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亲水作用色谱模式的特点

亲水作用色谱(HILIC)的分离原理

利用样品在流动相和固定相中的分配平衡，样品中的极性官能团与固定相表
面进行亲水相互作用面进行亲水相互作用

特点

固定相 般为极性官能团（如氨基 酰胺基 羟基等）修饰硅胶或聚合物1) 固定相一般为极性官能团（如氨基、酰胺基、羟基等）修饰硅胶或聚合物
2)流动相类似反相的流动相，一般使用比固定相极性低的溶液。如：乙腈/水
≥7/3等
极性化合物保留强 适合多肽 糖 核酸等低分子 高极性化合物的分离3)极性化合物保留强，适合多肽、糖、核酸等低分子、高极性化合物的分离

4)疏水性杂质不积累，可以最大程度避免色谱柱损坏。



东曹HILIC色谱柱

１．TSKgel Amide-80 （5µm，3µm）１．TSKgel Amide 80 （5µm，3µm）
－硅胶基质（酰胺基型）HILIC色谱柱
－极性化合物保留强、分离性能强，但还原糖分离发生峰分裂现象

２．TSKgel NH2-60 (5µm)
－硅胶基质（氨基型）HILIC色谱柱

适合糖类化合物分离 但化学稳定性不高－适合糖类化合物分离，但化学稳定性不高

新型HILIC色谱柱：TSKgel NH2-100 3 µm
－氨基型色谱柱耐久性大幅度提高
－与Amide-80具有相同或更高的保留性能和更高的分离
性能



TSKgel NH2-100 3µm色谱柱及填料TSKgel NH2-100 3µm色谱柱及填料
基本性质

基质 硅胶

平均粒径 3µm

孔径 10nm

比表面积 450m2/g

表面官能团 氨基

封端处理 TMS 封端

色谱柱 2.0mm I.D. x 15cm 4.6mm I.D. x 15cm

保护柱 2.0mm I.D. x 1.0cm 3.2mm I.D. x 1.5cm



TSKgel NH2-100 3µm的优点

表面构造 NH2
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■硅胶基质氨基型色谱柱适宜分离亲水性化合物

Silica gel

■硅胶基质氨基型色谱柱适宜分离亲水性化合物

■残余硅羟基封端处理，耐久性好

■立体异构体峰不分裂，适宜测定还原性糖■立体异构体峰不分裂，适宜测定还原性糖

■较其他氨基柱对糖类化合物的回收率高

■采用3µm填料适宜进行高分离、快速、高灵敏度分析

■与反相色谱柱相比表现出明显的分离选择性差异

■采用高浓度有机溶剂做流动相，适合进行LC/MS(/MS)分析



核酸碱基的分离比较
(NH 100 ODS 100V)

Conditions

(NH2-100 vs. ODS-100V)

Column   : A) TSKgel NH2-100 3µm
(4.6mmI.D. x 15cm)      

B) TSKgel ODS-100V 3µm    
(4 6mmI D x 15cm)1 Thymine (Log P= 0 32)

600
3

1
(4.6mmI.D. x 15cm)

Eluent     : 
A) 20mmol/L HCO2NH4/AcCN (10/90)
B) 20mmol/L HCO2NH4/AcCN (90/10)

1. Thymine (Log P=-0.32)
2. Uracil (Log P=-0.87)
3. Adenine (Log P=-0.73)
4. Cytosine (Log P=-1.47)400V

4
2

Flow rate: 1.0mL/min
Detect.    : UV (254nm)
Temp.     : 40ºC
Inj vol : 10µL200

m
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1 2 3
Inj. vol.   : 10µL 
Samples : 1.Thymine,       2. Uracil,
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分离性能与流速的关系
(NH2 100 vs Amide 80)

30 Conditions

(NH2-100 vs. Amide-80)

25
Column   : TSKgel NH2-100 3µm

(4.6mmI.D. x 15cm)  
TSKgel Amide-80 3µm

15
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P(
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新HILICｶﾗﾑ

