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湖泊磷的核磁共振(NMR)分析—1 环境标准样品的 31P-NMR 表征∗ 
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摘  要: 通过对环境标准样进行 31P-NMR 测试, 研究了磷的化学结构与化学位移的关系. 结果表明: 无机正磷酸盐(PO4
3-)化

学位移在 6.412×10-6, 焦磷酸盐的化学位移在-4.353×10-6; 多聚磷的化学位移分布特点是: 主链末端磷化学位移在-3.53×10-6

至-4.40×10-6 之间, 中间磷在-18.159×10-6 至-20.246×10-6 之间, 有机磷中单酯和二酯的化学位移分别在 4.3540×10-6 至 6.3652×10-6

和-0.107×10-6 至 2.195×10-6 之间, 部分二脂不稳定, 会降解为单脂; 膦酸盐的化学位移在 18.670×10-6 至 21.460×10-6 之间, 磷

酸肌酸位于-0.380×10-6, 有机多聚磷中 α-P 的化学位移在-8.833×10-6 至-9.449×10-6 之间, 由于偶合作用产生 P 峰的裂分, P 峰

的偶合符合核磁中 n+1 的规则. 结构环境影响 31P 的化学位移值的偏移.  
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Abstract: By testing a series of solution 31P-NMR spectroscopy of model phosphorus compounds including inorganic phosphate, 

orthophosphate monoesters and diesters, and organic polyphosphate(determined in 1mol/L NaOH and 16.7% D2O), standard phosphorus 

spectra were obtained as references for solution 31P-NMR studies of sediment phosphorus. The results showed that the 31P-NMR 

signals of phosphorus compounds interested in environmental studies generally fall between 6.5×10-6 and -25×10-6, including 

orthophosphate at 6.412×10-6, pyrophosphate at -4.353×10-6, polyphosphate at -18.159×10-6 to -20.246×10-6 (middle group P) and 

-3.53×10-6 to -4.40×10-6 (terminal P), orthophosphate monoesters at 4.3540×10-6 to 6.3652×10-6, orthophosphate diesters at 

-0.107×10-6 to 2.195×10-6, and organic polyphosphate at -8.833×10-6 to 9.499×10-6 for the α-P. Structure surroundings effect the 

chemical shifts of phosphorus compounds. 
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我国湖泊富营养化日趋严重, 磷是导致这一问题的关键因素, 对其开展研究尤为重要. 现有的工作

主要集中于湖泊磷的地球化学特征、水体磷循环与富营养化关系、沉积物磷形态与生物有效性、界面磷

的再生与迁移机制、内源磷负荷的估算与污染治理等方面[1-2], 主要围绕无机磷展开, 缺乏对有机磷的深

入探讨. 有机磷(一般包括多聚磷)作为湖泊磷的主要组成部分, 其含量可占到水体总磷(包括溶解态和颗

粒态)的80％以上[1]. 由于能被浮游植物直接利用的溶解态正磷酸根磷仅为溶解态总磷的5％, 沉积物和

悬浮颗粒物中有机磷的降解是维持其生长最重要的补偿途径之一[3]. 以有机磷为参与主体的湖泊磷循环 
过程因而在很大程度上决定了水体初级生产力的水平, 研究有机磷的组成及转化特征是深入了解这一过 
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程及其对富营养化贡献的重要环节. 
以钼蓝比色法为基础的传统方法只能分析得到有机磷的总量, 不能获取组成信息. 针对这一不足, 

已发展了31P核磁共振(Nuclear Magnetic Resonance, NMR)[4]、软X射线荧光光谱显微技术(Soft X-ray 
fluorescence Spectromicroscopy)[5]、高效液相色谱(HPLC)[6]、酶解[7-8]、化学分离和提纯[9]等方法用于分析

有机磷的组成及其成份. 31P核磁共振与其他方法相比, 由于样品前处理简单、分析时破坏性小及组分分辨

完全等优点而受到多数研究者的重视[10]. 利用31P-NMR研究土壤有机磷已有大量报道[11], 针对湖泊样品

的研究则处于起步阶段[12-18]. 本文利用NMR表征与环境样品有关的31P-NMR谱, 为进一步分析湖泊样品

提供基础资料.  

