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利用最先进的 SFC 扩展应用范围 
随着技术的进一步发展，超临界流体色谱 (SFC) 越来越受到色谱工作者的关注。全新 Agilent 
InfinityLab SFC 解决方案使您能够比以往更快速、更高效地分离和定量分析复杂混合物。在实
验室中配置 SFC 可为您提供一种与正相或反相液相色谱正交的技术，使您能够扩展当前的应用
范围。

Agilent InfinityLab SFC 解决方案优势概览

最大程度提高分析效率

• 实现比 HPLC 快 10 倍的分析速度

• 采用注入进样消除样品溶剂效应

• 进样量范围为 0.1–90 µL

内容提要 
本文集介绍了 SFC 的功能和应用范围。首先介绍了全新 Agilent InfinityLab SFC 解决方案的最
新技术进步，然后提供了制药、生物制药、食品和法医学以及能源与化工等应用领域的实例。

所有应用文献均可从安捷伦网站下载。只需搜索每个应用文献末尾的出版号即可。或者，您
可以使用安捷伦应用查找工具搜索 SFC 应用文献：www.agilent.com/chem/sfc-applications

最大程度提高仪器效率

• 利用超临界流体色谱的完全正交性

• 在同一系统上比较 SFC 和 UHPLC 
结果

最大程度提高实验室效率

• 将购买溶剂和处理废液的成本降
低至 1/5

• 避免使用有毒溶剂

• 使实验室更清洁、更环保
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http://www.agilent.com/en-us/promotions/applicationfinder?Separation%20System=1260%20Infinity%20Analytical%20SFC%20Solution;1260%20Infinity%20II%20Analytical%20SFC%20Solution
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用于司法鉴定。
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7

第 1 章

AGILENT INFINITYLAB SFC  
解决方案的性能特点 



88

第 1 章 ― Agilent InfinityLab SFC 解决方案的性能特点 目录

在极高精度下具有灵活进样量的 
超临界流体色谱
在 Agilent 1260 Infinity II SFC 系统中对 Agilent 
1260 Infinity II SFC Multisampler 进行性能评估

技术概述

作者
Edgar Naegele 
安捷伦科技有限公司 
Waldbronn, Germany

摘要
本技术概述展示了 Agilent 1260 Infinity II SFC Multisampler 的进样原
理。在 Agilent 1260 Infinity II SFC Multisampler 中，在大气压条件下抽
取样品，加压至系统压力，并通过超快速注射过程进样。数据表明，1260 
Infinity II SFC Multisampler 能够在极高的精度下以灵活的样品体积进样，
并在宽体积范围内具有优异的线性。
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色谱柱
Agilent ZORBAX Rx-Sil,  
4.6 × 150 mm, 5 µm

软件
Agilent OpenLAB CDS ChemStation 
版，适用于 LC 和 LC/MS 系统，修订
版 C.01.07 SR3

样品
咖啡因和可可碱溶液（各自浓度均为 
250 mg/L 的甲醇溶液），咖啡因溶液 
 （0.5 g/100 mL 的甲醇溶液）以及可可
碱溶液（250 mg/L 的甲醇溶液）。

化学品
所有溶剂均购自德国 Merck 公司。化
学品均购自德国 Sigma-Aldrich 公司。

实验部分

仪器
Agilent 1260 Infinity II SFC 系统， 
包括：

• Agilent 1260 Infinity II SFC  
控制模块 (G4301A)

• Agilent 1260 Infinity II SFC  
二元泵 (G4782A)

• Agilent 1260 Infinity II SFC 
Multisampler (G4767A)

• Agilent 1260 Infinity II DAD 
(G7115A)，配备高压 SFC  
流通池

• Agilent 1260 Infinity II 高容量
柱温箱 (G7116A)

仪器设置
1260 Infinity II SFC Multisampler 直
接连接至 SFC 泵和下游色谱柱。通过
工厂安装的管路完成所有必要的冲洗
和清洗步骤。只需连接两种溶剂：一
种溶剂用于冲洗和注入过程，另一种
用于进样针清洗。 

前言
与经典  HPLC 仪器的可变样品引入 
 （其中填充有流动相的进样流路可以不
受影响地处于大气压下）相比，SFC 
仪器必须避免在进样流路中使用环境
压力下的流动相，以防止致密的 CO2 
蒸发。进样流路中  CO2 的蒸发可能
导致样品完全损失或进样不完全。因
此，在 SFC 中首选固定定量环方法，
该方法将之前填充的定量环切换至加
压的 CO2 流中。虽然这种方法使满环
进样获得了良好的峰面积精密度，但
是它需要过量填充定量环，因此会浪
费样品。当用于部分环填充时，需要
复杂的操作，并且会牺牲精度性能。 

本技术概述展示了 Agilent 1260 Infinity 
II SFC Multisampler 的进样原理。
1260 Infinity II SFC Multisampler 相比
于广泛使用的固定定量环方法（其中
过量填充定量环导致样品浪费，而部
分定量环进样导致进样精度不佳），
能够在极高的精度下以灵活的样品
体积进样。在 1260 Infinity II SFC 
Multisampler 中，在大气压条件下抽
取样品，加压至系统压力，然后通过
超快速注射过程进样至分析流路中。
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结果与讨论
固定定量环方法作为最先进的技术被
用于 SFC 仪器的进样。该方法能够
在高精度下以固定体积进样，但是通
过部分环填充进样的体积存在精度不
佳的问题。无法使用在 HPLC 仪器进
样中广泛应用的可变定量环概念，因
为液态 CO2 不能处于大气压下。否则
将由于蒸发而导致样品部分或完全损
失。为克服这一缺点，在用于 Agilent 
1260 Infinity II SFC 系统的 1260 Infinity 
II SFC Multisampler 中推出了灵活的
进样原理。

安捷伦的注入进样技术可提供加压样
品，该样品通过注射过程在色谱柱之
前被注入 CO2 流中。在抽取样品前，
通过注入溶剂冲洗，对连接的定量
环、针头和针座进行清洗，同时将 SFC 
泵连接至色谱柱。在抽取灵活的样品
体积后，在定量环中将样品加压至系
统压力。包含样品的加压定量环连接
至来自分析型 SFC 泵并流向色谱柱的  
CO2 流。在该位置处，可通过注射过
程以可变的进样速度（注入速度）对
样品进样。为了将全部样品冲洗出定
量环，可指定过量填充体积（灌洗 
体积）。

SFC 方法
参数 值

溶剂 A CO2

改性剂 B 甲醇 

SFC 流速 2.5 mL/min

等度洗脱 12% B

停止时间 6 分钟
梯度洗脱 4 分钟内 B 从 5% 升至 35%

停止时间 6 分钟
后运行时间 2 分钟
大体积进样的梯度 0–1 min 时 B 为 1%

1.1 min 时 B 为 5%
4 min 时 B 为 35%

停止时间 6 分钟
后运行时间 2 分钟
反压调节器 (BPR) 温度 60 °C

BPR 压力 130 bar

柱温 40 °C

进样量 0.1、0.2、0.3、0.5、1.0、2.0、3.0、5.0 和 10.0 µL

大体积进样 10、20、30、40、50、60、70 和 80 µL

注入溶剂 甲醇
灌洗体积 4 µL

注入速度 400 µL/min（最高进样量 10 μL），100 µL/min（用于 10 µL 以上的
大体积进样）

进样针清洗 使用甲醇清洗 3 s

检测 272 nm/带宽 4 nm；参比 360 nm/带宽 100 nm；标准高压 SFC 流
通池；数据采集速率 10 Hz
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量范围内的进样线性：0.1–10.0 µL、
0.1–1.0 µL 和 1.0–10.0 µL。在所有
情况下，均获得了优异的进样线性，
所分析的两种化合物的 R2 > 0.9995 
 （图 1B 至 1D）。梯度分离的结果也
表明，在 0.1 µL 至最高达 10.0 µL 的
所有测试的进样量下均获得了优异
的峰形（图 2A）。在 0.1–10.0 µL、
0.1–1.0 µL 和 1.0–10.0 µL 的所有测试
的进样量范围下，两种化合物的进样
线性均非常优异，R2 > 0.9999（图 2B 
至 2D）。

为确定 1260 Infinity II SFC  
Multisampler 的性能，在 0.1 µL 至 
10.0 µL 的进样量范围内，在等度和梯
度洗脱条件下对进样线性和峰面积精密
度进行测定（图 1、2 和 3）。在两组
实验中，采用默认的灌洗体积和注入速
度（参见方法）。这样可确保样品快速
进样至 CO2 流中，并保证样品从进样
定量环中完全冲洗出来。在等度条件
下，两种化合物得到完全分离，并且在 
0.1–10.0 µL 的所有进样量下均获得了
优异的峰形（图 1A）。计算不同进样

由两个仪器参数控制进样：注入速 
度和灌洗体积。对于标准进样  
(0.1–10 µL)，注入速度通常应高于 
100 µL/min（默认 400 µL/min，最高
达 1000 µL/min）以避免峰展宽。可
能使用较低的注入速度，将进样捕集
到初始等度步骤中。由于可能发生样
品损失，因此灌洗体积不应低于 2 µL 
 （默认 4 µL）。可使用较高的值以冲
洗出粘性化合物或包含复杂基质的样
品。这些参数对色谱性能的影响在另
一篇安捷伦技术概述中有更详细的 
讨论1。
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图 1. 在等度洗脱条件下得到的峰 1 和峰 2 的进样线性。A) 等度分离色谱图。峰 1：咖啡因，2.076 分钟。峰 2：可可碱，3.104 分钟。进样
量：0.1–10.0 µL。B) 0.1–10 µL 进样量范围内的线性。C) 0.1–1.0 µL 进样量范围内的线性。D) 1.0–10 µL 进样量范围内的线性。R2 通常高于 
0.9995
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图 2. 在梯度洗脱条件下得到的峰 1 和峰 2 的进样线性。A) 梯度分离色谱图。峰 1：咖啡因，2.473 分钟。峰 2：可可碱，3.060 分钟。进样量 
0.1–10.0 µL。B) 0.1–10 µL 进样量范围内的线性。C) 0.1–1.0 µL 进样量范围内的线性。D) 1.0–10 µL 进样量范围内的线性。R2 通常高于 0.9999

图 3. 在 A) 等度和 B) 梯度分离条件下，采用 0.1–10 µL 
的进样量得到的峰 1 和峰 2 的峰面积 RSD
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A在等度和梯度实验中，通过 10 次重
复测定的结果来计算所有进样量下的
峰面积 RSD 值（图 3）。对于两种化
合物，等度分离的峰面积 RSD 从最
低进样量 (0.1 µL) 的 3.0%–3.5% 开始 
 （图 3A），而梯度分离的峰面积 RSD 
从最低进样量 (0.1 µL) 的 2.0%–2.5% 
开始（图 3B）。在两种情况下，当进
样量增加至高于 0.5 μL 后，RSD 值均
降至 0.3% 及更低。对于所有更高的
进样量（最高达 10.0 µL），RSD 值保
持在 0.3% 以下。
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性，相关系数高达 0.9999（图 4B）。
半峰高处的峰宽从 10 µL 进样量下的 
0.04 分钟增加至 80 µL 进样量下同样
可接受的 0.1 分钟，表明在所有进样
量下均获得了对称的峰形（参见图 4 
中的表格）。根据所有进样量下的峰
面积计算相对标准偏差，得到了优异
的峰面积 RSD，其值通常为 0.3% 或
更低（图 4C）。

强洗脱溶剂）缓慢进样至  CO2 流中 
(100 µL/min)。完成注入过程后，将
改性剂浓度从 1% 快速提高至 5%，并
启动洗脱梯度。可可碱的峰高和峰宽
随进样量的增加而增加（图 4）。采用
较高的进样量时，峰高未大幅增加，
但是随着峰宽的增加，峰面积呈线性
增加（参见图 4 中的表格）。进样量
与峰面积之间表现出优异的线性相关

在最高达  10 µL 的进样范围之外，
SFC Multisampler 还能支持更大的进
样量。为此，它安装有 100 µL 样品
定量环。从 100 µL 定量环体积中减
去所使用的灌洗体积，即可计算出可
进样的样品体积。为证明这一能力，
将可可碱溶液（250 mg/L 的甲醇溶
液）的进样量从 10 µL 提高至 80 µL。
将大体积甲醇溶液样品（它是一种

B C

min3.2 3.4 3.6 3.8 4.0 4.2 4.4 4.6 4.8

mAU

0

50

100

150

200

250
80 µL、70 µL、60 µL
50 µL
40 µL

30 µL

20 µL

10 µL

A 进样量 (µL) RT (min) 峰面积 峰高 峰宽 (min) 对称因子
10 4.337 0.036 0.875
20 4.336 0.039 0.876
30 4.331 0.045 0.872
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图 4. 大体积进样结果
A) 在进样量为 10–80 µL 的条件下获得的样品的叠加色谱图
B) 采用大体积进样获得的峰面积线性，R2 = 0.9999
C) 在每种大体积进样量下，由 10 次重复进样的结果计算出的峰面积 RSD (%)
表）在大体积进样条件下测得的所有参数汇总
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最后，考察了进样分析高浓度咖啡
因样品（5 g/L 的甲醇溶液，进样量 
5 µL）所引起的 1260 Infinity II SFC 
Multisampler 的交叉污染行为。通
过高浓度咖啡因样品进样后的首次空
白进样来测定交叉污染。按照与高浓
度咖啡因的峰面积相比的峰面积百 
分比计算得出的交叉污染为 0.0014% 
(14 ppm)。在高浓度咖啡因样品进样
后的第二次空白进样中未检测到交叉
污染（图 5）。

结论
本技术概述讨论了在极高精度下具有
灵活进样量的 Agilent 1260 Infinity II 
SFC Multisampler 的性能结果。在进
样量 0.5 µL 和 10 µL 之间获得的峰面
积 RSD 通常低于 0.3%。即使采用更
低的进样量（低至 0.1 µL），也获得
了通常低于 2.5% 的峰面积 RSD。结
果证明，进样线性通常优于 0.9995。
即使对于高达 80 µL 的进样量，也可
获得低于 0.3% 的优异的峰面积 RSD 
值。采用大体积进样所获得的峰面积
线性也极其出色。灵活的样品引入仅
表现出 14 ppm 的可忽略不计的交叉
污染。这一性能与通常使用的满环模
式下的固定定量环自动进样器的性能
相当，但是具有可变定量环自动进样
器的高灵活性。

图 5. 通过进样高浓度咖啡因样品（5 g/L 的甲醇溶液，进样量 5 µL）测定 Agilent 1260 Infinity 
II SFC Multisampler 的交叉污染。通过高浓度咖啡因样品进样后的首次空白进样来测定交叉污
染。在高浓度咖啡因样品进样后的第二次空白进样中未检测到交叉污染。由于咖啡因的进样量
达到检测器的非线性范围，因此通过从小体积进样的结果外推来计算 5 µL 进样量下正确的峰
面积
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注入速度和灌洗体积
超临界流体色谱的新进样参数

技术概述

作者
Edgar Naegele 
安捷伦科技有限公司 
Waldbronn, Germany

摘要
本技术概述展示并讨论了注入速度和灌洗体积这两个进样参数对色谱分离度的
影响。这些参数由 Agilent 1260 Infinity II 超临界流体色谱 (SFC) Multisampler 
引入。展示了在分析型 SFC 中常用的不同进样量下，它们对紧邻洗脱的化合
物的等度分离的影响，并提供了优化指南。
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样品
SFC 校验标样（部件号 5190-0584），
包含茶碱、咖啡因、胸腺嘧啶和可可
碱（250 µg/mL 的甲醇溶液）

化学品
所有溶剂均购自德国 Merck 公司。 

结果与讨论
注入进样技术可提供加压样品，该样
品通过注射过程在色谱柱之前被注入
流动相流中1。由两个仪器参数控制
进样：注入速度和灌洗体积。注入速
度可以被描述为注射器将样品注入流
动相流中的速度。灌洗体积是在样品
之后注入的溶剂栓，以完全冲洗出样
品。两个参数都会影响色谱分析。

仪器设置
1260 Infinity II SFC Multisampler 直
接连接至 SFC 泵和色谱柱。通过工厂
安装的管路完成所有必要的冲洗和清
洗步骤。只需连接两种溶剂：一种溶
剂用于冲洗和注入过程，另一种用于
进样针清洗。 

色谱柱
Agilent ZORBAX RX-SIL, 4.6 × 150 mm, 
5 µm（部件号 883975-901）

软件
Agilent OpenLAB CDS ChemStation 
版，适用于 LC 和 LC/MS 系统，修订
版 C.01.07 SR3

前言
Agilent 1260 Infinity II SFC  
Multisampler 为 Agilent 1260 Infinity 
II SFC 系统提供了灵活的进样量1。
1260 Infinity II SFC Multisampler 支
持的样品体积范围从可能的 0.1 µL 进
样量开始。由于 1260 Infinity II SFC 
Multisampler 具有 100 µL 的样品定
量环，因此能够支持更大的进样量。
根据 1260 Infinity II SFC Multisampler 
的进样原理，引入两个额外的进样参
数，即注入速度和灌洗体积。注入速
度等于样品引入的速度，而灌洗体积
是添加到样品栓末尾的冲洗体积。

本技术概述展示并讨论了在不同注入
速度和灌洗体积值下采用不同的样品
体积进样所获得的色谱结果。展示了
所获得的等度分离结果，并讨论了线
性和峰面积精密度等性能参数。根据
所得结果，提供了指南和默认参数。

实验部分

仪器
Agilent 1260 Infinity II SFC 系统， 
包括：

• Agilent 1260 Infinity II SFC  
控制模块 (G4301A)

• Agilent 1260 Infinity II SFC  
二元泵 (G4782A)

• Agilent 1260 Infinity II SFC 
Multisampler (G4767A)

• Agilent 1260 Infinity II DAD 
(G7115A)，配备高压 SFC 流通池

• Agilent 1260 Infinity II  
高容量柱温箱 (G7116A)

SFC 方法
参数 描述

溶剂 A CO2

改性剂 B 甲醇
SFC 流速 2.5 mL/min

等度洗脱 12% B 
停止时间：6 分钟

反压调节器 (BPR) 60 °C，130 bar

柱温 40 °C

进样量 0.1、0.2、0.3、0.5、1.0、2.0、3.0、5.0、10.0 µL

注入溶剂 甲醇
灌洗体积 4、3、2、1、0 µL

注入速度 1000、400、200、100、50 µL/min 

进样针清洗 使用甲醇清洗 3 s

二极管阵列检测器 254 nm/4 nm；参比 360 nm/100 nm， 
数据采集速率：10 Hz，标准高压 SFC 流通池
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0.1、1.0、5.0 和 10.0 μL 的进样量作
为示例示出。在高达 5 µL 的进样量
下，色谱峰得到基线分离（图 1C），
在最高进样量 10.0 µL 下，这些色谱
峰开始形成峰谷（图 1D）。针对整个
进样量范围内所采用的设置，测定进
样线性（图 2）以作为性能指标。

50 µL/min）和恒定的灌洗体积 (4 µL)。
采用实验部分所述的等度分离方法得
到的分离结果表明，测试样品中的四
种化合物得到清晰的分离（图 1A–D）。

在不同进样量下，注入速度对分
离的影响
测试了注入速度对色谱分析的影
响。采用了分析工作中常用的进样
量范围 (0.1–10.0 µL)、各种注入速
度值（1000、400、200、100 和 

图 1. 在 400 µL/min 的注入速度和 4 µL 的灌洗体积下，采用不同的进样量获得的结果：A) 0.1 µL，B) 1.0 µL，C) 5.0 µL，D) 10.0 µL
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图 2. 在 400 µL/min 的注入速度和 4 µL 的灌洗体积下，化合物 1 至 4 的进样量线性
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洗脱。当进样量为 5 µL 及更低时，这
些峰仍得以分离（图 3，A1 和 A2）。
在 100 µL/min 的注入速度下，当进
样量为 5 µL 时开始发生共洗脱。当
进样量为 3 µL 及更低时，分离度得
以保持（图 3，B1 和 B2）。比较结果
表明，在 50 µL/min 的最低注入速度
下，当进样量为 3 µL 时发生共洗脱，
在进样量为 1 µL 及更低时获得了良好
的分离度（图 3，C1 和 C2）。

0.3% 或更小。有关详细讨论，请参见
安捷伦技术概述1。

在进一步的实验中，我们评估了与最
大可进样的样品体积相关的注入速度
限制，并减小了注入速度。图 3 显示
了在等度分离条件下，注入速度相对
于进样量减小时所产生的色谱性能限
制。在 10 µL 的进样量和 200 µL/min 
的注入速度下，前三个峰开始出现共

所有色谱峰在整个进样量范围内均表
现出优异的线性，R2 通常高于 0.999。
在每种进样量下多次进样以测定峰面
积的相对标准偏差 (RSD)，并作为另
一项性能指标。通常，峰面积 RSD 从
最低进样量 (0.1 µL) 时的 3.0%–3.5% 
开始，并在进样量高于 0.5 µL 时降至 
0.3% 或更小。对于所有更高的进样量 
 （最高达 10.0 µL），RSD 值保持在 
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图 3. 在等度分离条件下，色谱性能限制取决于注入速度和进样量。A) 在 10 µL 的进样量和 200 µL/min 的注入速度下，前三个峰开始出现共
洗脱 (A1)。当进样量为 5 µL 时，这些峰仍得以分离 (A2)。B) 在 100 µL/min 的注入速度下，当进样量为 5 µL 时开始发生共洗脱 (B1)，而在 
3 µL 的进样量下分离度仍能得以保持 (B2)。C) 比较结果表明，在 50 µL/min 的最低注入速度下，当进样量为 3 µL 时开始发生共洗脱 (C1)，
而在进样量为 1 µL 时获得了良好的分离度 (C2)
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根据在所有实验条件下所采用的注入
速度（表 1），确定了 0.1 μL 至最大
进样量范围内的进样线性。

所获得的进样线性通常优于 0.9995。
如果在线性计算中包括较高的进样
量，将观察到 R2 值有所降低，这是因
为色谱分离效果下降，如图 3 所示。 

定量分析的另一个重要值是峰面积 
RSD。当实验采用较高注入速度时，
在进样量高于 0.5 µL 时，峰面积 RSD 
下降至 0.3% 或更小。图 4 给出的示例
为 50 μL/min 的低注入速度下，进样
量从低至 0.1 μL 到最高 2 μL 时所获得
的结果。

在所述的全部实验中，峰 4 不受其他
化合物共洗脱效应的影响，因为它洗
脱时间较晚且与其他峰间隔较远。因
此，该峰可用于考察不同进样量下注
入速度对典型峰参数的影响。例如，
在固定进样量下，峰高随注入速度减
小而大幅降低，采用大体积进样时此
现象尤为明显（图 5）。

当注入速度为 50 µL/min 和  
100 µL/min 时，峰高分别在进样量高
于 3 µL 和 5 µL 时开始受到影响。相
反，当注入速度高于 500 µL/min 时，
峰高无进一步改善，意味着峰展宽效
应较小。

表 1. 在 0.1 µL 至最大进样量范围内，进样线性取决于所采用的注入速度

注入速度 (µL/min) 和 
最大进样量 (µL) 化合物 1 化合物 2 化合物 3 化合物 4

500/10 0.9995 0.9994 0.9993 0.9993

200/5 1.0000 0.9999 0.9998 0.9997

100/3 0.9999 0.9999 1.0000 1.0000

50/1 0.9998 0.9998 1.0000 1.0000
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图 4. 在 50 µL/min 的注入速度下，0.1–2 µL 进样量范围内的峰面积 RSD 值

图 5. 峰 4 的峰高与不同进样量下采用的注入速度之间的关系

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

0.1 1 10

峰
高

进样量 (µL)

1000
注入速度 (µL/min)

400

200

100

50



2020

第 1 章 ― Agilent InfinityLab SFC 解决方案的性能特点 目录

图  6 为对比图，展示了不同注入速
度下，峰宽随进样量增加而增加。在
较低进样量（最高 0.5 µL）条件下，
峰宽不断增加，但几乎与注入速度无
关。在较高进样量条件下，当进样
量高于 2 µL 和 5 µL 且注入速度分别
为较低的 50 µL/min 和 100 µL/min 
时，峰宽大幅增加。在 400 µL/min 
和 1000 µL/min 的较高注入速度下，
进样量对峰宽的影响几乎相同。

作为最后一个峰参数，我们讨论了峰
对称性（图 7）。对于低进样量，采用
不同注入速度得到的峰对称性通常为 
0.9 左右。对于高进样量，对称性值
开始降低，意味着峰开始拖尾，采用
较低的注入速度时尤其如此。

在不同进样量下，灌洗体积对分
离的影响
第二个参数，即灌洗体积，可确保全
部样品都从定量环毛细管转移至色谱
柱。进行小样品体积进样时，足够的
灌洗体积对于避免样品损失尤为重要 
 （图 8）。

例如，采用 4 µL 的灌洗体积能够将 
0.1 µL 的样品体积完全转移至色谱柱。
作为一个极端的例子，也可能在不采
用任何灌洗体积的情况下进行小体积
进样，但是样品会发生部分损失。图 9 
显示了整个测试范围内进样量和灌洗
体积间的结果。 
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图 6. 峰 4 的峰宽与不同进样量下采用的注入速度之间的关系

图 7. 峰 4 的峰对称性与不同进样量下采用的注入速度之间的关系
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图 8. 进样量为 0.1 µL 时，灌洗体积对样品引入的影响
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从图中可以看出，在 0.1 µL 的最低进
样量和无灌洗体积条件下，仅检测到
大约 20% 的较小的峰面积。在不采用
灌洗体积时，当进样量增加至 10 µL 
时，检测到的峰面积提高至 90% 左
右。采用 4 µL 的灌洗体积，能够将小
体积样品转移至溶剂流中。采用 3 µL 
和 4 µL 的灌洗体积，可确保在整个进
样量范围内获得良好的样品转移率。
利用 5 µL 的灌洗体积作为此处计算的
基础。相比于 5 µL 的灌洗体积，采
用 4 µL 的灌洗体积通常可以获得高于 
98% 的回收率。

图 9. 不同进样量下，灌洗体积对样品引入的影响对比。展示了在不同灌洗体积下获得的峰 4 的相对峰面积回收率。
利用在 5 µL 灌洗体积下获得的峰面积作为基础，并假定此时样品完全转移至洗脱液中并到达色谱柱
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注入速度、灌洗体积和进样量对
以色谱塔板数表示的色谱性能的
综合影响
建立实验设计 (DOE) 矩阵，以证明注入
速度、灌洗体积和进样量参数对色谱
性能的综合影响。综合影响以色谱塔
板数的形式表示。该 DOE 矩阵是基于
本技术概述中前面部分所述的结果。
采用 100 μL/min 和 1000 μL/min 分
别作为该 DOE 矩阵中注入速度范围的
下限和上限。对于灌洗体积，则采用 
1 µL 和 10 µL 分别作为其下限和上限，
并分别与注入速度值进行组合。此
外，创建了一种采用 550 µL/min 中点
注入速度和 5.5 µL 中点灌洗体积的方
法。将所得的五种方法（所用的其他
方法参数如实验部分所述）与 0.1 µL、 
5.05 µL 和 10 µL 进样量相结合。

将这些方法组成一个序列，其中从一
次运行到下一次运行时，通常所有参
数都会改变。在该序列中应用三次中
点方法，从而得到 17 个序列行，其
中每个运行都重复 10 次。利用咖啡
因和可可碱混合物（250 mg/L 的甲醇
溶液）作为测试样品。咖啡因洗脱的 
k' 约为 2，可可碱洗脱的 k' 约为 4。 
图 10 汇总了结果的 3D 图。

例如，在图 10-A1 中，可以看出 0.1 µL  
的最低进样量下不同参数的一般性影
响。在最大注入速度和最低灌洗体积
下，获得了最多的塔板数。塔板数通
常随注入速度降低而减少，相反，塔
板数随灌洗体积的减小而增加。后洗
脱的峰表现出相同的行为，但塔板数
更少（图 10-A2）。对于更高的进样
量，在相同的注入速度和灌洗体积条
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图 10. 在注入速度、灌洗体积和进样量的 DOE 空间图中，以色谱塔板数表示的色谱性能比较。采用两种化合物作为示例，即咖啡因（峰 2，k' = 2） 
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结论
本技术概述介绍了 Agilent 1260 Infinity 
II SFC Multisampler 所采用的注入速度
和灌洗体积对色谱性能的影响。通过
一系列实验结果对这些参数的建议默
认值进行了解释说明。证明了使用这
些建议的参数值能够使 Agilent 1260 
Infinity II SFC Multisampler 实现最佳
的色谱性能。 

参考文献
1. Naegele, E. 在极高精度下具有灵活
进样量的超临界流体色谱，安捷伦
科技公司技术概述，出版号 5991-
7623ZHCN，2017

2. Naegele, E. 在 Agilent 1260 Infinity 
II SFC 系统上进行手性多色谱柱
方法开发，安捷伦科技公司应用
简报，出版号 5991-7624ZHCN，
2017

总结
在前文所述的实验中获得的结果针对
的是等度分离。等度洗脱表现出比梯
度洗脱更明显的效应。在梯度洗脱
中，化合物通常聚集于色谱柱前端，
随后在梯度中开始洗脱。通常，等度
洗脱在主要的 SFC 应用（对映异构体
的分离）中具有重要作用2。根据实验
结果，建议采用 400 µL/min 的注入
速度和 4 µL 的灌洗体积作为这些参数
的起始值。若进行大体积进样，且必
须在色谱柱前端进行初始富集1，则采
用较低的注入速度将非常有用。

如果样品中包含粘性化合物或高浓度
污染性基质，则可以采用较高的灌洗
体积。

件下，获得的塔板数更少。当注入速
度降至 550 µL/min 以下时，这一效
应更占据了主导地位（图 10-B1 和 
10-B2）。当进样量为 10 µL 时，两
个峰表现出相同的行为，但塔板数更
少（图 10-C1 和 10-C2）。从这些寻
求最佳色谱性能的实验中，可以得出
以下结论：如果分离条件处于 3D 图
的左上部，则可以获得更高的色谱
性能。这意味着注入速度通常应高
于 500 µL/min，且应采用较低的灌
洗体积。如前文所述，在 0.1–10 µL 
的进样量范围内，最佳灌洗体积应当
为 3–4 µL。在较低的进样量（最高 
5 µL）下，以塔板数为指标的色谱性
能更出色。考虑到前文所述的峰面积 
RSD，进样量应介于 0.5 µL 和 5 µL 
之间。

www.agilent.com

本文中的信息、说明和指标如有变更， 
恕不另行通知。

© 安捷伦科技（中国）有限公司，2017 
2017 年 10 月 15 日，中国出版 
5991-7626ZHCN
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利用 Agilent 1260 Infinity II SFC 
系统加快无改性剂的 SFC 分离速度
使用反压和流速梯度聚焦后洗脱化合物

技术概述

作者
Matthias Kamuf，Andreas 
Borowiak，Edgar Naegele 
安捷伦科技有限公司 
Waldbronn, Germany

摘要
超临界流体色谱 (SFC) 涵盖各种分析物极性和应用范围。例如，SFC 使用专
门的 CO2 实现对高疏水性化合物的无改性剂分离，这使得 SFC 成为一项真
正的绿色分离技术。相反，有一个普遍现象是，等度分离可能由于各种谱带
展宽过程导致后洗脱化合物的峰展宽。本技术概述介绍了在采用纯 CO2 进
行分离时使用流速梯度和反压梯度聚焦后洗脱化合物，同时保持对早洗脱分
析物的分离能力。使用 Agilent 1260 Infinity II SFC 系统的整个压力范围，
能够大幅缩短运行时间并显著改善峰形。
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• Agilent 1260 Infinity II 高容量柱
温箱 (G7116A)，带有四色谱柱选
择阀 (G4237A)

仪器设置
所用的设置为安装有四色谱柱选择阀
的 Agilent 1260 Infinity II SFC 系统的
推荐配置。本技术概述未使用任何特
殊改进或模块。反压梯度也适用于进
行了固件升级（A/B/C/D 07.13 或更高
版本）和驱动程序更新（A.02.16 或更
高版本）的旧版控制模块。 

软件
• Agilent OpenLAB CDS 

ChemStation 版，适用于 LC 和 
LC/MS 系统，修订版 C.01.07 SR3

• 安捷伦液相色谱驱动程序包 
A.02.16

• Agilent 1260 Infinity II SFC 控制
模块，固件版本 07.20

色谱柱
Agilent InfinityLab Poroshell 120  
EC-C18, 3.0 × 150 mm, 2.7 µm 
 （部件号 693975-302(T)）

为考察反压和流速梯度的影响，使用
包含 16 种多环芳烃 (PAH) 的混合物。
之前利用 SFC 并使用含有特定百分比
水含量的甲醇作为改性剂，对该混合
物进行了分离7。PAH 存在于煤和原
油中，或者在含碳材料的不完全燃烧
过程中形成，导致其大量存在于环境
中。因此，PAH 被美国国家环境保护
局 (EPA) 列为首要污染物。

实验部分

仪器
Agilent 1260 Infinity II SFC 系统， 
包括以下模块：

• Agilent 1260 Infinity II SFC  
控制模块 (G4301A)

• Agilent 1260 Infinity II SFC  
二元泵 (G4782A)

• Agilent 1260 Infinity II SFC 
Multisampler (G4767A)

• Agilent 1260 Infinity II 二极管 
阵列检测器 (G7115A)，配备 
高压 SFC 流通池 

前言
SFC 是一种通用的色谱技术，其应用
已在各种分析物极性和应用领域中得
到证明。这些应用涵盖广泛，例如用
纯 CO2 分离饱和烃和芳烃1，或用强
洗脱改性剂分离小分子肽2，有时甚
至还含有少量的水。有关 SFC 应用的
完整概述，请参见《安捷伦 SFC 基础 
导论》3。

使用无改性剂的方法（避免使用有机
溶剂）分离疏水性化合物的可能性，
使 SFC 成为一种真正的绿色分离技
术，特别是因为 CO2 符合 Capello 先前
提出的“绿色溶剂”的定义4。纯 CO2 
的分离问题在于它们的等度性质，各
种谱带展宽过程通常会导致后洗脱化
合物出现峰展宽。在 SFC 中，可以采
用反压和流速梯度来影响系统压力和 
SFC 色谱柱的压降，并提高流动相的
洗脱强度，进而显著缩短运行时间，
尤其是对于后洗脱的化合物。系统压
力可能会影响反相液相色谱分离的保
留特性，甚至影响选择性5。流速和压
力对 SFC 的关键色谱参数影响更大，
因为它们也会改变超临界 CO2 的粘度
和密度6。SFC 中这些色谱参数的相
互作用尚不完全清楚。压力和流速梯
度也可以在梯度运行中使用改性剂，
以微调保留特性和选择性。由于增加
反压会导致系统压力成比例升高，因
此，更大的系统压力范围（在最高  
5 mL/min 的流速下压力上限可达 
600 bar）将有利于采用反压或流速梯
度进行快速分离。 

等度分离方法
参数 值

SFC 流速 2.5 mL/min

流动相 100% CO2

柱温 40 °C

BPR 温度 60 °C

BPR 压力 150 bar

总运行时间 5.5 分钟；无后运行时间
进样量 1.0 µL 

注入速度 1000 µL/min

灌洗体积 4.0 µL

注入溶剂 MTBE

进样针清洗 使用 MTBE 清洗 3 s

二极管阵列检测器 全谱，数据采集速率 20 Hz，狭缝宽度 8 nm，波长 223 ± 4 nm， 
参比 360 ± 100 nm
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鉴于纯 CO2 分离的等度性质以及前两
种化合物较差的保留特性，有必要在
此应用中优化注入进样参数，即，将
注入速度提高至 1000 µL/min（默认
值为 400 µL/min）。为保持注入溶剂和
样品溶剂的一致性，采用 MTBE 作为
溶剂。之前已经讨论过灌洗体积和注
入速度对色谱性能的影响8。4 µL 的标
准灌洗体积与 1000 µL/min 的最大注入
速度的组合对色谱分析无任何影响，
因此将其应用于所有分离。根据获得
的所有化合物的谱图信息得出，波长 
223 ± 4 nm 与参比波长 360 ± 100 nm 
能够使所有 PAH 获得良好的检测器响
应。图 1 显示了由所开发的等度型方
法获得的色谱图。

