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高效液相色谱- 核磁共振联用技术
及其应用

陈　忠* 　　柯恩烽　　　
(厦门大学化学系　国家教委材料与生命过程分析科学开放实验室　厦门 361005)

摘　要　高效液相色谱- 核磁共振( HPLC- NM R)在线联用技术是同时进行未知混合物的分离

和结构鉴定的最好手段之一。详细介绍了在 HPLC- NM R 联用技术中 1H 谱的分辨率、检测限和

多重溶剂峰抑制的最新进展, 并简要评述了其它分离方法与 NM R 联用情况。
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1　前　言

液相色谱- 核磁共振( LC - NM R)联用技术并不是一个新概念。早在 70年代末就有

LC- N MR 联用技术的报道
[ 1]
。将高分离能力的高效液相色谱( HPLC)与提供最丰富结构

信息的 NM R结合似乎是很自然的事,实际上由于这两种技术存在着固有的矛盾: NM R的

检测灵敏度明显比 HPLC低,且作为 HPLC 流动相的混合溶剂往往产生多重强溶剂峰而影

响溶质峰的正确检测,因此HPLC和 NMR 的联用并不是两种技术的简单组合。长期以来人

们一般先用 HPLC 对混合物进行分离, 然后将分离好的组分移至 NMR 试管中, 再进行

NM R检测,最后确定混合物中该组分的结构,整个过程要耗费很多时间。近年来随着NM R

理论和技术的发展,出现了许多新技术新方法。高性能脉冲梯度场技术和选择激发技术的出

现,使得多重溶剂峰的有效抑制成为可能。高场探头性能的不断改进,大大提高了 NM R的

检测灵敏度。NM R谱仪的模块化设计和硬件的快速控制,使得接口设计更为灵活。这些技

术解决了HPLC 和NM R的匹配问题。由于 HPLC- NM R一体化联用技术能一次性完成从

样品的分离纯化到峰的检测、结构测定和定量分析, 提供大量分子结构和混合物组成的信

息,提高了研究效率和灵活性,因此引起人们的广泛关注,并获得快速发展[ 2, 3]。最近,世界生

产谱仪的最大两家公司 Varian 公司和 Bruker 公司都推出商品化的 HPLC- NM R配件,这

无疑将进一步促进 HPLC- NM R联用技术的发展和应用。

2　HPLC- NMR联用装置和特点

　　在HPLC- NMR 联用系统中, HPLC 可以看作是NM R的一种进样装置,试样经HPLC
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分离后,通过一个适当的中间连接装置注入到 NMR 探头。由于HPLC 分离和NM R分析的

样品都处于液体状态, 使用温度范围也相近,因此这两种谱仪联用时不必作太多的改动。

图 1给出了一种典型的HPLC- NM R联用装置
[ 4]。它是由泵、紫外检测器、色谱柱和注

入阀组成 LC 系统, 通过一条 2～2. 5m 长的特制毛细管连接到 NMR 液相探头上。位于

NM R探头底部的阀用来控制 NM R测试是在停流状态下还是在连续流动状态下进行。在

图 1所示的系统中,可以将 NM R视为H PLC的特殊检测器。我们知道, HPLC 所用的检测

器 FID、TCD、ECD和 RI 等都有局限性, 而 NMR 信号的化学位移、积分强度和谱线分裂情

况能提供丰富的定量定性信息。

目前 HPLC - NM R联用系统一般采用可液相探头, 它不仅具有较高的灵敏度而且保

留了较好的色谱分辨率。图 2为Bruker 公司生产的HPLC- NM R探头内部构造简图
[ 5]

,它

与普通 NM R探头的不同在于这种探头带有一流动腔,探头底部有两个标准的 HPLC 联结

器作为流动相的入口和出口。通常用于 NM R测量的样品管(内径 5m m)体积为 250�l,而在
HPLC- NM R探头中,玻璃管内径为 2～4m m, 所对应体积仅为 40～120�l。由于提高填充
因子,即样品体积与线圈 体积之比,有利于 NMR 灵敏度的增加,因此 LC- N MR 探头的射

