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使用阿片类药物进行UPC2检测条件的系统方法开发
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沃特世公司(美国马萨诸塞州米尔福德市)

[ 应用纪要]

超高效合相色谱(UltraPerformance Convergence Chromatography™, UPC2™)是一

种创新型技术，它将UPLC®的优势充分应用至超临界流体色谱(SFC)。

UPC2是一种与UPLC正交的分析技术，可将具有高扩散系数的可再生“

绿色”溶剂CO2与多种互补型固定相结合使用，用于解决常规LC或GC分

析遇到的众多分离难题。由于多数分析化学家们对UPC2缺乏足够的认

识，因此有必要为UPC2方法的开发和优化提供直接的开发策略。本文

将UPC2应用于一组天然和合成阿片类药物的分析，演示UPC2方法的开

发过程。这些化合物代表一类重要的临床药物。其相关应用包括实

验室药品检测、疼痛管理监测和药物治疗方案的合规性。除大约25

年前出版的一份报告外，1 我们未曾发现应用SFC分析阿片类药物的

任何报道。因此，我们决定通过分析这类重要化合物来评估UPC2的实

用性。

本应用纪要重点突出了4种不同市售固定相结合4种不同有机辅助溶

剂的系统性方法开发策略，该策略可快速确定方法开发的最优初始

条件。经过初期筛选，最终通过直接快速的方法优化建立了一种针

对19种天然、半合成和合成阿片类药物及其相关药物的分析方法，

该方法可用于疼痛管理、成瘾治疗和药物滥用监测。最终方法能够

在2 min内完成所有化合物的分析，并获得可接受的峰形，总循环时

间为4 min。
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实验

样品描述

UPC2 条件

MS 条件

质谱仪： ACQUITY TQD

补偿泵流速： 含1%甲酸的甲醇

                                 (0.25 mL/min)

电离模式： ESI+ 

采集模式： MRM(请参阅       

              表1了解离子跃迁)

毛细管电压： 1 kV

碰撞能量： 针对各化合物优化

锥孔电压： 针对各化合物优化

数据管理： MassLynx软件

[ 应用纪要]

使用阿片类药物进行UPC2检测条件的系统方法开发

19种经筛选过的化合物列于表1中，

构成一组综合性实验药物组，包括用

于疼痛管理的天然阿片类药物、半合

成阿片类及合成麻醉性镇痛化合物。

这些化合物多数为弱碱性，其pKa值
大约为8-9。它们的极性范围较广，

LogP值涵盖羟吗啡酮的0.78至美沙酮

的5.0，如表1所示。MRM多反应监测

转换见表1。所有化合物的储备溶液

均用甲醇制备，工作溶液则以甲醇或

异丙醇或乙腈/甲醇 (60:40)为溶剂。

工作溶液中所有化合物浓度均为500 
ng/mL。

系统：            ACQUITY UPC2

色谱柱：          ACQUITY UPC2 BEH，

                            2.1×50 mm，1.7 �m

                            (p/n 186006558)

柱温：      55 ℃

进样体积：     2 �L

流速：            1.5 mL/min

流动相A：       CO2

流动相B：   含0.4%甲酸和

                            40 mM NH4COOH的甲醇

样品瓶：     LC/MS认证的

                           12×32 mm螺口最大回收

                            (p/n  600000749CV)

梯度：      初始条件为2%的流动相

                            B。流动相B在2 min内增 

            加至50%，达到50%后

            保持0.5min。然后在 

                            0.1min内流动相B返回到

                            2%，重新平衡系统1.4 

                            min。整个循环时间为

                            4.0 min。

http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186006558
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=600000749CV
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结果与讨论

初始条件筛选
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图1. 采用BEH色谱柱时添加剂的影响。

[ 应用纪要]

