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基于激发态能量转移机理比率型荧光探针的研究进展 
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摘要  激发态能量转移(Excitation Energy Transfer, EET)作为一类重要的光物理现象, 被广泛用于比率型荧光探针和分

子灯标的设计以及 DNA 检测等多个领域. 影响 EET 效率的两个重要因素是供受体间的空间距离和光谱交盖, 通过调

节供受体间的空间距离或光谱重叠程度来调控能量转移过程, 实现对目标客体的双波长比率检测. 综述了基于不同供

受体荧光团的 EET 体系、供受体间的连接方式对能量转移效率的影响, 以及通过调控供受体间光谱重叠程度或空间距

离, 获得识别不同客体的比率型荧光探针, 并对 EET 机理的比率型荧光探针的设计以及未来在生物成像和医学检测等

领域的应用进行了展望.  
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Recent Progress in Ratiometric Fluorescent Probes Based on  
Excitation Energy Transfer Mechanism 
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(a College of Environmental Sciences, Liaoning University, Shenyang 110036 ) 
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Abstract  Excitation energy transfer (EET) is one of the vital photophysical phenomenons, which is widely used in many 
applications, such as the design of ratiometric fluroesent probes, molecular beacon, DNA analysis, and so on. The process of 
energy transfer from donor to acceptor can be regulated by two factors: the spatial distance between donor and acceptor, and 
the spectral overlaps between donor emission and acceptor absorption, which results that there is a wide variety in the ratio at 
two different wavelengths of ratiometric fluorescent probes. In this review, noticeable EET systems with different donor 
fluorophore, connection form and energy transfer efficiency between donor and acceptor, and the modulation of spatial dis-
tance or spectral overlap are summarized. Finally, as a promising tool, the future developing prospects of EET fluorescent 
probes in bioimaging and medical diagnostics are discussed and highlighted. 
Keywords  fluorescent probe; excitation energy transfer; Förster resonance energy transfer; ratiometric probe; fluorophore 

 

随着荧光显微成像技术和时间分辨技术的迅速发

展, 基于超分子化学和有机染料的荧光探针现已成为研

究生物学和医学领域相关问题的重要工具. 荧光探针在

与目标客体相互作用过程中荧光信号会发生改变, 借助

于荧光信号的变化, 荧光探针能够对目标客体进行实时

在线的检测或监测, 并被广泛用于分析化学、生物化学, 

医学和环境监测等多个领域[1]. 荧光探针主要有 3 种类

型: 淬灭型、增强型和比率型. 由于增强型荧光探针在

与目标客体作用后, 荧光输出信号增强, 在荧光显微成

像中比淬灭型荧光探针更为灵敏, 故增强型荧光探针是

目前荧光探针领域设计的主流[2].  

与增强型荧光探针相比, 比率型荧光探针在定量检

测方面具有明显的优势, 近些年来, 比率型荧光探针的

设计是目前荧光探针领域研究的热点之一[3～7]. 比率型

荧光探针具有双波长发射(或激发)的特征, 该波长比率

值的变化独立于探针浓度和光源强度, 其中最突出的特

征在于其光谱形状及比率的变化值与检测客体的浓度

一一对应 , 从而为定量检测客体分子提供依据 . 自
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Tsien 等[8,9]于 1985 年首次设计了钙离子比率型荧光探

针 Fura-Ca 以来, 分子内电荷转移(Intermolecular Charge 

Transfer, ICT)机制便成为设计比率型荧光探针的主要

机理之一[10]. 除了 ICT 机制外, 近些年来出现了多种比

率型荧光探针设计机理和设计模式, 其中较为出色的是

利 用 激 发 态 能 量 转 移 (Excitation Energy Transfer, 

EET)[11～14]机制来设计新型的比率型荧光探针 . 关于

EET 机制和比率型荧光探针, 前人已作了详细的介绍, 

其中 Speiser[15]和 Peng等[16]分别对EET机理和比率型荧

光探针的设计进行了总结. 与 ICT 机制的比率型探针相

比, EET 型比率荧光探针具有明显的优势: (1)激发波长

单一, 双发射峰重叠少, 比率值变化更加明显. 受自身

机制的限制, ICT 型比率探针的双发射光谱存在较大重

叠, 比率值变化不明显并且在很大程度上会受到仪器灵

敏度的限制, 尤其是在荧光显微成像中, 这一问题尤为

突出; (2)比率值的变化不受溶剂极性等因素的干扰, 

EET 体系中的荧光光谱取决于各自的荧光团, 合理选择

荧光团可以使其光谱不受“溶剂化效应”的影响, 即比

率值的变化不受微环境极性的影响, 而仅仅与检测客体

浓度相关. 众所周知, ICT 型比率荧光探针的荧光团均

为分子内电荷转移体系, 溶剂化效应是其自身难以克服

的固有缺陷. EET 机理能够克服上述 ICT 机理在设计比

率型荧光探针方面的不足, 具有广阔的前景. 为了使科

研工作者更好地了解 EET 比率型荧光探针的设计和构

建模式, 本文主要对近年来 EET 比率型荧光探针的研

究进展进行总结, 以期望研发出更多新颖的比率型荧光

探针.  

1  激发态能量转移 

随着能量转移理论研究的不断深入, 人们对能量转

移过程有了更深的了解, 设计合成了多种类型的 EET

体系[17,18]. 能量转移体系的分类方法不尽相同, 依据能

量传递的方式可以分为跨空间能量转移(Through-Space 

Energy Transfer, TSET)和跨键能量转移(Through-Bond 

Energy Transfer, TBET)[15,19].  

