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UPC2-MS/MS是⼀种与GC和LC正交的⾊谱技术，我们利⽤UPC2-MS/MS开发出⼀种检测各种兴奋剂的⽅法。

⽶屈肼、阿⽶洛利和⼄基葡萄糖醛酸苷等强极性化合物得到很好的保留，且⼤多数其他化合物表现出优异的⾊

谱性能。批内和批间所有化合物的保留时间均保持稳定，%RSD<0.6%。该⽅法具有良好的分析灵敏度和选择

性，可准确检测所有达到或低于WADA最低要求执⾏限量(MRPL)的化合物。此技术是对GC和LC的重要补充

，可以更全⾯地覆盖反兴奋剂分析所需的⾊谱空间。

优势

正交选择性和保留性，能够保留在GC或LC中表现不佳的化合物■

可对各种兴奋剂进⾏稳定、可重现的⾊谱分析■

具有满⾜兴奋剂最低要求执⾏限量(MRPL)所需的分析灵敏度■

简介

世界反兴奋剂机构(WADA)禁⽤清单[WADA, 2021]⽬前包含数百种明确禁⽤的物质，以及未明确命名但属于禁

⽤药物类别的体能增强药物。反兴奋剂实验室⾯临的挑战之⼀是需要分析检测的化合物具有各种各样的理化性

质。其中许多化合物⽬前通过LC-MS（LC-HRMS和LC-MS/MS）和GC-MS（GC-HRMS和GC-MS/MS）进⾏分

析，但仍有许多物质使⽤这些技术难以实现可靠鉴定和确认，其中多为极性化合物，在传统⾊谱平台上的保留

性极低，或由于其化学性质导致峰形较差。UPC2-MS/MS是⼀种与GC和LC正交的分离技术，通常可提供其他

⾊谱技术⽆法实现的分离、分离度和选择性[Nováková, 2015; Losacco, 2020]。本应⽤简报详细介绍了UPC2

-MS/MS进⾏的⾊谱⽅法开发，⽤于分析各种具有不同理化性质的违禁物，包括兴奋剂、类固醇、滥⽤药物、

糖⽪质激素、利尿剂、β-受体阻滞剂及其他违禁物。UPC2-MS/MS⽅法可以保留并分离通过其他⾊谱技术难以

分析的化合物（例如⽶屈肼、阿⽶洛利和⼄基葡萄糖醛酸苷）以及数⼗种其他检测化合物。对1000个匿名反

兴奋剂样本的分析表明，不存在不利的分析结果。批内和批间所有分析物的保留时间均保持稳定，且该⽅法具

有良好的分析灵敏度，能够准确鉴定WADA最低要求执⾏限量(MRPL)下的所有化合物[WADA, 2019]。

实验

材料

所有分析物的参⽐标准品和内标均由伦敦国王学院药物控制中⼼（DCC，英国伦敦）慷慨提供。利⽤⼋种化合

物进⾏初始⾊谱柱筛选和⽅法开发，这些化合物及其具体的MS条件⻅表1。



在本研究的第⼆阶段，考察了范围更⼤的⼀组化合物（同样由伦敦国王学院药物控制中⼼提供；⻅附录）。将

各种参⽐标准品合并，得到两种混合溶液：QC1和QC2。在甲醇中制备的混合溶液⽤于⽅法开发和保留时间验

证，在空⽩尿液中制备的混合溶液⽤作加标参⽐样品，分析真实样品批次时将其包含在内。附录列出了化合物

、相关浓度、保留时间和具体MS条件。

内标(IS)溶液包含浓度为10 µg/mL的美夫西特、⿇⻩碱-d3和沙丁胺醇-d3。

真实样品

1000个真实的匿名反兴奋剂尿样由DCC慷慨提供，并使⽤所列的最终条件进⾏分析。

样品前处理

样品前处理⽅法改编⾃Nováková等⼈[Nováková, 2015]所述的⽅法。将200 µL尿样⽤790 µL⼄腈和10 µL内

标混合物(10 µg/mL)稀释，在5000 rcf下离⼼10 min；取2 µL上清液注⼊⾊谱柱。

液相⾊谱条件

UPC2-MS/MS

液相⾊谱系统： ACQUITY UPC2系统

检测器： Xevo TQ-XS

⾊谱柱： Torus Diol (OH)⾊谱柱, 130 Å, 1.7 µm, 

3.0 × 100 mm。

柱温： 35 �C

样品温度： 10 �C

进样体积： 2 µL

流速： 1.2 mL/min

流动相A： CO2

流动相B： 含0.1%浓氨⽔的甲醇溶液



UPC2-MS/MS

补液流速： 甲醇，0.2 mL/min

梯度表

质谱条件

质谱系统： Xevo TQ-XS

电离模式： ESI+和ESI-

⽑细管电压： 2.0 kV(-2.0 kV)

