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16 种核苷与核苷酸 LC 检测方法的建立及质谱裂解规律的研究 
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摘要：目的  建立通用 LC-MS 法用于分离和鉴定核苷(酸)化合物。方法  选用 ODS-AQ 柱，流动相 A 为缓冲液

1(120 mmol·L−1 Na2HPO4，120 mmol·L−1 KH2PO4 和 3 mmol·L−1 TBAOH)，流动相 B 为水，流动相 C 为甲醇，梯度洗脱，

对 16 种核苷和核苷酸化合物进行分离分析。采用电喷雾离子化(ESI)检测，喷雾电压 4 000 V(正离子模式)/3 500 V(负离子

模式)，雾化气压力 45 psi，干燥气流量 10 L·min−1，去溶剂温度 350 ℃。碎裂电压为 180 V，碰撞能量设置为 5~30 eV，

对 4 种不同类型的核苷和核苷酸化合物的质谱碎片进行分析。结果  建立的 LC 方法对 16 个代表性核苷(酸)化合物达到

了基线分离(R>2.0)，基于质谱碎片规律，构建核苷(酸)化合物的质谱平台。结论  建立的 LC-MS 方法可为未知的核苷(酸)
化合物的分离与鉴定提供参考。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a general LC-MS method for the separation and identification of nucleoside and 
nucleotide compounds. METHODS  The ODS-AQ column was picked, the mobile phase A was buffer 1(120 mmol·L−1 
Na2HPO4, 120 mmol·L−1 KH2PO4 and 3 mmol·L−1 TBAOH), the mobile phase B was water, and the mobile phase C was 
methanol, gradient elution. The 16 nucleoside and nucleotide compounds were separated and analyzed. Electrospray ionization 
(ESI) detection was adopted, spray voltage was 4 000 V (positive ion mode)/3 500 V(negative ion mode), atomizing gas pressure 
was 45 psi, drying gas flow rate was 10 L·min−1, and solvent removal temperature was 350 ℃. The fragmentation voltage was 
180 V, and the collision energy was set to 5−30 eV. Mass spectrometry fragments of 4 different types of nucleoside and 
nucleotide compounds were analyzed. RESULTS  The established LC method achieved baseline separation(R>2.0) for 16 
representative nucleoside and nucleotide compounds. Based on the mass spectrum fragmentation rule, a mass spectrometry 
platform for nucleoside and nucleotide compounds was constructed. CONCLUSION  The established LC-MS method can 
provide  reference for the separation and identification of unknown nucleoside and nucleotide compounds. 
KEYWORDS: LC-MS; nucleosides and nucleotides compounds; baseline separation; mass spectrometry platform 
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核苷由嘌呤或嘧啶碱与戊糖缩合而成，核苷

酸是核苷的磷酸酯。核苷和核苷酸是 DNA 和 RNA
的基本组成单位，具有重要的生物学功能，参与

了生物体内几乎所有的生物化学反应过程[1]。核苷

与核苷酸的测定在生化、医药、食品、代谢组学

等[2-6]各领域有广泛的应用。 
核苷与核苷酸的测定一直是分析技术的难点，

原因在于该类化合物绝大多数为强极性小分子化

合物，在传统反相色谱上保留极弱，且由于结构相

近难以有效分离，Chen 等[7]曾尝试用磷酸盐缓冲液

对 19 种碱基和核苷进行色谱分离，但分离结果不

理想。随着色谱技术的发展，出现了很多针对强极

性物质的色谱填料，如 HILIC 柱[8-13]、混合模式色

谱柱以及特殊键合的 C18 柱[14-15]。有不同机构研究

者采用多种色谱方法对生物样品、食品和药品中的

核苷酸及相关物质进行测定研究，但同时分离测定
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多种类型的核苷和核苷酸的报道较少。 
目前，高分辨质谱在未知化合物结构鉴定方

面有了极其广泛的应用，通过对一类化合物质谱

裂解规律的研究，可对同类型未知化合物的结构

鉴定提供很好的参考依据。本研究旨在建立一种

可有效分离 16 种核苷和核苷酸的高效液相色谱-
质谱联用法，为该类化合物的定性研究提供参考

依据，并对以上化合物的质谱裂解行为进行研究，

以为同类型其他化合物的定性研究提供技术支

持。化学结构见图 1。 
 

 
 

