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1

合成化学家、生物学家或工程师的工作之一是研究特定化合物的影响。为实现这
一目标，您需要处于所研究领域的前沿。因此，您通常会发现在那些无关核心竞
争力却对工作流程非常重要的任务上您能够投入的时间很少。化合物的分离与纯
化正属于此类任务。

当目标化合物并非纯品时，就需要将其纯化。可能的情形包括在化合物的多步合
成中使用纯化作为过渡步骤，或当合成过于复杂和繁琐时从天然产物中分离化合
物。需要利用纯化技术的其他情形包括（例如）快速色谱无法实现所需的纯度或
结晶过程未达到预期时。

实际上，最初人们开发液相色谱方法就是为了分离纯化合物，它推动了分离科学
在二十世纪的发展，与天然产物和新合成途径的开发密不可分。由于用作药物、
农用化学品或保健品的高价值化合物的需求量日益增长，因此需要不断努力优化
纯化工艺。

如今，制备型色谱不再基于臆测，而是有了一整套完备的理论体系作为坚实基
础，遵循这些规律即可获得最优的结果。筛选适当的起始条件、优化分离速度、
收率和纯度是重要考虑因素。所需的样品通量决定了优先级：要使少数几种不同
样品获得高收率有待优化收率，而要处理毫克级的大量不同样品则需要适当的自
动化。

现在，不必花费大量的时间研读文献即可开始制备型液相色谱操作变得异常重
要。尽管基础导论无法替代论述制备型液相色谱的教科书全面介绍理论背景，但
是本出版物将在教科书与提供如何获得最优结果的具体指导的常规系统用户文档
之间建立桥梁。

引言



5

分析型液相色谱和气相色谱是首选的纯度测定技术，也是确定纯化工艺进程时不
可或缺的工具。在阅读本基础导论之前，最好先熟悉这些技术。其中还包括选择
适当的色谱柱固定相的相关概念，其为液相色谱方法开发的一部分。

在此，我们希望提醒那些已经非常熟悉分析型液相色谱的人士。在制备型色谱
中，优化速度、纯度和收率时存在其他的规则和优先级。因此，我们希望本基础
导论能为关注化合物高效纯化的人士提供帮助。

2

在本基础导论中，我们介绍了制备型液相色谱的基本原理，描述了纯化系统的组
成，讨论了馏分收集的策略，并提供了一些针对常规纯化任务的实用解决方案。

我们首先重新定义了分析型与制备型液相色谱之间的差异，并非从传统的色谱柱
尺寸或流速角度定义，而是从特定应用的现代解决方案的角度进行定义。

前言
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符号
A 吸光度 [AU]
c 浓度 [mol/L]
d 光程 [cm]
dA 分析柱直径 [mm]
dP 制备柱直径 [mm]
ελ 摩尔消光系数
fa,A 分析型系统的实际流速 [mL/min]
fp,P 制备型系统的建议流速 [mL/min]
k 保留因子
ke 保留因子效率
LA 分析柱长度 [mm]
LP 制备柱长度 [mm]
N 理论塔板数
pA 分析型系统的色谱柱粒径 [µm]
pP 制备型系统的色谱柱粒径 [µm]
tR 保留时间 [s]
tD,A 分析型系统的驻留时间 [s]
tI,A 分析型系统通用梯度的初始保持时间 [s]
tc,A 分析型系统的过柱时间 [s]
tD,P 制备型系统的驻留时间 [s]
tI,P 制备型系统梯度的初始保持时间 [s]
tc,P 制备型系统的过柱时间 [s]
vD,A 分析型系统的驻留体积 [mL]
vc,A 分析型系统的色谱柱死体积 [mL]
vD,P 制备型系统的驻留体积 [mL]
vinj,A 分析型系统的进样量 [µL]
vinj,P 制备型系统的进样量 [µL]
wh 半峰宽（采用时间单位）[s]

缩写词
DAC 动态轴向压缩
DMF 二甲基甲酰胺
DMSO 二甲基亚砜
EIC 提取离子色谱图
id 内径
IPA 异丙醇
SAC 静态轴向压缩
TIC 总离子流色谱图

4 符号与缩写
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制备型液相色谱原理与实践
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本章将介绍制备型液相色谱 (LC)，首先明确区分制备型与分析型 LC，然后讨论了
实验室从混合物中富集或纯化目标化合物时所面临的不同优先级问题。

凡是对研究化合物或生物衍生分子混合物感兴趣的科学家或工程师，都需要使用
到分析型液相色谱这类标准技术。通过色谱分离和选择性检测混合物的组分可以
对此类混合物进行全面的定性或定量分析。

相比之下，采用和配置制备型 LC 主要是为了从混合物中富集或纯化目标化合物
以开展进一步研究或用于商业用途。几百年来，人们已开发出多种吸附方法用于
提取和富集有价值的物质。到 20 世纪末，食品和制药行业中对于极高纯度化合
物的需求促进了制备型 LC 技术的发展。

如果用一句话描述分析型液相色谱和制备型液相色谱之间的差别，那么可以这 
样说：

“在制备型  LC 中，分离得到的化合物被收集到各个容器中以进
一步处理；而在分析型  LC 中，实验室分离得到的化合物只是简
单地分流入废液瓶或利用破坏性检测技术直接销毁！”

基于色谱柱规格或流速区分分析型与制备型色谱的传统做法不再适用。

5.1  
 区分分析型与制备型液相 
色谱

5 制备型液相色谱简介 



11

分析我们的通用描述可以看到，制备型 LC 的用途相当广泛。制备型 LC 完全与流
速无关，它用于收集痕量蛋白质馏分时，既可采用每分钟纳升或微升的流速，也
可采用较高的流速进行工业级蛋白质纯化。

在本基础导论中，我们重点介绍制备型液相色谱，这是一种简单而先进的技术，
用于从混合物中分离和提取一种或多种目标化合物。混合物样品分批通过包含固
定相吸收层的柱管。该过程将混合物分离为各种组成成分。然后，从洗脱液中收
集目标化合物。

当仅有少量原材料可用于（例如复杂天然产物混合物）收集时，可采用极低流速
（纳升或微升范围内）的制备型液相色谱，这种技术有助于在生命科学领域获得
新发现。

相比之下，每分钟若干升的高流速常用于高价值化合物的生产工艺。由充分了解
色谱的经验丰富的工艺工程师执行精确的放大流程并严格控制手动馏分的收集可
获得数公斤纯品，其潜在市值达数百万美元。

药物开发或农用化学品研究实验室中的合成化学家一直专注于保持样品通量、收
率与纯度之间的平衡。粗品的进样量通常为 100–500 mg。在重要的制药实验室
中，通常每套系统每天要纯化 50–100 种不同的样品。系统的高度自动化使得非
专家级色谱工作者也能在自助纯化实验室中纯化宝贵的样品。 

5.2  
 设置化合物纯化的优先级
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为确保每位化学家都能快速、可靠地纯化样品并能够继续开展合成工作，系统必
须高度稳定。要处理大量不同的样品，除非工艺能够实现自动化，否则不可能单
独优化各个纯化参数[1-4]。

在工艺开发中，化学家和工程师主要关注数克到数千克中间体、精细化学品或生
物化合物的中试纯化。需要重复纯化大量的同一种化合物时，值得彻底优化调整
工艺流程。因此，经验丰富的色谱工作者会谨慎制定各种化合物的放大工艺。常
见的做法是采用最优梯度，并通常手动控制馏分的收集。纯化的化合物通常很昂
贵，尽管每套系统每天获得的纯化样品量很少，但产品的价值却可能很高。因
此，高效的纯化工艺是延续高收益商业模式的必备条件。

分离复杂样品（例如生物基质中的代谢物）时，色谱分离度具有最高的优先级。
为应对这些挑战，需要采用填充 3–5 µm 颗粒甚至亚 2 µm 颗粒的 4.6 × 150 mm 
色谱柱，且色谱条件应与典型分析型分离所用的条件相近或相同。利用缓慢的梯
度与交叉污染低的自动进样器和馏分收集器相结合，可确保分离得到的化合物具
有极高的纯度和回收率。通常，粗品的浓度很低。因此，必须从大体积的稀释样
品（如尿液）中富集目标化合物，或以最高的收率从少量生物组织中回收目标化
合物。
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制备型液相色谱纯化操作的第一步是分析型分离。首先，我们需要确认样品中存
在目标化合物。然后，必须评价从样品中回收的目标化合物的估计量是否值得进
行后续纯化工作。本章将详细介绍分离柱，提供基于纯化要求的色谱柱选择决策
标准。

需要在特定时间内回收的纯物质量决定了分离柱的规格，这些规格反过来又决定
了纯化系统的规模。例如，如果分析柱的规格能够提供所需量的纯物质，那么需
要做的只是在分析型系统中增加馏分收集器。

每天或每周不同样品的数量决定了纯化系统需要达到的自动化程度和规模。每天
处理大量不同的样品时，最好为所有样品创建通用的方法，从而以最短的时间完
成方法优化，此时需要采用自动进样。

纯化大量的同一种化合物时需要对收率和纯度进行优化，在需要定期纯化同一种
目标化合物时更是如此。在此情形下，我们甚至可以考虑选用较廉价的方法。如
果很少需要大量的纯化合物，那么重复进样少量样品将是一种可行的解决方案。

6.1  
选择分离柱

6 色谱柱选择的关键因素
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图 1 显示了制备型 LC 通常采用的各种色谱柱尺寸下推荐的流速和样品量一览。
特定的纯化范围对应于粗产物的量，而与纯度或收率无关。

94–236
mL/min  
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mL/min 

 

4–10
mL/min 
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图 1. 对于常用的色谱柱尺寸，推荐的流速（单位 mL/min）和样品量一览（单位 mg）

通常，粗品的量可以为吸附剂重量 0.1%–1.0%。推荐值是基于密度为 0.6 g/mL 
的反相吸附剂，适用于柱长或柱床长为 150 mm 的色谱柱。一根 21.2 × 150 mm 
色谱柱中包含约 32 g 吸附剂。

让我们先看看这个关于科学家常见要求的例子：“我希望每次进样都能纯化 100 mg 
的原材料。您能够推荐哪种色谱柱规格和流速？”

图 1 中的推荐值表明使用粒径 5–10 µm、内径 21.2 mm 的色谱柱能够满足这一要
求，它能够使大多数纯化任务获得良好的结果。需要 50–250 mm 的柱长才可满足
所需的进样量。选择合适长度的 21.2 mm 内径色谱柱的一项简单规则是：50 mm 
用于 50 mg；250 mm 用于 250 mg。
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如果分离过于困难，则需要减少粗品进样量或增加固定相的量。减少进样量时，必
须首先减少进样体积，然后再降低浓度。增加固定相的量可通过增加色谱柱直径
和/或柱长实现。

就流速而言，一条实用的经验法则是对于 21.2 × 100 mm 色谱柱，可以从 4.6 mm 
内径分析柱的典型分析流速 1 mL/min 放大至 21 mL/min，这个数字反映了文献中
已有报道的放大公式。当需要获得较短的梯度时间或提高每日通量时，流速可增
加至最高 42 mL/min，此时通常不会造成纯度或回收率发生显著下降。

内径 30 mm 以上、长度 50 mm 或更长的大型吸附剂床层因为受到不断变化的压
力、流速、温度或其他洗脱液特性等色谱条件，趋向于随时间不断沉降。如果色
谱柱未经妥善、谨慎处理，则运输会成为引起沉降的另一个根源。

在色谱柱装填工艺中，使用轴向压缩将吸附剂颗粒压成紧实的填充床，从而维持
柱床的稳定性。在色谱柱装填技术中会用到两种不同的轴向压缩：静态轴向压缩
和动态轴向压缩。在静态轴向压缩 (SAC) 中，压缩柱床时，压杆被锁扣固定于稳
定的位置。相比之下，动态轴向压缩 (DAC) 则在色谱柱装填过程中保持吸附剂床
层承受恒定的压力。

一般来说，粒径范围 5–10 µm 的球形颗粒吸附剂能够承受较大的压力，适合大
规模纯化应用。对于此类吸附剂，诸如 Agilent Load & Lock 色谱柱等制备型液相
色谱柱采用 SAC 或 DAC 模式均可，参见图 2。

相比之下，对于 10 µm 或更大的粒径或者动态压缩容易损坏吸附剂的情况，推荐
使用静态压缩。例如，300 Å 填料颗粒在动态压缩常见的液压循环过程容易碎裂
为所谓的“细颗粒”。其他例子包括不规则形颗粒或生物应用中的易碎凝胶。

6.2  
选择大规模制备柱

图 2. Agilent Load & Lock 色谱柱具有内径 
1、2、3 英寸三种规格。装填工作站便于在 
SAC 和 DAC 模式下操作
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当所需的化学键合相可以散装形式得到时，也可选用 SAC/DAC 色谱柱。此类化
学键合相在受到污染影响峰形或吸附剂床层受损时通常可以回收利用。可以取出
色谱柱中的填料，清洁并重新装填。装填 Agilent Load & Lock 色谱柱简单易学，
稍加练习就可获得每米 30000 以上的塔板数。

