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原位荧光探针技术在作物逆境中的应用进展
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摘要 以非侵入性方式在细胞尺度上研究作物逆境行为对于了解作物对非生物胁迫的应激反应和逆境调控

的分子机制至关重要。荧光探针技术因其高灵敏度、独特的时空分辨率、实时原位成像和非侵入性等优势而

被广泛应用于作物逆境标志性物质的原位成像。在本篇综述中,详细描述了原位荧光探针在作物逆境/胁迫

研究的应用进展。最后,展望了荧光探针在该领域中的发展趋势。
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Abstract Studying
 

crop
 

stress
 

behavior
 

at
 

the
 

cellular
 

scale
 

in
 

a
 

non-invasive
 

manner
 

is
 

crucial
 

for
 

under-
standing

 

the
 

molecular
 

mechanisms
 

of
 

crop
 

stress
 

responses
 

and
 

adversity
 

regulation
 

to
 

abiotic
 

stress.
 

Flu-
orescent

 

probe
 

technology
 

is
 

widely
 

used
 

for
 

in
 

situ
 

imaging
 

of
 

characteristic
 

substances
 

in
 

crop
 

stress
 

due
 

to
 

its
 

high
 

sensitivity,
 

unique
 

spatiotemporal
 

resolution,
 

real-time
 

imaging,
 

and
 

non-invasive
 

advantages.
 

This
 

review
 

outlines
 

the
 

application
 

progress
 

of
 

in
 

situ
 

fluorescent
 

probes
 

in
 

crop
 

stress/stress
 

research
 

in
 

detail.
 

Finally,
 

the
 

development
 

trends
 

of
 

fluorescent
 

probes
 

in
 

this
 

field
 

are
 

anticipated.
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0 引言

作物在生长发育过程中会不断受到周围不利环境的刺激和影响,这些不利于作物生长发育的环境因素

统称为逆境或胁迫[1]。病原体感染和食草动物攻击等不利环境因素称为生物胁迫;干旱、炎热、寒冷、营养缺

乏和土壤中过量的盐或有毒金属等不利环境条件称为非生物胁迫。相比较而言,非生物胁迫是限制作物分

布、改变作物生长发育、降低作物产量的主要环境因素[2-3]。在非生物逆境的条件下,作物体内包括活性氧

(如:过氧化氢H2O2、一氧化氮NO、单线态氧1O2 等)、活性硫(如二氧化硫SO2、硫化氢H2S等)以及特征

酶(如4-羟基苯基丙酮酸双加氧酶,4-hydroxyphenylpyruvate
 

dioxygenase,HPPD等)等逆境标志性物质的

浓度水平会发生相应变化[4]。通过检测这些物质的浓度变化,可以反映出作物所受的胁迫状况。因此,利用
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标志性物质的浓度水平变化进行作物逆境分子生物学研究,可以快速了解非生物胁迫对作物的损伤程度。
在生物学研究过程中,许多逆境标志物浓度水平的检测需要在对作物无损伤的情况下实现[5]。以非侵

入性方式在细胞尺度上研究作物在逆境中相关标志物的浓度变化,对于了解作物对非生物胁迫的应激反应

和逆境调控的分子机制至关重要。前期,微电极离子流技术扫描离子选择性电极技术、和自参比离子选择性

电极技术等非损伤性检测技术在作物逆境研究中已有应用,但这些技术对于极低浓度的小分子物质的检测

灵敏度较低[6]。研究表明,相关小分子浓度水平与分布是深入研究作物对非生物胁迫的应激反应和逆境调

控的分子机制的关键。幸运的是,原位荧光检测技术因其高灵敏度、独特的时空分辨率、实时原位成像和非

侵入性等优势已广泛应用于作物逆境研究中[7-9],因此,本文主要描述原位荧光检测技术在作物逆境研究中

的应用进展。

1 原位荧光探针技术在检测H2O2 方面的应用进展

作为固着生物,作物暴露于不利环境时会依赖于信号分子来交流、传递信息并引发应激反应[10-11]。

H2O2作为一种活性氧(reactive
 

oxygen
 

species,ROS)参与氧化损伤、细胞信号转导和防御反应等多种生理

过程。研究表明,H2O2的积累是作物对胁迫反应的标志[12-14]。作物细胞中H2O2 浓度水平通常会在生成

和消除之间呈现动态平衡。然而当作物处在逆境中,其H2O2 浓度水平作为应激反应的信号分子会出现浓

度升高的现象;当应激反应消失时,H2O2浓度水平会下降,重新构建新的动态平衡。因此,H2O2 浓度水平

的变化在一定程度上可以反应作物的健康状况。但是H2O2 浓度水平的动态变化通常处于低浓度水平,常
规的检测方法难以准确检测这种浓度变化。现如今已有多数研究证实利用荧光探针检测可以很好的解决此

