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中间体的原位质谱分析
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摘要!脂质结构决定生物功能#对不饱和脂质
3 3

双键异构体的鉴定面临着挑战*直接的氮
>

甲基

$

B>O$

%氮杂环丙烷化反应可以对不饱和脂质双键进行衍生#通过与串联质谱结合可实现不饱和脂质双

键位置的解析*然而#目前
B>O$

氮杂环丙烷化反应机理研究尚缺乏中间过程的直接证据*本工作采

用一种基于
)

毛细管的纳升静电喷雾离子化质谱$

#B4R14J>O4

%分析装置#研究不饱和磷脂酰胆碱的

氮杂环丙烷化反应过程#捕获并鉴定了反应过程中的关键中间体#为阐明氮杂环丙烷化反应机理提供了

直接证据*

关键词!质谱$

O4

%)化学反应中间体)氮杂环丙烷化反应)双键位置鉴定
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脂类物质是一类重要的生物分子#在生物

系统中发挥着关键作用!

8>6

"

#它们不仅是生物膜

的重要组成成分#还在能量储存,信号转导等生

物过程中扮演着重要角色!

?>:

"

*不饱和脂质是

包含
8

个或多个碳
>

碳双键的脂质亚类#脂质双

键的位置对其结构和功能有着重要影响#精确

解析脂质双键异构体是深入理解不饱和脂质生

物学功能的前提!

<

"

*质谱$

2"'''
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$*!(%2$!(
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#

O4

%是分析脂质结构的有力工具!

@>;
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*有研究

表明#烯烃的臭氧分解反应!

=

"

,

I"!$(#%>Mm*0+

反应!

9

"

,环氧化反应!

87

"

,交叉复分解反应!

88

"等

均可用于脂质双键的活化和衍生#结合串联质

谱可进行双键位置异构体的分析*其中#烯烃

的氮杂环丙烷化反应是最新发现的一种脂质双

键衍生方法!

86>8:

"

*

烯烃的氮杂环丙烷化反应是合成氮丙啶化

合物的经典反应#通常使用催化剂将氮烯转移

到
3 3

键上!

8<>8@

"

*最近#研究人员开发了一

系列高效的
E0

$

(

%

>

催化氮杂环丙烷化反应#

利用不同的胺化试剂从未活化的烯烃中直接制

备氮丙啶!

8;>8=

"

*本课题组前期研究!
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"表明#

B>

甲基
>I>

$

6

#

:>

二硝基苯基%羟胺 $

B>O$>

XIF

%可在双!$

!

#

!

#

!

J

#

!

J>

四甲基
>8

#

?>

苯二丙

酸%铑"$

E0

6

$

$'

S

%

6

%催化剂的催化下与脂质双

键高效反应生成
B>

甲基氮丙啶结构#该反应条

件温和#对脂质双键进行衍生后可生成具有

高质子亲和势的氮丙啶结构#实现了脂质双

键位置异构体的高灵敏分析鉴定*对于直接

的
B>O$

氮杂环丙烷化反应#先前仅通过计算

化学法推测
E0

6

$

$'

S

%

6

催化下
B>O$>XIF

与

烯烃的氮杂环丙烷化反应机理#但铑
>

氮烯中

间体的存在尚未得到直接验证!

8;

"
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本工作拟利用
)

型毛细管代替常规纳升静

电喷雾离子化质谱$

#B4R14J>O4

%装置中的普

通玻璃毛细管!

89>67

"

#使
)

毛细管两侧的溶液在

电喷雾时进行在线混合和反应#然后进入质谱

分析#以便捕获反应过程中的短寿命中间体*

同时#以
B>O$>XIF

为胺化试剂#磷脂酰胆碱

$

I38=i8

(

8=i8

%为代表性底物#研究
B>O$

氮杂环丙烷化反应的中间过程#希望为阐明氮

杂环丙烷化反应机理提供数据支持*

;

!

实验部分

;<;

!

主要仪器与装置

P(\+!("

S

B.+!$ARaWA

高分辨质谱仪&德

国
R0$(2%L+'0$(4*+$#!+/+*

公司产品#配有

W*".+\&(:c8

数据处理系统)

XX4

数字合成函

数信号发生器&中国国睿安泰信公司产品)

87F 1̂6:

高压放大器&美国
1)["#*$)B#$(

T5

公司产品)

6:^

直流电源&广东粤海电子公司

产品)

I>9;

拉针仪&美国
4&!!$(

公司产品*

;<=

!

