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亚   太   地   区
分 离 科 学 家 解 决 方 案

气体发生器，助您
精简工作流程
Peak气体发生器能为您的LC-MS和GC/GC-MS提供即产即用的可

靠气体。这避免了操作钢瓶带来的安全隐患和不便，提高您的工作

效率。Peak毕克气体在气体发生器行业有20年的经验，我们承诺为

客户提供优质的现场服务和技术支持。在实验室里配备一个Peak

气体发生器，您便可以专注于您其他的工作。

若想了解更多，请立即联系我们。

www.peakscientific.cn

专业呵护， 触手可及
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在实验室里配备一台Peak氮气发生器，您便可以专注于您的实验，无需担心气体供应。保

障您的气体正常输出是我们的首要任务，这就是我们在每个洲都设有当地驻扎工程师的原

因。无论您身在何处，我们都能提供快速的现场响应服务。此外，我们全方位的产品保修涵

盖发生器的每一个零部件，您大可安枕无忧。这就是我们Peak对客户的承诺。

Peak气体发生器能为您的实验室带来：

 
可持续 

避免重复的气体运输，绿色环保

便捷 

按需生产气体，无需更换钢瓶及提供

备用库存

连续 

持续不断的气体供应，不会产生杂质，

也不会有气体用完的情况

 
 

现场服务 

全面的现场保修和服务计划

经济 

消除了使用钢瓶所不断产生的费用，便

于控制使用寿命内的运营成本

 
安全 

您无需在实验室内储存高压钢瓶

www.peakscientific.cn

若想了解更多 请登录我们的网站
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   MAXIMISE YOUR CANNABIS PURIFICATION

Advantages of CPC Equipment:

Ɣ Isolate any type of cannabinoids or terpenes

Ɣ No product loss

Ɣ High purity achievable

www.gilson.com/cpc

36818030428_6849300.pgs  02.27.2018  20:03    ADVANSTAR_PDF/X-1a  blackyellowmagentacyan

http://www.gilson.com/cpc
http://www.gilson.com/cpc


C
h
ro

m
a
to

g
ra

p
h
y

Find what you are looking for!

MACHEREY-NAGEL

Manufacturer of premium  

chromatography media

www.mn-net.com

 n  CHROMABOND® columns with classical and  

innovative SPE phases

 n  Original NUCLEOSIL®, professional NUCLEODUR® 

and highly efcient NUCLEOSHELL® HPLC columns

 n  Robust TLC glass plates, economical aluminum and 

polyester sheets
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编编编辑辑辑政政政策策策:

所有提交给 LC•GC （亚太地区）的文章均应通过杂

志编辑顾问委员会的同行评议。

封封封面面面:

资料来源: De Space Studio/Shutterstock. com

专专专栏栏栏

18  LC 故故故障障障排排排查查查

液液液相相相色色色谱谱谱法法法的的的谱谱谱峰峰峰纯纯纯度度度，，，第第第一一一部部部分分分：：：基基基本本本概概概念念念、、、商商商业业业软软软件件件和和和局局局限限限性性性

Sarah C. Rutan、C.J. Venkatramani和Dwight R. Stoll

这是纯净的色谱峰吗？我怎么样知道其中是否隐藏了一些其他东西？

28 气气气相相相色色色谱谱谱连连连接接接

气气气相相相色色色谱谱谱检检检测测测纲纲纲要要要的的的过过过去去去与与与现现现状状状

John V. Hinshaw

本期对过去已经消失的和现在与分离挑战有关的气相色谱检测器进行

了回顾。

34 基基基本本本要要要点点点

优优优化化化生生生物物物制制制剂剂剂分分分析析析的的的分分分子子子排排排阻阻阻色色色谱谱谱法法法

来自LCGC的在线学习导师辅导，在CHROMacademy.com对生物制

剂分析的分子排阻色谱法（SEC）进行优化。

部部部门门门

32  产产产品品品

封封封面面面文文文章章章
粒粒粒子子子、、、压压压力力力和和和系系系统统统贡贡贡献献献：：：超超超高高高压压压

液液液相相相色色色谱谱谱法法法的的的三三三位位位一一一体体体

Ken Broeckhoven、Jelle De 

Vos和Gert Desmet

对过去十年中（超）高压液相色谱

法的进展进行了说明，重点介绍

了最大器械压力和器械的贡献，

并且对器械和操作压力取得进一

步发展的可能性进行了调查。
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NovaFFF SoftwareNovaFFF Software

ICP-MSICP-MSRIRIUVUVDLSDLSMALSMALS

The FFF - MALS Platform
 Next Level Nano, Bio and Polymer Analysis

Contact us for more information: www.postnova.com

NEW

With SEC Option!
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LC•GC（亚太地区）出版社非常感谢编辑顾问委员会委员对我们的继续支持，以及提出的专业建
议。 LC•GC（亚太地区）的高标准和编辑质量得益于他们的不懈努力。

LCGC（亚太地区）提供与分离科学相关的故障排除信息和应用解决方案，以提高实验室分析化学
家的实践性知识，帮助其获得竞争优势。本刊具有较高的科学质量和商业客观性，为读者提供了解
决实际分析问题所需的工具，使其提高了效率、生产率和员工价值。

订订订阅阅阅: 亚亚亚太太太地地地区区区有有有资资资质质质的的的读读读者者者可可可免免免费费费阅阅阅读读读LC•GC（（（亚亚亚太太太地地地区区区）））杂杂杂志志志。。。
如想申请免费订阅或更改您的姓名或地址，请登录，                            点击订阅，按提

示进行操作。如想取消订阅或订阅过期刊物，请将要求发送至magazines@superfill.com，在主题栏输 

入LCGC（亚太地区）。

请填写您的订阅编号（如有）。

原原原稿稿稿: ：想要了解原稿准备指南，请登录                                或致电编辑 +44（0）151 

353 3500。请谨慎检查后再提交，出版社不对作品、照片或原稿的安全性负责。

联联联系系系方方方式式式: 电话: +44（0）151 353 3500。

再版：本刊在本期以及往期的所有文章均可再版（最低数量 250）。请联系 Brian Kolb，

地址：德克萨斯州林地 2407 号 Timberloch Place， Wright’s Media，邮编：77380。电话：

877-652-5295 分机号：121。电子邮件: bkolb@wrightsmedia.com

© 2018 UBM (UK) 版权所有。依照《1988 年（英国）版权、设计和专利法案》规定或版权授权机构

（地址：英国伦敦市托特纳姆法院路 90 号，邮编：W1P 0LP）发布的许可条款，未经版权所有人书面

同意，不能以任何形式复制本刊物的任何部分（包括复印或以电子形式保存本刊物，以及暂时或顺带用

于其他用途）。 

版权所有者允许在1988年英国版权设计和专利法以外复制本出版物的任何部分，应以书面形式申请，并

传真至 +1 732-647-1104，或发送邮件至: Jillyn.Frommer@ubm.com
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要要要点点点
• 液相色谱柱和仪器已经从较长并且体积较大的色谱

柱转变为较短并且紧凑的色谱柱，前者带有比较大

的全多孔颗粒，在适度的压力下（100-200巴）运

行，而后者带有较小的表面多孔颗粒，并且在超高压

（1200-1500巴）下运行。

• 对过去十年中的发展进行了介绍，重点介绍了最大仪

器压力和仪器的贡献，并且对仪器和操作压力取得进

一步发展的可能性进行了调查。

• 超高压液相色谱法的三个基础部分都需要改进，以

获得更高的分离性能、更小并且更好的颗粒、更高

的操作压力并降低系统贡献。

过去十年中，在分离能力方面取得的进步（分离时间减

少10倍，分离效率增加3倍）可能只是色谱技术三个方面

发展的结合：更小粒子色谱柱的改进、更高的操作压力以

及减少附加柱分散的系统（1）。对于色谱柱技术而言，

由于引入了更小的粒子（亚2微米），因此可以在更短的

时间范围内取得相同的分离效率，与反粒子尺寸的平方成

比例（1/dp
²）（2）。此外，表面多孔颗粒（SPP）（也

被成为核-壳或固体内核）色谱柱的引进使塔板高度降低

了25%，低于传统的全多孔颗粒（FPP），分析时间可以降

低40%，而且分析效率可以增加25%（3）。为了在合理的

色谱柱长度（L）中以最佳的速度（uopt）运行更小的粒

子，引进的仪器需要在比传统高压液相色谱法（HPLC）仪

器（超高压液相色谱法[UPHLC]的压力最初是1000巴，现

在为1500巴）受到的400巴压力限制更高的压力下运行，

并且需要填装良好的色谱柱以经受急剧上升的更高压力循

环。一般而言，因为可以使用较小的粒子获得更高的效

率，较短的色谱柱（3-10厘米）主要用于对抗传统的高压

液相色谱柱（5-25厘米）。为了对压力下降更多时出现的

粘性发热效应进行管理（4），除了降低较小粒子在更高

的最佳流速时的溶剂消耗外，色谱柱的内直径（i.d.）也

应该从由高压液相色谱法的4.6毫米减小至超高压液相色

谱柱的2.1毫米。色谱柱体积的减小需要更小的仪器在谱

带增宽方面的贡献，从而保持分离质量。因此，为了获得

超高压，既需要操作压力较高的先进仪器，也需要新型的

色谱柱（2,5）。本文对过去十年中（超）高压液相色谱法

的发展进行了介绍，重点介绍了最大仪器压力和仪器的贡

献，并且对仪器和操作压力取得进一步发展的可能性进行

了调查。

颗颗颗粒粒粒大大大小小小和和和形形形态态态带带带来来来的的的性性性能能能改改改进进进

图1（a-c）展示了4对谱峰的模拟分离色谱图（每个的第一

部分为k=1、3、5和7，选择度分别为1.080、1.053、1.048

和1.046，分别获得相同的分辨率Rs）。色谱柱1（图1[a]）

Ken Broeckhoven、、、Jelle De Vos和和和 Gert Desmet，，，布鲁塞尔自由大学化学工程系，比利时布鲁塞尔

在在在过过过去去去的的的十十十年年年里里里，，，液液液相相相色色色谱谱谱柱柱柱和和和仪仪仪器器器从从从较较较长长长并并并且且且体体体积积积较较较大大大的的的色色色谱谱谱柱柱柱转转转变变变为为为较较较短短短而而而紧紧紧凑凑凑的的的色色色谱谱谱柱柱柱，，，前前前者者者带带带有有有比比比