类问题。

Li等基于苯硼酸频哪醇酯构建了一个分子内电荷转移型近红外 H2O2 有机小分子荧光探针DRP-
B[15]。探针DRP-B对H2O2表现出了较高的选择性和灵敏度(LOD

 

=
 

0.12
 

�mol/L),且能够对0.2~42
 

�mol/L浓度范围内的H2O2进行准确定量分析。探针DRP-B不仅能够分析细胞HeLa中基底和内源性

H2O2,还能够测定作物根系中的外源性H2O2。鉴于作物在生长发育过程中持续受到包括高盐、高/低温、
金属暴露、洪水和干旱等各种非生物胁迫,作者运用探针DRP-B研究了作物在不同逆境中的氧化应激反应。
研究结果表明,卷心菜根系分别暴露在50

 

�mol/L
 

Cd2+、100
 

�mol/L
 

Al3+、50
 

�mol/L
 

Hg2+和100
 

�mol/L
 

Cu2+的等重金属胁迫的环境中时,随着暴露时间的延长,共聚焦显微成像原位分析显示卷心菜根系中的

H2O2浓度水平逐渐升高,这一结果表明重金属胁迫诱导卷心菜氧化应激,进而导致其H2O2 浓度水平的升

高。除此之外,作者还借助探针DRP-B研究了洪涝和干旱胁迫条件下H2O2浓度水平的变化。探针DRP-B
为评估非生物胁迫下作物的氧化应激风险提供了一种新的方法,并有望为开发新的抗氧化防御策略以提高

作物抗性和作物产量提供指导。
针对作物原位氧化应激监测中可见光和近红外一区(NIR-I)易受作物内源性色素干扰的问题[16],Wu

等围绕分子内电荷转移(intramolecular
 

charge
 

transfer,ICT)机制,相继设计并构建了多种具有优异光谱性

能的近红外二区(NIR-II)H2O2荧光探针[16]。其中,以二苯胺修饰的呫吨基团为电子供体、双(亚甲基丙二

腈)茚为电子受体,分别构建了可激活型有机小分子荧光探针
 

CT-XA-H2O2 和纳米荧光探针IXD-B@
DSPE-PEG2000

 [17]。荧光探针CT-XA-H2O2在更长的发射波长1
 

036
 

nm处对H2O2表现出灵敏选择性识

别,有效降低了背景信号,为作物原位高分辨成像奠定了基础;而纳米荧光探针IXD-B@DSPE-PEG2000显

著提升了探针在水相体系中的稳定性和生物相容性,为其在作物体系中的长期、原位成像应用奠定了基础。
重金属离子或高浓度盐污染会诱导作物芽内发生氧化应激反应,并显著促进其活性氧(如H2O2)的积累[18]。
目前,作物芽中的H2O2已成为生物标志物来监测作物芽的氧化应激反应[19]。荧光探针CT-XA-H2O2 在

检测重金属Cd2+和高浓度盐(NaCl)胁迫下大豆芽和花生芽中H2O2 的浓度水平变化时,具有良好的分辨

性。该探针在检测重金属离子污染(Cd2+)或高盐诱导作物芽中氧化应激产生的内源性生物标志物H2O2
方面有广阔的应用前景。作者为了建立长期暴露于Cd2+诱导的氧化应激模型,通过纳米探针IXD-B@
DSPE-PEG2000对绿豆和秋葵在不同浓度的Cd2+中发芽时的H2O2浓度水平进行监测。结果表明,纳米探
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针能够原位高分辨灵敏示踪Cd2+诱导绿豆芽和秋葵芽氧化应激造成的H2O2浓度水平的变化。此外,其监