1 材料和方法 

1.1 磷标准化合物与实验仪器 

环境样品中磷化合物主要有正磷酸、焦磷酸盐(二链的多聚磷)、多聚磷、单酯、二酯、膦酸盐和有

机多聚磷等[11], 采用的标准化合物名称及厂家见表 1. 核磁共振仪为 BRUKER AV400(SB), 瑞士 BRUKER
公司.  

表 1 磷标准化合物 
Tab.1 Model compounds of phosphorus 

中文名称 英文名称 表征化合物 产地 

磷酸氢二钾 Orthophosphate 正磷酸 国产 

焦磷酸钠 Pyrophosphate 焦磷酸 国产 

无机多聚磷 Polyphosphate 多聚磷 Sigma, 美国 

5'-腺嘌呤核苷酸 Adenosine- 5'-monophosphate (AMP) 单酯 Amresco, 美国 

β-甘油磷酸 β-glycerophosphate 单酯 Sigma, 美国 

脱氧核糖核酸 Deoxyribonucleic acid (DNA) 二酯 Sigma, 美国 

核糖核酸 Ribonucleic acid (RNA) 二酯 Sigma, 美国 

磷脂酰胆碱, 卵磷脂 L-a phosphatidyl choline 二酯 Sigma, 美国 

腺苷-5'-二磷酸二钠盐 Adenosine 5' diphosphate (ADP) 有机多聚磷 Sigma 美国 

腺苷-5'-三磷酸二钠盐 Adenosine 5' triphosphate (ATP) 有机多聚磷 Amresco, 美国 

羟基亚乙基二膦酸 HEDP 膦酸 国产 

2-膦酰基丁烷-1,2, 4-三羧酸 PBTCA 膦酸 国产 

磷酸肌酸 Phosphocreatine 膦酸 国产 

 

1.2 样品制备与 NMR 实验 

将磷标准化合物按 1mg/L 用 1mol/L NaOH 溶解, 取 500µl 加入到 NMR 样品管中, 同时加入 100µl 
D2O, 充分混合后进行 NMR 实验. 液相 NMR 实验经过优化, 采用 BRUKER 标准腔 5mm BBO 探头, 31P
谱的脉冲 P1=5.90 µs, 脉冲功率 PL1=-1.00 dB, 谱宽 SW=10.013×10-6, 31P 的共振频率为 161.98 MHz, 循

环延迟 d1=3s, 扫描 3000 次左右. 所有 31P 化学位移均参照了 85%的正磷酸, 环境温度为 21℃. 样品前处

理及 NMR 参数设置参照同类研究[19-21].  

2 结果与讨论 

2.1 无机磷 31P-NMR 表征 

无机磷样品是磷酸氢二钾、焦磷酸钠和多聚磷, 核磁共振谱见图 1. 在碱性溶液中, 正磷酸是以 PO4
3-
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离子存在的, 只有唯一状态的磷, 所以在化学位移 6.412×10-6 处表现为尖锐的单峰. 焦磷酸盐中的两个

磷原子核是等价的, 焦磷酸也只有-4.353×10-6 处峰. 正磷酸因与三个羟基直接相连, 原子核的电子云密

度较小, 核的磁屏蔽减小, 谱线向低场方向移动, 
化学位移增大, 达到正的化学位移值.  

