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摘 要 合成了用于酚羟基化合物衍生化试剂 10一乙基吖啶酮一2一磺酰氯(EASC)，EASC与雌二醇和雌三醇， 

在pH=10．5的NaHCO 缓冲溶液中、60℃下反应 3 min可获得稳定的衍生产物。EASC与丹磺酰氯(Dansyl— 

c1)相比：最大摩尔吸光系数之 比 uVEAs ／UV =6．67；荧光量子效率之比 (EASC)／ (Dansyl-C1)= 

43，对雌二醇和雌三醇标记后的质谱离子流强度 比为：ICEASC／IC。 。 =4．98(雌二醇)和 ICEASC／1C。 l_cl= 

4．51(雌三醇)。在 LC．MS．APCI(MRM)模式下，能够高灵敏地实现雌二醇和雌三醇的快速质谱测定。建立 

的方法具有良好的重现性，回归系数大于0．9995；检出限分别为 4．3 ng／L(雌二醇)和 14 ng／L(雌三醇)。对 

实际样品中藏羚羊粪便、根田鼠尿样和狼血清中痕量游离的雌二醇和雌三醇进行了测定，结果满意。 
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1 引 言 

在酚羟基化合物的测定中，磺酰氯类衍生化试剂具有独特的优势：(1)与酰氯相比亲核反应活性相 

对较弱，从而在水存在的条件下能够选择性地与酚羟基化合物或氨类化合物进行缩合反应；(2)磺酰氯 

的水解速率远比碳酰氯慢，标记后的产物稳定性 良好；(3)磺酰氯与酚羟基化合物标记条件温和、反应 

迅速、不需很强的碱性催化剂。虽然雌二醇和雌三醇的测定可通过气相色谱法进行 。̈ ，但与液相色 

谱一质谱相比灵敏度表现较差。在液相色谱．质谱分析中由于雌激素离子化较弱，近年来发展了化学衍 

生技术促进分析物离子化，获得更高的灵敏度 “J。当前对雌二醇和雌三醇的测定多以丹磺酰氯 

(Dansyl—C1)作衍生化试剂，在质谱条件下，通过电喷雾电离(ESI)技术进行测定，方法给出高的检测灵 

敏度 。尽管雌二醇和雌三醇的测定也可通过 APCI．LC．MS大气压化学电离方法进行测定，与电喷 

雾电离(ESI)技术相比，APCI的检测灵敏度较低，通常在 L级水平。由于大气压化学(APCI)技术 

是近几年迅速发展起来的一种软离子化技术，与电喷雾(ESI)相比，其优点是流动相的适用范围更加广 

泛。本研究采用新型含 N杂原子的 l0一乙基吖啶酮．2一磺酰氯(EASC)对雌二醇和雌三醇标记后，在 AP- 

cI条件下，与丹磺酰氯(Dansy1．C1)相比，EASC对雌二醇和雌三醇的测定灵敏度可达 ng／L级的水平。 

在实际测定中，在 LC—APCI—MS／MS(MRM)模式下，成功实现了多种样品中痕量雌二醇和雌三醇的高 

灵敏测定 

2 实验部分 

2．1 仪器与试剂 

1100 HPLC／MSD Trap SL离子阱质谱 (美国Agilent公司)，配备四元梯度泵、在线真空脱气机和自 

动进样器；PHMK型显微熔点仪(上海精密仪器厂)；NEXUS-470红外光谱仪(美国 Nicolet公司)(KBr 

压片)；CARY300紫外／可见分光光度计(美国Varian公司)；650-10S荧光分光光度计(日本日立公司)。 

1O一乙基吖啶酮．2．磺酰氯(99％，EASC，自制)；丹磺酰氯(Dansy1．C1，99％，美国，Alfa Aesar公司)； 

雌二醇和雌三醇标准品(98％，美国Sigma公司)；乙腈(光谱纯，德国Merck公司)；其它试剂均为分析 

纯。水由Milli—Q超纯水系统制备。 
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藏羚羊粪便、根田鼠尿样和狼血清由中科院西北高原生物研究所生态研究室提供。 

