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本发明公开了一种基于偶联反应的荧光共

振能量转移探针的甲醛检测方法，包括：在溶解

有待测样品的所述反应介质中加入带荧光基团

的胺类、带荧光基团的炔烃以及金属催化剂，得

到原始反应溶液；对原始反应溶液进行荧光检

测，确定原始反应溶液对应的第一荧光发射峰强

度；对原始反应溶液进行加热，使原始反应溶液

中的各组分发生金属催化偶联反应，得到目标反

应溶液；对目标反应溶液进行荧光检测，确定目

标反应溶液对应的第二荧光发射峰强度；根据第

一荧光发射峰强度和第二荧光发射峰强度，确定

待测样品中的甲醛浓度。本发明采用荧光检测，

配合荧光共振能量转移降低背景信号的干扰，省

去洗脱步骤，使检测便捷，成本廉价且对甲醛选

择性高。
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1.一种基于偶联反应的荧光共振能量转移探针的甲醛检测方法，其特征在于，包括步

骤：

将待测样品溶解于反应介质中，并在溶解有待测样品的所述反应介质中加入带荧光基

团的胺类、带荧光基团的炔烃以及金属催化剂，得到原始反应溶液；

对所述原始反应溶液进行荧光检测，确定所述原始反应溶液对应的第一荧光发射峰强

度；

对所述原始反应溶液进行加热，使所述待测样品中的甲醛、所述带荧光基团的胺类以

及所述带荧光基团的炔烃在所述金属催化剂的催化作用下发生金属催化偶联反应，得到目

标反应溶液，对原始反应溶液进行加热后，在加热条件下，待测样品中的甲醛、带荧光基团

的胺类以及带荧光基团的炔烃在金属催化剂催化下会发生金属催化偶联反应，形成炔丙胺

产物；

对所述目标反应溶液进行荧光检测，确定所述目标反应溶液对应的第二荧光发射峰强

度；

根据所述第一荧光发射峰强度和所述第二荧光发射峰强度，确定所述待测样品中的甲

醛浓度；

其中，所述带荧光基团的胺类为 其中，荧光基团R1为香豆素或荧光素；

所述带荧光基团的炔烃为 其中，荧光基团R2为香豆素或荧光

素；

所述带荧光基团的胺类、带荧光基团的炔烃和金属催化剂的浓度比为1:1:0.02～0.1；

所述金属催化剂为

中的一种；

所述反应介质为水、1,2‑二氯乙烷、二甲基甲酰胺、二恶烷和乙酸乙酯中的一种或多

种；

所述根据所述第一荧光发射峰强度和所述第二荧光发射峰强度，确定所述待测样品中

的甲醛浓度的步骤包括：

根据所述第一荧光发射峰强度和所述第二荧光发射峰强度，确定荧光比；

根据所述荧光比以及预先确定的荧光比与甲醛浓度的对应关系，确定所述待测样品中

的甲醛浓度；

所述荧光比的计算公式为：

R＝1–F470nm(T16)/F470nm(T0)
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其中，R为荧光比，F470nm(T16)为第二荧光发射峰强度，F470nm(T0)为第一荧光发射峰强

度；

当所述带荧光基团的胺类的荧光基团为香豆素时，所述带荧光基团的炔烃的荧光基团

为荧光素；当所述带荧光基团的胺类的荧光基团为荧光素时，所述带荧光基团的炔烃的荧

光基团为香豆素。
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基于偶联反应的荧光共振能量转移探针的甲醛检测方法

