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优化液相色谱工作流程 
最大限度提高方法开发效率

内容提要
本文集收录了内容涵盖教育和理论、仪器和软件自动化，以
及特定市场的现有和新兴应用。同时，我们的产品和应用专
家将帮助您最大程度提高效率。

如今的方法开发需要针对 HPLC 和 UHPLC 系统进行灵活而高效的
初始方法开发、条件筛选和方法转换。

Agilent InfinityLab 方法开发解决方案将出色的仪器和色谱柱、智能
备件、直观的软件以及专业服务相结合，可满足上述需求。总
体而言，这些创新技术能够协助您：

• 找到选择性、分离度和速度的最佳组合 

•  使用单个系统即可自动筛选数百组色谱条件 

• 实现自动化无人值守运行，降低成本



最大程度提高液相色谱方法开发的效率。  
请访问 www.agilent.com/chem/livelcmetdev

InfinityLab Poroshell 120 方法开发方案 
为您节省时间和成本
稳定的方法开发方案对于确保分析方法的耐用性、稳定性和可靠性至关重要。
Agilent InfinityLab Poroshell 120 色谱柱、色谱柱 ID 标签和 Quick Connect Fittings 快速连接接
头是确保分析效率和重现性始终如一必不可少的工具。 

InfinityLab Poroshell 120 系列色谱柱提供 12 种填料和 1.9、2.7、4 µm 3 种填料粒径可
选，可实现快速简便的方法开发。此外，还可与 ZORBAX 填料配合使用，轻松实现
方法转换。

在选择不同选择性的色谱柱时，如需帮助， 
请访问 www.hplccolumns.org

使用此通用方案开发快速、稳定的液相色谱方法

   测试初始条件：采用含 0.1% 甲酸的乙腈 
 （低 pH），梯度 10%-95%，30 ºC1
 调整斜率（有机相百分比随时间变化）， 
使结果中包括第一个峰和最后一个峰。 
针对目标分析物进行优化2
 如果采用乙腈得到的峰形或保留特性较差， 
请将有机改性剂换为甲醇3
 调整柱温（最高至允许上限）4
 尝试不同的色谱柱固定相以改变保留特性 
和选择性5

最佳产品

EC-C18
EC-C8
Phenyl-Hexyl

低 pH 值流动相 
分析的最佳选择
SB-C18
SB-C8

高 pH 值流动相 
分析的最佳选择
HPH-C18
HPH-C8

可替代选择性色谱柱
的最佳选择
Bonus-RP
PFP

众多极性化合物 
的最佳选择
SB-Aq
EC-CN
HILIC

3

www.hplccolumns.org
www.agilent.com/chem/livelcmetdev
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自动化和灵活性

真正完善的全程方法开发解决方案，结合了出色的仪器、色谱柱、智能备件、直观
的安捷伦软件以及基于质量源于设计的合作软件。

AGILENT CROSSLAB 服务 

由全球科学技术专家团队提供的全套综合服务以及学习解决方案 
 （包含专门针对分析方法开发的培训）。

如需了解更多信息，请访问： 
www.agilent.com/crosslab/method-application-consulting

满足您最复杂的 
方法开发需求

Agilent 1290 Infinity II 
方法开发系统 

适用于常规方法开发

Agilent 1260 Infinity II 
方法开发系统 

适用于对选择性和效率要求更
高的方法筛选

Agilent InfinityLab  
Poroshell 120 色谱柱 

安捷伦液相色谱方法开发解决方案 

安捷伦可提供符合您要求和预算的解决方案，实现稳定的方法开发 
流程。

适用于快速方法开发和序列生成

安捷伦方法筛选向导是一款简单易
用却非常高效的 Agilent OpenLAB CDS 
ChemStation 插件工具

安捷伦样品前处理解决方案 

通过去除不良基质干扰物提高分析方法开发速度。Agilent Bond Elut 
SPE 和 Captiva 过滤样品前处理产品能够稳定、可靠地净化样品，有
效改善分析准确度并减少系统维护需求。

www.agilent.com/crosslab/method-application-consulting
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通用分析方法开发原理



优化仪器、方法和样品，以发挥 
Agilent InfinityLab Poroshell 120,  
1.9 µm 色谱柱的最大潜能

应用简报

作者
Anne Mack 
安捷伦科技公司

整体分析

摘要
通过对六种化合物进行等度洗脱分析，来验证仪器、方法和样品这几个变量
对色谱柱性能的影响。在本研究中使用的是高效 Agilent InfinityLab Poroshell 
120 EC-C18, 2.1 × 50 mm, 1.9 µm 色谱柱，其能够产生接近 14000 的塔板数。主
要研究了系统毛细管、检测器流通池、数据采集速率、进样量、样品溶剂和
样品浓度对色谱柱性能的影响。
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中，柱外体积的影响会更加明显。就 2.1 × 50 mm, 1.8 µm 
色谱柱而言，当柱外体积仅为 2 µL 时，柱效便开始降
低。另外，我们发现，即使柱外体积在 1.2-9.1 µL 的范
围内，都不会对内径较大 (4.6 mm) 的色谱柱产生显著影
响。进一步的研究表明，当将数据归一化以说明柱效百
分比降低与系统柱外体积之间的关系时，5 µm 色谱柱的
柱效降低程度与相同尺寸的 1.8 µm 色谱柱相似 [3]。

最后，证明了使用小尺寸的全多孔亚 2 µm 颗粒色谱柱
可减少液相色谱系统体积这一影响 [4-5]。本研究包括对
与高效表面多孔 Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18, 
1.9 µm 色谱柱配套使用的液相色谱仪器、方法和样品进
行优化。

实验
本实验采用 Agilent 1290 Infinity 液相色谱系统。表 1 示出
了配置详情。对于部分实验，仪器配置在此基础上有所
修改。在整个研究中，在必要和适当的时候提供了该配
置信息。本实验中还使用了一根安捷伦液相色谱柱，其
具体信息在表 1 中列出。 

大部分分析的液相色谱方法参数在表 2 中示出。在整个
研究进行的几个实验中，将改变某个参数来验证其对色
谱分析的影响，修改的地方会对数据加以标记。 

前言
表面多孔颗粒填料液相色谱柱是液相色谱领域常用的工
具。与对应的全多孔颗粒色谱柱相比，这种色谱柱能够
在较低压力下获得较高柱效 [1]。这主要是由于该色谱柱
的传质距离更短并且填料颗粒的粒径分布明显更窄 [2]。
表面多孔颗粒填料的当前趋势是通过不断缩小填料粒径
实现柱效的进一步提高。更高的柱效能够加快分析速度
并改善分析结果，分离度和灵敏度均有明显提高。 

由于孔径较大（内径为 4.6 mm 或 3 mm）的色谱柱需要
更快的流速才能达到等效的线性流速，因此与其相比，
填充有细小颗粒的小尺寸液相色谱柱的分析速度更快、
分离度更出色，从而提高了分析效率，并且减少了溶剂
使用量，而且对液相色谱/质谱和蒸发光散射检测均表
现出更好的兼容性。只需将内径较大的色谱柱更换为内
径较小的色谱柱，便可获得这些益处。但要充分利用小
尺寸色谱柱，必须对液相色谱仪器、方法和样品都进行
优化。

以往有研究表明，柱外体积对各种色谱柱尺寸和填料粒
径有影响。在本实验中，唯一的变量是自动进样器和色
谱柱之间的连接毛细管的直径和长度，因此对柱外体积
进行了简化。我们的分析表明，柱外体积的影响取决于
色谱柱尺寸，但与填料粒径无关。但在细小颗粒色谱柱
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本研究对表 3 所示的六种化合物进行了分析。除非另有
说明，否则测试标样按照表 3 中的浓度制备。所有分析
物均购自 Sigma-Aldrich。磷酸钠也购自 Sigma-Aldrich。
乙腈购自 Honeywell (Burdick and Jackson)。水经 Milli-Q 
系统 (Millipore) 0.2 µm 滤膜过滤，电阻率 18 MW。

Agilent 1290 Infinity 液相色谱系统配置 

Agilent 1290 Infinity 二元泵 (G4220A) 35 µL 溶剂混合器：Jet Weaver，35 µL/100 µL (G4220-60006)

Agilent 1290 Infinity 高性能自动进样器 (G4226A) 针座组件，超低扩散，用于 Agilent 1290 Infinity 自动进样器 (G4226-87030) 
自动进样器与加热器：不锈钢毛细管，0.075 × 220 mm，SV/SLV (5067-4784) 
样品瓶，螺口盖，棕色，带书写签，经认证，2 mL，100/包 (5182-0716) 
螺口盖，蓝色，PTFE/红色硅橡胶隔垫，100/包 (5182-0717) 
样品瓶内插管，250 µL，玻璃，带聚合物支脚，100/包 (5181-1270)

Agilent 1290 Infinity 柱温箱 (G1316C) 双热交换器，低扩散，1.6 µL，(G1316-60005) 
加热器与色谱柱：Agilent InfinityLab 快速连接组件，105 mm，0.075 mm (5067-5961) 
色谱柱与流通池：不锈钢毛细管，0.075 × 220 mm，SV/SLV (5067-4784)

Agilent 1290 Infinity 二极管阵列检测器 (G4212A) Agilent 超低扩散最大光强卡套式流通池，10 mm (G4212-60038)

Agilent OpenLAB CDS ChemStation 版修订版 C.01.05 [35] G4220A：B.06.53 [0013] 
G4226A：A.06.50 [003] 
G1316C：A.06.53 [002] 
G4212A：B.06.53 [0013] 

安捷伦液相色谱柱 Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18, 2.1 × 50 mm, 1.9 µm (699675-902)

除非另有说明，否则所有分析均使用上述仪器配置。

表  1. UHPLC 系统配置

表  2. UHPLC 方法参数  

色谱柱 流动相
流速  
(mL/min) 洗脱 

进样量 
(µL) 样品 

柱温箱  
(°C)

二极管阵列 
检测器 

Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18, 
2.1 × 50 mm, 1.9 µm 

20 mM 磷酸钠水溶
液，pH 7，与乙腈以 
40/60 预混合

0.5 等度 0.5 尿嘧啶、对羟基苯甲酸丁
酯、阿米替林、萘、邻苯
二甲酸二丙酯、苊 
详细信息见表 3 

25 254 nm, 80 Hz 

除非另有说明，否则所有分析均使用上述方法参数。 

表  3. 样品信息

化合物 分类 在流动相中的浓度 保留因子 (k')

尿嘧啶 空白标记 n/a n/a

对羟基苯甲酸丁酯 弱酸 0.05 mg/mL 1.3

阿米替林 碱 0.25 mg/mL 2.2

萘 中性 0.25 mg/mL 3.3

邻苯二甲酸二丙酯 极性中性 0.5 mg/mL 3.8

苊 中性 0.5 mg/mL 6.1

除非另有说明，否则所有分析均使用上述样品。 
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结果与讨论
除非另有说明，否则所有优化实验均使用相同的标准、
方法和系统完成。对于每个实验，一次改变一个变量，
以验证该项参数对 Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18, 
2.1 × 50 mm, 1.9 µm 色谱柱的效率的影响。每个实验中都说
明了对羟基苯甲酸丁酯 (k’ = 1.3)、萘 (k’ = 3.3) 和苊 (k’ = 6.1)  
的柱效，以表明对早期、中期和晚期洗脱化合物的影响。

仪器优化 
小体积的仪器配置应与小体积的色谱柱配套使用。分两
个步骤对 Agilent 1290 Infinity 液相色谱仪的系统体积进
行了优化。首先，将内径为 0.12 mm 的标准红色毛细管
替换为内径为 0.08 mm 的黑色毛细管。其次，将 1.0 µL 
的标准流通池替换为 0.6 µL 的流通池。表 4 示出了系统
配置差异的详细信息。图 1 示出了结果。从图 1A 中可
以看出，当毛细管体积减小时，观察到所有峰的保留时
间都出现较小漂移。当流通池体积减小时，所有峰都变
高、变窄且更加高效。柱效值在图 1B 中绘出。系统体
积对早期洗脱化合物影响较大。毛细管和流通池二者都
对液相色谱的系统体积有很大影响。因此，这两个因素
都可以单独影响小体积高效色谱柱如 InfinityLab Poroshell 
120 EC-C18, 2.1 × 50 mm, 1.9 µm 的性能。

本研究的后续实验使用了较小的液相色谱系统体积配
置，见表 4。

图  1A. 使用内径较小的毛细管和体积较小的检测器流通池减小了液相
色谱系统体积，从而提高了  Agilent InfinityLab Poroshell 1.9 µm 色
谱柱的性能

图  1B. 使用内径较小的毛细管和体积较小的检测器流通池减小了液相
色谱系统体积，从而提高了  Agilent InfinityLab Poroshell 1.9 µm 色
谱柱的性能

Agilent 1290 Infinity 液相色谱系统配置修改 更大的系统体积 更小的系统体积 

Agilent 1290 Infinity 高性能自动进样器 
(G4226A)

自动进样器与加热器：不锈钢毛细管， 
0.12 × 340 mm (5067-4659)

自动进样器与加热器：不锈钢毛细管， 
0.075 × 220 mm，SV/SLV (5067-4784)

Agilent 1290 Infinity 柱温箱 (G1316C) 双热交换器，低扩散，1.6 µL，(G1316-60005) 
加热器与色谱柱：Agilent InfinityLab 快速 
连接组件，105 mm，0.075 mm (5067--5961) 
色谱柱与流通池：不锈钢毛细管， 
0.12 × 340 mm (5067-4659)

热交换器，低扩散，1.0 µL，长型，朝下  
(G1316-80012) 
加热器与色谱柱：Agilent InfinityLab Quick-Turn  
接头 (5067--5966) 
色谱柱与流通池：不锈钢毛细管， 
0.075 × 220 mm，SV/SLV (5067-4784)

Agilent 1290 Infinity 二极管阵列检测器 (G4212A) Agilent 标准最大光强卡套式流通池， 
1.0 µL，10 mm (G4212-60008)

Agilent 超低扩散最大光强卡套式流通池， 
0.6 µL，10 mm (G4212-60038)

表  4. 有关毛细管和流通池的仪器修改比较
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方法优化 
在优化了液相色谱系统的硬件之后，还应考虑对方法
进行优化。当涉及到高效率色谱柱如 1.9 µm InfinityLab 
Poroshell 时，通常需要探讨检测器的数据采集速率及其
对色谱柱性能的影响。数据采集速率是指仪器在整个分
析过程中进行测量的频率。在色谱峰中测量足够数量的
数据点是至关重要的，这样才能准确反映色谱柱的效
率。数据点太少会显示人为因素造成的宽峰，例如图 2A 
中的对羟基苯甲酸丁酯。在本例中，我们测试了二极管
阵列检测器的数据采集速率，但如果其他液相色谱检测
器用于本方法中，也需要设定其采样速率。需要注意的
是，ChemStation 中的默认方法将二极管阵列检测器的数
据采集速率设定为 2.5 Hz，当建立适用于 1.9 um Poroshell 
色谱柱的新方法时，必须提高数据采集速率，才能反映
色谱柱的性能。根据图 2B，本方法应使用至少 40 Hz 的
速率，但数据采集速率越高，可能会增加基线噪声并降
低方法灵敏度。 

图  2A. Agilent InfinityLab Poroshell 1.9 µm 色谱柱必须使用较高数据采集
速率，才能准确测量色谱柱的效率，对于早期洗脱化合物如对
羟基苯甲酸丁酯  (k’  = 1.3) 尤其如此

图  2B. Agilent InfinityLab Poroshell 1.9 µm 色谱柱必须使用较高数据采集
速率，才能准确测量色谱柱的效率，对于早期洗脱化合物如对
羟基苯甲酸丁酯  (k’  = 1.3) 尤其如此
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可用于优化小体积色谱柱性能的另一个方法参数是进样
量。进样量可与整个系统体积一起考虑，而且在适于分
析的情况下应保持尽可能小。图 3A 示出了进样量对色
谱分析的影响。当用 2.1 × 50 mm 色谱柱进行分析时，比
较 0.5 µL 的进样量与 16 µL 的进样量，结果表明峰宽和
色谱性能具有很大的差异。图 3B 示出的柱效值证实了
我们在液相色谱系统体积中所观察到的趋势。进样量越

图  3A. 进样量对整个系统体积有影响，因此务必保持较小，以保持高
效色谱柱如  1.9 µm Agilent InfinityLab Poroshell 的性能

图  3B. 进样量对整个系统体积有影响，因此务必保持较小，以保持高
效色谱柱如  1.9 µm Agilent InfinityLab Poroshell 的性能

图  4. 峰面积测量结果表明，在对进样量进行比较时，向色谱柱中进
样相同量的样品降低了其他变量如载样的可能性，并且可对进
样量的影响进行单独研究

大导致峰越宽，这种效果在早期洗脱化合物中更明显。
为了在载样的可能影响中单独分析进样量的影响，在整
个实验中均向色谱柱中进样相同量的样品。用流动相连
续稀释初始样品，同时对进样量进行适当地缩放。图 4 
示出了不论被测试的进样量如何均向色谱柱中进样相同
量的样品，结果显示了每种化合物的面积均保持恒定。 
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止产生与样品溶剂有关的峰形问题，务必确保样品是在
强度与流动相相当或比其更低的溶剂中制备的。图 5B 
示出了样品溶剂对柱效的影响。强溶剂如 THF、DMSO 
和 IPA 增宽了色谱峰，从而大大降低了柱效。性能最好
的样品是在流动相或水中制成的样品。有趣的是，在水
中制成的样品的结果最好。这可能是因为样品都被集中
在色谱柱上。但问题是，该样品中的有些分析物在水中
的溶解度不佳。图 5A 中的色谱图显示萘和苊的峰高较
低，正是因为它们在水中的溶解度不佳。 

样品优化 
除了优化仪器和方法之外，也可对样品进行优化以提高
所观察到的色谱柱性能。样品溶剂会影响色谱性能。在
图 5A 中，用不同溶剂以 1:10 稀释样品，然后进样 1.5 µL。
部分溶剂如 THF 和 DMSO 在 254 nm 处产生了较大的基
线干扰，这对于极早期洗脱化合物可能存在问题。使用
样品溶剂可能产生的一个较大问题是峰形变形，比如邻
苯二甲酸二丙酯的样品溶剂为 THF 和 IPA 时就发生了变
形。而且 THF 还明显改变了其余峰部分的峰形。为了防

图  5A. 样品溶剂的强度应与流动相相当或比其更低，否则可能会出现
峰形不佳，从而导致柱效不佳。随着进样量的增加，更为关键
的是选择正确的样品溶剂强度，对于小体积色谱柱如  Agilent 
InfinityLab Poroshell 2.1 × 50 mm, 1.9 µm 尤其如此

