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生物小分子成像用双光子荧光探针 
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(a遵义师范学院化学化工学院  遵义 563002) 

(b韶关大学农业科学与工程学院  韶关 512005) 

摘要  生物体内活性小分子(生物小分子), 不仅数量多, 涉及到无机小分子, 如 SO2, H2S, NO 与 CO 等, 而更多的是有

机小分子, 如单煻、低聚糖、激素、辅酶、甘油、刺激因子、调节因子和维他命等; 而且在病理、生理等方面有着至

关重要的功能, 发挥着举足轻重的作用, 直接影响身体健康与疾病的发生. 因此, 对生物体内小分子的实时观测和监

控是十分必要的, 而双光子荧光探针正是实现这一目标的必选锐器. 双光子荧光探针的定点激发、高横向与纵向分辨

率、无光漂白性、无光致毒性和组织深度成像等诸多优点而彰显其无与伦比的优越性, 可以很好地对细胞或组织内的

生物小分子进行实时动态三维观测和监控. 综述了近 5 年来相继开发的 CO、单糖(葡萄糖、β-半乳糖苷酶)、SO2、硫

化氢、NO、过氧(硫)化物、硫醇/硫酚、1O2、甲醛、HNO、HClO、O2
•−和 ONOO−等双光子荧光探针, 系统全面地剖析

了这些双光子荧光探针的传感机制, 并展望了生物小分子显微用双光子荧光探针的发展与愿景. 

关键词  生物小分子; 荧光探针; 传感机制; 荧光团; 受体; 双光子显微  

Two-Photon Fluorescence Probes for Small Biomolecules Imaging 
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Abstract  Small molecules (biological small molecules) in vivo are not only in a large number, involving inorganic small 
molecules, such as SO2, H2S, NO and CO, and more organic small molecules, such as monosaccharides, oligosaccharides, 
hormones, coenzymes, glycerol, stimulating factors, regulatory factors, Vitamins, etc., moreover, play an important role in 
pathology, physiology, and so on. Therefore, it is necessary to observe and monitor small molecules in vivo in real time, and 
the two-photon fluorescence probe is a necessary tool to achieve this goal. The advantages of two-photon fluorescence probe, 
such as fixed target (very small dot) excitation, high horizontal and vertical resolution, no photobleaching, no phototoxicity and 
deep imaging in tissues, and so on, demonstrate its unparalleled superiority. It can be used for dynamic 3D observation and 
monitoring of biological small molecules in cells or tissues. In this paper, CO, monosaccharide (glucose, β-galactosidase), SO2, 
H2S, NO, peroxy (sulfur) compounds, mercaptan/thiophenol, 1O2, formaldehyde, HNO, HclO, O2

•− and ONOO− two-photon 
fluorescence probes which have been developed in recent 5 years were reviewed. The sensing mechanisms of these two-photon 
fluorescence probes were systematically analyzed, and the development and prospect of two-photon fluorescence probes for 
small biomolecules are prospected. 
Keywords  biological small molecule; fluorescent probe; sensing mechanism; fluorophore; receptor; two-photon bioimaging

 

在生物系统中很多小分子, 如 H2S
[1], SO2

[2], CO[3]和

NO[4]等被认为是一种毒性分子, 所以理解生物系统中

的分子间的相互作用是至关重要的. 靶向小分子作为药

物传递的调节剂可能在药物治疗中发挥重要作用, 通过
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糖基化创造更有效的药物传递系统已引起了人们的高

度重视, 例如加入半乳糖以增加给肝脏的药物输送[5]. 

近年来, 人们对生命系统中的这些小分子探针产生了极

大的兴趣, 而生物过程的探测和监测是研究不同层次的

机械和功能行为的重要手段. 因此, 各种成像工具逐渐

被开发并用于研究不同的生物过程; 在这些成像工具

中, 由于荧光法能通过简单操作在体内敏感地检测和成

像而备受关注.  

荧光探针由于高灵敏度、高选择性和操作方便等显

著优点, 被认为是生物分子分析的有力工具[6]. 而双光

子显微成像, 可以直观地、便捷地对具有生物活性的化

合物或生物功能客体成分进行实时动态三维观测和监

控. 双光子荧光探针的深度成像、高分辨率、高灵敏度、

无组织自发荧光干扰、无光漂白与无致毒性等突出优点

而备受推崇. 截至今日, 双光子荧光探针已被广泛应用

于公路运输、化学、医学、生物等领域, 尤其是在医学

领域中的成果(如慢性植入神经电极的双光子成像). 

双光子显微镜用近红外波长(700～1100 nm)的两个

光子激发, 解决了单光子荧光技术存在的短波激发、光

漂白、光损伤和自动荧光干扰等问题[6～8]. 双光子激发

是一个非线性过程, 即荧光强度正比于入射光强度的平

方(If∝I0
2), 具有较高的分辨率, 双光子发射截面(Фδ＝ 

δ×Ф, δ与Ф分别表示双光子吸收截面与荧光量子产率)

是反映双光子成像是否优良的关键参数[9], δ 的单位为

GM (1 GM＝10－50 cm4/photon)[10]. 双光子荧光探针的设

计原理: 双光子荧光探针主要由两个部分组成, 一是荧

光团(Fluorophore), 二是受体(Receptor). 荧光团的特性

通过双光子发射截面来反映, 较高的 Фδ 能够在较低激

发能量下采用更低的探针浓度, 减少自荧光, 提高活细

胞的图像分辨率[9]. 

Kim 等[11]对 2014 年 12 月之前发表的各种双光子

(TP)荧光探针的设计、合成和生物医学应用进行了浓缩

和全面的评估, 主要着重于那些特征清晰且能产生高质

量 TP 显微图像的 TP 荧光探针. Chen 等[12]综述了 2015

年以前的具备 TP 荧光(TPF)的金属配合物在细胞器、阳

离子、阴离子、气体分子和生物分子等方面的研究进展, 

并对双光子治疗药物的应用进行了综述, 其中个别金属

配合物亦可用作离子或小分子探针. Qian 等[13]综述了三

个双光子(TP)酶探针: 内源性磷酸酶、帕金森病标志物

(单胺氧化酶 B)和蛋白酶. 文献[11]虽评述了各类 TPF

探针, 亦介绍了探针设计的一般原理, 但并未详细阐述

各个探针的传感机制, 且只迄止 2014 年年底. 文献[12]

主要介绍一些具备TPF的有机金属配合物及其功用, 虽

个别配合物可作探针使用, 但总体上仍非探针范畴. 文

献[13]仅只详述了三个酶探针, 且酶也非小分子.  

为拾遗补阙, 本文着重于介绍用于生物小分子显微

的 TPF 探针, 时间上与文献[11]大体衔接, 本文上溯至

2014 年; 对象上与文献[12]相区分, 本文介绍对象为探

针; 应用上则与文献[13]相迥异, 本文介绍的探针用于

生物小分子成像, 而文献[13]介绍的是用于大分子酶成

像的探针. 力求深入阐述每一探针的传感机理, 归纳总

结生物小分子成像用 TPF 探针的类别、性能与应用, 旨

在为读者和在这一领域耕耘的科技工作者提供比较全

面的最新前沿研究成果的纵览、概观与借鉴, 减少浩繁

文献查阅的辛劳, 节省更多的时间用于直接实验研究, 

从而在科研上收到事半功倍的功效. 主要对近 5 年来的

细胞内 CO、单糖(葡萄糖、β-半乳糖苷酶)、SO2、硫化

氢、NO、过氧(硫)化物探针、双光子硫醇/硫酚、1O2、

甲醛、次硝酸(HNO)、次氯酸(HClO)、超氧阴离子和过

氧亚硝酸根离子等双光子荧光探针进行了简要综述, 并

对其发展趋势和应用前景进行了展望. 

