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摘要 :合成表征了标题化合物 ( PB ITS)。在 DMF溶剂中以 K2 CO3 作催化剂 , PB ITS与脂肪酸在 90 ℃条件下反应 40 m in,

可获得稳定的荧光产物。以 PB ITS为柱前衍生试剂 ,建立了 20种饱和脂肪酸的高效液相色谱分析方法。激发和发射波

长分别为 350和 402 nm,各脂肪酸检出限为 1114～2913 fmol。对瑞香狼毒根中游离脂肪酸测定结果满意。
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向为新型荧光衍生试剂的合成及应用。

　　脂肪酸 ( FA)广泛分布于自然界中 ,是生物体

内重要的营养物质和代谢产物 ,对调节生物体内

各项生理和生物功能起着重要作用。由于这类化

合物在紫外 2可见光区吸收较弱 ,光度法难以准确

测定 [ 1 ]
,通过化学衍生、采用高效液相色谱紫外

或荧光检测可实现脂肪酸的高灵敏测定 [ 2 ]。芘

及其衍生物具有优异的荧光性质 ,已报道含芘的

羧酸荧光标记试剂有芘基重氮甲烷 [ 3 ]、12溴乙酰

基芘 [ 4 ]和 12芘甲醇 [ 5 ]
,但在实际应用中 ,存在稳

定性差、操作复杂等缺点。本实验合成了新型荧

光标记试剂 22(22(12芘基 ) 2苯并咪唑 ) 2乙基对甲

苯磺酸酯 ( PB ITS) ,以 N , N 2二甲基甲酰胺 (DMF)

作溶剂 ,以 K2 CO3 作催化剂 ,在 90 ℃下 PB ITS可

PB ITS合成和衍生脂肪酸的反应路线图

Derivatization sketch between PB ITS and aliphatic acid

与 FA生成稳定的荧光产物 ,衍生产率高、操作简

便 ,衍生液可直接进样分析。在激发和发射波长

分别为 350和 402 nm荧光检测下 ,采用梯度洗脱

对狼毒根中游离脂肪酸实现了快速、灵敏的测定 ,

并对实际样品中各衍生组分进行了在线的柱后质

谱鉴定 ,结果满意。反应路线如左下所示。

1　实验部分

111 　主要仪器与试剂

1100型高效液相色谱 2质谱联用仪 (美国

Agilent公司 ) ,配备荧光检测器、大气压化学电离

源 (APC I) ; Hypersil BDS2C8色谱柱 (416 nm ×200

mm ×5 μm ,大连依利特分析仪器有限公司 ) ;

Cary300紫外可见分光光度计 (美国瓦里安公

司 ) ; F7000荧光分光光度计 (日本日立公司 ) ;

Uuityinova2600 MHz核磁共振波谱仪 (DMSO为溶

剂 , TMS为内标 ,美国瓦里安公司 )。

22(22(12芘基 ) 2苯并咪唑 ) 2乙基对甲苯磺酸

酯 (自制 ) ; 20种脂肪酸标准样品 (上海试剂厂 ) ;

乙腈 (ACN,光谱纯 ,德国 Merck公司 ) ;瑞香狼毒

根 (青海 ) ;其他试剂均为分析纯 ;水由 M illi2Q超

纯水系统制备 , DMF经减压蒸馏后使用。
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112 　标准溶液配制

准确取定量脂肪酸标准品 ,用光谱纯乙腈配

成 10 mmol/L的溶液 (长链脂肪酸需加少量 DMF

助溶 )。称取 25811 mg 22( 22( 12芘基 ) 2苯并咪

唑 ) 2乙基对甲苯磺酸酯 ,用 DMF定容至 10 mL,

浓度为 50 mmol/L。相应低浓度的衍生试剂

(510 ×10
- 3

mol/L )及低浓度脂肪酸 ( 110 ×10
- 4

mol/L)的标准液分别用 DMF和光谱纯乙腈稀释

而成。

113 　标准品衍生化

向盛有 10 mg无水 K2 CO3 催化剂的 2 mL安

瓿瓶中依次加入 115μL DMF、20μL (011 mmol/L)

