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Хлорноватистая кислота (HOCl) играет роль в иммунных (воспалительных) реакциях не только при
защите организма от патогенов, но и в силу высокой реакционной способности провоцирует разви-
тие и осложнение многих заболеваний. Актуальная задача – разработка высокочувствительных и
избирательных по отношению к HOCl биосенсоров, включая флуоресцентные зонды. Тем не менее
регистрация образования HOCl в биологических объектах сопряжена с рядом трудностей. Так, не-
стабильность используемых в настоящее время зондов или их цитотоксичность, а также возбужде-
ние флуоресценции в ультрафиолетовой области спектра или в полосах поглощения основных кле-
точных белков делают поиск новых хемосенсоров актуальной задачей на протяжении многих лет. В
данном обзоре рассмотрены вопросы классификации малых молекулярных зондов для регистрации
HOCl в биологических системах, а также обобщены результаты разработки хемосенсоров. Особое
внимание уделено достижениям в этой области за 2016–2021 гг. Сформулирован ряд проблем, каса-
ющихся конструирования и применения малых молекулярных зондов. Ввиду отсутствия “золотого
стандарта” среди хемосенсоров HOCl, что связано в том числе с коммерческой недоступностью ли-
бо сложными методами синтеза новых сенсоров, даны рекомендации по области применения упо-
мянутых хемосенсоров. Обозначены тенденции в разработке флуоресцентных хемосенсоров для
визуализации продукции HOCl в живых клетках.
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ВВЕДЕНИЕ
Активные формы кислорода (АФК), азота

(АФА) и галогенов (АФГ), вырабатываемые жи-
выми организмами, необходимы для обеспече-
ния различных биологических функций: межкле-
точного взаимодействия, внутриклеточной пере-
дачи сигналов, модуляции артериального
давления, контроля иммунной системы, фагоци-
тоза, регуляции активности ферментов и факто-
ров транскрипции, синтеза биологических соеди-
нений, процессов метаболизма и др. [1, 2]. Одна-
ко в силу высокой реакционной способности
данные соединения, модифицируя биологически
важные молекулы (нуклеиновые кислоты, белки,
липиды и др.), также вовлечены в патологические
процессы, такие как старение, диабет, нейродеге-
неративные и сердечно-сосудистые заболевания,
рак, катаракта, ревматоидный артрит, воспаление,
ишемические и постишемические патологии [3].
Среди АФГ хлорноватистая кислота (HOCl), выра-
батываемая миелопероксидазой (MPO, КФ
1.11.2.2) – ферментом, содержащимся в основном
в азурофильных гранулах нейтрофилов, в мень-
шем количестве в моноцитах, – участвует в реак-
циях как окисления, так и хлорирования и играет
особую роль в защите организма от внешних па-
тогенов [4, 5]. Стоит отметить, что значение рКa
HOCl составляет 7.5, т.е. при физиологическом
рН практически равные концентрации HOCl и
OCl– содержатся в водной среде, поэтому здесь и
далее под HOCl подразумевается смесь этих форм
(HOCl/OCl–) [6]. Повышение концентрации
MPO в плазме крови, избыточное образование
HOCl и хлорированных продуктов приводят к по-
вреждению собственных клеток и тканей организ-
ма. Многие воспалительные заболевания (напри-
мер, сердечно-сосудистые, нейродегенеративные,
атеросклероз, васкулит, фиброз, ревматоидный
артрит, некоторые виды рака и др.) сопровождают-
ся повышением количества и/или активности
MPO, ростом продукции HOCl и, как следствие,
выявлением в биологических жидкостях пациен-
тов с данными патологиями так называемых мар-

керов галогенирующего стресса (3-хлортирозина,
5-хлорурацила, α-хлоральдегидов, хлорирован-
ных белков и др.) [6, 7]. Ввиду исключительной
роли HOCl как в защите организма от патогенов,
так и в развитии патологий, исследование кине-
тики образования HOCl, ее локализации, меха-
низмов регуляции активности MPO, выявление
вклада MPO в развитие заболеваний – важные не
только фундаментальные, но и прикладные зада-
чи, направленные на профилактику, диагностику
и контроль за лечением заболеваний, ассоцииро-
ванных с воспалением.

Регистрация HOCl сопряжена с рядом трудно-
стей. HOCl обладает высокой реакционной спо-
собностью и малым временем жизни в биологи-
ческих средах. Так, константа скорости реакции
HOCl с аминокислотами цистеином и метиони-
ном превышает 107 М−1 с−1, а с гистидином, тау-
рином, α-аминогруппами – более 105 М−1 с−1 [8].
Также возможны реакции и с другими мишенями
(NH2-группами “полярных головок” фосфатидил-
этаноламина и фосфатидилсерина, ДНК,
двойными связями в белках и липидах), однако
они вряд ли будут играть решающую роль из-за
более низких скоростей реакции. Более того, фа-
гоциты генерируют также целый ряд других высо-
кореакционных соединений: АФК (  H2O2,
1O2, •OH, ROO• и др.), АФА (•NO, ONOOˉ, 
•NO2 и др.), а также АФГ (помимо HOCl может
образовываться HOBr, хлор-, бромамины и др.)
[3, 9]. Учитывая все это, становится ясным, что
для регистрации продукции HOCl в биологиче-
ских системах необходимы надежные, чувстви-
тельные и селективные инструменты обнаружения,
имеющие высокое пространственное и временное
разрешение. Таким мощным инструментом, соче-
тающим простоту манипуляций и доступность, вы-
ступает флуоресцентный анализ на основе синте-
тических зондов (хемосенсоров) [10, 11]. Несмот-
ря на то, что в последние годы разработано
множество хемосенсоров, способных регистри-
ровать HOCl и другие АФК, АФГ и АФА, такие
недостатки, как низкая стабильность, отсутствие
специфичности их реакций с окислителями или
сильное влияние восстановителей, а также цито-
токсичность делают поиск новых флуоресцент-
ных зондов, способных регистрировать HOCl в
биологических системах, по-прежнему актуаль-
ным направлением.

Большинство экспериментальных исследова-
ний и аналитических обзоров, посвященных дан-
ной тематике, сфокусированы на физико-хими-
ческих аспектах взаимодействия зондов с HOCl в
бесклеточной среде, а также перспективах разра-
ботки новых зондов [10–14]. Меньше внимания
уделено применению этих зондов для регистра-
ции HOCl в клеточных средах. Ввиду того, что ко-

2O ,−i

2NO ,−
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нечная цель разработки сенсоров – изучение
вклада HOCl в физиологические и патофизиоло-
гические процессы, скрининг лекарственных
препаратов, а также прогнозирование и диагно-
стика заболеваний, крайне важны исследования
возможности использования этих веществ в си-
стемах клеток/тканей/организма. В данном обзо-
ре собрана информация о наиболее перспектив-
ных малых молекулярных флуоресцентных зон-
дах, предназначенных для регистрации HOCl в
клеточных системах. Отметим также, что некото-
рые вопросы применения наночастиц и квантовых
точек для регистрации HOCl приведены в работах
[15–17] и не будут затронуты в данном обзоре.

ТИПЫ МОЛЕКУЛЯРНЫХ 
ФЛУОРЕСЦЕНТНЫХ ЗОНДОВ 

ДЛЯ РЕГИСТРАЦИИ HOCl
Выбор флуоресцентного зонда зависит от це-

лей исследования, а чувствительность и избира-
тельность зонда по отношению к аналиту (веще-
ству, содержание которого требуется оценить, в
нашем случае – HOCl) – зачастую определяющие
факторы выбора сенсора. В качестве количе-
ственной меры чувствительности зонда к HOCl
чаще всего используют предел обнаружения (ПО)
[18]. Математическое выражение для расчета ПО
выглядит так: 

ПО = 3σ/k,
где σ – стандартное отклонение интенсивности
флуоресценции раствора зонда в отсутствие HOCl,
k – тангенс угла наклона калибровочной кривой
зависимости интенсивности флуоресценции от

концентрации HOCl [19]. Под избирательностью
понимают предпочтительное взаимодействие зон-
да с HOCl по сравнению с прочими соединениями.
Чаще всего в экспериментальных статьях чувстви-
тельным зонд признают в случае, когда изменение
интенсивности его флуоресценции при действии
HOCl значительно больше, чем при действии
других присутствующих высокореакционных
соединений. Чувствительность и избиратель-
ность зонда могут ограничивать как используе-
мый химический механизм преобразования сен-
сора, так и тип преобразования флуоресцентно-
го ответа или использование конкретных
флуорофоров.

Классификация зондов по сайтам реакции

Разработка флуоресцентных зондов для реги-
страции HOCl основана на окислительно-восста-
новительных реакциях или реакциях замещения
между HOCl и хемосенсором. Примеры некото-
рых основных реакций HOCl с функциональны-
ми группами флуоресцентных зондов представ-
лены на рис. 1:

1) серосодержащие соединения окисляются
под воздействием HOCl с образованием сульфо-
натов, дисульфидов или сульфоксидов, селен- и
теллур-содержащие – до селен- и теллуроксидов
соответственно (рис. 1, 1) [20];

2) производные оксима окисляются HOCl до
альдегидов (рис. 1, 2) [21, 22];

3) гидразины и амиды хлорируются под дей-
ствием HOCl с последующим гидролизом в вод-

Рис. 1. Механизмы взаимодействия хемосенсоров с HOCl (R – флуорофор). Реакция HOCl: 1 – с X-содержащими со-
единениями (X = S, Se, Te; R' = H или алкил); 2 – с производными оксима; 3 – с гидразинами и амидами (R' = NH2);
4 – с Cu(I)-содержащими соединениями; 5 – с ненасыщенной углерод-углеродной связью; 6 – с производными п-меток-
сифенола (Х = О) и п-аминофенола (X = NR', R' = H или алкил). Адаптировано по данным работ [16, 22].

R
S

R' R S O−
O

O
R

S
S

R

R
X

R' R
X

R'

O

R N
OH

R O

H

R N
H

H
N R2

O

O
R OH

O

R2 OH

O

R R'

O

R OH

O

HOCl

HOCl

+

HOCl

HOCl +

HOCl

1

2

3

R + Cu(I) HOCl R−Cu(II)4

R
R2 HOCl

R O +R2 O5

XH

O
R

X

O

HOCl +  R−OH6



418

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 4  2022

РЕУТ и др.

ной среде и образованием карбонильных соеди-
нений (рис. 1, 3) [16, 22];

4) Cu(I) и другие металл-содержащие соедине-
ния окисляются под действием HOCl (рис. 1, 4),
на основе реакций такого типа для косвенного
обнаружения HOCl разработаны хемосенсоры,
чувствительные, например, к Cu(II) [22];

5) ненасыщенные углерод-углеродные связи
(–НС=СН–) подвергаются реакции электро-
фильного присоединения HOCl с образованием
изомеров хлоргидринов [6] и дальнейшему окис-
лению до более стабильных нехлорированных
карбонильных соединений (рис. 1, 5) [22];

6) производные п-метоксифенола и п-амино-
фенола окисляются HOCl с высвобождением
бензохинона и бензохинонимина соответственно
(рис. 1, 6) [16, 22, 23].

