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特特特色色色
8 压压压力力力调调调制制制：：：提提提高高高全全全二二二维维维气气气相相相色色色谱谱谱的的的灵灵灵活活活性性性   Mohammad Sharif 

Khan 和 Philip John Marriott

本文介绍了压力调制如何扩大全二维气相色谱的应用范围。
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14 LC 故故故障障障排排排查查查
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阻阻阻色色色谱谱谱法法法进进进行行行的的的蛋蛋蛋白白白质质质分分分离离离
近年来，人们在蛋白质的体积排阻分离中引入了一些新的材料和色谱
柱。我如何做出选择？哪一种分离条件最适合于我的蛋白质分离呢？

27 观观观察察察专专专栏栏栏
HPLC 2018 研研研讨讨讨会会会的的的热热热点点点
David S. Bell、Cory E. Muraco 和 Connor Flannery
由Norman Dovichi主持的第47届高效液相分离及相关技术国际研讨会
（HPLC 2018）于7月29日至8月2日在华盛顿特区举行。本期“色谱观
察”涵盖了研讨会上的一些热点。此外，研讨会还介绍了会议上提出
的关于高效液相色谱未来发展的趋势和展望。
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33 产产产品品品
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22 关关关于于于生生生物物物制制制药药药的的的展展展望望望
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回回回收收收分分分析析析磷磷磷酸酸酸化化化NNN---聚聚聚糖糖糖
Koen Sandra、Jonathan Vandenbussche 和 Pat Sandra
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亲水相互作用液相色谱法（HILIC）与荧光
检测（FLD）和2-氨 基苯甲酰胺（2-AB）
标记相结合是对从生物技术药物中酶解出
来的N-聚糖进行分析的黄金标准。但是，
对于磷酸化N-聚糖而 言，不能复制的数据
是通过传统LC仪器和色谱柱获取的。对于
磷酸化物种的全回收而言，需要使用生物
惰性四元泵液相色谱 系统和PEEK内
衬HILIC色谱柱。
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新引入固定相的总体目标是进行分离，以实现改进的或替代

选择性，这通常在其他相上是不可能的。离子液体、金属

有机骨架和纳米材料是文献中出现的一些新的气相色谱

材料（1-3）。调整选择性的另一种有效方法是使用组合

柱。这是改变分离选择性的有吸引力且容易的方案，在

上世纪80年代和90年代研究人员曾对此做过充分的研究

（4）。在不同相位的两个组合柱1和2之间的中间点进行

压力调谐（PT）能够实现对串联组合柱的中间选择性，因

此总体结果既不是1号色谱柱的结果，也不是2号色谱柱

的结果。通过简单地改变压力，这种方法能够“调谐”或

调节每一柱对总体分离的分部贡献率（5，6）。该过程

能够改变不同化合物的相对洗脱顺序，这在本质上相当

于使组合柱（1号色谱柱+2号色谱柱）极性增大或减小，

实际上使组合柱更像1号色谱柱或更像2号色谱柱。这一

点通过简单地调节中点压力很容易在线实现。在气相色

谱（GC）分析期间，Sacks和同事特别积极地推动PT过程

（包括各种停流方法），以及多个PT阶段（7）。通过多

维和全二维（2D）色谱分析平台（再次）发现的增强型

色谱选择性以及对质谱分析依赖性的提高和创新有可能

导致PT失去支持（8）。

最近，人们提出了对GC×GC中作为第一维度（1D）的组

合柱排列进行压力调谐，称之为PT-GC×GC（如下）。

这一创新做法使用两个第一维度色谱柱1D1和
1D2，同时 

在其结合点处进行压力调谐。随后，使用调节剂将分

析物送入第二维度（2D）色谱柱中。近日，Gorecki的

团队也通过对2D色谱柱进行单独可编程的温度操作研究

了对GC×GC中的2D进行“调谐”的概念，这一做法的

目的也是改变相对分离（9）。本文将评估PT-GC×GC

过程的范围和作用，讨论该过程是否在2D分离中实现

了有用和可控的混合操作以及对该过程实现实际应用

的展望。

通通通过过过压压压力力力调调调谐谐谐改改改变变变选选选择择择性性性

在具有两个不同固定相的典型组合柱一维（1D）系统

中，两个色谱柱通过一个微分流装置（举例来说）实

要要要点点点

• 在GC×GC中两个1D色谱柱之间的1D结合处的压力调谐得到

有效改变（调谐）了1D中化合物的保留。 

• 1D保留的变更改变了2D色谱柱的洗脱温度（Te），也改

变了2D绘图中峰值的相对位置。

• 通过PT改变2D峰位置，从而改变了整体的分离正交性，

并且这可能是一个更加容易优化分离的有效策略。

压力调谐：提高全全全二二二维维维气气气相相相
色色色谱谱谱的灵活性 

Mohammad Sharif Khan 和和和 Philip John Marriott，澳大利亚维多利亚州克莱顿莫纳什大学化学系澳大利亚分离科学研究
中心

全全全二二二维维维气气气相相相色色色谱谱谱（（（GC×GC）））实实实现现现了了了挥挥挥发发发性性性化化化学学学分分分离离离的的的显显显著著著改改改进进进。。。选选选择择择合合合适适适的的的一一一维维维（（（1D）））和和和二二二维维维（（（2D）））
色色色谱谱谱柱柱柱通通通常常常需需需要要要考考考虑虑虑样样样品品品的的的化化化学学学成成成分分分。。。将将将其其其中中中一一一维维维替替替换换换为为为双双双柱柱柱集集集合合合（（（例例例如如如，，，1D色色色谱谱谱柱柱柱为为为1D

1
 + 1D

2
））），，，在在在

它它它们们们之之之间间间提提提供供供压压压力力力调调调谐谐谐补补补充充充气气气体体体，，，根根根据据据结结结合合合点点点压压压力力力改改改变变变了了了在在在调调调谐谐谐步步步骤骤骤之之之前前前化化化合合合物物物的的的相相相对对对保保保留留留。。。

这这这使使使得得得改改改变变变一一一维维维集集集合合合的的的表表表观观观极极极性性性成成成为为为可可可能能能，，，同同同时时时也也也改改改变变变了了了二二二维维维GC×GC空空空间间间中中中的的的峰峰峰位位位。。。本本本文文文介介介绍绍绍了了了一一一些些些
研研研究究究，，，这这这些些些研研研究究究表表表明明明此此此举举举为为为改改改进进进GC×GC实实实验验验室室室的的的操操操作作作提提提供供供了了了可可可能能能。。。
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NM 1350 Plus  氢气发生器

sales@vicidbs.com www.vicidbs.com         +41 (41) 925 62 00

一台气体发生器，

产生的超高纯氢气满足
27台GC 的使用。

TM

VICI DBS新推出的NM 1350 Plus氢气发生器是原
NM系列的升级产品。其体积与原NM系列相同，
但流量提高至1350ml/min。
(原NM系列流量范围为100-1000ml/min）

在这种超高流量和11barg(160psig)出口压力的
设计下，仅用一台气体发生器，便可满足最多27
台GC的气体供应。

更安全，更高效。
所产生的超高纯气体采用软件方便控制，
同时拥有安全警报系统。
NM 1350 Plus为GC用户根据实际需要、
安全地供应氢气。

mailto:sales@vicidbs.com
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现串联（10）。一种分析物的相互作用对于每种固定

相而言都是不同的，从而为分析物提供了中间保留特

性。例如，如果使用极性-非极性组合柱进行分析，保

留时间将是第一和第二色谱柱中分析物相互作用时间

的总和。通过保留因子可很好地表达了这一点：

ks =
tR,1 + tR,2

tM,S  (1)

ks =    . (k1— k2) + k2 (2)

其中，t
R,1
和t

R,2
是第一和第二色谱柱上的分析物保留时间；k

s

是组合柱保留；t
M,S
是组合柱无效时间。术语φ被称为是相

对保持力和每个色谱柱对复合保留做出相对贡献率的方

法。其为PT系统提供了一个直观的延迟时间和保留变化的

数值表达。对于等温分析，总体保留将为分析物停留在每

一个色谱柱上时间的加权平均值。在不同的中点压力设

置下，峰值可以相对移动，因此使用本策略仔细调整压

力值可以实现对1D分离的优化。

入入入口口口压压压力力力 (psi)

30psi固定压力下的入口压力 16psi固定压力下的结合点压力

SLB-5ms

PT

Rxi®-17Sil MS

13
1

ii

i

(a)

(b)

0.9

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2
8 13 18 23 28 33

18 23 28 33 38

结结结合合合点点点压压压力力力 (psi)

PC1 (85%)

PC
2 

(1
1%

)

图图图111：：：（a）绘图表明了通过（i）中点，或（ii）入口压力变化对第

一色谱柱贡献率（φ1）的改变；和（b）当在PCA图中根据LSER描

述符使用PT过程时的选择性差异——PT系统既不像SLB-5ms相，也

不像Rxi-17 MS相。根据参考文献11的许可进行修改。

中点压力（结合点压力）的变化对载气流量有直接影

响，这对应于每个色谱柱的滞留时间的变化，即每个柱

的t
M
值。在给定温度下，它决定了每一柱上每一溶质的

保留系数（k）；保持时间的变化可以改变由于PT过程

导致的分析物的保留特性。我们需要追问的是，通过PT

可以改变多少滞留时间以及这与保持特性有什么关系？

这一问题的答案取决于（a）分析物的特性、（b）PT色

谱柱集合使用的固定相、（c）压力设置至以及（d）固

定相对于各个色谱柱上分离的贡献率。

PT-GC×GC的的的保保保留留留调调调整整整机机机制制制

在早期的作品中记录了在组合柱系统的每个色谱柱中用

于对运载气体降压的不同分析物的相对色谱柱贡献率与

保留特性之间的关系（11）。每个色谱柱的贡献率以可

预测的方式随压力设置而变化。图1（a）显示了通过改 

1D1

pi

pj

1D2
2D

M

(a)

