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摘要!酰胺键是一种广泛存在的重要化学键#既是构建蛋白质和多肽的核心#也是多种药物分子的活性

中心*近年来#基于电化学的酰胺化反应以高选择性,环境友好等优势受到广泛关注#然而#受限于反应

过程的复杂性以及缺乏适当的分析技术#其原位监测和机理研究却鲜有报道*本研究通过在纳升电喷

雾喷针尖端集成金属工作电极的方式构建了一种新型耦合接口#实现了电化学与质谱的在线联用*基

于该技术原位监测了以三苯基膦为缩合剂的芳伯胺酰胺化反应过程#并实现了其中多种关键中间体#特

别是一些短寿命自由基中间体的鉴定*该电化学
>

质谱耦合接口具有延迟低,样品耗量小,制备简单等

优点#有望成为电有机合成反应快速筛选和机理研究的重要工具*

关键词!酰胺化反应)自由基中间体)原位质谱)三苯基膦
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酰胺键是构筑各类生物活性分子的重要化

学键#其广泛存在于多肽,蛋白质,临床批准的

合成及天然药物中#例如利多卡因,扑热息痛,

阿托伐他汀,吗氯贝胺,卡托普利,乙酰唑胺,帕

纳替尼,甲氨蝶呤,曲美苄胺,青霉素,氯霉素类

药物*酰胺键具有独特的化学结构和性质&

8

%氮原子为
'

S

6 杂化#孤对电子所在的
S

轨道

与羰基形成
S

>

"

共轭#因此#其
3

-

G

键具有部

分双键特征)

6

%整个酰胺键呈平面几何结构#

与酰胺相连的基团之间可呈反式$

10&'4

%或顺

式$

7%4

%构象)

?

%酰胺键中的羰基和氨基可分别

作为氢键受体和氢键给体与靶蛋白形成复杂的

氢键相互作用!

8

"

*除作为重要的药效团#酰胺

键也常被用作各类化学偶联的连接化学键#在

生化传感探针构建中应用广泛!

6

"

*因此#研究

酰胺键的构建方法与机理具有重要意义*

酰胺键的构建除采用羧基$-

3PPF

%与氨

基$-

GF

6

%在高温下直接缩合外#更常见的策

略是使用酰卤,酰基叠氮化合物,酸酐,活性酯

等活性前体化合物反应生成!

?

"

*其中#应用最

广泛的是活性酯法#常见的缩合试剂$如磷正离

子,脲正离子等%均是通过生成活性酯而最终形

成酰胺键!

:

"

*近年来#利用单电子转移$

'+#

T

.$

$.$*!(%#!("#'/$(

#

4BR

%的电化学氧化或电化

学还原过程#通过产生自由基等活泼中间体促

使合成反应在温和条件下平稳进行#有机电化

学合成已成为一种高效,高选择性的绿色合成

方式*例如#

G"

T

"0"("

等!

<

"利用三苯基膦存在

情况下的电化学酰胺化反应实现了多种药物分

子$如亮丙瑞林%的高选择性合成#但受限于反

应的复杂性以及电化学反应产生的自由基活泼

中间体的短寿命特性#对该电化学酰胺化反应

中自由基中间体形成的实验证据及其超快转化

过程的解析仍具有挑战性*

电化学反应监测常用的方法有紫外
>

可见

光谱法!

@

"

,瞬态吸收光谱法!

;

"

,核磁共振波谱

法!

=>9

"

,电子顺磁共振波谱法!

87

"等*虽然光谱

法在反应中间体监测方面有较深入的发展#但

在直接同时检测多种反应物,中间体,最终产物

及副产物#特别是在瞬态中间体的形成与转化

动态过程等方面仍存在一定的局限性*质谱法

通过测量质荷比能够实现多个物质的同时免标

6?8
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记,高灵敏测定#利用串联质谱技术能够获取关

于电生成物种#特别是自由基中间体的结构信

息*在化学反应在线监测方面#已报道多种基

于解吸附电喷雾离子化质谱$

XB4J>O4

%

!

