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Актуальные области применения  
методов высокоэффективной 
жидкостной хроматографии
В. А. Даванков,  д. х.н .1, А. Я. Яшин, к. х.н .2, Я. И. Яшин, д. х. н.2

Описаны современные методы ВЭЖХ и их применение в жизненно важных областях: 
метаболомике, фармакокинетике, допинг- контроле, судебной химии, определе-
нии микробиома, диагностике опасных болезней по маркерам. Приведен перечень 
новых тенденций в ВЭЖХ. Таким образом, методы ВЭЖХ находятся на страже здоро-
вья человека, качества продуктов питания, лекарств и безопасности окружающей 
среды.
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Введение
Хроматография –  выдающееся изобретение, она вхо-
дит в  число двадцати открытий двадцатого века, 
которые в наибольшей степени преобразовали жизнь 
человечества [1–11]. М. С. Цвет –  основатель хромато-
графии –  входит в список сотни выдающихся хими-
ков всех времен и народов. Ни один аналитический 
метод не  сравнится с  хроматографией по  эффек-
тивности разделения сложных смесей, универ-
сальности и широте применения. Без использова-
ния хроматографических методов и  аппаратуры 
нельзя себе представить ни одно современное про-
изводство, ни  одну аналитическую или исследо-
вательскую лабораторию, занимающуюся физико- 
химическими исследованиями или выделением 
веществ в чистом виде.

Успехи хроматографии связаны еще и  с  тем, 
что она, как ни  один другой метод, органически 
и своевре менно использовала в процессе своего раз-
вития все научные достижения химии, физики,  
микроэлектроники, точной механики, вычисли-
тельной техники, участвовала в  создании новых 
процессов и материалов.

Жидкостная хроматография прошла длитель-
ную эволюцию, прежде чем через 70  лет после 
открытия она стала современным аналитическим 
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методом  –  высокоэффективной жидкостной хро-
матографией (ВЭЖХ) [12, 13]. Начиная с 1970 годов, 
ВЭЖХ развивается невиданными темпами во всех 
важнейших направлениях: в разработке сорбентов 
и аппаратуры, а также создании актуальных при-
менений. К концу двадцатого и в начале двадцать 
первого века был предложен и  развит целый ряд 
новых методов [13, 14]: УльтраВЭЖХ [15], гидрофиль-
ная [16], высокоскоростная [17], высокотемператур-
ная  [18], капиллярная ВЭЖХ  [19], нано- ВЭЖХ  [20], 
ВЭЖХ на  монолитных колонках  [21], двумерная 
и  многомерная ВЭЖХ  [22]. Увеличена экспресс-
ность и эффективность хиральной, эксклюзионной, 
противоточной хроматографии [23–26]. Разработан 
ва риант высокоэффективной ионообменной хрома-
тографии –  ионная хроматография [27].

Метод ВЭЖХ применяют также для определения 
cапонинов [28], стероидов [29], пептидов [30].

Перечень новых тенденций в ВЭЖХ

В ВЭЖХ широко применяются наноматериалы, они 
используются в  качестве сорбентов  [31] и  для кон-
центрирования [32]. Ярко выраженная тенденция –  
это миниатюризация приборов в  ВЭЖХ: основы 
и  платформы миниатюризации  [33–35], капилляр-
ная ВЭЖХ [19], нано-ВЭЖХ [20], ВЭЖХ на чипах [36, 
37]. Важные комбинации ВЭЖХ-ГХ  [38] и  ВЭЖХ-
ЯМР  [39]. Новые детектирующие системы, разра-
ботанные для ВЭЖХ: хемилюминесцентные  [40], 
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лазерные флуориметрические [41], по светорассеива-
нию [42], аэрозольные [43], аэрозольные с зарядом [44], 
амперометрические  [45] и  биоспецифические  [46]. 
Важные области применения: определение аллер-
генов  [47], кортизола- маркера стресса в слюне  [48], 
аминокислот, пептидов и  белков  [49], аминокис-
лот в метеоритах [50], связь структуры анализируе-
мых молекул с их удерживанием [51, 52], липидный 
профиль  [53] и  допинг- контроль  [54], определение 
метаболома [55].

