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混合模式色谱分离材料的研究及其应用进展

董雪芳， 蔡晓明， 沈爱金， 魏 杰， 郭志谋* ， 梁鑫淼*

( 中国科学院大连化学物理研究所，辽宁 大连 116023)

摘要: 近年来混合模式色谱以其独特的分离特性受到人们越来越多的关注。混合模式色谱的种类主要集中在反

相 /离子交换混合模式色谱( reversed-phase / ion-exchange mixed-mode chromatography，RPLC /IEX) ，亲水作用 /离子交

换混合模式色谱( hydrophilic interaction / ion-exchange mixed-mode chromatography，HILIC /IEX) ，反相 /亲水作用混合

模式色谱( reversed-phase /hydrophilic interaction mixed-mode chromatography，RPLC /HILIC) 等混合模式。两种或多种

机理混合使用，往往在分离选择性和色谱峰形等方面能得到不同于单一模式操作所得到的效果，分离选择性以及

色谱峰形等都能得到极大的改善与提高，这使得混合模式色谱渐渐进入研究者们的视野。混合模式色谱的研究多

数集中在色谱填料的设计。混合模式色谱填料的应用主要针对生物样品的分离分析。该文综述了近年来混合模

式色谱的研究及其应用进展，并展望了混合模式色谱的发展。
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谱; 反相 /离子交换混合模式色谱
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Development and application of separation materials for
mixed-mode chromatography
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Abstract: Mixed-mode chromatography has received more and more attention due to its unique chromato-
graphic characteristics recently． In this review，a summary of the development and applications of mixed-
mode chromatography is presented． According to the types of hydrophilic interaction / ion-exchange mixed-
mode chromatography ( HILIC /IEX) ，reversed-phase /hydrophilic interaction mixed-mode chromatogra-
phy ( RPLC /HILIC) and reversed-phase / ion-exchange mixed-mode chromatography ( RPLC /IEX) ，the
preparation and applications of each type are introduced． Compared with single mode chromatography，

the selectivity as well as the sample loading capacity of the mixed-mode chromatography can be improved．
The researches mostly focus on the design of mixed-mode stationary phases and the applications especially
to bio-analysis． The mixed-mode chromatography will be a potent approach for the analysis and separation
of complex samples，and it will also be an effective and complementary tool in practical separation work．
Key words: high performance liquid chromatography ( HPLC) ; mixed-mode chromatography; chromato-
graphic stationary phases; hydrophilic interaction / ion-exchange mixed-mode chromatography ( HILIC /
IEX) ; reversed-phase /hydrophilic interaction mixed-mode chromatography ( RPLC /HILIC ) ; reversed-
phase / ion-exchange mixed-mode chromatography ( RPLC /IEX)

1 混合模式色谱概述

高效液相色谱作为一种分离技术与方法，是开

展生命科学、材料科学、环境科学研究必不可少的手

段和工具，为许多重要学科的发展做出了极大的贡

献。与经典的液相色谱法比较，高效液相色谱法具

有分离效能强、选择性好、灵敏度高、分析速度快等

优点; 同时，高效液相色谱法因使用了全多孔微粒固

定相并将其填装在小内径、不锈钢短柱管内，可在短

时间内实现高柱效与高分离能力［1 － 5］。分离材料是
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色谱的核心，也是分离科学研究的重要课题。分离

材料的发展对于高效液相色谱的发展以及解决当前

复杂样品分离分析和纯化制备等问题具有重要的

意义。
常用的色谱种类主要有反相色谱、正相色谱、疏

水作用色谱、亲水作用色谱和离子交换色谱等。根

据色谱模式的不同，分离材料分为反相色谱填料、正
相色谱填料、亲水色谱填料、离子交换色谱填料等。
目前反 相 色 谱 仍 是 色 谱 中 应 用 最 广 泛 的 色 谱 模