测结果还可作为水/土壤中镉离子污染的预警。该纳米探针可作为一种通过NIR-II荧光成像监测可食用作

物氧化应激的实用工具。总体而言,该系列探针通过“NIR-II光学窗口+
 

ICT分子设计+可激活型响应机

制+纳米化策略”的协同创新,有效突破了作物原位荧光成像中长期存在的色素干扰和成像深度受限问题,
为作物氧化应激的高分辨动态监测提供了新的技术路径。
You等基于聚集诱导荧光发射(aggregation-induced

 

emission,AIE)策略[20-22],成功设计合成了一系列

绿色荧光探针[23]。将对H2O2敏感的三烷基胺与四苯乙烯骨架结合,通过荧光来跟踪体内的H2O2。当作

物受到机械损伤、高盐、强光和干旱等多种胁迫时,H2O2浓度会产生明显变化,这为作物健康状况提供了有

价值的信息。在各种非生物胁迫的反应中,将这种H2O2探针简单注射到幼苗叶片中后,在市售紫外线的照

射下,作物体内H2O2浓度波动的显著荧光变化是肉眼可见的。这种方法在没有熟练操作和专业设备的帮

助下也很容易进行,为监测作物健康状况提供了一种简单的方法。
Zhou等基于双氰基吡喃酮作为比色荧光信号团,苯硼酸作为识别受体,成功构建了一例水溶性超灵敏

H2O2近红外荧光探针[24]。该探针具有高的选择性和灵敏度(检出限26.4
 

nmol/L),能够快速识别H2O2,
便于H2O2的原位实时示踪分析。此外,它还具有181

 

nm的斯托克斯位移,便于准确生物成像分析应用。
利用新构建的近红外荧光探针,可视化证实了重金属Cd2+胁迫下水稻根系中H2O2 浓度水平的升高,这一

结果表明该探针为作物中原位检测H2O2浓度水平提供了一种新型可视化工具。

2 原位荧光探针技术在检测SO2 方面的应用进展

硫是作物的第四大必需元素,它在作物的生长发育以及对胁迫的抵抗中发挥着重要作用[25]。二氧化硫

(SO2)已被公认为作物中硫营养物质的重要来源[26]。SO2 被叶片吸收同化后,立即与作物细胞中的水反

应,生成亚硫酸氢盐(HSO-3)和亚硫酸盐(SO2-3 ),再进一步还原为硫化物,然后转化为各种有机硫营养素的

重要前体半胱氨酸(cysteine,Cys)[27-30]。SO2浓度高于12.2
 

ppm时,会导致作物生长缓慢、光合作用抑制、
植株产量下降、黄化甚至死亡[31-32]。因此,开发能够高效准确检测SO2浓度变化的工具,对于预防作物SO2
中毒具有重要作用。目前,相关研究已经有了初步进展。

Wang等构建了一种新型近红外比率荧光探针Q-1。与传统探针相比,该探针对SO2 表现出了较高的

选择性和灵敏度,能够用于作物线粒体内SO2 衍生物的灵敏选择性原位成像分析[33]。诸葛菜(Orycho-
phragmus

 

violaceus)对SO2等大气污染胁迫具有较高的敏感性,易诱导氧化应激反应,在环境胁迫与生态

毒理学研究中具有重要应用价值[33]。以诸葛菜作为研究对象,在正常生长条件下共聚焦荧光显微成像系统

下观察诸葛菜叶片组织没有荧光信号。但是经不同浓度SO2 衍生物HSO-3 处理后,诸葛菜叶片均由绿变

黄,且随着浓度的升高,黄化度越高。通过探针Q-1的原位荧光成像检测,进一步明确了诸葛菜线粒体中

SO2衍生物的浓度水平与其对作物毒害程度密切相关。因此,可利用探针Q-1检测SO2 的浓度变化,预防

SO2对作物产生的毒性。
由于缺乏有效的监测工具,目前对作物内源性SO2的产生机制及其在作物响应非生物胁迫中的生理作

用知之甚少。因此,开发监测作物内源性SO2的方法对于揭示SO2 在作物生长、发育和对环境胁迫反应中

的响应机制至关重要[7]。针对这一问题,Ji等设计合成了一种分子内电荷转移型SO2比率荧光探针[34]。该

探针对SO2表现出了高的选择性和灵敏度以及快速响应等优异光谱特性。研究人员先后利用洋葱表皮细

胞和烟草幼苗的根系评价了探针对外源性和内源性SO2 的成像能力。随后,利用该探针观察到了Cd2+胁

迫下SO2浓度水平升高的现象,这可能是因为Cd2+胁迫会增加作物的氧化应激水平,为了抵消高浓度的

ROS,作物可能通过还原硫醇化合物(如Cys)进一步参与抗氧化过程,并导致内源性信号分子SO2 的产生。
这为研究作物中不同胁迫途径的相互联系以及胁迫反应的分子机制提供了新的理论基础。同时,相关结果

