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摘要：采用新型荧光试剂 $，! &苯并 &,，. &二氢咔唑 &1 &乙酸（’())）为柱前衍生化试剂，在 *+,-./0# ’12&($=色谱柱

上，通过梯度洗脱对 $! 种游离脂肪胺进行了分离和在线质谱定性。以乙腈为溶剂，$ &乙基 &, &（, &二甲氨基丙基）环
己碳二亚胺（31)(）为缩合剂，在 #" 4条件下衍生反应 $# 506 后获得稳定的荧光产物。激发波长和发射波长分
别为 ,,, 65 和 ,1" 65。采用大气压化学电离源（)7(8）的正离子模式，实现了土壤和污水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"B 111 ,，检测限为 $! / != 95"#。
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A A 脂肪胺广泛分布于自然界中，因其毒性大、反应
活性高而在环境监测和食品安全检测中备受关注。

快速准确地测定胺类化合物对环境化学、生物学、毒

物学和临床医学具有重要的意义。但是脂肪胺在紫

外&可见光区吸收极弱，用光度法难以准确测定。目
前，高灵敏度测定脂肪胺的方法是用荧光试剂对其
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进行柱前衍生，广泛应用的衍生试剂主要有邻苯二

甲醛（!"#）［# $ %］、& $氯$’ $硝基$(，#，% $苯并"二唑
（%&’$()）［&］、丹磺酰氯（’%*$()）［)］和芴甲氧羰酰

氯（+,!($()）［"，’］。但 !"# 不与二级胺反应且重
现性和相应衍生物的稳定性较差；%&’$() 在水溶
液中的稳定性较差，见光易分解；’%*$() 除了其本
身的稳定性差外，相应衍生物还伴有荧光猝灭现象，

造成检测灵敏度的下降；+,!($() 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

易造成疏水性衍生物的损失。" $氨基喹啉基$!$琥
珀酰亚胺碳酸酯（#-(）是近年来最为广泛应用的
胺类衍生试剂之一［*，+］，但 #-( 在水中的荧光量子
效率很低，不利于进行梯度洗脱。本实验以自制的

#，( $苯并$%，& $二氢咔唑$+ $乙酸（&(##）为柱前衍生
化试剂，对 (# $ (#(脂肪胺实现了快速准确的分离

测定，衍生产物稳定，重现性好。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂
! ! #./)012 ##,, 型高效液相色谱$质谱联用仪（#.$
/)012 公司），配备四元梯度泵，在线真空脱气机，荧
光检测器，#,, 位自动进样器，大气压化学电离源
（#"(3）。
! ! #，( $苯并$%，& $二氢咔唑$+ $乙酸（自制），(# $
(#(脂肪胺标准样品（购自 *34,# 公司），乙腈（光
谱纯，购自德国 ,56(7 公司），# $乙基$% $（% $二甲氨
基丙基）环己碳二亚胺（ 5’#(）（购自 *34,# 公
司），纯水（由 ,/))/$- 超纯水系统制备）。
! ! #" 标准溶液的配制
! ! 脂肪胺标准溶液：准确量取一定量的脂肪胺标
准品，用乙腈配成 (# $ (#(脂肪胺均为 #- , . #, / (

89) : ; 的溶液；相应的低浓度脂肪胺标准溶液（#- ,
. #, / & 89) : ;）用乙腈稀释而成。
! ! &(## 标准溶液：准确称取,- ,#" " . &(##，用
乙腈定容至 #, 8;，浓度为 " . #, / % 89) : ;。
! ! 5’#( 标准溶液：准确称取 ,- #+( . 5’#(，用
乙腈定容至 #, 8;，浓度为 ,- # 89) : ;。
! ! $" 脂肪胺标准品的衍生过程
! ! 向 ( 8; 安瓿瓶中依次加入 #,, !; 混合脂肪
胺溶液，*, !; 5’#( 溶液，#*, !; &(## 溶液，封
口后于 ), <水浴中反应 #) 8/1，取出冷却后加入
),, !; 乙腈，直接进样 #, !;。衍生反应过程见图
#。(# $ (#(脂肪胺的衍生转化率依次为 +&- +’=，
+"- **=， +’- #+=， +’- )(=， +’- (,=， +"- #%=，
#,#- *%=，#,#- ’+=， +’- *)=， +"- %)=， +)- (#=，
+)- +"=，均高于 +&=。

