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仅适⽤于法医毒理学应⽤。

这是⼀份应⽤简报，不包含详细的实验部分。

摘要

本应⽤简报介绍了⼀种简单的样品前处理⽅法，该⽅法使⽤UPLC分离技术和Waters ACQUITY QDa质谱检测，对

⼈尿液或⾎浆中加标的毒理学相关化合物进⾏筛查。

优势

此系列分为两部分，本⽂作为第⼆部分，介绍了⼀种简单的固相萃取(SPE)⽅案，⽤于⽣物基质中化合物的制备

，以及该⽅案在Waters STA筛查⽅法和ACQUITY QDa质谱检测器上的应⽤。

简介
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任何LC-MS筛查⽅法的成功都需依靠⾼效且可靠的样品前处理⽅案，同时该⽅案应能从基质中萃取出尽可能多的

分析物。Waters Oasis PRiME HLB采⽤简单快速的设计，⽆需进⾏吸附剂预活化和平衡，同时能够提供⽐传统样

品前处理解决⽅案更快速的⼯作流程和更洁净的萃取物。 

本应⽤简报介绍了Oasis PRiME HLB和UPLC分离技术与ACQUITY QDa质谱检测器（使⽤Waters STA筛查应⽤程

序）结合使⽤的情况1-3。 ⾃⼗多年前该产品推出以来，相关的数据库已经扩展⾄包含1200种毒理学相关物质。当

前⼯作的⽬的是评估STA⽅法与ACQUITY QDa质谱检测器结合使⽤（图1）的可⾏性，该⽅法可提供⼀种简单、灵

敏、低成本的定性筛查⼯具，适⽤于在法医毒理学实验室中确定⽣物基质中的毒理学相关物质。

图1.ACQUITY UPLC H-Class PLUS

系统和ACQUITY QDa质谱检测器。

实验
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材料

参⽐物质包含100种分析物（表1），购⾃Sigma-Aldrich（英国普尔）；通常情况下，单药浓度为1 mg/mL。六

种不同来源的尿液由志愿者提供（英国威姆斯洛），六种不同来源的⾎浆（使⽤含氟化钠/草酸钾的试管采集）购

⾃BIOIVT（英国西萨塞克斯郡）。

表1.评估的100种化合物列表。

制备加标基质

将分析物组合为多种混合物（每种混合物中最多包含10种分析物），⽤⼄腈溶液制得浓度为25 µg/mL的混合加标

溶液。 

将每种混合物分别加标到空⽩基质中，得到最终浓度为200 ng/mL和500 ng/mL的溶液。

样品前处理 - 快速、简单的固相萃取(SPE)
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将基质(150 µL)加标到150 µL去离⼦⽔中，涡旋混合60 s，然后离⼼。将200 µL加标基质/⽔混合物上样⾄Oasis 

PRiME HLB µElution板（P/N：186008052）。上样后，⽤200 µL 5%甲醇溶液清洗孔。⽤2 × 50 µL含1%甲酸

的⼄腈/甲醇(90/10, v/v)溶液将分析物洗脱到800µL圆孔收集板中（P/N：186002481）。 

使⽤Porvair样品浓缩器在50 ℃的氮⽓流下吹⼲样品，然后⽤40 µL含10%⼄腈的5 mM甲酸铵溶液(pH 3.0)进⾏复

溶。⽤经过硅胶/PTFE处理的沃特世盖垫覆盖收集板，然后置于多管涡旋混合器中混合3 min。图2所⽰为样品前

处理所⽤萃取⽅案的⽰意图。

图2.样品前处理所⽤的PRiME HLB⼯作流程⽅案。

筛查⽅法

样品采⽤之前开发的Waters STA筛查⽅法进⾏分析，该⽅法经过改进，可与Waters ACQUITY UPLC H-Class 

PLUS系统和ACQUITY QDa质谱检测器结合使⽤²。

⾊谱分离通过15 min的梯度洗脱实现。数据在全扫描模式下采集，采⽤多个锥空电压，通过源内碰撞诱导解离(

CID)在正离⼦模式下⽣成谱图数据。表2和表3分别列出了LC条件和ACQUITY QDa设置。

表2.LC梯度曲线，包括300 µL的预柱体积。
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表3.ACQUITY QDa条件。

结果与讨论

按照所述Oasis PRiME HLB µElution⽅法制备加标样品，并在ACQUITY QDa质谱检测器上使⽤Waters STA筛查

⽅法进⾏分析。使⽤ChromaLynx应⽤管理软件（带MassLynx软件）⾃动处理采集的数据，并与准备好的谱库进

⾏⽐较，通过谱库匹配来提供鉴定结果。组分鉴定结果的可信度以平均匹配因⼦表⽰，最⼤值为1000。平均匹配

因⼦是通过⽐较四种锥孔电压下的采集谱图与谱库谱图来确定的。在本研究中，假定平均匹配因⼦⼤于700为阳性

鉴定结果，⽽平均匹配因⼦在600~700之间的化合物则被归类为暂定（不确定）的鉴定结果。此外，保留时间需

要在Waters STA谱库中指定参考时间的0.35 min以内。 

在本研究中，如果化合物得到暂定结果或阳性鉴定，则将其归类为检测到的化合物。在200 ng/mL的浓度下，尿

液中有93%的研究分析物可检出，⾎浆中这⼀⽐例为98%。图3中汇总了两种基质中浓度为200 ng/mL和500 

ng/mL的检测结果总数。
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图3.混合尿液和⾎浆中浓度为200 ng/mL和500 ng/mL的化合物检测结果汇

总。

结论

本技术简报介绍了⼀种简单的样品前处理⽅法，该⽅法使⽤Oasis PRiME HLB µElution，结合UPLC分离和

ACQUITY QDa质谱检测器，可快速、简单且有效地筛查多种⼈尿液和⾎浆中的相关化合物。 

在96孔板中使⽤Oasis PRiME HLB μElution，可实现样品前处理过程的⾃动化，从⽽提⾼样品通量。 

ACQUITY QDa是⼀款低成本、⾼灵敏度的多⽤途仪器，可结合UPLC⾊谱分离，连续检测⽣物基质中的毒理学相

关化合物。
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