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Гидрофильная хроматография (ГФХ) в течение 30 лет (1990-2020 г.г.) прошла большой путь 
развития, превратившись в один из самых востребованных методов хроматографии для разделения и 
анализа полярных соединений в разных областях. Она родилась на стыке нормально-фазовой (РФХ) и 
обращенно-фазовой хроматографии (ОФХ), используя полярные сорбенты НФХ и полярные элюенты 
ОФХ. Механизм удерживания в ГФХ сложен, кроме полярных соединений ГФХ разделяет и ионные 
соединения, поэтому ГФХ – это, по-существу, комбинация трех методов НФХ, ОФХ и ИОХ. Из-за вли-
яния многих параметров на удерживание ГФХ - гибкий метод, позволяющий подбирать оптимальные 
условия для разделения сложных полярных веществ. В удерживание вносят вклад: распределение 
между слоем воды на поверхности сорбента и органическим компонентом элюента, адсорбция и иные 
взаимодействия. Для ГФХ разработан большой ассортимент сорбентов: с нейтральными функциональ-
ными группами на поверхности, с заряженными группами и цвиттер-ионными. В обзоре приведен спи-
сок сорбентов с разными функциональными группами на поверхности. Отличительная особенность 
ГФХ – это применение элюентов с большим содержанием органического компонента, чаще всего аце-
тонитрила от 60 до95%. Кроме того применяют метанол, этанол, изопропанол, ацетон. Большие пер-
спективы показала ГФХ в двумерных вариантах хроматографии, особенно в сочетании с ОФХ для раз-
деления и анализа сложных смесей полярных соединений. Особенно чаще всего применяется комби-
нация ГФХ х ОФХ х МС в сложных анализах. Потрясающие успехи ГФХ показала в разнообразных 
применениях для разделения и анализа биологически активных соединений в медицине, биологии, фар-
мацевтике, в частности аминокислот, пептидов, белков, нуклеотидов, нуклеозидов, карбогидратов, ан-
тител, производных ДНК, разных лекарств, метаболитов, маркеров болезней, пуриновых и пиримиди-
новых оснований, а также полифенольных соединений (флавоноидов, антоцианинов, проантоцианиди-
нов и др.), особенно интересен их профиль в разных пищевых продуктах и напитках. Опубликованы 
обзоры по анализам пищевых продуктов, лекарств в фармацевтике, в метаболомике, протеомике, пеп-
тидомике и др. омиксах. 

Ключевые слова: гидрофильная хроматография (ГФХ), механизм удерживания, сорбенты, 
элюенты, двумерная ГФХ, применения. 

Введение 
Гидрофильная хроматография стала 

прорывным методом, значительно рас-
ширившим аналитические возможности 
разделения и анализа сильнополярных 
соединений. Она появилась на стыке нор-
мально-фазовой (НФХ) и обращенно-фа-
зовой хроматографии (ОФХ), взяв у пер-
вой полярные сорбенты и полярные 
элюенты у второй. ОФХ – самый распро-
страненный метод (около 70-80% всех 
применений) не удобен для разделения 

сильнополярных соединений, т.к. они 
элюируют быстро и плохо разделяются. 
В НФХ наоборот удерживание сильное и 
выходят в виде несимметричных пиков. 
Основателем ГФХ считают Alpert [1], ко-
торый в 1990 г предложил этот метод и 
показал его возможности при разделении 
аминокислот и пептидов. Однако, значи-
тельно раньше в двух работах этот режим 
был использован при разделении сахаров 
[2,3]. Однако авторы не поняли значение 
этого метода и не распространили его для 
разделения других полярных соедине-
ний. Наши специалисты Сапрыкин Л.В., 
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Киселева Н.В. и др. определяли вита-
мины в этих режимах [4,5]. Автор метода 
использовал его для разделения других 
полярных соединений и предложил меха-
низм удерживания. Им было предложено 
словосочетание «Hydrophilic interaction 
liquid chromatography (HILIC)». Сокраще-
ние HILIC широко используется в разных 
публикациях. Для решения недостатка 
ОФХ - плохое разделение полярных со-
единений были предложены альтерна-
тивы: ион-парная хроматография, мицел-
лярная хроматография, сорбенты embed-
ded c полярными вставками в алкильную 
цепь, дериватизация, но все они имели 
недостатки и не получили широкого при-
знания. По ГФХ вышли книги [6-11] и об-
зоры [12-23], в которых систематизиро-
ваны сведения по ГФХ по состоянию вре-
мени выхода этих книг и обзоров. Назва-
ние «гидрофильная хроматография» не 
точное, одно из предложений назвать 
этот метод полярной хроматографией, 
поскольку сорбент и элюент в этом ме-
тоде полярные. На Комиссии по хромато-
графии надо обсудить этот вопрос офи-
циально. 