如果 SAC 填充柱中以分离度衡量的分离效率开始下降（例如由于床层磨损），
Agilent Load & Lock 色谱柱只需重新压缩即可。操作过程中，将色谱柱放到装填
工作站上，重新压缩色谱柱，然后重新锁定固定装置。

6.2.1 选择压缩系统
SAC 和 DAC 色谱柱需要通过压缩系统完成装填和拆卸操作。理想情况下，一套
系统可用作内径为 1、2、3 英寸的三种实验室级色谱柱的在线装填工作站。装
填工作站应当包括双作用液压缸，其通过气动恒压液压泵控制。它应当便于执行
静态和动态轴向压缩。需要采用气压为大约 6 bar (90 psi) 的压缩空气源驱动液 
压泵。

液压组件，包括泵、储液槽、液压缸、控制面板和色谱柱连接固定装置，都应当
安装到移动单元上。典型的轴向压缩色谱柱采用与色谱柱同轴垂直安装的单个液
压缸。但是，在平行于色谱柱轴的色谱柱两侧安装两个液压缸更加有利，这样的
配置便于使用直径较小的液压缸并降低缩回状态的总高度。在地面空间和门的尺
寸有限制的实验室环境中使用和操作此类大尺寸设备时，系统的移动性和降低高
度的设计是重要的考虑因素。 
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6.2.2 装填 SAC/DAC 柱
根据柱床物理长度或所需的吸附剂量，可采用不同的方法装填 Agilent Load & 
Lock 色谱柱。快速装填法和吸入法是在此类色谱柱中装填高性能吸附剂的两种 
方法。

最常用的方法是快速装填或料浆法，该法能够利用可用柱床长度的 60% 或更少。
在该方法中，无需使用储液槽。将匀浆液注入色谱柱，连接端盖，并通过液压除
去匀浆液溶剂。达到压缩压力时，压缩活塞将锁定到位。该装填方法需要花费数
分钟，无残留且能利用所有吸附剂。

吸入法或缓慢装填法通常利用整个可用的柱长，最高能够达到色谱柱体积的 90%。
因此，该方法需要在色谱柱上方添加塑料储液槽，以存放较大体积的填充匀浆
液。注入一份匀浆液，然后通过从底部真空抽吸除去溶剂。柱床干燥后，切除色
谱柱顶部任何多余的树脂，连接端盖并压缩柱床。达到压缩压力时，压缩活塞将
锁定到位。使用该方法装填色谱柱所需的时间取决于柱长、吸附剂类型、匀浆液
溶剂类型和可用真空条件。所需时间为 30 分钟到数小时不等。柱床承受的液压
与机械压力之比列于表 1 中。

表 1. 吸附剂床层承受的液压与机械压力之比（C18 吸附剂，填充柱床密度 0.59 g/mL）

色谱柱内径

1 英寸 (27 mm) 2 英寸 (50 mm) 3 英寸 (75 mm)

机械压力 [psi] 1000 1000 1000

液压压力 [psi] 400 1500 3000

液压压力/机械压力比值 1:2.5 1.5:1 3:1
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分析型液相色谱系统只需增加馏分收集器即可用于纯化。正因如此，分析型与制
备型液相色谱系统从溶剂输送到检测具有基本相同的流路。溶剂输送系统利用溶
剂瓶中所包含的溶剂生成洗脱液混合物。要达到高流速，溶剂供给部分需要进行
大量的投资。出于安全考虑，大量溶剂通常储存在实验室以外的地方。适当尺
寸的中间储存装置可确保为实验室中的泵正常供给溶剂。连接自动进样器、切换
阀、色谱柱、检测器及最终馏分收集器的管线必须经过优化。如果管线尺寸过
大，则会发生更多的扩散，而反压保持在极低水平。相比之下，如果管线尺寸过
小，则可能出现相反的情况。每个组件都会影响纯化系统的总体性能。

7

图 3. Agilent 1290 Infinity II 自动制备型 LC/MSD 系统

InfinityLab 液相色谱/
质谱检测器 (LC/MSD)

Agilent 1260 Infinity II 
四元泵

Agilent 1290 Infinity II
制备型二元泵

Agilent 1260 Infinity II 
可变波长检测器

Agilent 1260 Infinity II 
二极管阵列检测器 Agilent 1290 Infinity II 

制备型柱阀箱

Agilent 1290 Infinity II 制备型
Open-Bed 进样器/收集器

制备型液相色谱系统的组成
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7.1.1 溶剂梯度的低压混合
在该溶剂输送方法中，洗脱液组成由比例阀控制，并在进泵腔加压之前在混合室
中进行低压混合。对于高达 10 mL/min 的流速，必须使用真空脱气对溶剂进行脱
气。对于更高的流速，通常采用氦气吹扫。但是，使用氦气吹扫难以从较大的储
液罐中直接通过管线为泵加液。在这种情况下，可以使用市售的外部真空脱气装
置。低压混合相比于高压混合的优势在于投资成本较低，能够得到四元梯度，且
能够灵活地向洗脱液流中直接添加改性剂。半制备型低压混合系统的主要缺点在
于驻留体积较大且存在脱气问题，两者均可导致梯度性能变差。

7.1  
溶剂输送

图 4. Agilent 1290 Infinity II 制备型二元泵

比例阀

脱气单元

阻尼器

伺服驱动的
串联式双活塞

 泵
自动进样器

图 5. 用于低压梯度混合的溶剂输送系统的示意图，显示了脱气单元、比例阀和泵腔
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7.1.2 溶剂梯度的高压混合
另一种方法是在每个溶剂通道中使用专用的泵，其采用程序设定的流速和组成输
送各种溶剂，以获得所需的梯度。在高压侧进行混合，由此混合过程会成为追求
高色谱性能的一个限制因素。通常在被动混合器中使用筛板或不锈钢球，而旋转
搅拌器则用于主动混合器。在高压下混合时，只要洗脱液在穿过检测器的流通池
之前维持在最低约 3 bar (40 psi) 的压力下，通常就不必再进行溶剂脱气。由流通
池出口或附加的反压调节阀所引起的反压可防止检测过程中气泡排出。

脱气单元

混合器

阻尼器阻尼器

自动进样器

通道 B通道 A

 泵

图 6. 用于高压梯度混合的溶剂输送系统的示意图，显示了用于生成二元洗脱液梯度的两个溶剂通道
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在制备型 LC 中，注入系统的样品数量和样品含量会发生显著变化。因此，我们
需要考虑采用手动进样技术以及自动液体进样器（也称为自动进样器）和进样
泵，作为将样品转移到流路中的备选技术。自动进样器可采用两种不同的设计方
案：流通式进样针和固定定量环。

7.2.1 采用流通式进样针设计的自动进样器
利用流通式进样针可轻松处理各种进样体积，将样品定量环注满时通常不会损失
样品。但是，该设计的缺点是样品定量环和计量装置的尺寸带来的驻留体积较
大。这个不足在分析型与制备型进样模式之间切换时非常突出。但是，流通式进
样针技术便于简化工作流程，且能够避免进样步骤不当引起样品损失。图 8 显示
了洗脱液流过进样针到达色谱柱的过程。

要注入高达数毫升的样品时，可以增加针座与切换阀之间针座毛细管的容量。这
一增加的体积可作为缓冲区用于容纳从样品容器中抽取的多份样品，该过程可称
为多次抽取方法。提高针座毛细管的体积必然会增加驻留体积。但是，切换为旁
路模式即可缓解这个难题，如下文所述。

图 8. 当自动进样器处于主通道时，泵送的洗脱液流过切换阀、计量装置、进样定量环、进样针和针
座，然后再经过阀到达色谱柱

7.2  
样品引入

3

5 

6 1 

2

4 

进样定量环

废液

计量装置

针座

泵

自动进样器

色谱柱
图 7. Agilent 1290 Infinity II 制备型 
Open-Bed 进样器/收集器
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在进样周期开始时，将切换阀移至旁路模式，将泵送的洗脱液直接转移到色谱
柱。这样在上样时使计量装置、进样定量环和进样针不在进样前处理流路中，参
见图 9。

图 9. 当自动进样器处于旁路模式时，泵送的洗脱液流直接转移到色谱柱，取样不经过计量装置和进样针

切换到流路之外后，将进样针从针座中提起并降入样品容器中。抽回计量装置的
柱塞杆，使样品经过进样针进入进样定量环中，参见图 10。

图 10. 抽取样品，使其经过进样针进入进样定量环中

3
5 

6 1 

2
4 

针座

进样定量环

废液

计量装置

泵

自动进样器

色谱柱

3
5 

6 1 

2
4 

计量装置

针座

样品瓶

进样定量环

废液

泵

自动进样器

色谱柱
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向进样定量环中转移所需量的样品后，将进样针从样品容器中提起并降至针座
上。这时使切换阀返回“主通道”，将样品从定量环中输送出去，经过进样针到
达色谱柱，参见图 11。

图 11. 切换回主通道，将样品输送到色谱柱中

为减小驻留体积，我们建议将样品转移到色谱柱后立即返回旁路模式。某些仪器
提供进样器程序或方法选项，以在一定的冲洗时间后切换到旁路；其他仪器则没
有这些功能。在任何一种情况下，精确计算转移样品所需的时间以免部分样品残
留于阀或毛细管中都是非常重要的。

7.2.2 采用固定定量环设计的自动进样器
与要求采用分析型和制备型进样量的系统（在交替运行模式下）配合使用时，采
用流通式进样针设计的自动进样器样品定量环尺寸将会对驻留体积产生重要影
响。具有较大驻留体积的系统在使用分析级流速时将会表现较差。对于这些应
用，采用配备两种不同尺寸样品定量环的固定定量环自动进样器可以解决这一难
题。切换阀用于构建分离的分析型流路与制备型流路。 

3
5 

6 1 

2
4 

进样定量环

废液

计量装置

针座

泵

自动进样器

色谱柱
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大多数此类仪器被设计为在填充分析型定量环时，制备型流路充当旁路，反之亦
然。但是，某些仪器会提供特殊的阀设计，并为两个流路提供专用的旁路位置。
当针对定量环体积和内径优化分析型和制备型流路时，后一种设计提供了更高
的灵活性 ― 消除了在高流量期间从制备型模式中的主通道切换为旁路时的过压 
风险。

采用固定定量环自动进样器时，样品定量环可以部分填充或过量填充，参见图 12 
和图 13。部分填充样品定量环是最常用的方法。由于 Taylor 扩散，辅助溶剂与
样品之间的界面将不平坦，而是呈抛物线型。因此，我们建议不超过标称定量环
体积的 60%。进样量接近定量环容量时，可能导致样品从定量环另一端流出，从
而引起样品损失。采用有色样品可以轻松检查是否存在这一问题。

图 12. 部分填充样品定量环 图 13. 过量填充样品定量环

最大程度减小 Taylor 扩散的一种方法是在辅助溶剂和样品之间使用空气栓。毛细
管内的气-液界面将是平坦的，这将使制备型样品定量环的可用体积扩展至其标称
体积的 75% 以上。

完成准确的定量工作需要使用过量填充或满环进样，我们不推荐采用该技术进行
纯化，因为它会损失大量宝贵的样品。 
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由于定量环是毛细管系统的组成部分，因此驻留体积将随定量环尺寸的增大而增
加。因此，我们建议尽可能减小定量环体积，使其与色谱分离所用的流速达到平
衡。一条经验法则是，系统的总死体积与采用的流速之比应当等于或小于 2:1，
才可获得合理的色谱性能。

分别具有分析型流路与制备型流路的自动进样器非常适合进样体积变化很大的分
析型和制备型液相色谱。双定量环设计能够最大程度减小进样系统的总驻留体
积，便于在样品纯化之前以最佳的分离效率完成分析筛选。

固定定量环自动进样器的设计采用以下两种方法之一来抽取样品并将其传输到定
量环中，即所谓的“推入式”和“吸入式”原理。由于针尖与计量装置之间的流
路并非高压流路的一部分，因此这两种原理都需要用辅助溶剂填充进样流路。

图 14 显示了推入式原理。对于制备级进样，将阀切换至制备型旁路，从而将分
析型定量环移至高压流路。将进样针降至样品瓶中。计量装置吸取样品，使其通
过进样针进入进样定量环中。 

10

3

4

1 
9

2

废液

计量装置

针座

废液

8
7

65

泵辅助溶剂

自动进样器
色谱柱

缓冲定量环

制备型定量环

分析型定量环

图 14. 根据推入式原理抽取样品进入固定定量环自动进样器中



26

将样品吸入进样定量环中后，将进样针从样品瓶中提起，移开样品瓶，并将进样
针降至针座上。这时计量装置将样品推出进样定量环，经过进样针和针座并进入
制备型样品定量环，参见图 15。
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计量装置

针座
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废液

废液

制备型定量环

色谱柱

泵辅助溶剂

自动进样器

分析型定量环

图 15. 将样品推入制备型样品定量环中

移动切换阀返回制备型主通道，将样品从制备型定量环中输送出去并进入色谱
柱，参见图 16。
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泵辅助溶剂

自动进样器
色谱柱

分析型定量环

图 16. 将切换阀切换回制备型主通道，将样品从定量环中输送出去并进入色谱柱
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从原理图中可以清楚地看到将这一原理称为“推入式”的原因：计量装置首先将
样品吸入进样定量环中，然后将其通过针座推入样品定量环中。这一两步过程的
缺点在于，两个流路中的每一个流路都需要专用针座。另一方面，吸入式原理则
没有这个缺点。

