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细胞内 pH值测定方法的研究进展 *
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摘要：很多细胞的活动都对 pH的变化十分敏感。pH值的有效控制对维持正常的细胞生理活动十分重要。如何有效监测细胞内
pH值是很多细胞生物学的重要研究内容之一，如在研究细胞内转运蛋白、Ca2+离子等的变化活动时均需要测定细胞内的 pH值，

其相关的研究已有 100多年的历史。本文将介绍目前几种细胞内 pH值的主要测定方法，包括：弱酸弱碱分布法、核磁共振法、微

电极法、荧光探针法等；每一种方法将从相关方法、技术的原理、特点、应用、局限性和注意事项等着手，将各个方法的优缺点进行

横向的比较。本文还将重点探讨免疫探针法的最新进展，将报道一种最新的基于碳纳米点技术和荧光染料结合的 pH定量测定

计，还将介绍 SNARF的两种最新衍生染料 SNARF-F和 SNARF-Cl的性能及其应用。
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Recent Progress in the Measurements of Intracellular pH*

Most cellular activities are sensitive to pH. It is important to keep a suitable pH for the normal cellular activities.

Measurement of cytosolic pH is of interest in studying many processes, including transport proteins, Ca2+-related proteins, the

correlational studies have begun more than a hundred years ago. There are many methods that have been used to determine intracellular

pH, include pH-sensitive microelectrodes, nuclear magnetic resonance, and pH-sensitive fluorescent proteins. Here we review the
technologies, characteristics, applications, limitations and precautions of each approach, and make a horizontal comparison of the

advantages and disadvantages of each method. This review will also focus on providing the latest use of pH-sensitive fluorescent dyes to

measure intracellular pH. We will report a new quantitative measurement of the pH based on combination of carbon nanotubes point

technology and fluorescent dye. We will also introduce the performance and application of two latest SNARF derivative dyes, SNARF-F

and SNARF-Cl.
Intracellular pH; Fluorescent probe

前言

细胞内的大多数活动都是 pH 敏感的，包括细胞体积调

节、囊泡运输、细胞极化、纤维收缩以及支架的建立[1-5]。细胞内

pH 的改变会影响细胞内的信号传递分子如 Ca2+、cAMP 的活
动，并因此影响细胞内信号的传导[6]。一百多年前就已经开始了

对于细胞内 pH值的测定方法的研究，各种方法也不断地改进

和发展。细胞内 pH值的测定方法主要有弱酸弱碱分布法、核

磁共振法、微电极法，以及目前广泛应用的免疫荧光探针法等，

本文将针对这些方法作一介绍，并重点介绍近几年免疫荧光法

测定细胞内 pH值的最新进展，以供同行参考。

1 弱酸弱碱分布法

此方法的原理为：弱酸(弱碱)只有在化合物形态时才具有

透膜性；它们并不改变细胞内的 pH 值，其在细胞内代谢也不

活泼。弱电解质（通常为放射性示踪剂）在进入细胞后，经过长

时间的交换和移动，最终在细胞内外达到分布平衡[7]。

其一般测定步骤为：先用弱酸(弱碱)对细胞做一定时间的

预处理，再用不含弱酸(弱碱)的培养液对细胞清洗数分钟，之后

测定放射性强度，并参照之前测得的细胞体积，算得弱酸(弱碱)

共轭酸碱对的浓度，再根据细胞外 pH值和所使用的弱电解质

的解离常数计算出细胞内 pH[8]。

常用的弱酸有 DMO（5，5-dimethyl-oxazolidine dione）、丁

酸（butyric acid），弱碱有甲胺(methylamine，MeA)、苄胺(benzy-

lamine，BA)、烟碱(nicotine，Nie)等。

此法操作简单，分辨率适中，可以达到 0.1-0.2个 pH单位。

同时，该方法可应用于体积较小的细胞。所需材料少，0.1-1 g

鲜重的细胞量即可满足测定需求。此法的不足之处在于实验所
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需时间较长，并且该方法不能直接测定细胞内 pH值的短期变

