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1. 简介 
反相高效液相色谱（RPC）是最常用的高效液相色谱

方法，原因如下： 
（1） 高柱效兼具良好的选择性，可实现复杂混合物的

快速分离， 
（2） 该方法可分析从疏水性很强到亲水性很强很大

范围内的化合物。 
（3） 该方法在保留性、选择性和柱效方面均具有良好

的再现性；以及 
（4） RPC 是操作简单、并且稳定的分析方法。 

 
十八烷基硅烷（ODS 或 C18）键合色谱柱在反相高效

液相色谱中最为常用。ODS 色谱柱以十八烷基硅烷试剂衍

生的球硅胶颗粒填充。由于空间位阻，硅胶表面大约仅有一

半硅醇基可以发生反应。当流动相 pH 大于 4 时，C18 键合

表面上的未反应基团可以发生解离，使其能与带正电的化合

物发生二级相互作用。这可能会导致定量分析中出现峰拖尾

和准确度的损失。但是，可以使用各种封尾技术以封信可接

触的硅醇基，防止或减少与残余硅醇基发生二级相互作用。 
Tosoh 的科学家最近开发出了两种新的 ODS 型色谱

柱，它们采用高效的键合和封尾方法，具有不同的表面特性。

在本分离报告中，这两种新型 ODS 填料及其色谱性能均配

以丰富应用数据一起进行说明。 

2. 规格和特性 
表 1 是用直径为 3μm 或 5μm 的填料填充的 TSKgel 

ODS-100V 和 TSKgel ODS-100Z 色谱柱。 
内径为 4.6mm 的色谱柱最适合于普通的分析，而内径

为 2mm 的则在 LC-MS 中或样品量有限的情况下使用。 
TSKgel ODS-100V 和 TSKgel ODS-100Z 色谱柱的特性将

在下面进行讨论。 

色谱柱特性 
- 粒度为 3μm 或 5μm 的球形、多孔、硅胶颗粒。 
- 两种键合和封尾不同的表面化学特性， 
- 相似的分离特性，但几乎对所有的非极性化合物具

有不同的选择性。 
- 对碱性、酸性和螯合化和物均可得到良好的峰形 
- 批间差异最小。 
- 三批不同填料批次的色谱柱均可同时买到，用于支

持方法开发。 
- 随色谱柱包含了填料批次的检测报告（分析证书），

显示了在五种不同的流动相条件下进行的稳定性实

验结果。 
- 所有色谱柱均符合 USP L1 的要求，全球范围内均

有销售。 

TSKgel ODS-100V 的特性 
- 中等含碳量（15%），并且表面极性较大，使其对亲

水性化合物的保留相对较强。 

TSKgel ODS-100Z 的特性 
- 较高含碳量（20%），并且表面极性较小，对疏水性

中等或较强的化合物的保留相对较强。 
 

表 1：TSKgel ODS-100V 和 TSKgel ODS-100Z 产品线 

货号 产品/产品名称 粒径(μm) 色谱柱尺寸 
21810 TSKgel ODS-100V 3 2.0mm x 15cm 
21811 TSKgel ODS-100V 3 2.0mm x 7.5cm 
21812 TSKgel ODS-100V 3 2.0mm x 5cm 
21813 TSKgel ODS-100V 3 2.0mm x 3.5cm 
21814 TSKgel ODS-100V，3pk 3 2.0mm x 1.0cm 
19308 货号 21814 的卡套   
21455 TSKgel ODS-100V 5 4.6mm x 15cm 
21456 TSKgel ODS-100V 5 4.6mm x 25cm 
21457 TSKgel ODS-100V 5 2.0mm x 5cm 
21458 TSKgel ODS-100V 5 2.0mm x 15cm 
21453 TSKgel ODS-100V 保护柱芯，3pk 5 3.2mm x 1.5cm 
19018 货号 21453 的 TSKgel 保护柱芯卡套   
21461 TSKgel ODS-100Z 5 4.6mm x 15cm 
21462 TSKgel ODS-100Z 5 4.6mm x 25cm 
21460 TSKgel ODS-100Z 5 2.0mm x 5cm 
21459 TSKgel ODS-100Z 5 2.0mm x 15cm 
21454 TSKgel ODS-100Z 保护柱芯，3pk 5 3.2mm x 1.5cm 
19018 货号 21454 的 TSKgel 保护柱芯卡套   
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表 2：物理特性 

