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摘 　要 　采用新型荧光衍生试剂 22(22苯基 212氢 2菲 [ 9, 102d ]咪唑 ) 2乙酸 ( PP IA )进行柱前衍生 ,经荧光检测

实现了脂肪胺的高效液相色谱 (HPLC)分离测定及柱后质谱鉴定。60℃下在乙腈溶剂中用 N 2乙基 2N ′2[ (32
二甲氨基 ) 丙基 ]碳二亚胺盐酸盐 ( EDC)做缩合剂 ,衍生反应 15 m in可获得稳定的荧光产物。脂肪胺衍生物

荧光检测波长为 380 nm (激发波长为 260 nm)。在 Eclip se XDB2C8色谱柱上 ,采用梯度洗脱对 12种脂肪胺衍

生物进行了优化分离 ,测定了造纸厂废水、大鼠端脑和酸奶中脂肪胺的含量。经柱后在线质谱大气压化学电

离源 (APC I Source)正离子模式实现了各种脂肪胺衍生物的质谱鉴定 ,借助对活性中间体的质谱解析确定了

衍生反应的反应机理。该方法具有良好的重现性和回收率 ,多数脂肪胺的线性回归系数大于 019996;检出限

为 3. 1～18 fmol (S /N = 3∶1)。
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1　引　言

脂肪胺广泛分布于自然界中。大多数胺类化合物包括脂肪胺是由蛋白质、氨基酸和其它含氮类有

机化合物通过生物降解而成 ,挥发性有机胺在亚硝化剂的存在下易形成强致癌性的 N 2亚硝基化合

物 [ 1, 2 ]。脂肪胺的痕量测定对临床医学、环境检测与控制、食品检验和生物学等具有重要意义。

脂肪胺通常为无紫外吸收或本身不具发光特性的化合物 , 进行化学衍生是提高其检测灵敏度的有

效途径。国外用于测定脂肪胺荧光衍生试剂的报道较多 ,但存在不同的缺陷 ,如邻苯二甲醛 (OPA ) [ 3 ]

重现性和衍生物的稳定性较差 , 42氯 272硝基苯并 21, 2, 32噁二唑 (NBD2Cl)
[ 4 ]试剂在溶液中的稳定性较

差 ,见光易分解 , 62氨喹啉基 2N 2琥珀酰亚胺碳酸酯 (AQC) [ 5 ]是近年来广泛应用的胺类衍生试剂 ,但其在

水中的荧光量子效率很低 ,不利于梯度洗脱。氯甲酸 292芴甲酯 ( FMOC2Cl) [ 6 ]虽然广泛应用于氨基类化

合物的柱前衍生 ,但衍生化后需经萃取消除过量试剂的干扰 ,操作繁琐且易造成疏水衍生物的丢失。该

类试剂的优点是衍生速度快、产率高 ,但衍生试剂难合成、易水解 [ 7, 8 ]。受肼基荧光衍生试剂在 EDC作

用下高灵敏衍生脂肪酸的启示 [ 9 ]
,在前期工作的基础上 [ 10 ]

,合成了更灵敏、更易质谱离子化的 22(22苯
基 212氢 2菲 [ 9, 102d ]咪唑 ) 2乙酸 ( PP IA )。采用梯度洗脱实现了 C1 2C12脂肪胺衍生物的完全基线分离 ,

借助柱后在线质谱实现了快速定性并讨论了衍生反应机理。结果表明 ,该衍生试剂灵敏度高、稳定性

好 ,衍生反应简单且产率高 ,过量试剂不干扰分离 ,衍生溶液不必预处理可直接进样分析。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

1100 Trap SL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 (APC I Source) ; Eclip se XDB 2C8色谱柱 ( 4. 6 mm ×
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150 mm, 5μm,美国 Agilent公司 ) ; 650210S型荧光分光光度计 (日本日立公司 )。

22(22苯基 212氢 2菲 [ 9, 102d ]咪唑 ) 2乙酸、22苯基 212氢 2菲 [ 9, 102d ]咪唑、1, 22苯并 23, 42二氢咔唑、吖

