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高选择性硒代半胱氨酸荧光探针的构建策略及成像 

张莹珍    江丹丹    李娟华    王菁菁    刘昆明*    刘晋彪* 
(江西理工大学化学化工学院  江西赣州 341000) 

摘要  硒代半胱氨酸(Sec)在维持生命系统运行中具有重要地位, 其浓度异常, 将导致多种生理疾病. 荧光探针具有高

灵敏度、高时空分辨率、无损和可视化检测的优点. 然而, 由于生物硫醇的干扰, 用于体内成像的高选择性硒代半胱氨

酸探针构建具有挑战性. 近年来, 为了提高探针选择性、准确性和荧光特性等, 人们采取了多种设计策略. 基于识别机

制类型, 从设计原理、性能特点及成像应用几个方面对 Sec 荧光探针的研究进展进行了评述, 并展望了该领域面临的挑

战和发展趋势.  
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Construction Strategy and Imaging of Highly Selective 
Selenocysteine Fluorescent Probes 
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Abstract  Selenocysteine (Sec) is important in maintaining the functioning of living systems and its abnormal concentration 
will lead to a variety of physiological disorders. Fluorescent probes offer the advantages of high sensitivity, high spatial and 
temporal resolution, nondestructive and visual detection. However, the construction of highly selective selenocysteine probes 
for in vivo imaging is challenging due to the interference of biothiols. In recent years, various design strategies have been 
adopted to improve probe selectivity, accuracy and fluorescence properties. The research progress of Sec fluorescent probes in 
terms of design principles, performance characteristics and imaging applications based on the type of recognition mechanism is 
reviewed, and the challenges and development trends in this field are predicted. 
Keywords  selenocysteine; fluorescent probe; design strategies; selectivity; bioimaging  

 
自 1817 年硒元素被发现以来, 其生物活性已被人

们共识[1]. 作为必需微量元素, 硒在维持生物体氧化还

原平衡、激活免疫反应、预防癌症和炎症等方面具有重

要作用[2-5]. 其中, 硒代蛋氨酸是生物体中硒的主要储备

来源, 而硒代半胱氨酸(Sec)是硒蛋白(SePs)的活性中心, 
赋予后者各种细胞功能, 影响着硒蛋白的许多功能(包
括蛋白质结构、甲状腺激素的产生以及 DNA 合成和细

胞生长)[6-9]. 人体内 Sec 的水平异常, 将导致功能性硒

蛋白缺乏, 诱发克山病、大骨节病、心血管疾病、神经

退行性疾病等[10-12]. 硒代半胱氨酸是硒蛋白的重要功能

成分, 为了阐明 Sec 在生物系统中的生理作用, 人们已

发展出多种检测技术, 如电感耦合等离子体质谱(ICP- 

MS)[13]、原子荧光光谱(AFS)[14]、高效液相色谱(HPLC)[15]

等, 但大多需要样品制备与预处理, 难以满足细胞中

Sec 的实时和原位检测.  
荧光探针具有高特异性和灵敏度, 对检测对象无破

坏性, 被广泛应用于高时空分辨率的生命系统荧光成

像. 发展至今, 对生物体内活性氧、生物硫醇、金属离

子等特异性识别的荧光探针已有大量报道[16-22]. 硒代半

胱氨酸主要分布在某些亚细胞之中, 极易被空气氧化; 
并且化学性质与硫醇极为相似, 在细胞中浓度通常低于

半胱氨酸(Cys)、谷胱甘肽(GSH)等生物硫醇, 竞争性反

应将严重干扰探针的检测. 因此, 构建高选择性硒代半

胱氨酸探针具有极大挑战性. 近年来, 随着一些新型荧
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光团和识别基团的出现, 已开发出多种 Sec 探针, 并用

于生物体内成像. 2020 年, 张继东等[23]对硒化合物荧光

传感器的研究进展进行了总结. 2023 年, Sivaiah 等[24]对

硒代半胱氨酸检测的最新进展和基于小分子荧光探针

的生物医学应用进行了总结和评价. 本文根据识别机制

类型, 从设计原理、性能特点及成像应用方面对从 2015
年至今报道的硒代半胱氨酸探针进行了总结, 着重阐述

了改善探针特异性识别和成像能力所采用的策略.  

1  不同识别机制的硒代半胱氨酸荧光探针 

1.1  基于芳香亲核取代反应的 Sec 探针 

使用荧光团连接的猝灭剂和作为亲核试剂的分析

物的组合的策略在荧光传感设计中引起了极大的关注. 
2,4-二硝基磺酸酯和磺酰胺基的芳香亲核取代反应, 常
作为识别机制用于生物硫醇荧光探针的设计(图 1).  

