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摘　要 : 对含氮类光致发光分子 22(11H2苯 [ a ]咔唑 ) 2异丙基氯甲酸酯进行柱前衍生处理 , 并经荧光检测对脂

肪胺进行高效液相色谱 (HPLC)分离和质谱定性。衍生物于λex = 279 nm产生强烈荧光 , 发射波长为λex = 380

nm。40 ℃下在 pH 910的硼酸缓冲液中 , 衍生反应 3 m in后获得稳定的荧光产物。在 Eclip se XDB2C8 色谱柱

(416 mm ×150 mm, 5μm)上 , 采用梯度洗脱对 12种脂肪胺衍生物进行了优化分离。采用大气压化学电离源

(APC I Source)正离子模式进行质谱定性 , 实现了各种脂肪胺衍生物的快速、准确测定。该方法具有良好的重

复性 , 多数脂肪胺的线性回归系数大于 01999 4, 检出限在 2173～23116 fmol水平。
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Ab s trac t: A simp le and highly sensitive method was developed for the determ ination of aliphatic a2
m ines(AA) in food using HPLC with fluorescence detection and identification with atmospheric p res2
sure chem ical ionization mass spectrometry (APC IMS). It was based on the p re2column derivatization

of aliphatic am ine with a nitrogen heterocyclic photolum inescence molecule 22(11H2benzo [ a ] carba2
zol2112yl) isop ropyl chloroformate (BCPC2Cl). Stable am ine derivativeswere obtained in the p resence

of borate buffer (pH 910) within 3 m in. The maximum excitation and em ission wavelengths were at

279 nm and 380 nm, respectively. Separation of 12 am ine2derivativeswas achieved by a gradient elu2
tion on a reversed2phase Eclip se XDB C8 (416 mm ×150 mm, 5μm ) column with a good baseline

resolution. The identification of am ine2derivatives was carried out byMS using APC I as the ion source

in positive2ion mode. The relative standard deviation (RSD ) of the retention time and the peak area

were less than 01109% and 21671% , respectively. Good linear responseswere observed with correla2
tion coefficients r > 01999 4. The detection lim its ranged from 2173 to 23116 fmol.

Key wo rd s: HPLC - MS; fluorescence detection; p re2column derivatization; aliphatic am ines

脂肪胺类化合物因其毒性及反应活性已成为环境检测倍受关注的一类化合物。该类化合物的测定

对环境化学、生物学、毒物学和临床化学具有重要意义 , 尤其是食品中脂肪胺的含量 , 对食品质量的

检测 , 更起到重要的作用。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一个有效途径。虽然测定胺类化合物的荧光试剂较多 [ 1 - 4 ]
, 但多数试剂在应用中
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存在缺陷 , 因此开发灵敏度高且简便易行的试剂仍然十分必要。

多环含氮杂原子的化合物通常显示出较强的光致发光特性 [ 5 - 6 ] , 含咔唑母体环类的衍生物为其中

的一类。本文在前期研究基础上 [ 7 - 11 ]
, 将 1, 22苯并 23, 42二氢咔唑母体环经 1, 42四氯苯醌脱氢处理

获得三环并联且含有氮杂原子的高共轭程度的 22( 11H2苯 [ a ]咔唑 )母体环 , 对母体环再进行 2步修饰

后获得 22(11H2苯 [ a ]咔唑 )异丙基氯甲酸酯 (BCPC2Cl)。与先前制备的 1, 22苯并 23, 42二氢咔唑 292异
丙基氯甲酸酯 (BC IC2Cl) 相比 [ 9 ]

, BCPC2Cl表现出更为强烈的光致发光性质。标记反应在 pH 910的硼

酸盐缓冲液中进行 , 所得衍生产物稳定、产率高。标记溶液经乙酸中和后 , 可直接进样分析。采用乙

腈 -水进行梯度洗脱实现了 C1～C12脂肪胺衍生物的完全基线分离。借助于质谱定性 , 实现了食品中多

种脂肪胺类化合物的快速、准确测定。

1　实验部分

111　仪器与试剂
Agilent1100型高效液相色谱 -质谱联用仪 (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) , Eclip se XDB2C8 色谱柱 (416 mm ×150 mm, 5

