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摘要  活性氧(reactive oxygen species, ROS)在多种生理病理过程中扮演重要角色, 其高效、特异性检测对疾病诊断、治疗监测及环境

分析具有重要意义. 近年来, 化学发光(chemiluminescence, CL)、生物发光(bioluminescence, BL)和电化学发光(electrochemiluminescence, 

ECL)技术因其高灵敏度、无需外部光源激发等优点, 在ROS检测中获得广泛应用. 本文系统梳理了2020~2025年间相关领域的代表性工

作, 按照体系构建与功能提升两个主线展开评述. 首先, 液相CL体系持续拓展, 纳米材料和聚合物体系的引入使其在灵敏度、选择性和

体内成像方面取得突破, 尤其近红外CL探针的开发大幅提升了组织穿透能力. BL体系则依托共振能量转移机制与开启型策略, 实现低

背景、高选择性的ROS成像, 适用于深部组织与动态过程监测. ECL技术通过多种发光纳米材料及功能界面的构建, 提升了信号响应效

率和生物适配性, 逐步向柔性化、生物集成方向演进. 尽管各类发光平台不断发展, 但在多种ROS的同步识别、生物稳定性与诊疗一体

化等方面仍面临挑战. 未来研究有望依托智能响应、平台集成与人工智能辅助, 推动ROS检测向高通量、可视化与精准医疗方向迈进. 
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活性氧(reactive oxygen species, ROS)是一类化学性质活泼、具有强氧化能力的分子或自由基的统称, 包括

非自由基型如过氧化氢(H2O2)、单线态氧(
1
O2)、次氯酸(HOCl)/次氯酸盐(ClO

−
)和过氧亚硝酸盐(ONOO

−
), 以

及自由基型如羟基自由基(
•
OH)、超氧阴离子(O2

•−
)等[1,2]

. ROS可通过内源性途径(如线粒体呼吸链、黄素单加

氧酶等酶促反应)或外源性方式(如紫外线照射、污染物引发的光化学反应)生成. 在生物体内, ROS参与调节信

号传导、细胞凋亡等生理过程, 但当ROS水平显著升高并超过抗氧化系统的清除能力时 , 会导致氧化应激状

态, 是多种疾病发生与发展的重要因素之一[3~6]
. 在环境中, ROS对于大气污染物的氧化降解、有机材料的老

化过程也起着关键作用[7]
. 因此, 如何在复杂环境或生物体系中实现对短寿命、多态性ROS的实时、高灵敏和

选择性检测, 已成为分析化学、生物医学与环境科学领域的研究热点. 

目前 , 已开发多种检测ROS的方法 , 包括电子自旋共振 (electron spin resonance, ESR)
[8,9]、荧光探针

法[10~12]、质谱分析[13]、分光光度法[14,15]、化学发光(chemiluminescence, CL)
[16]等. 这些分析方法在检测限、

选择性及应用场景方面存在差异: ESR可直接检测ROS中自由基种类, 具备较高选择性, 适合机制研究, 但灵

敏度有限, 常常需要高浓度样品, 且设备昂贵、操作复杂; 荧光探针法检测限低, 响应速度快, 适合活体细胞

及组织内ROS的动态成像, 但易受非特异性反应及背景干扰影响 ; 质谱分析可对ROS衍生物进行高选择性定

性与定量, 但样品需预处理, 检测过程较复杂; 分光光度法操作简便、成本低, 适用于较高浓度ROS的快速筛

查, 但检测限较高、特异性较差. CL是一类由化学反应直接产生发光的现象, 通过底物之间的氧化还原反应产

生高能中间体, 激发电子跃迁至激发态, 随后回到基态时释放光子. 由于无需外部激发光源, CL在检测ROS

时灵敏度高、背景低, 适用于环境样品和体内ROS的高灵敏检测[17,18]
. 在本综述中, CL作为总称, 涵盖三类具

有代表性的化学驱动发光机制: (1) 液相CL, 通过分子探针与ROS反应生成激发态中间体, 释放光子[19,20]
; (2) 

生物发光(bioluminescence, BL), 通过生物体内酶催化特定底物反应产生发光, 具有良好的选择性与生物相容

性[21,22]
; (3) 电化学发光(electrochemiluminescence, ECL), 通过外加电位在电极界面触发电化学反应, 生成激

发态发光物种 , 能够对界面ROS进行动态监测与调控 [23~25]
. 这三类体系本质上均依赖化学过程产生激发态 , 

但在激发方式、反应环境和应用方面各具特色, 为ROS检测与成像研究提供了重要手段(图1).  

 

 
图1  (网络版彩色)液相CL、BL、ECL检测ROS的机理和应用 

Figure 1  (Color online) Mechanism and applications of liquid-phase CL, BL, and ECL for detecting ROS 
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鉴于液相CL、BL与ECL在ROS检测中所展现出的互补优势与应用潜力, 本文将依次展开综述. 首先介绍

液相CL体系, 包括经典CL体系、纳米材料增强CL体系、聚合物功能化CL体系及近红外CL探针开发方面的代

表性进展; 其次, 详述BL技术在纳米材料介导的能量转移系统和开启型特异响应探针构建中的创新成果; 随

后, 阐述ECL体系利用多类纳米发光材料及三维柔性界面等策略 , 在ROS高灵敏检测与细胞微环境监测中的

技术发展; 最后, 总结这三类方法在实际应用中面临的关键挑战 , 并对其在ROS检测与成像领域的未来发展

趋势与潜在突破方向进行展望. 

