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技技技术术术的的的基基基本本本与与与实实实践践践方方方面面面（（（第第第111部部部分分分）））：：：液液液相相相色色色谱谱谱法法法
Danilo Corradini、Francesca Orsini、Laura De Gara和Isabella Nicoletti
本文是由两部分组成的评论文章的第一部分，该文章探讨了植物性
食物和食用与药用植物中酚类化合物分析用液相色谱（LC）及毛细
管电迁移技术的基本与实践方面。第一部分重点讨论液相色谱法。
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生生生物物物分分分子子子分分分离离离的的的秘秘秘诀诀诀、、、技技技巧巧巧和和和故故故障障障排排排查查查，，，第第第111部部部分分分：：：当当当代代代反反反相相相蛋蛋蛋白白白质质质分分分离离离
Szabolcs Fekete、Davy Guillarme和Dwight R. Stoll
近年来出现了几种用于蛋白质反相分离的新材料和色谱柱。我如何
知道选择哪一种，以及哪种分离条件最适合我的蛋白质分离呢？

GC 连连连接接接
分分分流流流、、、不不不分分分流流流与与与其其其他他他——————充充充分分分利利利用用用进进进样样样口口口
Nicholas H. Snow
分流和不分流进样存在一些众所周知的以及一些不为人知的挑
战，这主要是由于进样口的加热使得样品进样与进样口成为气相
色谱仪的主要障碍。
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The 
use 
of 
superficially 
porous 
particles 
(SPPs) 
for 
modern 

higformance liquid chromatography 

SPPs rose as an alternative to sub-2-µm 

years, many column 
manufacturers have developed 2-µm and 
smaller SPP-based 

亚 太 地 区
分离科学家解决方案

David S. Bell、Landon Wiest、Shun-Hsin Liang和Dan Li
在现代高效液相色谱法（HPLC）中使用表面多孔颗粒
（SPP）如今已经非常常见。表面多孔颗粒最初用作
亚2μm全多孔颗粒（FPP）的替代产品。
近年来，许多色谱柱制造商开发出使用
粒径小于等于2μm颗粒的产品。本文章
探讨了这些小粒径表面多孔颗粒设计的
实用性。
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全新的ASPEC®正压固相萃取仪是一台多功能固
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VICI AG International

    

快速气相色谱的所有部件都在此

温度均衡，不在有冷或热点。同时程序控温所有的部件。

VICI排风扇模块

高流速的风扇可供选择 60mm, 92mm和120mm

有12V, 24V和48V电压可供选择

风扇可以带支架或者不带支架、90度的支架可以直接安装风扇模块在气相色谱璧上。

VICI色谱柱

适合于熔融石英色谱柱、金属色谱柱或者是填充柱

1米长/100微米内径的色谱柱到30米长/530微米的色谱柱

VICI快速温度程序控制模块

四个独立的程序温度控制区

升温速率高达2500摄氏度/分钟

0.1摄氏度准确度，1摄氏度的升温速率

VICI传热线

任何形状的都可以做，长度可以达到1米

使用低质量的40英寸“K”热电偶作为温度传感器

模拟蒸馏分析

 快速气相色谱选配件

1. 独立的、可拆卸部件

2. 用于升级或者开发气相色谱的成套配件

3. 模块化设计

4. 可根据需求定制

 快速气相色谱部件

请参观我们网站 www.vici.com/fast-gc 获取更多的信息。



植物次生代谢物，也被称为特殊代谢物，是与主要的生

物合成和代谢路线一起产生的有机化合物，被认为主要

是由于植物与环境的相互作用而产生的。

这些化合物保护植物免受生物和非生物胁迫，包括病原

体、捕食者、紫外线和干旱（1）。此外，次生代谢物

可赋予食物特定的感官特征，在食用植物和植物源食物

的防病保健方面中发挥重要作用（2-5）。植物次生代

谢物根据其生物合成来源通常分为三大类：萜类、生物

碱和酚类化合物，其中酚类化合物是植物王国中最重要

且分布最广的次生代谢物（6）。

酚类化合物是人类饮食中不可或缺的一部分，促成了食

品的感官特性和地中海饮食对人类健康的有益影响，这

主要归功于它们的抗氧化特性（7）。这些化合物以及

许多其他植物次生代谢物在药用植物中作为生物活性

要要要点点点
• 本文讨论了用于植物和植物源食品基质中酚类化

合物鉴定与量化的主要分离模式。

• 文章的第1部分也简要描述了食物王国中主要酚

类化合物的化学结构与分布以及用于该等化合物

的萃取及样品制备的主要方法。

• 使用HPLC或UHPLC色谱柱的反相色谱法是酚类化合

物分析的首选技术。

• HILIC是反相色谱的有效替代方法，也是在酚类

化合物的多维色谱中使用的主要分离模式。

成份也发挥了重要作用，并且对慢性和退化性人类

疾病具 有多种生物活性和多种健康益处（8）。

基基基于于于色色色谱谱谱柱柱柱的的的液液液相相相分分分离离离技技技术术术，，，例例例如如如在在在反反反相相相分分分离离离模模模式式式下下下的的的液液液相相相色色色谱谱谱法法法（（（LLLCCC）））和和和使使使用用用连连连续续续电电电解解解液液液系系系统统统的的的毛毛毛细细细管管管电电电迁迁迁移移移

技技技术术术，，，被被被广广广泛泛泛用用用于于于植植植物物物和和和植植植物物物来来来源源源食食食物物物机机机制制制的的的酚酚酚类类类化化化合合合物物物鉴鉴鉴定定定与与与量量量化化化中中中。。。本本本文文文是是是由由由两两两部部部分分分组组组成成成的的的评评评论论论文文文章章章的的的第第第一一一部部部

分分分，，，该该该文文文章章章探探探讨讨讨了了了植植植物物物性性性食食食物物物和和和食食食用用用与与与药药药用用用植植植物物物中中中酚酚酚类类类化化化合合合物物物分分分析析析用用用液液液相相相色色色谱谱谱（（（LLLCCC）））及及及毛毛毛细细细管管管电电电迁迁迁移移移技技技术术术的的的基基基本本本与与与

实实实践践践方方方面面面。。。同同同时时时，，，文文文章章章也也也讨讨讨论论论了了了食食食物物物王王王国国国中中中主主主要要要酚酚酚类类类化化化合合合物物物的的的化化化学学学结结结构构构与与与分分分布布布以以以及及及用用用于于于该该该等等等化化化合合合物物物的的的萃萃萃取取取和和和样样样品品品制制制
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植物和植物来源食物中酚类化合物含量测定的重要步骤就

