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封面说明    能源紧缺和环境恶化已经成为当前影响人类社会持续发展的大问题, 

发展干净的可再生能源是社会发展的必然选择, 而利用太阳能光解水制氢是解决当

前能源和环境问题的有效方式之一. 二氧化钛是一种非常重要且应用广泛的光催化

材料, 然而水在二氧化钛表面的吸附状态直接影响材料的性能, 因此关于二氧化钛与

水界面相互作用问题的研究至关重要. 本文简要阐述了二氧化钛与水界面理论计算

可能存在的问题以及水在二氧化钛表面的吸附状态和动力学演化机制. 通过分析和

比较前期的二氧化钛与水界面理论计算结果, 得出了水在理想二氧化钛表面不解离

的结论, 并完美地解释了以前理论计算模型计算结果不同的实质(见本期评述: 唐振

坤, 殷文金, 耿巍, 闻波, 张登玉, 刘利民. 二氧化钛与水界面的理论研究进展. p755– 

764). 
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摘要    生命体系中存在各种各样的气体分子, 这些气体分子在体内扮演着重要角色. 其

中, 一氧化氮、一氧化碳和硫化氢是目前已经被广泛认可的三大气体信号分子, 具有传导信

号通路的功能, 进而调控相关生理事件. 随着对气体信号分子的研究日益广泛, 它们在生命

体系中的作用需要更深入地被了解, 以便更好地对其功能进行调控. 达到这个目的的挑战之

一是需要对其进行快速、高选择、高灵敏度的分析检测和成像研究. 近年来, 对气体信号分

子的分析检测和成像研究已经成为化学生物学、生物无机化学、药学和医学的一个重要交叉

方向. 本文对近十几年来这个领域的主要手段之一荧光小分子探针进行粗浅综述, 期待引起

相关学科同行的兴趣.  

关键词   

气体信号分子 

荧光成像 

小分子探针 

  

 
 

1  引言 

气体信号分子是生命体系中一类重要的信号分

子, 它们起着传导生理信号的重要作用, 与其他信号

分子一起, 广泛参与生理功能的调控. 气体信号分子

的特点是含量较低、体积小、极易扩散、可以转化成

不同的存在形式. 这些特点使得气体信号分子的跟

踪测定较为困难. 发展灵敏度高、选择性好的分析与

检测技术是生命科学发展中最具挑战性的前沿课题

之一, 也是阐明气体信号分子如何参与各种生命活

动及病变过程的关键. 目前, 针对气体分子的检测方

法有许多种, 包括电化学法、色谱法和荧光探针技术

等. 前两种方法具有设备昂贵、操作复杂、直观性不

强的特点, 并且难以应用到生命体内. 而基于荧光小

分子探针的成像技术能够实现细胞甚至活体的实时

可视化示踪, 在研究信号转导、细胞生理病理功能方

面具有无损、实时、灵敏度高、信号可调控等优势. 本

文对识别气体信号分子的荧光小分子探针的设计、识

别机制及其生物学应用进行了综述.  

2  一氧化氮 

一氧化氮(nitric oxide, NO)是一种自由基气体分

子, 由 HuMphrey Davy 于 1935 年发现, 最初被当作

大气中的环境污染物, 之后逐渐发现 NO 是人体内

重要的信号分子, 在心血管、神经和免疫系统中发挥

着不可替代的调节作用. 因其重要的生理功能, NO

被 Science 评为 1992 年度“明星分子”[1]. NO 作为内皮

舒张因子, 能够调节血管平滑肌的舒张, 降低血压; 

NO 具有信号转导功能, 参与调节神经递质的释放; 
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NO 能抑制血小板和白细胞的黏附, 是重要的免疫调

节分子[2]. 一系列重大疾病如阿尔茨海默症、动脉粥

样硬化和癌症等通常与 NO 生理浓度失调有密切关

系[3]. 此外, NO 作为一种寿命短的脂溶性信使分子, 

性质活泼, 在体内极易扩散; 同时易转化成多种活性

氮物种, 如过氧亚硝酸根离子(ONOO)、亚硝酸根阴

离子(NO2
)和亚硝酰氢(HNO)等, 使 NO 体内的实时

捕获和检测较困难[4]. 因此, 设计合成荧光探针用于

实时、简单方便地检测体内 NO 的浓度和分布具有重

要的意义.  

2.1  邻苯二胺反应基团 NO 荧光探针 

芳香邻二胺类荧光探针利用了光诱导电子转移

原理(photoinduced electron transfer, PET)来调控荧光

的“关-开”[5]. 芳香邻二胺基团将电子转移到荧光基

团受激发后空出的轨道, 使荧光基团被光激发到激

发态的电子不能跃迁到基态, 从而导致荧光淬灭. 芳

香邻二胺与 NO 氧化产物反应生成缺电子的三唑杂

环, PET 过程受阻, 荧光基团重新发出荧光, 实现 NO

检测(图 1). 基于此原理, 研究者使用不同的荧光团

开发了一系列具有芳香邻二胺基团的分子荧光探针,  

 

图 1  芳香邻二胺类荧光探针设计原理 

包括 2,3-二氨基萘(DAN)、3,4-二氨基荧光素(DAFs)、

3,4- 二氨基罗丹明 (DAR) 、 3,4- 二氨基 BODIPY 

(DAMBO)以及 3,4-二氨基花菁(DAC)等[6].  

DAN 荧光探针能在氧气存在下间接检测 NO 的

代谢中间产物 N2O3 和 N2O4. 由于该中间体的生成受

pH 影响, 使得 DAN 对 pH 十分敏感; 并且由于 DAN

的极性低, 在细胞内保留少, 不适合于活细胞中 NO

的检测[7].  