图 !" !，# "苯并"$，% "二氢咔唑"& "乙酸
与脂肪胺的衍生反应

#$%! !" &’($)*+$,*+$-. /01’2’ -3 !，# "4’.,-"$，% "
5$165(-0*(4*,-7’"& "*0’+$0 *0$5（89::）

;$+1 *7$<1*+$0 *2$.’/

! ! %" 色谱及质谱条件
! ! 高效液相色谱条件：>?@0AB/) &’*$(#*色谱柱

（&- " 88 /- C- . #,, 88，) !8，大连依利特公司）。
流动相 # 为 %,= 乙腈水溶液，流动相 & 为 #,,= 乙
腈；线性梯度洗脱条件：%) 8/1 内由 %,= & 液变化
到 #,,= & 液，在 #,,= & 液的条件下再运行 ) 8/1，
流速为 #- , 8; : 8/1。进样量为 #, !;，柱温 %, <。
荧光检测器的激发波长 ! 0D和发射波长 ! 08分别为

%%% 18 和 %+, 18。
! ! 质谱条件：大气压化学电离源，正离子模式，喷
雾压力为 ,- & ,"E（ ", @B/），干燥气流量为 )
; : 8/1，干燥气温度 %), <，汽化温度 &,, <，毛细
管电压 % ),, F，电晕电流 & ,,, 1#［#,，##］。

#" 结果与讨论

# ! !" !，#"苯并"$，%"二氢咔唑"&"乙酸的合成
! ! 在 ),, 8; 圆底烧瓶中加入 ("- ( . #，( $苯并$
%，& $二氢咔唑、#), 8; 二甲亚砜，开始搅拌并加热
至 #(, <。称取 (, . 氢氧化钾，在 (, 8/1 内分批
加入。烧瓶内溶液在 #(, <下搅拌 %, 8/1，然后将
), 8; 溴乙酸乙酯在 # G 内滴加完，温度保持在 #(,
<下继续反应 % G，溶液逐渐转变为暗褐色。将烧
瓶内的混合溶液冷却至室温。在 (,, 8; 的水中加
入 (, . 氢氧化钾，加热至沸腾，把烧瓶内的溶液慢
慢倒入热的氢氧化钾溶液中，加热 %, $ &) 8/1 使生
成的酯充分水解。将水解物冷却过滤除掉杂质，滤

液用盐酸调至酸性，析出大量固体，将析出的固体用

氢氧化钾水溶液溶解，调 @> 值为 *，过滤除去杂质，
再用盐酸中和至弱酸性，析出固体。此过程重复 %
次。所得固体用甲醇重结晶 % 次，得白色晶体，产率
为 ’%=。熔点（8@）：(#+- + $ (((- , <。 36（7&A）：
% #(%- "+ （ 二聚，—!> ）， # ’,’- #( （( !$$ ），
# &")- *%，# &,( H ,)，# (%& H %"，# #*’ H *#，’%’- "；
#"(3，（, 0 >）0：" # $ (’’。
# ! #" 标准品的高效液相色谱分离、质谱鉴定及衍生
转化率

! ! 按照“# H %”节所述对 #( 种脂肪胺标准品进行
衍生后，按“# H &”节方法进行分离，在 %) 8/1 内 #(

·%&"·
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种脂肪胺衍生物基本实现了基线分离，结果见图 !
（其中 ! 为衍生试剂峰，" 为未知峰）。采用大气压
化学电离源的正离子模式进行在线柱后质谱定性，

