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新型脂肪胺荧光标记试剂的合成及小分子 
脂肪胺的衍生检测 
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摘  要: 目的  合成一种新的以荧光素为荧光团, N-羟基琥珀酰亚胺活性酯为反应基团的脂肪胺荧光标记试剂, 

并建立以新试剂标记短链脂肪胺并用高效液相色谱-荧光检测法进行分离的方法。方法   在 pH 8.5 的

Na2B4O7-H3BO3缓冲溶液中, 25 ℃下, 衍生试剂浓度为 50 μmol/L, 衍生反应进行 10 min, 衍生物峰面积即可达

到最大且稳定。结果  在优化的条件下, 建立的检测方法的线性范围为 0.01~2 μmol/L, 线性回归系数＞0.999, 

检测限达到 0.1~1 μg/L。结论  衍生后的产物利用高效液相色谱-荧光检测法, 可以使得 6种小分子脂肪胺得到

有效分离, 方法具有衍生速度快, 灵敏度高等优点。 
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Synthesization of novel aliphatic amine fluorescence labeling reagents and 
derivative determination of micromolecule aliphatic amine 
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Ningbo 315012, China; 3. Ningbo Academy of Science and Technology for 
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ABSTRACT: Objective  To synthesize a new aliphatic amine labeling reagent, using fluorescein as 

fluorophore and N-hydroxysuccinimidyl acetive ester as reaction group, and establish a separation method by 

labeling short chain aliphatic amine with new reagent and using high performance liquid chromatography- 

fluorescence detection. Methods  The derivatization reaction was achieved with the buffer of Na2B4O7-H3BO3 at pH 

8.5, the reaction temperature at 25 , the reagent solution at 50 μmol/L and the reaction time of 10 min. ℃ Results  

The linear range from 0.01 μmol/L to 2 μmol/L was observed for the proposed method. The limit of detection (LOD) 

of developed method was between 0.1 μg/L and 1 μg/L with the linear regression coefficient above 0.999. 

Conclusion  The baseline separation of 6 small molecule aliphatic amine derivatives is achieved using optimized 

HPLC fluorescence detection. The method has the advantages of high derivative speed and sensitivity. 

KEY WORDS: aliphatic amine; fluorescence labeling; high performance liquid chromatography 
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1  引  言 