 

1 液相CL用于ROS检测 

液相CL技术的基本原理是化学反应直接或间接生成激发态分子 , 这些分子从激发态回到基态时释放光

子 , 从而形成CL信号 [26]
. 鲁米诺体系是最经典的液相CL体系, 在碱性条件下可被多种ROS(如O2

•−、 •
OH和

H2O2等)氧化生成激发态3-氨基邻苯二甲酸并发射可见光 [27]
, 具有广谱ROS响应性和应用基础 . 高锰酸钾

(KMnO4)体系利用其强氧化性, 在酸性条件下与还原剂反应生成激发态MnO2并发光, 适用于强氧化条件的

ROS检测[28]
. 光泽精体系在碱性条件下与O2

•−或H2O2反应, 经二氧环丁烷中间体裂解产生激发态N-甲基吖啶

酮, 发射光子 [20]
. 此外, 在过氧化物CL体系中, 四(2-氯苯基)草酸酯(TCPO)和双(2-氯苯基)草酸酯(CPPO)也

常用于ROS相关研究[26]
. 它们通过与H2O2反应生成高能的1,2-二氧代环己二酮中间体, 该中间体将能量转移

给荧光物质, 使其激发并在回到基态时发光. TCPO与CPPO体系的优势在于发光持续时间长、信号稳定, 尤其

适合对H2O2等相对稳定的ROS进行高灵敏检测. 综合来看, 鲁米诺适合广谱ROS分析, 光泽精适于特异性检

测O2
•−

, KMnO4用于强氧化条件下测定ROS, 而TCPO/CPPO在检测H2O2时具有较高稳定性和信噪比. 

1.1  经典液相CL体系 

基于鲁米诺-H2O2体系, Li等人[29]开发了一种用于评估储存大米新鲜度的液相CL方法. 研究发现, 在大米

储存过程中, 由于不饱和脂肪酸氧化, 常伴随ROS的持续生成. 基于此, 将大米样品引入鲁米诺-H2O2反应体

系, 结果发现CL信号较单独加入鲁米诺和H2O2时显著增强, 且发光峰形更窄. 该现象归因于大米中天然存在

的过氧化氢酶对H2O2的催化作用, 促进了ROS的中间产物生成 , 进而增强了CL反应效率 . 进一步实验表明 , 

CL信号强度随大米用量增加而增强, 而随着不饱和脂肪酸含量升高则逐渐下降, 反映了脂质氧化与ROS水平

之间的内在联系. 因此, 该体系不仅可用于检测大米中新鲜度相关的ROS水平, 还可间接评估其氧化状态与

品质变化.  

在拓展鲁米诺体系灵敏度与功能化方面, Gao等人[30]设计并合成了一种以铜离子为中心、鲁米诺为配体的

ROS响应型配位聚合物探针——Cu-Lum@NPs(图2(a)). 该探针通过铜离子催化H2O2分解 , 激发鲁米诺发生

CL反应. 相较于鲁米诺体系, Cu-Lum@NPs的发光强度增强了约300倍, 且发光持续时间显著延长. 这一增强

效应主要归因于配位结构对CL反应的催化与能量稳定作用. 在功能应用中, Cu-Lum@NPs实现了炎症组织和

ROS相关氧化损伤的可视化, 显示出其在炎症成像和药物反应评估中的应用潜力 . 特别是在活体小鼠实验中, 

该探针展现了优异的成像清晰度与组织穿透深度, 为液相CL高灵敏活体成像提供了新思路.  

1.2  纳米材料增强型CL体系 

纳米材料因其独特的表面效应、量子尺寸效应及可调控的电子结构, 在CL体系中表现出良好的催化性能

与能量调控能力[31]
. 通过引入不同类型的纳米材料, 可显著提高ROS的生成速率或促进CL反应过程中的电子

转移, 从而有效放大CL信号, 提升检测灵敏度与选择性. 因此, 纳米材料被广泛用于构建功能化液相CL平

台, 以实现对特定ROS的高效分析. 

碳基纳米材料, 如碳点(carbon dots, CDs), 因其易于表面改性、结构可调等优势, 被用于ROS高灵敏检测. 

Wang等人[32]以邻苯二酚为前体, 采用溶剂热法合成原始碳点(o-CDs), 其具有致密的碳核结构 , 外层包裹有

惰性烃链, 对•
OH基本不响应. 随后利用H2O2对o-CDs进行受控氧化, 制得的氧化碳点(ox-CDs)表面暴露出大

量活性位点, 可与•
OH发生高效反应, 释放化学能并产生强烈CL信号. 该探针对0.01~150 μmol/L浓度范围的

•
OH响应线性良好, 检测限低至3 nmol/L. 该方法被成功应用于检测香烟和蚊香烟雾中产生的 •

OH, 展现出良

好的实用性和环境样品适用性. 
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图2  (网络版彩色) (a) Cu-Lum@NPs的ROS传感发光 [30]. (b) Co-BCN合成流程图 [34]. (c) 长效CL纳米水凝胶(L-012/Co2+@NGs)的制

备[36]. (d) CPPO/BSA@AuNCs的制备示意图及CL的产生过程[42] 

Figure 2  (Color online) (a) ROS-sensitive luminescence of Cu-Lum@NPs[30]. (b) Diagram of the synthesis process of Co-BCN[34]. (c) Prep-

aration of the long-lasting CL nanohydrogel (L-012/Co2+@NGs)[36]. (d) Schematic illustration of the preparation of CPPO/BSA@AuNCs and 

the generation of CL[42] 

