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摘  要: 分别对反相、正相、离子交换、体积排阻及亲和等色谱柱的清洗与再生方法加以系统综述. 使用适当的方法

对受污染的色谱柱进行清洗与再生,可恢复其部分分离能力, 延长使用寿命. 对硅胶基质反相色谱柱, 可选择一系

列溶剂, 按洗脱能力逐渐增强的顺序依次冲洗, 或者使用二甲基甲酰胺、乙酰丙酮、SDS及盐酸胍等强洗脱试剂清

洗; 硅胶基质正相色谱柱用极性逐渐增强的溶剂系统冲洗; 有机聚合物、石墨碳及氧化锆固定相色谱柱,用稀酸、稀

碱和有机溶剂结合清洗 ,可将受污染的色谱柱柱效提高 50%以上.
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  色谱作为一种高效的分离手段, 自 1906年

Tsw ett创立至今百余年来得到了长足发展. 高效液

相色谱 (H PLC )是 20世纪 60年代后期发展起来的

一种色谱方法,已成为现代分离测定的重要手段,广

泛运用于石油、化工、食品科学、环境及生物等几乎

所有研究领域
[ 1]

. 色谱柱是色谱分离系统的 "心

脏 ", 由于被分析样品种类繁多, 加之样品基质复

杂,色谱柱极易被污染,是导致柱压升高、分离能力

下降的原因之一
[ 2]

. 通常, 样品中含有一些对分析

不利的物质,这些非目标物能被检测器检测到而形

成色谱峰、气泡、基线漂移或负峰. 其中保留值较弱

的物质,一般能快速从色谱柱冲洗出来,对分析不产

生干扰.中等保留强度的杂质能被缓慢冲洗出来,但

对分析产生一定的干扰. 强保留杂质通常难以被洗

脱,多次上样后, 聚集在柱头或色谱柱中. 有的分析

物甚至可能在使用时与填料发生相互作用. 这些被

吸附的杂质累积到一定程度后会形成新的伪固定

相,从而改变色谱柱的性能. 对于基质复杂的样品,

一根色谱柱的使用寿命可能只有百余次. 而且每种

色谱柱适用的样品有限, 一次错误进样甚至可能导

致色谱柱失效.中国市场调查研究中心在中国反相

色谱柱市场调查及投资策略分析报告中估计, 中国

每年消耗的分析型反相色谱柱达 5万支
[ 3]

. 这些被

污染的色谱柱有一部分经简单的方法进行清洗后,

可恢复部分甚至大部分离能力,不仅节省资源,还能

大大降低分离分析的成本.

色谱柱的清洗与再生方面的研究具有十分重要

的现实意义,也一直是色谱工作者和仪器厂商关注

的热点.很多色谱专著介绍过色谱柱清洗与再生,并

提出许多简单有效的方法, 各色谱柱厂商也推荐对

应其商品色谱柱的经验性方法. 本文对液相色谱柱

清洗和再生方法加以系统综述, 并在此基础上对各

种色谱柱的清洗和再生提出建议.

1 反相色谱柱的清洗和再生

反相色谱法是当今液相色谱法中应用最广泛的

一种技术,它能分析非极性、可离子化和离子化样

品, 应用比例超过 90%. 随着 HPLC技术的发展, 色

谱柱的种类也越来越多, 除经典的键合硅胶固定相

填充柱,还有如聚合物填充柱、聚合物整体柱及以氧

化锆基质固定相为代表的其它无机基质固定相色谱

柱. 这些色谱柱因其固定相基质差异,具有不同的物
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理和化学性质及应用范围, 其清洗与再生方式也存

在一定差别.

1. 1 硅胶基质反相色谱柱的清洗与再生

在反相色谱中, 硅胶基质色谱柱使用比例达

70%,被应用于各种样品的分析.清洗硅胶基质反相

色谱柱,关键是弄清楚污染物的性质,并且能找到合

适的溶剂将其洗脱.对于被不同样品污染的色谱柱,

如常规样品污染、蛋白质污染及金属离子污染的色

谱柱, 具有对应的清洗和再生方法.

1. 1. 1 常规样品污染色谱柱清洗与再生方法
被常规样品污染的硅胶基质反相色谱柱, 已有

各种清洗与再生方法.其中最常用的是用 20倍柱体

积 (这里柱体积指色谱柱内空腔体积, 表 1列出了

常用规格分析柱柱体积
[ 4]

)的乙腈y二氯甲烷 y正

己烷y二氯甲烷 y乙腈冲洗色谱柱 [ 5]
, 或者用强度

更弱的溶剂系统清洗, 即: 水y乙腈 y氯仿 (或异丙

醇 ) y乙腈y水冲洗,其中水冲洗步骤可以省略
[ 6 ]

.