技术领域

[0001] 本发明涉及化学分析检测技术领域，具体涉及基于偶联反应的荧光共振能量转移

探针的甲醛检测方法。

背景技术

[0002] 甲醛是一种制造塑胶树脂的重要有机原料，广泛应用于造纸、纺织和木材业。人体

大量接触甲醛可导致急性中毒、呕吐、休克、消化道出血、严重腹痛、昏迷，甚至死亡。国际癌

症研究机构(IARC) 的研究指出甲醛可导致人类罹患鼻咽癌，并引发白血病。长时间摄取甲

醛的慢性毒性则包括基因毒性、神经毒性、生殖毒性、血液毒性和遗传毒性。

[0003] 为了更好地确保生活质量和安全，研究人员相继提出多种甲醛检测方法，包括分

光光度法、电化学检测、气相色谱、液相色谱、化学滴定和荧光检测。但现有的甲醛检测方法

的检测灵敏度和准确度容易受多种羰基化合物的干扰，且检测设备价格昂贵，设备操作复

杂，需要专业技术人员操作，对多组分混合的食品样本检测需要冗长的预处理步骤。

[0004] 因此，现有技术还有待于改进和发展。

发明内容

[0005] 本发明要解决的技术问题在于，针对现有技术的上述缺陷，提供一种基于偶联反

应的荧光共振能量转移探针的甲醛检测方法，旨在解决现有甲醛检测方法的检测成本高，

检测步骤复杂，且检测结果的灵敏度和准确度容易受多种羰基化合物的干扰的问题。

[0006] 本发明解决该技术问题所采用的技术方案是：一种基于偶联反应的荧光共振能量

转移探针的甲醛检测方法，包括步骤：

[0007] 将待测样品溶解于反应介质中，并在溶解有待测样品的所述反应介质中加入带荧

光基团的胺类、带荧光基团的炔烃以及金属催化剂，得到原始反应溶液；

[0008] 对所述原始反应溶液进行荧光检测，确定所述原始反应溶液对应的第一荧光发射

峰强度；

[0009] 对所述原始反应溶液进行加热，使所述待测样品中的甲醛、所述胺类以及所述炔

烃在所述金属催化剂的催化作用下发生金属催化偶联反应，得到目标反应溶液；

[0010] 对所述目标反应溶液进行荧光检测，确定所述目标反应溶液对应的第二荧光发射

峰强度；

[0011] 根据所述第一荧光发射峰强度和所述第二荧光发射峰强度，确定所述待测样品中

的甲醛浓度。

[0012] 所述的基于偶联反应的荧光共振能量转移探针的甲醛检测方法，其中，所述金属

催化偶联反应的反应式为：
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[0013]

[0014] 其中，R1至R4为氢、卤素、杂原子、羟基、烷氧基、羧基、羰基、氰基、氨基、烷基、取代

烷基、芳基、取代芳基、杂原子芳基和取代杂原子芳基中的一种或多种；R5为氢、卤素、杂原

子、羟基、烷氧基、羧基、羰基、氰基、氨基、取代氨基、硝基、烧基、取代烷基、芳基、取代芳基、

杂原子芳基和取代杂原子芳基中的一种或多种；  R6为氢、卤素、杂原子、羟基、烷氧基、羧

基、羰基、氰基、氨基、取代氨基、硝基、烷基、取代烷基、芳基、取代芳基、杂原子芳基和取代

杂原子芳基中的一种或多种；n为0～10之间的整数。

[0015] 所述的基于偶联反应的荧光共振能量转移探针的甲醛检测方法，其中，所述胺类

为 其中，荧光基团R1为香豆素或荧光素。

[0016] 所述的基于偶联反应的荧光共振能量转移探针的甲醛检测方法，其中，当所述胺

类的荧光基团为香豆素时，所述炔烃的荧光基团为荧光素；当所述胺类的荧光基团为荧光

素时，所述炔烃的荧光基团为香豆素。

[0017] 所述的基于偶联反应的荧光共振能量转移探针的甲醛检测方法，其中，所述炔烃

为 其中，荧光基团R2为香豆素或荧光素。

[0018] 所述的基于偶联反应的荧光共振能量转移探针的甲醛检测方法，其中，当所述炔

烃的荧光基团为香豆素时，所述胺类的荧光基团为荧光素；当所述炔烃的荧光基团为荧光

素时，所述胺类的荧光基团为香豆素。

[0019] 所述的基于偶联反应的荧光共振能量转移探针的甲醛检测方法，其中，所述金属

催化剂为

[0020]

中的一种。

[0021] 所述的基于偶联反应的荧光共振能量转移探针的甲醛检测方法，其中，所述反应

介质为水、1,2‑二氯乙烷、二甲基甲酰胺、二恶烷和乙酸乙酯中的一种或多种。

[0022] 所述的基于偶联反应的荧光共振能量转移探针的甲醛检测方法，其中，所述根据

所述第一荧光发射峰强度和所述第二荧光发射峰强度，确定所述待测样品中的甲醛浓度的

步骤包括：
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[0023] 根据所述第一荧光发射峰强度和所述第二荧光发射峰强度，确定荧光比；

[0024] 根据所述荧光比以及预先确定的荧光比与甲醛浓度的对应关系，确定所述待测样

品中的甲醛浓度。

[0025] 所述的基于偶联反应的荧光共振能量转移探针的甲醛检测方法，其中，所述荧光

比的计算公式为：

[0026] R＝1–F470nm(T16)/F470nm(T0)

