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摘  要 

过氧化氢(H2O2)作为肿瘤微环境的关键调控分子，其异常表达与肿瘤发生发展密切相关。近年来，针对

肿瘤H2O2检测的分子探针技术取得了突破性进展。本文综述了2022~2025年间肿瘤H2O2探针的研究现

状，重点介绍了硼酸盐类探针、无酶电化学传感器以及化学发光法传感器等新型检测技术的设计原理和

性能特点。本文分析了当前技术面临的挑战，并对未来发展方向进行了展望，为肿瘤早期诊断、术中导

航和治疗监测提供新思路。 
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Abstract 
As a pivotal regulatory molecule within the tumor microenvironment (TME), hydrogen peroxide 
(H2O2) exhibits aberrant expression levels that are closely associated with tumorigenesis and pro-
gression. In recent years, molecular probe technologies targeting H2O2 detection in tumors have 
witnessed groundbreaking advances. This review comprehensively summarizes the research pro-
gress on H2O2-specific probes from 2022 to 2025, with a dedicated focus on the design principles 
and performance characteristics of emerging detection modalities, including boronate-based 
probes, enzyme-free electrochemical sensors, and advanced fluorescent probes. Furthermore, it 
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critically analyzes the current technical challenges and outlines future research directions, aiming 
to provide novel insights for early cancer diagnosis, intraoperative navigation, and treatment re-
sponse monitoring. 
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1. 研究背景 

过氧化氢，是活性氧(Reactive Oxygen Species, ROS)家族的重要成员之一，影响着生物的生长、发育

和适应能力。在生理水平上，过氧化氢能够调节生物活性，被公认是衰老和疾病中氧化应激的标志物[1] 
[2]，是病原体入侵时免疫反应的防御剂，也是与细胞增殖、迁移和分化有关的信使分子[3]。鉴于 H2O2 在

生物体氧化还原过程中的关键作用，其浓度的微妙平衡对维持细胞功能至关重要，并与多种疾病(如糖尿

病、癌症、心血管疾病及神经退行性疾病等)密切相关。因此，实时、精确监测细胞内 H2O2 的动态变化，

对于理解相关疾病的分子机制以及开发早期诊断与治疗策略具有重要意义。 
肿瘤微环境中 ROS 的异常代谢是恶性肿瘤的重要特征之一。作为 ROS 家族的核心成员，H2O2 在肿

瘤中的浓度通常比正常组织高 5~10 倍[4]，这种差异使其成为理想的肿瘤诊断标志物和治疗靶点[5]-[7]。
然而，由于 H2O2 具有扩散性强、半衰期短、浓度动态变化等特点，其精准检测面临巨大挑战。传统检测