随后研究者开发了以荧光素为荧光团的 DAF 系

列探针(图 2), 使芳香邻二胺类探针更适合于 NO 的

细胞内检测. 由于 DAF 自身可完成内酯异构, 可以

很好地进入细胞内[8]. 引入氟原子和甲基的 DAF-FM, 

与 DAF 相比, 表现出更高的 pH 稳定性[9].  

为了增加光稳定性, 在更宽的 pH 范围内检测,  
 

 

图 2  基于芳香邻二胺反应基团的 NO 荧光探针 
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Nagano 等[10]设计了以罗丹明为荧光团的探针, 并引

入了更易穿透胞膜的乙酰氧甲基酯结构, 合成了带

有更易水解可进行细胞染色的乙酰氧甲基酯结构的

DAR-4M AM[11], 其检测限达到 7 nmol/L, 具有更好

的信噪比.  

由于活细胞内 NO 浓度极低, 因此对其检测的探

针需要具有较高的荧光强度, 以提供良好信号输出, 

而 BODIPY 荧光团是个较好的选择. Nagano 等[12]合

成了以 BODIPY 为荧光团的 DAMBO 系列探针, 该

系列探针与 NO 反应后荧光量子产率达到 0.74, 可以

对 nmol 量级的 NO 产生清晰的信号响应, 满足体内

检测的实际需求 . Liu 等 [13] 设计了高亲水性的

BODIPY 的探针 A, 在 meso 位引入低聚乙二醇长链, 

该探针可以很好地进入ARPE-19细胞中, 加入NO供

体 NOC-7 后, 荧光强度随孵育时间延长而增强.  

Xu 等[14]设计了基于罗丹明 B 酰肼开环的荧光探

针. 当罗丹明处于螺环闭合时不具有荧光, 内酰胺形

式的苯二胺基团在氧气存在下与 NO 反应生成苯并

三唑, 罗丹明螺环结构打开, 恢复荧光. Jin 等[15]基于

相似的原理, 在罗丹明荧光团上引入线粒体靶向基

团三苯基膦 , 设计了探针 Mito-Rh-NO, 实现了在

MCF-7 细胞线粒体内的 NO 检测.  

2011 年, Wong 等[16]设计了双极性螺二芴桥连的

荧光探针 EDADO. 该探针反应基团 DAS 反应生成

EDADO-T 终止 PET 效应时, 同时伴随着 FRET 效应, 

荧光强度显著增强. 2014 年, Liu 等[17]设计了基于芳

香邻二胺结构的新型双光子探针QNO (图 2), 发射波

长 810 nm, 可以深入到组织 90~180 m, 成功实现了

对小鼠海马中 NO 的检测.  

2.2  非邻苯二胺反应基团 NO 荧光探针 

Shear 等[18]利用重氮化反应合成了探针 NO550, 

在氧气存在下与NO反应生成AZO550, 游离氨基生成

偶氮结构(图 3). 该探针可用于细胞内实时监测 NO, 

生物相容性良好. Guo 等[19]利用同样的 NO 反应基团, 

使用 BOIPY 作为荧光团设计了新的探针 ADB, 该探

针对 NO 的选择性比 NO550 更好.  

Wang 等[20]报道了 NO 在氧气条件下完成脱氨基

的探针 FA-OMe (图 4). 同样利用游离氨基 PET 效应

淬灭荧光, 与 NO 反应直接脱除氨基而恢复荧光, 该

探针可用于细胞内 NO 的检测.  

Gong 等[21]使用香豆素荧光团连接汉斯酯设计探 

 

图 3  基于重氮化反应的 NO 荧光探针 

 

图 4  基于脱氨基反应的 NO 荧光探针 

针(图 5). 在不需要氧气的条件下, NO 氧化二氢吡啶

生成具有芳香性的吡啶结构, 阻断 PET效应. 该探针

在不同 pH 下对 NO 均有高特异性的线性响应.  

通过对 NO 自旋捕集剂的修饰, Sustmann 等[22,23]

合成了荧光捕集剂探针(FNOCT, 图 6), 此类探针可

以直接与 NO 反应, 而无需氧气的参与, 检测限可达

nmol/L 级. 但由于此类探针也会与细胞内 OONO反

应, 因此其选择性较差.  

2.3  金属型 NO 荧光探针 

传统的非金属有机小分子荧光探针大多数不能

直接检测 NO, 而是检测 NO 的氧化活性物种, 对 NO

进行间接测量, 存在一定的误差. 金属型荧光探针可  
 

 

图 5  基于氧化反应的 NO 荧光探针 
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图 6  电子捕获剂类 NO 荧光探针 

以直接特异性检测 NO, 其设计原理是荧光团与顺磁

性过渡金属配位后, 荧光淬灭(图 7). NO 通过与金属

配位取代荧光团, 使荧光团解离; 或者还原金属消除

顺磁性, 恢复荧光团荧光[24]. Lippard 课题组在该领

域做了大量的工作:  

(1) 荧光团取代的 NO 金属探针. Soh 等[25]利用

生理条件下 NO 与鸟苷酸环化酶中铁离子结合, 设计

了比率型铁配合物荧光探针(图 8). Fe 与 Mmc-cyclam

配位作为荧光团, TEMPO 和吖啶连接作为另一荧光

团. 生理条件下, 由于探针对氧气敏感, 对 NO 响应

慢, 该探针不适用于细胞内 NO 成像.  

