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食品行业如何选择液相色谱柱？
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标准方法
检测项目开展时，参考的标
准方法，如 GB 5009 食品

安全国家标准等

国家标准
GB GB/T

进出口行业标准

SN/T

农业标准
NY/T

商业标准
SB/T

地方标准
DB/T

团体标准
T/TDSTIA

国内外文献 实验室 SOP
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制药行业如何选择液相色谱柱？
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药典方法
在药典中可以查询到的药物：

如仿制药、中药等

中国药典
ChP

美国药典
USP

欧洲药典 EP

英国药典 BP

日本药局方
JP

国际药典 IP

国内外文献 实验室 SOP

USP Chromatographic Columns 
https://www.uspchromcolumns.com/chrom

SW
https://extranet.edqm.eu/publications/Recherches_SW.shtml

国家药典委员会官方网站 - 国家药典委员会
https://www.chp.org.cn/

3



根据化合物性质选择液相色谱柱
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反相 RP
亲水型反相 Hydrophilic-RP

亲水作用色谱
HILIC

混合模式
Mixed-Mode

离子交换
Ion exchange

BioBasic SCX

Hypersil GOLD SAX
Hypersil SAX

Hypersil GOLD AX

Acclaim Mixed-Mode 

WAX-1

Acclaim Mixed-Mode 

WCX-1

Acclaim Mixed-Mode 

HILIC-1

Acclaim Trinity P1
Acclaim Trinity P2
Acclaim Trinity Q1

Acclaim Surfactant Plus

GlycanPac AXR-1
GlycanPac AXH-1

Accucore C18

Accucore XL C18

Hypersil GOLD

Acclaim 120 C18

Syncronis C18

Hypersil BDS C18

Hypersil ODS

BetaSil C18

BetaBasic C18

Umisil C18

C8/C6/C4/C1

Accucore aQ

Hypersil GOLD aQ

Syncronis aQ

Aquasil C18

Accucore Polar Premium

Acclaim PolarAdvantage II 

Acclaim PolarAdvantage

Accucore C30

Accliam C30

Acclaim Organic Acid

Acclaim AmG C18 

Phenyl/PFP

石墨化碳
Hypercarb

Accucore HILIC

Hypersil GOLD Silica

Syncronis Silica

Hypersil GOLD Amino
Syncronis Amino
Hypersil APS-2

Hypersil GOLD Cyano
Hypersil BDS Cyano

Hypersil GOLD HILIC 
Syncronis HILIC

Accucore 150-Amide-
HIILC
Accucore Urea-HILIC
Acclaim HILIC-10 
Betasil Diol

Hypercarb

强极性-强电离强极性-弱电离弱极性-弱电离

烷烃、芳烃、黄酮、皂苷 糖、糖醇、聚乙二醇 有机酸、生物碱、离子

通则 3130 N 糖谱测定法第五法 混合机理色谱法
用以阴离子交换和亲水相互作用混合模式填料为固定相
的色谱柱（2.1×150 mm，1.9 μm，或等效的色谱柱）



根据液相色谱条件选择反相液相色谱柱
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流动相 pH 2-8

水相比例≤95% 水相比例＞95%

Accucore C18

Accucore aQ

Accucore XL C18

Hypersil GOLD

Hypersil GOLD aQ

Acclaim 120 C18

Syncronis C18

Syncronis aQ

Hypersil BDS C18

Hypersil ODS

Accucore aQ

Hypersil GOLD aQ

Syncronis aQ

HyPURITY Aquastar

Accucore Polar Premium

Acclaim PolarAdvantage II 

Acclaim PolarAdvantage

流动相 pH＜2 流动相 pH＞8

Accucore Polar Premium

Acclaim PolarAdvantage II 

Acclaim Organic Acid

Acclaim AmG C18 

Accucore Polar Premium

Acclaim PolarAdvantage II

Hypersil GOLD

Acclaim AmG C18

反相弱保留

反相弱保留
反相弱保留

强极性，弱电离

HILIC 模式

强极性，强电离

Hypersil GOLD SAX

Hypersil SAX

Hypersil GOLD AX

Acclaim Mixed-Mode WAX-1

Acclaim Trinity P1/P2

强极性，强电离

BioBasic SCX

Acclaim Mixed-Mode WCX-1

Acclaim Trinity P1/P2

确认流动相 pH 及水相比例

Tips: 当流动相 pH＜1 时，液相流路中所含的酸

会造成不锈钢管路的腐蚀；当 pH＞10 时，会超

出液相系统中进样阀转子密封垫、检测器流通池

的耐受范围，加速部件的磨损、老化等。因此，

强烈建议将方法转为流动相条件较为温和的混合

模式或离子交换模式。

5

柱温及流速(柱压)



反相液相色谱方法开发时，调节流动相 pH 应避开方法波动区间
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酸性化合物

碱性化合物

中性化合物

A

B

N

C18 方法波动区间
pKa± 2

pH

RT

7 9 11 131 3 5

1

2

4

3

5

pH 过低
键合相水解

pH 过高
硅胶基质溶解

“离子化”
“离子化”

“分子化”“分子化”

Acclaim Mixed-Mode

WAX-1

Acclaim Mixed-Mode

WCX-1

4 6

pKa≥8

pKa≤4



液相色谱柱的使用及维护——反相柱 (C18/C8/Phenyl/C30)
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Tips: 柱体积计算公式 (V—柱体积; d—内径; L—柱长; f—换算系数)

𝑉 = 𝜋
d

2

ଶ

• 𝐿 • 𝑓 = 3.14 ×
4.6

2

ଶ

× 250 × 0.68 × 10ିଷ = 2.82𝑚𝐿

时间
(min)

流速
(mL•min-1)

流动相比例操作

601.0100% 甲醇*新柱启用
301.0100% 甲醇

平衡 301.05:95 甲醇+水
601.05:95 甲醇+20mM 乙酸铵
—1.05:95 甲醇+20mM 乙酸铵进样
301.05:95 甲醇+水

冲柱 600.25:95 甲醇+水
1200.295:5 甲醇+水

以 Hypersil GOLD C18, 250 x 4.6 mm, 5 μm (PN: 25005-254630) 为例，
参照 GB 5009.28-2016，流动相：甲醇+20mM 乙酸铵 = 5:95 

