
全国因使用阿片类药物过量已导致数千人死亡，人们对芬太

尼类似物及其代谢物的担忧情绪不断上升。其中有些合成药物的

效价很强，因此稍有过量就可能发生意外。此外，由于存在通过

皮肤吸收或摄入的可能性，这些高效价药物还会危及公共健康和

公共安全人员。为正确鉴定生物基质中的这些芬太尼类似物，法

医实验室需要灵敏的 MS 系统来精确定量，还需要具有高度针对

性的色谱法来分离和正确鉴定异构体。
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现已开发出确认人血中是否存在芬太尼及其类似物的方法。

由于很难根据类似碎裂模式监测是否含有异构体，因此在开发方

法时，这些化合物中异构体的分离对于准确鉴定所有芬太尼类似

物很关键。主要挑战在于，既要对这些异构体进行色谱分离，又

要保持合适的峰形和合理的 LC 运行时间。测试了多个分析色谱柱

和流动相组合，直到实现所需的分离（图 1）。

芬太尼方法的主要特点

• 样品前处理通过简单的乙腈沉降蛋白、离心，上清液吹干后用

流动相复溶。

• 使用 ExionLC™ AC HPLC 系统在 17 分钟运行时间内实现了所

有异构体的基线分离（图 1）。

• 芬太尼及其类似物包括 29 种分析物和 5 种内标，总共 58 个

MRM 离子对。

• 分析物在正离子化模式下使用 QTRAP® 4500 LC-MS/MS 系统监

测。

• QTRAP 4500 系统的灵敏度可以检测出复杂生物基质样品中皮

克 (pg) 级别的药物，线性良好，同时保持在线性范围内所有化

合物测定的准确度。
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Fentanyl analogues and their metabolites are a rising concern as
thousands die from opioid overdose across the country. Some of 
these synthetic drugs have very high potency and thus only
require a small amount for an accidental overdose. In addition,
these high potency drugs pose a danger to public health and 
public safety personnel due to the possibility of skin absorption
or inhalation of the drug. In order to properly identify these 
fentanyl analogues in biological matrices, forensic laboratories
require sensitive MS systems to accurately quantitate at low
concentrations, and highly specific chromatographic methods in
order to separate and properly identify isomers.

Here, a confirmatory method for fentanyl and its analogues in 
human blood has been developed. Due to the inclusion of
isomers that are challenging to monitor based on similar
fragmentation patterns, the separation of these isomers within 
the panel was key in method development, in order to accurately
identify all fentanyl analogues. The main challenge was
separation of these isomers chromatographically while 
maintaining desirable peak shape and reasonable LC run time.
Multiple analytical columns and mobile phase combinations were 
tested until the desired separation was achieved (Figure 1).

Key Features of Fentanyl Method
• Sample preparation involved a protein crash with acetonitrile,

centrifugation followed by a dry down, and reconstitution with
mobile phase.

• Baseline separation of all isomers was achieved using the
ExionLC™ AC HPLC system for a total runtime of 17 minutes
(Figure 1).

• Fentanyl panel consisted of 29 analytes and 5 internal
standards, with a total of 58 MRM transitions.

• Analytes were monitored in positive ionization mode using the
QTRAP® 4500 LC-MS/MS system. The sensitivity of the
QTRAP 4500 system allowed for picogram (pg) detection
limits of these drugs in a complex biological matrix while
maintaining linearity and precision for all compounds across
the calibration range.Figure 1: Chromatographic Profile of the Fentanyl Panel by LC-MS

Analysis. Top panel shows the elution of 34 compounds in a 17-minute 
runtime. Bottom panel highlights the baseline separation achieved on 9
isomers from 11.3 to 14.0 minutes.
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图1. 通过 LC-MS 分析的芬太尼类化合物的色谱图。上图所示为 34 种化合