与推入式仪器相比，按吸入式原理工作的固定定量环自动进样器采用与高压流路
分离的进样流路概念。但是，进样针和计量装置并非直接连接，而是仅通过进样
阀连接，参见图 17。

制备柱

分析柱

分析泵

制备泵

制备型定量环

针头

样品

分析型定量环

计量
装置

3

2

4

5
6

8

13

14

11

9

12

10

7

1

阀

旁路毛细管

图 17. 处于制备型主通道位置的吸入式自动进样器。洗脱液从泵通过定量环流到色谱柱。但是，进样针
和计量装置并非流路的一部分

在吸入式进样过程中，阀切换至旁路，进样针移入样品瓶中，且计量装置将样品
通过进样针和阀抽入制备型定量环中，参见图 18。 
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图 18. 在吸入式自动进样器的制备型旁路位置抽取样品

抽取样品后，将进样针从样品瓶中移出，计量装置继续抽取样品，直至进样针、
针管线和阀槽的内容物输送到定量环中。阀切换到主通道，将制备型回路移至高
压流路，样品在此处被输送到色谱柱，参见图 19。

图 19. 将阀切换回制备型主通道位置，将样品输送到制备柱中
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采用固定定量环自动进样器时，利用经过充分脱气的辅助溶剂冲洗进样定量环和
针管线至关重要，清洗进样针外表面至少 10 秒也同样重要。此操作过程可避免
进样之间发生样品交叉污染，并可防止气泡在定量环中积聚。

在制备型色谱中，清洗进样针和管线内部对于最大程度提高样品回收率至关重
要。高浓度样品，特别是非极性样品，往往会粘附到管线的内壁上。在样品之
后抽取纯溶剂并输送至样品定量环中，将收集样品残留物并提高回收率，参见
图 20。某些自动进样器提供了专用的方法设置，以加入这些样品后溶剂栓或样品
定位栓。另一种类型的溶剂栓用于进样强溶剂中溶解的高浓度样品。在下一节中
了解这些特殊的进样技术。

制备柱

分析柱

分析泵

制备泵

制备型定量环

针头

样品

阀

分析型定量环

计量
装置

3

12

1

2

4

5
6

7

8

9

11

13

14

10

样品后溶剂

旁路毛细管

图 20. 在样品之后抽取样品后的纯溶剂栓，以将粘性残留物传输到样品定量环中

7.2.3 特殊进样技术
化合物溶解性、样品前处理或储存条件通常要求使用所需溶剂以外的其他溶剂作
为洗脱液，以获得最佳的色谱性能。在这些情况下，必须开发特殊的进样技术。
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夹层式进样

在样品接触流动相起始组成后容易发生沉淀的情况下，可以采用夹层进样技术。
这种技术可能有助于避免进样针、阀和毛细管的堵塞。通过对自动进样器进行程
序设定，样品可嵌入（“夹”）在两个溶剂栓之间，以免在样品定量环中发生沉
淀，参见图 21。可采用 DMSO 或与水不混溶的溶剂。对于分析进样，为保持色
谱性能，注入的 DMSO 体积应尽可能地小。我们建议使用两个 5 µL 的溶剂栓。
作为针对制备进样量的一条经验法则，建议溶剂栓总体积约占总进样量的 10%。

堵头堵头 样品

图 21. 在样品两侧使用适当溶剂作为溶剂栓的夹层式进样的示意图，该进样方式可避免样品在样品定量
环或连接毛细管中发生沉淀

强有机溶剂的大体积进样

有机合成得到的大多数化合物在 DMSO 或 DMF 中都具有良好的溶解性。这些溶
剂具有良好的溶解能力，但也具有较高的洗脱强度，可能影响色谱分离效果。当
待分离的化合物具有相对较高的极性并因此具有较低的保留特性时，这种情况尤
其显著。

如果所需的体积需要超过给定色谱柱尺寸的最大进样量（表 2），我们建议进行
有机相进样：将进样器与有机泵通道连接，将样品注入纯有机溶剂中，并在进入
色谱柱之前直接用水性溶剂对其进行稀释。 
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表 2. 强溶剂的推荐进样量。超出最大进样量时，色谱性能将受到影响。部分样品可能会随着或作为部分初始
溶剂峰被洗脱出来

色谱柱规格 
（内径 × 长度， 
单位为 mm）

2.1 × 150 4.6 × 150 9.4 × 150 21 × 150 30 × 150 50 × 150 

推荐的进样量 [µL] 2 10 100 500 1000 2000

最大进样量 [µL] 5 20 200 1000 2000 3000

要采用这种方式进样，需要在流路中紧邻色谱柱之前增加简单的 T 形管。要注入
溶于纯有机溶剂的样品，需要使用 B 通道以至少总流量 5% 的流速进行输送。补
充百分比的水通过通道 A 进行输送，并通过 T 形管进行添加，参见图 22。

通道 A
（水相）

通道 B
（有机）

制备泵 自动进样器

检测器
色谱柱

馏分收集器

图 22. 用于有机相进样的系统配置的示意图

采用如图 22 所示的配置时，保持混合点（T 形管）与色谱柱之间的距离尽可能
短对于避免样品沉淀至关重要。

进样后，建议在样品转移到色谱柱上以及样品溶剂冲出色谱柱之前保持洗脱液组
成不变（等度保持）。这时可以提高梯度，将化合物从色谱柱上洗脱下来。该方
法还可减少注入大体积的高粘性样品溶液后产生的压力波动。加载过程非常平
稳，延长了色谱柱使用寿命，同时增加了柱容量以及色谱分离度。
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图 23 显示在标准进样模式下采用大样品体积和强洗脱液得到的色谱图。峰形严
重变形表明发生了样品损失。相比之下，使用另一种有机相进样模式时，极性化
合物聚焦于柱上，不会发生样品损失，参见图 24。

归一化
响应值

min1 2

2.843

1.001

4.684

3 4 5 6

1000

0

2000

3000

4000

时间 流速 %A %B

0 37 93 7

0.6 37 93 7

6.0 37 78 22

6.1 37 2 98

9.0 37 2 98

9.1 37 93 7

14 37 93 7

样品： 50 mg 对乙酰氨基酚和 50 mg 咖啡因，溶于 5000 µL DMSO 中
色谱柱： Agilent ZORBAX SB C18, 21.1 × 150 mm, 5 µm

标准进样模式下应用的梯度曲线：

图 23. 在标准进样模式下，采用大体积进样并使用强洗脱液。色谱图显示 2.84 分钟和 4.68 分钟处的化
合物峰形发生变形。1.00 分钟处的溶剂峰中包含穿透的样品，表明样品发生损失
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归一化
响应值

min1 2

2.791
5.720

7.584

3 4 5 6 7 8 9

1000

0

2000

3000

时间 流速 %A %B

0 37 93 7

4.0 37 93 7

10.0 37 78 22

10.1 37 2 98

13.0 37 2 98

13.1 37 93 7

16.0 37 93 7

样品： 50 mg 对乙酰氨基酚和 50 mg 咖啡因，溶于 5000 µL DMSO 中
色谱柱：  Agilent ZORBAX SB C18, 21.1 × 150 mm, 5 µm

用于有机相进样模式的梯度曲线 — 在梯度升高之前，需要更长时间的等度保留步骤才能将样品转移至色谱柱：

图 24. 在有机相进样中，使用强洗脱液进行大体积进样。除非将 DMSO 冲洗出色谱柱，否则会观察到
宽溶剂峰。5.72 分钟和 7.58 分钟处的两种化合物保留在柱上，并作为基线分离峰洗脱下来。未观察到
样品损失

使用进样泵实现大体积样品的进样

分离以水性溶剂高度稀释的样品，通常需要采用超出典型自动进样器定量环尺寸
的大进样体积。在这些情况下，可以使用进样泵将样品载入色谱柱。为避免样
品交叉污染，将样品转移到色谱柱后，很有必要冲洗进样泵、阀和所有毛细管 
连接。
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进样泵还可用于对映异构体分离等应用。在此，必须定期加载同一种样品溶液，
这一操作通过进样位置和洗脱位置之间的阀切换来实现。图 25 显示了用于交替
样品引入和洗脱的典型系统配置。

通道 A

通道 B

梯度泵

进样
（阀处于位置 1 处）
6

2 

3 4 

5

1 

通道 A

通道 B

废液

1 
112

103
94

85
6

12

7

进样阀

样品容器进样泵

洗脱
（阀处于位置 2 处）
6

2 

3 4 

5

1 

制备柱

1 
112

103
94

85
6

12

7

进样阀

进样泵废液 样品容器

梯度泵

检测器

馏分收集器

检测器

馏分收集器

制备柱

图 25. 使用进样泵和阀进行交替样品引入和洗脱的系统配置的示意图。阀处于位置 1 时，进样泵从容
器中吸取样品并输送至色谱柱。在洗脱时，将阀切换到位置 2，以便将梯度泵流引向色谱柱
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某些制备型二元泵具有内置的溶剂选择阀，可在单个模块内在样品引入与洗脱之
间进行切换。然后，将一个水性通道用于洗脱液，另一个水性通道用于稀释样
品，参见图 26。当使用此类泵进行样品引入时，从进样切换为洗脱将自动冲洗流
路的关键部件：阀出口、泵头以及阀、泵头与色谱柱之间的连接。

水相样品 洗脱液 A 洗脱液 B

图 26. 由 Agilent 1290 Infinity II 制备型二元泵的内部溶剂选择阀实现交替进样和洗脱的示意图[5]
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在制备型 LC 中使用破坏性检测器时，需要使用分流器将大部分洗脱液分流到馏
分收集器中。分流器还可在检测器的流通池不适用于高流速时，将流速降至分析
范围以内。分流方法与补偿流相结合，将液流的主要部分转移至馏分收集器，同
时分流可根据检测器范围进一步稀释。可采用其他设计达到基本类似的目的。

7.3.1 T 形管分流
使用 T 形管是一种简单、廉价的分流方法，参见图 27。单个 T 形管分流器用于
低流速下，能够与分析柱结合使用以（例如）连接液相色谱系统与破坏性检测器
（如质谱检测器或蒸发光散射检测器）。利用该方法可获得包含目标化合物的大部
分洗脱液。

洗脱液流 主液流

分流

图 27. T 形管分流器 ― 分流比由出口毛细管规格所产生的反压进行调节

分流比取决于主液流与分液流出口的反压比，必须通过实验调节以满足应用需
求。使用不同长度和内径的毛细管会改变反压比，从而改变分流比。

7.3.2 双 T 形管分流
在制备级色谱中，化合物以及缓冲液的浓度通常过高，无法通过单个 T 形管分
流器直接引入质谱检测器中。在这些情况下，需要用补偿溶剂稀释分液流，参见
图 28。补偿溶剂支持电喷雾离子化，可保证化合物稳定而快速地从分流点输送到
检测器。

质谱、蒸发光散射和示差折光检测器用于制备应用时均需要补偿溶剂。

7.3  
分流
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主液流

补偿流

分流

图 28. 双 T 形管分流器 ― 在特殊检测技术需要补偿流的情况下使用。分流比由反压进行调节

在双 T 形管中，分流比取决于多个参数，主要取决于主液流与补偿流之间的压力
差。在梯度洗脱中，流动相的粘度将随组成而变化，从而影响分流比。需要精心
设置定制的双 T 形管分流器，并根据所用的流速通过实验进行调整。通常基于
使用不同限流器实现不同流速的实验将压力差值设置为 6 bar (90 psi)。在此压力
下，分流器还可用于梯度模式，其中主液流的压力随溶剂组成的粘度而改变。市
售分流器的分流比通过不同直径和长度的分流毛细管预设好。某些分流器具有额
外的针阀，可进一步调节压力比。但是，由此获得的分流比仅为估计值，而非实
际值。但是，使用这些 T 形管分流器可确保实时获得真实的分流效果，不会损失
任何信息。

7.3.3 主动式分流
主动式分流器（例如 Agilent 1290 Infinity II 质谱流路调制器）（图 29）是将少量等
分试样从主液流转移至分流的装置（通常为阀），参见图 30。

等量填充

待转移的样品

补偿流液相色谱流

等量转移

转移的样品

补偿流液相色谱流

图 30. 主动式分流器的示意图，显示了阀的填充和转移位置图 29. Agilent 1290 Infinity II 质谱流路调制器 
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分流比取决于阀的切换频率、阀槽的体积和采用的液相色谱流速，参见公式 1。
一些仪器制造商的软件根据流速计算可用的分流比，这有助于选择正确的频率和
阀槽尺寸。

分流比 = 
液相色谱流速 [µL/min] / 阀槽的体积 [µL]

切换频率 [Hz] × 60

公式 1. 计算主动式分流器的分流比

补偿流速是影响信号强度以及分流点与检测器之间延迟时间的重要影响因素。
某些质谱检测器在较高流速下的灵敏度可能很低，但另外一些检测器则适用于 
1 mL/min 以上的流速条件。