*初次启用时，活化色谱柱所用流动相须与出厂储存溶剂相兼容，如 100% 甲醇 / 100% 乙腈 / 
80% 甲醇水 / 60% 乙腈水 等。在连接色谱柱之前，须对液相系统进行充分过渡。

柱长 250 mm，内径 4.6 mm 的色谱柱，换算系数 0.68，柱体积约为 2.82 cm3

色谱柱的平衡以 10-20 个柱体积为宜，可结合实际情况作适当调整

Column Storage

Mobile Phase

PN / SN / LN

柱效测试
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液相色谱柱的使用及维护——正相柱 (NH2/CN/Silica/Diol)

以 Hypersil GOLD Amino, 250 x 4.6 mm, 5 μm (PN: 25705-254630) 为例，
参照 枸杞子中甜菜碱含量测定，流动相：乙腈-水 = 85:15

*初次启用时，活化色谱柱所用流动相须与出厂储存溶剂相兼容，NH2/CN/Silica/Diol 等正相柱出厂均保存在正相
溶剂中，官方仅推荐 100% 异丙醇作为活化溶剂。在连接色谱柱之前，须对液相系统进行充分过渡。

柱长 250 mm，内径 4.6 mm 的色谱柱，换算系数 0.68，柱体积约为 2.82 cm3

色谱柱的平衡以 20-40 个柱体积为宜，可结合实际情况作适当调整

氨基柱出厂储存溶剂一般为正相溶剂—100% 乙醇 (Hypersil APS-2 溶剂为异辛烷:乙醇:水=85:14.7:0.3)，在正相模
式下使用时，在乙醇或/异丙醇活化 20 个柱体积后切至换正相流动相平衡；如需转换到 HILIC 模式，需用异丙醇
过渡至少 40 个柱体积

Tips：氨基柱和氰基柱在 HILIC 模式下，水相比例不建议超过 40%，过高的水相会导致键合相水解，柱流失严重。

Column Storage

Mobile Phase

时间
(min)

流速
(mL•min-1)

流动相比例操作

2400.5100% 异丙醇*新柱启用
601.0100% 乙腈
301.0100% 乙腈平衡
601.085:15 乙腈-水

——1.085:15 乙腈-水进样
301.085:15 乙腈-水

冲柱 600.270:30 乙腈-水
1200.2100% 乙腈
1200.2100% 乙腈（短期）封柱

（存放时间） 1200.2100% 异丙醇（长期）

PN / SN / LN

柱效测试
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液相色谱柱的使用及维护——亲水作用色谱柱 (HILIC/Silica)

以 Syncronis HILIC, 250 x 4.6 mm, 5 μm (PN: 97505-254630) 为例，
参照 BJS 201602，流动相：乙腈+水 = 90:10 

柱长 250 mm，内径 4.6 mm 的色谱柱，换算系数 0.68，柱体积约为 2.82 cm3

色谱柱的平衡以 20-40 个柱体积为宜，可结合实际情况作适当调整

Accucore Urea-HILIC / Accucore 150-Amide-HILIC / Hypersil GOLD HILIC / Syncronis HILIC / 
Acclaim HILIC-10 等键合 HILIC 柱，出厂溶剂一般为乙腈-水/乙腈-缓冲盐，需用乙腈-水活化至
少 20 个柱体积

Hypersil GOLD Silica / Syncronis Silica 等非键合 HILIC 柱，出厂储存溶剂一般为正相溶剂—
100% 乙醇，如需转换到 HILIC 模式，需用异丙醇过渡至少 40 个柱体积，然后用乙腈水活化至
少 20 个柱体积

Tips：对于键合的 HILIC 色谱柱，水相比例不建议超过 40%，过高的水相会导致键合相水解，
柱流失严重。

Column Storage

Mobile Phase

时间
(min)

流速
(mL•min-1)

流动相比例操作

601.080:20 乙腈+水活化
601.090:10 乙腈+水平衡

——1.090:10 乙腈+水进样
301.090:10 乙腈+水

冲柱 601.060:40 乙腈+水
1200.280:20 乙腈+水

PN / SN / LN

柱效测试
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液相色谱柱的反冲维护
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当强保留物质或析出的缓冲盐在柱头累积时，会导致目标物峰型拖尾分叉。采集结束后的正常冲洗操作无法有效去除污染物，采用
强溶剂冲洗又有将污染物扩散至色谱柱中后端的风险。对于粒径大于 2 μm 的色谱柱，可尝试反向冲洗作为日常维护的补充。

时间/min流速/mL•min-1流动相比例步骤
600.55:95 乙腈+水1
600.595:5 乙腈+水2

反接色谱柱，流动相平衡，进标准品/对照品3
正接色谱柱，流动相平衡，进标准品/对照品4

时间/min流速/mL•min-1流动相比例步骤
300.25:95 乙腈+水1
300.295:5 乙腈+水2

反接色谱柱，流动相平衡，进标准品/对照品3
正接色谱柱，流动相平衡，进标准品/对照品4

Hypersil GOLD C18, 250 x 4.6 mm, 5 μm Accucore C18, 100 x 3.0 mm, 2.6 μm 

以 Hypersil GOLD C18 5 μm 和 Accucore C18 2.6 μm 为例，反冲维护操步骤作如下：

将色谱柱反接至液相色谱仪，同时断开检测器，废液经管线流入废液桶

Tips：1）反接冲洗仅限粒径大于 2um 的色谱柱，亚 2 微米色谱柱由于装填工艺的原因，不建议反冲
2）反接测试不得进样品/供试品，在不确定反冲效果的情况下，避免色谱柱入口端/出口端同时被污染
3）反接冲洗时，可适当升高柱温，可降低柱压，有利于强保留物质的洗脱或缓冲盐的溶解
4）保护柱的日常冲洗维护，须与分析柱拆分开来，单独冲洗（反冲），应避免保护柱富集的污染物被冲洗至分析柱中
5）若常规溶剂（乙腈-水、甲醇-水）反冲效果不佳时，可依次采用 50:50 异丙醇-水、50:50 异丙醇-乙腈 低流速反冲

