
 

 特点描述
◆ 循环馏分收集技术能够对难以分离的化合物进行高纯度制备纯化。
◆ GPC 分析与循环馏分收集可在同一台 HPLC 系统中完成。
◆ 利用 LabSolutionsTM 内置的时间程序功能和批量分析功能，可实现自动化循环馏分收集。

 �Nexera 系列扩展为循环馏分收集系统

Nexera lite 分 析 型 HPLC 系 统 或 Nexera GPC 分 析 型
GPC 系统可扩展为循环馏分收集系统。以 Nexera GPC 系统
为例，在标准配置基础上添加（1）循环套件、（2）循环阀及（3）
馏分收集器后，既可进行 GPC 分析又可实现循环馏分收集。
单台仪器兼具分析与循环馏分收集功能，可最大限度提高设
备利用率。图 2 展示了基于 Nexera GPC 的循环馏分收集系
统配置示例。
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图 2 循环馏分收集系统配置

 �循环馏分收集工作流程

在循环馏分收集中，通常采用以下工作流程以获取高纯
度目标化合物：

(1) 目标峰组的识别：在非循环条件下进行试验分析，初
步识别含目标化合物的峰组。

(2) 循环过程中分离度与峰形的确认：通过循环分析试验，
了解目标组分在循环过程中的分离情况与峰形变化。

(3) 手动循环馏分收集：通过手动操作循环阀并监测色谱
图，可选择性地仅循环特定峰组。该方法可去除循环流路中
目标化合物以外的杂质。

(4) 基 于 时 间 程 序 的 自 动 循 环 馏 分 收 集： 利 用 Lab 
Solutions 内置的时间程序功能，可对复杂样品进行自动循环
馏分收集。当单次循环馏分收集不足以回收所需量的目标化
合物馏分，或需常规进行循环馏分收集时，这样可以显著减
少工作量。

 �引言

制备液相色谱广泛应用于制药、食品和化工行业，用于
从混合物中纯化目标化合物、鉴定天然产物中的活性成分，
以及对杂质和未知化合物进行结构分析。

将目标化合物与共存化合物分离是获得高纯度样品的重
要手段。然而，由于色谱柱选择等分离条件优化的限制，有
时难以分离目标化合物。本文以苯乙烯低聚物的分离为应用
案例，介绍了采用循环分离法（一种提高分离度的技术）对
难以分离的化合物进行制备纯化的原理和工作流程。

 �循环馏分收集系统

当目标化合物在 HPLC 制备纯化过程中分离不充分时，
通常需要改变流动相组成等分离条件。但在非水相体积排阻
色谱（GPC）中，洗脱液不可更改，除更换色谱柱外几乎无
法通过改变条件以提高分离效果。

在不改变填料的条件下，提升色谱柱分离性能的一个简
便方法为增加柱长。但该方法存在“柱压升高”和“额外色
谱柱成本高昂”的缺点。考虑到昂贵的制备 GPC 色谱柱价格，
配置多个色谱柱并不现实。

在这种条件下，可采用“循环分离法”。该方法可使样
品反复通过单个色谱柱，以达到与延长柱长相同的效果。本
文中将采用循环分离法的制备纯化流程称为“循环制备色谱”。

图 1 为循环分馏系统流程图。通过切换循环阀位置，可
选择连接馏分收集器的废液 / 收集流路和连接泵入口的循环
流路。选择性地将含有目标化合物的洗脱带从色谱柱出口重
新引入色谱柱入口，可改善目标化合物的分离效果。

此外，由于洗脱液在循环流路中循环使用，减少了洗脱
液消耗。
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图 1 循环分馏装置典型流程图
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 �苯乙烯低聚物的分离

采用市售聚苯乙烯分子量标准品（MW=580，苯乙烯低
聚物，图 3 左）作为模拟样品。该苯乙烯低聚物包含具有不
同重复单体单元数的多种化合物。本文介绍了按照上述工作
流程从苯乙烯低聚物中分离特定分子的馏分收集过程。

采用适用于目标组分分子量的 Shodex GPC K-2002 作为
制备 GPC 色谱柱。图 3（右）显示了在非循环条件下为确认
目标化合物获得的色谱图，分析条件列于表 1。
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图 3（左）聚苯乙烯结构式，（右）苯乙烯低聚物色谱图

表 1 分析条件

系统 ： Nexera GPC + LC-40D 循环套件
色谱柱 ： Shodex GPC K-2002（300 mm×20 mm 内径）
流速 ： 3.0 mL/min
流动相 ： 氯仿
柱温 ： 室温
进样量 ： 100 µL
小瓶 ： TORAST，LC 1.5 mL，玻璃瓶
检测 ： 紫外检测（254 nm，常规样品池）

在循环馏分收集中，若所有峰（包括非目标化合物峰）
都进行循环，目标峰可能与前一循环中重叠的其它峰共洗脱。

因此，建议在初始洗脱阶段有意识地去除目标峰以外的
所有峰。确认待分离目标峰的洗脱保留时间后，必须确定选
择“废液 / 收集”或“循环”的阀切换时机。这样可确保仅
循环目标组分峰及其邻近杂质峰，使循环分离效果在色谱图
上直观显现。

循环馏分收集的流程示意图如图 4 所示。初始洗脱阶段
目标峰洗脱时，将循环阀切换至“循环”端。随后，当通过
循环确认目标峰与邻近杂质峰实现良好分离后，将循环阀切
换至“废液 / 收集”端以去除杂质峰并收集目标峰。
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图 4 循环馏分收集示意图

 �采用内置的时间程序实现自动化操作

通过利用 LabSolutions 内置的时间程序功能可执行自动
循环馏分收集。在此，我们通过对包括非目标化合物在内的
所有色谱峰进行了全循环分离，完成了初步试验并获取了色
谱图。随后基于该色谱图设定了循环阀的时间程序。图 5（上）
中红色标记部分代表目标化合物。

在循环馏分收集过程中（图 5（下）），首次洗脱时已
初步去除目标化合物两侧的干扰峰。通过第二次和第三次洗
脱进一步对与残余干扰峰的分离度进行了改善。第四次洗脱
时去除已分离的相邻干扰峰，并对目标化合物峰顶附近适当
区间进行了收集。该操作的时间程序如表 2 所示。

结合利用 LabSolutions 内置的分析批处理功能，可实现
包含进样、循环分离及收集的全自动重复操作。
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图 5（上）全峰循环色谱图， 
（下）按阀门切换时间程序执行的循环色谱图

表 2 循环阀时间程序
时间 单位 指令 值 循环阀位置

1 0.01 控制器 事件 0 废液 / 收集
2 14.70 控制器 事件 1 循环
3 15.10 控制器 事件 0 废液 / 收集
4 20.00 控制器 事件 1 循环
5 52.00 控制器 事件 0 废液 / 收集
6 59.40 控制器 事件 1 循环
7 60.00 控制器 事件 0 废液 / 收集
8 80.00 控制器 结束

 �结论

本文以苯乙烯低聚物的分离为应用案例，介绍了循环馏
分收集技术的原理与工作流程。采用循环馏分收集技术对单
个色谱柱难以分离的化合物的分离效果进行了改善，可实现
高纯度纯化。此外，通过在常规 HPLC 和 GPC 系统中加装循
环馏分收集装置，可根据需求将 GPC 分析与循环馏分收集在
同一台 HPLC 系统中完成，从而最大限度提高仪器利用率。
此外，通过利用 LabSolutions 内置的时间程序功能和批量分
析功能，可实现循环馏分收集的自动化操作。
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