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摘　要　溶解性有机质（DOM）是各类环境介质中广泛存在的有机混合物，参与了表生地球系统的诸

多生物地球化学和环境化学过程. DOM的傅里叶变换离子回旋共振质谱（FT-ICR MS）谱图仅考虑单电

荷离子峰，但对双电荷离子峰的研究十分有限. 本研究结合 FT-ICR MS技术，提出基于单电荷离子前体

的双电荷离子筛选方法，并将其应用于各类环境介质中 DOM的 FT-ICR MS谱图中多电荷离子的化学多

样性分析. 结果表明，相比传统仅考虑13C同位素峰的方法，基于单电荷离子前体的双电荷离子方法能够

有效提高 DOM的 FT-ICR MS谱图中双电荷离子峰的识别（提高 44.90%）. 相比单电荷离子，双电荷离

子拥有更高的 O/C、DBE（最小双键当量）、AImod（修正芳香性指数）和 NOSC（碳的名义氧化态）值

以及更低的 H/C值，表明大部分双电荷 DOM是富羧基的脂环分子. 同时，双电荷离子的数量与样品类

型有关，土壤 DOM中的双电荷离子数量更高. 具体来说，各类样品中双电荷离子的数量和占比如下：

海洋水 DOM（540，0.18%）、天然淡水 DOM（3486，0.81%）、土壤 DOM（6334，4.06%）和废水

DOM（41，0.13%）. 这表明单电荷离子峰是各类环境介质 DOM的 FT-ICR MS谱图中的主要离子峰. 本
研究为 DOM的化学多样性研究提供了一种新的数据分析方法，首次系统性地揭示了不同类型 DOM中

多荷离子的性质，并证实了双电荷离子对不同类型 DOM的超高分辨质谱（UHR-MS）数据分析的影响

相对有限.
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Elucidation of doubly charged ions in DOM by ultrahigh-resolution
mass spectrometry

YANG Lun　　WU Shixi　　FU Qinglong **

（China University of Geoscience(Wuhan), School of Environment Studies, Wuhan, 430078, China）

Abstract　Dissolved  organic  matter（DOM） is  a  heterogeneous  organic  mixture  ubiquitous  in
various  environmental  media,  participating  in  many  biogeochemistry  and  environmental  chemical
processes  in  the  supergene  earth  system.  Despite  the  extensive  occurrence  of  single-charged  ion
peaks in the mass spectra of DOM by Fourier transform ion cyclotron resonance mass spectrometry
(FT-ICR MS), information regarding their double-charged ion peaks is very limited. In this study, a
doubly  charged  ions  algorithm  based  on  their  singly  charged  precursors  was  developed  to
characterize  the  chemodiversity  of  multiply  charged  ions  in  the  FT-ICR  MS  spectra  of  DOM  in
various  environmental  media.  Results  showed  that  compared  with  the  traditional  method  only
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considering 13C isotopic peaks, the doubly charged ions method based on singly charged precursors
could effectively improve 44.90% number of doubly charged ion peaks in the FT-ICR MS spectra of
DOM.  The  doubly  charged  ions  had  higher  values  of  O/C,  minimum  double-bond  equivalence
(DBE),  modified  aromaticity  index  (AImod),  nominal  oxidation  state  of  carbon  (NOSC)  and  lower
values of H/C than those for singly charged ions,  indicating that most of the doubly charged DOM
were carboxyl-rich alicyclic molecules. Moreover, the number of doubly charged ions was dependent
on  sample  type.  Soil  DOM  was  most  abundant  in  the  doubly  charged  ions.  The  number  and
percentage  of  doubly  charged  ions  in  various  samples  were  in  the  order  of:  marine  DOM  (540,
0.18%),  natural  fresh  water  DOM (3486,  0.81%),  soil  DOM (6334,  4.06%) and waste  water  DOM
(41, 0.13%). These results suggested that the singly charged ion peaks were dominant in the FT-ICR
MS  spectra  of  DOM  for  various  environmental  matrices.  In  addition  to  providing  a  novel  data
analysis method for FT-ICR MS data analysis, for the first time, this study reveals the properties of
multiply  charged  ions  in  different  types  of  DOM  and  confirms  the  neglectable  effect  of  doubly
charged ions on ultrahigh-resolution mass spectrometry data analysis for different types of DOM.
Keywords　doubly charged ions，FT-ICR MS，natural organic matter，precursor ions.

 

溶解性有机质（Dissolved organic matter，DOM）是指能溶解于水且能透过 0.45 μm滤膜的复杂有机

混合物[1-2]，其广泛存在于天然水体、土壤和大气等生态系统中，对于维持全球碳循环具有十分重要的

意义 [3-5]. 近年来 ， 傅里叶变换离子回旋共振质谱 （ Fourier  transform  ion  cyclotron  resonance  mass
spectrometry，FT-ICR MS）因其超高的分辨率（分辨率大于 200000）和质量精确度（质量误差小于 10−6）
而广泛应用于分子水平的 DOM化学多样性研究 [1, 3, 6]. DOM的 FT-ICR MS谱图中通常含有数千乃至

上万个离子峰，各个离子峰的分子式匹配和单双电荷状态的确定是 DOM超高分辨质谱（Ultrahigh-
resolution mass spectrometry，UHR-MS）峰数据分析的难点. 针对 DOM分子式匹配的难题，目前有一系

列工具可用于分子式自动匹配，包括仪器软件（如 DataAnalysis和 Composer）、自动化程序（Formularity[7]、
UltraMassExplorer[8] 和 TMDS[9] 等）以及脚本（MFassignR[10]、CIA[11]、SQ[12] 和 TRFu[13] 等）.

