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用于检测多硫化氢和亚硝酰氢的小分子荧光探针

张　鹏１，韩潇玥２，３，于法标１，２＊，陈令新１，２＊
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２．中国科学院 烟台海岸带研究所，山东 烟台２６４００３；３．中国科学院大学，北京１０００４９）

摘　要：多硫化氢（Ｈ２Ｓｎ）和亚硝酰氢（ＨＮＯ）在一系列生理病理过程中起着重要的作用，包括调

节细胞内氧化还原信号传递过程、增强心肌的收缩能力、抑制血小板聚集等。Ｈ２Ｓｎ可以通过硫

化氢（Ｈ２Ｓ）与活性氧物种反应得到。一氧化氮（ＮＯ）和 ＨＮＯ可以在超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）作

用下相互转化，Ｈ２Ｓ和ＮＯ反应可以生成 Ｈ２Ｓｎ和 ＨＮＯ，调控酶的活性以及蛋白与蛋白之间的

相互作用，从而影响蛋白质的生理功能。因此，实时检测生物体内 Ｈ２Ｓｎ和 ＨＮＯ的浓度具有十

分重要的生物医学意义。在各种生物检测技术中，荧光探针具有选择性好，灵敏度高，可以实时

原位检测，对样品损伤小等优点，受到了广泛关注。本文将按照探针响应基团的反应类型，将近

几年用于定性定量检测 Ｈ２Ｓｎ和 ＨＮＯ荧光探针进行分类和总结，重点概述探针的设计理念、响

应机制和生物应用，并对探针的应用前景进行了展望。同时，本文也关注了硫化氢和其他硫烷

硫类物种荧光检测的近期进展。
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　　细胞内活性硫物种（Ｒｅａｃｔｉｖｅ　Ｓｕｌｆｕｒ　Ｓｐｅｃｉｅｓ，

ＲＳＳ）是含硫生物分子的一种统称，这些分子在生

理学和病理学过程中扮演着重要的角色，例如：硫

化氢（Ｈ２Ｓ）、硫烷硫、谷胱甘肽（ＧＳＨ）、半胱氨酸

（Ｃｙｓ）等。在正常生理条件下，Ｈ２Ｓ可以调节细胞

内的氧化还原状态以及调控一些基本的细胞信号

传导过程，包括血管舒张、心肌收缩、神经递质传

递和胰岛素分泌等。一旦细胞内 Ｈ２Ｓ浓度失衡则

会引起阿尔茨海默病、肝硬化、胃黏膜损伤、动脉

及肺动脉高压等很多疾病的发生［１］。硫烷硫是指

以６价电子的形式（Ｓ０）可逆地附着在其它硫原子

上的离子硫化物的总称。其存在的形式多为：斜

方硫（Ｓ８）、过硫化物（Ｒ－Ｓ－ＳＨ）、多硫化物（Ｒ－Ｓ－Ｓｎ－

Ｓ－Ｒ，ｎ＞１）、硫代硫酸盐（Ｓ２Ｏ２－３ ）和连多硫酸盐

２０１６－０８－０５收稿，２０１６－０８－１５录用

国家自然科学基金项目（（２１４０５１７２，２１５７５１５９，２１２７５１５８）和中国科学院青年创新促进会项目（Ｇｒａｎｔ　２０１５１７０）资助

＊通讯作者，Ｅ－ｍａｉｌ：ｆｂｙｕ＠ｙｉｃ．ａｃ．ｃｎ（于法标），ｌｘｃｈｅｎ＠ｙｉｃ．ａｃ．ｃｎ（陈令新）

４０２



　第５期 张　鹏等：用于检测多硫化氢和亚硝酰氢的小分子荧光探针 ４０３　　 　

（－ＳＯ３－Ｓｎ－ＳＯ－３ ，ｎ＞１）等。由于ＲＳＳ在生命体中

具有多种生理功能，因而得到越来越多的研究和

关注。多硫化氢（Ｈ２Ｓｎ，ｎ＞１）是硫烷硫的一种，其

可由 Ｈ２Ｓ直接氧化形成。该硫烷硫物种具有抗氧

化、保护细胞以及传导氧化还原信号的作用。

Ｈ２Ｓｎ通过其所含高活性巯基（—ＳＨ）调节一系列

的细胞内氧化还原信号传递过程，从而调控细胞

的一系列生理功能［２－４］。理论上，Ｈ２Ｓ与 Ｈ２Ｓｎ是

一对氧化还原电对，可参与细胞内的各种氧化还

原反应，共存于生物系统中。据报道，Ｈ２Ｓｎ可以通

过 Ｈ２Ｓ与活性氧物种（Ｒｅａｃｔｉｖｅ　Ｏｘｙｇｅｎ　Ｓｐｅｃｉｅｓ，

ＲＯＳ）直接反应得到，作为 Ｈ２Ｓ的氧化形式存在于

硫烷硫家族中［５］。此外，越来越多的证据表明与

生物活性密切相关的 Ｈ２Ｓ浓度是由 Ｈ２Ｓｎ调节的。

例如，Ｈ２Ｓｎ可以通过激活瞬时受体电位 Ａ１通道

诱导Ｃａ２＋内流，在此之前认为是 Ｈ２Ｓ的作用。因

此，最近研究表明 Ｈ２Ｓｎ可能是实际的信号分子，

而 Ｈ２Ｓ可能只是 Ｈ２Ｓｎ信号转导过程中的终产

物［６］。细胞内所含其他生物硫醇也属于活性硫物

种。其中，谷胱甘肽（ＧＳＨ）是细胞中最丰富的非

蛋白质硫醇，它可以控制细胞内的氧化还原状态、

信号传导以及基因调节。半胱氨酸（Ｃｙｓ）与肝损

伤、皮肤损伤、儿童生长发育缓慢以及肌肉和脂肪

缺失有关。高半胱氨酸（Ｈｃｙ）是维生素Ｂ１２缺乏

和阿尔茨海默病的风险因素［７，８］。作为硫烷硫单

独一类的过硫化半胱胺酸（Ｃｙｓ－ＳＳＨ）及其衍生物

则能够为辅酶提供硫元素，调节细胞信号，激活或

者灭活酶的活性。此外，Ｃｙｓ－ＳＳＨ 能够通过提高

过硫化谷胱甘肽ＧＳＳＨ的含量来维持细胞内的氧

化还原环境［９］。

活 性 氮 物 种 （Ｒｅａｃｔｉｖｅ　Ｎｉｔｒｏｇｅｎ　Ｓｐｅｃｉｅｓ，

ＲＮＳ）是一类具有高生物化学活性的含氮原子的

化学物种。该物种也可以参与多种生理学和病理

学过程。其中亚硝酰氢（ＨＮＯ）作为一种重要的

ＲＮＳ得到了广泛的关注［１０］。ＨＮＯ是由一氧化氮

（ＮＯ）单电子还原并且质子化形成的产物。它可

以增强心肌的收缩能力，抑制血小板聚集，并且可

以和硫醇相互作用，抑制乙醛脱氢酶［１１］。研究表

明，在适当的条件下，ＨＮＯ能够直接由一氧化氮

合酶（ＮＯＳ）氧化降解Ｌ－精氨酸而成，ＮＯ和 ＨＮＯ

可以在超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）作用下相互转

化［１２］。最近也有证据表明生物硫醇（ＲＳＨ）可以

和ＮＯ生成Ｓ－亚硝基硫醇（ＲＳＮＯ）。ＲＳＮＯ的生

成能改变蛋白构象，从而影响酶的活性以及蛋白

与蛋白之间的相互作用［１３］。而 Ｈ２Ｓ和ＮＯ反应可

以生成Ｈ２Ｓｎ和 ＨＮＯ。这也说明ＮＯ和 Ｈ２Ｓ信号

通路是交织在一起的，在心脑血管系统和其他方面

的生物响应具有相互衰减相互增强的表现［１４］。

基于活性硫物种、活性氧物种和活性氮物种

的重要生理学和病理学意义，以及它们之间的相

互作用，研究它们的生理和病理作用及其相互作

用的机制非常重要。荧光生物成像技术（Ｆｌｕｏｒｅｓ－

ｃｅｎｃｅ　Ｂｉｏｉｍａｇｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）支撑的可视化分

析，为获取亚细胞水平上的详细信息提供了一种

独特的研究方法。该技术在对分析对象进行高时

空分辨、快速检测的同时，几乎不会对分析对象造

成侵入式破坏。因此，荧光检测技术也被称为非

侵入式检测技术。与传统检测技术相比，非侵入

式检测以其灵敏度高、选择性好、响应时间短等优

点，易实现对生物体的实时、原位检测和观察，因

此，用于检测细胞内活性物种的荧光探针得到了

迅速发展［１５，１６］。

本文主要针对 Ｈ２Ｓｎ和 ＨＮＯ的最近研究进展

进行总结和评述。所述荧光探针将按照响应基团

的反应类型进行分类，重点概述荧光探针的设计

理念、响应机制和生物应用。同时，本文也关注了

Ｈ２Ｓ和其他硫烷硫类物种荧光检测的近期进展。

１　检测Ｈ２Ｓ和Ｈ２Ｓｎ的荧光探针

１．１　检测Ｈ２Ｓ的荧光探针

通过筛选 Ｈ２Ｓ与探针响应基团的反应类型，

我们将用于检测 Ｈ２Ｓ的荧光探针分为３类：（１）

Ｈ２Ｓ参与的还原反应，包括将叠氮基团还原成氨
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基、硝基／羟胺还原成氨基、硒亚砜还原成硒醚等；

