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摘  要 

细胞与血液内的粘度及亚硫酸氢根浓度检测对疾病预测和治疗评估至关重要。近红外荧光探针因生物相

容性佳、操作便捷，在医学检测中应用广泛，其荧光检测机制的解析对高效多功能探针设计意义重大。

本文针对Wang等人设计的荧光探针，通过理论计算分析其检测机制：该探针的C=C双键具有高旋转自由

度，低粘度环境下双键旋转使分子构象易转换，增加非辐射跃迁路径导致荧光较弱；高粘度环境抑制旋

转，减少非辐射跃迁，荧光增强。同时，探针与亚硫酸氢根反应会破坏C=C双键，引发电子结构变化。自

然自适应轨道分析显示C=C双键含优势σ键，能量扫描验证构象转换能垒与粘度的关联，电子激发分析证

实其局域激发特性可保障荧光稳定性。研究结果为理解探针检测机制及设计新型探针提供理论参考。 
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Abstract 
The detection of viscosity and bisulfite concentration in cells and blood is crucial for disease pre-
diction and therapeutic evaluation. Near-infrared fluorescent probes have broad applications in 
medical testing due to their excellent biocompatibility and operational convenience. Understanding 
their fluorescence detection mechanism is key to designing efficient multifunctional probes. This 
study theoretically analyzed the detection mechanism of a fluorescent probe designed by Wang et al. 
The probe’s C=C double bond exhibits high rotational freedom; in low-viscosity environments, bond 
rotation enables easy conformational transitions, increasing non-radiative transition pathways and 
resulting in weak fluorescence. High viscosity inhibits rotation, reduces non-radiative transitions, 
and enhances fluorescence. Additionally, reaction with bisulfite disrupts the C=C bond, altering the 
electronic structure. Natural adaptive orbital analysis revealed dominant σ-bond character in the 
C=C bond, energy scans verified the correlation between conformational transition barriers and 
viscosity, and electronic excitation analysis confirmed localized excitation properties ensuring flu-
orescence stability. These findings provide theoretical insights for understanding probe mecha-
nisms and developing new probes. 
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1. 前言 

在生命活动的精密调控网络中，细胞与血液的微观理化环境始终维持着动态平衡，其中粘度与亚硫

酸氢根浓度的稳定是保障生理功能正常运行的关键指标。粘度作为表征流体内部摩擦阻力的物理量，直

接影响细胞内物质运输、信号传递及细胞器功能——研究表明，肿瘤细胞内粘度异常升高会导致代谢废

物排出受阻，加剧恶性增殖；而血液粘度异常则与心血管疾病、血栓形成等病理过程密切相关[1]-[6]。亚

硫酸氢根作为体内重要的活性硫物种，参与氧化还原平衡调节、信号转导等生理过程，其浓度紊乱可能

引发炎症反应、神经退行性疾病等多种病变。因此，实现对细胞及血液中粘度与亚硫酸氢根浓度的精准

检测，不仅可为疾病的早期诊断提供分子层面的依据，更能为治疗方案的优化及疗效评估搭建量化桥梁

[7]-[13]。 
在众多检测技术中，荧光探针凭借高灵敏度、实时成像能力及微创性等优势，成为生物体内微环境

监测的核心工具。其中，近红外荧光探针因激发光波长位于 700~1000 nm 区间，可有效规避生物组织自

发荧光干扰，穿透深度达数厘米，且对生物样本光损伤小，在活体成像与临床检测中展现出不可替代的

应用潜力。近年来，基于分子内电荷转移(ICT)、光诱导电子转移(PET)、聚集诱导发光(AIE)等机制设计

的荧光探针层出不穷，但多数探针仅能实现单一目标物检测。随着精准医学的发展，对“一探针多检测”

的需求日益迫切——开发可同时响应粘度与亚硫酸氢根的多功能荧光探针，能够在同一生物体系中同步

获取多重理化参数，显著提升检测效率与数据关联性[14]-[21]。 
探针的检测性能与其分子结构及作用机制密切相关。理想的荧光探针需具备明确的响应机制：一方

面，其信号变化应与目标物浓度或环境参数呈稳定的定量关系；另一方面，分子结构需适应生物体系的
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复杂微环境，避免非特异性干扰。在已报道的多功能探针中，基于双键旋转调控的设计策略备受关注—

