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摘要

本应⽤简报介绍了快速梯度⽅法从传统HPLC系统到Arc HPLC系统的转移。与⼆元HPLC系统相⽐，四元Arc 

HPLC系统具有更⾼的进样精度和保留时间重复性。

优势

快速梯度⽅法从⼆元HPLC转移⾄四元Arc HPLC系统■

利⽤Arc HPLC系统在HPLC分析中获得⾼进样精度■

简介

随着资源的全球化，不同实验室和地理位置之间的⽅法转移成为⼈们⽇益关注的领域。虽然许多科学家更倾向

于在类似的系统之间转移⽅法，但这并⾮始终可⾏。使⽤不同类型的泵（四元泵与⼆元泵）会影响组分的保留

时间，⽽包括进样精度等其它⽅⾯的特性则与样品管理器有关。⽆论采⽤哪种系统，对于所有⽅法⽽⾔，进样

精度和保留时间精度都是重要的性能特征。在本例中，我们展⽰了快速梯度⽅法从传统的⼆元HPLC系统到Arc 

HPLC系统的可转移性及其对关键分析性能的影响。

结果与讨论

由于梯度延迟或延迟体积、梯度输送机制以及两种溶剂管理器之间混合⽅式（⾼压与低压）的差异，⼆元与四

元系统之间的⽅法转移⾯临独特的挑战。尽管某些⽅法更适合采⽤某⼀种泵1，但许多常规HPLC⽅法在任⼀系

统上都符合系统适应性标准。具体⽽⾔，这些⽅法都处于两种泵的性能规格范围内，包括起始%A和B以及流

速。在这些条件下，⽅法通常可以转移，并且如果使⽤绝对保留时间标准，则可能仅需要调整延迟体积。

在本例中，我们将⼩分⼦混合物的快速梯度分离⽅法从传统的⼆元HPLC系统转移到Waters Arc HPLC系统。

这种⾮常快速的梯度⽅法容易受到混合模式和梯度延迟体积变化的影响。⽐较分离结果，发现两种系统之间的

保留时间存在偏移（图1和表1）。该偏移与这两种特定系统之间的梯度延迟体积差异（约0.200 mL）有关。

虽然绝对保留时间可能是分离的⼀个关键⽅⾯，但通常使⽤相对保留时间来减少延迟体积对峰确认或鉴定的影

响。在本例中，以苯戊酮作为参⽐化合物⽐较相对保留时间，结果表明这两种⽅法的选择性相同。



图1.⼩分⼦快速梯度分离法从⼆元HPLC系统到Arc HPLC系统的⽅法转移。梯度条件为：流动相B在1.5 min内

由10%增加⾄80%，其中A为⽔，B为⼄腈。⽤90/10⽔/⼄腈稀释沃特世标准品，进样体积为20 µL。分离效果

保持⼀致，包括相对保留时间和USP分离度。相对峰⾯积因样品稳定性⽽异。

表1.在⼆元HPLC和Arc HPLC系统上进⾏快速梯度分离所得到的保留时间和USP分离度⽐较

其它⾊谱特性（包括两次分离的USP分离度）进⼀步证实了分离效果（图1和表1）。虽然某些USP分离度值略

有差异，但所有峰均实现了良好分离，USP分离度均⾼于2.0。两套系统的USP拖尾因⼦为1.0-1.3，处于可接



受范围内。某些差异可能是由细微的系统差别（例如，接头和预加热器）引起的。此外，两次分析执⾏的时间

点不同，且使⽤了两种不同的特定⾊谱柱和样品前处理⽅法。因此，不能排除柱间差异，因为它对基本⾊谱性

能具有细微影响。

考虑到不同系统在梯度延迟体积⽅⾯存在差异，在⽅法转移过程中通常允许对梯度延迟进⾏调整2。 为确保在

两套系统上获得相同的分离结果，使⽤智能梯度起点相对于进样序列调整梯度起始点，⽆需修改梯度表3。 根

据所得结果，将梯度开始时间调整为进样前0.05 min。这样可以减⼩Arc HPLC系统的延迟体积，并且绝对保

留时间与⼆元HPLC系统更接近，从⽽⽆需使⽤相对保留时间(RRT)（图2）。

图2.将⽅法从⼆元HPLC系统转移到Arc HPLC系统并进⾏延迟体积调整得到的六次重复进样的叠加⾊谱图。使

⽤智能梯度起点调整Arc HPLC系统的梯度延迟，以获得与⼆元HPLC相当的保留时间。执⾏六次重复进样以评

估保留时间和峰⾯积精度。相对峰⾯积因样品稳定性⽽异。

为同时评估泵和样品管理器的精度，在每套系统上进⾏六次重复进样。如前⽂所述，保留时间精度与流动相输

送系统有关，⽽峰⾯积精度或进样精度则受样品管理器性能的影响。⽐较这两套系统可以发现，每套系统的保



留时间标准偏差很⼩（<0.002 min或7 µL），完全处于此类快速⽅法的典型规格范围内，表明⽆论使⽤何种

泵，均可实现可重现的流动相输送。峰⾯积%RSD证明Arc HPLC系统样品管理器在进样体积为20 µL时具有⾼

精度，其值<0.2%（图3）。

图3.在⼆元HPLC和Arc HPLC系统上采⽤快速梯度⽅法得到的保留时间标准偏差和进样精度⽐较。

图中所⽰为六次重复进样所得结果。

结论

对于许多典型的HPLC⽅法，从⼆元系统转移到四元系统能够产⽣相当的结果。具体⽽⾔，利⽤4.6 × 50 mm

⾊谱柱进⾏棘⼿的快速梯度分离⽅法转移表现出相似的保留时间和分离结果。由于每个泵的梯度延迟不同，观

察到绝对保留时间存在细微差异，因此需要评估相对保留时间。使⽤智能梯度起点相对于进样序列调整梯度起

始点后，在两套系统上观察到相当的绝对保留时间。利⽤两种泵均观察到较⾼的保留时间精度，标准偏差⼩于

1 s或7 µL，⽽Arc HPLC系统的进样精度则优于传统的⼆元LC系统。
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