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摘要"本实验以甲氧胺!

7AB

$和
!C

甲基
C!C

!三甲基硅烷$三氟乙酰胺!

78DEF

$为衍生化试剂"采用肟

化
C

硅烷化方法对
*)

种内源性甾体激素进行衍生"通过
G2

%

78

解析鉴定衍生产物结构"研究甾体激素

的衍生规律&结果表明"肟化
C

硅烷化反应可以提高甾体激素的信号"但孕酮!

H

$'雄烯二酮!

F8I

$'雌酮
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$'睾酮!
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$'皮质甾酮!
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$'可的松!
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$受共轭结构影响"产生多种同分异构体&(

7L?*

)

M 和

(

7L*N

)

M
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7L+"
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M和(

7L@)
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M可分别作为肟化和硅烷化反应的鉴定依据&在
O"P

"加热
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"

酮基与
7AB

的摩尔比为
*Q)"

是肟化反应的最佳条件&采用单反应离子检测!

8R7

$模式"衍生后甾

体激素的检测灵敏度可达
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T

"线性范围为
*
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)""
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S
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&该方法可为相关激素类成分的分析提供

检测技术支持&

关键词"气相色谱
C

质谱法!

G2

%

78

$#甾体激素#酮基#衍生

中图分类号"

A#N@'#?

!!!

文献标志码"

F

!!!

文章编号"

*""!C)++@

!

)"*+

$

"#C"!++C**

收稿日期"

)"*OC*)C*)

#修回日期"

)"*+C")C*!

基金项目"国家自然科学基金项目!

O*O@?*+?

$#吉林省科技发展计划项目!

)"*O"N)""#),U

$#吉林省中医药科技项目

!

)"*OIV"*

$#吉林省教育厅项目!

,,WU)"*+"!@?W,

$资助

作者简介"李
!

慧!

*+O!

*$"女!汉族$"辽宁大连人"助理研究员"从事质谱分析技术研究&

JC<04&

+

&43-4;5..460

#

*#?':%<

通信作者"吴
!

巍!

*+@!

*$"女!汉族$"吉林通化人"研究员"从事质谱分析技术研究&

JC<04&

+

X54X-

,

::-:<

#

*)#':%<

%&'

"

*"'@N?O

%

Y

9

Z[')"*O'"*N@

$()%

*

&+(,-.-(&!/&)

0

12-/'34('54('&+

&67+%&

8

-+&)1$(-/&'%9&/:&+-1;'(,!"

%

#$

T\U-4

*

"

)

"

E] -̂C

_

-0/

)

"

,\FAT4C&4

*

"

T\]83-C

=

4/

S

*

"

)

"

8A(GE5/

S

C.-4

)

"

`] 5̀4

*

!

*"#$%$&'$&()&

*

+,-.)/

0

"

12-&

*

,23&4&$5)6($7

0

8

9

12$&)():).$,$&)

"

12-&

*

,23&*?"**@

"

12$&-

#

)"12-&

*

,23&;&(7$737)8

9

+

<<

%$).12)/$(76

0

12$&)()+,-.)/

0

8

9

=,$)&,)(

"

12-&

*

,23&*?""))

"

12$&-

$

<=1(/4>(

+

!

8;5.%4a3%.<%/560.50b4/a%10&4

9

30;4:3

=

a.%:0.[%/:%<

9

%-/a6'D35

=

0.5

6

=

/;3564Y5a4/:5/;.0&%.

9

5.4

9

35.0&/5.>%-66

=

6;5< X34:30.5:%/64a5.5a06

9

%;5/;40&

[4%<0.b5.6'U4

S

365/64;4>4;

=

<5;3%aX06.5

c

-4.5a1%.6;5.%4a3%.<%/56a5;5:;4%/1%.

;354.

9

%%..56

9

%/6560/a&%X

9

3

=

64%&%

S

4:0&:%/:5/;.0;4%/6'G06:3.%<0;%

S

.0

9

3

=

C<066

6

9

5:;.%<5;.

