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Итоги работы III съезда  
Общероссийской общественной организации 
«Всероссийское масс-спектрометрическое общество» 
и II Всероссийской конференции  
с международным участием  
«Масс-спектрометрия и ее прикладные проблемы»  
(3–7 сентября 2007 г., г. Москва)

С 3-го по 7-е сентября 2007 года в поселке Мос-
ковский состоялся III съезд Всероссийского масс-
спектрометрического общества, сопровождающийся 
II Всероссийской конференцией с международным 
участием «Масс-спектрометрия и ее прикладные 
проблемы». В работе форума приняли участие бо-
лее 200 масс-спектрометристов, представляющих 
490 членов масс-спектрометрического общества 
России (среди членов общества также ученые 
Украины, Казахстана, Великобритании, Германии, 
Швеции, США). Исключительно представитель-
ным был поистине звездный состав зарубежных 
гостей. Это, прежде всего, Фред Маклафферти, 
родоначальник органической масс-спектрометрии, 
и Хельмут Шварц, выдающийся физико-химик и 
масс-спектрометрист современности. С докладами 
на пленарных сессиях выступили также предсе-
датели масс-спектрометрических обществ Соеди-
ненных Штатов Америки (Гарри Глиш), Италии 
(Джанлюка Джорджи) и Бразилии (Маркос Эбер-
лин). Вновь приятно было видеть и слышать на-
ших соотечественников, работающих сейчас за 
рубежом – Р.А. Зубарева и А.А. Макарова. Гене-
ральным спонсором проведения съезда и конфе-
ренции выступило ЗАО «МС Аналитика». Спон-
сорами также явились ООО «Брукер», корпорация 
«Апплера Интернэшнл», ЗАО «ЛЕКО Центр-М», 
Токио Боеки Лтд., ООО «Шибболет» и компания 
Бейкер Хьюз. Все эти фирмы экспонировали свои 
стенды, а их представители выступили с пленар-
ными и секционными докладами на различных 
параллельных секциях. 

В первый день съезда состоялось общее собра-
ние членов общества под председательством члена 
президиума ВМСО Ю.С. Ходеева. Минутой молча-
ния съезд почтил память об ушедших в последние 
годы Борисе Александровиче Мамырине и Бори-
се Васильевиче Розынове. Далее съезд рассмотрел 
организационные вопросы. Одобрена работа про-
фессора А.Т. Лебедева в должности Президента 
ВМСО в 2003−2007 гг., а также работа контроль-
но-ревизионной комиссии. Главный редактор жур-
нала «Масс-спектрометрия» В.Г. Заикин отметил, 
что научный уровень публикаций в журнале за-
метно возрос, увеличилось число работ, выполнен-
ных на современной высокоэффективной технике. 

Журнал включен в перечень журналов ВАК, где 
рекомендуется публиковать работы в рамках до-
кторских и кандидатских диссертаций по химии.

Проведены изменения в руководстве ВМСО, со-
ставе Совета и Президиума общества. Президен-
том на новый срок был избран доктор химических 
наук, профессор Заикин Владимир Георгиевич.

Подведены итоги голосования за кандидатов 
на звание «Почетный член ВМСО» и по при-
суждению золотой медали «За заслуги в раз-
витии масс-спектрометрии». Золотая медаль 
была вручена Александру Алексеевичу Макарову 
за разработку и внедрение масс-спектрометра на 
основе орбитального анализатора нового типа – 
«Орбитрэп». Почетными членами ВМСО были из-
браны Владимир Георгиевич Заикин, Олег Сергее-
вич Чижов и Валентин Тихонович Черепин.

По окончании организационной части съезд 
трансформировался в конференцию, на которой 
были заслушаны 17 пленарных лекций, 50 секци-
онных устных и 103 стендовых доклада. Устные 
доклады были распределены по шести секциям. 
Примечательной особенностью данной конферен-
ции явилось выделение отдельной секции проте-
омики, на которой было заслушано 8 докладов 
по самым разным аспектам этой исключительно 
бурно развивающейся научной области. Все это 
свидетельствует о реальном росте интереса и по-
явившихся приборных возможностях в протеомной 
масс-спектрометрии.

Пленарные лекции

Цикл пленарных лекций открыл А.А. Макаров, 
награжденный золотой медалью «За заслуги 
в развитии масс-спектрометрии». Его инте-
ресная лекция касалась истории и перспектив 
совершенствования разработанного им нового 
анализатора «Орбитреп». Следует отметить, что 
уже несколько масс-спектрометров, включающих 
этот анализатор, эффективно функционируют 
в России.

Следующим пленарным докладчиком был 
М.Ю. Рыжов, рассказавший о новейших масс-спек-
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тральных приборах, выпускаемых фирмой Finnigan 
Scientific. 

Весьма интересной была лекция Г.Г. Манагадзе 
о роли масс-спектрометрии в разработке гипотети-
ческой концепции происхождения жизни на Зем-
ле как следствия синтеза сложных органических 
веществ под действием сверхвысокоскоростного 
удара метеоритов.

Первая пленарная лекция следующего дня была 
прочитана Х. Шварцем. Она была посвящена мно-
голетним выдающимся работам ученого по иссле-
дованию газофазных ионно-молекулярных реакций 
как эффективного метода для изучения механисти-
ческих проблем активации алканов в присутствии 
металлокомплексов и ионов.

Р.А. Зубарев выступил с пленарным докладом 
о новом подходе к анализу изменений в протеомах 
различных микроорганизмов, происходящих в от-
вет на внешнее неблагоприятное воздействие.

Очень интересная лекция патриарха масс-спек-
трометрии Ф. Маклафферти была посвящена ус-
тановлению аминокислотной последовательности 
и посттрансляционных модификаций больших 
белков с использованием масс-спектрометрии 
«top-down», т.е. без предварительного их проте-
олиза. Рассмотрены возможности разных подходов 
к стимулируемой диссоциации протонированных 
белков, такие как активация соударением, инфра-
красная мультифотонная диссоциация, диссоциа-
ция с захватом электрона и ряд других. 

В рамках пленарной сессии Е.А. Подвальным 
сделан обзор новых разработок фирмы Applied 
Biosystem/MDS в области масс-спектрометрии: 
квадрупольные и время-пролетные масс-спектро-
метры с ионизацией электрораспылением, хими-
ческой ионизацией и фотоионизацией при атмос-
ферном давлении. 

Третий день работы съезда-конференции от-
крылся лекцией В.А. Мазунова, который расска-
зал о развитии и применении масс-спектрометрии 
в Уфе. Наряду с продолжающимися разработка-
ми в области масс-спектрометрии отрицательных 
ионов в Уфе самое разнообразное применение 
находят простые и двухступенчатые масс-спек-
трометры, хромато-масс-спектрометры и другая 
техника.

Следующие две информационные лекции были 
прочитаны представителями фирм. Доктор K. Nojima 
рассказал об интересных новых масс-спектраль-
ных разработках фирмы Jeol AccuTOF LC&GC, а 
А.Ю. Наумов – о новейших разработках компа-
нии BRUKER DALTONICS в области биологичес-
кой масс-спектрометрии. Среди новейшей техники 
особый интерес представляют масс-спектрометры 
MALDI-TOF/TOF типа UltraflexTM III и AutoflexTM III, 
оснащенные высокоскоростными лазерными систе-
мами, панорамной системой экстракции ионов, тан-
демными системами. Другой тип приборов основан 
на ионизации электрораспылением и включает такой 
способ индуцируемой фрагментации ионов как дис-
социация с переносом электрона.

Самые различные вопросы идеологии развития 
масс-спектральной техники и сравнительная харак-
теристика возможностей масс-анализаторов разных 
типов были рассмотрены в содержательной лекции 
Л.Н. Галль.

Первая пленарная лекция заключительного дня 
конференции была прочитана Г. Глишем, прези-
дентом американского масс-спектрометрического 
общества. Посвящена она использованию инфра-
красного мультифотонного возбуждения как одного 
из способов индуцируемой фрагментации ионов 
в квадрупольных ловушках. Основные преимущес-
тва метода были продемонстрированы на примере 
белков и пептидов.

В лекции президента итальянского масс-спект-
рометрического общества Дж. Джорджи были рас-
смотрены теоретические аспекты и применение 
разнообразных масс-спектрометрических методов 
к изучению регио- и стереохимии газообразных 
ионов масс-спектрометрическими методами.  
Наряду с традиционной масс-спектрометрией 
с ионизацией электронами были рассмотрены 
методы, основанные на ионно-молекулярных ре-
акциях.

Интерес вызвал доклад А.Т. Лебедева, посвя-
щенный применению масс-спектрометрии для 
изучения механизмов образования экотоксикантов 
при хлорировании питьевой воды. Показано, что 
возможные механизмы водного хлорирования и 
сравнительную реакционную способность удоб-
но исследовать, используя модельные соединения, 
причем для определения качественного и количес-
твенного состава продуктов очень эффективен ме-
тод хромато-масс-спектрометрии.

Пронизанным юмором был заключительный 
доклад президента бразильского масс-спектро-
метрического общества М. Эберлина. В нем 
были показаны возможности масс-спектрометрии 
с электрораспылением и МАЛДИ для типизации, 
изучения старения самых различных пищевых 
продуктов, косметики, медицинских препаратов, 
нефтей практически без предварительной пробо-
подготовки. Были показаны примеры фингеприн-
тирования с применением высокочувствительного 
метода DeSSI (desorption sonic spray ionization), не 
требующего предварительного хроматографическо-
го разделения и пробоподготовки.

Секция «Масс-спектрометрия  
в медицине и биологии. Протеомика»
В связи со значительно возросшим количеством 
масс-спектрометрических исследований в облас-
ти наук о жизни в стране в рамках данной сек-
ции был специально выделен раздел протеомики, 
причем на одном из заседаний рассматривались 
сугубо протеомные проблемы. Доклады, прозву-
чавшие на данной секции, отражали высокий 
уровень масс-спектральной техники, которая ста-
ла появляться на вооружении некоторых исследо-
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вательских коллективов, а постановка и решение 
исследовательских задач ничем не отличались от 
мирового уровня. Большой интерес вызвали пер-
вые отечественные работы по масс-спектральному 
секвенированию белков и пептидов (Т.Ю. Самгина, 
К.А. Артеменко), по разработке методов идентифи-
кации трансмембранных доменов белков (К.В. Ба-
рылюк), а также различных белков и пептидов 
на основе хромато-масс-спектрометрии с учетом 
времен удерживания (И.А. Тарасова) и масс-спек-
трометрии низкого разрешения с использованием 
различных вариантов энзиматического расщепле-
ния анализируемых белков (А.К. Сурин). Приме-
нение масс-спектрометрии с различными методами 
ионизации было рассмотрено в интересных рабо-
тах И.А. Попова (поиск биомаркеров для болезни 
Альцгеймера) и Ю.О. Цибина (определение внут-
римолекулярных сигналов в белках).

На стендовой сессии было представлено 23 до-
клада, касающиеся применения масс-спектромет-
рии в решении медико-биологических проблем. 
Совершенно новыми для отечественной науки 
следует назвать такие исследования, как харак-
теристика микроорганизмов методом МАЛДИ 
(Ф.М. Хасаева), а также применение масс-спект-
рометрии с МАЛДИ для профилирования протео-
ма плазмы крови с целью обнаружения белковых 
биомаркеров рака легкого (В.Е. Шевченко). Не-
сколько работ было посвящено анализу следовых 
количеств лекарственных веществ различными ва-
риантами масс-спектрометрии ((А.И. Ревельский, 
И.А. Ревельский), летучих метаболитов грибов 
(А.О. Чижов), белков и пептидов (В.А. Горшков, 
А.Ю. Агапов).

Секция «Органическая  
масс-спектрометрия»
Доклады, представленные на секции, отразили тра-
диционно взаимосвязанные направления развития 
органической масс-спектрометрии: структурно-
аналитическое и исследовательское (реакционная 
способность молекул в условиях различных спо-
собов ионизации, механизмы ионообразования, из-
мерение энергий появления). Работы по первому 
 направлению отличались разнообразием иссле-
дованных объектов – это различные классы ор-
ганических, элементоорганических (Р.С. Сказов, 
Ю.С. Некрасов), биоорганических соединений, 
синтетические полимеры (Р.С. Борисов, В.Г. За-
икин), а также производные фуллерена (В.Ю. Мар-
ков, Л.Н. Сидоров). При этом наряду с традици-
онным способом электронной ионизации широко 
использовались методы МАЛДИ и электрораспы-
ления, а также MС/MС техника и масс-спектро-
метрия отрицательных ионов. Интерес представи-
ли работы по применению десорбционной масс-
спектрометрии для изучения химических реакций 
органических молекул и биомолекул на поверхнос-
тях (Т.В. Кулик, В.А. Покровский) и химического 

взаимодействия матриц с анализируемым вещес-
твом при МАЛДИ (М.В. Косевич).

Стендовая сессия по этой секции включала 
27 докладов, рассматривающих применение раз-
личных вариантов масс-спектрометрии для иссле-
дования органических веществ и изучения реак-
ционной способности газообразных ионов. Наряду 
с традиционными методами электронной иониза-
ции при этом использовалась ионизация электро-
распылением (например, для решения стереохи-
мических проблем в ряду производных стероидов, 
В.А. Каденцев), МАЛДИ (для исследования поли-
винилпирролидонов, Н.Ю. Половков), SALDI (для 
исследования полиэтиленгликолей на поверхности 
сажи, Е.С. Кузнецова). 

Неоднократно отмечалось, что все представлен-
ные на конференции работы выполнены на совре-
менном научном и техническом уровне и охваты-
вают основные направления развития органической 
масс-спектрометрии как в плане объектов, так 
и в плане методов исследования. 

Секция «Применение  
масс-спектрометрии  
для аналитических целей».
Традиционно большое количество работ было 
представлено на этой секции, что обусловлено 
широким и разнообразным применением масс-
спектрометрии в различных областях анализа ор-
ганических соединений. Этой проблеме, в част-
ности, касалась пленарная лекция А.Т. Лебедева. 
Большинство представленных исследований были 
выполнены с применением ГХ/МС и ВЭЖХ/МС. 
Среди них работы по применению ВЭЖХ/высо-
коразрешающей МС в допинг-контроле (Э.Д. Ви-
рюс), по применению ГХ/МС для определения 
хлорфенолов в воде (И.В. Груздев), для опреде-
ления состава выхлопных газов автомобилей, ра-
ботающих на диметиловом эфире (Е.С.Бродский) 
и др. Интересны конкретные разработки малога-
баритных масс-спектрометров для экологических 
целей (Е.Я. Черняк, А.Г. Кузьмин).

В специальном докладе (Б.Л. Мильман) был 
дан обзор стандартизированных аналитических 
методик на базе масс-спектрометрии. Подробно 
рассмотрены имеющиеся подходы к качественному 
и количественному анализу, в том числе в проте-
омике.

Стендовые доклады также отражали многообра-
зие объектов исследования. Несколько работ было 
посвящено анализу одорантов и загрязнений в воде 
(В.Ф. Пятериков, А.С. Московкин), стойких орга-
нических загрязнений в почвах (Е.С. Бродский) 
и донных отложениях (Д.П. Самсонов). Объектами 
масс-спектрометрического анализа были также пи-
щевые продукты (Г.М. Шайдулина, О.А. Насырова). 
Выделялись работы по применению индуктивно-
связанной плазмы для анализа металлов и изо-
топов (О.С. Чирко, К.П. Ароян, С.А. Трепачев). 
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Практически важным представляется комплекс 
топографического экспресс-анализа окружающей 
среды, доложенный рязанской группой приборос-
троителей (А.А. Баранов, Е.Я. Черняк). 

Секция «Изотопная  
масс-спектрометрия»
Это направление исследований на данной конфе-
ренции было представлено менее объемно, чем на 
предыдущей. Можно выделить интересный доклад 
А.М. Зякуна, посвященный применению изотопной 
масс-спектрометрии в биотехнологии охраны ок-
ружающей среды, а также доклад А.В. Игнатьева 
о методах измерения изотопов аргона для целей 
геохронологии.

Среди семи стендовых докладов три были пос-
вящены анализу соотношений изотопов углерода 
в различных объектах (А.М. Зякун, В.С. Севастья-
нов). Проблеме пробоподготовки при измерении 
соотношений изотопов кислорода были посвящены 
работы Т.А. Велевицкой и Т.Г. Моисеевой. Новые 
возможности отечественного приборостроения 
в изотопной масс-спектрометрии рассмотрены 
в докладах Л.Н. Галль и О.А. Сидоры.

Секция «Неорганическая  
и элементная масс-спектрометрия»
Устных докладов на этой секции было меньше, чем 
на предыдущей конференции. Стоит отметить лишь 
доклады А.К. Буряка по исследованию элементного 
состава осадков на конструкционных материалах,  
а также Г.Г. Манагадзе по применению масс-спект-
рометрии в космических исследованиях.

Стендовая часть этой секции была представлена 
девятью докладами. Среди них значительный ин-
терес представляют работы по экспериментально-
му исследованию метода ЭРИАД для применения 
при анализе неорганических ионов (Л.Н. Галль, 
Р.Н. Галль с сотр.). Несколько работ было посвя-
щено исследованию термодинамики испарения не-
органических солей (Н.В. Поликарпова, Д.А. Ива-
нов, Л.С. Кудин). 

Секция «Приборостроение»

Основные сообщения на этой секции были пред-
ставлены двумя научными центрами – Институтом 
аналитического приборостроения РАН (г. Санкт-
Петербург) и Московским инженерно-физическим 
институтом. Например, практическим результатом 
работ первого института явилось создание малога-
баритных масс-спектрометров для анализа газовых 
смесей (А.Г. Кузьмин), в том числе агрессивных 
(Л.Н. Галль). Безусловно, прорывным в отечест-
венной масс-спектральной технике является со-
здание и практическая реализация масс-спектро-

метра ионной подвижности (Алексей А. Сысоев, 
А.С. Фролов, МИФИ).

Особый интерес вызвал доклад М.В. Горшко-
ва о малогабаритном гибридном масс-спектро-
метре ИЦР с постоянным магнитом и атмосфер-
ным источником ионизации, который может быть 
значительно дешевле масс-спектрометров ИЦР 
со сверхпроводящими магнитами. Сообщалось 
о достигнутом разрешении 80 000 в режиме иони-
зации электронами и до 25 000 для многозарядных 
ионов пептидов. Хотя по этому параметру данный 
масс-спектрометр не может пока конкурировать 
с промышленными масс-спектрометрами ИЦР с 
преобразованием Фурье, он уже сейчас может эф-
фективно использоваться при анализе многих ор-
ганических соединений, в том числе биомолекул.

Интересны также теоретические и практичес-
кие работы рязанской группы исследователей 
(Е.Я. Черняк, Н.В. Коненков) по созданию квад-
рупольных масс-спектрометров.

Продолжаются исследования по усовершенство-
ванию и увеличению разрешающей способности 
время-пролетных масс-спектрометров, в том числе 
с ортогональным вводом (В.В. Разников).

Как и на прошлой конференции, в этот раз так-
же отсутствовали доклады по разработке приборов 
в такой актуальной области, как анализ биологи-
ческих объектов. Имеющиеся предприятия пока 
не производят соответствующей техники мирового 
уровня, а российские исследователи вынуждены 
пользоваться только импортными приборами.

Конкурс молодых ученых

Во второй раз с момента образования общества 
был проведен конкурс молодых ученых. На кон-
курс было представлено 18 докладов, в том числе 
4 устных. Конкурсная комиссия отметила высокий 
уровень большинства работ. По результатам обсуж-
дения было присуждено три первых премии и пять 
поощрительных премий. Лауреатами стали:

1 премия:

Артеменко К.А. «Дисульфидный цикл в пепти-
дах амфибий: предлагаемые подходы к масс-спек-
трометрическому de novo секвенированию», 

Тарасова И.А. «Идентификация белков и пепти-
дов по хромато-масс-спектрометрическим данным 
с использованием расчета времен удерживания»,

Фролов А.С. «Моделирование масс-спектрометра 
ионной подвижности».

2 премия:

Баранов А.А. «Комплекс топографического экс-
пресс-анализа химического состава окружающей 
среды»
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Барылюк К.В. «Разработка метода идентифика-
ции трансмембранных доменов белков с помощью 
протеомных технологий» 

Горшков В.А. «Масс-спектрометрическое секве-
нирование пептидов, выделенных из кожных желез 
лягушки Rana arvalis»

Иванов Д.А. «Масс-спектрометрическое опре-
деление состава и термодинамических свойств 
компонент насыщенного пара над NaBr, LaBr3 
и системой NaBr-LaBr3» 

Шайдуллина Г.М. «Флейвористика и хромато-
масс-спектрометрический анализ апельсиновых 
вкусоароматических препаратов» 

Все награжденные получили дипломы ВМСО 
и подписку на журнал «Масс-спектрометрия» 
на 2008 г. Лауреатам первых премий, кроме того, 
за счет средств ВМСО будут оплачены расходы 
на участие в международной конференции по масс-
спектрометрии в период 2008–2009 при условии 
представления статьи для опубликования в журнал 
«Масс-спектрометрия».

В течение трех дней работы конференции фун-
кционировали стендовые сессии. К сожалению, 
количество членов общества, заявляющих свои 
постеры и не представляющих их, увеличилось 
на этом съезде до 27. Это довольно частая си-
туация на российских конференциях. Возможно, 
для будущих конференций ВМСО следует раз-
работать методы отфильтровывания заявленных, 
но не представленных стендовых докладов. Вмес-
те с тем следует отметить возросшее внимание  
к самой стендовой сессии со стороны всех учас-
тников съезда. На протяжении всего времени, 
отведенного на представление стендовых докла-
дов, в залах для стендовых докладов не утихали 

научные дискуссии. Возросло число стендовых 
докладов, которые по оформлению соответство-
вали общепринятым стандартам международных 
конференций. Однако были и откровенно небреж-
но представленные стендовые доклады. Такие до-
клады всеми без исключения участниками были 
восприняты как проявление неуважения авторов 
к самой конференции. Возможно, при проведе-
нии очередной конференции оргкомитету следует 
сформулировать общие требования к оформлению 
представляемых докладов, чтобы избежать подоб-
ных эксцессов в будущем.

Следует отметить возросший интерес к самим 
докладам: практически до закрытия работы кон-
ференции на всех без исключения заседаниях 
присутствовало большое количество слушателей. 
Интерес к докладам проявлялся также в большом 
количестве вопросов ко всем докладчикам. 

Помимо приглашенных с докладами зарубежных 
гостей в работе съезда участвовали 5 иностранных 
участников, представивших устные и стендовые 
доклады. 

Оргкомитет предоставил возможность всем же-
лающим познакомиться с достопримечательностя-
ми, музеями и выставками Москвы, организовав 
для них экскурсии.

Многие участники съезда отмечали слаженную 
работу организационного комитета съезда, бла-
годаря которой удалось провести все пленарные 
заседания и параллельные секции без заметных 
сбоев. Все прибывшие на съезд были оператив-
но зарегистрированы и размещены в гостинице. 
Организованно также проходили перерывы на 
кофе и обеды, без промедления и четко реша-
лись все возникавшие в процессе мероприятия 
проблемы. 
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В настоящее время отсутствуют надежные биомаркеры плазмы крови для раннего обнаружения 
рака легкого − одной из наиболее распространенных злокачественных опухолей. В данном ис-
следовании разработана, унифицирована и апробирована новая методология поиска опухолевых 
маркеров рака легкого − профилирование низкомолекулярных протеомов (1−20 кДа) плазмы 
крови. Данный подход включал три основных компонента: роботизированную предварительную 
подготовку образцов, время-пролетную масс-спектрометрию с матрично-активированной лазерной 
десорбцией/ионизацией, обработку данных с помощью биоинформационного пакета программ. 
Продемонстрированы возможности и перспективность разработанного подхода для обнаружения 
потенциальных маркеров рака легкого. Для поиска потенциальных опухолевых маркеров прове-
ден скрининг 177 образцов плазмы крови больных раком легкого и 159 контрольных образцов.  
В результате проведенного исследования обнаружены пептиды/белки, которые могут в перспек-
тиве использоваться для детектирования этой патологии. 

Ключевые слова: биомаркеры, рак легкого, профилирование протеомов, время-пролетная масс-
спектрометрия с лазерной десорбцией/ионизацией, плазма крови.

No satisfactory plasma biomarkers were discovered till now for the early detecting and monitoring of 
lung cancer, one of the most frequently encountered cancers. In the present research the new method-
ology for the search of tumor markers of lung cancer, involving profiling the low-molecular plasma 
proteomes (1−20 кDa) of blood, is developed, unified and approved. The given approach included 
three basic components: robotics pre-preparation of samples, matrix-assisted laser desorption/ioniza-
tion time-of-flight mass spectrometry and bioinformatics software for mass spectral data processing.  
Opportunities and prospects of the developed approach for the detection of potential lung cancer mark-
ers were shown. For search of potential tumor markers, screening of 177 samples of blood plasma 
of lung cancer patients and 159 control samples was carried out. As a result of the present research, 
peptides/proteins which can be used in future for detecting this pathology were found out. 

Keywords: biomarkers, lung cancer, proteome profiling, matrix-assisted laser desorption/ionization 
time-of-flight mass spectrometry, blood pasma.

Введение

Рак легкого (РЛ) занимает первое место в структу-
ре заболеваемости и смертности от злокачествен-
ных опухолей. В год в мире раком легкого заболе-
вает 1.3 миллиона человек и умирает 1.2 миллиона. 
Пятилетняя относительная выживаемость больных 
раком легкого очень низка, и, к сожалению, за пос-
ледние годы практически не изменилась. В разви-
тых странах она составляет 13 %, а в развивающих-
ся странах 9 % [1]. Выявления болезни на ранней 
стадии развития является залогом успешного лече-
ния, а соответственно и улучшения выживаемости 
больных. Однако, к сожалению, для рака легкого 
нет эффективных методов скрининга и ранней 

диагностики. Такие методы как рентгенография 
грудной клетки с цитологическим исследованием 
мокроты оказались неэффективными. В настоящее 
время проводится апробация метода спиральной 
компьютерной томографии. Однако результаты 
этих исследований достаточно противоречивы [2]. 
Большие надежды возлагаются на опухолевые мар-
керы (ОМ). Большинство имеющихся в арсенале 
онкологов ОМ, таких как раково-эмбриональный 
антиген, фрагменты цитокератина-19, карбогидрат-
ный антиген 19-9, антиген карциномы сквамозных 
клеток и нейронспецифическая энолаза имеют сла-
бую чувствительность и/или специфичность [3−7]. 
Все вышесказанное, указывает на необходимость 
поиска новых методов для раннего выявления 
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рака легких. Наиболее привлекательными и мало-
инвазивными для скрининга и ранней диагностики 
представляются методы, с помощью которых мож-
но выявить ОМ в крови.

Протеомный масс-спектрометрический анализ − 
один из самых новых и многообещающих подходов 
для поиска и идентификации потенциальных ОМ 
в биологических жидкостях и тканях организма [8, 9]. 
Значительные успехи в этой области достигнуты 
в последние несколько лет после введения методов 
скрининга на основе время-пролетной масс-спект-
рометрии (ВП МС), таких как усиленная поверх-
ностью лазерная десорбция/ионизация (УПЛДИ) 
и матрично-активированная лазерная десорбция/
ионизация (МАЛДИ) [10]. Поиск биомаркеров про-
водился путем выявления статистически значимых 
отличий в интенсивностях пиков в масс-спектрах 
между группами больных и здоровых индивидуумов. 
На основе выявленных кандидатных ОМ с помощью 
биоинформационных методов разрабатывались диа-
гностические тесты. Клинические исследования 
с применением УПЛДИ-ВП МС дали возможность 
проводить широкомасштабный скрининг и обнару-
живать множество ОМ, показывая высокую диа-
гностическую чувствительность и специфичность 
этого метода для различных видов неоплазии (рака 
яичника, предстательной железы, мочевого пузы-
ря, молочной железы, легкого и др.) [11−17]. Так, 
УПЛДИ анализ сывороточных белков выявлял рак 
предстательной железы и рак яичников с чувстви-
тельностью и специфичностью 92−100 %. Однако 
обнадеживающие результаты, полученные в пере-
численных исследованиях, во многих случаях не 
удалось воспроизвести, что, несомненно, является 
препятствием к дальнейшему тестированию обна-
руженных ОМ, и особенно, практическому при-
менению. 

В своем исследовании мы исходили из того, 
что ОМ могут секретироваться в кровоток самой 
опухолью или различными органами и тканями 
в ответ на возникновение неоплазии. Мы исполь-
зовали МАЛДИ-ВП МС профилирование низко-
молекулярной фракции (НМФ) протеома образцов 
плазмы крови для того, чтобы отличить больных 
плоскоклеточным раком легкого (ПКРЛ) от конт-
рольных лиц. Продемонстрированы возможности 
и перспективность разработанного метода для об-
наружения потенциальных маркеров рака легкого. 
В результате проведенного исследования обнаружен 
ряд пептидов/белков, которые могут в перспективе 
использоваться для выявления этой патологии. 