改改改变变变1D 中中中点点点压压压力力力

改改改变变变 1D 集集集合合合 φ

1D 上上上1k 的的的变变变化化化

对对对于于于2D色色色谱谱谱柱柱柱的的的不不不同同同T
e
 

2D上上上 2k的的的变变变化化化

回回回归归归 1D 投投投影影影
(b)

pi=65 psi
pj=30 psi

pi=65 psi
pj=30 psi回回回归归归
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^
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IL60=0.40 5ms=0.60
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R
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s)
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-1
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醇

直链烷烃

醇

醛     2 k

1k2k

醛
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chain alkanes

IL60=0.72 5ms=0.38

φ φ

φ φ

W
A

X
W

A
X

图图图2：：：（a）关于PT-GC×GC特点的插图；箭头表示根据Pi和Pj设置值

的变化 将改变的参数；（b）由于选定分析物的中点压力从30 psi

变为60 psi，1k 和2k的变化。色谱柱组：30m×0.25mm；0.20-μm 1D 

SLB-IL60相（色谱 科），30m×0.25mm，0.25-μm SLB-5ms相（色

谱科）和2m×0.10mm， 0.10-μm 2D Supelcowax10（色谱科）。等

高 线图仅显示了直链烷烃、醛和醇的碳骨架 在不断增加的一些

实验性和部分外推数据点。M =调节剂。详情见下文。 
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变（i）在30 psi固定压力入口处的中点压力；（ii）在16 

psi固定中点压力处的入口压力1号色谱柱贡献率变化的汇

总。通过提高1D1上的滞留时间，固定入口压力处中点压

力的升高提高了第一色谱柱的贡献率，因此，也降低了第

二个色谱柱（1D2）的贡献率。如果中点压力保持不变，

入口压力的变化也可以提供调谐机会；中点压力调试似乎

更灵活。在出现PT的情况下，我们也描述了使用线性溶解

能关系（LSER）的总体溶解描述符并将之与单一和组合

柱描述符做了对比。我们也明确论证了将PT应用于中间选

择性的可能性（图1【b】），这表明PT可以产生可变的保

留特性，允许相对保留的峰值发生转移。由此可见，PT过

程可以改变GC×GC在线组合柱系统第一维度的1D选择性，

从而转化为2D柱的不同洗脱特性。

PT-GC×GC中分析物的净保持量涉及系统性改变参数的一

系列步骤，如图2（a）所示。GC×GC的第一维度对于完

成样本首次分离筛非常重要，随后，第二维度在非常短的

时间内以有限的峰值容量提供分离。可行的分离策略将确

保1D化合物保留适合，然后允许2D柱完成所需的分离。1D 

GC×GC的PT可以是优化中点压力以实现1D最佳分离的一

种选择，并随后实现了在2D空间中的最佳分离（12）。例

如在图2（b）中，节点压力从30 psi升至60 psi使得第一1D

色谱柱贡献率从0.40升高至0.72；因此，与直链烷烃（蓝

线）相比，1D集合体提高了极性分析物（例如，酒精（黄

线））的相对保留率。

PT对于1D分离的影响改变了2D色谱柱的化合物洗脱温度

（Te），因此，相对
2D分离将被改变。例如，在图2（b）

中，在30 psi的压力下，乙醛（标记为†：对甲基苯甲醛）

与C15链烷（tR = 21 min）共洗脱，但是在60 psi的中点设置

值下tR约等于27 min。这极大地改变了Te（在10 ℃/min温

度变化速率下40 ℃时）并因此改变了2tR。换句话说，在程

序升温的试验组中，当该溶解物进入2D色谱柱中时，其Te

值升高。由此造成的结果是，该分析物的2D保留从1.015下

降到0.226 s。这应足以从可能在1D或2D柱上共洗脱的其他

化合物中分离出该化合物。正如最近发表的一篇文章中所

述，由于通过调谐中点压力分析物的1D和2D保留出现了这

些变化，总体分离正交性也发生了变化（12）。一些回归

确实发生——归回导致2tR超出调谐周期，而这在PT-GC×GC

分离中必须要考虑到。

通过估算不同PT程序的洗脱温度（Te），可以预测
2D的变

化。这种变化遵循分析物的等挥发性曲线（当T升高时保留

率逐渐降低），表1中显示了两种分析物的数据。
11www.chromatographyonline.com
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由于双丙酮醇和α-松油醇中p
j
的升高，2t

R
值随着T

e
的升高

而降低。这一关系可用来决定当PT设定值不同时任何分

析物的2D位置，这改变了在2D中分析物的保留位置，并

因此改变了总体分离正交性。这两种分析物都是极性分

析物，因此PT的影响并不大。非极性分析物的变动要大

得多。

通过使用“脉冲”调谐色谱柱的分离功率从而提高操作的灵

活性在色谱界并不新鲜。Mommers和他的同事们研究了在1D

和2D中利用温度调谐GC×GC的选择性（13、14）。在使

用多个GC×GC布置扩展分离方面，Savareear和Shellie提出

了多路复用色谱柱相提供两个独立的GC×GC系统，并在更短

的操作时间内获得更多的色谱信息（15）。Synovec和他

的同事们最近演示了GC×GC×GC-飞行时间（TOF）-MS

的实施，这为其他色谱柱相选择提供了许多实现能力最

大化的机会（16）。后者是“静态”方法，该方法不允许

在GC×GC中对选择性进行压力调谐时所接受的容易修改

条件。对于1D方法，在近期的文献中也已经报道了关于液

相色谱（LC）的温度脉冲和关于超临界流体色谱（SFC）

的中点压力调谐（17、18）。这两项研究表明，在LC

和SFC的一维集合体中操作有一定的灵活度。

PT-GC×GC系系系统统统的的的多多多个个个好好好处处处
可以设想到许多策略来改变PT-GC x GC试验中整体分
离。
（1）通过因PT过程产生的峰值交换可以对一维分离进行

调谐。
（2）可以通过T

e
到2D色谱柱的变化来调整第二维分离。

（3）可以改变总体分离的正交性。
（4）通过改变中点压力可以实现选择性调谐的简单在线

过程

（5）可以使用一组1D集合体和2D色谱柱（需选择1D PT）
来实现对不同样本类型的最佳分离。通过使用带有
合适2D色谱柱的1D集合体这一“明智的选择”，在1D 
PT的作用下，可以使用不同的PT设定值，例如，设
置值1可能是第1类样品分离的最佳选择，设置值2可
能是第2类样品分离的最佳选择，而设置值3可能是
第3类样品分离的最佳选择。

对对对各各各种种种样样样品品品的的的快快快速速速筛筛筛选选选方方方法法法：：：

通过利用PT-GC×GC的调谐特性对样品分析物进行快速筛

选从而得到关于各种不同种类样品内容物的初步设想对于

任何实验室都是有利的，比如，精油、脂肪酸等。与使

用以前安装的色谱柱组接受优化程度不佳的结果不同，

分析师可以使用该PT机制轻松地修改1D的选择性，这样

可以节省时间和资源，并提高实验室的通量和产量。

GGGCCC×××GGGCCC分分分离离离中中中的的的2D   PPPTTT：：：

因为2D下的分离时间短且速度非常快，可以在递增等温

条件下研究GC×GC（GC×PTGC）的二维分离。GC×GC

工作参数的优化最常涉及寻找方法调整2D柱相以及在1D

色谱柱上洗脱的化合物保留时间（ 2 t
R
）。最近报道

了2D（GC×PTGC）实验中的PT组合柱有助于理解2D PT

的机遇和局限性（19）。因为在1D中，由于每个2D色谱

柱（2D1和
2D2）的压降差所产生的可调停留时间导致了2D

分离中各柱的可调部分贡献。但是，在2D条件下预期的非

常短且快的保留时间使得2D的PT变得非常困难。

PPPTTT组组组合合合柱柱柱的的的未未未知知知识识识别别别：：：

保留指数数据将溶质的保留与在特定的固定相和给定温度

下的一系列同源化合物参照（如烷烃）联系起来，尽管程

序升温指数也经常使用。大量的来源包含在商业固定相上

的I数据。在PT中，一维指数（1I）是指必须在给定的PT

表1：PT-GC×GC系统中两种分析物在不同中点压力下T
e
和2t

R
之间的关系

p
i 
= 28 psi 双丙酮醇 α-松油醇

p
j
 (psi) 1t

R
 (min) T

e
 (°C) 2t

R
 (s) 1t

R
 (min) T

e
 (°C) 2t

R
 (s)

15 7.33 103 2.87 13.17 161 3.90

16 7.42 104 2.69 13.33 163 3.57

17 7.58 105 2.54 13.50 165 3.36

18 7.83 108 2.24 13.75 167 2.97

20 8.50 115 1.66 14.50 175 2.09

23 10.67 136 0.33 17.08 200 0.66
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设置值下从两个不同相中收集关于烷烃和溶质的数据。

