
第  47 卷  第  6 期
2026 年  6 月

Vol. 47 No. 6
June  2026

发 光 学 报
CHINESE JOURNAL OF LUMINESCENCE

三苯胺基近红外生物硫醇荧光探针合成及活体成像研究
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摘要： 生物硫醇（Cys、GSH 和 Hcy）是生物体内含量较高的巯基小分子，其稳态失衡与多种疾病密切相关。因

此，开发高灵敏度、高选择性、快速响应生物硫醇的检测方法对于疾病监测尤为重要。本文以三苯胺作为电子

供体基团，1，3-茚满二酮为电子受体单元，通过缺电子 C==    C 双键作为识别位点，构建了一种三苯胺基近红外

生物硫醇荧光探针 P11。生物硫醇的巯基与缺电子 C==    C 双键发生的 Michael 加成反应会导致其荧光发生猝

灭。探针 P11 展现出多种优势，如近红外发射（690 nm）、快速响应（60 s）以及大 Stokes 位移（215 nm）等，对

Cys、GSH 和 Hcy 的检测限（LODs）分别低至 33.9 μmol/L、29.0 μmol/L 和 34.3 μmol/L。探针 P11 成功实现了小鼠

体内外源性及内源性生物硫醇的荧光成像，为生物硫醇相关疾病的诊断与活体成像研究提供了有效工具。
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Abstract： Biothiols （Cys， GSH， and Hcy） are thiol-containing small molecules with relatively high abundance in 
organisms， and the imbalance of their homeostasis is closely associated with various diseases.  Therefore， developing 
a detection method for biothiols with high sensitivity， high selectivity， and rapid response is particularly crucial for 
disease monitoring.  In this study， a triphenylamine-based near-infrared fluorescent probe P11 for biothiols was con⁃
structed using triphenylamine as the electron donor group， 1，3-indanedione as the electron acceptor unit， and elec⁃
tron-deficient C==    C double bonds as the recognition sites.  The Michael addition reaction between the thiol group of 
biothiols and the electron-deficient C==    C double bonds results in the fluorescence quenching of the probe.  Probe P11 
exhibits multiple advantages， such as near-infrared emission （690 nm）， rapid response （60 s）， and a large Stokes 
shift （215 nm）.  The detection limits （LODs） for Cys， GSH， and Hcy are as low as 33. 9 μmol/L， 29. 0 μmol/L， 
and 34. 3 μmol/L， respectively.  Probe P11 has successfully achieved fluorescent imaging of exogenous and endoge⁃
nous biothiols in mice， providing an effective tool for the diagnosis of biothiol-related diseases and in vivo imaging re⁃
search.
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1　引  言

生 物 硫 醇 包 括 半 胱 氨 酸（Cys）、谷 胱 甘 肽

（GSH）和同型半胱氨酸（Hcy），是一类含有巯基（—

SH）活性官能团的重要内源性含硫小分子化合

物[1-2]。生物硫醇在细胞内广泛参与氧化还原、稳态
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维持、活性氧清除以及多种信号调控过程，在生命

