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摘　要　活性氧对于人体是十分重要的。然而, 过量的活性氧是相当有害的, 它们会对人体产生氧化

损伤, 导致细胞死亡。活性氧现在已经引起了化学、生物、医药等多个领域学者的浓厚兴趣, 它们被认为和

多种病理条件有密切的联系。由于活性氧寿命短、反应活性高, 并且大部分都存在于体内很难被捕获, 因此

它们的分析测定是一项国际性难题。荧光探针作为活性氧的高灵敏的检测分析物, 已经得到越来越广泛和

深入的研究。由于每一种活性氧都有它独特的生理学活性, 因此设计高选择性的, 能够检测具体一种活性

氧的荧光探针分子就显得十分重要。本文主要对近三年来检测单线态氧、过氧化氢、超氧阴离子和羟自由

基这四种活性氧的荧光探针的研究进展进行综述, 关注这类荧光探针的检测机理以及具体应用。
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1　前言
活性氧, 顾名思义, 就是比起普通的氧分子, 它们有着更高的氧化还原活性[1 ]。活性氧不仅包括

一 些自由基, 如羟自由基 (·OH ) , 超氧阴离子 (O -
2 ·) , 过氧羟自由基 (·HO 2 ) , 过氧自由基

(ROO·) 和烷氧基 (RO·) , 也包括了一些非自由基, 即过氧化氢 (H 2O 2) , 单线态氧 (1O 2) 和次氯酸
(HOC l) [2 ]。根据定义, 自由基是一些能够独立存在的, 具有一个或多个未成对电子的原子或分子。
当两个电子自旋方向相反, 成对在同一个轨道上, 那么它们就更加稳定。因此, 自由基通常比非自由
基更不稳定, 有更强的反应活性。

现在所知, 一些有害的因素, 如杀虫剂, 传染病, 污染, 紫外线, 吸烟和辐射等, 都可能导致活性
氧的产生[3, 4 ]。人体内自发产生的适量的活性氧是相当重要的, 它们涵盖了不同的生命活动, 诸如在
信号转换, 神经传递, 肌肉舒展放松及蠕动, 血小板凝集, 血压调节, 免疫系统控制, 学习和记忆, 能
量产生, 细胞常规生长, 重要的生命化合物的合成和机体的新陈代谢中, 都发挥了重要的作用[5—7 ]。
然而, 当活性氧产生过量, 或是机体自身的抗氧化剂的量大量减少时, 活性氧就变得相当有害了。它
们通过氧化生物分子, 使得细胞脂质膜, 蛋白质组织, 酶, 碳水化合物和DNA 等氧化损伤, 造成细
胞损坏或死亡[8—10 ]。总之, 在一般细胞环境中, 活性氧对于生命体是必不可少的, 但过量的活性氧
就会造成危害。

由于活性氧与这么多生命活动相联系, 因此需要一种高灵敏的具体的工具来更深入的观察和
了解它们的作用机制。然而, 活性氧本身寿命相当短, 反应活性高, 且存在于体内难以被捕获, 因此
很难被检测。采用荧光方法, 选择合适的荧光探针, 是克服这些障碍的很好方法。由于荧光探针具
有很高的灵敏性, 数据采集和提供目标生物分子瞬时和空间信息的能力, 使得它能够很好地接近并



测量活性氧。我们可以利用荧光探针来实时检测活性细胞内目标生物分子的行为。
由于每种活性氧都有它各自独特的生理活性, 因此就需要更多新型的能够高选择性地检测单

独某种活性氧的荧光探针。合成这一类荧光探针也就成为现在一个很活跃的研究领域[6 ]。
本文主要对近三年来相关文献作了综述, 介绍了检测单线态氧, 过氧化氢, 超氧阴离子和羟自

由基的荧光探针的设计、作用机制、应用等方面的最新研究进展。根据对应的目标活性氧, 对荧光探
针作了分类。

2　检测单线态氧的荧光探针
许多测定单线态氧的荧光探针都是和单线态氧反应生成内过氧化物。例如,N agano 小组之前

就报道过两种基于此反应原理的荧光探针D PA X (图 1a) [11 ]和DM A X (图 1b) [12 ] , 它们都和单线态
氧反应生成荧光增强的内过氧化物D PA X2EP 和DM A X2EP。T an 等合成了一种新型的测定单线
态氧的荧光探针 PA TA 2T b3+ (图 1c)。它是T b3+ 的螯合物, 本身没有荧光, 但和单线态氧作用后, 即
生成了有强荧光的内过氧化物, 可以用它来进行时间分辨荧光测量[13 ]。N aito 等用弱荧光物质 TD I
(图 1d ) 作为荧光探针, 由于它和单线态氧通过内过氧化反应重排后生成一种强荧光物质, 故用它
来实时监测 T iO 2 光催化产生的单线态氧[14 ]。

