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10种芳香化合物的分离及紫外和荧光光谱研究
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摘要 :采用反相高效液相色谱梯度洗脱 ,在 SinoChrom ODS2BP型色谱柱 (416 mm×200 mm ,5μm)上 ,实现了包括 5种荧光

衍生试剂母体分子 (咔唑、1 ,22苯并23 ,42二氢咔唑、吖啶酮、22苯基212氢2菲[9 ,102d]咪唑、吡唑并[3 ,42b ]272甲基喹啉)在内

的 10种含氮芳香化合物的基线分离。通过测定每种物质的紫外吸收曲线 ,得到了它们的最大紫外吸收波长和摩尔吸光

系数 (ε) ,并探讨了分子结构、摩尔吸光系数 (ε)和灵敏度之间的关系。扫描了它们的荧光激发和发射光谱 ,得出了它们

的最大激发波长和发射波长。
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向为新型荧光衍生试剂的合成及在天然产物化学研究中的

应用。

　　近年来 ,荧光衍生试剂衍生化后经高效液相

色谱分离以检测多种化学与生物分子的方法 ,已

广泛应用于临床、医药、食品、环保、生物化学等方

面[123 ] ,因此 ,继续合成更灵敏的新型荧光衍生试

剂具有广阔应用前景和重要意义。一种新荧光衍

生试剂是否具有高的灵敏度 ,即是否具有应用价

值 ,可以通过其紫外和荧光光谱性质来考察。本

文在原有工作的基础上 ,研究了包括 5种荧光衍

生试剂母体分子 (咔唑[4 ]、1 ,22苯并23 ,42二氢咔
唑[5 ]、吖啶酮[6 ]、22苯基212氢2菲 [ 9 ,102d ]咪唑[7 ]、

吡唑并[ 3 ,42b ]272甲基喹啉)在内的 10 种含氮芳

香化合物的高效液相色谱分离及紫外和荧光光谱

性质 ,为对比优选灵敏度高的荧光母体分子提供

了依据 ,对开发高灵敏荧光衍生试剂具有重要的

指导意义。

1　实验部分

111 　主要仪器与试剂

P230型高效液相色谱仪 ,配备 P230 高压恒

流泵、UV230 +紫外2可见检测器 (大连依利特分析

仪器有限公司) ,色谱柱为 SinoChrom ODS2BP 型

(416 mm×200 mm ,5μm ,大连化学物理研究所) ;

PHMK型显微熔点仪 (温度计未校正) ; FT2IR 10dx

型红外光谱仪 ( KBr压片 ,美国 Nicolet 公司) ;Agi2
lent 1100 MSD Trap SL质谱仪 (美国安捷伦公司) ;

Carlo2Erba 1106 型元素分析仪 ;650210S型荧光分

光光度计 (日本日立公司) ;Cary 300 Bio型紫外2可
见分光光度计 (美国 Varian公司) 。

联苯二胺、12萘胺、22苯基232(22硝基苯基)丙

烯酸、乙腈为分析纯 ;72甲基232甲酰基222氯喹啉、
咔唑、吩噻嗪为分析纯 (Sigma公司) ;吖啶酮、吡唑

并[3 ,42b ]272甲基喹啉、22苯基212氢2菲 [9 ,102d ]咪

唑、1 ,22苯并23 ,42二氢咔唑为自制 (纯化后纯度均

达 9815 %以上) ;纯水由Milli2Q超纯水系统制备。

112 　试剂合成

4种荧光衍生试剂母体分子的合成及分析应

用见参考文献 :咔唑 [4 ]、1 , 22苯并23 , 42二氢咔
唑[5 ]、吖啶酮[6 ]、22苯基212氢2菲[9 ,102d ]咪唑[7 ]。

吡唑并 [ 3 ,42b ]272甲基喹啉的合成参考了文
献[8 ] ,改进后的操作如下 :

