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摘 　要 :利用新型荧光试剂 22(22(102蒽基)2苯并咪唑)2乙酸 ( ABIA) 为柱前衍生化试

剂 ,在 Akasil2C18 色谱柱上 ,通过梯度洗脱对 12 种游离脂肪胺进行了分离和在线质谱

定性。以乙腈为溶剂 ,N2乙基2N′2[ (32二甲氨基) 丙基 ]碳二亚胺盐酸盐 ( EDC) 为缩合

剂 ,在 50 ℃条件下衍生反应 20 min 后获得稳定的荧光产物。激发波长和发射波长分

别为 260 nm 和 430 nm , 采用大气压化学电离源 (A PCI)的正离子模式 ,实现了土壤中

脂肪胺的定性及其含量的测定。脂肪胺的线性相关系数大于 0. 9990 ,检出限为 11. 72

～25. 63 f mol。
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胺类化合物 (包括脂肪胺和芳香胺)由于其毒性以及反应活性已成为在环境检测中备受关注的一类化

合物。因此 ,建立高灵敏度和高选择性的检测胺类化合物的方法具有重要意义。脂肪胺通常为无紫外吸

收或本身不具发光特性的化合物 ,因而对其分析常采用柱前衍生化的方法 ,使其转变为含紫外吸收或发荧

光基团的化学衍生物[122 ] 。目前 ,用于胺类化合物柱前衍生的衍生化试剂有许多种[326 ] ,但都有不同程度

的缺陷。邻苯二甲醛 (O PA) [7 ] 重现性和相应衍生物稳定性较差 ; 42氯272硝基苯222氧21 ,32二唑 ( NBD2
Cl) [8 ]试剂在水溶液中的稳定性较差 ,见光容易分解 ;芴甲氧羰基氯 ( FMOC2Cl) [9210 ] 衍生化需要经过萃取

处理以消除过量试剂的干扰 ,操作过程繁琐且易造成疏水衍生物的丢失 ,62氨基2喹啉基2N2琥珀酰亚胺碳

酸酯 (AQC) [11212 ]是近年来广泛应用的胺类衍生试剂之一 ,但 AQC 衍生物在水中量子效率很低 ,不利于梯

度洗脱。

本文采用一种新型衍生试剂 22(22(102蒽基)2苯并咪唑)2乙酸 (ABIA) 对 C1 ～C12 脂肪胺进行柱前衍

生。实验结果表明 ,以 N2乙基2N′2[ (32二甲氨基)丙基丁碳二亚胺盐酸盐 ( EDC) 为缩合剂 ,在 50 ℃下反应

20 min 可获得最佳衍生效果。采用乙腈/ 水进行梯度洗脱实现了 C1～C12脂肪胺衍生物的基线分离。借

助于在线的柱后质谱定性 ,实现了 12 种脂肪胺的快速、准确测定。

1 　实验部分

1 . 1 　仪器与试剂

Agilent 1100 离子阱液相色谱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、

荧光检测器和自动进样器 ;大气压化学电离源 (A PCI Source) ; Waters Delta 600 半制备色谱 (美国 ,Wa2
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ters 公司) ; F27000 荧光分光光度计 (日本 , Hitachi 公司) ; CAR Y300 Bio 型紫外可见分光光度计 ; Carlo2
Erba 1106 元素分析仪。

22(22(102蒽基)2苯并咪唑)2乙酸 (ABIA) (自制) ,用光谱纯乙腈配成 5. 0 ×10 - 3 mol/ L 的溶液 ;12 种

脂肪胺标准样品 (购自 Sigma 公司) ,配成相应低浓度 (5. 0 ×10 - 4 mol/ L)的标准溶液 ; EDC(购自 Sigma 公

司) ,用光谱纯乙腈配成 0. 1 mol/ L 的溶液 ;光谱纯乙腈 (购自 Merck 公司) ,色谱纯乙腈 (购自禹王公司) ,

纯水由 Milli2Q 超纯水系统制备。

1 . 2 　实验方法

1 . 2 . 1 脂肪胺的衍生化 　向 2 mL 安瓿瓶中依次加入 20μL 脂肪胺标准溶液 ,48μL EDC 溶液 ,96μL 衍

生试剂溶液 ,密封后于 50 ℃水浴中反应 20 min。

1 . 2 . 2 　色谱及质谱条件 　色谱柱 :Akasil2C18 色谱柱 (250 ×4. 6 mm ,5μm) (美国 ,艾杰尔科技) 。流动

相 A :30 %乙腈水溶液 (含 30 mmol/ L 的 HCOON H4 ,p H = 3. 74) ;B :100 %的乙腈。B 在 35 min 内梯度

