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羰基化合物含有羰基官能团，主要包括醛酮化合

物，在自然界广泛存在。目前已有研究报道生物体内醛

酮化合物的变化与很多疾病有关，如糖尿病患者血浆中

有大量丙酮醛积累犤１－２犦；肺癌患者机体中己醛、庚醛的

含量增加犤３－５犦；乙醛在体内的累积会增加女性患乳腺癌

的概率犤６犦。因此，建立高选择性、高灵敏度的醛酮化合物

检测方法对于早期临床诊断具有重要意义。液相色谱串

联质谱（ＬＣ－ＭＳ）法因具有高选择性、高灵敏度及高通
量而被广泛应用，但羰基化合物缺少易电离基团，在质

谱分析过程中难以带上电荷，因而用于羰基化合物的检

测受限。基于ＬＣ－ＭＳ的化学衍生化技术有优越性犤７犦，能

通过向目标分析物中引入易电离的化学基团来提高其

质谱检测的离子化效率犤８－１０犦。吉拉德试剂Ｐ（ＧＰ）能在弱
酸性条件下与醛酮化合物的羰基发生席夫碱反应，反应

条件温和，可形成碳氮双键。另外，ＧＰ含有季铵基团，能
显著提高衍生产物的离子化效率，从而提高其在质谱检

测中的灵敏度。基于以上特点，本研究中拟选用 ＧＰ作
为羰基化合物的衍生化试剂，以苯甲醛、己醛、庚醛、２－

壬酮、２－庚酮５种样品为目标分析物，建立 ＧＰ衍生结
合ＬＣ－ＭＳ法检测羰基化合物，从而提高羰基化合物的
质谱检测灵敏度。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

ＴｒｉｐｌｅＱｕａｄ４５００型高效液相色谱串联三重四极杆
质谱仪，包括电喷雾离子源牗ＥＳＩ牘、数据处理软件 Ａｎａ
ｌｙｓｔ１．６Ｓｏｆｔｗａｒｅ（美国 ＡＢＳＣＩＥＸ公司）；ＬＣ－２０ＡＤ型
高效液相色谱系统，包括 ＤＧＵ－２０Ａ３型脱气机、ＬＣ－
２０ＡＤ型二元梯度泵、ＳＩＬ－２０Ａ型自动进样器、ＣＴＯ－
２０ＡＣ型柱温箱（日本 Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司）；微量移液枪（大
龙兴创实验仪器 ＜北京 ＞有限公司，规格分别为 １０，
２０，１０００μＬ）；针式样品过滤器（规格为０．２２μｍ）；有机
微孔滤膜（天津市津腾实验设备有限公司，规格为

０．２２μｍ）；ＡＴＸ１２４型电子天平（日本Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司，精
度为万分之一）；台式高速离心机（江苏科析仪器有限公

司）；ＭＳ－１００型恒温混匀仪（杭州奥盛仪器有限公司）；
ＤＣ１５０－１Ｂ型氮吹仪（杭州佑宁仪器有限公司）。

基于衍生化技术的羰基化合物分析技术研究

郭 宁 １，张晓洋 １，夏 玉 １，汤 丹 ２，陈铭祥 １，王淑美 ２△

（１．广东医科大学药学院，广东 东莞 ５２３８０８； ２．广东药科大学中药学院，广东 广州 ５１０００６）
摘要：目的 建立提高羰基化合物质谱检测灵敏度的衍生化方法。方法 以苯甲醛、己醛、庚醛、２－壬酮、２－庚酮５种羰基化合物为样
品，用吉拉德试剂 Ｐ（ＧＰ）作衍生化试剂，采用液相色谱串联质谱法分析衍生化产物。结果 苯甲醛、己醛、庚醛、２－壬酮、２－庚酮５种
样品衍生前质谱无法检测到，衍生后均能被检测到，检测限分别为 ０．８１，０．５３，０．２６，０．０２，０．２８ｐｍｏｌ。结论 所建立的衍生化方法提高

了羰基化合物在质谱中的检测灵敏度，丰富了羰基化合物的质谱检测方法。

关键词：羰基化合物；衍生化；吉拉德试剂 Ｐ；质谱检测；灵敏度
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１．２ 试药

甲醇（色谱级，含量≥９９．９％），乙醇（色谱级，含量≥
９９．８％），均购于美国Ｔｅｄｉａ公司；苯甲醛（色谱级，含量≥
９９．５％），己醛（色谱级，含量≥９９．０％），庚醛（色谱级，
含量≥９８％），２－壬酮（含量９９％），２－庚酮（含量９９％），
吡啶（化学级，含量９９．８％），氯乙酸乙酯（化学级，含量
９８％），均购于阿拉丁生化科技股份有限公司；吡啶、水
合肼、甲酸、冰醋酸（分析级，国药集团化学试剂有限公

