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摘要
在制备型液相色谱中成功使用大直径色谱柱，需要将高质量填料与合适的色谱柱硬件结
合。本文讨论了如何在 Load & Lock 柱上装填 YMC Prep C18 10 µm 填料，以获得稳定的
柱床，同时使柱效达到不低于 30000 理论塔板数/米。

介绍

DAC 技术和安捷伦台式 1 英寸、2 英寸和 3 英寸 Load & Lock 柱
动态轴向压缩 (DAC) 是制备和工业色谱柱的特色技术之一，其通过可移动活塞不断向色
谱床施加设定的压力，可确保理想的装填密度和色谱性能。这种设计之所以可以获得更
大的理论塔板数，是因为它可以避免柱床形成空隙。由于色谱柱是自装填的，因此可以
使用任何类型的填料（包括小颗粒 (10 µm) 填料），并且可以通过加入不同数量的填料来
调整 DAC 色谱柱的长度。

安捷伦高性能台式 Load & Lock 柱和可移动装柱机提供了有利于高性能应用的理想硬件。
它们专为装填各种内径（1 英寸、2 英寸和 3 英寸）的色谱柱而设计，可以在动态或静态
“锁定”轴向压缩（DAC 或 SAC）模式下运行。在 DAC 模式下，填充床在使用时在设定
的压力下被持续压缩；在 SAC 模式下，色谱柱由活塞上的锁扣固定以确保柱床稳定。

一种在 Load & Lock 柱上装填 C18  
填料的方法
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实验仪器
实验采用的主要仪器设备如下：Agilent 1260 Infinity II 制备泵 
（部件号 G7161A）；Agilent 1260 Infinity II 制备型自动进样器 
（部件号 G7157A）；Agilent 1260 Infinity II VWD（部件号 G7114A）， 
其配备 3 mm 光程的流通池（部件号 G7114A#022）；Agilent 1260 
Infinity II 柱架（部件号 G9328A）；Agilent 1260 Infinity II 基于阀
的制备型馏分收集器（部件号 G7166A）。

YMC Prep C18 散装填料
YMC Prep C18 10 µm 散装填料的主要指标如下表 1 所示。

表 1. YMC Prep C18 10 µm 散装填料指标

键合相 孔径 pH 范围 碳载量

C18 120 Å 2.0–10.0 20%

一种在安捷伦 2 英寸 Load & Lock 柱上装填 YMC Prep C18 
10 µm 填料的方法
将 Load & Lock 柱硬件与 YMC Prep C18 填料相结合，开发出一
种在 Load & Lock 柱上装填 YMC Prep C18 10 µm 填料的方法。
通常，DAC 柱的安装和卸装过程（如图 1 所示）包括五个步骤：

 – 准备匀浆液

 – 转移匀浆液

 – 压缩和装柱

 –  使用过程中保持压力（就 DAC 模式而言；在 SAC 模式下，则
在压缩后锁定柱活塞，释放液压）

 – 卸装柱子

准备匀浆液
1 2 3 4 5

    转移匀浆液    压缩和装柱   使用中保持压力    卸装柱子  

图 1. 装填和卸装 DAC 柱

使用装柱机，在 Load & Lock 2 英寸柱上装填和卸装 YMC Prep 
C18 填料的详细过程如下所述。

准备匀浆液

计算填料重量
根据要装填的色谱柱直径 (ID) 和长度 (L)，按照以下公式 (1) 计算
色谱柱体积 (Vcol, mL)：

(1)Vcol = (ID
2 )2

∙  π ∙ L

本实验计划装填的色谱柱直径为 2 英寸 (5 cm)，且柱长为 25 cm， 
因此色谱柱体积计算结果如下：

Vcol = ( 5
2 )2

× 3.14 × 25 = 490 (mL) 

然后，利用以下公式 (2) 计算填料重量 (m)：

(2)m = Vcol ∙  p

根据经验，C18 填料的填充密度约为 0.6 g/mL。因此，装填内径 
2 英寸、柱长 25 cm 的色谱柱时所需的预期填料重量为：

m = 490 × 0.6 = 294 (g) 

制备匀浆液
填料匀浆液必须在适当的溶剂中进行制备。针对硅胶基质填料，
推荐的首选匀浆溶剂为异丙醇 (IPA)。固定相在溶剂中的浓度一般
为 1 g 固定相对应 2 mL 匀浆溶剂。

