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更高选择性、更低毒性、更好生物相容性的新型 ＮＩＲ 探针ꎬ满足基础研究和临床应用的多样化需求提供帮助ꎮ 特别提出
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　 　 生物体内的活性分子ꎬ如活性氧(ＲＯＳ)、活性

氮(ＲＮＳ)以及还原态谷胱甘肽(ＧＳＨ)等ꎬ是维持

细胞正常生理功能的关键因素ꎮ 这些分子的浓度

和分布受到严格调控ꎬ以保障细胞内的稳态平衡ꎮ
然而ꎬ当外界环境因素如受到污染、辐射或化学物

质介入时ꎬ这种精细的平衡可能被打破ꎬ导致活性

分子的异常积累或耗竭ꎬ从而引发一系列病理变

化ꎮ 研究表明ꎬ活性分子的失衡与多种疾病的发

生发展密切相关ꎬ包括糖尿病及其并发症、代谢性

疾病如肥胖、神经退行性疾病、癌症以及衰老

等[１￣５]ꎮ 因此ꎬ深入理解活性分子在生物体内的行

为ꎬ探索能够及时检测细胞以及细胞器内各种活

性分子的分析方法ꎬ不仅对于揭示疾病机制至

关重要ꎬ也在疾病的诊断方面提供了新的视角

和策略[６￣９] ꎮ
碳水化合物、脂质、蛋白质、酶辅助因子和各

种其他生物分子都在满足细胞能量需求方面发挥

作用ꎮ 氧化能力的最终来源通常是分子氧ꎬ在这

个过程中ꎬ分子氧被还原为水ꎮ 分子氧的还原可

以从多个角度进行分析ꎬ主要包括以下几种ꎬ如
图 １ 所示ꎬ包括单电子还原、２ 电子还原、３ 电子还

原、４ 电子还原ꎮ 在这些过程中ꎬ分子氧可以通过

不同的电子转移路径实现ꎮ 如果电子的加成没有

以适当的方式发生ꎬ就会产生部分还原的氧基物

种ꎮ 这类物种以及由他们衍生或与之相关的其他

物种ꎬ通常被描述为“活性氧物种” (ＲＯＳ)ꎮ ＲＯＳ
在人体中具有双重作用ꎬ既可以通过少量的产生

促进人体健康ꎬ也可能因过量而引发多种病理损

伤ꎬ其可能会对细胞内蛋白质、脂质和 ＤＮＡ 造成

损害而引发疾病ꎮ 这种由过量活性氧引起的损害

状态被称为“氧化应激”ꎮ 细胞内的大部分氧化

作用发生在线粒体内ꎮ 线粒体是细胞的“能量工

厂”ꎬ其通过氧化磷酸化过程为细胞活动提供能

量ꎮ 除此之外线粒体还参与代谢调控ꎬ钙离子调

节ꎬ细胞凋亡调控等过程ꎬ而且也是细胞内 ＲＯＳ
的主要来源之一ꎮ 细胞内 ＲＯＳꎬ 如过氧化氢

(Ｈ２Ｏ２)、超氧阴离子(Ｏ－
２􀅰)、单线态氧( １Ｏ２)、次

氯酸(ＨＣｌＯ)、一氧化氮(ＮＯ)和过氧亚硝基阴离

子(ＯＮＯＯ－)等作为细胞内的正常代谢产物ꎬ在生

命活动的多种生理、病理过程中发挥着重要作用ꎬ
ＲＯＳ 的类型和浓度也决定了其对细胞的正面或

负面影响ꎮ ＲＯＳ 水平异常是多种疾病的早期信

号(如氧化应激标志物)ꎬ通过检测特定 ＲＯＳ(如
Ｈ２Ｏ２、ＯＮＯＯ

－等)的浓度变化ꎬ辅助诊断某些疾

病ꎬ因此 ＲＯＳ 在疾病诊断和早期预警中发挥了重

要作用ꎮ 除此之外ꎬ对 ＲＯＳ 的大量研究使得人类

更进一步揭示疾病的发生机制ꎬ例如揭示 ＲＯＳ 如

何通过氧化损伤(如 ＤＮＡ 断裂、脂质过氧化)或

调控信号通路(如 ＮＦ￣κＢ、ＭＡＰＫ)参与疾病的发

生ꎮ ＲＯＳ 的积累可导致 ＤＮＡ 损伤和基因突变从

而引起癌症的发生ꎮ 此外ꎬＲＯＳ 还通过氧化低密

度脂蛋白(ＬＤＬ)和损伤血管内皮细胞ꎬ促进心血

管疾病的发生ꎮ 因此对 ＲＯＳ 进行高精度追踪检

测ꎬ不仅能深化对疾病机制的理解ꎬ还为临床诊

断、治疗及预防提供了重要依据ꎬ是连接基础研究

与转化医学的关键桥梁ꎮ

图 １　 分子氧的还原

Ｆｉｇ.１　 Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｏｘｙｇｅｎ

生物成像和生物传感是目前分子诊疗方面的

新兴领域ꎬ对于深入了解细胞功能以及为疾病的

准确诊断和治疗提供广泛的诊断参数具有重要意

义ꎮ 近红外(ＮＩＲ)ꎬ通常指 ６５０ ~ １ ７００ ｎｍꎬ尤其

是 ７００ ~ ９００ ｎｍ 的第 １ 近红外窗口和 １ ０００ ~
１ ７００ ｎｍ 的第 ２ 窗口[１０]ꎮ 近红外荧光成像(ＮＩＲ
Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ Ｉｍａｇｉｎｇ)是一种基于近红外光(通常