是样品制备与萃取，然后使用各种不同的仪器分析方法进

行鉴定和量化，其中大部分方法是使用高效液相分离技术

与合适的检测方法相结合。在传统情况下，人们使用基

于福林－乔卡梯奥反应的分光光度法测定总酚类化合物

（9），在该方法中通过磷钨酸盐和磷钼酸盐氧化滴定酚

盐阴离子产生了有色产物。在仪器分析技术的基础上，

需要使用更为复杂的方法来鉴定和量化给定样品中存在

的每种主要酚类化合物。其中，液相色谱（LC），通常

采用反相分离模式，是首选技术，而毛细管电泳（CE）

由于其高分离效率、较短的分析时间以及极低的样品和

试剂体积要求而获得了越来越多的认可。

本文是由两部分组成的评论文章的第一部分，旨在讨论

食用和药用植物以及植物来源的食品与膳食补充剂中酚

类化合物分析用LC和毛细管电迁移技术的基本与实践方

面。第1部分将重点关注这些化合物的液相色谱法和主要

酚类化合物的化学结构与分布，以及在样品制备及萃取

中使用的主要方法。

主主主要要要酚酚酚类类类化化化合合合物物物

酚类化合物，也称为酚类，包含从简单分子到高度聚合

化合物不等的大量异质结构，这些化合物通常与其他分

子（经常是糖）结合，尽管酚类物质也会以游离形态出

现。在这些糖基化的酚类化合物中，可以发现C糖基化

和O糖基化。酚类物质的一个常见结构特点就是至少存

在一个羟基取代的芳环。根据芳环的数量、将这些芳环

连在一起的结构元素以及与芳环相连的取代基，通常将

酚类物质分为不同的亚类（见表1）。

最简单的酚类物质是酚酸，酚酸可分为苯甲酸和肉桂酸衍

生物，其基本的碳骨架分子分别是C
6
-C

1
和C

6
-C

3
。其他主

要的酚类化合物包括碳骨架分子为C
6
-C

3
-C

6
的黄酮类，大

量非黄酮酚类化合物的碳骨架分子为C
6
-C

2
-C

6
（芪类，蒽

醌类）、（C
6
-C

3
-C

6
）

n
（凝缩类丹宁）、（C

6
-C

3
）

2
（木

酚素）、（C
6
-C

3
）

n
（木质素）、C

6
-C

4
（萘醌类）

和C
6
-C

1
-C

6
（氧杂蒽酮），在这里我们仅列举了几个主要

的亚类。

黄酮类是最大的酚类化合物，分布在结构上成分不同的

几个亚类中。这些化合物的分类由C
6
-C

3
-C

6
结构中存在的

三碳原子基团决定。一些研究报告称，类黄酮对人类健康

具有多种有益作用，包括作为化学预防剂干预多种癌症机

制的性质（10）。

最丰富且广泛分布的类黄酮亚类之一是黄酮醇，它由槲皮

黄酮、杨梅黄酮、山柰酚和非瑟素组成并存在于葡萄酒、

洋葱、苹果和各种叶类蔬菜中。常见于植物和植物性食物

与饮料中的黃烷酮类包括柚皮素、柚皮苷、芸香柚皮、橙

皮苷和橙皮素。饮食中摄入大量黄烷酮可降低退化性和心

血管疾病的风险（11）。

黄烷醇（或黄烷-3-醇）包括儿茶素和表儿茶素，其可被

羟基化形成没食子酰儿茶素，并且是低聚和多聚原花青素

的结构单元，当它们仅由表儿茶素单元组成时称为原花青

素。黄烷醇存在于葡萄酒、西兰花和其他食品中，如可

可、茶、豆类，以及各种水果（如苹果、石榴、黑莓和红

葡萄）中。

黄酮类广泛存在于许多药用植物、香料、水果和叶类蔬

菜中。常见的黄酮类包括芹菜素、木犀草素及其糖基化

形式、芹菜素-O-葡糖苷酸、芹菜素-O-葡萄糖苷和木犀草

素-C-葡萄糖苷，它们已被证明具有潜在的抗氧化和抗炎

活性（12）。

表表表111：：：植物酚类化合物的主要分类

酚酸
(C

6
-C

1
) (C

6
-C

3
)

羟基苯甲酸衍生物

羟基肉桂酸衍生物

黄酮类
(C

6
-C

3
-C

6
)

黄酮醇类

黃烷酮类

黄烷醇（或黄烷-3-醇）

黄酮类

花青素

芪类
(C

6
-C

2
-C

6
)

反式白藜芦醇
衍生物

9www.chromatographyonline.com
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花青素是在氧杂环化合物上带有正电荷的黄烊盐阳离子

的糖基化衍生物，氧杂环化合物由于共轭双键，能够吸

收可见光，因此使许多水果和花卉表现出强烈的红橙色

到蓝紫色。花青素（也称为花色素）的糖苷配基在自然

界中更常见且具有饮食重要性，包括花青色素、飞燕草

色素、矮牵牛素、芍药花青素、天竺葵色素和锦葵色素

（13）。黄酮类化合物的其他亚类包括查耳酮、橙酮、

二氢查耳酮、异黄酮、新黄酮类和双黄酮（7，10）。

样样样品品品制制制备备备和和和萃萃萃取取取

食用植物和各种植物来源的加工食品与饮料是人类饮食

中生物活性次生代谢物的主要来源。很多时候，这些基

质需要在萃取目标次级代谢物之前，且在某些情况下也

需要在萃取后（样品净化和样品富集），通过选择的样

图图图111：：：标准酚类化合物的反相HPLC分离。色谱柱：2.1 
mm x 150 mm，在含有0.1%（v/v）甲酸的水中使用
浓度呈线性递增的（a）乙腈或（b）甲醇洗脱的5-μm 
Polaris C-18（安捷伦科技公司）；流速：0.2 mL/min。
在280nm下的紫外检测。标准酚类化合物：1.绿原酸；2.
咖啡酸；3.阿魏酸；4.芦丁；5.杨梅酮；6.槲皮素；7.
山柰酚（个人数据）

品制备方法进行处理。样品的制备和目标化合物的萃取是

获得准确分析数据与可靠解释其价值的关键步骤。上述过

程的正确选择取决于样品基质的性质和目标次级代谢物的

化学性质，包括其分子结构与极性。其他需要考虑的因素

是在样品制备、储存和萃取过程中目标化合物的化学稳定

性，以及它们在样品制备与萃取前经常清洗、研磨、干燥

和均质化的基质中的浓度。

从大量植物物种和食物基质中萃取酚类物质是通过各种技

术实现的，包括使用溶剂、蒸汽或超临界流体（14）。

这些技术包括常规的固液萃取（SLE）法，例如浸渍、浸

提、浸透、水蒸馏、煎煮和回流沸腾（索氏萃取法）。这

些技术大多需要用到加热及混合，非常麻烦、耗时并需要

使用较多昂贵且有害的有机溶剂。此外，它们的萃取率通

常非常有限。

另一种特别适用于不耐热化合物的萃取技术是超临界流

体萃取（SFE）（15），它可以在室温下操作并使用超临

界流体，如二氧化碳，作为萃取介质。这种化合物以及

所有超临界流体，具有类似液体的密度和萃取能力，以

及类似气体的粘度、扩散和表面张力等特性，使之能够

渗透到样品基质中，从而提高了萃取效率。然而，二氧

化碳是非极性的，因此，由于大多数酚类化合物具有极

性，通常将之与极性助溶剂（如乙醇、乙酸乙酯或丙

酮）组合使用。在SFE（超声辅助SFE）期间使用超声可

以进一步提高萃取率。

其他最新的高效萃取技术包括超声辅助萃取（UAE）、

微波辅助萃取（MAE）、酶辅助萃取（EAE）、脉冲电

场萃取（PEF）和加压液体萃取（PLE）。少数现代萃取

技术中得到了进一步发展，例如MAE；最近开发了高

压MAE（HPMAE）、氮保护MAE（NPMAE）、真

空M A E（V M A E）、超声M A E（U M A E）、无溶

剂MAE（SFMAE）和动态MAE（DMAE）（16）。

传统上，人们通过液-液萃取（LLE）和固相萃取（SPE）

来去除潜在的干扰物（样品净化）并实现萃取样品中目标

分析物的富集。随着小型化的到来，这些方法已经逐步发

展成各种微尺度萃取技术，称为液-液微萃取（LLME）和

固相微萃取（SPME）。高分子量聚合酚类化合物或与高分子

有关的个别低分子量酚类物质，即所谓的不可萃取酚类物

质（NEP），通常在进行酸、碱或酶水解以释放基质中的NEP

后萃取。其他先进的净化方法使用液膜萃取（LME）、吸

管端SPE（PT-SPE）、分子印迹SPME（MI-SPME）和微

10
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流体萃取系统（17）。

HPLC和和和UUUHHHPPPLLLCCC

反相分离模式中的常规高效液相色谱是用于分析酚类化

合物的首选技术，其通常使用内径（i.d.）在4.0 - 4.6mm

范围内的分析尺寸色谱柱进行。由于对环境和分析成本

的积极影响，内径为2.0 mm或2.1 mm的窄孔柱最近获得

了越来越多的认可，这是由于其减少了有害和昂贵有机

溶剂的消耗。使用窄孔色谱柱的其他优点包括，由于相

比于使用常规的分析尺寸色谱柱该方法在分离过程中仅

需轻微稀释样品，因此它具有与质谱分析（MS）检测的

流速兼容性，且紫外可见吸光度检测的预期灵敏度更

高。

图图图222：从托雅葡萄果实中萃取的酚类化合物的反相HPLC
分离与鉴定。色谱柱：2.1 mm × 150 mm，在含有0.5%
（v/v）甲酸的水中使用多段浓度呈线性递增的乙腈洗
脱的5-μm Polaris C-18（安捷伦科技公司）；流速：0.2 
mL/min；在280 nm、320 nm、370 nm和520 nm下的
光电二极管阵列检测。色谱峰鉴定（通过ESI-MS检
测确定）：1. 没食子酸；2. 原儿茶酸；3. 单咖啡
酰酒石酸；4.对羟基苯甲酸；5.儿茶酸；6. m-水杨
酸；7. 咖啡酸；8.表儿茶酸；9. 飞燕草色素-3-葡萄
糖苷；10. 对香豆酸；11. 氰化物3-O-葡萄糖苷；12. 
花葵素3-O-葡萄糖苷；13.芥子酸；14. 芍药素3-O-
葡萄糖苷；15. 反式白藜芦醇苷；16.锦葵色素-3-O-
葡萄糖苷；17.柑桔素-7-葡萄糖苷；18. 芦丁；19.槲
皮素3-O-葡萄糖苷；20.杨梅酮；21.山柰酚3-O-葡萄糖
苷；22. 反式白藜芦醇；23. 槲皮素；24. 柚皮素；25. 
山柰酚（个人数据）