DOM质谱峰电荷状态的确定使得 DOM的高分辨质谱峰更加复杂. DOM分子中通常含有大量的

含氧官能团，如羧基和羟基[14, 15]，这使得 DOM在电离过程中易形成多电荷离子，因此确定峰的电荷状

态也成为了一大困扰[16]. 针对 DOM的 UHR-MS离子峰电荷状态的确定，早在 1995年 Senko等[17] 就根

据单同位素峰（12Cn 峰）和13C同位素峰（13C1
12Cn−1 峰）确定了质谱中的物质都带单个电荷. Brown等 [18]

根据12Cn 峰和13C1
12Cn−1 峰确定了单电荷离子，发现所观察到的离子均为单电荷离子并提出无法排出多

电荷离子的存在. Leenheer等[19] 在质谱上观察到的单个腐殖质离子被认为是带多个电荷，而据其它文

献报道，电喷雾离子源（Electrospray ionization，ESI）质谱中 DOM离子只带一个电荷 [20, 21]. Kujawinski
等[22, 23] 认为在电喷雾正电荷模式 [ESI（+）]质谱中只有极少数腐殖质离子带多个电荷，而在电喷雾负

电荷模式 [ESI（−）]质谱中可能包含多个多电荷离子. Stenson等[20] 认为低分子量腐殖酸在 ESI（−）质谱

中更容易电离形成多电荷离子，高分子量离子大多带一个电荷. 在处理多电荷离子的问题上，大多数学

者直接将质谱中的离子峰默认为单电荷离子峰[18, 22, 24, 25]，而部分学者以12Cn 峰和13C1
12Cn−1 峰之间的质

量差来判断多电荷离子的存在[2, 9, 26]. 这就导致双电荷离子的存在与13C同位素峰存在因果关系，然而当

不存在13C1
12Cn−1 峰时，12Cn 峰也有可能是以双电荷离子峰的形式存在. 此外，传统方法没有考虑含 N的

双电荷离子的情况. 根据氮规则和 ESI（-）模式下由天然有机质离子峰的经验规则（即天然有机质的离

子峰常位于名义质量至名义质量+0.3范围内）[27] 可知：含有奇数个 N的双电荷离子12Cn 峰会出现在质

谱图上名义质量+0.5 Da的位置，而13C1
12Cn−1 峰则会出现在质谱图上名义质量+1 Da的位置. 因此含有

奇数个 N的双电荷离子将会使双电荷离子的确定更加复杂化，这也给传统13C同位素方法带来了新的

挑战.
基于此，本研究结合 FT-ICR MS技术，提出了一种基于单电荷离子前体的双电荷离子分子式匹配

方法，并进一步探讨了该方法对 DOM的 UHR-MS谱图中双电荷离子峰的识别效果以及不同类型
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DOM中多电荷离子的性质，加深了对 DOM化学多样性的认识. 

1    材料与方法（Materials and methods）
 

1.1    试剂与样品制备

本研究所使用的玻璃瓶均在稀盐酸溶液（体积比为 5%）中浸泡 24 h后，然后用超纯水和甲醇（LC-
MS纯）反复清洗 [28]. 实验步骤：（1）用电子天平（购自波兰 RADWAG，AS 60/220.R2）准确称取 10.0 mg
SRNOM标准品（购自国际腐殖质学会，2R101N），将其溶解在 50 mL超纯水中制备成 200 mg·L−1 的储

备液；（2）取 5 mL SRNOM储备液，采用 0.45 μm的纤维滤膜过滤；（3）将上述 SRNOM储备液与甲醇溶

液（LC-MS纯，购自 Fisher Scientific公司）等体积混合.
此外，本研究还获取了 127个样品谱图，数据来源于文献[29]. 该 127个样品由 5个不同类型的来源

组成，分别为海水 DOM（包含 16个海洋水和 23个海岸带海水样品）、自然淡水 DOM（包含 24个淡

水、15个地下水、5个农田水、14个 SRNOM和 2个 SRFA样品） 、土壤 DOM（20个样品） 、废水

DOM（6个样品）以及其它类型 DOM（包含 1个木质素和 1个树叶浸提液样品）. 

