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摘要

使⽤HPLC⽅法开发结构相似的组分是⼀项艰巨的任务。了解液相⾊谱的原理并以结构化、精简的⽅法应⽤它们

，这样不仅可以加快⽅法开发过程，还可以通过易于遵循的形式为活动提供可追溯性。使⽤结构化的⽅法开发⽅

案，新⼿⽤⼾也可以在没有⾊谱专家监督的情况下独⽴开发⽅法。

利⽤结构化⽅案（系统性筛选策略）开发分离⼋种结构相似合成染料的⽅法。所有这些染料都属于三苯甲烷家族

，具有相同的核⼼结构，但连接的基团不同。开发该⽅法所⽤的⽅案依赖于MaxPeak Premier⾊谱柱所采⽤的

MaxPeak™⾼性能表⾯(HPS)技术，该技术旨在减少⾊谱柱与分析物之间存在的任何⾮特异性吸附(NSA)。采⽤该

⾊谱柱技术，结合系统性筛选策略，开发出⼀种能为所有⼋种染料提供良好峰形并使其完全分离的⽅法。

优势

使⽤系统性筛选策略快速开发⽅法■

使⽤MaxPeak Premier⾊谱柱，缓解任何NSA的影响，并且在第⼀时间提供准确的结果■

使⽤100 mm⾊谱柱在20分钟内实现⼋种合成染料的完全分离■
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简介

开发⽅法可能是⼀项难题，尤其是对于具有相似化学性质（例如极性或pKa）的结构相似化合物。如果要求⼀名经

验不⾜的新⼿分析⼈员在项⽬中开发⽅法，挑战将更加巨⼤。如果没有⽅法开发⽅案，新⼿⽤⼾将不得不严重依

赖专家级⽤⼾，或者⾃⼰艰难地完成整个开发过程。⽆论采⽤哪种⽅式，⽅法的开发速度可能都会较慢。结构化

⽅法开发策略（如本应⽤纪要中所述）不仅有助于新⼿⽤⼾积累经验，还可以为⽅法开发过程提供⼀定程度的可

追溯性。每个阶段都有明确的概述和分配给每⼀步的⽬标，⽅法条件选择的理由就显⽽易⻅了。⽤于⽅法开发的

系统性筛选策略具有上述可追溯性，同时在开发速度与获取尽可能多的数据之间实现了平衡，⽤⼾可准确了解所

分析的样品。

系统性筛选策略采⽤四个步骤来开发⽅法1-3。 ⾸先，分析⼈员需要确定新⽅法必须满⾜的标准。这些标准可以很

简单，只需在峰之间实现⾜够的分离度或具有对称峰。接下来，分析⼈员使⽤合适的⾊谱柱进⾏⾼pH值和低pH值

筛选。此步骤将确定哪种pH条件能够为探针提供最佳保留。这⼀步可以通过分析物的化学性质来预测，但在某些

情况下（如强制降解研究），其化学性质是未知的，因此这⼀步在⽅法开发过程中⾄关重要。选定pH后，即可使

⽤⼄腈和甲醇流动相以及各种LC固定相，进⾏更传统的⾊谱柱和有机溶剂筛选。此步骤可提供最多的数据，并评

估能够实现最佳分离的⼀组条件。最后，如有需要，可以进⾏⽅法优化，进⼀步改善分离质量。在优化过程中可

以调整梯度斜率、流动相添加剂、⾊谱柱⻓度和其他参数，以满⾜⽅案第⼀步中设定的标准。

为证明系统性筛选策略的适⽤性，研究中制备并分析了⼋种合成染料的混合物。这⼋种分析物均为三苯甲烷染料

，具有相同的⻣架结构。每种分析物与该结构的连接⽅式各不相同，但结构的相似性使得分离这些化合物尤其困

难。图1展⽰了分析物的化学结构。本研究使⽤XBridge™ Premier⾊谱柱，配合MaxPeak Premier⾼性能表⾯(

HPS)技术，通过系统性筛选策略分离这些化合物，开发出满⾜所有标准的⽅法。这类⾊谱柱可减少分析物与⾊谱

柱⾦属表⾯之间的任何次级相互作⽤，因此⾮常适⽤于⽅法开发。去除这些相互作⽤后，样品第⼀次进样的准确

度和重现性将更⾼4-6。 最终⽅法现在可以⽤于样品检测或进⼀步验证（例如稳定性等⽅⾯）。 

实验

样品描述

配制浓度为1 mg/mL的储备液，并混合得到最终样品浓度。酸性品红、孔雀⽯绿、荧光素和酚红的浓度均为100 µ

g/mL。结晶紫、维多利亚蓝R和甲酚红的浓度为50 µg/mL。罗丹明B，10 µg/mL。最终样品稀释剂为95:5⽔:⼄
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腈溶液。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： 配备TUV检测器的Alliance HPLC系统