化。弱酸(如 DMO)还会因为被细胞分解而使测定结果偏高。此

外，这是一种创伤较大的方法，阻止结构的破坏会使细胞内 pH

值发生变化[9]。

2 核磁共振法

核磁共振法多采用 31P NMR、19F NMR和 1H NMR等[10,11]。

但对细胞内 pH值的测定更多采用的是 31P NMR技术[1,12,13]。

其基本原理在于：在施加强磁场后，细胞内的无机磷库，

31P频谱发生依赖于 pH值变化的化学位移；参考标准参数值

绘制标准曲线[14]。

其一般步骤为：先将待测细胞离心，之后混入高氯酸，提取

上清液以检测细胞内的无机磷含量；加入碳酸氢钾，将溶液 pH

值调至中性备用，实验中再根据要求调至不同的 pH 值；分别

取上清液于 NMR专用管中以备测定，用 31P的 NMR分别测

得在不同 pH值条件下 Pi峰的化学位移和相对应的活体细胞
内 Pi峰的化学位移；参照标准曲线得到细胞内 pH值。如核磁

共振谱清晰度不够时可适当降低细胞培养液中锰离子浓度[15]。

核磁共振法测定细胞内 pH值具有以下优势：易于观察组

织细胞内 pH 值的异质性；对细胞无损伤（忽略放射性元素的

影响），可避免因细胞内部的新陈代谢影响以及由此产生的对

于测定结果的影响；这种方法还可检测细胞内糖酵解途径的活

性和细胞能态(energy status)等方面的信息[14]，还可获得细胞内

ATP、磷酸肌酸、磷酸单酯、双磷酸双酯、磷酸双酯等多种含磷

化合物的信息[16]。其灵敏度可以到达 0.06个 pH单位[17]。

此法的主要局限性在于：时间分辨率较低，需要长时间维

持细胞稳定生理状态；细胞敏感性低，需要较高的细胞浓度；当

细胞内 pH值偏碱性时会对测定结果的准确性产生较大影响[18]。

因此，此法在研究细胞群体或器官部分的 pH值变化时较为适宜。

3 微电极法

目前微电极法主要有玻璃电极、金属电极和液膜微电极 3

种。微电极主要是由 H+离子交换载体构成，用于测量电极插入

部位的 H+离子电动势。其中 H+选择性液膜微电极的性能较

好，现已广泛使用。微电极的直径小于 1 m，穿过细胞膜达到细
胞质[19]。

微电极可由 2根微电极或 1根双腔微电极组成，其中一个

为 pH值敏感电极，另一个为参比电极。在测定胞内 pH值时，

先将微电极插入待测细胞，然后读取两电极间的电位差数值，

再参考标准值曲线绘制所测 pH值的线性函数[20]。

微电极法检测细胞内 pH的特征包括：具有较高的时间分

辨率，能够持续记录细胞内 pH值变化，适合各种条件下使用；

具有较高精确度且很容易校准，其测定 pH 值可精确到
0.02-0.05个 pH单位；该方法在测定细胞内 pH值的同时还可

测定细胞膜电位。所以，在需要持续记录或研究 pH值的瞬时

变化时采用微电极较优，其适合实验室的日常常规使用[21]。

微电极法不足之处在于：技术操作难度大：待测细胞的直

径一般需要超过 50m[14]。所以，该方法在操作时需考虑待测细胞的

胞径。

与此同时，在此方法的基础上进而衍生出了细胞液提取

法，原理为使用玻璃微电极测定提取细胞液的 pH值。此法主

要用于细胞较多时 pH值的测定。此方法操作简单，需将待测

细胞磨压碾碎，所以导致最终抽提的细胞上清液中可能混有其

它成分，从而带来较大的误差。

4 荧光探针法

荧光探针技术经过不断的发展，目前已经比较成熟，在测

定细胞内 pH值中被广泛使用。这种方法能够给出细胞内 pH

值的二维甚至于三维地图，其精度值达到 0.01个 pH单位、200
nm的空间精确度和毫秒级的时间精确度[22]。

这项技术的基本原理是：细胞能够荷载上荧光染料，并且

荧光随着 pH的变化而变化。荧光素分子能够吸收一定波长的

光子并跃迁入激发态，之后能量会以较长波长的光发散出来。

近年来，出现了很多关于采用 pH值敏感的荧光染料测定

细胞内 pH值的研究报道。pH值荧光染料有很多种，每种染料

又有不同的工作 pH区间（见表 1），广泛采用的有 2',7'-bis (car-

boxyethy1) -5-(6)- Carboxyfluorescein 2',7'-二(羧乙基)-5(6)- 羧
基荧光黄 (BCECF)和 Carboxy seminaphtorhodafluor 羧化半萘