各组分质谱数据见表 #。以壬胺为例的质谱定性结
果见图 "。

图 !" 脂肪胺标准品的色谱图
!"#$ !" %&’()*+(#’*) (, -+*./*’/ *)".0-

/0’"1*+"20/ 3"+& 4%55
# # $%&’()*$+,%；! # %&’()*$+,%；" # -./-()*$+,%；$ # 01&()2

*$+,%；% # -%,&()*$+,%；& # ’%3()*$+,%；’ # ’%-&()*$+,%；( # /4&()2
*$+,%；) # ,/,()*$+,%；#* # 5%4()*$+,%；## # 1,5%4()*$+,%；#! #
5/5%4()*$+,%； !# #，! 20%,6/2"，$ 25+’(5./4*.0*6/)%2) 2*4%&+4
*4+5；"# 1,+5%,&+7+%5#

表 #" 游离脂肪胺衍生物的线性回归方程、相关系数、
检测限和一级质谱数据

6*780 #" 90#’0--"(. 0:;*+"(.-，<(’’08*+"(. <(0,,"<"0.+-，
/0+0<+"(. 8")"+- *./ )*-- -=0<+’*8 /*+* (,

*8"=&*+"< *)".0 /0’"1*+"10-

!$+,%
5%.+8*&+8%

9%:.%;;+/,
%<1*&+/,#） !

=%&%4&+/,
)+$+&!）>
（ 7$/)）

（? + @）+ >
" # $

A# % , #& & &#’ - % # ** * # )))( !( !)* # (
A! % , $( & *#’ - % # &* * # )))) #! "*$ # (
A" % , %% & )$’ - $ # (# * # )))) #$ "#( # (
A$ % , $( & (&’ + * # () * # )))) !# ""! # (
A% % , $% & ##’ - # # *) * # )))) #’ "$& # (
A& % , %* & *)’ + $* # #% * # )))$ !* "&* # )
A’ % , $! & &&’ + !* # &" * # )))’ !* "’$ # )
A( % , $& & #%’ + #’ # %" * # )))( #) "(( # )
A) % , ’! & !!’ + #’ # )$ * # )))& #$ $*! # )
A#* % , $) & !*’ + * # "" * # )))) !" $#& # )
A## % , $! & (!’ + * # *& * # )))’ !! $"* # )
A#! % , &% & !$’ - " # !" * # )))( #! $$$ # )

. #）’：+,B%4&%5 *$/1,&（-$/)）；%：-%*C *.%*；)+,%*. .*,:%
7/. %*4’ *$+,% 5%.+8*&+8%：$(/ (" 7$/) - !** -$/)# !）4*)412
)*&%5 *; ( # ) , " #

! $ $" 线性回归方程及检测限
. . 当进样量为 $(/ (" 7$/) 0 !** -$/) 时，依据峰
面积 % 和实际进样量 ’（-$/)）进行线性回归，所得
回归方程、相关系数结果见表 #。#! 种脂肪胺的线
性相关系数在* # ))) $ 0 * # ))) )的范围内。各脂肪
胺衍生物的检测限按照信噪比为 "（ ( # ) , "）来计
算，为 #! 0 !( 7$/)。

图 $" 壬胺的一级（*）、二级（7）质谱图
!"#$ $" !"’-+（*）*./ -0<(./ -+0=-（7）)*-- -=0<+’;)

(, ’0=’0-0.+*+"10 .(.>8*)".0

! $ %" 精密度试验
. . 在相同的洗脱条件下，对 %* -$/) 脂肪胺衍生
物进行 & 次平行测定，保留时间和峰面积测定的精
密度结果见表 !，每种脂肪胺衍生物保留时间的相
对标准偏差（9D=）均小于 */ !(E，峰面积的 9D= 均
小于 #/ &E。

