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摘　　要

　　用高压液相色谱 ( HPL C)分析某种原料药 ,采用 KH2 PO4 缓冲液 (p H值 615)和甲醇组成的流

动相进行梯度洗脱时 ,连续损坏两根新的色谱柱。经柱外梯度洗脱模拟实验发现 :流动相 p H值随

着有机相比例的上升而上升 ,最终超过色谱柱允许的 p H 值上限而使色谱柱损坏 ;同时 ,当有机相

的比例超过 80 %(体积比)时 ,有磷酸盐晶体析出 ,发生堵塞 ,从而加重了色谱柱的损坏。所以 ,在

梯度洗脱时 ,应该做柱外模拟试验 ,确定有机相最高比例 ,以保护色谱柱。
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　　高效液相色谱法 ( HPL C)作为一项现代分析技

术 ,在医药领域得到了广泛应用 ,是评价药典先进性

的指标之一[1 ]。美国 FDA 药物分析专家曾测试过

150多种药物在不同甲醇浓度下的保留值[2 ] ,却没

有研究流动相 p H值的影响。缺少流动相 p H 值对

药物色谱行为影响的研究资料 ,就不能全面描述药

物的色谱行为 (如 Selectivity surfaces和 Retention2
surfaces) [3 ,4 ] ,这在一定程度上影响了 HPL C在药

物分析领域中应用水平的提高。因此 ,我们对高效

液相色谱分析中流动相配比比例及其 p H值对色谱

柱的影响进行了探讨。

1　实验部分

111　仪器

SH IMADZU L C210A TV P (双泵)液相色谱仪

配紫外检测器 (浙大 N2000工作站) ; KQ22200型超

声波清洗器 (昆山超声波仪器有限公司) ;色谱柱 :

V P2ODS(150mm ×416mm ,5um ,p H 值 : 2～715) ;

精密 p H计 :M ET TL ER (320S0100214100) 。

112　试剂与材料

甲醇、乙腈 :均为 HPL C 级 ( Tidia Company

U SA) ;水 :二次去离子水 ;流动相 :用 0145um 的微

孔滤膜过滤 ,并超声脱气 30分钟 ;磷酸二氢钾 (分析

纯) ;磷酸二氢钾缓冲液 (0102mol/ L ,p H 值 615) ;

原料药样品 ;011 %甲醇溶液。

113　色谱条件

流速 :110ml/ min ;柱温 : 25℃;波长 : 255nm ;流

动相 :甲醇和磷酸二氢钾缓冲液 (0102mol/ L ,p H 值

615) 。梯度洗脱程序 : 0～1min 内 ,甲醇占 10 % ; 1

～10min 内 ,甲醇由 10 %线性递增至 90 % ; 10～

12min内 ,甲醇保持在 90 % ;12～20min 内 ,甲醇由

90 %线性递减至 10 %。

114　样品处理

称取 0101g样品溶于 10ml 甲醇中 ,超声脱气

30min ,进样前用 0145 um的微孔滤膜过滤 ,取 10ul

进样分析。

115　柱外模拟试验

在柱外模拟流动相梯度洗脱过程 ,取 10ml 磷

酸二氢钾缓冲液 (0102mol/ L ;p H 值 61 5)于 200ml

烧杯中 ,并将精密 p H计的电极插入烧杯中 ,用滴定

管滴加甲醇 ,不断搅拌 ,记录甲醇的滴加量和相应的

混合液 (流动相) p H值。

2　结果与讨论

211　有机相比例与流动相 p H值的关系

在以波长为 255nm ,柱温为 25℃,甲醇和磷酸

二氢钾缓冲液 (0102mol/ L ,p H 值 615)为流动相 ,

流速为 110ml/ min的条件下进行梯度洗脱时 ,同种

型号 (V P2ODS)的两根新柱子相继发生损坏 ,因此
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怀疑流动相有问题。

在柱外做模拟试验中发现 ,在 10ml 磷酸二氢

钾缓冲液 (0102mol/ L ,p H 值 615)中滴加甲醇 ,混

合液 (即流动相)的 p H值随着甲醇比例的上升而上

升 ,最高可达 910。当甲醇比例为 60 %时 ,流动相

p H值已达 718 ,超过色谱柱允许 p H 值范围上限

715 ,将使柱子硅胶溶解 ,同时当甲醇高于 80 % (体

积比)时 ,会有磷酸盐析出发生堵塞 ,从而使色谱柱

损坏 (见表 1、图 1) 。

用乙腈代替甲醇做模拟试验 ,同样也出现了与

甲醇相似的结果 ,即混合液 (即流动相) p H 值随着

乙腈比例的增加而上升 (见表 2、图 2) 。

表 1 甲醇 (v %)与流动相 p H值

(流动相为甲醇和磷酸二氢钾缓冲液)