（２）Ｈ２Ｓ参与的亲核反应，包括迈克尔加成反应、

双亲核反应、双键加成反应、硫解反应等；（３）Ｈ２Ｓ

与Ｃｕ（Ⅱ）的沉淀反应等［１，１７］。

叠氮基团能够被 Ｈ２Ｓ还原生成氨基，分子结

构的变化势必使得分子轨道中的电子分布发生变

化，从而引起荧光探针的荧光强度发生变化。

Ｃｈａｎｇ等设计了一系列基于叠氮还原的荧光探针

（１～６）用于检测细胞内的 Ｈ２Ｓ［１８，１９］。这些探针的

荧光团为罗丹明１１０。当叠氮基团被 Ｈ２Ｓ还原成

氨基之后，探针（１～６）的螺环打开，恢复了罗丹明

１１０荧光团的π共轭结构，使得荧光恢复。探针

（１）和 （２）能 够 检 测 活 的 人 源 胚 胎 肾 细 胞

（ＨＥＫ２９３Ｔ）中的 Ｈ２Ｓ，１ｈ后可达到荧光饱和。

在该实验条件下，探针（１）和探针（２）的荧光量子

产率分别为０．６０和０．５１。探针（１）的检出限为

１０μｍｏｌ／Ｌ。然而，细胞中的 Ｈ２Ｓ浓度范围变化

剧烈，用（１）和（２）很难及时的检测出细胞中 Ｈ２Ｓ

的即时浓度。该研究组又优化了设计策略，发展

出一种灵敏度更高，细胞保留时间更长的探针

（３～６）。其中探针（４～６）中包含了一个乙酰氧基

甲基酯，目的是为了增加探针的脂溶性，提高细胞

摄入探针的能力。值得注意的是，通过细胞内皮

生长因子（ＶＥＧＦ）的刺激，探针（６）实现了细胞中

内源性 Ｈ２Ｓ的实时检测。探针（６）的检出限为

５００ｎｍｏｌ／Ｌ。该实验结果显示，内源性 Ｈ２Ｓ的生

成与ＮＡＤＰＨ氧化酶的衍生物过氧化氢有着紧密

的关系。这为研究 Ｈ２Ｓ与ＲＯＳ之间的相互关系

提供了证据。探针（３～６）的荧光量子产率分别为

０．９２、０．１８、０．１８和０．１７。

　　Ｈａｎ等报道了一种基于分子内电荷转移

（ＩＣＴ）机理的近红外比率型荧光探针（７）用于检测

Ｈ２Ｓ［２０］。该探针以七甲川花菁为荧光团，叠氮基

团为响应基团。探针的紫外最大吸收波长为６１０

ｎｍ，荧光最大发射波长为７１０ｎｍ，量子产率为

０．１１。加入 Ｈ２Ｓ后，探针上吸电子的叠氮基团被

Ｈ２Ｓ还原成供电子的氨基，触发了ＩＣＴ效应，探针

的最大吸收波长变为６６０ｎｍ，最大发射波长变为

７５０ｎｍ，量子产率为０．１２。探针（７）用等吸收点

６２５ｎｍ激发，荧光强度比值（Ｆ７５０ｎｍ／Ｆ７１０ｎｍ）随着

Ｈ２Ｓ的加入（０～１００μｍｏｌ／Ｌ）不断增强（０．６～

２．０），其出限为０．０８μｍｏｌ／Ｌ。该探针的选择性

高，其他的活性硫物种、活性氧物种和活性氮物种

对探针的检测没有影响。探针不仅能够定性和定

量检出水溶液以及胎牛血清中 Ｈ２Ｓ的浓度，也能

检测ＲＡＷ２４６．７细胞中氧化胁迫下的 Ｈ２Ｓ浓度
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的变化。

荧光团上的强吸电子基团硝基会被 Ｈ２Ｓ还原

生成氨基，这会引起探针荧光强度的变化。Ｃｈｅｎ

等利用光诱导电子转移（ｄ－ＰＥＴ）机理设计了近红

外荧光探针（８）用于检测 Ｈ２Ｓ［２１］。该探针以近红

外七甲川花菁作为荧光团，邻位硝基苯酚作为响

应基团。硝基被 Ｈ２Ｓ还原成氨基后，阻断了ｄ－

ＰＥＴ过程，使得探针荧光增强，进而可以用于检测

Ｈ２Ｓ。探针（８）的紫外最大吸收和荧光最大发射波

长分别为７５５ｎｍ和８０９ｎｍ。加入 Ｈ２Ｓ后，探针

荧光强度增加了１２．７倍，量子产率从０．０５增加

到０．１１。此外，探针（８）与 Ｈ２Ｓ的反应速率与温

度有关，温度越高反应速率越快，３７℃时荧光强度

在６０ｍｉｎ内达到饱和。探针（８）检测Ｈ２Ｓ时不受活

性氧物种、活性氮物种和其他活性硫物种的干扰。

该探针能够定位在小鼠巨噬细胞（ＲＡＷ　２６４．７）的

细胞质中，用于ＲＡＷ２６４．７细胞中外源性 Ｈ２Ｓ的

检测。

　　Ｈ２Ｓ可以将硒亚砜还原成硒醚。硒亚砜和硒

醚是一对供受电子体系，能影响探针荧光的变化。

Ｈａｎ等报道了一系列荧光探针（９～１１），通过探针

上的有机硒基团检测 Ｈ２Ｓ与ＲＯＳ之间的氧化还

原循环。可逆荧光探针（９）能够检测ＨＣｌＯ与Ｈ２Ｓ

之间的氧化还原循环，其中ＢＯＤＩＰＹ为荧光团，含

硒 ＭＰｈＳｅ为响应基团［２２］。由于荧光团和响应基

团之间的ＰＥＴ效应，探针（９）的荧光被猝灭。但

是，Ｓｅ被氧化后阻止了ＰＥＴ效应，探针的荧光会

增强。其量子产率由０．１３增加到０．９６。探针（９）

能够检测ＲＡＷ２６４．７细胞中 ＨＣｌＯ与 Ｈ２Ｓ之间

的氧化还原循环。探针（１０）为可逆的比率型近红

外荧光探针，可用于检测 ＨＢｒＯ与 Ｈ２Ｓ之间的氧

化还原循环［２３］。用苯乙烯连接起来的 ＭＰｈＳｅ响

应基团延伸了ＢＯＤＩＰＹ荧光团的共轭体系，再加

上 ＭＰｈＳｅ响应基团为强供电子基，所以该探针发

射波长处于近红外区。

　　当 ＨＢｒＯ把 ＭＰｈＳｅ基团氧化成硒亚砜形式

后，由于硒亚砜的吸电子性，使得探针的荧光光谱

出现蓝移。反应后荧光量子产率从０．０００８３增加

到０．２０６。该探针能够成功用于检测 ＲＡＷ２６４．７

细胞中 ＨＢｒＯ／Ｈ２Ｓ的氧化还原循环。探针（１１）

用１，８萘二甲酰亚胺为荧光团，通过时间相关

的密度泛函理论计算可以确定探针（１１）（未氧化

态）存在ＰＥＴ过程［２４］。但是，探针（１１）同时也

存在激发态构型扭转过程，造成了荧光的猝

灭。反应后探针（１１）量子产率由０．０４增加到

０．４５。该探针能够检测到ＲＡＷ２６４．７细胞和活

体小鼠中 ＨＣｌＯ的氧化应激和 Ｈ２Ｓ的还原修复

过程。
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　　Ｈ２Ｓ作为亲核试剂能够在细胞内发生亲核取

代反应。Ｑｉａｎ等报道了两个荧光探针（１２、１３）用于

检测Ｈ２Ｓ［２５］。其荧光团分别为ＢＯＤＩＰＹ和１，３，５－
三苯基－２－吡唑啉。Ｈ２Ｓ响应基团分别是一个被α，β－
不饱和丙烯酸甲酯和邻－醛基取代的芳基基团。醛

基能够与Ｈ２Ｓ反应生成缩醛中间体，随后与邻近的

丙烯酸盐发生迈克尔加成反应生成缩硫醛。这个

串联反应能够阻断探针的ＰＥＴ过程，反应后探针

１２和１３的量子产率为０．２０８和０．０５８，上述两个探

针能够用于检测人宫颈癌细胞（ＨｅＬａ）中的Ｈ２Ｓ。

　　Ｈ２Ｓ具有双重亲核加成反应的特性，Ｘｉａｎ等

设计了一系列双亲核特性的探针（１４、１５）用于检

测 Ｈ２Ｓ［２６］。探针（１４）包含了活性二硫基团，Ｈ２Ｓ

能够与二硫基团反应生成包含—ＳＨ的中间体，中

间体经历自发的环化作用后释放出荧光团，而其

他具有单亲核取代性质的生物硫醇，如半胱氨酸

和谷胱甘肽，都不会产生干扰。反应后，探针（１４）

的量子产率从０．００３增加到０．３９２。该探针可以

用于检测牛血浆和非洲绿猴肾成纤维细 胞

（ＣＯＳ７）中的 Ｈ２Ｓ浓度。
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　　Ｘｉａｎ等又继续设计了探针（１５ａ～ｅ）。该系列探