100 mL圆底烧瓶中 ,依次加入 2133 g 72甲基2
32甲酰基222氯喹啉、2128 mL 85 %水合肼、1 g对甲

苯磺酸 ,拌匀后于 130 ℃油浴反应 40 min。反应

完毕后固体用冷水清洗 ,然后用稀盐酸提取 3次 ,

合并滤液 ,用稀 NaOH溶液调至 pH 7 ,析出大量固

体 ,过滤后将固体晾干 ,甲醇重结晶得黄色针状晶

体 ,产率 76 %。m. p . 22915～23012 ℃。元素分

析 ,实测值 (计算值) , % :C 72111 (72108) ; H 4195

(4192) 。IR ( KBr) ,ν, cm - 1 : 1 625127 , 1 439169 ,

930173 ,905121 ,853149 ,773178。质谱 , m/ z : [M +

H] + 18411。
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113 　溶液配制

11311 　混合溶液的配制

　　准确称取 10种化合物置于 50 mL容量瓶中 ,

用乙腈定容 ,得 1×10 - 3 mol/ L 的标准混合液 ,待

高效液相色谱分离用。

11312 　单个标准溶液的配制

准确称取样品 1～10 质量分别为 01002 4、

01002 0、01002 6、01001 8、01003 0、01002 2、

01002 0、01002 1、01003 0、01002 8 g ,并分别置于

10 mL容量瓶中 ,用乙腈定容 ,作为测定紫外和荧

光光谱的操作液。

114 　色谱条件

色谱柱 : SinoChrom ODS2BP型色谱柱 (416 ×

200 mm ,5μm) 。流动相 :A 25 %乙腈/水溶液 ,B

100 %乙腈。流速 110 mL/ min ,进样量 5μL ,柱温

25 ℃,检测波长 254 nm。每次进样前用 100 % A

流动相平衡色谱柱 10 min。梯度洗脱程序为 :在

35 min内从 100 % A梯度洗脱到 100 % B ,100 % B

再运行 10 min。

2　结果与讨论

211 　高效液相色谱优化分离

在色谱分离优化过程中发现 ,甲醇作流动相

时 ,色谱峰展宽和拖尾严重 ,而用乙腈则能得到如

图 1所示的尖锐峰。色谱柱类型对分离也有影

响 ,对比了 ODS柱、BDS C18柱和 Eclipse XDB2C8柱

图 1　10种芳香化合物的色谱分离图
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(美国安捷伦公司) ,发现 ODS2BP柱具有最好的

分离效果。10种芳香化合物的色谱分离图见图 1。

虽然图 1中 10种化合物的摩尔数相同 ,但由

于各物质的最大紫外吸收波长不同 ,在采用 254

nm作检测波长时 ,峰高不同。由表 1可知各物质

的最大紫外吸收波长在 210～290 nm之间 ,最终

选定适中的 254 nm作为检测波长。

212 　紫外光谱性质

用乙腈作为对照液 ,分别测定了 10种化合物

在乙腈溶液中的紫外吸收光谱 ,得到了它们的最

大紫外吸收波长及吸光度 A ,经朗伯2比尔定律
( A =εbc , A :吸光度 ,ε:摩尔吸光系数 , b :比色皿

宽度 ,一般为 1 cm , c :溶液浓度 ,单位为 mol/ L)计

算 ,得到了相应的摩尔吸光系数ε,见表 1。在最

大紫外吸收波长下的ε值反映了分子的灵敏

度[9 ] ,因此 ,研究分子结构、ε和灵敏度之间的关

系 ,对于设计合成和优选高灵敏度的荧光母体分

子具有重要指导意义。ε值由大到小的顺序为 :

