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摘要

⽅法开发往往是⼀项艰巨的任务。虽然⽅法筛选可能有明确定义的流程，却鲜有⽂献报道如何进⾏⽅法优化，因

此⼈们通常视具体需求开展优化⼯作。可能有必要优化的⼀些常⻅参数包括梯度斜率、柱温、流动相添加剂浓度

和pH。

在本应⽤纪要中，我们采⽤⼀套逐步、系统化的⽅案筛选⾊谱柱和流动相pH并优化⽅法，成功开发出⼀种可以分

离17种游离氨基酸的HILIC⽅法。由于这些分析物缺少明显的发⾊团，本研究使⽤了ACQUITY QDa质谱检测器来

检测它们。最终⽅法不仅采⽤⽔梯度，还采⽤了缓冲液浓度梯度。异亮氨酸和亮氨酸这对同分异构体分离良好

，17种氨基酸全都获得了可接受的峰形。

优势

异亮氨酸和亮氨酸这对同分异构体实现了基线分离■

所有17种氨基酸全都获得了可接受的峰形■

逐步优化HILIC⽅法■

HILIC⽅法筛选步骤概览■
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简介

亲⽔作⽤⾊谱(HILIC)是⼀种专⻔分离极性分析物的技术1。 该技术使⽤极性固定相和极性较弱的流动相。固定相

会吸附流动相中的⼀部分⽔相组分，形成固定化⽔相层，分析物可能会被分配到这个⽔相层中。分配的量取决于

被吸附的⽔相层的体积，以及分析物的化学性质。离⼦和氢键相互作⽤也会影响HILIC的保留。与反相⾊谱不同，

HILIC对强极性分析物的保留性更强，对弱极性化合物的保留性更弱。由于HILIC基于多模式保留机制，开发HILIC

⽅法的难度⽐开发反相⾊谱⽅法更⼤。

反相分析⽅法的典型⽅法开发策略也适⽤于开发HILIC分离⽅法。开发HILIC⽅法时，筛选⾊谱柱和流动相pH是⾮

常重要的第⼀步，因为固定相会对保留性和分离质量产⽣巨⼤影响。但与反相⾊谱不同，筛选强溶剂并不是典型

步骤，因为必须有⽔才能在固定相上形成吸附的⽔相层。⼄腈（HILIC中最弱的溶剂之⼀）的替代溶剂包括甲醇、

⼄醇和丙醇。这些极性溶剂虽然在HILIC洗脱强度⽅⾯⽐⽔弱，但仍然有引起洗脱的能⼒，并且可能破坏固定相上

吸附的⽔相层。因此，要筛选的典型参数仅限于⾊谱柱固定相和流动相pH。选好⾊谱柱和流动相pH后，即可开始

优化⽅法。对于HILIC分离⽅法，优化所需的时间可能会⽐筛选⾊谱柱更⻓，这是因为可以改善分离效果的⽅法有

很多，⽽优化的预期效果可能受到其他因素的⼲扰。

优化的步骤之⼀是根据单位柱体积的⽔相百分⽐调整梯度斜率。减⼩梯度斜率会增加分析物滞留在⾊谱柱上的时

间，进⽽可使分析物与固定相之间发⽣更多潜在的相互作⽤。这有利于分离关键分析物对。另⼀个优化步骤是调

整缓冲液浓度，这不仅会影响离⼦相互作⽤，还会影响吸附⽔相层的体积，从⽽影响分配机制。调整缓冲液浓度

可能影响峰形，并且由于离⼦相互作⽤和分配发⽣了变化，还可能导致选择性略微变化。在某些情况下，优化时

可能得采⽤缓冲液梯度，在梯度进展过程中，让缓冲液浓度随着⽔相组成⽽变化。这是离⼦交换⾊谱的常规做法

，对改善HILIC的峰形或改变其选择性也有帮助。

本⽂中的研究开发并优化了⼀种分离游离氨基酸的HILIC⽅法。使⽤17种氨基酸的混标，在低pH和⾼pH流动相条

件下筛选了三种固定相。确定最佳的固定相与流动相组合后，采⽤逐步、系统化的⽅案对⽅法做了优化。最终分

析⽅法采⽤⽔梯度和缓冲液梯度，使⽤pH = 3的甲酸铵缓冲液和XBridge Premier BEH Amide⾊谱柱。由于许多

游离氨基酸没有明显的发⾊团，⽆法进⾏UV检测，该⽅法采⽤的是质谱检测器。

实验

样品描述

打开盛装氨基酸⽔解产物标准品的安瓿瓶（P/N：WAT088122 <
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https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--reagents/wat088122-amino-acid-standard-