为 ６５０~ １ ７００ ｎｍ)激发荧光探针ꎬ通过检测其发

射信号实现生物组织成像的技术[１１]ꎮ 与发射波

长更短的传统荧光成像工具相比ꎬＮＩＲ 荧光成像

具有一系列优点:１)组织穿透深度更强ꎮ 生物组

织对 ＮＩＲ 光的散射和吸收ꎬ尤其是血红蛋白、水、
脂质等主要成分显著低于可见光ꎬ因此ꎬＮＩＲ 光可

穿透数厘米的组织ꎬ而可见光通常仅限表面

(<１ ｍｍ)ꎻ２)更低的自体荧光背景ꎮ 生物组织自

发荧光弱:许多生物分子如胶原、黄素、ＮＡＤＨ 等

在可见光激发下会产生强自体荧光ꎬ导致信噪比

(ＳＮＲ)下降ꎮ ＮＩＲ 区自体荧光极少ꎬ背景噪声低ꎬ
成像对比度更高ꎻ３)减少光毒性ꎬ使得生物样品

不易受到破坏ꎮ ＮＩＲ 光子能量低于可见光ꎬ对细

胞和组织的光损伤更小ꎬ适合长期活体成像ꎮ 除

此之外ꎬ还具有高分辨率ꎬ实时动态成像等特点ꎬ
这使其成为生物医学领域的新兴成像技术之

一[１２￣１８]ꎮ 光学成像的蓬勃发展大大得益于生物

相容性荧光团的设计和作为信号传感器的靶向和
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可激活的“智能”成像探针的开发ꎬ包括有机小分