1  双光子 CO 探针 

CO 在许多病理过程中起着重要作用[14]. 在哺乳动

物的生理机能中, 内源性 CO 通过释放剂(CORMs)传递

给生理目标, 从而对生物具有调节作用和信号传递特 

性[15]. Brackmann 等[16]通过实验证明, 双光子激发诱导

荧光检测 CO, 与纳米脉冲相比, 皮秒双光子激发能显

著提高细胞中 CO 的信号强度且能减少 C2 自由基的干  

扰. 双光子 CO 探针一般是借助氧化还原反应的原理来

实现对 CO 的量化检测与生物成像. 这一作用可总结为

氧化还原脱落-信号输出法(Redox abscission-signal out-

put method, RA-SO) (图 1). 

 

图 1  氧化还原脱落-信号输出法 
Figure 1  Redox abscission-signal output method (RA-SO) 

1.1  咔唑并香豆素型双光子荧光团 

P1 是第一个用于活细胞和活体组织中 CO 成像的

双光子荧光探针, 受体为衍生于香豆素的有机钯络合

物, 双光子荧光团为咔唑并香豆素, 通过在咔唑并香豆

素的香豆素 3-位上引入一个重原子 Pd, 借助氧化还原

反应诱发 CO 还原重金属的可控释放, 并伴随质子转移, 

实现对 CO 的量化检测与成像(Eq. 1)[11]. P1 的性能参数: 

检测深度为 0～180 μm, 最大单光子吸收波长 λabs
OP＝

378 nm, 最大单光子发射波长 λem
OP＝477 nm, 最大双光

子激发波长 λex
TP＝740 nm, 最大双光子吸收截面 δmax＝
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50.1 GM, 检出限为 0.653 μmol•L－1 [14], 适应 pH 7～9, 

阴离子、活性氧物种、还原剂、NO 和 H2S 等都不产生

干扰, 探针对 CO 具有优良的特异性. 

 

2  双光子单糖探针 

2.1  双光子葡萄糖探针 

葡萄糖在生物体中扮演着极其重要的角色. 葡萄糖

的动态平衡与能量代谢紧密相关, 受胰岛素信号通道的

调节. 胰岛素分泌或胰岛素运行出差错则会导致血糖浓

度异常, 从而产生 2-型糖尿病、代谢综合症、高血压和

心血管疾病. 因此细胞、组织和有机体中葡萄糖的监控

相当重要. 双光子荧光葡萄糖探针正好能实现对生物葡

萄糖的实时动态监控. 

2.1.1  Acedan(2-乙酰基-6-氨基萘)型双光子荧光团硼

酸衍生物葡萄糖探针 

探针作用原理为光致电子转移(PET)机制(图 2), 即

探针未接合 (有时也叫络合 )待测物前 , 探针受体

(receptor)上的电子(一般为孤对电子)受光的激发, 跃迁

至荧光团(fluorophore)上, 发生荧光猝灭, 此时探针不

发荧光或荧光很弱; 而当探针接合待测物后, 探针受体

上的电子向待测物迁移, 不再跃迁至荧光团上, 荧光团

发出荧光. 

 

图 2  光诱导电子迁移机制 
Figure 2  Photoinduced electron transfer mechanism 

探针 P2 正是 PET 机制的运用, 以萘为荧光母体, 

以硼酸基团为受体(能螯合葡萄糖), 通过螯合葡萄糖后

荧光显著增强实现对葡萄糖的定量检测与显微[17]. P2

的性能参数为: λabs
OP＝366 nm, λex

TP＝780 nm, λem＝500 

nm, 检测深度为 80～150 μm, 在磷酸盐缓冲生理盐水

条件下, Ф＝0.16, 最大双光子发射截面 Фδmax＝85 GM, 

解离常数单光子荧光滴定 Kd
OP为(0.06±0.03) μmol•L－1, 

双光子荧光滴定 Kd
TP 为 (0.50±0.04)～ (0.06±0.03) 

μmol•L－1. 

O

N

HN NH
HO B

OHO
P2  

2.2  双光子 β-半乳糖苷酶探针 

对体内过度表达的酶活性进行监测, 以阐明酶的功

能, 还能准确诊断相关疾病. 半乳糖苷酶(β-Gal)催化 β-

半乳糖苷水解成单糖, 为卵巢癌和细胞衰老的重要标志

物.  

3.2.1  苯并噻唑萘型双光子荧光团 

探针 P3 作用机制如图 3 所示, 荧光团(F)通过连接

臂与受体(R)相连, 在半乳糖苷酶(β-Gal)的催化作用下, 

酰胺键发生水解断裂, 荧光团游离出来, 连在氮原子上

的酰基(吸电子基团)离去, 氮原子上的电子云更多地离

域到荧光团上, 因此发出更强的荧光, 即荧光增强效应. 

这一机制可概括为分解-信号输出法(Decomposition- 

signal output method, DSO) (图 3).  

 

图 3  分解-信号输出法 
Figure 3  Decomposition-signal output method (DSO) 

P3 的性能参数: λabs
OP＝334 nm, λex

TP＝740 nm,   

λem＝461 nm, Фδmax＝21 GM, Ф＝1.0. 对应分解产物

BSN 的性能参数: λabs
OP＝378 nm, λex

TP＝750 nm, λem＝

540 nm, Фδmax＝58 GM, Ф＝0.16. P3 分解成 BSN, 发射

波长发生红移, 溶液颜色由蓝色变为黄色(Eq. 2)[18]. 已

成功应用于生物医学和细胞老化的研究. 

2.2.2  萘二酰亚胺型双光子荧光团 

探针亦基于 DSO 原理, 同时利用分子内电荷迁移

(ICT)效应实现荧光增强 . 对 β-Gal 的传感机制 : 无

β-Gal, P4 的发射带 400～500 nm (λabs
OP＝360 nm), 460 

nm 激发无荧光, 因为 ICT 很弱; 有 β-Gal, P4 的糖苷键

被 β-Gal 催化水解, 变成了酚羟基, 在 560 nm 发出强烈

荧光(λabs
OP＝460 nm), 此时 ICT 增强(Eq. 3)[19].  

探针 P4 的性能参数: λex
TP＝750 nm, λem

TP＝560 nm, 

检测限为 4.0×10－5 U/mL, 对 β-半乳糖具有特异性. 该

探针对毒性低的溶酶体具有良好的靶向性. 

3  双光子 SO2探针 

探针检测原理一般是通过探针与 2
2 3SO / SO /  

3HSO 的加成反应生成新物质, 新物质荧光较探针荧 
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光强, 根据荧光增强来定量检测 2
2 3 3SO / SO / HSO  的

量. 这一原理可概括为加成-信号输出法(Addition reac-

tion-signal output method, ARSO) (图 4). 

 

图 4  加成-信号输出法 
Figure 4  Addition reaction-signal output method (ARSO) 

3.1  A-D-A 型咔唑衍生物双光子荧光团 

P5 与 P6 基于加成反应原理实现对 2SO /  
2
3 3SO / HSO  的检测与显微. 探针与被检物的加成存在

两种方式: 1,4-加成与 1,2-加成. 加成反应后荧光显著增

强(Scheme 1), 这表明共轭体系的电子云密度增大, 因

此应该 1,4-加成占主导. 探针 P5 和探针 P6 的的性能参

数分别: λabs
OP＝480, 482 nm; λem

OP＝360, 420 nm; 检测

限为 7.61 和 2021 nmol•L－1; δmax＝545, 1551 GM; 在加

入 3HSO 条件下, 探针 P5 的发射波长红移至 469 nm, 

吸收峰蓝移至 120 nm, 溶液由黄色变为无色; 而探针

P6 的发射波长则红移至 554 nm, 吸收峰蓝移至 420 nm, 

溶液由橙色变为黄色. P5 与 P6 均能监测生物系统中

SO2的变化情况[6]. 