式［2］，同时反相色谱填料也是使用频率最高的一种

填料。亲 水 作 用 色 谱 近 年 来 受 到 越 来 越 多 的 关

注［6］，随着研究的不断深入，亲水作用色谱填料的

种类也在不断的发展中［7 － 14］。随着离子交换色谱

填料的不断研究与发展，离子交换色谱在多肽、蛋白

质样品等各类离子型样品的分离工作上也发挥了很

重要的作用［15 － 19］。但这些单一的色谱模式在复杂

样品分析等实际操作中都遇到新的问题: 在反相色

谱中，往往是根据样品与固定相之间的疏水作用力

强弱进行样品分离选择性的调控，当样品疏水性相

近时，若想再对样品进行分离就较为困难。亲水作

用色谱通常用于极性化合物的分离，但是亲水色谱

的使用常常因为需要使用较高比例的有机相而在很

大程度上限制了大部分样品的溶解度，故亲水作用

色谱在用于样品的大规模制备上受到了很大的限

制。几乎每种色谱模式都在特定的条件下存在各自

的局限性。如何能够克服这些局限性，更好地发挥

这些色谱模式的优势，已经成为色谱研究者十分关

注的问题［20］。
混 合 模 式 色 谱 ( mixed-mode chromatography，

MMC) 是在一根色谱柱上能够实现两种或多种分离

机理共同主导的分离技术［21 － 24］，但混合模式色谱并

不是一个全新的概念，多年前就已经被色谱技术研

究者发现且在固相萃取材料与毛细管色谱中应用得

十分广泛。混合模式色谱分离的基础是色谱固定相

能同时提供多种作用力，如键合相若同时包含烷基

链和电荷中心，则可以提供疏水作用力和静电作用

力，实 现 反 相 /离 子 交 换 混 合 模 式 色 谱 ( reversed-
phase / ion-exchange mixed-mode chromatography，

RPLC /IEX) 分离。由于多种作用力的存在，混合模

式色谱可以显著地提高分离选择性。直到近几年，

研究者们才逐渐意识到这种固定相上存在多种功能

基团的色谱模式可能会是对现有液相色谱模式的一

种重要补充。在一次分离中同时有多种作用力的存

在，是混合模式色谱的最主要特点，这样就可以实现

根据样品的不同特性进行分离，进而提高分离选择

性。多种保留机理的存在将十分利于复杂样品的分

离工作。此外，这种色谱模式的色谱柱不仅能够与

其他类型色谱柱构成很好的正交性，它本身的两种

或多种分离机理之间也具有正交性。将其应用到代

谢组学、蛋白质组学、天然产物分离等相关分离工作

中都可以获得很好的分离结果。
近年来，随着复杂样品分离需求的日益增长，混

合模式色谱研究重新受到越来越多的重视，色谱研

究专业期刊 Journal of Separation Science 出版了“混

合模式色谱”专刊，Guiochon 等［25］、Lindner 等［26，27］、
McCalley 等［20］、耿信笃等［22，23］、邹汉法等［28，29］国内

外著名色谱研究学者对混合模式色谱表现出了极大

的兴趣和关注，国外知名色谱技术企业菲罗门公司、
沃特世公司、戴安公司等也显示出了兴趣，并推出了

商品化混合模式色谱柱产品。但困扰混合模式色谱

的问题( 包括样品适用范围有限、方法开发困难以

及混合模式色谱分离材料合成方式、分离材料稳定

性等) 依然存在。

2 混合模式色谱填料及应用

正如前面所述，混合模式色谱分离的基础是填

料同时具有多种作用力。在较早期的高效液相色谱

技术研究中，常将两根或多根色谱柱串联，可以看作

是混合模式色谱的一种组合形式。随着色谱填料制

备技术的发展，这种混合模式的填料制备可以用以

下两种方式实现: 一种方式是将多种色谱填料进行

混合，然后填装到色谱柱中; 另一种方式是发展具有

多种功能基团的色谱固定相，这种方法是这几年研

究比较多且效果较好的。前一种方法制备的填料往

往因为功能基之间相距较远而导致分离效果不理

想，重复性差; 相比之下，后一种方法更理想一些。
理论上，任何两种或两种以上的分离模式都可以组

成一种混合模式色谱，其类型可多种多样，但近年来

的研究主要集中在将两种正交性比较好的色谱模式

进行组合，例如 RPLC /IEX［27，30］、亲水 /离子交换作

用 ( hydrophilic interaction / ion-exchange mixed-mode
chromatography，HILIC /IEX ) ［24，31，32］ 以 及 反 相 /亲
水作用( reversed-phase /hydrophilic interaction mixed-
mode chromatography，RPLC /HILIC) ［33］混合后组成

的混合模式色谱。下面将针对混合模式色谱种类以

及填料类型进行介绍，同时针对近年来相关研究工

作做以报道与评述。
2． 1 RPLC /IEX 混合模式色谱

RPLC /IEX 是在反相色谱填料表面上引入带有

静电作用的极性基团，将静电作用与疏水作用结合，
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将两种具有正交性的分离机理结合到一次分离中，