子、聚合物、无机和无机有机杂化纳米材料[１９ꎬ２０]ꎮ
分子探针研究领域中发展出了针对机体或细胞内

多种离子或分子的特异性探针ꎬ如用于监测体内

铁离子[２１]、汞离子[２２] 等重金属离子的阳离子探

针ꎬ用于监测体内硫化物[２３]、柠檬酸盐[２４]、氧 /
氮 /硫等[２５] 的阴离子探针ꎬ 以及监测如氨基

酸[２６]、肿瘤标记物[２７] 等在内的特殊有机标记物

的特殊探针等ꎮ
本文重点介绍了近 ５ 年近红外 ＲＯＳ 荧光探

针的研究现状ꎬ并基于各类探针的分类进行了更

为深度的综述与思考ꎬ对其突破现有技术瓶颈ꎬ加
速从基础研究到临床应用的转化等方面的发展趋

势进行了展望ꎬ以期为相关领域的研究提供新的

方法和思考ꎮ 此外ꎬ提出了人工智能技术与分子

设计和靶点预测相结合的观点ꎬ有望大幅提升探

针开发效率ꎬ为实现 ＲＯＳ 的高效检测和精准调控

提供新的技术手段ꎬ最终为疾病诊断和治疗开辟

新的途径ꎮ

１　 Ｈ２Ｏ２ 检测探针

过氧化氢(Ｈ２Ｏ２)作为生物体内含量最高的

活性氧(ＲＯＳ)之一ꎬ是一种关键的信号转导分子ꎬ
主要产生于细胞线粒体的有氧呼吸电子传递链ꎮ
适量的 Ｈ２Ｏ２ 对维持生物体正常的生理过程至关

重要ꎬ例如参与细胞信号传导、免疫反应和代谢调

控等ꎮ 然而ꎬ细胞内 Ｈ２Ｏ２ 的过量积累会引发氧

化应激ꎬ导致代谢紊乱ꎬ进而导致多种疾病的发

生ꎮ 因此ꎬ开发能够实时、准确地检测线粒体内

Ｈ２Ｏ２ 含量变化的新技术ꎬ对于疾病的早期诊断、
预防和治疗具有重要的临床应用价值ꎮ

由于芳香族硼酸盐容易被引入荧光团中ꎬ因
此 Ｃｈｅｎ 等[２８] 使用芳香族硼酸盐作为 Ｈ２Ｏ２ 的识

别碱基来构建荧光探针ꎬ基于乙酰基上亲核加成

Ｈ２Ｏ２ 的反应ꎬ开发了一种可用于过氧化氢分子内

快速识别的高效的 Ｈ２Ｏ２ 探针 ＢＨＡ￣Ｂꎬ其结构式

及其检测原理如图 ２ 所示ꎮ 他们选择激发态分子

内质子转移荧光团 ＢＨＡ￣ＯＨ 作为初始研究对象ꎬ
由于该荧光团具有巨大的 Ｓｔｏｋｅｓ 位移ꎬ良好的抗

光漂白性ꎬ以及多个可修饰的反应位点ꎬ因此以

ＢＨＡ￣ＯＨ 为荧光团设计出的 ＢＨＡ￣Ｂ 具有灵敏度

高(检测限 ７ × １０－８ ｍｏｌ / Ｌ 甚至更低)、响应快

(３ ｍｉｎ 以内)、Ｓｔｏｋｅｓ 位移大(２２５ ｎｍ)等优点ꎬ不
仅可以监测细胞内外源性和内源性 Ｈ２Ｏ２ꎬ还能成

功实现斑马鱼体内药物性器官损伤引起的内源性

Ｈ２Ｏ２ 水平变化ꎮ 该探针实现了对药物刺激下生

物体内 Ｈ２Ｏ２ 过量生成的精准示踪ꎬ验证了其在

生命科学研究中的应用价值ꎮ 作为首个基于此

类设计策略的小分子有机荧光 Ｈ２Ｏ２ 探针ꎬ其创

新性的分子构建思路为后续相关研究提供了重

要参考ꎮ

图 ２　 ＢＨＡ￣Ｂ 的设计以及其检测 Ｈ２Ｏ２ 的机理

Ｆｉｇ.２　 Ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ ＢＨＡ￣Ｂ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｆｏｒ
ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ Ｈ２Ｏ２

２　 ＨＣｌＯ 检测探针

ＨＣｌＯ(次氯酸)和 ＣｌＯ－(次氯酸盐)是生物体

内重要的 ＲＯＳꎬ作为一种强氧化剂ꎬ在免疫防御、
细胞信号传导和抗病毒等多种生理过程中发挥关

键作用ꎮ 然而ꎬ当他们的水平超过正常范围时ꎬ会
产生严重的氧化应激ꎬ导致组织和细胞的损伤ꎬ导
致免疫系统紊乱ꎬ甚至引发疾病ꎮ 因此ꎬ检测人体

内的 ＨＣｌＯ 和 ＣｌＯ－含量对于疾病的早期诊断、治
疗监测和预防具有重要意义ꎮ 次氯酸荧光探针主

要是将次氯酸识别基团连接到不同的荧光团上ꎬ
结合不同的反应机制ꎬ从而释放荧光信号[２９]ꎮ
ＨＣｌＯ 和 ＣｌＯ－的检测机制主要依赖于荧光探针的

设计和特定化学反应的触发ꎮ 这些探针通过分子

结构的变化(如环化、开环、氧化还原反应等)实

现对目标物种的高选择性和灵敏度检测ꎬ并广泛

应用于生物医学、环境监测和工业领域ꎬ本文只列

举部分类型的 ＮＩＲ 荧光探针加以介绍ꎮ
Ｌｉ 等[３０]基于由吸电子和供电子基团组成的

ＨＤＣＸ￣ＯＨ 作为荧光团ꎬ设计了一种具有近红外

荧光检测能力的近红外探针 ＨＤＣＸ￣ＨＣｌＯꎬ荧光团

及探针结构如图 ３ 所示ꎬＮꎬＮ￣二甲基硫代氨基甲

酸酯的引入使 ＨＤＣＸ￣ＨＣｌＯ 无荧光ꎬ在 ＨＣｌＯ 存在

下ꎬ荧光团 ＨＤＣＸ￣ＯＨ 被释放ꎬ继而显示出显著的
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近红外荧光发射ꎬ荧光强度集中在 ７５０ ｎｍ 处ꎮ

图 ３　 ＨＤＣＸ￣ＨＣｌＯ 对 ＨＣｌＯ 的敏感机制[３０]

Ｆｉｇ.３　 Ｓｅｎｓｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＨＤＣＸ￣ＨＣｌＯ ｔｏ ＨＣｌＯ[３０]

Ｚｈａｎｇ 等[３１]基于次氯酸盐特异性识别基团

ＮꎬＮ￣二甲基硫代甲酰基与近红外染料尼罗蓝

(ＮＢ)的连接而设计了一个特定的荧光探针 Ｐｒｏ￣
ＮＢＳ(图 ４)来研究瘢痕疙瘩中 ＣｌＯ－的水平ꎮ 在液

体溶液中ꎬ由 ＣｌＯ－ 衍生出的 Ｃｌ－ 离子ꎬ开始对碳￣
硫双键的攻击ꎬ导致硫代氨基甲酸酯链段分离ꎮ
随后ꎬ自燃接头通过分子内 １ꎬ６￣消除释放ꎬ伴随

着二氧化碳(ＣＯ２)和 ４￣亚甲醌的生成ꎮ 这些错综

复杂的连续反应构建了分子内推拉电子(Ｄ￣π￣Ａ)
系统ꎬ从而产生了显著的荧光ꎬ其在 ６７５ ｎｍ 处增

加约 ７０ 倍ꎮ 与其他刺激的比较ꎬ探针 Ｐｒｏ￣ＮＢＳ 在

ＣｌＯ－中表现出独特的灵敏度和出色的选择性检

测ꎮ 这些特征表明探针 Ｐｒｏ￣ＮＢＳ 有望对生命系统

中的瘢痕疙瘩进行实时和原位诊断ꎮ

图 ４　 探针 Ｐｒｏ￣ＮＢＳ 对 ＣｌＯ－的检测机制[３１]

Ｆｉｇ.４　 Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｐｒｏｂｅ Ｐｒｏ￣ＮＢＳ
ｆｏｒ ＣｌＯ－[３１]

