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新荧光衍生试剂N -羟基琥珀酰亚胺-A-

萘乙酸酯的合成及其应用研究33

刘勋　徐国良　张华山3 　程介克
(武汉大学化学系, 武汉 430072)

摘要　报道了新荧光衍生试剂N 2羟基琥珀酰亚胺2A2萘乙酸酯 (S INA ) 的合成。S INA 的乙腈溶液在 Kex ö Kem =

280nm ö 339nm 处有最强荧光。在碱性水溶液中, S INA 易与胺、氨基酸等氨基化合物进行衍生反应, 生成有荧光的

酰胺化合物, 过量试剂在 1h 内完全水解为相应的 A2萘乙酸, 衍生产物及水解物易在反相键合色谱柱上分离。研究

表明, S INA 易制备, 性能稳定, 与氨基化合物易衍生, 可用于柱前衍生H PL C 分离2荧光检测氨基酸、生物胺等生物

活性物质。
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　　氨基酸及生物胺等氨基化合物是重要的生

物活性物质, 通过化学衍生、高效液相色谱分

离、荧光检测分析这些化学物质是当前最主要

的方法之一。已报道的用于标记氨基酸的荧光

衍生试剂主要有丹磺酰氯 (D n s2C l)、氯甲酸芴

甲酯 (FM OC2C l)、邻苯二甲醛 (O PA ) 及 42氯2

72硝基222 21, 32二唑 (NBD 2C l) [ 1 ]等。

N 2羟基琥珀酰亚胺活性酯是多肽合成中

常用的中间体, 它与氨基化合物反应时, 具有条

件温和、转化率高、产物稳定等特点。近年来已

报道合成了N 2羟基琥珀酰亚胺2A2萘胺甲酸酯

(S IN C) [ 2 ]、N 2羟基琥珀酰亚胺芴氨基甲酸酯[ 3 ]

及 62氨基喹啉基2N 2羟基琥珀酰亚胺氨基甲酸

酯 (AQ C) [ 4 ]。这些试剂用于胺及氨基酸的化学

衍生, 经反相液相色谱分离、荧光检测, 取得了

一定的效果。它们都属于氨基甲酸酯类试剂

( R—N H C

O

O N

O

O

, 其中 R 为荧光基团) , 合

成时必须使用昂贵的中间体——二2(N 2羟基

琥珀酰亚胺) 碳酸酯 (D SC ) , 因此试剂价格高

昂, 难以推广应用。

本文报道合成了一种新的荧光衍生试剂

N 2羟基琥珀酰亚胺2A2萘乙酸酯, 萘环作为荧光

团, 活性酯部分作为与氨基反应的活性基团, 可

用于柱前衍生H PL C 分离2荧光检测氨基酸、胺

等物质。a a
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将 516g A2萘乙酸和 3145g N 2羟基琥珀酰