2．2 标准溶液的配制 

准确称取雌二醇和雌三醇各25．0 mg，分别用乙腈配成0．5 g／L的储备液。低浓度的雌二醇和雌三 

醇标准液由乙腈稀释而成。称取 16．1 mg的 10一乙基一吖啶酮．2．磺酰氯 (EASC)用乙腈定容至50 mL，浓 

度为 1×10～molfL。称取 l3．5 mg丹磺酰氯(Dansyl—C1)用乙腈定容至50 mL，浓度为1×10～mol／L。 

2．3 衍生 

向安培瓶 中依次加入 100 txL pH=10．5的 NaHCO。缓冲液、80 L雌二醇和雌三醇标准液 

(100 L)、40 IxL衍生化试剂(1．0×10 mol／L)、40 txL乙腈，封 口后于6O℃恒温水浴反应 3 min， 

取出放冷后加40 L乙酸／水混合液(1：1， )中和，用 100 txL 50％乙腈水溶液稀释后直接进样分 

析。衍生反应式见图 1。 
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图 1 10一乙基吖啶酮．2一磺酰氯(EASC)与雌二醇和雌三醇衍生化反应式 

Fig．1 Derivatization scheme of 10一ethyl—acridine一2一sulfonyl chloride (EASC)with 

estradiol and estriol 

2．4 色谱质谱条件 

Agilent ZORBAX Eclipse XRB—CB色谱柱(150 mm x4．6 mm×5 t．zm)。流动相 A为 20 mmol／L的 

HCOONH (pH=3．55)水溶液，流动相 B为乙腈；线性梯度洗脱条件：15 min内由50％B梯度增加到 

100％B后保持 10 min，流速为 1．0 mL／min。进样量 10 L，柱温 30 qC。 

大气压化学电离源(APCI)，正离子模式，喷雾压力 413．168 kPa，干燥气流量为5 L／min，干燥气 

温度350 oC，气化温度450℃，毛细管电压3．5 kV，电晕电流4000 nA(Pos)。采用 MRM模式采集质 

谱数据，分段采集参数设置见表 1。 

表 1 MRM模式分段参数及一级质谱数据 
Tablel Table of MRM segments parameters and MS data 

2．5 实际样品中雌二醇和雌三醇的提取 

2．5．1 藏羚羊粪便提取 藏羚羊粪便随机取自可可西里自然保护区，实验室自然干燥后在研钵内磨 

细，称取 0．5 g置人 5 mL具塞离心管中，依次向小试管中加人 1．5 mL水和2 mL二氯甲烷。超声5 min 

后，置于振荡器上振荡2 h。完毕后以6000 r／min离心20 rain，取二氯甲烷层 1．0 mL N 吹干，残余物用 

100 L NaHCO3缓冲液 pH 10．5溶解备用。 

2．5．2 狼血清和根田鼠尿样提取 1 mL狼血清或根田鼠尿样中加2 mL二氯甲烷，超声5 min后，置于 

振荡器上振荡2 h，取有机层 1 mL，N 吹干，用 100 L NaHCO 缓冲液 pH 10．5溶解备用。 

3 结果与讨论 

3．1 10-乙基吖啶酮_2-磺酰氯(EASC)的合成 
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3．1．1 10．乙基吖啶酮的合成 向配有磁力搅拌器的250 mL锥形烧瓶中，加入 52 g KOH，60 mL 