啶酮 (本实验室自制 ,经纯化后纯度达 98. 5%以上 ) ; 12种脂肪胺标准品 ( Sigma公司 ) ; N 2乙基 2N ′2
[ (32二甲氨基 )丙基 ]碳二亚胺盐酸盐 ( EDC, Sigma公司 ) ; 光谱级乙腈 (Merck公司 ) ,甲酸、N , N 2二甲

基甲酰胺 (DMF)等均为分析纯 ,纯水由 M illi2Q超纯水系统制备。

2. 2　实验方法

2. 2. 1　标准溶液的配制 　准确取定量脂肪胺标准品 ,用光谱纯乙腈配成 0. 01 mol/L的溶液 ,相应低浓

度脂肪胺混合标准液 (1. 0 ×10 - 4 mol/L)用光谱纯乙腈稀释而成。称取 17. 6 mg的 PP IA用光谱纯乙腈

定容至 25 mL (加入 2 mL吡啶作助溶剂 ) ,浓度为 2. 0 ×10
- 3

mol/L。称取 012876 g EDC溶入 10 mL光

谱纯乙腈配成 0115 mol/L的溶液待用。

2. 2. 2　脂肪胺的衍生化 　向 2 mL安培瓶中依次加入 40μL EDC, 40μL脂肪胺标准品 , 120μL衍生试

剂溶液 ,密封后于 60℃水浴中反应 15 m in,取出放冷后冲稀 4倍 ,直接进样 10μL (50 pmol)分析。衍生

反应如下式。

2. 2. 3　色谱与质谱条件 　Eclip se XDB 2C8色谱柱 (4. 6 mm ×150 mm, 5μm )。流动相 A: 30%乙腈水

溶液 (含 30 mmol/L甲酸 , pH 3. 7) ; 流动相 B: 100%乙腈。梯度洗脱程序 : B在 35 m in内从 0%梯度到

100% ,保持 5 m in。流速 1. 0 mL /m in, 进样量 10μL, 柱温 30℃。激发和发射波长分别为 260和 380 nm。

大气压化学电离源 (APC I Source) ,正离子模式 ,喷雾压力 60 p si ( 01414 MPa) ,干燥气流量为

5 L /m in,干燥气温度 350℃,气化温度 400℃,毛细管电压 3500 V,电晕电流 4000 nA ( Pos) [ 11 ]。

2. 2. 4　造纸厂废水、大鼠端脑、酸奶中脂肪胺的提取 　量取 50 mL造纸厂废水 (取自山东济宁某造纸

厂 ) ,用盐酸调至 pH 3. 0左右 ,超声振荡 20 s使其转变为相应脂肪胺的有机盐 ,过滤 ,浓缩后调至

pH 710,定容为 10 mL,冷藏待测。

W istar雄性大鼠 (购自山东鲁抗制药集团 ,体重约 300 g) ,断头处死 ,立即开颅取出全脑 ,用冰生理

盐水清洗 ,在玻璃板上分离端脑 ,称重 (约 2 g) ,加入 1. 2 mL 011 mol/L的 HClO4 ,匀浆 ,低温 4℃离心

30 m in (18000 r/m in)去蛋白 ,取出上清液 ,用 4 mol/L NaOH调至中性 ,定容到 1. 5 mL,冷藏待测。

量取 2 mL某品牌酸奶 (保质期结束前 2天 ) ,加入 2 mL水 , 015 mL 4 mol/L的 NaOH水溶液 ,用

20 mL氯仿超声振荡提取 10 m in,用医用注射器抽取氯仿层 ,加入 1 mL 4 mol/L的 HCl调至 pH 3. 0,使

脂肪胺转变为有机盐 ,氮气吹干后用 1 mL乙腈 /水溶液 (ACN∶H2 O = 4∶1, V /V )定容 ,冷藏待测。

2. 3　22( 22苯基 212氢 2菲 [ 9, 102d]咪唑 ) 2乙酸的合成与表征

2. 3. 1　22苯基 212氢 2菲 [ 9, 102d]咪唑的合成 　参考了文献 [ 12 ]改进如下 :在 500 mL三颈烧瓶中加入