艾杰尔公司使用乙腈 B水 ( 5B 95, V /V ) y四氢呋喃

y乙腈 B水 ( 5B 95, V /V )冲洗 10倍柱体积, 此方法

达到较为理想的结果,同时能大大节省时间.强酸和

强碱溶液会导致硅胶基质填料溶解, 但是在某些条

件下使用稀酸可以将有机溶剂不能洗脱的污染物去

除,如用甲醇 y氯仿y甲醇冲洗 20倍柱体积达不到

清洗效果,可依次用 20倍柱体积水、0. 05 m o l/L的

硫酸和流动相溶液冲洗色谱柱,可取得良好效果.经

过多次进样的色谱柱,用 90% ~ 100%的溶剂 B(强

洗脱溶剂 )冲洗 20倍体积即可清除污染物
[ 7- 9 ]

.当

强洗脱溶剂无法洗脱时, 则有必要用更强的一种或

一系列溶剂清洗,即: 100%甲醇y 100%乙腈 y乙腈

B异丙醇 ( 75B 25, V /V ) y 100%异丙醇 y 100%二

氯甲烷或 100%正己烷.根据色谱柱具体使用情况,

在清洗过程中可省略一个或多个有机溶剂
[ 4]

.

表 1 不同柱长的 HPLC色谱柱柱内死体积

Table 1 Colum n volum es of analytical columns

柱尺寸

/mm

柱内死体积

/mL

柱尺寸

/mm

柱内死体积

/mL

4. 6 @ 250 2. 5 4. 6 @ 100 1. 0

4. 6 @ 200 2. 0 4. 6 @ 50 0. 5

4. 6 @ 150 1. 5

除了以上这些方法之外,还有一些使用更强溶

剂、耗费时间较短的方法.依利特公司用 20倍柱体

积的二氯甲烷 B甲醇 ( 96B 4, V /V ) ,加 1%氢氧化铵

冲洗,其中加入的氢氧化铵对聚集在柱头的污染物

具有良好的清洗效果.二氯甲砜也被 Them o公司用

于色谱柱的清洗,具体方法是:在用水冲洗色谱柱同

时进 4等份的 200 LL二氯甲砜,然后依次用甲醇、

氯仿和甲醇冲洗. 用 N, N - 二甲基甲酰胺、丙酮依

次冲洗色谱柱,可将色谱柱柱效提高约 50%
[ 10]

. 这

些方法耗时短,但使用的特殊溶剂, 如氢氧化铵、二

氯甲砜、N, N -二甲基甲酰胺等,均对色谱固定相有

一定损伤.

当色谱柱被严重污染,可在低于 0. 5 mL /m in的

流速下用二甲基亚砜 ( DM SO )或 50%二甲基甲酰胺

-水冲洗色谱柱
[ 4]

. 实验证明在线清洗与再生的方

法对非严重污染色谱柱非常有效, 对污染特别严重

的色谱柱不能达到理想效果, 需将固定相从色谱柱

内取出,进行清洗再生后重新装填. 具体操作是: 将

色谱固定相从色谱柱内打出后,用甲醇浮选,去除其

中细小的破碎颗粒; 然后用二甲基甲酰胺、丙酮、甲

醇超声清洗;最后 70 e 水浴蒸干固定相,重新装填

色谱柱.经该方法处理的色谱柱, 性能可得到显著提

高
[ 10]

.

由上述方法可以看出, 一般清洗方法所用的溶

剂系统,溶剂洗脱强度均逐渐增加,使用强疏水性溶

剂 (如氯仿和正己烷 )溶解非极性物质如类脂和油

类, 这类物质往往是色谱柱污染的最主要原因.正如

正相与反相系统替换时, 必须使用过渡溶剂冲洗系

统, 在色谱柱清洗与再生过程中, 也必须保证一系列

溶剂中每种溶剂都均与下一个溶剂互混.异丙醇能

与正己烷或二氯甲烷互溶,又与水相溶剂互溶,常在

清洗过程中用作过渡溶剂.但是异丙醇粘度非常大,

需使用较低的流速以免导致泵压过高.而使用过渡

溶剂,清洗步骤繁琐, 正如 M ajors所说:这是一个繁

杂而又非常耗时的过程
[ 4]

. 此时利用梯度系统进行

过夜操作是最好的选择, 但梯度操作的系统要求更

高, 对一个复杂的清洗方法往往需要四元甚至五元

梯度系统.

