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摘　要　芬太尼类物质作为一类新型精神活性物质，具有种类繁多、更新换代迅速、结构极其相似等特点，对

其同分异构体进行准确定性分析是当前毒品分析工作面临的难题。超高效合相色谱法是实现同分异构体高

效分离的有力手段，基于此，本研究建立了超高效合相色谱-质谱技术快速分离和检测芬太尼类物质的分析

方法，对分离过程中色谱柱、改性剂、柱温等条件进行了优化。在最优条件下，采用 Waters ACQUITY UPC2 
BEH 色谱柱，以超临界流体 CO2

 为主要流动相、含 20 mmol/L 甲酸铵的甲醇为改性剂，在柱温 50 ºC 下进行

梯度洗脱，使用 Xevo TQD 三重四极杆质谱进行检测，6.5 min 内即可实现13种芬太尼类物质的有效分离，所

有同分异构体的分离度均大于1.5，并且色谱峰对称性良好。方法的检出限为 0.01~0.05 ng/mL，保留时间的

相对标准偏差均小于 0.6%，9 种常见毒品对 13 种目标物的测定没有干扰。与常规的超高效液相色谱-质谱检测方

法相比，本方法在异构体分离方面具有显著优势，可满足当前公安禁毒部门对于芬太尼类物质准确定性分

析的需要。
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芬太尼类物质（芬太尼及各种芬太尼类似物）是一类具有强效麻醉镇痛效果的合成阿片类药物。近

年来，除合法医疗使用的芬太尼、瑞芬太尼和舒芬太尼外，不法分子设计合成出多种芬太尼类物质，作

为毒品非法销售，当前世界各国查获的该类物质已达百余种。摄入过量的芬太尼类物质极易引起呼吸

抑制致死。在全球范围，特别是北美地区，因滥用芬太尼类物质而致死人数逐年攀升，严重危害人类

身体健康和公共安全，因而引起了各国高度关注[1-2]。截至 2020 年 12 月，联合国《1961 年麻醉品单一

公约》附表已列入芬太尼及 26 种芬太尼类似物。我国已于 2019 年 5 月 1 日对芬太尼类物质实施整类

列管。芬太尼母体结构中含有两个苯环和一个哌啶环，通过在环上不同位置引入不同取代基，可衍生

出大量异构体，很多异构体对人体有显著不同的药理作用。在司法实践中，对异构体准确定性是公安

机关侦查破案的前提，也是审判机关定罪量刑的依据。目前，芬太尼类物质的主要检测方法有气相色

谱-红外光谱法[3]、毛细管电泳-质谱联用法[4]、气相色谱-质谱法[5-8]、液相色谱-质谱法[7,9-10]和表面增强拉

曼光谱法[11]等。以上分析方法对于种类繁多、结构和性质相似的同分异构体的高效分离和鉴定具有一

定局限性。

超高效合相色谱（UPC2）是在超临界流体色谱（SFC）的基础上发展起来的一种新的分离分析技

术，使用超临界流体 CO2
 作为主要流动相，其扩散系数和粘度更接近于气体，可实现快速高效分离；其

密度又接近于液体，因而具有较高的溶解能力，可在室温条件下分离和分析热不稳定且相对分子质量

较大的物质。近年来，UPC2 技术被广泛应用于食品[12]、三唑类农药[13]、维生素[14]和双酚类化合物[15]等的

分离和测定。已有文献报道UPC2技术用于毒品的分离分析，如 2015 年 Pauk 等[16]采用 UPC2 技术实现

了 11 种卡西酮类和 4 种苯乙胺类混合物的超快速分离（分析时间≤1.6 min）；2016 年 Breitenbach 等[17]
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通过超高效合相色谱-质谱（UPC2-MS）技术分析了两组合成大麻素类的缴获毒品，结果表明，UPC2 对

于位置异构体和非对映异构体有很好的分辨率；2017 年 Carnes 等[18]分别使用 UPC2、RP-UHPLC和GC
方法分离了合成卡西酮类物质，并进行了比较；2020 年 Segawa 等[19]通过 UPC2 技术分离了 6 组合成卡