16 g菲醌 , 10 mL苯甲醛 , 120 g醋酸铵 ,最后加入 300 mL冰醋酸溶解 ,在 80～90℃下搅拌反应 3 h,冷

却 ,倒入 300 mL水中 ,用氨水调节 pH 7～8,得浅黄色沉淀 ,抽滤 ,水洗两次 ,粗品晾干后在乙腈 /N , N 2二
甲基甲酰胺 (5∶1, V /V )中重结晶 ,产率 90%以上。

2. 3. 2　PP IA的合成与表征 　500 mL三颈烧瓶中加入 22苯基 212氢 2菲 [ 9, 102d ]咪唑 28 g、KOH 30 g和

二甲亚砜 250 mL,加热到 120～125℃,机械搅拌反应 10 m in后 , 30 m in内用滴液漏斗滴入 50 mL溴乙

酸乙酯与 30 mL二甲亚砜的混合溶液 ,保持 120～125℃搅拌反应 2. 5 h,放冷 ,倾入溶有 20 g KOH的

500 mL水溶液中 ,加热煮沸 20 m in,使生成的酯充分水解 ,放冷后用 HCl调至 pH 8,过滤除去杂质 , HCl

调至 pH 3析出产物 ,过滤后将固体再溶于含少量 KOH的水溶液中 , HCl调至 pH 8,过滤除杂后再调至

pH 3析出产物。如此重复 3次 ,所得固体用乙腈重结晶得白色晶体 ,产率 84%。m. p. > 300℃。测得
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C, 78. 32% ; H, 4. 58% ; N, 7. 94%。理论值 ( % ) : C, 78. 39; H, 4. 57; N , 7. 95。 IR ( KB r) : 3110157

( OH ,二聚 ) , 1711. 82 ( C O ) , 1657. 09, 1612. 53 ( ph C N ) , 1529. 62、1474114、1460111、

1424159 (ph)、1399. 26 ( C H )、1229. 85、1111. 75、773. 37、75017、720184、703. 84。m / z [M + H ] + : 353. 1。

3　结果与讨论

3. 1　PP IA的稳定性与光谱性质

PP IA是由 22苯基 212氢 2菲 [ 9, 102d ]咪唑与溴乙酸乙酯在二甲亚砜溶剂中取代反应后经水解而成 ,

产物经水洗后在乙腈中重结晶。衍生试剂对常规有机溶剂和水稳定 ,在乙腈溶液中室温放置一个月后

再衍生脂肪胺未见明显变化。在乙腈溶液中的最大荧光激发和发射波长分别为 260 nm和 380 nm。按

照朗伯 2比尔定律 , PP IA在乙腈中最大吸收波长 251nm处的摩尔吸光系数ε= 6. 3 ×10
5

L mol
- 1

cm
- 1。

PP IA与 4种荧光衍生试剂 (AAA
[ 10 ]、BCEOC

[ 8 ]、CEOC
[ 13 ]、FMOC

[ 13 ] )的摩尔吸光系数 (ε)及结构式见

表 1。最大吸收波长处的摩尔吸光系数直接反映分子的灵敏度 [ 14 ]
,由表 1可知 PP IA的分子共轭度最

大 ,ε值最大 ,这说明了荧光衍生试剂的分子结构是其具有高荧光灵敏度的基础和原因 ,为更灵敏荧光

衍生试剂的设计合成提供了依据。

3. 2　衍生条件的优化

PP IA对脂肪胺的衍生化反应随衍生反应的时间和温度的不同及衍生试剂与 EDC用量的不同 ,产

率有明显的差异。对上述 4个因素的优化结果表明 :在其它因素一定的情况下 , 60℃下具有最高衍生产

率。随着温度的上升有副反应发生且产率下降 ,衍生反应 15 m in后衍生产物信号强度稳定。衍生试剂

摩尔数达到脂肪胺总摩尔数的 5倍后信号强度稳定。EDC用量为 40μL (摩尔数为衍生试剂的 25倍 )

