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摘 要 碳中心自由基是环境与生物体内产生的关键活性中间体，检测碳中心自由基对于理解涉及碳中心

自由基的自由基转化机制具有重要意义。近年来，研究者发展了一系列利用双功能荧光捕获探针检测碳中

心自由基的方法。本文从荧光基团、自由基捕获基团和捕获探针的应用等方面评述了近年来双功能荧光捕

获探针检测碳中心自由基的研究进展，并对其发展前景进行了展望。
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碳中心自由基是以碳为中心、未配对电子在碳原子上的自由基，是环境与生物体内产生的关键活性

中间体[1-2]。在大气环境中，碳中心自由基是大气中挥发性有机物光化学反应过程中生成的关键活性自

由基[3-5]。在高级氧化反应的水处理过程中，有机污染物降解是一系列涉及碳中心自由基转化的反应过

程。碳中心自由基是有机物降解过程中的主要自由基中间产物之一，不仅在最初的夺氢反应中可以产生

碳中心自由基，在后续的深度转化和降解过程中也可能产生[6-9]。此外，在生物体中，脂质自由基是脂质

过氧化过程中最初生成的碳中心自由基[10-11]。碳中心自由基具有高反应活性、极短寿命和极低浓度的

特点[12]，对其的检测一直是巨大的挑战。因此，建立高灵敏的碳中心自由基检测方法对于其在生物、环

境等领域中的相关机制研究至关重要。

目前，碳中心自由基的检测方法主要包括直接检测法和间接检测法。直接检测法采用光电离质谱

法[13]和化学电离质谱法。直接检测法对光源和质谱仪器的要求较高，因此多采用间接检测法。间接检

测法利用自由基捕获剂与短寿命自由基结合生成稳定的自旋加合物，然后采用电子顺磁共振技术[14-15]、
荧光光谱[16-17]或液相色谱[18]和质谱[19]等方法对碳中心自由基的捕获产物进行检测。其中，荧光检测法

具有高灵敏度和高选择性的优势[20]。碳中心自由基的荧光探针是将不同荧光基团与碳中心自由基捕获

基团进行连接，具有碳中心自由基捕获和荧光信号开启的双功能。利用荧光探针的优势可以灵敏地监测

自由基反应的进程，无需分离产物，有利于分析复杂样品中的自由基反应，例如生物或超分子系统[21-22]。
本文综述了近年来碳中心自由基荧光捕获探针的设计合成及应用进展，分析了现阶段面临的问题，并对

其发展前景进行了展望。

1 荧光捕获探针检测碳中心自由基原理

碳中心自由基的荧光探针是将不同荧光基团与碳中心自由基捕获基团进行连接，实现对碳中心自由

基的荧光检测。荧光基团由于与顺磁性氮氧捕获基团连接，二者发生电子交换，电子转移到氮氧基团，导

致荧光团单线态的非辐射弛豫，来自荧光团的荧光发射被猝灭，表现为弱荧光或无荧光。氮氧化物基团

捕获碳中心自由基后的产物为烷氧胺，烷氧胺具有抗磁性，会消除分子内猝灭，从而恢复荧光[23-24]。基于

上述原理，荧光捕获探针可对碳中心自由基进行定量检测。

2023-01-10 收稿; 2023-03-01 接受

国家自然科学基金项目(No. 21936001)和北京高校卓越青年科学家项目(No. BJJWZYJH01201910005017)资助。

* E-mail: douxn001@bjut.edu.cn; xiayanwang@bjut.edu.cn

评述与进展

https://doi.org/10.19756/j.issn.0253-3820.231013
https://doi.org/10.19756/j.issn.0253-3820.231013


2 碳中心自由基荧光探针

碳中心自由基荧光探针具有荧光性能及碳中心自由基捕获能力的双功能基团，通过连接基团进行连

接[20]。图 1显示了碳中心自由基荧光探针的荧光基团、连接基团以及捕获基团的结构。氮氧化物自由

基是碳中心自由基常用的捕获剂，与碳中心自由基快速反应生成烷氧胺加合物，反应速率常数为

109~1010 mol/（L•S），被用作荧光探针的捕获功能基团[25-26]。常用的碳中心自由基捕获剂包括哌啶类氮氧

化物捕获剂如 2,2,6,6-四甲基哌啶氧化物（TEMPO）及其衍生物[27-29]、异吲哚啉类氮氧化物捕获剂[30-32]、
吡咯烷类捕获剂如 3-氨基-2,2,5,5-四甲基-1-吡咯烷酮（3-AP）[33]和 3-氰基-2,2,5,5-四甲基-1-吡咯烷基氧