西酮类的位置异构体，通过保留时间、紫外吸收光谱和质谱数据区分取代基和取代位置。

本研究对公安机关缴获毒品中较常见的 13 种芬太尼类物质进行快速分离和检测，其中包括 5 组 

12 种同分异构体，涵盖了碳链异构体、位置异构体、顺反异构体等多种类型。通过条件优化，建立了 

13 种目标物的 UPC2-MS 分析方法，并与常规的 UPLC-MS 分析方法进行比较。本研究系统地考察了

芬太尼类物质异构体的 UPC2 行为，为公安禁毒部门准确定性检测芬太尼类物质提供了技术支持。

1 实验部分

1.1 仪器与试剂

ACQUITY UPC2 超高效合相色谱仪（美国 Waters 公司），配备 Xevo TQD 三重四极杆质谱仪（美国

Waters 公司）；UPLC-MS：ACQUITY UPLC I Class 超高效液相色谱仪（美国 Waters 公司），配备 Triple 
TOF 5600 四极杆串联飞行时间质谱仪（美国 AB Sciex 公司）；Milli-Q advantage A10 超纯水装置（德国 

Merck 公司）；XS105DU 电子天平（瑞士 Mettler Toledo 公司）；KQ-600DE 型超声清洗器（昆山市超声

仪器有限公司）。

CO2（纯度≥99.995%，北京氦普北分气体工业有限公司）；甲醇、乙醇、乙腈、异丙醇和正己烷

（色谱纯，德国 Merck 公司）；甲酸（质谱纯，美国 Fisher 公司）；氨水（上海安谱公司）；甲酸铵盐（美

国 Honeywell 公司）；13 种芬太尼类物质标准品（公安部第三研究所）：（1）N-甲基芬太尼、（2）乙酰芬

太尼、（3）N-苄基芬太尼、（4）芬太尼、（5）2-甲基乙酰芬太尼、（6）异丁酰芬太尼、（7）反式-3 甲基芬

太尼、（8）顺式-3 甲基芬太尼、（9）α-甲基芬太尼、（10）2-氟芬太尼、（11）4-氟芬太尼、（12）4-氟异丁

酰芬太尼和（13）4-氟丁酰芬太尼，其基本信息和化学结构式见电子版文后支持信息表 S1和图 S1。实

验用水为超纯水（18.2 MΩ•cm）。

1.2 标准溶液的配制

分别称取适量的 13 种芬太尼类物质标准品，用甲醇溶解并配制成 1.0 mg/mL 的标准储备溶液。使用

时用异丙醇-正己烷（1∶4, V/V）混合溶液稀释成系列浓度的标准溶液，供 UPC2-MS 分析；用 0.1%（V/V）
甲酸溶液稀释成系列浓度的标准溶液，供 UPLC-MS 分析。

1.3 色谱柱

ACQUITY UPC2 色谱柱（美国 Waters 公司）：BEH 色谱柱（100 mm × 3.0 mm，1.7 µm，BEH 柱）、

CSH Fluoro-Phynyl 色谱柱（100 mm × 3.0 mm，1.7 µm，FPH 柱）、Torus 2-PIC 色谱柱（100 mm × 3.0 mm，

1.7 µm，2-PIC 柱）、HSS C18SB 色谱柱（100 mm × 3.0 mm，1.8 µm，C18 柱）。ACQUITY UPLC 色谱柱

（美国 Waters 公司）：BEH C18
 色谱柱（100 mm × 2.1 mm，1.7 µm）。

1.4  色谱-质谱条件

1.4.1 UPC2-MS色谱条件

流动相 A 为超临界流体 CO2，流动相 B 为有机助溶剂，系统背压 13.8 MPa，进样量 5 µL。梯度

洗脱程序：0.0～0.5 min，98% A；0.5～7.5 min，98%～90% A；7.5～8.5 min，90%～80% A；8.5～8.6 min，

80%～98% A；8.6～10.0 min，98% A。流速 2 mL/min。

1.4.2 UPC2-MS质谱条件

电喷雾离子源正离子模式（ESI+），毛细管电压为 3.3 kV，补偿液为 0.25 mL/min 甲醇，脱溶剂气温

度 400 ºC，脱溶剂气流量 600 L/h，锥孔气流量 50 L/h。采集模式为多反应监测模式（MRM），相应的离

子对、锥孔电压及碰撞能量通过 Waters IntelliStart 软件自动优化得到（见电子版文后支持信息表 S1）。

1.4.3 UPLC-MS条件

柱温 40 ºC，流动相 A 为 0.1%（V/V）甲酸溶液，流动相 B 为乙腈。采用梯度洗脱程序：0.0～3.0 min，
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95%～70% A；3.0～3.2 min，70%～60% A；3.2～9.0 min，60% A；9.0～9.1 min，60%～95% A；9.1～10.0 min，