从 10 %到 100 % ,保持 5 min。流速为 1. 0 mL/ min , 进样量 10μL , 柱温 30 ℃。荧光激发和发射波长分别

为 :λex = 260 nm ,λem = 430 nm。

质谱条件 :大气压化学电离源 (A PCI Source) ,正离子模式 ,喷雾压力 413. 68 kPa ,干燥气流量为 5 L/

min ,干燥气温度 350 ℃,气化温度 400 ℃,毛细管电压 3 500 V ,电晕电流 4 000 nA ( Pos) 。

1 . 3 　土壤中脂肪胺的提取

称取 100 g 土壤置于试剂瓶中 ,加入 200 mL 氯仿超声振荡 1 h 后过滤 ,滤渣中再加入 50 mL 氯仿超

声 20 min 后过滤 ,合并提取液 ,滤液用甲酸调至 p H 为 3. 0 ,浓缩至干后 ,加 2 mL 乙腈 ,并用氢氧化钠调

节 p H 为 12 ,直接用于衍生。

2 　结果与讨论

2. 1 　ABIA 的稳定性及光谱性质

ABIA 由 22(102蒽基)2苯并咪唑与溴乙酸乙酯在二甲亚砜 (DMSO) 溶剂中发生取代反应后经水解而

成。在密闭条件下 ,该试剂的乙腈溶液 ,在冰箱中保存一个月 ,经高效液相色谱荧光检测 ,荧光强度无明显

变化 ,对脂肪胺的衍生效率也未见明显改变。ABIA 的母体环为蒽基苯并咪唑 ,具有很大的共轭结构 ,环

中同时含有两个富电子的 N 原子 ,与母体环形成 p2π超共轭 ,故具有很好的紫外吸收。

2 . 2 　衍生条件的优化

ABIA 与脂肪胺的衍生化反应随衍生反应的时间、温度、衍生试剂用量、EDC 用量、溶剂的不同 ,衍生

产率有显著差异。试验中以丙胺、己胺、壬胺、十二胺为代表对以上的衍生条件分别进行了优化。结果表

明 :在其它因素一定的情况下 ,50 ℃时具有最高衍生效率 ,随着温度的上升有副反应发生 ,效率下降。衍生

反应 20 min 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 4 倍后信号强度稳定。

EDC 用量为 48μL (摩尔数为衍生试剂的 10 倍) 时产率最高。此外实验中选取 N , N2二甲基甲酰胺

(DMF) 、二甲亚砜 (DMSO) 、乙腈、丙酮、乙酸乙酯、二氯甲烷、三氯甲烷七种溶剂 ,考察了它们对衍生效率

的影响。结果显示乙腈给出最高的检测响应。丙酮、乙酸乙酯、二氯甲烷、三氯甲烷做反应溶剂时检测相

应降低 ,而且在色谱分离时带来几个较大的干扰峰 ,给色谱分析带来困难。因而实验中选取乙腈做溶剂。

2 . 3 　标准品的色谱分离及质谱鉴定

按前述优化条件 ,用乙腈2水做流动相 ,采用梯度洗脱 ,40 min 内可实现对 12 种标准脂肪胺衍生后的

色谱分离 ,结果见图 1 ,所有衍生物可获得较好的基线分离。采用大气压化学电离源 (A PCI 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 1。以癸胺为例的一级和二级质谱图见图 2。

2 . 4 　重现性、线性回归方程及检出限

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

留时间的相对标准偏差 ( RSD)小于 0. 06 % ;峰面积的 RSD 小于 2. 0 %。

进样量在 50 p mol～48. 83 f mol 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都在 0. 9990 以上 ,检出限 (按

信噪比 S/ N = 3 计算)在 11. 72～25. 63 f mol 之间。
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图 1 　标准脂肪胺衍生物的色谱图( 50 pmol ,荧光检测)
Fig. 1 　Chromatograms for standard aliphatic amine derivatization

C1 . met hylamine ; C2 . et hylamine ; C3 . propylamine ; C4 . butylamine ; C5 . pentylamine ; C6 . hexylamine ; C7 . heptylamine ; C8 . octyl2
amine ; C9 . nonylamine ; C10 . decylamine ; C11 . undecylamine ; C12 . dodecylamine ; A and B are reaction intermediates ; C. 22(22(an2
t hracen292yl)21 H2benzo[ d ]imidazol212yl) acetic acid ; D. unknown.

表 1 　质谱数据

Table 1 　Mass data

Aliphatic amine
derivatives

MS( m/ z)
(M + H) + MS2MS( m/ z) Aliphatic amine

derivatives
MS( m/ z)
(M + H) - MS2MS( m/ z)

C1 366. 8 295. 8 ,307. 8 ,335. 8 C7 450. 8 295. 6 ,307. 6 ,335. 6
C2 380. 8 295. 5 ,307. 7 ,335. 7 C8 464. 8 295. 5 ,307. 6 ,335. 6
C3 394. 8 295. 7 ,307. 7 ,335. 8 C9 478. 7 295. 5 ,307. 4 ,335. 5
C4 408. 8 295. 7 ,307. 7 ,335. 6 C10 492. 8 295. 5 ,307. 4 ,335. 3
C5 422. 8 295. 6 ,307. 7 ,335. 6 C11 506. 8 295. 5 ,307. 5 ,335. 4
C6 436. 8 295. 6 ,307. 5 ,335. 8 C12 520. 8 295. 6 ,307. 5 ,335. 7

图 2 　ABIA2癸胺衍生物质谱图
Fig. 2 　The APCI2MS/ MS spectra of representative decylamine derivative
(A) MS spect ra ; (B) MS/ MS spect ra ; (C) mode of f ragmentation.