活动中发挥着重要作用。体内生物硫醇水平异常，

往往与多种疾病的发生密切相关[3-5]。已有研究表

明，Cys 水平异常可能影响机体正常生长发育[6]，

GSH含量失衡与癌症、艾滋病及部分神经系统疾病

发生密切相关[7]，Hcy 指标异常与骨质疏松及骨折

风险等疾病显著相关[8]。因此，在生物体系中实现

对生物硫醇的灵敏检测与可视化成像，对于深入理

解相关生理病理机制具有重要的现实意义。

目前，已有多种检测生物硫醇的技术被开发，

包括化学分析法、高效液相色谱法、电位分析法、

分光光度法等 [9-10]。尽管这些方法具有高准确性

和灵敏度，但其复杂的操作流程、昂贵的仪器设备

以及对专业人员的需求，限制了它们在生物体内

检测生物硫醇的应用 [3-5]。因此，开发高效、灵敏、

低成本且易于操作的生物硫醇检测方法具有重要

意义。荧光探针技术因其高灵敏度、快速响应、低

成本及活体成像等优势，逐渐成为生物硫醇检测

的研究热点 [11-16]。现有的荧光探针技术仍面临发

射波长较短、抗干扰能力不足、组织穿透能力弱等

问题，制约其在复杂生物体系中的特异性识别及

体内成像的应用 [17-19]。近红外发射有助于降低组

织自发荧光并提高穿透深度 [20-24]；较大的 Stokes 位
移可减少散射与自吸收带来的背景干扰，从而提

升成像信噪比与定量可靠性 [25-28]。

本文以三苯胺为供电子基团、1,3-茚满二酮

为吸电子基团，合成了一种三苯胺基近红外生物

硫醇荧光探针 P11。生物硫醇的巯基能够与 α,β-

不饱和 C==    C 双键发生 Michael 加成反应，导致探

针的近红外荧光发生猝灭。探针 P11 具有近红外

发射（690 nm）、较大的 Stokes 位移（215 nm）、快速

的响应速度（60 s）和优异的选择性等优点，对

Cys、GSH 与 Hcy 的检出限分别低至 33. 9 μmol/L、
29. 0 μmol/L 和 34. 3 μmol/L（补充文件表 S1）。探

针 P11 已成功用于裸鼠体内外源性和内源性生物

硫醇的荧光成像，为探究生物硫醇的生理效应提

供了一种有力工具。

2　实  验

2. 1　试剂与仪器

主要试剂：对溴苯甲醛、4-硼酸三苯胺、1,3-茚

满二酮购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司；

实验中所用的氨基酸及其他化学试剂均为分析

纯，购自国药集团化学试剂有限公司。除非另有

说明，试剂使用前未进行进一步纯化。

主要仪器：紫外/可见分光光度计（Lambda-900）；
荧光分光光度仪（LS55）；高分辨率质谱系统（6530 
Q-TOF LC/MS，HR-MS）；核磁共振波谱仪（AVANCE 
400 MHz）；小动物活体成像系统（SPECTRAL Ami）。
2. 2　探针 PP1111合成

根据文献报道 [29]合成化合物 1。将 0. 174 g
（0. 5 mmol）化合物 1 和 0. 073 g（0. 5 mmol）1,3-茚

满二酮用 10 mL 无水乙醇溶解，加入 0. 2 mL 哌

啶，于 80 ℃加热回流，反应结束后有大量固体析

出，抽滤得到亮橙色粉末状固体产物 P11（0. 163 g，
68%）（图 1）。HR-MS：m/z，[P11+H]+=478. 181 3，

图 1　P11 的合成路线及其对 Cys、Hcy 和 GSH 的识别机制

Fig.1　Synthetic route of probe P11 and its recognition mechanism toward Cys， Hcy， and GSH
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（计算值：m/z= 478. 180 2）。 1H NMR （400 MHz, 
Chloroform-d） δ: 8. 54 （d, J=8. 2 Hz, 2 H）, 8. 01 
（m, J=7. 0, 4. 7, 3. 0 Hz, 2 H）, 7. 91 （s, 1 H）, 
7. 85~7. 75 （m, 2 H）, 7. 72 （d, J=8. 1 Hz, 2 H）, 
7. 60~7. 52 （m, 2 H）, 7. 29 （d, J=15. 6 Hz, 4 H）, 
7. 15 （dd, J=8. 1, 5. 6 Hz, 6 H）, 7. 07 （t, J=7. 4 Hz, 
2 H）。 13C NMR（101 MHz,Chloroform-d） δ: 190. 5, 
189. 252, 148. 445, 147. 353, 146. 6, 145. 3, 142. 6, 
140. 1, 135. 3, 135. 1, 135. 1, 132. 8, 131. 6, 129. 4, 
128. 5, 127. 9, 126. 6, 125. 0, 123. 5, 123. 3, 123. 2, 
123. 0（具体信息见图 S1~S3）。