 

氮化碳(g-C3N4)材料由于其丰富的氮位点和良好的光/电性能, 在ROS探针构建中展现出独特优势. Zhou

等人[33]通过掺杂铕离子(Eu
3+

)构建了基于g-C3N4的纳米探针Eu-CNNPs, 实现了1
O2的高选择性CL检测. 铕离

子易与g-C3N4中的氮位点配位 , 从而调控其表面能级结构 , 提升电子转移效率 . 丰富的氮缺陷位点可加速

ROS生成, 尤其是促进1
O2的形成 . 该材料对其他ROS几乎无响应 , 但在1

O2作用下产生显著的CL发射, 具有

高度选择性. Eu-CNNPs已被成功用于检测PM2.5样品及光敏剂(如Rose Bengal和Riboflavin)产生的1
O2, 线性范

围为0.167~16.7 μmol/L, 检测限为0.136 μmol/L, 验证了其在复杂样品分析中的应用潜力. 

金属/非金属协同掺杂, 可以构建多功能活性位点, 从而显著放大ROS触发的CL信号. Qian等人[34]通过高

温热解法合成了钴改性硼掺杂的金属-氮-碳纳米颗粒(Co-BCN), 兼具大比表面积与氧化酶类催化活性 , 可催

Acc
ep

te
d

 https://www.sciengine.com/doi/10.1360/CSB-2025-5157



  5 

化溶解氧生成ROS, 从而放大鲁米诺体系的CL信号(图2(b)). 在鲁米诺-H2O2体系中加入Co-BCN后, CL强度显

著提升. 典型抗氧化剂(抗坏血酸、谷胱甘肽和半胱氨酸)的存在对该体系的CL信号具有抑制作用, 且抑制程

度与抗氧化剂浓度线性相关, 检出限分别为0.026、0.21和1.0 μmol/L. 该策略被成功应用于8种市售果汁和饮

品中总抗氧化能力的评估, 检测结果与经典铜离子还原抗氧化能力(CUPRAC)方法高度一致, 验证了其在食

品质量控制和抗氧化活性研究中的应用价值. 

1.3  聚合物材料增强型CL体系 

聚合物材料在CL检测体系中表现出多重优势, 尤其在提升探针稳定性、延长信号持续时间和增强生物相

容性方面发挥了关键作用[35]
. 通过对聚合物结构的合理设计, 可有效控制反应物的扩散行为、调节发光反应

的动力学过程, 并提供优异的功能化平台, 从而在复杂环境(如体内)中实现ROS的高灵敏、动态、可视化检测

与成像. 

水凝胶作为一种兼具结构可调与控释能力的功能材料 , 在CL信号的持续输出与生物体系动态监测中展

现出独特优势. Zhang等人[36]设计了一种功能化纳米水凝胶CL平台(L-012/Co
2+

@NGs), 用于在肿瘤化疗过程

中实时监测ROS变化(图2(c)). 该平台采用乙烯基衍生的β-环糊精单体交联形成三维多孔结构, 负载鲁米诺类

似物L-012和Co
2+催化剂. 水凝胶的多孔网络显著延缓了H2O2的扩散, Co

2+与Tris缓冲体系的协同催化进一步

增强了ROS的生成与CL反应. 该体系在体外对H2O2、
•
OH等ROS均表现出高选择性和灵敏度, CL信号持续时

间长达4小时, 信号强度提升722倍, 检测限低至8.9 nmol/L. 更重要的是, 该平台被成功用于小鼠模型中ROS

的体内追踪, 在长胡椒碱干预后, CL信号在15分钟达到峰值, 持续可监测至150分钟. 这一研究首次实现了肿

瘤微环境中ROS时空动态变化的CL监测, 为成像引导下的精准治疗提供了新工具. 

聚合物基探针具有良好的成像稳定性和可设计性 , 适合构建高选择性ROS成像平台. Guo等人[37]构建了

基于苝二酰亚胺(PDI)的聚合物探针SH-PDI, 用于选择性检测O2
•−

. 在二甲基亚砜溶液中, O2
•−可诱导该聚合物

分子中的硫醇基团(S-H)和二硫键(S-S)被氧化为亚砜结构, 释放强烈的CL信号. 为了进一步提高水溶性与成

像性能, 将SH-PDI与两亲性稳定剂共沉淀, 形成水溶性纳米颗粒SPPS NPs. 相比SH-PDI, SPPS NPs对O2
•−具

有更高的选择性和增强的CL响应, 线性检测范围为0.25~60 μmol/L, 检测限达8.2 × 10
-8

 mol/L. 此外, SPPS 

NPs的最大发光波长为580和710 nm, 位于生物成像窗口, 具备良好的组织穿透力. 在小鼠模型中, 利用该探

针成功实现了对脂多糖诱导急性炎症产生的内源性O2
•−的体内成像, 展现出优异的生物适用性和CL成像能

力, 为炎症过程可视化监测提供了有力手段. 

1.4  近红外CL探针 

尽管传统CL技术在ROS检测中展现出较高的灵敏度和特异性, 但其发光波长多位于可见光范围, 受限于

生物组织的散射与吸收 , 穿透深度有限 , 难以满足对深部组织ROS的实时监测和精准成像需求 . 近红外

CL(NIR-CL)探针通过将发光波长调控至700~900 nm甚至更远的第二窗口(NIR-II, > 1000 nm), 在降低背景噪

声、提高成像对比度及组织穿透能力方面展现出显著优势 , 已成为ROS成像研究的热点方向[38~40]
. 

