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简介

反相液相色谱（RPLC）分离方法的开发通常需要很多耗时步骤，包括

大量的数据处理过程。许多筛选方案都依赖于UV检测，但单一的检测

技术无法提供充分的丢失峰和共流出峰信息。

使用质谱检测器很难区分同量异位化合物。此外，由于背景干扰，微

量化合物可能会丢失，一些重要的样品组分也可能无法离子化。不含

发色团的化合物无法进行UV峰追踪，因此光谱无法可靠的进行辨别。

发生共流出时，通常较难识别谱图中哪些光谱被“累加”。而当浓度

存在非常较大的差异时，共流出物中微量化合物的谱线可能会完全消

失。最后，尤其是当pH值发生变化时，UV光谱容易受溶剂化显色效应的

影响而改变。这些都说明了使用单一检测技术进行方法开发的困难性。

为应对这些挑战，可以使用多种检测器来对单个样品进行分析，每种

检测技术分别针对不同理化特性的分子。将检测器响应整合到一个软

件界面中，就可以通过精简的平台简化数据分析。

应用优势

 ■ 结合质谱和UV光谱分析，可以在单次运

行中同时实现峰追踪和共流出峰的鉴定

 ■ 与ACQUITY UPLC H-Class四元系统结合的灵

活软件可通过Auto•Blend Plus调节流动相

pH值

 ■ 此软件可在同一个工作流程中分析UV和

质谱数据，从而简化数据分析过程

沃特世解决方案

ACQUITY UPLC® H-Class系统和Auto•Blend PlusTM

ACQUITY UPLC PDA检测器

ACQUITY® QDa检测器

Empower® 3软件FR2
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实验

样品描述

镇痛药组合包含乙酰水杨酸、对乙酰氨基酚、2-乙酰氨基酚、乙酰苯胺、非那西汀和咖

啡因，采用90:10的水/乙腈混合溶液配制，浓度为0.2 mg/mL。

UPLC条件

LC系统： ACQUITY UPLC H-Class系统，

 配备ACQUITY等度溶剂管

 理器（ISM）

UV检测器： ACQUITY UPLC PDA

色谱柱： ACQUITY UPLC BEH C18

 1.7 µm，2.1×50 mm

柱温： 30 ℃

样品温度： 20 ℃

溶剂A： 125mM甲酸的水溶液

溶剂B： 125 mM氢氧化铵水溶液

溶剂C： 乙腈

溶剂D： 水

组成： 使用Auto•Blend Plus制备

清洗溶剂： 50:50水/乙腈

 （含0.05%甲酸）

洗脱溶剂： 90:10水/甲醇

密封清洗液： 90:10水/甲醇

流速： 0.6 mL/min

梯度： 乙腈在0.5分钟内从2%增加

 至10%，在0.3分钟内从10%

 增加至50%

 