Механизм удерживания в ГФХ 
Исследованиям механизма удержива-

ния в ГФХ посвящено много работ [24-
44]: использовались разные модели удер-
живания [24-26], предложено уравнение 
удерживания [27], оценка роли слоя ад-
сорбированной воды на удерживание на 
полярных стационарных фазах [28], удер-
живание и селективность [29], предсказа-
ние удерживания [30], общие представле-
ния [31], влияние разных параметров на 
удерживание [32-44]. Кроме сильнопо-
лярных соединений ГФХ позволяет раз-
делять ионные и ионизируемые соедине-
ния [37], обычно разделяемые методами 
ионной или ионообменной хроматогра-
фии. Механизм удерживания в ГФХ сло-
жен, принято считать, что он результат 
комбинации распределения аналита 
между водным слоем, находящемся на 
гидрофильной поверхности сорбента и 
органическим компонентом элюента в 

сочетании с другими видами взаимодей-
ствий как водородная связь, диполь-ди-
польные взаимодействия, электростати-
ческие и даже гидрофобные взаимодей-
ствия [32]. Для получения полного пони-
мания механизма удерживания в ГФХ 
нужно принимать во внимание состав по-
движной фазы и структуру аналита. Пер-
воначально удерживание в ГФХ, в основ-
ном, связывали с распределением на слое 
воды на поверхности сорбента, однако, 
затем стали принимать во внимание ад-
сорбцию и электростатические взаимо-
действия. В работе [33] проведено важ-
ное фундаментальное исследование ос-
новных характеристик взаимодействия 
выбранными соединениями 22 стацио-
нарными фазами (коммерчески доступ-
ные) с разными функциональными груп-
пами (нейтральными, катионными, ани-
онными и цвитеррионными). В резуль-
тате этих исследований было показано, 
что распределение – доминирующий ме-
ханизм в удерживании незаряженных 
аналитов. Однако, некоторые факты вза-
имодействия с функциональными груп-
пами указывают на то, что на удержива-
ния влияет и адсорбция. 

В следующей работе [42] изучено по-
ведение удерживания 14 соединений 
(нейтральных, кислых и основных) на 
двух амидных и силикагелевых колонках 
разных производителей. Каждая колонка 
тестировалась с 6 разными подвижными 
фазами при разных рН. Результаты изме-
рений подтвердили, что механизм удер-
живания сложен, что для правильной ин-
терпретации результатов нужно учиты-
вать состав подвижной фазы и химиче-
скую природу анализируемых соедине-
ний. Число исследований механизмов 
удерживания в ГФХ растет, однако, вы-
явление разных взаимодействий все еще 
трудная задача. Вклад адсорбции больше, 
когда слой воды меньше. Адсорбция 
также выше на цвиттерионных сорбен-
тах. В общем, в настоящее время меха-
низм удерживания в ГФХ рассматрива-
ется как сложный, включая распределе-
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ние, адсорбцию и ионные взаимодей-
ствия, поэтому ГФХ рассматривают как 
сочетание НФХ, ОФХ и ИХ. Этот меха-
низм зависит от природы сорбента - сор-
бата и элюента. Этот сложный механизм 
дает возможность более гибкого регули-
рования условий для достижения нуж-
ного разделения. Но с другой стороны, 
это не позволяет предсказать порядок 
удерживания и селективность разделе-
ния, т.к. нет преобладающего вклада. По-
этому широкие дискуссии продолжают 
проходить о механизмах удерживания в 
ГФХ. 

Сорбенты для ГФХ 
Сорбенты в ГФХ разделяются на сор-

бенты с полярными нейтральными функ-
циональными группами на поверхности, 
группы с зарядами и цвиттерионами. Как 
уже упоминалось ранее, в ГФХ использу-
ются только полярные сорбенты. По по-
лярности сорбенты располагаются в та-
кой ряд: силикагель> аминопропильный> 
диольный > цианопропильный. Есть еще 
сорбенты амидные, алкиламидные и с 
другими привитыми группами. (таблица 
1). В ГФХ нет наиболее универсального 
широко применяемого сорбента, такого 
как С18 в ОФХ. Применяемость разных 
сорбентов в аналитической практике сле-
дующая: силикагель – 35%, цвиттерион-
ные – 25%, амидные – 14%, диольные –

12%, аминопропильные – 9%, цианопро-
пильные – 1% и прочие – 4%. 

