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摘要

在本应⽤纪要中，我们采⽤三种应⽤来考察Waters Arc Premier系统与MaxPeak Premier⾊谱柱配合使⽤时所获

得的性能优势。第⼀种应⽤使⽤腺苷核苷酸作为探针来研究惰性MaxPeak⾼性能表⾯(HPS)技术对关键性能参数

（例如检测灵敏度和重现性）的影响。研究表明，利⽤Arc Premier系统可轻松检出起始浓度为0.5 µg/mL的腺苷

磷酸化衍⽣物，峰⾯积显著，峰拖尾⼤幅减少。在其他两套液相⾊谱系统（标准不锈钢系统和标准⽣物兼容性⾦

属合⾦系统）上未检测到峰。第⼆种应⽤是磷酸类固醇药物分析，展⽰了Arc Premier系统对⾦属敏感化合物的峰

形、灵敏度、重现性和定量准确度的改善。最后是第三种应⽤，对⾮⾦属敏感化合物的混合物进⾏反相分析，表

明分析⽅法可以在标准不锈钢系统、标准⽣物兼容性⾦属合⾦系统与Arc Premier系统之间成功转移，且不受⾮⾦

属敏感化合物分析采⽤不锈钢⾊谱柱还是MaxPeak Premier⾊谱柱的影响。 

优势

MaxPeak⾼性能表⾯(HPS)技术⼤幅减少了检测和定量⾦属敏感分析物的不确定性■

改善峰形、灵敏度、重现性和定量准确度■

⾮⾦属敏感分析物能够在Arc Premier系统与标准不锈钢和⽣物兼容性⾦属合⾦系统之间实现⽆缝⽅法转移■
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简介