样品
使用包含 16 种化合物的安捷伦 PAH 
混标（部件号 8500-6035），其中包
含苊、苊烯、蒽、苯并 [a]蒽、苯并
[b]荧蒽、苯并[ghi]苝、苯并[a]芘、
䓛、二苯并[a,h]蒽、荧蒽、芴、茚并
[1,2,3-cd]芘、萘、菲和芘，各自标称
浓度为 500 µg/mL。用 MTBE 将原
始溶液稀释 10 倍，得到标称浓度为 
50 µg/mL 的稀释溶液。利用该稀释
溶液开展实验。

结果与讨论

初始方法开发
之前的固定相筛选表明  A g i l e n t 
InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 色
谱柱是理想的色谱柱选择，因为该色
谱柱能够保证所有化合物均在适当的
时间窗口内洗脱并具有较低的反压。
2.5 mL/min 的初始流速是总运行时间
和分离度之间的一种良好的平衡，特
别是对于早洗脱的化合物。

采用反压梯度的 SFC 分离方法
• 初始等度分离方法

• BPR 压力：  
0.0–1.0 分钟：150 bar 
1.0–1.5 分钟：150–300 bar 
1.5–4.0 分钟：300 bar 

采用流速梯度的 SFC 分离方法
• 初始等度分离方法

• SFC 流速：  
0.0–1.0 分钟：2.5 mL/min 
1.0–1.5 分钟：2.5–4.0 mL/min 
1.5–3.5 分钟：4.0 mL/min

化学品和样品
甲醇购自 Merck KGaA (Darmstadt, 
Germany)。甲基叔丁基醚 (MTBE) 
购自  Sigma-Aldrich (Steinheim, 
Germany)。
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图 1. PAH 标样的初始分离方法。该方法成功分离出 16 种化合物中的 10 种，而化合物 4 和 5 仅得到部分分
离。化合物 1 和 2 以及化合物 11 和 12 发生共洗脱。流动相：100% CO2，等度，不使用改性剂
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通过流速梯度聚焦
由于溶剂的线速度较高且整个色谱柱
上的压降增加，导致流动相的密度和
洗脱强度增加，因此利用流速梯度能
够更快洗脱强保留的化合物。 

将流速梯度程序设定在 1 分钟至 1.5 分
钟之间，流速从 2.5 mL/min 增加至 
4 mL/min。这使系统的总压力达到 
550 bar 左右。与反压梯度相比，流速
梯度仅增加柱前端的系统压力，而反压
通过 BPR 模块得以保持。这样减小了
对检测器流通池中流动相的粘度和密度
的影响，并使基线更稳定。总运行时间
仅 3.03 分钟，缩短了 37%，并使后洗
脱化合物获得了最佳峰形（图 2）。与
反压梯度相比，流速梯度使保留时间
更长且峰面积 RSD 更高（表 2）。

通过反压梯度聚焦
增大反压使 CO2 的密度和粘度更高，
从而提高了流动相的洗脱强度。为聚
焦介于 1–1.5 分钟之间的后洗脱化合
物，采用 150–300 bar 的反压梯度，
相当于反压变化速率为 5 bar/s，得到
大约 515 bar 的最终系统压力。

聚焦后洗脱化合物使峰面积 RSD 显著
降低至 1% 以下，低于等度条件下的
结果。总运行时间仅 3.62 分钟，缩
短了近 25%，同时峰形得到有效改善 
 （图 2）。

分离在保留时间和峰面积精密度方面
具有高重现性（表 2）。定义参比波长
来补偿不断变化的反压，对于最大程
度减小检测器噪音至关重要。此外，
不足为奇的是，反压的变化导致检测
器响应降低多达 10 mAU，这极有可
能是  CO2 的密度变化造成的。这一 
现象降低了一次运行中峰面积的可 
比性。

16 种化合物中的  10 种得到完全分
离，同时有两种 PAH 得到部分分离 
(Rs = 1.54)，四种 PAH 发生共洗脱 
 （化合物 1 和 2，化合物 11 和 12）。
为进一步加快分析速度，对流速和反
压梯度进行了考察。为了不影响早洗
脱化合物的分离，尤其是关键峰对 1 
和 2 以及 4 和 5 的分离，流速和反压
梯度在 1 分钟后开始。 

表 1 列出了分离的关键特性参数。对
于 1 µL 进样量，保留时间 RSD 值通
常在 0.1% 左右，而峰面积 RSD 值通
常低于 1%。仅后洗脱化合物的峰面积 
RSD 显著升高，极有可能是由于峰展
宽和信噪比降低。

表 1. 等度条件下 PAH 标样分离的关键参数。对于 1 µL 进样量，保留时间 RSD 值通常在 0.1% 左右，而峰面积 RSD 
值通常低于 1%。未测定共洗脱峰 1 和 2 以及峰 8（与杂质共洗脱）的峰面积 RSD。所列出的值按 10 次进样的平均
值来计算

编号
RT  
(min)

峰面积 
(mAU*s)

峰高  
(mAU) 对称性

峰宽 
(min) 塔板数 分离度

RT  
RSD (%)

峰面积  
RSD (%)

1,2 0.303 197.50 168.69 1.62 0.03 1500 1.87 0.10 共洗脱

3 0.374 100.94 137.68 0.95 0.02 5634 2.77 0.12 0.52

4 0.448 246.53 317.98 0.86 0.02 7576 3.65 0.11 0.61

5 0.480 447.47 565.48 0.87 0.02 8415 1.54 0.10 0.63

6 0.600 133.03 127.83 0.95 0.03 7832 3.04 0.07 0.65

7 0.820 128.34 114.17 0.93 0.03 12400 7.79 0.07 0.92

8 0.965 82.12 63.85 1.07 0.04 14504 4.72 0.08 与杂质共洗脱

9 1.185 150.44 103.24 0.97 0.04 15427 6.24 0.11 0.63

10 1.251 106.18 69.37 0.96 0.04 15966 1.71 0.10 0.93

11,12 1.910 263.05 78.30 1.69 0.09 8995 10.96 0.07 共洗脱

13 2.459 56.28 21.32 1.04 0.08 21899 7.47 0.05 1.81

14 2.787 105.17 35.39 1.02 0.09 21847 4.62 0.06 1.85

15 3.846 77.25 19.61 1.10 0.11 24303 12.16 0.06 1.56

16 4.816 90.59 18.50 1.12 0.14 25676 8.86 0.06 3.36
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mAU
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RT = 3.032 分钟 (–37%)
峰高 = 25.4 mAu (+37%)
对称因子 = 1.05

N = 44582 (+74%)

RT = 3.626 分钟 (–25%)
峰高 = 37.6 mAu (+103%)

对称因子 = 1.05
N = 34778 (+35%)
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对称因子 = 1.11

N = 25676
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图 2. 在等度条件下使用纯 CO2 得到的运行结果比较：最后一个峰在不聚焦的情况下在 4.816 分钟后洗脱（蓝色），采用反压梯度
时在 3.626 分钟后洗脱（绿色），使用流速梯度时在 3.032 分钟后洗脱（红色）。总体而言，采用反压梯度能够使运行时间缩短 
25%，而采用流速梯度能够使运行时间缩短 37%

表 2. 采用等度分离以及梯度分离所获得的保留时间和峰面积 RSD。未测定共洗脱峰 1 和 2 以及峰 8 
 （与杂质共洗脱）的峰面积 RSD。所列出的值按 10 次进样的平均值来计算

等度运行 流速梯度 BPR 梯度

编号 RT RSD (%) 峰面积 RSD (%) RT RSD (%) 峰面积 RSD (%) RT RSD (%) 峰面积 RSD (%)

1,2 0.10 共洗脱 0.21 共洗脱 0.15 共洗脱

3 0.12 0.52 0.21 0.82 0.11 0.46

4 0.11 0.61 0.26 2.09 0.15 0.60

5 0.10 0.63 0.24 0.68 0.14 0.62

6 0.07 0.65 0.27 0.88 0.17 0.98

7 0.07 0.92 0.25 0.94 0.12 0.75

8 0.08 与杂质共洗脱 0.25 与杂质共洗脱 0.11 与杂质共洗脱

9 0.11 0.63 0.22 0.85 0.09 0.80

10 0.10 0.93 0.20 1.04 0.09 1.03

11,12 0.07 共洗脱 0.13 共洗脱 0.07 共洗脱

13 0.05 1.81 0.15 1.08 0.08 0.88

14 0.06 1.85 0.16 1.21 0.07 0.74

15 0.06 1.56 0.17 2.07 0.07 0.72

16 0.06 3.36 0.18 1.59 0.07 0.80
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两种技术的对比
表 2 比较了所有可分离化合物的关键
特性参数，如保留时间 RSD 和峰面积 
RSD。两种技术各有其优缺点。 

虽然采用反压梯度能够获得更出色的
保留时间和峰面积 RSD，但是它会造
成基线降低，并且由于流动相密度改
变而导致峰高和峰面积发生非线性升
高。这样将降低一次运行中峰面积的
可比性。但是，考虑到反压梯度的陡
度为 5 bar/s，分析的重现性仍然很出
色。流速梯度能够缩短分析时间并提
供更出色的峰形，但是会导致保留时
间 RSD 升高。一次运行中峰面积的可
比性不受影响。

结论
本技术概述展示了在充分利用现代化
的先进 SFC 仪器和色谱柱的情况下，
无改性剂的 SFC 分离成为经典 LC 或 
SFC 的绿色替代方案的可能性。利用
流速梯度和反压梯度均成功实现了后
洗脱化合物的聚焦，这两种技术各有
其优缺点。典型的保留时间 RSD 约为 
0.1%，而峰面积 RSD 通常低于 1%。 

显然，在分析过程中改变反压能够为 
SFC 方法开发带来更高的灵活性。反
压和流速梯度均需要较大的系统压力
范围。Agilent 1260 Infinity II SFC 系
统在最高 5 mL/min 的流速下压力上
限可高达 600 bar，为两种技术提供
了必要的灵活性。

使用 Agilent InfinityLab Poroshell 120 
EC-C18 色谱柱进行分离。InfinityLab 
Poroshell 色谱柱在 SFC 应用中极具
价值，因为它们具有优异的性能和柱
效，同时产生的反压适中。该色谱柱
支持上限为 600 bar 的压力范围内的
快速分析，使 1260 Infinity II SFC 系
统成为真正的一体式解决方案。
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使用 Agilent 1260 Infinity II  
SFC/UHPLC 混合型系统进行 
正交色谱分离

技术概述

作者
Edgar Naegele 
安捷伦科技有限公司 
Waldbronn, Germany

摘要
本技术概述详细介绍了如何设置带有或不带质谱系统的 Agilent 1260 Infinity 
II SFC/UHPLC 混合型系统。文中将展示性能数据并讨论两种操作模式。作
为应用示例，将展示 SFC 模式和 UHPLC 模式下的农药混合物分离，并将讨
论分离的正交性。
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前言
对给定的复杂样品同时进行基于 SFC 
的分离和基于 UHPLC 的分离，将能
获得有关样品成分的互补信息。这两
种分离技术采用不同的分离机制（基
于分析物在完全不同的流体介质和固
定相中的相互作用），是真正意义上
的正交技术。反相分离通常使用疏水
性固定相和有机-水性液相，而 SFC 
通常使用与正相分离类似的极性固定
相和 CO2/有机液相。

为避免单独购买 SFC 和 UHPLC 仪
器的负担，Agilent 1260 Infinity II 
SFC/UHPLC 混合型系统在一台仪器
中同时提供了 SFC 和 UHPLC 功能。
这两种技术共享自动进样器、柱温箱
和检测器等常见的模块化部件。此类
仪器的设置非常简单，只需通过一个
阀即可在两种技术之间进行切换。这
使得 SFC 和 UHPLC 均具有高可靠性
和稳定性。此外，可添加质谱系统以
改善所采集的数据的质量。SFC 模式
中，该质谱系统在分流条件下与辅助
泵配合使用，而在 UHPLC 模式中则
采用全流条件。

本技术概述通过展示保留时间、峰面
积精密度和线性数据，证明了 Agilent 
1260 Infinity II SFC/UHPLC 混合型系
统在 SFC 和 LC 模式下的性能。作为
两种技术正交性的示例，将展示并讨
论在 1260 Infinity II SFC/UHPLC 混合
型系统上利用两种分离技术进行的复
杂农药混合物的分离。 

用于农药分离的 SFC 方法

用于农药分离的 LC 方法

参数 值

溶剂 A CO2

改性剂 B 甲醇 

SFC 流速 2.5 mL/min

梯度 6 分钟内 B 从 5% 升至 25% 
停止时间：6 分钟 
后运行时间：2 分钟

反压调节器 (BPR) 温度 60 °C

BPR 压力 140 bar

柱温 40 °C

进样量 1.0 µL

注入溶剂 甲醇

灌洗体积 4 µL

注入速度 400 µL/min 

进样针清洗 使用甲醇清洗 3 s

DAD 254 nm/带宽 4 nm；参比 360 nm/带宽 100 nm 
标准高压 SFC 流通池

数据采集速率 20 Hz

参数 值

溶剂 A 水 + 0.1% 甲酸

溶剂 B 乙腈 + 0.1% 甲酸

流速 2.5 mL/min

梯度 6 分钟内 B 从 15% 升至 70% 
停止时间：6 分钟 
后运行时间：3 分钟

柱温 40 °C

进样量 1.0 µL

进样针清洗 使用甲醇清洗 3 s

DAD 254 nm/带宽 4 nm；参比 360 nm/带宽 100 nm
标准高压 SFC 流通池

数据采集速率 20 Hz

实验部分
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仪器
Agilent 1260 Infinity II SFC/UHPLC 
混合型系统，包括：

• Agilent 1260 Infinity II SFC 控制
模块 (G4301A)

• Agilent 1260 Infinity II SFC 二元
泵 (G4782A)

• Agilent 1260 Infinity II SFC 
Multisampler (G4767A)

• Agilent 1260 Infinity II 二极管阵
列检测器 (G7115A)，配备高压 
SFC 流通池

• Agilent 1260 Infinity II 高容量
柱温箱 (MCT) (G7116A)，配备 
Agilent InfinityLab Quick Change 
快速更换 4 位/10 通四色谱柱选
择阀（部件号 5067-4287）

• Agilent 1260 Infinity II 四元泵 
(G7111B)

• Agilent 1290 Infinity 阀驱动 
(G1170A)，配备 2 位/10 通阀 
(G4232B)

• Agilent 1260 Infinity II 等度泵 
(G7110B) 和 SFC/MS 分流器 
套装 (G4309-68715)

• 采用安捷伦喷射流技术的 Agilent 
6150 单四极杆液质联用系统

仪器设置
为了将 SFC 系统转换为 SFC/UHPLC 
混合型系统，添加了一台四元或二元 
UHPLC 泵并通过 2 位/10 通阀连接，
能够在 SFC 和 LC 模式之间直接切换 
 （图 1 和 2）。高容量柱温箱 (MCT) 配
备用于色谱柱切换的 4 位/10 通四色
谱柱选择阀，例如从典型的 SFC 色

图 1. 处于 SFC 模式下的 Agilent 1260 Infinity II SFC/UHPLC 混合型系统。SFC 控制模块连接
至 SFC 泵和共享模块（绿色管线）。UHPLC 泵连接至废液位置（蓝色管线）

废液

废液

SFC 
Multisampler

UHPLC 泵

SFC 泵

SFC/UHPLC 混合型系统 SFC 控制模块

DAD

MCT

图 2. 处于 UHPLC 模式下的 Agilent 1260 Infinity II SFC/UHPLC 混合型系统。UHPLC 泵连接至共
享模块（蓝色管线）。SFC 泵直接连接至环路（绿色管线）中的 SFC 控制模块

废液

废液

SFC 
Multisampler

UHPLC 泵

SFC 泵

SFC/UHPLC 混合型系统 SFC 控制模块

DAD

MCT
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谱柱切换为典型的分析型 UHPLC 色
谱柱（在图 1 和 2 中未示出）。图 1 
和 2 中圈出的是 2 位/10 通阀处的管
路。图 1 所示的阀位置将 SFC 泵和 
SFC 控制模块连接至仪器的共享模
块。在流过自动进样器、容纳 SFC 色
谱柱的柱温箱以及检测器后，CO2 流
重新连接至用于反压调节的 SFC 控制
模块。在此位置处，四元 UHPLC 泵
连接至废液。 

将 2 位/10 通阀切换至 UHPLC 位置后，
四元泵将连接至共享模块（图 2）。为
维持反压，将 SFC 泵直接连接至 SFC 
控制模块。

SFC/UHPLC 混合型仪器与质谱仪的额
外连接不会增加复杂性。只需在 2 位/ 
10 通阀处对管路进行重新连接，将 
SFC 辅助泵接入系统中并使液流能分
流至 MS，同时使 UHPLC 的液流能全 
部进入 MS 即可（图 3 和 4）。在此情 
况下，在 SFC 模式中，CO2 流连接至
第一个分流器，以便在通过共享模块
后引入补偿流。第二个分流器在 SFC 
控制模块的反压调节器和 MS 之间进
行液流分流（图 3）。在 UHPLC 模式
中，四元泵连接至共享模块，并直接
连接至 MS 以实现全流运行（图 4）。
为了在  UHPLC 模式中使用分流方
法，端口 1–2 处的桥接毛细管可替换
为分流器并用于 UHPLC 模式中。

废液

分流器

等度泵

单四极杆质谱

废液

SFC 
Multisampler

UHPLC 泵

SFC 泵

SFC/UHPLC 混合型系统 SFC 控制模块

DAD

MCT

图 3. 处于 SFC/MS 模式下的 Agilent 1260 Infinity II SFC/UHPLC/MS 混合型系统。SFC 控制
模块连接至 SFC 泵和共享模块（绿色管线）。UHPLC 泵连接至废液位置（蓝色管线）。CO2 流
连接至第一个分流器，以便在通过共享模块后引入补偿流。第二个分流器在 SFC 控制模块的反
压调节器和 MS 之间进行液流分流（绿色毛细管盘管：50 µm，100 cm，产生限制以防止减压）

废液

分流器

等度泵

单四极杆质谱

废液

SFC 
Multisampler

UHPLC 泵

SFC 泵

SFC/UHPLC 混合型系统 SFC 控制模块

DAD

MCT

图 4. 处于 UHPLC/MS 模式下的 Agilent 1260 Infinity II SFC/UHPLC/MS 混合型系统。UHPLC 
泵连接至共享模块（蓝色管线）并直接流至 MS。SFC 泵直接连接至环路（绿色管线）中的 
SFC 控制模块，该环路中包括分流器（绿色毛细管盘管：50 µm，100 cm，产生限制以防止
减压） 
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色谱柱
• SFC 模式： 

Agilent ZORBAX RX-SIL,  
4.6 × 150 mm, 5 µm 
 （部件号 883975-901）

• SFC 模式： 
Agilent ZORBAX NH2,  
4.6 × 150 mm, 5 µm 
 （部件号 883952-708）

• LC 模式：  
Agilent ZORBAX SB C18,  
4.6 × 150 mm, 3.5 µm 
 （部件号 883975-902）

软件
Agilent OpenLAB CDS ChemStation 
版，适用于 LC 和 LC/MS 系统，修订
版 C.01.07 SR3

样品
• 咖啡因溶液（0.5 g/100 mL 的甲
醇溶液）

• SFC 校验混标（茶碱、咖啡因、
胸腺嘧啶、可可碱；溶于甲醇
中，各自浓度为 250 mg/L）

• 农药溶液，1 mg/mL（甲醇溶液），
具有同等体积的混合物（表 1）

化学品
所有溶剂均购自德国 Merck 公司。新
制超纯水产自配置 LC-Pak Polisher 和 
0.22 µm 膜式终端过滤器 (Millipak) 
的 Milli-Q Integral 水纯化系统。化学
品均购自德国 Sigma-Aldrich 公司。

编号 名称 化学式 m/z [M+H]+ SFC RT (min) LC RT (min)

1 扑草净 C10H19N5S 242.10 1.528 5.880

2 另丁津 C9H16ClN5 230.11 1.748 7.190

3 特丁津 C9H16ClN5 230.11 1.917 7.664

4 莠去津 C8H14ClN5 216.10 2.084 6.035

5 溴谷隆 C9H11BrN2O2 259.00 2.153 6.632

6 噻唑隆 C10H11N3OS 222.06 2.153 5.710

7 利谷隆 C9H10Cl2N2O2 249.02 2.375 7.798

8 脱乙基特丁津 C7H12ClN5 202.08 2.572 4.971

9 脱乙基莠去津 C6H10ClN5 188.06 2.939 2.954

10 环嗪酮 C12H20N4O2 253.16 3.362 4.400

11 尼莫地平 C21H26N2O7 419.18 3.870 9.107

12 绿麦隆 C10H13ClN2O 213.08 4.220 5.838

13 硝苯地平 C17H18N2O6 347.10 4.613 7.095

14 敌草隆 C9H10Cl2N2O 233.02 4.795 6.333

15 甲氧隆 C10H13ClN2O2 229.07 5.161 4.286

表 1. 复杂测试样品中的 15 种农药，用于证明 SFC 模式和 UHPLC 模式的正交分离性能。各化
合物的保留时间表明，化合物在所用条件下发生了漂移。使用单四极杆 MS 完成各个化合物的
鉴定（参见实验部分以及图 3 和图 4）

质谱条件
参数 值

采用安捷伦喷射流离子源进行电喷雾电离

电离模式 正离子

毛细管电压 2500 V

喷嘴电压 2000 V

气体流速 8 L/min

气体温度 220 °C

鞘气流速 12 L/min

鞘气温度 380 °C

雾化器压力 35 psi

补偿流流速 0.3 mL/min，甲醇 + 3% 水 + 0.1% 甲酸

单四极杆的 MS 参数

ESI 极性 正离子

扫描 180–450 m/z

驻留时间 200 ms

碎裂电压 70 V

增益 1.0
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置。在 Agilent ZORBAX SB-C18 色
谱柱上采用等度条件（14% 乙腈，有
关其他条件，请参见实验部分的方法
参数）对咖啡因样品（与 SFC 条件
下使用的样品相同）进行色谱分析。
不同的是，将 1260 Infinity II SFC 
Multisampler 切换至 UHPLC 模式，
将注入进样模式切换为标准流通式进
样模式。

Multisampler，能够实现超过 10 µL 
且最高大于 90 µL（100 µL 减去灌洗
体积）的大体积进样，同时可保持同
样出色的性能1。

UHPLC 模式下的性能
为通过实验测定 UHPLC 条件下的峰
面积 RSD、保留时间 RSD 和进样线
性，采用图  2 中所示的设置和阀位

结果与讨论
在 SFC/UHPLC 混合型系统中，两种
分离原理通过专用模块和共享模块得
以组合。对于该系统的概念验证，仪
器在两种模式下都必须具有优异的性
能并且与单独的 SFC 和 UHPLC 仪器
具有相同的性能水平。为证明这一性
能，测定了峰面积和保留时间的相对
标准偏差以及进样线性。

SFC 模式下的性能
在测定峰面积 RSD、保留时间 RSD 
和进样线性数据时，SFC/UHPLC 仪
器根据图  1 所示的配置和阀位置在 
SFC 模式下运行。将实验部分所述
的咖啡因样品作为测试标样，使用 
Agilent ZORBAX Rx-SIL 色谱柱进行
色谱分析，采用甲醇作为 CO2 的改
性剂并使用等度条件（12% 甲醇，其
他相关条件请参见实验部分的方法参
数）。为评估分析范围，所用的进样
量为 0.1–10 µL (n = 10)。进样量为 
0.1 µL 时，计算得出的峰面积 RSD 约
为 1.2%；进样量高于 0.5 µL 时，峰面
积 RSD 降低至 0.3% 以下，进样量高
达 10 µL 时，峰面积 RSD 保持在 0.2% 
左右（图  5A）。在整个进样量范围
内得到的峰面积表现出优异的线性，
R2 = 0.9999（图 5B）。计算得出的平
均保留时间 RSD 值为 0.08%。这些值
与通过 Agilent 1260 Infinity II SFC 系
统测得的相应值一致1。利用 Agilent 
1260 Infinity II SFC Multisampler 进
行的注入进样（已引入此系统）能
够实现灵活的进样量。为优化注入
进样过程，引入了两个新的进样参
数：注入速度和灌洗体积2。通过 SFC 
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R2 = 0.9999
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图 5. SFC 模式下的性能。A) 峰面积 RSD 与进样量（0.1、0.2、0.3、0.5、1.0、2.0、3.0、5 和 
10 µL）之间的关系。进样量大于 0.5 µL 时，峰面积 RSD 通常低于 0.3%。B) 0.1–10 µL 进样量
范围内的峰面积线性，R2 = 0.9999
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在进样量为 0.1–10 µL 的分析范围内
得到的结果表明，在高于 0.5 µL 的
所有进样量下得到的 RSD 为 0.2% 或
更低（图  6A）。该范围内的进样量
线性通常为 R2 > 0.9999（图 6B）。
为评估 UHPLC 条件下大体积进样的
影响，用水按 1:10 的比例稀释咖啡
因样品，并在 10–100 µL 的进样量
范围内进样。测得的峰面积 RSD 通
常低于 0.12%，并且进样量线性优于 
R2 > 0.9999（图 7）。分析范围内所有
进样的平均保留时间 RSD 值通常为 
0.08%，并且在大体积进样范围内该
值保持不变。这些结果与之前通过单
独的 UHPLC 系统得到的结果一致3。

图 6. UHPLC 模式下的性能。A) 峰面积 RSD 与进样量（0.1、0.2、0.3、0.5、1.0、2.0、3.0、
5 和 10 µL）之间的关系。进样量大于 0.5 µL 时，峰面积 RSD 通常低于 0.2%。B) 0.1–10 µL 
进样量范围内的峰面积线性，R2 = 0.9999
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SFC 和 UHPLC 模式的快速切换
SFC/UHPLC 混合型系统具有能在两
种模式下运行样品的优势，并通过
单独的 SFC 和 UHPLC 方法来实现，
该系统包括通过  2 位/10 通阀切换 
SFC 控制模块、1260 Infinity II SFC 
Multisampler、泵和完整液流的所有
必要配置，如图 1 和 2 所示。

在 UHPLC 和 SFC 的切换过程中因结
冰引起的系统堵塞这一典型问题是使
用反相 HPLC 后残留的水栓引起的。
由 UHPLC 切换为 SFC 之前，可使用
有机溶剂（如甲醇）冲洗仪器来避免
这一问题。对于 1260 Infinity II SFC 
Multisampler，如果方法设置中的模
式从 UHPLC 更改为 SFC，则这一过
程可通过特殊的自动冲洗程序自动完
成。这样省去了单独的冲洗方法，并
清除了共用的 Multisampler 中的水性
溶剂，该溶剂可能是最大系统死体积 
 （即 100 μL 流通式样品定量环）中的
残留物。建议在两种模式下均使用单
独的专用色谱柱。根据所选的 SFC 方
法或 UHPLC 方法，通过位于 MCT 中
的色谱柱选择阀来切换色谱柱。为证
明 SFC 和 UHPLC 之间的切换效果，
在一个序列内设置重复运行 SFC 和 
UHPLC（图 8）。整个序列在运行过
程中没有任何问题，并获得了具有高
重现性的峰面积和保留时间，如图 8 
所示。

y = 39.807x + 2.6995
R2 = 0.9999
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图 7. 在 UHPLC 模式下进行大体积进样的性能。A) 峰面积 RSD 与进样量（10–100 µL，以 10 µL 
递增）之间的关系。峰面积 RSD 通常低于 0.12%。B) 10–100 µL 进样量范围内的峰面积线
性，R2 = 0.9999
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图 8. 在 SFC/UHPLC 混合型系统上进行多次 SFC 和 UHPLC 运行的序列。该序列从重复的 SFC 运行开始 (A)，然后将方法切换为所述的 UHPLC 
方法设置，继续执行重复的 UHPLC 运行 (B)。最后，在序列结束时切换回 SFC 模式方法，完成多次 SFC 运行 (C)。为平衡各自的色谱柱，在序
列中每个 SFC 模式或 UHPLC 模式开始时执行空白运行。其他参数与实验部分中列出的方法相同。利用 4 位/10 通四色谱柱选择阀在不同方法中
切换色谱柱。根据 SFC 或 UHPLC 方法选择 SFC 控制模块模式和 Multisampler 模式的配置
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参数 值
SFC 方法
流速 2.5 mL/min

改性剂 甲醇
梯度 0 min 时 B 为 5%， 

3 min 时 B 为 35%

色谱柱 Agilent ZORBAX NH2，配置如图 1 所示
UHPLC 方法
流速 2.5 mL/min

溶剂 水/乙腈
梯度 0 min 时 B 为 5%， 

3 min 时 B 为 25%

色谱柱 Agilent ZORBAX SB C18，配置如图 2 所示
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条件下，使用氨基相并以甲醇作为改
性剂完成测定；在 UHPLC 模式中，
在 C18 固定相和水/乙腈的反相条件
下完成测定（图 9 和图 10）。在 SFC 
条件下，化合物能够在 6 分钟的运行
中得到分离（图 9）。在所选的分离
条件下，化合物  5 和  6 发生完全共
洗脱，并且还与化合物 4 发生部分共
洗脱。所有其他化合物均实现了基线
分离。在反相条件下对同一样品进行

SFC 和 UHPLC 模式的正交分离
在一套混合型系统中组合使用 SFC 和 
UHPLC 的优势之一，是能够使用一
套系统以经济有效的方式利用正交分
离技术测量给定的样品。由于采用了
正交分离技术，能够分离出那些在使
用单一色谱分离技术时由于共洗脱而
被隐藏的化合物。作为示例，在 SFC 
和 UHPLC 条件下对包含 15 种农药 
 （表 1）的复杂样品进行测定。在 SFC 
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图 9. 在 SFC 模式下，在氨基固定相色谱柱上采用甲醇作为改性剂（参见实验部分）分离包含 15 种农药的复杂样品

分离，结果表现出完全不同的选择性 
 （图 10）。从图中可以看出，在 SFC 条
件下共洗脱的化合物 4、5 和 6 现在得
到了分离。但是，在这些条件下，化
合物 12 和 1 几乎为完全共洗脱。此
外，比较两幅色谱图可以看出选择性
完全不同。例如，在 SFC 条件下最后
洗脱的化合物 15 在反相 UHPLC 条件
下第二个洗脱出来。
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结论
本技术概述证明了 Agilent 1260 Infinity 
II SFC/UHPLC 混合型系统的 SFC 模式
和 UHPLC 模式可提供与单独的 SFC 和 
UHPLC 仪器相同的性能。利用 Agilent 
1260 Infinity II SFC/UHPLC 混合型系
统测得的峰面积 RSD、保留时间 RSD 
和线性值与单独的 SFC 和 UHPLC 仪
器测得的值处于同一水平。证明了能
够在 SFC 和 UHPLC 模式之间进行切
换（甚至可在一个序列内切换），并
提供了正交分离复杂样品的示例。
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图 10. 在 UHPLC 模式下，在 C18 固定相色谱柱上采用水/乙腈作为溶剂（参见实验部分）分离包含 15 种农药的复杂样品
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使用 Agilent 1260 Infinity II 高容
量柱温箱实现超临界流体色谱的 
高精度温度控制

技术概述

作者
Edgar Naegele 
安捷伦科技有限公司 
Waldbronn, Germany

摘要
本技术概述展示了 Agilent 1260 Infinity II 高容量柱温箱在 Agilent InfinityLab 
超临界流体色谱 (SFC) 解决方案中的应用。介绍了柱后温度如何影响二极管
阵列检测器的噪音以及如何优化这一温度。根据所得到的设定值，对不同柱
温下的噪音进行了测量，结果表明，在宽柱温范围内噪音表现出良好的稳定
性。对于一些保留时间对温度敏感的化合物而言，获得了出色的保留时间稳
定性。
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色谱柱
• Agilent ZORBAX RxSil,  

4.6 × 150 mm, 5 µm 
 （用于测量噪音）

• Agilent ZORBAX RxSil,  
3.0 × 100 mm, 1.8 µm 
 （用于测量温度稳定性）

软件
Agilent OpenLAB CDS ChemStation 
版，适用于 LC 和 LC/MS 系统，修订
版 C.01.07 SR3

样品
样品为以下六种化合物的混合物：磺
胺地托辛、磺胺氯吡嗪、磺胺二甲嘧
啶、磺胺甲二唑、磺胺甲嘧啶和磺
胺嘧啶（各 10 mg 溶于 25 mL 甲醇
中，在混合物中具有相同的体积）。

实验部分

仪器
Agilent 1260 Infinity II SFC 系统， 
包括以下模块：

• Agilent 1260 Infinity II SFC  
控制模块 (G4301A)

• Agilent 1260 Infinity II SFC  
二元泵 (G4782A)

• Agilent 1260 Infinity II SFC 
Multisampler (G4767A)

• Agilent 1260 Infinity II 二极管 
阵列检测器 (G7115A)，配备 
高压 SFC 流通池

• Agilent 1260 Infinity II 高容量 
柱温箱 (G7116A)

仪器设置
为最大程度减小检测器噪音，需要将
柱后温度优化至尽可能接近检测器流
通池温度。为此，引导色谱柱洗脱
物穿过热交换器（内部体积 3 µL），
其中热交换器的温度被设置为检测
器流通池的温度。利用另一个具有相
同内部体积的热交换器完成柱前温
度调节。为此，使用了 Agilent 1260 
Infinity II 高容量柱温箱中两个独立的
热交换模块（参见结果与讨论部分）。

前言
LC 和 SFC 系统中使用的先进的二极
管阵列检测器具有高灵敏度，因此，
最大程度减小检测器噪音对于获得最
佳性能至关重要。除电子噪音外，所
有液相色谱检测系统中的典型检测器
噪音可能是由示差折光效应引起的。
这些效应主要由所用的溶剂混合不充
分以及色谱柱和检测器流通池之间的
温度差异引起。后者可通过将色谱柱
洗脱物的温度调节至 SFC 中检测器流
通池的温度来进行补偿。因此，需要
高度准确且稳定的温度控制。此外，
色谱柱本身也需要高度准确且稳定的
温度。稳定的柱温至关重要，因为当
柱温发生细微变化时，某些化合物的
保留时间会发生显著漂移。Agilent 
1260 Infinity II 高容量柱温箱可同时
控制两个温度，即决定柱温的柱前温
度以及将色谱柱洗脱物调节至检测器
流通池温度的柱后温度。

本技术概述展示并讨论了这两种温度
的影响，提供了最大程度减小检测器
噪音的优化过程，并展示了在宽柱温
范围内得到的噪音结果。使用保留特
性对温度变化敏感的化合物证明了柱
温本身的影响。
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用于噪音测量的 SFC 方法

用于温度稳定性测量的 SFC 方法

参数 描述
溶剂 A CO2

改性剂 B 甲醇
SFC 流速 2.5 mL/min

等度洗脱 20% 改性剂
停止时间 60 分钟
反压调节器 (BPR) 60 °C，140 bar

柱温 20–60 °C（间隔 5 °C）
柱前热交换器 3 µL

柱后温度 42 °C

柱后热交换器 3 µL

进样量 0.0 µL（空白运行）
注入溶剂 甲醇
灌洗体积 4 µL

注入速度 400 µL/min 

二极管阵列检测器 254 nm/4 nm，参比：360 nm/60 nm，
狭缝宽度 16 nm，数据采集速率 5 Hz， 
标准高压流通池

参数 描述
溶剂 A CO2

改性剂 B 甲醇
SFC 流速 1.5 mL/min

梯度 0 min 时 B 为 5% 
4 min 时 B 为 40%

反压调节器 (BPR) 60 °C，140 bar

柱温 20–80 °C（间隔 10 °C）
柱前热交换器 3 µL

柱后温度 42 °C

柱后热交换器 3 µL

进样量 10.0 µL

注入溶剂 甲醇
灌洗体积 4 µL

注入速度 400 µL/min 

二极管阵列检测器 270 nm/4 nm，参比：360 nm/60 nm，
狭缝宽度 16 nm，数据采集速率 10 Hz， 
标准高压流通池
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化学品
所有溶剂均购自德国 Merck 公司。化
学品均购自德国 Sigma-Aldrich 公司。