混合脂肪酸和 65μL (510 ×10
- 3

mol/L)衍生试剂

溶液 , 封口后于 90 ℃恒温水浴下振荡反应

40 m in,取出放冷后 ,加入 200μL ACN /DMF混和

液 , V (ACN) ∶V (DMF) = 1∶1,稀释后直接进样 10

μL (50 pmol)分析。

114 　色谱与质谱条件

Hypersil BDS2C8色谱柱 (416 mm ×200 mm ×

5μm)。流动相 A: 20%乙腈水溶液 (含有 510

mmol/L的 HCOONH4 , pH 315) ; B: 80%的乙腈 ;

C: 10%的 DMF乙腈溶液。流速为 110 mL /m in,

柱温 30 ℃。荧光激发和发射波长分别为 : 350和

402 nm。梯度条件 : 0～15 m in,由 40% A + 60%

B梯度到 100% B; 15～30 m in,由 100% B梯度

到 100% C,并保持 15 m in。

大气压化学电离源 (APC I) ,正离子模式 ,喷

雾压力 01414 MPa,干燥气流量为 5 L /m in,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。

115 　狼毒根中游离脂肪酸的提取

将干燥狼毒根研细后 ,称取 310 g于 25 mL

容量瓶中 ,用 10 mL氯仿浸泡 ,超声振荡 30 m in,

过滤 ,取滤液 5 mL加 116 mL吡啶超声振荡 30 s,

使游离脂肪酸转变为相应的有机盐 , N2 吹干后用

215 mL DMF溶解备用。

2　结果与讨论

211 　22( 22( 12芘基 ) 2苯并咪唑 ) 2乙基对甲苯磺

酸酯 ( PB ITS)的合成

21111 　合成 22(12芘基 )苯并咪唑 ( PB I)

在配置机械搅拌 ,回流冷凝管 ,恒压滴液漏斗

的 500 mL三颈烧瓶中加入 415 g邻苯二胺和 50

mL无水乙醇 ,加热至回流 ,并在回流状态下将

512 g亚硫酸氢钠分次投入并缓慢滴加 510 g芘

甲醛的 200 mL乙醇溶液。滴加完毕后回流反应

3 h。将反应液倒入水中 ,剧烈搅拌 ,析出大量黄

色沉淀。抽滤 ,水洗 ,晾干。产品用乙醇 /N , N 2二
甲基甲酰胺 DMF (V∶V = 5∶1)重结晶 ,得 615 g黄

色颗粒状晶体 ,产率 9410%。1 HNMR ( 600 MHz,

DMSO2d6 ) ,δ: 13119 ( s, 1H, N—H ) ; 713～816 (m,

13H, A r—H )。APC I2MS (正离子模式 ) , m / z:

31816。元素分析 , C23 H14 N2 ,实测值 (计算值 ) , %:

C 86179 (86177) ; H 4143 (4143) ; N 8178 (8180)。

21112 　合成 22( 22( 12芘基 ) 苯并咪唑 ) 2乙醇

( PB IE2OH)

在 250 mL 三颈烧瓶中加入 6118 g 22( 12芘
基 )苯并咪唑、219 g碳酸亚乙酯、痕量 KOH和 80

mL DMF,迅速加热回流 215 h。冷却 ,倒入 800

mL水中 ,抽滤 ,水洗 ,晾干。产品在乙腈 /DMF

(V∶V = 2∶1)中重结晶 ,得 7172 g深黄色颗粒状晶

体 , 产 率 8016%。 m1p124115 ～ 24212 ℃。
1
HNMR (600 MHz, DMSO2d6 ) ,δ: 7132～8147 (m,

13H, A r—H) ; 4178 ( t, 2H, J = 6 Hz, NCH2 ) ; 4118

( t, 2H, J = 6 Hz, CH2 O ) ; 3150 ( t, 1H, J = 6 Hz,

O—H )。APC I2MS (正离子模式 ) , m / z: 36215。

MS/MS, m / z: 31817。元素分析 , C25 H18 N2 O ,实测

值 (计 算 值 ) , % : C 82184 ( 82185 ) ; H 5102

(5101) ; N 7171 (7173)。

21113 　合成 22( 22( 12芘基 ) 2苯并咪唑 ) 2乙基对

甲苯磺酸酯 ( PB ITS)

