
PＲOGＲESS
IN CHEMISTＲY 化 学 进 展

DOI: 10. 7536 /PC131025

http: / /www ． progchem． ac． cn Progress in Chemistry，2014，26( 5) : 866 ～ 878

检测活性氮物种的荧光探针*

景晓彤1，2 于法标1  陈令新1＊＊

( 1． 中国科学院海岸带环境过程与生态修复重点实验室 山东省海岸带环境工程技术研究中心 中国科学院

烟台海岸带研究所 烟台 264003; 2． 曲阜师范大学化学与化工学院 曲阜 273165)

摘 要 活性氮是一类具有高生物化学活性的含氮原子的化学物种。这类活性物种具有特殊的生理功能，

并在生命体的生理和病理过程中起着至关重要的作用。因此，设计开发用于选择性识别和高灵敏检测生物

体内的活性氮物种的技术具有十分重要的意义。荧光探针作为一种具有高灵敏度、高选择性、对生物样品损

伤小的实时原位的可视化检测技术，为深入阐明活性氮物种在生理和病理过程中所起的作用提供了一个便

利有效的检测手段，并已在检测活性氮物种领域中得到了广泛应用。活性氮物种荧光探针可以进一步阐述

活性氮物种特殊的生理功能，提高人们对该类物种在细胞信号转导方面的认知。本文根据活性氮物种的种

类对荧光探针进行了分类，详细介绍了近四年来用于检测活性氮物种的荧光探针的研究进展，主要探讨了探

针的设计方法、荧光响应机制及其生物应用，并对探针的设计合成和应用前景进行了展望。
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Abstract It is generally established that the intracellular reactive nitrogen species ( ＲNS) which contain nitrogen
atoms are one class of highly chemical active species． These species have attracted increasing attention and
become an active research field based on their key roles in special functions during a series of physiological and
pathological processes． In order to elucidate these roles of ＲNS，the design and development technology for
selective and sensitive detection to ＲNS in vivo are crucial． Advanced with high sensitivity，good selectivity，

noninvasive detection and real-time visualization in situ，fluorescent probes provide facilitative and effective
chemical approaches in modern biochemistry analysis． Progress in the field of fluorescent probes for ＲNS
promises to advance our knowledge of essential cellular signal transduction during the varieties of physiological
and pathological processes，which is indicated in human health and disease． According to the current situation，

we review the past four years’latest five types of ＲNS probes for nitric oxide ( NO) ，peroxynitrite ( ONOO － ) ，

nitroxyl ( HNO) ，nitrite ( NO －
2 ) and nitrogen dioxide ( NO2 ) ． In this article，the design strategies，fluorescent
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response mechanisms and biological applications of the probes are discussed． Finally，the prospect to design and
applications of probes is given．
Key words reactive nitrogen species; fluorescent probe; bioimaging ; nitric oxide; peroxynitrite
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1 引言

生物体在有氧代谢的过程中会产生各种各样的

自由基，活性氮物种( reactive nitrogen species，ＲNS)

是其中重要的一类。该类物种主要是指一氧化氮

( NO) 与包括活性氧物种在内的化合物相互作用，衍

生出一系列具有高度氧化活性的自由基和硝基类化

合物，该类物种与活性氧物种相对应，以 NO 为中心

的高活性衍生物称为活性氮物种。活性氮物种主要

包 括 一 氧 化 氮 ( NO ) 、过 氧 化 亚 硝 酰 阴 离 子

( ONOO － ) 、亚 硝 酰 氢 ( HNO ) 、亚 硝 酸 根 离 子

( NO2
－ ) 和二氧化氮( NO2 ) 等。近日，中国科学院城

市环境研究所报道了中国 1910 ～ 2010 年工业活性

氮物种的产生和去向，深入研究了活性氮物种对区

域乃 至 全 球 土 壤、空 气 和 水 体 所 造 成 的 环 境 污

染［1］。而在生物医学方面，活性氮物种有着特殊的

生理功能，对生命过程起着至关重要的作用。在正

常情况下，活性氮物种含量处于一个正常生理水平，

它们参与细胞信号传导，体内物质与能量的合成与

代谢等，但是如果含量失衡，就会导致机体功能的紊

乱，诱发各种疾病［2］。基于该类物种在人类健康和

疾病诊断中的重要意义，探索环境中和生物体内的

ＲNS 的作用机制已经成为一个重要的研究领域。
检测活性氮物种的主要方法有: 荧光探针法、电

化学法、化学发光法、电子自旋共振波谱法和紫外可

见光谱法等。由于荧光探针法既可以不直接接触检

测，也可以减少样品预处理环节，所以该技术也被称

为非侵入性检测技术。与传统的检测技术相比，非

侵入性检测技术有着很多优势，包括高的灵敏度，良

好的选择性，短的响应时间，以及可对检测对象在原

位进行实时监控和观察等。更重要的是，这种检测

技术对细胞内活性物种的内源性分布不产生巨大的

外加干扰，从而能最大程度地得到内源性物种变化

的真实信息。因此，荧光探针法为阐明活性氮物种

在环境和生命过程中所起的作用提供了强有力的检

测手段。
近十五年来，活性氧物种及其衍生物的荧光可

视化检测一直是生物医学领域研究的热点与重点之

一，国内外的学者们也对检测活性氮物种的荧光探

针的设计与合成方法做出了很大的改进和发展。我

们发现，虽然目前检测活性氮物种的荧光探针的文

献已有较多报道［3 ～ 9］，然而就单一用于检测活性氮

物种的探针特别是除 NO 以外的其他活性氮物种探

针的综述报道较少。本文主要就近 4 年来用于检测

活性氮物种的荧光探针的研究成果进行了着重介

绍，以便了解近 4 年来用于检测活性氮物种的荧光

探针的研究进展。本文按照所检测活性氮物种的种
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类对荧光探针进行了分类，然后根据活性氮物种与