1. 1. 2 金属离子污染色谱柱的清洗

当色谱柱被金属离子污染后,一般的清洗方法

无法生效, 需使用特殊的清洗 方法. 磷酸和

0. 1 m ol /L柠檬酸对色谱柱上吸附的金属离子具有

较好的清洗效果, 因此常被人们用来清洗被金属离

子污染的色谱柱
[ 7]

. 乙二胺四乙酸 ( EDTA )能同许

多金属离子形成配合物, 0. 05 m o l/L的 EDTA水溶
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液也可用来去除色谱柱中金属离子污染物
[ 4]

. 这些

试剂虽然能去除金属污染物,但也存在一些缺陷,如

水溶液对固定相的浸润性较差,清洗效果不太理想;

磷酸对固定相上键合相有一定的破坏作用; EDTA

带入钠离子,对固定相性能产生影响.以乙酰丙酮 -

甲醇冲洗色谱柱,可以有效去除金属离子污染物,同

时可避免上述不利影响.该方法操作步骤是:将固定

相用乙酰丙酮超声清洗 1~ 3 m in,然后以甲醇萃取

出乙酰丙酮
[ 10]

.

对于键合色谱固定相,如果确认了填料表面官

能团配基断裂流失, 可将合适的硅烷化试剂通入色

谱柱, 在一定温度下使之与表面暴露的 - OH活性

基团反应,使硅烷分子中的烷基重新键合在失效的

填料颗粒表面.这种原位重新键合的再生方法仅能

恢复部分柱效, 且对 5 Lm填料再生后柱压力容易

偏高
[ 11]

.

1. 1. 3 蛋白质污染色谱柱的清洗

随着蛋白质组学的发展,反相色谱柱也被广泛

运用于蛋白质和多肽的分离,蛋白质对反相色谱柱

的污染已成为常见问题.蛋白质分子量大,同时具有

亲水和疏水特性,对很多物理和化学因素敏感.一般

情况下,纯有机溶剂如乙腈或甲醇不能很好溶解多

肽和蛋白质,不能有效地清洗色谱柱,因而需要一些

特殊的清洗方法.

现常用方法是用不含缓冲盐的流动相y 0. 1%

TFA(三氟乙酸 )水溶液y乙腈 B异丙醇 ( 1B2, V /V,

含 0. 1% TFA) y流动相冲洗 20倍柱体积
[ 12 ]

.或先

用去除缓冲盐的流动相运行一个梯度洗脱程序 ( A:

0. 1%的三氟乙酸水溶液; B: 乙腈 B异丙醇 = 1B2,

V /V, 内含 0. 1% 三氟乙酸, 30 m in内 B由 25%到

100% ); 然后用 0. 1%稀硝酸 B异丙醇 ( 1B4, V /V )

冲洗 40倍柱体积, 最后用 10倍柱体积的水 B异丙
醇 ( 1B4, V /V )冲洗色谱柱

[ 13]
. 当上述方法无效时,

可使用一些苛刻的试剂,如盐酸胍、二甲基甲酰胺及

表面活性剂等.如用 50%异丙醇水溶液冲洗时,将 6

m o l/L盐酸胍水溶液与异丙醇按 1: l混合,进样 250

LL;或者用 30%二甲基甲酰胺水溶液清洗,时间不

超过 30 m in, 处理后反复用水、甲醇冲洗. 在常规流

动相冲洗色谱柱时注射 500 LL的 1%十二烷基硫

酸钠 ( SDS ), 然后用 5% ~ 95% 乙腈 /水 (含 0. 1%

TFA)梯度冲洗, 去除蛋白污染物效果也较好
[ 14 ]

.

W aters公司研究发现,反复注射 200 LL二甲亚砜可

以有效去除蛋白类物质.甚至在一些特殊的情况下,

若已确定蛋白质污染物种类, 可将对应蛋白水解酶

(如 1%胰蛋白酶或木瓜蛋白酶 )注入色谱柱, 将蛋

白质水解为肽,再用盐溶液洗脱.