Классификация зондов по типу 
флуоресцентного ответа

Для регистрации HOCl важны флуоресцент-
ные свойства используемых зондов. Так, в ре-
зультате взаимодействия сенсора с аналитом ин-
тенсивность его флуоресценции может изменять-
ся следующим образом:

1) уменьшаться, такой тип зондов упоминает-
ся в литературе под названиями “turn-off” [10],
“on-off” [16], “negative” [24] (т.е. “выключения”,
“отрицательные”);

2) увеличиваться, такой тип зондов именуется
“turn-on” [13], “off-on” [16, 25], “positive” [24] (т.е.
“включения”, “положительные”);

3) убывать на одной и возрастать на другой
длине волны испускания или возбуждения флуо-
ресценции, наиболее часто встречаемое наиме-
нование таких зондов – “ratiometric” [16], реже

“switch” (т.е. “ратиометрические” или “переклю-
чения”).

Исторически первым появившимся типом хе-
мосенсоров были зонды “выключения”. Такие
молекулярные зонды обладают собственной флу-
оресценцией и теряют свои флуоресцентные
свойства при взаимодействии с HOCl (рис. 2а, 1).
Если хемосенсор не флуоресцирует или интен-
сивность флуоресценции крайне мала, а образу-
ющийся в результате реакции с HOCl продукт об-
ладает флуоресценцией, интенсивность которой
в разы превышает фоновый уровень, то его относят
к типу “включения” (рис. 2а, 2.1). “Включение”
зонда может происходить при непосредственном
окислении до флуоресцирующего продукта либо за
счет высвобождения заблокированного флуорофо-
ра. Возможна ситуация, когда зонд первоначально
нужно “активировать”, а уже затем при реакции с
аналитом он переходит во флуоресцирующую
форму – такая система получила название “двой-
ного замка” (рис. 2а, 2.2) [26]. Если при взаимо-
действии с HOCl происходит сдвиг спектрально-
го диапазона в спектрах возбуждения или испус-
кания, то такие зонды относятся к типу
“переключения” (рис. 2а, 3). Наиболее часто зон-
ды “переключения” характеризуются изменения-
ми в спектрах испускания.

Вместе с указанием типа датчика говорят и о
механизме (если он установлен) изменения его
флуоресцентных свойств: флуоресцентный резо-
нансный перенос энергии (FRET), фотоиндуци-
рованный перенос электронов (PET), внутримо-
лекулярный перенос заряда (ICT) или внутримо-
лекулярный перенос протонов в возбужденном
состоянии (ESIPT, рис. 2б) [27].

FRET – явление безылучательной передачи
энергии от донора “Д” к акцептору “A” (рис. 2б)
за счет дальнодействующих диполь-дипольных

Рис. 2. Типы и механизмы флуоресцентного ответа датчиков. (а) – Общий вид типов флуоресцентного ответа: 1 – “вы-
ключения”, 2.1 – “включения”, 2.2 – “двойного замка”, 3 – “переключения”; (б) – механизмы изменения флуорес-
центного ответа: 1.1 – FRET выкл, 1.2 – FRET вкл, 2.1 – a-PET, 2.2 – д-PET, 3 – ICT, 4 – ESIPT. “Ф” – флуорофор,
“Д” – донор, “А” – акцептор. С изменениями и дополнениями из работы P. Gao et al. [27]. Пояснения см. в тексте.
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взаимодействий. Эффективность FRET сильно
зависит от степени перекрытия спектров погло-
щения (возбуждения) “A” и испускания “Д”.
Процесс FRET до взаимодействия хемосенсора с
HOCl может быть как активным с последующей
инактивацией (FRET выкл – рис. 2б, 1.1), так и
заблокированным с последующей активацией
(FRET вкл – рис. 2б, 1.2). Зонды, сконструиро-
ванные по принципу FRET, могут относиться ко
всем трем типам (“включения”, “выключения” и
“переключения”), однако чаще всего использу-
ются в качестве зондов “переключения”, где и
“Д”, и “А” выступают флуорофорами [27, 28]. В
последние годы чаще стали появляться сведения
о новом механизме передачи энергии между “Д”
и “А”, аналогичном FRET, но лишенном некото-
рых его недостатков: не требуется эффективное
перекрытие спектров испускания “Д” и поглоще-
ния “А”, эффективность переноса не зависит
значительно от расстояния между “Д” и “А”, за
счет чего возрастает скорость безызлучательной
передачи энергии, и наблюдается большой псев-
достоксов сдвиг. Предполагается, что процесс пе-
редачи энергии идет через электронно-сопря-
женный жесткий линкер π-системы (фенильные
остатки, ацетилен, оксидазольный компонент) и
называется передачей энергии через связь
(through bond energy transfer, TBET), хотя сам ме-
ханизм еще не вполне изучен. Подробнее с этим
механизмом и зондами на его основе можно озна-
комиться, например, в обзоре Cao et al. [29].

PET – явление фотоиндуцированного перено-
са электронов, часто используемое при проекти-
ровании зондов типа “включения”. Зонды, в осно-
ве которых используется механизм PET, можно раз-
делить на а-PET и д-PET. a-PET представляет собой
процесс переноса электронов от возбужденного
флуорофора “Ф” к электронно-дефицитному “A”
(рис. 2б, 2.1), что вызывает тушение флуоресцен-
ции “Ф” и называется окислительным PET.
д-PET представляет собой перенос электронов от
“Д” к возбужденному “Ф” (рис. 2б, 2.2) и вызыва-
ет восстановление “Ф”, а также тушение флуо-
ресценции и называется восстановительным
PET. При реакции зонда с HOCl происходит сме-
щение энергетических уровней “Д” и “А” относи-
тельно друг друга (для д-PET – “Д” и “Ф”, для
a-PET – “А” и “Ф”), что приводит к блокировке
процесса PET и увеличению интенсивности флуо-
ресценции [27, 28].

Зонды, работающие по принципу ICT, в соста-
ве одной молекулы содержат “Д” и “A” электро-
нов на разных концах от “Ф” (рис. 2б, 3). Сам
флуорофор также может быть использован в ка-
честве “Д” или “А”. Возбужденное состояние
зонда обладает большим дипольным моментом
по сравнению с основным состоянием. Пере-
стройка сольватной оболочки приводит к сбли-
жению уровней энергии основного и возбужден-

ного состояний и флуоресценции с длиной волны
значительно большей, чем у возбуждающего из-
лучения. При реакции зонда с HOCl нарушается
первоначальное распределение электронной
плотности сенсора, что служит причиной изме-
нения эффективности процесса ICT. Уменьше-
ние эффективности ICT приводит к сдвигу в
синюю область спектра испускания флуоресцен-
ции, и наоборот, возрастание эффективности
ICT способствует сдвигу в красную область
спектра флуоресценции. На основе ICT чаще все-
го проектируют зонды типа “включения” и “пе-
реключения” [27, 28].

ESIPT относится к явлению переноса атомов
водорода (в основном от гидроксильных или ами-
ногрупп) от “Ф” к соседним гетероатомам (в ос-
новном к N, O или S) при лазерном возбуждении
(рис. 2б, 4). ESIPT обычно происходит в молеку-
лах с пяти- или шестичленным кольцом, которые
подвергаются процессу таутомеризации, сопро-
вождающемуся эмиссионными изменениями из-за
различий в структуре энергетических уровней тау-
томеров. Стратегия ESIPT может эффективно при-
меняться для конструирования зондов типа “пере-
ключения” [27, 30].

Стоит отметить, что использование зондов ти-
па “выключения” зачастую затрудняет регистра-
цию HOCl ввиду остаточного флуоресцентного
сигнала. Зонды типа “включения” и “переключе-
ния” обеспечивают лучшее пространственное
разрешение, и их применение более предпочти-
тельно. Сенсоры типа “переключения” удобны
для визуализации прореагировавшего и непроре-
агировавшего зонда, что помогает минимизиро-
вать ошибки, которые могут возникнуть из-за не-
однородности образца или неоднородности рас-
пределения зонда [31]. Однако часто наблюдается
малый сдвиг длин волн в спектрах испускания
или образование двух продуктов реакции с двумя
разными длинами волн возбуждения, что затруд-
няет применение зондов типа “переключения” на
практике. Кроме того, они, как правило, имеют
громоздкую структуру за счет использования не-
скольких флуорофоров, что ограничивает их при-
менение [32, 33].

Классификация зондов по типу флуорофора
Выбор подходящих низкомолекулярных флуо-

ресцентных зондов для обнаружения HOCl в био-
логических исследованиях может основываться
на разновидности их “ядра”, т.е. флуорофора. Су-
ществует несколько основных типов “ядер”: ку-
марин, флуоресцеин, родамин, 4,4-дифтор-4-
бор-3а,4а-диаза-s-индацен (бор-дипиррометен,
BODIPY), 1,8-нафталимид, цианин, триазолин
и др. [12, 13, 34]. Таким образом, выбор зонда может
быть сделан исходя из хорошо изученных химиче-
ских и фотофизических свойств флуорофора.
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ПРЕДПОСЫЛКИ К РАЗРАБОТКЕ 
СОВРЕМЕННЫХ ФЛУОРЕСЦЕНТНЫХ 

ХЕМОСЕНСОРОВ
Первые флуоресцентные зонды для регистра-

ции продукции АФК в клетках, сконструирован-
ные по типу “выключения”, были крайне неспе-
цифичными. В дальнейшем целесообразным
представлялось конструирование более специ-
фичных хемосенсоров для регистрации HOCl.
Параллельно этот процесс сопровождался пере-
ходом к синтезу сенсоров типа “включения” и
“переключения”. В данном разделе представлен
ряд наработок в этой области.

Зонды “включения” и “выключения”

Хемосенсоры на основе родамина. В 2007 г.
группа ученых во главе с S. Kenmoku представила
HySOx – хемосенсор типа “включения” (λвозб =
= 552 нм; λисп = 575 нм), реализованный на основе
концепции “S-замка” (рис. 3) [35]. “Включение”
флуоресценции наблюдается после окисления сен-
сора под действием HOCl с разрывом S-содержаще-
го кольца и переходом зонда во флуоресцирую-
щую форму. HySOx – чувствительный и избира-
тельный флуоресцентный зонд для HOCl, кроме
того, интенсивность флуоресценции его продукта
практически не зависит от рН в диапазоне 6.5–
9.0. К недостаткам стоит отнести малый кванто-
вый выход и сильное перекрывание спектров по-
глощения и испускания [35]. В 2011 г. на основе
HySOx синтезирован ряд Si-содержащих анало-
гов (MMSiR и его более гидрофобное производ-
ное wsMMSiR, рис. 3), интенсивность флуорес-
ценции которых возрастает при реакции с HOCl в
ближней инфракрасной области спектра (λвозб =
= 652 нм; λисп = 770 нм) [36]. HySOx и его моди-
фикации были успешно апробированы при визу-
ализации продукции HOCl в фагосомах нейтро-
филов, активированных опсонизированным зи-
мозаном [35, 36]. Также с их помощью была
выявлена продукция HOCl in vivo в модели пери-
тонита у мышей, который был вызван внутри-
брюшинной инъекцией зимозана и форбол-12-
миристат-13-ацетата (PMA) [36].