=

!

G2

%

78

$

:%<[4/5aX4;3

9

.5C:%&-</a5.4>0;4Y0;4%/46:%<<%/&

=

-65a4/

a5;5:;4%/%1:%<

9

%-/a66-:3066;5.%4a3%.<%/56'\/;346X%.b

"

a5.4>0;4%/%1%Z4<0;4%/

:%/a4;4%/6X5.56;-a45a[065a%/*)6;5.%4a3%.<%/56'AZ4<0;4%/C64&

=

&0;4%/<5;3%aX06



0

99

&45a1%.;35a5.4>0;4Y0;4%/%1a53

=

a.%5

99

40/a.%6;5.%/5

!

IUJF

$"

a43

=

a.%;56;%6;5.%/5

!

IUD

$"

0/a.%6;5.%/5

!

FIT

$"

5

9

40/a.%6;5.%/5

!

J

9

40/

$"

9

.5

S

/5/%&%/5

!

H.5

S

$"

;56;%6C

;5.%/5

!

D

$"

56;.%/5

!

J*

$"

0/a.%6;5/5a4%/5

!

F8I

$"

:%.;4:%6;5.%/5

!

K

$"

:%.;46%/5

!

J

$"

9

.%

S

56;5.%/5

!

H

$

0/a0&&%

9

.5

S

/0/%&%/5

!

FH

$

'DX5&>55/a%

S

5/%-66;5.%4a3%.<%/56

X5.5

9

.%:5665aX4;3<5;3%Z

=

0<4/5

!

7AB

$

0/a!C<5;3

=

&C!C

!

;.4<5;3

=

&64&0/5

$

;.41&-C

%.%0:5;0<4a5

!

78DEF

$

'AZ4<0;4%/C64&0/4Y0;4%/.50:;4%/6X5.5:0..45a%-;%/b5;%/5

S

.%-

9

0/a3

=

a.%Z

=

&

S

.%-

9

65

9

0.0;5&

=

X34:3:%-&a0>%4a5/%&0;5.50:;4%/%1b5;%/5

S

.%-

9

' 3̀5/

9

.%:5665aX4;37AB

"

:30.0:;5.46;4:

9

50b6%1

(

7L?*

)

M

0/a

(

7L*N

)

M

X5.5%[65.>5a4/;355&5:;.%/[%<[0.a<5/;

!

5&5:;.%/C4<

9

0:;

"

J\

$

<0666

9

5:;.0

"

<04/&

=

a-5;%;35&%66%1

(*

A2U

?

)

0/a

(*

2U

?

)

S

.%-

9

6'D35.51%.5

9

50b6%1

(

7L?*

)

M

0/a

(

7L*N

)

M

:%-&a[5:%/64a5.5a06;354a5/;414:0;4%/1%.b5;%Z4<0;4%/'F;;3560<5;4<5

"

:30.0:;5.46;4:

9

50b6%1

(

7L@?

)

M

"(

7L+"

)

M

a-5;%;35&%66%1

(*

84

!

2U

?

$

?

)

%.

(*

A

*

84

!

2U

?

$

?

)

S

.%-

9

61.%<

(

7

)

M

X5.5%[65.>5a X35/6;5.%4a3%.<%/56 X5.5

1-.;35.64&

=

&0;5aX4;378DEF'H50b6%1

(

7L@?

)

M

0/a

(

7L+"

)

M

:%-&a[5:%/64a5.5a

06;35[06461%.3

=

a.%Z

=

64&

=

&0;4%/'H.5

S

"

IUJF

"

FH

"

FIT

"

J

9

40/

"

IUD

S

5/5.0;5a

64/

S

&5a5.4>0;4Y0;4%/X4;3

S

%%a

9

50b630

9

5'E%.;355Z46;5/:5%1:%/

_

-

S

0;5a

S

.%-

9

64/H

"

F8I0/aD6;.-:;-.56

"

46%<5.

