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(57)摘要

本发明提供了一种活细胞线粒体中还原型

谷胱甘肽的浓度测定方法，属于生物分析化学技

术领域，解决了现有技术无法精准测定正常细胞

线粒体中GSH浓度的问题。该方法包括如下步骤：

分别制备包含9位N‑取代吗啉基团的派罗宁类衍

生物的荧光探针以及与所述荧光探针适配的检

测溶液；将所述荧光探针放入检测溶液中，获得

含有荧光探针的检测溶液；将含有荧光探针的检

测溶液加入待检测细胞培养液中，在CO2培养箱

中孵育预设时间；孵育完成后，用预设波长的光

照射加入检测溶液后的待检测细胞培养液，监测

两个不同发射通道的荧光发射强度，确定所述两

个发射通道的荧光强度比率，得出待检测细胞线

粒体中还原型谷胱甘肽的浓度。实现了检测精度

可达10×10‑9mol/L数量级。

权利要求书2页  说明书8页  附图3页

CN 113945552 B

2024.08.13

CN
 1
13
94
55
52
 B



1.一种活细胞线粒体中还原型谷胱甘肽的浓度测定方法，其特征在于，包括如下步骤：

分别制备包含9位N‑取代吗啉基团的派罗宁类衍生物的荧光探针以及与所述荧光探针

适配的检测溶液；

将所述荧光探针放入检测溶液中，直到获得荧光探针浓度为1×10‑6mol/L的检测溶液，

在对检测溶液进行除氧；

将所述含有荧光探针的检测溶液加入待检测细胞培养液中，在CO2培养箱中孵育预设时

间；

孵育完成后，用预设波长的光照射加入检测溶液后的待检测细胞培养液，监测两个不

同发射通道的荧光发射强度，确定所述两个发射通道的荧光强度比率，得出待检测细胞线

粒体中还原型谷胱甘肽的浓度；并且，

所述9位N‑取代吗啉基团的派罗宁类衍生物的分子式为

其中，R1、R2、R3、R4独立地选自氢、取代或未取代脂肪烃基、取代或未取代脂环烃基、取代

或未取代芳基、取代或未取代杂芳基中的一种，X为氧原子、偕二甲基或二甲硅基中的一种。

2.根据权利要求1所述的活细胞线粒体中还原型谷胱甘肽的浓度测定方法，其特征在

于，通过如下方法制备包含9位N‑取代吗啉基团的派罗宁类衍生物的荧光探针：

根据下面反应式一，从派罗宁衍生物经高锰酸钾KMnO4氧化制备派罗宁氧酮；

根据下面反应式二，将制备的派罗宁氧酮在三氟磺酸酐Tf2O(1)的作用下，与吗啉(2)反

应，得到包含9位N‑取代吗啉基团的派罗宁类衍生物的荧光探针

其中，R1、R2、R3、R4独立地选自氢、取代或未取代脂肪烃基、取代或未取代脂环烃基、取代

或未取代芳基、取代或未取代杂芳基中的一种，X为氧原子、偕二甲基或二甲硅基中的一种。

3.根据权利要求2所述的活细胞线粒体中还原型谷胱甘肽的浓度测定方法，其特征在

于，所述检测溶液为去氧的二次蒸馏水和二甲亚砜的混合溶液，或者去氧的二次蒸馏水、磷
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酸缓冲盐溶液、HEPES缓冲溶液与二甲亚砜的混合溶液。