DMSO，室温搅拌 5 rain后，加入 10 g吖啶酮，继续搅拌45 min后加热至 80℃。于 1 h内滴加26 mL溴 

乙烷和50 mL DMSO的混合液，反应过夜，放冷后倒人 600 mL水中。抽滤、水洗、干燥后用乙醇重结晶 

3次，得淡黄色透明片状晶体。总产率 85％。熔点(mp)：161．7～162．8 clC。元素分析 (测定值 )， 

C 80．64％、H 5．81％、N 6．30％；理论值，C 80．72％、H 5．83％、N 6．28％。IR(KBr)：3439．79 

(C—N)、2965．58、2863．16、1632．21(C—O)、1608．95、1595．00、1493．97、1460．23、1445．71、754．88。 

m／z[M+H] ：224。 

3．1．2 10．乙基吖啶酮．2．磺酰氯的合成 在配有磁力搅拌器的50 mL烧瓶中，放人 35 mL新蒸的氯磺 

酸，冰浴下充分冷却，加入 2．6 g 10．乙基吖啶酮，反应搅拌过夜后于6O℃水浴中加热 10 min，迅速倒人 

500 mL冰水中，搅拌后，过滤水洗。产品真空干燥后，用乙腈／丙酮混合液(1i1，V／V)重结晶3次，得淡 

黄色针状晶体。产率 71％；熔点(mp)：大于 200℃。元素分析 (测定值)，C 55．84％、H 3．74％、 

N 4．37％；理论值，C 55．98％、H 3．73％、N 4．35％。IR(KBr)：3425．68(C—N)、1642．60(C—O)、 

1607．46、1589．49、1480．37、1179．40(S02)、1144．63。m／z[M+H] ：322．8。 

3．2 10-乙基吖啶酮．2-磺酰氯和丹磺酰氯性质对比 

3．2．1 紫外光谱 为对比紫外光谱强弱，比较了 EASC和 Dansy1．C1的乙腈溶液(1．0 X 10 mol／L)的 

紫外光谱参数：EASC表现出4个紫外吸收带分 

别为：A⋯ =238 nm， =2．51 X 10 L tool cm～； 

A⋯ =256 nm， =2．87 X 10 L tool cm ～，A 

= 288 HITI， =1．38×10 L tool一 cm一 币ⅡA = 

331 nm， =0．65 X 10 L mol一 cm～。 Dansyl—C1： 

A⋯ =327．25 nm； =4300 L tool cm一 ” 
。 从 

图2可知，256 nm处具有最大紫外吸收，其最大 

摩尔 吸光 系数 与 Dansyl—C1吸光系数 比值 为 

UVEASC／UVDan l =6．67，表明 EASC比Dansyl—C1 

具有更强的紫外吸收。实验中同时考察了 pH对 

8 
O·6 

垂0。 
呈0．4 

吾0—3 
。一2 

O．1 

／nITI 

图2 pH对 EASC紫外光谱影响 

Fig．2 Effect of pH on ultraviolet spectra of EASC 

O 

吸收峰强度的影响。结果表明，随pH增大，EASC的各吸收峰强度略有增强，但峰位不变。 

3．2．2 荧光光谱 EASC乙腈溶液(1．0 X 10I6 mol／L)的最大激发和发射光谱见图3。由图3A可知， 

EASC呈现出3个最大激发波长：A =270 nm、A =320 nm和 =404 nm。尽管在 270 nm处激发强 

度较高，但位于短波范围，背景干扰大，故实验中选用的最大激发波长404 nm，发射波长选择440 nm。 

实验中对 EASC和 Dansyl—C1两者的荧光量子效率进行了考察，通过公式 (1)： 

一 生 垒 二 ：： ： ：! ： 
(Dansyl—c1)一 (Dansyl—C1)×(1—10 ‘卧 ’) 