过去，携带富电⼦基团的分析物给采⽤⾦属材质的液相⾊谱系统和⾊谱柱（例如不锈钢(SS)或⽣物兼容性钛和镍

钴合⾦(MP35N)）带来了挑战。这些富电⼦基团，包括磷酸基团、不带电荷的胺和去质⼦化羧酸基团，容易与整

个液相⾊谱系统和⾊谱柱的⾦属表⾯螯合1。因此，使⽤这些液相⾊谱系统和标准不锈钢⾊谱柱分析⾦属敏感化合

物获得的峰形较差、灵敏度下降且重现性和稳定性不佳。这些⾦属-分析物相互作⽤对开发成功的分析⽅法有不利

影响。采⽤螯合剂、PEEK管路和系统钝化等解决⽅法要么不能永久有效，要么与某些溶剂不兼容，要么会降低质

谱检测的电离效率2。

为应对⾦属敏感化合物的分析挑战，沃特世开发出ACQUITY Premier系统、Arc Premier系统和MaxPeak 

Premier⾊谱柱。ACQUITY Premier系统为使⽤亚2 µm⾊谱柱填料进⾏研究和⽅法开发的科学家提供了性能优势

，⽽Arc Premier系统则旨在⽀持使⽤≥2.5 µm⾊谱柱填料进⾏的常规液相⾊谱分析和⽅法开发。ACQUITY和Arc 

Premier系统以及MaxPeak Premier⾊谱柱均采⽤MaxPeak HPS技术，⽽HPS由类似于亚⼄基桥杂化硅胶颗粒的

⾼度交联层组成3。 MaxPeak HPS技术可提供⼀层有效的屏障，尽量减少分析物与⾦属表⾯的不良相互作⽤。  

本研究采⽤腺苷及其磷酸化衍⽣物作为探针，以展⽰⾊谱表⾯如何能够显著影响⾦属敏感分析物的检测。然后

，以磷酸类固醇药物分析为例，重点强调Arc Premier解决⽅案的优势。最后，在标准系统、标准Bio系统和Arc 

Premier系统上使⽤⾮⾦属敏感化合物的混合物证明了⾊谱性能等效性。  

实验
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液相⾊谱系统

数据管理

⾊谱软件： Empower 3 FR5

ATP/ADP/AMP/腺苷分析

样品描述

三磷酸腺苷⼆钠(ATP)和⼆磷酸腺苷钠(ADP)购⾃Sigma，⼀磷酸腺苷(AMP)和腺苷购⾃Acros。所有样品均溶于由

95%流动相A和5%流动相B组成的样品稀释剂中，浓度范围为0.5 µg/mL⾄200 µg/mL。

⽅法条件
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梯度表

HCP/BMP/DMP及相关化合物分析

样品描述

磷酸氢化可的松(HCP)三⼄胺、倍他⽶松磷酸钠(BMP)、地塞⽶松磷酸钠(DMP)、地塞⽶松和醋酸地塞⽶松购⾃

Sigma Aldrich。所有样品均溶于由90%⽔和10%⼄腈组成的样品稀释剂中，浓度范围为1 µg/mL⾄200 µg/mL

⽅法条件
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梯度表

⾮⾦属敏感化合物分析

样品描述

盐酸阿⽶替林购⾃Sigma Aldrich，亮氨酸脑啡肽购⾃沃特世（部件号：186006013 <

https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186006013-leucine-enkephalin.html

> ）。两者均溶于50:50⽔:⼄腈中，然后与Waters ACQUITY UPLC MS启动溶液2（部件号：700002741 <

https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/700002741-acquity---quattro-micro-

or-quattro-premier-ms-start-up-solution-.html> ）混合。

⽅法条件
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梯度表

结果与讨论

ATP/ADP/AMP/腺苷分析：评估惰性表⾯

化合物中的磷酸基团由于具有富电⼦性，因此可能与暴露的⾦属位点相互作⽤，从⽽吸附到液相⾊谱系统上。在

不存在任何离⼦对试剂的情况下，这些化合物是评估暴露⾦属表⾯的理想探针。为此，使⽤反相液相⾊谱⽅法分

析腺苷核苷酸及其磷酸化衍⽣物（ATP、ADP和AMP）。由于磷酸化腺苷衍⽣物中磷酸基团的数量决定了化合物的

结合程度，因此选择ATP和ADP区域来展⽰液相⾊谱系统和⾊谱柱上的⾦属表⾯如何影响⾦属敏感化合物的检测

（图1）。在配备不锈钢(SS)⾊谱柱的标准SS系统和标准Bio MP35N系统上，均未检出低浓度的ATP和ADP；当浓

度增加⾄25 µg/mL时，虽然检出这两种化合物，但存在严重拖尾（USP拖尾因⼦>2.0）。将相同的样品进样⾄与

MaxPeak Premier⾊谱柱配合使⽤的Arc Premier系统时，轻松检出起始浓度低⾄0.5 µg/mL的ATP和ADP，获得

显著的峰⾯积和⾼斯峰形（USP拖尾因⼦<1.5）。这表明该系统与标准SS和标准Bio MP35N系统相⽐，对低浓度

⾦属敏感化合物的检测灵敏度显著提⾼。 
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图1.在与SS⾊谱柱配合使⽤的标准SS系统和标准⽣物兼容性液相⾊谱系统上以及与MaxPeak Premier⾊谱柱配合

使⽤的Arc Premier系统上，浓度从0.5 µg/mL增加⾄25 µg/mL的ATP和ADP的检测结果⽐较

采⽤标准SS和标准MP35N Bio液相⾊谱系统时，⾦属敏感化合物常表现出进样重现性不佳的情况。差异性程度取
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决于具体化合物、系统使⽤历史和暴露程度、流动相等4。 图2展⽰了这三种液相⾊谱系统上第1次进样与第100次

