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在液相⾊谱中，了解柱温箱恒温以及流动相预加热对⾊谱分离的机理和影响⾮常重要。本应⽤纪要介绍了各种

液相⾊谱仪器供应商之间的柱温箱设计差异对⼀对关键的温度敏感性化合物在分离度和选择性⽅⾯的影响。此

外还提供了在⽅法开发和⽅法转换过程中针对柱温箱恒温设计和流动相预加热的常规考虑因素。 

优势

扩展的柱温箱选择范围增强了ACQUITY Arc和ACQUITY Arc Bio系统的分析性能，使其成为常规分析和⽅

法开发的理想平台

■

ACQUITY Arc CMA提供主动预加热和扩展的⾊谱柱切换功能，可⽤于⽅法转换和⽅法开发■

简介

分离温度在⾼效液相⾊谱(HPLC)中具有重要作⽤，它会影响保留时间、选择性和峰形。虽然温度是液相⾊谱

⽅法开发和转换过程中需要控制的关键因素之⼀，但是业界在柱温箱恒温和流动相预加热及其对⾊谱性能的影

响⽅⾯往往缺少全⾯了解。 

在当今的分析仪器市场中，⼤多数液相⾊谱系统都包含⼀台专⽤柱温箱或各种类型的柱温箱选件。⼀般来说

，常⻅的柱温箱有两种：模块加热器型和空⽓循环型1,2。 不同的恒温机理会导致传热效率、温度平衡功能有

所不同，并使⾊谱柱中产⽣温度梯度。为实现⾜够的流动相预加热，⼤多数液相⾊谱供应商提供了预加热器

，可以在将流动相溶剂引⼊⾊谱柱之前加热⾄设定的⽅法温度。流动相预加热可以是被动预加热，也可以是主

动预加热。被动预加热器是指，将指定⻓度的⽑细管直接牢固地接触柱温箱中的温控表⾯。主动预加热器采⽤

内部加热元件来主动控制洗脱液温度。所有这些变量都会影响温度敏感型分离⽅法的可转移性。 

为说明这⼀点，我们在装配ACQUITY⾊谱柱管理器(CMA)（⽤于ACQUITY Arc和ACQUITY Arc Bio系列的新款

柱温箱）的ACQUITY Arc系统上进⾏温度敏感型分离3。 还在来⾃不同供应商、采⽤不同⾊谱柱恒温和预加热

器设计的液相⾊谱系统上开展了相同的实验。虽然许多仪器参数都可能影响液相⾊谱分离性能，但本应⽤纪要

重点关注柱温箱特性和流动相预加热的影响。 

实验

样品描述



⽤90%⽔/10%⼄腈制备Waters镇痛药混标（部件号186006350 <

https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/standards--reagents/186006350-analgesic-mix-

standard.html> ），浓度为50 µg/mL。 

⽅法条件

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： 装配CMA的ACQUITY Arc

柱温： 35 ℃、40 ℃、45 ℃、50 ℃、55 ℃、60 

℃

各温度下的平衡时间： 30 min

主动预加热器： 采⽤预加热 ‒ 启⽤预加热器

不采⽤预加热 ‒ 禁⽤预加热器

检测器： 2998光电⼆极管阵列(PDA)检测器

波⻓： 245 nm

⾊谱柱： XBridge BEH C18⾊谱柱, 130 Å, 3.5 µm, 

4.6 mm × 150 mm（部件号186003034）

进样体积： 5 µL

流速： 1 mL/min

流动相A： ⽔/0.1%甲酸

流动相B： ⼄腈/0.1%甲酸

梯度： 流动相B在7 min内从15%增加⾄30%
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数据管理