4.根据权利要求3所述的活细胞线粒体中还原型谷胱甘肽的浓度测定方法，其特征在

于，通过如下步骤获得与所述荧光探针适配的检测溶液：

制备去氧的二次蒸馏水；

将所述去氧的二次蒸馏水和二甲亚砜按预设比例进行混合，获得与所述荧光探针适配

的检测溶液。

5.根据权利要求4所述的活细胞线粒体中还原型谷胱甘肽的浓度测定方法，其特征在

于，所述预设比例为二次蒸馏水和液态二甲亚砜的容积比为99：1～999：1。

6.根据权利要求3或4所述的活细胞线粒体中还原型谷胱甘肽的浓度测定方法，其特征

在于，将所述去氧的二次蒸馏水和二甲亚砜按预设比例进行混合后，还加入预设剂量的曲

拉通X‑100作为助剂，获得最终的与所述荧光探针适配的检测溶液。

7.根据权利要求3‑5任一项所述的活细胞线粒体中还原型谷胱甘肽的浓度测定方法，

其特征在于，将所述去氧的二次蒸馏水和二甲亚砜按预设比例进行混合后，还加入预设剂

量的维生素C作为稳定剂，获得最终的与所述荧光探针适配的检测溶液。

8.根据权利要求7所述的活细胞线粒体中还原型谷胱甘肽的浓度测定方法，其特征在

于，孵育的预设时间为20～30min。

9.根据权利要求1‑5任一项所述的活细胞线粒体中还原型谷胱甘肽的浓度测定方法，

其特征在于，确定所述两个发射通道的荧光强度比率后，通过如下步骤得出待检测细胞线

粒体中还原型谷胱甘肽的浓度：

根据事先标定的荧光强度比率‑还原型谷胱甘肽含量的标准曲线，确定该曲线上所述

两个发射通道的荧光强度比率对应的还原型谷胱甘肽含量，作为待检测细胞线粒体中还原

型谷胱甘肽的浓度；或者，

将所述两个发射通道的荧光强度比率输入事先训练好的深度学习网络中，获得待检测

细胞线粒体中还原型谷胱甘肽的浓度。
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一种活细胞线粒体中还原型谷胱甘肽的浓度测定方法