时产率最高。

3. 3　衍生反应机理

参考肼基衍生试剂衍生脂肪酸的反应机理 [ 9 ] ,从理论上推测反应机理为 : PP IA首先与 EDC反应生

成活性中间体 ,脂肪胺再与活性中间体反应生成脂肪胺衍生物。借助柱后在线串联质谱对衍生产物色

谱图中的组分 A与 B进行了鉴定 ,通过对其质谱裂解碎片峰的解析 ,确定了组分 A与 B为活性中间体 ,

从而确定了衍生反应机理。中间体 A与 B的质谱图见图 1,质谱峰归属见图 2,衍生反应机理见图 3。

3. 4　质谱灵敏度对比

在相同质谱条件下 ,对比了 22苯基 212氢 2菲 [ 9, 102d ]咪唑 ( PP I)、1, 22苯并 23, 42二氢咔唑 (BDC) [ 8 ]、
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图 1　中间体 A与 B的质谱图

Fig. 1　Mass spectrum of intermediates A and B

a, b为 A的分子离子质谱和二级质谱 ; c, d为 B的分子离子质谱和二级质谱 ( a and b is molecular ion MS and MS/MS

belonging to A respectively; c, d is molecular ion MS and MS/MS belonging to B respectively)。

图 2　中间体 A与 B的质谱峰归属

Fig. 2　Scheme ofMS cleavage mode of intermediates A and B

吖啶酮 (Acridone) [ 10 ]
3种荧光母体环的质谱离子流强度 ,注射相同量的上述 3种物质 ,结果表明 :

IPP I∶IAcridone ∶IBDC = 12∶5∶1 ( IPP I , IBDC , IAcridone分别表示 PP I、BDC、Acridone 的质谱离子流强度 ) , 这说明

22苯基 212氢 2菲 [ 9, 102d ]咪唑 ( PP I)具有更高的质谱离子化效率 ,这可能是由于其分子中含有的两个电

负性强的氮原子导致了质谱响应灵敏度增加。

3. 5　标准品的色谱分离及质谱鉴定

通过调整梯度洗脱程序及流动相 A的 pH值 ,实现了最优化的色谱分离。由于 PP IA荧光母体环中

含两个弱碱性的氮原子 ,用 pH 3. 7的甲酸氨缓冲液控制流动相 A的 pH值 ,不但能够实现快速洗脱、改

善分离度 ,而且能够为柱后在线质谱的离子化提供氢质子 ,提高了检测灵敏度。

脂肪胺标准品衍生物色谱分离见图 4。采用大气压化学电离源 (APC I Source)正离子模式进行在线

柱后质谱鉴定 ,各组分质谱数据见表 2。以癸胺为例的一级和二级质谱图见图 5。

3. 6　稳定性、重现性、线性回归方程及检出限

取新衍生的同一份标准品衍生液 (50 pmol) ,分别在室温放置 0、1、2、4、8、16、24和 72 h,进行色谱

分析 ,计算得各时间点下各脂肪胺衍生物峰面积对 0 h时的标准偏差值均小于 2. 8% ,表明衍生物对于
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常规色谱分析稳定性良好。

在相同洗脱条件下 ,对 50 pmol脂肪胺衍生物进行平行 6次分析 ,保留时间和峰面积重现性见表 2;

保留时间相对标准偏差 RSD ( % )小于 0110% ;峰面积相对标准偏差 RSD ( % )小于 2. 7%。

图 3　PP IA与脂肪胺衍生反应机理图

Fig. 3　Derivatization mechanism scheme of PP IA with am ines

图 4　标准脂肪胺衍生物的色谱图 ( a)和质谱总离子流图 ( TIC)

Fig. 4　Chromatogram ( a) and MS spectrum of total ion current ( b) for standard am ines derivatized with

PP IA

色谱条件见实验部分 ( chromatographic conditions as described in experimental section)。C1. 甲胺 (methylam ine) ; C2.

