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图 � 硼酸盐污染的淋浸液造成的甘露糖的拖尾
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值得注意的是
� 增高的背景可能是一次性使用金电极损毁的指征

�

在分析可能存在污染的项目时
,

应当将一次性

电极换下
�

不管分析什么样品
,

当系统正常运行时都应记录背景电导
,

这样将来就有了可供比较的水准
�

如果愿意你

可以去掉软件程序中的自动归零命令
,

使背景电导一直处于可控状态下
�

以轻度微生物污染的水配制淋洗液
,

从 �以�
一

以 � 系统中未必能观察到
,

但是使用被污染的水处理样品或者进行

梯度分析时
,

可以从 ��� 
一

��� 的图谱上看到多出来的峰
�

例如
,

酸水解测单糖时用污染的水溶解样品
,

可以看到一

个巨大的葡萄糖峰 � 另一种情况下
,

用乙酸钠梯度分析寡搪时
,

由于使用微生物污染的塑料管从去离子水系统的蒸馏

室转移蒸馏水而造成多了一组色谱峰
�

�
�

� 过氧化氢处理引起的污染

去离子水系统一年一次的过氧化氢处理可能带来 � ���
一

��� 淋洗液的短期问题
�

如果去离子水系统在经过氧化氢

处理后未能充分冲洗
,

残留的过氧化氢会造成高背景电导
�

这种由于过氧化氢引起的污染可以通过多数液相检测器
,

但不能通过以�
�

图� 显示了经过氧化氢处理的去离子水系统生产的水配制的流动相造成的背景
�

注意高背景产生后

更换不同来源的去离子水配制淋洗液
,

当新的淋洗液到达检测器时
,

背景回复到正常值
�

如果实验室坐落的区域不允

许使用大量的水冲洗去离子水系统
,

应于过氧化处理前在洁净容器中储备足够的水以保证连续的色谱行为
,

以备当观

察到不正常的背景水平时能提供一个解决故障的手段
�

图 � 残余过氧化氢对 ��� �
一

�� � 响应值的影响

�
�

� 甘露糖污染

甘露糖是去离子水系统的又一种污染
,

并且这种污染可以传递至其它的液相部件
�

比如在 ��  ! �� 实验室中我们发

现当更换纯化水的滤膜时
,

水可能会被甘露糖短期污染
�

同样的事情发生了两次后我们购买了不含甘露糖的滤膜
�

这

是否是一个普遍存在的问题
,

我们现在还未知
�

生产者生产滤膜时使用了甘露糖或其它电化学污染物如表面活性剂
,

用这种滤膜过滤水
,

水再用来配制氢氧化钠淋洗液或含氢氧化钠的淋洗液都可见高背景电导
�

图 � 是两个分析单搪的

水空白色谱图
�

图�� �使用甘露糖污染的水
,

图��� 使用洁净水
,

图 � ��� 的背景比图 � �� �低 � 同样在清洗柱子时图

� �� �图存在一巨大色谱峰和由于死体积引起的巨大倒峰
,

而巨大的倒峰通常是淋洗液被污染时高背景的指征
�

如同

过氧化氢的残留一样
,

这种污染将最终伴随去离子水系统的使用而消退
�

当 �以�
一

以� 系统存在预期的背景时
,

就应使用瓶装 ���� 级水来配制淋洗液�包括更换系统瓶子中的水和配制
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氢氧化物体系的水�
�

瓶装 ���� 级水的电阻率不是 �� 兆欧
�

但当去离子水系统存在问题时
,

使用未开瓶的 ���� 级

水来配制新鲜的淋洗液是一种暂时的解决方案
�

�� � ����
� �� � 腼。
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图 � 洗脱液中丙三醇对 �以�
一

以� 响应值的影响
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� 配制氮氛化物淋洗液
在分析单糖时

,

使用淋洗液发生器产生高品质的氢氧化物淋洗液是最可靠的方法
�

因为这种淋洗液是由电解产生

的
,

碳酸盐不会从氢氧化钠溶液或溶液混合时由空气中混人
�

�� �� � � 技术详细给出了使用和评价淋洗液发生器进行哺

乳动物糖蛋白中单糖分析时的�� 个要目
�

氢氧化物淋洗液的污染主要来自配制淋洗液的水和碳酸盐
�

如上所述
,

在

人工配制 � ���
一

以� 淋洗液时
,

碳酸盐不能彻底除去
,

但应尽可能减小
�

如在碳酸盐污染中所述
,

为获得最佳结果配

制氢氧化钠淋洗液的水必须脱气且达到纯度要求
,

一般使用 �� � 氢氧化钠 �聆平� 溶液作为氢氧化钠的来源
�

绝不

能使用氢氧化钠片状颗粒来配制氢氧化钠淋洗液
,

因其表面覆盖了一层碳酸钠
�

同样市售的�
�

�� ��
·

�
一 ’

