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19 2 9年 N 二 a d e
发现了稳定性同 位素 N 毕

。
、

时隔

十年
,

卫众et n b盯 g 等人以。 首先
一

提出了生 物样品的

Nl
一

5

质谱分析法
。

’ .

Nl
“

质谱分析法
,

一直以其精密稳定为许多研究

者所推崇并广泛应用于土壤化学
,

植物营养
,

微生物和

土壤生物化学的研究中
,

.

_

N坏质谱分析方法的报道也

常见子有关文添 虽然这些方法都是承袭子只 itt
e二 -

b 0 9 的基本步骤
,

但最近十多年来
。

尸些重 要坡术
_

L的改进是不容忽视的
。

_

在这些改进中
,

比较重要的

是 B耗血如` 〔2几初。八她卿啊工作
。

关于这些工作的

详细内容
,
已在 1

哨年的一篇文献综述中
〔幻 介绍过

。

近年来
,

小山雄生
、

按谷政夫。人W滋ke
:

等人毛的进行

的改革也是值得注意 的
。

尽管N ` ”

质谱分析方法已进

行过很多研究
,

但仍然有不少问题需要进一步探讨和

改进
。 - -

质谱仪器本身的精确性和稳定性对于获得精 确
、

稳定的结果是很重要的
,

但就某种意义上说
,

N , “

样

品质谱分析的误 差主要来自土壤
、

植株样品的处理及

气化过抵 仪器本身带来的误差可以说是比较简单而

且易于消除
。

样品处理及气化过程中出现的误差则比

较复杂而且难以消除
。

为此
,
我们对影响 N ` 5

分析结

果的儿个主要技术伺题如土壤
、
植株样品

几

的处理
,

N 15

样品高真空气化装置
,
空气对样品污染的影响

,

降低

仪器韵剩余本底等问题进行 了一些研究和改进
。

在讨论这些研究结果之前
,

先介绍一下我们所用

仪器的几个有关数据
、 -

我们是用国产 2 H T 一
13 01 型质谱计进行工作的

。

采用单束法测量
,

在第二级放大器 (输入电阻为 .4 了汉

加
犷1
欧姆) 上读数

,

加速龟压为 幼 0少伏
。 Z H T

一
13 01

型质谱
、

计是六十年代初期的定型产品
,

离子流信号的

记录部分只有直流电压表
,

自动记录仪
,

为弥补这方

面的不足
,

我们在第二级放大器饥 1伏的输出端上接上

一只 P Z一 8 型五位直流数字电压表、
一

用实验室去氧 空

气〔” 作参比标稚
,

经长
_

时何多次反复侧定
,

本实验室

去氧空气中N l 丘

蛤值为 0
.

36 9 士 .0 加 3( X 士 S ), 精密度

为。
。

8% ( C
.

V ) 、 现就几个间题分述如下
。

一
、

土壤
、

植株样品的处理

土壤
、

植株样 品的处理
,
主要是指将土壤

、

植株

中标记 N
` ”
的氮化合物转变成N H

` 。

这一步骤对于确

保土壤仁植株 N 15 样品分析的精确性 极其 重要
。

因

为
, 」

通过这一步骤要使有机氮化合物
.

,

特别是甲胺
,

乙

胺
, 乙二胺等有机氮化合物完全分解并转变成 N H 、 。

否现公 子也们的分子碎片犷在质谱计中形成质量沥
,

31

和烈峰
,

其中 29 峰叠加在 N毕N 1 5

提供的2习峰上
,

形

成虚假的富集
。

国外不少研究土作者对这个问题进行

了根多研究
,

但也存在不少争议。 ,8一协几 争论的方

面是催化剂种类
,

催化剂用量及消化时间
。

标记 N 娜 的土壤样品的处理
,

目前国
一

际士较多地

采用 B此二红
e 二
提 出的代声 0 `

一G u 石
e

混合 催花剂

〔每毫升 H
: 5 0 、 含。

.