技术领域

[0001] 本发明涉及生物分析化学技术领域，尤其涉及一种活细胞线粒体中还原型谷胱甘

肽的浓度测定方法。

背景技术

[0002] 还原型谷胱甘肽(GSH)是一种重要的内源性生物还原剂，在维持细胞正常生理功

能、氧化应激、铁死亡等过程中起着重要的调节作用。GSH在HeLa细胞、A549等多种癌细胞中

具有较高的含量(0.5～10mM)，其浓度变化直接关系癌细胞的存活率。目前，已有多种荧光

探针分子用于癌细胞中GSH含量的测定(X.Jiang ,J.Chen,A. et  al.Nat.Commun.,

2017,8,16087.)。

[0003] 现有技术并无正常细胞线粒体中GSH的测定方法。目前市售的GSH检测试剂盒只能

测定生物组织检材中的GSH整体含量，由于精度较低，并不能对单细胞线粒体中GSH的含量

进行检测。而且，正常细胞受外界刺激，如人肺上皮细胞受到PM2.5等超细颗粒物的作用，进

而引起线粒体GSH的动态变化，是细胞正常或病理状态的重要表征。

[0004] 因此，在医学、细胞生物学、化学生物学、毒理学等相关科学领域中，非常有必要建

立一种简便、快速、实时检测活细胞存活状态下线粒体GSH浓度的测定方法。

发明内容

[0005] 鉴于上述的分析，本发明实施例旨在提供一种活细胞线粒体中还原型谷胱甘肽的

浓度测定方法，用以解决现有技术无法精准测定正常细胞线粒体中GSH浓度的问题。

[0006] 一方面，本发明实施例提供了一种活细胞线粒体中还原型谷胱甘肽的浓度测定方

法，包括如下步骤：

[0007] 分别制备包含9位N‑取代吗啉基团的派罗宁类衍生物的荧光探针以及与所述荧光

探针适配的检测溶液；

[0008] 将所述荧光探针放入检测溶液中，获得含有荧光探针的检测溶液；

[0009] 将所述含有荧光探针的检测溶液加入待检测细胞培养液中，在CO2培养箱中孵育

预设时间；

[0010] 孵育完成后，用预设波长的光照射加入检测溶液后的待检测细胞培养液，监测两

个不同发射通道的荧光发射强度，确定所述两个发射通道的荧光强度比率，得出待检测细

胞线粒体中还原型谷胱甘肽的浓度。

[0011] 上述技术方案的有益效果如下：公开了一种基于比率荧光法测定活细胞线粒体中

GSH浓度的测定方法，具有较好的活细胞线粒体定位功能，可以在(0.01～50.0)×10‑6mol/L

的浓度范围内检测活细胞线粒体GSH含量，简便、快速、实时测定活细胞线粒体内GSH浓度，

并监测其变化动态。与目前市场上出售的比色型GSH试剂盒比较，上述技术方案的检测精度

更高，并且，通过采用比率荧光法进行定量，避免了探针的浓度误差、光漂白和背景干扰等

问题。另外，现有技术的线粒体GSH探针基本主要是对癌细胞的测量，本方法由于检测精度
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更高，可对正常活细胞线粒体中GSH浓度进行定量，广泛适用于如炎症、神经退行性疾病等

非肿瘤类疾病的细胞研究，以及传统的基质、血清、血液、尿液、细胞和组织样本的GSH检测。

[0012] 基于上述方法的进一步改进，所述9位N‑取代吗啉基团的派罗宁类衍生物的分子

式为

[0013]

[0014] 其中，R1、R2、R3、R4独立地选自氢、取代或未取代脂肪烃基、取代或未取代脂环烃

基、取代或未取代芳基、取代或未取代杂芳基中的一种，X为氧原子、偕二甲基或二甲硅基中

的一种。

[0015] 上述进一步改进方案的有益效果是：上述荧光探针在细胞线粒体定位后，与GSH结

合前后具有两个不同的荧光发射波长(可通过试验确定，在特定波长的光激发下，具有不同

波长的两个荧光发射具有各自的荧光发射强度)。并且，该分子结构的探针的毒性较小，GSH

检测精度可以达到10×10‑9mol/L数量级，与GSH的响应时间相对迅速，能用于活细胞线粒体

中GSH的简便、快速测定；而且，具备对GSH的可逆响应能力，可以用于监测活细胞线粒体内

GSH的变化动态。

[0016] 进一步，通过如下方法制备包含9位N‑取代吗啉基团的派罗宁类衍生物的荧光探

针：

[0017] 根据下面反应式一，从派罗宁衍生物经高锰酸钾KMnO4氧化制备派罗宁氧酮；

[0018]

[0019] 根据下面反应式二，将制备的派罗宁氧酮在三氟磺酸酐Tf2O的作用下，与吗啉反

应，得到包含9位N‑取代吗啉基团的派罗宁类衍生物的荧光探针

[0020]

[0021] 其中，R1、R2、R3、R4独立地选自氢、取代或未取代脂肪烃基、取代或未取代脂环烃

基、取代或未取代芳基、取代或未取代杂芳基中的一种，X为氧原子、偕二甲基或二甲硅基中

的一种。

[0022] 上述进一步改进方案的有益效果是：制备了一种高效检测的荧光探针。

[0023] 进一步，所述检测溶液为去氧的二次蒸馏水和二甲亚砜的混合溶液，或者去氧的
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二次蒸馏水、磷酸缓冲盐溶液、HEPES缓冲溶液与二甲亚砜的混合溶液。