方法如分光光度法、化学发光法等难以满足活体实时监测的需求。近年来，随着分子影像学和纳米技术

的发展，一系列新型 H2O2 探针相继问世，为肿瘤研究提供了强有力的工具[8]-[10]。 

2. 过氧化氢检测方法 

自过氧化氢(H2O2)被发现以来，研究者已逐步建立起多种针对该分子的检测与识别方法。尤其是在其

被确认为生物体内的一种重要信号分子，并广泛参与多种生理与病理过程之后，相关检测技术的开发呈

现出显著多样性。在分析化学的传统方法中，高浓度 H2O2 的检测主要依赖化学滴定分析，典型方法包括

高锰酸钾滴定法、碘量法及硫酸铈滴定法[11]-[14]。这些方法操作简便、成本较低，适用于日常或工业环

境中较高浓度样品的定量测定。随着对痕量 H2O2 检测需求的增长，一系列仪器分析方法被发展起来，如

紫外分光光度法和高效液相色谱法。这些方法尽管灵敏度较高，但其操作往往较为复杂，方法重现性不

佳，仪器设备昂贵，且在活体生物体系中适用性有限。其存在特异性不足，无法满足实时动态监测，操

作步骤复杂，生物相容性差等问题[15]。为此，近年来研究团队相继开发了多种高灵敏度、高特异性的

H2O2 检测策略，包括基于蛋白质的生物传感技术、碳纳米管化学传感器、超极化核磁共振法、超声成像

技术、质谱法、化学发光法以及酶生物传感器等。这些方法不仅在检测限与灵敏度方面取得显著提升，

更重要的是，它们为生物体内源 H2O2 的动态可视化、实时监测及定量分析提供了有力工具，极大地推动

了活性氧相关生物学研究的发展。 

3. 过氧化氢(H2O2)探针构建 

评价探针性能优劣的主要标准是选择性和灵敏度，而这些参数是通过光信号的传递机制以及识别基
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团和报告基团自身的性质来决定的。因此，了解光学传感器的设计原理与荧光信号的传递机制对于光学

探针的设计非常重要。其设计原理主要有三种：键合–信号输出法、置换法、化学计量法[16]。 
键合–信号输出法通过共价键将识别基团(如硼酸酯)与报告基团(荧光团)连接，在 H2O2 与识别基团

反应后，可改变报告基团的化学环境，引起荧光或颜色变化，可逆性强，适用于动态监测。如硼酸盐类

过氧化氢荧光探针由荧光团、识别受体和连接基团组成：荧光团产生信号，识别受体与目标物反应并改

变信号(硼酸酯/硼酸基团可以与 H2O2 发生特异性反应，即硼酸氧化反应)，连接基团将两者结合，通过检

测荧光信号变化即可反映目标事件[17]。而化学发光法过氧化氢探针则通过键合反应触发发光团(如鲁米

诺、过氧草酸酯等)的电子跃迁，通过能量转移或直接激发产生化学发光信号(无需外部光源激发) [18]。
置换法是识别基团与报告基团通过非共价键结合，随后 H2O2 竞争结合识别基团，释放报告基团，引起信

号变化，适用于阴离子或竞争性结合体系。化学计量法通过探针与 H2O2 发生不可逆化学反应，生成具有

光学活性的产物，该方法具有选择性高、背景低等优点。如无酶电化学过氧化氢探针，探针依赖纳米材

料修饰电极(如 Pt/Au 纳米颗粒、碳基材料、金属氧化物等)直接催化 H2O2 的电子转移。通过测量电流响

应(安培法)或电位变化(伏安法)，其强度与 H2O2 浓度成线性关系[19]。H2O2 光学探针根据高选择性、快速

响应、良好的光物理性质、生物相容性、可定位性等标准来进行设计。早期探针缺乏特异性，易受其他

ROS 干扰，背景高，稳定性差。近些年出现的新型探针如硼酸酯探针、捕获型探针、靶向型探针、多色

/比率探针分别具有高选择性、细胞滞留性强、亚细胞定位以及多通道成像的优点。发展具有响应速度快、

特异性强、灵敏度高、稳定性好的 H2O2 荧光探针是目前的主要突破点。表 1 是针对过氧化氢(H2O2)检测

方法的分类表格，列举了一些常见过氧化氢探针的构建机制、优缺点、以及相关应用。 
 

Table 1. Classification and comparative characteristics of hydrogen peroxide (H2O2) fluorescent probes 
表 1. 过氧化氢(H2O2)探针分类及特性对比表 

分类 构建机制 优点 缺点 应用 参考文献 

荧光探针法 
H2O2 氧化硼酸酯为

酚羟基，解除荧光淬

灭，释放强荧光信号 

高灵敏度、高选择性、

可实时成像、支持比率

检测 

响应时间长、背景荧

光干扰、水溶性差 

细胞成像、活体深层组

织成像、生物代谢研

究、环境污染物鉴定 
[20] [21] 

分光光度法 

H2O2 与探针(如硼酸

酯)反应引起溶液颜

色变化，通过 UV-
Vis 检测吸光度变化 

响应快，可裸眼可视检

测。成本低，无需复杂

仪器，适合现场分析 

灵敏度较低，定量精

度差，易受基质干

扰，选择性一般 

环境应急检测、工业过

程监控、食品质量控制 [22] 

