
以安捷倫 1100 系列 LC 搭配安捷倫
Poroshell 120 EC-C18 管柱，快速分析
磺胺類藥物

摘要

本研究將使用安捷倫 1100 系列液相層析儀搭配 4.6 × 250 mm、5-µm管柱分離 10 種磺

胺類藥物之方法，轉換為使用安捷倫 Poroshell 120 EC-C18 管柱。文中將提供簡單的方

法轉換指南。此種新分離方式，可將原本為 30 分鐘的分析時間，縮短至 8 分鐘，且因為

一樣使用 2-µm的管柱濾片，所以不需改變樣品的製備方法。雖然壓力高於原本方法，但

仍低於 400 bar，很容易將方法轉換至幾乎所有 HPLC系統。研究中使用添加磺胺二甲氧

嘧啶(sulfadimethoxine)且未過濾的蛋白質碎裂的牛奶樣品，結果證明層析管柱的壽命可

注射超過 1000次。
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緒論

磺胺類藥物，為率先用於治療及預防人類全身細菌感染的化學物

質。磺胺類藥物屬於細菌抑制劑，不會殺死細菌，但可抑制細菌

生長及增殖。一般在人體的最常見用途為治療泌尿道感染。現在

已有較新的藥物可治療感染，如β內醯胺類抗生素。如今，磺胺

類藥物普遍作為獸醫用抗生素，主要用於餵食動物以預防感染。

另外，也能用於治療蜜蜂的疾病。蜂蜜樣品極常檢測出此類抗生

素的殘留，而這些殘留容易導致中毒或過敏反應，世界各地的消

費者對此都很關心。[1,2]