的氢氧化钠

也不宜使用
,

因其中的碳酸钠的浓度很高
�

制备 � � ��� � � ��
·

�
一 ’

的氢氧化钠时
,

可以吸取 ��
�

�耐或称取 ��
�

� � 的�� � 的氢氧化钠
,

将其置于装有约 ��� �� 

脱气水的 �� 塑料瓶中
,

吸取时请使用 �耐或 �� 耐 分级刻度为 �
�

�耐 的无菌吸管
�

轻轻搅动此溶液���一巧� �
,

然后稀

释至刻度
�

迅速将此溶液转人 �� !
一

以� 系统的淋洗液瓶中
,

并覆盖 �� 一�� ��� ��一��� �� 的氦气
�

轻轻转动淋洗液

瓶直至充分混匀
�

配制含有氢氧化钠的淋洗液必须使用塑料容器
,

氢氧化钠会溶解玻璃中的硼硅酸盐
�

淋洗液必须每

周新鲜配制
,

氦气未覆盖超过 巧而� 时也要新鲜配制
�

淋洗液搅拌要轻
,

过多搅拌特别是未加气保护时
,

会在淋洗液

中掺人大量碳酸盐
�

图 � 是分析单糖的色谱图 图 � ��� 样品正确配置了氢氧化钠淋洗液
,

图 � �� �样品配制淋洗液时搅拌 �� � ��
,

与

图 � �� �相比保留时间缩短
,

单糖分离度显著下降
�

这是一个碳酸盐污染的典型例子
,

低含量碳酸盐污染将使保留时

间的缩短减少
,

从而使分离度的下降减少
�
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圈� 碳酸盐的污染对 �� !
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��� 分析单糖的影响
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即使正确配制淋洗液仍不可避免有碳酸盐
,

或者样品在柱上富集
,

将会使柱容量下降
�

这种情况会得到与上图相

似的谱图
�

为减少样品富集
,

每次进样后
,

可使用 �的� � � �
·

�
一 ’

的氢氧化钠冲洗柱子
�

正确处置 ��� 氢氧化钠溶液同样重要
�

这种溶液会从空气中捕获二氧化碳
,

在瓶底形成碳酸钠
�

同时在使用前不

能摇动�� � 氢氧化钠的瓶子
,

而只是从瓶子的中部取用氢氧化钠
,

不能使用瓶底三分之一部分的溶液
�

瓶中剩余部分

可在实验室中作其它用途
�

对 ����
一

��  系统来说
,

使用专门的瓶子盛装 50 % 的氢氧化钠将有助于减少人员操作误差

或易疏忽的其它化学污染
.
不按 l二述操作将会导致淋洗液中产生过多的碳酸盐

.

污染的氢氧化钠淋洗液有较高的背景
、

噪音和倒峰
.
这通常是由污染了的水造成的; 被碳酸盐污染的氢氧化钠将
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会缩短保留时间而形成较差的色谱保留行为
.
图4 就是一个碳酸盐极度污染的例子

.

3 乙酸钠/氢氛化钠淋洗液的配制
当分析中性条件下带电的碳水化合物(如唾液酸)或大分子的寡糖(如糖蛋白

、

麦芽糊精中含有天冬酞胺分枝的寡

糖)时
,

需要比氢氧化钠更强的淋洗液
.
乙酸钠就是这样的淋洗液

.
因检测器需要强碱性环境

,

这种分离仍然需要使

用氢氧化钠
.
多数寡糖需 100 一150 m m ol

·

l

一 ’

的等度氢氧化钠和梯度乙酸钠条件下分离 (见 Di on ex A pplic ati on N ote 67

中 100 和 巧om m ol
·

1

一 ’

氢氧化钠对麦芽糊精分离情况的比较)
.

这种分离需要调整两种淋洗液的比例来实现
,

一种淋洗液有适合的氢氧化钠浓度
,

另一种淋洗液含有乙酸钠和与

第一种淋洗液相同浓度的氢氧化钠
.
最常见的乙酸钠浓度为 1m ol

·

l

一 ’ ,

更弱一些的梯度只要 soo m m ol
·

l

一 ’

的乙酸钠
.

