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分析测试研究

辛酸 TSEPIP荧光衍生物制备及
荧光光谱研究与分析应用
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(1. 中国科学院 西北高原生物研究所 ,青海 西宁 　810001 ;
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摘要 :合成了荧光衍生试剂 12[22(对甲苯磺酸酯)乙基 ]222苯基咪唑[4 ,52f ]9 ,102菲 (TSEPIP) ,经衍生化和固相萃取制得了

TSEPIP的辛酸衍生物 (TSEPIP2C8) 。研究了 TSEPIP2C8 在包括溶剂极性、温度、卤素离子、重金属离子等不同的溶液环境因

素影响下的荧光光谱性质 ,为高效液相色谱荧光分析检测提供了依据。在 Eclipse XDB2C8 反相色谱柱上 ,在 380 nm 检测

波长下采用梯度洗脱 ,实现了 26 种脂肪酸 (FFA) TSEPIP衍生物的基线分离 ,应用该法完成了丹参中脂肪酸的含量分析。

借助柱后串联质谱 APCI 大气压化学电离源正离子模式 ,能够实现各组分的快速定性。26 种脂肪酸的线性回归系数均

> 01999 6 ,检出限为 31824～47113 fmol (进样量 10μL ,信噪比为 3∶1) 。
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向为新型荧光衍生试剂的合成及在天然产物化学研究中的

应用。

　　采用新型荧光衍生试剂对多种化学与生物分

子进行衍生化 ,经高效液相色谱分离与荧光检测 ,

或用液质联用等技术进行高灵敏分析的方法 ,具

有明显优势 ,已广泛应用于环保、食品、临床、医

药、化学、生命科学等领域[123 ] 。在衍生化和液相

色谱分析检测过程中 ,溶液中的环境因素对分子

荧光可能产生强烈的影响 ,了解和利用这一重要

因素 ,可以提高荧光分析的灵敏度和选择性[4 ] 。

本文利用制得的 12[22(对甲苯磺酸酯)乙基 ]222苯
基咪唑 [ 4 , 52f ] 9 , 102菲 ( TSEPIP) [5 ] 辛酸衍生物

(TSEPIP2C8)作代表 ,研究了 TSEPIP2C8 受溶液中

环境因素影响的荧光光谱性质 ,为分析检测提供

了指导和依据。脂肪酸在紫外2可见光区吸收较

弱 ,光度法难以准确测定[6 ] 。HPLC荧光检测法具

有较高的灵敏度 ,但以往报导的荧光衍生试剂在

应用中存在试剂不稳定、重现性差[7 ,8 ]及衍生化

繁琐[9 ]等缺点 ,本文采用 TSEPIP 作为柱前衍生试

剂 ,实现了丹参中脂肪酸的高效液相色谱荧光测

定及柱后质谱快速定性。结果表明 ,方法灵敏度

高、重现性好、简便易行 ,适合于生物及环境样品

中脂肪酸的分析。

1 　实验部分

111 　主要仪器与试剂

Agilent 1100 型高效液相色谱2质谱联用仪 (美

国 Agilent 公司) ,配备四元梯度泵 ,在线真空脱气

机 ,荧光检测器 ,100 位自动进样器 ,大气压化学

电离源 (APCI) , Eclipse XDB2C8 色谱柱 (416 mm ×

150 mm ,5μm ,美国 Agilent 公司) ;650210S 型荧光

分光光度计 (日本日立公司) ;Cary 300 Bio 型紫外2
可见分光光度计 (美国 Varian 公司) ;ODS C18固相

萃取柱 (大连依利特公司) 。

TSEPIP参考文献 [ 5 ]自制 ;氟化钠、氯化钠、

溴化钠、碘化钠、硝酸铜、硝酸银、硝酸铅、硝酸镉

等为分析纯 ;26 种脂肪酸标准品 ;丹参药材 ;十六

烷基三甲基溴化铵和十二烷基硫酸钠 (美国 Sigma

公司) ;光谱纯乙腈 (ACN ,德国 Merck 公司) ; N ,

N2二甲基甲酰胺 (DMF) 经减压蒸馏后使用 ;纯水

由 Milli2Q 超纯水系统制备。

112 　TSEPIP2C8 衍生物的制备

TSEPIP衍生试剂合成方法参考文献 [ 5 ]进

行。在优化的衍生条件确保定量辛酸完全衍生的

情况下 ,取 100μL 110 ×10 - 4 mol/ L 的辛酸进行衍

生化。固相萃取柱分别经 3 mL 甲醇和 3 mL 水活

化 ,取 100μL 衍生液上样 ,调节流速约 1 mL/ min ,
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用 6 mL 60 %的乙腈水溶液洗涤 ,弃去洗涤液后再

