如何维护和再生VYDAC反相色谱柱

反相柱变干了……

曾经听说过因隔夜操作溶剂瓶内溶剂不够、而使HPLC系统和色谱柱都变干的事情。这种情形下的色谱柱往往还有挽救和恢复。以下列出一些问题和它们的解决方法。

· 当溶剂开始变干时，蛋白质或其它污染物就可能沉积在柱上。一个好的彻底的清洗方法（参见下节）可以除去大部分的沉淀。请使用与您的样品相匹配的清洗方法，并考虑是否需要使用所提供的更激烈的清洗方式。

· 溶剂瓶内的沉淀物含有许多微粒，而这些微粒会随溶剂抽入HPLC系统内。大部分的微粒会沉积在筛板和柱的头部。在清洗此柱时，请按照关于如何反向冲洗柱的建议。填装良好的HPLC柱在反向使用时，不会降低柱效。一个在线过滤器，或者比在线过滤器更好的色谱配件，可以避免许多类似问题。

· 空气必须从柱内赶出。就是对于一个干净的柱子，滞留于柱内的空气也会导致反压的升高。使用几倍柱体积的纯异丙醇以低流速（因其粘度高）冲洗此柱，以推出柱内的空气。

· 旧柱子或其它不常清洗的柱子，较难恢复柱效。

柱贮存和再生

来自用户的常见问题之一是如何选择最好的贮存和再生溶剂以延长液相色谱柱的使用寿命。因为不同类型的柱子有不同的最佳条件，本章节仅对那些适用于反相硅胶填料的溶剂条件作了简要归纳。

再  生

作为预防性措施，经常使用10-20倍柱体积的强溶剂以低流速（低于常用流速的一半）冲洗柱；这通常比等到柱因为污染物的过度积累而表现出柱效下降时再采取措施挽救要成功得多。如方便，低流速下反向冲洗对于某些柱子和杂质是有效的，而且对填装良好的柱子应该不会造成损害。再生溶剂的一个主要目的是除去那些在常规流动相条件下不流出而不断累积在柱内的物质；另一个目的是重新恢复固定相，这些固定相可能因流动相或流动相的某些组分在某种方式作用下而改变了（这通常是一个逐步的过程）。以下是一个柱子在特定情况下必须被再生的例子。对于缓冲剂和添加剂的清除，对于大多数反相硅胶柱，最为合适的方法是使用与该流动相具有相同的有机相/水相比例的水溶液进行冲洗，而不是直接使用纯水。

清洗已污染的反相柱

以下是就如何清洗已污染的反相硅胶柱(C18, C8和C4)的一些建议。

· 频率：污染物会一层叠一层的（“洋葱皮”效应）在柱内填料表面上积累起来。在可以观察到分辨率降低之前，可能需要相当量的污染发生；但是这种累积会使正确清洗柱更为困难。因此，我们建议经常清洗柱。清洗的越频繁，所需的清洗条件就可以相对温和。合适的贮存溶剂可作为清洗的步骤之一。请确定清洗您的柱子当：

· 在贮存或放置之前；

· 在分析过已知的某“脏”样品之后。

· 选择方法：所采用的清洗方法应基于可能污染物及手头所有的物品和希望的结果。污染物易在柱的头部累积，因此反向冲洗（将柱反接至HPLC系统内）使污染物流出柱的路程变短。监测流出物。如果在清洗过程中检测到污染物流出，应继续冲洗直到基线恢复。请注意有些溶剂如异丙醇可能比您的梯度条件的粘度更高，您需要相应调整流速。

· 简单冲洗：在每次运行结束时，将流动相中的有机浓度梯度升高至100％；使用梯度来提高有机浓度很重要，因为有些化合物并不溶于100％有机溶剂。这是最简单的方法，因为溶剂现成，而清洗步骤也可编入梯度运行程序中。总的清洗步骤不需要超过10倍柱体积。

· 蛋白质累积－可行方法＃1：对于4.6mm内径的色谱柱，按1ml/min的速度注射500微升的1％SDS溶液，然后运行10分钟内5％－95％乙腈水溶液梯度（含或不含0.1％TFA均可）。

