
使用配备 Agilent Poroshell 120 EC-
C18 色谱柱的 Agilent 1100 系列液相色
谱快速分析磺胺类药物

摘要

本实验将原来使用 4.6 × 250 mm，5 µm 色谱柱分离 10 种磺胺类药物的方法转移到配备

Agilent Poroshell 120 EC-C18 色谱柱的 Agilent 1100 系列液相色谱上。并提供了方法转

换的简单指导原则。新的分离方法将分析时间从 30 min 缩短到 8 min，由于两根色谱柱均

使用了 2 µm 筛板，因此样品制备方法无需更改。尽管柱压与原方法相比有所增加，但仍

低于 400 bar，因此该方法可以很容易地转换到几乎所有的 HPLC 系统上。本实验采用未

经过滤的蛋白变性牛奶样品（磺胺二甲氧嘧啶做内标物），结果显示色谱柱使用寿命超过

1000 次进样。
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前言

磺胺类药物是第一种系统地用于预防和治疗人类细菌感染的化学

物质。磺胺类药物属于抑菌药；通过抑制细菌的生长和繁殖而非

杀死它们作用。目前，磺胺类药物主要用于治疗人泌尿道感染。

其它新型药物用来抗感染，如β-内酰胺类抗生素。当今，磺胺类

药物常作为抗生素被兽医使用，主要用来饲喂动物以预防感染。

此外，它也可用于蜜蜂疾病的治疗。蜂蜜样品中往往可以发现这

些抗生素的残留，其毒性或过敏反应引起世界各地消费者的关注。

[1,2]

Agilent Poroshell 120 EC-C18，2.7 µm 色谱柱填料与亚 2 µm 的

全多孔填料有相似的性能。由于使用的 2 µm 色谱柱筛板与 5 µm

填料粒径色谱柱的筛板相似，因此无需额外的样品制备就可实现

完美的方法转移。

在本实验中，将梯度洗脱方法从 4.6 × 250 mm，5 µm 色谱柱转移

到 4.6 × 100 mm Agilent Poroshell 120 EC-C18 色谱柱上并进行

了优化。梯度洗脱时间从 30 min 缩短到 8 min。如果应用 4.6 ×

50 mm 色谱柱，虽然分离度有所降低，但洗脱时间可进一步缩短到

4 min 以内。

实验部分

本实验采用快速分离高分离度液相色谱组件对 Agilent 1100 系列

HPLC 仪进行了改进。该系统包括了 G1312A 二元泵，最高输液压

力 400 bar；一个 G1316A 柱温箱(TCC)；一台 G1376A 高效自动进

样器；一台 G1315B 二极管阵列检测器，配备 3 mm 光程的半微量

流通池。使用 Poroshell 120 色谱柱时，所有的管线均改用内径最

短的 0.12 mm 管线，改用内径 0.12 mm 的针座；依据先前文献和

报告中的优化建议，检测器数据采集速率提至最高(40 Hz)。[3, 4]使

用 Agilent ChemStation（A.10.02 版）采集数据。本实验使用的色

谱柱包括 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 4.6 × 250 mm，5 µm

色谱柱（部件号 959990-902）和 Agilent Poroshell 120 EC-C18

4.6 × 100 mm 色谱柱(695975-902)。

以下磺胺类药物购自 Sigma Aldrich 公司：磺胺嘧啶、磺胺噻唑、磺

胺吡啶、磺胺甲嘧啶、磺胺二甲嘧啶、磺胺二甲噁唑、磺胺甲氧

嗪、磺胺氯哒嗪、磺胺甲基异噁唑、磺胺二甲氧嘧啶。各化合物

用乙腈:水(50/50, v/v)分别配制成浓度 1 mg/mL 的溶液，然后等

量混合配制成每种化合物浓度均为 0.1 mg/mL 的混合溶液。

所用牛奶为 Similac。Similac 是一种类似母乳的婴幼儿配方奶粉

商品。制造商严格控制其原料组成，因此与某些牛奶(Abbott

Laboratories Columbus Ohio)不同，其蛋白质成分是均匀的。最常

见的婴幼儿配方奶粉包含作为蛋白源的纯化牛奶乳清和酪蛋白，作

为脂肪源的混合植物油，作为糖源的乳糖，维生素-矿物质组合及

其它成分。

将加入磺胺二甲氧嘧啶的 Similac 牛奶 2 mL 加入 18 mL 水:乙腈:

甲酸(200:800:1)混合溶液中，剧烈振摇 1 min，静置 3 min 后，吸

取 2 mL 上清液到离心管中，5000 rpm 转速下离心 5 min。上清液

无需进一步过滤直接转移到自动进样器小瓶中。

讨论

小颗粒填料色谱柱用于快速分析已经有几年的时间了。然而，

与 5 或 3.5 µm 填料色谱柱不同，这种色谱柱需要较小孔径的筛板

保持色谱柱中的填料。2 µm 筛板用于保持柱中 5 或 3.5 µm 的填

料颗粒。对于粒径 3 µm 或更小的颗粒，则需选用 1 或 0.5 µm 孔

径的筛板。全多孔颗粒的粒径分布比表面多孔颗粒的大 25%。使用

2 µm 筛板可使窄粒径分布填料如 Poroshell 120 保持在色谱柱中。

若新色谱柱的筛板孔径比旧色谱柱的小，方法转化时须格外注意

样品的制备以防脏样品堵塞筛板。[5]方法从 5 或 3.5 µm 色谱柱转

移到 Poroshell 120 色谱柱时，如果仍使用较大孔径的色谱柱筛板，

就不需要额外进行样品净化了。
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如图 1 所示，原方法使用了 4.6×250 mm，5 µm 色谱柱，在