通过仅在需要收集馏分时才启动分流操作，能够延长分流器中转子密封垫的使用
寿命。在色谱柱冲洗和平衡以及进样周期中停用分流器，从而延长预防性维护的
间隔。

液相色谱中最常用的检测技术基于紫外 (UV) 和可见光的吸光度。以固定波长进
行检测是最经济的方法。对于分析筛选，采用光电二极管阵列检测器（称为二极
管阵列检测器 (DAD)，参见图 31）是更安全的选择，因为采集的光谱信息可用于
确证化合物鉴定结果、测定峰纯度并选择后续纯化工艺中的最佳检测波长。图 32 
显示了二极管阵列检测器的光学系统。

图 32. 二极管阵列检测器的光学系统示意图

7.4  
检测

图 31. Agilent 1260 Infinity II DAD-WR

氧化钬滤光片钨灯

氘灯

流动室

透镜

光电二极管阵列

光栅
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二极管阵列检测器可提供紫外和可见光范围内的完整光谱图。所有波长的采样
频率可以高达 240 Hz，且不会损失灵敏度。对于大多数制备型应用而言，采用 
20 Hz 的数据采集速率即可获得良好的结果。如果目标化合物具有完全不同的光
谱，在二极管阵列检测器上设置较宽的带宽，将有利于在一张色谱图中监测整个 
UV 吸收范围。例如，将检测波长设置为 420 nm，带宽设置为 400 nm，能够分
析具有不同紫外光谱的染料，如图 33 所示。在这个例子中，采用 220–620 nm 
的连续谱带能够检测具有不同的最大吸光度的化合物并将其显示在一张色谱图
中，而采用特定波长与较小的带宽相结合将选择性显示化合物。
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窄带宽，收集特定
化合物
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硫磺素氯化物

200 250 300 350 400 500 550 600450

0

10

5

15

20

25

30

40

nm

窄带宽，收集特定
化合物

图 33. 两种具有不同紫外谱图的化合物。使用较宽的带宽进行数据采集有利于在一张色谱图中监测这些
不同的化合物。而使用较小的带宽则只能选择性监测其中一种化合物
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7.4.1 匹配浓度范围与动态范围
样品浓度的差异可能很大，这对检测器的光学设计提出了很高的要求。分析筛选
过程中应能观察到杂质（即使它们具有较低的吸收系数）。相比之下，高纯度和
高柱容量的目标化合物可能具有很高的纯度。

根据朗伯-比尔定律（见公式 2），按浓度范围使用的最重要参数是流通池的光程。

公式 2. 朗伯-比尔定律

A 吸光度
ελ  摩尔消光系数
c 浓度 [mol/L]
d 光程 [cm]

在分析工作中，通常使用 10 mm 的光程。但是在用于纯化的分析筛选中，样品
浓度通常远高于分析工作。在这些情况下，一开始最好使用 1–3 mm 光程的流通
池。采用内径 21 mm 的色谱柱的半制备型工作可通过 0.3 mm 的光程来实现。

对于在更大的色谱柱直径和更高的流速下使用的更大的样品量，我们建议采用 
0.06 mm 的光程。
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图 34. 光程较短的流通池会减小峰面积。1 咖啡因，2 尼泊金甲酯，3 尼泊金乙酯，4 对羟基苯甲酸丙酯，
5 尼泊金苄酯

A = ελcd
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分析型液相色谱系统与制备型液相色谱系统之间的差异仅取决于是否存在馏分收
集器，而与流速或泵规模无关。在手动控制馏分收集过程中，操作者需要确定开
始和停止收集的合适时机。基于时间的收集可确保在整个指定的时间窗口中收集
到所有相关馏分。该方法的工作负荷较高，因为收集到的大量馏分有待分析和处
理。另外，在同一样品瓶中收集不同色谱峰对应的化合物时，意味着馏分不纯。
基于选择性检测器信号触发馏分收集有助于减少待处理的馏分数量，从而提高实
验室的效率。

7.5.1 手动收集馏分
如果样品具有特殊价值或特性未知行为，则由操作者单独进行控制通常是一种首
选方法。包含在线信号图的图形化用户界面使操作者轻点鼠标即可控制馏分收集
过程。

7.5.2 基于时间收集馏分
一种简单的收集模式是采用固定时间或体积片段的基于时间的馏分收集。在该模
式下，定期收集馏分，参见图 36。该收集模式通常应用于纯化复杂混合物，例如
植物提取物中的天然化合物。
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图 36. 基于时间的馏分收集：每 0.40 分钟收集一种新馏分

7.5  
馏分收集

图 35. Agilent 1290 Infinity II 制备型 Open-Bed 
馏分收集器

https://www.agilent.com/en/products/liquid-chromatography/infinitylab-lc-series-modules/lc-fraction-collectors/1290-infinity-ii-preparative-open-bed-fraction-collector
https://www.agilent.com/en/products/liquid-chromatography/infinitylab-lc-series-modules/lc-fraction-collectors/1290-infinity-ii-preparative-open-bed-fraction-collector
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7.5.3 基于紫外检测收集馏分
当使用基于峰的馏分收集时，基于检测器信号（例如来自紫外或蒸发光散射检测
器）收集化合物。信号阈值和信号斜率这两个参数可单独使用或结合使用以触发
馏分收集。以下各节解释了何时以及如何使用这些参数。

在纯化实际样品前，可通过将之前采集的制备色谱图载入到馏分预览工具中来
设置收集参数。该色谱图中应包含浓度接近随后所用浓度的标准化合物。参见
图 37，其中显示了色谱图，可交互式设置馏分收集参数。

mAU

6.2 6.465.85.65.45.254.84.64.44.243.83.63.43.23
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图 37. 馏分预览工具 ― 交互式设置触发阈值和斜率参数

设置阈值水平

如果信号强度高于指定阈值，将启动馏分收集。当信号低于阈值时，停止馏分收
集，参见图 38。
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图 38. 由阈值设置触发馏分收集

设置斜率参数

色谱曲线的斜率可作为一阶导数进行计算，并是指示洗脱峰的合适的参数。在基
线处，信号斜率为零。当峰洗脱时，一阶导数升高，直至达到峰的第一个拐点。
沿峰的曲线到达顶点和第二拐点，一阶导数下降并变为负数。在色谱峰的第二个
拐点之后，一阶导数达到其初始值，参见图 39。

正斜率

开始

正斜率 负斜率

停止

≈ 68.3%

≈ 95.5%

2σ

4σ

拐点

一阶导数

色谱图

负斜率
（负值）

min

图 39. 使用色谱曲线的一阶导数进行斜率识别
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馏分收集的正斜率和负斜率设置可避免由于溶剂梯度引起基线缓慢上升（基线漂
移）时发生阈值假阳性触发。此外，这些设置可有助于分离分离度差的色谱峰：
即使信号未降至定义的阈值以下，下降和上升的斜率也会触发新的馏分收集，参
见图 40。

下降和上升的斜率触发新的馏分
mAU
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信号高于正斜率值 — 开始采集

60
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50

图 40. 由斜率设置触发馏分收集

设置阈值上限

当上样量较高或吸收系数较高时，检测器电子元件会达到饱和，产生可能存在信
号波动的平头峰。这一现象会造成这些波动可能是其他色谱峰的假象并导致馏分
收集器正斜率和负斜率算法触发其他馏分的收集。阈值上限可避免检测器的以下
触发：馏分收集器忽略了高于阈值上限的斜率变化，参见图 41。通常，将阈值上
限设置为发生饱和前最大信号强度的 90% 左右。如果检测器信号始终会达到饱和
限值，则建议减小光程长度并换用较短的流通池以启用基于色谱峰的馏分收集。
减少进样量是另一个选择。
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图 41. 阈值上限可避免发生检测器饱和时产生的虚假信号波动触发馏分收集

7.5.4  基于蒸发光散射检测收集馏分[6]

目标化合物能够吸收紫外或可见光是使用二极管阵列或其他紫外检测器的前提条
件。如果目标化合物中不含任何发色团结构，则蒸发光反射 (ELS) 检测可作为另
一种解决方案，参见图 42。已证实，ELS 检测是紫外吸收检测的一种有用的补充
技术，尤其适合检测未知的混合物，例如天然产物提取物、多肽、脂质、油类或
其他脂肪族化合物。与质谱联用时，ELS 检测甚至可成功应用于目标化合物离子
化受到抑制或难以实现的情形。

ELS 信号

UV 信号

基于 ELS 的收集  
基于紫外的收集

图 42. 基于紫外和 ELS 的馏分收集。在两个色谱峰检测器上均触发收集。蓝色区域表示由紫外检测器收
集的馏分，红色区域表示由 ELS 检测器收集的馏分。如果互补 ELS 检测未触发馏分收集，则最后一种化
合物将不会被检出并丢失
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洗脱液蒸发时将发生光散射，溶质在理想情况下会形成颗粒或液滴而残余溶剂则
处于干气流中。ELS 检测器的动态范围必须通过馏分收集器与 ELS 检测器之间的
适当分流来得到满足，参见第 7.3 节“分流”。图 43 示出配备 UV 和 ELS 检测器
的系统的相关流路。

紫外检测器

分流器

ELS 检测器

馏分收集器

图 43. 使用补充性检测技术时，简单 T 形分流器的示意图

7.5.5 馏分延迟
激活基于峰的馏分收集后，系统需要处理检测器信号，以确定洗脱液是否转移到
收集容器或废液瓶中，参见图 44。

分流阀

检测器

馏分收集器
废液

馏分容器

 
图 44. 馏分收集器的示意图，显示了基本的功能组件
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在处理过程中，潜在馏分随主液流一起流过检测器流通池出口和馏分收集器中分
流阀之间的管线。该管线的体积必须足够大以保留目标峰，直至系统确定是否切
换到收集容器。做出该决定所需的时间取决于检测器的响应时间。在大多数基
于 UV 的系统中，检测器与馏分收集器之间的延迟体积大于信号处理所需的延迟 
体积。

紧密延迟线圈

在配备质谱检测器的系统中，可能需要额外的延迟体积。为增加馏分延迟体积，
仅仅增加检测器出口和馏分收集器入口之间的毛细管体积是不够的。由于 Taylor 
扩散，峰形将在具有层流的直型毛细管中急剧恶化。因此，来自检测器的馏分开
始和结束时间将无法代表馏分收集器中实际的峰开始和结束时间 ― 馏分的很大
一部分将丢失。 

为防止毛细管中的抛物线型液流引起 Taylor 扩散，液流必须为湍流。这可以使用
紧密延迟线圈来实现：狭窄的线圈使液流变成湍流，从而将峰扩散降至最低，参
见图 45。
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直型延迟毛细管

紧密延迟线圈
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延迟毛细管的检测器上游
延迟毛细管的检测器下游

延迟毛细管的检测器上游
延迟毛细管的检测器下游

图 45. 直型和紧密延迟毛细管的比较。蓝色信号表示由紫外检测器检测到的化合物，该检测器处于延
迟毛细管的上游。红色信号迹线由处于延迟毛细管下游的第二个紫外检测器记录，代表进入馏分收集
器的相同化合物。由第一个紫外检测器定义的馏分触发窗口以蓝色突出显示，并复制到第二个检测器
信号图中。由于存在峰扩散，在采用直型毛细管的情况下，样品损失将超过 50%

馏分延迟传感器

系统必须已知检测器出口和馏分收集器分流阀之间的体积，以测定检测和馏分收
集之间的确切延迟时间。在大多数系统中，该体积必须基于毛细管长度进行计
算，或者必须通过目视检查有色化合物以实验方式确定。这两种方法都不准确，
其原因分别在于生产公差和人工操作误差。 

要测定检测器流通池与分流阀之间色谱峰的精确延迟时间，安捷伦馏分收集器中
可配备馏分延迟传感器，参见图 46。在校准过程中，该装置会测量色谱峰所对应
的化合物从检测器传输到延迟传感器所需的时间，该延迟传感器位于邻近分流阀
的位置。 
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出口入口

LED光电二极管

光程

图 46. Agilent 1290 Infinity II 制备型 Open-Bed 馏分收集器中馏分延迟传感器的位置

通过泵所采用流速的反馈数据将测得的时间差转换为延迟体积，参见图 47。延迟
体积值保存在馏分收集器的固件中，以便将来使用不同流速时计算延迟时间。只
要管路保持不变，就无需重复校准延迟时间。

紫外检测器

校准样品的进样
（无色谱柱）

分流阀

废液
min

tD

FDS

馏分收集器

馏分延迟
传感器 (FDS)

UV

图 47. 检测器与馏分延迟传感器之间的时间差。在校准过程中，由软件自动计算延迟体积
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7.5.6 基于质谱性检测收集馏分
由于其特异性和选择性，基于质量的馏分触发显著提高了纯化工作流程的效率。
使用质谱触发时，会大大减少所需收集的馏分数量，这使其成为基于 UV 的非特
异性收集无法处理增加的单日样品数量时的首选方法。可瞬间完成对收集到的化
合物的确切表征 ― 无需采集收集到的各种馏分的等分试样，并将其提交到单独
的 LC/MSD 系统中进行鉴定。