荧光探针的有机反应类别，概述了用于检测一氧化

氮( NO) 、过氧化亚硝酰阴离子( ONOO － ) 、亚硝酰氢

( HNO) 、亚硝酸根离子 ( NO2
－ ) 和二氧化氮 ( NO2 )

等 5 种活性氮物种的荧光探针，并对其设计理念、检
测机理和生物应用进行了归纳。最后，本文展望了

该领域的探针的设计合成和应用前景。

2 用于检测一氧化氮的荧光探针

一氧化氮( NO) 是一种性质较活泼、寿命较短且

具有细胞膜自由扩散性的内源性气体信号分子。
NO 在调节心血管、神经系统和免疫功能上发挥着

重要作用［10 ～ 12］，例如: NO 可以促进血管平滑肌的

舒张，降低血压; NO 具有信号转导功能，并对神经

递质的释放有一定调控作用; NO 是一种免疫调节

分子，参与调节如巨噬细胞、T 淋巴细胞、抗原呈递

细胞、嗜中性粒细胞等的功能活性、生长和死亡。异

常生理浓度的 NO 会引起一系列的疾病，例如老年

痴呆症和帕金森综合症。因此，设计合成用于检测

NO 的荧光探针对探究 NO 生理、病理、药理功能乃

至未来利用 NO 进行疾病诊断都具有重要的意义。
近十年相继报道了众多用于检测 NO 的荧光探针，

并已经取得了显著的成果。设计该类荧光探针主要

依据的反应机理是邻苯二胺与 NO 的成环反应、罗

丹明荧光团螺环开环反应和过渡金属络合物与 NO
的反应［13，14］。
2. 1 基于邻苯二胺基团与 NO 成环反应的荧光

探针

所涉及的将邻苯二胺基团连接在荧光团上的荧

光探针主要利用了光诱导电子转移机理( photoind-
uced electron transfer，PET) 。邻苯二胺基团可将其

处于最高能级的电子转入激发态荧光团因电子激发

而空出的轨道中，致使荧光团被光激发的电子无法

直接跃迁回原基态轨道发射荧光，从而导致荧光的

猝灭。在氧气存在下，邻苯二胺与 NO 发生成环反

应，PET 过程被终止，荧光团重新发出荧光，从而实

现了对 NO 的检测( 图式 1) 。
Nagano 等利用强供电子能力的邻苯二胺基团

作为受体，设计合成了基于 PET 机理的一系列荧光

探针用 于 检 测 NO。例 如: 以 荧 光 素 为 荧 光 团 的

DAFs 探针［15］，以罗丹明为荧光团的 DAＲs 探针［16］、
以 BODIPY 为荧光团的 DAMBOs 探针［17］、以近红外

花菁为荧光团的 DAC-P 和 DAC-S 探针［18］。其中基

于罗丹明衍生物的 DAＲ-4M 探针可稳定的分散在

图式 1 邻苯二胺基团与 NO 的成环反应

Scheme 1 o-phenylenediamine cyclization reaction with NO

细胞质中，并且具有低背景荧光、较长的激发波长和

较高的信噪比等优点，已应用于牛主动脉内皮细胞

产生的 NO 的荧光成像。近红外探针 DAC-P，具有

响应快和细胞膜通透性好等优点，并且能够在生理

pH 条件下对 NO 进行检测，已实现对雄性 Wistar 大

鼠肾中 NO 的成像。除该团队合成的探针以外，还

有以香豆素［19］、吖啶［20］、二氯二胺钙黄绿素 DCl-
DA-Cal［21］和蒽醌［22］等作为荧光团的 NO 探针以及

金属络合物磷光探针［23］被相继报道。

Xiao 等［24］设计合成了一种用于活细胞溶酶体

中 NO 测定的双光子荧光探针 1，该探针以萘酰亚胺

为荧光团，通过连接的氨乙基吗啉实现对巨噬细胞

溶酶体的定位。探针 1 具有高选择性、高灵敏度

( 检出限是 5. 0 nM) 等特点，与许多基于定位溶酶体

的探针相比细胞毒性较低，已经成功用于 MCF-7 活

细胞溶酶体中内源性和外源性 NO 的检测。该探针

为探究 NO 与溶酶体中组分的交互作用提供了一种

研究手段。
Zhang 等［25］报道了一组甲氧基分别位于探针分

子中邻位 /对位的近红外荧光探针 2。该组探针在

BODIPY 的 3 和 5 位分别引入一个苯甲醚基团，通

过延长芳香共轭体系和引入供电子基甲氧基促进荧



景晓彤等: 检测活性氮物种的荧光探针 综述与评论

化学进展，2014，26( 5) : 866 ～ 878 ·869·

光发射波长红移。同时，两个苯甲醚基团的自旋致

使该探针具有较大的斯托克斯位移( 38 nm) 。较之

前 BODIPY 作荧光团的探针，该组探针在细胞成像

和生物分析方面更有优势，该探针可以有效避免光

散射干扰，减少生物样本的自发荧光，更深程度地穿

透生物组织，其检出限分别是 6. 7 nM 和 2 nM，已成

功应用于 ＲAW264. 7 细胞中由脂多糖和 γ-干扰素

协同刺激释放的 NO 的成像。
Liu 等［26］报道了一种高亲水性的基于 BODIPY

荧光团的探针 3。该探针因其 BODIPY 荧光团上连

有 4 个三甘醇甲基醚侧链，故具有良好的亲水性。
除此以外，该探针具有良好的细胞膜通透性和较高

灵敏度 ( 检出限 6. 3 nM ) ，并已成功检测到 ＲAW
264. 7 细胞内源性 NO 及人视网膜色素上皮细胞中

外源性 NO。
Wong 等［27］报道了一种螺二芴连接双极型分子

结构的荧光探针 4。该探针由发色团 DAS 和 EDO
复合而成( 探针 4 结构式中红色是二者公共部分) 。
反应前，邻苯二胺可向 EDO 发生电子转移致使其荧