基于 ARSO 原理的探针 P7 具有双发射峰(483↑, 

600 nm↓), 两峰强度比例从 0.043 增至 6.16 (Eq. 4). 其 

N
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N I
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N
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图式 1  P5 与 3HSO 的作用 
Scheme 1  Reaction of P5 with 3HSO  
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性能参数: λabs
OP＝475 nm; λem

OP＝483, 600 nm; λex
TP＝

720 nm; Фδmax＝81.2 GM; 检测限为 0.161 μmol•L－1 [20]. 

P7 能用于细胞中 2
2 3 3SO / SO / HSO  的显微. 

3.2  香豆素并派若宁型双光子荧光团 

由 P8 与 3HSO 反应生成 CP-SO3H 不难看出, 检测

机理为加成-信号输出法(Eq. 5), 探针 P7 属比率双荧光

探针(450, 645 nm), 有双吸收峰(380, 580 nm), 荧光团

为香豆素并派若宁 [21]. 无论是 380 nm 激发, 抑或是

580 nm 激发, 450 nm 的荧光强度递增, 而 645 nm 的荧

光强度递减. λex
TP＝760 nm, 探针 P8 的饱和荧光强度比

(I450/I645)从 0.13 增加到 100.14, 检测限为 0.39 μmol•L－1, 

可监测活细胞中的 SO2.  

 

3.3  D-π-A 型半菁染料双光子荧光团 

基于加成-信号输出法原理, P9 与 3HSO 加成后共

轭体系减小了(Eq. 6), 亦即发射峰与吸收峰波长均缩短

了(580→467 nm; 443→325 nm), 且短波吸收强度与短

波发射强度都逐渐增大, 而长波吸收强度与长波发射强

度恰好相反, 显然 P9 属比率双荧光探针[22]. 检测限为

2.67 nmol•L－1, 荧光最大比例提高 56 倍, 能够通过在活

细胞中比率荧光成像实时监测 SO2的变化情况. 

 

同样建构于 ARSO 传感原理上的探针 P10 同 P9 相

类似(Eq. 7), 具有 D-π-A 型半菁染料双光子荧光团, 其

性能参数: λabs
OP＝495 nm; λem

OP＝462, 583 nm; λex
TP＝

860 nm; 检测限为 0.11 μmol•L－1 [23]. P10 能用于细胞中
2

2 3 3SO / SO / HSO  的显微. 

3.4  Acedan(2-乙酰基-6-氨基萘)型双光子荧光团 

建构于加成-信号输出法原理的探针 P11 可用于线 

N O

O

O

O

N

SO3

N O

O

O

O

N

SO3

SO3

HSO3/SO3
2-

P10-SO3

P10

(7)

-

-

-

 

粒体靶位 SO2/SO3
2－/HSO3

－的检测与显微(Eq. 8). P9 兼

具双吸收峰(380, 510 nm)与双发射峰(500, 590 nm), 当

被加成后, 短波吸收与发射峰均增强, 而长波吸收与发

射峰则减弱, λex
TP＝760 nm, Фδmax＝100 GM[24]. 是生物

医学中研究含硫物种代谢的有效分子探针. 

 

荧光共振能量迁移(FRET)原理: 探针分子由两个

荧光团连接而成, 其中一个称为供体荧光团(提供荧光

作激发光源)(DF), 另一个称为受体荧光团(接受荧光作

为激发光源)(AF), 外加激发光激发 DF, DF 发出的荧光

作为激发光激发 AF 发出荧光(图 5). 

 

图 5  Förster 共振能量迁移机制 
Figure 5  Förster resonance energy transfer mechanism 

建构于加成-信号输出法(ARSO)机制的探针P12具

有双荧光团(Eq. 9), 一个为 Acedan 荧光团, 另一个为派

洛宁衍生物, 因此具有双发射峰(500↑, 640 nm↓), 同时 
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满足 FRET 原理. 与 2
2 3 3SO / SO / HSO  反应前, FRET 允

许, Acedan 发出的荧光作为激发光去激发派洛宁发出

640 nm 的荧光; 当反应后, FRET 禁阻, 仅 Acedan 发出

500 nm 荧光. 两个发射峰的荧光比例从 0.27 增至 7.35, 

增大了 27 倍. 其性能参数: λabs
OP＝378, 580 nm; λem

OP＝

500, 640 nm; λex
TP＝760 nm; Фδmax＝100 GM; 检测限为

26 nmol•L－1 [25]. P12 能用于细胞中 2
2 3 3SO / SO / HSO  的

显微. 

4  双光子 H2S 探针 

细胞内活性硫物种(RSS)是含硫生物分子的通用术

语. 这些分子在生理和病理过程中起着至关重要的作

用. 谷胱甘肽(GSH)是细胞内最丰富的非蛋白硫醇, 可

控制细胞内氧化还原活性、细胞内信号转导和基因调控. 

半胱氨酸(cysteine, Cys)与儿童生长缓慢、肝脏损伤、皮

肤损害以及肌肉和脂肪损失有关. 同型半胱氨酸(Hcy)

与阿尔茨海默病和维生素 B12 缺乏有关. H2S 是继一氧

化氮(NO)和一氧化碳(CO)之后的第三种气体递质. 在

生理水平上, H2S 调节细胞内氧化还原状态和基本信号

过程, 包括调节血管张力、心肌收缩力、神经传导和胰

岛素分泌. 细胞内 H2S 水平异常可引起多种疾病, 如阿

尔茨海默病、肝硬化、胃粘膜损伤、动脉和肺动脉高压

等. 因此体内 H2S 的实时动态检测与显微攸关生理状况

的诊断, 必须借助于双光子探针.  

4.1  萘二酰亚胺型双光子荧光团 

探针作用机制: 带叠氮基的荧光团几乎没荧光, 利

用硫化氢还原叠氮基成氨基, 此时荧光团发出强烈荧光

而输出信号 , 简称为叠氮基还原识别法(Azide group 

reduction recognition method, ARR)(图 6). 

 

图 6  叠氮基还原识别法 
Figure 6  Azide group reduction recognition method (ARR) 

基于 DSO 原理 , 利用 H2S 的酸性促使酰胺键

(CONH)水解将氨基解放出来, 提高氨基的供电子效应, 

增强荧光(Eq. 10)[26]. 性能参数: P13, λabs
OP＝370 nm, 

λex
TP＝740 nm, δmax＝152 GM, Ф＝0.15; P14, λabs

OP＝373 

nm, λex
TP＝730 nm, δmax＝119 GM, Ф＝0.10. P13 与 P14

均有双发射峰(468 nm↓, 530 nm↑), P13 与 P14 的荧光比

例 F530/F468分别从 0.35 和 0.28 增加到 3.37 和 2.02, 检

测限分别为 0.05 和 0.085 μmol•L－1, 探针溶液由无色变

为黄色, 荧光颜色由蓝色变为绿色, 荧光强度分别增加

8～17 倍和 5～7 倍.  

 

4.2  苯并噻唑二氢色烯并环戊酮型双光子荧光团  

迈克尔加成反应机制(Michael addition mechanism, 

MAM): 待测物(H2S)与探针分子中的不饱和键发生加

成反应, 提高荧光团的电子云密度, 增强荧光(图 7). 基

于 MAM 机制的探针 P15 (Eq. 11)的 Ф＝0.02, 当与 H2S

加成变成 P15-AP 后 Ф＝0.41. 其性能参数: λabs
OP＝350 

nm, 检测限为 41 nmol•L－1, 双发射峰(486 nm↓, 540 

nm↑)[27]. 在分析H2S的生理功能和病理作用方面具有较

高的应用潜能.  