11www.chromatographyonline.com
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使用微粒（2.5-5.0μm）球形多孔十八基（C18）键合硅填

充的色谱柱非常常见，但是也使用其他键合固定相，包

括辛基（C8）、苯基-己基、五氟苯基和二苯基键合硅。

使用由一个不可渗透的内核和全多孔硅外包层组成的表

面多孔微粒，也称为熔融核或核壳微粒，也可以实现快

速、高效分离，这种微粒相比于粒径相同的常规全多孔

硅石微粒更高效且填充密度更均匀。

与填料硅基色谱柱一样，在酚类化合物的反相HPLC中也

使用了聚合微粒填料和整体柱（酚基或硅基）。整体柱

由具有双峰孔隙度的连续色谱支撑杆组成。它们使用有

机或无机前体细胞合成，并且与常规柱色谱柱相比表现

出更强的传质特性（18）。与常规色谱柱相比，核壳填

充色谱柱和整体柱均可在较高的流动相流速和较低的背

压下运行，同时为各种分析物（包括天然来源的酚类化

合物）提供高效率和分辨能力（19-20）。

一种更高级的高效液相色谱法，即超高压液相色谱法

（UHPLC），使用将粒径低于2-μm的微粒作为填充物的

窄孔色谱柱（内径为1.0-2.1mm]），实现了在高流速下

的洗脱并需要使用耐受压力达600-1000 bar（60-100 MPa）

的色谱系统。根据理论（van Deemter方程），使用将粒

径低于2-μm的微粒作为填充物的色谱柱意味着效率的显

著提高（即使在流动相线速度较高的情况下），其效率与

流动相流速成比例。由于效率更高，色谱峰变窄，可分

辨峰的最大数量（峰容量）增加且检出限降低，这意味

着UHPLC的分辨能力和灵敏度预期均高于常规HPLC。

在高流速下进行色谱分离的另一个优点是分析时间显著减

少，而更明显的缺点是较高的色谱柱背压可以轻易达到常

规HPLC系统的压力上限。通过在高于环境温度的条件下进

行色谱分离，可以降低色谱柱背压，使之拥有传统高效液

相色谱仪器的优势。然而，为了充分利用UHPLC，应使用

具有压力扩展能力的专用仪器、进样循环快且进样量低的

取样阀、确保最小柱外体积的管道以及具有快速时间常数

和获取率的检测器进行分离。

在酚类化合物的HPLC或UHPLC分析中使用的大多数反相色

谱柱在梯度洗脱模式下运行，起始洗脱剂和梯度形成剂

分别由富含水和富含有机溶剂的溶液组成。通常情况

下，适当的酸会被掺入起始洗脱剂中，且在一些罕见的

情况下，也会被掺入到梯度形成剂中，以控制酸性pH值

下的质子平衡。为了提高酚类化合物与固定相的疏水性

作用，在酸性条件下必须确保分析物的羧基和羟基都是

质子化形式。乙腈和甲醇是通常用作梯度形成剂的有机

溶剂。这两种溶剂具有不同的洗脱强度和分离选择性

（图1）。然而，在可能的情况下，乙腈比甲醇更受欢

迎，因为它的UV截断率和粘度较低。

在酚类化合物液相色谱中使用的主要检测方法是基于紫外

光的吸光度，或基于可见光的吸光度对花青素检测。这些

检测器包括固定波长、可变波长、扫描和光电二极管阵列

（PDA）检测器。低压放电灯用作密集型紫外线辐射源，

如汞灯（254nm）或镉灯（229、326 nm），而辐射范围

达190-700nm的氘灯用于可变波长和光电二极管阵列检测

器，其中钨卤灯也可用于改善可见区域的性能。

每种类型的酚类化合物都具有独特的光谱特征。因此，通

过在预期出现在样品中的酚类化合物吸收峰的相应波长处

进行紫外-可见光检测，就可以获得复杂样品混合物中不

同种类酚类化合物的一般信息。图2描述了这种方法的一

个例子，它显示了从葡萄果实中提取酚类化合物后分别在

黄酮醇（370 nm）、花青素（520 nm）以及酚酸和黄酮

图图图333：：：从美乐葡萄果实中提取的花青素的分离与鉴定。色谱
柱：2.1 mm × 150 mm，在含有0.5%（v/v）甲酸的水中使
用多段浓度呈线性递增的乙腈洗脱的5-μm Polaris C-18（安
捷伦科技公司）；流速：0.2 mL/min；在正电离中通
过ESI-MS检测确定。色谱峰鉴定：1.飞燕草色素-3-葡萄
糖苷（m/z 466.4）；2.花青色素-3-葡萄糖苷（m/z 
450.4）；3.芍药花青素-3-葡萄糖苷（m/z 464.4）；4.锦
葵色素-3-葡萄糖苷（m/z 494.4）（个人数据）

LC•GC 亚亚亚太太太地地地区区区  2018年8月/9月12

Corradini 等等等人人人

TIC (+)
1

0

0

10 20 30 40 50 60 70

10 20 30 40 50 60 70

4

2

3

SIM (+)

时间 (min)