使分离效果不同于以往的普通反相色谱分离效果。
一些在常规的反相色谱上难以实现分离的化合物在

此模式下会有与反相色谱不同的洗脱顺序和更好的

分离选择性。而分离选择性是考察色谱性能最重要

的指标之一，对于选择性要求较高的分析工作与制

备工 作 的 发 展 提 供 了 一 种 互 补 分 离 方 法。因 此

RPLC /IEX 混合模式色谱柱在多种色谱柱筛选时显

示出较大的优势。
事实上，这种混合模式色谱现象在硅胶基质的反

相色谱固定相发展的早期就被认识到了。例如，反相

色谱填料表面没有进行封尾操作，残余的硅羟基解离

后具有阳离子交换活性，往往在分离某些碱性化合物

时发生作用，导致峰形拖尾，柱效下降。近几年，随着

硅胶制备技术的改良与发展，一些研究者致力于发展

RPLC /IEX 这类混合模式固定相，并实现了很好的应

用。例如，Nogueira 等［34］将十一酰-3-氨基奎宁、十一

酰-3-氨基托烷接到巯基修饰的硅胶表面制备了一系

列混合模式固定相，这些固定相能够提供疏水作用

( 烷基链) 和阴离子交换作用( 奎宁环) 。
McCalley 等［20］ 对 于 碱 性 化 合 物 在 商 品 化 的

RPLC /IEX 色谱柱上的过载行为进行了详细的研

究。文献报道的商品化色谱柱是将羧基包埋在疏水

链中，通过比较发现这些混合模式色谱柱相比于传

统的 C18 反相色谱柱，在分离碱性化合物时能够获

得十分良好的峰形，这很可能是由于包埋的离子基

团改变了残余的硅羟基在疏水链中的性质; 同时这

些混合模式色谱填料对于碱性化合物的载样量高于

传统的 C18 反相柱。
梁鑫淼等［35］通过使用极性共聚的方法制备出

一种 C18WCX( 反相 /弱阳离子交换) 混合模式色谱

填料( 见图 1) ，该填料表面上键合了正十八烷基和

3-羧丙基两种基团，分别提供了疏水性和弱阳离子

交换性质，其在多肽的二维分离中得到很好的应用。
这种混合模式色谱填料在酸性条件下以疏水作用为

主，在中性条件以及弱碱性条件下以疏水作用和阳

离子交换为主。使用这种混合模式色谱柱构建二维

色谱分离方法，对鼠脑样品进行检测，可以检测到

1 031 个蛋白质以及 4 397 个特征多肽。相对于以

往只用一维的色谱方法，能够检测到的蛋白质与多

肽数量都有极大的提高［36］。
基于上述方法，梁鑫淼等［37，38］又制备出 C18SAX

( 反相 /强阴离子交换) 和 C18SCX( 反相 /强阳离子交

换) 两种混合模式色谱填料( 见图 2) 。C18SAX 填料

表面相应键合了疏水链以及季铵基团，具有反相作用

图 1 C18WCX 混合模式色谱固定相
Fig． 1 C18WCX mixed-mode stationary phase

的同时也具备了强阴离子交换能力。与普通反相色

谱柱不同，这种混合模式色谱填料能够在 100% 水相

条件下操作且其柱效性能能够与商品化色谱柱 Sun-
FireTM C18 柱相当。使用这种色谱填料发展的 SPE 方

法能够高效地富集到马兜铃酸各组分。对于中药这

种相对复杂样品的前处理，能够提供一种十分有效、
快速的方法［37］。C18SCX 填料表面相应键合了疏水

链以及磺酸基团，具有反相作用的同时也具备强阳离

子交换能力; 将这种填料用于磷酸化肽的富集，可以

将单磷酸化肽和多磷酸化肽依照疏水作用与离子交

换作用混合作用的不同进行先后的洗脱。这种填料

相对于磷酸化肽富集工作中常用的二氧化钛材料，其

选择性更高［38］。
2． 2 HILIC /IEX 混合模式色谱

Alpert［6］于 1990 年提出“亲水作用色谱”的概

念并对其保留机理进行了一定的阐述。随后 Hod-
ges 等［39，40］在分离多肽样品时发现，在亲水作用色

谱模式下分离多肽，固定相与样品之间还存在离子