频线圈 是直接固定在玻璃上, 玻璃管的管壁平行于质子检测线圈,且平行部分的长度要大

于检测线圈的长度。样品在这种探头中不能旋转,无法通过旋转以减小 x , y 方向上磁场不

均匀性的影响,对 NM R的分辩率会有所影响。实际上, 在现代NM R实验中,为了避免因样

品旋转引起的调制问题,一般都是在样品下旋转的情况下进行多维实验和反式检测实验。

图 1　HPL C- NMR的实验布局

Fig. 1　Fxperimental arrangem ent for

HPLC - NM Rcoupling

图 2　HPLC- NM R液相探头剖面图

Fig . 2　C ontinuous- f iow pr ob e for

H PLC - NMR coup ling

　　Griff ths详细研究了 HPLC- NM R实验中 HPLC 参数和 NM R参数之间的相互影响

以及最优化匹配问题
[ 6]
。对于某一色谱峰,由于 NM R的化学位移可作为峰分离的另一维,

因此色谱峰的分离并不是最关心的问题。实验中心发现窄的色谱峰有利于 N MR 检测灵敏

度的提高,为此,尽可能将色谱的峰宽调整到小于或等于 NM R检测线圈的长度。增加柱的

负载也会提高 NM R的灵敏高, 但色谱峰会随之加宽,甚至产生拖尾现象。实验表明对于内

径为 4. 6m m 柱负载量的黄型值为 100�l。
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Wu等 [ 7 ～9]设计了用于体积为 5nl至 1�l检测腔使用的射频微线圈,提出了一种可预测

流动状态NM R实验信噪比的理论模型, 讨论了分离参数、线圈几何形状和 N MR 采样参数

对信噪比的影响, 得到了样品腔体积减小 400倍时信噪比只降低 2倍的理论理测。为了获得

实验验证,将约 1�g 的氨基酸和多肽混合样品, 通过微孔 LC 分离后注入到体积仅为 50nl

微腔进行NM R测量, 获得了高质量的色谱保留时间与 NM R化学位移相关联的二维谱。

NM R技术的特点是低灵敏度, 因此 NM R灵敏度是 LC- NM R联用系统的主要问题。

NM R检测的信噪比依赖于检测体积中等同核的数目、磁场强度、NMR 检测线圈的填充因

子以及检测核的自旋晶格驰豫时间。Albert
[ 5]
报道了在 600M Hz 120�l流动腔中在检测分子

量小于 300化合物的检测限为 500ng。在停流检测模式中,检测限还依赖于累加次数 N。由

于信噪比的增加是与 N
1/ 2
成正比, 因此停流检测的检测限可以比流动检测的检测限低一个

数量级。另外, Varian公司最近公布的技术指标[ 10] :在 500M Hz 60�l的 LC- NM R探头进

行在流1H 检测,对于分子量小于 400化合物的检测限约为 10�g ,在相同条件下进行的停流

过液采样的检测限约为 200ng。

3　溶剂峰抑制

溶剂峰抑制是 HPLC - NM R 最关键的技术之一。为了获得高质量的 HPLC - NM R

谱,首先要解决溶剂峰抑制问题。这一问题虽与液态生物样品 NM R测量中水峰抑制有些类

似,但有其自身的特点。首先,在典型的反相 HPLC应用中,一般采用二元或三元组分混合

溶剂作为流动相,这些流动相所含有的质子基团会产生比感兴趣信号大几个数量级的溶剂

峰,这些强溶剂峤使得被分析成分的 NM R 信号变差, 且强的溶剂峰所伴随的
13

C卫星峰也

会干扰有用信号的观测。采用氘代有机溶剂作为流动相枞上来说是可行的,但由于氘代有机

溶剂如 CD 3CN 和 CD 3OH 等一般都非常昂贵, 限制了其在实际中的应用。其次, HPLC-

NM R中样品常常是流动的,这样流动相会源源不断的流入腔内,进入 NM R 检测范围,这

限制了预饱和之类溶剂峰抑制方法的使用。最后,实验过程中流动相溶剂梯度会引起某些溶

剂峰化学位移的移动。

在 Ogg 等
[ 11]提出溶剂峰抑制序列 WET 的基础上, 美国 Varian 公司的 Smallcombe

等[ 12 ]发展了一种适合停流( stop- f low )和在流( on- flow ) HPLC- NMR 溶剂峰抑制的方

法。该方法将造型选择脉冲、脉冲梯度场、选择性
13

C 去偶和实时硬件控制技术组合起来,成

为一种功能强大的通用的多溶剂峰抑制方法。

WET 技术采用一系列变扳转角的选择溶剂射频脉冲,在每一选择脉冲之后,加一去相

梯度场。实验表明采用 4脉冲方式的WET 序列能获得较好的抑制效果。图 3给出适用于一

维 HPLC- NMR 的改进型 4脉冲W ET 脉冲序列
[ 12]。4个选择性W ET 射频脉冲采用 SE-

DU CE 选择脉冲
[ 13]。对于类似的频率响应, SEDU CE造型脉冲比其它造型脉冲所用的时间

短,这在流动NM R实验中尤为重要。其脉冲相位分别为 x , y , y 和 y。对于射频场 B1不敏感

的WET ,扳转角分别为 98. 2°, 80. 0°, 75. 0°和152. 2°。对于纵向驰豫 T 1 和射频场 B1都不敏

感的WET, 扳角为 81. 4°, 101. 4°, 69. 3°和 161. 0°。脉冲梯度场强度分别为 32, 16, 8和 4,作

用时间为2m s, 每一脉冲梯度场后再加2m s的延迟。在
1
H 选择性脉冲作用期间,同时加一低
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功率13C 选择性去偶。最后采用( 90°x90°y90°- x90°- y )空间选择组合脉冲以获得较好的基