名称 碱基 R1 R2 –P 

腺苷，一/二/三磷酸腺苷 a NH2 H 0/1/2/3
胞苷，一/二/三磷酸胞苷 b NH2 O 0/1/2/3
鸟苷，一/二/三磷酸鸟苷 a O NH2 0/1/2/3
尿苷，一/二/三磷酸尿苷 b O O 0/1/2/3

图 1  16 个核苷(酸)化合物的化学结构式 
Fig. 1  Chemical structure of 16 nucleosides and nucleotides 
compounds 
 

1  仪器与试剂 
UltiMate 3000 高效液相色谱仪(美国 Thermo)

配有 CAD 检测器(Corona Ultra RS)，质谱分析使

用 美 国 Agilent 配 备 了 电 喷 雾 电 离 (ESI) 源 的

6 538 UHD 精 确 质 量 四 极 杆 飞 行 时 间 质 谱 仪

(Q-TOF MS)。色谱柱为 Boston Green ODS-AQ 柱

(250 mm×4.6 mm，5 μm)；XPE 205 分析天平(瑞士

梅特勒公司)。 
磷酸氢二钠、磷酸二氢钾、四丁基氢氧化铵

(TBAOH，10%水溶液)(分析纯)均购自国药集团化

学试剂有限公司，甲醇(色谱纯，美国西格玛奥德

里有限公司)，水为超纯水；对照品：一磷酸腺苷

(AMP，批号：L20190328-4；纯度：98.8%)、二磷

酸腺苷一钾(ADP-K，批号：L20190328-5；纯度：

97.3%) 、 三 磷 酸 腺 苷 二 钠 (ATP-Na2 ， 批 号 ：

L20190328-6；纯度：97.0%)、三磷酸胞苷二钠

(CTP-Na2，批号：141019；纯度：99.5%)、一磷酸

鸟苷二钠(GMP-Na2，批号：L20190328-7；纯度：

99.5%) 、 二 磷 酸 鸟 苷 二 钠 (GDP-Na2 ， 批 号 ：

L20190328-8；纯度：90.1%)、三磷酸鸟苷二钠

(GTP-Na2，批号：L20190328-9；纯度：89.8%)、
一磷酸尿苷二钠(UMP-Na2，批号：L20190328-1；

纯度：99.8%)、二磷酸尿苷二钠(UDP-Na2，批号：

L20190328-2 ； 纯 度 97.7%) 、 三 磷 酸 尿 苷 二 钠

(UTP-Na2，批号：L20190328-3；纯度≥95%)均购

自杭州美亚药业股份有限公司；腺苷(A，批号：

110879-201703；纯度：99.7%)、鸟苷(G，批号：

111977-201501；纯度：93.6%)、胞嘧啶(批号：

420017-201702；纯度：99.8%)、尿苷(U，批号：

110887-201803；纯度：99.5%)均购自中国食品药

品检定研究院；胞苷(C，批号：S18058；纯度：

99%)、二磷酸胞苷二钠(CDP-Na2，批号：S48189；

纯度：98%)、一磷酸胞苷二钠(CMP-Na2，批号：

S18060；纯度：98%)、三磷酸尿苷二钠(UTP-Na2，

批号：S30956；纯度：98%)均购自上海源叶生物

科技有限公司。 
2  方法 
2.1  溶液的制备 

分别称取“1”项下对照品各约 10 mg，分别

置 10 mL 量瓶中，加水溶解并稀释至刻度，摇 ，

作为各自对照品溶液。精密量取以上各对照品溶

液 1.0 mL，置 20 mL 量瓶中，用水稀释至刻度，

摇 ，作为分析研究溶液。 
2.2  液相色谱条件和质谱条件 
2.2.1  液相色谱条件  选用 ODS-AQ 柱，流动

相 A 为 缓 冲 液 1(120 mmol·L−1 Na2HPO4 ，

120 mmol·L−1 KH2PO4 和 3 mmol·L−1 TBAOH)，
流动相 B 为水，流动相 C 为甲醇，梯度洗脱程

序：0 min，A︰B︰C=20︰0︰80；50 min，A︰

B︰C=20︰0︰80；70 min，A︰B︰C=97︰3︰0；

90 min，A︰B︰C=97︰3︰0。 
2.2.2  质谱条件  电喷雾离子化(ESI)检测，喷雾

电压 4 000 V(正离子模式)/3 500 V(负离子模式)，
雾化气压力 45 psi，干燥气流量 10 L·min−1，去溶

剂温度 350 ℃。碎裂电压为 180 V，碰撞能量设置

为 5~30 eV。 