结果与讨论
为确定最佳温度，在 35–45 °C（间隔  
1 °C）的柱后温度范围内对检测器噪
音进行测量，该温度范围是检测器
流通池的典型温度范围。利用实验 
部分所述的 SFC 方法进行测量（柱温 
40 °C）。测得的检测器噪音的数据点
连线表明，在 38–44 °C 的柱后温度
范围内，峰间噪音表现为 60 µAU 的
最小值（图 1）。利用热电偶直接测量 
检测器流通池的表面温度，结果表明 
流通池温度为 42 °C。在所有进一步实 
验中，均保持 42 °C 的柱后温度设置。

在 20–60 °C（间隔 5 °C）之间的不同
柱温下完成一组共九次运行。每次运
行时间为 1 小时，并重复测定一次， 
以此测得检测器噪音。在分析过程中， 
每 10 分钟测定一次噪音，并由 Agilent 
ChemStation 报告为峰间噪音。最
后，对一次运行中所获得的所有峰间
噪音值取平均值，并显示在表明柱温
与峰间噪音关系的图中（图 2）。该
图显示，峰间检测器噪音在整个柱温
范围内保持恒定，并且通常在 65 µAU 
左右。

当需要实现高灵敏度时，例如在杂质
分析中测定浓度为 0.1% 或更低浓度
的杂质时，获得最低的检测器噪音尤
为重要。这一结果通过分离主要化合
物与其浓度为 0.1% 的杂质得到了证
明，其中主要化合物的峰仍处于检测
器的线性范围内（图 3）。

图 1. 确定可最大程度减小检测器噪音的柱后温度设置（参见用于噪音测量的  SFC 方法）
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图 2. 峰间噪音与柱温之间的关系，结果表明在宽柱温范围内具有恒定的检测器噪音（参见用
于噪音测量的  SFC 方法）
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合物。在给定的条件下，六种化合
物在 30 °C 的柱温下得到清晰的分离 
 （图 4）。

为评估柱温和柱前温度调节的稳定
性，使用包含六种化合物的混合物。
该混合物中包含保留特性对温度非常
敏感且共洗脱具有温度依赖性的化
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图 4. 六种化合物的洗脱行为与温度之间的关系。在 30 °C 下获得了最佳分离。在所有其他温度下保留时间均随温度变化出现漂移，甚至发生完
全共洗脱和洗脱顺序颠倒（参见用于温度稳定性测量的  SFC 方法） 
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在较低的柱温 (20 °C) 下，峰 4 的保
留时间减小，并开始与峰 3 共洗脱。
在较高的柱温 (40 °C) 下，峰 2 和峰 4 
的保留时间显著增加。在 50 °C 的柱
温下，峰 2 和峰 3 完全共洗脱。在 
60 °C 的柱温下，峰 4 和峰 5 也同样发
生完全共洗脱。在更高的柱温 (70 °C) 
下，峰 4 和峰 5 开始再次分离，但洗
脱顺序相反。在实验所用的最高柱温 
(80 °C) 下，峰 4 和峰 5 再次表现出良
好的分离。在该柱温下，峰 2 和峰 3 
也开始再次分离，但洗脱顺序相反，
并且与峰  1 发生部分共洗脱。为了
更好地了解温度依赖性变化的整体情
况，对保留时间与温度作图（图 5）。
该图清楚地显示，峰 4 和峰 5 在 60 °C  
下完全重叠，并且洗脱顺序在该温
度上下发生颠倒。化合物  2 和  3 在 
50–70 °C 的较宽温度范围内发生共洗
脱，并且洗脱顺序在该范围上下发生
颠倒。在 80 °C 下，化合物 1、2 和 3 
的峰彼此紧邻洗脱，未实现分离。

柱前加热温度的精密度和温度稳定 
性反映在保留时间 RSD 值中，对所有
化合物，在每个所采用的柱温下运行 
10 次，计算得出这些值。为了解全面
概况，对所有数据点作图（图 6）。
图中显示，在每个柱温下，所有六种
化合物的保留时间 RSD 差值通常分布
在约 0.003%–0.01 % 的小范围内。例
如，对于常用柱温 40 °C 而言，RSD 
介于 0.014% 和 0.022% 之间。表 1 
汇总了所有的保留时间实测值和计算
得到的 RSD 值。
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结论
本技术概述介绍了用于确定柱后温度
的过程，以最大程度减小因色谱柱洗
脱物和检测器流通池之间的温度差异
引起的检测器噪音。对色谱柱洗脱物
采用最佳柱后温度后，在 20–60 °C 的
宽温度范围内测得的峰间检测器噪音
约为 65 µAU。这一低噪音水平非常
优异，能够确保以高灵敏度测量浓度
为 0.1% 甚至更低浓度的杂质。通过分
析一组对温度非常敏感的化合物，测
定柱温（通过柱前加热实现）的稳定
性。在 20–80 °C 范围内获得的保留时
间 RSD 值通常介于 0.010%–0.025% 
之间。使用 Agilent 1260 Infinity II 高
容量柱温箱进行色谱柱加热和柱后温
度调节，可实现这些优异的峰间噪音
和保留时间 RSD 值。

表 1. 在所有测量的温度水平下，所有六种化合物的平均保留时间和保留时间 RSD 值（每个温度水平下运行 10 次，参见用于温度稳定性测量的  
SFC 方法）

化合物
20 °C 30 °C 40 °C 50 °C 60 °C 70 °C 80 °C

RT RSD (%) RT RSD (%) RT RSD (%) RT RSD (%) RT RSD (%) RT RSD (%) RT RSD (%)

1 2.460 0.014 2.482 0.023 2.518 0.021 2.577 0.019 2.646 0.013 2.734 0.014 2.838 0.012

2 2.517 0.014 2.542 0.023 2.581 0.019 2.655 0.023 2.712 0.013 2.794 0.014 2.899 0.011

3 2.596 0.012 2.600 0.025 2.619 0.019 2.656 0.021 2.712 0.013 2.794 0.014 2.875 0.010

4 2.630 0.016 2.667 0.027 2.718 0.017 2.788 0.022 2.866 0.015 2.957 0.016 3.063 0.010

5 2.763 0.014 2.765 0.022 2.780 0.016 2.818 0.022 2.866 0.015 2.934 0.017 3.017 0.012

6 2.928 0.012 2.927 0.018 2.940 0.014 2.974 0.020 3.018 0.015 3.080 0.017 3.158 0.011

www.agilent.com

本文中的信息、说明和指标如有变更， 
恕不另行通知。 
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在 Agilent 1260 Infinity II SFC  
系统上进行手性多色谱柱方法 
开发

应用简报

作者

Edgar Naegele 
安捷伦科技有限公司 
Waldbronn, Germany

小分子药物

摘要
本应用简报介绍了 Agilent ChemStation 方法筛选向导在 Agilent 1260 
Infinity II SFC 系统上开发手性分离方法方面的应用。该 SFC 系统配备四色
谱柱选择阀和四根不同的手性柱，用于不同等度分离条件下的筛选运行。
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均可与 ID 标签（部件号 5067-5917）
配套使用，以便在 ChemStation 中自
动识别并在 MCT 对话框中进行分配。

使用方法筛选向导创建色谱柱和梯度
筛选以及仪器冲洗和色谱柱平衡所需
的所有方法（图 1）。

色谱柱
• Chiral Technologies, Chiralpak 

IA, 4.6 × 250 mm, 5 µm

• Chiral Technologies, Chiralpak 
IB, 4.6 × 250 mm, 5 µm

• Chiral Technologies, Chiralpak 
IC, 4.6 × 250 mm, 5 µm

• Chiral Technologies, Chiralpak 
ID, 4.6 × 250 mm, 5 µm

软件
Agilent OpenLAB CDS ChemStation 
版，适用于 LC 和 LC/MS 系统，版本 
C.01.07 SR3，包括 LC 和 CE 驱动程序 
A.02.16 以及 Agilent ChemStation 方
法筛选向导 A.02.07 版。

样品
心得安，1 mg/mL 的甲醇溶液。

• Agilent 1290 Infinity 阀驱
动 (G1170A)，配备 Agilent 
InfinityLab Quick Change 快速
更换 12 位/13 通阀 (G4235A)

• 利用四色谱柱选择阀进行方法
开发的毛细管工具包（部件号 
5067-6596）

仪器设置
Agi lent  SFC 二元泵配有  Agi lent 
InfinityLab Quick Change 快速更换 12 
位/13 通阀，支持在 Agilent OpenLAB 
CDS ChemStation 版软件的“仪器配
置”对话框中选择最多 12 种不同的溶
剂。这些溶剂在“泵设置”对话框中
进行定义。对于“结果与讨论”部分
所述的实验，仅使用其中一种溶剂。

Agilent 1260 Infinity II 高容量柱温箱
配备 Agilent InfinityLab Quick Change 
快速更换  4 位/10 通四色谱柱选择
阀，并且色谱柱在  OpenLAB CDS 
ChemStation 版软件的“仪器配置”
对话框中进行设置。借助方法开发毛细
管工具包，可使用最多四根色谱柱。
在“色谱柱表”中输入色谱柱，并在 
MCT 对话框中进行分配。所有色谱柱

前言
现代化 SFC 仪器的主要应用领域之一
是分离对映异构体。在 SFC 仪器上，
手性分离通常比正相 HPLC 上的经典
分离过程快 10–20 倍。此外，用于 
SFC 分离的溶剂危害较小，并且废液
处理的成本低于正相溶剂。

本应用简报介绍了用于手性药物化合
物对映异构体分离的软件辅助的方法
开发。为此，使用四根手性柱，并
在不同的等度溶剂组成条件下进行筛
选。利用 Agilent ChemStation 方法
筛选向导自动创建必要的方法以及所
有冲洗和平衡步骤。 

实验部分

仪器
Agilent 1260 Infinity II SFC 系统， 
包括以下模块：

• Agilent 1260 Infinity II SFC  
控制模块 (G4301A)

• Agilent 1260 Infinity II SFC  
二元泵 (G4782A)

• Agilent 1260 Infinity II SFC 
Multisampler (G4767A)

• Agilent 1260 Infinity II 二极管
阵列检测器 (G7115A)，配备 
高压 SFC 流通池

• Agilent 1260 Infinity II 高容量
柱温箱 (G7116A)

此外，运行 SFC 系统进行自动化方法
开发需要使用以下部件：

• Agilent InfinityLab Quick Change 
快速更换 4 位/10 通四色谱柱选
择阀（部件号 5067-4287）

SFC 方法
参数 值
溶剂 A CO2

改性剂 B 甲醇 + 0.1% 二乙胺
SFC 流速 2.0 mL/min

等度洗脱 15%、20%、25% 和 30% 改性剂
停止时间 12 分钟
反压调节器 (BPR) 温度 60 °C

BPR 压力 140 bar

柱温 30 °C

进样量 5 µL

注入溶剂 甲醇；注入速度 400 µL/min；灌洗体积 4 µL

进样针清洗 使用甲醇清洗 3 s

二极管阵列检测器 230 nm/带宽 4 nm；参比 360 nm/带宽 100 nm；数据采集速率 10 Hz
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图 1. 方法筛选向导能够通过一套包含 10 步的程序设置所述的手性筛选方案

例如，该设置在第 2 步定义不同的筛选选项，此处为色谱柱和梯度筛选。所有其他参数将
用作所选主方法中的设置。在第 3 步中，将选择色谱柱进行色谱柱筛选。此处将定义一些
参数，例如最大压力和最高温度，随后与最终方法进行比较以消除不兼容性。第 4 步定义
所用的梯度，此处选择了四种等度条件。第 5 步中能够对将要创建的方法进行审查。其他
步骤（未示出）将定义冲洗和平衡方法以及样品位置

方法筛选向导设置
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化学品
所有溶剂均购自德国 Merck 公司。化
学品均购自德国 Sigma-Aldrich 公司。

结果与讨论
在本文所述的手性筛选方案中，利用
四根不同的手性柱，并以强洗脱溶剂
甲醇作为改性剂。该方案的目标是鉴
别出一种快速分析方法，能够在最长 
6 分钟的分析时间内使心得安对映异
构体获得良好的基线分离。因此，使
用包含 15%、20%、25% 和 30% 甲醇
的等度溶剂组成。在手性柱 IA 上，可
以看出采用 30% 甲醇时，两种对映异
构体就已经开始分离，其保留时间分
别为 3.25 分钟和 3.41 分钟。然而，
直至甲醇含量降至 15% 时才接近基线
分离，两者的保留时间分别为 7.68 分
钟和 8.36 分钟。遗憾的是，所得到的
峰形不佳，峰高降低，且绝对分析时
间相对较长（图 2）。

筛选结果表明，采用手性柱 IB 实现
了良好的分离（图 3）。在甲醇含量
为 30% 时，对映异构体得到良好的基
线分离，其保留时间分别为 4.49 分钟
和 5.44 分钟。随着甲醇改性剂含量降
低，两个峰的保留时间和距离增加，
但是峰形仍然比较理想。

采用手性柱 IC 并以甲醇作为改性剂时，
无法分离心得安对映异构体（图 4）。

在等度条件下分离
心得安对映异构体：

30% 甲醇
25% 甲醇
20% 甲醇
15% 甲醇

手性柱：IA
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图 2. 采用甲醇作为改性剂时，心得安对映异构体在手性柱 IA 上的分离

图 3. 采用甲醇作为改性剂时，心得安对映异构体在手性柱 IB 上的分离
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在等度条件下分离
心得安对映异构体：

30% 甲醇
25% 甲醇
20% 甲醇

手性柱：IB

图 4. 采用甲醇作为改性剂时，心得安对映异构体在手性柱 IC 上的分离
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在等度条件下分离
心得安对映异构体：

30% 甲醇
25% 甲醇
20% 甲醇

手性柱：IC
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在手性柱 ID 上，当甲醇含量为 30% 
时，心得安对映异构体在 3.0 分钟时开
始分离，并且在甲醇含量为 25% 时在
半峰高处存在一个峰谷（图 5）。在此
色谱柱上无法实现真正的基线分离。

为进行进一步优化，选用手性柱 IB，
因为即使在高甲醇含量下，该色谱柱
所得到的色谱峰之间也有较大的间
距，便于加快分离速度。当流速从 
2.0 mL/min 提高至 2.5 mL/min 并且柱
温从 30 °C 升至 40 °C 时，保留时间的
范围从 4.0–6.0 分钟漂移至 3.0–3.7 分
钟（图 6）。这使得最终分析时间缩短
至 4 分钟，并且计算得出的保留时间 
RSD 值分别为 0.11% 和 0.13%。

获得了良好分离的对映异构体还便于
在分析型系统上轻松将其纯化，并将
光学纯形式的对映异构体收集到单个
烧瓶中。为优化分离过程以获得最高
产率，使用高浓度溶液或大体积进
样。在本例中，使用 SFC Multisampler 
能够实现 80 µL 的大体积进样1。本
实验的目的是找出一种能够以高浓度
使色谱柱过载，但是仍然能够实现充
分分离以收集馏分的方法（图 7）。所
鉴别出的方法使用等度溶剂组成并以 
25% 甲醇作为改性剂，在严重过载的
色谱柱上使对映异构体在 5.9 分钟和 
6.8 分钟处发生基线分离，从而实现最
佳的馏分收集。
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在等度条件下分离
心得安对映异构体：

30% 甲醇
25% 甲醇
20% 甲醇
15% 甲醇

手性柱：ID

图 5. 采用甲醇作为改性剂时，心得安对映异构体在手性柱 ID 上的分离
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图 6. 最终速度经优化的心得安对映异构体分析分离方法（流速：2.5 mL/min，温度：40 °C，
有机溶剂：30% 甲醇）
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图 7. 用于心得安对映异构体的分析型制备分离的色谱柱过载实验。进样量为 80 μL，并且在采
用 25% 甲醇时在等度条件下实现了基线分离（注入速度：100 µL/min，梯度：0 分钟时 5% B， 
1.0 分钟时 5% B，1.1 分钟时 25% B，停止时间：10 分钟）
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结论
本应用简报介绍了使用 Agilent 1260 
Infinity II SFC 系统与安捷伦方法筛
选向导进行软件辅助的方法开发。在
不同等度条件下对四根手性柱进行了
自动筛选，快速鉴别出了最佳分离条
件。对鉴别出的条件进行快速优化
后，能够在 4 分钟内实现两种对映异
构体的分离。这一分离速度通常比利
用正相色谱分离对映异构体的经典方
法快 10 倍。最后，结果表明所鉴别
出的方法还可用于对映异构体的分析
型制备分离。
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利用超临界流体色谱分离大分子肽
和小分子肽并利用质谱进行检测

应用简报

作者

Edgar Naegele 
安捷伦科技有限公司 
Waldbronn, Germany

生物制剂与生物仿制药

摘要
本应用简报介绍了超临界流体色谱 (SFC) 在分离二肽和三肽以及肽方面
的应用。还表明了利用 SFC 能够分离小分子肽和大分子肽。采用质谱仪
进行检测。对于具有不同电荷态的大分子肽，利用 Agilent MassHunter 
Bioconfirm 软件进行解卷积以测定肽的分子量。
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图 1. Agilent 1260 Infinity 分析型 SFC 系统与 Agilent 6460 三重四极杆液质联用系统的配置。
色谱柱直接连接至分流器组件中的分流器 1（BPR = 反压调节器，不使用紫外检测器，分流器
套装部件号 G4309-68715）

BPR

废液

色谱柱

分流器 1
分流器 2

等度泵

仪器设置
图 1 显示了 Agilent 1260 Infinity 分析
型 SFC 系统与 Agilent 6460 三重四极
杆液质联用系统的推荐配置。

色谱柱
Princeton Chromatography Inc.， 
2-乙基吡啶柱，4.6 × 250 mm，5 µm

软件
• 适用于三重四极杆质谱仪的 

Agilent MassHunter 数据采集软
件，07.01 版

• Agilent MassHunter 定性分析
软件，07.00 版

• Agilent MassHunter 定量分析
软件，07.00 版

• Agilent MassHunter Bioconfirm 
软件，07.00 版

• Skyline 软件，MacCoss 实验室
软件，华盛顿大学，3.1 版，适
用于肽的定量分析和靶向蛋白
质组学4

实验部分

仪器
Agilent 1260 Infinity 分析型 SFC 系统 
(G4309A)，包括以下模块：

• Agilent 1260 Infinity SFC 控制
模块

• Agilent 1260 Infinity SFC 二元泵

• Agilent 1260 Infinity 高性能脱
气机

• Agilent 1260 Infinity SFC 标准
自动进样器

• Agilent 1260 Infinity 柱温箱

• Agilent 1260 Infinity DAD， 
配备高压 SFC 流通池

• 采用安捷伦喷射流技术的 Agilent 
6460 三重四极杆液质联用系统 
(G6460C)

• Agilent 1260 Infinity 等度泵 
(G1310B)

• 安捷伦分流器套装 G4309-68715

前言
如今，超临界流体色谱 (SFC) 可应用
于不同分析领域（如制药行业）。一家
大型制药公司所撰写的科学综述中记
录了这些应用1。他们展示了 SFC/MS 
在高通量  SFC/APPI-MS、超快速 
SFC/MS、手性 SFC/MS 和 SFC/MS 分
析肽和蛋白质方面的成功应用。在生
物学上具有重要意义的跨膜蛋白质包
含横跨细胞膜的由氨基酸组成的高疏
水性螺旋结构区域。它们通常不溶于
水中，并且难以通过 RP-HPLC 进行分
析。现在，SFC 已成功应用于分离高
疏水性肽（如短杆菌肽）和内在膜蛋
白（如细菌视紫红质）1,2。已报道了对
长达 40 mer 且序列中包含各种碱性
和酸性氨基酸的肽的分析3。

本应用简报介绍了利用 SFC 分离包含
相似氨基酸序列的小分子肽和亲水性
肽，并利用质谱对它们进行检测。作
为大分子肽分离的示例，展示了对大
分子肽胰岛素的分子量的测定。
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标准溶液
用补偿溶剂将所有肽样品配制成浓度
为 1 mg/mL 的溶液，并稀释或混合
得到最终浓度为 100 µg/mL 的溶液。

化学品
所有化学品均购自  Sigma-Aldrich 
(Taufkirchen, Germany)。所有溶剂
均为 LC/MS 级。甲醇购自德国 J.T. 
Baker 公司。新制超纯水产自配置 
LC-Pak Polisher 和 0.22 μm 膜式终端
过滤器 (Millipak) 的 Milli-Q Integral 
水纯化系统。

参数 值
SFC 流速 3 mL/min

SFC 梯度 1 0 分钟，5% B；10 分钟，50% B

SFC 梯度 2 0 分钟，25% B；10 分钟，75% B

停止时间 10 分钟
后运行时间 2 分钟
改性剂 甲醇 + 0.1% 三氟乙酸
BPR 温度 60 °C

BPR 压力 150 bar

柱温 40 °C

进样量 5 µL，定量环过量填充三倍

参数 值
电离模式 正离子
毛细管电压 3500 V

喷嘴电压 2000 V

气体流速 8 L/min

气体温度 220 °C

鞘气流速 12 L/min

鞘气温度 380 °C

雾化器压力 25 psi

碎裂电压 130 V

用于分析肽的 SIM 模式 见表 1 

用于分析血管紧张素 II 的 
MRM 模式

离子对 1：532.7 & 784.4，CE：17 eV 
离子对 2：532.7 & 647.3，CE：17 eV

扫描模式，用于胰岛素 400–1600 m/z

SFC 方法

质谱方法

通过分流和补偿流将 SFC 连接至 MS

肽 分子量 m/z

Gly-Tyr 238.2 239.2

Val-Tyr-Val 379.5 380.5

亮氨酸脑啡肽 555.3 556.3

甲硫氨酸脑啡肽 573.2 574.2

血管紧张素 I 1296.5 433.2

血管紧张素 II 1046.2 524.1

血管紧张素 III 931.1 466.5

血管紧张素 IV 774.9 388.5

表 1. 所分析的肽的分子量以及用于 SIM 检测
的 m/z

参数 值

补偿流组成 甲醇/水 (95/5) + 0.1% 三氟乙酸

补偿流流速 0.5 mL/min
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结果与讨论
首先，利用 SFC 开发用于分析二肽
和三肽以及小分子肽的肽分离方法。
作为示例，在 2-乙基吡啶柱上，采用
在 10 分钟内从 5% 升至 50% 的甲醇梯
度对二肽和三肽进行分离（图 2A）。
两种小分子肽得到明显的基线分离，
且峰形尖锐。使用亮氨酸脑啡肽和甲
硫氨酸脑啡肽作为小分子肽的示例。
酪氨酸残基与吗啡的  3-羟基类似，
对 δ-阿片受体起作用。两者均采用与
用于小分子肽的相同的方法进行分离
（图 2B）。在所选条件下，亮氨酸脑
啡肽在 6.78 分钟处洗脱，而甲硫氨
酸脑啡肽在 7.11 分钟处洗脱，两者均
得到尖锐且基线分离的峰。所用的所
有二肽和三肽以及脑啡肽五肽均以单
电荷离子形式通过 SIM-MS 进行检测
（表 1）。根据重复进样结果测得的保
留时间精密度和峰面积精密度分别优
于 0.05% 和 1.75%（表 2）。
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亮氨酸脑啡肽
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu

甲硫氨酸脑啡肽
Tyr-Gly-Gly-Phe-Met

B

图 2. 利用 SFC 分离二肽和三肽以及肽（梯度 1），并利用 SIM-MS 进行检测。A) 二肽 Gly-Tyr 
和三肽 Val-Tyr-Val 的分离（有关氨基酸的缩写，请参见表 4）。二肽 Gly-Tyr 在 6.59 分钟处洗
脱，三肽 Val-Tyr-Val 在 6.25 分钟处洗脱，两者得到基线分离。B) 五肽亮氨酸脑啡肽（6.78 分
钟）和甲硫氨酸脑啡肽（7.11 分钟）的分离

表 2. 二肽和三肽以及五肽亮氨酸脑啡肽和甲硫氨酸脑啡肽的保留时间、峰面积和 RSD 值

 Gly-Tyr Val-Tyr-Val 甲硫氨酸脑啡肽 亮氨酸脑啡肽

RT 峰面积 RT 峰面积 RT 峰面积 RT 峰面积

平均值 6.596 1495481 6.254 2338841 7.107 892900 6.782 1094260

RSD (%) 0.03 1.74 0.03 1.53 0.04 1.48 0.04 1.36
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作为更复杂的示例，采用前面开发的
方法通过 SFC 分离不同的血管紧张素
肽。血管紧张素 I 是由蛋白质血管紧
张肽原释放出的一种十肽，并且其本
身没有活性。血管紧张素 I 的氨基酸
进一步裂解，将释放出活性最高的血
管紧张素 II 以及活性较低的血管紧张
素 III 和 IV。在利用 SFC 对这些血管紧
张素肽进行分离时，血管紧张素 IV 在 
6.39 分钟处首先洗脱，然后血管紧张
素 III 在 6.98 分钟处洗脱，血管紧张素 
II 在 7.27 分钟处洗脱，最后血管紧张
素 I 在 7.41 分钟处洗脱。在这一分离
过程中，血管紧张素 II、III 和 IV 得到
明显的基线分离，并且仅血管紧张素 I 
和 II 表现出部分共洗脱，因为它们发
生了一定程度的拖尾（图 3）。对样品
重复进样分析十次，结果表明，保留
时间和峰面积 RSD 分别低于 0.2% 和 
2%（表 3）。利用 SIM-MS 对分离出
的血管紧张素肽的三电荷和双电荷离
子进行检测（表 1）。

如果根据目标肽设置离子对，则本研
究中所用的 SFC 与三重四极杆质谱仪
的组合能够实现肽的定量分析。作为
示例，利用 Skyline 软件开发出用于主
要的活性血管紧张素 II 肽的动态 MRM 
(DMRM) 和 MRM 方法。该软件根据 
Roepstorff 和 Pohlman5 提出的肽碎裂
方式创建可能的碎片离子（图 4）。自
动创建三重四极杆采集方法，其中包
含这些碎片的质量数和用于优化的不
同碰撞能量。所采集的数据提供了具
有最高强度的碎片及其最佳碰撞能量 
 （图 5A）。肽碎裂情况、碰撞能量优
化的所有重复测定以及自动生成的最
终 DMRM 和 MRM 结果（图 5B）可一
目了然地显示在 Skyline 软件中。
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血管紧张素 I： Asp–Arg–Val–Tyr–Ile–His–Pro–Phe–His–Leu
血管紧张素 II： Asp–Arg–Val–Tyr–Ile–His–Pro–Phe
血管紧张素 III：  Arg–Val–Tyr–Ile–His–Pro–Phe
血管紧张素 IV：   Val–Tyr–Ile–His–Pro–Phe
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图 3. 利用 SFC 分离血管紧张素 I、II、III 和 IV（梯度 1）

表 3. 血管紧张素肽的保留时间、峰面积和 RSD 值

 血管紧张素 I 血管紧张素 II 血管紧张素 III 血管紧张素 IV

 RT 峰面积 RT 峰面积 RT 峰面积 RT 峰面积

平均值 7.415 1544293 7.270 3327340 6.988 5476613 6.395 1802408

RSD 0.15 1.91 0.16 1.83 0.19 1.43 0.19 1.10
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图 4. 血管紧张素 II 的碎裂方式示意图 (MW = 1046.2，[M+2H]2+ = 532.7) 以及由 MS/MS 谱图中
鉴定出的碎片离子。最终 DMRM 和 MRM 方法使用碎片离子对 532.7 & 784.4 和 532.7 & 647.3
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最后，作为大分子肽的示例，利用 
SFC/MS 对胰岛素进行了分析。胰岛
素是一种分子量为 5808 的肽分子，
包含 51 个氨基酸。它是由分别包含 
21 个和 30 个氨基酸的两条肽链组成
的异质二聚体。这两条肽链通过两
个半胱氨酸二硫键 (Cys-Cys) 连接。
将溶于甲醇/水/三氟乙酸中的胰岛素
溶液进样至  2-乙基吡啶柱，在所应
用的梯度 2 条件下，在中间 4.987 分
钟处洗脱为单峰（图  6A）。提取质
谱图表现出 [M+4H]4+ 和 [M+5H]5+ 两
种电荷态，质量数分别为 1162.4 和 
1452.6（图 6B）。对电荷态质谱图进
行解卷积后，测得的双链肽的分子量
为 5807.3（图 6C）。
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图 5. 碰撞能量优化和最终 MRM 测量。A) 离子对 523.77 & 784.44 的碰撞能量优化。B) 最终 
MRM 测量，采用离子对 532.7 & 784.4 和 532.7 & 647.3 

表 4. 蛋白氨基酸与三字母缩写和代码

名称 缩写 代码
丙氨酸 Ala A

半胱氨酸 Cys C

天冬氨酸 Asp D

谷氨酸 Glu E

苯丙氨酸 Phe F

甘氨酸 Gly G

组氨酸 His H

异亮氨酸 Ile I

赖氨酸 Lys K

亮氨酸 Leu L

甲硫氨酸 Met M

天冬酰胺 Asp N

脯氨酸 Pro P

谷氨酰胺 Glu Q

精氨酸 Arg R

丝氨酸 Ser S

苏氨酸 Thr T

缬氨酸 Val V

色氨酸 Trp W

酪氨酸 Tyr Y
图 6. 利用 SFC/MS 分析胰岛素。A) 在 SFC 条件下，采用梯度 2 时，胰岛素从 2-乙基吡啶柱
上洗脱得到的提取离子色谱图。B) 4.987 分钟处的胰岛素的质谱图，表现出两种电荷态，即 
[M+4H]4+ 和 [M+5H]5+。C) 胰岛素的解卷积质谱图，表明分子量为 5807.3
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结论
本应用简报介绍了利用 SFC/MS 对二
肽和三肽、小分子肽和大分子肽的分
析。在改性剂含量通常高达 50% 的梯
度中，肽发生洗脱。测得的保留时间 
RSD 通常低于 0.2%，并且峰面积 RSD 
通常低于 2%。作为示例，借助 Skyline 
软件创建了用于八肽血管紧张素  I I 
的 MRM 方法。本研究证明了 SFC/ 
三重四极杆组合对肽的分析能力。最
后，利用 SFC/MS 对大分子肽胰岛素
进行了分析，并对测得的电荷态进行
解卷积实现了对分子量的测定。
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使用 Agilent 1260 Infinity 分析型 
SFC 系统与三重四极杆质谱检测
分析蔬菜中的农药

应用简报

作者

Edgar Naegele 和 Thomas Glauner 
安捷伦科技有限公司 
Waldbronn, Germany

食品检测与农业

摘要
本应用简报介绍了对分离方法的优化，该方法利用超临界流体色谱 (SFC) 与
三重四极杆质谱检测来测定复杂食品基质中的农药。利用不同陡度的多个梯
度分析其中加入了不同浓度的多农药标准品的蔬菜基质。利用软件辅助的批
次比较确定最佳分离条件，以鉴定具有最低基质影响的梯度。
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仪器设置
Agilent 1260 Infinity 分析型 SFC 系统
与 Agilent 6460 三重四极杆液质联用
系统的推荐配置如图 1 所示。色谱柱
直接连接至分流器组件，该分流器组
件包含两个组合分流器、一个额外的
单向阀用于防止 CO2 流回辅助泵以
及一个溶剂过滤器。在第一个分流器
处，来自等度泵的补偿流被引入流路
中。该分流器通过内径为 0.12 mm 的
短毛细管连接至第二个分流器。在这
里，液流被分为两部分，一部分进入
质谱仪，另一部分进入 SFC 模块的
反压调节器 (BPR)。利用新开发的内
径为 50 µm 且长度为 1 米的不锈钢毛
细管实现与质谱仪的连接，该毛细管
包含在分流器套装中。分流比取决于
该限流毛细管产生的反压和 BPR 所
设置的压力。根据经验，SFC 反压为 
120 bar 时，分流至离子源的 SFC 流量
约 0.45 mL/min，反压为 200 bar 时，
分流至离子源的流量约 0.6 mL/min。
由于电喷雾质谱检测取决于浓度，因
此对信号强度无影响。

实验部分

仪器
所有实验均在 Agilent 1260 Infinity 分
析型 SFC 系统 (G4309A) 上完成，该
系统包括：

• Agilent 1260 Infinity SFC 控制
模块

• Agilent 1260 Infinity SFC 二元泵

• Agilent 1260 Infinity 高性能脱
气机

• Agilent 1260 Infinity SFC 自动
进样器

• Agilent 1290 Infinity 柱温箱

• Agilent 1260 Infinity 二极管阵列
检测器，配备高压 SFC 流通池

• Agilent 6460 三重四极杆液质联
用系统 (G6460C)

• Agilent 1260 Infinity 等度泵 
(G1310B)

• 分流器套装 (G4309-68715)

前言
农药广泛用于各种植物食品（如蔬
菜、水果、玉米和谷物）的生产过
程，以防止各种害虫。在植物类食品
上市之前，必须对其中可能存在的农
药残留进行检测，这些农药残留必须
满足法定限值要求1。因此，必须对
完整的植物食品样品进行提取并将其
转换为可分析的形式，通常是溶于有
机溶剂中的溶液。这一提取过程主要
通过 QuEChERS 程序完成2。现有技
术是利用 HPLC 与三重四极杆质谱检
测来分析这类样品。遗憾的是，在样
品前处理过程中，不仅提取了残留农
药，还提取了组成基质的天然固有化
合物。当农药和基质化合物同时从  
HPLC 色谱柱上洗脱下来时，它们将
在质谱仪的离子源中竞争电离。这妨
碍了对复杂食品基质中农药的准确 
定量分析。如果存在的基质化合物大
大过量，则它们可能完全抑制农药的 
电离。

所有化合物在色谱柱上获得良好的分
离可有助于避免这种情况，并能对分
析物的质谱检测产生巨大的影响。因
此，精心优化分离过程与调整质谱参
数同样重要3。为比较几种分离条件，
可执行批量分析，并且鉴别出最佳条
件以实现最优且最广泛的检测。

在本应用简报中，首先优化了超临界
流体色谱 (SFC) 分离并对不同的分离
条件进行了批次比较，然后利用 SFC 
和三重四极杆质谱检测复杂食品基质
中的农药。对使用质谱分析植物食
品样品中的农药而言，采用 SFC 作
为前端分离技术的优势体现在分离速
度、正交选择性以及对样品前处理过
程中所用有机溶剂的进样耐受性这几 
方面。

图 1. Agilent 1260 Infinity 分析型 SFC 系统与 Agilent 6460 三重四极杆液质联用系统的配置。
色谱柱直接连接至分流器组件中的分流器 1

废液

等度泵

分流器 1

色谱柱

分流器 2

BPR
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色谱柱
Agilent ZORBAX NH2, 4.6 × 150 mm, 
5 µm（部件号 883952-708）

软件
• 适用于三重四极杆质谱仪的 

Agilent MassHunter 数据采集
软件，06.00 版，包括 SFC 附
加软件

• Agilent MassHunter 定性分析
软件，06.00 版

• Agilent MassHunter 定量分析
软件，07.00 版

标准品
包含  17  种农药的乙腈溶液（各自
浓度为  10 ng/μL）混标购自  LGC 
Standards GmbH（农药混标 44，部
件号 18000044；Mercatorstrasse 
51，46485 Wesel，Germany）。在
本研究中，未考察固有的农药降解产
物脱乙基莠去津，因为它与蔬菜和水
果无关，而是莠去津在土壤和水中的
降解产物。