针的荧光团为甲氧基荧光素、７－羟基香豆素、试卤灵

和２－甲基东京绿［２７］。（１５ｄ）和（１５ｅ）可以用于在ＨｅＬａ

细胞中检测 Ｈ２Ｓ供体ＹＺ－４－０７４形成的 Ｈ２Ｓ。反应

后，探针（１５ａ～ｅ）荧光强度分别增加了１　３　０倍、２　７　５

倍、６８倍、２０倍和６０倍。其检出限分别为６０ｎｍｏｌ／Ｌ、

７９ｎｍｏｌ／Ｌ、４７ｎｍｏｌ／Ｌ、２６６ｎｍｏｌ／Ｌ和４７ｎｍｏｌ／Ｌ。

基于软硬酸碱规则，荧光团引入Ｃｕ（Ⅱ）金属

络合基团后，顺磁性的Ｃｕ（Ⅱ）会猝灭荧光团的荧

光。Ｎａｇａｎｏ组报道了一系列氮杂大环Ｃｕ（Ⅱ）络

合物荧光探针（１６ａ～ｄ）用于检测 Ｈ２Ｓ［２８］。其中，

探针（１６ｂ）对 Ｈ２Ｓ展现出了好的选择性和高的灵

敏度。加入 Ｈ２Ｓ后，检测反应可在几秒内完成。

探针的荧光强度增强了５０倍。探针（１６ｂ）能够用

于检测３－巯基丙酮酸硫转移酶所产生的Ｈ２Ｓ以及

ＨｅＬａ细胞中的 Ｈ２Ｓ。

１．２　检测Ｈ２Ｓｎ的荧光探针

基于反应类型，用于检测 Ｈ２Ｓｎ的探针大致可

以分为以下几类：（１）Ｈ２Ｓｎ与巯基苯甲酰发生亲核

取代反应，即巯基苯甲酰作为亲电试剂与活性硫

原子反应生成含硫加合物，随后发生分子内环化，

释放出荧光团；（２）Ｈ２Ｓｎ与２－氟－５－硝基苯甲酰发

生亲核取代反应，即 Ｈ２Ｓｎ能够取代２－氟－５－硝基苯

甲酰上的Ｆ原子，形成了带巯基的中间体，巯基进

攻探针上的羰基发生分子内环化，然后释放出荧

光团；（３）Ｈ２Ｓｎ与肉桂酸酯发生亲核取代反应，即

Ｈ２Ｓｎ与肉桂酸酯上的α，β－不饱和羰基进行１，４加

成，形成含有过硫化物的中间体，随后中间体发生

分子内环化释放荧光团；（４）Ｈ２Ｓｎ与苯基２－（苯甲

酰巯基）苯甲酰发生亲核取代反应，即苯基２－（苯

甲酰巯基）苯甲酰与 Ｈ２Ｓｎ反应后，经过分子内环

化释放荧光团。

巯基可以与 Ｈ２Ｓｎ上的Ｓ原子发生亲核反应，

Ｘｉａｎ等合成了两个用于检测硫烷硫的荧光探针

（１７ａ、１７ｂ）［２９］。探针的荧光团分别是香豆素和荧

光素。探针上的巯基苯甲酰可与硫烷硫上的活性

硫原子反应形成－Ｓ－ＳＨ 过硫化物，紧接着进行分

子内环化，释放出荧光团。上述探针对硫烷硫具
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有较好的选择性，当加入硫烷硫后，探针（１７ａ）的

量子产率增加了２５倍，探针（１７ｂ）量子产率增加

了５０ 倍。其检出限分别为 ７３ｎｍｏｌ／Ｌ 和 ３２

ｎｍｏｌ／Ｌ。探针（１７ｂ）能够用于检测大鼠心肌细胞

（Ｈ９ｃ２）和 ＨｅＬａ细胞中硫烷硫的浓度。

２－氟－５－硝基苯甲酰具有双亲电中心，Ｘｉａｎ等

合成了３种用于检测 Ｈ２Ｓｎ的荧光探针（１８ａ～ｃ），

均以荧光素作为荧光团，２－氟－５－硝基苯甲酰作为

响应基团［５］。加入 Ｈ２Ｓｎ后，探针生成过硫化物中

间体，随后进行分子内环化，生成二硫化合物释放

出荧光团。其中探针（１８ｃ）荧光增强了１３７倍，

（１８ａ）增强了５７倍。（１８ｂ）因为背景荧光缘故，荧

光增强不明显。探针（１８ｃ）灵敏度高，检出限为７１

ｎｍｏｌ／Ｌ。实验还验证了 ＨＣｌＯ和 Ｈ２Ｓ可以迅速

反应生成 Ｈ２Ｓｎ。探针（１８ｃ）可以用于检测 ＨｅＬａ

细胞中 Ｈ２Ｓｎ的浓度。

　　Ｃｈｅｎ等合成了一种以氮杂氟硼吡咯（ａｚｏ－

ＢＯＤＩＰＹ）为荧光团、２－氟－５－硝基苯甲酰为响应基

团、三苯季鏻盐为线粒体定位基团的近红外荧光

探针（１９），用于检测 Ｈ２Ｓｎ［３０］。探针（１９）的紫外最

大吸收为６６０ｎｍ，荧光最大发射波长为７３０ｎｍ。

当加入Ｎａ２Ｓ２（一种 Ｈ２Ｓｎ供体）后，Ｈ２Ｓ２取代Ｆ原

子形成了带巯基的中间体，巯基进攻探针上的羰

基发生分子内环化，然后释放出ａｚｏ－ＢＯＤＩＰＹ，打

断了分子内ｄ－ＰＥＴ过程，使得荧光增强。探针可

对Ｎａ２Ｓ２迅速响应，加入后２５ｓ就会出现荧光增

强，３０ｓ后探针荧光增强了２４倍。该快速响应性

质有利于检测代谢较快的内源性 Ｈ２Ｓｎ。探针对

Ｈ２Ｓｎ选择性好，灵敏性高。通过在 Ｈ２Ｓ中加入活

性氧物种和活性氮物种，该探针验证了 Ｈ２Ｓｎ可以

来源于 Ｈ２Ｓ和活性氧物种的反应。探针也可以用

于检测酶催化生成 Ｈ２Ｓｎ。细胞试验中，探针可以

直接检测ＲＡＷ２６４．７细胞中外源性和内源性的

Ｈ２Ｓｎ浓度的变化。Ｈ２Ｓｎ来源于 Ｈ２Ｓ和活性氧物

种也在ＲＡＷ２６４．７细胞中得到了验证。通过探

针与罗丹明１２３共定位实验证明，探针（１９）可以

检测线粒体中的 Ｈ２Ｓｎ。小鼠组织检测结果发现

脑、肾中 Ｈ２Ｓｎ的浓度高于肝、心、肺中的浓度。
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　　Ｃｈｅｎ组还进一步报道了近红外荧光荧光探

针（２０）用于检测 Ｈ２Ｓｎ，该探针的荧光调控机理也

是ｄ－ＰＥＴ过程［３１］。在４－羟乙基哌嗪乙磺酸缓冲

液中，探针紫外最大吸收和荧光最大发射波长分

别为６６０ｎｍ和７３７ｎｍ。加入Ｎａ２Ｓ２后，探针（２０）

的酯键断裂成环释放ａｚｏ－ＢＯＤＩＰＹ，ｄ－ＰＥＴ过程结

束，探针的荧光增强。在４－羟乙基哌嗪乙磺酸缓

冲液和胎牛血清中，荧光强度和Ｎａ２Ｓ２的浓度呈线

性关系，说明探针可以从定性定量两方面检测

Ｈ２Ｓｎ浓度。探针（２０）对 Ｈ２Ｓｎ有较高选择性，不受

其他生理物种的影响。在探究 Ｈ２Ｓｎ来源的试验

中，探针（２０）证明了 Ｈ２Ｓｎ可以来源于 Ｈ２Ｓ和活性

氧的相互作用，以及酶的催化反应。在细胞试验

中，探针（２０）可以用于检测外源性和内源性的

Ｈ２Ｓｎ。该实验也证明了过量的 Ｈ２Ｓ可以转化为

Ｈ２Ｓｎ储存起来。小鼠活体实验证明，探针（２０）可

以用于检测活体内的 Ｈ２Ｓｎ含量，并且能够检测内

源性 Ｈ２Ｓｎ的形成。

Ｌｉｕ等报道了一种用于检测 Ｈ２Ｓｎ的双光子荧

光探针（２１）［３２］。探针（２１）的荧光团为２－苯并噻

唑－２－烷基－喹啉－６－羟基，响应基团为２－氟－５－硝基

苯甲酰。加入 Ｈ２Ｓｎ后，探针的量子产率提高了５７

倍，双光子截面最大值为５０ＧＭ（７３０ｎｍ）。探针

（２１）能够用于检测 ＨｅＬａ细胞中内源性和外源性

的Ｈ２Ｓｎ，也能够用于检测斑马鱼胚胎模型中Ｈ２Ｓｎ

的浓度。

Ｌｉｎ等合成了一种双光子开型荧光探针（２２）

用于检测 Ｈ２Ｓｎ［３３］。加入 Ｈ２Ｓｎ后，探针（２２）与

Ｈ２Ｓｎ反应，解除了ＰＥＴ效应，使探针的荧光增强。

探针对于 Ｈ２Ｓｎ有较高的选择性，在ｐＨ ＝３～１０

范围内荧光强度几乎不受干扰，有较好的光稳定

性。探针（２２）能够检测人乳腺癌细胞（ＭＣＦ－７）中

Ｈ２Ｓｎ浓度，也可以在昆明鼠肝组织１８０μｍ深处对

Ｈ２Ｓｎ进行荧光成像，还可以检测活体昆明鼠中
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Ｈ２Ｓｎ的浓度。