用 4 mL 乙腈洗脱 TSEPIP2C8 衍生物。如此重复 5

次 ,收集洗脱液 ,氮气吹干后用乙腈定容待用。

113 　溶液配制

卤素盐、重金属盐用 50 %乙腈水溶液配成

0101 mol/ L 标准液 ,低浓度的相应溶液用 50 %乙

腈水溶液稀释而成。脂肪酸标准品经准确称取

后 ,用光谱纯乙腈配成 0101 mol/ L 标准液 (长链脂

肪酸需加入少量 DMF 作为助溶剂 ) 。称取

01246 0 g TSEPIP 用 DMF 定容至 10 mL ,浓度为

0105 mol/ L。低浓度的相应衍生试剂 (510 ×10 - 3

mol/ L)及低浓度脂肪酸 (110 ×10 - 4mol/ L) 的标准

液分别用 DMF 和光谱纯乙腈稀释而成。

114 　脂肪酸的衍生

向盛有 10 mg 无水 K2CO3 的 2 mL 安瓿瓶中

依次加入 170μL DMF ,50μL 混合脂肪酸 (单个脂

肪酸浓度为 110 ×10 - 4 mol/ L) ,130μL 衍生试剂

溶液 (510 ×10 - 3 mol/ L) ,封口后于 90 ℃恒温水浴

中振荡反应 30 min ,取出放冷后 ,加入 650 μL

ACN/ DMF 溶液 ( V (ACN) ∶V (DMF) = 1∶1) 稀释后

直接进样 10μL (50 pmol) 分析。衍生反应概况如

下所示。

TSEPIP与脂肪酸衍生反应

Derivatization reaction for TSEPIP with free fatty acid

115 　色谱与质谱条件
表 1 　梯度洗脱程序

Tab. 1 　Gradient elution program

t/ min A/ % B/ % C/ % D/ %

0 95 0 5 0

4 95 0 5 0

412 0 95 5 0

8 0 95 5 0

815 0 75 25 0

15 0 50 50 0

40 0 0 100 0

45 0 0 0 100

60 0 0 0 100

　　色谱柱 : Eclipse XDB2C8 色谱柱 (416 ×150

mm ,5μm) 。流动相 A :50 %乙腈水溶液 ,B :50 %

乙腈水溶液 (含 012 mol/ L HCOONH4 ) , C :乙腈/

DMF( V (ACN) ∶V (DMF) = 100∶2) ,D :乙腈/ DMF

(V (ACN)∶V (DMF) = 100∶10) 。流速为 110 mL/

min ,进样量为 10μL ,柱温 30 ℃。荧光激发和发

射波长分别为 :λex = 260 nm ,λem = 380 nm。梯度

洗脱程序如表 1。

大气压化学电离源 (APCI) ,正离子模式 ,喷雾

压力 413169 kPa ,干燥气流量为 5 L/ min ,干燥气

温度 350 ℃, 气化温度 450 ℃, 毛细管电压

3 500 V ,电晕电流 4 000 nA(Pos) 。

116 　丹参中脂肪酸的提取

干燥的丹参药材粉碎后 ,称取 01232 9 g 放入

10 mL 容量瓶中用 10 mL 氯仿浸泡 ,超声振荡提取

4 h 后过滤 ,再加入 10 mL 氯仿重复提取一次 ,滤

液合并后加 110 mL 吡啶超声振荡 20 s ,使其转变

为相应脂肪酸的有机盐以防止脂肪酸挥发。溶剂

经氮气吹干后用 500μL DMF 定容待测。

2 　结果与讨论

211 　衍生条件的优化

TSEPIP 与脂肪酸的衍生化优化条件可参考

文献 [ 5 ]。本文为了确保制备 TSEPIP2C8 衍生物

时定量辛酸得到完全衍生 ,对辛酸的衍生化条件

单独进行了优化 ,在其他优化条件与我们的报导

相同的情况下 ,当 TSEPIP 的物质的量数超过辛酸

5 倍后 ,检测响应强度恒定 ,达到了辛酸的完全

衍生。

212 　溶液环境因素对 TSEPIP2C8 荧光光谱性质

的影响

21211 　溶剂极性对荧光光谱的影响

在 TSEPIP2C8 的浓度恒定为 5 ×10 - 5 mol/ L

时 ,研究了相同条件下 TSEPIP2C8 衍生物在 0 %、

20 %、40 %、60 %、80 %、100 %的乙腈/ 水溶液中的

荧光光谱 ,如图 1 所示。TSEPIP2C8 衍生物在 40 %

和 60 %的乙腈/ 水溶液中的荧光发射强度基本相

同且最大 ,纯水中的荧光发射强度最小 ,最大发射

波长并未随溶剂极性的增大而变化。乙腈/ 水溶

液从 100 % →80 % →60 % ,随溶剂极性的增强 ,荧

光发射强度逐渐增强。从 40 % →20 % →0 % ,随

溶剂极性的增强 ,荧光发射强度逐渐减弱 ,纯水中

的发射强度仅为 40 %和 60 %的乙腈/ 水溶液中发

射强度的 1/ 6 ,减弱的原因可能是由于 TSEPIP2C8
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衍生物相对分子质量大 ,疏水性强 ,水含量增加导