填料  
粒度 

（μm）

孔径 
（nm） 

孔容量 
（mL/g）

表面积 
（m2/g） 官能团 

含碳量 
（%） 相态结构 封尾 

TSKgel ODS-100V  3, 5 10 1.10 450 C18 15 单层 是 
TSKgel ODS-100Z  5 10 1.10 450 C18 20 单层 是 
 
图 1：键合相结构 

 
 

3. 填料的性质 
表 2 表示 TSKgel ODS-100V 和 TSKgel ODS-100Z 色

谱柱的性质。两种产品线均包含粒径为 3μm 或 5μm，孔径

为 100Å 的反相填料。硅胶基质的比表面积为 450m2/g，比

市面上最常见的反相色谱柱（通常为 175-350m2/g）大。表

面积大加上较小的颗粒密度造成了含碳量高（%C/g 硅胶），

带来良好的保留性质。 
制备TSKgel ODS-100V和TSKgel ODS- 100Z色谱柱

采用的新键合化学原理在图 1 中作了描述。 
TSKgel ODS-100Z 制备方法是使用双官能团的十八烷

基硅烷试剂键合至表面，然后通过不断使用单官能团的三甲

基硅烷封尾而成。TSKgel ODS-100V 的制备方法是首先与

双官能团的十八烷基硅烷反应，然后以两种双官能团双烷基

试剂封尾而成。两种物质均在能促进单体键合相层形成的条

件下进行。 
TSKgel ODS-100Z 的含碳量为 20%。ODS-100Z 的固

定相疏水性很强，能够强烈保留小分子量的有机化合物。相

比之下，TSKgel ODS-100V 的含碳量为 15%。对于反相填

料，ODS-100V 固定相的极性大，有利于极性小分子有机化

合物的保留。 
色谱特性，如理论塔板数、对称因子和压力-流动特性

均与硅胶基质有关，对于 ODS-100V 和 ODS-100Z 也一样。

保留和选择性（疏水性、极性和空间因素）与固定相的化学

组成有关，色谱柱之间各不同。由于有效的封尾作用，

ODS-100V 和 ODS-100Z 两者的离子交换活性——残留硅

醇基的指标，不相上下。 

图 2 表示 TSKgel ODS-100V、TSKgel ODS-100Z 与

其它市售 ODS 色谱柱的疏水性与表面极性参数之间的关

系。 
ODS-100Z 的疏水选择性较大，而表面极性则一般。而

ODS-100V 的疏水性小，表面极性大。 
 
图 2：市售 ODS 色谱柱的疏水选择性和表面极性 

 
 

疏水选择性（k'T/k'B） 

表
面

极
性

（
K

' M
B
/K

' T）
 

双官能团封尾试剂 

残余 
硅醇基

残余 
硅醇基

单官能团封尾试剂 



 

–4– 

4. 色谱特性 
 
4-1. 柱效 

图 3 在各种 ODS 色谱柱上对比了由保留时间和峰宽计

算得到的理论塔板数（ N ）。 TSKgel ODS-100V 和

ODS-100Z 色谱柱的理论塔板数在所有研究的色谱柱中是

最高的。 
 

4-2. 保留时间 
图 4 对比了在图 3 的条件下，各种 ODS 色谱柱中萘的

保留特性。中性疏水化合物（如萘）的保留特性主要依赖于

碳含量。因为 ODS-100Z 的碳含量约为 20%，萘被强烈地

保留。而 ODS-100V 的碳含量约为 15%。其对萘的保留在

所测试的 ODS 色谱柱中一般。 
 
4-3. 色谱柱压降 

图 5 以 H2O/MeOH（30%/70%）对比了色谱柱背压。

相比于其它市售 ODS 色谱柱，ODS-100V 和 ODS-100Z
的压降中等。与大部分 ODS 色谱柱相比，ODS-100V 和

ODS-100Z 的理论塔板数大（如图 3 所示），但背压小。这

一事实说明，ODS-100V 和 ODS-100Z 粒度分布范围窄，

使得填料床均一，表现出优良的压力-流动特性。 
 
图 3.理论塔板数的对比 

 
 

 