针对生物成像中面临的信噪比低和细胞穿透性差等问题 , Zhao等人[41]开发了一种近红外CL探针DCM-Cy, 

用于在光动力治疗(photodynamic therapy, PDT)过程中实时追踪1
O2的生成动态. 该探针通过移除烯醚结构中

的甲氧基, 显著抑制了其自发光氧化反应, 从而降低背景信号. 同时, 将原有刚性金刚烷结构替换为紧凑的

环丁烷, 提升了细胞膜渗透性约6倍. DCM-Cy发光峰位于近红外区, 可有效避免可见光的散射与吸收 , 其对
1
O2具有高选择性和nmol/L级灵敏度, 在1

O2存在下, DCM-Cy发生氧化, 形成不稳定的应变苯酚-二氧环烷中间

体, 迅速自发分解成激发的羰基化合物, 其衰变至基态并伴随着近红外CL. 在体外实验中, 该探针被成功用

于追踪HeLa细胞及金黄色葡萄球菌在PDT处理下的ROS释放行为; 在体内肿瘤模型中, DCM-Cy实现了高信

噪比(达95倍)的实时成像, 远优于传统荧光探针(信噪比仅4.4倍). 同时, 该探针表现出优良的生物相容性(细

胞存活率 > 81%), 为PDT治疗过程中的ROS成像提供了低背景、高分辨率的检测工具. 

在提升组织穿透深度和降低激发依赖性方面 , Wang等人[42]通过将CPPO封装于具有近红外聚集诱导发光

(aggregation-induced emission, AIE)特性的牛血清白蛋白包覆金纳米簇(gold nanoclusters, AuNCs)中, 设计了一

种无需外部光源激发的NIR-CL纳米探针CPPO/BSA@AuNCs, 实现了对深部肿瘤中ROS的高效成像(图2(d)). 

该探针利用CPPO与H2O2反应生成高能中间体 1,2-二氧杂环丁烷二酮 , 通过化学发光共振能量转移

(chemiluminescence resonance energy transfer, CRET)产生近红外发光信号, 对H2O2的检测限为0.286 μmol/L. 

由于该体系无需激光激发, 成功克服了传统荧光成像在穿透深度方面的物理局限 , 组织穿透能力超过27 mm. 
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该探针可靶向识别4T1小鼠乳腺肿瘤模型的原发病灶, AIE特性和催化活性协同增强了信号强度, 显著提升了

成像对比度和诊断精度, 展示出在深部肿瘤术前诊断和成像引导手术中的应用潜力 .  

 

2  BL用于ROS检测 

BL是由生物体内的荧光素在荧光素酶的催化下, 经化学反应产生激发态产物并释放光子的过程 , 其不依

赖外部光源, 背景噪声低 , 适用于高灵敏成像 [43,44]
. 该过程的核心原理是 : 荧光素在三磷酸腺苷(adenosine 

triphosphate, ATP)或O2等辅助因子的参与下被氧化生成高能中间体 , 中间体分解形成激发态分子, 激发态分

子回到基态时释放特定波长的光. 

现有经典体系主要包括: (1) 萤火虫荧光素体系, 荧光素先与ATP作用活化羧基, 形成腺苷荧光素酰基中

间体, 随后在O2参与下氧化生成二氧杂环丁酮结构, 该中间体分解产生激发态氧化荧光素 , 弛豫至基态时发

出黄绿色光; (2) 海洋腔肠素体系, 腔肠素在O2存在下被腔肠素酶氧化生成1,2-二氧四环酮中间体, 分解后形

成激发态产物并发出蓝光; (3) 细菌荧光素体系, 荧光素在长链醛和还原型黄素单核苷酸的参与下被荧光素

酶氧化, 生成激发态中间体, 返回基态时释放蓝绿色光. 这些体系在发光波长、底物稳定性和检测环境适应性

上存在差异, 例如萤火虫体系发光效率高且易于基因工程改造 , 腔肠素体系适合海水和中性条件 , 细菌体系

可实现自发光无需外加底物. 

2.1  纳米材料增强型BL体系 

传统BL体系通常存在发光效率有限、信号稳定性差等问题 , 难以满足对高灵敏度和长时间成像的需求 . 

为克服这些限制, 近年来研究者将纳米材料引入传统BL体系, 结合生物发光共振能量转移(bioluminescence 

resonance energy transfer, BRET)机制, 显著提升了探针的发光效率与稳定性, 扩展了其在ROS检测中的应用

场景. BRET是一种基于共振能量转移的无辐射过程, BL供体(如荧光素酶-底物复合物)在发光反应产生的激发

态能量可转移至邻近的荧光受体 , 引发受体荧光发射, 而非依赖外部光源激发, 因此有效避免了背景自发荧

光的干扰. 在构建BRET探针时, 通常需满足两个条件：供体与受体之间需具备良好的光谱重叠, 以及两者空

间距离足够接近( < 10 nm) 以实现高效能量转移. 