检测： UV 260 nm

⾊谱柱： XBridge Premier BEH™ C18⾊谱柱, 3.5 µm, 4.6 × 

100 mm（P/N：186010660）

XBridge Premier BEH苯基柱, 3.5 µm, 4.6 × 100 

mm（P/N：186010676）

XBridge Premier CSH C18⾊谱柱, 3.5 µm, 4.6 × 

100 mm（P/N：186010643）

柱温： 30 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 10 µL

流速： 2.0 mL/min

流动相A： ⽔

流动相B： ⼄腈

流动相C： 甲醇

流动相D： 2%甲酸⽔溶液或200 mM氢氧化铵⽔溶液

5% D保持不变，以保持添加剂的浓度。B/C线性梯

度在16.43分钟内从5%增加⾄95%。在95%有机相

梯度条件：
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下保持2.7分钟，然后在0.02分钟内恢复到5%有机

相。重新平衡⾊谱柱5.51分钟。总运⾏时间：25分

钟

数据管理

⾊谱软件： Empower™ 3 Feature Release 5

结果与讨论

在样品分析之前，需要确定⽅法开发⽬标。对于这组化合物混合物，必须实现基线分离并保持良好的峰形。由于

研究所⽤的系统没有质谱仪或光电⼆极管阵列，因此完全分离化合物⾮常重要，这样才能通过标准品进样来鉴定

峰。本研究在开发过程中使⽤单独的标准品，在优化过程中使⽤了混合物。图2更详细地展⽰了系统性筛选策略。

图2.系统性筛选策略概览。

确定⽅法标准后，需要进⾏快速探索实验，评估分析物在⾼pH和低pH条件下的保留性。为实现这⼀点，需要在⾼
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pH条件下稳定的固定相。纯硅胶固定相在⾼pH条件下不稳定，因为硅胶会溶解，导致⾊谱柱降解。此外，为简化