Ｌｉ 等[３２]基于亚甲蓝(ＭＢ)的近红外激发波长

开发了一种以 ＭＢ 为荧光核心ꎬＮꎬＮ￣二甲基硫代

氨基甲酸酯作为 ＨＣｌＯ 响应部分的 ＮＩＲ 荧光探针

ＭＢ￣ＨＰＤ(图 ５)ꎬ其在 ６８１ ｎｍ 处的荧光信号表现

出快速增强ꎮ ＮꎬＮ￣二甲基硫代氨基甲酸酯基团

在 ＨＣｌＯ 的持续攻击下发生水解和断开ꎬ最终导

致荧光团 ＭＢ 的释放ꎬ并在激发下获得了明显的

红色荧光信号ꎮ 与其他分析物相比ꎬ探针 ＭＢ￣
ＨＰＤ 具有快速的荧光响应(２０ ｓ)、显著的选择性

和对 ＨＣｌＯ 的高灵敏度 ( １４􀆰 ３ ｎｍｏｌ / Ｌ)ꎮ 探针

ＭＢ￣ＨＰＤ 已成功用于各种环境中的 ＨＣｌＯ 成像ꎬ
包括细胞、斑马鱼、真实水样ꎬ以及 ＡＰＡＰ 诱导的

关节炎和肝损伤的小鼠模型ꎮ 探针 ＭＢ￣ＨＰＤ 的

广泛适用性为 ＨＣｌＯ 的体内和体外成像提供了一

种有前途的工具ꎬ这对进一步了解 ＨＣｌＯ 在相关

疾病中的作用具有重要意义ꎮ

图 ５　 探针 ＭＢ￣ＨＰＤ 对 ＨＣｌＯ 的设计策略

Ｆｉｇ.５　 Ｄｅｓｉｇｎ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｏｆ ｐｒｏｂｅ ＭＢ￣ＨＰＤ ｔｏｗａｒｄｓ ＨＣｌＯ

Ｌｉｕ 等[３３]以二氨基马来腈基团为识别位点ꎬ
设计合成了一种新型 ＮＩＲ 荧光探针(ＳＷＪＴ￣９)ꎬ用
于检测 ＣｌＯ－ꎮ ＳＷＪＴ￣９ 具有较大的斯托克斯位移

(２３７ ｎｍ)ꎬ在可见光下对 ＣｌＯ－表现出优异的 ＮＩＲ
荧光响应ꎬ颜色发生变化ꎮ 它显示 ＣｌＯ－的检测限

低(２４􀆰 ７ ｎｍｏｌ / Ｌ)、高选择性和快速检测(２ ｍｉｎ
内)ꎮ 此外ꎬ该探针还成功用于检测 ＨｅＬａ 细胞中

的 ＣｌＯ－ꎮ
基于此ꎬ发现近红外荧光探针在 ＨＣｌＯ / ＣｌＯ－

检测领域取得了显著进展ꎬ通过特异性识别基团

(如 ＮꎬＮ￣二甲基硫代氨基甲酸酯)和多种响应机

制(如氧化还原、１ꎬ６￣消除等)实现了高选择性、快
速响应(秒级)和高灵敏度( ｎｍｏｌ / Ｌ 级)检测ꎬ并
成功应用于细胞、斑马鱼和小鼠疾病模型研究ꎮ
然而ꎬ该领域仍面临选择性不足、响应速度待提升

和临床转化困难等挑战ꎮ 未来研究需聚焦于开发

新型识别基团以提高选择性、设计亚秒级响应探

针用于动态监测、推动临床术中导航应用ꎬ同时结

合 ＮＩＲ￣Ⅱ / Ⅲ区探针和 ＡＩ 辅助设计等新技术ꎬ以
深化对 ＨＣｌＯ / ＣｌＯ－在疾病中作用机制的理解ꎬ并
促进其在精准医疗中的实际应用ꎮ 通过跨学科

合作与技术创新ꎬ近红外荧光探针有望为氧化

应激相关疾病的早期诊断和治疗监测提供更有

效的工具ꎮ
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３　 Ｏ－
２􀅰检测探针

超氧阴离子(Ｏ－
２􀅰)作为 ＲＯＳ 家族中的关键

成员ꎬ在维持细胞代谢和应对环境压力中发挥重

要作用ꎬ但其过量积累则可能导致严重的生物分

子损伤和多种疾病的发生ꎮ 例如ꎬ由 Ｏ－
２􀅰自由基

引发的氧化应激和线粒体功能障碍会导致癫痫发

作引起的脑损伤ꎮ因此ꎬ实时、在线地对细胞内的

Ｏ－
２􀅰进行原位可视化成像检测具有重要的科学意

义ꎬ还为开发针对氧化应激相关疾病的诊断和治

疗策略提供重要依据[３４]ꎮ
Ｙｉｎｇ 等[３５]开发了一种基于亚甲蓝(ＭＢ)的

新型 ＮＩＲ 荧光探针 ＭＢ￣ＳＯꎬ用于检测 Ｏ－
２􀅰ꎮ如图 ６

所示ꎬ该探针通过氨基甲酸酯键连接还原型 ＭＢꎬ
其本身没有荧光ꎬ在 Ｏ－

２􀅰作用下发生特异性裂解

释放荧光团ꎬ实现对 Ｏ－
２􀅰的高灵敏度、高选择性检

测ꎮ ＭＢ￣ＳＯ 成功应用于活细胞和小鼠模型中 Ｏ－
２􀅰

的成像监测ꎬ特别是在戊烯曲唑(ＰＴＺ)诱导的癫

痫模型中直接观测到脑内 Ｏ－
２􀅰水平的变化ꎮ

图 ６　 探针 ＭＢ￣ＳＯ 对 Ｏ－
２􀅰的反应机制[３５]

