
使用 100%的水相流动相与 Agilent
ZORBAX Eclipse Plus苯基己基柱和其
他 ZORBAX苯基柱分析极性化合物

摘要

使用高效液相色谱法分析极性化合物（如酸或碱），通常需要用到离子对试剂或亲水作用

（HILIC）色谱柱。本研究中，证明了在苯基柱上使用 100%水相流动相不会发生固定相塌

陷。本文研究了不同的 Agilent ZORBAX苯基固定相（StableBond SB-苯基、Eclipse XDB-

苯基和 Eclipse Plus 苯基-己基）对于脂肪酸和儿茶酚胺类（碱性化合物）的选择性。另外，

这些化合物的选择性差异进一步显示了流动相添加剂的作用。
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前言

使用反相液相色谱法通常很难对极性化合物（如酸或碱）进行分

离。在高 pH条件下，碱性化合物由于不带电荷而容易得到保留。

然而，有些情况下，样品中可能存在高 pH条件下不易分离的其

他化合物。另一种可能的解决办法是使用离子对试剂以促进保留。

但是，一般离子对试剂不适用于质谱仪。酸性化合物也是难以分

离的样品，甚至很难产生保留行为。通常，有必要在低于化合物

pKa值的条件下工作，此时化合物完全质子化（不带电荷），并且

要求降低流动相中的有机相含量[1]。对于如 C8或 C18固定相等

烷基色谱柱，使用有机相比例较低的流动相时，存在保留行为差

或不易重现的问题。苯基色谱柱的一个独有特性是不易产生“反

湿润”现象（或称固定相塌陷）[2]。当使用 100%水相流动相时，

苯基柱可能是个不错的选择。本文将给出在 100%水相条件下对

碱性和酸性化合物的分离结果。

碱性化合物儿茶酚胺是一类神经递质。这类物质缺乏或过多都可

能改变对身体功能的控制。已有研究表明儿茶酚胺水平的改变与

某些病理状态的诊断有关[3]。

酸及其盐类在食品中应用广泛，包括以下功能：调味，以提供理

想的味道；控制 pH值，延缓微生物生长；螯合可导致脂肪氧化

的金属离子（铜，铁）；减少某些水果和蔬菜的颜色和纹理变化；

以及通过改变果胶或蛋白质制成的凝胶以改变食品的质地[4] 。

实验部分

在 Agilent 1200系列高分离快速液相色谱（RRLC）系统上运行

HPLC分析：

• G1312B SL型二元泵，流动相 A通道仅有水中的流动相改性剂

发生变化，流速 1 mL/min

• 1376C SL型自动液体进样器（ALS），进样量 5 µL

• G1316B SL型柱温箱，柱温 25 °C

• G1316C二极管阵列检测器（DAD）以及 G1315-60024微量

流通池（5 mm光程, 6 µL 容量），儿茶酚胺的检测波长设置为

268,4和 360,50 nm；酸性化合物的检测波长设置为 220,4和

360,50 nm 

ZORBAX色谱柱

• Eclipse Plus苯基-己基柱 4.6 mm × 100 mm, 5 µm (部件号

959996-912)

• Eclipse苯基柱 4.6 mm × 100 mm, 5 µm（定制）

• StableBond（稳定键合）苯基柱 4.6 mm × 100 mm, 5 µm

（定制）

• Eclipse Plus苯基-己基柱 4.6 mm × 150 mm, 3.5 µm (部件号

959961-912)

• Eclipse苯基柱 4.6 mm × 150 mm, 3.5 µm (部件号 963967-

912)

• StableBond 苯基柱 4.6 mm × 150 mm, 3.5 µm (部件号

863953-912)

化学试剂及材料

18 MΩ Milli-Q纯水现场制备。甲酸、三氟乙酸（TFA）和乙酸购

自 Sigma Aldrich (Bellfonte, PA)。儿茶酚胺类化合物肾上腺素、去

甲肾上腺素、多巴胺、左旋多巴和酪氨酸也购自 Sigma Aldrich

(Bellfonte, PA)，将其分别用水制成 1 mg/mL的溶液后混合成最

终浓度为 0.2 mg/mL的溶液。L-(+)-酒石酸、DL -苹果酸、DL -乳

酸、乙酸、柠檬酸和丙酸分别用水溶解并制成 1 mg/mL的溶液，然

后混合成最终浓度为 0.2 mg/mL的溶液。所有化合物分别单独进

样，以确定峰位和杂质。这些化合物的结构和 pKa值见图 1。
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图 1a.     儿茶酚胺类化合物的结构式及 pKa
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结果与讨论

