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这是⼀份应⽤简报，不包含详细的实验部分。

摘要

分析基质中存在的化合物是许多⾏业常⻅的⼯作流程，包括但不限于⻝品和环境检测、⽣物分析以及法医学、代

谢组学和制药。制剂中存在的填料和粘结剂等辅料经过⼏次重复进样后可能会污染液相⾊谱(LC)分析柱，导致⾊谱

结果不佳，有时还会导致分析失败。适当的样品预处理可以延⻓⾊谱柱使⽤寿命，但并⾮所有分析都适合采⽤固

相萃取(SPE)或样品过滤等技术。除样品预处理以外，延⻓⾊谱柱使⽤寿命还有⼀种常⽤⽅法，即使⽤可定期更换

的保护柱或保护柱芯。设计保护装置的⽬的是，事先捕集化学和/或颗粒组分，避免这些组分到达并损坏分析柱。

本研究⽐较了⼀种标准的⽆保护柱配置与VanGuard完全集成技术(FIT)保护柱配置在分析加标婴⼉配⽅奶粉中的表

现。如果定期更换柱芯，VanGuard FIT保护柱配置可提供更⻓的⾊谱柱使⽤寿命。

优势

使⽤VanGuard FIT保护柱延⻓⾊谱柱使⽤寿命■

定期更换FIT柱芯可保持使⽤纯标准品溶液所能够实现的⾊谱柱性能■

与传统保护柱和卡套相⽐，VanGuard FIT保护柱更易于使⽤■
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简介

⾊谱柱污染是导致⾊谱柱使⽤寿命缩短、分析结果不佳和⼯作效率下降的常⻅原因。污染通常是由基质组分引起

的，⽆论是填料等辅料还是磷脂等内源性化合物，它们都会从溶液中沉淀析出或粘在分析柱的筛板和孔内。有些

分析可以通过适当的样品前处理或开发适当的分析⽅法来去除这些组分。固相萃取或过滤是去除潜在有害组分最

常⽤的样品预处理⽅法。但是，对于某些分析，样品前处理并不适⽤，因为它会引⼊差异性或去除需要分析的重

要化合物。在这些情况下，使⽤保护柱或保护柱芯来保护分析柱的措施较为谨慎，可确保⾊谱柱随时间推移始终

保持适当的性能。

保护装置通常是短(<20 mm)柱或柱芯，安装在液相⾊谱系统中分析柱的上游。在常规检测过程中，这种保护柱或

柱芯率先接触基质化合物⽽先被污染。与分析柱不同的是，保护柱被污染后可以更换。定期更换保护柱或柱芯可

保护分析柱免受可能会带来问题的基质组分影响，从⽽延⻓⾊谱柱使⽤寿命1‒2。此外，保护柱和柱芯通常⽐分析

柱便宜，因此更换它们在经济上更划算。MaxPeak™ Premier VanGuard FIT保护柱配置引⼊了⼀种更新且对⽤⼾

更为友好的保护柱使⽤⽅法。VanGuard FIT保护柱在⼊⼝处装配完全集成的保护柱芯，与使⽤⼀体化设计的传统

保护装置相⽐，VanGuard FIT保护柱为分析柱提供的保护⽔平并⽆差别。本⽂介绍Vanguard FIT保护柱在分析含

加标分析物的悬浮基质样品时的⼯作原理。

实验

样品描述

制备两个待测样品。⾸先⽤10:90⼄腈:⽔配制2-⼄酰呋喃、⼄酰苯胺、苯⼄酮、苯丙酮、对羟基苯甲酸丁酯和苯戊

酮（浓度各4 µg/mL）的纯混标溶液。利⽤该混标测量不存在基质时的柱效。通过混合75 mL上述混标与250 µL按

说明书配制的⾮处⽅婴⼉配⽅奶粉制备挑战性样品。

⽅法条件

液相⾊谱条件

ACQUITY™ UPLC™ I-Class PLUS，配备⼆元溶剂液相⾊谱系统：

2使⽤VanGuard™完全集成技术(FIT)保护柱延⻓⾊谱柱使⽤寿命



管理器(BSM)、

样品管理器 - 固定定量环(SM-FL)和PDA检测器

检测条件： UV 254 nm

⾊谱柱： ACQUITY Premier BEH™ C18, 2.1 × 100 mm, 1.7 

µm (P/N: 186009453)

ACQUITY Premier BEH C18, 2.1 × 100 mm 

VanGuard FIT, 1.7 µm (P/N: 186009457)

