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摘要

本研究的第⼀个⽬的是评估Tof-MRM的性能，Tof-MRM是⼀种靶向采集模式，可与⾮靶向模式集成到同⼀HRMS

平台上，本研究将利⽤Tof-MRM开发⼀种芬太尼类化合物的确认⽅法。第⼆个⽬的是使⽤⽂献报道过的⼀种创新

技术 - 阈值精确校准（Threshold Accurate Calibration，TAC），在不使⽤氘代内标的前提下完成基质归⼀化。

优势

Tof-MRM对芬太尼类似物具有优异的特异性和出⾊的灵敏度 ■

采⽤创新的分析⽅法补偿基质效应 ■

简化孔内样品前处理过程 ■

可区分结构异构体 ■

⽅法适应性强，若出现新型芬太尼类似物，可轻松更新⽅法■

简介
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采⽤四极杆⻜⾏时间(QTof)质谱仪的⾼分辨率质谱分析法(HRMS)作为⼀种全⾯筛查技术，被越来越多地应⽤于法

医毒理学领域。该⽅法通常以⾮靶向模式（即Tof-MSE）采集数据，分别在低能量和⾼能量条件下⽣成⺟离⼦和碎

⽚离⼦，然后结合这两种离⼦实现⾼特异性的鉴定1-4。最近，在法医学领域的尿液药物检测双重确证⼯作流程中

，研究⼈员也开始应⽤Tof-MSE来确认常⻅药物成分5。

如果分析⽬标是鉴定并定量种类有限的⼀组⽬标分析物，也可以使⽤QTof仪器的靶向采集模式达成此⽬标6。近年

来的法医毒理学研究显⽰，⾮法芬太尼（尤其是芬太尼类似物）的使⽤和滥⽤问题越来越严重。因此，⼈们迫切

需要能够灵敏地检测并确认这些新型物质成分的新⽅法。 

本研究的第⼀个⽬的是评估Tof-MRM的性能，Tof-MRM是⼀种靶向采集模式，可与⾮靶向模式集成到同⼀HRMS

平台上，本研究将利⽤Tof-MRM开发⼀种芬太尼类化合物的确认⽅法。第⼆个⽬的是使⽤⽂献报道过的⼀种创新

技术 - 阈值精确校准（Threshold Accurate Calibration，TAC），在不使⽤氘代内标的前提下完成基质归⼀化7-9

。

实验

参⽐分析物

芬太尼类化合物（芬太尼、去甲芬太尼及所有类似物）的参⽐物质购⾃Cerilliant和/或Cayman Chemical，浓度

为1 mg/mL。⽤甲醇稀释参⽐物质，制得浓度为10 µg/mL的芬太尼类化合物混合储备液，使⽤之前保存于-20 

℃下。

TAC加标溶液

⽤⽔稀释芬太尼类化合物混合储备液，制得浓度为30 ng/mL的TAC加标溶液。使⽤⽔作为对应的空⽩加标溶液。

标准曲线样品、质控样品和案例样品

向不含分析物的尿液中加⼊芬太尼类化合物混合储备液，得到浓度为2 ng/mL的单⼀标准曲线样品。另制备浓度为

0.8 ng/mL尿液的检测下限(LLD)对照样品。 

将使⽤另⼀来源的参⽐物质制备的芬太尼类化合物混合储备液加⼊不含分析物的尿液中，制得浓度如下的质控(

QC)样品：1.5、3.0、10 ng/mL尿液。 

真实样品从⽇常案例⼯作中获得。
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样品前处理

分别从各样品中（标准曲线样品、质控样品或案例尿样）取50 µL加⼊96孔板中（每个样品两个相邻板孔），⽤于

制备“纯”样品和“加标”样品（图1）。 

向所有“加标”样品孔中加⼊50 µL TAC加标溶液，向相应的“纯”样品孔中加⼊50 µL空⽩加标溶液。 

然后向所有孔中加⼊500 µL流动相(87% MPA:13% MPB)，将孔板转移⾄ACQUITY UPLC⾃动进样器，使⽤UPLC-

Tof-MRM对样品进⾏分析，进样体积5 µL。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC I-Class (FTN)

⾊谱柱： ACQUITY UPLC HSS C18 100 Å, 1.8 µm, 2.1 mm 

× 150 mm (P/N 186003534)

柱温： 50 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 5 μL

流速： 0.4 mL/min

流动相A： 5 mM甲酸铵，pH 3.0

流动相B： 含0.1%甲酸的⼄腈溶液

梯度程序： 表1

质谱条件
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质谱系统： Xevo G2-XS QTof

电离模式： ESI+

⽑细管电压： 0.8 kV

锥孔电压： 25 V

脱溶剂⽓温度： 500 °C

脱溶剂⽓流速： 1000 L/h

锥孔⽓流速： 20 L/h

采集模式： Tof-MRM（表2）

表2.保留时间(RT)和双Tof-MRM条件，包括优化的碰撞能量(CE)。

数据管理
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使⽤UNIFI科学信息系统进⾏仪器控制和数据处理。