ZORBAX Eclipse Plus苯基-己基柱和 Eclipse XDB苯基柱（一种

乙基苯基固定相）给出了非常接近的分离结果（见图 2）。对于混

合溶液中的大多数组分，更多地表现为相似的分离效果。最为显

著的例外是酪氨酸，在苯基-己基柱上的保留稍有增强，可能的原

因是由于它的取代基较长，或是碳载率较高（9.5 vs. 7%）。

StableBond SB-苯基柱虽然含有暴露的硅醇基，但是由于其保护

基团较大，因此仍然具有较好的选择性，大部分峰以相同的顺序

洗脱，仅有杂质峰和酪氨酸的出峰顺序交换了位置。保留时间最

长且最后洗脱的杂质峰所处的位置极有利于分离。然而，通常，

与封端的乙基苯基柱或 Eclipse XDB-苯基柱相比，色谱峰在

StableBond SB-苯基柱中的保留较弱。

图 3显示了使用 Eclipse Plus苯基-己基柱在不同酸性流动相下的

运行结果。这些待测化合物的 pKa值见图 1。由于这些化合物均

为胺类，可以看出流动相的改变对分离结果的影响。值得注意的

是，即使所有这些化合物均为弱碱，在浓度较高的三氟乙酸

（TFA）流动相中仍然具有很强的保留。

图 3中保留时间的变化可以有多种解释。如果我们对一组化合物

的 pKa进行进一步的研究，通常会发现化合物越是偏向电中性，
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图 1b.     脂肪酸的结构式及 pKa
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图 2.     比较 0.1% TFA流动相下 ZORBAX苯基柱的选择性
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越易于保留。不带电荷的化合物比带电荷化合物更易于保留[5,6]。

另一种解释是离子对作用。TFA和甲酸通常被称为离子对试剂，

而乙酸不是。可以看出，添加 TFA能够促进保留。用两种磷酸盐

缓冲液进行进一步的实验，如图 4所示，较低的 pH条件下有较

好的保留，但是仍然比不上使用 TFA流动相时的保留 [7,8]。

图 5中，苯基-己基柱和苯基-乙基柱使这些脂肪酸得到了良好的

分离。这表明，对于强极性化合物的分离，苯基柱是一种不错的

选择。ZORBAX Eclipse Plus苯基-己基柱具有较长的烷基键合基

团，其亲脂性比乙基苯基 Eclipse XDB-苯基柱或 Stable-Bond SB-

苯基柱更强。另外，如选择的 pH条件低于脂肪酸 pKa值，即能

够将这些脂肪酸完全分离。如图 5所示，酸性化合物在亲脂性更

强的 Eclipse Plus苯基-己基柱上得到了更好的保留；然而，事实上，

Eclipse XDB-苯基柱具有最佳分离，能把所有化合物分开。这在图

5中可以看出，各个化合物的色谱峰之间几乎没有重叠。

 0.2 mg/mL  5 µL 4.6 mm × 100 mm 5 µm 

 =0.1% TFA 1 mL/min 265 nm

ZORBAX EclipsePlus -
0.1 % TFA

*
5

1

2
3

4

min20 4 6 8 10

mAU

0

20

40

60

ZORBAX EclipsePlus -
0.2 % TFA

*
5

1

2 3
4

min20 4 6 8 10

mAU

0

20

40

ZORBAX EclipsePlus -
0.2 % 

*
5

1

2 3

4

min20 4 6 8 10

mAU

0
20
40

80

60

ZORBAX EclipsePlus -
1.0 % 

*

5

1

2
3

4

min20 4 6 8 10

mAU

0
20
40
60
80

60

图 3.     比较 0.1% TFA流动相下 ZORBAX苯基-己基柱的选择性
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图 4.     使用 ZORBAX Eclipse Plus苯基-己基柱比较流动相的选择性（非离子对）
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图 5.     使用 ZORBAX Eclipse Plus苯基-己基柱和 25 mM磷酸钠缓冲液分析脂肪酸，比较流动相的选择性
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本文报道了使用 100%水相流动相的分离结果。ZORBAX苯基柱

一个不太为人所知的特点是其在高比例水相流动相条件下的分离

能力。在一些应用中，有必要使用非极性 C18固定相保留和分离

极性被分析物。这时，通常要求流动相中的水相或缓冲溶液比例

较高，以达到预期的分离效果。许多极性被分析物在反相色谱柱

中无法得到很好的保留，除非洗脱溶剂中有机相的含量极低

(< 5%)。

C18反相色谱柱上的键合相使其表面具有高度的疏水性。如前所

述降低流动相中有机相的比例可能导致被分析物保留行为的长期

损害（或暂时的暂停流动）。这种现象常被称为反湿润、保留损耗，

或更通俗地叫做固定相塌陷[2]。反湿润的发生是不可预知的，但

是如果停止洗脱剂在色谱柱中的流动可以引发这一后果。图 6显

示了反复地在两次进样之间停止流动 30 分钟所产生的后果。

Eclipse Plus苯基-己基柱轻松通过了这一测试。在四个停止流动

测试周期内，未发现明显的保留时间或峰形变化。参考文献 2所

报告的研究工作中，在使用水溶性维生素（烟酸）作为测试样品

时，StableBond SB-苯基柱显示了很好的性能。
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图 6.     反湿润耐受性试验
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结论

使用 ZORBAX Eclipse Plus苯基-己基柱、Eclipse XDB-苯基柱和

StableBond SB-苯基柱获得的分离效果可以在大多数的商用

HPLC系统中得到实现。为了适合大多数研究人员的需要，可以

对本文所述方法进行简单改变。该方法易于实施，并且不需要复

杂的流动相组成。这些苯基柱对于酸性和碱性化合物具有不同的

选择性和保留效果，并且不会引发固定相塌陷。
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