95% A。流速 0.4 mL/min。质谱采用电喷雾离子源正离子模式（ESI+）；MS1：TOF全扫描模式，质量扫描范

围 m/z 100～1000；MS2：二级碰撞诱导解离（CID）模式，质量扫描范围 m/z 50～1000。

1.5 实际样品处理和分析

将实际案件中缴获的毒品充分研磨成均匀的粉末状，称取约 1 mg 样品于具盖离心管中，加入 1 mL 甲

醇，密封并振荡 10 min，以 4000 r/min 离心 5 min，取上清液作为样品溶液，再用异丙醇-正己烷（1∶4, V/V）

混合溶液稀释至 0.1 µg/mL，直接进样分离与分析。

2 结果与讨论

本研究考察的 13 种芬太尼类物质中包含 5 组 12 种同分异构体，其中，物质（7）和（8）为顺反异

构体，物质（10）和（11）为苯环分别存在邻位和对位氟取代的位置异构体，（12）和（13）为异丁酰基

和丁酰基的碳链异构体，这 6 种物质的二级质谱碎片离子及丰度高度相似[20]，难以通过质谱进行区

分，因此色谱分离对于准确鉴别这些物质具有重要意义。固定相、改性剂、柱温、系统背压、流速和洗

脱梯度等因素都会对 UPC2 的分离效果产生影响，其中，固定相、改性剂和柱温的影响较大。因此，本

研究详细考察了 4 种色谱柱、5 种改性剂和 3 种柱温条件下，13 种芬太尼类物质的 UPC2 分离效果。

2.1 色谱柱的选择

以同分异构体分离度 R（R≥1.5为基线分离、1≤R<1.5 为基本分离、R< 1 为未分离）、峰对称性（拖

尾因子在 0.8~1.4 区间，为对称峰）、半峰宽（色谱峰高 1/2 处的峰宽度）和分析时间（最后一个物质的

洗脱时间）为评价指标，在柱温为 40 ºC、改性剂为含 20 mmol/L 甲酸铵的甲醇或含 0.2% 氨水的甲醇的

条件下，考察了 4 种 UPC2 色谱柱的分离效果，结果见表1和图1。

使用 FPH 柱分离时（图 1A），（6）异丁酰芬太尼、（7）反式-3甲基芬太尼和（8）顺式-3甲基芬太尼

这 3 种异构体的分离效果较差，色谱峰有轻微的拖尾现象。使用 C18
 柱分离时（图 1B），（6）异丁酰

芬太尼和（7）反式-3甲基芬太尼未能分离（R<1），大多数色谱峰有轻微的拖尾现象。使用 2-PIC 柱分

离时（图 1C）,（4）芬太尼和（5）2-甲基乙酰芬太尼未能分离(R<1)，（6）异丁酰芬太尼和（7）反式-3甲

基芬太尼未能基线分离（1≤R<1.5）。使用 2-PIC 色谱柱分离时，所有目标物保留均较弱，推测原因

图1  不同色谱柱对芬太尼类物质分离的色谱图：（A）FPH柱；（B）C18柱；（C）2-PIC柱；（D）BEH柱。分离条

件如表1所示
1. N-甲基芬太尼，2. 乙酰芬太尼，3. N-苄基芬太尼，4. 芬太尼，5. 2-甲基乙酰芬太尼，6. 异丁酰芬太尼，7. 反式-3甲基芬太

尼，8. 顺式-3甲基芬太尼，9. α-甲基芬太尼，10. 2-氟芬太尼，11. 4-氟芬太尼，12. 4-氟异丁酰芬太尼，13. 4-氟丁酰芬太尼

Fig.1   Chromatograms of fentanyls on various chromatographic columns：（A） FPH column；（B） C18 column；