9

.%a-:;6

S

5/5.0;5a01;5.a5.4>0;4Y0;4%/'D354%/

9

50b

630

9

5X06

9

%%.0/a/%465X0634

S

3'E%.K

"

0/aJ64Za5.4>0;4>56X5.5%[65.>5a4/50:3

a5.4>0;4>5601;5..50:;4%/'D35/%Z4<0;4%/:%/a4;4%/61%.5/a%

S

5/%-66;5.%4a3%.<%/56

X5.5%

9

;4<4Y5a'G2

%

78a5;5:;4%/<5;3%aX06%[;04/5a01;5.%

9

;4<4Y0;4%/0;O"P1%.

!"<4/X4;3;35<%&0..0;4%%1b5;%/5

S

.%-

9

;%7AB*Q)"' 4̀;365&5:;4>5.50:;4%/

<%/4;%.4/

S

<%a5

!

8R7

$"

;35a5;5:;4%/65/64;4>4;

=

&5>5&:%-&a0:345>5;%*

!

S

%

T

"

0/a

;35&4/50..0/

S

5X06*C)""

!

S

%

T' 3̀5/

9

.%:5665aX4;3%Z4<0;4%/0/a64&

=

&0;4%/

"

;35

.56

9

%/65>0&-56%16;5.%4a3%.<%/56X5.5

S

.50;&

=

4<

9

.%>5a'G2

%

78a5;5:;4%/ X4;3

%Z4<0;4%/C64&0/4Y0;4%/466-4;0[&51%.;35a5;5:;4%/%16;5.%4a3%.<%/56X4;3%-;:%/

_

-

S

0C

;5a

S

.%-

9

6'D3466;-a

=

:0/

9

.%>4a50a5;5:;4%/ <5;3%a1%.;350/0&

=

646%1.5&0;5a

3%.<%/0&:%<

9

%/5/;6'

.-

*

;&/%1

+

S

06:3.%<0;%

S

.0

9

3

=

C<0666

9

5:;.%<5;.

=

!

G2

%

78

$#

6;5.%4a3%.<%/5

#

b5;%/5

S

.%-

9

#

a5.4>0;4Y0;4%/

!!

甾体激素!

6;5.%4a3%.<%/56

$又称类固醇

激素"是一类四环脂肪烃化合物"在中枢或周围

神经系统中合成"被认为是潜在的生物标记物"

在抗炎'免疫调节'调节性功能'促进机体发育

等方面具有重要作用(

*C)

)

&甾体激素的含量极

低"检测响应值低"直接检测难度较大"对检测

手段的灵敏度要求较高"是医疗'环境'畜牧业

等领域研究的热点和难点(

?

)

&

甾体激素的检测常采用气相色谱
C

质谱法

!

G2

%

78

$"该方法的灵敏度高"可实现多种成分

同时检测(

!C@

)

&

G2

%

78

应用于甾体激素检测时

常需要对酮基和羟基进行衍生来提高样品的挥

发性"而酮基不含氢原子"是衍生反应的难点&

通常"酮基的衍生有烯醇化和肟化两种方法"其

中烯醇化的产物稳定性较差"应用范围有

限(

OC*"

)

#肟化反应是将酮基在一定条件下与羟胺

类物质进行亲核加成反应"生成肟类物质"产物

稳定性较好"同时
!C

的加成能够提高样品的信

号强度&虽然肟化反应应用较早(

**C*)

)

"但是对甾

体激素酮基肟化反应的研究报道较少&甾体激

素结构复杂"同系物多"在衍生过程中易产生异

构化"衍生条件对衍生效果有较大影响(

*?