甲胺(methylamine, MA)、乙胺(ethylamine, EA)、

丙胺(propylamine, PrA)、丁胺(butylamine, BA)、戊胺

(pentylamine, PA)、己胺(hexylamine, HA)等小分子脂

肪胺是一类具有广泛用途的工业原料。小分子脂肪胺

是氨基酸、蛋白质的降解产物之一, 存在于多种生物

体内和食品及饮料中[1-3], 由于小分子脂肪胺具有刺

激性气味, 对皮肤、黏膜、眼睛等有损害, 且在亚硝

胺的形成中具有重要作用, 因此对环境和人体具有

一定的危害。 

用于测定脂肪胺的方法有气相色谱法[4]、荧光分

光光度法[3]、高效液相色谱法[5]、毛细管电泳法[6]等。

其中, 高效液相色谱法测定环境样品、酒水饮料等日

常食物中的脂肪胺是一种快速、可靠且应用最为广泛

的分离检测手段。 

由于小分子脂肪胺本身没有荧光, 要对它们进

行灵敏检测就要用衍生试剂对它们进行标记。常见的

用于衍生氨基化合物的荧光试剂有丹磺酰氯

(Dns-Cl)[7]、4-氯 -7-硝基 -2, 1, 3-苯并邻苯噁二唑

(NBD-Cl)[8]、邻苯二甲醛(OPA)[9]、6-氨基喹啉-N-羟

基琥珀酰亚胺甲酸酯(AQC)[10]、荧光素异硫氰酸酯

(FITC)[11]、5(6)-羧基荧光素琥珀酰亚胺酯(CFSE)[12]、

6-氧 -[(1-琥珀酰亚胺 )氧酰甲基 ]-荧光素乙酯

(SOFE)[13]等。这些荧光标记试剂标记脂肪胺均具有

一些缺点 , 如 OPA 和脂肪胺的衍生产物不稳定 , 

FITC衍生的时间较长, CFSE合成较为复杂等。 

本文以荧光素为荧光团, N-羟基琥珀酰亚胺活

性酯为反应基团设计合成了一种新的氨基化合物的

荧光标记试剂 : 6-氧-(N-羟基琥珀酰亚胺丁二酸单

酯)-9-(2’-甲氧羰基)荧光素(SSMF)。该脂肪胺荧光标

记试剂合成纯化方法简单, 对脂肪胺的衍生效率高、

衍生条件温和, 衍生产物稳定, 衍生产物的高效液相

色谱荧光检测法灵敏度较高。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

Alliance e2695型高效液相色谱仪, 配有 2475型

荧光检测器(美国Waters公司)。 

甲醇为色谱纯(迪马科技公司), 甲胺、乙胺、丙

胺、丁胺、戊胺、己胺均为标准品(Sigma 公司), 荧

光素、丁二酸酐、N-羟基丁二酰亚胺、二环己基碳二

亚胺(DCC)、N,N-二甲基甲酰胺、硫酸、乙酸、乙醚、

碳酸氢钠、硼酸、硼砂等均为分析纯, 购自国药集团。 

试验用水为 milli-Q超纯水。 

2.2  方  法 

2.2.1  荧光标记试剂的合成 

新荧光标记试剂 6-氧-(N-羟基琥珀酰亚胺丁二

酸单酯)-9-(2’-甲氧羰基)荧光素(SSMF)按照如下路线

进行合成:  

 

 
 

图 1  6-氧-(N-羟基琥珀酰亚胺丁二酸单酯)-9-(2’-甲氧羰基)荧光素的合成路线 

Fig. 1  The synthesis route of 6-oxy-(N-succinimidyl succinate acid monoester)-9-(2’-methoxycarbonyl) fluorescein 
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荧光素甲酯按文献方法合成[14]。将 10 mmol 荧

