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摘要

已知⾦属敏感分析物的HPLC分离会受到分析物与HPLC仪器和⾊谱柱中⾦属表⾯相互作⽤的影响。该相互作⽤造

成各种影响，包括峰展宽和拖尾以及峰⾯积损失和进样间差异性⾼。ACQUITY Premier解决⽅案采⽤新型表⾯技

术：MaxPeak⾼性能表⾯，减轻了这些影响。本⽂⽐较了使⽤标准UPLC系统和⾊谱柱与ACQUITY Premier解决

⽅案所获得的铁螯合药物去铁胺的UPLC分离结果。结果表明，使⽤ACQUITY Premier解决⽅案可以实现更⾼的峰

⾯积并改善进样间重现性。 

优势

与标准UPLC系统和⾊谱柱相⽐，ACQUITY Premier解决⽅案使去铁胺的峰⾯积更⾼且更⼀致■

借助ACQUITY Premier解决⽅案，⽆需进⾏平衡或使⽤不常⻅的流动相添加剂，即可实现可重现的分离■

简介

铁螯合药物⽤于治疗铁超载1，并且具有免疫调节作⽤，因此有望⽤于治疗微⽣物和病毒感染（包括COVID-19）
2,3。其中⼀种药物是去铁胺（以商品名Desferal销售）。据报道，当使⽤HPLC分析去铁胺时，该化合物与⾊谱系

统中的铁络合会导致意外峰形成以及保留时间变化4。⽤去铁胺溶液冲洗系统和⾊谱柱并在流动相中添加EDTA，

可以减轻这些影响。这些步骤虽然有效，但增加了分离⽅法的时间和复杂性，并且在流动相中使⽤EDTA会导致该
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⽅法与质谱检测不兼容。本⽂介绍了ACQUITY Premier系统和ACQUITY Premier⾊谱柱（统称为ACQUITY 

