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反相高效液相色谱法分离２－（氟苯基）－５－甲基苯并恶唑和
２－（氯苯基）－５－甲基苯并恶唑的位置异构体

王　敏＊
（中国科学院福建物质结构研究所，福建 福州３５０００２）

摘要：基于商品化的普通色谱柱建立了２－（氟苯基）－５－甲基苯并恶唑和２－（氯苯基）－５－甲基苯并恶唑邻、间、对位置
异构体的分离检测方法。色谱柱为Ｉｎｅｒｔｓｉｌ　ＯＤＳ－ＳＰ　Ｃ１８（２５０　ｍｍ×４．６　ｍｍ，５μｍ），以乙腈（Ａ）和水（Ｂ）为流动相，

在６０％Ａ～８０％Ａ间线性梯度洗脱１５　ｍｉｎ，流速为１．５　ｍＬ／ｍｉｎ，柱温４０℃，检测波长为３１０　ｎｍ。在质量浓度为２

～２００　ｍｇ／Ｌ范围内，２－（氟苯基）－５－甲基苯并恶唑邻、间、对位的异构体、２－（氯苯基）－５－甲基苯并恶唑邻、间、对位的
异构体具有良好的线性关系，６种化合物的检出限（Ｓ／Ｎ＝３）依次为０．０３０　７、０．０２９　３、０．０３１　５、０．０２２　６、０．０２３　７、

０．０２２　６　ｍｇ／Ｌ。该法既为５－甲基苯并恶唑与氟苯或氯苯碳氢活化偶联反应制备的异构体混合物提供了一个快速
检测的方法，又为２－芳基苯并恶唑类异构体的分离检测提供了参考。
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Ｃ１８ｃｏｌｕｍｎ

　　２－芳基苯并恶唑类化合物大多具有独特的生理
活性和强烈的荧光，在杀菌防腐［１－４］、抗肿瘤［５］、染

料［６］、荧光增白［７－９］等领域有着广泛的应用，因而对
其合成方法有许多研究［１０－１２］，其中Ｐｄ催化的苯并
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王　敏：反相高效液相色谱法分离２－（氟苯基）－５－甲基苯并恶唑和

２－（氯苯基）－５－甲基苯并恶唑的位置异构体

恶唑和芳香化合物的碳氢活化偶联反应是制备该类

化合物的新方法［１３］。该方法原料便宜易得、步骤简
单、原子经济性高，具有广阔的应用前景。但当使用
带有取代基的芳香化合物作底物时，反应会同时生
成邻、间、对３种位置异构体，这些位置异构体既具
有相似或相近的物理和化学性质，又时常具有不同
的特性，这些特性可影响该类化合物在应用领域的
实用价值、使用寿命以及稳定性。因此，为获取异构
体化合物的单一特性，合成预期单一构型异构体尤
为重要；建立一套快速高效的分析方法来指导合成
优化过程、评估单一构型异构体的纯度具有重要
意义。

　　目前，关于位置异构体的分离虽已有许多文献
报道，但大多都是采用自制的性能独特的色谱柱来
完成的［１４－１７］，基于商品化的普通色谱柱的报道较
少［１８－２２］。为此，我们研究了使用普通商品化的色谱
柱分离检测２－（氟苯基）－５－甲基苯并恶唑３种位置
异构体和２－（氯苯基）－５－甲基苯并恶唑３种位置异
构体（结构式如图１）的方法。

图１　２－（氟苯基）－５－甲基苯并恶唑和２－（氯苯基）－５－
甲基苯并恶唑位置异构体的结构式

Ｆｉｇ．１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ｏｆ　２－（ｆｌｕｏｒｏｐｈｅｎｙｌ）－５－ｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｏｘ－
ａｚｏｌｅ　ａｎｄ　２－（ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｙｌ）－５－ｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｏｘ－
ａｚｏｌｅ　ｉｓｏｍｅｒｓ

　

１　实验部分

１．１　仪器、试剂与材料

　　ＬＣ－２０ＡＤ高效液相色谱仪（日本岛津公司，包
括二元高压梯度泵、２０μＬ手动进样器、二极管阵列
检测器以及岛津公司的ＬＣｓｏｌｕｔｉｏｎ色谱工作站）；电
子天平ＡＬＣ－１１０．４（赛多利斯科学仪器有限公司，精
确度为万分之一）。

　　甲醇、乙腈、正己烷、异丙醇为ＨＰＬＣ纯（德国默
克公司）；水为二次蒸馏水；２－（氟苯基）－５－甲基苯并
恶唑和２－（氯苯基）－５－甲基苯并恶唑的位置异构体
标准样品根据文献［１１］报道的方法合成，实测异构体
样品由钯催化的５－甲基苯并恶唑和氟苯或氯苯碳