对制定提高镉污染环境中作物抗逆性和食品安全的策略具有重要意义。

3 原位荧光探针技术在检测HPPD方面的应用进展

研究表明,高温和Cd2+胁迫下的拟南芥出现了4-羟基苯基丙酮酸双加氧酶(HPPD)的过表达现象[35]。
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HPPD是一种广泛存在于作物中的功能酶,可以催化氧和4-羟基苯基丙酮酸盐(4-hydroxyphenylpyruvate,
 

HPP)合成代谢产物2,5-二羟苯乙酸(homogentisic
 

acid,HGA)[36]。产生的HGA对抗氧化化合物生育酚

的生物合成至关重要[37]。尽管HPPD涉及非生物胁迫的机制尚不明确,但HPPD表达的上调可以减轻非

生物胁迫对作物中的影响[38]。
针对传统探针在HPPD检测中存在的背景干扰大、信噪比低等问题,荧光探针通过红移发射波长等光

学优化策略,结合分子印迹修饰技术,在作物活体模型中实现了HPPD浓度的实时原位成像,检测精度可达

亚细胞级别。这有利于评估作物的胁迫程度,还有助于探索作物胁迫抗性机制,提高作物在非生物胁迫下的

抗逆性。目前,研究人员已对构建荧光探针对HPPD浓度水平进行动态检测进行了初步探索。例如,Yang
等采用喹草酮作为HPPD识别基团,构建了一例新型荧光增强型探针[39]。通过“聚集-解聚”的HPPD响应

探针传感机制:探针在聚集状态下呈现荧光淬灭,而在加入
 

HPPD
 

后,其识别基团与
 

HPPD
 

发生特异性相

互作用,导致聚集体解离并触发明亮荧光信号。该研究证实此探针对拟南芥HPPD有良好监测能力,并实

现了对高温和Cd2+胁迫下拟南芥HPPD水平的动态监测。这项工作为获得无创HPPD荧光探针提供了一

种有效的设计策略,该探针可以有效评估作物的胁迫程度,并可进一步用于探索作物的胁迫抗性机制。

4 原位荧光探针技术在检测NO方面的应用进展

一氧化氮(Nitric
 

oxide,NO)在作物中的产生通常发生在叶绿体、线粒体和质膜中,它可以充当分子信

使,在调节作物生长、增强营养吸收和作物免疫反应等的各种生理过程中起着重要作用[40]。在环境胁迫条

件下,作物会通过提高NO含量等响应方式,触发各种作物抗病和抗逆性机制的能力。NO被证实是介导激

素调控、与活性氧相互作用以及调节基因表达和蛋白质活性的关键成分,它可以直接或间接地与多种靶点互

作,导致蛋白质功能的调节和基因表达的重编程[40]。因此,通过作物体内NO的浓度变化可以快速了解作

物生长状态以及抗逆情况。基于此,开发一款可以快速高效准确地的检测NO的方法意义重大。目前,检
测NO主要有电子顺磁共振(EPR)、基因编码荧光传感器、格林试剂法等方法。这些检测方法存在着易受干