2. 3　配制测试溶液及光谱测试

将 P11（23. 88 mg）用 10 mL N,N-二甲基甲酰

胺（DMF）溶解，配制浓度为 5. 0×10−4 mol/L 的 P11

储备液，4 ℃避光保存。测试时用 PBS 缓冲溶液

（25 mmol/L，pH=7. 4）稀释 P11 储备液，配制浓度

为 10 μmol/L（VDMF∶VPBS=3∶7）的光谱测试溶液。

激发和发射狭缝宽度分别为 5. 0 nm 和 2. 0 nm。

生物硫醇及其他氨基酸等分析物溶液均用去离子

水配制，溶液浓度为 0. 02 mol/L。

2. 4　生物成像分析

采用异氟烷对裸鼠进行麻醉，P11的浓度和注

射体积分别为 10 μmol/L 和 50 μL。外源性生物成

像：小鼠左腿右腿分别注射等量 N-乙基马来酰亚

胺（NEM），孵育 30 min 后，原位注射等量的 P11。

左腿为对照组注入生物硫醇（0. 02 mol/L，3. 0 μL），

分别在 1 min、2 min、5 min、10 min和 15 min记录裸

鼠荧光成像信号。内源性生物成像：左腿注射

NEM，右腿注射等量的 PBS，孵育 30 min 后，双腿

原位注射 P11，分别在 0 min、1 min、2 min、5 min 和

10 min 时记录裸鼠荧光成像信号。激发波长和发

射波长分别为 465 nm 和 660 nm。

3　结果与讨论

3. 1　PP1111的紫外-可见光谱响应

探针 P11对生物硫醇的紫外-可见吸收光谱响

应如图 2（a）~（c）所示。P11（10 μmol/L）在 475 nm
处呈现显著的特征吸收峰，随着生物硫醇逐渐加

入，其在 475 nm 处吸收峰强度逐渐下降，当生物硫

醇的浓度分别达到 0. 40 mmol/L、0. 40 mmol/L 和

0. 45 mmol/L 时，探针 P11 在 475 nm 处的吸光度趋

图 2　（a）~（c）P11（10 μmol/L）对生物硫醇（Cys、GSH 和 Hcy）的紫外 -可见吸收光谱；（d）~（e）P11（10 μmol/L）对各种分析

物（0.40 mmol/L）的紫外-可见吸收光谱和显色图，具体包括：1.空白、2.Cys、3.GSH、4.Hcy、5.Asp、6.Phe、7.Pro、8.Val、
9.Ile、10.Thr、11.Tyr、12.Met、13.Ala、14.Glu、15.Lys、16.Arg、17.Gly、18.His、19.Trp、20.Leu、21.Gln、22.Ser、23.AcO−、24.
CN−、25.HS−

Fig.2　（a）-（c）UV-Vis absorption spectra of P11 （10 μmol/L） towards biothiols （Cys， GSH， and Hcy）. （d）-（e）UV-Vis ab⁃
sorption spectra and colorimetric images of P11 （10 μmol/L） in the presence of various analytes （0.40 mmol/L）， includ⁃
ing： 1. blank， 2. Cys， 3. GSH， 4. Hcy， 5. Asp， 6. Phe， 7. Pro， 8. Val， 9. Ile， 10. Thr， 11. Tyr， 12. Met， 13. Ala， 14. 
Glu， 15. Lys， 16. Arg， 17. Gly， 18. His， 19. Trp， 20. Leu， 21. Gln， 22. Ser， 23. AcO−， 24. CN−， 25. HS−
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于稳定，说明体系达到滴定平衡（图 S4）。