图  5B. 样品溶剂的强度应与流动相相当或比其更低，否则可能会出现
峰形不佳，从而导致柱效不佳。随着进样量的增加，更为关键
的是选择正确的样品溶剂强度，对于小体积色谱柱如 Agilent 
InfinityLab Poroshell 2.1 × 50 mm, 1.9 µm 尤其如此
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样品中的分析物浓度也会影响方法的性能。对于图 6 中
所示的实验，用流动相制备了不同浓度的阿米替林溶
液，其他参数保持不变。图 6A 示出了将样品加载到色
谱柱中后峰形和保留时间的变化。在这种情况下，通过
柱效和拖尾峰来测量性能，如图 6B 所示。加载到色谱
柱中的阿米替林并没有明显的最佳浓度。理想情况下，
会选择柱效高同时拖尾因子低的浓度。所有分析物在载
样后都具有独特的行为，因此最重要的是单独考虑每种
化合物。

为了使 InfinityLab Poroshell 2.1 × 50 mm, 1.9 µm 色谱柱的
性能最佳，应针对给定分析尽最大可能优化样品溶剂和
分析物浓度。但在有些分析中，可能不能改变这些样品
特性。

图  6A. 方法性能可根据分析物和加载到色谱柱上的样品量发生变化  

图  6B. 方法性能可根据分析物和加载到色谱柱上的样品量发生变化  
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Poroshell 120 EC-C18 色谱柱和 ZORBAX 
Eclipse Plus C18 色谱柱间的方法转移

前言

随着表面多孔填料颗粒的开发，使从较大的 5 µm 全多孔填料颗粒色谱柱和亚 2 µm 全多

孔填料颗粒色谱柱向表面多孔填料颗粒色谱柱的方法转移成为可能。从采用较大填料颗

粒色谱柱向采用表面多孔颗粒色谱柱进行方法转移带来的好处之一是显著缩短了分析时

间，这是由于表面多孔填料颗粒色谱柱柱长短得多并能以较高流速运行，达到与大填料

粒径长色谱柱相似的分辨率[1-4]。表面多孔颗粒传质距离短、粒径分布较窄，与亚 2 µm 全

多孔填料色谱柱具有类似的高柱效。从全多孔亚 2 µm 填料颗粒色谱柱向表面多孔填料颗

粒色谱柱进行方法转移也是可行的。许多研发实验室选择使用亚 2 µm 填料颗粒色谱柱。然

而，在有些情况下，亚 2 µm 填料颗粒色谱柱分析方法因需较高工作压力，可能无法转移

到所有 HPLC 系统上运行。而大多数情况下，亚 2 µm 填料颗粒色谱柱分析方法能直接转

移到表面多孔颗粒色谱柱上，不需对方法进行调整。对于有相似化学键合相和相同保留

机制的 Agilent Poroshell 120 EC-C18 和 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 等色谱柱而

言，方法转移更为简单可行。此外，表面多孔颗粒色谱柱可运行与亚 2 µm 颗粒色谱柱的

相同分析，但反压较低。它允许分析人员通过增加流速获得更高的分析通量，或在不超

过系统压力上限的情况下增加柱长提高分辨率。

Agilent ZORBAX 系列色谱柱的优势之一是不同填料粒径色谱柱间可进行比例缩放。这就

允许将研发方法快速、可靠地转移至实验室制备及高通量分析阶段。

技术综述
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分析条件

色谱柱 Agilent Poroshell 120 EC-C18，4.6 mm × 100 mm，2.7 µm
安捷伦部件号 689975-902

Agilent ZORBAX Eclipse Plus RRHT C18，4.6 mm × 100 mm，1.8 µm
安捷伦部件号 959964-902

流动相 A：0.1%甲酸

B：乙腈 + 0.1%甲酸

柱温 40 °C
检测波长 275 nm
进样量 10 µL
流速 2 mL/min
初始梯度 8% B，在 10 min 的时间内升至 30% 

0 2 4 6 8 10 min

0 2 4 6 8 10 min

1
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Agilent Poroshell 120, EC-C18, 2.7 µm 
P = 332 Bar

Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 RRHT, 1.8 µm 
P = 510 Bar

1. 对苯二酚

2. 间苯二酚

3. 邻苯二酚

4. 对硝基苯酚

5. 对甲酚

6. 邻甲酚

7. 2-硝基苯酚

8. 2, 3-二甲基苯酚

9. 2, 5-二甲基苯酚

10. 1-萘酚

图 1. 使用乙腈和甲酸流动相以及 Agilent Poroshell 120 EC-C18 和 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 两种色

谱柱对环境酚类进行分析的比较图

采用 Agilent Poroshell 120 EC-C18 色谱柱和 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 色谱柱

最近的几次对比实验显示，二者分离谱图非常类似。Poroshell 120 色谱柱能够以 Eclipse

Plus C18 等亚 2 µm 色谱柱的约 60 % 柱压，提供其 90 % 的柱效。Poroshell 120 表面多

孔填料颗粒色谱柱拥有较大粒径色谱柱的低柱压，同时拥有亚 2 µm 颗粒色谱柱的分离

性能。

图 1 和图 2 为上述色谱性能的展示实例。图 1 为使用 0.1 % 甲酸流动相分离环境酚类，图

2 为使用 pH 4.8 的 10 mM 乙酸铵流动相分析软饮料中的添加剂。在这两组对比试验中，

组分的保留顺序相同。然而，更加深入的问题是，Poroshell 120 EC-C18 色谱柱和 Eclipse

Plus C18 色谱柱在更加广泛的操作条件下，分离包括酸碱及中性化合物在内的更多化合物

时，选择相似性如何？
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图 2. 使用乙腈和乙酸铵流动相以及 Agilent Poroshell 120 EC-C18 和 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 两种

色谱柱对软饮料添加剂进行分析的对比图

Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 RRHT, 1.8 µm 
Pmax = 483 bar
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Agilent Poroshell 120 EC-C18, 2.7 µm 
Pmax = 356 bar
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分析条件

色谱柱 Agilent Poroshell 120 EC-C18，3.0 mm × 100 mm，2.7 µm
安捷伦部件号 695975-302

Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 RRHT，3.0 mm × 100 mm，1.8 µm
安捷伦部件号 959964-302

流动相 A：20 mM 乙酸铵，pH 4.80

B：乙腈

梯度程序 t0
时 B 为 14%，后在 2.1 min内升至 52%

流速 0.851 mL/min
柱温 30 °C

1. 抗坏血酸

2. 安赛蜜

3. 糖精

4. 对羟基苯甲酸

5. 咖啡因

6. 苯甲酸

7. 阿斯巴甜

8. 山梨酸

9. 奎宁

10. 脱氢乙酸

11. 对羟基苯甲酸甲酯

* 奎宁杂质
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实验部分

方法开发通常是以常规梯度洗脱为基础的。使用 Agilent Poroshell 120 EC-C18，4.6 ×

50 mm 短色谱柱，可对几种不同的流动相进行快速评估。本实验的常规梯度流速为

2.0 mL/min。初始有机相比例 5%，后在 2 min 内升至 95%，保持 1 min。使用甲酸铵缓

冲液和乙酸铵缓冲液等挥发性缓冲液组成的质谱兼容性流动相。通过将足量的甲酸铵或

乙酸铵溶于水中，制成浓度为 10 mM 的溶液，再滴加适当浓度的酸调至所需 pH 值，制成

缓冲液。缓冲液的 pH 范围是 3-6.5。

本实验采用 Agilent 1200 液相色谱方法开发解决方案：

• G1312B SL 型二元泵

• G1367D SL 型自动进样器(ALS)

• 两个 G1316C SL 型柱温箱(TCC)

• G1315C SL 型二极管阵列检测器(DAD)，采用 G1315-60024 微量流通池（光程 3 mm，

体积 2 µL）

• 采用 B.04.01 版化学工作站进行 HPLC 控制和数据处理

采用Microsoft Excel 7.0 进行相关数据计算和曲线绘制

本实验使用四种类型的 Agilent Poroshell 120 EC-C18 色谱柱：

• Agilent Poroshell 120 EC-C18，4.6 mm × 50 mm，2.7 µm 色谱柱部件号 699975-902

• Agilent Poroshell 120 EC-C18，3 mm × 100 mm，2.7 µm 色谱柱部件号 695975-302

• Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18，4.6 mm × 50 mm，1.8 µm 色谱柱部件号 959943-

902

• Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18，3 mm × 100 mm，1.8 µm 色谱柱部件号 959964-

302

表 1 总结了本实验所研究化合物的清单，这些化合物用水或 50/50 水/乙腈溶液制备，单

独进样。
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检测化合物列表

呋喃唑酮 非那西丁

氯霉素 乙酰苯胺

英普咪定 苯酚

炔诺酮 间苯二酚

醋酸可的松 对苯二酚

氯霉素 4-硝基苯酚

盐酸丁螺环酮 邻甲基苯酚

苯佐卡因 1-萘酚

乙胺嘧啶 盐酸丙米嗪

磺胺喹恶啉 3, 4-二羟基-L-苯丙氨酸

磺胺间甲氧嘧啶 dl-苯丙氨酸

尼莫地平 盐酸麻黄碱

磺胺二甲氧嘧啶 洛哌丁胺

磺胺甲基异恶唑 二苯呋喃

磺胺氯达嗪 盐酸普鲁卡因

磺胺甲氧嗪 硝酸益康唑

磺胺甲噻二唑 吉非罗齐

磺胺甲嘧啶 β-雌二醇

磺胺噻唑 美托洛尔

磺胺嘧啶 普罗替林

苯甲醛 羟基间苯二甲酸

菲 氟灭酸

联苯 盐酸丙吗卡因

苊 萘普生

甲氧基奈 苯海拉明

二甲氧基苯 二氟尼柳

α-羟孕酮 尼索地平

孕酮 双氯芬酸

泼尼松龙 氢化可的松

去氧皮质酮 盐酸普鲁卡因胺

马来酸氯苯吡胺 利多卡因

小檗碱 特非那丁

盐酸金霉素 马来酸氯苯那敏

表 1. 包括酸、碱和中性化合物在内的用 50/50 乙腈/水溶液制备的 66 种化合物列表，分别单独进样至 4.6 ×

50 mm 色谱柱
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讨论

Wilson、Nelson、Gilroy、Dolan、Snyder 和 Carr 等诸多学者，都曾对色谱柱性能差异进

行过研究[5,6]。美国药典收录了很多色谱柱[7]和判定色谱柱之间是否能进行互换的方法。

硅胶的化学结构和键合特性等差异能改变色谱柱的选择性。硅羟活性通过次级相互作用

显著影响峰形。此外，硅羟基也可以通过氢键或离子交换作用影响柱选择性。与较低 pH 值

相比，上述影响在较高 pH 值条件下更为明显[8]。Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 色谱

柱和 Agilent Poroshell 120 EC-C18 色谱柱均由安捷伦采用同一硅胶制备工艺生产装填。

这两种色谱柱皆为高惰性柱，在分离碱性化合物时也可获得优异的峰形。硅羟基活性除

了受 pH 值影响以外，也受到溶剂类型的影响。甲醇是氢键型溶剂，洗脱强度弱于质子惰

性的乙腈[10]。通过广泛的条件筛选，色谱柱间的选择性差异将会显露出来。

图 3 显示了使用 Agilent Poroshell 120 EC-C18 色谱柱和 Agilent ZORBAX Eclipse Plus

C18 色谱柱运行常规梯度分析不同类型的 66 种化合物时，各化合物在两种色谱柱上保留

时间的相似性。高相关系数(R2)表明在分离过程中，两种安捷伦 C18 色谱柱与组分间的相

互作用类似性极高，斜率约为 1 表明相互作用强度类似[9,10]。
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图 3. 使用 Agilent Poroshell 120 EC-C18，4.6 × 50 mm，2.7 µm 色谱柱与 Agilent ZORBAX Eclipse Plus

C18，4.6 × 50 mm，1.8 µm 色谱柱分离 66 个化合物的保留时间散点图（续）
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图 3. 使用 Agilent Poroshell 120 EC-C18，4.6 × 50 mm，2.7 µm 色谱柱与 Agilent ZORBAX Eclipse Plus

C18，4.6 × 50 mm，1.8 µm 色谱柱分离 66 个化合物的保留时间散点图
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分析条件

流动相 A：10 mM 缓冲液

B：有机相（乙腈）

梯度程序 t0
时 B 为 5%，后在 2 min内升至 95%，保持 1 min

流速 2 mL/min
样品 1 µL 浓度为 1 mg/mL 标准品的水或水/乙腈溶液
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图 4 显示了采用 Agilent Poroshell 120 EC-C18 色谱柱与 Agilent ZORBAX Eclipse Plus

C18 色谱柱在 pH 3 至 6.5 的范围内，以乙腈为流动相，分离 66 个化合物的保留时间散点

图。图 4 显示了在 pH 3 至 6.5 的范围内，以甲醇为流动相的保留时间散点图。表 2 列出

了各组实验数据的斜率和 R2值。如表所示，两曲线的相关性非常高。虽然离子型化合物的

保留时间有时会发生改变，但在两种色谱柱上的变化趋势是一致的。当对比乙腈和甲醇

流动相条件下的实验数据时，发现相关曲线斜率存在轻微差别（斜率分别为 0.99 和 1.01），

这些轻微差别可能意味着 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 色谱柱和 Agilent Poroshell

120 EC-C18 色谱柱在氢键相互作用方面存在一些差异，但该现象不会影响两种色谱柱间

的方法转移，且这仅为大量实验和本文化合物研究的测定结果。

采用甲醇和 pH 3-6.5 的 10 mM 甲酸铵或乙酸铵缓冲液为流动相的常规梯度洗脱
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图 4. 使用 Agilent Poroshell 120 EC-C18，4.6 × 50 mm，2.7 µm 色谱柱与 Agilent ZORBAX Eclipse Plus

C18，4.6 × 50 mm，1.8 µm 色谱柱分离 66 个化合物的保留时间散点图（续）
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图 4. 使用 Agilent Poroshell 120 EC-C18，4.6 × 50 mm，2.7 µm 色谱柱与 Agilent ZORBAX Eclipse Plus

C18，4.6 × 50 mm，1.8 µm 色谱柱分离 66 个化合物的保留时间散点图（续）
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图 4. 使用 Agilent Poroshell 120 EC-C18，4.6 × 50 mm，2.7 µm 色谱柱与 Agilent ZORBAX Eclipse Plus

C18，4.6 × 50 mm，1.8 µm 色谱柱分离 66 个化合物的保留时间散点图

分析条件

流动相 A：10 mM 缓冲液

B：有机相（甲醇）

梯度程序 t0
时 B 为 5%，在 2 min 内升至 95%，保持 1 min

流速 2 mL/min
样品 1 µL 浓度为 1 mg/mL 标准品的水或水/乙腈溶液

d
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R2 = 0.9982 
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表 2. 相关数据汇总

乙腈 甲醇

a. pH =3.0 y = 0.9915x -0.0193 R² = 0.9967 a. pH =3.0 y = 1.0293x -0.0821 R² = 0.9979
b. pH =3.8 y = 0.9901x -0.0202 R² = 0.9963 b. pH =3.8 y = 1.0305x -0.0839 R² = 0.9981
c. pH =4.8 y = 0.9845x -0.0175 R² = 0.9969 c. pH =4.8 y = 1.0415x -0.002 R² = 0.9972
d. pH =6.5 y = 0.993x -0.0316 R² = 0.998 d. pH =6.5 y = 1.0106x -0.0943 R² = 0.9982
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相对于亚 2 µm 色谱柱而言，Agilent Poroshell 120 色谱柱的另一优点在于柱压较低。柱

压与色谱柱填料粒径相关，较大粒径色谱柱一般比较小粒径色谱柱产生的压力低。除粒

径因素外，柱压还受溶剂线速度、给定组成和温度条件下溶剂的黏度等因素的影响。在

本梯度洗脱实验中，黏度最大的溶剂组成比例是组成处于 40/60 和 50/50 之间的甲醇/水

体系，25 °C时黏度为 1.62 cP。黏度最大的乙腈流动相溶剂组成是 10/90 乙腈/水体系，

25 °C时黏度为 1.01 cP [11]。由文献可知，溶剂黏度与温度成反比。Agilent Poroshell 120

EC-C18 色谱柱和 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 1.8 µm 色谱柱在两种溶剂条件下柱

压与线速度的关系如图 5 和图 6 所示（使用 100 mm 柱长的色谱柱说明）。如上所述，该

优点允许 Poroshell 120 色谱柱在与亚 2 µm色谱柱相同的柱压下使用更长的色谱柱（实

现更大进样量），或使用更高的流速。

在孔径尺寸差异更重要的情况下，色谱柱间就容易出现选择性差异，尤其是分离分子量

位于 1500 和 2500 之间的化合物。此外，分离具有结构选择性的 PAH 等化合物，不同色

谱柱对其选择性的差异难以确定。

y = 96.128x + 14.406
R2 = 0.9979

y = 164x + 16.413
R2 = 0.998

Agilent Poroshell 120 EC-C18,
3.0 × 100 mm, 2.7 µm 

Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18, 
3.0 × 100 mm, 1.8 µm 

 (45:55)
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图 5. 不同线速度条件下所测柱压表明，相同柱长的 Agilent Poroshell 120 EC-C18，2.7 µm 色谱柱比

Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18，1.8 µm 色谱柱柱压低



结论

本研究表明，Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 色谱柱和 Agilent Poroshell 120 EC-C18

色谱柱在广泛的 pH 值和流动相条件下，具有同等的选择性。两种色谱柱采用类似的材料，

并以性质相似的化学键合相进行制备。两种色谱柱在低 pH 值、不影响其他化合物分离效

果的前提下，能够提供分离碱性化合物的极佳峰形。使用 Agilent Poroshell 120 EC-C18

色谱柱的优势是可在较低反压条件下获得高效分离。本研究表明，如有需要，基于

Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 色谱柱的方法能可靠地转移至 Agilent Poroshell 120

EC-C18 色谱柱上，且方法的反向转移风险低。
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y = 61.528x + 7.8858
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Agilent Poroshell 120 EC-C18,
3.0 × 100 mm, 2.7 µm  

Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18, 
3.0 × 100 mm, 1.8 µm  

图 6. 在不同线速度条件下测得柱压表明，相同柱长的 Agilent Poroshell 120 EC-C18，2.7 µm 色谱柱比

Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18，1.8 µm 色谱柱柱压低
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在高 pH 下使用 Agilent Poroshell
HPH-C18 色谱柱作为方法开发的工具

技术概述

前言

开发出适合化学分析和药物分析的 HPLC方法是一项极具挑战性的任务。为获得足够的

分离度并实现稳定分离，涉及到对各种色谱参数的筛选。尽管开发方法的途径有很多，

比如一次一因子实验法，以及质量源于设计 (QbD)，不过优化分离的目标和因子还是相

同的。有很多因素影响色谱分离度 (RS)，如效率（N，取决于粒径、粒子形态以及色谱

柱长度）、保留因子（k，取决于溶剂强度）和选择性（a，取决于键合相和流动相）的

（图 1），其中选择性 a是最重要的因素。
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图 1. 典型的方法开发参数；选择性、效率以及保留时间对分离度

的影响
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方法开发涉及到简单及复杂混合物的分离。选择性受固定相、有