1.2    检测设备

本研究利用 FT-ICR MS仪（型号为 Solarix 2XR 7T，德国 Bruker Daltonik公司），采用手动直接进样

的方式，电荷模式为 ESI（-），进样流速为 120 μL·h−1，离子源喷针电压设置为 5.0 kV，样品采用负离子宽

谱扫描模式，质量（mass-to-charge ratio，m/z）扫描范围为 100—1100，离子累积时间为 0.025 s，扫描次数

为 1000次，数据容量为 4 megaword. 在样品谱图采集前，先用 100 mg·L−1 三氟乙酸钠标准液（50%甲醇

水溶液）对 m/z 值进行外标校准. 所有 FT-ICR MS谱图以淡水天然有机质的 CHO同系化合物为内标物

质，采用 Data Analysis软件（Bruker Daltonik，version 5.0）对谱图进行校准[13]. 

1.3    分子式匹配方法

本研究采用 TRFu代码[29] 进行分子式匹配. TRFu代码运行流程图见图 1，首先将质荷比（m/z）、强

度（Intensity）和信噪比（Signal-to-noise ratio，S/N）输入到 MATLAB中（必须确保 m/z、Intensity和 S/N 的

顺序一致）. 计算条件如下：确认 S/N 大于等于 6的峰，测量质量误差小于等于 0.75×10−6；仅考虑 C、H、

O、N、P和 S等 6种元素，元素个数及比例设置如下：C（4—50）、N（0—5）、S（0—3）、P（0—1）；氢碳比

（H/C）范围：0.3≤H/C≤2.25，氧碳比（O/C）范围：0≤O/C≤1.15. 双键当量（Double-bond equivalence，DBE）大

于等于 0，电荷值为-1和-2. 进一步采用如下规则对得到的分子式进行过滤：设定单电荷离子的双键当

量减氧 [25]（DBE-O）范围为-10≤DBE-O≤10；双电荷离子的 DBE-O范围进一步扩大为-12≤DBE-O≤12且

同时满足 N+S+P原子个数总数最小和 N规则.
由于 DOM分子中非氧杂原子含量较低[30]，同一 m/z 值下可能存在的多个分子式，通过最佳分子式

筛选规则进行筛选. 最佳分子式筛选规则主要分为三个部分：初步筛选、前体筛选和13C同位素筛选.
初步筛选规则如下：（1）N+S+P原子个数之和最小；（2）S+P原子个数之和最小；（3）最小质量误差. 在初

步筛选规则下得到的 [M-2H]2−型分子式还需要进行前体筛选，规则如下：（a）当 [M1-2H]2−型分子存在

[M1-H]−型分子时，则保留该 m/z 值（m/z 值为 [M1-2H]2−型分子的质荷比，同下）所匹配的分子式；（b）当

[M1-2H]2−型分子式不存在 [M1-H]−型分子且含有非氧杂原子时，则删除该 m/z 值所匹配的分子式；

（ c）当 [M1-2H]2−型分子式不存在 [M1-H]−型分子和非氧杂原子时 ，则判断该 m/z 值是否匹配了

[M2-H]−型分子式（M1、M2 为不同的分子式）. 判断条件如下：①如果未匹配到 [M2-H]−型分子式，则删除

该 m/z 值所匹配的分子式；②如果匹配到单个 [M2-H]−型分子时，则将该 m/z 值匹配为 [M2-H]−型分子

式；③如果匹配到多个 [M2-H]−型分子时，则将所有匹配到的 [M2-H]−型分子继续按照以下顺序进行筛选：

（i）N+S+P原子个数之和最小；（ii）S+P原子个数之和最小；（iii）最小质量误差. 最后将上述未匹配的

峰、确定的峰以及选定的最佳峰组合后进行13C同位素筛选. 规则如下：（1）存在单同位素峰（12Cn 峰）；

（2）存在13C同位素峰（13C1
12Cn−1 峰），且13C1

12Cn−1 峰与12Cn 峰之间的 m/z 值相差 1.0031 Da至 1.0035 Da；
（3）满足12Cn 峰的相对丰度（Relative abundance，RA）大于等于 5%或13C1

12Cn−1 峰的 RA值小于12Cn 峰且
12Cn 峰的 RA值小于 5%.
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图 1    TRFu代码运行流程图

Fig.1    Flowchart of the TRFu algorithm 

  

1.4    分子参数计算和统计分析

本研究根据每个离子峰所属的化学式，采用以下方程分别计算 DBE、修正的芳香性指数（Modified
aromaticity index，AImod）和碳名义氧化态（Nominal oxidation state of carbon，NOSC）. 其中 DBE是指分子

中双键和脂环总数；AImod 被用来确定 DOM中是否存在芳香结构（AImod>0.5）或缩合芳香结构（AImod≥
0.67） [31-32]；NOSC指数与有机化合物的生物地球化学反应性和生物利用度有关 [33]. 功能多样性指数

