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精确地测定生物样品中的微量
` ” N ,

是
` 6

N示踪

研究法发展的一个基本方向
。

近年来 ,在生物学和农

业科学中应用稳定同位素 ` “ N取得了很大进展
,

获

得了许多有关动
、

植物体的抓素营养功能和盆素在

土城中平衡的资料
,

进一步丫解了盆素在自然界的

循环过程
。

利用 几 . N示踪技术对合理施肥
,

提高氮

肥的利用率
,

以及扭素在土壤中的固定和转化进行

了大量的研究
。

然而
,

随着研究工作的深入
,

人们

在氮素平衡的田间试验和长期的 ` 6 N 示踪试验 中
,

以及一些动
、

植物的氮素吸收转化的研究中
,

都有

一些 ` 匕N 丰度很低的样品礴要精确地分析
。

另外
,

在我国尚未开展的 1 . N 自然丰度变异的研究工 作
,

也需要对自然界含撼物质氮同位素组成的微小差异

进行检测〔 1〕
。

因此
,

建立 几 . N精密质谱测定法
,

在

现今就变得更为重要了
。

1 ` N 质谱甜定法可分为单束法和双束法
。

目前

国内的 ` . N 质谱分析一般采用的是单束法〔幻
。

双

束法又称精密质谱测定法
。

由于它采用双进样和双

接收的形式
,

因此减少了先后测量过程中由于进样

系统
,

分析系统和离子流检测系统不稳定所引起的

测量误差
,

其测量精度要比单束法高二个 t 级左句
这种方法在地球化学领域应用得较为普遍 〔3 〕 ,

教
环境保护

,

能源开发以及考古学和水文地质等方时

也有着特殊的作用
。

北京分析仪器厂生产的 Z H T
一

13 o 3 aIJ 位素质谱

计是一种永磁
、

18 0
。 、

双路进样的专用小型质谱计
,

可进行气相轻元素的稳定同位素丰度的精密 测 定
,

根据这台仪器的结构特点
,

我们摸索了用双路进样

方式测定微盆 ’ “
N 的实验条件

,

实测了一次测 t 精

度和重复测 t 精度
。

一
、 ` ”

N 精密质 . 洲定的仪 . 和方法

(一 ) z H T
一

15 03质谱计的结构特点

不同类型的质盈分析器与不同形式 的 送 样 系

统
、

离子源和接收器组合
,

可以构成不同性能的质

谱仪器
* 。

Z H T
一

03 质谱计的工作原理如图 1所示
。

* 《质谱学羞础与 “ N 分析》
,

中国科学院南京土搜研

究所质瀚组摘印
,

1 9 8 1
。

. . 脸 , 自 . . 一 ,嘴 ,

一
-

-

— ~ 一一
` 性 .

势面等值线图
,

就可以看出整个区域内性质变化的

总趋势
。

二
、

应用趋势面分析研究农田

土城生态系统的性态变异规伸

农田土城深受人为活动的影响
,

是一种人工生

态系统
,

其性态变异具有独特之处
。

太湖平原是我

国农业发达地区
,

农 田土城受到长期人类耕作的影

味
,

我似在太湖平原选择了二个代表性地段作为生

态样区
,

用方格随机法布点
,

观测微地形与水分状

况等环境因子
,

钻取 30 一 40 厘米深度的土城样品进

行化学分析
。

设坐标原点在研究区域的左下角上
,

东西方向

的距离为X (米 )
,

南北方向的距离为 Y 之米 )
,

各观

侧指标为 Z ,

进行趋势面分析
。 一

结果表明
,

微地形

等自然因素在两个地段中的变化很有规律
,

三次趋

势面的拟合度已达 90 %左右
,

而土城养分含量的三

次趋势面只能达到 40 %左右的拟合度
,

说明农田土

类分布的复杂性
,

这是与自然土城的性态变异不完

全相同的
。

由趋势面等值线图可知
,

土澳有机质和

全盆的分布是随地形增高而含沮减少 , 全磷含 t 则

有在居民点附近富集的趋势
,

与考古发现的古村落

附近土坡相似
。

总之
,

趋势面分析表明了研究区域中土坡生态

系统性状的趋势性变化和随机性变异的程度
,

证明

这一方法在研究农田土城及其环境因素的区域性变

异中是很有用的
,

并可进一步应用到环境科学和农

业生态系统的研究中
。
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图 1 配备徽计算机的摘密同位素质谱计工作原理示意图

.

