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线粒体靶向荧光探针与心血管疾病关系的研究进展

刘塞雨1，张    于2，袁    铭2，吴有盛3

（空军军医大学：1.基础医学院四大队十六队 , 2.第一附属医院心脏内科 , 
3.基础医学院基础医学教学实验中心 , 陕西西安  710032）

摘要：线粒体是大多数真核细胞产生能量的场所，同时参与信号传递、氧化应激等重要生命活动。线粒体结构或功

能异常是心血管疾病发生的重要致病基础，线粒体靶向型荧光探针通过标记线粒体相关分析物来研究其功能，有

望成为深入研究心血管疾病的强大工具，对人类健康有重要的意义。
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Research progress in mitochondria-targeted fluorescent probes
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Abstract: Mitochondria  are  where  most  eukaryotic  cells  produce  energy  and  are  involved  in  important
life  activities  such  as  signal  transmission  and  oxidative  stress.  Abnormal  mitochondrial  structure  or
function  is  an  important  pathogenic  basis  for  the  occurrence  of  cardiovascular  diseases.  Mitochondria-
targeted  fluorescent  probes,  by  labeling  mitochondria-related  analytes  to  study  their  functions,  are
expected  to  become  a  powerful  tool  for  in-depth  study  of  cardiovascular  diseases  and  are  important  to
human health.
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线粒体是大多数真核细胞产生能量的场所，同

时参与信号传递、氧化应激等重要生命活动。线粒

体结构或功能异常如自噬、细胞凋亡、代谢产物过

量、能量缺乏、金属离子稳态失衡等通常会导致心

血管疾病（cardiovasculardisease, CVD）的发生。荧

光探针是一种灵敏度高、选择性强、快速、可视的分

析技术，也是开发荧光显像最为关键的技术，已经广

泛应用于生物样品的检测与监测。随着技术的发

展，线粒体靶向型荧光探针可以标记线粒体的一种

或几种物质，还可以监测线粒体的微环境和自噬过

程。通过标记线粒体相关分析物来研究其功能，明

确其与 CVD的关系，对于我们认识 CVD的发生发

展机制及人类健康有重要的意义。本文整理了针对

线粒体代谢产物、金属离子 Ca2+、微环境和自噬相

关的部分具有代表性的荧光探针结构特点及应用，

以及各种探针在 CVD中的潜在应用前景，并进行

综述。 

1    代谢产物

线粒体中含有多种代谢产物，以维持细胞的正

常生理功能，并参与细胞的生理活动及病理过程。 
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1.1    活性氧（reactive oxygen species,  ROS）　线

粒体在氧化还原产生三磷酸腺苷（adenosine triphos-
phate, ATP）的同时，会制造大量 ROS。ROS的大量

蓄积会损伤细胞引起细胞凋亡，进而诱发癌症、神经

疾病和代谢类综合征。而当心肌细胞遇到缺血再灌

注损伤时，ROS的浓度会升高，进而导致脂质过氧

化、蛋白质氧化或者引发线粒体 DNA突变等的发

生。如今越来越多的证据表明，ROS在信号传递、

维持心肌细胞正常生理功能中有重要意义[1]。慢性

CVD已被认为与线粒体 ROS的代谢失衡相关。因

此，线粒体内活性氧类物质的精确检测与成像，对研

究 CVD发生发展具有重要意义。 

1.1.1    过氧化氢（hydrogen peroxide, H2O2）　作为一

种典型的 ROS，H2O2 是一种必需的氧代谢物，对生

长发育的许多生理过程都有一定的调节作用，并参

与血管生成、血管管径的调节。有研究表明，H2O2

的异常过量产生和浓度过高可能会导致 CVD的发

生[2~7]。

我们已知，聚集诱导发光（aggregation-induced
emission, AIE）可以避免聚集引起的荧光淬灭，对于

活体分析物检测十分重要。基于此，潘永鑫等[8] 制

作了一种新型的基于四苯乙烯衍生物且具有 AIE 特
性的荧光探针 TPE-H（探针 1，图 1），可以在 CH3OH/
H2O（v/v,2/8, PBS 20 mm, pH=7.4）的溶液中特异性