Подвижная фаза 
Отличительная особенность ГФХ - это 

применение элюентов с большим содер-
жанием органического компонента, в 
частности, ацетонитрила в пределах 60-
98% [69-70]. Кроме ацетонитрила ис-
пользуют и другие органические раство-
рители. По полярности они располага-
ются в таком порядке: вода> метанол> 
этанол> изопропанол> ацетонитрил> 
ацетон. За счет низкой вязкости ацетони-
трила вязкость элюентов в ГФХ в общем 
в 2-3 раза меньше, чем в ОФХ. Поэтому, 
это позволяет использовать колонки 
большей длины (до 45 см) для увеличе-
ния общей эффективности. Считается, 
что это одно из преимуществ ГФХ. В 
элюент может добавляться буфер до 1% 
Вода – самый сильный элюент, поэтому 
увеличение ее доли в элюенте уменьшает 
удерживание полярных веществ. 

Двумерная ГФХ 
ГФХ очень перспективна для двумер-

ных вариантов хроматографии, особенно 
в сочетании с обращенно-фазовой или 
ионообменной [71-78], особенно для раз-
деления и анализа сложных смесей в ме-
таболомике [74], пептидомике [76,78], 

Таблица 1. Основные типы неподвижных фаз в ГФХ 
Table 1. Types of HILIC stationary phases 

  ссылки 
1 Общие обзоры, характеристика свойств 45-53 
2 Силикагели 54 
3 Поверхностно-пористые сорбенты 55 
4 Монолитные колонки 55 
5 Амидные 57 
6 Цвиттерионные 58, 59 
7 Сульфированные циклофрукталы 60 
8 Оксид титана 61 
9 С привитой мальтозой 62 

10 Неомицинпривитые 63 
11 Сорбитол метакрилата 64 
12 Ионные жидкости 65, 66 
13 Бета-циклодекстрины 67 
14 Перфторированные 68 
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для исследования полифенольного про-
филя. 

Детекторы в ГФХ 
В ГФХ применяются разные детек-

торы, практически все наиболее распро-
страненные: масс-спектрометрические, 
флуориметрические, УФ, рефрактомет-
рические, по светорассеиванию, электро-
химические и др [79-81]. Наибольшие 
применения находят масс спектрометри-
ческие детекторы. В ГФХ они показы-
вают чувствительность в 10 раз большую, 
чем в ОФХ. Это связано с тем, что с по-
вышенным содержанием органического 
вещества в элюенте повышается лету-
честь и эффективность ионизации. Это 
важно при применениях ГФХ в комбина-
ции с МС метаболомике, протеомике. 

Электрохимические детекторы инте-
ресны при разделении и анализе полифе-
нолов: флавоноидов, фенольных кислот, 
антоцианинов, проантоцианидинов, т.к. 
они селективно с высокой чувствитель-
ностью определяются этими детекто-
рами. 

Применение ГФХ 
В таблице 2 приведены основные при-

менения ГФХ для анализа биологически 
активных соединений в медицине, биоло-
гии, фармацевтике, а также в фундамен-
тальных исследованиях в метаболомике, 
протеомике, пептидомике и пр. omics. 

Интересны применения в судебной хи-
мии, контроле пищевых продуктов и за-
грязнений окружающей среды. 

Таблица 2. Области применения ГФХ 
Table 2. Fields of application of HILIC 

  ссылки 
1 Анализ пищевых продуктов 82, 83 
2 Фармацевтика 84-86 
3 Метаболомика 87-89 
4 Протеомика 90-92 
5 Пептидомика 92 
6 Метаболомика в плазме 93 
7 Тетрациклиновые антибиотики 94 
8 Неомицин 95 
9 Пептиды 96-98 
10 Нуклеотиды 99 
11 Гликопептиды 100 
12 Белки 102 
13 Моноклональные антитела 103 
14 Аминокислоты 104 
15 Производные ДНК 105 
16 Нейротрансмиттеры 106 
17 Нелегальные пептидные лекарства 107 
18 Олигонуклеотиды 108 
19 1,1 – диметилгидразин и его продукты превращения 109 
20 Селен 110 
21 Токсины 111, 112 
22 Нуклеозиды и нуклеотиды 113 
23 Пуриновые и пиримидиновые основания 114 
24 Полифенолы 115-118 
25 Антоцианины 119 
26 Процианидины 120 
27 Флавоноиды 121 
28 Олигомерные проантоцианидины 122 
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В последние годы актуально анализи-
ровать полифенольные соединения, обла-
дающих антиоксидантной активностью. 

Нужно отметить, что ГФХ позволяет 
разделять многие соединения быстрее, 
чем другие методы и с большой чувстви-
тельностью, однако с применением масс-
спектрометрических и электрохимиче-
ских детекторов. Для иллюстрации ана-
литических возможностей ГФХ на ри-
сунке 1 приведены хроматограммы раз-
деления сахаров, пептидов и нуклеотидов 
[20]. 

