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摘要

将沃特世的芳酸分析方法转移至配用了 Agilent ZORBAX超高压快速高分离度 (RRHD)

Eclipse Plus C18色谱柱的 Agilent 1290 Infinity LC上，未进行额外的方法开发。对

Waters Acquity UPLC 系统中的Waters Acquity UPLC CSH C18 和 RRHD Eclipse Plus

C18色谱柱进行比较，安捷伦色谱柱的背压低了 10%，且峰形得到改善，对水杨酸的分

析尤其如此，采用安捷伦色谱柱所得到的峰形变窄了 48%且对称度提高 89%。对采用

RRHD 色谱柱的Waters Acquity UPLC 和 1290 Infinity LC 进行比较，结果表明安捷伦系

统比沃特世系统压力低 13%，且峰形变窄 3% 至 9%，分离度提高 7% 至 14%。

引言

本应用简报证明了沃特世出版物 [1] 中所述的方法能够充分转移至使用 RRHD Eclipse

Plus C18 色谱柱的 1290 Infinity LC 上。该方法展示了使用 Waters Acquity UPLC CSH

C18，2.1 × 50 mm，1.7 µm 色谱柱在Waters Acquity UPLC 系统上以梯度乙酸/乙腈分

离 7 种芳酸的分析过程 [1]。对六种化合物的分析（不适用于 2,4-二氯苯氧基乙酸）可以

逐步转移至采用 RRHD Eclipse Plus C18，2.1 × 50 mm，1.8 µm 色谱柱的 1290 Infinity

LC 上。与沃特世产品相比，采用安捷伦色谱柱和安捷伦系统能够明显改善分析性能。



2

材料与方法

液相色谱的方法参数尽可能保持一致。表 1列出了分析条件。所有

色谱图均采用 Agilent OpenLAB CDS ChemStation修订版 C.01.03

进行分析。所有数据均在一周内采集得到，必要时将消耗品冷冻

或冷藏以免发生降解。每天都对色谱柱性能和系统性能进行验

证，以确保实验过程中得到的结果具有可比较性。

所有芳酸都显示在图 1中，且粉末状冰乙酸购自 Sigma-Aldrich

公司。乙腈购自 Honeywell International公司。所用的水为

18 Mohm.cm Milli-Q 超纯水。

表 1. 使用Waters Acquity UPLC 系统和 Agilent 1290 Infinity LC 系统分析芳酸所用的液相色谱方法参数

Waters Acquity UPLC 系统 Agilent 1290 Infinity LC 系统

色谱柱 Waters Acquity UPLC CSH C18，2.1 × 50 mm，1.7 µm
（部件号 186005296），序列号 01133209515691

Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18，2.1 × 50 mm，1.8 µm
（部件号 959757-902），序列号 USDAY06281，批号 B11188

流动相 (A, B) 0.1% 乙酸，乙腈

梯度 时间 %B 曲线 时间 %B

初始 2 初始 0.00 2

5.00 60 6 5.00 60

5.50 60 6 5.50 60

5.51 2 6 5.51 2

6.00 2 6 6.00 2

进样 4 µL 0.01 mg/mL 的样品水溶液，部分样品环（使用针溢出） 4 µL 0.01 mg/mL 的样品水溶液，ADVR 开启

检测 280 nm，4.8 nm 分离度，20 个点/秒，快速滤光片时间常数 信号 = 280.4 nm；参比 = 关闭，狭缝 4 nm，PW > 0.0031 min（响应时间
0.063 秒）80 Hz

配置 配有 Acquity UPLC PDA 的 Acquity UPLC 系统（BSM，SM） 配有超低扩散套件 (5067-5189) 的 G4220A、G4226A、G1316C、G4212A，
超低扩散最大光强卡套式流通池，V(s) = 0.6 µL (G4212-60038)，液相色谱
系统设备架 (5001-3726)