扰、特异性差、操作步骤复杂测量仪器成本高、等局限性。相比之下,荧光技术具有易于操作、高灵敏度和高

特异性等特点。
基于荧光探针的各项优点,Sahoo等以肟作为识别受体,成功构建了一例用于NO直接分析检测用的增

强型荧光分子探针[40]。利用该探针观察硝酸钠(NO来源)处理后的鹰嘴豆幼苗,发现实验组幼苗的茎的维

管束和根的木质部组织中表现出更强的蓝色荧光,表明NO浓度水平的升高。相比较而言,未经处理的幼

苗的根和茎部分没有观察到明显的荧光信号,表明NO浓度水平较低。结合处理过的树苗的生长速度比对

照组快得多的结果,进一步证实NO可以促作物生长。该探针实现了作物细胞内内源性NO浓度水平变化

的原位示踪,为进一步阐明作物中NO的产生过程和具体作用机制提供了新的原位可视化成像方法。

5 原位荧光探针技术在检测1O2 方面的应用进展

单线态氧(1O2)可以作为作物中的信号分子,引发程序性细胞死亡(PCD)反应的激活、吞噬和修复机

制。1O2被认为是作物中固有的活性氧(ROS),可以通过叶绿体中的呼吸作用和光合作用等多种途径产生,
它在作物的各种生物或非生物胁迫中起着至关重要的作用[41]。例如,当作物遭受创伤时,1O2 在受伤部位

周围释放,并加速愈合过程;如果作物细胞受到胁迫诱导,也会产生大量的1O2,这对细胞功能和代谢有害,
并可能导致细胞损伤甚至作物死亡。由于作物中的1O2 水平与作物的逆境适应密切相关,可以通过其浓度

变化快速判断作物在逆境中的状态。因此,原位荧光探针这种能够快速精准地原位可视化分析1O2 浓度变

化的方法对于监测作物逆境响应具有重要意义。
在作物叶片中,光合作用过程中三重态激发的叶绿素可以产生1O2[41]。作物叶片中过量表达的1O2 经

常通过氧化作物细胞中的脂质和蛋白质等成分来诱导细胞损伤。为了研究光照射诱导的作物叶片中产

生1O2的现象,Long等采用2,3-二苯基咪唑作为识别受体,成功构建了两例高选择性比率型1O2 荧光探针

(SX-1和SX-2)[41]。探针SX-2不仅具有高的选择性和灵敏度,还在识别1O2后表现出了115
 

nm的红移,便
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于准确的比率定量分析1O2。因此,利用探针SX-2对代表性作物落葵(Basella
 

rubra)叶片中的1O2 浓度水

平进行原位成像,实现了光照胁迫下落葵叶片中1O2的可视化准确定量分析。

6 原位荧光探针技术在检测Cys方面的应用进展

半胱氨酸(Cys)是蛋白质的重要组成部分,与甲硫氨酸(Met)、谷胱甘肽(GSH)、维生素、辅因子和硫化

物等重要化合物的生物合成有关[42]。它在调节细胞氧化应激、信号转导和肝细胞保护方面发挥着重要作

用,维持生物体的正常生物活动[42-43]。在作物中,多种胁迫诱导都可以通过形成ROS引起机体氧化损伤,
这一过程可能会导致Cys积累及代谢紊乱。因此研究作物中重金属胁迫下Cys浓度水平的变化具有重要

意义。
已有研究通过近红外荧光母核连接到识别基团-硫代苯甲酸酯部分来检测Cys,但该方法主要用于细胞

和动物的成像研究。Fu等采用硫代碳酸酯作为识别受体成功构建了一例高选择性超灵敏Cys近红外荧光

探针[42]。该探针最大发射波长在720
 

nm,便于作物原位成像分析应用,还能够准确定量检测0~20
 

�mol/L
的Cys,检出限为74

 

