
利用 Agilent ZORBAX 快速分离高通量色谱柱结合由 AutoChrom 12.01 版控制的 Agilent 1200 系列方法开发解决方案，快速开发水杨酸工艺杂质分离方法

摘要
采用由 12.01 版 ACD/AutoChrom 软件控制的 Agilent 1200 系列方法开发解决方
案开发的分析方法，分离含水杨酸及其已报道工艺杂质的样品。在
AutoChrom 的控制下，将色谱柱置于 4 个温控区域中时，色谱仪能够筛选最
多 7 种色谱柱、13 种缓冲液和 2 种有机溶剂。该软件可帮助安排最佳的后续
实验，使分析人员能够获取成功几率最高的实验条件，专注于快速开发方
法。本研究采用五种流动相改性剂对三种色谱柱（Agilent ZORBAX StableBond

SB-C18、ZORBAX Eclipse Plus C18 和 StableBond SB-Aq）进行了筛选。在整个实
验过程中，温度保持在 25 °C。首先对 15 种溶剂柱实验进行了筛选。随后开
展了若干次实验来建立保留模型。最终获得了在 3 分钟内完成等度分离的解
决方案。
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前言
快速分离高通量色谱柱 (RRHT) 旨在用 50 mm, 1.8 µm 色谱
柱产生 150 mm, 5 µm 色谱柱的分离效果。可以在更高流
速下获得同等分离度，分离速度提高 3 至 5 倍 [1,2,3,4]。
分析方法开发是一项具有挑战性的耗时工作。它需要制
定实验计划、配制多种流动相、将大量方法输入到色谱
软件中并进行数据分析。流动相组成的细微变化会影响
洗脱顺序，因此整个方法开发过程中的峰追踪也是一项
重要的任务 [5,6,7]。
选择性是分析方法开发的一项重要参数。使用较短的
1.8 µm 色谱柱快速筛查不同的选择性改性剂是一种值得
关注的方法，因为该方法能够节省时间和溶剂。在这些
RRHT 色谱柱上开发的分离方法可轻松转移至可在 400-

1200 bar 范围内运行的其他仪器。一般来讲，使用 4.6 ×

50 mm RRHT 色谱柱时，完成多次分析所需的时间仅为
4.6 × 150 mm, 5 µm 色谱柱的十分之一至三分之一。由此，
可在较短的时间内探索更多的方法开发选项。

水杨酸也称为 2-羟基苯甲酸，是几种 β-羟基酸中的一种。
它是多种护肤品中的重要添加剂，也存在于中药采用的
多种植物中 [8,9]。由苯酚钠和二氧化碳在高压和高温下
通过科尔贝-施密特 (Kolbe-Schmitt) 反应批量制得水杨酸
钠。将水杨酸钠酸化，即得到所需的水杨酸 [10]。本研
究将采用 RRHT 色谱柱、Autochrom 和 Agilent 1200 SL 方
法开发解决方案快速评估方法开发选择。
实验部分
本研究采用基于 Agilent 1200 系列快速分离液相色谱组件
的 Agilent 1200 系列方法开发解决方案。该系统包括：能
够提供最高 600 bar 压力的 G1312B 二元泵 SL；两个
G1316C 柱温箱 (TCC)；G1376D 高性能自动进样器 SL+；
配备 6 mm 光程半微量流通池的 G1315C SL 二极管阵列检
测器。两个 TCC 均配备 8 位/9 通选择阀。阀为新型快速
更换阀，安装在抽出式轨道上，使连接和维护更方便。
阀 1 作为色谱柱的入口，而阀 2 作为出口。阀 1 的中心
端口连接至自动进样器，阀 2 的中心端口则连接至检测

图 1. 仪器配置图
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器的流通池。两个阀的端口 1 均连接至 StableBond C18