1.1.1  基于可见光区域的 Sec 探针 
基于 Sec 与 Cys 的相似亲核性, Maeda 课题组[25]以

荧光素为骨架构建了硒代半胱氨酸探针 1(图 2). 由于

Sec 的 pKa值(5.2)远低于 Cys 的 pKa值(8.3), 更易发生解

离形成硒醇负离子, 加之 Sec 的亲核性较 Cys 强, 因此

将优先进攻磺酸酯基, 导致 2,4-二硝基苯片段裂解并释

放荧光团. 遗憾的是, 由于 2,4-二硝基苯磺酸酯自身的

高反应活性, 探针 1 只有在酸性条件下(pH＝5.8)才对硒

醇和硫醇有较强区分能力. 
设计生理条件(pH＝7.4)下的高选择性探针是对生

命系统中 Sec 荧光成像的前提. 2015 年, 房建国课题  
组[26]通过构建探针分子库, 阐明了对 Sec 的选择性识别

构效关系, 并基于此报道了首例生理条件下的硒代半胱

氨酸探针 2(图 3). 尽管同样基于芳香亲核取代的识别机

制, 但探针 2 以活性较低的磺酰胺基为识别基团, 并 

 

图 1  基于 2,4-二硝基苯磺基与 Sec 的反应机理 
Figure 1  Reaction mechanism based on 2,4-dinitrophenylsulfonyl with Sec 

 

图 2  基于荧光素骨架的探针 1 对 Sec 的选择性识别机理 
Figure 2  Mechanism of selective recognition of Sec by fluorescein backbone based probe 1 

2

 

图 3  生理条件下的探针 2 对 Sec 的识别机理及成像[26] 

Figure 3  Recognition mechanism and imaging of Sec by probe 2 under physiological conditions[26] 
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通过取代基调整荧光淬灭基团的电子云密度, 从而调控

探针的反应性能, 有利于硒醇阴离子的优先进攻. 在
pH 7.4 下, 探针 2 对 Sec 具有快速响应(＜3 min), 荧光

增强高达 100 倍, 且没有明显的生物硫醇、胺类或醇类

干扰. 探针被成功用于硫氧还蛋白氧化还原酶(TrxR)中
Sec 含量的测定, 并可对活性 HepG2 细胞中的内源性

Sec 成像.  
2018 年, 冯国强课题组[27]基于 3-苯并噻唑-7-羟基

香豆素(BTHC)荧光团构建了探针 3(图 4). 虽然识别机

制与探针 1 相同, 但仅需对检测溶液简单调控[含 2%～

5%二甲基亚砜(DMSO)的水溶液], 即可实现生理条件

下对 Sec 的选择性识别. 探针 3 具有高灵敏度的比色/
荧光双信号开启响应, 检测限(LOD)为 47 nmol/L, 并具

有较宽的线性范围(0～80 μmol/L). 此外, 探针 3 的低细

胞毒性有利于血清样品和活细胞中外源性和内源性的

Sec 荧光成像.  
在一些硒缺乏症, 如克山病或大骨节病患者体内, 

Sec 水平远低于健康成人血清硒浓度. 在这种情况下, 
由于上述探针荧光量子效率不高, 导致内源性 Sec 的荧

光成像敏感性低, 限制了探针在体内检测的应用. 2016
年, 杨文超课题组[28]基于香豆素荧光团合成了探针 4 
(图 5), 利用八氢喹嗪结构阻断香豆素环 7-位氮原子的

内部扭曲, 使荧光量子效率获得显著提高. 与探针 2  
(Φ＝0.14)相比, 该探针荧光量子效率提高至 0.30. 在
pH＝6.0 的条件下, 探针 4 与 Sec 反应后荧光强度增幅

高达 250 倍, 检测限低至 18 nmol/L, 并具有更大的反应

速率常数(约 2.15 min－1). 利用探针 4在接近零荧光背景

下细胞成像, 能够通过流式细胞术检测内源性硒醇, 并
可用于区分癌细胞和正常细胞. 