3 3克长
:
5 0 4

), 清亮后消化 5小时

的方法
。

国内则沿用尤崇构等人 〔 1 33提出的 K
o
SO

4

一

H醉 1: 混合催化剂 (每毫升 H
: S d

、
含。 、

5克 K , 5 0 、 )
,

消化 15 一 18’J
、
时的方法

。

这两个方法正好代表了不 l司

表 飞 两
舫法消化鳃 Nl

:
土镶样品脉瞰

试 验
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的催化剂和不 同的消化时间
,

我们对这两个方法进行

了比较 (表 1 )
。

从表 1 可 以看出对土壤样品来说 C u ,

S e作催 化

剂消化 5小时和 H g 作催化剂消化 l sJ/
、
时

,

两者 N ` 5

丰度没有差异
,

但 H g 作催化剂
,

消化 15 小时
,

全氮结

果偏低
,

误差较大
。

这可能是由于 H : 5 0 `
用量 过少

,

K : 5 0 `
用量过大因而温度过高引起了氮的损失

。

我们还就用 C u ,

S e

作催化剂对植株样 品进行了

不同消化时间 的比较 (表 2 )
。

表 2 富集 N ` 5

植株样品不同消化时间的比较

发现两个方法对植株样品的全氮和 N ` 5
丰度虽然

没有重大差异
,

但 H g 作催化剂消化 15 小时和 C u ,

S e

作催化剂消化 2 小时相比
,

全氮量略高
,

N ’ “
丰度略

低
。

这种情况是由于 H g 催化法提高了 K Z 5 0 4
用量

的效果
,

还是 H g 的催化效率高于 C u ,

S e

还难以定

论
。

来用 K o S O 、
一 C u ,

S e
催化剂 的方法消化土壤

、

植株样品
, 一

「

未发现有机杂质对质谱分析的干扰
,

最后

确定土壤
、

植株样品用 K 2 5 0 4

一 C u ,

S e
混 合 物 作

催化剂 ( K :
5 0 ; : C o S O , 。

SH
: O : S e = 1 0 0 : 1 0 : 1 )

。

催

化剂用量按每毫升 H : 5 0 `
含 .0 33 克 K 2 5 0 4

一 C u ,

S e

混合物为宜
。

消化时间为土壤清亮后 5小时
,

植株清

亮后 2 小时
。

、

二
、

N
` 5

样品高真空气化装置

平 均 值 …
。

.
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o
·
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}
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·

, 3

发现植株祥品用 K : 5 0 、
一 C u ,

S e
作催化剂

,

消

化 2 小时
,
5 小 时

,
1 5小时 N ` “

丰度均没有差异
,

而且

消化时间过长如 1 5 小时
,

全氮量有降低的趋 势
,

说

明 C u ,

S e 作催化剂
,

长时间的消化是没有必要的
,

而且还可 以比土壤消化时间更短一些
。

此外
,

我们又对标记 N ` “
的植株样品用 K : 5 0 `

一

C u ,

S e 作催化剂
,

消化 2小时和用 K Z
S q

:

一 H g 作

催化礼 消化 15 小时两种方法进行了比较 (表 幼
。

表 3 两种方法消化富集 N
, 二

植株样品的比较

试 验 处 理
K : 5 0 奋一 C妇

,

消 化 2 小
eS
时

代: 5 0 吞一 H g

消 化 1 5 小 时

测测 定 项 目目 N 喊喊 N 工5 %%% N %%% N 1 5
%%%

样样样 重 复复 0
。

8 1 555 1
。

1 444 0
.

8 3 666 1
,

1 000

品品品 测定值值 0
.

含0 666 王
。

1 333 0 。 8 3 333 1
。

1 000

IIIIIII 0
.

82 111 1
。

1 444 0
。

8 2 666 1
.

1 111

0000000
。

8 1 000 1
。

1 333 0
。

8 3 222 1
。

1 111

平平平均值值 。 , 8 1 1

…
`

·

“ {{{ Q
.

8 3 333 ]
。

1 111

标标标准差 」。
.

0 0 了了 0
`

0 111 0
·

0 0 3 一 o
·

0 111

重 复

测定值

0
.

5 94

0
.

5 9 1

0 ` 6 0 7

0
。

7 7 8

0
。

7 7 6

0
。

7 7 5

0
。

5 9 了

Q
。

6 2 1

0
。

6 1 6

0
。

7 60

0
。

7 5 5

0
。

75 8

平均值

标 准差

0
。

5 9 7 0
.

7 7 6 } 0
.