氢活化偶联反应制备［１３］。

１．２　溶液的配制

　　标准溶液的配制：称取２－（氟苯基）－５－甲基苯并
恶唑的邻位、间位和对位的标准样品各２０　ｍｇ，分别
用１０　ｍＬ乙腈溶解后转移至１００　ｍＬ的容量瓶中，
用６０％（ｖ／ｖ）的乙腈水溶液稀释至刻度，摇匀，获取
每个样品质量浓度均为２００　ｍｇ／Ｌ的样品标准溶
液。以此为标准储备液，分别取１、５、１０、５０　ｍＬ标
准储备液，用６０％（ｖ／ｖ）的乙腈水溶液稀释后定容
于１００　ｍＬ的容量瓶制得２、１０、２０、１００　ｍｇ／Ｌ的２－
（氟苯基）－５－甲基苯并恶唑异构体标准溶液；同样方
法配制获得２、１０、２０、１００、２００　ｍｇ／Ｌ的２－（氯苯基）－
５－甲基苯并恶唑邻位、间位和对位异构体的标准溶
液。

　　实测样品溶液的配制：取偶联反应制备的２－
（氟苯基）－５－甲基苯并恶唑和２－（氯苯基）－５－甲基苯
并恶唑异构体各５　ｍｇ，分别用１０　ｍＬ乙腈溶解后，
摇匀，作为待测样品。

１．３　定量方法

　　将配制的样品溶液经孔径为０．２２μｍ的微孔
滤膜过滤，精密量取２０μＬ注入液相色谱仪，记录色
谱图。按外标法以峰面积计算各个异构体的浓度。

１．４　色谱条件

　　色谱柱：Ｉｎｅｒｔｓｉｌ　ＯＤＳ－ＳＰ　Ｃ１８柱（２５０　ｍｍ×４．６
ｍｍ，５μｍ）；流动相：乙腈（Ａ）和水（Ｂ），６０％Ａ～
８０％Ａ（ｖ／ｖ）间线性梯度洗脱１５　ｍｉｎ；流速：１．５
ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：３１０　ｎｍ；进样量：２０μＬ；柱温：４０
℃；数据采集和处理采用岛津公司的ＬＣｓｏｌｕｔｉｏｎ工
作站。

２　结果与讨论

２．１　仪器分析条件的优化

　　配制一定浓度的２－（氟苯基）－５－甲基苯并恶唑
或２－（氯苯基）－５－甲基苯并恶唑异构体混合溶液，通
过优化色谱条件研究两组同分异构体的分离条件，
实验结果见图２。

　　首先选用硅胶正相柱（Ｈｙｐｅｒｓｉｌ　ｓｉｌｉｃａ柱（２５０
ｍｍ×４．６　ｍｍ，５μｍ））来考察对两组同分异构体的
分离效果，结果发现两组异构体的保留时间都很短
（＜５　ｍｉｎ），不能被分离（如图２中Ｆ－Ｉ、Ｃｌ－Ｉ所示）。
推测原因可能是异构体的极性小，与强极性的正相
柱固定相作用力微弱，以致异构体结构上的细微差
异不能被识别。因此需换用非极性固定相的色谱
柱，增加固定相与分离物之间的作用力，延长保留时

·９５７·
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图２　不同色谱条件下２－（氟苯基）－５－甲基苯并恶唑和２－（氯苯基）－５－甲基苯并恶唑位置异构体混合物的色谱图
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ｒａｔｅ　ｏｆ　１．０　ｍＬ／ｍｉｎ；Ｆ－ⅡＩ　ａｎｄ　Ｃｌ－Ⅱ，ｍｅｔｈａｎｏｌ／ｗａｔｅｒ（ｖｏｌｕｍｅ　ｒａｔｉｏ　ｏｆ　９０／１０）ｗｉｔｈ　ａ　ｆｌｏｗ　ｒａｔｅ　ｏｆ　１．０　ｍＬ／ｍｉｎ；Ｆ－Ⅲａｎｄ　Ｃｌ－Ⅲ，ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ／

ｗａｔｅｒ（ｖｏｌｕｍｅ　ｒａｔｉｏ　ｏｆ　８０／２０）ｗｉｔｈ　ａ　ｆｌｏｗ　ｒａｔｅ　ｏｆ　１．０　ｍＬ／ｍｉｎ；Ｆ－Ⅳａｎｄ　Ｃｌ－Ⅳ，ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ／ｗａｔｅｒ（ｖｏｌｕｍｅ　ｒａｔｉｏ　ｏｆ　６０／４０９０／１０）ｗｉｔｈ　ａ
ｆｌｏｗ　ｒａｔｅ　ｏｆ　１．０　ｍＬ／ｍｉｎ；Ｆ－Ⅴａｎｄ　Ｃｌ－Ⅴ，ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ／ｗａｔｅｒ（ｖｏｌｕｍｅ　ｒａｔｉｏ　ｏｆ　６０／４０８０／２０）ｗｉｔｈ　ａ　ｆｌｏｗ　ｒａｔｅ　ｏｆ　１．５　ｍＬ／ｍｉｎ．
　Ｔｈｅ　ｐｅａｋｓ　ａｒｅ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ　ｔｈｅ　Ｎｏｓ．ｉｎ　Ｆｉｇ．１．

