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智能手机辅助的比率荧光探针用于H2O2的检测
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摘 要：过氧化氢（H2O2）作为一种常见的过氧化物，在医疗、环境和工业等领域有着广泛的应用。本文以吡啶-苯

乙烯结构为荧光团，以硼酸酯为识别基团合成了一种用于检测 H2O2的比率荧光探针 PY-BE（1-methyl-4-（4-（4，4，

5，5-tetramethyl-1，3，2-dioxaborolan-2-yl）styryl）-1-pyridine）。利用紫外-可见吸收光谱技术和荧光光谱技术研究

了探针PY-BE对H2O2的特异性识别。结果表明，该探针可选择性地对H2O2作出比率荧光响应，荧光发射从430 nm

红移至 510 nm，且荧光强度比值（I510 nm/I430 nm）与 H2O2浓度在 0 μmol/L~100 μmol/L 范围内呈现良好的线性关系，检

出限为 1.54 μmol/L。同时，反应过程中溶液的荧光在 365 nm 紫外灯下发生了明显的颜色变化。基于此，利用智能

手机辅助构建了准确检测 H2O2含量的可视化传感平台，线性检测范围为 0~70 μmol/L，检出限为 2.37 μmol/L，并成

功应用于实际水样中H2O2的加标回收检测，在环境分析方面具有应用潜力。
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Abstract: Hydrogen peroxide (H2O2), as a common peroxide, is widely used in medical, environmental and industrial field. A ratio‐

metric fluorescent probe PY-BE (1-methyl-4- (4- (4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)styryl) -1-pyridine) was successfully 

synthesized for detection of H2O2, using pyridine-styrene structure as fluorophore and borate as recognition group. The specific rec‐

ognition of PY-BE toward H2O2 was investigated by UV-vis absorption spectrometry and fluorescence spectrometry. The results 

show that PY-BE can selectively respond to H2O2 with a ratiomatric fluorescence response, and the emission red-shifted from 430 

nm to 510 nm. The fluorescence intensity ratio (I510 nm / I430 nm) shows a good linear relationship with the concentration of H2O2 in the 

range of 0 μmol/L-100 μmol/L, and the detection limit is 1.54 μmol/L. Meanwhile, the fluorescence of the solution during the reac‐

tion has a significant color change under the 365 nm UV lamp. Based on this, a visual sensing platform for accurate detection of 

H2O2 was constructed with the assistance of a smartphone. The linear detection range is 0 μmol/L-70 μmol/L, with the detection limit 

of 2.37 μmol/L. It has been successfully applied to the labeling recovery detection of H2O2 in actual water samples, which has great 

application potential in environment analysis.
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0 引言 