В 2011 г. группой X. Chen et al. был предложен
еще один структурный аналог HySOx – R-19S
(λвозб = 510 нм; λисп = 545 нм) (рис. 3) [37]. Этот
зонд типа “включения” показал хорошую чув-
ствительность и селективность обнаружения
HOCl с оптимумом рН ~ 6.0. С помощью данного
хемосенсора была выявлена продукция HOCl
нейтрофилами человека и мышей методами кон-
фокальной микроскопии и проточной цитомет-
рии, а также продукция HOCl в кишечном эпите-
лии Drosophila melanogaster, индуцируемая при пе-
роральном введении насекомым микробного
экстракта [37]. В 2015 г. был представлен зонд

RSTPP – еще один структурный аналог HySOx
типа “включения” (λвозб = 553 нм; λисп = 580 нм)
(рис. 3) [38]. Главная особенность этого зонда –
наличие катиона трифенилфосфония, который
обеспечивает проникновение RSTPP в митохон-
дрии клеток. Зонд показал высокую чувствитель-
ность и селективность, однако интенсивность
флуоресценции продукта стабильна в узком диа-
пазоне pH 6–7. Для апробации сенсора были ис-
пользованы макрофаги линии RAW264.7 (макро-
фаги мышей, зараженных вирусом лейкемии
Абельсона), в норме экспрессирующие MPO на
низком уровне [39], однако способные увеличи-
вать экспрессию фермента при действии ряда
стимулов, например, интерферона гамма (IFN-γ)
[40]. При помощи хемосенсора методом конфо-
кальной микроскопии была показана продукция
эндогенной HOCl в митохондриях макрофагов
RAW264.7, индуцируемая последовательной ин-
кубацией клеток с липополисахаридами (LPS) и
PMA. Также показана продукция HOCl клетками
RAW264.7 при их инкубации с Escherichia coli [38].

В 2009 г. группа ученых во главе с Y.K. Yang
предложила зонд типа “включения” на основе
родамина 6G – соединение (I) (рис. 3) [41]. В ис-
ходном состоянии соединение (I) находится в
нефлуоресцирующей спироциклической форме.
Остаток гидроксамовой кислоты – сайт для HOCl,
после реакции с которым происходит хлорирова-
ние и элиминирование HCl с образованием откры-
той формы родамина 19 (R19). Для данного хемо-
сенсора характерно малое время реакции (дости-
жение плато интенсивности флуоресценции
происходит за 20 с), большая чувствительность
(увеличение интенсивности флуоресценции на-
блюдалось уже при внесении 25 нМ HOCl) и вы-
сокая селективность по отношению к HOCl в
сравнении с другими основными АФК и АФА.
Однако рабочий диапазон pH оказался несколько
сдвинут в щелочную область (pH 7.5–10.0, макси-
мум при pH 9.0). Зонд был использован для визу-
ализации экзогенной HOCl при ее инкубации с
клетками рака легкого линии A549 и с эмбриона-
ми аквариумных рыб Danio rerio (семейство кар-
повых) [41].

В 2011 г. Z. Zhang et al. синтезировали гидразид
родамина 6G – хемосенсор типа “включения”
(рис. 3) [42]. В отличие от соединения (I), в дан-
ном хемосенсоре в качестве специфического сай-
та реакции выступает гидразидный фрагмент,
N-хлорирование которого при действии HOCl с
последующей элиминацией HCl приводит к вы-
свобождению R19 (λвозб = 500 нм; λисп = 550 нм).
К достоинствам этого зонда можно отнести высо-
кую чувствительность (ПО = 60 нМ), а также ши-
рокий диапазон линейного отклика (2–400 мкМ
HOCl при рН 7.4). Главные недостатки сенсора –
значительное увеличение интенсивности флуо-
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ресценции в присутствии ионов меди (Cu2+) и
сильный сдвиг оптимума рН работы зонда в сто-
рону низких значений pH 2–5, при которых зна-
чительно возрастает автофлуоресценция хемо-
сенсора. Гидразид родамина 6G был использован
для регистрации образования HOCl методом кон-
фокальной микроскопии в макрофагах линии
RAW264.7 при их инкубации с LPS и IFN-γ и по-
следующей активации PMA (система LPS/IFN-γ/
PMA) [42].

В 2015 г. эта же группа ученых предложила
нафтоилгидразид родамина 6G (RGNH), скон-
струированный на основе гидразида родамина 6G
с нафтоильным фрагментом в аминоположении
последнего (рис. 3) [43]. RGNH также относится
к зондам типа “включения”. Взаимодействие
RGNH с HOCl приводит к образованию флуорес-
центного R19 по механизму, аналогичному для гид-
разида родамина 6G (λвозб = 500 нм; λисп = 550 нм).
Введение нафтоильного фрагмента позволило
повысить избирательность и добиться более вы-
сокой чувствительности (ПО = 9 нМ) по сравне-
нию с гидразидом родамина 6G, однако рабочий
диапазон рН зонда оказался сильно сдвинут в ще-

лочную область (рН 9–12). RGNH был успешно
применен для регистрации методами конфокаль-
ной микроскопии и проточной цитометрии про-
дукции HOCl клетками линии RAW264.7 при их
стимуляции LPS/IFN-γ/PMA [43].

Из упомянутых выше зондов коммерчески до-
ступен только зонд HySOx, известный также как
BioTracker 574 Red HOCl Dye (Sigma-Aldrich,
США).

Хемосенсоры на основе флуоресцеина. Амино-
фенил флуоресцеина (APF) был разработан груп-
пой K. Setsukinai в 2003 г. [44]. Присоединение
обогащенного электронами фрагмента 4-амино-
фениларилэфира к молекуле флуоресцеина
(рис. 4) приводит к тушению его флуоресценции
за счет процесса PET. Показано, что APF при дей-
ствии •OH, HOCl/HOBr и ONOOˉ, а также в при-
сутствии систем пероксидаза хрена/H2O2 и
MPO/H2O2/Clˉ путем О-деарилирования превра-
щается в флуоресцеин, что сопровождается уве-
личением интенсивности флуоресценции (λвозб =
= 490 нм; λисп = 515 нм), т.е. выступает зондом ти-
па “включения”. ПО для •OH, ONOOˉ и HOCl

Рис. 3. Структурные формулы родамина и флуоресцентных зондов на его основе.
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составил 50 нМ [45]. APF используют для реги-
страции продукции HOCl и HOBr нейтрофилами
и эозинофилами методами конфокальной мик-
роскопии [44] и проточной цитометрии [46], а
большой квантовый выход и высокая чувстви-
тельность позволяют регистрировать продукцию
HOCl/HOBr в суспензии лейкоцитов, получен-
ной сразу же после гемолиза эритроцитов цель-
ной крови [46, 47]. Однако для оценки избира-
тельной роли HOCl относительно других АФК,
АФГ и АФА в превращение APF в флуоресцеин
необходимо использовать разностный подход с
применением структурного аналога APF – гид-
роксифенилфлуоресцеина (HPF), который реа-
гирует с теми же высокореакционными соедине-
ниями, что и APF, за исключением HOCl [44].

В 2007 г. J. Shepherd et al. предложили модифи-
кацию APF до сульфонафтоаминофенил флуо-
ресцеина (SNAPF), который также представляет
собой датчик типа “включения”. Отличительная
особенность SNAPF – сдвиг спектров возбуждения
и регистрации флуоресценции в ближнюю инфра-
красную область (λвозб = 614 нм; λисп = 676 нм) [48].

Данный зонд показал высокую селективность и
был использован для регистрации методом флуо-
ресцентной микроскопии продукции HOCl ней-
трофилами человека и макрофагами мышей,
трансгенных по гену, кодирующему MPO челове-
ка, при стимуляции клеток PMA. Кроме того, с
применением SNAPF было выявлено присут-
ствие HOCl в образцах артерий человека с атеро-
склеротическими бляшками, а также in vivo у мы-
шей с перитонитом, индуцированным тиоглико-
лятом [48].

Концепция “двойного замка” была реализова-
на группой Q. Xu в 2013 г. при конструировании
зонда типа “включения” FBS [49]. При реакции
FBS с H2O2, ONOO− или HOCl образуется слабо
флуоресцирующий продукт – FS, который, в
свою очередь, избирательно реагирует с HOCl с
высвобождением флуоресцеина (λвозб = 498 нм;
λисп = 523 нм) (рис. 4). Зонд чувствителен и селек-
тивен по отношению к HOCl в диапазоне рН 7–9.
FBS не окисляется до флуорофора под действием

 •NO, •OH, гидропероксидов и пероксильных2O ,−i

Рис. 4. Структурные формулы флуоресцеина и флуоресцентных зондов на его основе.
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радикалов. FBS был применен для визуализации
продукции НOCl в кишечнике дрозофилы при
оральном введении насекомым бактериального
экстракта [49].

Из упомянутых зондов на основе флуоресцеи-
на коммерчески доступны только APF и его
структурный аналог HPF (Sigma-Aldrich, США).

Хемосенсоры на основе BODIPY. В 2008 г.
Z.N. Sun et al. сконструировали зонд типа “вклю-
чения” HKOCl-1 (рис. 5) [50]. Увеличение интен-
сивности флуоресценции сенсора происходит
вследствие окисления 4-метоксифенола до бен-
зохинона в присутствии HOCl, что приводит к
потере способности остатка 4-метоксифенола ту-
шить флуоресценцию “ядра” BODIPY по меха-
низму PET (λвозб = 520 нм; λисп = 541 нм). Зонд об-
ладает высокой чувствительностью и избира-
тельностью, широким рабочим диапазоном
pH 5–8. HKOCl-1 использовали для регистрации
образования HOCl в системе MPO/H2O2/Clˉ, а
также в макрофагах линии RAW264.7 при их сти-
муляции LPS/IFN-γ/PMA [50, 51]. Однако в даль-
нейшем зонд не получил практического приме-
нения ввиду повторного окисления флуоресци-
рующего продукта с образованием нефлуо-
ресцирующего соединения [52].

В 2014 г. J.J. Hu et al. разработали ряд аналогов
HKOCl-1 (HKOCl-2a–c) с дополнительной защи-
той 4-метоксифенола двумя метильными группами
(рис. 5) [52]. Среди них HKOCl-2b (λвозб = 523 нм;
λисп = 545 нм) показал наиболее высокую селек-
тивность и чувствительность (ПО = 18 нМ) в от-
ношении HOCl. Для зондов HKOCl-2a и HKOCl-2b
характерно длительное время выхода на плато
интенсивности флуоресценции при их реакции с
HOCl (до 15 мин), в то время как для HKOCl-2c
этот показатель значительно ниже (3 мин). Тем
не менее величина флуоресцентного отклика для
HKOCl-2c в 3 раза меньше таковой по сравнению
с HKOCl-2а и HKOCl-2b. По совокупности пара-
метров HKOCl-2b был выбран как самый пер-
спективный и применен для регистрации мето-

дом конфокальной микроскопии продукции HOCl
в клетках линии RAW264.7 при их стимуляции
PMA или зимозаном. Также с использованием
данного зонда впервые была показана продукция
HOCl в дифференцированных клетках линии
THP-1 (моноциты человека с острым моноцитар-
ным лейкозом, экспрессирующие MPO на низ-
ком уровне [53]) при их стимуляции PMA или зи-
мозаном [52].

Зонд типа “выключения” на основе BODIPY с
гидроксиметильной группой в мезо-позиции был
представлен группой L. Gai в 2013 г. (соединение
(II), рис. 5) [54]. “Выключение” флуоресценции
зонда (λвозб = 480 нм; λисп = 525 нм) происходит за
счет превращения гидроксиметильной группы в
формильную в результате реакции окисления в
присутствии HOCl. Сенсор продемонстрировал
хорошую избирательность в отношении HOCl по
сравнению с •OH,  H2O2, •NO. Данный зонд
был протестирован на клеточной линии адено-
карциномы протоков молочной железы человека
MCF-7 при экзогенном введении HOCl в культу-
ральную среду [54].