光猝灭，当与 NO 反应后，邻苯二胺转换成苯并三唑

结构致使 PET 过程终止，探针发出强烈的荧光。此

外，过程中可能伴随作为能量供体的 DAS-T( 邻苯二

胺转化成苯并三唑的形式) 将能量转移到 EDO，共

振能量转移 ( fluorescence resonance energy transfer，
FＲET) 过程开启。此外，基于 EDO 上连有 4 个三甘

醇甲基醚侧链，该探针表现出良好的亲水性。

Yuan 等［28］基于二联吡啶钌络合物的高水溶

性、较大的斯托克斯位移、低细胞毒性和光稳定性等

优点，报道了用于检测 NO 的荧光探针 5。当探针与

NO 反应后，邻苯二胺作用于 Ｒu2 + 的螯合物的 PET
过程被终止，致使探针重新发出荧光。该探针具有

良好的选择性，已成功应用于 ＲAW 264. 7 细胞外源

性 NO 和栀子花细胞内源性 NO 的检测。利用镧系

元素螯合物发光寿命长、具有较大的斯托克斯位移、
有尖锐明显的荧光发射峰等一些优秀光物理性能，

该团队又设计合成了基于镧系元素 Eu3 + 螯合物的

荧光探针 6［29］。该探针具有良好的选择性和灵敏

度( 检出限是 8. 4 nM) ，可以消除生物样本短暂自发

荧光，已成功用于洋葱内皮表层细胞内源性 NO 的

荧光成 像。基 于 上 述 机 理，Nagano 等［30］ 在 先 前

DAF-4 荧光探针的基础上，制备了基于 Yb3 + 螯合物

的用于检测 NO 的近红外双光子成像探针 7。该探

针最大发射波长可达 980 nm。
Kim 和 Cho 等［31］报道了一种以 2-乙酰基-6-氨

基萘为荧光团的双光子荧光探针 8，该探针具有选

择性好和响应快等优点。该探针易于细胞和组织负

载，其可用于组织中 100 ～ 180 μm 深度处对 NO 进

行实时检测，检出限为 5 nM，实现了 ＲAW 264. 7 细

胞和 Sprague-Dawley 大鼠海马组织切 片 中 NO 的

成像。

Wu 等［32］ 报 道 了 一 种 基 于 共 振 能 量 转 移

( FＲET) 机理的荧光比率纳米探针 9。该探针以碳

量子点( CDs) 为能量供体，接有邻苯二胺的萘酰亚

胺为能量受体，反应前由于发生分子内电荷转移

( ICT) ，在发射波长 455 nm 处仅有碳量子点( CDs)
发光，与 NO 作用后，ICT 被终止，碳量子点( CDs) 向

含有苯并三唑结构的萘酰亚胺发生能量转移，FＲET
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过程开启，探针在 535 nm 处发出荧光。该探针在水

