
通过改善安捷伦 1290 Infinity 液相色
谱系统的超低扩散性能，实现安捷伦

ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18 色
谱柱性能的最大化

应用简报

摘要

优化了安捷伦 1290 Infinity 液相色谱系统的最低可能柱外体积，以确保小规格色谱柱

（安捷伦 ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18，2.1 × 50 mm，1.8 µm 色谱柱）的峰展宽最

小并且得到最佳结果。安捷伦科技的超低扩散管路、超低扩散最大光程卡套式流通池

（V(s) = 0.6 µL）和液相色谱系统支架将 1290 系统的柱外体积减少了 60%。可以观察到

其对色谱柱性能的影响。等度分析中早流出色谱峰的性能改善最大，其柱效（k’ = 1.6）

提高高达 58%，明显改善了等度和梯度的分析结果。梯度分析时，根据不同条件下峰容

量（k‘ = 1.3 到 5.3）的不同，柱效提高了 24%~32%。此外，对于等度分析和梯度分析

时的色谱柱性能，流速和柱外体积的影响之间没有必然关系。
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引言

填充了小颗粒填料的小规格液相色谱柱具有更高的生产率、更快

速的分析或者更高的分离度，减少了溶剂消耗并且与 LC/MS 和

ELSD 的兼容性更高。与之相比较，4.6 mm 或 3 mm 内径的大

规格色谱柱则需要更快的流速才能达到同样的线性速率。只需

将较大内径色谱柱更换为较小规格色谱柱即可获得这些优势。

然而，如果要充分利用小规格色谱柱的优势，还必须使液相色

谱系统的柱外体积最小化。这包括连接管路、针座、热交换器和

检测器流通池。样品一旦进入液相色谱系统，即开始峰展宽。随

着样品经过自动进样器，到色谱柱，再到检测器，最终到达检

测器流通池，一直进行着峰展宽。将这一体积最小化对所有小

规格色谱柱而言尤为重要，因为，与大内径色谱柱相比，这一

体积占据系统柱外体积的比例更大。

早期的工作 [1] 解释了柱外体积对各种柱规格和填料粒径的影

响。因为唯一的变量是自动进样器和色谱柱之间连接管路的长

度和内径，所以本实验中将柱外体积简化。我们发现，柱外体

积的影响取决于色谱柱规格，而不是填料粒径。对于一支 2.1 ×

50 mm，1.8 µm 的色谱柱来说，额外体积为 2 µL 时柱效即开始

降低。此外，我们确认较大的 4.6 mm 内径色谱柱的柱效受范围

从 1.2 µL 到 9.1 µL 的柱外体积的影响不明显。数据经过归一化

以计算额外系统体积产生的柱效降低的比例，进一步的研究发

现，5 µm 色谱柱与相同规格的 1.8 µm 色谱柱具有相似的柱效

降低现象 [1]。

本实验中，安捷伦 1290 Infinity 液相色谱系统通过使用安捷伦超

低扩散毛细管（0.08 mm 内径），安捷伦超低扩散最大光程卡套

式流通池（V(s) = 0.6 µL）以及安捷伦液相色谱系统支架改善了

最低柱外体积，获得了最佳柱效。由安捷伦 RRLC 测试样品中的

一组烷基苯酮展示了等度和梯度性能的改善。色谱柱为 Agilent

ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18，2.1 × 50 mm，1.8 µm。

实验条件

色谱柱 Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18，2.1 × 50 mm，

1.8 µm（部件号 959757-902）

流动相 A H2O

流动相 B CH3CN

流速 0.4 mL/min（除非另外指明）

梯度程序 等度（60% B）或梯度（1.2 min 内 25 到 95% B，除非另外

指明）

样品 Agilent RRLC 测试样品（部件号 5188-6529）标准加入 w/

50 µL 2 mg/mL 硫脲到水/乙腈（65:35），进样量 1-µL。化

合物名称、洗脱顺序，以及等度和梯度分析的保留因子见表 1

恒温 26 °C

色谱柱箱（TCC）

二极管阵列 信号 = 254，4 nm；参比 = 关闭

检测器（DAD）

系统 安捷伦 1290 Infinity 液相色谱

安捷伦超低扩散毛细管工具包（部件号 5062-5189）

安捷伦超低扩散最大光程卡套式流通池，V(s) = 0.6 µL（部件

号 G4212-60038）

安捷伦液相色谱系统支架（部件号 5001-3726）

MassHunter 版本 B.03.01、B.02.00 和 B.03.01 分别进行数据

采集、定性和定量分析

表 1. 等度和梯度分析中所有烷基苯酮化合物的保留因子

化合物 等度 k’ 梯度 k’