知单束侧盆的质谱计相比
,

该仪器在结构上有以下

三个特点
。

一

1 1 。

具有双进样系统
。

为了精密地测定同位 素

丰度比
,

必须快速交替地通过双进样系统向离子源

送进标准样品和待浏样品
,
以便进行双样比较测量

。

另外
,

进样系统采用粘滞流进样
,

应能很好地消除同

位素的分馏效应
。

整个系统由双路进样电磁阅
、

孔径

为。
.

1毫米的毛细管
、

可调储样器和组合 阀 ;组成
。

2
.

采用双接收方式
。

仪器采用的是双板接 收

器
,

可同时分别接收大丰度与小丰度的同位素离子
,

并由相应的直流放大器进行放大
。

两个不同强度的

离子流比通过比率积分器积分或棋数转换器转换比

较后
,

由打印机直接打印出侧定的结果
。

3
。

配备徽计算机
。

为了提高仪器的自动 化 程

度
,

我们为该仪器配备了一台美国 R 。 。 k , el l公司

的
,

人IM
一

石5徽计算机
,

该计算机具有多种功能
:

控

侧班路进样的电破阁 , 判别标准样品与待侧 样 品 ,

采集由质谱计直流放大器输出的信号 , 对被采集的

旅据进行处理
。

分析结果和侧渔精度最 后 由 日本

E p . o n公司的M X
一

80 1型宽行打印机打印出来
。

(二 )气体样品的制备

在整个实验过程中
,

标准样品采用的是钢瓶高

碗忆气
,

其纯度为”
.

” %
。

供试的待测样品是将丰

度为 10 外的 ’ . N标记硫酸铁在样品气化装置上反应

生成的 ’ “ N标记盆气装入球胆内
,

然后用高纯兔气

扮释制得的
。

两种试测祥品的 乙’ 。 N值分别为6
.

80

( N
一

8 4一 1 )和 5
.

90 ( N
一

8 4
一
2 )

。

(三 )乙盆 . N 的计算方法

饰 N同位素丰度的微小变化通常 以 6 1 “ N编 表

示
,

它的定义为
:

占伟N肠 二
- R x 一 R s

R 8
x 10 0 0沁

式中
: R为氮元素中〔 1 ` N l `

N 〕同位素离子与〔’ ` N

, 名N〕同位素离子的峰强比
,
即同位 素丰度比

。 x 表

示待测样品 (试样 )
, ,表示标准样品 (标样 )

。

正 6 ! “
N

表示试样的 l ,
N丰度高于标样的 ` , N丰度

。

负的则

相反
。

一个 乃 ’ . N值相当于。 .

00 037 ` S
N原子 %

。

二
、 ’ `

N精密质讼浦定方法的实验条件

在
1 . N精密质谱法中

,

为了能获得高精度的同

位素丰度比和良好重现性的分析数 据
,

必 须 根 据
1 . N 分析的特点和质谱仪器的类型确定测定方法的

实脸条件
,

它包括仪器最佳工作状态的选择和明确

各种形响测里精度的因素
。

其中样品制备方法的选

定也是一个重要的方面
。

我们对
1 “ N精密测定法中

质谱计侧童的实验条件做了大量的工作
。

现分别叙

述如下
。

(一 )质 t [ 28】和 120 1的本底值对 6 ’ ` N 测定值

的影晌

笼在空气中占有很大的比例
,
即使质谱计经过

长时间的多次加热供烤
,

仍然会出现较 高的质 盆

〔28 〕和〔20 1的本底峰
。

特别是更换阴极或间偏较长

时间后重新开机时尤为突出
。

另外
,

质谱计本底中

质量〔2 9〕与〔 28〕的比值较空气的高
,
当测定气体压

强较低的样品时
,

本底的影响会使 护 . N 侧定值偏

高
。

究竟氮的本底降低到多少对 乙 l “ N的测定值没

有影响
,

我们对此进行了实验
,

试验数据列于表 1
。

从表 1 可以看出
,

当质址〔2 9〕本底在 12 毫伏以下
,

质

t 〔2 8 )本底在 9 50 毫伏以下时
,

氮的本底对测定结

1 0君



表 i 不 同 氮 本 底 对 6 , ,对测 定 值 的 影响
(标样和试样均为同一高纯撼气 )
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表 2 标样与试样 〔2 8〕峰强差对 6 ` 6N 测定值的影呐
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标祥和试祥均为间一俐瓶离纯盆气
。

标祥
:

俐瓶高纯扭气
,

试样
: N 一 8 4一 .2

果没有影响
。

(二 )标样与试样之间峰强差对乙
“ “悦测定值的

影响

在进行双样比较测量时
,

标样与试样的离子流

强度是否相等
,

对各1 “ N 值的侧定有一定的影响
。

这

主要是由于进样气流
、

离子源的工作状态和接收器

二次电子等因素造成的
。

但侧定过程中
,

要把两路

样品的离子流强度调节成完全一致是很困难的
,

通

过实验可以找到允许的峰强差范围
。

我们做了联接

徽计算机前后的两个实验 (表 2)
。

结果表明
,

当标样

和试样的离子流强度柑差了
.

