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靶向细胞器的过氧亚硝酸盐荧光探针研究进展

潘淑芬ꎬ马晓ꎬ蓝庆春ꎬ吴勇权∗

(赣南师范大学 化学化工学院ꎬ江西 赣州　 ３４１０００)

摘要:过氧亚硝酸盐(ＯＮＯＯ－)作为氧代谢的重要产物ꎬ在免疫应答、细胞信号转导等许多生理活动中起着重要作用ꎮ 然

而ꎬＯＮＯＯ－的水平异常会损伤细胞生物分子ꎬ与许多疾病密切相关ꎮ 因此ꎬ迫切需要监测活细胞中 ＯＮＯＯ－的含量变化ꎬ
而 ＯＮＯＯ－的功能很大程度上依赖于亚细胞区ꎬ所以开发亚细胞的 ＯＮＯＯ－水平变化的监测手段更有研究价值ꎮ 为此ꎬ多
种具有靶向细胞器的 ＯＮＯＯ－荧光探针被设计、开发和应用ꎮ 重点介绍了近 ６ 年来具有线粒体、溶酶体和内质网靶向能

力的 ＯＮＯＯ－荧光探针的代表性例子ꎮ 综述了这些荧光探针的细胞器靶向策略、结构、荧光行为和生物学应用ꎮ
关键词:过氧亚硝酸盐ꎻ亚细胞水平ꎻ荧光探针ꎻ荧光检测ꎻ荧光成像
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硝酸盐荧光探针研究进展 [ Ｊ] .化学试剂ꎬ２０２４ꎬ４６(５):
１０￣１９ꎮ

　 　 过氧亚硝酸盐(ＯＮＯＯ－)是一种重要的活性

氮(ＲＮＳ)ꎬ在体内由一氧化氮和超氧化物反应形

成[１]ꎮ 在生理条件下ꎬＯＮＯＯ－在细胞氧化还原稳

态中起着至关重要的作用ꎬ它可以调节细胞内氧

化还原平衡ꎬ参与信号转导过程ꎮ 由于其强氧化

性和亲核性ꎬ过量的 ＯＮＯＯ－可能通过破坏细胞内

的生物活性分子[２]ꎬ包括 ＤＮＡ 链、蛋白质和酶ꎬ导
致细胞功能障碍ꎬ甚至会引发各种疾病的产生ꎬ如
癌症、炎症性疾病、心血管疾病等[３]ꎮ 为了更好

地探究 ＯＮＯＯ－在病理生理过程中的功能和作用

方式ꎬ实时监测局部 ＯＮＯＯ－的变化将有助于解开

其在生命系统中的复杂功能ꎮ
迄今为止ꎬ已经开发了几种用于 ＯＮＯＯ－检测

的 方 法ꎬ 包 括 化 学 发 光[４ꎬ５]、 高 效 液 相 色 谱

(ＨＰＬＣ) [６]、电子自旋共振[７]、荧光光谱[８ꎬ９] 和电

化学分析[１０]ꎮ 其中ꎬ荧光光谱法因其操作简单、
实时性好、重现性好、灵敏度高、无损检测等优点

受到广泛关注ꎬ显示出良好的应用前景[１１]ꎮ 目前

已经开发出多种荧光探针用于体外和体内特异性

监测 ＯＮＯＯ－ꎬ这些探针大多通过自由扩散进入细

胞ꎬ随机分布在细胞质中ꎬ缺乏细胞器靶向性或积

累能力ꎮ
然而ꎬＯＮＯＯ－的功能很大程度上依赖于亚细

胞区室ꎮ 考虑到这些需求ꎬ一些具有靶向细胞器

能力的 ＯＮＯＯ－荧光探针被设计和合成ꎮ 本文总

结了近 ６ 年来报道的具有靶向线粒体、溶酶体和
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内质网检测 ＯＮＯＯ－的荧光探针ꎮ 根据上述不同