识别 H2O2。该探针在对 H2O2 的检测方面，表现出

抗干扰能力强、适用 pH范围宽（7～13）、检出限低

（1.77 × 10−7 m）等优点。该探针因其 AIE特性，能对

活细胞中的 H2O2 进行荧光成像，并且可以靶向标记

活细胞中的线粒体，表明该探针在 CVD的发生发展

研究中具有非常高的潜在应用价值。
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图 1    探针 1、3、4 的结构

线粒体产生的 ATP是各种细胞正常工作的通

用能源，例如心脏收缩是一个高能量、高要求的过

程，这一过程所需的大部分能量以 ATP的形式由线

粒体产生。ATP降低会导致的线粒体生物效能的降

低，继而引起心肌细胞的收缩力减弱，对人体产生直

接的不利影响。为了研究 H2O2 和 ATP的动态模

式，Wu等[9] 开发的探针 TFP（探针 2，图 2），通过实

时成像并监测通道中 H2O2 和 ATP的变化，既同时

测定两个单独的荧光通道，且不会发生光谱串扰，揭

示了细胞内线粒体中氧化应激过程中诱导的

H2O2 和 ATP相关的细胞内功能。
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图 2    探针 2 的结构及其用于检测 H2O2 和 ATP 示意图[9]

  

1.1.2    次氯酸（hypochlorous acid, HClO）　正常生理

状态下，入侵细胞的细菌和病原体可以被 HClO破

坏，诱导细胞凋亡，在免疫系统和调节细胞微环境的

氧化还原稳态中起重要作用。病理状态下，HClO过

量对细胞产生毒性作用 ，导致动脉粥样硬化

（atherosclerosis, AS）和心肌细胞损伤[10~12]。线粒体

是 HClO的关键产地，对线粒体 HClO水平的成像

研究可以更准确地表达 CVD与线粒体功能相关的

生理病理过程[13]。

半花菁染料是一种近红外荧光发色团，与紫外

或可见光区域发射波长的荧光探针相比，具有上述

荧光信号的荧光探针有组织穿透性深和光漂白效应

少的特点。基于此， Jiang等 [14] 设计开发了探针

3（图 1），该探针具有两个互不干扰的发射峰，发射波

长分别在 780 nm和 449 nm，在用于靶向线粒体检

测活细胞外源性和内源性 HClO方面，具备优点包

括：①响应时间超快（<10 s）；②检出限超低（22.6
nm）；③选择性高；④抗干扰能力强。若使用活体成

像系统进行信号采集，探针 3能够对活小鼠体内的

HClO进行生物成像，有助于研究与 HClO有关的

CVD。

此外，另一类应用于活细胞及小鼠体内内源性
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HClO的荧光成像探针氟硼吡咯（boron-dipyrrome-
thene, BODIPY）类荧光染料的衍生物具有许多优