当确定色谱柱被蛋白质污染后, 应首先尝试用

含高比例强溶剂的流动相进行冲洗 (溶剂 B ), 或重

复用三氟乙酸水溶液 -三氟乙酸丙醇溶液的上升 -

下降梯度清洗和注射三氟乙酸清洗. 如这些方法不

能得到理想结果, 可用表 2中的溶剂从上往下进行

冲洗 (根据具体情况, 可以省略其中几步 ) . 其中尿

素和胍是为洗脱非特异性吸附的蛋白
[ 14]

, 使用后至

少需用 40- 50倍柱体积的水冲洗色谱柱
[ 4]

.

表 2 蛋白污染反相色谱柱常用清洗溶剂组成

Tab le 2 W ashing solvents for rem oving prote inaceous

m ater ia l from HPLC reversed- phase co lumns

清洗溶剂 溶剂配比

乙酸 1%水溶液

三氟乙酸 ( TFA ) 1%水溶液

0. 1% TFAB异丙醇 40B 60( V /V )

(黏度较大, 需调整流速 )

三乙胺 ( TEA ) B异丙醇 40B 60( V /V ) (混合前用

磷酸将三乙胺调至 pH = 2. 5)

尿素或胍水溶液 5~ 8 m o l/L (调节 pH = 6~ 8)

氯化钠、磷酸钠或

硫酸钠水溶液
0. 5~ 1. 0 m ol/L

二甲亚砜 ( DM SO ) B水或
二甲基甲酰胺B水

50B 50( V /V )

总之,被污染的硅胶基质色谱柱,应根据污染物

类型和污染程度选择合适的清洗与再生方法. 被常

规样品污染的反相硅胶键合色谱柱, 现有常规清洗

与再生方式大致相同,从极性溶剂清洗至非极性溶

剂, 然后恢复至极性溶剂状态.这些方法,一方面耗

时长,另一方消耗溶剂量大, 同时再生效果不一定

好. 使用一些特殊的强溶剂清洗, 又对色谱柱填料造

成损害.因此, 清洗与再生色谱柱时应根据实际情况

而定,对污染程度较轻的,用甲醇 y二氯甲烷 y甲醇

分别冲洗 20倍柱体积; 污染较严重的色谱柱, 使用

甲醇 y二氯甲烷 y甲醇 y 0. 05 m o l/L硫酸各冲洗

20倍柱体积,或者用甲醇 y 50%二甲基甲酰胺水溶

液y丙酮 y甲醇分别冲洗 10倍柱体积,能取得较好

效果同时耗费时间较短.对严重污染的色谱柱,可先

依次用二甲基甲酰胺、丙酮、乙酰丙酮、甲醇冲洗 20

倍柱体积.如效果不理想,可将色谱填料从色谱柱中
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取出, 然后用甲醇浮选,去除填料中细小破碎颗粒;

再用二甲基甲酰胺y丙酮 y乙酰丙酮 y甲醇超声清

洗;最后重新装填.同时该方法还可去除金属离子污

染物. 蛋白质污染色谱柱, 不论是用高浓度的磷酸盐

溶液, 还是用尿素或胍来清洗色谱柱,对色谱柱都会

产生较大损伤, 同时损害色谱仪器. 使用注射 1%

SDS法清洗色谱柱,不仅节省时间, 还能得到较好的

效果, 是现有清洗方法中较优的选择.

1. 2 有机高分子类反相色谱柱的清洗与再生

有机高分子色谱柱, 如其中最普通的聚苯乙烯

-二乙烯基苯 ( PS- DVB )颗粒或整体材料装填的

色谱柱,可在很宽的 pH范围内使用 (通常为 pH =

1~ 13 ,有的可达 pH = 0~ 14), 在反相色谱中被广

泛应用,特别是生物样品分析
[ 15]

. 对被普通生物样

品污染的有机高分子类反相色谱柱, Them o、依利特

及艾杰尔等厂商推荐用 1. 0 m ol /L的硝酸或氢氧化

钠清洗.被难溶性蛋白 (如膜蛋白、结构蛋白和病毒

膜蛋白 )污染的有机高分子色谱柱, 需要苛刻的清

洗条件,如用含 3 m o l/L盐酸胍的 50%异丙醇水溶

液在 60 e 下冲洗, 或者依次用 3 ~ 5倍柱体积

100%的异丙醇、二氯甲烷、异丙醇、原始流动相冲

洗,可取得良好效果
[ 4 ]

.在淋洗液中添加浓度为 6~

8 m ol /L的尿素或 0. 2% ~ 0. 3%的表面活性剂冲洗

色谱柱, 可去除其中强保留生物污染物. 用 0. 5 ~

110 m o l/L氢氧化钠水溶液在室温下冲洗 1 h以上,

可使色谱柱中微生物失活或将其洗脱.