 

图 7  迈克尔加成反应机制 
Figure 7  Michael addition mechanism (MAM) 

4.3  四氢氧杂蒽酮双光子荧光团 

猝灭基团脱落信号输出 (QGA-SO)原理 : 荧光团

(FP)连接一个荧光猝灭基团(QG), 此时荧光分子无荧

光; 当与分析物反应后猝灭基团脱落, 此时荧光团发出
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荧光,输出信号(图 8). 

O

NS

O

H3C

P15

H2S
OH

NS

O

H3C
SH

P15-AP

(11)

 

 

图 8  猝灭基团脱落信号输出原理 
Figure 8  Quenching group abscission-signal output (QGA-SO) 

基于 QGA-SO 作用原理的探针 P16 含有二硝基苯

猝灭基团(硝基为猝灭基)(Scheme 2), 不发荧光; 当与

H2S 发生亲核取代反应转变为酚后, 猝灭基团脱去, 此

时荧光团发出强烈荧光, 荧光增强达 120 倍(514 nm), 

λem＝514 nm, λex
TP＝780 nm, 检测限为 3.02 μmol•L－1, 

可用来实时监测活细胞或活体组织中的 H2S, 检测深度

达 170 μm[28]. 
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图式 2  P16 和 P17 分别与 H2S 和 HS－(H2S)的作用 
Scheme 2  Reaction of P16 and P17 with H2S and HS－ (H2S), 
respectively 

P17 (D-π-A-π-D)亦属于 QGA-SO 机制(Scheme 2), 

其检测限 83 nmol•L－1. P17-A 的性能参数: λabs
OP＝585 

nm, λex
TP＝800 nm, λem＝665 nm, Фδmax＝160 GM, Ф＝

0.15. P17 能用于细胞中 H2S 的显微[29]. 

4.4  Acedan(2-乙酰基-6-氨基萘)型双光子荧光团 

基于 FRET 原理的探针 P18 显现双吸收峰(DF: 378 

nm; RF: 578 nm)和双发射峰(DF: 497 nm; RF: 620 nm), 

最大荧光强度比率(I500/I625)增加 796 倍, 检测限为 0.3 

μmol•L－1, δmax＝155 GM. P20 发射出深红色荧光, 并随

着 H2S 的加入, 荧光逐渐消失, 发射蓝移, 能用于活体

中 H2S 的双光子成像, 检测深度为 90～180 μm[30].  

N O NH
C N N

O
N

P18

H

RF DF

O

O

+

 

探针P19属于MAM机制(Eq. 12), 所不同的是反应

后发生关环. P19 的性能参数: λabs
OP＝378 nm, λem＝524 

nm, 检测限 50 nmol•L－1. P19 能用于细胞中 H2S 的显 

微[31]. 

 

5  双光子 NO 探针 

一氧化氮(NO)一直被认为是参与心血管、免疫和神

经系统等多种生理和病理过程的重要信号分子. NO 的

失衡与许多疾病有关, 例如阿尔茨海默病、缺血-再灌注

损伤和肿瘤等, 研究表明 NO 能促进和抑制肿瘤的进展

和转移, 这取决于 NO 暴露的浓度和持续时间. 因此, 

体内 NO 实时检测与监控对健康与疾病诊断相当重要.  

5.1  邻苯二胺型受体 

5.1.1  尼罗红双光子荧光团 

邻苯二胺的两个氨基被 NO 氧化成苯骈三氮唑, 三

氮唑氨基上的孤对电子由于参与五元环共轭形成六电

子大 π 体系(π5
6), 不能跃迁至荧光团(F)上猝灭荧光, 即

PET 禁阻, 荧光团发出强烈的荧光. 这一机制可概括为

邻双氨基氧化-信号输出 (α-bisamino oxidation-signal 

output, OBAO-SO)(图 9). 其实探针未被 NO 氧化前, 氨

基上的孤对电子能跃迁至荧光团猝灭荧光, 探针不发荧
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光.  

 

图 9  邻双氨基氧化-信号输出 
Figure 9  α-Bisamino oxidation-signal output (OBAO-SO) 

探针 P20 的荧光团是尼罗红, 受体是邻苯二胺(Eq. 

13). 其性能参数: λabs
OP＝583 nm, λex

TP＝820 nm, λem＝

648 nm, 检测限 46 nmol•L－1, Фδmax＝38 GM, Ф(P20)＝

0.03, Ф(P20-N)＝0.42, 检测深度为 170 μm[32]. 已经成

功地用于检测活细胞中内源性和外源性产生的 NO.  
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5.1.2  苯并噻唑喹啉型双光子荧光团 

基于OBAO-SO 机制的探针P21 的荧光团是苯并噻

唑喹啉, 受体是邻苯二胺(Eq. 14). 其性能参数: λabs
OP＝

408 nm, λex
TP＝810 nm, λem＝535 nm, Фδmax(P21-N)＝52 

GM, 检出限为 0.084 μmol•L－1, 检测深度为 90～180  

 

μm, 荧光增强 12 倍[33].  

5.2  硅-罗丹明型双光子荧光团 

罗丹明上仲氨基(含一个氢原子)能被 NO 氧化脱氢, 

氧化产物荧光显著增强, 而探针本身荧光很弱. 该机制

总结为仲氨基氧化-信号输出(Secondary amino oxida-

tion-signal output)(图 10).  

 

图 10  仲氨基氧化-信号输出法 
Figure 10  Secondary amino oxidation-signal output 

P22 探针是首个以 Si-罗丹明为荧光载体的“近红外

激发与近红外发射”的双光子荧光探针, 荧光团是硅-

罗丹明(SiR)衍生物, 受体是 4-甲氧基-甲基苯胺(Eq. 

15)[34]. 其性能参数: λabs
OP＝651 nm, λex

TP＝820 nm,   

λem＝672 nm, 检测限 14 nmol•L－1, Фδmax(P22)＝0.14 

GM, Фδm a x(P22-NO)＝64 GM, Ф(P22)＝0.002, 

Ф(P22-NO)＝0.23, 检测深度为 200 μm[34]. 可用于生物

和生物医学中 NO 的检测和肿瘤发育中 NO 的监测.  

N Si N
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Si NN
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NO

O
NO
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6  双光子过氧(硫)化物探针 

6.1  双光子过氧化氢探针 

H2O2 在多种代谢转运中起着至关重要的作用, 最

近研究表明, H2O2的过量产生与癌症、糖尿病和心血管

疾病有关. 因此, 监测 H2O2在活细胞、组织和生物体内

的产生对了解 H2O2 在生物学中的作用尤其重要. 因此

开发用于体内 H2O2 检测与显微的双光子荧光探针, 可

以获知内源性 H2O2动态变化及与疾病、衰老的关系.  

6.1.1  A-π-D 型半菁染料双光子荧光团 

氧化石墨烯量子点(TPGQD420, λabs
OP＝350 nm)作

为供体荧光团 DF, 吸附作为受体荧光团 AF 的 P23 (Eq. 

16), 740 nm 的激光激发 TPGQD420 发出 420 nm 的光作

为激发光源, 再次激发 P23 使之发出 537 nm 的绿色荧

光; 当 P23 被 H2O2氧化后, P23-OP 发不出 537 nm 的绿

色荧光, 此时 FRET 机制禁阻, 仅是 TPGQD420 发出的
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蓝色荧光. 总的原理属于FRET(图11). 探针P23的荧光

团是花菁素, 受体是 BMC3[35]. P23 的性能参数: λabs
OP＝

420 nm, λex
TP＝740 nm, λem＝537 nm, 检测限 0.05 

μmol•L－1. 可通过实时监测荧光比率(F429/F537)的改变来

检测浓度为 0.2～40 μmol•L－1的H2O2的变化情况, 检测

深度为 0～600 μm[35].  

