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摘要

在本应⽤纪要中，我们将沃特世分析型馏分收集器(WFM-A)与ACQUITY Arc超⾼效液相⾊谱(UHPLC)系统联⽤

，分离复杂药物制剂模型(DayQuil)中存在的多种组分。

优势

应⽤质谱引导的纯化可收集缺少发⾊团的化合物■

沃特世分析型馏分收集器(WFM-A)经过专⻔设计，在亚微升流速下准确、可重现地收集体积⾮常⼩的峰■

ACQUITY QDa质谱检测器结合ACQUITY UPLC光电⼆极管阵列(PDA)检测器的双重检测功能使操作⼈员能够检

测采⽤单⼀检测器技术通常⽆法检出的分析物

■

使⽤快速简单的⽅法收集并分离普通感冒药和咳嗽药中的活性及⾮活性成分■
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简介

近年来，由于分析仪器不断进⾏技术改进，药物发现过程取得了⻓⾜的进步。分离、纯化和鉴定药物制剂中的活

性药物成分是药物开发过程中⾮常重要的步骤。这些步骤可能充满了挑战，对于复杂药物制剂⽽⾔尤其如此。 

质谱检测⽅法虽然会破坏样品，但如果配置得当，仍可⽤于触发馏分收集。在低流速下（通常⽤于分析级应⽤

），每个液滴都很重要，必须使⽤经过全⾯优化且性能稳定的收集系统。本应⽤纪要将介绍并讨论两种馏分收集

模式：质谱引导⽅法和基于时间的⽅法。

有时，组分分离并不是⽬的，真正要做的是鉴定。在这些情况下，通常使⽤在线多维⾊谱系统1。 虽然使⽤此类系

统通常就能满⾜需求，但该设置可能并⾮始终可⽤或可⾏。在本应⽤纪要中，我们将沃特世分析型馏分收集器(

WFM-A)与ACQUITY Arc超⾼效液相⾊谱(UHPLC)系统联⽤，分离复杂药物制剂模型(DayQuil)中存在的多种组分

。还将讨论如何通过“离线多维”⽅法有效使⽤WFM-A，以帮助鉴定此类复杂混合物中的组分。 
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图1.配备ACQUITY Arc UHPLC系统和沃特世分析型馏分收集器(WFM-A)的分析型纯化系统

实验

样品前处理

DayQuil购⾃当地药店。⽤2 mL⼄腈稀释相当于162.5 mg对⼄酰氨基酚、5 mg氢溴酸右美沙芬和2.5 mg盐酸去氧

肾上腺素的样品。取10 µL所得溶液⽤1 mL⼄腈进⼀步稀释，使三种化合物的最终浓度分别为812.5 µg mL-1、25 
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µg mL-1和12.5 µg mL-1。取10 µL最终溶液注⼊LC-MS系统进⾏分析。使⽤WFM-A鉴定并收集潜在的⽬标峰。然

后在优化的梯度条件下重新分析收集到的馏分。 

分离

所有分离均采⽤配备ACQUITY UPLC光电⼆极管阵列(PDA)检测器和ACQUITY QDa质谱检测器的ACQUITY Arc 

UHPLC系统进⾏。将该系统与WFM-A联⽤，并通过MassLynx软件和FractionLynx应⽤管理软件进⾏控制。 

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY Arc

检测器： ACQUITY UPLC光电⼆极管阵列(PDA)检测器

⾊谱柱： SunFire C18 3.5 μm, 4.6 × 100 mm（部件号

186002553）

柱温： 40 °C

进样体积： 10 μL

流速： 1.5 mL/min

流动相A： 0.1%甲酸的⽔溶液

流动相B： 0.1%甲酸的⼄腈溶液

梯度： 如图所⽰

ISM配置： 10:1分流器，流速0.5 mL/min，50%⼄腈/⽔

，0.1%甲酸

质谱条件
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质谱系统： ACQUITY QDa质谱检测器

电离模式： ESI+

⽑细管电压： 0.8 kV

锥孔电压： 10 V

离⼦源温度： 550 °C

结果与讨论

WFM-A是⼀款经过优化的低流速馏分收集器，专⻔设计⽤于收集通常与分析级应⽤相关联的窄峰。使⽤该WFM-A

可以执⾏多种模式的馏分收集2。 本应⽤纪要探讨了⼀种全新的收集模式：质谱引导，还探讨了基于时间的馏分收

集模式。 

质谱引导的馏分收集

在质谱引导模式下，馏分收集在⽬标分⼦质量通过ACQUITY QDa质谱检测器时触发。该实验将按照前述⽅法制备

的10 µL DayQuil样品注⼊⾊谱柱，并使⽤两个⽬标质量数进⾏馏分收集。从图2可以看出，两个⽬标质量数261 

m/z和272 m/z被成功收集。FractionLynx按颜⾊标识所收集的馏分，在⾊谱图中实时显⽰出来。⽬标值和样品瓶

位置也会实时记录于⾊谱图上。图2中的插图显⽰了所收集的馏分272 m/z的质谱图，从中可以看出，已收集到⽬

标质量数(272 m/z)的纯馏分。这表明，当⽬标质量数与其他峰完全分离时，该系统能够靶向收集纯化合物。研究

⼈员从实际收集的数据中就能获得质谱信息，⽽⽆需进⾏额外的馏分分析。 
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图2.采⽤基于质量数的收集⽅法得到的DayQuil样品的代表性分离结果。梯度：B在5 min内由1%增加⾄70%，收

