
超高效液相色谱（UPLC）是一种在高效液相色

谱（HPLC）技术上发展起来的以 1.7μm 的小颗粒填

料色谱柱为核心的色谱技术，因具有灵敏度、分辨率

高，分析速度快等优点，自 2004 年推出以来，在食

品、制药、环境等行业得到了越来越广泛的应用。但

其仪器、耗材价格较 HPLC 贵，色谱柱选择种类较

少，且多数标准分析方法都建立在 HPLC 基础上，分

析时需要进行方法转换，为 UPLC 的使用带来了不

便[1- 3]。
本文通过 UPLC 测定卷烟主流烟气中酚类化合

物方法的建立，参照 YC/T 255- 2008[4 ]研究了色谱条

件由 HPLC转换为 UPLC的方法。讨论了 UPLC在实

际应用中所遇到的问题及优缺点，为 UPLC 的开发

应用提供参考。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂
超高效液相色谱配 FLR 荧光检测器及 Empower

2 色 谱 工 作 站 ，ACQUITY UPLC BEH C18（1.7μm，

2.1×50mm）（美国沃特世公司）；SM400 型 20 孔道直

线式吸烟机（英国 Filtrona 公司）；T701DH 型超声波

振荡器（德国 Elma 公司）；Milli- Q Element 型超纯水

系统（美国 Millipore 公司）。
冰醋酸；乙腈；甲醇（C.P. 美国天地公司）；对 -

苯二酚；间 - 苯二酚；邻 - 苯二酚；间 - 甲酚；对 - 甲

酚；苯酚（纯度≥99%）；邻 - 甲酚（纯度＞98%）（美国

Alfa Aesar 公司）；去离子水 （18.2Ωm，使用前经

0.22μm滤膜过滤）；卷烟为烤烟型商品卷烟（购自贵

阳当地市场）。
1.2 样品处理

将卷烟样品在 22±1℃、相对湿度 60±2%的条

件下平衡 48h，后按照 GB/T19609[5]的规定收集 4 支
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摘 要：以卷烟主流烟气中酚类化合物的快速分析为内容，参照现有标准分析方法 YC/T255-2008，研

究了色谱条件由高效液相色谱(HPLC)变为超高效液相色谱(UPLC)的转换方法，建立了卷烟主流烟气中酚类

化合物的 UPLC 快速分析方法。讨论了 UPLC 在实际应用中所遇到的问题及优缺点，为 UPLC 的应用开发

提供参考。
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Abstract: A rapid method for the simultaneous separation and quantitation ofphenolic compounds in
mainstream cigarette smoke has been developed by studing the conversion of chromato- graphic conditions from
HPLC(YC/T 255-2008 standard method) to ultraperformance liquid chromatography system(UPLC). An experimental
design was carried out and discussed to achieve the best elution gradient for separation of all the studied compounds
with the best possible peak resolution and in the shortest possible analysis time.
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卷烟的总粒相物。
将捕集有总粒相物的剑桥滤片折叠后放入