柱温： 40 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 5.0 µL

流速： 0.6 mL/min

流动相A： Milli-Q⽔

流动相B： ⼄腈

梯度曲线： 以10% B等度保持0.25 min，在2.25 min内线性增

加⾄95% B。

保持0.1 min，然后以10% B重新平衡⾊谱柱3.0 

min。总运⾏周期为6 min。

数据管理

⾊谱软件 Empower™ 3 SR2
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结果与讨论

VanGuard FIT保护柱配置是⼀种专为分析柱设计的创新、完全集成的保护柱设计。与既往的保护柱设计不同，

VanGuard FIT保护柱将保护柱芯完全组装到保护柱⼊⼝中，⽽不是作为单独的组件/装置。VanGuard柱芯直接拧

⼊VanGuard FIT保护柱⼊⼝，⽆需使⽤管路和垫圈，能够减少谱带展宽并提⾼性能。图1A所⽰为其他的保护柱设

计，均需要额外的连接来安装保护柱或保护柱芯卡套。如果安装不正确，这些连接处很容易发⽣漏液。⽽图1B所

⽰的VanGuard FIT保护柱则⽆需额外的连接，减少了该问题。VanGuard FIT保护柱和VanGuard柱芯卡套在实际

的保护柱芯中采⽤相同设计（如图1C所⽰），即拧⼊适当的卡套中。

图1.保护柱和柱芯设计。 

A.使⽤柱芯卡套或全填充保护柱的⾮集成式设计， 

B. VanGuard FIT集成式柱芯卡套设计， 

C.保护柱芯设计。

VanGuard FIT保护柱除在易⽤性⽅⾯有所改进外，只要定期更换柱芯，该设计还可以保护分析柱免受基质组分的

影响。⾸次使⽤保护装置时需要确定柱芯的更换频率，以保持所需的⾊谱柱性能。本⽂所述研究使⽤两根标准

ACQUITY Premier BEH C18⾊谱柱来分析加标婴⼉配⽅奶粉。在检测过程中，使⽤13.4%峰⾼处的峰宽来监测峰
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容量并作图。图2展⽰了与分析纯标准品的第三根⾊谱柱相⽐，两根⾊谱柱的峰容量的百分⽐图。 

图2.三根⾊谱柱的初始峰容量百分⽐(%)图，其中两根⾊谱柱⽤于分析基质样品，⼀根⾊谱柱⽤于分析纯标准品。

使⽤13.4%峰⾼处的峰宽来计算峰容量，⽤4σ表⽰。

⽤于分析基质样品的两根⾊谱柱在⼤约45~50次进样时开始表现出性能下降。⼀旦性能开始下降，分析床即可能受

到影响，导致性能越来越差。因此我们决定在进样40次后更换保护柱芯以减少对分析柱的污染。此频率看似很⾼

，但实际上是由分析条件以及样品决定的。对于其他样品（例如⾎浆），更换保护柱芯的进样频率可能不同。此

外，液相⾊谱⽅法条件也可能会导致⾊谱柱污染，在使⽤保护装置时应予以考虑3。 若使⽤的液相⾊谱条件⽆法充

分清除两次进样之间的辅料，随着时间推移，这些辅料会不断累积，从⽽导致⾊谱柱污染。因此，应根据既定的

实验室⽅案基于具体分析来确定保护柱芯的更换频率。

确定更换频率后，VanGuard FIT保护柱即可投⼊常规应⽤，同时监测系统压⼒和分析性能，以确保分析性能良好

。采集和监测系统压⼒可以作为判断⾊谱柱何时开始失效（即使性能仍未超出可接受范围）的指标。图3展⽰了在

每根⾊谱柱上执⾏的前130次进样的系统压⼒图。如上所述，每40次进样更换⼀次VanGuard FIT柱芯。
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图3.130次进样过程中的系统压⼒图。在⾊谱柱重新平衡过程中记录约4 min时的系统压⼒。

两个⽆保护柱配置的系统压⼒在130次进样过程中增加，其中最⼤幅度的增加发⽣在测试早期，介于第1次进样与

第50次进样之间。在此期间，这两根⾊谱柱的整体系统压⼒增加了⾄少1000 psi，⽽VanGuard FIT保护柱在定期

更换保护柱芯的情况下，仅表现出<400 psi的压⼒增量。在本例中，增加的压⼒可能源⾃基质组分，它们可能堵塞

⼊⼝筛板，或者由于溶解度问题⽽从流动相中沉淀析出3。 ⽆论是哪⼀种情况，这些压⼒增加都是判断⾊谱柱失效

或即将失效的⾸要指标。遗憾的是，仅靠系统压⼒并不能确定⾊谱柱是否已经失效，需要根据⾊谱分析结果来确

定。图4和5展⽰了在两根ACQUITY Premier⾊谱柱（图4）和ACQUITY Premier VanGuard FIT保护柱（图5）上

分析加标基质的⾊谱图。
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图4.加标基质在两根ACQUITY Premier⾊谱柱上第1次进样、第130次进样和第260次进样的⾊谱图，表现出性能下