溶液中的检出限为 3 nM。该探针具有较好的细胞

膜通透性、水溶性和低的细胞毒性等优点，已成功用

于检测 HeLa 细胞、L929 细胞中的外源性 NO 水平，

并且实现了 ＲAW264. 7 细胞中内源性 NO 的检测。
2. 2 基于罗丹明荧光团螺环开环的荧光探针

当罗丹明处于螺环闭合形式时是不具有荧光

的。以内酰胺形式的邻苯二胺基团作为 NO 受体，

在氧气的存在下，与 NO 发生重氮化反应生成苯并

三唑的同时，罗丹明螺环结构被打开，致使荧光团重

新发出荧光( 图式 2) 。基于这个反应机理设计合成

了以下几种探针。

图式 2 NO 诱导罗丹明荧光团螺环开环

Scheme 2 NO-induced spirocyclic opening reaction

Lin 等［33］利用香豆素-罗丹明共振能量转移对

设计合成了用于内源性 H2O2、NO 以及 H2O2 /NO 荧

光成像的探针 10。该探针在与 NO 单独作用后 PET
终止，探针发出荧光。然而若是继续与 H2O2 作用，

致使连有硼酸酯的基团被氧化，作为能量供体的香

豆素就会与作为能量受体的罗丹明发生 FＲET 作

用。该探针分别与 H2O2、NO 以及 H2O2 /NO 作用

时，根据发射波长不同会产生三组不同的荧光响应

信号。该探针已经实现对 HeLa 细胞、ＲAW 264. 7
细胞内源性 H2O2、NO 的同时多色成像。该探针为

解开 H2O2 和 NO 之间在信号转导和氧化途径方面

复杂的交互作用提供了一个有力的检测工具。除上

述探针以外，该团队还设计合成了一个用于 ＲAW
264. 7 细 胞 中 内 源 性 NO 比 率 成 像 的 荧 光 探 针

11［34］。该探针与 NO 反应前，FＲET 处于禁止状态，

此时只有香豆素的发射波长可以检测到。加入 NO
后，释放了探针中的罗丹明荧光团，作为能量供体的

香豆素基团将能量传递给作为能量受体的罗丹明，

FEＲT 过程开启。该探针反应后荧光比率提高了

420 倍，检出限是30 nM。
哺乳动物细胞的线粒体不仅是产生内源性 NO

的主要场所，还在调节细胞功能中起着关键的作用。
设计合成检测线粒体中 NO 的荧光探针对进一步研

究 NO 的生理过程，探索线粒体中 NO 的功能以及

NO 与线粒体中的钙离子、铜离子之间的相互关系

提供了有力的手段。为了实现对活细胞线粒体中

NO 的检测，Xiao 等［35］最近报道了一种用于检测活

细胞线粒体中内源性和外源性 NO 的荧光探针 12。
该探针通过在罗丹明荧光团上连接三苯基膦结构实

现了对线粒体的定位。该探针具有灵敏度高( 检出

限为 4. 0 nM) 、选择性好、细胞毒性低及定位性能好

等优点，并实现了对 MCF-7 细胞线粒体 /ＲAW264. 7
细胞的线粒体外源性和内源性 NO 的实时可视化

监测。
Ma 等［36］报道了一种基于 NO 与硒醚相互作用

的荧光探针 13，该探针利用罗丹明 B 作为荧光团，

硒醚作为受体。与 NO 反应后，生成 Se—NO 键并释

放出罗丹明 B 荧光团。该探针具有良好的选择性，

检出限 38 nM，实现了 HeLa 细胞中外源性 NO 的

成像。
Wang 等［37］设计合成了一种基于罗丹明衍生物

的荧光探针 14，该探针与 NO 反应后经过罗丹明螺

环结构开环水解，最终游离出罗丹明 B 荧光团。该

探针 具 有 良 好 的 选 择 性 和 灵 敏 度 ( 检 出 限 是

20 nM) ，已用于 ＲAW 264. 7 细胞中外源性和内源

性 NO 成像。

2. 3 基于 NO 重氮化反应的荧光探针

Anslyn 和 Shear 等［38］利用重氮化反应合成了探

针 15。该探针是一种由二甲氨基苯和 5 -氨基萘-1 -
甲腈构成的 D-π-A 染料，与 NO 反应时会迅速生成

一个具有刚性平面的稳定 π 共 轭 体 系 的 偶 氮 环

AZO550，并伴随着荧光发射波长的红移以及荧光量

子产率的升高。该探针具有良好的细胞兼容性、选
择性、细胞膜通透性和低细胞毒性，已经成功用于新

生儿脊髓星形胶质细胞和嗜铬细胞瘤衍生的 PC12
细胞中内源性和外源性 NO 的成像。
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2. 4 基于过渡金属络合物与 NO 反应的荧光探针

基于过渡金属络合物为荧光团的 NO 探针检测

机理主要是: 顺磁性的过渡金属会猝灭激发态荧光

团的荧光。NO 可与过渡金属形成金属亚硝酰基络

合物，消除金属配体中心的顺磁性或者竞争掉金属

配体中心的金属离子，致使荧光团重新发出荧光

( 图式 3) 。迄今为止，已经有许多金属离子，如 Co
( Ⅱ) ［39］、Fe( Ⅱ) ［40］、Ｒh( Ⅱ) ［41］和 Ｒu( Ⅱ) ［42］等成

功用于 NO 荧光探针的设计合成，但该类探针多不

适合用于水溶液中 NO 的检测，且检测灵敏度较低。

图式 3 过渡金属探针和 NO 的反应

Scheme 3 Ｒeaction between transition metal and NO

为了解决上述探针存在的缺陷，基于 Cu( Ⅱ) 络

合物的荧光探针相继制备出来。该类探针表现出较

好的水溶性，而且溶液中的水分子不会与荧光团竞

争金 属 中 心 配 体 的 位 置。Lippard 等［43］ 利 用 FLn

( n = 1 ～ 5) 配体合成了一类基于 Cu ( Ⅱ) 络合物的

荧光探针 16。该类探针具有响应快、细胞通透性

强、毒性 小 及 选 择 性 好 等 优 点，已 成 功 用 于 Ｒaw

264. 7 细胞和人类 SK-N-SH 神经母细胞瘤细胞中

NO 的成 像。为 了 防 止 探 针 从 细 胞 中 流 失，该 团

队［44］利用 FL1 配体合成了两个分别具有酯基和共

轭氨基葡聚糖聚合物的荧光探针 17。该探针因结

构中含有酯基，进入细胞后会在内酯酶的作用下水

解形成带有负电荷的羧酸基团，致使探针无法再次

穿透细胞膜，以此实现细胞内 NO 的成像。两个探

针对 NO 选择性好，其中探针 17 ( Ｒ2 ) 已用于检测

ＲAW 264. 7 细胞线粒体内的 NO，该组探针已经成

功用于 ＲAW264. 7 细胞内源性 NO 的检测。基于同

样的反应原理，该团队［45］又设计合成了基于半萘荧

光素结构的荧光探针 18，该系列探针具有比探针 17
更长的发射波长( 550 ～ 625 nm) 和更好的选择性，

并已成功应用于 ＲAW 264. 7 细胞中内源性 NO 的

检测。此外，该团队［46］还报道了基于荧光素荧光团

的具有对称结构配体 FL2 的荧光探针 19。该探针

已用于人类 SK-N-SH 神经母细胞瘤细胞线粒体、
HeLa 细胞和 ＲAW 264. 7 细胞中 NO 的测定，并实

现了鼠嗅球组织切片中 NO 的可视化检测。
Duan 等［47］利用螺旋内酰胺开环反应报道了一

种基于罗丹明荧光团的荧光探针 20。该探针以罗

丹明为荧光团，三( 2-氨基乙基) 胺作为 Cu 螯合剂。
该探针与 NO 反应后其荧光强度可增强 700 倍，其

检出限为 1 nM，已用于对 MCF-7 活细胞内 NO 的检

测。该团队［48］还设计合成了一种含有萘酰亚胺配

体的 Cu( Ⅱ) 络合物荧光探针 21。该探针对 NO 具

有良好的选择性和高灵敏度( 检出限 1 nM) ，已用于

MCF-7 活细胞中 NO 的成像分析。
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2. 5 基于 NO 脱氨基反应的荧光探针