色谱柱，两个阀的端口 2 均连接至 Eclipse Plus C18。端
口 7 连接至 StableBond Aq，端口 8 连接至旁路连接毛细
管。使用七个独立低扩散热交换器中的一个对进入各色
谱柱的溶剂进行加热。G1160 12 溶剂选择阀连接至
G1312B 的阀位 A1。与 SL 二元泵的内部溶剂选择阀相结
合，使用该系统可以筛选最多 15 种溶剂，但本研究中
仅限 6 种溶剂。使用下列流动相改性剂和缓冲液：0.1%

三氟乙酸 (TFA)、0.1% 甲酸 (FA)、0.1% 乙酸、 用乙酸滴
定至 pH 4.8 的 10 mM 乙酸铵，以及用乙酸滴定至 pH 6.5

的 10 mM 乙酸铵。采用水作为最终的弱溶剂清洗色谱柱
上的改性剂，并妥善保存色谱柱。除乙酸购自 EM

Science 以外，所有改性剂均购自 Sigma Aldrich。在整个
研究中使用乙腈作为强溶剂。温度控制在 25 °C，流速设
置为 1.49 mL/min。采用 Agilent Chemstation B0 4.01 SP1 与
Advanced Chemistry Development, Inc. (Toronto, Canada) 的
AutoChrom 12.01 版结合来控制液相色谱仪。
本研究使用三根安捷伦色谱柱：
• ZORBAX RRHT StableBond SB-C18, 4.6 mm × 50 mm, 

1.8 µm，部件号 822975-902

• ZORBAX RRHT Eclipse Plus C18, 4.6 mm × 50 mm, 1.8 µm，
部件号 959941-902

• ZORBAX RRHT StableBond SB-Aq, 4.6 mm × 50 mm, 

1.8 µm，部件号 827900-914

本研究中检测了下列化合物：水杨酸 (SA)，三种杂质：
4-羟基苯甲酸 (4HBA)、4-羟基间苯二甲酸 (4HIPA)、苯酚
(PHE) 以及两种代谢物：龙胆酸 (GA)、水杨酰甘氨酸 (SG)，
均购自 Sigma Aldrich 或 ARCOS。结构和 pKa 值如图 2 所
示。TFA、甲酸、乙酸和乙酸铵同样购自 Sigma Aldrich。
乙腈购自 Honeywell。实验采用 Milli-Q 18 M-Ohm 水。
方法开发策略概述于图 3 的 Autochrom 屏幕截图中。计
划在每种色谱柱的最大操作范围内筛选色谱柱和缓冲液，
以选择色谱柱与缓冲液的最佳组合。然后对每种色谱柱

选择不同的梯度；对 StableBond SB-C18 采用 5%-100% 有
机相，对 Eclipse Plus C18 采用 8%-100% 有机相，对
StableBond Aq 采用 0%-100% 有机相。虽然两种 C18 色谱
柱的梯度可以从较低的有机组分含量开始，但在 0% 有机
相的条件下使用这些色谱柱可能导致固定相塌陷 [11]。
AutoChrom 可控制每种色谱柱的用户自定义范围，以便在
每种色谱柱的有效范围内创建筛选梯度。
分配给每次筛选运行的时间由用户控制，但计算的是梯
度范围内包括 20 倍色谱柱体积的默认分析时间。该计
算基于色谱柱尺寸、色谱柱死体积和所需的流速。除分
析运行以外，色谱柱需要平衡和储存。对吹扫运行进行
编程，将溶剂引导通过旁路毛细管，以免不相容的溶剂
损坏毛细管。简而言之，可针对各种色谱柱溶剂筛选对
创建、输入和执行五种方法。
对 AutoChrom 的 ChemStation 采集方法进行编辑，使混合
物获得良好的色谱响应。在本例中，发现所有化合物均
在 230 nm 检测波长下获得了良好的响应。采集 220 nm