(2) NO 还原金属的 NO 金属探针. Lippard 等[26]

用丹酰乙二胺和丹酰氨基甲基吡啶配体合成Cu(II)配

合物[Cu(Ds-en)2]和[Cu(Ds-AMP)2], 由于二价铜离子

具有顺磁性, 荧光基团的荧光被淬灭. 当 NO 还原铜

离子成反磁性的一价离子时, 荧光强度上升. 在 pH 

9.0 的水-乙醇混合溶液中加入 100 当量的 NO, 荧光

强度增强了 2 倍. 而丹酰基团也可以作为荧光团, 形 

 

图 7  金属型 NO 荧光探针的设计原理 

 

图 8  Fe 配合物 NO 荧光探针 

成配合物[Cu(L2)Cl]+ (图 9)[27], 该配合物对 NO 的选

择性较好. 

Lippard 等[28]还利用荧光素基团与 Cu(II)形成配

合物 CuFL, NO 还原金属离子, 同时荧光基团解离, 

荧光增强. 在中性水相条件下, 检测限低至 5 nmol/L. 

并且成功用于 Raw 264.7 和 SK-N-SH 细胞内的 NO

检测. Lippard 等[29]对该探针进行了修饰, 利用对称  
 

 

图 9  基于金属还原原理的 NO 荧光探针 
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的喹啉类荧光团, 改善不对称体系的电子传递动力

学行为, 实现对 NO 的快速响应. 

2.4  亚细胞器靶向的 NO 荧光探针 

线粒体是哺乳细胞中 NO 产生的主要场所, 在许

多生理事件中都有参与[30]. 例如, NO 可以与细胞色

素 C 氧化酶中的卟啉相结合, 影响酶功能. 而 NO 还

能进一步被氧化成各种氮氧化物, 氧化损伤线粒体

中的各种蛋白. 以上可能尚未完全阐释清楚, NO 与

线粒体的关系仍需进一步研究. 因此, 测定线粒体中

的 NO 含量有重要意义. 为了满足这一需求, Yu 等[15]

开发了以三苯基膦为靶向基团的首个线粒体靶向探

针 Mito-Rh-NO. 该探针对线粒体有高度靶向性, 并
且对 NO 有较好的荧光开启行为(60 倍), 检测限为  
4 nmol/L. 随后, Guo 等[31]开发的焦宁为发光团的 NO
探针, 尽管该探针并无最常用的线粒体靶向基团三

苯基膦, 但被发现有良好的线粒体靶向性.  
除了线粒体外, 溶酶体也是常见的靶向亚细胞

器. Jin等[32]利用吗啉开发了首个溶酶体靶向的NO探

针 Lyso-NINO (图 10). 该探针在溶酶体内对 NO 进行

了成像, 并且具有双光子性能. 这个探针为探索 NO
与溶酶体的关系提供了重要工具.  

NO 在心血管系统、免疫系统和神经系统等中发

挥着重要功能. 基于有机小分子的荧光探针虽然十

分灵敏, 但一般不能直接用于 NO 的检测; 利用 NO
结合到金属中心的金属配合物荧光探针, 具有响应

速度较慢、荧光变化幅度较低的局限. 如何发挥两者

的优势, 实现体内 NO 的原位准确检测和动态变化观

察, 仍需进一步的探索和研究(表 1).  

3  一氧化碳 

此前对一氧化碳(carbon dioxide, CO)的研究一般 

只认识到其毒害作用: CO 在人体内与血红蛋白中的

铁进行配位, 并且这种配位能力比氧气强很多. 近年

来, 研究发现, 它是一种新型的神经递质, 主要由血

红素氧合酶(hemeoxygenase, HO)催化分解血红素产

生. 一旦机体受到疾病或某些外源性药物和毒物的

侵害, CO 便会通过 cGMP 途径或细胞膜的超极化引

起机体血管扩张和平滑肌松弛从而形成一定的保护

作用. 虽然 CO 起着显著的信号传输作用, 但是其在

生理与病理功能的许多方面仍难以得到清晰的认识, 

最大的障碍是, 在生物系统中跟踪这样一个寿命短

暂的气体分子的方法很有限. 近年来, 有几个课题组

报道了选择性识别 CO 的荧光探针, 为检测生命体系

内 CO 及研究其功能提供了有效的工具.  

Chang等[33]合成了一种在 CO诱导下发生插羰基

反应引发荧光变化的环钯衍生物(图 11). 这种衍生物

在生理 pH缓冲液中在加入 CO释放试剂 CORM-3后, 

在 60 min 中可以观察到 10 倍的荧光增强. 此外, 在

活 HEK293T 细胞中其对 CORM-3 的剂量依赖性研究

还表明, 其对 CO 的选择性高于活性氧、活性氮和硫

化物. 利用相似原理, Cui 等[34]设计合成了一种咔唑

香豆素(CC)衍生物双光子荧光探针, 该荧光探针首

次在活体组织(鼠肝脏)中检测到了 CO 水平的变化. 

最近, Wilton-Ely 等 [35]开发了基于钌配合物的

CO 荧光探针. 这个探针利用 CO 与金属中心的配位

(图 12), 使得淬灭荧光原配位基团离去, 新配合物荧

光得到增强. 在 CO 体积分数为 5×109 时, 肉眼就可

以明显观察到橙色到黄色的颜色变化. 而且无论在

空气还是溶液中, 其检测限都可以达到体积分数为 

1×109. 遗憾的是, 此探针未在生物体系内进行检测.  