电化学法 
H2O2 在电极表面发

生氧化/还原反应，

产生电流信号 

快速响应、便携性强、

可连续监测、高精度 

易受其他氧化剂干

扰，稳定性差，电极

表面易被污染或钝化 

环境水样分析、工业过

程控制、便携式现场检

测 
[23] 

化学发光法 H2O2 触发化学发光

反应，产生光信号 

超高灵敏度、无需激发

光源，无荧光背景、适

合深层组织成像 

信号短暂，难以进行

持续监测。合成常需

纳米载体，成本高 

高灵敏度体外检测、免

疫分析、生物成像  

质谱分析法 

H2O2 与试剂反应后

生成特征性产物，通

过质谱进行高精度定

量 

高精度、高特异性，可

区分不同活性氧物种。

适合复杂样品分析，无

背景干扰 

设备昂贵，需专业实

验室。样品前处理复

杂。无法实时成像 

环境污染物鉴定、基础

生化机制研究、临床诊

断 
 

4. 肿瘤微环境过氧化氢探针研究进展及面临的挑战 

肿瘤微环境(Tumor microenvironment, TME)中过氧化氢(H2O2)的异常水平与肿瘤的发生、发展、侵袭

转移及治疗抵抗密切相关，使其成为一个极具潜力的诊断标志物和治疗靶点。因此，开发能够特异性、
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高灵敏地检测 TME 中 H2O2 的先进探针，对于揭示肿瘤生物学过程及开发新型诊疗策略至关重要。近年

来，该领域研究取得了显著进展，多种基于不同识别机制(如硼酸酯、苯磺酰酯、Payne/Dakin 反应等)的
化学发光与荧光探针被开发出来，实现了从体外到体内、从细胞器到活体水平的 H2O2 成像[24] [25]。然

而，探针在应用于复杂且高度异质性的 TME 时，仍面临着成像深度不足、靶向效率有限、抗干扰能力差

以及难以实现多参数同步检测等重大挑战。下文将具体阐述几种常见肿瘤微环境 H2O2 探针的最新研究进

展，并深入探讨其当前面临的瓶颈问题与未来发展方向。 

4.1. 硼酸盐类过氧化氢荧光探针 

与其他临床技术相比，荧光成像技术因其高选择性、非侵入性和高分辨率成像，而在生物医学应用

中具有吸引力。荧光探针是指能够将检测样品中的某项信息转化为相应荧光信号的一类分子。荧光探针

通常由三部分构成，分别为荧光团、识别受体和连接基团。其中，荧光团的作用为产生荧光信号，识别

受体则是能够由特定目标事件触发并影响荧光团荧光信号的结构，连接基团的作用则是将前两者连接起

来。即检测物与识别受体反应后，荧光团的荧光信号发生改变，通过收集荧光探针的荧光信号能够解读

目标事件的发生和发生程度等[26]。荧光探针在荧光成像中起着重要作用。荧光探针是指一种在紫外–可

见–近红外(Ultraviolet-Visible-Near-Infrared, UV-Vis-NIR)区域具有特征性荧光响应的荧光分子。迄今为

止，许多传统的荧光染料已被应用于生物成像，如目前常用的荧光团有香豆素类染料、罗丹明类染料、

萘酰亚胺类染料和花菁类染料等多种染料[27] [28]。荧光探针法的研究机理与化学发光法相对应。通过利

用光照射某些原子，光能使原子核周围的某些电子在进入基态之前从基态跳到比原始轨道能量更高的轨

道，并在紫外可见-近红外区域表现出特定发光光谱，作为检测细胞和其他生物分子的标记。通过研究发

现，荧光探针法具有操作简单，选择性高，灵敏度高等优点。 
近年来，由于硼酸盐类探针相较于其他 H2O2 探针具有更高的反应选择性，该类化合物至今仍被广泛

用作过氧化氢(H2O2)探针设计的主流策略[29]。2004 年，Chang 等[30]报道了荧光素类双硼酸酯荧光探针

11 (PF1)，该探针以荧光素为发光团，以硼酸酯基团作为荧光开关。更重要的是，该探针对过氧化氢的响

应是其他活性氧的 500 倍以上，可以检测人胚肾细胞内微摩尔级的过氧化氢。此后，研究人员通过修饰

荧光团等方式对该类过氧化氢(H2O2)探针进行了持续优化。2023 年，Shu 等人报道了一例基于 ESIPT (Ex-
cited-State Intramolecular Proton Transfer)的过氧化氢(H2O2)荧光探针 15 [31]。探针 15 以 3-羟基黄酮为荧