Ｆｉｇ.６　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｐｒｏｂｅ ＭＢ￣ＳＯ ｆｏｒ Ｏ－
２􀅰[３５]

Ｍａ 等[３６]设计合成了一种新型细胞膜靶向近

红外荧光探针 ＳＨＸ￣Ｏꎬ用于 Ｏ－
２􀅰的特异性检测ꎮ如

图 ７ 所示ꎬ该探针采用半菁骨架作为荧光团ꎬ通过

引入磺化双吲哚结构和二苯基膦酰识别基团构建

而成ꎮ 探针初始状态下由于羟基取代导致荧光微

弱ꎬ但在与 Ｏ－
２􀅰特异性反应后ꎬ可在 ７９０ ｎｍ 处产

生显著的近红外荧光增强ꎮ 值得注意的是ꎬＳＨＸ￣
Ｏ 不仅表现出优异的选择性ꎬ还因其两亲性结构

特性实现了对细胞膜的特异性定位ꎮ 除此之外ꎬ
该探针能有效监测黄嘌呤氧化酶 /黄嘌呤体系诱

图 ７　 探针 ＳＨＸ￣Ｏ 对 Ｏ－
２􀅰的响应机制[３６]

Ｆｉｇ.７　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｐｒｏｂｅ ＳＨＸ￣Ｏ ｔｏ Ｏ－
２􀅰[３６]

导产生的细胞膜 Ｏ－
２􀅰动态变化ꎬ为研究细胞膜相

关氧化应激过程提供了有力的分子工具ꎮ
近红外荧光探针技术为 Ｏ－

２􀅰检测提供了强有

力的研究工具ꎮ基于以上研究ꎬ近红外荧光探针大

多通过特异性识别基团与 Ｏ－
２􀅰发生氧化还原反

应ꎬ触发荧光团(如亚甲蓝、半菁等)的释放或构

象变化ꎬ从而实现对 Ｏ－
２􀅰的高选择性检测ꎮ这些探

针利用分子内电荷转移( ＩＣＴ)、光诱导电子转移

(ＰＥＴ)等光物理机制调控荧光信号ꎬ并通过结构

优化(如磺化修饰)实现细胞膜靶向等特定功能

定位ꎮ 未来研究可从以下几个方向深入探索:
１)开发新一代 ＮＩＲ￣Ⅱ区(１ ０００~１ ７００ ｎｍ)探针ꎬ
提升活体成像的穿透深度和分辨率ꎻ２)设计多功

能探针系统ꎬ实现 Ｏ－
２􀅰与其他生物标志物的同步

检测ꎻ３)优化探针的药代动力学特性ꎬ推动其向

临床应用转化ꎻ４)结合人工智能辅助的探针设计

方法ꎬ加速高性能探针的开发ꎬ并拓展在神经退行

性疾病、心血管疾病等重大疾病研究中的应用ꎮ
未来需进一步优化探针的稳定性、生物相容性及

动态响应范围ꎬ以推动其在临床前研究中的应用ꎮ

４　 １Ｏ２ 检测探针

单线态氧( １Ｏ２)具有高反应性和短寿命的特

点ꎬ是一种性质极其活泼的 ＲＯＳ 之一ꎬ在细胞信

号传导、基因表达调控、细胞分裂、癌症的光动力

治疗等方面发挥着重要作用ꎮ 但由于 １Ｏ２ 的高反

应性与短寿命ꎬ实时定量地检测线粒体内的 １Ｏ２

生成具有极大的挑战性ꎬ因此ꎬ开发一种实时、定
量检测线粒体内的 １Ｏ２ 的探针对于在分子水平上

理解其在生理和病理过程中的作用至关重要ꎬ从
而为疾病治疗提供新思路和方法ꎮ

Ｚｈａｏ 等[３７]设计并合成了一种双响应荧光探

针 ＤＢＣＣꎬ其结构式如图 ８ 所示ꎬ荧光量子产率为

３１􀆰 ７９％ꎮ ＤＢＣＣ 可以同时检测 １Ｏ２ 和 ＣｌＯ－ 取决

于不同的氧化程度ꎮ 探针本身几乎没有荧光ꎬ同

图 ８　 探针 ＤＢＣＣ 的结构及响应机制[３７]

Ｆｉｇ.８　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ
ｐｒｏｂｅ ＤＢＣＣ[３７]
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时发出强烈的蓝色(λＥｍ ＝ ４４３ ｎｍ)和绿色(λＥｍ ＝
４９７ ｎｍ) 荧光 １Ｏ２ 和 ＣｌＯ－ꎬ分别实现了 １Ｏ２ 和