研究表明，NO 可诱导胞嘧啶、腺嘌呤、鸟嘌呤、
5-甲基胞嘧啶发生脱氨基反应。基于 NO 这一特殊

遗传毒性机制，Wang 等［49］报道了一种以荧光素为

荧光团的用于检测 NO 的荧光探针 22。该探针以氨

基的苯甲酸甲酯作为受体，反应前，因受体向荧光团

发生 PET 作用而造成荧光猝灭，当与 NO 反应后，氨

基脱去，苯甲酸甲酯对荧光团的供电子能力减弱，致

使 PET 过程终止，探针重新发出荧光。该探针在生

理 pH 范围内具有合适的水溶性、良好的光稳定性

和选择性，并已成功用于检测 ＲAW 264. 7 细胞中内

源性 NO。

3 检测过氧化亚硝酰阴离子的荧光探针

过氧化亚硝酰阴离子( ONOO － ) 是由一氧化氮

( NO) 和 超 氧 化 物 自 由 基 ( O2
·－ ) 反 应 所 产 生。

ONOO － 的氧化性比 O2
·－ 更强，且具有极强的跨膜

弥散性，可通过阴离子通道穿透各种生物膜作用于

酶、蛋白以及 DNA 等大分子物质，参与机体的各种

生理和病理过程。研究表明 ONOO － 已成为各种疾

病，如心血管、神经变性及炎症等疾病中主要的致病

因子［50 ，51］，并且还有可能是导致细胞损伤、能量耗

竭和细胞死亡的重要因素。然而也有研究表明，内

源性 ONOO － 可以通过其硝化生物分子的能力来调

制信号转导通路，从而影响细胞过程［52 ～ 56］。未来

ONOO － 甚 至 可 以 作 为 一 种 潜 在 的 候 选 抗 癌 药

物［57 ～ 61］。基于 ONOO － 在生理和病理过程中起到的

重要作用，设计检测 ONOO － 的方法已得到了化学和

生物医学等领域广泛的关注。目前设计合成的用于

检测 ONOO － 的荧光探针主要化学反应是: ( 1) 模拟

硒 酶 对 ONOO － 和 谷 胱 甘 肽 的 催 化 反 应; ( 2 )

ONOO － 对硼酸酯的氧化反应; ( 3 ) ONOO － 的氧化

偶联反应; ( 4) ONOO － 的类 Baeyer-Villiger 反应。
3. 1 基于模拟硒酶的 ONOO － 荧光探针

研究表明，细胞内 ONOO － 的浓度由细胞抗氧化

防御 系 统 来 调 控，在 细 胞 抗 氧 化 防 御 系 统 中，硒

( Se) 作为谷胱甘肽过氧化物酶( GPx selenoenzyme)

的活性位点起着重要的作用。GPx 可以通过一个独

特的乒乓机制( ping-pong mechanism) 来催化谷胱甘

肽( GSH) 还原 ONOO －。Han 等［62］根据硒酶催化原

理，通过模拟 GPx，设计合成了一个以七甲川花菁为

荧光团的含硒功能团的近红外荧光探针 23。在生

理条件下，该探针已成功用于监测 ONOO － 氧化 /
GSH 还原过程。该探针细胞毒性小、灵敏度高、选

择性强且可有效避免细胞自发荧光的影响，并实现

了对 ＲAW264. 7 细胞中 ONOO － 氧化 /GSH 还原的

实时成像。根据 ONOO － 对二苯硒化合物的氧化从

而诱导酰胺键开环的原理，Han 等［63］利用模拟 GPx
的模拟物，基于分子内电荷转移机理，报道了一种以

BODIPY 为荧光团的用于检测 ONOO － 的荧光探针

24，实现了对 ＲAW264. 7 细胞内不同 ONOO － 水平

波动的检测。此外，Tang 等［64］将苄硒醇引入七甲川

花菁的中位，报道了一种用于检测 ONOO － 的探针

25。该探针实现了生理条件下对 ONOO － 和抗坏血

酸的可逆荧光检测，并已成功用于 ＲAW 264. 7 细胞

多个周 期 的 氧 化 应 激 和 抗 坏 血 酸 还 原 修 复 荧 光

成像。
GPx 碲酶模拟物比硒酶模拟物所显示的活性

高，而且碲酶模拟物能与邻位氮原子发生可逆的成

环反应，从而防止碲酶模拟物部分被 ONOO － 过度

氧化。根据这一反应原理，Han 等［65］又报道了一种

含碲的近红外荧光探针 26。该有机小分子荧光探

针将一个具有荧光调制功能的模拟碲酶基团引入到

花菁荧光团中位。探针 26 对 ONOO － 的荧光响应可

在 10 min 内完成，能选择性地可逆监测 ONOO － 和

GSH 之间的氧化还原循环，并已应用于 ＲAW264. 7
细胞和 BALB /c 小鼠活体中 ONOO － 波动的可逆检

测。该探针在磷酸盐缓冲溶液中检出限是 9. 17 ×
10 －7 M，为研究 ONOO － 和 GSH 之间的相互作用从
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而进一步了解 ONOO － 的生理功能提供了一种手段。
3. 2 基于硼酸酯氧化反应的荧光探针