至少20个柱体积
6）在色谱柱耐受压力范围内，可适当调整冲洗流速，如条件允许，推荐设置冲洗程序低流速过夜冲洗
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液相色谱柱的再生维护（再生有风险，请酌情尝试）
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当色谱柱填料被样品基质严重污染，且常规冲洗维护无效时，可尝试以下色谱柱再生冲洗操作。再生后的色谱柱通常较难恢复到最
初的柱效，如果没有明显的改善迹象，建议更换新的色谱柱。

冲洗顺序溶剂极性冲洗顺序

水甲醇水/乙腈水

乙腈甲醇/乙腈

甲醇乙腈+异丙醇

异丙醇异丙醇

丙酮

正相乙醚反相

四氢呋喃

100%乙酸乙酯乙酸乙酯

二氯甲烷二氯甲烷二氯甲烷

50:50 甲醇+氯仿氯仿

甲苯

四氯化碳

己烷己烷

25 个柱体积 50 个柱体积

Tips: 冲洗的流速应根据系统压力作适当调整，不得超出色谱柱耐受压力上限
11



溶剂相溶性表
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本表中将两种溶剂能以任意比例混合在一起不分层，归为相溶。
表中信息来自 Honeywell Burdick & Jackson 

对于液相色谱分析，了解各种溶剂的相溶性非
常重要，因为，如果系统中使用不兼容的溶剂，
可能会得到不可靠的色谱结果，甚至导致色谱
柱(筛板堵塞、柱头塌陷)或仪器的的损坏（管
路堵塞、流通池爆裂）。

相溶性是指一种溶液与另一种溶液按任意比例
混合成为新的均匀溶液的能力。

液相色谱仪在正反相切换时，须使用相溶度较
好的异丙醇、乙醇、丙酮等进行充分过渡；

液相色谱柱出厂测试采用正相模式的，如氨基
柱、氰基柱、硅胶柱等，需转换到HILIC模式，
须使用异丙醇或乙醇进行充分过渡。

12



反相液相色谱法流动相中添加四氢呋喃的使用注意事项

ThermoFisher Scientific CMD HPCS CCS | 2-Feb-202513

《化妆品安全技术规范 2015 年版（修订）》中 22 种防晒剂的测定，
由于部分化合物结构相似，极性相近，传统的甲醇/乙腈/缓冲盐体系，
分离非常困难，因而引入四氢呋喃作为流动相，在使用四氢呋喃的过
程中，需要注意以下事项：
1. 四氢呋喃的理化性质与生理毒性
四氢呋喃，无色、可与水混溶，沸点低、易挥发，吸入微毒，经口低毒，气味和化学性质与乙
醚很相似，有轻度麻醉作用，高浓度吸入后可能出现头晕、恶心等症状，有实验数据表明四氢
呋喃会对肝脏、肾脏造成一定损害，长期接触可能会导致失去性功能、生育能力，被列于2B类
致癌物清单中。

2. 四氢呋喃自动氧化生成过氧化物的机理
在光的作用下四氢呋喃分子中最小结合能的氢从分子中脱离出来，分子切断生成自由基

自由基再与氧作用生成新的活性基团进行链的传递和增长，自由基自动氧化生成氧化自由基和
氢过氧化物

自由基向另一分子转移，这种现象经常以一定的循环而复这就形成了完整的自由基链式

1. 避免 THF 挥发：实验室通风系统正常运作，溶剂瓶和废液桶配合使用
安全盖

2. 避免THF 氧化：使用小容积(500mL或1L)的棕色溶剂瓶，避光盛放，
根据使用量及时添加

3. 高比例的 THF 会使 PEEK 材质的管线和接头出现老化，尽量更换为不
锈钢材质

4. THF 超强的洗脱能力可能将进样系统中某些污染物清洗下来，应注意
设备的预先处理

5. 四氢呋喃自动氧化生成的过氧化物，会损伤色谱柱填料，实验结束后
应及时甲醇水或乙腈水冲洗色谱柱和洗脱，以延长使用寿命

6. 部分市售的 THF 会加入抗氧剂 BHT(2,6一二叔丁基对甲酚)，干扰检测
结果，采购试剂时应注意甄别



反相离子对试剂使用注意事项
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十六烷基三甲基溴化铵作为一种离子对试剂添加到流动相中，对于整
个液相方法，需要注意以下事项：

1. 离子对试剂的质量，对于色谱分离和方法重现的影响较大，方法确
证之后，不建议更换离子对试剂品牌及规格；

2. 离子对试剂的使用量尽可能少，缓冲盐pH值尽可能调节精确，对
于配备四元泵的液相系统，建议有机相和缓冲盐混匀后走单通道；

3. 开始进样前需要用流动相平衡至少 40 个柱体积，采集结束后需要
用甲醇水冲洗至少 40 个柱体积，最后 95:5 甲醇水封柱；

4. 专柱专用，使用过离子对试剂的色谱柱要与其他色谱柱区分开来，
并做好标识，离子对试剂会对色谱柱造成不可逆的损；

5. 使用过离子对试剂的色谱柱，不建议用来做常规项目的确证，因为
色谱柱柱上残留的离子对试剂，会改变色谱柱的选择性。

参照 GB 5009.86-2016 第一法 离子对试剂-反相液相色谱法测定食品中的 L-抗坏血酸和 D-异抗坏血酸
流动相：A:6.8g 磷酸二氢钾和 0.91g 十六烷基三甲基溴化铵，用水溶解并定容至 1L (用磷酸调 pH 至 2.5~2.8)；B:100% 甲醇。
按 A∶B=98∶2 混合，过 0.45μm 滤膜,超声脱气。

以 Hypersil GOLD aQ , 5 µm , 4.6×250 mm 为例，色谱柱维护操作如下：

操作 流动相 流速/mL•min-1时间/min
98:2  水+甲醇 1.0 30
标准流动相 1.0 120

进样 标准流动相 1.0 ——
98:2  水+甲醇 1.0 30
98:2  水+甲醇 0.2 60
5:95  水+甲醇 0.2 120
40:60 甲醇+水 0.5 120+
40:60 异丙醇+水 0.5 120+