流速 0.6 mL/min

柱温 30 °C

样品前处理 单独标样：原儿茶酸、3,4-二羟基苯乙酸、4-羟基氧乙酸、香草酸、丁香酸、水杨酸均溶于水:乙腈 (5:1)，2,4-二氯苯氧基乙酸不适用

储备液：各标样均 1 mL（共 6 mL），浓度均为 0.278 mg/mL

样品：0.5 mL 储备液 + 9.5 mL 水，浓度均为 0.0139 mg/mL

样品浓度 1.67 mg/mL

MW = 154.12
3,4-

MW = 168.15 MW = 138.12
4-

MW = 168.15 MW = 198.17 MW = 138.12
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图 1. 芳酸
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结果与讨论

重复沃特世的芳酸分析方法

在Waters Acquity UPLC 系统上使用Waters Acquity UPLC CSH

C18 色谱柱重复初始的芳酸分析（图 2 上方色谱图）。保留时间和

峰形与公布的结果非常相似 [1]，但原儿茶酸是个例外（峰 1），

图 2 中所示的原儿茶酸的谱峰比原始出版物中的谱峰拖尾更严重。

与原始结果相比，由于所用样品浓度略高，所以图 2所示的峰高

略有增加。
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DOPAC PABA

T
R

1.012 1.076 1.382 1.533 1.601 2.632 1.539

PW
1/2

0.0148 0.0129 0.0158 0.0148 0.0142 0.0367 0.0182

Rs n/a 2.71 12.51 5.80 2.76 23.83 9.52

0.72 0.78 0.80 0.85 0.86 0.36 0.73

DOPAC PABA

T
R

0.932 1.060 1.229 1.401 1.472 1.923 1.336

PW
1/2

0.0131 0.0125 0.0142 0.0138 0.0134 0.0192 0.0144

Rs n/a 5.85 7.46 7.23 3.03 16.26 7.97

0.82 0.84 0.86 0.89 0.88 0.68 0.83

 Acquity UPLC CSH C18  Waters Acquity UPLC 
 = 566 bar

 Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18  Waters Acquity UPLC 

 = 512 bar

图 2. 在Waters Acquity UPLC 系统上使用Waters Acquity UPLC CSH C18 色谱柱（上图）和 Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18

色谱柱（下图）得到的芳酸初始分析结果。沃特世色谱柱的性能与公布的结果相近 [1]，但可观察到安捷伦色谱柱显著改善了峰形

采用 RRHD Eclipse Plus C18 色谱柱代替Waters

Acquity UPLC 色谱柱

然后在同一 Waters Acquity UPLC 系统上使用相同规格的 RRHD

Eclipse Plus C18 色谱柱代替沃特世色谱柱（图 2 下方色谱图），

使用相同的样品和流动相来运行同一仪器方法。所有谱峰均得到

明显改善（包括峰宽、峰高和峰对称度），而系统压力则降低了

10%。最显著的是水杨酸的谱峰（峰 6）。与 CSH C18 色谱柱相

比，水杨酸在 RRHD Eclipse Plus C18 上的谱峰变窄 48% 且对称

度提高 89%（对称度沃特世 = 0.36，对称度安捷伦 = 0.68）。采

用安捷伦色谱柱还使该芳酸的最低分离度提高了 10%，从 2.76 提

高至 3.03。
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将Waters Acquity UPLC 系统转移至 1290 Infinity LC 