本实验利用色谱柱管理器考察4种不同化学性质填料的色谱柱和4种不同的辅助溶剂，对一

系列的运行条件进行了筛选，确定出使用UPC2分析阿片类药物的最佳起始条件。所用色谱

柱分别为Waters® UPC2 BEH、BEH 2-EP、CSH™氟-苯基和HSS C18 SB。流动相B为甲醇，加有以下添

加剂：无(仅甲醇)、0.2%甲酸、0.2% NH4OH或0.2%甲酸+20 mM NH4COOH。初始筛选实验的梯

度由5%的流动相B开始，在4 min内从5%增加至75%。然后在1 min内返回到5%，并在初始条

件下重新平衡色谱柱1.4 min。每根色谱柱的流速设置为确保系统反压保持在6000 psi限值以

下，BEH和2-EP色谱柱的流速为1.5 mL/min，HSS和PFP CSH氟-苯基色谱柱流速为1.0 mL/min。初

始条件筛选实验采用包括芬太尼、吗啡、羟吗啡酮、羟考酮和美沙酮在内的几个化合物进

行。这几个化合物代表一系列的极性范围，可简化初始筛选过程。

在BEH色谱柱上对添加剂进行的初步评价结果见图1。所有化合物浓度均为500ng/mL。谱图

清楚的显示：采用纯甲醇和在甲醇中添加0.2%的甲酸时，羟考酮、羟吗啡酮和吗啡的MS峰

形较宽，且峰强度偏低。相反，当以0.2% NH4OH或0.2%甲酸+20mM NH4COOH为添加剂时，多

数化合物(本次初始筛选所用化合物)的峰形均可接受。在碱性条件下，分析碱性化合物可

获得良好的色谱性能，这在SFC条件下分析阿片类药物表现尤为明显，上述结果与已有的报

道相一致。1,2通过对下方的两张色谱图仔细分析可知，采用缓冲盐添加剂相比仅以浓氨水

为添加剂可获得更好的保留性能和峰形。

使用阿片类药物进行UPC2检测条件的系统方法开发
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图2. 辅助溶剂为MeOH+0.2%甲酸和20 mM NH4COOH时不同固定相色谱柱对分析的影响。

[ 应用纪要]

采用图1中所选流动相添加剂对不同色谱柱进行筛选，相关结果见图2。虽然谱图中未显示

实验数据(由BEH颗粒填充的色谱柱相关数据)，但仍可发现以纯甲醇或含甲酸的甲醇作为

辅助溶剂时，所有色谱柱的性能表现均较差。另外，对于所有色谱柱，其分离性能与BEH

色谱柱类型，使用0.2%氢氧化铵作为添加剂与仅使用甲醇或含0.2%甲酸的甲醇相比能更好

地改善峰形，而在辅助溶剂中使用甲酸和甲酸铵的复合添加剂可获得最佳的峰形、保留时

间、分离度和灵敏度。图2展示了在四种色谱柱中采用图1D中所用缓冲流动相添加剂所得

的色谱图。使用由2-EP颗粒填充的色谱柱进行分析时，除吗啡外，其它化合物的峰形均不

可接受。使用HSS C18 SB色谱柱时，所有被测化合物的峰形均较好，但与BEH或CSH氟-苯基色

谱柱相比，峰分离度较差。采用CSH氟-苯基色谱柱时，所有峰均实现基线分离，但选择性

与BEH色谱柱略有不同。根据上述结果，我们决定采用BEH和CSH氟-苯基色谱柱进一步优化

色谱条件。

使用阿片类药物进行UPC2检测条件的系统方法开发
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色谱条件优化
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图3. 采用BEH色谱柱优化辅助溶剂改性剂浓度。

羟考酮 羟吗啡酮

[ 应用纪要]