过氧化氢（H2O2）是一种重要的氧化剂，在

日常生活中常被用于消毒、治疗、漂白、水污染

控制等，为人类的健康提供了必要保障［1-6］。正

常情况下，H2O2 易分解，无法长期存在，但若过

量使用或对其处理不当，会造成严重的环境污

染和生物毒性，世界卫生组织国际癌症研究机

构于 2017 年公布了一份致癌物清单，H2O2 是其

中的一种。此外，H2O2 是生物体内一类重要的

活性氧物种（ROS），参与调控多种生理和病理

过程［7-9］。当生物体内的 H2O2 含量异常时，会

对机体造成损伤，易诱发如癌症、神经退行性

疾病、动脉粥样硬化等多种疾病［10-13］。因此，

迫切需要开发具有高灵敏度特异性检测 H2O2

的方法，对于环境监测以及生物医学研究具有

重要的意义。

近年来，据文献报道已建立了多种检测

H2O2 的方法，如电化学分析法、分光光度法、色

谱法等［14-17］，但这些方法普遍需要借助大型仪

器且存在灵敏度低、操作繁琐、检测成本较高、

较难进行现场分析等缺陷。相比之下，基于小

分子荧光探针的荧光分析方法凭借高灵敏性、

非侵入性和实时原位检测等优势，已成为特异

性识别生物体内各种活性物质的强有力手段，

在生物医学研究和环境监测分析方面不可或

缺［7-8 ，13］。目前，在已开发的选择性识别 H2O2

的小分子荧光探针中，基于识别基团的不同可

大致分为硼酸（酯）型［13 ，18］、苯甲酰基型［19-20］、

磺酸盐基型［21］、乙酰基型［22-23］、甲基腈型［24］、

基于氧化硒型［25］、基于 Payne/Dakin 反应型［26］

等，极大地推动了对 H2O2 的生物学功能及其参

与相关疾病发生发展的深入理解。但这些探针

大多是基于单一荧光发射检测，易受到微环境

和仪器参数等外部条件的干扰［18 ，27-28］。相反，

比率荧光探针可通过测量不同发射的比值，有

效地避免上述外部因素的干扰，进而能够实现

在 复 杂 环 境 中 对 目 标 物 的 高 灵 敏 准 确 检

测［9 ，29-31］。一般而言，比率型荧光探针与分析

物反应后在紫外灯下具有明显的颜色变化，但

仅依靠肉眼进行区分，其准确性和灵敏度会受

到限制。而通过智能手机拍摄采集图片，建立

分析物浓度与图片色度值之间的线性关系，可

有效区分细微的颜色变化，提高数据测量的准

确性和灵敏度，同时有望实现对分析物的现场

和实时监测［32］。例如，Peng 等［22］基于分子内

电荷转移（ICT）机理，在二氰基异佛尔酮骨架

上引入了不同的电子供体取代基合成了能够灵

敏检测 H2O2 的探针。利用智能手机 RGB（红

Red，绿 Green， 蓝 Blue）分析仪实现了牛奶样品

中 H2O2 的比色荧光双信号检测。Bhosle 等［32］

基于苯并噻唑衍生物构建了“ turn-on 型”H2O2

荧光探针，以薄层色谱板（TLC 板）为平台，通

过智能手机图像采集系统，实现了固相中 H2O2

的定量检测。然而据我们所知，目前基于智能

手机辅助检测 H2O2 含量的方法仍然极其有限。

故此，发展具有选择性好、灵敏度高的比率荧

光探针，构建智能手机辅助的可视化检测 H2O2

平台具有重要意义和实际应用价值。

本文合成了一种具有比率荧光发射特性的

探针 PY--BE 用于 H2O2 的检测（图 1）。 PY--BE

以吡啶 -苯乙烯骨架为荧光母体结构，硼酸酯

为 H2O2 识别位点。该探针本身在 430 nm 处具

有蓝色发射；与 H2O2 反应后，红移至 510 nm，呈

现明显的比率发射荧光特性和荧光颜色变化。

进一步借助智能手机建立了一种新型可视化

H2O2 传感平台，成功实现了对实际水样中 H2O2

的检测，为基于智能手机实现便携式环境检测

提供了新思路。

1 实验部分 

1.1　试剂与仪器　

1，4-二甲基吡啶碘化物和 4-甲酰基苯硼酸

频哪醇酯均购于阿拉丁试剂公司。实验过程中

所使用的其余化学试剂均为市售分析纯，使用

时未进一步处理。蒸馏水经超纯化系统处理后

使用。

紫外 -可见光谱利用 TU-1901 双光束紫外

可见分光光度计（北京普析通用仪器有限责任

公司，中国）上得到；使用 FLS920 爱丁堡荧光

光谱仪（爱丁堡仪器公司，英国）对荧光光谱进

行测定；利用 Bruker AVANCE Ⅲ 600 MHz 超导

核磁共振波谱仪（布鲁克公司，瑞士）以及 Ther‑
mo Scientific Q Exactive 组合型四级杆 Orbitrap
质谱仪（赛默飞世尔科技公司，美国）对化合物
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结 构 进 行 表 征 。 荧 光 图 像 通 过 使 用 紫 外 灯

（365 nm） 和智能手机（iphone 12）收集。图像

的 RGB 及 HSL（色调 Hue，饱和度 Saturation，亮
度 Lightness）数值利用“颜色提取”软件提取。

1.2　探针的合成与表征　

PY--BE 的合成路线如图 2 所示。

首先将 1， 4-二甲基吡啶碘化物（化合物 1，

0.009 2 g，0.039 mmol）和 4-甲酰基苯硼酸频哪

醇酯（化合物 2，0.009 3 g，0.038 mmol）分别溶

于 1 mL 的乙醇溶液中，配置成 40 mmol/L 的溶

液。使用前稀释至 80 μmol/L。在室温下缓慢

加入 1， 4-二甲基吡啶碘化物（化合物 1，2 mL， 
80 μmol/L），4-甲酰基苯硼酸频哪醇酯（化合物

2，2 mL， 80 μmol/L）和吡咯烷（10 μL）。65 ℃
搅拌条件下反应 24 h 后，以水和乙腈的梯度溶

液为洗脱剂利用柱色谱法分理出目标产物，在

低压旋转蒸发器中蒸干有机溶剂，真空干燥得

到 黄 色 固 体 为 目 标 产 物 12.0 mg，产 率 为

68.5%。 1H NMR （400 MHz， DMSO-d6） δ 8.90 
（d， J = 6.9 Hz， 2H）， 8.27 （d， J = 6.9 Hz， 
2H）， 8.04 （d， J = 16.4 Hz， 1H）， 7.77 （s， 
4H）， 7.64 （s， 1H）， 4.29 （s， 3H）， 1.31 （s， 
11H）； 13C NMR （101 MHz， DMSO-d6） δ 
145.53， 140.42， 135.35， 127.77， 124.79， 
124.11， 84.24， 39.92， 25.05.； HR-MS， m/z：理
论 值 C20H25BNO2