计算了EASC的荧光量子效率与 Dansy1．C1的量子效率 比值(If(EASC)为 EASC的荧光强度，A 为 

EASC的吸光度；If(Dansy1．C1)为 Dansyl。C1的荧光强度， 

(Dansyl—E1)为Dansyl—C1的吸光度)。测得 EASC与 Dansyl— 

Cl的荧光量子效率之比为 ，(EASC)／ ，(Dansy1 C1)= 

43。用相同浓度的EASC和 Dansyl-CI(1．0 X 10 mol／L)， 

在相同条件下对雌二醇和雌三醇(1．0 X 10 mol／L)进行 

标记(进样量相同)，检测波长设定在各 自的最大激发和发 

射波长处(Dansy1．C1的衍生物 A ／A =348／556 niT／) ， 

获得的荧光发射强度 比值为：，E ／，n⋯ =1．06 x 10 一 

1．14 X 10 倍 (，为相对荧光强度 )。结果表 明：EASC与 

Dansyl—C1相比展现出更强的荧光灵敏度。 

3．2．3 质谱 质谱灵敏度的对比实验中分别用衍生化试 

27／、＼0 nm 404 
nm

440 nm 

／一 ＼＼＼ 
240 280 320 360 400 420 460 

／nm 

图 3 EASC的荧光光谱图：激发(A)发射(B) 

Fig．3 Fluorescence spectra of EASC ：excitation 

spectra(A)and emission spectra(B) 
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剂 EASC和 Dansyl-C1按照实验部分2．3衍生雌二醇和雌三醇，然后等体积混匀在线进样 10(L，进样浓 

度均为5 L。测定条件为LC APCI．MS／MS 

(MRM)正离子模式。对分子量[M+H] 的 

质谱数据设为分段采集(见质谱条件表 1)，分 

段采集获得的色谱图见图4。EASC和 Dansyl— 

Cl对雌二醇和雌三醇标记后的质谱离子流强 

度比分别为：ICEASC／IC。 l-cJ=4．98(雌二醇)； 

ICEASC／ICDan _c】=4．51(雌三醇)(，c为相对质 

谱离子流强度)。结果表明：EASC表现出比 

Dansyl—C1更强的质谱信号强度。 

3．2．4 质谱增敏机理 Dansyl—C1衍生物在 

LC—MS—APCI质谱条件下，表现出较强的质谱 

离子流信号。这是由于 Dansyl—C1分子中碱性 

E^ L‘es[

＼

rOll 
一 EASC．estradiol 

Dan syl-estriol 
＼＼ Dansyl-estradiol 

舢叫 ^̂M p 一． ＼ ． ， b、̂～̂、f ，、n』 ～ ． 
O 2 4 6 8 lO I2 l4 

t|rain 

图4 LC—APCI—MS／MS(MRM)正离子模式下 ，雌二醇和雌三 

醇经过 EASC和 Dansyl—C1衍生后的总离子流色谱图(进样浓 

度 5 L，体积 10 L) 

Fig．4 LC—APCI—MS／MS(MRM)ion current chromatogram for 

the labeled estriol and estradiol derivatives with EASC and Dan一 

官能团N(CH3)2在酸性条件下容易结合一个 syl—C1(injected concentration：5 g／L，volume：10 IxL) 

[H] 离子，使 Dansyl—C1衍生物更易离子化，从而表现出较高的灵敏度。对 EASC分子而言，其 N原子 

与整个分子同处于共轭环境中，与 Dansyl—C1分子相比，EASC分子中N原子的亲核能力(接受质子能 

力)更弱，理论上应显示更低的质谱灵敏度。然而 EASC衍生物在质谱条件下却表现出比Dansy1．C1更 

强的质谱离子流强度，这归因于EASC分子的特殊结构。EASC分子属高共轭钢性骨架，分子中间六元 

环的 1，4位上同时含氧和氮原子，处于这一特殊结构上的羰基氧原子通过侧边的苯环借助 N原子上故 

有的孤电子对发生烯醇式转变，导致分子内双极离子的形式。双极离子 B接受水相中的[H] 后形成 

稳定的季胺离子 C，转变过程见图5。该转变在通常含水的流动相中容易实现，不需在流动相中添加强 

酸性的质子给予体。吖啶酮母体环分子内的烯醇式转变所产生季胺内盐，在带有 APCI软电离源质谱 

体系下更易接受 [H，O] 提供的质子产生较多离子，形成强而稳定的离子流，与 Dansy1．C1相比大大增 

强了质谱检测的灵敏度。此外 EASC分子母体环所产生的烯醇式转变，极大地导致衍生物分子极性的 

增加，亲水性增强，各衍生物组分在色谱体系下保留前提，由图4可知，EASC衍生物比丹磺酰氯衍生物 

的保留时间缩短约2 min。 
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图 5 10一乙基吖啶酮一2一磺酰衍生物质谱增敏机理 