Ｌｉｕ等利用ＩＣＴ机理设计合成了一种比率型

双光子荧光探针（２３）用于检测 Ｈ２Ｓｎ［３４］。探针以

１，８－萘二甲酰亚胺为荧光团，２－氟－５－硝基苯甲酰为

响应基团。探针（２３）的荧光最大发射为４６０ｎｍ，

加入Ｈ２Ｓｎ后，最大发射为５４２ｎｍ。荧光强度比值

（Ｆ４６０ｎｍ／Ｆ５１８ｎｍ）与 Ｈ２Ｓｎ浓度呈线性关系。该探针

既可以用来定量检测外源性 Ｈ２Ｓｎ，又可以检测来

源于 Ｈ２Ｓ与ＲＯＳ生成的 Ｈ２Ｓｎ。在 ＨｅＬａ细胞中

能够定位在细胞质中检测 Ｈ２Ｓｎ的含量。探针

（２３）具有良好的双光子特性，在组织切片中可以

检测３００μｍ下的 Ｈ２Ｓｎ含量。

　　Ｘｉａｎ等报道了一种基于扭转分子内电荷转移

机理（ＴＩＣＴ）的荧光探针（２４）用于检测 Ｈ２Ｓｎ［３５］。

探针以丹磺酰氯为荧光团，氮杂环丙烷为响应基

团。Ｈ２Ｓｎ可以打断氮杂环丙烷，消除ＴＩＣＴ过程，

使探针荧光增强。探针检出限为０．３μｍｏｌ／Ｌ，对

Ｈ２Ｓｎ有较高选择性。探针（２４）与 Ｈ２Ｓｎ反应生成

的化合物（２４ａ）有良好的双光子光物理特性，表现

出大的斯托克斯位移，在固体状态下有较高的发

光效率。

Ｘｉａｎ等设计合成了３种荧光素的衍生物荧光

探针（２５ａ～ｃ）用于检测 Ｈ２Ｓｎ［３６］。加入 Ｈ２Ｓｎ后，

亲核试剂 Ｈ２Ｓｎ与苯硫酯反应，生成含有活性巯基

的中间体衍生物，该巯基进攻羰基促进分子内环

化，释放出荧光素荧光团。探针（２５ｃ）有较高的选

择性，反应速度较快，不受其他生物硫醇的干扰。

探针（２５ｃ）能够检测 ＨｅＬａ细胞、ＲＡＷ２６４．７细

胞、肾细胞（Ｖｅｒｏ）中的外源性 Ｈ２Ｓｎ，也能够检测

成肾纤维细胞（ＣＯＳ－７）中的内源性 Ｈ２Ｓｎ。探针

（２５ｃ）既验证了 Ｈ２Ｓ与ＣｌＯ－能原位生成 Ｈ２Ｓｎ，也

验证了右旋半胱氨酸（ｄ－Ｃｙｓ）和右旋氨基酸氧化

酶（ｄ－ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｏｘｉｄａｓｅ）与 Ｈ２Ｓｎ生成有关。

Ｙａｎｇ等设计了一种以 Ｎ，Ｎ－二乙基甲氨基

酚为荧光团，以３－（三氟甲基）肉桂酯为响应基团

的荧光探针（２６），用于检测 Ｈ２Ｓｎ［３７］。Ｈ２Ｓｎ与肉

桂酸酯上的α，β－不饱和羰基酯进行１，４加成反

应，形成过硫化物中间体，中间体上的巯基进攻羰

基，造成分子内环化，释放荧光团，使得探针荧光

增强。探针对 Ｈ２Ｓｎ有较高的选择性，在人肝癌细

胞（ＳＭＭＣ－７７２１）中能够检测出 Ｈ２Ｓｎ浓度，检出限

为０．４μｍｏｌ／Ｌ。
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　　Ｘｉａｎ等借助荧光共振能量转移机理（ＦＲＥＴ）

设计了一种多响应荧光探针（２７）用于同时检测

Ｈ２Ｓｎ和 Ｈ２Ｓ［３８］。荧光能量供体的荧光团为香豆

素，能量受体的荧光团为Ｒｈｏｄｏｌ。两个荧光团用

刚性的哌嗪连接。叠氮基团为 Ｈ２Ｓ的响应基团，

苯基２－（苯甲酰巯基）苯甲酰为 Ｈ２Ｓｎ的响应基团。

加入 Ｈ２Ｓｎ，苯基２－（苯甲酰巯基）苯甲酰可与Ｈ２Ｓｎ
反应，释放出Ｒｈｏｄｏｌ，发射出绿色荧光。加入Ｈ２Ｓ

后，Ｈ２Ｓ还原叠氮基团生成氨基，香豆素荧光团发

出蓝色荧光。

在这个还原过程中，Ｈ２Ｓ被氧化生成了 Ｈ２Ｓｎ，

从而激活了从香豆素到Ｒｈｏｄｏｌ的ＦＲＥＴ过程，发

射出绿色荧光。探针对 Ｈ２Ｓ的检出限为１００

ｎｍｏｌ／Ｌ（０～２０μｍｏｌ／Ｌ，λｅｍ ＝ ４５２ｎｍ）和１５０

ｎｍｏｌ／Ｌ（０～４００μｍｏｌ／Ｌ，λｅｍ＝５４２ｎｍ），对 Ｈ２Ｓｎ
的检出限为２４ｎｍｏｌ／Ｌ（０～２０μｍｏｌ／Ｌ，λｅｍ＝５４２

ｎｍ）。探针（２７）能够检测ＨｅＬａ细胞中 Ｈ２Ｓ和

Ｈ２Ｓｎ的浓度。



　４１２　　 影　像　科　学　与　光　化　学 第３４卷　

１．３　Ｈ２Ｓｎ生物合成过程的研究

研究表明，活性氧物种能与 Ｈ２Ｓ反应生成

Ｈ２Ｓｎ。Ｃｈｅｎ课题组设计了多响应荧光探针用于

原位研究Ｏ·－２ 与 Ｈ２Ｓ生成 Ｈ２Ｓｎ的过程［３９，４０］。近

红外荧光探针（２８）和（２９）是一类双通道多响应检

测Ｏ·－２ 和 Ｈ２Ｓｎ的荧光探针。探针的荧光团为七

甲川花菁，Ｏ·－２ 反应位点为花菁上的加氢后的 Ｎ

原子。该反应的机理为ＲＯＳ的抽氢反应。Ｏ·－２ 能

够氧化氢化花菁，恢复π共轭体系，从而产生荧

光。探针（２８）的响应基团为２－氟－５－硝基苯甲酰。

加入Ｏ·－２ 后，氢化花菁被氧化，其紫外最大吸收为

７７５ｎｍ，荧光最大发射为７９４ｎｍ，量子产率为

０．０２０３。加入 Ｈ２Ｓｎ后，ｄ－ＰＥＴ过程被消除，释放

出的花菁荧光团重新进行了π电子体系的重排，

所形成的酮式花菁的紫外最大吸收为５３５ｎｍ，荧

光最大发射为６２５ｎｍ，量子产率为０．３６１。探针

（２８）可以用于双通道原位检测 Ｏ·－２ 和 Ｈ２Ｓｎ的生

成。探针对于Ｏ·－２ 和 Ｈ２Ｓｎ有较高的灵敏度和良好

的选择性。在ＲＡＷ２６４．７细胞中，探针（２８）可以

检测到活细胞中Ｏ·－２ 存在下Ｈ２Ｓｎ生成的情况。细胞

共定位实验证明了探针（２８）可以实时监测线粒体中

Ｏ·－２ 的改变，并且可以选择性的原位实时响应Ｏ·－２ 和

Ｈ２Ｓｎ在线粒体中的氧化还原过程，进而反映出线粒

体中原位实时的Ｏ·－２ 和Ｈ２Ｓｎ水平。在ＢＡＬＢ／ｃ小鼠

模型实验中，探针（２８）可以在活体中直接检测Ｏ·－２ 和

Ｈ２Ｓｎ含量，证明了该多响应探针在活体成像中有较

大的优势。

　　多响应近红外荧光探针（２９ａ、２９ｂ）的 Ｈ２Ｓｎ响

应基团为间硝基苯酚。探针（２９ａ）中的氯化苄为

线粒体定位基团，探针（２９ｂ）中的生物素为癌组织

的定位基团。加入 Ｏ·－２ 后，七甲川花菁恢复了共

轭体系。但是，Ｈ２Ｓｎ响应基团的ｄ－ＰＥＴ过程使得

荧光团发射出微弱的荧光（Φ２９ａ＝０．０１５）。此时

探针的紫外最大吸收波长为７７０ｎｍ，荧光最大发

射波长为７８０ｎｍ。用抗坏血酸除去多余的 Ｏ·－２

后，再加入 Ｈ２Ｓｎ，硝基被还原成氨基，打断了ｄ－

ＰＥＴ过程，使得荧光团的荧光大幅增强（Φ２９ａ＝

０．１０）。在细胞成像实验中，探针（２９ａ）可以直接

检测 ＲＡＷ２６４．７细胞中的外源性和内源性的

Ｏ·－２／Ｈ２Ｓｎ水平，并且能够原位观察到Ｏ·－２ 和 Ｈ２Ｓｎ
在活细胞中的相互作用。在人脐静脉内皮细胞

（ＨＵＶＥＣｓ）细胞中，利用探针（２９ａ）证明了 Ｈ２Ｓｎ

为重要的抗氧化剂，Ｏ·－２ 产生的氧化应激可以被
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Ｈ２Ｓｎ平衡，但是过量的Ｏ·－２ 会破坏 Ｈ２Ｓｎ的抗氧化

机制，导致细胞凋亡。细胞共定位实验表明探针

能够原位检测线粒体内 Ｏ·－２ 和 Ｈ２Ｓｎ的浓度。

ＢＡＬＢ／ｃ荷瘤鼠模型中进行活体成像实验表明，证

明探针（２９ｂ）具有较好的肿瘤靶向性，可以穿透较

深组织，对活体内的Ｏ·－２ 和 Ｈ２Ｓｎ进行检测。

１．４　检测Ｃｙｓ－ＳＳＨ和其他硫醇的荧光探针

多硫化半胱氨酸（Ｃｙｓ－ＳＳＨ）及其衍生物属于

硫烷硫中重要的一类多硫化氨基酸，其主要由胱

氨酸在胱硫醚β合酶 （ＣＢＳ）和胱硫醚－γ－裂解酶

（ＣＳＥ）的催化作用下生成。Ｃｙｓ－ＳＳＨ 能够在细

胞、组织和活体中进一步反应生成多硫化谷胱甘

肽和其他带多硫化半胱氨酸残基的多肽或者蛋白

质的衍生物。Ｃｙｓ－ＳＳＨ具有很强的亲核性和还原

性，在生命体的生理和病理过程起着重要作用，如

参与调节细胞信号转导、抗氧化作用、激活一系列

酶活性以及为合成辅酶提供硫元素等。而且，其

浓度波动和疾病的发生发展有着密切关系。因

此，实现对细胞和活体中Ｃｙｓ－ＳＳＨ浓度的实时监

控对研究Ｃｙｓ－ＳＳＨ 的生理作用以及与癌症等疾

病的关系十分重要［９］。

基于硒－硫键交换反应，Ｃｈｅｎ等报道了一个近

红外比率型荧光探针（３０）用于定性、定量检测细

胞、器官以及活体中过硫化半胱氨酸（Ｃｙｓ－ＳＳＨ）

的浓度［９］。该探针以改良的花菁作为近红外荧光

团，采用二（２－羟乙基）二硒化物作为过硫化半胱

氨酸的响应基团，选取半乳糖苷作为肝定位基团。

在模拟生理条件下，加入Ｃｙｓ－ＳＳＨ 后，Ｓｅ—Ｓｅ键

被还原，响应基团发生分子内环化而释放出荧光

团。探针（３０）的紫外最大吸收波长由７９０ｎｍ变

为６１４ｎｍ，荧光最大发射波长由７９７ｎｍ（Φ７９７ｎｍ＝

０．０５）变为７４９ｎｍ（Φ７４９ｎｍ＝０．１１）。荧光强度比

值（Ｆ７４９ｎｍ／Ｆ７９７ｎｍ）与 Ｃｙｓ－ＳＳＨ 浓 度 呈 线 性 关

系，可用于 Ｃｙｓ－ＳＳＨ 的定性、定量检测。探针

（３０）可以高选择性地快速定性、定量检测人正常

肝细胞（ＨＬ－７７０２）和肝癌细胞（ＨｅｐＧ２）以及小

鼠原代细胞中的过硫化半胱氨酸的含量。测定值

分别为１．８９±０．２μｍｏｌ／Ｌ、０．８２±０．３μｍｏｌ／Ｌ、
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２．５１±０．４μｍｏｌ／Ｌ。通过流式细胞仪和质谱衍生