（C） 2-PIC column；（D） BEH column. The conditions of separation are shown in Table 1
1. N-Methylfentanyl，2. Acetylfentanyl，3. Benzylfentanyl，4. Fentanyl，5. 2-Methylacetylfentanyl，6. Isobutyrfentanyl，
7. trans-3-Methylfentanyl，8. cis-3-Methylfentanyl，9. α-Methylfentanyl，10. 2-Fluorofentanyl，11. 4-Fluorofentanyl， 
12. 4-Fluoro-isobutyryl fentanyl（FIBF），13. 4-Fluorobutyrfentanyl
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是其键合相为  2-氨甲基吡啶，与碱性目标物有电荷排斥作用。使用  BEH 色谱柱时的分离效果最佳

（图  1D），5组12种异构体都可基线分离(R≥1.5)，13种物质全部得到对称的峰，最快在 5.6 min 内即

可完成分析过程，说明此色谱柱的固定相亚乙基杂化硅胶对芬太尼类物质具有更好的保留能力和选择

性，因此，后续实验均使用 BEH 柱进行分离检测。

表1   不同色谱柱对芬太尼类物质的色谱分离结果
Table 1   Chromatographic separation results of fentanyls on various chromatographic columns  

序号
No.

色谱柱
Column

改性剂
Modifier

温度
Temperature 

（ºC）

峰数量
Number of

peaks
R≥1.5 1≤R<1.5 R<1

对称峰数量
Number of 

symmetric peaks

半峰宽
Half width
（min）

分析时间
Analysis time

（min）

1 FPH
甲醇+0.2%的氨水

 0.2% Ammonium hydroxide 
in methanol

40

13 9 0 3 0 0.0491 4.63

2 C18
甲醇+0.2%的氨水

 0.2% Ammonium hydroxide 
in methanol

13 10 0 2 1 0.0628 8.31

3 2-PIC
甲醇+20 mmol/L甲酸铵
20 mmol/L Ammonium 

formate in methanol
13 8 2 2 9 0.0395 2.52

4 BEH
甲醇+0.2%的氨水

 0.2% Ammonium hydroxide 
in methanol

13 12 0 0 13 0.0476 5.52

2.2 改性剂和柱温的影响

超临界流体 CO2
 的极性太弱，对一些极性化合物的溶解能力差，为了增加流动相对极性化合物的

溶解和洗脱能力，通常向 CO2
 中加入少量（1%~5%）极性溶剂，这类极性溶剂称为改性剂。改性剂在

合相色谱流动相中所占比例较低，但对色谱行为有较大影响，能显著影响分析物的保留时间、分离度

和峰形。本研究采用 BEH 柱，在柱温 40 ºC 条件下，比较了 5 种改性剂（含 20 mmol/L 甲酸铵的甲醇、

含 0.2% 氨水的甲醇、含 20 mmol/L 甲酸铵的乙醇、含 0.2% 氨水的乙醇、含 0.2% 氨水的乙腈）的分离效

果，结果见表2中1~5，相关色谱图见图 2。由表 2可知，采用甲醇时洗脱速度最快，乙醇次之，而使

图2   使用BEH色谱柱、40 ºC时，不同改性剂对芬太尼类物质分离效果的影响：（A）甲醇+20 mmol/L甲酸

铵；（B）甲醇+0.2%的氨水；（C）乙醇+20 mmol/L甲酸铵；（D）乙醇+0.2%的氨水；（E）乙腈+0.2%的氨水。

序号1~13对应的物质同图1
Fig.2   Influence of different modifiers on separation of fentanyls using BEH column at 40 ºC：（A） 20 mmol/L 
ammonium formate in methanol；（B） 0.2% ammonium hydroxide in methanol；（C） 20 mmol/L ammonium formate 
in ethanol；（D） 0.2% ammonium hydroxide in ethanol；（E） 0.2% ammonium hydroxide in acetonitrile. 1–13 
correspond to the substances as in Fig.1
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用乙腈时保留时间显著增加，并且出现明显拖尾，峰宽增大。添加 0.2% 氨水与添加 20 mmol/L 甲酸

铵相比，保留时间明显缩短，这是由于添加氨水后，芬太尼类物质去质子化，极性减弱，因而更快地

被洗脱出来。总之，除含 0.2% 氨水的乙腈外，其余4种改性剂均获得了较理想的结果，所有异构体都

能完全或基本分离。考虑到氨水易挥发，导致流动相组成发生变化，影响保留时间的重现性，而乙醇

相对甲醇分析耗时更长，因此，本研究选择含 20 mmol/L 甲酸铵的甲醇作为改性剂。

表2    不同改性剂和不同柱温条件下BEH柱对芬太尼类物质的色谱分离结果
Table 2    Chromatographic separation results of fentanyls using BEH column with different modifiers and column temperatures

序号
No.

