并将其用于实时、原位地控制生物

活性物质的释放。针对Bhc双光子吸收截面不够大、

光解速度慢、水溶性较差及自身荧光强的缺点, 设
计合成了新型的喹啉类光敏掩蔽基团, 其水溶性和

光解速度有了很大的提高, 具有更低的自身荧光, 更
适合应用于生物体系[36]。在将掩蔽基团成功地应用

于模型化合物后, 该研究组首次尝试将新合成的香

豆素和喹啉类双光子掩蔽基团应用于实时、原位地

控制凝血酶适体(5’-GGT TGG TGT GGT TGG-3’)在
生命体系中的功能。结果表明, 掩蔽基团可以通过

简便、快速的生物正交反应高效地与适体连接以控

制适体与特异性靶标蛋白的结合, 并具有较高的掩

蔽及恢复效率。此外, 郭庆祥研究小组还成功地将

掩蔽的适体应用于在活细胞内控制胞内靶标蛋白的

功能[39]。

3   结语
近年来, 掩蔽基团的运用为在特定的空间–时

间角度, 实时、原位地调控生命活动提供了一种有

效、快速的手段。尤其是在双光子技术日趋成为研

究的主要手段后, 使得研究过程更加精确、深入。

然而, 目前应用的主要基团都还存在着水溶性差、

双光子吸收截面低、光解量子产率低、光解速度慢

等缺陷[36], 这就使得探针的广泛应用受到了一定的

局限。同时, 目前主要用来被掩蔽的分子类型还比

较有限, 且对其调控生理机能的研究还不够深入[40], 
仅局限在神经系统、肌肉组织和能量代谢的过程。

而一些对生理活动具有调节作用的离子包括钠、钾、

镁、锌的研究仍属空白。因此, 寻找性质更加优越

的双光子光敏基团、更巧妙地设计其掩蔽探针分子

的络合过程, 同时, 将探针分子更加广泛地应用于动

态的调节、控制细胞、组织的生理活动将成为今后

研究的主要方向。
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The Application of Photo Caging Group in Chemical Biology

Zhu Jieping1, Li Feng1, Li Yiming2*
(1West Anhui Health Vocational College, Liuan 237005, China; 2Department of Chemistry, Tsinghua University, 

Beijing 100084, China)

Abstract        The technology of photo-caging group is a novel Chemical-Biology approach, which was used 
to regulate the mechanism of life science. The term “caging” refers to installation of a photoremovable group on a 
biologically active molecule and encapsulates molecule in an inactive form. Irradiation with light removes the cag-
ing group and restores biological activity. This method provides unique possibilities for controlling bio-molecular 
function with high spatial and temporal resolution. This paper summarizes the structure and function of these light-
sensitive compounds including nitrobenzyl, coumarin, quinoline, indole, nitrodibenzofuran. They adjust diverse 
biological processes selectively by caging physiological functional molecule such as neurotransmitter, calcium, pro-
tein, peptide, nucleotide and germ plasm.
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