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摘要采用电喷雾萃取电离串联质谱(EESI-MS“)技术直接分析马尾松根际土壤溶液，发现了一种不稳定的

尿素衍生物3，3-二氨基一3一羟基丙酸．为确证其结构，以尿素为原料合成了该衍生物，并采用EESI．MS8分析

合成产物．结果表明，合成产物与土壤溶液中的3，3一二氨基-3．羟基丙酸的EESI．MS“分析结果相吻合，说明

土壤中确实存在该衍生物，其可能是一种尿素在土壤里代谢过程的中间体．本文结果表明，EESI．MS技术可

以直接分析复杂基体样品中痕量物质的信号，为研究尿素在土壤中的氮素转化机理提供了新的思路．
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氮素是植物生长发育所需最多的矿质元素，土壤氮库中的氮主要以有机氮的形式(如尿素)存在．

尿素以其含氮量高、肥效较快及肥效期较长的优势，被广泛用于现代农业生产．许多生物(如植物)均

利用尿素作为唯一的氮源¨1．植物有多种吸收尿素的途径，目前经典的理论是尿素易被土壤中微生物

释放的脲酶水解为CO：和NH，，NH，作为氮源最终被植物吸收；另一种理论是尿素可以在膜蛋白

(MIPs和DUR3)的作用下直接被植物吸收¨’2 J．除了在尿素转运蛋白的作用下之外，尿素必须转化成

有效态氮的形式从而被植物吸收．由于土壤中尿素转化过程十分复杂，迄今尚无报道明确指出尿素转

化为有效态氮的详细过程．因此，了解尿素在土壤中具体的氮素转化机理具有重要意义．

通常，分析复杂基体样品(如土壤、尿样和血液等)时需要进行研磨、过筛和萃取(如固一液萃取法、

加速溶剂萃取法及超临界流体萃取法)等复杂、耗时的样品预处理旧“]．土壤中一些重要的物质(如活

泼中间体)往往浓度较低、结构较不稳定，经过一系列复杂的预处理过程后，难以被常用分析仪器检测

到．电喷雾萃取电离质谱(EESI-MS)具有质谱特有的高灵敏度和高特异性，而且能承受复杂基体的影

响，可直接分析气体和液体样品，无需样品预处理一一1|．分析固体土壤样品时，可采用水或甲醇等溶

剂简单提取其中的待测物，无需进行富集和分离纯化等复杂的样品预处理过程．本研究采用EESI—MS

技术直接分析马尾松根际土壤溶液，发现了土壤中一种不稳定的尿素衍生物3，3．二氨基．3．羟基丙酸

(结构见图1)，采用串联质谱(MS“)技术快速获得了其结

构信息‘12。4|，并通过高分辨质谱分析结合人工合成实验

确证了其分子结构．本文发现的尿素衍生物可以采用尿素

为原料合成得到，是尿素转化过程的一种中间体，为研究Fig．1

尿素在土壤中的氮素转化机理提供了新的思路．
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1 实验部分

1．1试剂与仪器

甲醇(色谱纯，美国Fisher Scientific公司)；尿素(分析纯，中国联试化工试剂有限公司)；结晶乙

酸钠(天津市大茂化学试剂厂)；叔丁醇锂(阿拉丁试剂公司，纯度99％)．

LTQ XL离子阱质谱仪、LTQ Orbitrap XL组合式高分辨质谱仪和Xcalibur数据处理系统(美国
Thermo Scientific公司)；EESI电离源¨“181(江西省质谱科学与仪器重点实验室自行研制)；KQ3200B