根据聚合物上键合的功能团不同,使用不同的

清洗方法效果更佳 ( Shodex公司 ): 没有键合功能团

的有机高分子色谱柱用 50m L二氧六环y乙腈或甲
醇冲洗,或用含有 0. 1% TFA的异丙醇y 100%流动

相 By 100%流动相 A以一半工作流速冲洗 5~ 10

倍柱体积; 键合磺酸基的有机高分子色谱柱, 可用

50 mL乙腈和 50 mm o l/L氢氧化钠冲洗,或者注射

20~ 50 LL的 0. 5 m o l /L氢氧化钠或 2 m o l/L硝酸

清洗; 键合苯基的有机高分子疏水性色谱柱,用洗脱

溶剂在 0. 5 mL /m in流速下反冲, 并注射几次 1~ 2

mL的 0. 1 m ol /L氢氧化钠或 30%硝酸;含丁基或乙

基的甲基丙烯酸脂整体柱, 可以在反流向情况下分

别用 10倍柱体积的 1. 0 m o l/L氢氧化钠 y水 y
20%乙醇y工作缓冲液冲洗.

应注意, 虽然高交联聚合物具有好的机械稳定

性,在水及有机溶剂中只发生极小的溶胀,在某些特

殊的溶剂中其会溶解或发生大的收缩或膨胀, 在使

用一系列有机溶剂清洗聚合物柱前, 最好先查阅说

明书或咨询厂家.一般来说, 受污染的有机高分子反

相色谱柱可用 50 mL乙腈反冲, 并辅以注射几次

20~ 50 LL 1 m o l/L氢氧化钠溶液或硝酸清洗.对强

保留的蛋白质污染物,使用 50%异丙醇并注射少量

SDS清洗,然后用甲醇冲洗, 可得到较好结果.

1. 3 石墨化碳和金属氧化物基质填料色谱柱清洗
与再生

  氧化锆较硅胶惰性更强, 涂敷了氧化锆的色谱

填料,能够经受住苛刻的操作环境,如高的 pH值和

操作温度.由于其特殊的表面特性,碳酸、氟化物、磷

酸根等离子会强烈地吸附于氧化锆色谱填料上. 为

将它们从色谱柱中清除,可以用酸、碱和有机溶剂结

合清洗: 50倍柱体积的 20%乙腈 y 0. 1m o l/L氢氧

化钠水溶液或 0. 1 m ol /L四甲基氢氧化铵水溶液 y

10 倍柱体 积水 y 10 倍柱体 积的 20% 乙睛

- 0. 1 m o l/L硝酸y 10倍柱体积水 y 20倍柱体积有

机溶剂依次冲洗 ( Z irChrom公司 ) .

石墨化碳也被用作反相色谱柱填料, 这种填料

的性质不同于硅胶基质烷基键合相, 其表面即是保

留的基础,不再需其它表面改性. 该类填料一般比烷

基键合硅胶及多孔聚合物填料保留能力更强, 常用

于分析强亲水性物质.对受污染的石墨化碳色谱柱,

在聚合物色谱柱清洗溶剂中加入 20%的四氢呋喃,

即可达到清洗与再生目的
[ 4]

. 不同的分析样品中具

有不同的污染物, 而这些污染在色谱柱上保留行为

也不一致,对被分析不同样品的色谱柱,使用对应的

清洗与再生方法具有更佳的效果.根据 Them o公司

介绍,对于分析不同样品的受污染石墨化碳反相色

谱柱以下方法分别进行清洗, 可显著提高被污染色

谱柱的柱效:

( 1)离子类分析物: 酸碱再生. 将色谱柱反接,

依次用 50 mL含 0. 1% 三氟乙酸的四氢呋喃 B水

( 1B1, V /V )溶液、含 0. 1%三乙胺或氢氧化钠的四氢

呋喃 B水 ( 1B1, V /V )溶液、含 0. 1%三氟乙酸的四氢

呋喃 B水 ( 1B1, V /V )溶液冲冼, 然后用 70倍柱体积

的四氢呋喃冲洗, 最后用 95%甲醇水溶液重新平

衡.

( 2)极性或离子型分析物:强有机溶剂再生. 依

次以 50 mL丙酮、120 mL二丁醚、50 mL丙酮冲洗

色谱柱,最后用流动相平衡.