1.1  跨空间能量转移 

跨空间能量转移机理由 Förster (1910～1974)于

1946 年首次提出. TSET 体系是指两个不同的荧光团分

别作为供体 donor 和受体 acceptor, 其中供体的发射光

谱与受体的吸收光谱有一定程度的重叠, 当两个荧光团

相互靠近时(一般小于 100 Å), 可观察到能量由供体向

受体转移的现象, 即当激发供体时, 能量由供体转移至

受体, 从而最终观测到受体以辐射(荧光)或非辐射的形

式将能量释放出去[20,21], 如图 1a 所示. TSET 体系中供

受体通过柔性链相互连接 ,  该类型也称为 Förster 

 

图 1  跨空间型(a)和跨键型能量(b)转移体系示意图 
Figure 1  EET model of systems through-space (a) or 
through-bond (b) 

能 量 转 移 体 系 (Förster Resonance Energy Transfer, 

FRET). 

由于 TSET 体系中供受体间的连接方式采用柔性链

连接, 供体与受体间的空间取向(取向因子 k2)会发生变

化, 取向因子 k2的大小取决于供受体偶极跃迁的空间取

向, 通常其数值介于0～4之间, 该数值的变化会直接影

响对 Förster半径的R0的估算, 如公式 1所示[22], 最终会

影响能量转移效率的计算. 取向因子 k2的影响在均一的

溶液中并不显著, 这是因为在均一的溶液中供受体间保

持了较为稳定的空间距离和空间取向. 当采用 TSET 体

系作为分子标尺测量生物大分子的空间距离时, 方向因

子的影响就较为凸显, 这是由于供受体的空间取向会受

到微环境中其他生物大分子的干扰.  

0
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式中 k2表示偶极取向因子, 能量供体与受体间的相互取

向无规则时, 因子 k2＝2/3; ФD是供体的量子效率; n 是

溶剂因子; ID(λ)是供体的归一化荧光光谱; εA(λ)是受体

的摩尔消光系数.  

该理论指出能量既可以在分子内的不同荧光团间

转移, 也可以在不同分子间发生转移, 通过改变供受体

间的空间距离可以有效地调控供受体间的能量转移过

程. 常见的 TSET 体系多为两个发色团结构, 近些年来

也出现了多发色团的能量转移体系, 例如 Zissel[17]和

Xiao 等[18]分别报道了基于氟硼吡咯(BODIPY)为母体的

三荧光团 EET 体系, 多发色团的能量转移体系将会在

光捕集系统、光电材料等领域发挥重要作用.  

1.2  跨键能量转移 

除了 TSET 之外, 还有一类重要的能量转移体系, 

即通过刚性链连接的 EET 体系, 也称为跨键能量转移

(TBET), 如图 1b 所示. TBET 体系中供体和受体均处于

同一分子内, 二者之间的空间距离相比 TSET 体系要小, 
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并且空间取向较为固定, 不易发生改变, 可以通过电子

云的重叠区域实现电子交换, 从而使能量由供体转移至

受体. 由于电子交换的速率相比于偶极耦合更为快速, 

因此, 与 TSET 体系相比, TBET 型能量转移体系表现出

较快的能量转移速率, 并且在一定的空间距离内, TBET

体系的能量转移效率基本不受空间距离与光谱交盖的

影响. 

与TSET体系的连接方式不同, TBET体系中供体和

受体之间通过刚性的、部分共轭的 π电子体系进行连接, 

最为常见的 π 电子体系是苯乙炔、二苯乙炔等结构单  

元[23～25]. Topp 和 Burgess 等[23]设计并合成了 3 个系列的

基于苯乙炔、二苯乙炔连接单元的 TBET 体系 I, 如图 2

所示, 由于供受体S0-S1能级间跃迁矩的取向不同, 使得

三类能量转移体系在能量转移速率上呈现出明显不同. 

当供受体间跃迁矩取向处于同一轴线上时, 如 I-1 所示, 

能量转移速率最快, 能量转移所用的时间最短(＜0.2 

ps), 此时供受体间空间距离的适当增大或减小不会对

能量转移速率产生影响; 其次是供受体间跃迁矩取向相

互垂直, 如 I-2 所示, 此时能量转移所用的时间处于～

0.4 ps, 而该能量转移过程也不受供受体间光谱交盖程

度的影响; 当供受体间跃迁矩取向保持平行时, 如 I-3

所示, 能量转移的速率最慢, 约为 6 ps, 但依然比 TSET

体系要快得多, TSET 体系的能量转移时间一般处于

20～50 ps. TSET 和 TBET 体系的不同点不仅仅在于其

连接方式的不同, 更重要是体现在供/受体间的能量转

移速率不同, 通常 TBET 体系的能量转移速率比 TSET

体系要高 1～2 个数量级[21].  