较较较大大大的的的全全全多多多孔孔孔颗颗颗粒粒粒，，，在在在适适适度度度的的的压压压力力力下下下（（（111000000---222000000巴巴巴）））运运运行行行，，，而而而后后后者者者带带带有有有较较较小小小的的的表表表面面面多多多孔孔孔颗颗颗粒粒粒，，，并并并且且且在在在超超超高高高压压压

（（（111222000000---111555000000巴巴巴）））下下下运运运行行行。。。这这这种种种发发发展展展（（（革革革命命命）））极极极大大大地地地增增增加加加了了了可可可实实实现现现的的的分分分离离离性性性能能能，，，或或或者者者说说说极极极大大大地地地减减减少少少了了了分分分析析析时时时间间间，，，

但但但是是是对对对于于于每每每一一一个个个分分分离离离问问问题题题以以以及及及相相相伴伴伴的的的正正正确确确仪仪仪器器器配配配置置置而而而言言言，，，都都都需需需要要要在在在良良良好好好的的的色色色谱谱谱条条条件件件方方方面面面具具具有有有丰丰丰富富富的的的知知知识识识。。。

粒子、压力和系统贡献：
超超超高高高压压压液液液相相相色色色谱谱谱法法法的的的三三三位位位一一一体体体
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具有高压液相色谱法常规使用的色谱柱的典型尺寸，即25厘

米长，内直径为4.6毫米，使用5微米的全多孔颗粒进行填充

（不同色谱柱性能的概述参见表1）。色谱柱2（图1[b]）代

表10厘米长的超高压液相色谱法的等价物，但是使用2微米

的全多孔颗粒进行填充，而且都在最佳速度下运行，降低之

后的塔板高度h=H/dp=2。很明显，两次分离都取得了相同的

分离效率和分辨率，但是色谱柱2快了6.25倍。但是，后面

的分离也需要增加相同的操作压力，高于标准的高压液相色

谱分析仪器（400巴）。按照超高压液相色谱法中经常使用

的比较狭窄的内直径（2.1毫米）对色谱柱2中对应的流速进

行计算。正如前文所述，处理溶剂消耗减少之外，内直径比

较狭窄的色谱柱也需要对压力下降更多时所减小的粘性发热

效应进行补偿，以最佳或高于最佳的速度对其进行操作。如

果将全多孔颗粒色谱柱转变为填充有2.7微米表面多孔颗粒

的色谱柱，则可以在分析时间增加和压力下降增加之间获得

良好的平衡（图1[c]，色谱柱3）。这些颗粒不仅有减少之

后接近1.5的最小塔板高度，由于更低的孔隙率和更低的流

动阻力ϕ（15%-20%），其为了达到相似的速度而需要的压力

下降也更少。因此，只需要小幅增加分析时间（+17%），更

大的颗粒（2.7微米vs 2微米）差不多就可以获得相同的效

率（-6.5%），将图1（c）（色谱柱3）与图1（b）（色谱

柱2）进行比较，就可以看出这一点。主要优势在于2.7微米

的颗粒（与2毫米的颗粒比较）在其最佳流速情况下运行该

色谱柱所需要的操作压力更低（3）。实际上，所需要的压

力只是5微米全多孔颗粒的2.4倍。由于这个原因，考虑将色
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图图图222：：：对不同颗粒尺寸和色谱柱形态（FP=全符号，SP=开符号）

的高压液相色谱法（黑色）和超高压液相色谱法（红色）仪器

与色谱柱的运动性能限制进行比较。压力限制：对于1.5微米

（开符号）/2微米（全符号）和2.7微米（开符号）颗粒而

言，高压液相色谱法=400巴，超高压液相色谱法=1500或1200

巴。保留系数k=9，因此 tR= 10•t0。其他 参数与图1相同。
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图图图111：：：不同色谱柱尺寸和颗粒大小的模拟色谱图：（a）4.6×250毫米，5微

米的全多孔；（b）2.1×100毫米，2 微米的全多孔；（c）3.0×100毫

米，2.7微米的表面多孔；（d）2.1×250毫米，2微米的全多孔。塔板高度

的计算方法为：h=H/dp=a+b/v0+c·v0，其中v0=U0·dp/Dmol，Dmol=10-9m2/s而

且对于全多孔和表面多孔而言，a=0.75或0.5，b=4，c=0.1 或0.075。

（a-c）的所有色谱柱都假定在Uopt的条件下进行操作，其中全多孔颗粒

的hmin=2而表面多孔颗粒的hmin=1.6。色谱柱（d）在0.76·Uopt的条件下进

行操作，而色谱柱（e）在1.9·Uopt的条件下进行操作。色谱柱压力下降的

计算公式为 ΔP = Lηuopt/KV，其中黏度 η = 10-3 Pa•s，ϕFP = 800，

ϕSP = 650，Kv = dp²/ϕ。进样体积根据色谱柱的横截面进行确定。



Desmet等等等人人人

谱柱3的内直径定为3毫米，因为在这

些更低的压力下，粘性发热情况不是

很明显（3）。最近，具有狭窄颗粒

尺寸分部的全多孔颗粒已经被证明可

以获得降低之后1.7-1.9的最小塔板

高度。也就是说，在传统的全多孔颗

粒（h=2）和表面多孔颗粒

（h=1.5）之间（6）。

操操操作作作压压压力力力下下下分分分析析析时时时间间间和和和效效效率率率的的的增增增加加加

图1展示了如何通过改变粒子类型和尺

寸在更短的时间内获得相同的分离质

量。但是，也可以在分析时间相同的

情况下（或者分析时间出现些许增

加），通过使用更长的色谱柱来提高

分离质量。图1（d）展示了使用25厘

米长的色谱柱分离2微米的全多孔颗粒

（色谱柱4）。如果在最佳速度之下运

行，操作压力需要大于1500巴。为了

代表更加真实的情况，对流速进行了

限制，符合1200巴的压力限制（目前

所有的超高压液相色谱仪器都可以达

到），以使速度略低于最佳速度

（-24%）。然而，2微米颗粒的操作速

度是5微米颗粒的2倍（没有压力限制

的时候为2.5倍），使分析时间减少二

分之一，效率增加2.4倍，而且分辨率

增加1.6倍（因为RS~N0.5）。使用小

型粒子的额外好处是可以在大于最佳

的速度下对其进行操作，而性能只出

现一点损失，因为C末端对H的贡献与

对垫片dp
2的贡献成比例。图1（e）对

这一点进行了介绍，其中色谱柱2的操

作速度几乎是其最佳速度（限制

为ΔP=1200巴）的2倍（1.9×）。由

于效率和分辨率只损失了一点或者没

有损失，而实际的分离几乎是其两

倍。

为了使最佳的流动相速色谱柱长度以及

颗粒尺寸相结合，同 时将系统或色

谱柱的压力限制考虑在内，动态图方

法（7-11）为（超）高压液相色谱法

的分离性能之间的比较提供了一种更

加简洁的方法。通过对运动性能限制

（KPL）进行绘制，也就是将所获得

某一性能的最短时间或者在给定的分

析时间内获得的最高性能与色谱支持

（颗粒尺寸和种类）的最佳条件进行

比较（8,10）。可以在最大压力下

（高压液相色谱法为400巴，超高压

液相色谱法为1200-1500巴）进行操

作并且对色谱度的长度进行优化来获

得这些限制。这些运动性能限制绘制

在图2（a）中，这是在参考9的情况

下对图1以及参考12的情况下对图3的

升级版（简化）。图中通过对分析时

间tR (计算方法为tR = t0•(1 + k) ，其

中k=9）和效率N进行绘制，提供了

11www.chromatographyonline.com

气气气体体体发发发生生生器器器，，，
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患和不便，提高您的工作效率。Peak
毕克气体在气体发生器行业有20年
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现场服务和技术支持。在实验室里配
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http://www.peakscientific.cn


Desmet等等等人人人

高压液相色谱法（黑色，3.5-5微米的全多孔颗粒）到超

高压液相色谱颗粒和条件（红色，2微米的全多孔颗

粒，1.5和2.7微米的表面多孔颗粒）所取得进步的历史

概述。由于红色曲线的位置更低（较快的分析）而且更

加靠右（较高的效率），因此更高操作压力的优势很明

显（8，9）。此外，更高的操作压力也有助于使用较小

的颗粒。
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图图图444：：：与图1（a-d）的情况相似，但是现在假定附加色谱柱的

体积分散贡献为50μL2，特别是高压液相色谱仪器，并且假定

压力计算的总管长为50厘米，内直径为170微米。

时时时间间间 (分分分钟钟钟)

(a) (b)

(c)

(d)

时时时间间间 (分分分钟钟钟)

保保保留留留时时时间间间 (分分分钟钟钟)

保保保留留留时时时间间间 (分分分钟钟钟)

0

0

4 6 8 10

10 20 30 40 50

0.5 1.5 2.5 3.51 2 3

紫紫紫
外外外
吸吸吸
光光光
度度度

紫紫紫
外外外
吸吸吸
光光光
度度度

紫紫紫
外外外
吸吸吸
光光光
度度度

紫紫紫
外外外
吸吸吸
光光光
度度度

0 2 2 4 6 8 100

图图图333：：：（a-b）当从（a）三组成对的色谱柱系统变为（b）两组成

对的色谱柱系统时候，其中前者包含在486巴的压力下操作2.6微

米的颗粒，而后者包含在1402巴的压力下操作1.5微米的颗粒，

对等度模式下烷基苯分离可获的动态时间增益系数进行了实验验

证。在保持相同谱峰容量的情况下，通过使用线性梯度（比率梯

度时间tG超过色谱柱的无效时间t0，其中tG/t0=12，梯度范

围Dj=0.75）对废水污染物进行了分离，操作对象为（c）两组成

对的色谱柱和（d）一个色谱柱，其中前者在495巴的压力下对1.5

微米的核壳颗粒进行操作，而后者在1399巴的压力下对1.5微米的

核壳颗粒进行操作。改编自参考文献13。

表表表111：：：不同模拟色谱柱（图1、4和5）的参数概述

色色色谱谱谱柱柱柱
长长长度度度
(cm)