( 3)三氟乙酸的去除: 用 70倍柱体积四氢呋喃

冲洗.
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( 4)二乙胺的去除: 用乙腈在 75 e 下冲洗 120

倍柱体积.

2 正相色谱柱的清洗与再生

通常正相色谱柱的清洗与再生方法与反相色谱

柱用极性逐渐减弱的溶剂系统冲洗相反, 其用极性

逐渐增强的溶剂系统冲洗
[ 16]

. 根据 Them o公司研

究,硅胶、氧化铝、极性键合相色谱柱按以下方法冲

洗: 3-甲基戊烷或己烷 y三氯乙烷y乙酸乙脂 y丙

酮 y乙醇y水,然后以这些溶剂逆序冲洗,最后以流

动相平衡.该方法从非极性溶剂缓慢过渡至极性溶

剂水, 然后逆序冲洗至非极性溶剂, 对色谱柱损伤

小,且具有良好的再生效果. 然而该方法耗时长,消

耗溶剂多,在很多时候应用较少,因此在具体应用过

程中可省略其中一种或几种溶剂. Ag ilent公司使用

的方法更简洁,用甲醇 B氯仿 ( 50B 50, V /V ) y乙酸

乙酯反冲色谱柱,然后再按正方向用流动相平衡.常

规硅胶或硅胶基质正相色谱柱,也可依次以四氢呋

喃、甲醇、四氢呋喃、二氯甲烷和无苯正己烷冲洗 40

~ 60倍柱体积
[ 15 ]

,或用 5% ~ 95%乙腈水溶液的 60

m in梯度清洗, 然后用 30 mL含 2. 5%二甲氧基丙烷

和 2. 5%冰醋酸的正己烷溶液冲洗色谱柱, 除去硅

胶上吸附的水 (艾杰尔公司 ) .

对强惰性的石墨化碳和有机聚合物正相柱,可

以使用一些强酸或强碱清洗. Shodex及 Them o公司

用的稀酸和稀碱结合清洗法,可将有机聚合物正相

柱上大部分污染物洗脱: 5 mL 水 y 60 mL 的 011

m o l/LH C lO4水溶液 y 5 mL水 y 60 m L的 0. 1 mo l /L

N aOH 水溶液 y 5 mL H 2O在 0. 5 mL /m in流速下反

向冲洗. 使用 0. 1 m o l/L盐酸与有机溶剂结合清洗

石墨化碳柱,也具有良好的再生效果: 二氯甲烷、甲

醇、水、0. 1 mo l /L盐酸、水、甲醇、二氯甲烷, 最后用

流动相冲冼至平衡.

3 离子交换色谱柱的清洗与再生

离子交换色谱柱在极端 pH范围和高盐浓度条

件下长时间使用,或者分析蛋白等生物类样品后,盐

离子及蛋白质会吸附于固定相表面, 导致色谱柱分

离能力下降,柱压升高,峰形变差.

常用离子交换色谱柱的清洗与再生一般首先用

纯水除去柱中盐,然后以有机溶剂 (如甲醇 )除去基

于分配作用吸附在填料上的杂质, 再用纯水冲洗色

谱柱; 或者用 0. 1 m o l /L柠檬酸洗涤, 然后用水洗去

柠檬酸
[ 4]

. 阴、阳离子交换色谱柱性质存在一定差

异, 使用不同清洗方法可能会取得更好效果.如阴离

子交换柱用水、3% 的 H 2BO3 或 N aOH (非硅胶基

质 )冲洗, 阳离子交换柱用水和酸冲洗. 依利特及

Them o公司均推荐用水y甲醇 y氯仿冲洗阴离子交

换色谱柱;阳离子交换色谱首先以水冲洗,并在冲洗

过程中注射 4等份 200 LL二甲基亚砜,再用四氢呋

喃冲洗.硅胶基质离子交换色谱柱,限于硅胶的性质

不能使用强酸或强碱清洗, 树脂离子交换色谱柱则

无此限制.对树脂离子交换色谱柱,高浓度的盐溶液

( 1~ 2 m o l/L的 N aC l溶液 )即可恢复其大部分分离

能力,油脂等少数与树脂紧密结合的物质可用低浓

度酸或碱溶液 (如 0. 1 ~ 0. 2 m o l/L的 N aOH 水溶

液, 20% ~ 40%乙酸水溶液 )冲洗除去.硅胶柱可用

一定程序的水溶液清洗, 亦可达到再生的目的:

0. 5~ 1. 0 m ol /L的盐缓冲溶液 y pH为 2~ 3的缓冲

溶液 y添加水溶性有机溶剂 (如 10% ~ 20%浓度的

甲醇、乙腈、乙醇等 )的缓冲溶液 y添加 8 m o l/L尿

素或非离子型表面活性剂的缓冲溶液
[ 17 ]

.