机改性剂类型、梯度斜率、流速以及温度等多个因素的影响。对

于可离子化的化合物来说，缓冲液的 pH值也是一个重要参数。

优化可离子化化合物的分离以寻找稳定条件已经成为液相色谱方

法开发的重要组成部分 [1]。大部分制药和生物化合物都含有可离

子化的官能团（如羧基或氨基）。在反相液相色谱 (RPLC)分离方

面，使用 pH是一种增加选择性的有效工具。低 pH 下可分离质子

化的酸和碱，但是高 pH条件下这些酸与碱会去质子化。分析物

在反相色谱上的保留很大程度取决于其电荷，因此可利用 pH使

选择性发生较大的变化。在酸性 pH下，酸会呈中性，因此保留

时间最长；碱由于完全带电荷而保留时间最短。在碱性 pH下（高

于化合物的 pKa），碱则呈中性，因此保留时间最长；而酸会完

全离子化使得保留时间最短。为了使碱性分析物在 RPLC上获得

最佳的峰形、保留时间以及样品上样量，流动相的 pH至少应该

比目标化合物的 pKa高两个单位。中性化合物的保留则不受 pH

影响。在本文中，使用专门设计的且在高 pH流动相中能保持稳

定的 Agilent Poroshell HPH-C18 色谱柱，通过pH 的调节来达到

对选择性的控制。

材料与方法

本文使用 Agilent 1260 Infinity 液相色谱系统。

• Agilent 1260 Infinity 二元泵 G1312B 

• 安捷伦自动液体进样器 (ALS) G1367C

• Agilent 1260 Infinity 柱温箱 (TCC) SL G1316C

• Agilent 1290 Infinity 二极管阵列检测器 (DAD) G4220A

（光程 10 mm，体积 1µL）

• 使用 OpenLab（C.01.05 版）控制 HPLC 并处理数据

• Agilent Poroshell HPH-C18, 2.1 × 50 mm, 2.7 µm

（部件号 699775-702）或 Poroshell HPH-C18，

4.6 × 50 mm, 2.7 µm（部件号 699975-702）

某些实验中还采用了 Agilent 6140D 单四极杆液质联用系统。

表 1. 保留相关性实验中用到的化合物

1,2-
1.2-
1,2,3-

β-

4-
1,2,4-
1,2,5-
1.3-
1,3-
1.4-
2.3-  1330
2.4-

 (DMSO)

2,4-
2.5-
2.5-
2-
2-
3,4-
3-

4-
4-

噁

5-
8-

Ultranox 276
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使用的流动相由挥发性缓冲液如甲酸铵、乙酸铵和碳酸氢铵缓冲

液组成，可与质谱兼容。将适量的甲酸铵或碳酸氢铵溶于水中，

制成 10 mM的溶液，然后用浓酸（甲酸或乙酸）或浓碱（氢氧

化铵）调至所需的 pH，即可得到上述缓冲液。用于评估的混合物

包括酸（乙酰水杨酸和二氟尼柳）、碱（普鲁卡因酰胺、双嘧达

莫和地尔硫卓）以及中性化合物（苯己酮及杂质苯戊酮）。非离

子化的咖啡因也进行了评估。

使用 pH 影响选择性

图 2展示了由酸性、碱性及中性化合物组成的混合物的洗脱顺序

是如何随流动相的 pH值的改变而变化。在本研究中，添加了有机

改性剂乙腈于普通梯度中（浓度在 4 分钟内从 10% 升至 90%）。

该图分别给出了使用质谱兼容的 pH 3（甲酸铵）、pH 4.8（乙酸

铵）以及 pH 10（碳酸氢铵）的缓冲液得到的色谱图。流速为

2 mL/min。

如图所示，三张色谱图中使用了相同的梯度和色谱柱。中性化合物

（苯己酮）和非离子化化合物（咖啡因）的洗脱时间保持不变。这

两种化合物的洗脱不受 pH 改变的影响。随着流动相的 pH从 4.8

升至 10，酸性化合物开始带电荷，保留时间也变短了。从图 2中

的红箭头可以清楚地看到这一点。随着 pH的升高，如蓝箭头所

示，碱的保留时间变长。各个峰的洗脱顺序变化很大，同样发生

变化的还有峰间距。在这三张色谱图中，峰形都非常出色。在本

研究中，使用 pH 10的缓冲液得到化合物的峰间距比使用其他二

个缓冲液的大。与使用低 pH流动相相比，使用高 pH 流动相时碱

的保留时间更长，峰形也更好。

观察选择性的另一种方法是对两种不同条件下酸、碱和中性化合

物的保留时间作图。该研究中用到的化合物见表 1。在本例中，

使用 Poroshell 120 HPH-C18色谱柱，采用相同梯度以及两种不

同有机改性剂（甲醇和乙腈），在两种不同 pH条件（pH 3和

pH 10）下对 117种化合物进行了分析。采用的普通梯度为流速

0.42 mL/min，起始时有机相比例为 5%，在 4 分钟内升至 95%，

保持 2 分钟。

图 2. 使用 Agilent Poroshell HPH-C18, 4.6 × 50 mm, 2.7 µm 液相色谱柱时通过改变 pH 控制选择性（pH 分别为 3、4.8 和 10）
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如图 3A 所示，一部分分析物呈现了斜率为 1的完美直线。使用

甲醇作为有机改性剂时这些化合物为中性或不可离子化。它们包

括取代苯类化合物、类固醇、酚类和苯酮。正如所预料的那样，

这些物质的保留时间不受流动相 pH的影响。以往的研究中应用

了这一方法并做了讨论，在该研究中，研究人员在相似的色谱条

件下对两种极其相似的色谱柱（Agilent Poroshell 120 EC-C18 和

Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18）进行了对比 [2]。在直线上

面的是碱类分析物。pH 3 时，这些化合物带电荷，当 pH升至 10

时，它们不带电荷，保留时间也变长了。保留时间相关系数可用

于衡量在两种不同 pH条件下分离的差异。高度相关的图其相关系

数接近 1。这表明两种 pH 条件下色谱分离相似。相反，如果相关

系数很小（接近 0.5 甚至更低），则表明分离更为正交或是不同。

图 3B 所示为第二种对比，即用乙腈作为有机改性剂，对比低 pH

和高 pH的梯度时保留时间的情况。在本例中，相关系数比使用

甲醇时的更小 [2,3,4]。

高 pH 下提高了 LC/MS 对碱性化合物的灵敏度

在第三个实验中，在正离子电喷雾模式下使用普通梯度比较了几

种碱在高 pH 和低 pH 条件下的 LC/MS 分析结果。人们通常认为

分析物分子的离子化情况取决于流动相的 pH，使用高 pH流动相

时，LC/MS 正离子电喷雾模式下的离子化效率会显著降低，因为

此时化合物成为中性了。但是，许多研究人员对不同类型的样品

（包括蛋白质、肽和氨基酸）作了观察，结果在高 pH下发现离子

化效率对流动相 pH 不敏感，甚至会提高效率。

已有报道称，使用高 pH缓冲液的流动相在 ESI+模式下成功测定

了碱性化合物 [5-10]。在 ESI+ 模式下，高 pH 流动相不会抑制碱

性化合物的离子化；相反，会生成大量正离子，而且在高 pH 条件

下分析物的响应通常比使用酸性流动相的响应更强。这一发现极

为重要，它将普通洗脱方法的适用性，扩展到之前很难保留的极

性碱性化合物的分析。
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图 3. 使用 Agilent Poroshell HPH-C18 柱在 pH 3 和 pH 10 下分

析所得的保留时间的相关性。A）甲醇，B）乙腈

A

B

在本实验中，使用乙腈作为有机改性剂来运行梯度。水相溶剂含

0.1% 甲酸、低 pH 流动相改性剂或 10 mM pH 10 的碳酸氢铵。在

上述的示例中，制备了 0.01 mg/mL 利多卡因的水溶液。进样量

为 1 µL。如图所示，使用的色谱柱为 Poroshell HPH-C18 柱，下

图为低 pH下分析所得的色谱图，分析物在柱上只有轻微保留，

而且峰出现拖尾。上图中，分析物的峰保留更好，峰形更佳，而

且峰高是下图的 2倍。由于上图中流动相中有机相的含量更高，

有利于 LC/MS 检测，因此峰面积也明显比下图的大。总而言之，

有机相越易挥发，离子化效率越高，而导致较高的信号强度。
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另外还对普鲁卡因酰胺和地尔硫卓进行了分析。这两种化合物信

号强度的增加没有利多卡因那么显著。雾滴形成过程中溶剂挥发

速率是流动相蒸汽压的函数。乙腈:水比例越大，流动相挥发性越

强，对 ESI 离子化也越有利。

图 4A至 4C的结果表明，在对碱性化合物进行 ESI+LC/MS分析

时，高 pH 流动相是替代低 pH 流动相的理想选择。

图 4B. 使用正离子电喷雾模式时高 pH 及低 pH 条件下碱（利多卡因）的 LC/MS 分析结果的对比，

pKa 8.01，logP 2.44。Agilent Poroshell HPH-C18, 2.1 × 100 mm

图 4A. 使用正离子电喷雾模式时高 pH 及低 pH 条件下碱（普鲁卡因酰胺）的 LC/MS 分析结果的对比，

pKa 9.32，logP 0.88。Agilent Poroshell HPH-C18, 2.1 × 100 mm
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高 pH 条件下 Poroshell HPH-C18 的稳定性

HPLC色谱柱的稳定性是影响方法性能的关键因素之一，人们对

此开展了广泛研究。温度、水相缓冲液类型及浓度、有机溶剂的

选择、添加剂、以及流动相的 pH对 色谱柱的稳定性都有影响。

预筛查化合物及色谱柱可帮助科学家们更快地实现成功分离。

HPLC色谱柱的稳定性是影响方法性能的关键因素之一。采用一

根耐用的色谱柱而获得稳定的 HPLC方法是对新临床及制造项目

的重要支持。如果方法开发过程中色谱柱不稳定，会使得结果不

准确并导致开发失败。

色谱柱恶化是由硅胶溶解、键合相消除、或者封端流失（水解）

导致硅醇暴露等引起的。众所周知，硅胶柱的溶解或水解与 pH

和温度有关（pH/温度越高，恶化速率越快）。色谱柱恶化的其他

原因还包括样品前处理不充分（样品脏）以及柱床不稳定。

特定 pH下衡量色谱柱稳定性的一个很好的标准是进样 500次。

这有利于在方法已建立的条件下开发、调整并使用色谱柱。在本

研究的这一部分，使用碳酸氢铵和乙腈在 pH 10下对 Poroshell

HPH-C18 色谱柱进行了评估。分析物包括酸性、中性以及碱性化

合物。为了评估来自不同制造商的色谱柱，采用了常规的压力梯

度，通过改变分析物来适应选择性方面的差异。在所有情况下，

至少使用了两种酸、碱以及中性化合物。

此处讨论的方案评估了流动相改性剂对色谱柱稳定性的影响 [11]。

样品溶液的影响可忽略不计，因为样品的上样量只有几 µg。所选

择的测试混标用于评价色谱柱性能，而不是评价测试样品本身对

色谱柱稳定性的影响。开发过程中，为了最大限度减少来自柱床

稳定性的问题，采用了低的流速。如图 5A所示，除了去甲替林

外，进样 2000 次期间，其他所有化合物的保留时间均相当稳定。

去甲替林的 pKa 非常接近流动相的 pH，保留时间变得越来越长。

在同样的实验条件下对其他品牌的另一根色谱柱进行了测试。在

进样 2000次期间，大部分分析物的保留时间保持不变。去甲替

林的洗脱时间迅速变得越来越晚。进样在 500次以内时，去甲替

林与邻近的中性化合物苯己酮开始共流出。峰继续向苯己酮峰移

动，在进样 2000次后完全共流出。这一实验表明与 Poroshell

HPH C18 色谱柱相比，非安捷伦的色谱柱恶化程度更大。随着样

品的改变，峰高也会发生变化。
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图 4C. 使用正离子电喷雾模式时高 pH 及低 pH 条件下碱（地尔硫卓）的 LC/MS 分析结果的对比，

pKa 8.91，logP 2.70。Agilent Poroshell HPH-C18, 2.1 × 100 mm
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图 5A. 即使在高 pH 碳酸氢铵条件下 Agilent Poroshell HPH-C18, 2.1 × 50 mm, 2.7 µm 色谱柱也获得了出

色的保留（方法总运行时间 = 7 min，流速 0.4 mL/min）

图 5B. 竞争者 3 µm 色谱柱在高 pH 碳酸氢铵条件下出现了更严重的降解
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结论

采用 Agilent Poroshell HPH C18 色谱柱时，可利用 pH 调整选择

性，而且不会牺牲色谱柱在高 pH下的寿命。保持梯度不变而改变

pH，8种酸、碱以及中性化合物的洗脱顺序会发生很大的变化，

色谱分离度也因此会有所改变。在第二个实验中，使用普通梯度

对 pH 3 和 pH 10 下的保留时间作图并确定相关系数。用 R2衡量

正交性。我们发现两种 pH 条件提供了不同的选择性。使用 pH 作

为方法开发的工具非常有效，尤其当样品含有酸性或碱性化合物

时更是如此。我们还研究了高、低 pH下几种碱性化合物在梯度

HPLC上的正离子电喷雾质谱特性。在本例中，我们发现碱性化

合物的峰形得到了改善，而且保留时间也延长了。我们还发现，

从峰面积角度来说，信号增强了。这一影响并非普遍现象，有可

能与化合物有关。在任何情况下，碱类化合物在高 pH时的信号

都没有变弱。最后，我们确定，在 25 °C 下使用 pH 10 的碳酸

氢铵时，Poroshell HPH C18色谱柱的使用寿命更长（可超过

2000次进样）。在 Poroshell HPH C18 柱上利用 pH 作为方法开发

的工具，色谱工作者可最大限度提高方法开发和分析的灵活性，

而 Agilent Poroshell 120 系列产品的耐用特性和长寿命也能让其

从中获益。
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利用 Agilent Poroshell 120 4 µm 色谱柱轻松实现方法转移并改善性能

作者
William Long

安捷伦科技公司

应用简报
食品检测与农业
摘要
本研究中将最初在 4.6 × 100 mm, 5 µm 色谱柱上开发的分离九种酚类化合物的
方法转移至采用 4 µm 和 2.7 µm 颗粒的 Agilent Poroshell 120 EC-C18, 4.6 × 100 mm

色谱柱。将这些色谱柱的性能与填充以 1.8 µm 全多孔颗粒的尺寸类似的色谱
柱的性能进行比较。同时对梯度和流速进行扩展，并保持恒定的保留因子，
以确定每种色谱柱的最佳流速。通过切换为 Poroshell 120 EC-C18 4 µm 色谱柱
并对梯度进行优化，峰容量由 50 增加至 67。本应用简报提供了简单的方法
转移指南。采用 4 µm 色谱柱的方法的背压低于 200 bar，这种方法可轻松转
移至任何 HPLC 系统。
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前言
多酚类物质是植物的次级代谢物，通常参与抵御紫外线
辐射或病原体。过去十年来，人们日益关注膳食植物中
的多酚类物质 [1-3]。
食品中的多酚类物质可影响苦味、涩味、色泽、味道、
气味和氧化稳定性。所有植物性酚类化合物都是由共同
的中间体苯丙氨酸或类似的前体莽草酸转化而来 [4]。
在植物中发现的酚类-黄酮类化合物包括鞣花酸、儿茶酚、
没食子酸、槲皮素、间苯二酚、丹宁酸、香草醛、水杨
酸、乙酰水杨酸和苯甲酸。
环境中的酚类化合物主要在工业生产中产生。这些酚类
化合物包括塑料中所用的抗氧化剂、农药中的酚类、煤
炭、石油和木材的燃烧以及酚醛树脂生产过程中产生的
酚类物质。在许多情况下，酚类化合物由自然过程产生。
但是，当这些化合物排放到地下水时，它们会严重影响
许多水生生物。因此，酚类化合物的分析测定非常重要，
因为这些化合物具有毒性且使用广泛 [5,6]。
多年来，这类化合物的分析普遍采用 5 µm HPLC 色谱柱。
许多研究人员愿意为避免高压、不熟悉的仪器和可能的
色谱柱堵塞问题牺牲效率和稳定性。与使用类似尺寸的
5 µm 色谱柱的方法相比，Agilent Poroshell 120 4 µm 色谱
柱可改善分离能力。Poroshell 120 4 µm 色谱柱的背压仅
略高于 5 µm 色谱柱，可轻松用于相同的仪器。此外，其
使用与 5 µm 色谱柱相同的 2 µm 滤芯，使其有助于避免
色谱柱堵塞，并且无需额外的样品前处理。
本研究将梯度方法从 4.6 × 100 mm, 5 µm 色谱柱转移至
Poroshell 120, 4.6 × 100 mm, 4 µm 色谱柱或 Poroshell 120

2.7 µm 色谱柱。为确定最佳峰容量下的流速，我们对梯
度进行了扩展。最后，我们比较了各实验的背压，证明
Poroshell 120 色谱柱能够轻松应用于任何液相色谱系统。

实验部分
本研究采用 Agilent 1260 Infinity 液相色谱仪。利用流动相
A（0.1 % 甲酸水溶液）和流动相 B（0.1% 甲酸的乙腈溶
液）对 G1312B SL 二元泵进行设置。梯度如表 1 所示，
其中将时间段相对于流速成比例缩放，以在整个实验过
程中获得恒定的保留因子。泵配有脉冲阻尼器，并移除
混合柱。
表 1. 4.6 × 100 mm 色谱柱采用的梯度程序
% B 时间 (min)

5 4 2 1.33 1 0.8 0.67 0.34

40 34 17 11.33 8.5 6.8 5.67 2.84

40 40 20 13.33 10 8 6.67 3.34

5 42 21 14 10.5 8.4 7 3.5

5 50 25 16.67 12.5 10 8.34 4.17

流速
(mL/min)

0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5

使用 G1367C 自动液体进样器，进样量为 20 µL。G1316B

柱温箱设置为 35 °C。G4212A 二极管阵列检测器设置为
270.4 nm，且参比波长为 360.100 nm，配有光程为 10 mm

且容量为 1 µL 的 G4212-60008 流通池。采用 Agilent Open

Lab 软件 1.05C 版控制 HPLC 并处理数据。
色谱柱
•      Agilent Poroshell 120 EC-C18, 4.6 × 100 mm, 4 µm

（部件号 695975-902）
•      Agilent Poroshell 120 EC-C18, 4.6 × 100 mm, 2.7 µm

（部件号 695975-902）
•      Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18, 4.6 × 100 mm, 1.8 µm

（部件号 959964-902）
•      Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18, 4.6 × 100 mm, 5 µm

（部件号 959996-902）
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目标化合物及其相应的结构如图 1 所示。用水将化合物
稀释至 1 mg/mL。将等量样品混合得到混合样品，并用
水按 1:10 的比例进行稀释。所有样品均采用硫脲作为死
体积标记物以测定 t0。
硫脲、氢醌、间苯二酚、苯酚、4-硝基苯酚、对甲酚、
邻甲酚、2,3-二甲苯酚、2,5-二甲苯酚、1-萘酚和甲酸购
自 Sigma-Aldrich 公司，乙腈购自 Honeywell。水经 Milli-Q