88>8<

"

,

萃取电喷雾离子化质谱$

BB4J>O4

%

!

8@>67

"

,纳升

电喷雾质谱$

#B4J>O4

%

!

68>6<

"

,超声喷雾离子化

质谱$

44J>O4

%

!

6@>?7

"等装置的接口*例如#

A+&

等!

?8

"报道了使用纳升解吸电喷雾电离$

#"#%>

XB4J

%装置实现电化学与质谱的在线联用#但

受限于
#"#%>XB4J

较慢的流体输运过程#其仅

能实现电化学反应产物以及部分长寿命中间体

的质谱检测*

本工作拟开发一种新的电化学
>

质谱联用

接口#以实现电化学反应中瞬态中间体的直接

质谱检测#并研究这些活泼中间体的形成与转

化动态过程#希望为电化学反应的机理研究及

电有机合成反应的快速筛选提供参考*

;

!

实验部分

;<;

!

仪器与装置

ARa>P(\+!("

S

$̂.%'

质谱仪&美国
R0$(2%

L+'0$(4*+$#!+/+*

公司产品#配有
W*".+\&(

型数

据处理系统)微量上样器&德国
B

SS

$#)%(/

股份

公司产品)

I>6777

玻璃管拉制仪&美国
4&!!$(

J#'!(&2$#!

公司产品)

KK4;77>@

(

H

电子束蒸

发镀膜仪&成都南光机器有限公司产品*

;<=

!

样品与试剂

三苯基膦$纯度
"

99c7d

%,对甲基苯甲酸

$纯度
9=d

%,苄胺$纯度
99d

%,磺胺噻唑$纯度

9=d

%,六氟异丙醇$纯度
99c<d

%&上海麦克林

生化股份有限公司产品)二氯甲烷$纯度
99c9d

%&

上海泰坦科技股份有限公司产品*

以二氯甲烷$

3F

6

3.

6

%

>

六氟异丙醇$

FLJI

%

溶液$

6i8

#

G

(

G

%作为空白溶剂*分别称取

822%.

(

A

三苯基膦,对甲基苯甲酸,苄胺,磺胺

噻唑溶液#加入空白溶剂#配制成
82%.

(

A

样品

溶液*

;<>

!

电化学
H

质谱联用接口的制备与表征

本研究开发的电化学
>

质谱联用接口示于

图
8"

*该集成化接口由
8

根喷镀金属薄层的

玻璃毛细管构成#其同时作为微型电化学反应

池和电喷雾电离的喷针*使用
8

台配备有二氧

化碳激光的微电极拉制仪拉制玻璃毛坯管$外

径
8c7722

#内径
7c<=22

#长度
87c7*2

%#可

得到所需开口直径约
6

#

2

的锥形空白喷针#

示于图
8\

*然后#使用电子束蒸发镀膜仪完成

毛细管外表面和针尖内壁上金属铂的蒸镀#即

得镀铂喷针#其中#针尖内金属镀层的元素表征

结果示于图
8*

*

;<?

!

电化学
H

质谱联用装置

电化学
>

质谱联用装置的接口针尖外表面

的金属镀层与高压电源连通以驱动电喷雾电离

过程)针尖内的金属镀层与针尖外表面的金属

镀层也呈连通状态#且直接作为电化学反应的

工作电极*因此#通过施加高电压可以同时驱

动针尖上的电喷雾过程与电化学反应过程#且

图
;

!

电化学
H

质谱联用装置示意图"

%

#%镀铂喷针尖端扫描电镜图"

7

#和内壁元素表征图"

*

#

C#

D

E;

!

F*.(G%)#*#//L2)4%)#"+",).(*"G7#+%)#"+",(/(*)4"*.(G#2)4

9

%+!G%222

&

(*)4"G()4

9

"

%

#%

2*%++#+

D

(/(*)4"+G#*4"2*"

&9

",%R)H!(*"4%)(!#"+(G#))(4

"

7

#

%+!#)2(/(G(+)*.%4%*)(4#I%)#"+

"

*

#
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毛细管针尖内电化学反应产生的物质能够快速

地转移至喷雾液滴中#经历去溶剂过程而完成

离子化#并最终被质谱检测*

;<K

!

