
摘要
本技术概述展示了 Agilent 1260 Infinity II SFC Multisampler 的进样原
理。在 Agilent 1260 Infinity II SFC Multisampler 中，在大气压条件下抽
取样品，加压至系统压力，并通过超快速注射过程进样。数据表明，1260 
Infinity II SFC Multisampler 能够在极高的精度下以灵活的样品体积进样，
并在宽体积范围内具有优异的线性。

在极高精度下具有灵活进样量的 
超临界流体色谱
在 Agilent 1260 Infinity II SFC 系统中对 Agilent 
1260 Infinity II SFC Multisampler 进行性能评估
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色谱柱
Agilent ZORBAX Rx-Sil,  
4.6 × 150 mm, 5 µm

软件
Agilent OpenLAB CDS ChemStation 
版，适用于 LC 和 LC/MS 系统，修订
版 C.01.07 SR3

样品
咖啡因和可可碱溶液（各自浓度均为 
250 mg/L 的甲醇溶液），咖啡因溶液 
 （0.5 g/100 mL 的甲醇溶液）以及可可
碱溶液（250 mg/L 的甲醇溶液）。

化学品
所有溶剂均购自德国 Merck 公司。化
学品均购自德国 Sigma-Aldrich 公司。

实验部分

仪器
Agilent 1260 Infinity II SFC 系统， 
包括：

• Agilent 1260 Infinity II SFC  
控制模块 (G4301A)

• Agilent 1260 Infinity II SFC  
二元泵 (G4782A)

• Agilent 1260 Infinity II SFC 
Multisampler (G4767A)

• Agilent 1260 Infinity II DAD 
(G7115A)，配备高压 SFC  
流通池

• Agilent 1260 Infinity II 高容量
柱温箱 (G7116A)

仪器设置
1260 Infinity II SFC Multisampler 直
接连接至 SFC 泵和下游色谱柱。通过
工厂安装的管路完成所有必要的冲洗
和清洗步骤。只需连接两种溶剂：一
种溶剂用于冲洗和注入过程，另一种
用于进样针清洗。 

前言
与经典  HPLC 仪器的可变样品引入 
 （其中填充有流动相的进样流路可以不
受影响地处于大气压下）相比，SFC 
仪器必须避免在进样流路中使用环境
压力下的流动相，以防止致密的 CO2 
蒸发。进样流路中  CO2 的蒸发可能
导致样品完全损失或进样不完全。因
此，在 SFC 中首选固定定量环方法，
该方法将之前填充的定量环切换至加
压的 CO2 流中。虽然这种方法使满环
进样获得了良好的峰面积精密度，但
是它需要过量填充定量环，因此会浪
费样品。当用于部分环填充时，需要
复杂的操作，并且会牺牲精度性能。 

本技术概述展示了 Agilent 1260 Infinity 
II SFC Multisampler 的进样原理。
1260 Infinity II SFC Multisampler 相比
于广泛使用的固定定量环方法（其中
过量填充定量环导致样品浪费，而部
分定量环进样导致进样精度不佳），
能够在极高的精度下以灵活的样品
体积进样。在 1260 Infinity II SFC 
Multisampler 中，在大气压条件下抽
取样品，加压至系统压力，然后通过
超快速注射过程进样至分析流路中。
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结果与讨论
固定定量环方法作为最先进的技术被
用于 SFC 仪器的进样。该方法能够
在高精度下以固定体积进样，但是通
过部分环填充进样的体积存在精度不
佳的问题。无法使用在 HPLC 仪器进
样中广泛应用的可变定量环概念，因
为液态 CO2 不能处于大气压下。否则
将由于蒸发而导致样品部分或完全损
失。为克服这一缺点，在用于 Agilent 
1260 Infinity II SFC 系统的 1260 Infinity 
II SFC Multisampler 中推出了灵活的
进样原理。

安捷伦的注入进样技术可提供加压样
品，该样品通过注射过程在色谱柱之
前被注入 CO2 流中。在抽取样品前，
通过注入溶剂冲洗，对连接的定量
环、针头和针座进行清洗，同时将 SFC 
泵连接至色谱柱。在抽取灵活的样品
体积后，在定量环中将样品加压至系
统压力。包含样品的加压定量环连接
至来自分析型 SFC 泵并流向色谱柱的  
CO2 流。在该位置处，可通过注射过
程以可变的进样速度（注入速度）对
样品进样。为了将全部样品冲洗出定
量环，可指定过量填充体积（灌洗 
体积）。