)

&因

此"研究甾体激素的衍生过程具有重要意义&

本工作以
*)

种内源性甾体激素为研究对

象"以甲氧胺!
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和
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$

为衍生化试剂"研究其肟化规律&通过
G2

%

78

鉴定衍生物结构"推测衍生反应过程"考察衍生

反应条件"希望能够建立一种甾体激素的
G2

%

78

分析方法"为内源性甾体激素的
G2

%

78

分析

提供理论基础&
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实验部分
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仪器与试剂

DRF2J*?*"

气相色谱仪"

D8dO"""

三重

四极杆质谱仪+美国
D35.<%

公司产品#

7D(C

)O""I

氮吹浓缩装置+天津奥特赛斯仪器有限

公司产品#

8dH

电子分析天平+北京赛多利斯

科学仪器有限公司产品#

UC)KTJ(IJR

涡旋

混合器+上海精胜仪器有限公司产品#

UK*)"C8

金属浴+上海赛伯乐仪器有限公司产品&

脱氢 表 雄 酮 !
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IUD

$'

雄酮!
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FIT

$对照品+均为上海

源叶生物科技有限公司产品#表雄酮!

5

9

40/a.%6C

;5.%/5

"

J

9

40/

$'孕烯醇酮!

9

.5

S

/5/%&%/5

"

H.5

S

$

对照品+均为北京百灵威科技有限公司产品#睾

酮!

;56;%6;5.%/5

"

D

$'雌酮!

56;.%/5
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$'雄烯

二酮!
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F8I

$对照品+均为德

国
I.eJ3.5/6;%.15.G<[3

公司产品#皮质甾酮

!
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K

$'可的松!

:%.;46%/5

"

J

$对

照品+均为梯希爱化成工业发展有限公司产品#

孕酮!

9

.%

S

56;5.%/5
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H

$对照品+由中国食品药

品检定研究院提供#别孕烯醇酮!

F&&%

9

.5

S

/0/C

%&%/5

"

FH

$对照品+加拿大
DR2

公司产品&

二氯甲烷!色谱纯$+美国
,eDeK0b5.

公司

产品#甲氧胺盐酸盐+梯希爱化成工业发展有限

公司产品#

!C

甲基
C!C

三甲基硅基三氟乙酰胺+

北京百灵威科技有限公司产品#甲醇!色谱纯$+

美国
D5a40

公司产品&
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实验过程
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色谱条件
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色谱柱+
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$#载气为
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高纯
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"流速
*<T
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<4/

#升温程序+初始柱温

N"P

"以
*"P

%

<4/

升至
)""P

"然后以
NP

%

<4/

升至
)!NP

"保持
N<4/

"再以
*eNP

%

<4/

升至

)!OP

"保持
*<4/

#进样方式及进样量+全扫描

模式下分流比为
)"Q*

"

7R7

检测模式下不分

流进样"进样量
*

!

T

&

?@A@A
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质谱条件
!

J\

离子源#
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传输管温度

)O"P

#离子源温度
)O"P

&从
N<4/

起检测"

采用全扫描!

E-&&8:0/

$模式鉴定衍生物结构"

质量扫描范围
/

%

>N"

"

O""

"定量分析时采用

单反应离子检测!
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$模式&
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样品的衍生化方法
!

采用肟化结合硅烷

化处理甾体激素&精密称定各
*<

S

*)

种标准

对照品"用甲醇溶解后"精密量取
*""

!

T

"加入

7AB

的甲醇溶液"置于金属浴中避光进行肟化

反应"氮气吹干&在肟化反应瓶中加入
*)"

!

T

78DEF

"涡旋混合"置于
@" P

金属浴中避光

?"<4/

进行硅烷化反应"再次氮气吹干"加入

*<T

二氯甲烷涡旋复溶"过滤后待检测&

?@A@C

!

衍生条件的优化
!

为获得最佳的衍生

条件"本实验对肟化反应过程中的衍生温度'衍

生化试剂用量和衍生时间等因素进行了考察&

衍生温度+取
*""

!

T

浓度均为
*

S

%

T

的标

准溶液"加入
N"

!

T*"

S

%

T

的
7AB

甲醇溶液"

分别在
)N

'

!"

'

#"

'

O"

'

*""P

下衍生
?"<4/

#氮

气吹干后"加入
)""

!

T78DEF

"于
@"P

反应

?"<4/

"再次氮气吹干"用
*<T

二氯甲烷复

溶"过滤"进样&

衍生化试剂用量+取
*""

!