1.3  影响 EET 效率的因素 

无论是 TSET 还是 TBET 体系, 其能量转移过程都

受到多种因素的干扰, 有时可能是多种因素共同作用的

结果. EET 体系中供体与受体间的能量转移过程会受到

三方面因素的影响: (1)供体的发射光谱和受体的吸收光

谱存在一定程度的重叠或交盖. 光谱重叠的程度取决于

荧光团自身的光谱性质, 改变供受体间的光谱交盖程

度, 可以有效调控能量转移效率, 从而使供受体荧光峰

呈现双波长比率的变化. 选择合理的供/受体荧光团, 对

于成功设计EET比率型荧光探针至关重要. (2)供体和受

体之间具有合适的空间距离, 一般介于 1～100 Å. 该空

间距离是调控能量转移过程的另一个重要因素. 通过改

变供体荧光团与受体荧光团的距离, 可以调控能量转移

的效率. 当激发供体时可以观测到供/受体各自荧光强

度发生改变, 在荧光光谱上直观表现为波长比率值的变

化, 这为设计基于 EET 机理的比率型荧光探针提供了

理论依据. 因此, 利用调控供受体的空间距离设计 EET

比率型荧光探针是设计 EET 型荧光探针另一主要方式. 

(3)除了上述两个基本条件之外, 供体和受体之间的连

接方式也是影响供受体间能否发生能量转移的重要因

素. EET 体系中的供受体通常要通过一个非共轭的连接

臂相连, 该连接臂可以是柔性的烷烃链, 也可以是刚性

的芳环. 无论采用何种连接方式, 在设计 EET 体系时荧

光团之间的电子转移不容忽视, 因为分子内的电子转移

效率往往比荧光团间的能量转移效率高得多[26～29].  

2  EET 比率型荧光探针的研究进展 

2.1  基于丹磺酰胺为供体的 EET 比率型荧光探针 

丹磺酰胺的吸收光谱处于 330～400 nm, 荧光发射

光谱位于 460～600 nm, 其作为能量转移供体通常要与

长发射的荧光团构建 EET 体系, 其中能量受体通常选

用罗丹明系列荧光团. 2008 年 Park 和 Kim 等[30]报道了

基于丹磺酰胺为能量供体、罗丹明 B 荧光团作为能量受

体, 通过三氨乙基胺柔性链作为连接臂和识别位点, 设  
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图 2  供受体具有不同空间取向的 TBET 能量转移体系 
Figure 2  TBET cassettes with different orientations between donor and acceptor
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计Cu2＋比率型荧光探针1(图3). 该探针能够于水溶液中

快速地检测铜离子, 其与 Cu2＋的络合常数为 7.0×103 

mol/L. 在没有 Cu2＋存在下, 探针 1 由于罗丹明螺内酰

胺呈闭环形式, 其吸收峰位于紫外区, 在可见区无吸

收、无荧光, 当用 420 nm 的激发光激发丹磺酰胺荧光团

时, 由于供受体间光谱无交盖, 能量转移不能发生, 此

时只能观测到受体丹磺酰胺在 507 nm 处发射的绿色荧

光; 结合 Cu2＋后, 罗丹明螺环被打开, 罗丹明荧光团在

可见区的吸收和荧光得以恢复, 当用 420 nm 的激发光

激发丹磺酰胺荧光团时, 能量由丹磺酰胺转移至罗丹明

荧光团, 能量转移效率达到 93%, 此时可以观测到探针

1 在 580 nm 处发射的红色荧光. 随着铜离子的不断加

入, 探针 1 在 507 和 580 nm 处呈现双波长比率的变化. 

探针1是通过调控供受体间的光谱交盖程度实现对能量

转移过程的调控, 最终实现了对溶液中 Cu2＋的比率检

测. 然而由于丹磺酰胺荧光团是典型的 ICT 型荧光团, 

吸收和荧光光谱谱带较宽, 其与罗丹明的荧光峰存在较

大的重叠, 加之丹磺酰胺的激发波长处于紫外区, 最终

限制了其用于生物体内 Cu2＋的共聚焦显微成像. 

2010 年 Das 等[31]也报道了基于丹磺酰胺和罗丹明

6G 分别为能量供体和受体的汞离子比率型荧光探针 2 

(图3). 该探针表现出较好的汞离子选择性, 除了铜离子

存在一定的竞争之外, 其他金属离子对其无干扰. 在乙

腈与水的混合溶剂中(体积比1∶1), 随着汞离子的加入, 

探针2在530 nm处的吸收峰不断增强, 500 nm处的荧光

峰不断减弱, 而550 nm处的荧光峰不断增强, 探针与汞

离子的络合常数达 3.9×104 mol/L. 探针 2与探针 1识别

机理类似, 同样是利用通过调控供受体间的光谱交盖程

度实现对能量转移过程的调控. 不同之处在于探针 2 中

供受体间的连接方式发生了变化, 连接臂与识别位点实

现了分离, 这一改变理论上有利于设计多种比率型荧光

探针. 然而, 值得注意的是, 在无金属离子存在下, 当

激发供体时观测到探针 2 在 400～650 nm的范围内呈现

较宽的谱带, 这是由于在溶液中即使无汞离子存在下, 

罗丹明螺内酰胺依然存在少量的开环形式, 这表明该连

接模式会影响罗丹明螺内酰胺的稳定性[32].  