直直直径径径
(mm)

颗颗颗粒粒粒尺尺尺寸寸寸
(μm)

颗颗颗粒粒粒类类类型型型

1 25 4.6 5.0 全多孔

2 10 2.1 2.0 全多孔

3 10 3.0 2.7 表面多孔

4 25 2.1 2.0 全多孔
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对于高压液相色谱法而言，表面多孔颗粒的优势非常明显，因

为它们在整个相关的效率范围（3.5微米颗粒的运动效率范围要

比5微米颗粒的更好）内都比3.5微米的颗粒表现更好（8）。

超高压液相色谱分离也可以得出相似的结论，尽管假定2.7微米

的颗粒拥有比2微米全多孔颗粒更低的压力限制（1200巴），

表面多孔颗粒仍然比对应的全多孔颗粒表现更好（对于2.5微

米的表面多孔颗粒而言，我们采用了1500巴的压力，这是目前

市场上可以买到的仪器所能产生的最高压力）。其中也表明增

加操作压力以及使用效率更高的表面多孔色谱柱所带来的效益

都是额外获取的。在该方法中，可以通过将一种（旧的）操作

压力、颗粒种类和尺寸切换到另一种（新的）进行定义的结合

体的方法获得量化分析时间（Gt）（相同效率情况下）或效率

（GN）（相同时间情况下）增益的运动增益系数（1，9）。

G
N

=
Nnew

new

newold

oldoldN
=

E

E

P

P

new new

new

old

old oldG
t

=
t

t
=

E

E

P

P

E =
H 2

Kv0

= h2
with

[1]

在这些公式中，E 代表在无保留复合物速度U0的基础上使用

塔板高度H（在所选择的流速下）的平方除以色谱柱渗透

性Kv0 所获得的分离阻抗（Kv0 = dp²/ϕ， ϕ 为流动阻力）。对

于图2（Nold = 30000，tR,old
= 13.6 分钟）中动 态图开始

（ΔPold = 400 巴）和结束（ΔPnew = 1500 巴）时 的箭头而

言，在3.5微米全多孔颗粒的高压液相色谱法 到1.5微米表面

多孔颗粒的超高压液相色谱法的转换中增 益Gt = 7.6 (tR,new
=

1.8 分钟)， GN= 2.48 (Nnew = 74500)。对于这些分析时间和

条件而言，400巴压力下 tR= 30分钟 的3.5微米表面多孔颗粒

色谱柱在接近最佳状态的速度下进 行操作（h=2.12；

E=3596）。这也是1.5微米颗粒在1500 巴的压力下进行操作

的情况，其中tR=2.79分钟 （h=1.66；E=1791）。在1.5微米

颗粒，tR=13.6分钟的 情况下，较大的颗粒将会更加适合，因

为色谱柱只在最佳 速度即B末端条件下进行运行（h=1.84；

E=2200）。

图3和图4代表这些增益系数在等度模式下实验研究的结果（13）。

通过将三组成对的10厘米色谱柱（30厘米）转换成两组成对的10

厘米色谱柱（20厘米），前者在将近500巴的压力下（Hold=5.46

微米,Kv0=14.8 10-15平方米，图3[a]）对2.6微米核壳颗粒进

行操作，而后者在1402巴的压力下（Hnew= 3.96微米，Kv0=3.8 

10-15平方米，图3[b]）对1.5微米核壳颗粒进行操作，测得了几

乎相同的分离效率（Nold= 54900 vs Nnew=50500），但是获得

的运动时间增益系数为1.6。1.6倍的分析时间增益略高于Gt=1.4

13www.chromatographyonline.com
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图图图555：：：（a-d）与图4（b-c）的情况现相似，但是现在假定附加色谱柱

的体积分散贡献为10 μL2 (a–b) 和 2 μL2 (c–d)，特别是超高压液相色谱

法和完全优化的超高压液相色谱仪器，（e）uopt/3.4 (ΔPmax = 1200巴)

的附加色谱柱的体积分散为0.5μL2。管长为50厘米，内直径为75微米

（a-b）、50微米（c-d）和25微米（e）。
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的理论计算值，但是该理论计算值假定两次分离获得了完全相 

同的效率N。但是，因为实际限制（可获得的色谱柱长

度），改进的（新的）系统中的分离效率大约为10%，低

于“旧的”系统，因此效率略微减小的时分析时间的增益

更大。为了获得相同的N，在较低的流速（大约减少10%）

下，应该使用较长的色谱柱（大约增大10%，对应22厘米

的色谱柱），这样时间增益就比1.6的实验值更接近1.4。

图3（c）和3（d）展示了通过优化废水污染物的梯度分离

可以获得的运动时间增益。对于20:80%（v/v）乙腈-水

到95:5%（v/v）乙腈-水的线性梯度，所用的tG/t0=12。通

过使用1.5微米的核壳颗粒，并且从两组500巴压力下

（图3[c]）操作的成对的色谱柱变为1400巴压力下

（图3[d]）操作的一个色谱柱，所获得的运动时间增益系

数几乎达到了13。虽然获得了几乎完全相同的190谱峰容

量（13），可以看到两张色谱图的选择度和分辨率存在一

些差异。出现这些偏差的原因是导致保留系数发生变化的

压力和温度（粘性发热效应）梯度对分离质量产生了影响

（4、14、15）。

仪仪仪器器器对对对分分分散散散贡贡贡献献献的的的要要要求求求

为了进行比较，假定图1中的分离仪器没有对整体的谱带增

宽做出贡献。但是，注入塞的尺寸（体积）、连接管的直

径以及预热器和检测池的体积都会对分离效率产生明显的

影响（16）。因此，图4表示与图1中相同的色谱柱性能 

（N≈25000），但是鉴定附加系统对分散的贡献为50μL2，这

是标准高压液相色谱仪器的典型值（5、17），而且假定连接管

的内直径为170微米，总长度为50厘米，以计算系统的操作

压力。由于几乎没有观察到色谱柱1（包含大型5微米颗粒的

较长大口径色谱柱）中附加色谱柱分散的影响，包含2微米

颗粒的较短窄口径色谱柱2的分离质量完全无法获得，这表

明较早的洗脱对完全重叠，而且较晚的洗脱混合物出现了重

大损失。两个色谱柱都是在相同的系统中进行操作，由于较

小的色谱柱体积（1/12）造成色谱柱2的体积分散更小，因

此色谱柱2所受影响更大（18）。对于色谱柱3而言，其含有

表面多孔颗粒，虽然附加色谱柱的分散对性能造成的损失很

大，由于使用了较大的内直径（3毫米），其反而更小。连

接管的较大内直径可以确保所展示的流速需要很少或不需要

附加压力。在色谱柱4（长25厘米，填充2微米的颗粒）观

察到了重大损失，但是由于具有更长并且更大的体积，色谱

柱受到附加色谱柱分散的影响很小，而且更高的分辨率获得

了优越的性能，基线分离（RS=1.5）只在第一个洗脱对中

出现了折中的情况。图4介绍了为什么只转变成更小的颗粒

或更有效率的颗粒形态（表面多孔颗粒）不足以获得更好的

分离性能，但是也需要考虑色谱系统的分散（5）。

图5（a）和5（b）介绍了色谱柱2和色谱柱3所获得的性能

（色谱柱1受到的系统影响可以忽略不计，因此没有显

14 LLLCCC•••GGGCCC 亚亚亚太太太地地地区区区 2018年2月/3月

紫紫紫
外外外

吸吸吸
光光光

度度度
 (

m
A

u
)

1.63
0

100

200

300

400

500

600

700

800

900

0

0

5000

10000

15000

20000

25000

2 4 6 8

65 μm ID
100 μm ID
125 μm ID
250 μm ID

65μm
100μm
125μm
175μm
250μm

k

N

(a) (b)

1.64 1.65 1.66 1.67 1.68 1.69 1.7 1.71

保保保留留留时时时间间间 (分分分钟钟钟)

图图图666：：：（a）一系列烷基苯（乙酰-、丙酸-、丁酸-、苯并-和苯戊酮）的板数（N）对保留因子（K）的图表展示了等度模式以及0.8毫

升/分钟的流速下色谱柱后连接管内直径的影响，2.1×50厘米色谱柱中为1.3微米的表面多孔颗粒。（b）在kgrad=（tR-t0）/t0

为4.5，kelution为1.8，流速为0.6毫升/分钟的时候，在梯度洗脱模式下对苯甲酮上的放大层使用相同的色谱柱。改编自参考文献20。
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示），但是现在超高压液相色谱仪器的典型分散（17）

—10μL2—而且假定需要图4中相同的管长（50厘米）

和75微米的内直径。可以观察到分离获得了明显改善，尤

其是较早的洗脱复合物（18-21）。但是，较早的洗脱复

合物并没有获得解决。此外，窄管的操作压力得到了显著

增加。由于更大的流速（见图1），这种增加比含有表面

多孔颗粒的色谱柱3更大。为了从具有窄内直径的色谱柱

获得全部好处，需要在完全优化的超高压液相色谱系统中

使用降低的附加色谱柱分散进行操作。一些小组已经将附

加色谱柱的分散值减小到了2μL2（20、21、22、23）。

这可以使他们获得超过90%的固有色谱柱，同时保留系数

＞3。在图5（c）和5（d）中对这种情况进行了介绍，其

中表明除了K=1之外，所有谱峰都失去了很少或没有损失

分离分辨率。但是，由于连接管的内直径减小，操作压力

出现了显著增加。这种情况在3毫米的内直径色谱柱（色

谱柱3）更加明显，其中超过60%的压力下降是连接管造

成的（含有2.1毫米内直径的色谱柱2为30%）。实际上，

在这种情况下，附加色谱柱分散的进一步减少只会为分辨

率带来很少的增益，但是压力下降的成本却很大。如果附

加色谱柱的体积减小带来的压力下降导致色谱柱长度或流

速减小，则性能方面不再具有任何优势。例如：图5（e）

中假定色谱柱2的连接管为25微米内直径，而且系统分散

为0.5μL2。过多的压力下降（固定流速为ΔPtub~dtub
4）意味

着流动相速度减少到3.4，因此在B末端条件下对色谱柱进行

操作。可以清楚地看到，这导致分析时间出现明显增加，而

分离分辨率出现降低。作为替代方案（结果没有显示），可

以选择含有2.7微米表面多孔颗粒的4.6毫米内直径色谱柱，

这种情况下在第一个谱峰对可以发现50μL2高压液相色谱系

统的分辨率为1.29，同时只需要247巴的操作压力。但是，

需要付出的代价是更高的溶剂消耗，因为流速增加到2.4，

而且尽管压力下降是有限的，如果使用具有更大内直径的色

谱柱，与粘性发热有关的性能也会变得更加显著。

系系系统统统在在在梯梯梯度度度和和和等等等度度度洗洗洗脱脱脱贡贡贡献献献方方方面面面的的的举举举例例例

图6（a）和6（b）介绍了附加色谱柱体积的优化如何对

（a）等度和（b）梯度分离两方面的分离性能产生影响

（20）。
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这种情况下，在全优化的色谱系统（POISE [24]，80nL紫