目前, CO 的荧光探针较少, 检测方法较为局限, 

如何提供灵敏、高效的小分子荧光探针工具, 以进一 
 

 
图 10  亚细胞器靶向的 NO 荧光探针 
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表 1  NO 探针总结 

探针 荧光团 λex (nm) λem (nm) 检测限 (nmol/L) 响应幅度(倍) 响应时间 输出类型

基于邻苯二胺的 NO 荧光探针 

DAN[7] 萘 375 415 10 100 – 开启型

DAF-2[8] 荧光素 495 515 5 200 – 开启型

DAF-FM[9] 荧光素 495 515 3 – – 开启型

DAR-4M AM[11] 罗丹明 560 575 7 – 150 s 开启型

DAMBO[12] BODIPY 498 507 2 – 15 min 开启型

A[13] BODIPY 539 570 44 – 1 h a) 开启型

Zheng et al.[14] 罗丹明 540 574 3 2400 30 s 开启型

Mito-Rh-NO[15] 罗丹明 555 585 4 60 5 min 开启型

EDADO-T[16] 螺二芴桥连 339 443 – – – 开启型

QNO[17] 喹啉 543 810 – 12 <10 min 开启型

Guo et al.[31] 焦宁 570 616 12 2743 30 min a) 开启型

Lyso-NINO[32] NAP 440 530 5 16 15 min 开启型

非邻苯二胺的 NO 荧光探针 

PFNOCT[22] NOCTs 340 400 – – 4 min 开启型

AZO550
[18] 其他 470 550 – 30 20 s 开启型

ADBZ[19] BODIPY 480 518 – 30 30 min 开启型

FA-OMe[20] 罗丹明 460 524 – 44 20 min 开启型

Gong et al.[21] 香豆素 334 450 – 13 – 开启型

NO 金属荧光探针 

Fe-Mmc-cyclam[25] 其他 360 410 100 1.17 40 min 比率型

[Cu(Ds-en)2] [Cu(Ds-AMP)2][26] 其他 342 – 10 2 30 min 开启型

[Cu(L2)Cl]+ [27] 丹酰 345 – 1.6 15 30 min 开启型

CuFL[28] 荧光素 503 526 5 – 5 min 开启型

Cu2(FL2E)[29] 荧光素 500 526 – 17 0.35 min 开启型

Cu2(FL2A)[29] 荧光素 499 526 – 23 0.6 min 开启型

    a) 根据文中数据估算.  
 

 
图 11  基于插羰反应原理的荧光探针 

步研究CO的化学生物学功能, 具有重要的意义(表 2).  

4  硫化氢 

越来越多的研究证实, 硫化氢(hydrogen sulfide,  

 

图 12  基于金属中心配位取代原理的金属荧光探针 

H2S)在人体内是继 NO 和 CO 之后的第三个内源性气

体信号分子. 内源性H2S主要是由L-半胱氨酸或它的

衍生物通过酶解产生, H2S 合成酶包括胱硫醚-β-合成

酶(CBS)、胱硫醚-γ-裂解酶(CSE)、3-巯基丙酮酸硫转

移酶(3-MST)和半胱氨酸氨基转移酶(CAT)[36,37]. 生

理水平的 H2S 参与一系列生理调节过程, 如神经传

导、调节血管舒张、细胞凋亡、炎症、缺血再灌注损

伤以及胰岛素分泌[38]. 此外, H2S 还能作为活性氧和

活性氮物种的清道夫. 细胞一旦无法维持正常的 H2S

浓度, 可能会引发阿尔茨海默氏症、唐氏综合症、高 
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表 2  CO 探针总结 

探针 荧光团 λex (nm) λem (nm) 检测限 响应幅度(倍) 响应时间(min) 输出类型 

COP-1[33] BODIPY 475 505 – 10 60 开启型 
CC-CO[34] 其他 355 495 653 nmol/L 11 40 开启型 
Canary[35] 钌配合物 374 477 1×109 (体积分数) 36 – 开启型 

 
血压和肝硬化等疾病.  

近年来, 对 H2S 的研究已经有了较大进展, 但其

在生理病理状态下的复杂作用机制以及在细胞内的

作用位点, 仍然未知. 并且已报道的内源性 H2S 浓度

竟然相差 5 个数量级. 由于细胞中还存在其他硫醇类

物质如半胱氨酸(Cys)和谷胱甘肽(GSH), 后者在细

胞中的浓度为 1~10 mmol/L. 因此, 如何在复杂的生

物背景下选择性识别H2S并对其进行精确的定量, 实

现生物体中H2S分子的时间和空间的追踪和成像, 是

内源性 H2S 研究领域的核心命题.  

近年来, H2S 的荧光小分子探针由于在生物体系

的适用性、高灵敏度、无损伤检测和较高时间与空间

分辨率而受到研究者的关注, 有了井喷式的发展[39,40]. 

研究者通过不同的分子框架设计了 H2S 荧光探针. 

H2S 荧光探针的设计原理主要分三类: (1) H2S 还原叠

氮/硝基为氨基; (2) H2S 的一步或两步亲核取代反应; 

(3) 生成金属硫化物.  

4.1  基于还原反应的 H2S 荧光探针 

H2S 可以与叠氮、羟胺和硝基发生还原反应, 生

成氨基取代产物, 还原前后取代基有着不同的供吸

电子能力, 通过调节荧光团上各种取代基的供吸电

子能力可以影响探针的电子密度分布及电子迁移 , 

从而改变荧光分子的荧光强度变化、荧光淬灭和恢

复、发射波长的蓝移或红移等, 由此产生了一系列

H2S 的荧光探针(图 13).  