系统 (Millipore) 过滤，电阻率为 18 MW，现场制备。

结果与讨论
Coman 和 Moldovan 的研究 [6] 展示了一种对饮用水和地
表水中常见酚类进行分离和定量分析的优异方案。本研
究旨在通过提高分析的峰容量或通过大幅缩短色谱运行
时间对色谱方法进行改进。采用甲酸代替乙酸来降低流
动相 pH。此外，我们在水相和有机流动相中均添加了甲
酸，使基线水平更高。然而，在改变这些色谱条件时必
须保持 k* 值不变，以便在改善峰容量的同时不会影响选
择性。如之前一份应用简报所述 [6]，对初始梯度进行扩
展，保持色谱柱体积恒定并保持方法选择性不变。在本
研究中，所采用的流速为 0.5 mL/min 至 3.5 mL/min，以
0.5 mL/min 的间隔递增。根据公式 1，开发出表 1 所列的
条件。这些条件手动计算得到，用作采用 100 mm 色谱柱
的色谱程序的基础。从表中可以看到，对于色谱程序中
的所有步骤，其时间均随流速增加而成比例缩短。
k* = (tgF)/(d/2)2L(D%B)                                            公式 1

其中：
tg 为梯度时间
F 为流速
L 为柱长
d 为色谱柱内径
D%B 为梯度时段内的有机相含量

图 1. 目标化合物
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图 2 为样品色谱图，其中包括采用 1.8 µm 和 5 µm 全多孔
ZORBAX Eclipse Plus C18 以及 4 µm 和 2.7 µm Poroshell 120

EC-C18 获得的图。从图中可以看出，四种色谱柱的洗脱
顺序和相对间隔均相同。但是，两种表面多孔型色谱柱
（4 µm 和 2.7 µm）的保留时间略低于两种全多孔色谱柱
（5 µm 和 1.8 µm）。该方法可在这些色谱柱之间轻松转移。

图 3 示出四种色谱柱的背压和粒径之间的关系，粒径较
大的色谱柱具有较低的背压。采用图 2 所示的条件
(1.5 mL/min) 时，5 µm 色谱柱和 4 µm Poroshell 120 色谱柱
的背压低于 200 bar。使用 4 µm Poroshell 120 EC-C18 色谱
柱的大多数方法均在该流速下运行。

图 2. 在 1.5 mL/min 下得到的叠加色谱图

图 3. 不同色谱柱的背压与流速之间的关系
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条件峰容量 nc = (tR,n – tR,1)/w                               公式 2

其中：
tR,n 和 tR,1 为最后一个及第一个洗脱峰的保留时间
w 为 4s 峰宽，= (W½ /2.35) × 4

W½ 为半峰高处的峰宽
各色谱图的峰容量如图 4 所示。在 2.5 mL/min 下，采用
1.8 µm ZORBAX Eclipse Plus C18 色谱柱获得了最高的峰容
量。在更快的流速下能够获得更高的峰容量。但是，这
样将超出 600 bar 的背压上限。100 mm Poroshell 120 EC-

C18, 2.7 µm 色谱柱在 2 mL/min 和 3 mL/min 之间获得了次
高的峰容量。
从图 4 中可以看出，在较低流速下，2.7 µm Poroshell 120 和
1.8 µm ZORBAX Eclipse Plus C18 色谱柱具有几乎相同的峰容
量。Poroshell 120 EC-C18, 100 mm, 4 µm 色谱柱在 1 mL/min

和 2 mL/min 之间获得了次高的峰容量，该流速处于使用

4.6 mm 内径色谱柱的大多数色谱法的起始范围内。5 µm

色谱柱在 1 mL/min 和 1.5 mL/min 之间具有最佳峰容量。
一般来说，对于相同尺寸的全多孔色谱柱，较大粒径的
色谱柱在较低的最佳流速下获得的峰容量也较低。
图 5A 和 5B 示出各种色谱柱上两个色谱峰对的分离度变
化。色谱峰对 6/7 为 4-甲基苯酚和 2-甲基苯酚，色谱峰
对 8/9 为 2,3-二甲基苯酚和 2,4-二甲基苯酚。这些高度相
关的化合物的色谱峰对代表大多数方法开发化学家每天
所面对的问题。如图 5B 所示，2.7 µm Poroshell 120 色谱
柱在 2.5 mL/min 下获得的最佳峰分离度为 2.4，1.8 µm 色
谱柱在 2.5 mL/min 下获得的最佳峰分离度为 2，4 µm

Poroshell 120 色谱柱在 2.5 mL/min 下获得的最佳峰分离
度为 1.9，5 µm 色谱柱在 1.5 mL/min 下获得的最佳峰分离
度为 1.2。与峰容量一样，较大粒径的色谱柱具有较低的
最佳峰分离度。此外，较大粒径的色谱柱在较低流速下
获得最佳峰分离度。

图 4. 在 0.5 mL/min 至 3.5 mL/min 流速范围内得到的峰容量优化结果

图 5. 在 0.5 mL/min 至 3.5 mL/min 流速范围内得到的分离度优化结果
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结论
与填充以传统全多孔颗粒的色谱柱相比，填充以表面多
孔颗粒的 HPLC 色谱柱具有许多优势。Agilent Poroshell

120 EC-C18, 4 µm 色谱柱相比于 5 µm 全多孔色谱柱大幅
提升了柱效和峰容量。
表面多孔型 2.7 µm Poroshell 120 EC-C18 色谱柱提供了与
1.8 µm Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 色谱柱类似的柱效
和选择性，同时不会产生较高的背压。由于 Poroshell

120 EC-C18 和 ZORBAX Eclipse Plus C18 色谱柱之间具有类
似的选择性，因此可轻松转移方法以缩短运行时间、改
善通量并提高峰容量。
更多信息
这些数据仅代表典型的结果。有关我们的产品与服务的
详细信息，请访问我们的网站 www.agilent.com。
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分析方法开发自动化



采用 Agilent 1290 Infinity II 方法开
发解决方案为各种 HPLC 系统开发
通用分析方法
应用智能系统模拟技术 (ISET) 即时模拟目标系统

应用简报

作者
Edgar Naegele 和 Andreas Borowiak 
安捷伦科技有限公司 
Waldbronn, Germany

小分子药物

摘要
本应用简报介绍了一种组合式的分析方法开发方案，其利用 Agilent ChemStation 
方法筛选向导开发分析方法，然后采用安捷伦智能系统模拟技术 (ISET) 直
接模拟目标 HPLC 系统，用以执行方法转移。本文所述的工作流程被成功
应用于差异极大的目标系统（例如 Agilent 1100 系列液相色谱系统和 Waters 
Acquity UPLC H-Class 系统），证明该方案为只需使用一套母系统的通用分析
方法开发方案。

min1 2 3 4 5 6 7 8

mAU

0
25

50
75

100

125

150

175



2

此外，如需进行自动化方法开发，需
要使用以下部件运行 1290 Infinity II 方
法开发解决方案：

• Agilent InfinityLab Quick Change 快
速更换 8 色谱柱选择阀 (G4239C)

• Agilent 1290 Infinity 阀驱动 
(G1170A) 和 InfinityLab Quick 
Change 快速更换 12 位/13 通阀 
(G4235A)

• 低扩散毛细管工具包，内径 
0.12 mm，部件号 5067-4248

仪器设置
1290 Infinity II 全能泵与 InfinityLab Quick 
Change 快速更换 12 位/13 通阀集成， 
用于在 Agilent OpenLAB CDS ChemStation 
版仪器配置中进行溶剂选择。在 
ChemStation 的泵设置对话框中定义溶
剂。Agilent 1290 Infinity II 高容量柱温
箱 (MCT) 配备 InfinityLab Quick Change 
快速更换 8 色谱柱选择阀，并集成在 
ChemStation 仪器配置中。所有色谱柱
都配有色谱柱 ID 标签（部件号 5067-
5917），以便 ChemStation 自动识别
色谱柱，并在 ChemStation MCT 对话
框进行色谱柱分配。使用方法筛选向
导自动创建色谱柱、梯度筛选方法以
及仪器冲洗和色谱柱平衡方法。采用 
ISET 技术模拟目标系统。

本应用简报介绍了一套工作流程，其
将 Agilent ChemStation 方法筛选向导
与 ISET 相结合，用于为特定目标系统
直接开发分析方法。结果表明，使用
一套硬件设置可以为差异极大的目标
系统（如 Agilent 1100 系列液相色谱
系统和 Waters Acquity UPLC H-Class 系
统）开发分析方法。为了测试该工作
流程，我们使用含有 15 种化合物的复
杂样品进行方法开发，并比较了使用 
Agilent 1290 Infinity II 方法开发解决方
案和所选目标系统运行所得分析方法
的等效性。

实验部分

仪器
Agilent 1290 Infinity II 方法开发解决方
案包括以下模块：

• 启用 ISET 的 Agilent 1290 Infinity 
II 全能泵 (G7104A)

• Agilent 1290 Infinity II Multisampler 
(G7167B)

• Agilent 1290 Infinity II 高容量柱温
箱 (G7116B)

• Agilent 1290 Infinity II 二极管阵列
检测器 (G7117B)

• Agilent 6140 单四极杆液质联用
系统 (G6140B)

前言
如今，由于液相色谱系统的制造商或
采用的技术各不相同，分析方法开发
人员需要为不同部门甚至是同一个分
析实验室开发多种液相色谱方法，这
项工作极具挑战性。为了解决方法开
发工作流程需要使用多种方法开发系
统的问题，本应用简报介绍了一种组
合式工作流程，其采用安捷伦智能系
统模拟技术 (ISET) 将分析方法开发流
程与即时目标系统模拟相结合。理想
情况下，分析人员可将 Agilent 1290 
Infinity II 方法开发解决方案作为母系
统为不同目标系统开发分析方法，无
需手动进行系统更换，也无需使用只
能处理有限数量目标液相色谱运行的
专用分析方法开发系统。 

在之前发表的工作流程中，我们通
过筛选流动相和色谱柱开发了 UHPLC 
方法，随后将其转移至标准 HPLC 条
件，并对目标液相色谱系统进行了 
ISET 模拟1。相比之下，本应用简报介
绍的工作流程应用 1290 Infinity II 方法
开发解决方案和目标液相色谱系统的 
ISET 模拟直接为目标系统开发分析方
法。图 1 为该工作流程的概述图。首
先，在 ISET 条件下筛选色谱柱、溶剂
和温度，选出合适的方法。初筛之后
需对方法进行精细筛选，进一步优化
分离度和运行时间最优的分离方法。
确定合适的分离分析方法之后，将该
方法转移至目标系统，通过多次进样
测试方法的稳定性。

图 1. 将 Agilent ChemStation 方法筛选向导与安捷伦智能系统模拟技术 (ISET) 相结合，用于直接
为特定目标系统开发色谱方法的通用工作流程
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以 Waters Acquity UPLC H-Class 为目标
系统时：

• Agilent InfinityLab Poroshell EC 
C18, 2.1 × 100 mm, 1.9 µm， 
部件号695675-902

• Agilent InfinityLab Poroshell EC 
PFP, 2.1 × 100 mm, 1.9 µm， 
部件号695675-408

• Agilent InfinityLab Poroshell EC 
Phenyl-Hexyl, 2.1 × 100 mm, 
1.9 µm，部件号 695675-912

• Agilent InfinityLab Poroshell EC C8, 
2.1 × 100 mm, 1.9 µm，部件号 
695675-906

色谱柱
以 Agilent 1100 系列液相色谱系统为目
标系统时：

• Agilent InfinityLab Poroshell 
EC-C18 USP L1, 4.6 × 150 mm, 
2.7 µm，部件号 683975-902

• Agilent InfinityLab Poroshell EC-C8 
USP L7, 4.6 × 150 mm, 2.7 µm， 
部件号 683975-906

• Agilent InfinityLab Poroshell 
Bonus-RP USP L60, 4.6 × 150 mm, 
2.7 µm，部件号 693968-901

• Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18, 
4.6 × 150 mm, 3.5 µm，部件号 
959963-902

Agilent 1100 系列液相色谱系统包括以
下模块：

• Agilent 1100 系列四元泵 (G1311A)

• Agilent 1100 系列脱气机 (G1379A)

• Agilent 1100 系列标准自动进样
器 (G1329A)

• Agilent 1100 系列柱温箱 (G1316A)

• Agilent 1100 系列二极管阵列检
测器 (G1315B)

Waters Acquity UPLC H-Class 系统包括
以下模块：

• Acquity UPLC H-Class Bio 四元溶
剂管理器

• Acquity UPLC Bio 样品管理器 
(FTN)

• Acquity UPLC 色谱柱管理器

• Acquity UPLC TUV 检测器

软件
• Agilent OpenLAB CDS  

ChemStation，LC 和 LC/MS 系统
版，版本 C.01.07，附带 Agilent 
ChemStation 方法筛选向导 
A02.06 版

• Agilent OpenLab CDS 2.1 版，用于
控制 Waters Acquity H-Class 系统

最终方法
系统 Agilent 1100 系列液相色谱系统 Waters Acquity UPLC H-Class

色谱柱 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18,  
4.6 × 150 mm, 3.5 µm

Agilent InfinityLab Poroshell EC PFP,  
2.1 × 100 mm, 1.9 µm

温度 40 °C 40 °C

溶剂 A) 水，含 0.1% (v:v) 甲酸 
B) 乙腈，含 0.1% (v:v) 甲酸

A) 水，含 0.1% (v:v) 甲酸 
B) 乙腈，含 0.1% (v:v) 甲酸

流速 1.7 mL/min 0.85 mL/min

梯度 0 min 时 10% B， 
11.5 min 时 49% B， 
17 min 时 55% B

0 min 时 10% B， 
7.5 min 时 47% B， 
7.6 min 时 10% B

停止时间 17 min 9.5 min

后运行时间 3 min 无

紫外检测 254/10 nm，参比 360/100 nm，数据采集速率 20 Hz
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样品
使用含 15 种农药和药物的复杂混合
物作为测试样品。将各种化合物溶于
乙腈 (1 mg/mL) 中，然后等量混合。
表 1 列出了这些化合物及其分子式和
质量。

化学品
所有溶剂均为  HPLC 级，购自德国 
Merck 公司。新制超纯水产自配置 LC-
Pak Polisher 和 0.22 µm 膜式终端过滤器 
(Millipak) 的 Milli-Q Integral 水纯化系统。
所有化学品均购自德国 Sigma-Aldrich  
公司。

结果与讨论

目标系统：  
Agilent 1100 系列液相色谱系统
以 Agilent 1100 系列液相色谱系统为目
标系统开发复杂样品分离方法的初始
方法开发过程采用 Agilent 1290 Infinity 
II 方法开发解决方案进行，使用方法
筛选向导和 ISET 技术筛选色谱柱、溶
剂和温度。此筛选方案使用四根标准 
HPLC 色谱柱（参见“实验部分”），
两种溶剂（甲醇和乙腈）以及三种温
度（30 °C、40 °C 和 50 °C）。初始通
用梯度为有机溶剂在 30 分钟内从 5% 
升至 70%。图 2 所示为采用初始方法
筛选向导进行筛选后，复杂测试样品
的最佳分离结果。

表 1. 测试样品（每种化合物的 1 mg/mL 乙腈溶液混合物）的组成

名称 化学式 m/z [M+H]+

脱乙基莠去津 C6H10ClN5 188.06

甲氧隆 C10H13ClN2O2 229.07

环嗪酮 C12H20N4O2 253.16

脱乙基特丁津 C7H12ClN5 202.08

噻唑隆 C10H11N3OS 222.06

绿麦隆 C10H13ClN2O 213.08

莠去津 C8H14ClN5 216.10

敌草隆 C9H10Cl2N2O 233.02

溴谷隆 C9H11BrN2O2 259.00

吡唑草胺 C14H16ClN3O 278.10

硝苯地平 C17H18N2O6 347.10

另丁津 C9H16ClN5 230.11

特丁津 C9H16ClN5 230.11

利谷隆 C9H10Cl2N2O2 249.02

尼莫地平 C21H26N2O7 419.18
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图 2. 复杂测试样品的最佳分离结果，采用 Agilent ChemStation 方法筛选向导筛选方案初筛所得
的方法获得。在模拟所选目标液相色谱系统（Agilent 1100 系列液相色谱系统）的 ISET 条件下
运行此筛选方案
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为了优化该方法，将有机相的初始比
例设为 10%，停止时间和比例设为最
后一个组分洗脱后 30 秒。采用第二个
方案对该方法进行优化，其中梯度斜
率和流速均以 10% 的固定比率增加，
分别用于优化流速和梯度时间。为了
优化最终色谱图中 12.037 和 12.156 分
钟处洗脱的关键化合物对的分离度，
我们降低了第 11.5 分钟至第 17 分钟 
 （运行结束时间）之间的梯度斜率。在
最终方法中，采用分离速度和关键化
合物对之间的分离度取得平衡的最适
合条件（图 3）。

为了在方法开发和优化过程中鉴定化
合物，采用单四极杆质谱仪追踪化合
物质量。经过最终优化的方法被直 
接转移至目标系统（1100 系列液相
色谱系统），并进行了 10 次重复进样 
 （图 4）。
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图 3. 复杂测试样品的最佳分离结果，采用经 Agilent ChemStation 方法筛选向导精细筛选方案优
化的方法获得。在模拟所选目标液相色谱系统（Agilent 1100 系列液相色谱系统）的 ISET 条件
下运行此筛选方案
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图 4. 在目标系统（Agilent 1100 系列液相色谱系统）上获得的最终分离结果
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和图 5）。第一步大规模筛选方案用时
约 35 小时，优化步骤用时约 8 小时，
在目标系统上进行的评估用时约 5 小
时，因此完整的方法开发总共耗时约 
48 小时。

评估目标系统重复运行的结果显示，
保留时间的典型标准偏差小于等于 
0.003 分钟。相应的 RSD 值普遍低于 
0.03 °C。方法开发系统和目标系统之
间的保留时间差异普遍低于 1%（表 2 

表 2. Agilent 1290 Infinity II 方法开发解决方案和目标系统（Agilent 1100 系列液相色谱系统）所得的保留时间、标准偏差和 RSD 值比较（tr = 保留
时间，c = 平均值，σ = 标准偏差，RSD = 相对标准偏差）

编号 化合物

Agilent 1100 系列
液相色谱系统 
c (tr) (min)

Agilent 1100 系
列液相色谱系统 
σ(tr) (min)

Agilent 1100 系
列液相色谱系统 
RSD (%)

Agilent 1290 Infinity 
II 方法开发解决方
案 c (tr) (min)

Agilent 1290 Infinity 
II 方法开发解决方
案 σ (tr) (min)

Agilent 1290 Infinity 
II 方法开发解决方
案 RSD (%) ∆tr (%)