[0027] 其中，R为荧光比，F470nm(T16)为第二荧光发射峰强度，F470nm(T0)为第一荧光发射

峰强度。

[0028] 有益效果：本发明通过带荧光基团的胺类和带荧光基团的炔烃组成的基于荧光共

振能量转移的荧光探针在金属催化剂的催化作用下与待测样品中的甲醛发生金属催化偶

联反应，从而对待测样品中的甲醛浓度进行检测，采用荧光检测，配合荧光共振能量转移降

低背景信号的干扰，省去洗脱步骤，使检测便捷，成本廉价且对甲醛选择性高。

附图说明

[0029] 图1是本发明实施例1中制备带香豆素的胺类化合物1的示意图；

[0030] 图2是本发明实施例2中制备带荧光素的炔烃化合物2的示意图；

[0031] 图3是本发明实施例3中制备炔丙胺化合物4的示意图；

[0032] 图4是本发明实施例1、实施例2和实施例3中制备的带香豆素的胺类化合物1、带荧

光素的炔烃化合物2和炔丙胺化合物4的荧光光谱图；

[0033] 图5是本发明实施例4中甲醛、其它较大的醛类和FRET探针的偶联反应的荧光光谱

图；

[0034] 图6是本发明实施例4中甲醛、其它较大的醛类和FRET探针的偶联反应的去卷积质

谱图；

[0035] 图7是本发明实施例5中反应试剂浓度与FRET荧光比之间的关系图；

[0036] 图8是本发明实施例9中不同甲醛浓度对应的荧光比率图。

具体实施方式

[0037] 本发明提供一种基于偶联反应的荧光共振能量转移探针的甲醛检测方法，为使本

发明的目的、技术方案及优点更加清楚、明确，以下对本发明进一步详细说明。应当理解，此

处所描述的具体实施例仅用以解释本发明，并不用于限定本发明。

[0038] 在工业上，甲醛是一种制造塑胶树脂的重要有机原料，广泛应用于造纸、纺织和木

材业。在多种活体内，甲醛为正常新陈代谢过程的产物，因此其天然存在于不同的新鲜或加

工食物中，如菇菌、果蔬、甲壳动物和肉类等，一般而言活体中通常只会含有少量甲醛。从食

物中摄取的少量甲醛会刺激口腔、咽、食道和胃的黏膜，人体可以经新陈代谢将微量甲醛转

换并排除体外，故甲醛一般不会于体内积累，影响人体健康。然而，大量接触甲醛可以导致

急性中毒、呕吐、休克、消化道出血、严重腹痛、昏迷甚至死亡。国际癌症研究机构(IARC) 的

研究指出甲醛可导致人类罹患鼻咽癌，并引发白血病。长时间摄取甲醛的慢性毒性则包括

基因毒性、神经毒性、生殖毒性、血液毒性和遗传毒性。

[0039] 为了更好地确保生活质量和安全，研究人员相继提出多种甲醛检测方法，包括分
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光光度法、电化学检测、气相色谱、液相色谱、化学滴定和荧光检测。现时主流的快速检测盒