甲醇 (v %) 流动相 p H值

0 615

16 615

2929 615

29 618

38 710

44 714

50 718

60 719

67 812

75 814

80 815

83 815

86 816

88 818

90 910

表 2　乙腈 (v %)与流动相 p H值

(流动相为乙腈和磷酸二氢钾缓冲液)

乙腈 (v %) 流动相 p H值

0 615

16 615

29 616

38 618

44 711

50 715

60 718

67 719

75 811

80 814

83 816

86 818

88 819

90 912

　　用 011 %磷酸水溶液 (p H 值 415)代替磷酸二

氢钾缓冲液 (p H值 615)做模拟试验 ,随着甲醇比例

的上升 ,则混合液 (即流动相) p H 值基本保持不变 ,

结果见表 3。

表 3 甲醇 (v %)与流动相 p H值

(流动相为甲醇和磷酸缓冲液)

甲醇 (v %) 流动相 p H值

0 415

16 415

29 415

38 415

44 415

50 415

60 415

67 415

75 415

80 415

83 415

86 416

88 416

90 416
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212　有机相比例与磷酸二氢钾析出

在柱外做模拟试验中同时发现 ,甲醇比例高于

85 %(v %) 、乙腈比例高于 83 % (v %) ,就有磷酸二

氢钾晶体析出。可能是由于随着流动相中有机相比

例的增加 ,流动相的极性逐渐减弱 ,根据相似相容原

理 ,磷酸二氢钾的溶解度相应降低 ,当有机物达到一

定比例时 ,磷酸二氢钾的溶解度降到饱和 ,便会析

出。析出的晶体将会堵塞色谱柱 ,并损害整个色谱

系统。

213　降低有机相比例 ,保护色谱柱

放弃原色谱条件 ,采用 V (甲醇) ∶V (磷酸二氢

钾缓冲液 ∶0102mol/ L ,p H 值 615) = 10 : 90 ,还是

用同种色谱柱分析同种样品 ,色谱柱没有再损坏 ,连

续使用 3年至今。但分析时间有所延长。

3　结论

流动相为有机物和含盐缓冲液时 ,随着有机物

比例增加 ,流动相的 p H值也会相应上升 ,当超过色

谱柱允许的 p H 值范围 ,导致柱内硅胶溶解而损坏

柱子 ;同时 ,有机物比例增加还会使无机盐溶解度降

低 ,当有机物比例超过一定比例 ,无机盐就会析出。

所以 ,在梯度洗脱时 ,应该做柱外模拟试验 ,确定有

机相最高比例 ,以保护色谱柱。
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Research the Reason of Phosphate Buffer Mobile Phase
Damages Chromatography Column

Zhang Zhiqi ng

( T ai z hou I nst i t ute of Technolog y , Zhej i ang T aiz hou 318020 , Chi na)

Abstract :A raw medical was analysed by high2pressure liquid chromatograp hy ( HPL C) ,in which potassium

p hosp hate buffer (p H613) was used as mobile p hase by gradient elution ,then two new column were dam2
aged in this condition. The reason was founded in an out side2column simulated test : The p H of mobile

p hase was raised with t he increase of organic p hase ratio . At last ,t he p H of mobile p hase exceeded t he per2
mitted upper limit of t he column and hurted t he column. At t he same time , it was also founded t hat in t he

test : p hosp hate salt would crystallized when t he organic p hase ratio exceeded 80 % (v %) 。When t he or2
ganic p hase ratio was reduced to 10 %(v %) ,t he same type column was used normally for 3 years.

Key words :HPL C ;gradient elution ;organic p hase ratio ;p H

重庆昌农化肥建设废锰渣生产三元复混肥项目
　　重庆昌农化肥有限公司拟用重庆嘉陵化学制品

有限公司的废锰渣生产三元复混肥 ,该项目投资

4527113万元 ,占地面积 11942107 平方米 ,建设期

为 12个月 ,位于在重庆市荣昌县工业园区杜家坝工

业园重庆嘉陵化学制品有限公司厂区内。项目将新

建年产 10万吨废锰渣生产三元复混肥生产装置 ,并

配套建设 2台直径分别为 312米和 2米的二段式煤

气发生炉。锰渣烘干尾气通过重力管式换热器冷

却、缓冲罐 ,再经水喷淋洗涤除尘处理后 ,由 20米高

排气筒达标排放。锰渣烘干和产品烘干废气采用水

喷淋洗涤 ,产生的洗涤废水 ,主要含有锰渣和复混

肥 ,经二级沉淀处理后 ,清水回用于废气洗涤塔作喷

淋水 ,部分作造粒用水 ,不外排。项目建设符合国家

产业政策 ,实现了循环经济 ,建成投产后具有良好的

环保效益、社会效益和经济效益。

(汪家铭)

34第 5期　　　　　　　　　　　含盐流动相损坏色谱柱原因分析


