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摘要

在美国，US EPA⽅法1633已成为分析⾮饮⽤⽔基质、⼟壤、⽣物固体和组织中PFAS的基础⽅法。该⽅法包括使

⽤弱阴离⼦交换(WAX)固相萃取(SPE)进⾏样品前处理和⽯墨化炭⿊(GCB)净化的步骤。本应⽤纪要是⼀系列展⽰

执⾏1633⽅法综合解决⽅案⽂档中的第⼀篇。本⽂重点介绍了在ACQUITY™ Premier BSM FTN LC系统与Xevo™ 

TQ Absolute串联四极杆质谱仪联⽤系统上建⽴的LC-MS/MS⽅法，并使⽤waters_connect™定量软件平台评估

该⽅法的性能。

优势

可分析40种⽬标分析物PFAS和31种同位素标记内标的11分钟梯度⽅法，满⾜EPA 1633关于快速仪器分析时间

的要求

■

使⽤ACQUITY Premier BSM FTN的稳定、耐⽤的UPLC⽅法，保留时间优于EPA 1633要求■

使⽤Xevo TQ Absolute的灵敏、可靠的MS/MS⽅法，满⾜EPA 1633对初始和持续校正以及离⼦丰度⽐标准品

的要求

■

使⽤waters_connect定量软件平台可轻松处理数据并⽣成报告■
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简介

US EPA⽅法1633于2021年8⽉⾸次推出，成为分析⾮饮⽤⽔基质、⼟壤、⽣物固体和组织中PFAS的基础⽅法1。 

截⾄撰写本⽂档时，⽅法1633正处于第四次起草阶段，最终版本预计将于2023年底发布。到EPA 1633最终版发布

时，⽅法中包含的每种类型的样品基质都已经过多个实验室的验证。该⽅法涵盖了40种PFAS，并采⽤同位素稀释

法进⾏校正和定量。所需的样品前处理因样品类型⽽略有不同，但所有样品类型均采⽤弱阴离⼦交换(WAX)⼩柱进

⾏固相萃取(SPE)并结合⽯墨化炭⿊(GCB)净化。EPA 1633是为了⽀持《清洁⽔法》(CWA)和国防部(DoD)的监测

和修复分析样品⽽创建的，但由于它涵盖的基质和化合物种类繁多，因此适⽤性也⾮常⼴泛。

这是系列应⽤纪要的第⼀篇，这⼀系列应⽤纪要旨在介绍使⽤全⾯的沃特世技术⼯作流程解决样品前处理、分析

和EPA 1633⽅法性能问题。本应⽤纪要重点介绍了将ACQUITY Premier BSM FTN LC系统与Xevo TQ Absolute质

谱仪联⽤建⽴的LC-MS/MS⽅法，并使⽤waters_connect定量软件平台评估了⽅法性能。之后的应⽤纪要将介绍

⽅法回收率以及真实样品分析。

实验

样品前处理

有关样品前处理的详细信息，请参阅本系列中的第2篇和第3篇应⽤纪要。简⽽⾔之，PFAS的样品前处理按照

1633中概述的样品前处理步骤，使⽤Waters™ Oasis™ WAX进⾏，并结合GCB净化⽅法。⽔相样品是⼀个值得注

意的例外，使⽤的样品体积为250 mL，⽽不是500 mL。因此，样品的浓缩因⼦为50×，⽽不是100×。Xevo TQ 

Absolute质谱仪的灵敏度⽀持减少样品体积。下⽂提供的数据表明，250 mL样品量所产⽣的结果与EPA 1633中

使⽤500 mL样品量所获得的结果相当。⼩体积样品的优势不仅包括样品前处理过程中更快的上样速度，还包括使

⽤较⼩的250 mL样品时降低的运输成本和样品储存要求。

所有使⽤的标准品（⽬标分析物、萃取的内标和未萃取的内标）均为Wellington Laboratories专为EPA⽅法

1633开发的混合物。

本应⽤纪要中探讨的样品包括当地采集的地下⽔和地表⽔，以及美国中西部⼀家市政污⽔处理机构友情提供的进

⽔和出⽔废⽔。

数据审查
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使⽤waters_connect定量软件平台中的MS Quan应⽤程序进⾏数据处理和审查。本⽂将重点介绍EPA 1633第4版