细胞器分为 ３ 个部分ꎬ综述了这些探针的细胞器

靶策略、结构、荧光行为和生物学应用ꎮ

１　 线粒体靶向的 ＯＮＯＯ－荧光探针

在亚细胞水平上ꎬ线粒体被形象地称为细胞

发电厂ꎬ参与多种细胞过程ꎬ包括 ＡＴＰ 生成、中枢

代谢和细胞凋亡[１２]ꎮ 线粒体功能障碍可能来自

于 ＯＮＯＯ－高表达、高粘度等微环境异常ꎬ这些被

认为是机体疾病产生的可能因素[１３￣１５]ꎮ 因此ꎬ如
何准确地跟踪细胞线粒体 ＯＮＯＯ－ 的变化对疾病

诊断具有重要意义ꎮ 线粒体膜电位一般为－１８０~
－２２０ ｍＶꎬ因此具有离域正电荷的染料更容易穿

透线粒体膜并随后在其内部积聚[１６]ꎮ 常见的带

正电荷线粒体靶向单元有三苯基膦阳离子单元

(ＴＰＰ ＋)以及经过烷基化后的噻唑离子单元、喹啉

离子单元、吡啶离子单元、吲哚离子单元等[１７￣２１]ꎬ
下面分别介绍这 ５ 个靶向单元的 ９ 个相关荧光探

针ꎬ探针 １~９ 的结构式见图 １ꎮ

图 １　 荧光探针 １~９ 的结构式

Ｆｉｇ.１　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｂｅｓ １~９

１􀆰 １ 　 噻唑离子单元

含噻唑单元的染料具有摩尔消光系数大、光
稳定性好、水溶性好、细胞膜渗透性好、易于合成

等优点[２２] ꎮ 此外ꎬ苯并噻唑半菁部分的吸电子

能力会增强相邻双键对强亲电试剂的反应活

性ꎬ从而加快响应速度并降低探针对 ＯＮＯＯ－ 的

检出限ꎮ
２０２３ 年ꎬＬｉｕ 等[２３]设计并开发了一种具有两

个非干扰通道的多功能线粒体靶向荧光探针 １ꎬ
用于粘度和 ＯＮＯＯ－ 水平的双检测ꎮ 探针 １ 以杂

蒽核为荧光团ꎬ３￣乙基苯并噻唑阳离子作为线粒

体靶向部分ꎬＯＮＯＯ－首先通过亲核加成反应进攻

Ｃ􀪅􀪅Ｃ 双键ꎮ 在这之后由于加合物的高度不稳定

性ꎬ加合物可以通过释放二氧化氮快速转化为中

间体ꎬ而这个中间体可以快速转化为在 ６２０ ｎｍ 处

具有强发射的醛产物ꎮ 同时ꎬ由于探针在粘性溶

液中的自由旋转受到明显限制ꎬ因此有效地减少

了非辐射途径ꎬ从而增强了荧光ꎬ由此探针可以进

行粘度的响应ꎮ 探针 １ 可以灵敏地检测 ＨｅｐＧ２
细胞的粘度和外源性 /内源性 ＯＮＯＯ－水平ꎮ 图 ２
是探针 １(图中“Ｐｒｏｂｅ”)应用于 ＨｅｐＧ２ 细胞外源

性 ＯＮＯＯ－水平检测的共聚焦成像图ꎮ 因此ꎬ该探

针有望成为研究生物体内线粒体粘度与 ＯＮＯＯ－

之间关系的一种有力工具ꎮ

ａ１~ ａ３.细胞作为对照ꎻｂ１~ ｂ３.细胞仅孵育 １０ μｍｏｌ / Ｌ 探针 １

３０ ｍｉｎꎻｃ１~ ｃ３.细胞先与 １０ μｍｏｌ / Ｌ 探针 １ 孵育 ３０ ｍｉｎꎬ

再与 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＯＮＯＯ－孵育 ３０ ｍｉｎ(λｅｘ ＝ ５６１ ｎｍꎻ

标尺:５０ μｍ) [２３]

图 ２　 外源性 ＯＮＯＯ－在 ＨｅｐＧ２ 细胞中的荧光成像

Ｆｉｇ.２　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ＯＮＯＯ－ ｉｎ
ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ

２０２３ 年ꎬＣｈｅｎ 等[２４] 开发了一种具有高选择

性和灵敏度的线粒体靶向近红外荧光探针 ２ 用于

监测生物系统中的 ＯＮＯＯ－ꎮ 探针采用一种具有

优异光物理性质的异佛尔酮衍生物作为荧光团ꎬ
将 ４￣甲基苯并噻唑阳离子作为线粒体靶向基团

与醛基结合ꎬ形成 Ｃ􀪅􀪅Ｃ 键作为 ＯＮＯＯ－的强氧化

裂解位点ꎮ 探针 ２ 具有 ６７０ ｎｍ 的发射波长和

１７０ ｎｍ 的大 Ｓｔｏｋｅｓ 位移ꎬ在复杂生物系统中具有

优异的 ＯＮＯＯ－成像性能ꎮ 此外ꎬ探针 ２ 自身溶液

１１
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的颜色为淡蓝色ꎬ响应 ＯＮＯＯ－ 后变为粉红色ꎬ便
于 ＯＮＯＯ－的比色检测ꎮ 当加入 ＯＮＯＯ－后ꎬ探针 ２
的 Ｃ􀪅􀪅Ｃ 键被氧化生成新的近红外荧光团ꎬ从而

恢复了分子内电荷转移( ＩＣＴ)效应ꎬ响应机理见

图 ３ꎮ 由于该探针具有优异的光学性能ꎬ它成功

地应用于活细胞和斑马鱼炎症模型中内源性 /外
源性 ＯＮＯＯ－荧光成像ꎮ 值得注意的是ꎬ探针 ２ 成

功应用于缺铁性贫血和阿尔兹海默症疾病小鼠模

型中线粒体 ＯＮＯＯ－成像ꎬ探针 ２ 有利于这两种疾

病的诊断与治疗ꎮ

图 ３　 探针 ２ 的响应机理[２４]

Ｆｉｇ.３　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｐｒｏｂｅ ２[２４]