DF 是以 FT-ICR MS数据计算为距离函数（Rao的二次熵） [34]，DF 可理解为两个分子之间相对于所选

DOM分子性质的预期差异值. 分子式 CxHyOzNwSrPt 的相关参数（包括 DBE、AImod、NOSC和 DF）计算

公式分别如下式（1）—式（4）所示：

DBE = 1+0.5(2x− y+w+ t) （1）

AImod =
1+ x−0.5z− r−0.5y

x−0.5z− r−w− t
（2）

4062 环　　境　　化　　学 43 卷



NOSC = 4− 4x+ y−3w−2z−2r+5t
x

（3）

DF(c) =
∑n−1

i = 1

∑n

j=i+1
pi · p j ·

∣∣∣ci− c j

∣∣∣ （4）

公式（1）、（2）和（3）中的 x、y、z、w、r 和 t 分别指每个分子式中的碳、氢、氧、氮、硫和磷原子的化

学计量数. 公式（4）中 n 为样品匹配的分子式总数，pi 和 pj 分别是分子式 i 和 j 的 RA值，ci 和 cj 分别是

分子式 i 和 j 的特定参数（如 O/C、H/C、DBE、AImod、和 NOSC等）.
单个13C同位素的13C1

12Cn−1 峰的峰强度偏差的计算公式如下（式（5）和式（6））：

13C峰峰强偏差=
13C峰峰强测量值-13C峰峰强理论值

13C峰峰强理论值
（5）

13C峰峰强理论值=12C峰峰强测量值×0.010816×nC （6）

式（6）中，0.010816为13C与12C同位素的自然丰度比；nC 是12Cn 峰分子式中的碳原子数. 当样本数

据通过 Kolmogorov-Smirnov正态性检验时 ， 使用单因素方差分析 （One-way  analysis  of  variance，
ANOVA）在 0.05的显著性水平上检验比较组之间的显著性差异；否则采用非参数 Kruskal-Wallis单因

素方差分析. 

2    结果与讨论（Results and discussion）
 

2.1    13C同位素验证双电荷 DOM分子

实验中一共找到 410个双电荷12Cn 峰（对应 410个双电荷13C1
12Cn−1 峰，统称为 A类峰）和 116个

单、双电荷同 m/z 值的12Cn 峰（对应 116个单电荷13C1
12Cn−1 峰和 116个双单电荷13C1

12Cn−1 峰，统称为

B类峰）. 为验证双电荷 DOM分子（[M-2H]2−型分子，[M-H]2−型分子为单电荷 DOM分子）的准确性，本

实验将从质量误差和峰强度偏差两个角度进行13C同位素验证.
从质量误差的角度来看，A类12Cn 峰与13C1

12Cn−1 峰的 m/z 差值为（0.5016704±0.00007） Da，这与其

理论值 0.5016775高度接近，说明双电荷 DOM的12Cn 峰和13C1
12Cn−1 峰分子式均匹配正确 . 假设 A类

12Cn 峰和13C1
12Cn−1 峰所匹配的分子式是假阳性的，结合 A类峰的 m/z 值在质谱图中的位置来看，所有

12Cn 峰（13C1
12Cn−1 峰）匹配的分子式将包含偶（奇）数个 N或奇（偶）数个 N加单个13C. 进一步，在初始分

子式匹配条件下（如最小质量误差 0.75×10−6，0.3≤ H/C ≤2.25，0≤ O/C ≤1.15， -12≤ DBE-O ≤12），A类
12Cn 峰和13C1

12Cn−1 峰的 m/z 值分别匹配到 2144和 1955个双电荷分子式. 其中12Cn 峰匹配到的双电荷

分子式类型包括 X、13C1N1、N2、
13C1N3、N4 和

13C1N5 型分子式（X表示不含13C和 N元素的 CHO类分

子式，其他元素未给出）；13C1
12Cn−1 峰匹配到的双电荷分子式类型包括13C1、N1、

13C1N2、N3、
13C1N4 和

N5 型分子式. 12Cn 峰和13C1
12Cn−1 峰各自匹配的 5类分子式的质量误差如图 2a和图 2b所示，结果显示：

12Cn 峰所匹配的分子式中 X型与其它 4类分子式均存在显著相关性（P<0.05）；13C1
12Cn−1 峰所匹配的分

子式中13C1 型与 N1、
13C1N2、N3 和

13C1N4 型分子式存在显著性差异（P<0.05），与 N5 型无显著性差异. 以
上结果表明 ， 12Cn 峰和 13C1

12Cn−1 峰所匹配的分子式中 CHO类的质量误差最低 ，分别为 （ 0.087±
0.084）×10−6 和（0.142±0.114）×10−6. 进一步从非氧杂原子的角度来看，由于 DOM中非氧杂原子含量较

低[30]，12Cn 峰和13C1
12Cn−1 峰的分子式匹配为 CHO类的准确性更高.