尽管可以很容易地测得烷烃和溶质的保留率，但是必须

通过记录它们从集合体后的洗脱时间却是难以解释的过

程。为了将指数系统用在溶质鉴定中，有必要找到一种

策略来调整组合柱系统的保留指数数据。通过使用来自

各个色谱柱的等温数据并随后对PT数据进行拟合，可以

实现对用于识别分析物库数据的PT保留指数数据进行的

调整（20）。

选选选择择择性性性转转转变变变的的的在在在线线线过过过程程程：PT过程实现了在GC×GC中的在

线选择性转变。曾有文献报道过通过改变1D合成柱长度

（1D1和
1D2）对第一维选择性进行研究（21）。作者们

使用了两个对比色谱柱（非极性和极性）衡量1D色谱柱

选择性对于总体分离和正交性的影响。他们发现，2D分

离受1D Te至2D色谱柱的影响并且可以依此做出解释；作

者们模拟了数据，与实验相吻合。1D的变化和相应的2D

保留时间变化严格遵循了大多数化合物的“等挥发度曲

线”。PT过程仅通过改变上述中点压力设定值来调整1D

集合体而简化了该实验。同样，PT能够在不对色谱柱长

度做出实质性改变的前提下对之前研究中所讨论的组合

柱选择性进行调谐。

结结结论论论

很显然，压力调谐是一个受中点压力调整影响的简单过

程，中点压力调整能够交换或改变在色谱图中的峰位

置。在GC×GC这方面，由于PT拥有调谐能力并随后改

变2D空间中的正交性，通过简单地改变多种不同类型样

品的PT设置值，PT提供了有用的概念性和潜在的实用性

机会。1D PT组合体可能因在一定程度上随机改变了保留

时间而没有多大的吸引力，特别是对于复杂的样品；但

是对于GC×GC而言，1D色谱柱的PT提供了许多优点，这

些优点主要是基于调制和由此产生的2D分离的益处。2D

图快捷说明了PT如何通过叠加（举例来说）改变分离，

以及如何通过不同PT设置值的比较找到最佳结果。然

而，对于特定样品，非PT布置可能是最好的。在理想情

况下，PT-GC×GC的优势可以包括：（i）缩短系统的停

机时间，因为如果（1D1–
1D2）×2D色谱柱布置实现了对

大量不同样品的可接受调谐分离性能，则可能不必为每

个不同样品安装和平衡专用色谱柱组；（ii）从较少的

色谱柱移除和安装中延长色谱柱的寿命；（iii）由于

在线选择性转变和优化实现了操作的灵活性；和（iv）

由于色谱柱布置的简化减少了劳动力。目前，人们对 

于PT-GC×GC在GC×GC中使用的充分潜力和应用限制仍 

然比较好奇。我们希望，我们能够实现有效控制仪器性 

能，选择合适的柱化学反应以及证明通过PT可以轻易调 

谐并实现对样品分析物进行快速筛选的应用途径。通过 

使用PT获得合适的2D分离，一个依靠GC×GC分析许多不 

同样品的中心化实验室可以在无需频繁改变色谱柱组的 

情况下通过在GC×GC中实现可调谐的分离，充分利用这 

一过程的优势。
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在本期（1）的第1部分，我们关注蛋白

质的反相分离。近年来，许多新材料

和色谱柱被引入，与一、二十年前相

比，它们提供了更好的分离潜力。虽

然有些东西保持不变，但随着更好的

固定相化学反应的发展和新研究的出

现，许多旧的传统观点被推翻了，这

些研究为我们观察某些现象提供了更

深入的见解（例如，在某些条件下，

反相材料中蛋白质的低回收率）。该

研究还为操作条件提供了新的指导，

从而提高了获得可接受色谱结果的可

能性。

在过去的几年中，我们也看到了在基

于粒径的蛋白质分离中市售产品的巨

大发展。这些分离通常被称为体积排

除色谱法（SEC）。在这里，我们会

用到这个术语。就蛋白质的反相分离

而言，市场上拥有更多色谱柱可供选

择的一个优势就是，我们可以根据我

们的使用需求更精确地选择色谱柱。 

但是，拥有更多选择的一个劣势就是

我们必须选择哪一种最合适；在某些

情况中，这本身就是一个充满挑战性

的任务。另一方面，最近的研究为现

有的知识库增加了相当多的见解，以

支持这一决策过程。即使我们不能完

全理解SEC材料在每种情况中的表现

方式（例如，见参考文献2），与五

年前相比，我们如今在色谱柱和操作

条件上有了更好的选择。

对于本期“LC故障排查”，我曾请求

我的两位在生物分子应用领域的蛋白

质SEC分离中算得上真正专家的两位

同事与我一起分享我们发现对成

功SEC分离特别重要的细节。

Dwight Stoll

SEC分分分离离离的的的基基基本本本知知知识识识

从理论的角度来看，SEC可以说是所有 

色谱分离模式中最简单的一种。在反相 

模式和其他分离模式中，我们花费了 

大量时间思考和讨论保留率（即，保 

留因子大于零非常重要！），它是分

析物、流动相和固定相之间分子间相互

作用强度差值的函数。与另一种分析物

相比，一种分析物与流动相和固定相相

互作用的方式之间的差异导致两种分析

物的保留（即，选择性）和最终分离度

的差异。通过这种方式，反相和类似

分离模式（吸收模式）中的分离度本

质上是化学驱动的。另一方面，SEC至

少在理想的情况下是完全不同的。在

这里，分离度有一个物理基础，而不

是化学基础；在理想情况下，固定相

的分析物没有保留（也就是说，保留

因子为零或者明显为复数）。相反，

分离是因为特定粒径的分析物面临着

物理限制差异，它们无法通过在SEC色

谱柱中使用的多孔颗粒的整个孔隙网

络。在样品中非常小的分析物将能够通

过大部分孔隙网络。另一方面，因为

粒径过大而无法通过所有孔隙的较大

分析物将以较高的速度穿过色谱柱，

并被观察到其比粒径小的分析物更早

从色谱柱中流出。从大粒径分析物的 

生物分子分离的秘诀、技巧和故
障排查，第2部分：当当当代代代通通通过过过体体体
积积积排排排除除除色色色谱谱谱法法法进进进行行行的的的蛋蛋蛋白白白质质质分分分离离离
Szabolcs Fekete1、、、Davy Guillarme

1
和和和 Dwight R. Stoll2，，，1瑞士日内瓦市日内瓦大学， 2LC故障排查编辑
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角度来说，色谱柱内流动相的体积实际

上更小。在理想情况下（也就是说，

由于分子间相互作用导致无保留），

粒径非常小的分析物在反相分离中将

在我们通常所说的停滞时间（tm）中被

洗脱出。与该时间有关的流动相体积

（即，tm×F）被称为夹杂物体积（与

色谱柱的全孔隙度相对应）。较大的

分析物将早于夹杂物体积被洗脱。

决决决策策策111——————选选选择择择色色色谱谱谱柱柱柱

在我们深入讨论细节之前，我们想要

弄清楚本期杂志的目的。近年来发表

了关于以下主题的大量非常好的资

料。我们这里的讨论仅限于对该作品

的集锦进行综述。我们强烈鼓励对我

们讨论的细节感兴趣的读者阅读本文

中引用的文献以便了解更多信息。

粒粒粒径径径和和和色色色谱谱谱柱柱柱长长长度度度

在近年来关于SEC色谱柱技术取得进

展前，大部分使用的SEC色谱柱相对

较大——通常直径为7.8 mm，长度

为150 -300 mm。由于使用的粒径较

大，因此必须增加色谱柱的长度，大

部分色谱柱没有较高的机械强度且必

须在较低的压力下使用。最近的SEC

色谱柱技术趋势一直集中在开发粒径

小（<3 μm）、长度较短（标准值为

图图图111：：：颗粒平均孔径不同的SEC色谱柱中分子量与保留体积对比图。在数据
集中最小的两个分子是尿嘧啶（112 Da）和维他命B12（1350 Da），最大的
两个分子是伽玛球蛋白（158 kDa）和甲状腺球蛋白（670 kDa）。根据参考
文献6的许可进行改编。
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15cm）且直径（通常为4.6 mm）较 小