无机多聚磷(含 P-O-P 键)由于磷原子在其分子

链上所处位置的不同, 磷原子核的结构不是同一状

态, 因此在-3.533×10-6、-3.794×10-6 和-4.400×10-6

处, 以及-18.159×10-6、-18.798×10-6、-19.859×10-6

和-20.05×10-6 等处出现一系列的峰. 在无机多聚

磷分子链上, 末端磷原子与焦磷酸中的磷原子都受

两个羟基的吸电子效应; 中间的磷原子只与一个羟

基直接相连, 磷原子上的电子受羟基的吸电子效应

较小, 磷原子核上的电子云密度较大, 导致中间原

子核的磁屏蔽增加, 谱线向高场方向移动, 化学位

移减小, 因此化学位移集中在高场处的峰归属为无

机多聚磷中的中间磷, 化学位移在-3.647×10-6 和

-3.794×10-6 处的峰归属为多聚磷分子链上的末端

磷, 末端磷的裂分是中间磷偶合的结果. 因为中间

磷的个数多, 次末端磷与中间磷的差异在低场核磁

谱仪中还暂时无法分辨, 同时两端磷对中间磷的偶

合作用不能表现, 因此中间磷的谱峰表现在单一的

-20.05×10-6 处峰. 旁侧-18.159×10-6、-18.798×10-6

和-19.859×10-6 的小峰和-4.400×10-6 处的小峰被

认为是分子链上磷原子个数不同的少量无机多聚磷

或焦磷酸等. 末端磷和中间磷峰的积分比例为 1:27, 
由此估算出多聚磷的链长为 56, 即中间有 54 个磷

原子.  
2.2 有机磷酸酯 31P-NMR 表征 

磷酸单酯类样品为 β-甘油磷酸和 5'-腺嘌呤核

苷酸(AMP), 其核磁共振谱见图 2 和图 3. β-甘油磷

酸的图谱表现为两组峰, 一组为四重峰, 化学位移

值分别是: 5.04×10-6, 5.09×10-6, 5.16×10-6, 5.21×10-6, 一组为二重峰, 化学位移值分别是 5.52×10-6, 
5.56×10-6. AMP 的 NMR 图谱表现是一组三重峰, 峰值在化学位移 5.08×10-6、5.05×10-6 和 5.02×10-6, 这

是*C 具有三种结构构象的缘故.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 1 无机磷核磁共振谱(a: 正磷酸; b: 焦磷酸; c: 多聚磷)

Fig.1 31P-NMR spectra of model inorganic P compounds

(a: orthophosphate; b: Pyrophosphate; c: Polyphosphate)

图 2 β-甘油磷酸核磁共振磷谱 

Fig.2 31P-NMR spectra ofβ-glycerophosphate 

图 4 DNA 核磁共振谱 
Fig.4 31P-NMR spectra of DNA 

图 3 AMP(单酯)核磁共振谱 
Fig.3 31P-NMR spectra of AMP for model 

orthophosphate monoesters 
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磷酸二酯类样品为脱氧核糖核酸(DNA)、酵母核糖核酸(RNA)和磷脂酰胆碱(俗称卵磷脂). DNA 在化

学位移-0.107×10-6 和 0.160×10-6 处出现了二个单峰(图 4); RNA 则表现出了降解的性质, 化学位移从以

0.94×10-6 为主逐步变为 4.64×10-6、4.73×10-6、4.85×10-6 和 5.15×10-6 等单酯的特征谱带内, 这是 RNA
从二酯降解为单酯的特征(图 5). 卵磷脂同样表现出降解的性质, 从以化学位移为 1.121×10-6 的二酯峰, 
变为以化学位移 5.136×10-6、5.185×10-6 和 5.500×10-6 为特征的单酯峰(图 6). 从三种标样的波谱可看出, 
二酯的化学位移在-0.107×10-6 至 2.195×10-6 之间, RNA 和卵磷脂在实验条件下表现出明显的降解行为. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
将酯类与正磷酸比较, 由于酯类中的烷氧

基取代了正磷酸中的羟基,  吸电效应变为供

电效应, 且随着羟基被烷氧基取代个数的增加, 
这种变化趋势趋于明显, 所以酯类的化学位移

值比正磷酸的低, 也正是这样的因素, 使得在

有机磷酸酯中, 二酯的化学位移较单酯的化学

位移值低.  
2.3 有机多聚磷 31P-NMR 表征 

有机多聚磷样品为 ADP 和 ATP(图 7). ADP
在-4.414×10-6 和-4.543×10-6 处的峰为 γ-P, 它

与无机多聚磷中末端磷的结构环境有相似性, 
也产生偶合裂分. 由于它的斥电子烷基的作用, 
使得 ADP 端基 P 的化学位移向高场方向偏移. 
-8.833×10-6 和-9.000×10-6 处的两个三重峰为

