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摘要

采⽤MaxPeak⾼性能表⾯的ACQUITY Premier液相⾊谱柱已被证明能够提⾼磷酸化化合物的回收率并改善峰形1

。本⽂所述研究分为两部分，旨在进⼀步证明MaxPeak Premier⾊谱柱的优势。第⼀部分证明，即便使⽤沃特世

以外⼚商的液相⾊谱系统，ACQUITY Premier LC⾊谱柱也能够改善分离质量。利⽤Agilent 1290液相⾊谱系统上

安装的四根C18⾊谱柱分离出⼀组⼩分⼦，其中包括两种磷酸化化合物。本研究的第⼆部分表明，使⽤2.5 µm颗粒

也可以实现在亚2 µm颗粒上所获得的性能提升。在标准ACQUITY UPLC系统上安装两根C18⾊谱柱，⽤于分析同⼀

混合物。⽆论使⽤何种粒径，与不锈钢硬件制成的⾊谱柱相⽐，ACQUITY Premier⾊谱柱都能显著改善磷酸化化

合物的分析结果。  

优势

磷酸化化合物获得更出⾊的峰⾯积和更清晰的峰形■

开箱即⽤，⽆需经过钝化或⽼化处理■

拥有各种规模的⾊谱柱填料，轻松适⽤于不同平台■
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简介

由于阴离⼦官能团（羧酸盐和磷酸盐基团）与裸露⾦属之间的相互作⽤，分析物吸附到⾦属表⾯（特别是⾊谱柱

硬件）是⼩分⼦分析⼯作流程中的常⻅问题之⼀。这种现象通常称为⾮特异性吸附，可能导致峰⾯积减⼩，在极

端情况下会导致分析物完全损失。此外还可能发⽣峰形⼲扰，其中较为明显的是拖尾增加。减轻吸附效应的⽅法

有很多，例如使⽤钝化添加剂（如亚甲基⼆膦酸）2，但这些技术⾮常耗时，且⾃⾝也会带来不利影响，并⾮始终

有效。

实验

样品描述

每种探针的纯标准液均按所述的⽅法进⾏配制和混合。利⽤90:10⼄腈:⽔的样品稀释液配制最终样品混合液。将硫

脲(5 µg/mL)、酒⽯酸美托洛尔(300 µg/mL)、邻苯⼆甲酸⼆丙酯(40 µg/mL)、阿⽶替林(10 µg/mL)、强的松(10 

µg/mL)、氢化可的松磷酸钠(10 µg/mL)和地塞⽶松磷酸钠(10 µg/mL)进样⾄系统中。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： Agilent 1290 Infinity I（亚2 µm粒径⾊谱柱

），

ACQUITY UPLC H-Class（2~3 µm粒径⾊谱

柱）

检测器： UV检测波⻓254 nm，

Agilent 1290系统采⽤DAD检测器，

ACQUITY UPLC系统采⽤PDA检测器

样品瓶： TruView LCMS认证透明玻璃样品瓶（部件

号：186005668CV）
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⾊谱柱： ACQUITY Premier BEH C18, 1.7 μm, 2.1 x 

50 mm，

ACQUITY Premier HSS T3, 1.8 μm, 2.1 x 

50 mm，

XBridge Premier BEH C18, 2.5 μm, 2.1 x 

50 mm，

竞争⼚商A EC-C18, 1.9 μm, 2.1 x 50 mm，

竞争⼚商A HPH-C18, 1.9 μm, 2.1 x 50 

mm，

竞争⼚商A HPH-C18, 2.7 μm, 2.1 x 50 mm

柱温： 30 °C

样品温度： 关

进样体积： 2 μL

流速： 0.50 mL/min（亚2 µm）

0.34 mL/min (2.x μm)

流动相A： 10 mM甲酸铵，pH 3.0

流动相B： ⼄腈

梯度： 参⻅下表
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梯度表

数据管理

⾊谱软件： Empower 3 Feature Release 4

结果与讨论

采⽤MaxPeak⾼性能表⾯(HPS)技术的Waters MaxPeak Premier⾊谱柱可实现稳定、有效的检测，避免⾦属敏感

化合物发⽣吸附。采⽤HPS技术的MaxPeak Premier⾊谱柱适⽤多种沃特世⾊谱柱填料，也适合在Waters 

ACQUITY Premier系统中使⽤。MaxPeak Premier⾊谱柱不仅在与MaxPeak Premier系统结合使⽤时可获得理想

性能，它与任何制造商的任何液相⾊谱系统配合使⽤时都具有显著的优势。为证明这⼀点，使⽤Agilent 1290⾊谱

仪在四根不同的C18⾊谱柱上分离⼀组（六种）探针化合物。在梯度模式和DAD检测条件下测试两根ACQUITY 

Premier⾊谱柱和两根竞争⼚商的不锈钢⾊谱柱。图1所⽰为代表性分离⾊谱图，图2为放⼤X轴以凸显峰形差异的

⾊谱图。
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图1.在Agilent 1290⾊谱仪上使⽤4种亚2 µm C18固定相得到的六种测试探针的分离结果。 