硫脲 0.0 0.0 

乙酰苯胺 0.3 1.3 

苯乙酮 0.9 2.4 

苯丙酮 1.6 3.1 

二苯甲酮 2.6 3.6 

苯丁酮 3.0 3.8 

苯戊酮 4.2 4.1 

己酮 6.8 4.5 

庚酮 11.1 4.9 

辛酮 18.2 5.3 
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结果和讨论

安捷伦超低扩散毛细管工具包中的细内径（0.08 mm 内径）毛细

管代替安捷伦 1290 Infinity 液相色谱系统上的 0.12 mm 内径的标

准毛细管（ALS&TCC 毛细管，TCC&DAD 毛细管和针座毛细管

[0.11 mm 内径]）。此外，用 V(s) = 0.6 µL （超低扩散最大光程

卡套式）流通池代替 V(s) = 1.0 µL 流通池。进一步使用液相色谱

系统支架对系统模块的堆放进行优化。由于二元泵重量大，常规

做法是把 1290 液相色谱系统与二元泵堆放在底部，而使用安捷伦

图 1. 安捷伦 1290 Infinity 液相色谱系统不带（左）和带（右）超低扩散优化配置的柱外体积对比

- 

 60% 

ALS & TCC
  

ALS & TCC

TCC & DAD

TCC & DAD

 1290 Infinity  1290 Infinity 

0.12 × 100 mm = 1.1 µL 

TCC & DAD 
0.12 × 220 mm = 2.5 µL  

ALS & TCC 
0.12 × 340 mm = 3.8 µL  

 V(s)1.0 µL = 2.3 µL

 = 9.7 µL 

2.1  50 mm  = 172.3 µL 
 = 103.9 µL 

 = 9.3%

 
0.11 × 100 mm = 0.9 µL 

TCC & DAD 
0.08 × 220 mm = 1.1 µL  

ALS & TCC 
0.08 × 220 mm = 1.1 µL  

 V(s)0.6 µL = 0.8 µL

 = 3.9 µL 

2.1 × 50 mm  = 172.3 µL 
 = 103.9 µL

 = 3.7%

液相色谱系统支架则可以将二元泵安全地放置在支架的顶部（从

上到下：溶剂托盘、二元泵、自动进样器、柱温箱、二极管阵列

检测器），这就使得使用最短连接毛细管成为可能。一段较短的

220 mm 长的毛细管连接自动进样器阀到色谱柱入口（与之相比

较，默认系统配置中毛细管长度为 340 mm），同样长度的毛细

管 220 mm 连接色谱柱出口到检测器流通池。其结果是从默认

1290 系统配置（9.7 µL）到优化的系统配置（3.9 µL）的柱外体

积减少了 60%。详细的说明和默认配置与 1290 液相色谱优化配

置柱外体积的对比见图 1。
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  60% B

  RRLC  5188-6529  w/ 50 µL 
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TCC  26 
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  Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18 2.1  50 mm
  1.8 µm
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图 2. 液相色谱系统柱外体积减少 60% 对等度分析烷基苯类的影响

图 2 表明，等度分析中柱外体积减少 60% 时柱效显著地增加了

3-65%。优化后的安捷伦 1290 Infinity 液相色谱系统中分离度增

加了 3-39%，其中关键峰对（苯甲酮 [k' = 2.6] 和苯丁酮 [k' =

3.0]）的分离度增加了 18%。早流出色谱峰比晚流出色谱峰受到

的影响更大。色谱图下的柱状图表明了优化后液相色谱与默认

液相色谱性能比较中每个峰的半峰宽、柱效和分离度增加的百分

数。柱效和分离度是半峰宽的函数，因此整个柱状图中三个值的

趋势相同。只需将柱外体积降低 5.8 µL（60%）即可实现等度分

析中色谱性能的这些改善。
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图 3. 散点图展示了等度分析烷基酮类时不同流速下柱外体积对柱效的影响
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图 2 显示了 0.4 mL/min 时分析的色谱图和数据。图 3 中的散点