点，如：①光量子产率较高，在溶剂中不易淬灭；②光

稳定性较强，体现在分析时光信号的稳定，不易在荧

光分析过程中受激发光照射而光降解；③光敏性

能和检测灵敏度都很高，有利于在生物领域方面

的应用。基于此，Duan等 [15] 开发了一种新的基于

BODIPY发色团的比率型荧光探针 4（图 1），该探针

中反应位点为硫醚基团，与 HClO反应后变为亚砜

基团，该探针具有一些独特的特征，包括：①高荧光

亮度，高亮度红色荧光，其光稳定性强；②检出限低

至 59 nm，在不同 pH中荧光信号稳定，且响应时间

仅 30 s；③优异的抗光漂白性；④低细胞毒性；⑤生

物相容性良好。这些出色的性质使该探针能应用于

活细胞及小鼠体内内源性 HClO的荧光成像，实现

了 HClO水平的实时监测，对研究与 HClO有关的

疾病和生理过程有重要意义。 

1.2    活性硫（reactive sulfur species,  RSS）　RSS
同样也是线粒体中极其重要的代谢产物之一，包括

HSO−3 SO2−
3

HSO−3 SO2−
3

二氧化硫（sulfur dioxide, SO2）及其衍生物如硫化氢

（ hydrogen  sulfide,  H2S） 、 亚 硫 酸 氢 盐 （ bisulfite,
）和亚硫酸盐（sulfites,  ）等。既往的研究

表明，在生理情况下，机体中少量的内源性 SO2 及其

衍生物具有舒张血管平滑肌和抗氧化的功能 ，

RSS和 ROS通常处于动态平衡状态[16,17]，而在病理

状态下，RSS和 ROS水平浓度高于正常状态，由于

氧化应激，过量的 H2S、 和 可能会引起呼

吸系统、神经系统和心血管系统的多种疾病[18~20]。

因此，合成高灵敏度特异性识别 SO2 及其衍生物且

靶向荧光探针，能够实现对线粒体中 SO2 及其衍生

物的可视化监测，对于 CVD的预防和诊治均非常重

要。2021年，Gong等[21] 合成了一种新型线粒体靶

向型近红外荧光探针 MI-H2S（探针 5，图 3），生物成

像实验显示，探针 5具有良好的线粒体靶向能力和

高对比度成像性能，可快速检测 H2S。该探针可视

化体现在能够在 663 nm处产生具有高选择性和高

灵敏度的荧光“on”信号，从而实现了可在纯水溶液

中对 H2S的快速检测。
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图 3    探针 5 用于 H2S 的检测和成像[21]

 
 

2    金属离子 Ca2+

Ca2+作为重要的第二信使，对线粒体功能和脏

器能量供需匹配起关键调控作用，其浓度变化可以

调节心肌细胞的生命活动，包括氧化磷酸化、自噬、

凋亡等[22~24]。线粒体 Ca2+稳态异常是线粒体功能障

碍的重要因素，是缺血/再灌注损伤、心肌梗死、心力

衰竭（heart failure, HF）等 CVD共同的病理生理学基

础 [25~27]。荧光指示剂通常用于检测胞浆 Ca2+变化，

但是要求线粒体靶向 Ca2+探针需要具备相应的灵

敏性和时空准确性 [28]，使荧光团能渗透线粒体内

膜，因为心肌细胞内不同细胞器的 Ca2+水平处在动

态变化之中。线粒体中金属离子 Ca2+与多种 CVD
的发病机制密切相关，与之相关的探针也在持续开

发中[29]。 

2.1    线粒体 Ca2+探针与心律失常　线粒体 Ca2+增
高可促进线粒体过度分裂、氧化磷酸化、三羧酸循

环呼吸链电子漏出增多和 ROS过量产生，诱发细胞

凋亡，导致心律失常的发生[30]。Rhod2-AM是常用

的线粒体 Ca2+化学指示剂。Rhod2-AM进入细胞

后，吸收聚集于线粒体并被细胞内酯酶去酯化成为

带正电荷的 Rhod2。Rhod2记录线粒体 Ca2+超载，

PKP2cKO小鼠右心室肌细胞显示类似自发 Ca2+释
放事件的频率增加[31]。儿茶酚胺能多态室性心动过

速中，心肌型兰尼定受体 2过度活跃会触发心律失

常，线粒体 Ca2+探针 mtRCamp1h（探针 6，图 4）被用

于监测心律失常药物处理后的线粒体 Ca2+超载降

低[32]。探针 6的表达显示线粒体净 Ca2+减少，并伴

有线粒体基质的去极化。
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图 4    探针 6 的结构[32]

 
 