型超声波清洗器(昆山超声仪器有限公司)；Discover-SP型微波反应器(美国CEM公司)．

1．2实验过程

1．2．1土壤样品的采集和制备20年生马尾松根际土壤于2010年4月采自江西鹰潭中国科学院红

壤生态实验站(E116055’，N28015’)长期实验区，采样深度为0—20 cm．土壤为典型红黏土发育的红壤

(普通简润富铁土)，将采集的新鲜土壤样品去除肉眼可见根系和砾石，放入冰箱于0～4℃保存，7 d

内浸提检测．

模拟鹰潭中国科学院红壤生态实验站土壤条件(未施用尿素)进行对比实验．挖去10～20 cm上层

覆土，多点采集土壤约500 g．均匀喷洒1 g／L尿素水溶液，做好标记，将挖出的上层覆土重新堆积，

3 d后采用同样方式采集标记处的土壤样品．将施用尿素前后采集的新鲜土壤样品去除肉眼可见根系

和砾石，立即浸提检测．称取5 g土壤样品，加入20 mL水，浸泡5 min，超声波处理5 min后，冷却，

过滤．滤渣再分别加人20 mL水浸泡5 min，超声波处理5 min后，冷却，过滤，合并滤液，即得土壤样

品溶液，冷冻保存，备用．

1．2．2合成分别称取0．5 mmol的尿素、结晶乙酸钠和叔丁醇锂置于5 mL反应管中，加入0．5 mL

甲醇，将反应混合物置于微波反应器中反应15 min，反应器的温度为80℃，功率为70 w，压力为

344．75 kPa．实验条件已进行了优化，但产率仍然很低，这可能是因为化学催化剂效率不高，难以制备

大量的3，3-二氨基．3一羟基丙酸．

1．3质谱条件

设置LTQ．MS为正离子检测模式，扫描范围m／z 50～300；喷雾电压3．5 kV；毛细管温度180 oC；

萃取剂为甲醇；喷雾气(N：)压力为1．4 MPa；溶剂和样品溶液流速均为5 ixL／min；样品雾化管与质谱

进样口的距离为5 mm；两个通道间的距离为1—2 mm；样品雾化管与质谱进样口的角度为900，两个

通道间的夹角为120。，萃取剂雾化管与质谱进样口的角度为150。．在进行串联质谱分析时，母离子的

隔离宽度为1．0 Da，碰撞时间为30 ms，碰撞能量为10％一25％．其它参数由LTQ-MS系统自动优化．

高分辨质谱扫描模式：一级质谱质量分辨率R=60000．

1．4理论计算

为了预测和解释离子裂解的最优路径，运用Gaussian 03W程序包¨9|，采用B3LYP密度泛函

(DFr)方法，在6-31 G±(d，P)水平上对分子的几何构型进行结构优化和频率计算，在所得优化结构的

基础上，通过频率计算进行验证，并保证所得结构的合理性(频率为正)．通过计算和比较离子碎裂反

应前后吉布斯自由能的变化情况[AG(kJ／m01)]来确定其碰撞诱导解离(CID)碎裂的可能路径．

2结果与讨论

2．1 土壤中3。3-二氨基-3-羟基丙酸的EESI-MS分析

如图2所示，土壤样品中的3，3-二氨基-3．-羟基丙酸在EESI中质子化后产生的准分子离子

[M+H]+(m／z 121)的丰度相对较低．这是因为土壤是复杂基体样品，所以谱图也比较复杂，而且目标

物的含量较低，致使其信号难以从纷杂的背景信号中凸显出来．

为进一步确定该化合物的结构，选择母离子m／z 121进行碰撞诱导解离(CID)分析，获得的二级

和三级质谱图如图3所示．在图3中可观察到比母离子(m／z 121)质荷比更高的质谱峰m／z 223，说明

母离子含有二价离子形式．基峰m／z 223对应[2M+2H—H30]+，是母离子[2M+2H]2+失去H30+形成
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Fig．2 EESI-MS spectrum of 3，3-diamino-3-hydroxy-

propanoic acid in soil extracts from the rhizo-

sphere of Pinus massoniana
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Fig．3 EESI-MS2 spectrum of fragment ion m／z 121 in

soil extracts from the rhizosphere of Pinus ma$-
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Inset shows the MS3 spectrum of fragment ion m／z 121．