１􀆰 ２ 　 喹啉离子单元

喹啉是一种具有芳香性质的化合物ꎬ具有很

强的吸收紫外光和荧光发射的性质ꎮ 因此ꎬ喹啉

广泛用于荧光染料、指示剂和生物标记等方

面[２５]ꎮ 由于喹啉阳离子带有正电荷ꎬ它是一个很

好的线粒体靶向单元ꎮ
２０２３ 年ꎬＬｅｉ 等[２６]设计并合成了一种用于检

测 ＯＮＯＯ－和线粒体自噬的近红外发射荧光探针

３ꎬ该探针使用喹啉阳离子作为线粒体靶向部分ꎬ
芳基硼酸酯作为 ＯＮＯＯ－响应基团ꎬ并通过扭曲内

部电荷转移(ＴＩＣＴ)机制检测粘度的变化ꎮ 该探

针对脂多糖引起的炎症期间的粘度和饥饿诱导的

线粒体自噬具有很好的响应ꎮ 制霉菌素诱导斑马

鱼的粘度变化表明ꎬ探针 ３ 能够在体内检测微粘

度变化ꎮ 此外ꎬ当探针 ３ 溶液加入 ＯＮＯＯ－后硼酸

酯被氧化脱去ꎬ由于发生了分子内电荷转移

(ＩＣＴ)ꎬ荧光强度增强ꎬ探针自身发射在 ６７０ ｎｍ
处ꎬ但是响应 ＯＮＯＯ－后发射在 ５７０ ｎｍꎮ 探针 ３ 在

ＯＮＯＯ－检测方面显示出良好的灵敏度ꎬ检测限为

６􀆰 ２ ｎｍｏｌ / Ｌꎮ 该探针不仅成功地用于癌症细胞和

正常细胞的成像和区分ꎬ还在检测细胞和斑马鱼

体内的微粘度和 ＯＮＯＯ－方面显示出巨大的潜力ꎮ
总的来说ꎬ探针 ３ 可以作为一种成像工具来示踪

线粒体的粘度和 ＯＮＯＯ－相关的病理过程ꎮ
１􀆰 ３ 　 吡啶离子单元

吡啶阳离子作为线粒体靶向基团具有优越的

膜通透性ꎬ能使探针在短时间内迅速进入活细胞

线粒体中[２７]ꎮ
２０２１ 年ꎬＧｕ 等[２８] 成功地开发了一种线粒体

靶向比率型荧光探针 ４(ＡＮＩ￣ＤＰ)ꎬ探针由异佛尔

酮衍生物作为信号荧光基团、膦酸二苯酯作为

ＯＮＯＯ－响应基团、吡啶阳离子作为线粒体定位基

团组成ꎮ 探针 ４ 对 ＯＮＯＯ－ 表现出独特的比率荧

光响应ꎬ当添加 ＯＮＯＯ－ 时ꎬ由于次膦酸根的裂解

引起分子内电荷转移( ＩＣＴ)ꎬ探针 ４ 的荧光强度

比( Ｉ６２８ / Ｉ５３５)随孵育时间的延长而显著增加ꎬ并在

９ ｍｉｎ 后达到平稳ꎬ表明探针 ４ 与 ＯＮＯＯ－反应迅

速ꎬ可用于 ＯＮＯＯ－的实时分析ꎮ 探针 ４ 对 ＯＮＯＯ－的

比率荧光检测具有高灵敏度(ＬＯＤ＝１３􀆰 ３ ｎｍｏｌ / Ｌ)、
高选择性、良好的水溶性和大斯托克斯位移ꎮ 此

外ꎬ它被证明具有低毒性和线粒体靶向性ꎮ 另外ꎬ
该探针被成功地用于 Ｈｅｌａ 细胞和斑马鱼中

ＯＮＯＯ－的荧光成像ꎬ图 ４ 是探针 ４ 应用于 ＨｅＬａ
细胞内源性 ＯＮＯＯ－的共聚焦显微镜成像ꎬ过氧亚

硝酸盐发生剂(ＳＩＮ￣１)为 ＯＮＯＯ－供体ꎬ尿酸(Ｕｒｉｃ
Ａｃｉｄ)作为 ＯＮＯＯ－ 清除剂ꎮ 因此ꎬ该探针可以作

为研究和分析 ＯＮＯＯ－在生物中的病理生理功能

的手段ꎮ

绿色通道:λｅｘ ＝ ４５８ ｎｍꎻλｅｍ ＝ ４７５~５７５ ｎｍꎻ

红色通道:λｅｘ ＝ ５１４ ｎｍꎻλｅｍ ＝ ６００~７００ ｎｍ

ａ~ ｃ.细胞在 ３７ ℃下用 １０ μｍｏｌ / Ｌ 探针 ４ 孵育 ３０ ｍｉｎꎻ
ｄ~ ｆ.探针 ４ 孵育 ３０ ｍｉｎ 后用 ２００ μｍｏｌ / Ｌ ＳＩＮ￣１ 在 ３７ ℃下

孵育 ３０ ｍｉｎꎻｇ~ ｉ.探针 ４ 孵育 ３０ ｍｉｎ 后经 ２００ μｍｏｌ / Ｌ
尿酸处理后ꎬ加入 ２００ μｍｏｌ / Ｌ ＳＩＮ－１ 再 ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ

图 ４　 探针 ４ 对 ＨｅＬａ 细胞内源性 ＯＮＯＯ－进行

共聚焦显微镜成像[２８]

Ｆｉｇ.４　 Ｃｏｎｆｏｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ＯＮＯＯ－ ｉｎ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｕｓｉｎｇ ｐｒｏｂｅ ４[２８]

２０２２ 年ꎬＨａｎ 等[２９]构建了一种由杂蒽和吡啶

阳离子偶联合成的深红色比率型荧光探针 ５ 用于
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检测 ＯＮＯＯ－ꎮ 加入 ＯＮＯＯ－后探针溶液最大吸收

峰由 ５２０ ｎｍ 蓝移至 ３９０ ｎｍꎬ６６０ ｎｍ 处的荧光强

度逐渐降低ꎬ５３０ ｎｍ 处的荧光强度逐渐升高ꎬ斯
托克斯位移达到 １３０ ｎｍꎮ 另外发现ꎬ当 ＯＮＯＯ－浓

度在 ０~１２ μｍｏｌ / Ｌ 范围内ꎬＩ５３０ / Ｉ６６０与 ＯＮＯＯ－浓度

呈良 好 的 线 性 关 系ꎬ 计 算 得 到 其 检 出 限 为

８４ ｎｍｏｌ / Ｌꎮ 探针 ５ 可以实现 ＨｅＬａ 细胞内 /外源

性 ＯＮＯＯ－的检测ꎬ具有良好的成像潜力ꎮ
２０２３ 年ꎬ Ｈｕａｎｇ 等[３０] 开发了基于 ＩＣＴ 和

ＴＩＣＴ 的线粒体靶向荧光探针 ６ꎬ它可以响应极性、
粘度和 ＯＮＯＯ－ꎮ 探针 ６ 由电子供体(二乙胺基)
和电子受体(香豆素、吡啶阳离子和苯硼酸酯)组
成ꎬ其中带正电荷的吡啶阳离子单元为线粒体靶