+ ［M+H］+ ，m/z=322.200 0，
实测值：［M+H］+，m/z=322.197 6。
1. 3　光谱性能的测定　

1.3.1　探针PY--BE母液的配置　

以二甲基亚砜（DMSO）为溶剂，将准确称

量的 PY--BE 固体溶于其中，配置 PY--BE 母液浓

度为 1 mmol/L。

图1　PY--BE的结构及其对H2O2的检测机理

Fig.  1　The structure of PY-BE and its detection mechanism towards H2O2

图2　探针PY--BE的合成路线

Fig.  2　Synthesis route of probe PY-BE
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1.3.2　分析测试物的配置　

H2O2 溶液（10 mmol/L）使用去离子水稀释

体积百分数为 30% 的 H2O2 溶液制备；ONOO-

的制备参考文献［33］，利用其在紫外-可见光谱

302 nm 处的吸光度值确定其浓度（摩尔吸光系

数=1 670 L·mol-1·cm-1）；用去离子水稀释 Na‑
ClO（含体积分数 6% ~ 14% 活性氯）溶液制得

次氯酸根离子（ClO -）储备液，其浓度利用 292 
nm 处的吸光度值经计算确定（摩尔吸光系数=
350 L·mol-1·cm-1）；将硝普钠溶于去离子水制

得一氧化氮（NO）储备液（10 mmol/L）；其他各

种阴、阳离子和生物硫醇均将相应化学药品溶

于去离子水中制为 10 mmol/L 的储备液。

1.3.3　PY--BE的光谱性质测定　

光 谱 性 能 测 试 在 2 mL 磷 酸 盐 缓 冲 液

（Phosphate Buffered Saline，PBS， pH=7.4）体系

中进行。将 10 μL 的 PY--BE 母液（1 mmol/L）
加入该测试体系中，混合均匀后加入不同浓度

的 H2O2（0 ~ 500 μmol/L）溶 液 ，室 温 反 应 30 
min 后，分别测量其紫外-可见吸收光谱及荧光

光谱。选择性实验也在上述同样的体系中进

行，分析物终浓度为 500 μmol/L。pH 影响的荧

光光谱实验中所选 pH 范围为 pH 3.0 ~ 10.0。
荧光光谱实验中激发波长均为 375 nm，激发和

发射狭缝均为 2.5 nm。

1.4　智能手机拍照　

1.4.1　标准曲线的建立　

取探针 PY--BE 母液（1 mmol/L）10 μL 加入

2 mL PBS（pH 7.4）中，混合均匀后，加入不同

浓度的 H2O2，在室温下反应 30 min；随后于 365 

nm 紫外灯下利用智能手机（iphone 12）拍摄不

同浓度 H2O2 下的荧光照片；利用“颜色提取”软

件对所拍摄的照片进行识别，将颜色转换为对

应的 RGB 以及 HLS；最后选择 H/H0（H0 为 H2O2

含量为 0 时的 H 值）作为参数建立对 H2O2 进行

定量检测的标准曲线。

1.4.2　定量检测不同水样中的H2O2含量　

将该检测平台应用于去离子水、自来水以及

地表水（山西大学令德湖水）中 H2O2 含量的检

测。将取回的自来水以及地表水静置一段时间

后用 0.22 μm 的滤膜过滤，随后利用 pH 计调节水

样的 pH 值为 7.4 以此得到处理过的水样备用。

取 10 μL 的 PY--BE 母液（1 mmol/L）加入 2 mL 处

理过的水样中。混合均匀后，分别加入 5、20、
40、70 μmol/L 的 H2O2 溶液，室温下反应 30 min，
利用上述拍照识别的方法计算回收率。

2 结果与讨论 

2.1　探针PY--BE对H2O2的光谱响应研究　

首先，我们在 PBS（pH 7.4）的体系中研究

了 PY--BE 在与 H2O2 反应前后的紫外-可见以及

荧光光谱图。如图 3（a）所示，探针本身的最大

吸收峰在 350 nm；与 H2O2 反应后，吸收峰红移

至 370 nm。此外，如图 3（b）所示，探针 PY--BE
在与 H2O2 反应后，430 nm 处的发射峰降低，同

时 510 nm 处的发射峰明显增强。这一现象说

明探针 PY--BE 可以与 H2O2 发生反应，并通过发

射光谱的比率响应来检测 H2O2。

2.2　探针PY--BE对H2O2的响应时间研究　