的色谱柱上。这一趋势得到了颗粒 化

学反应发展的支持，这些化学反应 在

机械上足够稳定而能够与小粒径颗 粒

一起在较高压力下使用且对生物分 子

有足够的惰性而能产生主要基于分 子

粒径的分离。向小粒径的转变也通 过

以更高的流速及这些色谱柱提供提 高

分离度的机会。对于大粒径颗粒， 使

用高流速趋向于导致效率（即，塔 板

数）和分离度的降低，而使用较小 粒

径的颗粒所付出的代价不会造成严 重

影响。

尽管我们必须对泛化采取谨慎的态度， 

在实际意义的层面上，考虑一下使用小 

颗粒的趋势对我们有什么影响是很有用 

的。粗略地说，塔板高度与颗粒直径成 

比例。因此，在将粒径从5-μm降至2-μm 

时，塔板高度应下降约两倍（3）。我

们可以通过两种主要方式利用塔板高 

度的这种改进——我们既可以在使用相

同长度色谱柱时提高分离度，也可以

在保持分离度的同时缩短分析时间。

在第一种情况中，如果我们使用两个

同一长度的色谱柱，一个使用粒径

为5-μm的色谱柱，另一个则使用粒径

为2-μm的色谱柱，2-μm颗粒的塔板数

应约为5-μm粒径色谱柱的两倍。由于

分离度与塔板数的平方根成比例，我

们应该预期分离度提高约40%。在第二

种情况中，塔板数直接与色谱柱长度

成正比，与塔板高度成反比。如果小

粒径的塔板高度下降了两倍，那么我

们可以将色谱柱长度降低两倍，同时

保持相同的塔板数和分离度。如果在

两种情况中使用相同的流速，我们应

该预期这一做法会立即造成分析时间

下降50%。这是对两种情景简单而有用

的观点。当考虑转变为粒径更小的颗

粒时，还有许多其他因素需要考虑，

包括色谱柱和颗粒的压力限制以及仪

器的规格。在本文的其他章节中可以

看到更多对这些考量相关理论的详细

讨论（4，5）。

平平平均均均粒粒粒径径径和和和分分分布布布

如上所述，特定分子通过SEC色谱柱

的速度取决于其能够穿过颗粒物孔隙的

程度。对于孔径分布良好的颗粒，存在

一系列分子大小使得特定颗粒对基于粒

径的分离是有效的。图1所示的校准曲

线显示了平均孔径不同的颗粒选择性

（即，分子量发生特定改变时洗脱体积

的差异）。我们可以看到，当使用小孔

隙色谱柱时，小分子有较好的选择性，

但是最大的分子将被一起洗脱。另一方

面，超大孔隙材料有效地分离最大的分

子，但是最小的分子也被一起洗脱。本

曲线图可以用来决定哪一种孔径对于当

前的应用最有效。对于蛋白质的特性，

使用介于150Å和500Å之间的典型孔径。

对于常见的治疗性蛋白质（MW≈15–80 

kDa），孔径介于150-200 Å时效果很

好，而200-300Å的孔径通常用于单克

隆抗体（mAbs，MW ≈ 150 kDa）。对

于非常大的蛋白质（MW > 200 kDa，

例如，培戈洛酶聚乙二醇蛋白质），

通常情况下，500-1000Å的材料能够提

供最适当的选择性。

孔径分布对于校准曲线的斜率有影响。

孔径分布越宽，曲线的斜率越大。因

此，当孔径分布较宽时，选择性将降

低，但是可以分离出的分析物范围将会

更广。当孔径分布较窄时，粒径略有

差别的种类之间的选择性较高，但是

只能分离出粒径范围有限的分析物。

实践中面临的挑战是，容易从色谱柱

制造商处获得的唯一数据就是标准孔

径。遗憾的是，关于如何准确地报告

孔隙大小，目前还没有广泛的共识，

且大部分测量数据依据的是气体吸附/

解吸测量值，这对于蛋白质分析物没

有多大意义。因此，从这些色谱柱使

用者的角度来说，为了能够对给定蛋

白质样品的选择性有很好的判断，通 

过注射标准蛋白质的混合物来实验确 

定校准曲线有一定的实际意义。

图图图2：：：治疗性蛋白质阿达木单抗样品中流动相盐浓度对聚集体检测浓度的影响。
条件：色谱柱：150mm×4.6mm，2.7-μm 安捷伦AdvanceBioSEC；流动相：100 
mM磷酸盐缓冲剂，pH 6.8；+表示氯化钠的浓度；流速： 350μL/min。按照
洗脱顺序的峰值：二聚物、单体和碎片（3）。从D. Guillarme实验室中获得
的未发表数据。
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决决决策策策222——————选选选择择择流流流动动动相相相

在选择色谱柱之后，下一个最重要的

决定涉及准确选择将进入流动相的内

容。如上所述，SEC分离的基本信

条之一就是应该选择使保留率（从

化学意义上来说）最小化的条件。

如果实现了，该方法能够确保洗脱

体积成为确定分子大小的指标

（如图1所述类型的校准曲线所

示），而不是其他指标。乍一看，这

似乎应该是简单明了的——我们应该

仅选择一个不会通过特定类型的相互

作用与被分析物发生强烈相互作用的

固定相，并选择一个分析物具有高溶

解性并能够使分析物与固定相的相互

作用最小化的流动相。但是，如果问

我们从50年的液相色谱中学到了什么

的话，很显然最重要的就是，固定相

或分析物化学反应或结构的微小变化

可能导致保留率的重大变化。实际

上，在开发新方法时，我们经常在反

相分离中充分利用这些相互作用。然

而，使用这一方法也意味着在蛋白质

的SEC分离中实现“无保留”条件在

实践中非常困难。有大量的文献描述

了关于使用不同的流动相调相器和条

件以便实现固定相与分析物之间相互

作用最小化的研究。

图图图333：：：在三个不同的LC系统中观察到的mAb单体的色谱图。色谱
柱：150mm×4.6mm，1.8-μm；流速：0.3 mL/min；温度：室温。根据参
考文献11的许可进行改编。

2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
时时时间间间 (min)

非非非优优优化化化 UHPLC − N ~ 3,000

HPLC − N ~ 1,500

UHPLC − N ~ 4,000
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根据我们的经验，不同流动相条件的

许多特殊效应是蛋白质或固定相特异

性（或两者），因此，当研究新分子

时，对变量进行一定程度的探索是方

法开发的必要组成部分。但是，根据

我们的经验和迄今为止的文献，我们

可以提供一些关于起始条件的建议：

• pH：：：当蛋白质的等电点（pI）已知

时，流动相pH应调整为与蛋白质

的pI近似。如果pI值未知，pH 6.5是

一个好的起点。需要保证的是，无

论是基于现有文献还是通过实验，

蛋白质在计划的pH值下必须高度可

溶且具有化学稳定性。

• 盐盐盐：我们对多种添加剂进行了测试，作

为一种在SEC条件下降低非特异性相

互作用和蛋白质保留的手段。例如，

在过去我们使用了高浓度（~0.2 M）

的精氨酸（7）。精氨酸和其他氨基酸

可以与蛋白质相互作用，从而降低可

及的放电和可能的静电（离子交换）

作用。但是，更常见的情况是使用超

高浓度的钠和钾盐抑制固定相与蛋白

质之间的静电作用（8、9）。图2中给

出了对于治疗性蛋白质阿达木单抗，

在pH值为6.8的磷酸盐缓冲流动相中提

高氯化钠添加的浓度所产生影响的示

例。这里，我们看到了两个主要的影

响，它们很明显都是由于蛋白质与固

定相之间的相互作用降低而造成的。

首先，mAb二聚体（单体前的峰值洗

脱）的检测浓度在未添加盐时几乎检

测不到，而后却急剧升高（较高的回

收率），当添加了100 mM氯化钠时

可以轻易检测出。其次，由于与固定

相之间的相互作用降低，二聚体的洗

脱体积也再次下降，从而使二聚体和

单体的分离度升高。

• 有有有机机机溶溶溶剂剂剂：尽管大多数蛋白质都具

有足够的亲水性从而使完全含水流

动相将产生可接受的SEC结果，但疏

水蛋白质可能需要添加少量溶剂来提

高回收率和峰形。特别是，抗体-药

物共轭体（ADC）是目前最后关注的

一类能够因有机溶剂的添加而受益的

分子（10）。在这些情况下，在流动

相中添加10-15%的异丙醇是一个好的

起点。

关关关于于于仪仪仪器器器

在这里，我们至少有两个主要的问题

需要讨论：系统色散对于高质量SEC分

离的影响以及仪器结构和使用生物惰

性及生物兼容性材料的影响。后一个

话题比较复杂，我们留待以后讨论。

针对系统色散这一话题，我们必须认

识到，SEC分离特别容易受到色谱柱

外峰值色散的负面影响（即，柱外色

散），这也是因为峰值没有保留或甚

至在夹杂物体积之前洗脱。在可预见

保留的分离模式中，对于保留较多的

峰，柱外色散的影响没有那么严重，

且在梯度洗脱的情况下，几乎所有柱

前色散都可以被消除。而在SEC中则不

是这样，因为没有保留峰，所有的分

离都是无梯度的。

如上所述，在不久之前，大部分使用中

的SEC色谱柱直径（~7.8 mm）和长度

（300 mm）都较大。这导致峰值体积

（即，时间单位的峰宽乘以流速）与

它们所连接的LC系统的注射器 - 检测

器体积相比有足够大的分离。但是，

随着塔板高度的增加和最新色谱柱体

积的降低，峰值体积过小，而使得柱

外色散再次成为一个非常重要的问题

（11）。图3显示了在柱外峰色散水平

不同的三种不同LC系统上获得的单克

隆抗体单体检测峰值的比较。考虑到

在SEC分离中分离度通常非常重要，其

比较清楚地表明，我们应该认真考虑柱

外色散对于观察到的色谱的影响，特

别是当使用体积和粒径较小的现代SEC

色谱柱时。

当使用最先进的150 mm × 4.6 mm SEC

色谱柱时，对于在夹杂物体积附近被

洗脱出的小分析物，使用传统的高效

液相色谱（HPLC）系统得到的内在柱效

率仅为25%至60%。对于部分筛析的分

析物，情况会更糟。必须使用柱外体

积（通常为Vec < 10 μL）非常小的优化

型超高压液相色谱（UHPLC）系统，

以正确操作这些色谱柱。因此，连接

管体积和检测器单元体积必须尽可能

小。由于大部分SEC分离在环境温度下

进行，流动相预热装置也可以移除，以

进一步提高表观效率。另外一个有趣

的发现就是，当使用150 mm × 4.6 mm

色谱柱时，常规HPLC系统也对蛋白质的

表观洗脱时间具有重大影响，并因此

影响质量-校正曲线。在这些情况下，

所得到的校正数据将不可靠，除非修

正了柱外滞留时间。

结结结论论论

为蛋白质开发有效和高性能的SEC分离技

术需要关注该方法的所有方面，包括围

绕固定相、粒径和色谱柱尺寸的选择、

流动相条件以及仪器对于色谱层析效率

与分离度的影响。一些研究小组在不断

地帮助我们理解所有这些决定对分离性

能的影响。尽管我们还不能做到完全理

解，但是我们比以往任何时候都处于有

利地位，可以利用我们已经拥有的信息

开发当今可能最佳的方法。

通过本期的“LC故障排查”，我即将完成

第一年的每月专栏撰写，这些专栏解决

了我们作为液相色谱从业者所遇到的一

些难点。我之前已多次提到，随着技术

的变化，一些新的问题出现了，我们也

适应了仪器和色谱柱的新性能；但是，

也有许多问题随着时间的流逝仍然有名

无实地存在着。我将继续努力将新旧话

题加入到专栏的讨论中，但是作为本专

栏的常客我特别希望听到的是您对于我
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生物制药 展展展望望望