基于紫外的馏分收集 基于 EIC 质量的馏分收集

图 48. 质谱触发的纯化是一种选择性方法，相比基于紫外的收集能够减少收集到的馏分数量

常见的做法是将非选择性紫外检测器与选择性质谱检测器的信号结合起来触发馏
分收集。采用布尔 AND 逻辑算符可确保获得极高的纯度：作为主要信号的紫外
信号比质量信号的分离度更高。当使用分辨率更高的信号控制馏分触发时，将提
高收集到的馏分的纯度。质谱检测器信号有助于增加选择性因子。
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目标化合物的质量可以从分析 LC/MSD 结果中获得或根据合成计划进行预测。这
样可通过分析效率无与伦比的质谱检测器 (MSD) 触发馏分收集。除非存在多种异
构体并在不同时间洗脱下来，否则该方法只会收集非常少的几种馏分（如果不是
一种馏分的话）。分析馏分纯度和集中馏分比较容易。但是，必须确保在色谱条
件下目标化合物（图 49）发生离子化，从而使质谱检测器可以检测到目标离子。
使用单一同位素（非平均）质量数对于成功的触发至关重要。软件应当允许输入
总和公式及加合物信息。目标质量与加合离子之和等于触发离子，MSD 利用该触
发离子触发馏分收集。当 UV 或 ELS 检测器与 MSD 结合使用时，检测器信号的
同步过程中必须考虑各种延迟时间。安捷伦馏分收集器中的馏分延迟传感器有利
于测量这些不同的延迟体积，并确保获得最高的纯度和回收率。

蒸发

带电液滴

库仑爆炸

加热 加热或真空 分析物离子

 

图 49. 电喷雾电离过程。溶剂蒸发后，液滴内部的电荷密度将会增加，直至自由离子被喷入气相中。影
响离子化过程的因素包括必须蒸发的洗脱液的体积以及液滴内部抑制离子化过程的缓冲液或基质化合
物的浓度

图 50 显示了紫外检测器与质谱检测器以及馏分延迟传感器之间的时间差。MSD 触
发的延迟时间由软件在校准过程中进行计算。主液流的一小份被分流器分流并被
补偿溶剂稀释。 
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如果补偿流速超过 0.5 mL/min，可能需要在 MSD 进样口之前安装另一个 T 形管
才可保持离子源的流速接近 0.5 mL/min，因为过高的流速将导致检测器的灵敏度
下降。离子化过程取决于所用的补偿溶剂。一开始最好使用 70% 甲醇或乙腈、
29.9% 水与 0.1% 甲苯的混合物。

紫外检测器

废液
min

MS

FDS

校准样品进样

馏分收集器

质谱
检测器

辅助泵

UV

分流阀

分流器

馏分延迟
传感器 (FDS)

tD

图 50. UV 与 MSD 检测器以及馏分延迟传感器之间的时间差

生成负电荷离子还是正电荷离子取决于分子自身的特性。如果化合物为碱性，则
可能发生质子化。因此，优先生成正离子。如果化合物具有一些酸性基团，则更
容易发生去质子化。在这种情况下，优先生成负离子。另外，所用的缓冲液强度
也会影响离子化模式。

使用低浓度甲酸或乙酸时，两种离子化模式共存。强改性剂（如三氟乙酸 (TFA)）
不仅抑制负离子化，也会影响正离子化，因为分析物自身会形成离子对。
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在诸如甲醇等溶剂中形成离子非常高效。溶剂的极性越小，则离子化过程的效率
越低。特别地，正相溶剂（例如己烷或乙酸乙酯）在电喷雾模式下不支持化合物
离子化。柱后补偿溶剂可解决这一问题。例如，含 0.1% 甲酸改性剂的异丙醇与
甲醇的混合液 (1:1) 或者含 0.1% 甲酸改性剂的二氯甲烷与甲醇的混合液  (1:1) 能
够与各种非极性溶剂混溶并在溶液中形成预定离子。

然而，常见的做法仍然是在 LC/MSD 中仅使用正离子模式，尽管该模式由于质子
亲合力低而存在无法检测大量化合物的风险。

为实现最高效的离子化过程，建议在正离子模式和负离子模式下交替进行离子化
（不使用三氟乙酸作为改性剂）。在这种情况下，可以获得更可靠的互补样品信
息，如图 51 所示。

负离子混合模式 TIC
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图 51. 双电离模式可提供互补且可靠的信息。 1 对乙酰氨基酚，2 咖啡因，3 磺胺二甲嘧啶，4 尼泊金
甲酯，5 磺胺地托辛，6 尼泊金乙酯，7 尼泊金丙酯，8 尼泊金苄酯
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在扫描模式下进行采集时，可获得总离子流 (TIC) 色谱图。TIC 色谱图并非特定
目标化合物的质量选择信号。在图 52 中，第三个峰代表目标化合物磺胺二甲嘧
啶 (M = 264 g/mol)。

4 5 6 7 8 93

12000000

10000000

8000000

6000000
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0
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响应

8.334

9.159

9.637
9.787

6.211

7.110

4.745

3.870
4.355

6.022

图 52. TIC 色谱图，未获得特定化合物信息

输入磺胺二甲嘧啶的分子量时，将在背景中实时生成提取离子色谱图 (EIC)，参见
图 53。数据系统将添加所选的加合质量（大多数情况下为质子）并监测 m/z = 265 
处的 EIC。要触发馏分收集器，观测到的信号强度必须超过所选触发器的阈值。
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图 53. m/z = 265 处目标化合物的选择提取离子色谱图
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7.5.7 使用多检测器配置收集馏分
当纯化系统中配置多个检测器时，必须正确设置馏分触发，可采用多种决策途
径。通用接口盒可以采集多个检测器的信号。当一个或多个检测器识别出洗脱峰
时，将收集馏分。该步骤可采用布尔 AND/OR 逻辑算符。

任何纯化工作的目标都是基于对特定波长下的保留时间、紫外信号强度或目标质量
丰度的鉴定收集所有的目标化合物。目标化合物未得到收集存在若干可能的原因：

 – 馏分收集设置不当，例如目标质量或阈值上下限设置不当

 – 质谱检测器中离子化不足

 – 在无人值守环境下选择的方法不当

 – 机械故障或软件错误

为避免样品完全损失，某些纯化系统配备有样品回收位置或专用回收馏分收集器，
连接到主要馏分收集器的废液管线上，参见图 55。对于各种样品，最好选择单独
的容器收集预计为废液的部分。回收位置必须与样品信息一起报告。这样可以将
回收收集物对应到收集的馏分和样品的提交者。

回收馏分

图 55. 回收收集 ― 主馏分收集器未收集的溶剂部分由回收收集器收集

7.6  
回收收集

图 54. 1290 Infinity II 制备型 Open-Bed 
馏分收集器，配备 1260 Infinity II 基于
阀的制备型回收收集器
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纯化系统应当根据各种色谱柱尺寸和流速进行扩展。当优先要求灵活处理各种样
品量时，就需要进行扩展。但是，扩展对管线规格具有重要影响，并因此影响系
统的内部体积。在系统中发生扩散会影响色谱性能，从而影响目标化合物的纯度
和回收率。从分析条件下的规格进行放大时，需要考虑系统的驻留体积。

为方便大体积进样从而增加每次运行纯化的样品量，增加进样器定量环的尺寸是
一种简单的方法。安装较大内径的毛细管有助于解决较高流速引起的反压问题。
这两个步骤看起来是将分析型液相色谱系统应用于制备工作的合理步骤。但是，
这些指标会严重影响应用的分离效率。

7.7.1 系统驻留体积和色谱柱死体积[7]

系统死体积包括流路产生的体积以及色谱柱的死体积。驻留体积是指从两种洗脱
液的混合点到柱头的死体积。驻留体积和色谱柱死体积可按照第 9.2“测定系统
驻留体积”节和第 9.3“测定色谱柱死体积”节所述的步骤进行测量。

图 56 显示了系统驻留体积对色谱性能的影响。在驻留体积较小的系统中，较早
流出的化合物分离度可能较低，注入大体积样品并在进样后立即启动梯度时尤其
如此。等度保持步骤有助于改善色谱图第一部分的分离效果。

在驻留体积较大的系统中，后流出化合物的分离度通常较差。在相同流速下，洗
脱所有化合物所需的周期较长。只有减小驻留体积，才可改善分离度较差的色谱
结果。

7.7  
系统注意事项
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图 56. 系统驻留体积对分离效率的影响。上方色谱图使用驻留体积较小的系统获得。相比之下，下方
色谱图在驻留体积较大的系统上获得

最优系统设置的组成

适当规格的制备型液相色谱系统既可用于在 4.6 mm 内径色谱柱上运行分析筛
选，也可用于在 50 mm 内径制备柱上进行纯化。在这种情况下，系统驻留体积
必须尽可能小，这样在梯度模式下工作时才可获得良好的结果。

通常，当驻留体积与色谱柱死体积等于或小于 1 时可获得最优的系统。另外，系
统的总死体积与采用的流速之比应当等于或小于 2:1，才可获得合理的色谱性能。

较大的比值会延长色谱图的长度并降低色谱性能，如图 56 所示。毛细管、混合
器和进样环的体积对驻留体积具有重要影响。因此，对于分析型和制备型工作，
尽可能减小定量环的尺寸或使用两个不同的定量环和流路非常重要。另外，必须
使用适合所用流速的正确毛细管内径，减小系统死体积并最大程度减小色谱峰扩
散。表 3 概述了典型的毛细管内径、推荐的流速范围以及所得的反压。
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表 3. 推荐用于不同流速的不锈钢毛细管内径（* 反压使用 1:1 甲醇/水作为溶剂计算得出）

颜色 内径
[英寸]　　　[mm]

推荐流速  
[mL/min]

死体积  
[µL/cm]

在最大推荐流速下计算得到的 
每米的反压 [bar]*

黑色 0.003 0.075 0.1–0.5 0.044 196

红色 0.005 0.127 0.2–1.5 0.127 72

绿色 0.007 0.178 0.8–3.0 0.249 37

灰色 0.012 0.30 4–8 0.707 10

白色 0.02 0.50 15–40 2.027 8

― 0.024 0.60 40–80 2.83 6

― 0.037 0.94 80–200 6.94 5

色谱柱死体积

对于制备柱而言，色谱柱死体积对系统的总死体积有显著影响。色谱柱死体积包
括柱套内不含填料的体积，参见图 57。除色谱柱内部的体积外，还必须考虑颗粒
的孔隙率。Agilent ZORBAX SB-C18 色谱柱的孔隙率为 0.53，参见表 4。

为获得可重现的保留时间，需要采用足够长的色谱柱平衡时间。建议在每次色
谱柱清洗阶段之后，采用三倍于色谱柱死体积及两倍于驻留体积的溶剂使色谱
柱达到平衡。要做到正确清洗，需要使用至少两倍于色谱柱死体积的溶剂。
第 9.2“测定系统驻留体积”节和第 9.3“测定色谱柱死体积”节分别介绍了确定
系统驻留体积和色谱柱死体积的过程。

长度 150 mm

色谱柱体积 = 2.5 mL × 53%（未被填料占据的体积）= 1.32 mL

内径 4.6 mm
柱筒体积 = πr2L = 2.5 mL

图 57. 色谱柱死体积的数学计算方法
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表 4. 不同 Agilent ZORBAX SB C18 色谱柱的死体积。ZORBAX SB-C18 材料的孔隙率为 0.53

内径 [mm] 长度 [mm] 粒径 [µm] 孔隙率 死体积 [µL]

2.1 50 5.0 0.53 0.092

3.0 50 5.0 0.53 0.187

4.6 50 1.8 0.53 0.440

4.6 50 3.5 0.53 0.440

4.6 50 5.0 0.53 0.440

4.6 100 5.0 0.53 0.881

4.6 150 5.0 0.53 1.321

9.4 50 5.0 0.53 1.839

21.2 50 5.0 0.53 9.354

21.2 100 5.0 0.53 18.708

21.2 150 5.0 0.53 28.063

7.7.2 系统通讯
安捷伦液相色谱系统使用控制器局域网 (CAN)，参见图 58。峰触发器评估过程以
及不同信号轨迹的同步监测，尤其是涉及二极管阵列检测器和质谱检测器等数据
密集型装置时，为工作站带来沉重的负担。病毒扫描或软件更新/下载等活动会
影响馏分收集进程。但是，安捷伦 CAN 总线技术通讯独立于 Windows 的软件运
行，它是不同系统模块之间直接、迅速而稳定的通讯线路。提交样品后，即使 
PC 与系统之间的连接中断，也会成功触发馏分收集。另外，采用 CAN 总线技术
通讯的纯化系统基于泵传输的实际流速计算紫外检测器与馏分收集器之间的延迟
时间。

图 58. CAN 通讯线路 ― 实现模块间快速、 
直接的通讯，独立于主机软件
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7.7.3 安全事项
运行制备型液相色谱时，与分析型工作相比，所用的有机溶剂体积大得多，因此
潜在危害也要大得多。必须特别小心，以免（例如）发生泄漏时溶剂溢出。另
外，包含挥发性有机溶剂的大量馏分所产生的溶剂蒸气可能导致实验室发生安全
事故。具有适当的安全防护功能的纯化系统可避免此类情况威胁实验室人员及设
备。样品损失可能是系统泄漏导致的另一个结果。

各个模块中的检漏仪可停止溶剂输送并防止系统继续处理下一个样品，参见图 59。
废液排放系统应当能够将流出物引入废液收集容器中。可通过抽气风扇去除收集
区域的溶剂蒸气，并将其导入排气管线（例如通风罩）中，参见图 60。