2.2    线粒体 Ca2+探针与 HF　线粒体中许多代谢酶

可被 Ca2+激活，如丙酮酸脱氢酶、异柠檬酸脱氢酶

和 α-酮戊二酸脱氢酶，使 Ca2+成为线粒体功能的重

要调节剂，也是 HF发展的潜在参与者。HF后期主

要包含病理性心室重构，最终导致 HF[33]。在大鼠

HF模型中，线粒体 Na+/Ca2+交换系统活性的增加会

导致线粒体 Ca2+减少，心肌细胞凋亡增加。线粒体

Ca2+浓度增加刺激了三羧酸循环的活性，增加了还

原型辅酶Ⅰ水平和 ATP的合成，促进氧化应激、炎

症过程和心肌细胞凋亡，在病理性心肌肥厚的发展

过程中发挥关键作用 [34]。Miranda-Silva等 [33] 运用

线粒体靶向探针 4mtD3cpv，用来测定射血分数保留

性 HF大鼠模型中线粒体 Ca2+的增加，提示射血分

数保留性 HF与线粒体 Ca2+超载有关。 

2.3    线粒体 Ca2+探针与 AS　线粒体内 Ca2+超载、

线粒体膜电位丢失、ROS过度产生以及细胞色素

C释放，造成内皮细胞凋亡 [35]，并且内皮凋亡是

AS发展中的重要起始步骤。Charoensin等[36] 发现，

线粒体 Ca2+摄取调节多种内皮细胞功能，并且还与

一氧化氮的产生有关，线粒体 Ca2+摄取是通过影响

内皮细胞中一氧化氮合成酶，进而影响一氧化氮的

生成，在 AS中有重要指示意义。但遗憾的是，目前

还没有与 AS相关的线粒体 Ca2+探针应用于临床。 

3    线粒体微环境

线粒体微环境，如粘度、极性、温度以及 pH等，

对细胞功能的发挥至关重要。线粒体微环境异常

与 AS、HF、高血压等许多 CVD的发生发展均密切

相关。 

3.1    粘度　细胞内粘度在信号传递、生物大分子相

互作用、电子传递、代谢物扩散等过程中均起着重

要作用。线粒体粘度的异常变化会影响细胞的新陈

代谢，甚至引发组织和机体的炎症反应，从而导致

CVD的发生发展。因此，对活细胞理化参数的测

定，可以提供特定于单个细胞器的信息，帮助我们了

解细胞器在健康和疾病中的作用。

2020年，Chen等 [37] 合成开发了一种粘度响应

的小分子有机探针 Coupa（探针 7，图 5），用于监测

线粒体和溶酶体的功能，以及在活细胞中的相互作

用关系。由于其荧光对粘度敏感，该探针还能够精

确定位线粒体与溶酶体接触的部位，并揭示线粒体

与溶酶体接触相关的线粒体局部粘度增加。探针

7还可以同时用蓝色荧光标记线粒体、用红色荧光

标记溶酶体，实现功能性荧光转换，并且红蓝色荧光

强度之间的相关性表明线粒体与溶酶体接触的紧密

程度及相互作用。
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图 5    双重标记粘度探针 7 的设计[37]

 
 

3.2    极性　在生物系统，特别是在细胞水平上，极 性决定了蛋白质和酶的相互作用活性或反映了膜室
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的渗透性。在不同细胞器中，局部极性差异很大，极

性的异常变化与 CVD密切相关，且与粘度也有着密

切联系，在心肌细胞损伤的发生机制中扮演重要角

色。但极性又是一个包含了一系列非共价相互作用

的复杂因素，包括双极性/极化率和氢键等，因此，检

测线粒体内极性的变化对于监测不同的细胞状态至

关重要，可以帮助我们深入了解各种 CVD的病理生

理过程。

Kelley教授课题组 [38] 开发了线粒体靶向探针

MMP（探针 8，图 6），该探针是微极性和微粘度双重

检测的，其突出特点为以多肽为骨架的传输系统，利

用线粒体特异性载体——线粒体穿透肽将探针精确

输送至线粒体，并将两种极性或粘度敏感的染料黏

附在线粒体穿透肽两端，其中，中性苯基喹喔啉转子

的荧光寿命则随粘度变化，而另一部分香豆素的荧

光强度只受极性影响。故利用该探针，首次实现了

对线粒体极性和粘度的同时测定。
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图 6    探针 8 的结构
 
 