的．假设主要碎片离子m／z 112是一价母离子[M+H]+(m／z 121)丢失质量数为9的分子而得，但根据

元素周期表却找不到合理的分子．由此可知，碎片离子m／z 112应为二价母离子[2M+2H]2+失去H：0

而得，对应于[2M+2H—H：0]2+离子．因为多电荷离子在CID过程中会产生电荷分离，从而得到质荷比

(m／z)比母离子大的碎片离子ⅢJ．因此推断母离子有[M+H]+和[2M+2H]2+两种形式．碎片离子m／z

112和223是由二价离子[2M+2H]“碎裂产生．放大离子区域m／z 120．8—122．3(图2插图)，可见与
m／z 121质量数相差0．5 Da(m／z 121．48)和1．0 Da(m／z 122．10)的离子峰，分别证明二价和一价离子

的存在．其中m／z 121．48和122．10离子的相对丰度分别为4．21％和8．34％．该同位素峰丰度比接近

理论值：m／z 121．5，4．26％；m／z 122，8．53％[计算过程见本文电子刊支持信息(http：／／www．cjcu．jlu．

edu．cn)]．质量数相差0．5 Da的离子丰度低于质量数相差l Da的，说明3，3一二氨基-3一羟基丙酸更容

易质子化形成一价离子([M+H]+)．本文对母离子m／z 121及二级碎片离子m／z 223和112可能性较

大的几种结构进行了理论计算，选出相对较稳定的结构进行反应焓变的计算．由于大量分子内氢键的

存在，母离子m／z 121及二级碎片离子m／z 223和112存在多种同分异构体结构．对上述离子的几种

最可能结构均进行了计算，通过频率计算验证(频率为正)，能确保所找到的结构是合理和可靠的[具

体内容见本文电子刊支持信息(http：／／www．cjcu．jlu．edu．cn)]．通过理论计算得出，由3，3一二氨基一3．

羟基丙酸的质子化离子(m／z 121)裂解产生碎片离子m／z 112的反应过程中吉布斯自由能的变化(AG=

43．26 kJ／m01)大于碎裂生成离子m／z 223的自由能变化(AG=一105．36 kJ／m01)，说明优先裂解生成了
m／z 223离子而非m／z 112离子，故母离子(m／z 121)的二级谱图(图3)中m／z 223的相对丰度比m／z

112的相对丰度高．理论计算还得出由母离子m／z 121裂解产生碎片离子m／z 223的另一种同分异构

体的吉布斯自由能变化(AG=一21．20 kJ／m01)．从热力学理论角度分析，二价母离子丢失H，0+的可能

性比较大，这可能是由于二价离子电荷间的排斥导致容易丢失H，O+．然而，由于丢失H。0+过程中涉

及多个键的同时断裂，因此很难得到其过渡态．通常，小分子难以获得多电荷离子，除非该小分子中

含有多个碱性很强的质子化位点．由此推断，该母离子应该含有不少于2个容易结合质子的碱性基团，

如伯氨基．二级谱图中的主要碎片离子m／z 103和93分别为母离子丢失H：0和CO所得，说明该母离

子还含有一OH和一CO．三级谱图(图3插图)中的主要碎片离子m／z 85是由二级碎片离子m／z 103

继续丢失1分子H：0而得，可知初级母离子[M+H]+(m／z 121)结构中含有2个一OH．碎片离子m／z

61，63，77和104是母离子m／z 121分别丢失C2H。02，C2H202，C02和NH3所得．综上所述，该母离

子结构中应含有1个一CO、2个一OH和2个易结合质子的强碱性基团．根据该母离子的质荷比为

121，可判断这2个容易结合质子的碱性基团是伯氨基(一NH：)．结合谱图中各碎片的丰度推导出的结

构式如图1所示，其系统命名为3，3-二氨基-3一羟基丙酸(3，3-Diamino-3-hydroxypropanoic acid)．

2．2 合成的3。3·二氨基-3-羟基丙酸的EESI-MS分析

为探究3，3一二氨基一3一羟基丙酸的来源并验证其结构，本实验采用尿素为原料进行合成反应，得到

的反应混合物直接进行EESI—MS“分析．由待测物的质谱图(图4)可见，m／z 121(对应于[M+H]+)为
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3，3一二氨基-3一羟基丙酸的质子化准分子离子峰．此