司）；水为超纯水（实验室自制）。

２ 方法与结果

２．１ ＧＰ合成
ＧＰ的合成方法参考文献犤１１犦，合成过程见图 １。

精密称取吡啶（０．３９６ｇ，５ｍｍｏｌ）、氯乙酸乙酯（０．６１３ｇ，
５ｍｍｏｌ），精密量取乙醇 １２ｍＬ，依次加入圆底烧瓶中，
加入磁子搅拌；混合液在８５℃条件下加热搅拌回流６ｈ，
混合液冷却至室温；搅拌并缓慢加入水合肼溶液（０．２５ｇ，
５ｍｍｏｌ）。室温下连续搅拌 ３０ｍｉｎ得固体产物，然后用
低温无水乙醇清洗，于真空干燥箱中干燥２ｈ，得０．６７２ｇ
白色固体产物，产率为 ７１．９％。１Ｈ－ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，
Ｄ２Ｏ）δ：８．９４－８．８３（２Ｈ，ｍ，Ｈ－Ａｒ－ｏ），８．６５－８．５４
（１Ｈ，ｍ，Ｈ－Ａｒ－ｐ），８．０８（２Ｈ，ｍ，Ｈ－Ａｒ－ｍ），５．７９
（１Ｈ，ｓ，ＮＨ），５．４０（２Ｈ，ｓ，Ｈ－２），３．２４－３．２１（２Ｈ，ｍ，
ＮＨ２）。１３Ｃ－ＮＭＲ（１００ＭＨｚ，Ｄ２Ｏ）δ：１６９．０５（Ｃ－１），
１６４．３（Ｃ－Ａｒ－ｏ），１４６．１（Ｃ－Ａｒ－ｐ），１２７．６５（Ｃ－Ａｒ－
ｍ），６０．４６（Ｃ－２）。
２．２ ＧＰ质谱图

称取合成的 ＧＰ２１．２９１２ｍｇ，精密称定，置 ８ｍＬ
样品瓶中，加入７ｍＬ甲醇制成２０μｍｏｌ／ｍＬ的标品；量取

１０μＬＧＰ母液逐级稀释至 ２００ｎｍｏｌ／ｍＬ，进行质谱分
析，一级质谱图见图２Ａ，ＧＰ的质荷比牗ｍ／ｚ牘为１５２．１；
二级碎裂质谱图见图２Ｂ，ＧＰ有 ｍ／ｚ８０．１和 ｍ／ｚ１２０．１
的碎片离子；由图２Ｃ可知，ｍ／ｚ８０．１的碎片离子来自
ＧＰ的吡啶环，ｍ／ｚ１２０．１的碎片离子是 ＧＰ失去
ＮＨ２－ＮＨ２后成环得到。由以上结果判断，已合成出ＧＰ。
２．３ ＧＰ液相色谱串联质谱分析

色谱条件：色谱柱为 ＳｈｉｍａｄｚｕＩｎｅｒｔｓｉｌＴＭＯＤＳ－３柱
（１００ｍｍ×２．１ｍｍ，３μｍ）；流动相为 ０．１％甲酸溶液
（Ａ）－乙腈（Ｂ），梯度洗脱（０ｍｉｎ时 ５％Ｂ，５ｍｉｎ时 ５％
Ｂ，２２ｍｉｎ时 ４０％Ｂ，４０ｍｉｎ时 ９０％Ｂ，４５ｍｉｎ时 ９０％Ｂ，
４８ｍｉｎ时５％Ｂ）；流速为０．２ｍＬ／ｍｉｎ；柱温为４０℃；进
样量为５μＬ。

质谱条件：正离子模式下的多反应监测模式

（ＭＲＭ），离子源温度为 ５５０℃，喷雾电压为 ４．５ｋＶ，雾
化气为４０ｐｓｉ，气帘气压为４０ｐｓｉ，干燥气为６０ｐｓｉ。

分析结果：ＧＰ与醛酮化合物衍生化反应式见图３。
５种衍生化产物的质谱参数和色谱保留时间见表１。
２．４ ＧＰ标记样品质谱特征

５种衍生化产物的二级碎裂质谱图见图 ４。结果显
示，样品经 ＧＰ标记后形成带正电的腙；５种样品在 ＧＰ
标记后都产生相同的特征碎片离子 ｍ／ｚ８０．１，该碎片
来自 ＧＰ的吡啶环；且均含有１个丢失了７９Ｄａ的子离
子。由上述结果可知，ＧＰ能标记这５种样品。
２．５ 衍生化反应条件优化