4-4. H – u 曲线（范第姆特曲线） 
图 6 表示在 15cm x 4.6mm 的 TSKgel ODS- 100Z 色

谱柱上线速度与理论塔板高度（HETP 或 H）的关系。 
当使用含有甲醇的流动相（o），线速度约为 5cm/min

或流速约为 0.5mL/min 时，柱效具有宽泛的最适宜条件

（HETP 最小）。 
另一方面，使用粘度更小的含乙腈的流动相（Δ），最

佳柱效的条件变为线速度约为 10cm/min 或流速约为

1.0mL/min。进一步地，使用含乙腈的流动相时，H – u 曲

线变得更平滑。因此，为获得最高的柱效，最好是使用乙腈

水溶液流动相，来替代甲醇水溶液流动相。实际上，流速通

常根据色谱柱背压选择，建议的流速在色谱柱附带的《操作

条件与说明》（OCS）说明书中进行了说明。 
 
注：线速度（u，cm/min）是每单位时间非保留溶质流经色谱柱时的直

线距离。由色谱柱长度除以非保留溶质的保留时间计算而得。 
 
图 4.保留特性的对比 

 
 
图 5.色谱柱压降的对比 
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色谱柱： （所有色谱柱尺寸均为 4.6mmID x 15cm） 
TSKgel ODS-100V, TSKgel ODS-100Z, TSKgel 
ODS-100S, TSKgel ODS-80Ts QA,  
A) L-Column, B) Inertsil ODS-3V,  
C) CAPCELLPAK UG-120, D) CAPCELLPAK ACR, 
E) CAPCELLPAK MG, F) CAPCELLPAK MGII,  
G) CAPCELLPAK AQ, H) YMC-Pack Pro C18,  
I) YMC-Pack Pro C18 RS, J) Luna C18,  
K) Develosil ODS-UG-5, L) Develosil ODS-HG-5,  
M) Symmetry C18, N) SunFire C18, O) Kromasil C18, 
P) Vydac Denali, Q) Atlantis dC18,  
R) Hydrosphere C18, S) Unison US-C18 

流动相： H2O/MeOH（30/70） 
流速： 1.0mL/min 
柱温： 40°C 
进样体积： 10μL 
样品： 萘 

保
留

因
子

（
k'
）

 

条件和色谱柱与图 3 相同。 

压
力

（
M

Pa
）

 

条件和色谱柱与图 3 相同。 
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图 6.HETP 和线速度的关系 

 
 
 
4-5. 在 100%水流动相中的保留特性 

在使用多孔填料的反相色谱中，样品组分在固定相与流

动相之间分配，并根据其疏水性被保留。但是，当流动相中

有机溶液的浓度很低或等于零时，样品保留特性并不稳定，

如图 7 所示的标准 C18 键合相色谱柱。首先，如预期一样，

溶质被保留（左图），但停止走柱时间达 30 分钟后，溶质

保留不能恢复至它们原来的保留值（右图）。 

注：虽然观测到保留度明显损失需要更长的时间，但是，在 100%水流

动相中，不停止走柱（和重新走柱），也可观测到保留度的损失。 

对该现象的解释如下：当流动相中有机溶液的浓度低时

（或溶剂极性大时），固定相不能轻易分散到流动相中，C18
烷基链更容易通过疏水作用互相吸附，这种现象与水表面油

滴的形成类似。最后的结果是，在无有机溶剂的情况下，水

或缓冲液被推至孔隙外，阻止样品分子进入孔内并保留在色

谱柱内。图 8 用示意图说明了这一点。 
使用 TSKgel ODS-100V 色谱柱而非标准的 C18 色谱

柱时，在上面的实验中，走柱停止 30 分钟后，样品保留度

几乎不受影响，如图 9 所示。这说明了 ODS-100V 色谱柱

可以与不含有机溶剂的流动相一起使用，使该型色谱柱特别

适合用于亲水性很强的化合物的分析。 

图 7.使用缓冲液而不使用有机溶剂作为流动相时保留度的

降低（普通 ODS 色谱柱） 

 

图 8.表示在不含有机溶剂的流动相中保留度损失的示意图 

 
图 9. 使用不含有机溶剂的流动相时保留损失最小

（ODS-100V） 

 
 

线速度（cm/min） 
色谱柱： TSKgel ODS-100Z（4.6mmID x 15cm） 
流动相： H2O/MeOH（30/70） 

H2O/CH3CN（40/60） 
柱温： 40°C 
进样体积： 10μL 
样品： 萘 

流动相停止流

动 30 分钟后 

保留时间（min） 保留时间（min）

色谱柱： ODS（孔径：100Å） 
尺寸： 4.6mmID x 15cm 
流动相： 10mmol/L 磷酸盐缓冲液，pH 6.8 
流速： 1.0mL/min 
柱温： 40°C 
检测： UV 260 nm 
进样体积：10μL 
样品： 1. 胞嘧啶，2.尿嘧啶，3.尿苷，4.鸟苷，5.腺嘌呤