表 2 　脂肪胺衍生物的线性回归方程、相关系数、检出限与保留时间和峰面积的重现性( n = 6)

Table 2 　Analytical performance for aliphatic amines of this method ( n = 6)

Aliphatic amine Regression equation
Correlation
coefficient

Detection limit
(fmol)

RSD ( %)

Retention time Peak area

C1 Y = 61. 34 X + 18. 28 0. 9997 13. 02 0. 03027 0. 9336
C2 Y = 58. 86 X + 18. 02 0. 9997 19. 08 0. 04297 1. 4523
C3 Y = 51. 28 X + 7. 441 0. 9992 19. 53 0. 05965 1. 9125
C4 Y = 51. 93 X + 7. 560 0. 9990 18. 23 0. 02827 0. 7305
C5 Y = 70. 40 X + 22. 16 0. 9997 15. 19 0. 02089 0. 6464
C6 Y = 61. 83 X + 16. 89 0. 9998 17. 09 0. 02319 0. 6365
C7 Y = 54. 55 X + 16. 24 0. 9998 11. 72 0. 03416 1. 0868
C8 Y = 60. 84 X + 13. 75 0. 9995 25. 63 0. 02356 0. 6899
C9 Y = 56. 46 X + 13. 24 0. 9998 18. 22 0. 02447 0. 7284
C10 Y = 56. 66 X + 8. 014 0. 9996 19. 08 0. 03165 0. 9967
C11 Y = 63. 02 X + 20. 75 0. 9996 14. 39 0. 03694 1. 1214
C12 Y = 64. 66 X + 20. 86 0. 9996 13. 67 0. 04285 1. 4124
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2 . 5 　实际样品中脂肪胺的测定

衍生和色谱分离按照前述优化的条件进行 ,所得土壤中的脂肪胺衍生物色谱分离图如图 3。脂肪胺

含量的测定结果见表 3。

图 3 　土壤中脂肪胺的色谱分析图
Fig. 3 　Chromatogram of aliphatic amine in soil

2 . 6 　回收率实验

在土壤样品中加入 10μL 浓度为 5. 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

衍生并测定 ,所得回收率结果见表 3。

表 3 　实际样品中各脂肪胺的含量测定及回收率

Table 3 　Content and recoveries of aliphatic amines for soil samples

Amine
derivatives

Amines in soil
(ng/ g)

Recoveries
( %)

Amine
derivatives

Amines in soil
(ng/ g)

Recoveries
( %)

C1 0. 087 98. 6 C7 - 100. 8

C2 0. 85 102. 6 C8 0. 0079 89. 9

C3 0. 043 93. 2 C9 - 103. 4

C4 0. 0093 90. 1 C10 0. 094 99. 3

C5 - 100. 1 C11 - 99. 8

C6 - 101. 2 C12 - 102. 2

　 　- :Not detected.

3 　结论

本文采用新型荧光试剂 22(22(102蒽基)2苯并咪唑)2乙酸 (ABIA) 对 12 中游离脂肪胺进行柱前衍生 ,

对衍生化和色谱条件进行了优化 ,方法线性范围宽 ,重现性好 ,试剂与脂肪胺的衍生效率高、产物稳定 ,对

土壤中脂肪胺的测定结果满意。
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Determination of Al iphatic Amines in Soil Using Novel
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Abstract : A simple and highly sensitive met hod based on t he derivatization of alip hatic amines with 22(22
(ant hracen292yl)21 H2benzo [ d ] imidazol212yl) acetic acid ( ABIA) as t he novel p re2column derivatization

reagent followed by high performance liquid chromatograp hy wit h fluorescence detection and on line

mass spect romet ric identification was developed. Derivatization was obtained by t he reaction of

alip haticamines with ABIA at 50 ℃for 20 min in t he presence of N2et hyl2N′2(32dimet hylamino p ropyl)

carbodiimide hydrochloride ( EDC) in acetonit rile solvent . Derivatives were sufficiently stable to be

efficiently analyzed by high performance chromatograp hy wit hout p ret reat ment . On a reversed p hase

Akasil2C18 column , twelve alip haticamine derivatives ( C1 ～C12 ) were separated under gradient elution

with an excitation maximum at λex 260 nm and an emission maximum at λem 430 nm. The precise

determining alip hatic amines in soil samples was obtained by post2column on line mass spect romet ric

identification wit h at mosp heric p ressure chemical ionization ( A PCI) source under positive mode

detection. The established met hod exhibited excellent rep roducibility and recovery. Linear responses

were observed wit h coefficient s over 0. 9990. The detection limit s (at signal2to2noise ratio of 3∶1) were

11. 72～25. 63 f mol .

Keywords : High performance liquid chromatograp hy2mass spect romery ; Fluorescence detection ; Pre2
column derivatization ; Alip haticamines
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