改性剂
Modifier

温度
Temperature

（ºC）

峰数量
Number of

peak
R≥1.5 1≤R<1.5 R<1

对称峰数量
Number of 

symmetric peak

半峰宽
Half width
（min）

分析时间
Analysis time

（min）

1
甲醇+0.2%的氨水

 0.2% Ammonium hydroxide 
in methanol

40 13 12 0 0 13 0.0476 5.52

2
乙醇+0.2%的氨水

 0.2% Ammonium hydroxide 
in ethanol

40 13 9 3 0 5 0.0566 6.95

3
乙醇+20 mmol/L甲酸铵
 20 mmol/L Ammonium 

formate in ethanol
40 13 12 0 0 13 0.0518 8.53

4
乙腈+0.2%的氨水

 0.2% Ammonium hydroxide 
in acetonitrile

40 12 10 0 2 0 0.1141 8.48

5 甲醇+20 mmol/L甲酸铵
20 mmol/L Ammonium 

formate in methanol

40 13 10 2 0 13 0.0469 6.46

6 50 13 12 0 0 13 0.0446 6.36
7 60 13 10 2 0 11 0.0432 6.28

柱温是 UPC2 中影响色谱行为的另一个重要因素，可影响同分异构体的分离度和分析物的保留性

能。通常，随着柱温升高，超临界流体 CO2
 的密度降低，洗脱能力减弱，从而使保留时间延长。但实

际上，温度对不同分析物的影响方式不尽相同。考察了 3 种柱温（40、50 和 60 ºC）下的分离情况，结果

见表 2 中 5~7。随着柱温升高，除（1）N-甲基芬太尼外，其它物质的保留时间均延长；（6）异丁酰芬太

尼和（7）反式-3甲基芬太尼、（6）异丁酰芬太尼和（9）α-甲基芬太尼这两组异构体的分离度呈下降趋

势，其它异构体的分离度呈上升趋势。当柱温为 50 ºC 时，所有同分异构体均得到完全分离，因此，选

择最佳柱温为 50 ºC。

综上，优化的 UPC2 条件为：使用 BEH 色谱柱，以含 20 mmol/L 甲酸铵的甲醇为改性剂，柱温 50 ºC。

在此条件下，13 种目标物的混合标准溶液浓度为 200 ng/mL 时，异构体的色谱分离效果见图 3。

图3   最佳条件下13种芬太尼类物质分离的色谱图，序号1~13对应的物质同图1
Fig.3   Separation chromatograms of 13 kinds of fentanyls under optimal conditions. 1–13 correspond to the 
substances as  in Fig.1
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2.3 化合物分子结构与保留时间的关系