交换作用，因此提出了 HILIC /IEX 混合模式色谱的

概念。大多数生物分子具有一定的极性和很好的亲

水性，适合使用 HILIC 进行分离。另外，多肽等具有

很明显的电荷性质，在使用 HILIC 分离过程中电荷

性质可以发挥重要作用。目前 HILIC /IEX 模式应

用最多的领域还是多肽、蛋白质的分离。自此概念

提出后，使用离子交换材料在该模式下分别对环

肽［41］、α-螺旋多肽［42］、合成多肽［43］等多种样品进行

了成功的分离。2008 年 Hodges 等［24］在关于 HIL-
IC /IEX 综述文章中论述了这种混合模式方法在多

肽分离工作中的发展与应用。这种模式的主要特征
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图 2 C18SAX 和 C18SCX 混合模式固定相
Fig． 2 C18SAX and C18SCX mixed-mode stationary phases

是使用带有电荷的极性固定相和含有高比例有机相

的流动相，溶质通过与固定相发生亲水作用和电荷

作用达到分离。这种混合模式对于反相色谱模式是

一个极大的补充。样品可以先按照电荷作用强弱进

行洗脱，若其中含有相同带电量的多肽则可以按照

亲水作用的大小再次进行洗脱; 相比单一的 HILIC
或 IEX，混合模式色谱的选择性更好。

很多离子交换材料虽带有一定的电荷，但因为

基团本身是极性的，因此完全可以在亲水作用模式

下使用，且这些离子交换材料往往可以表现出很强

的亲水性。梁鑫淼研究组［32］使用一种 HILIC /IEX
混合模式固定相( 见图 3) 色谱柱分离了壳寡糖。寡

糖类大分子因带有大量的羟基而亲水性极强，亲水

色谱可以对寡糖进行十分有效的分离，因此亲水色

谱在糖类分析中得到了较广泛的应用; 壳寡糖是一

种碱性糖，带有一定的正电荷，可以采用阳离子交换

模式进行分析。因此基于以上两种机理，采用这种

商品化的弱阳离子交换材料成功实现了壳寡糖的分

离。HILIC /IEX 混合模式色谱方法相对于亲水模式

可以显著降低乙腈的使用量，又可以获得亲水模式

的高分离度; 相对于离子交换模式，HILIC /IEX 混合

模式可以很好地改善色谱峰的峰形，同时较温和的

流动相条件( 乙酸铵 /乙腈 /水) 的使用，使其可以直

接与质谱串联实现结构鉴定，又为壳寡糖的工业级

制备提供了一种可靠、简便的选择。
某些两性离子可以通过调控 pH 而带有不同的

电荷，这些两性离子也可以很好地应用在混合色谱

模式中。Irgum 等［44］设计了一种以磷脂为功能基团

的两性离子固定相，这种固定相能够很好地对简单

图 3 HILIC /IEX 混合模式固定相
Fig． 3 HILIC /IEX mixed-mode stationary phase

的多肽进行分离。这种固定相上同时带有磷酸根基

团和季铵基团，受 pH 影响十分显著。这些简单的

多肽都能够通过亲水作用模式和离子交换模式两种

色谱模式的混合调控而实现成功的分离。
梁鑫淼等［8，9］应用“巯基-乙烯基”点击化学方

法将半胱氨酸键合到硅胶表面上，并将其命名为

“Click TE-Cys”固定相( 见图 4) 。由于氨基酸是两

性离子，这种填料显示出典型的两性特性，即在不同

的 pH 下带电情况不同。这种固定相具有极强的亲

水性，能够很好地分离寡糖、多肽以及碱性化合物

等，并显示出极强的富集糖肽能力，为糖组学以及糖

肽组学的研究提供了一种极具潜力的材料。

图 4 Click TE-Cys 固定相
Fig． 4 Click TE-Cys stationary phase
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2． 3 RPLC /HILIC 混合模式色谱