—双键的旋转自由度可通过环境粘度调节，而双键的化学稳定性又能响应特定活性分子的攻击，这种“物

理–化学”双重响应特性为实现多参数检测提供了天然优势。Wang 等人设计的荧光探针正是利用这一特

性：其分子结构中的 C=C 双键既作为粘度响应的“分子开关”，又作为亚硫酸氢根识别的“反应位点”，

为同步检测粘度与亚硫酸氢根提供了全新思路[22]。 
然而，该类探针的实际应用仍依赖于对其作用机制的深入理解。例如，C=C 双键的旋转如何具体影

响分子的电子跃迁过程？粘度变化通过何种路径调控荧光强度？亚硫酸氢根与双键的反应为何能引发荧

光信号的特异性变化？这些问题的解答需要从量子化学层面解析分子结构与光学性能的构效关系。自然

自适应轨道分析可揭示双键的电子云分布特征，能量扫描能量化构象转换的能垒与粘度的关联，电子激

发态模拟则能阐明荧光信号产生的微观机制——通过这些理论计算方法，有望从原子水平揭示探针的响

应规律，为探针性能优化提供理论指导。 
本研究以 Wang 等人设计的荧光探针为对象，系统开展理论计算与机制分析。通过构建分子模型，

模拟 C=C 双键在不同粘度环境下的旋转行为，结合自然自适应轨道理论解析双键的电子结构特征；通过

能量扫描计算，建立构象转换能垒与粘度的定量关系，阐明荧光强度随粘度变化的内在逻辑；通过电子

激发过程模拟，揭示探针荧光稳定性的分子基础；同时，分析探针与亚硫酸氢根反应后的结构变化，明

确化学响应的作用路径。研究旨在阐明该探针同步检测粘度与亚硫酸氢根的核心机制，为多功能荧光探

针的设计提供“结构–性能”调控的理论依据，推动其在疾病诊断与生物医学研究中的应用。 

2. 理论方法 

本文采用 Gaussian-16 软件进行量子化学计算，结构优化和激发过程计算分别采用基于

B3LYP/def2TZVPP 的泛函/基组组合的密度泛函和含时密度泛函方法，该组合及方法被证明适合于有机

小分子光激发过程的计算。计算结果分析采用了 Multiwfn 3.8 (dev)和 VMD1.9.3 软件程序[23]-[27]。 

3. 理论分析结果 

细胞和血液内部粘度和亚硫酸氢根浓度的检测对相关疾病的预测及治疗水平的评估都是十分重要

的。近红外荧光探针以其良好的生物相容性，便捷的可操作性在医学检测领域有着十分广阔而重要的应

用。对其荧光检测机制的理解对于设计高效的多功能的荧光探针是十分重要的。本文针对 Wang 等人设

计的一种基于探针分子内可旋转 C=C 双键对其分子内电荷转移及其荧光性能产生影响的荧光探针检测

机制进行了相应的理论计算和分析。同时对该探针分子与亚硫酸氢根反应后电子结构的变化也进行了相

应的理论分析。这些分析结果将加深人们对相应探针检测机制的理解，为人们设计更加高效的多功能荧

光探针提供理论借鉴和启发。 
该探针分子结构及其对粘度和亚硫酸氢根反应机制如图 1 所示，荧光团相连的苯环之间的 C=C 双键

具有相当自由的旋转度。当周围环境粘度增大时，该 C=C 双键的旋转将会被大幅度的抑制。而当探针分

子与亚硫酸氢根反应后，该 C=C 双键会遭到破坏，从而引起相应的电子结构和光激发的变化。 
 

 
Figure 1. Probe molecular structure and its reaction mechanism with viscosity and bisulfite 
图 1. 探针分子结构及其对粘度和亚硫酸氢根反应机制 
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从探针中相关的键成份分析结果看出 C=C 双键中含有占优势成份并具有较大旋转自由度的 σ键 (如
图 2 所示)。当探针分子处于粘度较低的环境中时，上述 C=C 双键的旋转使得探针分子可在不同的能量

构象间发生相互转换，这一转换为探针分子在从其激发态向基态跃迁过程中提供了较多的非辐射跃迁路

径，这一结果使得此时探针分子的荧光强度较弱。 
 

 
Figure 2. Natural adaptive orbital analysis of the C=C double bond in the probe molecule 
图 2. 探针分子中 C=C 双键的自然自适应轨道分析 

 
对探针分子随相应 C=C 双键旋转产生的不同构象进行能量扫描计算结果(图 3)可看出，不同构象间

较低的能垒使得构象间的转换较为容易发生。而当环境粘度增大时，构象间转换的能垒将有较大的提高。

此时探针分子从激发态向基态跃迁的非辐射跃迁的路径将得到极大的减弱，从而使其荧光强度得到明显

增强。通过这一明显的荧光强度变化使得该荧光探针成为检测环境粘度的有效工具。 
 

 
Figure 3. Energy Scan of the probe molecule for different conformations gen-
erated by α-rotation of the corresponding C=C double bond 
图 3. 探针分子随相应 C=C 双键 α旋转产生的不同构象进行能量扫描 