为了提升BL体系在生物成像中的信号稳定性与可操作性, Liao等人[45]开发了一种基于重组水母发光蛋白

(aequorin)与CdTe/CdSe量子点(quantum dots, QDs)偶联构建的BRET探针Aeq-QD. 该系统能量转移效率高达

35.6%, 且在室温下可稳定保存超过15天, 表现出优异的稳定性和重现性. 在功能验证中, 研究者通过刺激不

同类型的细胞(包括小鼠巨噬细胞、海马神经元、乳腺癌细胞和黑色素瘤细胞)产生O2
•−

, Aeq-QD探针均可实现

有效检测, 检测限为4 μmol/L. 此外, 该探针还成功应用于小鼠肿瘤模型中肿瘤内ROS水平的活体成像, 验证

了其在评估氧化应激和肿瘤微环境氧化状态中的应用潜力. 

在此基础上, Yuan等人[46]开发了一种基于BRET机制的多功能NIR-Ⅱ自发光小分子平台—CLPD(图3(a)). 

该分子体系由四个功能模块构成：鲁米诺为BRET供体, 在氧化条件下产生约450 nm的蓝光信号; Chlorin e6 

(Ce6)为能量受体, 接收能量后产生1
O2; 通过1

O2氧化结构中的噻吩单元, 从而激活NIR-Ⅱ区发光. 体内外实

验结果显示, CLPD在过氧化酶与ROS丰富的肿瘤与炎症环境中能快速响应, 产生强烈的NIR-Ⅱ信号, 用于高

信噪比的深层组织成像. 相较传统可见光发光探针, CLPD的NIR-Ⅱ发光显著提高了成像穿透力和解析度, 为

复杂病理环境中的非侵入式ROS成像提供了有力工具. 

2.2  开启型BL体系 

在复杂的生理微环境中, 传统持续发光型探针易受到非特异性背景干扰 , 尤其是在低丰度ROS信号监测

或深层组织成像中, 难以获得高信噪比和特异响应 . 为此, 研究者提出―开启型BL探针‖的概念[47~49]
, 即通过

合理设计, 使发光反应只能在特定ROS条件下激活, 从源头上抑制背景噪声, 增强响应选择性与成像对比度. 

这类探针通常依赖于ROS敏感基团对底物的―笼罩保护‖策略[50]
, 通过ROS介导的化学反应释放发光前体 , 从

而实现空间与时间上的―发光锁控‖. 

通过构建ROS特异性化学保护基团, 可以实现发光底物的按需释放. O’Sullivan等人[51]将对H2O2有响应的

芳基硼酸酯基团引入发光底物中, 开发了一种不依赖ATP的BL探针. 以二苯基特拉嗪(DTZ)为核心, 将芳基

硼酸酯笼引入后成功合成产物bor-DTZ. 在H2O2作用下, bor-DTZ氧化水解释放出DTZ, DTZ可与纳米荧光素

酶反应 , 产生可检测的BL信号. 实验表明, bor-DTZ对H2O2具有高选择性和高灵敏度 , 线性范围为0.05~0.25 
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mmol/L, 检测限为0.01 mmol/L. 在乳腺癌细胞中, 该探针成功监测了顺铂治疗时细胞内外的H2O2水平变化. 

相较于传统依赖ATP的荧光素酶系统, bor-DTZ在不依赖细胞能量状态的前提下完成发光反应 , 更适用于能量

代谢紊乱等病理状态下的ROS成像. 

通过多种结构可调、响应灵敏的开启型发光探针联用 , 可以满足ROS动态变化的监测需求. Li等人[52]开发

了三种开启型BL探针F Probe、N Probe和P Probe, 用于实时监测顺铂化疗过程中O2
•−的实时变化. D-荧光素作

为BL的发光底物, 三氟甲磺酸、对硝基苯磺酰基和二苯基膦基团分别为三种探针的O2
•−响应基团. O2

•−触发亲

核取代反应, 释放D-荧光素, D-荧光素在萤火虫荧光素酶和ATP的作用下, 产生BL信号. 其中, P Probe在体外

表现出对O2
•−的高灵敏度, 检测限为5.84 μmol/L. 在体内实验中, P Probe被成功用于监测顺铂诱导的O2

•−水平

升高, 并实现活细胞及荷瘤小鼠成像(图3(b)). 此外, 该探针有望通过替换识别基团扩展至其他ROS检测.  

通过开发结构定向响应型探针 , 可以实现精准识别与区分成像 . Larsen等人[53]利用超氧化物(superoxide, 

SO)和一氧化氮(nitric oxide, NO)对生物系统的关键作用, 开发了两种BL探针分别检测SO和NO. 为了靶向

SO, 选择富电子的邻苯二酚作为反应基团, 通过乙烯二胺连接到荧光素的氨基甲酸酯上, 获得探针1. 在SO

作用下, 探针1中的邻苯二酚被氧化成半醌, 进一步被氧化生成缺电子的邻醌, 随后自发水解使连接体析出, 

从而释放荧光素的甲酯. 通过加入酯酶, 将甲酯转化为游离荧光素, 所检测到的荧光素含量与SO浓度成正比. 

为了检测NO, 选择氨基硫脲基为反应基团, 将其与氨基荧光素通过脲键相连得到探针2. 该探针与NO反应会

转化为相应的噁二唑, 随后自发水解释放出氨基荧光素的甲酯. 通过加入酯酶和荧光素酶, 可以对NO进行定

量分析. 