致其溶解度减小。因此 ,在高效液相色谱荧光检

测时 ,应避免使用纯水或含水量高的溶液做流动

相 ,以免荧光检测灵敏度急剧降低。

图 1 　TSEPIP2C8 在不同极性溶剂中的荧光光谱

Fig. 1 　Fluorescent spectrum of TSEPIP2C8 in solvents

of different polarities

实验温度为 30 ℃,TSEPIP2C8 浓度为 5 ×10 - 5 mol/ L ,

激发和发射狭缝宽度为 9 nm

许多共轭芳香族化合物分子 ,受到激发时会

发生π→π3 跃迁 ,溶剂极性对荧光强度的影响较

大。这些分子受到激发时 ,其电子激发态比基态

具有更大的极性 ,随着溶剂极性的增大 ,对激发态

比对基态产生更大的稳定作用 ,结果是荧光强度

随溶剂极性的增大而增强 ,有的荧光光谱的最大

发射波长甚至随溶剂极性的增大而向长波方向

移动。

21212 　温度对荧光光谱的影响

TSEPIP2C8 的浓度恒定为 5 ×10 - 5 mol/ L ,溶

剂为 50 %乙腈水溶液 ,研究了 TSEPIP2C8 衍生物

在 30、40、50、60、70 ℃下的荧光发射光谱。如图 2

所示 ,随着温度的上升 ,荧光强度明显降低。因

此 ,在高效液相色谱荧光检测时 ,色谱柱的柱温保

持在 30 ℃具有最佳的检测灵敏度。

图 2 　TSEPIP2C8 衍生物在不同温度下的荧光光谱

Fig. 2 　Fluorescent spectrum of TSEPIP2C8 at

different temperatures

TSEPIP2C8 浓度为 5 ×10 - 5 mol/ L ,激发与发射狭缝宽度为 9 nm

研究发现 ,在该温度范围内 ln Iem与 1/ T 成良

好的线性关系 ( Iem :荧光发射强度 , T :热力学温

度) ,这种变化规律符合 Arrhenius 公式 : ln Iem =

- ΔG0/ R T + c ,按该式计算得出的发射稳定能

ΔG0 为 1816 kJ / mol (线性回归系数 r = 01999 2) 。

由此可见 , TSEPIP2C8 衍生物具有良好的热稳定

性 ,在 30～70 ℃范围内 ,没有明显的分解。

温度之所以对荧光强度有着显著的影响 ,原

因在于随着溶液温度的上升 ,荧光分子的荧光量

子产率和荧光强度下降。这是由于温度对于分子

的扩散、活化、分子内部能量转化以及对于溶液中

各种平衡均有一定的影响 ,随着温度的上升 ,介质

的粘度减小 ,使荧光分子与溶剂分子的碰撞淬灭

机会增大 ,从而使荧光强度降低。

21213 　卤素离子对荧光光谱的影响

卤素离子能够引起分子荧光不同程度的淬

灭 ,分别研究了 NaF、NaCl、NaBr、NaI 对 TSEPIP2C8

衍生物的荧光发射强度的影响。为减少外来卤素

原子的影响 ,所用溶剂使用前二次蒸馏。TSEPIP2
C8 衍生物测定浓度恒定为 5172 ×10 - 7 mol/ L ,当

NaF、NaCl、NaBr 在溶液中的浓度从 0～0106 mol/ L

逐渐增加时 ,荧光发射强度未见明显的减弱 ,说明

F - 、Cl - 、Br - 对 TSEPIP2C8 衍生物分子的淬灭作用

较小。当体系中 NaI 浓度从 0～0106 mol/ L 逐渐