采用已选定的缓冲添加剂(甲酸+NH4COOH)和BEH色谱柱(或CSH氟-苯基色谱柱)对剩余的化合物

进行测定分析。在这些条件下，除极少数化合物外，其它所有化合物均获得的良好分离。正

如所料，我们还需对混合物中的少数化合物进行额外优化。羟吗啡酮和羟考酮为其中一组化

合物。这两种化合物较其它分析物具有严重的峰拖尾和峰变宽现象。两峰的色谱图见图3A。

羟考酮和羟吗啡酮色谱峰在5%峰高处的峰宽分别为16.5s和22.5s，而吗啡的峰宽为4s。溶质与

固定相之间的相互作用被认为会显著影响超临界条件下的保留机制2,4。据推测，化合物与固

定相之间的次级相互作用可能会导致相关化合物的峰形变差。在尝试最大程度降低任何可能

的次级相互作用时，我们将辅助溶剂中添加剂的浓度增大了一倍，即0.4%甲酸和40 mM 

NH4COOH。上述条件的改变确实减小了这两种化合物的峰宽，结果见图3B。羟考酮和羟吗啡

酮的峰宽分别减小至7.2s和9.9s，与初始条件下的峰宽相比降低了50%以上。同样重要的是，

其它化合物的色谱性能未受到不利影响。

使用阿片类药物进行UPC2检测条件的系统方法开发
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[ 应用纪要]

图4. 固定相优化，不同固定相对早洗脱峰的影响。
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图4A和4B—采用CSH氟-苯基色谱柱分析丙氧芬和丁丙诺啡；
图4C和4D—采用BEH色谱柱分析丙氧芬和丁丙诺啡

另一组测试化合物展示了许多弱极性化合物洗脱过早的色谱挑战，这些化合物示例包括哌

替啶、芬太尼、美沙酮、丙氧芬和丁丙诺啡。根据上述初步筛选的相关数据，采用CSH氟-苯

基和BEH色谱柱分析这些化合物非常有希望获得理想的结果；但是，在CSH氟-苯基色谱柱上

使用“实验”部分中所述的最终梯度条件进行分析时，出现了分叉峰和较差的色谱结果，如

图4A和4B所示。对比之下，采用BEH色谱柱所得所有化合物的峰形均较好，这可能是由于使

用此色谱柱可增强分析物的保留性能或减少溶剂的影响。图4显示了在以2% 辅助溶剂为起

始梯度比率的最终条件下，采用CSH氟-苯基和BEH色谱柱分析丙氧芬和丁丙诺啡的相关色谱

性能。这些谱图清楚地显示采用BEH色谱柱可改善峰形，可能是由于此色谱柱能够增加分析

物的保留性能。

使用阿片类药物进行UPC2检测条件的系统方法开发
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图5. BEH色谱柱和CSH氟-苯基色谱柱的对比。最终方法。

[ 应用纪要]

本实验中最后一项评估的参数是样品稀释剂的选择。采用UPC2进行分析的一个优势是其与样

品制备所用的溶剂兼容。无论是选择固相萃取、液-液萃取还是蛋白质沉淀，最终提取物常

常溶解于可能与反相色谱条件不兼容的有机溶剂中，需对其处理才能进样分析。但是，UPC2

可与多种有机溶剂兼容，省略了采用反相色谱系统时通常所需的蒸发和复溶步骤。在这些实

验过程中，采用沃特世Oasis® �Elution样品板时，通常选择甲醇、IPA和乙腈/甲醇(60:40)复合溶

液稀释样品。因此，我们对这三种溶剂进行了考察。对比IPA和ACN/MeOH(60:40)稀释剂时，未

观察到溶剂影响示例。仅采用甲醇作为样品稀释剂时可产生一些负面的色谱影响，如早期洗

脱化合物(如芬太尼)的谱峰变宽和出现分叉。

图5为采用最终方法条件所得组合色谱图。化合物的鉴定和保留时间列于表1中。其中图5A为

采用BEH色谱柱所得结果，图5B为采用CSH氟-苯基色谱柱所得结果。色谱图清楚地显示：采用

BEH色谱柱时，所有化合物的保留时间更长，且丙氧芬和丁丙诺啡(化合物18和16)的峰形获

得改善。该方法仍可在2 min内检出所有化合物，可用于此类化合物的快速筛选。

使用阿片类药物进行UPC2检测条件的系统方法开发



8

[ 应用纪要]

使用阿片类药物进行UPC2检测条件的系统方法开发

化合物 分子式 分子质量 保留时间 预测 LogP 
(ChemAxon)