图 59. 泄漏传感器和泄漏管理，显示了用于将泄漏溶剂引入废液容器的废液排放系统

图 60. 馏分收集器背面用于连接强制排气装置的接头
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本章介绍了从 4.6 × 150 mm 分析柱放大至 21.2 × 150 mm 制备柱的过程，开始
时采用一般洗脱梯度。两种不同色谱柱尺寸之间的放大过程只有在使用相同的化
学键合相、pH 条件、粒径和柱长时才可顺利实现。

首先需要使用分析型色谱确认目标化合物的存在以及在所选色谱条件下能够将其
与其他化合物分开。通常，2%–98% 的有机溶剂梯度曲线非常适合各种化合物。
进样之后紧接的另一个等度步骤可确保较早流出的化合物得以保留，尤其是在样
品溶解于高洗脱强度的溶剂（例如 DMSO）以获得更高溶解性的情况下。UV 信
号或质谱检测器的 TIC 曲线可用于监控该步骤。

10% B/min 的一般梯度曲线可用于柱长为 150 mm 的情况下。为尽可能提高效率，
在柱长为 50 mm 的情况下，可以将斜率增加至最高 30% B/min。相比之下，在柱
长为 250 mm 的情况下，斜率必须下降至 6% B/min。对所选色谱柱直径使用适当
的流速时，可通过改变梯度斜率的陡度提高分离度。

在我们的系统上开展的实验表明使用 4.6 × 150 mm 的 5 µm 色谱柱时，采用流速 
1.5 mL/min 能够获得最高的分离度和理论塔板数。该流速是所有其他放大计算的
起始点。

切换为制备型系统需要改变流速、增加等度保持步骤、改变梯度斜率并调整进样
量和运行时间，其中制备型梯度曲线应类似于分析型梯度曲线。

8.1  
采用分析型色谱作为放大工
作的起始点

8 放大策略[8-10]
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图 61 显示了分析筛选运行的梯度曲线。图 62 显示了将方法从分析型系统转移到
制备型系统后的梯度曲线，其中驻留体积与流速的比率较小。需要采用等度保持
步骤来补偿两个系统之间的差异。从分析型系统至制备型系统的线性方法转移使
用第 8.2 节“从分析柱放大至制备柱的线性放大公式”中的公式来实现。

100%B
tiso1

平衡 梯度 吹扫

0%B

时间

等度步骤

图 61. 使用 4.6 mm 内径色谱柱的分析筛选运行的梯度曲线，其中包括进样、可选等度保持、梯度斜率
和清洗阶段 

100%B th2 tiso2

平衡 梯度等度步骤 吹扫

0%B

时间

图 62. 放大至 21.2 mm 内径色谱柱后的梯度曲线，其中包括延长的等度步骤以补偿所采用的流速，因
为分析型系统与制备型系统之间驻留体积存在差异
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放大流速时需要兼顾分析柱和制备柱的直径与粒径。如果粒径保持不变，则对 
4.6 mm 内径色谱柱采用 1.5 mL/min 的流速时，将需要对 21.2 mm 内径色谱柱
采用 31.86 mL/min 的流速，参见公式 3。

公式 3. 从分析型放大至制备型的流速计算公式

dA 分析柱直径
dP 制备柱直径
fa,A 分析型系统的实际流速
fp,P 制备型系统的建议流速
pA 分析型系统的色谱柱粒径
pP 制备型系统的色谱柱粒径

初始等度保持步骤用于补偿分析型系统与制备型系统之间驻留体积的差异。另
外，当满足公式 4 所述的条件时，可以在不同系统之间转移梯度。

公式 4. 梯度转移条件

tD,A 分析型系统的驻留时间
tI,A 分析型系统一般梯度的初始保持时间
tc,A 分析型系统的过柱时间
tD,P 制备型系统的驻留时间
tI,P 制备型系统梯度的初始保持时间
tc,P 制备型系统的过柱时间

8.2  
 从分析柱线性放大为制备柱
的公式

fp,P = fa,A 
d 2

P pA

d 2A pP

tD,A + tI,A tD,P + tI,P
=tc,A tc,P
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制备型梯度的初始保持阶段基于一次性确定系统驻留体积与色谱柱死体积来测
定，见公式 5。

公式 5. 计算初始等度保持步骤

fa,A 分析型系统的实际流速
fa,P 制备型系统的实际流速
tI,A 分析型系统一般梯度的初始保持时间
tI,P 制备型系统聚焦梯度的初始保持时间
vD,A 分析型系统的驻留体积
vc,A 分析型系统的色谱柱死体积
vD,P 制备型系统的驻留体积
vc,P 制备型系统的色谱柱死体积

将方法转移至固定相含量更高的色谱柱时，可使用一个简单的公式计算柱容量或
进样量，见公式 6。

公式 6. 柱容量的放大计算

dA 分析柱直径
dP 制备柱直径
LA 分析柱长度
LP 制备柱长度
vinj,P 分析型系统的进样量
vinj,A 制备型系统的进样量

tI,P =
tI,A fa,A vD,A vD,P vc,P

vc,A vc,A vc,P fa,P
+ –

vinj,P = vinj,A
d 2

P LP

d 2
A LA
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图 63 显示了应用本节所述公式得到的方法转移结果。
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图 63. 从 4.6 × 150 mm 的 5 µm 分析柱线性放大至 21.2 × 150 mm 的 5 µm 前处理柱后的结果。两种
色谱柱上的保留时间接近。上方色谱图：使用 500 µL 进样量和 31.8 mL/min 流速的制备型运行。下方
色谱图：使用 5 µL 进样量和 1.5 mL/min 流速的分析型运行

使用放大公式确定驻留体积后，可以将方法从 4.6 mm 内径色谱柱转移至 21.2 mm 
内径色谱柱。两张色谱图中所有化合物的保留时间接近。
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为获得最高的效率，必须最大限度提高柱容量并最大限度缩短运行时间。但是，
提高柱容量会降低分离度，因为色谱峰会展宽。需要提高目标化合物的其他分离
效率，以实现较高的载样量和足够的分离度，从而提高纯馏分的回收率。

8.3.1 聚焦梯度的概念 

使用聚焦于目标峰的平缓梯度曲线可提高相邻峰组之间的分离度。本节展示了不
同的聚焦梯度曲线及其生成方法。

将所有化合物溶解于一个样品中，尽管极性不同且浓度较高，但仍是稳定的分离
方法的关键。因此，聚焦梯度曲线的起始条件由目标化合物的极性决定。同时，
需要保留极性高于目标化合物的所有化合物，决定了有机溶剂 B 的浓度应尽可能
低。根据样品中极性最高的化合物，聚焦梯度的起始条件可能会有所不同，参见
图 64。经过初始等度保持后，可使用陡峭的梯度步骤提高到各个区域的聚焦梯度
初始浓度。但是，采用平缓的聚焦梯度曲线，使目标化合物与相邻洗脱的杂质实
现最佳分离。

100%B

进样

非极性

中等极性

高极性

聚焦梯度等度保持 吹扫

0%B
时间

图 64. 具有不同极性的目标化合物的聚焦梯度曲线。虚线表示另一条阶梯梯度曲线

8.3  
通过聚焦梯度提高效率[11-14]
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非极性化合物在较高比例的溶剂 B 中具有更高的溶解性。当起始条件与该洗脱区
域所采用的梯度曲线的初始条件相接近甚至相同时，可减少进样过程中发生沉淀
和毛细管堵塞的风险。样品成功转移至色谱柱后，在目标化合物的洗脱区域附近
将采用平缓的梯度曲线。这些化合物流出后，将立即清洗色谱柱。将所有其他化
合物清洗出来。优化该过程以缩短运行时间。 

8.3.2 开发聚焦梯度

开发聚焦梯度的过程从运行分析筛选开始，使用从 2%–98% 有机溶剂的线性梯度
曲线。分析筛选运行可确定目标化合物的运行时间。当系统的驻留体积和色谱柱
死体积已提前确定后，可根据筛选运行的结果计算各种目标化合物洗脱的精确梯
度条件。通过死体积之和除以流速可计算出程序设定的溶剂与柱头实际的溶剂组
成之间的偏移时间。通过从保留时间中扣除偏移时间后得到梯度组成，可计算出
实际洗脱点，其反映了检测到色谱峰时的实际溶剂组成。

计算出目标化合物的实际洗脱点后，必须采用新的平缓或聚焦梯度斜率。通常，
当聚焦梯度步骤从实际洗脱点以下 15% 的数据点开始并提高至计算出的洗脱点以
上 5 个数据点时，可获得良好的结果。或者，更常见的是，新梯度步骤在梯度长
度约 75% 处达到目标化合物的实际洗脱点。 
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斜率主要根据色谱柱长度而改变，如下所示（筛选流速为 1.5 mL/min）：

–	 250 mm 色谱柱 = 10 min；斜率 = 2.0% B/min

–	 150 mm 色谱柱 = 6 min；斜率 = 3.33% B/min

–	 100 mm 色谱柱 = 4 min；斜率 = 5.0% B/min

–	 50 mm 色谱柱 = 2 min；斜率 = 10.0% B/min

在这个观念下，针对较早流出的化合物的最早梯度将采用 2% 有机溶剂。在这种
情况下，最低匹配的洗脱点为 17% B。如果化合物洗脱时间早得多，则建议采用
不同的色谱条件（溶剂组成、pH、化学键合相）使目标化合物较晚流出。

8.3.3  利用安捷伦自动纯化软件创建聚焦梯度的简单方法

OpenLab CDS ChemStation 和自动纯化软件[16]

Agilent OpenLab 色谱数据系统 (CDS) 便于全面控制纯化过程。该软件的界面简
化了方法开发以及从分析型纯化到制备型规模纯化的放大过程。系统提供基于时
间、峰和质量数（或任意组合）的馏分收集，并可由任何检测器信号触发。智能
的实时数据处理有助于实现实时、精确的馏分收集。使用放大公式确定驻留体积
后，可以将方法从 4.6 mm 内径色谱柱转换至 21.2 mm 内径色谱柱。两张色谱图
中所有化合物的保留时间接近。

安捷伦自动纯化软件（OpenLab CDS ChemStation 版的附加软件）有助于将纯化
方法由分析级自动转换为制备级。该附加软件可自动执行流程步骤之间的数据转
移，从而简化您的工作流程。算法将实时计算每种目标化合物的聚焦梯度，确保
在制备型纯化运行过程中收集到最高纯度的馏分。
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只需轻点几下即可选择分析柱与制备柱的所需组合、上传并处理分析结果、启动
纯化运行以及审核纯化结果。通过专家模式可完全访问完整功能，该模式还为临
时用户提供了预设的方法配置。

图 65. 分析色谱图中突出显示了所检测目标化合物的梯度曲线计算结果

自动纯化软件还支持全自动纯化工作流程。可使用 *.txt 或 *.csv 格式导入数据。
该程序可以加快用于分析方法筛选的序列表的生成。此外，该软件能够实现自动
目标化合物确证并针对纯化步骤实时计算聚集梯度，从而确保分离度最佳、运行
时间最短。馏分结果浏览器可快速清晰地显示所收集馏分的位置。通过查看浏览
器界面中的紫外和质谱数据还可检查每个所收集馏分的纯度。只需点击几次鼠标
即可利用馏分选择工具将纯馏分导出至液体处理系统或生成新序列表，以进行馏
分再分析。
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纯化工作流程中最重要的步骤是从分析柱规格放大至半制备柱或制备柱规格的过
程。当开发聚焦梯度面临额外的负担并且队列中存在过多的样品时，可使用一般
梯度曲线快速完成放大过程。但是，如果必须实现最高的性能，那么采用聚焦梯
度将是理想的选择。 

采用自动化系统只需轻点几下鼠标即可获得梯度计算结果，易于用户纯化样品，
值得投资。手动放大工作流程可以按本文所述的方案来执行。它可以概括为四个
不同的步骤，如图 66 所示。由日内瓦大学开发的基于电子表格的放大计算器有
助于解决计算问题。

该计算器提供免费下载：https://ispso.unige.ch/labs/fanal/hplc_calculator:en
（2019 年 4 月 1 日访问）

第 1 步

确定合适的分析筛选条
件，例 如 pH、流 动 相
和化学键合相

第 2 步

应用聚焦梯度优化分
离度和柱容量

第 3 步

确定分析柱的最大载
样量（载样量研究）

第 4 步

放大用于制备型进样和
馏分收集

图 66. 四步放大流程

放大过程中的一个重要问题是样品在所用溶剂中的溶解度。强溶剂（例如 DMSO 
或 DMF）能够溶解大多数化合物并获得高浓度溶液。但是，注入大体积的极性化
合物溶液会对色谱分离产生不利影响。必须使用最合适的溶剂来溶解化合物，请
参见第 7.2.3 节“特殊进样技术”。

8.4.1 步骤 1 ― 确定合适的分析筛选条件

要首先获得样品的色谱信息时，建议在 2.1 × 50 mm、3.0 × 50 mm 或 4.6 × 50 mm 
的 UHPLC 或 HPLC 色谱柱上采用 1–5 µL 的典型分析体积。目标化合物应具有介于 
2 和 9 之间的保留因子 k。如果保留因子过低，化合物无法保留。如果保留因子
过高，则化合物在梯度曲线的清洗阶段可能发生峰展宽。