5使⽤ACQUITY Premier和XBridge Premier⾊谱柱分析磷酸化化合物相⽐不锈钢⾊谱柱获得更优异的峰回收率和峰形



图2.在四根亚2 µm颗粒⾊谱柱上分析⼀组（六种）化合物得到的放⼤⾊谱图，分别展⽰了组分3和4（氢化可的松

磷酸钠和地塞⽶松磷酸钠）的峰形差异。 

虽然这些⾊谱柱对测试混合物中⾮⾦属敏感化合物的性能相当，但组分3和4（氢化可的松磷酸钠和地塞⽶松磷酸

钠）的⾊谱分析结果表明，MaxPeak Premier⾊谱柱可⼤幅减⼩拖尾并显著增加峰⾯积。与竞争⼚商的⾊谱柱相

⽐，磷酸化化合物的USP拖尾减⼩约0.2个单位，地塞⽶松磷酸钠的峰⾯积⼤幅增加约30%。仅使⽤MaxPeak 

Premier⾊谱柱，这些分析物及其他对⾦属敏感的分析物就可以获得明显的益处。

为进⼀步证明MaxPeak Premier⾊谱柱的优势，在ACQUITY UPLC H-Class系统上将上述分离规格放⼤⾄更⼤粒

径的⾊谱柱。⽅法转换⽆需调整梯度延迟，但需要更改流速和梯度时间，以便与粒径变化⼀致。⾊谱柱尺⼨保持

为2.1 × 50 mm。图3展⽰了在ACQUITY UPLC H-Class系统上使⽤两种粒径为2~3 µm的⾊谱柱（XBridge 

Premier BEH C18和竞争⼚商A HPH-C18⾊谱柱）分析样品混合物得到的分离结果。图4展⽰了相同⾊谱图的基线

放⼤图，以进⼀步显⽰峰形差异。
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图3.在ACQUITY UPLC H-Class系统上使⽤两种2~3 µm C18固定相对六种测试探针的分离结果。观察到组分2的峰

形不佳，原因在于仪器的系统谱带展宽较低，且阳离⼦美托洛尔分析物与两种填料的基质颗粒之间存在次级相互

作⽤。 
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图4.图3的放⼤⾊谱图，分别展⽰了组分3和4（氢化可的松磷酸钠和地塞⽶松磷酸钠）的峰形和峰⾼差异。 

即使采⽤粒径为2.5 µm的固定相，MaxPeak Premier⾊谱柱也能够为磷酸化化合物提供更清晰的峰形，同时对中

性探针和碱性探针保持稳定性能。由于ACQUITY UPLC的系统扩散低，且碱性探针美托洛尔与基质颗粒存在次级

相互作⽤，因此该分析物采⽤两种填料得到的峰形均⽐较差。与⾼扩散系统相⽐，低扩散系统更容易发⽣峰⼲扰

，因为⾼扩散系统可⼈为展宽⾊谱峰，从⽽掩盖次级相互作⽤。如前⽂所述，使⽤竞争⼚商的不锈钢⾊谱柱时

，地塞⽶松磷酸钠的峰⾯积降低约30%。⽆论使⽤何种液相⾊谱系统或粒径，MaxPeak Premier⾊谱柱均表现出

明显优势，但是与MaxPeak Premier系统联⽤时表现更为突出。
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结论

本研究在两种测试条件下共使⽤六根⾊谱柱分离了六种化合物的混合物，其中包括两种磷酸化活性药物成分。在

Agilent 1290⾊谱仪上安装四根亚2 µm⾊谱柱、两根MaxPeak Premier液相⾊谱柱和两种常规液相⾊谱柱。与常

规不锈钢⾊谱柱相⽐，MaxPeak Premier⾊谱柱使磷酸化化合物获得更⼩的峰拖尾，峰⾯积增加约30%。然后将

该分离⽅法转换⾄ACQUITY UPLC H-Class系统上的两种粒径为2~3 µm的⾊谱柱，即XBridge Premier BEH C18

和竞争⼚商的C18⾊谱柱。采⽤粒径较⼤的⾊谱柱时，观察到类似的结果：MaxPeak Premier⾊谱柱改善了总体分

离质量。⽆论使⽤何种粒径或⾊谱系统，MaxPeak Premier⾊谱柱均可为磷酸化化合物的分离和分析提供明显的

优势。这种优势在其他酸性分析物的应⽤中也可能体现。
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