从峰强度偏差来看，A类峰中13C1
12Cn−1 峰的测量 RA值与理论 RA值（由公式（6）得出）的分布如

图 3a所示. 13C1
12Cn−1 峰的理论 RA值与测量 RA值的比值为 0.94±0.17，二者的相关系数（R2）为 0.744，

这表明由 A类12Cn 峰预测的理论13C1
12Cn−1 峰与实际13C1

12Cn−1 峰基本符合. 从±30%的偏差阈值来看[35]，

存在 347个（约占 A类双电荷离子峰总数的 84.63%）A类12Cn 峰满足13C同位素偏差验证. 而在±30%偏

差阈值之外，通过13C同位素偏差验证时产生了较大的偏差（如图 3b中 6≤S/N≤20的区域）. 如 m/z 值为

228.064009的 12Cn 峰 [C20H24O12]2−，其 RA值和 S/N 值分别为 1.15和 7.2；以及 m/z 值为 228.565737的
13C1

12Cn−1 峰 [13C1C19H24O12]2−，其 RA值和 S/N 值为分别为 1.04和 6.3，通过公式 （ 5）计算将会产生

3.18的偏差值. 产生这个结果原因并不是分子式匹配错误，因为所有分子式赋值都满足严格的匹配条
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件，这可能是由于 [C20H24O12]2−峰的 S/N 值过低（仅为 7.2）从而差生较大的偏差. 因此，部分 A类峰的
13C同位素偏差较大可归结为 S/N 值过低（6≤S/N≤20）从而导致检测到的 RA值偏低.

 
 

图 2    A类双电荷12Cn 峰（a）和13C1
12Cn−1 峰（b）的 m/z 值所赋值的分子式

*表示 P < 0.05水平的显著性差异

Fig.2    Molecular formula assigned by the m/z value of the class A doubly charged 12Cn peak（a）and 13C1
12Cn−1 peak（b）

the significant differences at P < 0.05 are indicated by the star symbol（ *） 

 
 
 

图 3    A类双电荷13C1
12Cn−1 峰的理论 RA值与测量 RA值之间的散点图（a），A类12Cn 峰的 S/N 值与13C1

12Cn−1 峰的峰

强度偏差的直方图（b）
n 表示该 S/N 值范围内的12Cn 峰个数，数值和误差棒代表均值和标准偏差（±SD）

Fig.3    Scatter plot between theoretical RA value and measured RA value of doubly charged 13C1
12Cn−1 peak in class A （a），

histogram of peak intensity deviation between S/N value of 12Cn peak and 13C1
12Cn−1 peak in class A （b）

n is the sample number of each method. The values and error bars represent average and ±SD, respectively 

 

质谱图上相同 m/z 值处的峰信号强度是由多个离子的信号叠加而成，这些离子可能来自多种不同

的电荷态. 因此，对于 B类12Cn 峰的峰强度偏差验证，这里采用单、双电荷13C1
12Cn−1 峰的 RA值反向验

证12Cn 峰. 如图 4a—图 4c所示，在 m/z 值为 377.051388的位置存在单电荷 [C17H13O10]−和双电荷离子

[C34H26O20]2−，同时分别在约为 M + 1和 M + 0.5的 m/z 差值处检测到 13C同位素峰 [13C1C16H13O10]−和
[13C1C33H26O20]2−. 单、双电荷12Cn 峰的理论 RA值可由13C1

12Cn−1 峰的 RA值经过公式（6）分别反向推求

出，结果分别为 36.76%和 6.91%. 因此，m/z 值为 377.051388的理论 RA值为 43.67%，峰强度偏差为

−3.67%. 若验证峰强度偏差时只考虑单电荷（或双电荷）13C1
12Cn−1 的 RA值，实验将会产生更大的偏差.

如图 4d所示，采用单、双电荷13C1
12Cn−1 峰相结合的验证方式与只采用单电荷（或双电荷）13C1

12Cn−1 峰

的验证方式之间存在显著性差异（P<0.05），采用单、双电荷13C1
12Cn−1 峰相结合的所得到的分子式具有

更低的强度偏差值（5.37%±5.254%）.
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图 4    待验证的单、双电荷12Cn 峰（a），单电荷13C1
12Cn−1 峰预测12Cn 峰（b），双电荷13C1

12Cn−1 峰预测12Cn 峰（c）和 B类峰

的峰强度偏差验证（单电荷+双电荷13C1
12Cn−1 峰、单电荷13C1

12Cn−1 峰和双电荷13C1
12Cn−1 峰验证）（d）

*表示 P < 0.05水平的显著性差异

Fig.4    The singly and doubly charged 12Cn peak to be verified（a），the singly charged 13C1
12Cn−1 peak is predicted to be 12Cn

peak（b），the doubly charged 13C1
12Cn−1 peak prediction 12Cn peak（c）and class B peak intensity deviation verification（singly

charged + doubly charged 13C1
12Cn−1 peak，singly charged 13C1

12Cn−1 peak and doubly charged 13C1
12Cn−1 peak verification）（d）

The significant differences at P < 0.05 are indicated by the star symbol（*） 

 

以上结果表明，A类峰中大部分双电荷离子（约占 84.63%）通过了13C同位素偏差验证，少数双电荷

离子存在较大偏差可归结为部分12Cn 峰的 S/N 值过低（大约小于 20）；由13C1
12Cn−1 峰反向验证12Cn 峰的

峰强度偏差结果表明：B类峰的信号强度是由相同 m/z 值的单、双电荷12Cn 峰信号叠加而成，采用单、

双电荷13C1
12Cn−1 峰相结合的验证方式准确度更高，这也进一步表明 B类双电荷离子有效的通过了

13C同位素偏差验证. 