取“2.1”项下各化合物对照品溶液以直接输

注方式注入质谱仪，考察质谱行为。 
3  结果 
3.1  色谱条件的摸索   

对于 ODS-AQ 柱，固定相采用封尾技术可更

好地掩蔽硅胶上的残余硅羟基，使得其表面更具

疏水性，因此流动相中 pH 的影响可忽略不计[16]。
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然而，水相-有机相的比例、缓冲盐和离子对试剂

的浓度对核苷(酸)化合物的色谱分离有很大影响。

实验结果显示甲醇含量增加，虽然会明显改善分

析时间，但会导致更差的分离效果，尤其是甲醇

比例>10%，见图 2a。 
 

 
 

图 2  16 个核苷(酸)化合物的液相色谱图 
色谱条件：a–1：缓冲液 1-甲醇-水=100∶0∶0；a–2：缓冲液 1-甲醇-
水=95∶5∶0；a−3：缓冲液 1-甲醇-水=90∶10∶0；b–1：缓冲液 1-
甲醇-水=80∶0∶20；b–2：缓冲液 1-甲醇-水= 60∶0∶40；b–3：缓冲

液 1-甲醇-水=40∶0∶60。 
Fig. 2  LC chromatograms of 16 nucleosides and nucleotides  
Chromatographic conditions: a–1: buffer 1-methanol-water=100∶0∶0; 
a–2: buffer 1-methanol-water=95∶5∶0; a–3: buffer 1-methanol-water= 
90 ∶ 10 ∶ 0; b–1: buffer 1-methanol-water=80 ∶ 0 ∶ 20; b–2: buffer 
1-methanol-water= 60∶0∶40; b–3: buffer 1-methanol-water=40∶0∶60. 
 

此外，磷酸盐缓冲液及离子对试剂的浓度与

待测组分的保留相关，它们的浓度降低会使得核

苷(酸)化合物的保留有所增强，且改善待测组分的

分离，但浓度过低，会导致较长的分析时间，见

图 2b。建立适宜的梯度洗脱程序优化对 16 个核苷

(酸)化合物的分离：使用低浓度的缓冲液 1 对前 10
个化合物进行考察，见图 3，流动相条件为缓冲液

1-甲醇-水(A︰B︰C=20︰0︰80)时显示出较好的

分离效果(R>2.0)，并将这一流动相称为流动相 A；

考虑到部分核苷(酸)化合物相近的化学性质和梯

度洗脱前后流动相差异较大，适当延长平衡时间

并设置为 20 min；在前面流动相研究的基础上，

调整流动相组成以完成后 6 个化合物的分离，见

图 4。结果显示，16 个核苷(酸)化合物得到完全的

分离(R>2.0)，见图 5，且没有明显的混合标准溶液

峰的拖尾现象。 
结果表明，在梯度洗脱程序中缓冲溶液浓度降

低虽然会增强核苷(酸)化合物的保留，但会改善色

谱峰基线[以图 5 的色谱条件为例，其展示了 16 个

核苷(酸)化合物的定位，保留时间：1-C<2-CMP< 
3-U<4-UMP<5-GMP<6-G<7-CDP<8-AMP<9- 
UDP<10-A<11-GDP<12-CTP<13-UTP<14-GTP<15-
ADP<16-ATP]。ODS 柱与待测组分主要发生疏水

相互作用，这种作用与 16 种化合物的极性相关，

通常地，随着磷酸基团数目的增加化合物极性增

强，但除了 AMP 和 A，GMP 和 G。4 种类型的核

苷(酸)化合物极性：C(NP)<U(NP)<G(NP)<A(NP)。 
 

 
 

图 3  前 10 个核苷(酸)化合物的液相色谱图 
色谱条件：a–缓冲液 1-甲醇-水=20∶0∶80；b–缓冲液 1-甲醇-水=25∶

0∶75；c–缓冲液 1-甲醇-水=30∶0∶70。 
Fig. 3  LC chromatograms of the former 10 nucleosides and 
nucleotides  
Chromatographic conditions: a–buffer 1-methanol-water=20∶0∶80; 
b–buffer 1-methanol-water=25∶0∶75; c–buffer 1-methanol-water=30∶

0∶70. 
 