草案中概述的以下数据质量指南，以展⽰使⽤沃特世解决⽅案的⽅法能⼒：

1.将中间校正点⽤作保留时间和离⼦丰度⽐的参⽐点（在waters_connect中指定为Quan Reference（定量参⽐

））。

2.保留时间必须在参⽐点的0.4 min范围内。

3.⽬标分析物必须在萃取内标(EIS)的0.1 min内洗脱。

4.胆汁盐（TDCA、TCDCA、TUDCA）必须在PFOS保留时间窗⼝外1 min实现分离。

5.⾄少需要6个校正点。

6.最低校正点对于定量和确认离⼦必须有3的信噪⽐(S:N)，或者如果只有⼀种定量离⼦，则最低校正点的信噪⽐必

须有10。

7.使⽤平均RF标准曲线时，%RSD必须≤20%才能建⽴线性。

8. 校正检验(CV)进样浓度必须在预期浓度的70%~130%范围内。

9.离⼦丰度⽐（如果适⽤）范围必须在中点校正参⽐点的50%~150%范围内。

10.确⽴的最低定量浓度(ML)是LC-MS/MS能够为分析物提供可识别信号和接受的校正点的最低⽔平。这是该⽅法

能够测量分析物的最低浓度。

11.线性和⽀链异构体报告为单个汇总结果。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： 配备FTN的ACQUITY Premier BSM

样品瓶： 700 µL聚丙烯螺⼝带盖瓶(P/N: 186005219)

分析柱： ACQUITY Premier BEH™ C18 2.1 x 50 mm, 1.7 

µm（P/N：186009452）

Atlantis Premier BEH C18 AX 2.1 x 50 mm, 5.0 隔离柱：
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µm（P/N：186009407）

柱温： 35 °C

PFAS⽅法包： PFAS安装套件，带OASIS WAX 150 

mg（P/N：176004548）

样品温度： 10 ℃

进样体积： 2 µL

流速： 0.3 mL/min

流动相A： 2 mM⼄酸铵⽔溶液

流动相B： 2 mM⼄酸铵⼄腈溶液

梯度表

MS条件

质谱系统： Xevo TQ Absolute
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电离模式： ESI-

⽑细管电压： 0.5 kV

离⼦源温度： 100 °C

脱溶剂⽓温度： 350 °C

脱溶剂⽓流速： 900 L/h

锥孔⽓流速： 150 L/h

MRM⽅法： 有关完整MRM⽅法的详细信息，请参⻅附录

数据管理

软件： waters_connect定量软件平台

结果与讨论

LC梯度优化

胆酸类化合物，例如⽜磺脱氧胆酸(TDCA)、⽜磺鹅脱氧胆酸(TCDCA)和⽜磺熊脱氧胆酸(TUDCA)，由于⺟离⼦与

⼆级碎⽚的质量数相似，可能会⼲扰质谱中PFOS的分析。这些⼲扰物是为帮助消化过程⽽产⽣的胆盐，可能存在

于组织和废⽔样品中。因此，EPA 1633要求LC⽅法的要求之⼀为不仅要监测胆酸，还要确保胆酸和PFOS之间有

⼀分钟的保留时间差。之前发布的PFAS⽅法使⽤甲醇作为有机流动相2,3。在⽤EPA 1633样品测试甲醇法时，发现

PFOS在三种胆酸的中间洗脱（图1）。这不符合1633的要求，因此测试改⽤⼄腈作为有机流动相。从图1可以看

出，使⽤⼄腈时，胆酸⽐任何PFOS异构体都更早洗脱，分离时间⼤于⼀分钟。需要注意的是，从甲醇切换为⼄腈

时，观察到响应有⼩幅下降，但不⾜以影响分析。
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图1.使⽤⼄腈（左）和甲醇（右）作为有机流动相时，胆酸与PFOS异构体的分离度⽐较。

除了更改有机流动相以外，LC梯度⽅法也从之前使⽤100 mm⾊谱柱的⽅法缩⼩到50 mm⾊谱柱，以减少仪器分

析时间。

校正性能与持续验证

EPA 1633是使⽤Xevo TQ-S micro质谱仪（具有符合预期⽬标灵敏度的串联四极杆质谱仪）开发的，并进⾏了单

实验室验证。本⽂所述研究是使⽤灵敏度最⾼的质谱仪 - Xevo TQ Absolute质谱仪执⾏的。Xevo TQ Absolute质

谱仪的灵敏度⽔平为⽅法提供了更⾼的灵活性。因此，本研究中使⽤的标准曲线范围是⽅法及多实验室验证研究

中使⽤的1/20。此外，Xevo TQ Absolute的最低定量浓度也是⼤约1/20。本研究使⽤的标准曲线范围（以样品瓶

内和样品中的浓度表⽰）可参⻅表1。表1还显⽰了最低定量浓度下各化合物的信噪⽐(S:N)值。该浓度下所有化合

物的S:N ≥ 3。
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表1.在Xevo TQ Absolute质谱仪上进⾏EPA 1633评估所⽤的标准曲线数据。
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按照⽅法说明，使⽤同位素稀释法进⾏校正和定量。使⽤平均响应因⼦(RF)绘制标准曲线。此类曲线的线性通过

