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反相 C18 液相色谱柱选择性理论及其应用 

张伟清, 胡昌勤* 

(中国药品生物制品检定所, 北京 100050) 

摘要: 反相 HPLC 分析中色谱柱的选择性受到了越来越多的关注, 在这些色谱柱中, C18 柱是目前最常用的

色谱柱, 然而各种 C18 色谱柱在分离效果上也存在着较大差异, 因此能否找到合适的 C18 柱关系到整个实验的成

败。经过近年来的研究, 已形成了一些色谱柱分类、选择方法, 如色谱柱参数 (H, S, A, B, C) 法、相似系数 (F
值) 法等, 减少了色谱柱选择的盲目性。本文结合近年来的研究, 归纳了这些方法的优点及其在应用过程中的局

限性, 并基于前人的理论, 结合实际工作, 为药品分析中合理选择色谱柱提出了建议和方法。 
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Theory of selectivity of RP-LC C18 column and its application 
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Abstract: In recent years, more and more researchers focus on the selectivity of RP-HPLC columns.  Among 
these columns, C18 column is the most commonly used the column.  Yet even the same filler can not give us the 
same separation effect with the columns of different brands and different types, therefore, it is important to 
choose the suitable HPLC column for carrying out an experiment.  After study in recent years, some column 
classification, selection methods (e.g.: column parameter method, F value method) have been achieved and  
contributed to the finding of suitable columns and reducing the blindness of column selection.  This paper 
summarizes the advantages of these methods and their limitations in the application process, and gives some  
advices and expectations to pharmaceutical analysis works based on the works of other researchers. 
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 高效液相色谱法 (HPLC) 作为各国药典收录的

常规分析方法以其高效、灵敏和选择性好等特点广泛

用于药物原料及其制剂的含量和杂质分析。在实际工

作中, 对高效液相色谱法, 尤其是反相高效液相色谱

法来说, 色谱柱的选择是一项十分重要的工作, 能否

找到合适的色谱柱, 关系到整个分析工作的成败。C18

柱是目前最常用的色谱柱, 市场上有 600 多种 C18 色

谱柱, 且不断有新的色谱柱出现。采用不同的色谱柱

分析具体样品时, 由于色谱柱选择性的差异, 溶质的

保留值、色谱峰之间的分离度甚至色谱峰顺序都可能
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出现较大的差异[1, 2]。各国药典目前仅给出 C18 色谱

柱的简单信息, 如中国药典中的“用十八烷基硅烷

键合硅胶为填充剂”; 美国药典 (USP) 中的“L1 填

料 (octadecylsilane bonded silica gel)”等未对 C18色谱

柱的具体型号等进行规定和推荐。欧洲药典 (EP) 中
虽然有时还给出色谱柱孔径、颗粒大小、比表面积等

信息, 但这些物理参数与色谱柱的选择性之间也仅

有中度关联或缺乏关联[3]。因此, 在实际工作中选择

色谱柱时存在一定的盲目性, 也给药典方法的执行

带来一定难度。在新药研发过程中建立 HPLC 分析方

法时, 虽然从药物的相对分子质量及 pKa 入手, 已经

有一些经验性的色谱柱选择方法可以参考[4−6], 但在

针对难分离物质对时, 仍需要经过对色谱柱和流动



· 556 · 药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2010, 45 (5): 555−559   

 

相的大量筛选才能完成。 
目前对色谱柱的性能测试主要有非色谱法 (non- 

chromatographic methods) 和色谱法 (chromatographic 
methods) 两类: 非色谱法采用红外光谱和核磁分析

等直接分析色谱柱填料的特征; 而色谱法则致力于

通过将色谱柱对溶质保留值的影响量化, 以期直观

地反映色谱柱的性能差异。色谱法又可分为经验法 
(empirical based evaluation method)、热动力学法 
(thermodynamically based methods) 和保留机制法 
(evaluation method based on a retention model)[7, 8], 其
中保留机制法已成为近年来的研究热点。本文主要对