至 400 nm 之间的紫外谱图。

图 2. 混合物组分的结构和 pKa 值
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讨论
色谱峰追踪是分析方法开发中一个耗时的步骤。对于简
单的混合物，通常通过在每种色谱条件下进样每种组分
的单独标样来实现色谱峰追踪。而随着化合物数量和条
件的增多，这种方法不再实用。还可以采用紫外谱图手
动追踪组分。在分析方法开发过程中，许多分析人员需
要花费大量时间精力来创建包含保留时间和紫外峰信息
的详细电子表格。
ACD/AutoChrom 将 Agilent 1100 和 1200 系列液相色谱仪
与液质联用系统的仪器控制与用于逻辑方法开发的软件
相结合。在分析人员确定方法开发目标后，AutoChrom

生成 Agilent Chemstation 软件的方法文件，进行实验，
引导分析人员完成数据处理，并帮助分析人员选择下一

步实验。AutoChrom 将运行色谱柱、缓冲液、温度和溶
剂筛选实验，查找和追踪样品中的所有峰，并选择最佳
结果。峰追踪是基于紫外谱图或质谱图的相似性。（本
研究仅展示了紫外匹配。）紫外峰追踪应用程序 UV-MAP

可提取所检出各种组分的纯谱图。然后比较每次进样所
得到的谱图。首先分配“最佳”匹配的峰。随后分配匹
配度较差的峰。
AutoChrom 可引导分析人员完成方法优化。当用户接受
AutoChrom 的下一步实验建议时，软件将自动执行下一
步实验。软件提供实验概述，并支持在必要时访问原始
数据。实验汇总于峰值表中。
虽然与 AutoChrom 一起使用时，Agilent 1200 系列方法开
发解决方案能够筛选最多七种色谱柱，但本研究中仅采

图 3. Autochrom 策略屏幕截图
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用了三种。由于针对这些化合物分析的 USP 方法规定使
用 C18 色谱柱，因此对 StableBond SB-C18 和 Eclipse Plus

C18 进行了评估 [11]。以前的研究对 SB-Aq 进行了评估，
因此将该色谱柱纳入本研究的筛选过程 [10]。另外，将
该色谱柱置于色谱柱选择阀的位置 7，以证明该系统能
够挑选和选择待评估的条件。
AutoChrom 将实验划分为“波”。每一波都是计划的实
验组。在本研究中，执行两波实验；首先进行色谱柱和
缓冲液筛选，然后进行梯度优化。在每一波次结束时，
软件建议要执行的下一步实验，但操作人员必须接受有

关如何（或是否）继续方法开发的建议。如果色谱工作
者不接受软件建议的实验，则他们必须输入自己接下来
要执行的实验。这使操作人员能够控制方法开发过程。
在第一波实验中，采用 G1160 阀上五种溶剂中的每一种
对所有三种色谱柱进行筛选，然后用水清洗，并储存于
50:50 乙腈和水的混合物中。这一初筛的结果汇总于表 1

中。该表列出了实验、色谱柱及对所实现分离的“评
级”。此外，通过紫外谱图相似性来追踪组分。图 4 示
出由这些初筛得到的 15 幅相应色谱图。从表 1 和图 4 中
可以看出，采用 StableBond SB-C18 和 Eclipse Plus C18 在

图 4. 由第 1 波实验得到的 15 幅色谱图



0.1% TFA 中获得了最佳分离效果。AutoChrom 建议
Eclipse Plus C18 色谱柱与 0.1% TFA 缓冲液的组合略优于
SB-C18 色谱柱，应将其用于后续的方法开发。最佳实验
的选择是基于检出组分的数量以及分离度得分，该分离
度得分是色谱图上所有色谱峰之间归一化分离度的平均
值。然而，在从筛选组中选择最佳方法时可能还需要注
意其他问题。
图 2 列出了每种分析物的 pKa。从图中可以看出，pKa 大
多介于 2.97 和 5 之间。苯酚也可被归类为弱酸。酸性化
合物在可使化合物完全质子化的流动相中具有最佳保留
特性。0.1% TFA (pH 2) 和 0.1% 甲酸 (pH 2.7) 流动相完全满
足这一标准。在两种 StableBond 色谱柱（SB-C18 和 SB-