增加时 , 荧光强度有明显的淬灭 , 说明 I - 对

TSEPIP2C8 衍生物分子有较强的淬灭作用。当 NaI

浓度 > 0112 mol/ L 时 ,荧光被完全淬灭。为评价 4

种卤素离子淬灭作用强弱 , 按 Stern2Volmer 公

式[4 ,10 ] ( F0 - F) / F = K[ D0 ]计算它们对 TSEPIP2
C8 衍生物分子的淬灭常数 ,这里 F0 和 F 分别为

不存在和存在卤素离子时的荧光发射强度 , K 为

淬灭常数 , [ D0 ]为淬灭剂卤素离子的浓度 (单位

为 mol/ L) 。NaF、NaCl、NaBr、NaI 的 K 值分别为

01579 ,01818 ,4146 ,11319 L/ mol ,淬灭作用的大小

顺序为 :NaF < NaCl < NaBr < NaI。因此 ,高效液相

色谱荧光检测分析中 ,流动相所用水、乙腈、DMF

等纯度要高 ,卤素离子的含量不能超标 ,选择的被

测样品中被测物的提取方法要考虑避免卤素离子

的干扰。

21214 　重金属离子对荧光光谱的影响

重金属离子也能够引起分子荧光的强烈淬

灭 ,研究了 Cu2 + 、Ag + 、Pb2 + 、Cd2 + 4 种常见重金属

离子对 TSEPIP2C8 衍生物荧光发射光谱的影响。

结果表明 ,Cu2 + 、Ag +和 Pb2 + 对其具有明显的淬灭

作用 ,而 Cd2 + 对其具有增敏作用。TSEPIP2C8 衍
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生物浓度恒定为 8157 ×10 - 7 mol/ L ,当存在 2 ×

10 - 3 mol/ L Cu2 + 时 , I/ I0 = 01081 1 ( I 代表存在

2 ×10 - 3 mol/ L Cu2 + 时的荧光强度 , I0 代表不加金

属离子时的荧光强度) ,说明 Cu2 + 对其具有强烈

的淬灭作用。改变加入的重金属离子的浓度 (1 ×

10 - 5～011 mol/ L) ,按 Stern2Volmer 公式求得淬灭

常数分别为 :Cu2 + 4179 ×103 L/ mol ,Ag + 4146 ×103

L/ mol ,Pb2 + 816 ×103 L/ mol。Cd2 + 对 TSEPIP2C8 衍

生物具有增敏作用 ,这可能是 Cd2 + 与其形成了荧

光配合物所致。当 Cd2 + 浓度达到 0102 mol/ L 以

上时 ,增敏作用恒定 ,增敏后的荧光强度为不加

Cd2 +时的 215 倍左右 ,此时其最大发射波长未见

变化 ,但当加入的 Cd2 + 浓度达到 0106 mol/ L 以上

时 ,TSEPIP2C8 衍生物的最大荧光发射波长红移约

30 nm。因此 ,高效液相色谱荧光检测分析中 ,流

动相所用水、乙腈、DMF 等纯度要高 ,不能含有导

致荧光淬灭的重金属离子 ,被测样品提取方法也

要考虑避免其干扰。

213 　标准品色谱分离及质谱鉴定

26 种标准脂肪酸衍生物的色谱图见图 3。采

用在线柱后质谱对各组分快速定性 ,质谱数据见

表 2。

图 3 　脂肪酸标准品衍生物的色谱分离图 (50 pmol)

Fig. 3 　Chromatogram of standard free fatty acid

derivatives(50 pmol)