 
 

图 4  后 6 个化合物的液相色谱图 
色谱条件：A–a：缓冲液 1-甲醇-水= 80∶10∶10；A–b：缓冲液 1-甲
醇-水= 50∶10∶40；A–c：缓冲液 1-甲醇-水=20∶10∶70；B–a：缓

冲液 1-甲醇-水=97∶3∶0；B–b：缓冲液 1-甲醇-水= 95∶5∶0；B–c：

缓冲液 1-甲醇-水=80∶5∶15。 
Fig. 4  LC chromatograms of the latter 6 nucleosides and 
nucleotides 
Chromatographic conditions: A–a: buffer 1-methanol-water=80∶10∶10; 
A–b: buffer 1-methanol-water=50 ∶ 10 ∶ 40; A–c: buffer 1-methanol- 
water=20∶10∶70; B–a: buffer 1-methanol-water=97∶3∶0; B–b: buffer 
1-methanol-water=95∶5∶0; B–c: buffer 1-methanol-water=80∶5∶15. 
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图 5  16 个核苷(酸)化合物的定位 
Fig. 5  Location of 16 nucleosides and nucleotides 

3.2  质谱裂解规律研究  
本研究通过直接对照品溶液输注的方法，对

16 种核苷(酸)分析物的质谱裂解行为进行了研

究，以期为其他同类型未知化合物的结构鉴定提

供技术支持。其中核苷酸采用负离子模式检测，

见表 1，核苷采用正离子模式检测，见表 2，裂解

规律见图 6。 
 
表 1  正离子模式下核苷化合物的 MS/MS 值 
Tab. 1  MS/MS data of nucleosides in positive ion mode 

母离子 碎片离子 测得质量数 实际质量数 化学式 误差 母离子 碎片离子 测得质量数 实际质量数 化学式 误差

268(A) – 268.104 3 268.104 0 C10H14N5O4
+ 1.1 484(CTP) – 483.991 9 483.991 8 C9H17N3O14P3

+ 0.2 
 136 136.061 3 136.061 8 C5H6N5

+ –3.7  324 324.058 8 324.059 1 C9H15N3O8P+ –0.9 
348(AMP) – 348.068 7 348.070 4 C10H13N5O7P+ –4.9  112 112.051 0 112.050 5 C4H6N3O+ 4.5 
 136 136.060 7 136.061 8 C5H6N5

+ –8.1 284(G) – 284.098 1 284.098 9 C10H14N5O5
+ –2.8 

244(C) – 244.092 8 244.092 8 C9H14N3O5
+ 0.0  152 152.056 5 152.056 7 C5H4N5O+ –1.3 

 112 112.050 8 112.050 5 C4H6N3O+ 2.7 245(U) – 245.076 5 245.076 8 C9H13N2O6
+ –1.2 

324(CMP) – 324.057 6 324.059 1 C9H13N3O8P+ –4.6  113 113.034 0 113.034 6 C4H5N2O2
+ –5.3 

 112 112.050 0 112.050 5 C4H6N3O+ –4.5       
 
表 2  负离子模式下核苷酸化合物的 MS/MS 值 
Tab. 2  MS/MS data of nucleotides in negative ion mode 

母离子 
碎片 
离子 

测得质量数 实际质量数 化学式 误差 母离子
碎片

离子
测得质量数 实际质量数 化学式 误差 

266(A) – 266.089 6 266.089 5 C10H12N5O4
– 0.4 282(G) – 282.085 0 282.084 4 C10H12N5O5

– 2.1 
 134 134.047 5 134.047 2 C5H4N5

– 2.2  150 150.042 2 150.042 2 C5H4N5O– 0.0 
346(AMP) – 346.057 2 346.055 8 C10H13N5O7P– 4.0 362(GMP) – 362.051 3 362.050 7 C10H13N5O8P– 1.7 
 211 211.001 8 211.001 3 C5H8O7P– 2.4  211 211.001 7 211.001 3 C5H8O7P– 1.9 
 193 192.990 6 192.990 7 C5H6O6P– –0.5  79 78.959 5 78.959 1 O3P– 5.1 
 134 134.047 6 134.047 2 C5H4N5