TSKgel Amide 80 3µm 
(4.6mmI.D. x 15cm)

Eluent     : H2O/AcCN  (10/90)
Flow rate: 0.1~2.4mL/min

● TSKgel NH2-100 3µm

▲ TSK l A id 80 3

10H
ET

Amide-80 3um Detect.    : UV (254nm)
Temp.     : 40ºC
Inj. vol.   : 10µL

▲ TSKgel Amide-80 3µm

0

5
j µ

Sample   : Uracil 
適正流速

Recommend Flow rate0
0 5 10 15

Linear velocity(cm/min)

2.0mmID Column：
0.16 – 0.30 mL/min

4.6mmID Column：

HETP：理论板高（柱长／理论塔板数）

0.80 - 1.50mL/min



样品中有机溶剂的浓度对
理论塔板数的影响理论塔板数的影响

Conditions
Column   : TSKgel NH2-100 3µm100

120

g µ
(4.6mmI.D. x 15cm) 

TSKgel Amide-80 3µm
(4.6mmI.D. x 15cm)

80
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)

( )
Brand A

(4.6mmI.D. x 15cm)
Eluent     : H2O/AcCN (25/75)40

60

R
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● TSKgel NH2-100 3µm
Flow rate: 1.0 mL/min
Detect.    : RI
Temp.     : 40ºC

20

40R ● TSKgel NH2-100 3µm
▲ TSKgel Amide-80 3µm
■ Brand A

Inj. vol.   : 10µL
Sample   : Mannitol0
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AcCN Concentration (Vol%)



糖类回收率的比较糖类回收率 较
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(4.6mmI.D. x 25cm)

△ TSKgel NH2-100 3µm
□ Brand B

1000

ea
k 

ar
ea

 Eluent     : H2O/Acetone (25/75)
Flow rate: 1.0 mL/min
Detect.    : RI
T 40ºC

0

500P Temp.     : 40ºC
Inj. vol.   : 10µL
Sample   : Mannose 

0
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0

Conc. (mg/mL)



流动相pH的影响p
600

1
Conditions

Column   : TSKgel NH2-100 3µm

1

C) 2
TP:6720

g µ
(4.6mmI.D. x 15cm)

Eluent     : 100mmol/L Triethylamine
Acetate (pH X)/AcCN (25/75)

400
C) 2

Acetate (pH X)/AcCN (25/75)
X= A; 4.5, B; 7.5, C; 10.5 

Flow rate: 1.0mL/min
Detect. : RI200

m
V

B)
TP:3845

Detect.    : RI
Temp.      : 40ºC
Inj. vol.    : 10µL
Sample    : 1.Xylitol, 2.Glucose

200

p y ,

0
A)

TP:1993

0 2 4 6 8
Retention time (min)



耐久性的比较

Conditions
Column   : TSKgel NH2-100 3µm
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Eluent     : H2O/AcCN (25/75)
Flow rate: 1.0 mL/min
Detect.    : RI
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Temp.     : 40ºC
Inj. vol.   : 10µL
Sample   : Inositol 
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TSKgel NH2-60

TSKgel NH2-100

△ TSKgel NH2-100 3µm

□ Brand C
0
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在碱性流动相的耐久性在碱性 动 性

Conditions

Column   : TSKgel NH2-100 3µm
(4 6 I D 15 )100

120

%
)

(4.6mmI.D. x 15cm) 
Eluent     : 100mmol/L Triethylamine-

Formic acid (pH 10.0)
80
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/R

.T
. (

%

/Acetone (25/75)
Flow rate: 1.0 mL/min
Detect.    : RI40
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TP Temp.     : 50ºC
Inj. vol.   : 10µL
Sample   : Glucose 0
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R
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Purge time (hr)



糖类化合物在丙酮为流动相糖类化合物在丙酮为流动相
下色谱图比较

Conditions

Column   : TSKgel NH2-100 3µm
(4 6mmI D x 15cm)

300 21

3
4

(4.6mmI.D. x 15cm) 
Eluent     : A) H2O/Acetone (25/75)