接下来，我们进行了 PY-BE 对 H2O2 的反应

图3　PY--BE（5 μmol/L）在PBS（pH 7. 4）中与H2O2（500 μmol/L）反应前后吸收光谱图（a）及荧光光谱图（b）
Fig.  3　(a) Absorption spectra and (b) fluorescence spectra of PY-BE (5 μmol/L) in the absence and presence of H2O2 (500 μmol/L) 

in PBS (pH 7. 4)
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时间研究。如图 4（a）所示，当加入 H2O2 后，探

针本身在 430 nm 处的荧光发射随反应时间延

长逐渐降低，而 510 nm 处荧光发射不断增强，

且在 30 min 后达到最大值并基本保持稳定。探

针荧光强度比 I510 nm/I430 nm 随时间变化如图 4（b）
所示，荧光强度比值在加入 H2O2 后逐渐变大，

在反应 30 min 后基本保持不变，表明 PY-BE 与

H2O2 在 30 min 时即反应完全。

2.3　探针PY--BE对H2O2的荧光滴定研究　

随后，我们进行了 PY--BE 与 H2O2 反应的荧

光滴定实验。如图 5（a）所示，PY--BE 在 430 nm
处的荧光强度随着 H2O2 浓度的逐渐增加而降

低，同时在 510 nm 处的发射峰其荧光强度随着

H2O2 浓度的增加而逐渐增强。随着 H2O2 浓度的

增加，荧光强度比 I510 nm/I430 nm 的变化如图 5（b）所

示，当 H2O2 的浓度范围为 0 ~ 100 μmol/L 时，荧

光强度比 I510 nm/I430 nm 与 H2O2 浓度具有良好的线

性关系（I510 nm/I430 nm = 0.041 9 c （H2O2）+0.966 3，
R2=0.993 0）；此 外 ，通 过 计 算 得 到 PY--BE 对

H2O2 浓度的检出限为 1.54 μmol/L （LOD=3σ/
k）。以上结果表明，探针 PY--BE 可以实现对

H2O2 的高灵敏定量检测。

2. 4　探针PY--BE对H2O2的选择性研究　

为了考察探针 PY--BE 对 H2O2 的特异性响

应能力，选取了一系列常见的分析物进行了选

择 性 实 验 。 这 些 分 析 物 包 括 活 性 氮（NO、

NO2
-、ONOO -）、活性氧（ClO -）、活性硫（Cys、

GSH、Hcy、S2O3
2 -、S 2 -、SO4

2 -）、各 种 阳 离 子

图4　PY--BE（5 μmol/L）与H2O2（500 μmol/L）反应随时间变化的荧光光谱图（a）和荧光强度比 I510 nm/I430 nm随时间变化曲线图（b）
Fig.  4　Fluorescence spectra (a) and the fluorescence ratio (I510 nm/I430 nm) (b) of PY-BE (5 μmol/L) with H2O2 (500 μmol/L) for 

different time periods

图5　PY--BE对H2O2的荧光光谱响应

（a）PY--BE（5 μmol/L）与不同浓度H2O2在PBS（pH 7. 4）中反应的荧光滴定光谱图；（b）PY--BE的荧光强度比

（I510 nm/I430 nm）与H2O2浓度（0 ~ 100 μmol/L）的线性关系图

Fig.  5　Fluorescence spectra of PY-BE in response to H2O2

(a) Fluorescence response of PY-BE (5 μmol/L) to various concentrations of H2O2 in PBS (pH 7. 4); (b) The linear relationship 

between fluorscence ratio (I510 nm/I430 nm) changes and H2O2 concentration in the range of 0 μmol/L-100 μmol/L
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（Na+ 、K+ 、Cu2+ 、Ba2+ 、Cd2+ 、Zn2+ 、Co2+ 、Fe2+ 、

