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摘 � 要:利用反相高效液相色谱�质谱联用方法分析了甲锭前体甲基化产物。以甲醇�水= 75�25为

流动相,流量为0. 15 mL�min,在Hypersil ODS( 21  100 mm, 3 �m) , 检测波长 254 nm 的色谱条件下分

离甲基化目标产物与杂质。采用质谱对甲基化反应液的主要组分进行鉴定,确定了甲基化的主要

产物。通过 HPLC检测的方法对反应中反应产物的检测,研究表明在反应温度为 160 ! ,反应时间

为4 h,甲锭前体与硫酸二甲酯摩尔比为1�5的条件下,甲锭前体的收率为 96. 1%,目标产物的纯度

可达到 92. 3%。
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Abstract: The analysis of methidium∀ s precursor methylates was carried out by reversed phase liquid chromatography

with UV and MS detectors. On a Hypersil ODS column, separat ion was achieved in a methanol:water= 75�25 solvent

system. The seven peaks were separated, and four peaks were identified by electrospray mass spectrometry. By studying

the reaction, the opt imal reaction conditions are react ion temperature with 160 ! , reaction time with 4 h and the ratio of

methidium∀ s precursor and DMS with 1 to 5. Under such conditions, the product with purity of 92. 3% could be

obtained.
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� � 2, 7�二氨基�9�羧苯基�10�甲基菲啶( methidium,

简称甲锭)是一种DNA嵌入剂,其结构式见图1。甲

锭与丙二胺和 EDTA 反应可制备甲锭衍生物

(MPE)
[ 1]
。MPE具有强的亲和力,能与 Ni、Mg、Fe 等

鳌合物形成MPE#Ni( ∃)、MPE#Mg( ∃)和 MPE#Fe

( ∃) , 鳌合物能够与 DNA 结合, 促使 DNA 的断

裂
[ 2]
。因此,甲锭及其衍生物MPE在确定药物的作

用位点、染色体结构和药物药理等多个方面, 以及在

DNA重组中都有广泛应用
[ 2~ 6]
甲锭可由 2�氨基联苯

经硝化、酰化、环化、甲基化和还原等反应而合成
[ 1]
。

其中甲基化反应的条件较为苛刻,易产生副产物。

图 1� 甲锭结构式

� � 如能够了解甲基化反应产物的组成, 则对甲基

化反应条件的优化和产物提纯具有重要的指导意

义。本文应用液质联用方法分离分析甲锭合成中甲
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基化反应产物的主要成分, 并对该反应条件进行优

化。

1 � 实验部分
1. 1 � 仪器与主要试剂

液相色谱仪: 美国 Agilent 公司 HP1100型液相

色谱仪;

质谱仪: 德国 Bruker 公司 Esquire LC型离子阱

质谱仪;

试剂: 9�对苯腈基�2, 7�二硝基菲啶(自制) ;硫酸

二甲酯(化学纯) ;甲醇(色谱纯) ;去离子水。

1. 2 � 分析试样的制备

甲锭前体甲基化反应为:

� � 取上述反应液 0. 01 g, 用甲醇稀释至约

10 mg�mL溶液作为分析试样。
1. 3 � HPLC�MS分析条件

1. 3. 1 � 高效液相色谱分析条件

色谱柱: Hypersil ODS 柱 ( 100 mm  2. 1 mm, 3

�m) ; 检测器: DAD检测器; 检测波长: 254 nm; 柱温:

25 ! ;流动相,甲醇�水= 75�25, 流量: 0. 15 mL�min;
进样量: 2 �L。

1. 3. 2 � 质谱分析条件
离子源类型: ESI离子源; 扫描范围( m�z ) : 100. 00~
800. 00;电离电压: 4. 0 kV; 载气: N2 ; 干燥气温度:

