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前言
制备型液相色谱 (LC) 是一种强大技术，用于对混合物中一种或多种目标化合物进
行分离或纯化。现在已经逐渐成为药物发现和研发实验室的主要纯化模式，用于反
应净化、天然产物纯化和杂质分离，以及其它用途。多数情况下，制备型液相色谱
首先从分析级别的分离开始，确认样品中目标化合物的状况。一旦分离方法建立
之后，需要根据纯度、回收率和制备通量等对方法进行优化，然后再放大至制备 
级别。

在本篇白皮书中，安捷伦介绍了从分析级放大至制备型液相色谱的关键步骤概况。
应用本文所述的色谱基础理论和数学公式，能够确保帮助您可预测地且无缝地过渡
至半制备型纯化。

制备型液相色谱纯化策略
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选择正确的分离模式和 
固定相
色谱工作人员面临的第一个任务就是选择
合适的色谱或分离模式。这取决于目标溶
质的化学和物理特性。常用色谱模式的说
明如表 1 所示。

图 1. HPLC 中常用的挥发性缓冲盐
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挥发性缓冲盐/合适的 pH 范围
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为避免缓冲盐残留，挥发性缓冲盐的浓度应低于 
20 mmol/L。

反相 正相 离子交换 体积排阻 手性

大部分有机化合物
脂类 

例如油、脂肪和脂质
离子，例如酸、碱、 
多肽、蛋白质和核酸

聚合物， 
包括蛋白质和核酸

对映异构体

含有甲醇或乙腈和 
添加剂的水性混合物

有机溶剂 水相缓冲液，离子化溶液 水相缓冲液，有机溶剂 水相或有机溶剂

表 1. 常用的色谱模式

优化分离：流动相
流动相的选择取决于：

• 优化分离的选择性

• 溶剂纯度（低浓度的非挥发性污染物
会增大基线噪音）

• 检测类型（紫外透光度，MS 兼容性

• 挥发性（可以轻松地从分离馏分中 
去除）

• 粘度（高粘度会引起高反压）

• 组分的溶解性（样品在流动相中的溶
解度）

• 成本
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优化通量：样品量和过载 
类型
在使用制备型液相色谱时，使色谱柱过载
以增大通量是常见做法。过载会导致峰从
高斯分布变为更偏向三角形的形状。然
而，不合理的过载使用会引起与杂质共洗
脱或分析物从溶液中沉淀出来。上样量研
究可以用于确定合适的样品量。在分析柱
上进行这些研究可以节省宝贵的样品，同
时最大程度降低溶剂的消耗浪费。

图 2. 体积过载和浓度过载的峰形

体积过载

浓度过载

标准品进样

有两种色谱柱过载方式：

• 浓度（质量）过载：我们将几个浓度
递增的样品溶液以相同进样体积进样
至色谱柱，从而确定允许的进样最大
浓度。应该采用不会引起分裂峰（样
品沉淀的标志）或共洗脱的最高浓度

• 体积过载：如果样品溶解度很低，推
荐采用体积过载的方法。将相同样品
以递增的体积进样。应该采用不会引
起共洗脱的最大体积

也可以将两种方法结合。从操作的角度上
来说，无论通过蒸发还是冻干，浓度过载
时从收集到的馏分中需要除去的溶剂量更
少，一般比体积过载更适用。

这些从分析级色谱分离研究的结果，可以
用于确定制备级可能的载样量。
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方法放大
纯度、回收率和通量是评价制备型运行结
果的三个重要参数。由于这些参数是互相
关联的，所以优化制备型方法时无法同时
兼顾三个参数。最重要的优化参数取决于
应用。 

如图  3  所示，色谱图  1  显示出制备型 
HPLC 运行高通量的能力，但是两个化合
物的分离较差。也许可以获得每个化合物
中一些高纯的馏分，但其回收率即产率会
相当低。色谱图 2 的峰完全分离，能够
使两化合物具有高纯度和高回收率，但是
通量较低。色谱图 3 以综合三个参数后
的优化制备型 HPLC 运行。

简单快速地实现从分析型到制备型的线性
放大，依赖于分析柱和制备柱都填充了相
同类型的固定相和同样尺寸的颗粒。可以
通过以下三个步骤实现：

1.  改善分析条件：确定正确的分析筛选
条件，例如 pH、流动相和固定相，
并且优化分离度

2. 最大程度提高上样量：确定分析柱的
上样量时，增加进样量直至达到分离
度限值

回收率

纯度
30 min

6 min

10 min

通量

3

1

2

图 3. 制备型 HPLC 的目标
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公式 1. 放大到制备型流速 公式 2. 放大到制备型进样体积

3. 计算并应用线性放大公式：从小内径
色谱柱（分析型）转为大内径色谱柱
（制备型）时，必须放大流速和进样
体积这两个参数。所有其它参数（例
如填料粒径、固定相和流动相）必须
保持不变

我们可以利用公式 1 和公式 2 计算流速
和进样体积这两个线性放大因素。

在正确应用这些放大因素的基础上进样，
能够确保可预测且无缝地过渡至半制备型
纯化。
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