（320nm）吸收峰的相应波长处使用PDA进行检测得到

的反 相HPLC分离结果。

荧光检测通常使用在线柱后衍生法来检测天然荧光或通过

化学改性获得含有荧光标签分子的有限数量酚类化合物。

另一方面，通过在流动相中加入荧光探针进行间接检测以

及在柱后加入合适试剂进行化学发光检测已得到了有限应

用。

通过使用飞行时间（TOF）或轨道阱质谱仪（作为主要方

法）实现HPLC或UHPLC与MS或高分辨率质谱仪（HRMS）

的联用能够阐明所研究的酚类化合物的化学结构。在LC-MS

中使用的不同电离源中，最突出的就是在负电离模式中的

电喷雾电离（ESI），尽管也使用正电离模式中的ESI。

例如，花青素是在正电离模式下使用ESI-MS检测出的黄

烊盐阳离子的糖基化衍生物（21）（图3）。用于酚类物

质LC-MS的其他不太常见的大气压电离（API）接口包括

大气压化学电离（APCI）（22）和使用范围较小的大气

压光化学电离（APPI）（23）。

液相色谱与核磁共振光谱（NMR）的联用技术在分析化

学中广泛用于已知和新有机化合物的明确鉴定，也具有很

大的发展潜力。直接在线联用可以通过使用双鞍亥姆霍兹

线圈或螺线管形微线圈设计的流动NMR探头，并结合旨

在提高NMR低探测敏感度的方法实现，该敏感度受分离

步骤中使用的液相背景吸光度的负面影响（24）。这些方

法中值得注意的是使用SPE实现LC与NMR的联用。根据

该方法，将洗脱色谱柱作为分离峰的每种酚类化合物留

在SPE柱上，随后用氮气干燥后用氘代溶剂洗脱到合适的

管中用于离线NMR分析。根据Goulas等人的报道，他们使

用这种方法鉴定希腊鼠尾草萃取物中的甲氧基黄酮、高丰

前素、鼠尾草素和蓟黄素，经鉴定它们都表现出抗真菌性

（25）。

亲水作用色谱（HILIC）不论是作为反相色谱的重要替代

方案还是作为在多维色谱中使用的分离模式之一都受到越

来越多的关注。在HILIC中的色谱保留是由分析物在富含

有机流动相与在极性固定相表面形成的水层之间的亲水性

分配决定的，氢键、偶极-偶极相互作用和离子交换机制

可能也起到了一定的作用。因此，HILIC可被视为正交于

反相色谱，其保留机制基于疏水相互作用。另一方面，与

反相色谱相似，HILIC使用与MS检测完全兼容的水-有机

流动相。HILIC的其他优点包括其适用于分析反相色谱中

未充分保留的极性酚类化合物，以及提供了一个替代分

离机制，这意味着不易通过反相色谱分离的化合物可

在HILIC中分解。HILIC在酚类物质分析中的适用性实例

包括用于分解苹果和苹果提取物中的单个低聚与聚合原

花青素（26），以及用于分离和鉴定蓝莓、红葡萄皮、

黑豆、红球甘蓝及红心萝卜中的花青素（27）。

综综综合合合二二二维维维液液液相相相色色色谱谱谱

HILIC在食品和饮料中酚类化合物的二维液相色谱分析法

的开发上非常有前途（28）。这项技术是使样品通过两个

色谱柱，每个色谱柱包含不同的固定相用于根据不同的分

离机制或利用不同的选择性分离分析物。该技术根据各种

方法进行，这包括“心脏切割”和“综合”二维LC，也分别称

为LC-LC和LC×LC。在LC-LC系统中，在第二个色谱柱中

仅对第一个色谱柱中含有目标分析物的流出物馏分进行进

一步分离；而在综合二维LC中，来自第一个色谱柱的全

部流出物都将被转移到第二个色谱柱中。

通过将HILIC与反相色谱相结合而产生的综合二维LC系统结

合了在第一个（HILIC）和第二个（反相色谱）色谱柱中操作

的两个分别基于亲水性和疏水性的独立分离机制的不同选

择性与分辨率。HILIC×反相色谱技术通常通过使用一个或

两个取样回路的多端口开关阀在线操作，而离线模式则不

太常见。研究人员已对HILIC×反相色谱的在线、离线和停

流模式进行了深入研究，并成功将之应用于可可原花青素

（29）的分析以及陈酿红葡萄酒（30）中花青素及其衍生

色素的分离和鉴定。最近，人们通过将离线二维HILIC×

反相色谱系统与离子阱飞行时间质谱仪（31）联用，从丹

参中分离并初步鉴定了265种化合物，包括196种潜在的新

酚酸。然而，由于含有大量乙腈的流动相，如在HILIC中

使用的流动相，是反相色谱中的强洗脱剂，因此在综合二

维HILIC×反相色谱系统中可能会出现系统兼容性问题。

综合二维液相色谱分析酚类化合物的一种问题较少的方法

是使用两个具有不同选择性的反相色谱柱。根据此方法，

通过将第一个维度中的单一或串联的聚乙二醇（PEG）-、

苯基-和C18-反相色谱柱与第二个维度中的单一或两个交

替C18或Zr-碳色谱柱结合使用，研究人员已经成功从啤酒

和红酒中分离出酚酸与类黄酮抗氧化剂（32-33）。在某

些报道中也曾提及将第一维度中的微内径苯基色谱柱与第

二维度中的整体或表面多孔C18色谱柱相结合用于对酚类
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化合物进行综合反向色谱×××反相色谱分析的方法（34）。

同一小组也描述了一种将微氰基柱和部分多孔C18柱作

为第一维和第二维度组成综合二维反相色谱×反相色谱系

统，用于分析甘蔗叶提取物中酚类物质的案例（35）。

通过使用将C18硅胶色谱柱作为第一维度并将五氟苯酚色

谱柱作为第二维度组成的二维反相色谱×反相色谱系统，

研究人员已经在悬钩子属植物“Glen Ample”中发现了共34

种酚类化合物，包括酚醛酸、鞣花单宁、黄烷-3-醇、黄

酮醇和鞣花酸结合物（36）。

除了反相色谱和HILIC，其他色谱分离模式，如体积排

阻色谱（SEC）或离子交换色谱（IEC），在酚类化合物

的LC-LC和LC×LC中都有一定的应用。另外一种较少使用

的方法是双保留机理色谱柱（37）。曾有报道中将SEC与

反相色谱相结合用于分析绿茶和黑茶（野茶树）（38）。

已开发的综合二维SEC×反相色谱法可以分离和鉴定各种

酚类化合物，包括儿茶素、茶黄素及其没食子酸酯衍生

物、山奈酚，槲皮素和杨梅酮甘油一酯、甘油二酯、甘

油三酯和甘油四酯、奎尼酸的酯类和没食子酸或羟基肉

桂酸。最近，一种在高浓度乙腈中提供双保留机制HILIC

且在富水流动相中提供反相的两性离子聚甲基丙烯酸酯

整体柱已被用于HILIC×反相色谱或反相色谱×反相色谱综

合二维系统的第一维度中，用于分离黄酮和相关的酚类

化合物（39）。

结结结论论论

综上所述，人们对酚类化合物及其对人体健康的积极影

响的关注日益增长，这促进了用于分析食用和药用植物

以及植物源食品与膳食补充剂中这些化合物的各种技术

的发展。除可靠的分析方法外，这些基质的复杂性和植

物界中各种酚类化合物的异质化学结构需要设计良好的

样品制备方法和萃取工艺。

目前，人们将专业的LC分离技术与最先进的质谱检测相

结合，用于植物和植物来源食品中酚类化合物的分离、

鉴定和定量。这些技术包括使用分析体积柱或窄孔柱

的HPLC以及使用专用色谱柱和仪器的UHPLC。目前用

于分析酚类化合物的大多数HPLC和UHPLC方法均采用

反相分离模式；但是也使用了HILIC，作为反相色谱的

重要替代方法或作为在二维液相色谱中使用的色谱模式

之一，与反相色谱或其他色谱技术相结合。
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气相色谱连连连接接接

在过去的二十年中，气相色谱（GC）

已经取得了一些巨大的进展。新仪器

已经开始充分利用毛细管柱的功能。

新技术包括吸附微萃取技术，例如固

相微萃取（SPME）、快速GC、综

合多维GC（GC×GC）、具有高度惰

性（指定质谱法【MS】）和选择性

（专业和离子液体）的毛细管柱，以

及新的检测器，包括台式MS-MS和

真空紫外（VUV）检测器。这些新技

术证明关于GC的新研究仍在进行并

有望成为未来的主要分析技术。

随着所有这些新技术的发展，具有讽

刺意味的是，最可能让色谱工作者感

到困惑的一个领域，即进样口，却很

少受到关注。主线路仪表上有四个进

样口：分流、不分流、柱头和程序化

升温汽化（PTV）。到目前为止，

最常用的进样口是分流式和不分流

式，它们是在20世纪50年代和60年

代开发的；最近开发的进样口PTV

是在1979年发明的。尽管对气动 和

高惰性玻璃套管材料的计算机控制

略微改善了作为进样口的分流和不分

流方面，但困扰色谱仪50多年的基本

问题仍然存在。

分分分流流流和和和不不不分分分流流流——————传传传统统统的的的可可可靠靠靠备备备

用用用品品品

现今生产的绝大多数气相色谱仪都包

括单一进样口，通常称为分流-不分

流进样口，它实现了两种类型的液体

样品进样：分流和不分流。在不同程

度上，分流和不分流进样解决了将液

体样品注入毛细管气相色谱系统的五

个基本问题：

• 针头的问题：大部分注射器针头

无法插入毛细管柱中。 

• 质量问题：使用者只能将少量样

品注入毛细管柱（1μL液体样品重

约1 mg），而永远不知道实际注

入的样品量。

• 时间问题：使用者永远不知道进

样过程需要多长时间或柱顶的峰

宽。

• 污染问题：受污染的样品对于色

谱柱是不利的，并且污染物可能

在进样口或柱头处聚集并与分析

物相互作用或反应。分析物也可

能与进样口的内表面相互作用。

• 歧视问题：加热进样口或注射器针

头可能导致一些分析物留在针头或

进样口中，而其他分析物则转移到

色谱柱中。

分流-不分流进样口的示意图如图1所

示。注意，进样口具有较高的热质

量，且通常被加热到远高于大多数样

品正常沸点的温度，通常为250℃。

如图所示，这五个基本问题通过进样

口设计及其操作方式得到了部分解

决。通过在线访问LCGC亚太地区

的ChromAcademy，可以简单地回顾

一些基本原则（1）。关于分流和不分

流进样口维护基础知识的讨论，请参

阅2018年5月的LCGC欧洲期刊（2）。

在其关于分流和不分流进样的经典著

作中，Grob用了800多页论述与分流

和不分流进样有关的基础知识、理论

和实践（3）。

分流、不分流和其他—— 充充充分分分
利利利用用用进进进样样样口口口
Nicholas H. Snow，美国新泽西州塞顿霍尔大学化学与生物化学系

虽虽虽然然然毛毛毛细细细管管管柱柱柱气气气相相相色色色谱谱谱技技技术术术正正正经经经历历历着着着一一一场场场复复复兴兴兴，，，新新新的的的色色色谱谱谱柱柱柱、、、检检检测测测器器器、、、数数数据据据系系系统统统和和和多多多维维维分分分离离离技技技术术术层层层出出出不不不
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通过将玻璃套管用作将样品从注射器

