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摘要
本应用简报展示将 Agilent InfinityLab 二维液相色谱解决方案与 Agilent 6495 三重
四极杆液质联用系统结合使用，分析药代动力学研究中的药物及其代谢物。二维液
相色谱可避免出现共洗脱，因此能够减少信号抑制以及交叉干扰风险，这些问题可
能存在于复杂样品的一维分析中。通过以更适合的洗脱方式将分析物引入质谱离子
源，2D-LC/MS/MS 分析方法的第二维可用于提高质谱检测的信号强度。

2D-LC/MS/MS 在药物生物分析中的 
优势
避免基质效应 ― 提高检测灵敏度
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前言
在过去十年间，LC/MS/MS 已成为了药
代动力学研究中用于分析药物及其代谢物
的一项成熟技术。这项技术除高选择性、
高分析灵敏度以及在峰归属或分子量信息
等方面具有明显优势以外，也遇到了一些
众所周知的困难，如难以对血浆或细胞培
养基等基质复杂的生物样品进行分析。另
外，还存在同质异位素共洗脱或代谢物源
内碎裂导致的交叉干扰，以及基质组分共
洗脱导致的信号抑制等挑战。信号抑制的
问题在低浓度分析物定量时尤为突出，可
能造成定量限不达标。

就如何将 Agilent InfinityLab 二维液相色
谱解决方案与 Agilent 6495 三重四极杆液
质联用系统结合在生物分析研究环境中克
服上述难题，本应用简报详细列举了两个
示例，分别是：

• 二维分离方案如何避免出现共洗脱，
以及如何在处理复杂分析物混合物时
降低交叉干扰风险或减少信号抑制

• 如何利用第二维通过改变洗脱条件提
高质谱检测的信号强度，从而以更适
合的洗脱液将分析物引入质谱离子
源，大幅提高定量限

实验部分

设备
Agilent 1290 Infinity II 二维液相色谱系统
包括以下模块：

• 两台 Agilent 1290 Infinity II 高速泵 
(G7120A)

• Agilent 1290 Infinity II Multisampler 
(G7167B)，配备冷却装置（选件 
#100）

• Agilent 1290 Infinity II 高容量柱温箱 
(G7116B)

• Agilent 1290 Infinity 阀驱动 
(G1170A)，配备 2 位/4 通双向阀 
 （二维液相色谱阀 1300 bar：部件号 
5067-4244）

• 两个 Agilent 1290 Infinity 阀驱动 
(G1170A)，配备带 40 µL 定量环的多
中心切割阀 (G4242-64000)

• 质谱 (MS) 检测采用配备安捷伦喷射
流电喷雾离子源 (G1958-65538) 的 
Agilent 6495 三重四极杆液质联用系
统进行

软件
• Agilent OpenLAB CDS ChemStation 
版，版本 C.01.07 SR2 [263] 以及二
维液相色谱软件，版本 A.01.03 [025]

• Agilent MassHunter 工作站 LC/MS 
数据采集软件，版本 B.08.00，Build 
8.0.8023.5 SP1

• Agilent MassHunter 工作站定量分析
软件，版本 B.07.01，Build 7.1.524.0

化学品
LC/MS 级乙腈和甲醇购自 TH Geyer  
(Renningen, Germany)。LC/MS 分析所
使用的甲酸和乙酸铵购自 Sigma-Aldrich 
(Steinheim, Germany)。 

新制超纯水产自配置  0.2 µm 膜式终端
过滤器的 ELGA Pureflex 2 水纯化系统 
(Veolia Water Technologies Deutschland 
GmbH, Celle, Germany)。

样品和方法

利用二维液相色谱避免信号抑制和交叉
干扰
进行体外细胞悬液测定，鉴定负责候选药
物代谢的关键酶。在细胞悬液中对候选药
物（小分子）和多种酶特异性探针底物及
相应酶抑制剂进行温育。经过一段时间
后，收集样品并分析代谢物的形成。为避
免信号抑制或交叉干扰，采用色谱法对高
丰度底物和抑制剂进行了分离。进样溶液
中含有细胞上清液与稳定同位素标记内标
溶液的混合物。方法参数如表 1 所示。