accq-tag-pico-tag-accq-tag-ultra.html> ），放⼊系统等待分析。该标准品是17种氨基酸的100%⽔溶液，除⾕

氨酸(2.6 µmol/mL)、异亮氨酸(2.6 µmol/mL)、丙氨酸(2.6 µmol/mL)和胱氨酸(1.27 µmol/mL)外，其他氨基酸

的浓度均为2.5 µmol/mL。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC H-Class Plus系统，配备四元溶剂

管理器(QSM)和可选的溶剂选择阀、流通针式样品

管理器(SM-FTN)、⾊谱柱管理器、辅助⾊谱柱管理

器和QDa质谱检测器

检测： MS全扫描(ESI+)

使⽤最终⽅法确定的氨基酸SIR

⾊谱柱： XBridge Premier BEH Amide⾊谱柱, 2.1 x 50 

mm, 2.5 µm（P/N：186009928）

Atlantis™ Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱, 2.1 x 50 

mm, 2.5 µm（P/N：186009985）

CORTECS™ HILIC⾊谱柱, 2.1 x 50 mm 2.7 

µm（P/N：186007380）

柱温： 30 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 1.0 µL

流速： 0.15 mL/min

流动相A： Milli-Q⽔
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流动相B： ⼄腈

流动相D1： 按照HILIC⼊⻔指南1中所述制备200 mM甲酸铵(pH 

3.0)

流动相D6： 按照HILIC⼊⻔指南1中所述制备200 mM⼄酸铵(pH 

9.0)

筛选梯度条件： 流动相Dx在整个梯度中始终保持在5%以确保添加

剂浓度⼀致。线性梯度，流动相A在11.50 min内从

0增加⾄45%。45% A保持3.8 min。返回到0% A的

起始条件并保持15 min。总运⾏时间为31.0 min。

优化梯度的详细信息⻅图⽚说明。

数据管理

⾊谱软件： Empower 3 Feature Release 4

结果与讨论

开发HILIC⽅法的第⼀步是筛选固定相和流动相pH值。如果要采⽤⾼pH的缓冲液体系，这⼀步应注意选⽤在⾼pH

下稳定的固定相。在⾼pH条件下可保持稳定的⾊谱柱包括填充有机/⽆机杂化基质颗粒的BEH Amide和BEH Z-

HILIC⾊谱柱。硅胶基质⾊谱柱不应在⾼于推荐pH值的条件下使⽤，因为硅胶颗粒易溶解，会导致⾊谱柱降解2。

选择⾊谱柱时要考虑的主要因素是键合相以及不同⾊谱柱填料之间的选择性差异。HILIC⾊谱柱的选择性⼀直都是

许多⼈研究的主题3。 理想情况下，开发⽅法时选择的⾊谱柱应覆盖⽐较宽的选择性范围，以增加为分离找到合适

固定相的⼏率。本研究选择了XBridge Premier BEH Amide、Atlantis Premier BEH Z-HILIC和CORTECS HILIC

这三款⾊谱柱。Amide和Z-HILIC固定相基于杂化颗粒，因此在⾼pH和低pH条件下均可使⽤。CORTECS HILIC⾊

谱柱基于实⼼核硅胶颗粒，柱效较⾼，但在⾼pH条件下不稳定，因此只能在低pH条件下使⽤。

此外，还应谨慎选择⾊谱柱硬件。系统和⾊谱柱硬件⾦属组件表⾯的⾦属氧化物层可通过离⼦相互作⽤与分析物
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发⽣相互作⽤，导致⾮特异性吸附，具体表现为最终⾊谱图中的峰⾯积改变和变⼩、峰形变差。实验证明，