2.2  基于香豆素为供体的 EET 比率型荧光探针 

香豆素及其衍生物是一类重要的香料, 也是重要的

荧光染料. 其吸收光谱通常处于 350～450 nm 之间, 荧

光光谱处于 400～550 nm. 香豆素也被广泛用作能量供

体设计多种 EET 比率型荧光探针, Chang 等[33]以香豆素

为供体, 荧光素为受体设计了比率型过氧化氢探针 3 

(图 4), 供受体间通过稳定构象的环己二胺作为连接臂, 

X

 

图 3  基于丹磺酰胺的 EET 比率型荧光探针 
Figure 3  EET ratiometric fluorescent probes with dansylamide fluorophore as energy donor 



   
Chinese Journal of Organic Chemistry REVIEW  

 
Chin. J. Org. Chem. 2015, 35, 789～801 © 2015 Chinese Chemical Society & SIOC, CAS http://sioc-journal.cn/     793 

 

图 4  基于香豆素为供体的 EET 比率型荧光探针 
Figure 4  EET ratiometric fluorescent probes with coumarin as energy donor 

探针分子在未遇到过氧化氢前, 由于荧光素经硼酸酯的

“屏蔽(mask)”作用, 其结构为类荧光素螺内酯的环状结

构, 其吸收光谱处于紫外区, 与香豆素的发射光谱没有

交盖, 所以激发香豆素荧光团时观察不到能量受体的荧

光, 只能观测到香豆素的蓝色荧光. 当与过氧化氢作用

后 , 由于过氧化氢可以解除类荧光素中硼酸酯的

“mask”作用, 而使其生成荧光素. 能量受体荧光素的吸

收光谱与香豆素的发射光谱存在较大的重叠, 此时能量

转移顺利发生. 激发香豆素时可以观察到荧光素的发射

光谱, 这一过程实现了 EET 由“关”到“开”的转化, 探

针的荧光光谱红移并呈现比率型变化. 该探针被已成功

用于细胞内过氧化氢的检测. 

Hamachi 等 [34]报道了类荧光素 ATP 荧光探针

4-2Zn(II)(图 4), 该探针在与锌离子结合后, 其占吨环能

与水分子结合, 生成在可见区无吸收、无荧光的中间体. 

当遇到ATP后, 失去水分子荧光得以恢复, 与ATP作用

后荧光明显增强, 增强倍数达到 33 倍. 在水溶液中, 

4-2Zn(II)与 ATP 的结合力较强, 其结合常数达到 1.3×

106 mol/L. 4-2Zn(II)的这一性质非常适合设计“开-关”

型的EET比率型荧光探针. 于是Hamachi等以香豆素为

能量供体, 以 4-2Zn(II)为受体, 通过乙酰基哌嗪作为连

接臂, 设计了识别ATP的EET比率型荧光探针5a和5b. 

5a 与 5b 的区别在于香豆素的结构不同, 其对 ATP 的识

别机理与 4-2Zn(II)类似, 均是通过与锌离子络合形成

5a-2Zn(II)和 5b-2Zn(II), 再与水分子结合形成隐色体, 

当与 ATP 作用后, 失去水分子荧光得以恢复. 在这一过

程中, 由于香豆素作为能量供体, 用340 nm激发光激发

香豆素, 由于 5a-2Zn(II)的类荧光素荧光团是隐色体, 

在可见区无吸收, 能量转移过程处于关闭状态, 只能观

测到能量供体香豆素在 454 nm 处的荧光发射; 当遇到

ATP 后, 类荧光素荧光团失去水分子, 其在可见区的吸

收恢复, 能量转移过程处于开放状态, 激发供体香豆素

可以观测到受体荧光素在 525 nm 处的绿色荧光. 因此

识别 ATP 的过程中可以观测到双波长比率的变化, 比

率值 R 从 0.14 增加至 1.95, 增幅 ΔR 达 1.81. 该探针已

被成功用于细胞内核苷中多磷酸含量的可视化监测, 同

时也可以监测 ATP 相关酶的活性.  

香豆素作为能量供体, 能量受体可以选用荧光素, 

也可以选用罗丹明荧光团. 然而由于香豆素的荧光发射

多处于 400～500 nm, 与罗丹明的吸收光谱交盖较少, 

Lin 等[35]首次报道了一系列以香豆素为供体, 罗丹明为

受体并且具有较大Stokes位移的EET体系. 其中报道的

探针 6(图 4)可以作为 EET 比率型 pH 荧光探针, Lin 等

借助于 Through-Bond 型能量转移的连接方式, 将光谱

交盖较少的香豆素和罗丹明通过刚性的苯环连接在一

起, 由于刚性非共轭的连接方式, 使得香豆素至罗丹明

的能量转移效率基本不受光谱交盖的影响. 探针 6 体系

中能量由香豆素转移至罗丹明荧光团的效率高达 99%.  

2.3  基于萘酰亚胺为供体的 EET 比率型荧光探针 

萘酰亚胺荧光染料在荧光探针领域中扮演着重要
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的角色, 在阳离子、阴离子及有机小分子的识别上做出

了突出的贡献, 而近些年来发现其具有较好的非线性光

学特性[36,37], 使得萘酰亚胺被广泛用于多个领域. 由于

萘酰亚胺在 4-位上的衍生方法灵活, 因此其吸收和荧光

光谱分布较宽, 吸收光谱通常处于 350～500 nm, 荧光

光谱处于 450～550 nm. Ramaiah 等[38]报道了基于萘酰

亚胺和丹磺酰胺的 EET 比率型铜离子荧光探针 7(图 5). 