外，谱图中还有较高的m／z 143分子离子峰，可能 娶
是待测物与Na+形成的特征非共价配合物(对应于 童

[M+Na]+)．反应混合物的一级谱图(图4)中m／z 毒

143离子的相对丰度明显高于其在土壤溶液一级谱 ．重
图(图2)中的相对丰度，这是因为合成反应过程中 蛊

加入了大量醋酸钠，使待测物易结合Na+形成钠化

离子．采用高分辨质谱对合成产物进行确证，在

EESI—MS正离子模式下得到目标物分子离子的精确Fig·4

质荷比为121．06194，与理论计算值的相对误差仅

为9．66x10～．

12l

l z

洫．．|d。 LlIllJ．JJIl|lI．． |IfIIlI^|lIm．JJIJ‰。。III|¨LIL．
m／z

EESI-MS spectrum of 3，3-diamino-3-hydroxy-

propanoic acid in synthetic sample

为进一步验证合成产物的结构，选择质子化的3，3一二氨基一3一羟基丙酸(m／z 121)和钠化3，3．二氨

基一3一羟基丙酸(m／z 143)分别进行串联质谱分析，获得的特征碎片分别如图5和图6所示．从m／z 121

的CID谱图(图5)可观察到明显的碎片离子峰m／z 112和223，这2个特征碎片是证明该化合物为

3，3-二氨基-3．-羟基丙酸的重要依据．相对应的碎片离子m／z 63和77是由母离子m／z 121分别丢失

C：H：02和CO：所得，结构如图5所示．碎片离子m／z 61是母离子m／z 121丢失C：H。0：得到的质子化

尿素，m／z 103为母离子m／z 121丢失H。O而得．继续对碎片离子m／z 103进行CID分析，也得到了其

丢失H：0形成的碎片离子m／z 85(如图5插图所示)．合成3，3．二氨基-3一羟基丙酸的质子化分子离子
m／z 121的二级谱图主要碎片离子(如m／z 112，223，103，104等)和三级谱图的碎片离子均与土壤的

分析结果一致，只是丰度有所不同，这是由于2种样品基体不同所致．图6是钠化3，3．二氨基．3．羟基

丙酸(m／z 143，对应于[M+Na]+)的二级谱图．其中的主要碎片离子m／z 125，111和107是母离子分

别丢失H20，N2H4和2H20所得；m／z 97是m／z 143同时丢失一分子CO和H，0后得到的；m／z 83离

子是母离子m／z 143从中间断裂而得，结构如图6所示．

Fig．5 EESI-MS2 spd2trunl of fragment ion m／z 121 in

synthetic sample

Inset shows the MS3 spectrum of fragment ion m／z 121．

Fig．6 EESI-MS2 spectrum of fragment ion

m／z 143 in synthetic sample

继续选择碎片离子m／z 83，125，111和97进行三级质谱分析，所得谱图如图7所示．图7(A)中
的碎片离子m／z 55为[NaCH30H]+，是离子m／z 83丢失CO所得；离子m／z 125的MS3分别丢失H：0
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和CO得到离子m／z 107和97[如图7(B)所示]；离子m／z 111的MS3则丢失OH得到离子m／z 94，此

外还观察到相对丰度较低的碎片离子峰m／z 129[如图7(C)所示]，是离子m／z 111结合H：0产生

的旧1’22|；图7(D)中的离子m／z 55和69分别对应[NaCH，OH]+和[NaNH2CH：NH：]+，是二级碎片离子
m／z 97分别丢失CH：N：和CO而得．通过对尿素和醋酸钠合成产物的EESI—MS谱图分析，进一步确认

