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摘要：异硫氰酸荧光素是近年来在荧光标记技术领域应用最广泛的荧光标记物，借助于荧光显微镜、流式细

胞仪、激光扫描共聚焦显微镜等荧光检测技术和仪器，可将其用于蛋白质、核酸、多糖、小分子药物及纳米

粒、微球等靶向制剂的荧光标记及活性示踪．因此，阐述了近５ａ来异硫氰酸荧光素在荧光标记领域的应用
进展，并对其研究趋势和应用前景进行展望．
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　　异硫氰酸荧光素（Ｆｌｏｕｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，
ＦＩＴＣ）是一种在细胞生物学、免疫学、药物研究领域
广泛应用的荧光素类标记物．ＦＩＴＣ是在荧光素的结
构上引入异硫氰基（Ｎ＝Ｃ＝Ｓ）得到的，异硫氰基通
过与被标记物如蛋白质的伯胺基团反应形成硫脲

键，成为牢固的荧光染料—蛋白质结合物，从而实现

对目标分子的荧光标记．ＦＩＴＣ最大发射波长为
５２０～５３０ｎｍ，最大吸收波长为４９０～４９５ｎｍ，在碱性
溶液中具有强烈的黄绿色荧光，加酸后沉淀析出，荧

光消失．ＦＩＴＣ性质稳定、荧光量子产率高、无毒、成
本低，对所处微环境的变化很灵敏，适合作探针分

子．与抗体、蛋白质类结合可用于定性、定量检测，与
糖类结合则可用于糖类在体内的代谢研究，亦可用

于标示药物载体、聚合物微粒进行药物靶向性及示

踪研究．本文对近５ａ来 ＦＩＴＣ在药物分析领域的应
用进行综述，主要侧重于天然药物及中药活性成分，

以期为中药研究提供一种参考方法．

１　ＦＩＴＣ在荧光标记领域的应用

１１　用于蛋白质类药物的示踪研究
ＦＩＴＣ是用于标记生物相关蛋白质分子最广泛

的一个荧光探针．通过与不同抗体结合后，广泛用于
治疗性抗体如 ＴＣＲ（Ｔ细胞抗原受体，Ｔｃｅｌｌｒｅｃｅｐ
ｔｏｒ）的研究［１］，也可与蛋白质类成分结合后观察其

组织和细胞行为，ＣｅｌｉｎｅＨｏｆｆｍａｎｎ等［２］用ＦＩＴＣ标记
人血浆纤维连接蛋白（ＦＮ），用ＦＩＴＣ／Ｆｎ不同控释比
为评价指标，观察 ＦＮ的组织和细胞行为．周新阳
等［３］用２０ｍｇ天花粉蛋白与０４ｍｇＦＩＴＣ反应制备



得到ＦＩＴＣ－天花粉蛋白标记物，通过观察天花粉蛋
白进入黑色素瘤Ｂ１６细胞的动态过程，发现孵育６ｈ
时ＦＩＴＣ－天花粉蛋白对细胞 ＤＮＡ没有明显的损伤
作用；而孵育１２ｈ时对黑色素瘤Ｂ１６细胞产生明显
的细胞毒作用和凋亡．张倩等［４］制备了 ＦＩＴＣ与鹿
茸蛋白混合物（ＰＥ）的荧光标记复合物 ＦＩＴＣＰＥ，观
察到该标记蛋白在消化道中荧光强度及蛋白含量均

会削减，但蛋白主要成分保持不变，相对分子质量小

于４５ｋＤ的蛋白可以透过肠壁吸收入血．
双标记流式细胞术检测细胞凋亡是 ＦＩＴＣ的一

项成熟应用．用ＦＩＴＣ标记磷脂结合蛋白Ｖ（Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ），再与 ＰＩ（碘化丙啶）匹配使用，可检测细胞凋
亡，称为ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染色法．国内研究者
也利用该法观察到许多天然活性成分对不同细胞的

