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高灵敏线粒体靶向近红外二氧化硫荧光探针的开发及细胞、 

小鼠成像研究 

李  芳    唐永和    郭  锐    林伟英* 
(广西电化学能源材料重点实验室  广西大学光功能材料与化学生物学研究院  广西大学化学化工学院  有色金属及

材料加工新技术教育部重点实验室  广西有色金属及特色材料加工重点实验室  南宁 530004) 

摘要  二氧化硫(SO2)及其衍生物(亚硫酸盐、亚硫酸氢盐等)作为活性硫物种的重要组成部分, 与生命体的生理过程有

着密切的关系. 此外, 摄入过量的 SO2会对呼吸系统造成不可修复的损伤, 例如呼吸系统损伤、心脑血管和神经疾病等. 

近红外发射荧光探针具有较强的组织穿透能力, 可以有效地检测活体内的生物分子. 因此, 设计了一种基于迈克尔加

成(Michael Addition)机理的线粒体靶向近红外 SO2荧光探针 XA-SO2. 溶液光谱实验表明, 该探针 XA-SO2对 SO2有着

显著的选择性和灵敏度, 并且具有快速检测 SO2的能力. 值得注意的是, 该荧光探针 XA-SO2具有较好的细胞膜渗透能

力, 成功检测到了细胞外/内源性 SO2. 更重要的是, 该探针 XA-SO2能够有效地在细胞的线粒体上富集, 有望实现细胞

线粒体内 SO2 的动态检测. 
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Development of an Ultrasensitive Mitochondria-Targeted  
Near Infrared Fluorescent Probe for SO2 and  

Its Imaging in Living Cells and Mice 

Li, Fang    Tang, Yonghe    Guo, Rui    Lin, Weiying* 
(Guangxi Key Laboratory of Electrochemical Energy Materials, Institute of Optical Materials and Chemical Biology,  

School of Chemistry and Chemical Engineering, MOE Key Laboratory of New Processing Technology for  
Nonferrous Metals and Materials, Guangxi Key Laboratory of Processing for Non-ferrous Metals and  

Featured Materials, Guangxi University, Nanning 530004) 

Abstract  Sulfur dioxide (SO2) and its derivatives (sulfites, bisulfites, etc.), as important components of active sulfur species, 
are closely related to the physiological processes of living organisms. In addition, excessive intake of SO2 may cause irrepara-
ble damage to the respiratory system, such as lung cancer, tracheitis, asthma, etc. Near-infrared emission fluorescent probes 
have strong penetrating ability and can detect biomolecules in vivo effectively. Therefore, in this paper, a mitochondrial target-
ed near-infrared SO2 fluorescent probe based on the Michael addition mechanism was designed. The solution spectroscopic 
experiments show that XA-SO2 has significant selectivity and sensitivity to SO2, and has the ability to rapidly detect SO2. It is 
worth noting that XA-SO2 has good membrane permeability and has successfully detected extracellular/endogenous levels. 
More importantly, XA-SO2 could be enriched effectively on the mitochondria of cells, which is promising for realizing the 
dynamic detection of SO2 in the mitochondria of living cells. 
Keywords  sulfur dioxide; fluorescent probe; bioimaging; Michael addition; mitochondria 

 

二氧化硫(SO2)通常被认为是一种有毒气体或环境

污染物, 其毒理学作用广泛而复杂, 它对生物体的危害

主要是其衍生物(亚硫酸盐、亚硫酸氢盐等)对人体的损

害[1]. 此外, 人体内的 SO2 浓度异常可能导致呼吸系统
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损伤、心脑血管和神经疾病[2-9]. 然而, 研究发现, SO2

还是一种“双面分子”, 它能够在生命体内自发产生, 

例如在生物体内, 内源性 SO2 是含巯基(SH)氨基酸(例

如 Cys)的重要代谢产物之一[10-11], 并且在多种组织类型

中对各种生理活动起着关键作用, 如调节心血管平滑肌

张力和心脏的肌力作用[12-15]. 所以 SO2 被认为是一种既

有毒性作用 , 又有生物活性的气体 , 是继一氧化碳 

(CO)、一氧化氮(NO)和硫化氢(H2S)之后被认为是生命

过程中重要的气体信号分子之一[16]. 然而, 现阶段针对 

SO2的详细生理、病理功能具体过程还不明确. 因此, 开

发一种有效的分子工具, 实现对生物系统(活细胞、活组

织、活体)内 SO2 的实时、准确地跟踪检测对医学诊断

和生物学研究具有重要意义.  

线粒体是一种存在于真核细胞中的细胞器, 它在细

胞内分布广泛, 由两个封闭的膜囊(外膜和内膜)和一个

基质组成. 线粒体的代谢功能包括氧呼吸(在内膜)和三

羧酸循环(在基质), 是细胞内最重要的“供能装置”. 