线。

图 3　改进型WET 脉冲序列

Fig. 3　The modified WET sequence

图 4是用图 3所示的WET 序列

在停流状态下获得溶剂峰抑制的例

子
[ 12]
。样品为 10m mol / L 的蔗糖溶

液, 溶剂为 CH 3CN: D2O ( 50: 50) , 采

用一个腔体积为 60�l的 PFG 反式检

测 LC - NM R 探头, 数据在 Unity

500上收集的。a为小扳转角的单脉冲

谱, CH3CN 的甲基峰在 1. 95ppm 处

因辐射阻尼效应而明显展宽。b为图 3

所示的改进型WET 序列的结果。采

用射频场 B1 不敏感 WET , 20ms 的

SEDUCE 选择脉冲和一个组合脉冲。

从 3. 67ppm 处可看出两图的垂直幅度是不同的, 对于 CH3CN 中的甲基信号, 抑制比大于

50 000∶1。

图 4　WET 序列进行溶剂峰抑制的典型实例

Fig . 4　A example of so lv ent suppression obt ained using t he WET sequence

　　在 HPLC溶剂梯度变化期间进行流动状态 NMR 实验,实验过程中有些溶剂峰的化学
位移会因流动相梯度而变化。如 CH3CN: D 2O的流动相中,当溶剂梯度变化时, CH3CN 上的

甲基峰和水峰的相对位置会发生变化。Smallcomble
[ 12]
提出了“搜索扫描”的方法:用一小扳

转角单脉冲寻找溶剂峰,将 1. 95ppm 附近的强峰定位为CH3CN的甲基峰, 并将射频发射机
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的频率设置为该频率,然后再定位另一强峰为 HOD 峰。根据搜索扫描所定位的溶剂峰,计

算出一个频可调的SLP[ 14] WET 脉冲。在溶剂梯度过程, 搜索扫描确定溶剂峰和时间平均扫

描获得实际信号是同步进行,从而实现了溶剂峰的自动跟踪和最佳抑制。图5为 LC梯度期

间采用搜索扫描和WET 脉冲解决实际问题的例子
[ 10]。用 CH3CN: D 2O 溶剂梯度(在 22min

内 CH3CN 从 5%提高至 50% )来分离一些多肽。注意图中搜索扫描的跟踪能力以及对～

4. 6ppm处水峰和～1. 95ppm 处 CH3CN的甲基峰良好的抑制效果。结果表明将WET 序列

与各种相位循环或脉冲梯度场二维脉冲序列相结合能获得高质量溶剂峰抑制二维谱[ 12 ] ,说

明了W ET 脉冲序列有很好的通用性。

图 5　LC 溶剂梯度期间用搜索扫描和溶剂峰抑制所获得的 NMR 谱

Fig. 5　1HLC- NMR spectra usingscout scan and WET solvent suppres sion during an LC gradient

4　HPL C- NM R 的应用

HPLC- NM R分析提供了在短时间内扫描混合物主要成分的快速方法。停流测量时,

一旦感兴趣的成分注入探头,就可对实验进行长时间的累加。对于浓度较高的成分还可进行

停流 2D NMR 实验。目前这种联用技术已用于进行药物代谢研究,药物杂质分析以及多肽

合成和发酵过程的研究,监测合成反应中同分异构体的比率等等。它不仅用于分析实验室,

而且用于原材料和产品质量控制以及在线过程监测。在检测质量相同的同分异构体时,

HPLC- MS 难以分辨,而HPLC- NM R克服了HPLC- M S的不足。HPLC- NM R也适用

于不挥发的缓冲系统, 如磷酸盐缓冲液,这对于 HPLC- M S是相当困难的。Alber t等
[ 15]
用

在线H PLC- NM R联机系统研究了单体丙烯酸盐。通过连续流动 1HNM R,对混合物中各

成分的化学结构进行了归属。Pur sch 等
[ 16]
利用 LC - NM R研究了松香油及其衍生物随温

度变化所引起构型变化的中间体。对于那些在柱中保留时间相近或相同的共洗脱成分,紫外

光谱无法分辨主峰边的肩峰,由于主峰所对应的组分和肩峰所对应的组分进入流动腔的时

间略有不同,利用时间切片( t im e slicing )功能,可以将两种成分分开。图 6为 HPLC不能分
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图 6　利用时间切片法得到共洗脱样品区域的停流 NMR 谱