SFC 方法
参数 值

溶剂 A CO2

改性剂 B 甲醇 

SFC 流速 2.5 mL/min

等度洗脱 12% B

停止时间 6 分钟
梯度洗脱 4 分钟内 B 从 5% 升至 35%

停止时间 6 分钟
后运行时间 2 分钟
大体积进样的梯度 0–1 min 时 B 为 1%

1.1 min 时 B 为 5%
4 min 时 B 为 35%

停止时间 6 分钟
后运行时间 2 分钟
反压调节器 (BPR) 温度 60 °C

BPR 压力 130 bar

柱温 40 °C

进样量 0.1、0.2、0.3、0.5、1.0、2.0、3.0、5.0 和 10.0 µL

大体积进样 10、20、30、40、50、60、70 和 80 µL

注入溶剂 甲醇
灌洗体积 4 µL

注入速度 400 µL/min（最高进样量 10 μL），100 µL/min（用于 10 µL 以上的
大体积进样）

进样针清洗 使用甲醇清洗 3 s

检测 272 nm/带宽 4 nm；参比 360 nm/带宽 100 nm；标准高压 SFC 流
通池；数据采集速率 10 Hz
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量范围内的进样线性：0.1–10.0 µL、
0.1–1.0 µL 和 1.0–10.0 µL。在所有
情况下，均获得了优异的进样线性，
所分析的两种化合物的 R2 > 0.9995 
 （图 1B 至 1D）。梯度分离的结果也
表明，在 0.1 µL 至最高达 10.0 µL 的
所有测试的进样量下均获得了优异
的峰形（图 2A）。在 0.1–10.0 µL、
0.1–1.0 µL 和 1.0–10.0 µL 的所有测试
的进样量范围下，两种化合物的进样
线性均非常优异，R2 > 0.9999（图 2B 
至 2D）。

为确定 1260 Infinity II SFC  
Multisampler 的性能，在 0.1 µL 至 
10.0 µL 的进样量范围内，在等度和梯
度洗脱条件下对进样线性和峰面积精密
度进行测定（图 1、2 和 3）。在两组
实验中，采用默认的灌洗体积和注入速
度（参见方法）。这样可确保样品快速
进样至 CO2 流中，并保证样品从进样
定量环中完全冲洗出来。在等度条件
下，两种化合物得到完全分离，并且在 
0.1–10.0 µL 的所有进样量下均获得了
优异的峰形（图 1A）。计算不同进样

由两个仪器参数控制进样：注入速 
度和灌洗体积。对于标准进样  
(0.1–10 µL)，注入速度通常应高于 
100 µL/min（默认 400 µL/min，最高
达 1000 µL/min）以避免峰展宽。可
能使用较低的注入速度，将进样捕集
到初始等度步骤中。由于可能发生样
品损失，因此灌洗体积不应低于 2 µL 
 （默认 4 µL）。可使用较高的值以冲
洗出粘性化合物或包含复杂基质的样
品。这些参数对色谱性能的影响在另
一篇安捷伦技术概述中有更详细的 
讨论1。
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图 1. 在等度洗脱条件下得到的峰 1 和峰 2 的进样线性。A) 等度分离色谱图。峰 1：咖啡因，2.076 分钟。峰 2：可可碱，3.104 分钟。进样
量：0.1–10.0 µL。B) 0.1–10 µL 进样量范围内的线性。C) 0.1–1.0 µL 进样量范围内的线性。D) 1.0–10 µL 进样量范围内的线性。R2 通常高于 
0.9995
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在等度和梯度实验中，通过 10 次重
复测定的结果来计算所有进样量下的
峰面积 RSD 值（图 3）。对于两种化
合物，等度分离的峰面积 RSD 从最
低进样量 (0.1 µL) 的 3.0%–3.5% 开始 
 （图 3A），而梯度分离的峰面积 RSD 
从最低进样量 (0.1 µL) 的 2.0%–2.5% 
开始（图 3B）。在两种情况下，当进
样量增加至高于 0.5 μL 后，RSD 值均
降至 0.3% 及更低。对于所有更高的
进样量（最高达 10.0 µL），RSD 值保
持在 0.3% 以下。
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图 2. 在梯度洗脱条件下得到的峰 1 和峰 2 的进样线性。A) 梯度分离色谱图。峰 1：咖啡因，2.473 分钟。峰 2：可可碱，3.060 分钟。进样量 
0.1–10.0 µL。B) 0.1–10 µL 进样量范围内的线性。C) 0.1–1.0 µL 进样量范围内的线性。D) 1.0–10 µL 进样量范围内的线性。R2 通常高于 0.9999