μm; Agilent公司 )。

22(11H2苯 [ a ]咔唑 )异丙基氯甲酸酯 (BCPC2Cl, 自制 ) , 12种脂肪胺标准样品 ( Sigma公司 ) , 光谱

纯乙腈 (Merck公司 ) , 甲酸 , N , N2二甲基甲酰胺 (DMF)均为分析纯 , 水由 M illi2Q超纯水系统制备。

112　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 10 mmol/L的溶液 , 相应低浓度脂肪胺标准液 (011

mmol/L)用光谱纯乙腈稀释而成。称取 1619 mg的 BCPC2Cl用光谱纯乙腈定容至 10 mL, 浓度为 510

mmol/L。低浓度的试剂 (215 mmol/L)用光谱纯乙腈稀释而成。

图 1　BCPC2Cl与脂肪胺的衍生反应
Fig11　Derivatization scheme of aliphatic am ines with 22(11H2benzo

[ a ] carbazol2112yl) isop ropyl chloroformate (BCPC2Cl)

113　脂肪胺的衍生化
向 2 mL安培瓶中依次加入 150μL pH 910

的硼酸缓冲液 , 20μL脂肪胺标准样品 , 30μL

衍生试剂后于 40 ℃水浴中反应 3 m in。衍生反

应如图 1所示。

114　色谱及质谱条件

色谱柱 : Eclip se XDB 2C8 色谱柱。流动相 A: 30% (体积分数 )乙腈水溶液 (含 20 mmol/L甲酸胺 pH

316) ; B: 100%的乙腈。A在 35 m in内从 70%变化到 0% ; B在 35 m in内从 30%变化到 100% , 保持

5 m in, 流速为 110 mL /m in, 进样量 10μL, 柱温 30 ℃。荧光激发和发射波长 分别为λex = 275 nm,

λem = 380 nm。

质谱条件 : 大气压化学电离源 (APC I) , 正离子模式 , 喷雾压力 4114 ×10
5

Pa, 干燥气流速为 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 ( Pos)
[ 12 - 13 ]。

115　BCPC2Cl的制备

11511　2 2(11H2苯 [ a ]咔唑 )异丙醇的合成 　1, 22苯并 23, 42二氢咔唑的合成参考文献 [ 14 ] , 11H2苯
[ a ]咔唑的合成参考文献 [ 15 ]。22(11H2苯 [ a ]咔唑 )异丙醇的合成 : 向 500 mL配备机械搅拌、温度计

和恒压滴液漏斗的三颈烧瓶中依次加入 22(11H2苯 [ a ]咔唑 ) 20 g (约 011 mol)、7 g氢氧化钾、200 mL

丁酮 , 30～40 ℃搅拌溶解后冰水浴冷却到 0 ℃, 向烧瓶中滴加含有 8 g 1, 22环氧丙烷的 50 mL冰冻丁

酮溶液 , 于 1 h内滴完 , 冰浴中反应 2 h, 然后升温到 50 ℃反应 2 h。反应结束后趁热过滤 , 用丁酮冲

洗沉淀 , 减压蒸馏滤液至无丁酮蒸出。剩余物倒入冰水中搅拌 30 m in, 固化后过滤 , 晾干后用活性炭

脱色 , 甲醇重结晶 3次。m1p1 14616～14711℃; 产率 : 8113%。测定值 (w / % ) : C 82184, H 5168,

N 5114; 计算值 (w / % ) : C 82131, H 6186, N 5105。 IR ( KB r) , 3 32918 (—OH) ; 3 057111, 2 974193,

2 962118, 2 922165 ( Ph) ; 1 470175 (C—H) ; 1 359154, 1 337155 (C—H) ; 1 102108 (δ—C—O ) , 839171,

735190。MS: m / z: 276 [M + H ]
+

, m / z: 258 [MH
+

- H2O ]。

11512　2 2(11H2苯 [ a ]咔唑 )异丙基氯甲酸酯 (BC PC 2C l)的合成与结构表征 　在 500 mL的烧瓶中加入
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4 g固体光气 , 溶解在 100 mL的二氯甲烷中 , 加入少量吡啶作催化剂 , 在电磁搅拌和冰浴冷却下 , 将

溶有 611 g 22(11H2苯 [ a ]咔唑 )异丙醇的 150 mL的二氯甲烷溶液于 1 h内滴加到上述冷却液中 , 保持 0

℃搅拌反应 4 h后 , 将温度升到室温继续反应 6 h。旋转减压近干 , 剩余物用无水乙醚萃取 3次 , 每次

100 mL。浓缩后用无水乙醚重结晶 3次 , 得到白色晶体 417 g, 产率 6310%。m1p1 13612～13711 ℃。

测定值 (w / % ) : C 7018, H 4171, N 4114, Cl 10147; 计算值 (w / % ) : C 7111, H 4174, N 4115, Cl