流动相 流动相 孔隙中的溶剂

溶质

孔隙中的有机溶剂使键

合相膨胀，使溶质能与

之发生相互作用。

如孔隙中无有机溶剂，

键合相变得不那么容易

被靠近。 

流动相停止流

动 30 分钟后 

保留时间（min） 保留时间（min）

相对保留

率：97.6%

色谱柱： TSKgel ODS-100V, 5μm 
尺寸： 4.6mmID ×15cm 
流动相： 10mmol/L 磷酸盐缓冲液，pH 6.8 
流速： 1.0mL/min 
温度  40°C 
检测： UV（260nm） 
进样体积： 10μL 
样品： 1.胞嘧啶，2.尿嘧啶，3.尿苷，4.鸟苷，5.腺嘌呤
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4-6. 残余离子交换活性 
ODS相一般通过用化学方法将C18烷基链键合至硅胶

上来合成。反应完成后，硅胶表面较大量的硅醇基由于空间

位阻未发生反应。这些残余的硅醇基常常会影响样品的保留

度与峰形。本节将对残余的离子交换活性如何影响碱性和酸

性化合物的溶质保留度进行说明。 
1）对碱性化合物的保留 
图 10 表示在 ODS-100V 中，在各种流动相 pH 值的条

件下，中性化合物—苯和碱性化合物—地昔帕明保留度的变

化。很明显，由于苯的化学性质不会因流动相 pH 而变化，

因此，其保留度未受影响。但是，由于该化合物在高 pH 下，

质子化的氨基数量减少，疏水性增强，地昔帕明的保留受到

影响。 
使用封尾方法不同的三种 TSKgel ODS 色谱柱，对比

地昔帕明在不同的流动相 pH 值下，保留度和峰形的变化。

研究结果见图 11 和图 12。 
图 11 表示当流动相 pH 增大时，所有 TSKgel ODS 色

谱柱中地昔帕明的保留时间也增加。pH ≥ 5 时，所有三种

色谱柱的保留度均逐渐在增大，但 TSKgel ODS-80Ts QA
却增加地最快。与 TSKgel ODS-100V 和 TSKgel ODS- 
100Z 相比，TSKgel ODS-80Ts QA 封尾效率不佳，残余硅

醇基的数量相对较大。因此，当 pH 增大时，解离的硅醇基

与地昔帕明的氨基之间的静电作用更加强烈。 
图 12 表示地昔帕明的不对称因子与流动相 pH 之间的

关系。对于 ODS-80Ts QA，流动相 pH 越高，地昔帕明的

不对称因子越大。但是，对于 TSKgel ODS-100V 色谱柱，

对称因子无明显变化，而 TSKgel ODS-100Z 也只是稍微有

所变化。并且，无论流动相 pH 的大小，峰拖尾程度最小。

其原因是，TSKgel ODS-100V 和 TSKgel ODS-100Z 封尾

效率很高，减少了可接近的残余硅醇基的数量。对于 TSKgel 
ODS-100V 和 TSKgel ODS-100Z，使用中性流动相时，由

于碱性化合物在 TSKgel ODS-100V 和 TSKgel ODS-100Z
峰拖尾很小，因此，即使碱性化合物被强烈地保留，也可以

对它们进行分析。 
 

图 10.中性和碱性化合物的保留度与流动相 pH 的函数关系 

 
图 11.在三种 TSKgel ODS色谱柱上碱性化合物的保留度与

pH 的关系 

 
图 12.碱性化合物的不对称因子与流动相 pH 的关系 

 
 

地昔帕明 
苯 

样品： 
A）地昔帕明 

B）苯 

色谱柱： TSKgel ODS-100V（4.6mmID x 15cm） 
流动相： 50mmol/L 磷酸盐缓冲溶液/MeOH（30/70） 
流速： 1.0mL/min 
柱温： 40°C 
进样 体积： 10μL 
样品： A）地昔帕明，B）苯 

k'
（
地
昔
帕
明
）

 样品： 
地昔帕明 

色谱柱： TSKgel ODS-100V， TSKgel ODS-100Z 和
TSKgel ODS-80Ts QA 

色谱柱尺寸： 4.6mmID x 15cm 
流动相： 50mmol/L 磷酸盐缓冲溶液/MeOH（30/70） 
流速： 1.0mL/min 
柱温： 40°C 
进样体积： 10μL 
样品： 地昔帕明 