化学品
所有溶剂均为 LC/MS 级。乙腈和甲
醇购自德国  J.T. Baker 公司。新制
超纯水产自配置 LC-Pak Polisher 和 
0.22 μm 膜式终端过滤器 (Millipak) 
的 Milli-Q Integral 水纯化系统。

SFC 方法
参数 值
SFC 流速 3 mL/min
SFC 梯度 1 0 分钟，2% B；5 分钟，20% B；5.1 分钟，50% B 

停止时间 7 分钟 
后运行时间 2 分钟

SFC 梯度 2 0 分钟，2% B；10 分钟，20% B；10.1 分钟，50% B 
停止时间 12 分钟 
后运行时间 2 分钟

SFC 梯度 3 0 分钟，2% B；15 分钟，20% B；15.1 分钟，50% B 
停止时间 17 分钟 
后运行时间 2 分钟

SFC 梯度 4 0 分钟，2% B；8 分钟，12% B；8.1 分钟，50% B 
停止时间 10 分钟 
后运行时间 2 分钟

改性剂 甲醇
BPR 温度 60 °C
BPR 压力 120 bar
柱温 40 °C
进样量 5 µL，定量环过量填充 3 倍

通过分流和补偿流将 SFC 连接至 MS
参数 值
补偿流组成 乙腈 + 0.2% 甲酸
补偿流流速 0.5 mL/min
流速梯度 0 min 时，0.5 mL/min；5、10、15 或 8 min 时，0.3 mL/min

质谱方法
参数 值
电离模式 正离子
毛细管电压 2500 V
喷嘴电压 2000 V
气体流速 8 L/min
气体温度 220 °C
鞘气流速 12 L/min
鞘气温度 380 °C
雾化器压力 25 psi
MRM 条件 见表 1
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样品前处理
芝麻菜购自当地蔬菜水果店。根据官
方的柠檬酸盐缓冲 QuEChERS 方案，
使用 Agilent BondElut QuEChERS 
试剂盒（部件号 5982-5650）萃取
样品。称取 10 g 均质芝麻菜样品至 
50 mL 聚丙烯管中，并加入 10 mL 乙
腈，用手剧烈振摇萃取 1 分钟。加入
包含 4 g 无水 MgSO4、1 g NaCl 和 
1.5 g 缓冲柠檬酸盐的萃取盐包后，
将混合物再次振摇  1 分钟，然后以 
3000 rpm 的转速离心 5 分钟。

  母离子 (m/z) 碎裂电压 (V) 子离子 1 (m/z) 碰撞能量 (eV) 子离子 2 (m/z) 碰撞能量 (eV)

异丙甲草胺 284.1 90 252.1 12 176.1 24

吡唑草胺 278.1 70 210.1 4 134.1 20

溴谷隆 259.0 85 170.0 16 148.1 12

环嗪酮 253.1 85 171.1 12 71.1 32

利谷隆 249.0 85 181.1 12 159.9 16

氰草津 241.1 100 214.1 12 104.1 32

敌草隆 233.1/235.1 95 72.1 20 72.1 20

甲氧隆 229.1/231.1 135 72.1 16 72.1 16

特丁津 230.1 55 174.1 12 104.1 32

另丁津 230.1 85 174.1 12 104.1 36

噻唑隆 222.1 65 165.1 12 150.0 36

莠去津 216.1 85 174.0 16 104 28

绿谷隆 215.1 95 148.0 16 125.9 12

绿麦隆 213.1/215.1 65 72.1 20 72.1 20

异丙隆 207.1 95 165.0 12 72.1 20

西玛津 202.1 105 132.1 16 124.1 16

表 1. 所用混合物中固有农药化合物的 MRM 条件，由 MRM 优化程序获得（驻留时间 10 ms，碰撞池加速
电压 5 V）

在相分离后，将 6 mL 上层乙腈相转移
至 Agilent BondElut QuEChERS EN 分
散式 SPE 管（部件号 5982-5256），
该管中包含用于样品净化的 150 mg 
N-丙基乙二胺 (PSA) 和 15 mg 石墨
化炭黑以及用于除水的 900 mg 无水 
MgSO4。将管密封，并再次振摇 1 分
钟。然后，以 3000 rpm 的转速将管离
心 5 分钟。将 4 mL 最终提取物转移至
干净的聚丙烯样品瓶中。为改善目标
农药的稳定性，将 40 μL 甲酸加入最
终提取物中。
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结果与讨论
为评估基质效应，在芝麻菜样品的最终 
QuEChERS 提取物中加入农药溶液，
并使浓度达到 10、20 和 100 ppb。选
择 10 ppb 作为最低加标浓度，因为
在所采用的所有梯度条件下，能够对
标准溶液中各自浓度为 10 ppb 的所
有农药实现正确的检测。10 ppb 的浓
度也是蔬菜和水果中农药检测的典型
性能要求。所用的芝麻菜基质是蔬菜
和水果分析中比较复杂的基质之一。
在此次对比中，采用梯度 1 作为参比
分离。为了进行比较，将分析时间从  
10 分钟增加至 15 分钟，由此生成陡
度较低的其他两种梯度，同时保持有
机改性剂的最终最高含量。在最平缓
的梯度（梯度 3）下，采用约 10% 的
有机改性剂时，具有最高保留特性
的农药化合物在 7.5 分钟时洗脱。因
此，在最佳梯度  4 下，有机物含量
在 8 分钟内增加至最终浓度，即 12% 
的甲醇。随后，将有机物含量增加
至 50%，以除去色谱柱中剩余的基质
化合物。图 2 显示了在梯度 4 的条件
下，混标中浓度为 10 ppb 的 16 种标
准农药混合物的分离结果。

为评估不同梯度下的基质效应，对加
标芝麻菜提取物与校准标样的分离进
行比较。在 MassHunter 定量分析软
件中，将浓度为 10 ppb 的标准溶液
设置为 100%，并用作单点校准。通
过这种方式，在批处理表格中标记出
加标样品的峰值强度变化以进行快速
批量查看。将该表格转换为图 3 所示
的柱状图，一目了然地显示出结果。
在比较通过梯度 1 分析的纯标准溶液
与通过相同梯度分析的基质中的加标
样品时，由于存在基质抑制，因此化
合物的强度通常有所降低。

图 2. A) 利用梯度 4 对浓度为 10 ppb 的所有 16 种标准农药化合物的分离。B) 浓度为 10 ppb 
时，丰度最低的五种农药化合物
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图 3. 芝麻菜基质（红色）与标准溶液（蓝色）中 16 种农药化合物的基质抑制效应对比

0.00 20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 120.00 140.00

异丙甲草胺

吡唑草胺

另丁津

特丁津

莠去津

绿谷隆

溴谷隆

西玛津

噻唑隆

利谷隆

氰草津

环嗪酮

异丙隆

绿麦隆

敌草隆

甲氧隆

百分比 (%)

梯度 1
梯度 1 标准溶液
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将梯度改为有机改性剂以较低的陡度
增加，可以改善目标化合物与基质化
合物的分离，并减小由高丰度基质化
合物引起的抑制效应，从而获得更高
的信号强度。

为了证明这一点，还采用梯度 2、3  
和 4 对所述加标样品和标准品进行了 
分析。利用 MassHunter 定性分析软
件对完整批次的样品和标准品进行比
较。利用在各个梯度下获得的标准品
的峰面积值作为单点校准的基础，对
加标样品进行比较。基质效应的比较
显示在图  4 所示的图表中。从中可
以看出，对于大多数化合物而言，平
缓的梯度 2、3 和 4 相比于最快的梯
度 1 信号强度有所改善。通常，最平
缓的梯度 4 可提供最高的信号强度。
例如，农药化合物异丙隆的色谱图显
示，采用梯度 2 至 4 获得的加标基质
样品的响应相比于采用初始梯度 1 所
获得的色谱图有所增强（图 5）。这种
信号增强可能是由于目标化合物与基
质背景获得了更出色的分离，由此实
现了更高的电离产率。氰草津、莠去
津和特丁津这三种化合物除外，它们
在采用梯度 1 时获得了更高的强度。
然而，由于采用梯度 4 使大多数化合
物获得了更高的强度，并且大多数化
合物的回收率介于 70% 和 120% 之
间，因此利用该梯度进行后续实验。
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图 4. 在不同陡度的不同梯度下获得的基质效应对比。对于大多数化合物而言，采用梯度 4 所获得
的基质效应最低

图 5. 在所用的四种不同陡度的梯度下获得的异丙隆的信号强度
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最后，在梯度  4 的条件下，基于浓
度为 10、20 和 100 ppb 的溶剂校准
完成对芝麻菜提取物的定量分析。
利用芝麻菜基质中加标浓度相同的
化合物作为样品。对实测浓度的比
较显示出以相对百分比表示的基质
效应（图  6）。根据  SANCO 指南 
SANCO/12571/2013，表观回收率 
70%–120% 是可接受的4。在考察的
浓度范围内，每种化合物的基质效应
非常类似（图 6）。与溶剂校准进行
比较时，所检测的大多数化合物的回
收率都处于 70%–120% 的可接受范
围。两种化合物莠去津和特丁津的定
量分析回收率低于 50%。稀释是最大
程度减小复杂样品中基质效应的通用
方法。以 1:10 的比例使用乙腈对农药
加标浓度为 100 ppb 的 QuEChERS 提
取物进行稀释，莠去津和特丁津的回
收率分别为 87% 和 85%，处于可接
受的范围。所有化合物的校准线性、
计算得出的定量限 (LOQ) 和检测限 
(LOD) 汇总于表 2 中。

结论
本应用简报证明了在利用 SFC 与三重
四极杆质谱仪测量蔬菜和水果样品中
的农药时，优化 SFC 分离对样品基
质的影响的重要性。优化所用的梯度
可改善分析物与高丰度基质化合物之
间的分离，有助于降低检测限。检测
的所有农药均满足所需的 10 ppb 的 
LOQ，并且基于溶剂校准，大多数化
合物定量分析的回收率均处于所需的 
70%–120% 范围内。此外，SFC 仪器
的优势在于，分离速度更快，并提高
了直接来自 QuEChERS 样品前处理的
溶于纯有机溶剂中的样品的可用性。
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图 6. 加标样品与标准溶液校准的对比。基质效应通常在 70%–120% 范围内。另外，可通过样
品稀释最大程度减小基质效应

表 2. 校准结果汇总，显示了各种化合物的线性、LOQ 和 LOD

10 ppb RT LOD LOQ R2

异丙甲草胺 1.869 0.08 0.25 0.9991

吡唑草胺 2.117 0.12 0.40 0.9990

另丁津 2.554 0.55 1.83 0.9993

绿谷隆 2.647 1.77 5.90 0.9993

莠去津 2.754 0.06 0.20 0.9993

特丁津 2.776 0.08 0.25 0.9995

溴谷隆 2.866 2.49 8.30 0.9991

噻唑隆 2.993 0.05 0.18 0.9994

西玛津 3.158 0.24 0.80 0.9995

利谷隆 3.307 3.00 10.00 0.9990

氰草津 4.219 0.20 0.66 0.9992

环嗪酮 5.006 0.03 0.10 0.9995

异丙隆 5.142 0.04 0.13 0.9998

绿麦隆 6.046 0.23 0.77 0.9991

敌草隆 6.846 0.87 2.90 0.9992

甲氧隆 7.287 0.30 1.00 0.9992
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使用 Agilent 1260 Infinity 分析型 
SFC 系统与三重四极杆质谱检测
开发多农药分析方法

应用简报

作者

Edgar Naegele 和 Thomas Glauner 
安捷伦科技有限公司 
Waldbronn, Germany

食品检测与农业

摘要
本应用简报介绍了使用 Agilent 1260 Infinity 分析型 SFC 系统结合 Agilent 
6460 三重四极杆质谱仪开发用于多农药分析的超临界流体色谱 (SFC) 方
法。利用最终的多农药分析方法在一次分析中测定 200 多种农药。在不同
的水果和蔬菜基质中加入处于相关浓度范围内的各种浓度的农药，并对其进
行定量分析。展示并讨论了各个校准和性能数据。
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仪器设置
图 1 显示了 Agilent 1260 Infinity 分析
型 SFC 系统与 Agilent 6460 三重四
极杆液质联用系统的推荐配置。色谱
柱直接连接至分流器组件，该分流器
组件包含两个组合分流器、一个额外
的单向阀用于防止 CO2 流回辅助泵以
及一个溶剂过滤器。在第一个分流器
处，来自等度泵的补偿流被引入流路
中。该分流器通过内径为 0.12 mm 的
短毛细管连接至第二个分流器。在这
里，液流被分为两部分，一部分进入
质谱仪，另一部分进入 SFC 模块的反
压调节器 (BPR)。利用内径为 50 µm 
且长度为  1 m 的专用不锈钢毛细管
实现与质谱仪的连接，该毛细管包含
在分流器套装中。分流比取决于该限
流毛细管产生的反压和 BPR 所设置
的压力。通常，SFC 反压为 120 bar 
时，分流至离子源的  S F C  流量约 
0.45 mL/min，反压为 200 bar 时，分
流至离子源的流量约 0.6 mL/min。由
于电喷雾质谱检测取决于浓度，因此
对信号强度无影响。

色谱柱
Agilent ZORBAX NH2, 4.6 × 150 mm, 
5 µm（部件号 883952-708）

软件
• 适用于三重四极杆质谱仪的  

Agilent MassHunter 数据采集
软件，06.00 版，包括 SFC 附加
软件

• Agilent MassHunter 定性分析软
件，07.00 版

• Agilent MassHunter 定量分析软
件，07.00 版

本应用简报介绍了在优化多农药标准
品的 SFC 分离后，利用 SFC 与三重
四极杆质谱检测复杂食品基质中的 
200 多种残留农药。在植物食品样品
的农药分析中，采用 SFC 作为质谱
分析的前端分离技术的优势体现在分
离速度、与液相色谱的正交选择性以
及对样品前处理过程中所用有机溶剂
的进样耐受性这几方面。展示了所选
的各种化合物的检测限 (LOD)、定量
限 (LOQ)、线性、保留时间和峰面积 
RSD 数据。

实验部分

仪器
所有实验均在 Agilent 1260 Infinity 分
析型 SFC 系统 (G4309A) 上完成，该
系统包括：

• Agilent 1260 Infinity SFC 控制
模块

• Agilent 1260 Infinity SFC 二元泵

• Agilent 1260 Infinity 高性能脱
气机

• Agilent 1260 Infinity SFC 自动
进样器

• Agilent 1290 Infinity 柱温箱

• Agilent 1260 Infinity 二极管阵列
检测器，配备高压 SFC 流通池

• Agilent 6460 三重四极杆液质联
用系统 (G6460C)

• Agilent 1260 Infinity 等度泵 
(G1310B)

• 分流器套装 (G4309-68715)

前言
如今，市面上销售的农药化合物有数
百种，它们在全球范围内用于保护植
物食品（如蔬菜、水果、玉米和谷
物）免受各种害虫影响。在植物类食
品上市之前，必须对其中可能存在的
农药残留进行检测，并且这些农药残
留必须满足法定限值要求1。大量可能
的农药-基质组合使得用于定量测定食
品中农药的方法必须能对可能的化合
物范围实现最广泛的覆盖。通常利用 
HPLC 方法与质谱相结合来对这些化
合物进行分析，其中化合物通过液相
色谱分离，并利用三重四极杆质谱法
在多反应监测 (MRM) 模式下进行选
择性检测。之前介绍了对农药的超临
界流体色谱 (SFC) 分离方法的优化、
对其质谱检测的优化以及基质化合物
的影响2,3。

与  HPLC 相比，SFC 能够使用更经
济的溶剂（如二氧化碳）和危害较小
的溶剂（如甲醇或乙醇），降低溶剂
废液处理成本，并缩短分析时间。必
须对完整的植物食品样品进行提取并
将其转换为可分析的形式，通常是溶
于有机溶剂中的溶液。该提取主要
通过 QuEChERS 程序完成4，并利用 
HPLC/三重四极杆质谱对最终提取物
进行分析。虽然纯溶剂（如乙腈）中
的样品提取物在 HPLC 中通常会影响
早洗脱化合物的峰形，但是它们可直
接用于 SFC 进样。
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标准品
利用安捷伦 LC/MS 农药全套测试混标 
 （部件号 5190-0551）作为混标。该
混标包含八种子混合物，总共 254 种
农药化合物。储备液中包含各自浓度
为 100 ppm 的农药。用乙腈将该储备
液稀释为 1 ppm 的工作储备液。

化学品
所有溶剂均为 LC/MS 级。乙醇购自
德国 J.T. Baker 公司。新制超纯水产
自配置 LC-Pak Polisher 和 0.22 μm 
膜式终端过滤器 (Millipak) 的 Milli-Q 
Integral 水纯化系统。

样品前处理
水果和蔬菜购自当地蔬菜水果店。根
据官方的柠檬酸盐缓冲 QuEChERS 方
案，使用 Agilent BondElut QuEChERS 
试剂盒（部件号 5982-5650）萃取样
品。称取 10 g 均质样品至 50 mL 聚丙
烯管中，并加入 10 mL 乙腈，用手剧
烈振摇萃取 1 分钟。加入包含 4 g 无
水 MgSO4、1 g NaCl 和 1.5 g 缓冲柠
檬酸盐的萃取盐包后，将混合物再次
振摇 1 分钟，然后以 4000 rpm 的转
速离心 5 分钟。

在相分离后，将 6 mL 上层乙腈相转移
至 Agilent BondElut QuEChERS EN 分
散式 SPE 管（部件号 5982-5056），
该管中包含用于样品净化的 150 mg 
N-丙基乙二胺 (PSA) 以及用于除水的 
900 mg 无水 MgSO4。将管密封，并再
次振摇 1 分钟。然后，以 4000 rpm 的
转速将管离心 5 分钟。将 4 mL 最终提
取物转移至干净的聚丙烯样品瓶中。
为改善目标农药的稳定性，将 40 μL 
甲酸加入最终提取物中。

图 1. Agilent 1260 Infinity 分析型 SFC 系统与 Agilent 6460 三重四极杆液质联用系统的配置。
色谱柱直接连接至分流器组件中的分流器 1（BPR = 反压调节器，不使用紫外检测器，分流器
套装部件号 G4309-68715）

质谱方法
参数 值
电离模式 正离子
毛细管电压 2500 V
喷嘴电压 2000 V
气体流速 8 L/min
气体温度 220 °C
鞘气流速 12 L/min
鞘气温度 380 °C
雾化器压力 25 psi
DMRM 条件 见附录表 1，其中显示了详细的保留时间、保留时间窗口、碎裂电压和碰撞能量

BPR

废液

色谱柱

分流器 1
分流器 2

等度泵

SFC 方法
参数 值
SFC 流速 3 mL/min

SFC 梯度 0 分钟，2% B 
10 分钟，10% B 
14 分钟，26% B 
14.1 分钟，50% B 
停止时间 20 分钟 
后运行时间 2 分钟

改性剂 甲醇
BPR 温度 60 °C
BPR 压力 120 bar
柱温 40 °C
进样量 5 µL，定量环过量填充 3 倍

通过分流和补偿流将 SFC 连接至 MS
参数 值
补偿流组成 甲醇/水 (95/5)，0.5 mmol/L 甲酸铵 + 0.2% 甲酸
补偿流流速 0.5 mL/min
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物中，223 种化合物被洗脱下来并通
过 MRM 检出。在剩余的 31 种化合
物中，有些化合物仅在负离子模式条
件下电离，而其他化合物未洗脱得到
良好的峰形，因为它们似乎不太适合
所选的色谱柱固定相和改性剂组合。
在该组化合物中，存在几种磺酰脲类
除草剂化合物。为提高最终方法的灵
敏度，将 MRM 方法转换为动态 MRM 
(DMRM) 模式方法，其中采用两倍峰
宽的窗口在各自的保留时间处对各
种化合物进行测量。图  2 显示了在 
20 分钟内分离 223 种化合物所得到的 
DMRM 色谱图。图 3 显示了化合物在
整个分析时间内的分布。

在第一个实验中，采用陡峭的梯度 
 （改性剂在 10 分钟内增加至 50%）洗
脱不同子混合物中的农药，以了解哪
种农药能够通过所选的色谱柱固定相
和改性剂组合洗脱。由于大多数化合
物在 SFC 条件下的洗脱行为容易在有
机改性剂（即使含量较低）中发生细微
变化，因此还利用在 10 分钟内从 2% 
增加至 10% 的梯度对子混合物进行
测试。在这些条件下，195 种化合物
被洗脱下来。当改性剂在 14 分钟内
增加至 26%，然后在 14.01 分钟时增
加至 50% 并在该浓度下保持至 20 分
钟，另有 28 种化合物洗脱下来。总
体而言，在混合物固有的 254 种化合

结果与讨论
安捷伦 LC/MS 农药全套测试混标包
含八种子混合物，其中每种子混合物
各自包含约 33 种化合物。利用这些
混合物开发并优化 SFC 分离方法。选
择氨基固定相色谱柱是基于之前的多
农药样品分析方法开发工作方面的经
验。选择乙醇作为改性剂，是由于它
的洗脱强度低于甲醇，能够实现更宽
的洗脱范围2。

×106

1 2 3 4 5 6 7 8

6.856

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

采集时间 (min)

响
应

图 2. 利用 DMRM 测量安捷伦 LC/MS 农药全套测试混标中的 223 种农药。采用 2%–10% 乙醇作为有机改性剂时，其中 195 种
化合物在 10 分钟内从氨基固定相色谱柱上洗脱下来，而有机改性剂增加至 50% 时，另有 28 种化合物在 20 分钟内洗脱下来
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图 3. 农药洗脱时间在总分析时间中的分布。第一个化合物在 1.5 分钟处被洗
脱。68 种化合物在前 3 分钟内洗脱下来，另外 65 种化合物在 3 分钟至 5 分
钟之间洗脱下来，还有 62 种化合物在 5 分钟至 10 分钟之间洗脱下来。总
体而言，采用 2%–10% 乙醇梯度时，195 种化合物在 10 分钟内洗脱下来。
洗脱广泛分布于前 10 分钟内
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对于测量的全部 223 种农药，它们的 
LOQ 分布如图 4 所示。共有 102 种农
药的 LOQ 为 0.5 ppb（信噪比 (S/N) 大
于 10），并有 167 种农药的 LOQ 为 
1 ppb 或更低。在 223 种化合物中，仅
有 7 种农药的 LOQ 为低于 10 ppb。然
而，所有农药的 LOD 均低于 10 ppb，
因此满足法规要求1。在 LOQ 至最高 
100 ppb 的范围内，创建所有化合物
的校准曲线。所有化合物均表现出  
R2 = 0.999 或更出色的线性。图 5 显示
了保留时间精密度的分布。在 165 种
化合物中，大多数化合物的保留时间
精密度优于 1% RSD。图 6 显示了峰面
积精密度的分布。总体而言，162 种
化合物的峰面积 RSD 低于 5%，并且
大多数化合物的 RSD 介于 2% 和 5% 
之间。

图 4. 所检测的农药的 LOQ 分布。102 种农药的 LOQ 为 0.5 ppb 且 S/N > 10，并且 167 种农药的 
LOQ 为 1 ppb 或更低。在 223 种农药化合物中，仅有七种化合物的 LOQ 为 10 ppb
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图 5. 保留时间精密度的分布。有 165 种化合物的保留时间精密度低于 1% RSD
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图 6. 峰面积精密度的分布。有 162 种化合物的 RSD 低于 5%，且大多数化合物的 RSD 介于 2% 
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作为实际样品的示例，根据先前文献
所述的 QuEChERS 程序4 对草莓、苹
果和番茄进行萃取，并直接进样分析
所获得的乙腈提取物。在这部分实验
中，在 10–100 ppb 的范围内对所有 
223 种农药进行校准，其中 10 ppb 值
为法规规定的最高可接受的农药残留
浓度。在测量的 223 种农药中，仅检
出五种浓度接近 LOD 的农药：戊唑
醇、三唑醇、氯虫苯甲酰胺、肟菌酯
和啶酰菌胺。

提取物时，由于洗脱较早，通常会观
察到峰展宽。QuEChERS 样品前处理
得到纯乙腈的最终提取物。与 HPLC 不
同，该溶液可直接用于 SFC，且不影
响峰形。在 SFC 条件下，该化合物在 
7.055 分钟处洗脱。校准浓度为 10 ppb 
时的结果以及校准曲线如图 7B 所示。
计算得出的 LOQ 为 0.38 ppb，LOD 为 
0.13 ppb，且线性为 R2 = 0.99991。

作为示例，对图 7 所示的化合物予以
更详细的讨论。第一个示例是环氧嘧
磺隆。它属于磺酰脲类除草剂，并在 
SFC 分析中表现出良好的色谱行为。最
低的校准浓度为 10 ppb，计算得出的 
LOQ 为 0.14 ppb，LOD 为 0.04 ppb，
且线性为 R2 = 0.99993（图 7A）。第二
个示例是甲胺磷，其广泛用于保护水
稻。它是一种高极性化合物，在反相 
HPLC 分离中进样分析纯 QuEChERS 
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图 7. (A) 环氧嘧磺隆，最低校准浓度为 10 ppb，且 S/N = 734.6，LOQ = 0.14 ppb，LOD = 0.05 ppb，线性为 0.99993。(B) 甲胺磷，最低校准浓度
为 10 ppb，且 S/N = 258.1，LOQ = 0.38 ppb，LOD = 0.13 ppb，线性为 0.99991
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三唑醇是一种内吸性杀菌剂，主要用
于防止锈病和白粉病，例如用于水
果、葡萄和番茄。三唑醇是三唑酮的
代谢物，但是其本身也可用作活性成
分。通常，它与其他杀菌剂（如戊唑
醇）结合使用。在番茄样品中，检测
到低浓度的三唑醇（图 8）。最低校
准浓度为 10 ppb，且 S/N = 971.2，
LOQ = 0.1 ppb，LOD = 0.03 ppb 
 （图 8A）。在番茄中检出的三唑醇残
留浓度为 1.36 ppb（图 8B）。浓度
为 10、50 和 100 ppb 的三唑醇的
校准曲线表现出良好的线性，R 2 = 
0.99929。在草莓样品中检出的另一
种低浓度农药残留是啶酰菌胺。检测
到它的浓度为 0.75 ppb，非常接近估
算的 LOD。啶酰菌胺广泛用作保护水
果、蔬菜和酿酒葡萄的杀菌剂。根据
美国国家环境保护局 (EPA) 的简报5，
啶酰菌胺具有一定的致癌性，但是对
人类的致癌性可能性较小。可接受的
每日最大剂量为 0.04 mg/kg。然而，
番茄中的三唑醇以及草莓中的啶酰菌
胺的最小报告限值 (MRL) 明显较高 
 （分别为 1000 ppb 和 500 ppb）。这
些示例展示了该方法用于分析复杂食
品基质中的痕量残留农药的性能。

通过比较加标基质样品与标准品，对
相应基质的影响进行了考察。大多数
化合物的回收率处于 70%–120% 范围
内，根据 SANCO 方法验证指南该范
围是可接受的6。这一点在之前的工作
中也有介绍4。例如，对于草莓基质，
在 10 ppb 的浓度下，所测量的 223 种 
化合物中有 193 种化合物的回收率处
于 70%–120% 范围内（图 9）。考虑
到基质效应，可通过化合物添加进行
基质校准，以进一步改善这些结果。
此外，可采用标准加入法来补偿基质
效应。

图 8. 番茄中的三唑醇残留。A) 最低校准浓度为 10 ppb，且 S/N = 971.2，LOQ = 0.1 ppb，
LOD = 0.03 ppb。B) 在番茄中检测到的三唑醇残留浓度为 1.36 ppb。C) 浓度为 10、50 和 
100 ppb 的三唑醇的校准曲线
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图 9. 农药回收率的分布。大多数化合物的回收率处于 –30% 至 +20% 的所需范围
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图  10  显示了苹果中肟菌酯的标准
加入法结果，该结果使用  Ag i lent 
MassHunter 定量分析软件的内置功能
计算得出。校准曲线中的方形符号对
应于样品，而圆形符号示出各种加标
浓度。虽然外部校准法得到的肟菌酯
最终浓度为 8.1 ppb，但是标准加入法
得到的浓度为 11.3 ppb。这表明基质
抑制效应能够导致结果比实际值偏低
近 30%。对于苹果中的肟菌酯，MRL 
显著高于 (700 ppb) 默认的 10 ppb 
MRL，因此不必报告 MRL 超出情况。

结论
本应用简报介绍了利用 SFC 与三重四
极杆质谱联用开发用于测定 223 种农
药化合物的多农药残留分析方法。在
该方法中，将有机改性剂浓度在 10 分
钟内由 2% 增加至 10%，195 种农药
化合物中的大多数化合物均在 10 分
钟内被洗脱。与常用的 HPLC 方法相
比，该方法通过聚焦这些农药，在测
量相同数量的化合物时，能够大大缩
短分析时间。测得的目标农药的典型 
LOQ 等于或低于 1 ppb，并且校准线
性优于 R2 = 0.999。利用 SFC/MS 能
够直接从有机样品提取物中轻松分离
并测定标准反相 HPLC/MS 难以测定
的极性农药化合物。基质效应与之前
报道的结果处于相同范围内，并且建
议使用基质校准或内标来补偿特定化
合物的强基质效应。
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图 10. 苹果中的肟菌酯残留。A) 通过外部校准法检测到的番茄中的肟菌酯残留浓度为 8.1 ppb。
B) 肟菌酯的校准曲线，标准加入浓度为 10、50 和 100 ppb。采用此方法得到的结果为 11.3 ppb
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表 1. 测量的 223 种农药的动态 MRM 方法信息，包括保留时间、分子和碎片离子质量数以及碎裂电压、碰撞能量和碰撞池加速电压

附录

编号 化合物名称
保留时间  
(min)

母离子  
(m/z)

碎裂电压  
(V)

子离子 1  
(m/z)

碰撞能量  
(V)

子离子 2  
(m/z)

碰撞能量  
(V)

碰撞池加速电压  
(V)

1 虫螨畏 1.56 241 55 209.1 0 125.1 28 3

2 唑草酮 1.61 412 150 366 15 346.1 20 3

3 二甲戊乐灵 1.61 282.1 85 212.1 5 194.1 15 3

4 敌敌畏 1.62 220.9 100 109 12 79 24 4

5 草达灭 1.62 188.1 90 126 10 83.2 15 3

6 二嗪农 1.63 305.1 105 169 20 153.1 20 4

7 马拉硫磷 1.65 331 80 126.9 5 99 10 3

8 恶草酮 1.65 345 90 303 10 220 15 3

9 苄草丹 1.66 252.1 90 128.1 5 91.1 20 3

10 甲基嘧啶磷 1.67 306 130 164.2 20 108.1 30 3

11 辛硫磷 1.72 299.1 70 129.1 4 77.1 24 3

12 甲基立枯磷 1.76 300.9 115 269 10 125 15 3

13 联苯菊酯 1.78 440.2 100 181 5  –  – 4

13 联苯菊酯 1.78 442.2 100  –  – 181 5 4

14 乙硫磷 1.81 385 95 199 4 143 20 4

15 灭蚜磷 1.85 330 70 227 0 97.1 45 3

16 速灭磷 1.85 225 65 193.1 0 127 10 3

17 灭线磷 1.89 243 90 131 15 97 30 4

18 喹硫磷 1.89 299 90 163 20 147 20 7

19 甲基毒死蜱 1.90 322 110 290 10 125 25 4

20 稻丰散 1.90 321 75 247 4 79.1 48 3
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编号 化合物名称
保留时间 
(min)

母离子  
(m/z)

碎裂电压  
(V)

子离子 1  
(m/z)

碰撞能量  
(V)

子离子 2  
(m/z)

碰撞能量  
(V)

碰撞池加速电压  
(V)

21 克螨特 1.93 368.1 80 231.2 5 175.1 10 3

22 甜菜呋 1.97 287 80 259.1 0 121.1 10 3

23 异恶草松 1.98 240 70 125.1 15 89.1 45 3

24 乙氧喹 1.98 218 120 174 30 160 35 3

25 氟噻草胺 2.00 364 90 194.2 5 152.1 15 3

26 丙氧喹啉 2.03 372.9 85 331 12 289 24 3

27 异噁唑草酮 2.04 359.8 95 250.9 20 220 35 3

28 胺丙畏 2.05 282.1 125 156 10 138 15 3

29 三唑酮 2.06 294.1 90 197.1 10 69.1 20 3

30 异丙甲草胺 2.13 284.1 100 252.2 10 176.1 20 3

31 醚菌酯 2.14 314.1 85 267.1 0 222.2 10 3

32 丙溴磷 2.15 374.9 120 347 5 304.9 15 3

33 肟菌酯 2.19 409.1 110 186.1 10 145 45 3

34 马拉氧磷 2.20 315.1 85 127 4 99 20 3

35 吡氟草胺 2.21 395 150 266 25 246 40 3

36 杀扑磷 2.25 302.9 55 145 0 85.1 15 3

37 二甲草胺 2.26 256 120 224 10 148 25 3

38 醚菊酯 2.27 394.2 100 177.2 10 107.1 45 3

39 吡丙醚 2.28 322.1 110 185.1 20 96.1 10 3

40 丁硫克百威 2.30 381.1 105 160.1 8 118.1 16 3

41 呋线威 2.30 383.1 110 252.1 5 195.1 15 3

42 苯胺灵 2.33 180.1 60 138.1 4 120 12 3

43 喹氧灵 2.33 308 115 197 35 162 45 7

44 对甲抑菌灵 2.37 346.9 70 238.1 0 137 25 3

45 吡螨胺 2.39 334.1 145 145.1 25 117.1 40 3

46 毒虫畏 2.39 358.9 105 170 40 155.1 8 4

47 吡唑草胺 2.41 278 70 210.1 0 134.1 15 3

48 螺螨酯 2.42 411.1 110 313 5 71.2 15 3

49 啶氧菌酯 2.44 368.1 70 205.1 0 145.1 20 3

50 抗蚜威 2.45 239.1 100 182.2 10 72.1 20 3

51 螺甲螨酯 2.47 388.2 110 273 10 255 25 3

52 伏杀磷 2.49 368 70 182 10 111.1 45 3

53 喹螨醚 2.50 307.2 105 161.1 10 57.1 25 3

54 噻螨酮 2.50 353 90 228.1 10 168.1 25 3

55 丙硫克百威 2.51 411.1 95 252.1 10 195.1 20 3

56 螺环菌胺 2.55 298.2 125 144.2 15 100.2 35 3

57 氟吡酰草胺 2.56 377.1 120 359 24 238 32 3

58 唑螨酯 2.59 422.1 135 366.1 15 135.1 30 3

59 喔草酯 2.60 444 125 371 10 100.2 15 3

60 苯霜灵 2.62 326.1 90 294.2 5 148.1 15 4

61 丙环唑 2.70 342 115 158.9 30 69.1 15 4

62 DEET 2.71 192.14 110 119 16 91.1 32 3

63 甲霜灵 2.76 280.1 95 220.1 10 160.1 20 3

表 1. 测量的 223 种农药的动态 MRM 方法信息，包括保留时间、分子和碎片离子质量数以及碎裂电压、碰撞能量和碰撞池加速电压（续）
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编号 化合物名称
保留时间 
(min)

母离子  
(m/z)

碎裂电压  
(V)

子离子 1  
(m/z)

碰撞能量  
(V)

子离子 2  
(m/z)

碰撞能量  
(V)

碰撞池加速电压  
(V)