表 !" 保留时间和峰面积的精密度试验结果（* , &）
6*780 !" =’0<"-"(. (, =0*? *’0* *./

’0+0.+"(. +")0（* , &）

!$+,% 5%.+8*&+8% 9D=（#）> E 9D=（!）> E
A# * # !& # # ""
A! * # !& * # &"
A" * # !’ * # &)
A$ * # !& * # ("
A% * # !$ * # &!
A& * # !# * # ’(
A’ * # #) # # %&
A( * # #% # # *(
A) * # #" # # #!
A#* * # #* # # #$
A## * # *) # # *&
A#! * # *’ * # ’$

. 9D=（#）：9D= 7/. .%&%,&+/, &+$%；9D=（!）：9D= 7/. -%*C
*.%*#

! $ &" 实际样品的色谱分离测定
! $ & $ #" 土壤和造纸厂污水中脂肪胺的提取
. . 称取土壤样品 !** :（取自曲阜师范大学图书
馆前），用 !** $F 氯仿分两次超声振荡提取，合并
提取液，过滤，在滤液中加 #/ % $F 甲酸，超声振荡

·$$&·
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#$ ! 使其转变为相应脂肪胺的有机盐，溶剂减压蒸
发至干，用 %& $ "# ’$$ 乙腈溶液溶解，冷藏备用。
! ! 取 ($ "# 造纸厂污水（取自泗水造纸厂）用盐
酸调至 %& )& $ 左右，超声振荡 #$ ! 使其转变为相
应脂肪胺的有机盐，过滤后浓缩滤液并用乙腈定容

到 %$ "#，冷藏备用。
! ! " ! !# 土壤和污水中脂肪胺的测定
! ! 按前述实验条件，土壤和造纸厂污水样品的色
谱分析结果见图 * 和图 (，脂肪胺含量的测定结果
见表 )。

图 $# 土壤样品的游离脂肪胺色谱分离图
"#$! $# %&’()*+($’*) (, *-#.&*+#/ *)#012 ,’() 2(#- 2*).-1

’() %*+, -.*/0-1-2+0-(/!，!** ’-34 # 4

图 "# 造纸厂污水样品中脂肪胺的色谱分离图
"#$! "# %&’()*+($’*) (, *-#.&*+#/ *)#012 ,’() 3*2+1

3*+1’ (, .*.1’ )#-- 2*).-1
’() %*+, -.*/0-1-2+0-(/!，!** ’-34 # 4

! ! %# 回收率试验
! ! 在土壤样品中加入一定量的脂肪胺标准品后，
按照上述提取方法提取后进行衍生，所得回收率结

果见表 )。

表 &# 实际样品中脂肪胺的含量及回收率
4*5-1 &# %(0+10+ (, *-#.&*+#/ *)#012 ,’() ’1*-

2*).-12 *06 ’1/(71’#12

5"-/*
.*)-6+0-6*

7+!0* 8+0*)
!+"%9* :（!3 : #）

;(-9 !+"%9* :
（/3 : 3）

<*2(6*)= (1
!(-9 !+"%9* : $

>% ’) 4 )) * 4 )+ +, 4 %*
># *%+$ 4 ,) * 4 ,) %$) 4 *%
>) %* 4 "+! $ 4 *)! %$$ 4 ,*
>* "), 4 *"! %) 4 #*! %#$ 4 ##
>( %) 4 $% $ 4 )( %$# 4 ,)
>" #*" 4 $) * 4 *( %$% 4 #+
>, % 4 #$ $ 4 #% %$% 4 )’
>’ " 4 +( $ 4 %+ %$* 4 %)
>+ # 4 ,, $ 4 %# %$( 4 ,$
>%$ %$ 4 ’( $ 4 %% %$, 4 $)
>%% * 4 $, $ 4 %’ %$’ 4 $,
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! ! 本文利用新型荧光试剂 %，# C苯并C)，* C二氢咔
唑C+ C乙酸对 %# 种脂肪胺进行柱前衍生，建立了快
速、灵敏的测定脂肪胺的方法。此方法衍生产率高，

产物稳定，能够准确定量且具有线性范围宽、重现性

好等优点。对实际样品的测定结果表明：造纸污水

中的脂肪胺含量远高于土壤中脂肪胺的含量。
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