主要材料与试剂

磷脂酰胆碱
I3?@i6

$

8=i8

$

$

9

%(

8=i8

$

$

9

%%,

I3?:i8

$

8@i7

(

8=i8

$

$

9

%%&美国

1["#!+I%."(A+

S

+)'

公司产品)三氟乙醇$

RLB

%&

纯度为
99c9d

#北京伊诺凯科技有限公司产品)

B>O$>XIF

,

E0

6

$

$'

S

%

6

&上海毕得医药科技有限

公司产品)

)

毛细管&美国
F"(["()1

SS

"("!&'

公司产品*

;<>

!

实验方法

使用拉针仪拉制毛细管#制备适用于

#B4R14J>O4

的
)

毛细管$

8c<22o7c8?22o

7c8;22

%#使其一端呈尖锐形状#作为反应底

物的容器和
#B4R14J>O4

的发射器*拉针仪

参数条件为&

FB1Rg<6?

#

IQAAg8<

#

B̂Ag

8:

#

RJOBg8<7

*实验时#将
)

毛细管固定在

适配台上#使其尖端正对质谱仪的离子进样口#

距离约
=22

)毛细管尖端的下方放置
8

个垂直

向上的圆形盘铂电极$外层为聚四氟乙烯材料#

内部铂电极直径为
622

%#毛细管与电极的距

离约
<22

)电极与脉冲高压装置$方波#频率

?=<F]

#电压
=_̂

%相连#从而在毛细管下方产

生脉冲高压电场*检测样品时#在
)

毛细管两

侧通道各装入
87

#

A

对应底物溶液#打开脉冲

高压电源#毛细管尖端会形成静电喷雾使分析

物离子化后进入质谱分析#喷雾持续时间在

62+#

以上*

;<?

!

质谱条件

正离子模式#质量扫描范围
!

(

"877

!

6777

#

最大离子注入时间
8772'

#分辨率
@7777

*

=

!

结果与讨论

=<;

!

基于
!

毛细管的纳升静电喷雾离子化质

谱分析装置的构建

基于
)

毛细管的
#B4R14J>O4

分析装置

示意图示于图
8

*当打开高压电源时#在
)

毛

细管和质谱仪进样口之间形成强大的脉冲电

场#导致静电电荷在毛细管尖端裸露的溶液表

面累积*有研究!

68

"表明#当溶液表面的电荷累

积过多时#表面张力将不足以阻止带电液滴形

成喷雾#此时会突然形成静电喷雾使溶液中的待

测分子离子化而被质谱检测*

)

毛细管两侧的

溶液会同时受到静电场的作用而喷射出来#并在

管口处混合*因此#如果两侧装有不同的反应试

剂#可以监测溶液在线混合后的反应过程*

图
;

!

基于
!

毛细管的纳升

静电喷雾离子化质谱装置示意图

C#

D

E;

!

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

&

4%

9

#"+#I%)#"+HG%222

&

(*)4"G()4

9

!(M#*(7%2(!"+

!

*%

&

#//%4

9

在
)

毛细管两侧分别装入
RLB

和
822%.

(

A

I3?@i6

溶液#打开电源后#可以稳定地观测

到
I3?@i6

的质谱图#其中
!

(

";=@c@7?7

,

=7=c<=6?

分别是
I3?@i6

的质子化离子和钠

离子加合离子#初步验证了该装置的可行性#示

于图
6"

*然后#测试该装置对
6

种溶液的检测

能力#当在
)

毛细管两侧分别装入
822%.

(

A

I3?:i8

,

I3?@i6

溶液时#可同时观测到

6

种物质的质谱峰#

!

(

";=6c<@;9

,

=7=c<=8<

分

8<8
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别是
I3?:i8

,

I3?@i6

的钠离子加合峰#示于

图
6\

*该
)

毛细管
6

个通道中的分析物可在喷

雾离子化过程中混合#然后进入质谱检测#大大

缩短了
6

种反应物混合后的停留时间#为成功捕

获反应过程中短寿命中间体提供了条件*

=<=

!

不饱和脂质的直接
+H-(

氮杂环丙烷化

反应过程中间体研究

以
I3?@i6

和
B>O$>XIF

为反应物#

E0

6

$

$'

S

%

6

为催化剂#研究不同混合模式下的

B>O$

氮杂环丙烷化反应过程*根据文献!

8;

"

推测的氮杂环丙烷化反应机理#

I3?@i6

的

B>O$

氮杂环丙烷化反应可能的中间过程示于

图
?