2011 年, Chang 等[41]基于罗丹明类荧光基团报道

了利用叠氮作为反应基团的 H2S 探针 SF1 和 SF2 (图

14). 结构中封闭的内酯结构使得探针分子没有荧光, 

当叠氮被H2S选择性地还原为氨基时, 内酯结构开环

产生荧光. 两者都可以在硫醇存在的反应体系中, 表 
 

 

图 13  基于还原反应的 H2S 荧光探针设计原理 

现出对 H2S 的选择性, 实现了在 HEK293T 细胞及其

他哺乳动物细胞中对外源H2S的强荧光响应. 由于其

检测限较低、响应时间较长, 该课题组[40]对探针进行

了改进, 报道了新的探针 SF4、SF5-AM 和 SF7-AM 

(图 14), 提高了其灵敏度和特异性. 重大突破之处是, 

SF7-AM 实现了对内源 H2S 的实时检测, 表明了在血

管内皮细胞中, 内源性 H2S 的产生除了依赖 CSE 外

还有赖于血管内皮生长因子受体 2 (VEGFR2).  

Wang 等[42]报道了探针 DNS-Az, 该探针具有超

过 170 nmol/L 的斯托克斯位移, 10 s 内完成荧光响应, 

在已报道的探针中反应速度最快, DNS-Az 还用于小

鼠血液 H2S 的检测. Pluth 等[43]报道了一个萘酰亚胺

类探针 HSN2, 它与 H2S 反应后荧光开启, 在活细胞

中对 H2S 有较高的选择性及较好的信噪比. Han 等[44]

设计了探针 AzMB-couMarin, 基于叠氮被 H2S 还原

后生产氨基, 进而发生分子内酰胺化, 释放出香豆素

类荧光物质 , 可用于成像 HeLa 细胞内的 H2S. 

Talukdar等[45]以 BODIPY为荧光母核, 叠氮为 H2S识

别基团的比率型荧光探针, 该探针在血清白蛋白中

30 s 可反应完全, 可实时动态检测 HeLa 细胞中 H2S

浓度的变化. Lin 等[46]开发了一个以菲咪唑为荧光母

核的探针 PI-N3. Li 等[47]制备了两个以香豆素为荧光

母核的探针 Li-1 和 Li-2, 可用于检测兔血中的 H2S 含

量及细胞内 H2S 浓度的变化. Chen 等[48]报道了荧光探

针 NBD-N3, 可用于 MCF-7 细胞内 H2S 的荧光成像.  

Zhao 等[49]制备了比率型荧光探针 NAP-1. 该探

针具有检测限低、灵敏度高、选择性好、光稳定性好

以及安全低毒的优点. 在 PBS 缓冲液及牛血清中可

实现H2S的定量检测. NAP-1能够实现MCF-7细胞中

内源性 H2S 的荧光比率成像及定量检测人血浆与小

鼠海马组织中的内源性 H2S 水平.  

Yu等[50]开发了一系列基于硝基的探针 Probe1-3, 

探针利用分子内电荷转移(ICT)机理实现了 H2S 的比

率检测(图 15). Wang 等[51]则利用 H2S 的还原性, 将羟

胺-萘酰亚胺还原为氨基-萘酰亚胺, 发生弱到强荧光

的变化, 该探针已经可以检测到亚微摩尔级别的 H2S. 

Kumar 等[52]也报道了一个基于硝基还原反应的探针.  
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图 14  基于叠氮还原的 H2S 荧光探针 

 

图 15  基于硝基及肟还原的 H2S 荧光探针 

Cy-NO2 是近红外荧光探针, 与 H2S 反应后荧光量子

产率从 0.05 增加至 0.11, 可用于检测水溶液及

RAW264.7 细胞的 H2S浓度[53]. Zhao 课题组[54]制备的

探针 RHP-2, 是一种基于萘酰亚胺-硝基结构的比率

型荧光探针, 应用 RHP-2 对抑郁模型小鼠海马组织

中的内源性 H2S进行了定量检测, 提示内源性 H2S含

量和 CBS 表达的降低可能参与了抑郁的病理进程.  

近年来, 人们对 H2S 的研究延伸至动物体内. 而

为了在动物体内进行荧光成像与定量检测, 探针需

具有较长的激发、发射波长, 或双光子特性, 以实现

穿透组织的信号接收及发射. Han 等[55]报道了近红外

比率型 H2S 探针 Cy-N3, 在与 H2S 反应前后发射波长

有 40 nm 的红移变化, 该探针可用于 RAW264.7 巨噬

细胞内源性 H2S 的检测, 通过复染技术发现 Cy-N3主

要位于细胞质. Cho 等[56]开发了第一个双光子 H2S 探

针 FS1, 还可实现大鼠海马组织中 H2S 的荧光成像

(图 16). Peng 等[57]开发了一种近红外双光子荧光探针, 

以苯并吡喃为母核, 可对深层组织的 H2S 进行成像, 

同时光毒性较低, 首次实现了小鼠活体内H2S的荧光

成像. Cui 等[58]将苯并吡喃衍生物替换为三氰基二氢 

 

图 16  具有双光子及近红外特征的 H2S 荧光探针 

呋喃合成了发射红色荧光的探针 DCDHF-N3.  

Tang 等[59]设计了一个基于 H2S 还原氮氧键的香

豆素衍生物COU (图 17), N原子由于带正电荷使得整

个化合物呈现弱荧光. 当被 H2S 还原后, 二乙胺基的

强推电能力使得整个化合物呈现高亮度.  
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图 17  基于氧氮键还原的 H2S 荧光探针 

 

4.2  基于金属硫化物生成的 H2S 荧光探针 

在荧光团引入一个 Cu2+络合基团后, 顺磁性的

Cu2+金属中心可以有效淬灭荧光团的荧光. 由于硫离

子对 Cu2+有强亲和力, 当加入 H2S 后, 硫离子结合

Cu2+形成 CuS 沉淀, 而荧光分子的荧光重新恢复(图
18).  