图 1　检测单线态氧的荧光探针
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除此之外, 周静等用海萤荧光素类似物 (FCLA ) 作为一种高灵敏检测单线态氧的化学发光探
针, 用光谱法研究了 FCLA 与人血清白蛋白 (HA S)的结合反应, 发现 FCLA 对H SA 的荧光有很强
的猝灭作用, 阐明了 FCLA 的运输过程及其在体内的作用机制[15 ]。A gati 等用D anePy (图 1e) 作为
检测单线态氧的荧光探针, 来测定植物中线粒体内的黄酮类物质清除单线态氧的能力[16 ]。Costa 等
报道了以物质DHR (图 1f )作为检测单线态氧的荧光探针, 将其应用于设计的体系当中, 比较了抗
坏血酸、青霉胺、半胱氨酸、乙酰半胱氨酸、蛋氨酸和叠氮化钠等物质清除单线态氧能力。DHR 本身
没有荧光, 它与单线态氧结合后, 就生成具有强荧光性质的RH [17 ]。

3　检测过氧化氢的荧光探针
DCFH 2DA (2′, 7′2D ich lo rodihydrofluo rescein dictate) 是一种无荧光的物质, 可转换成 DCF

(2′, 7′2D ich lo rofluo rescein) , 即二氯荧光素, 后者具有强烈的荧光 (图 2a)。早在 1938 年, Schales 等
就用氢化荧光素溶液来测定过氧化氢。后来其应用不断扩大, 陆续有人用于H 2O 2、NO 等检测, 并
对其应用、特异性等作了广泛而深入的探讨[18 ]。杨泽福等以 2′, 7′2D ich lo rofluo rescein dictate (DCF2
DA ) 作为荧光探针对细胞内的活性氧产物进行检测, 探讨了活性氧在致心肌细胞肥大时同时促进
心肌细胞分泌内皮素的作用[19 ]。钟蓓华等用荧光探针DCF2DA 测定细胞内过氧化氢的水平, 反映
心肌损伤及氧化活性物质的生成情况, 来观察辛伐他汀对过氧化氢损伤的心肌细胞的保护作用, 阐
明此作用与其诱导心肌抗氧化酶活性、减少氧活性物质的生成的关系[20 ]。田芳等用荧光探针
DCFH 2DA 作为荧光信号标记物捕获细胞内活性氧, 设置了两种反应体系来探讨 Α2硫辛酸对H 2O 2

诱导中国仓鼠肺细胞的活性氧水平以及DNA 氧化损伤的影响[21 ]。L abien iec 等用DCFH 2DA 作为
荧光探针, 测定了珠蚌消化腺细胞中的多酚类化合物对活性氧的清除能力, 证明了这类多酚化合物
既可以作为有效的活性氧清除剂, 又能作为氧化强化剂[22 ]。孙蓉等以DCFH 2DA 作为细胞内荧光
探针, 通过测定细胞内活性氧浓度和线粒体跨膜电位深入研究芍药苷抗凋亡作用的机制[23 ]。W en
等以DCFH 22DA 作为荧光探针, 阐明了高能量的蓝光能够诱导质膜和线粒体产生过氧化氢的机
制[24 ]。Kolla 等也以DCFH 22DA 作为荧光探针, 证明了过氧化氢是诱导芥菜气孔关闭的必要的第二
信使[25 ]。另外, O rhan 等其他一些研究小组也将这类荧光探针应用到化学、生物、医药等其它方
面[26—36 ]。

但是这一类化合物对过氧化氢的选择性比较差, DCFH 及其衍生物的荧光响应是一种氧化机
理, 不仅仅对细胞内过氧化氢有响应, 而且对其他的氧化物质亦有响应。故吴朝阳和M iller 等人几
乎同时合成并报道了一种新型的荧光探针。他们对DCFH 2DA 这类荧光探针作了修饰及改进, 合成
了 3′, 6′2对戊酰硼荧光素 (PF1) (图 2b)。它是一种基于去保护机理的高灵敏H 2O 2 荧光增强化合
物, 能灵敏地检测出样品中 H 2O 2 的含量[37, 38 ]。刘磊等人利用该种探针, 结合超氧化物歧化酶
(SOD )的选择性催化歧化反应条件, 建立了一种超氧阴离子的酶催化荧光分析方法[39 ]。M iller 等人
还合成了另两种该类探针 Peroxyreso rufin21 (PR 1) (图 2c) 和 Peroxyxan thone21 (PX1) (图 2d ) [38 ]。
A lbers 等也设计合成了一种这类基于发射红光的萘荧光素类探针N aph tho2Peroxyfluo r21 (N PF1)