平衡

冲柱

维护

14



柱长 250 mm，内径 4.6 mm 的色谱柱，换算系数 0.68，柱体积约为 2.82 cm3

反相色谱柱的平衡以 10-20 个柱体积为宜，正相色谱柱的平衡以 20-40 个柱体
积为宜，离子交换/亲水作用色谱柱的平衡以 20-40 个柱体积为宜，可结合实际
情况作适当调整

Hypersil GOLD SAX / Hypersil SAX / BioBasic SCX 液相色谱柱的使用及维护

1. 使用二通替代色谱柱连接液相系统，进行系统过渡冲洗操作
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系统冲洗操作序号

15 min1.0 mL/min100% 超纯水1

15 min1.0 mL/min50:50 乙腈水2

15 min1.0 mL/min100% 乙腈3

30 min1.0 mL/min100% 异丙醇4

2. 连接色谱柱，进行色谱柱初次启用活化冲洗操作

系统冲洗操作序号

400 min0.3 mL/min100% 异丙醇1*

300 min0.3 mL/min100% 超纯水2

180 min0.5 mL/min500mM 氯化钠溶液3

180 min0.5 mL/min100% 超纯水4

120 min1.0 mL/min100% A 相5

梯度洗脱，数据采集

90 min1.0 mL/min100% 超纯水1

120 min0.5 mL/min500mM 氯化钠溶液2

100 min0.5 mL/min100% 超纯水3

200 min0.3 mL/min20:80 乙腈水
(短期存放)4

200 min0.3 mL/min50:50 乙腈水
(长期存放)5

Tips: 柱体积计算公式 (V—柱体积; d—内径; L—柱长; f—换算系数)

𝑉 = 𝜋
d

2

ଶ

• 𝐿 • 𝑓 = 3.14 ×
4.6

2

ଶ

× 250 × 0.68 × 10ିଷ = 2.82𝑚𝐿

Tips:
1. Hypersil GOLD SAX / Hypersil SAX / BioBasic SCX 等色谱柱储存在正相溶剂中，

初次启用必须使用异丙醇充分过渡，将色谱柱内残留的正相溶剂冲洗干净；
2. 异丙醇黏度较大，流速较大会产生较高背压，容易导致柱头塌陷，因此在异丙

醇活化时，须设置为低流速，建议 0.1 mL/min 低流速过夜冲洗。

Hypersil SAX 应用于硫酸软骨素钠有关物质测定

*初次启用时，活化色谱柱所用流动相须与出厂储存溶剂相兼容， Hypersil GOLD SAX / 
Hypersil SAX / BioBasic SCX 等正相柱出厂均保存在正相溶剂中，官方仅推荐 100% 异丙醇作
为活化溶剂。在连接色谱柱之前，须对液相系统进行充分过渡。



RP 反相液相系统与 NP 正相液相系统相互切换注意事项

反相系统切换至正相系统 RP→NP

1. 液相系统在进行正/反相切换时，须确认液相关键部件是否耐受正相/反相溶剂，如流动相管路、脱气机管路、柱塞杆密封圈、转子密封垫等；

2. 通常情况下，正/反相溶剂是不相溶的，系统在未进行充分过渡时，容易出现流动相不兼容或残留盐分析出，从而损伤仪器及色谱柱；

3. 为避免上述情况，强烈建议液相系统在进行正/反相切换时，须进行充分的过渡冲洗操作；

4. 系统在过渡冲洗时，请勿连接色谱柱，用二通替代色谱柱连接系统管路；

5. 在完成第 5 步过渡操作后，液相系统可开展相应的正/反相分析工作；

6. 如需对色谱柱进行活化，须确认系统溶剂与色谱柱储存溶剂的相溶性，可将第 5 步的流动相更换为与色谱柱储存溶剂相兼容的条件，在此之后
开始色谱柱活化操作。
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系统冲洗操作序号

15 min1.0 mL/min100% 超纯水1

15 min1.0 mL/min50:50 乙腈水2

15 min1.0 mL/min100% 乙腈3

30 min1.0 mL/min100% 异丙醇4

15 min1.0 mL/min正相方法
初始流动相

5

正相系统切换至反相系统 NP→RP

系统冲洗操作序号

30 min1.0 mL/min100% 异丙醇1

15 min1.0 mL/min100% 乙腈2

15 min1.0 mL/min50:50 乙腈水3

15 min1.0 mL/min100% 超纯水4

15 min1.0 mL/min反相方法
初始流动相

5



赛默飞出厂溶剂为正相溶剂的相关色谱柱高频售后 Q&A

17 ThermoFisher Scientific CMD HPCS CCS | 2-Feb-2025

色谱柱 出厂测试溶剂 出厂储存溶剂
Hypersil GOLD Silica 异辛烷-乙醇-水 乙醇
Syncronis Silica 异辛烷-乙醇-水 异辛烷-乙醇-水
Hypersil Silica 异辛烷-乙醇-水 异辛烷-乙醇-水
BetaSil Silica 异辛烷-乙醇-水 异辛烷-乙醇-水

Hypersil GOLD Amino 异辛烷-乙醇-水 乙醇
Syncronis Amino 异辛烷-乙醇-水 异辛烷-乙醇-水
Hypersil APS-2 异辛烷-乙醇-水 异辛烷-乙醇-水

Hypersil GOLD Cyano
Hypersil BDS Cyano 异辛烷-乙醇-水 异辛烷-乙醇-水
Hypersil CPS 异辛烷-乙醇-水 异辛烷-乙醇-水
Hypersil CPS-2 异辛烷-乙醇-水 异辛烷-乙醇-水
BetaSil Cyano 异辛烷-乙醇-水 异辛烷-乙醇-水
BetaBasic Cyano 异辛烷-乙醇-水 异辛烷-乙醇-水

BetaSil Diol 异辛烷-乙醇-水 异辛烷-乙醇-水

Hypersil GOLD SAX 异辛烷-乙醇-水 乙醇
Hypersil GOLD AX 异辛烷-乙醇-水 乙醇
Hypersil SAX 异辛烷-乙醇-水 乙醇
BioBasic SCX 异辛烷-乙醇-水 乙醇