法进一步证实了该结果。探针（３０）还用于小鼠腹

腔内过硫化半胱氨酸检测，实验结果表明探针具

有较深的组织穿透性。最后，探针（３０）成功地用

于靶向定位和成像检测原位肝癌大鼠中肝脏的过

硫化半胱氨酸含量。

过硫化半胱氨酸与细胞中其他生物硫醇有着

密切的关系。而且，细胞中的半胱氨酸有着独立

的氧化还原平衡过程。因此，Ｃｈｅｎ课题组设计了

一种近红外比率型荧光探针（３１）用于检测半胱氨

酸［４１］。该探针以七甲川花菁作为荧光团，对硝基

苯甲酰作为响应基团。Ｃｙｓ的巯基可以选择性地

与探针（３１）上的酯键发生亲核反应，释放出酮式花

菁荧光团。探针（３１）的紫外最大吸收波长从７８０

ｎｍ变为５６０ｎｍ，荧光最大发射波长由７８５ｎｍ（λｅｘ

＝７２０ｎｍ）变为６４０ｎｍ（λｅｘ＝５６０ｎｍ）。荧光强度

比值（Ｆ６４０ｎｍ／Ｆ７８５ｎｍ）在一定范围内与Ｃｙｓ浓度呈线

性关系，最低检出限为０．２μｍｏｌ／Ｌ。探针对Ｃｙｓ有

较好的选择性，较低的细胞毒性。在细胞共定位

实验中，探针能够定位到线粒体中并且成功用于

评估线粒体中的氧化应激。探针用于ＢＡＬＢ／ｃ小

鼠模型对内源性Ｃｙｓ的含量进行了检测。

　　基于ｄ－ＰＥＴ反应机理，Ｃｈｅｎ课题组还报道了

两种基于Ｓｅ—Ｎ键断裂反应检测细胞内总硫醇浓

度的近红外比率荧光探针（３２ａ、３２ｂ）。其生物硫

醇响应基团分别为２－硝基苯硒酚和３－（三氟甲基）

苯硒酚［４２］。在磷酸缓冲溶液（ＰＢＳ）中，探针的紫

外最大吸收波长和荧光最大发射波长分别为６０９

ｎｍ和７５０ｎｍ，量子产率分别为０．００２和０．００３。

加入谷胱甘肽后，硫醇会打断Ｓｅ—Ｎ键释放出氨

基花菁荧光团，使得荧光增强，其量子产率变为

０．１３。探针（３２）的细胞毒性低，选择性好，荧光强

度不受ｐＨ（ｐＨ　４．０～８．６）影响。探针（３２）能够定

位在ＲＡＷ２６４．７细胞的细胞质中并可以检测出

细胞的硫醇浓度。新鲜的小鼠肝组织成像实验证

明，探针可以用于组织中硫醇含量的检测。
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２　检测ＨＮＯ的荧光探针

根据响应基团的反应类型，检测ＨＮＯ的探针

可以分为３类：（１）ＨＮＯ参与的氮杂内鎓盐分子

内酯氨解反应，即 ＨＮＯ与２－二苯基膦苯甲酰反

应，先生成氮杂内鎓盐，氮杂内鎓盐亲核进攻酯键

上的羰基，从而释放荧光团，发生荧光改变；（２）

ＨＮＯ还原金属铜络合物反应，即顺磁性的Ｃｕ（Ⅱ）

猝灭荧光团的荧光，ＨＮＯ与金属络合物的金属中

心发生反应，Ｃｕ（Ⅱ）被还原成Ｃｕ（Ⅰ），使探针的荧

光得到增强；（３）ＨＮＯ可参与的活性自由基抽氢

反应，即活性自由基可以抽掉 ＨＮＯ上的 Ｈ 原子

释放出ＮＯ。

２．１　以２－二苯基膦苯甲酰为响应基团的荧光探针

Ｎａｋａｇａｗａ等合成了一种以Ｒｈｏｄｏｌ为荧光团

的荧光探针（３３）用于检测 ＨＮＯ［４３］。ＨＮＯ与探

针（３３）反应生成氮杂内鎓盐中间体，中间体亲核

进攻酯键上的羰基，释放出荧光团Ｒｈｏｄｏｌ。探针

（３３）对ＨＮＯ有良好的选择性，受其他生物还原剂

的干扰小，这是以前的金属配合物探针所不具备

的性质。ＮＨ２ＯＨ－ＨＲＰ系统被认为是生物体内

产 生 ＨＮＯ 的 体 系，探 针 （３３）能 检 测 出

ＮＨ２ＯＨ－ＨＲＰ酶催化系统中 ＨＮＯ的浓度。该探

针也能用于检测非小细胞肺癌（Ａ５４９）细胞中

ＨＮＯ含量。

Ｔａｎ等设计了一种荧光探针（３４）用来检测

ＨＮＯ［４４］。以７－羟基香豆素为荧光团，以２－二苯基

膦苯甲酰为响应基团。该探针对 ＨＮＯ有较好的

选择性，检测过程中不受其他生物相关物种的干

扰，检出限为２０ｎｍｏｌ／Ｌ，能够对胎牛血清中的

ＨＮＯ进行测定。

Ｚｈａｎｇ等报道了一种基于分子内电荷转移

（ＩＣＴ）机理的比率型荧光探针（３５）用于检测

ＨＮＯ［４５］。其双光子荧光团为１，８－萘二甲酰亚胺。

探针（３５）能够快速定性、定量检测出 ＨＮＯ的浓

度，检出限为０．５μｍｏｌ／Ｌ。探针的荧光强度比值

（Ｆ５４６ｎｍ／Ｆ４１８ｎｍ）与Ａｎｇｅｌｉ’ｓ　ｓａｌｔ（一种ＨＮＯ供体）

的浓度（２～３５μｍｏｌ／Ｌ）呈线性关系。该探针能够

检测出ＲＡＷ２６４．７细胞中 ＨＮＯ的浓度。

Ｃｈｅｎ等设计合成了一种溶酶体靶向的近红

外荧光探针（３６）用于检测 ＨＮＯ［４６］。探针的荧光

团为ａｚｏ－ＢＯＤＩＰＹ，响应基团是二苯基膦苯甲酰，

溶酶体定位基团是烷基吗啉。在 ＨＥＰＥＳ溶液中，

Ａｎｇｅｌｉ’ｓ　ｓａｌｔ所形成的 ＨＮＯ与二苯基膦苯甲酰

反应可释放出荧光团。反应后探针的荧光最大发

射波长为７００ｎｍ，量子产率由０．０１增加到０．３７，

荧光强度与Ａｎｇｅｌｉ’ｓ　ｓａｌｔ浓度呈线性关系。该探

针对ＨＮＯ具有良好的选择性，其他生物相关的活

性物种不会对检测造成干扰，且探针的细胞毒性
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低。探针可以用于在细胞中检测 ＨＮＯ。共定位

实验证明了探针（３６）能够定位到 ＲＡＷ２６４．７细

胞的溶酶体中。该探针可用于检测活体ＢＡＬＢ／ｃ

小鼠体内的出 ＨＮＯ浓度。

　　Ｃｈｅｎ等进一步将响应基团２－二苯基膦苯甲

酰连接到ａｚｏ－ＢＯＤＩＰＹ荧光团的两边羟基，合成

了探针（３７）［４７］。该设计策略避免了检测过程中探

针的氧化浪费，增大了探针的检测范围和容量。

检测过程中以等吸收点作为激发波长，探针的荧

光最大发射为７３４ｎｍ，检出限为３０ｎｍｏｌ／Ｌ。反

应后，探针的量子产率从０．０２增加至０．３５。选择

性实验表明该探针对 ＨＮＯ有较好的选择性。探

针（３７）能够成功检测细胞质中的ＨＮＯ浓度，且细

胞毒性较低。利用流式细胞仪，该探针可以定性

以及定量检测细胞中的 ＨＮＯ。探针可用于检测

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠模型中的 ＨＮＯ的含量。

Ｃｈｅｎ课题组还报道了一种可定位于内质网

检测 ＨＮＯ的近红外荧光探针（３８）［４８］。内质网的
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定位基团是长度为２０碳的烷基链。探针与 ＨＮＯ

