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前言
Agilent AdvanceBio 酰胺 HILIC 色谱柱设计用于 N-糖和其他极性分析物的 HILIC 分
离。全多孔 1.8 µm 硅胶颗粒填料和独特的键合技术提供了优异的长期稳定性和重现
性，同时实现了复杂 N-糖混合物的理想分离。

Agilent AdvanceBio 酰胺 HILIC 1.8 µm 
色谱柱
用于分析 N-糖和其他极性分析物的 HILIC 色谱柱
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入门指南
每根安捷伦色谱柱均附有色谱柱性能报告，包括色谱柱特定的 
QC 测试色谱图和批次特定的多聚糖分离结果。 

安捷伦的 QC 测试系统可能与您实验室所用的系统略有不同，
QC 测试系统对安捷伦系统进行了改进，以尽可能减小死体
积，从而使安捷伦能够评估柱效并确保产品一致性。

经过优化的液相色谱系统可以生成与 QC 性能报告中色谱图相
似的结果。

重要的安全注意事项
 – 液相色谱系统中的所有连接点均有可能成为泄漏源。应时
刻注意流动相的潜在毒性或易燃性

 – 这些色谱柱具有机械稳定性，并在推荐的最大操作压力下
进行测试，以确保实验室安全运行多台液相色谱仪器

 – 由于填料粒径较小，因此干燥的 AdvanceBio 酰胺 HILIC 填
料可能被吸入体内。由于存在安全风险和色谱柱性能下降
的可能性，因此强烈建议不要打开色谱柱。如果必须打开
色谱柱，只能在通风良好的区域进行操作

其他技巧
 – 色谱柱上标明了液流方向

 – HILIC 分离适合采用小进样量。1 µL 以上的进样量将影响
峰形和分离度，除非调整样品溶剂配方来匹配梯度的起始
条件

色谱柱使用说明

安装
使用 3/8 英寸短扳手将色谱柱连接至仪器。这将有助于避免柱
端接头拧得过紧，从而损坏色谱柱。 

提示：使用 Agilent InfinityLab Quick Connect 快速连接液相
色谱接头（货号 5067-5966）将色谱柱快速连接至液相色谱
仪器。

色谱柱老化
Agilent AdvanceBio 酰胺 HILIC 色谱柱专为分离从糖蛋白和
糖肽中裂解下来的 N-糖而设计。为使 HILIC 机制有效发挥作
用，色谱柱在使用前必须达到完全平衡。

注意：切勿使荧光检测器 (FLD) 流通池压力过高。安捷伦建议
在色谱柱老化期间完全断开 FLD，以便将所有流动相转移到废
液中。

安捷伦建议按照以下顺序老化色谱柱：

 – 流动相 A：50 mmol/L 甲酸铵，pH 4.4

 – 流动相 B：乙腈

 – 流速：0.5 mL/min

 – 柱温：60 °C

1. 在 80% A 下老化 15 分钟

2. 在初始梯度条件下平衡 10 分钟

为尽可能增强 MS 信号的可选老化条件
 – 流动相 A：5 mmol/L 甲酸铵，pH 4.4

 – 流动相 B：乙腈

 – 流速：0.9 mL/min

 – 柱温：80 °C

1. 在 90% A 下老化 70 分钟

2. 在初始梯度条件下平衡 10 分钟

3. 将所有液相色谱液流转移到废液中 

注：如果需要进行可选老化，则在标准老化和平衡之前进行可
选老化。 

使用说明

操作参数：pH、温度和压力
 – 最大操作压力为 1200 bar

 – 仅在不超过最大压力的 80% 的条件下运行时，可实现更长
的色谱柱使用寿命。典型操作温度为 60 °C。可使用高达 
80 °C 的温度，但会缩短色谱柱使用寿命