对于分析生物样品的离子交换色谱柱,可以使

用一些特殊的方法进行清洗和再生.四氢呋喃 -乙

腈或甲醇冲洗可去除脂类;乙腈y丙醇 y 1%三氯乙

酸进行梯度冲洗可去除蛋白质; 在乙腈或甲醇冲洗

同时反复注入四氢呋喃 ( 100~ 200 LL)可去除某些

高疏水性化合物
[ 18]

.通常吸附在固定相表面的酸性

有机物用低 pH缓冲液冲洗,碱性有机物用高 pH缓

冲液冲洗, 然后依次用蒸馏水、甲醇、二氯甲烷、甲

醇、水冲洗
[ 16]

.离子交换柱中强吸附的蛋白质可使

用蛋白酶去除:将 2%的酶溶液 700~ 800LL用高压

泵注入色谱柱中, 37 e 反应 24 h, 再先后用 0. 025

m ol /L磷酸盐缓冲溶液 ( pH 7. 1)和含 0. 5 m o l/L

NaC l的 0. 025m o l/L磷酸盐缓冲溶液 ( pH 7. 1,流量

0. 5 m L /m in)进行充分淋洗. 该方法对已知被蛋白

质污染十分严重的色谱柱,能取得非常好的效果,且

重复性良好
[ 18]

.

对受污染的离子交换色谱柱,可根据色谱柱性

质及具体污染情况,选择强酸性或强碱性溶液、高盐

溶液、含有机溶剂的缓冲溶液、含尿素等溶剂或表面

活性剂 (非离子型表面活性剂 )的缓冲溶液、某些蛋

白质变性剂 (如盐酸胍和尿素等 )以及蛋白酶中一

种或几种组合进行清洗和再生.

4 体积排阻色谱柱的清洗与再生

体积排阻色谱是基于分子尺寸大小将物质分离
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的一种色谱模式,其使用的色谱固定相包括有机凝

胶和无机凝胶固定相两大类.硅胶凝胶色谱柱在酸

性条件下官能团会发生脱落,碱性条件下硅胶基质

会发生溶解,故清洗时注意清洗液 pH值,以免损坏

色谱柱.有机聚合物凝胶柱耐受 pH范围宽, 可以用

较极端 pH的清洗液进行清洗: 用稀氢氧化钠或非

离子型去垢剂去除大部分的结合物质, 如果污染物

是一些难洗脱的蛋白质,则需要使用特殊清洗方法,

用 90%的乙醇、30%的乙腈或 30%异丙醇在低流速

下冲洗过夜除去疏水蛋白质.对亲水性蛋白质和肽,

可用提取液、去污剂或 1 m ol /L乙酸低流速冲洗色

谱柱过夜, 甚至可将溶于 0. 1 m o l/L 乙酸和 0. 5

m o l/L N aC l中的 1 m g /mL胃蛋白酶注入色谱柱,在

37 e 孵育 1 h,再用平衡液冲洗色谱柱除去亲水蛋

白质, 然后以蛋白水解酶处理分解凝胶中剩余的痕

量胃蛋白酶,再用水y甲醇 y水冲洗 [ 17, 19 ]
.

清洗与再生体积排阻色谱柱过程中, 流速需低

于 50%最大推荐流速, 每种溶液冲洗 10~ 15倍柱

体积即可,更换清洗溶剂时需用 3~ 5倍柱体积去离

子水将色谱柱冲洗干净. 通常体积排阻色谱柱上离

子性吸附的碱性杂质可用高浓度中性盐溶液 (如

015 m o l/L硫酸钠溶液 )去除; 含有机溶剂 (如 10~

20%的甲醇、乙腈、乙醇等 )的缓冲溶液 (如 50

mmo l /L磷酸盐缓冲液, pH = 7. 0)可洗脱吸附的疏

水性杂质;吸附最强的杂质,可在清洗溶剂中添加尿

素、中性表面活性剂 ( 6~ 8 m o l/L的尿素或 0. 2 ~

013%的中性表面活性剂 )进行洗脱
[ 20- 21]

.

