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基于香豆素类荧光探针可视化检测食品中氰化物
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摘要：［目的］建立一种基于新型荧光探针的食品中氰化物检测方法。［方法］基于氰化物的强亲核性，合成一种新型的

反应型香豆素类荧光探针，分析探针与氰化物的响应机理、反应速率、选择性以及线性关系，并进行实际样品验证。［结

果］该探针对氰化物具有优异的选择性，对氰化物的响应速度较快，能在 1 min 内反应完全。当探针浓度为 10 μmol/L

时，氰化物的线性范围为 5~90 μmol/L，线性方程 Y=11.645 45+7.014 55X，检测限为 0.065 μmol/L。实际样品检测时，

加标回收率为 97.9%~105.0%。［结论］该探针能够快速、准确检测氰化物。
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Visual detection of cyanide in food based on coumarin fluorescent probe
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Abstract: ［［Objective］］ To develop a method for detecting cyanide in food based on a novel fluorescent probe. ［［Methods］］ Based on the 

strong nucleophilicity of cyanide, a novel reactive coumarin fluorescent probe is synthesized. The response mechanism, reaction rate, 

selectivity, and linear relationship between the probe and cyanide are analyzed and validated using real samples. ［［Results］］ The probe has 

excellent selectivity for cyanide and demonstrates a rapid response to cyanide, able to complete the reaction within 1 minute. At a probe 

concentration of 10 µmol/L, the linear range of cyanide detection is 5~90 µmol/L, with a linear equation of Y=11.645 45+7.014 55X and a 

detection limit of 0.065 µmol/L. In actual sample testing, the recovery rate of spiked samples is 97.9%~105.0%. ［［Conclusion］］ This probe 

can quickly and accurately detect cyanide.
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氰化物是一种危害性极强的物质，极易通过呼吸系

统和消化系统被人体吸收，在人体内易与细胞色素酶中

的三价铁结合，导致细胞组织中氧气传递受阻，使人体发

生中枢性的呼吸性衰竭死亡［1-3］。世界卫生组织（WHO）

建议，饮用水中氰离子浓度上限为 1.9 μmol/L［4］。氰化物

作为一种重要的化工材料，在实际生产过程中被广泛应

用［5-6］。随着工业含氰废水废气的随意排放，人类生存环

境被严重破坏。此外，日常生活中一些食品如木薯、苦杏

仁、蒸馏酒及其配制酒等样品中的氰化物对人类健康也

存在较大的安全隐患［7-8］。目前，常见的氰化物检测方法

主要有滴定分析法［9］、气相色谱法［10］、高效液相色谱

法［11］、离子色谱法［12］、电化学法［13］、比色法［14］等，这些方法

操作复杂，耗时且基质干扰大。相比于这些传统检测方

法，荧光探针［15-17］因其快速、灵敏度高、操作简便、成本低

等优点备受青睐。

目前，氰化物荧光探针主要包括置换型氰化物荧光

探针［18-20］和化学计量型氰化物荧光探针［21-24］。面对基

质复杂的样品时，这些荧光探针存在反应速度慢、选择性

差、灵敏度不够等缺点。基于氢键作用型和去质子型氰

化物荧光探针［25］往往会受到 F-、OAc-等碱性离子的干扰

而选择性差，且难在水中进行检测。

香豆素类衍生物因其特有的结构性质，表现出优异
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的光学性质，被广泛应用于分析检测领域。研究拟基于