物在 17 分钟运行时间内的洗脱。下图显示了 11.3 到 14.0 分钟对 9 种异

构体实现的基线分离。
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方法

样品制备：将甲醇溶解的一系列浓度的标准品加入人全血中，得

到从 0.1 ng/ml 到 100 ng/ml 的所需浓度，形成一条校准曲线，用

以评估动态范围。

1. 将 40 µL 的对应甲醇标准品溶液加入 360 µL 的人全血。加入

20 µL 的内标溶液，以及 1.14 mL 的冷乙腈。

2. 样品经过强力涡旋和离心处理。

3. 转移 500 µL 的上清液，吹干并与 125 µL 稀释溶液（流动相）

重组。

4. 对后续样品进行离心处理，并将上清液转移到进样小瓶中进行

分析。

内标：卡芬太尼-D5、环丙基芬太尼-D5、芬太尼-D5、甲氧基乙

酰芬太尼-D5 和去甲芬太尼-D5 用作内标（地西泮）。所有五种内

标混合并在甲醇中稀释至浓度 1000 ng/mL。

液相色谱：HPLC 分离，柱温30 ºC使用 Phenomenex C18 色谱柱

在 SCIEX ExionLC™ AC 系统上完成。流动相包括水、甲醇、乙腈

和改性剂。LC 流速为 0.3 mL/min，总运行时间为 17 分钟，进样

量为 5 µL。

质谱：QTRAP® 4500 系统，电喷雾离子化，正离子模式，数据采

集软件 Analyst 1.7，Schedeuled MRM模式保证每个色谱峰有足够

的数据采集点，保证定量结果更加准确。

表1 提供了离子源参数。针对每个离子对的去簇电压（DP）、碰撞能量

（CE)和碰撞室出口电压（CXP）进行了优化，并在表3中列出。

表1. 离子源条件。

参数 值

气帘气 (CUR) 30

碰撞气 (CAD) 8

离子喷雾电压 (IS) 2500 V

温度 (TEM) 650 ℃

离子源气体 1 (GS1) 50

离子源气体 2 (GS2) 50

表 2. 分析的 29 种目标化合物列表

2-呋喃基芬太尼 巴豆酰芬太尼
邻氟丁酰芬太尼 
(o-FBF)

4-ANPP 环丙基芬太尼 对氟芬太尼

乙酰芬太尼 芬太尼
对氟丁酰芬太尼 
(p-FBF)

丙烯酰芬太尼 异丁酰芬太尼 对氟异丁酰芬太尼

阿芬太尼 甲氧基芬太尼 对氟丙烯酰芬太尼

苄基芬太尼
间氟丁酰芬太尼 
(m-FBF)

苯基芬太尼

β-羟基芬太尼
间氟异丁酰芬太尼 
(m-FIBF)