进样ATP混合物所得到的结果⽐较。经过重复进样后，在配备SS⾊谱柱的标准SS和标准Bio系统上，ATP从⽆法检

出变为能够检出；ADP在标准Bio系统上的结果也是如此。此外，在标准SS和标准Bio系统上，AMP峰⾯积随进样

次数增加⽽增加。在配备MaxPeak Premier⾊谱柱的Arc Premier系统上，第1次进样与第100次进样相⽐，未观

察到明显的峰⾯积差异。在Arc Premier系统上观察到峰⾯积重现性和峰形改善，原因是采⽤创新的MaxPeak 

HPS技术有效抑制了⾦属-分析物相互作⽤。

图2.标准SS系统、标准Bio系统和Arc Premier系统上第1次进样与第100次进样结果的⽐较，其中ATP、ADP和AMP

的浓度为10 µg/mL，腺苷浓度为5 µg/mL。

分析复杂的样品基质时，采⽤反相分离可能不够稳定，因为该⽅法⽆法保留所有核苷酸，⽐如观察到ATP在死体积

附近洗脱。不过，ATP混合物在研究惰性⾊谱表⾯的有效性⽅⾯可⽤作⼀种实⽤探针。

HCP/BMP/DMP及相关化合物分析：提⾼灵敏度、重现性和定量准确度

HCP和DMP、⽪质类固醇可缓解炎症，对内分泌失调和某些形式的免疫和过敏性疾病也有治疗作⽤5。 与ATP类似

，HCP和DMP中的富电⼦磷酸基团容易吸附到⾦属表⾯。图3⽐较了浓度为1 µg/mL和25 µg/mL的HCP/DMP及相
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关化合物在标准SS系统、标准Bio系统和Arc Premier系统上的分析结果。在配备SS⾊谱柱的标准SS系统和标准

Bio系统中，三种化合物（包括HCP、BMP和DMP）受到⾦属表⾯的严重影响。在低⾄1 µg/mL的浓度下，这三种

化合物在标准系统上⼏乎⽆法检出；在标准Bio系统上还表现出较低的峰强度和严重拖尾，导致难以对⾊谱峰进⾏

⼀致的积分。相反，在配备MaxPeak Premier⾊谱柱的Arc Premier系统上，观察到这三种化合物均获得尖锐且对

称的峰。当浓度增加⾄25 µg/mL时，HCP、BMP和DMP在标准SS和标准Bio系统上得到的峰强度有所提⾼，但是

，与采⽤Arc Premier系统得到的结果相⽐，这些峰明显更宽，且拖尾更严重。 

图3.  HCP/DMP及相关化合物在标准系统（SS⾊谱柱）、标准Bio系统（SS⾊谱柱）和Arc Premier系统（MaxPeak 

Premier⾊谱柱）上的分析结果⽐较，分析浓度如下：(a)化合物1、2和3为1 µg/mL，化合物4和5为0.3 µg/mL

；(b)化合物1、2和3为25 µg/mL，化合物4和5为7.5 µg/mL。（峰标签：1 - HCP、2 - BMP、3 - DMP、4 - 地塞

⽶松、5 - 醋酸地塞⽶松）。

宽峰和拖尾峰会影响数据重现性和定量准确度。我们以HCP作为代表性化合物，⽐较了在标准系统、标准Bio系统

和Arc Premier系统上分析六组精密度评估样品得到的峰⾯积%RSD（图4）。在六组精密度评估样品中，采⽤Arc 

Premier系统得到的峰⾯积%RSD最低，处于0.05%~0.3%的范围内；采⽤标准系统得到的峰⾯积%RSD最⼤，处

于0.8%~1.4%的范围内；⽽采⽤标准Bio系统得到的结果则介于两者之间，处于0.15%~0.4%的范围内。尽管由这

三种系统得到的三条HCP校准曲线的R2表现为相同的数量级（图5），但是观察到采⽤标准SS和标准Bio系统得到

的结果（使⽤峰⾯积与浓度的对数标度）在低浓度下均偏离线性（图6a），并且偏离⼀致的响应因⼦（峰⾯积/浓

度）（图6b）。直接影响表现为低浓度HCP的定量偏差%。当浓度为5 µg/mL时，重复进样分析结果显⽰，采⽤
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标准SS和标准Bio系统得到的六组校准曲线之间的差异更⼤（标准SS系统的最⾼偏差%为22%；标准Bio系统的最

⾼偏差为15%）（图7）。对于Arc Premier系统，六组HCP校准曲线的平均偏差%为0.4%，最⼤值为2.6%。采⽤

配备MaxPeak Premier⾊谱柱的Arc Premier系统时，磷酸类固醇药物分析的数据重现性、灵敏度、线性动态范围

和定量准确度均得到极⼤改善。

图4.采⽤标准系统、标准Bio系统和Arc Premier系统分析浓度为25 µg/mL的

六组精密度评估样品中HCP峰的峰⾯积%RSD⽐较（每个数据条代表每组六

次重复进样所得到的峰⾯积%RSD）
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图5.三种液相⾊谱系统得到的HCP的校准曲线。所有校准曲线均采⽤1/x加权确定。对于标准系统（SS⾊谱柱）和