[0024] 上述进一步改进方案的有益效果是：对检测溶液的成分进行了限定。只有在上述

成分的检测溶液中，检测精度才能持续保持较高的水平。

[0025] 进一步，通过如下步骤获得与所述荧光探针适配的检测溶液：

[0026] 制备去氧的二次蒸馏水；

[0027] 将所述去氧的二次蒸馏水和二甲亚砜按预设比例进行混合，获得与所述荧光探针

适配的检测溶液。

[0028] 上述进一步改进方案的有益效果是：对检测溶液的配置方法进行了限定。使用上

述检测溶液，不需要对细胞等生物样品进行前期的蛋白纯化工作，能够直接作用于活细胞

样本，减少了测量步骤，降低了工作强度和配套仪器要求，大大降低了测量成本。

[0029] 进一步，所述预设比例为二次蒸馏水和液态二甲亚砜的容积比为99：1～999：1。

[0030] 上述进一步改进方案的有益效果是：对检测溶液的成分混合比例进行了限定，有

利于节约制备成本。

[0031] 进一步，将所述去氧的二次蒸馏水和二甲亚砜按预设比例进行混合后，还加入预

设剂量的曲拉通X‑100作为助剂，获得与所述荧光探针适配的检测溶液。

[0032] 上述进一步改进方案的有益效果是：通过加入曲拉通X‑100作为助剂，可以进一步

提高探针的细胞膜通过性。

[0033] 进一步，将所述去氧的二次蒸馏水和二甲亚砜按预设比例进行混合后，还加入预

设剂量的维生素C作为稳定剂，获得与所述荧光探针适配的检测溶液。

[0034] 上述进一步改进方案的有益效果是：通过加入维生素C作为稳定剂，可以提高探针

与GSH的结合效率。

[0035] 进一步，孵育的预设时间为20～30min；并且，

[0036] 获得与所述荧光探针适配的检测溶液后，将所述荧光探针放入检测溶液中，直到

获得荧光探针浓度为1×10‑6mol/L的检测溶液，再对所述检测溶液进行除氧。

[0037] 上述进一步改进方案的有益效果是：荧光探针可在20～30min内与GSH充分反应。

通过除氧操作，可以降低测量误差，提高测量精度。

[0038] 进一步，确定所述两个发射通道的荧光强度比率后，通过如下步骤得出待检测细

胞线粒体中还原型谷胱甘肽的浓度：

[0039] 根据事先标定的荧光强度比率‑还原型谷胱甘肽含量的标准曲线，确定该曲线上

所述两个发射通道的荧光强度比率对应的还原型谷胱甘肽含量，作为待检测细胞线粒体中

还原型谷胱甘肽的浓度；或者，

[0040] 将所述两个发射通道的荧光强度比率输入事先训练好的深度学习网络中，获得待

检测细胞线粒体中还原型谷胱甘肽的浓度。

[0041] 上述进一步改进方案的有益效果是：使用双通道的荧光发射强度比率值，进一步

降低了探针光漂白、仪器背景干扰等系统误差。采用了比率荧光法对GSH的含量进行测定，

克服了传统比色法和单一荧光强度法中探针光漂白、基线漂移、背景干扰等缺点，降低了测

量误差。

[0042] 提供发明内容部分是为了以简化的形式来介绍对概念的选择，它们在下文的具体

实施方式中将被进一步描述。发明内容部分无意标识本公开的重要特征或必要特征，也无
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意限制本公开的范围。

