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摘要

复杂基质的常规分析可能会引起⾊谱柱性能问题。⾎浆、细胞培养基或⻝品样品中存在的脂质或蛋⽩质等内源性

化合物可能导致⾊谱柱⼊⼝筛板随时间推移⽽堵塞，引起柱压升⾼和⾊谱柱使⽤寿命缩短。要缓解此问题，⼀种

⽅法是使⽤保护柱，这些保护柱可定期更换以保护分析柱免受污染。本⽂所述研究⽐较了带和不带AccQ•Tag 

Ultra保护柱的AccQ•Tag Ultra⾊谱柱在纯细胞培养基标准品分析中的⾊谱性能。 

优势

AccQ•Tag VanGuard预柱可延⻓分析柱使⽤寿命■

在使⽤和不使⽤预柱时获得相媲美的⾊谱性能■

简介

氨基酸分析(AAA)在各⾏各业均有应⽤，不同⾏业采⽤的样品前处理⽅法有所不同。分析细胞培养基、⻝品和饲料

中的蛋⽩质含量以及蛋⽩质⽔解都⾯临着独特的基质挑战。根据⽅法的不同，这些基质中存在的脂质、蛋⽩质、
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糖类及其他化合物可能对分析柱产⽣不利影响。虽然过滤或其他样品前处理策略有助于减轻这些影响，但在原本

复杂的样品前处理中额外增加步骤（即衍⽣化技术）并不符合需要。在这些情况下，将保护柱安装到样品流路中

的分析柱前⾯可以起到保护分析柱的作⽤。

保护柱（例如新型AccQ•Tag Ultra预柱）是安装在AccQ•Tag Ultra分析柱⼊⼝处，填充有固定相的短柱。安装

后，这些保护柱先受到基质的影响，并且先被内源性基质组分污染。定期更换保护柱，从⽽防⽌分析柱被污染。以

前已经发表了⼏篇有关使⽤保护柱的⽰例⽂章1-2。保护柱的作⽤虽然⾮常强⼤，但由于在流路中增加了固定相并增

加了系统扩散，因此可能会观察到⾊谱结果发⽣细微变化。本⽂所述研究⽐较了衍⽣化细胞培养基标准品在带和不

带保护柱的AccQ•Tag Ultra⾊谱柱上的分离结果。  

实验

样品描述

按照《氨基酸标准品试剂盒维护和使⽤⼿册》中概述的⽅法对氨基酸细胞培养标准品试剂盒（部件号：

186009300 <https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--reagents/186009300-amino-

acid-cell-culture-standard-kit.html> ）进⾏前处理和衍⽣化3。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： 配有⾊谱柱管理器(CM)、辅助⾊谱柱管理器(CM-

Aux)和PDA检测器的ACQUITY UPLC H-Class

检测条件： UV 260 nm

⾊谱柱： AccQ•Tag Ultra C18⾊谱柱, 1.7 µm, 2.1 × 100 

mm（部件号：186003837）

AccQ•Tag Ultra C18, 1.7 µm, VanGuard预柱, 

2.1 × 5 mm（部件号：186009955）

柱温： 43 °C
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样品温度： 20 °C

进样体积： 0.5 µL

流速： 0.7 mL/min

流动相A： AccQ•Tag洗脱液A（部件号：186003838）

流动相B： 90:10 (v/v)⽔:AccQ•Tag Ultra洗脱液B

流动相C： Milli-Q⽔

流动相D： AccQ•Tag洗脱液B（部件号：186003839）

样品管理器清洗液： 95:5 (v/v)⽔:⼄腈

样品管理器灌注液： 95:5 (v/v)⽔:⼄腈

梯度表

数据管理

⾊谱软件： Empower 3 Feature Release 4
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结果与讨论