*工厂可能会变更色谱柱出厂储存溶剂，具体以 COA 或 QAR 报告为准

1. 如何确认色谱柱的出厂溶剂？
在色谱柱附带的 COA 或 QAR 报告上找到 Column Storage 信息，没有标注出厂溶剂的，通
常参考测试流动相 Mobile Phase。

2. 哪些色谱柱出厂溶剂为正相溶剂？
正相色谱柱 (硅胶柱、氨基柱、氰基柱)、离子交换色谱柱 (强阴离子、弱阴离子、强阳离子)
等，详见左表。

3. 出厂溶剂为正相溶剂的色谱柱，相应的正相溶剂有哪些？
色谱柱出厂的柱效测试采用正相方法，出厂溶剂可与流动相一致，使用异辛烷-乙醇-水
=85:14.7:0.3(v/v/v)，亦有部分色谱柱使用 100% 乙醇冲洗后封柱。为了兼顾效率，工厂通
常不会用 100% 乙醇长时间冲洗，因此色谱柱内仍会残留少量未被置换的异辛烷-乙醇-水。

4. 初次启用这类色谱柱，应该如何活化？
在连接色谱柱之前，须对液相系统进行充分过渡。官方仅推荐 100% 异丙醇作为活化溶剂，
低流速活化至少 40 个柱体积。异丙醇黏度较大，流速较大会产生较高背压，容易导致柱头
塌陷，因此在异丙醇活化时，须设置为低流速，建议 0.1 mL/min 低流速过夜冲洗。

5. 为什么仅推荐异丙醇作为初次使用的活化溶剂？
异丙醇兼容性好，与绝大多数正相溶剂相溶。一旦流动相溶剂与色谱柱储存溶剂不相溶，则
会导致色谱柱压力异常波动，柱头塌陷，填料固定相坍塌，影响色谱柱柱效及使用寿命。
我们应遵守色谱柱活化原则：初次启用时，活化色谱柱所用流动相须与出厂储存溶剂相兼容。

6. 乙醇也与异辛烷相溶，为什么不推荐乙醇作为活化溶剂？
实验室通常以反相为主，比较少会备有色谱纯乙醇，有一些使用者会错误地用 95% 乙醇替
代，乙醇含水量较高，高比例的水与异辛烷出现不相溶，乙醇活化色谱柱损伤概率 50%。甚
至有人可能认为甲醇与乙醇相近，直接用甲醇活化，而甲醇与异辛烷不相溶，甲醇活化色谱
柱损伤概率 100%。

7. 其他补充
我们再次强调出厂溶剂为正相溶剂的色谱柱，官方仅推荐 100% 异丙醇作为活化溶剂，不建
议使用乙醇活化，绝对禁止使用甲醇活化。



Acclaim Mixed-Mode WAX-1 / WCX-1 / Trinity P1 COA/QAR 
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Acclaim Mixed-Mode WAX-1 Acclaim Mixed-Mode WCX-1 Acclaim Trinity P1 



赛默飞 Acclaim 系列混合模式色谱柱的活化与储存 (***)
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Column Storage Solution Column Flushing For short-term storage (< 3 days) For long-term storage
Acclaim Mixed-Mode

 WAX-1
50:50 v/v 

Acetonitrile / 50 mM Phosphate buffer, pH 6.0
Acetonitrile

at room temperature
Acclaim Mixed-Mode 

WCX-1 
Acetonitrile

Acclaim Mixed-Mode 
HILIC-1 

60:40 v/v 
Acetonitrile / 100 mM Ammonium acetate, pH 5.0

Acclaim Trinity 
P1 

50:50 v/v 
Acetonitrile / 30 mM (Total) Ammonium acetate, pH 5.0

Acclaim Trinity 
P2

60:40 v/v 
Acetonitrile / 100 mM Ammonium formate, pH 3.65

Acclaim Trinity 
Q1

75:25 v/v 
Acetonitrile/100 mM (Total) Ammonium acetate, pH 5.0

Acclaim Surfactant
Acclaim Surfactant Plus Acetonitrile

Acetonitrile
at room temperature

Mobile phase 
at room temperature

80:20 Acetonitrile/10 mM 
Ammonium acetate, pH 5.0

at room temperature

50:50 Acetonitrile/20 mM 
Ammonium acetate, pH 5.0
at least 40 column volumes

• Acclaim Mixed-Mode WAX-1 / WCX-1，Acclaim Surfactant Plus  色谱柱必须始终使用含有缓冲盐的流动相进行活化、分析。

• Acclaim Trinity P1 / P2 / Q1 色谱柱必须始终使用含有缓冲盐的流动相进行活化、分析或保存；在使用过程中应避免频繁大幅度的切换流速，否则会导致柱压激增，损伤
柱床。

• 对于 Acclaim Mixed-Mode WAX-1，和 Acclaim Surfactant Plus 具有弱阴离子交换（WAX）功能的色谱柱在乙腈-10 mM 乙酸铵（pH=5.0）充分过渡后，推荐用 100% 
乙腈作为长期储存溶剂。

• 对于 Acclaim Mixed-Mode WCX-1，Acclaim Trinity P2 和 Acclaim Trinity Q1具有弱阳离子交换（WCX）功能的色谱柱应禁止使用醇类（甲醇、乙醇、异丙醇等）作为
样品溶剂或流动相，醇类在一定条件下会与羧酸官能团发生酯化反应，导致保留时间漂移。如若色谱柱键合相已被醇类酯化，可尝试以 10mM 甲磺酸溶液作为流动相在
45℃柱温下冲洗 30min，并进行保留测试。

Quality Assurance Report (QAR)
活化方法 短期储存 长期储存出厂溶剂



Acclaim Mixed-Mode WAX-1 使用及维护
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示例：参考方法流动相为 乙腈-25mM 磷酸氢二铵 (pH=6.0) (梯度洗脱)，流速为 1.0 mL/min，检测器为 DAD

Acclaim Mixed-Mode WAX-1 色谱柱出厂储存溶剂为 乙腈-50mM 磷酸缓冲盐(pH=6.0)=50:50(v/v)，初次使用色谱柱活化须 乙
腈-25mM 磷酸氢二铵 (pH=6.0)=50:50 冲洗至少 40 个柱体积
日常使用维护后，色谱柱的储存溶剂推荐为乙腈-缓冲盐体系 [如乙腈-20mM 乙酸铵(pH=5.0)=80:20(v/v)]。在使用乙腈-10 mM 
乙酸铵（pH=5.0）充分过渡后，可使用 100% 乙腈作为长期储存溶剂。