外检测器单元以及最小化的色谱柱前管）中运行含有非常小的

表面多孔颗粒（1.3微米）的小体积色谱柱，除了连接色谱

柱末端与检测器单元的较短（14厘米）连接管。对于这种

连接管来说，可以选择65到250微米的不同内直径。在等度

情况下，绘制了所获得分离效率（由板号N表示）的变化对

保留系数的图表。在这种情况下，即使流程即色谱柱到检测

器之间14厘米的较短连接管流程的一部分没有被优化，性

能也出现了重大损失，K<4比预期的N=20000效率更低。

就像之前的模拟色谱图中介绍的一样，第一个洗脱复合物

承受了大部分附加色谱柱的谱带增宽（18、19、21）。效

率在较高保留系数处出现些许下降趋势，将会使保留系数

对塔板高度和最佳速度产生影响（20）。在图6（b）中，

梯度洗脱模式的一个谱峰（苯甲酮）在不同内直径处出现

了放大情况。在（明显）梯度保留系数Kgrad大约为4.5的情

况下对该复合物进行洗脱。可以看到较宽的管子对谱峰的

宽度和高度都产生了显著影响。很显然，与经常假定的情

况相反，由于梯度运行开始时存在典型的色谱柱焦点，没

有使色谱柱后分散最小化，因此附加色谱柱谱带增宽也会

对梯度模式产生显著影响。例如：Spaggiari等人证明了

将超高压液相色谱法与质谱法结合之后，必须使接口管最

小化，这样就不会对标准体系（25）中大于7的K值性能产

生影响，而且需要应用最佳的质谱法设置（18、25）。

结结结论论论

通过转变成更小的颗粒并且使用表面多孔颗粒，可以获得

更快并且更好的分离效果。但是，颗粒越小，需要的操作

压力也越大。为了避免粘性发热导致压力下降达到限值，

并且减少溶剂消耗，将这些小型颗粒剂填充到具有更窄内

直径的较短色谱柱中。因此，这些小体积色谱柱的性能受

到色谱系统中附加色谱柱分散的强烈影响。本文说明了超

高压液相色谱法的三个基础部分都需要改善，以获得所期

望的更高分离效率：更小并且更好的颗粒、更高的操作压

力以及较小的系统贡献。

参参参考考考文文文献献献
(1) J. De Vos、K. Broeckhoven和S. Eeltink，分析化学 88, 262–278 

(2016).

(2) S. Fekete、E. Oláh和J. Fekete，色谱法杂志A辑 1228, 57–71 

(2012).

(3) J. Ruta、D. Zurlino、C. Grivel、S. Heinisch、J.-L. Veuthey和D. 

Guillarme，色谱法杂志A辑1228, 221–231 (2012).

(4) D. V. McCalley，TrAC趋势-分析化学 63, 31–43 (2014).
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如果我们带着怀疑的心态来处理我们的

数据，作为色谱工作人员，我们知道那

些色谱图中被认为是“纯谱峰”（即一

次只洗脱了一种化学成分）的色谱图实

际上是由多种一起洗脱的成分构成。从

定量分析的角度来看，由于假定谱峰是

纯的，而实际上并不纯，这会导致复合

物的定量测量不准确，因此对“有多少

量”这一问题的回答总是一个需要考虑

的内容。从定性分析的角度来看，由于

我们认为已经确定了10种成分，而实际

上有11种成分，我们遗漏了一种，这可

能会造成严重的后果（例如：影响健康

或效益），因此对“它是什么”这一问

题的回答也是需要考虑的内容。由于我

们俗称的“纯谱峰”具有重要作用，概

念和工具的发展已经付诸了大量的研

究，以增加我们清楚从色谱图上所观察

到的内容的信心。但是，在引入我们俗

称的高效液相色谱法（HPLC）之后的50

年里，我们仍然没有处理这一问题的万

全之策。在这一期的“LC故障排

查”中，我们将会在多部分系列的第一

部分处理谱峰纯度的问题，其中我们将

会对谱峰纯度评估后面的一些概念进行

探索，对这些评估所用的市场销售软件

中的一些工具进行介绍，并且重点突出

这些工具在现实范例中的一些限制。为

此，我邀请了数据分析和药物分析方面

的两位专家和我一起解决这些问题。在

随后的内容中，我们将会把谱峰纯度话

题的讨论扩展到简单的工具不充分时使

用的高级数据分析策略，以及二维液相

色谱法（2D-LC）解决谱峰纯度问题的可

能性。

Dwight Stoll

谱谱谱峰峰峰纯纯纯度度度：：：简简简介介介

在所有与谱峰纯度相关的应用领域中，

关注度最高的是制药行业，因此在这一

期中我们的讨论主要在这种背景下展

开。确保医药产品的质量与患者的安全

是全世界制药行业和监管机构的主要目

标。监管者希望制药行业符合人用药品

注册技术要求的国际协调会议（ICH）有

关包括残留溶剂和元素杂质在内的新原

料药和药物产品中所含杂质的指导方针

（ICHQ3A-Q3D）（1-4）。公司和监管

者都付出了巨大的努力来确保交付的产

品安全、 有效用且具有预期的质量和

优势。

包含对原料药（APIs）外表、特性（包括

形式）、分析（重量或针对某一标准的

重量）、杂质（有机和无机，包括残留

溶剂）、含水量和颗粒尺寸分析在内的

属性进行评估的方法在内的各种分析检

验。同样地，对口服药物产品（即活性

药物成分和赋形剂）的外表、特性、分

析（重量或针对某一标准的重量）和杂

质、剂量单位的一致性、溶解、含菌量

和含水量进行了检测。在这些检测中，

对含量和杂质（如果有的话还包括手性

杂质）进行测定的检测是最关键的，因

为它们对药物产品的安全性和有效性产

生影响的可能性最大。

发展一种特殊的“稳定性指示方法”来

测定原料药和药物产品的成分（重量或

重量分析）、定量杂质并确定可能的降

解产物非常重要，因为其提供了该方法

可以在保质期内对材料质量进行监控的

证据。发展这种类型的方法通常需要从

筛选不同选择度的色谱柱入手，在不同

的pH值处使用流动相，并且使用不用的

方法（例如：酸、碱、过氧化氢、光和

热）对药物产品样品进行分析。在前期

使用加压的样品对 支持药物产品长期稳

定性的方法充分性进行评估，证明其保

液相色谱法的谱峰纯度，第一
部分：：：基基基本本本概概概念念念、、、商商商业业业软软软件件件和和和
局局局限限限性性性

Sarah C. Rutan1、、、C.J. Venkatramani2和和和Dwight R. Stoll3，，， 1美国弗吉尼亚里士满弗吉尼亚联邦大学， 2美国加利福
尼亚旧金山基因泰克公司，3LC故障排查编辑
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质期（或期限）。此外，还有助于确定降解产物和降解途径。

方法优化软件工具越来越多地用来确保方法从一开始就具有稳

定性，这正是质量源于设计（QbD）方法发展的精神（5）。在

这些方法中，二极管阵列探测（DAD）或质谱法（MS）用来对

复合物进行探测，因为它们是从色谱柱洗脱而来。如果某种复

合物的光谱（紫外[UV]或质量）具有这种复合物的特点，对通

过谱峰的光谱发展情况进行检查，为谱峰纯度的评估提供了途

径。但是，主要成分附近的杂质和降解产物通常在结构上很相

似。这就意味着其二极管阵列探测光谱高度相似，而且在对光

谱纯度的评估情况进行解释的时候需要高度关注，还需要考虑

为谱峰纯度评估结果提供支持的互补数据（例如：使用互补的

色谱柱选择度和质谱数据所观察到的洗脱方式）。

高效能杂质或非活性杂质出现在剂型中，将会影响药物产品的

生物活性。在药物发展的历史中有一些著名的例子，说明了探

测共同洗脱的重要性。(S)-(+)-甲氧萘丙酸对于关节炎的治疗

很有效，但是其对映异构体导致肝中毒。同样， (S,S)-(+)-

乙胺丁醇对于结核病的治疗很有效，但是其对映异构体会致盲

（6）。大家都知道R-萨力多胺对于孕妇晨吐的治疗很有效，

但是其对映异构体却是一种致畸原（7）。因此，对谱峰纯度

进行正确地评估对于确保药物产品的安全性和有效性非常重

要。

使使使用用用二二二极极极管管管阵阵阵列列列探探探测测测进进进行行行谱谱谱峰峰峰纯纯纯度度度评评评估估估的的的原原原则则则

作为一名色谱工作人员，有关谱峰纯度最经常询问的问题是：

这种色谱峰是由单一化合物构成的吗？遗憾的是，使用商业软

件中提供的传统谱峰纯度分析方法并不能为这一问题提供确切

的回答。当然，这些软件工具为这一问题提供了一种回答：此

种色谱峰是由具有单一光谱结构的复合物构成的吗？对于这一

通常被称为谱峰纯度的概念，可以使用液相色谱法最具有商业

使用性的数据系统获得不同程度的解决。

谱谱谱峰峰峰纯纯纯度度度评评评估估估的的的理理理论论论基基基础础础

就像大多数色谱数据系统所展示的一样，谱峰纯度概念的基础

是将光谱作为矢量在n维空间中进行观察，其中n是光谱中的

数据点的数量（8）。为了更简单地呈现这一概念，我们可以

使用图1（a）中所示的用三个波长λ1、λ2和λ3所测得的光

谱作为例子。我们可以在图1（b）中所示的三维（3D）空间中

将这一光谱作为矢量进行绘制，其中矢量终点的坐标是三种波

长的吸光度值。然后，根据图1（c）中用红色提供的第二个光

谱，我们对两个光谱之间相似点进行量化的方法很感兴趣。评

估光谱相似性的一种简单方法是确定图1（d）中所示的代表

免费的演示版软件

www.dataapex.com

http://www.chromatographyonline.com
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http://www.dataapex.com