光团、苯硼酸为识别基团，其 ESIPT 过程因硼酸的存在而被抑制。与 H2O2 反应后，ESIPT 过程恢复，导

致发射峰红移，468 nm 处荧光强度下降，542 nm 处上升，实现比率检测，有效减少环境干扰。实际水样

测试表明，该探针适用于环境中过氧化氢(H2O2)的测定。 
目前，基于该策略的探针已被广泛开发与应用。研究者们开发了多种基于芳基硼酸盐或苯基硼酸与

酚的转化反应、磺酸基氧化反应等机制的探针，能够灵敏地捕捉 H2O2 并反映其浓度水平。例如，Liu 等

开发的 Mito-FBN 探针通过硼酸盐驱动的内酰胺形成和可消除的猝灭部分，实现了对癌细胞线粒体中内

源性 H2O2 的检测。此外，Wang 等设计的 BBHP 探针利用 α-酮酰胺作为 H2O2 的识别位点，并结合生物

素作为靶向配体，成功实现了对肿瘤组织中 H2O2 的选择性检测，其荧光强度比正常肝组织高 3 倍以上。

Mito-H2O2 探针则基于半菁骨架，具有明亮的近红外荧光发射，适用于细胞和小鼠中外源性和内源性 H2O2

的成像[32]。这些探针不仅在肿瘤成像中表现出色，还具备高灵敏度、优异的选择性和低细胞毒性，为肿

瘤的早期诊断和治疗提供了新的思路。 
2025 年，Lingyu Zhong 等人[33]提出了一种肿瘤细胞靶向的 NIR (Near-Infrared)荧光探针(Bio-B-Cy)，

它包含一个生物素基团作为肿瘤细胞靶向部分，一个花菁染料作为 NIR 荧光团和一个硼酸酯作为 H2O2

响应单元。该染料是一种稳定的半菁骨架，具有 NIR 特性。生物素在 Bio-B-Cy 中的偶联有助于其强大的
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肿瘤靶向能力。花菁的荧光被硼酸酯基团淬灭。与 H2O2 反应后，Bio-B-Cy 会迅速裂解硼酸酯基团并释放