蛋白质生物技术药物是正在迅速发

展的一类疗法，广泛用于治疗各种

危及生命的疾病（1、2）。其中有

大约40%的蛋白质生物技术药物是

糖基化的，单克隆抗体（mAb）的

总聚糖量在2%到3%之间，而促红细

胞生成素的总聚糖量（EPO）则高

达50%。糖基化可能会对产品的安全

性和有效性产生影响，因此被视作

是一个关键质量属性（CQA）。例

如，复合N-聚糖上的末端唾液酸残

基能够调节血液中EPO的半衰期，核

心岩藻糖基化则会影响mAb的效应子

功能，医药用酶上的甘露糖-6-磷酸

根对于运输至酶需要具有催化活性的

溶酶体是至关重要的（1、2）。因

此，对这些聚糖结构进行表征是一项

根本要求。蛋白质生物技术药物的糖

基化分析可以在不同层面上进行，即

可以在蛋白质层面进行，也可以在肽

和聚糖层面上进行（3）。

亲水相互作用液相色谱法（HILIC）

与荧光检测（FLD）和2-氨基苯甲酰

胺（2-AB）标记相结合是对从生物技

术药物中酶解出来的N-聚糖进行分析

的黄金标准（1、2、3）。尽管该方

法有中性和唾酸N-聚糖的可靠跟踪记

录，但在对来源于医用溶酶体酶的磷

酸化N-聚糖进行分析后经常会遇到回

收不良的不可复制数据的情况。这是

因为磷酸基团与流动路径中的不锈钢

部件相互作用而产生的。对于核苷酸

和磷酸肽而言，同样须对这一现象进

行观测（4–9）。而对于 N-聚糖分

利利利用用用基基基于于于生生生物物物惰惰惰性性性液液液相相相色色色谱谱谱系系系统统统
和和和PEEK内衬HILIC色谱柱的的的全全全回回回收收收
分分分析析析磷磷磷酸酸酸化化化N-聚聚聚糖糖糖

Koen Sandra、、、Jonathan Vandenbussche 和和和 Pat Sandra，，， 比利时科特赖克色谱研究所

糖糖糖基基基化化化是是是可可可能能能会会会对对对蛋蛋蛋白白白质质质生生生物物物技技技术术术药药药物物物的的的安安安全全全性性性和和和有有有效效效性性性产产产生生生影影影响响响的的的一一一个个个关关关键键键质质质量量量属属属性性性   （（（CCCQQQAAA）））。。。因因因此此此，，，NNN---聚聚聚糖糖糖

的的的表表表征征征对对对于于于制制制药药药行行行业业业而而而言言言是是是至至至关关关重重重要要要的的的。。。亲亲亲水水水相相相互互互作作作用用用液液液相相相色色色谱谱谱法法法（（（HHHIIILLLIIICCC）））与与与荧荧荧光光光检检检测测测（（（FFFLLLDDD）））和和和222---氨氨氨基基基苯苯苯甲甲甲酰酰酰

胺胺胺（（（222---AAABBB）））标标标记记记相相相结结结合合合是是是对对对从从从生生生物物物技技技术术术药药药物物物中中中酶酶酶解解解出出出来来来的的的NNN---聚聚聚糖糖糖进进进行行行分分分析析析的的的黄黄黄金金金标标标准准准。。。但但但是是是，，，对对对于于于磷磷磷酸酸酸化化化NNN---聚聚聚糖糖糖，，，

也也也即即即附附附着着着在在在溶溶溶酶酶酶体体体酶酶酶上上上的的的NNN---聚聚聚糖糖糖来来来说说说，，，要要要基基基于于于经经经典典典液液液相相相色色色谱谱谱（（（LLLCCC）））设设设备备备和和和色色色谱谱谱柱柱柱对对对其其其不不不可可可复复复制制制的的的数数数据据据及及及回回回收收收问问问题题题

进进进行行行观观观测测测，，，NNN---聚聚聚糖糖糖的的的磷磷磷酸酸酸化化化可可可能能能是是是因因因磷磷磷酸酸酸根根根与与与流流流动动动路路路径径径中中中的的的不不不锈锈锈钢钢钢部部部件件件相相相互互互作作作用用用发发发生生生的的的。。。本本本文文文演演演示示示如如如何何何基基基于于于生生生物物物

惰惰惰性性性液液液相相相色色色谱谱谱系系系统统统和和和PPPEEEEEEKKK内内内衬衬衬HHHIIILLLIIICCC色色色谱谱谱柱柱柱利利利用用用全全全回回回收收收对对对磷磷磷酸酸酸化化化聚聚聚糖糖糖进进进行行行分分分析析析。。。
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图图图111：：：2-AB标记的RNase B N-聚糖基于安装在生物惰性液相色谱系统上的PEEK
内衬和不锈钢色谱柱的HILIC–FLD色谱。



析而言，则通常通过使用含有离子

对试剂（如三乙胺）的流动相

（10、11）或通过使用附带脉冲安

培检测的高效阴离子交换色谱法

（HPAEC-PAD）在高pH值（pH > 12）

下进行分离予以分离（12、13）。

本文证实了当整个样品流动路径无

金属时，使用常用的流动相组成

（即，pH值为4.5的100-mM NH4-甲

酸盐和乙腈）和标准2-AB-标记法，

通过HILIC可以成功分析磷酸化多

糖。为实现这个目标，必须使用生物

惰性液相色谱（LC）系统以及PEEK

内衬HILIC色谱柱。

实实实验验验材材材料料料：：：乙腈和水是从Biosolve中

提取的。甲酸铵是从Sigma Aldrich

公司购买的。2-AB标记的RNase B

和重组人类酸性α-葡萄糖苷酶N-聚

糖（修饰或未修饰的）则是由当地

的一家生物技术公司提供的。

方方方法法法：：：HILIC-FLD测量基于配备有

四元液相泵（G5654A）、多用采样

器（G5668A）、附带换热器的多列

恒温器（G7116A）及附带生物惰

性流动池的荧光检测器（G7121B）

的Agilent 1260 Infinity II生物惰性液

相色谱系统进行的。对于液相色谱

质谱（LC-MS）实验，将上述LC配

置联用至配备有JetStream电喷雾电离

（ESI）源的Agilent  QTOF LC-MS

系统（G6545A）。使用OpenLAB 

CDS（2.1版本）对LC及LC-MS数据
23www.chromatographyonline.com
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图2：来源于人类酸性α-葡糖苷酶的2-AB标记中性和磷酸化高甘露糖基与安装
在生物惰性液相色谱系统上的PEEK内衬和不锈钢色谱柱的HILIC–FLD色谱。

有有有大大大约约约444000%%%的的的蛋蛋蛋白白白质质质生生生物物物技技技术术术

药药药物物物是是是糖糖糖基基基化化化的的的，，，单单单克克克隆隆隆抗抗抗

体体体（（（mmmAAAbbb）））的的的总总总聚聚聚糖糖糖量量量在在在222%%%

到到到333%%%之之之间间间，，，而而而促促促红红红细细细胞胞胞生生生成成成

素素素的的的总总总聚聚聚糖糖糖量量量（（（EEEPPPOOO）））则则则高高高

达达达555000%%%。。。

图3：来源于人类酸性α-葡糖苷酶的2-AB标记中性和磷酸化高甘露糖N-聚糖基与
安装在生物惰性液相色谱系统上的PEEK内衬和不锈钢色谱柱的HILIC–ESI-MS
色谱。图中显示的是不同聚糖叠加提取的离子色谱图（EIC）。
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进 行 采 集 和 分 析 ， 分 别 使

用 M a s s H u n t e r 进行仪表控制

（B06.01）和 MassHunter进行 数

据分析（B07.00）（安捷伦科技

公司）。

本研究使用了两个色谱柱：一

个 2 . 1 m m × 1 0 0 m m ， 2 . 7 - μ m

的AdvanceBio聚糖映射色谱柱（表面

多孔型粒子——酰胺）（Agilent），

盛装在普通不锈钢外壳中及一个尺寸

相同的PEEK内衬色谱柱，以相同的

表面多孔型粒子（Agilent）定制填

充。以呈线性梯度的（A）100-mM 

NH4-甲酸盐，pH 4.5和（B）乙腈

（80%-60%）在38分钟内进行洗脱。

流量设定为0.4mL/min，柱温设定为40 

℃，注入体积设定为1μL。FLD的激

发波长和发射波长分别为260nm和

430nm。QTOF源的操作参数为：干

燥 气 温 度 ： 3 0 0 ℃ ； 干 燥 气 流

速：8L/min；雾化压力：35psig；

鞘流气温度： 3 5 0 ℃；鞘流气流

速：8L/min；喷嘴电压：1000V；

毛细管电压： 3 5 0 0 V ；碰撞电

压：150V。QTOF数据在质心模式下

以1频谱/秒的速度进行采集，采集范

围为500-3200m/z。系统在超宽动态

范围模式（2 GHz）下运行。

结结结果果果和和和讨讨讨论论论

HILIC与FLD及2-氨基苯甲酰胺

（2-AB）标记结合使用是当前对

从生物技术药物中酶解出来的中

性和磷酸化N-聚糖进行分析的最佳方

法（1、2、3）。图1显示了基于安装

在生物惰性液相色谱系统上的不锈钢

和PEEK内衬酰胺HILIC色谱柱对2-AB标

记的中性高甘露糖RNase B N-聚糖所

进行的分析。对于中性聚糖，在两个

色谱柱上得到了非常相似的色谱图。

而2-AB标记的聚糖的洗脱则取决于其

聚合程度，也即葡萄糖苷键的数量越

多，保留也越多。此外，相同聚合反

应的化合物存在能够使其彼此分离的

足够的选择性差异，也即聚糖树上甘

露糖残基位置不同的M7同分异构体。

两种谱图都是基于生物惰性液相系统

取得的，但在经典不锈钢HPLC系统上

也可能会得到相似的结果。

图2和图3分别显示了对来源于在酵母

中重组表达的人类酸性α-葡萄糖苷
24
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图4：来源于人类酸性α-葡糖苷酶的2-AB标记M6（m/z 1517.539）、M6P（m/z 1597.505）和M6P2 （m/z 1677.472）基于
安装在生物惰性液相色谱系统上的PEEK内衬和不锈钢色谱柱的HILIC-ESI-MS离子提取色谱图。

4 x10 

0.2 

0.6 

1 

1.4 

1.8 

Counts vs. AcquisitionTime (min) 
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 