萘酰亚胺与丹磺酰胺的吸收光谱极为相近, 在没有铜离

子存在下, 激发萘酰亚胺发色团, 由于萘酰亚胺的 4 位

没有衍生, 其发射光谱与丹磺酰胺的吸收光谱重叠, 从

而发生能量转移, 可以观测到丹磺酰胺在 525 nm 处的

荧光发射; 当加入铜离子后, 铜离子与丹磺酰胺结合, 

使得丹磺酰胺的吸收光谱出现蓝移, 其与萘酰亚胺的发

射光谱重叠较小, 不能发生能量转移, 所以当激发萘酰

亚胺时, 只能观测到萘酰亚胺在375 nm处的荧光峰, 从

而实现了比率识别铜离子. 由于该探针的激发波长为

337 nm, 处于紫外区, 在用于生物样品的检测时, 较短

的激发波长会对生物样品造成损伤, 但是该工作具有重

要的理论意义, 为设计通过调节光谱移动调控 EET 过

程的比率型荧光探针提供了新思路. 

Bojinov 等[39]报道了基于萘酰亚胺为供体、罗丹明

6G 为受体的 EET 比率型 pH 荧光探针 8(图 5). 该探针

与以往的EET比率型荧光探针不同, 在探针 8体系中除

位上引入了 N-甲基哌嗪, 由于哌嗪结构中的 N 原子能

够淬灭萘酰亚胺荧光团. 当溶液的 pH＞8.0 时, 受体罗
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图 5  基于萘酰亚胺为供体的 EET 比率型荧光探针 
Figure 5  EET ratiometric fluorescent probes with naphthalimide as energy donor  
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丹明 6G 处于螺内酰胺结构, 在可见区无吸收无荧光; 

此时激发供体萘酰亚胺(Ex: 390 nm), 由于哌嗪 N 原子

的淬灭作用, 所以只能观测到萘酰亚胺在 514 nm 处微

弱的荧光. 随着溶液 pH 的降低, 当溶液的 7.0＜pH＜

8.0 时, 受体罗丹明 6G 荧光团依然处于螺内酰胺结构, 

供受体间光谱无交盖, 能量并未发生转移, 而此时哌嗪

N 原子的淬灭作用被抑制, 故激发供体可以观测到萘酰

亚胺荧光团在 516 nm 处的特征荧光发射. 随着溶液 pH

的进一步降低, 由于罗丹明6G的荧光团在此pH范围内

(2.5＜pH＜7.0)会发生质子诱导的螺内酰胺开环反应, 

当激发供体时, 由于罗丹明荧光团在可见区有吸收并与

供体荧光光谱形成交盖, 能量由萘酰亚胺荧光团转移至

罗丹明荧光团, 从而可以明显观测到 516 nm 处的荧光

不断减弱, 562 nm 处的荧光不断增强, 呈现双波长比率

的变化. 该探针首次将 PET 和 EET 两种机理结合在一

起实现对 pH 的检测, 通过荧光峰型以及双波长比率值

的变化来估测环境以及生物体内的酸碱度.  

Li 等[40]还报道了基于萘酰亚胺和罗丹明的 EET 比

率型铬离子荧光探针 9(图 5), 能量供体和受体之间通过

柔性链进行连接. 通过铬离子的络合诱导罗丹明螺内酰

胺发生开环反应, 开环后的罗丹明在 568 nm 处有强吸

收, 其与萘酰亚胺的荧光光谱交盖增大, 从而实现了能

量由萘酰亚胺转移至罗丹明荧光团, 可以观测到 592 

nm处的荧光不断增强, 544 nm处的荧光不断减弱, 比率

值由 0.73增至 5.63; 探针与铬离子按 1∶1络合, 络合常

数为 9.4×103 mol/L. 利用该探针成功实现对细胞内铬

离子的比率型荧光成像. 萘酰亚胺除了与罗丹明荧光团

搭档之外, 还可以与长波长染料方酸构建 EET 比率型

荧光探针. Xiao 课题组[41]选用长波长、窄峰型的荧光团

方酸作为能量受体、萘酰亚胺为能量供体设计了 EET

比率型氰根离子荧光探针 10(图 5). 对于探针 10, 在未

加入氰根离子的时候, 激发供体萘酰亚胺, 能量由供体

转移到受体方酸, 观测到方酸在636 nm处的荧光峰; 当

加入氰根离子后, 氰根离子对方酸亲核加成, 改变了方

酸的吸收光谱, 使得EET不能发生, 最终实现了EET由

开到关的调控, 并获得荧光的比率变化. 试验中发现, 

供体发色团与受体发色团靠得太近会发生明显的电子

转移, 通过改变供受体间的空间距离, 可以有效抑制供

受体间的电子转移.  

2.4  基于荧光素为供体的 EET 比率型荧光探针 

荧光素的荧光发射峰处于 500～530 nm, 是常用的

供体发色团. 荧光素和罗丹明是最为常见的 EET 能量

供体和受体. 荧光素作为能量供体其 5(6)位上的羧基发

挥了重要作用. 由于羧基的衍生方式有多种类型, 例如

酰胺的方式衍生, Nagano 等[42]报道一个基于荧光素为

供体, 罗丹明为受体的 EET 比率型羟基自由基荧光探

针 11(图 6). 该体系由柔性的过脱氧胸苷二聚体进行连

接, 柔性链既是连接臂又是羟基自由基的反应位点, 在

没有羟基自由基存在下, 当激发供体 6-FAM (496 nm)

时, 能量转移发生, 观测到受体 5-TAMRA 在 576 nm 处

发射荧光. 当遇到羟基自由基后, 羟基自由基会使两个

荧光团的连接键断裂, 供体与受体间的空间距离增大. 