5 其他色谱柱的清洗与再生

高效液相色谱测定糖醇等物质的含量时, 使用

特殊的糖醇色谱柱,其价格及其昂贵.对受污染的糖

醇色谱柱用 0. 2 m ol /L硝酸钙溶液作为流动相,在

85 e 下,流速为 0. 2 mL /m in,反相冲洗色谱柱 24 h,

然后在相同条件下用 10~ 20倍柱体积水冲洗, 可取

得较好的再生效果,延长色谱柱使用寿命,降低分析

成本
[ 22]

.

基于特异性吸附作用将物质分离的亲和色谱柱

和手性色谱柱,可依据具体色谱柱的特性,选择合适

的强洗脱液, 在 0. 5 mL /m in流速下反向冲洗色谱

柱.其它如亲水作用色谱柱和疏水作用色谱柱,根据

其使用条件,参照对应色谱模式选择合适清洗与再

生方法
[ 23- 24 ]

.

6 结论

被污染的色谱柱,根据其具体情况,应选择合适

的清洗与再生方法进行清洗, 一般可将其柱效提高

50%以上.对硅胶基质反相柱,污染情况较轻时可选

择一系列溶剂,按洗脱能力逐渐增强的顺序依次冲

洗, 如甲醇 y二氯甲烷 y甲醇 y 0. 05 m ol /L硫酸各

冲洗 20倍柱体积; 当其被严重污染时,可依次用二

甲基甲酰胺、丙酮、乙酰丙酮、甲醇冲洗 20倍柱体

积, 或将色谱固定相从色谱柱中取出,用二甲基甲酰

胺y丙酮 y乙酰丙酮 y甲醇超声清洗;被强吸附蛋

白质污染,使用注射 1% SDS法清洗,能得到较好的

效果.硅胶基质正相色谱柱用极性逐渐增强的溶剂

系统冲洗;有机聚合物、石墨化碳及氧化锆固定相色

谱柱 (正相或反相均可 ), 用稀酸、稀碱和有机溶剂

结合清洗.离子交换色谱柱和体积排阻色谱柱可用

高浓度中性盐溶液、含有机溶剂的缓冲溶液及加有

尿素、中性表面活性剂的缓冲液进行洗脱;严重污染

时可使用强酸性或强碱性溶液 (非硅胶基质色谱

柱 )、蛋白质变性剂以及蛋白酶进行清洗和再生.

随着 H PLC的发展,新型色谱柱层出不穷,用于

分析特殊样品的专用色谱柱被大量应用与生产生活

之中.鉴于现有色谱柱清洗与再生方法的局限性和

繁杂性、各种专用色谱柱价格昂贵以及新型色谱柱

多样性,预计未来色谱柱的清洗与再生方面研究在

以下方面会成为热点: ¹ 开发使用溶剂少,较现有方

法更简单有效的色谱柱清洗与再生方法; º 针对各

种专用色谱柱的清洗与再生方法; » 适用于新型及

CEC等其它类型色谱柱的清洗与再生方法.
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Methods for Cleaning and Regeneration ofH igh Performance

L iquid Chromatographic Columns

LIU Fan, XIONG Zhi- chao, ZHANG Ling- y ,i ZHANG W ei- b ing

(E ast China Un ivers ity of Science and T echnology, Shanghai 200237, China )

Abstrac t: M ethods for c leaning and regene ra tion o f reversed phase, norma l phase, ion exchange, size exc lusion chrom atograph ic,

affin ity chrom atographic and other liqu id chrom atograph ic columns a re summ ar ized in this paper, a im ing at the recovery o f the

separation ability o f contam ina ted co lumns, and the ex tension o f the life time o f co lumns. Accord ing to the sequence o f the increase of

so lvent strength a se ries of so lvents can be used for, the clean ing and regeneration o f s ilica- based reversed- phase chrom atog raph ic

co lumns, and som e strong so lvents such as MM F, SDS, acetone and hydrochlor ic acid cna a lso be used. Fo r silica- based norm a l

phase chroma tog raph ic co lumns a so lvent w ash ing system w ith increased po larity is e ffective. The recomm ended column w ash ing

so lvents for organ ic po lym ers, graphite carbon and zirconium ox ide stationary phase co lum ns are d ilute acid, dilute a lka li and organ ic

so lvents. A fter clean ing and regeneration by these me thods, the co lumn e ffic iency o f con tam inated co lum ns can be increased by 50% .

K ey words: H PLC; co lum n; c lean ing; regeneration
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