光素溶于 10 mL甲醇中, 滴入 2.5 mL浓硫酸。加热

回流约 12 h。反应停止后, 迅速冷却反应液, 分批加

入 10 g NaHCO3粉末。反应结束后过滤, 用少量水洗, 

得到的红色固体放入 2% 50 mL NaHCO3水溶液中, 

过滤, 用水洗。重复洗涤 3次。再加入 1% 醋酸溶液, 

过滤, 水洗。干燥后, 得到红棕色固体荧光素甲酯。 

取上述制备的荧光素甲酯, 溶于 10 mL 无水

DMF中, 加入适量丁二酸酐, 75 ℃加热回流约 10 h, 

停止反应。向产物中加入约 100 mL 2%NaHCO3溶液, 

充分反应后, 用 0.1 mol/L 盐酸调节体系至酸性, 过

滤。得到的红棕色固体用 1%乙酸洗涤 3次, 40 ℃真

空干燥 24 h以上, 得 6-氧-丁二酸-9-(2’-甲氧羰基)荧

光素。 

取适量 6-氧-丁二酸-9-(2’-甲氧羰基)荧光素和N-

羟基琥珀酰亚胺, 溶于 3 mL 无水 DMF 中, 再加入

0.5 g 二环己基碳二亚胺, 室温(20 )℃ 下密闭搅拌过

夜。过滤除去沉淀, 用少量无水乙腈淋洗, 滤液中加

入无水乙醚, 剧烈搅拌, 收集沉淀, 用乙醚淋洗, 在

40 ℃真空中干燥 24 h, 得到红橙色 6-氧-(N-羟基琥珀

酰亚胺丁二酸单酯)-9-(2’-甲氧羰基)荧光素粉末。 

2.2.2  衍生反应 

取 10 μL甲胺、乙胺、正丙胺、正丁胺、正戊胺、

正己胺混合溶液于 1.5 mL 离心管中, 加入 200 μL 

Na2B4O7-H3BO3溶液(pH 8.5)缓冲溶液, 再加入 10 μL 

SSMF乙腈溶液, 用水稀释至1 mL, 室温下下衍生10 

min。0.45 μm滤膜过滤后直接进样。 

2.2.3  色谱条件 

色谱柱为Xbridge C18柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm), 

流动相为甲醇-水, 流速为 1.0  mL/min, 采用下列程

序进行梯度洗脱: 0~5 min: 甲醇-水(30:70, V:V); 5~15 

min: 线性升至甲醇-水(80:20, V:V); 15~20 min: 甲醇

-水(80:20, V:V)。柱温和样品盘温度均为 25 ℃。 

3  结果与分析 

3.1  色谱条件的优化 

甲醇-水是最常用的流动相体系, 分别试验了不

同配比的甲醇-水体系, 结果表明: 采用等度洗脱时, 

当流动相中甲醇含量大于 80%(V:V)时, 6种小分子脂

肪胺的衍生物的色谱峰重合; 降低甲醇在流动相种

的比例, 当流动相中甲醇含量大于 50%(V:V)时, 6种

小分子脂肪胺的衍生物不能有效分离; 继续降低甲

醇浓度, 当流动相中甲醇含量降至 30%(V:V)时, 6种

小分子脂肪胺的衍生物可以完全分离, 但己胺衍生

物的色谱峰洗脱时间达到 70min 以上, 检测时间过

长。为了兼顾分离的效率和分离效果, 我们采用梯度

洗脱方式进行洗脱, 经优化, 采用如下梯度洗脱程序: 

0~5 min: 甲醇-水(30:70, V:V)5~15 min: 线性升至甲

醇-水(80:20, V:V)15~20 min: 甲醇-水(80:20, V:V)。六

种小分子脂肪胺的衍生物可以在 22 min内达到有效

分离。 

3.2  衍生条件的优化 

3.2.1  衍生试剂用量的选择 

N-羟基琥珀酰亚胺活性酯衍生胺的反应一般在

水相中进行, 然而, 在此反应中 N-羟基琥珀酰亚胺

活性酯衍生胺的反应与其水解反应是一对竞争反应, 

因此, 为了保证胺的完全衍生标记, 衍生试剂应该适

量过量。我们试验了当胺的浓度为 0.50 µmol/L时, 不

同浓度衍生试剂的影响, 结果如图 2所示。 

 

 
 
图 2  SSMF浓度对胺衍生物峰面积的影响 

Fig. 2  Effect of SSMF concentration on the peak area 
of amine derivatives 

▲: 甲胺; ●:乙胺; :丙胺 ★; :丁胺; +:戊胺; ×:己胺. 

▲: MA; ●: EA;  ★: PrA; : BA; +: PA; ×: HA. 

 
由图 2 可知 , 当衍生试剂的用量在 10~100 

µmol/L之间时, 衍生物的峰面积达到最大且稳定。试

剂用量小于 7.5 µmol/L时, 衍生物的峰面积偏小。试

剂用量大于 10 µmol/L时, 衍生峰面积没有提高, 但

水解峰的峰面积会增大, 一方面有可能对色谱柱造

成污染损伤, 也可能覆盖甲胺的色谱峰。故选用 50 

µmol/L为本实验的最佳试剂用量。 
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3.2.2  缓冲溶液 pH 的选择 