图显示了从 0.1 mL/min 到 1 mL/min 分析时柱效增加的百分数。

前面两个色谱峰（乙酰苯胺和苯乙酮）保留较差（k' < 1）。这些

数据不能代表良好色谱实验，因此从此图中去除。总柱效提高范

围为 1% 至 58%（不包括乙酰苯胺和苯乙酮）。相对于色谱柱性

能，等度分析时流速对柱外体积影响很小，甚至没有影响。
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图 4. 液相色谱系统柱外体积减少 60% 对梯度分析烷基苯类的影响

 A  H2O

 B  CH3CN

  0.4 mL/min

  t min  0 1.2
  %B  25 95

  RRLC  5188-6529  w/ 50 µL 
  2 mg/mL /  1 µL

TCC  26 

DAD   = 254 4 nm  = 

  Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18 2.1  50 mm
  1.8 µm
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公式 1.  条件峰容量同样 10 组分混合物的梯度分析如图 4 所示。与图 2 相似，色谱

图下的柱状图揭示了与默认配置相同相比的优化的安捷伦 1290

Infinity 液相色谱系统柱效增加的百分数。半峰宽和分离度的趋势

相同，因为分离度取决于峰宽。因为柱效一般不作为梯度分析时

色谱柱性能的标准，此图使用条件峰容量增加的百分数表示。条

件峰容量是梯度时间内理论上可以被分开的峰的个数，因此，也

取决于峰宽。见公式 1。
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此次梯度分析中液相色谱系统柱外体积减少 60%（5.8 µL）使得

条件峰容量增加了 27%。此外，由于峰宽较窄，使得所有峰的

分离度均增加了 > 20%，其中关键峰对（苯甲酮和苯丁酮）增加

了 27%。

与图 3 相似，图 5 是一个散点图，显示了从 0.1 到 1 mL/min 内

梯度分析时（梯度时间根据柱体积进行相应的调整，以维持各化

合物的 k'）分离度和条件峰容量增加的百分数。同样，第一个色

谱峰，乙额酰苯胺流出较早，并且，与其他八种化合物相比保留

值不正常，因此作为异常值从此图中除去。条件峰容量增加了

24% 到 37%，而分离度变化较大，增加的范围从 18% 到 37%

（不包括乙酰苯胺）。总之，对于色谱柱性能来说，快速梯度分

析的流速显然对柱外体积的影响较小或者没有影响。

在安捷伦 1290 Infinity 液相色谱系统中使用超低扩散 0.08 mm 内

径毛细管时系统压力增加，如图 2 和 4 所示。本实验中，观察到

的压力差是 10 bar。然而，如果不使用安捷伦液相色谱系统支架，

并且需要使用更长的 0.08 mm 内径毛细管（长度与默认配置相

同）时，系统压力的差别将大于 10 bar。因为这些毛细管可以容

易地拆卸，而且可以再次安装标准的 0.12 mm 内径毛细管，所以

安捷伦 1290 Infinity 液相色谱系统灵活性较大。根据方法的要求

不同，1200 bar 压限的仪器可以兼容小内径的 0.08 mm 内径毛细

管以减少样品峰展宽，也可以再次安装 0.12 mm 内径毛细管并且

增加流量以适应更大样品通量的需要。

图 5. 散点图展示了梯度分析烷基酮类时不同流速下柱外体积对分离度和条件峰容量的影响
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小结

通过使用新型的安捷伦超低扩散毛细管、安捷伦超低扩散最大光程

卡套式流通池（V(s) = 0.6 µL）以及安捷伦液相色谱系统支架，将

安捷伦 1290 Infinity 液相色谱系统柱外体积减少了 60%（5.8 µL），

改善了安捷伦 ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18，2.1 × 50 mm，

1.8 µm 色谱柱等度和梯度分析时的性能。梯度分析中的条件峰容

量增加了 > 24%。等度分析的柱效受到的影响更大，对于保留因

子 k'= 1.6 的化合物，其柱效增加了高达 58%。此外，无论是增

加还是降低流速均不会致使柱外体积影响变差。

参考文献

1. W. Long and A. Mack. Reduce Tubing Volume to Optimize
Column Performance（减少管路体积以优化色谱柱性能）.
Agilent Publication 5990-4964EN. December 11, 2009.
http://www.chem.agilent.com/Library/applications/
5990-4964EN.pdf 

更多详细信息

如需了解有关我们产品和服务的更多信息，请访问我们网站：

www.agilent.com/chem/cn。
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