5毫伏 (即放大器灵敏度

为 3 伏档
,

记录仪上的显示不大于 1/ 4小格 )时可进

行浏 t
。

这样的峰强差在测定时调节亦较为方便
。

(三 )不同离子流弧度对乙 ’ ` N测定值的影响

在进行生物样品的徽量 ` “ N和自然界含氮物质
` 6 N 自然丰度的测定时

,
经常会遇到一些含据 t 较

低的样品
。

为保证测定结果的可靠性
,

必须找出所

需样品氮量的下限
。

它取决于直流放大器
、

比率积

分器或微计算机 V / F转换器的侧量线性度
。

我们在

不同离子流强度的情况下做了实验
,

其结果如图2所

示
。

联接计算机前
, 〔2 8〕峰强在 。 .

73 伏以上时
,

6

` 6
N侧定值有 良好的重现性

。

而联接计算 机 以 后
,

〔2 8〕峰在 1
.

08 伏以上侧定结果才能稳定
,

小于 1
.

08

伏以下时结果有明显的偏差
。

联机前后测量范围不

一
,

可能是由于更换了阴极
,

仪器的灵敏度不同所

致
。

\o
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\ _
. .

二竺
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图 2 [ 28 1峰强对乙 ’ “
N测定值的影响
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七四 ) 直流放大器导点偏离对护
,
N定值的浦影

晌

在双束测量中
,

放大器 I 和 I 零点不可能都调

到
“

绝对零点
” 。

有时即使调到近似于零
,

但随着浏

盆时间的延长
,

由于温度
、

放大器电子元件的稳定

度等因素的变化
,

也会出现零点漂移
。

可在不同范

国内改变放大器 1和 I 的零点
,

以试验其影响程度

来确定允许的零点变化范围
。

由于在侧 t 时将〔 2 8〕

峰强调节成 V
。 〔: . 〕 = V

: 〔: “ 〕,

这样在放大器 I 上的

质盘〔2 8〕墓本上是一个常量
,

因而放大器 I 的零点

偏离从理论上讲是没有影响的
。

实验表明
,

将放大

器 I 的零点在30 毫伏档调至成偏离 5 小格时
,

对测

定结果均没有影响
。

放大器 1接收的是质量 〔 2的
,

而各个样品 1 . N 丰度的不同是通过它反映出来的
,

因此放大器 I 的零点偏离对浏定结果有 直 接 的影

响
。

从表 3 的结果可以看出
,

放大器 I 零点偏离 l

小格 以内(在 30 毫伏档 )测定结果较好
。

(五 )不同阴极发射电流对 6 ` “ N 测定值的形晌

表 3 放 大 器 I 琴 点 偏 离 对 6 盆“ N 测 定 值 的 影 响

旅大器 I 零点偏离3 0斑伏档表头指示
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。
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。

表 4 不同阴极发射电流对 6 ` “ N

侧定值的影晌

(标样
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离子源供电参数 〔主要有推斥电压
、

电离电压

和阴极发射电流等)的变化将引起 6 1 . N 值的波动
.

因此必须用已知各 二 . N 值的一对样品
,

在改变这些

供电参致的情况下进行侧定
,

以确定其最佳工作状

态
。

我们着重比较了不同阴极发射电流的影响 (表

4)
。

仪器的发射龟流为2 00 微安时
,

各 ’ 6 N 侧定值往

往偏低
,

而在 300 和相。徽安时
,

测定结果的重现性

较好
。 、 .

’

另外
,

由于标准样品和待测样品交替进样时残

余气体的相互干扰
,

任何一路样品的测盆数据必须

经过一定的等待时间以后方能艳定
。

在 6 1 . N值相

差越大的两个样品进行比较侧盘时
,

等待时间也相

应越长
。

与徽计算机联接以后
,

标样与试样电磁阀
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表 5 不 同 等 待 时 间 对 各 ` “ N 测 定 值 的 影 响
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1
7

…
,

竺{
」

_

竺
. J

J
_ _

竺
.

