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摘　要　采用电喷雾质谱法研究了偶氮胂Ⅲ离子化过程。结果发现 , 偶氮胂Ⅲ易于在电喷雾电离过程中通过

去质子化作用形成带有单电荷或双电荷负离子。考察了酸度和醋酸根等离子对偶氮胂Ⅲ电喷雾电离的影响。

结果表明 , 偶氮胂Ⅲ在弱酸性条件下有利于形成负离子。提出了偶氮胂Ⅲ在电喷雾电离源中通过去质子化作

用形成负离子的可能机理 ,并用串联质谱法研究了所形成不同价态离子的裂解规律。结果表明 , 电喷雾串联

质谱法能方便快捷地研究偶氮胂Ⅲ的电离行为和所形成不同价态离子的性质 , 其检测限达 0.74×10 -15 g。
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偶氮类化合物与科学研究 、社会生产和日常生活有着密切的联系 。许多偶氮化合物不但是重要的

医药中间体 、食品或纺织品的染色剂 ,还是重要的光学材料
[ 1]
和有机分析试剂

[ 2]
,在痕量组分的分离分

析中起着重要的作用 。但部分偶氮化合物也对环境产生污染 ,对人体有毒害作用 。偶氮胂Ⅲ是对称性

双偶氮化合物的典型代表 ,是分光光度法测定痕量铀 、钍等金属离子最为重要的试剂
[ 2]
。对偶氮胂Ⅲ的

电喷雾(ESI)串联质谱法研究不但能够直接考察这类偶氮化合物在 ESI这一常见软电离源中的行为 ,

揭示这类化合物在串联质谱研究中碰撞诱导解离(CID)的规律 ,为 ESI-MS测定多种样品(如印染废水 、

纺织品)中痕量偶氮化合物提供依据 ,而且还可能在 ESI中形成偶氮胂Ⅲ -铀的多元配合物 ,为复杂基体

中痕量铀组分的快速质谱分析与鉴定提供思路 。因此 ,本文采用 ESI-LTQ-MS质谱仪对偶氮胂Ⅲ的电喷

雾质谱行为进行了探索性研究 。

1　实验部分

1.1　仪器和试剂

LTQ-XL型线性离子阱质谱仪(美国 Finnigan公司),离子源(ESI,美国 Finnigan公司),偶氮胂 Ⅲ为

化学纯试剂 ,冰醋酸为分析纯试剂 ,所用水为二次蒸馏水 。

1.2　偶氮胂 Ⅲ溶液配制

称取 0.05 g偶氮胂 Ⅲ溶于水稀释定容至 100 mL配制成质量分数为 0.05%的溶液 。分别用冰醋酸

配制 pH值为 2.0 ～ 6.0的水溶液各 100 mL,然后将以上醋酸溶液用蒸馏水稀释氮胂 Ⅲ母液 ,获得不同

酸度下的 0.01×10
-12
～ 10×10

-12
g/mL的偶氮胂Ⅲ工作溶液 ,室温避光存放备用 。

1.3　质谱条件

将 LTQ-MS设置为负离子检测模式 ,喷雾电压为 3.0kV,仪器毛细管温度为 300 ℃,喷雾气(N2气)

为 172.25 kPa。偶氮胂 Ⅲ溶液通过注射泵进样 ,流速为 4 μL/min。多级串联质谱通过碰撞诱导解离

(CID)反应获得 ,母离子选择的窗口宽度为 1.6Da,碰撞时间为 30ms,碰撞能量为 15% ～ 25%。其它参

数采用 LTQ-MS推荐的缺省参数 ,实验时没有进行优化。所有质谱的记录时间为 1 min。

2　结果与讨论

2.1　一级质谱

偶氮胂 Ⅲ(MW 776)在水溶液中为八元有机酸 ,其结构式如 Scheme1所示。实验发现 ,偶氮胂Ⅲ在
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ESI正离子模式下难以获得信号 ,表明偶氮胂Ⅲ难以被质子化 。ESI是软电离源 ,一般仅通过质子化 /去

质子化作用形成待测物离子 。在 ESI正离子模式

下 ,由于存在醋酸等酸性物质 , ESI产生的质子主要

由酸性较强的醋酸提供。如果待测物的质子亲和势

(PA)比试剂分子的质子亲和势大 ,则质子化作用易

于进行 ,该待测物能够在 ESI中形成稳定的(M+

H)
+
离子

[ 3]
。反之 ,如果待测物的质子亲和势(PA)