发生反应，使得探针上的酯键断裂释放荧光团

ａｚｏ－ＢＯＤＩＰＹ。反应后，探针的荧光最大发射为

７１０ｎｍ，量子产率从０．０１增加到０．３５。荧光强度

与Ａｎｇｅｌｉ’ｓ　ｓａｌｔ浓度（０～５０μｍｏｌ／Ｌ）呈正相关的

线性关系，检出限为０．０３μｍｏｌ／Ｌ。探针（３８）对

ＨＮＯ表现出良好的选择性，几乎不受生物相关活

性物种干扰。探针的细胞毒性低。共定位实验表

明，探针在ＲＡＷ２６４．７细胞中具有良好的内质网

定位功能。探针可以用于活细胞中ＨＮＯ的检测。

利用流式细胞仪，探针（３８）能够定性和定量检测

细胞中 ＨＮＯ的含量。

Ｋｉｎｇ等报道了一种以荧光素衍生物为荧光团

的荧光探针（３９）用于检测 ＨＮＯ［４９］。探针（３９）对

ＨＮＯ有良好的选择性，并且被用于 ＨｅＬａ细胞中

ＨＮＯ浓度的检测。

Ｓｕｎ等设计了一种基于荧光共振能量转移机

理（ＦＲＥＴ）的比率型荧光探针（４０）用于检测

ＨＮＯ［５０］。其中香豆素和荧光素荧光团分别作为

荧光能量供体和受体。探针（４０）选择性好，荧光

强度比值（Ｆ５１７ｎｍ／Ｆ４７０ｎｍ）与 Ａｎｇｅｌｉ’ｓ　ｓａｌｔ的浓度

（０～１００μｍｏｌ／Ｌ）呈线性关系，能够定量检测

ＨＮＯ浓度。其理论检出限为１．４μｍｏｌ／Ｌ。该探

针可用于检测 ＨｅＬａ细胞中的 ＨＮＯ。

　　Ｌｉｎ等报道了一种双光子荧光探针（４１）用于

检测 ＨＮＯ，其中 ＧＣＴＰＯＣ 作为双 光 子 荧 光

团［５１］。加入Ａｎｇｅｌｉ’ｓ　ｓａｌｔ后，探针（４１）的荧光强

度增强４９倍，检出限为０．５９μｍｏｌ／Ｌ。探针的荧

光强度对ｐＨ（ｐＨ＝７．０～８．５）稳定。该探针具有

良好的透膜性能，能够穿透 ＨｅＬａ细胞的细胞膜，

并检测细胞中的 ＨＮＯ。探针还能用于检测肝脏

１３０μｍ深处 ＨＮＯ的浓度。

Ｙｉｎ和Ｚｈａｎｇ等设计了一种基于激发态分子

内质子转移（ＥＳＩＰＴ）机理的荧光探针（４２）用于检

测 ＨＮＯ［５２，５３］。其中探针的荧光团为２－（２′－羟基

苯）－苯并噻唑（ＨＢＴ）。探针（４２）对 ＨＮＯ有良好

的选择性，能够快速响应 ＨＮＯ。该探针可用于检

测 ＨｅＬａ细胞中的 ＨＮＯ浓度。



　４１８　　 影　像　科　学　与　光　化　学 第３４卷　

Ｚｈｕ等报道了一种基于ＥＳＩＰＴ过程的荧光探

针（４３）用于检测 ＨＮＯ［５４］。探针的荧光团为３′－羟

基黄酮。ＨＮＯ 可选择性地激活探针 （４３）的

ＥＳＩＰＴ过程，使得探针荧光增强。检出限为０．１２８

μｍｏｌ／Ｌ。探针可用于定量检测水溶液和胎牛血清

中的 ＨＮＯ的浓度。

Ｂｈｕｎｉｙａ等报道了一种以试卤灵为荧光团的

探针（４４）用于检测 ＨＮＯ［５５］。探针（４４）选择性

好，检出限为０．０２μｍｏｌ／Ｌ。该探针能够快速检测

出中国仓鼠卵巢细胞和秀丽线虫中的ＨＮＯ浓度。

Ｔａｎ等报道了近红外荧光探针（４５）用于检测

ＨＮＯ［５６］。探针的荧光团为二氢氧杂蒽。探针

（４５）可以定位于溶酶体，响应 ＨＮＯ后，其荧光强

度增强６７倍。探针对 ＨＮＯ有较好的选择性，检

出限为４３ｎｍｏｌ／Ｌ。该探针能用于检测 ＨｅＬａ细

胞和 ＲＡＷ２６４．７细胞中的外源性和内源性的

ＨＮＯ浓度。

Ｔａｎ等设计了一种基于ＦＲＥＴ机理的双光子

双通道的荧光探针（４６）用于检测ＨＮＯ［５７］。其中萘

荧光团的衍生物作为能量供体，荧光素荧光团的衍

生物作为能量受体。加入 Ａｎｇｅｌｉ’ｓ　ｓａｌｔ后，探针

（４６）能够迅速响应ＨＮＯ，从而触发从双光子萘荧光

团到荧光素荧光团的ＦＲＥＴ过程。萘荧光团的荧

光强度逐渐降低，荧光素荧光团的荧光强度逐渐升

高。探针（４６）具有较高的灵敏度和选择性，其检出

限为０．５９μｍｏｌ／Ｌ。在ＨｅＬａ细胞中，该探针能够对

ＨＮＯ进行双光子激发比率型双通道成像，也可用

于检测在小鼠肝组织切片中ＨＮＯ的浓度。

　　Ｌｉｎ等合成了３种荧光探针（４７ａ～ｃ）用于

ＨＮＯ多色彩成像［５８］。探针的荧光团分别为３－苯

并噻唑基－７－羟基香豆素、苯并试卤灵和 ＨＤ染料。

加入 ＨＮＯ后，探针（４７ａ～ｃ）荧光强度分别增强

２３、８．５和１１倍，其检出限分别为０．６４８μｍｏｌ／Ｌ、

０．６０８μｍｏｌ／Ｌ和０．６２２μｍｏｌ／Ｌ。探针（４７ａ～ｃ）可

用于检测 ＨｅＬａ细胞和 Ａ５４９细胞中 ＨＮＯ的浓

度，也能够对 ＨｅＬａ细胞中的 ＨＮＯ进行多色彩成

像。探针（４７ｃ）也用于小鼠模型中 ＨＮＯ的检测。

Ｙａｎｇ等设计了一种以部花菁骨架为荧光团

近红外荧光探针（４８）用于检测 ＨＮＯ，其中荧光团

中的亲脂性吲哚Ｎ正离子可以作为线粒体定位基

团［５９］。该探针能够原位检测 ＨＮＯ水平，检出限

为６０ｎｍｏｌ／Ｌ，并不受其他生物相关物种干扰。在

人肝癌细胞（ＳＭＭＣ－７７２１）共定位试验中，探针

（４８）能够定位到线粒体并检测 ＨＮＯ浓度。

Ｚｈｅｎｇ等报道了一种比率型荧光探针（４９）用

于检测ＨＮＯ［６０］。探针的荧光团为ＢＯＤＩＰＹ和香
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豆素。加入Ａｎｇｅｌｉ’ｓ　ｓａｌｔ后，λ５９２ｎｍ处的荧光强度

逐渐降低，新的λ４６３ｎｍ处的荧光强度逐渐升高，荧

光强度比值（Ｆ４６３ｎｍ／Ｆ５９２ｎｍ）增大了６２．５倍。探针

的检出限为０．２７μｍｏｌ／Ｌ。探针能够用于检测

ＳＭＭＣ－７７２１细胞中的 ＨＮＯ浓度。

２．２　以铜络合物为响应基团的荧光探针

Ｙａｏ等设计了一种金属络合荧光探针（５０）用

于检测 ＨＮＯ［６１］。该探针以香豆素的衍生物作为

荧光团，二甲基吡啶胺作为铜离子配体，苯三唑作

为连接桥键。探针与 ＨＮＯ反应后，Ｃｕ（Ⅱ）会被还

原成为Ｃｕ（Ⅰ），探针的荧光增强。探针（５０）能够

用于检测人恶性黑色素瘤细胞（Ａ３７５）中的 ＨＮＯ

浓度。

Ｙａｏ等还报道了荧光探针（５１）用于检测

ＨＮＯ浓度［６２］。探针荧光团为７－二乙胺基香豆

素，乙基２－［丙－２－炔基（吡啶－２－亚甲基）氨基］乙酯

作为铜离子配体。该探针能够用来检测小鼠胚胎

成纤维细胞（ＮＩＨ３Ｔ３）中的外源性 ＨＮＯ，也能用

来检测斑马鱼胚胎中外源性的 ＨＮＯ。

Ｌｉｐｐａｒｄ等设计了荧光探针（５２）用于检测

ＨＮＯ［６３］。其中ＢＯＤＩＰＹ作为荧光团，二甲基吡

啶胺作为铜离子配体。当加入 ＨＮＯ后探针荧光

增强。探针能够检测 ＨｅＬａ细胞中的 ＨＮＯ，ＮＯ

不会对检测产生干扰。

基于ＰＥＴ效应，Ｌｉｐｐａｒｄ等报道了３种铜离

子络合荧光探针（５３ａ～ｃ）用于检测 ＨＮＯ［６４］。探

针的荧光团为苯并试卤灵，２－甲基－８－氨基喹啉的

衍生物作为铜离子配体。加入铜离子后，探针的

荧光因为Ｃｕ（Ⅱ）为顺磁性而被猝灭。加入 ＨＮＯ

后，Ｃｕ（Ⅱ）被还原为Ｃｕ（Ⅰ），使得探针（５３）恢复发

射荧光。探针（５３ａ）和（５３ｂ）能够检测ＨｅＬａ细胞

和ＲＡＷ２６４．７细胞中的 ＨＮＯ浓度，探针（５３ａ）和

（５３ｃ）能够定位到细胞内质网。

Ｌｉｐｐａｒｄ等还报道了一个用于检测 ＨＮＯ的

近红外荧光探针（５４）［６５］。其中二氢氧杂蒽为荧光

团，环拉胺为Ｃｕ的配体。Ｃｕ与环拉胺配合后形

成探针（５４）。探针与ＨＮＯ反应，使Ｃｕ（Ⅱ）被还原

成为Ｃｕ（Ⅰ），接着Ｃｕ（Ⅰ）从环拉胺中解离出来，荧

光团发出荧光。探针（５４）具有良好的选择性，包

括 Ｈ２Ｓ和其他硫醇在内的分析物对检测没有干

扰。探针（５４）可以用于多色彩成像，还可检测

ＨｅＬａ细胞中锌离子浓度变化对 ＨＮＯ浓度变化

的影响。

Ｊａｍｅｓ等报道了一种基于ＰＥＴ效应的铜离子

络合荧光探针（５５）用于检测 ＮＯ和 ＨＮＯ［６６］。其

中１，８－萘二甲酰亚胺为荧光团，８－氨基喹啉为响

应基团。荧光团上羟乙氧基侧链的引入是为了增

加探针的水溶性。探针（５５）与 ＮＯ反应，首先生



　４２０　　 影　像　科　学　与　光　化　学 第３４卷　

成Ｃｕ（Ⅱ）－ＨＮＯ络合中间体，接着由于Ｃｕ（Ⅱ）氧

化ＨＮＯ并生成了ＮＯ＋和Ｃｕ（Ⅰ），ＮＯ＋可以加合

到氨基上，而Ｃｕ（Ⅰ）被释放后使得ＰＥＴ过程被消

除，探针的荧光增强。探针（５５）能够检测到 ＨｅＬａ

细胞 中 ＮＯ 和 ＨＮＯ 的 浓 度，也 能 检 测 到

ＲＡＷ２６４．７中ＮＯ浓度。
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２．３　以四甲基哌啶为响应基团的荧光探针