为了获得较好的标记效率，本研究中优化了衍生化

反应条件，包括衍生化反应温度、醋酸用量、ＧＰ用量及
反应时间犤１２犦，所有反应均在 ２００μＬ甲醇体系中执行。
标品用量均为１ｎｍｏｌ。

衍生化反应温度：分别选择 ３０，４０，５０，６０，７０℃作
为反应温度，ＧＰ用量为１．５μｍｏｌ，１５０００ｒ／ｍｉｎ振荡反应
３ｈ。结果表明，在反应温度为４０℃时，衍生化产物的峰
面积最大（见图５Ａ）。故选择衍生化反应温度为４０℃。

图１ ＧＰ合成路线
Ｆｉｇ．１ ＴｈｅｓｙｎｔｈｅｔｉｃｒｏｕｔｅｏｆＧＰ
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目标分析物

苯甲醛

己醛

庚醛

２－壬酮

２－庚酮

扫描模式

＋
＋
＋
＋
＋

母离子

２４０．１
２３４．２
２４８．２
２７６．２
２４８．２

子离子

８０．１，１６１．１
１５５．１，８０．１
１６９．１，８０．１
１９７．２，１６９．１
１６９．１，１４１．２

碰撞能量

２６
２７
３０
３０
２７

保留时间（ｍｉｎ）

７．８５
１０．６２
１４．１２
１７．１９
１２．６６

Ａ Ｂ Ｃ
离子强度 ／ｃｐｓ

１．５×１０７

１．０×１０７

０．５×１０７

０ ｍ／ｚ

离子强度 ／ｃｐｓ
１．５×１０７

１．０×１０７

０．５×１０７

０
５０ １００ １５０ ２００ ２５０

ｍ／ｚ

Ｄ Ｅ

离子强度 ／ｃｐｓ
１．５×１０７

１．０×１０７

０．５×１０７

０
５０ １００ １５０ ２００ ２５０

ｍ／ｚ

离子强度 ／ｃｐｓ
１．５×１０５

１．０×１０５

０．５×１０５

０
５０ １００ １５０ ２００ ２５０

ｍ／ｚ

离子强度 ／ｃｐｓ
１．５×１０７

１．０×１０７

０．５×１０７

０
５０ １００ １５０ ２００ ２５０

ｍ／ｚ

５０ １００ １５０ ２００ ２５０

Ａ．ＧＰ－苯甲醛 Ｂ．ＧＰ－己醛 Ｃ．ＧＰ－庚醛 Ｄ．ＧＰ－２－壬酮 Ｅ．ＧＰ－２－庚酮
图４ ５种衍生化产物的二级碎裂质谱图

Ａ．ＧＰ－ｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｅ Ｂ．ＧＰ－ｈｅｘａｌｄｅｈｙｄｅ Ｃ．ＧＰ－ｈｅｐｔａｌｄｅｈｙｄｅ Ｄ．ＧＰ－２－ｎｏｎｏｎｅ Ｅ．ＧＰ－２－ｈｅｐｔａｎｏｎｅ

Ｆｉｇ．４ Ｔｈｅｓｅｃｏｎｄａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍ ｏｆｆｒａｇｍｅｎｔｉｏｎｓｏｆｆｉｖｅｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ

表１ ５种衍生化产物的质谱参数和色谱保留时间
Ｔａｂ．１ ＴｈｅＭａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓａｎｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ

ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆｆｉｖｅｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ

图３ ＧＰ与醛酮化合物衍生化反应式
Ｆｉｇ．３ ＴｈｅｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｏｆＧＰｗｉｔｈｔｈｅ

ａｌｄｏｓｔｅｒｏｎｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

醋酸用量：醋酸用量的考察范围是 ０～１０％。结果
表明，当醋酸用量为 １％时，衍生化产物的峰面积已达
到平台（见图５Ｂ）。故选择醋酸用量为１％。

ＧＰ用量：ＧＰ与样品物质量之比考察范围为 ５０～
１０００倍。结果表明，当 ＧＰ与样品物质量之比为 ３００
时，衍生化产物的峰面积达到平台（见图 ５Ｃ）。故选择
ＧＰ用量为３００倍。

反应时间优化：优化范围为０．５～１０．０ｈ。结果表明，
当反应时间从 ０．５ｈ增加至３．０ｈ时，衍生化产物的峰
面积比逐渐增加，３．０ｈ后，峰面积比不再增加（见图５Ｄ）。
故选择反应时间为３．０ｈ。

通过以上优化，最优ＧＰ标记反应条件为，在２００μＬ
甲醇反应体系中，４０℃下反应３．０ｈ，醋酸用量为 １％，
ＧＰ与标品的物质的量之比为３００。
２．６ 衍生化产物色谱行为