创新分析⽅法：TAC

本研究使⽤⽂献报道过的⼀种新⽅法（阈值精确校准；TAC）1-3来制备样品，在不使⽤氘代内标的前提下对基质

效应进⾏归⼀化。 

简⽽⾔之，即分析不添加（“纯”）和添加（“加标”）cut-off量的参⽐分析物的标准曲线样品、QC样品和未知

样品（图1）。 

确定每个试样的TAC⽐率（即“纯”试样的峰⾯积响应与“加标”试样的峰⾯积响应之⽐），并将该⽐率与浓度为

cut-off阈值（在该测定中，cut-off阈值浓度为2 ng/mL）的尿液标准曲线样品的TAC⽐率进⾏⽐较，定性结果可

以简单地表⽰为（例如）： 

若分析物的TAC⽐率≥标准曲线样品的TAC⽐率，则结果为阳性 ■

若分析物的TAC⽐率＜标准曲线样品的TAC⽐率，则结果为阴性■

TAC⽐率 =“纯”峰⾯积响应/“加标”峰⾯积响应-“纯”峰⾯积响应

核⼼技术：Tof-MRM

⻜⾏时间质谱(Tof-MS)通常在各种法医学筛查分析中以⾮靶向采集模式（如MSE）使⽤4-6。尽管这种模式已经可

以实现检测限低⾄ng/mL⽔平的⾼灵敏度检测，同⼀台仪器还可以在另⼀种模式下（例如Tof-MRM，图2）运⾏。

该模式是⼀种靶向模式，可进⼀步提⾼检测灵敏度。事实上，据报道，灵敏度可提⾼2~200倍7。当分析物浓度可

能极低，并且/或者采⽤简化的样品制备⽅案（例如只进⾏稀释）时，⾼灵敏度将会⾮常有⽤。 

本研究使⽤Tof-MRM分析稀释尿样中的芬太尼类化合物 - 由于这些物质的效价强度⾮常⾼，它们在样品中的浓度

往往极低，甚⾄仅有亚ng/mL浓度⽔平。

结果与讨论

使⽤标准曲线样品对Tof-MRM模式进⾏初步评估的结果显⽰，与Tof-MSE相⽐，灵敏度提⾼了5~20倍。由于研究

⽬的是使⽤简单的样品前处理⽅案（样品有效稀释10倍），因此采⽤靶向采集模式开展其余的研究。 
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采⽤简单的孔内样品前处理⽅案（图1）制备样品，随后运⾏15 min⾊谱分离⽅法（表1）配合优化的双通道Tof-

MRM监测⽅法进⾏分析（图3，表2）。该⽅法灵敏度极⾼，且能够区分结构异构体（图4）。

根据纽约州卫⽣署(New York State Department of Health)指南设计验证研究⽅案，并运⾏17个分析批来验证该

⽅法。这种创新的TAC⽅法成功将基质效应归⼀化，并且能够对我们研究的所有芬太尼类化合物进⾏⼀致分析，在

阈值浓度⽔平也可实现精确检测。分析物浓度接近cut-off值时（即0.8、1.5、3.0和10.0 ng/mL），也获得了可接

受的精密度和准确度（图5）。

将该确认⽅法应⽤于25个法医学案例样品，结果表明，使⽤Tof-MRM⽅法所得的结果与使⽤另⼀种UPLC-MS/MS

快速筛查⽅法所得的结果完全⼀致8。所有案例样品的结果汇总于表3中，其中芬太尼、去甲芬太尼、β-羟基芬太

尼和4-ANPP是检出率最⾼的⼏种化合物。4-ANPP是⽣产芬太尼类化合物的中间体，因此可能作为杂质出现在芬

太尼制剂中；此外，该物质还被认为是芬太尼及⼀些类似物的代谢物（包括呋喃芬太尼、⼄酰芬太尼和丙烯酰芬

太尼）。

结论

本应⽤纪要介绍了⼀种⽤于法医毒理学分析的确认⽅法。 

与此前的⽂献报道⼀致，Tof-MRM⽅法可实现⽐⾮靶向Tof-MSE⽅法更⾼的灵敏度。 

该⽅法利⽤⼀些创新⽅案，为尿液中芬太尼和芬太尼类似物的分析提供了⼀种简单、准确且精密的定性⽅法。 

氘代内标，尤其是新型药物类似物的氘代内标并不⼀定能轻易获得，⽽本⽂介绍的TAC⽅案可实现准确的定性确认

，⽆需使⽤氘代内标。 

这种TAC⽅案还赋予了分析⽅法良好的适应性，若出现新型芬太尼类似物，分析⼈员可以轻松更新⽅法。
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特⾊产品

ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统 <https://www.waters.com/134613317>

Xevo G2-XS QTof四极杆⻜⾏时间质谱仪 <https://www.waters.com/134798222>

UNIFI科学信息系统 <https://www.waters.com/134801648>
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