向部分ꎮ 细胞成像结果显示ꎬ该探针对线粒体具

有良好的靶向性能ꎬ能够实现细胞内极性、粘度和

内源性 /外源性 ＯＮＯＯ－的可视化成像ꎮ 该探针响

应 ＯＮＯＯ－后显示出 ６５８ ｎｍ 的近红外荧光发射ꎮ
探针 ６ 对 ＯＮＯＯ－具体的响应机理见图 ５ꎮ 此外ꎬ
无论是极性通道还是粘度通道ꎬ探针 ６ 在癌细胞

线粒体中的荧光强度都远高于正常细胞ꎬ这表明

癌细胞线粒体呈现出低极性和高粘度的特征ꎬ与
癌细胞和正常细胞的极性和粘度结果一致ꎮ 这些

结果表明ꎬ探针 ６ 可以作为单极性探针或单粘度

探针来区分癌细胞和正常细胞ꎬ双通道同时检测

更为可靠ꎬ由此该探针为多参数准确区分癌细胞

和正常细胞提供了潜在的研究手段ꎮ 该工作不仅

证明了探针 ６ 可以作为一种极性、粘度和 ＯＮＯＯ－

的成像工具ꎬ而且为研究癌细胞中的线粒体提供

了一条途径ꎮ

图 ５　 探针 ６ 的响应机理[３０]

Ｆｉｇ.５　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｐｒｏｂｅ ６[３０]

１􀆰 ４ 　 吲哚离子单元

吲哚基团具有刚性平面结构ꎬ荧光性能良好ꎮ
且其具有较长的吸收波长和荧光发射波长ꎬ常被

用于构建检测生物标志物的荧光探针[３１ꎬ３２]ꎮ
２０２３ 年ꎬＡｎ 等[３３] 设计合成了一种以 １￣甲基

吲哚￣２ꎬ３￣二酮为特异性识别基团的“Ｔｕｒｎ￣Ｏｎ”型
花菁近红外 ＯＮＯＯ－荧光探针 ７ꎬ其自身带有正电

荷的吲哚季铵盐杂环被用作线粒体的靶向基团ꎮ
该探针响应 ＯＮＯＯ－后荧光发射达到了 ７１９ ｎｍꎬ具

有 １３７ ｎｍ 的大斯托克斯位移ꎬ随着 ＯＮＯＯ－ 浓度

的增加ꎬ探针在 ７１９ ｎｍ 处的荧光强度增加了 ４１
倍ꎬ通过线性计算出具有 ２５􀆰 ４ ｎｍｏｌ / Ｌ 的低检测

限ꎮ 它可以实现 ＰＣ１２ 和 ＢＶ￣２ 细胞外源性和内

源性 ＯＮＯＯ－的可视化检测ꎮ 此外ꎬ作者建立了脑

卒中(因脑血管外伤引起局部脑损害的脑血管疾

病)诱导的细胞氧化应激(Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ＳｔｒｅｓｓꎬＯＳ)病
理模型ꎬ并在此过程中探针 ７ 实现了 ＯＳ 诱导的

细胞和小鼠神经炎症的原位检测ꎬ实验结果见

图 ６ ꎮ 因此ꎬ探针 ７ 可以为生物体脑卒中的早期

准确诊断提供更可靠的检测手段ꎮ

ａ.假手术组ꎻＭＣＡＯ 组ꎻ溶媒对照组ꎻＮＡＤＰＨ 氧化酶 ２
抑制剂 ＡＰＯ 组ꎻｂ.ａ 图的平均荧光强度直方图ꎻ
ｃ.不同处理的对侧半球切片的 ＴＴＣ 染色图像ꎻ

ｄ.ｃ 图中对侧板半球的大小百分比[３３]

图 ６　 大脑中动脉闭塞(ＭＣＡＯ)模型小鼠活体脑

荧光成像

Ｆｉｇ.６　 Ｉｎ ｖｉｖｏ ｂｒａｉｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ ｕｎｄｅｒｇｏｉｎｇ
ＭＣＡＯ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

２０２３ 年ꎬＸｕｅ 等[３４]通过偶联香豆素类衍生物

和联苯吲哚碘化物开发了近红外探针 ８ꎬ其中

Ｃ􀪅􀪅Ｃ 双键作为 ＯＮＯＯ－ 特异性识别位点ꎬ带正电

荷的吲哚部分作为线粒体靶向位点ꎬ连接的 Ｃ􀪅􀪅Ｃ
键可以与 ＯＮＯＯ－反应ꎬ然后释放香豆素衍生物ꎬ
响应机理见图 ７ꎮ

图 ７　 探针 ８ 的响应机理[３４]

Ｆｉｇ.７　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｐｒｏｂｅ ８[３４]
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该探针显示出对 ＯＮＯＯ－的比率荧光响应ꎬ随
着 ＯＮＯＯ－的加入ꎬ４６８ ｎｍ 处的荧光强度逐渐增强