…
_ _

:: :
一

…
. L

一!:: 5
。

9 3 5
。
9 9 ` 。

9 9

表 6 不 同 采 样 时 间 对 6 “ N 侧 定 值 的 影 晌

(标祥
: 俐舰商纯拓气

,

试祥
: N 一 84 一 2)

采采 样 时 间间 111 222 333 444 555 666 777 吕吕 999

((( 秒 ))))))))) 5
。
9 2222222 5

。

9 999 5
。
9 333 5

。
9 666

666 1 6
N (陷 ))) 6

。
1 222 6

。
3 666 6

。

0 88888 5
。
9 999 6

。
0 444444444

! 0 4



的切换时间 (等待时间 )以及对质谱峰的采集时间 (采

样时间 )都可根据测定样品的需要由人机对话给定
:

我们用高纯氮气与 N
一

8 4
一

2 一对样品作了不同等待

时间的实验
。

从表 5的结果看出等待时间在 5秒以

上
,

结果的重现性较好
。

有时由于进样气流不稳定
,

积分或采样时间过短对侧定结果也有影响
,

在我们

的实验条件下
,

采样时间必须控制在 4 秒以上 (表

6 )
。

表 7 精密质谱测 t 的计算方法与公式

△l =

D
一

D `
△一

△△么△D
一二 X -

5 1 + S :

2

_ X I + X Z

2

D 3 二 X Z
S乞 + S

:

2

三
、 ` “

N 精密质进侧定的精 密 度 和 准

. 度

在进行了各种侧样条件的比较实验以后
,

我们

在最佳的仪器工作状态下
,

用 N
一

8 4
一
1和 N

一

8`
·
2 两

个样品侧t 了仪器的一次侧 t 精度和重 复 测 量 精

度
。

精密度表示仪器进行重复测公时结果的重现性
。

目前各种类型的毯定同位素质谱计所给出的精度计

算与表示方法略有不同
。

一般倾向于采用 以 6~ 12

次
“

次间
.

相对标准偏差的计算方法〔们
。

(一 )一次测 t 精度 质谱计对标样和试样一次

连续侧 t 时所计算出来的精度称之为一 次 侧 t 精

度
。

它代表了仪器在较短的连续分析过程中的测量

德定性
。

一次侧量精度的计算方法与公式如表 7 所

示
。

表 8 列示出用 Z H T
一

03 质谱计进行氮同位素分

析时的一次侧 t 结果
,

其精度一般都维持 在 0
.

1编

左右
。

(二 )盆汉测 t 精度 质谱计在较长时间内重复

侧t 时的精度
,
即

“
重现性

” ,

是稳定同位素质谱计最

重要的指标之一
。

它说明仪器对样品侧定的可靠性
。

往往一台质谱计可以给出很高的一次侧量精度
,

而

△ 1 0 { △

D = 卫p鱼
1 0

艺△̀ 2

四日
l

一目日国日一口曰群随一
、、、……、

一卜黝一
6

_
_

/率万
各 : 。 N 二

卫2
、 1 00 0沁 口 二

勺
一

卫二三 ` 1 0 0 0沁

S S

重现性却要低出一个数 t 级
。

我们用同一对标样和

试样
,

在相同仪器条件下
,

间隔一定的时距进行重

复侧定
,

观察其重复测 t 精度
。

结果 (表 9 )说明该

仪器精密测定 1 . N 的精度完全满足方法的要求
,
可

以给出国外同类仪器相接近的精确数据
。

(三 ) 各 “ N 值的准确度测定 依据准确度的定义
,

高准确度的分析必定是精密的
,

但高精密度的分析

却不一定是准确的
。

这取决于进行比较测定时选用

表 8 ` . N 精 密 质 谱 测 定 的 一 次 测 t 精 度
(标祥

: 俐瓶离纯抓气
,

试样
: N

.
8 4一 ”

侧 母 组 次 ( l ` N 皿`N 〕 / ( l ` N l `N 〕值 乙 1 . N
(沁 ) (沁 )