氧杂蒽类化合物因其优异的荧光量子效率、良好的

光稳定性和化学稳定性而具有生物学应用. 2018 年, 刘
卫敏课题组[29]设计了一种含有羟基的四氢萘-氧杂蒽稠

合染料, 通过对 2,4-二硝基苯磺酰氯进行功能修饰, 构
建了具有高荧光量子效率的荧光探针 5 (Φ＝0.31)(图 6). 
该探针在水溶液中几乎没有荧光, 对 Sec 响应快速(＜2 
min), 624 nm 处荧光获得 124 倍增强, 并具有高灵敏度

(LOD＝17 nmol/L). 探针 5 呈现良好的生物相容性, 被
用于活细胞中 Sec 的荧光成像. 该探针的不足在于: 由
于磺酸酯基的高活性, 探针在检测 Sec 时将受到生物硫

醇的轻微干扰. 2020 年, 蒋玉仁课题组[30]基于相同荧光

骨架合成了探针 6(图 6), 其特点在于通过向荧光团上修

饰一个苯环, 使氧杂蒽酮正离子更加稳定, 从而具有更

强的分子内电荷转移(ICT)效应. 探针在 3 min 内可对

Sec产生荧光响应, 在 614 nm处荧光增强约 20倍, 定量

检测范围为 0～32 μmol/L, 检测限低至 11.2 nmol/L, 并
且不受生物硫醇和其它氨基酸的干扰. 

激发态分子内质子转移(ESIPT)化合物具有特殊的

激发态光物理过程, 其显著的光物理性质是有较高的荧

光量子产率及大的斯托克斯位移. 2022 年, 蒋玉仁课题

组[31]采用菲并咪唑荧光骨架和 2,4-二硝基苯磺酰基

(DNBS)识别基团设计了异构体探针7和8(图7). 两种探

针与 Sec 发生芳香亲核取代后, 磺酸酯基断裂释放出酚

羟基. 由于羟基所处取代位置差异, 将分别通过 ESIPT
效应和 ICT 效应恢复荧光发射. 两种探针对 Sec 均具有  
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图 4  比色/荧光双信号探针 3 对 Sec 的识别 
Figure 4  Identification of Sec by colorimetric/fluorescent dual signal probe 3 

 

图 5  高荧光量子产率的探针 4 对 Sec 的识别 
Figure 5  Identification of Sec by probe 4 with high fluorescence quantum yield 
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图 6  基于四氢萘-氧杂蒽稠合染料骨架的探针 5 和 6 

Figure 6  Probes 5 and 6 based on tetrahydronaphthalene-oxanthene dyestuff backbone 
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图 7  识别位点区域性差异的异构体探针 7 和 8 
Figure 7  Isomeric probes 7 and 8 for regional differences in recognition sites 

快速的荧光开启响应、较高的选择性和灵敏度, 成功用

于活细胞中 Sec 的荧光成像. 与探针 8 相比, 探针 7 的

ESIPT 效应赋予其更大的 Stokes 位移(125 nm)、更宽的

pH 适用范围(5～10)和更低的检测限(65.4 nmol/L). 通
过探针构效关系的比较, 清楚地揭示了这两种设计原理

的荧光探针优缺点, 为开发具有大 Stokes 位移、低荧光

自干扰和高灵敏度的 Sec 探针提供了指导. 
1.1.2  基于近红外区域的 Sec 探针 

探针 1～8 的荧光发射位于可见光区域, 适用活细

胞的成像研究. 对于活体动物的成像, 则要求探针荧光

具有足够的穿透性. 近红外光(NIR)在生物成像中具有

对生物样品的光损伤小, 组织穿透能力强, 活体系统中

生物分子的背景自发荧光干扰低等优点. 近年来, 几类

新型近红外荧光团被用来构建高选择性 NIR 荧光探针, 
为活体动物体内 Sec 荧光成像提供了新思路.  

2015年, 林伟英课题组[32]采用近红外染料HD-NH2

作为荧光团, 并通过2,4-二硝基苯磺酰基(DNBS)修饰游

离氨基, 合成了 NIR 荧光探针 9(图 8). 探针与 Sec 通过

芳香亲核取代反应释放香豆素衍生物, 引起 65 倍荧光

增强. 在生理条件下, 探针对常见氨基酸、金属离子和

生物硫醇表现优异的抗干扰性, 并具有良好的生物相容

性, 成功用于活体细胞和动物中硒醇的荧光成像. 
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图 8  近红外染料骨架探针 9 对 Sec 的识别及成像[32] 

Figure 8  Identification and imaging of Sec by NIR dye skeleton probe 9[32]