8.4  
介绍整个放大工作流程[15]
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使用酸性改性剂时，碱性化合物将发生质子化。如果改性剂的浓度足以使注入的
全部分子发生质子化，那么将获得对称的峰形。当改性剂浓度过低时，注入的样
品分子并非全部质子化。这时通常会造成峰分裂和峰形变差。溶解样品时添加一
些酸可减少这一现象的发生。

发现在较低 pH 条件下保留特性较差或分离度较差时，有必要使用 0.5% 氨水作为
改性剂并采用可耐受高 pH 条件的色谱柱化学键合相（例如 ZORBAX Extend C18）
在较高 pH 下分析样品。请注意，在质谱触发纯化系统中，氨水适用于电喷雾电
离模式。

A B C

pKa

保留时间

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 pH

分析物电荷： 正 正/中性 中性

中性硅胶表面电荷： 中性/负 负

     离子交换二级相互作用： 否 否是

推荐键合相： Extend C18Eclipse Plus 或 Bonus RPEclipse XBD 
或 Stable Bond

图 67. 不同 pH 范围内推荐采用的化学键合相。ZORBAX SB C18 色谱柱和 ZORBAX Extend C18 色谱
柱分别在低 pH 和高 pH 条件下便于从 4.6 mm 放大至 21.2 mm 内径
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8.4.2 步骤 2 ― 应用聚焦梯度

如第 7 章“制备型液相色谱系统的组成”中所述，聚焦梯度对于超出一般梯度条
件下所能达到的纯度、载样量或回收率的样品量而言非常有用。当样品数量增加
时，需要采用半自动或优选全自动方法进行梯度开发。在后者情况下，软件可根
据筛选运行以及制备型系统和色谱柱的规格自动计算制备型方法。

8.4.3 步骤 3 ― 确定最大柱容量

柱容量是实现成功纯化的一个关键因素。当色谱柱在过载模式下超出朗格缪尔吸
附等温线范围使用时，针对分析柱精心设计的聚焦梯度曲线可能会导致制备型色
谱的分离度很差。注入过多的强溶剂（例如 DMSO）时，体积过载会成为影响峰
形和分离度的最重要因素。图 68 显示了载样量研究的结果，其中不断增加柱容
量直至达到分离度限值。

归一化
响应值

2.5 5.00

0

10000

20000

30000

40000

50000

min7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0

时间 流速 %B

0 1.5 2

0.01 1.5 2

16.01 1.5 98

19.0 1.5 98

19.5 1.5 2

25.0 1.5 2

色谱柱：  Agilent Prep-C18 Scalar, 4.6 × 250 mm, 10 µm
流速：  1.5 mL/min
进样量：  5–50 µL
梯度：

图 68. 载样量研究的结果 ― 不断增加柱容量直至达到分离度限值
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通过对分析柱应用聚集梯度，以 5 µL 的步长增加进样体积，确定柱容量的限值。
进样量为 40 µL (18.7 mg) 时，两种化合物的分离仍可获得 1.11 的分离度 (RS)。

在 50 mm 内径色谱柱上纯化的最终进样量通过色谱柱放大公式计算得到（参见
第 8.2 节“从分析柱放大至制备柱的线性放大公式”）。注入 4500 µL 或 2.11 g 混
合物时能够在 50 mm 内径色谱柱上获得相同的分离度。

8.4.4 步骤 4 ― 放大实现制备型进样和馏分收集

图 69 显示了经过放大计算后的色谱图。应用第 8.2 节“从分析柱到制备柱的线
性放大公式”中的公式，能够精确预测制备型色谱图。两种化合物获得基线分
离，且收集到的纯度高于 95%。

mAU

5.566

7.020

20 4 6 8 10

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

4500

0

min

图 69. 制备级色谱图。刻度标记表示收集到的馏分。根据 4.6 mm 内径分析柱的载样量研究结果，对方
法进行放大以满足 50 mm 内径色谱柱所需的流速、梯度曲线和进样量。该色谱图显示了进样 4500 µL 
后得到的两种目标化合物的分离效果
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本章介绍了制备型液相色谱的实践指南，包括色谱柱填充的流程、驻留体积的测
定、色谱柱平衡以及色谱柱载样。

可使用下列流程逐步制备和装填 SAC/DAC 色谱柱填料。

1. 根据所需的色谱柱体积、色谱柱内径以及要填充的长度计算并称量适量的干
物质。大多数填料都以干粉形式提供，可直接使用

2. 计算色谱柱的体积：

Vcol 色谱柱体积
id 内径
π 3.14159265359
Lbed 填充柱床长度

3. 计算所需的填料量：

ρ 密度
m 质量
Vcol 色谱柱体积

4. 计算填料密度 (M)：

ρ 密度
m 质量
V 体积

9.1  
SAC/DAC 色谱柱的装填流程

Vcol =  × π × Lbed

id
2

2

m = Vcol × ρ

ρ = 
m
V

9 制备型液相色谱实践指南与详细规程



75

5. 按 1 g 干填料对 2 mL 填充溶剂的比例将填料分散到填充溶剂中。填充溶剂通
常为异丙醇 (IPA)。为确保填料完全分散且不含结块，应当振荡装填匀浆液或
将瓶子转动大约五分钟。对于所有的 HPLC 填料，均不得使用磁力搅拌棒，
因为它会将颗粒磨碎为细颗粒。充分混合匀浆液是非常必要的。由于固定相
的特性（例如粒径、形状、官能团的性质等）存在显著差异，因此应咨询树
脂制造商以确定最佳的匀浆溶剂和压缩压力。随着您对采用特定树脂装填色
谱柱的经验日益丰富，可调整装填条件以优化结果。现在装填匀浆液即可投
入使用

6. 在一步连续操作中，将自由流动的均匀匀浆液快速倒入装配好的色谱柱中

7. 完成色谱柱装配，并按提供的说明书操作装填工作站。对于孔径 100 Å 的反相
填料，推荐采用大约 1000 psi 的机械压力。因此，需要采用 1500 psi 的液压压
力。确保已根据所用的色谱柱内径和装填工作站的合适组合比设置好液压压力

8. 完成色谱柱装填后，终止装填溶剂流动并停止泵，使色谱柱保持/平衡 10 分
钟。色谱柱即可转移至色谱洗脱液中。如果需要，可以在压缩位置锁定柱塞
杆，从而使色谱柱可以在 SAC 模式下操作

9. 现在填充柱即可投入使用。它也可装在装填工作站上使用，或者可从装填工
作站上移除以用于纯化设备
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台式 Load & Lock 色谱柱中 10 微米反相硅胶填料的典型柱效为 30000 塔板数/米。

1.
 制备匀浆液

2.
 装填色谱柱 

3.
 压缩填料

4.
 保持压力

5.
 拆卸色谱柱

图 70. DAC/SAC 色谱柱的基本装填和拆卸流程

表 5. 装填 DAC/SAC 色谱柱时所需的树脂量。对于聚合物基色谱柱，需要考虑远远更低的压力限值

内径 [mm] 长度 [mm] 体积 [mL] 吸附剂的量 [g] 
（硅胶基 ρ = 0.60 g/mL）

吸附剂的量 [g] 
（聚合物基 ρ = 0.33 g/mL）

27 100 57.28 34.37 18.90

250 143.20 85.92 47.25

50 100 196.43 117.86 64.82

250 491.07 294.64 162.05

75 100 441.96 265.18 145.85

250 1104.91 662.95 364.62
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9.1.1 测定色谱塔板数
装填完色谱柱后，需要测试柱效。用 80:20 乙腈和水的混合液冲洗色谱柱，并在
适合色谱柱规格的适当流速下进行平衡。为平衡色谱柱，建议采用色谱柱死体积
至少四倍和驻留体积至少两倍的溶剂进行冲洗。在这个例子中，在等度模式下使
用 100 mL/min 的流速注入 500 µL 含 1% 甲苯的乙腈溶液。可使用公式 7 计算理
论塔板数。理论塔板数应当高于每米 30000。

公式 7. 理论塔板数的计算

N  理论塔板数
tR  保留时间
wh  半峰宽（采用时间单位）

可使用 DAC 模式在一定压力下将色谱柱固定在装填工作站上，也可使用 SAC 模
式将其从装填工作站上移除。使用聚合物填料时，保持压力处于填料的压力限值
以内非常重要，否则将损坏填料。在这种情况下，需要使用 SAC 模式。

1817 19 20 21 22 min

5000

10000

15000

0

mAU
19.739 对称性 = 10% 峰高处 1.02 USP

拖尾因子 = 5% 峰高处 1.02 USP
柱效 = 47230 塔板数/米
柱效 = 168677 塔板数/米

 
图 71. 注入含 1% 甲苯的乙腈溶液测定色谱理论塔板数

N = 5.545
tR

wh

2
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9.1.2 拆卸色谱柱
拆卸色谱柱之前，建议用至少四倍于色谱柱体积的异丙醇 (IPA) 溶剂冲洗色谱柱。
将色谱柱装载到装填工作站上并移除顶盖。这时可使用液压活塞移除柱床。可除
去受到污染的色谱柱填料，用异丙醇 (IPA) 将剩余的固定相冲洗出来并在旋转蒸发
器中进行干燥。由于吸入颗粒可能有害健康，因此需要特别小心。

可采用两种不同的方法测定系统驻留体积。对于能够输送高度准确的分析级流速
（例如 1 mL/min）的系统，采用线性梯度曲线的方法可获得优于逐步法的准确结
果。该方法还可用于测量色谱柱死体积。

9.2.1 测定分析型系统的驻留体积
按照以下步骤可测定能够输送准确流速的分析型系统的驻留体积。

1. 配制溶剂 A：100% 水

2. 配制溶剂 B：99% 乙腈，含 1% 丙酮作为示踪物

3. 用溶剂 A 和 B 冲洗系统

4. 将检测波长设置为 263 nm

5. 用低死体积限流器替代色谱柱（保持反压为 50 bar）

6. 在 0–10 分钟内运行线性梯度，使用 5%–95% B，流速 1 mL/min

使用体积大于 1 mL 的制备型样品定量环时，需要提高流速以在合理的时间内完
成驻留体积测定。一个良好的折中方案是保持流速等于定量环尺寸。

7. 测定组成为 50% 的梯度下程序设定的洗脱时间与实际洗脱时间之间的时间差 
(t驻留)

8. v驻留 可根据 v驻留 = t驻留 × f 计算得出

9.2  
测定系统驻留体积
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组成

时间

t驻留

梯度程序
获得的响应

图 72. 测定分析型系统的系统驻留体积

9.2.2 测定制备型系统的驻留体积

按照下列阶梯梯度方法可测定配备制备泵的系统驻留体积。

1. 配制溶剂 A：100% 水

2. 配制溶剂 B：99% 乙腈和 1% 丙酮

3. 用内径 0.005 英寸（内径 0.12 mm）× 750 mm 的限流毛细管替代色谱柱

4. 将检测波长设置为 263 nm

5. 在 4 分钟内运行阶梯梯度，使用 10%–90% B，流速 2 mL/min

请注意，使用体积大于 5 mL 的样品定量环时，需要提高流速。一个良好的折中
方案是保持流速等于定量环尺寸。

6. 计算程序设定的梯度与获得的信号曲线 50% 处的时间差 (t驻留)

7. v驻留 可根据 v驻留 = t驻留 × f 计算得出
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紫外信号 (263 nm) 溶剂组成

t驻留

%B

1 20 3 4 5

100

200
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0 0

50

100

min

程序设定的步骤
获得的响应

mAU

图 73. 测定制备型系统的系统驻留体积

可以按照两个流程测定色谱柱死体积。第一个流程比较简单，可快速提供结果。
另一个流程更加高级，可提供更准确的结果。

9.3.1 测定色谱柱死体积的简化流程
1. 配制溶剂 A：100% 乙腈

2. 配制溶剂 B：99% 乙腈，含 1% 丙酮作为示踪物 

3. 用溶剂 A 和 B 冲洗系统 

4. 将检测波长设置为 263 nm 

5. 安装色谱柱 

6. 用 95% A 和 5% B 平衡系统直至基线稳定 

7. 在 0–10 分钟内运行线性梯度，使用 5%–95% B，流速 1 mL/min 

请注意，当计算出的总系统体积（样品定量环与色谱柱）大于 3 mL 时，建议提
高流速以在合理的时间内完成驻留体积的测定。一个良好的折中方案是保持流速
等于计算出的系统死体积。 

9.3  
测定色谱柱死体积
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8. 测定组成为 50% 的梯度下程序设定的洗脱时间与实际洗脱时间之间的时间差 
(t驻留)

9. v总驻留可根据 v总驻留 = t总驻留 × f 计算得出

10. 用低死体积限流器替代色谱柱（保持反压为 50 bar）

11. 在 0–10 分钟内运行线性梯度，使用 5%–95% B，流速 1 mL/min

12. 测定组成为 50% 的梯度下程序设定的洗脱时间与实际洗脱时间之间的时间差 
(t驻留)