在本实验中，通过将 300 g YMC Prep C18 10 µm 填料缓慢分散
到 600 mL IPA 中，同时手动搅拌（注：为避免填料颗粒破碎，
切勿使用磁力搅拌器），制得匀浆液；然后轻轻摇动匀浆液，得
到均匀的溶液；使用前，对匀浆液进行大约 5 min 的超声处理。

转移匀浆液

2 英寸 Load & Lock 柱配置如图 2 所示。

 
         装柱机上的 2 英寸 L&L 柱 独立的 2 英寸 L&L 柱

图 2. 2 英寸 Load & Lock 柱配置
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在将匀浆液转移到柱中之前，用 IPA 冲洗活塞密封件；然后将活
塞头组件装入 Load & Lock 柱的底部，并堵塞柱入口；然后将均
匀的匀浆液快速倒入组装好的柱子中，将出口法兰固定在柱顶
部，并将柱出口管线放入废液容器中。装柱过程应尽可能快地进
行，以免填料沉降。

压缩和装柱

装柱使用的活塞压力约为 1000 psi。对于 2 英寸 Load & Lock 
柱，由于液压与活塞（或机械）压力之比为 1.5:1.0，因此为达到 
1000 psi 的活塞压力，将液压设置为 1500 psi。

压缩过程包括两个阶段：第一阶段，将空气从柱子中排出；第二
阶段，压缩柱中的填料。保持柱床压力恒定，直到没有装柱溶剂
流出，此时液压泵完全停止工作。

装柱完成后，锁紧锁环并测量柱床长度。在本实验中，在 2 英寸 
Load & Load 柱中，在 1000 psi 下装填 300 g YMC Prep C18 10 µm 
填料，获得的柱长为 27 cm。

根据上述公式 (1) 和 (2)，计算出 YMC Prep C18 10 µm 填料的实
际装填密度为 0.566 g/L。下表 2 显示了本实验中装填 300 g 填料
所获得的柱长结果：

表 2. 在 2 英寸 Load & Lock 柱上装填 YMC Prep C18 10 µm 填料

内径 2 英寸

装柱压力 1000 psi

填料重量 300 g

柱长 27 cm

装填得到的柱子即可投入使用。

在运行实际样品之前，首先对柱效进行测试。在测试时，将装填
的柱子连接至制备型 HPLC 系统，并用 80:20 ACN:H2O (v/v) 以 
50 mL/min 的流速冲洗，直到柱子完全平衡。具体测试条件如下 
（在 DAC 模式下）：

柱子： 27 cm 长 YMC Prep C18 10 µm L&L 柱

流动相： 80:20 ACN:H2O (v/v)

流速： 118 mL/min

样品： 约 1% 甲苯

进样体积： 约 500 μL

检测波长： 254 nm

柱效测试所得到的色谱图如下图 3 所示。在 27 cm 长的柱上获得
的理论塔板数为 10663。因此，使用上述装填程序，可获得不低
于 30000 理论塔板数/米的柱效。
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图 3. YMC Prep C18 L&L 柱（27 cm 长）的柱效测试结果

柱效测试也可以通过使用其他方式来确定。

使用过程中保持压力

柱子装填好以后，可在动态轴向压缩 (DAC) 模式或静态轴向压缩 
(SAC) 模式下使用。

在 DAC 模式下，在使用过程中装柱机持续提供液压，期间泵通常
工作一到两次，表明柱床正在缓慢重组和稳定，活塞相应地向上
移动一小段距离以消除柱空隙。

在 SAC 模式下，液压被释放，色谱柱由锁环固定以保持色谱床的
稳定性，可以从装柱机上取下柱子以独立使用。

卸装柱子

当柱压力过高或柱效降低时，需要卸装柱子。在卸装柱子之前，
首先用装柱溶剂（本实验中使用 IPA）冲洗柱床，使填料为下一
次装填做好准备。卸装柱子时，必须再次将其固定在装柱机上，
然后拆下柱顶部的法兰，向上移动活塞，以将填料从柱中推出。

如果柱头的部分填料受到污染，则用新填料替换。如果使用干净
的筛板重新装柱后，柱压力仍然很高，则表明部分填料已破碎，
需要通过与特殊溶剂混合以使填料沉降，并吸出上清液部分来去
除细颗粒。如果该操作不起作用，则需使用新填料。
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结论

本应用指南介绍了一种在 Load & Lock 2 英寸柱上装填 YMC Prep 
C18 10 µm 填料的方法。YMC Prep C18 10 µm 填料表现出足够
高的机械强度，可以在装柱操作压力下使用。通过该方法可获得
不低于 30000 理论塔板数/米的柱效。
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