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摘要

本研究旨在同时鉴定尿液样品中的禁⽤利尿剂和β-受体阻滞剂，为反兴奋剂实验室提供⽀持。

使⽤混合模式SPE和ACQUITY UPLC I-Class/Xevo TQ-S micro系统，可清洁、快速、⾼效地萃取并分析尿液利尿

剂和β-受体阻滞剂，⽤于反兴奋剂研究。Oasis MAX µElution板能够⾼效且可重现地萃取20种β-受体阻滞剂和

20种利尿剂化合物。与稀释样品相⽐，基质效应显著降低。Xevo TQ-S micro拥有极快的速度和极⾼的灵敏度

，可在4分钟内准确鉴定所有分析物，即使在MRPL的20%⽔平，也能满⾜WADA严格的离⼦丰度⽐标准。该系统

能够在扫描间进⾏快速的极性切换，只需⼀次进样即可完成分析，与正负离⼦化合物的连续进样相⽐，可节省时

间并减少仪器损耗。这种⽅法能够快速、准确地分析这些化合物，同时保持UPLC-MS/MS系统的洁净度。

优势

固相萃取联合快速极性切换功能可以清洁、快速、⾼效地分析禁⽤利尿剂和β-受体阻滞剂。 

简介

世界反兴奋剂机构(WADA)禁⽌使⽤利尿剂和β-受体阻滞剂¹。尽管它们的化学性质不同，但许多反兴奋剂实验室

出于⼯作流程考虑，会更倾向于将这两类分⼦⼀起分析2-4。 β-受体阻滞剂是碱性物质，在电喷雾电离(ESI)正离⼦

模式下电离，⽽利尿剂主要是酸性物质，在ESI负离⼦模式下电离。因此，通常需要使⽤LC-MS进⾏连续分析；⼀

个在正离⼦模式下，另⼀个在负离⼦模式下。此外，这些化学差异使同时萃取颇具挑战，因为任何SPE吸附剂都必

须能够适应各种极性和化学类型。

结果与讨论

使⽤Oasis MAX µElution板从尿样中清洁、⾼效地萃取利尿剂和β-受体阻滞剂，可解决上述挑战。然后分别通过

Waters ACQUITY UPLC I-Class系统和Xevo TQ-S micro质谱仪进⾏UPLC-MS/MS分析。采⽤Waters ACQUITY 

UPLC CSH C18⾊谱柱(1.7 µm, 2.1 × 100 mm)进⾏分离。流动相由0.01%甲酸(MPA)和⼄腈(MPB)组成。

本研究中使⽤的化合物及其保留时间如表1所⽰。所有化合物在四分钟内洗脱，整个UPLC循环周期为五分钟（图

1）。所有化合物均采集2~3个MRM通道。即使同时分析24种正离⼦化合物和18种负离⼦化合物，Xevo TQ-S 

2在反兴奋剂分析中使⽤混合模式SPE和UPLC-MS/MS同时分析利尿剂和β-受体阻滞剂



micro的快速极性切换功能也能够实现快速、⾼效的⾊谱分析。  

 

表1.β-受体阻滞剂和利尿剂的名称及保留时间（按电离模式排序）。 
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图1.β-受体阻滞剂和利尿剂的⾊谱图。所有化合物在四分钟内完成洗脱。分析物标签⻅表1。

使⽤Oasis MAX µElution板进⾏的固相萃取步骤如下：取50 µL尿样，使⽤5%的浓氨⽔按1:1的⽐例对样品进⾏预

处理，然后上样⾄SPE板，⽤5:95甲醇:⽔溶液清洗，然后⽤50 µL 75:25 甲醇:⼄腈溶液（含2%甲酸）洗脱，然后

⽤200 µL⽔进⾏稀释。所有化合物均实现了⾼效回收。图2展⽰了12个不同批次尿液的平均回收率。阿⽶洛利、氯

帕胺和坎利酮与β-受体阻滞剂归为⼀组，因为它们是通过ESI正离⼦电离的碱性化合物。β-受体阻滞剂（和碱性利

尿剂）的平均回收率为85%，除⼀种药物外，其余药物的回收率均达到80%或更⾼；%RSD均<20%。利尿剂的回

收率范围为65%~94%；除⼄酰唑胺外，所有%RSD均⼩于20%。使⽤Oasis MAX µElution板显著降低了简单样品

稀释相关的基质效应。如图3所⽰，许多β-受体阻滞剂的基质效应（尤其是离⼦抑制效应）从可忽略的⽔平增加到

⾼达60%以上，对于许多利尿剂⽽⾔，基质效应则从20%~40%增加到了60%~90%，即使在1:10的稀释⽐例下也

是如此。单因素⽅差分析显⽰，除醋丁洛尔、美托拉宗、布美他尼、丙磺舒和依他尼酸外，所有化合物的基质效

应均显著增加。
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图2.12个不同批次的尿液基质中β-受体阻滞剂和利尿剂的平均回收率。β-受体阻滞剂的平均回收率为

85%，所有%RSD均<20%。利尿剂（负离⼦ESI）的回收率范围为64%~94%。除⼄酰唑胺(26%)外

，其他样品的%RSD均⼩于20%。数据条和误差棒表⽰平均值+/-S.D.(N=12)。
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图3.β-受体阻滞剂和利尿剂的基质效应。将12个尿液批次的平均基质效应与混合空⽩尿液（与

97:2:1⽔:⼄腈:甲酸1:5和1:10稀释）的基质效应进⾏⽐较。与使⽤MAX µElution板进⾏SPE前处理的

样品相⽐，即使在1:10的稀释倍数下，稀释样品中的离⼦抑制效应也显著增强（SPE平均基质效应

N=12，稀释样品N=4）。星号表⽰在SPE制备样品和稀释样品之间基质效应⽆差异的化合物。  

所有化合物，即使在WADA最低要求执⾏限量(MRPL)（β-受体阻滞剂为100 ng/mL和利尿剂化合物为200 

ng/mL）的20%时，都能够轻松检出⁵。保留时间容差也完全符合WADA的要求⁵。尽管分析速度很快且需要进⾏极

性切换，但所有化合物的离⼦丰度⽐，即使在MRPL的20%时，也均满⾜WADA的确认标准⁶。
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结论

使⽤混合模式SPE和ACQUITY UPLC I-Class/Xevo TQ-S micro系统，可清洁、快速、⾼效地萃取并分析尿液利尿

剂和β-受体阻滞剂，⽤于反兴奋剂研究。Oasis MAX µElution板能够⾼效且可重现地萃取20种β-受体阻滞剂和

20种利尿剂化合物。与稀释样品相⽐，基质效应显著降低。Xevo TQ-S micro拥有极快的速度和极⾼的灵敏度

，可在4分钟内准确鉴定所有分析物，即使在MRPL的20%⽔平，也能满⾜WADA严格的离⼦丰度⽐标准。该系统

能够在扫描间进⾏快速的极性切换，只需⼀次进样即可完成分析，与正负离⼦化合物的连续进样相⽐，可节省时

间并减少仪器损耗。这种⽅法能够快速、准确地分析这些化合物，同时保持UPLC-MS/MS系统的洁净度。 
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特⾊产品

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

Xevo TQ-S micro三重四极杆质谱仪 <https://www.waters.com/134798856>

可在线购买

ACQUITY UPLC CSH C18⾊谱柱, 130Å, 1.7 µm, 2.1 mm × 100 mm <

https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186005297>

Oasis HLB 96孔µElution板，每孔装填2 mg吸附剂，粒径30 µm <

https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186001828BA>
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