
目的

概述超高效液相系统的日常维护与使用

的操作规范，当其配合在分子排阻及离

子交换色谱中所采用的高离子强度、

100%水流动相的典型流动相时。 

背景

鉴于生物药物的复杂性，对其充分表征

通常需要各种正交性方法。许多色谱技

术都是在反相条件下进行的，而其他技

术都是在自然的分离条件下进行，要求

高离子强度100%的水溶液洗脱。对于高

效液相系统，这些条件就可能发生问题：

在没有杀菌剂的情况下，缺乏正确维护

会导致在几个小时内就发生细菌污染。

高盐浓度的存在会增加流动相含有颗粒

的可能性。LC系统中存在细菌和颗粒会

影响色谱质量和色谱柱的使用寿命。 

色谱系统的各部件都同等重要。如果色

谱系统不是惰性的或生物兼容性的，就

会形成金属蛋白加合物或发生所不希望

发生的蛋白质相互作用。长期使用高离

子强度100%水流动相，如果色谱系统中

的浸润通路中含有钢部件，还会导致生

锈。然而，通过正确的色谱系统安装与

维护，能够获得稳定的、可重现的色谱

分离，而停机时间最少化。1,2

 

ACQUITY UPLC系统的正确安装与维护，提供
稳定可靠的SEC与IEX分离。

图1. 微生物生长对蛋白质混合物的SEC色谱的影响。通过对色谱柱筛板的分析
确认污染。
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图2. 牛血清白蛋白(BSA)(5 mg/mL溶于水中)的SEC-PDA色谱图，
显示流动池材质对峰形的影响。BSA单体呈现过度的峰拖尾。
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超高效分子排阻及
离子交换色谱系统的
日常使用与维护指南

流动相： 25 mM 磷酸钠, 150 mM 氯化钠, pH 6.8
流速： 0.4 mL/min
进样量： 4 �L
波长： 280 nm
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钛质
5 mm 流动池小时
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解决方案

分子排阻和/或离子交换色谱系统的维护与使用，需要

许多与其他系统一样的标准操作规范。然而，对于高

盐水流动相，还需要一些额外的流程。虽然本文概述

的规范是针对ACQUITY UPLC
®
系统描述的，这些原则同

样适用于任何色谱系统。总体系统建议包括：

■     如果使用钢质系统，请按照厂商的建议调整。用于

   沃特世UPLC
®
系统，可获得详细指南。

■     正确清洗实验室玻璃器具。

■     如果灌洗液缓慢损失，请检查阀问题，观察到保留

   时间再现性问题、压力或定量重现性问题，请按照

   标准程序清洗系统。
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■     如果可能，请使用含有抑菌剂的流动相(即：0.02%

   的叠氮化钠)，以防止微生物生长。

■     保留时间或压力的波动可能提示泵有问题。

■     面积或峰值变化而保留时间不变，可能提示进样器

   有问题。

其他建议按仪器部件列示如下。这些考虑事项针对微

生物生长、系统适用性和/或蛋白质稳定性。

溶剂输送系统：

SEC和IEX中使用的缓冲液会有利于微生物的生长，从而

导致色谱柱和系统的污染(图1)。建议包括：

■     始终过滤水流动相，用可兼容的 0.22 �m或更小的

   过滤膜。还建议使用无菌过滤膜和容器。

■     只使用高纯度水(18.2 MΩ cm)。若使用瓶装水，应

   于使用之日打开。

■     切勿只是更换流动相而不更换溶剂瓶。当更换流动

   相时总是也更换溶剂瓶。

■     高离子强度洗脱液(> 100 mM)应每二个星期更换一次。

■     低离子强度洗脱液(< 100 mM)应每2-3天更换一次。

■     水(100%)瓶应每天更换。  

■     较高的盐浓度，因其可抑制微生物的生长，可减

   少更换溶剂的频率。更换流动相并不总是方便操

   作，使用四元溶剂混合系统结合以高浓度缓冲液

   (> 100 mM)来获得SEC和IEX流动相也可以起到同样

   的效果。
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■     所有洗脱液瓶应于每天进行目视检查，看是否有