ＣｌＯ－ꎮ 同时ꎬ共聚焦显微镜成像表明 ＤＢＣＣ 能够

靶向脂滴(ＬＤｓ)ꎬ并成功用于监测外源性和内源

性 １Ｏ２ 和 ＣｌＯ－ꎬ为后续研究人员提供了检测 ＬＤｓ
中的 １Ｏ２ 和 ＣｌＯ－含量的可靠工具ꎮ

实现多功能光疗ꎬ同时结合多诊断成像和协

同治疗的功能ꎬ确实是一个极具吸引力和挑战性

的任务ꎮ 这一目标的核心在于优化利用光敏剂在

光激发后的能量耗散途径(包括辐射和非辐射途

径)ꎬ以实现诊断、治疗和监测的多重功能ꎮ Ｔａｎｇ
等[３８]巧妙地设计和构建了一种基于聚集诱导发

射(ＡＩＥ)活性荧光团的简单、高效的一体式光热

效 应 传 感 器 ( Ｏｎｅ￣ｆｏｒ￣Ａｌｌ￣Ｏｎｅ￣Ｏｎｅ￣Ａｌｌ￣Ｏｎｅ￣ｔｏ￣
Ａｌｌ)ꎬ如图 ９ 所示ꎮ 利用 ＡＩＥ 活性分子丰富的分

子内旋转子和振子、扭曲构象和高的 Ｄ￣Ａ 强度ꎬ
ＡＩＥ 分子基纳米粒子可以巧妙地实现辐射和非辐

射激发态能量耗散之间的平衡ꎬ表现出显著的

ＮＩＲ￣Ⅱ荧光信号ꎬ极高的 １Ｏ２ 产生ꎬ在单次 ６６０
ｎｍ 激光照射下ꎬ光热转换效率高达 ４６％ꎮ 与传

统的 Ｏｎｅ￣ｉｎ￣Ｏｎｅ 策略相比ꎬ基于 ＡＩＥｇｅｎ 的 Ｏｎｅ￣
ｆｏｒ￣Ａｌｌ 协议在实现多通道功能和最大化光疗效果

方面更加直观ꎮ

图 ９　 分子结构(ａ)、纳米制造(ｂ)和多功能光热

应用(ｃ)示意图[３８]

Ｆｉｇ.９　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ (ａ)ꎬ
ｎａｎｏｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ (ｂ) ａｎｄ ｖｅｒｓａｔｉｌｅ ｐｈｏｔｏｔｈｅｒａｎｏｓｔｉｃ

ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ (ｃ) [３８]

基于此ꎬ我们发现单线态氧 １Ｏ２ 荧光探针的

响应检测机制大多是基于 １Ｏ２ 特异性氧化反应触

发荧光信号变化ꎬ一些探针如 ＤＢＣＣ 具备多分析

物( １Ｏ２ / ＣｌＯ－)区分能力ꎮ 当前 １Ｏ２ 探针已从单

一检测转向多功能集成ꎬＤＢＣＣ 的双分析物检测

与 ＡＩＥｇｅｎ 的“诊疗一体化”设计代表了前沿方

向ꎮ 未来需重点突破活体实时定量与临床转化壁

垒ꎬ为光动力治疗等应用提供精准工具ꎮ

５　 ＮＯ 检测探针

ＮＯ 是自由基性质的气体分子ꎬ作为细胞中

重要的信使分子和效应分子ꎬ在人体生理和病理

过程中也起着重要作用ꎬ与心脑血管、基体炎症、
糖尿病、肿瘤、肥胖等多种疾病密切相关ꎮ 因此ꎬ
对生物体内 ＮＯ 的检测具有重要的生物学意义ꎮ

Ｌｉｎ 等[３９]开发了用于实时检测炎症性肠病

(ＩＢＤ)中一氧化氮(ＮＯ)的近红外荧光探针 ＬＳ￣
ＮＯꎮ 该探针使用寡乙二醇吗啉官能化噻吩作为

强电子供体ꎬ使用二氨基苯(１ꎬ２ꎬ５￣噻二唑)作为

弱电子受体和 ＮＯ 捕获基团ꎮ 它可以检测活细胞

溶酶体中的外源性和内源性 ＮＯꎬ具有很高的灵

敏度和特异性ꎮ 通过密度泛函理论详细分析了模

型分子 ＤＡＤ￣ＮＯ 和 ＤＡＤ￣ＴＺ 内激发和发射过程中

的电子转移ꎬ结果表明ꎬ从作为弱电子受体的二氨

基苯(１ꎬ２ꎬ５￣噻二唑)转变为作为强电子受体的三

唑并￣(１ꎬ２ꎬ５￣噻二唑)使 ＬＳ￣ＮＯ 成为一种有效的

“关￣开”近红外 ＮＯ 荧光探针ꎮ
Ｈａｎ 等[４０]基于 ＩＣＴ 效应ꎬ构建了线粒体靶向

ＮＩＲ 荧光探针 ＮＦＬ￣ＮＨ２ꎬ如图 １０ 所示ꎬ该探针实

现了活细胞和类风湿性关节炎(ＲＡ)小鼠模型中

ＮＯ 监测的比例计量荧光成像ꎮ 在 ＮＯ 存在的情

况下ꎬ探针 ＮＦＬ￣ＮＨ 可与 ＮＯ 反应ꎬ探针溶液由绿

色变为蓝色ꎮ 此外ꎬＮＦＬ￣ＮＨ２ 具有低细胞毒性和

出色的线粒体靶向性ꎬ可以实时监测炎症刺激下

图 １０　 探针 ＮＦＬ￣ＮＨ２ 的响应机制[４０]

Ｆｉｇ.１０　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｐｒｏｂｅｓ ＮＦＬ￣ＮＨ２
[４０]
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小鼠单核 /巨噬细胞(ＲＡＷ ２６４􀆰 ７)中外源性和内

