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摘  要 

硫化氢(H2S)及其氧化产物在许多生物过程中都具有重要的作用，一些含硫生物分子如R-S-SH、

R-S-Sn-S-R、H2Sn等，引起了人们的广泛关注。为描述它们在生理和病理生理中的作用，需要有选择性

的检测技术。传统上的氰解法可用来检测含硫生物分子，但它在生物成像方面作用有限。随着各种化学

检测技术不断发展，Tag-Switch技术、LC-MS/MS、拉曼光谱和荧光探针等技术均已用于检测含硫生物

分子及其生物成像。为此，我们将基于这些技术对含硫生物分子的检测、成像的研究进展进行综述，以

期为后续设计开发更具实用价值的检测技术提供有益的参考。 
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Abstract 
Hydrogen sulfide and its oxidation products are involved in many biological processes, and sul-
fane sulfur compounds, which contain sulfur atoms bonded to other sulfur atom(s), as found in 
hydropersulfides (R-S-SH), polysulfides (R-S-Sn-S-R), hydrogen polysulfides (H2Sn), etc., have at-
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tracted increasing interest. To characterize their physiological and pathophysiological roles, se-
lective detection techniques are required. Classically, sulfane sulfur compounds can be detected 
by cyanolysis, but it is useful in biological imaging. Tag-switch techniques, LC-MS/MS, Raman 
spectroscopy, and fluorescent probes have been used to detect Sulfane Sulfur-Containing Biomo-
lecules and their bioimaging. Herein, this review summarizes the techniques available for specific 
detection of sulfane sulfur species in biological contexts, in order to provide a useful reference for 
the subsequent design and development of more practical detection technology. 
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1. 引言 

硫化氢(H2S)是人体内继 NO 和 CO 之后发现的第三种内源性气体信号分子。它主要由 L-半胱氨酸通

过酶解反应产生。H2S 生理浓度介于 1 nmol 与 1 mmol 之间不等，它参与一系列生理调控活动，如调节

血管舒张、神经传导、心肌收缩、细胞凋亡、炎症、缺血再灌注损伤及胰岛素分泌等[1]。H2S 因具有还

原性而常作为体内活性氧和活性氮的清道夫，细胞一旦无法维持正常的 H2S 浓度，则可能会导致阿尔兹

海默氏症、唐氏综合征、胃黏膜损伤、高血压和肝硬化等疾病。此外，H2S 氧化产生的活性硫化物，包

括含 R-S-SH、R-S-Sn-S-R、H2Sn 等，在各种生物过程中发挥着关键作用[2]。如半胱氨酸/谷胱甘肽等 h
含硫生物分子具有抗氧化和细胞保护的生理作用[3]；H2Sn 参与了星形胶质细胞和背根神经节神经元的

Ca2+内流通道的激活[4]；过量的 H2S 和多硫化物可能是精神分裂症发病的病理生理学基础[5]。 
为了解含硫生物分子的生物学作用，能够特异性检测含硫生物分子的化学技术至关重要。硫能与氰

化物离子(CN-)反应生成硫氰酸盐(SCN-)。然而，这种经典的方法不能用于生物样品中硫化蛋白的分离和

鉴定，也不能用于细胞和组织中硫化合物的生物成像。近年来，硫醚类化合物作为亲核试剂和亲电试剂

具有独特的化学性质不断探索，从而推进了特异性检测新方法的发展。因此，本文将基于不同检测方法

及生物样品中成像技术的最新进展进行综述。 

2. Tag-Switch 技术 

Tag-Switch 技术主要用于识别蛋白质翻译后的特定修饰，开始是为了检测 S-NO 基团，首先用甲基

甲烷硫代磺酸盐(MMTS)阻断游离硫醇基团，目标 S-NO 基团被抗坏血酸还原生成新的硫醇基团，这些硫

醇基团被含有吡啶二硫的生物素化试剂(biotin-HPDP) [6] (图 1(a))。这种生物素化蛋白可在链霉亲分离用

于进一步分析，如十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)、免疫印迹等。 
在生物素开关检测 S-NO 的基础上，发展了几种检测蛋白质中过硫化半胱氨酸残基的新技术。Mustafa

等[7]报道，在不经过抗坏血酸还原步骤的情况下，依次添加 MMTS 和 biotin-HPDP，可特异性地在小鼠

肝脏中对过硫蛋白进行生物素酸化(图 1(b))。Krishnan 等[8]报道了另一种使用碘乙酸(IAA)的生物素开关

技术。IAA 与硫醇和过硫化物基团都发生反应，但随后的二硫苏糖醇(DTT)处理只减少过硫化物衍生产物

的二硫键。这就生成了新的硫醇基，这些硫醇基被碘乙酰-PEG2-生物素(IAP -biotin)特异性标记(图 1(c))。
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但对其他半胱氨酸修饰、二硫键和 S-NO 的选择性有限。Doka 等[9]报道了一种方法，在第一步使用