氰化物对碳碳双键的亲核加成反应，合成一种新型的香

豆素类氰化物荧光探针。以香豆素为荧光基团，在 C=C

双键上引入一个拉电子基团氰基，右侧苯环上引入两个

强拉电子基团三氟甲基，通过反应前后的荧光强度变化，

实现对食品中氰化物的快速检测，从而为食品安全监管

提供有效的技术支撑。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

4-（二乙氨基）水杨醛、3，5-双（三氟甲基）苯乙腈：分

析纯，上海安耐吉化学有限公司；

丙二酸、冰醋酸、乙醇、N N，-二甲基甲酰胺、三氯氧

磷、哌啶、乙腈、石油醚、乙酸乙酯、四氢呋喃等：分析纯，

国药集团化学试剂有限公司；

水中氰标准溶液：50.0 μg/mL，北方伟业计量集团有

限公司；

试验用水为超纯水。

1.2　仪器与设备

核磁共振波谱仪：Bruker AVANCE-500 MHz 型，德国

Bruker公司；

紫 外 可 见 分 光 光 度 计 ：UV-2600 型 ，日 本 Shimazu

公司；

荧光分光光度计：RF-5301PC 型，日本 Shimazu 公司；

高 分 辨 液 相 色 谱 串 联 质 谱 仪 ：Q Exactive Focus/

U3000Rs UPLC 型，美国 Thermo Fisher公司。

1.3　方法

1.3.1　荧光探针（Z）-2-（3，5-双（三氟甲基）苯基）-3-（7-

（二乙氨基）-2-氧代-2H-色烯-3-基）丙烯腈（DCVP-CF3）的

合成　参照文献［26］的方法并修改。分别称取 304 mg 

3，5-双（三氟甲基）苯乙腈和 245 mg 7-（二乙胺基）-3-甲酰

基香豆素，加入 12 mL 乙腈，加入 3~4 滴哌啶，84 ℃回流

12 h，待反应液冷却后，放入冰箱冷却 30 min，抽滤，用乙

腈和温水洗涤，产物为絮状物。初产物进行色谱柱纯化，

淋洗剂为石油醚—乙酸乙酯溶液（V 石油醚∶V 乙酸乙酯=5∶1），

得 246 mg 暗红色絮状物。

1.3.2　产物表征　采用核磁共振氢谱（1H NMR）、碳谱

（13C NMR）进行产物表征，以氘代氯仿为溶剂，TMT 为内

标物，室温扫描。

1.3.3　荧光光谱试验　将探针溶于 THF 中，制成浓度为

10 mmol/L 的探针储备液，并稀释至 1 mmol/L 工作液。其

他阴离子用水配制成 10 mmol/L 的储备溶液；在 THF-H2O

（VTHF∶VH2O 为 1∶1， 10 mmol/L PBS， pH 7.4）体系中进行荧

光光谱试验，探针的最终浓度为 10 μmol/L，荧光光谱仪激

发波长 365 nm，狭缝宽度 10/5 nm。

1.3.4　荧光探针检出限的确定　在不加 CN-情况下，重

复测试探针溶液 20 次，按式（1）计算该探针的检出限。

r= 3σ/S， （1）

式中：

r——检出限，μmol/L；

σ——20 次空白溶液的标准偏差，μmol/L；

S——标准曲线方程斜率。

1.4　数据处理

采用 Origin 软件进行数据处理及绘图。

2　结果与分析

2.1　荧光探针 DCVP-CF3的表征

由图 1~图 2 可知，1H NMR （500 MHz， Chloroform-d） 

δ 8.81 （s， 1H）， 8.08 （s， 2H）， 8.01 （s， 1H）， 7.86 （s， 

1H）， 7.45 （d， J=8.9 Hz， 1H）， 6.67 （dd， J=9.0， 2.4 Hz， 

1H）， 6.51 （d， J=2.3 Hz， 1H）， 3.49 （q， J=7.1 Hz， 

4H）， 1.27 （t， J=7.1 Hz， 6H），氢的种类和数量与荧光探

针的一致。13C NMR （126 MHz， Chloroform-d） δ 161.65， 

157.25， 152.77， 142.06， 138.27， 136.79， 133.07， 132.80， 

132.53， 132.26， 131.35， 126.27， 125.70， 125.67， 124.09， 

122.27， 122.24， 122.21， 121.92， 119.75， 117.57， 112.48， 

110.12， 108.49， 105.97， 97.23， 45.25， 12.51，碳的种类和

数量与荧光探针的一致。3，5-双（三氟甲基）苯乙腈上的

亚甲基作为一个活泼亚甲基与 7-（二乙胺基）-3-甲酰基香

豆素上的醛基发生脱水缩合反应，形成一个 C=C 双键。

核磁共振氢谱与碳谱充分证明，通过图 3 合成路线顺利合

成了 DCVP-CF3探针分子，该试验线路具有可行性。

2.2　识别机理

由 图 4 和 图 5 可 知 ，探 针 本 身 母 离 子 质 谱 峰  m/z 

481.106 9 和 探 针 与 CN- 反 应 后 的 母 离 子 质 谱 峰  m/z 

507.133 0 的差值为 26，正好为一个 CN-的相对分子质量。

其原因在于：探针 DCVP-CF3由香豆素醛与活性亚甲基发

生缩合反应得到一个 CN-的识别位点 C=C 双键，在右边

C=C 双键上的碳上引入一个拉电子基团氰基，苯环上引

入两个强拉电子基团三氟甲基，导致左边 C=C 双键上的

碳带正电，有利于强亲核试剂 CN-的进攻，加快了反应速

图 1　荧光探针氢谱

Figure 1　1H NMR （500 MHz， CDCl3） spectrum of 

fluorescent probe
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率。探针本身在 451 nm 处没有荧光，与 CN- 响应后，