出强烈的 NIR 荧光。Bio-B-Cy 对 H2O2 溶液表现出高灵敏度和选择性，检测限相对较低，为 0.14 μM。同

时，Bio-B-Cy 可以快速靶向生物素受体阳性的癌细胞和组织，已成功用于检测癌细胞和荷瘤小鼠中的

H2O2 含量，证实了其成为癌症诊断药物的潜力。此外，即使在 H2O2 反应之后，先前的类似探针仍保留了

生物素部分，生物素部分可能在代谢过程中在肝脏中积累。相比之下，本研究中设计的分子将生物素基

团作为可移除成分。巧妙的分子设计工作确保在与 H2O2 反应时从 NIR 荧光染料中裂解生物素，从而避

免代谢问题和假阳性问题。这项工作设计了一种 H2O2 响应的靶向肿瘤的近红外荧光探针，突出了其在癌

症成像中的潜在应用。 
上述硼酸盐类荧光探针凭借其高选择性与良好的生物相容性，在活细胞及活体成像中展现出卓越的

可视化能力，尤其适用于肿瘤微环境的动态、原位监测。然而，过氧化氢荧光探针现在还面临着灵敏度

与选择性的平衡问题、响应动力学缓慢以及比率检测与信噪比矛盾等缺陷，亟待改进[34]。荧光信号易受

组织散射与自发荧光干扰，限制了其在深层组织中的应用深度。与此同时，电化学与化学发光技术以其

独特的信号生成机制，为 H2O2 检测提供了互补性的解决方案。 

4.2. 无酶电化学过氧化氢探针 

生物酶因其本身具有其优异的特异性识别功能被用于检测生物大分子，但是由于其本身的脆弱性在

酸碱、高温等环境下极易失活，致使其使用受到了极大的限制。但无酶电化学传感器良好地解决了这个

问题，无酶电化学传感器通常基于 H2O2 的电化学响应特性，通过设计具有特定电化学性质的材料或分子

结构，实现对 H2O2 的快速、高灵敏度检测。例如，石墨烯基电化学传感器因其优异的导电性和生物相容

性，被广泛应用于 H2O2 的检测。此外，纳米材料如铜氧化物纳米复合材料、磁性铁氧化物纳米颗粒等也

被用于构建高效的电化学传感器，以提高检测的灵敏度和选择性[35]。 
H2O2 是在肿瘤微环境中发现的强效氧化剂，可刺激肝癌细胞的侵袭、增殖及转移。H2O2 是肿瘤微环

境中的关键氧化应激标志物，其浓度升高与肝癌进展相关。2024 年，Shan 等人[36]用化学沉淀法制备了

双金属(Zn-Se)NPs，提供高比表面积和导电性，加速电子转移。同时，抗坏血酸(AsA)作为抗氧化剂，通

过物理吸附固定在(Zn-Se) NPs 表面，其作用是清除自由基并促进 H2O2 还原。因此，开发了一种基于 AsA
修饰的硒化锌纳米颗粒(AsA@ZnSe NPs)的非酶电化学传感器，用于检测肝癌患者血清中的过氧化氢

(H2O2)。该传感器通过循环伏安法(CV)实现高灵敏度检测，并在循环稳定性及长期稳定性中表现良好，所

制备的电极可保存六周，具备较强的抗干扰能力和优良的电化学性能。与酶传感器相比，该无酶电化学

传感器对 PH 及温度要求较低，为肝癌早期诊断提供新策略。 
无酶电化学过氧化氢(H2O2)荧光探针通过电化学信号触发荧光响应实现检测，无需生物酶参与，具有

稳定性高、成本低等优势，但仍面临以下核心挑战，电极表面 H2O2 氧化/还原反应(如 H2O2→O2 + 2H+ + 
2e−)与荧光探针电子转移路径存在竞争，导致信号串扰；探针固定化修饰(如金电极表面自组装)导致分子

构象受限，阻碍硼酸酯与 H2O2 的充分接触。值得注意的是，无酶电化学法与化学发光法呈现镜像关系：

电化学法易受共存氧化剂干扰，而化学发光法易受活性氧猝灭；电化学传感器可植入连续监测，化学发

光则更适合终端定量。这种特性差异使其在临床诊断中形成天然分工——前者用于 ICU 患者实时 H2O2

动态追踪，后者用于早期标志物超敏筛查。下文将揭示化学发光探针如何通过纳米载体设计与信号放大

策略，进一步推动检测极限的突破。 

4.3. 化学发光法过氧化氢探针 

化学发光法因其灵敏度高、选择性好、响应速度快等优异性能在分析传感领域引起广泛关注。化学
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发光是指在化学反应过程中释放出足够的能量，使电子由基态跃迁至激发态，再通过辐射跃迁释放光子

的现象。基于这一机制，研究人员开发出了用于 ROS 检测的化学发光分析方法。2002 年，Xing 等人首

次利用化学发光法实现了体外和体内单动力学过程中 ROS 的实时检测。他们采用 FCLA (3,7-二氢-6-[4-
[2-[N’-(5-芴基)硫脲基]乙氧基]苯基]-2-甲基咪唑并[1,2-α]吡嗪-3-酮钠盐)作为探针分子，该分子能够选择