10152; IR ( KB r) , 1 774116 (—C　 ‖O ) ; 1 470126 ( C—H ) ; 1 355156, 1 34410 ( C—H ) ; 1 24614,

1 119104, 836118, 74416。

2　结果与讨论

图 2　BCPC2OH与 BC IC2OH

紫外吸收比较
Fig12　U ltrviolet absorbance spectra of

BCPC2OH ( a) and BC IC2OH ( b)

211　BCPC2OH与衍生物光谱性质

21111　紫外光谱 　BCPC2Cl是 BC IC2Cl经 1, 42四氯苯醌脱氢获

得。两者相比 , BCPC2Cl的母体环增加了 1个双键 , 共轭体系进

一步加强。由图 2可见 , BCPC2OH在甲醇溶液中表现出 5个主要

吸收带 , 其最大吸收 ( nm )和摩尔吸光系数 (L·mol
- 1 ·cm

- 1 ) 分

别为 : 230 nm (3180 ×10
4 ) , 244 nm ( 3190 ×10

4 ) , 253 nm ( 4140

×10
4 ) , 279 nm (4160 ×10

4 ) , 305 nm ( 2160 ×10
4 )。BC IC2OH在

紫外区显示 4个主要的吸收带 , 其最大吸收 ( nm )和摩尔吸光系

数 (L·mol
- 1 ·cm

- 1 )分别为 : 215 (210 ×10
4 ) , 217 (1195 ×10

4 ) ,

249 (1195 ×10
4 ) , 321 ( 210 ×10

4 )。数据表明增加 1个双键后 ,

除未脱氢前的 BC IC2OH的 320 nm峰位蓝移外 , 其它相应的吸收

峰位明显红移。未脱氢前 BC IC2OH的 249 nm吸收带红移至脱氢

后的 279 nm, 摩尔吸光系数增大 2136倍。

21112　荧光光谱 　先前的报道表明 [ 9 ]
, BC IC2OH在甲醇溶液中显示的最大激发波长为 333 nm , 发射

波长为 365 nm。本研究中 , BCPC2OH则显示 2个最大激发波长为 279 nm和 300 nm , 279 nm处的激发

强度约为 300 nm处的 1132倍 ; 2个最大发射波长为 365和 380 nm, 380 nm处的发射强度约为 365 nm

处的 1121倍。因此实验中选择激发和发射波长为 λex 279 /λem 380 nm。此外 , 在相同实验条件下 , 对

BCPC2Cl, BC IC2Cl和 FMOC2Cl
[ 2 ]对胺类化合物的灵敏度进行了对比研究 , 结果表明 , BCPC2Cl对胺类

化合物表现出更强的荧光。 IBCPC2Cl ∶IBC IC2Cl = 1154～2142; IBCPC2Cl ∶IFMOC = 1130～2187 ( I: 相同条件下的

相对荧光强度 )。

212　衍生条件优化

BCPC2Cl对脂肪胺衍生化反应的衍生产率随衍生反应的时间、衍生试剂用量的不同而有明显差异 ,

以丙胺、己胺、壬胺、十二胺为例 , 对上述 2个因素进行了优化。结果表明 : 在其他因素一定的情况

下 , 衍生试剂用量为样品总量的 3倍 , 衍生时间为 3 m in时 , 可获得稳定的荧光响应 (试剂用量及时间

对衍生产率影响见图 3)。

图 3　衍生试剂用量 (A)和衍生时间 (B)对脂肪胺衍生产率的影响
Fig13　Effects of derivatization reagent dosage (A) and time (B) on the derivatization yield of aliphatic am ines

C3. p ropylam ine (丙胺 ) ; C6. hexylam ine (己胺 ) ; C9. nonylam ine (壬胺 ) ; C12. dodecylam ine (十二胺 )
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213　标准品的色谱分离及质谱鉴定

用乙腈 -水作流动相 , 采用梯度洗脱在 40 m in内实现了 12种 (C1 ～C12 )直链脂肪胺衍生物的完全

基线分离 , 荧光检测结果见图 4。采用 APC I正离子模式进行质谱定性 , 以壬胺为例的裂解模式见图 5,

并且此裂解模式有很强的规律性 , 各组分裂解所得质谱数据见表 1。

表 1　脂肪胺衍生物的质谱数据
Table 1　Mass spectrum data of aliphatic am ine derivatives

A liphatic am ine

derivative
[M + H ] + m / z ( IR

3 ) MS/MS data

m / z

A liphatic am ine

derivative
[M + H ] + m / z ( IR

3 ) MS/MS data m / z

C1 33311 (1) 25718, 21719 C7 41711 (0194) 27515, 25718, 21719

C2 34711 (0156) 25718, 21719 C8 43111 (1171) 25718, 21719
C3 36113 (0168) 25718, 21719 C9 44510 (3111) 27518, 25717, 21710