30 min 内梯度洗脱分离了 10 种化合物。多数化合物达到基线分离，

相邻两峰之间最小的分离度为 1.7。由于实验过于漫长，该分离条

件很难再进一步优化。原方法可通过以下几个简单的步骤转移到

2.7 µm 表面多孔填料色谱柱上：

1. 梯度程序的转移（根据柱长按比例缩短原方法的梯度程序，

以保持原分离度，保持 k'）。由于原方法分析时间为 30 min，柱

长 250 mm，相同流速下使用 100 mm 色谱柱时，梯度洗脱时

间缩短为原来的 100/250 即 0.4，进样量按相同比例减少。

[4,6,7]如图 2 所示。
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图 2. 采用 Agilent Poroshell 120 EC-C18 4.6 × 100 mm，2.7 µm 色谱柱在甲酸/乙腈梯度程序下 12 min 分离 10 种磺胺类药物
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图 1. 采用 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 4.6 × 250 mm，5 µm 色谱柱在甲酸/乙腈梯度程序下 30 min 分离 10 种磺胺类药物
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2. 如图 3 所示，保持分离中柱体积不变，增加流速。在分离中采

用相似色谱柱通过保持梯度斜率(Gs)不变从而保持 k'。利用公

式计算，见公式 1

公式 1. Gs= (Vm/F)(Δ%B/tG) [7],

该公式可变形为：

公式 2. (F)(tG)= ((Δ%B) (Vm) / Gs) 

其中

F：流速

tG
：梯度洗脱时间

Vm
：柱体积

Δ%B：溶剂强度的改变
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图 3. 采用 Agilent Poroshell 120 EC-C18，4.6 × 100 mm，2.7 µm 色谱柱在甲酸/乙腈梯度程序下 6 min 分离 10 种磺胺类药物，流速和梯度程序从 1 mL/min（图 2）

到 1.5 mL/min，最后到 2 mL/min 按比例调整

我们发现可以通过增加流速缩短梯度洗脱时间。因此，按照以下

公式，分离条件由原来的 8% 到 33% B 1 mL/min 运行 10 min，

转变成 8% 到 33% B 1.5 mL/min 运行 6.7 min，最后转变成

8% 至 33% B 2 mL/min 运行 5 min。（1 mL/min × 10 min = 

1.5 mL/min × 6.7 min = 2 mL/min × 5 min）：

公式 3. t2 = t1 × F1

F2

其中

t2
：新梯度洗脱时间

t1
：原梯度洗脱时间

F2
：新流速

F1
：原流速
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3. 梯度程序优化。由于实验可在原实验所需时间的一小部分里

运行，因此几个灵活的梯度变化可实现更快的分离或更好的

分离度。该优化可在 1 h 内完成。一些工作可在更长的色谱柱

上进行，但由于分析时间过长，实验人员需要花费 4 到 8 h 完

成这一步骤。图 4 显示了采用 Poroshell 120 色谱柱优化分离

选择性采取的各步骤
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图 4. 调整甲酸/乙腈梯度程序，使用 2.7 µm Agilent Poroshell 120 EC-C18色谱柱优化分离 10 种磺胺类药物。（a）采用 250 mm 色谱柱在 1 mL/min 流速下的原梯度洗

脱色谱图（同图 2 所示）。（b）在 1.5 mL/min 较快的流速下，分析时间缩短 33% 的色谱图（同图 3 所示）。（c）在 2 mL/min 较快的流速下，分析时间缩短 50% 的

色谱图。（d）调整梯度程序，改善相邻色谱峰 6、7 的分离度。（e）调整梯度程序，改善相邻色谱峰 2、3 的分离度
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4. Agilent 1100 LC 系统的完整优化。使用小规格色谱柱，重视仪

器配置可获得额外的性能优势。最重要的参数为检测器采集

速率。这种情况下，检测器设置为最大采集速率(40 Hz)。其它

重要的因素包括：尽量缩短管路、减小流通池体积以减少峰

展宽、使用小体积的进样针阀座。图 5 为原 250 mm 方法与新

100 mm 方法的叠加色谱图。这些色谱图显示新的更快的方法

中的最后一个峰在原 5 µm 方法的第一个峰之前出峰，显著节

省了分析时间

最后，添加了磺胺二甲氧嘧啶的 Similac 牛奶样品，通过酸性乙腈

沉淀蛋白后提取，振荡，静置 5 min 后倒出。由散点图可看出（图

6），整个实验过程中柱压无变化。此外，柱效几乎保持不变。未

经过滤的蛋白变性牛奶样品的直接分析证明了 Agilent Poroshell

120 EC-C18 色谱柱的耐用性。
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图 5. 从 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18，4.6×250mm, 5 µm 色谱柱到 Agilent Poroshell 120 EC-C18，4.6 × 100 mm，2.7 µm 色谱柱，在甲酸/乙腈梯度程序下

分离 10 种磺胺类药物，分析时间从 30 min 减少到 8 min
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结论

本实验表明，采用 4.6×250 mm, 5 µm C18 色谱柱的现有方法

可以很容易地转换为采用 Agilent Poroshell 120 EC-C18 4.6×

100 mm 色谱柱的更快但类似的方法。由于运行最大压力远低于

400 bar，故此法还可用于传统 HPLC 系统。此外，由于两种色谱柱

均使用 2 µm 筛板，样品制备方法可保持不变。这种方法转移节省

了分析时间和溶剂用量，并允许分析人员进一步优化方法参数，

时间较长的分析并不理想。
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图 6. 使用 Agilent Poroshell 120 100 mm 色谱柱分析的散点图（磺胺二甲氧嘧啶做内标物的带沉淀的 Similac 样品

超过 1000 次连续进样，记录磺胺类药物的柱效，并检测柱压力有无增加）
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