200mL 锥形瓶中，准确加入 50mL 冰醋酸 - 甲醇 -
水（体积比 1∶5∶94）的萃取溶液，室温下超声萃取

30min，静置 5min。萃取液用 0.22μm微孔滤膜过滤

后进行 UPLC 分析。采用对照标样与烟气样品色谱

峰保留时间和荧光光谱对酚类成分进行定性，外标

法定量。
1.3 标准溶液配制

准确称取对 - 苯二酚、邻 - 苯二酚各 100 mg，苯

酚 50mg，对 - 甲酚、邻 - 甲酚各 10 mg，间 - 苯二酚、
邻 - 甲酚各 5mg，萃取溶液溶解定容至 25 mL，配制

酚一级标准溶液，再稀释为其浓度 1/10、1/100 的二、
三级标准溶液。分别取三级标准溶液 0.1、0.2、1.0mL，

二级标准溶液 0.2、0.4mL 于 10mL 容量瓶用萃取溶

液定容，得各浓度酚标准工作溶液。

2 结果与讨论

2.1 HPLC-UPLC 色谱条件的转换
2.1.1 利 用 方 法 转 换 计 算 器 对 色 谱 条 件 进 行

HPLC- UPLC 转换 根据 UPLC 与 HPLC 相同的分

离原理———范德米特（van Deemeter）方程及在色谱

柱与仪器构造上的差异，沃特世公司提供了方法转

换计算器，可将 HPLC 色谱条件量化到 UPLC 上，节

约转化时间。
对 YC/T 255- 2008 进行方法转换时，计算器仅

对进样量、流速及梯度洗脱时间进行了换算，不改变

流动相组成、柱温等其他条件。同时给出了 3 种梯度

洗脱方案供选择，分别是等比例缩放到 UPLC 上的

梯度条件（a）、具有最佳分离度（b）和最快分析速度

（c）的梯度条件。
计算得到新 UPLC 色谱条件如下：流动相：A：

1%冰醋酸水溶液；B：冰醋酸 - 乙腈 - 水 （体积比

1∶30∶69）；梯度条件（a）：0min→ 13.07min：A相由

80%→0%； 流 速 0.208mL·min-1； 梯 度 条 件（b）：

0min→ 6.7min：A相由 80%→0%；流速 0.406 mL·
min-1；梯度条件 （c）：0min→4.46min：A相由 80%→
0%；流速 0.611mL·min-1；进样量 0.7μL。于单激发、
发射波长（284nm/332nm），30℃柱温[4 ]条件下比较了

酚混合标样的 3 种 UPLC 梯度洗脱结果，见图 1（由

于对、间 - 甲酚性质接近，无法分开，因此，YC／T
255- 2008 和 UPLC 方法都是测定对、间 - 甲酚总

量）。虽然 3 种 UPLC方法分析时间较少（分别为 9、

4.5 和 3min），但却存在间、对 - 甲酚与邻 - 甲酚未完

全达到基线分离（分离度分别为 1.42、1.35、1.22），其

他化合物分离度过大的问题。且当以梯度条件（c）
0.611mL·min-1 的 流 速 分 析 时 ， 柱 压 最 高 可 达

54.6MPa，不利于仪器及色谱柱的长期使用。可见，仅

凭方法转换计算器没有得到最佳色谱分离条件。

1.对 - 苯二酚 2.间 - 苯二酚 3.邻 - 苯二酚 4.苯酚

5.对、间 - 甲酚 6.邻 - 甲酚

图 1 不同梯度条件酚类化合物混合标样超高效液相色谱图

Fig. 1 UPLC Chromatogram of standard phenolic compounds
with different elution gradient conditions

2.1.2 最佳 UPLC 色谱条件的确定 由于方法转换

计算器只能对色谱条件进行机械的几何转换及优

化，无法将 HPLC 与 UPLC 色谱柱在理化性质上的

差异计算在内，因此，无法得到最佳色谱条件，需进

一步优化。
根据酚类化合物在 UPLC BEH C18 柱上的保留

特性，在梯度条件（b）基础上，做了进一步优化：首

先，将流动相 B 改为 1%的冰醋酸乙腈溶液，增大了

流动相梯度的极性选择范围，有利于实际样品中低

极性杂质的洗脱，减少色谱柱污染；采用适当增加有

机溶剂比例而非流速的方式缩短酚类化合物的出峰

时间，节约了溶剂消耗，降低了柱压；最后通过延长

适合对、间 - 甲酚 与邻 - 甲酚出峰的流动相洗脱时

间，增加了对、间 - 甲酚、邻 - 甲酚在流动相与固定

相间的交换次数，使其达到了基线分离。
优化后的色谱条件为：流速：0.4mL·min-1；柱温：

30℃；进样量：2μL。流动相 A：1%冰醋酸水溶液；B：

冰醋酸 - 乙腈 （体积比 1：99）；梯度条件：0min→
0.31min：A 相由 92%→84%，0.31min→0.5 min：A 相

由84%→75%，0.31min→0.5 min：A 相由 84%→75%，

0.5min→2min：A 相 75%，2min→2.5 min：A 相由 75%
→0%，2.5min→3.5 min：A相由 0%→92%；运行时间

5min。得到的酚类化合物混合标样及烟样的超高效

液相色谱图见图 2。酚类化合物的在 2.5min 内实现

了基线分离，且色谱柱压较低（38MPa 以下），是最佳
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色谱条件。