在 100 mL圆底烧瓶中加入 216 g 22(22(12芘
基 )苯并咪唑 ) 2乙醇和 60 mL吡啶 ,电磁搅拌 ,冰

浴控温 , 015 h内分次加入 510 g对甲苯磺酰氯 ,

搅拌反应一夜 (约 12 h)。倒入水中 ,水洗 3次 ,

晾干 ,乙腈 /DMF重结晶 ,得产品重 314 g,产率

91%。m1p1 ≥ 210 ℃ (分解 )。 1
HNMR ( 600

MHz,DMSO2d6 ) ,δ: 6198～8145 (m, 17H, A r—H ) ;

4140 ( t, 2H, J = 418 Hz, NCH2 ) ; 4108 ( t, 2H, J =

514 Hz, CH2 O) ; 2122 ( s, 3H, CH3 )。APC I2MS (正

离子模式 ) , m / z: 51615。MS/MS, m / z: 31816。元

素分析 , C32 H24 N2 SO3 , 实测值 (计算值 ) , % :

C 70142 (74140) ; H 4167 (4168) ; N 5140 (5142)。

IR ( KB r) ,ν, cm
- 1

: 3 043130 (A r—H ) ; 2 984130

(R—H) ; 1 598197, 1 527105, 1 482194, 1 455123

( Ph ) ; 1 358128 (—C—SO2 —) ; 1 189175,

1 176112 ( Ph—S—)。
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212 　22( 22( 12芘基 ) 2苯并咪唑 ) 2乙基对甲苯磺

酸酯的稳定性与光谱性质

　　22(22(12芘基 ) 2苯并咪唑 ) 2乙基对甲苯磺酸

酯是由 22(22( 12芘基 )苯并咪唑 ) 2乙醇与对甲苯

磺酰氯在吡啶溶剂中缩合反应而成 ,产物经水洗

后在乙腈中重结晶 ,获得的产品对常规有机溶剂

和水稳定。本试剂的 DMF溶液 ,在密闭条件下 ,

在 4 ℃下保存 015 y,经高效液相色谱荧光检测 ,

未发现纯度变化 ,对脂肪酸的衍生产率未见明显

改变。在室温下 ,用甲醇、乙腈、乙醇和四氢呋喃

4种溶剂配制 PB ITS溶液进行光谱性质研究 ,该

试剂溶液展现出两个紫外吸收带 ,分别为 276和

342 nm,在 4种溶剂中的最大紫外吸收带未见明

显的红移或蓝移。PB ITS在 4种溶剂中最大吸收

波长处的摩尔吸光系数 (ε)为 3152 ×104 (甲醇

342 nm)、3137 ×10
4 (乙腈 342 nm )、3158 ×10

4

(乙醇 343 nm )和 4131 ×10
4 (四氢呋喃 344 nm )

L·mol
- 1 ·cm

- 1。荧光光谱的扫描结果表明 :

PB ITS最大激发和发射波长分别为 350 和 402

nm ,在 4种溶剂中最大激发和发射波长无明显红

移或蓝移。

213 　衍生条件的优化

PB ITS与脂肪酸的衍生化反应随溶剂的不

同 ,产率有显著差异。根据文献 [ 6 ] ,实验中选取

DMF作溶剂 , K2 CO3 作碱性催化剂 ,对温度、时间

和试剂用量等几个影响衍生化产率的因素进行了

考察 ,结果表明 :衍生化产率随温度升高产率增

大 ,当温度为 90 ℃时具有最大的检测响应。当衍

生时间为 40 m in时 ,试剂用量为总摩尔数脂肪酸

的 8倍时 ,具有最大的衍生产率。

C11甲酸 ; C21乙酸 ; C31丙酸 ; C41正丁酸 ; C51戊酸 ; C61己酸 ; C71庚酸 ; C81辛酸 ; C91壬酸 ; C101癸酸 ; C111十一酸 ;

C121十二酸 ; C131十三酸 ; C141十四酸 ; C151十五酸 ; C161十六酸 ; C171十七酸 ; C181十八酸 ; C191十九酸 ; C201二十酸 ;