 
图 4 所示的探针分子基态和第一激发态的电子密度差图生动呈现了探针分子激发过程中的电子转移

行为。基态时，电子相对集中于橙色区域，激发至第一激发态后，电子迁移至绿色区域。对探针分子电

子激发过程分析表明，该探针分子具有明显的局域激发特性。从分子结构与荧光性能角度看，这种电子

转移影响着分子激发态的稳定性。电子的持续迁移和离域，有助于分散激发态能量，降低分子因扭曲、

振动等非辐射弛豫导致能量损耗的概率。由这类电子转移维持的激发态稳定电子分布，使探针能够抵抗

荧光淬灭，这对深层组织成像意义重大，同时也保证了该类探针的荧光稳定性，为其在生物系统中进行
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粘度检测奠定了理论基础。 
 

 
Figure 4. Electron density difference map of the probe molecule in the ground state and first excited state 
图 4. 探针分子基态和第一激发态的电子密度差图 

 
探针分子与亚硫酸氢根反应前后其电子结构的变化可由其电子态密度图(图 5)看出，电子结构的变化

来源于亚硫酸氢根的引入破坏了 C=C 的结构，同时还引起了分子构象上的很大变化。这些变化使得探针

分子与亚硫酸氢根反应后的产物中电荷转移过程受到抑制，极大地减弱了产物的荧光强度，从而使得该

探针成为一个对亚硫酸氢根浓度的开关式荧光检测分子，为其这方面的应用奠定了结构基础。 
 

 
(a)                                        (b) 

Figure 5. Electron density of states (a) probe molecule (b) product of probe molecule after reaction with bisulfite 
图 5. 电子态密度(a) 探针分子，(b) 探针分子与亚硫酸氢根反应后的产物 

 

 
Figure 6. Electron density difference map of the ground state and first excited state 
of the product from the reaction between the probe molecule and bisulfite 
图 6. 探针分子与亚硫酸氢根反应后产物的基态和第一激发态的电子密度差图 
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图 6 聚焦于探针分子与亚硫酸氢根反应产物从基态跃迁到第一激发态过程中的电子分布变化。基态

时，电子相对集中于橙色区域，激发至第一激发态后，电子迁移至绿色区域。探针分子与亚硫酸氢根反

应后，其分子结构发生修饰(亚硫酸氢根引入共轭体系中)，这直接影响了 π电子的离域路径。与原始探针

分子的电子密度差图相比，新图谱能反映了该反应对电子转移行为的影响：亚硫酸氢根阻断了原有的共

轭链，产物中电荷转移过程受到抑制，电子转移不再具有局域激发特性，而呈现出典型的空间转移特性，

这使得反应产物的荧光效率降低，产物分子中各原子对电荷转移的贡献可以从图 7 中看出。探针分子及

其与亚硫酸氢根反应产物的电子激发计算结果不仅有助于分析反应对产物光学性质(如荧光波长、量子产

率)的影响，还能在电子层面为探针对亚硫酸氢根的响应机制提供微观解释。 
 

 

 
Figure 7. Top: Contribution of each atom in the product molecule to charge trans-
fer; Bottom: Atomic numbers in the product molecule 
图 7. 上：产物分子中各原子对电荷转移的贡献；下：产物分子中原子序数 

4. 结论 

本研究通过量子化学计算与理论分析，系统阐明了基于 C=C 双键调控的荧光探针同步检测粘度及亚

硫酸氢根的核心机制，为多功能荧光探针的设计与应用提供了明确理论依据。 
研究证实，C=C 双键是探针实现双重响应的关键功能单元。自然自适应轨道分析显示，该双键以σ

键为主要构成，具有高度旋转自由度。在低粘度环境中，双键旋转不受限制，分子可通过构象转换(能垒

<5 kcal/mol)增加非辐射跃迁路径，导致荧光信号减弱；而高粘度环境会显著提高构象转换能垒(>10 
kcal/mol)，抑制双键旋转，减少非辐射跃迁，使荧光强度增强。这种“旋转–构象–荧光”的调控链条，

清晰解释了探针对粘度的定量响应机制。 
针对亚硫酸氢根检测，理论模拟表明其与 C=C 双键的特异性加成反应会破坏共轭结构，引发电子云

重新排布。反应产物的电子密度差图显示，亚硫酸氢根阻断原有共轭链，使电荷转移从局域激发转为空

间转移，荧光效率显著降低，形成“开关式”检测信号。电子态密度分析进一步验证，这种结构变化导致

分子激发态能量水平偏移，为亚硫酸氢根的定性定量检测提供分子基础。 
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电子激发过程分析揭示了探针荧光稳定性的结构基础：激发态电子主要在荧光团内部转移，局域化