多用于检测生物医学样品或空气中的甲醛量，迄今最为广泛使用的食物中甲醛检测技术为

佩戴紫外检测器的高压液相色谱仪。此方法通过不断改进后，灵敏度和准确度相对优良，但

是依然会受到多种羰基化合物的干扰，而且购置仪器费用昂贵，设备操作过程繁复，需要专

业技术人员操作，再者多组分混合的食品样本需要冗长的预处理步骤。近年来研究人员利

用微流控芯片实现快速检测食品中甲醛的目标，但该方法仍处于产业应用的发展初期。

[0040] 为了解决上述问题，本发明提供了一种基于偶联反应的荧光共振能量转移探针的

甲醛检测方法，包括步骤：

[0041] S1、将待测样品溶解于反应介质中，并在溶解有待测样品的所述反应介质中加入

带荧光基团的胺类、带荧光基团的炔烃以及金属催化剂，得到原始反应溶液。

[0042] 金属催化偶联反应为甲醛、胺类和炔烃通过金属催化剂产生偶联反应形成炔丙

胺，涉及的胺类和炔烃可以为环状或非环状，且能连接荧光基团。荧光共振能量转移

(fluorescence  resonance  energy  transfer，  FRET)即当供体荧光基团的荧光光谱与受

体荧光基团的光谱重叠时，供体荧光基团的能量透过偶极耦合传递给受体基团，供体荧光

基团自身的荧光强度退减，同时诱发受体分子发出荧光。本实施例中将待测样品溶解于反

应介质中，配置成待测样品溶液，所述反应介质为水、  1,2‑二氯乙烷、二甲基甲酰胺、二恶

烷和乙酸乙酯中的一种或多种；然后向待测样品溶液中加入带荧光基团的胺类、带荧光基

团的炔烃以及金属催化剂，得到反应溶液，在甲醛检测过程中，带荧光基团的胺类和带荧光

基团的炔烃组成的基于荧光共振能量转移的荧光探针  (FRET荧光探针)在金属催化剂的催

化作用下与待测样品中的甲醛发生金属催化偶联反应，导致FRET荧光探针的荧光共振能量

发生转移，从而对待测样品中的甲醛浓度进行检测。本实施例中的甲醛检测方法采用荧光

检测，配合荧光共振能量转移降低背景信号的干扰，省去洗脱步骤，使检测便捷，成本廉价

且对甲醛选择性高。

[0043] S2、对所述原始反应溶液进行荧光检测，确定所述原始反应溶液对应的第一荧光

发射峰强度。

[0044] 具体地，所述原始反应溶液为未发生金属催化偶联反应的溶液，得到原始反应溶

液后，取适量原始反应溶液加入荧光检测体系中并使其均匀分散，随后使用430nm波长激发

光对所述原始反应溶液进行荧光检测，得到所述原始反应溶液在470nm处的荧光发射峰强

度作为第一荧光发射峰强度。

[0045] S3、对所述原始反应溶液进行加热，使所述待测样品中的甲醛、所述胺类以及所述

炔烃在所述金属催化剂的催化作用下发生金属催化偶联反应，得到目标反应溶液。

[0046] 所述目标反应溶液为所述原始反应溶液中的各组份即待测样品中的甲醛、所述胺

类以及所述炔烃在金属催化剂的催化作用下发生金属催化偶联反应后的溶液。本实施例中

对原始反应溶液进行加热后，在加热条件下，待测样品中的甲醛、带荧光基团的胺类以及带

荧光基团的炔烃在金属催化剂催化下会发生金属催化偶联反应，形成炔丙胺产物。其中，所

述金属催化偶联反应的反应式为：
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[0047]

[0048] 其中，R1至R4为氢、卤素、杂原子、羟基、烷氧基、羧基、羰基、氰基、氨基、烷基、取代

烷基、芳基、取代芳基、杂原子芳基和取代杂原子芳基中的一种或多种；R5为氢、卤素、杂原

子、羟基、烷氧基、羧基、羰基、氰基、氨基、取代氨基、硝基、烧基、取代烷基、芳基、取代芳基、

杂原子芳基和取代杂原子芳基中的一种或多种；  R6为氢、卤素、杂原子、羟基、烷氧基、羧

基、羰基、氰基、氨基、取代氨基、硝基、烷基、取代烷基、芳基、取代芳基、杂原子芳基和取代

杂原子芳基中的一种或多种；n为0～10之间的整数。

[0049] 具体地，所述胺类为连接荧光基团的胺类，可以为环状或非环状，炔烃为能连接荧

光基团的炔烃，胺类、炔烃和金属催化剂的浓度比为  1:1:0.02～0.1。在一具体实施例中，

带荧光基团的胺类为 其中，荧光基团R1为香豆素或荧光素，当所述胺类的

荧光基团为香豆素时，所述炔烃的荧光基团为荧光素；当所述胺类的荧光基团为荧光素时，

所述炔烃的荧光基团为香豆素。

[0050] 在一具体实施例中，带荧光基团的炔烃为 其中，荧

光基团R2为香豆素或荧光素。当所述炔烃的荧光基团为香豆素时，所述胺类的荧光基团为

荧光素；当所述炔烃的荧光基团为荧光素时，所述胺类的荧光基团为香豆素。

[0051] 在一具体实施方式中，所述金属催化剂为金(III)催化剂，其为  KAuCl4、金属催化

剂3a、金属催化剂3b、金属催化剂3c、金属催化剂3d中的一种。其中，各金属催化剂的化学结

构如下所示：

[0052] 具体地，上述金属催化偶联反应中使用的相关化合物的合成方法可参考现有文

献，具体见表1。

[0053] 表1相关化合物合成方法及其参考文献的信息表
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[0054]

[0055]

[0056] S4、对所述目标反应溶液进行荧光检测，确定所述目标反应溶液对应的第二荧光

发射峰强度。
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[0057] 由上述金属催化偶联反应的反应式可以看出，甲醛、带荧光基团的胺类、带荧光基