– 3.0 442(GDP) – 442.017 9 442.017 1 C10H14N5O11P2
– 1.8 

426(ADP) – 426.022 9 426.022 1 C10H14N5O10P2
– 1.9  424 424.005 3 424.006 5 C10H12N5O10P2

– –2.8 
 408 408.010 0 408.011 6 C10H12N5O9P2

– –3.9  362 362.051 1 362.050 7 C10H13N5O8P– 1.1 
 328 328.047 9 328.045 2 C10H11N5O6P– 8.2  344 344.040 9 344.040 2 C10H11N5O7P– 2.0 
 273 272.955 7 272.957 1 C5H8O9P2

– –5.1  273 272.955 8 272.957 1 C5H8O9P2
– –4.8 

 159 158.924 5 158.925 4 HO6P2
– –5.7  159 158.925 1 158.925 4 HO6P2

– –1.9 
 134 134.047 7 134.047 2 C5H4N5

– 3.7  79 78.959 1 78.959 1 O3P– 0.0 
506(ATP) – 505.989 8 505.988 5 C10H15N5O13P3

– 2.6 522(GTP) – 521.980 4 521.983 4 C10H15N5O14P3
– –5.7 

 426 426.022 9 426.022 1 C10H14N5O10P2
– 1.9  424 424.005 7 424.006 5 C10H12N5O10P2

– –1.9 
 408 408.012 3 408.011 6 C10H12N5O9P2

– 1.7  362 362.053 9 362.050 7 C10H13N5O8P– 8.8 
 346 346.058 3 346.055 8 C10H13N5O7P– 7.2  150 150.041 7 150.042 1 C5H4N5O– –2.7 
 273 272.957 5 272.957 1 C5H8O9P2

– 1.5 243(U) – 243.062 2 243.062 3 C9H11N2O6
– –0.4

 239 238.893 4 238.891 7 H2O9P3
– 7.1 200 200.056 6 200.056 6 C8H10NO5

– 0.0
 159 158.925 6 158.925 4 HO6P2

– 1.3 153 153.030 5 153.030 6 C6H6N2O3
– –0.7

 79 78.959 3 78.959 1 O3P– 2.5 111 111.019 8 111.020 0 C4H3N2O2
– –1.8

242(C) – 242.078 9 242.078 2 C9H12N3O5
– 2.9 323(UMP) – 323.028 5 323.028 6 C9H12N2O9P– –0.3

 152 152.046 3 152.046 6 C6H6N3O2
– –2.0 280 280.023 3 280.022 8 C8H11NO8P– 1.8

 110 110.036 0 110.036 0 C4H4N3O– 0.0 211 211.000 9 211.001 3 C5H8O7P– –1.9
 67 67.029 7 67.030 2 C3H3N2

– –7.5 193 192.991 6 192.990 7 C5H6O6P– 4.7
322(CMP) – 322.046 8 322.044 6 C9H13N3O8P– 6.8 139 138.980 1 138.980 2 C2H4O5P– –0.7
 279 279.040 4 279.038 8 C8H12N2O7P– 5.7 111 111.020 4 111.020 0 C4H3N2O2

– 3.6
 211 211.001 6 211.001 3 C5H8O7P– 1.4 97 96.969 5 96.969 6 H2O4P– –1.0
 97 96.970 3 96.969 6 H2O4P– 7.2 79 78.959 0 78.959 1 O3P– –1.3
 79 78.959 4 78.959 1 O3P– 3.8 403(UDP) – 402.995 8 402.994 9 C9H13N2O12P2

– 2.2
402(CDP) – 402.013 0 402.010 9 C9H14N3O11P2

– 5.2 385 384.983 3 384.984 4 C9H11N2O11P2
– –2.9

 384 384.001 2 384.000 3 C9H12N3O10P2
– 2.3 305 305.019 3 305.018 0 C9H10N2O8P– 4.3

 304 304.034 8 304.034 0 C9H11N3O7P– 2.6 159 158.925 0 158.925 4 HO6P2
– –2.5

 159 158.925 5 158.925 4 HO6P2
– 0.6 111 111.020 1 111.020 0 C4H3N2O2

– 0.9
 110 110.035 9 110.036 0 C4H4N3O– –0.9 79 78.958 9 78.959 1 O3P– –2.5
 79 78.959 4 78.959 1 O3P– 3.8 483(UTP) – 482.962 9 482.961 3 C9H14N2O15P3