特征减少了生物环境中水分子、蛋白质的猝灭干扰。这一特性保障了探针在复杂生物体系中的信号可靠

性，为其在细胞及血液检测中的应用奠定基础。 
综上，本研究从微观层面建立了“结构–性能”关联：C=C 双键的旋转特性实现粘度响应，化学反

应特性实现亚硫酸氢根检测，二者协同构成双重响应机制。研究结果不仅深化了对荧光探针构效关系的

理解，更为设计高灵敏度、高特异性的多功能探针提供了可借鉴的设计范式，有望推动其在疾病早期诊

断、疗效评估等生物医学领域的实际应用。 

5. 展望 

基于 C=C 双键调控的荧光探针在粘度及亚硫酸氢根检测中的机制研究，为生物医学检测领域提供了

全新的理论框架，未来可从理论深化、性能优化、应用拓展及技术融合四个方向实现突破，推动该类探

针从实验室研究向临床应用转化。 
在理论研究层面，需进一步构建“多参数耦合”的动态响应模型。当前研究已明确 C=C 双键旋转与

粘度、化学反应的关联，但生物体系中的实际微环境更为复杂——pH 值波动、离子强度变化及蛋白质吸

附等因素可能通过氢键、静电作用间接影响双键的旋转能垒或反应活性。未来可结合分子动力学模拟，

引入溶剂化效应与生物大分子相互作用参数，建立“粘度–离子强度-pH”协同调控模型，量化不同生理

条件下探针的荧光响应偏差。同时，通过激发态动力学计算追踪电子跃迁的时间演化过程(如飞秒级荧光

寿命变化)，揭示非辐射跃迁与辐射跃迁的竞争机制，为探针量子产率的精准调控提供微观动力学依据。 
性能优化方面，可围绕“响应灵敏度”与“检测特异性”双目标进行分子设计。针对粘度检测，可通

过在 C=C 双键邻位引入体积效应基团(如甲基、异丙基)，扩大不同粘度下构象转换的能垒差异，使荧光

强度变化幅度提升 2~3 倍，增强低粘度区间的检测分辨率；对于亚硫酸氢根识别，可在双键附近修饰氢

键供体(如羟基、氨基)，通过预结合作用提高反应速率，将检测限降至 10 nM 以下。此外，可通过延长共

轭体系(如引入苯并噻唑基团)将探针激发波长推向近红外二区(1000~1700 nm)，降低生物组织对荧光信号

的吸收与散射，提升深层组织(如肝脏、肿瘤)的成像深度至厘米级，满足活体检测需求。 
应用场景的拓展需聚焦“临床前诊断”与“实时监测”两大方向。在疾病模型研究中，该探针可用于

追踪肿瘤微环境的动态变化——肿瘤细胞因代谢旺盛导致胞内粘度升高，同时伴随亚硫酸氢根积累，探

针可通过双通道荧光信号同步反映二者的浓度关联，为肿瘤恶性程度分级提供分子标志物。在药物评估

领域，可将探针修饰于纳米载体表面，实时监测化疗药物在体内递送过程中周围组织的粘度变化，评估

药物穿透肿瘤基质的效率。此外，结合微流控芯片技术，可开发集成化检测装置：将探针固定于芯片通

道内，通过荧光成像快速分析血液样本中的粘度与亚硫酸氢根浓度，实现心血管疾病、炎症等疾病的早

期筛查，检测时间有望缩短至 10 分钟以内。 
技术融合层面，需推动“多模态成像”与“智能分析”的跨界整合。将荧光探针与磁共振成像(MRI)

造影剂进行共价连接，构建“荧光-MRI”双模态探针，利用荧光的高灵敏度与 MRI 的高空间分辨率优势，

实现从细胞到组织器官的多尺度成像。同时，结合人工智能算法对荧光成像数据进行解析——通过深度

学习模型识别探针在不同病变组织中的荧光光谱特征，自动生成粘度与亚硫酸氢根浓度的定量分布图，

减少人工判读误差。此外，可通过基因工程技术将探针靶向修饰于特定细胞器(如线粒体、溶酶体)，实现

亚细胞水平的动态监测，为细胞应激反应、凋亡机制等基础研究提供可视化工具。 
综上，基于 C=C 双键调控的荧光探针具备成为“生物微环境全能传感器”的潜力。随着理论模型的

完善、性能的优化及应用场景的拓展，该类探针有望在疾病早期诊断、药物研发及基础医学研究中发挥

核心作用，推动生物医学检测技术向“高灵敏度、高特异性、实时化、智能化”方向发展。 
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