质谱条件

ARa>P(\+!("

S

质谱仪正离子模式#质量扫

描范围
!

(

"<7

!

<77

)毛细管温度
6;<e

)喷雾

电压
7c<

!

8c<_̂

)最大离子注入时间
<72'

$全扫描模式%)二级质谱分析所用的碰撞诱

导解离$

3JX

%参数为标准化碰撞能量
6<d

!

?<d

*质谱测试前#使用微量上样器将约

67

#

A

样品灌注镀铂喷针#并置于质谱入口前#

其中#针尖前端与质谱入口的距离约
<22

*使

用正离子模式时#将质谱仪内置的正高压电源

通过导线与毛细管外表面的金属镀层相连#施

加高电压即可触发针尖内的电化学氧化反应和

电喷雾电离过程#进而完成针尖内电化学氧化

反应的原位质谱分析*

=

!

结果与讨论

=<;

!

苄胺的电化学酰胺化反应原位质谱分析

电喷雾电离过程可被看作电化学反应过

程*为验证镀铂喷针进行原位电化学反应的能

力#本研究考察了空白喷针和镀铂喷针分析三

苯基膦溶液的情况#结果示于图
6

*使用空白

喷针进行电喷雾电离质谱分析时#三苯基膦样

品产生
!

(

"6@?c79=<

质谱峰#示于图
6"

*根

据精确质量数分析#其为三苯基膦的加氢峰$即

!

II0

?

bF

"

b

#分子式为!

3

8=

F

8<

IbF

"

b

#理论质

荷比为
6@?c79=:

#质量偏差
$

!g7c82&

%*

进一步对
!

(

"6@?c79=<

进行
3JX

分析#结果

示于图
6\

*根据三苯基膦的分子结构#并结合

精确质量数分析#对主要的碎片离子进行结构

确认*其中#

!

(

"6@6c7977

是母离子丢失
8

个

氢原子$

F

%后形成的)

!

(

"8=<c7:96

是母离子

同时丢失
8

个苯基$

3

@

F

<

%和
8

个
F

后形成的)

而
!

(

"87=c7869

则是母离子同时丢失
6

个

3

@

F

<

和
8

个
F

后得到的*以上碎裂形式均与

三苯基膦的分子结构吻合*

使用镀铂喷针得到的三苯基膦溶液质谱图

示于图
6*

*与空白喷针相比#出现了
!

(

"

6@6c797<

谱峰#根据精确质量数#推测其为三

苯基膦的自由基阳离子$即!

II0

?

"

+

b

#分子式

为!

3

8=

F

8<

I

"

+

b

#理论质荷比为
!

(

"6@6c797@

#

$

!gY7c82&

%*该自由基阳离子的形成主

要源自电喷雾电离过程中三苯基膦分子在喷针

尖端内金属铂层上的单电子转移电化学氧

化*使用串联质谱对该阳离子自由基结构进

行确认#结果示于
6)

*其中#

!

(

"6@8c7=6<

是母离子丢失
8

个
F

形成的)

!

(

"8=:c7:?:

是

母离子同时丢失
8

个
3

@

F

<

和
8

个
F

形成的)

图
=

!

使用空白喷针得到的三苯基膦质谱图"

%

#和
(

&

)=N>

二级质谱图"

7

#%

使用镀铂喷针得到的三苯基膦质谱图"

*

#和
(

&

)=N=

二级质谱图"

!

#

C#

D

E=

!

-%222

&

(*)4LG",RR.

>

L2#+

D

%7%4(#"+(G#))(4

"

%

#

%+!-F

&

-F2

&

(*)4LG",(

&

)=N>

"

7

#%

G%222

&

(*)4LG",RR.

>

L2#+

D

%R)H!(*"4%)(!#"+(G#))(4

"

*

#

%+!-F

&

-F2

&

(*)4LG",(

&

)=N=

"

!

#
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!

(

"8=?c7?<;

可能是
!