降。峰洗脱顺序为：2-⼄酰呋喃、⼄酰苯胺、苯⼄酮、对羟基苯甲酸丁酯、苯丙酮、苯戊酮。
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图5.在各柱芯1、4和7上第1次进样和第40次进样的⾊谱图，展⽰了在VanGuard FIT保护柱上的早期、中期和晚期

进样。还展⽰了⾊谱柱上的进样总数。峰洗脱顺序为：2-⼄酰呋喃、⼄酰苯胺、苯⼄酮、对羟基苯甲酸丁酯、苯

丙酮、苯戊酮。

⽆保护柱配置在第130次进样时的峰形与第1次进样时相⽐可接受，但是当采集到第260次进样时，观察到⼀些显

著差异。值得注意的是，苯戊酮和对羟基苯甲酸丁酯在第260次进样时出现峰拖尾，表明⾊谱柱失效。⽽

VanGuard FIT保护柱不存在这⼀问题，因为定期更换保护柱芯可以保持⾊谱柱的整体性能。柱芯1上第1次进样与

柱芯7上第40次进样之间的峰形⽆变化，总共进样280次。峰⾼发⽣⼀些细微变化，但是由样品蒸发导致的，⽽⾮

⾊谱柱性能问题。通过对200多次进样过程中的峰容量绘图，进⼀步证明了VanGuard FIT保护柱在定期更换柱芯

的情况下所发挥的持续性能。图6以⼗次进样的平均值说明每根⾊谱柱的初始峰容量百分⽐。使⽤⼗次进样的平均

值，对初始峰容量百分⽐⽽不是峰容量作图，将数据归⼀化，以便更好地⽐较所测试的⾊谱柱，同时对误进样的

数据进⾏“平滑”处理。
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图6.三根被测⾊谱柱在13.4%峰⾼处测得的初始峰容量百分⽐图。以平均值(n=10)作图以减少显⽰的数据点数量并

尽可能减⼩潜在的误进样的影响。

和预期⼀样，即使进样超过200次，VanGuard FIT保护柱也可以保持性能，柱效损失低于10%。⽽在⽆保护柱配

置上执⾏相同数量的进样时，柱效下降⾄初始值的60%以下，产⽣重⼤性能损失。⼀开始，⽆保护柱配置的性能

可能相似，即使快到约40次进样，但当超出该点后，两根⾊谱柱都开始出现显著的柱效下降。显著变化发⽣在约

80次进样时，⽽性能下降是在约50次进样时开始的。在常规检测中使⽤VanGuard FIT保护柱，尤其是⽤于含有⾼

含量已知会污染⾊谱柱的基质组分样品时，可以延⻓⾊谱柱使⽤寿命，保持数据质量，同时尽可能减少更换分析

柱的需求。

结论

在分析复杂样品（如⾎浆或药物制剂）时，为保持⾊谱柱性能，通常需要进⾏样品预处理。但是，对于某些分析
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，预处理不可⾏或不能实施。例如，USP专论⽅法对样品前处理要求⾮常严格，通常只允许过滤或稀释。在此类

分析中不进⾏样品预处理可能会将⼤量辅料或内源性化合物引⼊⾊谱柱，造成⾊谱柱污染。如果样品预处理不可

⾏，在分析柱之前使⽤保护装置可以极⼤地延⻓⾊谱柱使⽤寿命。保护装置为短的固定相填充床，可以定期更换

以免污染分析柱。更换防护装置的频率取决于所分析的样品和分析条件。

VanGuard FIT保护柱配置是MaxPeak Premier⾊谱柱系列的⼀部分，是⼀种集成式保护配置。该硬件使⽤的保护

装置不似传统保护柱还需额外的流路连接。如本应⽤纪要所述，这⼀简便易⽤的设计改进不影响VanGuard FIT柱

芯保护分析柱免受污染的能⼒。将VanGuard FIT保护柱⽤于复杂的基质样品，例如药物制剂或⾎浆，将有助于保

持分析柱性能。VanGuard FIT保护柱与MaxPeak⾼性能表⾯(HPS)技术相结合，与⽼式保护柱相⽐具有显著优势

。
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