随后，评估了探针 P11 对其他分析物的紫外 -

可见光谱响应，包括天冬氨酸（Asp）、苯丙氨酸

（Phe）、脯 氨 酸（Pro）、缬 氨 酸（Val）、异 亮 氨 酸

（Ile）、苏氨酸（Thr）、酪氨酸（Tyr）、蛋氨酸（Met）、

丙氨酸（Ala）、谷氨酸（Glu）、赖氨酸（Lys）、精氨酸

（Arg）、甘氨酸（Gly）、组氨酸（His）、色氨酸（Trp）、

亮氨酸（Leu）、谷氨酰胺（Gln）、丝氨酸（Ser）、醋酸

根（AcO−）、氰根（CN−）、硫氢根（HS−）。如图 2（d）
所示，仅在加入生物硫醇时，P11 的吸收峰发生明

显变化；其余分析物的加入对 P11 的吸收光谱干

扰可忽略不计，说明 P11 对生物硫醇具有良好的

选择性。小瓶裸眼显色实验进一步验证了 P11 对

生物硫醇的选择性（图 2（e））：只有向 P11 溶液中

加入生物硫醇后，溶液颜色才会发生明显变化（溶

液由浅橙红色转为无色）。以上结果表明，P11 能

够专一性响应生物硫醇。

3. 2　PP1111的荧光光谱响应

我们进一步通过荧光光谱法探究探针 P11

（10 μmol/L）对生物硫醇的荧光光谱响应。如图

3（a）~（c）所示，475 nm 激发下，P11 在 690 nm 呈现

较强的荧光发射信号。随着生物硫醇浓度的逐渐

增加，P11 在 690 nm 处的荧光强度逐渐减弱，当加

入的生物硫醇达到一定值时（Cys：0. 4 mmol/L，
GSH：0. 4 mmol/L，Hcy：0. 45 mmol/L），探针 P11 的

发射光谱不再发生变化，表明达到反应平衡（图 S5）。
此外，将探针 P11 与生物硫醇同时稀释 5 倍，取

690 nm 处的发射峰强度进行分析，发现 P11 与生

物硫醇呈现良好的线性响应，如图 3（e）~（f）所示。

通过检测限公式 LOD=3σ/k计算[30]，P11对 Cys、GSH
和 Hcy 的检测限分别为 33. 9 μmol/L、29. 0 μmol/L
和 34. 3 μmol/L。

随后探究了P11对上述分析物的荧光光谱响应。

如图4（a）所示，仅在加入生物硫醇后，P11（10 μmol/L）
在 690 nm 处的荧光强度显著下降，其他分析物对

P11 的荧光光谱影响可忽略不计，说明探针 P11

对生物硫醇具有高度的选择性。进一步通过荧光

比色法探究 P11 对生物硫醇的选择性。在 365 nm
紫外灯照射下的小瓶荧光显色图中（图 4（b）），仅

在加入生物硫醇时，P11 溶液的荧光颜色发生显

著变化，从亮红色猝灭为无色；而加入其他分析物

时，P11 荧光颜色无明显变化。该结果进一步表

明了 P11对生物硫醇的特异性识别能力。此外，构

建了生物硫醇与其他分析物共存的对照体系，评估

P11 在竞争体系中的抗干扰性能（图 4（c））。结果

显示，在添加了其他分析物时，P11 荧光强度基本

保持不变；再加入生物硫醇时 P11 荧光强度显著

下降，说明在其他分析物共存条件下，P11 仍能对

生物硫醇产生明显的荧光响应。以上结果表明，

即使在复杂环境中，P11 仍对生物硫醇具有良好

的选择性与抗干扰能力。

荧光响应时间是评价探针对目标物响应性

图 3　（a）~（c）P11（10 μmol/L）对生物硫醇（Cys、GSH 和 Hcy）的荧光光谱响应；（d）~（f）P11（2 μmol/L）与生物硫醇浓度的

线性关系曲线

Fig.3　（a）-（c）Fluorescence response spectra of P11 （10 μmol/L） toward biothiols （Cys， GSH， and Hcy）. （d）-（f）Linear rela⁃
tionships between fluorescence intensity of P11 （2 μmol/L） and biothiol concentrations
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能的重要指标。因此，采用荧光光谱法记录了在

690 nm 处探针 P11 与生物硫醇反应过程中荧光强

度随时间的变化。如图 4（d）所示，加入生物硫醇

后，P11体系荧光强度在初始阶段快速衰减，60 s后
趋于稳定。随后，探究了 P11 检测生物硫醇的 pH
适用范围（图 4（e））。首先测试了 P11在不同 pH 条