nmol/L。该探针能够实现对Cys的快速(15
 

min)选择性识别,有利于作物中Cys的原

位实时成像分析。此外,该探针首次原位示踪了重金属(Hg2+、Cr6+、Cd2+)胁迫下Cys浓度水平的升高变

化。该探针有望用于作物中Cys在逆境环境下的具体生物功能研究。

Wang等基于苯硫醚成功构建了一例比率型近红外Cys荧光探针,两个发射波长几乎没有重叠,为高分

辨率比率成像奠定了良好基础[43]。该探针能够实现对Cys的快速(18
 

min)、高选择和灵敏测定。利用该探

针成功实现了不同重金属(Hg2+、Cd2+)胁迫下Cys浓度水平升高的比率成像分析。该探针为深入探究Cys
在重金属胁迫下的分子作用机制提供了新的成像手段。

7 原位荧光探针技术在检测H2S方面的应用进展

硫化氢(H2S)作为一种重要的气体传递物质,对多种作物生理和病理过程具有非常重要的调节作

用[44]。H2S作为作物生长发育的多功能气体调节剂,在其发芽、根器官发生、细胞衰老和自噬等生命周期的

许多方面发挥着不可替代的作用。此外,在作物中遭受干旱、盐、高温和Al3+等重金属引起的非生物胁迫

下,H2S会内源性过量产生以对抗胁迫。例如,用H2S供体NaHS处理可以显著减少水稻叶片中超氧阴离

子(O2-)和过氧化氢(H2O2)的积累,从而减轻铝离子(Al3+)胁迫的损伤,改善干旱胁迫下水稻种子的发

芽[44-55]。因此,H2S作为作物抵抗多种环境胁迫的信号分子,其内源性含量的多少可用于评估作物受各类

非生物胁迫程度。而开发一种能够原位灵敏检测低浓度范围的内源性H2S浓度变化的方法,可实现对胁迫

水平的快速评估。

Chen等采用分子内质子转移机制,成功构建了一例近红外H2S荧光探针[44]。该探针的最大发射波长

在650
 

nm,在50
 

min内对H2S表现了高的选择性和灵敏度(定量范围:0~90
 

�mol/L,检出限:0.21
 

�mol/

L)。目前,已利用红外H2S荧光探针实现了水稻根系中H2S浓度水平的原位成像分析,为后续其他作物

H2S浓度的检测提供了有效工具。Fu等采用苯并噻唑盐半花菁染料,开发了一例新的近红外H2S荧光探

针[45]。该探针的最大发射波长在720
 

nm,更利于作物中H2S的原位成像分析。该探针具有相对较快的响

应速度(20
 

min内),能够对0~140
 

�mol/L的H2S进行准确定量分析,检出限为0.104
 

�mol/L。利用新构

建的近红外荧光探针成功实现了盐和干旱胁迫下水稻根系中H2S的浓度水平变化。
上述已开发的H2S荧光探针仍存在一些问题,如检测时需要高水平的有机溶剂、抗干扰性差、发射波长

较短和使用不便[46]。针对这些挑战,Wu等采用2,4-二硝基苯醚作为识别受体,咪唑盐半花菁染料作为信

号功能团,成功构建了一例高选择超灵敏H2S近红外荧光探针[46]。该探针能够对0~20
 

�mol/L的H2S进

行准确定量分析,检出限为0.75
 

�mol/L。邻位醛基的引入加速了其响应速度,便于作物中原位实时可视化

分析。新构建的近红外荧光探针能够灵敏原位可视化分析Al3+胁迫下作物中H2S浓度水平的变化。该探

针为深入研究重金属胁迫下H2S的具体生物功能提供了新的分析手段。
此外,Wang等基于2,4-二硝基苯醚成功构建了一例具有较大Stokes位移的近红外硫化氢荧光探
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针[47]。该探针能够高选择性灵敏检测H2S(检出限27
 

nmol/L),且最大发射波长达到了670
 

nm,便于活体

深层成像分析。该探针实现了拟南芥根系中盐(氯化钠)胁迫下,H2S浓度水平升高的原位可视化成像分

析。该探针有望为深入研究作物中盐胁迫下H2S的分子作用机制提供新的原位成像技术。
表1 不同类型荧光探针在生物活性小分子检测中的应用与特点

Tab.1 Applications
 

and
 

characteristics
 

of
 

different
 

types
 

of
 

fluorescent
 

probes
 

in
 

the
 

detection
 

of
 

bioactive
 

small
 

molecules

探针类别
 

/
 

设计策略 主要检测物质 代表性技术特点 关键优势与应用价值

分子内电荷转移(ICT)型近

红外有机小分子探针
H2O2 通过

 