针头转移到色谱柱的场所解决了针头

问题。所有常用的注射器针头都可以

很容易地安装在分流和不分流进样口

的玻璃套管中。质量问题在分流进

样中很明显，可以用一个简单的例

子来说明。质量为1-mg (1-μL)、分流

比为100:1的液体样品可以使10 μg样

品进入色谱柱。如果分析物的浓度

是1ppm，那么到达检测器的质量（假

设在色谱柱或进样口中没有损失）可

以估计为10pg，这低于许多检测器的

检测极限。虽然一般认为分流进样非

常简单，但在痕量分析上使用非常有

限。

不分流进样部分缓解了这个问题，因

为它实现了将几乎所有进样引入柱

中。在上面的例子中，未考虑到分流

比，因此进入色谱柱的质量约为1ng，

这更适合于大多数检测器。第二个质

量问题出现在用于描述在上述两个例

子中到达色谱柱的分析物质量的“估

计”一词中。虽然对于大多数定量分析

来说，校准技术大多可以缓解这一问

题，但在分流或不分流进样时，实际

到达色谱柱的分析物质量并不准确。

最近，Bai及其同事通过无需使用标准

品即可进行伪绝对定量的真空紫外检

测法检查了分流和不分流进样的效率

（4）。他们分析了几个变量，包括

分流比、不分流“吹扫”时间和进样量。

在分流比的研究中，在分流比为5:1

至200:1的所有情况下，用GC-VUV

测量的实际质量显著低于使用样品浓

度、进样体积和分流比计算的预期质

量。在较低的分流比下，性能会变得

更差。

在分流和不分流进样中，重要的是避

免在样品蒸发时过多蒸汽使玻璃套管

超载。许多典型的玻璃套管的体积

为1mL或更小，但是根据溶剂的不

同，1-μL液体体积在完全蒸发时可以

具有200μL-1.2mL或更大体积。为了

帮助解决这个问题，在线提供了几种

溶剂蒸汽体积计算器（1，5-6）。这

些计算器可用于估算在进样过程中产

生的溶剂蒸汽，并将其与典型玻璃套

管的体积进行比较。务必保持溶剂蒸

汽量低于玻璃套管容积。如果溶剂蒸

汽回流到通往进样口的气体管道中，

并带走一些蒸发的分析物，这种效应

也会导致质量问题。

在不分流进样和少数情况下的分流进

样中，特别是在分流比较低时，时间

问题是一个重大挑战，被Grob（3）

称为“时间谱带增宽”。在不分流进样

的“吹扫”期间，通过玻璃套管的气流减

少以匹配色谱柱中的流量。对于许多典

型的毛细管柱，该流速约为1mL/min。

如果玻璃套管的体积约为1 mL，则载

气可能需要约1分钟才能将进样扫入

色谱柱，因此到达色谱柱的初始峰宽

约为1分钟！

图2显示了在不分流条件下进样口实

际峰值的一些剖面图。这些剖面图通

过在进样口与火焰离子检测器之间放

置非常短的空熔融石英传输线，并使

用SPME进样（因此不存在溶剂）而获

得。需要注意的是峰宽大约为1分钟，

并且不是完全对称的。峰增宽的主要 

原因是样品从SPME纤维穿过玻璃套管
23www.chromatographyonline.com
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图图图111：：：分流–不分流进样口示意图
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图图图222：：：使用内径为2mm的玻璃套管在不分流条件下通过SPME法对三种烷类的进样
剖面图



进入色谱柱内需要时间。另请注意，

样品的痕迹可能会长时间保留在进样

口中，通常比“吹扫”时间长得多。尽

量减少样品穿过玻璃套管所需的时间

应该是方法开发的目标。

显然，大多数不分流进样产生的峰在

检测器和色谱图上的最终宽度不会超

过1分钟。在Grob的书中详细描述了

几种目前在用的峰值对焦机制（3）。

这些机制导致了一些特定于不分流进

样的重要优化点： 

• 使用冷阱重新聚焦高沸点溶质。如

果可能，启动温度程序，使温度至

少比分析物的正常沸点低100℃。 

• 利用溶剂效应重新聚焦低沸点溶

质。启动温度程序，使温度至少比

溶剂的正常沸点低30-40 ℃。对于

大多数溶剂，为了方便起见，我

在40℃下启动温度程序。溶剂效应

的影响随着分析物正常沸点的增加

而减小。

• 使用窄孔直筒玻璃套管，但在溶剂

蒸发时要注意可能的衬管超载。玻

璃棉之类的障碍物和材料会聚集污

垢，并可能引起大量它们能够解决

的问题。

• 使溶剂的极性与色谱柱的极性相匹

配。在非极性色谱柱中使用非极性

溶剂。

为了利用这些优化，所有使用不分流

进样的方法都应该进行温度编程。

污染物问题与样品的组成有关，并且

进样口和色谱柱内表面的化学反应可

能特别具有挑战性。显然，污浊的样

品会污染色谱柱或进样口，从而缩短

色谱柱寿命。采用玻璃套管的分流-

不分流进样口设计确实通过为非挥发

性样品组分提供一个着陆点，防止了

一些色谱柱污染。然而，在不分流进

样后留下的非挥发性样品组分或残

余组分可能留在表面上并造成污染。

当当当液液液体体体样样样品品品从从从注注注射射射器器器注注注入入入到到到分分分流流流   –––   不不不

分分分流流流进进进样样样口口口时时时会会会发发发生生生什什什么么么？？？

大多数介绍气相色谱的短期课程和书

籍告诉我们，注入的样品在闪蒸后与

载气混合，在气相下作为均匀混合物

转移到色谱柱中。研究人员已经设计

出许多玻璃套管以帮助实现这一概

念。然而，两个常识性的实验证明，

该过程的描述是不准确的，并且需要

小心避免在进样口中的反应和污染。

图3显示了在类似于热进样口表面的

热铸铁锅上浇注大约5mL水（与样品

类同）的结果。这个实验是在家里完

成的，但是也可以在实验室中用热板

进行。水不仅不会立即蒸发，而且由

于水和表面之间形成了一层蒸汽层，

水还会跳动。这就是当液体样品撞击

加热进样口内表面时的真实情况。很

明显，加热进样口中的蒸发过程不容

易控制，当然也不可再现。这种效应

也是造成注射器针头歧视的主要原

因，这种歧视在人工进样中很常见，

是由于注射器针头在进样口受热造成

的。

第二个简单的实验是简单地看一下用

一个典型的10μl注射器（用于GC）

射水的距离。想要将液体喷射到比进

样口长度更远的地方很容易。本实验

表明，液体在离开注射器时不太可能

散开和闪蒸。它可能直接被射向它遇

到的第一个表面，然后以类似于煎锅

的方式蒸发。Grob的书（3）包括一

张DVD和演示这个过程的几个视频。

其中一些视频可以在网上看到（9）。

这些加热效应是第五个挑战，即歧视

的主要原因。它们可以使一些分析物

优先蒸发并被带到色谱柱中，而其他 

组分不会有效蒸发并且仅部分转移或

根本不进入柱中。由于加热控制不

好，歧视也无法得到控制。进样口的

歧视和污染是导致气相色谱中精确度

与准确度问题的主要原因。

基于这五个挑战，以下快捷键可以帮

助分析师减少歧视与污染，并最大限

度的利用传统的分流和不分流进样

口：

1. 保持进样口加热和载气流动，以减

少污染。批次之间的气体节省模式

将减少载气消耗。

2. 使用快速自动进样器进行液体样

品进样，速度越快越好。

3. 为您的样品选用最好的玻璃套管。

分流和不分流进样口的套管是不同

的。没有对于所有样品都适用的万

能子弹套管。在进行方法优化时，

您应该测试几种不同的套管。

4. 检查清洁度并定期清洁进样口。

使用手电筒查找进样口底部的碎

屑，如果看到任何碎屑，将其清

理干净。

5. 经常更换隔膜。与许多自动取样器

一起使用的宽而钝的针头可以迅速

去除取样器的核心，并造成泄漏。

为为为什什什么么么我我我们们们还还还在在在采采采用用用热热热进进进样样样？？？

使用分流和不分流进样口所涉及的大

多数挑战都是因为进样口被加热。加

热这些进样口的原因是在色谱柱气相

色谱中，高温加热是使分析物通过该

色谱柱的唯一途径。在传统的色谱柱

中，气-液相色谱柱中存在的大量固

定相，或气固色谱柱中有较大的表面

积，通常意味着分析是在高于分析物

正常沸点的温度下进行的。因此，在 

整个分离过程中，包括进样、分离和 

检测，都需要高温加热。色谱柱进样

口通常也非常简单：注射器针头直接

插入色谱柱中，因此关于上述毛细管

进样口的许多问题都不会发生。
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在毛细管气相色谱中，色谱柱中存在