B) 100mmol/L Triethylamine-
Formic acid (pH 10 0)/

200

V B)

3
5 6

Formic acid (pH 10.0)/
Acetone (25/75)

Flow rate: 1.0 mL/min
Detect.    : RI100

m
V B)

1 2

4
Temp.     : 50ºC
Inj. vol.   : 10µL
Sample   : 1. Fructose, 2. Sorbitol, 

3 Glucose 4 Sucrose
A)

3
5 6

3. Glucose, 4. Sucrose, 
5. Maltose, 6. Lactose  0

0 5 10 15
Retention time (min)( )



应用应用分析例分析例应用应用分析例分析例



茶碱代谢途径推测
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茶碱及代谢物分离比较

(NH2-100 vs. ODS-100V)
Conditions

Column: A) TSKgel NH2-100 3µm
(2.0mmI.D. x 15cm)

B) TSKgel ODS-100V 3µm150

2

1
(2.0mmI.D. x 15cm)

Eluent: A) A; 100mmol/L Triethylamine-
Formic acid (pH10.0)/AcCN (5/95),

B; 100mmol/L Triethylamine-100

1

3
4

B; 100mmol/L Triethylamine
Formic acid (pH10.0)/AcCN (50/50)

B) A; H2O/AcCN (98/2)+0.1% Formic acid, 
B; H2O/AcCN (50/50)+0.1% Formic acid 

Gradient: A) B 0%(0min) - B 0%(2min)50

m
V

B)

1 2 Gradient: A) B 0%(0min) B 0%(2min)
– B 80%(30min) 

B) B 0%(0min) - B 80%(30min)
Flow rate: 0.25mL/min
Detect.: UV (254nm)

50
A) 3 4

Detect.: UV (254nm)
Temp.: 40ºC
Inj. vol.: 10µL
Sample:1. Theophyline, 2. 3-Methylxanthine, 

3. 1,3-Dimethyluric acid,

0
0 10 20 30

Retention time (min) 3. 1,3 Dimethyluric acid, 
4. 1-Methyluric acid



抗癌药物 MTX 及衍生物的分离比较

（ ）

Conditions

（ NH2-100 vs. ODS-100V）

Column: A) TSKgel NH2-100 3µm
(2.0mmI.D. x 15cm)

B) TSKgel ODS-100V 3µm
1000

12
3 B) TSKgel ODS 100V 3µm 

(2.0mmI.D. x 15cm)
Eluent: A) A; H2O/AcCN (10/90)+0.1%TFA, 

B; H2O+0.1%TFA600

800

B) 2

3
45

6
; 2

B) A; H2O/AcCN (90/10)+0.1%TFA, 
B; AcCN+0.1%TFA

Gradient: B 0%(0min) - B 40%(15min)400

600

m
V

1
2

2

( ) ( )
- B 0%(17min)

Flow rate: 0.20mL/min 
Detect.: UV (313nm) 

200
A)

3 4 5
6 7

Temp.: 40ºC

Inj. vol.: 10µL
Samples: 1. MTX(MTXPG1), 2.MTXPG2,    

0
0 2 4 6 8 10 12

Retention time (min)

3.MTXPG3 , 4.MTXPG4, 5.MTXPG5,  
6. MTXPG6,  7.MTXPG7



PA-Sugar Chain结构示意图
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PA-Sugar Chain分离比较①
(NH2-100 vs. ODS-100V)

Conditions

Column: A) TSKgel NH2-100 3µm
(4.6mmI.D. x 15cm)

B) TSKgel ODS 100V 3µm

180
1/5

2

6
7

11

B) TSKgel ODS-100V 3µm 
(4.6mmI.D. x 15cm)

Eluent: A) A; 200mmol/L Triethylamine
Acetate (pH6 5)/AcCN (30/70)100

140 3
48

6

10

B)