根据芳香硼酸酯遇 ONOO － 可被氧化成对应酚

类化合物的原理，Kalyanaraman 等［66］报道了一类用

于检测 ONOO － 的荧光探针 27。该类探针以香豆素

作为荧光团，硼酸 /硼酸酯与 ONOO － 按照化学计量

发生快速反应，最终硼酸酯被氧化成羟基，探针发出

荧光。Han 等［67］采用芘为荧光团设计合成了探针

28。该探针以硼酸片呐醇酯作为与 ONOO － 作用的

化学响应单元，已用于水溶液、ＲAW264. 7 细胞游离

提取 物 外 源 性 NO 和 ＲAW264. 7 细 胞 内 源 性

ONOO － 的检测。

3. 3 基于氧化偶联反应的荧光探针

苯醌在水作为亲核试剂的情况下会发生氧化偶

联反应生成对苯二酚。基于这 一 反 应 机 理，Qian
等［68］报道了一种基于香豆素衍生物的多通道成像

荧光探针 29。由于氨基的亲核能力比水更强，所以

该探针与次氯酸作用后，首先生成中间体 29'，随后

29'发生双电子氧化生成试卤灵衍生物。因此该探

针与 HClO 和 ONOO － 反应经历了三个反应过程，探

针的激发 /发射波长不断红移，其独特的三通道信号

使其具有其他活性氮物种荧光探针所没有的独特识

别性能。三通道荧光成像可在很大程度上自动校正

荧光信号，减小光漂白、探针负载不均和激发波长不

稳定等系列问题。该探针具有较高细胞通透性、背
景信号低等优点，已成功用于人脑恶性胶质瘤细胞

系 U87 中 ONOO － 的检测。
Wu 等［69］报道了一种基于 Ο-脱烷基化反应的

钌络合物的荧光探针 30，该探针在磷酸缓冲液( pH
=7. 6) 中与 ONOO － 反应后，会有明显的荧光猝灭

现象。该探针具有选择性好、响应快和水溶性高等

优点。
3. 4 基于类 Baeyer-Villiger 反应的荧光探针

ONOO － 可与酮发生类 Baeyer-Villiger 反应，即:

ONOO － 可将酮氧化成环氧乙烷中间体，继而该中间

体选择性进攻苯环生成二烯酮产物，同时，醚键断裂

荧光团被释放( 图式 4) 。其他的活性氧和活性氮物

种不会与酮发生类似的反应。

图式 4 基于类 Baeyer-Villiger 反应的 ONOO － 荧光探针

Scheme 4 ONOO － probes based on like-Baeyer-Villiger
reaction

基于这一反应机理，Yang 等［70 ～ 72］利用 1-三氟

甲基-4-苯基-2-丁酮衍生物为受体，先后设计合成了

用于 ONOO － 检测的荧光探针 31 ～ 33，探针 31 以二

氯荧光素为荧光团，已成功用于探测神经元细胞中

的 ONOO －。探针 32 以 BODIPY 为荧光团，反应前

荧光很弱，当与 ONOO － 作用时，产生强荧光物质，对

其他活性氮物种响应低，已用于 J774. 1 巨噬细胞内

源性 ONOO － 的检测。探针 33 以罗丹明衍生物为荧

光团，具有较高的选择性。考虑到探针 33 本身带有

阴离子，对其细胞膜通透性会造成不良影响，所以该

团队将探针 33 酯化以此克服其本身细胞通透性差

的缺点，其酯化物进入细胞后在酯酶的作用下转变

为 33，从而实现了 ＲAW264. 7 细胞和 J744. 1 巨噬

细胞中 ONOO － 的荧光成像。
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3. 5 其他反应类型的 ONOO － 荧光探针