的低质量固定相会改变GC分离所依据

的平衡条件。在大多数隔膜处于较薄

和中等厚度的情况下，分离是在低于

正常沸点的温度下进行的。因此，传

统的分流和不分流进样涉及将样品从

注射器中排出、在玻璃套管中蒸发、

通过玻璃套管将蒸汽传输到色谱柱

中、以及冷凝到色谱柱中的固定相

中。每一个步骤都可能涉及复杂的

化 学反应，且如图3所示，它们可

能以一种不受控制的方式发生。

这个可能的难题导致了一个问

题，“我们为什么还在采用热进

样？”

25www.chromatographyonline.com
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图图图3：：：将约5mL水加入热铸铁煎锅中的
结果。水完全蒸发大约需要10秒。
注意，一些水滴是有色的，这是由
于在煎锅表面上受污染的结果。

隔膜 隔膜吹扫
出口

针头引
导装置

载气进样口

毛细
管柱

图图图4：：：显示进入柱内的主要部件和注射器针头的冷柱头进样口示意图
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这个问题的错误答案是没有其他选择。

几乎每种毛细管气相色谱仪都有两种

可供选择的方法：柱头进样口和PTV。

通过将样品注入冷却进样口而非热进

样口，这两种进样口都消除了与热进

样和玻璃套管表面有关的大多数污染

和歧视问题。这种方法在进样过程中

保持注射器针和进样口冷却。然后，

在注射器被移除之后，加热进样口以

便将分析物送入柱中。柱头和PTV进样

口已经存在数十年，但它们仍然是小

众技术，尽管它们可以减少或消除关

于分流和不分流进样口的主要问题。

柱头进样口就是：将注射器针头直接

插入柱的末端，并使液体样品沉积在

柱头上。然后将进样口与色谱柱一起

进行温度编程以产生分离。使用该进

样口完全消除了进样期间的加热和玻

璃套管，从而消除了上述这些步骤可

能产生的所有问题。低温柱头进样口

特别适用于热不稳定分析物的痕量分

析，特别是在需要惰性进样口的情况

下。柱头进样口的最大优点，即离开

注射器的整个样品进入色谱柱，也是

其最大的缺点。如果整个样品进入色

谱柱，任何非易失性基质组分也会进

入色谱柱，只需几次进样即可轻松污

染色谱柱。

除了可能发生色谱柱污染外，柱头进

样口的另一个主要缺点是注射器。传

统的注射器可以与内径为530-μm的巨

孔色谱柱一起使用；但是，内径较小

的色谱柱需要带有锥形针头或熔融硅

胶针头延伸件的特殊注射器，这些针

头延伸件非常脆弱，难以处理。

图4显示了典型的柱头进样口的组件。

与其他进样口类似，在进样期间，注

射器穿过隔膜。针头引导装置确保了

注射器针头与色谱柱正确对齐，以便

针头可以进入色谱柱而不会卡住或弯

曲。载气以类似于色谱柱的方式绕过

色谱柱的外部，然后通过针头引导装

置进入色谱柱。隔膜吹扫用于保持隔

膜清洁，这一点尤其重要，因为进样

口在大部分时间都是冷却的。在图4的

右侧描绘了离开注射器的液体样品。

当液体从注射器中流出时，它会覆盖

柱内的前几厘米。当柱温升高时，液

体将以类似于不分流进样中的溶剂效

应的方式被除去。

在带有三通管的排出口后将一个预柱

添加到分析柱上并添加一个外部蒸汽

出口，从而使其具备溶剂蒸汽出口功

能，可以使柱头进样口使用高达数百

微升的大体积进样，并随之提高检测

极限（10）。

冷柱头进样口的优点是显而易见的，

因为样品是在没有加热的情况下注入

的。这种方法允许样品从注射器中流

出，而不会因针头加热而造成损失，

并且将整个注入的样品沉积在柱中，

不会因加热的进样口和玻璃套管而造

成损失。简易和低载气使用是额外的

优势。如果惰性和痕量分析是分析要

求，则柱头进样口是首选的进样口。

其主要缺点是色谱柱直接暴露在整个

样品中，因此污浊的样品可能会迅速

污染色谱柱，导致更需要修整或更换

色谱柱。

1979年，Vogt及其同事修改了一个分

流-不分流进样口，类似于图1所示，

可以快速实现玻璃套管的加热和冷却

（11，12）。简而言之，他们移除了

包含玻璃套管的高热质块，换上了一

个用加热胶带包裹的低热质管。这种

改进允许进样口以四种模式操作：传

统的热分流和不分流及冷分流和不分

流。在两种冷模式下，注入后进样口

迅速加热，使样品在比传统热分流和

非分流模式更可控的条件下转移到柱

上。这个进样口和过程（PTV）是高

度通用的，但需要额外的培训和方法

开发才能有效使用。PTV进样口在20

世纪90年代广泛使用，当时它在文献

中引起了相当大的关注。虽然现在这

种方法仍可使用，但却不普遍，这也

许是因为它的额外成本和复杂性。

从示意图上看，PTV进样口类似于图1

所示的非分流进样口。玻璃套管周围

的低热质实现了快速加热和冷却，并

实现了多种操作模式：

• 热分流与传统分流一样。

• 热不分流与传统的不分流一样。

• 冷分流和不分流涉及在分流或不

分流条件下将样品注入到冷却进

样口中，通常注入到填充或带挡

板的玻璃套管中。该技术允许样

品从注射器中喷出并在冷却的同

时落在进样口的内表面上，从而

避免类似于图3中所示的蒸发效

果。然后快速加热进样口使样品

进入柱中。这些技术对于热不稳

定性或敏感性分析物特别有用，

因为可以控制样品加热速度。冷

分流和不分流也减少或消除了由

于蒸汽过载和注射器针头歧视造

成的样品损失。

• 冷不分流溶剂排放或大容量进样

是冷不分流技术的一种变体，可

以注入更大的样品体积。该技术

将高达数百微升体积的溶剂注入

冷却的填充玻璃套管中。填料用

于在将溶剂通过运载气流蒸发到

排气口的同时将液体保持在适当

位置。在蒸发过程中，未发生从

进样口到色谱柱的流动。在约95%

的溶剂蒸发后，剩余的样品（包

括现在浓缩的分析物）在不分流

的条件下被转移到色谱柱中。
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在大多数气相色谱仪上，PTV进样口

不是标准设备。它具有多功能性、减

少或消除分流和不分流中存在的污染

和歧视问题以及大体积进样能力的优

点。其主要缺点是操作起来不那么简

单。大体积进样的方法开发涉及几个

步骤。有几个介绍性的指南和应用示

例可以在网上免费获得（13）。

近50年来，传统的加热分流和不分流

进样口与进样技术在气相色谱仪中发

挥了重大作用。然而，这些进样口被

连续、强烈加热，并且它们将样品引

入毛细管柱的有效性受到限制。在整

个进样过程中加热进样口会引起一些

问题，包括不必要的样品损失、谱带

变宽和可能的污染。在热分流和不分

流进样中，实际到达色谱柱的样品量

只能通过估算获得。这些挑战为气相

色谱工作者研究冷柱头进样和PTV进

样提供了理由。冷柱头和PTV的应用

时间几乎与分流和不分流一样长，但

几乎没有被广泛使用。这里描述的冷

柱头和PTV的几种可能性只是开始。 
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观察专专专栏栏栏

2006年，Advanced Materials Devel-

opment公司推出的现代表面多孔颗粒

（SPP）使高效液相色谱（HPLC）发

生了革命性的变化。人们对于这些以

固体内核和多孔外层为特征的颗粒的

研究兴趣源于它们在适当背压下产生

的高效率（1）。在SPP出现期间，

为了提高效率，研究人员将工作重心

主要集中在减少填料颗粒的体积上。

术语“超高压液相色谱”或UHPLC

由Jorgenson在1997年创造，并且依

据的是对填充有1-1.5μm颗粒的纳米孔

柱的研 究（2）。2004年，Waters公

司推出了第一款能够在高达1000巴的

压力下运行的商用液相色谱系统。随

着亚2μm颗粒填充柱的出现，UHPLC

的时代也随之诞生。小的亚2μm粒径

导致需要仪器能够在高系统背压下操

作。SPP设计经证明是较小的全多孔颗

粒（FPP）的可行替代品，因为填充有

亚3μm SPP材料的色谱柱在标准HPLC

系统的可达背压下提供了与亚2μm 

FPP色谱柱类似的效率（3）。

自粒径在2.7μm左右的SPP柱开始出

现以来，许多制造商开发了使用更小

粒径以及具有不同孔结构的颗粒的固

定相。2014年，Fekete与合著者们预

测，UHPLC的未来趋势将是与亚2-μm 

SPP柱结合（4）。作者们指出，由于涡

旋扩散的显著改善、纵向扩散的适度

减少以及传质阻力上的一些改善，SPP

比相同粒径的FPP能提高30%-50%的效

率，无论颗粒大小如何。因此，较小

在液相色谱分离中我们何时
需要亚亚亚222μμμmmm表表表面面面多多多孔孔孔颗颗颗粒粒粒？？？

David S. Bell1、、、Landon Wiest2、、、Shun-Hsin Liang2 和   Dan Li2，，，1观察专栏编辑，2美国宾夕法尼亚州贝尔丰特市Restek公司