（3-CP）[34]等。本文基于以上不同类别的捕获基团对碳中心自由基荧光探针进行分类介绍。

2.1 哌啶类碳中心自由基荧光探针及应用

哌啶类氮氧自由基是 20世纪 60年代发现的一种用于催化的稳态自由基[35]。TEMPO的稳定性来自

N—O捕获基团周围 4个甲基的空间位阻和未配对电子的离域[36-37]。不同类型的荧光团与 TEMPO相连

形成不同的碳中心自由基荧光探针（表 1）[38-49]，常见的荧光基团有氟硼二吡咯（BODIPY）类、喹啉类、

硝基苯并氧杂二唑（NBD）类和多环芳烃类等。

2.1.1 BODIPY荧光基团哌啶类碳中心自由基荧光探针及应用

BODIPY是一类重要的荧光材料，由吡咯环连接硼氮六元杂环和甲川桥键而成，具有三环共轭的平面

刚性结构、高荧光量子产率、易通过化学方法进行结构修饰和光热稳定性好等优点[50-51]。Golian等[40]合
成了基于 BODIPY荧光团和酯键连接的 TEMPO捕获基团的开启型荧光探针 1。在薄膜中加入碳中心自

图1 碳中心自由基荧光探针结构
Fig.1 Structures of carbon-centered radical fluorescent probes
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由基引发剂 2-羟基-1-[4-（2-羟乙氧基）-苯基]-2-甲基-1-丙酮（I-2959）和荧光探针， UVA光照射促进引发

剂分解产生苯甲酰基和羰基碳中心自由基，探针捕获碳中心自由基后荧光开启，实现薄膜图案化（图 2）。
2.1.2 喹啉荧光基团哌啶类碳中心自由基荧光探针及应用

喹啉为吡啶与苯并联的杂环芳香性有机化合物，苯环部分容易在 5、8位上发生亲电取代反应，因其

生物相容性好、光物理性质稳定而被广泛应用于荧光传感器和生物成像[41]。Aspée等[42]设计并合成了一

种由喹啉荧光基团和 TEMPO连接的荧光探针，并将其用于监测聚合物薄膜中的自由基过程。通过监测荧

光随时间的增强程度，该荧光探针已成功应用于监测聚合物薄膜中的自由基生成速率。Coenjarts等[43]将
喹啉荧光团-TEMPO加合物用作聚合物膜中的探针，用于检测来自 2-羟基-2-甲基苯基丙酮的光生碳中心

自由基，从而实现基于光引发产生碳中心自由基的荧光成像。

表1 哌啶类捕获基团荧光探针
Table 1 Structures of fluorescent probes based on piperidine trapping group

编号
No.

荧光基团结构式
Structure of fluorophore

连接键
Spacer

碳中心自由基
Carbon-centered radical

文献
Ref.

1
氟硼二吡咯
BODIPY

酮羰基自由基
Eketyl radical [38]

2
喹啉

Quinoline

异丁腈基自由基
2-Cyano-2-propyl radical [39]

苯甲酰二甲基酮基自由基
Benzoyl-dimethyl ketyl radical [40]

氰基甲基自由基
Cyanomethyl radical [41]

苄基自由基
Benzyl radical [42]

乙酰丙酮基自由基
Acetylacetonyl radical [43]

3
香豆素

Coumarin

聚苯乙烯碳自由基
Carbon-centered polystyrene radical [44]

4
4-氟-7-硝基-2,1,3-苯并氧杂恶二唑

4-Fluoro-7-nitrobenzofurazan

脂质衍生碳自由基
Lipid-derived radical [45-46]

5
萘

Naphthalene

甲基自由基
Carbon-centered radical [47]

异丁腈基自由基
2-Cyano-2-propyl radical [48]