9

Acetate (pH6.5)/AcCN (30/70),
B; 500mmol/L Triethylamine

Acetate (pH6.5)/AcCN (60/40)
B) A; 50mmol/L HCO2NH4/AcCN (98/2),

60

m
V

1

4

2

8
5 6

7

B; 50mmol/L HCO2NH4/AcCN (90/10)
Gradient: B 0%(0min) - B 100%(30min)

- B 100%(45min)
Flow rate: 1 0mL/min20

20
3 10

9
11

A)

Flow rate: 1.0mL/min
Detect.: Fs (Ex. 315nm, Em. 380nm)
Temp.: 40ºC
Inj. vol.: 10µL

-20
5 15 25 35

Retention time(min）

Sample: PA-Sugar Chain 1-11



PA-Sugar Chain分离比较②
(NH2-100 vs. Amide-80)

ConditionsConditions

Column: A) TSKgel NH2-100 3µm
(4.6mmI.D. x 15cm)

B) TSK l A id 80 3

180
2

B) TSKgel Amide-80 3µm
(4.6mmI.D. x 15cm)

Eluent: A) A; 200mmol/L Triethylamine
A t t ( H6 5)/A CN (30/70)100

140
1/11

3

4 85 6
7

109

B)
Acetate (pH6.5)/AcCN (30/70),

B; 500mmol/L Triethylamine
Acetate (pH6.5)/AcCN (60/40)

B) A;200mmol/L Triethylamine60

100

m
V

4

2

8
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7

B) A;200mmol/L Triethylamine 
Acetate (pH6.5)/AcCN (26/74), 

B;200mmol/L Triethylamine 
Acetate (pH6.5)/AcCN (50/50)

G di t B 0%(0 i ) B 100%(30 i )

20

1

3

8

10
9

11

A)

Gradient: B 0%(0min) - B 100%(30min)
- B 100%(45min)

Flow rate: 1.0mL/min
Detect.: Fs (Ex. 315nm, Em. 380nm)

-20
5 15 25 35

Retention time (min） ( , )
Temp.: 40ºC
Inj. vol.: 10µL
Sample: PA-Sugar Chain 1-11

Retention time (min）



水溶性维生素类的分离比较
(NH 100 A id 80)(NH2-100 vs. Amide-80)

Conditions
Column   : A) TSKgel NH2-100 3µm

(4 6mmI D x 15cm)

600

1 4 (4.6mmI.D. x 15cm) 
B) TSKgel Amide-80 3µm 

(4.6mmI.D. x 15cm)
Eluent : 25mmol/L Phosphate

400
2 3

4

67 Eluent     : 25mmol/L Phosphate
buffer (pH2.5)/AcCN (30/70) 

Flow rate: 1.0mL/min
Detect.    : UV (254nm)200

m
V

1
2

3 4

5 67

B)

( )
Temp.     : 40ºC
Inj. vol.   : 5µL
Sample   : 1. Nicotinamide, 2. Vitamin B2,

200 3 4

5

6

7

A)
3. Pyridoxine, 4. Nicotinic acid,
5. Vitamin C, 6. Vitamin B1, 
7. Vitamin B12

0
0 5 10

Retention time (min)

A)
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小结

新型HILIC色谱柱TSKgel NH2-100 3µm

采用了特殊封端处理，其耐久性较以前的产品TSKgel NH2-60有很大的提
高。

在分离还原性糖时不会发生峰分裂现象，保持氨基型色谱柱分析此类化合
物的优点。

在对糖类的测定中 回收率相对较高在对糖类的测定中，回收率相对较高。

在碱性流动相条件下耐久性提高，流动相适宜pH范围扩大。

柱效受样品溶液有机溶剂浓度的影响较小。柱效受样品溶液有机溶剂浓度的影响较小。

与反相色谱柱分离选择性差异显著。

具有亲水性相互作用和离子交换特征的多分离模式的特征。相比其他类型
的 色谱柱 高极性的化合物的保留性 有用离的HILIC色谱柱对高极性的化合物的保留性更强。由于NH2-100具有用离子

交换的分离性质，对于非离子色谱柱不能分离的成分，也可以获得良好的
分离。有望用于高极性药物代谢产物的分析。
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