Экспериментальная часть

Представленная работа базируется на эпидемиоло-
гическом исследовании методом случай-контроль, 
проведенном в Москве, в котором были отобраны 
и опрошены 600 больных раком легкого и 600 кон-
трольных лиц. Детальный протокол эпидемиологи-
ческого исследования представлен в ряде публика-

ций [18−20]. Образцы крови больных раком легко-
го и контрольной группы собирали в пластиковые 
пробирки с этилендиаминтетрауксусной кислотой 
(ЭДАТУК), центрифугировали (3600 об мин–1) при 
комнатной температуре в течение 10 мин, аликвоты 
по 100 мкл замораживали и хранили при темпе-
ратуре − 80 °C. Перед использованием образцы 
размораживали при комнатной температуре в тече-
ние 15 мин и немедленно обрабатывали. Образцы 
плазмы онкологических пациентов получали до 
проведения хирургического вмешательства, луче-
вой и химиотерапии. Для исследования исполь-
зовали плазму от 177 больных с гистологически 
подтвержденным диагнозом ПКРЛ (I−IV стадия) 
(«рак легкого») и 159 контрольных лиц («конт-
роль»). Обе группы состояли из мужчин в возрасте 
от 55 до 70 лет. Образцы больных раком легко-
го и контроля произвольно делили на подгруппы 
(109 и 98) для построения классификационных мо-
делей (процесс обучения) с помощью биоинфор-
мационного пакета ClinProTools (Bruker Daltonics) 
(CPT) и внешней проверки их дискриминационной 
способности (68 и 59). 

Для оптимизации условий профилирования ис-
пользовали предварительное фракционирование 
плазмы с помощью набора реактивов MB-WAX 
(Bruker Daltonics), содержащего магнитные мик-
рочастицы, покрытые слабой анионообменной 
фазой. Небольшое число образцов (до 8) обраба-
тывали вручную, а большие серии – роботизиро-
ванной станцией ClinProtRobot (Bruker Daltonics). 
Все шаги пипетирования растворов, отделения 
магнитных частиц и нанесения аликвот на МАЛ-
ДИ-пластину выполнялись роботом с помощью 
программы ClinProtRobot 1.3 (Bruker Daltonics). 
Часть полученных элюатов разбавляли 1 : 1 раство-
ром матрицы (2,5-дигидроксибензойная кислота) 
и помещали 0.5−1 мкл результирующей смеси на 
МАЛДИ – мишень (Bruker 384 MTP AnchorChip) 
с оптимальным размером лунок 400 мкм и высуши-
вали на воздухе в течение ~10 мин при комнатной 
температуре. 

Протеомный анализ проводили на время-пролет-
ном тандемном масс-спектрометре Ultraflex II (Bruk-
er Daltonics), снабженном SCOUT ионным источни-
ком, со следующими параметрами: ионный источ-
ник I − 25 кВ; ионный источник II − 23.6 кВ; линзы 
− 6.5 кВ; импульсная ионная экстракция −100 нс. 
Образец ионизировали SmartbeamTM лазером с час-
тотой 100 Гц. Для пиков ионов матрицы использова-
ли максимальный коэффициент подавления сигнала  
до 800 Да. Масс-спектры положительных ионов 
записывали в линейном режиме. Внешнюю калиб-
ровку профилирующих спектров выполняли с по-
мощью смеси пептидных/белковых калибраторов 
(Bruker Daltonics) в диапазоне масс 1000–20 000 Да. 
Измеряли два МАЛДИ пятна от каждой фракции 
образца, получая в сумме сигнал 106 (100 лазерных 
выстрелов в различные позиции пятен). 

В данном исследовании мы проверили гипотезу 
о том, что НМФ протеома плазмы крови больных 
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ПКРЛ отличается количественно или качественно 
от протеома индивидуумов без рака, и это разли-
чие можно использовать для поиска кандидатных 
опухолевых маркеров. При проверке этой гипоте-
зы были отобраны для МАЛДИ-ВП МС анализа 
177 больных раком легкого и 157 – практически 
здоровых пациентов (группа контроля). Анализ 
различных участков масс-спектров после фракци-
онирования показал наличие пиков в диапазоне 
масс от 1 до 20 кДа. Образец полученного масс-
спектра представлен на рис. 1. В то же время пря-
мой анализ необработанной плазмы давал масс-
спектры без дискретных сигналов масс (данные 
не показаны).

Все спектры, используемые CPT для проведения 
статистической обработки, генерации моделей или 
классификации, импортировались с учетом набора 
специфических входных параметров, которые вы-
ставлялись автоматически или подбирались с уче-
том разделительной способности будущих дискри-
минационных моделей. Важнейшими из них явля-
лись диапазон масс и соотношение сигнал/шум. 
В обучающем тесте детектировали 448 различ-
ных пиков/спектр при отношении сигнал/шум >2 
в диапазоне масс от 1000 до 20 000 Да (346 для 
1−10 кДа, 102 для 10−20 кДа), что давало матрицу 
из 448×207 интенсивностей (площадей) пиков для 
двух классов. Данные статистической обработки, 
часть из которых представлена в табл. 1, показали, 
что 148 пиков имели достоверно различающиеся 
уровни сигнала (р < 10−4) в масс-спектрах образцов 
плазмы больных раком легкого и контроля. Анализ 
усредненных масс-спектров показал, что интен-
сивность 57 пиков увеличивалась в случае ПКРЛ, 
а 91 пика – уменьшалась. Все эти ионы относились 
к дифференциально экспрессированным пептидам/
белкам, которые можно рассматривать в качестве 
потенциальных ОМ. Для иллюстрации различий 
в усредненных масс-спектрах двух изучаемых 
групп на рис. 2 представлен отдельный участок 
спектра в диапазоне масс 8600−9800 Да. Из рис. 
2 видно, что пики с m/z 8933 и 9422 имеют раз-
личные интенсивности для двух классов, первый 
из них отвечает пептиду/протеину с повышенной, 
а второй – с пониженной экспрессией у больных. 
Таким образом, используя данные классической 
статистики, устанавливались наиболее информа-
тивные участки спектров, которые могли содер-
жать ионы, отвечающие потенциальным ОМ.

Наибольший интерес вызывают пептиды, пред-
ставленные в масс-спектре протонированными 
ионами со значениями m/z 13883, 9422, 2742, 
6880, интенсивности которых статистически на-
иболее достоверно отличались между двумя клас-
сами. Эти пики расположены в верхней части 
табл. 1 и имеют самые низкие значения р (t-тест). 
Для иллюстрации дискриминационной способ-
ности комбинации из двух пиков масс-спектра на 
рис. 3 представлено двумерное распределение их 
площадей (в произвольных единицах) для каждо-
го образца (рак легкого/контроль), используемого 
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Рис. 1. Масс-спектр МАЛДИ образца плазмы крови больного 
плоскоклеточным раком легкого после обработки MB-WAX 
микрочастицами.
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Рис. 2. Участок усредненных масс-спектров МАЛДИ пеп-
тидов/протеинов образцов плазмы крови (рак легкого/конт-
роль), захваченных магнитными микрочастицами со слабой 
анионообменной фазой.
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Рис. 3. Двумерное распределение площадей пиков с m/z 9422 
и 13883 (в произвольных единицах) для каждого образца 
(рак легкого/контроль), используемого в процессе обучения 
биоинформационного пакета ClinProTools
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в процессе обучения CPT. Порядковые номера пи-
ков в спектре и их величины m/z указаны над х- и y- 
осями. По оси х отложены значения площадей для 
пика с m/z 13883, по оси y – для пика с m/z 9422.  
Эллипсами выделены стандартные отклонения 
этих значений для каждого класса. Как можно 
видеть из приведенного графика, большая часть 
значений площадей этих пиков увеличена для се-
рии образцов контроля (обозначенные кружком) 
по сравнению с образцами больных раком легкого 
(обозначенные крестом). В дальнейшем дискри-
минационная способность перечисленных выше 
пиков была подтверждена. Все они были отобраны 
тремя из четырех классификационных алгоритмов 
при построении моделей. 

Мы установили, что ни один пик сам по себе 
не мог адекватно распознать образцы плазмы 
крови больных с ПКРЛ I–IV стадии и отличать 
их от плазмы крови контрольной группы. В этой 
связи для построения моделей мы использовали 
классификаторы с набором различных параметров 
и сравнивали полученные результаты. Большинс-

тво параметров этих алгоритмов устанавливались 
программой автоматически для оптимизации эф-
фективности отбора пиков, однако некоторые (на-
пример, S/N) подбирались эмпирически. Генера-
цию моделей проводили во всем диапазоне масс-
спектра от 1000 до 20 000 Да. Для предварительной 
оценки прогнозирующей способности моделей 
использовали протокол перекрестной проверки, 
в котором программа CPT случайно выбирала две 
трети данных в качестве набора обучения и одну 
треть − как испытательный набор, чтобы опреде-
лить, насколько правильно данная модель могла 
предсказать случай рака. В табл. 2 представлены 
результаты перекрестной проверки, которые де-
монстрируют высокую распознавательную способ-
ность метода опорных векторов и генетического 
алгоритма (>94 %). 

Полученные наборы пиков, отличающие образцы 
плазмы больных раком легкого и контроля, далее 
использовали для внешней проверки независимой 
серии из 127 образцов. Модель, построенная гене-
тическим алгоритмом, правильно выявила наличие 

Таблица 1. Часть результатов статистического анализа усредненных масс-спектров плазмы крови пациентов двух групп 
(рак легкого/контроль) после обработки программой ClinProTools.

Index Mass DAve PTTA PWKW Ave1 Ave2 StdDev1 StdDev2
387 13883.13 166.99 2,77E-18 3,06E-27 25.98 192.97 34.35 137.36
334 9421.95 188.02 4,27E-18 3,06E-27 87.18 275.2 52.68 156.96
97 2741.93 17.59 1,33E-17 7,53E-19 14.39 31.97 9.54 14.14
265 6879.94 14.47 1,67E-17 4,62E-18 9.32 23.79 5.73 12.31
333 9403.47 143.15 2,02E-17 4,09E-27 61.21 204.37 33.39 125.04
332 9330.9 77.12 2,07E-17 6,24E-16 84.17 161.29 55.96 55.31
388 13934.25 53.13 3,32E-17 1,83E-26 8.67 61.8 11.56 47.13
386 13762.37 105.2 9,10E-16 3,57E-26 17.27 122.47 23.65 99.39
389 14042.74 16.07 9,64E-16 3,05E-19 6.54 22.62 6.48 14.93
268 6940.16 24.54 1,38E-14 1,13E-20 10.09 34.63 7.93 24.35
287 7469.15 7.58 5,31E-13 1,07E-13 10.32 17.91 6.05 6.94
269 6968.07 6 5,31E-13 4,62E-18 2.9 8.9 2.77 6.31
241 6174.91 26.4 2,35E-12 5,35E-121 44.71 71.11 22.61 24.3
172 4424.74 14.29 3,11E-12 0 24.98 10.68 17.23 4.07
329 9130.09 52.51 1,46E-11 3,30E-20 19.17 71.69 16.68 61.38
331 9288.09 355.82 5,90E-11 1,06E-08 731.08 1086.9 380.65 301.5
345 9849.86 2.09 1,78E-10 8,21E-13 2.49 4.58 1.37 2.45
330 9173.11 5.15 3,60E-10 1,58E-13 6.23 11.38 3.54 6.11
259 6667.48 4.78 8,28E-10 6,05E-12 6.21 10.99 3.79 5.61
108 3051.37 6.98 1,19E-09 8,01E-08 13.14 20.12 7.65 6.84
196 4894.27 3.65 1,21E-09 2,73E-11 6.81 10.46 3.59 3.95
342 9712.89 58.63 2,46E-09 2,67E-20 19.79 78.42 15.67 79.71
…… ………. …….. …………. ………….. …….. …….. ……... ……..
…… ………. …….. …………. …………. ……... ……... …….. ……..

Index – порядковый номер пика в масс-спектре; 
Mass – m/z иона; 
DAve – разница средних значений площадей пиков для двух классов; 
PTTA – p-величина для t-теста; 
PWKW – p-величина для теста Wilcoxone; 
AveN – среднее значение для площади пика класса N;
StdDevN – стандартное отклонение значения площади пика для класса N.
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Таблица 2. Результаты перекрестной проверки дискриминационных моделей, построенных с помощью различных клас-
сификаторов.

Название алгоритма
Перекрестная валидация

Средняя  
по классам, %

Больные  
ПКРЛ, %

Контроль, % Распознавательная
способность, %

Генетический алгоритм 84 87 82 94 
Метод опорных векторов 92 91 93 98 
Нейронные сети с учителем 88 93 84 90 
Алгоритм быстрой классификации 84 97 72 86 

Таблица 3. Чувствительность и специфичность построенных 
дискриминационных моделей (данные внешней проверки с 
помощью дополнительной серии образцов).

Классификационные 
алгоритмы

Чувствитель-
ность, %

Специфич-
ность, %

Генетический  
алгоритм 

75 83

Метод опорных  
векторов 

91 90

Нейронные сети  
с учителем 

93 71

Алгоритм быстрой 
классификации 

96 64

Таблица 4. Качественный состав дискриминационной модели, построенной с помощью метода опорных векторов. 

Индекс пика Масса, m/z Области интегрирования, используемые  
для классификации

Стартовая масса, m/z Конечная масса, m/z
49 1887.75 1882.57 1894.47
59 2082.63 2079.34 2090.29
61 2131.77 2127.83 2135.52
67 2221.61 2220.03 2225.63
97 2741.93 2736.13 2750.01

100 2791.04 2782.58 2796.82
147 4038.69 4029.59 4049.36
196 4894.27 4883.2 4900.81
253 6484.38 6476.99 6494.15
265 6879.94 6864.23 6887.41
268 6940.16 6925.87 6947.24
269 6968.07 6963.1 6971.89
332 9330.9 9323.18 9366.19
333 9403.47 9389.07 9411.54
334 9421.95 9411.54 9437.14
386 13762.37 13683.88 13811.05
387 13883.13 13849.7 13926.34
388 13934.25 13926.34 13997.49
389 14042.74 14023.33 14062.82

рака в 51 из 68 образцов ПКРЛ и его отсутствие 
в 49 из 59 образцов контроля. Модель, предложен-
ная алгоритмом нейронные сети с учителем, пред-
сказала ПКРЛ в 63 из 68 образцов плазмы больных 
и т.д. Основываясь на результатах испытательной 
серии, вычислялась чувствительность и специфич-
ность построенных дискриминационных моделей. 
Как видно из табл. 3, наивысшее значение этих 
параметров имели наборы пиков, выявленные ме-
тодом опорных векторов. Анализ качественного 
состава модели метода опорных векторов, пред-
ставленного в табл. 4, показал, что она состояла из 
19 пиков, основная часть которых имела достовер-
но различающиеся уровни сигнала (p < 10−6) для 
двух классов (табл. 1). Данная модель разделяла 
образцы плазмы крови пациентов ПКРЛ и контро-
ля с чувствительностью 91 % и специфичностью 
90 % (табл. 3). Для сравнения в табл. 5 приведе-



250 МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЯ     4 (4)’2007

ны подобные параметры для модели, построенной 
с помощью алгоритма быстрой классификации, со-
стоящей из четырех пиков, также представленных 
в предыдущей модели. Как можно видеть (табл. 3), 
уменьшение количества компонентов дискримина-
ционной модели привело к заметному снижению 
ее специфичности до 64 %. 

Обсуждение результатов

Выявление и идентификация ОМ для раннего де-
тектирования, мониторинга течения заболевания 
и индивидуализации лечения являются приори-
тетным направлением онкологических исследова-
ний. Научные открытия в этой области приведут 
к оптимизации методов лечения злокачественных 
опухолей и, соответственно, увеличению выжива-
емости больных. Из известных в настоящее время 
ОМ ни один не обладает достаточной чувствитель-
ностью и специфичностью для скрининга злока-
чественных опухолей. Это относится и к простат-
специфическому антигену, который, тем не менее, 
продолжают использовать для скрининга рака про-
статы. Таким образом, накопленный в этой области 
опыт подсказывает, что, скорее всего, достаточной 
чувствительности, специфичности и предсказатель-
ной способности теста можно добиться только при 
использовании комбинации нескольких биомарке-
ров. В этой связи в настоящее время большое вни-
мание уделяется обнаружению и идентификации 
наборов маркеров (бар кодов). 

Несмотря на очень низкие уровни (<1 пМ) бел-
ки, попадающие в кровоток из тканей, окружаю-
щих опухоль, могут служить надежным источни-
ком неоткрытых опухолевых биомаркеров [21]. 
Обнаружение и идентификация этих белков пред-
ставляет достаточно трудную задачу из-за их боль-
шого разнообразия и широкого диапазона концен-
траций в плазме крови. Дополнительную инфор-
мацию можно получить, изучая в биологических 
жидкостях уровни экспрессии пептидов/протеинов, 
источником которых могут быть органы и ткани, 
непосредственно не затронутые неоплазией, но ре-
агирующие на изменение гомеостаза организма 
опухоленосителя. Как правило, уровни их кон-

центраций на несколько порядков выше опухоль-
ассоциированных маркеров. 

Масс-спектрометрический анализ протеома кро-
ви дает надежный способ получения информации, 
которая может охватывать сотни потенциальных 
биомаркеров без необходимости знания их при-
роды или отношения к данной болезни [22−30], 
априори. В этой области исследований особый ин-
терес представляют белки плазмы крови пациентов 
(протеом плазмы), особенно белки НМФ, а также 
продукты их метаболизма (пептидом, фрагментом 
или деградом плазмы) [21, 29]. В более ранних 
работах по поиску белковых маркеров в сыворотке/
плазме применяли технологию разделения биомо-
лекул с помощью гель-электрофореза, которая не 
могла отличить пептиды с молекулярным весом 
меньше 5 кДа. Напротив, масс-спектрометрия осо-
бенно хорошо подходит для обнаружения молекул 
в пределах диапазона НМФ протеома сыворотки/
плазмы (< 20 кДа). С учетом этого исследователи 
начали использовать УПЛДИ-ВП МС для изуче-
ния циркулирующих компонентов НМФ протеома 
и поиска потенциальных биомаркеров для детекти-
рования ряда онкологических заболеваний, вклю-
чая рак предстательной железы, толстой кишки, 
мочевого пузыря, молочной железы и яичников 
[11−17]. В настоящем исследовании представлены 
данные по детектированию потенциальных ОМ, 
присутствующих в плазме крови больных ПКРЛ. 
Мы описываем новую технологическую платформу 
для одновременного измерения больших количеств 
пептидов/протеинов плазмы, включающую предва-
рительную обработку образцов с помощью магнит-
ных микрочастиц и МАЛДИ-ВП МС анализ. Тех-
нология полностью автоматизирована и выполня-
ется роботом с использованием стандартных 96-ти 
луночных пластин, что обеспечивает высокую про-
изводительность и воспроизводимость. После спе-
цифического захвата и элюирования с микрочастиц, 
фракция пептидов/белков переносилась прямо на 
МАЛДИ-мишень и анализировалась без дальней-
шей очистки. Процесс предподготовки образцов 
проводился вручную или с помощью 8-ми каналь-
ного робота, который выполнял все операции пи-
петирования. Информация об образце и протоколе 
обработки идентифицировалась считывателем бар-
кода и передавалась в масс-спектрометр. Выбор 
типа магнитных частиц для специфического обо-
гащения различных классов пептидов/протеинов 
является важным фактором при предварительной 
обработке плазмы. Для получения МАЛДИ-масс-
спектра НМФ протеома плазмы крови были отоб-
раны магнитные носители MB-WAX. Концентри-
рование с помощью МB-WAX связано со слабым 
анионообменным взаимодействием (pH 9) молекул 
с поверхностью микрочастиц и может легко про-
водиться роботом. 

Разработанная методология имеет более высо-
кую чувствительность по сравнению с УПЛДИ-ВП 
МС анализом, так как совокупность сферических 
микрочастиц для фракционирования плазмы имеет  

Таблица 5. Качественный состав дискриминационной мо-
дели, построенной с помощью алгоритма быстрой класси-
фикации.

Индекс пика Масса, m/z Области интегрирования, 
используемые  

для классификации
Стартовая 
масса, m/z

Конечная 
масса, m/z

97 2741.93 2736.13 2750.01
265 6879.94 6864.23 6887.41
334 9421.95 9411.54 9437.14
387 13883.13 13849.7 13926.34
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большую площадь связывающей поверхности, 
чем пятна с хроматографической фазой на УПЛ-
ДИ-чипе, а число частиц − можно всегда увели-
чить. Кроме того, более низкий выход пептидов 
в методе УПЛДИ можно связать с чрезмерно се-
лективным захватом молекул, недостаточной кон-
центрацией анализируемого вещества перед ана-
лизом или с тем и другим, а также в связи с тем, 
что обычно используемые коммерческие приборы 
имеют более низкую разрешающую способность, 
по сравнению с МАЛДИ-ВП инструментами. Ме-
тод УПЛДИ решает одну из основных проблем − 
удаляет непептидные компоненты плазмы и соли, 
интерферирующие при кристаллизации матрицы 
с анализируемым веществом и затрудняющие его 
ионизацию и детектирование. Однако УПЛДИ-
масс-спектры пептидов сыворотки крови, пред-
ставленные в большинстве опубликованных работ 
состоят менее чем из 100 пиков, тогда как, по не-
которым данным, популяция пептидов в плазме 
крови человека включает более 5000 различных 
видов [30]. Наша технология имеет достаточно 
высокую чувствительность и разрешающую спо-
собность и позволяет обнаруживать в диапазоне 
масс от 1000 до 20 000 Да более 400 пептидов/про-
теинов в капельке (~10 мкл) плазмы.

Недавно опубликованы работы [31-33], описыва-
ющие различия в УПЛДИ-ВП масс-спектрах про-
теомов, полученных для образцов сыворотки паци-
ентов с немелкоклеточным раком легкого (НМКРЛ) 
и представителей контрольной группы. В первом 
исследовании [31] изучались 28 образцов сыворот-
ки больных НМКРЛ и 12 здоровых индивидуумов 
c использованием двух типов УПЛДИ-чипов – с им-
мобилизованными ионами меди (IMAC-Cu) и со 
слабым катионообменником (WCX2). Авторы 
обнаружили пять потенциальных маркеров рака 
легкого, два из которых имели повышенные уров-
ни концентраций в образцах сыворотки больных 
НМКРЛ, а три - пониженные. Чувствительность 
при использовании единичных биомаркеров для 
детектирования НМКРЛ составила 75−96 %, а спе-
цифичность 75−100 % [31]. 

В другом исследовании [32] с помощью УПЛ-
ДИ-ВП МС анализировались образцы сыворотки 
от 30 больных раком легкого и 51 здорового ин-
дивидуума одинакового возраста и пола. Спектры 
генерировались на WCX2 чипе. Для построения 
классификационной модели с помощью алгоритма 
дерева решений были автоматически выбраны три 
пика. Созданная модель далее использовалась для 
проверки независимой серии образцов сыворотки 
от 15 больных раком легкого и 31 здорового ин-
дивидуума слепым методом. Анализ дал чувстви-
тельность 93 % и специфичности 97 % [32]. S.Y. 
Yang и сотр. [33] изучили 208 образцов сыворот-
ки, включая 158 больных раком легкого и 50 кон-
тролей. Спектры получали на WCX2 чипе. В обу-
чающем эксперименте в качестве потенциальных 
ОМ были автоматически выбраны пять пептидов/
протеинов, которым в масс-спектре соответствова-

ли ионы с m/z 11493, 6429, 8245, 5335 и 2538 Да. 
При тестировании слепым методам модель на их 
основе показала чувствительность 87 % и специ-
фичность 80 %.

В отличие от этих исследований мы использо-
вали МАЛДИ технологию, которая значительно 
лучше разработана в настоящее время, чем УПЛ-
ДИ. При профилировании плазмы больных раком 
легкого и представителей контрольной группы мы 
обнаружили ряд ионов, которые отвечали пепти-
дам/протеинам с различными уровнями экспрес-
сии. По нашему мнению, они представляют собой 
циркулирующие пептиды/белки или их фрагмен-
ты, уровни концентраций которых модулируются 
опухолевым процессом. После предварительного 
фракционирования на MB-WAX плазмы крови, 
МАЛДИ-ВП МС анализа и обработки получен-
ных данных с помощью CPT были обнаружены 
потенциальные ОМ, различные комбинации кото-
рых позволяли разделять образцы больных раком 
легкого и контроля с чувствительностью и специ-
фичностью > 90 %. Можно утверждать с большой 
долей вероятности, что отобранные маркеры обла-
дают высокими дискриминационными свойствами. 
Тем не менее, число проанализированных нами 
образцов плазмы крови больных ПКРЛ относи-
тельно невелико, что может сказаться на проверке 
качества представленных моделей. В этой связи 
необходимы дальнейшие исследования для под-
тверждения и уточнения полученных результатов.

В нашей работе использовалась плазма крови 
от больных раком легкого с одинаковым гистоло-
гическим диагнозом, т.е плоскоклеточным раком. 
Такой отбор больных позволил оптимизировать ус-
ловия анализа для детектирования ПКРЛ, что дает 
возможность в будущем проводить исследования 
образцов от больных с другими гистологическими 
формами рака легкого. Контрольная группа фор-
мировалась с учетом пола, возраста и исключала 
наличие легочных и онкологических заболеваний 
и болезней, причиной которых является курение. 
Однако часть этой популяции состояла из куриль-
щиков, которые в дальнейших исследованиях мо-
гут составить группу риска.

Статистический анализ масс-спектрометричес-
ких профилей для обнаружения биомаркеров за-
болеваний постоянно развивается. В нашем иссле-
довании использовались различные статистические 
и биоинформационные методы. Для сравнения на-
боров обучающих данных (рак легкого/контроль) 
применялся CPT с определенными параметрами 
для отбора пиков масс-спектра, который автомати-
чески проводил нормализацию, вычитание фона, 
определение пиков и перекалибровку спектров. 
В результате получалась серия нормализован-
ных площадей пиков в каждом спектре, которая 
использовалась CPT для формирования средних 
масс-спектров для каждого класса и построения 
моделей, отличающих образцы больных раком 
легкого от контроля. Математические алгоритмы 
визуализации CPT идентифицировали, выдвигали 
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на первый план и локализовали те ионы спектров, 
которые имели площади пиков, достоверно отли-
чающиеся в сравниваемых группах образцов. На-
блюдались заметные изменения индивидуальных 
масс-спектров в пределах каждого класса. Участок 
спектров с m/z < 1000 Да не анализировался из-за 
наложения сигналов матрицы и биологического об-
разца. Набор площадей всех пиков, сортируемых 
в соответствии с их разделительной способностью 
для двух классов (рак легкого/контроль), исполь-
зовался CPT в контролируемом обучении как клю-
чевой файл для построения с помощью различных 
классификационных алгоритмов моделей, отлича-
ющих рак от нормы. Цель разработки моделей 
в контролируемом обучении состояла в описании 
данных обучения таким способом, чтобы впос-
ледствии можно было классифицировать новые 
данные (опытные данные). Процент правильно 
классифицированных обучающих данных и опыт-
ных данных обозначался как способность узнава-
ния и способность предсказания, соответственно. 
В дальнейшем каждая модель использовалась для 
подтверждения своих возможностей при проведе-
нии независимых тестов. 

В первой части исследования мы рассчитывали 
обнаружить различия в усредненных масс-спектрах 
образцов больных раком легкого и контрольных 
лиц. При анализе независимой серии образцов 
плазмы крови мы классифицировали как больных 
ПКРЛ тех индивидуумов, масс-спектры кото-
рых были ближе к усредненным спектрам боль-
ных ПКРЛ, используемых в обучающем наборе, 
чем к усредненным спектрам контрольной группы. 
CPT формировал список значений m/z и площадей 
пиков усредненных масс-спектров, сортируемых 
в соответствии со статистической достоверностью 
их различий для двух классов. На основании t-тес-
та рассчитывалась величина p, которая является 
вероятностью того, что наблюдаемые различия 
интенсивностей индивидуальных пиков являются 
не случайными. Эти расчеты делались независимо 
для высот и площадей пиков. 

Методы классической статистики применялись 
CPT в комбинации с различными алгоритмами пос-
троения классификационных моделей, такими как 
генетический алгоритм, метод опорных векторов, 
нейронные сети с учителем, алгоритм быстрой 
классификации. 

Параметры каждого алгоритма подбирались 
и фиксировались с учетом конечных данных по 
разделительной способности модели. Разделитель-
ная способность модели оценивалась перекрестной 
и внешней системой проверки качества. В первом 
случае CPT использовал одну часть обучающих 
данных для построения классификационных моде-
лей, а другую − для их проверки, во втором − все 
обучающие данные применялись для построения 
моделей, а дополнительный независимый набор 
данных – для их проверки. В результате получали 
чувствительность (процент пациентов, классифи-
цированных с использованием данной модели как 

«больные раком», от общего числа действительно 
больных пациентов) и специфичность (процент 
пациентов, классифицированных как «здоровые», 
от общего числа действительно здоровых пациен-
тов) дискриминационной модели.

В зависимости от типа классификатора созда-
вались качественно различные модели, проверка 
которых на дополнительной серии образцов сле-
пым методом позволяла проводить отбор наиболее 
эффективных из них. Лучшую чувствительность 
показала модель, сформированная алгоритмом 
быстрой классификации (96 %), а специфичность – 
модель, отобранная методом опорных векторов 
(90 %). Мы подтвердили ранее опубликованные 
данные о том, что ни один единичный пик в масс-
спектре не может достоверно разделить образцы 
пациентов с ПКРЛ и контроля. Для этих целей мо-
жет использоваться только комбинация из несколь-
ких пиков с достаточно высокой дискриминацион-
ной способностью. Представленные выше резуль-
таты указывают на то, что модель, построенная 
методом опорных векторов, обладает наибольшей 
эффективностью при разделении образцов плаз-
мы крови больных ПКРЛ и представителей кон-
трольной группы. Отдельные пептиды, входящие 
в эту комбинацию (например, с m/z 13883, 9422, 
2742, 6880), могут рассматриваться в качестве по-
тенциальных опухолевых маркеров и нуждаются 
в дополнительном исследовании. Таким образом, 
еще раз продемонстрировано, что масс-спектро-
метрическое профилирование протеомов плазмы/
сыворотки имеет неоспоримое преимущество пе-
ред попытками изолировать и идентифицировать 
единичные маркеры для детектирования любых 
видов рака.