二维液相色谱通过溶剂切换提高质谱检
测灵敏度
通过体外细胞培养测定评估母体化合物
（候选药物）及其三种主要代谢物在培养
基和细胞中的浓度。在预设温育时间结束
后采集样品，加入非稳定同位素标记的内
标，然后进样。方法参数如表 2 所示。
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一维分析和二维液相色谱分析的第一维

色谱柱 Waters Acquity HSS T3, 2.1 × 150 mm, 1.8 µm

溶剂 A) 水 + 0.1% 甲酸 
B) 甲醇

梯度

0 min 时 B 为 15% 
2 min 时 B 为 30% 
20 min 时 B 为 70% 
23 min 时 B 为 95% 
27 min 时 B 为 95% 
27.5 min 时 B 为 15%

流速 0.300 mL/min

温度 40 °C

检测 第一维分析：Agilent 6495 三重四极杆液质联用系统 
二维液相色谱分析：第一维分离后结束检测

进样
进样量：2 µL 
样品温度：10 °C 
进样针清洗：用水/甲醇 (50/50, v/v) 清洗 3 秒

第二维

色谱柱 Waters Acquity HSS PFP, 2.1 × 50 mm, 1.8 µm

溶剂 A) 水 + 0.2% 甲酸 
B) 甲醇 + 0.2% 甲酸

梯度

0.00 min 时 B 为 40% 
0.70 min 时 B 为 90% 
第二维梯度停止时间：0.90 min 
第二维周期：1.35 min

流速 0.600 mL/min

温度 40 °C

检测 Agilent 6495 三重四极杆液质联用系统

二维液相色谱

二维液相色谱
模式

中心切割 
用根据第一维保留时间设置的中心切割（采样表）进行基于时间的多中
心切割。

Agilent 6495 三重四极杆液质联用系统参数

极性：正和负 
扫描类型：预定 MRM 
干燥气温度：140 °C 
干燥气流速：15 L/min 
雾化器压力：40 psig 
鞘气温度：385 °C 
鞘气流速：12 L/min

Agilent MassHunter Source Optimizer 软件分别对各化合物的离子源电
压和 iFunnel RF 进行了单独优化。

表 1. 用于避免信号抑制的二维液相色谱方法参数 表 2. 用于提高质谱检测灵敏度的二维液相色谱方法参数

一维分析

色谱柱 Waters Acquity BEH C18, 2.1 × 100 mm, 1.7 µm

溶剂 A) 0.1% 甲酸水溶液 
B) 0.1% 甲酸乙腈溶液

梯度

0.0 min 时 B 为 5% 
0.5 min 时 B 为 5% 
4.5 min 时 B 为 40% 
6.5 min 时 B 为 90% 
停止时间：8.0 min 
后运行时间：1.5 min

流速 0.500 mL/min

温度 40 °C

检测 Agilent 6495 三重四极杆液质联用系统

进样
进样量：5 µL 
样品温度：10 °C 
进样针清洗：用水/甲醇 (50/50, v/v) 清洗 10 秒

二维液相色谱分析的第一维

色谱柱 Waters Acquity BEH C18, 2.1 × 50 mm, 1.7 µm

溶剂 A) 0.1% 甲酸水溶液 
B) 0.1% 甲酸乙腈溶液

梯度

0.00 min 时 B 为 15% 
1.50 min 时 B 为 40% 
2.10 min 时 B 为 90% 
2.50 min 时 B 为 90% 
2.53 min 时 B 为 15%