此时激发供体 6-FAM, 由于荧光素与四甲基罗丹明发

色团间断开了连接, 空间距离增大不能满足能量转移的

必要条件, 因此只能观测到荧光素自身在 518 nm 处的

荧光发射. 该探针表现出了较好的选择性和抗干扰性, 

其他活性氧与活性氮对其无干扰. 

供体荧光素除了借助于羧基通过酰胺键连接受体, 

还可以借助于荧光素醛与受体进行连接, 构建 EET 比

率型荧光探针. Rusin[43]和 Lippard 等 [44]报道在 50% 

NaOH 的溶液中荧光素与氯仿发生 Reimer-Tiemann 反

应生成荧光素醛, 荧光素醛被广泛用来设计PET型荧光

探针. 2010 年 Zhang 等[45]利用荧光素醛与罗丹明 B 螺内

酰肼反应, 通过 Schiff 碱将荧光素和罗丹明荧光团构建

在同一 EET 体系中, 设计了 EET 比率型锌离子荧光探

针 12(图 6). 当锌离子与探针 12 结合后, 由于锌离子的

络合会诱导罗丹明螺内酰胺发生开环反应, 当激发供体

荧光素荧光团时能量转移得以发生, 从而观测到双波长

比率的变化. 该探针表现出较好的选择性和灵敏度, 其

对锌离子的检测极限达到 40 nmol/L. 这要归功于供受

体的选择以及供受体间的连接方式. 由于荧光素和罗丹

明的发射峰型窄、荧光峰重叠少(半峰宽只有 20～40 

nm), 所以双波长比率值的变化较为明显. 细胞成像实

验表明探针 12 能够定量检测细胞内的锌离子, 是有潜

在应用前景的比率型锌离子荧光探针. 

荧光素作为能量供体, 其与能量受体的连接方式还

可以采用非共轭的刚性连接模式, 其中最具代表的是

Burgess 研究组[46～48]在 TBET 体系方面的研究工作. 他

们利用荧光素为能量供体, 类罗丹明作为能量受体, 通

过非共轭的、刚性的二苯乙炔基将荧光素与罗丹明连接

在一起, 设计合成了 TB 型的能量转移体系 13[46](图 7). 

在 pH 8.0 的磷酸盐缓冲溶液中, 化合物 13 只在 556 nm

处呈现出一个强吸收峰; 当用 556 nm激发化合物 13时, 

观测到受体罗丹明在 579 nm 处发射的强荧光, 同时供

体荧光素在 560 nm 处的荧光峰并未完全消失, 这意味

着化合物 13 在该条件下能量并未由供体荧光素完全转

移至受体罗丹明荧光团, 能量转移效率仅仅为 80%,然

而这并不影响化合物 13 用于对小鼠酰基辅酶 A 蛋白

(ACBP) 的标记以及示踪成像. 值得注意的是, 化合物

13 体系中由于供受体的吸收和发射光谱交盖过大, 化
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图 6  基于荧光素为供体的 EET 比率型荧光探针 
Figure 6  EET ratiometric fluorescent probes with fluorescein as energy donor

 
合物 13 在 556 nm处的吸收峰是由供受体荧光团各自吸

收峰叠加而成. 随后 Burgess 研究组[47]采用长波长的罗

丹明为受体设计合成了能量体转移体系 14 (图 7). 化合

物 14与化合物 13相比, 不同点在于化合物 14将标记位

点设计在荧光素 2 羧基上, 使该荧光素与罗丹明的体系

设计成具有通用性的 EET 标记试剂, 这为设计其他新

型的 EET 标记试剂具有重要的启示意义. 在使用化合

物 14 对 ACBP 标记示踪成像中, 发现化合物 14 在细胞

中的光谱性质与其在体外磷酸盐缓冲溶液中(pH 8.0)不

同, 其原因可能是受到细胞微环境的干扰, 这种干扰主

要来自于细胞内酸碱性的不均一以及供体荧光素的 pH

敏感性. 于是Burgess等[48]设计了以荧光素为能量供体、

氟硼吡咯为能量受体的 EET 体系 15 (FB)(图 7), 该体系

中能量供体和能量受体依然通过苯乙炔基进行连接, 并

将FB体系成功应用于细胞内 pH的比率监测. 荧光素对

中性 pH 较为敏感, 其荧光在 pH 6.5～7.0 范围内变化明

显, 因此 FB 体系中的供体荧光素也具有 pH 敏感性. 当

溶液的 pH＜6.0 时, 荧光素在溶液中以未解离的酚羟基

(FB-phenolic form)的形式存在, 488 nm 激发供体荧光素

发色团后, 能量由荧光素转移至氟硼吡咯荧光团, 故可

以观测到受体氟硼吡咯在 600 nm 处的荧光峰; 当溶液

的 pH＞6.5 时, 荧光素在溶液中的主要存在形式是解离

的酚羟基(FB-phenolatic form)形式, 激发供体荧光素发

色团, 此时仅有少量能量由供体转移至受体, 故可以观

测到能量供体荧光素在 525 nm 处的荧光峰. 该探针在

pH 5.0～8.0 的溶液中能够比率的监测 pH 的变化. 经过

体外的校正试验后, 探针FB已被成功用于细胞内 pH的

比率成像, 并且可以定量的检测和监测细胞内 pH 的变

化. 