此外, 线粒体在血红素、类固醇、活性氧和活性氮物种

的合成中承担着重要的作用[17]. 因此, 研究线粒体内活

性分子的浓度变化, 对线粒体病变产生的相关疾病的诊

断、治疗等可以提供重要的理论指导. 生物医学研究表

明线粒体是 SO2主要富集的重要细胞器之一, 线粒体内

源性 SO2主要承担着氧化还原平衡, 缓解心肌损伤和异

丙肾上腺素诱导的线粒体肿胀及形变损伤[18-19]. 鉴于

SO2 在线粒体内的生理和病理过程中的作用及原理仍有

许多令人困惑的问题, 因此实现快速检测线粒体中 SO2

的动态平衡是非常必要和值得重视的.  

为了研究生理环境下 SO2 的含量及其生理病理功

能, 研究人员开发了很多检测 SO2 的方法, 例如色谱分

析法、毛细管电泳法、压电式传感器法和比色法等[20-25]. 

但这些方法操作比较复杂, 无法实现样品的无损检测和

原位检测. 与其他技术相比, 荧光探针成像技术由于其

高时空分辨率、实时无创、非侵入性检测等优点[26-28], 被

认为是一种强大的检测工具, 可以利用适当的荧光探针

检测生物活性分子在各种生理组织中的分布和含    

量[29-31]. 虽然现阶段研究人员开发了很多用于检测 SO2

的荧光探针[32-35], 但是目前这些探针也存在检测限不理

想、抗生物硫醇干扰低、缺乏线粒体靶向等缺点. 此外, 

现阶段大多数所开发的SO2荧光探针多是利用可见光区

荧光发射的变化来实现 SO2检测, 容易受到检测样品的

背景自发荧光的干扰, 这些激发了我们开发出一种高灵

敏线粒体靶向近红外 SO2荧光探针.  

本文中, 我们提出了一种线粒体靶向近红外荧光探

针 XA-SO2, 并将其应用在细胞和活体内 SO2 的成像检

测中. 探针 XA-SO2通过与 SO2发生 Michael 加成反应, 

破坏了分子内的共轭体系, 从而降低了近红外光的发射

强度. 经显微成像实验表明, 探针 XA-SO2 能够检测细

胞外/内源性的 SO2, 并能够在细胞线粒体内高度富集. 

此外, 活体成像实验表明, 探针 XA-SO2 能够检测小鼠

外源性的 SO2. 

1  结果与讨论 

1.1  荧光探针 XA-SO2的设计策略及合成过程 

作为一种传统的经典染料, 氧杂蒽衍生物具有较高

的摩尔消光系数、较好的荧光量子效率和良好的光稳定

性能[36]. 更重要的是, 该类型染料因分子内具有较强的

分子内电荷转移(ICT)效应, 具有较强的荧光发射波长. 

探针 XA-SO2具有较强的推拉电子能力和较强的共轭体

系(推-拉-推体系, 简称D-π-A-π-D), 从而显示出近红外

区域荧光发射, 因此该探针具有显著的抗样品自发荧光

的能力, 并且具有较深的穿透能力, 可以实现活体内检

测应用. 亚硫酸一级解离常数为 1.3×10－2, 二级解离常

数为 6.24×10－8, 亚硫酸氢钠和亚硫酸钠在水溶液中均

有大量的亚硫酸氢根离子存在, 是二氧化硫在水溶液中

的主要存在方式. 所以常常利用亚硫酸氢钠和亚硫酸钠

作为 SO2 释放试剂[37-41]. 当引入亚硫酸氢钠后, 由于探

针 XA-SO2 与其发生 Michael 加成反应, 破坏了分子内

的共轭体系, D-π-A-π-D 效应受到破坏, 从而导致荧光

信号衰减(Scheme 1).  
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图式 1  探针 XA-SO2 对 SO2 的识别机制 
Scheme 1  Proposed response mechanism of probe XA-SO2 to 
SO2 

探针 XA-SO2是经过两步反应制备而成(Scheme 2). 

以 4-二乙氨基水杨醛和环己酮为初始原料, 在硫酸中反

应得到中间体 1[42]. 随后中间体 1 与 4-二乙氨基苯甲醛

在乙酸酐中加热回流得到探针 XA-SO2. 使用氢谱、碳
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谱以及高分辨质谱验证了探针的结构.  
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图式 2  探针 XA-SO2的合成路线 
Scheme 2  Synthetic route of probe XA-SO2 

1.2  探针 XA-SO2对 SO2的光谱研究 

得到所设计的探针 XA-SO2 后, 首先测定了探针

XA-SO2 在磷酸缓冲溶液(PBS)中的紫外-可见吸收光谱, 

以评价其对 SO2响应能力(图 1). 起初 5×10－6 mol/L 的

探针 XA-SO2在 520～800 nm 处显示出强吸收峰, 并在

670 nm 处显示出最大吸收峰(其摩尔消光系数 ε 为

3.54×104 L•mol－1•cm－1, 这与探针 XA-SO2 的长共轭体

系相互对应, 此时探针 XA-SO2 的溶液为蓝绿色溶液. 