PB I: 22(12芘基 )苯并咪唑 ; PB IE2OH: 22(22(12芘基 )苯并咪唑 ) 2乙醇 ; PB ITS: 22(22(12芘基 ) 2苯并咪唑 ) 2乙基对甲苯磺酸酯

图 1　标准脂肪酸衍生物的色谱分离图 (色谱条件见实验部分 )

F ig. 1　Chromatogram of fatty acid derivatives

图 2　十八碳酸衍生物一级和二级质谱图和裂解模式

F ig. 2　MS and MS/MS data of P IBTS2octadecanoic acid derivative

136



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

化 　学 　试 　剂 2010年 7月

214 　标准品的色谱分离及质谱鉴定

在 Hypersil BDS2C8 色谱柱 ( 416 mm ×200

mm ×5μm)色谱柱上 ,采用梯度洗脱在 32 m in内

即可实现 20种直链脂肪酸衍生物 (C1～C20)的

基线分离 ,对 20种标准脂肪酸衍生物的色谱分离

见图 1。主要杂质组分为试剂分解后的 22( 12芘
基 )苯并咪唑 ( PB I, m / z 31815)与 22( 22(12芘基 )

苯并咪唑 ) 2乙醇 ( PB IE2OH, m / z 36215)。采用大

气压化学电离源进行在线的柱后质谱鉴定 ,各衍

生物显示出强烈的分子离子峰和相应的特征碎片

离子峰。以十八酸衍生物为例的质谱裂解模式和

质谱见图 2。十八酸衍生物的一级质谱准分子离

子峰为 m / z 62911 [M + H ] + 。二级质谱的显示 3

个碎片离子峰 ,分别归属如下 : m / z 31817归属于

PB I母核 , m / z 34510归属于 CH2 CH2 —OCOR键

断裂所得的 [ PB I + CH2 CH2 ]
+ 碎片离子 ; m / z

31019归属于衍生物失掉 PB I母核后的碳链部分

[MH - PB I]
+ 。

215 　线性回归方程、检出限及重现性
表 1 　脂肪酸衍生物的线性回归方程、相关系数、

检出限及保留时间和峰面积的重现性

Tab. 1　L inear regression equations, correlation coefficients,

detection lim its and repeatability for peak area

and retention time ( n = 6)

脂肪
酸衍
生物

回归方程注 相关
系数

检出
限 /
fmol

保留时间
相对标准
偏差 /%

峰面积相
对标准偏
差 /%

C1 Y = 9611X + 311 01999 35 2014 01071 0127

C2 Y = 12911X + 217 01999 30 1114 01059 0124

C3 Y = 10210X + 11815 01999 72 1319 01042 0123

C4 Y = 7518X + 6819 01999 34 1914 01057 0159

C5 Y = 9318X + 4914 01999 93 1416 01043 0141

C6 Y = 7615X + 113 01999 97 2110 01037 0143

C7 Y = 8611X + 219 01999 90 2110 01035 0139

C8 Y = 7319X - 410 01999 94 2419 01033 0145

C9 Y = 6617X - 816 01999 87 2516 01020 0138

C10 Y = 7019X - 413 01999 96 2218 01022 0135

C11 Y = 6010X - 415 01999 92 2418 01028 0142

C12 Y = 6410X - 313 01999 96 2913 01023 0139

C13 Y = 6511X - 313 01999 96 2516 01019 0141

C14 Y = 7018X - 516 01999 95 2314 01026 0135

C15 Y = 6615X - 611 01999 93 2218 01032 0143

C16 Y = 7016X - 517 01999 94 2314 01032 0148

C17 Y = 61152X - 415 01999 94 2419 01037 0139

C18 Y = 5918X - 418 01999 92 2813 01043 0136

C19 Y = 6217X - 417 01999 93 2110 01042 0126

C20 Y = 6517X - 414 01999 94 2011 01044 0133

　　注 : X:进样量 ; Y:峰面积。

进样量在 50 pmol～4818 fmol范围内 (浓度

范围在 4188 nmol/L 510μmol/L) ,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