7 1 0 5

7 1 5 5

7 10 9

7 1万6

7 10 8

7 1 55
Z
, 0 7

7 1 5 6
i
’ 0 9

7 1 5 8 :::: 6
。
8 0 0

。

1 1
祥祥标试

:;;: ::;:
7 1 1 2

7 1 6 1
i
, ’ 3

2 1 6 3 ::;: i”
“

7 16 4

6
。
3 9 0

。

0 9
祥样标试

7 1 0 5

7 1 5 5

7 10 6

7 15 5
i
’ 0 6

7 1 5 5
了
` 0 7

7 15 6

7 1 07

7 1 5 5

7 10 7

7 1 5 5

6
。

8 6 0
。

0 7
样样标试

7 10 6

7 1 5 5

又10 5

7 15 4

7 10 6

7 15 5

7 10 5

7 1 5 4
了
’ 0 6

了 1 5 5
Z
’ “ “

了1 5 5

…士
…
…
}

}
{

}

6
。

8 3 0
。

1 2
祥祥标试

7 10 2

7 15 3

7 10 4

7 1 52

7 1 05

7 1 53
Z
,。 4

7 1 5 3

7 1 0 3

7 1 5 3

7 10 4

7 1 5 2
6

。
8 0 0

。
1 3

试标 祥祥

10 5



农 9 ` .钟摘密质猫洲定的 , 妞浦 t 精度

(标祥
:

们舰高纯抓气
,

试样
:

-N
8 4一 1)

乙 1 .从
(怕 )

八一二 乙 1 . N 一 乃
( x 1 0一 )

5 l . N 二

6
。

乓3沁

△豆2 x 1 0
一 1 0

5 7 6

10 0

艺△ ` 2 二

9 3 3 x 1 o
一 玉o

。 =

/豆亚
.

=

/画
、 1。一 。 = *

勺 n 一 1 勺 7

。
1 1 5洽

的标准样品的性质
。

如果标准样品是同位素墓准物

质
,

则侧定结果其有准确的意义 , 如果标准样品仅

为一般工作标准
,

则洲定结果只具有大t 洲定的平

均性质
。

自前世界公认的笼同位素标准是空气 盆
,

其二. N 丰度为。
.

36 63 原子%
。

我们将工作标准 (俐

瓶高纯氮气 )与空气笼进行了比较
。

从表 10 的结果可

以看出俐瓶高纯氮气对空气氮的平均偏差为 一 3
.

”

各.l N值
。

若对 N
一

8 4 ·
1和 N

一

8 4
一
2 两 个样品进行校

正
,

它们的准确数值分别是 10
.

“ 和 9
.

c3 6 1 . N肠
。

以表 9 列举的重复侧 t 结果 进 行 系 数校 正 和
、

换

算
,

可得到表 11 所示的结果
。

从表中结果看出
,

这

样的测盈精度对低丰度 1 . N示踪样品的分析也是适

宜的
。

以上是我们用国产Z H T
一

1 30 3质谱计进行 盆

明
精密质谱侧定的实验报告

,

其结果是令人满愈的
。

但

在方法试验过程中
,

采用的是球胆充气方式进样
,

对

八甘, .óO甘O甘0.01n甘,̀,二d.二n甘,人,白曰.J
1
口.Ùtn留.1.1,.,二”948080的8007钧

自O自0.D6
自0自D厅̀品O

表 1 0 钢 瓶 高 纯 氮 气 与 空 气 氮 的 比 较

(标祥
:

室外空气
,

试 样 : 钥瓶高纯撼气 )

翻 t 组

1 ` N (沁 )

二二口厂了
` ’

洲
一

{介 :
_ . 11 .

二?..’ “
_ _

66666 平 均均

一一 3
。
8222

衰 1 1 , ` N 精 密 质 谱 测 定 结 果 的 校 正 和 换 算

洲洲 t 组 次次 111 ::: 333 444 555 666 777 扭扭

}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}

’’

6 l . N (沁 ))) 6
。
7 333 6

。
9 444 6

。
8 000 6

。
BOOO 6

。
8 000 6

。
8000 1

。
0 777 6

。
9 333

校校 正 后 的的 3
。
8 777 3

。

9 555 3
。
9 000 )))

.

3
。
9 000 4

。
0 000 3

。
0 444

111 . N旅于 % ( x 10
一 s ))))))))) 3

·

9。
·

…
’ ·

, ,,,,,

换换 林 后 的的 0
。
3 7 0222 0

。

3 7 0 333 0
。
3 7 0222 。 , 37 0 2

{
。一 7 0 222 0

。
3 7 0 222 0

。
3 7 0 333 0

.

3 7 0 222

111 . 对耳于 %%%%%%%%%%%%%%%%%

有关样品侧备过程中可能对侧定结果带来误差的某

些因素
,

其中包括祥品制备方法的选定和样品气化

装 t 的砚备
,
目前正在进一步试脸

。

我们相信
, 1 .

N

精密质谱侧定法的建立
,

将会进一步扩大稳定同位

素 l . N 的应用范围
,

使几 . N 示踪技术更好地为农业

科学研究服务
。
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