   微生物生长和/或颗粒。微生物生长可以是在瓶壁

   上形成一层薄膜，或者可以通过摇晃瓶子观察到。

■     如果洗脱液瓶中已经发生微生物生长，则更换流动

   相过滤器或用70%的异丙醇溶液冲洗。微生物会污

   染流动相过滤器。

■     使用兼容的流动相过滤器，如钛。每周清洗一次流

   动相过滤器，以减少微生物污染。使用70%的异丙

   醇溶液超声或冲洗。

■     推荐的密封件清洗循环时间为0.10分钟(6秒)。

■     密封件清洗建议用90/10的水/甲醇。

■     溶剂管理器永远不得闲置在高盐流动相或100%的

   水中。

   - 若要短期储存，保持0.1 mL/min的速度从所有在用

    管中吸取相同比例的流动相。

   - 如果系统将闲置2天以上，请用高纯度水灌洗每根

    管子10分钟。彻底冲洗系统。用90/10的水/甲醇

    重复各步骤。

样品管理器：

SEC和IEX条件通常需要样品管理器清洗管路(清洗/清除，

强/弱针清洗)中有高离子强度溶液。然而，这些洗脱

液可能会对样品注射器和/或针有不利影响。对于可变

流通针式系统，要定期除盐，以最大限度减少维护与

维修。其他建议包括：

■     确保样品可溶于流动相和样品管理器清洗溶液。

■     遵循厂商的清洗溶剂建议。 例如，

   建议ACQUITY UPLC H-CLASS Bio系统使用的清洗溶液含

   盐不得超过500 mM。

■     如果能看到盐沉淀，请清洗表面。如果再次发生

   盐沉淀，请检查连接及系统是否有问题。
4

■     如果样品管理器闲置2天以上，请用高纯度水冲洗

   针和/或清洗管路(最少20个循环或200秒)。用90/10

   的水/甲醇重复该步骤。一定不能使样品管理器的

   任何管路闲置于高盐清洗液(>100 mM)超过2天。
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总结

SEC 和 IEX 色谱分析在蛋白的自然条件下进行，需要高

离子强度100%水相洗脱液。为了最大限度减少蛋白质

表面相互作用，这些条件会需要使用为这些应用专门

设计的生物相容性色谱系统。必须采取预防措施，以

预防和最大程度减少细菌污染。这类污染可发生于数

个小时内，其迹象包括：峰形恶化、分辨率和色谱柱

寿命都变差。不幸的是，一旦色谱柱被污染，将难以

再生。为减少系统污染和维修的频率，我们列举出一

系列的步骤，用于维护和保养进行生物分子分析的色

谱系统和色谱柱。这些建议包括对溶剂管理器、样品

管理器、检测器和色谱柱的维护。使用这些操作程序，

并结合以良好的实验室操作规范，可确保有一个稳定、

再现的超高效分子排阻与离子交换色谱系统。
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UV检测器：

在水相条件下进行SEC或IEX分离时，沃特世推荐使用钛

或不锈钢光学流动池。标准的ACQUITY
®
光学流动池在流

经路径中含有Teflon AF。而某些蛋白质，在自然条件下，

可能会与流动池表面相互作用，导致峰拖尾和基线倾斜

(图2)。对于检测器的建议包括：

■     使用钛或不锈钢流动池，以减少与蛋白质的表面相

   互作用。其他流动池材料(即Teflon)可能导致峰拖

   尾。

■     切勿让检测器闲置于高盐洗脱液中。用水彻底冲洗

   (以0.2 mL/min的速度冲洗60分钟)，然后用90/10的

   水/甲醇或更高比例有机相冲洗。

色谱柱的储存：

为了保持较长的色谱柱使用寿命并将微生物污染的风

险降到最低，应遵循下列建议：

■     色谱柱永远不得储存于高盐水流动相或100%的水中。

■     在切换到推荐的储存条件之前，用10-20倍柱体积的

   水冲洗色谱柱。

■     按照厂商的建议冲洗和储存色谱柱。典型建议为

   10-20%的甲醇，或者用杀菌剂(即0.1%的叠氮化钠)。

■     考虑使用保护柱来延长色谱柱的使用寿命。可能需

   要定期更换。保护柱的更换频率可能取决于样品的

   清洁度。

■     分子排阻色谱柱典型储存于4-8℃的温度下，以减

   少微生物生长。离子交换色谱柱通常储存于室温下。

   详情请查阅厂商的建议。
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