Nagano 等[60]用 cyclen 连接到荧光团上作为 Cu2+

的配体, 开发了 HSip-1. Cyelen 螯合 Cu2+探针分子被

淬灭, 随着 H2S 加入, 分子的荧光大幅增强. HSip-1

在体外实验中能够迅速探测到低至 10 mol/L的 H2S. 

Zeng 等[61]先后合成以 8-羟基喹啉为配体的一代探针

L1Cu 和二代探针 L1Cu′ (图 19), 后者有较低的检测

限(1.7 mol/L), 与 H2S 反应后, 荧光强度增加 25~30

倍, 但对硫醇选择性一般.  

4.3  基于亲核反应的 H2S 荧光探针 

在生理条件下, H2S 的主要存在形式为 HS, HS

的亲核性比常见阴离子(Cl、OH)的亲核性要强很多. 

H2S 的 pKa 约为 7.0, 而其他巯基化合物的 pKa 为

7.0~8.5, 这说明在生理条件下 H2S 比 Cys、GSH 的巯

基具有更强的亲核性. 因此, 可以利用 H2S 的亲核性 
 

 

图 18  基于硫-金属配位的 H2S 荧光探针设计原理 

 

图 19  基于硫-金属配位的 H2S 探针 

将 HS与其他阴离子和巯基化合物区分开. 基于亲核

反应的探针主要分为两类: 一类是发生二次亲核取

代反应(图 20), 另一类是发生一次亲核取代反应.  

2011 年, He 课题组[62,63]报道了两个 H2S 荧光探

针 SFP-1 和 SFP-2 (图 21). 探针的 H2S 识别基团是

,-不饱和丙烯酸甲酯及邻位苯甲醛, 醛基可以很快

地与H2S反应生成半硫缩醛中间体, 该中间体暴露的

亲核性巯基再继续与,-不饱和丙烯酸甲酯发生

Michael 加成反应而生成五元环的硫缩醛结构. 同时, 

这种与 H2S 发生的反应阻碍了光诱导电子转移

(d-PET), 从而引发荧光. 然而, 当其他巯基化合物与

该识别基团反应时, 能生成半硫酸醛中间体, 却不能

进行接下来的 Michael 加成反应, 形成的中间体也会

分解为原来的探针. SFP-1 和 SFP-2 可实现内源性和

外源性 H2S 的细胞荧光成像. 尽管 SFP-1 和 SFP-2 可

以选择性检验H2S, 但是探针与H2S的反应时间较长. 

2012 年, Zhao 课题组[62]在 SFP-1 和 SFP-2 的基础上

开发了快速响应的荧光探针 SFP-3 (图 21), 将丙烯酸

酯的酯基替换为吸电子的苯基, 同时利用酮基来调

节电子密度, 在保留对 H2S 选择性的同时, 探针具有

更强的反应活性 . 在小牛血清体系中 , SFP-3 只需   

3 min 就可以反应完全并成功地测定了小鼠血浆及脑

组织中 H2S 的含量. 之后, 该课题组[64]又用香豆素替

换 SFP-3 上的苯基合成了探针 SFP-4, 反应时间和检

测限与 SFP-3 类似, 可用于小鼠血浆和细胞内 H2S 检

测. Hu[65]在 SFP-1 和 SFP-2 的基础上设计合成了基于

ICT 原理的探针 ZS1, 该探针具有较宽的检测范围和

良好的线性, 可用于检测 RAW264.7 细胞中内源性

H2S.  
Xian 等[66]报道了一种基于荧光素的探针 WSP1, 

H2S 使二硫键断裂, 暴露的巯基与酯键亲核取代, 释

放出荧光物质; 而其他巯基化合物不能进行第二步

的亲核取代, 无法释放出荧光物质. WSP1 与 H2S 反

应需要 1 h, 最低检测限为 2.5 mol/L, 该探针也被应

用于 COS7 细胞中 H2S 的荧光成像. 之后, 该课题  

组[67]又报道了两个探针 Xian1 和 Xian2, 同样是以荧

光素为母体, 但用共轭的迈克尔受体代替二硫键. 反

应时间缩短为 30 min, 最低检测限降低至 1 mol/L. 

Qian 等 [68]开发了基于激发态分子内质子转移原理

(ESIPT)的探针 E1, E1 与 WSP1 识别原理相同, E1 反

应速度较快, 2 min即可完成, 与H2S反应后荧光强度

增强了 30 倍.  
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图 20  基于亲核反应设计的 H2S 探针架构及反应原理 

 

图 21  基于亲核反应的 H2S 荧光探针 

如上所述, He、Xian 及 Zhao 课题组都是通过 H2S

的亲核-环化级联反应选择性地识别 H2S. 但生物体

内的巯基化合物虽然不引起探针的荧光变化, 仍然

能够与一部分探针发生反应而消耗一部分探针, 进

而导致检测的准确性降低. Guo 等[69]为了克服这个问

题合成了以 2-(碘甲基)苯甲酸酯为 H2S识别基团的探

针. 通过碘甲基的引入, 降低亲电性, 使巯基化合物

不能与探针发生亲核反应, 提高了检测的准确性, 最

低检测限为 0.1 mol/L, 可用于 COS7 细胞中 H2S 的

荧光成像. Yang 等[70]之后制备了一个以苯并噻唑衍

生物为荧光母核的比率型探针, 该探针与 H2S 反应

25 min 可达到最大的荧光强度, 反应前后荧光发射

波长发生 104 nm 的红移.  