亚胺溶于 150mL 四氢呋喃 (TH F ) 中后, 置于

250mL 单颈烧瓶中。将 6118g 二环己基碳二亚

胺 (DCC ) 溶于 20mL TH F 后, 置于恒压漏斗

中。装置用 CaC l2 干燥管保护, 于 0℃搅拌, 缓

缓滴入DCC 溶液, 很快产生白色沉淀, 1h 内滴

加完毕, 于 0℃下搅拌过夜。过滤除去白色沉淀

二环己基脲 (DCU ) , 溶液减压除去 TH F, 得油

状物。加入 75mL 无水乙醇, 出现白色浑浊, 静

置结晶, 晶体用无水乙醇重结晶, 得无色晶体,

m p 97～ 99℃。

元素分析, 实测值 (理论值) , % : C67148

(67184) , H 4154 (4163) , N 4159 (4194)。红外光

谱 (KB r 压片)表征见表 1。
表 1　S INA 红外光谱表征

波数, cm - 1 振动 表征存在的官能团

3400～ 2400 MO—H 没有宽吸收, 说明无—COOH

1750～ 1850 MC= O

C

O

1230～ 1100 MC—O

C O

O

112　主要仪器与试剂

R F25000 荧光分光光度计 (日本岛津) ,

L C210 高效液相色谱仪 (日本分析工业公司) ,

R F2530 荧光检测器 (日本岛津) , 反相键合相色

谱柱 (C 18, (10±1) Lm , 内径 150mm ×416mm )。

S INA 贮备液: 称取 S INA 010283g, 用乙腈

定容至 100mL , 浓度为 1100×10- 3m o l·L - 1

(乙腈用无水 K 2CO 3 干燥几天, 再用 P 2O 5 干

燥, 蒸馏制得)。水为二次蒸馏水。其他试剂为

分析纯以上, 采用常规方法配成溶液。

113　实验方法

11311　S INA 与氨基化合物的衍生方法

取一定量的胺或氨基酸溶液置于 10mL 容

量瓶中, 加入 210mL 011m o l·L - 1N a2B 4O 7 溶

液和适当过量的 S INA 贮备液。加水至刻度, 混

匀, 室温静置反应 1h。

11312　色谱条件

色谱柱 (C18, (10±1) Lm , 内径 150mm ×

416mm ) , 流速 110mL öm in, 柱温 35℃, 进样体

积 20LL , 荧 光 检 测 波 长 Kex ö Kem = 280nm ö

339nm。流动相组成随分离对象不同而改变。

2　结果与讨论

211　S INA 试剂的一般性质

S INA 为无色晶体, 难溶于水, 易溶于甲

醇、乙醇、乙腈、四氢呋喃、乙酸乙酯等。试剂性

质十分稳定, 在冰箱中放置一年不变质, 其乙腈

溶液在室温下放置半年也不变质, 在碱性水溶

液中很快水解, 在酸性或中性水溶液中缓慢水

解。

212　荧光光谱

图 1 是 110×10- 5m o l·L - 1S INA 的乙腈

溶液的荧光光谱。S INA 水解液的荧光光谱与

此基本相同。

图 1　S INA 的荧光光谱

11 荧光激发光谱　21 荧光发射光谱

　　由图 1 可见, S INA 的乙腈溶液在 280nm

处有最大激发峰, 在 325nm 和 339nm 处有两

个相邻的发射峰。

213　S INA 的水解及与氨基化合物的衍生

21311　水解反应及衍生反应

水解反应: CH 2C
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衍生反应: CH 2C

O

O N

O

O

+ N H

R′
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　　氨基的亲核能力强于水分子, 所以 S INA

优先与氨基化合物衍生。由于水溶液中水分子

的浓度总是大大高于氨基化合物的浓度, 所以

一部分 S INA 分子会发生水解反应, 形成一种

竞争反应。

21312　S INA 水解反应

图 2　S INA 及其水解液色谱图

11 S INA 的乙腈溶液;

21 S INA 于水中水解 1h;

31 S INA 于 011mo l·L - 1HC l 中水解 1h;

41 S INA 于 0102mo l·L - 1N a2B 4O 7 中水解 1h

　　色谱条件: 流动相为甲醇ö 水 (50ö 50) ,

其他条件见实验部分 11312

　　由图 2 可见, S INA 在水中或 011m o l·L - 1

HC l 中略有水解, 但速度很慢。S INA 在碱性水

溶液中水解很快, 1h 内可水解完全。

21313　S INA 与氨基酸的衍生反应

由图 3 可见, S INA 易与氨基酸衍生, 产物

易分离, 多余的试剂水解为 A2萘乙酸, 也易与

其他衍生物分离。

图 3　S INA 2氨基酸衍生物色谱图

11 未知峰　21 谷氨酸　31 丝氨酸

41 丙氨酸　51 A2萘乙酸

　　衍生条件见实验部分 11311, 色谱条件见 11312。流动相

为甲醇ö 乙酸乙酯ö 水 (10ö 2ö 88) , 含 10mmo l·L - 1HA c2N aA c

(pH 514)。进样量: 氨基酸各 50pmo l

21314　S INA 与胺类物质的衍生

由图 4 可见, S INA 与胺类物质易衍生, 产

物易分离, 过量试剂水解为 A2萘乙酸, 也易与

其他衍生物分离。

图 4　S INA 2胺衍生物色谱图

11 A2萘乙酸　21 N H 3　31 乙胺　41 二乙胺

　　衍生条件见实验部分 11311, 色谱条件见 11312。流动相为

甲醇ö 乙酸乙酯ö 水 (50ö 10ö 40)。进样量: 每种胺各 50pmo l

　　研究表明, 新合成的荧光衍生试剂N 2羟基

琥珀酰亚胺2A2萘乙酸酯具有易制备、性能稳

(下转第 212 页)
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表 2　合成与进口M ugal 显色效果比较表注

M ugal
加入量ö (Lg·mL - 1)

25 50 75 100 150 200

合成 + 6 6 6 6 6

进口 + 6 6 6 6 6

注: 以上实验所用细菌为 E1Co li (TA CC25922)
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定、价廉易得的优点, 与氨基酸或胺衍生时, 条

件温和, 方法简单, 衍生物易分离, 具有强荧光,

可用荧光检测, 是一种性能优良的新荧光衍生

试剂。
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