6
丹磺酰氯

Dansyl chloride

脂质衍生碳自由基
Lipid-derived radical [49]
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Ricci等[44]利用喹啉荧光团哌啶类荧光探针研究 TiO2 和表面活性剂系统中碳中心自由基反应过程，

该研究证明了在胶束降解过程中产生了碳中心自由基，并可能参与防晒霜的矿化过程。Aspée等[45]使用

荧光探针监测沸石体系内碳中心自由基的产生，通过荧光法检测 NaY 沸石中二苄基酮光化学反应产生

的苄基自由基，为研究沸石中的自由基过程提供了一种新的研究方法。

Ivan等[46]提出了喹啉荧光团哌啶类荧光探针检测酶促过程中碳中心自由基的新应用。该探针用于

检测辣根过氧化酶催化 2,4-戊二酮产生乙酰丙酮基碳中心自由基。荧光强度随时间的增加反映了碳中

心自由基的形成，可用于自由基产率和反应动力学的定量评价，为研究复杂酶催化反应中的自由基过程

提供了一个新方法。

2.1.3 香豆素荧光基团哌啶类类碳中心自由基荧光探针

香豆素是一种苯并吡喃类环状结构的化合物。香豆素具有优异的生物相容性、强烈稳定的荧光发

射和良好的结构柔性等特点，被广泛应用于荧光探针的设计[47-48]。Ballesteros等[49]将基于香豆素设计的

荧光探针首次应用于测定来自 TEMPO 封端聚苯乙烯的聚合物碳中心自由基动力学，通过荧光法对形成

的碳中心自由基直接测量，测定了碳中心自由基生成的速率。

2.1.4 硝基苯并氧杂二唑荧光基团哌啶类碳中心自由基荧光探针

硝基苯并氧杂二唑（NBD）及衍生物具有高荧光量子产率、长的荧光激发波长和发射波长以及可避

免来自生物基质的干扰等优点，常被用作生物传感器的荧光衍生试剂[50]。Yamada等[51]制备了基于 NBD
荧光基团的哌啶类荧光探针，用于脂质衍生碳中心自由基的高灵敏度和特异性检测（图 3A），通过荧光开

启，直接检测活细胞中的脂质碳中心自由基。在后续研究中， Yamada 等[58]提出了一种结合荧光探针的

高效液相色谱-荧光测定和高分辨串联质谱系统作为脂质衍生碳中心自由基的结构分析方法，并从 5 种

不饱和脂肪酸中鉴定出 132 个脂质衍生自由基，包括 111 个新物种，构建了脂质衍生碳中心自由基数据

库，可以根据碳中心自由基结构确定其初始脂肪酸，并进一步将其用于活体小鼠中碳中心自由基的检测，

在致癌物诱导的肝癌小鼠模型中鉴定出 12种内源性脂质衍生自由基。该方法及其相应的数据库研究为

脂质过氧化的潜在机制提供了新的思路和方法（图 3B）。
2.1.5 多环芳烃荧光基团哌啶类碳中心自由基荧光探针

多环芳烃指两个或两个以上苯环及稠环连接而成的芳香族化合物，大共轭结构使其具有荧光特性，

可用于荧光探针的合成。Bian 等[53]设计了由萘荧光团与 TEMPO 连接的荧光探针 5，通过捕获经·OH 和

二甲基亚砜（DMSO）反应产生的·CH3 实现对羟基自由基的定量检测。荧光加合物的荧光增强与探针浓

图2 BODIPY类荧光探针 1检测机理[40]
Fig.2 Mechanism of carbon-centered radical detection by BODIPY fluorescent probe 1[40]
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度的降低和自由基加合物浓度的增加成正比，表明可通过自由基加合物定量检测碳中心自由基。