В этом исследовании мы применили МАЛДИ-
ВП МС анализ плазмы крови и определили значе-
ния m/z пиков, которые отвечают потенциальным 
маркерам ПКРЛ и могут в дальнейшем идентифи-
цироваться и использоваться для разработки тех-
нологий, связанных с маркерами плазмы крови. 
Основное преимущество такого подхода заключа-
ется в высокой надежности и производительности 
масс-спектрометрических методов. После иденти-
фикации и синтеза ключевых белков могут исполь-
зоваться антитела для разработки высокопроизво-
дительных, дешевых иммунологических наборов. 
В дальнейшем эти наборы могут быть включены 
в длительные испытания для оценки истинного 
прогнозирующего значения этих белков в распоз-
навании рака.

Выводы

В настоящем исследовании разработана, унифици-
рована и апробирована новая методология поиска 
опухолевых маркеров рака легкого − профилиро-
вание низкомолекулярных протеомов (1−20 кДа) 
плазмы крови. Данный подход включал три ос-
новных компонента: роботизированную предвари-
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тельную подготовку образцов, МАЛДИ-ВП масс-
спектрометрию, обработку данных с помощью 
биоинформационного пакета программ. При очис-
тке и фракционировании плазмы использовались 
магнитные частицы с анионообменным покрытием 
для специфического захвата биомолекул. Данная 
платформа была оптимизирована и успешно ис-
пользовалась для автоматизированной подготовки 
клинических образцов перед масс-спектрометри-
ческим анализом. Проведение анализа с помощью 
МАЛДИ-ВП масс-спектрометрии обеспечивало вы-
сокую чувствительность, специфичность, воспроиз-
водимость и масштабируемость, необходимую для 
анализа сложных протеомов. Изучена возможность 
использования различных классификационных ал-

горитмов программного пакета ClinProTools™ для 
генерации диагностически значимых наборов пеп-
тидов/протеинов из данных по масс-спектромет-
рическому профилированию плазмы крови боль-
ных раком легкого и контрольной группы. Проде-
монстрированы возможности и перспективность 
разработанного подхода для обнаружения потен-
циальных маркеров рака легкого. Для поиска потен-
циальных опухолевых маркеров проведен скрининг 
177 образцов плазмы крови больных раком легкого 
и 159 контрольных образцов. В результате прове-
денного исследования обнаружены пептиды/белки, 
которые могут в перспективе использоваться для 
детектирования этой патологии.
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Масс-спектры электронной ионизации О-алкилалкилфторфосфонатов можно подразделить на две 
составляющие: фосфорсодержащую и углеводородную. Спектр первой составляющей позволяет 
определять тип разветвления О-алкильного радикала. Спектр углеводородной составляющей 
интерпретируется как спектр олефина − одного из основных продуктов распада О-алкилалкил-
фторфосфонатов с углеродным скелетом, идентичным таковому в О-алкильном радикале исходной  
молекулы. Предложены способ определения строения О-алкильного радикала в молекулах ве-
ществ, отнесенных на этапе групповой идентификации к гомологическому ряду О-алкилалкил-
фторфосфонатов, и алгоритм прогнозирования масс-спектров  неизученных представителей этого 
гомологического ряда. Обсуждаются принципиальные ограничения достоверности идентификации 
О-алкилалкилфторфосфонатов по масс-спектральным данным. 

Ключевые слова: О-алкилалкилфторфосфонаты, электронная ионизация, масс-спектры, 
установление строения алкоксильного радикала, прогнозирование масс-спектров.

Electron ionization mass spectra of O-alkylalkylfluorophosphonates may be divided into two sub-spectra: 
phosphorus containing ions and ions related to olefinic moiety. The first sub-spectrum allows the 
determination of a type of branching in O-alkyl group. The second one may be treated as a spectrum 
of an alkene with a carbon chain identical to the O-alkyl group of the initial molecule.  The approaches 
to define the structure of O-alkyl group in the molecules related to O-alkylalkylfluorophosphonates 
as well as an algorithm of prediction of mass spectra of the representatives of this homologues 
row non studied earlier are proposed. The main limitations of the reliability of identification of  
O-alkylalkylfluorophosphonates based on their mass spectra are discussed.  

Ключевые слова: O-alkylalkylfluorophosphonates, electron ionization, mass spectra, elucidation  
of structure of alkoxy group, prediction of mass spectra.

Введение

Одной из основных задач в рамках мероприятий 
по выполнению Конвенции о запрещении разра-
ботки, производства, накопления и применения 
химического оружия и о его уничтожении (далее 
Конвенция) [1], является хромато-масс-спектро-
метрическая идентификация контролируемых ток-
сичных химикатов в сложных многокомпонентных 
смесях. Объектом исследования в настоящей рабо-

те являются токсичные химикаты Списка 1 Кон-
венции, принадлежащие к гомологическому ряду 
О-алкилалкилфторфосфонатов (ААФФ):
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где R, R′- нециклические алкильные радикалы 
с числом углеродных атомов от 1 до 3 для R и от 
1 до 10 для R′.

Недавно авторами работы [2] предложены мето-
ды групповой идентификации ААФФ в многоком-
понентных смесях на основе хромато-масс-спек-
трометрии, позволяющие не только устанавливать 
принадлежность исследуемого вещества к этому 
гомологическому ряду, но и определять строение 
радикала, непосредственно связанного с атомом фос-
фора (Р-алкильного), осуществляя, таким образом, 
отнесение объекта анализа к соответствующей под-
группе. Однако задача однозначной идентификации 
анализируемого соединения из числа десятков ты-

сяч претендентов оставалась нерешенной и явилась 
предметом исследования настоящей работы. 

Эта задача сводится, в основном, к определению 
строения О-алкильных радикалов, формирующих 
многообразие исследуемой группы соединений. 
В связи с этим нами выявлены основные процес-
сы фрагментации ААФФ, степень протекания ко-
торых зависит от строения О-алкильного радикала 
(рис. 1). Предварительно отметим, что основным 
направлением распада О-алкилалкилфторфосфо-
натов [2−4] в условиях электронной ионизации 
является отщепление олефинового радикала с об-
разованием протонированного иона алкилфторфос-
фоновой кислоты II (уравнение (1):

Рис. 1. Основные реакции фрагментации ААФФ в условиях электронной ионизации, степень протекания ко-
торых зависит от типа разветвления О-алкильного радикала.
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Нормализация всех пиков в спектрах, рассмат-
риваемых в данной работе, проводилась относи-
тельно именно пика иона II, интенсивность кото-
рого принималась за 100 %. 

Уравнения (1) и (6), описывают сходные типы 
распада. В обоих случаях происходит разрыв 
связи между атомами эфирного кислорода и пер-
вым углеродным атомом О-алкильного радикала. 
Основное отличие состоит в том, что в ходе ре-
акции (1) заряд локализуется на фосфорсодержа-
щем фрагменте, а в ходе реакции (6) − на моле-
кулярном ионе олефина. Степень фрагментации 
по направлению (6) увеличивается по сравнению 
с направлением (1) при появлении разветвления 
в О-алкильном радикале. Этот эффект полно-
стью соответствует теории, поскольку увеличение 
разветвленности углеродного скелета приводит 
к уменьшению энергии ионизации соответству-
ющего углеводородного фрагмента. При разрыве 
химической связи два образующихся фрагмента 
конкурируют за заряд и неспаренный электрон. 
Заряд по правилу Стивенсона−Одье остается на 
фрагменте с меньшей энергией ионизации. Таким 
образом, при неизменном фосфорсодержащем 
фрагменте интенсивность пика углеводородного 
фрагментного иона в масс-спектре будет увеличи-
ваться с уменьшением энергии ионизации (увели-
чением разветвленности) данного фрагмента.

Сущность предлагаемого нами подхода к уста-
новлению строения алкоксильного радикала в мо-
лекулах ААФФ по масс-спектральным характе-
ристикам заключается в следующем. Масс-спектр 
ААФФ условно подразделяется на две составля-
ющие: фосфорсодержащую и углеводородную. 
К фосфорсодержащим ионам относятся ионы 
II –VI (рис.1), ион с m/z 47 (фосфорильная группа 
[3, 4]), а также все ионы, массовое число кото-
рых превышает таковое для молекулярного иона, 
образующегося олефина VII (рис.1). Обе состав-
ляющие рассматриваются как два независимых ис-
точника сведений о строении алкоксильного ради-
кала. При этом фосфорсодержащая составляющая 
позволяет извлекать сведения о типе разветвления 
алкоксильного радикала. Под типом разветвления 
понимается характеристика строения углерод-
ной цепи, содержащая информацию о положении 
разветвления относительно кислородного атома, 
общем числе разветвлений и числе разветвлений 
у данного углеродного атома. Так, для представ-
ленного ниже О-алкильного радикала

,

тип разветвления − α(ββ)γ. В скобках указано по-
ложение разветвления в боковой (короткой) цепи 
у α-углеродного атома относительно атома кис-
лорода.

Всего для рассматриваемого круга веществ вы-
делено 6 «больших типов» разветвления О-алкиль-
ного радикала: неразветвленные; α; β; αβ; αββ; 
дальнее разветвление. К большому типу α отно-
сятся изомеры с типом разветвления собственно α, 
а также αα и α-дальнее. В последнем случае име-
ются в виду ААФФ, в молекулах которых имеются 
разветвления у первого углеродного атома О-ал-
кильного радикала и в любом другом положении, 
кроме β-положения. К большому типу β относят-
ся изомеры типа собственно β и ββ. Соединения, 
принадлежащие к одному и тому же большому 
типу, обладают общими спектральными характе-
ристиками. Для каждого из указанных типов нами 
найдены наборы аналитических признаков, позво-
ляющие их идентифицировать как таковые.

Углеводородная составляющая общего спек-
тра, согласно нашим представлениям, содержит 
информацию о структуре углеродного скелета 
О-алкильного радикала в целом. Предполагается, 
что последняя в ходе реакции (6) сохраняется, в то 
время как положение двойной связи в молекуляр-
ном ионе олефина VII не определено. 

В настоящем исследовании преследовалась дво-
якая цель: во-первых, изучить возможность уста-
новления строения О-алкильного радикала в мо-
лекуле вещества, отнесенного на этапе групповой 
идентификации к гомологическому ряду ААФФ, 
по углеводородной составляющей его масс-спек-
тра и, во-вторых, оценить перспективность конс-
труирования (прогнозирования) масс-спектров 
неизученных соединений ряда ААФФ, используя 
в качестве основы известный спектр соответству-
ющего олефина.

Результаты и их обсуждение 

В настоящей работе мы ограничились О-алкилме-
тилфторфосфонатами (АМФФ) с нециклически-
ми алкильными заместителями. Предполагается, 
что установлена принадлежность исследуемого 
вещества к этому ряду [2−4], найдены число уг-
леродных атомов и вид большого типа разветв-
ления О-алкильного радикала. Для выделения 
углеводородной составляющей из полного масс-
спектра АМФФ, необходимо удалить из него пики 
фосфорсодержащих ионов II–VI, а также иона 
с m/z 47 (фосфорильная группа). Массовые числа 
ионов II, V и VI в спектрах АМФФ постоянны 
и составляют 99, 81 и 82 Да соответственно. Мас-
совые числа ионов III и IV описываются уравне-
ниями (7) и (8) 

(m/z)III = 97+ (nCP + nα)×14, (7) 
(m/z)IV = 98+ (nCP + nα)×14, (8)

где nCP − число углеродных атомов в радикале, не-
посредственно связанном с атомом фосфора (Р-ал-
кильном); nα − число углеродных атомов в боковой 
цепи у первого углеродного атома О-алкильного 
радикала.
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Трудности при разделении общего спектра 
АМФФ на две составляющие возникают из-за 
возможности наложения пиков углеводородных 
(олефиновых) и упомянутых выше фосфорсодер-
жащих ионов. В табл. 1 и 2 представлены данные 
по интенсивностям пиков в спектрах олефинов, 
массовые числа которых совпадают с таковыми 
для фосфорсодержащих ионов II−VI, а также 
иона с m/z 47. Здесь и далее Jср – среднее значе-
ние интенсивности, s - стандартное отклонение, 
n − число соединений. 

Из представленных в табл. 1, 2 данных видно, 
что ион с m/z 47, а также ион II (m/z 99) являются 
« чисто фосфорсодержащими». 

В табл. 3 приведены средние значения ин-
тенсивностей пиков ионов III, IV, V, VI, иона 
с m/z 47, а также максимального углеводородного 
пика в спектрах АМФФ. 

С учетом того факта, что в табл. 1 и 2 интенсив-
ности указаны относительно именно этого пика, 
сопоставление данных табл. 1, 2 и 3 позволяет 
сделать вывод, что вклад углеводородных ионов 

в интенсивность пиков V (m/z 81) и VI (m/z 82) 
мал. Поэтому в настоящей работе эти пики также 
условно рассматриваются как «чисто фосфорсо-
держащие» и при выделении углеводородной со-
ставляющей удаляются из спектра вместе с пика-
ми основного иона II (m/z 99) и фосфорильного 
фрагмента (m/z 47). 

Сопоставление данных табл. 2 и 3 показывает, 
что трудности разделения возрастают с увеличе-
нием числа атомов О-алкильного радикала (nCO), 
и позволяет выявить сложные случаи. Так, на-
пример, в масс-спектрах АМФФ с разветвлением 
в β-положении О-алкильного радикала наблюдается 
интенсивный пик с m/z 112 (Jср = 80 %, табл. 3). 
Как видно из табл. 2, этот пик можно относить 
исключительно к фосфорсодержащему иону IV 
для всех изомеров кроме О-октил- и О-децилме-
тилфторфосфонатов, в спектрах которых вклад уг-
леводородной составляющей в его интенсивность 
является заметным. 

Наиболее легко выделяется углеводородная со-
ставляющая из общего спектра, когда число уг-
леродных атомов О-алкильного радикала не пре-
вышает 7. В этом случае просто отбрасываются 
все пики с массовым числом более 98, а также 
упомянутые выше пики с m/z 47, 81, 82.

Общая процедура выделения углеводородной 
составляющей несколько более сложна. На осно-
вании анализа полного спектра АМФФ делается 
вывод об отнесении вещества к одному из ука-
занных выше больших типов (неразветвленные; 
α; β; αβ; αββ; дальнее разветвление). Далее из 
полного спектра удаляют все пики с массовым 
числом, превышающим таковое для олефина VII, 
пик фосфорильного фрагмента (m/z 47), пики II 

Таблица 1. Интенсивности пиков с m/z 81, 82, 99, 47 в масс-
спектрах олефинов [5].

Олефин Число 
соеди-
нений, 

n

m/z 81 m/z 82 m/z 99 m/z 47
Jср s Jср s Jср s Jср s

Гексены 21 0 0 0 0 – – 0 0
Гептены 44 1 1 0 1 – – 0 0
Октены 50 2 1 1 1 0 0 0 0
Нонены 43 2 2 2 2 0 0 0 0
Децены 50 2 2 2 3 0 0 0 0

Таблица 2. Интенсивности пиков в масс-спектрах олефинов [5], массовые числа которых совпадают с таковыми для 
фосфорсодержащих ионов. 

Олефин Число  
соединений, n

m/z 112 m/z 125 m/z 126 m/z 139 m/z 140
Jср s Jср s Jср s Jср s Jср s

Октены 50 18 10 – – – – – – –
Нонены 43 0 0 0 0 14 10 – – – –
Децены 50 2 4 1 3 0 0 0 0 12 9

Таблица 3. Интенсивности характерных пиков в масс-спектрах О-алкилметилфторфосфонатов с различными типами раз-
ветвления О-алкильного радикала. 

Большой тип
разветвления

n m/z 47 III IV V (m/z 81) VI (m/z 82) Максим.  
углеводород.

III**

Jср s Jср s Jср s Jср s Jср s Jср s

Неразветвленный 7 3 1 2 2 2 2 9 4 6 4 15 8 700
α 28 4 2 26 14 3 3 8 3 3 2 55 29 200

β* 6 4 2 2 1 80 12 13 4 41 13 38 14 300
αβ 6 4 1 41 15 25 23 17 4 17 28 55 22 200

Дальнее разветвление 6 3 2 1 0 2 1 9 5 3 2 34 16 300

 * − Кроме изомеров типа ββ. 
** −  Интенсивность основного пика II (m/z 99) относительно максимального углеводородного пика, принимаемого за 100 % в прогно-

зируемом спектре АМФФ.
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(m/z 99), V (m/z 81) и VI (m/z 82). Затем, в зави-
симости от типа разветвления О-алкильного ради-
кала, удаляют пики III или IV. Пик III удаляется, 
если тип разветвления О-алкильного радикала − α 
и αβ, а пик IV − для изомеров с типом разветв-
ления β и αββ. В тех немногочисленных случа-
ях, когда имеет место наложение «фосфорорга-
нических» пиков на пики «молекулярных» ионов 
алкенов, интенсивности последних в спектре вы-
деленной углеводородной составляющей прини-
маются равными средним значениям для алкена 
с данным числом углеродных атомов (табл. 2). 
Так, в полных спектрах О-октильных производных 
пик с m/z 112 считается чисто углеводородным для 
всех соединений, кроме изомеров типа β. В пос-
леднем случае вклад фосфорсодержащей состав-
ляющей в его интенсивность является преоблада-
ющим (табл. 3). При выделении углеводородной 
составляющей таких изомеров интенсивность пика 
с m/z 112 принималась равной среднему значению 
для октенов (18 %, табл. 2). Разумеется, при таком 
подходе ухудшается селективность идентификации 
углеродного скелета алкена, однако ошибка в опре-
делении интенсивности одной из многочисленных 
спектральных линий, по нашему мнению, не долж-
на сильно повлиять на результат.

Приведем примеры. На рис. 2а представлен пол-
ный масс-спектр О-(1,4-диметилпентил)метилфтор-
фосфоната [5]. В спектре имеется интенсивный пик 
иона III с m/z 125, позволяющий сделать вывод 
о наличии разветвления в α-положении О-алкиль-

ного радикала. Однако на этапе выделения это об-
стоятельство в данном случае большого значения 
не имеет, поскольку все пики с массовым числом, 
превышающим 98 Да (молекулярная масса гептена), 
удаляются. Спектр углеводородной составляющей 
представлен в верхней части рис. 2в.

На рис. 2б приведен спектр О-(3,7-диметилоктил)-
метилфторфосфоната [5, 6]. Рассматривая его как 
спектр неизвестного представителя ряда О-алкилме-
тилфторфосфонатов, не удается обнаружить в нем 
каких-либо признаков разветвления в α или β-по-
ложениях О-алкильного радикала. Таким образом, 
возможны два варианта: О-алкильный радикал не 
разветвлен; имеются разветвления в дальних по-
ложениях О-алкильного радикала. Выделенный по 
стандартной процедуре спектр углеводородной со-
ставляющей изображен в верхней части рис. 2г. От-
редактированные спектры АМФФ предъявлялись 
затем для опознания поисковой системе NIST [6]. 
Поиск ограничивался только веществами с моле-
кулярной массой, равной таковой для соответству-
ющего олефина. Все вещества, не принадлежащие 
к гомологическому ряду олефинов (подавляющее 
большинство из них составляют циклоалканы), 
удалялись из машинного ответа. На рис. 2в и 2г 
спектры углеводородной составляющей для двух 
рассмотренных выше АМФФ сопоставлены со 
спектрами наиболее вероятных веществ-канди-
датов, предлагаемых системой NIST. В обоих 
случаях − это ожидаемые структуры: 5-метилгек-
сен-2 и 3,7-диметилоктен-1. Близкое сходство 

(mainlib) 5-Methyl-2-hexyl methylphosphonofluoridate (replib) 3,7-Dimethyl-1-octyl methylphosphonofluoridate

▲5-Methyl-2-hexyl methylphosphonofluoridate
▼2-Hexene, 5-methyl-, (E)-

▲3,7-Dimethyl-1-octyl methylphosphonofluorid
▼1-Octene, 3,7-dimethyl-

а

в г

б

Рис. 2. Идентификация олефина VII по углеводородной части общего спектра ААФФ. 
а – исходный спектр О-1,4-диметилпентилметилфторфосфоната [ NIST#: 273311],  
б − исходный спектр О-3,7-диметилоктилметилфторфосфоната [ NIST#: 298351],  
в, г − сопоставление отредактированных спектров ААФФ и спектров олефинов – наиболее вероятных веществ-кандида-
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отредактированных спектров АМФФ и спектров 
идентифицированных олефинов не вызывает сом-
нения (рис. 2в и 2г). Отметим, что в ходе реак-
ции (6) нельзя исключать возможности миграции 
двойной связи. Поэтому все структуры олефинов 
с таким же углеродным скелетом как у О-алкиль-
ного радикала в молекуле анализируемого АМФФ 
рассматриваются как правильные.

В табл. 4 представлены результаты иденти-
фикации олефинов VII по отредактированным 
спектрам АМФФ преимущественно с разветвлен-
ной углеродной цепью О-алкильного радикала. 

Для большинства соединений приведены данные 
из различных источников, полученные в различ-
ных экспериментальных условиях и на различ-
ных приборах. В третьем столбце указан боль-
шой тип разветвления О-алкильных радикалов. 
В пятом и шестом столбцах приведены показате-
ли совпадения по прямому и обратному поиску 
соответственно. В седьмом столбце приведено 
название первой предлагаемой масс-спектральной 
базой NIST структуры с правильным углеродным 
скелетом, в восьмом столбце − ее место в списке 
машинного ответа.

Таблица 4. Результаты опознания поисковой программой NIST [5] олефинов VII по отредактированным спектрам АМФФ 
с разветвленной углеродной цепью О-алкильного радикала.

№ п/п О-алкильный радикал (nCO) Большой тип 
разветвления

Источник Match R. Match Идентифицированное 
вещество

Mесто в 
списке

1 2 3 4 5 6 7 8
1 1,3-Диметилбутил (6) α [5] #298364 849 872 4-Метилпентен-2, (Z) 1

[5] #216683 876 877 4-Метилпентен-2 1
[6] 07-2-0248 783 798 4-Метилпентен-2 1

2 2-Этилбутил (6) β [5] #216688 876 881 3-Метилпентен-1 1
[6] 07-2-0251 811 839 3-Метилпентен-2 1
[6] 06-2-0018 834 862 2-Этилбутен-1 1

3 2-Метилпентил (6) β [6] 06-2-0016 833 864 2-Метилпентен-1  2*
[5] # 216677 745 784 2-Метилпентен-1 2

4 4-Метилпентил (6) Дальнее [5] #216682 845 845 4-Метилпентен-1 1
[6] 06-2-0017 825 848 2-Метилпентен-1 1

5 1,2-Диметилбутил (6) αβ [6] 06-2-0019 830 830 3-Метилпентен-2 1
6 3,3-Диметилбутил (6) Дальнее [5] #216686 821 826 3,3-Диметилбутен-1 1
7 3-Метилпентил (6) Дальнее [5] #273293 845 850 2-Этилбутен-1 1

[6] 06-2-0288 845 850 2-Этилбутен-1 1
8 Пинаколил (6) αββ [5] #226124 727 746 3,3-Диметилбутен-1 1

[6] 01-2-0017 724 755 3,3-Диметилбутен-1 1
[6] 04-2-0002 735 758 3,3-Диметилбутен-1 1

9 1-Изопропилбутил (7) αβ [5] #216694 879 891 2-Метилгексен-3, (Е)  2*
[5] #298355 767 768 5-Метилгексен-1 1
[5] #273316 832 863 2-Метилгексен-3, (Z)  2*
[5] #298356 780 790 5-Метилгексен-1  3

10 1-Изопропил-2-метилпропил (7) αβ [5] # 298384 786 801 2,4-Диметилпентен-2 3
[6] 06-2-0261 791 820 2,4-Диметилпентен-2 4
[6] 07-2-0659 799 799 2,4-Диметилпентен-2 4

11 1-Этил-2,2-диметил-пропил (7) αββ [5] #298358 799 837 4,4-Диметилпентен-2  3*
[5] #273305 801 820 4,4-Диметилпентен-2, (Е) 1
[6] 06-2-0291 801 820 4,4-Диметилпентен-2 1
[6] 07-2-0667 770 792 4,4-Диметилпентен-2 3

12 1,3,3-Триметилбутил (7) α [5] #216695 875 875 4,4-Диметилпентен-2, (Z) 2
[6] 07-2-0668 830 830 4,4-Диметилпентен-2, (Е) 2

13 1,1-Диметилпентил (7) α [5] #216692 848 874 2-Метилгексен-1 2
14 1,4-Диметилпентил (7) α [5] #216693 871 888 5-Метилгексен-2 1

[5] #273311 883 897 5-Метилгексен-2, (Е) 1
15 1,1-Диэтилпропил (7) α [5] # 216698 877 904 3-Этилпентен-2 2
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Как видно из данных табл. 4, для О-гексиль-
ных гомологов результат идентификации почти 
всегда безошибочен. Лишь для одного соедине-
ния из восьми правильная структура оказалась на 
втором месте в списке машинного ответа. Этот 
факт подтверждает правильность подхода в целом, 
однако для практических целей важно определять 
строение углеродного скелета в молекулах АМФФ 
с более длинным О-алкильным радикалом. Здесь 
результаты не столь однозначны, однако из 20 та-
ких соединений лишь в двух случаях ожидаемая 
структура не вошла в первую тройку веществ-кан-
дидатов (№ 10 и 22 в табл. 4). 

Наблюдается некоторый разброс результатов 
при использовании спектров одного и того же 
вещества, взятых из различных источников. Так, 
для соединений 9, 11, 20 в табл. 4 место правиль-
ной структуры варьирует от первого до третьего. 
Можно надеяться, что при унификации условий 
масс-спектрального эксперимента наблюдаемый 
разброс существенно уменьшится. 

Трудности и возможности определения правиль-
ной структуры наглядно иллюстрируются данными 
табл. 5, где приведен список машинного ответа 
для О-1-изопропил-2-метилпропилметилфторфосфо-
ната (соединение 10 в табл. 4). 

№ п/п О-алкильный радикал (nCO) Большой тип 
разветвления

Источник Match R. Match Идентифицированное 
вещество

Mесто в 
списке

16 1,5-Диметилгексил (8) α [6] 06-2-0266 794 851 6-Метилгептен-2 2*
[6] 07-2-0669 805 850 6-Метилгептен-1 1
[5] # 273309 791 851 6-Метилгептен-2 2*

17 1-Этил-1-метилпентил (8) α [5] #216703 799 847 3-Метилгептен-2 2
18 2-Этилгексил (8)** β [5] #273175 831 850 5-Метилгептен-1 2

[6] 06-2-0265r 776 811 2-Этилгексен-1 3
[6] 07-2-0187 754 771 2-Этилгексен-1 2
[6] 17-2-0072 828 849 2-Этилгексен-1 2

19 1-Этил-2-метилпентил (8) αβ [5] #216704 820 872 2-Пропилпентен 1
[6] 07-2-0670 748 785 2-Пропилпентен 3

20 2,2-Диметилгексил (8) ** β [6] 06-2-0290 711 822 2,2-Диметилгексен-3 3
[5] # 273306 710 825 2,2-Диметилгексен-3 3

21 2-Пропилпентил (8) ** β [6] 07-2-0671 737 754 2-Пропилпентен-1 5
[5] #216706 798 812 2-Пропилпентен-1 5

22 3,5,5-Триметилгексил (9) Дальнее [5] #298449 763 782 3,5,5-Триметилгексен-1 2
[6] 05-2-0136 761 784 3,5,5-Тиметилгексен-1 2
[6] 06-2-0270 767 780 3,5,5-Тиметилгексен-1 2

23 1-Изобутил-3-метил-бутил (9) α [5] # 298471 866 880 2,6-Диметилгептен-3 1
[6] 07-2-0687 808 814 2,6-Диметилгептен-1 1

24 1-Бутилпентил (9) α [6] 07-2-0686 808 829 Нонен-1 1
25 3,7-Диметилоктил (10) Дальнее [5]  #273285 814 870 3,7-Диметилоктен-1 1

[6] 07-2-0692 846 850 3,7-Диметилоктен-1 1
[6] 06-2-0274 840 875 3,7-Диметилоктен-1 1

26 1-Этил-1,5-диметилгексил (10) α [5]  # 216717 884 884 3,7-Диметилоктен-2 1
27 1-Пропилгептил (10) α [6] 06-2-0275 878 894 Децен-4 1

 * −  Первое место по фактору совпадения по обратному поиску (Rmatch).
** − Интенсивность пика с m/z 112 в спектре углеводородной составляющей принималась равной 18 %  (табл. 2).

Таблица 5. Список машинного ответа при идентификации 
олефина VII, образующегося при распаде О-1-изопропил-2-
метилпропилметилфторфосфоната (соединение 10 в табл. 4).