1 脱乙基莠去津 5.365 0.002 0.035 5.401 0.002 0.037 0.7
2 甲氧隆 7.479 0.003 0.037 7.565 0.002 0.027 1.1
3 环嗪酮 7.692 0.003 0.037 7.745 0.001 0.016 0.7
4 脱乙基特丁津 8.599 0.002 0.027 8.653 0.002 0.022 0.6
5 噻唑隆 9.613 0.002 0.023 9.692 0.002 0.020 0.8
6 绿麦隆 9.939 0.002 0.023 10.021 0.002 0.019 0.8
7 莠去津 10.269 0.002 0.020 10.316 0.002 0.016 0.5
8 敌草隆 10.734 0.002 0.017 10.827 0.002 0.023 0.9
9 溴谷隆 11.170 0.002 0.020 11.269 0.003 0.024 0.9
10 吡唑草胺 11.658 0.003 0.023 11.748 0.002 0.016 0.8
11 硝苯地平 11.935 0.003 0.025 12.039 0.002 0.017 0.9
12 另丁津 12.103 0.002 0.019 12.158 0.002 0.016 0.5
13 特丁津 12.833 0.002 0.019 12.895 0.002 0.016 0.5
14 利谷隆 13.058 0.003 0.020 13.159 0.003 0.020 0.8
15 尼莫地平 15.718 0.004 0.027 15.861 0.003 0.019 0.9

图 5. 采用目标系统（Agilent 1100 系列液相色谱系统）和 Agilent 1290 Infinity II 方法开发解决方
案分离各化合物的保留时间差异
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目标系统：  
Waters Acquity UPLC H-Class
使用粒径较小的 (1.9 µm) Agilent InfinityLab  
Poroshell 色谱柱开发以 Waters H-Class 
系统为目标系统的分离方法。选用 
C8、C18、phenyl-hexyl 和 pentafluoro-
phenyl (PFP) 固定相色谱柱进行初筛。
这些色谱柱具有适用于 UHPLC 仪器的
典型尺寸 (2.1 × 100 mm)。以甲醇和乙
腈为有机溶剂运行初始方案，并测试
三种不同的温度。初始通用梯度时长
为 20 分钟，有机溶剂比例从 5% 升至 
70%。与预期结果相同，C8 和 C18 填
料色谱柱的分离效果与传统液相色谱
方法相当（数据未显示）。出人意料
的是，相较于 C8 和 C18 固定相色谱
柱，PFP 固定相色谱柱的化合物洗脱
时间明显提前，而且选择性也略有不
同（图 6）。

由于所有化合物都已实现分离，最后
一个峰在保留时间 12 分钟处即洗脱，
我们选择了该分离方法进行优化。在
第二步优化过程中，通过测试不同的
流速和梯度，让 PFP 色谱柱以更短的运
行时间和最佳分离度分离农药样品。
最后，经过优化的方法以 0.85 mL/min 
的流速和 10% 到 47% 乙腈梯度在 7.4 分
钟即可实现化合物分离（图 7）。

图 7. 采用 7.4 分钟内乙腈从 10% 升至 47% 的梯度和 40 °C 的柱温，在 PFP 色谱柱上对农药样品
进行最终优化分离的结果。在模拟所选目标液相色谱系统 (Waters H-Class) 的 ISET 条件下运行
此筛选方案

min2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0

mAU

0

100

200

300

400

500

2.639

4.682 5.005

5.276
6.305

6.790

7.092

7.7
39

7.9
12

8.144 8.303

8.6
71

8.8
35

10.430

11.978

图 6. 采用 20 分钟内乙腈从 5% 升至 70% 的梯度和 40 °C 的柱温，在 PFP 色谱柱上分离农药样品
所得的结果。在模拟所选目标液相色谱系统 (Waters H-Class) 的 ISET 条件下运行此筛选方案
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4.075

4.227
4.6

02
4.6
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4.798 4.923

5.142
5.249

6.142

7.119
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将该方法直接转移至目标系统（Waters 
H-Class 系统）进行评估。对比 1290 
Infinity II 方法开发系统（图 7）和 Waters 
H-Class 系统（图 8）获得的色谱图可
确定保留时间。

通过 10 次重复运行进行统计评估。
评估结果表明，保留时间的典型标准
偏差低于 0.01 分钟。由于保留时间较
短，相应的 RSD 值普遍低于 0.2%。开
发系统与目标系统之间的保留时间差
异普遍低于 2%（表 3 和图 9）。完整
的方法开发大约需要 37 小时。 图 8. 农药样品在 Waters H-Class 系统上的最终优化分离结果，方法条件如下：使用 PFP 色谱

柱，梯度为 7.4 分钟内乙腈从 10% 升至 47%，流速为 0.85 mL/min，柱温 40 °C

表 3. Agilent 1290 Infinity II 方法开发解决方案和目标系统（Waters H-Class 液相色谱系统）所得的保留时间、标准偏差和 RSD 值比较（tr = 保留时
间，c = 平均值，σ = 标准偏差，RSD = 相对标准偏差）

编号 化合物

Waters 
H-Class  
c (tr) (min)

Waters 
H-Class  
σ (tr) (min)

Waters 
H-Class  
RSD (%)

Agilent 1290 Infinity II 
方法开发解决方案 c 
(tr) (min)

Agilent 1290 Infinity II 
方法开发解决方案 σ 
(tr) (min)

Agilent 1290 Infinity II 
方法开发解决方案 
RSD (%) ∆tr (%)

1 脱乙基莠去津 1.616 0.004 0.220 1.587 0.003 0.164 -1.8
2 环嗪酮 2.852 0.003 0.105 2.833 0.004 0.159 -0.6
3 甲氧隆 3.056 0.003 0.112 2.997 0.005 0.161 -1.9
4 脱乙基特丁津 3.157 0.003 0.101 3.126 0.005 0.168 -1.0
5 莠去津 3.753 0.003 0.070 3.764 0.005 0.132  0.3
6 噻唑隆 4.110 0.003 0.062 4.062 0.005 0.113 -1.2
7 绿麦隆 4.261 0.002 0.055 4.213 0.005 0.114 -1.1
8 另丁津 4.585 0.002 0.046 4.601 0.005 0.104  0.3
9 吡唑草胺 4.734 0.041 0.871 4.676 0.005 0.104 -1.2
10 溴谷隆 4.864 0.038 0.788 4.781 0.006 0.122 -1.7
11 敌草隆 5.992 0.055 1.101 4.908 0.005 0.097 -1.7
12 特丁津 5.166 0.043 0.824 5.137 0.005 0.100 -0.6
13 硝苯地平 5.340 0.150 2.806 5.240 0.005 0.089 -1.9
14 利谷隆 6.212 0.001 0.024 6.121 0.006 0.105 -1.5
15 尼莫地平 7.167 0.001 0.016 7.108 0.005 0.066 -0.8
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结论
本应用简报介绍了采用 Agilent 1290 
Infinity II 方法开发解决方案和 Agilent 
ChemStation 方法筛选向导，并借助 
ISET 控制为特定目标系统直接开发分
析分离方法的方案。使用该方案成功
开发了以 Agilent 1100 系列液相色谱系
统和 Waters Acquity UPLC H-Class 系统为
目标系统的复杂样品分离方法。对于
这两套系统，采用 Agilent 1290 Infinity II 
方法开发解决方案开发的方法在开发
系统和目标系统上的运行结果均表现
出优异的相关性。保留时间偏差普遍
低于 2%。采用 1290 Infinity II 方法开
发解决方案进行方法开发并在目标系
统上进行评估所需的时间通常为两天
或更短。
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图 9. 采用目标系统（Waters H-Class 系统）和 Agilent 1290 Infinity II 方法开发解决方案分离各化
合物的保留时间差异
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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]。

6

                                                                               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

8

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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利用 Agilent 1290 Infinity II 液相 
色谱仪进行基于质量源于设计的 
方法开发
在 Waters Empower 3 CDS 控制下与 ISET 参与的方
法转移相结合的高效方法开发工作流程

应用简报

作者

Vinayak A.K 和 Andreas Tei 
安捷伦科技有限公司

药物开发与 QA/QC

摘要

本应用简报展示了基于质量源于设计 (QbD) 原则分离氨氯地平及其已知 EP 
杂质的 UHPLC 方法。第二步，将该方法转换并转移到 HPLC 系统中。利用安
捷伦仪器控制框架 (ICF) 作为接口，通过 Waters Empower 3 色谱数据处理系统 
(CDS) 控制 Agilent 1290 Infinity II 液相色谱仪。系统集成了 Fusion QbD (S-Matrix 
Corp, Eureka, CA) 软件，以实现基于 QbD 的方法开发过程。 

使用免费方法转换工具将 UHPLC 条件下在亚 2 µm 色谱柱上开发的方法转移
至利用 HPLC 系统的常规 QA/QC 工作流程。在进一步优化和评估过程中，使
用 Agilent 1290 Infinity II 方法开发系统上的安捷伦智能系统模拟技术 (ISET) 对
目标 HPLC 系统的性能特点进行模拟。在转移至目标系统后，满足所有关键
方法属性 (CMA)，并对重现性进行了验证。
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图 1. 在 Waters Empower 3 CDS 控制下的安捷伦智能系统模拟技术参与的方法转移

利用 Agilent 1260 Infinity 液相色谱仪对
转移后方法的重现性进行验证。1260 
Infinity 液相色谱仪的各个模块包括：

• Agilent 1260 Infinity 二元泵 (G1312B)

• Agilent 1260 Infinity 自动进样器 
(G1367E)

• Agilent 1260 Infinity 柱温箱 (G1316A)

• Agilent 1260 Infinity 二极管阵列
检测器 (G4212B)

软件
• Fusion QbD 自动化液相色谱方法
开发软件 (S-Matrix Corp, Eureka, 
CA)（版本：9.7.1，Build 458）

• Waters Empower 软件（版本 3 
build 3471），配备系统适用性测
试包

• 沃特世仪器控制软件 (ICS) 2.1 
HF1 包括安捷伦 ICF 和驱动程序
包 (A.02.03 DU1 HF2)

• ISET 4（驱动程序版本 A.02.11）

实验部分

仪器
利用 Agilent 1290 Infinity II 液相色谱方
法开发系统进行方法开发。1290 Infinity 
II 方法开发解决方案的各个模块和组
件包括：

• Agilent 1290 Infinity 阀驱动 
(G1170A) 和 12 位/13 通溶剂选
择阀 (G4235A)

• Agilent 1290 Infinity II 高速泵 
(G7120A)

• Agilent 1290 Infinity II Multisampler 
(G7167B)，保持在 4 °C

• Agilent 1290 Infinity II 高容量柱温
箱 (G7116B)，配备 8 位/18 通色
谱柱选择阀 (5067-4233)

• Agilent 1290 Infinity II 二极管阵列
检测器 (G7117B)

所有 Agilent 1290 Infinity II 模块的最低
固件要求为：B、C 和 D.06.70

前言
满足 ICH Q8 (R2) 和 ICH Q2 (R2) 指导原
则的基于质量源于设计 (QbD) 的方法
开发及方法验证越来越受到制药分析
研发领域的关注2。在不同色谱柱固定
相的筛选过程中，在较短的亚 2 µm 色
谱柱上使用 UHPLC 方法可显著提高柱
效。然而，开发完成后需要将最终方
法转移至 QA/QC 部门，而该部门中的
大部分液相色谱系统为传统 HPLC 系
统。在不影响关键方法属性 (CMA) 的
前提下从 UHPLC 向 HPLC 进行方法转
移是一个具有挑战性的过程 2。由于
系统延迟体积和梯度混合精度存在差
异，因此即使在 UHPLC 系统中采用传
统 HPLC 色谱柱开发的方法，在转移
至 HPLC 系统后仍无法确保性能完全
相同。为克服这些问题，安捷伦开发
出安捷伦智能系统模拟技术 (ISET)，
以模拟常用目标系统的特性3。

本应用简报展示了作为基于 QbD 的稳
定方法开发过程的通用 UHPLC 解决方
案的 Agilent 1290 Infinity II 液相色谱仪
的使用，以及第三方 QbD 软件 (Fusion 
QbD) 与 Waters Empower 3 CDS 控制下
的 1290 Infinity II 液相色谱仪的使用。
最后，还展示了安捷伦 ISET 如何模拟 
QA/QC 环境下常用的处于第三方软件
控制下的不同目标液相色谱系统的性
能特点。
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试剂与样品
所有溶剂均为 HPLC 级 (RCI Labscan 
Ltd, Thailand)。苯磺酸氨氯地平 (API) 
标准品以及已知的 EP 杂质 A、B、D、 
E、F 和 G 购自印度 Anant Pharmaceuticals 
Pvt Ltd。在整个实验中，按照欧洲药
典 (EP) 规定的苯磺酸氨氯地平样品前
处理方案进行操作，其中在 API 中加
入已知杂质4。 

工作流程
方法开发工作流程以筛选过程作为起
始，通过筛选七种短亚 2 µm 色谱柱组
合两种有机溶剂和七种不同 pH 值水
相溶剂的液相，确定苯磺酸氨氯地平
标准品和杂质分析的最佳色谱分离条
件。使用在 Empower 3 控制下的 1290 
Infinity II 液相色谱方法开发系统和 
Fusion QbD 软件，进行该色谱柱固定
相的筛选实验（图 2）。对于初始筛选
阶段发现的最佳色谱条件（满足筛选
阶段的分析目标概况 (ATP) 要求），通
过多变量统计实验根据 QbD 原理创建
设计空间来进一步完整优化，从而形
成稳定的 UHPLC 方法（满足优化阶段
的 ATP 要求）。

第二步，将该 UHPLC 方法转移至填料
粒径不同的两根 HPLC 色谱柱上。为
了模拟目标系统的性能特点，Agilent 
1290 Infinity II UHPLC 在启用 ISET 工
具后，即在模拟模式下运行。模拟 
Agilent 1260 Infinity 系统的梯度混合行
为和自动进样器延迟体积。

将 Agilent 1290 Infinity II 液相色谱仪在
模拟模式下的性能结果与目标系统的
结果进行比较。确定系统适用性杂
质（杂质 B 和 G）和 API 的保留时间 
(RT)、峰面积和分离度的重现性。

图 2. 本研究采用的整体工作流程。流程图左侧显示所使用的软件包，右侧显示工作流程的详细
步骤
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结果与讨论

UHPLC 筛选与优化
筛选阶段的 ATP 旨在开发满足 EP 方
法的系统适用性标准（氨氯地平杂质 
B 和 G 之间的分离度应高于 2.0）的快
速 UHPLC 方法。表 1 显示，为实现这
一目标，对各种亚 2 µm 色谱柱固定
相、各种 pH 和有机溶剂（乙腈和甲
醇）进行了筛选。表 2 列出了提供最
佳总体色谱条件的色谱柱固定相筛选
实验。实验结果证明这一条件下的色
谱性能令人满意，可满足所有 ATP 标
准（图 3）。

表 1. 筛选阶段实验中所用的关键方法参数 (CMP)。对七种 pH 缓冲液、七根色谱柱、三种不同
流速和两种强有机溶剂进行了筛选

CMP 范围/水平
强溶剂类型 甲醇，乙腈
泵流速 (mL/min) 0.8、1.0、1.2
pH 2.00-10 mM 三氟乙酸 

3.00-20 mM 甲酸 
4.00-5 mM 甲酸 + 10 mM 甲酸铵 
5.00-5 mM 乙酸 + 10 Mm 乙酸铵 
7.00-10 mM 乙酸铵 
8.00-10 mM 碳酸氢铵 
9.00-10 mM 乙酸铵+ 5 mM 氨水

色谱柱类型  
(3.0 × 50 mm, 1.8 µm) 

Agilent ZORBAX Eclipse plus c18 
Agilent ZORBAX Eclipse plus c8 
Agilent ZORBAX SB Aq 
Agilent ZORBAX Eclipse Plus phenyl hexyl 
Agilent ZORBAX SB CN 
Agilent ZORBAX SB C18 
Agilent ZORBAX Bonus RP*

表 2. 筛选阶段实验中 CMP 的最佳条件

CMP 水平设置

强溶剂类型 乙腈
泵流速 (mL/min) 1.200
pH 2.00
色谱柱类型 Agilent ZORBAX Eclipse plus C8

图 3. 杂质 B 和 G 之间的分离度高于 2，满足筛选阶段的 ATP 标准

* Bonus RP 色谱柱的色谱柱内径为 2.1 mm
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优化阶段的 ATP 旨在缩短筛选阶段最
佳条件的分析时间，同时不影响 EP 
方法的系统适用性标准以及 API 与其
他杂质的分离度。如表 3 所列，实验
中改变了泵流速、梯度时间和柱温等
关键方法参数 (CMP)。对这些实验进
行数据分析后得到了稳定的设计空
间（图 4），这一空间满足先前确定
的 ATP 标准。在设计空间中绘制满
足 ATP 目标的经验证的可接受区域 
(PAR)。针对 PAR（表 4）及相应色谱
图（图 5）中的五种不同条件绘制系
统适用性杂质的分离度值。Fusion QbD 
的点预测工具可预测关键方法属性 
(CMA) 值以及经过比较和验证的实验
值（表 5）。对优化后的最终 UHPLC 
方法的重现性进行验证，绘制了六次
重复测定的叠加图（图 6）。

图 4. 显示 PAR 的最终设计空间 

表 3. 优化阶段中改变的 CMP

CMP 范围/水平

泵流速 (mL/min) 1.200-1.500
梯度时间 (min) 1.0 ≤ 梯度时间 ≤ 4.0
最终保持时间 (min) 0.5 ≤ 最终保持时间 ≤ 1.5
柱温箱温度 (°C) 25.0、30.0、35.0

表 4. 反映了 PAR 五个点的系统适用性杂质的 CMP 和分离度 

条件 流速 梯度时间 最终保持时间 柱温箱温度 杂质 B 和 G 之间的分离度

A 1.47 2.76 0.5 30 3.28
B 1.47 3.08 0.5 30 3.16
T ― 中心点 1.48 2.92 0.5 30 3.20
C 1.50 3.08 0.5 30 3.22
D 1.50 2.92 0.5 30 3.10
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表 5. Fusion QbD 软件根据 PAR 的中心点 (T) 预测的响应 CMA 值。将实验结果与预测值进行比较， 
结果处于 σ 置信限内

图 5. 反映 PAR 中五个点 (A、B、T、C、D) 条件的色谱图 

图 6. 使用六幅色谱图叠加得到的最终 UHPLC 方法的重现性

CMA 预测值 实验值 -2 σ 置信限 +2 σ 置信限

峰数 ¡2.00 ― USP 分离度 6.14 6.00 5.68 6.60
峰数 ≤ 1.60 ― USP 拖尾因子 5.80 6.00 5.06 6.65
最后一个色谱峰 ― 保留时间 2.28 2.28 2.28 2.29
杂质 B 和 G 之间的 USP 分离度 2.97 3.20 2.90 3.20
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法转换计算器建议采用  1.2 mL/min 
的较低流速和 37 分钟的较长分析时
间。在 HPLC 方法 3 中，将流速提高至 
1.8 mL/min 缩短了分析时间，且不损失
分离度。同样用 1260 Infinity 液相色谱
系统上的结果对 HPLC 方法 3 进行验
证（图 8），该方法可用于存在压力限
制的系统。表 7 和表 8 汇总了相应方
法在模拟系统与实际系统上的 RT 和分
离度偏差。采用 HPLC 方法 1 和 3 进行
六次重复测定，以检查相应方法的重
现性以及 API 的分离度、RT 和峰面积
的 RSD 值，结果表明系统适用性杂质
的 RSD 值 ≤ 1.1%（表 9）。

