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摘要

沃特世近年来推出了⼀系列UPLC⾊谱柱，旨在改善可能与⾦属（对⾦属敏感的分析物）发⽣相互作⽤的化合物的

性能。该系列包括五种不同的通⽤反相填料。本研究使⽤酸性、碱性和中性分析物的混合物考察了这些⾊谱柱之

间的选择性差异。使⽤标准不锈钢⾊谱柱进⾏分离时，酸性分析物磷酸氢化可的松和磷酸地塞⽶松表现出明显的

峰拖尾。使⽤新型MaxPeak Premier⾊谱柱时（其采⽤MaxPeak⾼性能表⾯(HPS)技术），观察到这些对⾦属敏

感的分析物的峰形得到显著改善。在经证明的选择性范围内，MaxPeak Premier⾊谱柱提供的固定相使分析⼈员

能够开发出⽤于各种分析混合物的分离⽅法。

优势

ACQUITY Premier⾊谱柱能够改善⾦属敏感分析物的峰形■

ACQUITY Premier系列⾊谱柱提供⼀系列固定相选择性，其中包括五种适⽤于反相应⽤的填料 ■

简介

⻓期以来，由于⾊谱柱和系统组件是以不锈钢等⾦属制成，使⽤HPLC分析对⾦属敏感的化合物⼀直⾯临重⼤的挑

战。举例来说，与⾦属表⾯发⽣相互作⽤的化合物往往含有⼀个或多个磷酸盐和/或羧酸盐基团。研究表明，分析

物与⾦属部件相互作⽤会导致峰展宽和拖尾、峰⾯积减⼩以及进样间差异性1‒3。 为减轻这些相互作⽤，沃特世推

出了采⽤MaxPeak HPS⾊谱柱硬件的⼀系列ACQUITY Premier⾊谱柱4。 MaxPeak Premier⾊谱柱系列包括五种
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适⽤于反相应⽤的通⽤固定相：BEH C18、BEH Shield RP18、HSS T3、CSH C18和CSH苯⼰基。本研究⽐较了这

些固定相在分离酸性、碱性和中性化合物⽅⾯的选择性差异。酸性分析物磷酸氢化可的松和磷酸地塞⽶松对⾦属

敏感，使⽤标准不锈钢⾊谱柱进⾏分离时，会发⽣峰拖尾。我们⽐较了标准不锈钢⾊谱柱以及MaxPeak Premier

⾊谱柱硬件中五种固定相分别获得的分离效果。结果展⽰了MaxPeak Premier⾊谱柱硬件的优势以及ACQUITY 

Premier⾊谱柱系列能够为反相分析提供的选择性范围。

实验

样品描述

被测混合物包含5 μg/mL硫脲、300 μg/mL酒⽯酸美托洛尔、40 μg/mL邻苯⼆甲酸⼆丙酯、10 μg/mL阿⽶替林、

强的松、氢化可的松磷酸钠和地塞⽶松磷酸钠，溶于5%⼄腈/95% 10 mM甲酸铵⽔溶液(pH 3.00)中。使⽤硫脲作

为死体积(V0)标志物。在先前未⽤过的⾊谱柱上连续进样三次该混合物。

⽅法条件：

LC条件：

系统： 配有CM-A、CM-AUX和PDA的ACQUITY UPLC H-

Class

检测条件： UV 254 nm

⾊谱柱： 多种

柱温： 30℃

⾊谱柱配置： 2.1 x 50 mm

样品温度： 20 °C

进样体积： 2 µL

流速： 0.5 mL/min
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LC条件：

流动相A： 10 mM甲酸铵⽔溶液，pH 3

流动相B： ⼄腈

梯度： 流动相B在5.3 min内从5%增加到95%（线性）

数据管理：

⾊谱软件： Empower 3，Feature Release 4

结果与讨论

⽤于评估选择性差异的化合物的结构如图1所⽰。其中两种化合物为中性化合物（强的松和邻苯⼆甲酸⼆丙酯

），两种化合物在分析条件下为质⼦化碱（美托洛尔和阿⽶替林），两种化合物为酸性盐（氢化可的松磷酸钠和

地塞⽶松磷酸钠）。后两种化合物对⾦属敏感，使⽤常规的不锈钢⾊谱柱分离时会得到展宽的拖尾峰。图2B所⽰

的⾊谱图中清楚地显⽰了这⼀结果，该⾊谱图使⽤标准ACQUITY UPLC⾊谱柱获得。当使⽤ACQUITY Premier⾊

谱柱时，这些化合物获得了对称的窄峰，如图2A所⽰。与标准⾊谱柱相⽐，ACQUITY Premier⾊谱柱使这两种⾦

属敏感化合物的拖尾因⼦降低了41‒72%。使⽤t检验，发现这些差异在>95%的置信度下具有统计学显著性。此外

，采⽤MaxPeak Premier⾊谱柱得到的峰⾯积⽐标准⾊谱柱得到的峰⾯积⼤5‒53%。使⽤t检验，发现除5%的差

异外，这些差异也具有统计学显著性。
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图1.被测化合物的结构和性质

 
图2.使⽤MaxPeak Premier⾊谱柱与标准⾊谱柱得到的分离结果⽐较。峰鉴定：V0：硫脲，1：美托洛尔，2：磷

酸氢化可的松，3：磷酸地塞⽶松，4：强的松，5：阿⽶替林，6：邻苯⼆甲酸⼆丙酯 

图2所⽰的⾊谱图展⽰了不同固定相之间保留性能和选择性的显著差异。表1列出了所测试的五种固定相的理化性

质，因为这些属性对于理解这些差异起到重要作⽤。HSS T3⾊谱柱能够为中性和碱性化合物提供出⾊的保留性能

。这是因为该固定相使⽤具有⾼表⾯积的硅胶颗粒制成，且T3键合相的C18表⾯浓度较低5。 BEH Shield RP18、

CSH C18和CSH苯⼰基⾊谱柱对碱性化合物的保留性能较弱。这是因为BEH Shield RP18
6中存在嵌⼊的氨基甲酸酯

基团，且CSH固定相中包含电荷改性剂7。CSH⾊谱柱能够为酸性化合物提供出⾊的保留性能，其原因在于这些材

料表⾯携带正电荷。CSH苯⼰基⾊谱柱采⽤烷基苯基键合相，使磷酸地塞⽶松（峰3）和强的松（峰4）的洗脱顺
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序发⽣变化。

表1. 固定相的理化性质

结论

上述结果表明，使⽤ACQUITY Premier⾊谱柱能够改善⾦属敏感分析物的峰形。使⽤简单的甲酸铵(pH 3)缓冲液

作为⽔性流动相，可以在不改变流动相的情况下实现性能提升。还重点介绍了ACQUITY Premier⾊谱柱系列的选

择性范围，其中包括五种不同的反相固定相，这些固定相的理化性质各不相同。该⾊谱柱系列为⽅法开发提供了

⼀组有⽤的固定相，特别适⽤于分离包含⼀种或多种⾦属敏感化合物的混合物。
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特⾊产品

ACQUITY UPLC H-Class PLUS系统 <https://www.waters.com/10138533>■

Empower⾊谱数据系统 <https://www.waters.com/513188>■

ACQUITY UPLC PDA检测器 <https://www.waters.com/514225>■

720007014ZH，2020年9⽉
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