Ｔｏｓｃａｎｏ等报道了荧光探针（５６）用于检测

ＨＮＯ［６７］。探针引入４－羟基－２，２，６，６，－四甲基哌

啶－１－氧自由基作为 ＨＮＯ的响应位点。当探针与

ＨＮＯ反应后，氮氧自由基会抽掉 ＨＮＯ上的氢，

而氮氧自由基被还原成羟胺失去了顺磁性中心，

探针的ＰＥＴ过程被消除，从而使得荧光团的荧光

增强。该探针可以用来区分 ＨＮＯ和ＮＯ。

３　展望

本文主要针对近年来检测多硫化氢和亚硝酰

氢的荧光探针，从设计理念、响应机制和生物应用

等方面进行了归纳和总结。所报道的探针可以用

来检测细胞及活体中的多硫化氢和亚硝酰氢，但

是能用于定量检测的探针所占比重不多。细胞内

的检测对象（例如 Ｈ２Ｓｎ、ＨＮＯ、ＣｙｓＳＳＨ 等）化学

性质不稳定、寿命短、生物活性高、浓度低，在检测

的过程中容易受到其他内源性的物质干扰，因此，

未来的设计思路应偏重于开发具有高选择性和高

灵敏度的荧光探针。探针的应用也要注重对待测

物进行定性、定量的检测。探针最好能实时显示

出目标分析物在细胞甚至活体中的浓度分布和变

化。构思能够用于探究活性物种之间相互作用的

荧光探针仍是目前探针设计的挑战之一。

本文提出可以发展多通道多响应的荧光探

针，用以了解活性物种间的相互关系，在更深层次

上探究包括 Ｈ２Ｓｎ、ＨＮＯ、ＣｙｓＳＳＨ 在内的生命活

性物种的生物学意义。另外，探针的生物兼容性

要好，细胞毒性要低，背景荧光干扰要小。应当重

视运用新的科技手段克服上述困难，例如三维成

像和高时空分辨单分子成像技术，近红外荧光，以

及多光子成像技术等。总之，创造发展新的探针，

将之与传统探针相结合，以生物成像技术为纽带，

对生命体进行原位实时动态可视化检测，是对今

后生命活性物种研究的目标。
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Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ－Ａ　Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ，２０１２，１８（３６）：１１３４３－

１１３４９．

［４３］　Ｋａｗａｉ　Ｋ，Ｉｅｄａ　Ｎ，Ａｉｚａｗａ　Ｋ，Ｓｕｚｕｋｉ　Ｔ，Ｍｉｙａｔａ　Ｎ，Ｎａｋａ－

ｇａｗａ　Ｈ．Ａ　ｒｅｄｕｃｔａｎｔ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔ　ａｎｄ　ｍｅｔａｌ－ｆｒｅｅ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ



　４２４　　 影　像　科　学　与　光　化　学 第３４卷　

ｐｒｏｂｅ　ｆｏｒ　ｎｉｔｒｏｘｙｌ　ａｐｐｌｉｃａｂｌｅ　ｔｏ　ｌｉｖｉｎｇ　ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ

ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ，２０１３，１３５（３４）：１２６９０－

１２６９６．

［４４］　Ｍａｏ　Ｇ　Ｊ，Ｚｈａｎｇ　Ｘ　Ｂ，Ｓｈｉ　Ｘ　Ｌ，Ｌｉｕ　Ｈ　Ｗ，Ｗｕ　Ｙ　Ｘ，Ｚｈｏｕ

Ｌ　Ｙ，Ｔａｎ　Ｗ　Ｈ，Ｙｕ　Ｒ　Ｑ．Ａ　ｈｉｇｈｌｙ　ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ　ａｎｄ　ｒｅｄｕｃｔａｎｔ－

ｒｅｓｉｓｔａｎｔ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｐｒｏｂｅ　ｆｏｒ　ｎｉｔｒｏｘｙｌ　ｉｎ　ａｑｕｅｏｕｓ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ

ａｎｄ　ｓｅｒｕｍ［Ｊ］．Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，２０１４，５０（４３）：

５７９０－５７９２．

［４５］　Ｌｉｕ　Ｃ　Ｙ，Ｗｕ　Ｈ　Ｆ，Ｗａｎｇ　Ｚ　Ｋ，Ｓｈａｏ　Ｃ　Ｘ，Ｚｈｕ　Ｂ　Ｃ，Ｚｈａｎｇ

Ｘ　Ｌ．Ａ　ｆａｓｔ－ｒｅｓｐｏｎｓｅ，ｈｉｇｈｌｙ　ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ　ａｎｄ　ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ　ｆｌｕｏ－

ｒｅｓｃｅｎｔ　ｐｒｏｂｅ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｒａｔｉｏｍｅｔｒｉｃ　ｉｍａｇｉｎｇ　ｏｆ　ｎｉｔｒｏｘｙｌ　ｉｎ　ｌｉｖ－

ｉｎｇ　ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，２０１４，５０（４５）：

６０１３－６０１６．

［４６］　Ｊｉｎｇ　Ｘ，Ｙｕ　Ｆ　Ｂ，Ｃｈｅｎ　Ｌ　Ｘ．Ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｎｉｔｒｏｘｙｌ

（ＨＮＯ）ｉｎ　ｖｉｖｏ　ｖｉａ　ａ　ｌｙｓｏｓｏｍｅ－ｔａｒｇｅｔａｂｌｅ　ｎｅａｒ－ｉｎｆｒａｒｅｄ　ｆｌｕ－

ｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｐｒｏｂｅ［Ｊ］．Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，２０１４，５０

（９１）：１４２５３－１４２５６．

［４７］　Ｌｉｕ　Ｐ，Ｊｉｎｇ　Ｘ，Ｙｕ　Ｆ，Ｌｖ　Ｃ　Ｊ，Ｃｈｅｎ　Ｌ　Ｘ．Ａ　ｎｅａｒ－ｉｎｆｒａｒｅｄ　ｆｌｕｏ－

ｒｅｓｃｅｎｔ　ｐｒｏｂｅ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ＨＮＯ　ｉｎ　ｌｉｖｉｎｇ　ｃｅｌｌｓ

ａｎｄ　ｉｎ　ｖｉｖｏ［Ｊ］．Ａｎａｌｙｓｔ，２０１５，１４０（１３）：４５７６－４５８３．

［４８］　刘　萍，韩潇玥，于法标，陈令新．用于检测细胞中亚硝酰

氢的近红外荧光探针及其生物应用［Ｊ］．分析化学，２０１５，

４３（１２）：１８２９－１８３６．

Ｌｉｕ　Ｐ，Ｈａｎ　Ｘ　Ｙ，Ｙｕ　Ｆ　Ｂ，Ｃｈｅｎ　Ｌ　Ｘ．Ａ　ｎｅａｒ－ｉｎｆｒａｒｅｄ　ｆｌｕｏ－

ｒｅｓｃｅｎｔ　ｐｒｏｂｅ　ｆｏｒ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ＨＮＯ　ｉｎ　ｌｉｖｉｎｇ　ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｃｈｉ－

ｎｅｓｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１５，４３（１２）：

１８２９－１８３６．

［４９］　Ｍｉａｏ　Ｚ　Ｒ，Ｒｅｉｓｚ　Ｊ　Ａ，Ｍｉｔｒｏｋａ　Ｓ　Ｍ，Ｐａｎ　Ｊ，Ｘｉａｎ　Ｍ，Ｋｉｎｇ

Ｓ　Ｂ．Ａ　ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ　ｐｈｏｓｐｈｉｎｅ－ｂａｓｅｄ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｐｒｏｂｅ　ｆｏｒ

ｎｉｔｒｏｘｙｌ　ｉｎ　ｌｉｖｉｎｇ　ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ　＆ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃｈｅｍ－

ｉｓｔｒｙ　Ｌｅｔｔｅｒｓ，２０１５，２５（１）：１６－１９．

［５０］　Ｚｈａｎｇ　Ｈ　Ｔ，Ｌｉｕ　Ｒ　Ｃ，Ｔａｎ　Ｙ，Ｘｉｅ　Ｗ　Ｈ　Ｗ，Ｌｅｉ　Ｈ　Ｐ，

Ｃｈｅｕｎｇ　Ｈ　Ｙ，Ｓｕｎ　Ｈ　Ｙ．Ａ　ＦＲＥＴ－ｂａｓｅｄ　ｒａｔｉｏｍｅｔｒｉｃ　ｆｌｕｏ－

ｒｅｓｃｅｎｔ　ｐｒｏｂｅ　ｆｏｒ　ｎｉｔｒｏｘｙｌ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｉｎ　ｌｉｖｉｎｇ　ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＡＣＳ

Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｍａｔｅｒｉａｌｓ　＆Ｉｎｔｅｒｆａｃｅｓ，２０１５，７（９）：５４３８－５４４３．

［５１］　Ｚｈｅｎｇ　Ｋ　Ｂ，Ｌｉｎ　Ｗ　Ｙ，Ｃｈｅｎｇ　Ｄ，Ｃｈｅｎ　Ｈ，Ｌｉｕ　Ｙ，Ｌｉｕ　Ｋ

Ｙ．Ａ　ｔｗｏ－ｐｈｏｔｏｎ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｔｕｒｎ－ｏｎ　ｐｒｏｂｅ　ｆｏｒ　ｎｉｔｒｏｘｙｌ

（ＨＮＯ）ａｎｄ　ｉｔｓ　ｂｉｏｉｍａｇｉｎｇ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｌｉｖｉｎｇ　ｔｉｓｓｕｅｓ［Ｊ］．

Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，２０１５，５１（２６）：５７５４－５７５７．

［５２］　Ｌｖ　Ｈ　Ｍ，Ｃｈｅｎ　Ｙ，Ｌｅｉ　Ｊ，Ａｕ　Ｃ　Ｔ，Ｙｉｎ　Ｓ　Ｆ．Ａｎ　ＥＳＩＰＴ－

ｂａｓｅｄ　ｒａｔｉｏｍｅｔｒｉｃ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｐｒｏｂｅ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｉｍａｇｉｎｇ　ｏｆ　ｎｉｔｒｏ－