Fig．5 Mechanism for MS enhancement of EASC derivatives 

3．3 EASC衍生物的质谱裂解解析 

采用大气压化学电离源(APCI Source)MRM模式下进行在线的柱后质谱测定。以雌三醇为例的质 

谱图6(A、B)，裂解模式见图6(C)。质谱数据解析为：分子离子峰[MH] ：m／z=574．8。特征碎片离 

子峰 m／z=555．7[MH—H：0] ，该碎片离子峰归属于 EASC．estrio1分子脱除一分子水的结果。特征碎 

片离子峰m／z=538．3[MH一2H 0] ，该碎片离子峰归属于 EASC．extrio1分子中的两个羟基脱除两分子 

水的结果。特征碎片离子峰 m／z=304．2[MH一(extriol—OH)] ，归属衍生物分子裂解后丢失雌三醇 

母体环结构。特征碎片离子峰m／z=222．3，归属分子裂解后释放出的l0一乙基吖啶酮母体环部分。 

3．4 衍生条件的优化 

EASC对雌二醇和雌三醇衍生化反应随缓冲溶液 pH值、衍生化反应的时间和温度及衍生化试剂用 

量的不同，产率有明显的差异。对上述 4个因素的优化结果表明：当 pH为 1O．5时衍生产率最大；当 
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图6 雌三醇的一级 (A)、二级 (B)质谱图及其裂解模式(C) 

Fig．6 (A)Molecular ion(MS)，(B)MS／MS spectra，(C)mass cleavage mode for representa— 

tive estriol derivative 

pH<7．0时，衍生化反应几乎不发生；随 pH值的增大衍生产率逐渐上升，当 pH大于 l0．5产率因产物 

的水解而降低。在 60℃下具有最高的信号强度，进一步提高衍生化温度，会引起衍生化试剂的水解和 

衍生产物的分解导致信号强度降低。衍生反应 3 min后衍生产物信号强度稳定。衍生化试剂物质的量 

达到雌二醇和雌三醇总物质的量的7倍后信号强度稳定。 

3．5 重复性、线性回归方程和仪器检出限 

进样浓度在 2．0～100．0 g／L范围内， 

依据峰高(Y)和实际进浓度( )进行线性 回 

归，得到雌二醇衍生物和雌三醇衍生物的回 

归方程，线性相关系数。检出限按信噪比为3 

来计算 (S／N=3：1)，结果列于表2。 

在相同洗脱条件下，对 5O g／L的雌二 

醇和雌三醇衍生物平行 6次测定(进样量为 

o．5ng)，保 留时间的相对标准偏差分别为 

表2 雌二醇雌三醇衍生物的线性回归方程、相关系数 、检出限 
Table 2 Linear regression equations，correlation coefficients and 

detection limits of estriol and estradiol derivatives 

：进样浓度(injected concentration，txg／L)；Y：峰高 ×10“(peak 
height×10一 )。 

2．38％和 1．07％；峰面积的相对标准偏差分别为4．83％ 和 5．07％。 

4 实际样品分析 

按照2．6节所述方法取4份藏羚羊粪便样品，分别加入 100 L雌二醇和雌三醇标品4O L，按照 

前述方法提取并衍生，每份样品重复测定6次，得雌二醇和雌三醇回收率在90．18～71．72之间，结果满 

意，具体结果见表3。该衍生反应后衍生溶液不经预处理即可直接进样分析。 

采用实验部分所述的衍生化条件和相应的液质条件，对 3种提取物中的雌二醇和雌三醇进行了质 

谱测定，结果见图 7(a、b、c)，各组分的质谱定性见 3．3节。组分的定量通过外标定量法获得结果 

见表 3。 

一． 。。。。。。 

l1 

～ ．．．： 一 面 
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表3 藏羚羊粪便，根田鼠尿样和狼血清中雌二醇和雌三醇的测定结果及回收率 
Table 3 Content and recovery of estradiol and estriol in feces sample of tibetan antelope，urine of root voles and serum of wolves 