 

 

 
图3  (网络版彩色) (a) NIR-II自发光分子探针CLPD的示意图[46]. (b) P Probe在顺铂化疗过程中对O2

•−的成像示意图 [52] 

Figure 3  (Color online) (a) Schematic of NIR-II self-luminescence molecular probe CLPD[46]. (b) Schematic illustration of P Probe to image 

O2
•− during the progression of cisplatin chemotherapy[52] 

 

3  ECL用于ROS检测 

ECL是指在电极施加电位条件下, 于电极/扩散层附近通过电化学过程生成激发态发光物种 , 当其回到基

态时发射光子的一种发光方式. ECL兼具CL的高灵敏度与电化学的可控性, 已广泛应用于分析化学和生物检

测. 其基本原理为: 发光底物及/或共反应物在电极上发生氧化还原 , 生成自由基或过氧化中间体 , 进一步反

应形成激发态产物并发光. ROS在ECL体系中常作为关键反应中间体, 可提升发光效率并影响主导反应路径 . 

以鲁米诺体系为例[54]
, 在阳极ECL模式下, 鲁米诺被电化学氧化为自由基/二氮杂醌中间体, 随后与O2或H2O2

衍生的过氧化物反应生成激发态3-氨基邻苯二甲酸, 发射约425 nm的蓝光; 在阴极ECL模式下, 溶解氧被还

原为ROS, 并与鲁米诺中间体耦合生成激发态3-氨基邻苯二甲酸, 产生ECL信号. 近年来, 具有可调发射波长

和优异光稳定性的纳米发光材料也逐渐被用于构建多信号、可调谐的ECL体系. 
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3.1  纳米材料增强型ECL体系 

QDs是一类具有量子限域效应的纳米材料 , 其发射波长可通过尺寸精准调控 , 且具有优异的光稳定性 , 

近年来已经发展成为ECL发光体的理想材料, 通过调节QDs的尺寸、配体和掺杂等可以优化其ECL特性. Li等

人 [55]鉴于单信号ECL传感器容易受到外部环境的干扰 , 开发了一个鲁米诺 -QDs集成的双信号ECL平台(图

4(a)), 其中鲁米诺作为由O2
•−驱动的阳极发光团, CdSe QDs作为•

OH驱动的阴极发光团, 以Co3O4/Ti3C2为电催

化剂, 充当共反应促进剂用于产生O2
•−和 •

OH. 将CdSe QDs通过静电作用吸附在Co3O4/Ti3C2纳米片上, 增强

了稳定性和ECL强度. 该内源性ROS驱动的双信号ECL可用于药物群勃龙的定量检测, 检测限和定量限分别

为3.6 mg/mL和11.7 fg/mL.  

CDs作为一种新型ECL发光团, 具有良好的成像与传感潜力 . Yang等人[56]开发了一种基于硼氮掺杂碳点

(BN-CDs)的阴极ECL平台, 用于检测海水中的溶解氧 . BN-CDs在溶解氧存在下产生负电位的阴极ECL信号, 

且ECL强度与溶解氧浓度呈正相关, 对溶解氧的线性响应范围为0.5~19.8 mg/L, 检测限为0.12 mg/L. 该平台

成功应用于自来水、湖水及海水等实际样品中的溶解氧检测, 为海洋环境监测提供了新的工具. 

AuNCs因其独特的量子尺寸效应、良好的表面修饰能力和催化活性 , 成为更高性能ECL发光体的热门材

料. Cheng等人[57]开发了一种基于AuNCs价态调控的ECL生物传感器, 用于精浆中ROS的高灵敏快速检测. 通

过电还原法获得零价态AuNCs (ER-AuNCs), 其ECL信号强度较初始AuNCs提高6.3倍. ROS可通过氧化作用改

变AuNCs的价态, 从而快速猝灭ECL信号. 该传感器无需额外试剂, 通过一步电压施加就能实现ROS的即时

检测, 检测限低至0.75 × 10
-10

 mol/L, 且对精浆中常见的共存物表现出优异的抗干扰性. 在临床应用中, 传感

器成功检测到弱精症组精浆ROS的浓度显著高于正常组, 与商用检测剂结果一致. 该ECL平台通过直接调控

AuNCs价态实现信号响应, 避免了传统间接检测的复杂性, 为男性不育诊断提供了快速的方法. 

复合纳米结构通过协同调控电化学性能与生物界面功能, 在实现细胞水平的高灵敏ROS检测方面展现出

较大潜力. Du等人[58]开发了两种用于监测脂多糖刺激的小鼠腹膜巨噬细胞(Ana-1细胞)分泌的ROS传感器, 传

感器1使用3-氨基丙基三甲氧基硅烷(3-aminopropyltrimethoxysilane, APTMS)的水解聚合物与AuNPs形成Au-N

键将掺锡氧化铟(indium tin oxide, ITO)功能化, 并利用多聚赖氨酸固定细胞. 为了充分利用金纳米颗粒/二氧

化钛纳米管(Au nanoparticles/TiO2 nanotubes, AuNPs/TiO2NTs)的协同作用, 将其烧结至ITO表面后, 成功构建

传感器2. 两种基于AuNPs和AuNPs/TiO2NT的传感器被成功用于监测Ana-1细胞分泌的ROS, 检测限分别为

8.9 nmol/L和2 nmol/L, 为定制ECL细胞传感器提供了一种便捷的方式. Shen等人[59]通过还原α-酮戊二酸成功

将AuNPs原位沉积在Fe3O4 NPs上, 通过与电活性蛋白血红蛋白(haemoglobin, Hb)或细胞色素C (cytochrome C, 

Cyt C)共价结合, 开发了一种ECL超灵敏传感平台. Au@Fe3O4 NPs能够有效增强鲁米诺ECL信号, 降低了ROS

检测限. 与Hb结合时检测限为7.69 nmol/L, 线性范围为7~300 mol/L; 与Cyt C结合时检测限为1.97 nmol/L, 

线性范围为3~30 mol/L. 该平台在小鼠心肌组织ROS检测中表现出优异性能, 成功监测了异丙肾上腺素刺激

下的ROS释放过程. 
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图4  (网络版彩色) (a) 典型的双信号ECL传感器配置分区的示意图[55]. (b) 3D ECL传感平台FRAC-Hydrogel/TF的构筑过程及工作原理