(

"8=:c7:?:

继续失去

8

个
F

后形成的)

!

(

"87=c7867

是母离子丢失

6

个
3

@

F

<

形 成 的*此 外#还 观 察 到
!

(

"

8<<c7=<:

谱峰#其可能为母离子丢失!

3

@

F

:

I

"

碎片形成的)

!

(

";9c7<?=

可能为母离子丢失

!

3

86

F

=

I

"碎片形成的*可以看出#在相同的

3JX

能量下#三苯基膦自由基产生了丰富的碎

片离子#其碎裂模式与其加氢峰不同#主要体现

在!

3

@

F

:

I

",!

3

86

F

=

I

"等中性丢失过程*对三

苯基膦自由基阳离子的成功检测#表明了本研

究的镀铂喷针具有监测电化学反应过程的能

力#能够实现原位质谱分析电氧化反应产生的

自由基中间体*

为进一步研究三苯基膦对羧基的活化过

程#在相同实验条件下#向已含有三苯基膦溶液

的空白喷针和镀铂喷针中加入等摩尔质量的对

甲基苯甲酸#其结果示于图
?

*可以看出#加入

对甲基苯甲酸后#空白喷针和镀铂喷针的谱图

中均出现了
!

(

"8?;

谱峰#其为对甲基苯甲酸

的加氢峰$即!

:>2$!0

5

.\$#]%+*"*+)bF

"

b

#分子

式为 !

3

=

F

=

P

6

b F

"

b

#理 论 质 荷 比 为
!

(

"

8?;c7<9;

#

$

!g7c:2&

%*与空白喷针相比#在

镀铂喷针的质谱图上还观察到
!

(

"?9;c8?<9

谱峰*根据精确质量数分析#其为对甲基苯甲

酸与三苯基膦进行电化学氧化反应得到的活性

酯中间体$即$$

:>2$!0

5

.\$#]%

5

.

%

%U

5

%

!(+

S

0$>

#

5

.

S

0%'

S

0%#+&2

#分子式为!

3

6@

F

66

P

6

I

"

b

#理论

质荷比为
!

(

"?9;c8?<6

#

$

!g7c;2&

%*对

活性酯中间体进行串联质谱
3JX

模式分析#结

果示于图
?*

*其中#

!

(

"6;9c79?8

和
889c7:9?

是该活性酯中间体酯键断裂后形成的)

!

(

"

6@?c79=6

则是母离子
I

-

P

键断裂后形成的#

即三苯基膦的质子化离子#其碎裂形式与其分

子结构吻合*

本实验进一步研究电化学反应产生的活性

酯中间体与氨基的反应#向三苯基膦
>

对甲基苯

甲酸溶液中加入苄胺#原位质谱分析结果示于

图
:

*由于苄胺的加入#质谱图中出现了
!

(

"

87=c7=87

谱峰#为苄胺的加氢峰$即!

\$#]

5

.>

"2+#$bF

"

b

#分子式为!

3

;

F

9

GbF

"

b

#理论

质荷比为
!

(

"87=c7=7=

#

$

!g7c62&

%#示于

图
:"

*除苄胺信号#在使用镀铂喷针所得的质

谱图中还观察到酰胺化反应产物的信号峰
!

(

"

图
>

!

使用空白喷针"

%

#和镀铂喷针"

7

#得到的

三苯基膦
H

对甲基苯甲酸混合溶液的质谱图%

(

&

)>ST

二级质谱图"

*

#

C#

D

E>

!

-%222

&

(*)4%",G#J(!2"/L)#"+",RR.

>

%+!

?HG().

9

/7(+I"#*%*#!L2#+

D

#"+(G#))(42

",7%4(

"

%

#

%+!R)H!(*"4%)(!

"

7

#%

-F

&

-F2

&

(*)4LG",(

&

)>ST

"

*

#

66@c866<

$即!

B>\$#]

5

.>:>2$!0

5

.\$#]"2+)$b

F

"

b

#分子式为!

3

8<

F

8<

GPbF

"

b

#理论质荷比

为
!