№ Lib Match R. Match Prob Name

1 M 811 819R 18.1P 2-Pentene, 3,4-dimethyl- 

2 R 809 824R 16.6P 2-Pentene, 4,4-dimethyl-, (E)- 

3 R 808 827R 16.0P 1-Butene, 2,3,3-trimethyl- 

4 R 801 820R 16.6P 2-Pentene, 4,4-dimethyl-, (E)- 

5 R 799 799R 11.6P 2-Pentene, 2,4-dimethyl- 

6 M 797 812R 11. 6P 2-Pentene, 2,4-dimethyl- 

7 M 792 807R 8.90P 2-Pentene, 4,4-dimethyl- 

8 M 788 795R 7.52P 2-Pentene, 3,4-dimethyl-, (Z)- 

9 M 787 794R 7.23P 2-Pentene, 3,4-dimethyl-, (E)- 

10 R 783 793R 16.0P 1-Butene, 2,3,3-trimethyl- 

11 R 781 800R 11.6P 2-Pentene, 2,4-dimethyl- 

12 R 773 792R 7.52P 2-Pentene, 3,4-dimethyl-, (Z)- 

13 M 770 770R 16.0P 1-Butene, 2,3,3-trimethyl- 

14 M 767 767R 3.29P 2-Pentene, 2,3-dimethyl- 

15 M 762 762R 16.6P 2-Pentene, 4,4-dimethyl-, (E)- 
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Приведенный случай представляется на первый 
взгляд весьма неблагоприятным. Правильная струк-
тура − 2,4-диметилпентен-2 первый раз упомина-
ется лишь под номером 5, однако, поскольку под 
номерами 2 и 4 приведена одна и та же структу-
ра − 4,4-диметилпентен-2, правильный олефин за-
нимает фактически 4 место в списке, как и указано 
в табл. 4. Обращает на себя внимание весьма ма-
лое различие в коэффициентах совпадения Match 
и R. Match, по крайней мере, для кандидатов, пред-
ставленных в первых 12 строках машинного ответа. 
Из приведенных данных видно, что место в списке 
одной и той же структуры сильно меняется в за-
висимости от источника. Так, приведенный первым 
3,4-диметилпентен-2 далее приводится восьмой, де-
вятой и двенадцатой строкой. В то же время вплоть 
до 14 строки в списке упоминаются одни и те же 
4 структуры, т.е. программа NIST выделяет довольно 
узкую группу структур-кандидатов. Такая ситуация 
является типичной. По-видимому, из нее следует сде-
лать вывод, что для АМФФ с 7 углеродными атома-
ми в О-алкильном радикале первые 3−4 структуры 
в списке машинного ответа следует рассматривать как 
равноправные, если их значения Match и R. Match 
близки. Далее необходимо привлекать сведения, 
почерпнутые из фосфорорганической составляю-
щей общего масс-спектра. Так, общий масс-спектр  
О-1-изопропил-2-метилпропилметилфторфосфоната,  
рассматриваемый как масс-спектр неизвестного 
АМФФ, позволяет заключить, что исследуемый изо-
мер относится к типу αβ. При этом число угле-
родных атомов в боковой цепи у α-углеродного 
атома, судя по массовому числу пика III (m/z 153), 
равно трем. Анализируя первые три структуры из 
списка машинного ответа: 3,4-диметилпентен-2,  
4,4-диметилпентен-2, 2,3,3-триметилпентен-2, не-
трудно убедиться, что они не согласуются с приве-
денными выше характеристиками строения иссле-
дуемого АМФФ. Им соответствует лишь правильная 
структура 2,4-диметилпентена-2. 

Отметим также, что в случае О-алкильных ра-
дикалов, разветвленных только в α-положении, 
их линейная углеродная структура определяется 
однозначно (первое место в списке машинного от-
вета). В качестве примера приведены соединения 
25 и 28 в табл. 4. 

Полученные результаты позволяют сформули-
ровать метод установления углеродного скелета 
О-алкильного радикала в молекуле вещества, отне-
сенного на этапе групповой идентификации к го-
мологическому ряду ААФФ, по углеводородной 
составляющей его масс-спектра. Метод заключа-
ется в выделении углеводородной составляющей 
из полного масс-спектра по описанным выше пра-
вилам. Далее спектр углеводородной составляю-
щей предъявляется поисковой системе NIST [5] 
для опознания. После этого первые 4 (nCO = 7) 
или 5 (nCO = 8−10) структур из списка машин-
ного ответа сопоставляются с характеристиками 
строения исследуемого АМФФ, извлеченными из 
фосфорорганической части спектра. Структуры, 

не согласующиеся с этими характеристиками, 
отбрасываются. В результате число возможных 
структур-кандидатов существенно сокращается. 

Отметим, что для гептильного радикала име-
ется 9 вариантов углеродной структуры, для ок-
тильного − 18, нонильного − 35.

В целом, можно сделать вывод, что неопреде-
ленность идентификации О-алкильного радикала 
по предлагаемому методу обусловливается следу-
ющими причинами: а) различиями в масс-спектрах 
одного и того же вещества, зарегистрированных 
различными исследователями и в различных усло-
виях; б) близким сходством масс-спектров некото-
рых олефинов и, следовательно, углеводородных 
составляющих масс-спектров некоторых АМФФ. 
В свою очередь, это означает, что использование 
какого-либо другого метода идентификации О-ал-
кильных радикалов, основанного только на масс-
спектральных данных, едва ли приведет к принци-
пиальному улучшению результатов.

Перейдем к вопросу о моделировании (про-
гнозировании) масс-спектров АМФФ. Выше уже 
указывалось, что подавляющее большинство пи-
ков в них имеют «олефиновое» происхождение, 
т.е. принадлежат молекулярному иону олефи-
на и продуктам его распада. Отсюда вытекает, 
что масс-спектр АМФФ можно спрогнозировать, 
добавляя к масс-спектру соответствующего оле-
фина несколько «фосфорорганических» пиков.  
Такая возможность представляется реальной, 
так как изомеры АМФФ с тем или иным типом 
разветвления О-алкильного радикала имеют в фос-
форорганической составляющей общего масс-спек-
тра свой характерный образ. Все пики фосфорорга-
нической составляющей подразделяются на общие 
и специфические для изомеров с данным типом 
разветвления. Для АМФФ общими являются пики 
ионов II (m/z 99), V (m/z 81),VI (m/z 82) и пик 
фосфорильного фрагмента с m/z 47. К специфи-
ческим относятся пики ионов III, IV, массовые 
числа которых описываются уравнениями (7) и (8) 
соответственно. 

Интенсивность пика с m/z 99 всегда принимается 
за 100 %. Для изомеров следующих больших типов: 
неразветвленные, дальнее разветвление, α, β (кро-
ме типа ββ) интенсивности как общих, так и спе-
цифических пиков изменяются в довольно узких 
пределах. Некоторые особенности имеют изомеры 
большого типа α, которые обсуждаются ниже. 

Исходные данные для моделирования спектров 
изомеров с различными типами разветвления со-
держатся в табл. 3. Во всех случаях сначала оп-
ределяют интенсивность основного пика (m/z 99) 
относительно максимального углеводородного пика 
по формуле (9):

JII = (100 / Jmax) 1000, (9)
где Jmax – среднее значение интенсивности мак-
симального углеводородного (олефинового) пика 
в масс-спектре АМФФ с данным типом разветв-
ления (предпоследний столбец табл. 3). 
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Рассчитанные значения JII приведены в послед-
нем столбце табл. 3 

Далее к спектру исходного олефина добавляют 
основной пик (m/z 99) с рассчитанной по форму-
ле (9) интенсивностью, а также пики V (m/z 81) 
и VI (m/z 82). Расчет интенсивностей этих пиков 
по данным табл. 3 вполне очевиден и не нуждает-
ся в пояснениях. Для изомеров с неразветвленным 
О-алкильным радикалом и с дальним разветвле-
нием на этом моделирование масс-спектра закан-
чивается. 

Для изомеров типа β, т.е. с одним разветвлени-
ем у второго углеродного атома О-алкильного ра-
дикала общая процедура также достаточно проста. 
Кроме указанных выше пиков, к моделируемому 
спектру добавляют пик IV c m/z 112 и интенсив-
ностью 80 % относительно основного пика II 
(табл. 3). 

Некоторые сложности появляются при пост-
роении масс-спектров изомеров, принадлежащих 
к большому типу α, т.е. содержащих разветв-
ление у первого углеродного атома. Во-первых, 
эти спектры, в общем случае содержат два спе-
цифических пика III и IIIa, образующихся при 
отщеплении у первого углеродного атома более 
длинного и более короткого радикала, соответс-
твенно (уравнение (2)). Соотношение интенсивнос-
тей пиков III и IIIa зависит от числа углеродных 
атомов в отщепляющихся радикалах. Для расчета 
этого соотношения нами использовались коли-
чественные закономерности, отражающие извес-
тное правило «выброса максимального радикала» 
при фрагментации спиртов и аминов [7], которое 
удовлетворительно соблюдается и в нашем слу-
чае. Согласно этим закономерностям интенсив-
ности пиков образующихся ионов обратно про-
порциональны их массе. Исключение составляют 
структуры, где в боковой цепи у α-углеродного 
атома находится метильный радикал. В таком слу-
чае интенсивность пика иона с меньшей массой 
всегда в несколько раз превосходит таковую для 
второго возможного иона [7]. Нами применялось 
упрощенное правило, согласно которому в мо-
делируемый спектр вводился только пик III при 
наличии в боковой цепи у α-углеродного атома 
метильного радикала.

Кроме того, интенсивности пиков III и IIIa 
сильно зависят от числа углеродных атомов 
О-алкильного радикала, убывая с ростом этой 
величины. Поэтому применение среднего зна-
чения интенсивности пиков III, приведенного 
в табл. 3, было бы слишком грубым приближением.  
Относительное постоянство сохраняет приведен-
ная интенсивность этих пиков, обозначаемая J′ср 
и определяемая по формуле (10):

J′cp = JnCO , (10)

где nCO – число атомов О-алкильного радикала.
Среднее значение приведенной интенсивности 

для АМФФ, принадлежащих к большому типу α, 
составляет 139 (n = 26, S = 50). В связи с этим 

интенсивность максимального из двух пиков ионов 
III, вводимых в моделируемый спектр, определя-
лась по формуле (10а)

JIII = J′cp / nCO = 139 / nCO. (10а)
Интенсивность второго пика III (т.е. пика IIIa, 

образующегося в реакции (2) при отщеплении бо-
лее короткого радикала) определялась по общему 
правилу [7]

JIIIа=JIII(mIII / mIIIа), (10б)
где mIII и mIIIа массовые числа ионов III и IIIa 
соответственно

Напомним, что уравнение (10б) применяется 
лишь тогда, когда ни один из отщепляющихся 
радикалов не является метильным.

На рис. 3 представлен алгоритм построения 
прогнозируемого масс-спектра АМФФ. 

На рис. 4 и 5 приведены примеры построения 
масс-спектров известных АМФФ по предлагаемо-
му алгоритму. В верхней части рисунка приведен 
прогнозируемый спектр вещества, а в нижней – 
спектр наиболее вероятного претендента, предла-
гаемого системой NIST [5, 6]. 

Определение типа разветвления 
изомера, спектр которого  

прогнозируется

Определение структуры и выбор 
масс-спектра исходного олефина 
из библиотеки NIST или других 

источников

Определение относительной 
интенсивности основного пика 
(m/z 99), определение массовых 
чисел и интенсивностей осталь-
ных пиков фосфорорганической 
составляющей общего спектра 

по данным табл. 3. Для изомеров 
типа α, α-дальнее дополнитель-
но используются уравнения (7), 

(10а), (10б)

Добавление к масс-спектру ис-
ходного олефина пиков фосфор-

органической составляющей.  
Общая нормировка спектра

другие типы

α, α-дальнее, 
неразветвленный,
дальнее разветвление

да

нет

Рис. 3. Алгоритм  построения прогнозируемого масс-спектра 
О-алкилметилфторфосфоната.
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3

4
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Как видно из рис. 4 и 5, в обоих случаях поис-
ковая система предложила первой строкой именно 
то соединение, спектр которого мы моделирова-
ли, причем прогнозируемый и экспериментальный 
спектры тождественны. 

Результаты опознания поисковой системой NIST 
ряда О-алкилметилфторфосфонатов с различными 
типами разветвления О-алкильного радикала по про-
гнозируемым нами масс-спектрам приведены в табл. 6.  

Как видно из данных этой таблицы, рассчитан-
ные масс-спектры опознаются с высокими по-
казателями совпадения по прямому и обратному 
поиску. При этом правильные структуры нахо-
дятся на первом месте в списке предлагаемых 
структур.

В сводной табл. 7 представлены результаты прогно-
зирования масс-спектров соединений класса АМФФ по 
разработанному алгоритму. Можно видеть что, обраба-

Таблица 6. Результаты опознания поисковой системой NIST MS SEARCH v.2.0 [5], прогнозируемых масс-спектров АМФФ 
с различным типом разветвления О-алкильного радикала.

О-Алкильный  
радикал в молекуле  

моделируемого ААФФ 

Показатель  
соответствия по  
прямому поиску 

Показатель  
соответствия по  

обратному поиску 

Вероят-
ность 

опознания 
Название соединения 

1 2 3 4 5

О-алкильный радикал линейного строения 

О-Пентил 851 860 76.0 О-пентилметилфторфосфонат 

799 800 15.2 О-3-метилбутилметилфторфосфонат 

767 767 4.1 О-гептилметилфторфосфонат 

734 737 1.1 О-октилметилфторфосфонат 

733 750 1.0 О-гексилметилфторфосфонат 

О-алкильный радикал с α-разветвлением 

О-1-Метилгептил 859 859 38.5 О-1-метилгептилметилфторфосфонат 

824 876 9.7 О-октилметилфторфосфонат 

821 822 8.5 О-1-этилгексилметилфторфосфонат 

815 817 6.7 О-1,5-диметилгексилметилфторфосфонат 

814 814 6.4 О-3,7-диметилоктилметилфторфосфонат 

О-алкильный радикал с β-разветвлением

О-2-Этилбутил 838 842 44.7 О-2-этилбутилметилфторфосфонат 

831 839 34.3 О-2-метилпентилметилфторфосфонат 

793 800 8.2 О-2-метилпентилметилфторфосфонат 

740 741 1.3 О-2-пропилпентилметилфторфосфонат 

739 773 1.3 О-2-метилпропилметилфторфосфонат 

О-алкильный радикал с дальним разветвлением

О-3-Метилпентил 852 859 48.8 О-3-метилпентилметилфторфосфонат 

796 810 9.31 О-4-метилпентилметилфторфосфонат 

784 802 6.2 О-гексилметилфторфосфонат 

781 789 5.5 О-октилметилфторфосфонат 

779 786 5.1 О-2-гексилметилфторфосфонат 

О-3,7-Диметилоктил 903 903 43.7  О-3,7-диметилоктилметилфторфосфонат

862 879 9.96 О-октилметилфторфосфонат 

857 861 8.03 О-нонилметилфторфосфонат 

852 854 6..47 О-3,7-диметилоктилметилфторфосфонат 

851 858 6.22 О-3,7-диметилоктилметилфторфосфонат 
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▲2-Pentene, 4,4-dimethyl-, (E)-mod 
▼1,3,3-Trimethylbutyl methylphosphonofluoridate

Рис. 4. Прогнозируемый (вверху) и экспериментальный  
[NIST#: 908] (внизу) масс-спектры О-1,3,3-триметилбутилметил-
фторфосфоната (исходный олефин − 4,4-диметилпентен-2).

▲2-Nonere-mod 
▼1-Methyloctyl methylphosphonofluoridate

Рис. 5. Прогнозируемый (вверху) и экспериментальный  
[NIST#: 158229] (внизу) масс-спектры О-1-метилоктилме-
тилфторфосфоната (исходный олефин − нонен-2).

Таблица 7. Результаты прогнозирования масс-спектров  
О-алкилметилфторфосфонатов по разработанному алгоритму.

Число спрогнози-
рованных спектров 

Место истинной структуры в списке 
предлагаемых системой NIST вариантов 

1 место 2 место 3 место 

20 17 2 1 

(Spec. Edit) 1-Octene, 2-methyl-mod

Рис. 6. Прогнозируемый масс-спектр неизученного соеди-
нения – О-2-метилоктилметилфторфосфоната.

тывая спрогнозированные спектры, система NIST ста-
вит истинную структуру на первое место в 8 случаях 
из 10. Во всех случаях истинная структура попадает 
в первую тройку списка. Оценивая результаты, приве-
денные в табл. 7, следует учесть, что спектры многих 
ААФФ очень похожи друг на друга и, кроме того, меж-
приборная и межлабораторная ошибка в значениях ин-
тенсивностей пиков при записи масс-спектров довольно 
велика (обычно приводят цифру ±30 %).

Отметим также, что в используемых базах дан-
ных содержатся около 60 000 различных соединений. 
Тот факт, что поисковая система NIST определяет пра-
вильно не только принадлежность к гомологическому 
ряду, но и полную молекулярную структуру вещества 
по моделируемому масс-спектру. говорит, на наш взгляд, 
о достаточно высокой прогнозирующей способности 
предлагаемого подхода.

На рис. 6 представлен прогнозируемый масс-
спектр неизученного изомера О-2-метилоктил-
метилфторфосфоната, принадлежащего к типу β 
по нашей классификации. Исходный олефин −  
2-метилоктен-1 [6, NIST: EPA# 227609]. Интерес-
но, что при идентификации вещества по этому 
спектру в первых 25 строчках машинного про-
токола содержатся правильные ответы о наличии 
АМФФ с разветвлением в β-положении О-алкиль-
ного радикала.

ВЫВОДЫ 

На основе выявленных закономерностей фраг-
ментации высокотоксичных соединений ряда  
О-алкилалкилфторфосфонатов показано, что общий  
масс-спектр можно разделить на фосфорорганичес-
кую и углеводородную составляющие, причем пос-
ледняя представляет собой масс-спектр олефина, 
образующегося в результате одного из основных 
направлений фрагментации. Разработан алгоритм 
прогнозирования масс-спектров токсичных хими-
катов данного ряда. Сущность прогнозирования 
состоит в добавлении к известному масс-спект-
ру модельного олефина прогнозируемых пиков 
фосфорсодержащих ионов. Значения массовых 
чисел и средних интенсивностей добавляемых 
пиков определены путем статистической обработ-
ки масс-спектров для нескольких групп О-алкил-
метилфторфосфонатов, различающихся типом 
разветвления О-алкильного радикала. Проверка 
алгоритма осуществлена на выборке из 20 соеди-
нений. В результате проверки истинные структу-
ры надежно опознаны из 60 тысяч предлагаемых 
структур. Полученные данные свидетельствуют 
о работоспособности метода, что позволяет про-
гнозировать масс-спектры соединений исследуе-
мого ряда, отсутствующих в существующих базах 
данных.

Работа выполнена при поддержке гранта 
РФФИ 06-03-08163 офи.
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Фрагментация RGD-пептидомиметиков – 
производных амино-изоиндолина  
и амино-тетрагидроизохинолина в условиях 
масс-спектрометрии бомбардировки быстрыми 
атомами
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Методом масс-спектрометрии с бомбардировкой быстрыми атомами изучен ряд аналогов ко-
ротких пептидов – производных амино-изоиндолина и амино-тетрагидроизохинолина, содержа-
щих в качестве концевого кислотного фрагмента остаток β-аланина. Показано, что реализация 
основных направлений фрагментации этих соединений обусловлена протонированием одной 
из двух амидных групп. Преимущественное протекание распада по одной из этих групп опре-
деляется устойчивостью образующихся фрагментов. Анализ спектров связанного сканирования 
позволил сделать вывод о возможности локализации протона как на амидном атоме азота, так 
и на карбонильном атоме кислорода. Проведены квантовохимичекие расчеты устойчивости про-
тонированных структур различного типа. Установлены аналитически информативные ионы для 
изученных соединений.

Ключевые слова: масс-спектрометрия бомбардировки быстрыми атомами, связанное сканирование, 
RGD-пептидомиметики, β-аланин, механизм фрагментации.

Series of short peptide analogues – isoindolyl-amine and tetrahydro-isoquinoline-amine derivatives, 
containing C-terminal β-alanine residue as an acidic fragment, were studied by fast atom bombardment 
mass spectrometry. It was shown that the main fragmentation pathways of the compounds are due 
to protonation of one from two amide groups. Preferred decomposition proceeding at one of these 
groups is determined by the stability of the formed fragments. Linked scanning spectra indicated the 
possibility of proton localization on both amide nitrogen and carbonyl oxygen. The quantum-chemical 
calculations of the stabilities of different protonated structures were carried out. The analytically 
informative ions for studied compounds were determined.

Keywords: fast atom bombardment mass spectrometry, linked scanning, RGD-peptidomimetics, β-alanine, 
fragmentation mechanism.

Введение

Соединения, содержащие амино-изоиндолиновый 
или амино-тетрагидроизохинолиновый циклы, свя-
занные посредством остатка дикарбоновой кислоты 
с фрагментом β-аланина (структура показана ниже), 
являются перспективными антагонистами фибри-
ногеновых рецепторов и обладают антиагрегацион-
ной активностью [1−2]. Наличие в молекуле двух 
амидных связей делает эти соединения похожими 
на короткие пептиды, вследствие чего их часто 
называют псевдопептидами или пептидомимети-
ками [3]. Эти соединения характеризуются низкой 
устойчивостью в условиях электронной ионизации, 
что наряду с высокой термолабильностью затруд-
няет применение этого масс-спектрометрического 

метода для их идентификации. В связи с этим 
представлялось важным изучить их масс-спек-
тры бомбардировки быстрыми атомами (ББА) 
с целью выявления основных направлений распада 
и аналитических признаков, позволяющих надежно 
идентифицировать такие соединения, а также про-
дукты их метаболизма в сложных смесях методи-
ками тандемной масс-спектрометрии. Кроме того, 
как известно, в условиях масс-спектрометрии ББА 
в большинстве случаев, наблюдается образование 
четноэлектронных ионов, соответствующих про-
тонированным и депротонированным молекулам 
изучаемых соединений [4]. Фрагментация таких 
протонированных частиц обусловлена разрывами 
связей, соседних с местом локализации протона 
[5−8]. Таким образом, детальное изучение направ-
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лений фрагментации, позволяет установить места 
локализации протона и относительную основность 
различных участков псевдопептидной молекулы.

Экспериментальная часть

Все изученные соединения синтезированы в от-
деле «Медицинской химии» ФХИ им. А.В. Бо-
гатского НАН Украины группой сотрудников под 
руководством академика С.А. Андронати. Чистота 
этих соединений контролировалась методами тон-
кослойной и высокоэффективной жидкостной хро-
матографии. Структура доказана методами ЯМР  
и масс-спектрометрии.

Для получения масс-спектров ББА использова-
ли растворы гидрохлоридов изучаемых соедине-
ний в 3-нитробензиловом спирте (фирма Merck) 
c концентрацией 0.01 М. Масс-спектры, спектры 
ионов-продуктов (В/Е-связанное сканирование) 
и ионов-предшественников (В2/Е-связанное ска-
нирование) зарегистрированы на масс-спектромет-
ре VG 7070 EQ (VG Analytical, Великобритания). 

Десорбцию ионов с поверхности жидкой фазы 
осуществляли пучком атомов аргона с энергией 
8 кэВ. Квантовохимические расчеты выполнены 
полуэмпирическим методом РМ3 с использовани-
ем программы Hyperchem 7.5 [9].

Обсуждение результатов

В растворе 3-нитробензилового спирта гидро-
хлориды анализируемых соединений существуют 
в протонированной форме, которая стабилизиро-
вана сольватацией молекулами матрицы. Наличие 
протонированных форм подтверждается присутс-
твием в их спектрах интенсивных пиков ионов 
[M+H]+ (табл. 1). В газовой фазе такая стабили-
зация протонированных молекул псевдопептида 
может достигаться за счет внутримолекулярных 
взаимодействий, в результате которых возможно 
появление различных ее состояний, отличающих-
ся положением протона, что описывается в рам-
ках модели мобильного протона [6]. Локализация 
протона на атоме азота одной из амидных групп 
приводит к уменьшению порядка соседних связей 
и инициирует индуцируемый зарядом их разрыв, 
что приводит к разным направлениям фрагмента-
ции исследуемых псевдопептидов.

Из табл. 1 видно, что в спектрах всех соеди-
нений наблюдаются пики ацильных ионов b, 
образование которых, обусловлено разрывом амид-
ной связи со стороны 5-аминоизоиндолина либо 
7-амино-тетрагиизохинолина с элиминированием 
последних в виде нейтральных частиц (схема 1). 
В тоже время, ацильные ионы b1, образование 
которых связано с элиминированием молекул 
β-аланина, наблюдаются лишь в случае соедине-
ний 1, 2 и 10−13. Стабилизация этих фрагментов 
может достигаться за счет циклизации в результате 

n = 1 R1 = H (1); C6H5 (2);  
4-MeOC6H4 (3); 4-EtOC6H4 (4);
4-PrOC6H4 (5); 4-i-BuOC6H4 (6); 
4-BuOC6H4 (7); 
5-бензо[1,3]диоксолил (8);  
3,4-диметоксифенил (9);
n = 2 R1 = H (10)

n = 1 R1 = H (11); C6H5 (12);  
4-FC6H4 (13)

Схема 1.
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электрофильной атаки положительно заряженного 
карбонильного атома углерода на неподеленную 
электронную пару атома азота соседней амидной 
группы [10, 11]. В пользу возможной циклической 
структуры рассматриваемых фрагментов свидетель-
ствует также зависимость интенсивности их пиков 
от расстояния между карбонильными группами. 
Из сравнения этих данных для соединений 1 и 10 
видно, что увеличение количества метиленовых 
групп в центральном фрагменте (n = 2 для соеди-
нения 10) приводит к снижению интенсивности 
пиков ацильных ионов. Как видно из схемы 1, 
образование фрагментов b и b1 является резуль-
татом локализации протона на соответствующем 
амидном атоме азота.

Альтернативным направлением фрагментации 
соединений 1−13, протекающем в случае лока-
лизации протона на амидной группе, образован-
ной гетероциклическим фрагментом с остатком 
4-оксобутирил-β-аланина, является образование 
ионов y (cхема 2).

Эти ионы могут быть как в нитрениевой (ионы у1), 
так и протонированной формах (ионы у), что оп-
ределяется способом их образования. Как видно 
из схемы 2, при локализации протона на карбо-
нильном атоме кислорода реализуется простой 
разрыв амидной связи с образованием нитрени-
евых ионов у1, тогда как образование протониро-
ванных молекул у обусловлено присоединением 
протона к амидному атому азота и последующим 
перегруппировочным процессом с переносом ато-
ма водорода по четырехчленному механизму.

Введение алкоксильных групп в ароматическое 
ядро остатка β-аланина (соединения 3−9), приво-
дит, как видно из табл. 1, к исчезновению ионов b1  
и появлению новых направлений распада, связанных 
с диссоциацией соседней с амидной C−N-связи и 
образованием ионов z. При этом происходит элими-
нирование нейтральной молекулы N-(2,3-дигидро-
1Н-изоиндолил-5-ил)сукцинамида (схема 3).

Преимущественное образование ионов z, пики 
которых доминируют в спектрах соединений 3−9, 

Схема 2.

Схема 3.
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обусловлено их высокой стабильностью за счет 
образования хиноидных и тропилиевых структур. 
Этим, вероятно, объясняется полное ингибирова-
ние альтернативного пути распада с образованием 
ионов b1. Приведенное направление распада, как 
видно из схемы 3, инициируется локализацией 
протона на амидном атоме азота β-аланинового 
фрагмента.

Наряду с этим, в спектрах соединений 3–9 на-
блюдаются также пики протонированных ионов с 
и нитрениевых ионов с1, возникающих в результате 
разрыва соседней с амидной группой C−N-связи, 
образованной с участием остатка β-аланина, 
и миграцией атома водорода (схема 4).

Образование протонированных молекул с связа-
но с одновременным переносом атома водорода по 
четырехцентровому механизму от α-углеродного 
атома С-конца к положительно заряженному цен-
тру в процессе диссоциации N−C-связи. Движу-
щей силой этой перегруппировки является эли-
минирование стабильной молекулы производного 
акриловой кислоты. В спектре ионов-продуктов 
фрагментов с (рис. 1) наблюдается интенсивный 
пик, соответствующий элиминированию частицы 

с массой 17. Наряду с молекулой аммиака такой 
массой обладает и гидроксидный радикал, обра-
зование которого возможно при протонировании 
карбонильного атома кислорода. В результате 
этого процесса образуются ионы, масса которых 
(m/z 217), совпадает с массой ионов b1, наблюдае-
мых в спектрах соединений 1 и 2. Однако сравне-
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Рис. 1. Спектр ионов-продуктов фрагментов с (m/z 234) 
соединения 3.