6 1 1 0
。

7 5 8

0
。

0 0 8 0 .

0 0 1 } 0
。

0 12 0
.

0 0 2

N 1 6
质谱分析必须将 N H 4

转变成N : 。

这种反应

是在一个高真空气化装置中进行的
。

用碱性次澳酸钠

氧化 N H
。 ,

其反应式如下
,

2 N H
。 + 3 N a O B r

一
3 N a B r + 3 H

Z O + N 。

高真空气化装置的结构和性能关系到啊
` ”
分析的

精确性和工作效能
。

很多研究工作者对 N ` 5
样品的高

真空气化装置进行过不少研究 〔2 ,
9

, 1 4 , 1 5〕 。

我 们 在

B r e m 红 e : 〔2 〕工作 的基础上 设计了一 个 和 Z H T一

1 3 0 1 型质 谱计联机的 N ’ 5

样品高真空气化装置
,

如

图 1
、

2
。

这个 N ` “
样晶高真空气化装置 由 两部分组成

:

1
,

真空系统
。

由一只机械泵和一个立式玻璃油扩散
-

!粼渐燕
时主真空系统暴露大气和玻璃冷阶中

’

的水气进入主真

空系统
。

2, 样品气化系统
。

它由不锈钢三通柯伐接

头和标准高真空磨 口以及 Y型反应瓶组成
。

柯伐接头

焊在不锈钢三通管导上
,

和柯伐接头相连接的是一个

1。号标准玻璃磨 口
,

这个标准磨 口和接有 10 号标准塞

的 Y 型反应瓶相连接
。

反应瓶都接上 10 号标准高真空

磨口接头
,

所有反应瓶都可以互换
,

因而
,

大大提高

了工效
。

图 3 所示的是一盒带有标准磨口接头的反应

瓶
。

反应瓶的总容积约巧毫升
,

减小反应瓶的体积
,

是为 了提高进样管导内气化样品的压强
,

使 200 微克氮

的样品量也能测定
,

2 2 5



`̀ ~~~
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图 牛真空气化装置示意橄

1一带标准玻瑰磨口 接头 的

Y
一

垫友应瓶
; 2一可升 降的

液
;

氮冷阱 , 3一碱性次模酸

钠溶液 ; 4一含按的样 品溶

液 ; 5一带柯伐接 头的主通

金属管 ; 6一连 通质谱计进

样管道的不锈 钢管
, 7一 U

型液氮 冷阱 ,
a8

。

b一金属

波纹管阀门
; g一玻璃液氮

冷阱 ; 功一热偶计
一

管 , H 一

立式玻璃油扩 散泵
;