基于保留机制法的反相色谱柱选择理论及其应用的

进展情况进行介绍。 
1  色谱柱选择性参数及其应用 
1.1  基本原理 

将色谱柱中影响溶质保留值的特征进行量化分

类, 建立色谱柱参数与色谱柱的选择性之间的联系, 
进而解决色谱柱的选择问题。 

Wilson 等[9−11]采用 67 种分子特征差异较大的溶

质在 10 根反相色谱柱上进行保留值测试, 结合前人

的实验结果 (86 种溶质, 5 根 C18 和 C8 色谱柱) 并进

行大量的数学推导变换, 得出在形式上和溶剂化方

程十分相似的经验性线性自由能方程, 用来讨论色

谱柱和其他条件对化合物容量因子 (k) 的影响。 

log(k/kref) ≡ logα = η'H + σ'S + β'A + α'B + k'C      (1) 

方程中 k 和 kref 分别代表相同色谱条件下待测溶质和

参比溶质 (常用乙苯) 的容量因子; H、S、A、B、C
分别代表色谱中当流动相、温度均恒定时色谱柱的疏

水性 (hydrophobicity)、立体选择性 (steric hindrance to 
retention)、氢键的酸 (hydrogen-bond acidity)、碱性 
(hydrogen-bond basicity) 和离子交换性参数 (cation- 
exchange/ion interaction behavior); η'、σ'、β'、α'、κ'
分别代表溶质的疏水性、立体选择性、氢键的酸、碱

性和离子交换性参数。 
从方程 (1) 中可以看出, 溶质在硅胶色谱柱的 k

由 H、S、A、B 和 C 等 5 个色谱参数所决定。如果利

用上述色谱理论对色谱柱进行分类, 应用中即可实

现快速选择色谱柱的目的。 
1.2  应用 

Jonathan 等[12−14]经过大量实验, 得到了 158 根不

同型号色谱柱的色谱柱参数 (H, S, A, B, C), 并依据

色谱柱的发展简史将硅胶色谱柱分为 3 大类: A 型色

谱柱 (即旧型色谱柱, old-type columns)、B 型色谱柱 

(即新型色谱柱, new-type columns) 和 E 型色谱柱 (即
内嵌极性基团或极性基团封尾的色谱柱, embedded- 
polar-group columns, EPG)。在实践中逐渐总结出各类

色谱柱的特点: ① A 型色谱柱的金属含量较高, 硅胶

纯度较低。H (疏水性) 和 S (立体位阻) 值较低。而 A 
(氢键酸性)、C (阳离子交换活性) 和 B (氢键碱性) 值
相对较高; 在低 pH 缓冲液流动相中加入三乙胺会导

致 C 的增加, 而其他色谱柱参数没有本质上的变化, 
很显然, 离子化的三乙胺与离子化的硅醇基作用, 使
色谱柱上的负电荷减少。② 在低 pH 条件下, E 型色