性地与单线态氧(¹O2)或超氧阴离子(O2•⁻)发生反应并发射光子，从而实时监测血卟啉衍生物在声动力过程

中氧自由基的生成，建立了一种适用于肿瘤成像的声动力化学发光检测方法[37]。 
2016 年，Pu 等人报道了一类化学发光半导体聚合物纳米颗粒，其发光机制是通过调控发光物质与化

学发光底物之间的能级匹配，放大化学发光信号。该体系利用细胞内 ROS (如 H2O2)激活发光过程，促进

分子间电子转移[38]。 
近年来，因具备高灵敏度和强特异性，化学发光法已被广泛应用于生物、化学及医学领域，特别是

在细胞 ROS 生成机制的研究中成为重要工具。2024 年，晋等人[39]围绕 MOF (Metal-Organic Framework)
类过氧化物酶纳米材料作为电催化剂，并同时作为酶的保护框架，制备了对 H2O2 具有优异催化性能的电

化学传感器用于检测癌细胞线粒体 O2-和 H2O2。所构建的 Cu/Co-BDC(HRP)@BTC|UPCS 纳米传感材料

具有比单独 MOF 更优异的催化性能，比单独游离的 HRP (Horseradish Peroxidase)具有更高的稳定性和长

期存活能力。吕等人[40]通过将具有优异反应活性和近红外光学发射信号的铬离子掺杂镓酸锌(Cr3+-doped 
ZGC)纳米材料引入新型化学发光体的构建中，发展了基于 ZGC-Fe2+-H2O2 的新型近红外化学发光体系，

成功用于 H2O2 的高效传感研究。 
化学发光法过氧化氢(H2O2)探针通过化学反应释放光子实现检测，具备高灵敏度和无背景光源干扰

的优势，但仍面临以下核心挑战，多数化学发光探针量子产率 < 5%，难以检测低浓度 H2O2 (<100 nmol/L)；
H2O2 触发化学发光需多步反应(如氧化裂解→激发态生成→光子释放)，响应延迟 > 10 分钟。 

总体而言，三类技术各具特色，形成了“空间分辨–实时定量–超高灵敏”的多维检测体系。荧光

探针擅长提供时空分辨率高的生物成像信息，适用于细胞器定位、肿瘤边界识别及术中导航等场景；无

酶电化学传感器则以快速响应、连续监测和便携性见长，更适合体液样本(如血清、尿液)中 H2O2 的定量

分析，具备向床旁检测转化的潜力；而化学发光探针虽牺牲了信号持续性，却实现了近乎零背景的超高

灵敏度检测，特别适用于低丰度 H2O2 的体外分析与分子机制研究。 

5. 总结和展望 

尽管当前技术在肿瘤 H2O2 检测方面取得了诸多进展，但仍面临一些挑战。首先，探针的生物检测功

能和 H2O2 的生理调控作用需要进一步整合，以提高检测的准确性和可靠性。其次，探针的组织穿透能力

和稳定性仍需优化，特别是在深部组织或体内应用中，探针的成像深度和稳定性是亟待解决的问题。此

外，探针的靶向性和多功能性也是未来研究的重点，例如开发具有光敏性的多功能探针，以实现综合诊

断和治疗。 
过去两年见证了一系列突破性 H2O2 探针的诞生，这些技术正在重塑肿瘤诊疗模式。H2O2 探针开发

取得的进步有助于揭示 H2O2 在生物体中发挥的重要作用。目前对 H2O2 在各种生理和病理逻辑生命系统

中的详细功能的理解仍处于早期阶段，还有更多有待探索[41]。尽管使用有机荧光探针研究生物 H2O2 取

得了显着进展，但 H2O2 的多种功能在很大程度上仍未被探索。未来，将进行进一步的研究和创新，以创

造具有更高响应灵敏度、快速反应速率或器官兼容性更好的新一代 H2O2 荧光探针，为 H2O2 相关研究提供

更有效的技术工具，加速药物筛选、疾病诊断和癌症治疗的实际应用，从而为生物医学领域做出重大贡献。 
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