并红移至 ４８４ ｎｍꎬ同时伴随着 ７２３ ｎｍ 处的荧光

强度逐渐减弱ꎮ Ｆ４８４ / Ｆ７２３的比值增加了 ５２ 倍ꎬ并
具有大的斯托克斯位移(２３９ ｎｍ)ꎮ 当 ＯＮＯＯ－浓

度在 ０􀆰 １ ~ ０􀆰 ８ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ探针 ８ 的荧光强度与

ＯＮＯＯ－浓度呈良好的线性关系ꎬ计算得到检测限

为 ４１􀆰 ８８ μｍｏｌ / Ｌꎮ 应用方面ꎬ 该探针实现了

ＨｅｐＧ２ 细胞 ＯＮＯＯ－内源性 /外源性成像ꎮ 探针 ８
表现出更加特别的线粒体靶向能力ꎬ当与 ＯＮＯＯ－

反应时ꎬ靶向部分从探针上解离ꎬ然后产生的荧光

团不能靶向线粒体ꎬ这样可以避免假阳性信号的

产生ꎬ这为构建准确监测线粒体 ＯＮＯＯ－的荧光探

针提供了思路ꎮ
１􀆰 ５ 　 三苯基膦离子单元

荧光探针在线粒体内积聚是由膜电位驱动

的ꎬ带有三苯基膦阳离子(ＴＰＰ ＋)单元的探针可以

选择性地聚集在线粒体[３５]ꎮ
２０１７ 年ꎬ Ｌｉ 等[３６] 报道了一种线粒体靶向

ＯＮＯＯ－荧光探针 ９ꎬ探针以罗丹明为荧光团ꎬ苯肼

为识别部分ꎬ三苯基膦阳离子为线粒体靶向基团ꎮ
当探针与 ＯＮＯＯ－反应时ꎬＯＮＯＯ－对苯肼的氧化和

之后的水解打开了非荧光螺环结构ꎬ从而触发荧

光的开启ꎬ这为 ＯＮＯＯ－的检测提供了一种灵敏和

高选择性的方法ꎮ 共定位和线粒体解偶联处理实

验证实了探针 ９ 的线粒体靶向性(图 ８)ꎮ 探针 ９

ａ.罗丹明 １２３ 通道(λｅｘ ＝ ４８８ ｎｍꎬλｅｍ ＝ ５００~５４５ ｎｍ)ꎻｂ.探针 ９

通道(λｅｘ ＝ ５５９ ｎｍꎬλｅｍ ＝ ５７０~ ６７０ ｎｍ)ꎻｃ.图像 ａ 和 ｂ 的合并

图像ꎻｄ.对应的差分干涉对比度(ＤＩＣ)图像(ａ ~ ｄ 图标尺:２０
μｍ)ꎻｅ.罗丹明 １２３ 与探针 ９ 的强度相关图 ( Ｐｅａｒｓｏｎ 系数

０􀆰 ９７ꎬ重叠系数 ０􀆰 ９８)ꎻｆ.罗丹明 １２３ 和探针 ９ 在线性 ＲＯＩ １ 内

　 　 　 的强度分布图

图 ８　 探针 ９ 的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞共定位实验[３６]

Ｆｉｇ.８　 Ｃｏ￣ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｉｔｈ
ＲＡＷ２６４􀆰 ７ ｃｅｌｌｓ ｆｏｒ ｐｒｏｂｅ ９[３６]

对线粒体 ＯＮＯＯ－ 的灵敏性和选择性高于其他

ＲＯＳꎬ响应后发射波长为 ５７８ ｎｍꎬ计算检测限为

５５ ｎｍｏｌ / Ｌꎮ 此外ꎬ探针 ９ 对活细胞内 ＯＮＯＯ－的成

像结果显示出该探针具有很好的膜透性以及良好

的成像效果ꎬ可以实现 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 ＯＮＯＯ－内

源性 /外源性成像ꎮ

２　 溶酶体靶向的 ＯＮＯＯ－荧光探针

溶酶体是细胞中处于 ｐＨ ４􀆰 ０ ~ ５􀆰 ５ 之间的重

要酸性细胞器[３７]ꎮ 溶酶体 ｐＨ 值的变化可以反

映机体代谢过程和细胞状态[３８]ꎮ 一旦溶酶体 ｐＨ
异常ꎬ细胞功能受损ꎬ可引起神经退行性、溶酶体

贮积障碍等疾病ꎮ 最近的研究也表明ꎬ异常水平

的 ＯＮＯＯ－可诱导溶酶体膜透性(ＬＭＰ)并导致细

胞死 亡[３９]ꎮ 所 以ꎬ 开 发 可 以 靶 向 溶 酶 体 的

ＯＮＯＯ－荧光探针具有重要的现实意义[４０]ꎮ 利用

溶酶体内酸性(ｐＨ ４􀆰 ５~５􀆰 ５)的生理环境ꎬ采用胺

类结构的本身为弱碱性小分子探针ꎬ能够选择性

地在酸性环境中积累ꎬ从而达到靶向溶酶体的效

果[４１]ꎮ 靶向溶酶体的 ＯＮＯＯ－荧光探针 １０~１２ 结

构见图 ９ꎮ

图 ９　 荧光探针 １０~１２ 的结构式

Ｆｉｇ.９　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｂｅｓ １０~１２

２０１９ 年ꎬＲｅｎ 等[４２]开发了一种红光发射吡咯

蛋白染料 ＢＴＰꎮ 该染料在各种溶剂中荧光较差ꎬ
但在高粘性甘油中荧光较强ꎬ可作为反映粘度变

化的分子转子ꎮ 重要的是ꎬ该染料可以特异性靶

向溶酶体ꎬ并被溶酶体粘性微环境有效激活ꎬ已成

功应用于药物刺激溶酶体粘度变化的成像ꎮ 基于

ＢＴＰ 平台ꎬ进一步开发了其还原的“二氢”衍生物

探针 １０(ＨＢＴＰ)ꎬ并评估了其对 ＯＮＯＯ－的检测性

能ꎮ 由于非共轭结构ꎬ探针 １０ 在可见光区域没有

表现出任何吸收ꎬ在加入 ５ μｍｏｌ / Ｌ 的 ＯＮＯＯ－后ꎬ
于 ５ ｓ 内在 ５９０ ｎｍ 处出现了一个新的吸收带ꎬ并
伴随着从无色到蓝色的颜色变化ꎬ表明探针 １０ 可