一  ̂ 
2 4 6 14 16 1 8 2O 

0 2 4 10 12 14 16 18 20 

t／min 

O 2 4 16 18 2O 

图7 藏羚羊粪便(a)，根田鼠尿样(b)和狼血清(C)中雌二醇雌三醇的 LC—APCI—MS／MS(MRM)质 

谱图(峰识别见图4) 

Fig．7 LC—APCI—MS／MS(MRM)ion current chromatogram for estradiol and estriol obtained from feces 

sample of Tibetan antelope(a)，urine of root voles(b)and seium of wolves(C)(peak identifications as 

Fig．4) 

5 结 论 

对 10一乙基吖啶酮一2一磺酰氯(EASC)的性质考察表明：EASC不仅在紫外和荧光方面具有比Dansyl— 

cl更高的灵敏度，而且由于分子内O和 N原子问烯醇式结构的转变，使整个分子成为带正电荷的季胺 

离子，不仅使衍生物分子极性增强，保留提前，且质谱检测中显示出比Dansyl—C1更高的灵敏度。实验中 

采用 10一乙基吖啶酮一2一磺酰氯 (EASC)作为衍生化试剂，建立了LC—APCI—MS／MS(MRM)模式下对雌性 

激素的质谱测定方法。对实际藏羚羊粪便、根田鼠尿样和狼血清中雌二醇和雌三醇的质谱测定，具有灵 

敏、快速和重现性好等特点。 
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Enhancing Sensitivity for Atmospheric Pressure Chemical Ionization 

M ass Spectrometry with a Novel Labeling Reagent．i Application 

for the Analysis of Estrogens Derivatives 

ZHAO Huai—Xin ，SUN Xue—Jun ，SUN Zhi—Wei ，HU Bao—Jun ，LIU Qin—Ze ，ZHAO Xin-Quan ，YOU Jin—Mao ’。 

(College of Chemistry Science，Q咖 Normal University，the Key Laboratory ofLife-Organic Analysis，Q咖 273165) 

(Northwest Plateau Institute ofBiology，Chinese Academy ofSciences，Xining 810001) 

Abstracts A novel labeling reagent 10一ethyl-acridine一2一sulfonyl chloride(EASC)was synthesized for the 

analysis of trace phenolic compound and a new highly sensitive method for the determination of estrogens such 

as estradiol and estriol using EASC as enhancing reagent with LC—APCI MS／MS(MRM)detection has been 

developed．Estradiol(extradio1)and estriol(extfio1)could be labeled within 3 min at 60 oC in the presence of 

pH =10．5 NaHCO3 buffer to give the corresponding sensitive MS ion current signal that could be detected by 

MS—APCI(MRM)in positive—ion mode．Compared with dansyl chloride，EASC exhibited excellent UV， 

fluourscence and MS properties：Ratio of molar absorptivity UVEASC／UVD ～1
．

cl=6．67，ratio of fluorescence 

quantum yield f(EASC)／ f(Dansyl—C1)=43，ratio of ion intensity ICEASC／ICDansvl妇=4．98(extradio1)； 

ICEASC／ICD⋯ l蚓=4．5 1(extrio1)(at the same derivative condition with extradiol and extrio1)．At the same 

time，a detailed statement of the enhancing mechanism using EASC as MS labeling reagent was explained．The 

established method exhibited excellent repeatability and recovery．Linear responses in the range of 2．0 g／L 
一 100 L for extradiol and extriol were observed with coefficients of >0．9995，and detection limits were 

4．3 and 14 ng／L(S／N=3：1)for the labeled extradiol and extrio1．The established method for the 

determination of trace free estradiol and estriol from feces sample of Tibetan antelope was satisfactory． 

Keywords Liquid chromatography-mass spectrography， 10一ethyl—acridine-2一sulfonyl chloride，estradiol， 

estriol 
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