4 x10 

0.2 

0.6 

1 

1.4 

1.8 

PEEK lined

Stainless steel

2-AB

0

2

4

6

4 
x10 

0

2

4

6

Counts vs. AcquisitionTime (min) 
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 

4 
x10 P PEEK lined

Stainless steel

2-AB

4 
x10 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

Counts vs. AcquisitionTime (min) 
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

4 
x10 

P

P

2-AB

PEEK lined

Stainless steel

2-AB标标标记记记聚聚聚糖糖糖的的的洗洗洗脱脱脱取取取决决决于于于

其其其聚聚聚合合合程程程度度度，，，即即即葡葡葡萄萄萄糖糖糖苷苷苷键键键的的的

数数数量量量越越越多多多，，，保保保留留留也也也越越越多多多。。。

LC•GC 亚亚亚太太太地地地区区区    2018年11月/12月



酶的2-AB中性和磷酸化高甘露糖N-聚糖所进行的HILIC-FLD

和HILIC- ESI-MS分析。人类酸性α-葡萄糖苷酶在细胞溶酶

体室中能够催化糖原水解为葡萄糖。全世界大约有50,000

人缺乏这种酶，从而导致糖原在溶酶体中累积，继而造成

肌肉损伤。这些患者通常需要接受重组人类酸性α-葡萄糖

苷酶的酶替代治疗（14）。含有聚糖的甘露-6-磷酸盐的

存在也是一个CQA，因为这些功能负责将酶靶向需要分

解糖原的溶酶体（15）。

与中性RNase B N-聚糖的观察结果形成对比的是，在基于

不锈钢或PEEK内衬色谱柱对2-AB标记的聚糖进行分析时

出现了巨大的差异。中性聚糖M2-8在两种色谱柱上的表

现都很好。但单磷酸化聚糖M2-8P在不锈钢柱上显示出拖

尾峰，而双磷酸化聚糖M5-8P2在后一种色谱柱上则因为

金属离子和磷酸根之间的相互作用而完全没能得到回收。

已知，核甘酸适用相同的回收原理，也即AMP > ADP > 

ATP。在PEEK内衬色谱柱上，单磷酸化（例如M6P）和

双磷酸化（例如M6P2）结构均观察到了完美的高斯型

峰，表明将所有金属部件从流动路径（仪表、色谱柱，包

括柱筛）中移除是非常重要的。研究还对同分异构的单

磷酸化聚糖（即聚糖树α1-3或α1-6分支上磷酸基的位置不

同）进行了观测。图4中显示的M6、 M6P和M6P2的提取

离子色谱图也进一步佐证了这一点。图5显示了一些相关

的MS/MS谱图。

值得注意的是，与LC系统和色谱柱的金属离子对磷酸化

品类的吸附相关的上述现象仅发生在含有N-聚糖（PO4

—M）2-的磷酸单酯身上，而不会发生在含有N-聚糖（M

—PO4—M）1-的磷酸二酯上。对于后一种聚糖而言，基

于不锈钢和PEEK内衬色谱柱所取得谱图是完全相同的

（图6）。有趣的是，这些携带磷酸二酯的聚糖均存在于

解脂耶氏酵母所重组生成的人类酸性α-葡萄糖苷酶上，但

在下游处理以生成酶的活性形式（即，携带甘露糖-6-磷酸

残基）的过程中，外甘露糖残基会被酶所移除（15）。

结结结论论论

本文描述了使用生物惰性液相色谱柱和PEEK内衬色谱柱

对医药用酶中释放的磷酸化N-聚糖所进行的HILIC分析。

结果表明，当整个流动路径中没有金属部件（即仪表和柱

惰性）时，可以完成对这些具有挑战性结构的分析。

25www.chromatographyonline.com
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alasdair.matheson@ubm.com

Jonathan Vandenbussche是RIC 的
LC-MS 技术人员。

Pat Sandra 是RIC的所长及根特大学
（比 利时根特）的名誉教授。

LC•GC 亚亚亚太太太地地地区区区    2018年11月/12月26

生物制药 展展展望望望

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 
保留时间 (min)

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

反
应

 (
LU

) 
反

应
 (

LU
) 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 
保留时间 (min)

M5 

M7P 

M6 
M7 

M8 
M7P 

M8P 

M8P 

M9P 

M10P 
M9P2 

M10P2 

P

P

P

PEEK 内衬

不锈钢

2-AB

2-AB

图图图666：：：含有高甘露糖N-聚糖的2-AB标记中性和磷酸化二酯基于安装在生物惰性
液相色谱系统上的不锈钢色谱柱和PEEK内衬色谱柱的HILIC-FLD色谱图。

3x10

0

1

2

3

4

5

6

7

+ 产物离子 (rt: 24.040 min) (1597.528[z=1])

1256.365

342.165

1597.5181094.311
1435.465405.078 770.209545.245

932.262243.026 707.296
1193.449

1355.497

3x10

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

4

4.5

+ 产物离子 (rt: 25.572 min) (1597.528[z=1] -> **)

1256.362

342.165 1597.515
545.243

1435.4661094.313204.085
405.079 690.240

932.261 1193.450 1353.352 1520.132

3x10

0

1

2

3

4

5

6

7

+ 产物离子 (rt: 29.303 min) (1677.495[z=1])

1336.328

1677.481
1111.365770.208

342.166 545.245 1515.432

707.297 1273.414243.025

计数与质荷比 (m/z)

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800

P

P

P

P

P

P

P

P P

P

P

P
P

1000

2-AB

2-AB
2-AB

2-AB
2-AB 2-AB

2-AB

2-AB

图图图555：24.04min时磷酸化N-聚糖洗脱的MS/MS谱图（对于M6P同分异构体
为25.57min，对于M6P2则为29.30min）。

mailto:alasdair.matheson@ubm.com


27www.chromatographyonline.com

观察专专专栏栏栏

第47届高效液相分离及相关技术国际

研讨会（HPLC 2018）于7月29日至8

月2日在美国华盛顿特区的Marriott 

Wardman公园酒店和会议中心举行。

本次研讨会吸引了来自34个国家的870

名代表参加，其仍然是将液相色谱和

相关技术领域的主要科学家聚集在一

起的重要活动。美国场馆的出席率继

续低于欧洲场馆；但是，美国的出席

率多年来一直相当稳定（表1）。本

次组织有序的会议由美国圣母大学

的Norman Dovichi教授主持。正如教

授所述，该项目着重于制药行业的分

离，包括关于连续制造的有趣会议和

前瞻性的药物分析。其他会前亮点包

括关于3D打印的介绍、微柱阵列技术

发展以及对于快速发展的大麻产业的

特别关注。

会议包括203场演讲（其中12场为教

程演示）、335个海报展示、9个短期

课程以及9个供应商技术研讨会。本

期“观察专栏”汇报了会议上的亮点

和趋势。

亮亮亮点点点和和和趋趋趋势势势

与之前的HPLC评论文章（1，2）类

似，与会的几位同事被要求就他们在

研讨会上观察到的最有趣的主题发表

自己的见解。接下来的大部分内容是

他们的回复和一些个人观点的概要。

在回顾过去几次研讨会中的亮点时，

我发现了多个受关注的领域，即3D

打印、大分子分离技术的进展、多

维分离以及手性和亲水相互作用色

谱（HILIC）。据报道，3D打印技术

在2017年有所下降；但是，在2018

年的研讨会上，关于3D打印的发展

问题再次受到了广泛讨论。对于大分

子分离的关注度似乎比往年更高，这

也许是因为整个会议都关注药物分

析。在今年的研讨会上继续提出了关

于HILIC和手性色谱法的进展，关

于有望提高速度、产生更高通量和

增加选择性的普遍主题继续推动着

研讨会上的讨论。

正如会议题目所示——高效液相分离

及相关技术国际研讨会——液相色谱

法不是研讨会上讨论的唯一分离技

术。与许多之前的研讨会类似，会议

通常会表现出其主持人的 个性特点。

因此，毫不意外，电泳疗法（CE）

是2018年HPLC会议上的重要话题。

有几个研讨话题侧重于CE，而大部

分讨论则集中在生物分子分离上。

大大大分分分子子子分分分离离离技技技术术术的的的进进进展展展

大分子的特性描述需要用到各种不同

的色谱分子方法，包括反相、离子交

换、体积排阻和疏水作用色谱。2018

的HPLC会议包括许多关于技术的演

讲，这些演讲探讨了大分子分离的

不同方面。Matthew Lauber提出了一

个旨在提高目标大分子（例如，单

克隆抗体（mAbs）和抗体药物复合

体（ADC））的效率和分离度的新

聚苯色谱柱（3）。Lauber表示，新

的色谱柱化学能够使用比现有色谱

柱浓度更低的离子对试剂并在更低

的温度下实现mAb和ADC的分离，

从而最大限度地降低生物治疗药物

的柱上降解。对“蛋白质更友好”的反

相色谱被认为是刚性苯基部分的高

表面覆盖度的结果，这阻止了分析

物进入底层的碱性二氧化硅颗粒。

HPLC 2018研研研讨讨讨会会会
亮点
David S. Bell1、Cory E. Muraco2 和 Connor Flannery3， 1观察专栏编辑；2美国宾夕法尼亚州贝尔丰特市

MilliporeSigma公司；3美国宾夕法尼亚州贝尔丰特市Restek公司

由由由NNNooorrrmmmaaannn   DDDooovvviiiccchhhiii主主主持持持的的的第第第444777届届届高高高效效效液液液相相相分分分离离离及及及相相相关关关技技技术术术国国国际际际研研研讨讨讨会会会（（（HHHPPPLLLCCC   222000111888）））于于于777月月月222999日日日至至至888月月月222日日日
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表面多孔颗粒（SPP）技术继续被用于