2.2    基于单电荷离子前体方法与13C同位素方法的差异

对整个质谱数据进行分子式匹配和筛选后，DOM的 FT-ICR MS谱图中双电荷离子峰总共

2097个，其中以前体离子方法筛选得到的双电荷离目为 1762个（约占双电荷离子总数的 84.02%）. 以
图 5a中名义质量 325和 651为例，1号到 9号峰均包含双电荷离子峰，其中 2号、6号和 9号峰为单、

双电荷共存的离子峰（[CxHyOz]−和 [C2xH2yO2z]2−具有相同的 m/z），同时存在强度较高的 1'号到 9'号单电

荷离子峰前体. 从 DOM分子中羧基的数量和间距来看[19]，1号到 9号双电荷离子峰的出现可能受到羧

基的影响. 传统13C同位素方法是以分子式之间的质量差（∆m/z=13C1
12Cn−1-12Cn）来判断单、双电荷离子，

如图 5b（峰 1和峰 1'为单电荷离子峰；峰 2和峰 2'为双电荷离子峰）所示，该方法得到的双电荷离子数

目为 1216个（约占双电荷离子总数的 57.99%），这其中还包含 27个含 N的双电荷离子. 值得一提的

是，传统13C同位素方法确认的双电荷12Cn 峰（m/z 值对应名义质量）和13C1
12Cn−1 峰（m/z 值对应名义质

量+0.5 Da）如图 5b中的峰 2和峰 2'所示，但该方法寻找的双电荷离子并不全面，这是因为传统13C同位

素方法并没有考虑含 N的双电荷离子. 如图 5b中的峰 3和峰 3'所示，含奇数个 N原子的双电荷12Cn 峰

（m/z 值对应名义质量+0.5 Da）和13C1
12Cn−1 峰（m/z 值对应名义质量+1 Da）与传统13C同位素方法确认的

双电荷 12Cn 峰和 13C1
12Cn−1 峰的在谱图上的位置不同，这也是传统 13C同位素方法所未考虑的 . 其中

峰 3的 m/z 为 334.530568，离子化学式为 [C29H19O18N1]2−；峰 3'的 m/z 为 335.032374，离子化学式为
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[13C1C28H19O18N1]2−（峰 3'的 S/N 值仅为 5.5，这里仅为说明传统13C同位素方法的不足）. 此外，当强度较

低或者不存在13C同位素峰时，传统13C同位素方法则不能判断12Cn 峰的电荷状态. 如图 5c所示，可以看

到在 m/z 值相差约 0.5 Da的范围内，识别了双电荷12Cn 峰（峰 a到峰 d）以及对应的13C1
12Cn−1 峰（峰 a'到

峰 d'）. 同时存在 6个双电荷12Cn 峰（峰 f到峰 k）没有匹配到13C1
12Cn−1 峰，而峰 f到峰 k均满足严格的赋

值条件[13]，这说明以传统13C同位素方法来寻找双电荷离子并不可靠. 对比两种方法可知，传统13C同位

素方法并没有考虑单电荷离子前体是否存在 [16, 19, 20, 36]，以名义 m/z 323和 m/z 647为例（图 5d） . 在
m/z 为 323和 647的质量窗口上验证了双电荷12Cn 峰 [C31H18O16]2−和双电荷13C1

12Cn−1 峰 [13C1C30H18O16]2−

（分别对应图 5d中峰 a和峰 a'），其中峰 a存在单电荷离子峰前体 [C31H19O16]−，但峰 a'却并未找到单电

荷离子峰前体. 在该样品中总共发现 335个双电荷离子（约占双电荷离子总数的 15.98%）不存在单电

荷离子前体，出现这种结果可能是多个羧基的存在使 DOM更易电离形成双电荷离子[19]. 以上结果表

明，相比传统13C同位素方法，单电荷离子前体方法能够有效识别 DOM的 FT-ICR MS谱图中双电荷离

子峰，可以进一步提高（提高 44.90%）双电荷离子的个数.
 
 

图 5    在名义 m/z 325和 651质量窗口处用利用单电荷离子前体确定双电荷离子（a），传统13C同位素确定单（双）电荷

离子以及含 N双电荷离子示例（b），在名义 m/z 324质量窗口利用13C同位素确定的双电荷离子（c）和名义 m/z 320和

641质量窗口处 [13C1C24H20O20]2−无单电荷离子前体（d）

Fig.5    Determination of doubly charged ions by singly charged precursor ions at the nominal m/z 325 and 651 mass
windows（a），examples of determining singly（doubly）charged ions with 13C isotopes and containing N doubly charged

ions（b），determination of doubly charged ions by 13C isotopes at the nominal m/z 324 mass window（c）and [13C1C24H20O20]2−

without precursor singly charged ions at the nominal m/z 320 and 641 mass windows（d） 

 
 