В 2013 г. M. Emrullahoglu et al. предложили зонд
типа “включения” на основе “ядра” BODIPY с
внедренной группой альдоксима (BODIPY-OX)
(рис. 5) [55]. При действии HOCl образуется флуо-
ресцирующий нитрилоксид BODIPY-CNO
(λвозб = 470 нм; λисп = 529 нм). Зонд показал высо-
кую чувствительность (ПО = 500 нМ) и селектив-
ность, но интенсивность флуоресценции
BODIPY-CNO сильно зависит от рН (оптимум
при рН 8.0). В дальнейшем было показано, что
BODIPY-CNO нестабилен и разлагается на ком-
поненты, которые не удалось идентифицировать,
что сделало невозможным применение зонда для
регистрации образования HOCl в клеточной сре-
де [55].

В этом же году S. Liu совместно с S. Wu пред-
ставили селен-содержащий зонд типа “включе-
ния” HCSe (рис. 5). Изначально флуоресценция
HCSe блокируется за счет процесса PET. После

2O ,−i

Рис. 5. Структурные формулы BODIPY и флуоресцентных зондов на его основе.
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окисления HCSe при действии HOCl образуется
оксид селена (HCSeО), в котором PET заблоки-
рован, что приводит к увеличению интенсивно-
сти флуоресценции (λвозб = 510 нм; λисп = 526 нм).
Зонд характеризуется высокой чувствительностью
и селективностью, быстрым ответом, оптимум
работы сенсора лежит в диапазоне pH 6–8. HCSe
был использован для регистрации образования
HOCl в клетках линии RAW264.7, стимулирован-
ных PMA [56].

Из вышеперечисленных зондов в настоящий
момент производится и доступен к приобрете-
нию только HKOCl-1 (Molbase (Shanghai) Bio-
technology Co. Ltd, Китай).

Переход к концепции зондов “переключения”
В 2009 г. группой W. Lin впервые для регистра-

ции HOCl был предложен зонд типа “переключе-
ния”. В основе функционирования данного сен-
сора лежит превращение оксима в альдегид под
действием HOCl. Однако оптимум работы зонда
находится в щелочной области (pH > 9), из-за че-
го зонд непригоден для регистрации продукции
HOCl в клеточных системах [21]. В 2012 г. эта же
группа ученых в качестве основы для зондов “пе-
реключения” предложила стратегию циклизации
родамин-тиосемикарбазидов до родамин-окса-
диазолов при действии HOCl [31]. Так был создан
родамин-кумариновый сенсор (соединение (III),
рис. 6), в котором “переключение” интенсивности
флуоресценции с кумаринового (λвозб = 414 нм;
λисп = 473 нм) на родаминовый (λвозб = 414 нм;
λисп = 594 нм) каналы осуществляется за счет
FRET (λвозб = 414 нм; λисп = 594/473 нм). Зонд по-
казал высокую избирательность и чувствитель-
ность к HOCl (ПО = 52 нМ), быстрый выход ин-
тенсивности флуоресценции на плато (в течение
3 мин). При этом изменение флуоресценции зонда
сильно зависит от pH (оптимум работы при рН 6.0).
Этот родамин-кумариновый сенсор был успешно
применен для регистрации продукции HOCl
клетками линии RAW264.7 при их стимуляции
LPS/PMA [31].

В 2013 г. группой L. Long был предложен зонд
HRS1 [57]. Он содержит флуорофоры на основе
кумарина и родамина, связанные между собой
диацилгидразином, выступающим сайтом реак-
ции с HOCl. HRS1 характеризуется флуоресцен-
цией в области спектра, характерной для кумари-
на (λвозб = 410 нм; λисп = 501 нм). После реакции
HRS1 с HOCl происходит высвобождение как ку-
маринового, так и родаминового фрагментов. Та-
ким образом, сенсор можно рассматривать как
зонд типа “переключения” по кумарину (λвозб =
= 410 нм; λисп = 464/501 нм), так и “включения”
по родамину (λвозб = 554 нм; λисп = 578 нм). Зонд
показал высокую селективность и чувствитель-

ность к HOCl (ПО = 24 нМ) в бесклеточной среде,
быстрый выход на плато интенсивности флуорес-
ценции (в течение 1 мин). Тем не менее HRS1 не
получил дальнейшего применения из-за необхо-
димости учитывать присутствие обоих флуоро-
форов с разными каналами возбуждения флуо-
ресценции [57].

Y. Zhang et al. в 2014 г. предложили еще один
родамин-кумариновый зонд типа “переключе-
ния” (соединение (IV), рис. 6). Как и у HRS1, ди-
ацилгидразин выступает в качестве сайта реакции
с HOCl. Процесс “переключения” происходит по
механизму FRET (λвозб = 410 нм; λисп = 580/470 нм).
Сенсор характеризуется избирательностью в от-
ношении HOCl, а также быстрым ответом, одна-
ко в качестве недостатков необходимо отметить
высокий ПО HOCl (170 мкМ) и сильную зависи-
мость интенсивности флуоресценции от pH (оп-
тимум при pH 9.3). Помимо этого, продукт реак-
ции зонда с HOCl (кумарин-родаминовая кисло-
та) подвергается хлорированию с последующей
циклизацией при действии HOCl, что приводит к
блокировке FRET и увеличению флуоресценции
в канале регистрации кумарина. Хемосенсор был
применен для регистрации продукции HOCl
клетками линии RAW264.7 при их стимуляции
LPS [58].

Группа во главе с L. Wang в 2014 г. синтезиро-
вала зонд “переключения” на основе кумарина
(соединение (V), рис. 6) [59]. В качестве сайта рас-
познавания в этом сенсоре впервые был исполь-
зован N-алкилпиридиний, который окисляется
под действием HOCl до N-алкилпиридона. При
этом происходит блокировка процесса ICT, что
сопровождается сдвигом длин волн в спектре ис-
пускания (λвозб = 420 нм; λисп = 488/631 нм) в си-
нюю область. Зонд характеризуется высокой се-
лективностью, сравнительно высокой чувстви-
тельностью к HOCl (ПО = 93 нМ) и малым
временем реакции, однако интенсивность флуо-
ресценции сильно зависит от pH (оптимум при
рН 7.5–11.0). Зонд был использован для определе-
ния концентрации HOCl в образцах воды рек, а
также для регистрации продукции HOCl в клет-
ках линии RAW264.7 при их активации PMA.

В 2015 г. S. Goswami et al. предложили зонд
TAM на основе трифениламина в качестве сенсо-
ра типа “переключения” для обнаружения HOCl
(рис. 6) [60]. Диаминомалеонитрил (DAMN, рис. 6)
связан с основой зонда через иминогруппу, кото-
рая служит сайтом реакции с HOCl. После окис-
ления TAM под действием HOCl происходит от-
щепление фрагмента DAMN, что сопровождает-
ся сдвигом в спектре испускания флуоресценции
зонда (λвозб = 430 нм; λисп = 485/630 нм) в синюю
область. Для зонда характерна высокая чувстви-
тельность (ПО = 70 нМ), селективность и малое
время реакции с HOCl (выход на плато за 100 с),
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большой квантовый выход (0.86) и широкий рабо-
чий диапазон рН (2.0–10.5). Однако данный сенсор
характеризуется сильным сольватохромизмом
(сдвигом спектров испускания флуоресценции в за-
висимости от полярности растворителя). TAM был
использован для регистрации методом конфокаль-
ной микроскопии экзогенной HOCl в мононуклеар-
ных клетках периферической крови человека [60].

Ни один из упомянутых зондов типа “пере-
ключения” не доступен для приобретения.

ПОСЛЕДНИЕ ДОСТИЖЕНИЯ 
В РАЗРАБОТКЕ МАЛЫХ МОЛЕКУЛЯРНЫХ 

ФЛУОРЕСЦЕНТНЫХ ЗОНДОВ
ДЛЯ РЕГИСТРАЦИИ HOCl

В последние годы идет активная работа по
конструированию малых молекулярных зондов
для регистрации HOCl на основе известных флуо-
рофоров с различными модификациями для до-
стижения заданных свойств. Так, особый интерес
представляют зонды не только с высокой селек-
тивностью и чувствительностью, но и с быстрым
ответом для возможности исследования образо-
вания HOCl кинетически. Также усилия ученых

сосредоточены на возможности двухфотонного
возбуждения зондов и/или регистрации их флуо-
ресценции в ближнем инфракрасном диапазоне.
Большой толчок в развитии получили сенсоры
типа “переключения”.

Зонды на основе кумарина

В начале 2018 г. группа ученых во главе с Z. Liu
предложила зонд типа “выключения” CMOS на
основе кумарина (рис. 7) [61]. 1,3-Оксотиолан
служит в качестве сайта реакции с HOCl. “Вы-
ключение” интенсивности флуоресценции
(λвозб = 405 нм; λисп = 480 нм) происходит вслед-
ствие образования нефлуоресцирующего продукта
окисления CMOS под действием HOCl – CMCHO.
Также показано, что в присутствии цистеина или
гомоцистеина (Cys/Hcy) CMCHO подвергается
тиоацеталированию с образованием CMCys или
CMHcy (рис. 7), что сопровождается медленным
увеличением интенсивности флуоресценции на
длине волны, характерной для CMOS. Таким об-
разом, данный зонд – пример перехода типа
“включение”–“выключение”–“включение”. CMOS
характеризуется быстрым откликом (5 с), высо-

Рис. 6. Структурные формулы ратиометрических флуоресцентных зондов.
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кой чувствительностью (ПО = 21 нM) и селектив-
ностью, оптимум работы зонда наблюдается в
диапазоне pH 4.0–6.5. Зонд был использован для
визуализации экзогенной HOCl в клетках рака
яичников (SKVO-3). Методом конфокальной
микроскопии было показано уменьшение интен-
сивности флуоресценции CMOS в клетках SKVO-3
при внесении HOCl, а также восстановление ин-
тенсивности флуоресценции в присутствии
Cys/Hcy. Исходя из полученных данных, авторами
был сделан вывод о возможности использования
CMOS для изучения процессов окисления и восста-
новления тиолов в биологических системах [61].

В 2019 г. L. Jin et al. предложили сразу два хемо-
сенсора типа “переключения” и “включения” с
“ядром” кумарина – BCO и BETC соответствен-
но (рис. 7) [62]. В основе механизма “переключе-
ния” BCO (λвозб = 372 нм; λисп = 430/460 нм) и
“включения” BETC (λвозб = 350 нм; λисп = 440 нм)
лежит окисление связей C=O (в случае BCO),
C=O и C=N (в случае BETC) при действии HOCl
с образованием общего конечного продукта
(NOA, рис. 7). Оба зонда показали высокую чув-
ствительность (ПО = 154 нМ для BCO и 32 нМ для
BETC) и избирательность к HOCl. Однако BCO
обладает малым сдвигом длин волн испускания

флуоресценции, что затрудняет его применение.
Хемосенсоры были использованы для визуализа-
ции экзогенной HOCl в клетках гепатоцеллюляр-
ной карциномы человека (HepG2) методом кон-
фокальной микроскопии [62].

В начале 2020 г. группа L. Shi представила зонд
типа “переключения” на основе кумарина –
CSN, в котором DAMN был выбран в качестве
сайта реакции с HOCl [63]. “Переключение” зон-
да (λвозб = 413 нм; λисп = 470/640 нм) происходит
благодаря реакциям окисления и циклизации
DAMN в присутствии HOCl. Зонд характеризует-
ся большим синим сдвигом, высокой чувстви-
тельностью (ПО = 94 нМ) и селективностью к
HOCl, оптимум интенсивности флуоресценции
зонда наблюдался в диапазоне pH 6.6–8.6. Недо-
статок CSN – слабая фотостабильность (значи-
тельное изменение флуоресцентных характери-
стик CSN наблюдалось спустя 30 мин после нача-
ла облучения зонда ксеноновой лампой).
Несмотря на это, было показано постепенное
усиление интенсивности флуоресценции зонда в
синем канале регистрации по отношению к крас-
ному каналу в клетках HeLa (клетки раковой опу-
холи шейки матки) после инкубации с HOCl. Хе-
мосенсор также был успешно применен для реги-

Рис. 7. Структурные формулы новых флуоресцентных зондов на основе кумарина.
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страции продукции HOCl клетками RAW264.7
при их стимуляции LPS методом конфокальной
микроскопии [63].