LLLCCC•••GGGCCC 亚亚亚太太太地地地区区区 2018年2月/3月20

LC 故故故障障障排排排查查查

数，其计算方式如下：

r = (a
i
–a)Σ (b

i
–b)

2 2
(a

i
–a)Σ Σ(b

i
–b)√

 [2]

其中ai和bi代表第i个波长的吸光度值。

只要在应用方程式1之前矢量是中心平

均值，则表明：

r = cosθ [3]

因此，两种相似性的测量是等效的。

使使使用用用实实实际际际光光光谱谱谱测测测定定定光光光谱谱谱相相相似似似性性性的的的说说说明明明：：：

接下来，我们对两个相似但是不相同的

光谱进行比较，以了解如何在实际中使

用光谱相似性这一概念。图2展示了异补

骨脂素（蓝色）和补骨脂素（红色）两

种同分异构体的光谱。使用中心平均值

之后，它们之间夹角的余弦值（等同于

相关系数）为0.980，夹角（有时候称为

光谱对比角）为11.4°。不使用中心平

均值，则夹角的余弦值为0.988，而且相

应的夹角为8.97°。从检查情况可以看

到这些光谱虽然相似但不相同。

我们现在探索如何使用这一度量标准来

维空间中光谱的矢量之间的夹角。如果

两个矢量之间的夹角θ为0，则两个光谱

的形状完全相同（即使两个光谱的整体

强度不同）。如果我们将蓝色光谱（矢

量）表示为光谱a，将红色光谱（矢

量）表示为光谱b，可以按照下列方法

将光谱相似性作为夹角θ的余弦进行计

算：

θ = =
a∙b

a
i
2 2||a|| ||b||

a
i
b

i
Σ

Σ√ b
i

Σ√
 [1]

其中黑体字和小写字母表示矢量，或者

矢量坐标的列表（当前插图中的三个

值；n值表示普通的n维空间）。分子代

表两个矢量的点积，符号|| ||代表矢量

范数，在更传统的术语中其表示给定矢

量的长度。除以矢量的长度得到光谱相

似性的数值，其与信号的振幅无关，只

与上文中提到的光谱形状有关。

一些光谱数据系统中用来测定光谱相似

性的替代方法包括两个光谱的相关系

确定具体的谱峰是否是纯的。图3（a）

展示了我们认为是谱峰纯度的谱峰，而

图3（b）展示了这一谱峰的轮廓图，其

中彩色的轮廓线表示每次或每个波长点

的吸光度。许多色谱数据系统供应商提

供的谱峰纯度软件都指出了在谱峰纯度

分析之前将基线移除的重要性；该基线

如图3（a）所示，从9.9至12.7分钟的时

候从谱峰开始限值到结束限值（红色影

线标记）。

随后，我们选择谱峰顶点的光谱作为参考

光谱（从色谱数据系统供应商提供的几个

选项中选择一个）。经常推荐选择“最

大”色谱图的顶点（由每个光谱中所观

察到的最大吸光度构成）。然后对顶点

光谱和通过这一谱峰（用指数j表示）的

所有光谱进行评估，如方程式4所示：

(a
apex,i 

– a
apex 

)Σ (a
j,i
– a

j
)

(a
apex,i 

– a
apex 

)2 2Σ (a
j,i
– a

j
)Σ√

r=cos θ =

 [4]

这种通过谱峰的相似值的变化在图3（c）

中用绿色曲线（显示为1000r2；这是安

捷伦软件所使用的匹配因子；需要注意

的是安捷伦软件所使用的是颠倒的y轴）

表示（9、10）。虽然通过谱峰顶部的相

关性很高，而谱峰前端的相关值却更低

了，由此产生了这一谱峰是否在“光谱

上是纯的”的问题。为了更加充分地解

决这一问题，我们需要建立一个阈值来

确定这种相关性是否足够高，从而得出

这是否是一个纯谱峰的结论。正是在这

个时候，不同的光谱数据系统供应商采

用了略微不同的方法。

在安捷伦软件中，阈值曲线的计算方式

如方程式5所示：

Threshold
j
 = 1000 1–0.5

Var
noise

Var
j

+Var
noise

Var
apex

2

 [5]
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图图图111：：：（a）三点光谱；（b）该光谱在三维空间中表示为矢量；（c）两个相似的三点光谱；

（d）这两个光谱在三维空间中表示为矢量，两个矢量之间的夹角表示光谱相似性。

cos 
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其中响声的变异数（Varnoise）是通过默认

值或用户规定的光谱范围计算而来，这些

光谱中没有分析物吸收，在图3（a）中用

紫色曲线表示。Varj是第j个光谱的变异

数，而Varapex是顶点光谱（或用户规定的

另一个参考光谱）的变异数。该阈值曲线

在图3（c）中用紫色表示。插图为展开

图，表明这一谱峰在10.7分钟之前的洗脱

时受到了杂质的影响。实际上，这一谱峰

包含百万分之50的补骨脂素（图2中用红色

表示的光谱），其保留时间为10.8分钟，

并且含有百万分之5的异补骨脂素（图2中

用蓝绿色表示的光谱），其保留时间

为10.4分钟，这就是软件探测到的“杂

质”。除了提供图3（c）中所示的谱峰纯

度图外，供应商通常也提供整体的谱峰纯

度测量和整个谱峰的阈值。例如：安捷伦

通过对匹配因子和阈值以及这些光谱的匹

配因子和阈值的平均数进行比较，确定了

被判定为不纯的谱峰中的光谱总数。从上

面所示的例子来看，通过谱峰的2430个光

谱中，有1446个光谱的匹配因子比相应的

阈值小，这些光谱的平均匹配因子

为992.8，平均阈值为999.0，再次得出了

这个谱峰不纯的结论。

其他色谱数据系统供应商使用这种通用方法

的变化形式对谱峰纯度进行量化。例如：

日本岛津公司（11）使用相似角的余弦值

对纯度进行量化，并使用下列表达式对阈

值进行量化。

Threshold
j
 = 1–

||a
apex

||2
Var2

noise 1–
||a

j
||2

Var2
noise

  

–
||a

apex
||∙||a

j
|| 

Var2
noise

       [6]

同时，沃特世Empower软件直接使用相

似角，并且在溶剂和响声贡献的基础

上对阈值进行计算。无论使用哪一种

色谱数据系统方法对谱峰纯度进行评

估，按照有关基线减法和响声估计的

指南来获得最有力的光谱纯度结论都

非常重要。
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图图图333：：：（a）在谱峰）（绿色圈）顶点所选择的带有参考光谱的色谱峰以及用来确定响声变

化（Varnoise）（紫色圈）的响声光谱；（b）作为等值线图的该色谱图的代表，其中y轴表

示紫外可见光吸收光谱，x轴表示色谱时间轴。（c）光谱相似性由通过色谱峰轮廓（绿

色）和相应响声阈值（蓝色）的顶点（1000r2）构成。根据这张图，我们可以得出结论：

色谱峰在10.7分钟之前受到了杂质的影响。

250

200 300

o o o

oo o

波长 (nm)

吸
光
度

 (
m

A
U

)

400 500

200

150

100

50

-50

0

图图图222：：：异补骨脂素（蓝绿色）和补骨脂素（红色）的光谱。光谱相似性表示
为θ=11.4°；r=0.980。
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使用二极管阵列探测对谱峰纯度进行评估的光谱相似性概念在很

多情况下都很有用，而且由于其低成本而具有吸引力。较低的光

谱相似值或匹配因子可以为存在杂质的分析物质提供指示；但

是，其表明通过谱峰的光谱存在显著差异的较高光谱相似值或匹

配因子可能会因为下列原因而出现在不纯的谱峰处：

• 存在的杂质比主要复合物的浓度（吸光度）低很多；

• 主要复合物和杂质的光谱相同或非常相似，而且

• 杂质和主要复合物一起洗脱，并且保留轮廓与主要复合物的形

状及该保留时间都相同（9）。

实实实际际际医医医药药药材材材料料料进进进行行行分分分析析析举举举例例例

在下面的案例分析中，我们展示了对连接器药物中间体进行分析

的例子，主要突出光谱纯度方法的优势和限制，以便对谱峰纯度

进行评估。在这种情况下，所有的谱峰纯度计算值都是由沃特

世Empower3软件计算得出。连接器药物中间体的合成与分析极其

具有挑战性，因为它们具有高反应性、化学不稳定性、多级合成

路径而且小型分子药物具有相对较高的分子量（13）。它们是肿

瘤学中所使用的抗体药物偶联物（ADC）的主要成分。

图4中展示了连接器药物中间体三种合成批次的高压液相色谱分离

情况，其中主要连接器药物谱峰附近的范围增大。该图显示了批

次之间的变异性，并且在主要成分附近对多种成分进行了洗脱。

发展一种高压液相色谱法来溶解这些结构相似的化合物很有挑战

性，而且需要使用二极管阵列探测数据和质谱法探测对谱峰纯度

进行评估，并且对补充色谱柱的选择度进行筛选，使与主要成分

一起洗脱的杂质出现的可能性降到最低。

图4（a）展示了样品批次A的色谱轮廓，在主要复合物的后缘没

有明显被洗脱的谱峰（保留时间为23.015分钟），但是样品批

次B（图4[b]）显示保留时间为23.354时出现的杂质。在这个例子

中，只有主要复合物后缘的谱峰是完整的。杂质谱峰的面积百分

比为0.13%（图4[b]）。样品批次C展示了主要复合物后缘洗脱的

多种成分，其中主要杂质的相对面积为1.4%（图4[c]）。

图5中显示了样品批次A中的谱峰纯度分析结果。主要复合物的纯

度角（0.054）比阈值（0.235）更小，而且纯度曲线位于通过整

个谱峰的阈值曲线的下方，表明通过谱峰的光谱同质性。

图6（a）显示了样品批次B中的谱峰纯度分析情况。在这种情况

下，主要复合物的谱峰（即23.036分钟时的谱峰）通过了谱峰纯

度（假阴性），即使图4（b）和6（b）中显示谱峰后缘出现了明

显可见的杂质。整体谱峰纯度被确定为0.078，整体阈值

为0.235，表明该谱峰在光谱上是纯的。假阴性可能存在的解释

包括主要成分杂质谱峰之间的光谱相似性很高，或者与主要成分
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有关的杂质含量很低（大约0.13%）。主