(图 2e) , 它也能高选择性地检测过氧化氢。A lbers 等用它来评价肝脏细胞的过氧化水平[40 ]。在此基
础上, D ick inson 等又合成了另一种检测过氧化氢的荧光探针 M itochondria peroxy yellow 1
(M itoPY1) (图 2f ) , 可以用它来对肝脏细胞中的线粒体产生的过氧化氢进行成像检测[41 ]。同时, 该
小组还合成了一种特定检测过氧化氢的荧光探针Peroxy L ucifer 1 (PL 1) (图 2g )。Srikun 等通过它
来肉眼观察活体内对受到食菌细胞刺激而产生的局部过氧化氢浓度的变化[42 ]。

另外,D u 等人以 72羟基香豆素作为荧光团, 设计并合成了一种对过氧化氢有高选择性测量的
新型水溶性荧光探针 (图 2h)。该探针本身只有很弱的荧光性质, 但和过氧化氢结合反应后, 即生成
了强荧光的 72羟基香豆素[43 ]。Am atatongchai 等以 9, 102B is2(phenylethynyl) an th racene (BPEA )

(图 2i)作为荧光探针, 采用化学发光微流体检测系统, 对一些食物和药物清除过氧化氢的能力作了
筛选[44 ]。H e 等用 PFP2NM e+

3 这种阳离子共轭聚合物作为荧光探针, 用来检测葡萄糖被葡萄糖氧化
酶所催化氧化产生的过氧化氢的量, 从而间接的测定葡萄糖的含量[45 ]。
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图 2　检测过氧化氢的荧光探针
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图 3　检测超氧阴离子的荧光探针

图 4　检测羟自由基的荧光探针探针
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4　检测超氧阴离子的荧光探针
H ydroeth idine (H E) (图 3a) 被认为是一种选择性和灵敏性都很好的超氧阴离子的荧光探针。

张霞等人应用超氧阴离子荧光探针H E 标记脾脏淋巴细胞, 探讨了蕨麻多糖对体外培养的小鼠脾
脏淋巴细胞NAD PH 氧化酶活性的影响[46 ]。Yam aura 等也利用 PE 作为荧光探针来检测着色细胞
内的过氧化物产生的超氧阴离子[47 ]。N ovitsk iy 等用该探针通过化学发光法来测定甲醇和甲醛对于
白鼠星型肝脏细胞产生的超氧阴离子的作用效果[48 ]。在此基础上, Robinson 等人合成了M ito2H E
(图 3b) , 它也是一类基于溴乙非啶的检测超氧阴离子的荧光探针。比起H E, 它具有更长的激发波
长, 故将其运用于细胞内检测时, 对细胞的损伤更小[49 ]。最近, Zhu 等利用另一种该类物质二氢乙
锭 (DH E) (图 3c) , 作为超氧阴离子的荧光探针, 通过微流体芯片凝胶电泳法, 来检测个体H epG2 细
胞中超氧阴离子的量[50 ]。

PN F21 是一种能高选择性测定超氧阴离子的红色荧光探针, 它可以穿过细胞膜, 用于生物体
内的检测。它本身没有荧光, 但和超氧阴离子作用后就会生成强荧光的物质 (图 3d )。Xu 等设计合
成了该探针, 并用它来检测RAW 264. 7 巨噬细胞产生的超氧阴离子[51 ]。该课题组还合成了另外一
种基于亚磷酸盐的超氧阴离子荧光探针 PF21 (图 3e) , 并用它来检测白鼠腹膜巨噬细胞生成的超氧
阴离子[52 ]。此外, Xu 等人又合成了一种新型的检测超氧阴离子的荧光探针DBZTC (图 3f )。它本身
没有荧光, 随着超氧阴离子的浓度不断增加, 其荧光强度也不断增大。它的激发波长较长, 在
485nm , 故可以应用于活体细胞内检测。Xu 等同样将其用来检测巨噬细胞产生的超氧阴离子[53 ]。