凋亡作用．饶远权等［５］发现人参皂苷 Ｒｇ３对肺腺癌
ＮＣＩ－Ｈ１６５０细胞增殖具有明显的抑制作用，且呈
时间剂量依赖关系．李晓冬等［６］检测到质量浓度为

１５０，２００ｍｇ／Ｌ的银杏叶提取物可诱导Ｕ２５１胶质瘤
细胞凋亡．郭立达等［７］发现姜黄素能显著抑制人结

肠癌ＬｏＶｏ细胞的增殖并促进其凋亡．申淑珍等［８］

观察丹参酮ⅡＡ联合三氧化二砷（ＡＴＯ）对人急性早
幼粒细胞白血病细胞株（ＮＢ４细胞）凋亡的作用．
１２　多糖类成分的示踪及体内代谢研究

多糖由于自身缺少发色基团和荧光基团，因此

不能直接用紫外或荧光法进行检测．而利用化学修
饰将ＦＩＴＣ连接到多糖分子上，则可准确、灵敏的标
记多糖，该方法是研究多糖在体内分布、降解和吸收

的一种重要方法．
胡锦珍等［９］发现 ＦＩＴＣ荧光标记的壳聚糖（脱

乙酰度为９０％，相对分子质量为５００ｋＤ）给小鼠灌
胃后在血清中质量浓度非常低，主要分布于肾脏，多

数以原形经粪便排泄，部分分解的壳聚糖经尿液排

泄．王月慧等［１０］采用 ＦＩＴＣ标记３种相对分子质量
（３，３００～４００，７００ｋＤ）的壳聚糖，体外检测标记物的
抑菌活性，发现标记后的壳聚糖依然具有抑菌活性，

但因ＦＩＴＣ标记时占据了壳聚糖的抑菌活性基团氨
基，使抑菌活性减弱．陈忱等［１１］通过ＦＩＴＣ与枸杞多
糖的共价偶联，成功对枸杞多糖进行荧光标记，荧光

取代度为１３％，２４ｈ体外稳定性良好，为研究枸杞
多糖的代谢动力学提供了良好的荧光探针．谢华
通［１２］等采用凝胶色谱法观察ＦＩＴＣ标记的麦冬多糖
（ＭＤＧ－１）在大鼠胃肠道内的含量变化，结果表明，

ＭＤＧ－１在胃内不分解，其主要代谢部位在肠道，原
因可能是肠道内环境及细菌共同作用的结果．

李福川等［１３］利用多糖具有的还原性末端，通过

对其半缩醛基的还原氨化反应先与酪胺（Ｔｙｒ）共价
偶联，引入仲氨基，再与ＦＩＴＣ进行亲核反应，完成对
多糖的标记，实现了对海洋多糖９１１的选择性荧光
标记．标记后的多糖抗凝活性无明显影响，也无明显
的细胞毒性．康迪等［１４］也应用这一方法制备得到纯

度达９９％的ＦＩＴＣ－海胆黄多糖（ＳＥＰ）荧光标记物，
并通过大鼠尾静脉注射后探索其血浆代谢情况．对
于具有还原末端多糖及寡糖，这一标记方法通用型

较强，且在虫草多糖［１５］、小刺猴头菌多糖［１６］、树舌

灵芝多糖［１７］、黄芪多糖［１８］等多糖荧光标记物制备

的体内代谢研究均有应用．
１３　药物载体的示踪研究

由于传统的药物载体不具备可观察性和可追踪

性，造成载体检测比较困难，而将荧光纳米探针应用

于药物载体可使该问题得到解决．采用ＦＩＴＣ对载体
颗粒进行修饰，制备复合荧光颗粒，依靠标准仪器检

测，可高灵敏、高选择性地监测活细胞中的活性物

质，现已在标记、示踪、检测等领域广泛应用．
杨丽等［１９］用 ＦＩＴＣ共价结合醋酸淀粉，制备得

到一个荧光性质稳定、具有生物可降解性的淀粉荧

光纳米微粒．柳琳等［２０］制备的 ＦＩＴＣ标记的亲水性
多肽类药物神经毒素自组装核壳型纳米粒（ＮＴ
ＳＡＮ）经鼻黏膜给药后，有助于提高 ＮＴ的脑内浓度
及生物利用度，为研究适宜蛋白质多肽类等大分子

药物经鼻黏膜给药的脑靶向新剂型提供了参考．冯
丽娜等［２１］制备了纳米药物载体 ＰＡＭＡＭＡｃＦＩＴＣ
ＬＣＴＰ，并将该载体与阿霉素连接，经体内外实验观
察到其对非小细胞肺癌 ＮＣＩＨ４６０具有良好的靶向
性和缓释作用．刘鉴峰等［２２］制备的多肽介导的肿瘤