比试剂分子的质子亲和势小 ,则易于发生去质子化

作用 ,该待测物能够在 ESI中形成稳定的(M-H)
-
离子

[ 3]
需要在负离子检测模式下进行观察 。由此推

测 ,在偶氮胂 Ⅲ中虽然存在许多易于接受质子的 O、N原子 ,但是这些原子通过 N N结构与苯环和萘环

相连 ,形成超级共轭结构 ,分散了这些原子上的电子 ,因而难以被质子化。实验证明 ,在醋酸体系中 ,偶

氮胂Ⅲ不能形成质子化正离子 ,表明在气相中偶氮胂Ⅲ的 8个羟基均具有一定酸性。

因此 ,使用同种偶氮胂 Ⅲ溶液 ,在 ESI负离子模式下获得了良好的信号 ,其一级质谱如图 1所示。

图 1　偶氮胂Ⅲ在醋酸-水介质(pH=2)中获得的

ESI-MS谱图(插入图为 pH=6时所获得)

Fig.1　ESI-MSofarsenazoⅢ inwater/acetate

acidsolution(pH=2)

Inset:massspectrumobtainedfromasolutionwithpHvalueof6

从图 1可以看出 ,该偶氮胂 Ⅲ溶液在 ESI-MS中形成

一系列质谱峰 ,主要分布在低质荷比区域 ,除基峰

m/z387外 ,其它峰的强度均较小 ,可能由偶氮胂Ⅲ

中杂质引起 。实验发现 ,谱图中 m/z775为偶氮胂

Ⅲ通过去质子化丢失 1个 H后形成的单电荷离子 ,

约占 13%丰度 。基峰 m/z387为丢失 2个 H后获得

的双电荷离子。从不同酸度的醋酸介质对偶氮胂Ⅲ

ESI谱图的影响结果发现 ,在较宽的范围内(pH值

为 2 ～ 6), ESI质谱所获得的主要的质谱峰一致 ,但

其峰的绝对强度随着溶液酸度的降低而略有增加 。

当 pH=6时 , m/z387的绝对强度值为 pH=2时的

1.3倍(见图 1中插入图),表明弱酸性条件有利于

偶氮胂 Ⅲ形成负离子 。在不同 pH值下的双电荷离

子的丰度比单电荷离子的丰度高许多 ,表明在该条

件下形成的双电荷离子要比单电荷离子稳定得多。

在 ESI负离子模式下 ,有机分子首先通过解离分子中活泼氢而形成负离子。偶氮胂Ⅲ为八元酸 ,在

水溶液中存在强弱不等的八级电离常数
[ 4]
,分别为 ka1 =1.8, ka2 =2.4, ka3 =3.5, ka4 =5.1, ka5 =6.7, ka6 =

7.8, ka7 =9.3, ka8 =11.5,对应的酸式 H分别为磺酸基 、胂酸基和酚羟基中的氢。在水介质中 , 2个磺酸基

中羟基上的氢在强酸(pH值为 0 ～ 3)中可离解 。可见在水溶液中 ,受水分子的溶剂化效应的影响 ,磺酸

基的酸性远大于其它活泼氢的酸性 ,是水溶液中最易于电离的 H。然而 , ESI是一个从液相到气相的复

杂的物理化学过程 ,在该过程中形成的离子直接暴露在气相中 ,因此溶剂效应基本被消除 ,而物质在气

相中的本质属性
[ 5]
成为决定因素 。根据偶氮胂 Ⅲ分子的结构特点 ,偶氮胂Ⅲ整个分子是一个共轭体系。

共价键的量子化学理论
[ 6]
和电子在有机物离子迁移

[ 7]
规律表明 ,在没有溶剂影响的前提下 ,偶氮胂 Ⅲ

中所形成的电荷和游离基中心应在与该共轭体系直接共轭的氧原子上才使电荷得到最大程度的分散。

因此 ,只有萘环上羟基中的氧满足此条件 ,而其它的羟基则没有直接与共轭体系相连 。此外 ,由于偶氮

胂 Ⅲ中磺酸基是强吸电子基且处于该羟基的间位 ,更有利于分散该羟基氧原子上的负电荷 。在气相中 ,

由于没有溶剂的作用 ,磺酸基中羟基上的氧原子受到与其相连的硫原子诱导效应的影响(Scheme1),使

该氧原子上的电子密度较大 ,因而使该羟基上的氢原子难以解离。因此 ,偶氮胂 Ⅲ负离子的电荷中心可

能在萘环羟基的氧原子上 ,而且该电荷能够很好地分散在整个分子体系中 ,使整个体系的能量最低。

2.2　多级串联质谱

为了对一级质谱中偶氮胂 Ⅲ负离子进行鉴定 ,需要对其进行串联质谱研究 。首先选择 m/z775为
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母离子 ,获得二级质谱如图 2a所示 ,同时选择二级质谱中的基峰 m/z757进行碰撞诱导裂解实验 ,获得