接下来，将 RRHD Eclipse Plus C18 色谱柱转移至 1290 Infinity

LC（采用安捷伦发货时的默认配置）。液相色谱方法参数尽可能

保持一致，且使用相同的流动相、样品和色谱柱（图 3上方色谱

图）。与沃特世系统相比，采用安捷伦系统所得到的谱峰都更宽、

更短且洗脱时间更晚。但是，安捷伦系统所产生的压力要比沃特

世系统低 17%（426 bar 对 512 bar），其原因可能在于安捷伦液

相色谱系统的柱外体积和延迟体积更大。

优化 1290 Infinity LC 的柱外体积和延迟体积

可轻松对 1290 Infinity LC 进行改进，减小其柱外体积和延迟体积。

首先，使用超低扩散 (ULD) 套件以内径 0.075 mm 的毛细柱代替

内径 0.12 mm 的标准毛细柱。还安装了超低扩散最大光强卡套式

流通池，并采用安捷伦液相色谱系统设备架布置各个模块，使系

统所用的毛细柱尽可能最短。结果，ULD 1290 Infinity LC 比默认

系统的柱外体积减小了 64%（4 µL 对 11 µL）[2]。所有色谱峰

（图 3 中部色谱图）均明显增高，且变窄 11% 至 16%。由于峰宽得

到改善，分离度也提高了 12% 至 24%，峰 4 和峰 5 所示的关键难

分离化合物对（香草酸和丁香酸）的分离度提高了 24%，从 2.96

提高至 3.67。
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0.998 1.149 1.326 1.520 1.600 2.067 1.443

PW
1/2

0.0158 0.0154 0.0166 0.0162 0.0154 0.0208 0.0167

Rs n/a 5.70 6.47 6.95 2.96 15.13 7.44

0.74 0.76 0.78 0.81 0.80 0.72 0.77

T
R

0.962 1.116 1.290 1.490 1.572 2.026 1.409

PW
1/2

0.0134 0.0129 0.0142 0.0136 0.0129 0.0186 0.0143

Rs n/a 6.87 7.57 8.42 3.67 16.91 8.69

0.81 0.84 0.87 0.91 0.91 0.69 0.84

T
R

0.887 1.021 1.195 1.379 1.455 1.909 1.308

PW
1/2

0.0124 0.0121 0.0135 0.0132 0.0126 0.0175 0.0136

Rs n/a 6.46 7.94 8.11 3.45 17.69 8.73

0.82 0.86 0.88 0.91 0.91 0.77 0.86

 Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18  Agilent 1290 Infinity 

 = 426 bar

 Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18  Agilent 1290 Infinity  (ULD) 

 = 452 bar

 Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18  Agilent 1290 Infinity  (ULD, ADVR)

 = 443 bar

DOPAC PABA

DOPAC PABA

DOPAC PABA

图 3. 在默认配置（上图）、超低扩散配置（中图）和小延迟体积配置（下图）的 Agilent 1290 Infinity LC 上使用 Agilent ZORBAX RRHD

Eclipse Plus C18 色谱柱分析芳酸所得到的结果。减少柱外体积能够锐化色谱峰并提高分离度，而减小延迟体积则能缩短梯度保留时间

并进一步改善峰形
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另外，对液相色谱方法参数的优化还可减小系统延迟体积。内置