安捷倫 Poroshell 120 EC-C18 2.7-µm管柱的效能與 2-µm以下全

多孔性材質相近，但因為使用的 2-µm管柱濾片類似於 5-µm管柱，

所以不須額外的樣品製備，得以使方法的轉換更加順暢。

在本研究中，梯度沖提方法將由 4.6 × 250 mm、5-µm管柱轉換

至 4.6 × 100 mm的安捷倫 Poroshell 120 EC-C18 管柱並最佳化。

梯度沖提的時間，由 30 分鐘縮短 8 分鐘，若使用 4.6 × 50 mm

管柱，甚至能縮短至少於 4 分鐘，並且只會微微減損解析度。

實驗

本研究中將安捷倫 1100 系列 HPLC修改為快速分離的 LC系統此

系統的組成由一個 G1312A 二元幫浦推送，最多可施加 400 bar

的壓力，並有一個 G1316A 管柱恆溫器 (TCC)、一部 G1376A 高

效能自動注射器，及一部 G1315B 光二極體陣列偵測器並配有光

徑為 3 mm的半微量流動液槽。使用 Poroshell 120 管柱時，應

遵循建議，將所有管線更換成內徑 0.12 mm的最短管線，並將注

射針座部分換成內徑 0.12 mm的針座，而偵測器收集數據的速度

則應調高至最快的速度 (40 Hz)，以達到先前文件與報告所呈現的

最佳效能。[3, 4]數據收集軟體使用安捷倫 ChemStation A.10.02.。

研究中所使用的管柱包括 4.6 × 250 mm、5-µm 的安捷倫

ZORBAX Eclipse Plus C18 管柱 (p/n 959990-902)，及 4.6 ×

100 mm的安捷倫 Poroshell 120 EC-C18 管柱 (695975-902)。

以下磺胺類藥物，購自 Sigma Aldrich 公司：sulfadiazine、

sulfathiazole、sulfapyridine、sulfamerazine、sulfamethazine、

sulfamethazole、sulfamethoxypyridazine、sulfachloropyridazine、

sulfamethoxazole、 sulfadimethoxine。這些化合物均 溶於

50/50 v/v 的乙腈 (acetonitrile)：水溶液，製備成 1 mg/mL 的濃

度，再各取等量，混合成濃度各為 0.1 mg/mL 的溶液。

奶粉樣品為心美力 (Similac) 奶粉。心美力為市面上的嬰兒配方奶

粉，成分與母乳極為相似。此奶粉的製造商已嚴格控管奶粉的成

分，因此蛋白質組成非常均一，與牛奶不同（俄亥俄州哥倫布市

亞培實驗室）。最常用的嬰兒配方奶粉，其蛋白質來源為純化的牛

乳乳清及酪蛋白，脂肪來源為蔬菜調合油，醣類來源為乳糖，並

添加維生素與礦物質的混合物，及其他成分。

量取 2 mL 已添加 sulfadimethoxine 的心美力，再加入 18 mL

水：乙腈：甲酸為 200:800:1 的溶液，劇烈搖動 1 分鐘後，靜置

3 分鐘，之後將混合液倒入離心管。離心管以 5000 rpm的轉速離

心 5 分鐘。將離心後的溶液倒入自動注射器的小瓶內，不須過濾。

討論

利用小粒徑填充材料的管柱進行較快速的分析，已行之有年，但

需使用較小的濾片，以免濾除填充材料，這點與 5 µm 及 3.5 µm

的管柱不同。2 µm 的濾片能留住 5 µm 及 3.5 µm 的充填顆粒，

若充填粒子小於 3 µm，則需使用 1 µm 或 0.5 µm 的濾片。全多

孔性粒子的粒徑大小分布範圍，大於表面多孔性顆粒 25%，而粒

徑大小分布範圍較窄的填充材料，如 Poroshell 120 管柱，可以

使用 2 µm 的濾片，即可將填充材料留在管柱內。轉換分析方法

時，新管柱的濾片孔徑若小於舊管柱，則必須在樣品製備時必須

小心，以防不乾淨的樣品堵塞濾片。[5] 將 5 µm 或 3.5 µm 管柱

的分析方式轉換為使用 Poroshell 120 管柱，若使用孔徑較大的

管柱濾片，便不需再樣品淨化。
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圖 1 顯示一開始採用的分析方式，使用 4.6 × 250 mm、5 µm的

管柱，以 30 分鐘的梯度沖提分離 10 種化合物。此次分離做為大

部分化合物的解析度的基準值，而兩波峰間最小的解析度為 1.7。

此分離方法的實驗時間冗長，故未再加以改良。分析方法係透過

下述的簡單步驟，移轉至 2.7 µm多孔性表層粒子充填的管柱：

1. 移轉梯度沖提的方式（依管柱長度比例，縮短原本梯度沖提

方法的時間，以保持相同的分離結果，即 k’ 保持不變）。原

本的沖提方法花費 30 分鐘，而原先管柱的長度為 250 mm，

若以相同流速使用 100 mm 的管柱，則梯度沖提的時間縮減

比例為 100/250 或 0.4。注入量也以相同的比例減少。

[4,6,7] 此步驟如圖 2 所示
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壓力 = 172 bar

250 mm 管柱（圖 1）改為 100 mm 管柱的注入量及梯度沖提比例

安捷倫 100 無攪拌器綠色管線「Homer」
1315B 2 µl 流動液槽，0.1 秒，30C

時間 %B
0 8
10 33
11 33
12 8

1 ml／分鐘，254 nm，注入 2 µl
A：0.1% 甲酸溶於水
B：0.1% 甲酸溶於 MeCN

4.6 × 100 mm Poroshell EC-C18 C18 管柱，2.7 µm

圖 2. 使用 4.6 x 100 mm、2.7 µm的安捷倫 Poroshell 120 EC-C18 管柱，以甲酸 ／ 乙腈溶液沖提 12 分鐘，分離 10 種磺胺類藥物
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安捷倫 1100 無混合器綠色管線「Homer」
1315B 2µl 流動液槽，0.1 秒，30C

關鍵波峰對
R =1.21

時間 %B
0 8

30 33
33 33
34 8

1 ml／分鐘，254 nm，注入 5 µl
A：0.1% 甲酸溶於水
B：0.1% 甲酸溶於 MeCN

4.6 × 250 mm Eclipse Plus C18 管柱，5 µm

壓力 = 110 bar

一開始使用 4.6 x 250 mm、5 µm 的安捷倫 ZORBAX Eclipse Plus C18 管柱，沖提 30 分鐘分離 10 種磺胺類藥物

s

圖 1. 使用 4.6 x 250 mm、5 µm的安捷倫 ZORBAX Eclipse Plus C18 管柱，以甲酸 ／ 乙腈溶液沖提 30 分鐘，分離 10 種磺胺類藥物
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2. 雖然流速升高，但分離過程中動相沖提的管柱體積數維持不