一

LZ一

高真空玻璃 活 塞
, 13 一电

离计管 , 14 一机 械 京
,

图 2 冲
异

释品真空气化装鬓 图 5 带标准玻璃磨日接头的 Y、 型反应瓶

样品气花系统
,

通过一只釜属波纹管阀门
,

一

用不

纂黔
“ 吵

” 导相

嘛
一

…中

吟恤
一

封种来用标准磨口接头瓶和质谱计相联接的 N 场

样品高真空气化装置
,

有其不少优点
: 一

;
,

真空性能

好
。

由于采用了金属波纹管阀门
,

柯伐接头
,

不锈钢

管导
,

金属垫片
、

垫圈联结
,

尽量减少了玻璃活
「

塞和

玻璃接头
,

夭大改善了真空性能
。 。一功

一

分 钟
,

系统

真空度可达 1宋 10
一 4

一 2 x 1o
一

气经长时期的检验
,

基本

上消除了系统漏气的影响
。

2
,

一

效率高
, N “ 样品质

谱分析的效率并不在于仪器本身
,

主要受控于样品气

化萦统抽真空攻及更换样品所需的对何
。

用也样的气

么2 6



化装置
,

约 5一 7 分钟系统的真空度就可达到指标
。

转

动反应并进行气化并将反应瓶浸入液氮冷阱冰冻
,

随

即打开进样阀 (图 1
,
8 幼

,

送样进行质谱测定
,

立即

关闭进样阀
,

取下反应瓶
,

换上第二个盛有 N
` ”
样品

的反应瓶
,

抽低真空
,

高真空
。

依次连续工作
,

平均约10

分钟测定一个样品 (包括结果计算时间在内 )
。 ,

3
,

所需

样品量小
。

对于常规 的土壤
、

植株 N
` 5
示踪研究来说

,

要取得足够数量 的土壤
、

植株样品是没有 什 么 困难

的
。

但减小样品量对于某些示踪研究
,

如土壤氮素形

态分级
,

作物根际微区氮素转化
,

植物氮素代谢等是

有实 际意义的
。

B r e m n e
抓 2〕报告过

,

用他设计 的气

化装置可 以测定含氮 10 一 50 微克样品中N 工 4 ,

N 1 5
的

同位素 比例
。

关于样品量的间题
,

正如 M缸 it 抓 3〕所

指出过的
,

分析 25 微克甚至更低数量氮的样品
,

在理论

上并不 困难
,

但在分析小量样品时
,

由于空气污染的

可能
,

存在实际问题
。

我们也观察到样品量太小
,

如

低于 2 00 微克氮时
,

空气污染的影响增大
。

因此
,

我

们认为
,

在我们的情况下
,

尽管 20 0微克氮的样品量也

能分析
,

但以不小于 400 微克氮为宜
。

要进行更微量氮

的示踪研究
,

可应用 N ’ 6
光谱测定 法

。

关 于 N ` 5

光

谱测定法的最近进展和某 些 应 用
,

有 不 少 国 外文

献且 6一 2 3〕可 以查阅
。

我们也曾经作过介绍 〔4〕 。

B沈m en
r 〔幻

,

M a八讼 〔3 〕特别强调了蒸馏过程中在蒸

馏了高丰度的 N ’ “

样品后立 即蒸馏低丰度的 N
王”
样品

时引起交叉污染的严重 性
。

另一种情况是虚假的富集

即由于样品中的有机物质进入离子源产生 29 峰
,

叠加

在 N ’ 4 N 15 提供的 29 峰上形成虚假的富集 印
,

12
, 2 4 〕。

在稀释污染中也分两种情况
,

一是大气中的 N H 3

对标记 N ` 5
的N ` ” H 3

的稀释 〔2 , 3 ,

1 3〕。

一是 空气对

N ` 5
标记化合物的稀释

。

由于空气稀释造成的对 N ` “

化合物的污染是最严重 的污染
,

甚至有人认为是不可

避免的
。

空气污染包括真空系统漏入的空气和样品溶

液中溶解的空气两部分
。

正如一些研究者所指出的
,

要

区分空气污染中多少来 自正常空气 (即漏入到真空系

统的空气 )
,

多少来自溶解在样品中的溶解空气是不可

能的
。

M时 t i n 〔3 〕认为
,

空气污染主要来自溶解 空气

并指出溶解空气的凡 / A : ( 2 8 /遮0) 比低于正常空气的

N / A r( 2 8 / 40) 比
。

他得到 的结果是溶解空气的 N / A
r

( 2 8 / 4 0) 比是 2 4
,

正常空气的N / A r( 2 8 / 4 0) 比是 5 5
。

我

们也观察到相 同的现象并得到了相似的结果
。

在我们

的样品高真空气化装置条件下
,

空气污染也是主要来

自溶解空气
,

测得溶解空气的N / A r (2 8 / 4。 ) 比为 22 一
2 3

,

正常空气的N / A r ( 2 8 / 4 0 )比为妞一 4 6
。

(表 4 )
。

空气污染主要来自溶解空气可从以下的两个事实

得到证实
,

为 了检验我们的样品高真空气化装置的密

三
、

空气对样品的污染
表 4 正常空气和溶解空气的 N / A

: ( 2 8/
一

4 0)

在质谱分析中
,

N I ”
标记样品存在两类污染

,

一

类是富集
,

一类是稀释
。

在富集污染中又分为两种情

况
,

一是N ` 5

富集物对自然丰度或低丰度 N ` 5
标记化

合物的污染
。

这种污染从土壤
、

植株样品 粉 碎 到样

品溶液浓缩
,

转移过程中 稍 有 疏 忽 都 可以 发生
。

雇于十召
’ 一 `

训漏
;: …;:

表 5 加温处理对消除溶解空气污染的效果 ( A 间条增高值m V )
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加