64 茚虫威 2.82 528 110 203 45 149.9 20 3

65 霜脲氰 2.83 199 50 128 0 111.1 15 3

66 噻嗪酮 2.85 306.1 105 201.2 5 116.1 10 3

67 草达津 2.95 230.1 105 202.1 15 99 25 3

68 乙嘧酚磺酸酯 2.97 317.1 125 166.1 20 108.1 25 4

69 亚胺硫磷 3.03 317.9 70 160 10 133 40 3

70 硫硅菌胺 3.03 268 135 252.1 5 139 15 3

71 嘧霉胺 3.05 200.1 120 107.1 20 82.1 25 3

72 苯螨特 3.08 364.1 80 198.1 4 104.9 20 3

73 涕灭威-碎片 3.16 116 70 89.1 4 70.1 4 3

74 四螨嗪 3.16 303 110 138 10 102.1 40 3

75 丙炔氟草胺 3.23 355.1 100 327.1 20 299 28 3

76 乙霉威 3.25 268.1 70 226 0 124 30 3

77 乙基谷硫磷 3.28 346.05 70 132 8 97 32 3

78 氟喹唑 3.28 376 120 349.1 16 307 24 4

79 苯氧威 3.29 302.1 90 116.1 5 88.1 15 3

80 氟环唑 3.34 330 100 121.1 20 101.1 45 4

81 氟醚唑 3.34 372 130 159 30 70.1 20 4

82 丁酮威 3.35 213 70 156.1 5 75 10 3

83 氟丁酰草胺 3.37 356 145 162.1 25 91 30 3

84 溴谷隆 3.37 259 120 170 15 148 10 3

85 戊菌唑 3.4 284 70 159 30 70.1 15 3

86 氟硅唑 3.42 316 120 247.2 15 165.1 25 4

87 猛杀威 3.42 208.1 80 151 0 109.1 10 3

88 嘧菌环胺 3.43 226.1 140 93.1 40 77.1 45 3

89 甲基吡啶磷 3.44 325 120 182.9 12 111.9 40 4

90 磷胺 3.44 300.1 110 174.1 8 127 16 3

91 谷硫磷 3.46 318.02 60 261 0 132 8 3

92 蝇毒磷 3.46 363 120 307 16 226.9 28 4

93 双硫磷 3.47 467 155 419 20 124.9 44 3

94 氟菌唑 3.48 346 85 278.1 5 73.1 10 3

95 哒螨灵 3.49 365.1 80 309.1 10 147.1 25 3

96 水胺硫磷 3.54 231 100 121 20 65 40 3

97 噻唑磷 3.55 284 90 228.1 5 104.1 20 3

98 戊炔草胺 3.59 256 105 190 10 173 20 3

99 苯菌酮 3.6 409 110 226.9 25 209.1 10 3

100 螨蜱胺 3.61 219 95 171 25 144 35 3

101 扑灭通 3.62 226.2 100 184 16 142.1 24 3

102 稻瘟灵 3.63 291.1 80 231 8 188.8 20 3

103 仲丁威 3.70 208.1 65 152.1 5 95.1 10 3

104 三唑磷 3.70 314 110 162.1 15 119.1 35 3

105 肟草酮 3.71 330.1 170 284.2 5 138.1 15 3

106 呋霜灵 3.72 302.1 110 242.1 10 95 27 3

表 1. 测量的 223 种农药的动态 MRM 方法信息，包括保留时间、分子和碎片离子质量数以及碎裂电压、碰撞能量和碰撞池加速电压（续）
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编号 化合物名称
保留时间 
(min)

母离子  
(m/z)

碎裂电压  
(V)

子离子 1  
(m/z)

碰撞能量  
(V)

子离子 2  
(m/z)

碰撞能量  
(V)

碰撞池加速电压  
(V)

107 丙森锌 3.74 321.1 80 203.1 0 119.1 20 3

108 混杀威 3.77 194.1 80 137 4 122.1 28 3

109 兹克威 3.82 223.1 110 166.1 12 151 24 3

110 阿扎康唑 3.83 300 130 230.8 16 158.9 32 3

111 残杀威 3.83 210.1 55 168.1 0 111.1 10 3

112 嘧菌胺 3.88 224 140 209.1 16 106.1 25 3

113 氰霜唑 3.89 325 90 261.1 5 108.1 10 3

114 糠菌唑 3.98 377.9 115 159 35 70.1 20 4

115 盖草津 4.10 272.2 140 198 24 169.9 28 3

116 克百威 4.11 222.1 80 165.1 5 123.1 20 3

117 噻唑隆 4.11 222 90 165 15 150 35 3

118 利谷隆 4.14 249 100 182.1 10 160 15 3

119 唑菌胺酯 4.18 388 95 194.1 5 163.1 20 3

120 苯醚甲环唑 4.20 406 120 337.1 15 251.1 25 3

121 密草通 4.24 226.2 100 170.1 16 67.9 50 3

122 灭害威 4.34 209.1 105 152 12 137.2 24 3

123 苯线磷 4.39 304.1 120 217.1 20 202 35 3

124 咪鲜胺 4.39 376 70 308 5 266 10 3

125 灭虫威 4.40 226.1 70 169.1 0 121.1 15 3

126 苯锈定 4.43 274 120 147 30 86 25 3

127 腈菌唑 4.50 289.1 110 125 35 70.1 15 3

128 烯草酮 4.67 360.1 100 268.2 10 164.1 15 3

129 抑霉唑 4.69 297 115 201 15 159 20 4

130 氟吡菌胺 4.72 382.9 110 172.9 25 144.9 45 3

131 三唑醇 4.78 296.1 70 99.1 10 70.1 5 3

132 鱼藤酮 4.79 395 145 213.1 20 192.1 20 3

133 环莠隆 4.84 199.2 120 88.9 12 72.1 28 3

134 烯酰吗啉 5.05 388 145 301.1 20 165.1 30 3

135 醚菌胺 5.16 327.1 115 205.1 5 116 20 3

136 己唑醇 5.27 314 95 159 30 70.1 15 4

137 杀铃脲 5.34 359 90 156 10 139 35 3

138 多效唑 5.46 294.1 115 125 40 70.1 20 3

139 涕灭威 5.49 208 70 116 0 89.1 10 3

140 灭藻醌 5.49 208 125 88.9 44 76.9 44 3

141 萎锈灵 5.51 236 105 143 10 93 40 3

142 戊唑醇 5.69 308.1 100 125 40 70.1 20 4

143 嘧菌酯 5.75 404 110 372.2 10 344 25 3

144 腈苯唑 5.78 337.1 145 125.1 35 70.1 15 4

145 二氧威 5.81 224 80 167 10 123 10 3

146 久效磷 5.89 224 65 193.1 0 127 10 3

147 联苯三唑醇 5.91 338.1 70 269.2 0 70.1 0 3

148 氯苯嘧啶醇 5.99 331 130 268.1 20 81.1 30 4

149 咪唑菌酮 6.05 312.1 100 236.2 10 92.1 25 3

表 1. 测量的 223 种农药的动态 MRM 方法信息，包括保留时间、分子和碎片离子质量数以及碎裂电压、碰撞能量和碰撞池加速电压（续）
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编号 化合物名称
保留时间 
(min)

母离子  
(m/z)

碎裂电压  
(V)

子离子 1  
(m/z)

碰撞能量  
(V)

子离子 2  
(m/z)

碰撞能量  
(V)

碰撞池加速电压  
(V)

150 粉唑醇 6.05 302 90 123 30 70.1 15 3

151 比锈灵 6.14 218.1 145 125 16 96.9 28 3

152 丁噻隆 6.18 229.1 105 172.1 12 116 24 3

153 氧化乐果 6.19 214 80 125 20 109 25 3

154 多杀菌素 A 6.19 732.4 155 142.1 30 98.1 45 3

155 联苯肼酯 6.23 301.1 95 198.2 5 170.1 15 3

156 氯酚奴隆 6.23 510.9 138 158 20 141 45 3

157 叶菌唑 6.25 320.1 130 125.1 40 70.1 20 4

158 烯唑醇 6.27 326 75 159 28 70.1 28 4

159 多杀菌素 D 6.30 746.5 145 142.1 35 98 55 3

160 双苯氟脲 6.31 493.1 90 158.1 20 141.1 45 3

161 吡喃草酮 6.33 342.1 130 250.2 10 166.1 20 3

162 环唑醇 6.36 292.1 100 125.1 35 70.1 15 3

163 烯效唑 6.36 292.1 135 125 36 70 24 4

164 种菌唑 6.39 334.1 115 125 45 70 25 4

165 乐果 6.41 230 70 199 0 125 20 3

166 棉铃威 6.45 400.1 130 238 4 91 50 3

167 双炔酰菌胺 6.52 411.9 110 356.1 5 328.1 10 3

168 甲萘威 6.54 202 65 145 0 127.1 25 3

169 除虫脲 6.55 311 80 158 10 141 35 3

170 氟虫脲 6.68 489 100 158 15 141 45 3

171 恶霜灵 6.88 279.1 70 219.1 5 132.1 35 3

172 灭菌唑 6.92 318.1 90 125.1 40 70.1 10 4

173 氟嘧菌酯 6.94 459 130 427.1 15 188.1 40 3

174 螺虫乙酯 7.13 374.1 120 330.1 10 302.1 10 3

175 蚜灭磷 7.17 288.1 95 146 8 146 8 4

176 戊菌隆 7.21 329.1 120 218.1 10 125 25 3

177 甲胺磷 7.26 141.9 85 125 10 94.1 10 3

178 敌草隆 7.27 235 110 72.1 20  –  – 3

178 敌草隆 7.27 233 110  –  – 72.1 20 3

179 噁唑菌酮 7.27 392.1 85 331.2 0 238.2 10 3

180 伏草隆 7.27 233.1 105 72.1 15 46.2 15 3

181 苯酰菌胺 7.32 336 120 187 20 159 45 3

182 多菌灵 7.50 192 105 160.1 15 132.1 30 3

183 灭多威 7.58 162.9 50 106.1 5 88.1 0 3

184 啶酰菌胺 7.68 343 145 307.1 12 271 28 3

185 高灭磷 7.73 183.9 70 143 0 125 15 3

186 氟啶虫酰胺 7.98 230 110 203 15 174 15 3

187 氟玲脲 8.09 461 120 158 15 141 45 3

188 三环唑 8.28 190 130 163 20 136 30 4

189 异恶酰草胺 8.30 333.2 100 165 16 150 48 3

190 甲磺草胺 8.31 404 110 306.9 28 273 36 3

191 绿麦隆 8.85 213.1 120 140 20 72 20 3

表 1. 测量的 223 种农药的动态 MRM 方法信息，包括保留时间、分子和碎片离子质量数以及碎裂电压、碰撞能量和碰撞池加速电压（续）
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编号 化合物名称
保留时间 
(min)

母离子  
(m/z)

碎裂电压  
(V)

子离子 1  
(m/z)

碰撞能量  
(V)

子离子 2  
(m/z)

碰撞能量  
(V)

碰撞池加速电压  
(V)

192 环草定 8.93 235.2 85 153.1 15 136 35 3

193 杀线威 9.17 237 60 90.1 0 72.1 15 3

194 氰氟虫腙 9.45 507 150 287.1 20 178.1 20 3

195 虫酰肼 9.45 353 95 297.2 0 133.1 15 3

196 莫西菌素 10.16 640.4 148 622.2 12 528.2 4 3

197 苯嗪草酮 10.18 203.1 100 175.1 15 104.1 20 3

198 非草隆 10.25 165.1 180 76.9 32 72 16 3

199 枯草隆 10.27 291 130 164 10 72.1 20 3

200 硫双威 10.28 355 82 108.1 10 88.1 10 3

201 甲氧虫酰肼 10.56 369.2 85 313.2 0 149.1 10 3

202 苯磺隆 11.08 396 110 181.1 15 155.1 5 3

203 噻菌灵 11.24 202 130 175.1 25 131.1 35 3

204 甜菜安 11.47 318.1 80 182.2 5 136.1 25 3

205 甜菜宁 11.47 318.1 90 168.1 4 136 20 3

206 霜霉威 11.88 189.1 90 144 5 102.1 15 3

207 赛唑隆 11.98 265.1 120 207.9 12 57 32 3

208 啶虫脒 12.06 223 80 126.1 2 90.1 35 3

209 氯虫苯甲酰胺 12.31 483.9 105 452.9 15 285.9 10 3

210 麦穗宁 12.34 185.1 145 157.1 20 156.1 30 3

211 环酰菌胺 12.56 302 130 97.2 20 55.1 40 3

212 吡蚜酮 12.84 218 110 105.1 20 78.1 45 3

213 乙菌定 12.87 210.1 145 140.1 20 98.1 25 3

214 氟蚁腙 12.99 495.2 200 323 36 170.9 48 3

215 吡虫啉 13.48 256 80 209.1 10 175.1 15 3

216 噻虫嗪 13.69 292 85 211.1 5 181.1 20 3

217 杀草敏 13.93 222 130 104.1 25 77.1 35 3

218 噻虫啉 14.15 253 100 126 20 90.1 40 3

219 烯啶虫胺 14.60 271.1 95 225.2 3 56.1 30 3

220 环氧嘧磺隆 15.57 407 120 150.1 15 107.1 45 3

221 氯吡脲 16.02 248.1 110 129 16 92.9 40 3

222 甲基二磺隆 16.30 504.1 125 182.1 25 139.1 45 3

223 醚苯磺隆 17.86 401.9 130 167.1 10 141 10 3

表 1. 测量的 223 种农药的动态 MRM 方法信息，包括保留时间、分子和碎片离子质量数以及碎裂电压、碰撞能量和碰撞池加速电压（续）
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使用 Agilent 1260 Infinity 分析型 
SFC 系统测定橄榄油中的维生素 E
快速、高分离度分离生育酚和生育三烯酚的所有异
构体

应用简报

作者

Edgar Naegele 
安捷伦科技有限公司 
Waldbronn, Germany

食品检测与农业

摘要
本应用简报介绍了使用 Agilent 1260 Infinity 分析型超临界流体色谱 (SFC) 
系统通过 SFC 分离八种生育酚和生育三烯酚化合物。生成所有化合物的校
准曲线，并对实际初榨橄榄油样品进行分析。测定了检测限和定量限（LOD 
和 LOQ）以及保留时间和峰面积的相对标准偏差 (RSD)。
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色谱柱
Agilent ZORBAX NH2, 4.6 × 150 mm, 
5 µm（部件号 883952-708）

软件
Agilent OpenLAB CDS ChemStation 
版，适用于 LC 和 LC/MS 系统，修订
版 C.01.06

标准品
生育酚和生育三烯酚混合溶液标准品 
 （溶于己烷）购自  LGC Standards 
(Teddington, UK)。

样品
天然橄榄油购自当地超市。用己烷将
橄榄油稀释至 100 mg/mL，直接用于
分析。

化学品
所有溶剂均购自德国 Merck 公司。新
制超纯水产自配置 LC-Pak Polisher  
和 0.22 μm 膜式终端过滤器 (Millipak) 
的 Milli-Q Integral 水纯化系统。

实验部分

仪器
所有实验均采用 Agilent 1260 Infinity 
分析型 SFC 系统 (G4309A)，该系统
包括以下模块：

• Agilent 1260 Infinity SFC 控制
模块

• Agilent 1260 Infinity SFC 二元泵

• Agilent 1260 Infinity 高性能脱
气机

• Agilent 1260 Infinity SFC 标准
自动进样器

• Agilent 1260 Infinity 二极管阵
列检测器 (DAD)，配备高压 SFC 
流通池

• Agilent 1290 Infinity 柱温箱 
(TCC)

前言
超临界流体色谱 (SFC) 是一种通用的
工具，能够替代目前为止首选正相液
相色谱 (LC) 系统所实现的分离。SFC 
的优势在于，与正相 LC 相比，其分
离速度快得多，且精密度更高。此
外，SFC 无需使用有害溶剂。

脂溶性维生素是能够通过 SFC 进行
分离的一类典型化合物。这类化合物
包括维生素 E 系列。生育酚及其不饱
和相关化合物生育三烯酚属于这个系
列，它们具有各种异构体形式，包括  
a、b、g、d-生育酚和生育三烯酚。
这些化合物具有高生物活性和抗氧化
剂潜力，并且是对人类健康有益的
营养物质。维生素  E 及其他健康物
质的天然来源之一是由橄榄树 (Olea 
europea L.) 的果实获得的初榨橄榄
油1,2。通常，橄榄油中约 95% 的维生
素 E 是 a-生育酚2。对生产橄榄油的 
国家/地区而言，橄榄油是具有重要
经济价值的商品，因此人们开发出各
种橄榄油分析方法以确保其真实性和 
质量3。

本应用简报介绍了利用 SFC 分析橄榄
油中的维生素 E 化合物，相比于广泛
使用的正相 LC，SFC 的分析时间更短
且精密度更高。

SFC 方法
参数 值

溶剂 A CO2

改性剂 B 乙醇
SFC 流速 4.5 mL/min

梯度 0 分钟时 3% B，6 分钟时增加至 4.5% B

停止时间 6 分钟
后运行时间 2 分钟
BPR 压力 210 bar

BPR 温度 60 °C

柱温 50 °C

进样量 5 µL，定量环过量填充 3 倍，用己烷在样品瓶中清洗进样针
DAD（紫外-可见） 波长 295 nm，带宽 4 nm 

参比 550 nm，带宽 100 nm 
狭缝 8 nm 
数据采集速率 10 Hz
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结果与讨论
利用氨基固定相色谱柱和 4.5 mL/min 
的流速分离四种生育酚异构体和四种
生育三烯酚异构体化合物。所用梯度
的有机相组成接近等度行为，乙醇含
量仅从 3% 增加至 4.5%。该梯度能
够分离早洗脱化合物，并缩短后洗脱
化合物的保留时间，从而得到更尖锐
的峰。优化的反压 210 bar 和较高的 
50 °C 柱温还有助于提高后洗脱化合
物的分离度。图 1 显示了在 6 分钟的
分析时间内分离标准储备液中生育酚
和生育三烯酚化合物得到的色谱图。

为校准所有化合物，使用 1:2 的稀释
模式将储备液（浓度 1）稀释得到六
种浓度（表 1）。

由浓度  5 的稀释液所获得的峰表明
信噪比 (S/N) 约为 10，将该浓度用
作校准曲线的最低浓度并计算定量限 
(LOQ)。利用浓度 6 下测得的峰计算检
测限 (LOD)，取 S/N 比为 3。LOQ 通
常小于 23 µg/mL，LOD 小于 7 µg/mL 
 （表 2）。

图 1. 利用 SFC 分离 a、b、g、d-生育酚和 a、b、g、d-生育三烯酚的混合物
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表 1. 使用 1:2 的稀释模式所得到的各种化合物的校准浓度

 
浓度 1  
(µg/mL)

浓度 2  
(µg/mL)

浓度 3  
(µg/mL)

浓度 4  
(µg/mL)

浓度 5  
(µg/mL)

浓度 6  
(µg/mL)

a-生育酚 463.00 231.50 115.75 57.88 38.94 14.46

a-生育三烯酚 447.00 223.15 111.75 55.88 27.94 13.96

b-生育酚 203.00 101.50 50.75 25.34 12.69 4.23

g-生育酚 430.00 215.00 107.50 53.75 26.88 13.44

b-生育三烯酚 135.00 67.50 22.50 11.25 5.65 2.81

g-生育三烯酚 467.00 233.50 116.75 58.37 29.18 14.59

d-生育酚 423.00 211.50 105.75 52.88 26.44 13.22

d-生育三烯酚 414.00 207.00 103.50 51.75 25.88 12.94

表 2. 各种生育酚和生育三烯酚的保留时间和峰面积相对标准偏差以及 LOQ、LOD 和线性

  保留时间
保留时间  
RSD

峰面积 
RSD

LOQ  
(µg/mL)

LOD  
(µg/mL) R2

a-生育酚 1.799 0.24 5.75 18.11 5.43 0.9997

a-生育三烯酚 2.124 0.31 4.89 22.88 6.87 0.9991

b-生育酚 3.273 0.23 5.59 14.58 4.38 0.9999

g-生育酚 3.624 0.27 6.45 22.03 6.62 0.9998

b-生育三烯酚 3.884 0.23 6.27 14.79 4.44 0.9992

g-生育三烯酚 4.240 0.16 5.04 35.58 10.68 0.9991

d-生育酚 4.517 0.14 6.62 27.54 8.27 0.9998

d-生育三烯酚 5.302 0.14 5.58 27.53 8.27 0.9999
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图 2 显示了在浓度 1 至浓度 5 下获得
的所有化合物的峰的叠加图。所有校
准的线性均处于良好范围，R2 优于 
0.999。在统计评估中，将按照 1:10 
的比例稀释的储备液进样分析 10 次，
并计算保留时间和峰面积的相对标准
偏差 (RSD)。保留时间的 RSD 通常优
于 0.3%，且峰面积的 RSD 优于 6% 
 （表 2）。较高的峰面积 RSD 值可以解
释为，生育酚和生育三烯酚在液相色
谱系统的不锈钢毛细管上发生了降解
或吸附4。

最后，对特级初榨橄榄油样品进行测
量以测定维生素 E 化合物的含量。用
己烷稀释橄榄油并直接进样分析。色
谱图显示，仅 1.79 分钟处的 a-生育
酚为可定量的主峰，而 3.6 分钟处存
在极小的 g-生育酚的峰（图 3）。所
测量的橄榄油中 a-生育酚的最终浓度
为 184.8 mg/kg。

结论
本应用简报介绍了使用 Agilent 1260 
Infinity 分析型 SFC 系统对橄榄油中维
生素 E 化合物（如生育酚和生育三烯
酚）的定量分析。结果表明，四种生
育酚异构体和四种生育三烯酚异构体
在 6 分钟的分析时间内完成了分离，
比常用的正相 LC 方法快大约 5 倍。
另一方面，正相分离中所用的有机溶
剂为有害溶剂，相比之下，SFC 分
离中使用的是乙醇改性剂。获得的 
LOQ 通常小于 23 µg/mL，LOD 小于 
7 µg/mL，且 R2 优于 0.999。

图 3. 特级初榨橄榄油样品的测量以及 a-生育酚的浓度测定
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使用 Agilent 1260 Infinity 混合型 
SFC/UHPLC 系统与质谱检测分析
植物油中的抗氧化剂

应用简报

摘要

本应用简报展示了 SFC 和 UHPLC 在植物油样品的抗氧化剂分析中的互补
性。Agilent 1260 Infinity 混合型 SFC/UHPLC 系统与单四极杆质谱检测相结
合，能够在超临界流体色谱 (SFC) 和超高效液相色谱 (UHPLC) 之间自动切
换，同时利用这两种技术进行分析。

实现了良好的质谱峰面积重现性 (RSD < 5.0%) 和灵敏度，证明该系统可用
于定性分析以及定量分析。使用标准溶液和植物油展示了性能数据。采用简
单的甲醇萃取法，植物油样品中的所有抗氧化剂均获得了良好的回收率。
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前言

Agilent 1260 Infinity 混合型 SFC/
UHPLC-MS 系统代表了先进的填充
柱 SFC，可提供类似于 HPLC 的灵
敏度、600 bar 的性能范围以及出
色的仪器和方法稳定性，这些均在
基于液相色谱的系统上实现，该系
统实现了真正的模块化且具有高灵 
活性1。

使用填充柱的 SFC 是液相色谱技术
的一个重要补充。尤其在手性和正
相分离方面，SFC 展示了其应用潜
力。本应用简报介绍了通过在 SFC 
和 UHPLC 模式之间进行切换，在一
个运行序列中获得有关分析物混合
物的互补性数据。采用此混合型系
统可避免投资两个独立的系统，消
除了系统之间变异性的影响，大大
节省了成本和实验室空间1。

维生素 E 作为抗氧化剂具有重要作
用。不同的立体异构体（同效维生
素）在各种植物油中非常常见，展
示了维生素的活性差异。本应用简
报介绍了使用 1260 Infinity 混合型 
SFC/UHPLC/MS 系统在 SFC/MS 
和 LC/MS 模式下对植物油中 14 种
抗氧化剂的分析。由于母育酚（生
育酚和生育三烯酚）的生物活性和
化学性质各不相同，因此单独测定
并定量分析各种同效维生素非常重
要。八种母育酚只能在 SFC-MS 模
式下得到完全分离。在这种情况
下，利用 SFC 进行分离显著快于使
用 UHPLC 分离。

实验部分

溶液
用甲醇配制各种抗氧化剂的储备液 
 （浓度为 1–5 mg/mL，取决于溶解

度）。然后将这些储备液混合，配
制成含有 14 种化合物的测试混标。
大多数实验均使用浓度为 100 ppm 
的溶液，但是，我们仍需配制浓度
为 0.1–100 ppm 的系列稀释溶液。
表 1 列出了色谱峰归属、化学名称
和分子量。对于加标样品，在萃取
之前，加入溶于溶剂中的抗氧化剂
储备液。

油样品购自当地超市。称取 100 mg 
油样品并加入 1 mL 溶剂，对油样
品和加标油样品进行萃取。将该混
合物涡旋混合 30 秒，静置 2 分钟
后，再次涡旋混合 30 秒。然后将样
品在 5000 × g 下离心 5 分钟，并将
上清液转移至自动进样器样品瓶中
以备进样。

峰归属 化学名称 CAS 分子量 (g/mol) 供应商
1 没食子酸丙酯 (PG) 121-79-9 212.2 Sigma

2 叔丁基氢醌 (TBHQ) 1948-33-0 166.2 Sigma

3 6-羟基-2,5,7,8-四甲基色满-2-羧酸 (TROLOX) 53188-07-1 250.3 Sigma

4 丁基羟基苯甲醚 (BHA) 25013-16-5 180.2 Sigma

5 没食子酸辛酯 (OG) 1034-01-1 282.3 Sigma

6 丁羟甲苯 (BHT) 128-37-0 220.3 Sigma

7 没食子酸月桂酯 (LG) 1166-52-5 338.4 Sigma

8 d-生育三烯酚 (d-TT) 25612-59-3 396.6 Cayman Chem.

9 g-生育三烯酚 (g-TT) 14101-61-2 410.6 Cayman Chem.

10 a-生育三烯酚 (a-TT) 58864-81-6 424.7 Cayman Chem.

11 d-生育酚 (d-TP) 119-13-1 402.6 Cabiochem

12 g-生育酚 (g-TP) 54-28-4 416.7 Calbiochem

13 b-生育酚 (b-TP) 148-03-8 416.7 Calbiochem

14 a-生育酚 (a-TP) 59-02-9 430.7 Calbiochem

表 1 
分析的抗氧化剂
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系统配置
只需添加一个包含通用阀驱动 
(G1170A) 和阀头 (G4232B) 的 2 位/ 
10 通阀以及第二个泵 (G1311B)， 
即可将 1260 Infinity 分析型 SFC 系
统 (G4309A) 转化为混合型 SFC/ 
UHPLC 系统。该系统可在 UHPLC 模
式（图 1a）或 SFC 模式（图 1b）下
运行。通过切换 2 位/10 通阀，即可
完成两种模式之间的交替，可以在
相应方法开始时作为方法参数对其
进行编程1。柱温箱配备 2 位/6 通色
谱柱切换阀，该阀能够针对各种模
式选择合适的色谱柱。

将 SFC 与 MS（或 ELSD）联用时，
应考虑进行一些改进 2。将毛细管
加热装置安装于质谱进样口的正前
方。在  SFC 模式下，主要由二氧
化碳组成的流出物在进入质谱离子
源之前被减压。体积膨胀的 CO2 产
生显著的冷却效应，导致传输线冷
冻。另外，在紫外检测器和 BPR 之
间将补偿流加入系统中。需要使用
这一额外的补偿流来获得最佳的保
留时间和峰面积重现性。

图 1b 
混合型系统在 SFC/MS 模式下的示意图

图 1a 
混合型系统在 UHPLC/MS 模式下的示意图
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将 0.12 mm × 105 mm 不锈钢毛细
管（部件号 5021-1820）从紫外检
测器连接至安捷伦零死体积 T 形管 
 （部件号 0100-0969）。利用 Agilent 
G1311B 泵供应补偿流，并使用 
0.25 mm × 800 mm 不锈钢毛细管 
 （部件号 5065-9930）将该泵连接
至 T 形管。利用 0.12 mm × 400 mm  
不锈钢毛细管（部件号 5021-1823） 
将 T 形管连接至 BPR。Caloratherm 
预加热器套管位于 0.17 mm × 10 mm  
不锈钢毛细管（部件号 5061-3361） 
的外围，并且包含预加热器装置的
管线直接连接至质谱进样口。此
外，需要添加如图 1a 和 1b 所示的 
2 位/6 通阀，在质谱检测之前连接
来自 SFC 和 UHPLC 的流路。 

借助 SFC 配置中的加热装置和补偿
流，将不会发生冷冻，并且将显著改
善质谱重现性。

实验条件
表 3 列出了用于分离包含 14 种组分 
的抗氧化剂混合物和植物油样品的
方法参数。

表 3 
混合型系统的实验条件

* 仅用于维持 BPR 的正常运行。该压力不应用于 UHPLC 色谱柱

条件 UHPLC 模式 SFC 模式

进样量： 15 µL（柱头进样 5 µL） 15 µL（柱头进样 5 µL）

色谱柱： Agilent Poroshell 120 EC-C18,  
2.1 × 100 mm, 2.7 µm 
 （部件号 695775-902）

Agilent ZORBAX Rx-SIL,  
4.6 × 250 mm, 5 µm 
 （部件号 880975-901）

BPR： 90 bar* 120 bar

SFC 流速： - 2 mL/min

UHPLC 流速： 0.4 mL/min 1 mL/min

超临界流体： - CO2

改性剂： (A) 0.1% FA 的水溶液 
(B) 0.1% FA 的甲醇溶液

甲醇

UHPLC 梯度： 15 分钟内 20%–100% B（总共 25 分钟）

SFC 梯度： 3%–12% B（0–25 分钟）

柱温： 30 °C 50 °C

补偿流流速： 0.1% FA 的甲醇溶液，0.8 mL/min

Caloratherm： 60 °C

DAD： 292/10 nm，参比 400/50 nm 292/10 nm，参比 400/50 nm

APCI： 毛细管电压 ± 4000 V 
电晕电流 = 4.0 µA (+)，20 µA (-) 
干燥气 = 6.0 L/min，325 °C 
雾化器压力 = 55 psig 
蒸发器温度 = 350 °C

毛细管电压 ± 4000 V 
电晕电流 = 4.0 µA (+)，20 µA (-) 
干燥气 = 6.0 L/min，325 °C 
雾化器压力 = 60 psig 
蒸发器温度 = 350 °C

表 2 
系统模块

1 联系 info@richrom.com 获取更多信息 
2 可使用 G1316A 或 G1316C 热交换器替代毛细管加热器

Agilent 1260 Infinity 混合型 SFC/UHPLC 系统

G4309A Agilent 1260 Infinity 分析型 SFC 系统

G1311B Agilent 1260 Infinity 四元泵（可用 G1312B、G1310B、G4220A/B 和 G4204A 替代）

G1170A Agilent 1290 Infinity 阀驱动

G4232B 2 位/10 通阀阀头，600 bar

G6130B 单四极杆 LC/MS

G4231A 2 位/6 通阀阀头，600 bar

G1170A Agilent 1290 Infinity 阀驱动（需要第二个阀驱动来支持 2 位/6 通阀阀头）

AG1 Caloratherm2 可通过 RIC 获得1

AG004 预加热器2 可通过 RIC 获得1
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结果与讨论

对包含 14 种组分的抗氧化剂混合物
进行分析，以证明 1260 Infinity 混
合型 SFC/UHPLC/MS 系统的易用
性、互补性和性能。采集紫外和质
谱数据 (APCI)，利用质谱数据确认
化合物身份。图 2 显示了抗氧化剂
混标 (10 µg/mL) 在 UHPLC 模式下
的分离结果。

建立校准曲线，结果表明在 SFC 和 
LC 模式下均获得了优异的线性。表 4 
汇总了 UHPLC 结果。

表 4 
LC 模式方法性能数据

1 0.1、0.5、1、5、10、25、50 和 100 µg/mL 标准溶液，每种浓度进样 1 次 (UV) 
2 6 次连续进样，0.5 µg/mL 
3 6 次连续进样，25 µg/mL 
* 未计算生育酚和生育三烯酚的回收率，因为它们已经存在于油样品中

线性  
(R2)1

重现性 
(% RSD)2

重现性 
(% RSD)3

回收率  
5 mg/kg (%)

重现性 
(% RSD)

回收率  
100 mg/kg (%)

重现性 
(% RSD)

PG 0.99977 3.7 4.11 102.8 2.0 103.3 0.7

TBHQ 0.99807 4.4 4.8 72.6 20 87.2 23

TROLOX 0.99969 5.0 4.3 94.9 17 92.6 6

BHA 0.99978 0.7 2.1 105.2 4.5 100.8 1.2

OG 0.99978 3.0 4.5 101.2 1.6 104.0 1.2

BHT 0.99981 4.9 1.7 104.7 5.6 99.4 2.0

LG 0.99974 0.8 1.4 99.97 7.2 104.4 0.9

d-TT 0.99965 4.5 2.2

g-TT 0.99969 1.8 2.5

a-TT 0.99953 2.1 2.5

d-TP 0.99972 1.8 2.3

g-TP 和 b-TP 0.99987 1.8 2.7

a-TP 0.99943 1.3 2.6

图 2  
利用 LC-DAD 分析 14 种抗氧化剂的混合物 (10 µg/mL) 所得到的结果

抗氧化剂标准品的 LC-DAD 分析结果
Agilent Poroshell 120 EC-C18, 100 × 2.1 mm, 2.7 µm 
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使用抗氧化剂标准溶液和加标油
样品考察方法的重现性和线性。
所有抗氧化剂的检测限等于或低于 
0.1 µg/mL。这相当于油或脂肪样品
中的 1 mg/kg 左右或更低。对油样品
和加标油样品的提取物进行分析，以
确定回收率和准确度（图 3）。在油
样品中加入 5 mg/kg 和 100 mg/kg 
的各种抗氧化剂，并对提取物中的
检出量与相同浓度的标准溶液进行
比较。

紫外和质谱结果获得了类似的分离度
和峰宽，并在 0.1–100 ppm 范围内
表现出良好的线性。对于测试混标
中的所有组分，MSD 的灵敏度比紫
外检测的灵敏度高出 10 倍左右。因
此，利用 APCI MS 确认峰的归属。
需要重点注意的是，加标样品中的两
种化合物（TBHQ 和 TROLOX）在序
列分析过程中略有分解，导致这些
化合物的回收率较低。

尽管 LC 方法的性能出色，但是并
非所有生育酚都得到分离（b-TP 和 
g-TP 发生共洗脱）。另外，观察到某
些其他共洗脱现象（BHA 和 a-生育
酚，图 4）。利用 SFC-MS 模式实现
了八种母育酚的完全分离，该模式能
够用于分析不同油提取物（煎炸油、
葵花籽油、菜籽油和 Tocomix）中的
各种母育酚。Tocomix 是葵花籽油中
母育酚的一种商业化混合物 (AOMS, 
S.A., Argentina)。

图 3  
利用 LC 方法分析油 (100 mg/mL) 和加标煎炸油 (100 mg/kg) 提取物所得到的结果
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图 4  
利用 SFC-DAD 分析 14 种抗氧化剂的混合物 (10 µg/mL) 所得到的结果
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生育酚和生育三烯酚的极性主要受
色原烷醇环中甲基基团数量的影
响，并且在较小程度上受甲基基团
空间效应的影响以及生育三烯酚的
不饱和侧链相比于生育酚而言极性
略有提高的影响。最难分离的化合
物是 b-母育酚和 g-母育酚（图 5 和 
6），因为它们的环结构中具有三个
甲基基团。[M-H]+ 离子的 APCI 质荷
比 (m/z) 对于 a-、b-、g- 和 d-生育
酚分别为 429、415、415 和 401，
对于 a-、b-、g- 和 d-生育三烯酚
分别为 423、409、409 和 396。

图 5  
利用 SFC 与 UV 和 MSD 分析生育酚和生育三烯酚混合物 (10 µg/mL) 所得到的结果
 （b-生育三烯酚无纯标准品可用）

min1 2 3 4 5 6 7 8 9

mAU

0
1
2
3
4
5

min1 2 3 4 5 6 7 8 9
0
5

10
15
20
25
30
35
40

×104

利用 SFC 与 UV 和 MSD 分析生育酚和生育三烯酚混合物 (10 µg/mL) 所得到的结果
Agilent ZORBAX RX-SIL, 250 × 4.6 mm, 5 µm
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图 6  
煎炸油、葵花籽油、菜籽油 (100 mg/mL) 和 Tocomix 在 SFC 模式下的分析结果
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图 7 显示了利用 SFC-APCI 分析得
到的煎炸油样品中 a-生育酚的质谱
图。选择离子 m/z 429 进行进一步
分析，该离子归属于 a-生育酚的初
始质子化以及随后的脱氢作用所形 
成的 [M-H]+4,5。