*首先#

B>O$>XIF

与催化剂
E0

6

$

$'

S

%

6

反应生成铑
>

氮烯中间体
8

#同时失去
8

分子二

硝基苯酚)然后#中间体
8

与
I3?@i6

的双键

作用#形成含有第
8

个
3YG

键的三元双自由

基中间体
6

)最后#形成第
6

个
3YG

键#

E0YG

键断裂#生成含
8>

甲基氮丙啶结构的产物*其

中#中间体
8

和中间体
6

是该反应可能的中间

体#但尚缺乏直接证据*

用
)

毛细管
#B4R14J>O4

装置研究反应

过程*在第
8

种混合模式下#以
RLB

为溶剂#

将催化剂
E0

6

$

$'

S

%

6

与
B>O$>XIF

溶液预混

合#使二者浓度分别为
7c8

,

822%.

(

A

#装入
)

毛细管的一侧#将
822%.

(

AI3?@i6

溶液装

入另一侧#然后进行
#B4R14J>O4

分析#结果示

注&

"c

)

毛细管两侧分别装入三氟乙醇和
I3?@i6

溶液)

\c

)

毛细管两侧分别装入
I3?:i8

和
I3?@i6

溶液

图
=

!

基于
!

毛细管的
+0FO6FPH-F

装置验证

C#

D

E=

!

X%/#!%)#"+",).(

!

*%

&

#//%4

9

H7%2(!+0FO6FP-F2()L

&

图
>

!

$.

=

"

(2

&

#

=

催化下
R5>NY=

与
+H-(H'R@

的氮杂环丙烷化反应可能的中间过程

C#

D

E>

!

R"22#7/(#+)(4G(!#%)(

&

4"*(22#+).($.

=

"

(2

&

#

=

H*%)%/

9

I(!

%I#4#!#+%)#"+4(%*)#"+",R5>NY=:#).+H-(H'R@
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于图
:

*在质谱图中仅观察到
I3?@i6

的质

子化峰$

!

(

";=@c@77;

%和钠离子加合峰$

!

(

"

=7=c<=6@

%#未检测到相关中间体和产物质

谱峰*

图
?

!

第
;

种混合模式下的
!

毛细管
+0FO6FP

质谱图

C#

D

E?

!!

5%

&

#//%4

9

H7%2(!+0FO6FPG%222

&

(*)4LG

#+).(,#42)G#J#+

D

G"!(

在第
6

种混合模式下#将
I3?@i6

与催

化剂
E0

6

$

$'

S

%

6

溶液预混合#使二者浓度分别

为
8

,

7c822%.

(

A

#装入
)

毛细管的一侧#将

822%.

(

AB>O$>XIF

溶液装入另一侧#然后

进行
#B4R14J>O4

分析#结果示于图
<

*可见#检

测到铑
>

氮烯中间体
8

的加氢峰$

!

(

";==c88;9

%

和加钠峰$

!

(

"=87c<=9@

%#氮杂环丙烷化产物

的加氢峰$

!

(

"=8<c@6;;

%#以及三元双自由基

中间体
6

的质子化离子峰$

!

(

"8<;?c;897

%*

通过对中间体
8

进行串联质谱分析#进一步确

证其结构#示于图
<*

*虽然
I3?@i6

含有
6

个双键#但仅单个双键发生反应的产物是主要

产物#且任一双键发生反应的产物质量数均相

同*此外#还检测到
6

个双键同时发生反应的

产物#其质子化离子峰为
!

(

"=::c@<66

#示

于图
<)

*虽然其强度仅为单个双键反应产物

的
87d

#但可为多个双键位置的同时鉴定提

供可能*

在第
?

种混合模式下#将
I3?@i6

与

B>O$>XIF

预混合#使其浓度均为
822%.

(

A

#

装入
)

毛细管的一侧#将
7c822%.

(

A

催化剂

E0

6

$

$'

S

%

6

装入另一侧#然后进行
#B4R14J>

O4

分析#结果示于图
@

*可见#检测到中间体

8

的加氢峰$

!

(

";==c88=@

%和加钠峰$

!

(

"

=87c<97<

%#以及产物的加氢峰$

!

(

"=8<c@6==

%#

表明在这种混合模式下可以发生反应#但产物

的量较少*

仅在第
8

种混合模式下未观察到中间体和

注&

"c

低质量区)

\c

高质量区)

*c

中间体
8

的二级质谱图)

)cI3?@i6

单个双键反应产物和
6

个双键反应产物质谱图

图
K

!

第
=

种混合模式下的
!