统的结果进行验证（图 7）。模拟的
溶剂输送模块和自动进样器为 G1312B 
v1.0 和 G1367E 100 µL 注射器 v1.0。在不
降低 ATP 标准的情况下实现了方法向
色谱柱 1（HPLC 方法 1）的转移，且
分析时间合理，而观察到的压力范围
为 300 bar 左右（传统 HPLC 泵压力限
值的 70%）。这可能是受压力限制的
传统 HPLC 系统用户的一个关注点。
因此，将 UHPLC 方法转移至采用大填
料粒径色谱柱（色谱柱 2 为 ZORBAX 
Eclipse Plus, 4.6 × 150 mm, 5 µm）的 HPLC 
方法 2，有助于降低反压（表 6）。方 

方法转换与转移
将亚 2 µm 色谱柱上开发的 UHPLC 方法
转换至使用传统填料粒径的三种不同
的 HPLC 方法。利用瑞士日内瓦大学开
发的 Microsoft Excel 方法转换计算器实
现这一目的5。首先，将 UHPLC 方法转
换至具有 27 分钟合理分析时间的 HPLC 
方法（采用 Agilent ZORBAX Eclipse Plus, 
4.6 × 150 mm, 3.5 µm 作为色谱柱 1，
表 6）。使用目标系统（Agilent 1260 
Infinity 液相色谱仪）的 ISET 模拟模式
对 1290 Infinity II 系统上的方法进行评
估，然后利用 1260 Infinity 液相色谱系

表 6. UHPLC 及所有其他转换后 HPLC 方法的方法参数

参数 UHPLC 方法 HPLC 方法 1 HPLC 方法 2 HPLC 方法 3
色谱柱 Agilent ZORBAX Eclipse Plus  

3.0 × 50 mm, 1.8 µm
Agilent ZORBAX Eclipse Plus  
4.6 × 150 mm, 3.5 µm

Agilent ZORBAX Eclipse Plus  
4.6 × 150 mm, 5 µm

Agilent ZORBAX Eclipse Plus  
4.6 × 150 mm, 5 µm

流速 (mL/min) 1.5 1.8 1.2 1.8
进样量 (µL) 2 14 14 14
梯度 时间 %B

0.00 25
0.30 25
3.20 95
3.70 95
3.80 25
4.30 25

时间 %B
0.00 25
2.87 25
19.79 95
22.71 95
23.29 25
26.21 25

时间 %B
0.00 25
4.10 25
28.27 95
32.44 95
33.27 25
37.44 25

时间 %B
0.00 25
2.87 25
19.78 95
22.70 95
23.28 25
26.20 25

压力 (bar) ~650 ~300 ~130 ~180

图 7. 叠加色谱图，示出对于 HPLC 方法 1，ISET 模拟的方法在 Agilent 1290 Infinity II 系统和 Agilent 
1260 Infinity 系统上的相似性
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图 8. 叠加色谱图，示出对于 HPLC 方法 3，ISET 模拟的系统与 Agilent 1260 Infinity 液相色谱系统
的相似性

表 7. 计算得到的 HPLC 方法 1 的百分比偏差。发现所有偏差均处于可接收标准的允许限度内
（分离度 -5% 和保留时间 ±5%）

API  
分离度

API RT 
(min)

杂质 B RT 
(min)

杂质 G RT 
(min)

杂质 G  
分离度

Agilent 1260 Infinity HPLC 1 8.01 8.08 10.45 11.05 5.63
启用 ISET 的 HPLC 1 8.46 8.06 10.38 11.07 6.52
百分比偏差 (%) +4.3 -0.24 -0.6 +0.1 +13.6

表 8. 计算得到的 HPLC 方法 3 的百分比偏差。发现所有偏差均处于可接收标准的允许限度内
（分离度 -5% 和保留时间 ±5%）

API  
分离度

API RT 
(min)

杂质 B RT 
(min)

杂质 G RT 
(min)

杂质 G  
分离度

Agilent 1260 Infinity HPLC 3 7.63 8.45 10.63 11.35 5.9
启用 ISET 的 HPLC 3 7.32 8.35 10.47 11.32 7.3
百分比偏差 (%) -4.2 -0.24 -0.6 +0.1 +13.6

表 9. 表明 HPLC 方法 1 和 3 重现性的 RSD 值

杂质 G Rs 杂质 G RT API RT API Rs 杂质 G 峰面积 API 峰面积
HPLC 方法 1
平均值 (min) 5.46 11.03 8.07 8.05 748439 5778226
SD 0.05 0.008 0.008 0.01 2951.619 5852.5
RSD 0.96 0.07 0.10 0.14 0.39 0.10

HPLC 方法 3
平均值 (min) 5.52 11.04 8.07 8.07 752041.8 5784162
SD 0.06 0.005 0.004 0.01 3421.39 4937.24
RSD 1.13 0.04 0.05 0.16 0.45 0.08
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五点设计空间进行验证，结果表明空
间满足所有标准。CMA 的预测值与实
验值相符。方法满足系统适用性要求 
 （杂质 B 和 G 的分离度 > 2），且所有色
谱峰在 3.7 分钟的梯度时间内均达到了
基线分离。最终 UHPLC 方法具有重现
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Infinity 系统的无缝方法转换。该方法
可适应目标系统的压力限值。对模拟
模式下的结果与目标系统的结果进
行了比较。结果证明，将 Agilent 1290 
Infinity II 液相色谱仪、ISET、ICF 以及
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使用 Agilent 1290 Infinity II 方法 
开发解决方案自动筛选固定相和 
流动相

技术概述

作者
Edgar Naegele 和 Sonja Schneider 
安捷伦科技有限公司 
Waldbronn, Germany

摘要
本技术概述展示了如何使用 Agilent 1290 Infinity II 方法开发解决方案自动筛选
固定相和流动相。该解决方案配备 Agilent 1290 Infinity II 高容量柱温箱，可在
最多八根色谱柱之间进行自动切换。Agilent 1290 Infinity II 全能泵配有两个溶
剂选择阀，最多可连接 26 种不同的溶剂。Agilent OpenLAB CDS ChemStation 
版软件的安捷伦方法筛选向导有利于轻松设置方法，在一个序列中采用色谱
柱、流动相和温度的不同组合。
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软件
用于液相色谱和液质联用系统的 Agilent 
OpenLAB CDS ChemStation 版，C.01.07 
版（最低驱动程序要求 A.02.11 SP1），
包含方法筛选向导 A.02.05 版

色谱柱
• Agilent ZORBAX RRHD SB-C18,  

2.1 × 50 mm, 1.8 µm（部件号 
857700-902）

• Agilent ZORBAX RRHD Eclipse 
Plus C18, 2.1 × 50 mm, 1.8 µm 
 （部件号 959757-902）

• Agilent ZORBAX RRHD Eclipse 
Plus C8, 2.1 × 50 mm, 1.8 µm 
 （部件号 959757-906）

• Agilent ZORBAX RRHD Extend C18, 
2.1 × 50 mm, 1.8 µm（部件号 
757700-902）

• Agilent ZORBAX RRHD SB-CN,  
2.1 × 50 mm, 1.8 µm（部件号 
857700-305）

• Agilent ZORBAX RRHD Bonus RP, 
2.1 × 50 mm, 1.8 µm（部件号 
857768-901）

• Agilent ZORBAX RRHD Eclipse 
Plus Phenyl-Hexyl, 2.1 × 50 mm,  
1.8 µm（部件号 959757-912）

本技术概述展示了 1290 Infinity II 方法
开发解决方案的典型设置。具体而
言，从硬件角度展示了 Agilent Infinity II 
高容量柱温箱和 1290 Infinity II 全能泵
的设置。从软件角度介绍了方法筛选
向导中的色谱柱、溶剂和温度筛选的
实验设置以及最终创建的筛选序列。

实验部分

仪器
Agilent 1290 Infinity II 方法开发解决方
案包括下列模块：

• Agilent 1290 Infinity II 全能泵 
(G7104A)

• Agilent 1290 Infinity II Multisampler 
(G7167B)

• Agilent 1290 Infinity II 高容量柱温
箱 (G7116B)，包括阀驱动（选件 
#058），配备包括毛细管工具包 
 （选件 #005）的 Agilent Quick-
Change 快速更换色谱柱选择阀 
(G4239C，1300 bar)，最多可安装
八根色谱柱 

• Agilent 1290 Infinity II 二极管阵列
检测器 (G7117B)

• Agilent 1290 Infinity 阀驱动 (2x 
G1170A)，配备 Agilent Quick-
Change 快速更换 12 位/13 通溶
剂选择阀 (2x G4235A)

前言
在当今的制药、食品和环境分析实验
室中，可采用 UHPLC 方法分析多种
具有不同化学性质的化合物。这些分
析中用到了多种不同的固定相、溶剂
和改性剂。因此，开发相应的方法来
解决这些分析问题可能非常耗时。为
克服这一挑战，可采用 Agilent 1290 
Infinity II 方法开发解决方案对固定相
和流动相进行自动筛选。Agilent 1290 
Infinity II 高容量柱温箱最多可容纳八
根不同的色谱柱，能够在较宽的温度
范围内进行精确的温度控制。通过具
有最低内部体积和最高效率的热交换
器进行热传递，保证了出色的保留时
间稳定性，可获得优异的保留时间重
现性1。Agilent 1290 Infinity II 全能泵配
备两个溶剂选择阀，最多提供 26 个通
道，可支持不同溶剂和缓冲液。这项
功能支持 1000 多种可能的分析条件。
为设置相应的方法，提供了安捷伦方
法筛选向导作为 Agilent OpenLAB CDS 
ChemStation 版软件的插件工具。该
向导能够在简单的设置方案中对色谱
柱、溶剂、梯度和温度进行筛选。在
设置过程结束时，创建包括所有可能
组合的方法序列。该序列还包含必要
的冲洗方法、色谱柱平衡方法和色谱
柱储存条件。
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该色谱柱列表直接与 1290 Infinity II 高
容量柱温箱的 Column Assignment（色
谱柱分配）相连（图 2）。在该色谱柱
分配中，可以选择位置在 1290 Infinity 
I I  高容量柱温箱左侧或右侧的色谱
柱，并为其关联一个颜色代码。

仪器设置
用于所有应用的色谱柱均在 ChemStation 
色谱柱列表中进行定义（图 1）。此
外，还需要给出每根色谱柱的描述、
几何数据、粒径以及 pH、压力和温度
等限制。已安装的色谱柱应在表格的
第一列（图 1）中标记为 YES（是），
以确保色谱柱描述已分配至相应的 
结果。

图 1. Agilent ChemStation 色谱柱列表。提供了所有可用色谱柱的概况

图 2. Agilent 1290 Infinity II 高容量柱温箱中的色谱柱分配。每根色谱柱都分配了一个明确位置
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可以在 1290 Infinity II 高容量柱温箱的 
Method（方法）选项卡中选择每种方
法使用的色谱柱（图 3）。与之前的版
本不同，色谱柱被分配至 1290 Infinity 
II 高容量柱温箱中的相应位置，然后
进行相应的选择。合适的色谱柱可
在通过显示所有已分配色谱柱的下
拉菜单进行选择，也可通过单击 1290 
Infinity II 高容量柱温箱的图像中具有
对应颜色代码的色谱柱来选择。屏幕
会显示阀的当前位置，该位置自动关
联至所选色谱柱。阀位置、所选色谱
柱的颜色代码以及产品编号会显示在 
Agilent ChemStation 中，以便快速查看 
 （图 4）。

A

B

图 3. 使用下拉菜单从 1290 Infinity II 高容量柱温箱的 Method（方法）选项卡中进行的色谱柱选择

图 4. Agilent ChemStation 的仪器面板，突出显示了当前色谱柱
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溶剂分配方式与此类似。在仪器配置
中将溶剂选择阀分配至泵通道（图
中未显示）。在  Pump Valve Cluster 
Configuration（泵阀簇配置）选项卡
中，溶剂选择阀可使用所关联的溶剂
命名（图 5）。可通过在下拉菜单中
选取正确的溶剂或溶剂类型来选择压
缩系数校准，还可添加 pH 和摩尔浓度
值。在 Pump Valve Cluster Method（泵
阀簇方法）选项卡中，为通道 A 和通
道 B 选择正确的溶剂，阀将自动切换
至正确位置（图 6）。ChemStation 仪
器面板的泵部分会显示可用的多种溶
剂（图 4）。

图 5. Agilent ChemStation 中的 Pump Valve Cluster Configuration（泵阀簇配置）选项卡

图 6. Agilent ChemStation 中的 Pump Valve Cluster Method（泵阀簇方法）选项卡
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可以在溶剂筛选对话框中设置必须使
用的不同溶剂（图 8）。Agilent 1290 
Infinity II 全能泵是一款四元泵，可用
于产生二元、三元或四元梯度。本研
究采用二元泵配置，泵连接了两个
溶剂通道，以输送具有二元梯度的 
溶剂。

选色谱柱、梯度、温度和溶剂的方法， 
来选择方法筛选的选项。在色谱柱筛
选的对话框中，可检查研究中必需的
色谱柱（图 7）。如果色谱柱具有不同
的内径和长度，则将方法转移至当前
的色谱柱几何尺寸，以保证结果的可
比性。

方法筛选向导
方法筛选向导能够轻松设置多个序
列，以对不同的液相色谱条件（包括
不同的色谱柱、溶剂、梯度和温度）
进行筛选。最后，方法筛选向导可自
动创建序列，其中包括溶剂更换、重
新平衡以及在更换色谱柱和溶剂时进
行色谱柱储存。用户能够通过选择筛

图 7. 用于色谱柱筛选的安捷伦方法筛选向导对话框。在 Agilent 1290 Infinity II 高容量柱温箱安装的色谱柱中，可以检查当前研究必需的色谱
柱。可根据不同的色谱柱几何尺寸自动调整流速等条件

图 8. 用于溶剂筛选的安捷伦方法筛选向导对话框。在二元混合设置中使用 Agilent 1290 Infinity II 全能泵
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创建最终序列，并包括所有必要的
溶剂更换（蓝色）、色谱柱平衡（绿
色）和作为无进样单独运行的色谱柱
储存方法（黄色）（图 9）。

方案中将要使用的溶剂体积可通过方
法筛选向导进行计算，结果显示在 
Solvent Usage（溶剂用量）选项卡 10 个
步骤中的第 10 步：汇总（图 10）。

图 10. 安捷伦方法筛选向导计算了整个方案设置的溶剂用量 

图 9. 用于序列设置的安捷伦方法筛选向导对话框包括溶剂更换方法、平衡方法和色谱柱储存方法
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图 11 示出在 40 °C 下使用水和乙腈作
为溶剂分离样品混标的色谱柱筛选结
果。对代表所用七种色谱柱的七幅色
谱图进行了比较。采用这一温度和
溶剂组合，Agilent ZORBAX SB-C18 和 
Agilent ZORBAX Eclipse Plus C8 色谱柱
表现出最佳分离效果，其次是 Agilent 
ZORBAX Eclipse Plus C18、Agilent ZORBAX 
Extend C18 和 Agilent ZORBAX Bonus RP 
色谱柱。在 Agilent ZORBAX SB-CN 和 
Agilent ZORBAX Eclipse Plus Phenyl-Hexyl 
色谱柱上获得的分离结果表明，无需
对这两种色谱柱进行进一步优化。

结果与讨论
在方法筛选方案中，将七根色谱柱与三
种水相溶剂和四种有机溶剂结合使用。
将高容量柱温箱的第八个位置用作旁
路，在需要更换溶剂时对系统进行快速
冲洗。此外，在 30 °C、40 °C、50 °C 和 
60 °C 下进行温度筛选。在整个方案中
使用通用梯度。由方法筛选向导创建
必要的序列，共进行了 166 次进样以
及相应的冲洗、平衡和储存运行。

使用溶剂的溶剂筛选
流动相 A
水，碳酸氢铵缓冲液 (ABC)，pH 8， 
水 + 0.1% TFA

流动相 B
甲醇 (MeOH)，MeOH + 0.09% TFA， 
乙腈 (ACN)，ACN + 0.09% TFA

样品
HPLC 混标 

化学品
所有化学品均购自德国 Sigma-Aldrich 公
司。所有溶剂均购自德国 Merck 公司。
新制超纯水产自配置 LC-Pak Polisher  
和 0.22 µm 膜式终端过滤器 (Millipak) 的 
Milli-Q Integral 水纯化系统。

参数 值

流速 1 mL/min

梯度 0 min 时 B 为 5%， 
1.5 min 时 B 为 75%， 
2 min 时 B 为 95%

停止时间 2.5 min

后运行时间 2 min

进样量 1 µL

检测条件 254/10 nm，参比 360/100 nm， 
数据采集速率 80 Hz

使用 30 °C、40 °C、50 °C 和 60 °C 进行温度
筛选

安捷伦方法筛选向导的初始方法
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图 11. 在 40 °C 下使用水 (A) 和乙腈 (B) 对七种不同的色谱柱进行色谱柱筛选
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图 12 示出在 40 °C 下采用 ZORBAX 
Eclipse Plus C18 色谱柱获得的溶剂筛选
结果。对于这一色谱柱和温度组合，
采用 10 mM 碳酸氢铵缓冲液和乙腈获
得了最佳分离效果。

图 13 示出采用水和乙腈在 ZORBAX 
Eclipse Plus C18 色谱柱上获得的温度
筛选结果。对于这一色谱柱和溶剂组
合，在 60 °C 下获得了最佳分离效果。

图 12. 在 40 °C 下采用 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 色谱柱进行溶剂筛选

图 13. 利用温度筛选评估温度对 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 色谱柱在水和乙腈中选择性的 
影响
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为便于数据分析，尤其是运行包含多
次进样的大型方案时的数据分析，
可以将预配置的报告模板与  Agilent 
OpenLAB CDS ChemStation 版的智能报
告工具结合使用。这些报告按检出的
色谱峰或分离度列出色谱运行结果。
此外，该报告创建的气泡图使用户能
够找到最有希望的结果，有助于搜
索最佳分离条件。图 14 和图 15 示出 
50 °C 下所有进样的气泡图，显示了
检出色谱峰的最大数量（图  14）以
及分离度总和（图 15 在 50 °C 下每次
进样所检出的最大分离度总和，以气
泡图显示）。气泡的大小表示检出色
谱峰的数量（图  14）或分离度总量 
 （图 15）。两幅气泡图均在 Y 轴上显示
最大保留时间，并在 X 轴上显示进样。

图 14. 在 50 °C 下每次进样所检出的最大峰数量，以气泡图显示

图 15. 在 50 °C 下每次进样所检出的最大分离度总和，以气泡图显示



11

经过全面数据评估后，确定的最佳分
离条件为在 60 °C 下运行 ZORBAX Eclipse 
Plus C18 色谱柱，并使用水和乙腈作
为流动相（图 16）。