Таблица 1. Массовые числа m/z и относительные интенсивности (I, %) пиков основных ионов в масс-спектрах соединений 1–13.
С

ое
ди

не
ни

я

[M+H]+ b y у1 b1 c c1 z [c-NH3]+ [с1-OH]+

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1 306
(100)

172
(14.59)

135
(36.9)

133
(10.8)

217 
(15.59) – – – – –

2 382
(100)

248
(24.73)

135
(65.49)

133
(18.96)

217 
(27.34) – – – – –

3 412
(100)

278
(3.38)

135
(30.91)

133
(12.45) – 234

(11.19)
232

(6.78)
179 

(34.03)
217

(16.00)
215

(6.15)

4 426
(97.45)

292
(3.23)

135
(32.79)

133
(22.22) – 234

(25.64)
232

(13.61)
193

(100)
217

(30.69)
215

(11.52)

5 440
(91.28)

306
(3.97)

135
(27.48)

133
(23.29) – 234

(22.51)
232

(11.60)
207

(100)
217

(23.73)
215

(9.47)

6 454
(100)

320
(2.16)

135
(31.65)

133
(23.31) – 234

(34.26)
232

(16.94)
221 

(90.72)
217

(31.81)
215

(12.81)

7 454
(100)

320
(4.45)

135
(36.21)

133
(26.86) – 234

(28.53)
232

(16.93)
221 

(94.79)
217

(29.84)
215

(15.31)

8 426
(100)

292
(9.63)

135
(57.34)

133
(26.87) – 234

(18.46)
232

(10.87)
193

(71.02)
217

(41.06)
215

(12.23)

9 442
(100)

308
(8.81)

135
(35.51)

133
(31.36) – 234

(21.00)
232

(14.36)
209

(71.96)
217

(32.15)
215

(15.73)

10 320
(100)

186
(13.49)

135
(23.60)

133
(10.90)

231
(8.03) – – – – –

11 320
(100)

172 
(20.41)

149
(32.52)

147
(10.33)

231
(25.04) – – – – –

12 396
(100)

248
(17.72)

149
(30.64)

147
(8.71)

231
(26.82) – – – – –

13 414
(100)

266
(7.83)

149
(30.64)

147
(7.18)

231
(17.67) – – – – –
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ние спектров ионов-предшественников для фраг-
ментов b1 (соединение 1) и [с-17]+ (соединение 3) 
(рис. 2) показывает, что механизм их образования 
различен. Фрагменты b1, как было показано на 
cхеме 1, могут образовываться непосредственно 
из протонированных молекул изучаемых соедине-
ний (рис. 2а), тогда как ионы [с-17]+ образуются 
только при распаде осколков с (рис. 2б). Вместе 
с тем, спектры ионов-продуктов рассматриваемых 
фрагментов идентичны, и содержат единственный 
пик, соответствующий элиминированию формиль-
ного радикала. Это позволяет сделать вывод об 
идентичности их структур, и, следовательно, ука-
зывает на элиминирование молекулы аммиака при 
распаде ионов с (схема 5).

Присутствие в спектрах рассматриваемых со-
единений пиков нитрениевых ионов с1, вероятно, 
можно объяснить другим перегруппировочным 
процессом, индуцируемым протонированием кар-
бонильного атома кислорода. При этом в качестве 
нейтральной молекулы выделяется соответствую-
щая карбоновая кислота (схема 4).

Результаты анализа спектра ионов-продуктов 
для фрагментов с1 указывают на элиминирование 
частиц с массой 17, которыми в данном случае, 
как видно из приведенной ниже схемы 6, могут 
быть только гидроксидные группы.

Выводы относительно образования ионов z, с 
и с1 хорошо согласуются с результатами анализа 
спектров ионов-продуктов для протонированных 
молекул соединения 3 (рис. 3). Из приведенных 
спектров видно, что при самопроизвольном рас-
паде в первой бесполевой области доминируют 
пики фрагментов, образование которых связано 
либо с перестройкой структуры (ионы b, m/z 278) 
либо с перегруппировочным процессом (ионы с, 
m/z 234) (рис. 3а). Активация соударениями при-
водит к снижению интенсивности пиков этих ио-
нов и к значительному росту интенсивности пика 
ионов z (m/z 179), образующихся в результате 
энергоемкого процесса простого разрыва связи 
(рис. 3б).

Изложенные выше результаты указывают на то, 
что направления фрагментации соединений 1−13 
определяется пртонированием амидных фрагмен-
тов. В то же время, более точное определение 
положения протона оказывается затруднительным 
вследствие того, что одни направления распада 
обусловлены его нахождением, на атоме азота, 
тогда как другие пути фрагментации возможны 
лишь при протонировании карбонильного атома 
кислорода. Кроме того, требует уточнения вопрос 
о том, на какой из амидных групп происходит пре-
имущественная локализация протона.

Для получения дополнительной информации по 
этому вопросу полуэмпирическим методом РМ3 
рассчитаны энергии ряда вероятных протониро-
ванных структур для соединения 3 (схема 7). Ми-
нимальным значением энергии, обладают струк-
туры C и D, содержащие заряд на структурном 
фрагменте H−O−C−N−H. Расчетные электронные 
и структурные параметры для этого фрагмента 
приведены в табл. 2.

Из результатов расчета следует, что струк-
тура D  предпочтительнее структуры C  на 
10.4 кДж моль−1. Кроме того, как видно из при-
веденных в табл. 2 данных, в случае реализации 
структуры D, достигается более равномерное рас-
пределение электронной плотности и выравнива-
ние порядка связей в рассматриваемом фрагмен-
те. Этим обусловлена энергетическая выгодность 
протонирования карбонильного атома кислорода, 
находящегося по соседству с β-аланиновым фраг-
ментом. Высокая стабильность таких частиц дела-
ет их распад маловероятным, что подтверждается 
относительно низкой интенсивностью пиков ио-
нов, образование которых связано с таким типом 
протонирования (нитрениевые ионы с1). В пользу 
этого вывода свидетельствует также тот факт, что 
вклад в полный ионный ток осколков, образую-
щихся при распаде β-аланинового амидного фраг-
мента (ионы b1, c, c1, [c-NH3]+, [c1-OH]+) в 2–4 
раза ниже по сравнению с вкладом осколков b, 
y и y1 в случае соединений 1, 2 и 10−13. Однако 

Таблица 2. Расчетные структурные и электронные параметры для фрагмента H1−O2−C3−N4−H5 структур C и D. 

Структура
Заряды на атомах Порядок связей Общая энергия, 

кДж моль−1Н1 О2 С3 N4 H5 H1–O2 O2–C3 C3–N4 N4–H5

C 0.25 –0.18 0.07 0.43 0.44 0.92 1.16 1.70 0.91 –478576.8
D 0.32 –0.23 0.17 0.26 0.10 0.79 1.25 1.58 0.95 –478587.2

Схема 6.
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для соединений 3−9 это соотношение изменяет-
ся вследствие высокой устойчивости ионов z, на 
долю которых приходится 2−6 % ионного тока.

Энергия протонированных форм соединения 3, 
в которых протон локализован на амидных атомах 
азота значительно выше. Исходя из этого и преобла-
дающих каналов распада исследуемых соединений, 
можно предположить, что на первой стадии прото-
нирования в жидкой матрице реализуется коорди-
нация протона с атомами кислорода карбонильных 
групп. После десорбции ионов [M+H]+ в газовую 
фазу, вследствие высокой внутренней энергии час-
тиц и высокой подвижности протонов, происходит 
их миграция на амидные атомы азота, которая ини-
циирует наблюдаемые направления распада.

Заключение

Изучение фрагментации RGD-пептидомиметиков 
методом бомбардировки ускоренными атома-

Схема 7.

ми позволяет сделать вывод о преимуществен-
ной локализации протона на амидных группах, 
что указывает на повышенную основность этих 
участков молекул. Этот вывод согласуется с ре-
зультатами квантовохимических расчетов. Вместе  
с тем, сопоставление альтернативных направ-
лений распада, протекающих по двум амидным 
группам, не позволяет сделать вывод об их от-
носительной основности, поскольку вклад этих 
путей фрагментации в полный ионный ток оп-
ределяется не только местом преимущественной 
локализации протона, но и устойчивостью обра-
зующихся фрагментных ионов.
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Применение метода высокоэффективной 
жидкостной хроматографии/масс-спектрометрии 
высокого разрешения с фотоионизацией  
при атмосферном давлении для детектирования 
ультрамалых количеств анаболических стероидов
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В работе изучено применение метода высокоэффективной жидкостной хроматографии/масс-спек-
трометрии высокого разрешения с фотоионизацией при атмосферном давлении (ВЭЖХ/ФИАД/
МСВР)  на орбитальной ионной ловушке (LTQ Orbitrap) для детектирования ультрамалых коли-
честв анаболических стероидов в моче. На примере модельной смеси и реальной пробы показана 
возможность достижения точности измерения масс в пределах 2 ppm. Абсолютные пределы 
детектирования анаболических стероидов, полученные для ВЭЖХ/ФИАД/МСВР с разрешением 
равным 60 000, составляют от 300 фемтограмм до 1.2 пикограмм при полном сканировании.

Ключевые слова: высокоэффективная жидкостная хроматография/масс-спектрометрия высокого 
разрешения, орбитальная ловушка, фотоионизация при атмосферном давлении, анаболические 
стероиды, допинговый контроль, следовый анализ.

High performance liquid chromatography/high resolution mass spectrometry with atmospheric pressure 
photoionization was used for trace and selective determination of anabolic steroids in urine. Mass 
measurement accuracy of the HPLC/APPI/HRMS method was estimated to be equal to 2 ppm. Low 
detection limits (3×10–13 – 1.2×10–12 g) have been achieved in real samples for LTQ Orbitrap instrument 
(resolving power 60 000).

Keywords: high resolution liquid chromatography/high resolution mass spectrometry, Orbitrap, 
atmospheric pressure photoionization, anabolic steroids, doping control, trace analysis

Введение

Употребление анаболических стероидов (АС) 
в спорте запрещено Всемирным Антидопинго-
вым Агентством (ВАДА) [1]. Поэтому всем ак-
кредитованным антидопинговым лабораториям 
предписано их обязательное обнаружение. Осо-
бенностью применение АС в спорте является то, 
что они употребляются в базовый, подготовитель-
ный период задолго до соревнований, поэтому не-
обходимо обнаруживать ультрамалые количества 
АС в присутствии большого числа эндогенных 
стероидов. Таким образом, определение этих со-
единений является нетривиальной аналитической 
задачей. В настоящее время газовая хроматогра-
фия/масс-спектрометрия (ГХ/МС) остается основ-
ным методом скрининга биологических жидкостей 
на содержание анаболических стероидов. После 
экстракции из биологической матрицы анаболи-
ческие стероиды дериватизируются с образова-

нием триметилсилильных производных, которые 
определяют с применением метода ГХ/МС с ис-
пользованием квадрупольных масс-спектрометров 
в режиме селективной регистрации ионов. При 
использовании данного подхода предел обнаруже-
ния составляет около 2–10 нг мл–1 в зависимости 
от соединения [2], что отражено в требованиях 
ВАДА к пределам детектирования [3].

Несмотря на достоинства метода газовой хро-
матографии/масс-спектрометрии, в настоящее 
время все большее применение находит метод 
жидкостной хроматографии/тандемной масс-спек-
трометрии (ВЭЖХ/МС/МС) для селективного 
определения анаболических стероидов в биоло-
гических жидкостях [4–6]. Повышенный интерес 
к этому методу обусловлен тем, что не требуется 
стадия дериватизации. Более того, при исполь-
зовании ВЭЖХ/МС/МС возможно определение 
термолабильных и проблемных анаболических 
стероидов [7].
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Особенно привлекательным для аналитиков 
стал метод высокоэффективной жидкостной хро-
матографии/масс-спектрометрии высокого разре-
шения (ВЭЖХ/МСВР) с орбитальной ловушкой, 
разработанной несколько лет назад А. Макаро-
вым [8]. Появление орбитальной ловушки сде-
лало доступной масс-спектрометрию высокого 
и сверхвысокого разрешения для химиков-ана-
литиков. Однако до настоящего времени иссле-
дования с применением жидкостной хромато- 
 графии/масс-спектрометрии высокого разрешения 
были связаны, главным образом, с задачами про-
теомики и метаболомики. До сих пор в литерату-
ре отсутствуют данные о чувствительности мето-
да при анализе сложных биологических матриц.  
Нет данных о его применении для скрининга био-
логических объектов по обнаружению экзогенных 
соединений.   

Целью настоящей работы стало изучение воз-
можности применения метода ВЭЖХ/МСВР на 
орбитальной ионной ловушке с фотоионизацией 
при атмосферном давлении (ФИАД) для детек-
тирования ультрамалых количеств проблемных 
анаболических стероидов в биологических жид-
костях. 

Экспериментальная часть

Работу проводили на гибридном хроматомасс-спек-
трометре c преобразованием Фурье производства 
фирмы Thermo Finnigan модели «LTQ Orbitrap», ос-
нащенном ионным источником для осуществления 
ФИАД и жидкостным хроматографом этой же фир-
мы модели «Surveyor». В качестве распыляющего 
газа использовали азот, полученный от генератора 
азота MISTRAL 4 фирмы Schmidlin (Швейцария). В 
качестве модельных соединений использовали 17α-
гидрокси-17β-метил-2-окса-5α-андростан-3-он (эпи-
мер оксандролона), 17β-гидроксэстра-4,9,11-три-
ен-3-он (тренболон), 13-этил-17β-гидрокси-18,19-
динор-17α-прегна-4,9,11-триен-3-он (тетрагидро-
гестринон), 13-этил-17β-гидрокси-18,19-динор-17α-
прегна-4,9,11-триен-20-ин-3-он (гестринон). 

В работе использовали метанольные раство-
ры модельных соединений с концентрацией 
100 пг мкл–1. Для калибровки по массам исполь-
зовали 10 мМ водно-ацетонитрильный раствор 
(50 : 50 по объему) трифторацетата натрия. Раствор 
для калибровки по массам вводили шприцевым 

Таблица 1. Условия хроматомасс-спектрометрического 
анализа.

Способ ионизации: Фотоионизация при атмосферном 
давлении с регистрацией  

положительных ионов
Источник ионизации УФ лампа, заполненная  

криптоном (10 эВ)
Температура  
фокусирующего  
капилляра

280 °C

Скорость потока 
осущающего газа 
(N2):

20 л ч–1

Скорость  
сканирования

1 скан с–1

Диапазон  
сканирования

100–500 а.е.м.

Точность  
определения масс

≤ 2 ppm

Разрешение 60 000 (на половине высоты)
Объем вводимой 
пробы

10 мкл

Хроматографическая 
колонка:

Restek Ultra C18 
(2.1×100 мм I.D., 5 мкм)

Подвижная фаза: B: Вода с 5 мМ ацетата аммония 
и в которой концентрация уксус-
ной кислоты составляет 0.01 %  

A: 90 % метанола и 10 % B
Условия градиентного 
элюирования

0–8 мин – 50 % B; 
8–12 мин – 100 % B.

Скорость потока 0.25 мл мин–1
17α-гидрокси-17β-метил-2-окса-5α-андростан-3-он

17β-гироксэстра-4,9,11-триен-3-он

13-этил-17β-гидрокси-18,19-динор-17α-прегна-4,9,11-триен-3-он

13-этил-17β-гидрокси-18,19-динор-17α-прегна-4,9,11-триен-20-ин-3-он

Рис. 1. Структуры исследованных анаболических стероидов.
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насосом со скоростью 10 мкл мин–1 в источник.  
В качестве реперов использовали осколочные ионы 
с m/z 158.96458, 294.93939, 430.91420, 566.88900 
и 702.86381.
Условия хромато-масс-спектрометрического анали-
за представлены в табл. 1.

Подготовка образцов мочи  к анализу
К 5 мл исследуемой мочи добавляли 1 мл фосфат-
ного буфера (pH 7.0) и 50 мкл β-глюкуронидазы, 
полученной из Helix Pomatia. Скрининг андроген-
ных анаболических стероидов и их метаболитов 
в допинговом контроле предполагает определение 
конъюгированных (глюкурониды) и свободных 
неконъюгированных стероидов. Для определения 
конъюгированных наряду с неконъюгированными 
стероидами осуществляли ферментативный гид-
ролиз глюкуронидов в инкубаторе при температу-
ре 57 °С в течение 3 ч. По окончании гидролиза 
гидролизат охлаждали до комнатной температуры 
и добавляли к нему 100 мг смеси карбоната ка-
лия и дикарбоната натрия (2 : 1), чтобы довести рH 
раствора до 9–10. Затем стероиды экстрагирова-
ли 5 мл диэтилового эфира с добавлением 500 мг 
сульфата натрия. Органический экстракт центри-
фугировали в течение 5 мин при 2 500 об мин–1, 
эфирную часть упаривали досуха. К сухому остат-
ку добавляли 50 мкл метанола.

Результаты и обсуждение

Структуры исследованных метаболитов анаболиков 
представлены на рис. 1. Выбор фотоионизации при 
атмосферном давлении [9] связан с попыткой избе-
жать эффекта «подавления ионизации», наблюдае-
мого при исследовании биологических жидкостей 
с использованием ионизации электрораспылени-
ем и приводящего к значительному уменьшению 
чувствительности метода [4]. Масс-спектры опре-
деляемых соединений, полученные с применением 
метода жидкостной хроматографии/масс-спектро-
метрии высокого разрешения с фотоионизацией 
при атмосферном давлении, представлены на 
рис. 2–5. Отличительной особенностью масс-спек-
тров изученных анаболических стероидов, полу-
ченных в условиях фотоионизации при атмосфер-
ном давлении, является присутствие в них пиков 
ионов [M+H]+ и [M+H–H2O]+. Интересно отметить, 
что в гестриноне и эпиоксандролоне присутствуют 
также пики ионов [M+H+H2O]+ и [M+H–2H2O]+ со-
ответственно. При этом в масс-спектрах отсутству-
ют катионированные молекулы [M+Na]+, которые 
характерны для ионизации электрораспылением  
и интенсивность пиков которых зависит от состава 
элюента и исследуемой матрицы. 

Теоретические и экспериментально установлен-
ные точные массы характеристичных ионов оп-
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Рис. 2. Масс-спектр тетрагидрогестринона, полученный методом ВЭЖХ/МСВР с фотоионизацией при атмос-
ферном давлении.
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Рис. 3. Масс-спектр тренболона, полученный методом ВЭЖХ/МСВР с фотоионизацией при атмосферном 
давлении.
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Рис. 4. Масс-спектр  гестринона, полученный методом ВЭЖХ/МСВР с фотоионизацией при атмосферном 
давлении.
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m/z

Рис. 5. Масс-спектр эпиоксандролона, полученный методом ВЭЖХ/МСВР с фотоионизацией при 
атмосферном давлении.
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ределяемых анаболических стероидов приведены 
в табл. 2. Как видно из табл. 2, точность опреде-
ления масс при детектировании с применением 
масс-спектрометрии с орбитальной ловушкой не 
превышает 2 ppm при внешней калибровке по мас-
сам. Такая точность масс достигается при прове-
дении калибровки по массам не реже одного раза 

Определяемое соединение Время 
удерживания,

 мин

Брутто-формулы 
характеристичных

 ионов

Теоретическая
 масса, Да

Измеренная 
масса, Да

13-этил-17β-гидрокси-18,19-динор-17α-пре-
гна-4,9,11-триен-3-он  
(тетрагидрогестринон)

C21H29O2 313.2162 313.2166
8.73 C21H27O 295.2056 295.2061

C17H21O 241.1587 241.1590
17β-гидроксэстра-4,9,11-триен-3-oн  
(тренболон)

C18H23O2 271.1693 271.1693
6.65 C18H23O 253.1587 253.1588

C14H15O 199.1117 199.1117
13-этил-17β-гидрогси-18,19-динор-17α-пре-
гна-4,9,11-триен-20-ин-3-он (гестринон)

C21H24O2 327.1955 327.2433
7.38 C21H25O2 309.1849 309.1853

C21H23O 291.1743 291.1747
17α-гидрокси-17β-метил-2-окса-5α-андрос-
тан-3-он (эпиоксандролон)

C19H31O3 307.2268 307.2273
7.01 C19H29O2 289.2162 289.2167

C19H27O 271.2056 271.2061

Таблица 2. Результаты измерений точных масс ионов определяемых анаболических стероидов на орбитальной ловушке.

в день. При этой точности возможно селективное 
определение сверхмалых количества АС в биоло-
гических жидкостях.

ВАДА предъявляет жесткие требования к пре-
делам детектирования метаболитов анаболичес-
ких стероидов [3]. Согласно этим требованиям, 
лаборатория должна определять метаболиты или 
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нативные соединения на уровне 2–10 нг мл–1. Это 
будет соответствовать 40–200 пг мкл–1 в конечном 
экстракте, учитывая концентрирование АС, в ходе 
подготовки образцов к анализу. В нашем случае 
мы вводили модельный раствор, в котором кон-
центрация  анаболических стероидов составляла 
100 пг мкл–1. На рис. 6 представлены масс-хро-
матограммы для ионов с m/z 313.2166, 271.1693, 
309.1853, которые характерны для  протонирован-
ных молекул  тетрагестринона, тренболона, гест-
ринона, соответственно, а также масс-хроматог-
рамма для иона m/z 289.2167, представляющего 
собой осколочный ион [M+H–H2O]+ эпиоксанд-
ролона. Отношение сигнала к шуму составляло  
от 2483 до 8735 в зависимости от компонента. 
Таким образом, при соблюдении линейности, пре-
дел детектирования, оцененный по концентрации, 
при которой отношение сигнала к шуму, равно 3/1, 
составлял от 30 до 120 фг мкл–1 в зависимости 
от соединения. 

При скрининге биологических жидкостей на ана-
болические стероиды химики-аналитики антидопин-
говых лабораторий руководствуются международны-

Рис. 6. Масс-хроматограммы модельной смеси, полученные при применении жидкостной хроматографии/масс-спектро-
метрии высокого разрешения с фотоионизацией при атмосферном давлении  по ионам с m/z 313.2166 (А), 271.1693 (Б), 
309.1853 (В),  289.2167 (Г).
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ми стандартами ВАДА для лабораторий. В соответс-
твии с этими стандартами метаболит (или нативное 
соединение) может считаться обнаруженным в про-
бе только в том случае, если в масс-спектре при-
сутствуют три характеристичных иона метаболита, 
интенсивность пиков которых отвечает критериям 
идентификации, приведенным в табл. 3. 

Масс-хроматограммы экстракта мочи, в кото-
рой обнаружен 17β-гидроксэстра-4,9,11-триен-3-он, 
представлены на рис. 7. Несмотря на сложность 
состава анализируемой матрицы, критерии иден-
тификации, установленные ВАДА, полностью соб-
людаются.. Таким образом, применение жидкост-
ной хроматографии/масс-спектрометрии высокого 
разрешения позволяет нам сделать однозначное 
заключение о присутствии тренболона при полном 
соответствии требованиям ВАДА. Кроме того, вы-
сокая селективность метода сочетается с низкими 
пределами обнаружения анаболических стерои-
дов в таких сложных матрицах как биологичес-
кие жидкости. Благодаря высокой селективности 
масс-спектрометрии с орбитальной ловушкой нет 
необходимости в применении варианта тандем-
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Таблица 3. Критерии хроматомасс-спектрометрической идентификации, установленные ВАДА [3].

Относительная интенсивность
(основной пик, %)

ГХ/МС ВЭЖХ/МС

> 50 % ±10 % (абсолютная) ±15 % (абсолютная)
От 25 % до 50 % ±20 % (относительная) ±25 % (относительная) 

< 25 % ±5 % (абсолютная) ±10 % (абсолютная)
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4.73E5 
m/z= 
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Рис. 7. Масс-хроматограммы экстракта из реальной пробы мочи, содержащей тренболон (tуд.=6.89 мин), полученные при 
применении жидкостной хроматографии/масс-спектрометрии высокого разрешения с фотоионизацией при атмосферном дав-
лении для m/z 271.1693 (А),  для m/z 253.1588 (Б), для m/z 199.1117 (В); хроматограмма по полному ионному току (Г).

ной масс-спектрометрии, связанного с трудоемкой 
процедурой выбора оптимальных условий диссо-
циации, активированной соударениями. Данный 
метод может быть использован для скрининга 
и подтверждения анаболических стероидов.

Заключение

Сочетание высокоэффективной жидкостной хро-
матографии/масс-спектрометрии высокого разре-

шения с фотоионизацией при атмосферном дав-
лении позволяет достичь высокоселективного 
детектирования пикограммовых количеств ана-
болических стероидов в моче при полном ска-
нировании. При применении жидкостной хрома-
тографии/масс-спектрометрии с фотоионизацией 
при атмосферном давлении достигается селектив-
ность, сопоставимая с тандемной масс-спектро-
метрией. Данный метод может быть использован 
для скрининга проб сложного состава на анабо-
лические стероиды.

Время, мин Время, мин
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Исследование процессов термического испарения 
ионных жидкостей на основе имидазолия 
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Проведены масс-спектрометрические исследования процессов термического испарения ионных 
жидкостей 1-алкил-3-метилимидазолий бис(трифторметилсульфонил)имидов, где алкил – этил, 
бутил и гексил. Показано, что в масс-спектрах положительных ионов доминируют пики катионов 
и их фрагментов, образующихся при диссоциативной ионизации испаренных молекул электрон-
ным пучком. На основе экспериментальных данных с использованием уравнения Вант-Гоффа 
оценены значения энтальпий испарения ионных жидкостей в виде молекул в диапазоне темпе-
ратур 125−300 °C. 

Ключевые слова: время-пролетный масс-спектрометр, ионные жидкости, кнудсеновская ячейка, 
термическое испарение.

A time-of-flight mass spectrometer with an effusion cell was used to investigate several imidazolium-
based ionic liquids of the form [R][Tf2N], where [R] is one of the three cations – [emim], [bmim] 
and [hmim]. Thermal evaporation of the parent molecules followed by fragmentation under electron 
ionization can be considered as dominant processes. The enthalpies of evaporation of the ionic liquids 
over the temperature range 125–300 °C were estimated using the experimental data and the Van’t 
Hoff equation. 

Keywords: time-of-flight mass spectrometer, ionic liquids, Knudsen cell, thermal effusion.

Введение

К ионным жидкостям, в широком смысле этого по-
нятия, могут быть отнесены любые расплавленные 
соли, например, расплавленный хлорид натрия при 
температуре выше 850 °С. Среди обширного класса 
ионных жидкостей в настоящее время наибольший 
интерес вызывают соли с температурой плавления 
ниже 100 °C («room temperature ionic liquids») [1]. 
Как правило, в состав таких низкотемпературных 
расплавленных солей входит сложный органичес-
кий катион, а анион может быть как неорганичес-
ким, так и органическим. Варьирование катионов 
и анионов позволяет менять характеристики ион-
ных жидкостей, такие как температура плавления, 
вязкость, электропроводность, гидрофобность и т.д.  
Отличительной особенностью ионных жидкостей 
является крайне низкое давление паров; они оста-
ются жидкостями в широком температурном диа-
пазоне, обладают высокой термической стабиль-
ностью, не отравляют окружающую среду, многие 
из них инертны по отношению к воздуху и воде. 
Сейчас известно уже более 1000 различных ион-
ных жидкостей, синтез новых соединений успешно 
продолжается. В последние годы ионные жидкос-
ти приобрели большую популярность в области 

органического синтеза и катализа, они считаются 
идеальными растворителями для «зеленой« химии. 
Детальное описание областей их применения мож-
но найти в обзорах [1−5]. Далее по тексту статьи 
под термином «ионные жидкости» мы будем в ос-
новном подразумевать низкотемпературные ионные 
жидкости.

Исследование ионных жидкостей с помощью 
различных масс-спектрометрических методик 
представляет большой научный и практический 
интерес. Первые работы были выполнены еще 
в середине 80-х годов с применением пучков 
быстрых нейтральных атомов аргона для распы-
ления и ионизации алкиламмониевых солей [6].  
Термодесорбционная масс-спектрометрия в диа-
пазоне температур 400−550 °C с ионизацией 
продуктов испарения электронами с энергией 
70 эВ использовалась при исследовании солей 
1-децил-2,3-диметилимидазолий тетрафторбората [7].  
Несколько научных групп занимаются масс-спек-
трометрическими исследованиями ионных жид-
костей с ионизацией при электрораспылении [8]. 
Лазерное испарение ионных жидкостей на основе 
имидазолия исследовалось в работе [9] с помощью 
время-пролетного масс-спектрометра, причем для 
ионизации нейтральных молекул использовался 
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дополнительный ультрафиолетовый импульсный 
лазер с энергией излучения 10.5 эВ. 

В настоящей работе изучены продукты термичес-
кого испарения расплавленных солей 1-алкил-3-ме-
тилимидазолий бис(трифторметилсульфонил)имида, 
где алкил – этил, бутил и гексил. Исследования 
проводились на высоковакуумной установке, ос-
нащенной кнудсеновской испарительной ячейкой 
и время-пролетным масс-спектрометром с иониза-
цией пробы электронами. Эффузионная (кнудсе-
новская) масс-спектрометрия хорошо зарекомен-
довала себя при исследовании термодинамических 
характеристик металлов и различных неорганичес-
ких соединений [10], в том числе фуллеренов [11]; 
представляется интересным применить этот метод 
и для изучения процессов испарения ионных жид-
костей.

Экспериментальная часть

Мы исследовали образцы коммерческих ионных 
жидкостей [R][Tf2N], где [R] – один из трех ка-
тионов на основе имидазолия – [emim], [bmim] 
и [hmim], а [Tf2N] – анион бис(трифторметилсуль-
фонил)имид. Ионные жидкости поставлялись фир-
мой Merck KGaA [12]. В табл. 1 дана информация 
об исследуемых образцах, а на рис. 1 схематичес-

ки изображена их структура. Детальные сведения 
о термофизических свойствах различных расплав-
ленных солей на основе имидазолия можно найти 
в работе [13]. 

Время-пролетный масс-спектрометр с эффузион-
ной ячейкой был собран автором статьи в лабора-
тории Флорентийского университета из стандарт-
ных узлов и использовался для исследования раз-
личных объектов, в том числе для количественного 
анализа состава сплавов драгоценных металлов. 
Блок схема прибора представлена на рис. 2. 