执行分离时，在 UV 和 MSD 中获得
了相似的分离度。在 0.1–50 ppm 
的范围内表现出良好的线性，R2 值
为 0.99。总体而言，LC/MS 模式和 
SFC/MS 模式的检测限 (LOD) 处于
相同的数量级。结果表明，两种技
术对复杂的分析物混合物具有出色
的分离能力和良好的重现性。需要
重点注意的是，生育酚和生育三烯
酚只能在 SFC-MS 模式下得到完全
分离。
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图 7  
利用 SFC 模式得到的煎炸油中 a-生育酚的质谱图

表 5 
SFC 模式方法性能数据

1 0.1、0.5、1、5、10、25、50 µg/mL 标准溶液，每种浓度进样一次 (MS) 
2 6 次连续进样，0.5 µg/mL 
3 6 次连续进样，25 µg/mL 
4 6 次连续进样 
* 无定量数据。无可用的纯标准物质

煎炸油4 葵花籽油4 菜籽油4 Tocomix

线性 (R2)1
重现性 
(% RSD)2

重现性 
(% RSD)3

回收率 
(mg/kg)

RSD  
(%)

回收率 
(mg/kg)

RSD  
(%)

回收率 
(mg/kg)

RSD  
(%)

回收率 
(ppm)

RSD  
(%)

d-TT 0.99993 3.3 2.7 24 5.5 9 4.9 - 15.4 4.2

b-TT* 不适用 不适用 不适用 - - - 检出
g-TT 0.99975 4.6 4.4 96 1.7 70 6.0 - 43.3 5.2

a-TT 0.9994 3.9 2.9 19 4.3 - - 20 4.6

d-TP 0.99942 3.8 4.4 - - 0.5 5.8 -

b-TP 0.99764 4.7 4.7 3 5.8 9 5.6 - 0.4 4.4

g-TP 0.99805 3.3 4.0 42 6.0 2.1 5.4 40 5.3 0.2 5.3

a-TP 0.99692 2.1 4.5 165 3.2 124 4.0 2.5 2.9 16.4 3.6
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结论

A g i l e n t  1 2 6 0  I n f i n i t y  混合型 
SFC/UHPLC/MS 系统可在一台仪器
上由 SFC 和 UHPLC 获得互补性数
据，是一种出色的分析解决方案。
对不同来源的植物油样品以及加标
植物油样品进行萃取，并计算抗氧
化剂的回收率。所有抗氧化剂均获
得了良好的回收率。

利用 UHPLC 对酚类抗氧化剂进行分
析。在该模式下，并非所有生育酚
都能得到分离。仅在执行 SFC-MS 
模式时，同效维生素才得以完全分
离。良好的灵敏度和高稳定性证
明，混合型 SFC/UHPLC/MS 非常
适合在定量以及定性分析中分离并
检测所有抗氧化剂异构体。
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D/L-安非他明手性分离方法的开发
利用 SFC/MS 对真实的全血样品进行定量测定

应用简报

作者
Melanie Muelek，Herbert Godel，
Edgar Naegele 
安捷伦科技有限公司

法医毒理学，刑侦学

摘要
本应用简报介绍了使用 Agilent 1260 Infinity II SFC 系统开发 D/L-安非他明
的手性分离方法。研究证明 Agilent 6495 三重四极杆质谱系统可用于这两
种手性对映体形式的定量分析。介绍了方法开发过程，并利用最终分析方法
确定校准曲线和三重四极杆质谱的定量限。展示了对经过处理的真实全血样
品的分析。 
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• Agilent MassHunter 定量分析软
件，B.08.00 版

• Agilent MassHunter 定性分析软
件，B.07.00 SP1 版

色谱柱
• Chiral Technologies, CHIRALPAK 

AD-H 150 × 4.6 mm, 5 µm

• Chiral Technologies, CHIRALPAK 
AD-H 250 × 4.6 mm, 5 µm

• Chiral Technologies, CHIRALPAK 
IA 250 × 4.6 mm, 5 µm

• Chiral Technologies, CHIRALPAK 
IC 250 × 4.6 mm, 5 µm

• Chiral Technologies, CHIRALPAK 
ID 250 × 4.6 mm, 5 µm

化学品
所有溶剂均购自德国 Merck 公司。

样品
根据所述校准曲线的相关浓度，在 
甲醇中用各种储备液（储备液：分析
物浓度为 1 ppm 的甲醇溶液）配制  
D-安非他明、L-安非他明和 D/L-安非
他明溶液。

提供经处理的真实全血样品（参见 
 “致谢”部分）。

样品前处理
用乙腈通过蛋白质沉淀法对真实的全
血样品进行处理，并在分析前用流动
相 B（乙醇 + 0.1% NH3 水溶液）按 
1:1000/1:100/1:10 的比例进行稀释。

实验部分

仪器
Agilent 1260 Infinity II SFC/MS 系统，
包括：

• Agilent 1260 Infinity II SFC  
控制模块 (G4301A)

• Agilent 1260 Infinity II SFC  
二元泵 (G4782A)

• Agilent 1260 Infinity II SFC 
Multisampler (G4767A)

• Agilent 1260 Infinity II DAD 
(G7115A)，配备高压 SFC 流通池

• Agilent 1260 Infinity II 高容量柱
温箱 (MCT) (G7116B)，带有四色
谱柱选择阀

• Agilent 1260 Infinity II 等度泵 
(G7110B) 和 SFC/MS 分流器套装 
(G4309-68715)

• 采用安捷伦喷射流和 iFunnel 技术
的 Agilent 6495 三重四极杆 MSD

仪器设置
Agilent 1260 Infinity II SFC 系统与安
捷伦  LC/MS 系统的推荐配置如之前
所述3。

软件
• Agilent OpenLAB CDS 

ChemStation 版，适用于 LC 和 
LC/MS 系统，修订版 C.01.07 SR3

• Agilent MassHunter 三重四极杆
采集软件，B.08.02 版

• Agilent MassHunter Optimizer 
软件，B.08.02 版

• Agilent MassHunter 离子源和  
iFunnel Optimizer 软件，
B.08.02 版

前言
化合物 D/L-安非他明具有两种手性对
映体形式（图 1）。D-安非他明异构
体的活性更高，在制药过程中以纯对
映体形式生产1。

H
CH

3

NH
2

H
3
C

H

NH
2

图 1. D-安非他明和 L-安非他明的化学式

在法医毒理学中，可利用色谱法（如 
HPLC 与质谱联用法）对体液中的安
非他明进行定性和定量测定2。

本应用简报介绍了使用三重四极杆
质谱仪开发用于分离并定量测定  
D-安非他明和 L-安非他明的快速分
析 SFC/MS 方法。该分析方法能够区
分医用 D-安非他明的量与非法来源的 
D/L-安非他明的量。最后，通过分析
真实的提取全血样品，对该方法在法
医毒理学领域的应用进行验证。



101101

第 4 章 ― 法医毒理学与兴奋剂检测应用 目录

最终 SFC 方法
参数 值
SFC 流速 4 mL/min

改性剂 乙醇 + 0.1% 氨水
等度 10% 改性剂
柱温 20 °C

BPR 温度 60 °C

BPR 压力 200 bar

总运行时间 3 分钟 

进样量 5 µL 

注入速度 400 µL/min

灌洗体积 4 µL

进样针清洗 3 秒，甲醇

三重四极杆质谱方法
参数 值
补偿流组成 甲醇/水 (95/5) + 0.2% 甲酸
补偿流流速 0.4 mL/min

采用安捷伦喷射流离子源进行电喷雾电离
干燥气 170 °C，16 L/min

鞘气温度 300 °C，9 L/min

雾化器 60 psi

毛细管电压 2500 V 

喷嘴电压 500 V

iFunnel 高压 RF：80，低压 RF：60

质谱参数
ESI 极性 正离子
扫描类型 MRM 

离子对 2

分析周期 502 ms

∆EMV +200 V

化合物名称
母离子 
(m/z)

子离子 
(m/z)

驻留时间 
(ms)

碎裂电压  
(V)

碰撞能量  
(V)

碰撞池加速器电压  
(V)

D/L-安非他明 136.1 119.1 250 380 7 1

D/L-安非他明 136.1 91.1 250 380 17 1
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结果与讨论
利用外消旋安非他明标准溶液  
(100 ppb) 对四种不同的手性固定相色
谱柱和两种有机改性剂进行筛选（参
见“实验部分”色谱柱 2 至 5）。由
于安非他明是一种碱性化合物，因此
在甲醇和乙醇中加入 0.1% 氨水（碱
性添加剂）并将其用作 CO2 改性剂。
在初始方法开发步骤中，在所有色谱
柱上分别进行不同的等度分离。实验
结果表明，色谱柱 2 上实现了初始分
离（图  2）。两种对映体的分离性能
均随着改性剂用量的减小而增强。在
所选条件下，采用甲醇无法实现基线 
分离。

为获得更出色的安非他明分离效果，
在色谱柱 2 上对洗脱强度较弱的乙醇
溶剂进行了测试（图 3）。当改性剂浓
度低于 10% B 时，两个对映体获得了
清晰的分离。当改性剂浓度为 10% B 
时，对映体在 3.5 至 4.5 分钟之间洗
脱；当改性剂浓度为 6% B 时，对映
体在 7 至 9 分钟之间洗脱。
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图 2. 使用不同改性剂含量（改性剂 B：MeOH + 0.1% 氨水，流速：3 mL/min，柱温：20 °C，
色谱柱：CHIRALPAK AD-H 4.6 × 250 mm, 5 µm）对 D/L-安非他明对映体 (100 ppb) 的手性
分离
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图 3. 使用不同改性剂含量（改性剂 B：EtOH + 0.1% 氨水，流速：3 mL/min，柱温：20 °C，
色谱柱：CHIRALPAK AD-H 4.6 × 250 mm, 5 µm）对 D/L-安非他明对映体 (100 ppb) 的手性
分离
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在最终步骤中，将流速从 3 mL/min 
提高至 4  mL/min，对方法运行时间
进行优化。提高流速后，导致对映体
在 2.5 至 3.2 分钟之间洗脱（图 4）。
为进一步缩短运行时间，采用固定
相、内径和粒径相同而柱长更短的色
谱柱（色谱柱 1，图 5）。将 250 mm  
色谱柱改为更短的 150 mm 色谱柱，
将使两种对映体在 1.5 至 2.1 分钟之
间提前洗脱。此外，对不同的温度 
 （40、30、20 °C）进行测试，结果发
现采用 20 °C 的柱温能够获得最高的
分离度（数据未示出）。

图 4. 使用不同流速（改性剂 B：10% EtOH + 0.1% 氨水，流速：3 mL/min 和 4 mL/min，柱温：
20 °C，色谱柱：CHIRALPAK AD-H 4.6 × 250 mm, 5 µm）对 D/L-安非他明对映体 (100 ppb) 
的手性分离

图 5. 使用不同色谱柱尺寸（改性剂 B：10% EtOH + 0.1% 氨水，流速：4 mL/min，柱温：20 °C， 
色谱柱：CHIRALPAK AD-H 4.6 × 250 mm 和 4.6 × 150 mm, 5 µm）对 D/L-安非他明对映体 
(100 ppb) 的手性分离
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最后，在转移到质谱仪离子源的过
程中添加补偿溶剂以实现适当的电
离，这一优化步骤用于获得最高灵敏
度。为此，对不同的反压设置进行测
试，因为借助分流器设置，反压可调
节色谱柱洗脱物转移到离子源的量 
 （图 6）。对于最终方法，采用的反压
为 200 bar。还考察了添加的补偿溶剂 
 （甲醇/水 (95/5) + 0.2% 甲酸）对流速
的影响，但由于对灵敏度几乎没有影
响，因此流速仍保持在 0.4 mL/min。
对质谱的所有离子源参数进行全面优
化，以获得最高的灵敏度（参见“实
验部分”）。

为最终确认 SFC/MS 方法，对市售纯
对映体形式中的 D-安非他明和 L-安
非他明标准品单独进行了分析。单个
峰来自相应的对映体：1.632 分钟洗
脱的 L-安非他明和 1.860 分钟洗脱的 
D-安非他明（图 7）。
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图 6. 优化 SFC 反压设置以最大程度提高质谱灵敏度
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图 7. 利用所开发的手性方法对市售光学纯 D-安非他明和 L-安非他明标准品 (100 ppb) 的手性
分离结果。箭头指示 D-安非他明标准品中的 L-对映体杂质
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的样品中的 D-安非他明和 L-安非他
明的峰面积和峰高等详细信息，并证
明安非他明在体内以外消旋形式存
在，其主要来源于非药用毒品。图 9 
显示了 1:1000 和 1:10 稀释液所对应
的色谱图。

为证明所开发 SFC/MS 方法的能力，
使用所开发的方法对按照“实验部
分”所述步骤制备的实际全血样品进
行测量。用改性剂 B 按 1:10、1:100 
和 1:1000 的比例对血液样品进行稀
释（图 9 和表 1）。表 1 列出了测得

为定量测定 D-安非他明和 L-安非他
明，分别绘制 100 ppt 至 100 ppb 的
校准曲线，结果呈现出优异的线性 
 （图 8）。根据信噪比 (S/N) 为 10 时的
浓度，确定定量限 (LOQ) 为 100 ppt，
并确定检测限 (LOD) 为 40 ppt (S/N = 3)。 
L-安非他明和 D-安非他明的线性系数
分别为 0.9998 和 0.9996。

图 8. 校准曲线以及 100 ppt 的 L-安非他明在保留时间 1.632 分钟处 (A) 和 D-安非他明在保留时间 1.860 分钟处 (B) 的定性/定量离子信
号。获得的 D-安非他明和 L-安非他明之间的分离度大于 1，总运行时间为 3 分钟

D-安非他明 
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结论
本应用简报介绍了使用 Agilent 1260 
Infinity II SFC 快速分离 D/L-安非他明
对映体并使用 Agilent 6495 三重四极
杆质谱仪进行高灵敏度定量测定的方
法开发。SFC 分离能够在 3 分钟的总运
行时间内完成，表明分析时间很快。
定量测定的 LOQ 低于 100 ppt。最后，
表明所开发的方法成功应用于可靠测
定全血制备样品中的安非他明。

致谢
感谢瑞典林雪平国家法医学委员会的 
Martin Josefsson 和 Markus Roman 
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图 9. 用改性剂按 1:10 (A) 和 1:1000 (B) 比例稀释的经处理实际全血样品中的 D/L-安非他明

表 1. 用改性剂按 1:10、1:100 和 1:1000 的比例稀释制得的实际全血样品中 D-安非他明和  
L-安非他明的详细测量结果

名称

L-安非他明结果 D-安非他明结果

RT 峰面积 峰高 RT 峰面积 峰高

Case 2 Dil 1_1000 1.574 14605.41 4129.08 1.780 14342.73 3159.12

Case 2 Dil 1_100 1.574 178409.64 48475.84 1.780 165744.26 34952.28

Case 2 Dil 1_100 1.574 165569.54 45037.95 1.780 154606.59 35124.32

Case 2 Dil 1_100 1.565 156671.29 44736.99 1.780 139086.04 32365.24

Case 2 Dil 1_10 1.565 2073946.07 561571.92 1.780 1780961.78 417402.00
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用于司法鉴定。

本文中的信息、说明和指标如有变更， 
恕不另行通知。 
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应用简报

法医毒理学 - 刑侦学

作者
Melanie Muelek，Herbert 

Godel，Edgar Naegele 

安捷伦科技有限公司

摘要
本应用简报介绍了对安非他明相关药物的对映体及其位置异构体以及相同化合物
对映体的分离。使用手性柱和 Agilent 1260 Infinity II SFC 系统进行该分离。采用 
Agilent 6495 三重四极杆质谱仪和 Agilent 6150 单四极杆质谱仪，实现对结构异构
体以及对映体的定性检测和定量测定。 

安非他明相关药物的对映体及其结构
异构体的分离

使用 Agilent 1260 Infinity II SFC 分离并联用质谱仪进
行检测
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前言
异构化合物 4-EAPB、5-EAPB 和 6-EAPB 
是结构与安非他明相关的致幻剂，在化
学类别上属于苯并呋喃化合物（图 1）1。
这三种化合物是包含一个手性中心的结
构异构体；因此，各自存在两种对映体 
形式。

本应用简报介绍利用手性色谱法对这些
结构异构体及其对映体的分离。使用 
Agilent 1260 Infinity II SFC 系统与质谱联
用系统实现该分离，其中质谱用于定性和
定量测定。

实验部分

仪器
Agilent 1260 Infinity II SFC/MS 系统， 
包括：

• Agilent 1260 Infinity II SFC 控制模块 
(G4301A)

• Agilent 1260 Infinity II SFC 二元泵 
(G4782A)

• Agilent 1260 Infinity II SFC 
Multisampler (G4767A)

• Agilent 1260 Infinity II DAD (G7115A)， 
配备高压 SFC 流通池

• Agilent 1260 Infinity II 高容量柱温箱 
(MCT) (G7116A)，配备 

• Agilent  InfinityLab Quick Change 快
速更换  4 位/10 通四色谱柱选择阀 
 （部件号 5067-4287）

• Ag i lent   1260 Inf in i ty  I I  等度泵 
(G7110B) 和 SFC/MS 分流器套装 
(G4309-68715)

• 采用安捷伦喷射流和 iFunnel 技术的 
Agilent 6495 三重四极杆 MSD

• 采用安捷伦喷射流技术的 Agilent 6150 
单四极杆 MSD

(5-EAPB)
1-(苯并呋喃-5-基)-N-乙基丙-2-胺

(6-EAPB)
 1-(苯并呋喃-6-基)-N-乙基丙-2-胺

(4-EAPB)
 1-(苯并呋喃-4-基)-N-乙基丙-2-胺

H

CH3

CH3

N

O
H

CH3

CH3
N

O

H

CH3

CH3NO

图 1. 4-EAPB、5-EAPB 和 6-EAPB 的化学式。每种异构化合物还具有一个立体中心（星号）， 
因此各自存在两种对映体形式

参数 值

SFC 流速 3 mL/min

改性剂 甲醇 + 0.1% 氨水

等度 10% 改性剂

柱温 20 °C

BPR 温度 60 °C

BPR 压力 200 bar

总运行时间 7 分钟 

进样量 5 µL 

注入速度 400 µL/min

灌洗体积 4 µL

进样针清洗 3 秒，甲醇

在色谱柱 1 上分离所有六种异构体（对映体和结构异
构体）的 SFC 方法

参数 值

SFC 流速 2.5 mL/min

改性剂 甲醇 + 0.1% 氨水

等度 11% 改性剂

柱温 30 °C

BPR 温度 60 °C

BPR 压力 200 bar

总运行时间 3.5 分钟 

进样量 1 µL 

注入速度 400 µL/min

灌洗体积 4 µL

进样针清洗 3 秒，甲醇

在色谱柱 2 上分离三种结构异构体的 SFC 方法
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仪器设置
Agilent 1260 Infinity II 分析型 SFC 系统
与安捷伦 LC/MS 系统的推荐配置如之前 
所述2。

软件
• Agilent OpenLAB CDS ChemStation 
版，适用于 LC 和 LC/MS 系统，修订
版 C.01.07 SR3

• MassHunter LC/TQ 采集软件，
B.08.02 版

• MassHunter Optimizer 软件，
B.08.02 版

• MassHunter 离子源和 iFunnel 
Optimizer 软件，B.08.02 版

• MassHunter 定量分析软件， 
B.08.00 版

• MassHunter 定性分析软件， 
B.07.00 SP1 版

色谱柱
1. Chiral Technologies, CHIRALPAK 

AD-H, 250 × 4.6 mm, 5 µm

2. Chiral Technologies, CHIRALPAK 
AD-3, 150 × 4.6 mm, 3 µm

化学品
所有溶剂均购自德国 Merck 公司。

样品
单独的 4-EAPB、5-EAPB 和 6-EAPB 储备
液（1 ppm 的甲醇溶液）分别经稀释后使
用，如文本中所概述。

化合物
母离子  
(m/z)

子离子  
(m/z)

驻留时间  
(ms)

碎裂电压  
(V)

碰撞能量  
(V)

碰撞池加速器电压  
(V)

4/5/6-EAPB 204.1 159.1 250 380 12 1

4/5/6-EAPB 204.1 131.1 250 380 22 1

三重四极杆质谱仪和单四极杆质谱仪所用的质谱方法

参数 值
补偿流组成 甲醇/水 (95/5) + 0.2% 甲酸

补偿流流速 0.4 mL/min

采用安捷伦喷射流离子源进行电喷雾电离
干燥气 150 °C，11 L/min

鞘气温度 350 °C，12 L/min

雾化器 45 psi

毛细管电压 2500 V 

喷嘴电压 0 V 

iFunnel* 高压 RF：90 
低压 RF：70

三重四极杆参数
ESI 极性 正离子

扫描类型 MRM

离子对 2

分析周期 502 ms

∆EMV +200 V

单四极杆参数
ESI 极性 正离子

扫描类型 SIM (m/z 204.1)

驻留时间 590 ms

碎裂电压 70 V

增益 1.0

* 仅用于三重四极杆系统
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结果与讨论

分离对映体并用三重四极杆质谱仪进行
定量测定
选择之前开发的用于 D-安非他明和 L-安非
他明的手性分离方法3 作为开发 4-EAPB、
5-EAPB 和 6-EAPB 六种异构体分离方法
的起点。该方法有望实现全部六种可能立
体异构体的分离（图 2），其中全部六种
异构体在 2.8 分钟至 6.0 分钟之间获得了
部分分离。由于分离不完全，因此需对该
分离进行进一步优化。
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图 2. 用于分离 4-EAPB、5-EAPB 和 6-EAPB 的所有六种异构体的初始方法

图 3. 取决于柱温的 4-EAPB、5-EAPB 和 6-EAPB 所有六种异构体的分离
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参数 值

色谱柱 Chiralpak AD-H, 4.6 × 250 mm, 5 µm

柱温 20 °C

流动相 10% B（EtOH + 0.1% 氨水）

流速 4 mL/min

进样量 5 µL

样品 浓度各为 10 ppb 的甲醇溶液

图 2 的方法参数

参数 值

色谱柱 Chiralpak AD-H, 4.6 × 250 mm, 5 µm

柱温 20、30、40、45 °C

流动相 10% B（EtOH + 0.1% 氨水）

流速 4 mL/min

进样量 5 µL

样品 浓度各为 10 ppb 的甲醇溶液

图 3 的方法参数

下一步改变改性剂 B 的乙醇含量，但结
果表明分离效果未得到改善。降低改性剂 
B 的含量导致保留时间延长，同时峰展
宽、分离度降低，对于后洗脱的峰而言尤
其如此（数据未示出）。还考察了柱温对
对映体分离的影响（图 3）。



111111

第 4 章 ― 法医毒理学与兴奋剂检测应用 目录

在 20–30 °C 的较低柱温下获得了最高分
离度，而使用较高温度时，分离度有所下
降。还测试了不同溶剂，以改善六种异构
体之间的分离度。采用甲醇代替乙醇作为
改性剂时，色谱峰洗脱时间更早（介于 2.0 
和 3.5 分钟之间），且获得了更出色的峰
形。然而，峰仍未得到完全分离（图 4）。
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图 4. 采用甲醇作为改性剂分离 4-EAPB、5-EAPB 和 6-EAPB 的所有六种异构体的方法

参数 值

色谱柱 Chiralpak AD-H, 4.6 × 250 mm, 5 µm

柱温 20 °C

流动相 10% B（MeOH + 0.1% 氨水）

流速 4 mL/min

进样量 5 µL

样品 浓度各为 10 ppb 的甲醇溶液

图 4 的方法参数

图 5 的方法参数

参数 值

色谱柱 Chiralpak AD-H, 4.6 × 250 mm, 5 µm

柱温 20 °C

流动相 10% B（MeOH + 0.1% 氨水）

流速 3 mL/min

进样量 5 µL

样品 浓度各为 10 ppb 的甲醇溶液

图 5. 4-EAPB、5-EAPB 和 6-EAPB 的所有六种异构体的优化分离效果
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最后，发现用 10% 甲醇（含 0.1% 氨水）
作为改性剂，在 3 mL/min 的流速下可获
得最佳分离效果（图 5）。
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化合物在 3.2 至 5.5 分钟之间洗脱。通过
比较 4-EAPB、5-EAPB 和 6-EAPB 的外消
旋单标，对化合物进行鉴定（图 6）。在
优化的条件下：

• 4-EAPB 在 3.1 至 3.7 分钟之间洗脱

• 5-EAPB 在 3.6 至 4.6 分钟之间洗脱 

• 6-EAPB 在 4.4 至 5.4 分钟之间洗脱

具体而言，利用所开发的方法成功实现了 
5-EAPB 和 6-EAPB 的分离，达到方法开
发的目的。

对质谱离子源和所有相关质谱参数进行
优化后，绘制 100 ppt 至 100 ppb 之间的 
4-EAPB、5-EAPB 和 6-EAPB 的校准曲线 
 （图 7），其中每种校准浓度重复测定三
次。4-EAPB、5-EAPB 和 6-EAPB 的线性 
R2 值分别为 0.9998、0.9993 和 0.9990。
在信噪比 (S/N) 为 10 的条件下，确定定
量限 (LOQ) 为 100 ppt。在 S/N 为 3 的条
件下，确定检测限 (LOD) 为 30 ppt。

图 6. 通过进样对映化合物 4-EAPB、5-EAPB 和 6-EAPB 外消旋单标对其进行鉴定
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图 7. 4-EAPB、5-EAPB 和 6-EAPB 在 100 ppt 至 100 ppb 之间的校准曲线。100 ppb 和 100 ppt (LOQ) 下的定量离子对和定性离子对显示在各个
校准曲线旁
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利用单四极杆质谱仪对 4-EAPB、
5-EAPB 和 6-EAPB 的位置异构体 
进行分离
测定 4-EAPB、5-EAPB 和 6-EAPB 的另一
种可能性是对结构异构体的非手性分离。
遗憾的是，现有分离方法均无法采用非手
性固定相并分离所有三种结构异构体。通
常，4-EPAB 能够得到分离，但另外两种
异构体 5-EPAB 和 6-EPAB 完全共洗脱或
分离不完全。为解决这一问题，试图在
手性固定相上仅分离异构体而不分离对 
映体。

初始实验采用 CHIRALPAK AD-3 色谱柱
并以甲醇作为流动相（甲醇含量 15%，
含 0.1% 氨水），结果表明三种结构异构
体获得一定程度的分离，但是对映体未得
到分离（图 8）。为改善三种异构体的部
分分离情况，逐步将甲醇含量降至 1%。
结果发现，用 11% 甲醇（含 0.1% 氨水）
作为改性剂，能够使三种化合物实现充
分分离并获得可接受的峰宽和运行时间 
 （图 9）。

min0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
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40000 1.871

2.074

2.296

图 8. 采用 15% 甲醇作为改性剂对 4-EAPB、5-EAPB 和 6-EAPB 结构异构体的分离

图 8 的方法参数

参数 值

色谱柱 Chiralpak AD-3, 4.6 × 150 mm, 3 µm

柱温 30 °C

流动相 15% B（MeOH + 0.1% 氨水）

流速 2 mL/min

进样量 1 µL

样品 浓度各为 100 ppb 的甲醇溶液

图 9 的方法参数

参数 值

色谱柱 Chiralpak AD-3, 4.6 × 150 mm, 3 µm

柱温 30 °C

流动相 11% B（MeOH + 0.1% 氨水）

流速 2 mL/min

进样量 1 µL

样品 浓度各为 100 ppb 的甲醇溶液

图 9. 采用 11% 甲醇作为改性剂对 4-EAPB、5-EAPB 和 6-EAPB 结构异构体的分离
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通过提高流速将运行时间缩短至 3.5 分
钟，由此得到最终方法（图 10）。进样
分析三种非手性异构体的单标，对化合
物的特性进行确认（图 11）。4-EAPB 在 
2.15 分钟洗脱，5-EAPB 在 2.50 分钟洗
脱，而 6-EAPB 在 2.83 分钟洗脱。该方
法采用 SFC 与 SIM 模式下运行的单四极
杆质谱仪相结合，能够用于 EAPB 的快速
定性检测。为实现正确的定量分析，可采
用 SFC 与选择性更高的三重四极杆质谱
仪相结合的方法。

图 10 的方法参数

参数 值

色谱柱 Chiralpak AD-3, 4.6 × 150 mm, 3 µm

柱温 30 °C

流动相 11% B（MeOH + 0.1% 氨水）

流速 2.5 mL/min

进样量 1 µL

样品 浓度各为 100 ppb 的甲醇溶液

图 10. 4-EAPB、5-EAPB 和 6-EAPB 结构异构体的最终分离方法
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图 11. 采用最终方法分离 4-EAPB、5-EAPB 和 6-EAPB 结构异构体单标样品所得到的叠加谱图
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结论
本应用简报介绍了使用 Agilent 1260 Infinity 
II SFC 对 4-EAPB、5-EAPB 和 6-EAPB 的所
有六种可能异构体的分离以及仅对三种相
应结构异构体的分离。将 SFC 与单四极
杆质谱仪或三重四极杆质谱仪联用，实
现了检测和定量测定。采用三重四极杆
质谱仪绘制用于定量分析的校准曲线，
结果表现出优异的线性 (R2 > 0.9990) 和
灵敏度。确定的 LOQ 为 100 ppt，LOD 为 
30 ppt。
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使用超临界流体色谱与三重四极杆
质谱定量测定药物

应用简报

作者

Edgar Naegele 
安捷伦科技有限公司 
Waldbronn, Germany

法医毒理学

摘要
本应用简报介绍了使用 Agilent 1260 Infinity 分析型 SFC 系统与三重四极杆
质谱仪相结合，快速分离 25 种药物并实现检测限低至 30 pg/mL 的定量分
析。对于所有化合物，校准曲线均表现出优异的线性相关性。对重复测量的
统计评估表明，所有 25 种化合物均具有最高的精度和准确度。最后，介绍
了对尿液样品中安非他明类化合物的测定。
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25 种化合物。在绘制校准曲线并进行
统计评估后，对加标生物样品进行分
析，重点关注安非他明类化合物。在
本研究中，对以下目标化合物进行了
筛查：

• 安非他明 ― 一种中枢神经系统
兴奋剂，用途包括被大学生滥
用作考试辅助手段2，因为它具
有提高成绩的作用3,4,5。然而，
较大剂量的安非他明可能会产
生严重的副作用，并可能损害
认知功能并导致肌肉快速分解6

• 甲基苯丙胺 ― 也是一种中枢神
经兴奋剂。滥用（尤其是吸食
透明晶体冰毒）可能导致强烈
的副作用，如精神病、偏执、
幻觉、横纹肌溶解和脑出血7

• 安非他明衍生物 ― 3,4-亚甲二
氧基苯丙胺 (MDA)、3,4-亚甲
二氧基-甲基苯丙胺 (MDMA) 和 
3,4-亚甲二氧基-N-乙基苯丙胺 
(MDEA) 属于安非他明衍生化

前言
在法医毒理学的多个应用领域中，对
多个法医学目标化合物进行了筛查和
定量分析。这些领域包括兴奋剂检
测、尸检法医毒理学、药物检测甚至
爆炸残留物的测定等等。 

药物类别本身在化学性质方面也是多
种多样的，这对于分离和检测来说非
常重要。化学结构的范围从简单的
芳香胺和多环芳香苯二氮卓类到复杂
的类吗啡结构，甚至包括四氢大麻酚 
(THC) 等疏水化合物。到目前为止，
用于一览式定量筛查所有化合物类别
的挑战性分离是通过反相 HPLC/MS 
完成的1。

本应用简报介绍了利用超临界流体色
谱 (SFC) 在一次定量筛查运行中对不
同类别药物的分离。利用 SFC 进行定
量筛查可以在几分钟的较短运行时间
内完成，与三重四极杆质谱相结合可
获得最高的灵敏度。本应用简报中所
用的测试集包括安非他明类、苯二氮
卓类、吗啡、吗啡类似物和 THC 等 

图 1. 本研究中使用的安非他明类化合物的化
学结构

安非他明 甲基苯丙胺

3,4-亚甲二氧基苯丙胺 (MDA)

3,4-亚甲二氧基-甲基苯丙胺 
(MDMA)

3,4-亚甲二氧基-N-乙基苯丙胺 
(MDEA) 
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合物。它们属于精神药物。从
药理学上讲，它们可用作血清
素、去甲肾上腺素和多巴胺释
放药物

图 1 给出了化学式。相关化学和毒理
学信息可公开获取8。

实验部分
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• Agilent MassHunter 定性分析
软件，07.00 版

• Agilent MassHunter 定量分析
软件，07.00 版

• Agilent MassHunter MRM 和  
Source Optimizer 软件，
07.00 版

通过分流和补偿流将 SFC 连接至 MS：

• 补偿流组成：甲醇/水 (95/5) + 
0.2% 甲酸

• 补偿流流速：0.3 mL/min

标准品
利用安捷伦 LC/MS 法医毒理学测试
混标作为标准储备液。该混合物含浓
度为 1.00 µg/mL 的 25 种化合物，均

仪器
Agilent 1260 Infinity 分析型 SFC 系统 
(G4309A)：

• Agilent 1260 Infinity SFC 控制
模块

• Agilent 1260 Infinity SFC 二元泵

• Agilent 1260 Infinity 高性能脱
气机

• Agilent 1260 Infinity SFC 标准
自动进样器

• Agilent 1260 Infinity 柱温箱

• Agilent 1260 Infinity 二极管阵
列检测器，配备高压 SFC 流通池

• 采用安捷伦喷射流技术的 
Agilent 6460 三重四极杆液质
联用系统 (G6460C)

• Agilent 1260 Infinity 等度泵 
(G1310B)

• 安捷伦分流器套装 (G4309-
68715)

仪器设置
Agilent 1260 Infinity 分析型 SFC 系统
与 Agilent 6460 三重四极杆液质联用
系统的推荐配置在之前的研究中已有
描述9。

色谱柱
Agilent ZORBAX SB-C8, 4.6 × 100 mm, 
1.8 µm（部件号 828975-906）

软件
• 适用于三重四极杆质谱仪的 

Agilent MassHunter 数据采集
软件，07.01 版

SFC 方法
参数 描述
SFC 流速 2 mL/min
SFC 梯度 0 分钟 – 2% B，5 分钟 – 25% B
停止时间 5 分钟
后运行时间 2 分钟
改性剂 甲醇 + 0.2% 甲酸 (FA) + 10 mmol/L 甲酸铵
BPR 温度 60 °C
BPR 压力 200 bar
柱温 60 °C
进样量 1 µL，定量环过量填充 3 倍

质谱方法
参数 描述
电离模式 正离子
毛细管电压 3000 V

喷嘴电压 500 V

气体流速 8 L/min

气体温度 220 °C

鞘气流速 12 L/min

鞘气温度 380 °C

雾化器压力 25 psi

MRM 条件 见表 1，其中显示了母离子、碎片离子、碎裂电压和碰撞能量详细信息。 
系统在动态 MRM 模式下运行以确保获得最佳灵敏度

以甲醇为溶剂。用甲醇按 1:10 的比例
稀释得到用于生成校准曲线的储备液 
(100 ng/mL)。

化学品
所有化学品均购自  Sigma-Aldrich 
(Taufkirchen, Germany)。所有溶
剂均为  LC/MS 级。甲醇购自德国 
J.T. Baker 公司。新制超纯水产自配置 
LC-Pak Polisher 和 0.22 µm 膜式终端
过滤器 (Millipak) 的 Milli-Q Integral 
水纯化系统。