标准Bio系统（SS⾊谱柱），校准范围为5 µg/mL~200 µg/mL；对于Arc Premier系统（MaxPeak Premier⾊谱柱

），校准范围为1 µg/mL~200 µg/mL。

图6.HCP标准品的两幅替代图。(a)峰⾯积与浓度的对数图；(b)响应因⼦（峰⾯积/浓度）与浓度关系图。对于标准

SS和标准Bio系统，校准范围为5 µg/mL~200 µg/mL，对于Arc Premier系统，校准范围为1 µg/mL~200 µg/mL。
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图7.HCP的六组校准曲线中5 µg/mL下的定量准确度偏差%⽐较 
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⾮⾦属敏感化合物分析：⽅法转移

在上述ATP/ADP/AMP/腺苷和HCP/BMP/DMP及相关化合物分析案例中，Arc Premier系统与MaxPeak Premier

⾊谱柱结合使⽤的优势体现在提⾼了⾦属敏感化合物的灵敏度、重现性、动态线性范围和定量准确度。⽽这两个

案例中的⾮⾦属敏感化合物（例如腺苷、地塞⽶松和醋酸地塞⽶松）在三种液相⾊谱系统上得到的峰形、检测灵

敏度和数据重现性相当（数据未显⽰）。这表明⽤于⾮⾦属敏感化合物的液相⾊谱⽅法可以在标准SS系统、标准

Bio系统与Arc Premier系统之间转移，与其使⽤的⾊谱柱类型（不锈钢⾊谱柱或MaxPeak Premier⾊谱柱）⽆关

。   

我们以具有不同理化特性的七种⾮⾦属敏感化合物的混合物为例，展⽰标准SS系统、标准Bio系统与Arc Premier

系统之间的液相⾊谱⽅法可转移性。标准SS和标准Bio系统均使⽤由SS硬件制成的⾊谱柱，⽽Arc Premier系统则

使⽤由MaxPeak HPS硬件制成的MaxPeak Premier⾊谱柱。在这三种系统中观察到相当的⾊谱图，获得了相似的

保留时间和峰形（图8）。表1展⽰了这七种化合物（各化合物的浓度均为10 µg/mL）六次重复进样得到的保留时

间标准偏差(RT SD)和峰⾯积%RSD⽐较。采⽤标准SS系统、标准Bio系统和Arc Premier系统分析这七种化合物得

到的保留时间标准偏差均为0.05~0.22 s，峰⾯积%RSD为0.04%~1%。由于⾊谱性能相当，由此证明⾮⾦属敏感

化合物分析⽅法在这三种液相⾊谱系统之间具有可转移性。 
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图8.⾮⾦属敏感化合物在三种系统上的反相分离结果⽐较（峰标签：1 - 对⼄酰氨基酚、2 - 咖啡因、3 - 亮氨酸脑

啡肽、4 - 磺胺⼆甲氧嘧啶、5 - 阿⽶替林、6 - 利⾎平、7 - 特⾮那定）。各化合物浓度均为10 µg/mL。
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表1.采⽤标准SS系统（SS⾊谱柱）、标准Bio系统（SS⾊谱柱）和Arc Premier系统（MaxPeak Premier⾊谱柱）分

析⾮⾦属敏感化合物（各化合物浓度均为10 µg/mL）得到的保留时间标准偏差(RT SD)和峰⾯积%RSD的重现性(

n=6)⽐较

结论

Arc Premier系统与MaxPeak Premier⾊谱柱采⽤沃特世的创新MaxPeak⾼性能表⾯技术，为过去具有挑战性的

分析物提供了解决⽅案，这些分析物倾向于吸附到传统不锈钢液相⾊谱系统和⽣物兼容性⾦属合⾦液相⾊谱系统

中的⾦属表⾯上。使⽤ATP/ADP/AMP/腺苷混合物作为探针，证明Arc Premier系统与其他两种使⽤⾦属材料的液

相⾊谱系统相⽐，显著改善了检测灵敏度和峰形。在磷酸类固醇化合物分析中，采⽤配备MaxPeak Premier⾊谱

柱的Arc Premier系统改善了数据精密度、灵敏度和定量偏差%。最后，在⾮⾦属敏感化合物分析中，配备

MaxPeak Premier⾊谱柱的Arc Premier系统与传统SS和⽣物兼容性⾦属合⾦液相⾊谱系统的⾊谱性能相当。
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