變。如圖 3 所示。在相似管柱中的梯度沖提斜率 (Gs) 固定，

分離時的 k’ 就能保持不變。所利用的公式如方程式 1所示

方程式 1： Gs= (Vm/F)(Δ%B/tG) [7]，

重新排列成

方程式 2： (F)(tG)= ((Δ%B) (Vm) / Gs) 

其中

F為流速，

tG為梯度沖提的時間，

Vm為管柱體積，

Δ%B為溶劑的濃度變化量。
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時間 %B
0 8

6.7 33
7.4 33
11.4 8

1.5 ml／分鐘，254 nm，注入 2 µl
A：0.1% 甲酸溶於水
B：0.1% 甲酸溶於 MeCN

4.6 × 100 mm Poroshell EC-C18 C18 管柱，2.7 µm

安捷倫 1100 無攪拌器綠色管線「Homer」
1315B 2 µl 流動液槽，0.1 秒，30C

分鐘2 4 6 8 10
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2.358
2.833

3.010
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4.135
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時間 %B
0 8
5 33
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5.9 8

2 ml／分鐘，254 nm，注入 2 µl
A：0.1% 甲酸溶於水
B：0.1% 甲酸溶於 MeCN

4.6 × 100 mm Poroshell EC-C18 C18 管柱，2.7 µm

安捷倫 1100 無攪拌器綠色管線「Homer」
1315B 2µl 流動液槽，0.1 秒，30C

為了最佳化小顆粒填充材料，將流速自 1 mL／分（圖 2）升高為 1.5 mL／分，再升高為 2 mL／分

圖 3. 使用 4.6 x 100 mm、2.7 µm的安捷倫 Poroshell 120 EC-C18 管柱，以甲酸 ／ 乙腈溶液進行梯度沖提，分離 10 種磺胺類藥物。分離結果顯示，流速及梯度沖提
自 1 mL／分（圖 2），升高為 1.5 mL／分，最終升高為 2 mL／分，費時 6 分鐘完成分離

由此可知，提高流速便能縮短梯度沖提的時間。因此一開始以 8-

33% 的 B 和 1 mL／分鐘的流速，需 10 分鐘完成分離；若轉換成

8-33% 的 B 和 1.5 mL／分鐘的流速，則 6.7 分鐘可完成分離；最

終採用 8-33% 的 B 和 2 mL／分鐘的流速，則 5 分鐘便完成分離

（1 mL／分 × 10 分 = 1.5 mL／分 × 6.7 分 = 2 mL／分 × 5 分），

採下列方程式計算。

方程式 3： t2 = t1 × F1

F2

其中

t2為新的梯度沖提時間

t1為原先的梯度沖提時間

F2為新流速

F1為原先的流速
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3. 最佳化梯度沖提。由於分離時間可依原本分離時間的縮短，

且加快了幾個梯度沖提的速度，甚至可能藉此加快分離速度，

或提高解析度。此步驟不到 1 小時便能完成。有些最佳化梯

度沖提也能在加長型管柱進行，但分析時間會延長，可能需

花費 4-8 小時完成此步驟。圖 4 顯示最佳化 Poroshell 120 管

柱選擇性的步驟
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8.038

8.982
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0
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2.923
3.021 3.263

3.977
4.266

4.334

5.368

5.990

7.705

分鐘0 2 4 6 8 10
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1.856 2.194
2.268 2.448