Aq）上采用乙酸流动相 (0.1% pH 3.8) 时，表现出峰顺序
改变和峰展宽。这可能是由于未封端的 StableBond 色谱
柱中存在暴露的硅醇基团。pKa 小于等于 3 的两种分析
物可与这些基团发生相互作用。对分析人员体现出的优
势在于，可通过谨慎选择流动相条件来控制这些硅醇基
团的电荷，从而使用这些硅醇基团。然而，本例的研究
中采用的 pH 条件无法使二氧化硅上的硅醇基团带电荷。
实验结果表明，StableBond 在含 TFA 的流动相中具有非
常出色的长期稳定性 [12]。
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                                                                               分离度           最低               找到的                                                            保留时间色谱柱和缓冲液                                                得分               分离度           峰/总峰             峰_01           峰_02           峰_03           峰_04          峰_05          峰_06

SB-C18 和 0.1% TFA                                            1                      3.629               6/6                       1.19               1.29               1.404             1.595            1.774            2.044

Eclipse Plus C18 和 0.1% TFA                            1                      3.982               6/6                       1.064             1.171             1.302             1.506            1.701            1.969

SB-Aq 和 0.1% TFA                                              1                      2.067               6/6                       1.577             1.679             1.742             1.864            2.011            2.264

SB-C18 和 0.1% 甲酸                                          1                      1.947               6/6                       1.184             1.292             1.35               1.59              1.775            2.005

Eclipse Plus C18 和 0.1% 甲酸                          1                      2.297               6/6                       1.056             1.171             1.241             1.494            1.698            1.908

SB-Aq 和 0.1% 甲酸                                            0.4                   –                      3/6                       1.564                                                        1.855                                 2.214

SB-C18 和 0.1% 乙酸                                          1                      1.961               6/6                       1.144             1.287             1.202             1.567            1.776            1.869

Eclipse Plus C18 和 0.1% 乙酸                          0.8                   –                      5/6                       1.011             1.168             1.069             1.459                                 1.723

SB-Aq 和 0.1% 乙酸                                            0.6                   –                      4/6                       1.517             1.667                                    1.81                                   2.029

SB-C18 和 pH 4.8                                                 0.6                   –                      4/6                                             1.029             0.693                                1.776            1.126

Eclipse Plus C18 和 pH 4.8                                 0.6                   –                      4/6                                             0.894             0.554             1.004            1.702            

SB-Aq 和 pH 4.8                                                   0.4                   –                      4/6                       0.796             1.418             1.131                                                     

SB-C18 和 pH 6.5                                                 0.4                   –                      4/6                                                                  0.533                                1.778            0.961

Eclipse Plus C18 和 pH 6.5                                 0.4                   –                      4/6                                                                  0.522             0.912            1.704            

SB-Aq 和 pH 6.5                                                   0.4                   –                      4/6                                                                 1.034             1.31              2.015

表 1. 第 1 波溶剂和色谱柱筛选结果

软件建议的是最佳实验，分析人员必须接受该决策或选
择其他决策。在分析人员基于色谱评级或其他理由选择
分离条件后，软件将继续执行第二波实验，对方法进行
优化。在本例中，尽管软件建议使用 Eclipse Plus C18 色
谱柱，但我们仍选择了 StableBond SB-C18 执行后续的实
验。通过在决策过程中结合分析人员的意见，可以在方
法开发过程中考虑色谱柱稳定性等其他因素。
下一步是梯度优化。利用 AutoChrom 对筛选运行所得的
色谱图进行处理，该软件提出了两组新的梯度条件。选
择这些条件生成具有不同斜率的梯度，以便创建色谱保
留模型。利用初始起始条件以及最早和最晚洗脱的组分
来创建这些梯度。



表 2. 梯度优化结果
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采集这两个实验的结果，并与最佳优先实验汇总到一起。
表 2 列出了所采集的保留数据并汇总了实验。图 5 示出
由此次第二波次实验得到的三幅色谱图。本例中未创建
模型，但系统提出了新的条件。将实验数据与预测的保
留时间相结合，并在图 6 中给出了预测色谱图。