Acclaim Mixed-Mode WAX-1, 5 μm, 4.6×250 mm，使用及维护注意事项如下：

色谱柱使用及维护
操作 流动相比例 流速 mL/min 时间 min 柱体积
活化 乙腈-20mM 乙酸铵 (pH=5.0)=50:50 0.50 240 40CV

乙腈-25mM 磷酸氢二铵 (pH=6.0)=50:50 0.50 60 10CV
乙腈-25mM 磷酸氢二铵 (pH=6.0)=70:30 1.00 60 20CV

进样 乙腈-25mM 磷酸氢二铵 (pH=6.0)=70:30 (梯度) 1.00 — —
乙腈-20mM 乙酸铵 (pH=5.0)=10:90 1.00 60 20CV
乙腈-20mM 乙酸铵 (pH=5.0)=50:50 0.50 60 10CV
乙腈-20mM 乙酸铵 (pH=5.0)=90:10 0.50 60 10CV

短期：乙腈-20mM 乙酸铵 (pH=5.0)=50:50 0.50 30 5CV
长期：乙腈-20mM 乙酸铵 (pH=5.0)=80:20 0.50 30 5CV

平衡

冲柱

封柱



Acclaim Mixed-Mode WAX-1 使用及维护 (HILIC 模式)
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示例：参考方法流动相为 乙腈-20mM 甲酸铵 (pH=4.0) (梯度洗脱)，流速为 1.0 mL/min，检测器为 CAD

Acclaim Mixed-Mode WAX-1 色谱柱出厂储存溶剂为 乙腈-50mM 磷酸缓冲盐(pH=6.0)=50:50(v/v)，初次使用色谱柱活化时必须
断开 CAD 检测器，使用 乙腈-20mM 甲酸铵 (pH=4.0)=50:50 冲洗至少 40 个柱体积，充分置换色谱柱内残留的磷酸缓冲盐，否
则会导致 CAD 基线噪音过高。
日常使用维护后，储存溶剂推荐为乙腈-缓冲盐体系 [如乙腈-20mM 甲酸铵(pH=4.0)=80:20(v/v)]。在使用乙腈-10 mM 乙酸铵
（pH=5.0）充分过渡后，可使用 100% 乙腈作为长期储存溶剂。

Acclaim Mixed-Mode WAX-1, 5 μm, 4.6×250 mm，使用及维护注意事项如下：

色谱柱使用及维护
操作 流动相比例 流速 mL/min 时间 min 柱体积

活化 (断开检测器) 乙腈-20mM 甲酸铵 (pH=4.0)=50:50 0.50 240 40CV
乙腈-20mM 甲酸铵 (pH=4.0)=50:50 0.50 30 5CV
乙腈-20mM 甲酸铵 (pH=4.0)=90:10 1.00 60 20CV

进样 乙腈-20mM 甲酸铵 (pH=4.0)=90:10 (梯度) 1.00 — —
乙腈-20mM 甲酸铵 (pH=4.0)=90:10 1.00 30 10CV
乙腈-20mM 甲酸铵 (pH=4.0)=50:50 0.50 60 10CV
乙腈-20mM 甲酸铵 (pH=4.0)=10:90 0.50 60 10CV

短期：乙腈-20mM 甲酸铵 (pH=4.0)=50:50 0.50 30 5CV
长期：乙腈-20mM 甲酸铵 (pH=4.0)=80:20 0.50 30 5CV

平衡

冲柱

封柱



Acclaim Mixed-Mode WCX-1 使用及维护
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示例：参考方法流动相为 乙腈-25mM 磷酸氢二铵 (pH=4.0) (等度洗脱)，流速为 0.5 mL/min，检测器为 VWD

Acclaim Mixed-Mode WCX-1 色谱柱出厂储存溶剂为 乙腈，初次使用色谱柱活化须用 乙腈-20mM 乙酸铵 (pH=5.0)=50:50 冲洗
至少 40 个柱体积，禁止使用醇类(甲醇、乙醇、异丙醇等)作为溶剂或流动相。

Acclaim Mixed-Mode WCX-1, 3 μm, 3.0×150 mm，使用及维护注意事项如下：

色谱柱使用及维护
操作 流动相比例 流速 mL/min 时间 min 柱体积
活化 乙腈-20mM 乙酸铵 (pH=5.0)=50:50 0.25 120 40CV

乙腈-25mM 磷酸氢二铵 (pH=4.0)=50:50 0.25 30 10CV
乙腈-25mM 磷酸氢二铵 (pH=4.0)=25:75 0.50 30 20CV

进样 乙腈-25mM 磷酸氢二铵 (pH=4.0)=25:75 (等度) 0.50 — —
乙腈-20mM 乙酸铵 (pH=5.0)=10:90 0.50 30 20CV
乙腈-20mM 乙酸铵 (pH=5.0)=50:50 0.25 30 10CV
乙腈-20mM 乙酸铵 (pH=5.0)=90:10 0.25 30 10CV

短期：乙腈-20mM 乙酸铵 (pH=5.0)=50:50 0.25 15 5CV
长期：乙腈-20mM 乙酸铵 (pH=5.0)=80:20 0.25 15 5CV

平衡

冲柱

封柱



Acclaim Trinity P1 色谱柱冲洗维护操作步骤 (Acclaim Trinity P1/P2/Q1)

23 ThermoFisher Scientific CMD HPCS CCS | 2-Feb-2025

Tips: 以 Acclaim Trinity P1 , 3 μm, 100×2.1 mm 为例，当色谱柱性能下降、背压过高时，可参照以下步骤进行色谱柱强力冲洗维护

1. 流速 0.15 mL/min，使用 乙腈/20 mM 甲酸铵溶液=50:50 (v/v) 清洗色谱柱 10 个柱体积;

2.流速 0.15 mL/min ，使用乙腈/200 mM 甲酸铵溶液=20:80 (v/v) 清洗色谱柱 20 至 50 个柱体积的（以清除强保留的离子）;