间，于是选用经典的非极性反相色谱柱Ｉｎｅｒｔｓｉｌ
ＯＤＳ－ＳＰ　Ｃ１８柱。结果发现分离效果有明显的改善，
继续通过改变流动相优化分离条件，发现ＣＨ３ＯＨ／

Ｈ２Ｏ体系和ＣＨ３ＣＮ／Ｈ２Ｏ体系都可以达到分离的目
的，但是ＣＨ３ＯＨ／Ｈ２Ｏ体系的保留时间较长，峰形变
宽，对称性较差（如图２中 Ｆ－Ⅱ、Ｃｌ－Ⅱ所示）；而

ＣＨ３ＣＮ／Ｈ２Ｏ体系的极性相对较小，保留时间短、峰
形窄、对称性好（如图２中Ｆ－Ⅲ、Ｃｌ－Ⅲ所示）。选用
ＣＨ３ＣＮ／Ｈ２Ｏ作流动相，进一步优化ＣＨ３ＣＮ／Ｈ２Ｏ体
系中ＣＨ３ＣＮ的比例，发现两组异构体在６０％Ａ～
９０％Ａ（ｖ／ｖ）梯度条件下比在８０％Ａ（ｖ／ｖ）等度条件
下的分离度有较大提升（如图２中 Ｆ－Ⅳ、Ｃｌ－Ⅳ所
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王　敏：反相高效液相色谱法分离２－（氟苯基）－５－甲基苯并恶唑和

２－（氯苯基）－５－甲基苯并恶唑的位置异构体

示）。为了进一步提高分离度，通过调大流动相的极
性，同时调高流速来缩短出峰时间、减小峰宽，结果
在６０％Ａ～８０％Ａ（ｖ／ｖ）梯度洗脱１５　ｍｉｎ，流速１．５
ｍＬ／ｍｉｎ条件下得到更好的分离效果（如图２中Ｆ－
Ⅴ、Ｃｌ－Ⅴ所示）。在此条件下，Ｉｎｅｒｔｓｉｌ　ＯＤＳ－ＳＰ　Ｃ１８柱
对２－（氟苯基）－５－甲基苯并恶唑和２－（氯苯基）－５－甲
基苯并恶唑异构体混合物在多个色谱条件下都能给

出满意的分离结果（分离度均大于１．５，最佳色谱条
件下１ｂ和１ｃ的分离度达到最大２．７５，２ｂ和２ｃ的
分离度达到最大２．４６），非常适合两组异构体的分
离，并且分析时间较短，效率高。

　　通过ＰＤＡ检测器全波段扫描发现该系列化合
物在３１０　ｎｍ有最大吸收，故选用３１０　ｎｍ作为检测
波长。

　　由此得到分离５－甲基苯并恶唑与氟苯或氯苯
偶联反应所得异构体混合物的最佳色谱条件（见

１．４节）。

２．２　线性范围与检出限

　　用标准样品测得两组共６种异构体在质量浓度
为２～２００　ｍｇ／Ｌ时峰面积与质量浓度的线性关系；
以流动相为空白，信噪比为３∶１时求出各自的检出
限，结果见表１。

表１　２－（氟苯基）－５－甲基苯并恶唑和２－（氯苯基）－５－甲基
苯并恶唑６种异构体的线性回归方程、相关系数
（ｒ）与检出限（ＬＯＤ）

Ｔａｂｌｅ　１　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｅｑｕａｔｉｏｎｓ，ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ
（ｒ）ａｎｄ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｌｉｍｉｔｓ（ＬＯＤ）ｏｆ　２－（ｆｌｕｏｒｏ－
ｐｈｅｎｙｌ）－５－ｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｏｘａｚｏｌｅ　ａｎｄ　２－（ｃｈｌｏｒｏ－
ｐｈｅｎｙｌ）－５－ｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｏｘａｚｏｌｅ　ｉｓｏｍｅｒｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ　 Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｅｑｕａｔｉｏｎ　 ｒ　 ＬＯＤ／（ｍｇ／Ｌ）