1～26 为 26 种脂肪酸标品衍生物 ;A 和B 是衍生试剂在 K2CO3

作用下分解出的 12(22羟乙基)222苯基咪唑[4 ,52f ]9 ,102菲和 22

苯基咪唑[ 4 ,52f ]9 ,102菲 ,C 为衍生试剂峰 ,D、E 为杂质峰 ,不

干扰分离。

214 　重现性、线性回归及检出限

在相同洗脱条件下 ,对 50 pmol 脂肪酸衍生物

6 次平行分析 ,保留时间和峰面积重现性见表 2。

进样量在 20010 pmol～48183 fmol 范围内 ,依据峰

面积和实际进样量进行线性回归 ,所得各脂肪酸

衍生物的线性回归方程、相关系数和检出限见表

2、表 3。

表 2 　线性回归方程、相关系数、检出限与重现性

Tab. 2 　Linear regression equations ,correlation coefficients ,

detection limits and reproducibility ( n = 6)

脂肪
酸

Y = A X + B注 线性相
关系数

检出限/
fmol

保留时间
RSD/ %

峰面积
RSD/ %

C1 Y = 14211 X + 27154 01999 8 31824 01365 9 01189 5

C2 Y = 10619 X - 018267 01999 9 22175 01401 8 01646 4

C3 Y = 12316 X + 20106 01999 8 81377 01348 9 01459 3

C4 Y = 81139 X + 31508 01999 8 19145 01316 2 01830 5

C5 Y = 11616 X + 10172 01999 7 11137 01191 2 01461 9

C6 Y = 93146 X + 41811 01999 7 22167 01184 2 01689 9

C7 Y = 10918 X + 51672 01999 8 15196 01140 9 01571 9

C8 Y = 92162 X + 61306 01999 9 19194 01099 45 01556 5

C9 Y = 84173 X + 51647 01999 7 19165 01089 42 01435 1

C10 Y = 93162 X + 51311 01999 8 21104 01072 56 01312 5

C11 Y = 79102 X + 51227 01999 8 31127 01081 41 01436 9

C12 Y = 87116 X + 51918 01999 8 21123 01063 18 01375 5

C13 Y = 85166 X + 31938 01999 8 27159 01055 97 01235 5

C14 Y = 94175 X + 61626 01999 8 21153 01043 75 01252 3

C15 Y = 86112 X + 71913 01999 7 26167 01043 31 01136 9

C16 Y = 10217 X + 61051 01999 7 20141 01030 69 01095 38

C17 Y = 81121 X + 10170 01999 6 23177 01026 16 01174 6

C18 Y = 83132 X + 51758 01999 8 26111 01019 49 01155 8

C19 Y = 80116 X + 61819 01999 8 28120 01020 18 01156 2

C20 Y = 84192 X - 011667 01999 9 18180 01043 26 01364 3

C21 Y = 75185 X + 21668 01999 7 31187 01071 87 01878 8

C22 Y = 89181 X + 41138 01999 8 35115 01095 15 11246

C23 Y = 84173 X + 51283 01999 8 31158 01121 8 11364

C24 Y = 10413 X + 10137 01999 7 34175 01198 5 11852

C25 Y = 83166 X + 51228 01999 8 44102 01232 5 21036

C26 Y = 79129 X + 71234 01999 7 47113 01269 4 21443

　　注 : X :进样量 (pmol) , Y :峰面积。

表 3 　各脂肪酸衍生物的质谱数据

Tab. 3 　The MS data of free fatty acid derivatives

脂肪酸
质谱

[M + 1] + 脂肪酸
质谱

[M + 1] + 脂肪酸
质谱

[M + 1 ] +

C1 36711 C10 49313 C19 61915

C2 38112 C11 50713 C20 63315

C3 39511 C12 52113 C21 64716

C4 40912 C13 53514 C22 66116

C5 42312 C14 54914 C23 67516

C6 43712 C15 56314 C24 68916

C7 45112 C16 57714 C25 70316

C8 46512 C17 59114 C26 71716

C9 47912 C18 60514
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215 　丹参样品的分析及回收率

在脂肪酸含量已知的丹参样品中加入 10μL

浓度为 110 ×10 - 4 mol/ L 的脂肪酸标准品 ,按前述

方法提取后进行衍生 ,重复 3 次所得的各脂肪酸

平均回收率在 8816 %～10312 %之间。

图 4 　丹参中脂肪酸衍生物的色谱图

Fig. 4 　Chromatogram of free fatty acid derivatives

in Salvia miltiorrhiza B1
表 4 　回收率和丹参中游离脂肪酸含量

Tab. 4 　Recoveries and contents of free fatty acids

in Salvia miltiorrhiza B1

脂肪酸
回收率/

%

含量/

(μg·g - 1)
脂肪酸

回收率/
%

含量/

(μg·g - 1)