源性 ＮＯ 含量ꎮ 该探针在 ＲＡ 的早期诊断和评估

中具有很大的应用潜力ꎮ
基于以上研究ꎬ目前一氧化氮(ＮＯ)近红外荧

光探针通过特异性识别基团(如二氨基苯噻二

唑)与 ＮＯ 发生环化反应ꎬ触发分子内电荷转移

(ＩＣＴ)效应增强ꎬ实现"关￣开"型荧光响应ꎮ 虽然

当前 ＮＯ 探针的很多策略已经实现了高灵敏检

测ꎬ且为疾病机制研究提供了新工具ꎬ但未来还需

开发多参数响应探针以同步检测 ＮＯ 与相关生物

分子的相互作用网络ꎬ并进一步优化探针的药代

动力学特性以提升活体成像信噪比ꎬ结合 ＮＩＲ￣Ⅱ
窗口(１ ０００~１ ７００ ｎｍ)探针技术实现更深组织穿

透成像ꎮ

６　 ＯＮＯＯ－检测探针

过氧 亚 硝 酸 盐 ( ＯＮＯＯ－ ) 是 由 一 氧 化 氮

(􀅰ＮＯ)和超氧阴离子(Ｏ－
２􀅰)之间的扩散控制反应

产生的一种反应性化合物ꎬ作为一种信号分子和

一系列病理过程的贡献者而受到越来越多的关

注ꎮ 硝酸盐的高活性异构体ꎬ其特殊的结构赋予

了它很强的氧化能力ꎬ能够氧化蛋白质、脂质和核

酸ꎮ 体内过氧亚硝酸盐反应的产物 ３￣硝基酪氨

酸具有很强的氧化能力ꎮ 目前的观点是认为ꎬ过
氧亚硝酸盐是一种关键的动脉粥样硬化前氧化

剂ꎬ可以改变斑块中的脂质和蛋白质ꎬ促进其进

展ꎮ 除了动脉粥样硬化ꎬ研究还表明ꎬ过氧亚硝酸

盐与其他主要疾病(如再灌注损伤和癌症)存在

不良关系ꎮ 因此开发专一性检测 ＯＮＯＯ－ 的荧光

探针对心脑血管等疾病的诊断具有重大意义ꎮ
Ｚｈａｎｇ 等[４１] 设计了一种新型 ＮＩＲ 荧光探针

ＤＣＩ￣ＯＮＯＯꎬ该探针采用二氰基异佛尔酮为荧光

团ꎬ二苯基膦为识别基团ꎬ通过 ＩＣＴ 机制实现

ＯＮＯＯ－特异性检测(ＬＯＤ ＝ ３９􀆰 ８ ｎｍｏｌ / Ｌ)ꎮ 该探

针具有大斯托克斯位移(２０８ ｎｍ)和 ｐＨ 稳定性ꎬ
能对活细胞及药物性肝肾损伤模型中的 ＯＮＯＯ－

进行动态成像ꎬ揭示了器官损伤过程中 ＯＮＯＯ－的

生成模式ꎮ
Ｚｈｏｕ 等[４２] 通过对苯并吡喃衍生物进行分子

骨架优化ꎬ开发出具有改良光谱特性的近红外荧

光团 ＤＣＭ￣Ｃｌ￣ＯＨꎬ并以此为基础构建了高性能

ＯＮＯＯ－荧光探针 ＤＣＭ￣Ｃｌ￣Ｐꎮ 如图 １１ 所示ꎬ该探

针对 ＯＮＯＯ－表现出优异的选择性和快速响应特

性ꎬ成功实现了活细胞和斑马鱼模型中 ＯＮＯＯ－的

可视化检测ꎮ 该研究不仅为 ＯＮＯＯ－ 检测提供了

高效工具ꎬ更为深入理解 ＡＤ 病理机制提供了重

要实验依据ꎮ

图 １１　 探针 ＤＣＭ￣Ｃｌ￣Ｐ 的响应机制[４２]

Ｆｉｇ.１１　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｐｒｏｂｅｓ ＤＣＭ￣Ｃｌ￣Ｐ[４２]

癫痫是一种严重威胁人类健康的慢性神经退

行性疾病ꎮ 研究表明ꎬ癫痫的病理进展与过氧亚

硝酸盐(ＯＮＯＯ－)密切相关ꎮ 然而ꎬ由于缺乏强大

的成像探针来确定癫痫脑内 ＯＮＯＯ－的水平ꎬ因此

了解 ＯＮＯＯ－在癫痫中的生理作用仍是一项具有

挑战性的工作ꎮ Ｙｕ 等[４３]提出了一种近红外双光

子荧光探针二氰基甲基￣４Ｈ￣吡喃(ＤＣＭ)￣ＯＮＯ(图
１２ａ)ꎬ用于示踪活细胞和红藻氨酸(ＫＡ)诱导的

大鼠癫痫模型中的 ＯＮＯＯ－ꎬ具有良好的灵敏度和

选择性ꎮ 该探针由 ＮＩＲ、ＴＰ、ＤＣＭ 荧光团和识别

部分二苯基膦酰胺组成ꎮ 探针与 ＯＮＯＯ－ 反应

１０ ｍｉｎ 后ꎬ磷酸酰胺键被打断ꎬ释放出的氨基由

于分子内电荷转移过程的恢复而发出强烈的荧

光ꎮ 结果表明ꎬ该探针能有效地检测活细胞和癫

痫大鼠脑内内源性 ＯＮＯＯ－的变化ꎮ

图 １２　 探针(ＤＣＭ)￣ＯＮＯ(ａ)和探针 ＶＯ(ｂ)的
响应机制[４３ꎬ４４]