同类的亲核反应原理还被应用在间二硝基苯醚

修饰的探针中. Lin 等[71]合成了近红外探针 NIR-H2S 

(图 22). 该探针 H2S 反应 10 min 可完成, 最低检测限

为 5×108 mol/L, 可用于细胞内 H2S 检测. NI-NHS 是

双光子荧光探针, 在小牛血清中反应速率较快且具

有良好的线性, 可用于定量检测生物样品中的 H2S
[72]. 

Feng 等[73]和 Gil 等[74]等均开发了可用于生物体系(细

胞、血清)及水质中 H2S 检测的探针.  

类似的亲核反应还能发生在 NBD 上. Xi 等[75]首

次发现 H2S可亲核进攻 NBD4位的碳原子, 并利用该

原理设计了基于 NBD-香豆素的 FRET 荧光探针(图

23), 该探针具有良好的选择性及反应性. 随后, Yi 

等 [76]利用该原理开发了基于荧光素的开启型探针,  
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图 22  基于二硝基苯醚亲核反应的 H2S 荧光探针 

 

图 23  基于 NBD 亲核反应的 H2S 荧光探针 

检测限可达到 0.4 mol/L. 类似的报道还有 Pluth 课

题组发表的探针[77]及 NBD-Coum[78]. 这类探针均具

有较好的选择性及较高的检测限.  

由于 H2S 的强亲核性, 它还能亲核进攻某些共

轭基团中的亲电碳原子, 如图 24 中的 CouMc[79]及

Guo 课题组[80]开发的探针. 其中, 前者进攻的位点为

氮正离子邻位, 并且在反应后在氢离子的条件加还

原成反应物 , 实现循环 . 其对 H2S 的检测限约为    

1 mol/L. 后者对硫化氢具有极快的响应速度(<10 s)

及高选择性(1200 倍). 

4.4  亚细胞器靶向的 H2S 荧光探针 

H2S 合成酶 CBS 和 CSE 主要分布在细胞质中, 

CAT 和 3-MST 分布在胞质和线粒体中. CAT/3-MST

体系主要在线粒体中产生 H2S. 因此, 研发亚细胞器

靶向的 H2S荧光探针, 对阐述 H2S在细胞中的作用有

着极大的帮助. CouMC[79]是线粒体靶向的比率型 H2S

荧光探针(图 25), 由香豆素与半菁花素构建而成, 探

针反应速度很快(30 s), 可对 MCF-7 细胞线粒体内的

H2S 进行实时成像. SHS-M2[81]是线粒体靶向的双光

子H2S荧光探针, 能实现星形胶质细胞和脑组织中的

H2S 荧光比率成像. 该探针具有毒性低、选择性好的 
 

 

图 24  基于其他亲核反应的 H2S 荧光探针 
 

 
图 25  亚细胞器靶向的 H2S 荧光探针 
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表 3  H2S 探针总结 

探针 荧光团 λex (nm) λem (nm) 检测限 响应幅度(倍) 响应时间 输出类型 

基于还原反应的 H2S 荧光探针 
SF1[41] BODIPY 490 525 5~10 mol/L 7 1 h 开启型 

SF2[41] BODIPY 492 525 5~10 mol/L 9 1 h 开启型 

SF4[40] BODIPY 496 517 125 mol/L 40 20 min a) 开启型 

SF5-AM[40] BODIPY 498 521 250 mol/L 4 20 min a) 开启型 

SF7-AM[40] BODIPY 498 526 500 mol/L 20 20 min a) 开启型 

DNS-Az[42] 丹酰 340 535 32 mol/L 40 10 s 开启型 

HSN2[43] NAP 432 542 1~5 mol/L 60 45 min 开启型 
AzMB-couMarin[44] 香豆素 365 450 10 mol/L – 60 min 开启型 

Talukdar et al.[45] BODIPY 365 520 259 mol/L 28 30 s 比率型 
PI-N3

[46]
 其他 350 423 879 mol/L 20 3 min 开启型 

NBD-N3
[48] NBD 396/468 550 680 mol/L 16 5 min 比率型 

Li-1[47] 香豆素 390 483 100 mol/L 4.5 1 h 开启型 

Li-2[47] 香豆素 380 515 100 mol/L 40 1 h 开启型 

NAP-1[49] NAP 430/368 474/541 110 mol/L 88 20 min 比率比率型

Yu et al.[50] 香豆素 397 482/602 2.5 mol/L 4750 45 min 比率比率型

Wang et al.[51] NAP 440 544 0.5 mol/L – 1 h a) 开启型 
Kumar et al.[52] 其他 320 462 1 mol/L  20 min 开启型 

Cy-NO2
[53] 花青素 755 809 – 12.7 60 min 开启型 

RHP-2[54] NAP 365 467/532 270 mol/L 27 40 min 比率型 
Cy-N3

[55]
 花青素 625 710/750 0.08 mol/L – 20 min 比率型 

Peng et al.[57] 苯并吡喃 520 670 3.05 mol/L 354 1 h a) 
近红外双光子

开启型 
DCDHF-N3

[58] DCDHF 574 619 50 mol/L 55 60 min 比率开启型

FS1[56] 其他 363 548 5~10 mol/L 21 2 h a) 双光子开启型

COU[59] 香豆素 366 455 0.2 mol/L 10 60 min 开启型 

基于金属硫化物生成的 H2S 荧光探针 
HSip-1[60] 荧光素 491 516 10 mol/L 50 2 min a) 开启型 
L1Cu[61] 荧光素 495 534 5 mol/L – 30 min 开启型 
L1Cu′ [61] 荧光素 494 523 1.7 mol/L – 30 min 开启型 