随着亚硫酸氢钠(NaHSO3)溶液的逐渐加入(浓度范围为

0～8×10－4 mol/L), 探针在 520～800 nm 处的吸收峰强

度逐渐降低, 并且测试溶液的颜色逐渐变浅, 最终变为

无色状态, 这是因为探针与 NaHSO3 发生加成反应, 破 
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图 1  探针 XA-SO2 (5×10－6 mol/L)与不同浓度的 NaHSO3 

(0～8×10－4 mol/L)反应的紫外可见吸收曲线 
Figure 1  UV-Vis absorption curves of probe XA-SO2 (5×10－6 
mol/L) reacted with different concentrations of NaHSO3 (0～
8×10－4 mol/L) 
UV-Vis absorption curves of XA-SO2 (5×10－6 mol/L) reacted with dif-
ferent concentrations of NaHSO3 (0～8×10－4 mol/L) in 1×10－2 mol/L 
PBS buffer (pH 7.4, 0.5% DMSO) for 10 min 

坏了其本身的共轭体系. 紫外-可见吸收光谱实验说明

探针 XA-SO2 能够有效地与 NaHSO3 发生反应, 并且具

有较好的浓度依赖性. 

随后, 根据紫外-可见吸收光谱实验结果, 又进行

了探针 XA-SO2 与 NaHSO3 反应的荧光发射光谱实验. 

如图2所示, 起初探针在755 nm处有较强的近红外荧光

发射, 这和我们预期的一样, 探针分子内有较强的推拉

电子体系, 因此显示出较长的荧光发射波长. 与紫外-

可见吸收光谱实验现象一致, 随着 NaHSO3 浓度的增加 

(浓度范围为 0～8×10－4 mol/L), 测试溶液的荧光强度

逐渐降低, 这是因为探针与 NaHSO3 加成后破坏了其本

身的共轭体系, 使得荧光发射波长变短, 改变后的发射

波长甚至小于可见光区域 . 当 NaHSO3 的浓度达到

8.0×10－4 mol/L 时, 测试体系的荧光强度变化趋势明显

放缓, 并逐渐趋近于稳定. 此时的荧光强度与单纯探针

溶液的强度相比, 大约降低了 25倍. 经过对荧光发射光

谱数据进行分析得出, 测试体系在 755 nm 处得到的荧

光强度变化值与 NaHSO3 浓度在 1×10－6～1.5×10－5 

mol/L 范围内呈现良好的线性关系(图 3), 并在此基础上

计算探针的检出限为 8.2×10－7 mol/L (3σ/κ法). 荧光滴

定实验数据表明该探针对 SO2具有较好的灵敏度, 能够

检测待测样品中痕量的 SO2. 
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图 2  探针 XA-SO2 (5×10－6 mol/L)与不同浓度的 NaHSO3 

(0～8×10－4 mol/L)反应的荧光滴定曲线 
Figure 2  Fluorescent curves of probe XA-SO2 (5×10－6 mol/L) 
reacted with different concentrations of NaHSO3 (0～8×10－4 
mol/L) 
Fluorescent curves of XA-SO2 (5×10－6 mol/L) reacted with different 
concentrations of NaHSO3 (1×10－6～1.5×10－5 mol/L) in 1×10－2 
mol/L PBS buffer (pH 7.4, 0.5% DMSO) for 10 min. λex＝670 nm 

1.3  探针 XA-SO2对 SO2的识别机理研究 

在识别机理研究方面, 使用核磁监测质子的位移变

化, 以及高分辨质谱法来验证探针 XA-SO2 对 NaHSO3

的可能响应机制. 将探针 1×10－5 mol/L XA-SO2 溶于

0.6 mL 氘代二甲基亚砜中, 进行核磁共振氢滴定实验.  
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图 3  探针 XA-SO2 在 755 nm 处荧光强度与不同浓度的

NaHSO3 (1×10－6～1.5×10－5 mol/L)的线性关系 
Figure 3  Linear relationship between the fluorescence intensity 
of the probe XA-SO2 and the concentration of NaHSO3 (1×   
10－6～1.5×10－5 mol/L) at 755 nm 
Linear relationship between the fluorescence intensity of the probe 
XA-SO2 (5×10－6 mol/L) and the concentration of NaHSO3 (1×10－6～

1.5×10－5 mol/L) at 755 nm 

当 XA-SO2 与 NaHSO3 发生反应后, 化学位移在 δ 8.31

处的质子峰信号消失, 其他质子峰向高场移动, 与推测

机理一致. 随后再次通过高分辨质谱来验证其反应机

理. 将探针XA-SO2 (1×10－5 mol/L)和NaHSO3 (1×10－4 

mol/L)在磷酸缓冲溶液(1×10－2 mol/L, pH＝7.4, 体积

分数为 5%的乙醇为助溶剂)里孵育 10 min 后进行测试. 

高分辨质谱检测到分子离子峰 m/z 496.2396, 这与预测

的识别产物的分子离子峰(m/z 496.2401 [M－H]－)相吻

合. 通过核磁共振氢谱与高分辨质谱实验数据表明, 该

荧光探针识别 SO2的机理和我们预测的是一致的. 