加未

封性能
,

多次进行了不盛放样品的空白操作试验
,

本

底值不增高
,

说明真空系统无漏气
。

另外
,

我们也观

察到
,

硼酸盐吸收的标记 N ` “
的样品溶液 乡在转移到反

应瓶中
,

经抽气后
,

可以把溶解空气的大部分抽除掉
,

但是即使将气化系统的真空 度 抽 到 l x 10
“ ` m m H g

,

仍然有相当数量的溶解空气不能被抽除
。

有时O 。 (3 2)

峰增高值可达 50 o V
,

A r ( 4 0 ) 峰增高值可达 2 5m V
。

经长时间观察
,

我们发现
,

由于抽真空后系统内压强降

低
,

溶液的冰点升高
,

硼酸盐的溶解度降低
,

原先溶

解在硼酸盐溶液中的空气被包裹在 硼酸盐冰晶中
,

在

和次懊酸钠反应时
,

结晶的硼酸盐溶液溶解
,

被包裹

的溶解空气释放 出来随 N : 1 “气体进入离子源
,

形成了

空气的污染
。

根据这一现象
,

我们采取了反复用温水

在外部加热反应瓶盛样品的一臂的办法
,

使硼酸盐冰

晶溶解
,

重复这一步骤 2一 3 次
,

使溶解空气全部放出

来抽走
。

这样
,

样品溶液中溶解的0 2

和 A r 可控制在
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一个很低的数值
,

0 以昭)峰增高值只有 3
, 。二 .4 暴m v ,

A :

碑的 峰增高值只有 1声一孔。` v
。

在这样卿清况

下
,

丫
,

般就不再需要作空气污染的校正{表 6 卜

溶解空气对耳吸样品污染的影
一

响和样品量关系很

大
。

样品中氮量过低
,

即
一

使采用上述加温处理
,

也难

以消除溶解空气雌影响 (表 6 o)
二

表 6 样品量和溶解空气污染影响的关系

不去溶解空气两个处理
。

由口温去溶裤 空气 的处
一

理
,

奉 r 峰无阻显 增高
,

无空气污染影响
,

不需要进行校

正
,

经四次重复测:定
,

得 到 了 9
.

68 士叭。以 X 士 S )

N 场 % 的数值
。

并以此作为对照御 从表 7 可以看出
,

受溶解空气影响不校正
,

结果明显偏低 , 用正常空气
N /人 (r 28 /如卜比校正

,

结果又明显偏高
,

用合正常空

气N / A 武 28 厂切 )比校正的结果与对照相一致
。

样 品 的 含 氮 量 样品中扮 峰增 高值 ( m V )
西

、

仪器剩余本底问题

以表 。 `

叫看抓 样晶量在 4。。微克以上
,

结合上

默溉耀黔蒸翼黑绿狐裹
正

,
_ 一 「 _ -

空气污染在N毕质谱分析中被认为是一个普遍现
象

,

通常以质量 32 的 。 “
峰〔熟 “ 5 ,

域 质
「

鼻 切 的 A r

峰印`肠幼来校正
。

但这种校正都是用正常 空气 的

N / A 以邹 /切 )或N /0
2
(2 8 / 3 2) 比

。

如前所述
,

空气

污染主要来户溶解空气
,
而且溶解空气和正常 空 气

的 N / A
,

( 2邵如 ) 比相差一倍
,

按正常空气的 N / A r

( 2晒
。 ) 比校正

,

结果势必偏高
。

根据 M抚此扭邻〕和

我们的工作结果
,

试用正常 空气 N / A r 招8厂遮0) 比的

1
招数值校正溶解空气污染的影响

,

得到 了较满意的结

果丈表 了 a)

表 7 的结果是这样得到的
:

用含氮量为 1毫克的

同一个N ’ ”
富集化合物样品

,

分加湿去挤解空气
,

和

表 7 用专正常空气 N / A l’( 2 8 /切 ) 比值校正

溶解空气污染的结果

处处 理理 不校校 用正常空气 的的
,

1 {{{

对照冷冷

正正正正 N厂人 r ( 28 /连0 ) 校正正 用贵正常空气的的的
NNNNNNNNN / A r ( 2 8/’ 40 )校正正正
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.
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.
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定定定 9
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g
,

6 777

值值
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工。
。

艺???????