１ａ Ｓ＝４８２９０．８　Ｃ＋４９９００．６　 ０．９９９９　 ０．０３０７
１ｂ　 Ｓ＝５４９９２．４　Ｃ＋５３６８８．６　 ０．９９９９　 ０．０２９３
１ｃ　 Ｓ＝５０２６９．１　Ｃ＋５７２０３．０ ０．９９９８　 ０．０３１５
２ａ Ｓ＝３０１５５．１　Ｃ＋３７５５２．３　 ０．９９９７　 ０．０２２６
２ｂ　 Ｓ＝６３８３６．０Ｃ＋９４２３３．４　 ０．９９９６　 ０．０２３７
２ｃ　 Ｓ＝６６９５６．２　Ｃ＋９９６３２．１　 ０．９９９６　 ０．０２２６

　Ｔｈｅ　ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ　ａｒｅ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ　ｔｈｅ　Ｎｏｓ．ｉｎ　Ｆｉｇ．１．Ｓ：ｐｅａｋ
ａｒｅａ；Ｃ：ｍａｓｓ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ｍｇ／Ｌ．

２．３　实测样品分析结果

　　在１．４节色谱条件下，对１．２节所制备的实测
样品溶液用６０％的乙腈水溶液稀释至２～２００
ｍｇ／Ｌ质量浓度范围内，进样测定，结果见图３和图

４。测试结果得出，合成的样品中并未检测出有５－
甲基苯并恶唑与氯苯偶联反应所得的邻位异构体产

物（２ａ），５－甲基苯并恶唑与氟苯或氯苯偶联反应所
得的产物中邻、间、对位异构体的比例（１ａ∶１ｂ∶１ｃ＝１
∶１．１∶３．９６，２ｂ∶２ｃ＝１．４３∶１）与文献［１３］中利用核磁
测试的结果（１ａ∶１ｂ∶１ｃ＝１∶１．１５∶４，２ｂ∶２ｃ＝１．４∶１）
基本一致（见表２）。

图３　２－（氟苯基）－５－甲基苯并恶唑异构体实测样品的色谱图
Ｆｉｇ．３　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　２－（ｆｌｕｏｒｏｐｈｅｎｙｌ）－５－

ｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｏｘａｚｏｌｅ　ｉｓｏｍｅｒｓ　ｉｎ　ｒｅａｌ　ｒｅ－
ａｃｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ

Ｔｈｅ　ｐｅａｋｓ　ａｒｅ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ　ｔｈｅ　Ｎｏｓ．ｉｎ　Ｆｉｇ．１．

图４　２－（氯苯基）－５－甲基苯并恶唑异构体实测样品的色谱图
Ｆｉｇ．４　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　２－（ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｙｌ）－５－

ｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｏｘａｚｏｌｅ　ｉｓｏｍｅｒｓ　ｉｎ　ｒｅａｌ　ｒｅ－
ａｃｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ

Ｔｈｅ　ｐｅａｋｓ　ａｒｅ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ　ｔｈｅ　Ｎｏｓ．ｉｎ　Ｆｉｇ．１．

表２　实测样品中２－（氟苯基）－５－甲基苯并恶唑和２－（氯苯基）－５－甲基苯并恶唑异构体的含量测定结果
Ｔａｂｌｅ　２　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　２－（ｆｌｕｏｒｏｐｈｅｎｙｌ）－５－ｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｏｘａｚｏｌｅ　ａｎｄ

２－（ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｙｌ）－５－ｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｏｘａｚｏｌｅ　ｉｓｏｍｅｒｓ　ｉｎ　ｒｅａｌ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ　 Ｍａｓｓ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／（ｍｇ／Ｌ） Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ　ｉｎ　ｉｓｏｍｅｒｓ／％ Ｒａｔｉｏ　ｏｆ　ｉｓｏｍｅｒｓ／％ Ｒａｔｉｏ　ｏｆ　ｉｓｏｍｅｒｓ　ｉｎ　Ｒｅｆ［１３］

１ａ ４１．１１　 １６．５　 １　 １

１ｂ　 ４５．１１　 １８．１　 １．１０　 １．１５

１ｃ　 １６２．８０　 ６５．４　 ３．９６　 ４

２ａ ０ ０ ０ ０

２ｂ　 ３１．０７　 ５８．９　 １．４３　 １．４

２ｃ　 ２１．７２　 ４１．１　 １　 １

　Ｔｈｅ　ｐｅａｋｓ　ａｒｅ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ　ｔｈｅ　Ｎｏｓ．ｉｎ　Ｆｉｇ．１．
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３　结论

　　本研究探索了２－（氟苯基）－５－甲基苯并恶唑和

２－（氯苯基）－５－甲基苯并恶唑位置异构体在普通商品
化色谱柱上的分配行为，建立了有效的分离检测方
法。方法简单可靠、准确可行，既为通过碳氢活化偶
联反应制备２－芳基苯并恶唑类化合物提供了一个
快速检测同分异构体的方法，又为具有广泛应用的

２－芳基苯并恶唑类异构体的分离检测提供了参考。
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