附图说明

[0043] 通过结合附图对本公开示例性实施例进行更详细的描述，本公开的上述以及其它

目的、特征和优势将变得更加明显，其中，在本公开示例性实施例中，相同的参考标号通常

代表相同部件。

[0044] 图1示出了实施例1活细胞线粒体中还原型谷胱甘肽的浓度测定方法的步骤示意

图；

[0045] 图2示出了实施例3中9‑吗啉‑派洛宁的核磁共振氢谱图；

[0046] 图3示出了实施例3中采用9‑吗啉‑派洛宁对GSH的荧光滴定图；

[0047] 图4示出了实施例3中采用9‑吗啉‑派洛宁与GSH作用后被活性氧物种(NaOCl)可逆

作用返回探针初始状态的荧光进程图；

[0048] 图5示出了实施例3中采用9‑吗啉‑派洛宁与GSH作用后的荧光比率值与GSH浓度的

标准曲线；

[0049] 图6示出了实施例3中采用9‑吗啉‑派洛宁与市售Mito‑Red线粒体定位染料在活的

细胞BEAS‑2B的线粒体共染图；

[0050] 图7示出了实施例3中采用9‑吗啉‑派洛宁在活的细胞BEAS‑2B的线粒体中的成像

图。

[0051] 附图标记：

[0052] Dimethyl  Sulfoxide‑d6‑二甲亚砜‑d6；Probe‑探针；

[0053] Excited  at492nm‑492nm波长的光激发；

[0054] Fluorescence  intensity(a.u.)‑荧光强度，单位a.u.；

[0055] Wavelength(nm)‑波长，单位nm；

[0056] [GSH]‑谷胱甘肽浓度；I554nm‑554nm处荧光发射强度；

[0057] I602nm‑602nm处荧光发射强度；

[0058] I554nm/I602nm‑554nm和602nm两个荧光发射强度的比率(比值)；

[0059] Ex@488nm‑488nm波长的光激发；

[0060] Mito‑Red‑线粒体定位红色荧光染料；

[0061] Ex@561nm‑561nm波长的光激发；

[0062] 1H‑NMR(DMSO‑d6，500MHz，ppm)δ＝7.93(d ,2H,J＝9.4Hz) ,6.96(d ,2H,J＝8.4Hz,

2.0Hz) ,6.67(d,2H,J＝2.0Hz) ,4.03‑4.08(m,4H) ,3.90‑3.95(m,4H) ,3.15(s,12H)。

具体实施方式

[0063] 下面将参照附图更详细地描述本公开的实施例。虽然附图中显示了本公开的实施

例，然而应该理解，可以以各种形式实现本公开而不应被这里阐述的实施例所限制。相反，

提供这些实施例是为了使本公开更加透彻和完整，并且能够将本公开的范围完整地传达给

本领域的技术人员。

[0064] 在本文中使用的术语“包括”及其变形表示开放性包括，即“包括但不限于”。除非

特别申明，术语“或”表示“和/或”。术语“基于”表示“至少部分地基于”。术语“一个示例实施
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例”和“一个实施例”表示“至少一个示例实施例”。术语“另一实施例”表示“至少一个另外的