1.4  探针 XA-SO2对 SO2的荧光动力学、选择性、pH 

效应研究 

为了进一步研究探针 XA-SO2对 NaHSO3的光学性

能, 随后又从动力学、选择性以及 pH 效应方面对探针

进行了光学测试.  

首先是动力学测试, 即测试体系的荧光强度随时间

的变化规律. 选择三种不同浓度的 NaHSO3 溶液(0、

1.2×10－5、4×10－4 mol/L)分别与探针XA-SO2进行孵育, 

并对不同时间下的测试体系的荧光强度进行了记录. 如

图 4 所示, 加入 NaHSO3溶液的测试体系的荧光强度随

时间显著降低, 大约 10 s 达到稳定状态, 并且在荧光强

度达到平衡点后, 其数值仍能较长时间稳定存在. 此外

录制视频来展示探针 XA-SO2 检测 NaHSO3 的优势. 荧

光动力学测试表明, 该探针 XA-SO2 对 NaHSO3 具有快

速的识别速度和较强的稳定性能, 有助于对待测样品中

的 SO2实现实时检测.  

作为一种应用于生物环境检测的有机荧光探针, 对

待测物具有显著的选择性是其必备的特性之一. 因此测 
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图 4  探针 XA-SO2与 SO2的测试体系在 755 nm 处的荧光强

度随时间变化曲线 
Figure 4  Fluorescence intensity (755 nm) curve of probe 
XA-SO2 in the presence SO2 at different time (0～60 s). 
Time-dependent fluorescent intensities (F755 nm) of probe XA-SO2 (5×  

10－6 mol/L) in the presence SO2 

试了探针溶液和不同分析物作用的荧光发射光谱来验

证该探针 XA-SO2 对 NaHSO3 选择性识别的能力. 记录

了 5×10－6 mol/L 探针分别和不同浓度的不同分析物

(1×10－4, 1×10－5 mol/L)在磷酸缓冲溶液里孵育 10 min

后在 755 nm 处的荧光强度值. 这些分析物分别是葡萄

糖(glucose, 1×10－4, 1×10－5 mol/L), DL-同型半胱氨酸

(DL-Hcy, 1×10－ 4, 1×10－ 5 mol/L), 过氧化氢 (H2O2, 

1×10－4, 1×10－5 mol/L), 甲醛(FA, 1×10－4, 1×10－5 

mol/L), L-半胱氨酸(L-Cys, 1×10－4, 1×10－5 mol/L), L-

丙氨酸(L-Ala, 1×10－4, 1×10－5 mol/L), L-精氨酸(L-Arg, 

1×10－4, 1×10－5 mol/L), L-抗坏血酸 (L-Ascorbic Acid, 

1×10－4, 1×10－5 mol/L), 次氯酸钠 (NaClO, 1×10－4, 

1×10 － 5 mol/L), 硫氢化钠 (NaHS, 1×10 － 4, 1×10 － 5 

mol/L), 碘化钾(KI, 1×10－4, 1×10－5 mol/L), 氟化钠

(NaF, 1×10－4, 1×10－5 mol/L), 甘氨酸(Gly, 1×10－4, 

1×10 － 5 mol/L), 谷胱甘肽 (GSH, 1×10 － 4, 1×10 － 5 

mol/L), 硫化钠(Na2S, 1×10－4, 1×10－5 mol/L), 硫氰化

钠(NaSCN, 1×10－4, 1×10－5 mol/L), 硫酸钠(Na2SO4, 

1×10－4, 1×10－5 mol/L), 叔丁基过氧化氢(TBHP, 1× 

10－4, 1×10－5 mol/L), 氯化钾(KCl, 1×10－4, 1×10－5 

mol/L), 氯化镁(MgCl2, 1×10－4, 1×10－5 mol/L), 氯化

钙 (CaCl2, 1×10 － 4, 1×10 － 5 mol/L), 硝普酸钠 (SNP, 

1×10－4, 1×10－5 mol/L), 亚硝酸钠(NaNO2, 1×10－4, 

1×10－5 mol/L), 亚硫酸钠(Na2SO3, 1×10－4, 1×10－5 

mol/L), 亚硫酸氢钠(NaHSO3, 1×10－4, 1×10－5 mol/L). 

如图 5 所示, 除了加入亚硫酸钠(Na2SO3)和亚硫酸氢钠 

(NaHSO3)分析物, 其他分析物对测试体系的荧光强度

几乎都没有影响. 与其他分析物相比, 在测试体系里面

加入 Na2SO3 和 NaHSO3 后, 荧光强度发生了显著的变
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化. 选择性测试实验表明该荧光探针 XA-SO2 对 SO2 具

有卓越的选择性, 使得该荧光探针 XA-SO2 具有在复杂

环境中对 SO2进行检测的潜在应用价值.  
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图 5  探针 5×10－6 mol/L XA-SO2与各种分析物的反应体系