451 nm 处荧光恢复，充分证明该检测机理与图 6 所示响应

机理一致。

2.3　探针与 CN-响应的时间

由图 7 可知，当探针浓度为 10 μmol/L 时，静止状态

下，向 THF 和 PBS 缓冲溶液的混合溶液中加入 50 μmol/L

的 CN-，随着溶液之间的相互渗透，反应持续进行，荧光

强度逐渐增强，在 600 s 左右可达平衡。在没有 CN-存在

的情况下，探针的荧光强度未发生变化。当探针浓度为

10 μmol/L 时，向 THF 和 PBS 缓冲溶液的混合溶液中加入

50 μmol/L 的 CN- ，摇晃一下，溶液立马反应完全，且在

1 min 内达到平衡，说明试验反应迅速，可以使用该探针

快速检测 CN-。

2.4　探针对 CN-的选择性

由图 8 可知，探针与 CN-反应后，451 nm 处荧光强度

大大增强；当加入其他阴离子分析物（NO2
-、SO4

2-、Br-、

I- 、HS- 、CO3
2- 、SCN- 、HPO4

- 、Cl- 、NO3
- 、ClO3

- 、F- 、

HSO3
-、CH3COO-、CN-）时，451 nm 处荧光强度未发生明

显变化。这主要归因于 CN-与探针分子发生特定的亲核

加成反应，其他物质不能与探针分子发生反应。综上，该

探针对 CN-的响应具有高度选择性。

2.5　探针对 CN-响应的线性分析

由图 9 可知，当体系中无 CN-存在时，混合溶液几乎

没有荧光，随着 CN-浓度的增大荧光逐渐增强，且荧光强

度与 CN-浓度在 5~90 μmol/L 范围内呈线性关系，线性方

程为 Y=11.645 45+7.014 55X （R2=0.995 38），表明该方

程线性良好。方法检出限为 0.065 μmol/L，远低于国标方

法的检出限，表明该探针能够定量检测 CN-。

2.6　探针对 CN-响应的肉眼识别

当探针浓度为 10 μmol/L 时，随着 CN-浓度的增加，

探针与 CN-反应后，溶液颜色由浅橙色逐渐变为紫色。

这主要是 CN-与探针分子发生了亲核加成反应，破坏了

原探针分子的共轭体系结构，导致溶液颜色变化明显，表

明该探针具有很好的可视化检测 CN-的应用价值。

图 2　荧光探针碳谱

Figure 2　13C NMR （500 MHz， CDCl3） spectrum of 

fluorescent probe

图 3　荧光探针合成路线

Figure 3　Synthetic route of fluorescent probe

图 4　探针质谱图

Figure 4　Mass spectrum of probe

图 5　探针与 CN-反应后质谱图

Figure 5　Mass spectrum of probe after reaction with CN-

图 6　探针与 CN-响应机理

Figure 6　Reaction mechanism between CN- and probe

图 7　荧光探针对 CN-的响应时间

Figure 7　Response time of fluorescent probe to CN-
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2.7　实际样品检测

选取日常生活中一些较容易出现氰化物超标的食品

作为代表，采用标准加入法测定回收率，结果见表 1。由

表 1 可知，试验方法获得了较好的回收率，为 97.9%~

105.0%，与两种国标方法（GB/T 5009.48—2003 和 GB/T 

5750.5—2023 的为 98.6%~102.0%）的结果一致，说明试验

方法能够用于食品中 CN-的检测。

3　结论

研究建立了一种新型的检测食品中氰化物的方法。

将该方法应用于实际样品中氰化物的检测，取得了较好

的效果，准确度与 GB/T 5009.48—2003、GB/T 5750.5—

2023 的一致。相比于传统的氰化物检测方法，该方法具

有简单、快速、灵敏度高和选择性好等优势；探针与氰离

子反应前后溶液的颜色变化明显，有望作为一个快检手

段，在日常生活中进行快速、可视化、准确分析氰化物。

后续将开发多个类似的探针并通过计算机进行理论计

算，进一步分析其与氰化物的响应机理。
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