N-羟基琥珀酰亚胺活性酯衍生胺的反应一般在

碱性的环境下进行 , 常见的碱性缓冲溶液有

H3BO3-Na2B4O7体系、H3PO4-NaOH体系、NH4Cl-NH3

体系等, H3PO4-NaOH体系在碱性条件下的缓冲容量

较小, 而 NH4Cl-NH3体系则同样会与 N-羟基琥珀酰

亚胺活性酯发生衍生反应从而会对脂肪胺的衍生造

成严重干扰, 故选择 H3BO3-Na2B4O7 体系作为缓冲

溶液体系。分别试验了 pH 7.5~9.0对衍生峰峰面积的

影响, 结果如图 3所示, pH 8.0~9.0时, 峰面积最大且

稳定, 故选择 pH 8.5为最佳衍生 pH 值。 

 

 

 
图 3  pH对胺衍生物峰面积的影响 

Fig. 3  Effect of pH on the peak area of amine derivatives 
▲: 甲胺; ●:乙胺; :丙胺 ★; :丁胺; +:戊胺; ×:己胺. 

▲: MA; ●: EA; : ★PrA; : BA; +: PA; ×: HA. 

3.2.3  衍生温度的选择 

分别试验了 10 ~50 ℃ ℃对衍生反应的影响, 结

果表明, 当衍生温度达到 20 ℃以上时, 衍生物峰面

积即可达到最大且稳定, 因此选择 25 ℃为最佳衍生

温度。 

3.2.4  衍生时间的选择 

在 25 ℃条件下, 研究了衍生时间对衍生物峰面

积的影响, 结果表明, 当衍生时间达到 5 min后, 衍

生反应即可完成, 衍生物峰面积不发生变化。为了

保证衍生反应的完全进行, 选择 10 min 为最佳衍生

时间。 

3.3  方法的线性范围、标准曲线、相关系数、

相对标准偏差、检出限 

准确移取不同量的标准脂肪胺混合溶液, 按优

化的衍生条件和色谱分离条件进行分离测定, 以峰

面积定量得到脂肪胺衍生物的浓度与峰面积的回归

方程 , 脂肪胺的线性范围和检测限。线性范围为

0.01~2 µmol/L, 结果见表 1, 标准品色谱图见图 4。 

4  结  论 

本方法新设计合成了一种基于荧光素为荧光

团 , N-羟基琥珀酰亚胺活性酯为反应基团的新型

氨基荧光标记试剂 : 6-氧-(N-琥珀酰亚胺丁二酸单

酯)-9-(2’-甲氧羰基), 其合成方法较为简单 , 仅需

三步即可完成。该荧光衍生试剂应用于柱前衍生

HPLC 分离荧光检测小分子脂肪胺, 衍生条件温和, 

衍生时间短, 且衍生物稳定, 检测限较低。 

 
 
 

表 1  方法的线性范围、标准曲线、相关系数、相对标准偏差以及检出限 
Table 1  Linear calibration ranges, regression equations, correlation coefficients, relative standard deviations and 

detection limits of amino derivatives 

脂肪胺 线性范围(µmol/L) 线性方程 r2 RSD(%, n=6) LOD(µg/L) 

MA 0.01~2 Y=40991231X+40349 0.9991 1.4 0.1 

EA 0.02~2 Y=15901932X-19464 0.9997 2.3 0.2 

PrA 0.01~2 Y=165964578X-80448 0.9995 2.7 0.1 

BA 0.02~2 Y=353399742X+883636 0.9982 3.0 0.4 

PA 0.02~2 Y=39356643X-53210 0.9976 1.9 0.4 

HA 0.05~2 Y=16783784X-42577 0.9979 2.6 1 
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图 4  6 种脂肪胺衍生物分离色谱图  

Fig. 4  Chromatograms of 6 aliphatic amine derivatives 
0: 水解峰; 1: 甲胺衍生峰; 2: 乙胺衍生峰; 3: 丙胺衍生峰; 4: 丁胺衍生峰; 5: 戊胺衍生峰; 6: 己胺衍生峰 

0: hydrolyzed SIIA; 1: MA derivatives; 2: EA derivatives; 3: PrA derivatives; 4: BA derivatives; 5: PA derivatives; 6: HA derivatives. 
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