近日，Lippard 等［73］报道了三种以苯并试卤灵

为荧光团的荧光探针 34。该类探针以与 Zn2 + 络合

的二甲基吡啶胺及其衍生物作为受体，当探针与

ONOO － 反应后，络合的 Zn2 + 被释放出来，探针发出

荧光。该类探针可定位于神经干细胞 ( NSCs) 内质

网中检测由 ONOO － 诱发的 Zn2 + 浓度的变化。该方

法巧妙地将活性氮物种与 Zn2 + 浓度变化联系起来，

为进一步探究 Zn2 + 与 ONOO － 之间以及 Zn2 + 体内平

衡与内质网应激之间的交互作用提供了一种手段。
Wang 等［74］基于丹酰衍生物( DS-DAB) 设计合

成了检测 ONOO － 的荧光探针 35，该探针是由丹磺

酰氯和邻苯二氨反应得来，ONOO － 直接与二元胺作

用生成亚硝胺后，经过质子化作用以及水解过程，最

终生成丹磺酸荧光团。该探针选择性好，已成功用

于 ＲAW 264. 7 细胞中内源性 ONOO － 的成像。

Yuan 等［75］利用硝化反应设计合成了基于镧系

络合物荧光团的 ONOO － 比率荧光探针 36。该种探

针由［Eu3 + ( DTTA) ］和［Tb3 + ( DTTA) ］复合而成，

当与 ONOO － 接触后，［Eu3 + ( DTTA) ］的荧光强度无

明显变化，而［Tb3 + ( DTTA) ］的荧光被迅速猝灭，从

而实现了 HeLa 细胞中 ONOO － 的比率成像，除此以

外，该探针具有响应快、选择性好和水溶性良好等

优点。

4 用于检测亚硝酰氢的荧光探针

亚硝酰氢( HNO) 是一氧化氮的单电子还原产

物，由一氧化氮合酶( NOS) 通过氧化降解 L-精氨酸

而成 ［76 ，77］。生理学方面的研究表明，在超氧化物

歧化酶( SOD) 存在下，NO 和 HNO 能够相互转化。
除此以外，HNO 可以增强心肌收缩力，促进心脏细

胞的收缩; 可与抗氧化清除剂硫醇直接作用，并且对

乙醛脱氢酶有一定抑制作用［78 ～ 82］。因此，开发用于

检测 HNO 的荧光方法为进一步探究 HNO 的生理学

意义和药物价值提供了有力的手段。目前用于检测

HNO 的荧光探针主要有以下几类探针。

4. 1 基于铜络合物的荧光探针

Lippard 等［83］报道了基于 BODIPY 荧光团的探

针 37。该探针与 HNO 反应前，由于发生 BODIPY
到 Cu( Ⅱ) 的 PET，致使 BODIPY 荧光团的荧光猝

灭。反应后，Cu( Ⅱ) 被还原成 Cu( Ⅰ) ，BODIPY 的

荧光重新恢复。该探针对 HNO 表现出良好的选择

性，已成功用于检测 HeLa 细胞中的 HNO，实现了细

胞中 HNO 的检测。为了使探针能够获得更高的信

噪比、更长的发射波长以及更大的斯托克斯位移，该

团队［84］相继报道了一类以苯并试卤灵为荧光团的

HNO 荧光探针 38。该类探针的荧光发射波长红移

到适于 作 生 物 成 像 的 625 nm 左 右，已 用 于 检 测

HeLa 细胞和 ＲAW 264. 7 细胞中的 HNO。
Yao 等［85］报道了一种基于香豆素荧光团的荧

光探针 39。该探针具有高选择性、低细胞毒性等优

点，已用于检测活细胞中 HNO 浓度水平，并实现了

人体恶性黑色素瘤 A375 细胞外源性 HNO 的成像。

4. 2 其他反应类型的 HNO 荧光探针

有报道表明 HNO 可与 TEMPOL 的氮氧自由基

反应生成 TEMPOL-H 和 NO。Toscano 等［86］制备了

一种用于检测磷酸缓冲液( pH =7. 4) 中由 Angeli 盐

和 Piloty 酸释放出的 HNO 的荧光探针 40。反应前，

该探针荧光团的荧光因氮氧自由基的 PET 过程而

猝灭，当与 HNO 反应后，氮氧自由基转化为反磁性

的羟胺( QTH) ，荧光团重新发出荧光。
近日，Nakagawa 等［87］报道了一种不含金属离

子的 HNO 荧光探针 41。该探针以 Ｒhodol ［2-( 3-
amino-6-oxoxanthen-9-yl) benzoic acid］为荧光团，通

过酯 键 与 三 苯 基 膦 基 团 相 连 而 构 成。该 探 针 与

HNO 反应后，其三苯基膦基团会与 HNO 作用生成

氮叶立德中间体，接着氮叶立德会与分子内合适位

置的酯基发生亲核反应形成一个酰胺而脱去，致使

荧光团恢复发射荧光。该探针在还原剂如谷胱甘肽

和抗坏血酸盐等的存在下可对 HNO 表现出较高的
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选择性。探 针 41 已 成 功 检 测 到 A549 活 细 胞 中