(

"66@c866@

#

$

! g Y7c8 2&

%#示于

图
:\

#进一步的串联质谱分析结果示于图
:*

#

可以看出碎裂主要发生在酰胺键位置*其中#

!

(

"889c7<77

和
87@c7@<=

是母离子酰胺键断

裂后产生的#

!

(

"98c7<:=

可能为
!

(

"889c7<77

丢失
8

分子
3P

后形成的苄基碳正离子*需要

指出的是#在使用空白喷针所得的三苯基膦
>

对

甲基苯甲酸
>

苄胺质谱图中未见酰胺化反应产

物的质谱峰#表明电化学在该酰胺化反应中具

有重要作用*
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图
?

!

使用空白喷针"

%

#和镀铂喷针"

7

#得到的

三苯基膦
H

对甲基苯甲酸
H

苄胺混合溶液的

质谱图%

(

&

)==N

二级质谱图"

*

#

C#

D

E?

!

-%222

&

(*)4%",G#J(!2"/L)#"+",RR.

>

%

?HG().

9

/7(+I"#*%*#!%+!7(+I

9

/%G#+(L2#+

D

#"+

(G#))(42",7%4(

"

%

#

%+!R)H!(*"4%)(!

"

7

#%

-F

&

-F2

&

(*)4LG",(

&

)==N

"

*

#

!!

根据上述实验结果#推测三苯基膦电化学

氧化介导的苄胺酰胺化反应机理示于图
<

*首

先#三苯基膦分子在阳极上发生单电子氧化形

成阳离子自由基$!

II0

?

"

+

b

%)然后#其作为缩

合剂与对甲基苯甲酸上的羧基反应#期间进

一步在阳极上发生单电子,单质子转移的氧

化反应#形成活性酯中间体)最后#活性酯中

间体与苄胺的氨基反应脱去
8

分子三苯基氧

膦$

I0

?

I P

%#形成相应的酰胺化产物*通过

原位监测上述酰胺化反应中关键中间体$如三

苯基膦自由基,活性酯中间体等%的形成与转化

过程#为
G"

T

"0"("

等!

<

"提出的反应机理提供了

直接的实验证据支持*

=<=

!

磺胺噻唑电化学酰胺化反应原位质谱分析

磺胺类药物为人工合成的抗菌药#临床使

用已超过
<7

年#具有抗菌谱广,性质稳定,使用

简便等优点*其中#磺酰胺基对位上的游离氨

基是抗菌活性的必需基团#若该游离氨基被酰

胺化#则通常会失去抗菌活性*因此#制备用于

特殊病灶的磺胺类药物需要进行前药修饰$如

酰胺化修饰%#以增加药物稳定性,延长药物作

用时间,提高药物选择性*以酞磺胺噻唑为例#

游离氨基的酰胺化使其成为主要作用于肠道感

染的抗菌药*该化合物在肠道内被水解为游离

氨基#进而产生抑菌作用#常用于治疗细菌痢

疾!

?6

"

*用传统方法合成酞磺胺噻唑需要将磺

胺噻唑与苯酐进行酰化反应#但这一过程往往

图
K

!

苄胺的电化学酰胺化反应机理

C#

D

EK

!

R4"

&
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需要较长的反应时间#并涉及复杂的步骤*鉴

于此#利用原位质谱技术探究磺胺噻唑$

4R

%的

电化学酰胺化反应发生的可能性*

本实验分别使用空白喷针和镀铂喷针分析

磺胺噻唑
>

对甲基苯甲酸
>

三苯基膦的混合溶

液#考察电化学酰胺化的反应情况#结果示于

图
@

*由于磺胺噻唑的加入#谱图中均出现了

其加氢峰
!

(

"6<@c7687

$即!

4RbF

"

b

#分子

式为!

3

9

F

9

G

?

P

6

4

6

bF

"

b

#理论质荷比为
!

(

"

6<@c7679

#

$

!g7c82&

%*使用镀铂喷针在

!

(

"?;:c7@?8

处观察到新的谱峰#根据精确

质量数#推测其是磺胺噻唑酰胺化产物的加

氢峰$即!