团的炔烃以及金属催化剂反应生成的产物为炔丙胺产物。带供体荧光基团和受体荧光基团

的胺类和炔烃在反应形成炔丙胺产物的过程中，供体荧光基团自身的荧光强度退减，同时

诱发受体分子发出荧光，形成荧光共振能量转移，因而形成的炔丙胺产物为荧光物质，展示

了从供体荧光基团至受体荧光基团的荧光共振能量转移，通过测量反应溶液反应前后的荧

光信号，可以测量待测样品中甲醛浓度。本实施例中反应溶液发生金属催化偶联反应后，取

适量目标反应溶液加入荧光检测体系中并使其均匀分散，随后使用430nm波长激发光对目

标反应溶液进行荧光检测，得到目标反应溶液在470nm 处的荧光发射峰强度作为第二荧光

发射峰强度。

[0058] S5、根据所述第一荧光发射峰强度和所述第二荧光发射峰强度，确定所述待测样

品中的甲醛浓度。

[0059] 具体地，本实施例中得到第一荧光发射峰强度和第二荧光发射峰强度后，首先根

据第一荧光发射峰强度和第二荧光发射峰强度，确定荧光比；然后根据所述荧光比以及预

先确定的荧光比与甲醛浓度的对应关系，即可确定待测样品中的甲醛浓度。其中，所述荧光

比的计算公式为：R＝1–F470nm(T16)/F470nm(T0)，其中，F470nm(T16)  为第二荧光发射峰强度，

F470nm(T0)为第一荧光发射峰强度。

[0060] 本实施例中预先将不同浓度的甲醛溶解于反应介质中，并在溶解有甲醛的反应介

质中加入一定量的带荧光基团的胺类、带荧光基团的炔烃以及金属催化剂，得到反应溶液，

对反应溶液进行荧光检测，得到不同浓度甲醛的反应溶液反应前对应的470nm处的荧光发

射峰强度；然后将反应溶液在50℃反应16小时，并对反应后的反应溶液进行荧光检测，得到

不同浓度甲醛的反应溶液反应后对应的470nm处的荧光发射峰强度，根据上述荧光比的计

算公式即可确定不同浓度的甲醛对应的荧光比即确定荧光比与甲醛浓度的对应关系。

[0061] 下面通过具体实施例对本发明进行进一步的解释说明。

[0062] 实施例1

[0063] (1)如图1所示，将7‑(二乙氨基)香豆素‑3‑羧酸(2mmol)、  N‑羟基琥珀酰亚胺

(2.6mmol)、1‑乙基‑3‑(3‑二甲基氨基丙基)碳酰二亚胺(EDCI)(2.6mmol)和4‑二甲氨基吡

啶(DMAP)(2mmol)  混合并溶于二氯甲烷中(15mL)，在室温下搅拌混合物8小时。反应后，加

入二氯甲烷(30mL)稀释反应混合物。混合物用水洗涤(30mL  ×2次)，用无水硫酸镁干燥，过

滤，然后减压浓缩、除去溶剂。残余物通过快速柱色谱纯化，淋洗液为二氯甲烷/乙酸乙酯

(10∶1)，得到如图1所示的化合物1a，且化合物1a收率为79％(0.56g)；

[0064] (2)将化合物1a(1mmol)、4‑氨基‑2,2,6,6‑四甲基哌啶(1mmol)  和DMAP(0.2mmol)

溶于二氯甲烷(15mL)，混合物在室温下搅拌  8小时。反应后，减压浓缩，残余物通过快速柱

色谱纯化，淋洗液为二氯甲烷/甲醇(10：1)，得到如图1所示的香豆素连接的胺类化合物1

(0.28g)，且胺类化合物1的收率为70％。

[0065] 实施例2

[0066] (1)如图2所示，将化合物2a(2mmol)、荧光素(2mmol)和碳酸钾(6mmol)混合并溶于

二甲基甲酰胺(15mL)，并于室温下搅拌混合物8小时。反应后，用水(30mL)稀释反应混合物，

并用二氯甲烷(30mL×3)萃取，获取的有机层用水(30mL×3)和盐水  (30mL×3)洗涤，然后

用无水硫酸镁干燥，过滤，减压浓缩并除去溶剂。残余物通过快速柱色谱纯化，淋洗液为二
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氯甲烷/甲醇(30：1)，得到如图2所示的化合物2b(0.71g)，且化合物2b的收率为60％；