– 3.3
482(CTP) – 481.978 9 481.977 2 C9H15N3O14P3

– 3.5 465 464.952 0 464.950 7 C9H12N2O14P3
– 2.8

 464 463.964 8 463.966 7 C9H13N3O13P3
– –4.1 403 402.997 3 402.994 9 C9H13N2O12P2

– 6.0
 402 402.010 5 402.010 9 C9H14N3O11P2

– –1.0 385 384.981 3 384.984 4 C9H11N2O11P2
– –8.1

 384 384.001 9 384.000 3 C9H12N3O10P2
– 4.2 273 272.959 0 272.957 1 C5H8O9P2

– 7.0
 239 238.890 4 238.891 7 H2O9P3

– –5.4 177 176.935 6 176.935 9 H3O7P2
– –1.7

 177 176.936 3 176.935 9 H3O7P2
– 2.3 159 158.924 2 158.925 4 HO6P2

– –7.6
 159 158.925 5 158.925 4 HO6P2

– 0.6   
 79 78.959 2 78.959 1 O3P– 1.3   
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图 6  负离子模式下 16 个代表性的核苷(酸)化合物可能的碎裂途径 
a–C 和 CNP；b–U 和 UNP；c–A 和 ANP；d–G 和 GNP 

：NTP 中的碎片； ：NDP 中的碎片； ：NMP 中的碎片； ：N 中的碎片； ：NTP 和 NDP 中的相同碎片； ：NDP
和 NMP 中的相同碎片； ：NMP 和 N 中的相同碎片； ， ， ， ：未形成碎片。  
Fig. 6  Plausible fragmentation pathways of 16 representative nucleosides and nucleotides in negative ion mode 
a–C and CNP; b–U and UNP; c–A and ANP; d–G and GNP 

: fragments in NTP; : fragments in NDP; : fragments in NMP; : fragments in N; : fragments in NTP and NDP; : 
fragments in NDP and NMP; : fragments in NMP and N; , , , : No fragments formed. 
 

NTP(N 代表 A、T、C、G，后同)的 MS/MS
谱图中显示大量的碎片离子 NDP([M-H]–)或 /和
NMP([M-H]–)或/和 N([M-H]–)，这是由于前体离子

分别失去 1/2/3 个磷酸残基(80/160/240 Da)，NDP
和 NMP 也有着相似的碎片裂解途径。作为去质子

化的和碱基相应地是从 N 中失去 132 Da 的核糖基

团。而 NTP、NDP 和 NMP 失去核苷基团而在 m/z 

239，159 和 79 处观察到相应碎片离子的形成。此

外，还有一些特殊的碎片裂解途径：m/z 279 和

m/z 67 碎片离子可以用来解释 CMP([M-H]–，m/z 
322)和 m/z 110 中嘧啶环中酰胺基团的裂解和重

排；m/z 280 和 m/z 200 碎片离子的形成是 UMP([M- 
H]–，m/z 323)和 U([M-H]–，m/z 243)中嘧啶环残基

的裂解及重排引起的。 
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表 3  5 种色谱柱对 16 个核苷(酸)化合物的分离情况 
Tab. 3  Separation behavior of 16 nucleosides and nucleotides in 5 columns 