要成分和杂质谱峰（图6[a]中的插图）的

标准化紫外光谱具有较高的相似性，表

明光谱相似性很可能是导致假阴性的原

因。但是，图6（b）中纯度和阈值曲线

的最近检查情况表明杂质可能出现在谱

峰的尾部。通过这一证据和尾部出现的

清晰小谱峰，分析人员可以得出结论：

尽管整体的纯度检测表明谱峰是纯的，

但是谱峰在光谱上是不纯的。

此外，图6（b）中所示的杂质谱峰（即

图4[b]中大约23.35分钟时的谱峰）在

谱峰的前缘不存在光谱纯度，其纯度角

为0.436，阈值为0.272（图6（c））。这

可能是因为受到了杂质谱峰前缘主要成分

的影响，或者是因为存在其他杂质。在

这个例子中，因为色谱证据和谱峰纯度

图，尽管有光谱谱峰纯度测试结论，色

谱工作人员将会得出存在杂质的结论。

通过对图4（c）中的样品批次C的色谱图

进行检查，可以获得进一步的见解。在

这里，主要谱峰的尾部存在一些明显的

杂质谱峰，可能是因为这些杂质的存在

（虽然浓度水平很低）导致图5（b）中

样品批次B的阈值的纯度曲线之间观察到

存在差异。有趣的是，样品批次A的纯度

和阈值曲线在23.35分钟的时候非常接近

（图5（b）），这表明这一批次中可能

也存在杂质，虽然其浓度较低，色谱和

光谱证据都得出了纯谱峰的结论。其重

要意义是：如果杂质谱峰没有像当前案

例解决，但是在主谱峰下却获得了完全

洗脱，则不存在标明存在杂质的色谱或

光谱证据，即使是样品批次B和C。

结结结束束束寄寄寄语语语

这一使用二极管阵列光谱数据对谱峰纯

度评估原则的讨论既强调了该方法的功

能，也讨论了其受到的限制。虽然这种

方法因为低成本而具有巨大的优势，在

对边线结果进行解释的时候也必须格
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图图图555：：：在峰积分限范围内样品批次A的谱峰纯度分析；（a）主要成分在23.009分钟时

的谱峰；（b）表明纯度和阈值曲线的扩大规模。纯度曲线（绿色）位于通过谱峰

（扩大图）的阈值曲线（蓝色）的下方。
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中包含的谱峰。
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外注意，这里的杂质水平可能相对较低。

在下一期内容中，我们将会对高级曲线

分辨技术的原理进行审查，并展示如何

利用它们继续使用二极管阵列光谱数据

对含有主要成分和次要成分的谱峰进行

分析。

致致致谢谢谢

非常感谢安捷伦科技有限公司的Frank 

Wolf博士在本文的准备过程中提供的众

多有益讨论。
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并从发展到商业发射一直处于领导地位。
他感兴趣的研究领域包括多维色谱和基因
毒性杂质的超痕量分析。
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图图图666：：：样品批次B的谱峰纯度分析表明通过谱峰的光谱纯度与谱峰后缘洗脱的谱峰无关；

（a）主要成分在23.036分钟时的谱峰；（b）表明主要成分纯度和阈值曲线详细信息的展

开图；（c）表明杂质在23.350分钟时的纯度和阈值曲线详细信息的展开图。
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在气相色谱诞生之后的六十五年内，科

学家已经制定了大量各种各样的检测方

法。目前，下述四种检测方法在GC应用

领域占据了超过90％的份额：（1）：

火焰离子化检测（FID）、热导检测

（TCD）、电子捕获检测（ECD）和质

量选择检测（MSD）。在现代色谱实验

室中还存在其他数量较少的检测器，其

中一些长期搁置不用。从火焰离子化检

测到使用昆虫触角作为传感元件的电子

天线探测（EAD），GC检测方法涵盖了

广泛的灵敏度和选择，这是其他方法所

无法比拟的。2015年，McNair和Schug

在一篇发表于GC Connections（2）的

文章中阐述了八种主要的GC检测方法

的历史及功能，这些方法涵盖了TCD以

及最新的检测方法：真空紫外（VUV）

检测。除了这些主流检测方法之外，

还有在过去有效或曾经使用的其他许

多方法——表1和表2列出了近30种检

测方法，但并不包含所有方法。一些

色谱法采用其他名称和缩写，且有些

并不能通过文献检索查看。

检检检测测测器器器分分分类类类

国际理论和应用化学联合会（IUPAC） 

最近针对离析科学术语发表了更新建

议 （3）。IUPAC在更新建议中定义了

三种一般类型的色谱检测器。通用检测

器：如用于检测洗脱水（而非载气）中

任何化合物的热导检测器；特定检测

器：仅可用于检测某些特定的化学相

关物质，如用于检测卤代化合物的电

子捕获检测器或用于检测氮或磷化合

物的氮磷检测器（具体根据化合物命

名）；选择检测器：可用于检测具有

可测量特性（质量或光谱吸光度）的

组化合物。MSD与VUV和红外检测（IRD

或GC-IR）属于选择检测器。

这些分类之间的界限并非总可以明确

界定。例如，火焰光度检测（FPD）可

检测出洗脱化合物的光谱发射谱线，

可能被视为一种选择检测方法，但谱

线仅由含特定元素的分子发射，因

此FPD还属于一种特定检测方法。从实

际层面讲，人们通常基于FPD可检测具

体元素的特性选择该方法，而并不考

虑其光谱选择，因此最好将该方法视

为一种特定检测方法。该分类逻辑可

以适用于其他检测方法。

目前，该领域并未制定任何色谱检测 

方法方面的命名标准。气相色谱检测 

方法的名称通常能够反应检测的选择

和特异性。火焰离子化检测（FID）和

光电离检测（PID）等通常根据检测原

理命名。氮磷检测器（NPD）根据检测

的具体元素而命名，通常还具有一个

反应其物理特性的别名：热离子特异

性检测（TSD）。其中热离子特异性检

测这一名称的涵义更广，涵盖了对其

他杂原子敏感的其他热离子检测。

科学家对这些缩写词既爱又恨。因为它

们既简便、简洁，同时又容易误用。幸

运的是，气相色谱仪自身拥有一套独

特的命名方法，几乎每个缩写词都可

对应一个气相色谱装置、检测器、进

气口和色谱柱等。对于新的（气相）

色谱仪，存在大量令人眼花缭乱的术

语。因此该列表或许可以辅助人们对

检测器进行区分。

气相色谱技术目前在不断发展。每年

都有新的气相色谱装置被开发出来，

并上市销售。近年来，市面上已出现

了三种新的气相色谱检测器：真空紫

外检测器、屏障电离检测器和柱后反

应检测器。大部分气相色谱检测器仍

继续获得广泛应用，但有少量实际上

已几乎不再使用。

气相色谱检测纲要的
过过过去去去与与与现现现状状状
John V. Hinshaw，，，气相色谱连接编辑

气气气相相相色色色谱谱谱检检检测测测涵涵涵盖盖盖多多多种种种检检检测测测方方方法法法。。。除除除了了了最最最常常常用用用的的的火火火焰焰焰离离离子子子化化化检检检测测测（（（FFFIIIDDD）））、、、电电电子子子捕捕捕获获获检检检测测测（（（EEECCCDDD）））、、、热热热导导导检检检测测测（（（TTTCCCDDD）））

和和和质质质量量量选选选择择择检检检测测测（（（MMMSSSDDD）））外外外，，，还还还包包包括括括诸诸诸多多多其其其他他他检检检测测测方方方法法法。。。如如如果果果正正正确确确部部部署署署使使使用用用这这这些些些方方方法法法，，，可可可以以以实实实现现现极极极佳佳佳的的的检检检测测测效效效果果果，，，然然然

而而而这这这些些些方方方法法法的的的特特特性性性和和和应应应用用用方方方法法法却却却各各各不不不相相相同同同且且且十十十分分分复复复杂杂杂。。。本本本部部部分分分对对对气气气相相相色色色谱谱谱检检检测测测方方方法法法进进进行行行了了了简简简要要要概概概述述述，，，包包包括括括过过过去去去使使使用用用

但但但目目目前前前不不不再再再使使使用用用，，，以以以及及及当当当前前前仍仍仍使使使用用用的的的检检检测测测方方方法法法。。。
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表表表111：：：气相色谱检测方法

检检检测测测方方方法法法 缩缩缩写写写 描描描述述述

原子发射检测 AED

原子发射检测流程为：首先在氦微波诱导等离子体中激发洗脱化合物，然后使用检测范围
在160-800nm的光学分光计检测原子发射情况。AED是一种元素特异性检测方法，可用于观察
选定的发射谱线，非常类似于FPD，但可同时进行多重发射检测。其灵敏度可与火焰离子化
检测（FID）相媲美。

屏障电离检测 BID
BID使用介质屏障放电等离子体发射的近紫外光，使洗脱化合物离子化。其灵敏度可
与FID相媲美，而同时表现出接近通用的响应。

电子捕获检测 ECD

电子捕获检测器通过与亚稳态载气分子（由63Ni等放射源放射的β射线产生）碰撞，使溶
质离子化。ECD是一种最灵敏的检测方法之一，可以与卤代溶质和其他具有高电子捕获截
面的溶质发生强烈响应。

火焰离子化检测 FID
火焰离子化检测器可在氢气-空气火焰中使碳氢化合物溶质离子化。然后收集并使用一个灵
敏的静电计测量所产生的电子。FID属于一种近乎通用的检测方法，可以与大多数有机化合
物发生强烈反应，而对CO、CO2、水和其他缺乏C-H键的化合物很少或不发生反应。

火焰光度检测 FPD
火焰光度检测器将洗脱溶质在氢气-空气火焰中灼烧。使用光干涉滤光片选择硫、锡或磷
的原子发射谱线，然后使用光电倍增管进行检测。可使用不同的滤光片来观察特定元素的
发射谱线。