MRM  
多反应监测转换

1 吗啡

羟吗啡酮

氢吗啡酮

双氢可待因

可待因

羟考酮

6-乙酰吗啡(6-AM)

O-去甲基曲马多

氢可酮

去甲芬太尼

曲马多

去甲哌替啶

哌替啶

去甲丁丙诺啡

芬太尼

丁丙诺啡

EDDP+

丙氧芬

美沙酮

C17H19NO3 285.14 1.62 0.90 286.2>152.2

2 C17H19NO4 301.13 1.54 0.78 302.2>242.2

3 C17H19NO3 285.13 1.58 1.62 286.2>185.1

4 C18H23NO3 301.17 1.50 1.55 302.2>199.1

5 C18H21NO3 299.15 1.46 1.34 300.2>215.2

6 C18H21NO4 315.15 1.40 1.03 316.2>256.2

7 C19H21NO4 327.15 1.46 1.31 328.2>211.1

8 C15H23NO2 249.17 1.48 1.72 250.2>58.0

9 C18H21NO3 299.15 1.46 1.96 300.2>199.1

10 C14H20N2O 232.16 1.34 1.42 233.2>177.2

11 C16H25NO2 263.19 1.32 2.45 264.2>58.0

12 C14H19NO2 233.14 1.26 2.07 234.2>160.2

13 C15H21NO2 247.16 1.15 2.46 248.2>220.2

14 C25H35NO4 413.26 1.41 2.3 414.3>187.2

15 C22H28N2O 336.22 1.12 3.82 337.3>188.2

16 C29H41NO4 467.30 1.12 3.55 468.4>414.3

17 C20H24N+ 278.19 1.88 – 278.3>249.2

18 C22H29NO2 339.22 1.12 4.90 340.3>266.3

19 C21H27NO 309.21 1.33 5.01 310.3>265.3

表1. 被测化合物的化学性质、保留时间和MS条件。



 

结论

 

参考文献

1. Janicot J, Caude M, et al. Separation of opium alkaloids by carbon dioxide 
sub- and supercritical fluid chromatography with packed columns;  
 Application to the quantitative analysis of poppy straw extracts. 
Journal of Chromatography. 1988;  437: 351-364.

2. Grand-Guillaume Perrenoud A, Boccard J, et al. Analysis of basic compounds 
by supercritical fluid chromatography: Attempts to improve peak shape and 
maintain mass spectrometry compatibility. Journal of Chromatography A. 
2012;1262(0): 205-213.

3. ChemAxon. Chemicalize.org. Retrieved Dec 15, 2012, from  
http://www.chemicalize.org/.

4. Lesellier E. Retention mechanisms in super/subcritical fluid chromatography on 
packed columns. Journal of Chromatography A. 2009; 1216(10): 1881-1890.

沃特世科技（上海）有限公司
北京：010 - 5209 3866
上海：021 - 6156 2666
广州：020 - 2829 6555
成都：028 - 6554 5999

沃特斯中国有限公司
香港：852 - 2964 1800

免费售后服务热线：
 www.waters.com 

800 (400) 820 2676

Waters、ACQUITY、MassLynx和Oasis是沃特世公司的注

册商标。Ultra Performance Convergence Chromatography、

UPC2、ACQUITY UPC2、CSH和The Science of What’s Possible是

沃特世公司的商标。其他所有商标均归各自的拥有

者所有。

©2013 沃特世公司。印制于中国 

2013 年 3 月 720004608ZH AG-PDF

本应用资料使用一组天然和合成的阿片类药物分析来演

示适用于UPC2方法开发的系统筛选策略。同时考察多种

不同化学性质的色谱柱和多种不同的辅助溶剂及添加剂

可快速确定首选的初始条件，便于进一步优化。简单快

速的条件优化建立了一种可在2 min内分析19种不同阿片

类药物的方法，其中所有化合物的保留时间和峰形结果

均较好。另外，此方法进一步突显了UPC2用于分析种类

繁多的化合物的潜在适用性。

[ 应用纪要]


