
次氯酸（hypochlorous acid，HClO）是一种活性氧

（reactive oxygen species，ROS），凭借其对多种蛋白

质侧链和肽的特异性反应，在溶酶体吞噬过程中破

坏生物系统中的病原体。因此HClO是免疫系统对

抗入侵细菌和多种病原体的有效抗菌剂［1］。在健康

情况下，HClO在维持生物体氧化平衡的生理活动和

免疫保护中起着重要的作用。但是由于HClO具有

很强的氧化性，异常水平的HClO会对机体造成严

重的损害，从而导致许多疾病，如心血管疾病［2-3］、神

经炎症［4］、肝损伤［5］、帕金森病［6］、癫痫［7］、阿尔茨海

默病［8- 9］，甚至癌症［10］等。因此，开发生物系统中

HClO高灵敏度和选择性检测工具，对阐明HClO在

疾病发生发展中的作用具有重要意义。

在生物体中，内源性HClO主要通过过氧化氢

（hydrogen peroxide，H2O2）与Cl-的反应产生，该反应

由髓过氧化物酶（myeloperoxidase，MPO）催化。近年

来，人们开发了多种检测HClO的方法，如电化学分

析、化学发光分析、比色法、高效液相色谱法等［11］。

虽然这些分析方法具有很高的灵敏度，对HClO也

有一定的选择性，但这些检测需要复杂的设备和专

业的操作技术。此外，这些测试的样品制备复杂，

检测费用昂贵，生物样本经常在样品前处理中遭到

破坏，不适合检测活细胞、组织和体内的HClO。近

几十年来荧光成像技术受到广泛关注。虽然荧光

成像设备价格昂贵，但荧光成像具有灵敏度高、选

择性高、时空分辨率高、无创、实时分析、操作简单

等优点［12-13］。荧光成像在观察活细胞的功能和分
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子识别方面具有独特的优势，已成为在亚细胞水