Angeli 盐( Na2N2O3 ) 释放的外源性 HNO，并且实现

了 A549 活细胞中 HNO 的成像。

5 用于亚硝酸根检测的荧光探针

亚硝酸根离子( NO2
－ ) 是一类在生产生活中常

见的无机盐类。医学上，NO2
－ 在改善血液循环，血

流调节和低氧性一氧化氮动态平衡过程中起到重要

的生理作用［88］，已被用作血管扩张剂，并在心脏疾

病的治疗中起到了一定作用。然而，NO2
－ 可将血液

中的低铁血红蛋白转化成高铁血红蛋白，阻碍血液

中的氧气运输，从而导致组织缺氧［89］，并且 NO2
－ 会

与胃中的蛋白质作用生成致癌物质亚硝胺［90］。因

此，开发用于检测 NO2
－ 的方法对研究 NO2

－ 的生理

功能以及致病过程具有重要的意义。目前报道了以

下 5 类荧光法和比色法相结合的用于检测水溶液中

NO2
－ 的荧光探针。
Das 等［91］报道了一种基于 Ｒu( Ⅱ) -多吡啶络合

物的用于检测酸性溶液( 1 N HCl) 中 NO2
－ 的荧光

探针 42，该荧光探针利用邻苯二胺与 NO2
－ 发生重

氮化反应转变为苯并三唑，从而导致探针 PET 过程

中止的机理设计而成。该探针与 NO2
－ 反应后，溶

液颜色由橙色迅速变为棕色，并且对 NO2
－ 具有良

好的选择性。
Chatterjee 等［92］报道了基于罗丹明衍生物的用

于检测 NO2
－ 的荧光探针 43。该探针与 Xu 等［93］报

道的用于检测 NO 的荧光探针结构式相同，二者区

别在于检测时的实验条件不同。NO2
－ 很容易在酸

性溶液中发生歧化反应生成 NO，与此同时，NO 不

能在酸性环境中长期稳定存在并且会经历氧化反应

重新生成 NO2
－。当该种探针与 NO2

－ 在酸性溶液

( pH = 1 ) ，0 ～ 5 ℃ 的条件下反应时，氨基会发生重

氮化反应生成重氮盐，经历水解过程后最终释放出

罗丹明 B 荧光团。该探针具有良好的选择性和灵

敏度( 检出限 4. 6 ppb) ，已成功用于水溶液中 NO2
－

的检测。
Ｒanu 等［94］利用 2-苯乙炔基苯胺与 NO2

－ 的环

化反应制备了用于检测 NO2
－ 的荧光探针 44，该探

针与 NO2
－ 发生作用后，会经历乙炔基的水合作用

和乙炔苯胺的环化作用最终生成 3-phenyl-4 ( 1H) -
cinnolones( 3-苯基-噌啉-4-醇的酮式异构体) ，溶液

由无 色 变 为 黄 色，并 伴 随 荧 光 猝 灭。该 探 针 与

NO2
－ 反应迅速，具有良好的选择性。该探针可作成

检测试纸，对酸性溶液( 2 N HCl) 中低浓度的 NO2
－

( 10 ppm) 进行实时检测。

Schmittel 等［95］报道了两个拥有双通道信号检

测的 NO2
－ 荧光探针 45 和 46。该类探针在酸性溶

液中与 NO2
－ 反应后，其二聚体 Ir-Cl 键断裂。反应

前后有明显的颜色变化，通过检测器紫外-可见信号

可观察到吸收强度的增强。通过检测荧光信号，探

针 45 和 46 表现出截然相反的荧光特性，探针 45 发

射波长强度增强，探针 46 荧光猝灭。通过核磁以及

单晶 X 射线实验结果表明产生这一现象的主要原

因在于两种探针的反应产物，即亚硝酸根络合物的

结构不同。探针 45 的紫外检出限是 50 μM，已成功

用于检测乙腈 / 0. 1 MTris-ClO4 ( 50 /50，v /v) 缓冲溶

液中的 NO2
－。
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Ｒamaiah 等［96］报道了用于检测天然水资源如

河水、湖水和海水中 NO2
－ 的荧光探针 47。该探针

以氮 杂 BODIPY 为 荧 光 团，在 酸 性 溶 液 中 47 与

NO2
－ 发生重氮化反应，处于氮杂 BODIPY 荧光团 3，

5 位置的氨基转化为羟基，溶液由蓝色变为绿色并

伴随着吸收波长的红移。天然水中其他阴离子不对

NO2
－ 的检测产生干扰，该探针可对实际水样中的

NO2
－ ( 1 ppm) 进行检测。

6 用于二氧化氮检测的荧光探针

近年来，二氧化氮( NO2 ) 因其带来的日益加剧

的环境危害而被人们广为关注。作为活性氮家族中

的一员，NO2 是一种能在空气中稳定存在的具有高

度活性的红棕色气体。在生物医学领域，NO2 是一

种具有较强亲脂性的氧化剂，可以引发芳香族氨基

酸的 硝 化 反 应 和 脂 质 的 自 氧 化 反 应［97，98］。鉴 于

NO2 带来的严重环境问题和其本身的生理意义，设

计开发用于检测 NO2 的荧光探针具有十分重要的

意义。迄今为止，用于检测 NO2 的荧光探针鲜有报

道。Huang 等［99］报道了一类以磺酰罗丹明 B 为荧

光团的探针 48 和 49。反应前，该类探针的二硫代

氨基甲酸镍( Ⅱ) 络合物 NiⅡ ( Ｒ2NCS2 ) 对磺酰罗丹

明 B 荧光团存在着 PET 过程，有效猝灭了荧光团的

荧光。当与探针 NO2 反应后，PET 效应终止，二硫

代氨 基 甲 酸 镍 ( Ⅱ ) 络 合 物 生 成 NiⅢ ( Ｒ2NCS2 )

( NO2 ) 和 Ｒ2NCS2 自由基，Ｒ2NCS2 自由基经历进一

步氧化，最终释放出强荧光的荧光团。实验证明，哌

嗪基位于邻位的探针 48 比处于对位的探针 49 的荧

光性能好。探针 48 具有良好的选择性，现已成功用

于气相中 1 ppm 浓度下 NO2 的荧光检测，在生物学

应用方面，该探针已成功实现 ＲAW 264. 7 细胞中外

源性 NO2 的检测。

7 结论与展望

本文根据活性氮物种的种类，探讨了近 4 年来

检 测 一 氧 化 氮 ( NO ) 、过 氧 化 亚 硝 酰 阴 离 子

( ONOO － ) 、亚 硝 酰 氢 ( HNO ) 、亚 硝 酸 根 离 子

( NO2
－ ) 和二氧化氮( NO2 ) 等 5 种活性氮物种荧光

探针的设计方法、响应机制及其生物应用。通过评

述发现用于检测活性氮物种的荧光探针多集中于检

测一氧化氮( NO) ，而用于检测其他活性氮物种的探

针相对较少，这是因为难以将活性氮物种进行直接

的分离和测定，也难以找到对某种活性氮物种特异

的有机反应，而且活性氮物种之间存在着相互转变，

基本无法明确标识所测定的物种。所以，未来应进

一步开拓探针设计思路，开发用于检测其他活性氮

物种的荧光探针。例如，寻找新的专一性响应某种

活性氮物种的有机反应; 确立内源性活性氮物种标

志物，模拟特定生物酶反应; 此外还应考虑到在测定

条件下，探针与活性氮物种之间的高反应产率，以便

于对活性氮物种的准确测定。设计合成新的活性氮

荧光探针还应注意到: 进一步探索和研究活性氮物

种与其他物种如 CO、H2S、H2O2 和 Zn2 + 等之间的交

互作用，以便更深层次的把握活性氮物种的生理和

病理过程; 探针与活性氮物种反应的荧光产物的产

率要高; 低细胞毒性，与生物系统兼容好; 具有高的

选择性、灵敏度; 进一步开发( 双) 多光子、近红外荧

光探针和能定位于细胞器的荧光探针以实现细胞器

的功能性成像。总之，寻找新的有机作用机制及识

别基团，结合传统和新的荧光团，以生物显微技术为

手段，能对生命体进行原位、实时、动态的可视化监

测的高选择性和灵敏度的活性氮分子荧光探针已经

成为今后活性氮荧光探针的主要研究方向，也是当

前生命科学研究的重要热点和难点领域之一。
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