Ни один из указанных в данном подразделе
зондов на основе кумарина не доступен для при-
обретения.

Зонды на основе флуоресцеина

В 2016 г. J. Hu et al. предложили модификацию
зонда HPF с внедрением в него двух атомов хлора
в орто-положении (2,6-дихлорфенольный
фрагмент) – HKOCl-3 (рис. 8) [64]. PET обеспе-
чивает низкий фоновый уровень флуоресцен-
ции HKOCl-3. “Включение” датчика происходит
за счет реакции окислительного O-деарилирования
2,6-дихлорфенола (λвозб = 490 нм; λисп = 527 нм).
HKOCl-3 обладает крайне высокой чувствитель-
ностью (ПО = 0.33 нМ), селективностью и быст-
рым ответом на HOCl; его недостаток – сильная
зависимость интенсивности флуоресценции про-
дукта от pH среды (оптимум достигается в узком
диапазоне pH 7.0–7.5). Хемосенсор был исполь-
зован для регистрации методом конфокальной
микроскопии продукции HOCl в клетках линий
RAW264.7 и THP-1, нейтрофилах человека, а так-
же в клетках микроглии мышей (BV-2, экспрес-
сирующих MPO при воздействии ряда стимулов
[65, 66]) при стимуляции PMA. Помимо этого,
HKOCl-3 подходит для регистрации продукции
эндогенной HOCl методом проточной цитомет-
рии и при помощи спектрофлуориметра. Данный
зонд эффективен также во флуоресцентной мик-
роскопии при регистрации продукции эндоген-
ной HOCl in vivo в живых интактных эмбрионах
аквариумных рыб Danio rerio на разных стадиях их
развития [64].

В 2016 г. группа R. Zhang представила хемосен-
сор типа “включения” FHZ на основе флуоресце-
ина (рис. 8) [67]. Зонд имеет два сайта реакции:
для •OH и для HOCl. В присутствии только •OH
происходит гидроксилирование одного из шести-
членных ароматических колец с последующим
его разрывом, а также разрыв пятичленного коль-
ца FHZ с образованием конечного продукта FOBA
(рис. 8). В присутствии только HOCl реакция идет
без разрыва шестичленного ароматического
кольца с образованием продукта F-TEG (рис. 8).
Ввиду спектральных различий образующихся
продуктов возможна одновременная регистрация
увеличения интенсивности флуоресценции при
действии •OH и HOCl в разных каналах: в синем
(λвозб = 410 нм; λисп = 486 нм) для •OH и в зеленом
(λвозб = 490 нм; λисп = 520 нм) для HOCl. FHZ в те-
чение 2–3 мин реагирует с присутствующими од-
новременно •OH и HOCl с увеличением интен-
сивности флуоресценции в 19 раз в синем канале
и в 35 раз – в зеленом канале. В случае с HOCl по-

казано, что “включение” флуоресценции проис-
ходит за счет блокирования процесса PET [67,
68]. FHZ избирателен в отношении •OH и HOCl
и был протестирован на клетках HeLa при экзо-
генном внесении окислителей и на клетках
RAW264.7 при их активации PMA. Показано, что
FHZ распределяется как в цитоплазме, так и в
митохондриях клеток. Продемонстрирована вы-
сокая биосовместимость зонда. Так, на живых
эмбрионах аквариумных рыб Danio rerio было по-
казано избирательное накопление спонтанно об-
разующихся •OH и HOCl в органах (кишечник,
печень, пронефрос) с течением времени [67].

В 2019 г. группа J. Lv представила два зонда ти-
па “включения” на основе флуоресцеина – FN-1
и FN-2 (рис. 8) [69]. Оба зонда были получены пу-
тем конденсации аминогрупп 1,8-диаминонафта-
лина с альдегидными группами моно- (в случае
FN-1) или бис- (в случае FN-2) альдегида флуо-
ресцеина. Азот полученной при этом иминогруп-
пы (–NH–) выступает мишенью для HOCl. При
реакции зондов с HOCl образуются моно- и бис-
альдегид флуоресцеина (для FN-1 и FN-2 соответ-
ственно). Реакция сопровождается “включением”
флуоресценции флуоресцеина (λвозб = 490 нм;
λисп = 529 нм) за счет блокировки PET. Кванто-
вый выход флуоресценции продуктов реакции
зондов с HOCl в 3–4 раза ниже, чем у флуоресце-
ина. FN-1 по сравнению с FN-2 обладает боль-
шим фоновым уровнем флуоресценции и мень-
шей скоростью реакции с HOCl. Оптимальный
диапазон работы достигается при pH 7–10 для
FN-1 и рН 6–10 для FN-2. Оба сенсора более спе-
цифичны, но менее чувствительны по отноше-
нию к HOCl по сравнению с APF (ПО = 210 и
230 нМ для FN-1 и FN-2 соответственно). FN-1 и
FN-2 были использованы для регистрации про-
дукции HOCl при экзогенном внесении H2O2 к
клеткам HeLa, предварительно проинкубирован-
ными с NaCl и MPO [69].

Из указанных в данном подразделе зондов на
основе флуоресцеина доступны к приобретению
зонды HKOCl-3 (MedChemExpress, США) и FHZ
(Sigma-Aldrich, США).

Зонды на основе феноксазина

В 2016 г. краситель феноксазинового ряда –
целестиновый синий В (CB) – был предложен в
качестве зонда типа “включения” для регистра-
ции продукции HOCl (рис. 9) [70]. Фоновая
флуоресценция CB в видимой области спектра
практически не наблюдается, реакция с HOCl
приводит к образованию гликоля CB (рис. 9) [71].
Реакция CB с HOCl сопровождается увеличением
интенсивность флуоресценции в оранжевой об-
ласти спектра (λвозб = 460 нм; λисп = 590 нм). Зонд
характеризуется избирательностью в отношении
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HOCl, HOBr, а также галогенированных произ-
водных таурина и белков. Хемосенсор обладает вы-
сокой чувствительностью к HOCl (ПО = 32 нМ),
фотостабильностью, высокой скоростью реакции
(плато интенсивности флуоресценции достигает-
ся в течение 30 с) и большим стоксовым сдвигом.
Существенное увеличение интенсивности флуо-
ресценции (в ~100 раз) наблюдается в диапазоне
рН 7.0–7.5, а фоновый уровень флуоресценции
низок и практически не изменяется в диапазоне
рН 2.2–8.0. С использованием CB методами про-
точной цитометрии и конфокальной микроско-
пии показана продукция HOCl нейтрофилами че-
ловека при их стимуляции PMA [70]. Помимо это-
го, CB может использоваться для кинетического
анализа продукции HOCl в суспензиях нейтрофи-
лов, активированных PMA, хемотаксическим пеп-
тидом N-формилметионил-лейцил-фенилалани-
ном и растительными лектинами с различной уг-
леводной специфичностью (в присутствии
цитохалазина B). Хемосенсор был успешно опро-
бован при исследовании влияния лекарственных

препаратов на продукцию HOCl нейтрофилами
человека [70–72].

В 2019 г. M.G. Choi et al. представили зонд типа
“включения” RT-1 на основе карбонодитиоатно-
го производного резоруфина (рис. 9) [73]. Гидро-
лиз карбонодитиоатного фрагмента при действии
HOCl приводит к высвобождению флуоресциру-
ющего резоруфина (λвозб = 550 нм; λисп = 587 нм).
Зонд показал высокую чувствительность (ПО =
= 2.18 нМ), избирательность к HOCl, однако от-
носительно невысокую скорость реакции с HOCl
(интенсивность флуоресценции достигала плато
в течение 3 мин). К недостаткам зонда следует от-
нести падение интенсивности флуоресценции
резоруфина в присутствии ионов брома и иода, а
также сильную зависимость отношения интен-
сивности флуоресценции резоруфина к интен-
сивности флуоресценции RT-1 от значения pH
среды (оптимум при pH 8.0). RT-1 был использо-
ван для визуализация экзогенной HOCl в клетках
линий RAW264.7 и HeLa [73].

Рис. 8. Структурные формулы новых флуоресцентных зондов на основе флуоресцеина.
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В 2020 г. группа J. Yang представила два зонда
типа “включения” BR-O [74] и BR-1 [75], имею-
щих N,N-диметилкарбонильный и N,N-диметил-
тиокарбонильный остатки в качестве сайтов ре-
акции с HOCl соответственно (рис. 9). Оба хемо-
сенсора окисляются HOCl с высвобождением
нестабильной восстановленной формы бис-диме-
тиламинофеноксазина, который быстро гидроли-
зуется и окисляется до конечного флуорофора –
оксазина 1 (λвозб = 610 нм; λисп = 670 нм). Оба зон-
да показали избирательность в отношении HOCl
по сравнению с АФК и АФА, достаточно быст-
рый ответ (плато интенсивности флуоресценции
достигается за 7 и 2.5 мин для BR-O и BR-1 соот-
ветственно), стабильность флуоресцентного сиг-
нала в диапазоне pH 5–8, а также высокую чув-
ствительность (ПО = 19 и 11 нМ для BR-O и BR-1
соответственно). Недостаток этих сенсоров –
сильное перекрывание спектров поглощения и
испускания (стоксов сдвиг составил 20 нм для
обоих зондов). BR-O и BR-1 показали увеличение
интенсивности флуоресценции при внесении эк-
зогенной HOCl в культуру клеток RAW264.7. Кро-
ме того, с помощью данных зондов выявлено
спонтанное образование HOCl в клетках острой

промиелоцитарной лейкемии человека (линия
HL-60, экспрессирующая MPO на высоком уров-
не [53]) и подавление этого процесса в присут-
ствии ингибитора MPO – гидразида 4-аминобен-
зойной кислоты [74, 75]. BR-1 был использован
для регистрации образования HOCl в модели арт-
рита коленного сустава мышей [75], индуциро-
ванного инъекцией мукополисахарида λ-карра-
гинана – известного индуктора артрита у крыс [76].

В этом же году группа ученых во главе с
W. Zheng представила две модификации зонда
BR-O: BC-2 и BC-3 (рис. 9) [77]. Мишень для
HOCl в этих сенсорах – атом углерода амидной
группы. Как и в случае BR-O и BR-1, взаимодей-
ствие BC-2 и BC-3 с HOCl приводит к разрыву
амидной связи с высвобождением восстановлен-
ного бис-диметиламинофеноксазина, который
затем быстро переходит в окисленную форму, что
сопровождается увеличением интенсивности
флуоресценции оксазина 1 (λвозб = 620 нм; λисп =
= 669 нм). BC-2 и BC-3 чувствительны (ПО = 20 и
11 нМ соответственно) и селективны в отноше-
нии HOCl по сравнению с АФК и АФА. При этом
увеличение интенсивности флуоресценции в
3 раза больше в случае взаимодействия HOCl с BC-3

Рис. 9. Структурные формулы феноксазина и новых флуоресцентных зондов на его основе.
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в сравнении с BC-2. Существенное улучшение
данных модификаций по сравнению с зондами
BR-O и BR-1 – уменьшение времени достижения
плато интенсивности флуоресценции после до-
бавления HOCl (30–50 с). BC-3 был использован
для регистрации спонтанной продукции HOCl в
клетках линии HL-60, а также в модели артрита у
мышей при инъекции λ-каррагинана [77].