在 755 nm 处的荧光强度 
Figure 5  Fluorescence intensity of the reaction system of probe 
5×10－6 mol/L XA-SO2 with various analytes at 755 nm 
The numbers represent: (1) probe, (2) glucose, (3) DL-Hcy, (4) H2O2, (5) 
FA, (6) L-Cys, (7) L-Ala, (8) L-Arg, (9) Ascorbic Acid, (10) NaClO, (11) 
NaHS, (12) KI, (13) NaF, (14) Gly, (15) GSH, (16) Na2S, (17) NaSCN, 
(18) Na2SO4, (19) TBHP, (20) KCl, (21) MgCl2, (22) CaCl2, (23) SNP, 
(24) NaNO2, (25) Na2SO3, (26) NaHSO3. λex＝670 nm 

此外, 我们进行了不同 pH 值对探针本身以及其对

探针检测 SO2能力的影响的荧光测试, 并对其荧光强度

进行了归纳和对比. 将探针XA-SO2加入到不同pH值的

PBS 溶液(6.0～10.0)中, 用荧光光谱仪对探针以及探针

与 NaHSO3作用 10  min 后的溶液进行了荧光检测. 如

图 6 所示, 探针 XA-SO2与 NaHSO3作用前后的荧光强

度随 pH值变化都不明显, 表明探针XA-SO2对SO2的响

应几乎不受测试体系酸碱性的影响, 说明该探针对 SO2

具有较好的 pH 检测范围.  
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图 6  不同 pH 溶液中探针 XA-SO2与 SO2的反应体系在 755 

nm 的荧光强度 
Figure 6  Fluorescence intensity of probe XA-SO2 and SO2 in 
different pH solutions at 755 nm 
The fluorescence intensity changes of XA-SO2 (5×10－6 mol/L) treated or 
untreated with SO2 (1.2×10－5 mol/L) at different pH (6.0～10.0) solu-
tions for 10 min 

光学实验测试表明该探针 XA-SO2对 SO2具有令人

满意的灵敏度和选择性, 并且对 SO2的检测不受测试体

系酸碱性的影响. 探针 XA-SO2 的这些光学性质使其有

望进行生物成像研究. 

1.7  探针 XA-SO2的生物(细胞、小鼠)成像研究 

应用于成像研究的生物功能分子应该具有较低的

生物毒性和较好的生物相容性, 所以测试了不同浓度

(0～4×10－6 mol/L)的探针 XA-SO2对 HeLa 细胞的毒性. 

噻唑蓝(MTT)法实验结果表明, 应用于细胞成像所使用

的探针浓度(1×10－6 mol/L)对细胞没有明显的毒性.  

由于探针 XA-SO2 超强的光学性能和低细胞毒性, 

因此对探针XA-SO2能否识别细胞内的 SO2进行了探索. 

首先, 为了验证低浓度的探针(1×10－6 mol/L)仍具有较

好的识别 SO2的能力, 以及检测培养基对探针识别能力

的影响, 在进行成像实验之前, 先进行了两组光学实验. 

第一组将 1×10－6 mol/L 探针 XA-SO2 与不同浓度的

NaHSO3 (1×10－5, 4×10－4 mol/L)溶液在 PBS 进行荧光

光谱测试, 即使在低浓度探针的条件下, 探针 XA-SO2

也能很好地识别 SO2. 第二组在培养基的条件下, 将

1×10－6 mol/L 探针 XA-SO2 与 NaHSO3 (1×10－5, 1×  

10－4 mol/L)孵育 30 min 后的溶液进行吸收光谱和荧光

发射光谱测试. 在用培养基作为测试溶液的条件下, 探

针XA-SO2也能很好地识别SO2, 所以在培养液和1×10
－6 mol/L 探针条件下进行细胞成像. 首先探针(1×10－6 

mol/L)孵育HeLa 细胞 5 min 后进行成像实验, 此时细胞

显示出强烈的荧光发射信号(图 7A). 与之呈现鲜明对比

的是, 用不同浓度(1×10－5, 1×10－4 mol/L)的 NaHSO3 

与 HeLa 细胞孵育 5 min, 随后继续向 HeLa 细胞中加入

1×10－6 mol/L的探针XA-SO2, 与HeLa细胞再次孵育 5 

min 后进行荧光成像. 此时细胞的近红外荧光发射强度

大幅度降低, 并且呈现出浓度依赖性(图 7B、7C), 即随

着外加 NaHSO3 浓度的增加, 细胞所展示的荧光强度逐

渐降低. 外源性细胞成像实验表明, 探针在细胞内能够

识别外加的 NaHSO3, 并且呈现与荧光发射光谱实验一

致的实验结果.  