对５个标品衍生前后分别进行 ＬＣ－ＭＳ分析，５个
衍生化产物的色谱图见图 ６。可见，非衍生状态时 ５个
标品由于离子化效率低，即使很高浓度时仍未检测到信

号，而衍生后均有明显信号。其中，苯甲醛、己醛、２－庚
酮、庚醛、２－壬酮的保留时间分别为 ７．８５，１０．６２，
１２．６６，１４．１２，１７．１９ｍｉｎ。
２．７ 衍生前后灵敏度比较

在最优衍生化条件下，将苯甲醛、己醛、庚醛、２－壬
酮、２－庚酮制成浓度为 ０．２５，２．５，２５，２５０ｐｍｏｌ／ｍＬ
的混标溶液，以 ＧＰ标记，进行质谱分析，其中以信噪比
（Ｓ／Ｎ）为３∶１时作为检测限（ＬＯＤ）。结果显示，当非衍
生状态时，５个样品在质谱上看不到峰，无法用质谱检
测；经过 ＧＰ标记后，５个衍生化产物的 ＬＯＤ分别为
０．８１，０．５３，０．２６，０．０２，０．２８ｐｍｏｌ。这表明经ＧＰ衍生后
大大提高了５种样品质谱检测的灵敏度。其中，ＧＰ的季
铵部分对于灵敏度的提高起了很大作用。

３ 讨论

本研究中利用 ＧＰ作为羰基化合物的衍生化试剂，
基于席夫碱反应，其结构中的氨基可与羰基化合物的羰

基形成碳氮双键，其结构中的季铵盐基团极易带电，故

可提高羰基化合物在质谱检测中的灵敏度。ＧＰ标记５种

·药学论著·

ＰｈａｒｍａｃｙＡｒｔｉｃｌｅｓ
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Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

离子强度 ／ｃｐｓ 苯甲醛
己醛
庚醛
２－壬酮
２－庚酮

９．０×１０５

６．０×１０５

３．０×１０５

０
０ ２ ４ ６ ８ １０

用量 ／％ｔ／℃
３０ ４０ ５０ ６０ ７０

离子强度 ／ｃｐｓ
８．０×１０５

６．０×１０５

４．０×１０５

２．０×１０５

０

苯甲醛
己醛
庚醛
２－壬酮
２－庚酮

０ ２００４００６００８００１０００

离子强度 ／ｃｐｓ 苯甲醛

己醛
庚醛
２－壬酮
２－庚酮

ｔ／ｈ

９．０×１０５

６．０×１０５

３．０×１０５

０
０ ２ ４ ６ ８ １０

离子强度 ／ｃｐｓ
６．８×１０５

５．１×１０５

３．４×１０５

１．７×１０５

０

苯甲醛
己醛
庚醛
２－壬酮
２－庚酮

Ａ．反应温度 Ｂ．醋酸用量 Ｃ．ＧＰ与样品物质的量之比 Ｄ．反应时间
图５ 优化衍生化反应条件

Ａ．Ｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ Ｂ．Ｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆａｃｅｔｉｃａｃｉｄ Ｃ．ＴｈｅｍｏｌａｒｒａｔｉｏｏｆＧＰｔｏｓｔａｎｄａｒｄｓ Ｄ．Ｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ

Ｆｉｇ．５ Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

ＧＰ／标 品
物质的量

之比

标品的二级碎片中均有１个 ｍ／ｚ８０．１的碎片，该碎片
来自 ＧＰ的吡啶环部分，这一特点可提高羰基化合物的
选择性。所建立的方法对羰基化合物的分析有２个优势：
１）通过 ＧＰ衍生，向羰基化合物中引入了季铵结构，提
高了羰基化合物的质谱离子化效率，进而提高了正离子

扫描模式下质谱检测的灵敏度。２）ＧＰ衍生后，衍生化产
物的二级碎片中均含有１个 ｍ／ｚ８０．１的碎片，基于此特
点，在研究非目标性化合物时可从众多分析物中筛选出

羰基化合物，提高羰基化合物的选择性。另外，由于席夫碱

反应中的氨基不仅可与饱和醛酮化合物反应，还可与不

饱和醛酮化合物反应，故ＧＰ不仅可检测饱和醛酮化合
物，还可检测不饱和醛酮化合物。

综上所述，所建立的 ＧＰ衍生结合 ＬＣ－ＭＳ法检测
羰基化合物，大大提高了羰基化合物在质谱中的检测灵

敏度，丰富了羰基化合物的质谱检测方法。
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图６ ５种衍生化产物色谱图
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