T

浓度为
*

S

%

T

的标准溶液"分别加入
?"

'

N"

'

#"

'

@"

'

O"

!

T

浓度

为
*"

S

%

T

的
7AB

甲醇溶液"使
7AB

与酮基的

比例分别为+

*"Q*

"

*#Q*

"

)"Q*

"

)?Q*

和

)@Q*

"在
O"P

下反应
?"<4/

#氮气吹干后"加

入
)""

!

T78DEF

"于
@"P

下反应
?"<4/

"用

二氯甲烷复溶"过滤"进样&

衍生时间+取
*""

!

T*

S

%

T

的
IUJF

溶

液"加入
#"

!

T7AB

溶液"于
O"P

下分别反应

?"

'

!"

'

N"

'

#"<4/

后"氮气吹干"再加入
)""

!

T

78DEF

"于
@"P

反应
?"<4/

"再次氮气吹干"

用二氯甲烷复溶"过滤"进样&

A

!

结果与讨论

A@?

!

甾体激素衍生物的质谱分析方法

肟化
C

硅烷化可以改变羟基和羰基的极性"

提高样品的挥发性&本实验通过肟化
C

硅烷化

两步反应对甾体激素进行衍生"肟化
C

硅烷化反

应的结构通式示于图
*

&

*"N
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图
?

!

甾体激素衍生反应结构通式

D'

8

E?

!

F-4>('&+6&/:)G4&6$(-/&'%1;'(,#HI4+%#$JD<

!!

结合
G2

%

78

图谱中提供的碎片离子信

息对衍生物的结构进行鉴定"以
J

9

40/

为例"

J

9

40/

的分子质量为
)+"-

"在
2?

位和
2*@

位

分别 存 在 *

AU

和
A

"可 能 发 生 硅 烷 化

!

D78

*$和肟化反应!

7A

*$&质谱图中检

测到
/

%

>?+*e!)

质谱峰"比原分子质量增加了

*"*-

"当酮基和羟基发生肟化和硅烷化后"比

原分子质量增加了!

)+M@)

$

-

&结合
J

9

40/

结

构"推测
/

%

>?+*e!)

可能为酮基和羟基发生衍

生后的产物
7ACD78CJ

9

40/

&(

7L*N

)

M 和

(

7L?*

)

M 碎片离子为
7ACD78CJ

9

40/

分别

丢失*

2U

?

和*

A

*

2U

?

产生的&(

7L+*

)

M

为
7ACD78CJ

9

40/

丢失*

84

!

2U

?

$

?

产生的

碎片离子"(

7L*)*

)

M为
7ACD78CJ

9

40/

丢失

*

A

*

84

!

2U

?

$

?

和*

A

*

2U

?

产生的碎片离

子"

/

%

>@?

为丢失*

84

!

2U

?

$的碎片离子&综

合以上信息"可以得出
J

9

40/

的衍生物结构为

发生一分子肟化和一分子硅烷化反应后的产物

7ACD78CJ

9

40/

"其碎片离子及质谱裂解途径

示于图
)

&

A@A

!

甾体激素衍生物的质谱分析

采用
*e)e)

节方法对
*)

种甾体激素进行

衍生反应"得到甾体激素衍生产物的色谱图和

质谱图"示于图
?

&

H.5

S

!图
?0

$'

IUJF

!图
?[

$'

FH

!图
?:

$'

FIT

!图
?a

$'

IUD

!图
?5

$和
J

9

40/

!图
?1

$的总离子流色谱图中均只出现一个色

谱峰"基线平整'峰形较好'待测物响应信号强"

表明上述
#

种化合物经衍生后均得到一种衍生

图
A

!

7

0

'4+

衍生产物#

#HKJ#$K7

0

'4+

$的碎片离子及质谱裂解途径

D'

8

EA

!