大分子分离。Barry Boyes将C4、C18

和基于1000-Å SPP的新型二苯固定

相结合，开发了mAbs和ADC结构正

确分配的方法（4）。

大分子分离的选择性转变会受到流

动相以及替代表面化学和颗粒技术

的影响。Kevin Schug证实了流动相

组分和pH值的变化如何引起不同的

蛋白质构象，从而影响仪器与固定

相之间的替代相互作用（5）。该方

法可能对完整蛋白质的多维分离领

域产生重要影响。

人们通常使用传统的小分子探针和

系统对用于大分子分离的色谱柱进

行表征。Jennifer Field针对大分子反

相色谱柱的色谱柱表征协议开发做

了一个有趣的演讲（6）。Field及其

同事开发了一系列肽探针和创造一

系列条件来表征几种市售的宽孔隙

反相色谱柱。Field的方案可能会产

生对大分子分离科学家来说比以前

更有用的色谱柱表征信息。

离子交换色谱（IEX）、体积排除色

谱（SEC）和疏水作用色谱（HIC）

都提供了与反相分离互补的重要分离

能力。但是，这些技术中通常使用

的高盐含量妨碍了使用质谱（MS）

进行检测。Bones提出了使用能够将

这些色谱分析方式与MS直接结合的

新型低盐流动相通过离子交换-MS

和SEC-MS，分析mAbs的电荷变体和

聚合体（7）。该研究证明了使用常

规IEX和SEC方法鉴定可能遗漏的独

特C-末端赖氨酸变体和mAb片段的能

力。

HIC是根据分析物的表面疏水性对其进

行分离的常用非变性技术。与IEX色谱

分析法类似，传统上使用非挥发性盐

缓冲液进行HIC防止了与MS的直接结

合。Bifan Chen报告了一种基于醋酸

铵和一些有机溶剂将固定相材料与挥发

性流动相相结合的新方法（8）。通过

对完整蛋白质的分析以及最近对mAbs

的分析证明了所得的HIC-MS方法。

据作者们所述，质谱图以天然结构的

蛋白质为特点，主要特点是低电荷状

态。对于mAbs，通过使用HIC-MS方

法可以快速测定相对疏水性、完整质

量和糖基化谱以及在线配置中互补性

决定区的序列和结构表征。对于ADC，

由于分子的脆性，因此不能直接使用

相同的方法和条件。方法开发成为产

生药物-抗体比（DAR）零变体的足够

保留之间的平衡点，但不是通过固定

相或有机溶剂使高DAR种类（DAR6

和DAR8）变性。通过使用ADC 类似

物，总离子色谱图和质谱表明 成功

分离出了不同的DAR种类，更重 要

的是，这些DAR种类在色谱分析期

间保持完整。该小组表示，他们计

划很快将他们关于ADC分析的手稿提

交发表。

先先先进进进的的的液液液相相相色色色谱谱谱技技技术术术

关于颗粒设计的发展继续成为HPLC

研讨会的亮点。Ta-Chen Wei做了关

于“双孔”结构SPP合成的演讲（9）。

在2015年，该团队通过称之为假形相

转换（PMT）的工艺推出了带有有序

延长孔的新SPP（10），并随后证明这

一新型颗粒在小分子分离中比传统SPP

节省了18-30%的效率（11）。效率的

提高是由于从有序孔隙结构的各向异

性扩散导致B项大幅减少。在2018年

的HPLC会议上，Wei提出了在单一颗

粒上带有双孔结构的第二代PMT材料

（9）。内部区域具有用于小分子分离

的有序细长孔，外部区域带有用于大

分子分离的大型锥形孔。因此，使用

新型双孔SPP填充的单一色谱柱可用

于小分子和大分子分离。此外，这些

色谱柱在初步研究中表现出比现有常

规SPP更高的效率和分辨率。图1描述

了PMT颗粒技术的发展。

图图图1：：：表面多孔颗粒技术的进展。（a）传统SPP；（b）第一代假形相转换SPP；（c）第二代假形相转换SPP
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在HPLC会议上，对速度的追求一直

存在。值得一提的是Dan Armstrong

的演讲“超快LC和SFC的实践和分

枝”（12）。该演讲的中心思想是，

由于快速色谱（使用适当的色谱柱）

和峰处理相结合，对于分析色谱的

现有做法将很快被淘汰。Armstrong

认为，通过在最优超快模式下实

施HPLC，并使用超过其峰值容量的

色谱柱以及适当的峰处理和分离度

增强方法，可以在不到60秒的时间

内获得100个基线或近基线峰值。此

外，Armstrong预测，使用该方法进

行鉴定（通过保留时间）和定量（通

过峰面积测量）将可比拟，甚至优于

今天典型的最佳实践分离。将加强峰

处理与快速LC相结合可以发挥强大

的作用。Armstrong继续指出，数十

年来，光谱学一直在利用先进的处理

技术，而色谱学则落后于形势，但是

当分离学迎头赶上，结果将会是引人

瞩目且深远的。

James Grinias做了一次关于将标准方

法转变为超高效液相色谱（UHPLC）系

统的演讲（13）。Grinias研究了循环

热梯度对保留时间再现性的影响。由于

梯度色谱中的压力循环，可变粘性加

热造成了色谱柱的温度循环。这一影

响可描述为其中前几个梯度与最后一

个梯度不同的启动效应。通过Grinias

团队发表的作品，我们可以了解到更

多细节（14）。Grinias接着讨论了

在药典方法的现代化中将HPLC法转换

为UHPLC法。Grinias总结说，利用SPP

技术的现代UHPLC仪器和色谱柱可以

大大提高基于专著方法的药物分析的

通量。

会会会议议议 海报数量 主主主题题题数数数量量量

HPLC 2018: 华盛顿特区 336 21

HPLC 2017: 布拉格 656 55

HPLC 2016: 旧金山 273 24

HPLC 2015: 日内瓦 560 27

HPLC 2014: 新奥尔良 425 25

HPLC 2013: 阿姆斯特丹 945 36

HPLC 2012: 阿纳海姆 443 19

图图图2：：：按照会议主题分类的海报数量细目。
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微型化始终是液相色谱研究的一个

热点。Milton Lee（15）和Luke 

Tolley（16）关于微型高效LC仪器的

介绍被许多与会者视为一大亮点。两

次演讲都侧重于介绍一家名为Axcend

的公司开发的新微型化LC仪器的巨

大前景。在Lee的演讲中，一个有趣

的地方就是，仪器的移动性在实验

室中可能与远程使用一样有用。

在使用微型设备的亮点中，Qun Fang

介绍了使用基于水滴的微流体技术进

行单细胞分析（17）。Fang与其同

事开发了一种可以在微孔板上采样和

加载不同溶液的装置。作为该系统应

用的一个例子，Fang展示了易于与

蛋白质结合的μRNA种类的纯化和检

测。为了从样品中去除蛋白质，在进

行纳米LC-MS检测之前，Fang进行

了“液滴”胰蛋白酶消化，以便分解和

去除μRNA中的蛋白质。该团队计划

使用毛细管电泳–质谱仪（CE-MS）

进一步开发该系统。

另一个值得注意的亮点是A t t i l a  

Felinger发表的题为“逆流液相色谱”的

演讲（18）。Felinger描述了一种在

流动停止后分析物仍留在色谱柱中的

技术。然后，他们通过物理旋转色

谱柱或使用阀门系统来逆转流体。

该技术使研究人员能够研究熔块的

谱带增宽，理解横柱色散效应并检

查柱段是否存在缺陷。有趣的是，

人们发现色谱柱的中心比两端的任

何一端都更有效率。

关于3D打印色谱柱的话题在2018年

的HPLC大会上再次引起了热烈讨

论。人们讨论最热烈的是Simone  

Dimartino做的两次演讲，其中一次演

讲是教程演示（19，20）。Dimartino

描述了使用具有所需功能的单体构

建色谱柱，而不是使用后期打印化

学技术来改变选择性。虽然打印的

色谱柱仍然不能产生像现代柱床填

装良好的色谱柱那样高的效率，但

这项技术正在迅速发展。除用于打

印色谱柱，3D打印也被证实可用于

设备优化。Theodora Adamopolou

在其发表的演讲中展示了使用计算

机生成的3D打印设备辅助多维分离

（21）。

HILIC和和和手手手性性性分分分离离离

HILIC再次成为HPLC会议上的热

门话题。再次排在首位的是Andrew 

Alpert，他发表了关于在为磷酸化多

肽开发HILIC或静电排斥亲水作用

色谱（ERLIC）法时选择盐的重要

性（22）。Alpert例举了选择阳离子

和阴离子引起磷酸肽选择性差异的

例子。阳离子的含水率越高，带负

电的磷酸肽的保留率就越高。Alpert

还证明了基于盐类型的水-有机物边

界上多肽类的分子重取向。该信息

可用于涉及糖肽和磷酸化程度不同
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表表表222：：：最佳海报奖