不同供应商的乙酸钠质量不同
,

这可能是客户问题的来源之一 在戴安我们使用 Fl uk
a 的无水乙酸钠未见任何意

外问题
.
Di on e

x
销售电化学级别的无水乙酸钠

,

这种乙酸钠是通过检测氨基酸用来测试 人A A
一

Di on

e x

阴离子交换一脉冲

安培检测器检测氨基酸的
.
这种乙酸钠可用于 H以E

一

P A D 系统
,

有助于解决可能由乙酸钠淋洗液不纯产生的问题
.

配制 1L l阅nun
of

·

l

一 ’

的氢氧化钠(按配制 IL Zoo m m ol
·

l

一 ’

氢氧化钠的方法)时
,

可以吸取 5
.
2ml 或称取 8

.
09 50 %

的氢氧化钠
.
配制 1L I的m m ol

·

l

一 ’

的氢氧化钠和 lm of
·

l

一 ’

的乙酸钠时
,

先于 soo ml 去离子水中溶解 82
.
以g高纯无水

乙酸钠
,

用0
.
2林m 滤膜真空抽滤除去可能影响泵体的粒子

.
这种过滤通常比较慢

,

不溶的乙酸钠会慢慢堵住滤器
.
关

掉真空泵之前将真空泵和溶液之间的连接断开
,

防止溶液倒吸
.
过滤后将溶液转入 lL 的瓶子

,

再加入 5
.
Zml 或

8
.
吨 50 % 的氢氧化钠(浓度为 100

~
l

·

l

一 ’

时)
,

加水至刻度
.
迅速将溶液转移到 H以E

一

以D 系统的塑料瓶中
,

且覆

盖 34 一s kPa 的氦气
.
轻轻旋动瓶子使溶液混合均匀

.
小心操作

,

避免旋动时溶液与外接气体的管子接触
.

也可在过滤前
,

先加人氢氧化钠和水到刻度
,

这样可使氢氧化钠加人后的搅动降到最低
.
无论选择哪种方式

,

最

重要的是按实验室的标准操作要求进行操作
.
淋洗液每周新鲜配制

,

或者氦气未覆盖超过 巧m in 时淋洗液也要重配
.

有人可能先配制水氢氧化钠
、

和乙酸钠三种流动相
,

然后在分离单糖时用泵产生梯度
.
Di on ex强烈建议不使用这

种方式
.
这样做短期可获得成功

,

但却会造成系统污染
.
不含氢氧化钠的乙酸钠溶液是绝好的霉菌和微生物培养基

.

一种淋洗液有微生物污染会造成整个系统的污染
.

为清除系统污染
,

需要更换管子
,

包括淋洗液连线
,

且用 Zmo l
·

l

一 ’

的氢氧化钠冲洗系统
.
在实验室中使用不含

氢氧化钠的乙酸钠淋洗液
,

天气温暖时很容易遇到问题
.
但微生物污染在一年中的任何时间都会遇到

.
如果需要在中

性条件下使用乙酸钠
,

而氢氧化钠是在柱后为 PA D 加人的话
,

应尽可能在无菌条件下配制乙酸钠
,

且不要使用旧的

乙酸钠淋洗液
.

污染了的乙酸钠淋洗液会产生大于40 nC 的背景
,

且可能在梯度分析过程中掩盖其它峰
.
高度污染的淋洗液会产

生成百
nC 的背景

,

并产生巨大倒峰
.
如果水是洁净的

,

乙酸盐就是罪魁祸首
.

三元淋洗液按比例混合产生的基线不会象二元淋洗液混合产生的基线那样高低不平
.
然而从长远来看

,

或者当淋

洗液从一种系统转换成另一种系统时
,

设计二元系统比三元系统要好
.
Di on ex建议

,

如果可能
,

起始的淋洗液中应包

含少量的乙酸钠
.
当从非乙酸盐体系转变成乙酸盐体系时

,

氢氧根系统的柱子换成乙酸盐系统的柱子
,

基线总可见一

小尖峰
,

起始溶液中10 m m ol
·

l

一 ’

的乙酸盐将避免这一尖峰
.
分离寡糖时

,

淋洗液中不含 10 m m ol
·

1

一 ’

的乙酸盐不会影

响分离
.
而同一个样品中的单糖和寡糖之间的分离会受影响

.
在这种情况下

,

可以将样品分成两针进样用两个时间较

短的方法分析
,

一针用于单糖分析
,

一针用于寡糖或带电糖的分析
.

如果遇到流路中出现 Di on ex 不能分析的含金属的组分
,

色谱柱和工作电极将会被金属污染
.
当使用被污染的乙酸

盐时这个问题就更为突出
.
通常被金属污染的色谱柱和工作电极需要更换

.
当遇到金属污染了泵头时

,

请与 Di one : 的

技术支持团队联络获得帮助
,

从泵头和污染的管路中除去金属污染
.