流速 0.900 mL/min

温度 40 °C

检测 一维分离后结束检测

进样
进样量：1 µL 
样品温度：10 °C 
进样针清洗：用水/甲醇 (50/50, v/v) 清洗 10 秒

第二维

色谱柱 Waters Acquity HSS C18 SB, 2.1 × 50 mm, 1.7 µm

溶剂 A) 5 mM 乙酸铵和 5% 甲醇溶液 
B) 甲醇

梯度

0.00 min 时 B 为 40% 
0.50 min 时 B 为 95% 
第二维梯度停止时间：0.60 min 
第二维周期：1.00 min

流速 0.600 mL/min

温度 40 °C

检测 Agilent 6495 三重四极杆液质联用系统

二维液相色谱

二维液相色谱模式
中心切割 
用根据第一维保留时间设置的中心切割（采样表）进行基于时间
的多中心切割。采用智能峰驻留功能。

Agilent 6495 三重四极杆液质联用系统

质谱参数

极性：正 
扫描类型：MRM 
干燥气温度：200 °C 
干燥气流速：14 L/min 
雾化器压力：20 psig 
鞘气温度：400 °C 
鞘气流速：11 L/min 
毛细管电压：3500 V 
喷嘴电压：0 V 
高压 RF：90 V 
低压 RF：60 V
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结果与讨论

利用二维液相色谱避免信号抑制和交叉
干扰
在酶底物和抑制剂存在的条件下，体外细
胞悬液测定得到的细胞培养上清液中含有
各种代谢物，因此属于复杂混合物。图 1 

所示为细胞培养上清液的 LC/MS/MS 分
析结果。突出显示的代谢物 M1 与浓度更
高的底物和抑制剂发生了共洗脱。在此次 
LC/MS/MS 分析中，代谢物 M1 发生信号
抑制，原因是该代谢物与丰度更高的底物
和抑制剂发生了共洗脱。对于结构相关化
合物，还可能有交叉干扰的问题。

要避免信号抑制和交叉干扰，分析细胞上
清液时需要采用一种能够将代谢物与底物
和抑制剂分离开来的色谱方法。

图 1. 细胞培养上清液的 LC/MS/MS 分析结果
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为确保将代谢物 M1 与共洗脱底物和抑制
剂分离，采用了中心切割 (MHC) 二维液
相色谱。在基于时间的模式下，对代谢物 
M1 进行中心切割，然后转移至选择性不
同的第二维 (2D) 进行分离。在第二维分
离中，代谢物 M1 与高丰度底物及抑制剂
发生充分分离，如图 2 所示。代谢物 M1 
与高丰度底物及抑制剂的分离可避免信号
抑制和交叉干扰。之前的应用简报还介绍
了进一步将目标化合物与样品基质分离，
以此降低信号抑制1。

利用基于时间的 MHC 二维液相色谱将 
16 个目标代谢物从第一维转移至第二
维。这样可使目标化合物与底物及抑制剂
进一步分离，从而使分析的总运行时间仅
为 35 分钟。如果采用一维方法将 16 个
目标代谢物与底物及抑制剂分离开来，需
要开发六种不同的方法，每种方法的运行
时间为 25 分钟（相关数据未显示）。在
这种情况下，MHC 二维液相色谱的使用
节省了大量的时间和样品。

图 2. 细胞培养上清液的 2D-LC/MS/MS 分析结果
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二维液相色谱通过溶剂切换提高质谱检
测灵敏度
在体外细胞培养测定中，如果是一种母体
化合物和一种代谢物，则必须通过基于内
标的外部校准法进行定量。如果还有两种
代谢物，则必须进行相对定量，因为没有
相应分析标准品。图 3 所示为采用现有
一维 LC/MS/MS 方法得到的分析结果。

方法优化时测试了不同的色谱柱和溶剂组
合。图 4 所示为方法优化过程中得到的
两幅 LC/MS/MS 色谱图。图 4A 中采用
的是与图 3 现有 LC/MS/MS 方法类似的
条件。在上述条件下，全部三种代谢物 
(M1–M3) 均实现了彼此分离以及与母体
化合物和内标的分离，但所选溶剂导致质
谱检测灵敏度受到影响。向流动相中加入

