
应⽤纪要

考察⾊谱柱重现性：使⽤三个历史批次的1.8 
µm HSS T3固定相分析⼈尿液中的内源性咖
啡因和代谢物

Kenneth D. Berthelette, Jennifer M. Nguyen, Kim Haynes, Jonathan E. Turner

Waters Corporation

摘要

使⽤液相⾊谱-质谱(LC-MS)和液相⾊谱-串联质谱(LC-MS/MS)技术进⾏尿液分析是临床和代谢组学市场中的⼀种

常规检测⼿段1-3。 针对给定的⼀组分析物开发的单⼀分析可以对数千个样本进⾏检测，其结果对患者健康以及药

物开发和发现都有重要意义。因此，分析条件以及⾊谱柱的可靠性极为重要。通过在⽅法开发过程中检查⾊谱柱

的重现性，可以进⼀步确保所开发的⽅法在使⽤期间内始终保持适⽤。本研究对尿液中的尿咖啡因代谢物进⾏了

LC-MS/MS分析，结果表明HSS T3固定相是⼀种可靠的固定相，其在五年内的三个批次获得的结果相当。 

优势

三个历史批次的HSS T3材料的批次间性能相当■

与稀释-上样法相⽐，固相萃取改善了信号和检测结果■
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使⽤⾼质量产品，尤其是液相⾊谱固定相和⾊谱柱，能够确保⽣成的分析数据在⻓时间内始终准确且可重现。液

相⾊谱固定相的质量可以通过给定分析的批次间重现性测试来评估，确保⽣产的每批材料性能相近。⼤多数批次

间测试是使⽤在⼀段时间内⽣产的三批材料进⾏的，例如⽅法验证包中的材料。这些验证包虽然好⽤，但它们可

能只能对产品的整体质量提供⼤致了解。为获取全⾯了解，应测试不同历史批次的材料，才能提供更全⾯的整体

产品质量信息。

ACQUITY™ HSS T3固定相是⼀种常⽤的C18键合相，采⽤了全多孔硅胶颗粒。相⽐传统C18，该固定相可以更好地

保留极性分析物，并且由于其键合相密度更低，因此不会影响疏⽔化合物的分离效果。较低的键合相密度增加了与

基质颗粒的相互作⽤，同时与100%⽔性流动相兼容。许多应⽤和出版刊物中都使⽤该固定相进⾏分离，从⼩分⼦

药物制剂到⽣物分析应⽤均有涉及4‒6。为证明HSS T3材料的质量，⽤不同批次的材料分别填充三根⾊谱柱。这些

材料的⽣产时间相隔五年（2016年~2021年）。然后，在进⾏固相萃取(SPE)和稀释-上样样品制备后，使⽤这三根

⾊谱柱来分离⼈尿液中的内源性咖啡因和代谢物。 

实验

样品描述

在进样前⽤⽔1:1稀释⼈尿液，⽤于进⾏稀释-上样实验。对于SPE，将样品上样到Oasis™ HLB 1 cc 30 mg⼩柱

（部件号：WAT094225 <https://www.waters.com/nextgen/global/shop/sample-preparation--

filtration/wat094225-oasis-hlb-1-cc-vac-cartridge-30-mg-sorbent-per-cartridge-30--m-1.html> ）并⽤1 