3.3    温度　线粒体热力学是细胞内稳态和能量平

衡相关活动的关键，线粒体代谢会产生大量热量，测

量线粒体的温度可以更好的探索其功能，尤其是局

部温度的变化是反映线粒体状态和功能的重要指

标，异常的温度可能反映 CVD引起的线粒体功能障

碍。因此，从生物学研究和临床诊断的角度实时监

测线粒体温度变化具有非常重要的意义，也为探明

心肌细胞损伤的分子机理指明了方向。

考虑到线粒体的高度动态特征，Huang等[39] 报

道了第一种可固定的荧光分子温度计 Mito-TEM，以

实时显示线粒体温度，避免随着线粒体状态的变化

而发生不稳定的细胞内定位。该探针由罗丹明 B和

苯甲醛构成。其中罗丹明 B通过与蛋白质的氨基结

合，使其固定在线粒体中，从而实现长期的温度监

测。Huang等绘制出了线粒体温度与荧光强度的标

准曲线。在类似的染色实验下，可以将线粒体中探

针的荧光强度转换为温度，利用分布曲线图实现可

视化和量化线粒体温度，并进一步应用于某些刺激

下细胞的温度变化的监测，从而作为区分细胞正常

生理或病理状态的手段。Huang等[40] 进一步从一代

探针Mito-TEM扩展到基于 Förster共振能量转移机

制的比例式探针，是 Mito-TEM温度计探针的进阶

版 Mito-TEM 2.0温度探针（探针 9，图 7），即将荧光

比率成像和醛基固定的策略相结合，通过两个发射

波段的比率值变化定量指示线粒体内温度变化，能

可视化荧光比率成像定量监测活体斑马鱼在炎症过

程中温度的变化，实现线粒体温度精准定量。
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图 7    探针 9 的设计[40]

  

4    线粒体自噬

当发生线粒体局部损伤或线粒体突变时，有可

能出现线粒体自噬现象，通过溶酶体清除功能失调

或多余的线粒体，从而微调线粒体数和保持能量代

谢。研究表明，线粒体自噬是一种进化上保守的细

胞过程，异常的线粒体自噬与 CVD的发生发展密切

相关。因此，深入研究线粒体自噬过程中的分子机

制和微环境变化，讨论线粒体自噬在生理和病理条

件下的关键作用对于深入了解线粒体致 CVD的致

病机制具有重大意义，也为相关药物的筛选提供理

论基础。

Liu等[41] 报告了以花菁为母体的新型近红外光

探针分子（探针 10，图 8），该探针选择性地在线粒体

中集聚，可以通过表现出不同的荧光特性用来同时
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探测活细胞中的线粒体和自溶酶体。由于二者在

530 nm /650 nm和 710 nm /750 nm处的 Ex/Em 表现

出不同的吸收和发射，因此通过显示不同的荧光可

以同时区分活细胞中的线粒体和自溶酶体，准确示

踪线粒体自噬过程。
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图 8    探针 10 线粒体自噬过程的示意图[41]

  

5    总结与展望

作为能量代谢网络的中心，线粒体在细胞中拥

有着不可撼动的重要地位，尤其是对维持心血管内

环境的稳定至关重要。损伤的线粒体积聚在心肌细

胞或内皮细胞的胞浆中，可以驱动致病性炎症反应，

在一定程度上参与了各种 CVD的发生发展。线粒

体靶向型荧光探针的快速发展，代表着一个了解

CVD病理生理机制的新方法。但是，该技术应用于

临床 CVD的精准治疗仍有一定的距离。目前，大多

数荧光探针仅被证明适用于体外成像，探针标记的

分析物多为氧化还原物质及微环境，依旧缺乏针对

某些重要反应中的其他分析物的探针。还需要更好

的解决办法来降低背景荧光、克服光淬灭和光漂白，

继续提高线粒体靶向荧光探针的灵敏度和准确性。

希望未来有更好的线粒体靶向型荧光探针问世，以

推动基于线粒体治疗 CVD方面的药物研发及相关

研究的开展。
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