谱柱的 A、C、H 值较低, B 值较高。因此, E 型色谱

柱优先保留苯酚类和羧酸类化合物, 而对氢键受体、

质子化溶剂如质子化胺以及疏水性强的化合物保留

较弱。③ 在 B 型色谱柱中很容易找到相似的色谱柱, 
而在 A 型色谱柱中, 这项工作却很难实现。E 型色谱

柱在用来分析限定范围内的样品 (如自由酸、碱溶质) 
时具有相似的选择性, 而其他情况下相似度较低。 

目前, 与中国药典 2005 版配套的《中国药品检

验标准操作规范》中已应用此分类方法对国内常用的

C18 柱进行总结, 便于实验人员根据被测化合物的特

性选择不同类型的色谱柱, 从而达到预期的分离分

析效果。在实际工作中也已经证明选择相同类型的色

谱柱有利于不同实验室间的数据交换[15]。 
1.3  方法局限性 

上述分类方法虽然建立了 5 个色谱柱参数与色

谱柱选择性之间的初步联系, 并根据色谱柱发展简

史对色谱柱进行了分类。但该分类方法并没有一个十

分明确的指标来衡量色谱柱的选择性, 在使用中仍

需要使用者依据各自的经验, 来判断决定选择哪类

色谱柱。Dehouck 等[16]曾以欧洲药典中乙酰水杨酸的

有关物质分析为例, 验证色谱柱分类的必要性和重

要性。在所考察的 69 根 C18 柱中: ① 所有 250 mm 的

I-a 类色谱柱 (I-a 类色谱柱多数属于 B 型色谱柱, 平
均孔径在 80～120 Å, 1 Å = 0.1 nm)、部分 I-b 类短色

谱柱 (I-b 类色谱柱包括部分 A 型色谱柱和孔径大于

120 Å 的 B 型色谱柱等) 和所有 II-b 类色谱柱 (属于

A 型色谱柱) 均能将乙酰水杨酸和其已知的杂质完

全分离 (药典中要求色谱柱的柱长为 250 mm), 而其

他类的色谱柱则均不能将上述物质完全分离 (分类方

法见文献[8, 17]); ② 有 5根色谱柱能满足系统适用性

实验要求 (乙酰水杨酸与水杨酸的分离度应不低于

6.0), 但并不能将乙酰水杨酸与其已知的 6 个杂质完

全分离; 相反有 7根色谱柱并不能满足系统适用性实

验要求, 却能将乙酰水杨酸与上述杂质完全分离。充
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分说明了色谱柱分类系统的重要性和复杂性。此外, 
当用统计学方法利用 Jonathan 等[12−14]得到的色谱柱

参数对色谱柱进行聚类分析时 (图 1), 发现 A、B 和

E 型色谱柱分散在图 1 中的各个类中, 得不到 A、B
和 E 型色谱柱的分类结果。可见, 上述分类方法虽然

能够对色谱柱的选择提供一定的指导, 但仍然需要

进一步改进。 
2  利用色谱柱参数的相似度选择色谱柱 

在方法 1的理论基础之上, 前人又将相似度的理

念引入色谱柱选择, 给实验带来了便捷。 
2.1  基本原理 

在色谱柱参数的基础上, 经过大量的实验和数

学推导得出了相似度 (Fs) 公式:  
Fs = [(H2 − H1)2 + (S*

2 − S*
1)2 + (A2 − A1)2 +  

(B2 − B1)2 + (C2 − C1)2]1/2            (2) 
这里的 H、S、A、B、C 与方程 (1) 中的意义相同, Fs

越小, 说明两根色谱柱的选择性越相似, Fs越大, 则说

明两根色谱柱之间的选择性差异越大。目前, 可以利

用一些公开发表的文献[18]和数据库[19]中数据, 或利用

USP网站及一些色谱柱选择软件 (如“column selector 
for acd/chemsketch”) 查询到多支色谱柱的相似系数。 
2.2  应用 
2.2.1  选择相似的色谱柱  不同型号的C18柱在选择

性上会存在差异, 如果在实验室中想要重现文献或

其他实验室的实验结果, 除了寻找与文献或其他实

验室相同厂家, 相同的色谱柱进行实验外, 还可以选

择与其选择性相似的色谱柱进行实验。方程 (2) 中
的 Fs 值可以解决这个问题。 

经过大量实验证明, Fs 值越小, 说明两根色谱柱

之间的选择性越相近。通常当 Fs < 3 时, 就可以认为

它们有相似的选择性。图 2 是一个含有 9 种酸、碱和

中性化合物的混合物分离分析实例[20, 21], 从图中可

以看出, 当 Fs = 1, 2 时, 出峰的顺序和位置差别不大, 
而当 Fs = 10 时, 出峰的位置, 特别是在 35 min 以后

的出峰顺序都有较大的差别。因此当要寻找选择性相

似的色谱柱时, 要选择 Fs < 3 的两根色谱柱。 
2.2.2  选择不同的色谱柱  在药物分离研究中, 经
常会遇到两个特定的组分分离不理想的情况, 或希

望特定的色谱峰有更好的分离。这时, 可能需要通过

改变流动相、柱温或是更换色谱柱来加以实现。其中

选用选择性差异较大的色谱柱通常可很方便地解决

这一问题。 
从图 2中可以看出, 当 Fs = 10时, 色谱柱的选择

性已经发生了明显的变化; 当Fs = 196时, 从图 3[20, 22]

