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!"!锥角台锥型制备液相色谱柱的放大研究
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摘要：将 )"8 锥角台锥型液相色谱柱放大至 )$" -- 长、入口直径 $( --、出口直径 !% --，容积为 !"" -9，填料为

粒径 (" ’ %$ !-、孔径 )) 1- 的 :)* 球形硅胶。流动相在锥型柱内呈现塞子状流形。系统地评 价 了 该 柱 的 分 离 性

能，结果表明：在最佳流速为 - -9 ; -.1 时，以萘峰计，锥型柱的折合理论塔板高度为 !/ ))，柱效下降 )"< 时的样品

质量和体积载样量分别为 !/ ) -/ 和 )/ % -9，与同长度同体积圆柱型柱相比，柱效提高了 !"<，质量载样量提高了

)-< 以上，体积载样量提高了 )#< 以上。当进样质量由 !/ ( -/ 增加到 )! -/ 时，对羟基苯甲酸乙酯峰与对羟基苯

甲酸丁酯峰的分离度（! =! ）由 !/ )( 降到 )/ %)，对羟基苯甲酸丁酯峰与萘峰的分离度（! =& ）由 !/ #) 降 到 !/ $!；当 进

样体积由 & -9 增加到 )# -9，! =! 由 !/ !& 降到 )/ !*，! =& 由 !/ #$ 降到 !/ &"，但此时的色谱峰峰形仍然高度对称，没

有拖尾，有利于从基质中制备分离微量组分。实验结果表明锥型液相色谱柱将具有广泛的应用前景。
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. . 近年来，随着制药和生物技术迅猛发展，特别是

重组脱氧核糖 核 酸（Q(6）和 杂 交 瘤 技 术 的 广 泛 应

用，对于某些以生物大分子为主的重要生物制品和

药剂，要求其具有 #$< 以上、甚至 ##/ #< 的纯度，高
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效制备液相 色 谱 因 操 作 简 便、适 用 范 围 广、条 件 温