· 蛋白质累积－可行方法＃2：使用含有0.1N稀硝酸的异丙醇溶液（1：4比例！）以低流速（标准流速的20％）冲洗过夜。这种方法仅适用于那些聚合式键合相C4, C8和C18（仅适用于VYDAC 214TP, 208TP, 218TP, 214MS, 208MS和218MS）

· 蛋白质累积－可行方法＃3：发表于期刊《LC-GC》卷17第4期1999年四月中由Bhadwaj和Day所写的文献推荐使用三氟乙醇的栓塞流。对于4.6×250规格柱，注射100微升。

· 蛋白质累积－可行方法＃4：非常麻烦：当其它方法都无效时，请使用此方法。请注意此方法不可滥用！使用6M 盐酸胍(Guanidine HCl)的水溶液。先过滤胍溶液再按1：1比例与异丙醇混合（非常重要）。对于分析柱（4.6×250规格），在运行50％异丙醇水溶液的流动相时进样250微升上述溶液。这达到胍的“栓塞流”效果，可以破碎松动几乎任何一种污染物。

· 脂类和疏水性小分子污染物：按如下步骤操作，注意保持顺序一致。

1. 乙腈（10倍柱体积）；

2. 二氯甲烷（10倍柱体积）；

3. 己烷（10倍柱体积）；

4. 二氯甲烷（10倍柱体积）；

5. 乙腈（10倍柱体积）。

· 合成肽：将合成肽从固相树脂上裂解下来会产生活性很强的正碳离子(carbonium ions)，它们会被苯甲醚或称茴香醚(anisole)和硫代苯甲醚(thioanisole)所“捕获”。这些“捕手”与正碳离子的反应将产生大的、可溶于有机相的、芳香性分子，这些分子可出现在裂解溶液中。用100％乙腈或100％甲醇可能不能将这些物质冲出。或者，有时，使用上述有机溶剂冲洗柱时能冲出一些，呈蜡状，让人误以为C18固定相被冲出。要清除这类物质：使用0-100％异丙醇梯度共10倍柱体积，保持在100％异丙醇处直至基线稳定。在260nm下监测。用100％二氯甲烷冲洗直至基线稳定。在使用该柱前用异丙醇除去二氯甲烷。此方法对除去有机合成所引入的污染物非常有效。

贮  存

好的贮存溶剂的一个目标是抑制微生物在柱内生长。水，甚至包含某些比例低于50％的有机相，都应避免，或至少含有灭菌剂如0.1％叠氮化钠(sodium azide，有毒化合物)。这一点对于长期贮存特别重要。贮存溶剂的另一目标是将化学反应如水解作用最小化。这样，水又一次成为反相硅胶填料应当规避的贮存溶剂。通常可以方便的选择那些能与典型/常用流动相兼容的有机溶剂。在贮存前，应将缓冲剂和添加剂从系统内冲出，以尽可能避免残留物所起的化学作用。对于长期贮存，推荐使用不锈钢柱塞和螺帽代替塑料制品以避免溶剂挥发问题，尽管目前没有明确证据表明硅胶柱会在贮存变干（柱内没有污染物或残留物质）的过程中受到损坏。

当使用水/醇混合液冲洗或贮存柱时，需谨慎操作，因为这类混合液的粘度比纯水或纯醇的粘度都要高。

	推荐用于硅胶柱的流动相

	柱类型
	贮存溶剂
	清洗溶剂

	反相
	水溶液中有机相比例至少高于50％；

推荐使用100％乙腈。
	甲醇或乙腈；

对于油类样品使用THF或二氯甲烷。

	正相
	己烷
	甲醇或极性溶剂

	离子交换
	水溶液中有机相比例至少高于50％
	甲醇

	体积排阻
	水溶液中有机相比例至少高于50％
	甲醇


SDS是一种已知的能够使蛋白质变性的去污剂。它用于确定蛋白分子量的聚丙烯酰胺凝胶电泳。它也可以用于核酸抽提操作中破坏细胞壁及裂解核酸：蛋白复合物。在乳液聚合反应中，可充当两相溶液的乳化剂。