奖奖奖项项项

一等奖

二等奖

三等奖

荣誉奖

荣誉奖

荣誉奖

荣誉奖

荣誉奖

荣誉奖

荣誉奖

在基因组植物细胞提取中用于DNA测量的新型基于距离的纸张设备

开发噬菌体细胞内溶素作为多重耐药菌感染的新疗法

揭露在离子色谱法中为获得单价和多价有机酸而控制共价键阴离子交换剂
的选择性的方法

液相色谱作为在线样品制备技术与具有双重检测的全二维气相色谱相结合
用于分析唇部化妆产品中矿物油与合成碳氢化合物

使用高效亲和色谱法分析药物与α1-酸性糖蛋白的相互作用

标标标题题题 姓姓姓名名名

优化与验证在线超临界流体萃取（超临界流体色谱）关于土壤中多环芳香
族碳氢化合物的质谱分析的系统性方法

在人类乳腺癌培养细胞中改变L和D氨基酸谱与新陈代谢

本征反相液相色谱法：一项关于抗体-药物结合体LC–MS的技术

关于在疏水作用色谱中工作温度对蛋白质保留影响的评判性调查

药物分析中的HILIC方法开发



的完整蛋白质的应用。 J o n a t h a n  

Shackman发表了第二个引起关注

的HILIC演讲。他的题为“HILIC的

拯救：药物开发案例”表明，当反

相LC等传统方法无法提供适切结果

时，HILIC可以成为一种针对小分子

药物的有用及可靠的技术（23）。

在HPLC会议上，与会者再次讨论了手

性分离技术的发展。Ravindra Hegade

提出使用固相优化选择性或固定相耦

合作为在LC和超临界色谱（SFC）

中开发手性分离的方法（24）。另一

个亮点是，Csaba Horváth青年科学

家奖得主Martina Catani讨论了传质

现象和现代多孔颗粒对于实现高效手

性化合物分离的热力学特性（25）。

该演讲的一个有趣的地方就是，人们

在反相分离中观察到的SPP颗粒较之

于多孔颗粒的优势在手性系统研究中

并不明显。

海海海报报报讨讨讨论论论会会会的的的亮亮亮点点点

如往年一样，2018年HPLC的海报

讨论会是整个研讨会的一个重要部

分。21个讨论会主题共涉及336张海

报。与2016年在旧金山举行的HPLC

会议相比（这是最后一次在美国举

行的会议），会议上展示的海报数

量增加了25%。

每个类别的海报数量分布相当均匀。

图2给出了在每个讨论会主题下海报

数量的细目。就张贴的海报数量而

言，四个最受欢迎的海报讨论会主题

是固定相、方法开发、生物制药应用

和单克隆抗体的表征、药物结合体和

其他基于蛋白质的药物；这一排名反

映了今年会议上的口头报告主题以及

在LC市场上的整体发展方向。固定

相和方法开发主题的受欢迎表明，

目前还需继续改进和开发新的分离介

质与分析技术。在这两个主题与几个

其他讨论会主题中关于HILIC分离的

海报越来越多，这些海报的内容涉及

理解和为难以在反相色谱柱中保留的

大量极性分子开发HILIC方法。其中

一个在海报奖项比赛中获得荣誉奖的

海报是Dennis Asberg的“药物分析中

的HILIC方法开发”。Asberg概述了一

个全面的HILIC方法开发策略，以优

化亲水药用化合物的分析。

21个海报讨论会主题被分成6个不同

的展示环节，在周一、周二和周三分

别展示两个。在周四上午，入围海报

奖的选手再次展示了他们的作品。由

国际科学家组成的评委会根据科学贡

献、作品的原创性、作品的完整度、

实验或理论执行的质量以及海报的易

读性和呈现对入围的海报进行评估。

由安捷伦科技公司赞助的最佳海报奖

在大会闭幕式上颁发。表2中列出了

获得前三名和荣誉奖的海报。

结结结论论论

2018的HPLC大会是一个组织良好、生

动活泼的研讨会，它吸引了全球对分

析科学感兴趣的研究人员。许多最新

趋势持续到了2018年。色谱柱和设备

的3D打印进展是显而易见的。此外，

人们似乎对新型大分子分离技术也产

生了浓厚的兴趣。通过会议的活动可

以清楚地看出，关于分离科学的研究

是充满活力的。

鸣鸣鸣谢谢谢

如果没有获得大量帮助，想要报道如

此大规模的研讨会是不可能的。作者

感谢Andrew Alpert、Robert Kennedy、

Xiaoning Lu、Daniel Shollenberger、Ken 

Broeckhoven、Ta-Chen Wei、 Matthew 

Lauber、Mariosimone Zoccali 和

Daniel Armstrong 的鼎力相助，他们

提供了关于各个讨论会内容的笔记、

文本、见解、图片以及富有成效的讨

论。
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的工作主要是新固定相和色谱柱填充技

术的开发与表征。

David S. Bell 是Restek公司的研发总监。

他还是LCGC的编辑顾问委员会成员和“观

察专栏”编辑。在过去20年中，他一直从
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产产产品品品

FID加加加气气气站站站

适用于所有GC检测器和运载气体应用的高纯度及
超高纯度。发生器有两种类型：用在GC下的扁平
式；或塔式。H2流速高达1 L/min，压力可达10.5
巴。

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

置置置物物物架架架

护。货架完善了药水瓶、瓶盖和气相层析仪配件的
范围。

www.mn-net.com
德德德国国国杜杜杜伦伦伦Macherey-Nagel GmbH & Co. KG

等等等度度度泵泵泵

从0.010 mL/min升至10 mL/min，并使压力达到最高600
巴。

www.gilsonuk.com/verity-3011-isocratic-pump.html
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

快快快速速速GC工工工具具具包包包

现有方法可以精确地缩小到更小、更高效及窄孔色谱
柱。

www.restek.com/catalog/view/52293/23849
美美美国国国宾宾宾夕夕夕法法法尼尼尼亚亚亚贝贝贝利利利方方方特特特Restek Corporation

蒸蒸蒸汽汽汽系系系统统统

的进样是全自动的。

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

MALS检检检测测测器器器

散射（MALS）检测器。据报道，WyattQELS动态光散射
（DLS）模块可以“即时”测量流体动力学半径，扩展
了μDAWN的多功能性。

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Wyatt Technology

六工位蒸发站mVAP可在用户定
义的温度和真空下实现 全自动
样品浓缩。经SPE或液-液萃取
后，mVAP可使溶 剂挥发，包括
变更为兼容的溶剂，以实现最佳
的色谱分析和质谱电离。据公司
介绍，该蒸汽系统显著提高了监
测极限。向GC-MS或LC-MS系统

据公司介绍，μDAWN
是世界上首个可以与任
何UHPLC 系统连接以
便直接测定绝对分子量
和聚合物、多肽类和蛋
白质或其他生物聚合物
而无需采用色谱柱校准
或参考标准的多角度光

Verity 3011等度泵是在石
油应用中用于化学反应
监测和  凝胶渗透色谱
（GPC）的液体输送解决
方案。据公司介 绍，该等
度泵具有高精度，可为各
种液体提供几乎无脉 冲且
稳定的溶剂流 量，包括
高粘度溶剂，并可使流速

为了安全存放他们的人
体工学和电子卷边工 
具，Macherey-Nagel 公司
提供了一个耐化学药品的
泡 沫货架。据公司所述，
卷边工具组织良好，并在
机 架中得到了良好保

据公司所述，VICI 
FID加气站将VICI 
DBS氢气和零 级空
气发生器的稳定性
与紧凑而方便的包
装结合在 一起。

据公司介绍，GC 加速器工具包在
设计时考虑到 了GC-MS使用者的
需求，提供了一种加速样品分析
的简 单途径。通过降低炉体积，
这些插件可以实现更快的斜 坡速
率，这降低了炉循环时间并提高了
样品处理量和容 量，从而能够处
理样片。当提高了斜坡速率时，
使用Restek的EZGC方法转换器，

http://www.gerstel.com
http://www.gilsonuk.com/verity-3011-isocratic-pump.html
http://www.vicidbs.com
http://www.wyatt.com
http://www.mn-net.com
http://www.restek.com/catalog/view/52293/23849
http://www.chromatographyonline.com


LC•GC 亚亚亚太太太地地地区区区  2018年11月/12月34

产产产品品品

圆圆圆二二二色色色性性性微微微型型型板板板

该微型板允许在一个方便的ANSI/SLAS 兼容96-或者384-
孔的微型板足迹上进行测量。特有的黑 色聚苯乙烯混合物
确保了较低的串 扰，同时，高质量的石英底部降低 了进
行良好圆 二色谱性（CD）测量 所必需的双折射。

www.porvair-sciences.com/krystal-uv-transparent
英英英国国国雷雷雷克克克瑟瑟瑟姆姆姆Porvair Sciences Ltd.

MALS检检检测测测器器器

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

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Peak Scientific Instruments Ltd

微微微芯芯芯片片片色色色谱谱谱柱柱柱

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

制制制备备备系系系统统统

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.

色色色谱谱谱软软软件件件

用，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.dataapex.com
捷捷捷克克克布布布拉拉拉格格格DataApe

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

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

波富尔科技有限公司推出了一种
新型黑水晶紫外石英基底 的微
型板，该微型板能够提供波长
范围为185nm至1100 nm的光传
输，从而使其成 为实验室对圆
二色谱性（CD） 进行 测量的理
想仪器。利用下一代光谱 仪，

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 9 9 . 5 % 。 该 系 统 非 常 适
合 L C – M S 、 E L S D 、试样汽
化、NMR、FTMS 以及手套箱的
各种应用。

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

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
的生物样品进行高分辨率的分

http://www.dataapex.com
http://www.peakscientific.com/infinityxe50
http://www.porvair-sciences.com/krystal-uv-transparent
http://www.quattroprep.com
http://www.pharmafluidics.com
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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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新 TD 3.5+
•	 使用3.5英寸的热脱附管

•	 GERSTEL Plus 管, 满足最大的回收率
•	 无阀, 无传输线,  使用高度惰性材料
•	 无分析物损失,  无残留
•	 可升级为自动化微仓 （DHS L 3.5+）
•	 高效,  灵活的MPS 自动进样器,  可实现
•	 全自动标样置备 （TSS）
• 只需通过鼠标点来实现方法设置,   
	 包括GC/MS方法

全世界领先试验室的上千用户信赖并依靠
我们的 TD 热脱附解决方案,  我们为其提供
更多的可能性。 

我们能够为您做些什么？

 

自动化微仓
DHS large 3.5+, 材料释放

检测的自动化系统。样品可放
置于容积直达1L 的微仓中。 

 分析物被3.5英寸的吸附管
在用户自定义的时间
内收集, 然后通
过TD3.5+热

脱附
 

TD3.5+ 托盘
有40个独立密封

样品位。
每个MPS robotic 托

盘架可放置多达 
3个托盘。

www.gerstel.cn

http://www.gerstel.cn
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