和、选择性高而成为最有效的分离手段之一。在实

际的制备工作中，人们为了追求尽可能高的产率，色

谱分离都是在进样量过载条件下进行，而进样量超

载将导致分离效率下降，产品的纯度也下降。因此，

如何提高柱效、增加单位体积填料的样品载样量已

成为制备色谱研究的主要问题。

# # 为了增加单位体积填料的样品载样量并提高分

离柱效，人 们 曾 考 虑 将 不 同 内 径 的 色 谱 柱 串 联［$］，

但是结果表明此法并不能提高有效的分离能力。与

传统的圆柱型色谱柱比较，入口内径大于出口内径

的台锥型液相色谱柱能使载样量提高，在制备液相

色谱中具 有 应 用 潜 力［! % &］。 但 对 于 锥 角 小 于 &!的

台锥型液相色谱柱柱效提高不明显［’，"］。我们实验

室采用可视化装置对不同锥角（"!，$(!，$&!）的入口

内径大于出口内径的台锥型液相色谱柱进行研究，

发现 $(!锥 角 的 台 锥 型 柱 可 以 实 现 塞 子 状 谱 带 流

形，其柱效和分离能力最佳，而且比圆柱型制备柱具

有更大的样品容量和对样品较小的稀释效应［) % $(］。

本文在上述实 验 基 础 上，将 $(!锥 角 台 锥 型 制 备 柱

等比例放大 * 倍，并且详细考察了柱效、分离性能、

载样量等性能。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

# # "#$$((% 高流量高效液相色谱泵（ 大连江申分

离科学 技 术 公 司 ）；"#$)*( 紫 外$可 见 波 长 检 测 器

（ 日 本 &’() 光 学 有 限 公 司 ）；二 位 三 通 电 磁 阀

（&*#）；+!((( 色 谱 数 据 工 作 站（ 浙 江 大 学 智 达 信

息工程有限公司）。

# # 甲醇（ 工业甲醇重蒸）；水（ 娃哈哈 纯 净 水）；流

动相：甲醇$水（ 体 积 比 为 )( + !(）；硫 脲（ 分 析 纯，丹

东市集贤化 学 试 剂 厂），萘（ 分 析 纯，天 津 市 科 密 欧

化学试剂有 限 公 司），对 羟 基 苯 甲 酸 乙 酯（ 分 析 纯，

天津市博迪化学有限公司），对羟基苯甲酸丁酯（ 分

析纯，上 海 化 学 试 剂 一 厂 ）。 用 流 动 相 配 制 各 种

溶液。

! ! #" 锥型液相色谱柱的制备

# # $(!锥 角 台 锥 型 制 备 液 相 色 谱 柱：柱 长 为 $&(
((，入口 内 径 为 &, ((，出 口 内 径 为 !" ((（! -
!((. * ("，" ,- . "’/0 - ,），柱管为不锈钢材料，柱管内

壁精密抛光。聚四氟乙烯垫片密封，筛板为多孔（ 孔

径为 ! !(）烧结不锈钢材料，分配板采用如图 $ 所示

的商品化产品。柱内干法填充球形 #$) 化学键合硅胶

（粒径为 ,( / "& !(，1/2, &,345,) #67(,8)3 "09: ）。

图 !" 分配板照片

"#$! !" %&’(’$)*+& ’, * -#.()#/0(’)

#" 结果与讨论

# ! !" 分配板的选用

# # 本文中所用锥型柱为本实验室小型 $(!锥角台

锥型制备柱（ 柱长 &( ((，入口内径 $) ((，出口内

径 0 ((，! - ". , ("，" ,- . "’/0 - ,）等比例放大 * 倍

制成。对于大直径的制备型液相色谱柱，分配板直

接决定了样品在柱头的分配情况，样品能否在整个

柱截面均匀分布直接影响柱效的高低。采用原来的

小型 $(!锥角 台 锥 型 所 用 分 配 板 进 行 放 大，我 们 发

现柱效降低而且色谱峰存在严重拖尾问题，于是我

们改用如图 $ 所 示 的 商 品 化 分 配 板，在 ’ (" . (,-
的流速下对硫脲、对羟基苯甲酸乙酯、对羟基苯甲酸

丁酯和萘的混合样品进行分离，分离谱图、各峰之间

的分离度及拖尾因子如图 ! 所示。所有的色谱峰峰

形基本对称，无明显拖尾，表明采用商品化分配板后

的柱头结构合理。

图 #" 混合样品的分离色谱图

"#$! #" 12+*)*(#’3 4&)’5*(’$)*5 ’, * 5#6(0)2 .*5+72
# #’-9,0,’-5：(’;,37 <6)57，(706)-’3$=)07>（ )( + !(，? . ?）；

@3’= >)07，’ (" . (,-；,-A780,’- ?’3/(7，*’( !"；BC 970780,’-
=)?737-D06，!&, -(；;)8E <>755/>7，$ *%):
# $ : 06,’/>7)：(. () D . "，0),3,-D @)80’> $. !；! : 70643 <)>);7-：

(. $’ D . "，0),3,-D @)80’> $. (；* : ;/043 <)>);7-：(. $’ D . "，0),3$
,-D @)80’> (. 0；, : -)<606)37-7：$. ! D . "，0),3,-D @)80’> (. 0 : # 5$

（ 06,’/>7) . 70643 <)>);7-）- $. &；# 5!（ 70643 <)>);7- . ;/043 <)>)$

;7-）- $. ,；# 5*（;/043 <)>);7- . -)<606)37-7）- !. " :