2021 年, 蒋玉仁课题组[33]通过向氧杂蒽染料引入

共轭芳环, 将荧光发射拓宽至近红外区, 构建了 NIR 探

针 10(图 9). 在生理条件下向探针 10 中加入 Sec, 5 min
内在 660 nm 处产生显著的近红外荧光增强. 探针的灵

敏度能够满足生物体内 Sec的定量检测(线性范围 0～40 
μmol/L, LOD＝18.5 nmol/L). 与课题组开发的探针 6 相

比, 探针 10 克服了水溶性差、发射波长短等缺点, 被用

于活体细胞和活体小鼠中 Sec 的可视化检测.  
在近红外探针的分子设计中, 合理选择荧光团十分

重要. 对于 Stokes 位移较小的探针, 由于激发背散射效

应 ,  可能导致严重的荧光自猝灭和较大的检测误差 . 
2017 年, 冯国强课题组[34]选择二氰基甲基苯并吡喃骨

架为荧光团, 设计合成了具有大 Stokes 位移(192 nm)的
NIR 探针 11(图 10). 探针具有显著的比色和荧光信号开

启变化、低检测限(60 nmol/L)和较宽的线性范围(0.2～
80 μmol/L), 成功用于血清样品、活细胞和动物中的 Sec
检测, 展现出生物学应用潜力. 2018 年, 赵劲课题组[35]

采用二氰基槐酮为荧光团, 设计的 NIR 探针 12(图 10)  
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图 9  基于氧杂蒽染料骨架的近红外探针 10 
Figure 9  NIR probe 10 based on xanthene dye backbone  
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图 10  具有大斯托克斯位移的近红外探针 11 和 12 
Figure 10  NIR probes 11 and 12 with large Stokes shifts 
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同样具有明显的 Stokes 位移(195 nm), 对 Sec 的选择性

识别表现出荧光增强 195 倍、高灵敏度 (LOD＝10 
nmol/L). 良好的选择性和低细胞毒性使得该探针可用

于检测裸鼠异种移植活肿瘤中内源性 Sec. 
2023 年, 周礼义课题组[36]发现通过调整硝基荧光

染料苯环上硝基的取代位置, 可方便地将荧光发射拓宽

至 740 nm. 采用 DNBS 对染料游离羟基进行修饰, 构建

了一种基于分子内电荷转移机理(ICT 效应)的 NIR 荧光

探针 13 (图 11). 探针具有较大的 Stokes 位移(120 nm)和
荧光量子效率(Φ＝0.17), 可获得 20 倍的近红外荧光增

强, 并表现出高灵敏度和高选择性的靶向能力. 探针 13
被用于活细胞和小鼠的NIR成像, 深度成像结果说明其

在生物系统中的潜在应用价值.  
硒代半胱氨酸作为线粒体中氧化还原酶的重要活

性位点, 负责细胞保护作用和细胞内氧化还原稳态. 二

硫化碳(CS2)是工业中常见的溶剂, 可以抑制氧化还原

酶的活性并诱导氧化应激. 2018 年, 陈令新课题组[37]基

于七甲基花菁荧光团, 构建了一种线粒体靶向近红外比

率探针 14. 探针由三个部分组成: 近红外七甲基花菁为

信号转导单元, 2,4-二硝基苯磺酰胺为响应单元, 亲脂

性三苯基膦阳离子(PPh3＋)为线粒体靶向单元. 在花菁

片段引入大空间位阻取代基, 有助于调控探针与 SePs
的反应选择性(图 12). 探针可在 4 min 内快速响应 Sec, 
不受硫醇、金属离子和阴离子的干扰, 可用于定量评估

对 CS2诱导的细胞和肝损伤的 Sec 保护作用. 
1.1.3  基于双响应模式和双光子的 Sec 探针 

双响应模式探针和双光子探针在生物活性成分的

检测中日益受到重视, 前者有助于提高检测结果的准确

度, 后者则有助于避免对生命系统的光毒性问题. 2020
年, 蒋玉仁课题组[38]以香豆素荧光团为供体、4-羟基萘 

 

图 11  基于 ICT 效应的近红外探针 13 
Figure 11  NIR probe 13 based on ICT effect 
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图 12  基于七甲基花菁骨架的近红外比率探针 14 
Figure 12  NIR ratio probe 14 based on heptamethanocyanine backbone 
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二甲酰亚胺荧光团为受体、DNBS 为荧光信号猝灭剂, 
设计了一种双响应型比率荧光探针 15(图 13). 由于