平监测生物分子、亚细胞结构定位和运动的不可

替代的技术。随着荧光分析技术的发展，用于检

测HClO的荧光探针的种类和数量不断增多。探针

分子中常含有对HClO具有选择性反应的基团或原

子，如碳氮双键［14］、碳碳双键［15］、硫原子［16-17］、苯

环［7］等。

不同的荧光探针有不同的激发和发射模式，如

单光子/双光子、开关/比率等。与单光子荧光探针

相比，双光子荧光探针波长较长，具有更深的组织

穿透力，减少活细胞和组织中的背景荧光，同时产

生更少的光损伤和更小的背景干扰［18］。同时，与短

波长光相比，长波长光的光损伤和光漂白更小，对

细胞的毒性也更小［19］。

双光子荧光探针利用双光子显微镜（two⁃photon
microscopy，TPM）进行高分辨率成像。这种长波长

激发（约 800 nm）并利用TPM成像是提高生物成像

应用中检测灵敏度的一种重要方法，可以减少自吸

收和背景荧光。在成像技术方面，双光子超分辨率

荧光显微镜技术成功克服了传统光学显微镜无法

获得200 nm以下空间分辨率的局限［20］。此外，超分

辨率荧光显微镜可用于实时观察亚细胞器与HClO
反应前后的变化［17，21］，方便科学家进一步了解HClO
在生物和病理过程中的作用。目前科学家们已经

开发出一些基于 TPM技术的双光子（two⁃photon，
TP）HClO探针。

本文总结了近年来用于检测HClO的小分子荧

光探针的设计策略、识别机制、响应类型（比例、靶

向）、传感机制和在生物成像中的应用，助益更优

HClO探针的发现。

1 基于硫探头的双光子荧光探针

据报道，甲硫氨酸中的硫原子容易被HClO氧

化为亚砜和砜［16］。以此开发了很多含硫原子的

HClO探针。

在水溶液中，咪唑啉⁃2⁃硫酮可与HClO反应产

生咪唑衍生物，并伴有荧光开关。韩国科学家

Juyoung Yoon团队设计并构建了咪唑啉⁃2⁃硫酮类双

光子荧光探针 PIS（图 1），用于检测HClO分子［16］。

PIS探针可特异性地与HClO反应，产生相应的咪唑

荧光离子。2016年，该课题组在PIS设计思路上改

造并合成了 PNIS（图 1）双光子HClO荧光探针［17］。

该PNIS分子中含线粒体靶向基团——三苯基磷，咪

唑啉⁃2⁃硫酮是HClO的识别单元，使得PNIS具有检

测内源性线粒体HClO的能力。值得指出的是PNIS
具有良好的水溶性，不需要有机溶剂进行助溶。该

类型的 PIS、PNIS探针在与HClO反应后，荧光强度

约提高 100 倍，而对于其他 ROS，如 H2O2、NO·、

ROO·、ONOO-、·OH和叔丁基超氧化物，几乎没有

荧光变化，即使在更高浓度的其他ROS孵育 30 min
后，也不会引起探针溶液明显的荧光变化。该类探

针在HeLa细胞和RAW 264.7巨噬细胞中具有良好

的选择性成像。此外，利用TPM，PIS探针在小鼠海

马区有良好的成像效果，PNIS探针在亚细胞结构线

粒体共定位实验中有良好的成像效果。PIS、PNIS
的反应机制如图1所示。
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图1 PIS/PNIS化学结构及其反应机制

Figure 1 Chemical structure and reaction mechanism of PIS/PNIS

硫醚的富电子特性使硫原子能够快速与HClO
发生反应，显著改变硫原子的电子云密度，从而导

致探针荧光强度发生明显变化（图2）。吩噻嗪中的

硫原子对HClO具有很强的反应性。吩噻嗪的荧光

性质通过硫原子氧化成亚砜而改变。苯并噻唑是一

种常见的吸电子基团，王建勇团队则利用吩噻嗪和

苯并噻唑构建了一种新型的双光子探针NS⁃ClO［22］。

苯并噻唑在氧化还原条件下稳定，保证了探针在过
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量的 HClO 中的稳定性。室温条件下，NS⁃ClO 在

PBS（pH=7.4，5%二甲基甲酰胺）中，360 nm激发时，

450 nm处没有荧光发射；但当加入HClO后，其在

360 nm处出现吸收，且用 360 nm激发时在 450 nm
处出现强烈荧光（约 860倍）。经实验验证，NS⁃ClO
对 其 他 ROS、活 性 氮（reactive nitrogen species，
RNS）、生物硫醇等没有反应活性，说明探针对HClO
表现出良好的选择性。NS ⁃ClO 在 HeLa 细胞和

RAW264.7巨噬细胞中具有良好的选择性成像。利

用 TPM，NS⁃ClO可对 400 μm厚的小鼠肝脏活体组

织切片成像，且可以对活体斑马鱼成像。

在温和条件下，HClO可以介导硫代螺内酰胺苯酚

转化为苯并噁唑（图3）。毛国江团队利用罗丹明类似

物为基础，研制了一种用于HClO生物成像的长波长

（630 nm）双光子荧光探针HN2⁃TP［1］。HN2⁃TP在PBS
缓冲液（pH=7.4，5%二甲基亚砜）中，没有特征吸收

和发射。但当加入HClO后，90 s内HClO诱导重排

反应，检测到在630 nm处的荧光发射。HN2⁃TP探针

在体外检测HClO时表现出较大的荧光增强，且具

有良好的线性范围、高灵敏度（检测下限：40 nmol/L）
和快速响应的优点。HN2⁃TP探针溶液与各种ROS、
RNS、生物硫醇不发生反应，探针只对HClO有高选

择性。利用单光子显微镜，HN2⁃TP可以对HeLa细
胞内的外源性HClO成像，也可以对巨噬细胞RAW
264.7内源性HClO成像。利用TPM，HN2⁃TP可以对

大鼠肝脏冷冻切片组织进行HClO显像。
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图3 HN2⁃TP化学结构及其反应机制

Figure 3 Chemical structure and reaction mechanism of HN2⁃TP
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图4 Acdan化学结构及其反应机制

Figure 4 Chemical structure and reaction mechanism of Acdan
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图2 NS⁃ClO化学结构及其反应机制