300 ! ; 干燥气流量: 8 L�min; 离子检测模式: 正离

子。

2 � 结果与讨论

2. 1 � 反应产物的确定

甲锭前体甲基化过程是 9�对苯腈基�2, 7�二硝
基菲啶与硫酸二甲酯的反应, 其反应产物受水分、空

气、反应温度和反应时间的影响较大。通过反向高

效液相色谱分析,其各种产物的保留时间不同,这为

我们对其进行分离纯化和定性分析提供了基础。图

2是分析试样的色谱图。可见, 所选色谱方法对甲

锭前体甲基化反应产物的分离较好,为各种化合物

的定性分析提供了条件。同时, 采用相同高效液相

色谱条件, 对反应原料( 9�对苯腈基�2, 7�二硝基菲
啶)进行了高效液相色谱分析,其保留时间为 2. 531

min。采用上述质谱条件对甲锭前体甲基化产物进

行分析,与色谱峰相对应的各成份的质谱图如图 3

所示,图中所显示的基峰为分子离子峰,质谱检测主

要峰相应质荷比列于表 1中。

图 2� 甲锭前体甲基化产物色谱图

图 3� 各组分 ESI质谱图
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表 1 � 主要色谱峰对应离子峰的质荷比

产物

序号

保留时间

�min

分子离子峰

的质荷比
化合物鉴定

峰 B 2. 531 % 原料

峰 D 4. 040 403. 1

峰 E 6. 088 385. 3

峰 F 8. 200 404. 0

峰 G 10. 974 418. 1

� � 由各峰的离子质量并结合保留时间和甲基化反
应特点可推断反应液中主要组分的结构, 推断结果

列于表1中的最后一列。

色谱图中保留时间为 2. 531 min 的色谱峰与原

料的色谱峰保留时间一致,可推断为原料峰。保留

时间为 6. 088 min处的色谱峰 E, 其对应的分子离子

峰的质荷比为 385. 3, 与甲基化反应目标产物的离

子质量一致,推断为甲基化正常产物峰。保留时间

为 4. 040 min 和 8. 200 min的色谱峰 D 和色谱峰 F

对应的离子质荷比分别为 403. 1和 404. 0。由于反

应液中可能含有微量的水, 目标产物中的腈基发生

水解反应生成相应的酰胺或羧酸 ( m�z = 403 和

404) , 所以推断该二峰分别是目标物的水解产物酰

胺和羧酸。对于保留时间为 10. 974 min 的色谱峰

G, 其离子质量为 418. 1,符合目标产物的羧酸甲酯,

推断该峰为目标产物的羧酸甲酯化产物。

2. 2 � 实验条件的优化

通过 HPLC 方法对该甲基化反应的实时检测,

可以优化该甲基化反应的反应条件。本实验在不同

的反应温度、反应时间和原料摩尔比条件下, 以目标

组分收率和纯度作为评定指标, 对该甲基化反应进

行了研究,其研究结果如表 2所示。

� � 由表 2可知,甲锭前体甲基化反应的收率和目

标产物的纯度与该反应的反应温度、反应时间和原

料摩尔比相关。反应温度过高, 甲基化反应中硫酸

二甲酯会因达到分解温度而分解,反应时间过长也

会造成副产物的增多, 目标产物的纯度降低。通过

优化实验条件, 本实验选用的适宜的反应条件为: 反

应温度为 160 ! ,反应时间为 4 h, 甲锭前体与硫酸

二甲酯摩尔比为 1�5。
表 2� 反应温度、反应时间和原料配比对甲基化反应的影响

实验

编号

反应

温度�!

反应

时间�h

原料摩尔比

(甲锭前体�

硫酸二甲酯)

收率�% 纯度�%

1 190 1 1�5 12. 6 91. 7

2 180 1 1�4 74. 6 90. 6

3 175 2 1�3 83. 2 82. 6

4 170 3 1�4 89. 9 94. 6

5 160 4 1�4 91. 5 90. 8

6 160 4 1�5 96. 1 92. 3

7 150 8 1�6 86. 3 93. 1

3 � 结论
本文建立了甲锭前体甲基化产物的 HPLC�MS

检测方法。采用反相色谱系统可以较好地分离甲锭

前体甲基化反应物中的主要成份。通过质谱分析获

得各峰的离子质量( m�z )信息,结合保留时间,可得

出 9�对苯腈基�2, 7�二硝基菲啶在反应条件下,不仅

可以进行甲基化反应, 还可以在甲基化过程中使产

物进行一步的氧化, 形成酰胺、羧酸和羧酸甲酯等。

通过高效液相色谱对反应的实时检测, 优化了该甲

基化反应的反应条件。研究表明, 在反应温度为

160 ! 、反应时间为 4 h、甲锭前体与硫酸二甲酯摩

尔比为 1�5 的条件下, 目标产物的纯度可达到

92. 3%, 甲锭前体的收率为96. 1%。
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