样品： 
地昔帕明 

’A
F（

地
昔

帕
明
）

 

条件：条件与图 11 相同。 
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图 13 在众多市售 ODS 色谱柱上使用中性或中等强度

的酸性流动相，对碱性化合物的不对称因子进行了对比。相

对于其它 ODS 色谱柱，TSKgel ODS-100V 和 TSKgel 
ODS-100Z 色谱柱的不对称因子表明，其峰拖尾程度最小。 

从图 10 至图 13 中可以清楚看到，TSKgel ODS-100V 
和ODS-100Z色谱柱是低pH值或中性条件下分析碱性化合

物时的性能最高的 C18 色谱柱。 
图 14 对在 TSKgel ODS-100V 色谱柱上与在其它几种

市售 AQ 型（水相相容）ODS 色谱柱上得到的碱性化合物

的色谱图进行了对比。相比 AQ 型 ODS 色谱柱，在 TSKgel 
ODS-100V 色谱柱上得到的色谱图显示，地昔帕明和丙咪嗪

的峰拖尾均最小。 
 

2）对酸性化合物的保留 
图 15 对比了同一组市售色谱柱使用酸性流动相时甲酸

的不对称因子。在酸性流动相中，酸性化合物的峰形通常是

对称的，但如图 15 所示，在一些市售的 ODS 色谱柱中观

察到峰的拖尾现象。 
 
 
 
 
图 13.在市售ODS色谱柱上对碱性化合物的峰形进行对比。 

 
 

在 TSKgel ODS-100V 和 TSKgel ODS-100Z 上，甲酸的不

对称因子接近1，说明峰形是对称的。图16对比了在TSKgel 
ODS-100V 和其它根市售 AQ 型色谱柱上的酸性化合物色

谱图。在 TSKgel ODS-100V 色谱柱上可得到甲酸和乙酸的

对称色谱峰。 
 
 
 
 
图 14.在 ODS-100V 和其它市售 AQ 型 ODS 色谱柱上分析

碱性化合物时的柱效和峰形 

 
 
 
图 15.酸性化合物在不同市售 ODS 色谱柱上色谱峰的不对

称因子的对比 

 
 

色谱柱： （均为 4.6mmID x 15cm）与图 3 相同。 
流动相： A）50mmol/L 磷酸盐缓冲溶液（pH 7.0）/MeOH（30/70）
 B）50mmol/L NaH2PO4/MeOH（50/50） 
流速： 1.0mL/min 
柱温： 40°C 
进样 体积： 10μL 
样品： A）地昔帕明，B）去甲替林 

保留时间（min） 

色谱柱尺寸： 4.6mm x 15cm 
洗脱液： 50mmol/L 磷酸盐缓冲溶液，pH 7.0/MeOH（30/70） 
流速： 1.0mL/min 
温度： 40°C 
检测： UV @ 254nm 
进样体积： 10μL 
样品： 1. 尿嘧啶，2.去昔帕明，3.丙咪嗪 

色谱柱： （均为 4.6mmID x 15cm）与图 3 相同。 
流动相： H2O/CH3CN（98/2）+ 0.1% H3PO4 
流速： 1.0mL/min 
柱温： 40°C 
进样 体积： 10μL 
样品： 甲酸 
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图 16.市售 ODS 色谱柱分析酸性化合物得到的色谱图 

 
 
4-7. 立体选择性 

图 17 对比了各种市售 ODS 色谱柱的立体选择性。通

常，具有高烷基链表面密度的聚合物固定相的立体选择性优

于单体固定相。对苯并菲和邻三联苯的选择性或分离系数

（α）为 1.5 的色谱柱通常都是多交联固定相结构。TSKgel 
ODS-100V 和 TSKgel ODS- 100Z 色谱柱均为单层固定相，

并且，由于 TSKgel ODS-100Z 的含碳量高于 TSKgel 
ODS-100V 的含碳量（分别约为 20%和 15%），ODS-100Z
的立体选择性预期较高，如图 18 所示。因此，对于杂环化

合物，TSKgel ODS-100Z 更优。 
 
图 17.立体选择性的对比 

 

 

4-8. 耐久性 
一般而言，在低 pH 值（< 2.0）下长时间使用后，ODS

色谱柱显示出保留度的逐渐下降。为检测该效应，以常用的

酸性流动相（含 0.1%TFA 的 50%甲醇溶液）长时间流经

TSKgel ODS-100Z 色谱柱。实验前和实验后的色谱图的对

比见图 19。以 50L 流动相流经色谱柱后，我们观察到，强

碱性化合物阿米替林的保留时间、理论塔板数和不对称因子

的变化极小。 

图 18.ODS-100V 和 ODS-100Z 立体选择性的对比 

 