基于亲核反应的 H2S 荧光探针 
SFP-1[24] BODIPY 300 391 10 mol/L >10 120 min 开启型 
SFP-2[24] BODIPY 465 510 5 mol/L >13 20 min 开启型 
SFP-3[25] BODIPY 500 515 20 mol/L >70 3 min 开启型 
SFP-4[64] BODIPY 458 512 5.7 mol/L >26 25 min 开启型 
ZS1[40] BODIPY 535 561 2.5 mol/L 62 50 min 开启型 

WSP1[66] 荧光素 476 516 60 mol/L 36 1 h 开启型 
Xian1[67] 荧光素 476 513 1 mol/L 11 30 min 开启型 
Xian2[67] 荧光素 476 513 1 mol/L 160 30 min 开启型 

E1[68] HBT 295 487/356 0.12 mol/L 30 2 min 开启型 

Guo et al.[69] 荧光素 455 517 0.1 mol/L 50 30 min a) 开启型 

Yang et al.[70] HBT 310 478 0.068 mol/L 140 25 min 开启型 

NI-NHS NAP 450 550 0.18 mol/L 37 20 min 开启型 

NIR-H2S[71] BODIPY 650 708 50 mol/L 18 10 min a) 开启型 

Feng et al.[73] 黄酮 417 538 0.13 mol/L 660 100 min a) 开启型 

Gil et al.[74] 喹啉 450 514 60 mol/L 345 50 min 开启型 

Xi and Yi et al.[75] 香豆素 405 480 9 mol/L 45 45 min 开启型 

Yi et al. 1[76] 荧光素 490 514 0.4 mol/L >1000 35 min 开启型 

Yi et al. 2[76] 荧光素 600 662 16 mol/L 77 – 开启型 

NBD-coum[78] 香豆素 400 449 – – – 比率型 

Guo et al.[80] 香豆素 450 485 0.14 mol/L 1200 <10 s 比率型 
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续表 3 

探针 荧光团 λex (nm) λem (nm) 检测限 响应幅度(倍) 响应时间 输出类型 

亚细胞器靶向的 H2S 荧光探针 
CouMC[79] 香豆素 510 652 1 mol/L – 30 s 比率型 
HS-Cy[82] 花青素 625 780 5.0~10 mol/L 2500 20 min 比率型 

SHS-M2[81] 其他 420 500 – – – 双光子/比率型

Lyso-NHS[83] NAP 450 555 0.48 mol/L 42 20 min a) 开启型 

    a) 根据文中数据估算 

 
优点. 利用该探针, 证实了星形胶质细胞中 H2S 水平

的降低与帕金森病的病理过程有关. HS-Cy[82]是基于

花菁的近红外 H2S 比率荧光探针, 该探针响应速度

快、灵敏度高, 具有线粒体靶向性, 并成功应用于人

肺癌A549细胞内源性H2S的荧光比率成像. Cui等[83]

报道了 Lyso-NHS, 引入 2-氨乙基吗啉基团作为溶酶

体靶向基团. Lyso-NHS 在 pH 2.0~8.2 之间荧光不受

影响 , 说明其可在溶酶体环境 (pH 4.0~6.0)下进行

H2S 检测. 该探针可靶向测定细胞中溶酶体产生的

H2S.  

H2S 探针的研究在近年来得到井喷式发展, 大量

的探针被报道(表 3). 然而活体成像的例子尚少, 特

别是把探针应用于一些 H2S 可能具有重要作用的机

体部分(如大脑、肠道)的机制研究尚未被报道. H2S 产

生机制复杂, 如何利用荧光探针来进一步探索H2S的

生理功能, 是接下来要面临的重要挑战.  

5  展望 

气体信号分子在生命体系中占据重要地位, 参

与了各种各样的生理功能调控, 同时也能反映多种

机体功能变化. 它们的重要性, 体现在医药、食物、

生产、农业、环境等各个方面, 与我们的生活息息相

关. 人们对气体信号分子的了解正在进一步深入. 其

中, 对气体信号分子的高灵敏检测工具和方法的发

展, 不但可以帮助我们进一步了解气体信号分子的

功能, 更能帮助我们掌握其特性, 把握其与生命体的

关系. 荧光小分子探针是生命体系中使用最广泛的

检测工具, 在人们了解生命规律、改善生活条件方面

起了重要的作用. 发展气体分子的小分子荧光探针

将是当下及未来的前沿研究领域. 我们相信, 在不久

的将来, 气体信号分子的小分子荧光探针将得到快

速发展, 为研究气体信号分子的功能和调控提供有

力的工具.  
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The small molecule fluorescent probes for gasotransmitters 
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Abstract: In the biological system, there are various gas molecules, which play key roles in the system. Specially, NO, 
CO and H2S are recognized as gasotransmitters, involving in the signal transduction and related biological events. Even 
though remarkable advance in the field has been made these years, the roles of gasotransmitters in the biological 
systems are not fully understood. For further exploration of the functions of gasotransmitters, fast, high selective and 
high sensitive analysis and imaging methods are highly required. Development on these methods has become an 
important cross discipline among chemical biology, bioinorganic chemistry, pharmacy and medicine. The current 
review focuses on the development of the small molecule fluorescent probes for gasotransmitters in recent years, and 
hopefully this work would attract the interest of the field. 
 
Keywords: gasotransmitter, fluorescent imaging, small molecule probe 
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