以被 ＯＮＯＯ－快速氧化以产生 ＢＴＰꎬ从而可以特异

性地识别 ＯＮＯＯ－ꎮ 鉴于溶酶体粘度和 ＯＮＯＯ－均

与溶酶体功能密切相关ꎬ该研究将为研究溶酶体

相关的病理生理过程提供有前景的工具ꎮ
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同年ꎬＦｅｎｇ 等[４３] 开发了一种针对 ＯＮＯＯ－ 的

溶酶体靶向近红外荧光探针 １１ ( Ｌｙｓｏ￣ＯＮＯＯ)ꎮ
该探针基于罗丹明类苯并吡喃(ＢＰ６５０)荧光团ꎬ
并使用螺酰肼作为 ＯＮＯＯ－ 反应位点ꎮ 该探针制

备简单ꎬ并显示出许多优秀的 ＯＮＯＯ－ 传感特性ꎬ
包括快速响应(２５ ｓ)、高选择性和灵敏度(检出限

低至 １６ ｎｍｏｌ / Ｌ)ꎮ 由于螺内酰胺的结构ꎬ探针 １１
溶液在 ４００ ｎｍ 以上没有表现出吸收ꎬ并且是无色

和非荧光的(Φ<０􀆰 ００１ꎬ使用甲酚紫作为标准)ꎮ
然而ꎬ在加入 ３０ μｍｏｌ / Ｌ ＯＮＯＯ－后ꎬ探针溶液的颜

色从无色迅速变为深蓝色ꎬ相应地在 ５９０ ｎｍ 处出

现了新的吸收峰ꎮ 同时ꎬ 溶液的荧光强度在

６５０ ｎｍ 处得到了显著的增强( ~ ２２０ 倍)ꎬ响应机

理见图 １０ꎮ 表明探针 １１ 对 ＯＮＯＯ－具有独特的比

色和近红外荧光开启检测过程ꎮ

图 １０　 探针 １１ 的响应机理[４３]

Ｆｉｇ.１０　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｐｒｏｂｅ １１[４３]

此外ꎬ该探针具有溶酶体靶向性ꎬ可用于低细

胞毒性活细胞中外源性和内源性 ＯＮＯＯ－的成像ꎮ
该探针也适用于活体小鼠 ＯＮＯＯ－成像ꎬ成像结果

见图 １１ꎮ 总之ꎬ这项工作为检测生理 ＯＮＯＯ－提供

了一种靶向溶酶体的近红外荧光探针ꎮ
２０２１ 年ꎬＸｉａ 等[４４]报道了一种新型的罗丹明

衍生物(ＮＩＲ￣Ｒｈ)的近红外荧光探针 １２ꎬ该探针

可以靶向溶酶体并且跟踪溶酶体 ｐＨ 变化ꎬ并在

活细胞中成像内源性 /外源性 ＯＮＯＯ－ꎮ 探针 １２
能够响应 ｐＨ 值ꎬ酸性 ｐＨ 条件下ꎬ在 ６８６ ｎｍ 附近

显示快速响应的“Ｔｕｒｎ￣Ｏｎ”型近红外荧光ꎬｐＫａ 值

为 ５􀆰 ４１ꎮ 在测试条件下ꎬ探针 １２ 由于其螺内酰

胺结构ꎬ在可见光区无吸收ꎬ呈无色无荧光溶液ꎮ
而加入 ＯＮＯＯ－后ꎬ其吸收光谱和发射光谱发生了

显著变化ꎬ在 ５９５ ｎｍ 处出现吸收带ꎬ响应后溶液

的颜色迅速变为蓝色ꎮ 同时ꎬ溶液在 ６７８ ｎｍ 处表

现出明显的荧光增强ꎮ 细胞成像实验表明ꎬ探针

１２ 在成像和跟踪溶酶体 ｐＨ 变化以及细胞外源性

　 　 　 　 　 　

采用激发光为 ５９０ ｎｍꎬ发射波长为 ６５０ ｎｍ 的

体内成像系统对小鼠进行成像

ａ.空白组小鼠ꎬ只给予 ５０ μＬ 生理盐水灌胃 ５ ｍｉｎꎻｂ.对照组小

鼠ꎬ仅腹腔注射 ５０ μＬ(５０ μｍｏｌ / Ｌ)探针 １１ 时间 ５ ｍｉｎꎻｃ.小鼠

腹腔注射 ５０ μＬ(５０ μｍｏｌ / Ｌ) ＯＮＯＯ－ꎬ然后腹腔注射 ５０ μＬ
(５０ μｍｏｌ / Ｌ) 探针 １１ 时间 ５ ｍｉｎꎻ ｄ. 小鼠腹腔注射 ５０ μＬ

(１００ μｍｏｌ / Ｌ)ＯＮＯＯ－ꎬ然后腹腔注射 ５０ μＬ(５０ μｍｏｌ / Ｌ)探针

１１ 时间 ５ ｍｉｎꎻｅ.ａ~ ｄ 小鼠腹部荧光强度定量(与对照组比较

　 　 　 Ｐ<０􀆰 ０５)