                                                                       保留时间
梯度程序                                                      峰_01                     峰_02                     峰_03                     峰_04                     峰_05                     峰_06

5% 至 100% (4 min)                                     1.19                         1.29                         1.404                       1.595                       1.774                       2.044

17.5% 至 40.1% (4 min)                               0.592                       0.775                       0.94                         1.299                       1.632                       2.405

5% 至 40.7% (3 min)                                    1.479                       1.592                       1.772                       2.15                         2.315                       2.91

图 5. 由梯度优化实验得到的实验色谱图



                                                                                                              保留时间
                                               梯度程序                                              峰_01             峰_02             峰_03             峰_04             峰_05             峰_06

                                                5% 至 100% (4 min)                             1.19                 1.29                 1.404               1.595               1.774               2.044实验值                                  17.5% 至 40.1% (4 min)                       0.592               0.775               0.94                 1.299               1.632               2.405
                                                5% 至 40.7% (3 min)                            1.479               1.592               1.772               2.15                 2.315               2.91

预测值                                  15%                                                        0.716               0.943               1.198               2.011               2.295               5.37

然后将梯度优化实验所得的三幅色谱图转移至 AutoChrom

中的 LC Simulator 程序中。该程序基于色谱模型以及针对
合适方法的用户自定义标准（包括 k’、运行时间、分离
度、稳定性和色谱柱稳定性标准）来计算最佳分离条件。
LC Simulator 基于实验数据计算分离模型，然后使用该模
型确定最佳色谱条件（目标是开发等度解决方案）。绘
制分离度图，使分析人员了解梯度改变如何影响关键物
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图 6. 第一批三幅色谱图和系统建议的分析（未创建模型，需要更多数据）
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质对的分离度。分离度图如图 7 所示。从图中可以看到，
它以图形方式描述了返回 ChemStation 并在分析人员指
导下实施的条件。从图 7 中可以看到，软件创建了一个
模拟器模型。可根据该模型使用图形界面选择数据条件，
由其生成预测色谱图。然后将所接受的条件直接发送至
ChemStation。采集实验数据。实验色谱图类似于 LC

Simulator 预测的色谱图，但准确度不理想，对最后一种
组分而言尤其如此。通过修改创建模型所用的方程并加
入额外的实验数据，可以改善模型的准确度。完成建议

图 7. LC Simulator 分离度图和预测色谱图与 ChemStation 实验色谱图的比较
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的实验后，由分析人员决定是否继续进行方法优化。
如果方法不可接受，则可以在模型中加入第四轮实
验以改善准确度，并由软件提出下一步实验的建议。
在本例中，我们对该方法感到满意，此时只需停止
方法开发即可。
最后一步是对流速进行优化。图 8 显示了在 1.5 mL/min

至 3 mL/min 之间的不同流速下得到的四幅色谱图。
从图中可以看到，在较高流速下，方法效率大幅提
升了近两倍。在 2.5 mL/min 下可获得最佳流动效率，
但通常通过提高流速来改善通量。柱效仍可达到
11000。

图 8. 在 1.5 mL/min 至 3 mL/min 之间的不同流速下得到的四幅色谱图

结论
借助 AutoChrom 可在 20 小时内开发出一种用于分析水杨
酸及相关化合物的快速等度方法。其中大部分时间都花
费在筛选 15 种初始条件的数据采集上。使用 Agilent 1200

系列方法开发解决方案，一夜之间即可完成色谱柱与缓
冲液筛选过程。较短的运行时间（5 分钟以内）使等度色
谱方法的开发只需 3 分钟以内。AutoChrom 软件管理并记
录了方法开发过程中所用的所有色谱条件。采用配备
ACD/AutoChrom 的 Agilent 1200 系列方法开发解决方案大
大缩短了方法开发时间。由于在筛选和优化过程中实现
了色谱柱和溶剂的无人值守自动切换，因此用户可以投
入更多时间开展更重要的工作，而不是持续不断地操作
HPLC 系统。
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