如如如今今今，，，表表表面面面多多多孔孔孔颗颗颗粒粒粒（（（SSSPPPPPP）））在在在现现现代代代高高高效效效液液液相相相色色色谱谱谱（（（HHHPPPLLLCCC）））中中中的的的应应应用用用非非非常常常普普普遍遍遍。。。最最最初初初，，，SSSPPPPPP作作作为为为亚亚亚222μμμmmm
全全全多多多孔孔孔颗颗颗粒粒粒（（（FFFPPPPPP）））的的的替替替代代代品品品出出出现现现。。。近近近年年年来来来，，，许许许多多多色色色谱谱谱柱柱柱制制制造造造商商商开开开发发发了了了使使使用用用222μμμmmm及及及以以以下下下SSSPPPPPP的的的产产产品品品。。。本本本文文文
研研研究究究了了了这这这些些些小小小型型型SSSPPPPPP设设设计计计的的的实实实用用用性性性。。。

图图图111：：：用于分离34种全氟化合物的1.8μm和2.7μm表面多孔颗粒柱的比较。
色谱柱：（a）Raptor C18，1.8μm；（b）Raptor C18，2.7 μm；色谱柱尺寸：50 
mm x 2.1 mm；移动相A：在水中添加5 mM醋酸铵；移动相B：甲醇；梯度：6分钟内
为20-95% B；流速：0.4 mL/min；色谱柱温度：40 ℃；检测：质谱分析法
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SPP的效率提高应与在FPP中观察到的

趋势类似。他们同时指出，当时只有

两个亚2μm的色谱柱可供商业使用。

DeStefano及其合著者指出，较小SPP

的优点包括效率提高、检测灵敏度提

高、每次分析的移动相位消耗降低、

峰容量提高以及对最先进技术的感

知。作者们也指出了以下缺点：

•     较小的颗粒需要具有最小柱外体

积和小内径连接管（管塞、高压

升高）的较高压力仪器；

•     高压操作可使仪器维修更加频

繁；

•    较小的柱筛板可能比用于较大粒

径色谱柱的较大筛板更容易堵塞；

•     色谱柱可能不会表现出预期的效

率，因为较小的颗粒更难包装。

作者指出，较小的颗粒确实为某些应

用提供了实用性，但效率优势通常无

法克服这些缺点（6）。

在2015年中期，商用2-μm和亚2-μm

色谱柱的可用性仍然有限。Advanced 

Material Technologies公司和Supelco

公 司 曾 推 出 表 面 经 过 多 次 改 进

的2-μm色谱柱系列。Phenomenex曾

提供了Kinetex品牌的1.3-μm（C18）

和1.7-μm版本色谱柱。Thermo Fisher 

Scientific公司曾将1.4-μm C18推向市

场，Waters推出过采用裸硅和C18表

面化学的1.6-μm平台（7）。在2016

年的一次回顾中，没有新供应商进

入2-μm和亚2-μm SPP市场；但是，

市场上出现了两个额外的固定相，

即Kinetex EVO-C18和HALO Peptide 

ES C18（Mac-Mod）（8）。在2017

年，安捷伦公司在1.9-μm SPP上引入

了许多化学物质，包括用于HILIC的

裸硅。ChromaNik公司采用2-μm格式

推出了SunShell，Waters公司推出了

采 用 其 他 化 学 成 分 的 1 . 6 - μ m  

Cortecs，Phenomenex公司则推出了

用于RNA和DNA表征的1.7-μm SPP柱

（9）。从这些例子中可以清楚地看

出，小型SPP的趋势确实在继续。

近年来发表的许多出版物中提及了关

于在各种学科中应用各种体积SPP相

的研究。

在针对色谱观察的这一部分查找的文献

中，没有发现明确地将亚3-μm SPP相

与亚2-μm SPP相进行比较的“应用”出

版物。在对用于药物代谢物组学的市

售UHPLC柱的系统评价中，Dubbelman

及其合著者发现1.3-μm和1.7-μm SPP

可以提供高效分离。然而，当使

用1.3-μm颗粒尝试通过提高流速缩短

运行时间时，他们遇到了系统压力的

问题（10）。

因此，这个问题仍然存在：“是否需

要使用2-μm或亚2-μm SPP相，或者

亚3-μm SPP相是否足够？”这个问题

的答案取决于当时进行的分析。例

如，图1显示了在1.8-μm SPP和2.7-μm 

SPP中全氟化合物（PFC）相当复杂的

分离。由于在灵敏度、分辨率或峰形

方面观测到的差异非常小，因此很难

证明使用1.8-μm相在较高的背压下使

用该方法是合理的。图2给出了对使

用1.8-μm和2.7-μm SPP的联苯色谱柱

分离人造甜味剂的比较。在这种情

29www.chromatographyonline.com
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图图图222：：：用于分离11种人造甜味剂的1.8μm和2.7μm表面多孔颗粒柱的比较。
色谱柱：（a）Raptor Biphenyl，1.8 μm；（b）Raptor Biphenyl，2.7 μm；色谱柱尺寸：50 mm × 2.1 mm；移动
相A：在水中添加0.1%甲酸；移动相B：在乙腈中添加0.1%甲酸；梯度：3分钟内为5%-55% B；流速：0.3 mL/min；色谱柱
温度：40 ℃；检测：质谱分析法
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况下，1.8-μm相位比2.7-μm相位表现

出更高的分辨率。样品越复杂，可

能就越需要提高效率。图3给出了对

在1.8-μm和2.7-μm SPP的C18色谱柱

上进行牛血清蛋白（BSA）胰蛋白酶

消化的比较。从更高的峰值容量可以

看出，当使用较小的SPP柱时，对于

这样复杂的样品，提高效率可能会变

得更加重要。

正如许多关于色谱的问题一样，是否

需要涉足2μm和亚-2μm SPP领域的答

案是“视情况而定”。看起来，随着分

离复杂性的增加，需要更小SPP提供

更高效率的可能性也会增加。然而，

在许多情况下，即使是在两种或三种

分析物分离中，紧密洗脱的化合物可

能需要提高效率和更小的SPP相。在

实践中，使用亚3-μm SPP柱通常是方

法开发的合适折衷方案。在方法优

化期间调整 至较小（或较大）的粒

径可以提供更合适 的最终方法。
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图图图333：：：用于分离胰蛋白酶消化牛血清白蛋白的1.8-μm与2.7-μm表面多孔颗粒的比较。
色谱柱：（a）Raptor ARC18，1.8 μm；（b）Raptor ARC18，2.7 μm；色谱柱尺寸：100 mm × 2.1 mm；移动相A：在水中加
入0.1%三氟乙酸；移动相B：在乙腈中加入0.1%三氟乙酸；梯度：6分钟内为10%-20% B，在第15分钟为20%-40% B；流速：0.3 
mL/min；色谱柱温度：60 ℃；检测：质谱分析法

(a)
峰容量 167

峰容量 159
(b)
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产产产品品品

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。

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

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VICIDBS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。

纯纯纯化化化色色色谱谱谱柱柱柱

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。

色色色谱谱谱软软软件件件

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，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DataApex

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

www.gilson.com
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

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



Application note

Solid-Phase Extraction (1)
SPE co lumn :  CHROMABOND ® HLB,  1  mL ,  30 mg, 
MACHEREY-NAGEL REF 730921
Column conditioning: 1 mL methanol, then 1 mL water
Sample application: 1 mL spiked serum sample is passed through 
the column by vacuum.
Washing: 1 mL water
Drying: 10 min with vacuum
Elution: 2 mL methanol
Eluent exchange: Eluate is evaporated to dryness at 40 °C 
under a stream of nitrogen and reconstituted in 1 mL 95:5 (v/v) 
water–acetonitrile.