了3，3一二氨基．3一羟基丙酸的存在，其串联质谱数据也与这种结构的碎裂方式吻合．

此外，对同一份土壤样品以及合成的3，3．二氨基．3一羟基丙酸样品进行了重复实验，发现约20 d

后，检测不到3，3一二氨基．3一羟基丙酸的信号．说明3，3．二氨基．3．羟基丙酸在水溶液中不稳定，这与本

实验提出的化合物结构一致．从该化合物的结构及合成实验可知，它可看作是尿素转化成可被植物吸

收利用的氮素形式的一种中间体．由于化学合成产率较低，所以该过程可能有特定的酶进行催化．

采用EESI—MS8检测模拟对比实验的土壤样品．在施用尿素前的土壤样品中未检到3，3-二氨基一3-

羟基丙酸的信号，而在施用尿素3 d后的土壤中发现了3，3．二氨基．3一羟基丙酸，但其信号相对较弱，

可能是因为模拟条件与原始土壤的条件不同所致．

在无尿素转运蛋白的作用下，尿素无法直接进入植物体内．此外，尿素属于非蛋白氮(Non．protein

nitrogen，NPN)，可作为反刍动物的蛋白质饲料来源．然而，尿素在瘤胃脲酶作用下快速分解所释放出

的大量氨会导致动物发生氨中毒旧3'川．因此，尿素必须经过转化，才能更好地被生物体吸收利用．本

文结果表明，在特定催化剂(如酶)作用下，尿素可能先转化为3，3．二氨基一3一羟基丙酸这一衍生物，最

终以氨基酸等形式被生物体吸收利用．因此，EESI—MS为研究尿素在土壤里氮素转化过程的机理及其

中间体提供了新思路和技术．当然，揭示尿素在土壤中的详细转化过程，实现3，3-二氨基-3．羟基丙酸

在作物生长方面的应用价值还需要深入研究：例如采用15N示踪技术追踪3，3一二氨基-3．羟基丙酸在土

壤中的去向；深入研究消耗尿素和生成3，3一二氨基．3一羟基丙酸之间的数量关系；进一步研究3，3·二氨

基-3一羟基丙酸对提高植物产量和氮肥利用率的效果等．

3 结 论

采用EESI．MS8技术直接分析马尾松根际土壤溶液，发现了土壤中一种新的化合物3，3一二氨基-3一

羟基丙酸，该化合物可采用尿素为原料合成得到，并通过EESI．MS“分析确证了其结构．3，3-二氨基-3一

羟基丙酸在水溶液中性质不稳定，很有可能是尿素在土壤中代谢过程的中间体．本研究为阐明氮素转

化过程的机理提供了新的思路，也为EESI．MS在土壤学研究中的应用提供了可能．
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Detection of a Novel Metabolite of Urea in Soil by Extractive

Electrospray Ionization Mass Spectrometry

PAN Su—Su 1，ZHAO Na2，OUYANG Yong—Zhon91，HUANG Ke—Ken，DING Jian—Hual，

CHEN Huan-Wenl+，YUAN Lon93，WANG Xing-Xian94

(1．Jiangxi Key Laboratoryfor Mass Spectrometry and Instrumentation，East China Institate of Technology，

Nanchang 330013，China；2．Jiangxi Bureau of_s删∥，培and Mapping，Nanchang 330025，China；
3．State Key Laboratory of Inorganic Synthesis and Preparative Chemistry，College of Chemistry，Jilin University，

Changchun 130012，China；4．1mtaute ofSoil Science，Chinese Academy ofSciences，Nanjing 210008，China)

Abstract As an important nitrogen(N)source for the growth of many organisms，urea is intensively used as

a nitrogen fertilizer．A better understanding of urea metabolism is required．Using extractive electrospray ioni-

zation tandem mass spectrometry(EESI—MS“)，a new urea metabolite(3，3-diamino-3一hydroxypropanoic acid)

was detected in soil extracts from the rhizosphere of Pinus massoniana．A 3，3-diamino-3一hydroxypropanoic

acid standard was synthesized from urea，sodium acetate and lithium tert—butoxide．The protonated molecular

ion and the sodium adduct were observed in the mass spectrum．With tandem mass spectrometry，the two sig-

nals from the synthetic sample were quickly identified and verified the protonated molecular ion from the soil

extracts．It can be inferred that 3，3-diamino·3一hydroxypropanoic acid is a metabolite from urea in soil，and

this study provides clues for future research of nitrogen transformation processes in urea fertilized soils．EESI—

MS is a promising tool for the rapid and accurate identification of trace levels of short·lived metabolites．

Keywords Extractive electrospray ionization；Tandem mass spectrometry；Soil；Urea metabolite

(Ed．：N，K)
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