ｘｙｌ　ｉｎ　ｌｉｖｉｎｇ　ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ，２０１５，７（９）：

３８８３－３８８７．

［５３］　Ｌｉｕ　Ｃ　Ｙ，Ｃａｏ　Ｚ　Ｍ，Ｗａｎｇ　Ｚ　Ｈ，Ｊｉａ　Ｐ，Ｌｉｕ　Ｊ，Ｗａｎｇ　Ｚ　Ｋ，

Ｈａｎ　Ｂ　Ｊ，Ｈｕａｎｇ　Ｘ，Ｌｉ　Ｘ，Ｚｈｕ　Ｂ　Ｃ，Ｚｈａｎｇ　Ｘ　Ｌ．Ａ　ｈｉｇｈｌｙ

ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ　ａｎｄ　ｒｅｄｕｃｔａｎｔ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｃｈｅｍｏｄｏｓｉｍｅ－

ｔｅｒ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｒａｐｉｄ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｎｉｔｒｏｘｙｌ［Ｊ］．Ｓｅｎｓｏｒｓ　ａｎｄ　Ａｃ－

ｔｕａｔｏｒｓ　Ｂ：Ｃｈｅｍｉｃａｌ，２０１５，２２０：７２７－７３３．

［５４］　Ｊｉｎ　Ｘ　Ｄ，Ｓｕｎ　Ｘ　Ｌ，Ｄｉ　Ｘ　Ｙ，Ｚｈａｎｇ　Ｘ　Ｑ，Ｈｕａｎｇ　Ｈ，Ｌｉｕ　Ｊ

Ｎ，Ｊｉ　Ｐ　Ｗ，Ｚｈｕ　Ｈ　Ｊ．Ｎｏｖｅｌ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ＥＳＩＰＴ　ｐｒｏｂｅ　ｂａｓｅｄ

ｏｎ　ｆｌａｖｏｎｅ　ｆｏｒ　ｎｉｔｒｏｘｙｌ　ｉｎ　ａｑｕｅｏｕｓ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｓｅｒｕｍ［Ｊ］．

Ｓｅｎｓｏｒｓ　ａｎｄ　Ａｃｔｕａｔｏｒｓ　Ｂ：Ｃｈｅｍｉｃａｌ，２０１６，２２４：２０９－２１６．

［５５］　Ｂｏｂｂａ　Ｋ　Ｎ，Ｚｈｏｕ　Ｙ，Ｇｕｏ　Ｌ　Ｅ，Ｚａｎｇ　Ｔ　Ｎ，Ｚｈａｎｇ　Ｆ　Ｊ，

Ｂｈｕｎｉｙａ　Ｓ．Ｒｅｓｏｒｕｆｉｎ　ｂａｓｅｄ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ‘ｔｕｒｎ－ｏｎ’ｃｈｅｍｏ－

ｄｏｓｉｍｅｔｅｒ　ｐｒｏｂｅ　ｆｏｒ　ｎｉｔｒｏｘｙｌ（ＨＮＯ）［Ｊ］．ＲＳＣ　Ａｄｖａｎｃｅｓ，

２０１５，５（１０３）：８４５４３－８４５４６．

［５６］　Ｔａｎ　Ｙ，Ｌｉｕ　Ｒ　Ｃ，Ｚｈａｎｇ　Ｈ　Ｔ，Ｐｅｌｔｉｅｒ　Ｒ，Ｌａｍ　Ｙ　Ｗ，Ｚｈｕ

Ｑ，Ｓｕｎ　Ｈ　Ｙ．Ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｏｆ　ｎｅａｒ－ｉｎｆｒａｒｅｄ　ｆｌｕｏｒｅｓ－

ｃｅｎｔ　ｐｒｏｂｅｓ　ｆｏｒ　ｉｍａｇｉｎｇ　ｏｆ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｎｉｔｒｏｘｙｌ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ

Ｒｅｐｏｒｔｓ，２０１５，５．

［５７］　Ｚｈｕ　Ｘ　Ｙ，Ｘｉｏｎｇ　Ｍ　Ｙ，Ｌｉｕ　Ｈ　Ｗ，Ｍａｏ　Ｇ　Ｊ，Ｚｈｏｕ　Ｌ　Ｙ，

Ｚｈａｎｇ　Ｊ，Ｈｕ　Ｘ　Ｘ，Ｚｈａｎｇ　Ｘ　Ｂ，Ｔａｎ　Ｗ　Ｈ．Ａ　ＦＲＥＴ－ｂａｓｅｄ

ｒａｔｉｏｍｅｔｒｉｃ　ｔｗｏ－ｐｈｏｔｏｎ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｐｒｏｂｅ　ｆｏｒ　ｄｕａｌ－ｃｈａｎｎｅｌ

ｉｍａｇｉｎｇ　ｏｆ　ｎｉｔｒｏｘｙｌ　ｉｎ　ｌｉｖｉｎｇ　ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　ｔｉｓｓｕｅｓ［Ｊ］．Ｃｈｅｍｉｃａｌ

Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，２０１６，５２（４）：７３３－７３６．

［５８］　Ｄｏｎｇ　Ｂ　Ｌ，Ｚｈｅｎｇ　Ｋ　Ｂ，Ｔａｎｇ　Ｙ　Ｈ，Ｌｉｎ　Ｗ　Ｙ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

ｏｆ　ｇｒｅｅｎ　ｔｏ　ｎｅａｒ－ｉｎｆｒａｒｅｄ　ｔｕｒｎ－ｏｎ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｐｒｏｂｅｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ

ｍｕｌｔｉｃｏｌｏｕｒ　ｉｍａｇｉｎｇ　ｏｆ　ｎｉｔｒｏｘｙｌ　ｉｎ　ｌｉｖｉｎｇ　ｓｙｓｔｅｍｓ［Ｊ］．Ｊｏｕｒ－

ｎａｌ　ｏｆ　Ｍａｔｅｒｉａｌｓ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　Ｂ，２０１６，４（７）：１２６３－１２６９．

［５９］　Ｇｏｎｇ　Ｘ　Ｙ，Ｙａｎｇ　Ｘ　Ｆ，Ｚｈｏｎｇ　Ｙ　Ｇ，Ｃｈｅｎ　Ｙ　Ｈ，Ｌｉ　Ｚ．Ａ

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ－ｔａｒｇｅｔａｂｌｅ　ｎｅａｒ－ｉｎｆｒａｒｅｄ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｐｒｏｂｅ　ｆｏｒ

ｉｍａｇｉｎｇ　ｎｉｔｒｏｘｙｌ（ＨＮＯ）ｉｎ　ｌｉｖｉｎｇ　ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｄｙｅｓ　ａｎｄ　Ｐｉｇ－

ｍｅｎｔｓ，２０１６，１３１：２４－３２．

［６０］　Ｚｈｅｎｇ　Ｋ　Ｂ，Ｃｈｅｎ　Ｈ，Ｆａｎｇ　Ｓ　Ｒ，Ｗａｎｇ　Ｙ．Ａ　ｒａｔｉｏｍｅｔｒｉｃ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｐｒｏｂｅ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ａ　Ｂｏｄｉｐｙ－Ｃｏｕｍａｒｉｎ　ｃｏｎｊｕｇａｔｅ　ｆｏｒ

ｓｅｎｓｉｎｇ　ｏｆ　ｎｉｔｒｏｘｙｌ　ｉｎ　ｌｉｖｉｎｇ　ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｓｅｎｓｏｒｓ　ａｎｄ　Ａｃｔｕａｔｏｒｓ

Ｂ：Ｃｈｅｍｉｃａｌ，２０１６，２３３：１９３－１９８．

［６１］　Ｚｈｏｕ　Ｙ，Ｌｉｕ　Ｋ，Ｌｉ　Ｊ　Ｙ，Ｆａｎｇ　Ｙ，Ｚｈａｏ　Ｔ　Ｃ，Ｙａｏ　Ｃ．Ｖｉｓｕ－

ａｌｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｎｉｔｒｏｘｙｌ　ｉｎ　ｌｉｖｉｎｇ　ｃｅｌｌｓ　ｂｙ　ａ　ｃｈｅｌａｔｅｄ　ｃｏｐｐｅｒ（Ⅱ）

ｃｏｕｍａｒｉｎ　ｃｏｍｐｌｅｘ［Ｊ］．Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｌｅｔｔｅｒｓ，２０１１，１３（６）：

１２９０－１２９３．

［６２］　Ｚｈｏｕ　Ｙ，Ｙａｏ　Ｙ　Ｗ，Ｌｉ　Ｊ　Ｙ，Ｙａｏ　Ｃ，Ｌｉｎ　Ｂ　Ｐ．Ｎｉｔｒｏｘｙｌ　ｉｎ－

ｄｕｃｅｄ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ　ｖｉａ　ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　ｃｏｐｐｅｒ

（Ⅱ）ｃｏｕｍａｒｉｎ－ｅｓｔｅｒ　ｃｏｍｐｌｅｘ：Ｉｔｓ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ｂｉｏｉｍａｇｉｎｇ

ｉｎ　ｖｉｖｏ［Ｊ］．Ｓｅｎｓｏｒｓ　ａｎｄ　Ａｃｔｕａｔｏｒｓ　Ｂ：Ｃｈｅｍｉｃａｌ，２０１２，

１７４：４１４－４２０．



　第５期 张　鹏等：用于检测多硫化氢和亚硝酰氢的小分子荧光探针 ４２５　　 　

［６３］　Ｒｏｙｚｅｎ　Ｍ，Ｗｉｌｓｏｎ　Ｊ　Ｊ，Ｌｉｐｐａｒｄ　Ｓ　Ｊ．Ｐｈｙｓｉｃａｌ　ａｎｄ　ｓｔｒｕｃｔｕｒ－

ａｌ　ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ［Ｃｕ（ＢＯＴ１）Ｃｌ］Ｃｌ，ａ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｉｍａｇｉｎｇ
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