结论
本技术概述展示了如何使用  Agilent 
1290 Infinity II 方法开发解决方案和安
捷伦方法筛选向导协助对固定相和流
动相进行自动化筛选。方法筛选向导
能够以任意可能的组合形式创建色谱
柱、溶剂、梯度和温度筛选运行。所
创建的筛选序列可运行所有组合，自
动包括溶剂冲洗方法、色谱柱平衡和
色谱柱储存方法。Agilent 1290 Infinity II 
高容量柱温箱是该系统的组成部分，
最多可容纳八根色谱柱。Agilent 1290 
Infinity II 全能泵配有两个溶剂选择阀，
最多可输送 26 种不同溶剂。通过组
合，可产生 1000 多种不同的筛选条
件。使用预配置的报告模板有助于进
行数据分析，加快了对最佳分离条件
的寻找速度。

参考文献
1. Schneider, S., Performance 

Characteristics of the Agilent 1290 
Infinity II Multicolumn Thermostat 
 （Agilent 1290 Infinity II 高容量柱温
箱的性能特性），安捷伦科技公司
技术概述，出版号 5991-5533EN，
2015
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图 16. 经筛选方案评估后找出的最佳分离条件。使用水和乙腈作为洗脱液，在 60 °C 下运行 
Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 色谱柱
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使用 Poroshell 120 PFP 色谱柱开发适用于分析紫杉醇中 USP 相关化合物的方法

作者
Rongjie Fu

安捷伦科技（上海）有限公司

应用简报
临床研究
摘要
采用表面多孔型 Agilent Poroshell 120 PFP 4.6 × 250 mm, 4 µm 色谱柱运行一种
用于分析紫杉醇中 USP 相关化合物的分析方法。本研究采用美国药典介绍的
检测紫杉醇中相关化合物的方法。将该分析方法转移至 3.0 × 100 mm，2.7 µm

Poroshell 120 PFP 色谱柱后，可节省大量的溶剂和时间。两种色谱柱均满足
所有系统适用性要求。
前言
紫杉醇 (Paclitaxel) 是一种药物，也称 Taxol 和 Onxol，1967 年首次从太平洋紫
杉（短叶红豆杉）的树皮中分离出来。20 世纪 90 年代以后，采用合成方法
和植物细胞发酵技术进行生产。美国药典 (USP) 中介绍了三种用于相关化合
物分析的 HPLC 方法，分别基于不同的紫杉醇来源。对天然来源的紫杉醇中
相关化合物的分析采用 PFP 色谱柱 [1]。
Agilent Poroshell 120 PFP（五氟苯基）固定相可以为卤代化合物的位置异构体
提供卓越的保留时间和选择性。这些 PFP 色谱柱还可以用于非卤代化合物的
选择性分析，如含羟基、羧基、硝基和其他极性基团的极性化合物。当官能
团处于芳香或其他刚性环状系统上时，色谱柱选择性会增强 [2]。
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本研究介绍了一种利用 4 µm Poroshell 120 PFP 色谱柱开
发的 USP 相关化合物分析方法转移至 2.7 µm Poroshell 120

PFP 色谱柱上的性能。该方法转移能够节省大量时间和
溶剂。
材料与方法
所有试剂和溶剂均为 HPLC 或分析纯级。标准品购自 USP。
冰乙酸、甲醇和乙腈购自北京百灵威科技有限公司。根
据 USP 的紫杉醇专论章节所述的方法配制标样和分析溶
液。采用 Agilent 1290 Infinity 液相色谱系统进行 HPLC 分
析，该系统包括：
•      Agilent 1290 Infinity 二元泵 (G4220A)

•      Agilent 1290 Infinity 自动进样器 (G4226A)

•      Agilent 1290 Infinity 柱温箱 (G1316C)

•      Agilent 1290 Infinity 二极管阵列检测器 (G4212A)

色谱柱
•      Agilent Poroshell 120 EC-C18, 4.6 × 100 mm, 2.7 µm

（部件号 689975-902）
•      Agilent Poroshell 120 PFP, 3.0 × 100 mm, 2.7 µm

（部件号 695975-308）
•      Agilent Poroshell 120 PFP, 4.6 × 250 mm, 4 µm

（部件号 690970-408）

结果与讨论
选择性比较
Poroshell 120 PFP 固定相可以为卤代化合物的位置异构体
提供卓越的保留时间和选择性。在之前的一份简报中，
利用该色谱柱成功分离了拉帕替尼中的同分异构体 [4]。
PFP 色谱柱还可用于非卤代化合物的选择性分析，尤其
是用于分析芳香或其他刚性环状系统上的官能团。紫杉
醇及其杂质是此类化合物的代表，在 Poroshell 120 PFP 和
EC-C18 色谱柱上得以分离（图 1）。两种色谱柱表现出不
同的选择性。PFP 色谱柱具有较短的保留时间，但是在
杂质和紫杉醇之间具有良好的分离度。相反，EC-C18 色
谱柱具有较长的保留时间，却无法完全分离杂质 B 和紫
杉醇。

图 1. 使用 Agilent Poroshell 120 PFP 和 EC-C18 色谱柱分离紫杉醇及其杂质的选择性比较

条件色谱柱： Agilent Poroshell 120 EC-C18, 4.6 × 100 mm, 2.7 µm（部件号 689975-902）
Agilent Poroshell 120 PFP, 3.0 × 100 mm, 2.7 µm（部件号 695975-308）

样品： 紫杉醇、杂质 A 和杂质 B，溶于含 0.5% 乙酸的甲醇中
流动相： 水:乙腈 (55:45)

柱温： 30 °C 

流速： 4.6 × 100 mm 色谱柱为 1.5 mL/min
3.0 × 100 mm 色谱柱为 0.64 mL/min

进样量： 4.6 × 100 mm 色谱柱为 4 µL，3.0 × 100 mm 色谱柱为 2 µL

检测器： UV, 227 nm
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图 2. 使用 Agilent Poroshell 120 PFP, 4.6 × 250 mm, 4 µm 色谱柱获得的紫杉醇标准品和加标样品的色谱图

系统适用性测试
USP 中包括用于标记为天然来源的紫杉醇的测试 1。用
于分析紫杉醇中相关化合物的色谱条件要求“液相色谱
仪配备 227 nm 检测器，并使用 5 µm 填料 L43 的 4.6 mm ×

25 cm 色谱柱”[1]。
在该实验中，我们首先在 USP 方法中规定的液相色谱条
件下使用 Poroshell 120 PFP, 4.6 × 250 mm, 4 µm 色谱柱。
图 2 示出在该色谱柱上分析相关化合物的系统适用性分
析结果。色谱图表明杂质 A 和杂质 B、杂质 B 和紫杉醇
之间获得了足够高的分离度，满足系统适用性要求（如
表 1 所列）。

条件
色谱柱： Agilent Poroshell 120 PFP, 4.6 × 250 mm, 4 µm

（部件号 690970-408）
样品： 紫杉醇、杂质 A 和杂质 B，溶于含 0.5% 乙酸的甲醇中
流动相： A：水

B：乙腈；0-35 min，35% A；35-60 min，35% A-80% A；
60-70 min，80% A-35% A；70-80 min，35% A

柱温： 30 °C 

流速： 2.6 mL/min 

进样量： 10 µL 

检测器： UV，227 nm

表 1. 紫杉醇中相关化合物的 USP 色谱系统适用性要求及测定值
USP 要求 Agilent Poroshell 

120 PFP, 
4.6 × 254 mm, 4 µm 

Agilent Poroshell 
120 PFP, 
3.0 × 100 mm, 2.7 µm 

紫杉醇相关化合物 A 的相对保留时间约为 0.78，
紫杉醇相关化合物 B 的相对保留时间为 0.86

TRA = 0.75 

TRB = 0.81 

TRA = 0.75 

TRB = 0.81

紫杉醇相关化合物 A 与紫杉醇相关化合物 B 

之间的分离度 R 不小于 1.0

Rs1,2 = 2.7 Rs1,2 = 2.2

重复进样的相对标准偏差
不大于 2.0%

RSD = 0.78% RSD1 = 0.59%
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方法转移
将分析方法转移至 Poroshell 120 PFP, 3.0 × 100 mm, 2.7 µm

色谱柱（图 3）。分析时间由原色谱柱的 80 分钟缩短至
32 分钟。杂质 A 与杂质 B 的分离度为 2.2，与采用 4.6 ×

250 mm 色谱柱获得的分离度 2.7 相当。窄径色谱柱显著
节省了时间和溶剂，同时仍可提供满足 USP 系统适用性
要求的结果。根据 USP 所述紫杉醇中相关化合物的分析
方法，使用两种色谱柱测定了 USP 色谱系统适用性要求。
表 1 列出了 USP 系统要求以及在色谱柱上测得的结果。
由表可知，在色谱柱上运行的方法完全满足 USP 色谱系
统要求。

条件
色谱柱： Agilent Poroshell 120 PFP, 3.0 × 100 mm, 2.7 µm

（部件号 695975-308）
样品： 紫杉醇、杂质 A 和杂质 B，溶于含 0.5% 乙酸的甲醇中
流动相： A：水

B：乙腈；0-14 min，35% A；14-24 min，35% A-80% A；
24-28 min，80% A-35% A；28-32 min，35% A 

柱温： 30 °C 

流速： 1.1 mL/min 

进样量： 2 µL 

检测器： UV，227 nm

图 3. 使用 Agilent Poroshell 120 PFP, 4.6 × 250 mm, 4 µm 色谱柱和 3.0 × 100 mm, 2.7 µm 色谱柱获得的紫
杉醇加标样品色谱图
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根据 2014 年 8 月 1 日以后实施的 USP37 NF32S1 指南要求，
不允许改变梯度分离的柱长、色谱柱内径和填料粒径。
因此，为实现 Poroshell 120 PFP 色谱柱的分离速度和分
离度优势，需要进行一些方法开发工作，并需要对多个
实验参数进行测试。这些参数包括稳定性、线性、准确
度、精密度、检测限、定量限、分析特异性/选择性、范
围和耐用性。方法开发过程在此前的一份安捷伦应用简
报中进行了详细介绍 [4]。
结论
本应用简报表明 Agilent Poroshell 120 PFP, 4 µm 色谱柱适
用于紫杉醇中 USP 相关化合物的分析，该分析采用 USP

方法条件。通过方法改进，采用窄径 3.0 × 100 mm 色谱
柱能够使分析时间缩短 60%，并节省大量溶剂。

参考文献
1.     Anon. USP Paclitaxel, United States Pharmacopeia 35 NF

30. United States Pharmacopeia, Rockville, MD, USA

2.     Long, W; Horton, J. 采用 Agilent Poroshell 120 PFP 色谱
柱分析位置异构体，应用简报，安捷伦科技公司，
出版号 5991-4373CHCN，2014

3.     Rongjie Fu, Linhai Zhang. Analysis of Positional Isomers

in Lapatinib with Agilent Poroshell 120 PFP Columns（采
用 Agilent Poroshell 120 PFP 色谱柱分析拉帕替尼的位
置异构体），应用简报，安捷伦科技公司，出版号
5991-5262EN，2014

4.     Long, W.; Brooks, A.; Yun Zou. Improved Simvastatin

Analysis Using Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18, 5 µm,

3.5 µm and 1.8 µm Columns（采用 Agilent ZORBAX

Eclipse Plus C18, 5 µm, 3.5 µm 和 1.8 µm 色谱柱改善对
辛伐他汀的分析），应用简报，安捷伦科技公司，
出版号 5990-3883EN，2009
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利用安捷伦 Poroshell 120 色谱柱建立
甾类化合物的液相色谱快速筛选方法

作者

William Long

安捷伦科技（中国）有限公司

应用报告

制药、生物制药和临床药学

引言

甾类化合物是胆固醇衍生的脂质。甾类化合物的主要特点是他的多元环体系，如图 1 所

示，包括 3 个六元环和 1 个五元环。它可以连接多种官能团。与所有脂质一样，其主要

特点是含有大量的碳氢键使得甾类成为非极性化合物 [1]。

b 

图 1. 几种甾体的结构
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调整选择性以优化甾体的分离

从分离度公式来考虑增加色谱分离度的最佳方法。分离度公式与

柱效、选择性和保留因子有关。

实验部分

采用了 Agilent 1200 Infinity 系列液相色谱多方法解决方案。此系

统由以下部分组成：

• 1260 Infinity 二元泵（G1312B）

• 1290 Infinity 柱温箱（G1316C）

• 1260 Infinity 高性能自动进样器（G1367E）

• 1290 Infinity 二极管阵列检测器（G4212A），配备了 10 mm

的最大光强卡套式流通池

• G6140 单四极杆质谱仪

安捷伦 1200 Infinity 系列液相色谱多方法解决方案是一个高度灵

活的系统，可以同时使用最多达 4 支（100 mm）色谱柱。此外，

安捷伦 ChemStation 方法筛选向导自动设置方法和序列，可自动

筛选可用的色谱柱、溶剂、预设梯度和温度。本研究中采用了 4 支

安捷伦 Poroshell 120 色谱柱：

• Agilent Poroshell 120 StableBond SB-C18，

2.1 × 100 mm，2.7 µm（p/n 685775-902）

• Agilent Poroshell 120 EC-C18，

2.1 × 100 mm，2.7 µm（p/n 695775-902）

• Agilent Poroshell 120 Bonus-RP，

2.1 × 100 mm，2.7 µm（p/n 685775-901）

• Agilent Poroshell 120 Phenyl-Hexyl，

2.1 × 100 mm，2.7 µm（p/n 695775-912）

柱温箱带有一个 6 位/6 通选择阀。这个新型的快速更换阀安装在

一个滑道上，便于操作和维护。接口 1 连接至 StableBond C18

色谱柱；接口 2 连接至 EC-C18 色谱柱。接口 3 连接到 Bonus-RP

色谱柱；接口 4 连接到 Phenyl-Hexyl 色谱柱；接口 6 连接到支路

毛细管上。

通过每个色谱柱的溶剂经过四个低扩散热交换器中的一个独立加

热。G1160 12 溶剂选择阀连接到 G1312B 的 A1 阀位上。加上 SL

型二元泵的内部溶剂选择阀，此系统可以筛选的溶剂多达 15 种。

流动相为含 0.1% 甲酸的甲醇或乙腈，和含 0.1% 甲酸的水。乙腈/

水溶液（50%/50% v/v）用于淋洗色谱柱上的改性剂，使其保持

合适的色谱柱存储体积。安捷伦 ChemStation（版本 B.04.02）用

于控制仪器和处理数据。

R =
N
4

a -1
a

1 + k’
B

k’
B

为了获得较高的分离度，必须使这 3 个参数最大化。通过延长色

谱柱增加理论塔板数 N，可以使保留时间增加并且峰宽变大。但

这样做可能效果不好。相反地，为了增加塔板数，可以通过降低

固定相粒径降低理论塔板高度。表面多孔填料（例如安捷伦

Poroshell 120）的柱效是 1.8 µm 填料柱效的 90%，而背压相对

较低。

也可以通过调整选择因子改善分离情况。选择性是一个对分离影

响最大的变量。改变选择性可以通过：

• 改变流动相组成

• 改变色谱柱温度

• 改变固定相组成

选择性是高效液相色谱中优化分离的最有效工具。选择性的改变

可以通过使用不同的键合相实现，包括 C18、C8、极性包埋和苯

基键合相，或者通过改变流动相实现。本研究采用了 Poroshell 120

色谱柱和 Agilent 1200 SL 方法开发解决方案，对甾体分离的方法

开发进行快速评价。短柱长和高柱效使得分析时间短、色谱柱平

衡快，从而可以快速完成对选择性的考察。
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考察的化合物包括氢化可的松、醋酸炔诺酮、雌二醇、孕酮、睾丸

酮、雌激素酮、炔雌醇和勃地酮。以上化合物均购自Sigma Aldrich。

结构和详细信息见图 1 和表 1。所有样品均分别溶解在乙腈中，浓

度 10 mg/mL，之后用水稀释至 0.1 mg/mL。

调整色谱柱增加选择性

选择不同的色谱柱以改善分离的选择性。所选择的色谱柱包括：

方法开发时推荐高度封端的 Poroshell 120 EC-C18 为首选；未封

端的 Poroshell 120 StableBond SB-C18 可能会与硅羟基相互作

用，是中等到低 pH 条件下的另一种可选的 C18 固定相；还使用

了极性包埋的氨基柱（Poroshell 120 Bonus-RP）和 phenyl-hexyl 柱

（Poroshell 120 Phenyl-Hexyl）；众所周知苯基键合相对芳香族化

合物的选择性更好。

极性包埋的基团插入到疏水的 C14 烷基链上，使得基于全多孔

Poroshell 120 的 Bonus-RP 固定相将硅醇基与极性化合物的作用

最小化，使其对各种化合物的分析均具有对称的峰形。这种固定

相在中性 pH 条件下尤为有用，在这个条件下，与离子化硅醇基

有较强的相互作用。极性包埋的基团也有助于润湿疏水链，避免

高水流动相中固定相的塌陷。

Poroshell 120 Bonus-RP 多数情况与 C18 色谱柱适用范围基本一

致，并克服了普通 C18 的一些缺陷，例如不适用于高水相。此外，

对能够发生疏水作用和能够与氨基发生氢键作用的分子具有更好

的保留性。与单一的烷基链的固定相相比，Bonus-RP 对酚类、

有机酸和其他极性化合物的保留和选择性更强。原因是极性基团

（氢键受体）和氢键供体（例如酚类和酸类）间有较强的氢键作

用。Bonus-RP 上的保留性比 C18 略小——无需改变流动相条件

即可对两种色谱柱进行比较。Bonus-RP 固定相对极性化合物选

择性与 C18 不同。它还可在 100% 水相条件下使用。

由于分析物与键合相的芳香环及其离域电子发生相互作用，

Phenyl-Hexyl 固定相显示出了独特的反相选择性，特别是对于极

性芳香化合物和杂环化合物。Poroshell 120 Phenyl-Hexyl 与 C18

和 Bonus-RP 固定相的选择性均是互补的。对于带有芳香性吸电

子基团（例如氟基或硝基）溶质会得到更好的保留性和选择性

[2,3,4]。

表 1. 甾体的命名和分子特征

常用名 IUPC名 分子结构 分子量

氢化可的松 皮质醇 C21H30O5 362.460

醋酸炔诺酮 17b-羟基9-去甲-17α-孕甾-4-烯-20-炔-3-酮-17-醋酸酯 C22H28O3 340.456

雌二醇 雌甾-1，3，5（10）-三烯-3,17β-二醇 C18H24O2 272.38

孕酮 孕-4-烯-3,20-二酮 C21H30O2 314.46

睾丸酮 17α-羟基雄甾-4-烯-3-酮 C19H28O2 288.42

炔雌醇 3-羟基-19-去甲-17α-甾-1,3,5（10）-三烯-20-炔-17-醇 C20H24O2 296.403

雄烯二酮（勃地酮） （8R,9S,10R,13S,14S）-10,13-二甲基-7,8,9,11,12,14,15,16-八氢-6H-环戊[a]菲-3,17-二酮 C19H24O2 284.39