Гидрофильная хроматография

Гидрофильная хроматография (ГФХ) предложена 
в 1990 году [56], однако, широко применяться метод 
стал только через 10 лет [16]. Автором метода было 
предложено и с тех пор широко используется словосо-
четание Hydrophilic interaction liquid chromatography 
(HILIC), хотя многие авторы предлагают называть 
этот метод полярной хроматографией, поскольку 
и сорбент, и элюент –  полярные фазы. Тем не менее, 
словосочетание HILIC верно отражает ту  основ-
ную черту данного метода, что важнейшую роль 
в разделении аналитов играет их взаимодействие 
с  гидратированными группами сорбента и  моле-
кулами воды, распределяющейся между обеими 
полярными фазами хроматографической системы. 
Отличительная особенность ГФХ –  применение элю-
ента с большим содержанием органического компо-
нента в элюенте, чаще всего ацетонитрила (60–95%). 
В  градиентном варианте ГФХ содержание послед-
него в элюенте понижается. Гидрофильная хромато-
графия расширила возможности разделения и ана-
лиза высокополярных соединений. В определенном 
смысле она встала в один ряд с обращенно- фазовой 
хроматографией (ОФХ) и нормально- фазовой хрома-
тографией (НФХ), взяв у первой полярные элюенты 
и  у  второй полярные сорбенты. ОФХ  –  распростра-
ненный метод анализа (50–70% всех применений) –  
не  удобен для разделения сильнополярных соеди-
нений, поскольку они не склонны к гидрофобным 
взаимодействиям с сорбентом, элюируются быстро 
и плохо разделяются. Для преодоления этого недо-
статка ОФХ предложены альтернативные методы: 
ион-парная, мицеллярная хроматография, приме-
нение (embedded) сорбентов c полярными вставками 
в алкильную цепь, дериватизация аналитов, но все 
они имели свои недостатки и  не  получили широ-
кого признания.

ГФХ в течение 30 лет [16] прошла большой путь раз-
вития, превратившись в один из самых востребован-
ных методов хроматографии для разделения и ана-
лиза полярных соединений [57–59], а также ионных 

соединений, склонных к гидратации заряженных 
групп. Большие успехи ГФХ показала в решении ряда 
важнейших задач в медицине, биологии и фарма-
цевтике. Показана перспективность ГФХ в двумер-
ных вариантах хроматографии.

УльтраВЭЖХ

Основной способ повышения эффективности коло-
нок –  это уменьшение диффузионного пути молекул 
аналита внутри частиц сорбента, например, умень-
шением диаметра зерен сорбента. В начале 21 века 
вместо традиционных 5 и 3 мкм перешли к части-
цам менее 2 мкм, обычно 1,7  мкм  [15,  60]. Режим 
работы на  таких колонках назвали УльтраВЭЖХ 
(УВЭЖХ), так как он позволил достигнуть эффек-
тивности 400  тыс. теоретических тарелок на  метр 
длины колонки [15]. За счет увеличения линейной 
скорости потока элюен та возросла и скорость разде-
ления. Однако такой режим работы колонки тре-
бует высокого входного давления элюента –  свыше 
1 000 атм. Фирма Waters впервые создала такие тон-
кодисперсные сорбенты и жидкостные хроматографы 
с насосами высокого давления. УльтраВЭЖХ нашла 
широкое применение в фармацевтической промыш-
ленности. Однако достичь равномерного заполнения 
колонок такими мелкими частицами достаточно 
сложно. Кроме того, при больших скоростях потока 
и  высоком сопротивлении среды в  колонке некон-
тролируемо выделяется «фрикционная теплота», 
приводящая к  градиентам температуры и  вязко-
сти элюен та и ухудшающая эффективность колонки 
в целом. Срок службы таких колонок ограничен.

Многие потребители стали искать альтерна-
тиву УВЭЖХ, удачным оказалось применение 
поверхностно- пористых сорбентов  [61]. В  2006–
2007  годах появились первые коммерческие 
поверхностно- пористые сорбенты для ВЭЖХ, хотя 
преимущества такого подхода были показаны еще 
в 1963 году [62] и в 1967–1969 годах [63, 64]. Колонки 
с  сорбентами Poroshell и  Kinetex наполнены сили-
кагельными частицами 2,7 мкм, в центре частицы 
сохраняется инертное непористое ядро, вокруг кото-
рого располагается пористый слой толщиной всего 
0,25–0,5 мкм. Оказалось, что эффективность таких 
колонок сопоставима с  эффективностью колонок 
с частицами 1,7 мкм, но входное давление элюента 
значительно снизилось, что позволило использо-
вать уже существующую аппаратуру для ВЭЖХ [15]. 
Несмотря на  некоторые недостатки, УВЭЖХ при-
меняется для быстрого разделения сложных сме-
сей, особенно с  масс-спектрометрическими детек-
торами [65].
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Высокотемпературная 
хроматография (ВТЖХ)
Температура –  еще один важный фактор, влияю-
щий на скорость диффузии аналитов и эффектив-
ность колонок (естественно, она влияет и на удер-
живание и  селективность разделения). Долгое 
время в ВЭЖХ разделение проводили, в основном, 
при комнатной температуре. Хотя ВТЖХ была 
известна ранее [66], однако стала широко приме-
няться в 2000-х годах [67]. Основные преимуще-
ства ВТЖХ: значительное сокращение времени 
разделения, снижение сопротивления и повыше-
ние эффективности колонок, возможность при-
менения чистой воды в  качестве элюента  [68] 
в сочетании с пламенно- ионизационным детек-
тором  [69]. Разделение проводят при темпе-
ратурах до  150–200  °C. Разработаны и  серийно 
выпускаются жидкостные хроматографы с термо-
статированием до 200 °C. Перспективен и режим 
программирования температуры в  ВЭЖХ  [70]. 
Однако ассортимент пригодных колонок пока 
ограничен.