UPC2 的分离原理类似正相色谱，流动相的极性小于固定相，因此物质的极性越强，通常洗脱时

间越长[16]，13 种芬太尼类物质的洗脱顺序也基本符合此规则。N-甲基芬太尼的哌啶环N原子上仅有甲

基，极性强于哌啶环 N 上连接苄基或苯乙基的其它芬太尼类物质，因此，在所有色谱条件下均在最后

被洗脱出来。异丁酰芬太尼、芬太尼、乙酰芬太尼的酰基碳链依次缩短，极性增强，保留时间也依次

增加。反式-3甲基芬太尼和顺式-3甲基芬太尼与芬太尼相比，哌啶环上有甲基取代极性更弱，因此二

者保留均弱于芬太尼。苯环上存在氟取代的 2-氟芬太尼、4-氟芬太尼和 4-氟异丁酰芬太尼的保留时间

均小于对应的无取代基的芬太尼和异丁酰芬太尼，这可能是由于氟苯基吸电子能力强于苯基，导致与

苯环相连的氮原子的碱性变弱，极性降低。值得注意的是，苄基芬太尼与芬太尼相比，取代基少一个

亚甲基，一般认为极性应更强，但在实际测试中，苄基芬太尼的保留时间要小于芬太尼，这可能是由

于苄基芬太尼分子结构中苯基离哌啶环上的 N 原子更近，对其孤对电子的吸引更强，导致其极性更弱。

2.4 UPC2-MS与UPLC-MS分析结果的比较

采用 UPLC BEH C18
 色谱柱对 13 种芬太尼类物质进行分离，并优化梯度洗脱程序，使这些物质的

出峰时间位于与 UPC2 类似的 3~6 min 区间，色谱图如图 4A 所示。（6）异丁酰芬太尼、（7）反式-3甲基

芬太尼、（8）顺式-3甲基芬太尼和（9）α-甲基芬太尼这组异构体，以及（10）2-氟芬太尼和（11）4-氟芬

太尼这组异构体完全未分离，而其余 3 组异构体也仅有部分分离，说明UPLC对于13种芬太尼类物质

异构体的分离效果远不及 UPC2。虽然使用更平缓的 UPLC 洗脱梯度有可能获得更好的分离效果，但

耗时更长，由此导致的峰展宽也会使灵敏度降低，从而影响方法的实用性。应用 UPC2 和 UPLC 两种

色谱方法，在最佳实验条件下得到的 13 种芬太尼类物质的保留时间数据进行线性拟合，结果呈现显

著正交分布规律（R2=0.59），如图 4B 所示，表明这两种色谱方法选择性差异大，具有较好的互补性。

2.5 方法学指标评价

配制  13 种芬太尼类物质的系列浓度标准溶液，在最优条件下进行  UPC2-MS  测试，以所选的 

MRM 通道色谱峰信噪比大于 3 为标准，各物质的检出限在 0.01~0.05 ng/mL 之间。200、5 和 0.1 ng/mL
浓度水平下各物质保留时间的平均值和相对标准偏差 （RSD，n=6）见表 3。结果表明，同一浓度下 13 种

目标物的保留时间 RSD < 0.6%，保留时间随浓度变化小于 1.45%。同时，考察了 9 种毒品（甲基苯丙

胺、氯胺酮、海洛因、曲马多、地芬诺酯、丁丙诺啡、咖啡因、羟考酮和 3,4-亚甲二氧基苯丙胺）及掺杂

剂对测定结果的影响，发现均未干扰各芬太尼类物质的检测。以上结果说明，本方法的专属性强、灵

图4   最佳UPLC-MS条件下芬太尼类物质分离的色谱图（A）以及与UPC2的正交性评价图（B），序号1~13对

应的物质同图1
Fig.4   （A） Separation chromatogram of fentanyls under optimal conditions of UPLC-MS and （B） orthogonal 
evaluation with UPC2. 1–13 correspond to the substances as in Fig.1
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图5   实际缴获毒品中芬太尼类物质的色谱图
Fig.5   Chromatograms of fentanyls in real samples

敏度高、重复性良好，可满足芬太尼类物质定性检测的需求。

表3   13种芬太尼类物质的方法学指标评价
Table 3   Methodological index evaluation of 13 kinds of fentanyl analogues

序号
No.