IAP-biotin 与硫醇和过硫化物基团反应，当生物素化的蛋白质被捕捉在链霉亲和素包被的磁珠上，最初含

有过硫化物基团的蛋白质可以在断裂二硫键后被选择性洗脱，从而释放出生物素部分(图 1(d))。利用这种

技术，他们定量了培养细胞和小鼠肝脏中蛋白质过硫化物的浓度。值得注意的是，这种方法不受半胱氨

酸残基其他氧化修饰的影响。Zhang 等[10]报道了一种针对过硫化物基团具有选择性的方法。他们开发了

一种新的硫醇阻断剂甲基磺酰苯并噻唑(MSBT)。MSBT 与硫醇和过硫化物反应，分别生成含硫醚和二硫

键的产物，MSBT 标记的过硫化物中二硫键的反应活性增强，使生物素连接的氰基化的生物素(CN-biotin)
能够进行特异性选择(图 1(d))。经 Tag-Switch 技术特定修饰后，可后续通过链霉亲和素连接材料检测和/
或分离蛋白，也可以用荧光团标记链霉亲和素对细胞内含硫深恶分子作用进行原位荧光成像[11]。这些

Tag-Switch 技术将为检测含硫生物分子的研究提供了良好的起点，并可能阐明含硫生物分子信号传递的

作用机制。 
 

 
Figure 1. (a) Proposed mechanism of the tag-switch technique for the detection of nitrosothiol modification in 
proteins. (b)~(e) Proposed mechanisms of tag-switch techniques for the detection of cysteine per/polysulfides in 
proteins 
图 1. (a) 标签开关技术检测蛋白质中 S-NO 基团的机制；(b)~(e) 用于检测蛋白质中含硫分子的机制 
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3. LC-MS/MS 

LC-MS/MS 具有灵敏度高，选择性强，准确性好等特点，已广泛应用于药物、食品、环境、法医、

临床等各个领域。在使用 LC-MS/MS 检测生物样品中的含硫生物分子时，首先要用烷基化试剂如一溴二

锰(MBB)将样品烷基化，过硫化物和多硫化物与 MBB 发生反应，加合物可通过高效液相色谱扫描荧光检

测器和串联质谱进行分析[12] (图 2(a))。Ida 等[10]采用 LC-MS/MS 分析了小鼠心脏中各种多硫化物的水

平。他们定量了 MBB 修饰过硫化物和多硫化物，如半胱氨酸过硫化物(CysSSH)、谷胱甘肽过硫化物

(GSSH)、谷胱甘肽多硫化物(GSSSG)等，并检测这些含硫生物分子在血浆和细胞中内源产生和维持。然

而，由于 MBB 的强亲电性，可能导致多硫化物加合物在烷基化过程的分解[13]。因此，另一种烷基化试

剂 β-(4-羟基苯基)乙基碘乙酰胺(HPE-IAM)具有较温和的亲电性，可形成稳定的加合物，而不会引起多硫

化物的分解(图 2(b))。Akaike 等人成功地利用 HPE-IAM 精确定量了哺乳动物细胞中的各种水硫化物/多硫

化物，并确定半胱氨酸 tRNA合成酶生物合成半胱氨酸过硫化物参与线粒体的电子传递链[14]。LC-MS/MS
检测含硫生物分子逐步得到发展，可进一步灵敏度准确选择性的检测含硫生物分子，有利于阐明含硫生

物分子的作用机制。 
 

 
Figure 2. Chemical structures of MBB (a) and HPE-IAM (b) 
图 2. MBB (a)和 HPE-IAM (b)的化学结构 

4. 拉曼成像 

表面增强拉曼光谱(SERS)是一种非侵入性分析技术，具有较高的灵敏度，SERS 技术已被广泛应用，

包括被用于单细胞水平或体外样本的生物成像。最近，Shiota 等[15]利用蚕豆状金纳米的随机阵列(GNF)
检测到脑组织中内源性多硫化物的拉曼信号。GNF 产生许多电磁热点，并能对分析物进行大面积可视化。

他们将这一技术应用于小鼠胶质母细胞瘤同基因模型的代谢物的生物成像，发现内源性多硫化物化合物

可以在 480 cm−1处显示为一个峰值。Honda 等[16]使用同样的 SERS 技术来识别与某些卵巢癌化疗耐药机

制相关的含硫代谢物。他们在透明细胞癌中观察到 480 cm−1处的 SERS 信号，提示肿瘤组织中存在含硫

生物分子。进一步发展针对含硫生物分子的拉曼成像技术，可能会对恶性肿瘤有更深入的了解，并为预

测化疗疗效提供有力工具。 

5. 荧光探针 

荧光探针是合成的小分子或蛋白质，在与目标分析物反应时发出荧光，可用于活细胞和组织的实时

成像。目前已开发出几种针对含硫生物分子的蛋白质荧光探针。Hu 等[17]报道了一种硫敏感的绿色荧光
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蛋白(psGFP)，在硫源存在的情况下，引入一对半胱氨酸残基形成二硫键，改变 GFP 发光基团离子平衡，