DNBS的强吸电子性, 探针 15具有 ICT效应, 在 482 nm
处产生荧光发射; 当与 Sec 作用后, 磺酸酯基裂解形成

羟基, 产生荧光共振能量转移(FRET), 导致 550 nm 处

荧光增强. 探针在 4 min 内能快速形成比率荧光响应, 
并对常见氨基酸和无机硒化物具有优良的抗干扰能力. 
与课题组开发的探针 6 和 10 相比, ICT/FRET 双响应模

式赋予探针 15 更宽的检测范围(0～45 μmol/L)和更高的

灵敏度(LOD＝6.9 nmol/L), 在活体细胞成像中展现出

明显的信号变化. 
与单光子光源相比, 使用双光子激光器作为光源可

以避免对生物系统的光毒性问题, 实现更深的穿透深

度. 2021 年, 周礼义课题组[39]以具有 D-π-A 结构的 2-(2-
萘基)苯并噻唑作为双光子荧光团, DNBS 作为 Sec 响应

位点合成新型双光子荧光探针 16(图 14). 随着硒醇负离

子亲核进攻断裂磺酸酯基, 探针在 510 nm 处呈 18.9 倍

荧光增强, 所释放的双光子荧光团具有低细胞毒性和

pH稳定性, 对活体细胞和斑马鱼中Sec的荧光检测具有

高分辨成像性能. 
1.1.4  基于荧光碳点的 Sec 探针 

与有机小分子荧光探针相比, 荧光碳点(CDs)具有

更优良的光稳定性和生物相容性, 在生物体的长期成像

方面优势明显. 2017 年, 杨小峰课题组[40]以间氨基苯酚

(mAP)为碳源, 采用一锅溶剂热法制备了黄绿色发光碳

点(Y-G-CD)作为荧光团, 并通过化学修饰在 Y-G-CD 表

面引入 2,4-二硝基苯磺酰基(DNS)识别基团, 构建了首

例生理条件下的 Sec 荧光纳米探针 17(图 15). 由于硒醇

负离子的亲核性高于硫醇负离子, 探针在与 Sec反应时, 
DNS 基团更易裂解形成高强度荧光的 Y-G-CD, 而对

Hcy(同型半胱氨酸)、Cys 和 GSH 等生物硫醇, 则只开

启较弱的荧光信号, 表现出对 Sec 更高的灵敏度和选择

性. 尽管与小分子探针相比, 探针17在检测液中是非均

相的, 但该探针在细胞中具有可渗透性, 同样适于活细

胞中 Sec 的荧光成像. 这一工作对寻找更好的荧光团, 
构建可生物成像的 Sec 探针具有新的启示.  

1.2  基于苯醚硒解反应的 Sec 探针 

苯醚的硫解反应被广泛用于生物硫醇探针的设计. 
其中, 2,4-二硝基苯醚(DNB)由于邻、对位硝基的强吸电

子效应, 易接受亲核试剂进攻发生醚键断裂, 近年来也

被用于硒代半胱氨酸探针的构建. 基于 2,4-二硝基苯醚

基硒解的探针, 与上述描述的 2,4-苯磺酰胺基和磺酯基

相比, 含有 2,4-双硝基苯醚基的荧光探针以更快的速率

与 Sec 反应(图 16). 2016 年, 宋钦华课题组[41]通过向荧

光染料硼‒二苯并吡喃甲烷(B-Bodipy)中引入 2,4-二硝

基苯氧基, 设计合成了两个 NIR 荧光探针 18 和 19(图
17). 两种探针均能利用硒醇和硫醇之间的 pKa 值差异

优先接受 Sec 进攻, 断裂 2,4-二硝基苯基片段, 在 655 
nm以上开启荧光. 检测限分别为 16 nmol/L和 9 nmol/L. 
由于识别位点和荧光团的细微差异, 探针 19 (LOD＝9 
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图 13  双响应型比率探针 15 对 Sec 的识别 
Figure 13  Identification of Sec by dual response ratio probe 15 
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图 14  双光子探针 16 对 Sec 的识别[39] 

Figure 14  Identification of Sec by two-photon probe 16 [39] 
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图 15  碳点探针 17 的合成及对 Sec 的识别[40] 

Figure 15  Synthesis of carbon dot probe 17 and recognition of Sec[40] 

 