D/4

8

:-+('&+14+%6/4

8

:-+(4('&+

0

4(,;4

*

1&6%-/'3-%7

0

'4+

#

#HKJ#$K7

0

'4+

$

)"N
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注+

0eH.5

S

#

[eIUJF

#

:eFH

#

aeFIT

#

5eIUD

#

1eJ

9

40/

#

S

eH

#

3eF8I

#

4eD

图
B

!

甾体激素衍生物的总离子流图和碎片离子峰

D'

8

EB

!

J&(4G'&+>,/&:4(&

8

/4:14+%6/4

8

:-+('&+1&61(-/&'%,&/:&+-%-/'34('3-1

产物&

#

种甾体激素中均存在羟基和酮基结

构"在质谱图中均检测到(

7M)+M@)

)

M质谱

峰"表明衍生产物为羟基和酮基分别发生肟

化和硅烷化&同样"在质谱图中观测到(

7L

*N

)

M

'(

7L?*

)

M

'(

7L@?

)

M

'(

7L+"

)

M的

质谱峰"分别为肟化后和硅烷化后的特征峰"

进一步确定其为肟化和硅烷化的产物&因

此"上述
#

种甾体激素的酮基和羟基均发生衍

生反应"衍生效果较好&

H

!图
?

S

$'

F8I

!图
?3

$'

D

!图
?4

$甾体激素

的总离子流色谱图中出现
)

个色谱峰&在质谱

图中同样观测到(

7L*N

)

M

'(

7L?*

)

M

'(

7L

@?

)

M

'(

7L+"

)

M的碎片离子峰"表明它们也发

生了肟化和硅烷化反应"分别生成
[47ACH

'

[47ACF8I

'

7ACD78CD

&三种化合物产生的

衍生产物的碎片离子峰相同"它们各自的衍生

产物为同分异构体&通过对比这
?

种甾体激素

发现"其结构中均存在共轭双键"该类化合物在

与氮亲核试剂发生加成反应时"酮基中的
$

电

子被拉向氧原子"酮基中的碳是缺电子中心"亲

核试剂从空间阻碍小的酮基平面上面或下面进

攻碳原子"与酮基加成生成产物(

N

)

"脱水后形成

含有碳氮双键的肟化产物&氮与酮基的碳生成

碳氮双键会影响几何异构的现象"形成顺反异

构体"所以在总离子流色谱图中出现双峰"同时

总离子流色谱图中基线噪音较大"待测物信号

较弱&

除上述
+

种甾体激素外"还有
?

种甾体
J

'

K

和
J*

相对复杂&

J

结构中含有
?

个酮基"

)

个羟基"结构最复杂"理论上可以分别发生肟

化和硅烷化反应"同时酮基与苯环上的双键形

成共轭结构&在
J

衍生产物的总离子流图中

检测到
#

种衍生产物"示于图
!

&色谱峰
0

和
[

的质谱峰碎片相同"为同分异构体!图
!0

和

图
![

$&图
!0

中检测到 了连 续 失 去 碎 片

*

A2U

?

的
/

%

>N#"

'

N)+

'

!+O

和
/

%

>!@"

'

!?+

'

!"N
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注+

0e;.47AC[4D78CJ

#

[e;.47AC[4D78CJ

#

:e[47AC[4D78CJ

#

ae[47AC[4D78CJ

#

5e[47ACD78CJ

#

1e[47ACD78CJ

图
C

!

甾体激素
7

衍生物的总离子流图和碎片离子峰

D'

8

EC

!

J&(4G'&+>,/&:4(&

8

/4:14+%6/4

8

:-+(

'&+1&61(-/&'%=&/:&+-7%-/'34('3-1

!"O

'

?@@

碎片离子"表明衍生结构中存在
?

个

肟化基团"即
?

个酮基均被衍生"即
7

R

为
!"e+)

<4/

的这对同分异构体是
J

中
?