罗丹明类荧光探针(carboxy SNARF-1)。
BCECF（见图 1）[23]是一种近乎理想的细胞内 pH值测定染

料，因为它 6.98的 pKa值和 6.0-8.0的 pH工作区间使其可以

满足大多数的细胞。此方法的原理是：BCECF-AM是一种亲脂

性的非荧光分子，其首先通过扩散进入细胞；之后，AM基团在

细胞内酯酶的帮助下发生水解，生成荧光亲水性的 BCECF分
子，其荧光强度是和细胞内的 pH值变化相关的；最后，采用特

定的仪器，如激光共聚焦显微镜或流式细胞仪，用于检测细胞

内的荧光强度[24，25]，再参照不同厂家给出的校准曲线，得出被测

细胞内的 pH值。该方法使用时需注意，根据被测材料的不同，

应相应调整荧光染料的浓度、实验温度和实验时间[26]。该方法

不受细胞浓度和细胞大小的限制，操作相对简单，能够实时监

测细胞内 pH值变化，具有较高的时间分辨率，可以同时测定

细胞内多个位点的 pH值，并且重复性较好。所以，该方法已经

得到了大范围使用[23, 24, 27-29]。

但该方法仍存在需要改进的地方。首先，该方法不能用于

细胞膜电位的测定。并且，因游离的 BCECF分子具有较高的亲

电性，其与细胞内其他的分子发生螯合，如转运蛋白 Ca-AT-

Pase，使得荧光光谱偏移，进而引起测得的 pHi产生系统误差。

而离子载体尼日利亚菌素(nigericin)细胞内反应性低，现已用于

活体校准[1]。然而，尼日利亚菌素只能使细胞内外 pH值达到一

个相对的平衡，这个平衡并不稳定，pHi很难被维持在一个稳
定的水平，进而导致系统误差。与此同时，染料与细胞分子的螯

合反应还会改变细胞的原本结构，增加染料损失，处理不慎还

可能污染细胞。所以，在离体校准时应尽量接近细胞内环境[14]。

有研究表明，与 BCECF相比，SNARF 性能较好。因与
SNARF相比较，BCECF在细胞质中更易螯合，增加了染料的

浪费、同时增大了实验误差[25，30]。目前，有研究报道 SNARF的

两种衍生染料 SNARF-F和 SNARF-Cl，其在实验中显示出典
型的吸收和荧光红移，并与传统 SNARF相比具有更高的细胞

透性，并且 SNARF方法中典型的 pH相关的双发射特性得到

了保留。SNARF-F的低 pKa(7.38)使其更加适合对细胞内 pH
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值的测定[31]。与此同时，显微技术与荧光的结合可以更高精度

得测定细胞内的 pH值[25]。

因对于实验精度的更高要求，荧光染料的研究仍在不断的

发展[32]。目前，有报道一种基于碳纳米点技术和荧光染料结合

的 pH定量测定计。碳纳米传感器配以两种荧光染料，其显示

出很好的生物相容性和细胞扩散性，并已经完成了在海拉细胞

和氧化应激状态下的实验[33]。随着纳米技术的进展，一种光诱

导电子转移技术的 pH 纳米传感器已经可以用于细胞器内的
pH值的测定，但其 pH值的测定仍是使用共聚焦荧光显微镜和
光谱学的分析[34]。

图 1 BCECF分子结构

Fig.1 Structure of the molecule: BCECF

SNAFL

SNARF

HPTS (pyranine)

BCECF

Oregon green dyes

Rhodols (包括 NERF)

LysoSensor probes

pH-sensitive GFP mutants

7.2-8.2

7.0-8.0

7.0-8.0

6.0-8.0

4.2-5.7

4.0-6.0

3.5-8.0*

5.1-8.1

荧光指示剂 (fluorescence indicator) 工作 pH范围 (Working range)

表 1 细胞内酸碱指示剂和其应用范围

Table 1 Intracellular pH indicator and its application range

5 总结

NMR基本上是最少侵入细胞的方法，但其对 pH值测定

的低敏感度和技术步骤上的复杂，限制了它的应用；微电极法

可以同时测定 H+离子和 H+-相关离子的变化，但它对细胞具

有侵入性，同时，它对实验细胞的大小也有一定的要求[1，35]。荧

光染料法相比于前三种方法，可以测定数个细胞或大量细胞的

pH值，与此同时，它也可以用来测定细胞内其他离子的活动情

况[1]。
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