保护分析柱是延⻓⾊谱柱使⽤寿命的⼀种稳妥⽅法，⽽使⽤保护柱或预柱是保护分析柱的简单⽅法之⼀。这些短

柱使⽤与分析柱相同的固定相，并且直接安装在系统流路中的分析柱前⾯。分析复杂基质时，样品基质中的蛋⽩

质或脂质等组分先污染保护柱，从⽽防⽌分析柱被污染。保护柱也需要定期更换，以确保分析柱得到保护。

虽然使⽤保护柱有明显优势，但在样品流路中增加固定相以及额外连接可能会影响分析结果和系统压⼒。图1显⽰

了ACQUITY UPLC H-Class系统在安装和未安装AccQ•Tag Ultra预柱的条件下运⾏AccQ•Tag Ultra⾊谱柱时的

系统压⼒。

图1.ACQUITY UPLC H-Class系统在安装（⿊⾊）和未安装（红⾊）

AccQ•Tag Ultra预柱的AccQ•Tag Ultra⾊谱柱上运⾏上述梯度条件时的系统

压⼒

在这些测试条件下，使⽤AccQ•Tag Ultra预柱会导致系统压⼒升⾼约500 psi。这是因为预柱在系统中增加了5 

mm的填充床，导致压⼒升⾼4%。为评估预柱对⾊谱性能的影响，我们使⽤AccQ•Tag Ultra衍⽣化试剂盒检测

和分析了细胞培养基标准品，分析在带和不带保护柱的AccQ•Tag Ultra⾊谱柱分别进⾏（图2）。 
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图2.在配备PDA检测器的ACQUITY UPLC H-Class系统上，使⽤细胞培养基梯度⽅法在安装（上图）和未安装（下

图）保护柱的AccQ•Tag Ultra⾊谱柱上分析细胞培养基标准品的结果。1) AMQ，2) HyPro，3) His，4) Asn，5) 

Tau，6) Ser，7) Gln，8) Arg，9) Gly，10) Asp，11) Glu，12) Thr，13) Ala，14) GABA，15) Pro，16) 

HyLys1，17) HyLys2，18) AABA，19) Orn，20)衍⽣峰，21) Cys，22) Lys，23) Tyr，24) Met，25) Val，26) 

Ile，27) Leu，28) Phe，29) Trp。

关键分析物对Gln/Arg (7/8)和Cys/Lys (21/22)在使⽤和不使⽤保护柱时获得的⾊谱性能相当。在安装和未安装预

柱的条件下，这些关键分析物对均得到基线分离，USP分离度⼤于1.5。应注意的是，组分4与5之间的峰可能是部

分衍⽣的赖氨酸盐酸盐，仅在赖氨酸未完全衍⽣化时才会出现。存在的赖氨酸盐酸盐峰不影响本研究的结果。在

安装和未安装预柱的条件下，峰拖尾、保留时间和USP分离度值也表现出相媲美的结果（表1）。固定相增加的确

导致保留时间略有偏移；但保留时间差异很⼩(< 0.2 min)，仍处于该处理⽅法的保留时间窗⼝内。 
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表1.在安装和未安装预柱的条件下，已鉴定氨基酸的保留时间、峰拖尾和USP分离度。

总体⽽⾔，安装和未安装预柱时获得的⾊谱性能相当。保留时间差异不超过5%。除Asp的峰形表现出9%的改善外

，峰拖尾变化也⼩于5%。USP分离度变化也⼩于5%（HyLys1和Trp除外），且分离度仍然远⾼于基线分离截⽌

值1.5。这些细微变化不⾜以改变分离性能。使⽤预柱后，AccQ•Tag Ultra⾊谱柱有可能分析更多样品，⽆需更
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换⾊谱柱。 

结论

在分析柱前⾯使⽤保护柱有助于保护分析柱并延⻓使⽤寿命。保护柱也称为预柱，是先经历任何进样的固定相填

充床。这意味着如果样品含有特别棘⼿的基质（可能会污染⾊谱柱，例如细胞培养基或⻝品和饲料基质），在污

染分析柱之前会先污染保护柱。因此，可通过更换被污染的保护柱⽽不是⾊谱柱来延⻓⾊谱柱使⽤寿命。

AccQ•Tag Ultra预柱的研究结果表明，在安装和未安装保护柱的条件下获得了相媲美的⾊谱性能。使⽤带和不带

保护柱的⾊谱柱时，观察到系统压⼒和保留时间的差异⼩于 5%。保护柱的使⽤有助于保护更昂贵的分析柱，同时

对⾊谱性能⽆显著影响。
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