靶向药物载体（Ｇ４ＦＩＴＣＳＰ５５２）在体外展示出良好
的肿瘤靶向性．高仕杰等［２３］用 ＦＩＴＣ标记的 ＴＡＴ
ＰＥＧ－阳离子脂质体，具备跨膜、长循环及荧光示踪
功能，经尾静脉将其注入大鼠体内，可清晰显示标记

物在ＭＣＦ７细胞内外的情况．
ＦＩＴＣ标记复合物还可作为荧光分子探针，用于

外用药物传递系统研究．ＨｅｕｉＫｙｏｕｎｇＣｈｏ等［２４］用

ＦＩＴＣ标记聚氧化乙烯－聚ε－己内酯－聚氧化乙烯
共聚物（ＰＥＯＰＣＬＰＥＯ），比较了未标记和标记后的
共聚物在临界胶束浓度（ＣＭＣ）、紫外吸收、荧光性能、

７５第６期　　　　　　　　　　　张雪梅，胡志宇：异硫氰酸荧光素在荧光标记领域的应用



结晶等性质的差异，发现低ＨＬＢ值的荧光标记物能
克服角质层的屏障作用，渗入无毛小鼠肌肤深层．

２　ＦＩＴＣ应用中存在的问题及其局限性

ＦＩＴＣ荧光标记的原理是利用异硫氰基与氨基
形成共价结合，对于结构中无氨基的物质需要先衍

生反应后再标记，如无氨基的多糖需要先与酪胺偶

联产生氨基后再与 ＦＩＴＣ反应［１３］．由于紫杉醇亦无
法直接标记，单玲玲等［２５］则使用谷氨酸作为ｌｉｎｋｅｒ，
先合成谷氨酸－紫杉醇复合物，再与 ＦＩＴＣ反应，最
终得到紫杉醇 －谷氨酸 －ＦＩＴＣ复合物．因此，针对
多数未具备氨基的化合物，选择何种载体或方法成

功标记则有待进一步研究和探索．
另外ＦＩＴＣ在光照下易发生猝灭，影响捕捉荧光

图像，有时需要和抗猝灭剂一起使用．在穿透机体时
ＦＩＴＣ发射的黄绿色荧光会有部分被机体吸收，导致
荧光强度降低．同时实验动物如裸鼠表皮及血液自
发荧光较强，会对 ＦＩＴＣ荧光产生比较严重的干扰，
使得用ＦＩＴＣ标记的物质在活体成像时不明显，需要
取裸鼠主要脏器及肿瘤进行脏器显像，才能得到明

显的荧光显像效果［２６］，这在一定程度上影响了

ＦＩＴＣ在活体成像领域的应用．

３　研究趋势及展望

ＦＩＴＣ作为一种应用广泛的荧光标记试剂，在天
然药物开发领域应用空间巨大．国内学者通过 ＦＩＴＣ
标记叶酸衍生物［２６］、抗体药物Ｒｉｔｕｘｉｍａｂ［２７］后，利用
小动物活体荧光成像技术追踪观察其在荷瘤裸鼠主

要脏器和肿瘤中的分布和代谢情况，能够准确地监

测ＦＩＴＣ标记物的动态分布情况，对分析抗肿瘤药物
靶向效果具有指导意义．

此外，ＦＩＴＣ标记药物也被应用到临床血清药物
检测领域．王小明等［２８］用ＦＩＴＣ抗体包被发光板，将
ＦＩＴＧＴ３类似物与抗ＦＩＴＣ抗体间接结合形成固相抗
原，用抗人三碘甲腺原氨酸（Ｔ３）类似物取代 Ｔ３作
为竞争抗原，探索了一种非均衡竞争化学发光免疫

分析法，此方法精密度好、灵敏度高，检测临床标本

与使用进口试剂测定结果相关性良好．目前已有睾
酮（Ｔ）［２９］、总甲状腺素（ＴＴ４）［３０］、孕酮（Ｐ）［３１］、雌二
醇［３２］、雌三醇类似物（Ｅ３）［３３］等药物建立了相似的
检测方法．利用ＦＩＴＣ寻找快速、价格低廉、适用于临
床应用的检测方法，将是其应用发展的趋势之一．

异硫氰酸荧光素量子产率高，荧光寿命长，借助

生物光子学的技术手段可动态的观测整个过程，并

进行定量测量，是一种有效、安全、灵敏度高的检测

方法，在药物成分示踪、活性物质的检测、药物代谢

过程研究、作用机制探讨、药物制剂开发等方面都将

会有更广阔的应用前景．
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