 

图 11  TPGQD420 探针识别 H2O2的机理 
Figure 11  Mechanism of recognition H2O2 by TPGQD420- 
probe 

6.1.2  萘二酰亚胺型双光子荧光团 

探针P24含有α,β-不饱和酮, 易被H2O2氧化发生双

键断裂, 形成新的羰基, 共轭体系缩小, 且荧光团(F)的

电子云密度增大, 荧光增强. 可将这一作用机制总结为

α,β-不饱和酮氧化-信号输出(α,β-unsaturated ketone oxi-

dation-signal output, UKO-SO) (图 12). 其性能参数 : 

λabs
OP＝425 nm, λex

TP＝750 nm, λem＝485 nm, 检测限为

2.1×10－7 mol•L－1, 检测深度为 120 μm [36]. 可用于双光

子荧光成像技术监测生物系统中的 H2O2 (Scheme 3).  

 

图 12  α,β-不饱和酮氧化-信号输出法 
Figure 12  α,β-Unsaturated ketone oxidation-signal output 
(UKO-SO) 

 

图式 3  P24 与 H2O2的作用 
Scheme 3  Reaction of P24 with H2O2 

6.2  双光子过硫化氢探针 

6.2.1  苯并噻唑喹啉型双光子荧光团 

基于 DSO 原理的探针 P25 的荧光团与受体分别为

苯并噻唑喹啉和 2-氟-5-硝基苯甲羧基, 当受体 2-氟-5-

硝基苯甲羧基与 H2S2作用脱除后, P25 转变为 P25-DP, 

带一个酚羟基, 供电子能力增强, 发生 ICT 效应, 荧光

增强(Eq. 18). 它们的性能参数: λabs
OP(P25)＝368 nm, 

λabs
OP(P25-DP) ＝ 362 nm, λex

TP(P25-DP) ＝ 730 nm,    

λem(P25)＝536 nm, λem(P25-DP)＝534 nm, Фδmax(P25- 

DP)＝50 GM, Ф(P25)＝0.01, Ф(P25-DP)＝0.57, 检测限

0.5 μmol•L－1, 检测深度为 245.8 μm[37]. 探针 P25 具有

57 倍的荧光增强, 首次实现了对活细胞中由过量胱硫

醚- β-合成酶和胱硫醚-γ-裂解酶产生的内源性 H2S2 的可

视化.  

 

6.2.2  四氢氧杂蒽酮双光子荧光团 

探针 P26 亦是基于 DSO 原理(Eq. 18). 荧光团与受

体分别为香豆素和 2-氟-5-硝基苯甲羧基, 其实是通过
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香豆素酚与 2-氟-5-硝基苯甲酸酯化而成, 由于硝基是

强吸电子基, 荧光团上的电子能量高于受体, 电子跃迁

至受体上(而不能从受体迁移至荧光团上, 即 ICT 受阻), 

发生PET机制, 荧光猝灭; 当与H2S2作用后, 受体脱去, 

转变成P26-DP, 此时 PET禁阻, 发生 ICT机制, 荧光增

强. 它们的性能参数: λabs
OP(P26-DP)＝450 nm, λem(P26- 

DP)＝512 nm, Фδmax(P26-DP)＝500 GM, 检测限为

1.52×10－7 mol•L－1, 检测深度为 200 μm[38]. 

 

6.2.3 (2-乙酰基-6-氨基萘)-罗丹明红双光子荧光团 

2-乙酰基-6-氨基萘(Acedan)作为供体荧光团DF, 罗

丹明红(Rhod red)作为受体荧光团 AF, 同时 AF 接有 2-

氟-5-硝基苯甲酰基, 由于硝基是强吸电子基, 罗丹明红

上的电子跃迁至硝基上, 即 PET-on, 荧光猝灭, 此时只

有 DF 发出 448 nm 蓝色荧光; 当 P27 与 H2Sn反应后, 2-

氟-5-硝基苯甲酰基脱除, 此时 PET 禁阻, DF 发出的 448 

nm 蓝色荧光作为激发光源, 激发 AF 发出 541 nm 黄色

荧光. 因此出现双荧光, 可进行荧光比例检测与显微, 

属 于 FRET 原 理 (Scheme 4). 它们 的性 能参 数 :     

λabs
OP(P27)＝370 nm, λabs

OP (P27-DP)＝511 nm, λex
TP＝

740 nm, λem(P27)＝ 448 nm, λem(P27-DP)＝ 541 nm,

δmax(P27-DP)＝27 GM, 检测限为 0.7 μmol•L－1 [39]. 可用

于活体中 H2Sn的显微. 

7  双光子硫醇/硫酚探针 

包括谷胱甘肽(GSH)、半胱氨酸(Cys)和同型半胱氨

酸(Hcy)在内的小分子生物硫醇在维持细胞氧化还原动

态平衡中起着重要作用. 它们的含量异常攸关多种疾

病, 如水肿、颈动脉粥样硬化、阿尔茨海默病和帕金森

病. 生物硫醇的重要作用促使研究人员开发有用的方法

来检测生物系统中的生物硫醇. 双光子荧光探针恰是满

足这一要求的必选对象.  

7.1  D-π-A 型半菁染料双光子荧光团 

生物硫醇探针P28的传感机理: Cys与α,β-不饱和羰

基基团发生迈克尔 1,4-加成生成硫醚中间体七元环化合

物, P28 脱去丙烯酰基, 转变成 P28-DP, 此时 ICT 允许, 

荧光增强 , 总的原理仍属于 DSO 原理 (Scheme 5).     

Ф(P28)＝0.04, Ф(P28-DP)＝0.12. 若 H2S 与 P28 的半菁

基反应, 得到加合物 P28-AP, Ф(P28-AP)＝0.03. 因此, 

探针只与 Cys 作用后荧光增强 . 它们的性能参数 :  

λabs
OP(P28-DP) ＝ 460 nm, λex

TP(P28-DP) ＝ 780 nm,    

λem(P28-DP)＝594 nm, δmax(P28-DP)＝24 GM, 检测限

为 0.35 μmol•L－1 [40].  

7.2  四氢氧杂蒽酮双光子荧光团 

基于 DSO 原理的探针 P29 的荧光团为四氢氧杂蒽

酮 (Eq. 19), 其 性 能 参 数 : λabs
OP(P29) ＝ 358 nm,      

λabs
OP(P29-DP)＝398, λem(P29-DP)＝509 nm, λex

TP(P29- 

DP)＝740 nm, Фδmax(P29-DP)＝19.8 GM, Ф(P29)＝

0.095, 检测限为 53.1 nmol•L－1 [41]. 
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图式 4  P27 与 H2Sn的作用 
Scheme 4  Reaction of P27 with H2Sn 
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图式 5  P28 与半胱氨酸的作用 
Scheme 5  The reaction of P28 with cysteine
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O
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7.3  萘酰亚胺型双光子荧光团 

P30 的荧光团连接 2,4-二硝基苯磺酰基, 硝基为强

吸电子基, 荧光团上的电子向硝基转移, 即 PET-on, 荧

光猝灭; 当与硫醇反应后, 2,4-二硝基苯磺酰基脱落, 荧

光团上的电子不能向哌嗪转移, 即PET-off, 荧光团发出

荧光, 此时哌嗪基氮原子上的电子通过 ICT 向荧光团电

子转移, 促使荧光增强(Eq. 20). 探针主要通过分解反应

来发出荧光信号, 因此属于 QGA-SO 原理. 它们的性能

参数: λabs
OP(P30-DP)＝368 nm, λex

TP(P30-DP)＝805 nm, 

λem(P30-DP)＝540 nm, 检测限为 2.14 (GSH)和 4.87 

(Hcy) μmol•L－1; 检测深度为 20～140 μm [42].  