3.流速 0.15 mL/min ，使用乙腈/20 mM 甲酸铵溶液=80:20 (v/v) 冲洗色谱柱 20 个柱体积（以清除强保留的疏水污染物）;

4. 使用初始流动相平衡色谱柱至少 20 个柱体积。

Tips: Acclaim Trinity P1 色谱柱背压过高时，正接冲洗效果不明显，可酌情考虑反接色谱柱冲洗，即反冲。
Thermo Scientific 混合模式色谱柱的
日常使用维护指南和通用方法开发信息

色谱柱反接冲洗维护操作
操作 流动相比例 流速 mL/min 时间 min 柱体积

1 MeCN - 20 mM NH4OOCH= 20:80 0.15 30 20CV

2 MeCN - 20 mM NH4OOCH= 80:20 0.15 30 20CV

色谱柱强力冲洗维护操作
操作 流动相比例 (A-B-C) 流速 mL/min 时间 min 柱体积

1 MeCN - 200 mM NH4OOCH - H2O = 50:5:45 0.15 15 10CV

2 MeCN - 200 mM NH4OOCH - H2O = 20:80:0 0.15 60 40CV
3 MeCN - 200 mM NH4OOCH - H2O = 80:2:18 0.15 30 20CV
4 MeCN - 200 mM NH4OOCH - H2O = 50:5:45 0.15 30 20CV

色谱柱日常冲洗维护操作
操作 流动相比例 流速 mL/min 时间 min 柱体积
活化 乙腈-20mM 乙酸铵 (pH=5.0)=50:50 0.15 60 40CV
平衡 乙腈-10mM 乙酸铵=30:70 0.15 30 20CV
进样 乙腈-10mM 乙酸铵=30:70 (梯度) 0.15 30 20CV

乙腈-20mM 乙酸铵 (pH=5.0)=10:90 0.15 30 20CV
冲柱 乙腈-20mM 乙酸铵 (pH=5.0)=50:50 0.15 30 20CV

乙腈-20mM 乙酸铵 (pH=5.0)=90:10 0.15 30 20CV
封柱 乙腈-20mM 乙酸铵 (pH=5.0)=80:20 0.15 30 20CV

日常冲洗维护操作



保护柱 Guard Cartridge Kits
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Acclaim 保护柱套装 069707
Uniguard 直连式保护柱组件

UNIGUARD Drop-in Guard Column Kit

850-00 4.6/4.0 mm ID
852-00 3.0/2.1 mm ID
851-00 1.0 mm ID

保护柱卡套
Guard Cartridge Holder

保护柱柱芯
Guard Cartridge, 10 mm, 4 pk 

069580
Acclaim Guard Cartridge
Holder V-2

074188
Acclaim Guard 
Cartridge Coupler V-2

保护柱柱套

连接器

保护柱柱芯
Guard Cartridge, 10 mm, 2 pk

Accucore
Hypersil GOLD

Hypercarb
Syncronis

Hypersil BDS
Hypersil Classical

保护柱柱芯的填料类型，粒径、内径
原则上应与分析柱保持一致
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在线过滤器 Inline Filters
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27006
UHPLC Direct Connect
Filter Holder

UHPLC 在线过滤器

22180
2.1 mm ID Replacement Filter
Cartridge, 0.2 μm, 5/pk

UNIFILTER Direct Connect Filter Holder
27000 4.0/4.6 mm ID 
27002 2.1/3.0 mm ID 

Replacement Filter Cartridge, 0.5 μm, 5/pk
22155 4.0/4.6 mm ID 
22017 2.1/3.0 mm ID 

HPLC 在线过滤器

25
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色谱柱填料平均粒径分布

液相色谱柱填料空隙尺寸理论值
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α

填料粒径 D
μm

填料空隙尺寸 d
μm

填料孔径 a
Å

1 μm = 10-6 m
1 Å = 10-10 m

5 um= 5×10-6 m
120 Å=1.2×10-8 m

D/μm 5 4 3 2.6 2.4 2.2 1.9 1.7 1.5
d/μm 0.775 0.620 0.465 0.403 0.372 0.341 0.295 0.264 0.233

0.5 1.0-0.5-1.0 μm

色谱柱填料类型 Accucore 2.6μm Accucore XL 4μm
平均粒径分布(D90/10) 1.12 1.15

色谱柱填料粒径分布越均匀，填料空隙尺寸越接近理论值

26



填料空隙尺寸的实际应用
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Flow

前筛板孔径 d’ 后筛板

填料粒径D

填料粒径 D /μm 5 4 3 2.6 2.4 2.2 1.9 1.7 1.5
筛板孔径 d’ /μm

填料空隙尺寸 d /μm 0.775 0.620 0.465 0.403 0.372 0.341 0.295 0.264 0.233
针式过滤器孔径 d‘’  /μm 0.45 0.2

2 0.5(0.2)

• 色谱柱筛板孔径须小于填料粒径，以确保填料不会被流动相冲出来，部分色谱柱前后筛板孔径不同
• 针式过滤器可过滤掉大于 0.45/0.2 μm 的颗粒，而较小尺寸的颗粒则经由填料空隙流出色谱柱

0.5 μm

0.2 μm

2μm                                                        2μm

0.5μm                                                     0.5μm

0.5μm                                                     0.2μm  

0.45 / 0.2 μm

在线过滤器（样品、流动相） 针式过滤器（样品）
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液相色谱柱压力 (Vanquish Core)
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压力方程包含影响系统压力的 5 个重要参数：溶剂粘度 (η)、流速 (F)、柱长 (L)、色谱柱内径 (d) 和填料粒径 (dp)

粘度 流速 柱长

渗透参数 内径 粒径

0

25

50

75

100

125

150

175

200

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
0

25

50

75

100

125

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

甲醇含量 (%) 乙腈含量 (%)

背压

Hypersil GOLD aQ, 5 μm, 4.6×250mm

Vanquish Core HPLC, 流速 1.0 mL/min，柱温 30 ℃

100% 水, 接二通时，系统压力 15 bar
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液相色谱柱压力 (Vanquish Flex)
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压力方程包含影响系统压力的 5 个重要参数：溶剂粘度 (η)、流速 (F)、柱长 (L)、色谱柱内径 (d) 和填料粒径 (dp)