图 16  基于苯醚与 Sec 硒解反应机理 
Figure 16  Based on the reaction mechanism of selenolysis between phenyl ether and Sec

nmol/L)表现出比探针 18 (LOD＝16 nmol/L)更高的灵敏

度, 可用于检测活细胞中的外源性 Sec 和亚硒酸诱导产

生的 Sec. 此外, 探针 18 对光漂白更为温和, 作为 NIR
荧光探针成功用于小鼠成像实验, 为进一步用于人体中

Sec 含量的检测提供了良好的开端. 
2017 年, 冯国强课题组[42]基于二腈基亚甲基苯并

吡喃骨架构建了一种 Sec 比色/荧光双信号探针 20(图

18). 探针的 2,4-二硝基苯醚基团被硒解后, 所释放的荧

光团在 560 nm处有紫外吸收和 706 nm处有近红外荧光

发射, 呈现显著的 Stokes 位移(146 nm). 在常见氨基酸

和生物硫醇等干扰物存在下 , 探针的线性检测范围

(0.2～80 μmol/L)可满足对生理浓度内 Sec 的高灵敏度

快速响应(LOD＝62 nmol/L), 实现了对HeLa细胞中Sec
的定量检测和荧光成像. 
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图 17  基于 B-Bodipy 骨架的探针 18 和 19 对 Sec 的选择性识别 
Figure 17  Selective recognition of Sec by probes 18 and 19 based on the B-Bodipy backbone 
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图 18  比色/荧光双信号探针 20 对 Sec 的识别 
Figure 18  Identification of Sec by colorimetric/fluorescent dual signal probe 20 

2020 年, 周礼义课题组[43]将具有 D-π-A 结构的香

豆素骨架与萘二甲酰亚胺荧光团偶联, 经 DNB 修饰后

合成了一种基于荧光共振能量转移(FRET)机理的双光

子比率荧光探针 21(图 19). 探针具有优异的抗干扰性, 
能在 35 种常见金属离子、阴离子、无机硒化物和氨基

酸中特异性识别 Sec. 借助双光子探针组织穿透性强, 
光毒性低的优势, 探针 21 被成功用于 HeLa 细胞、裸鼠

肝组织和斑马鱼的荧光成像. 

1.3  基于加成-环化-裂解串联反应的 Sec 探针 

丙烯酸酯是常见的 Michael 受体型检测基团和典型

的 TrxR 抑制剂, 可以结合到暴露的酶表面和高活性的

半胱氨酸(Cys)或硒代半胱氨酸残基上来抑制酶活性[44]. 
设计的探针与 Sec 响应, 丙烯酸酯基团和硒代半胱氨酸

会发生 Michael 加成, 酯基被硒代半胱氨酸的氨基裂解, 
通过内部环化形成酰胺, 使得探针荧光发生变化(图20). 
2017 年, 敬静课题组[45]将丙烯酸酯部分作为反应受体

连接在 4-羟基萘酰亚胺上作为信号基团, 并引入丙烯酸

酯作为吸电子基团, 设计合成了一种基于 ICT 机理的

Sec 比率探针 22(图 21). 丙烯酸酯可以有效地调节电子, 
以改变探针的光物理性能. 在 Sec 作用下, 丙烯酸酯部

分去除后, 在 1 min 内表现出明显的比率和红移(ca. 117 
nm)荧光信号, 同时表现出从无色到淡黄色的明显颜色

变化, 发射红移约 117 nm. 该探针具有大的斯托克斯位

移(ca. 100 nm), 当用于生理条件下定量检测 Sec 时, 大
鼠 Sec 的检测限为 12 nmol/L. 在生物条件下, 大鼠 Sec

可选择性地对生物硫醇、胺或活性氧 ROS 产生反应, 用
于对活细胞中的外源和内源性 Sec 进行成像.  

2020 年, 陈光课题组[46]以近红外七甲基花菁荧光

团、丙烯酰胺作为响应部分和亲脂性三苯基膦作为线粒

体定位基团, 设计并合成了比率式近红外 Sec 荧光探针

23 (图 22). 探针与 Sec 首先进行迈克尔加成, 酰胺键断

裂后发生亲核反应, 引发 ICT 效应, 使得发射波长蓝移, 
表现出明显的比率荧光信号, 并伴随着从绿色到蓝色的

颜色变化. 探针 23 成功用于检测人体 Nthy-ori-3/BHT 
101 细胞和小鼠甲状腺疾病模型中 Sec 浓度的波动, 有
望用于诊断甲状腺疾病的临床诊断. 