ICT
 

机制放大信号变化
可同时检测内源和外源H2O2,灵敏度高,适用于氧化

应激研究

可激活型
 

NIR-II
 

有机

小分子探针
H2O2

反应前荧光“关闭”,反应后

信号显著增强

显著降低背景信号,提高选择性和检测灵敏度,适合

复杂生物体系

NIR-II
 

纳米荧光探针

(PEG
 

修饰)
H2O2

纳米化与表面修饰提高

水溶性与稳定性

水相和生物体系中稳定性与生物相容性显著提升,

适于原位成像

可见光/绿色荧光探针 H2O2 操作流程简化,对仪器要求低 操作便捷成本低,适合快速筛查和常规检测

水溶性超灵敏近红外探针 H2O2 增强水溶性与信噪比 可将
 

H2O2 浓度变化直观可视化,提高定量分析能力

比率型近红外荧光探针 SO2 双通道比率信号输出 高选择性和高灵敏度,抗环境干扰能力强

ICT
 

型
 

SO2比率探针 SO2 快速反应与优异光谱响应 实现
 

SO2的快速、准确检测

荧光增强型探针 HPPD 目标分子触发荧光增强 提高
 

HPPD
 

识别信号,增强检测可靠性

高选择性增强型探针 NO 专一性识别反应位点 对
 

NO
 

具有高选择性和特异性,适合信号分子研究

高选择性比率型探针 1O2 比率成像与可视化分析 高特异性识别
 1O2,可实时成像氧化应激

超灵敏近红外探针 Cys 反应型识别机制 实现
 

Cys
 

的原位示踪与可视化,灵敏度高

比率型近红外探针 Cys 双信号通道输出 可进行高分辨率比率成像,提高定量准确性

近红外荧光探针 H2S 高亲和识别基团设计 对
 

H2S
 

具有高选择性和高灵敏度

快速响应型近红外探针 H2S 反应动力学优化 响应速度快(~20
 

min),适于动态监测

高选择超灵敏近红外探针 H2S 低检测限与高信噪比 可检测极低浓度
 

H2S,并实现浓度变化可视化

深层成像型近红外探针 H2S NIR
 

波段组织穿透能力强 支持活体深层成像分析,拓展生物医学和环境应用

8 结论与展望

荧光探针技术凭借非侵入性、高时空分辨率和实时动态成像等优势,广泛应用于作物逆境标志物的浓度

检测。其中,荧光探针的原位检测技术在深入研究作物逆境响应及其响应机制方面起着重要作用,对我们进

一步了解作物的生命活动过程,进而帮助作物更好的适应外界不断变化的环境具有重要意义。为了在细胞

水平上系统研究不同类型非生物胁迫下作物逆境行为,研究者们开发了一系列用于H2O2、SO2、HPPD、

NO、1O2、Cys和H2S等相关逆境标志物检测的荧光探针,成功实现了重金属、高盐等胁迫下作物氧化应激

过程中产生的这些物质的原位可视化(表1)。这些技术为揭示逆境标志物的动态调控规律、阐明胁迫信号

通路互作机制提供了重要工具。
尽管目前相关荧光探针技术取得了较大进展,但由于多数高性能荧光探针具有较强的疏水性,其在水相

体系中易发生聚集并导致荧光淬灭,从而限制了其在原位生物成像中的应用。除此之外合成复杂、色素感染

干扰和泛用性不高等诸多问题。我们认为将来应该在以下几方面进一步开展相关研究。(1)
 

积极开发用于

作物逆境行为中其他相关分子检测的有机小分子荧光探针,这样更利于作物逆境行为的深入研究;(2)
 

构建

灵敏度高、结构简单且便于可视化分析的有机小分子荧光探针,构建智能响应探针,结合刺激响应材料(如金

属有机框架、纳米载体),发展环境因子(pH、温度)触发型探针,实现胁迫微环境的精准感知。这样便于推广

应用于实时掌握作物生长的健康状况;(3)
 

针对作物体内固有色素自发荧光和组织散射的影响,同时兼顾探

针水溶性、稳定性与成像性等问题。NIR-II(1
 

000~1
 

700
 

nm)荧光探针未来可通过分子结构优化并结合滤

光等成像策略,实现复杂田间环境下逆境标志物的高信噪比、深层可视化成像;(4)
 

鉴于不同胁迫途径的相

互联系,采取多靶标联用探针,设计合成多元分析型荧光探针,开发可同步监测多种逆境标志物的多元探针,
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对于探究胁迫信号网络的交叉调控机制至关重要;(5)
 

开发便携式成像设备与探针联用系统。针对设备成

本高、体积大及复杂田间环境干扰等瓶颈,通过结合滤光技术、小型化成像模块、无线数据传输及智能图像分

析等技术手段,构建低成本、高稳定性的便携式探针-成像联用系统。推动荧光探针技术从实验室向田间应

用的转化,向田间适配性技术集成,助力作物抗逆表型高通量筛选。
通过跨学科融合与技术创新,荧光探针技术有望在作物抗逆机制解析、逆境预警及精准育种中发挥更大

作用,为全球粮食安全保障提供技术支撑。
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