样品前处理
向尿液样品中加入安捷伦 LC/MS 毒理
学测试混标 (100 ng/mL) 中固有的全
套化合物，用甲醇按 1:5 的比例进行
稀释，涡旋混合，然后在 14000 g 下
离心 5 分钟。对上清液进行过滤，并
将滤液直接进样分析。
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结果与讨论
使用 100 ng/mL 的稀释液开发 25 种
药物的色谱分离方法。该溶液还用于
通过 MRM Optimizer 软件和 Source 
Optimizer 软件对补偿流、安捷伦喷
射流和质谱条件进行优化。

最终 SFC 方法采用 2%–25% 甲醇（含
甲酸和甲酸铵）的梯度，在 5 分钟的
运行时间内对 25 种化合物进行分离 
 （图 2）。从色谱柱上洗脱下来的第一
种化合物是 0.99 分钟洗脱的 THC，
最后一种洗脱的化合物是 4.05 分钟洗
脱的士的宁。表现出最高强度的化合
物是 2.95 分钟洗脱的美沙酮。

利用 100 ng/mL 溶液，并用甲醇按 
1:5:2 的稀释模式进行稀释，为固有化
合物绘制单独的校准曲线。对所有化
合物测量的稀释系列样品的浓度低至 
0.01 ng/mL，用于确定各种化合物的
定量限 (LOQ) 和检测限 (LOD)。该方
法对检测的化合物表现出极高的灵敏
度，LOQ 低于 100 pg/mL，LOD 低于 
30 pg/mL，且所有化合物均具有良好
的线性相关性（表 2）。为进行统计评
估，将 10 ng/mL 的校准溶液进样分
析 15 次。计算得出的保留时间相对标
准偏差 (RSD) 通常低于 0.3%，峰面积 
RSD 处于低于 4% 的良好范围内。计
算得出的浓度精度低于 3.5%，对应的
浓度准确度介于 95% 和 105% 之间。

表 1. MRM 条件：母离子、碎片离子、碎裂电压和碰撞能量（按保留时间排序，见表 2）。由 
MRM 方法得到最终 DMRM 方法 

 化合物 母离子 碎裂电压 (V) 定量离子 CE 定性离子 CE

THC 315.2 150 193.2 20 123.3 30

替马西泮 301.1 117 255.1 29 177 45

氯硝西泮 316.1 110 270 24 214 40

地西泮 285.1 169 193 45 154 25

劳拉西泮 321 102 275 21 194 49

硝西泮 282.1 148 236.1 25 180 41

普罗地芬 354.2 153 167 29 91.1 45

奥沙西泮 287 150 269 12 241 20

可卡因 304.2 138 182.1 17 77 61

维拉帕米 455.3 158 165 37 150 45

曲唑酮 372.2 159 176 25 148 37

羟考酮 316.2 143 298.1 17 256.1 25

哌替啶 248.2 128 220.1 21 174.1 17

MDEA 208.1 107 163 9 105 25

海洛因 370.2 149 268.1 37 165 61

PCP 244.1 86 91 41 86.1 9

安非他明 136.1 66 119.1 5 91 17

MDA 180.1 61 163 5 105 21

甲基苯丙胺 150.1 92 119 5 91 17

MDMA 194.1 97 163 9 105 25

美沙酮 310.2 112 265.1 9 105 29

阿普唑仑 309.1 179 281 25 205 49

可待因 300.2 158 165.1 45 58.1 29

氢可酮 300.2 159 199 29 128 65

士的宁 335.2 195 184 41 156 53

缩写：四氢大麻酚 (THC)，3,4-亚甲二氧基-N-乙基苯丙胺 (MDEA)，苯环己哌啶 (PCP)， 
3,4-亚甲二氧基苯丙胺 (MDA)，3,4-亚甲二氧基-甲基苯丙胺 (MDMA)
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表 2. 25 种药物的保留时间、保留时间 RSD 和峰面积 RSD 以及 10 ng/mL 下的浓度精度和准确度。LOD 和 LOQ，各种化合物在 100 ng/mL 至 
LOQ 浓度范围内的校准曲线的线性

化合物 RT RT RSD (%) 峰面积 RSD (%) LOD (pg/mL) LOQ (pg/mL) 线性相关系数 R2 浓度精度 (%) 浓度准确度 (%)
THC 0.997 0.44 4.34 60 200 0.9994 3.78 101.7
替马西泮 1.498 0.44 2.59 40 130 0.9951 2.42 105.5
氯硝西泮 1.642 0.39 2.66 100 300 0.9982 4.25 102.4
地西泮 1.668 0.41 3.81 30 100 0.9997 3.79 101.2
劳拉西泮 1.742 0.32 4.78 300 1000 0.9975 5.15 106.9
硝西泮 1.768 0.37 1.64 20 65 0.9993 3.91 110.9
普罗地芬 1.771 0.27 2.43 15 40 0.9996 1.61 106.9
奥沙西泮 1.862 0.23 2.04 150 500 0.9952 2.15 105.8
可卡因 1.994 0.39 1.42 10 40 0.9998 1.27 98.5
维拉帕米 2.147 0.29 3.09 < 5 10 0.9998 1.99 105.6
曲唑酮 2.370 0.25 4.04 < 5 10 0.9993 3.61 112.1
羟考酮 2.478 0.29 3.65 40 130 0.9951 5.34 105.8
哌替啶 2.494 0.26 4.53 6 20 0.9951 2.42 105.5
MDEA 2.506 0.18 3.48 < 5 10 0.9956 3.31 104.1
海洛因 2.518 0.27 3.53 40 150 0.9983 3.18 106.3
PCP 2.550 0.22 2.73 15 55 0.9991 2.34 110.1

安非他明 2.592 0.17 3.34 20 70 0.9943 2.29 93.1
MDA 2.631 0.16 4.34 60 200 0.9995 2.86 95.2
甲基苯丙胺 2.839 0.15 4.67 < 5 10 0.9983 4.24 105.5
MDMA 2.900 0.16 3.13 10 30 0.9991 2.69 105.6
美沙酮 2.947 0.15 2.86 10 30 0.9998 2.43 102.4
阿普唑仑 3.228 0.13 2.13 10 30 0.9995 2.89 105.8
可待因 3.290 0.19 4.39 20 50 0.9931 3.83 111.8
氢可酮 3.631 0.21 2.91 25 80 0.9931 2.73 112.3
士的宁 4.055 0.13 1.15 50 150 0.9992 1.28 100.3

图 2. 用 SFC 分离法在 5 分钟的运行时间内对含 25 种药物的混合物进行分离并用 DMRM 进行检测 
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作为示例，对加标尿液样品中的安非
他明类化合物进行更详细的分析。样
品加标浓度为 100 ng/mL，用甲醇
按 1:5 的比例进行稀释，得到最终浓
度 20 ng/mL，并将其进样分析，如 
 “实验部分”所述。在较短的梯度条
件下（甲醇含量在 5 分钟内从 2% 增
加至 25%），五种安非他明化合物在 
2.4 至 3.1 分钟之间洗脱（图 3）。为
进行更精确的评估，将样品进样分析 
10 次。由重复进样分析计算得出的
保留时间和浓度的 RSD 分别为 0.4% 
以下和  3% 以下。浓度准确度处于 
82%–101% 的范围内，这对于定量分
析来说非常出色（表 3）。

表 3. 利用 SFC/三重四极杆质谱仪得到的加标和经稀释的尿液样品中安非他明的定量测量结果

化合物
RT  
(min)

RT RSD  
(%)

实测浓度  
(ng/mL)

浓度精度 RSD  
(%)

浓度准确度  
(%)

MDEA 2.466 0.42 19.61 2.75 97.98

安非他明 2.554 0.42 16.41 3.03 82.05

MDA 2.595 0.37 20.19 1.37 100.95

甲基苯丙胺 2.813 0.21 17.27 1.75 86.35

MDMA 2.860 0.17 17.71 2.16 88.55

图 3. 加标尿液样品（100 ng/mL，用甲醇按 1:5 的比例稀释）中 20 ng/mL 的安非他明类化合
物（安非他明、甲基苯丙胺、MDA、MDMA 和 MDEA）
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作为示例，浓度范围为 0.2 ng/mL 至
最高 100 ng/mL 的 MDA 获得的校准
曲线表现出高达 0.9995 的优异线性
系数。由浓度为 20 ng/mL 的所测样
品获得的定量离子和定性离子表现出
良好的峰形，它们的比例处于预期范
围内（图 4）。

结论
本应用简报介绍了利用 Agilent 1260 
Infinity 分析型 SFC 系统对大量药物的
快速分离。将 SFC 系统与 Agilent 6460 
三重四极杆质谱仪相结合，能够实现
快速筛查和定量分析。所有化合物均
在较短的 5 分钟梯度条件下得到洗脱
和分离，并获得了较高的保留时间和
峰面积精度（分别为 0.3% 和 4%）。
所有校准曲线均表现出优异的线性，
LOD 低于 30 pg/mL，证明可实现高
灵敏度分析。浓度精度低于 3.5%，准
确度介于 95% 和 105% 之间。通过定
量分析加标尿液样品中的安非他明类
物质，展示了对法医毒理学样品的分
析性能。结果证明，加标化合物的浓
度以优异的浓度精度和准确度测得。

图 4. 加标尿液样品中 MDA 的定性测量。A) 浓度为 20 ng/mL 的 MDA 的定量离子。B) 定量离
子、定性离子及其比例。C) MDA 的 MS/MS 谱图。D) MDA 在 0.2 ng/mL 至 100 ng/mL 之间
的校准曲线，线性相关系数为 0.9995。实测浓度如箭头所示
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使用超临界流体色谱和质谱测定尿
液中的 β-受体阻滞剂

应用简报
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兴奋剂检测

摘要
本应用简报介绍了利用 Agilent 1260 Infinity 分析型 SFC 系统对一系列极性
药物化合物的分离。重点关注所用化合物库中包含的大量 β-受体阻滞剂。
对于所有 β-受体阻滞剂，讨论了线性、检测限 (LOD) 和定量限 (LOQ) 以及
保留时间 RSD 和峰面积 RSD 等性能数据。最终，对其中加入 β-受体阻滞
剂的尿液样品进行了分析。
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BPR

废液

色谱柱

分流器 1
分流器 2

等度泵

色谱柱
Agilent ZORBAX NH2, 4.6 × 150 mm, 
5 µm（部件号 883952-708）

软件
• 适用于三重四极杆质谱仪的  

Agilent MassHunter 数据采集
软件，07.01 版

• Agilent MassHunter 定性分析
软件，07.00 版

• Agilent MassHunter 定量分析
软件，07.00 版

通过分流和补偿流将 SFC 连接
至 MS

补偿流组成
甲醇/水 (95/5)，0.5 mmol/L 甲酸铵 
+ 0.2% 甲酸

补偿流流速
0.5 mL/min

• Agilent 1260 Infinity SFC 控制
模块

• Agilent 1260 Infinity SFC 二元泵

• Agilent 1260 Infinity 高性能脱
气机

• Agilent 1260 Infinity SFC 标准
自动进样器

• Agilent 1260 Infinity 柱温箱

• Agilent 1260 Infinity 二极管阵
列检测器，配备高压 SFC 流通池

• 采用安捷伦喷射流技术的 
Agilent 6460 三重四极杆液质联
用系统 (G6460C)

• Agilent 1260 Infinity 等度泵 
(G1310B)

• 安捷伦分流器套装 G4309-68715

仪器设置
图 1 显示了 Agilent 1260 Infinity 分析
型 SFC 系统与 Agilent 6460 三重四极
杆液质联用系统的推荐配置。

前言
在被世界反兴奋剂机构  (WADA) 列
为禁用物质的庞大极性化合物库1 中，
有一部分已在 HILIC 条件下得到分析2。

在本研究中，利用超临界流体色谱 
(SFC) 对该化合物系列进行了研究，
以评估对此类极性化合物的分析能力
以及三重四极杆质谱对它们的检测性
能。由于兴奋剂检测分析的样品量很
大，因此需要一种快速分析已知兴奋
剂化合物的方法。SFC 凭借其快速
分离能力，可以在应对该应用领域中
的样品数量方面发挥重要作用。在评
估过程中，利用所用化合物库中固有
的 13 种 β-受体阻滞剂，测定样品定
量分析的典型检测限 (LOD)、定量限 
(LOQ)、保留时间 RSD 和峰面积 RSD 
以及精度和准确度数据。

实验部分

仪器
Agilent 1260 Infinity 分析型 SFC 系统 
(G4309A)：

图 1. Agilent 1260 Infinity 分析型 SFC 系统与 Agilent 6460 三重四极杆液质联用系统的配置。
色谱柱直接连接至分流器组件中的分流器 1（BPR = 反压调节器，不使用紫外检测器，分流器
套装部件号 G4309-68715）
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标准品
化合物库由极性药物化合物组成，其
中包括 13 种 β-受体阻滞剂，每种化
合物浓度分别为 1 mg/mL，溶于乙腈
中。用甲醇制得 1:100 的稀释液，配
制用于所述研究的储备液。

化学品
所有化学品均购自  Sigma-Aldrich 
(Taufkirchen, Germany)。所有溶剂均
为 LC/MS 级。甲醇购自德国 J.T. Baker 
公司。新制超纯水产自配置 LC-Pak 
Polisher 和 0.22 µm 膜式终端过滤器 
(Millipak) 的 Milli-Q Integral 水纯化
系统。

样品前处理
向尿液中加入喷布洛尔 (250 ng/mL)，
用甲醇按 1:5 的比例进行稀释，涡旋
混合，然后在 14000 g 下离心 5 分钟。
对上清液进行过滤，并将滤液直接进
样分析。

参数 值
SFC 流速 3 mL/min

SFC 梯度 0 分钟，2% B； 
10 分钟，50% B

停止时间 10 分钟
后运行时间 2 分钟
改性剂 甲醇 + 0.1% 甲酸 (FA)

BPR 温度 60 °C

BPR 压力 150 bar

柱温 40 °C

进样量 5 µL，定量环过量填充三倍

SFC 方法

参数 值
电离模式 正离子
毛细管电压 2500 V

喷嘴电压 2000 V

气体流速 8 L/min

气体温度 220 °C

鞘气流速 12 L/min

鞘气温度 380 °C

雾化器压力 25 psi

MRM 条件 见表 1，其中显示了详细的保留时间、保留时间窗口、碎裂电压和碰撞能量

质谱方法

表 1. 用于研究 β-受体阻滞剂的 MRM 条件，列出了母离子质量数、碎片离子质量数以及碎裂电
压和碰撞能量

 母离子 (m/z) 碎裂电压 (V) 定量离子 CE (V) 定性离子 CE (V)

喷布洛尔 292 113 236 12 74 20

阿普洛尔 250 11 116 16 56 28

氧烯洛尔 266 113 116 12 72 16

比索洛尔 326 141 116 16 74 28

艾司洛尔 296 121 145 24 56 32

心得安 260 95 116 16 56 28

塞利洛尔 380 136 251 20 74 32

醋丁洛尔 337 145 116 20 56 28

奈必洛尔 406 151 151 28 44 44

心得乐 249 110 116 16 56 28

索他洛尔 273 83 255 8 133 28

阿替洛尔 267 110 145 28 56 28

纳多洛尔 310 88 254 12 56 36
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LOD (S/N > 3)（表 2）。典型 LOD 低于 
1.5 ng/mL，典型 LOQ 低于 5 ng/mL。
所有化合物均获得了线性校准，R2 优
于 0.9990。

将浓度为 100 ng/mL 的校准标样进
样分析 10 次，便于统计评估（表 2）。 
测得的保留时间 RSD 通常低于 0.25%， 
峰面积 RSD 低于 5%。

这些 β-受体阻滞剂在 4.68 至 7.38 分
钟之间洗脱，共洗脱效应极小。药物
混合物中第一种洗脱的化合物在保留
时间 2.27 分钟处洗脱，最后一种洗脱
的化合物在 8.19 分钟洗脱。

绘制所有 β-受体阻滞剂 1000 ng/mL 
至 1 ng/mL（在改性剂中）的校准曲
线，以测量线性、LOQ (S/N > 10) 和 

结果与讨论
在氨基色谱柱上，采用甲醇（含 0.1% 
FA）作为改性剂，梯度从  2% 开始
并在 10 分钟内增加至最高 50%，对 
44 种药物混合化合物中固有的 13 种 
β-受体阻滞剂进行分离。在该梯度
条件下，所有 44 种化合物均可得到
分离。在本例中，仅监测并详细讨论 
13 种 β-受体阻滞剂（图 2）。

图 2. 包含 44 种化合物的混合物中 13 种 β-受体阻滞剂的分离。用于分离所有化合物的梯度为：甲醇含量在 10 分钟内从 
2% 增加至 50%。最早洗脱的化合物保留时间为 2.270 分钟，最晚洗脱的化合物保留时间为 8.198 分钟。β-受体阻滞剂在 
4.68 至 7.38 分钟之间洗脱
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表 2. 13 种 β-受体阻滞剂的保留时间、保留时间和峰面积的 RSD 以及 LOD、LOQ 和线性。利
用 1 至 1000 ng/mL 之间绘制的校准曲线计算得到 LOD 和 LOQ。将浓度为 100 ng/mL 的校准
标样进行分析 10 次，由此计算得出 RSD

化合物 RT (min) RT RSD (%) 峰面积 RSD (%) LOD (ng/mL) LOQ (ng/mL) R2

喷布洛尔 4.680 0.18 3.54 0.20 1.60 0.9994

阿普洛尔 4.784 0.16 4.42 1.50 5.00 0.9990

氧烯洛尔 4.912 0.16 2.76 0.10 0.25 0.9992

比索洛尔 5.045 0.15 3.00 0.19 0.60 0.9991

艾司洛尔 5.111 0.15 6.83 1.41 4.71 0.9992

心得安 5.611 0.18 8.05 1.71 5.70 0.9997

塞利洛尔 6.158 0.26 3.29 0.37 1.25 0.9998

醋丁洛尔 6.397 0.26 1.68 0.66 2.19 0.9997

奈必洛尔 6.463 0.24 5.31 2.85 9.52 0.9996

心得乐 6.854 0.28 3.67 3.64 10.90 0.9994

索他洛尔 7.088 0.24 6.29 5.51 18.38 0.9995

阿替洛尔 7.322 0.28 3.73 1.98 6.66 0.9995

纳多洛尔 7.383 0.29 2.53 0.41 1.38 0.9997
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228.45 ng/mL。该化合物在 4.53 分 
钟洗脱，获得了良好的信号强度  
 （图 3B），且定量/定性离子比处于预
期范围内（图   3C）。为进行统计评
估，将样品进样分析 10 次，计算得
出的保留时间 RSD 和峰面积 RSD 分
别为 0.14% 和 2.29%。计算得出的
浓度精度和准确度分别为 2.28% 和 
91.38%。

作为实际样品的示例，将喷布洛尔以  
250 ng/mL 的浓度加入尿液中，并按
照“实验部分”所述的步骤进行样品
前处理。由于纯水溶液样品不能进样
至 SFC 中，因此用甲醇按 1:5 的比
例对样品进行稀释。为定量测定喷布 
洛尔，绘制溶剂中浓度为 1000 ng/mL  
至 2 ng/mL 范围内的校准曲线  
 （图 3A）。测得稀释样品的平均浓度 
为 45.59 ng/mL，测得的样品浓度为  

图 3. 尿液中喷布洛尔的测定。A) 喷布洛尔在 2 至 1000 ng/mL 之间的校准曲线。稀释样品中测得的浓度如箭头所示。
B) 稀释样品中喷布洛尔的定量离子对。C) 所测样品的定量/定性离子比。D) 样品中测得的喷布洛尔的 MRM 离子对。 
内插表格中示出由样品进样分析 10 次计算得出的保留时间 RSD 和峰面积 RSD 以及平均浓度、浓度精度和浓度准确度

喷布洛尔

浓度 (ng/mL)
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

0

1.0

2.0

3.0
y = 3268.068287*x – 436.716917  

喷布洛尔
RT RSD (%) 0.14
峰面积 RSD (%) 2.29
平均浓度 (ng/mL) 45.69
浓度精度 (%) 2.28
浓度准确度 (%) 91.38

+ MRM (292.0 & 236.0) 喷布洛尔 

4.0 4.4 4.8 5.2

0
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3.0

4.531 min
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结论
本应用简报证明利用 SFC 能够在较短
的运行时间内分离大量高极性药物化
合物。将 SFC 与三重四极杆质谱仪结
合使用所得的检测结果表明，检测限
通常低于 1.5 ng/mL。保留时间 RSD 
低于 0.25%，峰面积 RSD 低于 5%。

结果证明，通过用有机溶剂稀释实际
水溶液样品，能够对样品中的药物化
合物进行测量，并获得足够高的灵敏
度以及浓度精度和准确度。
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利用超临界流体色谱与紫外检测定
量分析 E7 液晶混合物中的化合物

应用简报

作者

Edgar Naegele 
安捷伦科技有限公司 
Waldbronn, Germany

专用化学品

摘要
本应用简报展示了 Agilent 1260 Infinity 分析型 SFC 系统对液晶化合物进行
定量分析的能力。证明该系统能够在几分钟内完成对商业化液晶混合物的快
速分离。利用紫外检测器完成检测，并介绍了对 E7 混合物的组成的相对定
量分析。结果得到统计评估的支持。
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通常利用反相高效液相色谱 (HPLC) 
与紫外 (UV) 或质谱 (MS) 检测相结
合，对液晶化合物和混合物进行分
析。液晶混合物的典型反相 HPLC 分
离需要约 1 小时的分析时间9,10。

本应用简报介绍了利用 Agilent 1260 
分析型 SFC 系统在较短的分析时间内
实现对液晶化合物混合物的分离。在 
UV 检测后创建相应的校准曲线，实
现对所有化合物的定量分析。展示了
对市售液晶混合物的含量的相对定量
结果。

氰基联苯和氰基三联苯类化合物包含
在所需温度范围内呈现向列相的液
晶。可通过合成仅在脂肪族结构单元
的长度上有所不同的化合物，或通过
混合不同的液晶化合物，对它们的性
质进行设计。常用的液晶 4-氰基-4'-
戊基联苯 (5CB) 长约 20 埃 (Å)，在 
18 °C 下发生相变成为向列相，并在 
35 °C 下发生相变呈各向同性状态7。
广泛使用的  E7 液晶混合物  (Merck 
KGaA, Darmstadt, Germany) 就是这
样一个例子（图 1）。它具有较高的双
折射率和正介电各向异性，因此可广
泛用于聚合物 LCD 中8。E7 混合物的
组成对于液晶的物理性质和特性至关
重要。即使微小的组成变化也会影响 
 （例如）向列相转变为各向同性的温 
度 (TNI)。

前言
液晶是一类物理性质介于固态和液
态之间的物质1,2。生理学家 Friedrich 
Reinitzer 于 1888 年在胆固醇衍生物
中发现了一些化学和生物化合物的液
晶状态3。他观察到此类化合物具有
两个熔点。在第一个熔点下，化合物
熔化成浑浊液体，在第二个熔点下熔
化成透明液体。这项工作由物理学家 
Otto Lehmann 继续进行，他对液晶在
偏振光下的行为进行了研究4。20 世
纪初，化学家 Daniel Vorländer 制造
出大量合成液晶5。

液晶可以在热致、溶致和金属相中获
得。热致液晶包括（例如）棒状有机
分子。它们随温度的变化发生相变，
成为液晶相。通常，在特定温度范围
以下，热致液晶表现为固体，而在该
温度范围以上则表现为液体。在液晶
性范围内，它们可能表现出某些向列
相和近晶相。在向列相中，棒状分
子通常沿它们的轴排列并且与磁场
和电场对准。在近晶相中，分子按层 
排列。

通常，向列相范围远高于室温。但
是，某些分子或混合物的向列相温度
范围处于使用液晶显示器 (LCD) 所需
的温度范围内。LCD 由两个玻璃层
之间夹一层液晶以及电极和两个偏振
滤光片组成。根据电场以及液晶取向
不同，LCD 可以切换为高度透明的开
启 (ON) 状态或散射光的关闭 (OFF)  
状态6。

图 1. 本研究中使用的氰基联苯和氰基三联苯的化学结构，这些化合物包含于市售 E7 液晶混合
物中

H3C
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H3C

C N

C N

C N

4-氰基-4'-正戊基联苯 (5CB) 
CAS 号：40817-08-1

4-氰基-4'-正庚基联苯 (7CB)
CAS 号：41122-71-8

4-氰基-4'-正辛氧基联苯 (8OCB) 
CAS 号：52364-73-5

4-氰基-4'-正戊基三联苯 (5CT)
CAS 号：54211-46-0
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 （图 2）。5CB 和 7CB 的区别在于烷基
链的长度相差一个 -CH2CH2- 结构单
元。它们得到了基线分离，保留时间
分别为 1.38 分钟和 1.46 分钟。采用
快速梯度，其中改性剂浓度在 1.50 分
钟内从 1% 增加至 13%，整体分析时
间为 2.25 分钟。在 SB-C8 色谱柱上
进行这一分离时，利用乙腈作为中等
极性改性剂。

结果与讨论
由液晶化合物 5CB、7CB、8OCB 和 
5CT 的单独储备液制得混合储备液。
利用该溶液开发 SFC 分离方法。根
据各个谱图，确定用于检测所有化合
物的单一波长为 280 nm，在该波长
下，所有化合物均具有足够高的响
应。所开发的方法使四种相似的化合
物在 1.38 分钟和 1.73 分钟之间分离 

实验部分

仪器
Agilent 1260 Infinity 分析型 SFC 系统 
(G4309A)，包括以下模块：

• Agilent 1260 Infinity SFC 控制
模块

• Agilent 1260 Infinity SFC 二元泵

• Agilent 1260 Infinity 高性能脱
气机

• Agilent 1260 Infinity SFC 标准
自动进样器

• Agilent 1260 Infinity DAD， 
配备高压标准 SFC 流通池

• Agilent 1260 Infinity 柱温箱

色谱柱
Agilent ZORBAX SB-C8, 4.6 × 100 mm, 
1.8 µm（部件号 828975-906）

软件
Agilent OpenLAB CDS ChemStation 
版，适用于 LC 和 LC/MS 系统，修订
版 C.01.07

样品
将图  1 所示的所有液晶化合物（各 
1 0  m g）溶于  1 0  m L  庚烷 /乙醇 
(90/10)。最终混合储备液中各种化合
物的浓度为 200 µg/mL。用庚烷作为
稀释剂并按 1:2 的稀释模式稀释制得
校准标样，创建校准曲线。

化学品
所有溶剂均购自德国 Merck 公司。化
学品均购自德国 Sigma-Aldrich 公司。

图 2. 采用快速梯度并在较短的分析时间内获得的液晶化合物 5CB、7CB、8OCB 和 5CT 的混合
物（各自浓度为 50 µg/mL）的分离结果
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DAD1 A, Sig=280,4 Ref=360,100 1.385
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SFC 方法
参数 值
溶剂 A CO2

改性剂 B 乙腈
SFC 流速 2.5 mL/min

梯度 0 分钟时 1% B，1.5 分钟时 13% B

停止时间 2.25 分钟
后运行时间 1 分钟
BPR 温度 60 °C

BPR 压力 100 bar

柱温 60 °C

进样量 1 µL，定量环过量填充 9 倍
用庚烷/乙醇 (90/10) 在样品瓶中清洗进样针并冲洗定量环
检测 280 nm/带宽 4 nm；参比 360 nm/带宽 100 nm；数据采集速率：20 Hz
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还利用混合储备液按  1:2 的稀释模
式将各种化合物的浓度稀释至最低 
6.25 µg/mL，由此生成各种化合物的
校准曲线。各种化合物的校准曲线均
表现出优于 0.99990 的线性（图 2）。
将 50 µg/mL 的校准稀释液进样分析 
10 次，从而对最重要的结果进行统计
评估（表 1）。保留时间 RSD 通常低
于 0.24%，证明即使这些保留时间短的
化合物也获得了出色的保留时间精密
度。实测含量的精密度介于 1.75% 和 
1.97% 之间，并且计算得出的准确度
约为 98%。化合物洗脱得到尖锐的峰，
半峰高处的典型峰宽约为 0.015 分钟 
 （0.9 秒），所有峰的分离度均高于 3。

表 1. 对 50 µg/mL 液晶混合物进行统计评估得到的结果，显示了保留时间 RSD、浓度精密度、
峰宽和峰分离度

 5CB 7CB

 
RT  
(min)

含量  
(mg/mL) 峰宽 分离度

RT  
(min)

含量  
(mg/mL)  峰宽 分离度

均值 1.384 48.72 0.015  1.466 49.06 0.018 3.01

RSD (%) 0.25 1.97 1.09  0.24 1.95 1.69 1.29

 8OCB 5CT

 
RT  
(min)

含量  
(mg/mL) 峰宽 分离度

RT  
(min)

含量  
(mg/mL) 峰宽 分离度

均值 1.571 49.04 0.016 3.56 1.751 48.61 0.016 6.61

RSD (%) 0.24 1.75 1.09 1.31 0.21 1.76 1.01 1.01

含量 (µg/mL)0 50 100 150

含量 (µg/mL)0 50 100 150

含量 (µg/mL)0 50 100 150

含量 (µg/mL)0 50 100 150
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相关系数：0.99992
峰面积 = 4.24955257 * 含量 – 5.0780396
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相关系数：0.99992
峰面积 = 4.53701888 * 含量 – 4.8889037

图 3. 混合物中浓度为 6.25 µg/mL 至 200 µg/mL 的液晶化合物 5CB、7CB、8OCB 和 5CT 的校准曲线，线性优于 0.99990
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所用的化合物均可以 E7 液晶混合物
的形式购买得到。该混合物的组成包
括 51 wt.%（重量百分比）的 5CB、
25 wt.% 的 7CB、16 wt.% 的 8OCB 和 
8 wt.% 的 CT。该组成对于确保其所
需的物理性质至关重要8。所开发的方
法能够用于（例如）E7 液晶混合物的
生产质量控制。为快速决定化合物组
成是否处于允许误差范围内，可以在 
ChemStation 中生成显示峰面积百分
比的报告，或者可利用智能报告器基
于上述校准对报告进行定制。图 4 显
示了典型 E7 混合物的色谱图。

结论
本应用简报介绍了使用 Agilent 1260 
Infinity 分析型 SFC 系统对液晶化合物
混合物的分离。结果证明，在技术上
极为重要的四种液晶化合物的混合物
能够在很短的分析时间（2.25 分钟）
内获得基线分离。本方法的分析速度
比通常所用的传统 RP-HPLC 分离技
术快大约 20 倍。保留时间 RSD 低于 
0.25%，校准曲线线性优于 0.99990。
展示了对商业化 E7 液晶混合物的组
成的定量测定结果。
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图 4. E7 液晶混合物的色谱图。所需组成为 51 wt.% 的 5CB、25 wt.% 的 7CB、16 wt.% 的 
8OCB 和 8 wt.% 的 CT
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使用 Agilent 1260 Infinity 分析型 
SFC 系统测定手性合成的异丙甲
草胺的对映体过量

应用简报

作者

Edgar Naegele 
安捷伦科技有限公司 
Waldbronn, Germany

专用化学品

摘要
本应用简报介绍了分离方法的开发，该方法用于分离来源于具有两个空间中
心的化合物的四种立体异构体。使用 Agilent 1260 Infinity 分析型超临界流
体色谱 (SFC) 系统与 Agilent ChemStation 方法筛选向导软件开发方法。采
用所开发的方法比较由外消旋和立体选择性合成获得的立体异构体的比率。
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前言
在全球范围内，异丙甲草胺除草剂大
量用于控制玉米及其他作物中的各种
阔叶杂草。每年，其全球产量超过 
30000 吨1,2。异丙甲草胺具有一个位于
不对称取代的碳原子处的立体中心和
另一个手性轴。这种结构意味着异丙
甲草胺存在四种立体异构体（图 1）。

生物活性主要取决于立体中心碳原子
的构型。大约 95% 的生物活性来自两
种 S-对映体，即 (aS,1'S) 和 (aR,1'S)，
它们的区别在于手性轴上的空间排列
不同3。因此，富含 S-对映体的异丙
甲草胺制剂不仅可以保持所需的除草
效果，还能减少向环境中引入该化合
物。研究者们开展了大量工作，试图
用 S-对映体的立体选择性合成代替
外消旋合成。最终获得了一种解决方
案，利用手性二茂铁基催化剂催化加
氢反应（图 2）4,5。该合成方法能够生
产对映体过量值大约为 80% 的异丙
甲草胺，且年产量可达 50000 吨以
上。为测定对映体过量并由此确定手
性合成成功与否，必须将所有四种立
体异构体分离。这一分离已通过正相 
HPLC 实现6,7。利用 HPLC 方法，四种
立体异构体在 20–30 分钟之间从色谱
柱上洗脱下来，并且通常需要使用有
害的正相溶剂。

本应用简报介绍了如何使用 Agilent 
1260 Infinity 分析型 SFC 系统开发用
于分离异丙甲草胺的所有四种立体异
构体的方法。所开发的方法能够分离
这四种立体异构体，且分离时间远远
短于使用正相 HPLC 条件时通常所需
的分离时间。此外，SFC 方法无需使
用有害溶剂。

图 1. 农药异丙甲草胺的立体异构体。1'S-对映体具有生物活性，与手性轴上的空间排列无关

(aS, 1’S) 异丙甲草胺 (aR, 1’S) 异丙甲草胺

(aR, 1’R) 异丙甲草胺 (aS, 1’R) 异丙甲草胺
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图 2. S-异丙甲草胺的立体选择性合成

手性催化剂

(aS, 1’S) 异丙甲草胺
(aR, 1’S) 异丙甲草胺
（见图 1）

(aS, 1’R) 异丙甲草胺
(aR, 1’R) 异丙甲草胺
（见图 1）
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色谱柱
• Chiral Technologies, Chiralpak 

IA3, 4.6 × 250 mm, 3 µm

• Chiral Technologies, Chiralpak 
IB, 4.6 × 250 mm, 5 µm

• Chiral Technologies, Chiralpak 
IC, 4.6 × 250 mm, 5 µm

• Chiral Technologies, Chiralpak 
ID, 4.6 × 250 mm, 5 µm

化学品
• 异丙甲草胺和 S-异丙甲草胺均购
自德国 Sigma-Aldrich 公司。实
验采用溶于 5 mg/mL 异丙醇的
溶液

• 所有溶剂均购自德国 Merck 公司

• 新制超纯水产自配置  LC-Pak 
Polisher 和 0.22 μm 膜式终端过
滤器 (Millipak) 的 Milli-Q Integral 
水纯化系统

仪器设置
为实现溶剂选择，利用 OpenLAB CDS 
中的“仪器配置”菜单将 SFC 二元泵
与 12 位/13 通阀结合起来。溶剂在 
OpenLAB CDS 的“泵设置”菜单中
进行定义。为实现色谱柱选择，利用 
OpenLAB CDS 中的“仪器配置”菜
单将两个柱温箱结合起来，其中每个
柱温箱配备一个 8 位/9 通阀。方法开
发毛细管工具包支持采用最多八根色
谱柱。在 OpenLAB CDS 的色谱柱数
据库中输入色谱柱详细信息并在“柱
温箱”菜单中进行配置。

软件
Agilent OpenLAB CDS ChemStation 
版，适用于 LC 和 LC/MS 系统，版本 
C.01.06，附带 Agilent ChemStation 
方法筛选向导 A02.04 版 (G2196AA)

实验部分

仪器
所有实验均在 Agilent 1260 Infinity 分
析型 SFC 系统 (G4309A) 上完成，该
系统包括：

• Agilent 1260 Infinity SFC 控制
模块

• Agilent 1260 Infinity SFC 二元泵

• Agilent 1260 Infinity 高性能脱
气机

• Agilent 1260 Infinity SFC 自动
进样器

• Agilent 1290 Infinity 柱温箱，
配备阀驱动

• Agilent 1260 Infinity 二极管阵
列检测器，配备高压 SFC 流通池

利用 SFC 系统进行自动化方法开发需
要下列额外设备：

• Agilent 1290 Infinity 柱温箱 
(G1316C)，配备阀驱动

• Agilent 1200 Infinity 系列 8 位/ 
9 通 Quick-Change 快速更换阀， 
2 个 (G4230A)