7.4  BODIPY 并苯并噁唑萘型双光子荧光团 

探针P31传感机制同P30完全相同(Eq. 21), 所不同

的是荧光团, P31 的荧光团为 BODIPY 并苯并噁唑萘, 

属 D-π-A 型结构, 受体是 2,4-二硝基苯磺酰基. 它们的

性能参数: λabs
OP(P31)＝396, 564 nm, λabs

OP(P31-DP)＝

420 nm, λex
TP(P31-DP)＝780 nm, λem(P31)＝570 nm, 

λem(P31-DP)＝ 480, 586 nm, Фδmax(P31-DP) ＝ 116.45 

GM, 检测限为 4.9 nmol•L－ 1, 检测深度为 90～220 

μm[43]. 

7.5  苯并噻唑萘型双光子荧光团(2,4-二硝基苯受体) 

探针 P32 的荧光团为苯并噻唑萘, 其传感机制为: 

P32 接有 2,4-二硝基苯氧基, 由于硝基的强吸电子效应, 

荧光团上的电子跃迁至硝基上, PET-off 出现, 荧光猝 
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灭; 当与巯基(硫醇、苯硫酚与巯基氨基酸)反应后, 2,4-

二硝基苯氧基脱除, 此时酚羟基上的电子发生 ICT-on, 

导致荧光团电子云密度增大, 荧光增强. 归属于DSO原
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理 (Eq. 22). 它们的性能参数 : λabs
OP(P32)＝333 nm,  

λabs
OP(P32-DP)＝344, 402 nm, λex

TP(P32-DP)＝720 nm, 

λem(P32-DP)＝425, 505 nm, Фδmax(P32-DP)＝72.19 GM, 

检测限为 9.6 nmol•L－1, 检测深度为 40～155 μm[44]. 
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7.6  苯并噻唑萘型双光子荧光团(丙烯羧基苄氧羰基受

体) 

探针 P33[45]与 P3(β-半乳糖苷酶探针)的结构接近, 

传感机制也相同, 遵循 DSO 原理(Eq. 23). 具体地说, 

P33 的荧光团连接丙烯羧基苄氧羰基, 此基团为吸电子

基, 与萘相连的氮原子上的电子不能跃迁至荧光团上, 

即 ICT-off 发生, 反而是荧光团的电子向丙烯羧基苄氧

羰基迁移, 此时荧光团两端相当于连接有两个吸电子基

[左边: CON(CH3); 右边: CONH], 共轭体系发射波长自

然变小, 因此为短波发射(λem＝460 nm), 但荧光较强(Ф

＝0.75)[46]; 当与 Cys 反应后, 丙烯羧基苄氧羰基脱去, 

氨基游离出来, 其氮原子上的电子离域至荧光团上, 荧

光团左端为给电子基, 右边为吸电子基, 形成推-拉电

子效应, 发射波长增大, 为长波发射(λem＝540 nm). 可

用于半胱氨酸的显微. 它们的性能参数: λabs
OP(P33)＝

335 nm, λabs
OP(P33-DP)＝376 nm, λex

TP(P33)＝740 nm, 

λex
TP(P33-DP)＝750 nm, λem(P33)＝460, λem(P33-DP)＝

540, 505 nm, Фδmax(P33)＝27 GM, Фδmax(P33-DP)＝82  
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GM, Ф(P33)＝0.75, Ф(P33-DP)＝0.34, 检测限为 0.81 

μmol•L－1, 检测深度为 90～180 μm[45]. 

7.7  4-(二氰亚甲基)苯并吡喃与苯代乙烯型双光子荧

光团 

探针 P34 的传感机制为 DSO (Eq. 24), 其荧光母体

苯并二氰甲基-4H-吡喃, 它的分解产物为P34-DP, 两者

的性能参数: λabs
OP(P34)＝440 nm, λabs

OP(P34-DP)＝480 

nm, λem(P34-DP)＝640 nm, 检测限为 21 nmol•L－1 [47].  
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7.8  香豆素并香豆素型双光子荧光团 

基于 DSO 原理的探针 P35 的荧光团为香豆素并香

豆素 (Eq. 25), 其性能参数 : λabs
OP(P35) ＝ 445 nm,     

λem(P35)＝535 nm, λex
TP(P35)＝850 nm, 检测限为 0.388 

μmol•L－1 [48] . 
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7.9  苯并香豆素型双光子荧光团 

基于 FRET 原理的探针 P36 (Eq. 26)的光子荧光团

为苯并香豆素, 同时连有一个单光子荧光团, 与半胱氨

酸反应前 FRET 禁阻, 双光子荧光团发出 460 nm 荧光, 

单光子荧光团不发荧光; 当反应后, 双光子荧光团发出

的荧光经 FRET 机制传输给单光子荧光团, 诱导其发出

580 nm 荧光 . 其性能参数 : λabs
OP(P36)＝ 330 nm,    
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λabs
OP(P36-DP)＝410 nm, λem(P36)＝460 nm, λem(P36- 

DP)＝580 nm, λex
TP(P36)＝750 nm, Фδmax(P36)＝50 GM. 

P36 的双荧光峰强度比例从 1 增至 36.6, 能用于细胞中

半胱氨酸的成像[49]. 
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8  双光子 1O2探针 

P37 由萘二酰亚胺与蒽两个荧光团构成, 萘二酰亚

胺上电子通过光诱导电子迁移跃迁至蒽上 , 发生

PET-on, 荧光猝灭; 当蒽捕获单线态氧后, 蒽的电子云

密度升高, 接受电子的能力大为减弱, 此时萘二酰亚胺

上电子不能跃迁至蒽上, 即PET-off, 因此发出强烈的荧

光(Eq. 27). 仍属于DSO 原理. 它们的性能参数: λabs
OP＝

370 nm, λex
TP＝820 nm, λem＝536 nm, 检测深度为 57～

156 μm [50]. 是首个用于检测线粒体光动力学治疗(PDT)

过程中单线态氧的双光子荧光探针, 对 1O2 具有较高的

选择性.  
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9  双光子甲醛探针 

甲醛(FA)可引起严重的中枢神经系统损伤、癌症甚

至死亡. 在赖氨酸特异性脱甲基酶 1 (LSD1)和半胱胺敏

感胺氧化酶(SSAO)的催化下, 体内产生 FA. FA 的异常

积累导致 FA 胁迫, 通过蛋白质的超修饰和错折叠以及

DNA 交联而产生细胞毒性. FA 水平升高与癌症、糖尿

病、神经组织退化等疾病都有直接的关系. 阿尔茨海默

病模型动物脑组织中发现异常高浓度的FA, 可诱导 τ蛋

白过度磷酸化和聚合, 并引发 β-淀粉样蛋白错折叠和聚

集. 所有这些改变使神经元网络进一步退化, 最终导致

认知功能衰退和记忆障碍. 有助于全面了解神经退行性

疾病的发病机制和降低 FA 水平的医学方法的发展都有

赖于双光子荧光 FA 探针的开发.  

9.1  萘二酰亚胺双光子荧光团连香豆素单光子荧光团 

P38 含有吗啉基团, 旨在定靶溶酶体(lysosomes), 

还含有萘二酰亚胺与香豆素两个荧光团. 由于二者的激

发波长大概都为 λabs
OP＝370 nm, 很难发生 FRET 机制, 

由于 PET 允许, 香豆素荧光团不发荧光, 因此仅萘二酰

亚胺荧光团发荧光(λem＝566 nm). 当与 FA 反应后, P38

解体为两个荧光分子, 此时萘二酰亚胺荧光团因PET允

许不发荧光, 只香豆素荧光团发荧光(λem＝505 nm). 总

的原理属 DSO (Eq. 28). 它们的性能参数: λabs
OP＝370 

nm, λex
TP＝800 nm, λem(P38)＝566 nm, λem(P38-DC)＝

505 nm, 检测限为 1.50 μmol•L－1, 检测深度为 150 

μm[51].  
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9.2  萘二酰亚胺型双光子荧光团 

在荧光团上连接一个受体基团(识别 HCHO), 基团

与HCHO反应后, 基团的供电子性(Electron-donating)或

吸电子性(Electron-Accepting)发生逆转, 亦即受体基团

由原来的供电子基(Donor, D)或吸电子基(Acceptor, A)

逆转为吸电子基或供电子基, 输出荧光信号. 这一机制

称为基团反应变性-信号输出(GRD-SO)(图 13).  