:>2$!0

5

.>B>

$

:>

$

B>

$

!0+"]%.>6>

5

.

%

'&.>

/"2%

5

.

%

S

0$#

5

.

%

\$#]"2+)$bF

"

b

#分子式为

!

3

8;

F

8<

G

?

P

?

4

6

bF

"

b

#理论质荷比为
!

(

"

?;:c7@6=

#

$

!g7c?2&

%#示于图
@\

*串联质

谱结果验证了该酰胺化产物的形成#示于

图
@*

*其中#

!

(

"?<=c7?8=

是母离子同时丢失

8

个
3F

?

和
8

个
F

形成的)

!

(

"?:<c7@7?

是

母离子同时丢失
8

个
3F

和
8

个
P

形成的)

!

(

"6;@c7@9=

是母离子失去!

3

?

F

6

G

6

4

"碎片

后形成的)

!

(

"8<@c788:

是
!

(

"6;@c7@9=

碎

片离子的酰胺键断裂#进一步丢失!

3

=

F

;

P

"

碎片和
8

个
F

形成的#其中!

3

=

F

;

P

"碎片对

应图
@*

中
!

(

"889c7:97

)

!

(

"689c7<@=

可

能是母离子丢失!

3

@

F

<

GP

6

4

"碎片形成的)

!

(

"678c7:=8

可能是碎片离子
!

(

"689c7<@=

上的羰基发生酮式
>

烯醇式互变#进一步丢失

8

分子
PF

和
8

个
F

形成的*此外#在图
@*

中还观察到
!

(

"87=c7::8

谱峰#可能是碎片

离子
!

(

"8<@c788:

失去
8

分子
4P

后产生的

!

3

@

F

@

GP

"

b

#这与
X&

等!

??

"的报道一致*

根据上述实验结果推测的电氧化三苯基

膦介导的磺胺噻唑酰胺化反应机理示于图
;

*

首先#电氧化三苯基膦形成的!

II0

?

"

+

b与对

甲基苯甲酸上的羧基反应#同时在阳极上进

一步发生单电子,单质子转移的氧化反应#形

成活性酯中间体)随后#活性酯中间体与磺胺

噻唑的氨基反应#脱去
8

分子三苯基氧膦

$

I0

?

I P

%#最终形成相应的酰胺化产物*

利用镀铂喷针的原位电化学
>

质谱监测能力#

成功验证了电氧化三苯基膦介导的磺胺噻唑

酰胺化反应的可能性#为后续磺胺类药物的

酰胺化修饰提供了思路*

图
N

!

使用空白喷针"

%

#和镀铂喷针"

7

#得到的三苯基膦
H

对甲基苯甲酸
H

磺胺噻唑混合溶液的质谱图%以及
(

&

)>T?

二级质谱图"

*

#
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D
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!
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&
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/7(+I"#*%*#!%+!
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"

*

#

;?8

第
8

期
!!

羊
!

雪等&电化学酰胺化反应中间体的原位质谱分析



图
T

!

磺胺噻唑酰胺化机理

C#

D

ET

!

R4"

&

"2(!G(*.%+#2G",2L/,%).#%I"/(%G#!%)#"+

>

!

结论

本研究通过在纳升电喷雾电离的喷针尖端

集成金属工作电极的方式#构建了一种新型的

电化学
>

质谱联用接口#实现了对电化学反应的

原位质谱监测*通过在线监测一系列以三苯基

膦为缩合剂的芳伯胺酰胺化反应过程#该装置

接口的适用性得到了较好验证#特别是对多种

关键中间体$如三苯基膦阳离子自由基,活性酯

中间体等%的质谱鉴定#首次为
G"

T

"0"("

等提

出的反应机理提供了直接的实验证据*此外#

利用该原位质谱方法成功验证了磺胺噻唑酰胺

化反应的可能性#为磺胺类药物的酰胺化修饰

提供了思路*该电化学
>

质谱耦合接口具有延

迟低,样品耗量小,制备简单等优点#有望成为

电有机合成反应快速筛选和机理研究的重要

工具*
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