图 １１　 探针 １１ 应用于小鼠体内 ＯＮＯＯ－成像[４３]

Ｆｉｇ.１１　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＯＮＯＯ－ ｉｎ ｍｉｃｅ
ｗｉｔｈ ｐｒｏｂｅ １１[４３]

和内源性 ＯＮＯＯ－方面具有很大的潜力ꎮ

３　 内质网靶向的 ＯＮＯＯ－荧光探针

内质网是蛋白质合成、加工和运输的主要位

点[４５￣４７]ꎮ 在亚细胞水平上ꎬ内质网(ＥＲ)是内源

性 ＯＮＯＯ－的直接靶点ꎬ氧化过程可能导致内质网

功能障碍[４８]ꎮ 另一方面ꎬＯＮＯＯ－可以消耗与 ＥＲ
相关的 Ｃａ２＋ꎬ导致人类血管内皮的 ＥＲ 应激和细

胞凋亡[４９]ꎮ 因此ꎬ对内质网中 ＯＮＯＯ－ 的原位精

确检测对深入研究其生物学作用具有重要意义ꎮ
苯磺酸基结构作为已经报道常用的内质网靶向基

团ꎬ如下 ３ 篇文献介绍了以不同荧光团连接苯磺

酸基结构达到靶向内质网的研究ꎮ 探针 １３ ~ １５
的结构式见图 １２ꎮ

图 １２　 荧光探针 １３~１５ 的结构式

Ｆｉｇ.１２　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｂｅｓ １３~１５

２０２２ 年ꎬＬｉｕ 等[５０]构建了一种双功能比率型

荧光探针 １３ꎬ它可以特异性地检测内质网中的粘

度和 ＯＮＯＯ－ꎮ 该探针具有良好的粘度和 ＯＮＯＯ－
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响应性能ꎬ可实现粘度( Ｉ６３８ / Ｉ４５３)和 ＯＮＯＯ－( Ｉ５２７ /
Ｉ６３４)的比率检测ꎮ 在 ＯＮＯＯ－不存在的情况下ꎬ探
针 １３ 在 ５４７ ｎｍ 处有一个主吸收峰ꎮ 然而ꎬ当加

入不同浓度的 ＯＮＯＯ－时ꎬ５４７ ｎｍ 处的吸收峰逐渐

减小ꎬ在 ４２０ ｎｍ 处出现一个新的吸收峰ꎮ 此外ꎬ
加入 ＯＮＯＯ－后ꎬ探针 １３ 在 ５２７ ｎｍ 处荧光发射峰

明显增强ꎬ同时 ６３４ ｎｍ 处荧光小幅增强ꎬＯＮＯＯ－

浓度和荧光强度比( Ｉ５２７ / Ｉ６３４)呈良好的线性关系ꎬ
计算得到检出限为 ０􀆰 ９３ μｍｏｌ / Ｌꎮ 探针 １３ 不仅

可以用于粘度水平的双通道比率荧光检测ꎬ还具

有同时检测细胞和斑马鱼不同通道 ＯＮＯＯ－ 变化

的能力ꎮ 此外ꎬ使用探针 １３ 监测发现 ＯＮＯＯ－ 可

以导致内质网粘度增加ꎮ
同年ꎬＳｕｎ 等[５１]提出了一种比率型双光子和

内质网 ＥＲ 靶向探针 １４(ＮＡＢ)ꎬ用于检测活细胞

中的 ＯＮＯＯ－ꎮ 探针 １４ 以 ４￣溴甲基苯硼酸酯为

ＯＮＯＯ－识别位点ꎬ在与 ＯＮＯＯ－反应后ꎬ探针 １４ 的

４￣溴甲基苯基硼酸酯单元脱去转化为羟基ꎬ导致

探针的荧光颜色从强蓝色变为黄色ꎬ最大发射波

长在 ５５８ ｎｍꎮ 探针 １４ 对 ＯＮＯＯ－表现出快速灵敏

的反应(６ ｓ)和良好的选择性ꎮ 荧光探针 １４(图
１３ ＮＡＢ)和 ＥＲ 商用染料(图 １３ ＥＲ￣Ｂ)的细胞共

定位的 Ｐｅａｒｓｏｎ 系数为 ０􀆰 ９３ꎬ证明探针 １４ 有优异

的 ＥＲ 靶向性ꎮ 比率双光子细胞成像表明ꎬ探针

１４ 可用于检测 ＥＲ 中的外源性 ＯＮＯＯ－ 以及二甲

双胍诱导的细胞内源性 ＯＮＯＯ－ꎬ细胞成像结果见

图 １３ꎮ 此外ꎬ探针 １４ 能有效监测脑组织 ＯＮＯＯ－

水平的变化ꎬ揭示了抑郁疾病模型小鼠海马组织

ＥＲ 的 ＯＮＯＯ－含量变化ꎮ

蓝色通道:λｅｍ ＝ ４２５~４７５ ｎｍꎻ绿色通道:λｅｍ ＝ ５００~５５０ ｎｍꎻ

λｅｘ ＝ ４０５ ｎｍꎻ比例尺＝ １０ μｍ

图 １３　 ＨｅＬａ 细胞的 ＯＮＯＯ－荧光成像[５１]

Ｆｉｇ.１３　 ＯＮＯＯ－ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ
ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ[５１]