于 Agilent 1290 Infinity 自动进样器软件的延迟体积自动减小

(ADVR) 功能可在不进行其他硬件调整的条件下有效地将系统延

迟体积减小 63%（从 123 µL 减至 49 µL）。ADVR 将改变从自动

进样器（连续冲洗进样针）到旁路之间的典型流路。此处，在进

样后，将样品冲洗到色谱柱上，然后将进样阀从主流路切换至旁

路。它移除了梯度流路中的进样针、度量计和相关毛细管，可使

流动相更快到达柱头 [3,4]。尽管系统延迟体积对超快速梯度洗脱

影响最大，但使用这一经典的芳酸梯度分析方法时仍能获得显著

改善（图 3下方色谱图）。所有色谱峰的保留时间均缩短 6%

至 9%，对较早洗脱色谱峰的影响比较迟洗脱色谱峰的影响更大。

峰宽也略有减小（2% 至 7%），其原因可能在于保留时间的缩短。

图 4 示出在 1290 Infinity LC 上使用 ULD 套件和流通池以及

ADVR 功能的效果，显示了体积的改变，可以看出柱外体积和系

统延迟体积均有所减小。根据公布的仪器性能指标来看，标准

Waters Acquity UPLC 系统的延迟体积约为 120 µL，而系统的谱

带展宽（柱外体积）还未报道 [5]。据报道，从沃特世低扩散

Acquity UPLC I-Class 的仪器性能指标可看出系统延迟体积约为

100 µL，而系统谱带展宽为 6 µL 至 9 µL [6]。本实验中采用的是

Waters Acquity UPLC 系统，但图 4 所示的体积数据表明优化后

的 1290 Infinity LC 比优化后的Waters Acquity UPLC I-Class 系

统具有更小的柱外体积和延迟体积（分别为 4 µL 和 49 µL）。

图 4. 三种配置的 Agilent 1290 Infinity 液相色谱系统：默认配置（左图）、超低扩散配置（中图）和低延迟体积配置（右图）。这些系统

改变对柱外体积和延迟体积的影响见图示下方的表格

1这些体积代表了针对这一特定分析定制的 Agilent 1290 Infinity 液相色谱系统的体积。可根据其他分析所提出的仪器要求来对液相色谱

系统体积进行更多改进。

Jet weaver

à ALS 

ALS à TCC 

/

TCC à DAD 

 ADVR  ULD 
Agilent 1290 Infinity LC Agilent 1290 Infinity LC ULD Agilent 1290 Infinity LC

 Agilent 
1290 Infinity LC

ULD Agilent 
1290 InfinityLC

 ADVR 
 ULD Agilent 

1290 Infinity LC

 (µL)

11 4 4

 (µL)

127 123 49
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使用 RRHD Eclipse Plus C18 色谱柱，对优化的 1290 Infinity LC

（图 3 下方色谱图）与标准Waters Acquity UPLC（图 2 下方色谱

图）分析芳酸的结果进行了比较。安捷伦系统较低的柱外体积和

延迟体积能使保留时间缩短 1% 至 5%，峰宽变窄 3% 至 9%。分

离度提高 7%至 14%，且关键难分离化合物对的分离度提高了

14%，从 3.03 提高至 3.45。尽管对安捷伦系统的优化是以提高系

统压力为代价（优化系统的压力比默认系统高 4%），但 1290

Infinity LC 所产生的压力仍然比沃特世液相色谱要低（443 bar 对

512 bar，降低 13%），使用户能够更灵活地增加流速和色谱柱长

度。1290 Infinity LC 具有更高的灵活性，可完全移出优化设置，

且在分析需要更高的压力灵活性时，可以很方便地部分或完全重

新安装原来的毛细柱。

对新转移的安捷伦分析与沃特世分析进行比较

与在 Waters Acquity UPLC 系统上使用 Waters Acquity UPLC

CSH C18 色谱柱所进行的初始分析相比，使用配备 RRHD Eclipse

Plus C18 色谱柱的 1290 Infinity LC 所得到的结果证明已完全实

现了方法转移（图 5）。对于芳酸分析，安捷伦解决方案比沃特世

解决方案的系统压力低 22%（556 bar 对 443 bar）。安捷伦解决

方案还可获得窄化 6%至 52%的色谱峰，且谱峰对称度提高了

6% 至 114%；在两种方案中，对水杨酸（峰 6）分析的改善最显

著，对称度由 0.36 提高至 0.77。采用安捷伦系统和色谱柱解决方

案还将所有色谱峰的分离度都提高了 25% 以上。
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 Acquity UPLC CSH  Waters Acquity UPLC 
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 Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18  Agilent 1290 Infinity  (ULD, ADVR)

 = 443 bar
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图 5. 在配用沃特世色谱柱的沃特世液相色谱系统上得到的初始芳酸分析结果如图 2（上图）所示，同一分析在配用 Agilent ZORBAX

RRHD Eclipse Plus C18 色谱柱的 Agilent 1290 Infinity 液相色谱系统上获得了改善（图 3）（下图）。可将该分析方法转移至安捷伦解

决方案，使沃特世解决方案得以改善；所有色谱峰都更加尖锐、对称。最低分离度也得到了提高。
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结论

沃特世出版物中所述的芳酸分析方法可被轻松转移至配用 Agilent

ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18 色谱柱的 Agilent 1290 Infinity

LC 上。在未做任何额外方法开发的情况下，安捷伦色谱柱及安捷

伦系统均表现出优于沃特世产品的分析性能。
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