MaxPeak Premier⾊谱柱配备的沃特世MaxPeak⾼性能表⾯(HPS)硬件可以减轻反相和HILIC应⽤中的这些相互作

⽤4-7。 MaxPeak HPS技术发挥作⽤的原理是对⾦属表⾯施以键合杂化有机/⽆机修饰8。 ⾦属表⾯可能⼲扰⽅法

开发，因为分析⼈员会难以判断观察到的分析物⾏为是由于它们与固定相发⽣了相互作⽤，还是与⾊谱柱硬件发

⽣了相互作⽤。使⽤MaxPeak Premier⾊谱柱，分析⼈员可以确保观察到的任何结果都只来⾃分析物与流动相和

固定相之间的相互作⽤，⽽不是其他不可预测的来源。

根据我们之前发布的⼀篇应⽤纪要，考虑到每种化合物的保留特性各不相同，选⽤的⾊谱柱对这组化合物的选择

性应当有⼀定差异7。 未键合的CORTECS HILIC⾊谱柱充当阳离⼦交换型⾊谱柱，通过离⼦相互作⽤优先保留碱

性分析物。XBridge Premier BEH Amide⾊谱柱为中性固定相，其保留机制主要是分配，辅以⼀些同步发⽣的弱

离⼦相互作⽤。最后，两性离⼦Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱的吸附⽔相层体积最⼤，因此基于分配机制

的保留性能最⾼9。 此外，磺基甜菜碱键合相上的两个带电基团对离⼦相互作⽤有利，但它们也会加强偶极相互作

⽤。通过测试这三种固定相，可以增加找到合适分离⽅法的可能性。

在任何开发新⽅法的活动中，确⽴必须实现的⽬标都⾮常重要。设定这些⽬标时，应考虑分离度、峰形和保留性

等参数。根据⽅法的预期⽤途，还可以纳⼊其他参数。对于氨基酸分离，鉴于样品本⾝就⽐较复杂，我们只针对

异亮氨酸和亮氨酸这对同分异构体设定了分离度要求。这两种分析物在质谱分析中具有相同的⺟离⼦和⼦离⼦

，因此必须让它们实现基线分离，以便根据保留时间进⾏鉴定，这⼀点⾄关重要。混标中的其他氨基酸都具有独

特的质量数，因此实现基线分离并不是必要条件。本研究的另⼀个重要参数是峰形。获得峰形良好的窄峰对于实

现准确定量和灵敏检测⾮常重要。理想情况下，所有氨基酸的峰形（通过USP拖尾因⼦衡量）应介于0.8~1.2之间

。但是，允许视具体情况判断是否接受超出该范围的值。

图1显⽰了在⾼pH条件下使⽤17种氨基酸的提取离⼦流⾊谱图(EIC)进⾏筛查的结果。采⽤⽔平为15的Savitsky-

Golay平滑。两根⾊谱柱都没能完全分离异亮氨酸/亮氨酸这对同分异构体对（带星号的峰），给定量这些分析物

带来了挑战。虽然结果不够理想，但两根⾊谱柱都有优化的空间，有望进⼀步改善分离。与Atlantis Premier 

BEH Z-HILIC⾊谱柱获得的结果相⽐，XBridge Premier BEH Amide⾊谱柱分离其他分析物的峰形稍微好⼀些。

这可能是两性离⼦键合相与氨基酸之间的次级相互作⽤所致。此外，由于BEH Z-HILIC⾊谱柱上吸附⽔相层的体积

更⼤，分析物可能会更多地分配到⽔相层中，这也可能导致峰变宽9。 低pH流动相条件下的分离结果可能会更好

。图2显⽰了这三种在低pH条件下稳定的固定相分离氨基酸的结果。
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图1.使⽤10 mM⼄酸铵(pH 9.0)流动相在指定⾊谱柱上采集到的16幅EIC的叠加图。使⽤