对甲氧基乙酰芬太
尼

丁酰芬太尼 N-甲基去甲芬太尼 舒芬太尼

卡芬太尼 去甲卡芬太尼 反式-3-甲基芬太尼

顺式-3-甲基芬太尼 去甲芬太尼

异构体的分离

九种芬太尼类似物（反式-3-甲基芬太尼、顺式-3-甲基芬太

尼、异丁酰芬太尼、丁酰芬太尼、p-FIBF/m-FIBF、p-FBF/m-FBF、

o-FBF、环丙基芬太尼、巴豆酰芬太尼）是其他类似物的异构

体，因此没有可用于检测的独特碎片。因此，这些类似物的色谱

分离对于可靠的鉴定和定量至关重要，成为此研究的重点。

使用 Phenomenex C18 色谱柱完成了最佳色谱分离，可在

整个梯度内为更多极性分析物提供更好的保留和选择性。为正确

区分所有异构体（不包括 p-FBF/m-FBF 和 p-FIBF/m-FIBF），需要

将色谱柱与优化的流动相相结合，产生分离。此色谱分离针对此 

MRM 实验进行了优化，但也可在 SCIEX X500R QTOF 上用于其

他的筛查或确认技术。

类似物 p-FBF 和 m-FBF 以及 p-FIBF 和 m-FIBF 无法进行色谱

分离，因此它们组合到一起进行分析，如 p-FBF/m-FBF 和 p-FIBF/

m-FIBF。这通常是化学上类似的位置异构体，需要在邻、间和对

位种类与合适的分析时间之间权衡。为实现此研究的目的，已确

定鉴定一组配对的类似物是最佳策略。
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数据处理

使用SCIEX OS 1.4软件进行数据处理，29种分析物和5种内标

可在软件中预览Schedule MRM的保留时间，利用 Analytics 中的 

MQ4 算法，轻松完成了本底中峰值的检测和积分。MQ4 算法可

用于在观察窗中选择正确的峰值，特别是在异构体存在多个峰值

时。这种易用性有助于分析重复的进样 (n=3)，用于验证离子比的

一致性，确认 ± 20% 内的浓度值准确性，如图 3 和 4 所示。

在用 10 倍稀释和低进样量 5 µL 稀释全血样品后，所有分析

物都能在 0.1 ng/mL 的基质中成功检测。最不灵敏的分析物是去

甲芬太尼，用于定性的离子对的信噪比为51.8。

图2. 特定芬太尼异构体的分离示例。（上）异构体反式-3-甲基芬太尼、

顺式-3-甲基芬太尼、异丁酰芬太尼和丁酰芬太尼的分离（11.3 到 12.1 分

钟）。（中）异构体 p-FIBF/m-FIBF、p-FBF/m-FBF 和 o-FBF 的分离（12.8
到  14.0 分钟）。（下）异构体环丙基芬太尼、巴豆酰芬太尼的分离

（11.3 到 12.1 分钟）。
p 3

Analogues p-FBF and m-FBF, as well as p-FIBF and m-FIBF,
were unable to be separated chromatographically so they were 
combined to be analyzed together as p-FBF/m-FBF and p-
FIBF/m-FIBF. This is often the case with chemically similar
positional isomers, as there is a trade-off between separation of
ortho-, meta-, and para- species and desirable analysis time. For
purposes of this study, it was determined that identification as a
set paired analogues was the best strategy.

Data Processing

A processing method for the 29 analytes and 5 internal
standards was used to review the time-scheduled MRM data in
SCIEX OS™ Software 1.4. Utilizing the MQ4 algorithm in 
Analytics, detection and integration of the peaks from the 
background was easily accomplished. The MQ4 algorithm
provided selection of the correct peak within the viewing window,
especially in the case of the isomers where more than one peak
were present. This ease of use helped in analyzing replicate
injections (n=3) which were used to verify the consistency of ion 
ratios and to confirm the accuracy of concentration values within 
± 20%, as shown in Figure 3 and 4.

With the whole blood samples being diluted by a factor of 10 and
a low injection volume of 5 µL, all analytes were successfully 
able to be detected in matrix at 0.1 ng/mL. The least sensitive 
analyte was norfentanyl with a S/N ratio of 51.8 for the qualifier
transition.

Figure 3:  Data Processing of Norcarfentanil using SCIEX OS
Software 1.4. (Top) Results table with calibration curve from 0.1 ng/mL to
100 ng/mL. (Bottom) First and second transition with ion ratio overlay.

Figure 2: Examples of Separation of Specific Fentanyl Isomers. (Top) 
Separation of the isomers trans-3-MethylFentanyl, cis-3-Methylfentanyl,
Iso-Butyryl Fentanyl, Butyryl Fentanyl from 11.3 to 12.1 minutes. (Middle)
Separation of the isomers p-FIBF/m-FIBF, p-FBF/m-FBF, o-FBF from
12.8 to 14.0 minutes. (Bottom) Separation of the isomers Cyclopropyl
Fentanyl, Crotonyl Fentanyl from 11.3 to 12.1 minutes.

Figure 4:  Data Processing of beta-Hydroxy Fentanyl. (Top) Results
table with calibration curve from 0.1 ng/mL to 100 ng/mL (Bottom) First
and second transition with ion ratio overlay.
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图3. 使用 SCIEX OS 1.4 软件对去甲卡芬太尼进行数据处理。（上）从 0.1 

ng/mL 到 100 ng/mL，包含校准曲线的结果表。（下）离子比重叠的第一

个和第二个离子对。

图 4. β-羟基芬太尼的数据处理。（上）从 0.1 ng/mL 到 100 ng/mL，包

含校准曲线的结果表，（下）存在离子比重叠的第一个和第二个离子对。
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SCIEX OS 1.4 软件的 Analytics 部分新增了自动移除异常值