乙胺 ( ethylam ine) ; C3. 丙胺 (p ropylam ine) ; C4. 丁胺 ( butylam ine) ; C5. 戊胺 (pentylam ine) ; C6. 己胺 ( hexylam ine) ;

C7. 庚胺 ( hep tylam ine) ; C8. (辛胺 ( octylam ine) ; C9. 壬胺 ( nonylam ine) ; C10. 癸胺 ( decylam ine) ; C11. 十一胺

( undecylam ine) ; C12. 十二胺 ( dodecylam ine) ; A and B (中间体 , intermediates ) ; C. 22苯基 212氢 2菲 [ 9, 102d ]咪唑

(22phenyl21H2phenanthro2[ 9, 102d ] im idazole)。

图 5　代表性的癸胺衍生物的一级质谱 ( a)和二级质谱 ( b)

Fig. 5　Typ icalMS chromatogram of molecular ion MS ( a) and MS/MS ( b)

　　进样量在 20010 pmol～48. 83 fmol范围内 ,依据峰面积和实际进样量进行线性回归 ,所得各脂肪胺
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衍生物的回归方程 �相关系数和检出限见表 2。各脂肪胺衍生物的线性相关系数除乙胺为 019985外

都在 019996以上 ,检出限在 3. 1～18 fmol之间 (按 S /N = 3∶1计算 )。

表 2　脂肪胺衍生物的线性回归方程、相关系数、检出限、质谱与保留时间和峰面积的重现性 ( n = 6)
Table 2　L inear regression equations, correlation coefficients, detection lim its, MS of aliphaticam ine derivatives and repeatability
for peak area and retention time ( n = 6)

脂肪胺
Am ine Y =AX +B

相关系数
Correlation

coefficient ( r)

检出限
Detection lim its

( fmol)

质谱
MS

[M + 1 ] +

保留时间相对
标准偏差 ( % )
Retention time

RSD ( % )

峰面积相对
标准偏差 ( % )

Peak area
RSD ( % )

C1 Y = 20103X - 3. 628 019996 18 366. 1 01094 2. 1

C2 Y = 25. 59X + 5. 556 019985 16 38011 01090 1. 9

C3 Y = 56. 41X + 7. 253 019999 7. 6 394. 1 01091 2. 3

C4 Y = 52. 42X + 14. 20 019996 6. 8 408. 2 01064 2. 6

C5 Y = 58. 33X + 16. 32 019996 7. 6 422. 2 01072 1. 8

C6 Y = 65. 67X + 16. 25 019998 5. 1 436. 2 01063 1. 2

C7 Y = 65. 24X + 15. 51 019997 6. 1 45013 01058 0179

C8 Y = 78. 75X + 20155 019997 4. 8 464. 3 01062 0173

C9 Y = 109. 9X + 27. 16 019997 3. 8 478. 3 01050 0163

C10 Y = 107. 5X + 22. 94 019998 4. 5 492. 3 01049 0161

C11 Y = 101. 8X + 22. 75 019997 4. 2 506. 3 01050 0162

C12 Y = 141. 3X + 35. 28 019997 3. 1 52013 01043 0161

　X: 进样量 ( injected amount (pmol) ) ; Y: 峰面积 (peak area)。

　图 6　大鼠端脑中脂肪胺的色谱分离图

Fig. 6　Chromatogram of free aliphatic am ines from telen2
cephalon tissue ofW istar rat

3. 7　实际样品分析

在造纸厂污水样品中加入 10μL浓度为 1. 0 ×

10
- 4

mol/L脂肪胺标准品后 ,按照上述提取方法提

取后进行衍生 ,重复 3次所得各脂肪胺的回收率在

86162% ～105. 10%之间 ,结果满意 ,具体结果见表

3。该衍生试剂反应产率高 ,衍生溶液不经预处理即

可直接进样分析。

衍生和色谱分离按照前述优化的条件进行 ,衍

生物组分借助柱后在线质谱鉴定。大鼠端脑的脂肪

胺衍生物色谱分离分别见图 6,峰标注与图 3相同。

造纸厂废水、大鼠端脑和酸奶样品中脂肪胺含量的

测定结果见表 3。
表 3　实际样品中脂肪胺的含量及回收率 ( n = 3)
Table 3　Contents of aliphatic am ines from real samp les and recoveries( n = 3)