实施例”。术语“第一”、“第二”等等可以指代不同的或相同的对象。下文还可能包括其他明

确的和隐含的定义。

[0065] 实施例1

[0066] 本发明的一个实施例，公开了一种活细胞线粒体中还原型谷胱甘肽的浓度测定方

法，如图1所示，包括如下步骤：

[0067] S1 .分别制备包含9位N‑取代吗啉基团的派罗宁类衍生物的荧光探针以及与所述

荧光探针适配的检测溶液；

[0068] S2.将所述荧光探针放入检测溶液中，获得含有荧光探针的检测溶液；

[0069] S3.将所述含有荧光探针的检测溶液加入待检测细胞培养液中，在CO2培养箱中孵

育预设时间；

[0070] S4.孵育完成后，用预设波长的光照射加入检测溶液后的待检测细胞培养液，监测

两个不同发射通道的荧光发射强度，确定所述两个发射通道的荧光强度比率，得出待检测

细胞线粒体中还原型谷胱甘肽的浓度。

[0071] 上述方法涉及比率荧光分析法的基本原理。具体地，荧光分子是指一个化合物

(A)，在受到一定波长的光照射时，可在某一特定波长(λ1)发射荧光；A与待检测物种进行特

定的化学反应或发生特定的物理效应，获得具有另一特定发射波长(λ2)的产物(B)。两个发

射波长(λ1和λ2)的强度比值，即比率值，反映了B在检测体系中的浓度值。

[0072] 实施时，9位N‑取代吗啉基团的派罗宁类衍生物具有良好的线粒体靶向定位功能，

荧光探针在细胞线粒体定位后，与GSH结合前后的探针具有两个不同的荧光发射波长，这两

个不同发射波长的荧光强度比值不受探针浓度、光漂白、基线漂移等误差的影响，能准确地

反映活细胞线粒体中GSH的浓度。使用双通道的荧光发射强度比率值，进一步降低了探针光

漂白、仪器背景干扰等系统误差。使得上述浓度测定方法的检测精度可达10×10‑9mol/L数

量级。

[0073] 与现有技术相比，本实施例公开了一种基于比率荧光法测定活细胞线粒体中GSH

浓度的测定方法，具有较好的活细胞线粒体定位功能，可以在(0.01～5.0)×10‑6mol/L的浓

度范围内，简便、快速、实时测定活细胞线粒体内GSH浓度，并监测其变化动态。与目前市场

上出售的比色型GSH试剂盒比较，上述方法的检测精度更高，并且，通过采用比率荧光法进

行定量，避免了探针的浓度误差、光漂白和背景干扰等问题。另外，现有技术的线粒体GSH探

针基本主要是对癌细胞的测量，本方法由于检测精度更高，可对正常活细胞线粒体中GSH浓

度进行定量，广泛适用于如炎症、神经退行性疾病等非肿瘤类疾病的细胞研究，以及传统的

基质、血清、血液、尿液、细胞和组织样本的GSH检测。

[0074] 实施例2

[0075] 在实施例1的基础上进行优化，步骤S1中，所述9位N‑取代吗啉基团的派罗宁类衍

生物的分子式为
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[0076]

[0077] 其中，R1、R2、R3、R4独立地选自氢、取代或未取代脂肪烃基、取代或未取代脂环烃

基、取代或未取代芳基、取代或未取代杂芳基中的一种，X为氧原子、偕二甲基或二甲硅基中

的一种，O为氧原子，N为氮原子。

[0078] 优选地，通过如下方法制备包含9位N‑取代吗啉基团的派罗宁类衍生物的荧光探

针：

[0079] S11.根据下面反应式一，从派罗宁衍生物经高锰酸钾KMnO4氧化制备派罗宁氧酮；

[0080]

[0081] S12.根据下面反应式二，将制备的派罗宁氧酮在三氟磺酸酐Tf2O的作用下，与吗

啉反应，得到包含9位N‑取代吗啉基团的派罗宁类衍生物的荧光探针

[0082]

[0083] 其中，R1、R2、R3、R4独立地选自氢、取代或未取代脂肪烃基、取代或未取代脂环烃

基、取代或未取代芳基、取代或未取代杂芳基中的一种，X为氧原子、偕二甲基或二甲硅基中

的一种， 为吗啉。

[0084] 优选地，步骤S1中，所述检测溶液为去氧的二次蒸馏水和二甲亚砜的混合溶液，或

者去氧的二次蒸馏水、磷酸缓冲盐溶液(PBS)、HEPES缓冲溶液(HEPES)与二甲亚砜的混合溶

液。

[0085] 优选地，通过如下步骤获得与所述荧光探针适配的检测溶液：

[0086] S13.制备去氧的二次蒸馏水；

[0087] S14.将所述去氧的二次蒸馏水和二甲亚砜按预设比例进行混合，获得与所述荧光

探针适配的检测溶液；

[0088] S15.对所述检测溶液进行除氧。优选地，可采用通氮气20min以上。

[0089] 优选地，所述预设比例为二次蒸馏水和液态二甲亚砜的容积比为99：1～999：1。

[0090] 可选地，步骤S14还可为，将所述去氧的二次蒸馏水和二甲亚砜按预设比例进行混

合后，还加入预设剂量的曲拉通X‑100作为助剂，获得与所述荧光探针适配的检测溶液。优
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选地，曲拉通X‑100的预设剂量不超过5％(质量比)。