化合物
Compound

检出限
LOD（ng/mL）

保留时间 RT（min） RSD（%, n=6）

0.1 ng/mL 5 ng/mL 200 ng/mL 0.1 ng/mL 5 ng/mL 200 ng/mL

1 N-甲基芬太尼
N-Methylfentanyl 0.02 6.25 6.30 6.30 0.15 0.06 0.05

2 乙酰芬太尼
Acetylfentanyl 0.05 4.28 4.37 4.37 0.13 0.10 0.10

3 N-苄基芬太尼
Benzylfentanyl 0.02 3.28 3.35 3.35 0.41 0.28 0.08

4 芬太尼
Fentanyl 0.02 4.05 4.13 4.09 0.30 0.14 0.07

5 2-甲基乙酰芬太尼
2-Methylacetylfentanyl 0.05 4.15 4.23 4.23 0.24 0.16 0.10

6 异丁酰芬太尼
Isobutyrfentanyl 0.02 3.73 3.80 3.80 0.37 0.25 0.11

7 反式-3甲基芬太尼
trans-3-Methylfentanyl 0.02 3.59 3.67 3.67 0.53 0.15 0.12

8 顺式-3甲基芬太尼
cis-3-Methylfentanyl 0.02 3.04 3.12 3.12 0.58 0.28 0.22

9 α-甲基芬太尼
α-Methylfentanyl 0.02 4.21 4.30 4.30 0.28 0.11 0.09

10 2-氟芬太尼
2-Fluorofentanyl 0.01 3.78 3.85 3.85 0.27 0.15 0.11

11 4-氟芬太尼
4-Fluorofentanyl 0.01 3.54 3.63 3.62 0.27 0.20 0.07

12 4-氟异丁酰芬太尼
4-Fluoro-isobutyryl fentanyl 0.05 3.26 3.34 3.34 0.32 0.34 0.09

13 4-氟丁酰芬太尼
4-Fluorobutyrfentanyl 0.05 3.44 3.52 3.52 0.39 0.30 0.16

2.6 实际样品分析

采用本方法对各地缴获的可疑芬太尼类物

质进行检测，共检测了 10 个样品。结果表明，5 个

样品检测出芬太尼类物质，其中，样品 1、2 和 3 均

检测出乙酰芬太尼，样品 4 检测出 4-氟异丁酰芬太

尼和 4-氟丁酰芬太尼，样品 5 检测出异丁酰芬太尼

（Isobutyrfentanyl）、4-氟芬太尼（4-Fluorofentanyl）
和 4-氟异丁酰芬太尼（4-FIBF）。由样品 5 的色谱图

（图 5）可知，4-氟异丁酰芬太尼的含量远高于异丁

酰芬太尼和 4-氟芬太尼，推测其原因可能是在生产

加工过程中，作为原料的4-氟苯胺中含有微量未氟

代的苯胺，以及异丁酰氯中含有微量丙酰氯所产生

的副产物。

3 结论

采用 UPC2-MS 联用技术分离并检测了 13 种芬太尼类物质。UPC2 固定相和流动相具有选择多样

性，可根据目标物的属性进行优化，色谱柱使用小颗粒填料，从而提高了分离效率、分离度和灵敏
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度。在分离条件方面，固定相是影响色谱分离的关键因素，改性剂和柱温对于分析物的保留时间和异

构体分离具有较大的影响。UPC2-MS 技术具有专属性强、灵敏度高、重复性好、快速简便和绿色环保

等优势，与常规的超高效液相色谱-质谱检测方法相比，在位置异构体和顺反异构体分离方面具有显

著优势。UPC2-MS 技术在新精神活性物质检测方面具有广阔的应用前景，可成为传统检测技术的有

力补充，在检测实际案件缴获毒品和生物检材时，可采取两种以上的色谱方法相互印证，以确保检测

结果的科学性、可靠性和准确性。
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Abstract  As a new class of psychoactive substances, fentanyls have the characteristics of wide variety, 
rapid replacement and extremely similar structures. The accurate identification of their isomers is a major 
problem faced by drug analysts. Ultra performance convergence chromatography is a powerful tool to 
achieve efficient separation of isomers. Therefore, a new method was established for fast separation 
and detection of fentanyls by ultra performance convergence chromatography-mass spectrometry in this 
work. The separation conditions of the chromatographic column, modifiers and column temperature were 
optimized. The separation and detection was conducted on Waters ACQUITY UPC2 BEH column with 
supercritical fluid CO2 as primary mobile phase, methanol containing 20 mmol/L ammonium formate as 
the modifier, column temperature at 50 °C and a Xevo TQD triple quadrupole as mass spectrometer. A 
total of 13 kinds of fentanyls were completely separated within 6.5 min with an above 1.5-resolution to 
all the isomers. The chromatographic peaks were perfectly symmetric. Methodological statistics showed 
that, 9 kinds of common drugs did not interfere with the determination of 13 kinds of target substances; 
the detection limits were 0.01–0.05 ng/mL and the relative standard deviations of the retention time were 
less than 0.6%. Compared with the conventional ultra-high performance liquid chromatography-mass 
spectrometry detection method, this method had significant advantages in the separation of isomers, 
which fully met the anti-drug public security departments’ needs for the accurate identification of 
fentanyls.

Keywords  Ultra performance convergence chromatography; Mass spectrometry; Fentanyls; Isomers; 
New psychoactive substances
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