Заключение 
Гидрофильная хроматография в тече-

ние 30 лет (1990-2020 гг.) оформилась в 
совершенный широко востребованный 

метод хроматографии для анализа поляр-
ных соединений. Число публикаций с 
2000 непрерывно росло, в последние 
годы достигло более 300 публикаций в 
год (всего публикаций не менее 3000). 
Исследован механизм удерживания, раз-
работан большой ассортимент сорбентов, 
показаны перспективы двумерной ГФХ. 
Потрясающие успехи применения ГФХ в 
анализе биологически активных соедине-
ний в биологии, медицине, фармацев-
тике, в пищевых продуктах. Много пуб-
ликаций по определению метаболитов, 
маркеров заболеваний, вершина этих до-
стижений - это анализы в метаболомике, 
протеомике, пептидомике и др.OMIC. 
ГФХ продолжает развиваться и можно 
ожидать новых достижений. 
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Рис. 1. Хроматограмма разделения сахаров [20]: 1 – сорбоза; 2 – глюкоза; 3 – тураноза; 

4 – целобиоза; 5 – трегалоза; 6 – мелицитоза; 7 –раффиноза. Пептидов: 1 – FGGF; 
2 – LGG; 3 – Angiotensin III; 4 – EE; 5-GGH. Нуклеозидов: 1 – метилуридин; 2 – уридин; 
3 – адензин; 4 – инозин; 5 – ксантозин; 6 – цитидин; 7 – гуанозин; 8 – 1-метиладенозин. 

Fig. 1. Сhromatogram of separation of sugars [20]: 1 – sorbose; 2 – glucose; 3 – turanose;  
4 – cellobiose; 5 – trehalose; 6 – melicitose; 7 – raffinose. Separation of peptides: 1 – FGGF;  

2 – LGG; 3 – Angiotensin III; 4 – EE; 5 – GGH. Separation of nucleosides: 1 – methyluridine; 
2 – uridine; 3 – adenosine; 4 – inosine; 5 – xanthosine; 6 – cytidine; 7 – guanosine; 

8 – 1-methyladenosine. 
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30th anniversary of hydrophilic interaction 
chromatography 
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Over the past 30 years (1990-2020), hydrophilic interaction chromatography (HILIC) has come a long 
way and is now one of the most popular chromatograpic methods used in various fields to separate and analyse 
polar compounds. It originated at the junction of normal phase liquid chromatography (NP-HPLC) and reversed 
phase chromatography (RP-HPLC) and employs polar sorbents used in NP-HPLC and polar eluents used in 
(RP-HPLC). HILIC has a complex retention mechanism, since, besides polar compounds, it can also separate 
ionic compounds. Therefore, HILIC is, in fact, a combination of three methods: NP-HPLC, RP-HPLC, and ion 
exchange chromatography (IC). Due to several parameters affecting the degree of retention, HILIC presents a 
flexible method, which can be used to set optimal conditions for the separation of complex polar compounds. 
The retention is influenced by the following parameters: distribution between the water-rich layer on the sur-
face of the sorbent and the organic component of the eluent, adsorption, and other interactions. There is a wide 
range of sorbents developed specifically for HILIC: sorbents with neutral functional groups on the surface, 
sorbents with charged groups, and sorbents with zwitterionic groups. The article presents an overview of 
sorbents with various functional groups on the surface. A specific feature of HILIC is the use of eluents with 
high concentrations of organic components, most commonly acetonitrile (60-95%). Methanol, ethanol, isopro-
panol, and acetone are also used. HILIC proved to be a very promising two-dimensional chromatographic 
technique (especially when combined with RP-HPLC) for separation and analysis of complex mixtures of polar 
compounds. In complex analysis, the most common combination is HILIC x RP-HPLC x MS. HILIC variations 
also proved to be highly effective in medicine, biology, and pharmaceutics, where they are used for the sepa-
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ration and analysis of biologically active compounds, namely amino acids, peptides, proteins, nucleotides, nu-
cleosides, carbohydrates, antibodies, DNA derivatives, drugs, metabolites, disease markers, purine and pyrim-
idine bases, and polyphenolic compounds (flavonoids, anthocyanins, proanthocyanidins, etc.), especially in 
food and drinks. Reviews of the analyses of food and drugs have been published in pharmaceutics, metabo-
lomics, proteomics, peptidomics, and other omics. 

Keywords: hydrophilic interaction chromatography (HILIC), retention mechanism, sorbents, eluents, 
two-dimensional HILIC, applications. 
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