⾊谱软件： Empower FR3

结果与讨论

之前的研究表明，镇痛药混合物的分离对温度敏感4。图1⽐较了在配备CMA的ACQUITY Arc系统上启⽤或禁⽤

主动预加热器的条件下，镇痛药混合物在设定的柱温箱温度下的分离结果。在样品混合物中，组分6（表⽪素

）和7（⽔杨酸）是⼀对关键化合物，其分离度和选择性受温度的强烈影响。利⽤这对化合物作为探针来研究

柱温箱恒温和预加热对液相⾊谱分离的影响。 

预加热的影响

如图1所⽰，在采⽤和不采⽤流动相预加热的情况下，观察到这对关键化合物的选择性和分离度存在显著差异

（柱温箱设置为图1所⽰的温度）。总体趋势是，在不采⽤预加热的情况下，较⾼温度下的分离谱图（⻅图1B

中45 ℃下的结果）与采⽤预加热时较低温度下的分离谱图（⻅图1A中35 ℃下的结果）相似。如果不经预加热

，进⼊⾊谱柱的流动相与柱温箱的设定温度未达到完全平衡，因此分离温度低于柱温箱的设定温度。尽管随着

温度升⾼，所有镇痛药混合物峰的保留时间均向前偏移，但采⽤预加热时的保留时间偏移程度⼤于不采⽤预加

热时的保留时间偏移程度。 



图1.在配备CMA的ACQUITY Arc系统上，温度对镇痛药混合物分离结果的影响。(A)启⽤主动预加热器（采⽤预

加热）；(B)禁⽤主动预加热器（不采⽤预加热） 。

图2展⽰了在启⽤主动预加热器（采⽤预加热）和禁⽤主动预加热器（不采⽤预加热）的条件下，峰6的保留时

间随温度的变化。启⽤预加热器后，保留时间随温度变化的斜率⼤于不采⽤预加热时的斜率。这表明，与不采

⽤预加热相⽐，采⽤预加热时，分析柱中的流动相更快与设定温度达到⼀致。在禁⽤预加热器的情况下，柱壁

温度与⾊谱柱内流动的流动相温度可能不匹配，从⽽在⾊谱柱中形成温度梯度。 



图2.在配备CMA的ACQUITY Arc系统上启⽤（采⽤预加热）和禁⽤（不采⽤预加热）主动预加热器的条件下

，峰6的保留时间随温度的变化 

柱温箱恒温的影响

除溶剂预加热以外，⾊谱柱恒温设计也会影响分离。本研究选择四种采⽤不同类型柱温箱恒温机理的UHPLC

系统（表1）。其中ACQUITY Arc系统（配备主动预加热器）和供应商X的系统（配备被动预加热器）属于模块

加热器型。供应商Y的系统（配备被动预加热器）和供应商Z的系统（不配备预加热器）属于空⽓循环型。⼀般

来说，模块加热器型具有⾼效实时柱壁加热的功能，因为⾊谱柱直接接触热源。空⽓循环型基于空⽓浴的概念

。与⾦属相⽐，空⽓是⼀种较差的导热体，因此空⽓浴在实时控制柱温度⽅⾯的效果较差。但是，空⽓循环型

柱温箱可以通过内部空⽓循环来增强⾊谱柱加热的效果2。 



表1.四种UHPLC系统的柱温箱类型和预加热功能的列表 

ACQUITY Arc系统和供应商X的系统皆采⽤相似的U形模块加热器设计，关键化合物对分别在采⽤预加热（图3

A）和不采⽤预加热（图3B）的条件下获得了相似的选择性和分离度。预加热器类型（主动与被动）对关键化

合物对的分离谱图⽆显著影响。 



图3.采⽤模块加热器型系统（ACQUITY Arc和供应商X的系统）时，镇痛药混合物中的关键化合物对在⾼温下

的分离谱图（标出分离度值）。 

(A)采⽤预加热，对于ACQUITY Arc，启⽤主动预加热器。对于供应商X的系统，将被动预加热器置于流路中。 

(B)不采⽤预加热。对于ACQUITY Arc，禁⽤主动预加热器。对于供应商X的系统，将被动预加热器从流路中取

出。 

另⼀⽅⾯，在流动相不经预加热的情况下，利⽤模块加热器型系统（图4A，ACQUITY Arc和供应商X的系统

）分析关键化合物对得到的选择性和分离度与利⽤空⽓循环型系统（图4B，供应商Y和供应商Z的系统）得到

的结果显著不同。对于模块加热器型系统，关键化合物对在较⾼温度下（⻅图4A，45 ℃）的分离谱图与采⽤

空⽓循环型系统在较低温度下得到的分离结果（⻅图4B，35 ℃）相似。 



图4.在流动相不经预加热的情况下，镇痛药混合物中的关键化合物对在⾼温下的分离谱图：(A)采⽤模块加热器

型系统（ACQUITY Arc和供应商X的系统）；(B)采⽤空⽓循环型系统（供应商Y和Z的系统）。 

但是，当对流动相进⾏预加热时，采⽤模块加热器型系统（ACQUITY Arc系统）和空⽓循环型系统（供应商Y

的系统）得到的关键化合物对的分离谱图相似（图5）。这⼀观察结果表明，可以通过流动相预加热尽量减⼩

由不同的恒温设计所引起的柱内温度平衡差异。 



图5.采⽤模块加热器型系统(ACQUITY Arc)和空⽓循环型系统（供应商Y的系统）时，在预加热的条件下，镇痛

药混合物中的关键化合物对在⾼温下的分离谱图（标出分离度）



结论

在本应⽤纪要中，我们采⽤配备CMA的ACQUITY Arc系统以及来⾃不同供应商、采⽤不同恒温设计的液相⾊谱

系统开展了温度敏感性化合物的分离研究。研究结果表明，柱温箱特性（包括恒温类型和流动相预加热）对温

度敏感型分离有很⼤影响。在不同的液相⾊谱系统之间开发和/或转换⽅法时，⼀些常规考虑因素如下：

开发新⽅法时，请务必使⽤预加热器■

如果现有⽅法在不采⽤预加热器的情况下开发得出，建议使⽤相同类型的柱温箱恒温设置■
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