乙酸铵和甲醇，质谱检测灵敏度得到大幅
提升，但代谢物 M1–M3 之间的分离以及
与母体化合物和内标之间的分离受到了影
响，如图 4B 所示。代谢物 M1 与 M3 的
共洗脱问题尤为严重，因为三种代谢物
的质量离子对相同，因此需要通过色谱 
分离。
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图 3. 对体外细胞培养测定样品中一个母体化合物（棕色迹线）及其三个代谢物（M1-M3，蓝色迹线）以及一个内标（绿色迹线）进行  
LC/MS/MS 分析得到的结果
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图 4. LC/MS/MS 方法开发中得到的色谱图 
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参数 值

色谱柱 Waters Acquity BEH C18,  
2.1 × 50 mm, 1.7 µm

溶剂 A) 0.1% 甲酸水溶液 
B) 0.1% 甲酸乙腈溶液

流速 0.500 mL/min

参数 值

色谱柱 Waters Acquity HSS C18 SB,  
2.1 × 50 mm, 1.7 µm

溶剂 A) 5 mM 乙酸铵和 5% 甲醇溶液 
B) 甲醇

流速 0.500 mL/min
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为了达到水和乙腈流动相中加入甲酸后的
分离效果，同时拥有流动相中加入乙酸铵
和甲醇后的质谱检测灵敏度，本研究利用
多中心切割将两种分离方法在二维液相色
谱方法设置中进行了结合。在第一维中，
将流速提高至 0.9 mL/min 以加快分析速
度。图 5 所示为最终的第一维分离结果。

利用基于时间的中心切割法将五个目标峰
转移至第二维。在第二维中，采用快速梯
度（第二维周期 1.0 分钟）将化合物捕集
到第二维色谱柱，然后用第二维溶剂洗脱
至质谱离子源，以提高检测灵敏度。对体
外细胞培养测定样品进行 2D-LC/MS/MS 
分析后得到的第二维色谱图如图 6 所示。

与原始  1D-LC/MS/MS 方法中代谢物 
M1 61533 的响应值（图 3）相比，2D-LC/ 
MS/MS 方法中代谢物  M1 的响应值达 
191646（图 6），质谱检测灵敏度提高
了 15 倍，同时进样量从 5 µL 降至 1 µL。 
2D-LC/MS/MS 分析的总运行时间从 
9.5 分钟缩短至 6.5 分钟。
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图 5. 2D-LC/MS/MS 方法开发中得到的第一维色谱图

参数 值

色谱柱 Waters Acquity BEH C18, 2.1 × 50 mm, 1.7 µm

溶剂 A) 0.1% 甲酸水溶液 
B) 0.1% 甲酸乙腈溶液

流速 0.900 mL/min

图 6. 对体外细胞培养测定样品中一个母体化合物（棕色迹线）及其三个代谢物（M1–M3，蓝色迹线）以及
一个内标（绿色迹线）进行 2D-LC/MS/MS 分析得到的结果
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结论
在药代动力学研究中将 2D-LC/MS/MS 技
术用于药物及其代谢物的应用引入了第二
维分离，因此可避免出现共洗脱，并消除
上述复杂样品中的交叉干扰风险。从体外
细胞悬液测定细胞上清液的分析中已经证
实了这种可能性。二维液相色谱卓越的分
离能力实现了在 35 分钟的总运行时间内
对 16 种目标代谢物的分析，与采用六种
不同方法对目标代谢物进行 1D-LC/MS/
MS 分析的方法相比，这种方法能够节省
大量时间和样品。

2D-LC/MS/MS 方法中第二维的使用成功
提高了质谱检测的信号强度。在该方法设
置中，第一维采用能够分离目标分析物的
条件，而在第二维中选择有助于达到绝佳
质谱检测灵敏度的条件。以更适合的洗脱
液将分析物引入质谱离子源的方式大大提
高了定量限。
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