三级质谱如图 2b所示。图中可见 ,在二级质谱中 ,母离子 m/z775丢失水后得到基峰 m/z757,而其它碎

片的丰度均低于 10%,说明母离子 m/z775很容易丢失 H2O而产生一个相对稳定的碎片 m/z757。如果

母离子 m/z775同时丢失 2个水分子 ,则获得了 m/z739。母离子 m/z775中存在 7个羟基 ,如果需要丢

失水分子 ,则该羟基的 α或 β位需有活泼氢。由于 2个胂酸基中的羟基满足此条件 ,且消去水后形成的

O As O基团的吸电子能力比原来的 HO—As—OH基团更强 ,更有利于将分子中的负电荷分散 ,因

此该结构很稳定 。因碰撞能量较小 ,从母离子中离去的水分子也带走部分能量 ,使得母离子丢失 2个水

分子的可能性较小 ,所以碎片 m/z739的丰度仅为 m/z757的 6%左右。母离子 m/z775还能够在丢失

H2O后继续丢失磺酸基中的 SO2而得到碎片 m/z693,该碎片丰度很小(4%),表明该途径的能垒很高 ,

不易于进行。如果增加碰撞能量或者将 m/z757选择后进行 CID, 则可获得稳定的碎片 m/z739

(图 2b),离子 m/z739也可能发生此消去反应 ,形成低丰度(2%)碎片 m/z675,再次表明该途径难以进

行 。在三级质谱(图 2b)中 ,母离子 m/z757首先丢失水分子形成基峰 m/z739。由于多级质谱中离子的

能量较高 ,能进行深度裂解 ,所以碎片 m/z739还可丢失 N2而得到碎片 m/z711 ,该碎片继续丢失 H2O

和 SO2而得到 m/z629。碎片 m/z629可能再次丢失 SO2而得到碎片 m/z565,或再次丢失 N2后得到碎片

m/z601。在母离子 m/z757中 ,受电子的迁移诱导效应影响 ,使负电荷中心同一苯环上磺酸基容易丢失

1个 SO2得到碎片 m/z693(55%),后者继续丢失 H2O而得到 m/z675,或继续丢失 N2而得到 m/z665。

图 2　偶氮胂Ⅲ的串联质谱

Fig.2　TandemMSofdeprotonatedarsenzoⅢ

a.MS/MSspectrumofm/z775;b.MS/MS/MSspectrumofm/z775

当在羟基的氧原子上形成一个负电荷中心后 ,由于共轭效应的影响 ,将诱导另外一个羟基上形成新

图 3　偶氮胂Ⅲ的 m/z387二级质谱

Fig.3　MS/MSspectrumofarsenzoⅢ atm/z387

的负电荷中心 ,形成带双电荷的负离子 m/z387。对

m/z387做串联质谱分析 ,所获得质谱如图 3所示 。

在二级质谱中 , m/z387丢失 H2O后得到基峰碎片

m/z378,该碎片再次丢失 H2O后得到 m/z369,或

者丢失 N2后得到碎片 m/z364 ,该碎片再次丢失

H2O后分别得到 m/z355和 m/z346,后者的丰度较

高(73.5%),表明该裂解途径占优势。图 3结果表

明 ,不管是丢失 H2O还是 N2 ,在质谱图中标示的间

隔为 9或 14单位 ,恰好是这些中性碎片分子量的一

半 。因此数据表明 m/z387确实是一个二价离子 。

在 ESI中 ,多电荷的生物大分子离子
[ 8, 9]
比较常见 ,

但是这些生物活性物质的结构明显与偶氮胂 Ⅲ不

同 。前人报道
[ 10, 11]

过的二价小分子负离子的结构也与偶氮胂 Ⅲ不同 ,因此 ,形成偶氮胂Ⅲ二价负离子的

机理还有待于进行深入研究。
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由于二价负离子的丰度比一价离子丰度高至少 10倍 ,因此选择二价离子为偶氮胂 Ⅲ的分析信号时