2.5  基于氟硼吡咯(BODIPY)为供体的 EET 比率型荧

光探针 

氟硼吡咯即氟化硼络合二吡咯甲川(Boron Dipyr-

romethene, BODIPY)是一类重要的荧光发色团, 其于

1968 年被首次报道后, 直到最近一二十年间才被人们

广泛关注和利用. 氟硼吡咯荧光染料具有非常优异的光

化学物理性能, 例如: (1)其摩尔消光系数高, 在可见区

400～520 nm 范围内摩尔消光系数高达≈(5～7)×104 

L/mol•cm; (2)其荧光量子产率高, 荧光量子产率高达

0.8～1, 即使在水溶液中也具有较高的荧光量子产率; 

(3)其光谱性质非常稳定, 不易受到溶剂极性和 pH 值的

影响. 与 ICT 型荧光染料相比不存在“溶剂化效应”. (4)

其荧光光谱峰宽较窄, 半峰宽通常不超过 50 nm, 与同

为绿光区的荧光素相比具有更加稳定的 pH 不敏感性; 

(5)光稳定性高, 其光稳定性要明显优于同波段的荧光

素和罗丹明 110. 因此, 氟硼吡咯优异的性能使其被广

泛用于有机功能材料和生物荧光检测等领域.  
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图 7  基于荧光素为供体的 TBET 比率型荧光探针 
Figure 7  TBET ratiometric fluorescent probes with fluorescein as energy donor

BODIPY 的结构修饰有多种方式[49～52], 通过修饰

人们可以获得不同发射波长的BODIPY荧光染料, 因此

基于 BODIPY 的 EET 荧光探针也是较为常见. Akkaya

研究组[53,54]设计了以短波长的 BODIPY 为供体、长波长

的 BODIPY 为受体的银离子和汞离子荧光探针 16 和

17(图8). 在与银离子或汞离子结合前后, 能量转移过程

一直保持着“开”的状态. 在未结合目标客体时, 当激

发供体, 能量转移至长波长 BODIPY. 由于受体的荧光

较弱, 故只能观测到微弱的受体荧光. 当探针与目标客

体结合后, 由于能量转移过程并未发生改变, 故激发供

体能够观测到受体的荧光增强. 尽管受体部分在识别银

离子时有波长的蓝移, 但由于识别前荧光很弱, 所以识

别后可以看作荧光增强型识别, 而观测不到双波长比率

的变化. 通过氟硼吡咯自身构建比率型荧光探针的目的

并未实现 , 除此之外该体系还存在的不足之处在于 , 

BODIPY 染料具有很强的疏水性, 这些探针在使用过程

中必须加入大量的有机溶剂, 因此限制了此类探针的应

用. 然而, 该探针的优势在于短波长氟硼吡咯的引入, 

使得探针分子的斯托克位移可增加至 100 nm 以上; 同

时该体系中BODIPY采用刚性非共轭的连接方式, 使得

能量转移效率高达 99%, 这些均为设计大斯托克位移、

高能量转移效率的荧光探针提供了新的设计思路.  

近年来, 罗丹明隐色体的开关环反应被广泛用于设

计增强型荧光探针. 众所周知, 罗丹明的 2-羧基与伯胺

反应后由于氨基的亲核性, 会最终形成闭环并且结构稳

定的罗丹明螺内酰胺结构, 该结构在可见区无荧光无吸

收, 但在目标客体的诱导下又会发生开环反应, 生成强

荧光的罗丹明衍生物, 在 550～650 nm 呈现出强荧光、

在 540～600 nm 范围内呈现强吸收[55]. 罗丹明的长波长

发射以及螺内酰胺开关环特征反应, 使其非常适合作为

能量转移的受体来设计 EET 比率型荧光探针, 这一点

已被丹磺酰胺供体的 EET 比率型荧光探针所验证[30,31].  
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图 8  基于氟硼吡咯为供体的 EET 比率型荧光探针 
Figure 8  EET ratiometric fluorescent probes with BODIPY as energy donor

 
BODIPY 优异的光谱特性使其成为罗丹明 EET 比率型

荧光探针设计中能量供体的首选发色团. 2008 年 Xiao

课题组[56]利用罗丹明螺内酰胺的开关环反应, 首次以

BODIPY 为能量供体、罗丹明螺内酰胺为受体设计了

EET 比率型汞离子荧光探针 18(图 8), 该探针实现了对

汞离子的高灵敏、高选择性的定量检测. 随着汞离子的

不断加入, 探针在560 nm处的吸收峰不断增强, 这是由

于汞离子的诱导脱硫使得罗丹明的螺内酰胺开环并生

成稳定的噁唑结构, 开环后的罗丹明衍生物的最大吸收

峰处于560 nm处; 随着汞离子的不断加入, 探针的荧光

光谱在 514 nm 处的发射峰逐渐减弱, 589 nm 处的发射

峰逐渐增强, 荧光光谱最大发射波长红移可达 75 nm, 

呈现出明显的双波长比率变化, 比率值介于 0～5.5 之

间. 细胞比率成像实验表明, 探针18能够借助于比率值

的大小对细胞内的汞离子进行定量检测. 该结果进一步

证明氟硼吡咯和罗丹明的组合在设计高灵敏的 EET 比

率型荧光探针方面具有明显优势.  