碰撞能量(CE)： 取决于不同化合物（⻅附录）

锥孔电压(CV)： 取决于不同化合物（⻅附录）

初始⾊谱柱测试条件



筛选两个⾊谱维度以找出最佳条件；这两个维度是有机改性剂组成和⾊谱柱填料。筛选以下改性剂⽤于流动相

B (MPB)：⽆改性剂、0.1%甲酸、0.1%浓氨⽔和10 mM甲酸铵。将各种改性剂加⼊甲醇中，⽤作MPB。 

还筛选了四种⾊谱柱，这些⾊谱柱具有相同的尺⼨和粒径(130 Å, 1.7 µm, 3.0 × 100 mm)。筛选的固定相为

：Viridis BEH 2-⼄基吡啶(2-EP)、Torus 2-PIC、Torus 1-AA和Torus Diol (OH)。所有⾊谱柱均使⽤最终⽅

法中详述的溶剂梯度；除Diol⾊谱柱以外，所有其他⾊谱柱的流速均为1.5 mL/min。

表1.  ⽤于初始UPC2测试的化合物

结果与讨论

⾊谱柱和改性剂测试

最初使⽤有限的化合物测试混标评价了四种UPC2⾊谱柱和四种改性剂。使⽤Viridis 2-EP⾊谱柱进⾏的初步测

试表明，与使⽤0.1%甲酸、10 mM甲酸铵或根本不使⽤改性剂相⽐，使⽤0.1%浓氨⽔可以获得更出⾊的峰形

和保留性。使⽤其他⾊谱柱的进⼀步测试表明，Torus Diol⾊谱柱在保留性、峰形、减⼩拖尾和分析灵敏度⽅

⾯的性能优于其他三种⾊谱柱，对3-OH司坦唑醇-葡萄糖醛酸苷和⽶屈肼⽽⾔尤其如此。采⽤Diol⾊谱柱得到

的⾊谱图⽰例⻅图1。该⾊谱柱对初始的⼋种被测兴奋剂化合物表现出优异的⾊谱性能。反相LC或GC⽅法难以

保留的⼄基葡萄糖醛酸苷和⽶屈肼均得到很好的保留，并表现出⾮常出⾊的峰形，拖尾很⼩。其他化合物尽管

化学性质多样，但也表现出良好的保留并获得对称峰形。因此继续采⽤Diol⾊谱柱分析更⼤的⼀组兴奋剂物质

以及1000个真实的匿名运动员样本。



图1.初始筛选实验中兴奋剂化合物的最终⾊谱图。此分离结果由Torus Diol (OH)⾊谱柱(130 Å, 

1.7 µm, 3.0 × 100 mm)得到。所有分析物的浓度均为500 ng/mL。

真品样本分析

利⽤附录中列出的化合物扩展组筛选1000个真实的反兴奋剂样本。这份物质清单由反兴奋剂实验室的科学家

汇编；从中选择化合物，确保其代表WADA禁⽤清单中的多个关键药物类别。这些化合物的⾊谱图⻅图2。⼤

多数化合物在保留性、峰形和选择性⽅⾯均表现出良好的⾊谱性能。例如，尼可刹⽶虽较早洗脱，但表现出良

好的峰形和保留时间稳定性，不同于Losacco等⼈[2020]所述：使⽤BEH⾊谱柱，以甲酸铵作为流动相改性剂

时，出现⼀些保留时间稳定性问题。其他⼤多数峰均表现出优异的⾊谱特性。但也有⼀些例外，⽐如化合物芬

太尼始终表现出双峰。章⻥胺发⽣明显拖尾，羟吗啡酮和去甲伪⿇⻩碱发⽣轻微拖尾。许多硫酸化类固醇发⽣

共流出，或者未与其结构类似物实现完全的基线分离。但是，代表多种化学型的⼤多数化合物均表现出优异的

⾊谱性能。



图2.第⼆阶段实验所⽤扩展组中化合物的⾊谱图。专⻔标记出2.74 min处的⽪质醇，以及泼尼松⻰MRM通道