可获得较高的灵敏度 。实验表明 ,当偶氮胂Ⅲ的质量浓度低至 1.0×10
-12
g/mL时 ,仍然可以获得良好

的信号(m/z387,绝对强度信号平均为 131,噪音相对标准方差为 6.8%, n=24)。计算表明 ,本方法的

检测限为 0.74×10
-15
g(S/N≥3)。因此 ,研究结果不但有助于了解偶氮类化合物的电喷雾电离的行为

和性质 ,同时表明电喷雾串联质谱法可以快速 、灵敏 、准确地检测偶氮胂 Ⅲ ,为偶氮类化合物的电喷雾质

谱法的研究提供了可借鉴的经验 ,为建立偶氮类化合物的质谱检测方法提供了依据。

参　考　文　献

　 1　DvornikovAS, RentzepisPM.OptCommun[ J] , 1997, 136(1, 2):1

　 2　ZHANGXie(张燮), Chief-Edr(主编).IndustrialAnalysisChemistry(工业分析化学)[ M] .Beijing(北京):Chemical

IndustryPress(化学工业出版社), 2003

　 3　PramanikBN, GrossML, GangulyA, Chief-Edr(主编).JIANGHong-Jian(蒋宏健), YUKe-Jia(俞克佳)Trans(译).

AappliedElectrosprayMassSpectrometry(电喷雾质谱应用技术)[ M] .Beijing(北京):ChemicalIndustryPress(化学

工业出版社), 2005:142

　 4　SUNJia-Yan(孙嘉彦), YINYou-Lin(殷有林).ChemicalAnalysisofUranothorite(铀钍矿石的化学分析)[ M] .

Beijing(北京):NuclearEnergyPress(原子能出版社), 1986:45

　 5　ReichardtC, Auth(著).SolventEffectsinOrganicChemistry(有机化学中的溶剂效应)[ M] .Beijing(北京):Chemi-

calIndustryPress(化学工业出版社), 1978:70

　 6　MichaelMueller.FundamentalsofQuantumChemistry-MolecularSpectroscopyandModernElectronicStructureComputa-

tions[ M] .KluwerAcademicPublishers, NewYork, 2002

　 7　McLaffertyFW.InterpretationofMassSpectra[ M] , 3rdEd.California:UniversityScienceBooks, 1980

　 8　CHENGHai-Ping(成海平), QIANXiao-Hong(钱小红).ProgBiochemBiophys(生物化学与生物物理进展)[ J] ,

2000, 27(6):584

　 9　ZHANGTian-Mu(张天幕).LifeSciInstrum(生命科学仪器)[ J] , 2004, 2(5):21

　10　AndreasDreuwLorenzS.PhysRev[ J] , 2002:102

　11　MarkusKScheller, RobertNCompton, LorenzS.CederbaumSci[ J] , 1995, 5239(17):270

MultipleStageElectrosprayIonizationMass
SpectrometryofArsenazoⅢ

HUBin
a
, YANGShui-Ping

a
, ZHANGXie

a
, HUXiu-Li

b
, CHENHuan-Wen

a, b＊

(
a
EastChinaInstituteofTechnology, Fuzhou344000;

b
ChemistryCollege, JilinUniversity, Changchun130023)

Abstract　Electronsprayionizationmassspectrometry(ESI-MS)wasemployedfordirectinvestigationof

arsenazoⅢ aqueoussolutions.Experimentally, itwasfoundthatarsenazoⅢ formedsingly(m/z775)or

doublychargedions(m/z387)bydeprotonationintheESIprocess.Undertheexperimentalconditions, the

signalofm/z387 was20timeshigherthanthatofm/z775.TheformationofthenegativeionsofarsenazoⅢ

wasfavoredinweaklyacidicsolution.Thecharacteristicfragmentationpatternsoftheanions(i.e., m/z775,

m/z387)ofarsenazoⅢ wereobtainedbymultiplestagetandemmassspectrometrywithacollisionenergyof

15% ～ 25%, providingevidenceforidentifyingarsenazoⅢ inacomplexmixture.Thedatashowedthatalow

limitdetectionof0.74×10
-15
gwasobtainedwithtandemmassspectrometryforthedoublychargedanions

(m/z387), showingthatelectrosprayionizationtandemmassspectrometryisausefultoolforthestudyand

detectionofarsenazoⅢ.

Keywords　arsenazoⅢ , ESI, tandemmassspectrometry
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