示意图 [65] 

Figure 4  (Color online) (a) Schematic illustration of the configuration divisions of representative dual -signal ECL sensors[55]. (b) Schematic 

illustration of the fabrication process and working principle of the 3D ECL sensing platform FRAC-hydrogel/TF[65] 

3.2  基于激发态调控与界面构筑的功能材料 

在ECL响应机制不断拓展的背景下[60~63]
, AIE策略的引入为激发态能量调控提供了新路径. Gao等人[64]通

过Zn
2+介导的AIE型AuNCs组装(Zn

2+
-AIE-AuNCs), 实现了聚集诱导型ECL, 并对1

O2具有选择性响应. 在碳酸

盐缓冲溶液中, Zn
2+

-AIE-AuNCs与三乙胺共存的电化学氧化作用会促进Zn
2+

-AIE-AuNCs的氧空位形成, 有效

地将激发单线态Zn
2+

-AIE-AuNCs的能量转移给3
O2, 生成激发态的1

O2. 该策略不仅为1
O2的检测提供了新方

法, 还阐明了AIE发光在ECL中的应用潜力, 为ROS的检测提供了新的工具. 

相较于分子结构调控的策略, 三维功能材料的引入则在提升ECL系统的柔性化与生物界面兼容性方面展

现出重要优势, 在柔性传感和生物医学监测领域具有重要意义 . 其中水凝胶的高孔隙率为ECL发光底物提供

了理想的固化平台, 提升了ECL的稳定性, 同时为ECL柔性传感器的设计提供了可能. Zhou等人[65]开发了一

种三维ECL传感平台, 结合肽水凝胶与钛泡沫电极, 用于检测乳腺癌亚型细胞释放的H2O2 (图4(b)). 通过自组

装策略, 将N-(4-氨基丁基)-N-乙基异鲁米诺(ABEI)与碱性氨基酸Fmoc-精氨酸(Fmoc-R)共同嵌入Fmoc-二苯

丙氨酸(Fmoc-FF)肽水凝胶中, 构建均匀稳定的三维传感界面, Fmoc-R的引入能够有效提高ECL量子产率. 同
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时, 钛泡沫的三维多孔结构不仅有好的生物相容性和导电性, 还可以用作三维衬底电极和三维细胞培养基质

匹配 , 以缩短电子转移路径 . 该传感器在无需额外共反应物的条件下 , 可检测细胞释放的痕量H2O2, 在pH 

7.4时检测限为0.023 nmol/L. 细胞实验表明, 未受刺激的转移性乳腺癌细胞释放的H2O2浓度显著低于非转移

性乳腺癌细胞和正常乳腺癌细胞. 该三维ECL生物传感平台通过对癌细胞的实时监测, 为乳腺癌亚型的生理

机制研究提供了新工具.  

 

4  结论与展望 

综上所述, 液相CL、BL与ECL三类发光机制在ROS检测中展现出独特优势和良好互补性. 随着功能纳米

材料、光/电调控机制及生物相容性结构的不断引入, 三类发光技术在反应灵敏度、信号放大能力、选择性识

别与组织穿透深度等方面取得显著进展, 逐步拓展至活体动态成像、肿瘤微环境监测、药物反应评估及复杂

样品分析等多种应用场景(表1). 

 
表1  不同发光技术在活性氧检测中的对比 

Table 1  Comparison of chemiluminescence techniques for reactive oxygen species detection  

检测物 发光底物 发光技术 检测限(mol/L) 线性范围 (mol/L) 文献 

H2O2 

鲁米诺 CL / / [29] 

CPPO/BSA@AuNCs CL 2.86 × 10−7 / [42] 

bor-DTZ BL 1 × 10−5 5 × 10−5~2.5 × 10−4 [51] 

鲁米诺 ECL 1.97 × 10−9 5 × 10−9~3 × 10−7  [57] 

/ ECL 0.75 × 10⁻10 1 × 10−8~0.1  [58] 

异鲁米诺 
ECL 

2.3 × 10−11 
5 × 10−11~5 × 10−9  

5 × 10−9~1 × 10−7 
[65] 

1O2 
DCM-Cy CL / / [41] 

Eu-CNNPs CL 1.36 × 10−7 1.67 × 10−7~1.67 × 10−5  [33] 

O2
•− 

SH-PDI聚合物 CL 8.2 × 10−8 2.5 × 10−7~6 × 10−5  [37] 

Aeq-QD BL 4 × 10−6 / [45] 

P Probe BL 5.84 × 10−6  / [52] 
•OH O-CDs CL 3 × 10−9  1 × 10−8~1.5 × 10−4 [32] 

总ROS 

L-012 CL 8.9 × 10−9  / [36] 