Ca2+）以及阴离子（Cl -、Br -、CO3
2 -、H2PO4

-）。

在相同体系中，将探针 PY--BE 分别与以上各种

分析物在室温下反应 30 min 后进行检测。如图

6 所示，只有在与 H2O2 反应后，探针的荧光强度

比 I510 nm/I430 nm 出现了显著变化；而加入其他分析

物后，该荧光强度比值几乎没有明显变化。上

述结果表明，探针 PY--BE 对 H2O2 具有良好的选

择性，可以在复杂的生物环境中特异性检测

H2O2。

2.5　pH对探针PY--BE与H2O2响应影响的研究　

接下来，我们探究了不同 pH 对 PY--BE 对

H2O2响应的影响。如图 7 所示，在 pH 为 3.0~10.0
的范围内，探针本身的荧光强度比 I510 nm/I430 nm几乎

没有变化；当加入 H2O2 并反应 30 min 后，在 pH 
7.0~10.0 的范围内荧光强度比 I510 nm/I430 nm 明显升

高；且在 pH为 7.4时达到最大，这表明该探针非常

适用于检测生理环境中H2O2的变化。

2.6　响应机理　

H2O2 可以与芳基硼酸类化合物反应形成不

稳定的带负电荷的硼酸盐络合物，经分子内重

排以及水解后生成酚类化合物和硼酸［13］。通

过对比 PY--BE 与 H2O2 反应前后的荧光光谱图，

我们推测 H2O2 与 PY--BE 作用后发生重排水解

反应，得到产物 PY-OH（图 1）。为证实这一推

测，我们利用高分辨质谱对 PY--BE 以及 PY--BE

与 H2O2 反应后的溶液进行了分析。如图 8，在
m/z=322. 197 6 处，PY--BE 存在较强的分子离

图7　PY--BE（5 μmol/L）与H2O2（500 μmol/L）反应的荧光

强度比 I510 nm/I430 nm随pH的变化

Fig.  7　The pH effect on the fluorscence ratio changes

(I510 nm/I430 nm ) of PY-BE (5 μmol/L) in the absence and presence 

of H2O2 (500 μmol/L) in PBS with various pH values, respectively

图6　PY--BE（5 μmol/L） 与H2O2或其他分析物（500 μmol/L） 
反应后的荧光强度比 （I510 nm/I430 nm）

Fig.  6　Fluorescence ratio changes (I510 nm/I430 nm) of PY-BE 

(5 μmol/L) toward H2O2 or various species (500 μmol/L)

图8　PY--BE（a）及其与H2O2反应后（b）的高分辨质谱图

Fig.  8　The HR-MS of PY-BE (a) and PY-BE reacted with H2O2 (b)
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子峰，这与 PY--BE 的分子量（322. 240 0）基本保

持一致。而与 H2O2 反应后在 m/z=212. 107 2 处

存在较强的分子离子峰，与推测产物 PY-OH
（［M+H］+ ，m/z=212. 110 0）相对应。以上结

果证实 H2O2 可以与 PY--BE 络合经重排和水解

后生成产物 PY-OH。

2.7　智能手机拍照标准曲线的建立　

由上述光谱实验可知，在 365 nm 紫外灯下，

探针 PY--BE 与不同浓度 H2O2 反应后的溶液颜色

由淡蓝色变为绿色（图 9 插图）。基于此，可利用

智能手机辅助建立准确测量 H2O2 浓度的可视化

平台。如图 9 所示，当 H2O2 的浓度位于 0 ~
70 μmol/L 时，色相比值（H/H0）与 H2O2 的浓度呈

现良好的线性关系（H/H0= -0.003 1 c （H2O2） + 
1.011 6，R2=0.997 2），LOD 为 2.37 μmol/L。以上

结果充分说明了利用智能手机辅助传感平台能够

快速、灵敏地实现 H2O2 的可视化检测，显著提高

了 H2O2 检测的效率。

2.8　智能手机拍照法在实际水样中的应用　

随后，为了评价所构建的可视化平台的适用性，

我们利用加标回收法将其应用于去离子水、自来

水以及地表水（山西大学令德湖水）中H2O2含量的

检测。检测结果如表 1 所示。BY--PE 对H2O2的检

测回收率为 96.36% ~ 105.99%，相对标准偏差

（RSD）为 0.12% ~ 5.99%。良好的回收率表明我

们利用智能手机辅助构建的这一传感平台在实际

样品分析中具有潜在的适用性。

3 结论 

本文以苯乙烯为荧光团母体结构，苯硼酸

酯为识别基团合成了一种用于检测 H2O2 的比

率型荧光探针 PY--BE。研究了探针 PY--BE 对

H2O2 的特异性识别性能。结果表明，探针 PY--

BE 对 H2O2 具有比率响应特性以及高选择性和

灵敏度，检出限为 1.54 μmol/L。此外，利用智

能手机辅助建立了可以准确测量 H2O2 浓度的

可视化平台，检出限为 2.37 μmol/L。最后将其

应用于实际水样中 H2O2 的加标检测，获得满意

的回收率，表明该探针在环境中 H2O2 的检测方

面具有潜在的应用价值。
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