2.3    双电荷 DOM分子的特征及影响
 

2.3.1    单、双电荷 DOM分子的参数差异

从单、双电荷 DOM分子的 van Krevelen[14] 可知（图 6a），大部分双电荷 DOM分子（约占比双电荷
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离子总数的 99.80%）具有较高的 O/C值（0.39—0.84）和较低的 H/C值（0.45—1.33），这意味着双电荷

DOM分子具有较高的不饱和度，说明双电荷 DOM分子经历了更多的氧化过程从而具有较高的氧化

态（NOSC）[37]. 从单、双电荷 DOM分子的 5个参数箱线图（图 6b—图 6f）可以看到，5个参数值在单、双

电荷 DOM分子之间存在显著性差异（P<0.05）. 其中 O/C、DBE、AImod 和 NOSC值在双电荷 DOM分子

中均值更高，而 H/C值更低. 以上结果表明双电荷 DOM分子具有更高的芳香性、不饱和度和氧化态，

这可能与双电荷 DOM分子中存在较多的羧基有关[38].
 
 

图 6    单、双电荷 DOM分子的 van Krevelen图（a）和单、双电荷 DOM分子的 5个参数箱线图（b—f）
*表示 P < 0.05水平的显著性差异

Fig.6    The van Krevelen diagrams of singly and doubly charged DOM molecules（a）and significance analysis of molecular
parameters of singly and doubly charged DOM（b—f）

The significant differences at P < 0.05 are indicated by the star symbol（*） 

 
 

2.3.2    不同类型双电荷 DOM分子差异

对 4类样品（土壤、自然淡水、海水和废水）进行显著性分析（ANOVA，P<0.05）可知（图 7a和

图 7b），单电荷 DOM分子的数量在不同类型样品之间没有显著性差异. 相反，双电荷 DOM分子的数

量在不同类型样品之间存在显著性差异，土壤双电荷 DOM分子与海水、自然淡水和废水双电荷

DOM分子之间存在显著性差异（P<0.05）. 以上结果表明双电荷 DOM分子的数量在不同类型样品中存

在显著性差异，土壤 DOM中的双电荷离子更丰富.
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图 7    不同类型样品中单（a）、双（b）电荷 DOM分子数量的显著性，不同类型样品间的功能多样性指数（DF）（c）和综

合功能多样性指数分布箱线图（d）.
数值和误差条分别表示平均值和标准偏差（±SD）.*表示 P < 0.05水平的显著性差异.

Fig.7    Significance of the number of singly（a）、doubly（b）charged DOM molecules in different types of samples，
significance of different functional diversity indices（DF）（c）and distribution box diagram of comprehensive function diversity

index（d）
The values and error bars represent average and ±SD，respectively. The significant differences at P < 0.05 are indicated by the star symbol（*） 

 

根据分子式中 O/C和 H/C值，可将 DOM分子的 van Krevelen图划分为 7类[13]，4类样品的双电荷

DOM分子的 van Krevelen分类结果如表 1所示. 可以看到，所有样品均以丰富的木质素为主，其中在

土壤、自然淡水、海水和废水的双电荷 DOM中分别占比 76.71%、79.00%、88.15%和 85.36%. 此外丹

宁在四类样品中也有少量占比，分别为 4.91%、11.04%和 3.33%和 7.32%. 这表明与大多数 DOM的来

源相似，不同类型的双电荷 DOM分子可能来自植物源[39].
 
 

表 1    不同类型样品中双电荷 DOM分子的 van Krevelen分类结果

Table 1    Results of van Krevelen classification of double-charged DOM molecules in different types of samples
 

样品类型
Sample types

木质素
Lignin

丹宁
Tannins

稠环芳烃
Condensed
aromatic

饱和
化合物
Saturated
compounds

氨基糖
Aminosugars

不饱和碳氢
化合物

Unsaturated
hydrocarbons

碳氢化合物
Carbo-
hydrates

占比1）

Percentage
总计2）

Total

土壤 76.71% 4.91% 16.06% 2.00% 0.25% 0.01% 0.05% 4.06% 155947

自然淡水 79.00% 11.04% 9.75% 0.14% 0.06% 0 0 0.81% 430608

海洋水 88.15% 3.33% 2.30% 2.40% 0.74% 0 0 0.18% 304919

废水 85.36% 7.32% 0 7.32% 0 0 0 0.13% 32080
　　注：1）代表双电荷离子与离子总数（单电荷离子数目和双电荷离子数目总和）的占比；2）代表离子总数.
　　Note: 1） represents the ratio of doubly charged ions to the total number of ions （the summed number of singly and doubly charged ions）;
2） represents the total number of ions.
 