9 > 2 > 8 > 10 > 3 > 7 > 6 > 1 > 4 > 5 ,这与各物质分

子的共轭度基本一致 ,22苯基212氢2菲 [ 9 ,102d ]咪

唑的分子共轭程度最大 ,其中还有两个 N原子的

给电子共轭作用 ,其ε值最大 ;22苯基232(22硝基
苯基)丙烯酸的两个苯环离得最远 ,还有强拉电子

基团—NO2 的破坏共轭作用 ,其共轭程度最小 ,ε

值最小。较特殊的是吖啶酮 (2)和吩噻嗪 (8) ,可

能是由于它们分子中含有比 N 原子给电子共轭

作用更强的 O、S原子 ,导致了共轭增强 ,ε值较

大 ,但吩噻嗪由于含有导致荧光淬灭的 S原子而

　　　 表 1 　紫外光谱数据

样
品

化合物名

测定浓度

×105/

(mol·L - 1)

λmax/

nm

吸光
度 A

ε×10 - 4/

(L·mol - 1·

cm - 1)

1 联苯二胺 21608 288 01428 1164

2 吖啶酮 11026 250 01555 5141

3
吡唑并 [ 3 , 42b ]272甲基
喹啉

11421 238 01327 2130

4 12萘胺 11259 254 01180 1143

5
22苯基232(22硝基苯基)

丙烯酸
11115 267 01132 1118

6
72甲基232甲酰基222氯
喹啉

11071 253 01200 1187

7 咔唑 11200 233 01253 2111

8 吩噻嗪 11055 252 01433 4110

9
22苯基212氢2菲 [ 9 ,102d ]
咪唑

11020 260 01575 5164

10 1 ,22苯并23 ,42二氢咔唑 11279 208 01302 2136
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不具荧光特性 ,故一般用来研制紫外衍生试剂。

吖啶酮则具有强荧光 ,在溶液中就能看到漂亮的

蓝色荧光 ,已被研制为荧光衍生试剂[6 ]。

213 　荧光光谱性质
表 2 　荧光光谱数据 (样品标号与表 1相同)

样品 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

λex/ nm 300 404 325 250 310 305 335 2 260 333

λem/ nm 390 440 410 375 390 380 360 2 380 390

　　在室温下 ,测定了 10种化合物在乙腈溶剂中

的荧光光谱 ,得出了它们的最大激发波长 (λex)和

最大发射波长 (λem) ,见表 2。如 212中所述 ,吩噻

嗪本身不发荧光 ,故无法测到其激发和发射波长。
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Abstract :A reversed phase high2performance liquid chromato2
graphic method for separation of ten aromatic compounds contain2
ing five fluorescence derivatization reagent core molecules (car2
bazole ,1 ,22benzo23 ,42dihydrocarbazole , acridone ,22phenyl21H2
phenanthro2[ 9 , 102d ] imidazole , pyrazolo [ 3 , 42b ]272
methylquinoline) with a good baseline resolution in conjunction

with a gradient elution on a SinoChrom ODS2BP column

(416 mm×200 mm ,5μm) has been developed. Their maximum

ultraviolet absorption wavelengths and molar absorbance coeffi2
cients (ε) were obtained by scanning their ultraviolet absorption

curves. The relationship between the molecular structure , molar

absorbance coefficients (ε) and sensitivity of these compounds

was discussed. Their maximum fluorescence excitation and emis2
sion wavelengths were obtained by scanning their fluorescence

spectra on a fluorescence spectrophotometer.

Key words :aromatic compounds ; high2performance liquid chro2
matography; separation ; ultraviolet ; molar absorbance coefficient

(ε) ;fluorescence
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Abstract : Five new compounds were synthesized from 3 , 42
dimethoxybenzaldehyde and p2nitrotoluene via multiple steps ,in2
cluding condensation ,catalytic reduction ,diazotization ,hydroxyla2
tion , nucleophilic substitution and acylation. The structures of

these compounds have been determined by elemental analysis ,IR

spectra , 1 HNMR , 13CNMR and two2dimensional NMR spec2
troscopy.

Key words : resveratrol analogues ; p2nitrotoluene ; 3 , 42
dimethoxybenzaldehyde ;synthesis
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