图 3. 在 A) 等度和 B) 梯度分离条件下，采用 0.1–10 µL 
的进样量得到的峰 1 和峰 2 的峰面积 RSD

峰 1
峰 2

峰 1
峰 2

0.00

0.50

1.00

1.50

2.00

2.50

0.1 1 10

峰
面
积

 R
SD

 (%
)

进样量 (µL)

B

0.00
0.50
1.00
1.50
2.00
2.50
3.00
3.50
4.00

0.1 1 10

峰
面
积

 R
SD

 (%
)

进样量 (µL)

A



6

性，相关系数高达 0.9999（图 4B）。
半峰高处的峰宽从 10 µL 进样量下的 
0.04 分钟增加至 80 µL 进样量下同样
可接受的 0.1 分钟，表明在所有进样
量下均获得了对称的峰形（参见图 4 
中的表格）。根据所有进样量下的峰
面积计算相对标准偏差，得到了优异
的峰面积 RSD，其值通常为 0.3% 或
更低（图 4C）。

强洗脱溶剂）缓慢进样至  CO2 流中 
(100 µL/min)。完成注入过程后，将
改性剂浓度从 1% 快速提高至 5%，并
启动洗脱梯度。可可碱的峰高和峰宽
随进样量的增加而增加（图 4）。采用
较高的进样量时，峰高未大幅增加，
但是随着峰宽的增加，峰面积呈线性
增加（参见图 4 中的表格）。进样量
与峰面积之间表现出优异的线性相关

在最高达  10 µL 的进样范围之外，
SFC Multisampler 还能支持更大的进
样量。为此，它安装有 100 µL 样品
定量环。从 100 µL 定量环体积中减
去所使用的灌洗体积，即可计算出可
进样的样品体积。为证明这一能力，
将可可碱溶液（250 mg/L 的甲醇溶
液）的进样量从 10 µL 提高至 80 µL。
将大体积甲醇溶液样品（它是一种
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图 4. 大体积进样结果
A) 在进样量为 10–80 µL 的条件下获得的样品的叠加色谱图
B) 采用大体积进样获得的峰面积线性，R2 = 0.9999
C) 在每种大体积进样量下，由 10 次重复进样的结果计算出的峰面积 RSD (%)
表）在大体积进样条件下测得的所有参数汇总
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最后，考察了进样分析高浓度咖啡
因样品（5 g/L 的甲醇溶液，进样量 
5 µL）所引起的 1260 Infinity II SFC 
Multisampler 的交叉污染行为。通
过高浓度咖啡因样品进样后的首次空
白进样来测定交叉污染。按照与高浓
度咖啡因的峰面积相比的峰面积百 
分比计算得出的交叉污染为 0.0014% 
(14 ppm)。在高浓度咖啡因样品进样
后的第二次空白进样中未检测到交叉
污染（图 5）。

结论
本技术概述讨论了在极高精度下具有
灵活进样量的 Agilent 1260 Infinity II 
SFC Multisampler 的性能结果。在进
样量 0.5 µL 和 10 µL 之间获得的峰面
积 RSD 通常低于 0.3%。即使采用更
低的进样量（低至 0.1 µL），也获得
了通常低于 2.5% 的峰面积 RSD。结
果证明，进样线性通常优于 0.9995。
即使对于高达 80 µL 的进样量，也可
获得低于 0.3% 的优异的峰面积 RSD 
值。采用大体积进样所获得的峰面积
线性也极其出色。灵活的样品引入仅
表现出 14 ppm 的可忽略不计的交叉
污染。这一性能与通常使用的满环模
式下的固定定量环自动进样器的性能
相当，但是具有可变定量环自动进样
器的高灵活性。

图 5. 通过进样高浓度咖啡因样品（5 g/L 的甲醇溶液，进样量 5 µL）测定 Agilent 1260 Infinity 
II SFC Multisampler 的交叉污染。通过高浓度咖啡因样品进样后的首次空白进样来测定交叉污
染。在高浓度咖啡因样品进样后的第二次空白进样中未检测到交叉污染。由于咖啡因的进样量
达到检测器的非线性范围，因此通过从小体积进样的结果外推来计算 5 µL 进样量下正确的峰
面积
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