C4 37513 (0179) 25719, 21617 C10 45910 (3104) 27515, 25718
C5 38912 (0179) 25718, 21617 C11 47310 (3172) 27517, 25718, 21616
C6 40311 (1116) 25811, 21618 C12 48711 (5102) 27518, 25718, 21719

3 take MS intensity of methylam ine derivative as standard (以甲胺衍生物质谱强度为标准 )

214　线性回归方程及检出限

进样量在 50 fmol～50 pmol范围内 , 依据峰面积和实际进样量进行线性回归。各脂肪胺衍生物的线

性相关系数均在 01999 4以上 , 检出限为 2173～23116 fmol(按 S /N = 3计算 )。

215　重复性实验

在相同洗脱条件下 , 对 50 pmol脂肪胺衍生物平行分析 6次 , 保留时间的相对标准偏差小于

01109% , 峰面积的相对标准偏差小于 21671%。

216　实际样品的色谱分离

21611　虾酱中脂肪胺的提取 　称取某品牌虾酱 2 g (曲阜师范大学某超市 ) , 用 25 mL 80% (体积分

数 )乙腈 -水分 3次超声振荡提取 , 合并提取液过滤 , 滤液加 115 mL盐酸 , 超声振荡 20 m in使其转变

为相应脂肪胺的有机盐 , 溶剂减压蒸发至干 , 用 10 mL 80% (体积分数 )乙腈 -水溶液溶解冷藏备用。

21612　虾酱中脂肪胺的测定 　按前述实验条件 , 对虾酱提取液进行了色谱分析 , 色谱分离图见图 6,

脂肪胺含量的测定结果见表 2。
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图 6　虾酱样品的游离脂肪胺色谱分离图
Fig16　Chromatogram of free aliphatic am ines from shrimp catsup samp le

chromatographic condition and peaks as in Fig14

21613　回收率实验 　在虾酱样品中加入一定量脂肪胺标准品后 , 按照上述提取方法提取后进行衍生 ,

所得回收率结果见表 2。

表 2　虾酱样品中脂肪胺的含量及回收率
Table 2　Content of aliphatic am ines from shrimp catsup samp le and recoveries

A liphatic am ine

derivatives

Samp le

w / ( ng·g - 1 )

Recovery

R /%

A liphatic am ine

derivatives

Samp le

w / ( ng·g - 1 )

Recovery

R /%

C1 51173 0 101 C7 01003 4 100
C2 01121 2 103 C8 01045 8 102

C3 - 3 99 C9 01013 6 101
C4 01086 5 101 C10 01008 0 102
C5 01148 2 104 C11 01050 1 102
C6 01004 2 102 C12 01004 4 99

3 no detected
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表 1　聚合物的分子识别性
Table 1　Molecular recognition of polymers

Polymer KD1 KD2 α β

CAP2M IP 96109 0111 873155 55614

N IP 01085 01054 1157 -

表 2　氯霉素的吸附性 ( n = 13)

Table 2　The adsorp tivity of CAP ( n = 13)

Cartridge filler Adsorp tivity rate /% RSD　sr /%
Maximum adsorp tion capacity

w / (μg·g - 1 )

CAP2M IP 9417～10417 316 4 670

N IP 4315 112 330

　　由表 1 和图 3 都可以表明

M IP中的印迹孔穴能选择性地识

别 CAP上的功能基团 , 对 CAP有

较好的特异性吸附。

213　M IP的应用
向 “115”中吹干后的离心管

中加入 200 μL 流动相混匀 , 取

100μL 注入高效液相色谱仪测

定 , 结果见表 2。由表中结果可

知 , M IP作为 SPE柱填料对 CAP

的吸附率高于 9417% , 重复性

好 , 相对标准偏差为 316%。而

N IP对 CAP的吸附率为 4315%。

且 CAP2M IP的最大吸附量是 4 670μg/g。因此 , 该 M IP可以作为 SPE柱的填料 , 用于样品 CAP残留的

选择性分离富集。
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