件下的荧光强度，其在 pH 3. 5~11. 5范围内的荧光

强度保持稳定，当分别加入 Cys、GSH 和 Hcy 时，探

针 P11的荧光强度均明显下降，说明其仍能对生物

硫醇具有良好的识别能力。以上结果表明，P11具

有快速的响应时间和优异的 pH 耐受性，说明其在

复杂生物环境中具有潜在的实际应用价值。

3. 3　PP1111对生物硫醇的识别机制研究

首先依据实验现象对探针 P11 与生物硫醇的

识别机理进行了初步推测（图 1）。为进一步验证

该 识 别 机 理 ，采 用 HR-MS 结 合 密 度 泛 函 理 论

（DFT）对识别过程进行表征与佐证。

如图 S1 所示，P11 的分子离子峰出现在 m/z=
478. 181 3 处（[P11+H]+计算值 m/z=478. 180 2），与

生物硫醇反应后，如图S6~S8所示，P11-Cys、P11-GSH
和 P11-Hcy 分别在 m/z=597. 185 7、m/z=783. 248 4 和

m/z=611. 201 1 处出现新的分子离子峰（理论值

[P11-Cys-H]−的 m/z=597. 185 3，[P11-GSH-H]−的 m/
z=784. 249 4，[P11-Hcy-H]−的 m/z=611. 201 0）。这

是由于 P11 识别位点处的 C==    C 双键与生物硫醇

发生亲核加成反应，生成相应产物，支持我们提出

的传感机制（图 1）。生物硫醇对 α,β-不饱和 C==    C
键的 Michael 加成会使该识别位点的双键碳由 sp2

杂化转变为 sp3杂化，从而导致局部 π 共轭程度降

低，进而影响分子内电荷转移（ICT）过程与前线分

子轨道电子分布，最终导致荧光猝灭。为进一步

阐明 P11 对生物硫醇的传感机制，采用 DFT 方法，

在 Gaussian 16 B3LYP/6-31G（d,p）程序中对 P11 及

其与生物硫醇反应后的产物进行了计算。如图 5
所示，P11 的 HOMO 能级主要分布于三苯胺给电

子单元，LUMO 能级则集中于 1,3-茚满二酮受体结

构及其邻接芳环区域，呈现出显著的“推-拉电子”

结构特征。这表明该分子在激发时电子容易从给

图 4　（a）~（b）P11（10 μmol/L）对不同分析物（0.40 mmol/L）的荧光光谱响应及荧光比色图；（c）在不同分析物（1.0 mmol/
L）存在时，P11（10 μmol/L）对生物硫醇（1.0 mmol/L）的荧光光谱响应，包括：1.空白、2.Asp、3.Phe、4.Pro、5.Val、6.Ile、
7.Thr、8.Tyr、9.Met、10.Ala、11.Glu、12.Lys、13.Arg、14.Gly、15.His、16.Trp、17.Leu、18.Gln、19.Ser、20.AcO−、21.CN−、22.
HS−、23.Cys、GSH 和 Hcy；（d）P11（10 μmol/L）对生物硫醇（0 和 0.40 mmol/L）的时间响应曲线（0~95 s，每 5 s 记录一

次）；（e）P11（10 μmol/L）在不同 pH（3.5~11.5）条件下对生物硫醇（0 和 1.0 mmol/L）的荧光光谱响应

Fig.4　（a）-（b）Fluorescence spectral responses and fluorescence colorimetric images of P11 （10 μmol/L） to various analytes 
（0.40 mmol/L）. （c）Fluorescence response spectra of P11 （10 μmol/L） to biothiols （1.0 mmol/L） in the presence of inter⁃
ference substances （1.0 mmol/L）， including： 1. blank， 2. Asp， 3. Phe， 4. Pro， 5. Val， 6. Ile， 7. Thr， 8. Tyr， 9. Met， 
10. Ala， 11. Glu， 12. Lys， 13. Arg， 14. Gly， 15. His， 16. Trp， 17. Leu， 18. Gln， 19. Ser， 20. AcO−， 21. CN−， 22. 
HS−， 23. Cys， GSH， and Hcy. （d）Time-dependent fluorescence response curves of P11 （10 μmol/L） toward biothiols （0 
and 0.40 mmol/L） recorded every 5 s from 0 to 95 s. （e）Fluorescence response spectra of P11 （10 μmol/L） to biothiols 
（0 and 1.0 mmol/L） at different pH values （3.5-11.5）
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体向受体转移，表现出典型的分子内电荷转移