Fig. 6　Times licing through a coeluting sample region produces stop- flow NMR spectra

辨区域时间切片产生的停流 NM R谱
[ 7]

,从箭头所示的位置很容易看出化学位移的不同。

5　NMR与其它分离手段

在 HPLC- N MR 联用技术发展的同时,其它分离手段与 NM R联用技术的研究也取得

一定的进展。下面简述高效毛细管电泳( HPCE)、超临界流体色谱( SFC)和超临界流体萃取

( SFE )与 NMR 联用技术的发展情况。

高效毛细管电泳( H PCE)是近年发展起来的高效分离方法。由于样品用量极少,且毛细

管区带电泳( CZE)可保持被分离物如肽和蛋白质的活性, 因而受到分析化学家和生物化学

家的极大重视。Sw eedler 等最早报道 CE 与 1HNM R联用系统
[ 17, 18] ,其所用的NM R检测腔

的体积为 5nl, NMR 检测线圈是垂直于超导磁场方向(常规探头的 NM R 检测线圈是平行

于超导磁场方向) ,检测线圈这样放置的目的是为了提高 NM R信号的灵敏度。显然其难以

消除磁场非均匀性的影响, 只获得了 7～11Hz的分辨率谱。在一分钟时间内对于精氨酸的

检测限为 35ng。A lbert
[ 5]
对 CE- NMR 联用系统最新进展进行了简洁的评述。

超临界流体色谱( SFC)和超临界流体萃取( SFE)是两种重要的分离方法。由于 SFC和

SFE 一般是以超临界流体作为流动相,因此很容易从流出溶液中除去溶剂。这避免了一直

困扰着 HPLC - NM R联用中多重强溶剂峰的问题。由于超临界 CO2分离是在温度高于

31. 3℃, 压力大于 7. 29MPa条件下进行的,因此对探头的压力和温度有一定的要求。探头中

检测线圈的形状与图 2类似。Alber t等
[ 15, 19]

用其所建立的 SFC- NMR 联用系统研究发现:

与液态相比, 由于超临界态有较低的粘滞系数, 因此 T 1增加了 2～3倍。实验中还发现随着

压力的增加,
1
H NM R峰会逐渐移向高场。Branmann等

[ 20]
则采用 SFE- NM R联用技术成

功地从粗咖啡中萃取出咖啡碱和三甘油酯。

6　展望

在线HPLC- NM R联用技术解决了医药、聚合物和生物医学不同领域的实际问题。连
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续流动检测将1H NM R 化学位移作为第二维; 停流检测可以用 2DNM R 技术进行结构分

析。这类系统,在基本上没有降低 NM R谱质量的前提下, 比脱机分析至少节省了 40%的时

间。

HPLC- NM R的特点不仅来自 HPLC 的高效分离能力和 NM R精确的结构分析能力,

而且还在于巧妙而完美的联用技术。这种联用技术包括适当的接口技术,其要兼顾 HPLC

和 NMR 各组成部分的性能和参数的最佳化,从而使整个系统更为实用更为完美。通过优化

连续流动探头的设计,可进一步降低 NM R 的检测限;通过脉冲梯度场相关的溶剂抑制技

术,可获得更好的抑制效果;通过设计更合理的螺线式检测线圈的流动腔, NMR 信号的分

辨率可望达到 0. 5Hz的水平。随着各种功能的日趋完善,其应用范围将不断扩大,从而进一

步发挥其潜在能力和应用价值。可以预计在不久的将来,在线HPLC- NM R联用系统将成

为中等大小分子的各种有机化合物分离和分析的最有效手段之一。CE- NM R将会逐渐进

入实验室,对于某些特殊需要的问题,将采用 SFC- NM R和 SFE- NM R来解决。
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Hyphenation of High- performance Liquid Chromatography

with Nuclear Magnetic Resonance and its Applications

Chen Zhong　Ke Enfeng

( The Laboratory of SEDC of Analyt ical Science for M aterial and life Chemist ry )

( Depar tm ent o f Chemist ry , Xiamen U niversity , Xiamen 361005)

Abstract　T he direct on- line coupling betw een high performance liquid chrom ato graphy

( HPLC) and pro ton nuclear magnetic resonance ( NM R) spect roscopy is one of the most

pow erful techniques fo r sim ultaneous separat ion and st ructur al elucidation o f unknow n

compounds in mix tures. The reso lut ion, detect ion limit and m ult iple solv ent suppression of

the
1
H NMR spectr a obtained in HPLC- NM R are described. Recent advances in the hy-

phenat ion betw een o ther separat ion methods and NMR spect ro scopy are discussed.

Key words　High- per for mance liquid chr omatogr aphy　 nuclear magnetic resonance sen-

sit ivity　solvent peak suppression
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