图 19.以酸性流动相冲柱前和冲柱后色谱图的对比 

 

 

保留时间（min） 

色谱柱尺寸： 4.6mm x 15cm 
流动相： H2O/CH3CN（98/2）+0.1% H3PO4 
流速： 1.0mL/min 
检测： UV @ 210nm 
柱温： 40°C 
进样体积： 10μL 
样品： 1.甲酸，2.乙酸 

α（
苯

并
菲

/邻
三

联
苯

）
 

色谱柱： （均为 4.6mmID x 15cm）与图 3 相同。 
流动相： H2O/MeOH（30/70） 
流速： 1.0mL/min 
柱温： 40°C 
进样 体积： 10μL 
样品： 苯并菲，邻三联苯 

3. 邻三联苯

4. 苯并菲

保留时间（min） 

色谱柱： A）TSKgel ODS-100V（4.6 mm I.D. x 15 cm） 
 B）TSKgel ODS-100Z（4.6 mm I.D. x 15 cm） 
流动相： H2O/MeOH（20/80） 
流速： 1.0mL/min 
柱温： 40°C 
进样 体积： 10μL 
样品： 1. 尿嘧啶，2.苯，3.邻三联苯，4.苯并菲 

冲柱后（50L） 

冲柱前（0L） 

保留时间（min） 

色谱柱： TSKgel ODS-100Z（4.6mmID x 15cm） 
流动相： 20mmol/L 磷酸盐缓冲溶液（pH 7.0）/MeOH（20/80） 
流速： 1.0mL/min 
检测： 254nm 
柱温： 40°C 
进样 体积： 2μL 
样品： 1. 尿嘧啶，2.甲苯，3.乙苯，4.醌茜，5.阿米替林 
冲柱条件： 
流动相： H2O/MeOH（50/50）+ 0.1% TFA 
流速： 1.0mL/min 
冲柱体积： 50L 
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4-9. 样品溶液中有机溶剂浓度的影响 
在反相色谱柱中，流动相的极性越小（有机溶剂的浓度

越高），任何时候，流动相中样品的比例就越大，而保留时

间就越短。 
当样品溶液中有机溶剂的浓度大于流动相有机溶剂的

浓度时，流动相与固定相之间样品组分的分配就会受到影

响，导致样品中大部分极性化合物色谱柱峰展宽。我们使用

对羟基苯甲酸酯研究了样品溶液中有机溶剂浓度对峰宽（等

板高度，HETP）的影响。分析结果见图 20。使用含有 40%
乙腈的流动相并以对羟基苯甲酸甲酯作为溶质，当样品中的

有机溶剂的浓度增大至 50%以上时，就会出现峰展宽。同

样，当样品组分的疏水性增大时，溶质峰开始发生展宽时有

机溶剂浓度也随之增大。样品疏水性越强，样品溶液中有机

溶剂浓度产生的影响就越明显。为避免柱效的损失，最好是

尽量降低样品溶液中有机溶剂的浓度（即利用大极性溶剂稀

释，如水）或减少进样体积。 

4-10. 批间差异和色谱柱表征 
图 21 是在以各种批次的硅胶基质制造的 TSKgel 

ODS-100Z 色谱柱上 SRM870 测试混合物得到的色谱图。

结果显示，色谱图之间未见明显差别，证实了制造的填料批

间差异极小，一致性高。 
注意，金属螯合物醌茜（峰 4）的峰形漂亮，有机碱阿

米替林（峰 5）峰形对称。这些结果表明，分别对金属螯合

物和对有机碱的活性都很低。 
 
注：SRM 870 是一种色谱柱测试混合物，可以从 NIST（马里兰州盖瑟

斯堡市国家标准与技术研究院）处购买。该混合物用于表征 C18 色谱

柱。 
 

 
 
 
 
图 20.样品中有机溶剂对峰形的影响 

 
 
 

 
 
 
 
图 21.凝胶和硅胶基质（ODS-100Z）的批间差异 

 
 
 