中2.83 min处的可的松。所有其他化合物的名称位于其迹线的右上⻆。所有保留时间均列于附录中。
UPC2的⼀个关键优势是与其他⾊谱分离技术的正交性。这⼀优势体现在对强极性化合物（例如⼄基葡萄糖醛

酸苷、阿⽶洛利和⽶屈肼）的保留性和选择性中。⽽其他极性和中等极性化合物（例如吗啡、沙美特罗、依替

福林和安⾮他命）也得到很好的保留和分离，充分证明了UPC2与LC之间的重叠。这种⼴泛的替代选择性使



UPC2成为⼀种重要的补充⽅法，扩⼤了传统⾊谱⽅法（例如LC和GC）的适⽤范围，并通过替代⾊谱技术提供

确认。 

保留时间稳定性

每批参⽐标准品（QC1和QC2）在进样开始、中间和结束时的结果显⽰，所有分析物的保留时间保持稳定。所

有化合物的批间保留时间%RSD低于0.6%。其中⼤多数%RSD低于0.5%，有63%低于0.3%。这些结果轻松满

⾜WADA有关阳性鉴定的保留时间标准[WADA, 2015]。此外，监测每个样品中包含的内标发现，批内保留时间

%RSD均低于0.3%。

灵敏度

WADA将分析阈值定义为最低要求执⾏限量(MRPL)。这些值列于附录中，是尿液QC标准品（QC1和QC2）中

使⽤的浓度，但氢氯噻嗪、普萘洛尔和苄氟噻嗪除外，它们的加标浓度为MRPL的50%。未对酮康唑和曲⻢多

确定MRPL，按附录中列出的浓度加标。除酮康唑外，研究的所有化合物均可在所述浓度下通过该系统轻松鉴

别。酮康唑的响应接近检测限(50 ng/mL)，但在所有23个批次的所有加标QC样品中仍被检出。丁丙诺啡和芬

太尼可分别在5 ng/mL和2 ng/mL的浓度下轻松检出。

结论

研究证明，使⽤Xevo TQ-XS的Waters UPC2-MS/MS系统对于GC和LC-MS分析是⼀种可靠的正交替代技术

，尤其适⽤于通过其他⾊谱⽅法⽆法充分保留的极性化合物。所有23批分析物（>1200次进样）的保留时间保

持稳定。⽅法开发表明，在考察的分析参数中，Torus Diol⾊谱柱与作为流动相改性剂的0.1%浓氨⽔相结合

，使⼏乎所有化合物都获得理想的⾊谱结果。即使采⽤简单的稀释和进样⽅法，该系统在正离⼦和负离⼦ESI

模式下所具备的灵敏度和选择性也能够对MRPL浓度的所有加标化合物进⾏阳性鉴定，在许多情况下，甚⾄能

够鉴定50% MRPL浓度的化合物。
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附录. 所有分析物的保留时间(RT)、浓度和MS条件



特⾊产品

ACQUITY UPC2系统 <https://www.waters.com/134658367>

Xevo TQ-XS三重四极杆质谱仪 <https://www.waters.com/134889751>

MassLynx MS软件 <https://www.waters.com/513662>
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