Moad 等[54]使用萘荧光团-TEMPO 荧光探针对脉冲激光光解产生的初级自由基浓度进行实时检测，发现

激光脉冲产生的初级自由基浓度与激光能量和光引发剂浓度成正比。Mito等[55]设计了基于丹磺酰氯荧

光团的荧光探针 6，检测脂质过氧化过程中产生的脂质碳中心自由基，阐明了氧气浓度对脂质过氧化和

脂源性自由基产生的影响。荧光探针通过电子交换相互作用猝灭荧光，捕获脂质自由基后荧光恢复。由

于加合物荧光强度与氧浓度成反比关系，说明在低氧条件下，脂质过氧化效应更低、未被氧化的碳中心

自由基更多。该方法为脂质自由基的检测在医学领域的应用提供了新的研究工具。

2.2 异吲哚啉类碳中心自由基荧光探针及应用

与含氮氧化合物的哌啶或吡咯烷捕获基团相比，异吲哚啉氮氧化合物具有一定的优势。异吲哚啉为

吡咯烷与苯并联的杂环化合物，稠合芳环结构使其具有一定的刚性，不易发生开环反应，具有更高的化学

和热稳定性[56]。表 2总结了基于异吲哚啉类荧光探针的结构[57-60]。
Moghaddam 等[57]设计合成了包含菲荧光团及异吲哚啉捕获基团的荧光探针，并将其用于研究聚丙

烯熔融降解过程。在聚丙烯熔融过程中，将荧光探针添加到聚丙烯中，充当聚合物碳中心自由基的传感

器。聚丙烯降解过程中形成的碳中心自由基被荧光探针捕获，导致荧光探针/自由基加合物的荧光增

强。研究表明，当温度低于 210 ℃时，荧光强度与聚合物链断裂程度呈相关性。Fairfull-Smith等[58-59]基
于异吲哚啉结构设计了具有双捕获基团的荧光探针 7（图 4）。该探针增加了一个碳中心自由基捕获基

团，具有较高的灵敏度。聚丙烯热氧化降解过程中形成聚合物烷基自由基，被探针捕获后荧光开启，实现

对聚丙烯降解过程的荧光成像。同时，探针 7也表现出良好的氧稳定性，加合物不易在长时间反应中被

氧化而减弱荧光，因此可长时间监测聚丙烯热降解过程。

大多数荧光氮氧化合物探针通过酯、酰胺或磺酰胺等键连接荧光基团和氮氧化物捕获基团，这些连

接基团在某些反应条件下容易水解导致连接键断裂。Morris等[60]首次使用铜催化剂催化叠氮化物炔烃

1,3-偶极环加成“点击”反应，在异吲哚啉氮氧化物捕获基团和香豆素荧光团之间形成稳定的三唑连接

图3 （A）基于 NBD荧光团的荧光探针及与脂质衍生碳中心自由基反应机理图[51]；（B）液相色谱/荧光
检测/高分辨质谱检测脂质衍生碳中心自由基[52]
Fig.3 (A) Structure of NBD fluorescent probe and its reaction with lipid-derived radicals[51]; (B) The combined
fluorescence probe and LC/FL/HRMS/MS technique for lipid-derived radicals determination[52]
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基团（图 5）。研究表明，三唑连接基团不会干扰氮氧化合物对荧光团的荧光猝灭，并且在与甲基自由基

反应后，可以恢复荧光。

2.3 吡咯烷类碳中心自由基荧光探针及应用

捕获剂捕获碳中心自由基后，采用荧光衍生修饰荧光基团的方法可对溶液中酮类化合物光化学反应

产生的碳中心自由基进行检测[61-62]。Johnson等[61]利用捕获剂 3-AP首先对产生的碳中心自由基进行捕

图4 基于异吲哚啉的双捕获基团荧光探针 7[58]
Fig.4 Structure of isoindoline fluorescent probe 7 with two trapping group[58]

图5 点击反应合成三唑基团连接的荧光探针[60]
Fig.5 Preparation of fluorescent probe bearing a triazole linker between the coumarin fluorophore and an
isoindoline nitroxide[60]

表2 异吲哚啉类捕获基团荧光探针
Table 2 Structures of fluorescent probes based on isoindoline trapping group

探针编号
Number of probe

荧光基团结构式
Structure of fluorophore

连接基团
Spacer

碳中心自由基
Carbon-centered radical

文献
Ref.