 

图 13  基团反应变性-信号输出法 
Figure 13  Group reaction denaturation-signal output method 
(GRD-SO) 

P39 亦含有吗啉基, 用于定靶溶酶体, 由于 PET 允

许而荧光猝灭; 当与 FA 反应后, 原来的氨基(D)变成亚

氨基(A)(氮原子由 sp3 杂化转变为 sp2 杂化), 即碳氮双

键, 此时氮原子上的电子受原子核束缚力加大, 难以跃

迁至萘二酰亚胺荧光团上, PET 禁阻, 发出荧光. 探针

传感属于 GRD-SO 原理(Scheme 6). 它们的性能参数: 

λabs
OP＝440 nm, λem(P39-RP)＝543 nm, Ф(P39-RP)＝

0.31, 检测限为 5.02 μmol•L－1 [52].  

探针 P40[53]与探针 P39 基本相同(Scheme 6), 性质

也大体相同, 只是不能定靶溶酶体, 在此不赘述.  
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图式 6  P39 和 P40 分别与 HCHO 的作用 
Scheme 6  The reaction of P39 and P40 with HCHO, respec-
tively 

P41 含有 4'-氨基烯丁基, 能专一识别甲醛, 氨基上

的电子能跃迁至萘二酰亚胺荧光团上, PET 允许, 荧光

减弱[Ф(P41)＝0.469]; 当 4'-氨基烯丁基(D)与甲醛反应

生成甲酰基(A)后, PET机制不存在, 此时发生 ICT效应, 

荧光增强[Ф(P41-RP)＝0.74]. 探针亦属于 GRD-SO 原

理 (Eq. 29). 它们的性能参数 : λabs
OP(P41)＝448 nm,  

λabs
OP(P41-RP) ＝ 415 nm, λem(P41) ＝ 550 nm,         

λem (P41-RP)＝520 nm, 检测限 5.00 μmol•L－1 [54]. 可用

于活体组织中 FA 的成像. 

 

9.3  D-π-D 型 Acedan 双光子荧光团 

P42 含有 4'-氨基烯丁基(甲醛受体), 探针属于

D-π-D 型电子结构, 一端为氨基给电子基, 另端为取代

烃基(D)给电子基, 属于 ICT 效应, 显然发射波长要小

(438 nm); 当与甲醛反应后, 取代烃基转变为甲酰基

(A), 此时, 产物 P42-RP 属于 D-π-A 型电子结构, 开成

推-拉电子效应, 双光子吸收增强, 仍是 ICT 效应, 同时

发射波长红移(533 nm), 反应前后发射波长不一样, 形

成比例双荧光 , 可进行比例分析 . 探针传感同属于

GRD-SO 原理(Eq. 30). 它们的性能参数: λabs
OP(P42)＝

400 nm, λabs
OP(P42-RP)＝405 nm, λex

TP(P42)＝760 nm, 

λem(P42)＝438 nm, λem(P42-RP)＝533 nm, Ф(P42)＝

0.92, Ф(P42-RP)＝0.17, 检测限为 10.00 μmol•L－1 [55].  

N

NH

OMe

N

CHO
HCHO

ICT

ICT

e

e

P42 P42-RP

(30)

 

基于 GRD-SO 传感机制的探针 P43 与 P42 比较类

似, 但不同的是, 与 HCHO 反应前萘环上的电子通过

PET 模式跃迁至硝基苯上, 荧光猝灭(Eq. 31). 当 P43 与

HCHO 反应后发生 ICT 效应, 发出荧光. 它们的性能参

数: λabs
OP(P43-RP)＝380 nm, λex

TP＝780 nm, λem(P43- 

RP)＝526 nm, 检测限 0.2 μmol•L－1 [56]. 

10  双光子次硝酸探针 

次硝酸(HNO)为 NO 的单电子还原形式, 由于其生

物学功能和在哺乳动物系统中的许多潜在药理作用, 近 
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年来受到了广泛的关注. 例如, HNO 在临床上被用作酒

精的阻吓剂, 具有抗癌作用, 在治疗心力衰竭、保护组

织免受再灌注损伤等方面有着广阔的应用前景. 因此, 

建立有效的 HNO 检测方法具有重要的意义. 

10.1  黄蒽衍生物双光子荧光团 

探针 P44 遵循 QGA-SO 传感机制, 与 HNO 反应前, 

没有荧光, 反应后邻二苯基磷基苯甲酰基(HNO 识别基

团)脱落 , P44 转化成 P44-DP 发出荧光(Scheme 7). 

P44-DP 的性能参数: λabs
OP(P44-DP)＝556 nm, λex

TP(P- 

44)＝800 nm, λem(P44-DP)＝638 nm, Фδmax(P44-DP)＝

90 GM, 检测限为 65 nmol•L－1 [57]. 

10.2  四氢氧杂蒽酮双光子荧光团 

建构于 QGA-SO 传感机制的探针 P45 与 HNO/H2O

反应前无荧光 , 反应后邻二苯基磷基苯甲酰基脱落 , 

P45 转化成四氢氧杂蒽酮酚 P45-DP 发出荧光(Eq. 32). 

P45-DP 的性能参数: λabs
OP(P45-DP)＝354 nm, λex

TP(P- 

45-DP)＝860 nm, λem(P45-DP)＝512 nm, Фδmax(P45-  

DP)＝270 GM, 检测限 59 μmol•L－1 [58]. 可用于细胞中

HNO 的显微. 

11  双光子次氯酸探针 

次氯酸(HClO)是活性氧物种(ROS)家族中的一种高

效氧化剂, 它是由活性噬菌细胞产生的髓过氧化物酶催

化过氧化氢与氯化物反应而产生的. 内源性 HClO 是病

原入侵过程中先天防御致病菌的杀菌剂. 然而, 不可控

的 HClO 生成会导致组织和器官的损伤 . 为了阐明

HClO水平与相关病理生理过程的相互关系, 如何可靠、

准确地监测复杂生理网络中 HClO 浓度的细微变化, 是

研究 HClO 水平与病理生理过程密切相关的主要问题. 

幸运的是, 双光子荧光探针法为实时显示活细胞和动物

模型中的分子事件提供了一种有效的方法, 为 HClO 生

物学的全面探索和操作提供了便利.  

11.1  香豆素型双光子荧光团 

探针P46属于RA-SO传感机制, 含有HClO识别基

团苯硒 , 与 HClO 反应后苯硒基脱落 , P46 转化成

P46-DP 发出荧光. 探针具有双发射峰, 两发射峰最大

强度比 I618/I495＝241 (Eq. 33). 它们的性能参数: λabs
OP 

(P46)＝450 nm, λabs
OP(P46-DP)＝580 nm, λex

TP(P46)＝

800 nm, λem(P46)＝495 nm↓, λem(P46-DP)＝618 nm↑[59]. 

11.2  D-π-D 型喹啉双光子荧光团 

探针 P47 采用 RA-SO 传感机制(Eq. 34), 与 HClO

反应前分子属 D-π-D 型结构, 反应后则逆转为 D-π-A 型

结构, 由于形成推-拉电子结构, 发射波长显著增大, 由

反应前的 492 增至 562 nm, 形成双发射峰, 两发射峰最

大强度比 I562/I492＝0.8～12.5, 可进行比例分析. 它们的

性能参数: λem (P47)＝492 nm↓, λem(P47-DP)＝562 nm↑, 

λex
TP(P47)＝810 nm, λex

TP(P47-DP)＝820 nm, Фδmax(P- 

47)＝25 GM, Фδmax(P47-DP)＝37 GM, 检测限为 89 

nmol• L－1 [60]. 