Figure 2 Chemical structure and reaction mechanism of
NS⁃ClO

2 氧硫杂环戊缩醛（酮）类双光子荧光探针

HClO 双光子探针中，荧光团大多数是典型

的“推⁃拉”（胺酮）结构，这种结构可以产生优异的光

物理性质。Acdan是一种双光子荧光团（图4）。利

用 2⁃巯基乙醇对 Acdan的酮羰基进行保护，使其

变为氧硫杂环戊缩酮结构，降低羰基“拉”的作

用，而导致荧光强度降低或淬灭。作为 HClO 分

子的反应位点，探针分子中的 S原子先被HClO氧

化为亚砜，再进一步氧化为砜，最后使缩酮结构

水解成羰基，使荧光团恢复荧光或者荧光增强

（图 4）。

溶酶体是细胞的循环中心，催化分解各种废

物，如蛋白质、核酸、碳水化合物、脂质和细胞碎片，

其内含有丰富的HClO。2015年，Young⁃Tae Chang
团队利用 Acdan分子骨架，设计并合成了第一个
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靶向溶酶体的 HClO 双光子荧光探针 LYSO⁃TP
（图 5）［23］。LYSO⁃TP是一种反应时间极短（几秒

内），选择性良好，灵敏度高（16.6 nmol/L）的双光子

探针，并通过双光子成像成功地应用于炎症小鼠模

型的溶酶体HClO成像。除此之外，将靶向基团换

成三苯基磷开发了具有线粒体靶向性质的探针

MITO⁃TP（图 5）。两种探针在对HeLa外源性HClO
和巨噬细胞内源性HClO存在的亚细胞结构（溶酶

体和线粒体）都有较好的靶向性，能成功识别两种

细胞器中的HClO。

喹诺酮也是一种优良的双光子荧光团［7，24-25］。

2018年刘志洪和李春涯团队利用喹诺酮类设计了

第一个用于监测小鼠伤口愈合过程中 HClO 生成的

双光子荧光探针QClO（图 5）［24］。该探针的设计基

于分子内电荷转移（intramolecular charge transfer，
ICT）原理，是一种双光子比例荧光探针。QClO探

针自身在 492 nm处显示出一个发射峰，在与HClO
反应后，QClO的氧硫杂环戊基团脱保护，形成典型

的“推⁃拉”结构 6⁃（二甲氨基）喹啉⁃2⁃甲醛。“推⁃拉”

结构有利于双光子吸收的产生，并且可以增强“ICT
效应”，而显示出红移荧光发射，导致492 nm处荧光

减弱，562 nm处荧光发射增强。因此，该探针为高

灵敏度的HClO检测提供了比率信号，且该探针在

生理 pH 范围内对 HClO 表现出高灵敏、高选择性

的响应。双光子激发的性质也使探针在检测活细

胞内源性和外源性HClO方面具有良好的性能，并

能够通过TPM监测小鼠损伤组织中HClO的细微变

化，荧光穿透深度达180 μm。该双光子比率探针在

1 min内响应 HClO 的存在，492 nm处蓝色发射下

降，562 nm处绿色发射增加，这为 HClO 提供了比率

检测方式。该探针可在体外实现HClO的比例检测，

线性范围为0.8~12.0 mmol/L，检测下限为89 nmol/L。
此外，该探针还可以在双光子显微镜下分别观察活

细胞中外源性和内源性 HClO 水平的波动，由于优

异的传感性能和双光子激发特性，该探针成功揭示

了受伤组织区域中HClO的过量产生。

He等［26］通过引入四氢喹喔啉基团作为电子供

体来增强 ICT效应，设计了一种具有大斯托克斯位

移的双光子比例荧光探针TQC⁃HClO（图 5）。该探

针具有长波长比率发射（I650/I583）。与QClO类似，探

针 TQC⁃HClO在 PBS缓冲液（pH=7.4，30% CH3CN）
中，以 485 nm为激发波长，在 583 nm处有荧光发

射。但当加入HClO 后，检测到在 649 nm处的荧光

发射。作者研究了探针TQC⁃HClO在720~880 nm不同

输出波长下的双光子吸收截面，发现探针TQC⁃HClO
在800~840 nm的激发光谱区域具有超过100 GM的

双光子吸收截面，表明探针具有良好的双光子性

质，并成功应用在HeLa 细胞和斑马鱼HClO成像中。

图5 氧硫杂环戊缩醛（酮）类双光子荧光探针化学结构

Figure 5 Chemical structure of two⁃photon fluorescence probes of oxychlorothyroxal
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同样基于 ICT机制，吴养洁团队利用乙酰香豆