[0067] (2)将化合物2b(1mmol)、三甲基硅基乙炔(3mmol)、反‑  二(三苯基膦)二氯化钯

(II)(Pd(PPh3)2Cl2)(0 .04mmol)、碘化亚铜  (0 .02mmol)和三乙胺(3mmol)溶于四氢呋喃

(20mL)，于氮气气氛下室温搅拌1小时。反应后，减压浓缩并除去溶剂，残余物通过快速柱色

谱纯化，淋洗液为二氯甲烷/甲醇(40：1)，得到如图2所示的化合物2c(0.42g)，且化合物2c

的收率为75％；

[0068] (3)将化合物2c(0.6mmol)和碳酸钾(1.8mmol)溶于甲醇(10mL)，室温下搅拌混合

物10分钟。反应后，加水(20mL)稀释反应混合物，并用二氯甲烷(20mL×3)萃取，获取的有机

层用水(20mL×3)和盐水(20mL×3)洗涤，然后用无水硫酸镁干燥，过滤，减压浓缩，除去溶

剂。得到的残余物通过快速柱色谱纯化，淋洗液为二氯甲烷/ 甲醇(20：1)，得到如图2所示

的荧光素连接的炔烃化合物2(0.21  g)，且炔烃化合物2的收率为70％；

[0069] (4)炔烃化合物2表征分析数据：红色粉末，分析用TLC(硅胶  60)(二氯甲烷/甲

醇)；1H  NMR(400MHz，CD3OD)δ8.32(d，J＝6.7Hz，  1H)，7.85(dt，J＝7.5，3.8Hz，1H)，7.80

(dt，J＝7.6，3.8Hz，1H)，7.43(d，  J＝6.6Hz，1H)，7.37(d，J＝8.8Hz，2H)，7.03(d，J＝

9.2Hz，2H)，6.77‑6.66  (m，6H)，4.16(t，J＝5.9Hz，2H)，3.63(t，J＝6.1Hz，2H)，1.82‑1.71

(m，  2H)；1H  NMR(400MHz，CDCl3)δ8.27(d，J＝7.6Hz，1H)，7.72(dt，J  ＝22.8，7.0Hz，2H)，

7.37(d，J＝8.7Hz，2H)，7.32(d，J＝7.4Hz，1H)，  6.98(d，J＝9.2Hz，2H)，6.89(d，J＝1.6Hz，

2H)，6.82(dd，J＝9.2，1.8Hz,  2H)，6.66(d，J＝8.7Hz，2H)，4.16(t，J＝6.0Hz，2H)，3.64(t，

J＝5.8Hz，2H)，2.96(s，1H)，1.82‑1.71(m，2H)；13C  NMR(100MHz，CDCl3)δ  175.69，165.24，

158 .81，157 .78，155 .87，134 .04，133 .55，132 .68，  131 .39，130 .62，130 .33，130 .24，

129.90，122.21，114.77，114.31，  103.82，75.93，63.73，62.31，28.19；ESI‑MS  m/z  491[M+

H]+；HRMS  (ESI)[C31H23O6]
+计算值491.1495，实测值491.1494。

[0070] 实施例3

[0071] (1)将带香豆素的胺类化合物1(0.1mmol)、带荧光素的炔烃化合物2(0.1mmol)、甲

醛(0.2mmol)和金(III)催化剂3c(2mol％)  溶于1,2‑二氯乙烷/水中，并于50℃下反应16小

时，该反应的反应式如图3所示；

[0072] (2)快速柱色谱法纯化后，反应物进行ESI‑MS和核磁共振检测，检测结果表明反应

得到的炔丙胺化合物4成功转化，收率为31％，该结果表明在金(III)催化剂下，甲醛、带香

豆素的胺类化合物1及带荧光素的炔烃化合物2的三组分偶联反应可以用以检测甲醛；

[0073] (3)炔丙胺化合物4表征分析数据：红色粉末，分析用TLC(硅胶60)(二氯甲烷/甲

醇)；1H  NMR(400MHz，CDCl3)δ8.72(d，J＝  7.6Hz，1H)，8.64(s，1H)，8.22(d，J＝7.7Hz，1H)，

7.71(t，J＝7.5Hz，  1H)，7.65(t，J＝7.6Hz，1H)，7.41(d ,J＝9.0Hz，1H)，7.28(d ,J＝4.6 

Hz，2H)，7.25(s，1H)，6.89(d，J＝9.2Hz，2H)，6.82(s，2H)，  6.74(dd，J＝9.2，2.1Hz，2H)，

6.64(d，J＝2.4Hz，1H)，6.60(d，J  ＝8.7Hz，2H)，6.48(d，J＝2.4Hz，1H)，4.37(m，1H)，4.13

(t，J＝6.0  Hz，2H)，3.58(dd，J＝12.3，6.6Hz，4H)，3.44(q，J＝7.0Hz，4H)，2.03(d，J＝

7.7Hz，1H)，1.89(dd，J＝12.3，3.7Hz，2H)，1.71(t，J＝5.9Hz，  2H)，1.59(d，J＝12.1Hz，

2H)，1.32(s，6H)，1.25(s，6H)，1.22(s，  6H)；13C  NMR(100MHz，CD2Cl2)δ175.76，165.75，

162 .97，162 .80，  158 .70，158 .15，158 .09，157 .80，157 .75，154 .25，153 .12，148 .20， 

148 .10，134 .51，133 .09，132 .99，131 .65，131 .47，130 .81，130 .10，  122 .42，116 .31，
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115.31，114.70，110.53，110.41，108.68，104.19，  100.42，96.84，64.28，62.55，57.52，

47.13，45.47，42.01，33.97，  33.28，30.10，28.65，22.36，12.59；ESI‑MS  m/z  902[M+H]+；

HRMS  (ESI)[C55H56N3O9]
+计算值902.4011，实测值902.4138。

[0074] 实施例4

[0075] (1)将带香豆素的胺类化合物1(5mM)、带荧光素的炔烃化合物2(1当量)、甲醛(2当

量)、乙醛(2当量)、异丁醛(2当量)、异戊醛(2当量)、苯甲醛(2当量)和金属催化剂3c

(2mol％)于1,2‑  二氯乙烷/水(5：1)(反应总体积为3mL)，并在50℃下搅拌16  小时；将反应

后的混合溶液(0.6μL)与二甲基亚砜(3mL)，以测量荧光信号。

[0076] 实施例5

[0077] (1)如表2所示，将不同浓度的带香豆素的胺类化合物1、带荧光素的炔烃化合物2、

甲醛和2mol％金(III)催化剂溶于1,2‑二氯乙烷/水(5：1)，并在50℃下搅拌16小时；对反应

后的混合物进行分离、纯化并进行去卷积质谱分析和荧光检测。

[0078] 表2金属催化偶联反应中各反应物的浓度

[0079] 样品编号 化合物1(mM) 化合物2(mM) 甲醛(mM) 3c(μM) 