雌激素酮 3-羟基-13-甲基-6,7,8,9,11,12,13,14,15,16-八氢环戊[a]菲-17-酮 C18H22O2 270.366
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Poroshell 120 Phenyl-Hexyl 对带有芳香基的化合物具有独特的

选择性和优越的分离度。Poroshell 120 Phenyl-Hexyl 也可以实

现对中等极性化合物的极好分离，而常规烷基固定相（C18 和C8）

对这些化合物的分离效果不佳。乙腈会降低芳香基和极化的分析

物与 phenyl-hexyl 固定相间的 p–p 作用力，而甲醇能增加这种

作用力，从而增加了保留性和选择性 [5]。但这并不意味着乙腈不

能用于苯基固定相，或者不能提供足够的分离。这只表示甲醇能

提供更有利于苯基固定相的选择性。
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图 2. Agilent Poroshell 120 色谱柱用乙腈为流动相时对甾体的分离

峰编号

1. 氢化可的松

2. b 雌二醇

3. 雄烯二酮

4. 睾丸酮

5. 炔雌醇

6. 雌激素酮

7. 醋酸炔诺酮

8. 孕酮

结果和讨论

从图 2 中可以看出，本文考察了所有色谱柱对 8 个化合物的分离

状况。虽然 Phenyl Hexyl 色谱柱分离速度更快，Poroshell 120

EC-C18 和 Poroshell 120 Phenyl Hexyl 两支色谱柱的分离特征非

常相似。这可能说明了 Phenyl Hexyl 色谱柱上的 p–p 作用被乙

腈给弱化了。Phenyl Hexyl 色谱柱上雌二醇和雄烯二酮重叠不是

那么严重。Poroshell 120 SB-C18 色谱柱上的分离情况完全不同，

色谱条件

色谱柱： Agilent Poroshell 120，2.1 × 100 mm

流速： 0.4 mL/min

梯度： 25-80% 乙腈/10 min（含 0.1% 甲酸的水和乙腈）

温度: 25 °C

检测： DAD 260，80 参比=关
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雌二醇得到分离而炔雌醇和雌激素酮却没有得到分离。这可能是

因为 SB-C18 固定相上有暴露的硅醇基，或者是 SB-C18 固定相

上的二异丁基侧链提供了一定的结构选择性。这需要进一步的工

作去验证。Poroshell 120 Bonus RP 固定相几乎分离了全部 8 个

化合物。当使用乙腈为流动相时，提供了进一步方法开发的最佳

方法选项。

图 3，使用甲醇为流动相在略高温度（40 °C）下进行分离。此时，

两种 C18 固定相（Poroshell 120 EC-C18 和 Poroshell 120 SB-C18）

的分离特征基本相同。由于硅醇基作用，SB-C18 固定相上的保留

时间增加了。Poroshell 120 Bonus-RP 色谱图上有 3 个重叠的峰对，

使得用甲醇为流动相的方法开发存在困难。尽管如此，Poroshell

120 Phenyl Hexyl 固定相将 8 个化合物分开了，并且分离度大于基

线分离。

色谱条件

色谱柱： Agilent Poroshell 120，2.1 × 100 mm

流速: 0.4 mL/min

梯度： 40-80% 甲醇/14 min （含 0.1% 甲酸的水和甲醇）

温度: 40 °C

检测： DAD 260，80 参比=关

图 3. Agilent Poroshell 120 色谱柱用甲醇为流动相时对甾体的分离

0 2 4 6 8 10 12

0 2 4 6 8 10 12

0 2 4 6 8 10 12

0 2 4 6 8 10 12

mAU

0

50

100

150

mAU

0

50

100

150

mAU

0

50

100

150

mAU

0

50

100

150

Agilent Poroshell 120 EC-C18

Agilent Poroshell 120 SB-C18

Agilent Poroshell 120 Phenyl Hexyl

Agilent Poroshell 120 Bonus RP

1

3

2,5 6

4 7
8

1

3

2,5,6

4 7
8

1

1

3,2

3

7,8

7
8

4

2 5 6

6,4

5

峰编号

1. 氢化可的松

2. b 雌二醇

3. 雄烯二酮

4. 睾丸酮

5. 炔雌醇

6. 雌激素酮

7. 醋酸炔诺酮

8. 孕酮



小结

方法开发方案中使用同一梯度程序，将有助于快速解决分析中的

问题。本研究使用甾体为样品，展示了固定相和有机改性剂（例

如乙腈和甲醇）是如何影响选择性的。这种选择性可以用来优化

分离。本例中，广泛使用的 C18 固定相（如 Poroshell 120 EC-C18 

和 SB-C18）不能提供足够的分离度。利用互补选择性的色谱柱

（Poroshell 120 Bonus-RP 乙腈为流动相或 Poroshell 120 Phenyl

Hexyl）获得了更好的结果，可以应用到数千种样品的分离。
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Agilent Poroshell 120 固定相在黄油抗氧化剂分离中的选择性比较
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Rongjie Fu

安捷伦科技（上海）有限公司

应用简报
食品检测与农业
摘要
对 Agilent Poroshell 120 的各种固定相（包括 EC-C18、SB-C18、SB-Aq、Bonus-

RP 和 Phenyl-Hexyl）在九种人工抗氧化剂分离中的选择性进行了比较。然后
采用 Agilent Poroshell 120 SB-Aq 色谱柱并以水（含乙酸改性剂）和乙腈作为
流动相，对黄油样品中这些化合物的分析方法进行优化。该方法能够很好地
分离抗氧化剂，并适用于定量分析。
前言
油和脂肪等含不饱和脂肪酸的食品容易引起脂质氧化，导致食品酸败、出现
异味及其营养价值降低。通常将合成的抗坏血酸棕榈酸酯和酚类抗氧化剂加
入食品中以防这些不饱和脂肪酸发生氧化。相关部门允许使用一种或几种抗
氧化剂来增强食物的抗氧化功能，但过量摄入抗氧化剂可能对人体健康造成
一定的影响。例如，2,4,5-三羟基苯丁酮具有致突变作用，丁基羟基苯甲醚
和 2,6-二叔丁基-4-甲酚可能致癌，而没食子酸丙酯可能导致肾损伤 [1]。
欧洲和美国的监管机构规定了某些抗氧化剂的最高浓度，并禁止使用其他抗
氧化剂 [2]。因此，食品及食品成分中抗氧化剂的测定非常重要。表 1 列出了
最常加入食品中的九种抗氧化剂及其结构和缩写。
目前，中国采用一种标准 HPLC 方法来测定脂肪中的抗氧化剂。该方法使用
长 15-25 cm、内径 4.6 mm 并填充有 5 µm C18 键合二氧化硅颗粒的色谱柱，以
及由乙酸（洗脱液 A）和甲醇（洗脱液 B）组成的流动相。但是，该方法的
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分析速度相当慢，分析时间达到 30 分钟以上 [3]。脂肪
加工业的 QC 实验室正在寻求缩短分析时间的方法，因
为已经发现某些抗氧化剂于室温下会在溶剂中发生明显
降解。因此，出于经济实用性考虑，需要一种快速、准
确而稳定的方法。

表 1. 本研究所用的人工抗氧化剂
峰号 名称 CAS 结构
1 没食子酸丙酯 (PG) 121-79-9

2 2,4,5-三羟基苯丁酮 (THBP) 1421-63-2

3 2-叔丁基对苯二酚 (TBHQ) 1948-33-0

4 去甲二氢愈创木酸 (NDGA) 500-38-9

5 丁基羟基苯甲醚 (BHA) 25013-16-5

6 Ionox-100 88-26-6

7 没食子酸辛酯 (OG) 1034-01-1

8 2,6-二叔丁基-4-甲酚 (BHT) 128-37-0

9 没食子酸十二酯 (DG) 1166-52-5
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本应用简报介绍了使用配备 Poroshell 120 色谱柱的
Agilent 1290 Infinity 液相色谱仪分析黄油中的九种抗氧化
剂。实验中比较了各种固定相的分离选择性。由于
Poroshell 120 SB-Aq 色谱柱相比其他固定相具有更出色的
选择性和保留时间，因此选择该色谱柱进行方法开发，
然后对方法进行优化，使其适合分析各种黄油样品。



3

材料与方法
HPLC 分析采用 Agilent 1290 Infinity 液相色谱仪，该液相
色谱仪包括：Agilent 1290 Infinity 二元泵 (G4220A)、
Agilent 1290 Infinity 自动进样器 (G4226A)、Agilent 1290

Infinity 柱温箱 (G1316C) 和 Agilent 1290 Infinity 二极管阵列
检测器 (G4212A)。
色谱柱
Agilent Poroshell 120 EC-C18, 3.0 × 100 mm, 2.7 µm

（部件号 695975-302）
Agilent Poroshell 120 SB-C18, 3.0 × 100 mm, 2.7 µm

（部件号 685975-302）
Agilent Poroshell 120 SB-Aq, 3.0 × 100 mm, 2.7 µm

（部件号 685975-314）
Agilent Poroshell 120 Bonus-RP, 3.0 × 100 mm, 2.7 µm

（部件号 695968-301）
Agilent Poroshell 120 Phenyl-Hexyl, 3.0 × 100 mm, 2.7 µm

（部件号 695975-312）
用甲醇配制分析物浓度分别为 0.1 mg/mL 的混标储备液。
用乙腈:异丙醇 (50:50 v:v) 将储备液稀释成一系列浓度不
同的标准溶液以考察分析方法的线性，标准溶液的浓度
包括 0.2、0.5、1、2、5 和 10 ppm。
黄油从超市购得，分别产自美国、瑞士、澳大利亚和新
西兰。按照中国国家标准方法配制样品溶液 [3]。对于加
标样品，在萃取之前，加入溶于溶剂中的抗氧化剂储备
液。称取 1.0 g 黄油并加入 5.0 mL 乙腈饱和的正己烷进行
萃取。将该混合物涡旋混合以溶解黄油，向其中加入
10 mL 正己烷饱和的乙腈，再次涡旋混合 1 分钟，静置直
至发生分层。收集乙腈层，并采用正己烷饱和的乙腈再
次进行萃取。将收集的乙腈混合，并用氮气流浓缩至
1 mL 的体积，然后用异丙醇配制成 2 mL。使用安捷伦
0.2 µm 再生纤维素膜过滤器（部件号 5064-8222）对这些
溶液进行过滤，然后将其转移至自动进样器样品瓶中等
待进样。

结果与讨论
选择性比较
Poroshell 120 色谱柱填充表面多孔颗粒填料，具有类似
于亚 2 µm 颗粒的性能，而背压比填充亚 2 µm 颗粒的色
谱柱低 40%-50%。最近推出了可用于 Poroshell 120 色谱
柱的新型固定相，使这种色谱柱可通过改变选择性来进
行方法开发。
随后尝试采用各种键合相进行方法开发，证明可以由这
些色谱柱轻松获得不同的选择性。图 1 和图 2 为采用乙
酸:甲醇和乙酸:乙腈流动相的五种不同反相方法所得到
的叠加色谱图。除采用 Poroshell 120 Bonus-RP 色谱柱和
甲醇有机相这一条件外，所有色谱方法均获得了对称的
峰形。这可能是由 Poroshell Bonus-RP 键合相中嵌入的酰
胺基团引起的，流动相中含甲醇时，与酸性分析物具有
很强的氢键吸引作用。
五种色谱柱之间选择性的差异由键合相的差异造成，例
如键合类型、封端以及二氧化硅表面硅醇基的含量和类
型。影响选择性的其他因素（包括流动相组成、温度和
pH）在本研究中完全相同。这五种键合相均以 2.7 µm

Poroshell 120 表面多孔二氧化硅为基础。其中包括高度
封端的 EC-C18 色谱柱，可提供最佳的总体峰形；SB-C18

和 SB-Aq 未封端色谱柱，与硅醇基发生相互作用，并提
供 C18 固定相的可替代选择性；Bonus-RP，可提供独特
选择性的极性嵌入式胺类分析专用柱；以及 Phenyl-Hexyl

键合色谱柱，改善了对芳香族化合物的选择性。
采用乙腈/1.5% 乙酸作为流动相时，Phenyl-Hexyl 和 EC-

C18 色谱柱无法很好地分离峰 6 和峰 7。SB-C18 和 SB-Aq

均可分离所有九个峰，但 SB-C18 相比 SB-Aq 具有更长的
保留时间，且峰 6 和峰 7 之间的分离度较差。将流动相
改为甲醇:1.5% 乙酸时，所有色谱柱上的洗脱顺序均发生
变化，且若干峰的分离度较差，但 SB-Aq 仍可很好地分
离全部九种化合物。在 SB-Aq 色谱柱上对两种流动相进
行了仔细比较，采用乙腈:1.5% 乙酸能够使所有化合物获
得更出色的分离度和更高的性能。因此，选择 Poroshell

120 SB-Aq 并以乙腈:1.5% 乙酸作为流动相进行进一步方
法开发。
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图 1. 在选择性不同的各种 Agilent Poroshell 120 固定相上获得的乙腈:1.5% 乙酸中九种抗氧化剂的色谱图
条件，图 1

洗脱液：                    A 1.5% 乙酸，B 乙腈
进样量：                    2 µL 10 ppm 混合物，溶于 10% 甲醇中
流速：                         0.6 mL/min

梯度：                          时间 (min)                              %B

                                       0                                               25

                                       0.5                                            25

                                       5                                               80

                                       8                                               80

柱温：                         40 °C

检测器：                    UV，280 nm
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图 2. 在选择性不同的各种 Agilent Poroshell 120 固定相上获得的甲醇:1.5% 乙酸中九种抗氧化剂的色谱图
条件，图 2

洗脱液：                    A 1.5% 乙酸，B 甲醇
进样量：                    2 µL 10 ppm 混合物，溶于 10% 甲醇中
流速：                         0.6 mL/min

梯度：                          时间 (min)                              %B

                                       0                                               40

                                       1                                               40

                                       5                                               80

                                       8                                               80

柱温：                         40 °C

检测器：                    UV，280 nm



6

在 Poroshell 120 SB-Aq 上的方法开发
方法应按照上文有关 Poroshell 120 SB-Aq 和乙腈:1.5% 乙
酸流动相的描述进行调整，但实际样品（黄油）比标准
品更复杂。在处理黄油中的干扰组分时，为获得良好的
分离，可调整梯度以使目标抗氧化剂获得理想的分离度。

图 3 显示了在改进的梯度下，九种 10 ppm 抗氧化剂所得
到的色谱图。所有化合物都具有对称的峰形，最后一个
峰的洗脱时间从原梯度下的 5.2 分钟延长至 8.5 分钟。实
际样品分离必须使用稍长一些的梯度，以获得理想的
分离。

图 3. 采用 Agilent Poroshell 120 SB-Aq 色谱柱分离 10 ppm 标准品所得到的色谱图
条件，图 3

洗脱液：                     A 1.5% 乙酸，B 乙腈
进样量：                     2 µL 10 ppm 混合物，溶于 50% 乙腈/50% 异丙醇中
流速：                          0.6 mL/min

梯度：                          时间 (min)           %B

                                       0                            10

                                       9                            75

                                       10                          95

停止时间：                 15 分钟
柱温：                          40 °C

检测器：                     UV，280 nm
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利用紫外检测器在 280 nm 下得到的线性相关系数和检测
限 (LOD) 数据如表 2 所示。所有九种化合物的线性系数
均非常出色。在信噪比为 3 的情况下计算得到 LOD。所
有抗氧化剂的 LOD 均小于等于 0.1 ppm。这相当于黄油样
品中的 0.2 mg/kg 左右或更低。
稳定的保留时间对于准确鉴定复杂食品基质中的分析物
至关重要。图 4 显示了对 1 ppm 混标进行八次连续进样
所得到的叠加色谱图。所有峰的保留时间均具有良好的
重现性，在 Poroshell 120 SB-Aq 色谱柱上进行八次重复进
样所得的峰保留时间的相对标准偏差均小于 0.1%。

图 4. 采用 Agilent Poroshell 120 SB-Aq 色谱柱对 1 ppm 标准品进样八次所得到的叠加色谱图。条件与图 3 相同

表 2. 九种抗氧化剂的线性相关系数和理论 LOD

编号 名称 校准曲线 范围
(ppm)

相关
系数

LOD 

（信噪比 = 3）
(ppm)

1 PG Y = 9.144X +0.936 0.2-10 0.9997 0.046

2 THBP Y = 10.075X + 1.028 0.2-10 0.9998 0.039

3 TBHQ Y = 2.815X + 0.309 0.2-10 0.9997 0.074

4 NDGA Y = 3.659X +0.306 0.2-10 0.9997 0.111

5 BHA Y = 2.631 X +0.330 0.2-10 0.9997 0.082

6 OG Y = 5.796 X +0.550 0.2-10 0.9997 0.037

7 Ionox-100 Y = 1.132 X + 0.130 0.2-10 0.9994 0.200

8 DG Y = 5.208X + 0.112 0.2-10 0.9995 0.090

9 BHT Y = 1.709 X +0.463 0.2-10 0.9992 0.118

0 2 4 6 8 10 12 min
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对五种不同黄油的萃取物（图 5）和 1 ppm 加标黄油
（图 6）进行分析，以考察系统适用性。将样品与 1 ppm

加标样品的色谱图进行比较，可以看到黄油基质中的额
外峰，但对标准峰仅产生了几个干扰峰。例如，峰 3 在
未加标的样品 1 和样品 5 中难以区分，而峰 9 则在未加

图 5. 采用 Agilent Poroshell 120 SB-Aq 色谱柱分离五种不同的黄油。条件与图 3 相同

标样品 2 中难以区分。尽管存在一些干扰物质，但使用
该 HPLC 方法仍可测量黄油中 ppm 级抗氧化剂的含量。
如果需要较低含量的 LOD，三重四极杆质谱仪将是更理
想的检测器选择。
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结论
Agilent Poroshell 120 色谱柱填充表面多孔颗粒填料，具有
类似于亚 2 µm 颗粒的性能，而背压比填充亚 2 µm 颗粒的
色谱柱低 40%-50%。最近推出的 Poroshell 120 色谱柱的新
型固定相使它们能够通过多种化学键合相提供独特而不
同的选择性，适用于方法开发过程。
将 Poroshell 120 SB-Aq 与 Agilent 1290 Infinity 液相色谱仪
结合使用，开发出一种用于测定黄油中抗氧化剂的快速
分析方法。分析时间可缩短至 15 分钟，仅为传统 5 µm

色谱柱分析时间的三分之一。对黄油样品和加标黄油样
品进行萃取，并考察系统适用性。最终获得了 ppm 级的
满意结果。所开发的方法适用于食品行业的 QC 实验室
对黄油中的抗氧化剂进行分析。
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更多信息
这些数据仅代表典型的结果。有关我们的产品与服务的
详细信息，请访问我们的网站 www.agilent.com。

图 6. 采用 Agilent Poroshell 120 SB-Aq 色谱柱分离加入 1 ppm 标准品的五种不同的黄油。条件与图 3 相同
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