色谱柱 流动相 运行时间/min 峰的个数 备注 

Atlantis T3 

100 mmol·mL−1NH4Ac 50 2 

大多数化合物不保留 

80 mmol·mL−1 NH4Ac 92 10 

60/40/20/10 mmol·mL−1 NH4Ac 50 13/13/14/13 

ACN: 20 mmol·mL−1 NH4Ac(5∶95) 40 12 

ACN: 20 mmol·mL−1 NH4Ac(10∶90) 14 10 

HILIC Silica 

ACN: 100/50/20 mmol·mL−1 NH4Ac(90∶10) 13/13/12 4/4/4 
大多数化合物分不开 

ACN: 100/50 mmol·mL−1 NH4Ac(80∶20) 8/8 4/4 

ACN: 100/50/20 mmol·mL−1 NH4Ac(60∶40) 8/7/5 8/7/8 
部分化合物分不开，其他化合

物不保留 
ACN: 100 mmol·mL−1 NH4Ac(40∶60) 5 4 

ACN: 20 mmol·mL−1 NH4Ac(80∶20) 5 8 

HILIC-Z 
ACN: 100 mmol·mL−1 NH4Ac(60∶40) 3 5 

化合物分不开 
ACN: 20 mmol·mL−1 NH4Ac(40∶60) 10 2 

XB-NH2 

MeOH: 100/50/20 mmol·mL−1 NH4Ac(90∶10) 5/6/6 3/3/3 

部分化合物分不开，其他化合

物不保留 

MeOH: 100/50/20 mmol·mL−1 NH4Ac(80∶20) 5/5/5 2/3/2 

MeOH: 100/50 mmol·mL−1 NH4Ac(60∶40) 4/5 2/2 

MeOH: 100 mmol·mL−1 NH4Ac(40∶60) 4 2 

MeOH: 50 mmol·mL−1 NH4Ac(40∶60) 5 2 

ACN: 50 mmol·mL−1 NH4Ac(90∶10) 23 4 

ACN: 50 mmol·mL−1 NH4Ac(80∶20) 9 3 

BEH HILIC 

MeOH: 100 mmol·mL−1 NH4Ac(90∶10) 5 2 

大多数化合物不保留 
MeOH: 100 mmol·mL−1 NH4Ac(60∶40) 4 1 

MeOH: 20 mmol·mL−1 NH4Ac(80∶20) 4 3 

MeOH: 20 mmol·mL−1 NH4Ac(40∶60) 4 4 
 

核苷酸化合物主要由 3 个结构单元组成：核

碱基单元、糖苷单元及磷酸单元。在碰撞电压作

用下，该类化合物呈现如下裂解规律：①磷酸单

元易发生多级断裂，形成脱去 1~3 个磷酸结构的

碎片离子及相应的磷酸碎片；②糖苷键易发生断

裂，形成脱核碱基碎片和碱基碎片离子；③糖环

易发生脱水反应。 
4  讨论 

本研究首先考察了亲水色谱法(HILIC Silica
柱，HILIC-Z 柱，Welch XB-NH2 柱和 BEH HILIC
柱)对核苷、磷酸核苷、二磷酸核苷及三磷酸核苷

化合物的分离效果，流动相选择有机相为乙腈，

水相为乙酸铵溶液，见表 3。考察结果表明，在不

同流动相比例及不同水相浓度条件下，XB-NH2 柱

和 BEH HILIC 柱对大多数待测化合物均不保留。

HILIC-Z 柱在乙腈比例较高且乙酸铵溶液浓度较

低条件下，对 16 个核苷(酸)化合物均有保留，但

分离效果较差。HILIC Silica 柱在乙腈-乙酸铵溶液

(60∶40)条件下对大部分待测化合物有较好的保

留与分离效果，但仍有部分难以有效分离。 

之后考察了特殊键合的 C18 柱(T3 柱)，该类色

谱柱可在反相条件下对强极性化合物有较好的保

留。本研究考察了 Atlantis T3 柱在不同浓度、pH
的乙酸铵流动相中对 16 种目标化合物的分离效

果，结果显示，在 10 mmol·L−1 乙酸铵流动相中对

较好的分离，即在运行时间为 50 min 的色谱图中

有 14 个峰可见。然而，它在较高浓度的乙酸铵

(≥40 mmol·L−1)流动相中显示不理想的分析物的

色谱行为。此外，随着流动相中乙腈含量的增加，

虽可有效地缩短运行时间，但会导致更差的分离

效果。 
后本研究采用 ODS-AQ 柱考察了传统的反

相离子对色谱方法，结果发现水相-有机相的比例、

缓冲盐和离子对试剂的浓度对核苷(酸)化合物的

色谱分离有很大影响。 
本研究建立的液相色谱对 16 个核苷(酸)化合

物有着极好的分离效果(R>2.0)。此外，完成了对 4
种类型的 16 个核苷(酸)化合物的质谱裂解规律的

总结和归纳，有利于对核苷(酸)(类)药物中未知杂

质的鉴定研究提供有用的质谱信息。 
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