粘度 流速 柱长

渗透参数 内径 粒径
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0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
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20

40

60

80
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160

180

200

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

甲醇含量 (%) 乙腈含量 (%)

背压

Acclaim 120 C18, 5 μm, 4.6×250mm

Vanquish Flex, 流速 1.0 mL/min，柱温 30 ℃

100% 水, 接二通时，系统压力 56 bar
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色谱柱背压及系统压力

30

未接色谱柱系统压力：78 bar

色谱柱反接系统压力：376 bar

色谱柱正接系统压力：379 bar

Accucore Biphenyl 色谱柱背压约为 300 bar (4350 psi)
色谱柱柱压正常

ThermoFisher Scientific CMD HPCS CCS | 2-Feb-2025



色谱柱压力变化与色谱柱维护
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在仪器运行正常的情况下，色谱柱压力出现异常变化时，可参考以下思路进行排查

P

t

压力迅速上升
超过压力上限

筛板孔洞堵塞

流动相缓冲盐
样品杂质颗粒
部件磨损碎屑

＞ d‘

P

t

压力缓慢上升
接近压力上限

填料空隙堵塞

样品杂质颗粒
部件磨损碎屑 d~ d‘’

分析柱筛板堵塞→低流速反冲维护
保护柱柱芯筛板堵塞→更换柱芯
在线过滤器筛板堵塞→更换筛板

分析柱填料空隙污染堵塞→定期低流速冲洗维护
保护柱柱芯填料空隙污染堵塞→定期低流速冲洗维护

Tips: 正冲效果不明显，可尝试反冲
分析柱和保护柱建议分开冲洗维护
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从 HPLC 到 UHPLC 方法转换：优化检测器采样频率

ThermoFisher Scientific CMD HPCS CCS | 2-Feb-2025

8 15 25 30 45

mAU

s
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WVL:245 nm

Time constantData acquisition rate
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采样频率是指 Chromeleon 软件从检测器采集并将其储存为原始数据的每秒数据点数量 (Hz)。
通常，每个峰应由至少 20 个数据点定义，当色谱分离有共洗脱峰或低信噪比时，建议每个峰至少 40 个数据点。
对于快速洗脱的色谱峰，要确保在色谱峰上收集到足够的数据点，数据系统才能准确测定出峰宽、峰面积和保留时间。

min
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消除进样过程中的溶剂效应
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对照品和供试品溶剂：100%甲醇，100%乙醇，70%乙醇水
初始流动相比例：20%甲醇水，10%乙腈水，5%乙腈-磷酸缓冲盐
样品在色谱柱前端的迁移速率不同，导致峰型前延

33

标准方法直接进样

溶剂:100%甲醇

用户自定义进样程序

初始流动相程
序进样稀释

赤芍（芍药）配方颗粒含量测定溶剂效应

麻黄中盐酸麻黄碱、盐酸伪麻黄碱含量测定溶剂效应 (Hypersil GOLD Phenyl)

As:0.73

As:0.76

As:0.88

As:0.98

As:0.92

As:1.02

As:0.93

As:1.05

峰扩散

柱前管路内径较小
初始溶剂差异较大



赛默飞液相色谱柱日常使用维护指南和通用方法开发信息

34 ThermoFisher Scientific CMD HPCS CCS | 2-Feb-2025

Hydrophobic LC Columns Care Guide-CN
Phenyl LC Columns Care Guide-CN
HILIC LC Columns Care Guide-CN

Mixed Mode LC Columns Care Guide-CN
Hypercarb LC Columns Care Guide-CN
HyperREZ LC Columns Care Guide-CN



Hypersil GOLD 柱效测试报告
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以 Hypersil GOLD C18, 250 x 4.6 mm, 5 μm (PN: 25005-254630) 为例，

Column Storage

Mobile Phase

PN / SN / LN

柱效测试

35

茶碱

对硝基苯胺

苯甲酸甲酯

苯乙醚

二甲苯

茶碱用来评估进样后系统死体积
V0=1.25mL/min×2.30min=2.875 mL



Hypersil GOLD 色谱柱死体积
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系统死体积包括流路产生的体积以及色谱柱的死体积。
进样后流路产生的体积包含进样口至柱前端和柱后端至流通池体积。
柱前管路 0.18×350mm，柱后管路 0.18×650mm，
针座死体积约为 10μL，标准流通池体积 13μL，
流路产生的死体积约 50μL

于世林 著，高效液相色谱方法及应用（第三版）

色谱柱空柱管体积

𝑉 = 𝜋
d

2

ଶ

• 𝐿 = 3.14 ×
4.6

2

ଶ

× 250 × 10ିଷ = 4.153𝑚𝐿

色谱柱死体积
VC =2.875mL-0.050mL=2.825mL

色谱柱总孔隙率
εt = 2.835/4.135×100%=68.3%

𝑉 = 𝜋
d

2

ଶ

• 𝐿 • 𝑓 = 3.14 ×
4.6

2

ଶ

× 250 × 0.68 × 10ିଷ = 2.82𝑚𝐿



总孔隙率 εt =颗粒内孔隙 εi +颗粒间孔隙率 εe
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全多孔颗粒
Fully Porous Particles

FPP

实心核颗粒
Solid Core Particles

SCP

组分在整个全多孔填料颗粒内扩散

组分仅在表面多孔层内进行吸附分配

α

填料粒径 D
μm

填料空隙尺寸 d
μm

填料孔径 a
Å

颗粒内孔隙 εi 颗粒间孔隙 εe



Accucore XL C18 柱效测试报告及色谱柱死体积
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以 Accucore XL C18, 250 x 4.6 mm, 4 μm (PN: 74104-254630) 为例，

38

进样后系统死体积 V0=1.5mL/min×1.29min=1.935mL

色谱柱死体积 VC =1.935mL-0.050mL=1.885mL

色谱柱总孔隙率 εt = 1.885/4.153×100%=45.4%



赛默飞食品安全应用文集汇总
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赛默飞制药行业应用文集汇总
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原料药应用文集中药配方颗粒应用文集 20 版药典解决方案 15 版药典应用文集
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