Высокоскоростная жидкостная 
хроматография (ВСЖХ) 
Высокоскоростная жидкостная хроматография 
позволяет выполнять большее число анализов 
сложных проб за ограниченное время, сделать про-
цесс разделения более производительным, сокра-
тить стоимость анализа [17]. Основные пути сокра-
щения времени анализа: это применение УВЭЖХ, 
хроматографии на  поверхностно- пористых сор-
бентах, высокотемпературной хроматографии 
и  хроматографии на  современных монолитных 
колонках  [71]. Основные области применения 
ВСЖХ: фармакокинетика, метаболомика, судеб-
ная химия, допинг- контроль, экология, фарма-
цевтика, промышленный контроль быстрых про-
цессов и др. [71].

Исключительно важна разработка 3D-анали ти-
чес ких систем с  2D-детекторами: масс-спектро-
мет рическим, диодноматричным, кулономе-
трическим с линейкой электродов. 3D-комплексы 
позволяют проводить не  только количествен-
ный, но  и  качественный анализ сложных сме-
сей. Примерами основных достижений современ-
ной ВЭЖХ могут служить: эффективность до 1 млн 
теоретических тарелок на метр длины, экспресс-
ность –  десятки пиков за одну минуту [72], пределы 
детектирования 1 · 10–15–1 · 10–18 г, то есть фемто- [73, 
74] и аттограмм [74] вещества.

Все эти достижения позволили успешно решать 
новые аналитические вызовы:
•	 в метаболомике [75, 76];
•	 в протеомике [77, 78];
•	 в фармакокинетике лекарств в организме [79];
•	 в анализе содержимого одной клетки [80];
•	 в ранней диагностике заболеваний по  опре-

делению маркеров в  биологических жидко-
стях [81–84];

•	 в определении соотношений D / L форм оптиче-
ских изомеров аминокислот для диагностики 
болезней и старения [85];

•	 в определении загрязнителей в пищевых про-
дуктах: гетероциклических ароматических 
аминов [86], акриламидов [87], ветеринарных 
лекарств [88], нитрозаминов [89], микотокси-
нов  [90] и  полициклических ароматических 
углеводородов [91];

•	 в контроле загрязнителей  окружающей среды: 
хлорфенолы в водах [92], бисфенола в воде [93], 
1,1-диметилгидразина в почве [94].

•	 в анализе полифенолов- антиоксидантов в рас-
тениях, пищевых продуктах [95, 96];

•	 в определении онкомаркеров [97–100];
•	 в определении наркотиков [101, 102];
•	 в  определении маркеров окислительного 

стресса [103, 104].
Таким образом, ВЭЖХ находится на страже здо-

ровья человека, чистоты пищи, лекарств и  окру-
жающей среды, повышая качество жизни людей. 
В качестве примеров ниже приведен перечень про-
рывных исследований сложных смесей загрязните-
лей в окружающей среде и пище (табл. 1).

В  заключение приведем ссылки на  последние 
наиболее актуальные работы по  применению 
метода ВЭЖХ: последние достижения и примене-
ния метода ВЭЖХ-МС [115], в капиллярной хрома-
тографии  [116], в  кинетически селективной жид-
костной хроматографии  [117], в  противоточной 
хроматографии  [118], в  мицеллярной ВЭЖХ  [119], 
в  мембранной хроматографии  [120], в  промыш-
ленной хроматографии [121], в био-аффинной хро-
матографии [122], последние достижения в разра-
ботке новых лекарств [123], определение примесей 
в лекарствах [124], достижения в хроматографии для 
фармацевтического анализа [125], выделение анти-
оксидантов быстрой противоточной хроматогра-
фией [24], определение антиоксидантов в функци-
ональной пище [126], достижения в переключении 
колонок  [127], валидации метода ВЭЖХ [128], при-
менения различных вариантов ВЭЖХ в  аналити-
ческих лабораториях  [129], перспективы трехмер-
ной ВЭЖХ [130].
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