霍尔电解质
电导率检测

HECD, ElCD
在还原模式下，电解电导率检测器将含氢溶质与氢进行催化反应，产生强烈的酸性副产
物，此类副产物可溶于工作流体中。酸解离后，可测得溶剂的电解电导率增加。其他操作
模式则改变与含氮或含硫物质的化学反应。

氦离子化检测、
放电电离检测

HeID, HID, 
DID

氦离子化检测器采用射频脉冲生成氦等离子体来进行检测；等离子体发射高能光子，可以
用于使洗脱化合物离子化。其他电子和亚稳态氦原子也会有助于进行该响应。这些检测器
的早期版本采用类似于ECD的放射性β粒子源。同时还可见于PDD。

红外检测 IRD or 
GC–IR

GC-IR检测器可通过在光导管中直接吸收气相透射光谱，或在旋转镀金筒内捕获低温溶质
或Zn-Se盘上捕获固态光谱，来获得洗脱溶质的中红外光谱。IRD通过光谱和库检索可区
分并识别洗脱物。虽然一些峰存在反卷积，但是仍然可以获得良好的峰分辨率。

质量选择检测、
质谱检测

MSD

MSD提供可供搜索的色谱峰质谱。该检测方法采用了多种质量分析仪，包括四极质谱仪、电
磁质谱仪、离子阱和飞行时间（TOF）仪。正负（NCI）电子电离（EI）和化学电离（CI）等
提供了各种裂解规律。总离子流（TIC）色谱图与其他电离检测器（如火焰离子化检测器）
获得的色谱图类似。单离子监测（SIM）和多离子监测（MIM）测量选定的离子，来推断结构
信息或去卷积共峰。可以添加第二个质谱分析仪来串联GC–MS/MS，这可以通过选择反应监
测（SRM）和多反应监测（MRM）进行进一步分化。

氮磷检测、热离子特
异性检测、热离子电
离检测

NPD, TSD, 
TID

NPD在还原环境中催化加热铷或铯表面的含N或P溶质的离子化。NPD具有高度特异性，
灵敏度略微优于FID。其他操作模式针对各种其他杂原子进行检测。

光电离检测 PID
光电离检测器可在放电灯的紫外（UV）能量范围内使含光子的溶质分子离子化。PID属于一
种特定检测方法，在10.2eV范围内进行检测时，可以与芳香族化合物和烯烃响应，同时还
可与具有能量更高的光源的材料响应。

柱后反应器检测 PCR

柱后反应器将洗脱化合物转化为具有不同检测特性的化合物。最常见的柱后装置为镍基还原
催化转化器，该装置可通过CO和CO2生成甲烷，通常被称为甲烷转化器。该装置使得研究人
员通过FID对这些化合物进行灵敏检测。最近新开发的装置Polyarc反应器（由Activated 
Research公司生产）可通过两个步骤将所有含碳物质转化为甲烷，即首先将物质氧化
成CO2，然后还原成CH4。
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表表表111：：：气相色谱检测方法（续）

检检检测测测方方方法法法 缩缩缩写写写 描描描述述述

脉冲放电检测 PDD

在氦离子化模式下，PDD使用脉冲高压直流电离源和氦气生成光子，用于离子化洗脱峰。最
终通过偏置电极收集生成的电子。在该模式下，PDD是一种通用检测方法，其灵敏度达到十
亿分之一（ppb，10-9）。添加惰性气体（Ar、Xe、Kr）可以与芳香族化合物和其他化学物质
产生特定的反应。PDD还可以在卤素电子捕获模式下进行检测，情况类似于ECD。

硫化学发光检测 SCD
这是一种特定检测方法，通过产生并测量化学发光物质产生的光，与含硫化合物发生反应。
化合物在高温下燃烧，生成SO，然后与臭氧反应产生300–400nm的化学发光光线。

热导检测
（热导检测器） TCD

CD可以参照纯载气测量洗脱物质的差异化热导率。TCD是一种灵敏度适中的通用检测方
法。热导检测器的名称出现较早，用于指使用加热热丝测量热导率变的化。其中，有一
些热导检测器使用珠状热敏电阻进行检测。

真空紫外检测 VUV

真空紫外检测器可以在115nm至240 nm波长范围内测量洗脱化合物的近紫外吸收光谱。
与FID不同的是，该检测器可以与CO、O2和水反应，产生可以去卷积难以分离的化合物（如
间二甲苯和对二甲苯）的独特光谱。

表表表222：：：不常见或过时的气相色谱检测方法

检检检测测测方方方法法法 缩缩缩写写写 描描描述述述

声学火焰检测 AFD
声学火焰探测器是一种独特的设备，旨在用于监测不稳定火焰喷射的振荡频率，此
类火焰喷射可以洗脱化合物。AFD还曾在超临界流体色谱法（SFC）中使用。

电子天线检测 EAD

也许这是最独特的GC检测方法，EAD曾被用于识别飞蛾、蜜蜂、甲虫和其他昆虫的
信息素（5）。将单个昆虫触角或单个感测器连接于电极上，并暴露于潮湿的流体
中。活性化合物的洗脱物可导致神经电反应。然后使用MSD或其他选择检测方法识
别化合物。

气体密度计检测 GDB
气体密度计是一种早期的GC检测器，该检测器使用热敏电阻来测量纯参比载气和GC
色谱柱流体密度方面的差异。后来该检测器由热导检测器所取代。

激光光声检测 LOD
LOD使用可调的CO2激光器的光声效应来生成洗脱化合物在有限范围内的红外光
谱。LOD的敏感度可达FID的十几倍（4），但在识别共峰方面却缺乏充分的选择
性。

核磁共振检测 GC–NMR
许多研究人员已通过停流气相光谱测量或通过NMR管中液相收集，将GC与NMR结合。1H
和13C NMR光谱数据都曾被用于阐明未知化合物的辅助结构信息。

超声波检测 USD
超声波检测器是一种早期应用的GC检测器，该检测器主要使用一对以超声频率共振
的声腔，在化合物洗脱时借助载气中声速的变化产生差拍信号。该检测器的敏感度
相对较低。

mailto:LCGCedit@ubm.com
http://www.chromatographyonline.com
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制制制备备备系系系统统统

Quattro逆流和离心分配色谱仪和萃取器
被设计用于配合并补充标准快速
与HPLC实验室以及过程仪器。在适当
情况下，使用独特的液-液仪器替换固
液色谱柱，使制备量从每年的毫克级增
加到吨级。根据公司介绍，不会发生柱
上吸收或降解。质量平衡是CCC/CPC的
标准。通常可以节省50-80%的溶剂。标
准两相溶剂、离子液体、液体手征选择
剂和离子交换剂均可以使用。根据公司
介绍，可以在不造成污染的情况下，将
可毒化色谱柱的原材料注入到标准色谱
柱中。

www.quattroprep.com

英英英国国国伦伦伦敦敦敦，，，AECS-QuikPrep Ltd., 

脱脱脱气气气机机机

Biotech最新的Degasi Plus是Degasi 

Classic、 Degasi GPC、Degasi Micro

和Degasi Semi-Prep的进一步开发。该系
统可以配置各种应用程序。根据公司介
绍，其中的好处包括：
• 更小的占地面积
• 重量1.5kg（6通道）
• 使用智能板的新型真空泵
• 非常安静
• 1–6通道
• 并联真空室
• 易于故障排除和部件更换
• 交货时间短
www.biotech.se

瑞瑞瑞典典典翁翁翁萨萨萨拉拉拉Biotech AB

固固固相相相萃萃萃取取取

亲水-亲脂平衡聚合物SPE吸附剂
Chromabond HLB专门设计用于从诸
如水、血清或食品等极性基质中富
集亲水分析物（例如农药、药
品）。HLB 共聚物的交联亲水基团
与分析物的极性官能团相互作用，
而亲脂性主链和非极性碳氢化合物
残留相互作用，以提供增强的保
留。Macherey-Nagel提供范围广泛、
使用Chromabond HLB 吸附剂填充的
色谱柱、薄膜和96孔薄层板。

www.mn-net.com

德德德国国国迪迪迪伦伦伦Macherey-Nagel GmbH & Co. KG

MALS检检检测测测器器器

按照公司的说法，新
型Postnova PN3621 
Maximum Angle MALS 检测
器为尺寸排阻色谱法
（SEC）和场流分离（FFF）
最高精度的多角度光散射检
测树立了新标杆。检测器最
多以 21 个角度同时测量散
射强度，实现蛋白质、聚合
物和纳米粒子绝对分子量与
尺寸的超高精度测量。

www.postnova.com

德德德国国国兰兰兰茨茨茨贝贝贝格格格Postnova Analytics GmbH

FID加加加气气气站站站

VICI的DBS系列FID加气站具有软
件控制和报警功能，使GC用户可
以获得氢气载气提供的所有好
处，同时又能根据公司情况克服
安全隐患。据公司报道，该系统
将VICI DBS氢气的可靠性和零空
气发生器结合在一个紧凑而便利
的FID部件之中。

www.VICIDBS.com
瑞瑞瑞士士士Schenkon，，，VICI AG International

纯纯纯化化化色色色谱谱谱柱柱柱

http://www.gilson.com/en/AI/Products/80.320/Default.aspx#.WqpsD_mOxlZ

美美美国国国威威威斯斯斯康康康星星星州州州米米米德德德尔尔尔顿顿顿，，，Gilson

离心分配色谱柱在天然产
品纯化过程中提供毫克到
公斤规模的高喷能力，具
有95%的回收率及99%的
纯度。

http://www.mn-net.com
http://www.VICIDBS.com
http://www.quattroprep.com
http://www.gilson.com/en/AI/Products/80.320/Default.aspx#.WqpsD_mOxlZ
http://www.biotech.se
http://www.postnova.com
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色色色谱谱谱软软软件件件

www.dataapex.com

捷捷捷克克克布布布拉拉拉格格格，，，DataApex

热热热脱脱脱附附附管管管

据公司介绍，其设计用于物质排放、调
味和空气分析，TD 3.5+可以处理3.5英
寸的样品管、Gerstel plus管，并且具有
高回收率和灵敏度。无阀无传输管线可
以减少分析物损失和记忆效应。可自动
处理多达240种样品。与DHS 3.5+相结
合，可以处理10毫升至1升的动态顶
空。