探针 18 与探针 1、探针 9 以及探针 12 等 EET 比率

型荧光探针相比具有一个共同的特点: 能量供体发色团

与罗丹明单元的链接位点处于螺内酰胺一侧, 并且与探

针的识别位点融合在一起. 这一共性使得在利用 EET

机理设计比率型荧光探针的时候缺乏通用性, 尤其是在

设计探针时需要充分考虑识别位点与能量供体之间的

合理连接方式. 与众多的增强型罗丹明荧光探针相比, 

这些探针的设计模式不具有通用性. 为了构建比率型荧

光探针的通用型能量转移平台, Xiao 课题组[57]首次报道

了基于 BODIPY 为能量供体、罗丹明为能量受体的平台

分子 19 (BRP)(图 8). 为了实现平台的通用性, Xiao 等[58]
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将罗丹明的 2 位羧基予以保留外, 同时为了获得带有其

他的活性基团的罗丹明, 该课题组首次成功合成分离得

到单一取代的 5/6 溴代四甲基罗丹明(TMR), 通过高效

的 Pd 催化偶联反应将 BODIPY 与 TMR 荧光团构建成

EET 平台分子 BRP, BRP 分子在质子和非质子型溶剂中

分别呈现出橙色和绿色荧光. 为了进一步验证平台具有

设计 EET 比率型荧光探针的通用性, 该课题组[57]还报

道了两个基于 BRP 的汞离子比率型荧光探针 20 和 21 

(图 8). 随着汞离子浓度的增加(0～0.35 µmol/L), 探针

20 在 562 nm 处出现新的吸收峰, 随着汞离子的不断加

入, 该吸收峰不断增强, 同时 BODIPY 发色团的吸收峰

(λabs 500 nm)也有所增强; 荧光光谱呈现双波长比率变

化, 510 nm 处荧光峰不断降低, 584 nm 处的荧光峰不断

增强, 如图 9所示. 当汞离子浓度处于 0.03～0.3 µmol/L

范围内, I584/I510 比率值与汞离子的浓度成非线性关系, 

其数值介于 0～7 之间, 荧光比率变化范围较宽并且变

化明显, 探针20具有较高的灵敏度. 与探针20相似, 探

针 21 在遇到汞离子后也呈现出双波长比率的变化; 不

同之处在于, 当汞离子的浓度处于 6.5～62.5 µmol/L 范

围内, I585/I510比率值与汞离子的浓度成良好的线性关系, 

如图 9 所示; 共聚焦成像表明 BRP 平台具有普遍适用

性, 并且基于 BRP 能量转移体系的平台, 可以成功地设

计多种比率型荧光探针, 这必将为设计针对不同客体的

比率型荧光探针提供更多可视化的工具. 

3  展望 

随着对荧光染料性能和能量转移机理研究的不断

深入, 人们对能量转移的过程以及能量转移过程的调控

越来越熟悉, 设计的能量转移体系多种多样、纷繁复杂. 

在 EET 体系的设计中, 较为常见的荧光团有香豆素、荧

光素、罗丹明、氟硼吡咯 BODIPY、萘酰亚胺等, 通过

选用不同的荧光团分别作为能量供体或受体, 可以构建

多种 EET 体系; 加之近年来, 许多新型的荧光团被不断

地设计合成出来[59～61], 这为构建多功能化的 EET 体系

提供了更多的选择.  

随着新兴的荧光显微技术的出现与技术革新, 基于

EET 的比率型荧光探针目前面临着极佳的发展机遇, 但

同样也面临着挑战. 首先 EET 机理与其他机理相比, 尽

管在一定程度上能够克服溶剂化效应、具有比率值变化

更为明显等优势, 但是在设计合成上 EET 体系合成困

难, 体系较为复杂, 并且不具备设计不同客体的通用性. 

因此, EET 比率型荧光探针在设计上急需构建更多的平

台分子, 以便简化 EET 比率型荧光探针的合成; 其次, 

香豆素、萘酰亚胺、丹磺酰胺等分子内电荷转移(ICT)

型荧光团在极性溶剂中存在明显的溶剂化效应, 目前

EET 比率型荧光探针中多选用这些荧光团作为供体, 导

致 EET 比率型荧光探针的光谱和比率值会受到溶剂极

性的干扰. 而且这些荧光团的激发波长通常处于紫外

区, 激发光会对生物样品产生极大的损伤, 限制了其在

生物成像领域的应用. 可供选择的供体荧光团相对较

少, 因此急需研发不受溶剂极性、pH 影响以及光稳定性

和溶解性均较好的荧光团. 此外, 目前在 EET 比率型荧

光探针的设计中绝大多数采用光谱交盖原理的设计模

式, 而利用调控空间距离的方式来设计比率型荧光探针

还具有极大的发展空间.

 

图 9  随着汞离子的加入探针 20 (a)和 21 (b)在乙腈的水溶液(CH3CN/H2O, V∶V＝80∶20, pH 7.2 HEPES)中的荧光光谱变化 
Figure 9  Changes in the emission spectra of 20 (a) and 21 (b) in CH3CN/H2O (V∶V＝80∶20) at pH 7.2 (0.01 mol/L HEPES) upon the 
gradual addition of Hg2＋ 

Inset: the ratio intensity at two emission wavelengths upon the gradual addition of Hg2＋  
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有机荧光团中可作为 EET 供体和受体还远不止上

述这些, 其它如菁染料也是应用较广泛的一类. 基于

EET 机理的比率型荧光探针, 以其激发波长单一、双发

射峰重叠少、比率值变化灵敏且不易受到干扰等优势, 

必将成为比率型荧光探针的设计主流. 
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