进一步结合四类样品不同性质参数的 DF 值来看（图 7c） ，DF（O/C） 、DF（H/C） 、DF（AImod）和

DF（NOSC）值在四类样品中均无显著性差异. 土壤、自然淡水和海水 DOM中双电荷的 DF（DBE）值与

废水 DOM存在显著性差异（P<0.05），废水双电荷 DOM的 DBE值更低，这可能与废水属于难降解的

稳定化合物有关[40]. 从范围来看，四类样品的 DF（O/C）值相差不大，这与图 6a所述的双电荷 DOM分子

的高 O/C值一致. 海水双电荷 DOM有着更高的 DF（DBE）和 DF（NOSC）值，这说明海水 DOM在生物

地球化学反应中有更高的活性[37]. 从 DF（H/C）和 DF（AImod）可知，相比废水双电荷 DOM分子，土壤、自

然淡水和海水双电荷 DOM的 H/C和 AImod 值均更高，表明它们的生物可利用度更高[40] 且有着更高的

芳香程度. 综合分子式中所有性质参数的期望值来看（图 7d），土壤双电荷 DOM分子的综合功能多样

性指数均值更高，其次是自然淡水、海水和废水双电荷 DOM分子. 自然淡水和海水双电荷 DOM分子

的综合功能多样性指数分布更集中，而土壤和废水双电荷 DOM分子则更分散，这可能与不同地区的

土壤 DOM分子性质相差较大以及不同来源的废水有关. 以上结果表明不同类型样品的双电荷 DOM
分子的多样性指数受到样品类型的影响，土壤双电荷 DOM分子具有更高的芳香程度和不饱和度. 
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2.3.3    双电荷离子对数据分析的影响

根据“1.3”节前体筛选规则可知：[M-H]−型分子和 [M-2H]2−型分子最终匹配的分子式是相同的，因

此对于分子式匹配而言，存在前体单电荷 DOM分子的双电荷 DOM分子的 UHR-MS数据可以不考

虑，并且不存在前体单电荷 DOM分子的双电荷 DOM分子的数量较少（约占单、双电荷离子总数的

15.98%）. 此外，由 5类样品中单、双电荷 DOM分子的元素组成上可知，如表 2所示. 结果显示，单电

荷 DOM分子包含的 8类化合物中以丰富的 CHO类化合物为主（51.98%），其次为 CHON类化合物

（18.72%）和 CHOS类化合物（12.25%）. 而双电荷 DOM分子仅包含 4类化合物，其中 CHO类化合物最

为丰富 （ 1.07%） ，其次为 CHON类化合物 （ 0.06%） 、CHOS类化合物 （ 0.02%）和 CHOP类化合物

（0.01%）. 以上结果表明：相比双电荷 DOM分子，单电荷 DOM分子在元素组成和化合物类别上更复

杂，在数量上也更多. 在 FT-ICR MS谱图上成千上万个离子峰中，单电荷离子峰是主要的离子峰，而在

双电荷离子中不存在单电荷离子前体的少之又少，其对谱图中成千上万个离子峰而言微不足道. 因此，

在分子式匹配过程中，往往可以默认为只考虑单电荷离子而忽略双电荷离子，双电荷离子对质谱数据

分析的影响十分有限.
 
 

表 2    不同类型样品中所有单、双电荷离子的元素组成及占比

Table 2    Element composition and proportion of singly and doubly charged ions in different types of samples
 

离子类型
Ion types

化合物类型
Type of compound 总计*

TotalCHO CHON CHOS CHOP CHONS CHONP CHOSP CHONSP

单电荷离子
（single charged ions） 51.98% 18.72% 12.25% 3.03% 6.56% 2.83% 1.57% 1.88% 890383

双电荷离子
（double charged ions） 1.07% 0.06% 0.02% 0.01% 0 0 0 0 10497

　　注：*代表离子总数（单电荷离子数目和双电荷离子数目总和）.
　　Note: * represents the number of ions （the summed number of singly and doubly charged ions）.
 
 

3    结论（Conclusion）

本研究首次提出了单电荷离子前体确认双电荷离子的方法，该方法相比传统13C同位素方法能够

有效提高 DOM的 FT-ICR MS谱图中双电荷离子峰的识别，双电荷离子比例提高 44.90%. 同时该方法

能确认不存在13C1
12Cn−1 峰的12Cn 峰是否为双电荷离子峰以及含 N双电荷离子. 从单、双电荷离子的角

度来看，相比单电荷离子，双电荷离子通常具有更高的 O/C、DBE、AImod 和 NOSC值以及更低的

H/C值，表明大部分双电荷 DOM是富羧基的脂环分子，它们有着更高的芳香性、不饱和度和氧化态.
从样品类型的角度来看，不同类型的样品中双电荷 DOM分子数量显著不同，土壤 DOM样品中的双电

荷离子数量更丰富. 进一步，结合功能多样性指数来看，土壤双电荷 DOM分子的综合多样性指数最

高，说明其具有更高的芳香程度和不饱和度，这与样品的类型以及样品来源有关.
此外，鉴于大多数双电荷离子存在单电荷离子前体以及质谱图中成千上万个单电荷离子峰，在不

同类型 DOM的分子式匹配过程中，往往可以默认为单电荷离子而忽略双电荷离子，双电荷离子对质

谱数据分析的影响相对有限 . 该方法为解析质谱图仅考虑单电荷离子提供了依据，同时也为 UHR-
MS数据分析提供了一个全新的视角.
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