个酮基和
)

个

羟基完全衍生后的产物
;.47AC[4D78CJ

&衍

生后其分子质量为
N+*-

"但在总离子流图中

并未检测到
/

%

>N+*

质谱峰"表明衍生产物不

稳定"发生了裂解&

7

R

为
!)e"#

'

!)e*!<4/

的

)

个衍生产物具有相同的碎片离子"在质谱图

中均检测到
/

%

>N#)

质谱峰"表明二者是同分

异构体"示于图
!:

"

!a

&

/

%

>N?*

是衍生产物失

去一个*

A2U

?

基团产生的碎片"同时质谱图

中出现
/

%

>!!*

'

?N*

质谱峰"表明其中含有
)

个硅烷化基团&结合
J

的结构"推测
7

R

为

!)e"#

'

!)e*!<4/

的
)

个衍生产物为
)

个酮基

和
)

个羟基发生衍生后的产物
[47AC[4D78CJ

"

而由于空间位阻的存在"推测其发生肟化反应

部位为
2?

和
2**

位连接的酮基&

7

R

为
!?e*!

'

!?e?+<4/

的化合物是一对同分异构体!图
!5

和图
!1

$"其母离子为
/

%

>!+"e*?

"在质谱图中

检测到
/

%

>!N+

'

!)O

'

?++

质谱峰"证实了衍生

产物
[47ACD78CJ

是
)

个酮基和
*

个羟基分

别发生肟化和硅烷化反应得到的&同样"由于

受空间位阻的影响"推测衍生产物的结构式示

于图
!5

'

!1

&

K

结构中含有
)

个酮基'

)

个羟基"酮基

与苯环存在共轭结构"共检测到
#

种衍生产

物"标记为
0

"

1

"示于图
N

&

K

结构中存在共

轭结构"且质谱图
N0

'

N[

'

N:

'

Na

中母离子均为

/

%

>N!O

"比原分子质量增加了
)")-

"表明衍

生产物均为
[4D78C[47ACK

"这
!

种化合物为

同分异构体!

7

R

分别为
!)e*@

'

!)e?)

'

!?e"@

'

!?e*O<4/

$&图
N5

和图
N1

中分子离子峰为

N*+-

"表明
7

R

为
!?e?@

'

!?e#)<4/

的化合物

为
7AC[4D78CK

&

J*

结构中含有
*

个酚羟基及
*

个酮基"可

以分别发生肟化和硅烷化反应"在
J*

的衍生

产物总离子流色谱图中出现
)

个色谱峰"示于

图
#

"其中图
#0

中母离子
/

%

>?@*

比衍生前的

分子质量增加
*"*-

"同时质谱图中出现(

7L

?*

)

M

'(

7L@)

)

M峰"表明图
#0

为肟化
C

硅烷化

J*

"即
7ACD78CJ*

&图
#[

中母离子
/

%

>)++

!

7

R

为
)#e"*<4/

$比衍生前的分子质量增加

)+-

"同时质谱图中出现(

7L?*

)

M峰"表明图
#[

N"N
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注+

0e[47AC[4D78CK

#

[e[47AC[4D78CK

#

:e[47AC[4D78CK

#

ae[47AC[4D78CK

#

5e7AC[4D78CK

#

1e7AC[4D78CK

图
L

!

甾体激素
M

衍生物的总离子流图和碎片离子峰

D'

8

EL

!

J&(4G'&+>,/&:4(&

8

/4:14+%6/4

8

:-+(

'&+1&61(-/&'%,&/:&+-M%-/'34('3-1

为肟化产物
7ACJ*

"二者提取离子流峰面积比

值为
"e#+Q*

"表明
J*

结构中的酮基由于受到

苯环的吸电子作用"不易发生硅烷化反应&

注+

0e7ACD78CJ*

#

[e7ACJ*

图
N

!

甾体激素
7?

衍生物的

总离子流图和碎片离子峰

D'

8

EN

!

J&(4G'&+>,/&:4(&

8

/4:14+%6/4

8

:-+(

'&+1&67?1(-/&'%,&/:&+-%-/'34('3-1

甾体激素的结构复杂"衍生反应后产物较

多"衍生产物的总离子流图中均未能检测到

原型化合物&通过对衍生产物的研究发现"

所有硅烷化产物均生成
/

%

>@?