5　检测羟自由基的荧光探针
羟自由基能和一些芳香化合物反应生成芳香羟基化合物, 而许多这类物质都是具有荧光性质

的。譬如安息香酸盐, 香豆素, 吩恶嗪等。N ew ton 等分别测定了安息香酸盐, 香豆素, 吩恶嗪这三类
物质与羟自由基的反应速率, 研究了它们作为检测羟自由基的荧光探针的可行性。这三类物质和羟
自由基作用后, 都生成荧光很强的物质。故可以用它们来作为检测羟自由基的选择性荧光探针[54 ]。

Czili等用香豆素作为羟自由基的荧光探针, 来检测和测量有氧和无氧条件下紫外辐射T iO 2 悬浮液
产生的羟自由基, 生成的 72羟基香豆素具有荧光特性 (图 4a) [55 ]。Singh 等合成了一系列的聚胺香
豆素类化合物, 作为检测由 Χ射线产生的羟自由基的分子荧光探针[56 ]。Soh 等以香豆素为母核, 合
成了一种磷脂联香豆素D PPEC (图 4b) , 用它来作为检测脂质细胞膜中羟自由基含量的荧光探针。
它能够很迅速的和羟自由基反应, 且荧光强度大大增强[57 ]。

L iu 等用对苯二酸和过氧化氢ö氧化钯纳米修饰电极生成的羟自由基反应, 得到了强荧光的
22羟基对苯二酸 (图 4c)。故用对苯二酸作为一种检测羟自由基的荧光探针[58 ]。L i等就用对苯二酸
作为荧光探针, 证明了铁螯合剂不会抑制 Fen ton 反应, 而会参与反应来增强抗自由基体的猝
灭[59 ]。W u 等也用对苯二酸作为荧光探针, 测定了水溶液中由 T iO 2 光催化产生的羟自由基的量子

生成产率[60 ]。另外, Ko ide 等设计合成了两种测量活性氧特别是羟自由基的荧光探针M itoA R 和
M itoHR (图 4d )。这两种物质本身几乎都没有荧光, 但和活性氧反应后就生成强荧光的物质
HM TM R。他们将其用于活的线粒体中活性氧的测量[61 ]。M oore 等用荧光素作为荧光探针, 建立了
一种评价羟自由基清除能力的新的荧光分析方法[62 ]。Cohn 等用酵母RNA 作为检测由土料产生的
羟自由基的荧光探针[63 ]。

6　结论
本文总结了近三年来关于检测单线态氧、过氧化氢、超氧阴离子和羟自由基的荧光探针的文

献, 主要介绍了它们的检测机制和应用。所有的探针都根据它们所检测的目标活性氧的不同而分
类。这些高灵敏度, 高选择性的新型荧光探针的出现, 拓宽了人们对于活性氧的检测方法, 为人们更
清晰深入地了解和研究活性氧提供了很好的平台。
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Recen t Advances in Fluorescen t Probes for the D etection

of Reactive Oxygen Spec ies

ZHAN G Shu2Q i　W E I Yong2Feng
(College Chem istry & M aterials S cience, N orthw est U niversity , X i′an 710069, P. R. China)

Abstract　R eactive oxygen species (RO S) are essen tial to life. How ever, w hen these reactive

species w ere overp roduced, it becom e h igh ly harm ful, causing ox idative stress and leading cell death.

RO S have cap tured the in terest of m any researchers in the chem ical, bio logical, and m edical fields since

they are though t to be associated w ith various patho logical conditions. RO S p resen t som e

characteristics that m ake them difficult to detect, nam ely their very short lifetim e, h igh reactive

activity and incapable cap turing due to ex isting in vivo. F luo rescen t p robes are excellen t senso rs of

RO S due to their h igh sensitivity, have becom e the research focuses. It is importan t to design h igh

selective and specific detecting fluo rescen t p robe because each RO S has its ow n un ique physio logical

activity. T h is review focused on the detection m echan ism and app lications of fluo rescen t p robes fo r the

detection of singlet oxygen (1O 2) , hydrogen perox ide (H 2O 2) , superox ide an ion (O -
2 ·) , o r hydroxyl

radicals (·OH ) , a field in w h ich rem arkable p rogress had been ach ieved in the last th ree years.

Key words 　 F luorescen t P robes; R eactive O xygen Species (RO S ) ; Singlet O xygen ( 1O 2 ) ;

H ydrogen Perox ide ( H 2O 2 ) ; Superox ide A nion (O -
2 · ) ; H ydroxyl R adicals

(·OH ); R eview
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