细胞外源性 SO2成像实验的顺利进行, 激励着我们

利用所构建的荧光探针 XA-SO2进行细胞内源性 SO2成

像实验. 研究表明细胞内源性 SO2 是含巯基(SH)氨基酸

(例如 Cys)的重要代谢产物之一[10-11], 所以向细胞外加

Cys 以刺激细胞产生内源性 SO2. 与外源性细胞成像实

验一致, 单纯的探针(1×10－6 mol/L)孵育细胞 5 min 后, 

细胞显示出强烈的近红外荧光发射信号. 然而, 向细胞

内加入不同浓度(2×10－5, 5×10－5 mol/L)的Cys与HeLa

细胞孵育 20 min, 随后再次向细胞内加入 1×10－6 

mol/L 的探针 XA-SO2, 与细胞再次孵育 5 min 后进行荧 
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图 7  探针 XA-SO2在 HeLa 细胞中检测外加 NaHSO3的荧光

图像 
Figure 7  Fluorescent images of probe XA-SO2 in HeLa cells 
for detecting added NaHSO3 

(A) The HeLa cells were incubated with 1×10－6 mol/L probe XA-SO2 
for 5 min; (B) The HeLa cells were pre-cultured with 1×10－5 mol/L 
NaHSO3 for 5 min, and then cultured with 1×10－6 mol/L probe XA-SO2 
for another 5 min; (C) The HeLa cells were pre-cultured with 1×10－4 
mol/L NaHSO3 for 5 min, and then cultured with 1×10－6 mol/L probe 
XA-SO2 for another 5 min. λex＝640 nm, λem＝650～750 nm, scale bar＝
30 μm 

光成像. 细胞成像试验结果表明, 细胞的近红外荧光发

射信号显著降低, 并且随着 Cys 的浓度的增加荧光强度

逐渐降低(如图 8B、8C). 细胞内源性成像实验表明, 该

探针能够在复杂的细胞环境中检测细胞内的 SO2, 而不

受到其它生物活性分子的干扰, 并且这种检测还具有浓

度依赖性. 

为了验证所构建的荧光探针 XA-SO2能够定位在细

胞线粒体上, 进行了细胞共定位成像实验. 选用所构建

的荧光探针 XA-SO2 与商业线粒体绿色荧光染料(Mito 

Tracker Green)对细胞进行共孵育, 随后对孵育好的细

胞进行荧光成像实验(如图 9). 结果表明探针XA-SO2与

Mito Tracker Green 具有高度的重叠, 使用成像软件计

算共定位系数(Pearson 相关系数)为 0.85. 该实验表明所

构建的荧光探针 XA-SO2 主要富集在细胞线粒体上, 有 

 
图 8  探针 XA-SO2在 HeLa 细胞中检测内源 SO2的荧光图像 
Figure 8  Fluorescent images of probe XA-SO2 in HeLa cells 
for detecting endogenous SO2 
(A) The HeLa cells were incubated with 1×10－6 mol/L probe XA-SO2 
for 5 min; (B) The HeLa cells were pre-cultured with 2×10－5 mol/L Cys 
for 20 min, and then cultured with 1×10－6 mol/L probe XA-SO2 for 
another 5 min; (C) The HeLa cells were pre-cultured with 5×10－5 mol/L 
Cys for 20 min, and then cultured with 1×10－6 mol/L probe XA-SO2 for 
another 5 min. λex＝640 nm, λem＝650～750 nm, scale bar＝30 μm 

望实现细胞线粒体内 SO2的检测.  

作为一种近红外荧光探针, XA-SO2 应该具有较好

的穿透能力, 有望实现活体内的 SO2 检测. 随后利用所

构建的荧光探针 XA-SO2进行了小鼠内的外加 SO2的成

像检测. 为了研究探针 XA-SO2 在相对复杂的体内环境

里对 SO2 的识别能力, 进行了体外竞争实验. 当 1×  

10－5 mol/L XA-SO2探针单独与浓度均为 1×10－4 mol/L

的代表性氨基酸与活性氧(Cys、GSH、Hcy、H2O2、HClO)

进行荧光光谱测试时, 探针的荧光强度并没有发生明显

的变化, 随后在各分析物内加入 5×10－3 mol/L Na-

HSO3, 并对混合溶液进行荧光光谱测试. 在相对复杂

的环境内, 探针 XA-SO2 仍然对 SO2 有着较好的识别能

力, 所以进行了小鼠外加 SO2 成像测试. 首先选择了三

只六周龄的雌性昆明小鼠(购于广西医科大学), 麻醉后

进行活体成像实验, 这三只小鼠几乎没有荧光发射信号  
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图 9  探针 XA-SO2与商业定位染料(Mito Tracker Green)的共

定位成像实验 
Figure 9  Co-location imaging experiment of probe XA-SO2 
and commercial dye (Mito Tracker Green) 
Co-location imaging experiments between probe XA-SO2 and Mito 
Tracker Green. The green channel: λex＝488 nm, λem＝500～550 nm; The 
red channel: λex＝640 nm, λem＝650～750 nm. Scale bar: 30 μm 

产生. 随后依次对小鼠进行实验处理, 向其中一只小鼠

注射探针 XA-SO2溶液(测试浓度为 1×10－5 mol/L); 向

其第二只小鼠注射探针 XA-SO2 溶液(测试浓度为 1×  

10－5 mol/L), 再注射 NaHSO3溶液(测试浓度为 5×10－4 

mol/L); 向其第三只小鼠注射探针 XA-SO2 溶液(测试浓

度为 1×10－5 mol/L), 再注射的 NaHSO3溶液(测试浓度

为 5×10－3 mol/L); 随后对这三只小鼠再次进行活体成

像实验, 第一只小鼠(左)显示出强烈的荧光发射信号, 

第二只小鼠所发射的荧光信号显著降低(中), 第三只小

鼠没有荧光信号释放(右). 小鼠活体成像实验表明, 所

构建的荧光探针 XA-SO2能够在更为复杂的活体环境内

实现对 SO2的检测, 并且这种检测与光学滴定实验结果

一致, 呈现出较好的浓度依赖性.  