操作，⾊谱柱还应具有C18键合相，该键合相仅基于疏⽔性保留化合物，⽽不是基于其他次级相互作⽤。本研究选

择了XBridge Premier BEH C18⾊谱柱。BEH颗粒不仅在⾼pH条件下保持稳定，同时MaxPeak HPS硬件的使⽤还

减少了分析物与⾊谱柱中⾦属表⾯之间的任何次级相互作⽤。这些化合物的快速探索结果如图3所⽰。

使⽤甲酸流动相进⾏的低pH测试为这些分析物提供了最佳的整体保留性。在⾼pH条件下，酸性品红（峰1）未得

到保留，因为该化合物的所有酸性部分都带电荷，极性极强。此外，由于酸性部分的电荷导致极性增加，甲酚红

(3)、酚红(2)和荧光素(4)等化合物在⾼pH条件下的保留性也较差。在⾼pH条件下，酸性品红、甲酚红和酚红的磺

酸基团以及荧光素的羧酸基团完全带电荷，⽽在低pH条件下仅部分带电荷或呈中性。另⼀⽅⾯，某些化合物，例

如维多利亚蓝R (8)和结晶紫(7)，在⾼pH条件下保留性更强。在图3中，峰8在该标准品的进样窗⼝之外洗脱，并

且与序列中的下⼀个样品在同⼀次运⾏中洗脱。这解释了该化合物为何显⽰出⾮常宽且⼩的峰，因为该化合物在

两次进样之间残留，导致⼤量的谱带展宽。结晶紫(7)在该标准品的进样窗⼝之外洗脱，但在后续进样中未检出。

可能是化合物在两次进样之间未采集UV数据时洗脱，也可能是谱带展宽导致峰完全展平，⽆法检测。最后，⾼pH

会造成孔雀⽯绿出现峰分裂效应，这种现象⽆法完全解释。离线MS分析表明化合物正在⽔合，但由于超出研究范

围，因此未进⾏进⼀步分析。

鉴于在⾼pH条件下观察到的问题，研究选择了低pH条件进⾏进⼀步测试。如图3所⽰，低pH条件下分离效果良好

，但碱性分析物的峰形较差。这种过载峰形是这些化合物的胺官能团与BEH基质颗粒之间的次级相互作⽤所致。

带电碱性基团可能与基质颗粒上的游离硅烷醇发⽣相互作⽤，导致峰拖尾7-9。

进⼊⽅案的下⼀步，研究额外选⽤了两根⾊谱柱，在低pH条件下分析这些化合物。接下来选择的是XBridge 

Premier BEH苯基柱，因为其键合相可以为这些化合物提供⼀些独特的选择性。鉴于每种分析物中都含有多个苯

环，苯基固定相不仅可以通过疏⽔性保留分析物，还可以通过π-π相互作⽤进⾏保留，特别是在使⽤甲醇流动相的

情况下。最后选择的⾊谱柱是XSelect™ Premier CSH C18⾊谱柱，它与之前使⽤的键合相相同，但基质颗粒不同

。CSH颗粒带有少量正电荷，可防⽌碱性探针与颗粒之间发⽣任何次级相互作⽤，从⽽改善峰形。此外，由于颗

粒带电荷，因此⾊谱柱具有⼀定的离⼦交换功能，有助于更好地保留酸性探针。图4展⽰了在甲醇条件下选择的三

种⾊谱柱上的分析物分离结果。

对于这些化合物，可以确定三种固定相之间的选择性差异。⾸先，使⽤XSelect Premier CSH C18⾊谱柱改善了碱

性探针的峰形(5‒8)，同时这些探针的保留性略有下降。另⼀⽅⾯，与BEH C18⾊谱柱相⽐，酸性探针(1‒4)在CSH 

C18⾊谱柱上的保留性更强。遗憾的是，对于这组混合化合物，这些差异并不有益，因为酸性探针的保留增加和碱
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性探针的保留减少，导致了化合物的共同洗脱。与BEH C18相⽐，XBridge Premier BEH苯基柱还表现出⼀些独特

的选择性，所有探针均得到更好的保留。此外，与BEH C18相⽐，甲酚红(3)和荧光素(4)峰在苯基柱上得到分离。

遗憾的是，使⽤甲醇流动相时，没有⾊谱柱能够实现良好分离。图5展⽰了使⽤相同的三根⾊谱柱，但采⽤⼄腈流

动相时，样品的分离结果。

⼄腈流动相呈现出与甲醇相似的情况。CSH C18⾊谱柱仍显⽰出离⼦相互作⽤对保留性和峰形的影响。但是，如前

所述，这会导致⼤量探针共洗脱。使⽤⼄腈流动相时，与BEH C18相⽐，苯基固定相显⽰出较少的独特选择性。由

于苯基固定相独特的保留机制是由π-π相互作⽤决定的，因此使⽤⼄腈会阻⽌这些相互作⽤。⼄腈中含有⼤量的π

电⼦，这些电⼦“遮蔽”了固定相之外的分析物，从⽽阻碍了这种⼆级保留机制。没有这些次级相互作⽤，苯基

键合相对于疏⽔性更强的探针（如维多利亚蓝R (8)）提供的保留性略差。与C18⾊谱柱相⽐，酸性探针(1‒4)在苯

基固定相上的保留性略强，这可能是由于键合相的疏⽔性和探针极性差异所致。

唯⼀能够实现合理分离的⾊谱柱和流动相组合是BEH C18⾊谱柱和⼄腈。选择这种组合进⾏优化，⽬的是在保持分

离性能的同时改善碱性探针的峰形。改善这些探针峰形的⽅法之⼀是在保持低pH的条件下使⽤缓冲流动相。在本

例中，我们测试了两种不同浓度的甲酸铵(pH 3.0)。具体⽅法是调整梯度曲线，使流动相B从5%增加⾄90%，并

使⽤流动相D控制缓冲液浓度。图6所⽰为使⽤之前制备的0.1%甲酸溶液以及两种不同浓度的甲酸铵(pH 3)缓冲液

得到的⽅法优化结果。

使⽤0.1%甲酸溶液的结果继续表明了碱性探针与BEH颗粒之间存在次级相互作⽤。这些影响表现为峰拖尾和轻微

过载特性。然⽽，当使⽤缓冲流动相时，这些影响得到缓解。10 mM甲酸铵添加剂(pH 3.0)⾜以显著改善这些探针

的峰形问题，同时对保留性能和选择性⼏乎没有影响。随着峰形的改善，该⽅法的标准已经满⾜，因此可以停⽌

开发。该⽅法现在可⽤于分析样品或转移⽤于验证活动。通过系统性筛选策略和MaxPeak Premier⾊谱柱，我们

为⼋种结构相似的合成染料开发了⼀种⽅法。这些化合物具有多种化学性质，但⻣架结构相同，因此极难分离。

结论

研究中使⽤MaxPeak Premier⾊谱柱分离⼋种结构相似的合成染料。这些⾊谱柱现在提供HPLC型号，可减少分析

物与⾊谱柱硬件中⾦属表⾯之间的次级相互作⽤，这为⽅法开发提供了⼀个良好的起点，因为从第⼀次进样开始

就可以收集到准确且可重现的数据。使⽤这类⾊谱柱能够顺利开发新⽅法。现在，这种⽅法可以进⼀步验证或⽤
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于样品分析。
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https://www.waters.com/nextgen/cn/zh/library/application-notes/2010/practical-applications-charged-surface-hybrid-csh-technology.html
https://www.waters.com/nextgen/cn/zh/library/application-notes/2011/improved-analysis-goldenseal-root-extract-using-charged-surface-hybrid-csh-column-technology.html
https://www.waters.com/nextgen/cn/zh/library/application-notes/2021/lipid-nanoparticle-compositional-analysis-using-charged-surface-hybrid-phenyl-hexyl-separation-with-evaporative-light-scattering-detection.html


特⾊产品

Alliance HPLC系统 <https://www.waters.com/534293>

ACQUITY UPLC可变波⻓紫外检测器 <https://www.waters.com/514228>

Empower⾊谱数据系统 <https://www.waters.com/10190669>
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