的功能。这项新功能将根据用户设置的条件移除异常值。在下面

的示例中，有目的的对高度浓缩的校准液进行进样，在校准范围

高端形成饱和（图 5）。轻松地运用自动异常值算法，从校准曲

线中移除高度浓缩的样品，并改善浓度曲线的拟合与相关性（图 

5，下）。

结论

QTRAP 4500 系统结合 ExionLC AC 系统可以分离芬太尼及其

类似物和代谢物，同时在低浓度复杂生物基质（如人全血）中保

持灵敏度。Analyst 1.7软件中的 Scheduled MRM 算法和 QTRAP 

4500 系统的速度产生了大量易于定量的优质数据采集点。

• 芬太尼类似物和异构体的基线分离

• 液相色谱法可用于其他平台，包括 SCIEX X500R QTOF，用于筛

查和确认技术。

• 此研究监测的化合物中平均约 4 个数量级的动态范围

p 4

A new feature in the Analytics section of SCIEX OS Software 1.4
is automatic outlier removal. This new feature will remove 
outliers based on criteria set by the user. In the example below,
a highly concentrated calibrator was purposely injected to cause 
saturation on the high end of the calibration range (Figure 5).
The automatic outlier algorithm was easily applied, removing the
highly concentrated sample from the calibration curve and
improving the fit and correlation of the concentration curve
(Figure 5, bottom).

Conclusions
The QTRAP 4500 system combined with the ExionLC AC 
system enabled the separation of fentanyl, its analogues, and 
metabolites, while maintaining the sensitivity at low
concentrations in complex biological matrices such as human
whole blood. The Scheduled MRM algorithm in Analyst Software
1.7 and the speed of the QTRAP 4500 system produced ample 
acquisition points for quality data that is easily quantifiable.

• Baseline separation of fentanyl analogues and isomers

• LC chromatographic method can be used on other platforms,
including the SCIEX X500R QTOF, for screening and
confirmatory techniques.

• Dynamic range for quantitation averaged ~4 orders of
magnitude across the compounds monitored in this study

Figure 5. Automatic Outlier Rejection Improves Data Quality.
(Top) MRM traces for 2-Furanyl Fentanyl across the concentration
range. (Middle) Concentration curve across all 6 concentrations,
showing saturation at the highest concentration, resulting in poor
linear fit. (Bottom) Automated outlier rejection removed the top 
concentration which provided a much better linear fit for the 
concentration curve.

R2=0.62859

After Outlier Removal
R2=0.99956

面
积
比

面
积
比

浓度比

浓度比

异常值移除后

图5. 自动剔除异常值改进了数据质量。 （上）浓度范围内 2-呋喃基芬太

尼的 MRM 痕量。 （中）所有 6 种浓度的浓度曲线，显示浓度最高时的饱

和度，导致线性拟合差。 （下）自动拒绝异常值移除了最高浓度，大大改

善了浓度曲线的线性拟合。
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Table 3. MRM Transitions for Fentanyl Analytes Monitored, Including Optimized Compound Dependent Parameters. 