This application note describes the determination of 
pharmaceuticals from serum using solid-phase extraction 
(SPE) with the hydrophilic-lipophilic balanced SPE phase 
CHROMABOND® HLB for analyte enrichment and for 
sample cleanup. The eluates from SPE are finally analyzed 
by HPLC–MS/MS on a NUCLEOSHELL® PFP core–shell phase.

Nowadays, people suffer from various diseases, and are prescribed 
many types of pharmaceuticals as part of their treatment, for 
example, anesthetics, antibiotics, anticholinergics, anticonvulsants. 
In order for the treatment to be successful, it is necessary to 
keep controlling the levels of the pharmaceuticals to provide an 
accurate dosage. This has led to an increasing demand for the 
development of accurate and sensitive analytical methods to 
analyze the pharmaceuticals from serum to protect human health.

Hans Rainer Wollseifen, Johannes Brand, and Detlef Lambrecht, MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG

Determination of Pharmaceuticals from Serum
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 Figure 1: Chromatogram of serum sample spiked with 10 ng/mL for 
each pharmaceutical.

Table 1: SRM transitions for the investigated pharmaceuticals

Analyte
Retention 

Time 
(min)

[M-H]- Q
1
 

(Quantifier)
Q

2
 

(Qualifier)

Atenolol 1.12 267.2 145.2 74.1

Sulfapyridine 1.72 242.9 130.9 96.9

Atropine 1.81 290.2 124.2 93.0

Sulfamerazine 1.82 265.1 156.0 91.9

Ketamine 1.87 238.2 125.1 179.1

Chlorpheniramine 2.27 275.1 230.0 167.0

Sulfachloropyridazine 2.47 285.1 156.0 91.9

Sulfadoxine 2.63 311.1 156.0 92.1

Sulfamethoxazole 2.70 254.1 155.8 91.8

Propanolol 2.74 260.2 116.2 182.9

Diphenhydramine 2.94 256.1 166.9 152.1

Amitriptyline 3.04 278.2 223.0 91.0

Sulfaquinozaline 3.14 301.1 156.1 92.1

Nortriptyline 3.32 264.2 232.9 91.1

Verapamil 3.36 455.2 165.0 150.1

Trimipramine 3.41 295.2 100.1 58.0

Carbamazepine 3.50 237.1 194.1 193.0

Clomipramine 3.67 315.1 86.1 58.0

Indapamide 3.77 366.1 132.1 91.1

Ketoprofen 4.28 255.1 77.0 105.0



Application note

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG
Neumann-Neander-Str. 6 – 8, 52355 Düren, Germany

Tel.: +49 24 21 969 0  Fax: +49 24 21 969 199
E-mail: info@mn-net.com  Website: www.mn-net.com

Subsequent Analysis: HPLC–MS/MS (2)
HPLC column: EC 50/2 NUCLEOSHELL® PFP, 2.7 μm, 
MACHEREY-NAGEL REF 763532.20
Eluent A: 0.1% formic acid in water
Eluent B: 0.1% formic acid in acetonitrile
Gradient: 5–95% B in 7.5 min, 95% B for 1 min, 95–5% B in 
0.5 min, 5% B for 5 min
Flow rate: 0.3 mL/min
Temperature: 30 °C
Injection volume: 5 μL
MS/MS detection: API 5500 (AB Sciex GmbH); ion source: 
ESI; positive ionization mode; scan type: selected reaction 
monitoring (SRM, for transitions see Table 1); detection 
window: 90 s; curtain gas: 40 psig; ion spray voltage: 5500 V; 
temperature: 500 °C; nebulizer gas: 45 psig; turbo gas: 
45 psig; CAD: medium.

Results
The recovery rates show that the determination of 
pharmaceuticals from serum could be carried out successfully 
(Figure 2). By using SPE with CHROMABOND® HLB, it was 
possible to recover nearly all pharmaceuticals from serum, 
with good reproducibility on average. Regarding the different 
types of pharmaceuticals, the average recovery rates were: for 
anesthetics 90.8%, antibiotics 94.4%, anticholinergics 84.8%, 
anticonvulsants 97.7%, antidepressants 77.4%, antihistamines 
87.1%, anti-inflammatory drugs 84.1%, beta blockers 89.5%, 
calcium channel blockers 107.5%, and for diuretics 87.7%. 

The identification and quantification of pharmaceuticals in the 
solid-phase extracts were performed using ESI-MS on an EC 50/2 
NUCLEOSHELL® PFP column. The chromatogram in Figure 1 
shows the results of solid-phase eluate spiked with 10 ng/mL 
serum for each pharmaceutical. 

Conclusion
The presented application describes a quick and convenient 
method for the determination of pharmaceuticals from serum 
by SPE with a hydrophilic-lipophilic balanced phase, followed by 
HPLC–MS/MS analysis.

References
1. Application No. 306510, MACHEREY-NAGEL, available from www.mn-net.

com/apps
2. Application No. 128200, MACHEREY-NAGEL, available from www.mn-net.

com/apps
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 Figure 2: Recovery rates for solid-phase extraction method of pharmaceuticals from serum.
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PSS Polymer Standards Service GmbH
In der Dalheimer Wiese 5, D-55120 Mainz, Germany

Tel: +49 6131 962390  fax: +49 6131 9623911
E-mail: info@pss-polymer.com

Website: www.pss-polymer.com

profiles. However, when comparing the RI-traces of both samples, 
it becomes clear that sample A contains a significantly higher 
amount of the unbound polysaccharide.

We can therefore conclude that GPC/SEC with UV- and 
RI-detection does not only allow the molar mass distribution of iron 
polysaccharide complexes to be determined, but also provides 
information on the amount of free, unbound polysaccharide 
ensuring a more comprehensive characterization of the samples.

Gel permeation chromatography (GPC), also known as 
size-exclusion chromatography (SEC), provides an easy 
and effective way to measure the molar mass distribution 
and the amount of free, unbound polysaccharide in iron 
polysaccharide complexes.

Iron is an essential nutrient in the human body. In case of iron 
deficiency, complexes of a polysaccharide and iron are applied 
as drugs to enhance low iron levels. Suitable characterization 
of these complexes and their formulations are mandatory for 
regulatory reasons, quality control, and research. In the present 
investigation, iron polysaccharide complexes from different 
sources were analyzed on a GPC/SEC system with simultaneous 
ultraviolet/refractive index (UV/RI) detection. 

Experimental Conditions
GPC/SEC was performed using a PSS BioSECcurity SEC system
Columns:  PSS SUPREMA, 5 μm, 30 Å + 2 ×1000 Å  
  (8 × 300 mm, each) 
  PSS SUPREMA precolumn
Eluent:   0.1 n NaNO

3
, in 0.01 m phosphate buffer at  

  pH = 7
Temperature:  Ambient
Detection: UV @ 254 nm, refractive index (RI)
Calibration: PSS Pullulan ReadyCal standards 
Concentration:  2 g/L for dry material, approx. 50 g/L for  
  formulations
Injection volume:  25 μL
Software:  PSS WinGPC UniChrom 8.2

Results and Discussion
Figure 1 shows the overlay of the UV-chromatograms of the four 
different samples A, B, C, and D, while the inset of the figure 
shows the overlay of the simultaneously measured RI-traces 
for two of the samples (A and B), which show nearly identical 
UV-traces.

An advantage of this application is that the iron polysaccharide 
complex is selectively detected by the UV-detector operated at 
254 nm (20–26 mL). All complexes reveal well shaped nearly 
Gaussian peak shapes, indicating that the PSS SUPREMA 
column combination is ideal for this molar mass separation 
range. By applying a calibration curve, established using PSS 
pullulan standards, the relative molar mass distributions as well 
as the molar mass averages and the polydispersities are derived.

While UV-detection is sufficient to differentiate between three 
of the four samples, samples A and B render identical elution 

PSS Polymer Standards Service GmbH

Investigation of Iron Polysaccharide Complexes 
by GPC/SEC Using RI- and UV-Detection

 Figure 1: Comparison of the UV-traces of four different iron dextran 
samples used to determine the molar mass distribution of the iron 
complexes. While the UV-signals for samples A and B are nearly 
identical, the inset displaying the RI-traces shows that these samples 
differ in the amount of unbound polysaccharide.

LC•GC Asia Pacific  August/September 201834
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