平平均值值 日
。 3 999 川

·

议
--- _

9 ` 6 ;
一

…
一

”一 ””

标标准差差 饥 1 000 一 _ ~

。卢卢
`

今咚
~

_
·

未.0 岭岭

扮时照淤用同“ 个 N 工 ,禅品拼采用加湿处理消 除了游解

空气的影响
.

,

不 需要校正的给采
` -

一
;

在质谱计的分析室和离子源 中
,

由于剩余空气及

有机碳化合物 的存在
,

即使经过长时间 的多次加热供

份 仍然会出现质量 28
·

朋
·
3熟切 的本底峰

。

即剩余

本底
。

剩余本底 28 哆 g 的 比通常小于正常空气 2 8 / 2“

的
,

这说明剩余本底不仅仅是剩余 N :
的影响

,

还有有

比机碳化合物及C O ;
的影响

。

要彻底清除本底的影响

是不可能的
d

在计算X 14
,

N
` 日
的同位素比值时

,

必须

扭除本底
。

因此本底值的大小及稳定性对于 N 14 , N
` 5

同位素比值的精确测量
,

特别是低丰度样品的测量影

蒯睡大
。

要精确测量 N 卜
,

N 工 5

的同位素比值
,

对仪器

的剩余本底来说
,

第二要求本底值稳定
,

第二要求本

底值尽可能的小
。

本底值的稳定和本底值的高低密切

相关
,

一般说
,

本底值愈低愈稳定
,

愈高愈不稳定
。

因此
,

尽可能地降低本底值是解决剩余本底 的关键
。

粗何降低仪器的本底值
,

是气体同位素质谱分析

)搏{…淄教铆
础

。

但是
,

有时即使离子源和分析室的真 空 度都 达

到 1一2 x 1 0
一

叉毋 m H g 的极限真 空
,

本底值仍然可以

很高
。

仪器连续儿个月处于工作状态
,

离子源君卜分析

室很清洁
,

即使真空度未达到极限真空
,

本底值也可

以很低
。

这说明本底值来自离子源
。

如果用通常的
一

民

时间多次烘烤离子狐
,

分析室仍然达不到降低本底值

的效果时
,

可 同时采取两个措施
,
1

,

清洗离子源
。

用

刀片或金相砂纸清除电离盒窗 口周 围的碳黑
。

2
,

在

分析室租离子源加热过程中或加热给束后乘热接通阴

毋
。

这两个措施同时并用
,

具有很好的效果
,

本底值

可迅速下降而且稗定
。

在我们实验室的条件下
,

仪器

的本底值溥了掌是韶峰 0G 一珊扭叭 2。峰叭--5 称
。。犷

,

32 峰 3
,
“山 v ,

叨蝴声讥 V
。

准第二级放大器吞如冷伏

档上末检出质鼻 3伪
】

舰的质谱峰
。

_ -

绿上所述
i

。 耳华质谱分析法是升个经典的精密的

方法
,

但又是污个从样爵消化到数据侧量
,

步骤很多
,

2 2 8



过程冗长的方法
。

要得到满意的分析结果
,

除了质谱

仪器保持 良好的工作状态 以外
,

必须重视从样品消化

到仪器分析的每一个步骤
。

本文着重讨论了土壤
、

植

株样品的消化
,

N
` ”
样品的高真空气化装置

,

空气对样

品的污染
,

降低剩余本底等四个方面的问题
。

事实上

质谱分析的每一个细节都很重要
,

任何一个步骤的疏

忽
,

都会给分析结果带来很大的误差
。
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质 谱 测 定 N
` 5

方 法

曹 亚 澄

( 中国科学院南京土壤研究所 )

、

质谱测定 N
` “

的原理

(一 )质谱计的工作原理

就质谱计的用途而言
,

可分为同位素质谱计和化

学分析质谱计
。

北京分析仪器厂制造的 Z h T一 1 3 0 1型

质谱计是一种多用途的同位素质谱计
,

这种仪器 己在

原子能
、

地质和农业部门广泛应用
。

仪器分两个部分
:

测量部分和分析部分
。

测量部

分主要担负着离子源的供电 ,离子流的放大和测量 ;电
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