验证整条曲线上的相对响应因⼦(RRF)的%RSD ≤ 20%来确定。表1列出了RRF的%RSD值，所有化合物的%RSD

均⼩于15%，证明该⽅法中所有PFAS的标准曲线均呈线性。

由于不需要每批样品都绘制标准曲线，因此在每批样品之前、批次中每10个样品之后以及批次结束时进⾏校正检

验(CV)进样，验证样品分析过程中的仪器稳定性。CV是处于标准曲线的中间浓度的标准曲线标准品。所有CV必须

在标准曲线预期浓度的70%~130%范围内定量，才能被接受⽤于每批数据。为了证明仪器响应的稳定性，图2中绘

制了⼋天内不同批次地下⽔、地表⽔、废⽔和组织样品进样的CV偏差百分⽐。按照1633的要求，图中的偏差百分

⽐应在±30%以内。除两次进样中的7:3 FTCA外，所有其他化合物均符合30%的偏差标准。7:3 FTCA有两次进样

的偏差> 30%。排除7:3 FTCA后，CV值的平均偏差为3.75%。这表明LC-MS/MS系统和⽅法可在⻓时间内保持稳

定。
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图2.在8天的批次运⾏中，⽬标分析物(A)和萃取的内标(B)每次CV进样的偏差%。红线表⽰±30%的可接受范围。

样品分析期间的⽅法性能

保留时间稳定性是EPA 1633的另⼀项参数要求，允许的RT窗⼝为预期保留时间（来⾃初始校正或CV）的0.4 min

以内。图3展⽰了在8天时间范围内，不同批次的⽔相样品类型中，53次进样所采集数据的RT稳定性。除FOSA（C

8磺胺类）外，所有化合物在所有进样中的最⼤RT偏差为2.7% (0.02 min)。图中线条的对称性展⽰了保留时间的
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稳定性，每条线在圆形图表上从开始（第1次进样）到结束（第53次进样）都相互对应。在第18~33次进样期间，

FOSA和13C8-FOSA的保留时间发⽣明显漂移，但RT在后续进样中⼜稳定回到预期RT。该化合物的0.18 min RT漂

移完全处于允许的0.4 min范围内。此外，在此漂移期间，FOSA和13C8-FOSA的RT是匹配的。

图3.样品、标准品和质控样品的53次进样中，⽬标分析物(A)和萃取内标(B)的保留时间稳定性。突出显⽰的区域表

⽰样品进样的区域，其中红⾊表⽰地下⽔，⻩⾊表⽰地表⽔，蓝⾊表⽰进⽔和出⽔废⽔。 

最后，通过8天测量地下⽔、地表⽔、废⽔和组织进样中的离⼦丰度⽐来评估离⼦丰度⽐的稳定性。EPA 1633要

求离⼦丰度⽐在参⽐值（中点或CV）的50%~150%范围内。图4所⽰为测得的离⼦丰度⽐偏差与初始中点校正的

⽐较结果。所有化合物的所有离⼦丰度⽐均在±50%的偏差范围内，平均偏差为3.28%。
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图4.在⽬标分析物(A)和萃取的内标(B)中，具有两个MRM通道的每种分析物的离⼦丰度⽐偏差百分⽐。图中的数据

展⽰了8天内批次运⾏期间的样品和标准品进样结果。

异构体的数据处理

EPA 1633的⼀个附加要求，这也是⼤多数PFAS⽅法的常⻅要求：在最终报告结果中将⽀链异构体与线性异构体合

并在⼀起。使⽤waters_connect定量软件平台中的MS Quan应⽤程序时，合计异构体是⼀个简单的⾃动化过程。
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图5展⽰了独⽴处理和定量异构体，以及报告总异构体浓度的能⼒（以PFHxS为例）。

图5.从MS Quan得到的PFHxS各异构体峰积分和异构体总浓度报告。

结论

使⽤ACQUITY Premier BSM FTN LC系统与Xevo TQ Absolute质谱仪联⽤的分析⽅法，可轻松满⾜EPA 1633⽅法

的所有数据质量要求。在50 mm ACQUITY BEH C18⾊谱柱上使⽤⼄腈作为有机流动相的11 min LC梯度下，潜在

的胆酸⼲扰物与PFOS之间实现了所需的⼀分钟分离。Xevo TQ Absolute的检测和标准曲线范围远低于EPA 1633

中规定的范围。这为检测样品中的低浓度PFAS提供了可能，还有可能减少所需的样品量，从⽽加快样品前处理速

度。结果表明，校正在响应值±30%的校正检验要求范围内稳定。保留时间稳定，与参⽐进样的偏差在2.7%以内

。离⼦丰度⽐也完全在±50%的偏差范围内。所呈现的数据表明，LC-MS/MS系统可轻松满⾜EPA 1633样品分析

的所有使⽤要求。
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附表1.EPA 1633分析中所含PFAS的质谱⽅法条件。
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特⾊产品

ACQUITY Premier系统 <https://www.waters.com/waters/nav.htm?cid=135077739>

Xevo TQ Absolute三重四极杆质谱仪 <https://www.waters.com/nextgen/us/en/products/mass-

spectrometry-systems/xevo-tq-absolute.html>

waters_connect <https://www.waters.com/waters/nav.htm?cid=135040165>
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