２０２３ 年ꎬ Ｙａｎｇ 等[５２] 开发了以双氰异佛酮

(ＤＣＭ)为荧光团ꎬ五氟苯磺酸为识别基团构建的

近红外荧光探针 １５ (ＤＣＭ￣Ｂｒ￣ＯＮＯＯ) 用于检测

ＯＮＯＯ－ꎮ 该工作在荧光团中加入 Ｂｒ 原子延长成

像的生理 ｐＨ 范围ꎬ并通过增加成像的 ｐＫａ 范围

提高信噪比ꎮ 当探针溶液加入不同浓度 ＯＮＯＯ－

后ꎬ探针溶液最大吸收峰由 ４００ ｎｍ 红移至

５７０ ｎｍ 并呈现出明显的增加ꎬ同时在 ６８０ ｎｍ 处

荧光 发 射 明 显 增 强ꎬ 斯 托 克 斯 位 移 达 到 了

１１０ ｎｍꎮ 探针 １５ 表现出对 ＯＮＯＯ－ 快速响应

(<３ ｍｉｎ)ꎬ良好的灵敏度(ＬＯＤ ＝ ２􀆰 ３ ｎｍｏｌ / Ｌ)以

及内质网靶向性ꎮ 特别的是ꎬ该课题组建立了急

性肺损伤(ＡＬＩ)细胞模型和利用脂多糖(ＬＰＳ)诱
导小鼠的 ＡＬＩ 模型ꎬ用探针 １５ 孵育小鼠肺器官

(图 １４)ꎮ 与对照组小鼠相比ꎬＬＰＳ 诱导处理后的

小鼠肺部荧光信号明显增加ꎬ结果表明 ＯＮＯＯ－水

平在 ＡＬＩ 中逐渐升高ꎮ 因此ꎬ探针 １５ 实现了内质

网中 ＯＮＯＯ－ 水平升高的观察ꎬ这可能揭示了

ＯＮＯＯ－在内质网相关疾病中的关系ꎮ

图 １４　 ａ.ＡＬＩ 小鼠应激引起的 ＯＮＯＯ－变化图ꎻｂ.以探

针 １５ 监测 ＡＬＩ 小鼠 ＯＮＯＯ－ 变化的实验程序ꎻｃ.探针

１５ 应用于 ＬＰＳ 处理和不处理小鼠肺器官染色图像ꎻ
ｄ.ｃ∗与对照组图像的相对荧光强度 (λｅｘ ＝ ５３０ ｎｍꎬ

　 　 　 　 λｅｍ ＝ ６９５ ｎｍ) [５２]

Ｆｉｇ.１４　 ａ.Ａｎ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＯＮＯＯ－ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ
ＡＬＩ ｍｉｃｅꎻｂ.Ａｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｕｓｉｎｇ ｐｒｏｂｅ １５ ｆｏｒ
ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ＯＮＯＯ－ ｉｎ ｍｉｃｅꎻｃ.Ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｐｒｏｂｅ １５ ｓｔａｉｎｉｎｇ
ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＬＰＳ ｏｒ ｗｉｔｈｏｕｔꎻ
ｄ.Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｉｍａｇｅｓ ｉｎ ｃ∗ ａｎｄ
　 　 ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ(λｅｘ ＝ ５３０ ｎｍꎬλｅｍ ＝ ６９５ ｎｍ) [５２]

４　 总结和展望

过氧亚硝酸盐(ＯＮＯＯ－)在生命过程中具有

重要作用ꎬ因此其检测具有现实意义ꎮ 与其他方

法相比ꎬ荧光探针法表现出更优越的性能ꎮ 其中ꎬ
靶向细胞器的 ＯＮＯＯ－荧光探针更能揭示细胞器

中 ＯＮＯＯ－的生理作用ꎮ 本文对靶向线粒体、溶酶

体、内质网的 ＯＮＯＯ－荧光探针进行了综述ꎬ并讨
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论了它们的靶向策略、荧光行为及其在细胞及活

体荧光成像中的应用ꎮ 总的来说ꎬ靶向细胞器的

ＯＮＯＯ－荧光探针设计取得了重要的进展ꎬ对于许

多疾病的预防、诊断以及病理的研究具有十分重

要的意义ꎬ也有助于更好地了解亚细胞器中

ＯＮＯＯ－水平在生理和病理过程中的影响ꎮ
然而ꎬ靶向细胞器的 ＯＮＯＯ－荧光探针的研究

仍有进步空间:１) 目前ꎬ报道的靶向细胞器的

ＯＮＯＯ－荧光探针ꎬ其发射波长只有少部分位于近

红外区(>６５０ ｎｍ)ꎬ大部分发射在可见光区域ꎬ因
此需要开发出具有近红外发射靶向细胞器的

ＯＮＯＯ－荧光探针来扩大其在生物学研究中的应

用ꎮ ２)荧光探针导致特定细胞器的生理状态发

生变化ꎬ可能会使探针从细胞器中逃逸ꎮ 因此ꎬ可
以尝试构建能够结合特定细胞结构(包括但不限

于蛋白质、脂质和 ＤＮＡ)的荧光探针ꎬ将是一种提

供准确定位和更精细研究的有力手段ꎮ ３)细胞

器靶向 ＯＮＯＯ－荧光探针通常应用于细胞和生物

体中ꎬ对测试条件中的水含量有一定的要求ꎬ目前

报道的一些探针难以在纯水或水含量高的条件下

进行测试与应用ꎮ ４)已报道的荧光探针存在荧

光量子产率低的问题ꎬ因此也可以继续开发高荧

光产率的新型荧光母体ꎮ
总之ꎬ对于 ＯＮＯＯ－荧光探针的研究还在不断

进行优化ꎮ 未来可以开发出近红外区、定位精准、
水溶性好、荧光量子产率高的靶向细胞器 ＯＮＯＯ－

荧光探针ꎮ 相信这些荧光探针将成为化学家、生
物学家和医学家进行疾病诊断和生理病理机制研

究的有力分子工具ꎮ
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