α-P 的特征峰, 其裂分由 γ-P 对 α-P 的偶合作用加上 α-P 的三种不同结构状态共同决定的. 在 6.320×10-6、

5.031×10-6、-19.351×10-6、-19.579×10-6 和-19.464×10-6 处同时出现微小峰, 这是样品中少量其它磷酸

盐的谱峰.  
ATP 的 α-P 峰位置在-9.339×10-6 和-9.449×10-6 处, 表现为多重峰, 多重峰产生的原因与 ADP 中 α-P

的裂分原因相同; γ-P 峰的位置在-3.988×10-6 和-4.105×10-6 处, 由偶合作用导致一双重峰产生; 但是由

于结构中插入的 β-P 使得这两类 P 的化学位移值有差异; ATP 谱图中-19.412×10-6、-19.525×10-6、-19.641
×10-6 处有三重峰, 文献[22]也认为这是有机多聚磷中的 β-P 被 α-P 和 γ-P 共同偶合产生的特征峰, 这种

图 5  RNA 核磁共振谱 (a: 制备后 0.5h; b: 制备后 24h)
Fig.5 31P-NMR spectra of RNA  

(a: 0.5h after preparation; b: 24h after preparation)

图 6 卵磷脂核磁共振谱 (a: 制备后 5h; b: 制备后 48h)
Fig.6 31P-NMR spectra of L-a phosphatidyl choline

(a: 5h after preparation; b: 48h after preparation) 

图 7 有机多聚磷核磁共振谱(a: ADP; b: ATP) 
Fig.7 31P-NMR spectra of model organic Polyphosphate

 (a: ADP; b: ATP) 
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偶合符合核磁中 n+1 的规则, 峰的强度依照多项式系数分布.  
因 ADP 和 ATP 属于磷酸单酯(含有一个 P-O-C 键), 故将其与有机磷酸单酯 AMP 比较. ADP 和 ATP

的 α-P 其化学位移较 AMP 中的磷化学位移值向高场偏移了 13×10-6 至 15×10-6, 这是因为 AMP 中的磷

原子与两个羟基直接相连, 而 ADP 和 ATP 中的 α-P 只与一个羟基直接相连, 所以 ADP 和 ATP 中 α-P 受

羟基的吸电子效应小, 其原子核上的电子云密度大, 屏蔽效应增加, 谱线向高场移动, 化学位移值减小.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.4 膦酸酯 31P-NMR 表征 

膦化合物样品为羟基亚乙基二膦酸(HEDP), 
2-膦酰基丁烷-1,2,4-三羧酸(PBTCA)和磷酸肌酸, 
核磁共振谱如图 8、9 和 10 所示. HEDP 的化学位

移在 21.460×10-6、21.424×10-6、21.380×10-6、

21.337×10-6、21.291×10-6、21.253×10-6 和 21.209
×10-6 处, 表现为一组多重峰, 每端 P 的结构有 3
种不同态, 每端选出 1 种结构态同另一端选出的

1 种结构态组合, 可以出现 C31×C31=9 种结构组

合态 , 所以该多重峰精细状态应当为 9 重峰 . 
PBTCA 的化学位移在 19.328×10-6、19.233×10-6、

19.136×10-6、19.045×10-6 处, 且为一对称的四重峰, 比例为 1:3:3:1, 说明该结构具有弱偶合的裂分性. 
磷酸肌酸在化学位移-0.380×10-6 处是一个多重峰, 产生的原因同 PBTCA. 由于磷酸肌酸的分子比

PBTCA 大, 所以该分子的峰形裂分度没有 PBTCA 的裂分度清楚.   
致谢: 感谢匿名审稿专家提出的宝贵意见.  
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