Premier解决⽅案）分析去铁胺的性能评估。ACQUITY Premier解决⽅案采⽤新型表⾯技术（MaxPeak⾼性能表

⾯），减少了⾦属敏感化合物与UPLC系统和⾊谱柱中⾦属表⾯之间的相互作⽤5。我们⽐较了使⽤常规UPLC系统

和⾊谱柱获得的结果。 

实验

样品制备

去铁胺甲磺酸盐和硫脲购⾃Millipore Sigma。分别⽤10%⼄腈/90%⽔和90%⼄腈/10%⽔制备1 mg/mL和2 

mg/mL储备液。在进样重现性研究中，测试混合物包含300 µg/mL硫脲和5 µg/mL去铁胺甲磺酸盐的5%⼄腈

/95% 10 mM甲酸铵⽔溶液(pH 3.00)。使⽤硫脲作为死体积(V0)标志物。在新开封的⾊谱柱上连续进样三次该混合

物，进样体积2 µL。在校正曲线研究中，⽤5%⼄腈/95% 10 mM甲酸铵⽔溶液(pH 3.00)制备浓度分别为1、2.5、

5、10、20和30 µg/mL的去铁胺甲磺酸盐。 

⽅法条件

液相⾊谱条件

系统： ACQUITY UPLC H-Class QSM，配备

CM的FTN样品管理器

ACQUITY Premier H-Class QSM，配

备CM的FTN样品管理器

检测器： ACQUITY QDa质谱检测器

⾊谱柱： ACQUITY Premier HSS T3, 1.8 µm, 

2.1 × 50 mm；

ACQUITY UPLC HSS T3, 1.8 µm, 2.1 

× 50 mm
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液相⾊谱条件

柱温： 30 °C

样品温度： 15 °C

进样体积： 2 μL

流速： 0.5 mL/min

流动相A： 10 mM甲酸铵⽔溶液，pH 3

流动相B： 95/5⼄腈/200 mM甲酸铵⽔溶液，pH 

3

梯度： 流动相B在2.65 min内从5%增加到

50%（线性）

每次进样的运⾏时间： 5 min

质谱条件

系统： ACQUITY QDa

质量数扫描范围： 50‒800 Da

电离模式： 正扫描

锥孔电压： 15 V

⽬标采样速率： 8点/秒

⽑细管电压： 正，1.5 kV
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SIR极性(+)： 正

硫脲的SIR质量数(DA)： 77

去铁胺的SIR质量数(DA)： 561

梯度表

数据管理

⾊谱软件： Empower 3 FR 4

结果与讨论

如图1所⽰，去铁胺是⼀种强极性强碱，logP为-2.2。因此选择HSS T3⾊谱柱，以便利⽤其保留极性碱性物质的能

⼒。由于去铁胺的UV吸收弱，因此使⽤ACQUITY QDa质谱检测器。使⽤⼄腈梯度与包含甲酸铵的⽔性流动相(pH 

3)，可获得良好的峰形和灵敏度。如图2B所⽰，当使⽤标准UPLC系统和⾊谱柱时，发现去铁胺的峰⾯积差异性相

对较⾼，⼗次进样中的相对标准偏差(RSD)为16.8%。如图3所⽰，在10次进样中，峰⾯积逐渐增加，这与其他⾦

属敏感分析物的观察结果相同6。 相⽐之下，当使⽤ACQUITY Premier解决⽅案时，⼗次进样中的去铁胺峰⾯积

RSD仅为2.1%。此外，平均峰⾯积相对于使⽤标准系统和⾊谱柱获得的结果⾼出62%。使⽤t检验，发现该差异在
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>95%的置信度下具有统计学显著性。由于已经证明样品在低载样量下与⾦属表⾯相互作⽤所导致的峰⾯积下降最

严重5，因此使⽤ACQUITY Premier解决⽅案以及标准UPLC系统和⾊谱柱，在涵盖2‒60 ng的若⼲不同载样量下

确定去铁胺的峰⾯积。如图4所⽰，结果表明，在最低载样量下观察到使⽤ACQUITY Premier解决⽅案获得了最⼤

的峰⾯积增加幅度。在2‒5 ng的载样量下，与标准系统和⾊谱柱相⽐，峰⾯积⾼出约60%，⽽在40‒60 ng的载样

量下，峰⾯积则⾼出约32%。 

图1.去铁胺(DFO)的化学结构和关键性质 
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图2.(A)使⽤ACQUITY Premier解决⽅案获得的甲磺酸去铁胺重复进样10次的结果叠加图。(B)使⽤标

准UPLC系统和标准⾊谱柱获得的同⼀分析物重复进样10次的结果叠加图。本研究使⽤ACQUITY 

UPLC HSS T3, 100 Å, 1.8 µm, 2.1 × 50 mm⾊谱柱。甲磺酸去铁胺的载样量为10 ng。运⾏⼄腈和10 

mM甲酸铵(pH 3.0)⽔性流动相组成的梯度进⾏分离，流速0.5 mL/min，温度30 °C。使⽤ACQUITY 

QDa检测器在SIR正离⼦模式下检测去铁胺峰，m/z为561.0。 
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图3.使⽤ACQUITY Premier解决⽅案（蓝⾊圆圈）以及使⽤标准UPLC系统和⾊谱柱（橙⾊⽅块）在

10次连续进样中所获得的去铁胺峰⾯积对⽐图 
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图4.使⽤ACQUITY Premier解决⽅案获得的去铁胺峰⾯积相⽐于使⽤标准UPLC系统和⾊谱柱所获得的

峰⾯积的相对增加与甲磺酸去铁胺的柱上载样量的关系图。分离条件与图2相同。 

结论

这些结果证明，相对于标准UPLC系统和⾊谱柱，ACQUITY Premier解决⽅案使去铁胺获得了更⾼的峰⾯积和更出

⾊的峰⾯积重现性。还表明，使⽤ACQUITY Premier解决⽅案获得的峰⾯积相对于使⽤标准UPLC系统和⾊谱柱所

获得的峰⾯积的差异随载样量减少⽽增加。这些结果与先前报道的使⽤ACQUITY Premier解决⽅案分析其他⾦属

敏感分析物所得到的结果⼀致，并进⼀步证明了该解决⽅案在分析此类分析物时的价值。值得注意的是，与⼤多

数其他表现出⾦属表⾯吸附的分析物不同，去铁胺呈碱性，并且不含磷酸根和羧酸根基团。这表明其他缺乏酸性

基团的铁螯合剂也可能受益于ACQUITY Premier解决⽅案的使⽤。 
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