Из указанных зондов на основе феноксазина
коммерчески доступен только зонд CB (Sigma-
Aldrich, США; Thermo Fisher Scientific, США).

Зонды на основе родола

Родол – гибридный флуорофор на основе флуо-
ресцеина и родамина (рис. 10) – и его производ-
ные (родафлуоры) также используются в качестве
флуоресцентных зондов для регистрации HOCl.
В 2018 г. группа Y. Zhang представила зонд типа
“включения” RO610 на основе родола [78].
DAMN был выбран в качестве сайта реакции.
При действии HOCl происходит отщепление
остатка DAMN, что сопровождается “включени-
ем” флуоресценции родола (λвозб = 535 нм; λисп =
= 577 нм). RO610 обладает высокой чувствитель-
ностью (ПО = 29 нМ), селективностью по отно-
шению к HOCl в сравнении с АФК и АФА, быст-
рым выходом кинетической кривой изменения
интенсивности флуоресценции на плато (в тече-
ние 30 с). Однако хемосенсор имеет небольшой
рабочий диапазон pH (7.0–8.5). RO610 был апро-
бирован для визуализации экзогенной HOCl на
клетках линии A549, а также при внутрибрюшин-
ной инъекции HOCl мышам. Помимо этого, была
показана возможность регистрации образования
эндогенной HOCl in vivo в модели перитонита у
мышей как при введении им зимозана, так и в
норме без дополнительной стимуляции [78].

В 2020 г. X. Bai et al. на основе родола предста-
вили зонд типа “включения” HKOCl-4 и его про-
изводные – HKOCl-4r и HKOCl-4m (рис. 10) [79].
Во всех трех зондах остаток 2,6-дихлорфенола
был использован в качестве сайта для реакции с
HOCl. Превращение сенсоров во флуоресцирую-
щую форму происходит за счет реакции О-деари-
лирования (λвозб = 530 нм; λисп = 557 нм). HKOCl-4
крайне чувствителен (ПО = 9 нM) и селективен в
отношении HOCl. Увеличение интенсивности
флуоресценции происходит быстро (плато дости-
гается в течение 30 с), однако наблюдается сильная
зависимость интенсивности флуоресценции от pH
(максимум при pH 8.0). HKOCl-4r и HKOCl-4m бы-
ли разработаны с целью улучшения проникновения
зонда в клетки и регистрации продукции HOCl в
митохондриях. Так, в HKOCl-4r введена группа
сложного диметилового эфира, которая может гид-
ролизоваться эстеразами клеток, а в HKOCl-4m
введен катионный митохондриально-нацелен-

ный фрагмент на основе трифенилфосфония
(рис. 10). Методом конфокальной микроскопии с
использованием HKOCl-4r было показано обра-
зование HOCl в клетках линии RAW264.7 при их
стимуляции PMA, а также LPS/IFN-γ, помимо
этого показано присутствие HOCl в тканях мозга
крыс с ишемическим повреждением. Методами
конфокальной микроскопии и проточной цито-
метрии с помощью HKOCl-4m была визуализи-
рована HOCl в митохондриях клеток линии
RAW264.7 при их стимуляции PMA или
LPS/IFN-γ [79].

Из указанных зондов на основе родола доступ-
ны к приобретению зонды HKOCl-4 и HKOCl-4m.

Зонды на основе 1,8-нафталимида

Несмотря на то, что 1,8-нафталимид и ранее
использовался для конструирования зондов для
HOCl, в последние годы его популярность воз-
росла. В 2017 г. группа во главе с J. Li синтезиро-
вала зонд типа “включения” на основе 1,8-нафтал-
имида – соединение (VI) (рис. 11) [80]. HOCl
окисляет гидроксильную группу данного зонда до
карбонильной, что сопровождается увеличением
интенсивности флуоресценции (λвозб = 414 нм;
λисп = 523 нм). Хемосенсор характеризуется относи-
тельно низкой чувствительность (ПО = 2.66 мкМ),
большим диапазоном линейной зависимости ин-
тенсивности флуоресценции от концентрации
HOCl (0.1–1.0 мМ), стабильностью в физиологи-
ческом диапазоне pH, хорошей селективностью и
высокой скоростью реакции с HOCl (плато изме-
нения интенсивности флуоресценции достигает-
ся в течение 3 с). Соединение (VI) было использо-
вано для визуализации экзогенной HOCl в клет-
ках линии A549 с помощью конфокальной
микроскопии [80].

В этом же году C. Liu et al. представили лизосо-
мо-нацеленный хемосенсор типа “включения”
PT-1 (рис. 11) [81]. 1,8-Нафталимид выступает в
качестве флуорофора, фенотиазиновый фраг-
мент – в качестве донора электронов, а морфоли-
новый фрагмент – в качестве лизосомо-нацелен-
ной группы. В результате реакции HOCl с атомом
серы в фенотиазиновом фрагменте происходит
блокировка процесса PET, что способствует уве-
личению интенсивности флуоресценции зонда
(λвозб = 460 нм; λисп = 535 нм). Зонд обладает вы-
сокими значениями таких параметров, как селек-
тивность, чувствительность (ПО = 0.88 нM) и
квантовый выход (0.57), а также быстрым откли-
ком (плато изменения интенсивности флуорес-
ценции достигается в течение 10 с), рабочий диа-
пазон pH соответствует кислой области, что не-
обходимо для регистрации HOCl в лизосомах
(pH 2–6). PT-1 был апробирован при регистра-
ции экзогенной HOCl в клетках линии L929 (ли-
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ния клеток подкожной соединительной ткани
мышей), а также эндогенной HOCl в клетках ли-
нии RAW264.7 при стимуляции LPS/PMA [81].

В начале 2020 г. C. Jiao et al. представили хемо-
сенсор типа “включения” NDS для регистрации
HOCl (рис. 11) [82]. В NDS нафталимид выступает
в качестве флуорофора, диметилтиокарбамат – в
качестве сайта реакции с HOCl, а морфолиновый
фрагмент обеспечивает проникновение зонда в
лизосомы. Предполагается, что HOCl реагирует с
атомом серы сенсора с последующим гидролизом
целевой группы. “Включение” интенсивности
флуоресценции зонда (λвозб = 420 нм; λисп =
= 525 нм) происходит благодаря процессу ICT.
NDS обладает высокой чувствительностью (ПО =
= 105 нМ), селективностью и скоростью реакции
с HOCl: плато изменения интенсивности флуо-

ресценции достигается в течение 16 с при реак-
ции NDS с HOCl в растворе и в течение 300 с при
реакции с HOCl, образующейся в системе
MPO/H2O2/Cl−. NDS был использован для реги-
страции образования HOCl в лизосомах клеток
HeLa при их стимуляции LPS/PMA [82].

В этом же году другая группа ученых во главе с
T. Yang разработала зонд типа “включения”
ER-NPA для регистрации HOCl в эндоплазмати-
ческом ретикулуме (рис. 11) [83]. В качестве флуо-
рофора был использован нафталимид, в качестве
сайта реакции с HOCl – п-аминофениловый
эфир, а в качестве целевой группы для эндоплаз-
матического ретикулума – метилсульфонамид.
Предполагается, что в ER-NPA PET обеспечивает
гашение флуоресценции нафталимида, а в при-
сутствии HOCl окисление и гидролиз эфирной

Рис. 10. Структурные формулы родола и новых флуоресцентных зондов на его основе.
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связи в ER-NPA приводит к отщеплению остатка
аминофенила и образованию гидроксильного ани-
она, что способствует процессу ICT и “включению”
флуоресценции (λвозб = 450 нм; λисп = 550 нм). Зонд
показал высокую чувствительность (ПО = 6.2 нМ) и
селективность, а также стабильность и высокий
уровень интенсивности флуоресценции при дей-
ствии HOCl в диапазоне pH 2–10. При реакции с
HOCl плато изменения интенсивности флуорес-
ценции достигается в течение 60 с. ER-NPA был
использован для регистрации экзо- и эндогенной
HOCl (при стимуляции LPS/PMA, а также туни-
камицином) в клетках HeLa методом конфокаль-
ной микроскопии в режиме двухфотонного воз-
буждения (λвозб = 800 нм; λисп = 550 нм). Данный
зонд показал эффективность также в случае реги-
страции экзо- и эндогенной HOCl (при стимуля-
ции LPS/PMA) in vivo в эмбрионах аквариумных
рыб Danio rerio [83].

В начале 2021 г. J. Xu et al. представили мито-
хондриально-нацеленный зонд типа “включе-
ния” – соединение (VII) [84]. Остаток нафтал-

имида использован в качестве флуорофора,
(2-аминоэтил)-тиомочевина – в качестве сайта ре-
акции, а кватернизованный пиридиновый фраг-
мент – в качестве митохондриально-нацеленной
группы. При взаимодействии с HOCl происходит
внутримолекулярная циклизация тиомочевин-
ной группы зонда, что сопровождается увеличени-
ем интенсивности флуоресценции (λвозб = 370 нм;
λисп = 488 нм). Зонд характеризуется избиратель-
ностью к HOCl по сравнению с другими активны-
ми формами, относительно высокой чувстви-
тельностью (ПО = 230 нМ), большим рабочим
диапазоном pH (pH 2–9), интенсивность флуо-
ресценции достигает плато в течение 60 с. Хемо-
сенсор был использован при визуализации экзо-
генной HOCl в митохондриях клеток линии PC-12
(клетки феохромоцитомы крысы), а также для ре-
гистрации образования эндогенной HOCl в клетках
линии RAW264.7 при их стимуляции PMA [84].

Ни один из указанных в данном подразделе
зондов не доступен для приобретения.

Рис. 11. Структурные формулы 1,8-нафталимида и новых флуоресцентных зондов на его основе.
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Иные малые молекулярные зонды

В 2016 г. группа ученых во главе с Y. Liu пред-
ставила гибридный зонд “переключения” на ос-
нове “ядер” BODIPY и родамина – BRT (рис. 12)
[85]. В отличие от предшественников, например,
HRS1 и соединения (IV) (рис. 6), атом кислорода
в родаминовом кольце заменен на атом серы. При
действии HOCl тиогидразид родамина переходит
в открытую форму, что сопровождается перено-
сом энергии по механизму FRET от BODIPY к
родамину (λвозб = 525 нм; λисп = 580/540 нм). Зонд
показал высокую чувствительность (ПО = 38 нM),
селективность, а также скорость реакции (выход
кинетической кривой изменения интенсивности
флуоресценции на плато достигался в течение 15 с)
в отношении HOCl по сравнению с другими
окислителями. Однако “переключение” интен-
сивности флуоресценции зонда сильно зависит
от pH (оптимум при pH 4.0–5.5). BRT был ис-
пользован для регистрации методом конфокаль-
ной микроскопии продукции HOCl клетками ли-
нии RAW264.7 при их активации LPS [85].