Analyte Q1 Q3 RT (min) DP EP CE CXP

375.2 188.1 11.2 70 10 29 12

375.2 105.0 11.2 70 10 53 10

281.2 188.1 8.0 67 10 23 14

281.2 105.0 8.0 67 10 41 10

323.2 188.1 7.6 61 10 29 14

323.2 105.0 7.6 61 10 45 12

335.2 188.1 9.7 70 10 29 18

335.2 105.0 9.7 70 10 45 8

417.3 268.1 9.9 76 10 23 18

417.3 197.0 9.9 76 10 35 14

323.2 174.1 8.7 71 10 29 12

323.2 91.0 8.7 71 10 57 8

353.3 204.1 8.2 71 10 31 20

353.3 335.2 8.2 71 10 25 12

351.3 188.1 12.6 61 10 31 14

351.3 105.0 12.6 61 10 49 8

395.3 335.2 12.0 71 10 25 22

395.3 246.1 12.0 71 10 27 16

400.3 340.2 11.9 81 10 25 16

351.3 202.1 12.0 56 10 31 16

351.3 105.0 12.0 56 10 49 8

349.2 188.1 11.7 51 10 29 14

349.2 105.0 11.7 51 10 57 10

349.2 188.1 11.4 70 10 31 14

349.2 105.0 11.4 70 10 51 10

354.3 188.1 11.3 70 10 33 16

337.2 188.1 10.2 51 10 29 4

337.2 105.0 10.2 51 10 53 4

342.2 105.0 10.1 90 10 52 20

351.3 188.1 12.3 76 10 31 12

351.3 105.0 12.3 76 10 53 8

353.3 188.1 7.1 76 10 29 14

353.3 105.0 7.1 76 10 49 6

358.3 188.1 7.0 46 10 29 14

表3. 监测的芬太尼类化合物的 MRM 离子对，包括优化的化合物相关参数

分析物

2-呋喃基芬太尼_1

2-呋喃基芬太尼_2

4-ANPP_1

4-ANPP_2

乙酰芬太尼_1

乙酰芬太尼_2

乙酰芬太尼_1

乙酰芬太尼_2

阿芬太尼_1

阿芬太尼_2

苄基芬太尼_1

苄基芬太尼_2

β-羟基芬太尼_1

β-羟基芬太尼_2

丁酰芬太尼_1

丁酰芬太尼_2

卡芬太尼_1

卡芬太尼_2

卡芬太尼-D5

顺式-3-甲基芬太尼_1

顺式-3-甲基芬太尼_2

巴豆酰芬太尼_1

巴豆酰芬太尼_2

环丙基芬太尼_1

环丙基芬太尼_2

环丙基芬太尼-D5

芬太尼_1

芬太尼_2

芬太尼-D5

异丁酰芬太尼_1

异丁酰芬太尼_2

甲氧基芬太尼_1

甲氧基芬太尼_2

甲氧基芬太尼-D5
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Table 3. MRM Transitions for Fentanyl Analytes Monitored, Including Optimized Compound Dependent Parameters. (Continued)

Analyte Q1 Q2 RT (min) DP EP CE CXP

247.2 98.0 3.1 56 10 23 14

247.2 70.0 3.1 56 10 41 10

291.2 231.2 4.3 56 10 19 16

291.2 259.2 4.3 56 10 13 20

233.2 84.0 3.2 71 10 36 6

233.2 150.1 3.2 71 10 25 10

238.2 84.0 3.1 75 10 24 20

369.2 188.1 13.5 80 10 33 12

369.2 105.0 13.5 80 10 53 12

355.2 188.1 10.8 81 10 31 16

355.2 105.0 10.8 81 10 55 8

369.2 188.1 13.2 80 10 31 18

369.2 105.0 13.2 80 10 53 16

369.3 188.1 12.9 56 10 31 14

369.3 105.0 12.9 56 10 53 12

353.2 188.1 10.2 66 10 33 12

353.2 105.0 10.2 66 10 51 10

385.2 188.1 13.5 76 10 31 12

385.2 105.0 13.5 76 10 53 12

353.3 188.1 8.8 61 10 33 14

353.3 105.0 8.8 61 10 55 8

387.2 238.2 13.8 68 10 25 12

387.2 111.0 13.8 68 10 47 8

351.3 202.1 11.7 81 10 31 14

351.3 105.0 11.7 81 10 49 10
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表3. 监测的芬太尼类化合物的 MRM 离子对，包括优化的化合物相关参数（续）

分析物

N-甲基去甲芬太尼_1

N-甲基去甲芬太尼_2

去甲卡芬太尼

去甲卡芬太尼_2

去甲芬太尼

去甲芬太尼_2

去甲芬太尼-D5

o-FBF

o-FBF_2

对氟芬太尼

对氟芬太尼_2

p-FBF/m-FBF_1

p-FBF/m-FBF_2

p-FIBF/m-FIBF_1

p-FIBF/m-FIBF_2

对氟丙烯酰芬太尼

对氟丙烯酰芬太尼_2

苯基芬太尼

苯基芬太尼_2

对甲氧基乙酰芬太尼

对甲氧基乙酰芬太尼_2

舒芬太尼

舒芬太尼_2

反式-3-甲基芬太尼

反式-3-甲基芬太尼_2