[0091] 可选地，步骤S14还可为，将所述去氧的二次蒸馏水和二甲亚砜按预设比例进行混

合后，还加入预设剂量的维生素C作为稳定剂，获得与所述荧光探针适配的检测溶液。优选

地，维生素C的预设剂量不超过0.01％(质量比)。

[0092] 可选地，步骤S14还可为，将所述去氧的二次蒸馏水和二甲亚砜按预设比例进行混

合后，还加入预设剂量的曲拉通X‑100作为助剂，并加入预设剂量的维生素C作为稳定剂，获

得与所述荧光探针适配的检测溶液。

[0093] 优选地，步骤S2进一步细化为：获得与所述荧光探针适配的检测溶液后，将所述荧

光探针放入检测溶液中，直到获得荧光探针浓度为1×10‑6mol/L的检测溶液；再对所述检测

溶液进行除氧。

[0094] 优选地，步骤S3中，孵育的预设时间为20～30min。

[0095] 优选地，在特定波长的光激发下，记录两个不同发射通道的荧光发射强度数值，得

到两个发射通道的荧光强度比率值。

[0096] 优选地，确定所述两个发射通道的荧光强度比率后，通过步骤S41或步骤S42得出

待检测细胞线粒体中还原型谷胱甘肽的浓度：

[0097] S41 .根据事先标定的荧光强度比率‑还原型谷胱甘肽含量的标准曲线，确定该曲

线上所述两个发射通道的荧光强度比率对应的还原型谷胱甘肽含量，作为待检测细胞线粒

体中还原型谷胱甘肽的浓度；或者，

[0098] S42.将所述两个发射通道的荧光强度比率输入事先训练好的深度学习网络中，获

得待检测细胞线粒体中还原型谷胱甘肽的浓度。训练方法本领域技术人员能够理解，不再

赘述。

[0099] 与实施例1相比，本实施例提供的探针的细胞毒性较小，GSH检测限可以达到10×

10‑9mol/L数量级，与GSH的响应时间相对迅速，能用于活细胞线粒体中GSH的简便、快速测

定；而且，所使用的探针分子具备对GSH的可逆响应能力，可以用于监测活细胞线粒体内GSH

的变化动态。采用了比率荧光法对GSH的含量进行测定，克服了传统比色法和单一荧光强度

法中探针光漂白、基线漂移、背景干扰等缺点，降低了测量误差；而且，不需要对细胞等生物

样品进行前期的蛋白纯化工作，能够直接作用于活细胞样本，减少了测量步骤，降低了工作

强度和配套仪器要求，大大降低了测量成本。

[0100] 实施例3

[0101] 以荧光探针为9‑吗啉‑派洛宁材料制成，采用的细胞株为人肺上皮细胞(BEAS‑

2B)，对活的BEAS‑2B细胞的线粒体GSH含量进行测定的方法为例，如图2～图7所示，该方法

可分为3步骤：

[0102] SS1.取10μL浓度为1mM的探针溶液，加入990μL的二次蒸馏水，振荡1～2分钟，使其

混合均匀，得到检测溶液；

[0103] SS2 .将荧光探针放入BEAS‑2B细胞的培养液中，再取5μL的检测溶液，加入至含

BEAS‑2B细胞的培养液中，进而在二氧化碳培养箱内标准条件下孵育20min，得到已被探针

充分染色的BEAS‑2B细胞；

[0104] SS3.在激光共焦荧光显微镜下，以488nm激发光源照射上述已染色的BEAS‑2B细胞

样本，同时记录500～560nm和600～1000nm两个发射通道的荧光强度(Igreen和Ired)，得到
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Igreen/Ired的数值；

[0105] SS4.参照标准曲线，如图7所示，可以直接确定活的BEAS‑2B细胞线粒体中GSH的含

量为(1.53±0.16)×10‑6mol/L。

[0106] 本领域技术人员可以理解，实现上述实施例方法的全部或部分流程，可以通过计

算机程序来指令相关的硬件来完成，所述的程序可存储于计算机可读存储介质中。其中，所

述计算机可读存储介质为磁盘、光盘、只读存储记忆体或随机存储记忆体等。

[0107] 以上已经描述了本公开的各实施例，上述说明是示例性的，并非穷尽性的，并且也

不限于所披露的各实施例。在不偏离所说明的各实施例的范围和精神的情况下，对于本技

术领域的普通技术人员来说许多修改和变更都是显而易见的。本文中所用术语的选择，旨

在最好地解释各实施例的原理、实际应用或对现有技术的改进，或者使本技术领域的其它

普通技术人员能理解本文披露的各实施例。
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图3
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图5

图6

图7
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