的回归方程、相关系数和检出限见表 1。各脂肪

酸衍生物的线性相关系数均大于 01999 3,检出限

在 1114～2913 fmol之间 (S /N = 3∶1)。在相同洗

脱条件下 ,对 50 pmol脂肪酸衍生物平行 6次测

定 ,保留时间和峰面积重现性一并列于表 1,保留

时间的相对标准偏差小于 0107% ,峰面积的相对

标准偏差 < 0159%。

216 　实际样品测定

按前述实验条件 ,狼毒根中脂肪酸衍生物

的色谱分离见图 3 ,测定结果见表 2。对狼毒

根中游离饱和脂肪酸的测定结果表明 :含有偶

数碳原子的高碳链饱和脂肪酸如 C16、C18、

C20、C22等的含量相对较高 ,在所测定的饱和脂

肪酸中十六碳酸含量最高。另外 ,质谱鉴定表明

狼毒根中还含有碳十八一烯酸 ( C18 ∶1, m / z:

62710) ,碳十八二烯酸 (C18∶2, m / z: 62511) ,碳十

八三烯酸 ( C18 ∶4, m / z: 62311 ) ,碳二十一烯酸

(C20∶1, m / z: 65511) ,碳二十二一烯酸 ( C22∶1,

m / z: 68310)等不饱和脂肪酸 ,且不饱和脂肪酸含

量总量远高于饱和脂肪酸总量。对所有脂肪酸衍

生物做面积归一化 ,不饱和脂肪酸碳十八一烯酸、

碳十八二烯酸和碳十八三烯酸含量分别为

1716%、4312%和 1115% (含量前 3位的饱和脂

肪酸 :十六碳酸占 1512% ,十八碳酸占 215% ,二

十碳酸占 113% )。

表 2 　实际样品中游离饱和脂肪酸的测定结果注

Tab. 2　Results of saturated free fatty acids from

real samp le ( n = 3)

脂肪酸
各脂肪酸成分含量 /

(μg·g - 1 )
脂肪酸

各脂肪酸成分含量 /

(μg·g - 1 )

C1 # C11 11726

C2 # C12 3187

C3 # C13 4124

C4 # C14 25104

C5 28141 C15 45147

C6 10193 C16 1 203149

C7 12180 C17 33111

C8 6117 C18 175187

C9 16121 C19 8167

C10 16122 C20 58118

　　注 : #:由于干扰 ,未准确定量 ; C1～C20均可用 MS检出。
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图 3　狼毒根中游离脂肪酸的色谱分离图 (其他条件同图 1)

F ig. 3　Chromatogram of free fatty acid from Stellera chamaejasme L

3　结论

与已报道的含芘基荧光团的羧酸标记试剂相

比 ,新型试剂 PB ITS性质稳定 ,对各脂肪酸的标记

具有灵敏、操作简单和衍生产率高等特性。芘基

重氮甲烷稳定性差 ,使用前常常需要纯化处理或

现用现制。12芘甲醇以羟基为反应活性基团 ,衍

生反应需要活化试剂或缩合剂的参与。12溴乙酰

基芘对脂肪酸类化合物的衍生过程需在 KOH、冠

醚相转移催化剂的存在下于苯或甲苯溶剂中完

成 ,分离前需预处理 ,费时费力。新型试剂 PB ITS

与脂肪酸的衍生反应以 N , N 2二甲基甲酰胺为溶

剂 ,以 K2 CO3 作催化剂在 90 ℃下可获得稳定的

荧光产物。衍生产率高 ,操作简便 ,衍生液可直接

进样分析。另外 , PB ITS母体结构中氮原子易于

接受质子 ,使得 PB ITS2FA 衍生物表现出很强的

大气压电离质谱信号 ,能够实现灵敏的质谱鉴定。

本实验采用 22(22(12芘基 ) 2苯并咪唑 ) 2乙基对甲

苯磺酸酯作为柱前衍生试剂 ,建立了灵敏、快速测

定 20种脂肪酸的方法 ,同时实现了在线的质谱鉴

定。将方法应用于狼毒根中游离脂肪酸的测定 ,

结果满意。
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