2021 年, Shimomura 课题组[47]开发了一种通过硒代

半胱氨酸和荧光素O,O-二丙烯酸酯探针 24 (FOdA)的反

应的安全、简单和可靠的方法来测量胱氨酸摄取活性, 
使用硒代胱氨酸作为半胱氨酸类似物, FOdA 作为硒代

半胱氨酸的荧光探针, 结合三(2-羧乙基)膦(TCEP)在弱

酸条件下进行摄取(图 23). 由于该方法使用过程简单, 
可能应用于微板测定. 该方法将有助于阐明与细胞代谢

改变和癌症细胞氧化应激相关的胱氨酸摄取调节, 并用

于通过高通量筛选发现潜在的抗癌药物, 同时为构建硒

代半胱氨酸探针提供了思路. 

1.4  基于其它反应的 Sec 探针 

除了以上几类反应, 二硫键的硒解[48]和氮-硒键[49]

的裂解反应也被开发为 Sec 探针的识别策略(图 24). 
2017 年, 陈令新课题组等[50]将七甲基花菁作为近红外 

 

图 19  基于 FRET 机理的双光子比率探针 21 对 Sec 的识别  
Figure 19  Two-photon ratio probe 21 based on FRET mechanism for Sec identification 
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图 20  基于丙烯酸酯与 Sec 的加成-环化-裂解串联反应机理 
Figure 20  Mechanism of addition-cyclization-cleavage tandem 
reaction based on acrylate and Sec 

 

荧光团和双(2-羟乙基)二硫化物作为 Sec 响应位点, 设
计合成一种基于分子内部电荷转移(ICT)的比率式近红

外荧光探针 25(图 25). 探针 25 与 Sec 的硒硫交换反应

触发 ICT 从绿色到蓝色的颜色变化机制, Sec 还原二硫

键触发了快速分子内环化, 在相邻酰胺键裂解后, 释放

的荧光基团表现出更大的光谱蓝移. 探针可在 3 min 内

产生快速响应, 成功用于活 HepG2, HL-7702 细胞和 

 
图 21  基于 ICT 机理的比率探针 22 对 Sec 的识别机理 

Figure 21  Recognition mechanism of Sec by ratio probe 22 based on ICT mechanism 

23

 

图 22  基于近红外七甲基花菁骨架的比率探针 23 对 Sec 的识别及成像[46] 
Figure 22  Identification of Sec by ratio probe 23 based on NIR heptamethanocyanine skeleton and imaging[46] 

 

图 23  基于二丙烯酸酯的探针 24 对 Sec 的识别及胱氨酸摄取[47] 

Figure 23  Recognition of Sec and cystine uptake by diacrylate-based probe 24[47] 
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图 24  二硫键的硒解及氮-硒键的裂解机理 
Figure 24   Mechanism of selenolysis of disulfide bond and cleavage of N—Se bond 

 

 

图 25  基于二硫键的探针 25 对 Sec 的识别机理及细胞成像应用[50] 

Figure 25  Mechanism of disulfide bond-based probe 25 for Sec recognition and cell imaging applications [50]

原代小鼠肝细胞中 Sec 的准确定量检测.  
2020 年, 该课题组[51]采用双光子荧光团 TP-NN 作

为发色团, 基于硒硫交换反应设计合成了第一个用于检

测谷胱甘肽过氧化物酶(GPx)的双光子比率荧光探针 26 
(图 26), 二硫键被硒反应位点中断, 探针快速分子内环

化以释放荧光团 TP-NN, 并显示出大的光谱红移. 该探

针采用两个发射波段的荧光光谱的比率, 有效地防止了

各种环境条件的干扰. 探针可在 10 min 内快速检测, 避
免 GSH 和其它干扰物的干扰. 在探针的帮助下, 发现

GPx 在衰老细胞和小鼠模型中的浓度波动, 结果表明

GPx的活性在衰老细胞中降低, 为GPx的研究提供了新

的思路.  
徐克花课题组[52]发现, 依布硒啉中的Se—N键可以

被巯基高选择性裂解. 如果采用 Se—N键能更高的化合 

   

图 26  基于双光子荧光探针 26 对 Sec 的识别及细胞成像[51] 
Figure 26  Identification and cellular imaging of Sec based on two-photon fluorescent probe 26 [51] 
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物, 则需要更强的亲核试剂断键. 2015 年, 该课题组[53]

首次将 2,1,3-苯并硒二唑(BS)部分整合到半花菁素染料

中, 设计并合成了一种新型荧光探针27(图27). 由于BS
中的 Se—N 键更稳定, 只能被亲核性更高的硒醇切断, 
因此探针 27 对硫醇具有优异的抗干扰性. 加入 Sec 后, 
BS 结构转化为二胺, 导致探针的双电子受体结构改变