2  结论 

通过对氧杂蒽类化合物进行结构分析和改造, 构建

了一种超灵敏的近红外线粒体靶向 SO2 荧光探针 XA- 

SO2. 由于该探针 XA-SO2 的分子内存在较强的推拉电

子共轭体系, 具有明显的 ICT 效应, 因此显示出近红外

发射特性. 随着探针与 NaHSO3 发生迈克尔加成反应, 

破坏了分子原有的共轭体系, 所以导致探针的荧光发射

特性消失. 该探针具有显著的光学特性, 例如对 SO2 具

有较高的灵敏度和选择性. 共聚焦成像实验说明该探针

具有明显的线粒体靶向能力, 并且能够检测细胞外/内

源性 SO2. 重要的是, 小动物活体成像实验表明, 该荧

光探针还具有较好的穿透能力, 可以实现活体内 SO2的

检测. 因此探针 XA-SO2 在检测生物样品中 SO2 浓度具

有潜在的应用价值.  

3  实验部分 

3.1  仪器与试剂 

Bruker 核磁共振波谱仪(600 MHz); Waters Xevo 

G2-XS-QTOF 液质联用仪; Hitachi F-4700 荧光分光光度

计(日本 Hitachi); UV-2700紫外可见分光光度计(日本岛

津公司); 旋转蒸发仪(上海爱朗仪器有限公司); 柱层析

硅胶(青岛海洋化工厂). 实验过程所用的试剂和溶剂均

是国产, 其中的分析纯或色谱纯均不需要进一步处理.  

3.2  实验方法 

3.2.1  探针 XA-SO2的合成 

根据参考文献[42]方法合成化合物 1, 所得产物勿

需进一步提纯直接使用.  

将化合物 1 (0.538 g, 2.1×10－3 mol)加入到 250 mL

的圆底烧瓶中 , 再加入 4-二乙氨基苯甲醛(0.389 g, 

2.2×10－3 mol)和 80 mL 乙酸酐, 在 120 ℃下回流 30 

min, 待反应结束后, 将其冷却至室温, 加入 80 mL超纯

水萃取, 用旋转蒸发仪减压蒸馏, 得到墨绿色固体, 经

过柱层析[淋洗剂为二氯甲烷/乙醇混合液(V∶V＝30∶

1)]纯化得到 0.62 g 产物 , 产率 67%. m.p. 154.8～

156.0 ℃; 1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ: 8.31 (s, 1H), 

8.08 (s, 1H), 7.79 (d, J＝9.6 Hz, 1H), 7.64 (d, J＝9.0 Hz, 

2H), 7.31 (dd, J＝9.0, 2.4 Hz, 1H), 7.20 (d, J＝2.4 Hz, 

1H), 6.84 (d, J＝9.6 Hz, 2H), 3.66 (q, J＝7.2 Hz, 4H), 3.49 

(q, J＝7.2 Hz, 4H), 2.94 (t, J＝5.4 Hz, 2H), 2.83 (t, J＝6.0 

Hz, 2H), 1.84～1.88 (m, 2H), 1.25 (t, J＝6.6 Hz, 6H), 1.16 

(t, J＝6.6 Hz, 6H); 13C NMR (150 MHz, DMSO-d6) δ: 

164.93, 158.29, 155.00, 150.16, 146.63, 140.39, 135.29, 

131.67, 123.32, 122.99, 121.96, 117.06, 116.90, 112.10, 

95.97, 45.64, 44.54, 27.64, 27.49, 21.43, 13.02, 13.00; 

HRMS calcd for C28H35N2O 415.2744, found 415.2745. 

3.2.2  光谱测试 

称取适量的探针 XA-SO2, 用 4 mL 二甲基亚砜

(DMSO)溶解探针 XA-SO2, 将其配成 1×10－3 mol/L 的

探针母液备用, 探针的测试浓度为 5×10－6 mol/L. 在

37 ℃条件下进行探针的紫外吸收光谱测试, 测试过程

中用 PBS 缓冲溶液(1×10－2 mol/L, pH 7.4, 体积分数为

5%的乙醇为助溶剂)作为测试溶液, 待测物 NaHSO3 的

浓度范围为 0～8×10－4 mol/L. 在测试选择性的过程中, 

GSH、L-Cys、Arg、HCy、Gly、Ala 的浓度均为 1×       

10－4, 1×10－5 mol/L, 活性氧以及阴阳离子等分析物质

的测试浓度均为 1×10－4, 1×10－5 mol/L, Na2SO3 和
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NaHSO3的测试浓度为 1×10－4, 1×10－5 mol/L. 测试过

程中用 PBS 缓冲溶液(1×10－2 mol/L, pH 7.4, 体积分数

为 5%的乙醇)作为测试溶液. 在 37 ℃的条件下进行荧

光光谱测试, 样品池的规格为 1 cm×1 cm×4 cm, 670 

nm 作为探针的激发波长, 狭缝选择 10 nm. 