1.对 - 苯二酚 2.间 - 苯二酚 3.邻 - 苯二酚 4.苯酚

5.对、间 - 甲酚 6.邻 - 甲酚

图 2 酚类化合物的混合标样 (a)烟样(b)超高效液相色谱图

Fig. 2 Chromatogram of phenolic compounds of standard
sample (a) and sample (b)

2.2 荧光检测波长的选择
由于各个酚类化合物的最大检测波有差异，为提

高分析灵敏度，通过扫描荧光激发、发射光谱的方法

测定了各酚类化合物的最大激发、发射波长（表 1）。
表 1 卷烟样品主流烟气中酚类化合物的含量（μg·支-1）

Tab.1 The phenolic compounds content in mainstream
cigarette smoke

除对 - 苯二酚（最大激发 / 发射波长为 284nm/
332nm）外，其他酚类化合物的最大激发和发射波长相

差不大，分别在 270nm和 300nm上下 5nm内。结合这

些目标化合物在 UPLC 条件下的出峰顺序确定了程

序波长：0min：激发 / 发射波长 284nm/332nm；0.7min：

激发 / 发射波长 270nm/300nm。
2.3 方法学验证

采用 1.2 的前处理方法、2.1.2、2.1.3 确定的 U-
PLC 色谱分析条件建立了 UPLC 测定酚类化合物的

方法，进行了方法学验证，并用于实际样品分析。
2.3.1 线性关系、检测限考察 取 1.3 各浓度酚标准

工作溶液，进行 UPLC分析，以峰面积（Y）与浓度（X，

μg·mL-1）进行线性回归，得各酚类化合物的线性回

归方程，线性关系良好（r> 0.9999）。以信噪比为 3 确

定检测限，对 - 苯二酚、间 - 苯二酚、邻 - 苯二酚、苯
酚、对、间 - 甲酚和邻 - 甲酚的检出限依次为

11.5，20.7，18.3，3.1，9.8 和 1.2ng·支- 1，远低于烟中酚

类化合物实际水平，说明本方法灵敏度较高。
2.3.2 回收率和精密度 抽吸相同卷烟 10 份，平均

分成 2 组，其中 1 组加入一级标准溶液 0.05mL，另一

组不加。分别进行萃取和 UPLC分析。根据标样加入

量、加标前后酚类化合物测定量计算回收率，根据未

加标的一组样品的平行测定量计算相对标准偏差

（RSD），得 6 种酚的 RSD 为 2.1%～3.6%，平均回收

率 90.1%～109.9 %，说明本方法的准确性较高，重复

性较好。
2.3.3 几种卷烟样品主流烟气中酚类化合物的测定

采用本方法测定了 5 种国产市售烤烟型卷烟样品

主流烟气中酚类化合物的含量，结果见表 1。
由表 1 可知，与 HPLC 测定样品结果比较[6 ]，其

结果在合理的范围内。说明新建立的 UPLC 方法适

用于卷烟样品主流烟气中酚类化合物的日常测定。

3 结论

使用 UPLC 建立了主流烟气中酚类化合物的快

速分析方法。该方法线性关系良好（r2>0.9999），RSD
为 2.1%～3.6%，回收率 90.1%～109.9 %，检测限

1.2～20.7ng·支 - 1，满足检测需要，且单一样品耗时、
溶剂用量仅为传统 HPLC方法的 1/8 和 1/20，适合长

期、大批量酚类化合物分析。
在 HPLC- UPLC 方法转换上，选择与原 HPLC

所使用色谱柱理化性质差异小、对目标分析物有良

好选择性的小颗粒填料色谱柱是实现方法快速转

换、取得良好分离结果的关键，仅靠方法转换计算器

无法得到最佳的色谱条件。对于大多数成分简单、使
用常见色谱柱分析的化合物，通过梯度条件再优化

可在 UPLC上得到良好分离结果，UPLC 快速、节省

溶剂的优势显著；但是在对成分复杂、理化性质接

近，对分离柱的选择性有特殊要求的样品进行分析

时，生产厂家及种类较少，选择面窄的小颗粒填料色

谱柱则会使 UPLC的应用受到限制。
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种程度上讲，膜组件型式的优劣是衡量渗透蒸发分

离技术研究水平高低的主要标准；最后，政府环境

保护宏观政策的倾向性也会成为渗透蒸发分离技

术发展的重要支配因素。
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