对羟基苯甲酸甲酯 

对羟基苯甲酸乙酯 

对羟基苯甲酸丙酯 

对羟基苯甲酸丁酯 

乙腈浓度（%，v/v） 
 
色谱柱： TSKgel ODS-100V（4.6mmID × 15cm）

流动相： H2O/CH3CN（60/40） 
流速： 1.0mL/min 
柱温： 40°C 
进样 体积： 10μL 
样品： 对羟基苯甲酸甲酯，对羟基苯甲酸乙酯，

对羟基苯甲酸丙酯，对羟基苯甲酸丁酯

ODS 第 F 批 
硅胶基质 第 C 批

ODS 第 E 批 
硅胶基质 第 B 批

ODS 第 D 批 
硅胶基质 第 A 批

ODS 第 C 批 
硅胶基质 第 A 批

ODS 第 B 批 
硅胶基质 第 A 批

ODS 第 A 批 
硅胶基质 第 A 批

保留时间（min） 
色谱柱： TSKgel ODS-100Z, 5μm（4.6mmID x 15cm） 
流动相： 20mmol/L 磷酸盐缓冲溶液（pH 7.0）/MeOH =（20/80）
流速： 1.0mL/min 
柱温： 40°C 
检测： UV（254nm） 
进样 体积： 10μL 
样品： SRM 870 -– 1.尿嘧啶，2.甲苯，3.乙苯，4.醌茜，5.阿米

替林 
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5. 应用数据 
图 22 至图 26 是 TSKgel ODS-100V 和 ODS-100Z 的

几种应用实例。 
维生素的分析见图 22。标准样品为维生素的混合物，

范围从极性很大的水溶性维生素抗坏血酸（维 C）至疏水性

很强的生育酚（维 E）衍生物。 
线性梯度在 20 分钟内从 0%变为 40%乙腈（ACN）溶

液。极性的维生素在水性或低有机物流动相的条件下在色谱

图中最先出峰。从第 20 分钟至 22 分钟开始使用大梯度洗

脱液，从 40%ACN 变至 100% ACN，洗脱视黄醇和生育酚

衍生物。明显看出，TSKgel ODS-100V 对混合物的极性物

质具有更好的全分离度，而对出峰较晚的非极性化合物，

TSKgel ODS-100V 的分析时间短了很多。 
儿茶素的分析见图 23。儿茶素类化合物是黄酮类植物

化学物质，大量存在于绿茶中。儿茶素据称具有许多健康益

处，因其预防癌症和心脏疾病的能力而受到人们的研究。图

23 中使用的儿茶素类混合物标准品在 TSKgel ODS-100Z
上明显比在 TSKgel ODS-100V 上得到更好的分离。 

有机酸混合物的分析见图 24。有机酸在很多代谢过程、

发酵以及食品中起着很重要的作用。图 24 表示 25 种有机

酸在 25 分钟内以简单的 0.1%磷酸流动相实现良好的分离。 
 
图 22.维生素类 

 

 
 

图 23.儿茶素类 

 
 
 
图 24.有机酸 

 
 

信
号

强
度

（
m

V
）

 

保留时间（min） 

色谱柱： A）TSKgel ODS-100V（4.6mmID x 15cm）

 B）TSKgel ODS-100Z（4.6mmID x 15cm）

洗脱液： A）0.1% TFA in H2O 
 B）0.1% 三氟乙酸乙腈溶液 
梯度： 0 min（B：0%）-- 20 min（B：40%）-- 22 

min（B：100%）-- 50 min（B：100%）

流速： 1.0mL/min. 
温度： 40˚C 
检测： UV @ 280nm 
进样体积： 5μL 
样品： 1. 1.抗坏血酸（维生素 C），2.烟酸，3.硫