Основным узлом прибора является линейный 
время-пролетный масс-спектрометр LFT10 с раз-
решающей способностью M/∆M ≥ 500 (на уров-
не 50 % максимального сигнала), разработанный 
фирмой Stefan Kaesdorf [14]. Масс-спектрометр 
оснащен источником ионов с ионизацией электро-
нами (Eel = 5−90 эВ). Два подвижных постоянных 
магнита (В = 10−2 Тл) служат для улучшения эф-
фективности ионизации анализируемого вещества. 
Экстракция ионов в масс-спектрометр производит-
ся по схеме Wiley−McLaren [15], что позволяет за 
счет пространственной фокусировки компенсиро-
вать различия в стартовых позициях анализируе-
мых частиц. Регистрация положительных ионов 
осуществляется вторично-электронным умножите-
лем шевронного типа на основе микроканальных 
пластин (МКП), разработанным фирмой Burle [16]. 
Управление масс-спектрометром, сбор и обработ-
ка данных производится с помощью программы 
TOF 5.0.

Высокотемпературная испарительная ячейка эф-
фузионного типа HTC-40-2-220-SHM-WK с бло-
ком питания и управления CU-2404-S1-AC была 
разработана фирмой CreaTec Fisher & Co. GmbH 
[17]. Нагрев ячейки из тантала (графита, оксида 
алюминия) объемом 2 см3 осуществляется воль-
фрамовыми нагревателями, которые обеспечива-
ют максимальную рабочую температуру 2000 °C. 
Для измерения температуры используется W−Re 
(5−26 %) термопара; точность поддержания темпе-
ратуры составляет ±0.5 °C. Для перекрытия потока 
испаряемого вещества предусмотрена заслонка, уп-
равляемая снаружи вакуумной камеры. 

Диаметр цилиндрического отверстия в тантало-
вой диафрагме, установленной на выходе испари-
тельной ячейки, составлял в наших экспериментах 
1 мм. Коэффициент Клаузинга для такого отверс-
тия, рассчитанный по формуле 

k = [0.98441+0.00466(l/r)]·[1+0.46034( l/r)]–1, (1)

где l – линейный размер отверстия (высота), 
а r – его радиус, составляет величину порядка 
0.90, а отношение площади испаряемой про-
бы к площади отверстия находится в диапазоне  
s = 25−30. В принципе, для обеспечения кнудсе-
новского, т.е. полностью равновесного термоди-
намического режима испарения пробы, эти па-
раметры недостаточны, так как фактор s должен 
иметь величину не менее 102 (см., например, 
работу [10]). 

Рис. 1. Структура исследованных ионных жидкостей.

Рис. 2. Блок-схема экспериментальной установки с время-
пролетным масс-спектрометром и эффузионной ячейкой для 
испарения пробы.
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Для коллимирования пучка испаренных частиц 
в пространстве между испарительной ячейкой 
и ионизационной камерой масс-спектрометра уста-
новлена ограничительная диафрагма с отверстием 
диметром 2 мм. Коллектор (рис. 2) служит для 
сбора испаренного вещества. 

Масс-спектрометр и эффузионная ячейка разме-
щаются в отдельных вакуумных камерах, изготов-
ленных из нержавеющей стали. Между камерами 
установлен высоковакуумный пневматический 
шибер с дистанционным управлением. Откачка 
камер осуществляется турбомолекулярными насо-
сами фирмы Adixen [18] с производительностью 
150 и 100 л·c−1. Давление в измерительной камере 
составляет (0.5−1.0)×10−5 Па при работающей ис-
парительной ячейке.

Перед началом измерений образцы ионной жид-
кости подвергали дополнительному обезвожива-
нию в автоклаве при пониженном давлении в те-
чение 12 ч при температуре 70 °C. Затем пробу 
весом в несколько миллиграмм загружали с помо-
щью пипетки в испарительную ячейку, которую 
откачивали и обезгаживали в течение 1−2 ч при 
температуре 100 °С. Измерения проводили в диа-
пазоне температур 100−350 °C через 25 градусов. 
Испарительную ячейку выдерживалась 5 мин при 
каждой температуре, затем в диапазоне масс до 
1000 Да последовательно записывали три масс-
спектра положительных ионов, причем последний 
масс-спектр регистрировали с закрытой заслонкой. 
В качестве результирующего масс-спектра брали 
разницу между средними значениями, подсчитан-
ными из первых двух масс-спектров, и масс-спек-
тром, измеренным с закрытой заслонкой. Энергия 
ионизирующих электронов составляла в боль-
шинстве экспериментов 20 эВ при токе эмиссии 
0.05 мА, частота повторения импульсов f = 50 кГц, 
количество циклов включения электронной пушки 
и, соответственно, экстракции ионов в масс-анали-
затор («number of the sweeps») N = 5×105, полное 
время регистрации одного спектра − около 12 с. 

Результаты исследований и их 
обсуждение
Масс-спектры положительных ионов, измерен-
ные для образцов разных ионных жидкостей при 
температуре 225 °C, представлены на рис. 3а-в. 
Доминирующим везде является пик катиона [R]+, 
который сопровождается изотопным пиком от 13С. 
Пики, соответствующие полной молекуле ионной 
жидкости [R][Tf2N] или более тяжелому кластер-

ному иону ([R][Tf2N])[R], не были зарегистриро-
ваны ни в одном из наших экспериментов. Отме-
тим, что ион ([R][Tf2N])[R] наблюдался при поле-
вом испарении ионных жидкостей с поверхности 
предварительно смоченной вольфрамовой иглы  
(см., например, [19]). В масс-спектрах, пред-
ставленных на рис. 3, присутствуют многочис-
ленные, но низкоинтенсивные пики осколочных 
ионов, которые формировались за счет разрыва 
N−C связи и присоединения дополнительного 
атома водорода к азотсодержащей группе. Пики 
SO2, CF3 и, возможно CF, являются фрагмента-
ми аниона N(SO2CF3)2, хотя сам пик аниона в на-
ших экспериментах не наблюдался. Группа пиков  
с m/z 42−46, а также 29−31 может принадлежать 
этиловому спирту, которым промывалась эффузи-
онная ячейка. 

На рис. 4 представлены зависимости интег-
ральной интенсивности (площади) пиков катионов 
от энергии ионизирующих электронов. Далее по 
тексту мы будем употреблять термин «интенсив-
ность» пиков, подразумевая под этим их площадь. 
Измерения были сделаны также при температуре 
225 °C. Зависимости имеют сходный характер, 
причем просматривается тенденция уменьшения 
эффективности ионизации с ростом молекулярной 
массы катиона. Чтобы уменьшить вероятность 
фрагментации продуктов испарения ионных жид-
костей при ионизации электронами, нами была 
выбрана энергия ионизирующих электронов по-
рядка 20 эВ. Из данных, представленных на рис. 4, 
видно, что дальнейшее снижение энергии элект-
ронного пучка (ниже 20 эВ) влечет за собой зна-
чительное уменьшение эффективности ионизации. 
При Eel > 20 эВ начинала возрастать интенсивность 
пиков остаточных газов и воды, присутствующих 
в измерительной камере, что затрудняло расшиф-
ровку и идентификацию масс-спектров.

Ключевым вопросом, ответ на который позво-
ляет правильно интерпретировать результаты на-
ших исследований, является вопрос о процессах, 
происходящих в испарительной ячейке при нагре-
ве ионных жидкостей. Мы не склонны считать, 
что превалирующим является испарение ионных 
жидкостей в виде ионов, т.е. фактически термо-
ионная эмиссия. Этот процесс малоэффективен 
при отсутствии сильных электрических полей 
у поверхности электролита [20], тем более что 
в наших экспериментах наблюдалась зависимость 
интенсивности пиков от энергии ионизирующих 
электронов (рис. 4). Уместно заметить, что ионные 
жидкости до недавнего времени считались неле-
тучими соединениями, что собственно и позволя-

Таблица 1. Исследованные ионные жидкости на основе имидазолия.

Ионная жидкость Обозначение Общая формула Мол. масса, Да 
1-Этил-3-метилимидазолий бис(трифторметилсульфонил)имид [emim][Tf2N] C8H11N3O4S2F6 391.31
1-Бутил-3-метилимидазолий бис(трифторметилсульфонил)имид [bmim][Tf2N] C10H15N3O4S2F6 419.36
1-Гексил-3-метилимидазолий бис(трифторметилсульфонил)имид [hmim][Tf2N] C12H19N3O4S2F6 447.42
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ло рассматривать их в качестве идеальных рас-
творителей («green solvents»). Однако последние 
работы показали [21−24], что некоторые классы 
термически стойких расплавленных солей, в том 
числе 1-алкил-3-метилимидазолий бис(трифторме-
тилсульфонил)имиды, о которых идет речь в данной 

работе, могут испаряться в диапазоне температур 
200−300 °C, а затем конденсироваться практичес-
ки без разложения. Единого мнения относитель-
но механизмов такой перегонки до сих пор нет, 
обсуждаются разные процессы, включая образо-
вание при испарении нейтральных нестабильных 
соединений углерода (карбенов) за счет перехода 
протонов от катиона к аниону с последующим за-
тем «восстановлением» молекул исходной ионной 
жидкости на охлажденных поверхностях. 

Можно считать, что в наших экспериментах над 
поверхностью ионной жидкости существует пар, 
состоящий в основном из нейтральных молекул 
исходной соли. Механизм образования такого пара 
в настоящий момент до конца не ясен. Реакцию 
равновесия можно записать как

[R][Tf2N] (ж) ⇔ [R][Tf2N] (п), (2).

Попадая в ионизационную камеру масс-спектро-
метра, этот пар разлагается под действием элек-
тронного пучка, и мы в итоге регистрируем пики 
продуктов его диссоциативной ионизации. Как уже 
говорилось ранее, наиболее интенсивными среди 
них оказываются пики катионов и их фрагмен-
тов. Положительно заряженный анион является 
нестабильным ионом и распадается на фрагменты, 
интенсивность которых ниже, чем интенсивность 
продуктов диссоциации катионов, вероятно, за счет 
высокой энергии ионизации.

В кнудсеновской масс-спектрометрии измере-
ния интенсивности пиков продуктов испарения от 
температуры ячейки дают возможность вычислить 
энтальпию испарения исследуемого вещества. Со-
гласно уравнению Вант Гоффа [25]

, (3)

где K − константа равновесной реакции при аб-
солютной температуре Т; ∆H° и ∆S° − изменения 
энтальпии и энтропии реакции соответственно; R − 
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Рис. 3. Масс-спектры положительных ионов, измерен-
ные при испарении ионных жидкостей: a − [emim][Tf2N],  
б − [bmim][Tf2N] и в − [hmim][Tf2N]. Условия эксперимента: 
температура испарительной ячейки 225 °C, энергия иони-
зирующих электронов 20 эВ.

Рис. 4. Зависимость интегральной интенсивности (площади) 
пиков катионов ионных жидкостей от энергии ионизирую-
щих электронов. Измерения проводились при температуре 
испарительной ячейки 225 °C.
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газовая постоянная, равная 8.31447 Дж(моль К)−1. 
Если предположить, что ∆H° и ∆S° остаются пос-
тоянными во всем диапазоне температур, при ко-
торых проводится эксперимент, то величина эн-
тальпии может быть вычислена из наклона зависи-
мости ln(IT), где I − интенсивность пиков веществ, 
образовавшихся в результате реакции, от обратно-
го значения абсолютной температуры. Детальное 
обоснование этого вывода можно найти, например, 
в работе [26], где также приведена формула пере-
счета энтальпии, вычисленной в температурном 
интервале ∆T, к стандартному значению при ком-
натной температуре (298 К).

На рис. 5 приведены экспериментальные зави-
симости ln(IT) = f(T−1), измеренные в диапазоне 
температур 125−300 °C для всех трех типов ион-
ных жидкостей. Мы ограничились измерением 
интенсивностей только пиков катионов ионных 
жидкостей. В принципе, учет других низкоинтен-
сивных пиков, присутствующих в масс-спектрах 
(см. рис. 3) и являющихся продуктами диссоци-
ативной ионизации молекул ионных жидкостей, 
а также катионов и анионов, не может существен-
ным образом повлиять на результаты оценки эн-
тальпии испарения по формуле (3), хотя приведет 
к изменению величины ∆S°, которая в наших эк-
спериментах не оценивалась. Отметим, что тем-
пературный диапазон измерений снизу ограни-
чивался чувствительностью масс-спектрометра, 
сверху – снижением сигнала за счет возрастающей 
фрагментации катионов. 

Результаты расчетов ∆H° при температуре 480 К 
приведены в табл. 2 в сопоставлении с данными 
работы [23], в которой энтальпия испарения ион-
ных жидкостей определялась методом измерения 
полного давления продуктов испарения (интеграль-
ный метод Кнудсена). Значения ∆H°, полученные 
в настоящей работе, несколько превышают данные, 
полученные интегральным методом. Наиболее ве-
роятная причина состоит в том, что испарение ион-
ных жидкостей в наших экспериментах не являлось 
полностью равновесным процессом, хотя оно и не 
могло рассматриваться как неравновесное (ленг-
мюровское) испарение с открытой поверхности. 
Отметим, что характер изменений энтальпии ис-
парения с ростом массы катиона одинаков в обеих 
работах, а именно, при переходе от [emim] к более 

тяжелому катиону [bmim] наблюдается некоторое 
снижение величины ∆H° с последующим ее увели-
чением для самого тяжелого катиона [hmim].

Заключение

В настоящей работе приведены результаты масс-
спектрометрических исследований продуктов тер-
мического испарения образцов трех различных 
ионных жидкостей типа 1-алкил-3-метилимидазо-
лий бис(трифторметилсульфонил)имида. Измерения 
были сделаны на экспериментальной высоковакуум-
ной установке, оснащенной кнудсеновской испари-
тельной ячейкой и время-пролетным масс-спектро-
метром с ионизацией пробы низкоэнергетическими 
электронами (Eel = 20 эВ). Показано, что домини-
рующими в масс-спектрах являются пики катионов 
ионных жидкостей. Также были зарегистрирова-
ны положительно заряженные фрагменты аниона 
N(SO2CF3)2, хотя пик аниона с массой m/z 280.14 
в наших экспериментах не наблюдался. Мы полага-
ем, что основным процессом при нагреве ионных 
жидкостей в кнудсеновской ячейке является испа-
рение молекул с последующей их фрагментацией 

Таблица 2. Экспериментальные значения энтальпии испарения ионных жидкостей на основе имидазолия.

Ионная жидкость Катион Энтальпия испарения ∆H°(T), кДж моль−1

Результаты
данной работы

(T = 480 К)

Результаты работы [23]

1-Этил-3-метилимидазолий  
бис(трифторметилсульфонил)имид

[emim] 132±10 118,8±1,3 (T = 463.0 К)

1-Бутил-3-метилимидазолий  
бис(трифторметилсульфонил)имид

[bmim] 128±6 118,3±1,7 (T = 477.6 К)

1-Гексил-3-метилимидазолий  
бис(трифторметилсульфонил)имид

[hmim] 135±12 123,4±0,8 (T = 461.8 К)

ln
(IT

), 
пр

. е
д.

10−4/Т, К

(m/z 111) 
(m/z  139) 
(m/z 167)

Рис. 5. Зависимость ln(IT) от обратной абсолютной тем-
пературы испарительной ячейки для трех различных кати-
онов, образующихся при термическом испарении ионных 
жидкостей.
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под действием электронного пучка в ионизацион-
ной камере масс-спектрометра. 
На основании экспериментальных данных мы 
оценили значения энтальпии испарения ионных 
жидкостей в виде молекул в диапазоне температур 
125−300 °C. В дальнейшем планируется улучшить 
параметры испарительной ячейки для обеспече-
ния полностью равновесного режима испарения 
пробы и расширить круг анализируемых ионных 
жидкостей. Параллельно проводятся работы по 
исследованию ионных жидкостей с помощью ион-
но-полевого время-пролетного масс-спектрометра 
(«Scanning Atom Probe») с целью изучения меха-

низма ионизации ионных жидкостей под действи-
ем импульсных электрических полей и лазерного 
излучения.
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На примере красителя метиленового голубого продемонстрирована эффективность использования 
современных наноматериалов – перспективных фотокатализаторов и адсорбентов мезопористых 
пленок TiO2, TiO2 / SiO2 и SiO2 – в качестве подложек для масс-спектрометрии с лазерной десорбцией/
ионизацией (ЛДИ). Обнаружены качественные различия в распределении интенсивностей пиков 
катиона М+˙ и его восстановленных форм [M + H]+. и [M + 2H]+ в ЛДИ масс-спектрах красителя 
на трех типах подложек. Предложено объяснение, указывающее на чувствительность параметров 
масс-спектров ЛДИ к особенностям адсорбции катиона красителя на пленках различного состава, 
различающихся по фотокаталитической активности. Исследованы изменения в масс-спектрах 
ЛДИ, сопровождающие фотодеградацию метиленового голубого под воздействием УФ-облучения 
различной длительности, установлены некоторые продукты фотодеструкции и показано, что ак-
тивность фоторазложения убывает в ряду материалов TiO2 > TiO2 /SiO2 > SiO2.

Ключевые слова: масс-спектрометрия, лазерная десорбция/ионизация, краситель метиленовый 
голубой, мезопористые пленки, фотодеградация, TiO2, SiO2.

Using methylene blue dye as an example, the efficiency of modern nanomaterials - mesoporous TiO2, 
TiO2/SiO2 and SiO2 films – as wafers for laser desorption/ionisation (LDI) mass spectrometry has been 
demonstrated. Qualitative difference in the peak intensity distribution for cation М+ and its reduced 
forms [M + H]+˙ and [M + 2H]+ has been detected in the LDI mass spectra of the dye obtained with 
the three wafer types. An explanation was suggested which points to the sensitivity of the LDI mass 
spectra parameters to specific features of the dye cation adsorption on films of different composition 
and photocatalytic activity. Changes in LDI mass spectra accompanying methylene blue photodegra-
dation under the UV-exposure of different duration were investigated and some photodecomposition 
products have been determined. It was shown that the activity to photodecomposition decreases in the 
order TiO2 > TiO2 / SiO2 > SiO2.

Keywords: mass spectrometry, laser desorption/ionisation, methylene blue dye, mesoporous films, 
photodegradation, TiO2, SiO2.

Введение

Современные наноматериалы, находящие приме-
нение в самых различных технологиях, активно 
внедряются и в технику масс-спектрометрических 
экспериментов [1], в частности, масс-спектромет-
рии с лазерной десорбцией/ионизацией (ЛДИ) 
и матрично-активированной ЛДИ (МАЛДИ) [2]. 
Наряду с использованием наноматериалов в ка-
честве носителей анализируемого вещества или 
матрицы, значительно повышающих аналитичес-
кие возможности метода ЛДИ, появляется весьма 
привлекательная возможность изучения взаимо-
действия различных соединений с наноматериа-

лами и влияния последних на функциональную 
активность исследуемых веществ.

Объектами настоящего исследования стали ме-
зопористые тонкие пленки TiO2, TiO2 / SiO2 и SiO2, 
полученные золь-гель методом и содержащие на-
норазмерные частицы анатаза, с адсорбированным 
на поверхности красителем метиленовым голубым. 
Мезопористые пленки оксида титана TiO2 являются 
перспективным наноматериалом, обладающим уни-
кальными фотокаталитическими, адсорбционными, 
сенсорными свойствами, химической стойкостью 
и хорошей смачиваемостью, низкой токсичностью 
и биологической совместимостью [3]. Установлено, 
что многие токсичные органические соединения 
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могут быть окислены до простейших неорганичес-
ких веществ СО2 и Н2О (минерализованы) на по-
верхности полупроводника ТiO2 под действием УФ 
облучения [4]. Последнее определяет возможность 
использования диоксида титана в системах для 
очистки воды и воздуха [5]. Мезопористые пленки 
оксида кремния SiO2 представляют интерес в ка-
честве компонентов функциональных композици-
онных материалов. Существенными параметрами, 
определяющими возможность использования дан-
ных материалов в качестве подложек (носителей 
анализируемых веществ) для ЛДИ масс-спектро-
метрии, является их высокая пористость и развитая 
поверхность. Важным свойством пленок является 
также их оптическая прозрачность, позволяющая 
проводить оптические и масс-спектрометрические 
измерения для одного и того же образца.

Краситель метиленовый голубой находит самые 
разнообразные применения в химии, биологии, ме-
дицине. Большинство этих применений основано 
на использовании окислительно-восстановитель-
ных свойств метиленового голубого [6]. Данный 
краситель является достаточно устойчивым соеди-
нением, в связи с чем возникают проблемы с его 
деградацией в процессе очистки воды.

На примере названных соединений в работе ре-
шалась двоякая задача: с одной стороны, оценка 
возможности использования мезопористых пленок 
в методе активированной поверхностью (или по-
верхностно-активированной) лазерной десорбции/
ионизации (ПАЛДИ), именуемой в англоязычной 
литературе «surface-activated» или «surface-en-
hanced» laser desorption/ionization (SALDI, SELDI), 
и, с другой стороны, изучение влияния природы 
носителя на реакционную способность красителя 
метиленового голубого, в частности, на кинетику 
его деградации под действием УФ света.

Экспериментальная часть

Прочные оптически прозрачные стабильные плен-
ки кремнезема, титано-кремнезема и диоксида 
титана на стеклянных субстратах, обладающие 
развитой пористостью и большой поверхностью, 
были синтезированы темплатным золь-гель мето-
дом, аналогично описанному в [7, 8]. Для полу-
чения прекурсора пленок TiO2 проводили кислот-
ный гидролиз тетраизопропоксида титана (ТИПТ) 
в присутствии темплата триблоксополимера Plu-
ronic Р123 (polyethylene oxide-block(polypropylene 
oxide)-block-polyethylene oxide). Для получения 
TiO2/SiO2 пленок проводили совместный гидро-
лиз ТИПТ и тетраэтоксисилана (ТЭОС). Плен-
ки SiO2 были получены путем кислотного гид-
ролиза ТЭОС в присутствии порообразователя 
Pluronic Р123. Пленки наносились из раствора 
прекурсора на стеклянные субстраты методом 
«dip-coating» (погружения-вытягивания). Термичес-
кая обработка пленок производилась при 350 °С 

и 500 °С. Вес пленки на субстрате составлял при-
мерно 2×10−3 г или 10 г м−2.

Было показано, что полученные пленки обла-
дают упорядоченной гексагональной пористой 
структурой [9]. TiO2 / SiO2 и TiO2 пленки по данным 
рентгеноструктурного анализа содержат наночас-
тицы анатаза со средним размером 10−15 нм [9]. 
Удельная поверхность пленок, рассчитанная из изо-
терм адсорбции−десорбции паров гексана, близка 
к 600−700 м2 г−1. Средний размер пор в пленках, 
рассчитанный из малоуглового рассеяния рентге-
новских лучей, составляет 8–20 нм [10]. Пленки 
TiO2 остаются пористыми при всех использован-
ных режимах термообработки. Термообработ-
ка при 500 °С приводит к спеканию части пор 
в кремнеземной части пленки TiO2 / SiO2, и не-
значительному снижению количества адсорбиро-
ванного красителя.

Адсорбцию красителя на пленках проводи-
ли из водных растворов, установление равнове-
сия контролировали по электронным спектрам 
поглощения. По окончании процесса величи-
на адсорбции красителя находилась в пределах 
0.9×10−4 – 2×10−4 моль г−1. Изотермы адсорбции 
метиленового голубого имели во всех случаях лен-
гмюровский вид, свидетельствующий о мономо-
лекулярной адсорбции. Эксперименты проводили 
на воздушно-сухих образцах (после извлечения из 
водного раствора красителя пленки высушивались 
при комнатных условиях).

Фотоиндуцированное разрушение метиленового 
голубого, адсорбированного на пленках, проводи-
ли путем облучения ртутной лампой ПРК-1000 
с λ = 254 нм и плотностью света 1017 квантов см−2. 
Для исследования динамики процесса фиксировали 
изменения в электронных спектрах поглощения, 
а также в масс-спектрах ЛДИ красителя в течение 
45 мин с интервалами по 15 мин. Спектры погло-
щения пленок с адсорбированным красителем по-
лучали на спектрометре Lambda UV-Vis (Perkin 
Elmer, США).

Масс-спектры ЛДИ метиленового голубо-
го с использованием пленок TiO2, TiO2 / SiO2 
и SiO2 в качестве подложек-носителей получали 
с помощью масс-спектрометра Autoflex II (Bruker 
Daltonics Inc, Германия), оборудованного азот-
ным лазером (λ = 337 нм). Ионизация образцов 
производилась импульсами длительностью 3 нс 
с частотой 20 Гц. Ускоряющее напряжение было 
установлено на 20 кВ. Спектры положительных 
ионов регистрировали с использованием рефлек-
тронного режима при мощности лазера 27 мДж  
и с временной задержкой экстракции ионов в 10 нс. 
Каждый спектр, записанный в массовом диапазоне 
от 0 до 500 а.е.м., представлял собой накопленную 
сумму не менее 100 отдельных масс-спектров.

В работе использовали метиленовый голубой 
марки «ч.д.а.» производства завода «Химреак-
тив»; ТИПТ, ТЭОС и триблоксополимер Pluronic 
Р123 фирмы Aldrich.
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Результаты и их обсуждение

Масс-спектры ЛДИ красителя метиленового 
голубого, адсорбированного на мезопористых 
пленках диоксида титана ТiO2, диоксида крем-
ния SiO2 и титано-кремнеземных смешанных 
пленках, были получены для исходных свеже-
приготовленных образцов и для образцов, под-
вергшихся УФ облучению в течение разных ин-
тервалов времени.

Масс-спектры ЛДИ исходных образцов. 
В масс-спектрах положительных ионов исходных 
образцов воздушно-сухих пленок с адсорбирован-
ным на них метиленовым голубым (рис. 1) основ-
ные пики находились в области катиона красителя 
(схема 1), обозначаемого здесь как «М+», молеку-
лярная масса которого составляет 284 Да. Моно-
изотопному пику катиона М+ (m/z 284) сопутству-
ет пик [M+1]+ (m/z 285), интенсивность которого 

превышает величину, ожидаемую от вклада изо-
топа 13С (рассчитанное изотопное распределение 
для катиона C16H18N3S составляет: М – 100 %,  
(М+1) – 20 %, (М+2) – 6.3 %). Интенсивность пика 
иона [M+2]+ (m/z 286) также отклоняется от рас-
четной. Такая картина обусловлена наложением на 
группу изотопных пиков катиона М+ группы пиков 
иона [M+H]+˙, соответствующего присоединению 
электрона и затем иона водорода, т.е. восстанов-
лению катиона.

Примечательно, что соотношение интенсивнос-
тей пиков ионов М+ и [M+H]+˙ в масс-спектрах 
ЛДИ красителя метиленового голубого, адсорби-
рованного на различных типах носителей, разли-
чается. Как будет показано ниже, УФ облучение 
образцов вызывает изменение этого соотношения. 
В связи с этим, соотношение вкладов ионов М+ 
и [M+H]+˙ можно выбрать в качестве параметра, 
чувствительного к изменению экспериментальных 
условий и пригодного для количественной оценки 
таких изменений.

Заметим, что при анализе масс-спектрометри-
ческой информации необходимо учитывать как 
минимум три основных фактора, которые могут 
оказывать влияние на характер масс-спектров 
ЛДИ: 1 – влияние физико-химических параметров 
носителя (подложки) на параметры адсорбции кра-
сителя, включая окислительно-восстановительные 
процессы; 2 – инициацию процесса восстановле-
ния лазерным воздействием; 3 – влияние внешнего 
УФ облучения образцов. Четкое количественное 
выделение вкладов каждого из этих видов воздейс-
твий представляется достаточно сложной задачей, 
однако качественная оценка является практически 
выполнимой.

Известно, что адсорбция катионного красителя 
метиленового голубого на неорганических повер-
хностях носит диссоциативный (ионный) характер 
[11], в связи с чем нами будут рассматриваться пре-
вращения органического катиона красителя (М+). 
Отметим, что какие-либо ионы, содержащие хлор 
(анион соли), в масс-спектрах положительных ио-
нов не наблюдались. Далее, известно, что краситель 
метиленовый голубой обладает ярко выраженной 
склонностью к восстановлению [6]. Своеобразным 
«свидетелем» реализации процесса восстановления 
является наличие в масс-спектрах пиков [M+nH]+, 
соответствующих присоединению к молекуле или 
иону одного или более атомов водорода, либо 
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Рис. 1. Фрагменты исходных масс-спектров ЛДИ метиле-
нового голубого, адсорбированного на пленках различного 
состава: а – SiO2; б – TiO2/SiO2; в – TiO2.

Схема 1. Шаростержневая модель катиона  
красителя метиленового голубого.
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последовательному присоединению электронов 
и протонов. Данный эффект наблюдается в усло-
виях различных масс-спектрометрических мето-
дов десорбции-ионизации и описан в литературе 
для разнообразных красителей [12−20], включая 
и метиленовый голубой [18−22]. Степень восста-
новления метиленового голубого различалась в ус-
ловиях разных масс-спектрометрических методов. 
Так, в условиях бомбардировки быстрыми атомами 
(с использованием глицериновой матрицы) соот-
ношение ионов (с поправкой на вклад изотопов) 
составляло М+ (82 %), [M+H]+˙ (100 %), [M+2H]+ 
(12 %) [18]. Во вторично-ионных масс-спектрах 
(ВИМС) метиленового голубого на нанокристалли-
ческом ТiО2 вклад иона [M+H]+˙ составлял ~40 % 
от М+ [21]. В методе ЛДИ на пористом кремнии 
(desorption on porous silicon, DIOS) [20] пик ка-
тиона практически отсутствовал, основным пиком 
был [M+H]+˙. При использовании метода МАЛДИ 
степень восстановления зависела от типа матрицы 
и молярного соотношения красителя и матрицы, 
увеличение которого угнетало восстановление [20]. 
Восстановление также подавлялось введением до-
бавок с высокими электроноакцепторными свой-
ствами, такими как соли Cu(II) [20].