3.2.3  细胞实验 

细胞毒性实验: 将培养好的、细胞密度大于 90%的

HeLa 细胞分于 96 孔板中, 摇匀后向每个孔中加入 0.1 

mL的细胞溶液. 将细胞培养24 h后, 细胞贴壁, 随后向

每个孔中加入不同浓度的探针 XA-SO2 培养基溶液(0～

4×10－6 mol/L). 将其放入恒温培养箱中培养 24 h 后, 

向每个孔中加入 5×10－2 g/L 的噻唑蓝(MTT)培养基溶

液, 又将其放回恒温培养箱中继续培养 4 h, 将 96 孔板

中的培养基移除, 随后向每个孔中加入0.1 mL的二甲基

亚砜, 有紫色晶体生成. 最后用酶标仪在490 nm下对其

进行吸光度测试. 根据以下公式可计算细胞的存活率: 

细胞存活率(%)＝(ODsample－ODblank)/(ODcontrol－ 

OD blank)×100 %  

ODsample 表示在不同的孔板中加入不同浓度的探针

XA-SO2 孵育细胞所测量的结果, ODblank 表示空白培养

基所测量的结果, ODcontrol表示培养基所测量的结果. 

用三组实验对细胞的外源性 SO2成像进行研究: 第

一组使用 1×10－6 mol/L 探针 XA-SO2孵育细胞 5 min; 

第二组使用浓度为入 1×10－5 mol/L 的 NaHSO3与 HeLa 

细胞孵育 5 min 后, 随后加入浓度为入 1×10－6 mol/L  

的探针 XA-SO2 与之共孵育 5 min; 第三组使用浓度为

1×10－4 mol/L NaHSO3与HeLa细胞孵育 5 min后, 随后

加入浓度为 1×10－6 mol/L 探针 XA-SO2 与之共孵育 5 

min. 成像将在激发波长为 640 nm, 检测范围为 650～

750 nm 的条件下进行.  

用三组实验对细胞的内源性 SO2成像进行研究: 第

一组使用 1×10－6 mol/L 探针 XA-SO2孵育细胞 5 min; 

第二组使用浓度为 2×10－5 mol/L的Cys与HeLa细胞孵

育 20 min, 随后加入浓度为 1×10－6 mol/L 的探针

XA-SO2与之共孵育 5 min; 第三组使用浓度为 5×10－5 

mol/L的Cys与HeLa细胞孵育 20 min, 随后加入浓度为

1×10－6 mol/L 的探针 XA-SO2与之共孵育 5 min. 成像

将在激发波长为 640 nm, 检测范围为 650～750 nm的条

件下进行. 

细胞的共定位实验: 主要是对探针 XA-SO2 进行线

粒体共定位实验. 用浓度为 1×10－7 mol/L 的线粒体深

绿色荧光染料(Mito Tracker Deep Green)与细胞孵育 30 

min, 加入浓度为 1×10－6 mol/L 的探针 XA-SO2继续孵

育细胞 10 min. 然后进行共定位成像实验. 对于探针

XA-SO2, 成像将在激发波长为 640 nm, 检测范围为

650～750 nm 的条件下进行; 对于所商购的线粒体深绿

色荧光染料, 激发波长为488 nm, 检测范围为500～550 

nm. 

3.2.4  小鼠成像 

分三组实验进行小鼠体内荧光成像研究, 分别给三

只六周龄、体型大小相近的小雌鼠腹腔注射体积分数为

4%的水合氯醛 1.5×10－4 L, 将小鼠麻醉. 向其中一只

小鼠注射探针 XA-SO2溶液(测试浓度为 1×10－5 mol/L)

孵育 5 min; 向第二只小鼠注射探针 XA-SO2溶液(测试

浓度为 1×  10－5 mol/L)孵育 5 min, 再注射 NaHSO3溶

液(测试浓度为 5×10－4 mol/L), 孵育 10 min; 向第三只

小鼠注射探针 XA-SO2溶液(测试浓度为 1×10－5 mol/L)

孵育 5 min, 再注射 NaHSO3 溶液(测试浓度为 5×10－3 

mol/L)孵育 10 min. 随后开始进行小鼠的 SO2活体成像

实验.  

成像条件: 在激发波长为660和710 nm发射波长下

采集近红外发射波长. 

 

辅助材料(Supporting Information)  探针XA-SO2的
1H 

NMR, 13C NMR 以及 HRMS 谱图, 探针 XA-SO2的细胞

毒性, 探针与 NaHSO3 反应后的核磁图、高分辨质谱图

谱 , 活体成像图等 . 这些材料可以免费从本刊网站

(http://sioc-journal.cn/)上下载. 
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