13. v驻留 可根据 v驻留  = t驻留  × f 计算得出 

14. v总驻留 减去系统驻留体积 v驻留 可计算出色谱柱死体积

9.3.2 测定色谱柱死体积的高级流程
单独的分析型或制备型系统或两者组合需要使用下列化学品：

–	 溶剂 A：水（可选包含 0.1% 甲酸）

–	 溶剂 B：乙腈（可选包含 0.1% 甲酸）

–	 进样针和吹扫清洗溶液（在超声水浴中脱气）：80% 乙腈或其他合适的溶液

需要采用溶于乙腈和水 (75:25) 混合液的硫脲作为标记化合物。其浓度必须与所
用的紫外流通池的光程（对应于灵敏度）相对应。必须避免达到饱和。为获得最
佳的色谱柱性能和使用寿命，建议在样品使用前用再生纤维素针头过滤器（安捷
伦部件号 5190-5108）对其进行过滤。
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下文所述的色谱柱体积的鉴定是基于不保留化合物（标记物）硫脲的洗脱过程。
在第一步中，采用零死体积连接头替代色谱柱，并在性能可靠的尽可能低的流速
下洗脱标记物。该设置下的保留时间可用于确定进样点与检测点之间管线的死体
积。在第二步中，安装目标色谱柱并用 75% 乙腈使其达到平衡。在含有色谱柱与
不含色谱柱的设置下标记物的保留体积之间的差值确定了目标色谱柱的体积。 

为获得最佳结果，请在单独的分析型液相色谱系统中测量色谱柱体积（如果
可行）。下列流程介绍了在单独的分析型系统中鉴定色谱柱体积的方法。针对 
ZORBAX SB-C18 色谱柱优化了使用硫脲鉴定色谱柱体积的方法。对于其他色谱
柱，可能需要调整溶剂组成，甚至换用不同的标记化合物。

1. 根据检测器流通池的光程配制下列浓度之一的硫脲溶液，并将样品瓶安放到
自动进样器中：

–	 3 mm 流通池：0.5 mmol/L 硫脲，溶于 75% 乙腈中

–	 10 mm 流通池：0.2 mmol/L 硫脲，溶于 75% 乙腈中

–	 60 mm 流通池：0.03 mmol/L 硫脲，溶于 75% 乙腈中

2. 在样品使用前，采用再生纤维素针头过滤器对其进行过滤

3. 用零死体积连接头替代色谱柱

4. 配制溶剂和清洗溶液并吹扫溶剂管线：

–	 溶剂 A：水（可选包含 0.1% 甲酸）

–	 溶剂 B：乙腈（可选包含 0.1% 甲酸）

–	 针头清洗溶液：80% 乙腈或其他合适的溶液

–	 用新溶剂吹扫溶剂管线
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5. 设置方法：

– 将所有模块中的停止时间设置为无限（不限定运行时间）

– 将溶剂 B 设置为 75%

– 清空时间表

– 将进样量设置为 1 µL

– 将紫外检测信号设置为 242 nm，带宽 4 nm，无参比

6. 将 242 nm 处的紫外曲线显示于在线图中

7. 使用 75% B 平衡系统，流速 1 mL/min，平衡时间 2 分钟

8. 设置流速为 0.2 mL/min（如有需要，使用已知体积的限流毛细管将反压维持
在 15 bar 以上）

9. 打开样品信息屏幕： 

– 输入样品瓶的位置 

– 输入运行名称 

– 运行方法

10. 记录到标记物色谱峰后停止运行

11. 重复运行两次（共运行 3 次）

12. 安装目标色谱柱

13. 平衡色谱柱，使压力和紫外吸光度达到稳定

14. 设置处于 0.2–4 mL/min 范围内的合适流速，使标记物在 1 min 或之后流出。
由于预期的色谱柱体积为色谱柱几何体积（即横截面积乘以长度）的一半
左右，因此将流速设置为色谱柱几何体积的一半左右，单位为 mL。例如，
4.6 × 50 mm 色谱柱的几何体积为 (3.14 × 2.3 × 2.3 × 50) / 1000 = 0.83 mL，
因此将流速设置为 (1/2 × 0.83) mL / 1 min ≈ 0.4 mL/min

15. 根据所采用的流速（和色谱柱体积）调整进样量：

– 流速 0.2–0.5 mL/min，进样量 1 µL

– 流速 0.5–1 mL/min，进样量 2 µL

– 流速 1–2 mL/min，进样量 5 µL

– 流速 > 2 mL/min，进样量 10 µL
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16. 注意所采用的流速和进样量

17. 记录到标记物色谱峰后停止运行

18. 重复运行，检查一致性

19. 评估数据：

– 记录顶点处所有峰的洗脱时间

– 计算不含色谱柱时的洗脱体积：

– 计算不含色谱柱时数据的平均洗脱时间

– 乘以所采用的流速

– 减去限流毛细管的体积（如果使用）和进样量的一半

– 计算最终色谱柱体积：

– 计算包含色谱柱的平均洗脱时间

– 乘以所采用的流速

– 减去不含色谱柱时的洗脱体积和进样量的一半

9.4.1 平衡和冲洗色谱柱
为获得可重现的保留时间，需要采用足够长的色谱柱平衡时间。建议在每个色谱
柱清洗阶段之后，采用四倍于色谱柱死体积及两倍于驻留体积的溶剂使色谱柱达
到平衡。需要采用至少三倍于色谱柱死体积的溶剂才可实现合适的色谱柱清洗。

9.4.2 优化流速
纯化系统中分析筛选的最佳流速 

答案并非一个简单的数字，而是系统总死体积与流速之间的比值。根据经验，
采用 2:1 的比值可获得良好的结果。这意味着当使用配备 2.1 mm 内径色谱柱的 
UHPLC 系统进行筛查时，可显著降低流速。系统的总死体积（包括色谱柱）越
大，获得高质量结果所需的流速越高。安捷伦在组合式分析型和制备型系统上通
过实验测试了这一规则。

在配备 4.6 × 150 mm 分析柱的手动放大系统中注入测试混标。系统的总死体积
（驻留体积与色谱柱死体积）为大约 3 mL。使用 1 mL/min 的流速和 2%–98% 有机
溶剂的一般梯度，采用 10% B/min 的梯度斜率，参见图 74。在另外两个实验中，
我们将流速增加至 1.5 mL/min 和 2 mL/min，参见图 75 和图 76。

9.4  
平衡色谱柱和优化流速
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图 74. 在 1 mL/min 下（4.6 × 150 mm, 5 µm 色谱柱）用于确定最佳流速的色谱图
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图 75. 在 1.5 mL/min 下（4.6 × 150 mm, 5 µm 色谱柱）用于确定最佳流速的色谱图
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图 76. 在 2.0 mL/min 下（4.6 × 150 mm, 5 µm 色谱柱）用于确定最佳流速的色谱图
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采集到色谱图后，计算图 74 中 7.659 分钟和 7.917 分钟处色谱峰之间的分离度以
及理论塔板数。在 1.5 mL/min 的流速下获得了最高塔板数和分离度。表 6 总结了
所有的结果。

表 6. 色谱分离度、峰宽和理论塔板数。流速 1.5 mL/min 是合适的，能够使该系统获得最佳的分离度

流速 [mL/min] 分离度（前峰） 分离度（后峰） 峰宽 塔板数

1.0 1.594 2.955 0.09708 36843

1.5 2.943 4.108 0.06208 65792

2.0 2.892 4.012 0.06292 64092

比较运行时间和溶剂消耗

比较上述实验中的运行时间、溶剂消耗和峰宽，可以看到流速为 1.5 mL/min 时结
果最佳，见表 7。将流速从 1.5 mL/min 增加至 2 mL/min 后可进一步缩短 10.7% 
的运行时间，但会使溶剂消耗增加 20.3%，这样是不利的。但是，如果所需的样
品通量需要较短的运行时间，那么必须接受溶剂成本的增加。

表 7. 不同流速对分离度和运行时间的影响 ― 基于用于测量的系统所获得的结果

流速  
[mL/min]

目标化合物的 
保留时间 [min]

溶剂消耗 
[mL]

时间节省  
[%]

溶剂消耗的 
增加 [%]

峰宽 备注

1.0 7.917 7.917 0.09708 分离度降低

1.5 6.744 10.116 18.1 27.77 0.06208 最佳分离度

2.0 6.088 12.170 10.7 20.3 0.06292 溶剂消耗增加
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需要大量的纯化合物时，要求提高通量。多次进样或增加每次进样的柱容量能够
应对这一挑战。浓度或体积过载会造成色谱柱过载。如果浓度过载，体积保持不
变，但样品浓度会增加。当体积过载时，浓度保持不变，但进样量增加。然而，
当杂质或目标化合物的溶解度与色谱要求之间存在矛盾时，样品可能难以处理。
可采取多种措施应对这些挑战。本节介绍了体积过载对峰形和分离度的影响。

9.5.1 体积过载
图 77 显示了在 4.6 × 150 mm 色谱柱上注入 10 µL 溶解于 DMSO 的样品后获得的
色谱图。所有化合物均在可接受的分离度范围内得到分离并表现出良好的峰形。
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图 77. 在 4.6 × 150 mm 色谱柱上注入 10 µL 溶解于 DMSO 的样品混合液。所有组分均得到分离，表现
出良好的峰形

9.5  
色谱柱过载
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图 78 显示了注入 20 µL 同一样品所得到的结果。两种含氮碱性化合物的色谱峰
表现出严重的前伸现象并开始分裂。 
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图 78. 注入 20 µL 同一样品时，三种碱性化合物中的两种化合物的色谱峰出现严重的前伸以及峰分裂
现象

图 79 显示了进样量为 30 µL 时获得的结果。三个峰出现严重的前伸和分裂现
象。严重的前伸峰和较差的峰形会影响触发过程，在斜率识别参数过于灵敏的情
况下尤其如此。
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图 79. 30 µL 进样量表现出更严重的影响，如 4 min、5 min 和 6.5 min 左右洗脱的碱性化合物所示
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9.5.2 色谱柱的载样量
表 8 显示了用于不同色谱柱规格的固定相的量以及对应于载样量的推荐样品量。

在色谱工作中经常采用载样量 0.1%–1% 的柱容量。色谱工作越困难，耐受的柱容
量越少。另一方面，对于简单或高通量分离，可使用占固定相重量 5% 的柱容量。

表 8. 制备型液相色谱柱的通量计算。固定相密度：0.6 g/mL

直径 [mm] 4.6 10.0 21.2 30 50

长度 [mm] 150 150 150 150 150

体积 [mL] 2.49 11.78 52.97 106.07 294.64

流速 [mL/min] 1.5 7.09 31.86 63.8 177.22

大致需要的吸附剂量 [g] 1.5 7.07 31.78 63.64 176.79

极高效率 
0.1% 载样量 [g/运行] 0.001 0.007 0.032 0.064 0.177

载样量和效率 
1% 载样量 [g/运行] 0.015 0.071 0.318 0.636 1.768

通量导向 
5% 载样量 [g/运行] 0.075 0.353 1.589 3.182 8.839

运行时间基于 
15 min 运行 [h] 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25

通量 [g] 
24 小时/天，得自 1% 载样量 1.4 6.8 30.5 61.1 169.7

通量 [kg]  
365 天/年，24 小时/天 0.524 2.477 11.136 22.3 61.945
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在这些计算中，可使用 0.6 g/mL 的吸附剂密度估算不同色谱柱规格下的吸附剂
量。根据工作要求不同，30 × 150 mm 色谱柱可使用 64–640 mg 的固体粗品混
合物。由于粗品混合物通常存在溶解性问题，因此在推荐的进样量下经常会达到
限值。对于这些色谱柱规格，建议在进样时 DMSO 不得超过 2000 µL。最大的限
制因素是化合物的溶解度。

表 9 显示了不同色谱柱直径和长度下推荐采用的 DMSO 的进样量。所有推荐值均
基于经验及实验室实验结果。

表 9. 不同色谱柱尺寸下固定相的量以及推荐的载样量（以质量计）

色谱柱规格 进样量 [µL] 固定相 [g] 
密度 0.6 g/mL

柱容量 [mg] 
0.1%

柱容量 [mg] 
0.5%

柱容量 [mg] 
1.0%

2.1 × 50 mm, C18 1.75

4.6 × 150 mm, C18 25

10 × 100 mm, C18 79 5 5 24 47

10 × 150 mm, C18 118 7 7 35 71

10 × 250 mm, C18 197 12 12 59 118

21.2 × 100 mm, C18 354 21 21 105 210

21.2 × 150 mm, C18 531 32 32 160 320

21.2 × 250 mm, C18 885 53 53 265 530

30 × 100 mm, C18 706 42 42 210 420

30 × 150 mm, C18 1063 64 64 320 640

30 × 250 mm, C18 1772 106 106 530 1060

50 × 100 mm, C18 1969 118 118 590 1180

50 × 150 mm, C18 2953 177 177 885 1770

50 × 250 mm, C18 4922 295 295 1475 2950
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如果需要注入更大的体积，建议使用有机相进样方法，参见第 7.2.3 节“特殊进样
技术”。另一种方法是降低注入溶剂的强度，例如，用甲醇替代 DMSO（在化合
物可溶解的前提下）。或者，可以将化合物首先溶解于少量 DMSO 中，然后用甲
醇或其他强度较低的溶剂进行稀释。
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