C1 9612 21897 C14 9318 31458

C2 9814 41645 C15 9018 11109

C3 9716 01615 6 C16 9819 29159

C4 8816 01318 7 C17 10214 11376

C5 10110 01493 3 C18 10312 12124

C6 10018 01500 9 C19 10012 11056

C7 10213 01822 9 C20 10114 20188

C8 10014 0 C21 10216 11753

C9 9916 01902 6 C22 10112 12136

C10 9817 01510 2 C23 10310 61227

C11 10113 0 C24 10217 13168

C12 10216 0 C25 10218 11612

C13 9415 11196 C26 10113 61809

　　丹参样品中脂肪酸衍生物的高效液相色谱荧

光检测色谱图见图 4 ,借助柱后在线质谱快速定

性 ,经线性回归方程外标法定量 ,各脂肪酸含量见

表 4。
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erties of TSEPIP2C8 ,at different solvent polarity ,temperature and

in the presence of different halide salts and heavy metal atoms ,
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表 4 　化合物 1、2 的 NMR 光谱分析

Tab. 4 　The NMR data of the compounds

化合物
1HNMR 13CNMR

δ 结构 δ 碳位

1

2111

3199

7135

7145

7163

7179

(s ,2H ,OH)

(s ,4H ,CH2)

(t ,2H ,Ar)

(t ,2H ,Ar)

(d ,2H ,Ar)

(d ,2H ,Ar)

62117

69117

124119

130114

131167

132129

145136

152104

C29

C注2O

C23

C22

C24

C21

C210

C211

2

3135

3163

7129

7139

7165

7175

(s ,6H ,CH3)

(s ,4H ,CH2)

(t ,2H ,Ar)

(t ,2H ,Ar)

(d ,2H ,Ar)

(d ,2H ,Ar)

55146

59158

74180

119189

125131

127100

127181

140165

146183

C29

CH3

CH2

C23

C22

C24

C21

C210

C211

　　注 :与氧相连的亚甲基上的碳。

化合物 2 为 9 ,92双甲氧甲基芴。
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Synthesis of 9 ,92bis( methoxymethyl) fluorene and its spectral
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WANG Sheng1 (1. Chmestry and Chemical Engineering College of

Jiangxi Normal University , Nanchang 330022 , China ; 2. Fine

Chemical Key Laboratory of Jiangxi Province ,Nanchang 330027 ,

China) ,Huaxue Shiji ,2007 ,29 (11) ,670～672

Abstract :With fluorene serving as the starting material ,an inter2
mediate ,namely 9 ,92bis(hydroxymethyl)fluorene was synthesized

through hydroxymethylation using sodium ethylate as the catalyst.

Then 9 ,92bis (hydroxymethyl) fluorine entered into reaction with

NaOH and dimethyl carbonate to synthesize the target product by

means of the phase transfer catalyst tetrabutyl ammonium bro2
mide . The structure of the intermediate and end products was

characterized by UV ,FT2IR ,and NMR.

Key words : 9 , 92bis ( methoxymethyl ) fluorene ; 9 , 92bis ( hy2
droxymethyl)fluorene ;electron donor ;spectral analysis
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dependence for HPLC analysis with fluorescence detection. Sepa2
ration of 26 types of derivatized fatty acids (C12C26) was carried

out at the detection wavelength 380 nm with a good baseline reso2
lution in conjunction with a gradient elution on a reversed2phase

Eclipse XDB2C8 column. By this procedure ,the contents of free

fatty acids in Salvia miltiorrhiza B. were determined. The simple

and convenient identification of fatty acid derivatives was carried

out by post2column tandem mass spectrometry with atmospheric2
pressure chemical ionization (APCI) source in a positive ion

mode. Excellent linear responses were observed with correlation

coefficients > 01999 6 ,and the detection limits were 31824～

47113 fmol (injection volume 10μL ,at signal2to2noise of 3∶1) .

Key words : fluorescence derivatization reagent ; fluorescence

spectra ;high performance liquid chromatography2mass spectrome2
try ;pre2column derivatization ;fluorescence detection ;fatty acid
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