线性⽔相梯度，⽔相在11.5 min内从5%增加⾄50%，并在⾼⽔相⽐例下保持4 min。在

整个梯度中，缓冲液浓度保持10 mM。带标记的峰是异亮氨酸和亮氨酸，它们互为同分

异构体，因此使⽤相同的EIC。
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图2.使⽤10 mM甲酸铵(pH 3.0)流动相在指定⾊谱柱上采集到的16幅EIC的叠加图。使⽤

线性⽔相梯度，⽔相在11.5 min内从5%增加⾄50%，并在⾼⽔相⽐例下保持4 min。在

整个梯度中，缓冲液浓度保持10 mM。带标记的峰是异亮氨酸和亮氨酸，它们互为同分

异构体，因此使⽤相同的EIC。

由图可以明显看出，BEH Z-HILIC⾊谱柱不适合在低pH条件下采⽤这些条件运⾏分析。异亮氨酸和亮氨酸⼏乎完

全共流出，某些分析物的峰形也不可接受。CORTECS HILIC⾊谱柱对亮氨酸/异亮氨酸这对分析物的分离效果尚可

，但⼤部分分析物都峰形较差且MS信号较低。此外，许多化合物的分离度都⽐较差，远称不上理想。BEH Amide

⾊谱柱在低pH条件下对同分异构体化合物的分离效果很不错，且⼤多数其他氨基酸的峰形也尚可接受。虽然仍未

满⾜所有标准，但我们选择在BEH Amide⾊谱柱和低pH流动相缓冲液的基础上进⾏优化。通过优化可以改善峰形

和提⾼同分异构体化合物的分离度。

由于样品⽐较复杂，优化该⽅法并⾮易事，但我们通过逐步优化获得了可接受的分离效果。⾸先调整梯度的倾斜

度，具体⽽⾔，是要降低倾斜度。通过将梯度变得更平缓，可以留给分析物更多时间与固定相相互作⽤，有望改

善分离质量。梯度倾斜度以每柱体积的强溶剂（在本例中为⽔相流动相）百分⽐衡量。图3展⽰了三种不同梯度斜

率下获得的分离结果。在本例中，每次分离以不同的⽔相浓度开始，⽽梯度时间和结束⽔相浓度保持不变。
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图3.在XBridge Premier BEH Amide⾊谱柱和恒定浓度的10 mM甲酸铵(pH 3.0)缓冲液条