 – 操作 pH 范围为 2–7

注：在 pH 7 和 60 °C 以上使用该色谱柱将缩短色谱柱使用寿
命。AdvanceBio 酰胺 HILIC 色谱柱是具有 HILIC 酰胺固定相
的硅胶基色谱柱。所有硅胶在 pH 值大于 6 的水相流动相中均
有一定的溶解度，且溶解度在高温下会增加。
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运输溶剂和兼容性
 – AdvanceBio 酰胺 HILIC 色谱柱保存在乙腈中运输，可直接
用于 HILIC 分离。HILIC 色谱柱需要的平衡时间比反相色谱
柱更长。它们可兼容多聚糖分析最常用的缓冲液和乙腈

 – 多聚糖分析的典型流动相为乙腈和甲酸铵缓冲液 (pH 4.4)。
您可以将该流动相与荧光或质谱检测配合使用

推荐的起始条件
 – 流动相 A：50 mmol/L 甲酸铵，用甲酸将 pH 调节至 4.4

 – 流动相 B：乙腈

 – 柱温：60 °C

 – 流速：0.5 mL/min

注：示例使用 1 µL 水溶液进样。如需采用更高的进样量，请
查阅样品前处理用户手册获得指导。

表 1. 高度复杂或唾液酸化多聚糖
样品的推荐起始梯度

时间 %B 流速 (mL/min)

0 76 0.5

45 46 0.5

46 40 0.5

48 40 0.5

49 76 0.5

60 76 0.5

图 1. 使用 60 分钟梯度得到的 Agilent AdvanceBio InstantPC 人 IgG N-糖文库（货号 GKPC-005）的色谱图示例
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表 2. 简单中性多聚糖样品的推荐
起始条件

时间 %B 流速 (mL/min)

0 76 0.5

17 62 0.5

18 40 0.5

20 40 0.5

21 76 0.5

30 76 0.5

图 2. 使用 30 分钟梯度得到的从安捷伦-NISTmAb 中释放的 AdvanceBio InstantPC 标记的 N-糖色谱图示例
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色谱柱维护和清洁
适当清洁可以延长色谱柱的寿命：

 – 分离方法应以使用 60% 流动相 A 的冲洗步骤结束（参见
“推荐的起始条件”），然后再平衡

 – 如果溶剂流动受阻（由于色谱柱反压异常偏高），则应检
查直至色谱柱入口的溶剂流是否畅通

 – 如果堵塞出现在色谱柱之前，应更换一段管线或受堵的过
滤器

 – 如果色谱柱被堵塞，请将其更换

 – 请勿反冲

 – 样品分析前去除颗粒物，以免堵塞色谱柱入口滤芯。如果
无法去除，请使用在线过滤器来保护色谱柱并延长其使用
寿命。确保样品进样至任何色谱柱之前经过过滤

www.agilent.com
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推荐的储存条件
色谱柱可以在短时间内安全储存于流动相中。建议使用纯乙
腈作为长期储存溶剂。由于较高浓度的缓冲液与乙腈混合时
可能发生沉淀，因此在用乙腈冲洗之前，可能需要首先用含
有 10 mmol/L 以下总缓冲液的乙腈/缓冲液混合物冲洗色谱
柱。储存色谱柱之前将堵头紧紧密封在柱端接头上，以免填
料变干。

订购详情
描述 货号

AdvanceBio 酰胺 HILIC 色谱柱, 2.1 × 150 mm, 1.8 µm 859750-913

AdvanceBio 酰胺 HILIC 色谱柱, 2.1 × 100 mm, 1.8 µm 858750-913

AdvanceBio 甲酸铵流动相浓缩液 
（制备 1 L 50 mmol/L 甲酸铵溶液，pH 4.4）

G3912-00000

AdvanceBio InstantPC 人 IgG N-糖文库 GKPC-005

Agilent-NISTmAb，25 µL（10 mg/mL，共 0.25 mg） 5191-5744

Agilent-NISTmAb，4 × 25 µL 
（10 mg/mL，共 1 mg，每份 0.25 mg）

5191-5745

查找当地的安捷伦客户中心： 

www.agilent.com/chem/contactus-cn

免费专线： 

800-820-3278，400-820-3278（手机用户）

联系我们： 

LSCA-China_800@agilent.com

在线询价： 

www.agilent.com/chem/erfq-cn

http://www.agilent.com
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