素这一重要的双光子荧光团，对乙酰基进行修饰开

发了探针CMOS（图 6）［27］。双光子荧光探针CMOS
合成简单，对HClO表现出高灵敏度、快速响应的特

点，是一种“开⁃关⁃开”探针。CMOS对其他不同的

ROS、RNS 和活性硫无反应活性，仅对 HClO 有活

性，说明CMOS对HClO具有高度的选择性。HClO
可以使CMOS原有荧光淬灭，其淬灭原理是硫原子

被HClO氧化为亚砜，而引起原有荧光的淬灭。细

胞实验证实，用 5 μmol/L CMOS孵育 SKVO⁃3细胞

30 min，在 425~525 nm光学窗口中观察到 SKVO⁃3
细胞强烈的荧光，这就证明探针可以透过细胞膜进

入细胞内部。再将该细胞用 100 μmol/L NaClO孵

育 3 min 则发现细胞荧光猝灭。用 PBS 洗涤 3 次

后，再分别加入 5 μmol/L Cys/Hcy孵育 1 h，然后荧

光明显恢复。这就说明CMOS被HClO氧化成亚砜

后，又被 Cys/Hcy还原成了 CMOS。其反应机制如

图6。
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图6 CMOS化学结构及其反应机制

Figure 6 Chemical structure and reaction mechanism of CMOS
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图7 基于C＝C和C＝N的设计策略

Figure 7 Design strategy based on C＝C and C＝N

3 基于C＝C和C＝N裂解机制的双光子荧光探针

HClO具有很强的氧化和亲核能力，可以氧化裂

解共轭的C＝C双键和C＝N双键释放出醛基，从而

导致探针分子荧光信号的显著变化（图7）。探针分

子的羰基可以和丙二腈通过Knoevenagel反应生成

C＝C双键［15］，C＝N双键可以通过羰基和肼类化合

物反应生成［14］。

基于 6⁃羟基⁃2⁃萘醛荧光团，尤进茂团队开发

了一种可以靶向线粒体的双光子荧光探针 DNB
（图 8）［15］。该探针中的C＝C键在与HClO反应后断

裂，导致共轭结构被破坏，释放出醛基，而产生高强

度荧光。释放出的醛基会进一步与 SO2/HSO-3反应

产生新的化学结构，而产生蓝移光学现象。因此，

作者将探针 DNB 作为靶向线粒体检查细胞内源

性HClO/SO2的一种双光子比率探针。同时，还将

此探针成功运用到斑马鱼 SO2与HClO之间的氧化

还原循环监测中。在对 DNB 探针反应机制探究

中，作者发现 SO2不仅可以与醛基发生反应生成

BTP⁃HSO-3，还可以与吸电子丙二腈部分发生反应产

生DNB⁃HSO-3（图8），DNB⁃HSO-3也可与HClO发生反

应，释放醛基，醛基可进一步与 SO2/HSO-3反应产生

BTP⁃HSO-3。令作者意外的是，无论先检测HClO还

是SO2，每个检测过程都有自己独特的光谱变化，完

全满足了细胞内和体内协同检测SO2/HClO的要求，

是一种良好的双光子比率探针。该探针具有双光

子作用截面大、细胞毒性低、选择性好、灵敏度高的

特点，可协同检测细胞内和体内的 SO2/HClO。此

外，DNB探针可用于实时成像HeLa和RAW 264.7
细胞线粒体 SO2/HClO的连续变化。该探针还可以

通过双光子显微镜估计斑马鱼体内 200 μm深度处

的SO2/HClO。
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图8 DNB化学结构及其反应机制

Figure 8 Chemical structure and reaction mechanism of DNB
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6⁃（二甲氨基）喹啉⁃2⁃醛具有双光子发射、良好