胺素（维 B1），4.吡哆醛（维 B6），5.吡哆

醇，6.咖啡碱，7.核黄素，8.视黄醇（维生

素 A），9.Δ-生育酚，10.α-生育酚，11.α-
生育酚醋酸酯 

保留时间（min） 

色谱柱： A）TSKgel ODS-100V（4.6mmID x 15cm）

 B）TSKgel ODS-100Z（4.6mmID x 15cm）

流动相： A）10mmol/L KH2PO4 
 B）CH3CN 
梯度： 0 min（B：18%）-- 15 min（B：60%）--20 

min（B：60%）-- 21 min（B：18%） 
流速： 1.0mL/min 
柱温： 40°C 
进样 体积： 5μL 
样品： 1.（-）-表儿茶素 

2.（-）-儿茶素 
3.（-）-表儿茶素没食子酸酯 
4. 咖啡碱 
5.（+）-表儿茶素 
6.（-）-表儿茶素没食子酸酯 
7.（-）-儿茶素没食子酸酯

保留时间（min） 

色谱柱： TSKgel ODS-100V（4.6mmID × 25cm）

流动相： 0.1% H3PO4 
流速： 1.0mL/min 
柱温： 40°C 
进样 体积： 10μL 
样品： 1.草酸（0.1 g/L） 

2.L-酒石酸（0.5） 
3.甲酸（1.0） 
4.L-苹果酸（1.0） 
5.L-抗坏血酸（0.1） 
6.乳酸（1.0） 
7.乙酸（1.0） 
8.马来（0.01） 
9.柠檬酸（1.0） 
10.琥珀酸（1.0） 
11.富马酸（0.025） 
12.丙烯酸（0.1） 
13.丙酸（2.0） 
14.戊二酸（1.0） 
15.衣康酸（0.025） 
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26 种常见聚合物添加剂的基线分离见图 25。注意，使

用简单线性的乙腈梯度时，柱温要增加至 50°C，以在

TSKgel ODS-100V 色谱柱上实现所需的基线分离。 
在 TSKgel ODS-100V 色谱柱上对单磷酸核苷酸、双磷

酸核苷酸、三磷酸核苷酸进行的分析见图 26。通过加入短

链的离子对试剂叔丁胺来完成分离，调节流动相的 pH 至

6.8，在上述条件下磷酸基完全带电。乙腈用作有机改性剂。

如所预料一样，含有单磷酸的核苷酸首先出峰，随后是双磷

酸核苷酸、三磷酸核苷酸。为使出峰更晚的溶质从色谱柱中

洗脱，流动相需要有梯度。核苷酸在 UV 260nm 下检测。 
 
图 25.聚合物添加剂 

 
 
 
 

图 26.核苷酸 

 
 
 

6. 总结 
如上所述，因为 ODS-100V 和 TSKgel ODS-100Z 色

谱柱由相同的硅胶基质制造，具有相似的柱效（理论塔板数）

和背压特性。同时，由于高效的封尾，残余离子交换活性低，

对于碱性、酸性和金属螯合物可以得到拖尾最小的对称峰

形。 
由于 TSKgel ODS-100V 和 TSKgel ODS-100Z 的表面

修饰方法不同，样品选择性也有所不同。一般而言，TSKgel 
ODS-100V 色谱柱最适于分析亲水性化合物，而 TSKgel 
ODS-100Z 色谱柱则更适于分析疏水性化合物。通过这两种

ODS 色谱柱，各种样品均可实现最佳的分离。 
 

保留时间（min） 
色谱柱： TSKgel ODS-100V（4.6mmID × 25cm） 
流动相： A）20 mmol/L 叔丁胺 + H3PO4（pH 6.8） 

B）A/MeOH（90/10） 
梯度： 0 min（B：0%）-- 35 min（B：100%） 
流速： 1.0mL/min 
柱温： 25℃ 
检测： UV（260nm） 
进样 体积： 2μL 
浓度： 每个样品 0.3g/L 
样品： 1. CMP，2. UMP，3. CDP，4. dUMP，5. GMP，

6. IMP，7. UDP，8. CTP，9. TMP，10. GDP，
11. IDP，12. AMP，13. UTP，14. dGMP，15. 
TDP，16. GTP，17. ITP，18. ADP，19. TTP，
20. dAMP，21. ATP 保留时间（min） 

色谱柱： TSKgel ODS-100V（4.6mmID × 15cm） 
流动相： A）H2O 

B）CH3CN 
梯度： 0 min（B：60%）-- 20 min（B：100%） 
流速： 1.0mL/min 
柱温： 50°C 
检测： UV（225nm） 
进样 体积： 10μL 
浓度： 每个样品 10mg/L 
样品： 1. Cyasorb UV-24，2. BHA，3. Ionox 100，4. 

Seesorb 101，5. Tinuvin P，6. Yoshinox SR，7. 
Seesorb 202，8. BHT，9. Noclizer M-17，10. 
Yoshinox 2246R，11. Topanol CA，12. Yoshinox
425，13. Cyanox 1790，14. Cyasorb UV-531，
15. Ionox 220，16. Nonflex CBP，17. Tinuvin
326，18. Tinuvin 120，19. Irganox 3114，20. 
Uvtex OB，21. Tinuvin 327，22. Tinuvin 328，
23. Irganox 1010，24. Irganox 1330，25. Irganox
1076，26. Irgafos 168 
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