集质量数261 Da和272 Da。上图的插图区域显⽰了馏分272 m/z的质谱图。

但是，如果分离⽅法⽆法完全分离各种组分，收集器将⽆法在收集过程中分离这些组分。该系统将收集样品列表

中指⽰的质量数，总体成功的程度取决于⾊谱⽅法。例如，在图3中，即使⽬标质量数为261 m/z，质谱分析也表

明同时收集到217 m/z和305 m/z。当提取217 m/z时，可以看到⼀⼩部分后流出的化合物与261 m/z馏分收集开始

处重叠，从⽽确认了污染物的来源。 
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图3.采⽤基于质量数的收集⽅法得到的DayQuil样品的代表性分离结果。梯度：B在5 min内由1%增加⾄70%，收

集质量数261 Da和272 Da。下图的插图区域显⽰了馏分261 m/z的质谱图。

馏分分析

对收集到的261 m/z馏分进⾏纯化后分析确认了这⼀共流出现象，表明纯化谱图中报告的三种组分得到确认，杂质

⽔平达到9.6%（图4）。在该馏分的前部和尾部收集到杂质。 

在这种情况下，我们故意使⾊谱柱过载，并且预计会出现这种情况。借助这些信息，在后续收集中即可利⽤其他

软件⼯具来避免这种情况，例如布尔逻辑NOT函数。使⽤此函数仅收集⽬标质量数，⽽不收集其他共流出的质量

数。 
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图4.对图2中所收集的261 m/z馏分进⾏纯化后分析得到的代表性分离结果。梯度：B在5 min内由10%增加⾄30%

基于时间的馏分收集

该实验的⽬的是分离并鉴定复杂药物样品中存在的多种组分。这种样品相当复杂，使⽤单⼀分离⽅法分离所有组

分可能⼗分困难并且⾮常耗时。因此采⽤⼀种两步⽅法：进⾏基于时间的馏分收集（图5），然后对收集的馏分进

⾏重新分析。在该⽅法中，复杂样品被分成更⼩、更易于管理的馏分，然后收集并再次分析。 

使⽤更集中的梯度对馏分进⾏分析（图6），从⽽使这些收集的馏分得到快速⾼效的分离。值得⼀提的是，馏分

3受到聚⼄⼆醇(PEG)⼲扰。在底部迹线中可以看到这⼀⼲扰，图中显⽰出典型的PEG质量数分布，相邻峰之间相

差44 Da，对应于重复单元环氧⼄烷的质量数。 

在这种情况下，馏分重新分析使⽤的⾊谱柱与纯化⾊谱柱相同。但是，为获得更⾼的分离效率，也可以使⽤正交

填料或正交⾊谱技术（例如超临界流体⾊谱(SFC)或⽓相⾊谱(GC)）。
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图5.采⽤基于时间的收集⽅法得到的DayQuil粗制样品的代表性分离结果。梯度：B在5 min内由1%增加⾄70%
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图6.对基于时间从DayQuil样品中收集的馏分进⾏重新分析的结果

双重检测器功能

本应⽤纪要中所⽤设置的另⼀项重要优势是具有双重检测功能。如前⽂所述，该系统采⽤两种单独的检测模式：

ACQUITY QDa和ACQUITY PDA。

该设置的好处在于ACQUITY QDa能够检测不含发⾊团的分析物。此优势对于提⾼WFM-A的收集功能特别重要。例

如，如图7所⽰，如果仅使⽤ACQUITY PDA检测，收集时可能会遗漏多种组分。
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图7.图2中含有152 m/z的馏分的ACQUITY QDa（上图）和ACQUITY PDA（下图）响应。梯度：在5 min内由

10%增加⾄30%

结论

本⽂成功展⽰了使⽤WFM-A进⾏质谱引导收集的技术以及其他收集技术（基于时间和基于质量数）。■

双重检测功能表现出⾮常有利的结果，特别是在需要收集缺乏⽣⾊团的分析物时。■

将ACQUITY Arc UHPLC系统与WFM-A联⽤的两步⽅法已成功⽤于分离和鉴定复杂药物制剂中存在的多种组分

。

■

使⽤WFM-A成功收集了⽬标质量数的样品⽤于后续分析。■

收集效率与分离效率密切相关，如果化合物在⾊谱柱上未得到分离，馏分的纯度将受到影响。■
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