多多多角角角度度度光光光散散散射射射检检检测测测器器器

准。据报道，WyattQELS 动态光散射（DLS）模块能够“即
时”测量流体动力学半径，从而扩大μDAWN的用途。

www.wyatt.com

美美美国国国加加加利利利福福福尼尼尼亚亚亚州州州圣圣圣巴巴巴巴巴巴拉拉拉市市市，，，怀怀怀雅雅雅特特特技技技术术术公公公司司司

PDA检检检测测测器器器

Ecom开发了一款迷你型PDA
单色仪；并在一家OEM进行
组装，内置检测器的尺寸
为220 × 120 × 110 mm (8.66” × 
4.72” × 4.33”)。该仪器有三个
版本，即波长为200-400nm、 
200-600 nm和200-800nm，分别
为双通道、四通道和四通道带
扫描。可以获得各种流量管。

氮氮氮气气气发发发生生生器器器

www.peakscientific.com/infinityxe50

英英英国国国格格格拉拉拉斯斯斯哥哥哥，，，毕毕毕克克克科科科技技技仪仪仪器器器有有有限限限公公公司司司

微微微芯芯芯片片片色色色谱谱谱柱柱柱

物样品进行高分辨率的分 离，具有超强的稳定性。据 
公司介绍，μPAC适合脂质 组学、代谢组学以及肽的分 
析。

www.pharmafluidics.com 

比比比利利利时时时根根根特特特PharmaFluidics

μPAC是PharmaFluidics公司
生产的基于芯片的色谱柱，
用于纳米级液相色谱分析。
使用微机械技术将规则的柱
形图案刻蚀在硅片上，在分
离层上获得良好的排序。该
色谱柱可以对微小复杂的生

据公司介绍，μDAWN是
世界上首款多角度光散射
（MALS）检测器，可以耦
合到超高压液相色谱系统
中直接测定绝对分子量和
聚合物、肽、蛋白质或其
他生物聚合物的尺寸，不
需要色谱柱校准或参考标

毕克科技的新型Infinity XE 50系列制
氮系统设计用于满足典型实验室的多
种应用。可以提供11L/min到432L/min
的氮气变速流，纯度高达99.5%。该
系统非常适合LC–MS、ELSD、试样
汽化、NMR、FTMS以及手套箱的
各种应用。

Clarity可以使用户在一个环境
中控制数百种不同的仪器。据
公司介绍，数据采集界面的宽
阔范围可以与任何色谱仪相
连。Clarity可以使用多种语言，
用户可以在六种语言之间切
换。Clarity操作简单、具有出色
的用户支持并且可以扩展到多
种应用，包括PDA、MS、GPC
或NGA。您可以在公司网站上
获取软 件的免费演示。

www.ecomsro.com

捷捷捷克克克布布布拉拉拉格格格，，，Ecom spol. s r.o.

www.gerstel.com 

德德德国国国Mülheim an de Ruhr，，，Gerstel GmbH & Co. KG

http://www.wyatt.com
http://www.peakscientific.com/infinityxe50
http://www.dataapex.com
http://www.pharmafluidics.com
http://www.gerstel.com
http://www.ecomsro.com
http://www.chromatographyonline.com
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基基基本本本要要要点点点

在开发可靠的分子排阻色谱法（SEC）方

法时，需要重点考虑孔径、SEC柱尺寸、

温度、流速和流动相等参数，因为这些

参数会对检测到的聚集强度造成影响。

首先重要的一点是，您需要针对相关分子

选择最佳孔径。您需要确保蛋白质单体

和二聚体能够物理渗透到孔隙结构中，

以实现分离。其中一个经验法则是SEC柱

的孔径应为相关分子直径的3倍。如果孔

径太小，蛋白质分子将无法渗透，并将

在SEC柱空隙中洗脱，这将会产生不准确

的定量数据。反过来，如果孔径太大的

话，所有蛋白质将能够完全渗透到粒子

中，而很少会被分离。在运用SEC时，由

于孔径的选择会影响分辨率，因此有必

要对一系列孔径进行测试，以与分析物

相匹配。

SEC柱内径会影响流速和注入量。SEC主要

包含两种常见的SEC柱内径：4.6mm和7.8 

mm。由于分离机制单纯地基于固定相

孔向内和向外的扩散运行，因此SEC柱

尺寸越大，则分离效果越好。流速缓慢

可以使分子有足够的时间散入和散出孔

结构内流动相的静态池。对于内径7.8mm

的SEC柱，正常流速为1.0 mL/min，相当

于采用流速为0.35 mL/min的4.6mm的SEC

柱。内径的差异也意味着4.6mm柱内注

入的样本量可以相应减少（约33％），

这对于样本量有限的情况来说具有一定

的意义。

您应注意到，在0.35 mL/min的流速下采

用内径4.6mm的SEC柱可导致系统内柱外

死体积相关的性能差异。如果使用大孔

长毛细血管将进样阀与SEC柱或将SEC柱

与检测器相连，峰巅会变得更宽。SEC柱

越长，可提供越高的分辨率，但需要更

长的运行时间。而较短的SEC柱需要较短

的运行时间，这会极大地增加样本通过

量（为更快地进行分离，使用更高的流

速）。由于分离取决于可用的孔体积，因

此使用较长或多个SEC柱可以增加可用的

孔体积，进而提高分辨率。从30cm的SEC

柱切换至15cm的SEC柱意味着运行时间可

以减半。只要您可保证要求的分辨率，

使用较短的SEC柱可以极大地提高样本的

通量。如果您正在筛选多个早期阶段的

样本或对发酵情况进行定期测量，样本

通量可能显得尤为重要。

在采用一些简单的方法时，如SEC中使用

的隔离法，温度有时会被忽视。这些方法

通常会将温度陈述为环境温度。但是，

如果您想要确保良好的重现性，最好使

用柱温箱。在实验室环境中，如果白天

或夜晚的环境温度温差超过10°C，您将

发现温度会带来明显的影响。这种温差

会明显改变流动相的粘度，而这反过来

会改变SEC柱的操作压力，同时进出孔结

构的扩散过程也将改变。这些影响的诱

因是温度升高，温度越高意味着粘度越

低、操作压力越低、扩散越快，进而使

峰巅更尖且分辨率更高。

然而，如果温度过高，可能会导致聚集

情况更严重，甚至可能由于温度过高而

导致样本在分析前沉淀。

使用反相分离法的色谱工作人员习惯于

高流速以及小分子的最佳平板测数（例

如，300 mm × 7.8 mm色谱柱，流

速1.1–1.2 mL/min）。然而，当您开始关

注较大分子（如蛋白质）的柱效，最佳流

速更低（在这种情况下，最佳流速为0.6 

mL/min，而前一个示例中的最佳流速为1.2 

mL/min）。这一流速差意味着运行时间

将大不相同。

流动相的选择可能会对蛋白质产生显著

影响，而离子强度、pH值和缓冲液则导致

分辨率、选择性和峰形的变化。因此，

您必须考虑这些情况会对方法的稳健性

和方法优化造成影响，即使是对缓冲液

构成的微小变化。您需要特别注意清洗

剂和其他变性剂，因为这些化合物可能

会导致蛋白质在溶液中展开并扩大，或

相互结合而造成溶液中的分子量和尺寸

显著增加，这将导致保留时间缩短。不

同的SEC柱可能会有不同的表现；大部分

为硅基柱，在低离子强度下通常会发生

不良的相互作用。然而，随着离子强度

的增加，还会发现其他影响；随着操作

的继续，还会出现疏水作用，以及出现

看起来像疏水作用色谱的情况。

用用用于于于生生生物物物制制制剂剂剂分分分析析析的的的优优优化化化分分分子子子排排排阻阻阻色色色谱谱谱法法法（（（SSSEEECCC）））

这这这是是是LLLCCCGGGCCC电电电子子子教教教程程程中中中关关关于于于电电电子子子优优优化化化分分分子子子排排排阻阻阻色色色谱谱谱法法法（（（SSSEEECCC）））进进进行行行生生生物物物制制制剂剂剂分分分析析析的的的摘摘摘录录录，，，详详详见见见   
www.CHROMacademy.com

登陆
www.CHROMacademy.com/Essentials 

获取完整教程（4月20日前免费）。

登登登陆陆陆网网网站站站了了了解解解更更更多多多信信信息息息：：：

http://www.CHROMacademy.com
http://www.CHROMacademy.com/Essentials


Agilent Technologies is offering five years complimentary access to 

CHROMacademy for all university students and staff.

CHROMacademy is an intuitive, comprehensive e-learning and trouble-

shooting platform with more than 3,000 pages of content for HPLC, 

GC, sample preparation, and hyphenated techniques. No other online 

resource offers separation scientists more live streaming events, a 

knowledge base, practical solutions, and new technologies in one easy 

to navigate website.

Get your free five year membership worth US $1,995* by submitting the 

form at www.chromacademy.com/agilent.

* Five years free access to CHROMacademy only available to customers affiliated with an academic    

   or research institution, conditions apply. A valid university e-mail address if required.

© Agilent Technologies, Inc. 2017
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www.gerstel.com

improve LOQs and provide a
clearer view while reducing cost
and environmental impact.

What can we do for you?

SPME, SBSE,
Thermal desorption

Headspace & Dynamic 
Headspace (DHS)

Sample Prep by mouse-click 
(MAESTRO)

多功能样品前处理平台 MPS 自动进样器
帮助您处理样品, 并自动的把您的样品进样到
GC/MS 及 LC/MS 中进行样品分析。

使用 MAESTRO 软件, 只需要把您的样品制备
方法输入进去, 用鼠标点击操作, 仪器就可以

一步一步的实现样品处理过程。

日常分析的序列可以立即设置并自动检测和验
证, 确保您的工作按时完成。

我们可以为您做什么?

跑,跑,跑!
GC/MS 实验室到处都是样品...

不要绝望! 使用MPS 和
MAESTRO 软件,你可以很
容易的自动化处理一切。

几周之后...

现在我可以处理数据和结果了,
MPS可以整晚地运行样品,我现在

可以按时回家了!

我怎么能把这些事情做完呢?
准备样品! 还有实验数据处理!

我今晚不用回家了...

http://www.gerstel.com
http://www.gerstel.com
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