В 2018 г. группа во главе с G.J. Song синтезиро-
вала новый зонд типа “переключения” RPM
(рис. 12) [86]. В структуре хемосенсора в качестве
донора энергии использован имидазо[1,5-a]пи-
ридин, акцептора – модифицированный остаток
родамина. Зонд обладает собственной флуорес-
ценцией, характерной для имидазо[1,5-a]пири-
дина (λвозб = 400 нм; λисп = 462 нм). При реакции
с HOCl карбонильная группа в имидазо[1,5-a]пи-
ридине преобразуется в оксадиазол, что ослабля-
ет его способность принимать электроны. С дру-
гой стороны, происходит открытие кольца рода-
минового фрагмента, что в итоге приводит к
увеличению интенсивности флуоресценции в
оранжевой области спектра при сохранении флуо-
ресценции в синей области (λвозб = 400 нм; λисп =
= 587/462 нм). Авторы полагают, что подобный
эффект обусловлен комбинацией ICT и TBET.
RPM обладает высокой избирательностью по от-
ношению к HOCl, быстрым ответом (плато изме-
нения интенсивности флуоресценции достигает-
ся в течение 30 с), большим рабочим диапазоном
pH (5.5–8.0), в пределах которого эффективность
“переключения” максимальна и постоянна. Не-
достаток сенсора – сравнительно малая чувстви-
тельность (ПО = 2.08 мкМ). RPM был использо-
ван для визуализации методом конфокальной
микроскопии образования HOCl клетками линии
RAW264.7 при их стимуляции LPS [86].

Используя вышеописанный подход, H. Meng
et al. в 2019 г. сконструировали ратиометрический
зонд CR-Ly (рис. 12) [87]. “Ядра” кумарина и ро-
дамина были выбраны, соответственно, в каче-
стве донора и акцептора энергии, а морфолино-
вый фрагмент – в качестве лизосомо-нацеленной
группы. Механизм “переключения” CR-Ly и со-

единения (IV), описанного в подразделе о перехо-
де к концепции зондов “переключения” (рис. 6),
аналогичны. Диацилгидразин выступает в каче-
стве сайта реакции с HOCl, после взаимодействия
с которым родаминовый фрагмент претерпевает
превращение из спироциклической формы в
форму с раскрытым кольцом. При этом разбло-
кировка процесса FRET приводит к “переключе-
нию” флуоресценции с кумарина на родамин
(λвозб = 420 нм; λисп = 582/479 нм). CR-Ly характе-
ризуется крайне высокой чувствительностью
(ПО = 12 нM) и селективностью по отношению к
HOCl, относительно малым временем реакции
(плато изменения интенсивности флуоресцен-
ции достигается в течение 50 с). Соотношение из-
менения интенсивности флуоресценции макси-
мально и слабо зависит от рН в слабокислой обла-
сти (pH 4–6), что соответствует целям разработки
зонда для применения в лизосомах. Возможность
визуализации продукции HOCl в лизосомах была
показана на клетках линии RAW264.7 при их сти-
муляции LPS/PMA [87].

В 2018 г. D. Zheng et al. представили зонд типа
“включения” Dcp-EPtz на основе фенотиазин-ди-
цианоизофорона (рис. 12) [88]. Окисление атома се-
ры при действии HOCl приводит к образованию
альдегида в качестве продукта реакции, который ха-
рактеризуется интенсивностью флуоресценции в
красной области (λвозб = 475 нм; λисп = 618 нм) и
большим стоксовым сдвигом (>143 нм). Dcp-EPtz
обладает высокой селективностью в отношении
HOCl по сравнению с другими окислителями,
широким рабочим диапазоном pH 5–8. Однако
вследствие образования интермедиатов ради-
кальной природы интенсивность флуоресценции
продукта реакции нестабильна в течение первых
300 с после начала реакции. Dcp-EPtz был ис-
пользован для регистрации методом конфокальной
микроскопии экзогенной HOCl в клетках линии
L929 и продукции эндогенной HOCl в клетках ли-
нии RAW264.7 при их активации LPS/PMA [88].

В середине 2020 г. L. Liu et al. разработали и ре-
ализовали новый подход к регистрации базаль-
ной активности MPO [89]. В основу хемосенсора
типа “включения” FD-301 (рис. 12) положена
структура известного ингибитора MPO – гидра-
зида 4-аминобензойной кислоты, связанного с
помощью дибензоилгидразинового линкера с
флуорофором – метиленовым синим. FD-301
специфически связывается с MPO благодаря гид-
разидному фрагменту, однако стерические за-
труднения, вызванные наличием метиленового
синего, не приводят к ингибированию каталити-
ческой активности фермента. Мишенью реакции
выступает гидразидный остаток, окисление кото-
рого HOCl приводит к разрыву связи и высвобож-
дению флуорофора (λвозб = 620 нм; λисп = 686 нм).
FD-301 обладает высокой чувствительностью
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(ПО = 44 нМ) и скоростью реакции с HOCl (пла-
то изменения интенсивности флуоресценции до-
стигается за 10 с), широким рабочим диапазоном
pH 3–8, селективностью в отношении HOCl по
сравнению с другими окислителями. Хемосенсор
был успешно апробирован при визуализации эк-
зогенной HOCl в клетках линии RAW264.7, а так-

же спонтанной продукции эндогенной HOCl в
клетках линии HL-60. FD-301 был применен для
регистрации образования HOCl in vivo в модели
артрита, индуцированного инъекцией λ-карраги-
нана в голеностопный сустав мыши, и ex vivo в
модели язвенного колита мышей, индуцирован-
ного оральным приемом 5%-ного декстрана [89].

Рис. 12. Структурные формулы иных новых малых молекулярных флуоресцентных зондов.
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В 2018 г. L. Chen et al. предложили зонд типа
“включения” (соединение (VIII)) для обнаруже-
ния HOCl на основе флуоресцентного “ядра”
2-(2'-гидроксифенил)бензоксазола (рис. 12) [90].
DAMN был выбран в качестве сайта реакции с
HOCl. При реакции HOCl с зондом происходит
превращение иминогруппы в альдегидную. Реак-
ция сопровождается увеличением интенсивности
флуоресценции (λвозб = 360 нм; λисп = 435 нм) за
счет ингибирования PET. Зонд характеризуется
высокой чувствительностью, селективностью и
скоростью реакции (плато интенсивности флуо-
ресценции достигается в течение 30 с) в отноше-
нии HOCl. Хемосенсор был использован в режиме
двухфотонного возбуждения (λвозб = 740 нм) для ре-
гистрации образования HOCl в клетках линии
RAW264.7 при их стимуляции LPS/IFN-γ/PMA, а
также в срезах гиппокампа мыши при стимуля-
ции PMA [90].

В 2018 г. группа ученых во главе с S. Das пред-
ложила зонд “переключения” на основе хиноли-
на – HQMN (рис. 12) [91]. Как и у соединения
(VIII), DAMN служит в качестве сайта реакции с
HOCl. Полученный в ходе реакции зонда с HOCl
альдегид характеризуется значительным сдвигом
в синюю область максимума интенсивности флуо-
ресценции (λвозб = 370 нм; λисп = 468/572 нм). Зонд
показал высокую селективность в отношении
HOCl по сравнению с другими окислителями, а
также большой сдвиг максимума испускания при
действии HOCl (104 нм). Однако теоретический
предел обнаружения HOCl (ПО = 787 нМ) в ~10 раз
больше, чем у многих сенсоров, разработанных в
последние годы, а плато интенсивности флуорес-
ценции достигается в течение 100 с, что в ~3 раза
больше, чем у зондов феноксазинового ряда, зон-
дов на основе родола и др. С помощью HQMN по-
казано увеличение спонтанной продукции HOCl в
моноцитах больных сахарным диабетом по сравне-
нию с моноцитами здоровых доноров [91].

В 2018 г. J. Sun et al. предложили два флуорес-
центных зонда типа “включения” с бензофураза-
ном в качестве флуорофора – MeS-DMAB и
EtS-DMAB (рис. 12) [92]. Тиоэфирная группа окис-
ляется при действии HOCl до сульфоксида и сульфо-
новой группы для MeS-DMAB и EtS-DMAB соот-
ветственно, что приводит к увеличению интен-
сивности флуоресцентного сигнала за счет
активации процесса ICT (λвозб = 440 нм; λисп =
= 610 нм). Оба хемосенсора характеризуются
большим стоксовым сдвигом (170 нм), высокой
избирательностью в отношении HOCl, однако
время достижения плато интенсивности флуо-
ресценции после добавления HOCl составляет 30–
40 мин. Поскольку чувствительность EtS-DMAB
(ПО = 340 нМ) по отношению к HOCl выше в

сравнении с MeS-DMAB, он был использован
для регистрации методом конфокальной микро-
скопии экзогенной HOCl в клетках линии HeLa и
образования эндогенной HOCl в клетках линии
RAW264.7 при их активации LPS/IFN-γ/PMA [92].

В 2020 г. Y. Huang et al. предложил зонд двой-
ного действия NSSN для регистрации HOCl в ми-
тохондриях (рис. 12) [93]. Зонд содержит два бен-
зотиазольных фрагмента и один остаток п-метил-
фенола между ними. Реакция с HOCl протекает
по связи C=C, расположенной между орто-поло-
жением п-метилфенола и бензотиазола с после-
дующим отщеплением бензотиазольного фраг-
мента. При этом наблюдается “переключение”
интенсивности флуоресценции зонда с красной
на желтую область спектра (λвозб = 450 нм; λисп =
= 540/670 нм) предположительно за счет процес-
са ESIPT. При концентрации HOCl 30–70 мкМ
спектр испускания флуоресценции смещается в
красную область, и NSSN может быть использо-
ван в качестве зонда “включения” (λвозб = 450 нм;
λисп = 552 нм). Хемосенсор селективен в отноше-
нии HOCl, имеет низкий предел обнаружения
(ПО = 130 нМ), рабочий диапазон лежит в обла-
сти pH 7–10, однако время выхода на плато ин-
тенсивности флуоресценции составляет 5 мин.
NSSN был использован для визуализации экзо-
генной HOCl в митохондриях клеток HeLa, а так-
же при подкожной инъекции HOCl мышам [93].

В 2021 г. P. Luo совместно с X. Zhao представи-
ли зонд типа “включения” HDI-HClO (рис. 12)
[94]. Зонд содержит фрагменты индоленина, фе-
нола и, как и в некоторых других работах, N,N-
диметилтиокарбамат в качестве сайта реакции с
HOCl. При реакции хемосенсора с HOCl проис-
ходит активация ранее блокированного процесса
ICT, что приводит к “включению” зонда (λвозб =
= 440 нм; λисп = 520 нм). HDI-HClO продемон-
стрировал высокую селективность и чувствитель-
ность (ПО = 8.3 нM), быстрый выход на плато ки-
нетической кривой изменения интенсивности
флуоресценции (8 с), широкий рабочий диапазон
pH 7–10. При этом следует отметить незначи-
тельное влияние биологических тиолов на интен-
сивность флуоресценции зонда в режиме кинетиче-
ских исследований. HDI-HClO был апробирован
при визуализации экзогенной HOCl в клетках ли-
нии HeLa, а также эндогенной HOCl в макрофа-
гах RAW264.7 при их стимуляции LPS/PMA [94].

Ни один из указанных в данном подразделе
зондов не доступен для приобретения.

Краткая характеристика новых малых молеку-
лярных флуоресцентных зондов для регистрации
HOCl приведена в табл. S1 (см. дополнительные
материалы).
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработка чувствительных, селективных и

биологически совместимых флуоресцентных
зондов с целью регистрации реакционных соеди-
нений, в том числе HOCl, в биологических объек-
тах вызывает интерес многих ученых, особенно
это стало заметно в последние 10 лет. За это время
было разработано множество зондов на основе
различных флуоресцентных “ядер”, групп распо-
знавания, типов и механизмов изменения интен-
сивности флуоресценции. Сами зонды стали бо-
лее специализированными и чаще применяемы-
ми для мониторинга образования HOCl с целью
изучения ее участия в физиологических и пато-
физиологических процессах, а также выяснения
роли этой молекулы в клеточной сигнализации.