Было установлено, что глубина восстановления 
и, соответственно, относительная интенсивность 
пиков [M+nH]+ в десорбционных масс-спектрах, 
коррелирует с такими взаимосвязанными парамет-
рами соединения как восстановительный потенци-
ал, сродство к электрону и энергия низшей свобод-
ной молекулярной орбитали [12, 17]. На примере 
серии красителей феназинового ряда, наносив-
шихся на металлическую, графитовую поверх-
ности и смешивавшихся с органической матрицей, 
показано, что варьирование носителя модулирует 
глубину процесса восстановления, регистрируе-
мую в условиях ЛДИ, и высказано предположе-
ние о влиянии доступности и баланса электронов 
и протонов в таких системах на степень восста-
новления красителей [23].

Электроны в условиях ЛДИ генерируются под 
воздействием облучения лазером, а источником 
протонов может служить как отстаточная вода, 
адсорбированная в порах, так и сам краситель. 
Возвращаясь к анализу масс-спектров ЛДИ ме-
тиленового голубого (рис. 1) с учетом описанных 
выше представлений, можно сделать следующие 
заключения. При использовании подложки из 
SiO2 (рис. 1а) наблюдается наименьший уровень 
восстановления, о чем свидетельствует преобла-
дающий вклад интактного катиона М+, в то вре-
мя как вклад иона [M+H]+˙ в интенсивность пика 
[M+1]+ для всей серии исследованных образцов 
не превышал 5−20 % от М+. Наибольшая глуби-
на восстановления достигается при использова-
нии подложки из TiO2 (рис. 1в), что отражается 
в доминировании иона [M+H]+˙ (100 % для всех 
образцов). Распределение пиков в спектре образца, 
адсорбированного на пленке TiO2/SiO2 (рис. 1б), 
носит промежуточный характер, т.е. близко к су-

перпозиции распределений на рис. 1а и 1в. В связи 
с тем, что все масс-спектры снимались при под-
держании одинаковых параметров ЛДИ, можно 
заключить, что различия в спектрах обусловлены 
не непосредственным влиянием лазерного воз-
действия на красители, а различиями в парамет-
рах адсорбции красителей на пленках различного 
химического состава. Последние, в свою очередь, 
могут влиять на механизм фотодеградации кра-
сителей под воздействием облучения видимым 
и УФ-светом.

Интересно отметить, что в упоминавшемся выше 
методе DIOS [20] наблюдалось подавление катиона 
метиленового голубого, а основным пиком в спект-
ре была его полувосстановленная форма [M+H]+˙. 
Данный факт свидетельствует о различиях в па-
раметрах адсорбции на чистом кремнии и оксиде 
кремния (см. рис. 1 а).

Литературные данные относительно адсорбци-
онного состояния метиленового голубого на раз-
личных носителях указывают на высокую чувс-
твительность красителя к физико-химическим 
параметрам поверхности и влиянию внешних 
условий [21−22, 24−25], однако зачастую носят 
неполный и противоречивый характер [24, 25]. 
Представляет интерес оценить возможности масс-
спектрометрии в прояснении некоторых вопросов. 
В этой связи несомненным преимуществом пленок 
SiO2 и TiO2 является их оптическая прозрачность, 
что позволяет проводить оптический и масс-спект-
рометрический контроль одного и того же образца 
и, соответственно, корректное сопоставление ин-
формации, полученной с помощью двух принци-
пиально различных методов.

Наличие двух типов носителей зарядов на по-
верхности TiO2-дырок и электронов (электронно-
дырочной пары) делает возможным реализации 
реакций как окисления, так и восстановления ад-
сорбированного вещества [24, 26]. При захвате 
электронов из пленки возможно восстановление 
органического катиона:

М+ + е− → М˙, (1а)

М+ + е−+ Н+ → (М+Н)+˙, (1б)

М+ + 2е− + Н+ → (М+Н)о. (2)
Продукт одноэлектронного восстановления (ре-

акции 1а, 1б) (полувосстановленная форма) может 
непосредственно регистрироваться в масс-спектрах 
в форме катион-радикала [М+Н]+˙. Продукт двух-
электронного восстановления (2) (лейкоформа) 
нейтрален, в связи с чем наблюдать его в масс-
спектрах можно лишь в протонированной форме 
[М+2Н]+.

В работе [27] отмечается, что максимум погло-
щения лейкоформы метиленового голубого (256 нм) 
перекрывается с полосами носителя, в связи с чем 
контролировать ее образование методом УФ спек-
троскопии не удается. Наличие интенсивного пика 
[M+H]+˙ (100 %) и менее интенсивного [М+2Н]+ 
в масс-спектрах ЛДИ красителя, адсорбированного 
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на пленках TiO2 и TiO2/SiO2, наряду с их малой ин-
тенсивностью для крмнеземного носителя можно 
рассматривать как доказательство в пользу обра-
зования восстановленной формы при адсорбции 
красителя на титансодержащих пленках.

По всей видимости, воздействия видимого 
(дневного) света, при котором готовились образцы, 
достаточно для фотоактивации поверхности TiO2, 
создающей условия для восстановления адсорби-
рованных катионов метиленового голубого. Меха-
низм подобной сенсибилизации TiO2 к видимому 
свету описан в [28].

Следует отметить, что оксиды титана и кремния 
практически не дают фоновых пиков в спектре, 
что является преимуществом при исследовании 
низкомолекулярных веществ.

Таким образом, регистрация хороших по качест-
ву масс-спектров красителя показывает эффектив-
ность использования мезопористых пленок TiO2, 
TiO2/SiO2, SiO2 в качестве подложек для ПАЛДИ 
масс-спектрометрических экспериментов. Различия 
в распределении пиков метиленового голубого, ад-
сорбированного на разных типах пленок, указыва-
ет на возможность, по крайней мере, качественных 
оценок взаимодействия красителя с наноматериа-
лами, характеризующимися различной каталити-
ческой активностью.

Масс-спектры ЛДИ образцов, подвергнутых 
УФ облучению. Далее, были получены и проана-
лизированы масс-спектры ЛДИ образцов, подвер-
гшихся УФ облучению в течение различных ин-
тервалов времени (от 0 до 45 мин). Обнаружено, 
что воздействие УФ света на образцы метилено-
вого голубого, адсорбированного на трех типах 
пленок, вызывает характерные и воспроизводимые 
изменения в масс-спектрах, которые могут быть 
связаны с различными стадиями фотодеградации 
красителя.

Во-первых, наблюдается перераспределение 
вкладов ионов М+ и [M+H]+˙. По мере увеличения 
времени облучения интенсивность пика М+ падает 
намного медленнее по сравнению со скоростью ис-
тощения пика иона [М+Н]+˙. Такая диспропорция 
наиболее характерна для фотокаталитически актив-
ных пленок TiO2 и TiO2/SiO2 и четко проявляется, 
если сопоставить между собой отношение интен-
сивностей пика [М+Н]+˙ к М+ в исходных спект-
рах и в спектрах пленок, подвергшихся облучению 
(рис. 2). Поскольку приведенная зависимость явно 
связана с процессом фотовыжигания исследуемого 
красителя на поверхности пленок, есть основания 
утверждать, что величина отношения интенсивнос-
ти пиков ионов [М+Н]+˙ к М+ может служить в ка-
честве показателя степени возбуждения молекул 
аналита, а следовательно и опосредовано – инди-
катором каталитической активности титансодер-
жащих пленок.

Во-вторых, в спектрах облученного метилено-
вого голубого, адсорбированного на титансодер-
жащих пленках, наблюдалась весьма интересная 
динамика изменения интенсивности пика [М+2Н]+, 

отсутствующая для кремнеземных пленок. Напом-
ним, что ион [М+2Н]+ является свидетелем про-
текания более глубокой стадии двухэлектронного 
восстановления (2), т.е. образования лейкоформы. 
Количественное соотношение ионов М+, [М+Н]+˙ 

и [М+2Н]+ меняется в значительной мере в зави-
симости не только от времени облучения, но и от 
способа обработки пленок TiO2 (отжиг при 500 
и 350 °С), т.е. от свойств поверхности. Для мети-
ленового голубого, адсорбированного на пленке 
TiO2, отожженной при 500 °С, диаграмма, пред-
ставленная на рис. 3а, свидетельствует о том, 
что за 45 мин облучения общая интенсивность пи-
ков в спектре падает приблизительно на порядок. 
Характерно, что максимальные значения интен-
сивности пика, соответствующего иону [М+2Н]+, 
проявляются в исходных спектрах с дальнейшим 
падением до нуля на протяжении последующих 
45 мин выгорания красителя.

Несколько иную картину динамики показы-
вает метиленовый голубой на титановой плен-
ке, отожженной при 350 °С (рис. 3б). Для этой 
подложки наблюдалось значительное возрастание 
общей интенсивности пиков и проявление иона 
[М+2Н]+ на начальном этапе (в первые 15 мин) 
процесса облучения. Если принять, что возраста-
ние интенсивности пиков [М+Н]+˙ и [М+2Н]+ свя-
зано с возбужденным состоянием молекул мети-
ленового голубого, то можно сделать заключение 
о том, что процесс фоторазложения красителя на 
пленках TiO2 с более низкой температурой отжига 
требует некоторого начального этапа активации. 
Повышение же температуры отжига улучшает 
фотокаталитическую эффективность подложки. 
Это может быть связано с увеличением доли ана-
таза в пленках, который, согласно литературным 
данным, эффективно образуется при температуре 
отжига выше 400 °С [3].

Полученные результаты указывают на то, что од-
ним из интермедиатов фотодеградации метилено-
вого голубого на воздушно-сухих пленках является 
его восстановленная форма.
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Рис. 2. Отношение интенсивности пиков ионов [M + H]+˙и 
М+ в спектрах метиленового голубого, адсорбированного на 
пленках разного состава, для исходных образцов и после 
45 мин УФ облучения.
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В-третьих, в масс-спектрах ЛДИ облученных об-
разцов увеличивается вклад фрагментов, которые 
присутствовали и в исходных спектрах красителя. 
Для красителя на всех типах необлученных пле-
ночных подложек были зарегистрированы пики 
фрагментов [М−n14]+, по интенсивности не превы-
шающие 10−30 % от основного (М+ или [M+H]+˙) 
для исходных образцов, что свидетельствует о не-
значительной фрагментации молекул, происходя-
щей вследствие процессов ионообразования под 
действием лазера. Общий уровень фрагментации 
в спектрах красителей на пленках SiO2 был ниже, 
чем на пленках TiO2. Массовый интервал 14 а.е.м. 
соответствует отрыву от катиона одной метильной 
группы с переносом протона. Соответственно, ве-
личина n – количество таких отщеплений. Для об-
лученных образцов в возрастающую интенсивность 
таких пиков начинают вносить вклад продукты 
фотодеградации. В соответствии с рассматрива-
емой моделью, после УФ облучения деградации 
подвергается промежуточная полувосстановленная 
форма; в этом случае возможно отщепление ме-
тильного радикала от [М+Н]+˙.

Исследование динамики изменений в масс-
спектрах красителя, адсорбированного на пленке 
TiO2, в процессе его облучения УФ светом по-
казало, что линия [M+H] +˙ со временем посте-

пенно исчерпывается, тогда как интенсивности 
линий деметилированных фрагментов поочеред-
но (с увеличением n) нарастают, отображая при 
этом степень фоторазрушения красителя (рис. 4). 
Наиболее быстро этот процесс происходит на ти-
тановых, а также титано-кремнеземных подлож-
ках, что подтверждается изменениями в спектрах 
поглощения, которые фиксировались параллельно 
с описанным масс-спектрометрическим экспери-
ментом [27]. Обнаруженная зависимость указывает 
на то, что основным направлением фотодеградации 
метиленового голубого в данных условиях являет-
ся деметилирование.

Кроме пиков деметилированных фрагментов 
в масс-спектрах облученных образцов наблюдают-
ся также менее интенсивные пики с m/z 57, 67, 
72, 83, 89, 104, 107, 109, 113, 153, 216, что сви-
детельствуют о дальнейшем разрушении молекул 
красителя, разрыве ароматических колец и окис-
лении углеводородных остатков.

Таким образом, характерные изменения в масс-
спектрах ЛДИ позволяют проследить изменения, 
происходящие с метиленовым голубым в ходе его 
фотодеградации под воздействием УФ-облучения. 
Подтверждена наибольшая эффективность мезо-
пористых пленок TiO2 в сравнении с TiO2 / SiO2 
и SiO2 как фотокатализатора минерализации ме-
тиленового голубого.

Заключение

На примере красителя метиленового голубого про-
демонстрирована эффективность использования 
современных наноматериалов – мезопористых пле-
нок TiO2, TiO2 /SiO2 и SiO2 – в качестве подложек 
для масс-спектрометрии с лазерной десорбцией/
ионизацией. Наряду с прочностью и чистотой пле-
нок, следствием которых есть отсутствие каких бы 
то ни было фоновых линий даже при максималь-
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Рис. 3. Изменение интенсивности пиков M+ (m/z 284), 
[M+H]+˙ (m/z 285) и  [M+2H]+ (m/z 286) в масс-спектрах 
метиленового голубого, адсорбированного на пленках TiO2, 
отожженных при 500 °С (а) и 350 °С (б),  в зависимости 
от длительности УФ облучения.
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Рис. 4. Зависимость относительной интенсивности пиков 
деметилированных фрагментов метиленового голубого, ад-
сорбированного на пленке TiO2, от длительности облучения 
УФ светом.
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ной для используемого прибора мощности лазера, 
и возможностью варьировать химический состав 
и степень пористости, одним из использованных 
нами свойств явилась их прозрачность. Благодаря 
этому мезопористые TiO2, TiO2 /SiO2 и SiO2 пленки, 
будучи активными подложками, позволили иссле-
довать фотокаталитические процессы in situ, парал-
лельно фиксируя изменения спектров поглощения 
и масс-спектров адсорбированного красителя.

Показано, что возможности применения мезопо-
ристых пленок не ограничиваются простым обес-
печением получения хороших спектров, а допус-
кают качественные оценки некоторых параметров 
взаимодействия адсорбированных веществ с нано-
материалами, различающимися по фотокаталити-
ческой активности.

Установлено, что масс-спектры ЛДИ метиле-
нового голубого содержат группу пиков, вклю-
чающую М+ и его восстановленные формы 
[M+H]+˙и [M+2H]+, и обнаружены качественные 
различия в распределении интенсивностей пиков 
в данной группе при адсорбции красителя на раз-
ных видах подложек. Поскольку спектры всех об-
разцов регистрировали в практически идентичных 
условиях ЛДИ, сделан вывод о чувствительности 
параметров ЛДИ масс-спектров к особенностям 

адсорбции катиона красителя на пленках, раз-
личающихся по фотокаталитической активности. 
Наибольшая доля восстановленной формы наблю-
далась в спектрах красителя, адсорбированного на 
пленках TiO2, наименьшая – на SiO2. Высказано 
предположение о том, что в процессе адсорбции 
катиона метиленового голубого на титансодержа-
щих пленках происходит его частичное восста-
новление; восстановленная форма может служить 
интермедиатом дальнейшей УФ стимулированной 
деградации красителя, начальная стадия которой 
состоит в деметилировании катиона.

Получены зависимости изменения интенсивностей 
характеристических пиков в масс-спектрах ЛДИ от 
времени УФ облучения образцов, свидетельствую-
щие о динамике фотодеградации метиленового го-
лубого. Подтверждена наибольшая эффективность 
мезопористых пленок TiO2 в сравнении с TiO2 / SiO2 
и SiO2 как фотокатализатора минерализации метиле-
нового голубого. Полученные данные могут иметь 
практическое значение при разработке методов очис-
тки воды и воздуха с использованием TiO2̇.

Работа выполнена на базе Центра коллективного 
пользования прибором MALDI-TOF-MS Autoflex II 
(Bruker Daltonics Inc, Германия) Института химии 
поверхности НАН Украины.
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Получены масс-спектры электронной иониза-
ции 1,1-дизамещенных циклогексанов (I-X)  
и 1-монозамещенных циклогексенов (XI-XIII).

I: R1 = −ОН, R2 = −С≡СH; 
II: R1 = −ОН, R2 = −С≡Br; 
III: R1 = −NH−C(O)CH3, R2 = −С≡СH; 
IV: R1 = −O−C(O)−C(CH3)=CH2, R2 = −С≡СH;
V: R1 = −O−C(O)−C(CH3)=CH2, R2 = −С≡CBr;
VI: R1 = −ОН, R2 R2 = −Р(О)(ОCH3)2; 
VII: R1 = −O−C(O)−C(CH3)=CH2, R2 = −С≡С−CH2–N(CH3)2; 
VIII: R1 = −O–C(O)–C(CH3)=CH2, R2 = −C≡С−CH2–N(C2H5)2; 

Новые масс-спектры
Масс-спектры электронной ионизации некоторых 
производных 1,1-дизамещенных циклогексанов  
и 1-монозамещенных циклогексенов
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IX: R1 = −О−С(О)−С(СН3)=СН2, R2 = −С≡С–СН2−N ; 
X: R1 = −O−C(O)−C(CH3)=CH2, R2 = −C≡С−CH2−N  O; 
XI: R1 = −C≡СH; 
XII: R1 = −С≡С−CH2−N(CH3)2; 
XIII: R1 = −С≡С−CH2−N(C2H5)2.

Масс-спектры измерены на масс-спектрометре 
МХ-1331 с использованием газохроматографичес-
кого ввода при энергии ионизирующих электро-
нов 70 эВ, температура ионного источника 200 °С.  
В таблице приведены данные масс-спектров.

Фрагментация указанных соединений связана 
с расщеплением циклов и выбросом алкильных 
радикалов СnН2n+1 (n = 1−3) и этилена С2Н4.  
Наиболее интенсивные пики в масс-спектрах от-
вечают оксолиевым (метакрилоил), аммониевым 
и фосфорсодержащим ионам. В случае енинов 
(XI–XIII) кроме вышеуказанных наблюдаются 
также пики, характерные для ароматических уг-
леводородов.

Таблица. Значения m/z и относительные интенсивности (Imax, %) некоторых пиков в масс-спектрах циклогексановых и цик-
логексеновых производных (I–XIII).

№ Соединение m/z (Imax, %) 
I 1-Этинилциклогексанол-1 124(13), 109(41), 97(7), 96(62) 95(89), 91(16), 83(8), 82(25) 

81(100), 80(4), 79(6),78(8), 77(10) 69(13) 68(94), 67(28), 
55(31), 53(47), 51(15), 50(5), 43(13), 42(8), 41(30)

II 1-Бромэтинилциклогексанол-1 204(8), 202(8), 189(2), 187(2), 176(10), 175(6), 174(9), 173(6), 
162(7), 161(100), 160(7), 159(100), 148(43), 146(43), 133(17), 
131(18), 123(57), 95(43), 81(12), 67(12), 55(15)

III
1-Метоксиамино-1-этилциклогексан

165(60), 164(8), 150(52), 187(32), 136(36), 124(48), 123(32), 
122(28), 111(80), 106(96), 91(52), 80(100), 79(13), 78(8), 
69(12), 68(11), 67(44), 60(72), 43(53), 42(13), 41(18), 57(11), 
56(8), 55(14), 54(14), 44(16)

IV 1-Метакрилоилокси-1-этинилциклогексан 192(0,7), 191(1), 177(1), 164(45), 149(21), 123(22), 121(25), 
109(34), 107(23), 106(72), 105(16), 79(25), 69(100), 41(26)

V 1-Бромэтинил-1-метакрилоилоксициклогексан 203(12), 202(9), 201(11), 200(8), 191(60), 190(45), 122(45), 
105(14), 93(7), 79(11), 69(100), 41(26)

VI 1-Диметилфосфоноциклогексанол-1 208(1), 138(1), 127(29), 126(15), 111(24), 110(100), 109(5), 
99(37), 95(11), 81(21), 80(16), 79(14), 55(8)
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VII 1-Метакрилоилокси-1-[3-диметиламино-
пропинил-1]циклогексан

249(17), 180(9), 164(20), 163(100), 162(15), 148(6), 135(6), 
134(11), 120(73), 119(9), 94(9), 93(15), 92(20), 91(20), 82(20), 
81(9), 80(6), 70(13), 69(35), 67(9), 58(35), 44(53), 43(4), 42(9), 
41(32) 

VIII 1-Метакрилоилокси-1-[3-диметиламино-
пропинил-1]циклогексан

277(11), 263(18), 262(59), 205(11), 194(9), 192(11), 191(29), 
176(20), 120(13), 119(24), 92(8), 91(29), 86(22), 81(8), 79(13), 
72(40), 70(9), 69(100), 67(10), 58(19), 56(11), 55(10), 44(5), 
43(5), 42(10), 41(50)

IX 1-Метакрилоилокси-
1-[3-пиперидинопропинил-1]циклогексан

289(3), 246(0,6), 222(3), 220(2), 205(35), 174(3), 160(5), 
134(5), 122(9), 121(4), 120(15), 119(4), 105(5), 98(14), 91(10), 
85(7), 84(100), 70(3), 69(46), 67(6), 56(5), 55(13), 43(3), 42(8), 
41(28)

X 1-Метакрилоилокси-
1-[3-морфолинопропинил-1]циклогексан

291(7), 248(0,6), 224(7), 222(5), 205(15), 191(1), 100(100), 
87(5), 86(17), 69(7), 57(3), 56(3), 55(3), 44(2), 43(2), 42(2), 
41(1)

XI 1-Этинилциклогексен 107(4), 106(59), 105(30), 92(8), 91(100), 79(27), 78(51), 77(21), 
65(16), 63(9), 52(19), 51(18), 50(8), 41(4), 39(11)

XII 1-[3-Диметиламинопропинил-1]циклогексен 164(11), 163(100), 162(89), 148(5), 135(11), 134(44), 122(5), 
121(22), 120(28), 119(14), 117(11), 115(11), 111(5), 108(8), 
107(14), 106(11), 105(14), 94(28), 92(33), 91(21), 82(80), 
81(39), 79(33), 78(17), 77(28), 65(28), 63(17), 58(28), 57(17), 
56(11), 55(17), 51(22), 44(28), 43(44), 42(89), 41(61)

XIII 1-[3-Диэтиламинопропинил-1] циклогексен 192(7), 191(40), 190(9), 177(18), 176(100), 148(2), 120(5), 
119(28), 91(14), 58(10), 41(4), 106(1), 105(2), 92(4), 86(2), 
81(2), 79(3), 56(4), 44(2), 43(2), 42(2)



Олег Сергеевич Чижов 
(1935–2007)

10 октября 2007 г. оборвалась жизнь выдающегося ученого, 
основоположника масс-спектрометрии сахаров, представителя 
яркой плеяды исследователей, стоявших у истоков органичес-
кой масс-спектрометрии в СССР, признанного в мире специ-
алиста в области физико-химических методов исследования 
органических соединений.

Свою научную деятельность Олег Сергеевич начал в 1958 году на кафедре органической химии 
химического факультета Московского государственного университета им. М.В. Ломоносова,  
который закончил в этом же году. Его первым руководителем был профессор Н.К. Кочетков 
(в последующем действительный член Российской академии наук). Свою кандидатскую дис-
сертацию Олег Сергеевич подготовил и защитил (1961 г.), работая уже в только что созданном 
Институте химии природных соединений АН СССР (ныне Институт биоорганической химии  
им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН). При выполнении этой работы, пос-
вященной установлению структуры схизандрина, биологически активного метаболита китайского 
лимонника, Олег Сергеевич впервые в СССР использовал комплекс спектральных методов.

Сразу же после защиты диссертации по рекомендации Н.К. Кочеткова Олег Сергеевич 
активно включился в разработку в то время еще молодого инструментального метода – ор-
ганической масс-спектрометрии. Основными объектами его исследований стали сахара и их 



производные. В результате были выявлены фундаментальные закономерности фрагментации 
таких соединений при ионизации электронами, которыми до сих пор пользуются во всем 
мире при установлении строения сахаров, обзор (N.K. Kochetkov and O.S. Chizhov, Adv. 
Carbohydr. Chem. 21, 39–93 (1966)) – одна из наиболее цитируемых статей по масс-спект-
рометрии углеводов.

Принципиально новое направление в отечественной науке развил О.С. Чижов уже работая 
в Институте органической химии им. Н.Д. Зелинского АН СССР, куда он был приглашен 
работать после успешной защиты докторской диссертации по масс-спектрометрии углево-
дов (1967 г.). Возглавив лабораторию физико-химических методов, а с 1992 г. лабораторию 
газофазных реакций органических ионов Олег Сергеевич инициировал реконструкцию оте-
чественного прибора с электронной ионизацией для работы в режиме химической ионизации, 
что и было с успехом выполнено совместно с В.И. Каденцевым и А.А. Соловьевым. Фактически  
в СССР лаборатория, возглавляемая Олегом Сергеевичем, стала первым и единственным 
научным центром, где проводились систематические фундаментальные исследования разно-
образных органических и биоорганических соединений с использованием этого масс-спект-
рометрического метода.

Большой вклад внес Олег Сергеевич и в другие области знания. Будучи химиком-органиком 
по образованию, он принимал участие в установлении строения биоорганических веществ 
разного происхождения, в синтетических исследованиях. Большой цикл прекрасных работ 
выполнен им совместно с А.С. Шашковым по исследованию углеводов методом спектрос-
копии ЯМР.

Более трехсот научных статей и обзоров, а также написанные в соавторстве монографии 
(«Химия углеводов», «Углеводы в синтезе природных соединений», «Прогресс в химии уг-
леводов» и др.) вошли в золотой фонд отечественной и мировой научной литературы.

Всемирное признание Олега Сергеевича как выдающегося специалиста в области масс-
спектрометрии проявилось, в частности, в том, что он долгие годы был редактором между-
народных журналов «Organic Mass Spectrometry» и «European Journal of Mass Spectrometry» 
(«European Mass Spectrometry»), а также членом редколлегии международного журнала «Mass 
Spectrometry Reviews» и отечественного журнала «Биоорганическая химия». Олег Сергеевич 
был прекрасным лектором и многие годы читал лекции по органической масс-спектрометрии 
и органической биохимии для студентов и аспирантов.

В сентябре 2007 г. Олег Сергеевич Чижов был избран Почетным членом Всероссийского 
масс-спектрометрического общества.

Олег Сергеевич был разносторонне образованным и талантливым ученым, мудрым настав-
ником и учителем. Он щедро делился своими знаниями и опытом с учениками и коллегами, 
всегда был готов оказать помощь любому в работе и жизни. В быту он был исключительно 
скромным и доброжелательным человеком.

Все ученики, коллеги, друзья Олега Сергеевича вместе с родными и близкими скорбят по 
поводу невосполнимой утраты. На долгие годы его образ талантливого ученого и прекрасного 
человека сохранится в их сердцах.

Всероссийское масс-спектрометрическое общество



Я не собирался быть масс-спектрометрис-
том. Начало моей работы в органической хи-
мии пришлось на середину и конец 50-х годов. 
Первое свое исследование о реакции аминов 
с 2-ацил-3-хлорбицикло[2.2.1]гептанами я выпол-
нил в 1955–1956 г., учась на третьем курсе Хи-
мического факультета Московского университета, 
дипломную работу о конденсации карбонильных 
соединений с нитрилами в условиях реакции Рит-
тера, которой руководил Н.К. Кочетков (в то вре-
мя – доцент), защитил в мае 1958 г.

Пятидесятые годы в органической химии проте-
кали под знаком двойной спирали. Великое откры-
тие Уотсона и Крика подняло волну небывалого 
интереса к природным соединениям, их анализу 
и установлению структуры. Развитие этого на-
правления потребовало прежде всего новых ме-
тодов разделения органических веществ. Ответом 
на эту потребность явилось создание бумажной, 
тонкослойной и газо-жидкостной хроматографии. 
Для определения строения и стереохимии природ-
ных веществ были нужны более быстрые мето-
ды, чем применявшаяся до сих пор химическая 
деструкция. Развитие сначала ИК-спектроскопии, 
а затем ЯМР- и масс-спектрометрии как струк-
турно-аналитических методов было следствием 
осознания нужды в методическом перевооружении 
химии природных соединений.

Так на долю нашего поколения химиков выпало 
совершить эту – не побоимся громких слов – ме-
тодическую революцию. Только теперь мне стало 
ясно, что в молодости мне довелось быть сви-
детелем и в какой-то мере участником событий, 
уже оказавших и продолжающих оказывать силь-
нейшее влияние на развитие всей органической 
химии.

Я глубоко убежден, что 50–60-е годы нашего века 
вызовут не меньший интерес будущих историков 
науки, чем 50–60-е годы века прошлого – время 
становления структурной теории в органической 
химии. Поэтому я с большим удовлетворени-
ем принял предложение редакционной коллегии 

У истоков органической масс-спектрометрии 
в Советском Союзе*

О.С. Чижов
Институт органической химии им. Н.Д. Зелинского АН СССР, Москва

настоящего сборника поделиться своими воспо-
минаниями о первых шагах органической масс-
спектрометрии в нашей стране. Но в то же время 
я приступаю к этой задаче не без колебаний и даже 
некоторого страха: подобно большинству моих 
современников я никогда не вел дневников, пись-
ма писал и получал относительно редко, да и те 
не хранил, лабораторных журналов тех уже дале-
ких лет у меня также не сбереглось. Извинением  
(но не оправданием) этому служат теснота лабора-
торных помещений и современных квартир, пере-
езды, переходы с одного места работы на другое, 
естественное изменение научных интересов.