波长： 245 nm

采样速率： 20点/秒

时间常数： 正常（0.1 s）

ISM溶剂： 含0.1%甲酸的90:10

 水/乙腈

ISM分离： 10（UPLC）

ISM流速： 0.5 mL/min

进样体积： 1 µL

MS条件质谱

检测器： ACQUITY QDa

电离模式： ESI+，ESI-

采集范围： 100-250 m/z

采样速率： 5点/秒

毛细管电压： 0.8 kV

锥孔电压： 10 V

探头温度： 600 ℃

色谱数据管理

Empower 3 FR2
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结果与讨论

在下面的研究中，我们利用配有ACQUITY QDa和ACQUITY UPLC PDA检测器的ACQUITY UPLC H-Class系统

对一份镇痛药混合物进行分析。使用Empower 3作为操作软件。初始筛选试验结果表明，在流动

相pH为5时，六种标准品组分中有五种实现了分离（图1）。

为了在分离中进行峰追踪以及确定是否存在共流出物，本实验分别对质谱和UV的光谱数据进行

了分析。质谱数据用于识别混合物中具有独特质量数的组分。例如，峰4可以初步鉴定为乙酰

苯胺（m/z 136.0），峰5为非那西汀（m/z 180.0）。峰3存在于负离子模式下，也可根据其独特

质量数鉴定为乙酰水杨酸（m/z 137.0处的碎片离子）。如要区分峰1和峰2，还需对质谱和UV光

谱数据进行进一步研究。

混合物中存在两种同量异位化合物（对乙酰氨基酚和2-乙酰氨基酚），其单一同位素质量数为

152.1。在分离中（图1），峰1和2均含有对应的质量数。由于峰2还包含其他的主要分子离子，

说明峰2可能存在共流出。因此，为了确证鉴别结果，除需要进行UV检测及追踪同量异位化合

物的谱峰外，还需要将组分从峰2中完全分离出来。

图 1. 镇痛药样品在pH=5，UV 245 nm波长下的UV谱图。

3. 乙酰水杨酸

4. 乙酰苯胺

5. 非那西汀

峰1和2需要进一步研究
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为评估峰2的纯度，本文引用了Empower 3软件中的质量数分析窗口（图2）。1.3 min处峰的评估

结果显示峰前沿处存在有m/z 152和m/z 110（图3）。相反，峰拖尾处显示有全部三个质量数，

同时与峰顶点有不同的离子比率。三种离子的存在表明有多个分析物同时洗脱。具体来说，离

子比率的不同和峰前沿m/z 195的缺失表明仅有部分色谱分离。如果该比率在所有时间段保持不

变，则碎片很可能来自离子源。鉴于混合物的已知组份，可确定拖尾峰的主要质量数来自咖啡

因（m/z 195.0）。峰前沿包含了同量异位化合物（2-乙酰氨基酚或对乙酰氨基酚）的两个母离

子以及共有碎片离子m/z 110.01。

图2. Empower 3质量数分析窗口中镇痛药混合物的质谱和UV光谱组合视图。所有质量数顶点谱图都含有一个主要质量数（峰2除外），显示出三个主要离子。

图3. Empower 3中的峰纯度视图，峰2的质量数和UV光谱数据显示在质量数分析窗口中。对峰的前沿、顶点和拖尾部分进
行比较，结果显示离子比率不同，提示存在共流出物质。
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为提高峰2中共流出物的分离度，实验对流动相pH值的影响进行了评估。使用设计灵活的软

件，通过Auto•Blend Plus以pH为单位直接输入反相梯度2。此过程可以在无需制备新缓冲液瓶的情

况下实现对pH的控制。

流动相pH值的增加改变了两个共流出化合物的选择性（图4）。当pH为6时，咖啡因（峰B）被认

为是两个未分离峰中较晚洗脱物的主要质量数（m/z  195）来源。pH为7时，两种物质实现基线

分离，其中咖啡因（峰B）较晚洗脱，峰A在1.2 min洗脱。

图4. 流动相pH值对峰2分离度的影响。流动相pH值越高，咖啡因与2-乙酰氨基酚之间的分离度越高。在pH为7时实现基线
分离。

图5. Empower 3中的峰纯度视图。“质量数分析”窗口中显示了同量异位化合物的质量数和UV光谱数据。可根据UV谱图对
同量异位化合物进行鉴别。
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结论

使用单一检测技术进行方法开发是一项比较困难的挑战，

UV谱图数据有助于进行峰纯度评估和鉴定，但如果存在共

流出物，峰追踪就难以实现。质谱数据可针对少数化合物

实现色谱峰匹配，但如果存在同量异位化合物，就需要更

多信息才能进行谱峰确证：无论是想要立即获取UV鉴定

结果还是更可靠的分析定量，完整的分离都是最基本的

要求。

通常情况下，需要进一步的分析才能对这些现象一一鉴

别。为简化方法开发，可使用UV和质谱检测与精简的软件

平台相结合的色谱系统，以实现峰纯度评估，有助于在单

次运行中鉴定共流出物质。
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其中一种同量异位化合物（峰A）与咖啡因（峰B）在流动相pH为7时实现基线分离（图4），因此可以使用UV谱图对两种

同量异位化合物进行峰追踪。虽然峰1（图1）和峰A（图4）的主要质量数相同，但峰A包含碎片离子m/z 110（图5）。将

同量异位化合物的质量数和UV谱图进行比较，可以得到峰鉴定所需的信息：峰1的UV谱图对应的是对乙酰氨基酚（最大

波长为243 nm）。因此，后洗脱的峰A可确定为2-乙酰氨基酚。