7
菲

Phenanthrene

聚合物衍生碳自由基
Polymer-derived carbon-centered radical [57]

8
蒽

Anthracene

甲基自由基
聚合物烷基自由基

Carbon-centered radical
Polymer alkyl radical

[58-59]

9
香豆素
Coumarin

甲基自由基
Carbon-centered radical [60]
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获，随后通过荧光胺对捕获的自由基产物进行荧光衍生，以产生具有强荧光的产物，通过高效液相色谱-
荧光检测法对自由基混合物进行分离和检测（图 6）。与电子自旋捕获检测技术相比，该探针的检出限

（0.3~0.5 nmol/L）低 2~3 个数量级，灵敏度更高。同样， Suzuki等[63]首次利用 3-AP 捕获杀虫剂氰戊菊酯

光解产生的苄基自由基，并与荧光胺定量生成强荧光加合物，采用高效液相色谱-荧光检测法对其含量进

行检测，通过液相色谱-质谱联用技术（LC-MS）成功鉴定了相应荧光衍生物的化学结构。

气相碳中心自由基为气体光化学和燃烧反应等过程中产生的关键活性自由基中间体。Flicker等[64-65]
建立了气相样品的采样方法，并采用荧光探针对香烟烟雾和柴油发动机尾气中的气相碳中心自由基分别

进行了检测。通过将碳中心自由基捕获剂修饰到固体载体上捕获气相碳中心自由基。此外，采用

2,3-萘二甲醛（NDA）作为荧光团，捕获后所得的稳定碳中心自由基加合物的混合物用 NDA衍生化，产生

强荧光产物，衍生物通过高效液相色谱法进行分离。该研究制备了甲基自由基和乙酰基自由基标准品，

可对这两种碳中心自由基进行定性和定量分析，但对于烟雾和尾气中的其它多种复杂碳中心自由基无法

进行鉴别（图 7）[64]。Bartalis等[66]不仅优化了 Flicker等[64-65]的固相捕获方法，还通过高效液相色谱-串联

质谱和高效液相色谱-荧光检测法对碳中心自由基加合物进行了定量检测，并通过化学合成、氘标记、

高分辨质谱和核磁共振技术等联用方法对以前未被识别的烷氨基羰基自由基和酰基自由基进行了鉴定

和确认，共鉴定出烟草烟雾中 7种酰基自由基和 11种烷氨基羰基自由基。

图6 3-AP捕获碳中心自由基原理及荧光胺衍生机理图[61]
Fig.6 Reaction scheme employed to trap carbon-centered radicals by 3-AP and derivatized with fluorescamine[61]

图7 3-AP捕获碳中心自由基原理及 2,3-萘二甲醛荧光基团衍生机理图[64]
Fig.7 Reaction schematic employed to trap carbon-centered radicals by 3-AP and derivatized with naphthalene
dicarboxaldehyde[64]
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3 总结与展望

本文从探针结构、检测原理和应用等方面总结了近年来基于不同种类荧光团的荧光探针在检测碳

中心自由基领域的研究进展。目前，研究者已将开发的碳中心自由基荧光探针应用于监测涉及碳中心自

由基产生和转化的反应过程，如聚合物薄膜的降解、酶催化反应、醛酮气体光化学反应和脂质过氧化反

应等。尽管荧光探针已应用于这些领域，但仍需要对探针的结构设计和应用进行深入改进和研究：

（1）设计抗活性氧自由基的探针结构 碳中心自由基的产生和转化常伴随着活性氧自由基的存在，设计

抗活性氧干扰的探针结构有利于拓展荧光探针在其它领域的应用；（2）探索具有更稳定连接基团的探针

合成方法 常见的酰胺键和酯键等易发生水解或光解，通过提高连接基团的稳定性可避免荧光探针分解

导致的灵敏度降低；（3）拓展碳中心自由基荧光探针在研究有机污染物降解机理方面的应用 碳中心自

由基是有机污染物在高级氧化反应降解过程中产生的关键自由基中间体，碳中心自由基的检测可为有机

污染物降解机理研究提供丰富信息。综上，优化和改进碳中心自由基探针的结构，改善其抗干扰性和稳

定性，可拓展荧光探针在生物和环境等领域的应用与发展。
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Abstract Carbon-centered radicals are key reactive radical intermediates existing in the environment and
organisms. The detection of carbon-centered radicals is important for understanding the mechanisms of radical
transformations in these fields. In recent years, methods for detecting carbon-centered radicals using bifunctional
fluorescent probes have been developed. This review summarized the research progresses of carbon-centered
radicals fluorescent probes from the aspects of fluorophores, radical trapping groups and their application fields.
Their development and future application were prospected.
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