2.989
3.202
3.254

4.023

4.480

5.776

分鐘0 2 4 6 8 10

mAU

0
20
40
60 2.357

3.252
3.352

3.723

5.545

6.517

6.835

8.479

9.134

10.516

分鐘0 2 4 6 8 10

mAU

0
20
40
60

1.759

2.253

2.369

2.669

3.974

4.521
4.632

5.511

5.974

7.078
快速最佳化沖提梯度，以改善安捷倫 Poroshell 120 EC-C18 管柱的選擇性

圖 4. 以調整甲酸 ／ 乙腈的沖提梯度最佳化以 2.7 µm 安捷倫 Poroshell 120 EC-C18 管柱分離 10 種磺胺類藥物的效果。(a) 原本的層析圖，以 1 ml／分的流速在
250 mm的管柱中分離　（如圖 2）。(b) 流速調高為 1.5 ml／分的層析圖，分析時間縮短 33%。（如圖 3）。(c) 流速調高為 2 ml／分的層析圖，分析時間
縮短 50%。(d) 調整沖提梯度，改善波峰對 6、7 的選擇性。(e) 調整沖提梯度，改善波峰對 2、3 的選擇性

a

b

c

d

e
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4. 安捷倫 1100 LC 系統最佳化完成。使用小管柱時，若注意儀

器設定可再提升效能，其中最重要的參數為偵測器收集數據

的速度。在本研究中偵測器設定為最大收集速度 (40 Hz)。其

他重要的因素包括：減短管線，改用體積較小的流動液槽以

避免波峰加寬，並更換成較小的注射針座。圖 5 將 100 mm

管柱新方式的圖，疊加於原本 250 mm 管柱的圖上。此兩層

析圖顯示分析時間省下非常多，新方法的沖提速度較快，且

最後一個波峰的出現時間，甚至早於原先使用 5 µm 管柱方

法的第一個波峰

最後，加入 sulfadimethazine 的心美力奶粉模擬樣品，萃取時以

酸化乙腈沉澱蛋白質。並震盪樣品後靜置 5 分鐘，再將樣品溶液

緩緩倒入其他容器。如圖 6 的散佈圖所示，測試其間壓力並未改

變，效率也幾乎保持不變。未過濾且蛋白質沉澱的奶粉樣品分析，

證實了安捷倫 Poroshell 120 EC-C18 管柱的確堅固耐用。

分鐘5 10 15 20 25 30

mAU

0

20

40

60

80

100

9.712

11.116

11.596

12.674

15.248

16.151
16.435 20.687

23.076

29.290

分鐘5 10 15 20 25 30

mAU

0

50

100

150

200

250

1.719
2.189

2.311
2.606

3.867
4.437

4.558
5.450

5.920

7.037 •較快速分析（管柱較短、流速較高）
•靈敏度更高（充填粒子較小，波峰較尖銳）
•調整情形較佳（分析時間較短，調整速度較快）
•均以安捷倫 1100 G1315B DAD 檢測（壓力低於 400 bar）
•樣品製備方式不變（兩種管柱均使用 2 µm 濾片）

壓力 325 bar

10 種磺胺類藥物以 4.6 × 100 mm、2.7 µm 的安捷倫 Poroshell 120 EC-C18 管柱沖提時，所有化合物的
出現時間，均早於 4.6 × 250 mm、5 µm 管柱沖提出的第 1 個化合物，且壓力小於 400 bar

圖 5. 依比例調整以甲酸 ／ 乙腈溶液分離 10種磺胺類藥物的方法，由使用 4.6 x 250 mm、5 µm的安捷倫 ZORBAX Eclipse Plus C18 管柱，改為使用 4.6 x 100 mm、
2.7 µm的安捷倫 Poroshell 120 EC-C18 管柱，結果顯示，分析時間由 30 分鐘縮短為 8 分鐘
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結論

本研究顯示，現有的 4.6 × 250 mm、5 µm C18 管柱分析方式，

可輕易調整成較快的類似方式，套用至安捷倫 Poroshell 120 EC-

C18 4.6 × 100 mm 管柱。此分析方式的最大壓力不超過 400 bar，

傳統的 HPLC 系統仍能使用。此外，兩種管柱均使用 2 µm 濾片，

因此樣品製備的方式不變。分析方式的轉換，節省了可觀的時間

與溶劑，也就更有餘裕進一步改善分析方式的常數；倘若分析時

間非常冗長，就不可能如此。
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(N)
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圖 6. 使用安捷倫 Poroshell 120 100 mm管柱的散佈圖（sulfadimethoxine在已經過沉澱的心美力奶粉中注入超過
1000 ，散佈點為分離磺胺類藥物的效率，且壓力未升高）
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