（ICT）特性。当 P11 与生物硫醇发生相互作用后，

所得产物的前线轨道电子分布发生明显变化：

HOMO 只分布在三苯胺结构，LUMO 则局域在 1,3-

茚满二酮单元，说明 P11 分子 D-A 结构被破坏，

ICT 过程受阻，导致荧光猝灭。综上，HR-MS 与

DFT 计算结果相互印证，与图 1 所提出的 P11 对

生物硫醇的传感机制一致。

3. 4　探针 PP1111的生物成像

首先通过 MTT 法[31]测试了探针 P11 的细胞毒

性（图 S10），探针 P11 浓度达到 30 μmol/L 时，A549
细胞活性保持在 80%以上，表明其细胞毒性较低。

然后进行成像实验。先对裸鼠开展生物硫

醇的外源性成像（图 6（a）~（b））。经生物硫醇蛋

图 5　P11 与生物硫醇反应前/后的 HOMO 和 LUMO 电子云分布及能级图

Fig.5　HOMO and LUMO electron-density distributions and energy-level diagrams of P11 before and after reaction with biothiols

图 6　（a）~（b）裸鼠体内 Cys 和 GSH 的外源性荧光成像，（1）0 min、（2）1 min、（3）2 min、（4）5 min、（5）10 min、（6）15 min 时

拍摄图像；（c）裸鼠体内生物硫醇的内源性荧光成像，（1）空白裸鼠、（2）0 min、（3）1 min、（4）2 min、（5）5 min、（6）
10 min 时拍摄图像；（d）~（f）（a）~（c）中注射部位荧光信号的定量结果：采用 AMIView 软件在注射部位绘制固定面积

ROI，直接读取 ROI 的 RAD 值，各时间点成像在相同采集参数下获得并采用一致的 ROI 设置进行比较（SNR 值分别

为：11.8，8.0，10.6）
Fig.6　（a）-（b）Exogenous fluorescence imaging of Cys and GSH in nude mice. Image was taken at （1） 0 min， （2） 1 min， （3） 

2 min， （4） 5 min， （5） 10 min， （6） 15 min. （c）Endogenous fluorescence imaging of biothiols in nude mice， （1） blank 
mice， image was taken at （2） 0 min， （3） 1 min， （4） 2 min， （5） 5 min， （6） 10 min. （d）-（f）Quantification of the fluo⁃
rescence signal at the injection site in （a）-（c）， obtained by a fixed-size ROI analysis in AMIView and reported as RAD 
（SNR values were 11.8， 8.0 and 10.6， respectively）
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白酶抑制剂 NEM 孵育后再注射 P11 的裸鼠左右

腿显示出明显的荧光信号，左腿分别原位注射

Cys 和 GSH 之后，随时间推移（0~15 min），其荧光

信号逐渐减弱，并在 15 min 达到最低值，二者荧

光信号都下降至初始荧光信号的 2%。右腿（仅

注射 NEM+P11 的对照侧）荧光信号基本保持稳

定。表明探针 P11 可用于体内外源性生物硫醇

的检测。

随后对裸鼠开展内源性生物硫醇成像研究

（图 6（c））。在小鼠左腿注射 NEM，右腿注射等量

的 PBS，孵育 30 min 后，双腿原位注射 P11，此时

注射部位显示出明显的荧光信号。随着孵育时间

的增加（0~10 min），注射了 NEM 的左腿荧光信号

基本不变；而注射了 PBS 的右腿的荧光信号逐渐

减弱，10 min 达到最低值，荧光信号下降至初始荧

光信号的 10%。表明 P11 可用于体内内源性生物

硫醇的检测。

4　结  论

本文基于三苯胺结构合成了一种检测生物硫

醇（Cys、GSH 和 Hcy）的近红外荧光探针 P11。探

针 P11 对生物硫醇展现出优异响应性能，如长发

射波长（690 nm）、大 Stokes 位移（215 nm）、高选择

性、良好的“裸眼识别”效果以及快速的响应速度

（60 s）等。其对 Cys、GSH 和 Hcy 的检出限分别低

至 33. 9 μmol/L、29. 0 μmol/L 和 34. 3 μmol/L。探

针 P11 已成功应用于裸鼠体内外源性与内源性生

物硫醇的荧光成像。因此，探针 P11 在低光损伤

与深部组织穿透条件下实现生物硫醇检测方面具

有一定参考价值，有望为体内硫醇水平变化的相

关疾病检测与疗效动态监测提供新的方法。
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