12  双光子超氧阴离子探针 

广泛存在于生命系统中的活性氧物种(ROS)在哺乳

动物巨噬细胞的严重毒理学机制中起着极其重要的作

用. 超氧阴离子( 2O )是其他 ROS 的主要前体物, 反映
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图式 7  P44 与 HNO 的作用 
Scheme 7  Reaction of P44 with HNO 
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细胞和组织中ROS的水平. 大量证据表明, 进行性神经

退行性疾病和感光细胞损伤都是由 2O 引起的, 为了进

一步揭示 2O 与氧化应激所致疾病的关系, 开发双光子

荧光探针识别和跟踪细胞和组织中 2O是相当重要的. 

12.1  Acedan 双光子荧光团连罗丹明类单光子荧光团 

建构于 RA-SO 传感机制的探针 P48 含有三氟甲磺

酰基识别 2O (Eq. 35), 与 2O 反应后三氟甲磺酰基脱

落, P48 转化成 P48-DP. 探针具有双发射峰, 两发射峰

最大强度比 I550/I425＝0.15～6.72. 它们的性能参数 :  

λabs
OP(P48-DP) ＝ 511 nm, λem(P48) ＝ 425 nm↓, 

λem(P48-DP)＝550 nm↑, 检测限 83 nmol•L－1 [61].  

12.2  BODIPY 并苯并噁唑萘型双光子荧光团 

酚醌转换机制(Phenol conversion into quinone- sig-

nal output method, PCQ-SO)(图 14): 酚类物质可进一步

被 2O氧化为醌类, 氧化前后两种物质的荧光发生变化, 

根据荧光变化检测 2O . 

 

图 14  酚醌转换机制 
Figure 14  Phenol conversion into quinone-signal output meth-
od (PCQ-SO) 
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建构于 PCQ-SO 机制的探针 P49 含有萘、苯并噁唑

和 BODIPY 三个荧光团(Eq. 36), 苯并噁唑萘吸收的双

光子通过沿化学键能量传递(TBET)模式将能量转移给

BODIPY, BODIPY 发生能级跃迁, 发出荧光; 当酚羟基

被氧化, 基团苯酚转变成苯醌, 此时通过 TBET 模式传

递的能量不再局限于 BODIPY, 而是由 BODIPY 与苯醌

通过共轭桥(C＝C)形成的大的共轭体系, 由于共轭体系

大 , 此时发出更长波长的荧光 . 它们的性能参数 :   

λabs
OP(P49)＝390 nm, λabs

OP(P49-RP)＝576 nm, λem(P-  

49)＝480 nm↓, λem(P49-DP)＝596 nm↑, λex
TP(P49)＝780 

nm, Фδmax(P49)＝75 GM, 检测限为 95.1 nmol•L－1[62]. 
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13  双光子过氧亚硝酸根离子探针 

过氧亚硝酸盐(ONOO−)是由一氧化氮(NO)和超氧

阴离子( 2O )反应生成的最重要的活性氧(ROS)之一. 
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它具有较高的反应活性, 因而在生理和病理过程中寿命

较短. 过量的 ONOO−会对细胞生物大分子造成严重损

害, 如酪氨酸残基、巯基蛋白、DNA 和不饱和脂肪酸的

脂类, 通过氧化或硝化导致癌症、糖尿病、阿尔茨海默

病、帕金森氏病、亨廷顿病和炎症性疾病等. 最近的研

究揭示了 ONOO−也参与细胞信号转导和细胞凋亡. 因

此, 对细胞过氧亚硝酸盐的监测引起了人们的广泛关

注, 以阐明其细胞的生理功能和病理机制, 从而提供过

氧亚硝酸根相关疾病的诊断. 

13.1  4-(二氰亚甲基)苯并吡喃与苯代乙烯型双光子荧

光团 

建构于 RA-SO 传感机制的探针 P50 的荧光团为

4-(二氰亚甲基)苯并吡喃与苯代乙烯(CCPS), 含有二苯

基磷酰基(2PP, 荧光猝灭基团), 此时 ICT禁阻, P50本身

无荧光; 当与 ONOO−(过氧亚硝酸根离子)反应后, 2PP

脱落, 酚羟基上的电子转移至 CCPS 上, ICT 允许, 发出

荧光(Eq. 37). 它们的性能参数: λabs
OP(P50)＝415～440 

nm, λabs
OP(P50-AP)＝570 nm, λem(P50-AP)＝690 nm, 检

测限为 4.62 μmol•L－1 [63].  
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13.2  萘二酰亚胺型双光子荧光团 

基于 RA-SO 传感机制的探针 P51 含有萘二酰亚胺

荧光团, 且带有对硝基苯代草酰基(NPO), 与 ONOO−反

应前, ICT禁阻, 无荧光; 反应后, ICT允许, 氨基氮原子

上的电子跃迁至荧光团上, 发出荧光(Eq. 38). 它们的性

能参数: λabs
OP(P51)＝375 nm, λabs

OP(P51-AP)＝430 nm, 

λem(P51)＝454 nm↓, λem(P51-AP)＝560 nm↑, λex
TP＝800 

nm, Фδmax(P51)＝95 GM, Фδmax(P51-AP)＝193 GM, 检

测限 25 nmol•L－1 [64]. 

14  结论与展望 

生物小分子在新陈代谢、生长发育和生命衰老中都

起着至关重要的作用, 研究生物小分子在生命体中的作

用机制与演变历程可以揭开生命的奥秘, 为疾病治疗和

生命延长提供莫大的帮助. 生物小分子在体内的含量是

比较恒定的, 过高过低都会影响身体健康, 引发疾病,  

 

甚至危及生命. 因此, 适时了解生物小分子的变化情况

能为疾病预防提供恰当的应对措施. 为达此目的, 人们

开发了各种检测生物小分子的方法. 而双光子荧光探针

以其无与伦比的诸多优点而成为检测生物小分子的首

选对象, 借助于双光子荧光显微成像, 可以实现直观

地、便捷地对生物小分子进行实时动态三维观测和监控. 

本文综述了近 10 年发展起来的用于生物体内的 CO、单

糖(葡萄糖、β-半乳糖苷酶)、SO2、硫化氢、NO、过氧(硫)

化物探针、双光子硫醇/硫酚、1O2、甲醛、次硝酸(HNO)、

次氯酸(HClO)、超氧阴离子和过氧亚硝酸根离子显微的

双光子荧光探针, 介绍了他们的结构与性能, 并系统全

面地阐述了它们的传感机制. 这些探针都有一个显著的

缺点, 它们的双光子发射截面相当小, 一般都低于 100 

GM, 这会影响检测的准确度与成像的清晰度; 这些探

针还有一个不足之处, 发射波长不够大, 距理想的近红

外成像窗口 650～900 nm 有不小的差距, 这也会影响动

态成像的分辨率. 此外, 某些探针在检测时对分析物的

响应相当慢, 甚至长达半个小时以上, 影响检测的准确

度, 也易于遭受其它物质的干扰. 因此, 开发性能优良

的双光子荧光团是未来努力的重点. 由于生物小分子千

千万万, 因此开发这些小分子显微的双光子荧光探针任

重道远, 比如激素分子、辅酶、刺激因子、调节因子、

维他命等, 都亟待新的双光子荧光探针分子的问世. 相

信不久的将来, 生物小分子显微用双光子荧光探针会越

来越多、蓬勃发展, 也必会为生物研究、生命奥秘的揭

开与疾病攻克作出莫大的贡献. 
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