的光稳定性和典型的“推⁃拉”电子体系，是一种良好

的双光子荧光团。付强团队利用噻吩肼修饰喹啉

中的醛基，得到Q⁃HOCl（图 9）［14］。该探针与HClO
反应后，噻吩酰肼基团被脱保护，生成具有典型双

光子荧光信号的喹啉醛。Q⁃HOCl探针对HClO具

有良好的选择性和快速的响应（20 s），检测下限

达 12.5 nmol/L。作者利用该探针通过双光子成

像观察了内毒素引起的 PC12细胞内HClO值的波

动。此外，Q⁃HOCl探针可以通过血脑屏障（blood
brain barrier，BBB），可以分析大脑中HClO的水平。

作者利用该探针监测到阿尔兹海默病模型小鼠大

脑中HClO水平比正常小鼠高。同时作者基于脑片

双光子成像和Morris水迷宫实验，给予MPO抑制剂

治疗，发现可有效改善阿尔兹海默病模型小鼠的认

知能力。

图9 Q⁃HOCl化学结构及其反应机制

Figure 9 Chemical structure and reaction mechanism of Q⁃HOCl
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该团队对CuO⁃ClO进行继续改造，制备了另外

一种C＝N双键型特异性检测HClO的双光子荧光

探针CoPh⁃ClO（图 10）［11］。相比于CuO⁃ClO双光子

探针，CoPh⁃ClO探针具有灵敏度更高、选择性良好

和稳定性更好（10 min以上）、响应更快（20 s）、开启

信号更大（45倍）、细胞毒性低和良好的双光子性能

的优点。其主要原因是该探针在荧光团和响应点

之间引入苯环，使CoPh⁃ClO更加灵敏、可修饰和稳

定，这将为其他多功能探针的开发提供新的思路。

CoPh⁃ClO成功地应用于HeLa活细胞外源性HClO

和活 RAW264.7细胞内源性HClO的监测。此外，

利用双光子显微镜该探针CoPh⁃ClO成功地实现了

对穿透深度约为 65 μm的组织和斑马鱼中HClO的

成像。

4 基于苯环氯取代机制的探针

受到喹诺酮类的神经保护药物［29-30］和显像

剂［24-25］的启发，钱勇团队基于 ICT原理利用喹诺酮

构建了HCP双光子荧光探针（图11）［7］。在HCP中，

共轭电子受体二氨基马来腈基团削弱了喹诺酮类

类似地，王建勇团体基于香豆素双光子荧光团

构建了新型双光子探针 CuO⁃ClO（图 10）［28］，HClO
可识别分子中的C＝N双键，该探针双光子性质良

好、选择性好、稳定性好、响应速度快（约30 s）、细胞

毒性低。同时，利用CuO⁃ClO成功地对HeLa细胞中

外源性HClO和RAW 264.7细胞中内源性HClO进

行了成像。此外，利用双光子显微镜，CuO⁃ClO在

800 nm激发条件下，可以对 55 μm深的小鼠组织

进行HClO检测，并且可用于斑马鱼的HClO荧光

成像。
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荧光团的“推⁃拉”电子效应，使其仅产生微弱的黄色

荧光。当在HClO存在下，HCP结构中的苯环通过

氯化反应生成HCP⁃Cl，改变分子间的电子效应，实

现蓝移，荧光发射增强。HCP⁃Cl在 800 nm激发态

条件下拥有最大双光子吸收截面（13.4 GM）。HCP
双光子性质良好、选择性好、稳定性好、响应速度快

（约5 s）、细胞毒性低。HCP可以实时跟踪活细胞中

的HClO。HCP可以透过血脑屏障，对癫痫模型小鼠

活体脑中MPO产生的HClO进行高灵敏检测成像，

且不受其他物质干扰。该团队通过使用HCP，构建

了一种高通量筛选方法，可以快速筛选潜在的抗癫

痫药物来控制MPO介导的氧化应激反应。

图11 HCP化学结构及其反应机制

Figure 11 Chemical structure and reaction mechanism of
HCP
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5 结论和展望

综上所述，本文介绍了近年来用于HClO成像

的双光子荧光探针，重点介绍了它们的响应机制及

应用。根据C＝N裂解响应机制构建的HClO探针

在疾病模型中具有更深远的意义，部分探针可以对

活体疾病模型小鼠成像。相比之下，由C=C裂解机

制、酮和硫化物构建的探针在组织成像和疾病模型

中的应用较差，仅停留在组织或者斑马鱼体内HClO
成像。大多数探针在几秒钟内对HClO作出反应，

检测下限达到nmol/L级。由于HClO在复杂的生物

环境中含量低、寿命短，一些HClO探针的选择性需

要进一步提高。因此迫切需要设计更高灵敏度和

更好选择性的探针。
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