碎片离子"该

离子是三甲基硅烷衍生化后丢失的典型碎

片*

84

!

2U

?

$

?

"可以作为硅烷化衍生产物的

鉴定依据"同时出现(

7L+*

)

M峰&衍生产物

质谱图中产生(

7L?*

)

M碎片离子"是丢失
*

个甲氧基产生的&在肟化
C

硅烷化产物中产生

的
/

%

>@?

碎片离子及(

7L?*

)

M碎片离子可

以作为甾体激素肟化
C

硅烷化后衍生产物的鉴

定依据&

#"N
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A@B

!

衍生条件的考察

为获得最佳的衍生条件"以
IUJF

为例"

对衍生过程中关键的肟化反应衍生温度'反应

时间'衍生化试剂用量进行了考察&以不同条

件下的提取离子流峰面积为纵坐标"衍生条件

为横坐标"得到的
7ACD78CIUJF

关系曲线

示于图
@

&

在一定范围内"

7ACD78CIUJF

的峰面

积随着
7AB

含量的增加而逐渐增加"持续增

加
7AB

含量超过一定值后"会使峰面积下降"

示于图
@0

&表明增加
7AB

含量能够提高衍生

效率"但过量的
7AB

不利于反应进行"需根据

底物和衍生化试剂的用量换算"即酮基与衍生

化试剂甲氧胺的比例在
*Q)"

时的衍生反应效

率最高&随着衍生时间的增长"衍生产物含量

会发生变化"反应时间在
!"<4/

时达到最大

值"进一步延长反应时间会导致衍生物降解"示

于图
@[

&在低温条件下"衍生效果不佳"

7AC

D78CIUJF

的峰面积随着温度升高而增加"

当温度达到
O"P

时"峰面积达到最大值"继续

升高温度"峰面积值下降"这可能是温度过高导

致了衍生物降解"示于图
@:

&因此"对于甾体激

素中酮基肟化衍生化反应"最佳条件为
O"P

反

应
!"<4/

"且酮基与
7AB

的摩尔比为
*Q)"

&

A@C

!

甾体激素的线性范围考察

在最佳衍生条件下"对
*)

种标准对照品的

线性关系进行初步考察&分别精密称定各

*<

S

对照品"稀释成浓度为
*"

'

)"

'

N"

'

*""

'

)""

'

N""

'

*"""

'

)"""

!

S

%

T

的系列标准溶液&

按
*e)e?

节进行衍生"采用
8R7

扫描方式"以

峰面积为指标优化扫描模式"得到衍生物的扫

描离子对"结果列于表
*

&

注+

0e

衍生试剂体积#

[e

衍生时间#

:e

衍生温度

图
O

!

衍生条件对衍生产物生成量的影响

D'

8

EO

!

766->(&6>&+%'('&+1&+(,-4:&)+(&6%-/'34('3-1

表
?

!

甾体激素的质谱信息

J4=G-?

!

#4111

0

->(/&:-(/

*

'+6&/:4('&+&61(-/&'%,&/:&+-1

序号

(%e

化合物

2%<

9

%-/a6

分子式

7%&5:-&0.1%.<-&0

分子量

7`

离子对

\%/

9

04.

!

/

%

>

$

碰撞能量

2%&&464%/5/5.

S=

%

5$

* IUJF

2

*+

U

)O

A

)

)OOe)* ?NO

%

)#O O

) H.5

S

2

)*

U

?)

A

)

?*#e)! ?O#

%

?*) O

? FH

2

)*

U

?!

A

)

?*Oe)# !*+

%

?)+ #

! FIT 2

*+

U

?"

A

)

)+"e)) ?+*

%

)@" #

N J

9

40/

2

*+

U

?"

A

)

)+"e)) ?+*

%

)@" O

# IUD 2

*+

U

?"

A

)

)+"e)) ?+*

%

)@" O

@ H

2

)*

U

?"

A

)
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准曲线"得到含有异构体的
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