В настоящем обзоре мы представили класси-
фикацию, стратегии обнаружения, а также дости-
жения в разработке флуоресцентных зондов для
обнаружения HOCl в биологических объектах.
Однако, несмотря на значительные успехи в этой
области, существует ряд ограничений использо-
вания флуоресцентных зондов вне зависимости
от их типа: 1) малый стоксов сдвиг, который при-
водит к потере чувствительности зонда вслед-
ствие поглощения испускаемого света;
2) меньшая скорость реакции сенсора с HOCl по
сравнению со скоростью реакции HOCl с функ-
циональными группами биомолекул, что затруд-
няет кинетические исследования функциональ-
ного ответа клеток на внешние стимулы; 3) слож-
ная процедура синтеза и, как следствие,
коммерческая недоступность, высокая стоимость
или низкая чистота продукта; 4) малый рабочий
диапазон рН и/или его сдвиг в кислотные или ще-
лочные области (за исключением случаев разра-
ботки зондов, нацеленных на определенную ор-
ганеллу клетки-мишени); 5) низкая стабильность
самого зонда (малое время хранения препарата)
и/или фотообесцвечивание флуоресцентного
продукта во время наблюдений; 6) влияние HOCl
и других АФК, АФГ и АФА на продукт реакции
зонда с HOCl; 7) малая селективность (высокая
степень влияния других АФК, АФГ и АФА, а так-
же ионов); 8) низкая чувствительность (большое
значение ПО) и т.д. [16].

В настоящее время получен ряд зондов, ли-
шенных большинства вышеперечисленных недо-
статков при их использовании в бесклеточных
средах. Однако данный факт не гарантирует до-
статочную чувствительность этого же зонда в кле-
точных культурах. Принимая во внимание специ-
фику клеточных систем, к зондам для регистрации
HOCl предъявляются некоторые дополнительные
требования.

1) В идеале сенсор должен позволять произво-
дить избирательную оценку образования HOCl во
внутри- или внеклеточных областях. Поэтому

при конструировании зонда должен быть соблю-
ден подходящий для конкретной задачи баланс
между гидрофобностью и гидрофильностью зон-
да в контексте проницаемости для мембран, удер-
жания в клетках и растворимости в физиологиче-
ских средах [14].

2) В качестве растворителя для сенсора идеаль-
но использование воды или буферного раствора с
физиологическим значением рН. В ряде случаев
допускаются малые добавки органического со-
растворителя. Большое содержание органиче-
ских растворителей может нарушать физико-хи-
мические свойства биомолекул и влиять на жиз-
неспособность клеток. Однако большинство
флуоресцентных зондов плохо растворимы в вод-
ных средах. В качестве растворителей или сорас-
творителей используют такие органические ве-
щества, как N,N-диметилформамид, диметил-
сульфоксид, ацетонитрил, этанол, глицерин [95].
Следует помнить, что часто используемый диме-
тилсульфоксид сам окисляется HOCl [96]. Чаще
других в качестве буферных растворов используют
фосфатно-солевой буфер, N-2-гидроксиэтилпипе-
разин-N'-2-этансульфоновую кислоту (HEPES),
2-амино-2-гидроксиметил-пропан-1,3-диол (Tris)
и др. [95]. Однако применение двух последних соеди-
нений нежелательно ввиду их реакции с HOCl [97].

3) Необходимо избегать сильного поглощения
зонда в ультрафиолетовой области, а также сов-
падения спектров поглощения и/или возбужде-
ния сенсора с полосами Соре основных белков
плазмы крови. Первую из этих проблем можно
обойти, если использовать режим двухфотонного
возбуждения хемосенсора, что, однако, не всегда
реализуемо.

4) Зонд должен быть нетоксичным для клеток
в используемых концентрациях на протяжении
всего периода измерений (в зависимости от ис-
пользуемых методов промежуток времени варьи-
руется от 30 мин до нескольких суток). При этом
желательно наличие у зонда высокого молярного
коэффициента поглощения, что дает возмож-
ность уменьшить его концентрацию, необходи-
мую для экспериментов, и, следовательно, сни-
зить вмешательство в изучаемые механизмы [14].

При разработке зонда, лишенного сразу не-
скольких недостатков, исследователи часто берут
за основу некоторое удачное решение с целью его
дальнейшей доработки. Так, среди тенденций в
разработке и применении малых молекулярных
зондов для регистрации HOCl можно отметить
частое использование DAMN в качестве мишени
для HOCl в составе сенсоров, например, в CSN
[63], RO610 [78], соединении (VIII) [90], HQMN
[91]. Новой ветвью стало использование зондов
на основе феноксазина (CB [70], RT-1 [73], BR-O
[74], BR-1 [75], BC-2 и BC-3 [77]), а также гибрид-
ного флуорофора родола (RO610 [78], HKOCl-4 и
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его производные [79]). Вызывает интерес страте-
гия одновременной регистрации нескольких ти-
пов окислителей, реализованная, например, в ра-
боте R. Zhang et al. [67] на примере зонда FHZ.

Наблюдается усложнение структуры зондов за
счет введения дополнительных мишеней для уве-
личения селективности и/или чувствительности
датчиков, а также более частое использование пар
донор–акцептор для создания зондов типа “пере-
ключения”. Общая тенденция – разработка зон-
дов с большим стоксовым сдвигом и регистрацией в
ближнем инфракрасном диапазоне (альтерна-
тивно – зондов с возможностью двухфотонного
возбуждения), совместимых с часто используемы-
ми длинами волн лазерного излучения (например,
488, 640, 750 нм и др.) [32, 33].

Из представленных в данном обзоре новых ма-
лых молекулярных зондов (табл. S1 в дополни-
тельных материалах), в зависимости от целей ис-
следования и исходя из данных, указанных авто-
рами статей, для регистрации HOCl подходят
следующие зонды:

1) по используемому методу регистрации HOCl:
а) для конфокальной микроскопии – все ука-

занные зонды;
б) для проточной цитометрии – HKOCl-3 [64],

CB [70–72], HKOCl-4r [79];
в) для исследования в суспензиях клеток с ис-

пользованием спектрофлуориметра – HKOCl-3
[64], CB [70–72];

г) для кинетических исследований образова-
ния HOCl (время реакции <1 мин) – все зонды,
кроме BCO и BETC (время реакции не определе-
но) [62], FN-1 и FN-2 [69], RT-1 [73], BR-O [74],
BR-1 [75], Dcp-EPtz [88], EtS-DMAB [92], NSSN
[93];

2) для регистрации продукции HOCl в клеточ-
ных органеллах:

а) в митохондриях – FHZ (в цитоплазме и ми-
тохондриях) [67], HKOCl-4m [79], соединение
(VII) [84], NSSN [93];

б) в лизосомах – NDS [82], CR-Ly [87];
в) в эндоплазматическом ретикулуме – ER-NPA

[83];
3) для регистрации образования HOCl:
а) in vivo – FHZ [67], BR-1 [75], BC-3 [77],

RO610 [78], ER-NPA [83], FD-301 [89], NSSN [93];
б) в срезах тканей – HKOCl-4r [79], соедине-

ние (VIII) [90];
4) использование ближнего инфракрасного диа-

пазона или режима двухфотонного возбуждения:
а) CSN – “переключение” из красной области

спектра в синюю (λисп = 470/640 нм) [63], NSSN –

“переключение” из красной области спектра в
желтую (λисп = 540/670 нм) [93];

б) возбуждение и испускание в красной обла-
сти спектра – BR-O [74], BR-1 [75] и BC-3 [77]
(λвозб = 610 нм; λисп = 670 нм), FD-301 (λвозб = 620 нм;
λисп = 686 нм) [89];

в) BRT – “переключение” из синей области
спектра в оранжевую с сохранением красной по-
лосы (λисп = 587/462 нм) [85];

г) возможность использования двухфотонного
возбуждения – соединение (VIII) (λвозб = 740 нм;
λисп = 435 нм) [90], ER-NPA (λвозб = 800 нм; λисп =
= 550 нм) [83].

К настоящему времени коммерчески доступ-
ны для приобретения следующие зонды: HKOCl-3
(CAS 2031170-80-4), FHZ (CAS 1883737-63-0), СВ
(CAS 1562-90-9), HKOCl-4 (CAS 2031170-85-9) и
HKOCl-4m (CAS 2031170-88-2).

В 2016–2021 гг. был достигнут несомненный
прогресс в разработке малых молекулярных флуо-
ресцентных зондов, а также их применении для
визуализации HOCl как in vitro, так и in vivo. Од-
нако многие проблемы, связанные с чувствитель-
ностью и селективностью зондов, скоростью их
реакции с HOCl (для кинетических исследова-
ний), малым стоксовым сдвигом, использовани-
ем органических растворителей, а также малой
фотостабильностью остаются актуальными и
сейчас. В связи с этим при выборе хемосенсора
для практического применения необходимо об-
ратить внимание на ту совокупность характери-
стик зонда, которая наиболее оптимально позво-
лит решить конкретно поставленную перед экс-
периментатором задачу. Кроме того, очень
небольшое количество разработанных хемосен-
соров доступно к непосредственному приобрете-
нию, что вызывает дополнительные затруднения
у исследователей, но вместе с тем открывает воз-
можность и необходимость дальнейшего кон-
струирования и синтеза новых зондов для реги-
страции HOCl.
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Fluorescent Probes for HOCl Detection in Living Cells
V. E. Reut*, I. V. Gorudko*, D. V. Grigorieva*, A. V. Sokolov**, ***, and O. M. Panasenko***, #

#Phone: +7(499)246-44-90, e-mail: o-panas@mail.ru
*Belarusian State University, prosp. Nezavisimosti 4, Minsk, 220030 Belarus

**FGBNU “Institute of Experimental Medicine”, ul. Academica Pavlova 12, St. Petersburg, 197376 Russia
***Federal Research and Clinical Center of Physical-Chemical Medicine of Federal Medical Biological Agency,

ul. Malaya Pirogovskaya 1a, Moscow, 119435 Russia

Hypochlorous acid (HOCl) plays important role not only in immune system protecting the organism from
pathogens, but also, due to its high reactivity, provokes the development and complication of many diseases.
Therefore, the development of highly sensitive and selective for HOCl biosensors, including f luorescent
probes, for better understanding the roles of HOCl in living systems, is of a great importance. Nevertheless,
there are many difficulties, associated with HOCl registration in biological probes (chemo- and photostabi-
lity, cytotoxicity, f luorescence and absorption characteristics, selectivity, sensitivity etc.). Thus, the develop-
ment of new chemosensors has been relevant for many years. In this review, we describe classification of small
molecular probes for HOCl detection in biological systems, as well as summarize results of the development
of chemosensors, their photophysical properties, and biological applications. Particular attention is paid to
the achievements in this area over 2016–2021 years. A number of problems related to design and application
of small molecular probes were formulated. Due to the absence of a “gold standard” among the HOCl che-
mosenors, associated among others with the commercial unavailability or complex methods of synthesizing
new sensors, some recommendations are given on the field of chemosensors application mentioned. Trends
in the development of f luorescent chemosensors for HOCl visualization in living cells were outlined.

Keywords: fluorescence, fluorescent probes, reactive oxygen species, reactive halogen species, hypochlorous acid,
chemosensors
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