Поэтому в моем распоряжении только публика-
ции того времени и моя память. Оба этих источника 
несовершенны: память слишком субъективна – она 
неизвестно зачем хранит всякие пустяки: мелкие 
огорчения, неудачи, радости и обиды, но может 
совершенно ненамеренно опустить или исказить 
действительно важные события. Публикации же, 
напротив, я бы сказал, слишком объективны: по 
неписанной традиции из них удалены истинные 
побудительные мотивы, если они носили личный 
или случайный характер, а ход изложения подчи-
нен той логике, которая сама родилась в процессе 
работы и откристаллизовалась к ее завершению. 
В них считаются неуместными те внезапные оза-
рения, которые, по удачному выражению Генри-
ха Гейне, приходят как воры: всегда неожиданно 
и по большей части ночью. Такой стиль научных 
публикаций, безусловно, единственно возможный, 
но любой из нас хотя бы раз в жизни горестно 
вздыхал, вымарывая из окончательного варианта 
статьи куски беспорядочной, но живой истории 
и заменяя их продуманным, последовательным, 
но холодным изложением, отражающим истинный 
ход событий наподобие хорошо организованной 
музейной экспозиции.

Весной 1958 г. дипломников Химического 
факультета собрали в Большой химической ау-
дитории, и к нам с речью обратился академик 
А.Н. Несмеянов, в то время президент Академии 
Наук. Он говорил о бурном развитии химии при-
родных соединений на Западе, о необходимости 
организации исследований в этом направлении 
в нашей стране и принятом по этому поводу пос-
тановлении Президиума АН СССР, которое среди 

 * Перепечатана с разрешения издательства «Гелем» (г. Уфа) 
из сборника «Очерки истории масс-спектрометрии», 
БНЦ УрО АН СССР, Уфа, 1988, стр. 6–14
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прочих мер предусматривало расширенную под-
готовку кадров для работы в этой области науки 
через аспирантуру. Наш курс откликнулся на это 
предложение с энтузиазмом. В результате значи-
тельная часть выпускников 1958 г. (и я в том чис-
ле) была зачислена без экзаменов в аспирантуру 
при Президиуме АН СССР и временно распреде-
лена по академическим и неакадемическим науч-
ным учреждениям, где велись работы по соответс-
твующей тематике. Когда в феврале следующего 
1959 г. был создан Институт химии природных со-
единений АН СССР, большинство «несмеяновских 
аспирантов» (как нас стали называть для быстро-
ты и простоты, хотя, разумеется, это название ни 
в каких официальных бумагах не употреблялось), 
оказалось там. Там же и произошло мое первое 
знакомство с масс-спектрометрией и масс-спект-
рометристами.

Первой моей аспирантской темой было уста-
новление структуры лагохилина, физиологически 
активного природного вещества из среднеазиатс-
кого растения лагохиллуса опьяняющего, облада-
ющего кровоостанавливающим действием. Когда 
первый год аспирантуры закончился, несмотря на 
все мои старания, никаких успехов в установлении 
структуры не было и реальных надежд на успехи 
в обозримом будущем – тоже. Тему пришлось ос-
тавить. К структуре лагохилина я вернулся 10 лет 
спустя, уже будучи доктором наук и заведующим 
лабораторией в Институте органической химии. 
На этот раз структура лагохилина была установ-
лена довольно быстро, и масс-спектрометрия сыг-
рала в этом решающую роль, но это уже, как го-
ворится, совсем другая история.

Осенью 1959 г., вернувшись из экспедиции 
в Приморский край, продолжавшейся 4 месяца, 
я получил от своих руководителей – Н.К. Кочет-
кова и А.Я. Хорлина – новую тему: «Выделение 
и установление строения схизандрина и его ана-
логов – действующих начал китайского лимонни-
ка». И снова, несмотря на все старания – очень 
скромный прогресс, не внушавший оптимизма ни 
мне, ни моей молодой жене, которая тоже была 
аспиранткой. Для пополнения семейного бюджета, 
состоявшего из двух стипендий, пришлось писать 
рефераты для реферативного журнала «Химия». 
И в одной из первых же статей, данных мне для 
проверки моей способности выполнять эту работу 
(помнится, это была статья Энзелля по дитерпе-
нам из древесины хвойных) меня ждал сюрприз. 
В экспериментальной части в описании одного из 
выделенных соединений значилось: «масс-спектр, 
m/e (интенсивность %)» и следовал ряд чисел. 
Я мог бы просто переписать всё это в реферат, 
но впервые узнав об этом из статьи, что у орга-
нической молекулы может быть какой-то «масс-
спектр», я боялся попасть в неловкое положение. 
Я знал, что масс-спектрометрия используется для 
определения состава газовых смесей и изотопного 
состава простых молекул, но «масс-спектр» как 
характеристика структуры ставил меня в тупик: 

откуда спектр, если молекула имеет одну единс-
твенную ей присущую массу? Так весной 1960 г. 
я впервые столкнулся с органической масс-спект-
рометрией, так сказать, теоретически.

Вскоре произошло столкновение с масс-спект-
рометрией и на почве практики. В одно прекрас-
ное утро, выйдя во двор института, чтобы забрать 
дьюары с жидким азотом, я с вполне понятным 
разочарованием обнаружил, что наши кто-то уже 
унес. Не долго думая, я решил, что возьму пер-
вые попавшиеся – все равно все они институтские. 
Хозяин взятых мною дьюаров не замедлил поя-
виться и заявить решительный протест. Это был 
масс-спектрометрист Б.М. Золотарев, с которым 
мы потом, несмотря на не совсем безоблачное на-
чало нашего знакомства, успешно работали в те-
чение примерно двадцати лет.

Молодые сотрудники ИХПС (а они составляли 
в то время подавляющее большинство) особенно 
остро ощущали недостатки своей методической 
подготовки. Наши старшие товарищи и руково-
дители мало чем могли нам помочь – у них тоже 
не было достаточно практического опыта в при-
менении различных видов хроматографии и спек-
троскопии. И тогда комитет комсомола института 
решил выходить из положения собственными сила-
ми. В институте стал проводиться так называемый 
«Ликбез»: добровольцы из числа аспирантов и мо-
лодых сотрудников готовили материал по тому или 
другому методу и читали затем лекцию, обращая 
особое внимание на чисто практические вопросы. 
О масс-спектрометрии «ликбезную» лекцию читал 
акад. Ю.А. Овчинников – в то время секретарь 
комитета комсомола института.

Осенью 1960 г. мой руководитель Н.К. Кочет-
ков (бывший в то время заместителем директора 
института) вернулся из Австралии с Симпозиума 
ИЮПАК по химии природных соединений под 
сильным впечатлением от услышанного там до-
клада К. Биманна по применению масс-спектро-
метрии для установления структуры алкалоидов 
и коротких пептидов. Вероятно, не без его влия-
ния, вскоре было принято решение об изменении 
профиля лаборатории синтеза меченых соедине-
ний, которой заведовал Н.С. Вульфсон: лаборато-
рия стала называться лабораторией органической 
масс-спектрометрии, и в ней появился первый 
советский масс-спектрометр, предназначенный 
для структурного анализа органических соеди-
нений – МХ-1303 производства Сумского завода. 
Прямо скажем – он отнюдь не представлял собой 
шедевра технической мысли. В работе прибор 
был чрезвычайно неудобен. Образец приходилось 
вводить в запаянной стеклянной ампуле, которую 
нужно было потом давить посредством системы 
вентилей и рычагов, наподобие той, что можно 
видеть в кабине паровоза. Спектр регистрировался 
самопишущим потенциометром ЭПП-09, который 
рычал и выл как мотор грузовика на крутом подъ-
еме. Чувствительность переключалась вручную, 
и искусство оператора состояло в том, чтобы по 
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тону завывания самописца угадать, на какой диа-
пазон его переключить. У операторов, не наделен-
ных музыкальным слухом, интуицей и быстрой 
реакцией, большая часть пиков оказывалась или 
зашкаленной, или неотличимой от шумов. Прихо-
дилось опыт повторять, но это не всегда удавалось 
сделать в тот же день: то не желал отжариваться 
фон, то сгорал катод, то вдруг падал вакуум, то за-
саривалось перо самописца. Работа на этом при-
боре в первые месяцы после его установки давала 
множество острых ощущений и в этом отношении 
вряд ли уступала плаванию на утлом суденышке по 
бурным водам. Видимо, испытывать острые ощу-
щения – неизбежный удел всех первопроходцев. 
Так и был снят масс-спектр схизандрина – первый 
в моей жизни. Справедливости ради следует ска-
зать, что проку от него не было никакого. Я даже 
не сумел определить по нему молекулярную массу 
схизандрина, который, будучи полифункциональ-
ным жирно-ароматическим соединением с тремя 
конденсированными циклами, молекулярного иона 
не давал. Структура схизандрина была установлена 
без помощи масс-спектрометрии к концу 1961 г., 
но прежде, чем перейти к последующим событи-
ям, я бы хотел рассказать о другом отзвуке авс-
тралийского симпозиума, который дошел до меня 
примерно четверть века спустя.

В 1984 г. на симпозиуме, посвященном юбилею 
Института естествознания в Бангалуре (Индия), 
мне выпала удача послушать лекцию А. Бёрча 
о его пятидесятилетнем пути в химии. В этой лек-
ции он рассказал собравшимся, что еще в 1956 г. 
он стал думать о масс-спектрометрии как о ме-
тоде получения информации о структуре скелета 
по фрагментам. В том же году Бёрч договорил-
ся с М. Сазерлендом о своеобразном состязании. 
Сазерленд должен был изучить структуру вы-
деленного им необычного C12-терпена гейерена 
стандартными химическими методами, тогда как 
Бёрч должен был попытаться сделать то же самое 
независимо по ЯМР- и масс-спектрам. Трудность 
для Бёрча состояла в том, что единственный масс-
спектрометр в Манчестере, где он тогда работал, 
принадлежал проф. Баксендейлу, который кате-
горически протестовал против введения в масс-
спектрометр чего бы то ни было, чего он не смог 
бы потом удалить, а соединение с 12 углеродами 
как раз и было в то время предельным случаем. 
В конце концов около 1958 г. Бёрч, используя 
весьма примитивные ЯМР- и масс-спектрометры, 
выяснил структру гейерена, причем по ходу дела 
впервые использовал для интерпретации масс-
спектров ретродиеновый распад и одноэлектрон-
ные переносы. На том же симпозиуме в Австралии 
в 1961 г., где выступал Биманн, доложил свою ра-
боту и Бёрч. По его словам, К. Джерасси, который 
вел это заседание, был обращен ими в новую веру 
прямо в председательском кресле. Последствия 
этого обращения для К. Джерасси и органической 
масс-спектрометрии хорошо известны. Что же ка-
сается А. Бёрча, то из-за пререканий с рецензента-

ми его работа увидела свет только в 1962 г., когда 
прелесть новизны уже была утрачена. Интересно, 
что Н.К. Кочетков никогда не упоминал о работе 
Бёрча: на нее он почему-то не обратил внимания, 
тогда как доклад Биманна произвел на него силь-
нейшее впечатление, о чем я уже упоминал. И это 
несмотря на то, что в 1961 г. имя К. Биманна было 
еще мало известно, а А. Бёрч уже принадлежал 
к числу наиболее признанных химиков-органиков, 
благодаря работам по биогенезу природных фе-
нольных соединений и именной реакции – «вос-
становление по Бёрчу».

Итак, к новому 1962 г. структуры схизандрина 
и его аналогов были установлены, и я получил от 
своих руководителей задание писать кандидатскую 
диссертацию. Когда я принес черновик очередной 
главы Николаю Константиновичу, он спросил, 
не думал ли я о том, чем мне заняться дальше. 
Меня тогда привлекали работы Инголда и его 
школы по механизмам органических реакций, и я 
стал несколько сбивчиво от избытка энтузиазма 
излагать обширную программу выяснения влия-
ния структурных факторов на скорость гидроли-
за гликозидов. Николай Константинович слушал 
меня молча и улыбался все более снисходительно. 
Я смутился и запутался окончательно.

– Все? – спросил он, – а масс-спектрометрией 
сахаров Вы не хотели бы заняться? Сделайте-ка 
доклад на лабораторном коллоквиуме, обсудим.

Сбор литературы не занял у меня много вре-
мени: по масс-спектрометрии сахаров работ было 
всего две, и обе принадлежали Р. Риду. В одной 
из них были измерены энергии ионизации неко-
торых гликозидов и дисахаридов, но масс-спектры 
не приводились; в другой был описан масс-спектр 
метилированного ламинарана, вернее, продуктов 
его термической деструкции. Поэтому в докладе 
я говорил о том, как должны вести себя под элект-
ронным ударом сахара, исходя из того, что к тому 
времени было известно о других органических со-
единениях, и какую предполагаемую пользу можно 
будет извлечь для анализа и изучения структуры 
углеводов из этого их предполагаемого поведения. 
Реакция моих друзей и коллег по лаборатории 
была более чем сдержанной. Один из старших 
товарищей спросил меня:

– Знаешь ли ты, Олег, что такое колумбарий? 
Нет? Посмотри обязательно в словаре иностран-
ных слов, потому что подобным прожектам уго-
товано место в колумбарии!

Иначе отнесся к ситуации Николай Константи-
нович, когда я подошел к нему поинтересоваться 
его впечатлением:

– Я так и думал, что тут ничего не сделано. 
Вот и давайте! Наука изучает неизвестное! – за-
ключил он своим любимым девизом.

С его легкой руки весной 1962 г. Б.М. Золо-
тарев, получив предварительно согласие свое-
го руководителя Н.С. Вульфсона, снял первые 
масс-спектры метилированных сахаров на слег-
ка модифицированном к тому времени МХ-1303, 
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а в № 6 147-го тома «Докладов АН СССР» поя-
вилась наша первая статья: «Масс-спектрометри-
ческое исследование углеводов. Метиловые эфи-
ры моносахаридов», в которой, на мой взгляд, 
не хватало главного вывода: производные сахаров 
со свободным полуацетальным гидроксилом для 
съемки на нашем МХ-1303 не годятся. Нужно или 
защищать аномерный центр, или менять прибор. 
Первое, естественно, было проще, и потому следу-
ющая наша работа была посвящена метилирован-
ным и ацетилированным метилгликозидам. Работая 
над этой статьей, где в духе времени все объясне-
ния вместо строгих доказательств сопровождались 
словами «очевидно», «возможно», «вероятно», 
«скорее всего» и тому подобное, я впервые по-
нял: нужна метка! Нужно избирательно пометить 
стабильным изотопом, скажем дейтерием, каждую 
из метоксильных групп в сахаре, и тогда по изме-
нению m/z или его отсутствию мы действительно 
будем знать, какая (или какие) из метоксильных 
групп метилированного гликозида входят в состав 
того или иного иона. Преценденты использования 
изотопной метки для изучения распада под элек-
тронным ударом в других классах органических 
соединений к тому времени были. Но нас, прежде 
всего, интересовал механизм распада, как таковой, 
а аналитическое его приложение, т.е. выяснение 
положения метоксильных и свободных гидрок-
сильных групп в частично метилированных метил-
гликозидах, которые образуются при метанолизе 
метилированных углеводных цепей. Поэтому я не 
стал вводить тридейтерометильную группу к C-1 – 
зачем ее вводить, думал я, если при метанолизе 
мы и так всегда имеем при C-1 метоксил. Лишняя 
работа! Это была моя ошибка, и за нее поплатился 
не только я, но и мои соавторы. Действительно, 
получение избирательно меченых метилированных 
метилгликозидов позволило нам правильно устано-
вить структуры большинства ионов в масс-спект-
рах, но ионы с m/z 149 и 75 оставались загадкой, 
хотя для последнего из них я нарисовал довольно 
уродливую структуру, сопроводив ее соответствую-
щим «вероятно» или «возможно». Решить загадку 
помогла случайность. Хакомори еще не опубли-
ковал свой метод метилирования. Я метилировал 
тридейтероиодистым метилом по Пурди, изводя 
массу дефицитной окиси серебра и не менее де-
фицитного меченого реагента, поскольку реакция 
идет в гетерогенной среде и требует интенсивно-
го перемешивания, а перемешивать объем меньше 
1 мл на магнитной мешалке не удавалось. Я решил 
поместить реакционную смесь в запаянную ампу-
лу, ампулу воткнул в резиновую пробку, а проб-
ку – в шлиф роторного испарителя. Однако при 
вращении испарителя смесь перемешивалась пло-
хо, и выход был низким. Случайно я попробовал 
метилировать таким способом метиларабинофура-
нозид, весьма чувствительный к действию кислот. 
Результатом, как нетрудно догадаться, было вклю-
чение тридейтерометильной группы к C-1. Како-
во же было наше удивление, когда в масс-спектре 

полученного таким способом вещества пик m/z 
75 сдвинулся к m/z 81! Это значило, что ион с m/z 
75 содержит две метоксильные группы, а осталь-
ные 13 массовых единиц приходятся на CH. Таким 
образом, ион с m/z 75 должен иметь структуру 
[CH(OCH3)2]+. Поскольку ни один из атомов уг-
лерода в исходном веществе не несет двух меток-
сильных групп, это означало миграцию метоксила. 
Так неудачный эксперимент привел к исправле-
нию неверной установки на прикладной результат 
и открытию перегруппировки нового типа. Статья, 
содержавшая описание всех этих перепитий, была 
сдана в «Известия АН СССР» в октябре 1964 г., 
а в январском номере «Тетраэдрона» за 1965 г. 
появилась статья Хайнса и Мюллера с описани-
ем той же перегруппировки. Наша статья вышла 
только в 1967 г., и открытие перегруппировки ос-
талось на счету у немецких авторов. Для себя из 
этой истории я сделал вывод: сначала надо вы-
яснить истину всю до конца, а уж потом думать, 
что представляет интерес с прикладной точки 
зрения, а что не представляет. Если сразу гнаться 
только за пользой, есть риск упустить и истину, 
и пользу.

Примерно тогда же произошла моя первая встре-
ча с В.Л. Тальрозе. Лаборатория Н.С. Вульфсона 
работала в то время очень активно. Публикации 
по масс-спектрометрии разных классов природ-
ных и неприродных органических соединений 
выходили из нее одна за другой. В.Л. Тальрозе 
как председатель масс-спектральной комиссии 
АН СССР решил устроить выездное заседание 
в конференц-зале старого здания ИХПС на улице 
Вавилова, чтобы послушать работы этой лабора-
тории. Н.С. Вульфсон заранее сказал мне об этом, 
с присущей ему любезностью подчеркнув, что он 
бы хотел, чтобы о нашей совместной работе рас-
сказал именно я. И надо же было так случиться, 
что я об этом напрочь забыл. Я мирно перегонял 
одно из своих соединений, сидя на высоком та-
бурете в прожженном халате, когда дверь нашей 
комнаты распахнулась, и вошел красный от воз-
мущения Николай Сигизмундович.

– Олег Сергеевич, почему Вы не в зале? Сле-
дующий доклад Ваш!

Я кинулся судорожно перекрывать краны и вы-
ключать масляный насос. По счастью, у меня 
под рукой оказались слайды, приготовленные 
совсем к другому случаю. Когда я вбежал в зал, 
В.Л. Тальрозе объявлял мой доклад. Я прошел от 
дверей сразу на трибуну, по дороге отдав картин-
ки демонстратору. Так как структуры всех ионов, 
образующихся из метилированных гликозидов, 
были достаточно хорошо доказаны масс-спектра-
ми избирательно меченых соединений, мы смог-
ли объяснить их образование преимущественной 
локализацией заряда на кислородном атоме цикла 
и первичными разрывами α- и β-связей по отно-
шению к нему. Картина получилась стройная, ло-
гичная и хорошо согласующаяся с тем, что было 
известно о распаде органических соединений под 
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электронным ударом. Поэтому я чувствовал себя 
уверенно и спокойно рассказал о своей работе 
почтенному собранию. Когда я кончил, посыпались 
вопросы и замечания членов комиссии, в основном 
физиков; суть их высказываний сводилась к тому, 
что все кислородные атомы имеют приблизитель-
но одинаковые энергии ионизации, что поэтому 
нет оснований для предположения о преимущес-
твенной локализации заряда на одном из них и, 
следовательно, все доложенное мной есть досужий 
вымысел людей, некомпетентных в элементарных 
основах физики. От неожиданного и тем более 
обидного нокаута меня спасло только столь же 
для меня непредвиденное вмешательство Викто-
ра Львовича:

– В сообщении, которое мы с вами сейчас за-
слушали, дано непротиворечивое объяснение твер-
до установленных экспериментальных фактов. 
Я соглашусь с вашей критикой, если кто-нибудь 
из вас даст свое такое же логичное объяснение 
приведенных в работе фактов. Готов ли кто-либо 
сделать это?

Он выдержал паузу.
– Так как желающих нет, я думаю, нам остается 

только согласиться с докладчиком и поблагодарить 
его.

Раздавшиеся аплодисменты я мог отнести только 
на счет Виктора Львовича. Это было прекрасное 
напоминание о том, что любая критика должна 
быть конструктивной.

Я постарался честно припомнить все, что отно-
сится к первым годам моей работы в органической 
масс-спектрометрии. Я совершенно сознательно 
почти не говорил о тех, с кем мне довелось рабо-
тать рядом: докторах химических наук. В.Н. Боч-
кареве, В.Г. Заикине и Ю.С. Некрасове, кандидатах 
химических наук Б.В. Розынове, Б.М. Золотареве, 
Л.С. Головкиной, В.Л. Садовской и многих других 
известных масс-спектрометристах, вышедших из 
лаборатории Н.С. Вульфсона в ИХПС, который 
теперь носит название Институт биоорганической 
химии им. М.М. Шемякина. Я надеюсь, что они 
сами расскажут об истории тех областей, в кото-
рых они работают, и сделают это гораздо лучше.

Примечания.

Эти воспоминания Олег Сергеевич Чижов написал 
около 20 лет назад для малотиражного сборника 
«Очерки истории масс-спектрометрии», изданного 
в Уфе (БНЦ УРО АН СССР, Отдел физики, 1988). 
Описанные там события были еще очень свежи 
в памяти современников; это было то, что назы-
вается «непрошедшим временем». Сейчас многое 
изменилось – и обстоятельства, и поколение ис-
следователей, и мы сочли необходимым дать при-
мечания к публикуемым мемуарам, чтобы ознако-
мить читателя с событиями и персоналиями. Ниже 
приводятся краткие биографические справки об 
упоминаемых в мемуарах руководителях, коллегах 

и близких людях, а также пояснения о некоторых 
научных организациях и коллективах (даны в по-
рядке упоминания в тексте).
 1. Н.К. Кочетков (1915–2005). Академик РАН и член-

корреспондент РАМН, крупнейший ученый в области 
химии углеводов, фармакологии и биохимии. Директор 
Института органической химии (ИОХ) РАН, г. Москва 
(1967–1988). Избранные труды см. «Публицистика. 
Научные доклады и обзоры». Наука, М., 2006.

 2. Джеймс Уотсон (р.1928 г.) и Френсис Крик (1916–2004), 
выдающиеся ученые, лауреаты Нобелевской премии 
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Доктор химических наук А.В. Гусаков
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Предложена общая схема для масс-спектрометри-
ческого de novo секвенирования пептидов и уста-
новлены первичные структуры пептидов, секре-
тируемых кожными железами лягушек рода Rana 
(виды Rana ridibunda и Rana arvalis), а также 
проверена биологическая активность ряда не опи-
санных ранее de novo секвенированных пептидов. 
Методы исследования – масс-спектрометрия при 
ионизации МАЛДИ и электрораспылением, в том 
числе в стыковке с высокоэффективной жидкост-
ной хроматографией (ВЭЖХ). Впервые установ-
лен пептидный профиль двух распространенных 
на территории РФ видов амфибий R.ridibunda 
и R.arvalis. Выделено и идентифицировано при 
помощи комплекса масс-спектрометрических мето-
дов 33 пептида, 22 из которых ранее не описаны. 
Проведен анализ по Эдману пяти новых пептидов. 
Полученная аминокислотная последовательность 
полностью совпадает с установленным масс-спек-
трометрическим сиквенсом, что доказывает надеж-
ность предлагаемой стратегии de novo секвенирова-
ния. Описан системный подход к секвенированию 
дисульфидсодержащих пептидов с использовани-
ем комплекса масс-спектрометрических методов, 
ВЭЖХ и способов дериватизации исходного ма-
териала. Приведено сравнение методов восстанов-
ления-алкилирования и окисления дисульфидного 

Информация о защищенных диссертациях 
по масс-спектрометрии

цикла; впервые получены масс-спектры полипрото-
нированных натуральных окисленных дисульфид-
содержащих пептидов методом электрораспыления. 
Исследована зависимость интенсивности пиков 
протонированных молекул пептидов амфибий от 
присутствия органических добавок в стандартных 
матрицах (или, аналогично, загрязнений в про-
бе) при записи пептидного профиля с помощью 
МАЛДИ. Четыре пептида были синтезированы 
и протестированы на различные типы биологичес-
кой активности. Все они обладают средней анти-
микробной активностью (25 < IC50 < 85 мкМ). Кроме 
того, 2 пептида оказались ингибиторами синтеза 
NO в нейрональной NO-синтазе. Бревинин-1R  
FFPAIFRLVAKVVPSIICSVTKKC-OH оказался пер-
вым пептидом, выделенным из кожи лягушек рода 
Rana, проявляющий высокую активность подобно-
го рода (при концентрации 4 мкМ). Исследована 
зависимость пептидного профиля, являющегося 
таксономическим идентификатором, от местоо-
битания вида. Установлена идентичность качес-
твенного состава пептидных профилей лягушек 
R.ridibunda, обитающих в Московской области 
и в Кавказском регионе. Незначительные отли-
чия состоят в наличии трех минорных пептидов 
в коже лягушки из Кавказского региона, отсутс-
твующих в кожном секрете подмосковной особи. 
Мажорные компоненты обеих особей совпадают, 
но присутствуют в кожном секрете в различных 
соотношениях.
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Защита состоялась 16 октября 2007 г. в Институте 
элементоорганических соединений им. А.Н. Несме-
янова РАН.

Выявлены общие и специфические пути фраг-
ментации ферроценилалкилазолов при ионизации 
электронами и показано, что основным фактором, 
определяющим реакционную способность изу-
ченных соединений в условиях диссоциативной 
ионизации, является природа гетероциклического 
фрагмента, а именно его энергия ионизации. Най-
дено, что при электрораспылении ферроценилал-
килазолов, ферроценилалканолов, а также смесей 
последних с азолами, протекают известные в хи-
мии растворов реакции ферроценилалкилирования, 
что позволяет применять этот метод для иссле-
дования реакционной способности производных 
ферроцена в пограничной зоне жидкой и газовой 
фаз. Установлено, что экспериментальные усло-
вия оказывают существенное влияние на количес-
твенные характеристики масс-спектров электро-
распыления ферроценилалкильных производных. 
Предложено использовать статистические методы 
планирования эксперимента (полный факторный 
эксперимент) для поиска оптимальных условий 
регистрации масс-спектров электрораспыления 
в зависимости от поставленной задачи – струк-
турно-аналитической (идентификация вещества) 
или исследовательской (изучение ионно-молеку-
лярных процессов в условиях электрораспыления). 
С использованием дейтерированных растворителей 
и квантовохимических расчетов установлены схе-
мы ионообразования ферроценилалкильных про-
изводных в условиях электрораспыления. Сфор-
мулированы эмпирические правила, связывающие 
строение производных ферроцена с их масс-спек-
трами, которые использованы при идентификации 
новых металлокомплексов.

Тарасова Ирина Алексеевна

«ЖИДКОСТНАЯ ХРОМАТОГРАФИЯ  
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Защита состоялась 11 октября 2007 г. в Московском 
физико-техническом институте (ГУ).

Предложена физическая модель хроматографичес-
кого разделения биополимеров, белков и пепти-
дов, учитывающая связанность аминокислотных 
остатков в цепь и макромолекулярный характер 
поведения биомолекул при их взаимодействии 
с поверхностью адсорбента. Развита количест-
венная теория градиентной хроматографии био-
полимеров, в основе которой лежит концепция 
жидкостной хроматографии в критических ус-
ловиях. Теоретически показано, что в условиях 
градиентного элюирования разделение биополи-
меров и, следовательно, времена удерживания 
в колонке определяются их критическими ус-
ловиями (состав смеси бинарного растворителя, 
температура), соответствующими балансу между 
энергией взаимодействия аминокислотных остат-
ков с поверхностью и энтропийными потерями 
цепи аминокислотных остатков биополимера. 
С использованием развитых теоретических под-
ходов определены энергии взаимодействия с по-
верхностью обращенной фазы для 20 наиболее 
распространенных в природе аминокислотных ос-
татков и 4 типов концевых групп, которые явля-
ются феноменологическими параметрами предло-
женной модели хроматографического разделения 
биополимеров. Экспериментально и теоретически 
показано, что предложенная макромолекулярная 
модель хроматографического разделения биопо-
лимеров позволяет предсказывать объем или вре-
мя удерживания биомолекул в зависимости от их 
аминокислотной последовательности. Показано, 
что предложенная модель хроматографического 
разделения биополимеров позволяет количест-
венно и качественно определять порядок выхода 
биополимеров, отличающихся либо изомерными, 
либо модифицированными формами аминокис-
лотных остатков. Экспериментально показана 
возможность использования модели критичес-
кой хроматографии биополимеров в сочетании 
с масс-спектрометрией в протеомных исследо-
ваниях: определения первичной структуры био-
полимеров, идентификации посттрансляционных 
модификаций и секвенировании неизвестных бел-
ков и пептидов (de novo секвенирование).
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