脂肪胺
Am ine

造纸厂废水
W aste water of paper

m ill (μg/L)

大鼠端脑
Telencephalon tissue of

W istar rat (μg/g)

酸奶
Acidophilus m ilk

(μg/L)

回收率
Recoveries ( % )

of waste water

CH3NH2 8. 62 6. 13 2. 32 86. 6

CH3 CH2NH2 9. 87 2. 51 1. 08 92. 6

CH3 (CH2 ) 2NH2 7. 94 0161 0184 97. 8

CH3 (CH2 ) 3NH2 6. 36 0 0 105. 1

CH3 (CH2 ) 4NH2 1. 21 0 0 102. 6

CH3 (CH2 ) 5NH2 7. 61 0 0 93. 7

CH3 (CH2 ) 6NH2 1. 21 0158 0146 99. 9

CH3 (CH2 ) 7NH2 2. 03 01043 0116 104. 4

CH3 (CH2 ) 8NH2 1. 81 01013 0114 89. 2

CH3 (CH2 ) 9NH2 1. 52 0 0 91. 9

CH3 (CH2 ) 10NH2 2. 19 0 0 101. 3

CH3 (CH2 ) 11NH2 2. 94 0 0 104. 4
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Pre2column D er iva tiza tion2H igh Performance L iqu id Chroma tography

for the D eterm ina tion of A lipha tic Am ines w ith Fluorescence

D etection and M a ss Spectrom etr ic Iden tif ica tion

Zhao Xian2En1, 3 , L i Yu2L in1, 3 , You J in2Mao1, 2 , L iu Yong2Jun1 , Suo You2Rui3 1

1 (N orthw est P lateau Institu te of B iology, Chinese A cadem y of Sciences, X ining 810001)
2 (College of Chem istry Science , Q ufu N orm al U niversity, Q ufu 273165)
3 (Gradua te School of the Chinese A cadem y of Sciences, B eijing 100039)

Abstract　A simp le and highly sensitive method based on the derivatization of aliphatic am ines with 22( 22
phenyl21H2phenanthro2[ 9, 102d ] im idazole212yl) 2acetic acid ( PP IA ) followed by high performance liquid

chromatography with fluorescence detection and on2line post2column mass spectrometric identification has been

developed. Op timum derivatization, giving the corresponding stable fluorescent derivatives, was obtained by

reacting of aliphatic am ines with PP IA at 60℃ for 15 m in in the p resence of N 2ethyl2N ′2( 32d imethylam ino

p ropyl) carbodiim ide hydrochloride ( EDC) catalyst in acetonitrile solvent. The fluorescence detection wave2
length of PP IA derivatives was 380 nm ( excitation wavelength 260 nm ). Separation of the derivatized am ines

with a good baseline resolution in conjunction with a gradient elution was carried out on a reversed phase

Eclip se XDB 2C8 column (4. 6 mm ×150 mm, 5μm ) , in this way, the content of free fatty am ines in waste

water of paper m ill, telencephalon tissue of rat and acidophilus m ilk was determ ined. The identification of

aliphatic am ine derivatives was carried out by post2column online mass spectrometry with atmospheric p ressure

chem ical ionization source under positive2ion mode detection. The established method exhibits excellent

rep roducibility and recovery. Excellent linear responses are observed with regression coefficients > 019996,

detection lim its ( at signal2to2noise of 3∶1) are 3. 1 - 18 fmol.

Keywords　H igh performance liquid chromatography2mass spectrometry, fluorescence detection, p re2column

derivatization, aliphatic am ines
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