毛细管
+0FO6FP

质谱图

C#

D

EK

!!

5%

&

#//%4

9

H7%2(!+0FO6FPG%222

&

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

D

G"!(
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第
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产物#推测
B>O$>XIF

与
E0

6

$

$'

S

%

6

混合可能

会使催化剂失活#继而影响
B>O$>XIF

与
I3

?@i6

的进一步反应*同时#也体现了本工作

开发的具有在线混合反应功能的
)

毛细管

#B4R14J>O4

装置的优势*

注&

"c

低质量区)

\c

高质量区

图
N

!

第
>

种混合模式下的
!

毛细管
+0FO6FP

质谱图

C#

D

EN

!!

5%

&

#//%4

9

H7%2(!+0FO6FPG%22

2

&

(*)4%#+).().#4!G#J#+

D

G"!(

=<>

!

+H-(

氮杂环丙烷化反应用于脂质双键

位置的鉴定

B>O$

氮杂环丙烷化衍生可以在双键处生

成
8>

甲基氮丙啶结构#该结构在质谱碰撞诱导

解离$

3JX

%过程中容易发生断裂#生成指示双

键位置信息的碎片离子*本研究以
I3?@i6

为例#考察其氮杂环丙烷化产物的质子化离子

在
3JX

模式下的解离行为*衍生产物离子的

3JX>O4

(

O4

谱图示于图
;"

#出现了
6

个较高

的质谱峰
!

(

";<@c<<<8

和
@?6c<@6<

#分别是

产物离子失去磷酸胆碱头基末端的
G

$

3F

%

?

和整个磷酸胆碱头基得到的*同时#在
8>

甲基

氮丙啶结构处断裂得 到 的 碎 片 离 子
!

(

"

<7@c:68@

丰度较低*以上结果表明#相较于衍

生的氮丙啶结构#

I3

的磷酸胆碱头基在
3JX

过程中更易丢失*为得到相对丰度更高的双键

诊断离子#进一步对丢失头基的碎片离子
!

(

"

@?6c<@6<

进行
3JX

#得到
I3?@i6

衍生产物

的三级质谱图#示于图
;\

*在此条件下#氮丙

啶结构发生了明显碎裂#分别得到靠近酰基端

和甲基端的
3YG

键断裂生成的碎片离子
!

(

"

:;;c?9:?

和
<7@c:67=

*通过碎片离子质量可

以判断双键的位置在
$

9

位*由于
I3?@i6

另
8

条脂肪链上的双键位置也在
$

9

位#因此

无论是哪
8

个双键被衍生#得到的产物碎片离

子均相同*从衍生产物离子的二级和三级质

谱图上没有观察到指示其他双键位置信息的

离子#表明
I3?@i6

中没有双键在其他位置

的脂肪链*因此#推测
I3?@i6

的精确结构

是
I38=i8

$

$

9

%(

8=i8

$

$

9

%*

注&

"c3JX>O4

(

O4

谱图)

\c3JX>O4

?谱图)

*c

可能的碎裂途径

图
T

!

R5>NY=

氮杂环丙烷化衍生产物

用于
5 5

键位置的鉴定

C#

D

ET

!

U"*%)#"+#!(+)#,#*%)#"+",5 57"+!7

9

%I#4#!#+%)#"+

&

4"!L*)",R5>NY=

甲基取代的氮丙啶结构具有较高的质子亲

和势$

9?:c=_,

(

2%.

%

!

66

"

#因此#不饱和脂质进

行氮杂环丙烷化标记后#在电喷雾质谱分析中

具有较高的灵敏度#可以提高复杂体系中脂质
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双键异构体的鉴定效率*本课题组!

86

"研究表

明#

B>O$

氮杂环丙烷反应结合液相色谱
>

质谱

联用法可实现人血清中大量脂质异构体的鉴

定*将本研究的基于纳升静电喷雾离子化的直

接进样方法#与
B>O$

氮杂环丙烷化衍生反应

相结合#可用于复杂生物样本中脂质双键异构

体的鉴定*

>

!

结论

本工作使用基于
)

毛细管的纳升静电喷雾

离子化质谱分析装置#实现了不同反应物的在

线混合和质谱监测#通过研究不同混合模式下

的氮杂环丙烷化反应过程#直接观测到了

B>O$

氮杂环丙烷化反应过程中的铑
>

氮烯中间

体和三元双自由基中间体#为该反应机理的确

证提供了关键信息#该装置也为反应过程中短

寿命中间体的捕获和鉴定提供了有效方法*
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