从而引发 GFP 发光。蛋白质荧光探针可通过简单融合靶向信号肽在亚细胞器中的定位，但开发的探针数

量有限，仍需进一步研究。 
小分子探针具有合成容易、灵敏度高、穿透性强等特性，因此有大量含硫生物分子的小分子探针被

开发。Xian 的团队制备了一系列针对硫的荧光探针[18]。SSP1 和 SSP2 分别有一个发光团，起初均无荧

光。两个探针均含有一个硫醇基，可与硫源反应生成苯二硫酮。该反应中间体在分子内自发环合释放荧

光团，产生强烈的荧光信号(图 3(a))。SSP1 和 SSP2 的选择性强，与过硫化物供体(Na2S2)反应后，荧光增

强分别为 25 倍和 50 倍，但在半胱氨酸、GSH、H2S 等其他含硫生物分子反应不明显。此外，另一种探

针 SSP4 可检测细胞内含硫生物分子，其具有两个硫反应位点(图 3(a))，已被广泛用于硫硫物种的细胞内

成像[19] [20]。Xian 的团队还报道了用于检测 H2Sn的荧光探针 DSP-3，其包含的 2-氟-5-硝基苯甲酸酯基

团与 H2Sn发生亲核取代形成含有二硫键的中间体，中间体分子内自发环合释放荧光团，产生强烈的荧光

信号(图 3(b)) [21]。另一种探针 PSP-3，其硫酯与 H2Sn反应形成含有二硫键的中间体，进一步环化释放荧

光团，产生强烈的荧光信号，其机理与 SSP-3 相同(图 3(c)) [22]。 
 

 
Figure 3. (a) Chemical structures of the SSP series and the proposed reaction mechanism with sulfane sulfur. (b) Chemical-
structure of DSP-3 and its reaction mechanism with hydrogen polysulfides; (c) Chemical structure of PSP-3 and its reaction 
mechanism with hydrogen polysulfides 
图 3. (a) SSP 系列的化学结构及其反应机理；(b) DSP-3 的化学结构及其反应机理；(c) PSP-3 的化学结构及其反应机

理 
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SSP，PSP 和 DSP 系列化合物是不可逆荧光荧光探针。Takano 等开发了一种可逆荧光探针 SSip-1 可

动态监测细胞内的含硫分子。SSip-1 因分子内的能量转移而不具有荧光，当其与含硫分子形成二硫键和

黄嘌呤染料的分子内螺环化反应，从而产生强烈荧光。当进一步加入 5 mM 的 GSH 时，二硫键被还原从

而导致荧光消失(图 4(a)) [23]。该课题组还开发了一种具有细胞膜渗透性的探针 SSip-1 DA，它是 SSip-1
的二乙酰化和巯基保护衍生物，探针进入细胞后乙酰基会被胞内酯酶水解，二硫键会被 GSH 还原，从而

释放 SSip-1。当探针与 A549 细胞孵育后在加入 Na2S4后显示细胞内荧光增强，进一步孵育 30 min 后，

荧光强度下降(图 4(b))，在第二次添加 Na2S4后，荧光再次迅速增强，进一步孵育 30 min 后，荧光强度再

次下降。这个检测周期至少可以重复三次，说明 SSip-1 可以可逆地检测出活细胞多硫化氢[4]。 
荧光探针是研究含硫生物分子在活细胞和组织中的生理作用的有效化学工具，尽管用于含硫生物分

子检测、成像的荧光探针取得了巨大进展，但含硫生物分子的确切生物学功能仍有待完全确定。因此，

要进一步开发实用的荧光探针作为研究含硫生物分子生物学的工具。 
 

 
Figure 4. (a) Chemical structures of the SSip-1 and its reaction mechanism; (b) Chemical structure of SSip-1 DA and 
its reaction mechanism with hydrogen polysulfides 
图 4. (a) SSip-1 的化学结构及反应机理；(b) SSip-1 DA 的化学结构及反应机理 

6. 结论 

本文简要介绍了含硫生物分子(如过硫化物和多硫化物)的检测技术。这些方法的进一步发展能实现可

视化动态检测活细胞或组织中的含硫生物分子。此外，结合不同的检测技术将有助于揭示含硫生物分子

在氧化还原生物学中的生理和病理生理作用。因此，进一步开发含硫生物分子的检测及生物成像技术具

有重大意义。 
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