1 0.5 0.5 1 10 

2 1 1 2 20 

3 2 2 4 40 

4 3 3 6 60 

5 4 4 8 80 

6 5 5 10 100 

7 6 6 12 120 

8 8 8 16 160 

[0080] 实施例6

[0081] (1)将5mM带香豆素的胺类化合物1、5mM带荧光素的炔烃化合物2、10mM甲醛和

2mol％金(III)催化剂溶于1,2‑二氯乙烷/水(5：  1)50℃反应16小时。将反应后的混合物分

离提纯并进行质谱分析和荧光检测。荧光光谱中观察到的FRET信号(在470nm处蓝色荧光从

强变弱，而554nm处绿色荧光从弱变强)和去卷积质谱分析中存在的901 .39m/z峰皆证明

FRET荧光探针与甲醛成功通过金属催化剂进行偶联反应合成炔丙胺产物4。表3为不同金属

催化剂进行偶联反应对合成的炔丙胺产物4荧光比的影响实验结果。由表3可以看出，使用

金(III)催化剂3c能产生最高FRET荧光比(42％)及最强催化活性。

[0082] 表3不同金属催化剂对应的荧光比

[0083]

[0084] 实施例7
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[0085] (1)将5mM带香豆素的胺类化合物1、5mM带荧光素的炔烃化合物2、10mM甲醛和

2mol％金(III)催化剂3c溶于溶剂中，并在50℃反应16小时。其中，溶剂为有机溶剂和水的

混合溶剂，有机溶剂和水的比例为5:1，有机溶剂为1,2‑二氯乙烷、二甲基甲酰胺、二恶烷、

二甲基亚砜和乙酸乙酯中的一种。将反应后的混合物分离提纯并进行质谱分析和荧光检

测。荧光光谱中观察到的FRET信号和去卷积质谱分析中存在的901.39m/z峰皆证明FRET荧

光探针与甲醛成功通过金属催化剂进行偶联反应合成炔丙胺产物4。表4为不同有机溶剂对

炔丙胺产物4荧光比的影响实验结果。由表4可以看出，当使用二甲基甲酰胺、二恶烷和二甲

基亚砜作为溶剂时，未能从去卷积质谱分析中观察到炔丙胺产物4的转化，FRET荧光比几乎

零。而乙酸乙酯不良于偶联反应，炔丙胺产物4的去卷积质谱分析中转化率低且FRET荧光比

低至14％，1,2‑二氯乙烷为本偶联反应的最佳溶剂，FRET荧光比率高达42％。上述结果表

明，以水和互溶极性溶剂所组成的共溶剂系统为反应介质会降低偶联反应形成炔丙胺产物

4的能力和FRET荧光比；相反，不与水互溶的有机溶剂如乙酸乙酯或1,2‑二氯乙烷则会提高

收率及FRET荧光比。与乙酸乙酯相比，炔丙胺产物4更易溶于  1,2‑二氯乙烷，故其FRET荧光

比率更高。

[0086] 表4不同溶剂对应的荧光比

[0087]

[0088]

[0089] 实施例8

[0090] (1)将不同量的带香豆素的胺类化合物1、带荧光素的炔烃化合物2、甲醛和2mol％

金(III)催化剂3c溶于1,2‑二氯乙烷/水(5：1)中，并在50℃反应16小时。将反应后的混合物

分离提纯并进行质谱分析和荧光检测。反应物和催化剂的不同用量及实验结果见表5，表5

为不同用量的反应物和催化剂对应的荧光比。由表5可以看出，当使用同等摩尔量的带香豆

素的胺类化合物1、带荧光素的炔烃化合物2  和甲醛时，FRET荧光比仅为10％；当使用2当量

的甲醛代替时，  FRET荧光比提升至39‑42％。另一方面，在使用2mol％，5mol％和  10mol％

的金(III)催化剂3c的反应中(分别对应样品编号2，3，4)，观察到大致相等的转化率和FRET

荧光比(分别为42％、40％和39％)，表明金(III)催化剂的分量对三组分偶联反应的转化没

有明显影响。综合上述结果，1当量FRET荧光探针、2当量甲醛和2mol％金(III)  催化剂3c为

最佳反应物及催化剂比例。

[0091] 表5不同用量的反应物和催化剂对应的荧光比

说　明　书 10/12 页

13

CN 113008845 B

13



[0092]