mL⽔冲洗两次，然后⽤0.5 mL 100%⼄腈洗脱两次。洗脱液于60 °C氮⽓环境中⼲燥，然后⽤100 µL Milli-Q⽔复

溶留待分析。

⽅法条件

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC™ I-Class Plus，配备⼆元溶剂管理

器(BSM)、流通针式样品管理器(SM-FTN)和PDA检

测器
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检测条件： 咖啡因代谢物的MRM⻅表1

⾊谱柱： ACQUITY UPLC HSS T3 1.8 μm, 2.1 x 50 mm（部

件号：186009467）

三批材料：

188 ‒ 2016年10⽉⽣产

233 ‒ 2019年11⽉⽣产

270 ‒ 2021年11⽉⽣产

柱温： 30 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 5.0 µL

流速： 0.6 mL/min

流动相A： 含0.1%甲酸的Milli-Q⽔溶液

流动相B： 0.1%甲酸的⼄腈溶液

梯度曲线： 流动相B在2.5 min内从2%增加到25%，并在

25%流动相B条件下保持0.5 min

质谱条件

质谱系统： Xevo™ TQ-S micro

电离模式： ESI+，ESI-

采集范围： MRM⻅表1
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⽑细管电压： 3.0 kV

锥孔电压： 依具体分析物⽽定（表1）

脱溶剂⽓温度： 500 °C

脱溶剂⽓流速： 500 L/h

锥孔⽓流速： 10 L/h

表1.咖啡因和主要代谢物的MRM条件7-8。

数据管理

⾊谱软件： Masslynx™ V4.1

结果与讨论

在进⾏柱间重现性测试之前，先评估了两种不同的样品制备技术。典型的稀释-上样法是尿液分析中常⽤的⼀种样

品制备技术，因为尿液中存在磷脂等内源性化合物的可能性较低。因为尿液中可能含有⾼浓度的盐，会影响分析

物的保留，特别是对于极性分析物，所以仍需要进⾏样品稀释。相⽐之下，SPE更常⽤于⾎浆和⾎清基质以去除磷

脂。SPE还可以浓缩样品中的分析物。⽽且由于尿样中某些分析物的浓度⾮常低，因此证明这种浓缩效应对尿液分
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析来说也⼗分有益。图1显⽰了使⽤SPE以及稀释-上样法制备样品后，通过MS/MS检测到的四种分析物的叠加图

。 

图1.使⽤两种不同的样品制备技术并通过MRM检测到的三种咖啡因代谢物和咖啡因的叠加图。将信号

强度按最⾼峰归⼀化（使⽤了SPE的咖啡因），使两种技术之间的检测差异更为突出。 

与稀释相⽐，使⽤SPE的四种分析物的强度要⾼得多。强度的提⾼可能是由于SPE的浓缩效应，或者是由于样品更

纯净⽽提⾼了电离效率。信号强度的提升意味着能够降低检测限和定量限，使⽅法获得更宽的动态范围。因此

，批次间评估使⽤了SPE。

将三个批次的ACQUITY UPLC HSS T3吸附剂填充到不锈钢硬件中，⽤于分析⼈尿液中的咖啡因及其主要代谢物。

⽤于填充⾊谱柱的材料批次⽣产时间跨度为五年，并且都符合沃特世针对所有产品制定的严格质量控制⽅案。图
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2显⽰了咖啡因及其三种主要代谢物可可碱、茶碱和1, 3, 7-三甲基尿酸在三个批次HSS T3⾊谱柱上的⾊谱图。

图2.在三个不同批次的ACQUITY UPLC HSS T3上分离咖啡因及其三种主要代谢物的⾊谱图对⽐。三个批次的⽣产

时间跨度为五年。 

三根⾊谱柱对所有四种分析物均显⽰出相似的保留性和选择性。峰⾯积、峰对称性和峰宽等参数在三种⾊谱柱上

均得到了可重现结果。如表2所⽰，对于给定的⾊谱柱和合并数据集，峰保留时间、峰⾯积、半⾼峰宽和峰对称性

的%RSD均低于5%。 
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表2.每根测试分析柱上以及合并数据集中的四种分析物的保留时间、峰⾯积、半⾼峰宽和峰对称性。在每根⾊谱柱

上重复进样三次，将运⾏结果汇总为合并数据集(n=9)。 
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结论

为证明沃特世颗粒和⾊谱柱⽣产⼯艺的质量，我们使⽤在五年间⽣产的三批ACQUITY HSS T3固定相来分离⼈尿液

中的内源性咖啡因和代谢物。鉴于稀释法⽆法提供充⾜的结果，重现性测试的所有样品制备都使⽤SPE。

这三个批次展⽰出可重现的⾊谱性能。每根⾊谱柱以及合并数据集(n=9)的保留时间%RSD值均<1%。此外，每种

检测到的分析物的峰⾯积、峰宽和峰对称性的%RSD均<5%。实验结果表明，即使所⽤材料的⽣产时间相隔五年

，仍然可以⽣成相同质量的数据。这有助于保证数据质量常年保持稳定，对开发新⽅法⾮常有⽤。如果确定选择的

固定相能在不同⽣产批次以及不同⽣产年份中发挥相同性能，就能延⻓实验有效期，且⽆需额外进⾏重新验证。 
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