为给体-受体(D-A)结构, 产生 ICT 效应开启荧光信号. 
该探针在生理条件下对 Sec 具有高灵敏度和选择性, 不 

 

图 27  基于 2,1,3-苯并硒二唑的探针 27 
Figure 27  Probe 27 based on 2,1,3-benzoselenadiazole 

 
受巯基和其他生物活性物质(如必需离子和氨基酸)的干

扰, 已成功应用于活体细胞和体内 Sec浓度变化的成像. 
此外 , 结合细胞周期和线粒体膜电位的分析 , 发现

Na2SeO3 诱导的 HepG2 细胞凋亡与硒醇水平密切相关. 
研究结果将有助于提高硒化合物在癌症治疗和预防中

的疗效, 扩大其应用范围.  

2  结论与展望 

本文总结了 2015 年至今硒代半胱氨酸荧光探针的

研究进展, 以识别机制为主线, 对 Sec 探针的构建策略

和生物成像应用进行了归纳, 并对探针性能予以比较

(表 1). 研究者们在发展高选择性、高穿透性和低光毒性

探针采用了多种策略: 通过体系 pH 值调控、识别基团

及取代基调控、溶剂组成调控等方法, 增大探针与硒醇/
硫醇的反应型差异, 实现对 Sec 的特异性识别; 设计高

荧光量子效率分子骨架或近红外荧光团, 增强探针光学

性能, 实现对内源性 Sec 的体内成像; 引入多荧光团或

双光子荧光团, 构建双响应探针或双光子探针, 实现对

细胞、组织中的 Sec 高准确度成像. 

表 1  各类 Sec 探针性能比较 
Table 1  Comparison of the performance of various Sec probes 

识别机制 探针编号 荧光骨架 线性范围/(μmol•L－1) 检测限(LOD)/(nmol•L－1) 响应时间/min 参考文献 

芳香亲核取

代反应 

1 荧光素 — — 10 [25] 
2 香豆素 0.5～100 — 3 [26] 
3 香豆素 0～80 47 30 [27] 
4 香豆素 0～100 18 6 [28] 
5 四氢萘-氧杂蒽 0～50 17 2 [29] 
6 四氢萘-氧杂蒽 0～32 11.2 3 [30] 
7 菲并咪唑 0～50 65.4 4 [31] 
8 菲并咪唑 0～50 84.7 3.5 [31] 
9 染料 HD-NH2 0～40 _— 10 [32] 

10 氧杂蒽染料 0～40 18.5 5 [33] 
11 二氰基甲基苯并吡喃荧光素 0.2～80 60 10 [34] 
12 二氰基槐酮 0～100 10 20 [35] 
13 染料 NN 0～1 22 2.5 [36] 
14 七甲基花菁素 0～7 — 4 [37] 
15 香豆素 0～45 6.9 4 [38] 
16 2-(2-萘基)苯并噻唑 0～10 10.6 10 [39] 
17 黄绿色发光碳点 0～30 — 12 [40] 

苯醚硒解反

应 

18 硼-二苯并吡喃甲烷染料 0～25 16 10 [41] 
19 硼-二苯并吡喃甲烷染料 0～10 9 10 [41] 
20 二腈基亚甲基苯并吡喃 0.2～80 62 5 [42] 
21 香豆素 0～50 7.88 10 [43] 

加成-环化-

裂解串联 

22 4-羟基萘酰亚胺骨架 0～30 12 1 [45] 
23 七甲基花菁素 0～15 92 5 [46] 
24 荧光素 — — — [47] 

其他反应 
25 七甲基花菁素 0～20 90 3 [50] 
26 TP-NN — — — [51] 
27 半花菁素染料 0～20 7 — [53]  
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尽管高选择性 Sec荧光探针的分子设计及生物成像

应用已进入快车道, 但也面临挑战: (1)基于当前识别机

制的反应型探针响应时间较长, 难以实现对体内 Sec 的

实时追踪成像. 开发其它有机反应, 构建新型识别机制

是 Sec 探针的发展趋势之一. (2)生物自发荧光的干扰是

探针临床应用的一大障碍, 开发近红外 II区的 Sec探针, 
能为生物成像提供更多选择. (3)与有机小分子相比, 碳
纳米点和石墨烯量子点具有荧光信号稳定、生物相容性

好的特点, 在活性氧、生物硫醇等荧光识别中已被广泛

应用, 但基于荧光碳点的 Sec 探针只有少数报道. 发展

多种识别机制下的荧光碳点探针, 对丰富 Sec 探针构建

策略和成像应用具有积极意义. 
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