反相色谱往往应用于极性较弱以及中等极性化

合物的分离，而亲水色谱则应用于极性较强的化合

物的分离，两种模式单独使用在实际分离工作中会

存在一定的局限性。亲水色谱与反相色谱有很好的

正交性，在低比例有机溶剂条件下显示疏水保留特

性，在高比例有机溶剂条件下显示亲水保留特性，将

这两种模式进行结合不仅可以改善极性化合物的分

离，还可以提高分离选择性以及保留性质。在现代

分离纯化工作中，遇到的样品常常是极其复杂的混

合物，极性与非极性物质往往混合在一起，因此将这

两种模式有机结合，将为这些复杂样品的实际分离

工作提供一种极具潜力的途径。
梁鑫淼等［33］基于点击化学的方法在硅胶表面

键合上环糊精，环糊精本身结构特殊 内腔疏水，

外沿亲水( 见图 5) ，故具备反相 /亲水特性。这种固

定相在分离黄酮苷类化合物时呈现“U 形”特征保

留曲线，说明了这种固定相具有混合模式行为。

图 5 Click-环糊精固定相
Fig． 5 Click-cyclodextrin stationary phase

Liu 等［45］发展了一种 HILIC /RPLC 混合模式色

谱填料( 见图 6 ) ，其结构中包含一个疏水烷基链和

二醇基亲水极性头。这种固定相可以在亲水模式与

反相模式下使用，具有独特的色谱保留特性。

图 6 HILIC /RPLC 混合模式固定相
Fig． 6 HILIC /RPLC mixed-mode stationary phase

2． 4 RPLC /CEX /AEX 混合模式色谱

近年来，Liu 等［46 － 48］设计了一种集反相 /阳离

子交换 /阴离子交换色谱 3 种模式于一体的混合模

式色谱填料 RPLC /CEX /AEX。这种填料是在

高纯度硅胶表面先键合具有疏水作用的阴离子交换

基团，再通过静电驱动自组装过程，使得带有负电荷

的纳米聚合物粒子与带正电荷的烷基链结合，这样

制备出的填料能够同时具备 3 种作用力，即疏水作

用、阴离子交换作用和阳离子交换作用。通过对这

种固定相进行色谱评价，发现这种固定相的保留特

性受流动相的离子强度、pH、有机溶剂含量影响，离

子交换作用与亲水作用都对碱性化合物和中性化合

物的保留产生影响。作者还将这种色谱填料在各种

色谱性能上与其他商品化的色谱柱进行了比较，发

现不同 工 艺 制 备 得 到 的 色 谱 柱 的 色 谱 性 能 差 异

较大。

3 混合模式色谱的展望

高柱效的混合模式色谱柱的开发仍然是这部分

工作的一个热点。提高色谱柱的柱容量、色谱柱的

分离性能，并使其使用效率高于两根串联使用的色

谱柱的使用效率; 键合相种类的选择、键合工艺的开

发与优化也将成为这部分工作的一个重要研究点。
值得注意的是，在目前众多开发的色谱柱中，有很多

色谱柱是具有这种混合模式能力的。如何将已制备

出的色谱柱的混合模式分离能力发挥到最大，也是

需要研究者在长期工作中不断进行探索的。探索混

合模式色谱柱的机理往往因混合模式种类不同而具

有一定的差异性。这些机理的详细研究与报道还相

对较少，若能将混合机理进行细致的考察与探索，对

于混合模式色谱的深入研究也是一种推进。
混合模式较传统的 RPLC、IEX、HILIC 模式等有

较大的区别，综合各分离模式的分离功能，同时以疏

水作用、离子交换作用或亲水作用多种机理协作进

行样品分离，可以很好地提高分离选择性，达到传统

单一色谱模式所不能达到的效果。但是值得注意的

是，正是由于多种机理同时存在，对这些作用的合理

调控往往需要一定的时间与精力进行探索。此时，

多种因素比如流动相极性、离子强度、pH 等多个因

素就需要协调平衡。这些因素都要同时考虑就使得

混合模式色谱方法的开发具有一定的难度。
目前多种混合模式色谱填料已有合成，如何充

分利用这些混合模式色谱柱发展高效、高选择性的

色谱方法十分必要。依托之前研究发展的混合模式

色谱基础，考察各种类型样品( 标准样品与实际样

品) 在混合模式色谱柱上的色谱保留特性，总结混

合模式色谱对这些样品的保留规律，发展混合模式

色谱分离方法，将是十分有价值的工作。
综上所述，混合模式色谱已经受到研究者们的
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广泛关注，这种模式具有广泛的应用前景，探索空间

巨大。无论是新型混合模式色谱填料的制备，还是

混合模式色谱柱的实用方法开发，都十分值得研究

者们深入研究。混合模式色谱也必将在色谱领域成

为一种值得瞩目的强大工具!
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