·((*·
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! ! !" 柱效

! ! 考察了不同流速下锥型柱柱效随流速的变化。

由于硫脲在该柱上的保留极弱，故以其作为死时间

标记物。锥型 柱 的 折 合 理 论 塔 板 高 度 ! 和 流 动 相

的平均线速度 " 分别用公式（#）和（%）来计算。

! " # $（% & ’&） （#）

( " # $ )$ （%）

其中，#$ 为硫脲 的 洗 脱 时 间，"#$；$ 为 柱 长，""；%
为柱效（ 以萘计），&% 为填料的平均粒径，!"。

! ! 以萘为测试标样，所测定的折合理论塔板高度

! 随流动相平均线速度 " 的变化曲线如图 " 所示。

在流速为 ’ "& ’ "#$（ 线速度 () ( "" ’ "#$）时，锥型

柱的柱效最高，折 合 理 论 塔 板 高 度 为 %) ##，比 同 长

度同体积圆柱的柱效提高了 %$(。这是由于在圆柱

型色谱柱中，流动相的流形呈抛物面形，导致色谱谱

带的加宽［##］。而在锥型柱中，由于流动相的线速度

不断增加，以及管壁的斜面作用，样品在管壁区与中

心区的受力情况与圆柱型柱不同，其受力与锥型柱

的锥角有关。在 锥 角 为 #$!时，样 品 谱 带 在 管 壁 区

与中心区垂直方向的线速度相等，谱带流形为塞子

状，从而可获得较高的柱效。

图 #" 折合理论塔板高度随流动相平均线速度的变化曲线

"#$! #" %&’&()&(*& +, -&).*&) /&#$/0 &1.#234&(0 0+ 3
0/&+-&0#*34 ’430& +( 32&-3$& 4#(&3- 2&4+*#05

! )*+ ,-"%.+ #, /*+ "#0/12+ 34 /*#312+-（$) $( 5 ’ &）-$6 $-%*7
/*-.+$+（#) % 5 ’ &），3/*+2 83$6#/#3$, -2+ /*+ ,-"+ -, #$ 9#5: % :

! ! #" 样品载样量

! ! 在制备色谱中，为了提高每次分离的产量必须

尽可能提高样品载样量。通常载样量分为质量载样

量和体积载样 量。本 实 验 以 峰 宽 增 加 *(（ 柱 效 下

降 #$(）时的 载 样 量 定 义 为 色 谱 柱 超 载 下 限，此 时

的载样量分别为色谱柱的体积饱和载样量（’" ）和

质量饱和载样量（(" ）。

! ! 在流速为 ’ "& ’ "#$ 下，固定进样量为 "’$ !&，

考察样品浓度不同时柱的理论塔板高度随进样质量

变化的规律，结果如图 + 所 示。实 验 结 果 表 明，("

为 %) # "5，与同长度同体积圆柱相比，提高了 #’(。

图 $" 理论塔板高度随载样质量变化的曲线

"#$! $" %&’&()&(*& +, 0/& /&#$/0 &1.#234&(0 0+ 3
0/&+-&0#*34 ’430& +( 637’4& 7366

)*+ 83$6#/#3$, -2+ /*+ ,-"+ -, #$ 9#5: % :

! ! 在流速为 ’ "& ’ "#$ 下，固定进样样品浓 度 为

#) % 5 ’ &，考察进样体积不同时锥型柱的理论塔板高

度随进样体积变化的规律，结果如图 * 所示。结果

表明，在柱效下降 #$( 时，’" 为 #) , "&，比同长度

同体积圆柱提高了 #-(。

图 %" 理论塔板高度随进样体积的变化曲线

"#$! %" %&’&()&(*& +, 0/& /&#$/0 &1.#234&(0 0+ 3
0/&+-&0#*34 ’430& +( 0/& #(8&*0#+( 2+4.7&

! )*+ ,-"%.+ #, #) % 5 ’ & $-%*/*-.+$+，-$6 3/*+2 83$6#/#3$, -2+
/*+ ,-"+ -, #$ 9#5: % +08+%/ #$;+8/#3$ <3.1"+:

! ! $" 样品超载量

! ! 设定检测波长为 %-$ $"，固定混合样品的进样

量为 # "&，逐渐增大所进样品的浓度，考 察 锥 型 柱

的质量超载行为，结果如图 ’ 所示。在进样质量超

载条件下，锥型柱的柱效及对羟基苯甲酸乙酯与对

羟基苯甲酸丁酯的分离度（) ,% ）和对羟基苯甲酸丁

酯与萘的分离度（) ," ）随进样质量的变化如表 # 所

示。当进样质量 由 %) + "5 增 加 到 #% "5 时，锥 型

柱的柱效由 (#+ 块理论塔板 ’ " 降到 ’*+ 块理论塔

板 ’ "，) ,% 由 %) #+ 降到 #) ,#，) ," 由 %) -# 降到 %) *%，

但色谱峰仍具有非常好的峰形，峰形高度对称，没有

拖尾，这有利于从基质中制备分离微量组分。

·#$"·
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图 !" 混合样品进样质量超载下的色谱图

!"#$ !" %&’()*+(#’*), (- )".+/’0 ,*)120
*+ )*,, (30’2(*4

# !"#$%&%"#’：(")%*+ ,-.’+，(+&-.#"*/0.&+1（ $% & !%，2 3 2）；

4*"0 1.&+，’ (5 3 (%#；67 $+&+8&%"# 0.2+*+#9&-，!(% #(；%#:+8/
&%"# 2"*;(+：) (5；).8< ,1+’’;1+，) =>.?
# ) ? &-%";1+.；! ? +&-@* ,.1.)+#；* ? );&@* ,.1.)+#；+ ? #.,-&-./
*+#+?

表 #" 锥型柱柱效及分离度随质量超载的变化

5*620 #" 7010840890 (- +&0 9(2/)8 0--"9"089"0, *84
’0,(2/+"(8, (8 )*,, (30’2(*4

=.’’
"2+1*".$ 3

(9
! 3 ( , )

" ’!

（ +&-@* ,.1.)+# 3
);&@* ,.1.)+#）

" ’*

（);&@* ,.1.)+# 3
#.,-&-.*+#+）

! ? + $)+ ! ? )+ ! ? ()
* ? ’ "$) ! ? %% ! ? "+
’ ? % ")" ) ? $) ! ? ’)

)! ? % ’-+ ) ? ") ! ? -!

图 $" 混合样品进样体积超载下的色谱图

!"#$ $" %&’()*+(#’*), (- * )".+/’0 ,*)120
*+ 3(2/)0 (30’2(*4

# A.(,*+ (.’’ 8"#8+#&1.&%"#’： &-%";1+.（ %. %$ 9 3 5）， +&-@*
,.1.)+#（%. )’ 9 3 5），);&@* ,.1.)+#（%. )’ 9 3 5）.#$ #.,-&-./
*+#+（). ! 9 3 5）? B&-+1 8"#$%&%"#’ .1+ &-+ ’.(+ .’ %# C%9? ’ +D/
8+,& %#:+8&%"# 2"*;(+?
# ) ? &-%";1+.；! ? +&-@* ,.1.)+#；* ? );&@* ,.1.)+#；+ ? #.,-&-./
*+#+?

# # 设 定 检 测 波 长 为 !(% #(，固 定 混 合 样 品 的 浓

度，逐渐增大 进 样 体 积，考 察 锥 型 柱 的 体 积 超 载 行

为，结果见图 "。在进样体积超载条件下，锥型柱的

柱效及 " ’! 和 " ’* 随进样体积的变化如表 ! 所示。当

进样体积由 * (5 增 加 到 )( (5 时，锥 型 柱 的 柱 效

由 $%) 块理论塔板 3 ( 降到 +)$ 块理论塔板 3 (，" ’!

由 !. !* 降到 ). !$，" ’* 由 !. (- 降到 !. *%，但色谱峰

仍具有非常好的峰形，峰形高度对称，没有拖尾，这

有利于从基质中制备分离微量组分。

表 %" 锥型柱柱效及分离度随体积超载的变化
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# # 本文 对 )%E锥 角 台 锥 型 制 备 柱 进 行 了 放 大 研

究，采用商品化分配板，在流 速 为 ’ (5 3 (%# 时，锥

型柱的 折 合 理 论 塔 板 高 度 最 小（!. ))），柱 效 下 降

)%F 时的样品质量和体积载样量分别为 !. ) (9 和

). " (5，与同长 度 同 体 积 圆 柱 型 柱 相 比，柱 效 提 高

了 !%F，质量 载 样 量 提 高 )’F，体 积 载 样 量 提 高 了

)(F。当进样质量由 !. + (9 增加到 )! (9，或者进

样体积 由 * (5 增 加 到 )( (5，锥 型 柱 仍 可 获 得 峰

形对称的色谱峰。这表明进一步放大后的锥型柱仍

具有高柱效和高分离度，其在生物制药和天然产物

的制备纯化等领域将有着广泛的应用前景。
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