• Agilent 1290 Infinity 阀驱动  
(G1170A)，配备 Agilent 1200 
Infinity 系列 12 位/13 通  
Quick-Change 快速更换阀 
(G4235A)

• 方法开发毛细管工具包（部件
号 5067-1595）

SFC 方法
优化后最终方法的条件以粗体显示。

参数 值

溶剂 A CO2

改性剂 B 甲醇、乙醇和异丙醇
SFC 流速 3 mL/min

等度洗脱 2.5%、5%、10% 和 20% 改性剂
改性剂 甲醇
BPR 温度 60 °C

BPR 压力 120 bar

柱温 35 °C

进样量 1 µL，固定定量环，定量环过量填充 10 倍，用异丙醇在样品瓶中清洗进样针
检测 220 nm/带宽 4 nm，参比 360 nm/带宽 100 nm，数据采集速率 10 Hz
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结果与讨论
利用包含所有四种立体异构体的异丙
甲草胺的外消旋混合物，对四种不同
的手性柱和洗脱强度逐渐增加的三种
有机改性剂（异丙醇、乙醇和甲醇）
进行筛选。采用三种不同的等度条件
进行初始筛选，其中有机改性剂分别
为 5%、10% 和 20%。用三种不同的
溶剂和三种不同的等度溶剂组成对
一根色谱柱进行筛选耗时大约 90 分
钟，其中包括溶剂更换和平衡时间。
通过筛选过程发现，在 Chiralpak IA3 
色谱柱上获得了最具前景的洗脱模式 
 （如图 3 所示，未示出其他色谱柱的
结果）。

在 Chiralpak IA3 色谱柱上进行筛选
时，洗脱强度最高的甲醇未能分离四
种立体异构体（图 3A）。使用洗脱强
度较低的乙醇时，当乙醇含量为 10% 
时，各种化合物开始分离。当乙醇含
量为 5% 时，两对化合物得到分离，但
是单个化合物未完全分离（图 3B）。
采用洗脱强度最弱的洗脱溶剂异丙醇
时，在异丙醇含量为 5% 的等度条件
下，第一种化合物和最后一种化合物
几乎获得了基线分离，并且第二种化
合物和第三种化合物之间出现一个峰
谷（图 3C）。使用这些起始条件完成
了最终优化。最终方法采用异丙醇含
量为 2.5% 的等度条件来分离四种立
体异构体，四种化合物在 6.16 分钟至 
7.44 分钟之间得到分离（图 4）。
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图 3. 采用 5%、10% 和 20% 的 A) 甲醇、B) 乙醇 和 C) 异丙醇 (IPA) 分离四种手性异丙甲草胺
异构体。选择 5% IPA 的等度条件作为在 Chiralpak IA3 色谱柱上进行分离方法最终优化的起始
点

图 4. 在最终优化的方法中，采用 Chiralpak IA3 色谱柱和 2.5% 异丙醇等度条件，异丙甲草胺的
四种立体异构体在 6.159 分钟至 7.438 分钟之间得到分离
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采用这一优化的方法分析通过立体选
择性合成获得的异丙甲草胺，结果
表明该异丙甲草胺的 S-对映体过量 
 （图  5）。作为混合物中的主要化合
物，对映体 (aS,1'S) 和 (aR,1'S) 分别在 
6.18 分钟和 6.64 分钟处洗脱。作为微
量成分，对映体 (aS,1'R) 和 (aR,1'R) 分
别在 7.16 分钟和 7.48 分钟处洗脱。
通过峰面积计算得出，S-对映体的对
映体过量值约为 78%（表 1）。由外
消旋异丙甲草胺样品获得的峰面积
显示，S-对映体和 R-对映体的比率
为 50%:50%，但是其中一种手性轴
立体异构体（aS 或 aR）的含量更高 
 （表 1）。

将外消旋和立体选择性混合物进样分
析 10 次得到的统计评估结果表明，立
体选择性混合物的保留时间 RSD 通
常低于 0.2% 并且峰面积 RSD 通常为 
1%（表 1）。

结论
本应用简报介绍了农药化合物异丙甲
草胺的手性分离方法开发，该化合物
具有多个手性中心，因此，其具有两
种以上的对映异构体。利用最终方法
测定通过立体选择性合成获得的产品
的对映体过量值。所开发方法的分析
时间为 10 分钟。相比之下，典型的
正相 HPLC 方法需要至少 30 分钟。
该 SFC 方法的分析速度比通常所用的
正相方法快大约 3 倍。此外，与正相
方法相比，SFC 无需使用正己烷等有
害溶剂。获得的保留时间 RSD 值低于 
0.2%，峰面积 RSD 值约为 1%。
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图 5. 通过立体选择性合成获得的异丙甲草胺的四种立体异构体的分离情况。主成分 S-对映体
分别在 6.183 分钟和 6.642 分钟处洗脱。S-对映体的对映体过量值约为 78%

表 1. 通过外消旋和立体选择性合成获得的四种异丙甲草胺立体异构体的分离结果的统计评
估，以及对映体组成的相对测定结果
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根据 ASTM D7347 方法检测变性
乙醇中的烯烃含量
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能源与化工

摘要
本应用简报介绍了使用 Agilent 1260 Infinity 分析型 SFC 系统结合 SIM 火
焰离子化检测器 (FID) 测定变性乙醇中的烯烃含量。将 1260 Infinity 分析型 
SFC 系统与该 FID 相结合，可满足 ASTM D7347-07 方法的所有要求，例如
基于时间的色谱柱切换所需的保留时间精密度、良好的峰面积精密度和校准
函数。
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分析柱
• Agilent ChromSpher 5 Lipids 

 （银负载），4.6 × 30 mm 
 （部件号 G7601-85000）

• YMC-PACK-SIL-06,  
4.6 × 250 mm, S-5 µm, 6 nm 
 （部件号 SL06S05-2546WT）

• YMC-Pack-PVA-Sil,  
4.0 × 50 mm, S-5 µm, 12 nm 
 （部件号 PV12S05-0504QT）

软件
Agilent OpenLAB CDS ChemStation 
版，修订版 C.01.05

SFC/FID 配置
色谱柱的出口连接至 FID 的上部 T 形管 
 （图 1）。为冲洗反压调节器 (BPR)，
从二元泵的泵头 B 持续泵送己烷。为
保持反压恒定和系统连续运行，将限
流毛细管集成到泵头 B 和 FID 下部的 
T 形管之间。

实验部分
仪器
Agilent 1260 Infinity 分析型 SFC 系统，
采用如下配置：

• Agilent 1260 Infinity SFC 二元泵

• 两个 Agilent 1290 Infinity 柱温箱，
配备阀驱动和 2 位/6 通 Agilent 
InfinityLab Quick Change 快速更
换阀

• Agilent 1260 Infinity SFC 控制模块

• CTC Analytics 液相色谱进样器 
HTC PAL（宽 50 cm），经改进配
有 4 通阀（内部 1 µL 定量环）和 
DLW，或者 Agilent 1260 Infinity 
标准自动进样器（替代方案）

• SIM 火焰离子化检测器

• 用于己烷冲洗流路的限流器：
PEEKsil，内径 100 µm，20 cm 

完整解决方案可从  SIM Scientif ic 
Instruments Manufacturer GmbH 
(Oberhausen, Germany) 订购。

前言
变性乙醇被用作火花点火发动机燃料
中的含氧添加剂。它在终端被添加至
燃料中，并且可能包含烯烃物质，进
而可能提高燃料的总烯烃含量。事实
证明，烯烃类物质可促进大气中的光
化学反应。这可能导致易受影响的城
市地区形成雾霾。因此，加州空气资
源委员会 (CARB) 规定了火花点火发动
机燃料中总烯烃的最高允许限值1,2。

因此，需要一种分析方法来测定用于
火花点火发动机燃料的变性乙醇中的
烯烃含量，如 ASTM 方法 D7347-07 
所述。监管机构和生产商必须遵守该
方法2。ASTM D6550 中描述了用于测
定汽油中总烯烃含量的相应分析测试
方法3,4。

SIM Scientific Instruments  
Manufacturer GmbH（德国）针对 
Agilent 1260 Infinity 分析型 SFC 系统
开发出一款火焰离子化检测器 (FID)，
以扩展其应用范围，例如用于满足 
ASTM D5186 中所述的柴油燃料中芳香
族化合物测定的相关石化应用要求5,6。

本应用简报介绍了使用 1260 Infinity 
分析型 SFC 系统结合 SIM 火焰离子
化检测器测定变性乙醇中的烯烃含
量。结果表明，该 SFC/FID 系统满足 
ASTM D7347-07 的所有要求。该测试
方法可自动进行，无需任何样品前处
理，并且分析时间相对较短，仅 10 分
钟左右。适用于分析 0.1%–1.0%（质
量 %）的总烯烃。展示了最终方法的
保留时间 (RT) 和峰面积精密度、烯烃
定量测定的准确度以及检测器线性。
最后，对变性乙醇样品进行了测量。

图 1. SFC/FID 模块与液相色谱仪的连接

来自色谱柱（洗脱液流）

来自泵头 B
（己烷冲洗液流）
穿过限流毛细管 

FID
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图 2. 色谱柱和阀配置。位置 A) PVA 色谱柱、硅胶柱和银负载色谱柱串联且处于正冲模式下。将样品进样至三根色谱柱上，乙醇保留在 PVA 色
谱柱上。在乙醇洗脱（位置 B）后，将利用此位置洗脱饱和烃，使烯烃上样至银负载色谱柱，并保留芳烃。位置 B) 将乙醇从 PVA 色谱柱上反冲
下来。硅胶柱和银负载色谱柱不在流路中。位置 C) 反冲银负载色谱柱以洗脱烯烃。硅胶柱不在流路中。位置 D) 液流首先进入 PVA 色谱柱，然
后进入银负载色谱柱，最后进入处于正冲模式下的硅胶柱，将硅胶柱上的芳烃洗脱到检测器中
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确定阀切换时间 
 （ASTM D7347，第 9 节）
通过下文所述的实验，利用载样时间
混合物 A 至 C 确定阀切换的时间。必
须在初始系统设置或更换部件（如色
谱柱、毛细管等）时完成该程序。

• 为确定载样时间 tL，将阀切换至
图 2B 中所示的位置；使用载样时
间混合物 A。该阀位置仅允许使
用 PVA 色谱柱，同时保护硅胶柱
免受乙醇的影响，并保护银负载
色谱柱免受芳烃的影响（图 3A， 
tL = 0.75 分钟）

• 利用纯乙醇确定在载样时间 tL 后
从 PVA 色谱柱反冲乙醇的时间 tE。 
当阀处于图 2A 所示的位置时，
注入乙醇，然后在 tL = 0.75 分钟
时将阀切换至图  2B 所示的位
置。确定乙醇峰返回基线的时间 
tE（图 4，tE = 3.0 分钟）

• 利用载样时间混合物 B 确定烯烃
化合物从硅胶柱转移至银负载色
谱柱上的载样时间 tO（图 5，tO = 
5.15 分钟）

• 利用载样时间混合物 C 确定烯烃
在反冲模式下从银负载色谱柱上完
全洗脱所需的时间段 tBO（图 6， 
tBO = 7.5 分钟）
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图 3. 载样时间 tL 的确定。阀切换至如图 2B 所示的位置。使用载样时间混合物 A。芳烃和饱和
烃化合物离开 PVA 色谱柱且信号返回基线时的时间确定为载样时间 tL（tL = 0.75 分钟）
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图 4. 确定在载样时间 tL 后反冲乙醇的时间 tE。在阀位置 2A 处注入乙醇，并将阀切换至 2B 
 （tL = 0.75 分钟）。乙醇峰返回基线时的时间确定为反冲时间 tE（tE = 3.0 分钟）
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• 利用载样时间混合物 B 确定芳烃
的洗脱时间 tA。在时间段 tBO 后，
将阀切换至图 2D 所示的阀位置，
使芳烃从硅胶柱上洗脱下来。在
单环芳烃和多环芳烃  (PNA) 洗
脱后，可停止运行（tA = 9.5 分
钟）。图 7 显示了完整的色谱图

• 载样时间混合物 D 和 E 可用于
说明是否存在洗脱到银负载色
谱柱上的饱和烃或芳烃。可利
用它们优化阀切换时间点 tO（未
示出色谱图）
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图 5. 确定烯烃化合物上样至银负载色谱柱的载样时间 tO。使用载样时间混合物 B。为确定 tO，
在图 2A 中所示的阀位置处注入载样时间混合物 B。在 tL 后，将阀切换至图 2B 中所示的位置
以反冲乙醇。在 tE 时，将阀切换至图 2D 中所示的位置。此配置将饱和烃、烯烃和芳烃直接洗
脱到检测器，避免污染银负载色谱柱（tO = 5.15 分钟）
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图 6. 在反冲模式下，烯烃从银负载色谱柱上完全洗脱所需的时间段 tBO 的确定。使用载样时间
混合物 C。采用图 2A 所示的阀位置注入该样品。在 tL 时，将阀切换至图 2B 中所示的位置以
反冲乙醇。在 tE 时，将阀切换回初始位置，直至饱和烃从硅胶柱上洗脱下来并通过银负载色谱
柱进入检测器（直至时间 tO）。现在将阀切换至图 2C 中所示的位置，在反冲模式下，使保留
的烯烃从银负载色谱柱上洗脱下来（tBO = 7.5 分钟）



147147

第 5 章 ― 能源与化工应用 目录

化学品和溶液
根据 ASTM D7347 中的指南配制样
品和标样。所有化学品：苯、甲苯、
萘、己烷、环己烷、环己烯、2-戊 
烯、 1 -己烯和汽油（特纯，沸点 
90–100 °C）均购自 Sigma-Aldrich 
(Taufkirchen, Germany)。乙醇为 
HPLC 级，购自德国 Carl Roth。

图 7. 变性乙醇中烯烃含量测量的性能测试。阀切换时间点和时间范围如图所示。相应的流路
如图 2 所示
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组分 组成

FID 气体 氢气、空气和氮气（用作尾吹气）

洗脱液 二氧化碳（纯度 > 99.998%，根据 SFC 模块的规格要求，采用不带汲取管的加压钢瓶）

用于反压调节器的冲洗溶液 己烷（不用作改性剂。通过二元泵的通道 B 泵送）

载样时间混合物 A 利用 10% 烷烃（正己烷和环己烷）、10% 芳烃（苯、甲苯和萘）和 80% 乙醇确定饱和烃和芳烃在硅胶柱上的载
样时间，同时利用 PVA 色谱柱保护硅胶柱免受乙醇的影响（ASTM D7347，第 7.5.1 节）

载样时间混合物 B 利用 10% 烷烃（正己烷和环己烷）、7% 芳烃（苯、甲苯和萘）、3% 烯烃（2-戊烯、1-己烯和环己烯）和 80% 乙醇
确定饱和烃和烯烃在银负载色谱柱上的载样时间，同时无芳烃污染该色谱柱（ASTM D7347，第 7.5.2 节）

载样时间混合物 C 利用 7% 烷烃（正己烷和环己烷）、3% 烯烃（2-戊烯、1-己烯和环己烯）和 90% 乙醇确定烯烃从银负载色谱柱洗
脱的时间（ASTM D7347，第 7.5.3 节）

载样时间混合物 D 利用 10% 烷烃（正己烷和环己烷）和 90% 乙醇检验银负载色谱柱上是否不存在饱和烃（ASTM D7347，第 7.5.4 节）

载样时间混合物 E 利用 10% 芳烃（苯、甲苯和萘）和 90% 乙醇检验银负载色谱柱上是否不存在芳烃（ASTM D7347，第 7.5.5 节）

性能测试混标 (PTM) 包含重量百分比不超过 10% 的烷烃（正己烷和环己烷）、单环芳烃（苯和甲苯）和多环芳烃（萘）以及重量百分
比不超过 3% 的单烯烃（2-戊烯、1-己烯和环己烯）的乙醇溶液（ASTM D7347，第 7.7 节）

质量控制混标 包含已知浓度的烯烃的乙醇溶液，用于监测分析型 SFC 系统的精密度（ASTM D7347，第 7.8 节）

校准混标 重量百分比为 10% 的烷烃（己烷和环己烷）、重量百分比为 2% 的烯烃（2-戊烯、1-己烯和环己烯）以及重量百分
比为 88% 的乙醇（ASTM D7347，第 8.5 节）。用包含重量百分比为 10% 的烷烃（己烷和环己烷）的乙醇按 1:1 的
比例稀释该储备液。将所得的 1% 烯烃溶液稀释得到一系列校准溶液（以 0.1% 递减，烯烃含量最低为 0.1%）

加标样品 单烯烃（2-戊烯、1-己烯和环己烯）含量不超过 1% 的乙醇（用不超过 10% 的汽油进行变性处理）
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结果与讨论
用于测定变性乙醇中烯烃总量的 ASTM 
D7347 测试方法是基于配备三根色谱
柱和两个六通切换阀的 SFC LC 色谱
系统。逐步将烯烃与乙醇、芳烃和饱
和烃分离，并利用 FID 对烯烃进行定
量分析。充分确定阀切换时间，对于
保护色谱柱免受乙醇的影响、保护银
负载硅胶柱免受乙醇和芳烃的影响并
保证在烯烃洗脱时银负载色谱柱上不
存在芳烃和饱和烃来说非常重要。

首先，按照“实验部分”所述的方法
确定阀切换时间，然后对性能测试混
标 (PTM) 进行测量。该混标包含饱和
烃、烯烃、单环芳烃和 PNA。利用该
混标评估阀切换的准确性，并确保所
有化合物从其相应的色谱柱上及时洗
脱下来以满足所需的保留时间 (RT) 要
求（图 7）。

SFC 方法
Agilent 1260 Infinity SFC 二元泵

溶剂 A CO2（预压缩），99.998%

溶剂 B 己烷，0.5%（仅用于冲洗反压调节器 (BPR)，不用作洗脱液）。根据
样品的组成不同，可能需要用较高含量的己烷（例如，在软件中设置
为 50% 洗脱液 B）不时地冲洗 BPR

流速 1.5 mL/min

BPR 温度 40 °C

BPR 压力 170 bar
Agilent 1290 Infinity 柱温箱

PVA 和硅胶柱柱温 40 °C

银负载色谱柱柱温 70 °C
阀位置（图 2）

阀位置 A 0 分钟时
阀位置 B 0.75 分钟时
阀位置 A 3.0 分钟时
阀位置 C 5.15 分钟时
阀位置 D 7.5 分钟时
CTC Analytics 液相色谱进样器 HTC PAL

进样量 1.0 µL 定量环，过量填充 30 倍，在端口中用己烷进行清洗 

用溶剂 1 预清洗 1

用样品预清洗 1

填充速度 5 µL/s

填充次数 3

进样至 LCVlv1

进样速度 10 µL/s

进样前延迟 500

进样后延迟 500

后清洗溶剂 1 2

阀清洗溶剂 1 2
Agilent 1260 Infinity 进样器（替代方案）

进样量 1.0 µL 定量环，过量填充 10 倍，在样品瓶中用己烷进行清洗
FID

温度 300 °C

气体 氢气 (H2) 50 mL/min
空气 500 mL/min
尾吹气 (N2) 50 mL/min
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第一步，必须除去烃类中的乙醇。虽
然这些化合物在 tL（0.75 分钟）时已经
全部进入硅胶柱中，但是在 tE（3.0 分
钟）时进行反冲之前，乙醇仍保留
在 PVA 色谱柱上。阀位置的分配如
图 7 下方所示。图 2 示出其相应的流
路。饱和烃和烯烃从硅胶柱上洗脱下
来后，烯烃保留在银负载色谱柱上，
饱和烃则进入检测器（4.95 分钟）。
在 tO = 5.15 分钟时，将银负载色谱柱
切换至反冲位置，使烯烃洗脱下来。
芳烃仍保留在处于旁路模式的硅胶柱
上。烯烃从反冲的银负载色谱柱上洗
脱下来，得到较宽的峰，其峰值对应
于 5.95 分钟。在银负载色谱柱上的化
合物完全洗脱并对该色谱柱进行冲洗
后，在 7.5 分钟时将硅胶柱切换回流
路，使芳烃从硅胶柱上洗脱下来。单
环芳烃在 7.67 分钟处洗脱，而 PNA 
在 8.58 分钟处洗脱。图 8 显示了对 
PTM 重复测量 20 次得到的叠加色谱
图，表明基于时间的阀切换运行良
好。烯烃峰与单环芳烃峰之间的分离
度约为 6（要求 > 4）。

为测量实际样品，需要采用溶于变性
乙醇且浓度为 0.1%–1.0% 的烯烃校
准标样生成校准曲线。校准曲线表现
出良好的线性，相关系数优于  0.99 
 （图  9）。图  9 还显示了校准浓度为 
0.1%–1.0% 的烯烃峰的叠加图。
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图 8. 利用 PTM 对变性乙醇中的烯烃含量测量进行性能测试，包含放大图（叠加图，n = 20）

图 9. 烯烃含量为 0.1%–1.0%（质量 %）的叠加色谱图，以及用于测量变性乙醇中烯烃含量的校
准曲线，该校准曲线的线性相关系数为 0.9979
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除校准曲线外，还测量了性能样品 
(PTM)、质量控制 (QC) 样品和变性乙
醇的加标样品（含 9.5% 的汽油）。
图 10 显示了加标 0.5% 烯烃的变性
乙醇样品的色谱图。将所有样品进样
分析 20 次，对烯烃峰进行统计评估 
 （表 1）。RT 的相对标准偏差 (RSD) 
通常低于 0.2%（要求 < 0.5%），峰
面积 RSD 通常低于 2%。按照 ASTM 
D7347-07 第 13.1.1 节所述的方法计
算重现性限值。连续分析得到的结果
之间的差异未超出计算得出的限值，
表明所有样品均符合该标准。

结论
本应用简报证明 Agilent 1260 Infinity 
分析型 SFC 系统与 SIM/FID 联用，在
按照 ASTM D7347-07 方法测定变性乙
醇中烯烃含量时实现了更高的性能。

利用三根不同的色谱柱以及阀切换解
决方案（在正冲模式下分离，在反冲
模式下洗脱），将变性乙醇样品中的
烯烃与饱和烃和芳烃以及乙醇本身分
离。对 0.1%–1.0%（质量 %）之间的
烯烃进行了定量分析，结果表现出良
好的线性。RT 精密度处于给定的限值
范围内，此精密度值对基于时间的色
谱柱切换非常重要。连续分析得到的
结果之间的差异符合 ASTM D7347-07  
第  13 .1 .1  节中规定的重现性限值 
要求。
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图 10. 加标 0.5% 烯烃的变性乙醇样品（9.5% 汽油）

表 1. 根据 ASTM 7347-07 第 13.1.1 节所述的方法得到的 PTM、QC 和加标样品的 RT、峰面积、
浓度和重现性值 (n = 20)

* 按照 ASTM D7347-07 第 13.1.1 节所述的方法计算得到

样品 PTM 3.0% 烯烃 质量控制样品 0.25% 烯烃 加标样品 0.5% 烯烃

按重量计的烯烃 
含量（质量 %） 3.027 0.257 0.527

RT 峰面积 含量 RT 峰面积 含量 RT 峰面积 含量

平均值（质量 %） 5.95 3024.21 3.158 5.93 271.70 0.249 5.95 482.90 0.472

SD 0.01 26.57 0.03 0.01 4.80 0.01 0.01 5.19 0.01

RSD (%) 0.13 0.88 0.89 0.14 1.77 2.04 0.14 1.07 1.16

重现性*(Dmax) 0.107 0.022 0.023

重现性限值* 0.216 0.065 0.077
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根据 ASTM D5186 测定柴油燃料
中的芳烃含量
利用火焰离子化检测器增强 Agilent 1260 Infinity 
分析型 SFC 系统的分析能力

应用简报

作者

Martina Noll-Borchers， 
Timo Hölscher 
SIM Scientific Instruments 
Manufacturer GmbH 
Oberhausen, Germany

能源与化工

摘要
本应用简报介绍了使用 Agilent 1260 Infinity 分析型 SFC 系统与 SIM 火焰离
子化检测器 (FID) 测定柴油燃料中的芳烃含量。将 SFC 系统与开发的 FID 系
统相结合，能够满足 ASTM D5186 方法的所有要求（如检测器准确度和线
性）。这一组合为现有的正相 HPLC 方法 D1319 和 D2425 提供了一种经济
有效且快速的替代方案。

Edgar Naegele，Markus Becker 
安捷伦科技有限公司 
Waldbronn, Germany
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仪器
Agilent 1260 Infinity 分析型 SFC 系统，
采用如下配置：

• Agilent 1260 Infinity SFC 控制
模块

• Agilent 1260 Infinity SFC 二元泵

• Agilent 1260 Infinity 柱温箱

• CTC Analytics 液相色谱进样器 
HTC PAL（宽 50 cm），经改进
配有 4 通阀（内部 0.5 µL 定量
环）和 DLW

• SIM 火焰离子化检测器

完整解决方案可从  SIM Scientif ic 
Instruments Manufacturer GmbH 
(Oberhausen, Germany) 订购。

美国材料与试验协会 (ASTM) 发布了
测试方法 D5186，利用超临界流体色
谱和火焰离子化检测器测定柴油燃料
和航空涡轮机燃料中的芳烃和多环芳
烃含量。与测试方法 D1319 和 D2425 
相比，该测试方法表现出明显优势：

• 应用范围更广

• 统计学精密度更高或者至少与其
他方法持平

• 不受燃料染色的影响

• 成本低、耗时短

该方法适用于分析总芳烃含量为  
1%–75%（质量 %）和多环芳烃含量
为 0.5%–50%（质量 %）的样品1-3。

前言
SIM Scientific Instruments Manufacturer 
GmbH (Oberhausen, Germany) 开发
出一款与 Agilent 1260 Infinity 分析型 
SFC 系统配合使用的火焰离子化检测
器 (FID)。这一组合扩展了应用范围，
例如可满足 ASTM 方法 D5186 所述
的石化应用要求。借助适当的电子部
件和 FID 软件模块，可以通过 Agilent 
OpenLAB CDS ChemStation 版软件
对 FID 进行控制。FID 的开发充分考
虑了检测器准确度和线性以及与 1260 
Infinity 分析型 SFC 系统的集成。在 
FID 开发过程中，首先按照 ASTM 方法 
D5186 所公开的步骤对柴油燃料中的
芳香族化合物进行测定。采用该方法
有利于按照该测试方法中的要求对系
统性能进行验证。该方法使用 FID，
能够分离燃料样品中的单环芳烃和多
环芳烃。需要解决的一个重要挑战是
高熔点化合物（如萘）对反压调节器 
(BPR) 的污染。使用二元泵的通道 B 
以己烷连续冲洗  BPR，克服了这一 
挑战。

柴油和航空涡轮机燃料中包含非芳
烃、单环芳烃和多环芳烃化合物。将
芳烃含量尽可能降至最低，有利于发
动机获得最佳性能和最长使用寿命。
由于芳烃含量会影响燃料的十六烷
值，并且不完全燃烧的芳烃将被排放
到大气中。因此，为保护环境和公共
健康，出台了各种法规。例如，美国
国家环境保护局 (USEPA) 和加州空气
资源委员会 (CARB) 出台的相关法规
以及炼油厂用于工艺和质量控制而自
行制定的规定。

FID 气体 氢气、空气和氮气（用作尾吹气）

洗脱液 二氧化碳（纯度 > 99.995%，根据 SFC 模块的规格要求， 
采用不带汲取管的加压钢瓶）

用于反压调节器的冲洗溶液 己烷（不用作改性剂！通过二元泵的通道 B 泵送）

性能混标 根据 ASTM 方法第 7.6 节的规定，由五种精细化学品  
(Sigma Aldrich) 按照以下组成（近似值）制得定量混标：  
75%（质量百分比）的十六烷 (n-C16) 
20%（质量百分比）的甲苯 (T) 
3%（质量百分比）的四氢化萘（1,2,3,4-四氢化萘，THN） 
2%（质量百分比）的萘 (N)

用于线性检验的柴油样品 柴油样品，芳烃含量 21.8%（根据制造商的分析结果）

实验部分

化学品和溶液
根据 ASTM 方法中的指南配制样品和标样。
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分析柱
YMC-PACK-SIL_06, 250 × 4.5 mm, 
S-6 nm, 5 µm (YMC America, Inc., 
Allentown, PA, USA) 或 Agilent ZORBAX 
RX-SIL, 4.6 × 250 mm, 5 µm（部件号 
880975-901）

限流器
PEEKsil，内径 100 µm，20 cm（用
于己烷冲洗流路）

软件
Agilent OpenLab CDS ChemStation 
版，修订版 C.01.05

SFC/FID 配置
色谱柱的出口连接至 FID 的上部 T 形 
管（图 1）。为冲洗反压调节器 (BPR)， 
通过二元泵的通道 B 连续泵送己烷。
为保持反压恒定和系统连续运行，将
限流毛细管集成到泵头 B 和 FID 下部
的 T 形管之间（图 1）。

液相色谱方法
Agilent 1260 Infinity SFC 二元泵
溶剂 A CO2（预压缩），99.995%

溶剂 B 己烷，0.5%，仅用于冲洗反压调节器 (BPR)，不用作洗脱液。根据样品的组成
不同，可能需要用较高含量的己烷（例如，在软件中设置为 50% 洗脱液 B）不
时地冲洗 BPR

流速 1.8 mL/min

Agilent 1260 Infinity 柱温箱
柱温 25 °C

液相色谱进样器 HTC PAL

进样量 0.5 µL

进样周期 用溶剂 1（己烷）预清洗 1
用样品预清洗 1
填充速度 (µL/s) 10
填充次数 3
进样至 LC Vlv1
进样速度 (µL/s) 5
进样前延迟 500 ms
进样后延迟 500 ms
用溶剂 1（己烷）后清洗 2
用溶剂 1 进行阀清洗 1
 （此处未列出的所有其他参数的值均为零）

FID

温度 300 °C

气体
氢气 (H2) 50 mL/min

空气 500 mL/min

尾吹气 (N2) 50 mL/min

来自色谱柱（洗脱液流）

FID

来自泵头 B（己烷冲洗液流）
穿过限流毛细管

图 1. SFC/FID 模块与液相色谱仪的连接
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结果与讨论
下文展示了对 ASTM 测试方法第 8.2 节
中列出的系统性能要求的符合性。在
色谱图中，通过积分获得性能混标中
十六烷、甲苯、四氢化萘 (THN) 和萘 
(N) 的峰面积。通过峰面积归一化，
计算燃料中各种化合物的质量百分比
含量。

FID 灵敏度
根据  ASTM 方法的规定，首先证明 
FID 的灵敏度足以检出十六烷中 0.1% 
 （质量  %）的甲苯（参见  ASTM 第 
6.1 节）。图 2 表明 FID 的性能高于 
这一要求。

根据 ASTM 第 7.6 节的规定，利用性
能混标 (PFM) 确定是否满足大多数方
法合格标准，如分离度、保留时间重
现性和检测器准确度。此外，利用该
混标确定积分标记线，对复杂的燃料
样品进行分组和积分。

分离度
图 3 显示了非芳烃（十六烷）与单环
芳烃（甲苯）之间的分离度，用 RNM 表
示。ASTM D5186 规定 RNM 值至少达
到 4，而实际实验中测得的值为 10。
另外，单环芳烃（四氢化萘）与多环
芳烃（萘）之间的分离度（用 RMD 表
示）是规定值的两倍（参见 ASTM 方
法第 8.2.1 节）。

保留时间重现性
利用 PFM 确定保留时间重现性。十六
烷和甲苯峰的保留时间重现性应优于 
0.5% RSD。这点很重要，因为柴油样
品的积分标记线由 PFM 的分析确定。
图 4 显示了五幅色谱图的叠加图以及
峰面积对应的柴油馏分。

图 2. 包含 0.1%（质量百分比）甲苯的十六烷 (n-C16) 溶液的详细色谱图
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图 3. 使用性能混标测定 RNM（十六烷与甲苯）和 RMD（THN 与 N）的分离度值
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ASTM D-5168 规定的分离度
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图 4. PFM 的五幅色谱图的叠加图以及峰面积对应的柴油样品馏分（AN = 非芳烃的峰面积，
AM = 单环芳烃的峰面积，AP = 多环芳烃的峰面积）
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表 1 列出了计算得出的 PFM 中所有
四种物质的相应值。保留时间 (RT) 的
相对标准偏差 (RSD) 均低于 0.3%，因
此所有的值均满足合格标准。

检测器准确度测试
为检验 FID 响应接近于理论单位碳响
应的假设，计算性能混标中各种组分
相对于十六烷的响应因子 (RRF)。如
果假设 FID 响应接近于理论单位碳响
应，则测得的各种组分的 RRF 必须
处于理论值的 ±10% 范围内。结果表
明，计算得出的 RRF 值均处于这些限
值以内，如表 2 所示。

检测器线性检验
利用柴油样品进行此检验。根据 ASTM  
第  9 节所述的步骤，对纯燃料和两
种稀释样品（包含比例分别为 1:1 和  
1:3 的燃料和 n-C16）进行分析。测定
两种稀释样品中芳烃的质量百分比，
并与相应的预期芳烃含量结果进行比
较，以验证检测器线性。图  5 显示
了这三种柴油样品的叠加色谱图。根
据 PFM 的色谱图（图 4）设定积分标
记线，测定单环芳烃和多环芳烃的含
量。两个峰面积之和为柴油样品中总
芳烃的含量（用质量 % 表示）。

表 3 列出了柴油样品及其加权稀释样
品中的芳烃含量。实测值与预期值之
间的差异处于 ASTM 方法第 13.1.1 节
中规定的重现性限值范围内，由此证
明了 FID 的线性性能。 

表 1. PFM 的保留时间重现性（10 次运行的平均值，n-C16 = 十六烷，T = 甲苯，THN = 
1,2,3,4-四氢化萘，N = 萘）

n-C16 T THN N

RT 平均值 (n = 10) 1.83 2.44 2.82 3.16

RT SD 0.004 0.007 0.008 0.009

RT RSD% 0.24 0.28 0.29 0.30

表 2. 测定性能混标的相对响应因子 (RRF)（10 次运行的平均值）

RRF 值 最小值 最大值 计算值* 与测试方法的符合性

RRF（甲苯） 0.9675 1.1825 1.0753 是
RRF（四氢化萘） 0.9630 1.1825 1.0420 是
RRF（萘） 0.9936 1.2144 1.0840 是

* 基于 10 次进样的平均值，所有值均处于给定的限值范围内

时间 (min)
2 3 4 5 6 7

-50

0

50

100

150

200

250

300

350

400

1.5 2.0 2.5 3.0 3.5

1.
93
3

2.
62
9

4.0 4.5 5.0 5.5

50
100
150
200
250
300
350
400

图 5. 柴油样品（蓝色）及其 1:1（红色）和 1:3（绿色）稀释样品的色谱图；右侧插图显示了对
应于 PFM 的积分标记线的设置

表 3. 柴油燃料中的总芳烃含量

* 基于 10 次进样的平均值

稀释
实测芳烃含量
（质量 %）*

预期芳烃含量
（质量 %）

芳烃含量偏差
（质量 %）

纯燃料 21.8

1:1 11.1 10.8 0.3

1:3 5.9 5.7 0.2
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柴油样品的分析
为展示柴油样品测量的重现性，图 6 
示出 10 幅色谱图的叠加图。如果脂肪
酸甲酯 (FAME) 以生物柴油添加剂的
形式存在，则需要更长的分析时间，
以使 FAME 从色谱柱上洗脱下来。

结论
Agilent 1260 Infinity 分析型 SFC 系统
与 SIM FID 联用符合 ASTM D5186 方
法关于柴油燃料中芳烃含量测定的相
关性能要求。具体而言，检测器准确
度和线性测试表明，SIM FID 适合与 
1260 Infinity 分析型 SFC 系统联用以
测定芳香族物质。该系统可对反压调
节器进行连续冲洗，以确保系统无故
障、可靠地运行。
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