AuNPs-鲁米诺 ECL 8.9 × 10−9 1 × 10−8~2 × 10−7  [59] 

AuNPs/TiO2NTs-鲁米诺 ECL 2 × 10−9 5 × 10−9~1 × 10−7 [59] 

 

尽管目前各类体系在ROS检测方面已经取得很大进展 , 但每种方法仍具有部分缺点 . 对于液相CL, 反应

易受环境如温度和pH的影响, 限制了其在生物中的应用. 未来研究应聚焦于智能响应探针设计、CL诊疗一体

化平台构建及与微流控、可穿戴技术的集成, 推动CL技术向高通量、可持续监测和精准医疗方向演进. 随着

材料科学、生物医学和数据分析等多学科的交叉融合 , 液相CL体系有望在疾病早筛、疗效评估和环境毒性监

控等领域发挥更重要的作用 . 对于BL, 底物稳定性和组织穿透能力差 , 部分探针可能干扰细胞正常代谢 . 未

来研究可从以下几个方面深入推进: 引入智能响应模块与靶向递送系统, 提升ROS探针的特异性和应用稳定

性; 结合人工智能与动态建模技术 , 实现ROS的定量追踪与可视化 ; 进一步拓展探针的治疗功能 , 实现成像

与治疗一体化发展. 可以预见, 随着多学科交叉融合的加速 , 基于BL的ROS检测平台将在基础研究与临床应

用中持续发挥重要作用 . 对于ECL, 某些ECL体系在高电压或非生理条件下才活跃 , 不适合体内应用 , 同时

ROS种类识别选择性有限, 易受多种氧化还原物干扰. 展望未来, ECL体系在ROS检测中的进一步突破有赖于

多学科交叉协同. 一方面, 需加强对ECL发光机制的基础研究, 探索更多可调控激发态与界面电子行为的功

能材料; 另一方面, 集成微纳器件、单细胞平台和体内传感技术, 将有助于实现对ROS时空分布的实时动态监

测. 结合智能算法与数据驱动分析, ECL体系有望由单纯的检测手段拓展至集诊断和调控于一体的新阶段. 
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Reactive oxygen species (ROS) play crucial roles in a wide range of physiological and pathological process es. 

Consequently, their efficient and selective detection is of significant importance for disease diagnosis, therapeutic 

monitoring, and environmental analysis. Chemical reaction–driven luminescence techniques, including chemilumi-

nescence (CL), bioluminescence (BL), and electrochemiluminescence (ECL), have emerged as powerful detection 

modalities, offering high sensitivity, intrinsic background suppression, and operation without external light excit a-

tion, thus minimizing photodamage and autofluorescence. Over the past five years, these platforms have undergone 

rapid innovation in molecular design, materials integration, and system engineering, dramatically expanding their 

capabilities for ROS sensing in complex biological environments. In CL systems, advanced architectures incorpo-

rating nanomaterials, polymeric matrices, and hybrid composites have yielded substantial gains in analytical pe r-

formance. These enhancements have increased photon yield, extended operational stability, and enabled multifun c-

tional sensing–imaging platforms. The development of near-infrared (NIR) CL probes has been particularly trans-

formative, affording deeper tissue penetration and improved in vivo imaging resolution. BL approaches have capi-

talized on resonance energy transfer cascades and activatable probe chemistries to achieve highly selective, 

low-background imaging of specific ROS species, facilitating longitudinal monitoring of oxidative events in living 

systems. ECL strategies have progressed through the synthesis of novel luminophore-doped nanostructures and the 

engineering of functionalized electrode interfaces, enhancing signal responsiveness, operational stability, and bi o-

compatibility. Notably, flexible and bio-integrated ECL devices are emerging, enabling conformal interfacing with 

biological tissues for localized ROS sensing. Despite these advances, fundamental challenges persist. CL detection 

remains vulnerable to environmental fluctuations in pH and temperature, constraining stability  in vivo. BL probes 

often suffer from poor substrate stability, limited penetration depth, and the risk of perturbing normal cellular me-

tabolism. ECL typically requires high voltages or non-physiological electrolytes, which limit direct in vivo applica-

tions; additionally, its selectivity for distinct ROS species is often insufficient, with signals susceptible to interfe r-

ence from a wide range of redox-active biomolecules. Overcoming these limitations demands innovation in molec-

ular probe chemistry, adaptive materials, and system-level integration to enable simultaneous multi-ROS detection, 

robust biological stability, and theranostic functionality. Looking ahead, the convergence of chemical luminescence 

technologies with cutting-edge innovations is poised to redefine ROS sensing. Future research is expected to focus 

on smart-responsive mechanisms capable of adapting to fluctuating biological microenvironments, seamless int e-

gration of multi-modal detection platforms, and AI-assisted data analysis to enhance signal interpretation and pre-

dictive modeling. These advances aim to propel ROS detection toward high-throughput screening, real-time visual-

ization of redox dynamics, and precision medicine applications. The design of next-generation luminescent sub-

strates with superior photophysical stability, optimized quantum yield, and tunable emission wavelengths, combined 

with synergistic integration with complementary imaging or biosensing modalities, will further elevate spatial re s-
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olution, molecular specificity, and background discrimination. Such progress will not only deepen mechanistic un-

derstanding of ROS-mediated signaling and pathology but also accelerate translation into clinically actionable d i-

agnostics and targeted interventions. 

 

 

reactive oxygen species, chemiluminescence, bioluminescence, electrochemiluminescence, probe 
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