Ｆｉｇ.１２　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ
ｐｒｏｂｅｓ(ＤＣＭ)￣ＯＮＯ (ａ)ａｎｄ ｐｒｏｂｅ ＶＯ(ｂ) [４３ꎬ４４]

细胞内黏度和 ＯＮＯＯ－ 含量影响正常细胞代

谢和生理功能ꎬ与很多疾病过程密切相关ꎮ Ｆｅｎｇ
等[４４]研制了一种多通道成像粘度 / ＯＮＯＯ－荧光探

针 ＶＯ(图 １２ｂ)ꎮ 实验结果表明ꎬＶＯ 对黏度和
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ＯＮＯＯ－均有较好的检测性能ꎬ并基于其细胞毒性

和 ｐＨ 稳定性较低的优点ꎬ成功地将 ＶＯ 用于活体

细胞和动物黏度和 ＯＮＯＯ－ 的成像ꎮ 该探针通过

成像对乙酰氨基酚诱导的粘度和 ＯＮＯＯ－变化ꎬ成
功地显示了药物所致的肝毒性ꎬ结果表明 ＶＯ 在

检测粘度和 ＯＮＯＯ－以及检测药物性肝毒性方面

具有很大的潜力ꎮ
基于以上研究ꎬ近红外荧光探针通过特异性

识别基团(如二苯基膦、磷酸酰胺等)与 ＯＮＯＯ－发

生氧化反应ꎬ触发分子内电荷转移( ＩＣＴ)效应恢

复或荧光团释放(如 ＤＣＭ、二氰基异佛尔酮等)ꎬ
实现对 ＯＮＯＯ－的高选择性检测(检测限达 ｎｍｏｌ / Ｌ
级)ꎮ 这些探针通过大斯托克斯位移 (如 ２０８
ｎｍ)、双光子吸收(如 ＤＣＭ￣ＯＮＯ)等设计优化ꎬ已
成功应用于多种疾病模型研究ꎮ 未来研究应聚焦

于 １)开发多参数响应探针同步检测 ＯＮＯＯ－及其

关联分子(如􀅰ＮＯ、Ｏ－
２􀅰)ꎻ２)设计血脑屏障穿透性

探针用于中枢神经系统疾病研究ꎻ３)结合 ＮＩＲ￣Ⅱ
成像提升活体检测深度ꎻ４)探索 ＯＮＯＯ－在疾病中

的分子调控网络ꎮ 这些突破将推动氧化应激相关

疾病的机制研究和早期诊断ꎮ

７　 结论与展望

本文以过氧化氢(Ｈ２Ｏ２)、超氧阴离子(Ｏ－
２􀅰)

单线态氧( １Ｏ２)、次氯酸(ＨＣｌＯ)、一氧化氮(ＮＯ)
和过氧亚硝基阴离子(ＯＮＯＯ－)６ 种 ＲＯＳ 检测探

针为基本分类ꎬ系统梳理了近 ５ 年来基于不同识

别机制的近红外 ＲＯＳ 响应型荧光探针的研究进

展ꎬ重点对每一类荧光探针的检测机制进行了综

述ꎬ旨在为开发具有更高选择性、更低毒性、更好

生物相容性的新型近红外荧光探针ꎬ满足基础研

究和临床应用的多样化需求提供帮助ꎮ
近年来ꎬ小分子荧光探针在 ＲＯＳ 检测领域取

得了突破性进展ꎬ但仍面临诸多关键挑战:１)探

针光学性能的优化仍是当前研究的重点方向ꎮ 开

发具有大斯托克斯位移、高荧光量子产率和快速

响应特性的新型探针ꎬ将显著提升检测灵敏度和

成像质量ꎻ２)探针的生物相容性和组织穿透性亟

待改善ꎬ未来的发展方向应致力于材料与结构的

优化ꎬ设计近红外探针来提升组织穿透深度ꎻ
３)比率型荧光探针凭借其自校准特性ꎬ能够有效

消除检测过程中的系统误差ꎬ将成为未来发展的

重点方向ꎮ 以上 ３ 点均为 ＲＯＳ 荧光探针的开发

提供了新的思路ꎮ

此外ꎬＲＯＳ 与衰老、心血管疾病、糖尿病及癌

症以及很多的并发症有密切的联系ꎬ但目前能够

实时跟踪细胞内 ＲＯＳ 并精确量化的探针较少ꎬ基
于此ꎬ未来的研究应更多的集中于突破 ＲＯＳ 荧光

探针对临床应用的转化ꎮ 值得关注的是ꎬ随着人

工智能技术的快速发展ꎬ以 ＤｅｅｐＳｅｅｋ 为代表的先

进 ＡＩ 系统正在为荧光探针研究带来革命性的变

革ꎬ有望大幅提升探针开发效率ꎬ为实现 ＲＯＳ 的

高效检测和精准调控提供新的技术手段ꎬ最终为

疾病诊断和治疗开辟新的途径ꎮ
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