件下，尝试采⽤逐渐平缓的梯度斜率改善氨基酸分离结果。

如图所⽰，减⼩梯度斜率并不能改善分离质量。事实恰恰相反，随着梯度斜率变平缓，异亮氨酸和亮氨酸的共流

出现象愈发严重，某些峰的质量数处还出现了第⼆个峰。并⾮所有分析物都会受到这种影响。例如，最后洗脱的

四种化合物没有形成任何次峰，⽽其他化合物却有。初始探索梯度对这些化合物的总体分离效果较为理想，因此

被⽤于下⼀个优化步骤，即调整缓冲液浓度。

⼀般通过以下两种⽅式之⼀来调整缓冲液浓度。⾸先，可以使⽤其他浓度的缓冲液（例如20 mM）代替该⽅法使

⽤的10 mM缓冲液，并在整个梯度中保持恒定。但是，梯度斜率和5%~50%的⽔相梯度使得当前⽅法可能会因潜

在的溶解度问题⽽受到⼀定程度的限制。我们转⽽采⽤了另⼀种⽅式来调整缓冲液浓度，也就是同时使⽤缓冲液

梯度和⽔相梯度。这种⽅式避免了缓冲液不溶于⾼⽐例有机溶剂流动相的潜在问题，同时仍能通过影响分析物与

固定相之间的离⼦相互作⽤解决峰形或选择性问题。图4对⽐了两种不同的缓冲液梯度与初始筛选梯度（使⽤恒定

浓度为10 mM的缓冲液）得到的结果。

8使⽤XBridge Premier BEH Amide⾊谱柱开发并优化分离17种游离氨基酸的HILIC-MS⽅法



图4.XBridge Premier BEH Amide⾊谱柱上的缓冲液梯度⽐较。缓冲液和流动相条件如图

中所⽰。*表⽰丙氨酸峰。

使⽤10~50 mM缓冲液梯度可将异亮氨酸和亮氨酸这对分析物的分离度从1.26提⾼⾄1.69，满⾜我们对该分析⽅法

的分离度要求。仔细观察分离结果可以发现，许多化合物的峰形也得到了改善。与使⽤恒定浓度的10 mM缓冲液

相⽐，使⽤10~50 mM梯度时只有⼀个峰的峰形变差，那就是丙氨酸峰，该峰在使⽤缓冲液梯度的条件下稍微变宽

了⼀些。⽽与此相反，使⽤10~50 mM缓冲液梯度时，在丙氨酸之前紧邻它洗脱的峰（脯氨酸）变得更加对称且更

窄。这可能是脯氨酸与固定相之间的离⼦相互作⽤减弱所致。

我们还尝试了10~100 mM的缓冲液梯度，但丙氨酸的峰形明显变差。在这两种缓冲液梯度下，异亮氨酸和亮氨酸

的分离效果⼤致相同，但10~50 mM缓冲液梯度下的丙氨酸峰形更好，因此我们选⽤该梯度择进⾏最终测试。通过

重复进样和运⾏分析物的单离⼦扫描(SIR)来测试最终⽅法条件。使⽤设定好的SIR改善MS信号，重复进样的叠加

图如图5所⽰。
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图5.氨基酸混标在XBridge Premier BEH Amide⾊谱柱上重复进样三次并采⽤缓冲液梯度和⽔相梯度

运⾏分析得到的结果。缓冲液浓度在11.5 min内从10 mM变化⾄50 mM，⽔相含量也在同⼀时间段内

从5%升⾄50%。采⽤设定好的SIR检测分析物。1)苯丙氨酸；2/3)异亮氨酸/亮氨酸；4)甲硫氨酸

；5)酪氨酸；6)缬氨酸；7)脯氨酸；8)丙氨酸；9)苏氨酸；10)⽢氨酸；11)丝氨酸；12)⾕氨酸

；13)天冬氨酸；14)组氨酸；15)精氨酸；16)赖氨酸；17)胱氨酸。

最终⽅法符合之前设定的标准，但存在⼀些例外情况。异亮氨酸和亮氨酸实现了基线分离，并且⼤多数化合物的

USP拖尾因⼦都在⽬标范围内。USP拖尾因⼦在0.8~1.2这个范围之外的分析物只有脯氨酸、丙氨酸、⽢氨酸和精

氨酸，但这四种化合物的USP拖尾因⼦值都在2.0以下，分别为1.5、1.5、1.7和1.7。基于⽅法开发过程中观察到

的结果（即改变缓冲液浓度会以不同⽅式影响分析物结果），我们选择的是权衡了峰形影响的理想⽅法。该⽅法

可⽤于未来的研究，包括转换到经过验证的⼯作流程或⽤于定量实际样品中的氨基酸。

结论

本⽂展⽰了⼀套氨基酸HILIC分析⽅法的逐步开发⽅案。⾸先在三种不同的HILIC固定相和pH不同的两种流动相中

筛选⾊谱柱和流动相。初步探索结果表明，使⽤XBridge Premier BEH Amide⾊谱柱和pH 3.0的甲酸铵流动相缓

冲液可获得理想结果。接下来优化⽅法，包括测试不同的梯度斜率和缓冲液浓度梯度。最终⽅法同时使⽤⽔相梯

度和缓冲液梯度，让异亮氨酸和亮氨酸这对同分异构体实现了良好的分离，样品中其他15种氨基酸的峰形也尚可

接受。采⽤系统性的HILIC⽅法开发⽅案，可以开发出有效的⽅法⽤于分离棘⼿的极性分析物混合物。
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