[0093] 实施例9

[0094] (1)将5mM带香豆素的胺类化合物1、5mM带荧光素的炔烃化合物2、不同浓度的甲醛

和2mol％金(III)催化剂3c溶于1,2‑二氯乙烷/水(5：1)中，并在50℃反应16小时，将反应后

的混合物分离提纯并进行质谱分析和荧光检测。

[0095] 图4为实施例1、实施例2和实施例3中制备的带香豆素的胺类化合物1、带荧光素的

炔烃化合物2和炔丙胺产物4的荧光光谱图。由图4可以看出，带香豆素的胺类化合物1在

470nm处发出强蓝色荧光，而带荧光素的炔烃化合物2在540nm处发出非常弱绿色荧光，而炔

丙胺产物4在470nm处发出弱蓝色荧光并在554nm处发出非常强的绿色荧光。从炔丙胺产物4

的荧光光谱中观察到FRET信号，带香豆素的胺类化合物1和带荧光素的炔烃化合物2分别为

供体和受体的荧光基团。FRET信号从带香豆素的胺类化合物1的发射到带荧光素的炔烃化

合物2的激发，故在470nm处观察到弱蓝色荧光，而在554nm处观察到绿色荧光。

[0096] 图5为实施例4中甲醛、其它较大的醛类和FRET探针的偶联反应的荧光光谱图，由

图5可以看出，甲醛、其它较大的醛类和FRET  探针的偶联反应荧光光谱(激发波长＝

430nm)，按荧光比例分析，测试的FRET比率为32％。图6为实施例4中甲醛、其它较大的醛类

和FRET探针的偶联反应的去卷积质谱图，从图6可以看出，仅发现一个产物峰，表明炔丙胺

产物4的存在，同时并未观察到由FRET探针与其它较大的醛类之间偶联反应所生成的炔丙

胺产物4，表明其它较大的醛类对甲醛检测结果不会造成影响。

[0097] 图7为实施例5中反应试剂浓度与FRET荧光比(R＝1–F470nm  (T16/T0))之间的关系

图，从图7可以看出当FRET荧光探针与浓度低于2mM甲醛结合时，所形成的炔丙胺产物4几乎

没有提供可观察的FRET荧光比，当FRET荧光探针与浓度在2mM至5mM之间的甲醛结合时，所

得FRET荧光比随试剂浓度增加而递增，当FRET  荧光探针与浓度高于2mM甲醛结合时，FRET

荧光比率达至最高并趋向稳定。因此，各反应试剂的较佳浓度为：5mM的带香豆素的胺类化

合物1、5mM带荧光素的炔烃化合物2、10mM甲醛和2mol％金(III)催化剂。

[0098] 图8为实施例9中不同甲醛浓度对应的荧光比率图，从图8可以看出，在缺失甲醛的

情况下，荧光光谱中未能观察到FRET信号，同时去卷积质谱中未能见到炔丙胺产物4

(901.39m/z)，表明FRET荧光探针所产生的信号主要来自炔丙胺产物4的形成；当甲醛浓度

在  2mM至10mM之间时，FRET荧光信号以线性关系(决定系数R2＝  0.9517)相应递增；当甲醛

浓度超过10mM时，FRET荧光信号达到最高值42％，表明本实施例中的检测方法定量检测甲

醛的线性检测范围为2mM～10mM。

[0099] 综上所述，本发明公开了一种基于偶联反应的荧光共振能量转移探针的甲醛检测

方法，包括：将待测样品溶解于反应介质中，并在溶解有待测样品的所述反应介质中加入带

荧光基团的胺类、带荧光基团的炔烃以及金属催化剂，得到原始反应溶液；对所述原始反应
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溶液进行荧光检测，确定所述原始反应溶液对应的第一荧光发射峰强度；对所述原始反应

溶液进行加热，使所述待测样品中的甲醛、所述胺类以及所述炔烃在所述金属催化剂的催

化作用下发生金属催化偶联反应，得到目标反应溶液；对所述目标反应溶液进行荧光检测，

确定所述目标反应溶液对应的第二荧光发射峰强度；根据所述第一荧光发射峰强度和所述

第二荧光发射峰强度，确定所述待测样品中的甲醛浓度。本发明通过带荧光基团的胺类和

带荧光基团的炔烃组成的基于荧光共振能量转移的荧光探针在金属催化剂的催化作用下

与待测样品中的甲醛发生金属催化偶联反应，从而对待测样品中的甲醛浓度进行检测，采

用荧光检测，配合荧光共振能量转移降低背景信号的干扰，省去洗脱步骤，使检测便捷，成

本廉价且对甲醛选择性高。

[0100] 应当理解的是，本发明的应用不限于上述的举例，对本领域普通技术人员来说，可

以根据上述说明加以改进或变换，所有这些改进和变换都应属于本发明所附权利要求的保

护范围。
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图5

图6
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图7
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