中可以看出 3号峰和 6号峰在新色谱柱上得到了良好

的分离, 而对 1 号和 2 号峰的分离也有所改善, 在更

换色谱柱的同时, 也可结合流动相及温度的变化, 从
而达到更好的效果。 
2.3  方法局限性 

方法 2 中相似度的引入给实验带来了极大的方

便。但由于化合物的种类和性质不同, 该方法也只能

解决部分问题。在实际工作中, 色谱系统中的最难分

离物质对往往只和 1个或 2个色谱柱选择性参数关系

密切, 与其他色谱柱参数无明显关联 , 而方程 (2) 
给出的 Fs 值却是 5 个色谱柱参数的综合差异之和; 
相关参数的差异并不能通过其他不相关参数的相似 

 

 
Figure 1  The clustering analysis of 158 columns 
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Figure 2  An example of the separation analysis of a mixture of 9 kinds of compounds (9 kinds of acid, basic and neutral compounds are 
N, N-diethyl-acetamide, nortryptyline, phenytoin sodium, phenyl cyanide, anisol, toluene, cis-chalcone, trans-chalcone, mefenamic acid) 
using different columns 
 

 
Figure 3  An example of the separation analysis of a compound, 
its impurities and metabolites (among them, peak 3 is the com-
pound, peaks 1, 2, 4, 5 and 6 are its impurities and metabolites) 
using different columns 
 
来弥补, 这是利用方程 (2) 选择色谱柱的局限。例如

作者复核 2010 版中国药典阿莫西林有关物质分析方

法时发现, 阿莫西林与杂质阿莫西林酸、4-羟基苯甘

氨酸的分离度只取决于参数 C (7.0), 而受其他 4个色

谱柱参数的影响不大, 如果在实验中使用的两根色

谱柱其他参数差别不大, 而在 C (7.0) 参数上有一些

差别, 即使两根色谱柱的Fs值并不是很大, 也会使分

析结果有较大的差别。在这种情况下, 用相似度的方

法来选择色谱柱就显得有些力不从心。因此建立具体

品种的色谱柱选择性数据库就成了当务之急。 
3  展望 

虽然在 USP 等网站上已经将方法 2 作为推荐的

色谱柱选择方法, 但作者发现, 当重现文献或是其他

实验室的实验结果时, 如果首先确定文献中应用的

色谱柱属于 A、B 或 E 中的哪一种, 再按照公式 (2) 
在同类的色谱柱中选择相似的色谱柱, 即将上述的

方法 1 和方法 2 相结合, 比直接利用单独的方法 1 或

方法 2 易取得成功。 
对部分较挑剔色谱柱的抗生素品种进行了色谱

柱选择和方法优化研究, 其相关研究结果已经以网

络数据库的形式公布, 即“中国药典 2005 版抗生素

品种色谱柱推荐系统”, 该数据库收载了多种色谱

柱对较挑剔色谱柱的抗生素品种的色谱图, 实验人

员可以很方便地查找到与各抗生素品种相适应的色

谱柱。 
目前以 UPLC 为代表的各类快速液相分析技术

已经成为 HPLC 分析的主流, 但制约 UPLC 应用的一

个重要因素就是目前应用于 UPLC 的色谱填料与常

规HPLC色谱柱填料相比较为单一, 虽然在对活性成

分的分析时这一矛盾通常并不突出, 但经过简单的

方法转换, 将常规的 HPLC 方法变为 UPLC 方法时, 
通常难以胜任对药物复杂体系如有关物质的分析[23]。

如果能够在色谱系统中, 根据最难分离物质对找出

其分离度和色谱柱选择性参数之间的关系, 并进行

量化表征, 即能较理想地解决色谱柱的快速选择问
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题, 进而加速 UPLC 的应用。 
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